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wasexaminedinvitro. 九･･rlononuclearcells(.)btainedfrom bonemarroworperipheral

bloodcellsof22patientswithacut-emyeloidleukemiawereincubat･edinliquidculture

system withandwithoutCSFs. hltwoOf22cases,leukemiccellsproliferatedwihout

CSFs. G-CSFstimulatedtheproliferati()nofleukcmiccellsfrom eight･of22patients

andLITM-CSF didfrom sevenoffift･柁nPatient･S. Thisst･ilnulationbyCSFsappeared

t()bedose-dependent. lnaddit.ion,additiveandsynergisticeffect-swereobservedinfour

ofelevenleukemiccellsstimulat,edwit･hcombinedG-CSFandGh･.･lトCSFinvit-ro. On一y

one case showed differentiation wit-h G-CSF. Out()∫nine patients givenG-CSF

Clinically,threeshowedinvitrogrowthoftheirleukemiccells. Inonepatientwitha

striking cel一proliferation by bot･h CSFsinvitro,hisleukemiccellsincresedin number

.J:':i.一･lそl･Jill:,-･!-,.l･:L･Tl-I:i;I-ここE: i･(. 卜:tへ･･･高で＼;･!い1.ここ.lLhlト!･l.li:['LHh･lm{･

clonemayhavesomesensitivitytoCSFsinvitroandinvivo. Thus,invitroculture

toseewhichleukerniccellscanrespondtoCSFs invitroseemst-0tx necessarybefore

CSFadministrationinvivo.
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脅威:液体培養をこおける額投球 (ら-CSF)および聯粒球 号マクロブァ-ジ
コロニ-刺激因子 (GM-CSF)の虹卜白血病細胞をこおよ接す影響

は じ め に

:∫ET∴二-刺激【朴f･(ColonyStimulこltillgド;1CtOr.

CSn は造【fll幹細胞に作用しそLr)増殖および/JI化成熱に

関係寸る重要な馳薫日であり,in＼･ilroにおいてそLT)

こい ､て,穐粒球こ1tl二-刺激因子･LGrLlnul(leyteColony

用 し畢粒球-の,額粒球 書マクロファ-ジコロニ-刺激

因子 (.GralltlloclleLh;lacr(叩hage(二01川lyStinlulこItillg

Factor,GM-CSF)は顧粒球 書マクロファージ系前駆

細胞をこ作用 し紫綬球 ･マクロファージ-の分化増殖を促

進する.近年各種 CSFが純化され,その DNA がタ

ロ-ニソダされ遺伝子工学的技術をこより CSFの大量生

産が可能となり,その臨床投与が行われるようになった.

G-CSF,GM-CSFは,悪性漉癌の化学療法後の無頼粒

球期間を短縮することが報告されi)2),また血液疾患に

おいても再生不良性貧血や,Myelodisplasticsyndrome

などに対 しての輝粒球増加作周が報告されている3)~7)

さらをこ急性白血病をこおいても骨髄移植後や化学療法後の

白血球の回復促進等を目的に CSFの投与が行われてい

る8)~ま3). しかし-･方では,白血病細胞のみならず他の

腺癌細胞も,かなりの頻度で CSFに対するレセプタ-

を有し11L:-lT､.自血病細胞が in1,it7-0で増殖するこしL_

が報告されているほ)-23)

従って,白血病患者に CSFを授与する場合,十分に

注意する必要がある,特に白血病細胞の CSFをこ対する

反応は,その hetero酢neity芝O)のため,症例間でばら

つきが認められ その臨床投与をこは個々の症例でその反

応を検討することが重要である.

今回,著者は短期 (2-5日間)液体培養法で白血病

細胞の CSFをこ対する反応を評価する目的で,急性骨髄

性白血病を中心をこ,ら--CSFおよび GM-CSFが白血病

細胞の分化と増殖をこおよ接す影響を inviもroで検討 し

た. さL-,に､in～,iけ(=T)結果が,実際に臨床的に LISF

を授与 した症例に反映されるか否か一部の症例で観察 し

た.

方 法

1. 対 象 症 例

1986年11月より19fX)Iトト月までに当村および関連病

院iこて経験 した骨髄性自血病患苦22例を対象とした.対

象患者22例の FAB 分輝,莱櫓血と骨髄での穿球の比

率および G･{TsF(I)臨昧投 tj-(I)有無を表 1に示 した.
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そ(二り内訳は Ml:･/1例,M2:Jl例,M3:2例,M/1:

3例.M5:1仰jおし.Lび M6:1例tJ)計15例(])(虹 憎性

骨髄性FLl血病LT),欝i･髄 牙二球 性 急惟転化 LCMIJlミC-lこう例,

た1)例,好酸球増 多症 u lll:SlかlLITlL】血病化した 1例.

さ1､､に ∧rulei..JnLllとlSSifi(,dL(ゝukLlmii-i(ALTL) 1例

(ベルオキシダ-ゼ陰性,CD33陽性)であった.

12. ぐSF

CSFは大腸菌由来(1,7うrpc(1TllbiI･1こInt製剤をJ削 ､,C.I

CSFはキ りソ-アムジェソ故 より,GM-CSFは-キ

ス トジャバソ社より提供されたものを使用 した.

3.培 養 方 法

患者より採取 した骨髄または束縛血を Fiquo沌iypa占k

にて 1500回転､毎[')で30分遠心 し単核球を採取 し.pe-

nicillinlOOIEg∴Illl,streptomycinloo.rLg･nllを加えた

RPMImediL1m 1640(GIfうCO)にて3回洗浄 し 単核

球の細胞浮遊液を作製 した.培養前の細胞浮遊液の芽球

の割合は,多 くの症例で90%以上であったが,症例3で

･､1lOo.症例10で79.50-0.症例13で52Pb,症例17で35.5

%,症例20で59%と低いもの転みられた.得られた単按

mlLL二在るよ･>liニC.{lsF,Gh:11･･ぐSF を加え,loot-し1)

ft.I;llbo＼,in(lSLH･um 廿1与Slを加:tた 1(1-)Mlm(-I(1iunl

を2;1穴-j1 ----1卜 LNunC1に分注 しこ汀t'､ 5ObCL)2 LI')

条件にて培養 した.

CrCSF添加培養は22lgu(71全例i･ニ施行 し,Ghp･･T-CSF

添加培養は症例811L後LI115例iこ行った.さらに症例12--

22の11例については,G守男F,GM-CSFをそれぞれ 10

ng･mlまたは 10OOngml同時添加 し, そ('J)相射 乍用

を検討 した. 2rl問および5El間培養した後に,Trit7an

blue染色を行い Turk計算盤を周い生細胞数を計測 し

た.

･1.増殖および分化の指標

CSFに対する白血病細胞L])増殖は.e･SF無添加培養

と比較 し. その生細胞数が500訂1上増加 した場合 CSF

iこよる反応とした. またサ †卜スピン2 (ST-IANI~)ON

社製)を用い各 CSr/濃度にお(十る標本を作成 し,MこIy-

Gimsa染色,ベルオキシダ-ゼ染色,エステラ-ゼ二

蛋漁色を行ない,各々200細胞を観察 し,その陽性率を

/JP化('r)指標LL_した.

5. ("LqFの臨床投与

症例8.9.10,ll.12,1ニ3.15,16､21し')9例に,

G･で･SfT2川卜 5(X)ILK,:LHT)投 Ei'･が行われた (表 1).う忠,
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表 ま 対象患者の内訳

UPN DX, PIS r3M a-CSFadminist-rati(ーWBC(机 が/mi) B一% (x瓢 )董 B1%

1 M 確 30.0 l 50 52.凌 7臥魂 (-)

= M 2 I.7 20 1-.0 80.4 (-)

3 M 3 一.一 6 55,8 85.2 (-)

逮 M 50.0 30 36.0 83.1 (-)

5 M 5b 6.8 +Ⅰ1.5 6.7 (う8.8 (-)

6 CML輯C l:～6.0 37 43.6 88.0 (-)

7 M 2 3.0 12 5.8 81.8 (-)

8 RA-→M l 2.1 56 41.7 55. (+)

9 RAEt3-t-→M 91.0 51.5 DtT Tap (+)

10 M l 4.2 21 2.2 29.2 (+)

且1 M l 132.3 90 ー7.0 9 ｣ .O (+)

-2 AUL 57.2 86 34.5 8 6 .2 (+)

13 eMLBぐ 36.2 39 19十8 4 3 .6 (+)

14 M l 29.2 80 5凱0 8 凱 6 (-)

15 M 4 ll.6 5 1 I:∴0 87,6 し十1

蓬.6 M 6 上呂 4 1 0 .1 ∴15.4 (+)

一7 M j 9 7.4 27 7-9 .7 45, (-3

18 M̀ ヰ 一10,0 90 DryTap (-)

一9 HドS--M 2 転3.0 80 DtTT利一 トリ

20 M 2 1,6 5 豊≡…吊 三≡ (-)

2- M 一 描.9 89 (+)

対象となった22例の患者番号,診断,白血球数,骨髄有核細胞数,末翰血および骨髄での

芽球比率,および G-CSF の臨床投与の有無を示す.

症例8,10.16m3例には芽球 の分化誘導の目的でげ †

々ミンD製剤あるいは Am-C 少量が併用された.その

他は化学療法練に授与 された.

結 果

1.('SF無添加培養の白血病細胞の推移

CSF無添加をこおいて細胞数の増加がみられたものは22

例では培養 t~二1数とともに細胞数は減少傾向を示 した. 一

万,増加 した細胞は,症例7では検討でさなか-,､たが,

症例9においては芽球であ1た.

2. tH｢SF添加培養の白血病細胞の推移

(:,-･CSF による細胞数LJ)増加は22例中 8例 日()?i)に

ム LL.,虹 か-~1そしり反応は dosedel)ende11tであー-､たが,

ほとんどの症例が高濃度 (10(卜 10(X)Ilg.､ml) で もプ二)

卜 ･･iこ至 1､-なか1.-､た (図 21.桟 ･tl〔-I)1Jl例は網 しい7)mean

±Sl)で示 したが dL)SereSPOnS(,甘･L亡､-)わなかIL･)た.

反応 した 8例〔T)内訳をムると Ml:2.4†札 M2:2.4

例,M3:2./2例､CML13C:2.3例であ り.症例数は

少ないがヲM3,CML-BCで高い傾向がみられた.

:). GMllSF添加培養の白血病細胞の推移

0｡1(2例は 1Ilgml廿 _日 に細胞し'_)増加がム !､.'か G-

CSFLT)低濃度 L1--lOng･ml) に反応す る例と高濃度

(1(淵OIlg71111)し7)反応例に二分された し図 31.反応例〔r)

内訳は h:ll:ニ31ll例.九･.tL):12例.Mニi:0.0,Mil:l･'1)

例 ,M5:():｣O､M6:111例.Ml)S:1:2例で Mlで商

い傾向がみ られた.

Gl二SF,GM-CSFのい--_.潮 にも反応 し左か-､た症例



脅 威 :液 体 培 養 をこお け る常 陸 疎 くG-CSF)および常粒球 ,マ クロブァ-ジ
:It･.ニ-刺激 因 子 (G＼･･ト(~'Sい t])しこ卜自LlIl病細胞にJj.上江寸断響

DAY 2 DAY 5

固 ま CSF無添加をこおける白血病細胞数の変化

培養前の細胞数を ま00% とL,培養2日および5日の経略的な細胞数の変化を示す.
(a-22例).

∝
山
g
≡
⊃
N

1
1
u

U

%

図 望 G-CSF添加 5日培養をこおける白血病細胞増加率とその doseresponse

CrCSF(1-1,OOOng/ml)添加し増産5日撞ハ細胞数を, ('pSF 無添加 だ産のそれを
100% として比較した (n-22).網目の部分は増加しなかった症例の平均値±sDである.
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図 3 (17mト･CSll'添加5日情動こ付十訂 lltli病*t朋卸醐 1率土そし1_つくioserpsPOnSt'

説明は図2をこ準ずる 玩=153.

12 13 1Ll lミ) 1〔ミ 17 18 19 ?0 21 22 UF)N

図 ､1 CrLTSll'-巨とL[:G九,1-CSF併fl描.三響

症例12-22における CrCSF1,OOOng/ml,(11人11eSF1,OO()ng/mlL｡単独および用二
用の効果を同一症例の CSF無添加 5冒閤培養を 100% として示した.各症例の左から服

に CSF無添加 CrCSF1,OOOng/Inl,GM.-LTSF1,OOOng/1111および両者(r冊閥 を-,示
す.



今成 :液体培養における頬粒球 (G-CSFlおよび職 粒 球 ･て 'IU フ 7- ジ

コlコニー-帝｣激田子 (GMICSFIL7)ヒト白血病 細 胞 に お よは す 影 響

は.15例中6例 (症例11,12,18.19,20.221であり

そtT)内訳は､Ml:1.･了4例,hL?:1.2例.M3:():().M4:

i,1例､H冗s:1::1例であった.

Gl二SF.G九一.CSFLLT)いづJlにも反応し好球の増加が

ムi､'わたものは15例中3例で､症例10.21が Mlであ

り症例17が M2であ-,た.

4. (トぐSF,GMllSFの併用による影響

加iこて3例,G九･トCSF添加にて5例で細胞数の増加が

ふLL)わたが.G-t'･SF.GM･-･tSF同時添加において相加

的あるいは相乗的な増加がLll倒 し痘三例16.17,20.211

にみられた. うち症例ま6は GM-CSFに,症例17およ

び21は G--CSF.Gh･11CSF両方に対し単独でも増殖作

用がみられた.

5.形 態 変 化

培養前および培養5日後の CSF添加および無添加時

の形態変化を比較 した (図5).細胞崩壊のため形態観
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察できなか-.〕た 1例 (症 例 7) を除 くと21例中17例は.

ほ(.L_んど培養 前 後 i･こお い て CSF 添 加 に かかわUF形態

変化はjAlL)れなかった.症 例 13, 14,22の3例は培養の

んで分化傾 向が認めLT'わた.症例22の 1例で G-{TsF

芽球の割 合の増加する症例も認めF〕Ilた (症例3,2Ol.

6. 臨床例における影響

22例中9例に臨床的にG-CSF(200--500lLg.E!body･.一H)

が授与され (秦 ll.そのp')f,3例 (症例10.13,21)

iこおいて illヽritroで G-CSFに反応がふ!､)ftた.図 6

は症例21の36才男性で AMl,(Ml)C')症例であり,G---

CSFの投与によE日 n ･ヽitroおよび invivoで芽球の

で寛解導入後LT)無鞘粒球新聞rr,;こ発熱し.G｣二SFを投

与･Lたとこノ〕急激な芽球LJl)増加がムLt)わた.本例はすで

に図 2,3iこ示すごLl_-:く G--ぐSF および Gh,･11二SFに

d(BedependtチTltを示した症例であ.-.,た.しかし,他の2例

ば invitroでは白血病細胞の増加は認めl:1れなか--,た.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 UPN

図 5 CSF添加培養に頼･する汗;･･態変化

培養前および5F]問培養激の May-Gimsa染色における細胞耶態の変化 (比率)杏

示す.各症例の左からJIL白に培養札 C,SF無添加L G-CSF1,000ng/rnl,Gh/I-CSF

1,000ng/mlおよびrJl]-者の併用を示す.
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CfinicalcourseK.F.36y･M.AML(Ml: 46,XY,t(6q-;11q｢

≡互 書 式 ㌫ ゴ言..lqj,J･闇ttl:i:-;製 紙規 正 融 悲 ㌔&-:･_;己 ..:_.
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continuousdrLLP'Infusゆ∩

18dJLyS
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1990

図6G-CSFの臨昧牲与により射針1増加がム1㌦いた症例21の経過

考 察

急性白血病CT)寵解導入墳法後における死円は出血,感

染などが主な原因を占d).なかでも感染症はいまなお早

期死亡の80%余りであり,その f･防は白血病治樺の亜要

な課題である.従って.白血球刺激田子である CSFが

自由に使えるかどうかは, 蚤費な問題であるが, 白血

病細胞自身 G-CSFや GM-CSFに対するレセプター-

を有することが知られている]611Tl. さらに, 臨床的に

CSFを投与LCML-BCで Gl二SF投与後に頼粒球と

平行 して芽球が増殖した例 12㌧ また,MDSでGMイ二SF

投与により芽球が増加した例3)Ll)などが報告されている.

実際,著者 も G-CSF投与で,寛解導入後芽球が著し

く増加 した症例を経験 しており,末だ白血病患者にCSF

投与が安全であるかどうかは確認されていなし､.さr)に

白血病細胞の CSFに対する反応は極めて多様で,著者

の i11Vitro の成績でも,CSFの少量で芽球が著 しく

増加する症例から分化傾向を示す症例まで認めに〕れ そ

の臨床投与には憐登でなければならない.

11上の坪由か!丁_,,臨床的に CSFを使用する場合.個々

(I)症例で CSFに対する反応を検討し,そし')安全を予知 ･

確認するこ上が蚤要上【思わJlる.現在 in～-itroで白血

病細胞LJ)CSFに叶する反応を検索する方法として,先

L')L七ゾウ--の検討〔′T)他 トi3-･･･thymidinpLT)白血病細胞

への取り込み23)および白血病コロニー形成法19)-22)な

どがあるが,いづれもやや繁雑であり,かつ経略的な形

な短期の液体培養法を設定 し,ヒトrて1血病細胞に対する

CSFの影響, 特にその増殖と分化について in ,ヽitro

で検討 し,本法により,CSFに対する反応を予知 し･-)

るか否か,実際iこCSFを授与 した臨床例で比較 した.

そ(I)結果,G-CSFは22例中8例 (40.%)に,GMp-{SF

は15例中7例 摘6.7%′)に芽球の増殖がみられ その

増穂は dosedependentであった.特に G-CSFおよ

び GM･tlSF共iこ高濃度 (1000ng:,ml)で反応する傾向

がふられることから,白血病患者に CSFを大量に投与
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コロニ-刺激因子 (GM-CSF)のヒト白血病細胞をこおよ接 す 影 響

する場合は注意する必要がある.in＼ritr10では G-CSド

は GN′卜C･SF よi)芽球の増殖に与える影響は少ないと

いわれており23㌧ 著=酎T)液体培養法でも,そU)ような

現象が観察された (図 2,3).すなわち,芽球の増穂に

対しては GM-tTSF〔り方が作用が強いと思われ その

臨床投与をこぼ十分注意する必要がある.症例をこよっては,

GイTsF と GM一一CSFLT)併用で相加,ないし相乗作糊も

認められた,

いるが2LI-今回の経時的な形態観察では CSFによる細

胞分化の可能性を示 したものは22例中 1例のみであり,

分化誘導効果よりぼむしろ増殖作用の方が強いと考えら

れた.実際,臨床的iこ G-{SF (2OOfLg-50OfLg.:1Blの

投与を受けた9例では,invitroで3例が反応 して,

臨床的にはその･'7ちの 1例において末櫓血で,芽球の増

殖がみられた.この症例は invitroで G-{慧Fおよび

GMイ慧F とも少量で強い白血病細胞の増加を示し,両

者;こよる相乗作用もムLl'かた (図 2.3.4).in ＼ritro

で反応 しなかった残 りの6例では,G一美SFの臨床投与

で由血病細胞の増加はみられなかった.以上の成鱗から,

本法により.比較的短斯間 (2-5[日 に,CSFに対

する反応,特に白血病細胞LT)増殖と分化成熟の程度を予

測することが可能と考えらIlた_

他方,4(卜 450di')IlLfミ例が invitroで CSFiこ反応す

ることが明らかをこなったが,これらの症例に対しては,

(二SF投FjJ･で白血病細胞をむ しろ削激 し,惰性的にS期

をこ導入することをこより,その治療効果を高めることが検

討されている. すなわち Sphasespecificな Ara-C

と G-CSF.GM-CSFの併用によJ)Ar°-{ の抗陸揚

効果が増強されることが確認されている25).これらの

適応症例の選択をこも,この短期液体培養法は有用と思わ

れ,今後さらに症例を集梼すると同時に,他のcytokine

を併用 し検討する予定である.

稿を終えるにあたり,患切なるご指導,ご校閲を

賜った新潟大学第----内科 柴田 昭教授に深謝 しま

す.また直接のご指導を頂きました森山美昭助教授

i･こ厚く感謝いたします.
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