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造血障害患者に おける造血 ク ロ ナ リ テ ィ に関する研究

- Ⅹ 染色体関連遺伝子の 不括化現象と D N A 長多型を利用 した解析
-
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造血 の 構築が単 ク ロ ー ン 性 に 行わ れ て い るか , 多ク ロ
ー

ン 性に 行われ て い るか を決定する こ とほ , 血 液疾患患者の 治療

方針の 決定や予後を推定す る上 で 重要な意味 を持 つ .
こ の ような 造血 ク P ナ リ テ ィ の 決定 の 意義を 明 らか に す るた め , 造血 障

害患者お よび 単 ク ロ
ー

ン 性の 造血 が 疑わ れ る腫瘍性の 血液疾患患者に つ い て , 造血細胞 の ク ロ ナ リ テ ィ を解析 した ･ 対象 と し

た の は 再生不 良性貧血 ( a pl a sti c a n e m i a , A A ) 1 9 例 ,
A A/ 発作 性夜間血 色素尿症 ( p a r o x y s m al n o c t u t n al h e m o gl o b in u ri a ,

P N H) 症候 群 3 例 , 骨 髄異型成症候群 ( m y el o d y s pl a sti c s y n d r o m e , M D S ) 1 1 例 , 急性 骨髄性白 血病 ( a c u t e m y el o g e n o u s

l e u k e m i a
,
A M L ) 3 例 , 真性多 血 症 (p oly c y th e m i a v e r a , P V ) 1 例 , 慢性 骨髄性白 血病 ( c h r o ni c m y elo g e n o u s l e u k e m i a ,

C M L ) 1 例の 合 計38 例の 女性血 液疾患 であ っ た .
ク ロ ナ リテ ィ の 解析 ほ X 染色体上 の D X S 2 5 5 領域 ( M 2 7β) , ホ ス ホ グ リ セ

レ ー ト ･ キ ナ
ー ゼ (p h o s p h o gl y c e r a t e ki n a s e) , ヒ ポ キ サ ン チ ン

･ ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ (h y p o x a n th i n e

p h o s p h o rib o s ylt r a n sf e r a s e) の 3 つ の 遺伝子 の D N A 長多型 と不括化現象を利用 して 行 な っ た . 3 8 例中37 例 (9 7 ･4 % ) が い ずれ か

の 遺伝子 で ヘ テ ロ 接合体で ,
3 6 例 (9 4 .7 % ) が解析可能 で あ っ た . A A 患者で ほ解析できた 柑例中1 5 例(83 .3 % ) が 多 ク ロ ー ン 性

パ タ ー

ン
,
3 例 (1 6 .7 % ) が単 ク ロ

ー

ン 性 パ タ
ー

ン を示 した . また M D S 患者11 例中4 例 ( 弧4 %) が多 ク ロ
ー

ン 性 パ タ
ー

ン を
,

7 例 (6 3 .6 % ) が 単 ク ロ
ー

ン 性 パ タ
ー

ン を 示 した . 前者 の 4 例 は F r e n c h
-

A m e ri c a n- B ritis h 分 類 で 不 応性貧 血 ( r ef r a c t o r y

a n e m i a , R A ) と診断 されて い た が ,
い ずれ も形態異常が軽微で , 染色体異常を伴 っ て い な か っ た ･

A A / P N H 症 候 臥 A M L ･

P V , C M L の 患 者は い ずれ も単 ク ロ
ー

ン 性 パ タ ー

ン を 示 した . 同種骨髄移植(b o n e m ar r o w tr a n s pl a n t a ti o n , B M T ) 後に ドナ ー

由来の 造血 の 回復が 遷延 した C M L 急性転化例でも, 造血 は単 ク ロ ー ン 性 で あ っ た . した が っ て 単 ク ロ ー ン 性造血 に 至る よう

な少数の 造 血幹細胞 で は , B M T 後の 造血再構築が 不 完全 な可 能性がある . さ らに A A に 対する免疫抑制療法が P N H , M D S

な どの 単 ク ロ ー ン 性疾患を発症す る危険性を高め るか 否 か を 明 らか に す るた め , ク ロ ナ リ テ ィ の 解析に 加え て 男性患者12 例を

含む ,
シ ク ロ ス ポ リ ソ ( c y cl o s p o ri n e , C y A ) 療 法 を 受け た 2 5 例 の A A 患 者 の 末 梢 血 多核 白 血 球 (p e ri p h e r al b l o o d

p oly m o r ph o n u c l e a r l e u k o c yt e s , P B P M N ) に つ い て , グ リ
コ シ ル フ ォ ス フ ァ チ ジル イ ノ シ ト

ー ル (gly c o s yトp h o s p h a tid yli n o s tiト

01
,
G P I) ア ン カ

ー 膜蛋白 (C D 1 6 , C D 5 5 お よび C D 5 9) の 発現を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法に よ り解析 した . C y A 療法後の 女性患

者の 造血 は t
C y A が 無効 で あ っ た 2 例を 除い て , すべ て 多 ク ロ ー ン 性 で あり , G P I ア ン カ

ー

膜蛋白は C y A 反応群の 男性患者

1 例を 除くすべ て の 患者で 正常 に 発現 して い た .
こ の 1 例で は ▲

G P I ア ン カ
ー

膜蛋白陰性の P B P M N が C y A 投与前よ り少数

検出されて い た が
,
そ の 割合ほ C y A 投与後 の 4 年間変化 しなか っ た .

こ れ らの 所 見か ら , C y A 療法を 行な っ た A A 患者, 特

に C y A 反応群で は単 ク ロ
ー

ン 性疾患 を発症す る危険性ほ少な い と 考え られ た . 以上 の よう に 造血 ク ロ ナ リ テ ィ の 決定は , 造

血患者障害の 病態を把達 し , 適 切な治療方針を決定する上 で 重要と考え られ た .

K e y w o r d s clo n alit y , M 2 7β, p h o s p h o gly c e r a t e ki n a s e , h y p o x a n t hi n e p h o s p h o rib o s ylt r a n sf e r a s e ,

gly c o s yl p h o s p h a tid yli n o sit ol
- a n C h o r e d p r o t ei n

ある細胞集団が単 ク ロ ー

ン 性か 多 ク ロ ー

ン 性 かを 判定する こ

と( ク ロ ナ リ テ ィ の 決定) は , そ の 細胞に 染色体異常や D N A レ

ベ ル での マ ー カ ー ( 癌遺伝子 の 変異 , 免疫 グ ロ ブ リ ン や T 細胞

受容体の 再構成な ど) が な い 限 り不 可 能 と され て きた
l)

. 1 9 8 7

年 , V o g el s t ei n ら
2)
に よ り

,
X 染色体上 の 遺伝子の D N A 制限

酵素断片長多型 (r e stri c ti o n f r a g m e n t l e n gth p oly m o r p his m ,

R F L p ) と , こ の 遺伝子の 不括化現象を利用 した ク ロ ナ リ テ ィ

の 検索方法が確立 され た . こ の 結果 , 女性患者に つ い て の み で

は ある が , 特定の マ ー カ ー の ない 細 胞に つ い て も ク ロ ナ リ テ ィ

の 決定が可 能と な っ た .
こ の 方法は 血液疾患慮老の 造 血 ク ロ ナ

リ テ ィ の 決定に 有用 で ある こ とが 示 され て きた
3 ト 5)

. 造 血 状態

が 単 ク ロ ー

ン 性か多 ク ロ ー

ン 性か の 鑑別は l 造血 障害 (造血 不

全に よ る血 球減少) 患者の 治療方針の 決定や予後の 推定 の 際に

特に 重要 てある こ とが 予想され る . こ れ ま で の 疾患概念に よれ

平成 5 年1 2月1 4 日受付 , 平成 6 年 1 月1 3 日受理

A b b r e via ti o n s : A A
,
a p l a stic a n e m i a ; A L G , a n tily m p h o c y t e gl ob uli n ; A M L , a C u t e m y elo g e n o u s le u k e m i a ;

A T G
, a n tit h y m o c y t e glo b ulin ; B M M N C , b o n e m a r r o w l m O n O n u Cle a r c e11 ; B M T , b o n e m a r r Q W t r a n S pl a nt atio n ;

C M L
,
C h r o ni c
_
h l y el o g e n o u s le u k e mi a ;- C y A ,･

･ Cy lo s p o ri n e A ; E D T A ; et h yl e n e di a mi n e t et r a a c e ti c a cid ; F C M ,

flo w c y t o m e t r y ; F I T C , fl u o r e s c ei n is ot hin c y a n at e ; G
- C S F

, g r a n ulo c y t e c ol o n y - Sti m ul a ti n g f a c t or ; G 6 P D ,
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ば , 前者 の 代表的疾患 と して 骨髄異形成症候群 ( m y el o d y s pl a s -

ti c s y n d r o m e , M D S) ある い ほ発作性夜間血色素尿症 ( p a r o x y -

S m al n o c t u r n al h e m o gl o bi n u ri a , P H N ) , 後者の 代表 と して 再生

不良性貧血 ( a pla.
s ti c a n e mi a

,
A A ) が あげ られ る . しか し これ ら

の 疾患の 区別 は必 ず しも明確で は なく l 単 ク ロ ー

ン 性 と 考え ら

れ る M D S や P N H に つ い て 実際に D N A レ ベ ル で証 明 した報

告は少な い . 特 に M D S の 場合 , 骨髄細胞に 染色体異常が認め

られ れ ば診断は確実 であるが , 染色体異常が な い 場合 は細胞形

態 の 異常 に 拠 ら ぎる を え な い . とく に M D S の 中 で も芽球の 少

な い 不 応性貧血 (r ef r a c t o r y a n e m ia , R A ) ほ A A と の 鑑別が 困

難 な こ と が 多く , 多 ク ロ ー

ン 性疾患 で ありな が ら誤 っ て R A と

診断 され て い る可 能性 がある .

同種骨髄移植 (b o n e m a r r o w tr a n s pl a n t a ti o n , B M T ) 後 に ド

ナ ー 由来の 血液細胞 が生者 しなが ら, A A や M D S と同様の 造

血 不 全( 生者不 全) が 持続す る こ とが ある . こ の 原 因の 一

つ に
,

移植され た造血 幹細胞数 の 不 足が 考え られる が ,
こ れ を 直接証

明する事 は これ ま で困難 であ っ た ■ 実際 ヒ ト骨髄移植 に どのく

らい の 造 血幹細胞 が必 要か に つ い て ほ ほ と ん ど明らか に されて

い な い ･ T u r n a n ら
6}
ほ B M T 患者 2 例に

,
ドナ ー 由来の 単 ク

ロ
ー

ン 性 造血 を証明 しえた こ とか ら , ヒ トに お い て も正 常な造

血幹細胞 が 1 個 あれ ば造 血 の 再構築 が 可 能 で あ る こ と を 示 し

た ■ しか しさら に 多く の B M T 後 の 患者を 解析 した 報告
7)8)
ほ
,

単 ク ロ ー

ン 性造血 は全く認め られ な か っ た と して い る . した

が っ て ヒ ト B M T 後 の 生着不 全例が単 ク ロ ー

ン 性造血 を呈 した

場合 , 移植造 血幹細胞数 の 不 足が 生着不全の 原因である可能性

があ る.

一 方 , 造血 障害患者 で の 単 ク ロ ー ン 性造 血 の 検出 は I M D S

や P N H な どの 単 ク ロ ー

ン 性疾患 の 早期診断に 役 立 つ 可 能性が
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ある . こ の 単 ク ロ ー ン 性造血 の 検 出の 臨床的意義が最も高い 疾

患は t 免疫抑制療法 を受けた A
A で ある ･ 抗胸腺細胞 グ ロ プリ

ン ( a n tit h y m o c yt e gl o b uli
n
,
A T G) , 抗 リ ン パ 球 グ ロ ブ リ ン

(a n til ym p h o c y te gl o b uli n , A L G) な どの 免疫抑制療法の 進歩に

ょ り ,
A A 患 者 の 大 部分 で長期生存 が得 ら れ る よ う に な っ

T abL e 2 . C h 且一息C l e risti c s oL C y A･t r e al e d p a ti e nt s a n d r e s ult s o( th eir cl o n al a n al y sis

18 5

た
9)18 )

. しか し
,
こ れ らの 免 疫抑制療法 を受け た長期生存者 に

P N H や M D S な どの 単ク ロ ー

ン 性疾患が 高率に 発症す る こ と

が最近明 らか に な っ た
‖) 陀)

.

一 方 ,
T 細胞 に 対する選択的な免疫

抑制剤である シ ク ロ ス ポ リ ソ ( c y cl o s p o ri n e A , C y A) で 治療 さ

れ た A A 患者が単 ク ロ
ー

ン 性の 造血 障害を発症す る危険性 が
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D ay s aft e r B M T

F ig ･ 1 . C li ni c al c o u r s e of a m a r r o w - tr a n S pl a n t e d p a ti e n t . T h e d a t e s w h e n b o n e m a r r o w tr a n s pl a n t ati o n ( B M T) w a s u n d e r g o n e

a n d o rigi n of p e rip h e r a.1 bl o o d l
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C y Cl o p h o s p h a mi d e ; G

, C S F
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S ti m ul a ti n g f a c t o r ; + . T h e p a ti e n t c e a s e d o n d a y 1 9 3 .

n O Ct u r n al b 阜m O g lo bi n u ri a ; P V , p Oly c y t h e m ia v e r a ; R A , r ef r a c t o r y ? n e mi a ; R A E B , r efr a c t o r y a n e m i a wi t h

e X C e S S Of bl a st s ; R F L P , r e S t ric tio n fr a g m e n t le n g t h p oly m o r p his m ; S D S ,･ S O di u m d o d e c y l s ulf a t e ; L S S C , S al i n e

S O di u m { ir a t e ; T E , t ri s - e t h y le n e dia mi n et et r a a c e ti c a cid ; U P N , u niq u e p a 壷 n t
_
P tfr n b e r ; V N T R , V ari a ble

n u m b er of t a n d e m r e p e at ; V W F , V O n W ill e b r a n d f a c t o r
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あるか 否か は 不 明で ある .

以上 の 問題点 を 明 らか に す るた め に ,
1 ) 単 ク ロ

ー

ン 性 , 非

単 ク ロ
ー

ン 性お よ び 境界領域と考え られ る血 液疾患患者 ,
2)

B M T 後の 造血 回復 が 著 しく遅延 した 造血不 全例 , 3 ) C y A 療

法 を受けた A A 患者 ,
に つ い て 造血 ク ロ ナ リ テ ィ を 決定 した ,

3 ) に つ い て ほ 前 P N H 状態 の 検 出感度 を高め る た め に ,
フ

ロ ー サ イ ト メ ト リ ー (fl o w c yt o m e tr y , F C M ) 法を 用 い て グ リ コ

シ ル フ ォ ス フ ァ チ ジル イ ノ シ ト
ー ル ( glo c o s y トp h o s p h atid yli n o -

sit ol , G P I) ア ン カ
ー

膜蛋白欠損細胞 (P N H ク ロ
ー

ン) の 検索も

同時に 行 っ た
13 卜 用

対象お よび 方法

Ⅰ . 対 象

金沢大学医学部附属病院お よ び 関連施設 に お ける 各種女性 血

液疾患患者38 例 ,
お よび B M T 後に 生者不全を認め た 女性患者

1 例を 対象 と した . 女性血 液疾患患者の 特徴を表1 に 示 す . う

ちわ けほ ,
A A 1 9 例 ( C y A に よ る治療後 の1 3 例 を 含 む) , A A/

P N H 症候群 3 例 ,
M D S ll 例 【R A 7 例 , 鉄 芽球性貧 血 ( R A

w ith ri n g e d sid e r o b l a st s) 1 例 , 芽球 過多 の 不 応性貧 血 ( R A

wi th e x c e s s o f b la s t s , R A E B) 2 例 , 形質転換 した 不 応性貧血

( R A E B i n tr a n sf o r m a ti o n) l 例】, 治療前の 急性骨髄性白 血病

(a c u t e m y el o g e n o u s l e u k e m ia , A M L) 3 例 , 真 性 多 血 症

(p oly c yth e mi a v e r a , P V ) 1 例 , 急性転化時の 慢性骨髄性白血病

(C h o r o n ic m y el o g e n o u s l e u k e mi a , C M L ) 1 例で あ っ た . A A 患

者で ほ , 発症時 よ り血 液 ･ 骨髄像 の 鏡検お よ び骨髄細胞 で の 染

色体を定期的に 検査 した が ,
M D S 慶〉る い は A M L に

一

致す る

形態異常や染色体異常 を呈 した もの はなく ,
P N H で 陽性 と な

る酸性溶血試験 (a cid h e m ol y sis t e s t , H a m te s t) や シ ョ 糖溶血

試験(s u c r o s e h e r n oly si s t e st) も陰性で あ っ た . A A の 経過 中に

P N H に 合致す る検査所見を 呈 した もの を A A/ P N H 症候群 と

した . A M L の 3 例 ほ い ずれ も解析時, 骨髄有核細胞の80 % 以

上 が白血 病細胞で占め られ て い た .

G P I ア ン カ
ー

膜蛋白の 発現を検討 した C y A 療法後の A A 患

者25 例 (女 性1 3 例 ,
男性12 例) の 特徴 を 表 2 に 示 す . C a m 王t ね

ら
18) の 基準に よ る と ,

A A 発 症時1 4 例 が 重症 ,
1 1 例 が 中等症

A A で あ っ た . C y A ( サ ン ド薬 品, 東京) は 5 - 6 m g/ k g/ 日を 少

なく とも 1 ケ 月以上 経 口 投与 し, 輸血 が 不用 と な る と とも に 治

療前よ り ヘ モ グ ロ ビ ン 値が 2g/ dl 以上 上 昇 した 例を 反応群 ,
そ

れ以外を非反応群 と した .

Ⅰ .
B M T 後造血 不 全例

患者は30 才女性 で , フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 染色体陽性 の C M L 急

性転化期に ,
ヒ ト白血 球塑抗原(h u m a n l e u k o c yt e a n ti g e n) 一

致 , 混合 リ ン パ 球反応陰性の 非血 縁者女性 ドナ ー よ り B M T を

行 っ た 一 B M T 後 の 経過 を 図 1 に 示 す . 前処 置 と し て ブ ス ル

フ ア ン ( 日 本リ ダ リ
ー

,
東京) 1 6 m g/ k g , サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ マ

イ ド(塩野義製薬 , 大阪) 12 0 m g/ k g を使用 した . ドナ
ー

と の 間

に 血 液型の A B O m aj o r の 不 適合 が あ っ た た め , 比重遠心 法に

よ り骨髄細胞から赤血球を除い た 後 ,
2 .8 ×1 0

g

個(患者体重当た

り 声･5
×1 0

T

個) の 骨 髄単核 球 (b o n e m a r r o w m o n o n u cle a r

c e11 s
,
B M M N C) を 輪注 した . B M T 後 1 日 目 よ り顆粒球 コ ロ

ニ
ー 刺激 因子 ( g r a n ul o c y te c ol o n y

-

Sti m ul a ti n g f a c t o r , G
- C S F )

( キ リ ン ビ ー ル
, 東京) 5 FLg/ k g/ 日 を 投与 した . B M T 後早期に は

特に 合併症を認めなか っ た が ,
4 週間を 経過 した 時点でも白血

球の 回復 ほ全く見 られず , 骨髄 で も幼君 な造 血細胞 は皆無で

あ っ た . 移植 片拒絶 が疑わ れ たが66 日 目に よ うや く好中球数が

500ル1 を越 え た . 白血 球数ほ110 日 日 に
一

時的に 40 0 0ん1 を越

えた が
,
そ の 後 再び汎 血球減少 と骨髄低形成 が続きt 全身の ア

ス ペ ル ギ ル ス 症に よ り1 93 日 目 に 死 亡 した . 剖 検所見時 の 骨髄

は著明な低形成を 示 して い た .

Ⅲ . 細胞分離

患者及び 正 常人 よ り ヘ パ リ ン 加 末梢血 を 採取 し , 6 % ヒ ドロ

キ シ エ チ ル デ ソ プ ン ( ミ ドリ 十字 , 大 阪) を 4 分 の 1 量加 え ,

30 分静置す る こ と に よ り末梢血白血球 を分離 した (デ キ ス ト ラ

ン 沈降法) . さ らに こ の 白血 球層を リ ン ホ プ レ ッ プ ( N y c o m e d

P h a r m a A S
,
O sl o

,
N o r w a y) に 重層 後 200 0 r p m で1 2 分間遠心

し
, 末 梢 血 単 核 球 (p e ri p h e r al bl o od m o n o n u cl e a r c ells

,

P B M N C) と末梢血 多核白血球 (p e rip h e r al b l o o d p oly m o r p h o n -

u cl e a r l e u k o c yt e s , P B P M N ) と に 分離 した . 顕微鏡下 の 観察で

二
E arly s t a g e o f e m b ry o g e n e $i s

I
In a cti v ati o n of X - C h r o m o s o m e

O
I
O

N o r m a L ti s s u e

/
0
0

0
0
0

0
0
0
T u m o r

T u m o r

F ig . 2 . A s c h e m a f o r th e p ri n c ipl e of a n al y si s f o r cl o n ality ･

A f e m al e c e11 h a.s t w o X
-

Ch o r m o s o m e s . O n e is d e ri v ed

f r o m h e r m o th e r ( X
m

) a n d th e oth e r f r o m h e r f a th e r ( X
p) ･

I n a c ti v a ti o n of o n e of th e m o c c u r s r a n d o m ly i n e a c h

s o m a tic c ell i n e a rl y st a g e of e m b r y o g e n e si s a n d i s p a s s ed

o n t o th e p r o g e n y of t h e c ell i n a st a b l e f a s h i o n . T h e r ef o
-

r e
,
a f e m al e h a s t w o ki n d s of c ell s af t e r h e r bi r th

,
i n o n e

o f w hi c h m a t e r n al X -

C h r o m o s o m e s a r e a c ti v at ed (㊤) a n d

i n th e o th e r of w hi c h p a st e t n al X
-

C h r o m o s o m e s ar e

a ,C ti v a t e d (G)) . A n o r m al ti s s u e c o ni s t s of th e s e t w o k in d s

o f c ells . I n c o n tr a s t
,
t u m O r ti s s u e ･･ C O れ昏i st s . of o nly ､ O n e

k i n d of c eIIs .

r
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は P B P M N の 純度 ほ常に 90 % 以上 で あ っ た .

一 部 の 患 者 に つ

い て は骨髄穿刺に よ り骨髄液を採取後 , 末梢血 と 同様 ,
リ ソ ホ

プ レ ッ プ に よ る比重遠心法 を用 い て B M M N C を 分離 し た .

P B P M N を用 い た ク ロ ナ リ テ ィ の 解析 に お い て ,
X 染色体の 不

活性化に 偏 り (単 ク ロ
ー ソ 性 パ タ

ー

ン) が認 め られ た 例 に つ い

て は , P B M N C か ら 2 ア ミ ノ
エ チ ル イ ソ テ オ ウ ロ ニ ウ ム ブ ロ マ

イ ド(2 -

a m i n o e th yl i s o thi o u r o n i u m b r o m id e) (S ig m a C h e mi c al

C o . S t . L o u is , M O , U S A ) 処理 の ヒ ツ ジ赤血球 と の ロ ゼ ッ

成 法
lT) に て 分 離 し た T 細胞 の ク ロ ナ リ テ ィ を 解 析 し ,

P B P M N の 結果 と比較 した . さ ら に
一 部の 患者に つ い て ほ生理

食塩水 500 m l で強く うが い す る こ と に よ り頼粘膜細胞 を採取

し
,
ク ロ ナ リ テ ィ を解析 した .

Ⅳ . 高分子D N A の 抽出

分離 した 細胞を T ri s一エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸 ( e th yle n e di-

a m in e t e tr a a c e ti c a cid , E D T A ) (T ri s - E D T A , T E ) 緩衝液(10 m M

T ri sT H C l p H 8 .3 , 1 m M E D T A) に 浮遊 させ , 等量の 2 倍濃度の 溶

解緩衝液 ( 1 % ドデ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (s o di u m d o d e c yI

s u lf a t e , S D S) , 0 .6 M N a C l , 2 0 m M E D T A , 2 0 m M T ris - H C l ,

p H 7 .4) を 加え て 細胞を 溶解 させ た , プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ K ( ベ

ー

リ

ン ガ ･ マ ン ハ イ ム 山之内
,
東京) を 10 / 唱/ m l と な る よ うに 加

え
,
3 7 ℃ で 6 時間で イ ン キ ュ

ー ベ ー シ ョ ソ を 行 っ た後 一 等量 の

フ ェ ノ
ー ル を 加え獲拝後 ,

30 0 0 r p m で 1 0 分間遠心 し水層部分を

抽出 した . 同様の 抽 出を フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム
,
ク ロ ロ ホ

A D X S 2 5 5 ] o c u s
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皿
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ヽ
l
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F ig . 3 . R e s tri c ti o n m a p s of th e t h r e e X-1i n k e d g e n e s o f

D X S 2 5 5 l o c u s ( A ) , ph o s ph o gly c e r a t e ki n a s e ( P G K ) ( B) , a n d

h y p o x a n th i n e p h o s p h o rib o s ylt r a n sf e r a s e (H P R T ) (C) ･

S h ad e d b a r s s h o w p r o b e s . V N T R s h o w s th e v a riaL
bl e

n u m b e r of ta n d e m r e p e a.t l o c u s a t D X S 25 5
l o c u s ･ ( ±)

S h o w s r e stri c ti o n f r a n g m e n t l e n gth p oly m o r p h is m ( R F L P ) ･
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ル ム の 順で 繰り返 し行 っ た . 次に1 0 分の 1 量の 3 M 酢酸 ナ トリ

ウム と2 . 5 倍量の10 0 % 冷 エ タ ノ ー ル を加えた後 ,

- 2 0 ℃ で1 時

間以上放置 し , D N A を析出 させ た . 4 0 0 0 r p m で1 5 分間遠心 後,

沈殿 した D N A を 回 収 し70 % 冷 エ タ ノ ー ル で 洗浄 し T E 緩衝液

に 溶解 した . 吸 光度計を用 い て D N A 回収量を測定 した .

Ⅴ . ク ロ ナ リテ ィ
ー の 解析

1 . 原理

女性の 2 本 の X 染色体の う ち
一 方は母 親由来 で 他方 ほ 父 親

由来 である . 胎生期の 初期に これ らの うち の 一 方が ラ ン ダ ム に

不語化を受けるが ,
こ の 不 括化 はほ ぼ 均等に お こ り発生か ら成

熟に 至 るま で 維持 され る
18〉1g )

.
っ ま り図2 に 示 すように , 正常阻

織で は母 親由来の X 染色体遺伝子 を発現 して い る細胞(㊤) と

父 親由来の Ⅹ 染色体遺伝子を発現 して い る細胞(⑤) がほ ぼ均

一

に 存在する (多 ク ロ ー

ン 性) .

一 方 , 腫瘍阻織な ど, 1 個の 幹

細胞に 由来する細胞集団で は , ㊤, ⑤ ど ち らか 1 種頼の 細胞 し

か 存在 しな い こ と に な る(単 ク ロ ー ■ノ 性) .

2 . D X S 2 5 5 領域遺伝子( M 2 7β) に よ る解析

図 3 A に 示す ように D X S 2 5 5 領域に は高多型性反復配列構

造( v a ri a bl e n u m b e r of t a n d e m r e p e a t . V N T R) 部位が 存在す る

こ と に よ り , R F L P が 生 じ る . ま た 図 4 A に 示 す よ う に

D X S 2 5 5 領域 で は 2 本の Ⅹ 染色体 の 両対立遺伝子( ア レ ル) の

片方が ラ ン ダム に メ チ ル 化 (国中の m ) を 受け活性化 し(Ⅹa) ,

A M 27 β C lo n a■p op u l a ti o n
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F ig . 4 . S c h e m atl C O u tli n e of th e S o u th e r n bl o t a n aly sis f o r

cl o n alit y . ( A ) A s c h e m a u si n g a M 2 7β p r o b e . S h ad e d

b a
,
r S S h o w th e V N T R l o c i . m

,
m e th yl a t e d a11 el e ; Ⅹa . ,

a c ti v at e d a u el e ; Ⅹi, i n a c tib a t e d a11 el e . ( B) A s c h e m a u sin g

a P G K o r a . H P R T p r o b e . H a t c h e d b a r s s h o w a c ti v a t e d

( u n m e th yl a t e d) allel e s . X a , a C ti v a t e d all ele ; Ⅹi . i n a c ti v a t e d

all ele ; R F L P , r e St ri c ti o n f r a g m e n t l e n g th p oly m o r ph is m .
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も う 片方 の ア レ ル ほ メ チ ル 化 を受けず 不活化 して お り (Ⅹi) ,

V N T R 部分(影の 部分) の 長さ が両 ア レ ル で異な る場合( ヘ テ ロ

接合体) , 多 ク ロ ー

ン 性 の 細胞集団で は ,
タ イ プ 1 , タ イ プ 2 の

2 種類 の 細胞か ら構成 され るが , 単ク ロ ー

ン 性 の 細胞集団 で ほ

どち らか
一 方の 細胞 の みか ら構成 され る こ とに な る .

ヘ テ ロ 接

合体で は ,
こ の 領域 の D N A を P ∫fI で 消化する と長 さの 異な る

2 本の D N A 断片が 生 じ, 次に 〟 坤Ⅰ で消化す る とそ れ ぞれの

D N A 断片ほ さ ら に 小 さく な る . メ チ ル 感受性制限酵素 〃如ⅠⅠ

は M sp I と 同様に ,
塩基配列 C C G G を認識 して消化す る酵素で

あるが ,
シ ナ シ ソ ( C) が メ チ ル 化 され て い る と消化

･

で きな い と

い う性質を持 っ て い る . よ っ て 〟 坤Ⅰ の 代わ り に 上 汁如ⅠⅠ で 消

化 した 場合に は メ チ ル 化を受けて い る例の D N A 断片は 消化 さ

れず 〟 坤Ⅰ で消化 した場合と違 っ た 長 さ の D N A 断片 が 生 じ

る . した が っ て 単 ク ロ ー

ン 性 の 細胞集団で は ,
〟 如ⅠⅠ 消化後 は

サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グに よ り2 本の バ ン ドが現わ れる が 仁 多 ク

ロ ー ン 性の 細胞集団場合 で は , 4 本の バ ン ドが現 わ れ る こ と に

な る (図 4 A , 固 5 A) .

3 .
ホ ス ホ グ リ セ レ

ー

ト ･ キ ナ
ー ゼ (p h o s ph o gl y c e r a t e

k i n a s e
,
P G E ) 遺伝子 に よ る解析

P G K は Ⅹ 染色体上 に 局在 し, 図 3B に 示 す よ う に β∫fX I ,

B glI 消化部位に 閲 し R F L P が存在す る . 2 本 の ア レ ル の う ち

片方 に み に ,
こ の 消化部位が存在する場合 ( ヘ テ ロ 接合体) , こ

の R F L P を 利 用 L , 適 当な 制限酵素 で消化すれ ば ,
1 .0 5 k b

(1 .7 k b) と 0 .9 k b (l .3 k b) の 2 種類 の D N A 断片が得 られ る . 図

4B に示す ように 一 さ らに 耳函ⅠⅠ で 消化す ると , 斜線で 示 した

メ チ ル 化 を受けて い な い (活性化 して い る) 側 の ア レ ル は 細 か

く消化され るが , メ チ ル 化を 受けて い る(不 活化 して い る) 側の
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F i g ･ 5 . A s c h e m a of b a n d p a tt e r n s f o r S o u th e r n bl o t

a ･ n aly si s b y u si n g a M 2 7β p r o b e (A ) , a P G K p r o b e ( B ), a n d
a H P R T p r o b e (C ) ･ T h e u n d e rl in e s s h o w th e e n z y m e s
W hi c h a r e u s e d 王o r R F L P . P O L Y

, p Oly c lo n al p a tt e r n ;
M O N O

,
m O n O Cl o n al p a tte r n .

ア レル ほ そ の ま ま残 る . 多 ク ロ ー

ン 性の 細胞集団 で ほ 2 種類の

細胞が存在す る ため H p aII 消 化後 は 1 .0 5 k b (1 .7 k b) と 0 .9 k b

(1 .3 k b) の 2 種類の 長さ の D N A 断片が 得 られ るが , 単 ク ロ ー

ン

性の 細胞集団で は ど ち らか 1 種類 の 細 胞に 由来 して い る た め

H p alI 消化後 ほ 1 .0 5 k b (1 .7 k b) ある い は 0 .9 k b (l .3 k b) の い ずれ

か の 断片 しか 残 らな い (図 4B
,
図 5B) .

4 . ヒ ポ キ サ ン チ ン ･ ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ

(h y p o x a n thi n e p h o s p h o rib o s ylt r a n s f e r a s e , H P R T) 遺伝 子に よ る

解析

H P R T ほ X 染色体上 に 局在 し, 図 3C に 示す よ う に｣

HI の 消化部位に閲 し R F L P が 存在する . 2 本の ア レ ル の うち

片方 の み に こ の 消化部位 が存在す る場合 ( ヘ テ ロ 接合体) , こ の

R F L P を 利用 し
, 適当 な 制限酵素 で 消化す れ ば ,

1 8 k b と

12 k b の 2 種類 の D N A 断片が 得 られ る . 図 4B に 示す よう に
,

さ ら に メ チ ル 感受性制限酵素 〃 如ⅠⅠ ある い は 〝んαⅠ で消化する

と
,
P G K の 場合と 同様 に , 多 ク ロ ー

ン 性 の 細胞集団で は 2 種

類 の 細胞 が存在す る た め 18k b と 12 k b の 2 種 類 の 長 さ の

D N A 断片が 得 られ るが , 単ク ロ ー ン 性 の 細胞集団で ほ , ど ち

らか 1 種類 の 細胞 に 由来す るた め 18k b ある い ほ 12 k b の い ず

れ か の 断片 しか得 られ な い (図 4 B , 図 5C) .

5 . サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ソ

D X S 2 5 5 領域 (M 2 7β) に よ る解析 では ,
4 5FL g の D N A を制限

酵素 P ∫£Ⅰ(東洋私 大阪) で 消化 した 後 3 等分 し, 一

つ は 以後処

理 せ ず, 一

つ は さ ら に 〟 坤Ⅰ(東洋紡) で 消化 し, 残 りの 一 つ は

〃如ⅠⅠ(東洋紡) で 消化 した . 各検体は0 . 7 % の ア ガ ロ - ス ゲ ル

を 用い て36 -

4 8 時間電気泳動 した . P G E 遺伝子 に よ る解析で

は B s t X I の R F L P を 利 用 した 場合 ,
3 0 p g の D N A を ま ず

P s tI
,
B st X I (東洋紡) で消化 し, B glI の R F L P を 利用 した 場

合 , 同量 の D N A を まず E c o R I (東洋紡), B glI ( 東洋紡) , B glII

(東洋紡) で 消化 した . そ れ ぞれ , 次に 検 体を 2 等分 し
,

一 方ほ

以後処理 せ ず他方は さ らに 耳如ⅠⅠ(東洋紡) で 消化 した . 各検体

は1 . 5 % の ア ガ ロ ー

ス ゲ ル を 用 い て 6 時 間 電気泳動 した .

H P R T に よ る解 析 で は 30 FLg の D N A を ま ず B a m H I ( 東洋

紡) , クリ"ⅠⅠ(東洋紡) で 消化 した . 次に 検体 を 2 等分 し ,
一

つ は以

後処理 せ ず , 他方 は さ ら に 〃 如ⅠⅠ ある い ほ 〃んαⅠ(東洋紡) で 消

化 した . 各検体は0 . 9 % ア ガ ロ -

ス ゲル に て1 2 時 間電気泳動 し

た . 電気泳動で の 分 子 量 マ ー

カ ー に ほ 入D N A一肌 乃d II 消化物

(宝酒造 , 東京) と ¢x1 7 4 D N A - 〟α gIII 消 化物 (宝 酒造) を 用 い

た ･ 電気泳動後 の ゲ ル を 0 .2 5 M H C l
,
つ い で ア ル カ リ液(0 .4 N

N a O H , 0 ･6 M N a Cl) , 中 和 液 (0 .5 M T ris - H C l p H 7 .5 , 1 .5 M

N a Cl) で そ れぞれ1 5 分ず つ 2 回 処理 した 後 , S o u th e r n の 方

法
20}
に 従 っ て ゲ ル 中の D N A を ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー

(H y b o n d - N + , A m e r s h a m , A yl e s b u r y , U . K .) に 転 写 し た .

D N A を吸着 させ た ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー ほ8 0 ℃ で 1

時間 べ -

キ ン グ を行 っ た 後 ,
シ

ー ル ド パ ッ ク に 入 れ
,

ハ イ プリ

ダイ ゼ
ー

シ ョ ン 液 (0 .6 M N a C l , 6 0 m M T ris - H C l p H 7 .6 . 5 倍濃

度の デ ン ハ ー

ト溶液 (0 . 1 % ウ シ 胎児血 清 t
O . 1 % ポ リ ビ ニ ル ピ

ロ リ ド ン
,
0 . 1 % フ ィ コ ー ル) , 2 m M E D T A

,
0 .5 % S D S

,
1 0 0 FLg/

m l 変性 ニ シ ン 精 子 D N A) を加 え て65 ℃で 1 時間以上 プ レ ハ イ

プ リダ イ ゼ
ー シ ョ ソ を 行 っ た .

パ
ッ ク 内の 液を廃棄後 ,

新 しい

ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ソ 液 と標識プ ロ ー ブ (2 .5 n g/ m l) を加え ,

6 5 ℃ で 一 晩 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . ∵フ ィ ル タ
ー は 2

倍濃度の 標準食塩 ク エ ン 酸 緩 衝液 ( s t a n d a rd■S al in e s o di u m

C it r a t e b u ff e r
,
S S C) (S S C = 0 .1 5 M N a C l , 0 .01 5 M ク エ ン 酸ナ ト
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リ ウ ム) , 1 % S D S を 用い て65 ℃で15 分洗浄 した後 ,
0 . 1 倍濃度

の S S C , 1 % S D S を 用 い て さ ら に 15 分洗 浄 した . 洗浄後 の

フ ィ ル タ
ー を

-

8 0 ℃で 2 日か ら 5 日 間感光させ ,
オ ー トラ ジオ

グラ フ ィ
ー

を行 っ た .

6 .
プ ロ ー ブ

M 2 7β プ ロ
ー

ブ は
,
F r a s e r 博士 ( U ni v e r sity of O x f o rd , U K )

よ り供与 され た プ ラ ス ミ ド p U C 9 .1 9 を ,
g ∫C九e rf cんiαβ C Ogf

H B l Ol コ ン ビ テ ン トセ ル (宝酒造) を 用い て増幅 させ , 精 製後

E c o RI で 消化 し, 2 .3 K b の フ ラ グ メ ソ トと して用 い た
21)

. P G K

プ ロ
ー ブは

,
S i n g e r- S a m 博士( G e c k m a n R e s e a r c h I n s tit u t e o f

th e C ity of H o p e , U S A ) よ り 供与 さ れ た プ ラ ス ミ ド p S P T

1 9 .1 を 上記 と同様に 増幅させ , 精製後 βα 椚H I と E c o RI で 消化

し
,
0 .8 K b の フ ラ グ メ ソ ト と して 用 い た

22)
. H P R T プ ロ ー ブは

,

S a n g
- H e e K i m 博 士 (U n i v e r sit y of C alif o r n i a a t S a n D i e g o ,

U S A ) よ り供与さ れ た プ ラ ス ミ ド p P B l .7 .2 1 を 上 記と同様に

幅させ , 精製後 P ∫亡Ⅰ と βα 椚HI で 消化 し 1 .7 K b の フ ラ グ メ ソ

ト と して用 い だ
3)

.

Ⅵ . G I P -

ア ン カ
ー 膜蛋白発現の解析

C y A 投与後 の A A 患者, 正 常人23 例 ,
お よ び P N H 患者1

例 (登 録患者番号 ( u n iq u e p a ti e n t n u m b e r , U P N) 2 1) よ り末梢

血 を採取 した .
C D 1 6 あ るい は C D 5 5 の 解析は , 末 梢血 100 FLl

を リ ン 酸緩衝生 理 食塩水 (p h o s p h a t eT b uff e r e d s ali n e , P B S )

(1 3 6 .9 m M N a C l , 2 .7 m M K C l
,
8 .1 m M リ ソ 酸

一 水素ニ ナ ト リ ウ

ム
,
1 二5 m M リ ン 酸 二 水素カ リ ウ ム , p H 7 .2) に て 洗浄 し上 清 を

除去 し た 後 ,
抗 C D 1 6 モ ノ ク ロ ナ M ル 抗 体 ( m o n o cl o n al

a n tib o d y , m A b) (蛍 光 イ ソ チ オ シ ア ネ
ー ト (fl u o r e s c ein

i s o thi o c y a n a t e , FI T C) 標識抗 L e u -1 1 a m A b ( B e ct o n D i c k s o n ,

C a rif o r n i a
,
U S A ) ) ある い は抗 C D 55 m A b (F I T C 標識抗崩壊促

進因子( d e c a y a c c el e r a ti n g f a c t o r) m A b (和光純薬 , 大阪) を添

加 し, 4 ℃暗所 で30 分反応させ た . 次に0 . 8 4 % の 塩化 ア ン モ ニ

ウ ム (和光純薬) で赤血 球を溶血 させ た 後 ,
P B S で 2 回洗浄 し

P B S に 浮遊 させ解析 した . C D 5 9 の 解析 ほ , 分離 した P B P M N

4 × 1 0
5

個を 10 0 pl の P B S に 浮遊 し , 抗 C D 59 m A b (I F 5 ( 名古

屋市立大学 , 岡田 博士 よ り供与) ) を添加後 ,
4 ℃ 暗所で30 分反

応させ た . P B S で 2 回 洗浄 した 後 ,
FI T C 標 識 ヤ ギ抗 マ ウ ス

I g G 抗休( C o ult e r , F l o rid a , U .S . A .) を 添加 し, 4 ℃暗所で さら

に15 分反応 させ ,
P B S で 2 回洗浄後 ,

P B S の 浮遊 し解析 した .

陰性 コ ン ト ロ ー ル と し て FI T C 標識 モ ノ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス

I g G l(B e c t o n D i c ki n s o n) と フ ィ コ エ リ ス リ ン (p h y c o e r y th ri n ,

P E ) 標識抗 モ ノ ク ロ ー

ナ ル マ ウ ス I g G 2(B e c t o n D i c k in s o n) を ,

陽性 コ ン ト ロ ー ル と し て 抗 C D l l b m A b (P E 標 識 抗 L e u -

15 m A b (B e c t o n D i c k n s o n) ) を 使 用 した . 解析 は F A C S c a n

(B e c t o n D i c k i n s o n ) の C o n s o r t3 0 プ ロ グ ラ ム 上 で 行 い ,

P B P M N に お ける 各 G PI ア ン カ
ー

蛋白陰性細胞の 割合 を計算

した .

Ⅶ . B M T 後の 生着の 確認

骨髄 ドナ ー お よ び B M T 後 の 患者 の P B M N C か ら抽出 した

D N A に おけ る フ ォ ン ･ ウ㍉ レ プ ラ ソ ド因子 ( v o n W ill e b r a n d

f a c to r
,
V W F ) 遺伝子内の V N T R 部位を ,

P e a k e ら
24)
の 方法

準 じ て ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反応 (p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n .

P C R) に よ り増幅 した . まず 2 覿の オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド プ ラ イ

マ ー

( プ ラ イ マ ー 1
,
5
'

- A G C T A T A T A T C T A T T T A T C A T
-

3
'

; プ ラ イ マ ー 2
.
5
,
- A G A T A C A T A C A T A G A T A T A G G - 3

'

)

を D N A 合成器( A p pli e d B i o- S y s te m s , F o st e r , U S A ) を用い て

作成 した . 1 FL g の 被験 D N A を10 借換度 の 反応液(50 0 m m ol/ L

K C l , 1 0 0 m m ol/ L T ris - H C l p H 8 .3 , 2 0 m m o V L M g C 12 . 0 .1 % ゼ ラ

チ ン) 1 0〆れ 4 種塀 の デ オ キ シ 三 リ ン 酸( デオ キ シ ア デ ノ シ ソ 三

リ ソ 酸 , デオ キ シ シ チ ジ ン 三 リ ソ 酸, デ オキ シ グ ア ノ シ ソ 三 リ

ソ 酸 ,
デ オ キ シ チ ミ ジ ン 三 リ ン 酸) (宝酒造) 各 200J上 m O れ ,

プ

ラ イ マ
ー

各 25 p m ol , 2 単位の 耐熱性 D N A ポリ メ ラ ー ゼ (宝酒

造) と 混合 し , さ らに 純水(和光純薬) を加 え 10 恥l と した . 増

幅反応は 0 .5 m L の チ ュ

ー

ブ( T r eff A G , B e r n , S wi tz e rl a n d) を用

い
, 蒸発 を 防 ぐた め に ミ ネ ラ ル オ イ ル (Sig m a , S T . L o wi s ,

U S A ) を
～

滴 重層 し , D N A T h e r m al C y cle r (P e r ki n E l m e r

C e t u s , N o r w alk , U S A ) を 用 い て 行 な っ た . D N A 変 性

(d e n a t u r a ti o n) 9 4 ℃ ･ 1 分
,
ア ニ

ー

リ ン グ( a n n e al in g) 4 8 ℃ ･ 1

分 , プ ラ イ マ ー 伸張( e x t e n si o n) 7 2 ℃ ･

30 秒 を 1 サ イ ク ル と し

て35 サ イ ク ル 施行後の P C R 産物を , 6 % の ポリ ア ク リル ア ミ

ドゲ ル を用 い て 電気泳動 し, エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド (1 /唱/ m l)

で 染色した D N A を紫外線照射下で観察 した .

成 績

Ⅰ . 各種血 液疾患患者に おけ るク ロナ リテ ィ の 解析

M 27β, P G K , H P R T の 各遺伝子を用 い て38 例の 血 液疾患患者

Fi g . 6 . R e p r e s e n t a tiv e r e s ult s of cl o n ality a n al y sis of th e

f e m al e p ati e n ts w ith h e m a t ol o gi c dis o r d e r s 一 ( A) M 2 7β

a n aly si s . L a n e l sh o w s P stI p oly m o r p his m , a n d l a n e s 2

a n d 3 sh o w th e r e s ult s of s u b s e q u e n t M sP I a n d H f, aII

dig e s ti o n , r e S p e C tiv el y . ( B) P G K a n al y sis . L a n e l sh o w s

B glI p oly m o r p hi s m a n d l a n e 2 th e r e s u lt s of s u b s e q u e n t

H p a II d ig e s ti o n . ( C) H P R T a n al y si s . L a n e l s h o w s B a m

HI p oly m o r p hi s m , a n d l a n e 2 th e r e s u lt s of s u b s e q u e
-

n t H p aII o r H h al di g e s ti o n . U P N
,
u niq u e p a ti e n t n u m b e r .
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の 造血 ク ロ ナ リ テ ィ を検討 した (表 1 ) . 3 8 例中37 例(9 7 .4 % ) が

い ずれ か の 遺伝子 で ヘ テ ロ 接合体で あ り
,
3 6 例(9 4 .7 % ) が 解析

可能 で あ っ た . 各遺伝子別に 見 る と ,
M 2 7β の 解析 で ほ , 3 4 例

中26 例 (76 .4 % ) が , P G K の 解析 では27 例 中16 例 (59 .3 % ) が ,

H P R T の 解析で ほ1 6例 中8 例 (50 .0 % ) が ヘ テ ロ 接 合体 で あ っ

た . 各遺伝子を利肝 した 場合の 代表的な結果 を 図 6 に 示 す .

M 2 7β の 解析で ほ U P N l ほ多 ク ロ ー

ン 性 パ タ p

ソ
,
U P N 3 7

,

3 2 は単 ク ロ ー

ン 性 パ タ ー

ン で あ っ た . ま た ヘ テ ロ 接合体 で あ っ

ても
,
U P N 2 2 の よう に 〟如ⅠⅠ 消化に よ り 3 バ ン ド パ タ ー

ン を

示 す例 や
,
U P N 7 の よ う に 〃如ⅠⅠ で 消化 さ れ な い 例 が ,

M 2 7β での ヘ テ ロ 接合体26 例中8 例 (30 .8 % ) に 認め られ , 実際

に M 27β で解析可 能 で あ っ たの は34例 中18 例(54 .2 % ) と少数 で

あ っ た . P G K 遺伝子に よ る解析 で ほ , U P N 3 は 多ク ロ ー

ン 性 パ

タ ー

ン
,
U P N 3 5

,
2 8 ほ単 ク ロ

ー

ン 性 パ タ ー ン で あ り (図 6Ⅰ∋) ,

H P R T 遺伝 子に よ る解析 で は , U P N l ほ 多 ク ロ ー

ン 性 パ タ ー

ン
,
U P N 2 8

,
3 4 は 単 ク ロ ー

ン 性 パ タ ー

ン で あ っ た(図 6C) . 疾患

別に は A A ( U P N l - 1 9) で 解析 で きた18 例 中15 例(83 .3 % ) が 多

ク ロ ー

ン 性 パ タ ー

ン を示 した が
,
3 例(1 6 .7 % ) は単 ク ロ ー

ン 性

Fig ･ 7 ･ O ri gi n a n d cl o n ali ty of p e rip h e r al bl o o d le u k o c yt e s

O b t ai n e d af t e r B M T . ( A ) A m plifi c ati o n of a V N T R l o c u s

a t th e v o n W ill e b r a n d f a c t o r g e n e u s l n g p Oly m e r a s e c h ai n

r e a c tio n ･ T h e p a tt e r n o f all el e s f r o m th e r e c ipi e n t
'

s

p e ri ph e r al bl o o d m o n o n u cl e a r c ells o n d a y 2 2 a r e id e n ti c al

t o th a t o f th e d o n o r
,
i n di c a ti n g e n g r af t m e n t of d o n o r c ell s .

(B) S o u th e r n b l o t a n aly sis of D N A f r o m p e rip h e r al bl o o d

p oly m o r p h o n u cl e a r le u k o c y t e s (P B P M N) u si n g th e P G K

g e n e p r o b e ･ L a n e l a n d 3 s h o w B glI p ol y m o r p h i s m a n d

l a n e 2 a n d 4 th e r e s ults of s u b s e q u e n t H p aII di g e s ti o n

(H ) . Di s a p p e a r e n c e of th e s m al 1e r b a n d (1 .3 k b) af t e r
H p a II dig e s ti o n of D N A f r o m th e r e ci pi e n t

'

s p B P M N o n

d a y 7 2 r e v e al s cl o n al h e m a t o p oi e sis .

パ タ ー

ン で あ っ た . A A/ P N H 症候群(U P N 2 0
-

2 2) で は解析で

き た 2 例 と も に 単 ク ロ ー

ン 性 パ タ ー

ン で あ っ た . M D S

( U P N 2 3
-

3 3) で は11 例中 4 例 (36 .4 % ) が 多 ク ロ ー

ン 性 パ タ ー

ン
, 7 例(6 3 ･6 % ) が単 ク ロ ー

ン 性 パ タ ー

ン を示 した . M D S で 多

ク ロ ー

ン 性 パ タ ー

ン を 示 した 4 例 の 診断 は す べ て R A で あ っ

た ･ ま た A M L ･ P V ･ C M L (U P N 3 4 q

3 8) の 5 例 ほ い ずれ も単ク

ロ ー ン 性 パ タ ー

ン を 示 した .

Ⅱ .
B M T 後生着不全例 にお け る造血 ク ロ ナ リ テ ィ の 解析

移植片拒絶が疑わ れ た た め ,
B M T 後22 日 目に 採取 した 少数

の P B M N C に つ い て v W F 遺伝子 内の V N T R 部位 を 解析 し

た . そ の 結果 ,
B M T 後 の P B M N C の バ ン ドパ タ ー ン は ドナ ー

型であ っ た こ と か ら, ドナ ー 細胞の 生者と判定 した (図 7 A) .

1 2 6 日日の 骨髄細胞 の D N A で 再び 行 っ た V N T R 検索 で も ド

A
U P N 5

P G K

H P R T

1 .7 k b

l.3 k b

1 2 k b ■翳

; 3 よ

~

二三章 毎

U P N 8 U P N l O U P N l l
1 2 1 2 1 2

穏蟄

U P N l l

U P N 17

1 2 1

T B U

U P N 1 8

1 2 1 2

P M N T B

F i g ･ 8 ･ C lo n ality a n a ly si s of C y A- tr e a t e d A A p a ti e n t s . T h e

･ P
r O b e s u s e d f o r cl o n a l a n al y sis a r e i n di c a t e d i n th e l ef t of

C O r r e S P O n d i n g b l o ts ･ (A ) S o u th e r n b l o ts of 7 p a ti e n ts

( U P N 5 t o U P N l l) i n r e mi s si o n s h o wi n g a p oly cl o n al

p at te r n ･ I n P G K a n al y sis , 1 a n e l s h o w s B glI p oly m o r p his
-

m
,
a n d l a n e 2 th e r e s u lts of s u b s e q u e n t H p a II d ig e s ti o n .

I n H P R T a n al y sis , 1 a n e l s h o w s B a m H I p oly m o r p h is m , a n d

l a n e 2 th e r e s ult s of s u b s e q u e n t H p aII o r H h aI di g e s ti o n ･

I n M 2 7β a n al y sis , l a n e l s h o w s P s tI p oly m o r p h is m , a n d

l a n e s 2 a n d 3 sh o w th e r e s ult s of s u b s e q u e n t M sp I

a n d H p aII di g e sti o n , r e S p e C ti v el y . (B ) S o u th e r n bl o ts of 2

p a ti e n t s ( U P N 1 7 a n d U P N 1 8) r ef r a c t o r y t o C y A th e r a p y
Sh o wi n g a m o n o cl o n a ,1 p a tt e r n i n P B P M N (P M N ) , W h e r e a s

T c ell s ( T ) a n d b u c c al m u c o s a c ells (B U C C A ) s h o w a

p oly cl o n al p a t t e r n . I n U P N 1 7
,
1 a n e l sh o w s B st XI

p oly m o r p h is m , a n d l a n e 2 s h o w th e r e s u lts of s u b s e q u e n t

H p a II di g e s ti o n ･ I n U P N 2 1
,
l a n e l s h o w s B glI p oly m o r

-

p hi s m , a ･ n d la n e 2 th e r e s ult s of s u b s e q u e n t H 如ⅠI

d ig e sti o n .
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ナ
ー 由来が確認 され た ･ 造血 状態の 回 復が遅延 し不 完全であ っ

たため ,
ドナ

ー P B P M N と72 日目 の 患者の P B P M N に つ い て

p G K プ
ロ ー ブを 用 い て ク ロ ナ リテ ィ の 解析 を 行 っ た ･ 因 7B

に 示すよ うに ドナ
ー D N A は 多 ク ロ ー ン 性 パ タ

ー

ン で あ っ た

が
,
患者の D N A で は H p aII で消化後 1

･3 k b の バ ン ドが消失 し

てお り , 単 ク ロ
ー

ン 性 パ タ ー ン と判定 され た ■

IE .
C y A を投与 L たA A 患者に お け る解析

1 .
ク ロ ナ リテ ィ の 解析

女性 A A 患者13 例全員(
U P N 5 - 1 5

,
1 7

･
1 8) が 3 つ の 遺伝子

のうち少なく とも
一

つ に お い て ヘ テ ロ 接合体で あ っ た た め , ク

｡ ナ リ テ ィ の 解析が 可 能で あ っ た .
サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グの 結

軋 C y A に 反応 した 7 例(U P N 5
- 1 1) の 患者は すべ て 多 ク ロ ー

ン 性 パ タ
ー

ン を示 した (図 8 A) ･ C y A の 反応 しなか っ た 6 例 の

うち 2 例( U P N 1 7 , 1 8) の P B P M N ほ単 ク
ロ

ー

ン 性 パ タ
ー

ン を

示 した . この 2 例 の T 細胞お よ び頼粘膜細胞を 同様の 方法 で

検討 した と こ ろ P B P M N とほ 対照的に ,
多 ク ロ ー

ン 性 パ タ ー

ソ で あっ た (図 8 B) .

2 . G P トア ン カ
ー 蛋白発現に 関す る検討

C y A を 投与 した A A 患者で 検出 され た G PI ア
ン カ ー 蛋白陰

性の P B P M N の 割合を 表3 に , また 代表的な ヒ ス ト グ ラ ム を

図9 に 示 した . 正 常人 コ ン ト ロ
ー ル2 3 例 に お い て C D 1 6 ･ C D 55 ,

C D 5 9 陰性 P B P M N の 割合は そ れ ぞれ 0 ･5 ±1 ･0 % (平均値 ±標

準偏差) , 0 .2 士0 .4 %
,
0 .5 士0 ･8 % で あ っ た ･ 同 時 に 解 析 し た

P N H 患者( U P N 21) で はそ れぞれ9 9 % , 1 0 0 % , 9 9 % で あ っ た ･

これらの P N H 患者で も , 陽性 コ ン 1ト ロ
ー ル と して 検索 した

G PI ア ン カ
ー

膜蛋白 に属 さな い C D l l b は正 常 に 発現 して い た

(図 9 B) . A A 患者25 例の うち24 例の P B P M N は C D 1 6 , C D 5 5 ,
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C D 5 9 の す べ て を 正常 に 発現 して い た が ,
C y A 反応群 の 1 例

(U P N 4 0) で , C D 1 6 , C D 5 5 , C D 5 9 陰性 P B P M N が そ れ ぞ れ

12 % ,
11 % ,
1 2 % 検出 され た (図 9C) . こ の 患者 で は C y A 投与

前 よ り16 % の C D 1 6 陰性 P B P M N が 認め られ て お り
,
C y A 療

法開始後 4 年間を 経た 解析時 に お い て も P N H ク ロ ー

ン の 割合

は増加 して い な か っ た ∴ また
, 同時 に 調べ た単球 でも C D 5 5 陰

性細胞 が12 % , 同 じく G PI ア ン カ ー

膜蛋白で ある C D 1 4 の 陰性

細胞が16 % と P B P M N と ほ ぼ 同様 の 結果を示 した .

考 案

血液疾患患者の 造血 ク ロ ナ リ テ ィ の 解析ほ , 従来 よ り Ⅹ 染

色体 上 の 遺伝子産物 を利用す る こ と に よ り 行わ れ て き た .

F ialk o w ら
2 5}
ほ グ ル コ ー

ス 6 リ ソ 酸 脱 水素 酵素 (gl u c o s e

6- P h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e , G 6 P D) の ア イ ソ ザ イ ム の 多塑性を

利用する こ と に よ り , 女性 C M L 患者 の 造血 が 単ク ロ ー

ン 性で

ある こ と を 初め て 示 した . しか し
,
G 6 P D に 関す る ヘ テ ロ 接合

体ほ 黒人女性 の 極 一 部に しか み られ な い た め応用範囲が限 られ

て い た . 近年 ,
D X S 2 5 5 領域 ( M 2 7β) , P G K , H P R T 遺伝子 な ど

の ヘ テ ロ 披合体の 割合が高 い 遺伝子を用 い た造 血 ク ロ ナ リ テ ィ

の 解析方法が考案 され , 血 液疾患 に も応用 され る よ う に な っ

た
御 用 )

. 著者は こ の 3 つ の 遺伝子 を 利用す る こ と に よ り, 血 液

疾患患者38 例中37 例(97 .4 % ) が 少なく とも
一 つ の 遺伝子 に つ い

て ヘ テ ロ 接合体で あ り , 3 6 例 (9 4 .7 % ) で ク ロ ナ リ テ ィ の 解析が

可能 で ある こ とを 示 した . 各遺 伝子 の ヘ テ ロ 接 合体 の 割合ほ

M 27β で77 . 1 % ,
P G K で59 . 3 % , H P R T で5 0 . 0 % で あ っ た .

T s u g e ら
26)
は 日 本 人 を 対象 と し た 解析 で ,

M 2 7β, P G K ,

H P R T の ヘ テ ロ 接合体ほ それ ぞれ94 % , 4 0 % ,
4 4 % で あ っ た と

報告 した . F r a s e r ら
2T}

は 女性 の93 % が M 2 7βの 解析で ヘ テ ロ 接

合体 で あ っ た と して い る . 著者の 解析 でほ M 27β の ヘ テ ロ 接合

体の 割合ほ こ れ らの 報告よ り低い うえ 巨 玖匝ⅠⅠ 消化後 に 3 バ ン

ド パ タ ー

ン を示 す例 や 〟♪αⅠⅠ で 消化 され な い 例 が ヘ テ ロ 接合

体の30 . 8 % に 認 め られ たた め , 実際に M 2 7β で解析 可能 で あ っ

た の は52 . 9 % に 過 ぎな か っ た . G al e ら
28) は

, 白血 病患者の54 %

で
,
D X S 2 5 5 領域 の メ チ ル 化 が 過剰 に 起 こ っ て い る た め に

H p aII で消化 で き なか っ た と報告 して い る . A A や M D S 患者

の D X S 2 5 5 領域 で も こ の よう な メ チ ル 化が 起 こ っ て い る 可 能

性がある .

疾患別 で は ,
A A 患者18 例中15 例(83 .3 % ) の 造血 は多 ク ロ ー

ン 性で あ っ た が ,
3 例 (1 6 .7 % ) は 単 ク ロ ー

ン 性で あ っ た . こ の

3 例( U P N 1 6 -

1 8) ほ い ずれ も重症 A A で , 解析時 に ほ P N H

や M D S を 疑わ せ る所見ほ無か っ た が , 初診時 よ り形態異常の

は っ きり しな い 低形成性の M D S で あ っ た 可能性 や , A A か ら

M D S な ど単 ク ロ ー

ン 性疾患 へ 移行す る過程であ っ た 可 能性 が

ある . これ らの 患者は A A に対す る治療 に は反応 しな か っ た .

掛 こ U P N 1 7 ほ 一

卵性双 生児の ドナ ー か ら 計 3 回 の B M T を

行 っ た に もか か わ らず造血能 の 回 復は得 られな か っ た . ま た
,

A A/ P N H 症供群の う ち解析 で きた 2 例 ほ単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー

ン を 示 した . こ の 2 例は , 後 に 行 っ た G PI ア ン カ ー

蛋 白の 解析

で
,
P B P M N の9 9 % 以上 が P N H ク ロ ー

ン で あ っ た こ とか ら ,

当然の 結果 と考え られ る . M D S で は11 例中4 例 (36 .4 % ) が 多

ク ロ ー

ン 性 パ タ ー ン
, 7 例(6 3 .6 % ) が単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を

示 した . M D S で 多 ク ロ ー

ン 性 パ タ ー ン を 示 した 4 例 ( U P N

2 3 - 2 6) は い ずれも染色蕗異膚せ座わない 非寛解時 の R A で

あ っ た . R A で は 7 例 中4 例 (57･､1 % ) と高頻度 軋 多 ク ロ ー

ン 性

パ タ
ー

ン を 示 し た 事 に な る ･ 唐 沢 ら
29)
ほ R A 9 例 中 3 例

(33 ･3 % ) に∴ J a n s s e n ら
4)
は R A 4 例 中 1 人 例 (25 %) に

,

T eff e ri ら
5)
は R A 5 例中1 例(20 % ) に 多 ク ロ ー

ン 性 パ タ ー ン が

認め られ た と報告 して い る . R A ほ 芽球増加 の な い M D S の 叫

群で ある と定義 され て い る ･ こ の ため 染色体異常の 無 い 場乳

診断ほ血 球系統の 形態異常の み に 拠 っ て い る . R A で 多 ク ロ _

ソ 性 パ タ ー

ン を 呈 する 例が多 い の は , 形態異常の 所見 を取り過

ぎて , 多 ク F･ - -

ン 性疾患 を単 ク ロ ー

ン 性疾患と 誤認 して い るた

め と 考え られ る ･ ある い ほ ▲ M D S の 異常 ク ロ
ー

ン が あ っ て も,

正 常 ク ロ ー ン と モ ザ イ ク 状態 と な っ て い るた め
, 典型的な単ク

ロ
ー

ン 性 パ タ
ー

ン を 呈 さなか っ た 可 能性もある . M D S と 診断

され たも の の う ち染色体異常 を示 す 3 例 ( U P N 2 8 , 2乳 33) ほい

ずれ も単 ク ロ ー

ン 性パ タ ー

ン を示 した . ま た A M L ･ P V ･

C M L

ほ こ れ ま での 報告
3)30 )

どう り単 ク ロ ー

ン 性 パ タ ー ン を 示 した .

B M T 後の 症例 が単 ク ロ ー

ン 性造血 を呈 した 原因の
一

つ に
,

患者の 原疾患が急性転化期の C M L で あ り移植前の 腫瘍量が多

く t また 既 に 骨髄の 線維化があ っ たた め ,
ドナ ー の 十分量の造

血 幹細胞 の 生羞が妨げ られ た こ と が考え られ る . ま た , 赤血 球

を 除く 目的で ドナ ー 骨髄 を繰返 し遠心 した た め に
, 増殖能を有

する造血幹細胞の 数が 減少 し, そ の 結果単 ク ロ ー

ン 性 の 造血 と

な っ た可 能性が ある . こ の 症例 の 経験か ら , 単 ク ロ ー

ン 性造血

に 至る よ うな 少数の 造血 幹細胞 の 移植 で は B M T 後 の 造血再構

築は 不完全で あり , 長期間
, 造血 を維持する こ と は 困難で ある

可 能性が示 され た . B M T 後の 生者不全患者 に ドナ ー 由来の 単

ク ロ ー ン 性造 血 が 証 明 さ れ た 場合 に は , 速や か に 2 回 目 の

B M T を 施行す べ きで あろう
31)

.

C y A に 反応 した 7 例の 女性 A A 患者の P B P M N はすべ て多

ク ロ ー

ン 性 パ タ ー

ン あ っ た が
, 無反応群の 女性 A A 患者 6 例中

2 例 (33 .3 % ) が 単ク ロ ー

ン 性 パ タ ー

ン を示 した .
こ の うち の 1

例(U P N 21) は C y A 投与前か ら単 ク ロ ー

ン 性 パ タ ー

ン を 示 して

い た .
こ の 2 例 の T 細 胞お よ び頼粘膜細胞 が多 ク ロ ー

ン 性パ

タ ー

ン で あ っ た こ とか ら
,
P B P M N で み られ た バ ン ドの 偏りは

生理 的な もの でな く , 後天 的に 起 こ っ た 単 ク ロ ー ン 性造血 の結

果 と 考 え ら れ る . v a n K a m p ら
32)
は A T G に 反 応 し た 女性

A A 患者11 例 中7 例(63 .6 % ) に 単 ク ロ ∴ -

ン 性 パ タ ー

ン が 認めら

れ た と 報告 し て い る . 彼 ら の 結 果 を カ プ ラ ン ･ マ イ ヤ ー

(K a pl a n - M e y e r) 法
33)

で解 析す る と A T G 療法を 受けた A A 患者

の85 % が 7 年間 で単 ク ロ ー

ン 性 の 造血 状態 に 至 る と 推定され

る . 本研究の C y A 反応群 の 女性 A A 患者 7 例 を 同様に 解析す

る と t 7 年 間で単 ク ロ
ー

ン 性造血 に 至 る危険性 ほ 0 % で ある .

両 者を ロ ン グ ラ ン ク (l o n g - r a n k) 検定 で 比較する と ,
A T G に反

応 した女性 A A 患者の 方が単 ク ロ ー

ン 性 パ タ ー ン を 示 す危険

性が有意 に 高 い と い う こ と に な る (p < 0 .0 0 1) . こ の よ うに 単ク

ロ
ー

ン 性造血 の 危険性に 差が み られ る こ と の 原 因と して , ヨ ー

ロ ッ
パ の A A 患者と 比較 して 日本 の A A 患者 で は ,

より多く

の 幹細胞 が残存 して い るた め
, 少数の 幹細胞 に よ る造血 の 構築

の 機会が少な い 可 能性や
,
日本 の A A 患者で は単 ク ロ

ー

ン 性造

血 に 至る よ うな 幹細胞の 質的異常 を持 つ 例が少 な い 可 能性 など

が 考え られ る . ある い は ,
C y A と A L G/ A T G に 反応 した患者

間で ほ
,
回復 した 造血 に 質的 な 相違が ある の か も しれ な い .

C y A に ほ , A L G/ A T G あるい ほ 副腎皮質 ス テ ロ イ ドに 見られ

る よ うな 造血革細胞に 対する直接的な刺激作用 は報告 され てい

な い . こ の た め
, 真に 免疫学的磯序 が関与 し た.

A A の みが

C y A に 反応す る 可能性が 計る即
軋
∴ ご れ に 対 して ,

A L G/ A T G



造血障害 と造血 ク ロ ナ リ テ ィ 19 3

は造血不全 の 機序と は無関係 に顆粒球
･ マ ク ロ フ ァ

ー

ジ コ ロ

ニ ー 刺激因子 の 塵生 を介 して 少数の 造血 幹細胞を刺激 し増殖 さ

せ る こと が できる た め ,
単 ク ロ ー

ン 性造血 に 至 る磯会が多 い の

かも しれ な い
36)

サ ザ ン プ ロ ッ トに よ る ク
ロ ナ リ テ ィ の 解 析ほ 感度が低 い た

め
,
単ク ロ

ー

ン 性に 増殖 して い る細胞 が少数 の 場合に は , 異常

と してと らえ る こ と が できな い . 近 年, P N H の 診断法と して ,

F C M 法に よ る G P I ア ン カ
ー 膜蛋白欠損の P N H ク ロ ー ン の 検

出が行わ れ る よ う に な っ た
か 15)

･ こ の 方 法は 酸性溶血 試験や

シ ョ 糖溶血試験と 比 べ て 感度が 高く I
P N H の 極 初期 で あ っ て

も少数の P N H ク ロ
ー ン を 検出す る こ とが で き る･ C y A で 治療

した A A 患者に P N H へ の 進展の 前兆が み られ るか どうか 明ら

か に するた め , G P I ア ン カ
ー 膜蛋 白の 発現を解析 した と こ ろ ,

U P N 4 0 以外 の す べ て の 患 者 の P B P M N で C D 1 6 , C D 5 5 ,

C D 5 9 は い ずれ も正常 に 発現 して い た . しか し U P N 4 0 で は
,

C y A 投与開始前 よ り C D1 6 陰性の P B P M N の 存在 が確認され

て お り,･ こ の 陰性細胞の 割合 は投与開始後4 年を経た 解析時で

も不変であ っ た . した が っ て A A 患 者 に 対す る C y A 療法 が

P N H ク ロ
ー

ン の 発 生を 促す , ある い は 既 に 存 在す る少数 の

P N H ク ロ
ー

ン の 増殖を 促進す る可能性は少な い と考 え られ る .

A A 患者が少数の G PI ア ン カ
ー

蛋 白陰性細胞 を持 っ て い る場

合, 将来臨床的な P N H に 進展す る可 能性が高い こ とが 予想さ

れる
15)

. ク ロ ナ リ テ ィ の 解析結果と合わ せ る と ょ 今 回解析.した

C y A 投与後 の A A･ 患者で は P N H を 発症す る危険性 は低い と

考え られ る .

D e P l a n q u e ら
12)
は2 0 9 例の A A 患者 に お い て A T G 投 与後 7

年間で の 臨床的な P N H , M D S
･

A M L の 発症率は そ れ ぞれ13 % ,

1 5 % で あると 推定 した . T i c h elli ら
Il)
は1 0 3 例 の A A 患者に おい

て A L G 投与後8 年 間で の 臨床的な P N H ･ M D S ･ A M L の 発症

率は57 % であ ると推定 した .

一

方 , 著者 の 解析 した A A 患者

25 例の う ち
,
C y A 投与後7 ケ月 か ら12 年 (中央値23 ケ月) を 経

た現時点で臨床的な P N H ･

M D S
･ A M L を 発症 した もの は 1 例

もい ない . 本研究で は観察期間が短 い ため ,
P N H ･ M D S ･ A M L

の 発症率に つ い て , 上述 の A L G/ A T G に 関する ヨ ー ロ
ッ
パ の

研究と比較す るの は 困難 である . しか し
,
C y A 反応群の 解析に

おい て , 単ク ロ ー

ン 性 パ タ ー

ン が 認め られ なか っ た こ と , G P I

ア ン カ ー 膜蛋白陰性細胞 が存在 しな か っ た こ と , さ ら に C y A

投与前に 少数存在 した 陰性細胞が投与後 4 年 の 時点で 増加 しな

か っ た こ と な どか ら , C y A に 反応 した A A 患者 で は P N H ,

M D S
,
A M L な ど単 ク ロ

ー

ン 性疾患 を発症す る危険性 は少 な い

と考え られ る .

以上 の よ う に ,
X 染色体関連遺伝子 の 不 括化現象 と D N A の

長多型を 用 い た ク ロ ナ リ テ ィ の 解析ほ 女性血液疾患患者お よび

B M T 後患者の 造血 の 質を 評価す る上 で非常に 有用 で あ っ た .

特に染色体異常を伴わ ない R A と
,
C y A 療法を受 けた A A に つ い

ては臨床上有用な興味深い 知見が得 られた . 今後症例数を増や

すとともに
, 長期 に渡っ て 経過を 観察する こ と に よ り造血不 全

患者の 病態が さ らに 明 らか に な ると 思わ れる .

結 論

女性各種血液疾患患者, B M T 後造血 能回 復が遷延 した患者 ,

および C y A 投与 A A 患者 に対する造血 ク ロ ナ リ テ ィ の 解析

と
, C y A 投与.

. A A 患者に
つ い て の G PI ア ン カ ー 膜蛋白発現 の

解析に よ り以下 の 結果を得た .

1 . 女性患者38 人に つ い て D X S 2 5 5 領域遺伝子 ,
P G K 遺伝

子 ,
H P R T 遺伝子 を 用い て造血 ク ロ ナ リ テ ィ の 解析を行 っ た と

こ ろ38 例中37 例 (97 .4 % ) が い ず れ か の 遺伝子 で ヘ テ ロ 接合 体

で
,
3 6 例 (9 4 て% ) で ク ロ ナ リ テ ィ の 判定が可 能で あ っ た . 3 つ

の 遺伝子を 利用 す る こ と に よ り大多数の 症例で解析 が可 能と 考

え られ た .

2 . A A 患者18 例中 3 例 (16 .7 % ) が単 ク ロ ー ン 性 パ タ ー ン を

示 した が ,
こ の 3 例は 形態異常 に 乏 しい 低形成性 の M DS , あ

る い ほ A A か ら M D S の よう な単 ク ロ ー

ン 性疾患 へ の 移行過程

で あ っ た 可 能性 がある . ま た , M D S 患者11 例 中4 例(36 .4 % ) が

多 ク ロ ー

ン 性 パ タ ー

ン を示 した . こ の 4 例の 骨髄所見はい ずれ

も形態異常が軽敏な M D S ( R A ) で , 染色体異常 を伴わ なか っ

た . A A と診断すべ き多 ク ロ ー ン 性 の 造血障害を形態異常 の み

か ら M D S に 分類 してい た 可能性があ る .
こ れ に 対 して A A/

P N H 症候群 ,
A M L , P V , C M L ほ い ずれ も単 ク ロ ー

ン 性 パ タ ー

ン で あ っ た .

3 . B M T 後 ,
ドナ ー 骨髄の 生者が確認 され た もの の 造血 回

復が 著 しく遅延 した患者に つ い て 造血 ク ロ ナ リ テ ィ を 解析 した

と こ ろ
, 単 ク ロ ー ン 性パ タ

ー

ン が 確認 さ れ た .
こ の 患者 は

G - C S F 投与 に もか かわ らず, 汎 血 球減少が進行 し, B M T 後

19 3 日 目に 真菌感染の ため 死亡 した . B M T 後 に 生者が 確認され

た 場合でも , 造血能 が悪く単 ク ロ ー

ン 性 造血 を 示 した 場合 に

は
一 道血 の 再構築が不 完全に 終わ る可 能性がある の で , 再移植

が 必要と思わ れ た .

4 . C y A で 治療 した25 例の A A 患者 (女性1 3 例 , 男性1 2

例) の うち C y A 反応群の 女性患者 7 例の 造血 ほ い ずれ も多 ク

ロ ー

ン 性 で あ っ た が ,
C y A 無反応群の 女性患者 6 例 中 2 例 の

造血 ほ 単ク ロ ー ン 性 であ っ た . こ の 2 例 の う ち の 1 例ほ C y A

投与前の 解析でも単 ク ロー- → ン 性で あ っ た .

5 .
C y A で治療 した25 人の 患者に お ける G PI ア ン カ

ー 膜蛋

白の 発現は反応群の 1 人 を除く全員で 正 常で あ っ た . こ の 患者

は
,
C y A 投 与 前 に す で に G P I ア ン カ ー 膜 蛋 白 陰性 の

P B P M N が 少数 み られ ,
C y A 投与後 4 年を 経た 時点 で も 増加

傾向は な か っ た .

6 . C y A を投 与 した A A 患 者 の う ち , 現 時点 で 臨床的 に

P N H , M D S , A M L な どの 単ク ロ ー

ン 性疾患 を発症 した も の は

無 く , C y A 投与患者 , 特に C y A 反応群で は A L G/ A T G で 治

療 した 患者と比較 して 単 ク ロ ー

ン 性 疾患 を発症す る危険性ほ少

な い 可 能性 がある . た だ し
,
正 確な 比較 の た め に は C y A 投与

患者 の 長期的経過観察が必 要 で ある .

7 . X 染色体関連遺伝子不 括化現象と D N A の 長多型を 用 い

た ク ロ ナ リ テ ィ の 解析は女性血液疾患患者お よ び B M T 後患者

の 造血 の 質を評価する上 で 極め て 有用 であ ると考 え られ た .
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, G a r tl e r , S ･ M ･ & Y o s h id a

,
A ･ :

Cl o n al o rigi n of c h r o n i c m y el o c ytic l e u k e m i a i n m a n ･ P r o c ･

N a tl. A c ad . S ci . U S A , 5 8 , 1 4 6 8
-1 4 71 (1 9 6 7) ･

2 6) T s u g e , Ⅰ･ , K o ji m a , S ･
,
M a t s u o k a

,
H ･

,
A b e , T ･

,

K a m 8 C hi , Y .
,
T o rii

,
S . & M a t s u y a m a , T .

: Cl o n al h a e m a t o-

p oie si s in c h ild r e n w it h
a c q uir e d a pl a sti c a n a mi a ･ B r ･ J ･

H a e m a t ol . , 8 4 , 1 3 7
-1 4 3 (1 9 9 3) ･

27) F r a s e r , N . J ･
,
B o y d , Y ･ & C r ai g , Ⅰ･ : I s ol a ti o n a n d

c h a r a c t e ri x a tio n of a h u m a n v a ri a bl e c o p y n u r n b e r t a n d e m

r e p e a t a t X c e n- p l l ･2 2 ･ G e n o m i c s , 5 , 1 4 4T1 4 8 (1 9 8 9) ■

2 8) G al e , R . E .
,
W h e a d o n

,
H ･

,
G ol d s t o n e

,
A ･ H ･

,

B u r n e tt A . K . & L i n c h D . C . : F r e q u e n c y of cl o n al

r e m i s si o n i n a c u t e m y elo id l e u k a e mi a . T h e L a n c e t , 3 4l ,

1 3 8 -1 4 2 (1 9 9 3) .

2 9) 唐沢正光 , 小峰光博 : M D S に おけ る ク ロ
ー

ン 性造血 . 医

学の あゆ み ,
1 6 0 , 2 7 4-2 7 8 (Ⅰ99 2) ･

30) A n g e r , B .
,
J a n s s e n

,
J . W . G .

,
S c h r e 2: e n m ei e r

,
H ･

,

H eh l m a n n , R .
,
H ei m p el , H . & B a r t r a rr L , C . R . : C l o n al

a n aly si s of c h r o ni c m y el o p r olif e r a ti v e di s o r d e r s u s l n g X
-1i n k e d

D N A p oly m o r p hi s m s . L e u k e mi a , 4 , 2 5 8
- 2 61 (1 9 9 0) ･

3 1) B o l g e r , G . B .
,
S u11i v a n

,
K . M .

,
S t o rb

,
R ■

,

W ith e r s p o o n , R . P .
,
W ei d e n

,
P . L .

,
S t e w a r t , P . , S a n d e r s ,

P .
,
M e y e r s , J . D .

,
M a r ti n , P . J .

,
D o n e y , K . C .

,
D e e g , H .

J .
,
C lif t

,
R . A .

,
B d c k n e r

,
C . D .

,
A p p elb a u r n , F . R . &

1 9 5

T h o m a s
,
E . D . : S e c o n d m a r r o w i n f u si o n f o r p o o r g r af t

f u n c ti o n a .f t e r all o g e n eic m a r r o w tr a n sp la n t ati o n . B o n e

M a r r o w T r a n s pl a n t . , l , 2l-3 0 (1 9 8 6) .

3 2) v a n K a m p , H .
, L a n d e g e n t , J . E .

,
J a n s e n

,
R . P . M .

,

W ill e m z e
,
R . & F i b b e

,
W . E . : C l o n al h e m a to p oi e si s i n

p ati e n ts wi th a c q uir e d a pl a sti c a n e m i a . B l o o d , 7 8 , 3 20 9
- 3 21 4

(1 99 1) .

3 3) K a pl a n , E . L . & M ei e r , P . : N o n p a r a r n e t ri c e s ti m ati o n

王r o m in c o m pl e t e o b s e r v a ti o n . J . A m . S t a t . A s s o c .
,
5 3

,
4 5 7 -4 81

(1 9 5 8) .

3 4) H o n m a , Y .
,
K a s u k a b e

,
T .

,
O k a d a

,
J . & H o z u m i

,

M . : Gl u c o c o rti c oid bi n di n g a n d m e c h a n is m of r e si s ta n c e i n

S O m e Clo n e s of m o u s e m y el oid le u k e m i c c elI s r e sis t a n t t o

i n d u c ti o n of diff e r e n ti a ti o n b y d e x a m e th a s o n e . J . C ell .

P h y si o L 9 3 , 2 27- 2 36 (1 9 7 7) .

3 5) H u n t e r , R . F .
,
M ol d

,
N . G . , M it ch ell , R . B . &

H u a r l g , A . T . : D iff e r e n ti a ti o n of n o r m al m a r r o w a n d H L 6 0

C ells i n d u c ed b y a n tith y m o c yt e gl o b uli n . P r o c . N a tl . A c a d .

S ci . U S A
,
S 2

,
4 8 2 3 -4 8 2 7 (1 9 8 5) .

3 6) N i m e r , S . D .
,
G o ld e

,
D . W .

,
K w a n

,
K .

,
Le e , K . ,

C l a r k
,
S . & C h a m pli n , R . : I n vi tr o p r o d u c ti o n of g r a n ul o

p

C yt e- m a C r O P h a g e c oI o n y
.

sti m ula.
ti n g f a c t o r i n a pl a s tic

a n e m i a : P O S Sib le m e c h a nis m s of a c ti o n of a n tith y m o c y t e

gl o b u li n . B lo o d , 7 8 , 1 6 3
-1 6 8 (1 9 91) .

S t u d ie s o n H e m at o p oie tic C 1 0 n alit y i n P atie nt s wi t h H e m a t o p oietic D is o r d e r s: An aly sis b y U si n g I n a ctiv atio n of

X ･1i n k e d G e n es a n d D N A F r a g m e rLt L e n gt h P oly m o r p h is m M a s ak i Y am a g u C hi , D e p ar t m e n t Of I nt e m al M e dici n e

( Ⅲ) , S ch o ol of M e dici n e , K a n a z a w a U ni v e rsity , K a n a z a w a 9 2 0
- J . J u z e n M e d S ∝ .

,
1 0 3

,
1 8 3

-

1 9 6 ( 19 9 4)

K e y w o r d s cl o n ali ty , M 2 7 β, p h o sp h o g l y c e r at e k i n a s e , h y p o x a n thi n e p h o sp h o ri b o s yl tr an Sf e r as e , g l y c o s yl p h o s
-

p h a ti d yli n o sit ol
- an C h or e d p r ot ei n

A b st r a ct

It is i m p o rt an t f or l ay l n g th e li n es of tr e at m e n t f or dle P a ti e n ts w i th h e m a tol og i c di s e a s e s a n d p r ed i c h n g a p r Og n O Si s t o

d et e rm i n e w h e th er th ei r h e m a t op o l e ti c c o n stit u ti o n is m o n o cl o n al o r p ol y cl o n al ･ T o cl a ri fy th e s lg ni fi c a n c e of d e ter m in l n g

S u Ch h e m at o p o letic cl o n ali ty , h e m at op o l e ti c c e11 s w e r e an aly z e d f or cl o n ali ty l n p a ti e n ts w ith h e m at o p o l e ti c f ai l u r e s y n
-

d r o m e s an d p ati e n ts w i th h e m a tol og lC m ali g n an Ci e s w h o w e r e s u s pe C ted t o h a v e m o n ocl o n al h e m at o p o l e Si s ･ n e y C O n Si st ed

Of 3 8 fe m al e p a ti e n ts: 1 9 apl a s ti c an e m i a ( A A) , 3 A A/p ar O X y S m al n ∝ tu m al h e m o g1 0b i n uri a ( P N H) s ym d r o m e , 1 1 m y el od y s
-

pla stic sy n dr o m e ( M D S) , 3 a c u te m y e1 0 g e n O u S l e u k e m i a ( A M L) , 1 p oly c y th e m i a v e r a ( P V) , an d l c h r o nic m y el o g e n o u s

l e u k e m i a (C M L) . Cl o n ality an aly si s w a s d o n e b y u sin g a D N A l e n g th p ol y m o rp hi s m an d i n a c ti v a ti o n of th e 伽 e e X
-1i n k e d

g e n e s of D X S 2 5 5 1 ∝ u S ( M 2 7 β) , P h o sp h o g l y c e r a te ki n a s e , an d h y p o 又a n th i n e p h o sp h o ri b o sy ltr an Sf e r as e ･ T 鮎rty s e v e n o
f 3 8

p a ti e n ts (9 7 .4 % ) w e re h et er o z y g o te s f or at l e a st o n e g e n e , an d 3 6 (9 4 .7 % ) w e r e e v al u a b l e fb r cl o n al i ty ･ O f 1 8 A A p a d e n ts ,

1 5 (8 3 .3 % ) s h o w e d p ol y cl o n al h e m at o p oi e sis an d th e re m a in in g 3 (1 6 ･7 % ) m o n o c1 0 n al h e m at op oie si s ･ O f l l M D S p a ti e n ts ,

4 (3 6 .4 % ) sh o w e d p oly cl o n al h e m at op oi e si s , an d 7 (63 .6 % ) m o n o cl o n al h e m a to p oi e si s ･ A ll of 4 p ati e nts w ith p ol y cI o n al

h e m a to p o l e Si s w h o h ad b e e n di a g n o s e d as h a vi n g r e 魚
･

aC t O ry an e m i a b y F r e n c h
- A m eri c an - B ri ti s h cl a ssifi c a ti o n h a d m il d m o r -

ph ol o gi c al ab n o rm aliti es w i th o u t c hr o m o s o m al a b n o rm ali d es . A ll p atie n ts w i th A A P N H sy nd r o m e , A M L , P V , an d C M L

Sh o w ed m o n ∝lo n al h e m at op o le Sis ･ An al 1 0 g e n eic m ar r O W tr a n Sp l an t r eC IP l e nt W i th C M L i n bla sti c c ri sis wi th slo w re c o v er y

Of d o n or -d eri v e d c ells als o e x hib it ed m o n o cl o n al h e m at op ol eSis ･ It w as t h e re fb r e s u g g e ste d th at h e m a to p oie ti c r e c o n sti tu ti o n

m a y b e in c o m pl et e by a s m al 1 n um b er of h e m at o p o leti c st e m c ell s le a d in g t o m o n o cl o n al h e m a t op ol e Sis ･ E x pr e s si o n o f g l y
-

C OS yl
-

Ph o sph a ti d ylin o sit ol (G PI)
r an C h or ed m e m b r an e Pr Ote in ( C D 1 6 , C D 55 , an d C D 5 9) b y n o w c y t o m etr y a s w ell as cl o n al

-

ity of h e m at o p oi e sis･ W aS al s o an al ys ed o n pe ri p h e r al bl o od p o
ly m o rph o n u cle ar le uk ∝ yt e S (P B P M N) of 2 5 c y cl o sp ori n e A
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( C y A)
- b

･

e ate d A A p ati e n ts i n cl u d i n g 1 2 m al e p ati e n ts , tO d e te rm in e w h e th er i mm un O S u P P r e S Si v e th er 叩y O f A A i s a ss o ci a ted

wi th an i n cr e as e d ri sk o f d e v el op m g cl o n al dis o rd e rs s u c h as P N H an d M D S ･ E x c e pt fb r 2 p a ti e nt s r e fr a ct o ry t o C y A th er a
-

P y , all C y A
- tr e at ed ft m al e p a ti e n ts sh o w ed p oly cl o n al h e m at o p oi e sis ･ G P I

- an C h or e d m e m br an e p r Ot ei n s w er e n or m all y

e x pr e ss e d i n a11 C y A
-tr e a ted p ati e n t s e x c e pt f o r o n e C y A

- r e SP O n Si v e m al e p a ti e n t w h o h ad a s m all p r op o rti o n of G P I -

a n c h or e d m e m b r an e pr Ot e in
- n e g ati v e P B P M N b ef o r e C y A th er ap y .

′

m e p r o p orti o n re m ai n ed un C h an g ed 4 y e 鱒S aft er C y A

th er ap y ･

r

m e S e 血d in g s s u g ge st th at C y A
- tre at ed A A p ati e n ts , e S pe Ci al 1y th o s e r e sp o n siv e t o C y A th e r ap y m ay n ot h a v e a

Sig ni丘c an t risk of d e v el o pl n g Cl o n al di s o rd e rs ･ F r o m th e s e re s ults , d et e rm 1n l n g Cl o n ality of h e m at op o le Sis w as c o n sid e r ed to

b e i m p or t an t in un d e rs t an di n g th e p a d l OP h i si ol o gy o f h e m a t op ol ed c di s ord er s an d c h o o s m g th e ap pr op ri at e th er a p y f b r th e m ･


