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は じ め に

病原体やその産物が Toll-like receptor （TLR） 9に
よって認識され，貧血を起こすことが報告されてい 

る1-4）．TLR9は細菌またはウイルスのゲノム DNAに
存在する非メチル化 CpG ジヌクレオチドを認識す 

る5）．自然界に存在するバクテリアやウィルスの CpG 

DNAは single-stranded（ss）oligodeoxynucleotide（ODN）
配列で，phosphodiester（PO）backboneを有する．し
かし，免疫学的研究には，ヌクレアーゼ耐性とするた
めに POを phosphorothioate（PS）backboneに置き換
えた CpG-ODNが主に用いられている （図 1）．重要な
ことは異なる backboneまたは異なる配列を持つ CpG 

ODNは免疫反応における作用が異なることが報告さ
れていることである6-12）．
最近，TLR2, 4, 7, 8が造血に直接的に関連している
のに対し，CpG-ODNがほかの細胞を介して，造血に
影響することが報告された13,14）．Sparwasserら15）は

CpG-ODN 2006はサイトカインを介して，顆粒球・マ
クロファージ系前駆細胞（granulocyte-macrophage 

colony forming units, CFU-GM）と赤芽球系前駆細胞
の増殖を亢進させることを報告した．また，Thawani

ら16）はマウスを用いて，CpG-ODNは非赤芽球細胞か
ら産生される炎症性サイトカインを介して，赤芽球造
血を抑制し，貧血を起こすことを報告した．しかし，
TLR9とヒト CD34+細胞の関係についてはいまだ不
明である．
一方，ヒト B19パルボウィルス（B19）は ssDNAウィ
ルスで，ヒト赤芽球系を特異的に抑制する．その特異
性は部分的に P抗原という B19のレセプターの分布
に依存すると考えられてきたが17,18），P抗原は赤芽球
だけではなく，巨核球，内皮細胞などの細胞にも存在
する17,19）．このため，B19による赤芽球系に選択的な
抑制機序はいまだ不明である．非構造蛋白NS1によっ
て，B19は apoptosis及び cell-cycle arrestを起こすこ
とが報告されたが 20-22），UV照射後の B19もまた G2 

arrestを起こすと報告されている20）．このことは，ウィ
ルスゲノムまたは蛋白非存在下で，B19 DNAによっ
て G2 arrestが誘導されることを示唆する．
我々はヒト造血において，TLR9の代表的なリガン

ド CpG-ODN 2006の影響を検討した．その結果，
CpG-ODN 2006と B19の共通配列がヒト赤芽球系の
増殖及び分化を抑制することを発見した．その機序に
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ついて検討した結果，微生物由来の核酸がヒトの造血
幹細胞の分化増殖制御に関わっていることを初めて見
出した．

CpG-ODN 2006-POによる 
赤芽球増殖の特異的な抑制

赤芽球系（GPA+），顆粒球系（CD15+），巨核球系
（CD61+）前駆細胞を同時に誘導する系を用いて
CpG-ODN 2006-PO（2006-PO）の影響を検討した．
2006-POは濃度依存性に赤芽球系増殖を選択的に抑制
した．顆粒球系及び巨核球系は抑制しなかった（図
2A）．赤芽球系，顆粒球系，巨核球系それぞれの培養
系においても，2006-POは選択的に赤芽球系を抑制し
た．以上より，2006-POは赤芽球系を特異的に抑制す
ることを確認した．
次に，我々は異なる ODNsの作用を検討するため，

CpG motif，ODN backbone，配列の違いに着目した．
図 2Bに示す如く，CpG motifの CGを GCと置き換え
た non-CpG-ODN（2137-PO）は 2006-POと同様に赤
芽球抑制効果を示した．しかし，2006-POと同じ PO 

backboneで，完全に異なる配列を持つ 2243-POや PS 

backboneを持つ CpG-ODN（2006-PS）は赤芽球増殖
に影響しなかった．以上より，2006-POによる赤芽球
系抑制は CpG motifではなく，ODN配列，及び back-

bone依存性であった．
CpG-ODN 2006は TLR9によって認識されることが

知られている．2006-POによる赤芽球系抑制における

TLR9の関与を検討した．我々は rhodamineで標識し
た 2006-PO が細胞内に入っていることを共焦点顕微
鏡で観察したが，CD34+細胞や赤芽球系細胞には
TLR9がほとんど発現していないことを確認した（図
2C）．すなわち，2006-POによる赤芽球系抑制には
TLR9以外の経路が関与していると推定された．

2006-POは直接的に赤芽球増殖を抑制， 
巨赤芽球を作らせると同時に，細胞分裂を遅らせ， 

G2/M arrestと apoptosisを誘導する

2006-POは TLR9を有する単球やマクロファージな
どの支持細胞にも強い活性を持ち，サイトカイン産生
を惹起する23）．それらの細胞を介して，2006-POが
BFU-Eを抑制している可能性を除外するため限界希
釈法を用いた24）．2006-POによる BFU-E colonyの抑
制は原点を通る直線であったことから 2006-POは支
持細胞を介してではなく，直接 BFU-E colonyの形成
を抑制することを確認した（図 3A）．
次に，2006-POによる赤芽球系の抑制機序を検討し
た．その結果，7日間培養後，2006-POは赤芽球サイ
ズの増大（図 3B），分化の遅延（図 3C），細胞周期停
止（図 3D）及び apoptosis（図 3E）をもたらすこと
を見出した．
以上は B19感染による赤芽球癆（pure red cell apla-

sia, PRCA）で認められる巨大赤芽球に極めて類似す
る所見である20-22）．そこで，2006-POと B19に共通す
る配列があるか否かについて検索した．

図 1.　Phosphodiester （PO） backbone中の酸素を硫黄で置換した phosphorothioate （PS） backbone．
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図 2.　A : CpG-ODN 2006-POによる赤芽球系前駆細胞（GPA+ cells）の選択的抑制．顆粒球系（CD15+ 
cells）と巨核球系（CD16+ cells）の抑制は認められなかった．B : CpG-ODN 2006-PO による配列特異的及
び backbone依存的な赤芽球系前駆細胞の抑制．C : CD34+ 細胞（Day0）と赤芽球系前駆細胞（Day1-7 
cells）の TLR9発現．pDCs, B cellを positive controlとし， cDCsを negative controlとして検討した．赤芽球
系前駆細胞においては TLR9の発現を認めなかった．

図 3.　A : 2006-POは直接的にBFU-E colonyの形成を抑制した．B : 2006-POは赤芽球サイズを増大させた．
C : 2006-POは赤芽球の分化を遅延させた．D : 2006-POは赤芽球の細胞周期停止を起こした．E : 2006-PO
は赤芽球の apoptosisをもたらした．
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図 4.　A : B19の P6-promotor領域に，2006-POとの共通配列 5́-GTTTTGT-3́を認めた．B : 5́-GTTTTGT-3́
を含む配列のみが赤芽球系を抑制した．C : 5́-GTTTTGT-3́配列自体が赤芽球系を抑制した．

図 5.　A-B : 2006-POは EPORの転写，また EPOR蛋白発現を抑制した．C : B19ゲノムは赤芽球系増殖を
抑制した．D : B19ゲノムは EPOR蛋白発現を抑制した．
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B19と 2006-POの共通配列 5́-GTTTTGT-3́ は
赤芽球増殖を抑制する

B19の P6-promotor領域に，2006-POとの共通配列
5́-GTTTTGT-3́を認めた（図 4A）．そこで，B19配
列を合成して赤芽球に対する影響を検討した結果，
5́-GTTTTGT-3́を含む配列のみが赤芽球系を抑制す
ることを見出した（図 4B）．更に，5́-GTTTTGT-3́配
列自体が赤芽球系を抑制することを確認した（図 4C）．

2006-PO及び B19は EPO受容体（EPOR）の 
発現を抑制する

赤芽球系転写因子のうち，比較的赤芽球系に特異性
の高い転写因子の発現を real-time PCRを用いて検討
した．その結果，2006-POによる EPORの転写抑制
を認め，ウェスタンブロットで EPOR蛋白発現抑制
を認めた （図 5A-B）．また，B19感染患者から抽出し
た B19ゲノムもまた赤芽球系を抑制するとともに，
EPORの発現低下を誘導した（図 5C-D）．

ま　と　め

以上，我々は ODN 2006-POと B19の共通配列が赤
芽球系を選択的に抑制することを発見した．この
2006-POは EPOR mRNA及び EPOR蛋白発現を抑制
することによって，赤芽球系を選択的に抑制すると考
えられた．5́-GTTTTGT-3́配列による EPOR遺伝子

の発現抑制機序は不明である．5́-GTTTTGT-3́配列
が EPOR遺伝子へ相補的に結合することによって，
EPOR mRNAの発現を抑制しているのかも知れない
（図 6）．本研究は赤芽球系を特異的に抑制する DNA

配列の発見とともに，微生物の核酸による造血制御機
構の存在を世界で初めて示唆するものである．
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