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同種骨髄移植 ( all o g e n ei c 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 の キ メ リズ ム (血 液細胞の ドナ
ー 型 へ の 転換) を確認

し
,
か つ 残存 ホ ス ト細 胞の 有無 を検討す る た め ,

Y 染 色 体特異 的反復 D N A (Y ch r o m o s o m e- S p e Cifi c r e p e titiv e D N A ,

Y D N A ) と高多塑性反復配列構造( v a ri a b l e n u m b e r of t a n d e m r e p e a t , V N T R) の D N A 長の 多型性を マ
ー カ ー

と して , 当院で

B M T を うけ た18 症例 に つ い て血 液細胞 の 起源を検索 した . 女性の ドナ ー か ら B M T を うけた 6 例の 男性患者骨髄 に つ い て ,

Y D N A を プ ロ
ー ブ とす る ド ッ トプ ロ ッ ト法 お よび サ ザ ン プ ロ ッ ト 法で検討 した と こ ろ , 4 例に ホ ス ト細胞 の 残存 が確認 され

た .
こ の うち 3 例 で は 顆粒球 ･ マ ク ロ フ ァ

ー

ジ系造血 前駆細胞 の20 ～ 3 8 % が ホ ス ト由来で ある こ とが 示 され た .
こ の 3 例 の う

ち2 例は慢性骨髄性白血病であ っ た が , 逆転写酵素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応 (r e v e r s e tr a n s c rip t a s e- p Ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n)

によ っ て もフ ィ ラ デ ル フ ィ ア 染色体 に 特異的な b c r - a bl メ ッ セ ン ジ ャ ー R N A が検 出され な か っ た こ とか ら , 残存する ホ ス ト

細胞は正常 ク ロ
ー

ン と考え られ た . V N T R 部位増幅に よ る検索 で ほ , 検 討 した B M T 患者の 全例で ドナ ー 細胞 とホ ス ト細胞

識別が可能で あ っ た . 1 4 例中5 例に ホ ス ト細胞の 残存 が示 され た . 1 例が 拒絶の 初期 と診断され t そ の 後免疫抑制療法に よ り

寛解とな っ た . 3 例 は再発が判明 した が ,
そ の う ち骨髄異形成症候群の 1 例 は後に 2 回 目の B M T を受け寛解と な っ た . 1 例

はホ ス ト細胞の 残存を認めながら拒絶や再発の 徽侯 を認め な い ,
い わ ゆ る混合造血 キ メ ラ と考え られ た . 以上 の よ う な D N A

マ
ー

カ
ー

を 利用 した B M T 後 の 残存 ホ ス ト細胞の 検出は 王 拒絶 ･ 再発の 診断の み な らず ,
ドナ ー の 免疫担当細胞とホ ス ト細胞

間の相互作用を明らか に する うえ で きわ め て有用 と 考え られ た .

K e y w o rd s b o n e m a r r o w t r a n s pl a n t a ti o n , Y c h o r o m o s o m e
-

S p e Cific r e p e titi v e D N A , p Oly m e r a s e

C h ai n r e a cti o n
,
V a ri a bl e n u m b e r o f t a n d e m r e p e at , m ix e d h e m a t o p o l etic

c hi m e ri s m

近年 , 大 量 の 化学放射線療法 を併 用 した 同種骨髄移植

(allo g e n ei c 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) は , 再生不 良

性貧血な どの 造血 障害や造血 器 悪性腰掛 こ対す る治療法と して

確立され たもの と な っ て い る . B M T の 成否を 知る た め に は ,

B M T 後に患者の 血 液細胞の 起源 を明 らか に する 必 要が あ る .

特に ホ ス ト細胞 の 残存を検出す る こ と は ,
拒絶や 再発を早期に

診断する上で 非常に 重要 と考 え られ る .

この ような細胞の 起源 の 分析法と して は 】
こ れ まで は 赤血球

抗原や艇織適合抗原(h u m a n l e u k o c yt e a n tig e n , H L A) の 検索 ,

染色体分析な どが 用 い られ て きた . しか し
,
こ れ ら の 検査法

は
. ドナ ー 細胞 に 混 在す る少数 の ホ ス ト細胞 を検出す るに ほ感

度が低い うえ
, 検索に か な り の 細胞数を 必 要とす るた め

,
移植

後早期の 血球数 の 低い 時期に は適用 で きな い . また , 個 々 の 造

血前駆細胞 レベ ル で の 検 討は不 可能 で あ っ た .

この ような 問題点を克渡す るた め ,
D N A マ ー カ ー を 用 い た

細胞起源の 検索方法が考案 され ,
B M T 後 の キ メ リズ ム (血 液細

胞の ドナ ー 型 へ の 転換) の 証明に 用い られ て きて い る .
Y 染 色

体特異的反復 D N A ( Y c h r o m o s o m e q s p e cifi c r e p e titi v e D N A ,

Y D N A ) は 男性細胞 に の み特異的に 検出 される ため , 異性 間 の

B M T で は 有用 な マ ー カ ー

と な る
l)2)

. また , 近年 開発 され た 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 る

高多塑性反復配列構造 ( v a ri a b le n u m b e r of t a n d e m r e p e a t ,

V N T R ) 部位の D N A 長の 多塑性 の 検索は個体識別 に 非常に有

用 で ある こ と か ら
3 卜 8)

,
B M T 後 の キメ リ ズ ム の 証明 へ の 応用 が

期待 され て きた
7ト 9)

.

著者 は , B M T 後の キ メ リ ズ ム を 証明 し, か つ 残存 ホ ス ト細

胞 の 有無を検討するた め , こ れ らの 2 種類の D N A マ ー カ ー

を

用 い て B M T 後 の 血 液細胞 の 起源を検索 した .

対象お よび方法

Ⅰ . 対 象

当病院 で 造血 器悪性腫瘍蘭 よび 造血障害 の た め に B M T を 施

行 した18 症例を 対象 と した (表 1) . こ の うち17 例は H L A が
一

致 した ド ナ
p

か ら
,
登録 患者番号 ( u n iq u e p a ti e n t n u m b e r ,

A b b r e vi a tio n s : B F U - E , e r y t h r o id b u r st -f o r m in g u nit ; B M T , allo g e n ei c b o n e m ar r o w t r a n s pl a n t ati o n ; B S A ,
b o vi n e s er u m alb u mi n ; C D N A ･ C O m pl e m e nt a r y D N A ; C F U

- G M
,
C Olo n y f o r m i n g u nit 甘 a n ul o c y t e

･ m a C r O P h a g･e ;
C M L

,
C h r o ni c m y elo g e n o us le u k e m ia ; F C S , f e t al c al f s e r um ; G V H D , g r aft

-

V e rS u S
- h o s t dis e a s e ; G V L ,

g raft q v e rs u s -l e u k e m ia ; m R N A
,
m e S S e n g e r R N A ; L G F , l at e g r af t f ailu r e ; P C R , p Oly m e r a s e c h a in r e a c tio n ;



3 7 6

U P N) 8 2 の 1 例ほ H L A の 一 座位不 適合 の 父親か ら移植を受け

た . 検索時 ,
1 4 例 で は 血 液学的問題 ほ み られ ず , 完全寛解 の 状

態 で あ っ た . 4 例 ( U P N 7 6 , 7 7 , 8乙 8 3) で ほ , -
一

度回 復 した 後

に 汎血 球減少 が 進行す る晩期移植片 生者 不 全 (1 a t e g r af t

f ail u r e , L G F ) を認 め た . U P N 6 6 で は 再発 が 疑 わ れ て い た .

U P N 8 3 ほ , r l 回 目 の B M T 後に 不 応性貧血 の 再発 と診断 され

た た め
,
2 回 目 の B M T をお こ な っ た . B M T 後 の 免疫抑制療

法に は , 全例 で シ ク ロ ス ポ リ ン ( サ ン ド薬 品, 東京) と メ ソ ト レ

キ セ ー ト ( 日 本 レ ダ リ ー

, 東京) を 用 い た . 移植 片対宿主病

(g r af トV e r S u S - h o s t d is e a s e , G V H D) の 重症度は シ ア ト ル グ ル
ー

プ の 診断基準に 従 っ た
川)

.

‡ . 高分子 D N A の 抽出

移植前 ･ 後 の 患者お よ び ドナ ー

か ら ヘ パ リ ン 加末梢血 また ほ

骨髄血 を 採取 し ,
リ ソ 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 300 0 r p m で 8 分間遠心 し単核細胞を得

た .

一 部 の 患者 に つ い ては , 父
･ 母 に つ い て も同様 に 血 液を 採

取 し単核細胞 を分離 した . こ の 単核細胞か ら直接 ,
ま たほ 後 に

述べ る 条件 で 培養後以下 の 方法で D N A を 抽出 した . 分離 した

細胞を T ri s- E D T A (T E) 緩衝液(1 0 m A T ri s- 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 yl s ulf 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 ri s- H CI 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 ー ･ マ ン ハ イ ム 山之

内, 東京) を10 〟 g/ m l と な る よ うに 加え ,
3 7 ℃16 時間 で イ ン

T a bl e l . C li ni c al d a t a o n p a ti e n t s

キ ュ
ベ ー

シ ョ ソ を行 な っ た 軋 等量の フ ェ ノ ー

ル を加えて卸
衡 400 0 r p 皿 で遠心 し水層部分を抽出 した ･ 同様 の 抽出をフ ェ

ノ ー ル ･ ク ロ ロ ル ム
,
ク ロ ロ ホ ル ム の 順 で 繰 り返 し行な っ た .

つ い で10 分 の 1 量 の 3 M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム と2 . 5 倍量 の 冷エ タ

ノ
ー ル を加 え た 後, - 2 0 ℃ で 1 博 聞以上 放置 し D N A を析出さ

せ た ･ 4 00 0 r p m で1 5 分間遠 心軋 D N A の ペ レ ッ ト を回収し

70 % 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 の 回 収量を 測定 した .

Ⅲ . 造血 前駆細胞の培養

骨髄単核細胞中の 造血 前駆細胞 の 培養 は既報 の 方法で おこ

な っ た
Il)

･ 1 0
5

個の 骨髄単核細胞 を , 1 ･ 2 % メ チ ル セ ル ロ ー

ス
, 1

単位/ 血 リ コ ソ ビ ナ ン ト エ リ ス ロ ボ イ エ チ ン (中外製軋 東

京)
,
5 % フ ィ ト ヘ ム ア グ ル チ ニ ン 刺激 リ ン パ 球培養上清

(Sig m a , S t ･ L o w is , U S A )
,
1 0 % ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (b o vi ne

S e r u m alb u m i n
,
B S A ) (S ig m a) , 3 0 % ウ シ 胎 児 血 清 (f etal

b o vi n e s e r u m
,
F C S) ( M ･ A ･ B i o p r o d u c t s , M a r yla n d , U S A) を含

む イ ス コ ブ 改変 ダ ル ベ ッ コ 培 地 (I s c o v e
'

s m o difi e d D ulb e c c o
J

s

m e di u m ) (S i g m a) に 浮遊 させ 総量を 1 m l と した . こ の細胞浮遊

液 を ,
フ ァ ル コ ン♯11 0 8 培養 皿 ( B e c t o n D i c ki n s o n L a b w a re

,

N e w J e r s e y , U S A ) に 入れ ト 炭酸 ガ ス 培養器 (37 ℃ , 5 % C O 2) で

2 週間培養 した . 2 週間後に 形成 された顆粒球 ･ ÷ク ロ フ ァ ー

ジ系 造血 前駆細胞 ( c olo n y f o r m i n g u nit- g r a n ul o c yt e
･

m a C r Op-

h a g e , C F U- G M ) 由来 の コ ロ ニ
ー お よび 赤血 球糸遊 血前駆細胞

( e r yth r oid b u r sトf o r r n i n g u nit , B F U- E) 由来 の コ ロ ニ ー

を倒立顕
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A b b r e vi a ti o n s U P N
,
u ni q u e p a ti e n t n u m b e r ; A L L , a C u t e l y m p h o c yti c l e u k e m i a ; R e si st ･ , r e Si s t a n c e t o c h e m o th e r

a py ;

C M L
,
C h r o n i c m y el o g e n o u s l e u k e mi a ; A P L , a C u t e p r O m y el o c y ti c l e u k e mi a ; A M o L , a C u t e m O n O C y ti c l e u k e m i a ;

S A A ･

s e v e r e a pl a s ti c a n e m i a ; R A , r e f r a c t o r y a n e mi a ; C P , C h r o ni c p h a s e ; C R , C O m pl e t e r e mi s si o n ; A P , a C u t e p h a s e ; A
r a

- C I

c y t o si n e a r a bi n o sid e ; C Y , C y Cl o p h o s p h a m i d e ; T BI , t O t al b o d y ir r a di a ti o n ; T L I , t O t al l y m p h oid ir r a di a ti o n ; B U ･ b
u s ulf a n ;

G V H D
, g r af t

-

V e r S u S
- h o st di s e a s e ; B M T , b o n e r n a r r o w t r a n s pl a n t a ti o n ; M , m al e ; F . f e m al e ･

P h
l

,
P hila d elp hia c h r o m o s o m e ; R T

- P C R
,
r e V e r S e t r a n S Crip t a s e

-

p Oly m e r a s e ch ai n r e a c ti o n ; S D S , S O
diu m

d o d e c yl s ulf at e ; S S C , S t an d a rd s ali n e c it r a t e ; T E , T ris
q E D T A ; U P N , u niq u e p atie n t n u m b e r ; V N T R ･ V afi

able

n u m b e r of t a n d e m r e p e a t ; Y D N A , Y c h r o m o s o m e
-

S p e Cific r e p e titi v e D N A



同種骨髄移植後の 残存ホ ス ト細胞の 検出

教鑑下で 同定 し,
マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト をも ち い て 個 々 の コ ロ ニ ー

をつ りあげた . 回収 した コ ロ ニ ー は
, 後 に 述 べ る コ ロ ニ ー ダイ

レク ト ブ ロ ッ テ ィ ソ グに もち い た ･

一 部 の 実験 で ほ , 前述 の 方

法で各 コ ロ
ニ ー か ら D N A を抽出 した ･

Ⅳ . Y D N A の検 出用ブ ロ
ー プの調整

東京医科大学長井博 士 よ り供与 され た p K Y
- 2 ク ロ ー

ン
職)
を

J M l O 9 (宝酒乱 東京) を 用い て 増幅 させ , 精製 軋 Hi n d Ⅲ(宝

酒造) で 消化 して 3 ･ 5 K b の Y D N A プ ロ ー ブを 得た ･ オ リ ゴ ラ

ベ リ ソ グ キ ッ ト ( P h a r m a ci a L K B B i o t e c h n ol o g y , U p p s al a .

S w e d e n) を用 い で
2
P デ オ キ シ チ ジ ン 三 リ ン 酸 (A m e r s h a m

I n te r n a tio n al plc , B u c k i n g h a m s hi r e , U K) で 標識 し , プ ロ
ー

ブ と

して用い た .

Ⅴ . ドッ トプ ロ ッ トお よぴサザ ン プ ロ ･

ソ トハ イ プリダイ ゼ ー

精製 した 高分 子 D N A を N a O H で 変性 さ せ た 後 ,
D o t

M a nif o rd ( B e th e s d a R e s e a r c h L a b o r a t o ri e s , G aith e r s b u r g ,

U S A) と吸引ポ ン プを 用 い て ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ
･

ィ ル タ
ー

(H y b o n d
T M

,
A m e r s h a m I n t e r n a ti o n al pI c) に 吸着さ せた .

一

部の

実験で は高分子 D N A を H a e Ⅲ(宝酒造) で 消化 した後 , 各検体

の3 .0 /J g を0 . 8 % の ア ガ ロ ー

ス ゲ ル を 用 い て 15 V で1 6 時間 電

気泳動 した . 電 気 泳動 で の 分子 量 マ ー カ ー に ほ ラ ム ダ

D N A - H i n d Ⅲ 消 化 物 (宝 酒 造) と フ ァ イ エ
ッ ク ス 1 74

D N AM H a e Ⅲ 消化物(宝酒造) を用い た . 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 I p H 7 . 5
,
1 . 5 M N a C l) で それ ぞれ15 分ず つ 2 回処理 し

た後, S o u th e r n の 方法
1 3)
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

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

は80 ℃ で べ
-

キ ン グ を行 な っ た .
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 ,

60 m M T ri s- H C l p H 7 .6
,
5 倍濃 度の デ ソ ハ ー

ト溶液 (0 . 1 %

F C S
, 0 .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 ノJ g/ m l 変性サ ケ 精 子 D N A) を加 え65

℃で1 時間以上 プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ソ を行な 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(0 . 01 /上 g/ m l) を 加 えた 後 ,
6 5 ℃ で 一 晩 ハ イ プ リ ダイ

ゼ ー

シ ョ ン を 行な っ た ,
フ
ィ ル タ

ー ほ 2 倍 濃 度 の s t a n d a r d

S alin e citr a te ( S S C ) ( 1 倍濃度 の S S C = 0 . 1 5 M N a C l
,
0 . 0 1 5

M くえん酸ナ ト リ ウ ム) で 数回 室温で 洗浄 した 後 ,
2 倍 濃度 の

SSC
,
1 % S D S

,
つ い で0 .1 % S S C , 1 % S D S を 用 い て66 ℃ で30

分ずつ 洗浄を繰り返 した . 洗浄後 の フ ィ ル タ ー

を
-

8 0 ℃ で Ⅹ

線フ ィ ル ム に 感光させ
,
オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ

ー を行な っ た .

Ⅵ ･ コ ロ ニ ー

のダイ レ ク トブ ロ ー

ソ テ ィ ン グ

マ イ ク ロ ピ ペ ッ トで 採 取 L た 個 々 の C F U- G M お よ び

B F U - E 由来の コ ロ ニ ー

を 1 0 0 〃1 の 0 . 0 5 M リ ソ 酸緩衝液に 浮遊

させ
,
D ot M a nif o r d と吸 引 ポ ン プ を用 い て ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ

フ
ィ ル タ ー に 直接吸着 させ た . 乾煉 させ た後, 0 . 5 m M N a O H

に7 分 , 1 . 5 M N a C l ･

0 . 5 M T ri s- H Cl p H 7 . 5 に 5 分浸 した 後,

3 7 7

7 0 % エ タ ノ ー ル で 固定 した .
つ い で プ ロ テ ィ ナ

ー ゼ K (2 m g/

m l) を 含む T E 緩衝液中で37 ℃ で 1 時間イ ン キ エ
ペ - シ ョ ソ を

行い
,
ク ロ ロ ホ ル ム

,
0 . 3 M N a C l で すすぎ風乾 した後 ,

8 0 ℃ で

べ -

キ ン グを行 な っ た .
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ソ 以後は 前述の

ド ッ トブ ロ ッ テ ィ ン グと 同様に 行な っ た .

Ⅶ ･ b c r -

a bl メ ッ セ ン ジ ャ
ー

R N A ( r n R N A ) の検 出

慢性骨髄性白血病( c h r o n ic m y el o g e n o u s le u k e m i a , C M L) 患

者の うち
, 培蓑細胞 で Y D N A の 存在が 確認 された 2 例 に つ い

て は R o tb ら の 報告 した逆転写酵素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反応

(r e v e r s e tr a n s c ri pt a s e
-

p Oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n , R T-P C R)
‖)

を

用 い て フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 染 色体 (P h il ad e r p hi a ch r o m o s o m e ,

P h
l

) に 特異的な b c r - ab l m R N A の 有無 を検討 した . 患者骨髄単

核細胞か らグ ア ニ ジ ウ ム チ オ シ ア ネ ー ト法で 総 R N A を 抽出 し

た . a bl m R N A に 相補的な プ ラ イ マ ー と逆転写酵素を用 い て 相

補的 D N A ( c o m pl e m e n t a r y D N A , C D N A ) を 合成後 ,
b c r- a bl

C D N A の
一

部を b c r - a b l c D N A の 接合部を は さむ特異的な プ ラ

イ マ
ー

を 用い て P C R で 増幅 した . 増 幅産物は 上 前述 した サ ザ

ン プ ロ ッ ト法で ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー に 転写 した 後 ,

b c r- a b l c D N A 接合部に 特異的な オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー

ブ

を用 い て ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン を行な っ た .

Ⅶ . P C R に よる V N T R 部位の増幅

2 種類 の V N T R 部位 ( Y N Z 2 2 , M C T l 1 8) を そ れ ぞれ K a s ai

らと H o r n ら の 方法
5)8)
に 準 じて増幅 した . まず , 2 組の オ リ ゴ

ヌ ク レ オ チ ドプ ラ イ マ M

を D N A 合成器 ( A p plie d B i o s y s t e m s ,

F o s te r , U S A ) を用 い て 作成 した . 反応 ほ 0 . 5 m l 用 チ ュ
ー ブ

( T r eff A G リ B e r n , S w it z erl a n d) を用 い た . Y N Z 22 部位 の 増幅

で ほ
, 約 1 FL g の 試料 D N A を 反応液 (10 0 m M T ris , H C l, P H

8 . 3
,
5 0 0 m M K C l) と 1 . 1 m M の 4 歴 の デ オ キ シ 三 リ ソ 酸

(d A T P , d C T P , d G T P , d T T P ) (宝酒造) , 0 . 5 jl M の 各 プ ラ イ

マ ー

と あわ せ て 純水 で 1 00 /∠1 と した . M C T l1 8 部位 の 増幅 で

ほ
,
4 n g ～ 1 0 n g の 試料 D N A を 2 . 5 m M の 各 デ オ キ シ ≡ リ ン

酸 , 各 2 F L M の プ ラ イ マ ー と あわ せ て 反 応液 (6 . 7 m M M g C l ,

6 7 m M T ri s- H C I p H 8 . 3
,
1 6 . 6 m M 硫安, 10 m M 2 -

メ ル カ プ

ト エ タ ノ
ー

ル
,
1 7 0 FL g/ m l B S A , 1 0 % ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ

ド) に 入 れ 純水 で 全体量を 40 〃1 と した . 増幅反応 は , 1 . 2 5 単位

の 耐熱性 D N A ポ リ メ ラ ー ゼ (宝酒造) を加 え , 蒸発を防ぐた め

ミ ネ ラ ル オ イ ル (Si g m a) を
一

滴重層 し, D N A T h e r m al C y c le 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 表 2 の 条件で お

こ な っ た .
P C R の 産物は , Y N Z 2 2 の 場合ほ 2 % の ア ガ ロ ー ス

ゲ ル
,
M C T l1 8 の 場合 は 4 % の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を用 い

て電気泳動後 ,
ゲ ル を ェ チ ジウ ム ブ ロ マ イ ド(1 〟g/ m l) で 染色

し
, 紫外線照射下で D N A の バ ン ドの 有無を 検討 した .

成 績

Ⅰ . Y D N A プロ ー ブを用 い た残存ホ ス ト細胞の検出

女性 ドナ ー か ら B M T を 受けた 6 例の 長期生存中の 男性患者

( U P N 4 7 , 5 3 , 6 乙6 8 , 7 0 , 75) の 骨髄単核細胞 を メ チ ル セ ル ロ ー ス
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3 7 8

法を 用 い て培 養 し, 回収 され た培養細胞の D N A を Y D N A を

プ ロ ー ブと する ド ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ で 検索

した . こ の 結 果ほ 図1 に 示す よう に ,
4 例 ( U P N 4 7 , 53 , 6 2

,

7 0) で Y D N A が検 出 され た . 骨 髄単核細胞 の 培養 の 前後 で

Y D N A の 量 を比較 した と こ ろ , 同量の D N A に つ い て の 検索 で

ある に もか か わ らず, 2 例 で 培養後 の Y D N A が 相対的に 増加

して い る こ と が 示 され た (図 2) .

造血 因子 の 存在下で の 培養で Y D N A の 増 幅が み られ た こ と

か ら , 造血 因子に 反応 して 増殖す る造血前駆細胞 の 中に ホ ス ト

細胞が 含ま れ て い る可 能性が考え られ た . そ こ で 培養 に よ り得

られた 個 々 の C F U - G M 由来の コ ロ ニ ー の 起源を ,
ダ イ レ ク ト

ブ ロ ッ テ ィ ソ グに よ り検索 した . B F しトE 由来 の コ ロ ニ ー ほ プ

ロ
ー

ブ との 非 特異的な結合の た め ,
本法で は起源の 判定 は でき

なか っ た . 図 3 に U P N 6 2 に つ い て の 結果 の 1 例を 示 す . 正 常

女性由来の C F U - G M コ ロ ニ ー ( C l ～ 7) で は Y D N A ほ ま っ た

く検出 され な い の に 対 し, 正 常男性の コ ロ ニ ー ( 別 ～ 7) で は全

て に 検 出 さ れ た . 患 者 (U P N 6 2) の C F U - G M コ ロ ニ
ー

( A l ～ 7 , A
'

1 ～ 7) で は 6 個 の コ P ニ ー ( A l , A 4 . A
'

1
,
A
'

2 , A
'

3
,

A
'

7) に Y D N A が 示 さ れ た . 3 例 ( U P N 5 3 , 6 2 , 7 0) の

C F U - G M コ ロ ニ ー

を 数回 に 渡 っ て 調べ た と こ ろ い ず れ に も ホ

ス ト由来の C F U-G M が検出 され ,
全 C F U- G M の 中の ホ ス ト

C F U- G M の 比率ほ そ れ ぞれ平均26 % , 3 8 % ,
2 0 % で あ っ た .

l /もi l u ti ｡ ｡

I IJ 川
2

U P N 75

U P N 4丁

U P N TO

U P N 62

U P N 53

轟

U P N 甜

Fig . 1 . D o t bl o t h yb rid iz a ti o n f o r d e t e c ti n g Y D N A . T h e

a rn O u n t Of 3 .O FL g Of D N A p r e p a r e d f r o m c u lt u r e d b o n e

m a r r o w m o n o n u cl e a r c ell s (B M M C) o f e a c h p a ti e n t w a s

S p O tt e d wi th its dil u ti o n s o n th e n yl o n m e m b r a n e a n d

h yb rid iz e d wi th th e
32
P -1 ab el e d Y c h f o m o s o m e - S p e Cifi c D N A

p r o b e . E a c h s a m pl e w a s d il u t e d l : 1 , 1 : 1 0 , 1 : 1 0
2

,

r e s p e c ti v ely .

Ⅱ . 残存白血 病細胞の分析

ホ ス ト由来 の 造血 前駆細胞 の 残存が 示 され た 3 例の うち2 例

ほ P h
l

陽性 の C M L 患者 で あ っ た ･ こ の た め
, 残存してい るホ

ス ト細胞 の 性格を 明 らか に する 目的 で , B M T 後 の 骨髄細胞中

の b c rT a bl キ メ ラ m R N A の 有無を 検討 した ･ 図4 に b c r - abl

m R N A の R T - P C R 法 に よ る検出結果を示 した . こ の 方法でほ

10
5

個 の 正 常細胞 に 1 個以 上 の P h
l

陽性 細胞 が存在すれ ば
,

b c r- a Tb l m R N A の 検 出が 可 能 で あ っ た が , 2 例 の い ずれ に も

b c r - a b l キ メ ラ m R N A に 特有 な バ ン ドは 認 め ら れ な か っ た

( レ ー

ン 8 , 9 ) .

Ⅲ . V N T R 部位増幅に よ る 残存ホ ス ト細胞の 検索

ドナ ー 細胞 中に 混在する ホ ス ト細胞 の 検出感度は各 ドナ ー
･

ホ ス トの 組合せ に よ っ て 異 な る た め , 個 々 の 症例 に つ い てド

ナ
ー 細胞 と ホ ス ト紳胞の 混合実験 に よ り検討す る必 要があっ

U P N.5 3 U P N T O

謹㌍禦㌍轡轡 肇 珊

U r } N b 2

M F

1 2 3 4 5 6 7 8

3 . 5 一 -

F ig . 2 . C h a n g e o f r el a ti v e a m o u n ts of Y D N A i n B M M C

af t e r m e th yl c ell ul o s e c ult u r e s . T h e r el a ti v e a m o u n ts of

Y D N A w e r e c o m p a r e d b et w e e n n o n- C ult u r ed B M M C

(1 a n e s 2 , 4 , a n d 6) f r o m 3 m i x e d c hi m e r a s a n d th e

C O r r e S p O n d i n g c ult u r e d c ells (l a n e s l , 3 , a n d 5) u si n g
S o u th e r n bl o t h y b rid a iz a ti o n ･ T h e a m o u n t of 3 .O FL g Of

D N A w a s a p pli e d t o e a c h l a n e . L a n e 7 , a n O r m al m ale ;

1 a n e 8
,
a n O r m al f e m al e . T h e b a n d of 3 .5 K b w a s s p e cific

t o Y c h r o m o s o m e .

l ～ 3 q 5 6 7

A

A
-

●

B 薄 単 著 ぎ

C

Fi g . 3 . D ir e c t b l o tti n g a n al y sis of C F U
- G M d e ri v ed c ol o nie s

f o r d e t e c ti n g h o s t
- d e ri v e d C F U- G M . E a c h d o t c o r r e s p O nd

s

t o a si n gl e C F U
- G M- d e ri v e d c ol o n y pl u c k e d f r o m d ay 14

rp
e th yl c ell ul o s e c u lt u r e s of B M M C f r o m U P N 62 ･ A a n d

A
,

,
U P N 6 2 ; B , a. n

O r m al m al e ; C
,
a n O r m al f e m al e ; 卜7 ,

diff e r e n t s a m pl e s of e a c h C F U
-

G Mr d e ri v e d c ol o n y .
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b p

一 望 3 也 5 $ 7 $ 9

ヽ

Fig . 4 . D e t e c ti o n o王 b c r- a bl c hi m e ri c m e s s e n g e r R N A b y
m e a n s of r e v e r s e tr a n s c r lP t a S e- p Ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n

(R TTP C R) . V a ri o u s n u m b e r s of P h
l

- p O Siti v e c e u s ob t ai n e d

Pr etr a n S Pl a n t f r o m U P N 6 2 w e r e m i x e d wi th l O
6

p e rip h e r al

bl o od m o n o n u cle a r c e11 s (P B M C ) f r o m a n o r m al i n d iv id u al ,

a n d t ot al R N A w a s e x tr a c te d f r o m th e s e c e11 m ix t u r e s .

B M M C fr o m U P N 5 3 a n d U P N 6 2 w e r e t e st e d f o r th e

pr e s e n c e of b c r- a bl c hi m e ri c m R N A u si n g R T- P C R
f o u o w e d b y S o u th e r n b lo t a n al y sis . L a n e s l t o 7 , d il u t e d
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た . 図5 ほ U P N 8 2 に つ い て , M C T l 1 8 部位増幅 に よ り ドナ
ー

細胞 中の ホ ス ト細胞の 検出感度を検討 した もの で ある . こ の 例

で ほ
,
ドナ ー 細胞中に ホ ス ト細胞が 1 % 以上 あれ ば, ホ ス ト細

胞 の 検出が 可能 であ っ た . 全症例の ドナ ー と移植前の 愚者細胞

( ホ ス ト 細胞) に つ い て Y N Z 2 2 , M C T l 1 8 の 2 種類 の V N T R 部

位を 増幅 した 結果 ,
Y N Z 2 2 では14 例 中11 例 ,

M C T 1 1 8 で ほ1 3

例中11 例 で ドナ ー と ホ ス トの 対立 遺伝子( ア レル) の D N A 長が

異な る こ とか ら, ドナ
ー

細胞 と ホ ス ト 細胞 の 識別 が 可 能だ っ

H

H 2 S l O ヰ 1 0
.
1 D

F i g . 5 . S e n siti vity of P C R-b a s e d 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) a n aly sis o n U P N 8 3 . D N A f r o m d o n o r (D )

a n d p r etr a n s p la n t p a ti e n t (h o s t , H ) w e r e m i x e d i n th e

p r o p o r ti o n s of 2 5 , 1 0 , 4 , 1 , 0 .1 H , a n d w e r e s u bj e c t e d t o

P C R a m pIifi c a ti o n of M C T l 1 8 . A m plifi e d p r o d u c t s w e r e

a n aly s e d b y u s in g p oly a c r yl a mi d e g el el e c tr o p h o r e si s ･ T h e

l eft l a n e
,
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た . 移植後に 得 られ た 患者単核細胞の 検索結果 を表 3 に 示 し

た , 1 4 例 中 5 例 で 少数 の ホ ス ト 細胞 の 残存 が検 出 きれ た ･

U P N 6 6 で は ホ ス ト型 の 再発が確認され た が ,
化学療法 に よ る

寛解導入後 ,
再び ドナ ー 型 とな っ た . U P N 7 2 で ほ ホ ス ト細胞

の 残存 が示唆 された が再発や 拒絶 の 徴侯 は全 く み られ な か っ

た .
U P N 7 5 で も ホ ス ト細胞 の 残存が示 され た が ,

血 液 学的 に

は寛解を維持 して い た . しか し B M T 後18 0 日頃 に 髄膜白 血病

で再発 した . U P N 7 7 で ほ , 移植後90 日 よ り骨髄低形成 と汎血

球減少症が進行 し, L G F の 状態と な っ た ･ 頻 回輸 血 の 既往 の あ

る 再生不良性貧血患者で あ っ た た め , 拒絶が 疑わ れ た ･ 図6 に

U P N 7 7 の 家族 と L G F 発症時の 患者骨髄単核細胞の Y N Z 2 2 で

の 検索結果を 示 した .
B M T 後90 日 の 患者骨髄 で はわ ず か な が

らホ ス † に 特有 なバ ン ドが検出され ,
ホ ス ト細胞 の 残存が 示 唆

され た . そ こ で こ の 骨髄細胞を ,
Ⅹ 線照射 した ドナ

ー の 末梢血

単核細胞と イ ン タ
ー ロ イ キ ン 2 の 存在下で 4 週 間以上培養 した

と こ ろ , レ
ー ソ 6 の よう に 最終的に 得 られ た培養細胞 ほ完全な

ホ ス ト 塑 とな っ た . 残存 して い る 患者 リ ン パ 球に よ る ドナ
ー 骨

髄 の 拒絶が 強く疑わ れ たた め ,
メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン 大量療法

を施行 した と こ ろ汎血 球減少は著 しく改善 した ･ 回 復後の 移植

後1 80 日 に 骨髄単核細胞を再度検索 した と こ ろ ,
ホ ス ト に 特 有

な バ ン ドは 消失 して い た ( レ
ー

ン 7) . U P N 8 2 では 移植後70 日 頃

よ り , 皮 膚 の 慢 性 G V H D と 汎 血 球減少症 が 出現 し た ･

M C T 1 1 8 部位増幅 に よる検索で は ,
移植後1 1 日 の 骨髄 で

一

時

1 2 3 ヰ 5 6 7

Fi g . 6 ･ A n aly si s of Y N Z 2 2 a m p
lifi e d wi th P C R i n D N A f r o m

U P N 7 7 a n d h e r f a m ily . L a n e l , f a th e r P B M C ;
l a n e 2

,

m ｡ th e r P B M C ; l a n e 3 , d o n o r P B M C ; l a n e 4 , h o st P B M C ;

l a n e 5
, p a ti e n t P B M C o b t ai n e d o n d a y

9 0 af t e r B M T ; l a n e

6 , C u lt u r e d ly m p h o c yt e d e ri v e d f r o
m th e p a ti e n t B M M C o n

d a y 9 0 af t e r B M T ; l a n e 7 , P a t
i e n t ‡∋M M C o b t ai n e d o n d a y

1 8 0 af t e r B M T ; th e Lef b l a n e , r ef e r t o F i g . 5 ･ T h e h o s t

s p e cifi c all el e i n la n e 5 a n d l a n e 6 i n di c a t e s p e r
sis t e n c e of

h o s t h o s t c ell s .

1 2 3 針+ 思∴ 牒

Fi g . 7 . A n al y si s of M C T l 1 8 a. m plifi e d wi th P C R
i n D N A

f r o m U P N 8 2 a n d hi s f a mi 1 y . L a n e l , m O th e r P B M C ; l a n e

2
,
f a th e r P B M C ; 1a n e 3 , h o s t P B M C ; l a n e 4 , P a ti e n t

B M M C o b t ai n e d o n d a y l l af t e r B M T ; 1 a n e 5 , p a ti e n t

B M M C o n d a y 7 2 af t e r B M T ; l a n e 6 , C ult u r e d l y m p h o c y t
-

e s d e ri v e d f r o m th e p ati e n t d a y 72 B M M C ; th e lef t l a n e ,

r ef e r t o F i g . 5 . A m o n g p o s ttr a n s pla n t s a m pl e s , h o s トS p e C
-

ifi c all el e w a s o nl y d e t e c t e d i n l a n e 4 .

的 に ホ ス ト 特有の バ ン ドが 認 め られ た が ,
7 2 日 の 骨髄単核細

月凱 お よび U P N 7 6 と 同様 の 方法 で 培養 した 骨髄単核細胞由来

の リ ン パ 球 に お い て も ホ ス トに 特有 な バ ン ドほ 検出されなかっ

た (図 7 ) . こ の 例 で ほ シ ク ロ ス ポ リ ソ の 増 量 に よ り , 慢性

G V H D が 改善す る に つ れ て汎血 球減少も回復 した . U P N 83 で

ほ B M T 後 の 血液学的回復が非常 に 遅れ て い た . 図 8 の よう

1 2 3 4 5 6
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F ig ･ 9 ･ A n aly sis of Y N A 2 2 a m plifi e d w i
t h P C R i n D N A f r o m

U P N 8 3 p e rip h e r al bl o o d l e u k o c yt e s
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,
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同種骨髄移植後の 残存ホ ス ト細胞の 検出

に, B M T 後14 日
の 骨髄 は まだ 完全な ホ ス ト型 で あり , 2 8 日 で

ドナ
ー に 特有の バ ン ドの 出現が み られ るもの の ▲

ホ ス ト細胞の

残存が顕著であ っ
た ■
B M T 後45 日 以後 ′ 末梢 白血 分画 を経時

的に検査した と こ ろ ′
ドナ ー に 特有 な バ ン ドは45 日 の 多核球分

酢 認め られ るが , 6
3 日 に は 減少 し, 9 4 日 に は 消失 して い た ･

単核球は終始ホ
ス ト型 で あ っ た ( 囲9 ) ･ 不 応性貧血 の 再 発と診

断し, 全身 Ⅹ 線照射 と
サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ マ イ ドで 前処置軋

2 回目のB M T を施行 した
･ そ の 結 乳 B M T 後22 日の 末梢白血

球は完全に ドナ
ー 型と な っ た ･ しか しな が ら

,
2 回 目 の B M T

後25 日に得 られ
た 骨髄単核細胞を培養 し , 個 々 の C F U- G M コ

｡ ニ
ー の 起源を検索 した と こ ろ , 図10 の よ う に ホ ス ト型 と ド

ナ
ー 型の C F U- G M が混在 して い る こ と が 示 され た ･

考 察

B M T 後に ドナ
ー 細胞 の 生者を証 明す る手段 と して , 従来 赤

血球抗原型や染色体分析な どが用 い られ て きた ･ これ らの 検索

法は検討可能な血 球系統 が限られ て い る こ と や , 分裂細胞の 検

査には多くの 検体量を要す る こ とな どの 問題が ある ･ また 感度

が低い ため , 種 々 の 病態 で B M T 後 に 残存す る少数の ホ ス ト 細

胞を検出する こ と は困難 で あ っ た .

一 方 ,
サ ザ ン プ ロ ッ ト法を

用いた制限酵素断片長多型の 解析ほ キ メ リズ ム を 証明す る う え

で有用な方法で あるが , 相 当量の D N A を必 要とす るた め , 造

血幹細胞に由来する単
一 コ ロ ニ ー の よ う な少数の 細胞集団の 起

源を明らか に す る こ とほ で きな い
15)

. 著者ほ こ の よ う な 欠点を

克服し, 迅速 ･ 鋭敏な キ メ リズ ム の 証 明と残存 ホ ス ト細胞 の 検

出を可能に するた め , Y D N A と 2 種 煩 の V N T R 部位 を マ
ー

カ
ー

と して , ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン お よ び P C R を お こ な っ

た .

従来, B M T 前処 置の 大量の 化学放射線療法で ホ ス ト の 造 血

幹細胞ほ完全に 死滅する と考 え られ て い た . しか し最近 , 長期

間寛解を維持 してい る B M T 患者の 中に ドナ ー 細胞 と ホ ス ト細

胞の 両方が検出され る混合造血 キ メ ラ の 報告が な され , 現在の

前処置はホ ス ト由来の 造血 幹細胞に 必 ず しも致死 的で はな い と

考えられて きて い る
16 ト 23 )

.

一

方 ,
こ の よ う な混合造血 キ メ ラ の

状態を造血前駆細胞 レ ベ ル で証 明した 報告は み られ な い . 本研

究で ほ, Y D N A を 用 い た 6 例の 培養骨髄細胞 の 検索の 結果, 4

例でホ ス ト細胞の 残存が 示 され ,
こ の う ち 3 例で ほ造血 前駆細

胞の 残存が 示 さ れ た . こ れ ら の B M T 後 の ホ ス ト 由 来 の

CF U-G M の 割合ほ
,
全体 の20 ～ 3 8 % と 予想 した 以上 に 高 率で

あっ た . メ チ ル セ ル ロ ー

ス の よ う な半固形培地 で 骨髄単核細胞

を培養した場合 巨 細胞間 の 接触が な い た め生体内 で ある よ うな

細胞間の相互作用が働き に くい と考 え られ る . こ の た め
, 生体

内で ほ な ん らか の 機 序 に よ り抑制 され て い た ホ ス ト 由来 の

C FU -

G M が増殖可能 とな っ た結果 ,
ホ ス ト 由来の C F U-G M が

高率と な っ た 可能性が考 え られ る . 骨 髄単核細胞 の 培養後 に

Y D N A 量の 相対的 な増加が認め られ た こ と も ,
こ の 可 能 性を

示唆してい る .

ホ ス ト由来の 造血 前駆細胞 の 残存が 示 され た例 の う ち C M L

の2 例は
,
B M T 前 の 骨髄細胞の 染色体分析 で 1 00 % P h

l

陽性細

胞であ っ た ･ こ の た め P h
l

陽性 細胞 の 残存が懸念 され た が ,

B M T 後の 骨髄単核細胞を感度の 高い R T
- P C R 法 で調 べ た と こ

ろ
･
b c r - a bl キメ ラ r n R N A は全く認め られな か っ た . 従 っ て 残

存するホ ス ト由来 の 造血 前駆細胞は P h
l

陰性の 正 常 ク ロ ー ン と

考えられた ･ B M T 後 の P h
l

陰性の ホ ス ト細胞 に よ る今後造血

38 1

キ メ ラ 例に つ い て は 他 に も報告 があ る
抑 Ⅷ )

. こ の 機 序 と して

は
I
B M T 前の 前治療に よ っ て P b

l

陽性 ク ロ
ー

ン が 選択的 に 死

滅 し , B M T 前に 少数残 っ て い た P h
l

陰性 の 正 常 ク ロ ー

ン が 回

復 した 可能性が考え られ る . あるい は 1 P h
l

陽性 ク ロ ー

ン の み

を 認識する移植片対白血病 (g r aft - V e r S u S -1 e u k e m i a , G V L) 効果

の 結果 ,
P h
l

陽性 ク ロ ー

ン の みが 完全に 除か れ 正 常 ク ロ ー ン が

残存 して い た可 能性も考え られ る
14)l g )2 3 ト 29 )

. こ の ような P b
l

陰性

の 正 常 ク ロ
ー

ン に よ る混合造血 キ メ ラ 例の 検 出ほ I
G V L 効果

の メ カ ニ ズ ム を 明 らか に す るうえ で 重要と考 え られ る .

V N T R 部位の D N A 長 は各個人で非常に 多塑性が高い こ とか

ら個体識別に非常 に 有用と され , 法医学的な捜査に も頻用 され

て い る
30 卜 32 )

. 著 者 ら が M C T l 1 8 と Y N Z 2 2 の 2 種 類 の

V N T R 部位
5ト 6)
を増幅 して 検討 した と こ ろ , 1 4 例全例 で ドナ ー

細胞 と ホ ス ト細胞 の 識別が可 能で あ っ た . こ の よ う な V N T R

部位 の 検索 は同性間の B M T で も応用 で き る うえ , 感 度も高

く t 極少量の 検体に つ い て も起源の 検索が 可能 で あ っ た .

残存ホ ス ト細胞が検出され た 5 例の う ち U P N 7 6 , 7 7 , 82 , 8 3

の 4 例は L G F を 呈 して い た .
L G F はB M T 後の 重大な 合併症 の

一

つ で ある が , 汎血 球減少の 原田と して 感染 , 薬剤 ,
G V H D な

どの 種 々 の 因子が 考え られ る ため 原因を特定する の は困難な こ

とが 多い
1 咽 ) ､ 3 5)

. しか し
,
こ の ような例で 残存 ホ ス ト細 胞が 検

出され た 場合に は , ホ ス トリ ン パ 球に よ る拒絶や再発 の 可 能性

があるた め 早期 の 治療が必要で ある .
U P N 7 7 で ほ t 残存す る

骨髄単核細胞中の ホ ス ト細胞が ドナ ー リ ン パ 球と イ ン タ ー ロ イ

キ ン 2 に 反応 して 増殖 した こ とか ら , 拒絶 が強く疑わ れ た . 実

際 に メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン 大量療法を施行 した と こ ろ ‥ 患者の

汎血 球減少は著 しく改善 し, 寛解後に は 残存 ホ ス ト細胞 は検出

され なくな っ た .

一 方 ,
U P N 8 2 で は L G F の 極期に ほ ホ ス ト細

胞 ほ 検出 され な か っ た . ま た シ ク ロ ス ポ リ ソ の 増 量 に よ り

G V H D が 改善す るの に した が っ て 汎 血球 減少も改善 した こ と

か ら
,
こ の 患者の L G F は残存する ホ ス ト リ ン パ 球に よ るも の

で は な く
, 慢 性 G V H D に 関 係 した も の と 考 え ら れ た .

U P N 8 3 で ほ 当初よ り ドナ ー 細胞と とも に ホ ス ト細 胞 の 残存 が

認め られ て い た が , 次第に ホ ス ト細胞が 優勢と な り , 最終的に

は 完全に ホ ス ト型と な っ た . もと も と特徴的な染色体異常がな

か っ た た め
, 異常 ク ロ ー ン の 再出現 か正 常ホ ス ト ク ロ

ー

ン の 回

復か は 鑑別 が困難で あ っ た が ,
B M T 前の 細胞形態異常を と ど

め て い た こ とか ら不応性貧血 の 再発と診断 した . B M T の 前処

置を 変え て 再 B M T を行な っ たと こ ろ , ドナ ー 細胞は無事生著

し患者は社会復帰 して い る . U P N 7 2 は ホ ス ト細胞 が 検出 され

た に もか か わ らず寛解を維持 して い る こ とか ら い わ ゆ る , 混合

キ メ ラ 状態と考え られた . U P N 83 で ほ 2 回 目 の B M T 後2 5 日

の 時点 で ホ ス トに 特有なバ ン ドほ 認め られ な か っ た . しか し
,

同 じ骨髄を 培養 して 得られ た造血 前駆細胞由来の コ ロ ニ
ー の 検

索 で は , ホ ス ト由来の C F U- G M 細胞の 残存が示 され た . こ の

例 で ほ C M L の b c r . a bl 遺伝子の ような 適当な マ
ー

カ
ー

が な い

ため
, 残存する ホ ス ト細胞 の 性質は不 明だ が ,

そ の 後 の 臨床経

過 で 再発の 徽候 は全くみ られ な い こ とか ら , 正常 ク ロ
ー

ン の 可

能性 が高 い .
こ の ような 正常 ホ ス ト細胞 に よ る混合造血 キ メ ラ

に つ い て は
,
G V H D の 発生 率が 低 い こ と や T リ ン パ 球除去

B M T で は 高率に 認め られ る とな どか ら , ドナ ー の 免疫担当細

胞 の ホ ス ト抗 原に 対す る寛容 と関係 があ る と 考 え ら れ て い

る
柑)19) 2 3 )2 5 ) 2 6)

. しか し拒絶 や 再発 に つ い て ほ 関連が あ ると い う

説
1 8)1 9)
と関連 は ない とする説

28) があ り, そ の 病的意義は まだ明ら



3 8 2

か で は な い . 今後 V N T R 部位の 解析 な ど に よ り , 更に 検討 を

重ね て い く必要がある と思わ れ る .

こ の よう な D N A マ ー カ ー

を 用 い た検索方法は 王
B M T 後 の

生者や 拒絶 ･ 再発の 迅速 な診断の み な らず
,
病態を 把握 し, 早

期 に 適切 な 治療 を行なう う え で 非常 に 有用 と 考 え られ た .

B M T 後 の ホ ス ト由来の 造血 前駆細胞の 残存 を直接証 明 し得 た

の ほ本研究が最初である . 今 回用 い た ような 検索方法に よ り残

存 ホ ス ト細胞を 換出する こ と は ,
ドナ ー の 免疫担当細胞と ホ ス

ト の 造血 前駆細胞間の 相 互作用 を 理解す るの に 役立 つ と 思われ

た .

結 論

同種骨髄移植後患者を 2 種類の D N A マ ー カ ー を 用い て 検索

し以下 の 結果を得た .

1 . 女性か ら骨髄移植 を受けた男性患者 6 例 の 骨髄培養細胞

を
,
Y D N A を プ p - ブ と L た ド ッ ト プ ロ ッ ト で 検索 した結果 ,

4 例に ホ ス ト細胞 の 残存が認 め られ た . サ ザ ン プ ロ ッ ト で 3 例

の 培養前後 の Y D N A を 比較 した と こ ろ ,
2 例 で 培 養に よ る

Y D N A 畳の 相対的な増加が認め られ た .

2 . Y D N A の 残 存が 認 め られ た 症例 で ,
C F U- G M 由来 の

個 々 の コ ロ ニ ー に つ い て Y D N A を 検索 した と こ ろ
,
2 0 ～ 3 8 %

の ホ ス ト の 造血 前駆細胞が 示 され た . こ の うち 2 例の P h
l

陽性

慢性骨髄性 白血 病患者 で は R T -P C R に よ っ て も b c r - a b l

m R N A が 検出 され な か っ た こ とか ら, 残存す る ホ ス ト 細胞 は

正 常 ク ロ ー

ン と考 え られ た .

3 . M C T l 1 8
,
Y N Z 2 2 の 2 種類 の V N T R 部位増幅 に よ る検

索 は , 高感度 で 簡便 ･ 迅速に 施行 で き t 検 討 した全例 で ドナ ー

細胞 と ホ ス ト細胞 の 識別が 可 能だ っ た . 1 4 例 中5 例 に ホ ス ト細

胞 の 残存が 示 され
,
1 例ほ拒 絶, 3 例ほ 再発と 診断され た .

4 . 他 の 1 例 は無症候性の 混合造血キ メ ラ と 診断された . 完

全キ メ ラ の 1 例 に つ い て も , 骨髄培養で 個 々 の C F U - G M の 起

源を検討 した と こ ろ , ホ ス トの 造血 前駆細胞 の 残存 が認め られ

た . こ の 2 例 に つ い て は ,
Y D N A の 検索に よ りホ ス ト造 血前駆

細胞の 残存 が示 され た 症例と同様 に , 正常 ク ロ ー ン に よ る混合

造血 キ メ ラ と考 え られ た .

5 . 以上 の よ う な D N A マ ー カ ー

を 用い た細胞 の 起源 の 検索

方法は ▲ 骨髄移植後 の 少数の 残存 ホ ス ト細胞 の 検出と キ メ リ ズ

ム の 証明 に きわ め て 有用 で ある こ と を 示酸す るもの で ある .
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h o rd e r t o d o c um e n t th e e n g r af t m e n t o f d o n o r c ell s ( C hi m e ris m ) an d e x a m i n e w h e th er or n o t r e sid u al h o st c ells c a n be
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d et e rm i n ed ･ T h e m e th o d a Y c h r o m o s o m e - S pe Ci B c r ep eti ti v e D N A ( Y D N A) p r ob e , an d an aly si s o f v a ri abl e n u m b er o f ta n .

d e m r e p e at ( V N T R) l o ci a m pli点e d w i th p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n ( P C R) . C u l t u r e d b o n e m ar r O W m O n O n Cl e a r c ells

( B M M C) fr o m 6 m al e p atie n ts w h o r e c ei v ed m a r r o w g r a ft s fr o m f e m al e d o n o r s , W er e e X a m i n e d f b r t h e p r e s e n c e o f Y D N A
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C a ti n g th e p r e s e n c e o f r e sid u al h o st c ell s ( mi Ⅹe d h e m at o p oi e ti c c h i m eris m ) ･ Y D N A w as al s o d ete ct a bl e i n s o m e (20 -3 8 %) of

C F U - G M - d e ri v ed c ol o ni e s in d ivid u ally i s ol ate d 丘o m c u ltu r e s of th e B M M C fr o m th e 3 d o c u m e n te d m i x e d h e m a top o ledc

C h i m er as . Al th o u gh t w o o f th e th r e e m i x e d c hi m er a s h ad C M L b efb r e B M Tこb c トa bl chi m e ri c m e ss e n g er R N A ( S pe Cifi c fbr
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-

an SPl an t B M M C in a u aly si s u si n g r e v er s e tr an SCrip
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