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急性白血病細胞 の細胞周期に関する研究

金沢大学医学部医学科内科学第三講座 (主任 : 於田 保)

望 月 康 弘

急 性 白 血 病細 胞 の 細 胞 周期 を解 析す る た め に ,
ビ リ ミ ジ ン の 同族 体 で あ る プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン

(b r o m o d e o x y u ri di n e , B rd U ) と そ の モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 ( m o n o cl o n al a n tib o d y , M o A b ) を 用い て ! フ ロ
ー

サイ ト メ ト1) -

(n o w c yt o m e tr y , F C M ) 法 に より検討を行 っ た . 細胞増殖動態 の 指標 と して
,
白血病細胞 の S 期比率を表す B r d U 標織率

(B r d U -1 a b eli n g i n d e x , B r d U
- LI) , D N A 合成時間 (d u r a ti o n o f s y n th eti c ph a s e , T s) お よ び理論的倍加時間 b o t e n ti al d o u b li n g

ti m e
,
T p o t) を選ん だ . 対象 は, 本研 究の 趣旨に同意の 得 ら れ た 急性白血病患者25 例 で ある. 患者の 末梢血 お よ び骨髄液 より

直ち に白血病細胞を分離 し, 1 0 /J m Ol/1 の B rd U を含 む培養液内で30 分間お よ び180 分 間培善 し B rd U を取り込ませ , そ れ ぞ れ

を B r d U - LI ･ 1 と B r d U N LI ･ 2 と した . その 衡 蛍光イ ソ ナ オ シ ア ネ ー ト標識 マ ウ ス 抗 B rd U I g G 抗体 と プ ロ ビ デ イ ウ ム アイ オ

ダ イ ドに て 染色 し, フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用い て B rd U 標 識細胞 と , そ の D N A 量の 分布を同時 に測定 し た . さ ら に
,

B rd U - L l
･ 1 と B r d U - LI ･ 2 を プロ ッ ト し

, 回帰 直線を求め ,
T s お よ び T p o t を算出 し た . 末樹血 と骨髄液 の 両者で同時 に

B rd U -L I を測定で きた15 例 に つ い て , 各細胞周期 パ ラ メ
ー

タ
ー を比較す る と, B rd U -I .I ･ 1

,
B r d U - LI ･ 2 お よ び T p o t に統計学

的に有意な差を認 め , 骨髄 中の 細胞 の 方が 末梢血 中の 細胞 に比 べ て増殖能が商い こ と が 明らか に な っ た . 末梢 血と骨髄液 で の

各細胞周期 パ ラメ
ー

タ
ー

の 相関 を検討 し た と こ ろ , B rd U- L I
･ 1 に つ い て は両 者に 相関を認め た が ,

B r d U - LI
･

2
,
T s お よ び

TD o t に
つ い て は相 関は み られ な か っ た . 末治療急性非 リ ン パ 性白血病 (a c tlte n O n -1y m p h o c y ti c l e u k e m i a , A N L I) フ ラ ン ス

ー

ア

メ リ カ
ー

イ ギ リ ス 分類 M 2 の 患 者でJ a p a n A d ult Le u k e mi a S tu d y G r o u p O■AI .S G ) によ る成 人急性骨髄性白血病治療プロ トコ
ー

ル U A 1 5 G A M I J 9 2 プ ロ ト コ
ー ル) に従 っ て 初回寛解導入療法を受け た 9 例 に つ い て , 治療効果と各種細胞周期 パ ラ メ

ー タ ー

に つ い て検討 した . 完全寛解 (c o m pl et e r e mi s si o n , C R) を得 た症例 は, T s お よ び Tp o t が マ イ ナ ス 値を示す例 と , T s お よ び

T p o t が 中央値 よ り小さな値 を示す例であ っ た . C R 群 と非 寛解群 の 間 に は, T s お よ び T p o t に有 意な差を認め た . し か し

B rd U - u
･

1 , B rd U -I ,I
･ 2 に は 有意な差を認めなか っ た . 末治療 A N L L でJ A L S G A M し92 プ ロ トコ ー ル に従 っ て 寛解導入療法

と地固め療法を受けた1 2 例を T p o t の 中央値で 2 群 に分けて , カ プ ラ ン
ー

マ イヤ ー (K a pl a n - M ei e r) 法で 無病生存率 (di s e a s e

fr e e s u rv iv al
,
D F S ) お よび 全生 存率 ( o v e r all s u rv i v al , O A S ) の 解析を行うと , Tb ot の 中央値より短 い 群 で D FS , O A S と もに

長い 傾向を認め た . 今回の 研 究 に より, 急性白血 病 にお ける細胞増殖動態 の 解析 に は, 骨髄液か ら得 ら れ た検体を使用すべ き

と考え られ た . ま た白血 病細胞の 増殖動態 は S 期細胞 の 割合 の み で は判断できず, T s およ び T p o t を 算出す る こ とが 必要であ

る こ と が 明 らか と な っ た . さ ら に こ れ らの パ ラ メ
ー

タ
ー を用い る こ と に より ,

疾患 の 予後 をより正確 に予想し得 る可 能性が示

唆 され た .

K e y w o rd s b r o m o d e o x y u ridi n e , C ell c y cl e , n O W C y t O m e tr y , S p h a s e , p Ot e n ti al d o u b li n g ti m e

近年血 液悪性疾患 の 治療成績は新 し い 抗腫瘍剤を組 み込 ん だ

多剤併用化学療法の 発展 によ り飛躍的 に向上 し, 艮期生 存 ひ い

て は 治癒も期待できる よ う にな っ た . 抗腫瘍剤 の多く は増殖相

にある細胞 に作用 し て 効果 を発揮す る た め
1)

, 腫瘍 細胞の 増殖

動態を知る こ と は 治療計画を立て る上 で極 め て 重要である . オ

ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ イ
ー の 普 及 に よ り

,
トリ チ ウ ム チ ミ ジ ン

(triti at e d th y m i di n e ,
:一

H T d R) を利 用 して , 白血 病細胞に お ける

細胞動態 の 解析が行 わ れ る よ う に な っ た
2)

. しか し こ の 方法 で

は解析 に長時間 を要す る 上 に 放射性同位元素を用 い る た め
,

様々 な 制約が あり , 臨床 に応用す る こ とは 困牡であ っ た .

1 3

ブ ロ モ デ オ キ シ ウ .) ジ ン (b r o m o d e o x y u rid i n e , B r d U) は ビ

リ ミ ヂ ン の 同族体で , チ ミ ジ ン の メ チ ル 基を臭素 に置換 し た物

質である . B rd U を含 む溶液で細胞 を培養する と D N A 合成 の

た め に チ ミ ジ ン に替わり B r d U が 核内 に取F) 込まれ る . 1 9 8 1 年
,

G r a t z n e r ら
: 刷
に よ り B r d U に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

( m o n o cl o n al a n tib o d y , M o A b) が 開発 さ れ た た め , S 期 に存 在

す る細胞を容易 に同定で きる よう にな っ た .

近 年細胞周期 お よ び増殖 に関す る研究が進み , 新 しく 増殖細

胞膜抗原 (p r olif e r a ti n g c ell n u cl e a r a n ti g e n , P C N A)
5卜 7
や

,
Ki -

6 7 抗 原
8卜 12)
な どの 内因性細胞増殖 マ ー カ ー に対す る M o A b が 開

平成 8 年11 月2 8 日受付
,
平成 9 年1 月 9 日受理

A b b r e vi atio n s : A C R
,
a Cl a ru b i ci n; A L L , a C ut e l ym P h o c y tic l e u k e m ia; A N L L , a C u t e n O n

-けm ph o cy d c l e u k e m i a; A r a - C ,

Cy t O Sin e ar ab i n o sid e; 肌 ,
ad ul t

′

r c ell l e u k e m i a; A T R A , all
-t r

,

a n S r etin oi c a cid; B H A C , b eh e n o yl cy t o sin e ar ab in o $id e;

B M
,
b o n e m ar r o w ; B rd U , b r o m o d e o x y u ri di n e; B r d U - u , B r d U -1Ab el in g in d e x ; C R , C O m pl et e r e mi s si o n ; C V , C O e 飽cie n t

Of v ar i ati o n ; D F S , d is e a s e 血
･

e e S u rv iv al ; D N R , d a u n o ru bi ci n ; F A B , F r e n c h A m e ri c a n
p B riti s h; F B S , 鎚t al b o vin e s e ru m ;



1 4

発され , 臨床応用が行 わ れ て い る . しか し , こ れ ら の 内因性増

殖マ
ー

カ
ー

と D N A 合成 との 間には
,
関連性 はあ る もの の , 基

本的に は 両者は興 る現象であり, 前者 は増殖能 と は 無関係な条

件下 でも発現 が左右され る可能性 がある .

一

方 , B r d U を取り

込 ん だ細胞 は D N A 合成を行 っ て い る細胞その もの で あ る と考

え て さ し つ か え なく , し た が っ て こ れ を観察する こ と に よ り,

より詳細な解析が 可 能 とな ると 考え られ る .

B r d U とそ の M o A b を用い て行う細胞増殖動態 の 解析方法 と

して は
,
免疫組織学的方法

13)
と 蛍光抗体法 に よ る フ ロ

ー

サ イ ト

メ ト
1
)

-

(fl o w c yt o m e tr y , F C M ) 法
1 4)
とが あ る . 後者 は

一 度に

大量の 細胞 に つ い て 迅速 に処理, 解析が 可 能で あり, 白血 病細

胞の よう に血液中 に遊離 した状態 で充分な細胞数 が得 ら れ る 場

合に は 極め て有用な方法 と考えら れ る . さ ら に
,
検体 と して 末

梢血中 の白血病細胞を周 い る こ とに よ り解析 が可能で あれば,

より容易 に, 患者 の 負担も少なく検討 できる . そ こで 本研究で

は
, 末梢血 中お よ び 骨髄液中の 白血病細胞 の 増殖動態の 遠 い を

比較検討す る目的 で , 急性白血病患者の 末梢血お よ び骨髄か ら

採取 した 細胞を, 生 体外で B r d U を用 い て標識 し た後, D N A

に 入り込 んだ B r d U をこ れ と特異的に結合す る蛍光イ ソ テ オ シ

T a bl e l . P a ti e n t c h a r a c te risti c s

ア ネ ー

ト 標 識 マ ウ ス 抗 B r d U I g G 抗 体 〔fl u o r e s c ei n

i s o th i o c y an a t e (F r r C) - C O nju g a t e d a n ti - B rd U m o u s e I g G〕 を用い

て染色 し
,
F C M を利用 して 細胞動態を解析 した . ま た 適当 な

B r d U 標 識 時間を 2 点 選択す る こ と に よ り ,
D N A 合 成 時間

(d u r a ti o n o f s y n th e ti c p h a s e , T s) お よ び 理論的倍加時間

b o te n ti al d o u bli n g ti m e , T p o t) を算定 した . さ ら に得 ら れ た結

果と治療効果と の 関連性 に つ い て も検討を加えた .

対象お よび方法

Ⅰ. 対 象

1 . B rd U に よ る標識率 を測定 した 症例

急性白血病患者25 例 を対象と して , B rd U の 標識率を求め た .

年齢 は16 歳 か ら79 歳で , 男性12 例 ,
女性13 例 で ある . 病型は 急

性リ ン パ 性白血病 ( a c u t e ly m p h o c yti c l e u k e m i a , A LI) フ ラ ン ス

ー

ア メ リ カ
ー

イ ギ リ ス (F r e n c b - Am e ri c a n - B ri ti s h , F A B ) 分類

L2 1 例 , 成人 丁 細胞性白血病 (a d ult
′

トc ell l e u k e m i a , A T I) 1

例
,
急 性非 1) ン パ 性白血病 (a c u t e n o n -1 y m p h o c yti c l e u k e m i a ,

A N L I) の うち F A B 分類 M O 2 例 ,
M 1 3 例 , M 2 1 0 例 , M 3 5

例
,
M 4 1 例

,
A N L L M 2 再発 1 例, 多発性骨髄腫治療後 の 二

P

豊
t

s e x
(鑑, D i a g n o sis M a te ri al
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急性自血柄細胞 の 細胞周期

次性急性骨髄性白血病 ( s e c o n d a r y l e u k e m i a) 1 例 (表 1 ) で あ

る .

2 .
B r d U によ る標識率を末梢 血 お よ び骨髄液の 両者 で測定

した症例

B r d U によ る 標識率を測定 した25 例 中, 末梢血中お よ び骨髄

液中の 両者の 細胞で B r d U の 標識寧を同時に測定 できた症例 は

15例 であ っ た . 内訳 は, A L L L 2 1 例 , A T L l 例
,
A N L L M O l

例, M 1 3 例 , M 2 5 例 , M 3 2 例 , M 2 再発1 例で あ っ た(表 1) .

3 . 細胞動態の パ ラ メ ー タ ー を解析 した症例

未治療 の A N L L 2 0 例 に つ い て T s お よ び T p o t の 算定を行 っ

た . 内訳 は, A N L L M O 2イ礼 A N L L M 1 3 例 , A N L L M 2 1 0 例

お よ び A N L L M 3 5 例 で あ っ た (表2 ) .

.
11 . 方 法

1 . 白血病細胞 へ の B r d U の 取り込 み

患者お よ び そ の 家族 に本研究の 趣旨お よ び 目的を十分説明 し

了解 を得 た上 で検体の 採取を行 っ た . 末梢血 ｢P か らの 検体 は ,

ヘ パ リ ン 1 m l を加えた 注射器 に
,
末梢血 を 19 m l を採取 して 得

た. 骨髄か ら の 検 体は ,
2 0 0 単位/ m l の ヘ パ リ ン 加生理食塩水

を5 m l 加え た注射器 に, 骨髄液 2 m l を採取 して得 た.

2 .
B r d U / D N A 二 重染色

F C M に よ る白 血 病細胞 の 細胞周期 の 解析 が可能 かを検討す

るた め
, 細胞処理 法を D olb e a r e ら

15) 1 6)
お よ び 神野

17)
の 方法をも

と に A N L L M 3 の 培養株で あ る H L6 0 を用い て 予備実験を行い ,

こ の 結 果をもと に以 下 の 手順 で採取 した 細胞を処理した .

1 ) 細胞 の 分離

採取し た検体 か ら ,

1) ン ホ プ レ ッ プ ( N y c o m e d P h a r m a As ,

1 5

O sl o
,
N o r w a y) を用 い て直ち に単核球分画を分離 し, 得ら れ た

単核球 を リ ン 酸綬衛生理食塩水 ( p h a s p h a t e - b u ff e r e d s ali n e ,

P B S) b H 7 .3 0 ､ 7 .6 5) に て 3 回洗 浄 した . 洗浄後 トリ バ ン プ ル

ー

(t ry p a n b l u e , 和 光純薬工業, 大阪) を用 い て 単傾球 の 生 存皮

(v i ab ility) を確認 した . ま た洗浄後の 単核球 の サ イ トス ピ ン 標

本を作り
,
ギ ム ザ染色を施 し白血病細胞の割合を求め た .

2 ) 白血病細胞 へ の B rd U の 取り込み

洗浄 し た 単核球を直ち に1 0 % ウ シ 胎児血清 (f e t al b o v i n e

S e r u m
,
F B S ) ( G ib c o B R L , N e w Y o r k , U S A ) 加 R P M I 培 地

164 0 ( G ib c o) に 浮遊させ た . 細胞 の 過度 は 10
6

個/ m l に調整 し,

1 個 の 培養答辞に細胞浮遊液を1 0 m l 用意 し た . こ れ に最終

濃度が 1 0 p m o l/1 と な る よ う に B r d U (和 光純薬工 業) を 加え

た
18) 2{り

. B rd U を取り込 ん だ細胞 は紫外線 に対す る感受性が高

くなる た め
, 培養中に 紫外線に より 死細胞 が増加する の を防ぐ

目的 で
, 培 蓉容器 を ア ル ミ ホ イ ル で 被 い ,

3 7 ℃
,
5 % C O 2 の

条件下 で B l･d U を取り込ませ た . 各細胞周期 にあ る細胞の 割合

を算定する た め に は B r d U の 取り込み 時間が で き るだ け 短い こ

と 〔パ ル ス ラ ベ 1) ン グ b ul s e l ab eli n g)〕 が望ま し い .
こ れ まで

B r d U の 取り込み は, 細胞 と B r d U と の 接 触3 分後か ら 認め ら

れ る と報告 さ れ て い る
15}

. 今回は 壌も頻用 さ れ て い る パ ル ス ラ

ベ リ ン グ時 間を選択 し, B r d U を30 分 間取り込ませ た . こ の 時

の 標識率を標識準 ･ 1 (B rd u l a b eli n g i n d e x ･ 1
,
B r d U -LI ･ 1) と

し た . こ れ まで の 報 告 に よ れ ば, 白血 病細胞 の G 2 期 は ほ ほ

180 分と さ れ て い る
21)

, D N A 合成期時間を算定す る た め に は,

B r d U に よ る標識率 の 増加が B r d U の 取り込み 時間の 増加と 正

の 相 関を して い る必要があ る. し た が っ て 標識細胞が M 期 に
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,
M l

,
M 2

,
a n d M 3 ar e F r e n c h - A m e ric a n - B ritis h cl as sifi c a tio n o f a c u te le u k e m i a . A N L L

,
a C u te n C n -

1y m p h o c yti c l e u k e m i a ; B M , b o n e m al T O W ; B rd U , b r o m o d e o x y u ri di n e ; B rd tトLI , B r d U
- 1a b e li n g i n d e x ; P B ,

P e rip h e r al bl o o d ; T p o t , P O te n ti al d o u bli n g tl m e ; T s , d u r ati o n o f s y n th eti c ph a s e ;
-

,
n O t te S te d ･

B r d U - L I
･

1 w a s m e a s u r e d b y fl o w c yt o m etr y u s l n g a n ti
- B r d U m o n o cl o n al an tib o d y a n d p r o pid iu m i o did e

aft e r i n c u b ati o n of l e u k e m ic c e 11s f o r 3 0 m i n u te s w i th R P M I 1 64 0 m e di u m
,
ftt al b o v in e s e ru m a n d B r d U .

B rd U - L I
･

2 w a s m e as u r e d af t e r i n c u b a ti o n f o r 18 0 m i n u t e s . T s a n d T p o t w a s e s ti m at ed b y th e r e g r e s s io n

li n e o bt ai n e d b y p lo tti n g e a c h o f b o th v alu e s ; B rd U
- L I ･ 1 a n d B r d U - L I

･ 2 .
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L ab eIi n g ti m モ ( m in )

F ig . 1 . m e r el a ti o n s hi p b et w e e n B r d U
- LI a n d l a b eli n g ti m e .

m e d u r a ti o n of T s c a n b e e sti m at e d かo m th e r e g r e s si o n li n e

O b t ai n e d b y pl o tti n g B r d U
- L I

･

1 a n d B rd U - L I ･ 2 a g ai n s t

l ab eli n g ti m e . T h e sl o p e o f th i s r eg r e s si o n li n e i n di c at e s th e

r a te o f c ell s e n t e ri n g i n t o s y n th e ti c (S) p h a s e p e r h o u r .

移行 し な い よ うに 持続標識時間は1 80 分と し, これ を標識率 ･ 2

(B r d ひ u
･ 2) と し た .

3 ) 細胞 の 固定 ･ 保 存

培養時間終了後, 細胞 を直ち に P B S で 3 回洗浄 し, そ の 後

あら か じめ - 2 0 ℃ に冷 して お い た70 % エ タ ノ
ー

ル を撹拝 しなが

ら 加え, - 2 0 ℃ で 少 なく と も 2 時間以 上固定 し, B rd U / D N A

染色 ま で
-

2 0 ℃の ままで 保存 した .

4 ) D N A 変性 (d e n a t u r ati o n)

固定 した 細胞 を P B S で 2 回洗浄 した 後, 2 N H Cl を増枠 しな

が ら漆加 し
,
2 0 ℃で20 分 間作用 させ た

1 柑 )22 )
.
こ の 処理 に より ,

二 重鎖 D N A の
一 部が 単鎖 D N A に変性 し, D N A の 中に取り込

まれ て い る B rd U が 露 出 し
,
抗 B r d U M o A b が結 合 しや すくな

る. 次 の 段 階の 抗原抗体反応 は核内の p H が 中性 に 近い こ と が

望ま しい た め
,
塩酸を中和す る目的で , 0 .1 M 無 水 ホ ウ酸 ナ ト

R e m i s si o n i n d u c ti o n c h e m o t h e r a p y p r o t o c o l
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Fi g . 2 . J a p an A d ult Le u k e mi a S t u d y G r o u p U A u G) A M I : 9 2 p r o t o c ol . F o r i n d u ci n g r e m i s si o n , th e p ati e n t s w h o h a d A N L L e x c e pt f o r

A N L L M 3 w e r e r an d o m i z e d t o t r e a t wi th r e m i s si o n i n d u cti o n c h e m oth e r a p y r e gi m e n A o r B o f th e J A I .S G A M I J 9 2 p r o to c ol . If th e B M

di d n o t b e c o m e h yp o pl a sti c an d h a d l e u k e m i c c ell s m o r e th a n 1 5 % o n d a y l O i n r e gi m e n A o r o n d a y 7 i n r e gi m e n B , p ati e n t s w e r e

s ch e d ul e d t o u n d e r g o a d d iti o n al ch e m o th e r a p y f b r 2 0 r 3 d a y s a c c o r di n g t o e a c h o f r e gi m e n s ･ ¶l e p a ti e n ts wi 1 0 h a d A N u ノ M 3 w e r e

tr e at e d a s fo 1l o w ; ∬r R A 4 5 m g/ m
2

/ d a y gi v e n o r al 1 y u n til di s a p p e ar an C e O f l e u k e m i c c ell s i n B M , W h e n t h ei r l e u k o c yt e c o u n t s w e r e u n d e r

3 0 0 0 /FLl at th e s t ar t O f th e r ap y , an d A T R A wi th s am e d o s a g e c o m b i n e d wi th D N R 4 0 m g / m
2

/ d a y f o r th r e e d a y s (3 0 m i n u t e s i n fu si o n) an d

B H A C 2 0 0 m g / m
2

/ d a y fo r 5 d a y s (3 h o u r i n fu si o n) w a s gi v e n , W h e n th eir l e u k o cy t e c o u n ts w e r e o v e r 3 0 0 0/ iLl ･ A t o tal c o u n t o f l e u k e m i c

c ell s r e a c h e d m o r e th an 1 0 0 0/ p l i n p e ri ph e r al bl o o d d u ri n g th e t r e at m e n t w i th A T R A , th e y w e r e s c h e d u l e d f o r r e c ei v i n g D N R 4 0

m g / m
2

/ d ay f o r th r e e d a y s pl u s B H A C 2 0 0 m g/ m
2

/ d a y fo r 航v e d a y s i n a d diti o n t o A T R A ･ A 鮎 r C R w a s o b tai n e d
,
th r e e c o u r s e s o f

c o n s olid ati o n c h e m o th e r a p y w e r e gi v e n a c c o r di n g t o th e p r ot o c ol . C R w a s d e fi n e d a s th e r e d u c ti o n of l e u k e m i c c ell s t o l e s s th an 5 % a n d

r e c o v e r Y Of n o rm al h e m a to p oi e si s . A C R , a Cl a ru bi ci n ; A r a C , C yt O Si n e ar al )i n o sid e ; A T R A ; al 1
itr a n S r e ti n oi c a ci d; B H A C , b e h e n oyl c y t o si n e

a r a bi n o si d e ; D N R , d a u n o ru bi ci n ;i v ,i n tr a v e n o u s irj e c ti o n ; 6 M P , 6 - m e r C a Pt O p u ri n e ; M r r , m it o x a qt r o n e; p O , p e r O r al; V F 16 , et O p O Sid e ･



急性白血病細胞 の 細胞周期

リ ウム (0 .1 M N a 2B 40 7) b H 8 .5) を10 分 間作用さ せ だ
}̀)

.

5 ) 抗 B r d U モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 に よ る 染色

0 .5 % ツ イ
ー ン Cr w e e n) 2 0 (Si g m a C h e m i c al C o . , S t . L o u i s ,

U S A ) 加 P B S に ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ( D A K O , G l o s t r u p ,

D e n m a r k) 濃 度 が0 .5 % に な る よ う に 調整 し た溶液を用意 し
,

P B S で 2 回洗 浄 した 細胞を こ の 溶液内に 1 ×10
6

個/ 5 0 / ∠1 の 過

度と なる よう に 懸濁 させ た .
こ の 処置 に より非特異的抗体の 結

合を防止 した . こ の 細胞浮遊液 に蛍光 イ ソ チ オ シア ネ ー ト標識

マ ウス 抗 B r d U I g G 抗体 (B e c to n D i c k i n s o n I m m u n o c yt o m e tr y

S y st e m s , S a n J o s e , U S A) を細胞1 ×10
6

個 あたり 20 / 上1 加え撹

拝 し た後, 室温 暗室で3 0 分 間作用 さ せ た
23)

. 陰性 コ ン ト ロ
ー

ル

と し て は B r d U を18 0 分 間取り込ま せ た細胞を同様 に処理 し,
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抗 B r d U 抗 体 に 代 わ り蛍光イ ソ チ オ シ ア ネ ー

ト 標識 マ ウ ス

Ig G l 抗体 (F rr C -

C O nj u g at e d m o u s e I g G l) ( D A K O) を細胞1 ×

10
ti

個あた り 10 / ノ1 加え増枠 した後 ,
室 温暗室 で30 分 間作用 させ

たもの を用意 した .

6 ) プ ロ ビデ イ ウム ア イ オ ダイ ド b r o pi di u m i o di d e , P I) に

よ るD N A 染色

P B S で 3 回洗 浄 した後, 1 5 00 U / m l の R N A 分解酵素 (Si g m a

C h e m i c al C o .) を加え, 3 7 ℃暗所で3 0 分間反応 させ , R N A の 消

化 を行 っ た . P B S で 3 回洗 浄 し , 5 FL g / m l の PI (S i g m a

C h e m i c al C o .) を室温暗所で30 分 間反応 させ て , 二 重鎖部分の

D N A 染色を行 っ た
23)2 J )

. 染色後 P B S で 2 回洗浄 した後 40 p m

の ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ で細胞を濾過し
,
細胞浮遊液と した .
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D N A (: O n te n t

( r el a ti Y e P I i n t e n sity )

Fi g . 3 . B r d U / D N A bi v a ri a t e di strib u ti o n s o f H L 6 0 c ell s . (朗 H L 6 0 c ell s p ul s e
-1 ab el e d w i th B r d U f o r 3 0 m i n u t e s . (B ) H I J 60 e ells l ab el e d

W ith B r d U f o r 1 8 0 m i n u te s . (C) H L 6 0 c ell s i n c u b a t e d f o r 9 h o u r s aft e r p ul s e
-1 ab el e d w ith B r d U f o r 3 0 m i n u te s . (D ) H L 6 0 c ell s i n c u b at e d

f o r 2 4 h o u r s aft e r p u l s e
-1 ab el e d wi th B r d U f o r 3 0 m i n u te s . I n (A) H L 6 0 c ell s w e r e in c u b at e d f o r 3 0 m i n u te s i n R P M l m e d i u m 1 6 4 0

C O n t ai ni n g B rd U w ith l O % F B S . I n (B ) i n c u b a te d f o r 1 8 0 m i n u t e s . I n (C ) a n d (D ) H L 6 0 c ell s w e r e i n c u b a t e d f o r 3 0 m i n u te s , W a Sh e d ,
i n c u b a t e d i n B rd U 一打e e m e di u m

,
a n d h a rv e S te d afte r i n t e rv al s e a ch o f 9 a n d 24 h o u r s .

r

r h e i n s t ru m e n t al g ai n f o r g r e e n 机1 0 r e S e e n e e

(B r d U r el ati v e i n te n si ty) m e a s u r e m e n t i s th e s a m e i n all p a n el s i n thi s 丘g u r e . I n (刃 all S p h a s e B r d U l a b el e d c ell s a r e i n th e m id dl e of

th e i n t e rv al b e tw e e n G O/ G l a n d G 2 / M . I n (B ) al1 1 ab el e d c ell s a r e i n th e m id dl e , alth o u gh m e a n g r e e n fl u o r e s c e n c e of (B) i s ab o u t 2

ti m e s high e r th a n (A) . I n (C ) , W i th r e s p e c t t o th e c yt o g r a m o f (A) , B rd U l ab el e d c ell s h a v e m o v e d th r o u gh th e S p h a s e (th ei r m e a n

di strib u ti o n i s s h ift e d t o w a rd G 2 / M ) . I n ( D) B rd U l ab el e d c ell s a r e i n th e m id d l e a g ai n , a n d di s trib u ti o n s h a p e o f B rd U l a b el e d c ell s

r e s e m b l e s th at o f 仏) , alth o u gh m e a n g r e e n fl u o r e s c e n c e o f ( D) i s h alf of (B) .

T abl e 3 . C o m p ar is o n o f th e c e11 c y c le ki n eti c p a r a m e t e rs o f le u k e m i c c ell s b et w e e n P B a n d B M

L e u k e m i c c ell
B r d

てa
I ' l B rd

認
I - 2

品 芯
t

PI∋ 2 .3 3 ±2 .6 3 3 .6 6 ±5 .7 3 5 3 . 1 ± 1 24 3 1 1 0 ±7 8 4 0

B M 4 .4 1 ±3 .0 3 * 8 .2 9 士5 .6 9† 6 .0 0 ±8 .6 5 1 4 7 土15 0 *

A N L L
,
a C u te n O n -1 y m p h o c yti c le u k e m i a ; B M , b o n e m ar r O W ; B r d U , b r o m o d e o x y u ri di n e ; B r d U

- L I
,
B r d U -

1 ab elin g in d e x ; P B , pe ri p h e r al bl o o d ; T p o t , P O te nti al d o u b lin g tl m e ; T s , d u r ati o n o f s y n th eti c p h a s e . E a ch

V al u e r e p r e s e n ts 言 ± S D .

T h e le u k e m i c c ell s w e r e o b tai n e d fr o m P B a n d B M si m ulta n e o u sly i n fift e e n A N L L p ati e n ts .
*

p < 0 .0 5 v e r s u s P B b y W il c o x o n s ig n e d
- r a n k te st . †p < 0 .0 1 v er s u s P B b y W il c o x o n si g n ed

- r an k te s t ･
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3 . F C M に よ る B rd U 標識率 の 測定 お よ び細胞周期解析

測定装置 は E PI C S - ⅩL シ ス テ ム ( C o u lt e r E l e c tr o n i c s I n c . ,

H i al e a h
,
U S A) を用い た . FI T C と PI は とも に ア ル ゴ ン イ オ ン

レ
ー

ザ
ー

4 8 8 n m で励 起 され る . 5 2 0 n m バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー

に て FI T C の 蛍 光 量を測定 し B r d U 量 と し て 求め , 同時 に

62 0 n m ロ ン グ パ ス フ ィ ル タ
ー

に て PI の 蛍光量を測定 し D N A

量と して 求め た (t w o c ol o r a n al y si s) .
-

検体 に つ き 2 ×10
4

個

以 上 の 細胞を解析 した . なお
,
あら か じめ 標準粒子 に て , 変動

係数 ( c o ef B ci e n t o f v a ri a ti o n , C V ) 侶 が3 .0 以 下 に な る よ うに 調

整 した . 解 析か ら破砕細胞 (c e11 d e b ri s) や 二 重, 三 重連結細胞

(d o u bl et s , t ri pl e t s) を 除去する た め に ,
最も適切 な範囲で ゲ

ー

ト設定を行 っ た .

4 . T s お よ び T p o t の 計算

B r d ロ に よ る 標識 の 間 , 白血 病細胞 の 数が
一

定 で ある こ と
,

増殖相 にあ る細胞 は同期 して い な い こと , お よ び
,
増 殖相 にあ

る 各 々 の 白血病細胞 の 細胞周期の 長 さ に差が な い こ と , の 三 点

を仮定す る こ と に より, D N A 合成時間 を次 の 式で 求 め だ
5)26 )

T s (b り = u / R こ こ で LI は B rd U 標識直後( 0 時 間) の 標識率を

表 し
,
R は単位時間当 たり に D N A 合成期 に移入 す る細胞 の 割

合 ( % ) を 示 して い る . しか し
, 実際上 は 0 時 間の B rd U - LI を

測定す る こ と は不可能 である た め
,
B rd U - L I ･ 1 お よ び B r d U -

LI ･ 2 を プロ ッ トす る こ と に よ り
,
回帰直線 (r e g r e s si o n li n e)

を求め ,
′

指 を算定 した . T 匝t は以下 の 式に より求め た (図1 )
珊 怨)

T p o t (b r) = 汀s/ B r d ロー u
･

1) ×1 0 0

5 . 末梢血 中お よび 骨髄液中の白血病細胞 の 細胞周期 パ ラ メ

ー

タ
ー

の 比較

末梢血中 の 白血病細胞と骨髄液中の 白血病細胞 の 細胞周期 の

各パ ラ メ
ー

タ
ー

と T s お よ び Tp o t に
つ い て

,
ウ イ ル コ ク ソ ン 符

号付順位和検定 ( W il c o x o n si g n e d -

r a n k s t e st) にて 比較 した .

6 . 細胞周期 パ ラ メ
ー

タ
ー

と化学療法の 効果 と の 関係

J a p a n A d ul t Le u k e m i a S tu d y G r o u p U A u G) に よ る成 人急性

骨髄性白血病治療 プ ロ ト コ ー ル U A L S G A M I : 92 プ ロ ト コ
ー

ル)

(図2 ) に従 っ て 治療を受けた未治療 A N L L M 2 の 患者 9 人に つ

い て 初回寛解導入療法 の 効果 と各細胞周期 パ ラ メ
ー

タ
ー

と の 関

史
り

V̀

.

4

1

1

1

2

爪
V

史
ロ

`
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(

辞
)

I

T
P
p
L

斡

L I ･ 1 LI
･

2 LI ･ 1 L I
･

ヱ L I ･ 1 LI
･

2 Ⅰ.Ⅰ
･

1 l 一Ⅰ
-

2

A N L L M O A N L L M I A N L L M 2 A N L L M 3

F ig . 4 . R el ati o n s h i p b e t w e e n F A B cl a s siB c a ti o n an d B rd U
- LI s

Of B M l e u k e m i c c ell $ (di vi d e d i n t o t w o g r o 11 p S : ● , C O m pl e t e

r e mi s si o n ; ○ , n O n C O m pl e t e r e mi s si o n) .

係に つ い て マ ン ー

ホイ ッ ト ニ 検定 (M a n n - Wh it n e y U t e s t) で 比

較 した . J A I .S G A M L 9 2 プ ロ ト コ
ー ル に従 っ て 治療 を受けた末

治療 A N L L の 患者12 人 に つ い て初 回寵解導入療法の 効果 を
,
T s

お よ び T p ot の 中央値 で 2 群 に別けて無病生存率 (di s e a s e 血
･

e e

S u r vi v al
,
D F S ) お よ び 全生存率 (0 V e r all s u rv i v al , O A S) をカ プ

ラ ンー マ イ ヤ ー ( K a pl a n - M e i e r) 法で 求 め ロ グ
ー ラ ン ク 検定

0 0 g
-

r an k t e $t) で 比較 し た .

成 績

T . B r d U / D N A 二 重 染色 の 染色 パ タ ー ン

白 血病荊掴包の 増殖動態 の 解析 に先立ち, A N L L M 3 の 培 養株

で あ る H L6 0 を 用い て B rd U / D N A 二 重染色 の 染色性 に つ い て

検討 した . X 軸 に相対的 D N A 量を
,
Y 軸 に B rd U の 相対的蛍

光量を とり
,
ヒ ス ト グ ラ ム を作成 し た, B r d U 陽性細胞 は ｢ 逆

U 字型｣
14)

ある い は ｢ 馬蹄形｣
1～l)
と表現 さ れ る よ うな分布を示 し,

B r d U 蛍光量 は D N A 合成 中期 で貴大であ っ た . ま た標 識細胞

と
,
G O 期 + G l 期 に ある細胞 お よ び G 2 期 + M 期 にある 細胞と

を明確 に区別す る こ と が 可能であ っ た . ま た D N A 量は S 期と

同等な が ら B r d U に よ り標識 さ れ な い 細 胞 ( q u i e s c e n t , S O

c ell s)
2印
の 区別も容易であ っ た .

B r d U を30 分 間取り込ませ て 標識 した: H L 6 0 細 胞 の B r d U -

L ト 1 は9 .3 %
,
3 時 間 取り込ませ て 標識 し た H L6 0 細胞 の

B r d U L 卜 2 は22 .7 % で あ っ た . 両者の 億か ら得 られ た T s は2 .1

時間
,
T b o t は2 2 .4 時間で あ っ た . H L 6 0 細胞を B rd U で30 分間

パ ル ス ラ ベ リ ン グ し
,
P B S で 3 回洗浄 した 後, 再 び B r d U を含

まな い1 0 % F B S 加 R P M I 培地164 0 内 に 再浮遊 さ せ
,
3 7 ℃

,

5 % C O 2 で2 4 時 間培養 した 後
,
B rd U / D N A 二 重染色を施す と

,

各細胞周期 の 分布 が30 分 パ ル ス ラ ベ リ ン グ した と きと 類似 して

い た . こ の こ と か ら増殖相 に 入 っ て い る H L 60 細胞の 1 細胞周

期は24 時 間程度 と推測 さ れ ,
こ の 値 は B r d U - L ト 1 と B r d U -

LI ･ 2 と か ら求 め た T p o t と よく 相関 し た (図 3 ) . な お , 臨床

検体であ る白血病細胞 に お い て も, B r d U / D N A 二 重 染色の 染

色性 は H L6 0 細 胞同様 に良好 であ っ た .

Ⅱ . 患者 背景 と臨床横体 の特徴

検査時 の 骨髄 に お け る白血 病細胞 の 比率 は26 .0 % か ら9 8 .5 %

の 間 に分布 し て い た . 末梢血 中 の 白血 痛細胞数 は 150/
一
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Fi g . 5 . R el a ti o n s h ip b e t w e e n F A B cla s siB c ati o n , T s an d T p o t of

B M l e u k e m i c c ell s . ● a n d ▲ ,
C O m pl e te r e m i s si o n ; ○ an d △ ,

n o n c o m pl e t e r e m i s si o n .



急性白血病細胞 の 細胞周期

1 ×10 ソ〃l 以上 ま で症例 ご と に様 々 で あ っ た .
リ ン ホ プ レ ッ

プにて 分離 した 後の 検体の 白血 病細胞 の 比率 は末梢血 中お よ び

骨髄液中ともに90 % 以上 で あり, トリ バ ン プ ル
ー を用 い た生 存

度 は い ずれ も9 5 % 以 上 で あ っ た . ま た 血清中乳酸脱水素酵素

O a ct at e d e h y d r o g e n a s e , L D H) 値 は正常域 にあるもは 2 例 だけ

で あり
,
正常値上 限 の40 倍以 上 を示す症例もみ ら れ た(表1 ) .

Ⅱ . 末梢 血 中白血病細胞 と骨髄液中白血病細胞の細胞周期 パ

ラメ
ー

タ
ー

の 比較

末梢血液中 と骨髄液中の 両者で 同時 に B rd U - LI を測定 で きた

15 例に つ い て各種の 細胞増殖の パ ラ メ ー タ ー を比較 し た . 末梢

血 中お よ び骨髄液中で の B rd U - LI ･ 1 の 平均 値±標準偏差 区 ±

S D) はそ れ ぞれ2 .3 3 ±2 .6 3 % と4 .4 1 ±3 .0 3 % で あり , 両群 間に は

危険率5 % 未満で 統計学的有意差を認 め た (ウ イ ル コ ク ソ ン 符

号付順位和検定) . ま た , B rd U - L ト 2 は それ ぞ れ3 .6 6 ±5 .7 3 %

と8 .2 9 ±5 .69 % で あり
, 統計学的有意差を認め た . T p o t はそ れ

ぞれ311 0 士7 8 4 0 時間
,
14 7 士1 50 時間で あり統計学的有意差 を認

め た が
,
T s は それ ぞれ53 .1 ±1 2 4 時間と6 .0 0 士8 .6 5 時 間であり有

意な差を認めなか っ た (表 3 ) .

白血 病細胞 の各細胞周期の パ ラ メ ー タ ー

に つ い て
, 末梢血 中

お よ び骨髄液中と で相関の 有無を検討 した と こ ろ
,
B rd U - LI ･ 1

に つ い て は 危険率 5 % 未満 で相関関係を認 め た ( ス ピア マ ン 順

*

｢

1 0

(

h

貞
)

s

←

0

0

0

0

C R N C R

E 批 ct

Fig ･ 6 ･ R el a ti o n s h i p b e t w e e n th e eff e ct of n r s t i n d u cti o n

Ch e m o th e r a py a n d T s o f B M l e u k e m i c c ell s i n p a ti e n t s wi th

A N L L M 2 ･ ト ー ●- →
,
豆±S D ･

*

p < 0 ･0 5
,
b y M an n

- W hit n e y U t e s t .

1 9

位相 関係数 の 検定
,
S p e a r m a n

,

s r a n k c o r r el ati o n) が , B r d U -

L I ･ 2
,
T s お よ び T p o t に つ い て は 末梢血 中と 骨髄液中と の 間

に相関関係は み ら れ なか っ た .

Ⅳ . A N L L の F A 五 分類 と各細胞周期 パ ラ メ ー

タ
ー との 関係

未治療 A N L L 2 0 例 に つ い て F A B 分類の 適い によ る各種細胞

周期 パ ラ メ
ー

タ ー の 分布の 特徴 に つ い て検討 した が
,
m B 分

類 と細胞周期 パ ラ メ
ー

タ ー と の 間に
一

定の 関係 ほ認 め なか っ た

( 図4 , 5 ) . また 末梢血 中白血病細胞数, 骨髄液中 に占め る白

血 病細胞 の 割合お よび Ⅰ♪ R の 三者 と, 各種細胞周期 パ ラ メ ー タ

ー

と の 相関を検討 した が統計学的に有意なもの は認めなか っ た .

Ⅴ . A N I⊥ M 2 に お け る寛解導入療法の成績と各種細胞周期

パ ラ メ
ー

タ
ー

との 関係

J A I5 G A M し92 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 初回寵解導入療法を受

け た中で最も症例数が多か っ た の は A N L L M 2 で 9 例 で あ っ

た . この 9 例 に つ い て 治療効果 と各種細胞周期 パ ラ メ
ー

タ
ー

に

つ い て 検 討 し た . 寛解 導 入 療法 に より完全寛解 ( c o m pl e t e

r e m i s si o n
,
C R) を得 た症例 は , T s およ び T p o t が マ イ ナ ス 値を

示す例と , T s お よ び Tp o t が 中央値 ( m e di a n) よ り小 さな値を

示す例 に認め た . 初回寛解導人療法に より C R と な っ た症例と
,

非寛解例( n o n c o m pl e te r e m i s si o n , N C R) の T s の 富 士S D は そ

れ ぞ れ
-

5 .3 9 士8 .4 1 時間と9 .4 2 ±1 0 .0 1 時間で あ っ た . T p o t に つ

卜
■ ■ ‥■
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Fig , 7 . R el a ti o n sh i p b e t w e e n th e eff e ct of B r st i n d u cti o n

C h e m o th e r a py a n d T p ot o f B M l e u k e mi c c ell i n p ati e n ts wi th

A N L L M 2 . ト ヰ →
,
豆土S D .

★

p < 0 ,0 5 , b y M an n 瑚仙it n ey U t e st .
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, ¶) O t > M e d i a n .

い て は - 9 8 ･4 0 士2 3 5 .4 4 時間と180 .2 2 ±77 .6 5 時間で あり
,
両 パ ラ

メ ー

タ
ー

とも両群間に危険率 5 % 未 満で統計学的有意差を認め

た ( マ ン ー ホ イ ッ ト ニ 検定) (図6 , 7 ) . しか し B rd U - u ･ 1
,

B r d U - LI ･ 2
, 末梢 血 中白血病細胞数

, 骨髄液中に占め る白血 病

細胞の 割合お よ び L D H 備 には
,
C R 群と N C R 群 と の 間 に有意

な差を認めなか っ た .

Ⅵ ･ A N I L 患者 の 無病生存率お よ び全生存率と Tb o t の 関係

未治療 A N L L で J A u G A M し92 プ ロ ト コ ー

ル に従 っ て 寛解

導 入療法 と地 固 め 療法を 受け た1 2 例 を
,
T p o t の 中 央 値

( m e di a n) で 2 群 に 分けて カ プ ラ ン h

マ イ ヤ
ー 法で D F S お よ び

O A S の 解析を行 っ た . D F S
,
O A S と もに Tp o t の 中央値 より短

い 群で 長い 傾向を認め たが
, 観察期間が短い た め 統計学的有意

差は み ら れ なか っ た (図8 , 9 ) .

考 察

腫瘍細胞 の 最大 の 特徴 は異常増殖にあり
,
そ の 増殖動態 は組

織学的悪性度, 治療 効果および予後と密接 に関係する と され て

い る ･ 白血病 にお い て もその 増殖動態 は
, 治療計画を決定す る

上 で 患者 の 年齢 , 全身状態, 白血 病の 病乳 白血病細胞 の 比率

な どと と も に極 め て 重要な要素 の
一

つ と な っ て い る . 増殖動態

の解析結果を臨床応用す る ため に は
, 解析 が 迅速 か つ 正確に行

わ れ なけれ ば なら ない .
こ れ まで 3 H - T d R を利 用 して 細胞 の 増

殖動態の 解析 が行 わ れ て きた が
2)

,
こ の 方法 で は 解析 に長時間

を要する上 に
, 放射性同位元素を用い る た め様々 な制約 があり

,

臨床 に 応用する こ と は 困難 であ っ た . しか し
,

3

H ⊥T d R に 代り

B r d U と そ の M o A b が 用い られ る よう に なり3)4)
, 増殖動態 の 解

析 が迅速 に行 わ れ る よ う にな っ た .
こ れ まで の B rd U を用い た

研究 で は
,
主 に B r d U を 生体内 に直接投与 し て B r d U - LI を求め

て増殖動態 の 解析を試み て い る 鞘
8)3 0卜 33)

. しか し
,
この 方 法で

T s お よ び
′

柑 o t を求め よう とす る と頻回の検体採取が必要とな

るた め に患者の負担 が大きく , 臨床上 は 不可能であ る. さ ら に
,

B r d U は 正常細胞 の D N A に 取り込ま れ て こ れ に 影響を与え,

突然変異を誘発す る作用 があ る と され て おり
34)

, 直接生体内に

投与する こ と に は慎重であ らね ば な ら ない .

山 方
,
生 体外 で の

標識で あれ ば ～ 度 の 採取 で必要な検体 が得 られ
,
B rd U に よ る

副作用を考慮す る必要もない . 本研究 で は , 患 者の 負担を少 な

くし
,
か つ 多く の 細胞増殖動態の パ ラ メ

ー

タ ー を得 る こ とを目

的に
,
B r d U と その M o A b を用 い て生体外 で の 解析を試み た.

ヒ ト白血病細胞 の 増殖動態 の 解析 に先立ち, 生 体外 で の 解析

法 の 確立 の た め の 基礎的検討 と し て
, 株 化白 血 病細胞 で ある

HI J60 細胞 を用い て , B r d U の 標識率 とと も に D N A 量の 解 析を

行 っ た ･ B rd U を用 い た30 分 間の パ ル ス ラ ベ リ ン グで 得 た標識

率 と
,
B r d U と と もに 3 時 間培養 して 得 た標識率か ら, こ れ ま

で の 報告
1 7)
の よ う に

, 細 胞周期 の 解析 が 可 能 で ある こ と が確 か

め られ た . した が っ て
, 臨床検体 でも同様に標識す る こ と に よ

り, 細胞周期 の 解析を試み る こ と と した . しか し
, 今 回の 培養

条件 は, H L 6 0 細胞 に は 至適 し て い る が
,
す べ て の ヒ ト白血 病

細胞 に適 して い る と は考えにくく , 今 回の 実験 で も B rd U _ u ･ 1

に 比 べ B rd U - L ･ 2 の 方 が小 さ い 値を示 し, T s お よ び T p o t が マ

イ ナ ス 値 を示 し た症例 が認め られ た . 血 液系の 腫瘍細胞の 増殖

に は F B S や RP M I 培地164 0 の 成分に 加え, 顆粒球 コ ロ ニ ー

刺

激因子 (g r a n ul o c yt e c ol o n y - S ti m u l ati n g f a ct o r) な どの 様 々 な サ

イ トカ イ ン や 細胞増殖因子が必要であ る と考えら れ , 今後よ り

適 した培養条件を検討す る必要があ ろう.

末梢血 中の 白血 病細胞 の 細胞周期を解析す る こ と に よ り増殖

能が推定可 能であれ ば
, 患 者に 骨髄穿刺の 負担を強 い る こ と な

く検討でき る ･ そ こ で
, 本研究で は

,
末梢血 中の 白血柄細胞 と ,

病変 の 主座 で ある 骨髄中 の 白血 病糸耶包の 間 に差異が ある か 否か

を知 る ため に
,
両者を比較 し た . そ の 結 果, 末梢血 中 に比 べ て

骨髄中 の 白血 病細胞で は B r d U - LI ･ 1
,
B rd U - L I

･

2 と も に有意

に高く ,
T p o t も有 意に 低値を示 し, 骨髄液中の 細胞 の 方が 増

殖が盛 んで あ る こ と を示す結果 が得 ら れ た . V id ri al e s ら
3 5)
は末

梢血中と骨髄液中の 白血 病細胞 とで は
, 骨髄 液中の 白血 病細胞

の 方が S 期 に ある細胞の 割合 は有意 に高い が , 両者 の S 期細胞

の 割合に は 強 い 相関がある と 報告 して い る . しか し , 彼 らの 報

告で は
, 末梢血中と骨髄液中の 白血 病細胞 を同 一

例 に つ き同時

に は 測定 して い な い た め に
, 正確 に解析 さ れ た と は い え な い .

G u e r ci ら
36)
は 同 ～ 例 に つ き末梢血中 と骨髄液中の 白血病細胞を

同時に解析 し
,
骨髄液中 の白血痛細胞 の S 十G 2/ M 期細胞 の 占

め
.
る割合 と 末梢血中の そ れ と は 強い 相関関係があ っ た と報告 し

て い る . しか し彼 らの 報告で は検体採取時の み の S + G 2 / M 期

細胞の割合 に つ い て検討 して い る だ けで , 恥 や 恥 ot など の 細



急性白血病細胞 の 細胞周期

胞周期の パ ラ メ
ー タ

ー

に つ い て は検討 さ れ て お ら ず
,
末梢血 中

と骨髄液中の 細胞の 増殖動態の 相関を正確 に検討 して い る と は

言え な い . 本研 究で は , B r d U - LI ･ 1 に つ い て は 末梢 血中 と骨

髄液中の 間 で こ れ ま で の 報 告 と 同様 に相関関係を認 め たも の

の
,
B rd U - LI ･ 2

,
T s お よ び TわO t に つ い て は相関関係は み ら れ

ず, 末梢血 中か ら 得 ら れた 検体の 細胞増殖動態は病変の 主座 で

あ る骨髄 で の 細胞増殖動態を反映 して い る と は い えなか っ た .

以 上 の こ と より
,
白血病細胞 の 増殖能の 評価 には B rd U の パ ル

ス ラ ベ リ ン グに より S 期細胞の 割合を求め るだ けで は 不充分 で

あり
,
T s や ¶) O t を含め た 評価 が必要であ ると 考えら れ た . ま

た
, 末梢血中と骨髄液中とで は 腫瘍細胞 の 増殖動態 が異 な る た

め に
,
臨床検体 を利用 した 薬物感受性など

, 細胞 周期 に関連 し

た解析を行う際に は , 疾患の 玉座と な る骨髄 か ら採取 した検体

を用い る必要があ る と考え られ た .

こ の よう に
, 骨髄 液中の 白血 病細胞 の 増殖能 が末梢 血中 の そ

れ より高い 理由と して は, 骨髄微小環境が末梢血中に比 べ て 細

胞増殖に適 して い る こと , 末梢血 中 と骨髄中 とで は細胞自体が

持 つ 増殖能が異な っ て い る こ と が考え られ る . 今 回, 末梢血 と

骨髄液と か ら 得た検体は , と も に共通の 条件下 で 培養を行 っ て

い る の で
,
微′ト環境 に よ る 差は 考え にくく, 末梢血 中 と骨髄中

と で ほ 白血 痛細胞自体の 持 つ 増殖能が異な っ てい るも の と推定

さ れ る . 白血 病細胞自体の 有する増殖機構の
山

つ と し て
, 顆粒

球 ･

マ ク ロ フ ァ ー

ジ コ ロ ニ
ー

刺 激 因子 ( g r a n u l o c y t e -

m a c r o ph a g e c ol o n y
-

Sti m ul a ti n g f a c to r) お よ び イ ン タ
ー

ロ イ キ

ン rlj9 (i n t e rl e u ki n -1β , I し1β) の 自 己分泌 つ まり オ
ー

トク ライ

ン ( a u to c ri n e) 機構が 存在する と され て い る
37)

. 末梢血 中の 白 血

病細胞 と骨髄中の そ れ と で は , 細胞 増殖 に関わ るサ イ トカ イ ン

の 自 己分泌能 お よ び こ れ の レ セ プ タ ー 発現が 異な る ため に
,
生

体外 の 培養でも両者 の 増殖能に差 が で る の で は ない か と 推定さ

れ る .
こ れ らの 点 に つ い て は 今後の 検討が必要である .

急性白血 病 の 病型 に よ る増殖能 の 差異 を検討す るた め に, 末

治療 の A N L L に つ い て の み
,
日 常繁用 さ れ て い る F A B 分類 に

従 っ て各細胞周期 の パ ラ メ ー

タ
ー

を 比較 し た . R a z a ら
こ勅
は
,

A N L L M 3 は他 の A N L L に比 べ て 細胞周期が長い と 報告 して い

る , また Vi d ri al e s ら
:i5)
は A N L L M 4 お よ び M 5 で は増殖能の 高

い 例が多い と報告 し て い るが , 本研究 で は 各病型の 症例数が少

ない こ と もある が , ･-
一

定の 傾向は認 め られ な か っ た .

J Al .S G A M I : 9 2 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 治癒を受け た 末治療 の

A N L L M 2 に つ い て 細胞闇期 の各パ ラ メ ー タ ー を比較 した と こ

ろ
, 初回寛解導 入療法 で C R が 得 ら れ た の は , T s お よ び T p ot

が マ イ ナ ス 値を取 る症例, す な わち今回の 培養条件 卜で 増殖 が

み られ な か っ た 症例
,
も しく は T s お よ び T p o t が 中央値より低

値をと る症例, す な わち増殖が盛 ん で あ っ た 症例 で あ っ た . こ

の うち増殖能が み られ なか っ た 全症例で C R が 得ら れ た の は予

想外 であ っ た .
こ の 理 由 と して 骨髄支持細胞 か ら分泌 さ れ る

Ⅰし1β を は じめ とす る種 々 の サ イ ト カイ ン の 影響が 考え ら れ る

〔パ ラ ク ラ イ ン (p a r a c ri n e) 機構〕. 白血 病細胞の 増殖 は
,
こ れ

らの サ イト カイ ン に より コ ン ト ロ ー ル さ れ て い る と考えら れ て

い るが
37)

,
生 体外培養 で は こ れ ら の サ イ ト カイ ン の コ ン ト ロ ー

ル が なくなる た め に
, 骨髄で よ り強く影響を受けて増殖 し て い

た白血病細胞 ほ ど 一

層 強く増殖 が抑制 さ れ ,
敬 お よ び 恥Ot が

マ イ ナ ス 債 を 示 し た の で は ない か と推定 さ れ る . した が っ て
,

生体外 と生体内で の 増殖能 に差があ っ た もの と考えら れ ,
この

こと が 治療成績 に影響 した もの と思わ れ る .

一

方 , 増殖能が 高
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い 症例 で C R が 得ら れ た の は, 細胞 回転が早い た め にサ イ ト シ

ン ･ ア ラ ピノ シ ド(cy to si n e a r a bi n o si d e) などの 細胞周期 に特異

的に作用する抗腫瘍剤が効率 よく白血病細胞 に取り込まれ たた

め と考え られ る .

I . a c o m b e ら
:i9】
は
,
生体外で B rd U によ り A N L L 細胞 を標識 し

,

S 期に ある 白血病細胞の 割合で 2 つ の 群に 分けて治療効果 を検

討 して い る . 第
一 群は S 期細胞 の 割合が 3 % 未満の 増殖能が低

い と考え ら れ る群で
,
こ の 群で は 治療抵抗性 の 症例が多か っ た

と報告 L て い る . 第二群 は S 期棚胞 の 割合が 3 % 以 上 の 値を示

す A N L L で , こ の 群 の 中で は
,
増殖 能の 比較的低 い 方が C R を

得 や すか っ た と幸田賢し て い る . 今回 の 症例 で み る と ,
T s お よ

び T p o t の 値 か ら増殖能が低 い と考えら れ る症例 で は C R が 得

ら れ な か っ た . R a z a ら
刑

お よ び H u n t e r ら
相
は
, 増殖能の 低い

症例 ほ ど C R を得 やすい と して い る . ま た
,
I .6 w e n b e r g ら

^2) も
,

:一

H . T d R を 用 い て 白 血 病細胞 の 自然発育能 ( s p o n t a n e o u s

p r o lif e r a ti o n a c ti vity) を検 討し た と こ ろ , 増殖能が 高い もの ほ

ど C R が 得 に く い と し て い る . -
→

方 ,
R i c c a r d i ら

2 8)

お よ び

Gi o rd a n o ら
:':1 )
は増 殖能が 高い 例 で C R を得や す い と報告して い

る . さ ら に
,
V id ri al e s ら

:15 )
お よ び P r ei sl e r ら

4:一)
は S 期細胞の 割

合 は寛解導入療法 に対する反応性 を決定する因子 として重要で

は ない と 論 じ てい る .
こ の よう に こ れ まで の 報告では , 白血 病

細胞の 増殖能 と治療効果と の 関係 に つ い て は 一

定 の 見解が 得ら

れ て い な い .
こ れ は , 細胞の 増 殖能が こ れ まで主 に S 期 にある

細胞の 割合の み で 検討さ れ て きた た め で あり
,
今 回の 実験で も

明 らか なよ う に, S 期 にあ る細胞 の 割合が必ず しも細胞の 増殖

能を反映 して い な い こ と に起関す る と考え ら れ る . 今後
,
白血

病細胞 の 増殖能と治療効果お よ び 予後を検討す る に 当 た っ て

は
,
S 期細胞 の 割合の み な ら ず ,

T s お よ び Tp o t に 加えて G O

期お よ び D N A 量は S 期 に相当 し なが らもD N A 合成を行 っ て

い な い 細胞 (SO c ell)
2!り
の 割 合な どに つ い て も考慮する必要があ

る と 考え ら れ る .

寛解持続期間お よ び 牛存期間 と細胞周期と の 関係に つ い ても

こ れ まで に様 々 な報苫が な され て は い る が
,

一

定の 見解 は得 ら

れ て い な い
28) ココ) 即 … ) ' 1 ) 伸 14〉

. C R の 維持 に 関ノj ･ す る 因子 と し て は
,

治療 後に 残存 して い る∩血 病細胞の 貰お よ び そ の 増 殖能, さ ら

に増殖相にある細胞 の 割合 な どと と も に, 病型, 染色体異常の

有無 お よ び 椎煩, 地 同め 塘法の 効果な どの 様 々 な 要素が閲り･ し

て い る と 考えら れ て い る . しか し
, 再発が 残存l

′

l 血病細胞の 再

増殖 に よ る もの で あ る こ と か ら
,
C R の 維持 に は細胞周期が探

く関わ っ て い る と 考え られ る . 今 剛台療前の 白血病細胞 の 増殖

能 が予後 に及ぼす影響を検討す る た め
,
T p o t の 中 央値で~二群

に分けて生 存曲線 を カ プラ ンー マ イヤ
ー

法で検討 し た .
ロ グー

ラ ン ク検定 で は 二 群間 に 統計的な有意差を認 めなか っ た が
,

T p o t が 中央値よ り短 い 群で D FS お よ び O A S と もに 良好な傾向

が窺 われ た . こ の 結果 は A N L L M 2 に お け る C R の 得や すさ の

条件 と
一

致 し て い る ,
つ まり, 白血 病細胞 の 増殖能の 高 い 例 で

は
, 抗白血 病剤が効率よく細胞内に取り込ま れる た め に , より

多く の 白血 病細胞が除去さ れ, 残存白瓜 痛細胞 の よ り少な い 良

好な C R が得 ら れ, した が っ て 長期生 存 が得 ら れる と 考えら れ

る
.

本研究の 結果か ら
,
患者 に負担 と な らな い

一

回の 骨髄穿刺で

得 られ た検体を, 生体外で 処理す る こと に より
,
よ り正確 に白

血病細胞の 細胞回転状態が解析 でき
,
増殖能の 推定が可能であ

る こ とが 明 らか と な っ た . 今後急性白血病の 新 しい 治療法 の 開
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発 に役立 つ も の と考えら れ る .

結 論

白血 病細胞 の 細胞増殖動態を解析する た め に ,
ビリ ミ ジ ン の

同族体であ る B r d U を生 体外 で白血病細胞 に取り込ま
せ

, その

M ｡ A b と PI を用 い て , F C M 法に より検討 した･ 細胞増殖動態

の 指標 と し て , B r d U
- L I

,
T s お よ び T p o t の 3 つ を選 び , こ れ

らの 計測お よ び 算定 によ り, 以下の 結 果を得 た ･

1 . B r d U _ u の 測定 の た め に, 末梢血 お よ び骨髄より採取 し

た 白血病細胞 を B r d U の 最終膿度が 10 m m ol/1 と な る よう に調

整 した10 % F B S 加 Ⅳ M I 培地164 0 中に 浮遊 させ ,
3 0 分 お よ び

3 時間 B rd U の 取 り込 み を行っ た .
こ れ を蛍光 イ ソ ナ オ シア ネ

ー ト標識抗 B r d U 抗 体と PI に より 二重染色し, F C M に よ っ て

ヒ ス ト グ ラ ムを作成 した . こ の 方法 に より , 細胞 周期各相を明

瞭に区別できた . ま た D N A 量 は S 期と 同等なが ら B rd U に よ

り標識されな い 細胞 (S O c ell s) の 区別も容易で あ っ た ･

2 . 末梢 血 液と 骨髄液 の 両者か ら同時 に検体 の 得 ら れ た1
5 例

で 各種の 細胞増殖パ ラ メ
ー

タ
ー を比較 した ･ 末梢 血 中お よび骨

髄液中の B rd U
- LI ･ 1

,
B r d U - u

･ 2
,
T s お よ び T p o t の 富 ±S D

は それ ぞれ2 .3 3 ±2 月3 % と4 .4 1 ±3 ･0 3 %
,
3 ･6 6 士5 ･7 3 % と8 ･2 9 ±

5 .6 9 % ,
5 3 .1 ±1 2 4 時間 と6 .0 0 ±8 .6 5 時 臥 3 11 0 士 7 8 4 0 時 間,

1 4 7 ±1 5 0 時間で あり, T s を除く 3 つ の パ ラメ
ー タ ー に有 意な

差を認め , 骨髄液申 の 自血嫡細胞 で増殖 が盛 ん で ある こ とが 確

認 さ れ た . ま た
,
末梢 血 液 中と骨髄液中の 細胞 と の 間 で は

B rd U _ u ･ 1 に は相 関関係 を認 め る もの の , B r d U
- LI ･ 2

,
T s お

よ び 恥 Ot に は相 関関係は み られ ず, 白血病細胞 の 増殖動繋を

把揺する には 病変 の 主産で ある骨髄か ら の 検体採取 が不可欠
で

あ る ことが 明 らか と な っ た .

3 . 未治療 A N L L M 2 の 患者で J Al .S G A M し92 プ ロ トコ
ー ル

を用 い た初回寛解導 入療法 に より C R と な っ た症例 と , N C R 例

の T s お よ び Tp o t の 盲
±S D は , それ ぞ れ

-

5 ･3 9 ±8 ･4 1 時間と

9 .4 2 ±10 .0 1 時間,
-

9 8 .4 0 土2 3 5 .4 4 時 間と180 .2 2 ±77 ･6 5 時間で あ

り, 両パ ラ メ
ー

タ
ー

と も に両群間に有意 な差を認 め た ･
つ まり

,

生 体外で 増殖能を示 さなか っ た例 と , 高い 増殖能を示 し た例 で

C R が 得ら れ た .

4 . 来泊療 A N L L で J A I JS G A M L 9 2 プ ロ ト
コ

ー

ル に 従 っ て

寛解導入療法 と地固め療法 を受けた12 例 を 恥 ot の 中央値 で 2

群 に分けて カ プラ ンーマ イヤ
ー 法で D F S お よ び O A S の 解析 を

行う と, D F S , O A S とも に T p o t が 中央値よ り短
い 群 で長 い 傾

向 を認 め た .
こ れ は

,
こ の 群で 残存白血病細胞の 少ない 良質な

C R が得 られ た ため と考えられ た .

以上の こ と より ,
急性白血 病に お ける細胞増殖動態 の 解析 に

は
,
骨髄液 か ら得 ら れ た検体を便用すべ きと考え られ た ･ ま た

細胞 の 増殖動態 は B rd U - u で 求め ら れ る S 期細胞 の 割合 の み で

は 把握できず ,
T s お よ び T p o t を算出す る こ と が必要 であり ,

さ ら に こ れ らの パ ラメ
ー タ

ー を用 い る こ と に より , 疾患 の 治療

効果およ び 予後を より正確に予想 し得る 可能性 が示 さ れ た ･
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