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末梢血幹細胞移植後 の シ ク ロ ス ポ リ ン A 投与 に よ る

自己移植片肘宿主病 の 誘導 :

自己移植片対宿主病 の 発症を左右する 因子 と誘導機序 の 検討

金沢大学医学部医学科内科学 第三 講座 (主任 : 松 田 保教授)

浦 裕 次

自己移植片対宿主病 鹿r a虹v e r s u s
-h o st di s e a s e

,
G V H D ) は

, 同種骨髄 移植 後の 急性 G V H D に 類似 した 皮膚病変を主徴と

す る自己免疫症候群で あ る . 自家骨髄移植後に シク ロ ス ポリ ン A ( c y cl o s p o ri n e A
,
C y A) を 十 定期間投 与する こ と によ っ て 誘導

で き る こ と が 知 ら れ て い る . し か し , 近 年骨 髄 移 植 に か わ っ て 自 己造 血 幹 細胞 移 植 の 主 流 と な っ た 末梢 血 幹 細 胞移 植

b･e ri ph e r al b l o o d s t e m c ell tr a n s pl a n t ati o n
,
P B S C T ) 後の 自己G V ⅢD に つ い て は

, 誘導効率 や 発症確序に 関する 詳紺な検 討 は行

わ れ て い ない
･ 本研究 で は

,
こ れ らを 明ら か に する た め

, P B S C T 後 にC y A と イ ン タ
ー

フ ェ ロ ン ーγ を投与 し た17 例 の 悪性 リ

ン パ 腫患者 に つ い て
, 自己 G V H D の 発症 に影響 を与 え る因子 と

, 自己 G V H D の 担当細胞 で あ る自 己傷 害性 丁細胞 の 特牲 を検

討 した . 全身Ⅹ線照射 (to t al b o d y i r r a di ati o n
,
T B I) を 含まない 移植前処置後に

,
末梢血 幹珊胞を 含む 白血球 分画を移植 した 初

期の 6 症例 で は
,

末梢単核細胞 b e ri p h e r al b l o o d m o n o n u cl e a r c ell s
,
P B M C ) 中に 自己 の リ ン パ 球 に 対する細 胞傷 害活性 が 全例

で 検出され た が
,

自己 G V H D は 発症 しなか っ た . こ れ に対 し て
, 末梢血 白血球分画 か ら純化 し た C D 3 4 陽性細胞を移 植片と

して 用 い た4 例 中2 例 と
,

前処 置に T BI を加 えた9 例中6 例 で 自己 G V H D が 誘導 さ れ た . こ れ ら の 症例 の 濠 出性 紅斑 は
,

移植

後19 日目 か ら2 7 日 目に か けて 出現 し
,

3 日か ら 9 日 で 自然消 退 し た . 仝例 で皮 膚生 検 を施行 し G V H D の 診 断を確認 し た .
こ

れ らの 患者 の 移植 後 の P B M C に は
, 移植後11 日 目か ら38 日 目 に か け て

,
自 己リ ン パ 球 に対す る 細胞傷 害活性が 認め ら れ た .

自己反応性 丁細胞 に よ るリ ン パ 球傷害活性 は
,

主要組織適合遺伝子複合体 ( m aj o r h i s t o c o m p atib ility c o m pl e x
,
M H C ) で ある ヒ

ト白血球抗 原 (h u m a n l e u k o c yt e a n ti g e n
,
H I ｣ A) の うち HI A D R に対す る抗体ま た は M H C ク ラ ス Ⅲ 関連 イ ン バ リ ア ン ト鎖 ペ プ

チ ド (cl a s s Ⅱ a s s o ci at e d i n v a ri a n t ch ai n p e p tid e
,
C LI P) に対 する抗 体の 添加 に より阻止 され た . 次 に

, 自己 G V H D の 発症 に抗

原特 異的 なT 細胞 が 関与 して い る か 否か を明 ら か に す る た め
,

末梢血 丁細 胞中 の T 細 胞 レ セ プ タ
ー

の
l
ヲ鎖可変領域 ( ′

ヲ C h ai n

V ar i ab l e r e gi o n
,
B V) で 規定さ れ る27 種類の サ ブ フ ァ ミリ ー に つ い て

, 相補性決定部3 (c o m pli m e n t a rity d e te r m i n i n g r e gi o n 3
,

C D R 3) 長の 分布 解析を用い て検 討 した . P B S C T 前 に多ク ロ
ー

ン 性 を示す正 常C D R 3 長 パ タ ー ンを呈 し て い た い く つ か の B V サ

ブ フ ァ ミ l
)

- は
,

自己 G V H D の 発症時 に は
,

T 細胞 の ク ロ ー

ン 性や オ 1) ゴ ク ロ ー ン 性 の 増 殖を示す C D R 3 艮 パ タ
ー ン に変 わ っ

て い た
. なか で も, B V 1 6 陽性細胞の ク ロ ー ン 性増 殖は

, 検討 し た3 例 に 共通 して 認め ら れ た . 以 ヒの 結果 か ら
,

P B S C T 後 に

効率 よく自 己G V H D を誘導す る た め に は
,

C D 3 4 陽性細胞 を 移植片 と して用 い る こ と に よ っ て 調節細胞 を取り除く
,

ま た は前

処 置に T BI を加 える こ と に よ っ て 自己調節性 の 機構 を破壊す る
,

な どの 処置が 有効 と 考え ら れ た . また
,

P B S C T 後 C y A を投

与さ れ た 患者 で は 自 己G V H D の 発症の 有無 に 関 わ ら ず
,

末梢 血 に自 己の リ ン パ 球 を傷害 する 自 己反 応性 丁細川包が 誘 導 され ,

こ の 自 己リ ン パ 球傷害活性 は標 的細胞 上 の H I . A - D R - C L I P 複合体 を 介 して 発現す る こ と
,

また 何 らか の 自 己抗 原を認識す る
一

部 の T 細胞が ク ロ
ー ン性 に増殖 し

, 自己 G Ⅵi D の 発症 に 関与する 可 能性が 示唆 され た .

E e y w o r d s a u t ol o g o u s g r aft - V e r S u S -h o st dis e a s e
,
C y Cl o s p o ri n e A

,
M H C cla s s II a s s o ci at e d in v a ri a n t

Ch ai n p e p tid e
, p e rip h e r al bl o o d s t e m c ell t r a n s p la n t ati o n

,
C O m p l e m e n t a rit y d et e r m i ni n g

r egi o n 3 siz e dist rib u ti o n a n aly sis

自 己造血幹細胞 移植 を併 用 し た高 用量の Ⅹ線 ･ 化学療 法 は
,

悪性 リ ン パ 腫 に対 する根 治的治療と して 盛ん に行 わ れ , 多く の

臨床研究 で そ の 有用性が 示 され て い る
1卜 3)

. しか し
, 化学療法

に対す る反応が 遅 い 例 や
,

悪性 度の 高い リ ン パ 腫例 で は
,

こ の

ような造血 幹細胞移植療 法 を寛解期 に行 っ て も
, 必 ず しも予後

が 改善 さ れ な い こ と が 最近報 告 さ れ て い る
4 ) 5)

.
こ の た め

,
こ

れ ら の 難治性 の 悪性 リ ン パ 腫に 対 して は
, 化学療法 の 量を増や

すだ けで は なく
,

免疫療法 や遺 伝子治療 な ど の 新 しい 試 みが必

要と考 えら れ て い る . 免疫 療法 は
, 放射線療法 と 同様 に化学療

法 に交差耐性 を示 さ な い こ と か ら
, 頻回 の 抗癌剤治療を受けた

平成1 0 年1 1 月 1 2 日受付, 平成 10 年12 月 2 5 日受理

A b b r e vi ati o n s : B M T
, b o n e m a r r o w t r a n s p l a n t a ti o n ; B V , βc h ai n v a ri a bl e r e g i o n ; C D R 3 ,

C O m P li m e n t a rit y

d e t e r m in i n g r e gi o n 3 ; C LI P , Cl a s s II a s s o ci a t e d i n v a ri a n t c h ai n p e p tid e ; C y A
,

C y Cl o s p o ri n e A ; D E P C ,
di e th y l

p y r o c ar b o n at e ; F C S
,
f e t al c alf s e r u m ; G - C S F , g r a n ul o cy t e c ol o n y

- Sti m ula ti n g fa c t o r; G V H D
, g r a 虹v e rs u s -h o s t dis e as e;
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患者に対 して も効 果 を発揮 する可 能性 が ある
6)

.

自 己 の 造 血 幹 細 胞 移 植 後 に
一

定 期 間 シ ク ロ ス ポ リ ン

(c y cl o s p o ri n e A
,
C y A) を投与する と

, 同種 の 造血 幹細胞移植後

の 移植片対宿主病 k r aft -

V e r S u S
-h o s t di s e a s e

,
G V H D ) に類似 し

た皮膚病 変 が 誘導 さ れ る .
こ の 病変 は自 己 G V H D と 呼 ば れ て

い る
7 卜 1 0)

. 同種幹 細胞移植 後の 白血 病患 者 で は
,

G V H D の 重

症度 に比例 して 白血 病の 再発率が 低下 す る
11)12 )

. ま た
, 悪性 リ

ン パ 腫恩者 で は
, 同種幹細 胞移植 を受 けた 例の 方が

, 自己幹細

胞移植 を受 けた 例よ り再発率が 低い
13) 14)

. こ れ は
,

G V H D に伴

っ て発現す る 免疫学 的な抗 リ ン パ 腫効 果が
, 自己幹細胞移植で

は 欠如 して い る た め と 考え ら れ て い る .

一

方 ,
同種幹細 胞移

植で は
,

重 症の G V H D や 感染症 な ど の 合併症 に よ る死 亡率が

高い た め
,

再発 率が 低 下 し て も必ず しも 生 存率 は 改善 さ れ な

い
11】12)

. 移植 後の 合併 症 に よ る死 亡率が 低 い 自己幹細胞移植 に

お い て
,

同種移植の 免疫学的な抗 リ ン パ 腫効果を発現 させ る こ

と が で きれ ば理想 的と考え ら れ る
.

自己G V H D は
, 自家骨髄 移植 O ) O n e m a r r O W t r a n S pl a n t ati o n

,

B M T ) 後 に"椚
一

定期 間C y A を投 与する こ と に よ っ て
, 約80 % の

患者に 誘導 で きる と さ れ て い る
1 5卜 1 7)

. 急性白血 病や 悪性 リ ン

パ 腫 に お い て は
, 自 己G V H D の 誘導 が 再 発の 予 防に 有効で あ

る こ と が 示 さ れ て い る
1 8)

､ 2(ハ
. 末梢 血 幹 細胞 移植(p e ri p h e r al

bl o o d st e m c ell t r a n sp l a n t a ti o n
,
P B S C T ) は B M T に比較 し て

,

移植後 の 造 血 回復 が 速 や か で あり
,

ま た 幹細 胞の 採取 に全 身

麻酔を 必要 と し な い こ と か ら
, 黄近で は 自 己の 造血 幹細胞 移

T ab le l . P atie n t c h a r a c t e ris tic s

柏療 法 の 主 流 と な っ て い る
21) 22 )

. し か し
,

P B S C T 後 の 自 己

G V H D の 誘導 に つ い て は
, 誘導 効率や 機序 に関す る 十分 な検

討 は 行わ れ て い な い
. そ こ で

,
わ れ わ れ は 予後不 良の 悪性 リ

ン パ 腫患 者 に 対 して
,

P B S C T 後 に C y A と イ ン タ
ー フ ェ ロ ン

(i n t e rf e r o n
,
I F N) -

γ を投与する こ と に より自 己G V H D の 誘導を

試 み , そ の 発 症 を 左 右 す る 因子 を 解 析 し た . ま た , 自 己

G V H D の 発症 機序 を 明ら か にす る た め
, 移植後の 末梢血 単核

細 胞 に つ い て
, 自 己の リ ン パ 球 に対す る 傷害活性 を経時 的に

測 定 し
, 自己傷 害性リ ン パ 球 の 特徴を 検討 し た . さ ら に

, 自

己 G V H D の 発 症 に抗原特 異的丁細 胞が 関与 して い るか 否か を

明 らか に する た め
,

自 己G V E D 発症 時 の 末梢 血丁稚胞 レ バ ト

ア を解析 した .

対 象お よび方法

Ⅰ . 対 象

199 6 年2 月か ら199 8 年9 月 まで に 金沢大学医学部附属病 院第

三 内科 と 石川県立 中央病 院血 液免疫 内科で P B S C T を受 けた予

後不良 の 非鷲角年期悪性 リ ン パ 腫患者9 例 と
,
悪性度 の 高 い 寛解

期悪性リ ン パ 腫患者8 例 の 計17 例 を対象と し た .
こ れ ら の 患 者

の 特徴 を表1 に 示す.

Ⅰ . 移植前処 置

症例1 か ら症例6 お よ び 症例8
,

9 の 計8 症例 に対 し て は
,

ラ

ニ ム ス ナ ン (東京 田辺, 東京) 20 0 m g / m
2
を 移植前8 日目 と移植

前3 日 目 ,
カ ル ボ プ ラ チ ン (ブ リ ス トル マ イ ヤ

ー

ズ ス ク イ ブ
,

慧慧 A g e/ S e x H is t o lo g y
C li n ic al D is e a s e N u m b e r o f p rl O r C o n diti o n l n g r e g l m e n D u r ati o n o f C y A

St a g e Stat e r e g l m e n S p r l O r t O P B S C T a d mi nis tr ati o n ( d a y s)

1 4 4/ M D iffu s e la r g e

2 4 4/ M D iffu s e la rg e

3 4 7/ M A n gi oi rn m u n O bl as ti c

4 3 6/ M D iffu s e la r g e + H e m o p h a g o c y t o sis

5 5 2/ F D iffu s e la rg e

6 4 8/ F A n a pl a stic la r g e

7 3 7/ M A n gi o i m m u n o bl a s ti c

8 4 7/ F F o11i c ul a r m e di u m

9 4 8/ M F olli c ul a r m e di u m

l O 4 6/ M F ollic u la r m i x e d

l 1 5 6/ M D iff u s e l a rg e 十 H e m o p h a g o c yt o si s

1 2 3 5/ M F ollic u la r m i x ed

1 3 4 4/ M F ollic u l a r m i x e d

1 4 4 1/ F D iff u s e l a rg e

1 5 5 1/ M D iff u s e mi x e d

16 4 8/ F D iff u s e l al
･

g e

17 48/ M A n gi oi m m u n o bl a stic
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P B ( M C N U - C B C D - V P - C Y )

P B ( M C N U - C B C D - V P - C Y )

P B ( M C N U - C B C D - V P - C Y )

P B ( M C N U- C B C D- V P - C Y )

P B ( M C N U - C B C D - V P- C Y )

P B ( T B I 十 C Y )

C D 3 4 ( M C N U - C B C D - V P- C Y)

C D 3 4 ( M C N U - C B C D- V P p C Y )

C D 3 4 ( T B l + C Y + A r a C )

C D 3 4 ( T B l + C Y )

P B ( T B I + C Y + E T P)

P B ( T B I + C Y + A r a C )

P B ( T B l 十 C Y 十 A rこI C )

P B ( T B l + C Y + A r a C )

P B ( T B I + C Y + E T P)

P B ( T B I + C Y + A r a C )
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M
,

m ale ; F
,
fe m al e; C R , C O m pl et e r e m is si o n ; P R , p a rti al r e mi s s io n ; P D

, Pr O g re S Si v e ; P D
, P r O g r e S Si v e dis e a s e; P B

, p e rip h e r al bI o o d st e m c ell

tr a n s pl a n t ati o n; C D 3 4
,

C D 3 4 p o sitiv e s ele c tio n ; M C N U ,
r a ni m u sti n e; C B D C A

,
C a r b o pl a tin ; V P

,
et O P OS id e; C Y

,
C y Cl o p h o sp h a mi d e ; A r a C

,

C yta r ab in e; T B I
, tO t al b o d y ir r ad ia ti o n; C y A ,

C y Cl o sp o ri n e A .

HI A
,
h u m a n l e u k o c y t e a n tig e n ; I F N , in t e rft r o n ; IL ,

in t e rle u ki n ; M H C
,

m aj o r hi st o c o m p atibilit y c o m pl e x ; M M L V R T

R N a s e f ｢
,

m Ol o n e y m u ri n e l e u k e m i a vi ru S - d e ri v e d r e v e r s e t r a n s crip t a s e w ith o u t R N a s e H a cti vi tY ; P B M C
, p e rip h e r al

blo o d m o n o n u cl e a r c e ll s; P B S C T , P e ri p h e r al bl o od s t e m c ell t r a n s p l a n t a ti o n ; P H A
, P h y t oh e m a g g lu ti ni n ; S E B

,

St a p h yl o c o c c u s e n t e r o t o xin B ; T B I
,
t O t al b o d y ir r adi ati o n ; T C R

,
T c ell r e c e p t o r



5 5 6

東京) 30 0 m g/ m
2

を 移植前7 日 日 か ら4 日目 ま で4 日 間
,

エ トポ

シ ド( 日本化薬, 束京) 50 0 m g/ m
2

を移植前6 日 目か ら4 日 目ま

で の 3 日 間 ,
お よ び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド (塩 野 義 , 大 阪)

50 m g /k g を 移植前3 日 目と 移植前2 日巨= こ
, 経静脈 的 に投与 し

た . 症例7 と 症例 10 か ら症例17 の 計9 症例 に対 し て は
, 移植 前

7 日 目か ら4 日目 ま で に 分割 全身Ⅹ線照射 (t o tal b o d y i r r a di a ti o n
,

T B I) 3 G y を 4 回 (計 12 G y) 施 行 後 ,
シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド

50 m g/ k g を移植前3 日 冒 と移植前2 日 目に経静脈 的に投 与 した .

また , 症例10
,
1 3

,
1 4

,
1 5 お よ び1 7 に対 して は

,
シ タ ラ ビ ン

(日 本化薬 , 東 京) 4 g / m
2
を移植前4 日 目 と 移植前3 日 目 に追 加

し, 症例12 と 症例1 6 に つ い て は エ トポ シ ド 1 5 m g/ k g を 移植前

4 日 目と 移植前3 日 目 に 追加 した .

Ⅷ . 幹細胞採取

化学療 法 後 の 造 血 の 回復 期 に
, 顆粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子

(g r a n u l o c yt e c ol o n y
-

Sti m ul ati n g f a ct o r
,
G - C S F) を投与す る こ と

に よ っ て 末梢 血中に 造血 幹細胞を動員 し
,

連続血液成分分 離装

置 C O B E S p e c tr a (C O B E B C T I n c
｡

h k e w o o d
,
U S A ) を用 い て 幹

細胞 を含 む末梢 血 白血 球分画を採取 し た . 化学療法 と して エ ト

ポ シ ド 500 m g/ m
2
を3 日 間経静脈 的に投 与 した の ち

,
フ ィ ル グ

ラ ス チ ム (キ リ ン ビ ー ル
,

東京) 50 〃g/ m
2
/ 日ま た は レ ノ グラ ス

チ ム (中外製薬, 東京) 2 〃g /k g/ 日 を皮下 投与 し
,

白血 球 数が

1 .0 × 1 0
9

/1 に 達 し た 日 か ら2 日 間連続 採取を行 っ た . 採取目 標

を
,

C D 3 4 陽性細胞放で 1 .0 × 1 0
6
/ k g 以 上 と した .

Ⅳ . C D 3 4 陽性細胞 の分離

液胞性リ ン パ 腫患 者(症例8 か ら症例10) と
,

血球会食症 候群

を 合併 した び ま ん性 リ ン パ 腫患 者 (症例11) で は
, 採取 し た 白

血球 分画に腫瘍細 胞の 混入 が 予想 され た ため
, 造血幹細胞 の マ

ー カ ー

で ある C D 3 4 抗原 の 陽性細胞 を
,

末梢血 白血 球分画 か ら

単離 し移植 に用 い た .

連 続血 液 成分 分 離 装置 を 用い て 採 取 し た 白 血 球 分 画 に 抗

C D 3 4 単ク ロ
ー

ン 性抗体 ( マ ウ スI g G l) (N e x ell T h e r a p e u ti c s I n c .

Ⅰrv i n e
,
U S A) を加 えて30 分間培養後 ,

二次抗体 と し て ヤ ギ抗 マ

ウ スI g G l を付 着 させ た磁 気 ビ ー ズ D y n al b e a d s ( D y n al A S
,

O sl o
,
N o r w a y) を漆加 した . ビ

ー

ズが 結 合 した C D 3 4 陽性細胞

を
,

磁気細胞 分離装置 IS O L E X 5 0 T M ( B a x t e r I m m u n o th e r a p y ,

I rv i n e
,
U S A ) を 用い て分離 した . そ の 後, 抗C D 3 4 抗体 と結合

性 の 高い ペ プ チ ドで あ るP R3 4
十

( N e x ell T h e r a p e u ti c s I n c .) を加

え る こ と に よ っ て
, 抗C D 3 4 抗 体を C D 3 4 陽性細 胞か ら解離さ

せ た . 純化 C D 3 4 陽性細胞 移植 の 施行 に つ い て は
,

す べ て の 患

者か ら同意を得 た の ち
, 金沢大学医学部 お よ び石 川 県立 中央病

院の 倫理委 貞会で 審査 を受 け承認 さ れ た .

Ⅴ . 自己 G V H D の 誘導方法

P B S C T 後 に自 己 G V H D を 誘導す るた め
,

C y A 2 .5 m g/ k g/ 日

を
,

初期 の 症例1 か ら症例6 まで は 移植 後1 日目 か ら28 日臼ま

で
,

症例7 か ら症例17 で は 移植 後1 日 日 か ら21 日 目まで経 静脈

投 与 した . 同時にIF N -

γ (塩野義) 50 万国内標準単位 を移植後7

日 目か ら2 8 日 目ま で 週 一 回皮下 投 与 し た .
こ の 治 療 プ ロ ト コ

ー ル の 実施 は
, す べ て の 患 者か ら同意 を得 た の ち

,
金沢大学医

学部お よ び 石川県立 中央病 院の 倫理 委 員会で 審査 を受 け承認さ

れ た .

Ⅵ . 単核細 胞の 分離

P B S C T 施 行前 お よ び施 行後 , 定期的 に患 者か ら ヘ パ 1) ン 加

末梢血 を採 取 し た .
こ の 末梢血をリ ン フ ォ プ レ ッ プ ( N y c o m e d

P 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
, 中

間層を 回収す る こ と に よ り 末梢血 単 核細胞 (p e ri p h e r al bl o o d

m o n o n u cl e a r c ell s
,
P B M C) を 分離 した . P B S C T 前 に採取 した

P B M C は
, 以下 に述 べ る細 胞傷 害性試験の 標的 (t a r g e t) 細胞と

して 用い る た め に
,

ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド(di m e th yl s ulf o x id e)

(和 光, 大阪) と 10 % 非働 化 ウ シ胎 児血 清 (f e t al c alf s e r u m
,

F C S) (F l o w L A b o r a to ri e s
,
M c Le a n

,
U S A) を含む培 養液 に浮遊さ

せ
,

複数の チ ュ
ー

ブ に分注後凍結保 存し た .

肌 細胞傷 害活性の 測定

P B S C T 後白 血 球 数が 1 00 0//L l 以 上 に 回復 し た 時 点か ら3 日

､

7 日 お き に P B M C を採 取 し
,

こ れ を作動 ( e ff e c t o l
･

) 細胞と

し た . 解 凍 し た 移植 前 の P B M C を
,

フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン

(p h yt o h e m a g gl u ti n i n
,
P H A) (D if c o l ab o r a to ri e s

,
D e tr

･

O it
,
U S A)

T a bl e 2 ･ H e m at ol o g l C a n d blo o d c h e m ist ry p ar ar n e t e r s fo ll o w l n g P e rip h er al bl o o d st e r n c e ll tr a n s pl a n t a tio n

P a tie nt D a y t o g r a n u l o c y t e s D a y t o pla tel et s D a y t o l a st pl a te le t D a y t o re tic u l o c yt e s M a x i m u n bili ru bi n M a xi m u n c r e a tini n e

n u m b e r > 5 0 0/ /L l > 5 0
,
0 0 0// L l t r a n s f u si o n > 1 % 1e v el ( m g/ dl) l e v el ( m g/ dl)
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末梢血 幹細胞移植後の 自己G V H D の 誘導

1 % 容 量/ 容 量 と と も に4 日 間培養 し て得 ら れ たP B A 芽球 を
,

標的細胞と し て用 い た .

移植 後 に 採 取 し た P B M C を1 0 % F C S 添加 R P M ト1 6 4 O 液

(G i b c o L a b o r a t o ri e s
,
G r a n d I sl a n d

,
U S A ) 中で 1ル･

､- 8 × 1 0
6

個

/ m l に 調 整 し
,

そ の 1 0 0 /∠1 を9 6 穴 丸底 型 マ イ ク ロ プ レ ー

ト

(C o r ni n g Gl a s s W o rk s
,
C o r n i n g ,

U S A ) の 各ウ ェ ル に分注 した .

5 ×1 0
6
個/ m l に調整 した P H A 芽球 の 浮遊 液1 m l に

,

5 1

c r (4 0 0

t o 1 2 0 0 C i/ g c h r o m i u m
,
D u P o n t N E N P r o d u ct s

,
B o s t o n

,
U S A)

1 0 0 /∠l を 加 え
,
3 7 ℃

,
5 % C O 2 下 で 1 時 間静置 した 後,

0 ･1 5 M

l) ン酸硬衛生 理 食塩水 (ph o s p h at e -b u ff e r e d s ali n e) で3 回洗浄 し

た . 1 0 % F C S 添加 R P M I -1 6 4 0 液中で 1 × 10
5

個/ m l 膿度 に再調

整し た もの を標的細胞浮遊液と し
, 作動細胞液を 含む各ウ ェ ル

に1 0 0 〃1 ず つ 加 え た . 3 7 ℃
,

5 % C O 2 下 で 4 時 間培養 した 後,

各ウ ェ ル か ら上 晴を100 m l ず つ 採取 し
,

上 浦中の
51
c r 放出量を

オ
ー

トウ エ ル ガ ン マ
ー

カ ウ ン タ
ー

A R C 5 0 1 ( ア ロ カ
,
東京) を 用

い て 測定 した . 下 記 の 計算式 に 基づ い て
51

c r 放 出量を算出 し,

こ れ を細胞傷 害活性と した .

5 1
c r 実測値- 5 1

c r 自然放 出量
細胞傷害活性 ( % ) =

5 1
c r 最大放 出

_
量 - 5 1

c r 自然放出 量

最大放出量 は標 的細胞 に 2 .5 % トリ ト ン Ⅹ-1 0 0 仏m r e s c o I n c .
,

S ol o m
,
U S A) 1 0 0 /Ll を加え た と きの

51

c r 放 出量 を
,

自然放

は10 % F C S 添加 RP M I -1 64 0 液を加えて 4 時 間培養 し た彼 の
51

c r

放出量 を
,

そ れ ぞ れ 示 して い る .

Ⅶ . 単 ク ロ ー ン 性抗体添加に よる
5 1

c r 放 出の 阻止試験

自己 の リ ン パ 球 に 対する 細胞傷 害活性 の 発現 に ヒ ト白血 球抗

原 Ol u m a n l e u k o c yt e a n ti g e n
,
H L A) 分子 が 関与 し て い る か 否か

を明らか にす る た め
, 単ク ロ ー ン性抗 体 を用 い た細胞傷害清件

の 阻止試験 を 行 っ た . 単ク ロ ー

ン性抗 体 に は
,

ヒ ト 主要組織適

合遺伝 子複 合体 ( m aj o r h i st o c o m p atibility c o m pl e x
,
M H C ) の

H L A - ク ラ ス I に対す る抗 体 ( D ak o C o l
･

p ,
C ar pi n te ri a

,
U S A) ,

抗HI A D R 抗 体(B e ct o n D ik i n s o n) ,
コ ロ ン ビア 人学の H a r ri s 博

士よ り 供 与を
′受け た抗 M H C ク ラ スⅠ‖~乱連 イ ン バ リ ア ン ト鎖 ペ

プチ ド( cl a s s II a s s o ci a te d i n v a ri a n t c h a in p e p ti d e , C LI P) 拭休 を

用い た
. 標的細胞 の P H A 芽球 に , 缶ヰ ▲ ク ロ

ー ン 性抗 体 を最終

濃度が1
′
′∠ g/ m l と なる よ う に添加し , 作動 細胞と して症例3 (移

植後2 5 卜= 1) , 症例5 ( 移植 後22 1 = け, 症例9 (移柚後2 鋸 = り

または症 例12 (移植後28 F= l) の P B M C を加え た . 細胞悔:
.

i
手活

性値は
,
4 例の 測定値の

､

lろ均 値± 標準偏 差( 豆 ± SI)) で ′Jこし た .

Ⅸ . T 細胞 レ セ プタ
ー

解析を用 い た T 細胞 レ バ トア の解析

1 . 原 .曙

個 々 の T 細胞の 特異性は
,

T 細胞 レ セ プ タ ー

Cr c ell r e c e p to r
,

T C R) lヲ鎖 の 相補 性決 定郡3 ( c o m pli m e n t a rit y d e t e r m i n i n g

r e gi o n 3
,
C D R 3) ,

す な わ ち D 領域 と そ の 前後の N 領域 お よ び

J 領域の ア ミ ノ 酸 配列 よ り決定 さ れ る
2=】)

.
こ の C D R 3 の 多型件

によ っ て
,

T 細胞 は種 々 の 抗原を認識 し て い る
2`l】

. リ ン パ 球集

団か ら抽出 し た m R N A を鋳 型と して c D N A を作成 し
, /? 鎖 町変

領域 ( βch ai n v a ri abl e r e gi o n
,
B V) の 各サ ブ フ ァ ミ リ ー 2 7 種類

に特異 的な プ ラ イ マ
ー

と
,

C 領域 に相当す る プ ラ イ マ
ー を用 い

てP C R を行 う と
,

C D R 3 領域 を含む各T C R B V サ ブ フ ァ ミ
.
)

-

の c D N A 断片 が 得 られ る . ある T 細 胞集団 内で
,

一

部の T 細胞

が ク ロ ー ン性 に 増殖 して い る こと を証明す る た め に は
,

増幅 さ

れた c D N A 断片をサ ブ ク ロ ー

ニ ン グ し
,

鮒乍為 に抽出 し た複数

557

の c D N A ク ロ
ー

ン 内に
, 同

一

の C D R 3 配列を 示す ク ロ ー

ン が多

数を 占め る こ と を 示すと い う必要が ある . 近年P a n n eti e r ら
25)

は
,

P C R で 増幅 した T C R
,
曾組の c D N A を電気泳動 し た の ち

,
そ の 長

さ の 分布の パ タ
ー ン を解析 する こ と に より

,
ク ロ ー ン 性 に増殖

して い る少数の T 細胞 を検出す る と い う
,

簡便 な方法を開発 し

た .
こ の C D R 3 長の 分布解析 (C D R 3 siz e d i stri b u ti o n a n aly si s) を

用い て
, 自己 G ⅥiD 発症時の 末梢 血丁細胞を分析 し た

.

2 . R N A の 摘出

分離 した1 × 10
7

個 の P B M C に フ ェ ノ ー ル と チ オ シ ア ン 醸 グ

ア ニ ジ ン を含 む均【･
一 な液体 ( ア イ ソ ジ ュ ン

,
ニ ッ ポ ン ジ

ー

ン
,

富山) 1 1111 を加え細胞 を融解 した . 0 .2 m l の ク ロ ロ ホ ル ム を加え

て 増枠後 ,
4 ℃

,
1 2 0 0 0 r p m で1 5 分間遠心 し上 層部 を採取 した .

こ れ に イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 0 .5 m l を 加え 5 分 間室 温 に 静置 し
,

R N A を析出させ た . 1 2 0 0 0 r p m で1 5 分 間遠心後, 沈殿 した R N A

を 回収 し70 % 冷 エ タ ノ ー ル で 洗浄 し
,

0 .1 % 二 炭酸 ジ エ チ ル

(di eth yl p y l
･

O C a rb o n a t e
,

D E P C) (Si g m a C h e m i c al C o .
,
S t . L o ui s

,

U S A) で処理 し た精 製水 に溶解 させ た . 吸光度計を用い て R N A

の 回収 量を測定 した .

3 . c D N A の 合成

1/ L g の R N A を11 /1 g の D E P C 処理 蒸留水 に溶解 し
,

6 5 ℃ で

10 分 間変性 させ た後
,

2 0 n g の オ
1
) ゴ (d T) 1 2-1 8 (P h a r m a ci a

,

U p p s al a
,
S w e d e n) を加えて ア ニ J

) ン グ させ た .
こ の チ ュ

ー ブ

に
,

2 0 0 単位 の モ ロ ニ ー マ ウ ス 白血 病 ウイ ル ス 由来の 逆転写酵

素( m ol o n e y m u ri n e l e u k e m i a vi ru S ･d e l
■

i v e d r e v e r s e t r a n s c ri p ta s e

W ith o u t R N a s e H a c ti vity ,
M M I J V R T R N a s e l r ) (G ib c o

- B R L
,

E g g e n st ei n
,
G e r m a n y) と4 種 類 の デ オ キ シ 三 リ ン 醸 (d A T P

,

d C T P
,
d G T P

,
d T T P) (P r o m e g a

,
W i s c o n si n

,
U S A ) 各20 n m ol

,
お

よ び M M L V R T R N a s e H 尉の 緩 衝液を 加え て2 0 /L l と し て
,

4 5 ℃ で 1 時間反応 させ る こ と に より c D N A を合成し た .

4 . P C R に よ る c D N A の 増幅

C D R 3 領域を含 むT C R B V の c D N A 断片をC h oi ら
2{i)

の )j 法 に

し たが い
,

P C R で 増幅 した
. 5

'

例 の プ ラ イ マ
ー は2 7 稽類 の B V

フ ァ ミ リ ー

に特異的 な オリ ゴ マ
ー

27)
を川い

,
3

,

例 の プ ラ イ マ
ー

に は C ′用! 城 に 相 補 的 な 蛍 光 標 識 オ リ ゴ マ
ー を 川 い た

(P h a l ll l a e i a) . 各 プラ イ マ
ー

の 最終 漉度は 0 .3 /L M に 朋整 L た .

2 7 他 の チ ュ
ー

ブ に 加iミし た cD N A に2 準付叩) T a q ポ リ メ ラ
ー

ゼ

( a m plita q p ol y m e r a s e
,
P e r ki n-E l m e r

,
E m e l Y Vill e

,
U S A) と

,
4 掃類

の デ オ キ シ ニT) ン 恨(〔1 A T P
,
d C T P

,
d G T P

,
d T T P) 各20 0 /L n l Ol を

加え
,

サ
ー

マ ル サ イ ク ラ ー

(C e t u s / P e r k i n- E l m e r
,
N o l

･

W alk
,

U S A) を= い て P C R を行 っ た . P C R の 反応条作は
, 9 5 ℃ で の 熱

変伸せ 1 うナ
,

5 5 ℃ で の ア ニ
ー リ ン グ を1 分, 7 2 ℃ で の 仲良反 応

を1 分と し ,
サ イ ク ル 放 を3 5 サ イ ク ル と し た

.

5 .
T 糾胞 レ セ プ タ ー

ノ
ブ甜i の C D R 3 艮の 分布解析

T C R ′
ヲ鎖の c D N A 各B V サ ブ 7 ア ミ .) - の P C R 産物は 恕性ゲ

ル を用い て 電気泳動する と
,

C D N A 領域 を構成す る ア ミ ノ 酸の

致の 差 に よ っ て 3 塩基ず つ 良 さの 異な る6 か ら12 の 集[ ､とl に分け

ら れ る . こ の 泳動パ タ
【 ンを シ

ー

ク エ ンサ
ー を用 い て解析す る

と
,

あ るサ ブ フ ァ ミリ
ー

の 中 に
一

部の T 細胞 の ク ロ ー ン 性増殖

が な け れ ば
,

C D R 3 長の 分 布は中心部分 を頂点と する ベ ル 型を

呈す る . 【･
一

方 ,
少 数の T 細胞が ク ロ ー ン性 に増 殖 し て い る 場

合 ,
ベ ル 型 の 分布が く ずれ 突 出 し た ピ ー

ク が 目 立 つ よう に な

る . 2 〃1
の 蛍光 標識 し た P C R 産 物 に ホ ル ム ア ル デ ヒ ド溶 液

(80 % ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ,
2 0 m M E D T A ,

0
.
1 % ブ ロ ロ フ ェ ノ

ー

ル ブ ル ー

, p H 8 . 0) を 最終濃度が 50 % と な る よ う に加 えた 後,



5 5 8

9 6 ℃ で2 分間熱愛性 した . 氷上 で急 速 に冷却 し た検 体を
,

8 %

S D S 鵬ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル で8 時間電気泳動 し
, 各 バ ン ド

の 蛍光強 度 の ヒ ス ト グ ラ ム を37 3 A B I D N A シ ー

ク エ ン サ
ー

( P e r k i n
- E l m e r) と ジ

ー ン ス キ ャ ン ソ フ ト ウ エ ア ( A p pli e d

B i o s y st e m s
,
F o st e r C ity ,

U S A) を用 い て解析 した ,

Ⅹ . 治療効果 の判定 と統計 的分析

日 本痛治療学 会の
"

癌化 学療 法の 臨床効果判定 基準
" 28)

に し

た が っ て
,

以 下 の よ う に有効性を評価 した . 評価可 能 な腫瘍 が

消 失 し 1 ケ 月 以 上 持 続 し た も の を
, 完 全 寛 解 ( c o m pl e t e

r e m i s si o n) と した . 二 方向測定可能 な病 変の 縮小率が 50 % 以 下

と なり
,

こ れ が す べ て の 測定可 能病変で 1 ケ 月以 上 持続 し た も

の を
, 部分寛解 b a rti al r e m i s si o n ) と した . 1 ケ月 以内 に測定可

能病変 が 25 % 以 上 の 増 大,
ま た は 新柄 変が 出現 し た 場 合 に

,

進行 b r o g r e s si v e di s e a s e) と定義 し た . 1 9 9 8 年10 月 の 時点で 病

状 を評価 し
,

K a pl a n
- M ei e r 法

2 9)
に よ っ て 生存率 を解析 した

.

成 績

Ⅰ . 血 液学的回復 と臓器障害

17 例の 血 液学 的回復 と臓器障害の 程度を 表2 に示す . 好中球

は移植後9 日 か ら1 2 日 目 に 500 ル1 を超 え
,

1 5 日目 まで に 血 小

板輸血は 不要と な っ た . 肝 腎機能 障害 や重篤 な感染症 の 合併 は

認め なか っ た .

Ⅰ . C D 3 4 陽性細胞 の 分離

C D 3 4 陽性細胞 の 回収 率, 純度お よ び 各患 者の 体重当 た りの

C D 3 4 陽性細胞 数を表3 に示す . C D 3 4 陽性細胞の 回収率 は 平均

61 .7 %
, 純度 は 平均96 . 0 % で あ っ た . 搾取 さ れ た C D 3 4 陽性 細

胞数 は
, 体重当 たり1 .5 ×1 0

6

/ k g か ら2 .5 ×1 0
6

/ k g で あ っ た .

Ⅱ . 自 己G V ⅡD の 誘導

表4 に 自己G V H D 誘導 の 結果を示 す. 化学療法の み に よ る 移

植前 処置後 に 通常 の 末梢 血 白血 球分画 を移植 し た症例 1 か ら 症

例6 で は
,

臨床 的 に明 ら か な 自己 G V H D は 観察 さ れ な か っ た .

T a ble 4
.

T re at m e n t o u t c o m e s

P a tie n t

n u m b e r

D e v el o p m e n t o f G V H D

前処置に T BI を加え た9 例 中6 例 (症例7
,
1 1

,
1 3

,
1 4

,
1 5

,
1 6)

と
,

C D 3 4 陽性 細胞 を移植 片 と して 用 い た 4 例中2 例 (症 例9
,

1 1) で 自己 G V H D が 誘導 さ れ た . 自 己G V H D は
, 移植 後1 9 日

目か ら27 日 目 に 四 肢仲 側ま た は 体幹 の 溶出性 紅斑 の 形で 出現

し
,
3 日 間か ら9 日 間で 自然消遺 し た (図1) . 皮疹 が 出現 し た例

に 対 し て は
,

全例 皮膚 生 検 を 施行 し, 組織学 的 に G V H D の 診

断を確 認 し た (図2) . ま た 免疫組織染色 で は
, 皮膚 組織中の リ

ン パ 球 は
,
検討 した2 例と も にC D 4

+

細 胞が 優位で あ っ た .

Ⅳ . 末梢血 幹細 胞移植後 の 自己 リ ン パ 球傷 害活性

P B S C T 後 に採 取 し たP B M C の
, 自己P H A 芽球 に 対す る細胞

傷 害活性 を 脚寺的 に検討 した . 化学療 法の み によ る移植前処置

後 に通常の P BS C T を施行 した 初期 の 6 症例 にお ける
, 自 己リ ン

パ 球傷 害活性 の 推移を 囲3 に 示す. 作動細胞 の P B M C と標的細

胞 の P H A 芽球 を8 0 : 1 で 反応 さ せ た と こ ろ
,

全例で 自 己リ ン

パ 球傷 害活 性 が 観察 さ れ た . こ の 自 己 リ ン パ 球傷 害 活性 は
,

P B S C T 後1 1 1ヨ目か ら35 日 目まで に採取 し たP B M C に は認めら

れ た が
,

3 6 日 日以 降の P B M C で はみ ら れ な か っ た
. ま た

, 自

己 1) ン パ 球傷 害活性 の 程 度 は
, 添加す る P B M C の 量 に比例 し

て 増強 した (図4)
3 0)

.
こ の よ う な移植後 P B M C の 自己リ ン パ 球

傷害活性は
, P B M C 後Cさ兢 を投 与せ ず 経過をみ た 悪性リ ン パ 腫

の
一

例で は 全く認め ら れ な か っ た (図3)
3 0)

.

T a bl e 3 . R e s ult of C D 3 4
+

c ell s el e cti o n

P a ti e Ilt
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( % )

Yi e ld N u m b e r o f c ell

( % ) i nf u s e d

( × 1 0
6
耽g)

8

9

1 0

‖

2

8

0

1

∩
フ

7

Q
O

Q
ノ

q
ノ

q
ノ

(

U
ノ

0

凸

〔

ソ

▲

Z

5

0

0

4

0

L

4

K
U

7

7

7

5

1

5

1

へ

∠

2

1

D a y o f o n s e t D u r ati o n o f ill n e ss

1

2

3

4

5

6

7

8

9

川

‖

1 2

1 3

1 4

1 5

沌

1 7

一
一

一

19

一

2 4

一

2 7

一

2 5

2 6

2 3

2 5

一

一

一
一

5

一

6

一

5

一

7

9

3

6

一

R

R

R

D

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

C

C

C

P

ハ

し

P

C

N

C

C

C

C

C

P

C

C

C

C u rr e n t S t at u s

A li v e , N E D . 3 1 m

A li v e
, N E D . 25 m

A li v e , N E D
. 2 7 m

D ie d of dis e a s e ,
2 7 d .

A li v e
,
N E D . 1 2 m

A li v e
,
W ith di s e a s e . 1 0 m

A li v e
,
N E D . 1 4 m

A li v e
,

W ith di s e a s e . 19 m

A li v e
,
N E D . 1 4 m

A li v e
,
W ith dis e a s e . 8 m

A li v e
,
N E D . 1 0 m

A li v e
,
N E D . 9 m

A li v e
,
N E D . 5 m

A li v e
,
wi t h dis e a s e . 4 m

A li v e ,
N E D . 3 m

A li v e
, N E D . 2 m

A li v e
,
N E D

.
l m

G V H D
, g r af トV e r S u S

- h o s t d is e a s e ; P B S C T
, P e rip h e r a l bl o o d st e m c e ll t r a n s p l a n t at io n; C R

,
C O m Pl e te

r e m is si o n ; P R
, p artial r e m is sio n ; P D

,
P r o g r e s si v e dis e a s e; N R

,
n O r e S P O n S e; N E D

,
n O e Vid e n c e o f dis e as e .

- in di c a te th at G V H D did n ot d e v el o p ･



末梢血幹細胞移植後の 自己 G V H D の 誘導

こ れ ら の 6 症例で は
, 移植後21 日 臼まで に自 己リ ン パ 球傷害

活性が 検 出 さ れ た にも か か わ ら ず自 己G V ⅢD が 発症 しな か っ

た こ と か ら
,

移植律22 日 目以 降 の C y A の 投 与は
,

自 己G V H D

を引き起 こ す自己傷害性リ ン パ 球の 働きを抑制す る可 能性が 考

Fig . 1 . M a c l
･

O p a p ul a l
･

e r Yth e m a o n th e b a ck o f p a ti e n t 7 th at

ap p e a r e d o n d a y 2 8 a氏e l
･

a u t Ol o g o u s p e ri ph e r al b l o o d s t e ln C ell

t r a n s pl a n t a ti o n ,

S
一

S

念

じ

忘
じ

邑
s

辞

T i m e aFt e r P B S C T (d ay s)

Fi g . 3 . C h a n g e s i n c y t o t o x i ci t y o f p e ri p h e r al b l o o d

m o n o n u cl e a r c ell s f o r a u t ol o g o u s ph yt o h e m a g gl u ti ni n (P H A) -

S ti m u l at e d l y m p h o b l a s t s aft e r p e ri p h e r al b l o o d s t e m c ell

t r a n s pl a n t a ti o n (P B S C T ) . T h e c y t o t o x i cit y f o r a u t ol o g o u s

P H A -

Sti m ul at e d ly m p h o b l a st s o b t ai n e d a t diff e r e n t ti m e p oi n ts

aA e r P B S C T w a s d et e r m i n e d u si n g th e s ta n d a r d
51

c r r el e a s e

a s s a y w i th a n e fE e c t o r/ t a r g e t r ati o o f 8 0 . 口
, p a ti e n t l; △

,

p a ti e n t 2; ○
, p ati e n t 3; ◇, p ati e n t 4; 降

, P ati e n t 5; ▲
, p ati e n t 6;

◆
,

a p a ti e n t w h o d i d n o t r e c e i v e c y cl o s p o ri n e A a n d

i nt e rf e r o n -

γ ･

5 5 9

F ig . 2 . H i st ol o g y of th e bi o p s y s p e ci m e n of p ati e n t 7 . A slくi n

bi o p s y w a s p e rf o r m e d o n d a y 2 8 a乱e r p e ri ph e r
'

al bl o o d st e m

C ell tr
･

a n s pl a n t a ti o n . T h e r e i s diff u s e i n tr a e pid e r m al i n 創tr a ti o n

O f ly m p h o c y t e s w ith v a c u ol a ti o n of b a s al c ell s a n d b all o o n

d e g e Il e r a ti o n of s q u a m o u s c ell s (H e m at o x yli n e
- E o si n st ai n

,
×

2 5 0) .

S

蒜
と
じ

忘
じ

乱
s

辞

8 0 4 0 2 0 10

Eff e c t o Iゾは rg e t r a lio

Fi g . 4 . C yt o to xi city f o r a u t ol o g o u s ly m p h o b l a s t s o f p e ri ph e r al

bl o o d m o n o n u cl e a r c e11 s o b t ai n e d af te r p e rip h e r al b l o o d st e m

C e ll t r a n s p l a n t a ti o n . P h y t o h e m a g gl u ti n i n - S ti m u l a t e d

l y m p h o bl a st s (1 0
4

) w e r e i n c u b a t e d w ith v a r yi n g n u m b e r s o f

m o n o n u cl e a r c ell s o b t ai n e d f r o m p a ti e n t 3 0 n d a y 1 3 aft e r

tr a n s pl a n t a ti o n .
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F ig ･ 6 ･ B l o c k i n g o f c y t o t o x i ci t y a g ai n s t a u t o l o g o u s

P h yt o h e m a g gl u ti ni n
-

Sti m ul at e d ly m ph o b l a s t s b y p e ri ph e r al

bl o o d m o n o n u cl e a r c ell s wi th m o n o cl o n al a n tib o di e s . I . y sis of

th e ta r g e t c ell s w a s m e a s u r e d u si n g a st a n d a rd
51

c r r el e a s e

a s s a y at a n 8 0 : 1 eff e c t o r t o t a r g e t r a ti o . C y t o t o xi citi e s a r e

P r e S e n t e d a s 富 士 S D o f 4 p a ti e n t s . C L I P
,

Cl a s s II a s s o ci a te d

i n v a ri a n t c h ai n p e ptid e ; H I A h u m a n l e u k o c yt e a n ti g e n; M H C
,

m aj o r hi st o c o m p a ti bilit y c o m pl e x ; P H A
, p h y to h e m a g gl u ti n i n .

S
-

S

ヱ
U

雲
じ

乱
s

辞

Ti m e af(e r P B S C T (d ay s)

F i g ･ 5 ･ C h a n g e s i n c y t o t o x i ci t y o f p e ri p h e r al b l o o d

m o n o n u cl e a r c ell s f o r a u tol o g o u s ph y to h e m a g gl u ti n i n (P H A) -

Sti m ul a t e d l y m p h o b l a st s a ft e r p e ri p h e r al b l o o d s t e m c ell

t r a n s pl a n t a ti o n (P B S C T) . T h e c yt o t o x i ci ty f o r a u t ol o g o u s

P 弘 s ti m ul a te d ly m ph o bl a s ts o b tai n e d a t diff e r e n t ti m e p oi n t s

afte r P B S C T w a s d e t e r m i n e d u si n g th e s ta n d ar d
51
c r r el e a s e

a s s a y w ith a n e ff e c t o r/t a r g e t r a ti o of 8 0 . □
, p a ti e n t 7; △

,

P ati e n t 8; ○
, P ati e n t 9 ; ◇, p a ti e n t l O; bd , p ati e n t l l; ▲

, p a ti e n t

1 2 ; ●, p a ti e n t 1 3; ◆
, p a ti e n t 1 4 .
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Fi g ･ 7 ･ C o m pli m e n t a rity d e t e r m i n i n g r e gi o n (C D R 3) si z e di s t rib u ti o n a n al y si s o f p e ri p h e r al b l o o d T c ell s o f p ati e n t 9 . T h e c D N A

a m pliA e d u si n g p ri m e r s s p e ci五c t o 2 7 d i 鮎 r e n t B V s u b f a m ili e s c o u pl e d w i th a fl u o r e s c e n t C βp ri m e r w a s a n aly z e d f o r th ei r si z e w ith a n

a u t o m at e d D N A s e q u e n c e r a n d th e G e n e s c a n s o ft w a r e . Fl u o r e s c e n c e i n te n sity (y -

a X i s) i s pl o tt e d a g ai n s t C D R 3 si z e (Ⅹ
-

a X i s) .
A

,

p e rip h e r al bl o o d m o n o n u cl e ar C e11 s b ef o r e tr an S pl a n t ati o n ; B
, p e ri p h e r al b l o o d m o n o n u cl e ar C ell s o b tai n e d a t d a y 3 2 w h e n th e p ati e n ts

d e v el o p e d a u t ol o g o u s g r afL v e r s u s
-h o st di s e a s e . B V

, β c h ai n v a ri a bl e r e gi o n .



末梢血幹細胞移植後の 自己G V H D の 誘導

えられ た . こ の た め
, 症例7 か ら症例17 で は C y A の 投与期間を

21 日 間 と した . ま た
,

自己 G V H D が 誘導 で き なか っ た 原因と

して
,

前処 置が弱 か っ た た め に自己反応性リ ン パ 球を抑制する

患者の 調節機 構が 残存した 可 能性や
,

移植片 と し て末梢血 幹細

胞を用 い た た め
,

移植片 中に大量 に含ま れ る 単球や 調節性丁細

胞 な ど が 自 己 G V H D を抑 制 し た 可 能性
,

な ど が 考 え られ た .

そ こ で
, 症例 7 と

, 症例10 か ら症例17 まで の 9 症例 に対 し て は

前処置 にT BI を加え, 症例 8 か ら症例11 で は C D 3 4 陽性細胞を

移植 片 と して 用い た . 図5 は
, 症例7 か ら 症例14 まで の 8 症例

に つ い て
,

P B S C T 後 の 自己 リ ン パ 球傷害 活性の 推 移を見た も

の で あ る . 全例で 最大 時1 8 ～ 3 1 % の 自己 リ ン パ 球傷害活性を

認め た .
こ の 自己傷害活性 は

, 移植後11 日目 か ら3 8 日 目 ま で

の 間に持続 的 に認め られ た . 通常の 白血球分画を 移植片 と し て

用い た 症例1 か ら症例6 で は
,

P B S C T 後の 自己リ ン パ 球傷害活

性の 出現 は
一

過性 の こ と が多か っ た の に 対 し
,

こ れ ら8 症例 で

561

は
, 傷害 活性が 比較的長期間続く傾向が み ら れ た .

Ⅴ . 単 クロ ー ン 性抗体 添加 に よ る
5 1

c r 放 出の阻止試験

図6 は
, 症例3 (移植後2 5 日 目) ,

症例5 (移植後22 日目) ,
症

例 9 (移植後2 8 日 目) と症例1 2 (移植 後28 日 目) の 計4 症例 の

P B M C に つ い て
, 自己P H A 芽球 に 対す る細胞傷 害活性が , 単

ク ロ ー ン 性抗体の 添加 に よ っ て 抑制 される か 否か を検 討 した も

の で あ る . 自己リ ン パ 球傷 害活性 は
, 抗 H L むD R 抗体 また は抗

C LI P 抗体 の 揺加 に よ り ほ と ん ど完全 に 抑制 さ れ た . しか し
,

抗 HI A - ク ラ ス Ⅰ抗 体 の 添加 で は抑 制は 見 ら れ な か っ た . し

た が っ て
,

移植 後 の P B M C に よ る 自 己 リ ン パ 球 の 傷害 は
,

P H A 芽球上 の H L A - D R ま た は C L I P を介す るも の で あ る こ とが

示唆 され た .

Ⅵ . T 細胞 レ セ プタ ー β鎖の C D R 3 長の 分布解析

図7 は
,

症例9 の P B S C T 施行前彼 の P B M C に つ い て
, 各B V

サ ブ フ ァ ミリ
ー

の C D R 3 長分布を表 した もの で ある . P B S C T 施

B V 1 5

A

ト帖仙
B

≠皿
C

ト正価
B V 1 6

皿廿ル廿ル廿
Fig . 8 . C h a n g e s i n th e c o m pli m e n ta rit y d e te r m i n i n g r e gi o n 3 si z e d i st rib u ti o n p a tte r n of b c h ai n v a ri a bl e r e gi o n (B V) 1 5 c D N A a n d B V 1 6

C D N A a s s o ci at e d w ith d e v el o p m e n t of a u tol o g o u s g r afトV e r S u S
-h o s t d i s e a s e . A

, p a ti e n t 9; B
, p ati e n t l l; C

, p a ti e n t 1 5 . B V
, /

? ch ai n v a ri a bl e

r e g l O n .
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5 6 2

行前の 各B V サ ブ フ ァ ミ リ
ー

の C D R 3 長の 分布 (図7 A) は
, 過去

に行わ れ た 化学療法や 輸血 の た め か
, 半数以 上 の サ ブ フ ァ ミリ

ー

に C D R 3 長 パ タ
ー ン の 異常が 見 られ た .

一

方 , 自己 G V H D を

発 症 した移植後32 日 日の P B M C ( 図7 B) で は
,
移植前 に 分布の

偏 りを示 した 多く の サ ブ フ ァ ミ リ
ー

が
,

T リ ン パ 球の 再構 築を

反映 して
, オ リ ゴ ク ロ ー ン性か ら多ク ロ

ー ン 性 へ と変化 して い

た . しか し
,

P B S C T 前 に 正常 パ タ ー ン を示 し た B V 1 5 や B V 1 6

で は
, 逆に単 ク ロ ー

ン性 増殖 を示す ピ ー クが 認め られ た .

図8 は
,

患者9 (朗 ,
1 1 (B) お よ び 15 (C) に つ い て

,
P B S C T

前と
,

P B S C T 後に 自己 GVT i D が発症 した際の P B M C に お ける
,

B V 1 5 と B V 1 6 の C D R 3 長分布を比較 した もの で あ る . い ずれ の

例 に お い て も両サ ブ フ ァ ミリ
ー

に
,

C D R 3 長 パ タ
ー

ン の 著 しい

変 化が 認め ら れ た . 特 に B V 1 6 で は
, 単 ク ロ

ー ン 性 の T 細胞 の

増殖 を示唆す る単 一 の ピ ー

ク が み ら れ
,

こ の 傾 向は 検討 した 3

症例 の す べ て に 認め ら れ た
.

こ れ ら の 所 見 か ら
,

自 己 G V H D

の 発 症時に は
, 何 らか の 共通抗原 に対 応 した T 細 胞の ク ロ ー ン

性増殖 が末梢血 にみ ら れ る こ と が示唆 され た
.

Ⅶ . 移植成績 (表4)

完 全寛解 で 自己 G V H D の 誘導 を試み た 9 例 は
,

1 カ月 か ら31

カ月 完全寛解を維 持 し て い る . 部分寛解 の 6 例中4 例 は 移植 後

完 全寛解 と な っ た が
,

1 例 は4 ケ 月 日 に 骨髄 再発 を き た し た .

進行期 に 移植 した 2 例 中1 例 に 村 して は
,

P B S C T は 無効 で移 植

後27 日目 に死亡 した
. 残りの 1 例 は無反応で あ っ た が

, 残存 艦

瘍 に 対 し て放 射線療 法を施 行 し た後 に 部分寛解 と なり1 9 ケ 月

生存 して い る .

全17 症例 の無病生 存率曲線を図9 に示す. 観察期間 の 中央値

は1 1 .8 ケ 月 で
,

予想 無病生 存率は71 % で あ っ た . こ れ は
,

同

じよ う な予 後不 良症例 に行 わ れ た自 己造血 幹細胞 移植 の 成績

(41
～

4 6 % )
2)5)

に比 べ て 優れ た成潰と 考えら れ た .

考 察

自 己の 造 血幹細胞移植 後 に自己 G V H D を誘導す る た め に は
,

C y A を投与す る こ と に よ っ て 自己反応性丁細胞を 末梢 へ 誘導 す

る と と も に
, 自 己反応 性 丁細胞 の 働 きを抑制 す る調 節性 細胞

を排 除す る 必要 が あ る
3 1)3 2)

. 胸腺 内 で正 の 選択 を受 け た 未分

化丁 細胞 は
, 胸腺 上 皮 が発現す る自 己抗 原と接触 する こ と に よ

っ てイ ン タ
ー

ロ イキ ン (i n t e rl e u ki n
,
II) -2 を産生 し

,
増殖 し た結

果 ア ポ ト
ー

シ ス を起 こ して 死 滅す る
33)3 4)

. しか し ,
T 細 胞の 成

熟過程 でC y A が 投与 さ れ る とⅠし2 産生 が 阻害さ れ
, 自己反 応性

丁細胞 に ア ポ ト
ー シ ス が 起 こ ら なく な る

3 5)3 6)
. そ の 結果 ,

ク ロ

ー ン 性 の 除去 をま ぬ が れ た 自己反応性丁細胞が 末梢血 に 流出す

る . こ の ような自 己反応性丁細胞 の 流 出が起 こ っ て も
, 末梢 に

抑制性 の 調節機構が 存在 する た め に
,

自己の 組織 に 対す る傷害

は起 こ ら ない が
,

大 量の 化学療法や Ⅹ線照射 に より
, 自己調節

機構が あら か じめ破壊 され て い れ ば
,
自己反応性丁細胞 に よ る

組織傷害, すな わち 自己G Ⅵ1 D が 発症す る
3 7)3 8)

. I F N -

γ が 同時

に投 与 され た場 合 に は
, 体細胞 の H L A -

ク ラ ス Ⅱ の 発現 が 高

ま る ため
, 自己 G V H D が増強 され る

39)4 0)

自 己G V H D は自 家B M T 後に C y A を投 与す る こ と に よ っ て
,

約80 % の 患者 に誘導で きる こ と が知 ら れて い る
1 5) 18)

. 本研 究で

は
,

P B S C T 後 に C y A を投与 し た症例1 か ら症例6 まで の 6 例 仝

例 で 自己反 応 性 丁細 胞 が 誘 導さ れ た もの の
, 明 ら か な自 己

G V H D はみ られな か っ た. 自己傷害性 リ ン パ 球 の 誘導に もか か

わ らず 自己 G V H D が 誘導され なか っ た 原 因の
一 つ に

,
移植 前

処置療法が 化学療 法だ け の 比較 的弱 い もの で あ っ た た め
, 自己

反応性リ ン パ 球 を排 除する 患者 の 調節機構 が 残存 した こ と があ

げ られ る . ま た
, 造血 幹細 胞 と と もに 移植 さ れ る 大量の 単球や

抑制性の T 細胞 な どが 自己 G V H D の 発 症を阻害 した 可 能性も考

え られ る
3 1) 41)

, 大量 の 化学 療法後 に G C S F を併用 する こ と によ

り採取 した 末梢 血 単核球分画 に は
, 造血 幹細胞 に 加えて 単球や

成熟 し たT 紺胞 が 含まれ て い る . こ れ ら は 同種幹細 胞移植 に用

い られ た際 に
, 同種抗原 に 反応 する T 細胞 の 反応 を抑制する こ

とが 報告 され て い る
42) 43)

. p a ti ら
4 4) も

,
P B S C T 後 にC y A を投与

し た場合
,

B M T 後と 比 べ て 自己 G V H D の 誘 導準が 低 い こ と を

報告 した
.

こ れ ら の 問題 点を 考慮 し
,

症例7 か ら症例 17 ま で の 11 例 の

うち
, 患者 の 体内 に残 る 調節機構 を破壊す る た め

,
9 例 で前処

置 にT BI を加 え
,

ま た移植 片か ら単 球や T 細胞 を除く た め4 例

で 純化 C D 3 4 陽性細 胞を移植 片 と し て用 い た
. そ の 結果

, 前処

置 にT BI を加え た9 例中6 例 と
,

C D 3 4 陽性細 胞移植 を 行 っ た4

例中2 例 に 典 型 的 な 自 己 G V H D が 誘導 さ れ た . した が っ て
,

P B S C T 後で あ っ て も
,

T B I を含め た前 処置 の 施行 や ,
C D 3 4 陽

性細 胞 を移 植 片 と し て 用 い る こ と に よ っ て
, 効 率 よ く 自己

G V H D が 誘導 され る可 能性 が示 唆さ れ た .

ヒ ト の 自己 G V H D の 発 症機序 は まだ 十分 に解 明さ れ て い な

い が ,
H ⊥A - ク ラ ス Ⅲを発現す る細胞 が標 的で ある に もか かわ

らず
, 担当細 胞 は主 と して C D 8 陽性 丁細 胞で ある こ と や

2 9卜 31)
,

皮膚病変 中に B V 1 5 陽性 の T 細 胞 が 集積 し て い る こ と
4 5)

,
な ど

が 示 さ れ て い る . 最近 で は
, 自 己 G V H D の 標 的抗 原 と して

C LI P が 注目 さ れ て い る
4 6) 4 7)

. c LI P は
,

M H C ク ラ ス Ⅱ α P ダイ

マ ー

か ら の 分離を免 れ ク ラ ス Ⅲ 分子の 溝 に残 っ た フ ラ グメ ン ト

で
, M H C ク ラ ス Ⅱ 分 子 と結 合 し て い る

4 8) 4 9)
. T 細 胞 の う ち

B V 1 5 を含む い く つ か の B V を も つ T 細胞 は
,

ス
ー パ ー

抗原 の
一

つ で ある ブ ド ウ球菌腸 管毒 素B (s t a p h yl o c o c c u s e n t e r o t o x i n B
,

S E B) に結 合する 部位 を持 っ て い る
50)5 1)

. H L A - D R に 結合 してい

る C LI P は
,

こ の S E B 結合部位 を介 し て ス ー パ ー 抗 原様 にT 細

胞 を刺激す る こ と に よ り,
M H C ク ラ ス Ⅲ 陽性細胞 に対す る細

胞 傷害性丁細胞 を誘導す る と 考え ら れ て い る
4{i) 47)

. 本研究 にお

い て も
,

P B S C T 後 の P B M C に よ る 自己 リ ン パ 球 傷害 活性 は
,

抗 C L I P 抗体 と 抗 H L むD R 抗体 の 添加 に よ っ て 抑制 さ れ た . し

た が っ て
,

自 己反応惟 丁細胞 の 標的抗原 の
一

つ と して M H C ク

ラ ス Ⅲ- C LI P 複合体 が 重要と 考え られ た .

自己 G V H D の 担 当相胞 が す べ て ス ー パ ー

抗 原で 活 性化さ れ

た もの であ る な ら ば
,

自 己G V E D 発症時 の 末梢血 にT 細胞の 抗

原 特異 的な 増 殖 は み ら れ な い は ずで ある
52) 5:i)

. しか し
,

白己

G V H D 発症時 の 末 梢血 を C D R 3 長分布解 析法を周 い て検討 した

と こ ろ
,

一

部 の T 細胞 フ ァ ミリ ー

に ク ロ ー ン 性の 増殖が 検拍さ

れ た . し た が っ て 自 己G V H D の 発症 に は
,

ス ー パ ー 抗 原と は

別 の 何 ら か の 自己抗原が 関与 して い る と 考え られ る
. 特 に

,
自

己G V H D を発症 した 3 症例 の す べ て にお い て
,

B V 1 6
+

陽性丁細

胞 の ク ロ ー ン 性増殖 が み られ た こ と か ら
,

こ の T 細胞 フ ァ ミリ

ー を刺激す る 何 ら か の 共通抗原 が 自 己 G V ⅢD の 発症 を促 した

可能性 が考 え られ る . 現在 こ の T 細 胞 ク ロ ー

ン の C D R 3 塩基配

列 に つ い て 相 同性 の 有無 を解析 中で ある .

今回, 対象 と した 悪性リ ン パ 腫症例 は 全例 予後不良例で あ っ

たが , 観察期 間 は短 い もの の 71 % の 無病生 存率が 予想さ れ た .

こ れ ら は 同様の 前 処置 に よ っ て自 己造血 幹細 胞移植を受けた が

C y A は 投与 され な か っ た群 の 無病生存率
2)5 ) と比較 し, 良好な成
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績と考え られ た . したが っ て
,
C y A に よ る 自己 m D の 誘導は

,

難治性悪性 リ ン パ 腫の 移植 後再発 を予 防す る可能性が ある と 思

わ れ た . 特 に
,
純 化C D 3 4 陽性細胞 移植や

, 移 植前処置 にT BI

を必 要 とす る よ う な予後不 良の 悪性 リ ン パ 腫患者 に対 して は
,

今後積極 的に 試み る べ き免 疫療法 と考え られ た .

結 論

1 . 1 7 症例 の 悪 性リ ン パ 腺患者 に対 して
,

自己 G Ⅵi D を誘導

する た め P B S C T 後に C y A とIF N -

γ を投与 した . 血 液学 的回復

は速や か で
,

肝腎機 能障害な どの 臓器 障害や
,

C y A 投 与 によ る

易感染 性 の 明 ら か な増 強 は み ら れ な か っ た こ と か ら
,

自 己

G V B D の 誘導は安全 に施行 で きる と考え ら れ た .

2 . 検 討 した仝症例 で
, 移植後の P B M C に自 己リ ン パ 球傷害

活性が 検 出 さ れ た が
, 実 際 に自 己G V H D が 発 症 し た の は

一 部

の 例 の み で あ っ た .

3 . P B S C T 後 に 効率 よく 自己 G V H D を誘導 する には
,

C D 3 4

陽性細胞を移植片 と して用 い る こ と に よ っ て自 己調節性丁細胞

を抑制す る
,

ま た は移植前 処置に T BI を加 える こ と に よ っ て 自

己調節性 の 機構を破壊する な どの 処置 が 有効で あ っ た .

4 . P B S C T 後に 自己G V H D を誘導する ため の C y A の 投与期間

は
,
2 1 日 間 で十 分で

, 移植 後2 2 日 目以 降の C y A 投与 は
,

自己

反応性 リ ン パ 球 の 働 きを む しろ 抑制 す る可 能性 が あ る と思 わ

れ た .

5 . 自 己G V H D の 担 当細 胞 は
,

M H C ク ラ ス Ⅲ - C LI P 複合体

を介 して 自己の リ ン パ 球 を攻撃す る可 能性が 示唆 され た . ま た
,

自己G Ⅵi D の 発症 に は
,

何 らか の 自 己抗原 を認識す る T 細胞 の

･ク ロ
ー ン性 増殖が 関与 して い る 可能性 が示唆 さ れ た .

6 . C y A に よ る 自己 G V H D の 誘導 は
, 難治性悪性 リ ン パ 腫患

者の 再発を防ぐうえで 有用 な免疫療法 と 考えら れ た .
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本痛治療 会誌 21 : 9 2 9 - 9 53
,
1 9 8 6

2 9) K a pl a n E
,
M ei e r P . N o n p a r a m e t ri c e s ti m a ti o n f r o m

i n c o m pl e te ol〕S e rv a ti o n . J A m S ta t As s o c 5 3 : 4 5 7 -4 8 1
,
1 9 5 8

3 0) N a k a o S
,
M i u r a Y

,
Z e n g W

,
T a k a m i A

,
S u g i m o ri N

,

Y a m a z a k i H
,
Y a c hi e A

,
S h i o b a r a S

,
M a ts u d a T . I n d u c ti o n of

a u t o c yt o to x i c T c ell s w ith c y cl o s p o ri n e a n d i n t e rf e r o n
-

γ f o r

p a ti e n ts w ith n o n
- H o d g ki n

'

s l y m p h o m a aft e r tr a n s pl a n ta ti o n of

p e ri p h e r al b l o o d s t e m c ell s . J A ll e r g y C li n I m m u n o l l O O

〔S u p pl .〕: 6 5 -6 9
,
1 9 9 7

31) V i g el s a n g G B
,
H e s s A D . G r a n ) V e r S u S

-h o s t di s e a s e : N e w

di r e c ti o n s f o r a p e r si st e n t p r o b l e m . Bl o o d 8 4 : 2 06 1 -2 0 6 7
,
1 9 9 4

32) II e s s A D
,

F i s c h e r A C
,
B e s c h o r n e r W E . E ff e c t o r

m e ch a ni s m s i n c y cl o s p o ri n e A -i n d u c e d s y n g e n ei c g r afトV e r S u S
-

h o st di s e a s e . R ol e of C D 4
+

a n d C D 8
+

T l y m p h o c yt e s u b s e ts . J

I m m u n ol 1 4 5 : 5 2 6 -5 3 3
,
1 9 9 0

3 3) K a p pl e r J W
,
S t a e r z U

,
Wh it e J . T c ell t ol e r a n c e b y cl o n al

eli m i n a ti o n i n th e th y m u s . C el1 4 9 : 2 7 3 -2 8 0
,
1 9 8 7

3 4) A g u il a r L K
,
A g uil a r

- C o r d o v a E J r .
,
C ar tW ri g h t J ,

B e r m o n t

J W
.

T h y m i c n u r s e c e11 s a r e sit e s of th y m o c y t e a p o p t o si s . J

I m m u n ol 1 5 2 : 2 6 4 5 -2 6 5 1
,
1 9 94

3 5) J e n k i n s M K
,
S c h w a r t z R H

,
P a r d o ll D M . E ff e c t s of

C y Cl o s p o ri n e A o n T c e ll d e v el o p m e n t a n d cl o n al d el e ti o n .

S ci e n c e 2 4 1 : 1 6 5 5 - 1 6 58
,
1 98 8

3 6) G a o E K
,
L o D

,
C h e n e y R T

,
K a n a g a w a O

,
S p r e n t J .

A b n o r m al di ff e r e n ti a ti o n of th y m o c yt e s i n m i c e t r e a te d w ith

C y Cl o s p o ri n e . N at u r e 3 3 2 : 1 7 6 - 1 7 9
,
1 9 8 9

3 7) Fi s c h e r A C
,
B e s ch o r n e r W E

,
H e s s A D . R e q u i r e m e n ts b r

th e i n d u c ti o n a n d a d o pti v e t r a n s f e r o f c y cl o s p o ri n e
-i n d u c e d

Sy n g e n e i c g r a氏- V e r S u S
-h o st di s e a s e . J E x p M e d 1 6 9 : 1 0 3 1 -1 041

,

1 9 8 9

3 8) H e s s A D
,
Fi s c h e r A C

,
H o r w it z L

,
B ri g h t E C

,
L a uli s M K .

C h a r a c t e ri z a ti o n o f p e rip h e r al a u to r e g u l a t o r y m e c h a ni s m s th a t

p r e v e n t d e v el o p m e n t c y cl o s p o ri n e
-i n d u c e d s y n g e n ei c g r aft -

V e r S u S
-h o st d i s e a s e . J I m m u n ol 1 5 3 : 4 0 0 -4 1 1

,
1 9 9 4

3 9) G e11 e r R B
,
E s a A H

,
B e s c h o r n e r W E

,
F r o n d o z a C G

,
S a n t o s

G W
,
H e s s A D . S u c c e s s fu 1 i n vit r o g r a ft- V e r S u S

-t u m O r e ff e c t

a g ai n s t a n I a
- b e a ri n g t u m o r u s i n g c y cl o s p o ri n e

-i n d u c e d

S y n g e n ei c g r aft -

V e r S u S
-h o st di s e a s e i n th e r at . Bl o o d 74 : 1 1 65-

1 1 7 1
,
1 9 8 9

4 0) N o g a SJ ,
H o r w it z L

,
K i m H

,
L a u li s M K

,
H e s s A D ･

I n t e rf e r o n -

γ p O t e n ti a t e s t h e a n titu m o r e ff e c t o f c y cl o s p o ri n e -

i n d u c e d a u to i m m u nity . J H e m a t o th e r l : 7 5 -8 4
,
1 9 9 2

4 1) M i u r a Y
,
N a k a o S

,
Z e n g W

,
T a k a m i A

,
S u gi m o ri N

,

Y a m a z ak i H
,
S h i o b a r a S

,
M a ts u d a T . I n d u c ti o n of a u tol o g o u s

g r a ft -

V e r S u S
- h o st di s e a s e w i th c y cl o s p o ri n e a n d i n t e rf e r o n

-

γ

a ft e r tr a n s pl a n t a ti o n o f p e ri p h e r al b l o o d C D 3 4
+

c ell s i n n o n
･

H o d g k i n
,

s l ym P h o m a . J A 11 e r g y Cli n I m m u n ol 〔i n p r e s s〕

42) M i el c a r e k M
,
M a rti n RT ,

T o r o k S t o r b B . S u p p r e s si o n of
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all o a n tig e n -i n d u c e d T - C ell p r olif e r a ti o n b y C D 1 4
十

c ell s d e ri v e d

f r o m g r a n u l o c y t e c ol o n y
-

S ti m u l a ti n g f a c t o r
-

m O b ili z e d p e rip h e r al

bl o o d m o n o n u cl e a r c ell s . B l o o d 89 : 1 6 2 9 -1 6 3 4
,
1 9 9 7

4 3) K u s n i e r z C R
,
S till BJ ,

Am a n o M
,
Z u k o r J D

,
N e g ri n R S

,

Bl u m e K G
,
S t r o b e r S . G r a n ul o c yt e c o l o n y

-

Sti m u l a ti n g f a c t o r

i n d u c e d c o m o b ili z ati o n o f C D 4r C D 8" T c ell s a n d h e m at o p oi eti c

p r o g e n ito r c ell s (C D 3 4
'

) i n th e bl o o d o f n o r m al d o n o r s ･ B l o od

89 : 2 5 8 6 -2 5 9 5
,
1 9 9 7

44) P a ti A R
,
G o d d e r K T

,
A b h y a n k e r S H

,
G e e A P

,
H e n sl e e

-

D o w n e y 円 . C y cl o s p o ri n e
-i n d u c e d a u t ol o g o u s g r aftJ

V e r S u S
-h o st

di s e a s e f oll o w i n g a u t ol o g o u s bl o o d s t e m c ell t r a n s pl an t ati o n f o r

ly m ph o m a . B o n e M ar r O W T r an S Pl a n t 1 7 : 1 0 8 1 - 10 83
,
1 9 9 6

4 5) R u v ol o P P
,
B ri gh t E C

,
K e n n e d y M J ,

M o r ri s L E
,
Fi s c h e r

A C
,
V o g el s a n g G B

, J o n e s RJ ,
H e s s A D . C y cl o $ p O ri n e

-i n d u c e d

a u t ol o g o u s g r aft -

V e r S u S
- h o st d i s e a s e : As s e s s m e n t of c yt ol y ti c

e ff e c t o r m e c h a n i s m s a n d V β T c ell r e c e p t o r r e p e r t o i r e ･

T r an S Pl an t P r o c 2 7 : 1 3 6 3 -1 3 6 5
,
1 9 9 5

4 6) H e s s A D
,
B ri gh t E C

,
T h o b u r n C

,
V o g el s a n g G B

, J o n e s RJ ,

K e n n e d y M J . S p e ciB city o f efft c to r T l y m ph o c y t e s i n a u t ol o g o u s

g r aft - V e r S u S
- h o st d i s e a s e : R ol e of th e m aj o r h i s t o c o m p atib ilit y

c o m pl e x cl a s s II i n v a ri a n t ch ai n p e p ti d e . B l o o d 8 9 : 2 2 0 3 T2 2 0 9 ,

19 9 7

4 7) H e s s A D
,
¶1 0 b u r n C

,
H o r wi th L . P r o m i s c u o u s r e c o g n 氾 o n

of m aj o r h i s t o c o m p a tib ili ty c o m pl e x cl a s s II d e t e r m i n a n t s i n

c y cl o s p o ri n e
-i n d u c e d s y n g e n ei c g r a ft - V e r S u S

-h o s t d i s e a s e :

S p e ci丘city of c yt ol yti c e 鮎 c t o r T c ell s . T r an Sp l an ta ti o n 6 5 : 7 8 5-

7 9 2
,
1 9 9 8

4 8) C r e s s w ell P . As s e m bl y ,
t r a n S P O rt a n d f u n cti o n o f M H C

cl a s s II m ol e c ul e s . A n n u R e v I m m u n ol 1 2 : 2 5 9 -2 9 3
,
1 9 9 4

4 9) F r ei s e w i n k e l I M
,
S c h e n c k K

,
K o c h N . T h e s e g m e n t of

i n v a ri a n t c h ai n th a t i s c riti c al f o r a s s o ci a ti o n w i th m aj o r

h i s t o c o m p a tib ili ty c o m pl e x cl a s s II m ol e c ul e s c o n t ai n s th e

s e q u e n c e of a p e ptid e el u t e d f r o m cl a s s II p oly p e ptid e s . P r o c

N a tl A c a d S ci U S A 9 0 : 9 7 0 3 ･9 7 0 6
,
1 9 9 3

5 0) G o ld D P
,
S u r h C D

,
S elli n s K S

,
S c h r o d e r K

,
S p r e n t J ,

W il s o n D B . R a t T c ell r e s p o n s e t o s u p e r a n ti g e n s . II . A ll eli c

d iff e r e n c e s i n V β 8 . 2 a n d V β 8 .5 P c h ai n s d e t e r mi n e

r e s p o n si v e n e s s t o s t a p h yl o c o c c al e n t e r o t o xi n B a n d m o u s e

m a m m a r y t u m o r vi ru S
-

e n C O d e d p r o tei n s . J E x p M e d 1 7 9 : 6 3 -6 9
,

1 9 9 4

5 1) L u n di n K E A
,
B ri n c h m a n n J E

,
H a n s e n T

.
I n t e r a c ti o n s

b e t w e e n st a ph yl o c o c c al s u p e r a n tig e n s a n d h u m a n T c e11 cl o n e s

a r e p r e d o m i n a n tl y b u t n o t e x cl u si v el y g o v e rn e d b y th ei r T J
c ell

r e c e p to r V /ヲ u s a g e . S c an d J I m m u n o1 3 8 : 3 8 7 -3 9 4
,
1 9 94

5 2) G o r s k i J ,
Y a s s ai M

,
Z h u X

,
K i s s e ll a B

,
K e e v e r C

,

F l o m e m b e rg N . C i r c ul a ti n g T c e ll r e p e rt oi r e c o m pl e xit y i n

n o r m al i n di v id u al s a n d b o n e m a r r o w r e ci pi e n t s a n al y z e d b y

C D R 3 si z e s p e ct r a ty pi n g : C o r r el a ti o n w ith i m m u n e s t a tu s ･ J

I m m u n ol 1 5 2 : 5 1 0 9 - 5 1 1 9
,
1 9 9 4

5 3) Y a s s ai M
,
N e w t o n - N a s h D

,
G o r s ki J . B a c t e ri al t o x i n

s u p e r a n ti g e n s sti m ul at e all m e m b e r s o f s u s c e p tib l e V B g e n e

f a m ili e s . An n N Y A c ad S ci 7 5 6: 1 1 0 -1 1 2
,
1 9 9 5
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I n d u c ti o n o f A u t ol o g o u s G r a f t ･ V e r s u s ･ H o s t I)i s e a s e ( a u t ol o g o u s G V H I)) wi t h C y c l o s p o ri n e A a ft e r

T r a n s pl a n t a ti o n of P e ri p h e r al B l o o d S t e m C ell s : A n al y si s of F a ct o rs A f Fb cti n g t h e D e v el o p m e n t of a u t ol o g o u s G V H D

a n d t h e M e c h a n is m o f it s I n d u e ti o n Y uji M i u r a
,
T h i r d D e p a rt m e n t o f M e d i c i n e

,
S c h o o l o f M e d i ci n e

,
K a n a z a w a

U ni v e r sity ,
K a n a z a w a 9 2 0 - 8 64 0

h

J . J u z e n M e d S o c .

,
1 0 7

,
5 5 4

-

5 6 6 (1 9 9 8)

K e y w o r d s a u t ol o g o u s g r af ト V e rS u S - h o s t d i s e a s e
,

C y Cl o s p o ri n e A
,
M H C cl a s s II a s s o c i a te d i n v ari a n t c h a i n p e

p ti d e
,

P e ri p h e r al bl o od st e m c ell tr a n s p l a n ta ti o n
,
C O m Pl e m e n t a rity d e t e r m i n l n g r e g

l O n 3 si z e di s trib u ti o n a n al y s I S

A b s t r a ct

A u t o l o g o u s g r a fト V e rS u S - h o s t d i s e a s e ( G V H D) ,
a n a u t O a g g r e S Si o n s y n d r o m e th a t m ai n l

y
a f f e c t s th e s k i n i n a w a

y

r e s e m b li n g th e s ki n c h a n g e s f o u n d i n c a s e s o f a c u t e G V H D i n 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 r e c I P l e n tS
,
i s i n d u ci b l e i n

re ci p i e n t s o f a u t ol o g o u s b o n e m a r r o w b y ad m i ni s tr a ti o n o f c y cl o s p o ri n e A ( C y A) f b r a s h o r t p e ri o d f oll o w i n g th e t r a n s pl a n t .

H o w e v e r
,
its i n d u ci bilit y a n d u n d e rl yi n g m e c h a n i s m s h a v e n o t b e e n s tu d i e d w e11 i n th e s ettl n g O f p e ri p h e r al bl o o d s t e m c ell

tr a n s p l a n t ati o n ( P B S C T) ,
W hi c h i s n o w th e m ai n m o d ali ty o f a u t ol o g o u s h e m a to p o i eti c s te m c ell t r a n s p l a nt s . T o a n aly z e

f ac t o r s a ff e cti n g t h e d e v el o p m e n t o f a u t ol o g o u s G V H D a n d th e a u t o cy t o to x i c T c e ll s th a t m e d i a te a u t o l o g o u s G V H D
,
1 7

P
a ti e n t s w it h m ali g n a n t l y m p h o m a w e r e tr e a t e d w it h P B S C T f o ll o w e d b y a d m i n i s t r a ti o n o f C y A a n d i n t e rf e r o n

-

γ ･

A u t ol o
g o u s G V H D di d n ot d e v el o p l n th e fi r st 6 p a ti e n t s w h o s e c o n di ti o n l n g

r e
g l m e n S C O n tai n e d n o

-t O tal b od y i r r a di a ti o n

( T B I) s e g m e n t s a n d w e r e tr a n s p l a n t e d w ith u n m a n i p u l a t e d p e ri p h e r al b l o o d s te m c e ll ( P B S C) g r a ft s
,

a lth o u g h c y t ot o xi c

a c ti v i ti e s a
g

a i n s t a u t ol o g o u s l y m p h o c y t e s w e r e d e t e c t a b l e i n p e rip h e r al b l o o d m o n o n u cl e a r c ell s ( P B M C) o b t ai n e d p o s t -

t r a n sp l a n t fr o m all of th e m ･ I n c o n t r a s t
,

a u t O l o g o u s G V H D d e v el o p e d i n 2 0 f 4 p ati e nts w h o h a d b e e n tr a n s pl a n t e d w i th

C D 3 4
+

st e m c ell s e mi c h e d fr o m th e p e ri p h e r al b l o o d l e u k a p h e re si s p r o d u ct a s w ell a s i n 6 0 f 9 p a ti e n ts c o n d iti o n e d w ith T B I

C O n t a l n l n g r e g l m e n ･ M a c r o p a
p

ul ar e r y th e m a d e v e l o p e d o n d a y s 1 9 to 2 7 a f te r P B S C T i n th e s e p a ti e n ts a n d di s a p pe a r e d i n 3

t o 9 d ay s w i th o u t t r e at m e n t ･ S k in b i o p sl eS C O n fi r m ed a di a g n o si s o f G V H D i n a11 p ati e n t s ･ A u t o c y t o to xi c a c ti vi ti e s o f p o s t -

t r a n s p l a n t P B M C w er e d e te c te d b et w e e n d ay s l l a n d 3 8 i n all c as e s ･ T h e s p e ci丘c l y si s o f a u t o l o g o u s ly m p h o c y te s b y th e

P B M C w a s b l o c k e d b y t h e a d di ti o n o f e i t h e r a n ti - h u m a n l e u k o c y t e a n ti g e n ( H L A ) - D R a n ti b o d y o r a n ti -

m aj o r

h i s t o c o m p a ti b ili ty c o m p l e x ( M H C) cl a s s II a s s o ci a t e d i n v a ri a n t c h ai n
p

e
p
ti d e ( C L I P) a n tib o d y . T o d e t e r m i n e w h e th e r

a n ti g e n - d ri v e n T -

C e 11 r e s p o n s e s a r e i n v oI v e d i n th e d e v el o p m e n t o f a u t ol o g o u s G V H D
,
2 7 s u b f a m ili es d e n n e d b y th e β-

C h ai n

V a ri a bl e r e g i o n s ( B V ) o f t h e T c ell r e c e p to r o f p e ri p h e r al bl o o d T c ell s w e r e s tu di e d u si n g c o m p l e m e n t a rity d e t e r m i ni n g

r e gi o n 3 ( C D R 3) si z e d is tri b u ti o n a n aly si s . T h e C D R 3 si z e p atte rn Of s e v e r al B V s u b f a m ili e s th a t h a d b e e n n o r m al b e f o r e

P B S C T c h a n g e d t o ab n o r m al p att e rn S S u g g e S ti v e o f c l o n al o r o li g o cl o n a l e x p a n si o n s i n a li m it e d n u m b e r o f T c ell s ･ A m o n
g

th e s e B V s u b f a mi 1i e s
,

Cl o n al e x p a n si o n s w ith i n B V 1 6
十

T c ell s w e r e s h a r e d b y a ll th r e e p a ti e n t s st u di e d ･ I t m a y b e c o n cl u d e d

th a t ei th e r d e p l e ti n g th e r e g u l a to ry c ells o f th e P B S C g r a f t b y e n ri c h i n g th e C D 3 4
+

c ell s
,

O r a b oli s hi n g th e a u t o r e g u l a to ry

m e c h a n i s m s b y i n cl u d i n g T B I i n p r e tr a n s
p
l a n t c o n d iti o n l n g r e g l m e n S a r e e ff e c ti v e i n i n d u c i n g a u t ol o g o u s G V H D a ft e r

P B S C T f bll o w e d b y C y A ad m i ni s tr a ti o n ･ A u t o c y to t o xi c a c ti v i ti e s c a n b e d e t e ct e d f b r a li mi t e d p e ri o d a ft e r P B S C T i n th e

P B M C o f p a ti e n t s t r e a t e d w ith C y A
,

r eg a r dl e s s of t h e d e v el op
m e n t o f a u to G V H D ･ T h e c y to t o x i c iti e s a r e m e d i a te d b y th e

H L A - D R - C L I P c o m p l e x o n t h e ta r g e t c ell s ･ T h e d e v el o p m e n t o f a u t o l o g o u s G V H D i s a s s o ci a t e d w i th cl o n al e x p a n si o n o f a

li mi t ed n u m b e r of p e ri p h er al b l o o d T c ell s th at m a y r e c o g n l Z e S O m e a u t O a n tl g e n S ･


