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慢性骨髄性白血病における骨髄長期培養では

正常前駆細胞は付着細胞層に多く存在する

―インターフェロンの効果―
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血液疾患の治療にサイトカイソが周いられるようになっ

たのはつい最近のことであるが,すでに多 くの領域で不

可欠な治療法として認められるようになっており,これ

らのほとんどは l'nul-uo投与による治療薬 として使用

されている1)芝).一方,組織培養技術は遺伝子工学によ

り生産されたこれらのサイ トカイソを用いることにより

さらに発展 し リソバ球をサイ トカイソ添加で培養 し抗

腰療効果を増強 した後輪注する LAK 療法3)など,ex

ul-yo培養により処理 した細胞による治療法が考案され

ている.

造血幹細胞の培養系でも,遺伝子工学的に純化された

各種サイ トカインが用いることできるようになり,これ

まで単に増殖因子として扱われていた CSFを特異的な

物質としてその働きが理解され,また,造血幹細胞の動

態の解明に済いられてきた.既に,これらの成績はサイ

トカイソの臨床投与の成績から明らかであるl)2).サイ

トカイソの臨床応用の今後の課題として,造血幹細胞を

exuiuoをこ処理 し,これを治療をこ応周するという方法が

ある.

その方法の1つとして, ここでは慢性骨髄性白血病

(cm;1い LTl骨髄細胞を長期培養 り/rMClL,Phl ウ

㍗-ソを除去すること,さらをここれを周いて自家骨髄移

植が可能かどうかにつし､て検討 した.

材料お よび方法

1. 正常および Ch:IL患者より-バりン加採取 した

骨髄細胞を Ficoll-Hypaque比重遠心法により分離 し

培養 した.慢性期 C九･ITL 骨髄細胞の LTMCは,末治

療の症例より行った場合骨髄車の畢粒球系細胞の著 しい

増加のため良好な付着細胞層の形成に困難を示すことが

あり,さらに,泰研究は慢性期における自家骨髄移植を

目指したものであることから,野馳 あるいは hydroxyurea

などで治療を行い白血球数 書爵血の改善がみられ 寛解

期にあると思われる症例より採取 した骨髄を周いた.

2. LTMCは Dexterらの方法をこ準 じ 4)5),107個

骨髄単横をま2.5% ウシ胎児血清 (FBS),12.5%馬血

清,1∈卜7M hydE10eOTtisome添加 α-MEM で37℃｡5

%で C02で培養 した.培養液の1/2を7日目に交換 し

た.lFN代 は 10OLTmlハ濃度で培養液に添加 し.局

様に変換 しプこ 14E3目に浮遊細胞と付着細胞を回収 Lcl 0 -

11;ll(二ulturt-覆.行-､た.

3.造血:]ロニー形成 Lclonalcultul小 は Is…＼･(1!､､

Sigma),30% FBS(FlowLab.),1% ウシ血清アル

ブミソ (FractionV,Si監ma),5Xl0-5M2-mercapto-

ethanol,5U/m王リコンビナント8ヒトerythropoietin

(Ep,Kirin),20mg/mlリコソビナソ ト･ヒ トIL-3

(providedbyDr.Schulz,Germany),10mg/mlリ

コソビナソい と卜GM宣SF(壬髄 xistJapan),50mg/ml
リコソビナン ト･ヒ トG-CSF(Kirin),50mg/ml天

然型 ヒ トIL-6(Torey)添加 α-MEM にて行った.

低酸素 (5%い 5% CO2培義務をこて10-14日間培養

し,倒立戯徽鏡下に額粒球 書単球 コロニ- (CFU一一GM),

赤芽球パ-ス ト 鰻FU-E),赤芽球混合 コロニ… (E-

mi又)に分類 した.CML 例では以下の検討のため個々

のコロニー (4碑-i,500個細胞敷塊)を Eppendorfピ

ベ､､′卜で吸い上げ染色体および re＼･el･SetraIISCI･iption-

polymerasechainrL,actionLRTIPCRlにし.i･TJPhl

タロ-ソの検索を行った.RT-PC民法による検討のた

め個 々n:-ir,二一一は ｡arrierRNA として 10/Lgyeast
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RNA を含む 1-lOIElの solutioni)トmIGuanidium

Thiocyanate,25mM NarcitTatepH7.0,0.1M2-ME,

0.5% Na-saTkosyl)に直接加え,撹搾後-70℃に凍結

株存 した.

4.bcr-abl遺伝子の検索は,AGPC法7)により抽出

した RNAからabie又on2の配列より設計した antisense

primeral(5r宣言CTTAGA仁TGTTATCTCCACT

GGm ')を加えreversetransc軸tase(RA粧2,TakaFa)

によりcDNAを合成した.PCR に使用した senseprimer

は bcre又onbl,e又onb2の配列よりの pyimerbl

(5p-TGACTATGAGCGTGCAGAGTGG-3'),

b2(5'ィ;GAGCTGCAGAでGCTGAGCAAC13′),

able又on2の a15'側から a2(5'-CATAc泉GTG

CA久CGAAAAGG-3′),a3(5㌧TCAGAGCCrGAG

GCTCAAAG㌻C-3′)の antisenseprimerを設計

した.1回目PCR (b上α2問),2回目PCR(b2-a3問)

による nestedPCR を行い,アガロ-ス･ゲル電気泳

動と ethidium bromide染色により判定 した.

5. 造血幹細胞増幅の検討は正常ヒト骨髄 MNCあ

るいはこれを抗 CD33,抗 HLA-DR単クローン抗体

および子兎血清 (補体)で処理後,各種造血サイトカイ

ン添加あるいは無添加にて6日間の培養後 CFU を測

定 した.

結 果

1.('Ml.骨髄 LTMCによる造血幹細胞の動態

2例の寛解期 CML骨髄細胞を2週間 LTMC後の

細胞数 ･コロニー形成細胞数は (Tablel事望)王FNty無

添加で17-38%の細胞教 書18-58%の前駆細胞数であっ

た.一方 IFNa添加 LTMCでは,13-21%の細胞数 ･

6-66%の前駆細胞数であった.LTMC後は CFU-{;M

の比率がやや高く,BFU-E は減少傾向にあったが各群

間に差はなかったが,CFU-mixは付着細胞に多く維持

される傾向であった.

2. P('R法による iJl(.I-fr')Colt)nI･の /･lJ･-rJl-/

tran灯riptの証明

10fZgyeastRNA を ca汀ierRNA とした RT-PCR

法は400-1,000個の細胞からなるコロニーの bcr-abl

transcriptを検出するのに十分高感度であった.LTMC

前の骨髄細胞から形成されたコロニ-はすべて 200bpの

PCR 産物が検出され (Fig.lA),ほとんどの前駆細

胞が CML タロンであることが明らかにされた.LTMC

後には CFU一mixの形成が少なくCFU一mixと CFU-

GM により検討 したが,肝Nα無添加 LTMC付着細
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胞では1つの CFU-mix(車3)で bだnlblが検出できな

かったのみであったのに対し (Fig.lB一旦),IFNtr添

加 LTMC付着細胞では CFU-mix(2/2)aCFU-GM

(4/12)で bcr-ablが陰性であった (Fig.且B-3).これ

らの bcr-abl陰性コロニーは falsene琵離iveを否定す

るため,正常 abitranscr癖 についての検討を行った.

1FNrr無添加付肴細胞由来 eFLTnli＼三3･lt/Ǹ1添加

付着細胞由来 CFU-GM ♯6では正常 ablが検出でき

ず,bcr-abi陰性は falsenegativeと考えられた.この

他はすべて正常 ablを認め,bcr-ablを持たない正常

cloneであると考えられた.一方,浮遊細胞に由来する

CFLト{iM LTlRT-PCRでしたLFig.lB12､11トい 全て

の CFU-GM で bcr-abitramscriptsが検出された.チ

なわも,IFNα無添加 LTMCでは付着細胞にも浮遊纏

胞にも正常前駆細胞が検出できなかったのに対し 王FNα

添加 LTMCでは付着細胞の CFU-mixの2/2,CFU-

GM の3/11が bcr-abl陰性の正常前駆細胞と考えられ

た. 1例に於いては,LTMC後に正常前駆細胞由来コ

ロこ-形成は認められなかった (Fi富.2),

3. CML骨髄 LTMC後に残存した sttTmぐtlH

の染色休分析

症例 2では個々のコロニ…の染色体による解析を行っ

た.各群で10個の CFU-GM をつりあげ検討 したが,

5-6個の:1ロニ-で解析可能な分裂後を認めたのみで

あった.その中での Phl染色体陰性率は PCR による

検討と同様,IFNα添加 LTMCで6/10(浮遊細胞2/5,

付着細胞4/5)に Phl染色体が陰性となったのに対 し,

IFNα無添加 LTMCでは1/10(浮遊細胞0/6,付着細

胞1/4)で Phl染色体が陰性となったのみであった.

1. 717lz･/h-(Ieulturぐによる造血幹細胞の増幅

各種ヒト造血因子を組み合わせた正常骨髄細胞の培養

から,2,5×104個の骨髄単核球を単独あるいは複数の

造血因子を組み合わせて6日間液体培養を行った成績で

は,単独の因子では ILT3が最も有効で培養により前

駆細胞を約 2倍に増加させ,さらにこれに iL16を併

用することで約4倍に増加させた (Table3).この他

に,礼-3･GM-CSF･G宣ニSFの組合せにより前駆細胞

の増幅効果を認めた.さらに,CD33および HLA-DR

単クローン抗体および補体処理によりlimeagepositive細

胞を除いた後,IL-3あるいは 王レ3+ⅠL-6を添加して

培養すると,サイトカイン無添加時はコロニ-形成細胞

が検出できなかったが,IL13および IL--6の添加培養

をこより前駆細胞の増加が見られた.
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Table1 Numbers(1fhemopoieticprogenilol･Sbeforeand
afterLTl:iCwithorwith()utIFNtyinド(ltierlt-1

+IFNαNCCくyield) colonies(/2×104cells)

IFNα(U/ml) (×106)(%) GM BFU-E E-mix
Total
(y皇eld%)

LTMC前 10.0(100) 80 21 4 105(100)

LTMC後

non-I,ldherentcells

O 1.5し151 11O 8 0 118(.17う

100 1.2し121 51) LLI O 55し61

ildherentCel一s

0 0.2(2)

100 0.I(l l

｢⊥

nU

5

2

10 1 62(1)

4 1 2射0,2)

P;-ltien卜lhadbeentrtlatPdwithhydroxyL1reと1.(,lndwとISin
hemiltt)logicalremissionwithTIOT･malblood(ニーナIIcounts.Chroms川11こll
analysis(_)ftheman･owsh(1Wed100Oo(20∴201PhlchroTnOSOme.MI1ITow
MNCWereculturedbothil一LTMCandinnlCthylcellLllost,culture.
TotLllnumtrrofadhe1-entこmdnun-adherentぐellsafterI_/rMCdecl･e(-lSed

t()1700＼＼-ithoutIFNtrとInd130owithlFNn.NLlmhtlrSOfhem叩Oi仁一tiL･
progenitorsdecreasedmore融thⅠFNαもhanwithoutIFNαinLTMC.
Multil)し)I.entiこ11pr.し)gerlit｡rS(lシnlixlwerTOnlyobserヽrL,〔lintheadherent
ft-action.

Table2 HL,nlOP｡ietiePr(哨enit｡rsbefor･eandaft(Il-LTMC
withorwithout王FNαinpatient-2

+IFNαNCC(yield) eo昔omies(/5×103C測§)

IFNα(U/ml) (×ま06)(%) GM BFU-E E-m豆x
Total
(yield%)

LTMC前 30.0日00) 10 8 1 19(旦00)

LTMC後

non-Ll(lh(-､reTlt(･Plls

O IO.1(33) 16

100 5.7(191 40

adherentcells

0 1.6(51 77

100 0.7Ll)1 158

ハU
nU

3

1

3

2

0 16しコ針

1 47(47)

4 113(30)

8 180(19)

PatieLnt-2wastreatぐId≠･ithhrdroxyureaaIldinI)artialrenlission
atthisstudy.Totalnumkrofadherentandnun-adhertさntCellsafter
LTMCdecreasedto3800WithoutIFN(Tand219もwithIFN(Y.Il,crease

inthenumbersofhemopoieもicprogenitorswasmorewithoutIFNα
thanwithⅠFNぽinLTMCinthiscase.MoreE-mixwereobseⅣed

intheadherentfraction.
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F短.1 PCRanalysisofsinglehemopoieもiecolonies髄foFeandafter
LTMCinpatientlL

A:相estedPCRana且ysisforbcr/ablof10E-mixcoloniesfrom

marrow cultureofpatient-1beforeLTMC.Allmixedprogenitors

werepositiveforbcr/ablもranscript.B :PCRstudyofhemopoietまc
coloniesfrom r10n-adherentandadherentcellsafterLTMCwithor

withoutrFNα.E-mixandGM-colorliesderivedfrom adherentcelRs

(Bll)andmom-adherentCells(B12)行om LTMCwithoutIFN経,
adherentce音ls(B-3)andmom-adherentc測S(B-4)行omLTMCwith

FNtrwerepickedandanalyzedforbcr/abitranscr毎t.Complementary

DNAfrom bcr/ablnegativecolonieswerealsoam沸fiedwithnormal
ablprimers.Thebcr/abirlegativeE-mixcolony豆nB-1(号amemix-2)

andGM-co且onyin冒-3(GM-colony♯6)werenegativeforabl

transcript,andthesewerefalsenega廊eforbcr/abl.bcr/ablnegative

colonieswereonlydetected摘 B--3(m豆Ⅹ-1,2andGM-1,4,5,7,

9,12).BecauseSouthernblot壷ybridiZationwithb3a2probeshowed

faintbands皇nGM-4,5,7,9,andthisindicatedthepossibilitythat
these4co豆onieswerebcr/abipositive.Quantitativeanalysisofbcr/abl
andbcr/abishou呈dヒ野neCeSSaTytoexcludecomもaminationofbcr/abi

positivecellsinbcr/ablnegativeco号onies.

687
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Fig.2 b(r/ahltranscrilltinsingleFrLmixColonyfrom thecellsi一ladhereTlt
fractionafterLTMCinpatient-2.

MarTOWCel蟻wereculもuredasTab一e2.E-mixeo旦onieswerepickedfrom
h.･1′1､(ILIL11tutで()fこIdhpl･L,lltぐでlls ofI/nl(:WithIFNn∴八1110tT,111iX｡OlOniビS

WL､rL､POSiti＼･cLforh(/I/:(zl7/tr;lnSCⅠ-ipt.IllthisLlこISビ,l/1､八･lC WithlFN什､､'こぼ
TlいttlJlビCli＼でlorL･(~lLl｡etthlI)OSili＼昭｡10日(､S.

Table3 StPnlCtltl̂ 11叩Iific;1ti川1恒-S(さヽでrtllH(､Tll(_)POi(､tiL･
GrowthFaC:tors

GrowthFactorsim Colonies(/5×103BM-MNC)

before 21 9 2 32

tlfter

11011e

冒-CSF

ll:(i

GM司二SF

32

1

りん
13

Il/-3 丁(l

Tl::ミ十IL1(i

り
】
り
】
､い

一rT.
1

3

1
ふ
りん11

IL13+G｣ニSF 69

1L-3+GM…CSF十ⅠL-6

ll;13+Gヽ rtlSF+(:I.--(lSF

.3

●｣

Jl
り
】
ヘリ.
【-

L.F,
∵-
つ
り

1

2

1

8

2

3

0

0
nU3
d
⊥
叩～

1

9

9

-ふ
りん
0

9

1⊥

,

I-

-

I

Table4 1I.f-((､し.I｡1L一iquidLlLlhureon ll LI Tl l い -

poiet呈cpro監e雨もors

uquidculture GM BFUIE E-mix Total

1 2 0 3

IL-3 22 6 1 29

m-3キIL16 7項 49 23 146

CD33andHLA-DRnegativemarrowceliswere

cultu陀dfor4dayswithorwithoutgrowthfactors

andplatedinsemトsoiidmethylcel旭osemedium.
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考 察

CML は慢性骨髄増殖症候群の代表的な疾患で,慢性

期に於いては主に好中球系の白血球増加を示 し比較的軽

微な抗経藤利にて寛解状態を得ることができる8), Lか

し ほとんどの症例は485年の後楽熱血液纏胞が腫癌

性に増殖する急性白血病様の病態を示す急性転化となる9).

急性転化となった CMLでは,病型によっては一時的

寛解を得ることができるものの,最後には治療抵抗性と

なり,急転後2年以内に感染あるいは腰痛増大により死

亡する.この様に予後不良の血液疾患では同種骨髄移植

を併用 Lた治療が絶対適応となり,慢性期 CMLに対

する成績は70%以上の治癒率が報告されている8㌧ しか

し,近親者 ドナーやバンクドナーが見つからない場合,

移植後の合併症 (感染症 やGVHD など)に耐えられな

い様な高齢者では適応とならない.

同種骨髄移植に代わる治療法として,自己の造血幹細

脂 (骨髄あるいは未捕血由来)を保存 しておき,超大量

化学療法後に輸注する方法が注目されている10㌧cML に

おけるこの治療法U)問題点として, 保存 した自己造血幹

細胞から CML タロ-ソを除 くことが困難な点である,

CMLの骨髄には Phl染色体を持つ白血病タロ--ンが

殆どで,正常タロ-ンは僅かに認められるにすぎない.

稀ではあるが,ⅠFNげ治療が有効な症例では骨髄の Phl

染色体の陽性率が低下 し,正常染色体を持つ造血が回復

(細胞遺伝学的寛解)することがある.この時期の骨髄

を保存 L自家移植に周いることが考えられるが,この様

な症例は-舷に予後が良好であることから6),造血幹細

胞移植が必要とは言いがたい.そこでヲFNα治療で細

胞遺伝学的寛解が得られない慢性期の骨髄にわずかに含

まれる正常造血幹細胞を分離 8保存することが必要とな

る.

我々はこれまでに,CML骨髄から腫癌性前駆細胞を

除く試みとして,温熱療法および薬剤の併用によるCML

縛胞の殺腫蕩効果 (purging)が正常前駆細胞に比較 し

感受性が高いことを示 し,自家移植-の応用の可能性を

示唆 してきたtl).-方,Coiombelらほ)は CML で骨

髄最期培養 はrrMC)をおこなうと Phlタロ-ソが減

少するという成績を以前より示してきた.この方法の臨

床応用に関する報告では 13)予患者より採取 した骨髄を且0

日間培養後自家骨髄移植を行ったが,一過性に Phl陰

性タロ-ンの出現を見たのみで早期に再発した.すなわ

ち,CML タU-ソの除去には単なる LTMCのみでは
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不十分であり,積極的に Phlタロ-ソを除 く方法を開

発しなければ自家骨髄移植の成功は困難と考えた.我々

はこれまでに,王FNtyを添加 した LTMCを行 うことに

より,Phl染色体の減少が促進されることを報告 して

きた仰.本研究では,さらに LTMC における付着細

胞と浮遊細胞とを比較すると同時に,個々にコuこ-を

別々に染色体解析,pCR による bcr-abltramscTiptを

検討することにより,造血前駆細胞の中に正常造血の出

現を検出することができた.この結果から,単に LTMC

を行 うのみでは Phl陽性クL7-ソの抑制は困難である

が,肝Nげ を添加することによりLTMCで Phl陽性

タロ-ソを減少させることが可能と思われた.

LTMC における付着細胞層の役割は,未分化造血幹

細胞の生存と自己再生,さらに,浮遊細胞に含まれるや

や分化した造血前駆細胞の供給源となることが知られて

いる4).今回の検討では,m αを添加して行った LTMC

の付着細胞層により多くの Phl染色体陰性タロ-ンが

存在しており,IFNα を加えることにより未分化造血幹

細胞のレベルではより早期に Phlクロ-ソの pur琵ing

がすすむことが示唆された.今後この方法を自家骨髄移

植へ応用するためには,培養期間中の細胞の損失を減ら

すための培養条件の改善が必要であると同時に,未分化

造血幹細胞の 紺 乙取,C3eXPanSiomが必要とされる.マ

ウスでは IL13と IL-6の併用により移植可能な造血

幹細胞が著増することが報告されている15).我々はヒ

ト骨髄において同様の検討を行ったが,王L-3+ヱL-6あ

るいは ILT3+GM-CSF+IL-6により CFU-mixを
含む=1ロニー形成細胞の増加を認めた.濠た,CD331,

HLA-DR一未熟前駆細胞においてもiL-3および m一薫 刺

激により CFU-mixを含むコロ二川形成細胞の増加を

認めた.最近はさらに可溶性 H;6 Tjセブタ-および m1

6併用による 即 130系シグナル伝達の直接刺激および

SCFの併用による未分化造血幹細胞の増幅の報告もさ

れており且6),造血幹細胞移植の面でも ex ?)iuo培養の

臨床応用が期待される,

以上本研究では骨髄長期培養を応用 した CML骨髄

からの Phlクローンの除去の可能性につき報告 したが,

我々はJH,遺伝子の相同組換えによる鷹癌細胞の正常

化を目指す方法も開発中であるも7).自己の正常造血幹

細胞を純化 し,ex血tjexpansionの方法を確立するこ

とにより,CMLの新 Lい自己造血幹細胞移植には必要

とされる書
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