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白血病細胞の増殖動態に関する研究

一 生体内に お ける細胞回転の 解析
一

金沢 大学医学部内科学第三講座 く主任 こ 松田 保教授う

武 田 康

く平成 2 年7 月27 日受付う

チ ミ ジ ン の 同族体 で あ る ブ ロ モ デオ キ シ ウ リ ジ ン くb r o m o d e o x y u ri di n e ， B r d U l お よ びそ の モ ノ

ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を用 い て ， 生体 内に お け る白血病細胞 の 増殖動態 を解析す る方法 を探る目的で ，
本研究

に 対 して十分な説明を行 い ， 同意 を得 られ た 急性白血病患者 を対象に し て検討 した ． 細胞 の 増殖動態の

指標 と し て ， 骨 髄 中の 白血病細胞 の D N A 合 成 期 くsy n th e ti c p h a s e ， S 妄削 に あ る 細 胞 の 割合

くB r d U －1 a b el in g i n d e x ， B r d U
－ L Il お よ び D N A 合成期時間くd u r a ti o n of s y n th e ti c ph a s e ， T sJ を選ん

だ ． まず
t
プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る標識率を得 るた め に ，

プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 20 0 m gノm
2

を

一

回で 静脈内に 投与 した 後 ， 骨髄 穿刺 を施行 し ， 塗抹乾燥標本 を作製 し， 抗 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン
．

モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を用 い て免疫組織化学的染色 を行 っ た ． 標識細胞 と非標識細胞 と は 容易 に 鑑別で

き ， ま た ，
ギム ザ染色 に よ る後染色 を施す こ と に よ り ， 同時 に 細胞の 形態も十分 に 観察可能 で あ っ た ．

対象と した31例 の ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る標識率 は2 － 4 ％か ら15 ． 6 ％ ， 平均値 で7 ■2 ％で あ り ，
こ

れ ま で報告さ れ て い る値 と ほ ぼ
一 致 し た ． D N A 合成期時間 を算定す るた め に ，

1 回 目の 骨髄穿刺後再

び プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 20 0 m gノm
2

を1 5 0 分か け て持続点滴 し， 点滴終了 時く初回 の プ ロ モ デ オ キ シ ウ

リ ジ ン 投与 か ら180 分後い こ再度穿刺 を行い 塗抹標本 を作製 した ． 1 回 目 と同様な方法 で 染色 した後 ， 本

剤 に よる標識率 を算定 し ， そ の 増加率くA 川 を求 めた ． 対 象と し た13 例全例 で 増加が み られ ，
その 平均

値 は3 ． 1 ％で あ っ た ． プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よる 標識率お よ び増加率か ら求 め た D N A 合成 期時間

は3 ． 1 時間か ら27 ． 4 時 臥 平均値 で9 ． 7 時間と な り ，
こ れ まで の 報告 に ほ ぼ

一

致 す る 成績 で あ っ た ■ な

お
，
本法に よ っ て 求め た標識率お よ び D N A 合成期時間 と骨髄中の 白血病細胞 の 割合 な ら び に 骨髄 の 有

核細胞数 との 間に は ， 有意 の 相関 はみ られ な か っ た ． 今回 検討 した 方法 に よ り ， 容易に しか も安全 に 生

体内に お け る白血病細胞 の増殖動態 を迅速か つ 正確 に 解析 で き る こ とが 分か っ た － 本法は ， 今後 ， 低形

成性白血病 あ るい は骨髄中の 白血病細胞 の 占 める 割合 が低 い 白血病くl o w p e r c e n t a g e l e u k e m i al な どの

病態の 把握 ， 前白血病状態 の解析 ， 再発 お よ び薬剤耐性 の 解明な どを進 め る上 で き わ め て 有用 な 方法と

考 える ．

K e y w o r d s a c u t e l e u k e m i a ， b r o m o d e o x y u ridi n e ， C ell c y cl e ， i m m u n o h ist o －

Ch e m i c al m e t h o d

腫瘍細胞の 増殖動態 を知 る こ と は ， 腫瘍 の 基礎的研 殖状態 を解析 しや す く ， 比較 的検討が進 ん で い る ． し

究の み な らず臨床上 も 治療法の 決定 ，
予後 の 推定 の 際 か し， こ れ ま で は ，

ラ ジオ ア イ ソ ト
ー プ で ラ ベ ル さ れ

な どに はき わ め て重要 な要素 で あ り こ れ ま で 多く の 検 た チ ミ ジ ン あ る い は ウ リ ジ ン な どの 核 酸前駆物質を直

討が な され て き て い る
1卜 3，

． と く に
，
白血病 に お い て 接体内に 注入 す る以 外 に は ， 生体 内くin vi v ol で の白

は
，
各々 の 腫瘍瀾胞 が遊離 した 状態 に あ る た め に ， 増 血病細胞 の 増殖動態 を解析す る こ と は不可能で あっ た

A b b r e vi ati o n s こ A L L
，
a C u t e ly m p h o c y tic l e u k e m i a 三 A M L ， a C u t e m y el o g e n o u s le u k e

m i a 三

A P L
，
a C u t e p r O m y el o c y tic l e u k e m i a 三 B r d U ， b r o m o d e o x y u ridi n e i B

r d U － L I
，
B r d U －1 a b elin g

i n d e x ニ
．

D A B
，
di a m i n ob e n zidi n e i F A B ， F r e n c h

－ A m e ri c a n － B ritis h cl a s sifi c a ti o n ニ F C M ，
fl o w



白血病細胞 の増殖動態 に 関す る研究

ために ，

一 部の 報告 を 除い て生体外くin v it r oI で 検 討

さ れて い た に す ぎな か っ た
4 川

近年 ， チ ミ ジ ン の 同族体 で ある ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ

ジ ン くb r o m o d e o x y u rid i n e ， B rd U I に 対 す る モ ノ ク

ロ
ー

ナ ル 抗体くm o n o cl o n al a n tib o d y ， M o A bI が 開発

され ， D N A 合成期くsy n th e ti c p h a s e ， S 期1 に あ る細

胞を容易に 算定 で き る よ う に な っ た
9，

． また ， 本剤は ，

従来， 放射線増感剤 と し て 臨床的に 用 い ら れ て い る薬

剤であ り ， 直接 生体内 へ の 投与 が 可能 で あ る こ と か

ら
，
これ を用 い て白血病 を は じめ と す る 各種腰瘍 の 生

体内での 増殖動態 の 解析が可能 に な っ た
川畑

．

プロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン お よ び そ れ に 対す る モ ノ ク

ロ ー ナル 抗体 を用 い て行う 細胞増殖動態 の 解析方法 と

し て は ，
フ ロ ー サ イ トメ ト リ

ー tfl o w c y t o m e t r y ，

F C M l 法
川 掬
お よ び 免疫組織化学的方法

1研
が あ る ． 前者

は
一

度 に 大量 の細胞 に つ い て 迅速 に 解析 で き る と い う

利点を有す るが ，
目的 とす る細胞 が多く採取 で き ，

し

か も多数を 占め て い る必要が あ り ， ま た ， 高価 な解析

壊器を要す る と い う 欠点 も ある ．

一 方後者 は ， 大量の

検体を早く処理 す るの に は適さ な い が ， 各々 の 細胞 を

直接顕微鏡下 で 観察 し なが ら 解析 で き る た め に ， 細胞

数の少な い 検体 に も
，
また

，
目的と す る細胞 の占 める

割合の低 い 検体 に も 利用 で き る ． と く に 急性白血病で

は
，
正 常骨髄細胞 に 混 じ っ て小数 の 白血 病細胞 しか み

られな い 例 ， あ るい は 骨髄が低形成 で あ り ，
フ ロ ー

サ

イ ト メ トリ
ー

に よ り解 析で き る ほ ど に は細胞の採取 で

きない 例が し ば しば み られ
，
こ の よう な例 に は免疫組

織化学的方法は き わ め て 有用 で あ る ． す で に 著 者

ら
l乳 用
は

， 細胞 の形態 と ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 取

り込 み状態 と をよ り 正 確に ， し か も 同時 に 観察 で き る

よう に従来 の方法 を改良 し， 使用 し て い る ．

本研究 で は
，
白血病細胞 の 増殖動態 を生 体内 で 解析

する方法 を開発す る 目 的で
，
未治療の 急性白血病患者

に ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン を静脈内 に 投与 し
，
骨髄 中

の白 血 病細胞 の 本割 に よ る 標識率 くB r d U －1 a b el in g

i n d e x
，
B r d U － L IJ を免疫組織化学的方法 を用 い て 算定

した ． さ ら に
， 本 剤を

一

定時間持続点滴静注す る こ と

によ り
，
D N A 合成 時間 くth e d u r a ti o n o f s y n th e ti c

p h a s e
，
T sl の 算定が 可能 か 否か を検討 した ．

対 象お よ び方法

王 ． 対 象

733

1 ． ブ ロ モ デ オ キ ン ウ リ ジ ン に よ る標識率 を算定 し

た症例

未治療 の 急性白血病患者3 1例 を対象と して ，
ブ ロ モ

デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る標識率 を求め た ． 年齢 は1 5 才

か ら飢 才 で ， 男性16 例， 女性15 例 である ． 病型 は急性

骨髄芽球性白血病 く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 1 1 5 例 くF r e n c h － A m e ri c a n － B riti s h cl a s sifi c a ti o －

n
，
F A B 分類 M 1 2 例． M 2 13 例I ， 急性前骨髄球性白

血病くa c u t e p r o m y el o c y ti c l e u k e mi a ， A P LlくF A B 分

輝 M 3J 4 例 ， 急性骨髄単球性白血病くa c u te m y el o －

m o n o c y ti c l e u k e mi a ， A M M o L H F A B 分類 M 4I 3

例
，
急性単球性白血病 くa c u t e m o n o c y ti c l e u k e m i a ，

A M o L H F A B 分類 M 5 aI 3 例 ，
急性 リ ン パ 芽球性白

血 病 くa c u t e l y m ph o c yti c l e u k e m i a ， A L U 6 例

くF A B 分類 L 1 2 例 ，
L 2 4 例1 で ある ． 診断時 の 末梢

血 中の 白血 病細胞は ， 全 くみ ら れ な か っ た例 か ら ，
1 5

4 ．4 X l Oソ声 1 個み ら れた 例 ま で様 々 で あ っ た ． 骨髄

の 有核細胞数くc ell ul a rit yl は ， 低形成 5 例 ，
正 形成 4

例 お よ び過形成22例 で あ り
，
骨髄 中の 白血病細胞 の 割

合 は ， 1 8 ． 4 ％か ら99 ．5 ％の 間に あ っ た ． 中で も
，
白血

病細胞の占め る 割合 の低 い く80 ％未満I 症例は ， 1 1 例で

あ っ た く表1 1 ．

2 ． D N A 合成期時間 を算定した 症例

ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る標準率を算定 し た31

例中 D N A 合成期時間の算定も試 みた 症例 は ， 1 3 例で

あ る ． 年齢は1 5 才か ら81 才で ， 男性 6 例 ， 女性 7 例で

あ り， 病 型 は 急性骨髄芽球性白血 病 げA B 分類 M 2ナ

9 例， 急性 前骨髄球性白血病くF A B 分類 M 3I 2 例お

よび 急性 リ ン パ 芽球性白血病くF A B 分類 L 2ン 2 例 で

ある ． 末梢血中の白血病細胞 の 数 は， 0 個か ら2 9 ． 2 x

l O
4

ル 1 個 で あ り ， 骨髄の 有核細胞数を みる と 低形成

で あ っ た症例 1 例 ，
正 形成 2 例 お よ び 過形成1 0 例 で

あ っ た ． な お 骨髄中の 白血病細胞の 割合 は ，
5 7 ． 0 ％か

ら99 ．0 ％の 間 に 分布 して い た く表 1 お よ び表 2 1 ．

I工 ． 方 法

1 ． ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 投与 お よ び 骨髄採取

患者 お よ び家族 に 本研究の 主旨お よ び目的 を十分 に

説明し 了解 を得 た う え で ，
ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン

くラ ジパ ッ ト ， 注射用 ， 武 田薬品工 業柵 ， 東京1 を生理

食塩水 に 溶解 し ，
R a z a ら

1O，
の 報告 に 従い 20 0 m gI m

2

を静脈 内に 投与 した ． 本剤 を投与後30 分 に 1 回 目の 骨

髄穿刺 を行い ， 標識 率の 1 くB r d U － L I ． 1I の 算定 に 用 い

C y t O m e t r y ニ
3

H － T d R
，
t riti a t e d t h y m idi n e 三 G l， t h e fi r st g r o w th p h a s e ニG 2 ， t h e s e c o n d g r o w t h

p h a s e ニ M ，
m it o tic p h a s e 三 M o A b ， m O n O Cl o n al a n tib o d y ニ P B S ， p h o s p h a t e b u ff e r ed

S ali n e 凰 s y n t h eti c p h a s e 三 T s ， t h e d u r a ti o n o f s y n t h e ti c p h a s e



7 3 4

た ． その 後 ， 同量の プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン を1 50 分

か けて 持続点滴静注 し ， 点滴終了 後 2 回目の 骨髄穿刺

を行 い ， 標識率 の 2 くB r d U － L I ．21 の 算定 に 用 い た ． こ

れ ま での 報告 で は
4，
で は ， 白血 病細胞の 第二 間期く也e

S e C O n d g r o w th p h a s e ． G 2 期1 は ほ ぼ 3 時間と され てい

る ． し たが っ て 本剤に よ る標識細胞が分裂期くm it o ti c

p h a s e ， M 期1 に 移行し な い よう に ，
1 回目の プ ロ モ デ

T a bl e l ． P a ti e n t c h a r a c t e ri s ti c s a n d B r d U － L I ．

田

オ キ シ ウ リ ジ ン投与 か ら 2 回 目の 持続点滴投与終了ま

で の 時 間は180 分と し ，
こ の 時 閣内で の 本剤 に よ る棲

識率 の 増加 を観察し た く図1 ト

2 ． 免疫組織化学的手法に よ る骨髄標本の 染色

得 ら れ た骨髄液か ら型 の ご と く塗 抹標本 を作製し
，

著 者ら の 改良 し た方法 に 従 い ，
以 下の 手順 で 染色し

た
1 錮

． なお ， 抗プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン ． モ ノ ク ロ ー

C a s eノS e xノA g e くy rl D i a g n o si s

くF A BI
くり

W B C
く71

％ o f C ell ul a ri ty ％ of B r d U －

C O u n t S l e u k e m i c of B M
く91

1 e u k e m i c L I

V FL ll c ell s c ell s

i n P B
問

i n B M

a t di a g n o si s

1ノM ノ7 9
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白血病細胞 の 増殖動態に 関す る研究

ナル 抗体 は高価 で あ り ， 使用 す る 量 を 節約 す る た め

に
，
標本上 ， 細胞形態 が最 も よく 観察で き る と 考え ら

れる引き終わ り付近 の
一 定 の 部分 を選び

，
ダイ ヤ モ ン

ドナイ フ で 目印を付 け ， 以 下 こ の 部分が 十分に 染色 さ

れる よう に 注意 しなが ら操作 を進め た く図 21 ．

1 1 乾燥 ■ 固定

標本作製後直ち に ド ライ ヤ ー を用 い て 冷風 に て 2 時

間以上乾燥 し， そ の後 ，
7 0 ％ エ タ ノ ー ル で3 0 分間固定

した ． 固定終了後 ，
そ の ま ま標本 を室温 に 放置し ， 乾

燥さ せ た ．

2う 内因性ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 阻害

用時に 調整し た0 ． 3 ％過酸化水素加 メ タ ノ ー ル に て

30 分間処理 し， 内因性 ペ ル オキ シ ダ ー ゼ を 阻害 し た ，

処理後 リ ン 酸緩衝液 くph o s ph a t e b u ff e r e d s ali n e ，

P B Sンp H 7 ． 2 に て 3 回 洗浄 した ．

3I D N A の 変性 くd e n a t u r a ti o nI

O ．0 7 規定水酸化 ナ ト リ ウム く0 ． 0 7 N N a O 印 お よび

0 ．1 モ ル の ホ ウ酸 ナ ト リ ウ ム く0 ． 1 M N a 2 B ．0 7I を ， そ

1 00 m i n

7 3 5

れ ぞ れ 3 分間ず つ 作用 さ せ
，
二 本鎖か ら

一

本 鎖 へ の

D N A の 変性 を行 い ，
D N A の 中に 取 り込 ま れ て い る

ブ ロ モ デ オ キ シ ウリ ジン を露出さ せ ，
モ ノ ク ロ

ー

ナ ル

抗体 と結合 しや す い よう に した
別
．

4 う 非特異的抗体 の 結合の 防止

リ ン 酸緩衝液 で 3 回 洗 浄 し た 後 ，
2 ％ ウ マ 血 清

くD a k o 社 ，
G l o st r u p ， D e n m a rk l 加 リ ン 酸緩衝液 で20

分間処理 し ， 非特異的抗体の結合 を防い だ ． なお
，
こ

の 処理 か ら後染色前ま で は標本の 乾燥 を防止 す る ため

に
，
湿 っ た ロ 紙 を敷い た湿 潤箱の中で 操作 し た ．

5 う 抗 ブ ロ モ デオ キ シ ウリ ジ ン ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 の 調整お よ び 反応

次 に 塗 抹面の 周 囲の ウ マ 血 清加 リ ン 酸緩衝液 を ロ 紙

で十分 に 吸 い 取 っ た後 ，
0 ． 5 ％ T w e e n 20 くS i g m a 社 ，

S t ． L o u i s
，
U ．S ．A J 加リ ン酸緩衝液 に て10 倍 に 希釈 し

た抗 プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン ． モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体

くB e c to n D I C K I N S O N 社 ，
C alif o r n i a

，
U ．S ． A l を30 分

間作 用 さ せ た ． な お
，
マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン G
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S a m e d o s e o f B rd U w a s a d mi ni st r a t e d f o r 1 5 0 m i n ． A f t e r t h e c o m pl e ti o n o f
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7 3 6

くm o u s e i m m u n o gl o b l uli n G ． I g G l くD a k o 社1 を同様

に 調整 して陰性 コ ン ト ロ ー ル と した ．

6 1 酵素抗体法間接法

リ ン 醍緩衝液 で 3 回 洗 浄 し た 後 ，
リ ン 酸綬衝液 で

0 ．0 5 ％に 希釈 した ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ接合抗 マ ウ ス ． ヤ

ギ免疫 グ ロ ブ リ ン G くP e r O X y d a s e c o nj u g a t e d a n ti －

m o u s e g o a t i m m u n o gl ob li n G l くC a p p e l 社 ．
W e s t

C h e st e r
．
U ．S ． Al を30 分間処理 し た ． リ ン 較緩衝液 で

3 回 洗浄 し ， 0 ． 0 5 ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン くdi a m i n o b e n zi －

d in e
，
D A B l くSi g m a一社1 加0 ， 0 1 ％ 過 酸 化水 素水

くH 20 21J O ． 0 5 M ト リ ス 塩酸緩衝液 くT ri s － H Cl b u ff e rl

p H 7 ． 2 に て15 分間反応さ せ ，
ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ を発 色

させ た ．

り 後染色

ゆ る や か な流水中 で 5 分間水洗 し， そ の後 ギ ム ザ染

色 に て10 分か ら15 分間後染色 を施 した ．

8 う 封入 ． 検鏡

染色後 ，
流水 に て十分 に 水洗 し ， 乾燥さ せ た後

， 封

入剤くマ リ ノ
ー ル H 武藤化学 ， 東京1 に て 封入 し， 鏡検

した ．

3 ． ブ ロ モ デ オキ シ ウ リ ジ ン に よ る標識率 の 算定

先ず ， 弱拡大 で 目印を した部位全体 の 染色性 を観察

し た後 に ， 細胞が 均等に 分布 した 部位 を 選 び ， 油浸系

強拡大く対物 レ ン ズ X l O Ol と した ． 白血 病細胞 で ある

こ と を確認 し な が ら順次500 個 を観察 し ， そ の 中の ブ

ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン で 標識 され た 細胞 を数 え， 自血
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白血病細胞の 増殖動態 に 関す る研究

病細胞の 標識率 を算定 した ． なお
，

一

回 目の 骨髄穿刺

によ り得 られ た 標本 で算定し た懐くB r d U － L I ． 1J を ， そ

の症例の 標識率と した ．

4 ． D N A 合成期時間の 計算

増殖相 に あ る各 々 の 白血 病細胞 の 各時期 の 長さ に 遠

い がなく
，
こ れ ら の細胞 は同期し て お らず

，
か つ プロ

モ デオ キ シ ウ リ ジ ン の 投与中白血病細胞の 数 は 一

定と

仮定する こ と に よ り D N A 合成期時間 を次の 式に よ っ

て 求めた
lの

．

T s ニくB r d U － L I ．111 R くb rI

R ニ くくB r d U － L I ． 2 卜くB r d U L I ． 11ナノ3 く1ノh rl

こ こでR は単位時間当た り に D N A 合成 期を移行す る

白血病細胞の 全体 に 対 す る割合く％1 を 示 し て い る ．

7 3 7

成 績

工 ． 白血 病 細胞の 染色性

後染色 を施す前の プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 標識細胞

の 核 は ， ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン の 発色に よ り褐色調 に 染

ま り ， 非標 識細胞 と は容易に 鑑別で き た ． しか し
， 細

胞質 はき わ め て 薄く黄色 に染 まる 程度 で あり
， 細胞形

態 の 詳細な観察は不 可能 で あ り細胞 の存在は確認 で き

るも の の 細胞 の 同定 は困難で あ っ た ． 陽性細胞の 核 は

取 り込 ん だ ブ ロ モ ヂ オキ シ ウ リ ジン の 畳 を反映 して ，

わずか に 細顆粒状 に 染ま る もの か ら核全体が濃染す る

もの ま で 様 々 で あ っ た く図3 A ， Bl ．

細胞 の形態学的観察を容易に す るた め に
， 本研究 で

は
， ギ ム ザ 染色 に よ る後染色 を施 した ． その 結果， 細

B
Fig ． 3 ． I m m u n o p e r o x y d a s e

－

St ai n e d b o n e m a r r o w c ell s f r o m th e l e u k e mi c p ati e n t くc a s e
1 5J ． N u cl ei o f th e c ell s i n c o r p o r a ti n g B r d U w e r e diff u s el y く1 a r g e a r r o w l ， O r C O a r S el y
くs m a ll a r r o w J s t ai n e d ． U nl a b el e d c ell s w e r e a l s o o b s e r v e d くa r r o w h e a dナ くAJ ．
E r y th r o bl a s t s くa r r o w sI a n d l e u k e mi c c e11 s w e r e s e e n ． E r y th r o b l a st s w e r e l a b el ed w ith
B r d U くBl ． くX l ，0 0 0J ．
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胞は 比較的良好 に 染ま り ，
同定が 可能 と な っ た 一 しか

し ， 操作 中に 生ずる変性 の た め か ， 細胞質内の アズ
ー

ル 額粒お よ び ア ウ エ ル 小体は染 ま ら な か っ た ■ ま た ，

ギム ザ 染色は や や薄 く染め る こ と が肝要で あ り ． 染色

時間が20 分以 上 に な ると 核も 濃染 す る た め に ， 本剤 を

わ ずか に 取 り込 ん だ細胞で は標識 さ れ て い るか 否か の

判定が不可能 と な っ た ．

工工 ． ブ ロ モ デオ キ シ ウリ ジ ン に よ る 標識率 の 算定結

果

31 例の骨髄中の 白血 病細胞の ブ ロ モ デオ キ シ ウ リ ジ

ン に よる 標識率 は， 2 ．4 ％ か ら15 ． 6 ％く平均士 標準偏差

くm e a n 士 S t a n d a r d d e vi a ti o nナ， 以 下 同 じ ，
7 ■ 2 士

6 ． 7 ％1 で あ っ た く表 1 お よ び 図 4 1 ．

骨髄 中の白血病細胞 の 割合 に 従 っ て ，
5 0 ％ 未満 4

例 ，
50 ％以上80 ％未満 7 例お よ び80 ％以 上20例 の 3 群

に 分類 して検討す る と ， 各群の 最ノJ l 値 ， 最大値お よ び

■

－

山

一
コ

P
一

山

5

■

■

t

事

■

t

－

t

■
■

■

■

■

t

F i g ． 4 ． D i s trib u ti o n o f B r d U
－ L I s i n 31 c a s e s ．

T h e m e a n 士 S t a n d a r d d e v i a ti o n くm e a n 士S ． D ．1

w a s 7ニ2 士3 ．4 ％．

平均 士 標 準偏差 は そ れ ぞ れ4 ． 5 ％ か ら7 ． 5 ％ く5 ． 7 士

1 ． 6 ％1 ， 5 ． 0 ％か ら15 ． 4 ％く9 ． 2 士3 ． 3 ％1 お よ び2 ． 4 ％か

ら15 ． 6 ％く6 ． 8 士3 ． 4 ％1 と な り ，
一

次元 配置に よ る検定

で は 3 群 間に 統計上有意 な差 は認 め られ な か っ た く図

5 1 ． 骨髄の 有核細胞数 に よ り低形成 ，
正 形成お よ び過

形成 の 3 群 に 区別 し ，
各 々 の標準率の 最小 値 ， 最大値

お よ び 平均土樽準偏差を み る と ， それ ぞ れ4 ． 2 ％か ら

8 ． 8 ％く7 ． 0 士 1 ． 7 ％1 ， 3 ． 0 ％か ら10 ． 5 ％く5 ． 5 士3 ．4 ％1 お

よ び2 ． 4 ％か ら15 ．6 ％ く7 ． 5 士3 ． 7 ％1 で あ り各群間に 一

次元 配置 に よ る検定 で は 統計 上有意 な差 は み られ な

か っ た く図 6ナ．

I工I
．
D N A 合成期時間 の 算定結果

D N A 合成期時間 を算定 す る た め に ， 2 回 の プ ロ モ

デオ キ シ ウリ ジ ン の 静脈内投与 を行 っ た13 例 の第1 回

目 に 算定 し た標識率の 値 は ， 2 ．5 ％か ら10 ． 5 ％く平均士

標準偏差 ，
以下 同 じ ，

7 ． 2 士2 ． 4 ％I で あ っ た ． 本剤の 持

続点滴静注終了直後 に 測定 した 第2 回 目の 標識率の値

は
，
3 ．6 ％か ら16 ． 1 ％く10 ． 3 士3 ．8 ％1 に 上 昇 した ． 1 回

■

ー

J
－

1

コ

P
－

瓜

5

■

r

■

事

■

．

■

も
■

．

土

．

．

．

A B C

F i g ． 5 ． B rd U －L I s v s ． th e p e r c e n t a g e of l e u k e m i c

C ell s i n b o n e m a r r o w s ． T hi r t y
－

O n e C a S e S W e r e

d i v id e d i n t o th r e e g r o u p s a c c o r di n g t o th e

p e r c e n t a g e o f l e u k e m i c c ell s i n b o n e m a r r o
－

w s ． A
，
之8 0 ％ニ B ， 5 0 ％ ル 8 0 ％i C ， く5 0％一

p ン0 ．1 くs t a ti sti c a ll y n o t si g n ifi c a n t i n o n e w a y

l a y o u t m e th o dl ．
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目お よ び2 回目 に 算定 し た標識率 よ り求 め た その 増加

率くA LIl は ． 0 ． 8 ％か ら6 ． 3 ％く3 ． 1 士 1 ． 9 ％1 と な っ

た ． なお ， 第 2 回 目の 標識率が第 1 回 目の 標識率よ り

低値を示 し た例 はな か っ た く表 2 ， 図 7 A ， B I ．

以上 の結果よ り求め た D N A 合成期時間 は ， 3 ． 1 時

間から27 ． 4 時間 く9 ．7 士6 ． 7 ％1 と な っ た く図8 ト

骨髄中の 白血 病細胞 の 占める 割合 に よ り80 ％未満の

4 例お よび80 ％以 上 の 9 例 に 分類 し そ れ ぞれ の D N A

合成期時間 を み る と ， 前者は4 ． 4 時間 か ら19 ． 5 時 間

く8 ．5 士7 ． 4 時間I ， 後者 は3 ． 1 時間か ら27 ． 4 時間 く10 ． 6 士

7 ． 8 時間I と な り ， 両者の 間に 一 次元 配置 に よ る検定で

は統計上有意差 はな か っ た く図9 I ．

押 ．
プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 副作 用

今回 の31 例44 回 の 静脈内投与 で は ， 自覚 的に も他覚

的に も ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る と 考 えら れ る副

く幻

．

J

－
コ

P
L

m

5

■

t

．

t

．

t

一

暮

中

書

■

h y p e r － n O r m O ． h y p o ．

F i g ． 6 ． B rd U － L I s v s ． th e c ell ul a riti e s o f b o n e
m a r T O W S ．

i L

h y p o
，，

d e n o t e s h y p o c ell ul a r b o n e
m a r r o w ニ

く

b o r m o
，
，

d e n o t e s n o r m o c el u ll a r b o n e
m a r r o w i

．L

h y p e r
，，

d e n o t e s h y p e r c ell ul a r b o n e
m a r r o w － p ン 0 －1 くs t a ti s ti c all y n o t si g n ifi c a n t i n
O n e w a y l a y o u t m e th o dl ．
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作用 は全く認 め られ なか っ た ．

考 察

腫瘍細胞 の 増殖動態は
，
疾患の 組織学的悪性度 ， 治

療効果お よ び 予後 と密接に 関連す る と され て お り
，
こ

れ まで ． 脳腫瘍
， 胃癌 ， 子宮 内膜癌な ど種々 の 悪性腫

瘍 に つ い て ， 増殖動態の 検討が なさ れ てき て い る
1 ト 牒

急性白血病 に お い て も
，
白血病細胞 の増殖動態 は ， 患

者の 年齢， 全 身状態 お よ び白血 病 の 病型な ど と と も

に
， 治療計画 を決定す る 上 で きわ め て重要な要素の 一

つ とな っ て い る
16，

． すで に Y o sh id a ら
1 刀

は
，
迅 速 オ ー

トラ ジオ グラ フ イ
ー

くr a pid a u t o r a di o g r a p h yJ 法を用

い て早期に 白血病細胞の ト リ チ ウ ム チ ミ ジ ン くt riti a －

t e d th y m id i n e ，
3
H － T d R l の 標識率く1a b el in g i n d e x ，

L工ン を知 り
， 標識率の 高

，
低に よ っ て治療法 を変 え ，

良好 な寛解率 を得 てお り ， H ill e n ら
1 8，
も フ ロ ー サイ ト

メ ト リ
ー

を用 い て観察し ，
D N A 合成期 に あ る細胞 の

多い 例は高率 に 寛解 に 達 した と述 べ て い る ． ま た
，

R a z a ら
1 0，
は D N A 合成期に ある細胞が多く ，

D N A 合

成期の 時間 も短縮 して い て 増殖が 旺盛 で あ る と推定 さ

れ る例 で は
，
直ち に 強力な 治療 を行い

，
逆 に D N A 合

成期に あ る細胞が少なく
， 長い 細胞 回転時間 を有す る

例 で は ， 未治療で経過 を観察す る か
， あ る い は少量 長

期 に わ た る化学療法を選択す る と よ い と して い る ． こ

の よ う に
， 腫瘍細胞 の 増殖動態 と臨床と の 密接な関係

を示 す報告は数多く み られ る ． さ ら に
， 現在使用 さ れ

て い る 抗腫瘍剤 の ほ と ん どが 増殖相 俳 増殖相 くG o

期ン以 外ン に あ る細胞 に 作用 し ，
しか も ， 特定の 増殖期

に あ る細胞に 効果を示 す こ と か ら19l
， 細胞 回 転 の 各相

に あ る細胞 の 比 率お よび 各相 を細胞が通過す る 時間を

正確 に 求め る こ と は ， 治療上 きわ めて有用 で あ る ．

腫瘍細胞 の 増殖動態 を解析 する 方法と して は ， これ

ま で
，
ラ ジオ アイ ソ ト

ー プで 標識さ れ た核酸 前駆物質

で あ る ト リ チ ウ ム チ ミ ジ ン や ト リ チ ウ ム ウ リ ジ ン

く
3
H －

u rid i n eJ を用 い て オ ー

トラ ジ オ グラ フ イ
一 法 に よ

り観察す る 方法
帖 8，
お よ び フ ォイ ル ゲ ン くF e u l g e n J 反

応
却ト 2 I
あ る い は フ ロ ー サイ ト メ ト リ ー に よ り核 D N A

量を定量 的に 観察す る方法
23 ト 2即
が 繁用 さ れ て き た ． し

か し
，
こ れ らの 方法 に は ， 0 ラ ジ オアイ ソ ト ー プ を使

用す る た め に 場所な らび に 対象 に 制限が ある
， 砂 解析

ま で に 長時間を要す る ， 母D N A 量 か ら細胞回 転状態

を推定す る た め に 不 正 確と な る
，
な どの 問題が あ り ，

刻々 と変化 する 臨床の 場で は
， 十分 に 応用 さ れ て は い

なか っ た ． 1 9 8 2 年 ，
ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に 対 す る

モ ノ ク ロ ー ナル 抗 体 が 開発 さ れ ， 市販 さ れ る よ う に

な っ た ため に
別

，
ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン を 用 い て 免
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な ら び に フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ

ー

法
網
に よ り ， 容易 に しか も 短 時間に D N A 合 成期 に

ある細胞 を算定で き る よ う に な っ た ． また ， 白血病 で

は
，
腫瘍細胞 の増殖の 場 が骨髄 を中心 と し て 多臓器に

わた る た め に
沖，
， 生体外で は生体内で の 動態 を正 確 に

把握す る こ と は 困難 で あ り ， 従来 よ り生体内で の 解析

が望 まれ て お り ， 直接生体 に 投与 で き る プ ロ モ デオ キ

シ ウ リ ジ ン の 導入 は ， こ の 分野 で の
一 層の 発展 を期待

さ せ る ．

本研究で は ，
プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン を用 い て急性

白血病 に お ける生体内で の 増殖動態 の解析 が可能か 否

か を ，
まず本剤 に よる 標識率 を指標 に して 検討 し た ．

さ ら に
，
ブ ロ モ デ オ キ シ ウリ ジ ン の

一

回静脈内投与 に

よる白血病細胞 の標識の 後， 再び 本剤 を
一

定時 間持続

点滴 し ，
こ の 間の 標識率の 増加 よ り D N A 合成 期の 時

間 を求 め る方法 を考案 し ， そ の 有用 性 に つ き検討 し

た ． 本研究で は ， 患者本人 ある い は家族よ り十分な説

明に よ る 同意 を得た 上 で 本剤 の 投与 を行 っ て い るが ，

注意す べ き こ と は ，
こ の 薬剤 を直接生体内 に 投与する

こ と に よ り生 ずる 副作用 で ある ． プ ロ モ デ オ キ シウリ

ジ ン は
，
す で に 放射線増感剤 と し て 臨床 に 用 い られて

お り
，
と く に 脳 外科領域 に お い て は ，

プ ロ モ デ オキ

シ ウ リ ジ ン と代謝指抗剤の持続的動脈 内投与 を併用

し た 放 射 線 療 法くB r d U － A n ti m e t a b olit e ． c o n ti n u o u s

i n t r a a t e ri al i n f u si o n R a di a ti o n th e r a p y ， B A R 療

法I と して 繁用 さ れ ， 総量 1 5 g か ら 50 g の 大量が 血管

内あ る い は脳室内に 投与 され て い る ． その 際の 副作用

と して は ，
一 過性 の爪 の 変形 ， 軽度の 白血 球の 減少以

外 ， 特記 す べ き も の は報告 され て い な い
3 湖

． 本研究で

の 投与量は ， 2 00 m gノm
2
とき わ め て 少量 で あ り ， 今回

の症例 で は本剤に よ る と 思わ れ る副作用 は全く認 めら

れ な か っ た ． R a z a 等 珊 の報告 で も 本研究 と ほ ぼ同じ

量 を投与 して い る が ， 副作用 は み ら れ て い な い ． ま ず

安全 に 投与 で き る も の と 考え られ るが ， 人 体外の 検討

B
Fig ． 7 ． B r d U

－ L I ． 1 a n d B rd U － L I ． 2 0 f th e c a s e 1 5 ． B r d U ． L I ．1 w a s 8 ．9 ％くA J ． B r d U － L I ． 2

in c r e a s e d t o l O ．9％ くBJ ． くX 4 0 0ナ
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では ， 本剤 に は発癌作用 はな い も の の 核 D N A 内に 取

り込ま れ るた め に 突然変異誘発作用が あ ると さ れ て お

り
弼

， 投与 に は慎重 を要す る も の と思わ れ る ．

次に ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る標識率 を求め る

ための 本剤の 投与方法 に つ い て検討す る ． 静脈内投与

後プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン が長時間血中 に 残存 した場

合に は ， 投与か ら骨髄穿刺 ま で の 間 に 第
一 間期 仕h e

fi r st g r o w th p h a s e ， G l 箋剛 か ら D N A 合成期に 移行

してき た細胞が ，
次々 に 標識 さ れ る こ と が 予 想 さ れ

る ． と く に ，
D N A 合成 期に あ る細胞の割合が少な く ，

しか も そ の時期の時間の 短い 例 に お い て は ， ブ ロ モ デ

オキ シ ウ リ ジ ン に よ る標識率が実際の D N A 合成期に

ある細胞の 割合よ り も 多く算定さ れ る 危険性が あ る ．

したが っ て ， 本剤を 投与 す る と同時 に 骨髄穿刺 を施行

しな けれ ばなら な い と い う手技上 の 問題が生ずる ． し

かし ， プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 体内で の 代謝 をみ る

と， 静脈内投与後 ，
肝 に お い て速や か に 脱 プ ロ ム 化を

受け ， 1 0 分後に 血 中濃度 は10 ％以 下と な る と さ れ て い

る
おI

． こ の よう に ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 血中半減

期はき わ め て短く ， 生体 へ め 1 回の 投与 に よ り， ほ ぼ

その 瞬間 に D N A 合成 期 に あ る 細胞 を標 識 くp ul s e

l ab eli n gl す る こ と に な る と考 え ら れ ，
投 与後患者 の

状態の観察 なら び に 骨髄穿刺 の準備の た め に ， 本法 の

ように穿刺 ま で に30 分間程度 の 余裕 を取 っ て も差 し支

えない も の と思 わ れ る ．
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プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 投与量 は ， 既述の よ う に

投与後の 長期 に わ た る副作用 を考慮す る と
，
D N A 合

成期 に ある 全て の 細胞 が標識 され る 最少の 量が 望 ま し

い
． しか し

，
プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 投与量 と それ

に よ る標準率 との 関係 に つ い て 実験的に 検討 した 報告

に よ ると
， 両者間に は正 の 相関が ある と され て い る

誠1

の で
，
量が 少 な す ぎる と D N A 合成期 に ある細胞 を十

分 に は検出 で き な い 可能性もある ． 重 要 な点 で は あ る

が
， 同

山

患者に お い て投与量 を変え て検討す る こ と は

不可能で あ る た め ， 本研究 で は
，
R a z a ら

10

切 報告 に 従

い 1 回 の 量を 200 m gl m
2
と した ． な お ，

R a z さ ら
33，は

，

最近
，
1 0 0 m gl m

2

に 減量 し て の 検討 を行 い ，
2 0 0 m gノ

m
2

を投与 した際 の 標本率と ほ ぼ 一 致 し た結果 で あ っ

た と報告 し， 副作用 を考慮 し て 100 m gノm
2
へ の 減量 を

勧 めて い る ． 今後 ， さ ら に減 量が可能か 否か検討 を要

す る こ と と 考え る ．

ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン を取 り込 ん だ細胞の 検出法

と して は
． 免疫組織化学的方法 お よ び フ ロ ー

サ イ トメ

ト リ
ー 法の 2 つ が ある ．

フ ロ ー

サイ トメ ト リ ー に よ り

解析す る た め に は ， 白血病細胞が80 ％以 上 を占 め ， し

か も 10ソ皿1 個以上 の細胞が採取可能で なけ れ ば な ら

ない と い う 制約 がある ． 急性白血病 で は
，
細胞数の 少

ない 例 く低形成性白血病1 ， 白血病細胞 の占め る 割合の

低い 例くl o w p e r c e n t a g e l e u k e m i al ， さ ら に 骨髄異形

成症候群 な どの よう に ，
フ ロ ー

サ イ トメ ト リ ー で の 解
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析 に 適さ な い 例 が し ばしば み られ る
割M

． こ の よ う な 例

に は
， 個 々 の 細胞の 形態 を観察 しな が ら同時に ブ ロ モ

デオ キ シ ウ リ ジ ン の 標識状態 を み る こ と の で き る
， 免

疫組織化学的方法が適 して い る ． した が っ て本研究 で

は， す で に 著 者らが 改点 し た方法
1 3I
に 従 っ て 免疫組織

化学的染色を施 した ．

血液細胞は小型で あ るた め に
，
よく 伸展 した状態 で

観察す る必要が あ り ， 骨髄 塗 抹乾燥標本 を作製 し
，
用

い た ． 細胞が 重 な り合わ な い よ う に で き る だ け 薄く塗

抹 し
， 直ち に 冷風 を当て 2 時間以 上 乾燥さ せ た ． 乾燥

は きわ めて重要な操作 で あ り ，
こ れ が 不十分な場合 に

は ， 染色中に しば し ば細胞 の 剥離あ る い は変形 が み ら

れ た ． プ ロ モ デ オ キ シ ウリ ジ ン の 取り 込み の 観察 に は

酵素抗体法間接法 を用 い た ． 本剤が 取り 込 ま れ て い る

か 否か の観察 に は ，
よ り 多 く の ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ

くp e r o x id a s el の 付着 する ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ． 抗 ペ ル オ

キ シ ダ ー

ゼ くp e r o x id a s e a n ti － p e r O X i d a s e ， P A P い法あ

S

ト

－

．

書
t

■

Fi g ． 8 ． T h e d i s tri b u ti o n o f T s i n 1 3 c a s e s ．

M e a n 士S ． D ． w a s 9 ．7 士7 ．7 ％．

る い は ア ビテ ン ． ビオ テ ン ． ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ複合体

くa vi di n － bi o ti n p e r o x id a s e c o m pl e x ， A B CI 法が 優れ

て い る が
， 反応が 強す ぎる と核 が 濃く 染ま り却 っ て核

の 形態な らび に ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 取 り込み の

量が 十分 に 観察で き な く な る危険性が あ る た め に
， 本

研究で は 用 い な か っ た ． な お
， 抗 ブ ロ モ デ オ キ シ ウリ

ジ ン ． モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 は ， 市販 の も の を リ ン酸緩

衝液 に て 約1 0倍 に 希釈 し て用 い る こ と に よ り良好な反

応性 が得 られ た ．

ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン の 発色 で は
， 標識 され た細胞の

核が 黒褐色 に 染 ま っ て み え る の み で あ り
， 細胞形態の

観察 は不可能 で あ る ． 形態の 詳細 な観察 に は後染色が

重要であ り
，
す で に 著者 らは種 々 の 染 色法 に つ い て検

討 し ， 対象が 血液細胞である こ と も考慮 して ， ギ ム ザ

A 8

F i g ． 9 ． T s v s ． th e p e r c e n t a g e o f l e u k e m i c c ells

i n b o n e m a r r o w s ． T hi r t e e n c a s e s w e r e

di vi d e d i n t o t w o g r o u p s a c c o rd i n g t o th e

p e r c e n t a g e of l e u k e m i c c ell s i n b o n e m a r r o
－

W S ． A
，
室8 0 ％ニ B ， く 80 ％． p ン0 ．1 くs t a ti sti c ally

n o t si g n ifi c a n t i n o n e w a y l a y o u t m e th o dI ．



白血病細胞の 増殖動態 に 関す る研究

染色を用 い て い る ． 本 研 究で も ギ ム ザ 染色 を行 っ た

が
，
でき る だ け 薄く染色 し

，
しか も細胞形態 が十分 に

観察可能で あ る こ とが 肝要で ，
濃く 染め る と形態 はよ

く観察で き るが ， 核 も 濃染す る た め に プ ロ モ デオ キ シ

ウリ ジン の 取り 込 み の 状態が観察で きな く な っ た ． こ

のよ う に 注意 しな が ら後染色 を施す こ と に よ り
， 白血

病細胞 の 占め る割合が80 ％未満で あ っ た11 例 に お い て

も ， 白血病細胞 と そ の ほ か の 細胞 と は 容易 に 鑑別 で

き
， 白血病細胞 の み の ブ ロ モ デ オキ シ ウ リ ジ ン の 取 り

込み状態を正 確 に 把握 する こ と が可能 であ っ た ．

以上 の よ う に して 染色 した標識細胞 の 核 は ， 微細顆

粒状に 染ま るも の か ら核全体 が濃染 す る もの まで 様々

で あ っ た ． こ の よ う な 染色態度 の 差異 を ， D i e r e n d o n －

C k ら
抑
は D N A 合成 期に お け る D N A 合成部位の 違

い に よ るも の と して い る ． つ ま り ， 細胞 が D N A 合成

期に 入 り D N A 合成 す る際 に は
，
ま ず多数あ るイ ン ト

ロ ン を ほと ん ど同時 に 複製 し
，
次に 各遺伝子 の部分 へ

と移行 し， さ ら に 核小 体周囲お よ び核小 体 へ と進み ，

最後は核膜 と D N A 付着部位 を複製 し
， 終 了 す る ．

従っ て， ブ ロ モ デ オ キ シ ウリ ジ ンが 投与 され た時 に細

胞が D N A 合成期の どの 時期に あ っ た か に よ り
， 0 核

小体 を除 い た核全体 の微細顆粒状の 発色 ， 砂 核全体 が

漉染， 母核小体周 囲の 環状 の 発色 ， ゆ核小体 の み の 染

色
， 命複数の粗 な対 と な っ た顆粒

，
の 5 つ の パ タ ー ン

に分けら れ
， 染色態度 を観察す る こ と に よ り

， 標識細

胞が D N A 合成期の ど こ に 位置し て い た か を判定 で き

ると して い る ． 本研究 で も
， 注意深 く観察 し たが

，
そ

れぞれ そ の パ タ L ン の 間に 種 々 移行型 が あ り 5 つ の パ

タ ー ン に 分 ける の は き わ め て困難 で あ っ た ． しか し，

染色態度 に 差が あ る の は確 か で あ り ， 今 後増殖態度 と

の関係に つ い て検討 を要 す る こ と と 考え る ．

こ れ まで報告され て い る
， 未治療例 の 骨髄中の 白血

病細胞の D N A 合成期 の 細胞の 比率 を み る と ， ト リ チ

ウ ム チ ミ ジ ン を用 い た オ
ー

トラ ジオ グ ラ フ イ
一 法お よ

びフ ロ ー サイ ト メ トリ ー に よ る D N A 量 か らの 算定で

は
， 2 ％か ら20 ％で あ る く表3 ト R a z a ら

－0

切 行 っ た ブ

ロ モ デ オ キ シ ウリ ジ ン を用 い て の 生 体内 に お ける 初め

ての 検討で も 同様 な値 で あ っ た ． 当研究 で 得ら れ た本

剤に よる 標識率は ，
2 ． 4 ％か ら1 5 ．4 ％， 平均値7 ． 2 ％と

こ れま で の 報 告と叩
一

致 す る結果 で あ り
， 本法 の 正 確さ

を示 すも の と考 え られ る ． これ ま で は D N A 合成期 に

ある細胞の 比 率と
，
白血 病の 病 軋 白血病細胞の 数お

よ びその 割合 ，
さ らに は 前治療 の 有無と の 間 に はい ず

れも有意な相関は み ら れ て い な い 3 蜘 ． 今 回 の 検 討 で

も
， 骨髄中の 白血病細胞 の 割合お よ び骨髄 の 有核細胞

数に 従 っ て プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る標識率 を比

743

較 した が
，
統計学上 有意な差は み られ なか っ た ． し か

し
，
こ れ ま で の 報告が い ずれ も小数例 に つ い て の 検討

で ある た め
， 直 ち に こ れ ら の 間に 差が な い と断定 で き

な い ． 今後の 症 例の 積み 重 ね が必 要で あろ う ．

次 に ，
D N A 合成期時間の 求め 方に つ い て 考察 す る ．

細胞回 転上 ， 細胞が 最も 活発 に 生物学的活動 を行う の

は
，
D N A を合成す る時期で あ る

4 0l
． 従 っ て D N A 合成

期の 長短は
，
そ の 時期に あ る細胞の比 率 と とも に 細胞

の 増殖能を 示 す 最 も 良い 指標 と なる ． ま た
，
臨床 上

も ，
ほ と ん ど の 抗腫 瘍剤 が こ の 時期 に 作用 す る た め

に
，
そ の 効果 を予 測す る目的 で， こ れ ま で も そ の 時間

を求め る た めの 検討が な され てき て い る41
1 刀

． D N A 合

成期の 算定法 と して は
， 核 D N A 内に 取り込 ま れ た標

識物質が経時的 に 変化し て い く過程 を追跡す る方法 お

よ び
一 定時間標識物質を細胞 に作用 さ せ て

，
そ の 取 り

込 み畳 の 増加 よ り算出す る方法と が ある ．

C l a r k s o n ら
4，

はか っ て
， 前者 を用 い ， 急性白血 病患

者に ト リチ ウム チ ミ ジ ン を 1 回投与 し
，
オ ー ト ラ ジオ

グ ラ フ イ 法に よ り トリ チ ウ ム チ ミ ジ ン 標識細胞 の 数

軌 質的変化 を観察 し， 生体内に お け る D N A 合成期

時間 を含め た細胞 回転時間を算定 した ． しか し
，
こ の

方法は 算定ま で に 時間 を要し
，
また頻 回に 骨髄穿刺 を

施行 しな け れ ばな ら ず
，
臨床 に は応用 で き な い ．

一

方
，
P a i et t a ら

ヰl，

は ， 後者 に 従い
，
トリ チ ウム チ ミ ジ ン

お よ び
1 4

C で 標識さ れ た チ ミ ジ ン の 2 種類の ラ ジ オ ア

イ ソ ト
ー プ を用 い て

，
二 重標識法を行い ，

一 定時間 で

の 両者の 標識率の 差を求 めて
， 生体内 に お け る D N A

合成期時間 を算定 して い る ． ま た
，
R a z a ら

為J

も ，

山

旦

プ ロ モ デオ キ シ ウ リ ジ ン に よ り生体内 で の 一

回標識 を

行 っ た後 に 骨髄細胞 を採取 し ， 生体外で 一 定時間 ト リ

チ ウ ム チ ミ ジ ン と と も に 培養し た後 ， オ
ー

トラ ジオ グ

ラ フ イ
一 法を 用 い て プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る 標

識率と トリ チ ウ ム チ ミ ジ ン に よ る標識率と の 差 を 求

め
，
D，N A 合成期時間を算定 し て い る ． し か し

，
こ れ

らの 方法は ，
い ずれ も ラ ジオ アイ ソ ト ー プ を使用 す る

た め に
，
現 在 で は生体内で の 算定は 不可能で あ る ． こ

れ ま で
，
ラ ジ オ アイ ソ ト ー プ を用 い た 方法以外で 生体

内に お け る急性白血病細胞の D N A 合成期時間 を求め

た報告 はな い ． 近年 ， S a s a k i ら
421
は

， 培 養実験細胞に

ブ ロ モ デオ キ シ ウ リ ジ ン を冊
一 定時間持続的 に 接触 さ

せ
，
フ ロ ー サイ トメ トリ

ー に よ り こ の 間 に 増加 した標

識率 を知 り
，
D N A 合成期時間を算定す る 方 法を 報告

し てい る ． 本研究 で は
，
こ の 方法を応用 して

，
急性白

血 病患者に 一 定 時間 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン を持続点

滴 し ，
その 標識率の 増加率か ら D N A 合成期時間を算

定す る 方法 を考案し ， 検討 した ．
つ ま り ，

1 回 目の ブ
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白血病細胞の 増殖動態 に 関す る研究

ロ モ デオ キ シ ウ リ ジ ン の
一

回静脈内投与 に よ る標識 に

ょ り得ら れ た標識率 を前値くB r d U － LI ．11 と し ，
こ れ と

1 回目の 骨髄穿刺後1 50 分 をか け て 再 び こ の 薬 剤 を持

続点滴 した後 に 得 ら れ た標識率 の 値 くB r d U － L I ． 2I か

ら， その 増加率くA LIJ を算定 し， D N A 合成期時間 を

求めた ． な お
，
こ の 方法 で は

，
プ ロ モ デ オ キ ン ウ リ ジ

ンを取り込 んだ 細胞が ， 分裂期 に 入 る前 に 持続点滴 を

終了し ， 2 回目の 骨髄穿刺 を施行す る必要が ある た め

に
，
白血 病細胞 の 第 二 間期が約180 分 で ある と の報告

41

を参考に し て ，
1 回 目の ブ ロ モ デオ キ シ ウ リ ジ ン 投与

から 2 回目 の 点滴終了 ま で の 時 間を18 0 分と 定 め た ．

さら に ， 本方法 で D N A 合成 期時間 を求 め る に は ，

個々 の 細胞間で増殖相 の各時期 を通過す る 時間 に 差が

なく ， しか も180 分の 間に ， 非増殖相 を含 め た 各時期

の細胞数に も 変化 が な い と仮定す る 必要 があ る 用 ． 本

研究で 得 られ た標識率 の 増加の平均値は3 ．1 ％で あ り
，

2 回目の 標識率が 1 回 目 よ り も 低値 を 示 し た 例 は な

く ． 今回用 い た免疫組織化学的方法 で も
， 十 分に 増加

率を把握で き る も の と考 え られ た ．

この よう に 算定 し た未治療急性白血病13 例 の D N A

合成期時間は平均値 で9 ． 7 時間で あり ，
こ れ まで の 報

告とほ ぼ 一 致 す る結果 が 得 られ た が
，
症例 に よ り か な

りの バ ラツ キ が み られ た ． 本研 究で 得 ら れ た生体内 に

お ける プロ モ デ オ キ シ ウリ ジ ン に よ る標識率 の 値お よ

び D N A 合成期時間の 値 よ り， 急性白血病細胞の 細胞

回転状態を み る と
．
症 例 に よ り バ ラ ツ キ は あ る も の

の
，
D N A 合成期 に あ る細胞の 比 率 は意外 に 少な く ，

ま た
，
そ の 時間も か な り長 く 言 細胞の 増殖力 は想像以

上に弱い の で はな い か と推 定さ れる ． こ の こ と か ら
，

白血病細胞の 増加は ， 細胞 の 分賓 に よ る も の よ りも
，

むしろ
，

一

旦 産生さ れ た細胞が長期 に わ た り 生存し
，

次々 と蓄積さ れ る こ と に よ り生 ずる の で はな い か と考

えられ る ．

本研究 に よ り
，
ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン お よ び そ の

モ ノク ロ ー

ナ ル 抗体 を用 い て 生体内に お ける 白血病細

胞の 増殖動態 を把握 で き る こ と が 明 ら か に な っ た ． 今

回の 生体内で の研究 で は
，
こ れ ま で の 生体外で の 解析

とほぼ同様の 成績が得 られ たが
， 今後 ， 前白 血病状態

の解軌 再発 な ら び に 薬剤耐惟の 問題 な ど
，
生体 と密

接に 関連す る よう な事柄 に つ い て 検討 す る際 に は
， 直

接生体内で の 増殖動態 を知 り得る本法 は ， き わ め て有

用な手段に な るも の と 考 えら れ る ．

結 論

骨髄中の 白血病細胞の 細胞動態 を ， 生体内 で 解析す

る ための 方法 を開発す る 目的で ， チ ミ ジ ン の 同族体 で

74 5

ある プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン くb r o m o d e o x y u rid i n e ，

B r d U J と そ の モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体を用 い て， 免疫組織

化学的方法 に よ り検討 し た ． 対 象は末治療の急性白血

病患者で ， 細胞動態 を知 る指標と して
，
こ の薬 師 こ よ

る標識率くB r d U － L Il およ び D N A 合成期時間くT sJ の

2 つ を選び ，
こ れ らの算定の 可能性 に つ い て検討 し ，

以 下の 結果 を得 た ．

1 ． ブ ロ モ デ オキ シ ウ リ ジ ン に よる標識率 の 算定の

た めに
， 本 剤 200 m gノm

2

を
一

回 で 静脈内に 投与 し
，

一

回標識を行 っ た 後に 1 回目の 骨髄穿刺 を施行 し
，
塗 抹

乾燥模本 を作製 し ， 酵素 抗体法間接法 に よ り 染色 し

た ■ な お
， 後染色と して ギム ザ染色 を施行 した ． こ の

方法に よ り
， 細 胞の 形態 とブ ロ モ デオ キ シ ウ リ ジ ン の

取り込 み状態の 両者 とも に 良好 に 観察で きた ．

2 ． 今回 対象と した31 例の ブ ロ モ デ オ キ シ ウリ ジ ン

に よ る標識率は ，
2 ．4 ％ か ら15 ．6 ％

， 平均値 で7 ． 2 ％で

あり
，
これ ま で の 報 告と ほぼ 一 致す る結果 を得た ．

3 ． D N A 合 成期時間 を算定 する た め に ， 1 回 目 の

骨髄穿刺後再び プ ロ モ デ オキ シ ウリ ジン 20 0 m gノm
2

を

1 50 分 か け て持続点滴 し ， 2 回目の 穿利く1 回 目の プ ロ

モ デ オ キ シ ウリ ジン 投与180 分後1 を行 い
，
そ の 標識率

の 増加率くA L 工1 を求め た ． この 方法に よ り ， 平均値

で3 ． 1 ％の 標識率の 増加 を得た ．

4 ． 今回検討 した13 例の D N A 合成期時間 は ， 3 ． 1

時間か ら27 ． 4 時 間， 平均値 で9 ． 7 時間 と な り
，
症 例 に

よ りか な り バ ラ ツ キ はみ られ るも の の ，
こ れ ま で の 報

告に ほぼ 一 致 す る成績で あ っ た ．

5 ． ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る 標識率 お よ び

D N A 合成 期時間と骨髄中の 白血病細胞の 割合 な ら び

に 骨髄 の 有核細胞数と の 間 に は ， 有意な 相関は み られ

なか っ た ，

6 ． 生体内 で 算定 した プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ

る標識率 は比 較的低値 で あ り
，
D N A 合成期時間 も長

い こ と か ら
， 急性白血病細胞の 増殖力は弱い と推定 し

た ．

本研究 で 検討 した 方法 に よ り
， 安全 に し か も容易 に

生体内に お ける 白血 病細胞の D N A 合成期に ある 細胞

の 比 率 な ら びに D N A 合成期時間を 早期に 知 り得る こ

と が分 か っ た ． さ ら に 本法は 細胞形態 をも 同時 に 観察

可能 で あり ，
フ ロ ー サイ ト メ トリ

ー 法に 比 較 して 応用

範囲は広い と考 え る ．
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