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慢性骨髄性白血病(CML)に対する薬物療法の

可能性―血液幹細胞培養法を応用した
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(α型とγ)型インターフェロン)
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Theinhibitorye恥Ct()fhununinterferon-alphaandinterferon-gammaontheco一ony

fornlat,ionofCFtト(lTh:Iwasstudiedusing p eripheralbloodandbonemarrowcellsin

!･･.h･､:iT-.一､㌔:毒iH･･････､- ･･･ _.･.1一･･､･ . lMi .日日:i".いL:8,5mLr･､ こ･1r･一 ･･､.こ-

intprferoninhibitedcolonygrowth()fCFU-GM inCMIJandhealthdonors. Inter-

fer()ⅠトalphasuppressedCFU-GM insomepatients＼＼,ithCMLm()restronglytJlanthat

inhealthydonors. Whpreasinterferon-gammasuppressedCFtトG九･11inhealtllydonors

morestronglythanthatinpatient-swithC八･,IL TheCFU-GIJin peripheralblood

mononuclearcellswithCMI,hadsignificantlylowersensit.ivityto interferon-gamma

thanthatinbonemarrow mom()nuclearCellswit･hCML Thesefindingsindicatethat

t-heinhibit･oryefrcrtofintcrfpron,atleastinpart,ismediatedbyhematopoieticac-

cessorycellsinbloodandbonemarrow. From thisstudy,itwassuggested thatin-

terferon-alphaisamoreactivetherapeuticagentthaninterfer()n-gammaforpatient s

wit･hCML. Thereweresomeco-relationshipbet･W館ntheclinicaleffectofinterferon-

alphaELndthesensitivityofCFLLGM inpat･ientswithCM1,. Inconclusion.t.hesensi-
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tivitytestofCFU-C'入:.IisbeneficialtoscreeningoftherapeuticagentsineMI｣.

(IFN--て),(lFLトC7M

(* L F) (I

慢性骨髄性自血病 LCMい はl血液幹細胞(:')腫壕化

であることが明かt_在-I-､ている.二日血球糸の造血前駆細

胞の骨化増穂がみとめられるが,聴軽薄轟の増殖が優位

系瑚 打駆細胞の増殖Tt:in ,ヽitr()で観察するこ上が可能

であるため,治療薬をこ対する感受性試験が CML では

容j新二行う二王ができる.著拙 よ(r型上7-型 †ンIz-17ー1

日ン HFN)の確粒球て JIl77丁-.1ジ系前駆細目泡 (eFLト

GM)(I)増殖に及はす影響をlP精骨髄 と CML愚考で比

較検討 し.IFN L7)臨沫応用(r)基礎検討を行 -､てきたLT)

管,臨床威癖 と比較 しその威癖を報告する,

対 象 と 方 法

1. 細 胞 分 離

健常 人ハ骨髄血と慢性骨髄性FL_ifm病患者trり骨髄血およ

び末的血を材料とLた.骨髄および末梢血よりFico11-

Hypaque比衣遠心法により単核球を分離 した.

2. ヒ ト･インター7ェロン

lymphoblastoi(Iit1terferon:HLBT.spesilicLletiヽ･ity,

of>lX108 1LUmgprotein:SUMrrOhJJIO.Tokyo)と

1･∝ OmbinalltT型のTliI),･--2(SⅣsificacti＼,itl･of>lXlOT

JapanI･Cfal･enCeunits.,IllgProtein:TAKrll~)A,Tokyo)

を用いた.

3.CFU<TM a灘ay

刺激因子 (Col()nystimulatingfactor:CSFいT)sourse

上しては,ヒト胎盤培養上清またはCSF産生腫壕 LSFr--

2)培養上清を使用した.1-2×105個の targetepllを0.3

㌔ Agzu･,enriclledMaCoy･'S5Amedium,15,Q.fetal

tx)vineserum (FBS上 1006COndit.ionedmedium (CSrr

soursC1で総量 1mlと し培養皿 (35mm.Falcon)

iこて37℃. 5PoCO2 下で7日間培養した.倒立顕微鏡

下で観察 し4O個以上の細胞賂塊を:1L7こ-I,それ以 卜を

-I)ラス')一一として算定 した. †ン乍一･一17_TlJンは培養液

で希釈 し終濃度が 10,102,103,10･lu.pmlとなるよう

に培養糸に添加した.培養液のんの添加群を対照 とし.

そtlJ):1tL7ニ-.枠毎丈を lOOOoとして添加群(･')二Lr~一二一一汗毎に

を比較検討 した.

lFNIIと IFNて J)r御与添加は.各々等敏の鞘 ､1/.敬
を加え合計LTl酎立が 102,10こ1,10'lLT:LmlL【二在る､-L･-)に

添加した.

･･1.臨床成績の評価

PhiludelI)hill染色f郁iifJL慢性骨髄性白血病慢性期患

苦に対し in＼･itroで Cf/tト{;hlL')増殖に対する lFN-I

ltJ(･T)郎背を検討後に iFNl･･L(r療法を行し､臨昧効果!二in

～,ilr(･')感受性を比較検討 した.治概法は原則として tll..:

B16()uX1011t_Tを連 日攻.~円-t!.を行-:,た,臨妹効果乱

Tこ11paziL,(.])報質 した基準に従･p-て評価 した.寸なわir,.

白血球数とぬ小板数の正常化 8束縛血よりの幼若紫粒球

の消失 帝碑腰および臨床症状の消失のすべてを満たした

場合を血液学的完全魔術.白血球数THJ_はrh小板数が前

値より5OOoIJJ.減少 Lた場合を血液学的部/JI宵解.それ

以外を無効 とした.

今回の検討では, 血液学的完全寛解例のみを good

r(1,Sr)OnSegroup.部分魔解例と無効例を l)()Orl･LISPOnSe

gr()upとして臨抹効果により2群iこ/'1けて 1---11一Blに対

するCFUi',M LJ)invitroi:71感受性を比較 しLfLL.

5.有意差検定

Studm1t'sttestを用いた.

結 果

1. 健常者骨髄 ('FUliM の増殖に及ぼすイン

ター7工ロンの影響

健常者 1()名上E)採取 した骨髄 軒棒球に対 L I卜N-lT

LHLI3日 を 10,102,103,lOllullll添加培養するL:L_

は,105±3,27.10二3±8.91.80.0±19 .8,41.4±15.7

と低濃度 (102IU'ml)では, 二LI-:i-----1の減少iこ従一一一,て

ウラス々1-が増加 LplattingefficiencyCこ変化は無 く

減少 した (表 1).

表 2に,IFN--αと IFNて の感受性を同時;こ検討 し

た健常者3例の成横を示 したが, IFN-γ LTRP-2)に
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表 l 経常苦CFL7-GM の増殖iこ及はす IFN-α(HI.t3日 L/Jl抑制効果

い1-10,meantSI)〕

表 2 健常者 CFト(i,h･plLTl増 殖 に及ぼす rFN･1rtHLBT)と
IFN-1･(TRP-2)L･7)抑 制 効 果

肝N 添加濃度 (U/mD 且02 103 104

lFN-化しHLt畔 添加コロニ-形威宰 (%)IFN-γ(TRP-2)添加コロニ-形成率 (%)同時添加 (HLBI十TRrLがコロニ-形威宰 (%) 80±15 57±6.I 42±9.0

48±11 I(ー±7,I 0.4十0.日

43±23 0.8±1.3 0.0±0.0

(n-3,mean±SD)
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図 1 (1FLT-(i,lILTヽ二1tlニー帰心T..;叶十:て:IIFN-α

(HLBⅠ)の綱欄J効果

(A);健常者骨髄単絃球を もaT賢哲もC紺 とした場合
(n-10)

(B);CML骨髄単榛球を taT雷eもeeu とした場合
LnJ1･1ーl

合 (n=1小
目11eaniSr)にて夫示)

おいても rFNll.と同様な濃度依存性L')抑制が認めド)わ

たが,各濃度上も 1FN-αiこIt較 し抑制は強く.lOIu

mlではこtr一二一一形成はほとんど認め1､-かなかった (秦

2).

2. (lML患者 ("Fl_Tl.M に対するインター7ェ

ロンの影響一骨髄と末梢血 (YU-tiM での
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図 2 LlMI一患苦 し'Ftト (1.M Llヽ二7llニー-け三昧に対す
る 重野N-αの抑制効果

(A):C入:Il.骨髄甲榊:持 tElrgeteell上し上).iT3合
し13I:し｢九L:II∴封紬rl押槻求を targetcellLt二7LlJTl'Li

A
l~~~l

Lsh(Tld ow は健常省IOf町Imean+2SI)圭11木

感受性の差

CMlJ患者ではCFU{',Mの:Lロ二一･一形成は添加TFN-tr

t1r)濃度依存性に抑制さわたが,健常者上比較 し抑制L')程

度 (感受性)は個々の症例でかなりのばらつきが認めら

オlた し図 1,2).IFN-α添加では,二H]ニト一汗手戒は末

輸血単核球を targetとした場合が骨髄単核球を target

とした場合よりも強く抑制さJ.Lる傾向があ--､た し図 1,

3).
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表 3 CMl_J患者 CFU - G M の増穂iこ及ぼす IFN-α と IFN･-TL7)抑制勅 架

A. 骨髄単核球 (BMMNClを targetとした場合

1FN添加濃度 (U十ml) iが 108 104

tFN-汁(HLBい 添加コロニ-形成率 (%)tflN-γ(TRP-213ロこ-形成率 (%)同時添加 (HLRl十TRP-2)｣=∴-形成率 (㌔) 98±5.- 66±ll 46±一9

59±16 3(ー士18 6.6±1.3

tう. .末梢血単核球 (PBMNL､1を tLlrgetとした場合

lFN添加濃度 (U十mい 102 103 lo鐘

lFN-什 (HLt押 添コ田ニ-形成率 (鰭)lFN-T(TRP-2)添加コロニ-形成寒 く%)同時添加 しHu31+TRP-2)コロニ-形成率 (鰭) 68±16 34±9.5 8.1±4.9

78±14 56土3.5 28十12

(n-6,met,ln±St)1

表 4 治噴効果と Ch11.('FtトGM の lFNlrけ11.m ,iLlS受性し')比較

A. 骨髄単核球 もBMMN(二)を t(lr即tとした場合

IFN-̀ー添加浪度 (lU:ml) loョ lOJ 且が

goodresponsegrour)(∩-5)コロこ-形成率 (%)poorr.e叩On.W grOuP(npT7-51∵=ニー形成率 (㌔) 87士15 56十32 4二三士359ー士11 81士17 5:三±20

lう. ~末的血単核球 (PBMNClを targetとした場合

lFN--u添加濃度 (lu/ml) loょ 103 1OJ

goodrPSpOnSegrOupLn二がコロニ - 形成率 (鰭)po o r r eLS t)O nSe gr()up Ht-51コ ロ ニ - 形 成 率 (% ) 69±34 33±23 凱4±5.389±10 T4±14 38±24

IFN-γを添加 した場合も,健常者と同様をこ濃度依存

性の抑制が認めi､.)れたが,IFN-αの場合とは逆に末櫓

lrlL単核球を targetとした場斜よ.骨髄単核球を target

した喝斜二比べて抑制L')程度は有意に弱かった (表 3.

図 ･4).

3.健常者 CFUll,M と CML患者 eFt.JliM

のインターフェロンに対する感受性の差

阜数倒しり平均値の比較 し図 1-A.B,(1では IFN-α

に対する感受性に健常者とCh/1L で有意差はなかった.

CML患舌では,感受性の高い例と感受性のない例など

多様であった (図 2).

い11ean±Sr))

IFN･･て によるこ~=｢I--一汗fll臣T)抑制はCMLの骨髄 (1/I_ト

GMおよび末櫓lfrtCFLトGML')/r亙れi二も健常者骨髄 CFLト

GM の感受性よりも有意に低値であった (図 5).

4. IFN-El･と IFN17･の併用による健常者およ
びぐMl.患者 (lFUliM の抑制効果

IFN-α と IFN･･-一7･を同時添加する上単独添加の場合

よりも健常者LL.CML の両者とも二Lr7::-一･･形成が強 く

抑制された し表 2,:i,図6).

5.CNrL患者 eFUil,M の IFN-(tに対する感

受性試験と臨床効果の比較

goodresponsei,rOuP5例と poorresponsegroup
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図 3 CML患者 CFU-GM のコロニー形成に対す
る 王FN-aの抑制効果

(個々の症例での骨髄単核球と末梢血単核球で
の感受性の差)
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図 4 CML患者 CFU-GM のコロニー形成に対
する IFN7 の抑制効果

(個々の症例での骨髄単枝球と末梢血単榛球
での感受性の差)

し*p＼~■O.025)0

PB inCML

iH: tこ;ミ :･.;i

TRP-2concenヒraヒionU/ml

図 5 健常者 (n-3)と CML(n-6)での CFU-

GM に対する 王FN7 の抑制効果
(健常者骨髄単核球,CML骨髄撃按球 ,
CML末梢血単核球での感受性の差)
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そBき
(n=5)

★l)く0.025

good rest,O-use qt-Our- (n=5)

104

IIu31coll(-ent-.l･atlion (=｣/lnl)

図 7 1FNl_.‖!之与反応性 goodrest)OnSCg･rOuP
LT1-51とpooI･Ⅰ･cSPOnSeErr()llP(n=-二51で
の.IFN-̀tにJ廿-T:i:,(~｢FLト(1.MJう感,葦性
の差

しA十(.T九:lLJilJl'髄F出社末-,を tllrLTCt-eellとし
た場合

(t3):CMl.来柚机里樹:路･t.～1r即t(､(〕il上
した場合

5例の両群間の IFN-aに対する感受性は平均値では骨

髄 ･末的Lftl上もに goodrespollSegrOuPで高か一一た.

統計学F軸こは末的血単核球石-Itargetごi･LIFN-αを 102
IU::1n11添加 した場合に(;よ.有 意差 Lp<0.025)が認め

Lt-わた (図 7).

考 案

19831fI･'LにTとJpaz吊こよ･.､て .CML患苦に対せるu/N･-
LT投与によi=fll球数や碑腫 (腫喝健)(JjニZントt二-IIL

n減少が認め己､_-れるhT)報て早守t来,ChL･TIJに吋するlITN-

αの臨床応用力量:.目されてきた2､こい. そし')後. IFN･lr

療法によi)Phl染色休が完全にi廿失する症例がf打r.守

ることが複数の報告1＼~71で明かとなり,二才再 で腫壕

量のIlン恒J-･ILに終始 していた CMl.薬物療法に画

期的な進歩となった書本邦においても,厚生省の認可の

ための 多施設共同研究8､が行われ そOL)結果 1991年に

は IFN-lrに CれlLの健保適応症が追加され実地臨床

iこ応用が開始された. しかし.IFN-･･･El単独投 E昌こよL)

Phl染色体が消失する著効例は全体し7)10,-2006程度7､

と推測されていることや,最初から 王FN-αをこ抵抗性を

示す症例が存在する例なども存在する. したが一､て,治

療前に IFNl=′')臨床的有効性を予測する方法瑚開発が

伝√LiL'IEI()にも完全寛解に尊く機序の解明は生体防御機構を

決定にも必須である.こLT)よ･')に CMLの IFN一代療

法には種 L々f)課題が残さItている9＼.

患の病態解FTJJEこ多大左貢献を果たしてきた.CMLでは.

球系統が増加し∴診断時寸でiこill＼rilroで検,LIJLされる

丁]し1ニ-(I)はLL_/i(【:が CML I/‖-ンであることが明

かiこされている.さ吊こ,病勢(り進展と!-_i)に甑粒球･

てウロ~7-r一一一J糸前駆細胞 (CFU<,M)(メ)l剛rJが優勢

となってくる.また CFLトGhrJl〔りlこItC･PrOg亡､Ilitorと

考えLLっわる invitroで7円niこ汗毎にさJlる二TL1ニー-(')

前駆細胞が骨髄のjlな!､-ず末櫓血でも増加して い る. 健

常者の末櫓血中には lateprogenitor は非 常 に 少た し､.

著者王､)は,CML患 者では 末 附 血 中 の この Cドしト(i,hJ1

が増澄田し, 骨 髄 車 の 密 度 よ りも優 位 に な る と予 後 が不 良

である こ と を報 告 して い るiO). この よ うな こ とか ら凍

研究で は ,Ch･･tL Ll)病 勢 に密 接 に関 係 して い る CFLT-C,M

tf)1t･lltナPrOgenitor i･こ対 す る IFNlr と IFNて L･り感

受性 を検 討 す る と と もをこ, 正 常 造 血 前 駆 細 胞 の感受性 と

比較 し臨 床 的 な意 義 が得 られ な い か多 数例で検討 を行 っ

た.

健 常 者 CFLトGM (T)ニ- ニ ーー形成は.lFN-α の濃度

依 存 性 に抑 制 さわ た が, 低濃度てこ･よこEr:7ニ-L')減少と(iこ

もに ']:ナス ･'L･--が増 加 ~二㌢-るこLi∴い)r)lattillgeffjciellCy

に変 化は な く_I--:_に C〉rtostこItic村乍用]-二推測さ,ltる.I.argel

cellを IFN･一イー･上1時間ほど pr(巾1(･.･しltlipltion を行い洗

は健常者,CMl.LTl両者iこおいてこ… 二一一形成はま一･､た

く抑制されなかったこと3)屯同様な摩周を支持す る所

見である.

に比較し強い上し､う結果 (表 21でか--､たが†ンrJ--)_.

ロンの単位数は抗ウイルス活性で表現されているため単

純な史転校は困難である. しかし,高単位の添加では3日

ニ-の形成のみならずクラスターもほとんど消失 してし

か1､,rFN--Ll.と作用の違いが推測された.著者はすで

に,l~FNl･(こよって刺激された targetcellに含まれ

るマクロファ-ジが液性因子を慶生しコロニー形成を抑
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制することを報告l卜､Lている.この上:lに IFN-Tの

場合は直接作用のほかにマ'7ロ7･A17-∵j(･')作用が強く反

映された結果であり,複数のサイトカイソによる効果と

思われる.

CML愚書n場合.IFN-'rに対せる感受性は多様で

あり,症例全体としてみた場合健常者の感受性と有意差

は認められなかった.lFN-a臨床応周時の反応性の多

様性を反映している結果とも考えられる.興味ある所見

の一つは taFgetCellの遣いをこよる感受性の轟である.

図 3をこ示すごとく,個々の症例ではほとんどが骨髄単

棒球での感受性よりも末櫓虚単核球での感受性が勝って

いた.CFLTlニM は骨髄より末梢血-供給さかてるこ上

から,CFU--GM に感受性の差があると考えるよりもむ

しろ,この差は骨髄と莱櫓の構成細胞の遠いをこよるので

はないかと思われる.‡FN-αでは,IFNて で認められ

たマクロファージを介する抑制機構の存在は明かでなかっ

たが11㌦ そしり他の access()ryetチ11を介する抑制機構の

存在もこのような結果から推測される.

IFNlrでは,図 5に示したよ')に C九･/1L での感受

CMLでのマクロファージの磯健不全の存在を考えてい

ら.健常者の末梢血単核球や末簡単接球より分離した付

着細胞をマクロファ-ジの souTCeとして IF因-アと共

をこ加えて培養することによりコロニ-形成の抑制が増強

することを認めている (datamobshown).CMLのマ

クロブァ-ジの赦健についての詳細な報告はないが,マ

クロファ-ジが CML タロ-洲こ置き換わったために

マクロファ-ジ自体の機能が低下している可能性や,孤

では濁粒球の増加が著しくマクロファ-ジの密度が鱗少

しているための相対的なマクロファ-ジ機能の低下の可

能性などが想像される.マクロファ-ジの機能について

は,安定した検査法がなく今後の課題であ/1う.さi▲〕iこ,

骨髄と末杓血では,末櫓血での感受性が明かをこ低く,m -

αとは全く逆の結果であった.このことからも,IFN-

eyと iFN-Tでは作用機序がかなり異なっていること

が推定される.実際の臨床では IFN-α無効例をこ対して

ち,王FN-㌢投与が有効な例が存在することが報告され

ているt'2㌧ しかし.I_FN7 の Ch-:ll.に対する有効性は

IFNlrLy_比較 して明かに低く13㌧ 雛 一選択薬としての

意義は低いと考えられている糊.

形成(')抑制の増強が観察され,CML Lr)臨床においても

併用墳法の可能性が推測された.

臨抹成績と感受性試験の結果は表 4と図 7で示 した
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那,有意差が認められる箇所もあり相関があると思われ

ら.しかし,症例間ではド.)つきがあるこ上 著しい差と

には不 卜分と考え1､.'わた.

以上,invitro感受性試験の結果と臨症との関係を

Ch･m 'Ju-1ンを選択的に抑制する('')か最ヰ)大切射乍用

樺序に←~→いては全く解明さかていないというのか硯墨て

ある,最近の研究ではイソタ-フェロソによって誘濁さ

れる遺伝子レベルでの変化や情報伝達が研究されて興味

ある成績が示されており,今後の発展が斯待される分野

である.さL､､に.Ch.rll_や慢陵..骨髄増殖症候群に保圧 て

は簡便に行うことが可能である invitro造血前駆細胞

培養法を応用した薬剤感受性試験は正常細胞の反応性と

比較することで,種々の情報が得られ 病態の解明や薬

剤の選択に有用な手法と考えられた15)16)

ま と め

1.tat-getCLlllによって IFNlrと IfTNて の CFU-

を介する抑制機構の存在が推測された書

2. CFLトf,M こILコニー形成抑制試験では､CML で

が存在することが示唆された.一風 IFN7 ではCML

患 者 の 感 受 性 は ,健常者よりも低か一､た.

3. IFNlt･臨床投与での反応性と,in＼,itro:lロ二一一

形成法による IFN-α感受性試験の成鱗をこ相関が認めら

れた.

4. in ･ヽitl･0 二Iロニー-形成法による薬剤感受性試験

稿を終えるにあたi).終始憩切なる御指導,制校

閲を賜り.また慢性骨髄性白血病の奥深さを御教授

頂きました新潟入学第 -1勺科学教室教授柴t-tl l昭先

生に深謝致 します.さ吊こ培養技術のl自二接の御指導

を賜りました新潟大学無菌治療部助教授森山美昭先

生に深謝致 します.
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