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生体内 に お け る急性 白血 病 細胞 の 細 胞回 転を 解 析す る 目 的 で
,

チ ミ ジ ン の 同族体 で あ る ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン

(b r o m o d e o x y u ridi n e
,
B rd U) と そ の モ ノ ク P

- ナ ル 抗体 ( m o n o cl o n al a n tib o d y ,
M o A b) を 恥 ､ て ,

フ ロ ー サ イ トメ トリ ー (fl o w

C yt O m et r y ･ F C M ) 法 に よ る 検討を 行 っ た ･ 細胞増殖動態の 指標と して 骨髄 中の 急性白 血 病細胞 の
,

D N A 合成 期 ( s y n t h e ti ｡

p h a s e
,

S 期) 比率 を 表す B r d U 標識率 (B r d U -1 a b eli n g in d e x
, B r d U L I) ,

D N A 合成 期時間 (t h e d u r atio n of s y n th eti c p h a s e
,

T s) お よ び理論的倍化時間(th e p o t e n ti al d o u bli n g ti m e
,
T p o t) を選び 解析 した . 対象ほ

一 本研究の 主旨 に 同意の 得 られ た
, 急

性白血病患者22 例 で あ る ･
B r d U- L I を測定す るた め

, 化学療法施行前 に 200 r n g/ m
2
の B rd U を

一 度に 静脈内投与 した 後 ,
30 分

後に 骨髄細胞を 採取 した ･ 細 胞を
-

2 0 ℃ の 70 % 冷 エ タ ノ ー ル で 固定 し
,
2 N 塩 酸で D N A 変性 処理 を行 っ た 軋 抗 B , d U

M o A b を用 い て 免疫螢光抗体法間接法 に よ り染色 した ･ さ らに
,

プ ロ ビ デ ィ ウ ム ･ ア イ オ ダイ ド( p r o pidi u m i o did e
,
P I) に て

染色 し
,
F C M ( E P I C S - C S) を 用い て B r d U の 標 識細胞 お よ び そ の D N A 量 の 分布 を 同時に 測達 した . 対象 と した2 2 例 の

B rd u L I ほ2 ･ 4 % か ら18 ･ 2 % , 平均値1 0 ･ 4 % で あ り D N A ヒ ス ト グ ラ ム か ら計算 され た S 期細胞比率 よ り有意に 低値 で あ っ た
.

こ の 差は S 期に 相当する D N A 量を 有 しな が ら D N A 合成 を行 っ て い な い
,

い わ ゆ る q ui e s c e n t ( S ｡) 細胞の 存在 に 起因 して い

ると考 え られ た ･
B r d U 投与30 分後 の 標識率 (B r d U-L I ･ 1) に 加 え て , 1 回 目の 骨髄穿刺後 に 再び 200 m g/ m

2
の B r d U を15 0 分

か け て 持 続 点滴 し
, 2 回 目 の 骨 髄 穿 刺 を 行 い

,
1 回 目 の B r d U 投 与 か ら 持続 点 滴 終 了 ま で の 間 に 増 加 し た 標 識 率

(B rd U- L I ･2) を測定 した ･ T s と T p ot ほ こ の 2 匝】の B rd U-L = 臥 す なわ ち B rd U- L ト1 と B rd U-L I ･ 2 を プ ロ
ッ ト する こ と に

よ っ て 得 られ た 回帰 直線 をもと に 算出さ れ た ･
こ れ らの 結果は

, 他 の 方法に よ り算定 され た 値と ほ ぼ
一

致 し て い た .
B r d U - L I

と 化学療法効果 お よ び再発と の 相関 に つ い て 検討 した と こ ろ
, 完全寛解 ( c o m pl e t e r e m is si o n

,
C R) 到達 群の 標識 率ほ 非 寛解

(f ail u r e) 群の 標識率 よ り有意 に 低か っ た ･ ま た
, 再発 ( r ela p s e) 群の 初回 治療前の 標識率ほ

, 寛解維持群の 標識率に 比べ 高い 傾

向に あ っ た が , 有意 な差は な か っ た ･ F C M に よ る B r d U 標識と D N A 量の 同時測定ほ
, 生体内に おけ る細胞 回転の 指標 を ,

従来の 方法 よ りも正 確に 簡便か つ 迅速 に 解析 でき る有用な方法 で ある .

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

,
fl o w c y t o m et ry ,

S p h a s e

腫瘍を特徴づ ける 最大の 性質 ほ細胞の 異常増殖で あ り, そ の

発育速度や 増殖動態の 解析 は
巨 踵瘍の 基礎的研究の み な らず臨

床上も治療法の 決 乱 予 後 の 推定 な ど に 極め て 有 用 で ある .

196 0年代よ りオ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ
ー

が 普及 し
,

ト リ チ ウ ム チ

ミジ ン(triti a te d th y m id i n e
,

3
H l

､

d R ) を 軌 ､ た 細胞増殖動態の 研

究が盛ん に な り
, 種 々 の 腫瘍に つ い て 細 胞増 殖動態 の 解析が 試

みられ た
1 ト 3)

. しか し
,

こ の 方法ほ 解析に 長時間を要す る上 に
,

放射性同位元 素を用 い るた め に さ ま ざま な制約 が あり , 個 々 の

腫瘍に つ い て の 検討結果を 臨床に 利用す る こ と ほ不 可 能で あ っ

た
･ ま た

, 白血病 に お い て は
, 各々 の 腰瘍細胞が 血 液中に 遊 離

した状態に あり
, 検体 の 採取が容易 で

,
しか も大量の 細胞を解

析できる た め 比較 的検 討 が 進ん で い る . しか し
,

生体 内 (i n

Vi v o) に お け る 白血 病細 胞 の 増殖 動態 を 解析 す る た め に ほ
,

≠Td R な どの 放射性同位元素で 標識 した 核酸前駆 物質 を 直接

A b b r e vi atio n s ‥ A L L
,

a C u t e ly m p h o c y ti c le u k e m i a ;

m y elo m o n o c y tic le u k e mi a ; A M o L ,
a C u t e m O n O C ytic

体内に 住人 する こ と が必 要で あり , 生体 へ の 影響を 考慮 し
,

一

部の 報告 を除 い て 生体外 (i□ V itr o) で 検討 され て い たに すぎな

か っ た
3 ト 7■■

1 9 8 1 年 , G r a t z n e r ら
8-9 }

に よ りチ ミ ジ ン の 同 族体で あ る ブ ロ モ

手オ キ シ ウ リ ジ ン (b r o m o d e o x y u rid i n e , B r d U ) に 対する モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 ( m o n o cl o n al a n tib o d y , M o A b) が 開発 さ れ ,

D N A 合成期 (s y n th e ti c p h a s e , S 期) に 存在す る細胞 を容易に

同定で きる よ う に な っ た . B r d U は取 り込 まれ た細胞の 放 射線

に 対する 感受性が 高ま る こ と か ら , 臨床上 放射線 増感剤 と して

脳腫 瘍, 頭頸部腫 瘍の 治療に 用 い られ て い る薬剤 で あ る
刷

. 本

剤ほ 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 る各種腫瘍 の 生体内で の 増殖 動態 の 解析が

可能 に な っ た
‖ ト 13)

B r d U と それ に 対する M o A b を用 い て 行 う細胞増殖動態の 解

A M L
,

a C u t e m y el o g e n e o u s le u k e m i a ; A M M o L ; a c ut e

le u k e mi a ; A P L
,

a C u t e p r O m y elo c y tic le u k e m i a ; A U L
,

a C ut e u n cl a s sifi e d l e u k e mi a ; B rd U
･

b r o m o d e o x y u ridin e ; B rd U - L I
,

B rd U -l ab elin g in d e x ; C R
,

C O m pl et e

re m is si o n ; C V
,

C O efficie n t of v aria ti o n ; F A B , F r r e n c h - A m e ric a n - B ritis h cla s sific ati o n ; F C M
,
fl o w c y t o m et r y ;
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析法 と して は
, 免疫紅織 化学的方 法

12)
と 螢光 抗 体法 に よ る フ

ロ p サ イ ト メ ト リ ー (fl o w c yt o m e tr y ,
F C M ) 法

相 15)

とが あ る . 前

者は各 々 の 細胞を 直接顕徴鏡 下 で 観察 し な が ら計 測す る た め

に
日 経瘍細胞と 正 常細胞の 区別が 容易で あ り, 細胞 数の 少な い

検体や , 腫瘍細胞 の 占め る割合 の 低 い 検体に も利 尉で き る . 特

に 急性白血 病 では
, 正 常骨髄細胞 に 混 じ っ て

, 少数の 白血 病細

胞 しか 見られ な い 例 (低比率白血 病) , あ るい ほ 骨髄 が 低形成で

ある た め に 一 定量 の 細胞 の 採取 が で き な い 例 (低 形成 性 白血

病) での 解析に ほ免 疫紅織化学的方法は極 めて 有用 で ある
1 6 ト 18)

こ れ に 対 し後者は
,

- 一

度に 大量 の 細胞に つ い て 迅速 に 処 理
,
解

析が 可能 で あり
, 急性白血 病の で充 分な細胞数が 得 られ , 有核

細胞 の 大部分 が白血 病細胞で 占め ら れ て い る場合 の 解析 に ほ 優

れ た方法 で ある .

F C M に 用 い る機器ほ196 8 年 に 開発さ れ た が
,

そ の 測定 速度

ほ 早く , また 測定精度 は高く ∴画期的な装置 と い え る
1 g)

. こ れ

まで の F C M に 関す る報告ほ
, 細胞動態の

一

時点 の み を と ら え

た もの が 多か っ た が
,
B r d U お よ び こ れ の M o A b の 出現に よ り

連続的に 細胞 動態 を と ら え る こ と が 可 能 と な っ た . 本 研究 で

ほ
▲ 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 B r d U を 経静 脈的 に 投 与

し
, 骨髄中の 白血 病 細胞 の 本剤 に よ る 標識 率 ( B r d U -1 a b eli m g

i n d e x , B r d U - LI) を F C M を用 い て測定 した . さ ら に
, 本剤を

-

野

定時間持続点滴 静脈 す る こ と に よ り
,

D N A 合成 期時間 (th e

d u r a ti o n of s y n th e ti c p h a s e
, T s) お よ び 理 論 的倍 化時間(th e

p o t e n ti al d o u li n g ti m e
,
T p o t) の 算定が 可 能 で あ るか 否か を検討

した ･ さ ら に
, 得 られ た結果 と治療効果と の 関連性に つ いても

検討 した .

対象 および方法

Ⅰ . 対 象

1 . B r d U に よ る標識率を 測定 した 症例

末治療 の 急 性白血病 患者22 例を 対象と して
,

B r d U に よる標

識率を 求め た . 年齢は1 6 才か ら79 才で , 男性12 例 , 女性10 例で

あ る . 病 塾 は 急 性 骨 髄 性 白 血 病 (a c u t e m y elo g e n e o u s

l e u k e mi a
,
A M L) 6 例 ( F r e n c h- A m e ric a n

- B riti s h cI a s sifi c a ti o n

(F A B 分 類) , 全例 M 2 ; うち r ef r a c t o r y a n e m i a w ith e x c e ss

Of bl a st s
,
R A E B か ら の 移行例 1 例) , 急 性前 骨髄 球性白血病

( a c u t e p r o m y el o c y ti c l e u k e m i a
,
A P L ) (F A B 分類 M 3) 3 凧

急 性 骨 髄 単 球 性 白 血 病 ( a c u t e m y el o m o n o c yti c l e u k e mi a
.

A M M o L ) ( F A B 分類 M 4) 4 例 , 急性 単球 性 白 血 病 ( a c ute

m o n o c y ti c l e u k e m i a
,
A M o L ) ( F A B 分煩 M 5 a) 2 例 , 急性ワ ン

パ 性白血病 ( a c u t e l y m p h o c yti c l e u k e m i a
,
A L L) 6 例(F A B 分

額 L1 2 例 ,
L 2 4 例) , 分 類 不 能 の 急 性 白 血 病 (a c u te

u n c l a s sifi e d l e u k e m i a
,
A U L ) 1 例で あ っ た . 診断時 の 末梢血中

T ab l e l . P a ti e n t c h a r a c t e ri s ti c s
,

C ell k in e tic s a n d cli ni c al o u t c o m e

Di a g n o si s % o f l e u k e mi c % of S -

p h a s e
(1 0)

c e11s Cli n i c al

P a ti e n t A g e S e x ( F A B )
())

c ell s i n B M
(閏

B rd U - L I D N A hi s t o g r a m o u t c o m e
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5

6

2

6

3

4

2

3

7

史
U

7

4

1

2

2

2
1

⊥

6

7

2

7

A M L
仔)

( M 2)

A M L ( M 2)

A M L (M 2)

A M L (M 2)

A M L ( M 2)

7 0 . 0

6 8 . 0

9 2 . 0

8 8 . 0

9 0 . 0

R A E B
(3) → A M L (M 2) 5 7 . O

A P L
【一〉
(M 3) 9 4 . 4

A P L ( M 3) 9 6 . 4

A P L ( M 3) 9 9 . O

A M M o L @ )( M 4) 1 0 0 . 0

A M M o L (M 4)

A M M o L (M 4)

A M M o L (M 4)

A M o L
脚
( M 5 a)

A M o L (M 5 a)

A L L
m
(L l)

A L L (L l )

A L L (L 2)

A L L (L 2)

A L L (L 2)

A L L (L 2)

A U L
(8I

6 3 . 2

8 3 . 4

6 6 . 4

8 6 . 0

9 9 . 5

98 . 0

9 6 . 8

9 6 . 8

8 3 . 6

9 8 . 0

9 9 . 0

7 4 . 0

0

2

4

5

ご
U

9

4

7

4

3

2

3

9

3

3

1

5
0
0

2

3

7
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0

4

1

5

4

7

2
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0
0
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ロ
リ

蔦
U

7

4

8

6

7

5
0
0

2

丘
U

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

N D (11) C R (I 2)

N D C R

l l . 7 F
(13 )

1 3 . 7 C R → r el a p s e

1 3 . 2 F

8 . 8 C R

5 . 9 C R

8 . 3 C R

l O . 1 C R

32 . 7 F

1 6 . 2 F

8 . 8 F

l O . 9 C R

1 5 . 1 C R

l O . 3 F

1 5 . 2 C R →
r el a p s e

2 6 . 7 C R → r el a p s e

2 1 . 2 F

2 2 . 2 C R 一 → r el a p s e

F
二
F
二
F

(1) ,
F r e n c h - A e ri c a n

- B ritis h cl a s sifi c ati o n ; (2) ,
a C u t e m y el o g e n e o u s l e u k e m i a ; (3),

r e fr a c t o r y a n e m i a w ith e x c e s s of

bl a s t s ; (4) ,
A c u t e p r o m y el o c yti c l e u k e mi a ; (5) ,

a C u t e m y el o m o n o c yti c l e u k e mi a ; (6),
a C u t e m O n O C yti c l e u k e mi a ; (7) ･

a c u te l y m p h o c y ti c l e u k e m i a ; (8) ,
a C u t e u n Cl a s sifi e d l e u k e mi a ; (9),

b o n e m a r r o w ; (1 0) ,
S y n th e ti c p h a s e ; (1 1) ･

n O t

d o n e ; (1 2) ,
C O m Pl et e r e m i s si o n ; (1 3) ,

f ai 1 u r e .

3

H - T d R
,
t riti at e d t h y m idin e ; G o ,

t h e z e r o g r o w t h p h a s e ; G
l

,
t h e fi r st g r o w t h p h a s e ; G

2

,
t h e s e c o n d g r o w th

p h a s e ; M
,

m it o tic - p h a s e ; M o A b
,

m O n O Cl o n al a n tib o d y ; P B S
, p h o s p h a t e - b uff e r e d s alin e ; P I

, p r O pidiu rn

io did e ; R A E B
,

r ef r a ct o ry a n e m i a w it h e x c e s s of bl a st s ; S
,

S y n t h e tic p h a s e ; T p o t
,

t h e p o t e n ti al d o u blin g

ti m e ; 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



急性白血 病細胞 の 細胞回 転

の白血病細胞数 は
, 全く認め られ なか っ た 例か ら 1 × 1 0ソ〟l 個

以上出現 して い た例 ま で さ まざま で あ っ た . 骨髄の 有核細胞数

は1 例(症例13) の み 低形成 で あ っ たが 全例 l x l O
7

個以上 の 単

核球を採取でき た ･ 骨髄中の 白血 病細胞 の 比率ほ ▲ 57 .0 % か ら

108 % の 間に あり
, 白血 病細胞の 占め る比率が 高く (8 0 % 以上)

最も測定に 適 した 症例は16 例で あ っ た (衷 1 ) .

2 . B r d U に よる標 識率を生体内と 生体外 で測定 した 症例

8T d U に よ る標 識率 を測定 した22 例中 , 生体内に 加 え て 生体

外に お ける 標識 率も 測定 した 症例 は ▲ 急 性 リ ン パ 性 白 血 病

(F A B 分類 Ll) の 1 例(症例17 例) で
, 骨髄中の 白血 病細胞比率

は96 .8 % で あ っ た (表 1) .

3 . 細胞動態 の パ ラ メ ー

タ
ー

を解析 した 症例

Br d U の 標識率 を測定 した22 例 中,
T s お よ び T p o t の賃 定を

試みたの は症例 9 ( A P L ) , 症例15 ( M 5 a) ,
症例21( L 2) の 3 例で

あっ た . 3 例 の 骨髄中の 白血病細胞比率ほ99 . 0 ～ 9 9 . 5 % で
,

ほ

ぼ均
一

に 白血病細胞 で 占め られ て い た (表 1 およ び 表2 ) .

Ⅰ . 方 法

1 . B r d U の 投 与方法 お よび 骨髄採取

患者お よ びそ の 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 た上 で
,
B r d U ( ラ ジ バ

ッ ド
⑧

, 注射 軋 武 田薬 品工

業, 東京) を生理食塩水に 溶解 し
,

R a z a ら
12) の 報告 に 従 い

,

2 00 m g/ m
2

を
一

度 に 静脈 内投与 した ( パ ル ス ラ ベ リ ン グ ( p ul s e

la b eli n g) ) . 本 剤 投 与3 0 分 後 に 骨 髄 穿 刺 を 行 い
, 僚 識 率

(B r d U - L I) を測定 した . 細胞動態 の パ ラ メ ー タ ー

を算 定 し た 3

症例に つ い ては
,

こ れ を 標識率 の 1 ( B r d U - L I ･1) と した . 1 回

目の骨髄穿刺後 , 生理食塩水500 m l に 溶解 した 同量 の B rd U を

150 分か けて 持続点滴静江 した . 点滴終了 後 に 2 回 目 の 骨髄 穿

刺を行 っ て
, 標識率の 2 (B r d U- L I ･ 2) の 測定 の 試料と した .

こ

れま での 報告に よ る と
20)

, 白血 病細胞 の 第 二 間期 (th e s e c o n d

gr o w th p h a s e
, G 2 期) はほ ぼ 3 時間と され て い る . D N A 合成期

時間を算定す るた め に ほ
, 本割に よ る 標識率 の 増加 が 投与開始

後の時間経過と 正 相関 して い る必 要が ある . した が っ て 標識細

胞が分裂期( m it otic p h a s e
, M 期) に 移行 しな い よう に

,
1 回 目

の B r d U 投与か ち 2 回 目 の 持続点滴投与終了 ま で の 時間 は1 80

分と し ,
こ の 時間内で の 標識率の 増加を 観察 した . 骨髄液ほ 単

核球が1 ×10
7

個以上 含 まれ る よ う に 採取量を 調節 した . 生体外

での解析を行 っ た 1 症例 (症例17) に つ い て は
, あらか じめ 採取

した骨髄細胞に 10 FLM の B r d U を37 ℃ で30 分間取 り込ま せ
, 以

下の操作を生体内投与群 と 同様に 行 っ た .

3 . B r d U/ D N A 二 重染色

FC M で白血 病細胞 の 解析が 可 能か検 討する ため に , 細胞処

理法を D olb e a r e ら
14)

の 方法をも とに 急性前骨髄 球性白 血 病 の

培養株で ある H L-6 0 を用 い て 予備実験 を行 い
,

こ の 結 果以 下

の手順で 採取 した骨髄液 を処理 した ( 囲1 ) .

1 ) 細胞の 分離 ･

保存

採取 した 骨髄液 よ り 直 ち に Fi c ol- H y p a q u e ( リ ン ホ プ レ ッ

プ⑳
) (N y e g a a r d

,
O sl o

,
N o r w a y) に て単核球 を分離 し

,
分離 した

単核球を リ ン 酸 緩衝 生 理 食 塩液 ( p h o s p h a t e- b u ff e r e d s ali n e
,

p B S) にて 3 回洗浄 し た . 洗浄 した 細 胞 に -

2 0 ℃冷70 % エ タ

ノ ー ル を加え
,
3 0 分以上 固定 し

, 測定 ま で冷蔵庫に 4 ℃ で保存

した .

2) D N A の 変性(d e n at u r atio n)

固定 した細胞を P B S で 2 回洗浄 し
,
2 N H C l を 据押 しな がら

添加し
, 2 0 分間室温で 作 用 させ た .

こ の 処理 に よ り , 二 重鎖
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D N A の 一 部が 単鎖 D N A に 変性 し D N A の 中に取 り込 まれ て い

る B rd U を露出 させ , M o A b と結合 しやすく した . 次 の 段階で

の 抗原抗体反応に は核内の p H が 中性に 近 い こ と が望 ま しい た

め に
, 塩酸を 中和す る目的 で 0 .1 M 無水 ホ ウ酸ナ ト リ ウ ム (0 . 1

M N a 2 B 4 0 T) (p H 8 . 5) を1 0 分間作用 させ た
紺

.

3 ) 第 一 抗体に よ る処理

P B S で 2 回洗浄 した 後,
0 .5 % T w e e n 2 0 (S i g m a , S t . L o u is

,

U ･S ･ A ) 加 P B S に ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ( D A K O
,

G l o s tr u p ,

D e n m a r k) を0 ･ 5 % と な るようかこ混合 した液に
,
1 × 1 0

8

個の 細胞

を 懸 濁 さ せ
, 非特 異的抗体 の 結 合を 防 止 し た .

こ の 懸濁 液

450 pl に 1 0 倍 に 希 釈 し た マ ウ ス 抗 B r d U ･ M o A b (B e ct o n

D ic k i n s o n
,
C alif o r ni a

,
U ･S ･ A ) を 50 pl 混合 し

, 1 0 0 倍希釈と して

室温 で 1 時間作用 させた .

4 ) 第二 抗体に よ る染色

P B S で 3 回洗 浄した 後,
1 00 倍 に 希釈 した螢光イ ソ チ オ シ ア

ネ ー ト 標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス I g G 抗 体 (FI T C -

C O nj u g at e d

a n ti- m O u S e g O a t i m m u n o glo b uli n G ) ( C o ult e r
,
F lo rid a

,
U .S . A )

を 添カ目し
, 室温暗所で30 分間反応 させ

, 免疫発光抗体間接法に

よ り染色 した . な お
, 抗 B r d U 抗体を作用 させ ない で 同様 の 処

理 を 施 した細胞を 対照 と した .

5 ) D N A 染色

P B S で 3 回 洗 浄 し た 後 ,
1 5 0 0 U/ m l の R N A 分 解 酵 素

(Si g m a) を加 え ,
3 7 ℃ で 30 分間反応 さ せ R N A の 消化 を 行 っ

た . P B S で 3 回洗浄 し
,
2 0〟g/ m l の プ ロ ビ デ ィ ウ ム ･ ア イ オ ダ

A s pir ati o n of b o n e m a rr o w c e [ls aft e r B rd U a d m inistr ati o n

l
P r e p a r ati o n ･

O f m o n o n u cl e a r c ell s b y F i c o ト H y p aq u e

1 w a s hi n g i n P B S
(1 )

Fi x ati o n i n c o ld 7 0 % eth a n ol f o r m o r e th a n 2 h r

l W a S hin g l n P B S

D e n at u r atj o n i n 2 N - H C L f o r 2 0 m i n

J
N e u tr a liz a ti o n i n O .1 M N a 2 B 4 0 7 f o r l O m i n

l W a S hi n g l n P B S

･l n c u b ati o n w ith a n ti - B rd U M o A己
2)

( 1 :1 0 0 ) f｡ , 1 h , at

l X l O ㌔el[s / W ell

l W a S h i n g I n P B S

I n c u b ati o n w ith F 汀C -

C O nJ u g at ed g o at a ntト m o u s e lg G

A b ( 1 :1 0 0) f o ｢ 3 0 m i n

l W a S hi n g l n P B S

l n c u b atio n w it h R N a s e ( 1 5 0 0 U / m り f o r 3 0 m i n at 3 7 ℃

l W a S hi n g l n P B S

St ain e d w it h p r op idi u m i o did e ( 2 0 J J g / m l) f o r 3 0 m in

l
A n aly s- S W it h flo w cyt o m et o r y

F ig . 1 . B i v a ri a t e B r d U/ D N A c o n t e n t st ai n i n g p r o c e d u r e

u si n g a n ti- B rd U m o n o cl o n al a n tib o d y b y fl o w c y t o m e tr y .

(1) , p h o s h a t e
-b uff e r e d s ali n e ; (2) ,

m O n O Clo n al a n tib od y .



6 6 6

イ ド(p r o pidi u m i o did e , P I) (S ig r n a) を 室温 暗所 で30 分反応 させ

て 二 重鎖部分の D N A 染色を行 っ た . 染色軋 40 FL m の ナ イ ロ

ン メ ッ
シ ュ で 細胞を濾過 し∴細胞浮遊液と した ･

3 . F C M に よ る B rd U の 標識率 の 測定お よ び D N A ヒ ス ト

グ ラ ム に よ る細胞回 転解析

測定 装置 ほ E PI C S, C S シ ス テ ム (C o ult e r E l e c tr o ni c s I n c ･
･

F l o rid a
,
U .S . A ) 用 い た .

F I T C と PI は ア ル ゴ ン レ ー ザ ー

4 8 8 n m で 励起 され , それ ぞれ 560 n m の シ ョ
ー ト パ ス フ ィ ル

タ ー と 5 9 0 n m の ロ ン グ パ ス フ
ィ

ル タ
ー

で
,

B rd U 蛍 光量 と

D N A 量を 同時に 測定 した (t w o p a r a m e t e r a n aly si s) ･ な お
, あ

ら か じめ 標 識粒 子 に て
, 変 動 係数 ( c o effi ci e n t of v a ri a ti o n ,

C V ) 億が2 . 0 以下 と な る よ う に 調整 し た . 解析 か ら破 砕細胞

( c e11 d e b ri s) や 二 乱 三重連結細胞(d o u b l et s , t ripl e t s) を 除去す

る ため に
, 適 当な範 囲で の ゲ ー ト設定が な された ･

D N A ヒ ス

ト グ ラ ム に よ る 細 胞 回 転 解 析 ( o n e p a r a m e t e r a n al y sis) は

E P I C S
- C S シ ス テ ム の コ ン ビ

ュ

M タ 一

に 内蔵 さ れ た
,

B r u c e

B a g w ell の 方法
22)

を 用い て行 い
, 各期にある細 胞の 比率 を解析 し

0 1 2 3

; T s -･ ･･-- ･･- -･--; L a b eli n g tj m e ( h r )

F ig . 2 . T h e r el a ti o n s hi p b e t w e e n B rd U -1 a b eli n g i n d e x

(B r d U - L I) a n d l a b eli n g ti m e . T h e d u r a ti o n of D N A

s y n th e sis ti m e (T s) c a n b e e s ti m a t e d f r o m th e r e g r e s si o n

lin e o b t ai n e d b y pl o ti n g B r d U
-

LI
･1 a n d B r d U- L I ･ 2

a g ai n st l a b eli n g ti m e . T h e sl o p e of t hi s r e g r e s si o n li n e

i n di c a仁e s th e r a t e of c e11 s e n t e ri n g i n t o S p h a s e p e r h r .

R eI ati v e n u m b e r

Of c ells
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D N A c o nt e nt
■1

'

l

( r eI ativ e PI i nt e n sity ) G 2 M

野

た . B r d U - L I とは 標識細胞の 全解析 細胞 に 対す る割合(% ) であ

り
,

1 検体 に つ き 1 ～ 3 × 1 0
4

個 の 細胞 に つ い て 解析 した .

4 .
T s お よ び T p o t 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 差が なく,

こ れ らの 細胞 は 同期 して お らず , か つ B r d U 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
23)

.

T s (h r) = L I
*

/ R

こ こ で は LI
*

は B r d U 投与直後 (0 時間) の 標識率を 示 し
.
R ほ

単位 時間当た り に D N A 合成期 に 移入 す る細胞 の 割 合( % ) を示

して い る . しか し
, 実際上 は投与直後の B r d じLI を測定するこ

とほ 不 可能 で ある の で
,
標識率 の 1 お よび 2 を プ ロ ッ トするこ

とに よ り
,

回 帰直線(r e g r e s si o n li n e) を得 ,
T s を算定 した(図

2 ) . T p ot は 以下 の 式 に よ っ て 求め た
2 欄 )

T p o t (d a y s) = [( T s/ B r d U-L ト1) ×1 0 0]/ 2 4

5 . B rd U- L I と化学療法効果お よ び再 発と の 相 関

B r d U - L I と 完全寛解 (c o m pl e t e r e m i s si o n
,
C R) 到達群および

再発(r el a p s e) 群 と の 相関関係を W il c o x o n の 順位和検定で 検討

した .

成 績

L B r d ロ/ D N A 二 重染 色の染色パ タ
ー

ン

生体 内に お け る白血 病細胞の 増殖 動態 の 解析に 先だ ち
, 急性

前骨髄球性白血 病の 培養株で ある H L-6 0 を用 い て 染色性を検

討 した . X 軸に 相対的 D N A 畳 を ,
Y 軸に B r d U の 螢光量をと

り ヒ ス ト グ ラ ム を作製 した . B rd U 陽性細胞は ｢ 逆 U 字型｣
15}

あ

るい は ｢ 馬蹄型｣
26)

と 表現され る よ う に 分布 し ,
B rd U の 螢光量

ほ D N A 合 成期中期 で 最大 で あ っ た . ま た
, 標識細胞 と非増殖

期 (t h e z e r o g r o w th p h a s e
,
G ｡ 期) + 第 ～ 間期 (th e fir s t g r o w th

p h a s e , G l 期) ( G ｡ + G l 期) お よ び 第 二 間 期 + 分裂 期 (G 2 + M

期) に ある細胞 と は 明瞭 に 区別 できた . H I ; 6 0 の B rd U-L I は約

60 % で あ っ た (図 3 ) .

薫夢挙至琴芦 P
~

F i g . 3 . T h r e e d i m e n si o n di s tri b u ti o n s of H し60 c ell s i n c o r p o r ati n g B r d U a n d D N A c o n t e n t l B r d U - L I w a s a b o u t 6 0 % ･



急性白血 病細胞 の 細胞回 転

B r d U に よ り生体 内で 標識され た 白血 病細胞に お い て も , 染

色性は同様に 良好 で あ っ た (図 4) .

Ⅲ .
B r d U に よ る標識率 と I) N A ヒ ス トグ ラ ム に よ るS 期比

率の 解析結果

22 例の 骨髄中白血 病細胞の B r d U 生 体 内投与 に よ る標 識率

は ,
2 . 4 ～ 1 8 . 2 % (平 均 ± 標 準 偏 差 ( m e a n j = S t a n a d a rd

d e vi ati o n) , 1 0 . 4 ±4 . 2 % ) で あ っ た (表1 お よ び図5) . 生体内お よ

び生体外の 両方で 標識率 を測定でき た症例17 の 生体内で の 標識

率ほ7 .
5 % ,

生体外 で の そ れほ7 . 3 % で差 がな か っ た .

20 例に つ い て PI の 単染色に よ る D N A ヒ ス ト グ ラ ムか ら求

めた D N A 合成期に ある細 胞 の 比 率 (S 期比率) を 算定 した 結

果,
5 . 9 ～ 32 . 7 % ( 14 . 9 ± 6 .6 % ) で あ っ た (表 1 お よ び 図5 ) .

両群間を 同 一 症例 で 比較する と D N A ヒ ス ト グ ラ ム か ら求め

(
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た S 期比率が B r d U -L I よ りも高い 例が 多く
,
なか に ほ20 % 以上

の 差 を認め た もの もあ っ た
｡ 両群間 に は 危険率 5 % 以 下 で 統計

学上 有意な差 を認め た (図 5 ) .

症例 ごと に PI に よ る D N A ヒ ス ト グ ラ ム と B r d U/ D N A 二

重染色を 比較す る . 症例11 で は ,
D N A 量が S 期に 相当す る ほ

と ん どの 細胞 で B r d U の 取 り込み が 認め られ て お り
, 標識率ほ

18 ･ 2 % ,
D N A ヒ ス ト グ ラ ム に よ る S 期比率は16 . 2 % で 両者 は

ほ ぼ
一

致 した値 で あ っ たが (図6)
,
症例18 で は

,
D N A 異数 体

(D N A a n e u pl oid y) を認め る とと もに
,
D N A 畳は S 期 に 相当 し

て い なが ら
,
B r d U を取 り込 んで い な い

, すな わ ち D N A 合成を

行 っ て い な い q ui e s c e n t 細胞 (S ｡ C ell s) の 存在が 認め られ た .

B r d U - L I ほ1 5 ･ 8 % , D N A ヒ ス ト グ ラ ム に よ る S 期 比 率 ほ

21 . 2 % で 後者の 比率が 高か っ た ( 図 7 ) .
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D N A c o nt e nt

( relati v e Pl i nt e n sity )
Fig ･ 4
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Ⅲ . T s お よび T p o t の算定結果

細胞動態の パ ラ メ ー

タ
ー

を 解析す るた め に
,

2 回 目 の B r d U

の 静脈 内投与を 行 っ た 3 例の T s は そ れ ぞれ
,
21 ･ 6

,
1 3 ･ 5 お よ

び33 . 9 時間で あ っ た . 同 じく T p ot は1 0 . 7 , 6 ･8 お よ び8 ･ 5 日 で

あ っ た (表 2 ) .
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Ⅳ .
B r d U - L I と 化学 療法効果 および再発 との 関係

22 例中,
C R 到達群は12 例 ,

5 4 . 5 % で
, 化学療法死 を含めた

非寛解( F ail u r e) 群 は10 例 ,
4 5 ･ 5 % で あ っ た ･ B r d U- L I と 化学療

法効果と の 関 係で は
I

C R 到達群 の 標識率 が危険率 5 % 以下で

有意に 低値 で あ っ た ( 図8 ) .

再発は 4 例 , 3 3 . 3 脚 こ認 め たが
, 寛解を 維持 して い る群の標

識率と の 間に は統 計上 有意 な差 ほ なか っ た (因 9) .

Ⅴ . B r d U の 副作用

今回 の 22 例25 回 の 静 脈 内投与 で は t 自覚 的 に も他覚的にも

B r d U に よ る と考 え られ る急性 の 副作用 は 全く 認め られ な か っ

た . また 現在生存中の 症例に つ い て も , 本剤 に よ るもの と思わ

れ る異常所見 の 発現を 認め て い な い .

考 察

腫瘍細胞 の 最大 の 特徴は 異常増殖性に あ り
,

そ の 増殖動態は

組織学 的悪性度 ,
治療方針 お よ び効果 , 予後と 密接 に関係する

と さ れ て い る .
こ れ ま で に , 脳腰瘍

2T)

, 胃癌
11)

, 子宮内膜癌
28}

,

肝細胞痛
2g)

, 泌尿器 系悪性腫 瘍
30)

な ど種 々 の 悪性腫瘍砿 つ いて
,

増殖動態の 検討が な さ れ て い る . 急性白血 病に お い ても, 白血

病細胞の 増 殖動態ほ
, 治療 計画 を決定す る上 で

, 愚老年齢, 全

身状態 , 白血 病の 病 型お よ び 白血病細胞 の 比率な どと ともに極

めて 重要な 要素の
一

つ に な っ て い る . 増殖動態 の 解析結果を臨

床的 に 利用す るた め に ほ , 解析 が迅速か つ 正 確 に 行わ なければ

な らな い
.

Y o s hid a ら
31)

は
, 迅速 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ

ー

( r a pid a u t o r a di o g r a p h y) 法 を 用 い て 早 期 に 白 血 病 細 胞 の

3
H- T d R の 標 識率(l a b eli n g i n d e x) を 知り

, 標識率 の 高さ に よっ

て治療法 を変 え , 良好な寛解率 を得 て い る . R a z a ら
ほ) も

,
S 期

に 参る細胞が 多く ,
T s の 短い 例は 増殖が 盛ん で あると 推定し,

こ の よ う な場合 は直 ち に 強力な 化学療法を 行い
,

一 方 ,
S 期に
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Fi g , 6 ･ B i v a ri at e di s trib u ti o n s o f B r d U a n d D N A c o n t e n t ( A) , a n d D N A hi s t o g r a n ( B) i n p a ti eムt l l . M o s t c e11 s w ith S p h a s e

D N A c o n t e n t i n c o r p o r a t e d B r d U .



急性白血 病細胞の 細胞 回転

ある細胞が少 なく t
T s の 長い 例 で ほ

, 治療 の 開始 を 延 期す る

かある い は少量の 抗白血 病剤の 長期 に わ た る投与を 推奨 して い

る . さ らに 現在使用 され て い る抗腫瘍剤 の ほ と ん どが 特定 の 増

殖期に ある細胞に 効果を 示 す
32) こ とか ら

,
こ の 効果を 増幅す る

ために
, 大竹 ら

抑 ほ 成人急性非リ ン パ 性白血 病 に 対 し
,

S 期 細

胞の 比 率 を 参 考 に し な が ら , S 期 へ の 部 分 同 調 (p a r ti al

sy n c h r o ni z a ti o n) を導入 した化学療法を 行い
, 良好 な 治療成 績

をあげて い る . こ の よ うに
, 細胞回 転の 各相の 細胞比率 な らび

に通過時間を 正確に 解析す る こ と は
, 化学療 法剤の 選択や 感受

性を予測す る上 で極 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 ほ
-

これ まで
▲ 専

ら ラ ジ オ ア イ ソ ト
ー プ で 標 識 さ れ た 核 酸 前駆 物 質 で あ る

3
H-T d R あるい は ト リ チ ウ ム ウリ ジ ン (

3

H- u ridi n e) を 用い て の

オ ー ト ラ ジオ グラ フ ィ
ー

3 州
が 行わ れ て きた . しか し , こ れ らの

方法は ラ ジオ ア イ ソ ト ー プを 使用す る た め施 設に 制限が あ り
,

また安全性に 問題が あるた め に
, 対象も 限 られ たもの で しか な

かっ た . さ らに
,
方法 に よ っ て は結果 を得 る ま で に 数週間もか

かり
,

一 般的に 臨床 で 応用 で き る も の で は な か っ た .

一

方 ,

F C M 法は , 大量 の 細胸を 迅速に 解析 で き る と い う利点を 持ち
,

ラジオ ア イ ソ ト ー プ法に 代わ っ て細胞動態解析法 の 主 流と な っ

(

倉
s

u
む
l

リ
ー

〇
ト

正

聖
r

焉
-

巴
)

⊃
P
L

00

6 6 9

て い る . F C M に よ る解析に は
,

こ れ ま で は
, 細胞 の D N A 含有

量か ら ヒ ス ト グ ラ ム を 作製 し,
コ ン ピ

ュ

ー

タ
ー 処理 に よ っ て

,

仮 の D N A 分布を 想定 し
, 各 D N A 量の 細胞 の 螢光強度は ガ ウ

ス 分布 に 従うと して
, 理 論的に 細胞 集団全体 の 螢光分布を 計算

す る方法が 行わ れて きた . 計 算方法 に は さ ま ざま な も の が あ

る
3 … 7)

が
,

い づ れ の 方法に して も理論的問題 が残 され て お り,

正 確 さ と い う 面で 満足 の ゆ く もの で ほ なか っ た . 1 9 8 1 年 ,

B rd U に 対す る M o A b が 開発 され
8}

, 市販 され る ように な っ た た

め に
,

B r d U を 用 い て 免疫組 織化学 的 方 法
38)

あ る い ほ F C M

法
14)3 9)

に よ り
, 簡便に ま た迅速に D N A 合成期に ある細胞 を測定

で き るよ う に な っ た . ま た
,
B r d U は 直接 生体 内に 投与 可能 で

あ る こ と か ら , 生体内で の 細胞増 殖動 態の 解 析が 可 能 と な っ

た .

本研究で は
,
B rd U を用 い て . 急性白血病 に おけ る白血 病 細

胞の 生体内で の 増殖動態の 解析が可 能で ある か否 か を検討する

た め に
, 本剤に よ る標識率を 測定 した . ま た ∴酎d U の 1 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 T s な らび に T p o t を 求

め る 方法 を 考案 し , そ の 有用 性 に つ き検 討 した . さ ら に
,

B r d U - LI の 高低と C R 到達群お よび 再発群と の 相関関係に つ い

T a bl e 2 . C e ll k i n e ti c p a r a m e t e r s o f l e u k e mi c c ell s in b o n e m a r r o w s

P a ti e n t Di a g n o si s (F A B ) B r d U - LI (% ) T s
")(h r) T p o t
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a n d D N A h is t o g r a m (B ) i n p a ti e n t 1 8 . A la r g e n u m b e r of c e11s
W ith S p h a s e D N A c o n t e n t did n o t i n c o r p o r a t e B r d U .



6 7 0

て も検討 した . 本研究 で は ‥ 患者 あるい ほ 家族 に 十 分な 説明を

し
, 同意を 得た 上 で 本剤の 投与を 行 っ て い る が

,
D N A に 影 響

を 与え る薬剤で あり , 直接生体 内に 投与する こ と に よ り生 じる

副作用 に つ い て 十分 に 考慮 しなけ れ ばな らな い . B r d U ほ
, す

で に 放射線増感剤 と して 製剤化 され て お り
, 脳腫瘍や 頭頸部腫

瘍に対 して 用 い られ
18)

, 特 に 脳外科領域で ほ
,
B r d U と

, 代謝抵

抗剤の 持続的動脈内投与を併用 した 放射線療 法 (B r d u A n ti m -

et a b olit e- C O n ti n u o u s i n t r a- a r t e ri al i nf u si o n
- R a d i a ti o n th e r a p y ,

B A R 療法) と して よく用い られ , 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 ほ
,

一 過性 の 爪 の 変形お よ び軽度 の 白血 球減少以外 , 特記す

べ きも の は 報 告 さ れ て い な い
40 卜 42)

. 本 研 究 で の 投 与 量 ほ

200 m g/ m
2

と 極め て 少量で
,

しか も短期間で あ り, 本剤 に よ る

と 思わ れ る副作用 は全く認め な か っ た . また
,

R ic c a r di ら
25)

も

総量 500 m g の 生体内投与を行 っ て い るが
, 特に 副作用 を 認め

て い な い
. 本剤 に ほ突然変異誘発作用が ある と さ れ て お り

43)

,

G o z
4 4 )

ほ B r d U な どの ハ ロ ビ リ ミ ジ ン (h al o p y ri mi di n e) 誘導体を

高濃度(5 恥M 以上) で長時間(細胞世代時間以上) 細胞 に 与 え る

と , 突然変異 の 出現 が増加す る と述べ て い る . しか し ,
2 0 0 m g/

m
2

,
1 時 間の 静脈 内投与 で は血 中濃度 8 〟M 程度 に しか な ら な

い と推定 され
45)

,
こ の 点で も安全性 に は 問題が な い と 考 え られ

た . しか し
, 投与に あた っ て は 慎重 を 要 す る こ と ほ 当 然で あ

る .

0

(

ボ
)

コ
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g

C R F aiLu r e

Clinic al o ut c o m e

F i g . 8 . T h e r el a ti o n s hi p of B r d U - L I b e t w e e n C R -

e n t e r e d

p a tie n t s a n d f ail u r e o n e s . T h e v al u e s of B r d U - L I of

C R - e n t e r e d p a ti e n t s w e r e l o w e r th a n th o s e of f a.il u r e o n e s

( si g ni王i c a n tl y d iff e r e n t b y W il c o x o n t t e s t ; p < 0 .0 5) .

-

,

m e a n v a lu e .

次 に
,
B r d U- LI を 求め るた め の 本剤の 投与方法に つ い てであ

る が
, 本研究 では 第 1 回の 本剤投与後, 骨髄 穿刺に よ り検体を

得 る ま で の 時 間を30 分 と した ■ B r d U が血 中に長時 間残存した

場合 に は ▲ 投与か ら検体採取 ま で の 間に G l 期か ら S 期に 移行

してきた 細胞 が
,
次 々 に 標識 され て しまい

, 実際の S 期細胞比

率 よ り高く測定 され て しまう可 能性が あ る . しか し
,

B rd U の

生体 内代謝を み る と , 静脈 内投与後体循環 に 入 る と肝にお いて

速や か に脱 プ ロ ム 化 を受け , 1 0 分後に ほ 血 中濃度ほ10 % 以下と

な る と され て い る
46)

. こ の よ うに B r d U の 血 中半減期ほ極めて

短く
,

1 回 の 静脈内投与( o n e sh ot) に よ り ,
ほ ぼ そ の 瞬間にS

期に ある細胞 を標識 (p ul s e l a b eli n g) する こ と に な ると考えら

れ
,
投与後検 体採取 ま で の30 分 間の 準備時間ほ

, 測定結束に影

響を 与え ない と推定 され る .

B r d U の 投与量ほ よ R a z a ら
1 2)

の 報 告 に 従 い
,

1 回 20 0 m g/

m
2
と した . 投 与量は

, 測定値に 影響 しな い 最低量 とする ことが

望 ま しい が
, 同 一 症例に つ い て 投与量 を変 更 して行う こと ほ困

難 で あ り
,

■

検 討 して い な い . な お
,

R a z a ら
47)

ほ ! 1 回畳を

1 00 m g/ m
2

に 減量 して 検討 し
,
2 0 0 m g/ m

2

投与 の 標識率 とほぼ

一

致 した 結果で あ っ た と 報告 して お り, 減量 でき うる可能性を

示 唆 して い る .

B r d U 標識細胞の 検出法と して ほ
,
F C M 法 と 免疫覿織化学的

方法が あ る . 後者は , 採取 で き る細胞数 の 少 ない 低形成性白血

病や , 白血 病細胞の 占め る割合の 少な い
, 低比 率白血 病および

骨髄異形成症候群な どに お い て , 個 々 の 腫瘍細胞 を同定しなが

ら
, 標識率を 算定す る場合に 有効 で

, すで に N a k a m u r a ら
18)

が
, 本研究 と 同様の 投与法に よ る生体内の 白血 病細胞動態につ

き検討 し
, 臨床応用 が 可 能 で あ る こ と を 報告 して い る . しか

し ,
こ の 方法 は個 々 の 細胞を

一

つ
一

つ 検鏡 しな が ら算定するた

(

ポ

〓
｣

･

⊃
P
L

皿

C R R el a p s e

Cli ni c aI o ut c o m e

F i g , 9 . T h e r e l a ti o n s hi p of B r d U - L I b e t w e e n C R - m ai n tai n ed

p a ti e n t s a n d r el a p s e d o n e s . T h e v al u e s of B r d U- LI in

r ela p s ed p a ti e n t s t e n d e d to b e h ig h e r th a n th o s e in

R -

m ai n t ai n e d o n e s
,

alth o u gh th e diff e r e n c e w a s-
n Ot

Si g n ifi c a n tly diff e r e n t ( N S) b y W il c o x o n t t e s t .

-

,
m e a n

v al u e .



急性白血 病細胞 の 細胞 回転

めに , 算定細胞個数 に 限度が あり , 同 一 症例 で の 標識率に バ ラ

ッキを生 じかね な い . ま た
,
D N A の 定量 は 困難 であ るた め に

,

D N A の 量的な検討は 不 可 能で ある .

一

方 ,
F C M 法は 骨髄中の

白血病細胞比率が 高く ▲
ほ ぼ均

一

に 増殖 して い る症例で
, 骨髄

有核細胞が 1 ×10
7

個 以上 回収で き る場合 に ほ 極め て 有用 で
,

一

度に 大量の 細胞に つ い て 数十分以内に
,

正 確 に 計測が 可能 で あ

る . さ らに ,
D N A を 半定量的に 測定 で き るた め に

,
D N A 異数

体な どの D N A の 量的異常も同時に 解析 でき る
48)

. 本研究 で は
,

これらの 特徴を 利用 して F C M 法に よ る B r d U/ D N A 二 重染色

によ る細胞回 転各相 の 解析 を行 っ た .

抗 B r d U 抗体を作用 させ るた め に ほ
, 細胞 内二 重鎖 D N A を

単鎖化する必要が あり
,
塩酸に よ る D N A 変性処理 (d e n a t u r a-

tio n) が 必要で ある .
こ れに 対 して

,
P I ほ 二 重鎖 D N A に 結合

するた めに
, すべ て の D N A を 単鎖化 して しま うと 二 重染色ほ

不可能とな る . こ の ため
, 塩酸処理 ほ 2 N

25)

あ るい は 4 N
48)

で 行

われて い るが
, 本研究で は 2 N で処理 を した . 本研究 に 先だ っ

て , 急性前骨髄球性白血病 の 培養株 で あ る
,
H し60 細胞を 用い

て染色性に つ い て の 検討を 行 っ た が
,

B r d U 標識細胞 は ｢ 逆 U

字型｣ ある い は ｢ 馬蹄型｣ と 表現され る形態 を示 して 分布 L
,

細胞回転各相 の 識別ほ 明瞭で あ り
, 標識率 ほ これ まで の 報告に

ほぼ 一 致 して 約60 % で あ っ た
50)

. さ らに , B r d U を生体 内投与 し

た症例の 染色性も良好で
, 標識細胞 の 螢光強度ほ S 期中期で 最

大とな り
,

S 期の 識別ほ 容易で あ っ た . した が っ て
, 今回 用 い

た染色方法 は十分に 測定に 使用 でき るも の と考え られ た .

これ ま で に報告 され て い る種 々 の 方法 での
, 急性白血病細胞

における骨髄中の S 期細胞 比率 は 以 下の 通 り で あ る .

3
H- T d R

を用い た オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ
一 法 に よ る生 体 内で の 検討 で

は
, 太E那 は2 . 4 か ら1 3 . 5 % , 土屋 ら

加)
ほ0 . 4 か ら1 4 . 6 % に 分布 し

てい る と 報告 し
,

か な り の 個体 差 が あ っ た と 述 べ て い る .

R a z a ら
-2)

ほ 急性白血 病患者に 初め て B rd U を 生体内に 投与 し
,

検討し た が
, 標 識率 は 3 か ら1 1 % で あ っ た . ま た ,

R i c c a r di

ら
紬

の B r d U に よ る 生 体 内で の 検 討で ほ
, 標 識率 は0 . 9 か ら

11 . 7 % で あ っ た
. 本 研 究 で 得 ら れ た B r d U- L I は2 . 4 か ら

18 ･2 % , 平均値10 . 4 % で あり
,

こ れ ま で の 報 告と ほ ぼ
一

致 した

結果であ っ た . R a z a ら
-2)

は B rd い LI に つ い て 生体内と生体外

投与で検討 し
, 両者 に 差は な か っ た 報告 して い る . 本研究 で は

1 例の み で は あるが
, 生 体内投与の 標識率 は7 . 5 %

,
生 体外 投

与でほ7 .3 % で両 者に 差 は な か っ た . こ の 結 果か ら ▲ 標 識率 の

みを求め る場合 に は
,
生体に 影響を与 え な い 生体外投与で も可

能と考えられ た
.

F C M 法砿 よ る細胞回 転ほ
, 従 軋 核酸 に 親和性の 強い Pl や

エ チ ジ ウ ム ･ ブ ロ マ イ ドな どを用 い て染色 し
,

D N A ヒ ス ト グ

ラ ムを作製 して
, そ の D N A 分布か ら作図あ るい は シ ュ ミ レ ー

ショ ン に よ り理 論計算
34 ト 37)

を 行う こ と に よ っ て 解 析 され て き

た ･ こ の 方法で は
, 第

一

間期後期(1 a t e G I 期) と D N A 合成期初

期(e a rly S 期)
,

お よ び D N A 合成期後 期(1 a t e S 期) と第 二 間

期初期( e a rly G 2 期) の 区別 が困難 で あ り , また
, 図7 に 示 す よ

うに D N A 量は S 期 に相 当 して い て も,
B r d U を 取 り込 ん で い

ない
･ すな わ ち D N A 合成 を行 っ て い な い 細 胞 ( q ui e s c e n t

,
S ｡

C ells) が存在 して い るな ど , 実際 の 白血 病細胞の 増殖 動態 を 正

馳 解析で きる と い えな い . 大山ら
51)

は , 胃癌細胞 を用 い て 検

討し
一 B r d U - L I と D N A ヒ ス ト グ ラ ム に よ る D N A 合成期細 胞

比率と の間に ほ相関が な く
, 前者に q ui e s c e n t 細胞を 加え ると

梱 が認め られ た と述 べ て い る . C ｡11y ら
52)

の D N A ヒス ト グ ラ
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ム に よ る D N A 合成期細胞比率で も6 . 7 % か ら25 . 2 % と 他 の 報

告 よ りほ 高め で
,

か な りの 個 体差 を 認め て い る . 本 研 究 の

D N A ヒ ス ト グ ラ ム か ら求めた D N A 合成期比率 ほ
,
5 . 9 % か ら

32 .7 % で
,

B rd U - LI よ り有意に 高く , 個体差も大き(
,

こ れ ま

で の 報告 と同 じよ うに 本法の 限界を示 す結果 で あ っ た .

細胞 回転 に お い て T s の 長 さは
,

S 期細胞 の 比率 とと もに細

胞 の 増殖鰭 を示 す良い 指標 で ある . また
! 臨床で 使用され る抗

腫瘍 剤の 多くほ D N A 合成阻害剤で ある た め に
, 投与期間の 設

定 お よ び効果の 予測に
,
T s の 測定は 極め て 有用 で ある . T s の

算定法 の ひと つ と して
, 核 D N A 標識細胞が 経時的に 変化 して

い く過程 を追跡する 方法が ある . C l a rk s o n ら
3)

はか っ て
, 急性

白 血病症例に
3

H-T d R を投与 し
,
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ

一

法に

よ り標識細胞の 変 化を観察 し
, 生体内の 細胞 回転時間を 測定 し

た ･ しか し
,

こ の 方法 は測定ま でに 数週間を 要 し
, 頻回 の 骨髄

穿刺が 必要なた め に
, 実用 的と はい え な か っ た . B e g g ら

53)

は ,

S 期 に あ る細胞 の G 2 M 期 へ の 移動率が
一

定で ある と仮定 し
,

そ の 移動率か ら T s を 算出す る, 移動追跡法を 考案 した . こ の

方法ほ
t

l 回 の 検体採取で 算出でき るた め に
, 複数回 の 検体採

取が 困難な , 固形痛な どの 場合に は 掛 こ有効で ある
25)

. しか し
,

1 回 の み の 測定値か ら算出で あるた め に
, 得 られ た 結果は予測

値に すぎない と い う欠点が ある . もう
一

つ の 方法は
, 標識物質

を
一

定時間細胞 に 作用 させ て
,

そ の 取 り込み 量の 増加に よ り算

出す る方法で ある . S a s a ki ら
23)

ほ , 培養細胞株に B r d U を 一 定

時間持続 的に 接触 させ
,

こ の 間の 標識率 の 増加率 か ら T s を 算

出す る方 法を報告 して い る . 本研究で は
, 白 血病と い う比較的

検体が採取 しや すい 腫瘍細胞を 取 り扱 っ て お り , ま た生体内に

お け る細胞動態の よ り正確 な解析を行 うた め に
,
S a s a ki ら

2 31 の

方法 を用 い て 検討 した . 標識率の 増加 を知 るた め に 行 う骨髄穿

刺は
,

2 回が 限度で あり
,
本研究で は 2 点間の 標識率の 変化か

ら解析 を試み た . すな わ ち , B r d U の 1 回静脈内投与に よ る標

識率(B r d U,L ト1) と , そ の 後1 50 分か けて 再び B r d U を持続点滴

した 後 に 得 られ た標 識率 (B r d ULL ト2) を グ ラ フ 上 に プ ロ
ッ ト

し , 回帰 直線に よ り T s を
･

算定 した . こ の 方法 で は
仁 第1 回 目

の B r d U 投与に よ り標識さ れ た細胞が 分裂期に 入 る前に 2 回 目

の 投 与が 終了 し
,

2 回目 の 骨髄穿刺を 施行する必 要が ある . 本

研究で は
, 白血 病細胞 の G 2 期が 約18 0 分で あると い う これ ま で

の 報告
3)20 )

を 参考 に して , 1 回 目の 投与開始か ら
,

2 回 目 の 投与

終了 まで の 時間を180 分と定 め た . ま た
,

こ の 方法 で T s を求め

るた め に は
, 個 々 の 細胞 で 各増 殖相 を 通過 す る時 間に 差 が な

く
,

しか も180 分の 間に
, 非増殖相 も含め た 名相 の 細 胞数 に も

変化が な い と仮定する必 要が あ り
54)

ま 本研究 で も こ の よ う な 仮

定に 基づ い て 算定 した . T s が 算出 され ると ,
B r d U- L I に よ っ て

T p o t が計算可 能で あ っ た
24)2 5 )

こ の 方法 に よ っ て 得 られ た
, 急性白血 病 3 例の T s ほ13 . 5

,

2 1 . 6 お よび33 . 9 時間 であ り
,
T p ot は それ ぞれ6 . 8

, 1 0 . 7 お よび

8 ･ 5 日 で あ っ た . これ らの 結果ほ
,

こ れ ま で の 報告 と 概ね
一 致

した 値 とな っ て い る
4)20 )

. 本研究 に よ っ て 得 られ た 生体 内に お け

る B rd U - LI
,
T s お よ び T p o t の 結果 よ り急性 白血病細胞の 細胞

増殖動態を 検討す る と
, 個体差 が大き い もの の

,
正常骨髄細胞

に 比 べ て S 期に ある細胞の 比率 は橡め て 低く
,

そ の 通過時間も

か な り長く , 細胸回 転時間も長 い こ と が 明 らか と な っ た .
こ の

こ とか ら, 白血 病細胞の 増殖力ほ 弱く , 寿命 の 長 い 異常細胞 の

蓄横 が 増殖 動態か ら見た 白血 病 の特 徴 で あ る こ と が 確 認 され

た .
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最後に
, 本研究で 対象と した

, 急性白血病未治療症例22 例 の

化学療法効果お よび 再 発と の 関係に つ い て 検 討す る . B r d U- L I

と C R 到達の 有無と の 関係で ほ
,
危険率5 % 以下 で C R 到達群

の 標識率が 有意に 低か っ た . 再発群は 4 例 と例数も少 なく , 有

意 な差は な か っ た が
, 寛解 を維持 して い る群 に比 べ て

, 初 回治

療前 の 標識率は や や 高い 傾向 に あ っ た . 前述 した よ う に
, 抗腫

瘍剤 の 多くは S 期に 作 用す る こ とか ら, S 期細胞 の 比率 ほ直接

治療効果と 結び つ き, 寛 解率 , 予後 と も関 係す る と 推定 され

る . H ill e n ら
55)

は S 期細胞 の 多 い 比例は 高率に 寛解に 達 した と

報告 して い るが
,

一 方 Ri c c a r di ら
25)

は S 期細胞 比率の 低い 症例

が
, 化学療法の 反 応性 が有意 に 良好 で あ っ た と報告 して い る .

しか しD o sik ら
56}

は S 期細胞比率 の 多寡は 細胞の 減少効 果 と は

関連する が
, 寛解 率や 予後 とは 関連が な い と して お り

,

一 定 し

た見解が 得 られ て い な い . 本研究 で は
,
B r d U - L I の 低い 群で 寛

解率が 高か っ た が
, 非寛解群に ほ 化学療法後の 骨髄 低形成に よ

る感染症死の 例な ども含 まれ て お り , 必ず しも抗腫瘍剤の 感受

性 の み を 直接反映 して い るも の で は な く t 今後の 検討課題 と考

え られ る .

以上
, 本研究は B r d U と そ の M o A b を用 い て F C M に よ る

に 二 重染色法
,

お よび B rd U の 2 回標識法に よ る T s と T p o t

の 測定 に よ り , 生体内に お ける 白血 病細胞の 増殖動態の 解析を

行 っ た 最初の も の で あ り ,
こ の よう な解析が 正 確 に 行え る こ と

が確認 された . 今後 , 急性白血病 の 化学療法期間の 設定や
, 再

発 , な らび に 薬剤感受性の 検討な どを行う上 で ∴直接生体内で

の 増殖動態を 解析で き る本法は
, 応用範囲も広く , 有用 な手段

に な るもの と考 え られ る .

結 論

骨髄中の 急性白血 病 の 細胞増殖動 態を
,
生体 内で 解析す るた

め に チ ミ ジ ン の 同族体で あ る B r d U とそ の M o A b を 用い て
,

F C M 法に よ り検 討 した . 対象は
, 急 性白血 病 の 未治療症例 で

,

細胞増殖動態 の 指標 と して ,
B r d U - LI

,
T s お よ び T p o t の 3 つ

を 選び
,

こ れ ら の 計測 お よび 算定に つ い て検討 し
, 以下 の 結果

を得 た .

1 , B rd U - LI の 測定 の た 捌 こ
, 本剤 200 m g/ m

2

を
一 度 に 静脈

内投与 し
,
3 0 分後に 骨髄穿刺を施行 し

, 抗 B r d U 抗 体を 用 い て

免疫螢光抗体 間療法 に よ っ て 染色 した . 同時に PI に よ る 二 重

染色を行 い
,

F C M に よ っ て ヒ ス ト グ ラ ム を作成 した . こ の 方

法 に より B rd U 標識細胸 と
, 細胞 回転各 相 と の 区 別 は 明 瞭 で

あ っ た . ま た ,
D N A 量は S 期に ある が , 本 剤に よ り 標識 され な

い 細胞 (q u ie s c e n t
,
S ｡ C ell s) の 区別も容易 で あ っ た .

2 . 対象と した22 例の B rd U- LI ほ
,
2 . 4 か ら18 . 2 % , 平均値

で10 . 4 % で あ り ,
こ れ ま で の 報告 と ほ ぼ 一 致 す る 結果 で あ っ

た .

3 . T s と T p o t を算定す るた め に
,

1 回 目 の 骨髄 穿刺後再び

B r d U 2 0 0 m g/ m
2

を 持続点滴 し
,

1 回 目の 投与1 80 分後 に 2 回 目

の 骨髄穿刺を 行 い
, 標識率の 増加 を測定 した . 今回検討 した 3

例の T s は1 3 .5 , 21 .6 , 3 3 . 9 時間 で , T p o t は そ れ ぞれ6 . 8
,

1 0 . 7 ,
8 . 5 日 で あり ,

こ れ まで の 報告 とほ ぼ 一 致 して い た .

4 . 生体内で測定 した B r d U - L I ほ
, 正常骨髄細胞 より極め て

低値で あり,
T s

,
T p o t も長い こ とか ら , 急性白血 病細胞の 増殖

力は 弱く , 寿命 の長 い 細胞 の 蓄横が増殖動態の 特徴で ある こ と

が 確認 され た .

5 . B rd U - L I と 予後と の 関係で は
,
C R 到達 群で

, 標識率が 有

野

意に 低値 で あ っ た ･ また
, 再発群 と C R 維持群で ほ

, 再発群で

標識率が や や 高い 傾向に あ っ た が
, 有意な差 ほ なか っ た .

6 ･ 本研究で 検討 した 方法に よ り
′ 迅速 で 正 確な白血病細胞

の 増殖動態の 解析が で きる こ と が 判明 した ･ さ らに本法ほ大量

の 細 胞 を 瞬時 に して 解 析 で き , 同時 に D N A 異 数体 な どの

D N A の 量的腰析も可 能 な こ とか ら , 有用 な 手段 と考え る .
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