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Ourexpet･ienceofaslow ratefreezing()fhemat()poieticstem cellsduring13years

isdescribed. HaIVeStedbollema汀nWSWeree()nCentratedinnucl(ヲatedcellricllfracti(･)ll

using己ut()maticbloodseparat()Ⅰ･S.Total182stenlCellsincluding79peripheralleuk()cytes

inChronic myelogen()usleukemia(CML).93bonemarr10W Cellsinleukemias,::lymph()mas.

gynecologicala ndurologicalneoplasmasandbl･aintumorsand10peripheralbloodstem

cellsinpcdiatricdiseaseswerecryopreservedinthepresenceof10,Q6dimethyl

suf()xide. Freezing()fcirculatingleukocytesil一CMLhasbeendisc()ntinuedsince1981

becauseofeventualblasticcrisis. Allceuswerefrozenonthesameprogram inwhich

theywerecooledatl℃ perminuteratefr()m 20℃ to-L40℃ andthen3℃ perminute

rateto180℃.Bypickingupacriticalfrcezingrx)intofthesampleandcoolingthechamtxfr,

ourprogram freezer(Ebal-a.RF122R2)hasalwaysproducedstraightlinesinloweringsam ple

temperature. Fr()Zencellswerekeptinaliquidnitrogenstockeruntiltheirinfusion.Cont-

rolingsampleandchambertemperatureprofilesisnecessaryforag()Odcourseafter

transplantatioll.

Keywords:slowr･atefl-eeZing.hematopoietiestemcell.dimethylsulfoxide,liquidnitrogen

stocker,straightlineinlowering

緩徐凍結.造血幹細胞,ジメチ′L･スル71ヰ サイト 液体窒素槽,直線状の温度低下

の凍結保存を開始 したい.以来 1992年 9月末までの13

は じ め に 年 3ケ月間をこき骨髄および藩後塵療患者の末椅血の凍結

1979年 2乱 当輸血部にプログラム~7.)-ザー---が設 を合計 182回実施 した (秦 ll.

置され 6月かLL)慢性骨髄性白血病患者の末梢血白血球 この稿は,凍結保存の手順につき解説 し.造血幹細胞
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表 1 自己造血幹細胞の凍結回数とI種類内訳 (新潟大輪【m部1979630-1992.～)30)

年 度 回数 保存幹細胞J)内訳 書 機 器 備 考CMI:neZ 骨髄 PfミSC

1979(6-3う1980(4-3う ー630 1425 25 00 十日で-/∴.∵リ-守-くエバラ:P扉し22民望)保存庫(大阪軽索:FSS40申分離装解くへをネ;PE覚)分離装酔(へモネ:V50)分 離 装 置十へモ ネ :∩(､wV50)保存庫(エーテ ック :Model確31)分離装置い - -7+二Sp(Jetr;l試用十

1湘1(4-3) 28 17 i1 O

1982(L1-3う 17 7 川 O
1983摘 -3) 23 lO ま3 O

息98轟く嶺.-3) 且1 6 5 0

1985再 -.31 7 0 丁 0

1986(4-+3) 7 0 7 0

1987ぐ4ー-3) 4 0 i 0

1988(4- 31 1 0 1. 0

1989ぐ4-31 i 0 1 0

1990再 -3う 15 O l⊥1 且

1991再 -3) ll 0 丁 1

1992(4-31 ll O 6 5

の凍結保存日 11己移植に関する課題を考察する.

1.慢性骨髄性白血病の末梢血中の有核細胞の凍

結保存

慢性骨髄性白血病 (ChronicmyeloidlL,ukenlia,以下

CML と略)は.症状の軽い慢性期を粁過す るものtT).

-i~7一晩,急性転化 して.通常最の化学墳法に航抗 し,死に

華 る.慢性期の CML 患 者の末梢血白血球 を培養す る

ど.多数の細胞集塊.二日コ二-が出現することから.CM1.

は血中(こ造血幹細胞が循環 してし､る疾患 とされている.

臨床応用と して,慢性期cr)CML 患 者か乙L｢)採血バ･･!

グに採血 して遠心 し,軟層 Lbufflrcoat～()Ile,ljC/.)を

分離後,凍結保護剤 (dimethylsulfoxide.HMS())を

加え.プロ グラム-7り一一ザ一一を用いて凍結 してお く.敬

年後,急性転化 した時に.骨髄造血が完全に荒廃する程

をこ強力な化学療法を行った艶 凍結陳存 してあった細胞

を輸注 し.再び慢性期に戻す方式が考案 された11∴

しか し慢性期に戻すことが出来て も,最終的には急性

転化を防止す ることをこはならなか ったので,198壇年以

降.CML-BCZの凍結保存を中断 している.

2. 骨髄の凍結保存

1980年､同種骨髄 移植を本格的に開始 し･[∴ すなわ

†),急性白血病や悪性 ))ンパ腫患者および婦人科腫壕,

主として械 C･上皮癌患者かIl'r首髄 を採取 し,血液分離装

置を用いて,可及的iこ赤血球闇を除去 し,有核細胞層を

凍結保存 した3､.

血液分離装置は年々.モデ′しの更新がたされたが.原

理はディ呆ポ-ザプル ♯アフェレーシス ･ボール内をこ骨

髄細胞浮遊液 を入れ 遠心 し.ⅠうCZを採取することに

ある.血液分離装置は約 1()OOnllの.大容量(/T)骨髄 を

無菌的に処坪.で きるの利点があるもJ)LT),BCZLTl回収

率は高々3O--ノ6OQ,6で, 一定 しないし')が難点であり, この

点は, ′ミ･リグを遠心分離する方法日司様である.

1990年, 二トーブ社製の血液分離装置, 丁八ベ クトラを

試験的に使HH_,主として,小児の悪性陸揚患者の末梢

血幹細胞の採取が可能 となった.スペク トラで分離 され

る末梢血成分を pcripheralblo(xlsternce一lL以下 PBSC

と略)と呼ぶ.

Ⅰ〕BSC採取 は手術室に入る必要が無 く.患者への負



表 2 日己造血幹細胞保存の症例数と利用料内訳
し新潟大輸血部 1979.63(卜 19929301

症例数 保 存 幹 細 胞 巨 u-CML-BCZ 骨 髄 PBSC

79 35 44 0 造血器内科

25 0 25 0 婦人科

7 O 6 1 泌尿器科

6 0 5 1 脳外科

1 O O 1 小児科

担が少ない, 造血幹細胞の濃縮が確実に行われる.等の

大きな利点を持つ.

3.保存造血幹細胞の内訳の変遷

1979年から1984年までの6年間,Ĉ m 患者から BCZ

(表 1.Chm-BCZ)を盛んに凍結 した.

骨髄の保存は 1981年から1983年に2桁になったもの

の,その後 1桁となIrl,1990年再び増加 した.

1990年i･こ. -1tベ ウトラによる Pr3SC cT)採取が開始 さ

れ 増加 しつつある.

過去14年間iこ凍結 した症例数と利用料の内訳を表示 し

た し表 2上

4.凍結の手技

プ田ダラムプリ-ザ-による細胞液の温度とチャンバ-

の温度 (冷却槽温度)をブL,I.,卜した図 1は,凍結状

況の評価に極めて重要である4㌦

演者は当初から,エバう社の FC122R を使用してい
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図 1 骨髄しっ冷却温度曲線

797

るが,これまでの凍結は全て, 理想的な成績を得ている.

すなわち日 東結点での細胞液温の上昇を阻1..Lするために.

+i･ンべ-･･-温か急低下 し.その結果.細胞液の凍結時点

でも細胞液の温度は急上昇は無 く.直線 1:_に沿って平坦

であった.

凍結する場 合でも,骨髄液中の細胞濃度の差妄こより,醍

度低下の程度が大きいか ･･-ブの曲線と小さいカーブの曲

線を得る場 合など.一･定せず様 々であった.

グラムブり-ザ一一LFSfT210:大阪酸素および M(de1Sol;

Cryomed)を使用 したが､図 1のような平坦な細胞液

温度の変化は得 られなかった5㌦

細胞液の温度をプログラムすることにより,制御する方

式が重要であると考える.

結 論

これまで.凍結保存 しても移植 しないまま,死亡 して

しまった症例 も多数経験 された.

血液幹細胞の凍結と保存を有効に運用するた裾 こ,秦

3課題を解決を急 ぐべきであろう.これらを逐一解決 し,

悪性睦癌の完全治癒を目標とする高度先進医療の普及す

ることが強 く望まれる.

表 3 造血幹細胞L'T)凍結保存iこ関する課題
(1992年10月現在1)

1.病院内に凍結保存 スベ-:人を確保する

3.薬剤畳と移植の関連を客観的評価する

(a)HighDoseで根治 させ.移植な し

(blU一tra-HighI)ose後に,移植する

いずれがよいか

魂,造血幹細胞の濃縮法を工夫 し,改良する

:｣-1 :rLベ fJトニケ

テ/しそ :ステ]】七･､′卜

その他 :AffinitySeparation

5.造血幹細胞群のモニタりン'fの基盤を確立する
こと

有核細胞数 容易であるが不渡確

単核球数 時間を要するがやや正確

コL∫=-･-数 時間がかかり過 ぎる

モ}タロ-ナル抗体陽性数 迅速かつ正確
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5)品田章二: 未発表デーLlタ

司会 ど･t)もありがとうございました.自家骨髄移植

では ｢細胞保存.Jは重要な課題ですが品田先生の万から,

保存の方法と問堪点についても指摘 されまLた.どなた

かご質問ございませんか.

手頃 グり七りン液による?東穂について教えで下さい.

品田 それは既に赤血球でよくや!二)Ilています. ゲT)

七りン液を使 って電気冷蔵庫に入れている.それが赤血

球t')凍結保存です.ですかtL,,赤血球の凍結保存用とし

て定着 しています.血小板あるいは骨髄の造血幹細胞は

解凍 してjlたら全部細胞が粉々になっていたのでは養任

がとれません.その意味で,dimethylsulfoxidc, これ

ぐらし､加えた溶液に等量加えて凍結する.II)MSO によ

できたと､_､'/り七1)ンで凍結 したいということで赤血球は

ケりセりンが用いL:)れます. しかも/I/-りセりンでも赤血

球は簡単に保存できるので ゲリセ りンによる凍結保存が

行われているので寸.

司会 そLl)f也,ございませんで し.上うか.では第 3席

-摘出骨髄を利jflLた自家骨髄移植の試.ち.L婦人科の高

桑先生,お願いいたします.


