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シ ン ポ ジ ウ ム

自家 骨 髄 移 植 の 応 用

Application of Autologous BMT to Cancer Treatment

第482回新潟医学会

日 時 平成4年10月17E"pi(_冒)守--後2時

会 場 新潟大学医学部 有壬記念館

司 会 森山美昭助教授 (高密度無菌治療部)

経病理学),西山 勉 (長岡中央病院泌尿器科l.田島知即 し東海大外科教授).手塚先生

司会 今｢=･ま天気が良いうえに日本シり-ズがあー-､て.

少し観客が少ないですが.早速本臼LT)シンポjr71､に移

!､_)せて頂きたいと思いまrrL.ご存知C7)よ一㌧に,最近,造

血幹細胞の概念の確立,細胞保存技術の進取 更に無造

血期の支持療法として,無菌室や成分輸血 酎こサ†ト

カインの臨床応用などにより,従来,化学頼法の dose

limitingfactorであった白Ihl球減少や血小板減少があ

る程度克服さI't.敵大量の化学療法を行-I-た後,骨髄あ

るいは末梢血中の幹細胞を輸注してその生命を保持する

という自家骨髄移植療法が,担癌患者の限治墳法のひと

つとして普及してまいL)ました.この自家骨髄移植墳法

は固形癌 など広く,今後応用が耕待される分野ではあi)

ますが,問題がなくはありません.例えは いかi-こ担癌

患者の腫壕細胞を根絶するかという問題.それかiT)自家

骨髄移植固有の問題で寸が,採取した骨髄あるいは末梢

血細胞中に睡癌細胞の C()rltaminati()rlがあるという問

題,更に は 同 種 骨 髄 移 植 で は G＼JH~D という特有な病

態がしばしば起きて,これによる G＼IrL効果,すなわ

ち残存陸揚細胞が傷害される作用が新得できるわけです

が,自家骨髄移植ではそのような作用は期待できないこ

となど.多々問題がLTT'i)ます.しかL,最近新潟地区で

も各科を越えてこの自家骨髄移植が試Lrっれており.こ

の機会にそtT)現状や間髄点を探ってふることもひ!_,/･~つの

方向で(･またいかと思し､,本日のシンポJr71､を企画いた

しました.本r=)はまた乳癌の治療J)轍威てあられる.束

海大学外科教授田島先生にも加わ一うて頂き.ホ･ソトな:i:(

スカL.,LI｢ンが航待できるのではないかと思-1ておりま

す.シンポjrLJムの内容はこのプログラムにございます

机 前半の3題が基礎的なもの,後半の4題が臨床応用

と左一一一ておil.各演者が発表しノた後に2,3質問を受け

させて頂き,最後全部終了した時点で時間の許す限･r)デ (

スカ･ソションしたいと思いますので.最後までご静聴お

願い申し上げます.前置きはこ(r')くi.-)卜にして.早速シ

ンポIj｢LIムに入L.-)せて頂きます,
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新潟大学高密度無菌治療部 森山美昭･岸賢治
同 第-.㌔-内科 後藤 隆夫･橋本誠雄

ExVivoMarrowPurgingbyHyperthcr･mia:
SimulationExperimentsforAutologousBone

Marr()wTI･ansplantati()∩.

YoshiakiMORIYAMA,KinjiKISHl,TakaoGOTOand
ShigeoHASHIMOTO

Nl'[gataL:lliL,(,r･StLlJ･'Srjt()()I()I-I.l･如Jt■Cz'lZE?,Nz'Z'gaf(I
Inol-dertoapplyasimplepurgingmethodbyheattoautologousbonemarrow

transplantation(ABMT上wehaverevaluatedtheabilitytopurgeclonogenicleukemiccells

fromthesimulatedmarrowmixtureofnormdma‡-r()WCellsalldlcukcmiccelllines(HL60,

Mol卜3andHEL)invitrobyheat,usingtwodifferentelonogenicassaysfornormal

granulocytc一macrophageprogenitors(CFt十{;Mlandleuke111iccelllines. Thecytotoxic

effect(-)fcryopreservationonlleat-treatednomalmarrowcellsin ,ヽitrowasalSoexamined.It

apf肥amdthatinvitrohyp(n hermia(42℃f()r120min)isabletoLWlectivelyremoveelonogenic

lcukemicCellsfrom simulatedtum()rcell-normalmarrow mixturesevenwhenleukemic

cellconcentrationsareincreasedupto3×106cells:!mlinvitro,andresultsina41t0-6

leavinghalfofnorn1alCFU｣ニM surviving.ThehypertherTnicpurgir唱Ofclonogenicleukemic

cellswasnotaffectedinthepr･esence()fnormalman･owcellsinvitro. Thishighlevel

()fclonogenicleukemiccelldepletionbyheatcorrelatedwiththat()fimmunologicand

pharmacol()gicstudies. Inadditi()Tl,treatmentOf∩()rma_Iorremissi()Il marr()WCellswith

hyperthermiadidnotsignificantlychangethegrowthofCFU<JM aftercryopreservation,

andthepercentagerecoveryofCFUlニM rangedfrom34to79/9,6;.Theseresultssuggest

thatinvitrohyperthermiae()uldbcapplied effectivelyandsafelyfortheeliminationof

residualcl()nogenicleukemiccellsinautologous m arrow graftsbcf()reABMT.

Keywords:Hyl光rdlelTnia,Ex＼･･ivopurging.clonogetlictumorc e ll , limi ti【lgdilutionassay.

eryopreservation

温熱療法,生休外腫癌細胞の除去.限界稀釈法,凍結保存
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は じ め に

自家骨髄移植 LBMT〕療法は同型癌を合札 悪性腫

は 自 家 I3hp･1T 捜しT)最 大 LT)問 頓 は 再 発 てある.そし7)酎_q

の 第 -----一･は . llOSl Lr)残 存 腫 壕 Lmillilll;A residualdiseasLl,

M Rl)) 上 第 二は 日 豪 L3M T Tljに 採 取 した骨髄細胞

沫 輸 血 い 11に混 入す る榛 壕 細 胞 で あ る . 前 苦し汁.]種 IiMT

固 有 の 問 題 で あ る.

自 家 Bh,.rr 前iこ, 混 入 瞳 壕 細 胞 を 除 去 (purl,ing)

ず る こ と が , その後 の 再 発 や 予 後 をこ盈 要 で あ る こ と が ,

最 近 . 臨 床 的 に.ilⅢ jさ か lL2㌧ 混 入腫 癌 細 胞 の い わ ゆ る

牛 休 外 除 去 LLIX ＼･十川 PurginLl) に つ し､て 種 々 Lr日 用 こか

検 討 さ れ て い る3㌧

払 出 よ白 血 病幹細 胞か 勲 に 梅 'め て 弱 い こ と を 射 tL,L ~1 ,

安全iこ.[日 干-し･-1るこ上を確認12 し て い る が . 今回, 1卜

常骨髄細胞中 に どしり程度自血病細胞が 混 入 して い た 場 合 .

温熱厳選で除去 で きるか否かシミュレ-シ ョ ソ受 験 を 行 っ

た.

方 法

1) 自IfIL病細胞株 :2唖nJ首髄糸細胞株 け1ⅠユJ(:L_t-tl.J

6O)上Tりン′1芽球 糸 (Molトニi､)ft:jHL､た.

cGy照射した1｢常骨髄 細 胞 (MN('.:107個 Tlll)に白

I):20:i.10:1.1():3､10:5L/1)比lを混合し.血清

を含まない RPMト16/10液61に浮遊 し.:･12t'(]'再妻.i愚槽

(±0.1℃)で (ト 12O分間加温 した.

3) Limitingdiluti(1nilSSIけ :勲ILL理経,各サンイ

･Lを連続的に5ゝこlOfiかr}0.5細胞 まで1(描;･稀釈 し.10

wellに移し,ll1H間37LL'で培養 した.培養液は3-Jl

日毎に交換した.そして細胞増殖が'･L:LT)稀釈糸町で認め

と■〕木ないか否か (こ11トorl･101.hillgl.倒立顕微鏡で判定 し

た13).

･11 i:_卜CFUlニM assaさ,:Lf:_常ヒト骨髄中(7)取持球

添加 し測定 した.

5) 細胞の凍結 ･解凍 :熱処理後の_i~E常および寛解例

の骨髄細胞を既報LT)ニとく1'3＼.109/(iFI"'Sおよび1000

i)MSO 加 tくl-〕九･.ll-16zW 液で1196Ltlに保存 し.解棟後

C'ICFLトーG 九/I 〔')生存率Li:_細胞の回収率を検討 した.

成 績

図 1は,自血病細胞抹 (トIEL Moll.-3,HIJ-601と

Il:,常 ('FLトr,M i/71.J12tl加温による段細胞効果を比較 し

たもt･')てある仇 正常 CFL7-tl.九･･･Ⅰは､!12℃12()分の加

温で 0.410g程度 しか減′レしないLT)に対 し.自血病細

受性は Hl.･.-60>Molt･････3>トIil;L の順であー･､た.
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Time(m上n)at42oC

120

Fit,.1 ALIomParisいnb()tweeTlthethermals (/,_-
nsiti＼･恒rofnorm;ll(ーFt/-GM (OlaTl(i
L-lonogenicHELLL▲).Molt-･3(●lこlnd
HL60(I)cellsin ･ヽitroat42℃.The
sur＼･i＼:.alofCFLTIGM wasestimatedas

theratioofco一()n〉･,LIOuntSateachpoint
tothecLlurltとitOtime.Thegrowthof
etonogenie leukem ic ee=lines w とLSErSSa)red
(･1(.COrdingtoalimiting(川utionassayto
meこlSurelogdepleti()IIOftumorcellsin
Tヽitro.Bars(n-6㌦ Sl):numheT･of

eoloniesatroomtemperature(controls):
CFL丁-G九･4,164±30■1×105MNC.Signif-
icとInt(iifr仁一reneebetweenCFLT-GM and
al11eukく川1icce一l1inesこItalltempet･atures
studied,andtptweenHELcellsandHL60
cells.respectiヽでl)r.*i)く0.001.**pく
0.00:r).
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更に,勲処坪 い12℃)で白血病細胞が(i-:L')程正常骨髄

細胞に含まれていても除去 し;lるか否か検討 した.図 .2

2():1,10:1.10:3.および10:5の各比)実験であ

るが,HIJ60は,正常骨髄細胞の存裾 二影響されす,加

は HL150細胞 LirTLldiatL.d)杏lo:37とで.混合しても.

有意の減少は認められなかったが,10:5以上の混食で

T
E
＼
S

〓

a

3
U叫
U

a

b
o
u
o
f
U

3
0

(

D
o
t

)
U
O
〓

Ue
J
｣

B
u
f
^

.r
^

1
⊃

S ′
b

0 30 60

Tlme(mュn)at42oC

Fig.2 f三.liminationofclonogenicトllJ60ce一ls(A)
fl･OmSimL1latedmEuTOWLlellmixtures(fl､

Ll日TIVitrobyheatexposureat42℃ for

12Omin.(TIoTIOgeniCHl_,6Ocells(0.5
×105.106.3×106and5xIO6m=wel･e
addedtoirradiatednormalmaI･rOWCells

(107..mllandCulturedin＼･itr｡afterheat
exposureforalimitingdilutionassay
(LJ上 whereasit･mdiated Hl,6OCells
(0､5×105,106.3xl(16and5ゝ(106.mll
weretllsoaddedtoIlOmlalmarrowCells

andprでParedforthtj:R_トGM assIly(lll.
Bars(r1-5㌦ SD.1こ:1-.nomlalmatTOW
eellsaloneこ-■-,HL60Cellsalone;
--.･,norma一alldH1-60cellmixtul･e
(20:1日.--I.normalandHL60eell

mixturtI(10:1);-･-.noJl¶a.IandHL60
mixture(10:3): .nonllalandHL6(1

ce11mixture(10:5㌦ respectively.*sig-
rlificとIllty(pく0.CX)5l1-educedascL)mPared
withnormalmat-rowCellsこ･11one.

120

79t'_i

は有意 (p<0.005)に減少しナこ 同様〔丁ー)酎響か 九/lol卜3

およびritlL でも観察さ,h･lL(成績省略11.ド.なお.ill,(湘()

cGy照射によってサいずれの細胞 もコロこ…形成能を

消失 した.

養 護は,正常および寛解例の骨髄細胞を熱処理 (42

℃,6(卜 120分1 し.凍結保存 し,そLT)練解凍 して.lT::_

常 (:I/t_トGIJLltTl生存率と全 MNC (･T)回収率を検討 した

もLrrlである.凍結 ･解凍.洗浄左上〔7)操作にLLり,全細

胞数､【こして約3400失-､たもしりL]1.CFl..丁<,入▲1は全例で生

存がみられ,その回収率は 34-79%であった.

考 察

･し抗体+補体処理1~で. 日東 IうMT に二臣十る exvi＼.o

purgingLT)取替性を指摘 している.陣場細胞LP)牛休外

除去には,穫をの方法が考察きれているが3),窯際に臨

床応潤された方法に,モノクロナ--ル抗体処理,各橡抗

腫剤に上る処理,長期培養法,CI)3･1陽性細胞なしt-:(･7)

positi＼rps(-,leetion.さ吊こ私共が開発した熱処理法左

どである.

熱処理 (hさ,nerlhtlTlllia)による pLIT･gingは棒ム十こ

簡便であるのみならず声施療細胞の除去効果は予複2℃,

6(ト 120分の加温で. ml当り ト 610gで,Gribben

数の抗腰痛剤処理による成績に匹敵するものである.今

臥 ll:.1肯骨髄細胞に自血病細胞を混合し,寛解時や再発

時LT)骨髄を想定 した⊥ミュL-シニ'ン実験でも.I,1--610g

の鹿癌細胞の除去が期待され かつ抗摩療強風は正常骨

髄細胞の存在 卜で卓､影響 されなかった. しか し,多量の

Cr/しトGM に挺子轡をEj-え.それを有意に抑制 した,従.･･,

て,熱処理の対 二よる pul-i,illgの限界は.正常骨髄細

･一万,勲処理された造血幹細胞は凍結保存や解凍で障

害 される可能 もあ り.yir常および寛解例く･･rlCFLトG九･1

に対する凍結 ･解凍の影響を検討 したが.凍結.解風

さらに洗浄の過程で.全 hr･lNC として約340-も程度失っ

たものの,C.FU<,M LTllt-明文率は3･4-7900で.実際(,'1日

家 BMT では,全例造血の回復が観察 さ.I.Lている.最

近 私粍L･T)熱処理による purging法を追試した Herr111こuln

iT.n-I)報告15､でも､CFU.GM LT)[司収率は800ol:トトであ

り,熱処理による pur.gingの安全性が確認さ,I.tている.
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TithLt･j /.:.･. ･ . へi二･･･‥:LL‥‥.卜Lj 卜 ､- ･ ･ . ,･ ･.･･･
abilityandsurvival()fCFLT-GM innormalandremissionmarrowcel一s.

Patients*atremission FABdiagnosis Beforeeryopreservation晶 Tation書誌ostmTtahgse, Aft(､rCrTopreserVati(ーn
CFU{M TMNC CFU-GM % reeoVerT**
per川5MNC reLeOVery(%ー p.erl05MNC ofCFU-(iM

E.K. M 2 78 2.0 52.0 52 34.6

H.S. M l 56 3.5 83.0 53 78.6

Y.W. M l 130 6.0 74.6 83 47.6

H.T.♯ M 2 44 6,0 4(;,i 36 37.7

K.H. L2 106 9.0 5呂.9 98 54.4

Y.S.i L2 81 42,0 76一4 6 59.4

Normal(n-車 (mean±SDう 98±23 3.2 65,4 89士19 60.2

Abt)re＼riation:FAB.French-Arneriean-British.
TMNC,t()talm～lrrOW mOnOnuelearCells.

*AllmarrowCellstreatedwithhyperthermiil(L12℃)Ⅵ′eI･･eCulturedbefL汀eandaftercryoperserv;ltion.
** (NumberofCFU-GM (105MNC)aftercryopreserv;ltion.nunlb(HIOfCFし丁<l,九･･l(lo§ rヽINC)hpfore
cryopreservation)X,0,6J'm;tNCT･eCO＼･ery.

♯ Remissi(1nmarrowCellstreatedwithcombin(1dhyperthermiaL42℃)(T.1ndproeaineト1ClL2mMlkfore
eryoprcservation
§RemissionmarrowcellstreiltL?rlv.lrithCombine(1hfTXTrthemiaト12TlalldintcrferoT1-什tl(対し11川 tl,fore
cryopr.eservation.

LL-〕ず,B-celllynlPhomaを含め11､16㌧ml当り4-610g

程度除去することが可能である.さtT)に.今回のシミ_:∫.

レ-シコン実験から,例え.3()qr6'程度腫癌細胞が混入し

ていても,その purgingが期待された.

お わ リ に

温熱処理は操作が簡単で,経済的であり.また正常造

血幹細胞の障害も軽度 (0.410g程度)で,かつ変異原

性や発癌性もないといわれ 安全に臨床応用できるもの

と考え上･L)かる.
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司会 質問ございませんでしょ･-)か.ないようですの

で次に移i▲〕せて頂きます.第2酷め, ｢∵輸液幹細胞の凍

結 ･保存.｣ということで.品田先生.お願いします.


