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T

は し が き

輸 血 後 移 植 片 対 宿 主 病(graftversushostdisease,GVHD

と 略 す)は 、 輸 血 血 液 中 に 存 在 す る 活 性 を 持 っ た リ ン パ 球 が

graftと し て 生 体 内 で 生 着 し 、hostで あ る 患 者 の 組 織 や 血 球 を

異 物 と 認 識 し て 種 々 の 異 様 な 反 応 を 起 こ す 病 態 で あ る 。GVHDは

抗 癌 剤 療 法 や 放 射 線 療 法 な ど に よ っ て 、 免 疫 力 の 低 下 し た 患 者

や 、 心 臓 手 術 患 者 に 多 く 発 症 し 、 報 告 例 も 増 加 し 注 目 を 集 め る

よ う に な っ た 。 一 度 発 症 す る と 現 在 の と こ ろ 有 効 な 治 療 法 が な

い 致 死 的 な 輸 血 合 併 症 で あ り 、 予 防 が 唯 一 、GVHDを 防 ぐ 手 段 で

あ る 。 根 本 的 な 予 防 法 は 血 液 製 剤 中 に リ ン パ 球 の 混 入 を な く す

る こ と で あ る が 、 こ れ は 血 液 製 剤 分 離 操 作 上 不 可 能 で あ る 。

ま た 、 輸 血 す る 時 や 血 液 製 剤 を 調 整 す る 際 に 白 血 球 除 去 フ ィ ル

タ ー が 開 発 使 用 さ れ て い る が 残 存 リ ン パ 球 が 多 く 、GVHDの 予 防

と し て 不 十 分 で あ る 。

リ ン パ 球 は 他 の 血 液 細 胞 に 比 べ 放 射 線 感 受 性 が 高 く 、 低 線 量

に てDNAが 切 断 さ れ 細 胞 周 期 が 停 止 し 分 裂 能 を 持 た ず 増 殖 し な

い と さ れ て い る 。 こ の 血 液 細 胞 間 の 放 射 線 感 受 性 の 差 を 利 用 し

て 血 液 製 剤 にX線 や γ 線 な ど の 放 射 線 を 照 射 し 、 リ ン パ 球 の み

を 不 活 化 さ せGVHDを 予 防 す る 試 み が 行 な わ れ て い る 。 血 液 製 剤

にX線 や γ 線 を 照 射 す る 特 別 な 装 置 が 開 発 さ れ て い る が 、 医 療

用 機 器 と し て 認 可 さ れ て お ら ず 、 ま た 高 価 な こ と も あ っ て 一 般

に は 普 及 し て い な い 。 そ こ で 本 研 究 で は 、 一 般 放 射 線 治 療 に
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多 用 さ れ て い る 線 状 加 速 器(リ ニ ア ッ ク)を 使 用 し 血 液 製 剤 、

特 に 日 常 臨 床 で 最 も 使 用 頻 度 の 多 い 濃 厚 赤 血 球(Concentrated

RedBloodCe11,CRC)に つ い て 、X線 照 射 し 、 リ ン パ 球 の 不 活

化 を 得 る た め の 条 件 を 設 定 し 、 そ の 照 射 条 件 が 赤 血 球 や 血 小 板

な ど の 本 来 の 輸 血 目 的 の た め の 血 液 細 胞 に 与 え る 影 響 と 安 全 性

に つ き 検 討 す る こ と を 目 的 と し た 。

研i究
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7 一

研 究 成 果

1.リ ン パ 球 不 活 化 の た め のX線 至 適 照 射 線 量 の 検 討 。

ノ た 1-A.X線 照 射 療 法

当 院 で 放 射 線 治 療 用 に 用 い ら れ て い る 三 菱 社 製 線 状 加 速 器

(リ ニ ア ッ ク)モ デ ルML1511-Bを 使 用 し た(図1)。 こ の 装

置 は コ ン ス タ ン ト にX線 エ ネ ル ギ ーIOMeVを 発 生 す る こ と が で

き 、1分 間 約500レ ン ト ゲ ン を 照 射 す る こ と が で き る 。 表 面 下

最 大 吸 収 線 量 は 、 深 さ2.5cmで 血 液 パ ッ ク な ど の 軟 物 体 照 射 で

は 散 乱 線 に つ い て の 考 慮 は 不 要 で あ る 。 図2の 如 く 血 液 パ ッ ク

を オ リ ー ブ 油 を 浸 み こ ま せ た ガ ー ゼ で 被 い 血 液 パ ッ ク を 最 大 吸

収 線 量 の 得 ら れ る 厚 さ に 静 置(Biuld-up)し 、 ま た 照 射 線 量 分

布 の 表 面 分 布 の 均 一 化 を 計 っ た 。 一 門 照 射 で 、 線 源 表 面 間 距 離

(Source-SurfaceDistance,SSD)は100cmと し た 。 照 射 時 間

は15Gyで 約3分 、50Gyで 約10分 で あ る 。
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図2

1-B.各 種mitogenに 対 す る リ ン パ 球 増 殖 能 を 指 標 と し た

至 適X線 線 量 の 検 討.

1.実 験 方 法

(1)リ ン パ 球 の 分 離

X線 照 射 前 お よ び15Gy、50Gy照 射 後 の 各 段 階 に お い て 、 血 液

バ ッ ク よ り20m1の 血 液 を 抜 き 取 り 、Ficoll-Paqueに よ る 比 重 遠

沈 法 に よ り リ ン パ 球 を 分 離 し 、MEPSに て2回 洗 浄 後 、10%ヒ ト

AB血 清 加RPMI-1640(ペ ニ シ リ ン200U/m1、 ス ト レ プ ト マ イ シ

ン200μg/m1含 有)に て5×105個/m1及 び1x106個/mlの
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2種 類 の リ ン パ 球 浮 遊 液 を 調 整 し た 。 ま た 、 以 下 に 示 す リ ン パ

球 混 合 培 養 で 用 い る 刺 激 細 胞 と し て 、 他 のdonorの 血 液 か ら 同

様 の 方 法 に よ り リ ン パ 球 を 分 離 し 、 リ ン パ 球 浮 遊 液 を 調 整 し た

後 、 抗 原 性 を 残 存 さ せ 、 か つ リ ン パ 球 活 性 を 不 活 化 す る た め 、

50GyのX線 を 照 射 し た 。

(2)リ ン パ 球 活 性 の 測 定

リ ン パ 球 の 分 裂 、 増 殖 能 の 指 標 と し て 、 同 種 抗 原 に 対 す る 反

応 性(リ ン パ 球 混 合 培 養 、 以 下MLC)お よ びmitogenに 対 す る

反 応 性 を 測 定 し た 。mitogenと し て はPhytohemagglutinin(以

下PHA)お よ びConcanavalin-A(以 下Con-A)を 用 い た 。

mitogen反 応 で は 、 各 照 射 段 階 の 採 取 血 液 よ り 調 整 し た リ ン

パ 球 浮 遊 液(5x105個/ml)を マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各we11に

200μ1ず つ 分 注 し た 後 、mitogenと し てPHAを 終 濃 度10μg/

m1に 、Con-Aを 終 濃 度50μg/m1に な る よ う に 添 加 し た 後 、 炭 酸

ガ ス 培 養 器 内 で2日 間 培 養 し た 。 そ の 後 、3H-thymidine(1μ

Ci/we11)を 添 加 し 、 更 に24時 間 培 養 し た 後 、 オ ー ト セ ル ハ ー

ベ ス タ ー に て リ ン パ 球 を ガ ラ ス フ ィ ル タ ー 上 に 回 収 し 、 液 体 シ

ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー に て 放 射 活 性 を 測 定 し た 。

MLCで は 、 ま ず96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各we11に 反 応 細 胞 と

し て 各 照 射 段 階 の 採 血 血 液 よ り 調 整 し た1x106個/m1の リ ン

パ 球 浮 遊 液 を100μ1ず つ 分 注 し 、 次 に50GyのX線 照 射 に よ り

予 め 不 活 化 し た 刺 激 細 胞1×106個/mlを 各we11に100μ1ず

つ 添 加 し た 後 、 ブ レ ー ト ミ キ サ ー に て 十 分 に 混 和 し た 。 な お 、
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コ ン ト ロ ー ル と し て 刺 激 細 胞 の 代 わ り に50GyのX線 照 射 に よ り

不 活 化 し た 自 己 リ ン パ 球 浮 遊 液(1x106個/m1)を 各we11に

100μ1ず つ 添 加 し 、 十 分 に 混 和 し た 。 そ の 後 、 炭 酸 ガ ス 培 養

器(5%CO2存 在 下 、37℃)内 に5日 間 培 養 し た 後 、3H-thymi

dine(1μCi/we11)を 添 加 し 、 更 に24時 間 培 養 し た 後 、 オ ー

ト セ ル ハ ー ベ ス タ ー に て リ ン パ 球 を ガ ラ ス フ ィ ル タ ー 上 に 回 収

し 、 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー に て 放 射 活 性 を 測 定 し

た 。

mitogen反 応 お よ びMLCの 両 方 と も に 、triplicateで 行 な

い 、X線 未 照 射 の 試 料 で の 放 射 活 性 を100%と し 、 各 照 射 段 階

で の 資 料 の 放 射 活 性 よ り 相 対 値(%)を 算 出 し 、 こ れ を 残 存

リ ン パ 球 活 性(%)と し た 。

2.実 験 成 績

PHAお よ びCon-Aに よ るmitogen刺 激 に よ る リ ン パ 球 の 分 裂

増 殖 能(3H-thymidineuptake)は 、15Gy照 射 に よ り 約70%抑

制 さ れ 、50Gy照 射 で は 約95%抑 制 さ れ た 。 ま た 、 同 種 抗 原 に 対

す る 反 応 性 を み る リ ン パ 球 混 合 培 養 試 験(MLC)で は15Gy照 射

に よ り リ ン パ 球 の3H-thymidine取 り 込 み は 、 ほ ぼ 完 全 に 抑 制

さ れ た(図3)。
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3.小 括

PHA、Con-Aな ど のmitogen刺 激 に 対 す るX線 照 射 リ ン パ 球 の

分 裂 増 殖 能(3H-thymidineuptake)の 変 化 は 、 ほ ぼ 同 一 の 傾

向 を 示 し 、50Gyに て ほ ぼ 完 全 に 抑 制 さ れ た 。GVHDは 患 者 体 内 で

の 自 己 リ ン パ 球 を 同 様 抗 原 と し た 輸 血 リ ン パ 球 の 増 殖 反 応 と も

捉 え る こ と が で き る の で 、 リ ン パ 球 混 合 培 養 試 験 が 、 そ の 病 態

を 最 も よ く 反 映 し て い る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 本 実 験 の 結 果

か ら は15Gy照 射 でGVHDの 予 防 が 十 分 に な さ れ る も の と 考 え ら れ

る 。
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II.X線 照 射 に よ る 血 液 細 胞 の 影 響 に つ い て の 検 討.
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と
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ら

H-A.赤 血 球 に 対 す る 影 響.

1.実 験 方 法

X線 照 射 前 、 照 射15Gy、50Gyの 各 段 階 で 血 液 バ ッ ク よ り 血 液

を 採 取 し 、 以 下 の 方 法 に てX線 照 射 に よ る 影 響 の 有 無 を 検 討

し た 。

(1)赤 血 球 数 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 量 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト値 、 平 均 赤

血 球 容 積(MCV)、 血 清 ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 値

こ れ ら は 自 動 分 析 機 器(Beckman社)に て 測 定 し た 。

(2)赤 血 球ATP、2,3-DPG量

過 塩 素 酸 に て 除 蛋 白 後 の 遠 沈 上 清 を 検 体 と し 、 各 々 測 定 キ ッ ト

(BMR)に て 測 定 し た 。

(3)赤 血 球 浸 透 圧 溶 血 試 験

蒸 留 水(OmOsm)と 生 理 食 塩 水(308mOsm)を 適 量 ず つ 混 和 し 、

OmOsm、100mOsm、200mOsm溶 液 を 作 製 し 、 血 液 と 等 量 混 和 後

3000rpm5分 間 遠 沈 し 、 上 清 中 の ヘ モ グ ロ ビ ン 量 を 測 定 し 、

上 清 に 移 行 し た ヘ モ グ ロ ビ ン 量 の 割 合 を%溶 血 と し た 。

(4)走 査 電 顕 に よ る 赤 血 球 形 態

X線 照 射 前 、 お よ び50Gy照 射 後 の 赤 血 球 を2.5%ク ル タ ー ル

ア ル デ ヒ ド に て 前 固 定 、2%オ ス ミ ウ ム に て 後 固 定 後 、 常 法 に

て 脱 水 、 臨 界 点 乾 燥 お よ び 金 蒸 着 を 行 な い 走 査 電 顕 に て 赤 血 球
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の 形 態 観 察 を 行 な っ た 。

2.実 験 成 績

(1)赤 血 球 数(図4)、 ヘ モ グ ロ ビ ン 量(図5)

ヘ マ ト ク リ ッ ト 値(図6)、 平 均 赤 血 球 容 積(図7)

血 清 ナ ト リ ウ ム 値(図8)、 血 清 カ リ ウ ム 値(図9)

X線 照 射 前 後 で 変 化 は 、 ほ と ん ど み ら れ な か っ た 。 血 清 カ リ

ウ ム 値 は50Gy照 射 血 液 で わ ず か な が ら 上 昇 し て い た が 有 意 差 は

な か っ た 。
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X-rayirradiation(Gy)

EffectofX-rayirradiationonpotassiumconcentration

図ginplasma(mean±S・D.)・

(2)赤 血 球ATP、2,3-DPG量(表1)

照 射 前 後 で 有 意 の 変 化 は み ら れ な か っ た 。

赤血球ATP,2,3-DPGの 変化

照射縫OGY15GY50GY

表1

ATP(μmo2/gHb)

2,3-DPG(umoQ/gHb)

4.5±0.14.1±0.74.2±0.4

11.6±3.311.2±2.i9.9±1.8

15



鑑

(3)赤 血 球 浸 透 圧 溶 血 試 験(表2)

照 射 前 後 の 各 血 液 は 、 蒸 留 水 中 で は80%前 後 の 溶 血 、100mOsm

液 中 で は25%前 後 の 溶 血 が 起 っ た 。 ま た 、200mOsm液 で は み ら

れ な か っ た 。

赤血球浸透圧 溶血試験(%溶 血)

照射線量
Osm

OGY照 射血液

15GY照 射血液

50Gv照 射血液

0 100 200

表2

82.9±7.8

79.9±8.2

83.9±8.9

24.5±8.9

27.1±6.4

28.6±5.0

0

0

0

(4)走 査 電 顕 に よ る 赤 血 球 形 態

X線 照 射 前(図10)お よ び50Gy照 射 後(図11)の 赤 血 球 形 態

を 比 較 検 討 し た が 、 両 者 と も 中 心 陥 凹 の 正 常 形 態 を 呈 し 、 異 形

赤 血 球 は み ら れ な か っ た 。

16
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3.小 括

50Gy照 射 に て も 赤 血 球 数 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 量 な ど の 数 値 に 変 化

が な か っ た 。 ま た 、 平 均 赤 血 球 容 積 や 溶 血 試 験 、 血 清 ナ ト リ ウ

ム 、 カ リ ウ ム 値 、 走 査 電 顕 に よ る 形 態 像 な ど か ら 赤 血 球 膜 機 能

も 、 良 く 保 持 さ れ て い る も の と 考 え ら れX線 照 射 に よ る 異 常 は

指 摘 で き な か っ た 。 し か し 、 本 実 験 に 使 用 し た 濃 厚 赤 血 球 は 採

血 後1日 目 の 比 較 的 新 鮮 な も の で あ っ た 。 赤 血 球 が 古 く な っ て

い く に 従 い 、X線 照 射 に よ る 影 響 が 顕 著 に あ ら わ れ て く る 可 能

性 は 否 定 で き な い の で 厳 密 に は 濃 厚 赤 血 球 製 剤 の 使 用 期 限 が 採

血 後21日 で あ る の で 、 こ の 時 期 の 血 液 で 検 討 を 加 え て お く 必 要

が あ る と 思 わ れ た 。

II-B.血 小 板 に 対 す る 影 響.

1.実 験 方 法 お よ び 結 果

赤 血 球 に 対 す る 影 響 の 検 討 と 同 様 にX線 照 射 前 、15Gyお よ び

50Gy照 射 血 液 を 対 象 と し て 検 討 し た 。

(1)血 小 板 数

濃 厚 赤 血 球 製 剤 中 の 血 小 板 数 を 算 定 し た 。 結 果 は 図12に 示 す

如 くX線 照 射 の 影 響 は な か っ た 。
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(2)血 小 板 凝 集 能

濃 厚 赤 血 球 製 剤 よ り 多 血 小 板 血 漿 と 乏 血 小 板 血 漿 を 調 整 し 、

ADP(1・0μm・1,3・0μm・1)C・11agen(0 .5μ9/91,2.0μ9/d1

)に て 血 小 板 凝 集 を 刺 激 し 、 血 小 板 凝 集 計(二 光 バ イ オ サ イ エ

ン ス 社)に て 凝 集 能 に お よ ぼ すX線 照 射 の 影 響 を 検 討 し た が 、

3群 と も 有 意 な 凝 集 が み ら れ ず 、X線 照 射 の 影 響 は 解 析 で き な

か っ た 。

す
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IH.総 括

輸 血 後GVHDの 報 告 は1965年Hathawayが 免 疫 不 全 の 小 児 に 発 症

し た 症 例 を 報 告 し た の が 初 め て と い わ れ て い る 。 従 来 よ り 輸 血

後GVHDは 免 疫 機 能 の 低 下 し た 免 疫 不 全 や 免 疫 抑 制 状 態 の 患 者 に

発 症 す る と 考 え ら れ て き た 。 し か し 、 免 疫 機 能 の 正 常 な 患 者 で

も 報 告 さ れ 、 日 本 胸 部 外 科 学 会 と 日 本 輸 血 学 会 の 合 同 調 査 で は

約660例 の 開 心 術 に1例 の 割 合 で 発 症 し て い た 。 そ の 原 因 と し

て 心 臓 手 術 で は 新 鮮 血 や 血 小 板 輸 血 が 好 ん で 行 な わ れ て い た こ

と 、 人 工 心 肺 装 置 に よ る 自 己 リ ン パ 球 の 障 害 、 日 本 人 は 、 よ く

似 たHLAを 有 す る こ と な ど が 考 え ら れ て い る 。

輸 血 後GVHDの 予 防 策 と し て は 、 ① 全 血 の1週 間 保 存 で リ ン パ

球 機 能 は30分 の1に 低 下 す る と 言 わ れ て い る の で 、 新 鮮 血 輸 血

あ る い は 生 血 輸 血 を 極 力 避 け る 。 ② 自 己 血 輸 血 の 推 奨 。 ③ 白 血

球 の 除 去 に 務 め る 。 白 血 球 除 去 フ ィ ル タ ー に て 白 血 球 の98%は

除 去 可 能 と 報 告 さ れ て い る が 、 残 存 リ ン パ 球 は105オ ー ダ ー で

あ り 、GVHDの 根 本 的 な 防 止 に は 不 充 分 と 考 え ら れ る 。 ④ 放 射 線

照 射 で リ ン パ 球 の 分 裂 増 殖 能 を 選 択 的 に 抑 制 す る 。 な ど が 考 え

ら れ て い る 。

放 射 線 照 射 が 現 在 の と こ ろ 確 実 な 方 法 と 考 え ら れ 専 用 の 血 液

製 剤 放 射 線 照 射 機 器 が 開 発 さ れ 基 礎 的 検 討 も 行 な わ れ つ っ あ る

が 、 医 療 機 器 と し て 認 可 さ れ て い な い こ と 、 高 価 な こ と な ど の

理 由 で 一 般 に は 普 及 し て い な い 。 そ こ で 本 研 究 で は 、 日 常 の 放
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射 線 治 療 に 多 用 さ れ て い る 線 状 加 速 器(リ ニ ア ッ ク)を 利 用 し

て 血 液 製 剤 のX線 照 射 を 行 な い 種 々 検 討 を 加 え た 。 リ ニ ア ッ ク

は 高 いX線 エ ネ ル ギ ー を 発 生 可 能 で 血 液 バ ッ ク に 均 一 に 照 射 で

き 、3分 間 程 で15Gy照 射 が 可 能 で あ る 。

GVHDの 病 態 と 近 似 し て い る と 考 え ら れ る 混 合 リ ン パ 球 培 養 試

験 で は 、15Gy照 射 で リ ン パ 球 の 分 裂 増 殖 能 は 、 ほ ぼ 完 全 に 抑 制

さ れ た 。 ま た50Gyま で の 照 射 で も 赤 血 球 の 形 態 と 機 能 に は 、 ほ

と ん ど 影 響 が な い こ と も 判 明 し た 。 血 小 板 に つ い て は 本 研 究 で

は 結 論 は 引 き 出 せ な か っ た 。 濃 厚 赤 血 球 か ら の 血 小 板 分 離 に 難

点 が あ っ た 可 能 性 が あ る と 考 え て い る 。 濃 厚 血 小 板 製 剤(plat

eletconcentrate,PC)を 試 料 と し て 同 様 な 実 験 を 行 な う 必 要

が あ る と 思 わ れ る 。 ま た 、 今 回 実 験 に 供 し た 濃 厚 赤 血 球 は 、

採 血 後1日 目 の も の で 比 較 的 新 鮮 な も の で あ っ た が 、 時 間 の

経 過 と 伴 に 放 射 線 に よ る 影 響 も 変 化 す る 可 能 性 は 否 定 で き な い

の で 、 こ の 点 で も 検 討 を 加 え る 必 要 が あ る と 思 わ れ た 。

夜

る

)

」又

21




