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ヒ ト骨髄 の 冷‡東保存に関する研究

Ⅰ
. 骨髄冷i東保存条件 に 関する基礎的検討

金沢 大学医学部第3 内科

石 野 千 津 子

( 昭 和55 年1 1 月2 5 日 受付)

本論文の 要旨は第3 9 回 日本血 液学舎総会, 第2 5 回 日本輸血 学会総会 に お い て 発表 し た ･

骨髄 抑制 は悪性疾患の 化学療法 や放射線治療を継続

す る さ い , 必ず遭遇す る重大 な問題 で あ り , その た め

に し ば しば 治療 を中断せ ざ る を得 な か っ た り , あ る い

は重篤 な合併症 の 発生 を み る に い た る . した が っ て こ

の 骨髄抑制 を克服で き れ ば , 現在 よ り 強力な化学療法

が可能 と な り , しか も より良好な治療効果を期待する

こ と も可能 で あ る . こ の よう な 観点か ら化学療法お よ

び 放射線治療 の 結果 も た らさ れ る致命的 な造血不全 に

対 して , 前 も っ て 冷凍保存 し て お い た正 常造血能を有

す る自家骨髄を投与する と い う治療方法 が 考 え ら れ

る
‖2】

. こ の 方法 を 臨床的に 応用 す る た め に は , ま ず冷

凍保存 され た骨髄が解凍後移植 さ れ る場合 に 十分 な造

血機能 を維持 し得 るよ う に , 種 々 の 角 度か ら冷凍保存 ,

解 凍条件 を検討 し , 至適 条件 を設定す る必要が あ る .

骨髄 は形態的 に も機能的に も異な っ た 数種矯の 細胞

群 に よ っ て 構成 さ れて い る . 冷凍保存す る骨髄の 中で

最 も重要 な細胞 は造血幹細胞で あ り , 骨髄の 冷凍保存

は造血幹細胞の 保存 に 他 な ら な い . 造血幹細胞 は機能

的単位 と して 測定可能 で あ るが , 形態学的 に は ま だ 同

定 され て お らず , 骨髄細胞 10
4
～ 1 0

5

個 に 1 個 の 割 合

で 存在す る と い わ れ る
3)

. こ の よ う に 骨髄 に は造血幹細

胞 の 他 に h e t e r o g e n o u s c el l p o p u l a ti o n s が 存 在 す

るた め に , 冷凍保存 した骨髄 の 生存性 の 判定や至適条

件の 評価 が困難 で あ っ た . 生存性の 判定に は形態学的

変化 , 色素排泄試験 ,

3
H

-

t h y mi d i n の とり 込み な ど

が 指標 と して 利用 さ れて き た . しか し なが ら , こ れ ら

の 方法 は必ず しも 造血幹細胞 と して の 機能 を反映 して

い る と は い え ず , こ の た め至適冷凍保存条件 は研究者

に よ っ て 異 な っ て い る の が実状 で あ っ た . 自家骨髄移

植が成功す る ため に は, 解凍骨髄細胞中の 造血幹細胞

が移植後 た だ ち に生者する だ け で な く ,
自 己再生 , 分

化 , 増殖 と い う造血幹細胞と して の 機能を 維持 し な け

S t u d y o n C r y o p r e s e r v a ti o n of H u m a n B o n e

O p ti m al C o n diti o n f o r H e m o p oi eti c A cti vit y .

れ ば な ら な い . 近 年造血幹細胞 に 関 す る研究 は急速に

進歩 し , そ の 成 果と して い く つ か の 成熟段階 の 異 なる

造血幹細胞 の 存在が明ら か に さ れ ,
そ の 定量的測定法

も確立 さ れ て い る
4)

. 多能性幹細胞 (C O l o n y f o r m i n g

u n it i n s p l e e n , C F U
-

S) は赤血軋 白血球 , 血小板

に 分化す る能力を有 し , 冷凍保存骨髄の 生存性の 判定

に は最 も望 ま し い 造血幹細胞の 定量的測定法で あ る
ユ)

.

しか し こ の C F U
- S 測定法 は致死量照射 マ ウ ス に お

け る脾 コ ロ ニ ー 形成 を利用 す る もの で ,
ヒ ト で は こ れ

に 相当す る造血幹細胞 の 測定法 は ま だ確立 され て い な

い
.
し た が っ て ,

七 卜骨髄 の 造血能 を評価す る に は顆

粒球系前駆細胞 ( c o l o n y f o r m i n g u n i t i n c u l t u r e ,

C F U
-

C ) や 赤 芽球 系前駆細 胞 ( e r y t h r o p o i e ti n

r e s p o n s i v e c o l o n y f o r m i n g u n it , C F U - E ;

e r y t h r o p o i e ti n r e s p o n si v e b u r s t f o r m i n g u n it ,

B F U
-

E ) な ど で 測定する の が最 も適 当 と思 わ れ る .

こ こ で は C F U
-

C を指標 と し て ,
ヒ ト 骨髄冷凍保存の

至適条件 を決定す る た め の 基 礎的 条件 , 即 ち凍害保

護剤 の 種類 と濃度, 血清 添加 の 影響 , 細胞濃度 , 保存

期間等 に つ い て 検討 を 行い , 臨床 的に も応 用 で きる至

適条件 を設定で き た の で 報告する .

材料 お よ び 方法

1 ) 骨 髄細 胞

鉄欠乏性賓血 , 本態性血小板減少症 , 寛解 期白血病

患者 , 鑑別診断の た め 骨髄穿刺を受 け た 非血液疾患の

患者の う ち正 常 な骨髄像を示す症例 を対象と して , 胸

骨 より 通 常 の 方法 で 骨髄穿刺液 を吸 引 し , こ れ を 小試

験管 に 移 し て 室温下 で 約 1 時間静置後 ,
b u ff y c o at を

採取 し た .
つ ぎ に ,

こ の b u f f y c o a t を M c C o y 5 A 培養

液 ( G r a n d I s l a n d Bi o l o gi c a l C o . G I B C O , N e w

M a r r o w C ell . Ⅰ . D e t e r m i n a ti o n of t h e

Clli z u k o I s hi n o , D e p a r t m e n t of I n t e r n al

M e di ci n e ( m ) , K a n a z a w a U n i v e r sit y S c h o ol of M e d i ci n e , K a n a z a w a , J a p a n ■
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Y o r k ) で 2 回洗浄し , 骨 髄細胞浮遊液 と し た .

小 郡 は

コ ン ト ロ
M

)L / ( 冷凍前) の C F U - C 測定 に 用 い , 残り

を冷凍保存 し た .

2 ) C F U - C の 測定

C F U R C の 測定は Pik e & R o b i n s o n
5 }
の 方法 に 準

じ て 行 っ た . 培養液は Pik e ら の 処方 に 従 っ て ,
ア ミ ノ

酸や ど タ ミ ン を 添加し た M c C o y 5 A 培養 液 に 牛胎児

血 清 ( F C S , F l o w L a b . S t a n m o r e
,
N . S . W .

A u s t r a ri a ) を 1 5 % 加 え た も の を pl a ti n g m e d i u m と

して 用 い た . こ の Pl a ti n g m e d i u m に 寒 天 ( B a c t o

a g e r , D I F C O L a b . D e t r o i t M i c h i g a n ) を 0 . 5 % 加え ,

さ らに 正常 ヒ ト末梢血 よ り得 た白血球 を 1 × 10
8
/･氾エ

と なる よ う に 添加調整 し
,
こ の 1 Inエを 3 5 m m の 組織培養

皿( F a l c o n ♯ 30 0 1 C A ) に 分注 して f e e d e r l a y e r を

作製し た . 新鮮骨髄細胞 あ る い は 解凍骨髄細胞 は,

0 .3 % 寒 天を 含む pl a ti n g m e d i u m に 2 × 1 0
5

/ mL t な

る よう に調整し , そ の 1 m ほ f e e d e r l a y e r に 重 層 し

0 V e r l a y e r と し た . 培 養 は t ri pli c at e で 3 7 ℃ ,

7 . 5 % C O 2 , 1 0 0 % 湿度 の 条件下 で 1 4 日間行 い t 培養終了

後倒立顕微鏡下 で 5 0 個以 上の 細胞か らな る コ ロ ニ ー

を算定し た . 冷 凍 保存前後 の 検討 は 同 ～

の f e e d e r

l a y e r も し く は 同 一 人 の 末梢白血球 に て 作成 した も の

を 用い た .

3 ) 凍害保護液

凍害保護剤 は グ リ セ リ ン ( 和光純薬 , 東京) お よ び

di m e th yl s u lf o x i d e ( D M S O 和光) を用 い ,

L
M c C o y

5 A 培養液 に 種 々 の 濃度の グリ セ リ ン ま た は D M S O を

使用直前 に 加え て 凍害保護液を作製 し た .

4 ) 冷凍保存方法

細胞数 を 2 × 10
7
/ m いこ調整し た骨髄細胞浮遊液 に

グリ セ リ ン ま た は D M S O を そ れ ぞ れ 10% , 20 % ,3 0 % 含

む凍害保護液を等量, 緩徐に 加え凍害保護剤 の 最終濃

度が 5% , 1 0 % , 1 5 % と な る よう に し た . こ れを 1 山 づ っ

凍結保存 チ ュ ー ブ( N u n c , N -

1 0 7 6 - 1 D e n m a r k )

に 分注 し ,
プ ロ グ ラ ム フ リ

ー ザ ー ( 荏原製作所 P F 2 2 ,

東京) に 静置 し- 1 ℃ / m i n の 冷却速度 で -

7 0 ℃ま で

緩速冷凍を行 い ,
た だ ち に 液体窒素申 ( - 1 9 6 ℃) に

保存し た .

5 ) 解凍

解凍は 40 ℃ の 恒 温槽 で 急速解凍 に よ っ て 行 っ た . 原

則と し て 保存後7 日 か ら3 0 日ま で の 間 に 解凍 し , 一 部

は保存期間の 影響 を み る た め に , さ らに 長期間保存し

た .

6 ) 洗 浄方法

M c C o y 5 A 培養液 を で き るだ けゆ っ く り加 え , 1 0 倍

以 上に 希釈 し , 2 回遠心 洗浄を行 っ た後細胞数を算定し

817

細胞回収率 を求 め , さ ら に C F U - C 測定 を行 っ た . 同

時 に 0 .2 5 % t r y p a n b l u e を 用 い , 色素排泄試験 に よる

生存性 ,
ギ ム ザ 染色に よ る形態学的変化 も検討 した .

成 繚

1 ) 凍害保護剤 の 細胞毒性

グリ セ リ ン
,
D M S O な ど凍害保護剤 は細胞毒性 の な

い こ と が望 ま し い の で
8)

, C F U - C に 対す る 影響 を 検

討し た . O v e r l a y e r 中に グ リ セ リ ン は 0 . 5 , 1 .0 , 2 . 0
,

8 . 0‰ D M S O は 8 . 2 , 0 . 5 , 1 . 0 , 2 . 0 , 5 . 0 % と な る よ

う に 添加 し , グリ セ リ ン あ る い は D M S O の 存 在 下 で

C F U
-

C 測定 を行 っ た . そ の 成績 は図 1 に 示 さ れ る

よう に , グリ セ リ ン , D M S O は ともに 濃度依存性に in

V it r o コ ロ ニ
ー 形成 を抑制 し た . グリ セ リ ン は 1% で コ

ロ ニ ー 形成抑制率は30 % , 5 % で 抑制率は 80% とな り ,

グ リセ リ ン 8 % 以 上 の 存在下 で コ ロ ニ ー 形成 は 全 く み

られ な か っ た . ま た D M S O が 0 . 5 % 存在す る と コ ロ ニ

ー 形成抑制率は30 % で あ り. 1 % で は抑制率 63 % と な

り , D M S O 2 % 以上 で は コ ロ ニ ー

形成は全く認め な か

っ た . 以上 の 結 果よ り以下 の 実験で は凍害保護剤 を除

去す るた め に 解 凍骨髄細胞 は洗浄を行 う こ とに した .

2 ) 形態学的変化

図2 は凍結保存前後 の 骨髄細胞の ギ ム ザ染色標本で

あ る . 解凍骨髄 の 染色標本 で 特徴的な こ と は成熟好中

球 は著明な減少を示 し, 形態的 に分類不能の 細胞が著

しく 増加 した .
こ れ ら の 細胞 は変性に よ り細胞質を失

G l y c e ｢ 0 1

∩
)

u

･

⊃

】

U

-

O

u

O

こ

芸

〓
U

l

泄

1 2 ら 8( 鷺) 1 2 5 ( り

C o n c e n t r a い 0 n O f G l y c e r o I C o n c e n t r ∂tj o n o f D M 50

j n t h e m e d i u m ( ∩
= 8 ) 1 n t h e m e d j u m ( n ; 7 )

% i n h ibiti o n =

N o . o f C F U ･C (t e st)
( ト 転売~ 所百石てさ嘉i･扇｢

) ×1 0 0

図1 C yt o t o x i c eff e c t o f c r y o p r o t e c ti v e a g e n t s

O n g r an ul o c y t e p r o g e nit o r c ell s ( C F U - C)
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っ た核幻影と言わ れ るも の と考 え られ る . 残存 して い

る顆粒球 も核お よ び細胞質 の 膨化 , あ る い は核濃縮 ,

細胞質 の 脱顆粒が み られ た . 好 中球 に 比 べ て 好酸球 ,

好塩基球の 顆粒球 は比較的よ く 保た れ て い た .

一 方赤

芽球 や リ ン パ 球 は以 上の よ う な 変化が少 なく ,
その 形

態学的特徴 をか なり 保持 して い た . 表1 は冷凍保存前

後 の 骨髄細胞 の 百分率を 1 0 例の 平均値 で 示 し た も の

で あ る が . 未熟 お よ び成熟顆粒球の 著滅 が認 め られ る

野

の に 対 して 赤芽球 お よ び リ ン パ 球 の 比 率 は変化 を示さ

ず ,

一 方形態学的 に 分類不能 と判断 さ れ る細胞 は 42 .4

± 1 7 . 4 % と高率 に み ら れ た .

3 ) 凍 害保護 剤 の 影響

グリ セ リ ン お よ び D M S O の 各濃度 ( 5 ～ 1 5 % ) で 骨

髄細胞 を冷凍保存し た 場合の 生存性 , 細 胞 回収率 ,

C F U M C 回収率を 表 2 に 示 した .
t r y p a n b l u e 色素排

泄試験 に よる 生存性 は グ リ セ リ ン 各濃度 ,
D M S O 各濃

図2 G i e m s a - St ai n e d s m e a r s o f b o n e m a r r o w c ell s f r e sh o n e s i n th e l e ft a n d f r o z e n ･

th a w e d o n e
'

s i n th e ri gh t ( × 4 0 0)

T a b l e l . C h a n g e s i n di ff e r e n ti al s of b o n e m a r r o w c ell s b ef o r e a n d af t e r f r e e zi n g

D iff e r e n ti al s ( % )
T y p e o f c ell

E r yth r o bl a s ts

I m m a t u r e g r a n ul o c yt e s

M a t u r e g r a n ul o c yt e s

L y m ph o c yt e s

U n cl a s si負ed

2 4 . 8 ±4 . 3

2 1 . 3 ±7 . 9

2 4 . 6 ± 4 . 9

21 . 8 ±1 1 . 1

0

2 4 .9 ± 1 4 . 3

4 .8 ± 4 . 9

3 . 1 ± 4 . 0

2 1
.
4 土 12 . 2

4 2 . 4 ±1 7 . 4

E a c h v al u e r e p r e s e n t s th e m e a n ± s t a n d a r d d e v i a ti o n i n l O e x p e ri m e n t s .
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度間に 有意 差 はな く , ま た グリ セ リ ン と D M S O との 比

較で も差異 はみ られ な か っ た . 細胞回収率 は グ リ セ リ

ン
.
D M S O と も 1 5 % の 濃 度 で そ れ ぞ れ 32 . 1 ±

2 2 . 0 ‰ 3 7 . 4 ± 1 5 . 3 % と 高 く な る 傾 向 が み ら れ .

1 0 % ,1 5 % 濃度で は D M S O は グリ セ リ ン より 高 い 回 収

率が得 られ た . 最終的 な C F U - C の 回収率 を 次式 に

ょ っ て C F U
- C 総回収率 ( %) と し て 計算 し た .

C F U ･ C 総回収率 ( % )

N o . o f C FしトC/ 2 × 1 0
5

解凍骨髄細胞
~

N o . o f C F U- C /2 × 1 0
5 新鮮骨髄細胞

細胞 回収率 ( % )

C F U - C 総 回収率 は 10% D M S O を 用 い た と き 46 . 2

± 9 . 5 % と最 も高値 で あ っ た . 1 0 % D M S O に 比 べ て グリ

セ リ ン の 各濃度 , 5 % D M S O で C F U
-

C 総回収率は有

意に 低下 し て い た が , 1 5 % D M S O と の 比 較で は 有意差

は得ら れ な か っ た . ま た t r y p a n b l u e 色素排泄試験 に

よる生存性 と C F U - C 回収率 に 相関は み られ な か っ

81 9

た .

4 ) 血 清添加の 影響

凍害保護剤と して 10 % D M S O を 用 い F C S を 1 5 % 添

加 した 場合の 回収率 に 及 ぼす 影響を比較検討し た . 成

績 は表3 に 示さ れ る よ う に , F S C 非添 加群 に 比 べ .

F C S を添加 し た場合 に 細胞回収率 ,C F U - C 総 回収率

と もに 有意の 増加 が認 め られ た . した が っ て 以 下の 実

験 は1 0% D M S O お よ び 15% F C S を 添加 し た凍害保護

液を使用し た .

5 ) 細胞 濃度の 影響

冷凍保存す る際の 細胞濃度 は臨床応用で は大容量の

骨髄細胞を保存し な け れ ば な ら な い の で . 全体の 容量

を左右す る 要因と な り得 るが , C F U - C 回収率 は1 ～

5 × 1 0
7

/ m⊥で 有意差は認 め ら れ なか っ た( 表 4 ) . しか

し ,
こ れ よ り 低 い 細胞濃度( 0 . 5 × 1 0 ソ mエ) で は C F U

- C 回 収率 は有意 に 低下し た .

6 ) 保存期間 の 影 響

つ ぎ1 こ保存期間が C F U - C 総回収率 に 及ぼ す 影響

T a bl e 2 . E ff e c t o f di ff e r e n t c o n c e n tr a ti o n s of gl y c e r ol a n d D M S O o n C F U
- C r e c o v e r y

C ell . r e c o v e r y
af te r

卑e 甲i n g ( %)

2 2 . 2 ±1 2 . 3

29 . 8 ±1 7 . 0

32 . 1 ±2 2 . 0

18 . 3 ±1 0 . 3

3 4 . 0 ±1 1 .8

37 . 4 ± 15 .3

V i a bilit y
a

( % )

8 0 . 7 ±1 4 . 8

8 3 . 0 ±7 . 1

8 0 . 6 ±9 . 1

8 5 . 4 ±8 . 8

8 7 . 7 ±5 . 5

8 2 . 3 ±8 . 7

C r y o p r o t e c ti v e
S ol u ti o n

5 % G l y c e r ol

l O % G l y c e r o1

1 5 % G l y c e r o1

5 % D M S O

l O % D M S O

1 5 % D M S O

r e c o v e r y
b

p

( % )

4 .3 士 2 . 5 < 0 . 0 01

2 3 .9 ±1 4 . 7 く0 . 0 1

2 0 .0 ± 1 5 . 0 < 0 .0 1

16 . 0 ± 9 . 9 < 0 .0 0 1

4 6 .2 ±9 . 5
亡

4 0 . 2 ±1 1 . 0 > 0 .1

E a c h v al u e r e p r e s e n t th e m e a n ± S D i n l O e x p e ri m c n ts

a : V i a b ility i s r ef e r r e d t o % c ell s u n s ta i n e d w ith tr y p a n bl e u d y e e x cl u si o n

b : ･記3::f琵琶二E(…;iB…宝器毘三三冨認諾㌫…昌冒
S
〉くC ell r e c o v e r y ( % )

c : T h e h i gh e st v al u e f o r st a ti s ti c al e v al u a ti o n b y S t u d e nt t te s t

T a b le 3 . E ff e c t of a d diti o n o f f et al c alf s e r u m (F C S ) o n c r y o p r e s e r v a ti v e e ff e c ti v e n e s s

C ell r e c o v e r y T o t al C F U ･C
C r
璧だ聖

ti v e V i想ity
a

〉
い

;蒜訂
Y し 1
'

▲

蒜 蒜声
S Ol u ti o n ( % )

f r e e zi n g ( %) ( % )

1 0 % D M S O 8 8 .5 ±

1 0 % D M S O
w ith 1 5 % F C S

8 5 .1 ±コp > 0 .1
c

12±57
〔

J

49 . 8 ±6 . 0

5

] p < 0 .0 0 1
c

7

3

1

1

±

±

2

3

5

9

4

仁
U

p < 0 .00 1
仁

E a c h v a l u e r e p r e s e n t s th e m e a n ± S D i n 1 5 e x p e ri m e n t s

a
,
b : S e e th e f o o t n o t e i n T a bl e 2

C : E a c h v al u e w a s e v al u a t e d s t a ti s tic a11 y b y S t u d e n t t t e st
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T a b l e 4 . E ff e c t o f c e11 c o n c e n tr a ti o n o n C F U - C r e c o v e r y

c ｡ n C霊まti｡ n C eIl r e c o v e r y ( % ) 慧崇諾昔
0 . 5 ×1 0γr n1

1 × 1 0
7

2 × 10
7

5 × 1 0
7

6 5 . 6 ±2 2 . 5

6 3 . 8 ±1 6 . 2

6 6 . 1 ±1 7 . 8

6 6 . 3 ±1 2 . 4

5 2 . 7 士 7 .2

5 6 . 8 ±1 2 .5

6 8 . 3 ±1 0 . 0

6 6 . 6 ± 6 . 8

M e a n ± S D i n 6 e x p e ri m e n t s

0

▲

U

｣

巴

訂
U

A
O
U

山
h

U
.

己
U

T

男
○
ト

1 T TtO n t h l y e a r 2 y e a r 5 ] y e a r s

S t o r e d i n th e l i q u i d n i t r o g e n

図 3 T o t al C F U ･C r e c o v e r y af t e r v ar i o u s p e ri o d s

Of st o r a g e i n th e li q u id ni tr o g e n

を 検討 した . 同 一 サ ン プ ル を 1 カ 月 - 3 年間液体窒素

中に 冷凍保存し , 1 カ月以内 ,
1 年 ,
2 年 ,
3 年後の C F U

-

C 回収率を図 3 に 示 し た . 図か ら明 らか な よう に ,

少 な く と も3 年間ま で の 長期冷凍保存で は保存期間の

長短 に 拘 らず , C F U
-

C 回収 率に 有意差は 認 め られ な

か っ た . 3 年間保存後の C F U -

C の 回収率は 5 5 . 9 ±

1 0 .7 % で あ っ た ,

考 察

臨床応用 を目的と して と 卜 骨髄 を 冷凍保存す るた め

に は , 1 ) 毒性の な い , 凍害 保護効果の 高 い 保護物質

の 撰択, 2 ) 凍害保護剤の 至適濃度 , 3 ) 凍害保護

液の 組成, 4 ) 冷凍条件お よ び 保存温度 , 5 ) 解凍

条件 ,
な ど を造血能 を指標と して 検討す る必要が あ る .

凍害保護物質 と し て は , グ リ セ リ ン が 最初 に 精子の

冷凍保存で 凍害防止作用を持 つ こ とが 偶然見出 さ れ
7I

て 以来 , 多く の 動物細胞 の 保存 に グ リ セ リ ン が 貨用 さ

れ る よう に な っ た: そ の 作用機序 は膜透過性 の 高 い 低

S t u d e n t s t-t e S t

P < 0 .
0 2

p > 0 . 1

p > 0 .2

分子物質が細腹 の 内外 に 溶存す る と , 細胞 内水晶形成

が減少 し細胞膜 を保護 す る た め と い われ て い る
別

. 同様

に 低分子 で 膜透過性 が高く , 水溶電解質液 に 高 い 溶解

度 を示す物質 と し て D M S O 9) , e t h yl e n gl y c o l 等 も用

い られ る よ う に な り , 今回の 検 討で は D M S O と グリセ

リ ン に つ い て 比較検討 を行 っ た . 凍害保護物質 の 条件

と し て 毒性 の 少な い こ と が 挙げら れ る が ,
グリ セ リ ン

は 脳 圧 克 進 の 治療 剤
川
と し て

,
ま た D M S O は

p e n e t r an t C a r ri e r , 消炎剤な ど と し て 臨床的に も 使

用 さ れ
川
.

一 般 に 毒性 は少な い
1 2)
と い わ れ る . し か し造

血幹細胞 に 対 して グ リセ リ ン お よ び D M S O は マ ウ ス

の C F U - S
1 3)

, C F U
-

C
川
を 抑制する と い わ れ , ま た

と 卜骨髄細胞に 対 して も図 1 に 示 した よ う に ,
グリ セ

リ ン あ る い は D M S O が 培 養液中 に 存在 す る と i n

V it r o コ ロ ニ ー 形成が 抑制さ れ る . そ の 抑制効果 は濃

度 に 依存 し , ま た D M S O は グ リ セ リ ン よ り 強い 抑制を

示 して い た . ま た と 卜骨髄細胞を培養前 に グ リ セ リ､
ン

お よ び D M S O で 前処置 し た場合 に は , 作用時間 , 処理

温度に 比例 して C F U - C が 抑制さ れ て い た
1 5l

.
そ の 理

由と して 浸透圧 と生物学的毒性が挙 げ られ る . 細胞は

細胞外浸透圧が高く な る と容積 を減少さ せ る こ と に よ

っ て 対応 し , さ ら に 浸透圧 が上昇 し こ
.
の 容積減少の 限

界を こ え る と , 細胞膜障害 が生 じ る
Ⅰ 6l

. グ リ セ リ ン や

D M S O な ど低分子凍害保護物質 は通常用 い ら れ る 濃

度 , 例え ば 10% で は グ リ セ リ ン は 18 8 4 m O s m , D M S O

は196 4 m O s m
1 8 )
と な り , こ れ は等張の 6 倍以 上と い う

高浸透圧 に 相当 す る . し た が っ て 細胞浮遊液 に 凍害保

護液が加 え られ る と き , さ ら に 細胞 を等張液 で 洗浄す

ると き に は急激 な浸透圧変化が生 じ , 浸透圧 ス ト レ ス

と な っ て 細胞障害 が発 生 す る と考え られ て い る
1 7I

. こ

れ に 対 し て 毒 性 は あ ま り 重要視 さ れ て い な い が ,

D M S O は 0 . 5 % で t
グリ セ リ ン は 1% と低 い 濃度 で i n

v i t r o コ ロ ニ ー 形成 は 30% 以 上抑制 され , 造血幹細胞

に対す る毒性 は無視 で き な い と思 わ れ る . ま た D M S O

は静脈内大量投与 で 肝障害 , 腎障害 も起 る と い われ て
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おり
1 8)

,
こ れ らの 点を 考慮し て 凍害保護剤除去の た め

に 解凍後洗浄操作を行 っ た .

凍害保護物質は組織 や , ま た同 じ組織で も動物の 種

の 違い に よ っ て 保護効 果 が異 な ると い わ れ る
1 9)

.
マ ウ

ス 骨髄細胞の 冷凍保存 は CF U - S を 造 血能の 指標 と

して 検 討さ れ て い る , 凍害保護剤 と し て は グ リ セ リ

ン
2 0卜 2 d I

, D M S O
2 0 瑚 2 5 }

.
シ ョ 糖

2 4,

,

p o l y v i n y l p y r o li d o n
2 4 卜 一2 6 )

, デ キ ス ト ラ ン
2 6}

,

h y d r o x y e t h y l s t a r c h
2 5一

, e th yl e n gl y c o 1
2 3>
な ど 多 く

の 凍害保護物質 が用 い ら れ ,
い ず れ も 保護効果の あ る

こ と が 示さ れ て い る . し か し最 も適 し た 凍害保護物質

が何か . ま た そ の 至 適 濃度 に つ い て 一 致し た 成績 は得

られ て い な い .
こ れ ら の う ち , 頻用 さ れ る の は グリ セ

リ ン と D M S O で あり . 両者の 保護効果を比較検討 し た

成績で は , グリ セ リ ン と D M S O に 有意 差が な い と す る

もの や
1 7)2 3 }

,
グリ セ リ ン が D M S O よ り す ぐ れ た凍害保

護効果 を示 す と い う 成績
2 0 卜 2 2)
も 報告 さ れ て い る . ま た

そ の 濃度 の 影響を 比 較 し た成績 で は 5%
2 2)
か ら 12 %

輔

が 至適 で あ る と い わ れ る .

一

方 ヒ ト骨髄 の 冷凍保存も

古くか ら試 み られ て お り , 既に 述 べ た よ う に 形態学的

変化
2 0,2 7 )

, 色素排泄 試験
2 0}

,

3
H M

T d R の とり 込み ,

2 0J

,

蛋白合成
2 8)

,
e r y th r o p o i e ti n r e s p o n si v e c ell( F R C)

2 9J

な ど様 々 な もの が 生存性の 指標 と して 使用さ れ て き た

が
, 至 適条件 に 関す る 一 致 した成績が得 られ な い ま ま t

そ の 後造血幹細胞が骨髄造血能 の 直接の 指標と して 用

い られ る よう に な っ た
. G r a y ら

3 0)
は1 0 % グ リ セ リ ン

お よび D M S O を 凍害保護剤 とし一 て 用 い , 解凍後の と 卜

骨髄が 新鮮骨髄と ほ ぼ 同数 の C F U - C を 形成 す る こ

と
,
そ して グリ セ リ ン と D M S O の 成績に 差 の な い こ と

を報告し て い る . 我 々 の 検討で も10 % D M S O を 用 い た

場合に は 解凍骨髄 の C F U -

C は新鮮骨髄と 同数 か ,

ある い は む し ろ増加 し て い た . し か し こ れ に 比 べ て

10 % グ リ セ リ ン を用 い た場合 に は 解凍骨髄 の C F U -

C は新鮮骨髄 よ り減 少 し て い た3 = . ま た細胞回収率 も

考慮し た C F U -

C 総回収率を指標と し て 比較 し た 今

回の 成績 で も , グ リ セ リ ン はい ず れ の 濃度 に お い て も

細胞回収率 ,
C F U - C 回収率と も に D M S O よ り明 ら

か に 低値 を示 し た( 表 4 ) . 以 上の 成績か ら と 卜骨髄冷

凍保存 に お い て D M S O は グリ セ リ ン よ り有 意 に 高 い

造血幹細胞 に 対す る保護効果を有す る こ とが 示 さ れ ,

こ れ は R a g a b ら
3 2,
の 報告と

一

致 す る .

一 方 ,
ヒ ト 骨髄

と異 なり マ ウ ス 骨髄細胞の 冷凍保存で は
, 先 に 述 べ た

よう に グ リ セ リ ン は D M S O と同等 , も しく は 優れ て い

ると の 報告
2 0 卜 2 2
切i 多い よ う で あ るが ,

こ れ は い わ ゆ る

種特異性に よる も の か
,
あ る い は生存性 の 検討方法 の

遭い に よ る もの か は不 明で あ る .

8 2 1

表 4 に 示さ れ る よ う に , 細胞回収率 は C F U -

C 回

収率 に 比 べ て 低 い が , こ れ は表1 か ら も明ら か な よ う

に , 細胞数 の 減少が主 と して 成熟顆粒球の 破壊 に よ る

もの で あ り
t
解凍細胞 2 × 10

5

個当りの C F U -

C 数 は

む し ろ増加 し , C F U -

C の 濃縮が起 っ た た め と考え ら

れ る . こ れ は造血幹細胞の 方が 成熟顆粒球に 比 べ て 凍

害 に 対す る 感受性 が低 い とい う 可能性を示唆す る もの

と思わ れ る . ま た顆粒球の 破壊産物 や遊離 D N A . な ど

は細胞の a g g r e g ati o n や cl u m pi n g を 起 し 細胞回収

率を低下 さ せ る大 き な要因に な る と予想さ れ , こ の 点

を 考慮 し た冷凍保存解凍方法の 検討 は今後さ ら に 良好

な 保存成績 を得 る た め に 重要 で あ ろう .

細抱濃度 は , 臨床応用を目的 と して 大量の 骨髄液を

保存する場合 ,
その 容量 を左右す る要素と な るが , 1 ～

5 × 1 0
7

/ mエの 濃度 で は回収率 に 有意差は み ら れ な か

っ た
. した が っ て 通常移植 され る骨髄有核細胞数 ( 1

～

3 × 1 0
川

個) か ら 判断し て , そ の 容量 を 500 m乙前後

に す る こ と は十分可能 で あ る . しか し赤血球. 成熟顕

粒球 な ど本来目的とする造血幹細胞 以外の 細胞 を除去

し , で さ るだ け 造血幹細胞 に 富む骨髄細胞液が分離で

き れば , 容量を さ ら に 減少さ せ る こ とが で き , さ ら に

先に 述 べ た 細 胞破壊物 や 遊離 D N A に よ る 細 胞 の

a g g r e g a ti o n や c l u m pi n g の 低下 に も っ な がり . 回収

率 の 向上が期待 さ れ3 3】, 今後検討を要す るも の と思 わ

れ る .

細胞の 冷 凍保存 に は通 常血清が添加使用 さ れ る こ と

が多 い が そ の 効 果 を検討 し た結果, 細胞回収率 の 改善 ,

C F U -

C の 回収 率の 上昇 を示す成績が得ら れ , 血清を

含む 凍害保護液 の 使用が骨髄細胞の 冷凍保存に は適 し

て い る と 考え ら れ る .

長期間の 冷凍保存 に お い て 生存性 を左右す るの は保

存条件 , 殊 に 保存温度 と予想さ れ るが .
M a li n i n ら

2 7}
は

ド ラ イ ア イ ス ( - 6 9 ℃ ～
-

7 9 ℃) で 保存し た ヒ ト骨

髄が 3 年後に は ほ と ん ど形態学的に 破壊さ れ た こ とを

報告 して い る . ま た ,
A p p el b a u m ら

3 4J
は大の 骨髄移植

実験で 液体窒素 の 気相 ( -

1 50 ℃) 中に 7 カ月 以 上保

存さ れ た骨髄 は短 期間保存の 場合に 比 べ て 移植成績が

低下す る と述 べ て い る . ま た L o w e n th a l ら
3 5}

も と 卜骨

髄を 液体窒素中で 80 週間保存し , C F U - C の 生 存 性

が保存期間の 延長と と もに 低下す る傾向が ある と 報告

して い る . 今 回 わ れ わ れ の 検 討 で ほ 圧憫D M S O と

15 % F C S を 含む凍害保護液を 用 い , 液体窒素中( - 19 6

℃) に 保 存し た と 卜 骨髄は 3 年間の 長期保存後に も ,

細胞回収率 は 50 . 8 ± 9 .1 % , C F U
-

C 回収 率 は 55 .9

± 1 0 .7 % と短期間保存と変 ら な い 良 好 な 成績 で あ っ

た . し た が っ て
, 液体窒素中̀ ( -

1 96 ℃) に保 存す れ
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ば , 造血幹細胞は そ の 械能を 失う こ と なく 長期臥 少

な く と も3 年間 は保存可能 と考え ら れ る ･

結 論

自家骨髄移植 の 臨床応用を目的に と 卜骨髄冷凍保存

の 至適条件を , 顆粒球系の 造血幹細胞で あ る C F U
-

C を指標 と して 検討 し た結軋 以下 の よう な結論を得

た .

1 ) ヒ ト骨髄を冷凍保存 す る場合 の 凍害防止剤 と

して は t グ
ー｣ セ リ ン より D M S O の 方が優 れ て お り t 最

終濃度を 10 % と し た と き に 最 も高 い 造血幹細胞
の 回

収率 が得 られ る .

2 ) 凍害保護液に F CS を添加する こ と に より , 回

収 率が さ ら に 良好 とな る .

3 ) 冷 凍保存す る骨髄細胞の 細胞濃度を 1
～

5 ×

1 0 ソ mエ,
の 範囲にす るか ぎり 洞 収率 に有意差 はみ られ

な い .

4 ) 液体窒素申 卜 196 ℃) に 保存 さ れ た と 卜 骨

髄 は3 年間 の 長期保存後 に も十分 な造血能 を有 し , 短

期保存と同等 の 回収成績が得 られ た ･

以上の 成績 に 基づ い て , 大量 の 骨 髄を 冷凍保存 して ,

自家骨髄移植 を行 っ た治療成績を続報 と して 報告する

予定 で あ る .
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