
博 士 （ 医 学 ） 太 田 秀 一

    学 'ftL論文題名
       Effect of imatinib mesylate combined with
      granulocyte colony-stimulating factor on
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（慢性骨髄性自血病進行期におけるimatinibと

  G－CSF併用効果に関する基礎的研究）

学位論文内容の要旨

    【目的と背景】

選択的Ablチロシンキナーゼ阻害剤であるimatinib mesylateは、慢性骨髄性自血病(CML)

の分子標的療法としての優れた治療成績が報告されている。しかし、その血液毒性としての好

中球減少症は、治療中断や重篤な感染症をきたし、寛解率の低下やimatinib耐性の発現などの

治療上の隘路となっている。このため、好中球減少症に有効な顆粒球コロニ一刺激因子(GーCSF)

の併用が考慮されるが、一方で、G－CSFが自血病細胞の増殖を刺激する可能性も懸念される。

そこで、本研究ではimatinibとG―CSFの併用処理がBcr/Ab1発現細胞の増殖とアポトーシス

ヘ及ぼす影響をmW加で評価し、CMLの進行期（acceleratedphase/blastcrisis；AP/BC）

例 に お い て 、 両 者 の 同 時 投 与 が 安 全 に 行 え る か否 か を基 礎 的 に検 討 し た。

    【材料と方法】

  CM卜 BC由来細胞株 KU812およびK562と 、進行期 CML患者（AP2例 、BC3例）の末

梢血または骨髄血からBlastretrieverにより部分的に純化した芽球を用いた。これらの細胞を

imatinibまたはG―CSF、あるいは両者と共に液体培養し、トリパンプル一色素排泄法で生存率

を算定し、形態学的変化はメイギムザ染色にて観察した。アポトーシスは、AnneぬnV仏V）/

propidiumiodide（PI冫二重染色によるFACS解析とアガ口一スゲル電気泳動によるDNAラダ

一形成法にて評価した。細胞内カスパーゼ活性化は螢光標識カスパーゼ基質を用いて共焦点レ

ーザ一顕微鏡で観察し、色素標識カスバーゼ基質の切断による発色をマイクロプレートリーダ

ーで測定することにより定量解析を行った。G－CSF受容体（G―CSFR冫発現は抗ヒトG－CSFR

モノクローナル抗体を用いてF、ACScanにて測定した。DNA合成刺激にっいては、24～72時間

の液体培養後の3Hーthymidineuptakeを液体シンチレーションカウン夕一にて測定した。

    【結果】

1．KU812およびK562のimatinib処理後の生存率はimatinib処理時間および濃度依存性に
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減少し、imatinib (10」vM) 24時間培養後の生存率はKU 812で41.5土6.2％、K562で61.1土2.5％

(mean土SD)であった。G－CSFRの発現率はKU 812で98.1％、K562で90．9％であったが、

G―CSF単独処理はKU 812とK562の増殖を刺激せず、imatinib単独とGーCSF併用との聞の

増殖抑制に有意差を認めなかった。また、KU812およびK562のimatinib処理により、細胞

内カスパーゼの活性化、DNAラダ一形成や細胞核の凝縮および断片化の形態学的変化を認めた。

AV/PI二重染色を用いたF、ACscanによる解析で、KU812のimatinib処理24～72時間後に

AV陽性細胞率は約70～97％に達し、汎カスパーゼ阻害剤（ZIIvADイmk）により、この早期ア

ポトーシスは効果的に抑制された。以上よりimatinibによ，るBcr/Ab1発現細胞の増殖抑制は

アポトーシスによるものと考えられた。また、これら白血病細胞へのアポトーシス誘導は

imatinib単独およびGーCSF併用との間に有意差を認めなかった。

2．進行期CML5症例の芽球においてimatinibは全症例で増殖をlogー1から10g－2に抑制し

た。患者芽球のG―CSFR発現率は36～59％であったが、全症例においてG－CSF単独添加は24

時間培養後の芽球増殖に影響を与えなかった（StimulationindeX；SIく2）。しかし、（トCSFと

の72時間培養では5例中2例においてSIが2．25および5．27と上昇した。この2例ではG―CSF

併用により、ima伍nibの増殖抑制効果が部分的に解除されたが、imatinib無添加のコントロー

ルに比べるとなお増殖抑制効果を認めた。G一CSFR発現率とG－CSFによる細胞増殖刺激との

聞に関連性はみられなかった。以上より、培養株細胞ではG－CSFの併用はimatinibによるア

ポトーシス誘導に影響しないが、患者芽球では症例により細胞増殖を刺激し、imatinibによる

ア ポ ト ー シ ス 誘 導 を 抑 制 す る 可 能 性 が 否 定 で き な bゝ こ と が 示 唆 さ れ た 。

    【考察】

進行期CML症例のimatinibによる治療では重篤な好中球減少症が高率に観察され、GーCSF

などの増殖因子の併用が有効と報告されている。培養株細胞ではG－CSFが影響しなかったのは、

既に増殖因子非依存性増殖能を獲得していたためと考えられる。進行期CMLでは正常造血幹細

胞の残存はないとされており、GーCSFの標的細胞は自血病細胞と考えられるが、G－CSFによ

りSIが上昇した2例では進行期移行後短時間の内に検体が採取されたため、芽球のDNA合成

を刺激してimatinibによるアポトーシスを抑制した可能性のみならず、自血病細胞に残存した

分化能をG―CSFが誘導・刺激してDNA合成を刺激した可能性も否定できない。この2症例に

おいてDNA合成が分化を伴ったか否かは確認できぬかった。一方、正常造血幹細胞が残存す

る慢性期では、通常使用量のimatinibはBcr/Abl発現細胞に増殖停止やアポトーシスを起こ

すが、正常造血幹細胞には大きく影響しないとの報告もあり、本併用療法ではimatinibが

Bcr/Abl発現細胞を抑制し、G―CSFが残存した正常造血幹細胞の増殖と好中球分化を誘導する

ことが期待される。しかし、慢性期においてもG―CSFが芽球増殖を刺激する可能性も否定でき

ず、十分な基礎的検討が必要と思われる。

    【結語】

  G－CSFはCML―BC由来細胞株の増殖を刺激せず、imatinibによる増殖抑制に影響しなか

った。進行期CML症例ではimatinibとG―CSF併用療法は自血病細胞の増殖抑制効果のみな
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らず好中球増加も期待できる有効かつ安全な治療法と考えられるが、一部の症例ではG－CSF

が芽球増殖を刺激する可能性もあり、in vitro増殖試験がimatinib投与中のG－CSF併用決定

の良い指標となると思われる。
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学位論文審査の要旨

       Effect of imatinib mesylate combined with

       granulocyte colony-stimulating factor on

leukaemic blast cells derived from advanced-stage

        chronic myelogenous leukaemia patients   '

（慢性骨髄性自血病進行期におけるimatinibと

  G－CSF併用効果に関する基礎的研究）

  選択的Ablチロシンキナーゼ阻害剤imatinibは、慢性骨髄性自血病(CML)への優れた治

療成績が報告されているが、血液毒性としての好中球減少症による治療中断や重篤な感染症を

きたし、寛解率の低下やimatinib耐性の発現などの治療上の隘路となっている。そこで、申請

者はimatinibとGーCSFの併用処理がBcr/Abl発現細胞の増殖とアポトーシスヘ及ぽす影響を

in vitroで評価し、進行期CML症例において両者の同時投与が安全に行えるか否かを基礎的に

検討した。

Bcr/Abl発現細胞株ではimatinibにより時間および濃度依存性に生存率が減少した。両細胞

株のG―CSF受容体発現率は90％以上であったが、G―CSF単独処理は増殖を刺激せず、

imatinib単独とG―CSF併用との間の増殖抑制に有意差を認めなかった。また、imatinib処理

により細胞内カスバーゼの活性化、DNAラダ一形成や細胞核の凝縮および断片化の形態学的変

化を認め、imatinib処理24～72時間培養後のAnnexinV陽性細胞率は約70～97％に達した。

また、この早期アポトーシスは汎カスパーゼ阻害剤によって効果的に抑制された。これら自血

病細胞へのアポトーシス誘導はimatinib単独とG－CSF併用との間に有意差を認めなかった。

一方、進行期CML5症例の芽球のin vitro増殖試験でimatinibは全例で増殖を効果的に抑制

レた。芽球のG－CSF受容体発現率は36～59％であったが、全例においてG-CSF単独は24時

間培養後の芽球増殖に影響を与えなかった(stimulation index; SIく2）。しかし、G―CSF 72

時間培養では5例中2例でSIが2.25および5.27と上昇し、G―CSF併用によりimatinibの増

殖抑制効果が部分的に解除されたが、imatinib無添加のコントロールに比べるとなお増殖抑制

効果を認めた。以上より、培養株細胞ではG―CSFの併用はimatinibによるアポトーシス誘導
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に影響しないが、患者芽球では症例により細胞増殖を刺激し、imatinibによるアポトーシス誘

導を抑制する可能性が示唆された。従って、進行期CML症例ではimatinibとG－CSF併用療

法は自血病細胞の増殖抑制効果のみならず好中球増加も期待できるが、一部ではGーCSFが芽球

増殖を刺激する可能性もあり、in vitro増殖試験がGーCSF併用決定の指標となることが考えら

れた。

口頭発表に際し、主査の小池教授より自血病細胞株におけるG―CSFシグナル伝達に関する検

討、CML進行期に対する臨床でのG―CSF使用選択基準、imatinib耐性CML例でin vitroと

in vivoでimatinibが異なる効果を示す機序にっいて質問があった。これに対して申請者は、

本研究でG-CSFシグナル伝達に関し未検討であること、好中球減少時の感染症併発がG－CSF

の臨床における使用選択基準となること、高用量のimatinib投与が耐性克服となる報告があり

高濃度のimatinibで処理したことにより耐性株に対して効果を認めたことを回答した。次いで

副査の浅香教授よりimatinibとG―CSFを併用する研究の目的、自血病細胞に対する各種

G―CSF製剤の効果の違いと、自血病細胞の増殖を抑制し分化に作用する新たなG―CSF開発の

有無にっいて質問があった。これに対して申請者は、進行期CMLは造血幹細胞移植以外に治癒

は望めないが、移植ま・でのimatinib治療の際におこる好中球減少時の感染症にG―CSFが有効

か、その併用療法がimatinibの抗腫瘍効果を妨げず治療可能かを検討する目的であること、各

種G―CSF製剤の効果に差はなかったこと、分化特異的作用をもつ新た顔GーCSFは未開発であ

ることを回答した。さらに、副査の武蔵教授よりCML慢性期におけるi:matinib治療へのG－CSF

併用の有用性について質問があった。これに対して申請者は、CML慢性期に対するimatinib

治療で分子細胞学的効果が得られた症例でもPh陽性前駆細胞が残存するため、imatinib単独

では治癒を望めない可能性が高く、他の抗自血病薬の併用療法が検討されており、併用療法は

imatinib単独治療以上に好中球減少を惹起する危険性があるため、G－CSF併用の有効性と安全

性を検討中であることを回答した。

  本研究はBcr/Abl発現細胞株と進行期CML患者芽球に対するimatinibとG－CSFの併用効

果をin vitroで初めて明らかにしたことで高く評価され、今後の臨床応用が期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分

な資格を有するものと判定した。
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