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は しがき

白血病特に急性前骨髄性白血病(acutepromyelocyticleukernia;APL)で

は、高率に凝固線溶異常を合併することが知られているが、その機序について

は不明な点が多い。その凝固開始機序としては、以前より白血病細胞が発現す

る組織因子(tissuefactor;TF)が重要であるといわれているが、我々 はAPL

患者血中に必ずしもTFが高値を示さない例が存在することを確認しており、

またAPL細胞でTF抗原が確認できない例の報告もあり、TF以外の別の凝固

開始機序の可能性を考えている。一方、白血球表面に発現される接着因子レセ

プターであるMac-1(別名CD11b/CD18)は、凝固第X因子（Ⅸ）と特異

的に結合しⅨを活性化第X因子(FXa)に活性化することが明らかとなり、

TF以外の凝固開始機構として興味深い。そこでわれわれは、白血病における

凝固系異常の原因の一つとして、TF以外の別系路としてMac-1を介するXa

生成機序が存在するかどうかについて検討した。
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研究成果

主として平成12年度に行った患者白血病細胞のprocoagulantactivity

(PCA)および第X因子活性化能、プラスミン活性化能についての研究成果と、

平成13年度に行った患者白血病細胞上Mac-1の発現率と臨床的な凝血学的所

見についての研究成果を報告する。

(I)患者白血病細胞のprocoagulantactivity(PCA)およびtissuefactor

(TF)活性・抗原量、プラスミノゲン活性化能

白血病はDICの重要な基礎疾患であり、また逆にDICは白血病のきわめて

重要な合併症である。白血病の型別のDICの合併率をみると、APLの合併率

が60～64%に達し、しかもその際の致死率は9～26%と報告されている1)-3)。

白血病細胞、とくにAPL細胞の含む凝固促進因子については古くより検討

されており、DICの発症に白血病細胞由来のTFが深く関与していることは確

かである。今までの報告によると、APL細胞は強い凝固促進作用を有すること

が示されており、この凝固促進作用は外因系を介し、免疫学的に脳のTFと交

差性があり、さらにTFとしての高い活性が存在がし、しかもDICの合併に関

連することが証明されている。

今回白血病患者12例を対象として、PCA、TF活性およびTF抗原量を測定

し、凝固促進作用とTFの関連についてまず検討した。さらに、プラスミン生

成量を測定し線溶活性化能について検討した。

-ll-



対象

対象症例は、金沢大学第三内科に治療のために入院した急性非'jンパ性白血

病(ANLL)患者9例、急性リンパ性白血病(ALL)患者3例である。内訳は

FAB分類にて、M2:2例、M3:6例、M4:1例、L1:3例である（表1)｡

方法

1）白血病細胞ホモジネートの作製

化学療法直前に、患者から採取した骨髄液より白血病細胞を分離しPBSに

浮遊させ(1X108個/mlに調整）、ホモゲナイズした。得られた白血病細胞

ホモジネートは測定時まで、-70℃で凍結保存した。

2)HL-60細胞培養

RPMI-1640/10%inactivatedfetalcalfserum(FCS)培養液中に、2X105

個/mlのHし60細胞になるように調整し、5%CO2，37℃の条件で前培養した。

ｴンドトキシン(lipopolysaccharidefromE.coliO26:B6,Sigma,St.Loise,

MO,USA)OLLg/mlあるいは皿g/mlを添加後、0，2，4，6，12時間後に

細胞培養液からHL-60細胞を500xg、10分にて遠心分離した。採取した細

胞を生理食塩水で2回洗浄後、phosphatebufferedsaline(PBS)に浮遊させ

(5xlO6個/mlに調整）ホモゲナイズし、HL-60ホモジネートを作製した。
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得られたHL-60ホモジネートは測定時まで、-70℃で凍結保存した。

3)Procoagulantactivity(PCA)の測定

PCAは一段法による凝固時間法にて測定した。つまり、各種細胞ホモジネー

ト0.1mlと､正常血漿0．1mlを37℃､3分間インキユベート後､25mMoICaC12

0.1mlを添加し、ただちに凝固時間を測定した。正常血漿の代わりに、第V1I

因子欠乏血漿(Baxter,Maiami,USA)、第X因子欠乏血漿(Baxter)を用

いてPCAを測定した。

4)Tissuefactor(TF)activityの測定

各種細胞ホモジネート中のTF活性は、各種細胞ホモジネートに血液凝固第

Ⅸ因子複合体製剤(PROPLEXST,Baxter)を加え37℃、3分間インキュベ

ート後、発色合成基質S2222(Kabi)を加え、吸光度の変化により活性化第X

因子の生成を測定した。

5)TF抗原量の測定

各種細胞ホモジネート中のTF抗原量は、ELISAkit(IMUBINDTissue

FactorELISA;AmericanDiagnostica,Greenwich,CT,USA)を用いて測定

した。検体は、緩衝液0.O5MTris,pH7.5/2%bovineserumalbumin/

0.O5%Tween20で1:5に希釈して用いた。
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6）凝血学的検査およびDICの診断

採血は3.8%クエン酸ナトリウム0.5ml入り真空採血管に、4．5rnlの患者血

液を採取し、速やかに4℃、3000rpm、10分間遠心分離して血漿を得た。各

測定項目のうち、プロトロンビン時間(PT)、活性化部分トロンボプラスチン

時間(APn､)、フィブリノゲン濃度、FDP、D-dirnerは採血後ただちに測定

した。

Prはシンプラスチン(Orag肌○nTeknika,Turnhout,Belgium)を試薬と

し、またA円Tはプラテリン・プラス・アクチベータ(Orag肌○nTeknika)

を試薬とし、Quick一段法により自動測定装置(Auto-Fi;Dade,Maiami,

USA)を用いて測定した。フィブリノゲンはトロンビン時間法による測定キッ

トであるデータファイ・フイブリノゲン(Baxter)を用いて、自動測定装置に

て測定した。血中FDP値およびD-dimerは、エルピアFDP(帝国臓器、東

京）、エルピアエースD－Dダイマー（ヤトロン、東京）にて測定した。

DICの診断は、1988年の厚生省特定疾患血液凝固異常症調査研究班のDIC

診断基準（表2）を用いた。

7）プラスミノゲン活性化能の測定

白血病細胞ホモジネートにプラスミノゲンを加えインキュベート後、発色合

成基質S2251(Kabi)を加え、吸光度の変化によりプラスミン生成量を測定し

た。
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8）統計学的検討

凝血学的検査所見およびPCAは平均値±標準誤差で示し、各白血病群を

Wilcoxon検定を用いて検定し、p<O.05を有意差ありとした。白血病細胞ホ

モジネートのTF活性やTF抗原量は、正規分布しないため中央値(25-75パ

ーセンタイル値）で示し、統計学的解析はMann-WhitneyのU検定あるいは

Kruskal-Wallisの検定を用い、p<0.O5を有意差ありとした。

結果

1）対象患者のDICの判定

対象患者の症状、凝血学的検査所見から、DICの診断基準に基づきDICの

判定を行った。化学療法開始前にDICと診断された症例はM3の患者5例であ

り、化学療法開始後にDICに移行した症例が2例(M2:2例）であった(DIC

群）。5例がDICの合併を認めなかった（非DIC群）。

2)PCAの測定

患者白血病細胞ホモジネートおよび、エンドトキシン刺激後HL-60細胞ホ

モジネートを、正常血漿あるいは第ⅥI因子欠乏血漿、第X因子欠乏血漿とイ

ンキュベー卜して、それぞれPCAを測定をした（表3)。正常血症を加えた場

合、AMLではAILに比べてPCAは高値傾向を示した。特に、DICを合併し

たM3(APL)では著しい高値を示す症例が多かった。
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第VII因子欠乏血漿を加えると全例でPCAは低下するが、特にM3での低

下が顕著であり、M3における凝固活性化のメインがTF~VII経路であること

が示される。第X因子欠乏血漿を加えた場合は、全例でPCAが著明に低下し

た。第VII因子欠乏血漿を用いると正常血漿を用いた場合に比べると凝固時間

はかなり延長するが、第X因子欠乏血漿を用いた場合よりは短縮している。つ

まり、TF~VII経路以外にⅨを活性化して凝固を促進する機序の存在が考えら

れる°

3)HL-60細胞ホモジネートのTF活性およびTF抗原量の測定

HI_"60細胞ホモジネートを用いて、TF活性およびTF抗原量を測定した。

エンドトキシン刺激前のHL-60細胞のTF活性は6±2U/mlであり、TF抗

原量は160±30ng/mlであったが、エンドトキシンで6時間刺激後のTF活

性は26±4U/ml，TF抗原量は471士83ng/mlと有意に上昇した。

4）患者白血病細胞ホモジネートのTF活性およびTF抗原量の測定

患者白血病細胞ホモジネートを用いて､TF活性（図1)およびTF抗原量（図

2）を測定した（表4）。病型別にみると、M3が他の病型に比べてTF活性、

TF抗原量ともに高値であることが、表4や図1，2より示される。しかし、図

2よりM3の中でもDICを合併していないl例は、合併している5例に比べて

明らかにTF活性やTF抗原量が低値であった。

次に、DIC群と非DIC群とで分類した場合の結果を、表5に示す。DIC群
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では非DIC群に比べて、有意にTF活性やTF抗原量が増加していた。

5）患者白血病細胞ホモジネートのプラスミノゲン活性化能の測定

患者白血病細胞ホモジネートを用いて、プラスミン生成量を測定した。DIC

を合併したAPLではプラスミン生成量の著増例が多く､APL以外のAML,AIL

でもDIC合併例では高値を示す症例も認めた。

考察

以上の結果より、DICを合併した患者由来の白血病細胞は、DICを合併しな

いものよりもTF活性や抗原量が高く、またAPL以外の白血病はAPLに比べ

て白血病細胞中のTF活性や抗原量が低かった。つまり、APLに伴う凝固障害

については、TFが主とした要因になっているものと考えられる。しかし、APL

に合併する凝固障害の発生機序が単一とは限らないことが、第VII因子欠乏血

漿を用いた検討などから推測される。

なお、今回のHL-60を用いた検討でも、エンドトキシン刺激により、TF活

性や抗原量は著増していた。白血病細胞のTFの発現はエンドトキシンによっ

て増強するという報告があり4)、感染症を合併すると白血病細胞でのTFの発

現が増強し、DICが増悪したり合併しやすくなると考えられる。

一方､APLなどではプラスミノケン活性化能が有意に高値であったが､Mac-1

発現率はM4などに比べると高くなかった。したがって、APLの線溶冗進にお
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けるMac-1の関与はプラスミンほど大きくなく、むしろ好中球工ラスタ ー ゼ

の関与の方が優位である可能性が示された。

-18-



(II)患者白血病細胞上Mac-1の発現率と臨床的な凝血学的所見

白血病特にAPLでは、高率に凝固線溶異常を合併することが知られており、

その凝固開始機序としてはすでに述べたが白血病細胞が発現するTFが重要で

ある。しかし我々は前述した検討で、APL患者血中に必ずしもTFが高値を示

さない例が存在することを確認しており、またAPL細胞でTF抗原が確認でき

ない例の報告もあり、TF以外の別の凝固開始機序の可能性を考えている。ま

た、第VII因子および第X因子欠乏血漿を用いたPCAの測定の検討からも、

白血病の凝固活性化機序が単一ではない可能性が考えられる。

一方、白血球表面に発現される接着因子レセプターであるMac-1(別名

CD11b/CD18)は、凝固第X因子(Ⅸ）と特異的に結合しFXを活性化(Fxa)

することが明らかとなり5)、TF以外の凝固開始機構として興味深い。そこで、

白血病における凝固系異常の原因の一つとして、TF以外の別系路としてMac-

1を介するXa生成機序が存在するかどうかについて検討した。

対象

対象症例は、金沢大学第三内科に治療のために入院した白血病患者27例で

ある。年齢：18～72歳（中央値40歳、平均値42．2歳）、性別：男／女=17

例/10例。内訳は､急性非リンパ性白血病(ANLL)18例(FAB分類にてM1:

3例、M2:9例、M3:2例、M4:3例、M6:1例）、急性リンパ性白血病

(ALL)3例、Largegranularcellleukemia(LGL白血病)1例、急性混合
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性白血病(AMixL)2例、骨髄異形成症候群(MDS)1例、慢性骨髄性白血病

(CML)2例である。病期別では、LGL白血病がfirstrelapse症例であり、CM

Lは2例とも急性転化例であったが、その他の症例は全例初発例であった。

方法

1）フローサイトメト1｣－(FCM)によるMac-1陽性率の測定

治療開始前に白血病患者末梢血を採取し、その検体を比重遠心法にて単核球

分離し、洗浄後PBSに浮遊させた。この検体をFnC標識CD45抗体(Becton

Dickinson,NJ,USA)で標識し、EﾍCScan(BectonDickinson)で芽球分画

をgatingしたのち、FnC標識Mac-1抗体(BectonDickinson)、CD14抗

体(BectonDickinson)と反応させた。芽球分画は10,OOO個取り込み、Mac-1、

CD14陽性率を解析した。

2）凝血学的検査

採血は3.8％クエン酸ナト'jウム0.5ml入り真空採血管に、4.5mlの患者血

液を採取し、速やかに4℃、3000rpm、lO分間遠心分離して血漿を得た。各

測定項目のうち、PI､，APIT、フィブリノゲン濃度、FDP，D-dimerは採血後

ただちに測定し、残りの血漿は-80℃にて凍結保存し、随時融解して使用した。

Prはシンプラスチン(OraganonTeknika,Turnhout,Belgium)を試薬と

し、またAPITはプラテリン・プラス・アクチベータ(OraganonTeknika)
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を試薬とし、Quick一段法により自動測定装置(Auto-Fi,Dade,Maiami,

USA)を用いて測定した。フイブ'」ノゲンはトロンビン時間法による測定キッ

トであるデータファイ・フイブリノゲン(Baxter,Maiami,USA)を用いて、

自動測定装置にて測定した。血中FDP値およびD-dirnerは、エルピアFDP

（帝国臓器、東京）、エルピアエースD－Dダイマー（ヤトロン、東京）にて

測定した。血中トロンビン・アンチトロンビン複合体(TAT)、プラスミン．

α2プラスミンインヒビター複合体(PIC)の測定は、それぞれのEUSAキッ

トであるエンザイグノストTATmicro(デイド・ベーリング、東京）、エルピ

アエースPPI(ヤトロン）を使用した。

DICの診断は、1988年の厚生省特定疾患血液凝固異常症調査研究班のDIC

診断基準（表2）を用いた。

3）統計学的検討

凝血学的検査所見は平均値±標準誤差で示し､DIC群と非DIC群をWilcoxon

検定を用いて検定し､p<O.O5を有意差ありとした｡白血病細胞表面上のMac-1

やCD-14の発現率は、正規分布しないため中央値(25-75パーセンタイル値）

で示し、統計学的解析はMann-WhitneyのU検定あるいはKruskal-Wallis

の検定を用い、p<0.O5を有意差ありとした。

結 果
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1）対象患者の血液学的所見

対象患者の症状、凝血学的検査所見から、DICの診断基準に基づきDICの

判定を行った。化学療法開始前にDICと診断された症例は3例(M2:1例、

M3:1例、M6:1例）であり、化学療法開始後にDICに移行した症例が5例

(M3:1例、』虹I:2例、LGL白血病:1例、AMixL:1例）であった(DIC

群）。その他の10例は、DICの合併を認めなかった（非DIC群）。

DIC群および非DIC群の凝血学的所見は、表6に示す。DIC群では非DIC

群に比べて､FDP,D-dimer､TAT,PIC値が有意に高値であったが､Pr､』岨IT、

フィブリノゲン、ATIII値には有意差を認めなかった。

2）末梢血白血病細胞上のMac-1陽性率

それぞれのMac-1発現率は、病型別に図3に示した。Mac-1陽性率は､ALL

に比べてAMLの方が高く、特にAMixL(中央値:54.O%)、CML急性転化

例（中央値：42．5％）で高値であり、M2(中央値:18.O%)やM4(中央値：

11.0％）の中にも80％以上の陽性率を示す症例が認められた。しかし、予想に

反して臨床的にDICを合併しやすいM3(中央値:7.5%)では最も低値であっ

た。

3)DICとMac-1

M3の2例を含むDIC群8例と非DIC群19例における白血病細胞上Mac-

l発現率を比較すると、DIC群の中央値は16.0%、非DIC群は32.0%であり
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有意差を認めなかったがむしろ非合併例で高値であった（表7）。

4）凝血学的所見とMac-1

Mac-1発現率が90%と高値であったM4では、TAI､､PICの増加はわずか

であった。Mac-1発現率と、凝固線溶系パラメーターPr(図4)、APIT(図

5）、FDP(図6)、D-dimer(図7)、フイブリノゲン（図8)、TAT(図9)、

PIC(図10)との間には有意な相関は認められなかった。

5）末梢血白血病細胞上のCD14発現率

CD14はLPSレセプターとしての機能を有しており、今回同時に発現率を検

討した。それぞれのCD14発現率は、病型別に図11に示した。CD14陽性率

は、M2で2例、M4で1例高値を示した。予想に反して、臨床的にDICを合

併しやすいM3では低値であった。

DICの合併の有無で比較すると、DIC群の中央値は1.0%、非DIC群も1.O%

であり両群間に有意差を認めなかった（表7）。

考察

以上の結果より、白血病細胞上のMac-1を介した凝固活性化機序が、臨床

的な凝固冗進状態を引き起こす可能性はきわめて少ないと考えられる。少なく

とも、APLにおけるDICの発症には、Mac-1の関与よりも白血病細胞中のTF
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による凝固活性化が重要な要因になっているといえよう。APL細胞の破壊によ

ってTFが血中に放出され凝固系を活性化し､その結果線溶系も活性化される。

APL細胞には凝固促進物質以外に線溶促進物質も持つことが証明されているし

6)、白血球エラスターゼやシステインプロテアーゼ等の蛋白分解酵素も含まれ

ている7)。これらの因子が、DICの病態をさらに複雑にしているといえよう。

したがって、白血病に伴うDICの発生には白血病細胞由来の凝固促進因子、

おもにTF、線溶促進因子および蛋白分解酵素が関与し、感染を合併すれば細

菌由来のエンドトキシンや単球由来のサイトカインが病態を修飾すると考えら

れる。
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表1患者背景

No． 性別 年齢 FAB分類

1 F 35 M2

2 M 42 M2

3 M 42 M3

4 M 58 M3

5 M 38 M3

6 F 64 M3

7 F 39 M3

8 F 35 M3

9 F 37 M4

10 M 18 L1

11 M 72 L1

12 F 40 L1
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表2厚生省特定疾患血液凝固異常症調査研究班のDIC診断基準
（1988年改訂）

I、基礎疾患

あり

なし

II.臨床症状

1．出血症状（注1）

あり

なし

2．臓器症状

あり

なし

III．検査成績

1．血清FDP値("g/ml)

40≦

20≦＜40

10≦＜20

10＞

2．血小板数(xlO3/"1)

50=

80≧>50

120≧>80

120>

3．血漿フイブ'jノゲン濃度(mg/dl)
100=

150≧>100

150<

4．プロトロンビン時間

時間比（正常対照値で割った値）
1．67≦

1．25≦＜1．67

1．25＞

Ⅳ、判定（注2）

1．7点以上DIC

１
０

１
０

１
０

３
２
１

３
２
１
０

２
１
０

２
１
０

6点 DICの疑い（注3)

5点以下DICの可能性は少ない

2．白血病その他注1に該当する疾患

4点以上 DIC

3点DICの疑い（注3)

2点以下DICの可能性は少ない

v・診断のための補助的検査成績、所見
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1．可溶性フィブリンモノマー陽性

2.D-Dダイマーの高値

3．トロンビンーアンチトロンビンIII複合体の高値

4．プラスミンーα2プラスミンインヒビター複合体の高値

5．病態の進展に伴う得点の増加傾向の出現、とくに数日以内での
血小板数あるいはフイブリノゲンの急激な減少傾向ないしFDP
の急激な増加傾向の出現

6．抗凝固療法による改善

V1.

注1：白血病および類縁疾患、再生不良性貧血、抗腫瘍剤投与後など
の骨髄巨核球減少が顕著で、高度の血小板減少をみる場合は血
小板数および出血症状の項は0点とし、判定はⅣ－2に従う．

注2：基礎疾患が肝疾患の場合は以下の通りとする．
a.肝硬変および肝硬変に近い病態の慢性肝炎（組織上小葉改築
傾向を認める慢性肝炎）の場合には、総得点から3点減点し
た上で、Ⅳ－1の判定基準に従う．

b.劇症肝炎および上記を除く肝疾患の場合は、本診断をそのま
ま適応する．

注3:DICの疑われる患者でV診断のための補助的検査成績、所見の
うち2項目以上満たせばDICと判定する．

V11．除外規定

1.本診断基準は新生児、産科領域のDICの診断には適用しない．
2．本診断基準は劇症肝炎のDICの診断には適用しない．
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