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金沢大学十全医学会椎誌 第100 巻 第2 号 2 43 －25 5 く1 99 り

生体外培養刺激系を用 い た自家消化器病

特異的細胞傷害性丁細胞 の 誘導

金沢大学が ん研究所外科部 は 任 こ 磨伊正 義教授う

表 和 彦

く平 成3 年2 月 6 日受 付う
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現在 ，
ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細胞 くn a t u r al k ill e r c e11 s

，
N K I お よ び リ ン ホ カイ ン 活性化 キ ラ

ー 細胞

tl y m p h o k i n e a c ti v a t e d k ill e r c ell s
，
L A K l が 臨床応用 さ れ て い るが

，
これ らの 細胞の 腰瘍細胞 に対 す る

細胞傷害活性 は特異的で は な い と 一 般 に 考 え られ て い る ．

一 方
， 特異的細胞傷害性 丁細胞くc yt o t o x i c T

l y m ph o c y t e s
，
C T LJ は腰瘍細 胞特 異的で

，
しか も L A K 細胞 よ り高 い 細胞傷害活性 を有する こ と か ら

，

C T L 療法 は胃 胤 大腸癌患者 に 対 す る有効 な養子 免疫療法 に な りう る と 期待 され て い る ． そ こ で 本研

究で は
，
C T L を生体 外培養刺激 系くin v it r o s e n siti z a ti o n

，
I V S l で 誘導 し

，
N K お よ び L A K 細胞 に よ

る細胞傷害活性 と C T L 細胞に よ る 細胞傷 害清性の 性状 の相違 を明確 に する と と も に
．
C T L 誘導の 至適

培 養条件 を求 める こ と を目 的と した ． ま ず刺激細胞と して L A K で は傷害さ れ ない 非自 己 ヒ トリ ン パ 球

を 用 い る リ ン パ 球混合培養法 くm i x e d l y m ph o c yt e c u lt u r e
，
M L Cl を C T L 誘 導の モ デ ル と し検 討 し

た ． 予備実験 で
， 遺伝子組換 え型 イ ン タ

ー

ロ イ キ ン 2 くr e c o m b i n a n t i n t e rl e u k in ー2
，

rl L ．21 を 10 0 0 u l

m l の 濃度 で培養 6 日目 に 添加す る と効 果的に C T L が誘導さ れ る こ と が 分か っ た ． また細胞傷害活 性が

高値 を示 す の に 要す る 培養 日数 は
．
N K 活性 およ び L A K 活性 と C T L 溶性 と の 間 に明 らか な差異 を認

め
，

C T L 誘導 を効果的に 行う に は25 旬 3 0 日の 培養が最適 で あ っ た ． こ の と き誘導さ れ た リ ン パ 球 の 表

面抗原 を解析 した 結果
， 培養初 期に は ヘ ル パ ー T 細胞 の 増加 を認 め ， そ の 後 は次第 に C T L 酒性を 有す

る サイ ト ト キ シ ッ ク T 細胞 が誘 導さ れ る と推察さ れ た ． 上 記の 至 適培養条件 の もと で培養継代胃癌細胞

株や手術時 に 採取 した 自家新鮮 消化器病腫 瘍細胞 に 対す る C T L の 誘 導を rI L ．2 の 存在下 で 試み たと こ

ろ
，
2 7 日間 の 培糞 で 誘導さ れ た C T L は凍結保存 し た自家腫 瘍細胞 に 対 し て 強い 細胞傷害活性 を持 つ よ

う に な っ たが
， 他の 培養腰 癌細胞 に 対 し て は軽度の 細胞傷害活性 しか 有し な か っ た ．

一 方
， 消化器病組

織よ り分離 し た腫瘍浸潤リ ン パ 球くt u m o r i n fil t r a ti n g l y m ph o c y t e s ， T I Ll を rI し2 の 存在下で 培養し た

と こ ろ ， 自家腫瘍細胞に 対 す る 活性 が誘導 でき た が
， 同時 に 他の 培養腫瘍細胞 に 対 して も同程度の 細胞

傷害活性が 認 め られ
，

T I L の 自家癌特異的細胞傷害活性は 確認で き な か っ た ．

K e y w o r d s c y t o t o x i c T l y m p h o c y t e s
，

in v it r o s e n siti z ati o n
，

m i x e d

l y m p h o c y t e c u lt u r e
，
i n t e rl e u k i n

－2
，

a d o p ti v e i m m u n o t h e r a p y

近年
， 遺伝子 工 学や 細胞工学 の 進 歩に 伴 い 各種 の サ ン タ

一

口 イ キ ンー2 tr e c o m b i n a n t i n t e rl e u k i n
－2

，

イ トカイ ン遺伝子 が 単離さ れ そ れ ら の 産 物 が 大量 に 産 rI L ．2ナに よ っ て活性化さ れ た キラ
ー

細胞 O y m p h o k i n e

生さ れる よう に な り
，

悪 性腫瘍 に 対 し て サ イ トカ イ ン a c ti v a t e d k ill e r c ell s ．
L A K l を担癌患者に 移入 する 養

を用 い た 免疫療法
，

お よ び生体 外 で遺伝 子組換 え型 イ 子免疫療法
1I2I

が行 わ れる よ う に な っ た ．

一 方 ，
こ れ ら

A bb r e vi a ti o n s ニ B R M
，
b i ol o gi c al r e s p o n s e m o difi e r s 言 C D

，
Cl u st e r of diff e r e n ti a ti o n ニ

C T L
，

C y t Ot O Xi c T l ym p h o c y t e s 三 EノT r a ti o
，

eff e ct o rノt a r g e t r a ti o 三 F C S
，
f et al c alf s e r u 町

IL －2
，
i n t e rl e u k i n － 2 三工V S

，
i n vit r o s e n siti z a ti o n 妄 L A K

，
1 ym p h o k in e a c ti v a t e d kill e r c ells 言

M H C
， m aj o r hi st o c o m p atib ilit y c o m pl e x 三 M L C

，
m i x e d l y m p h o c y t e c u lt u r e ニ M M C

，



2 4 4

の 非特 異的免疫療法に 代 わ り ， 自 己腫瘍細胞 を選択的

に 傷 害す る特 異的 細胞 傷 害 性 丁 細 胞 くc y t o t o x i c T

l y m p h o c y t e s
，
C T LJ を用 い た特異 的免疫療法 は

，
よ り

有 効な 治療法 に なり う る と注目 を集 め つ つ あ る ． 腰 痛

感作 T リ ン パ 球の 移入 が マ ウ ス の 実験腫瘍系 の 治療 に

有効 で あ り腫瘍の 完全消失を認 め る場合 も あ る こ とが

数多く報告
3ト 91

さ れ て い るが
，

ヒ ト C T L の 臨床応用 に

関 して の 報 告例 は少な い
o

C T L を 臨床 応用 す る た め

に は
，
担癌患者 よ り入 手し た リ ン パ 球 を 生体外 の 操作

で 特異的腰瘍傷害活性の 高い 細胞 に 誘導 し増殖 させ る

こ と が 必要不 可 欠で ある が
．

C T L の 誘 導 条件 の 検討

は マ ウス で の 報 告 に 比 して と 卜 で は 未 だ 不 十分 で あ

る ．

そ こ で 本研 究 で は 生体 外 培 養 刺 激 系 くin v it r o

S e n Siti z a ti o n
，
I V SI で 消化器 系癌 患者の 胃癌 ， 大腸癌

細胞 に 対す る特異的腰痛傷害活 性を 有す る C T L の 効

果的誘導が 可能 な培養条件 に 関す る 基礎 的検 討を行 っ

た ． す な わ ち C T L 誘導の モ デ ル と して
， 抗原刺激細

胞 に L A K 細胞 で は傷害 され な い 非自己 ヒ ト リ ン パ 球

を 用 い る リ ン パ 球 混 合 培 養 法 くm i x e d l y m p h o c y t e

C u lt u r e
，
M L Cl を用 い て 至適培 養条件を検 討し た ． さ

ら に 自家腫 瘍細胞 に対 して も 同様 に C T L が 誘導可能

と想定 して 求め た至 適培養条件 に て 自家腫 瘍細胞 に 対

す る C T L を誘導を した ．

材料お よ び 方法

I ． リ ン パ 球 ，
腫 瘍細胞の 分 離と 調整

1 ． 末梢血リ ン パ 球くp e ri p h e r a l b l o o d l y m p h o c y t －

e s
，
P B U の 分離

健 常人 は 早朝 空腹 時に ． 担 癌 患 者 は 手術 直 前 に

50 へ 6 0 m l の ヘ パ リ ン 加採血を行 い
，

F i c olトH y p a q u e

液 く比 重 1 ． 0 7 7 I くL y m p h o p r e p ，
N y c o m e d

，
O sl o

，

N o r w a yナ上 に 静か に 重層 させ
，
40 0 X g 室温 で 30 分 遠

心 し た 後 中 間 層 を 採 取 し た ． 得 ら れ た 単 核 球 を

H a n k s 液で 2 回 洗 浄 ，
R P M I －1 6 4 0 液 くGib c o ， G r a n

I sl a n d
，

N e w Y o r k
， U ．S ． A

．い こ ペ ニ シ リ ン 10 0 JL gl

m l
．

カ ナ マ イ シ ン 10 0 ノノ gノm l
，

フ ァ ン ギ ゾ ン 0 ． 1 声 gノ

m l お よび 非働化牛胎児血清 tf e t a l c alf s e r u m
，
F C S l

を10 ％濃度に 加 え た培養液 く10 ％F C S 加 R P M I －1 6 4 0

借地ラ で 1 回洗浄 し リ ン パ 球分画を 得た ． 次 い で1 0 ％

F C S 加 R P M I － 16 40 培地中に 2 x l O
6

l m l の 細胞 数に 浮

遊さ せ
．

6 穴平底 マ イ ク ロ プ レ
ー

トくF a l c o n
，
O x n a rd

，

C alif o r ni a
，
U ．S ．A ．J を用 い て培養 し た ． 培養は い ずれ

も37
0

C
，

7 ％C O 2 下 で 行 っ た ．

2 ． 腫瘍 細 胞 お よ び 腫 瘍 浸 潤 リ ン パ 球 くt u m o r

i n filt r a ti n g ly m p h o c yt e s ， T I L I の 分離

手術 時無菌的に 摘 出し た胃癌 お よ び大腸癌組織よ り

腫 瘍組織 を採取 し ， 健常組織 ， 壊死 組織 を除去
， 抗生

物 質を含 む H a n k s 液 で 洗浄後 ，
メ ス

， 眼 科用 ハ サ ミ

で 1 m m
3

程度の 大き さ に な る ま で細 切 した ． 次 い で コ

ラ
ー

ゲ ン 組 織 消 化酵 素 コ ラ ゲ ネ
ー ス くc o ll a g e n a s e

t y p e I － S ，
2 m gノm l

，
S i g m a

，
S t ． L o u i s ，

U ．S ．A l お よ び

D N A 分解 酵素 D N エ ー ス くD N a s e t y p e I
， 0 ． 4 m gl

m l
，
S i g m aJ を含 む H a n k s 液 中に 締切 し た組織 を浮遊

さ せ3 7
0

C で 1 時間獲拝 し た ． 得 られ た細胞浮遊液をナ

イ ロ ン メ ッ シ ュ に 通過 さ せ単個浮遊細胞 を調整 した ，

癌 性胸 水
，
腹水 は無菌的 に 採取後 200 x g ， 5 分間遠心

して細胞 分画を 得た ． T I L と 腫瘍細 胞を 分離す る目的

で
， 細胞 浮遊液 を3 回 洗浄 し ，

F i c ol トH y p a q u e 比 重

遠 心法 を20
0

C で 4 00 x g ， 3 0 分間施行 し た後 ， 中間層を

採 取 しさ ら に10 0 ％と75 ％の Fi c o ll T H y p a q u e 2 段階不

連続 密度 勾配法く20
0

C
，
4 0 0 x g ， 3 0 分間I で 腫瘍細胞に

富む 分画と TI L に 富 む 分画に 分離 し た ． T I L は10 ％

F C S 加 R P M ト1 64 0 培地中 に 2 x l O
6

ノm l の 細胞 数に浮

遊 さ せ た ． 腫瘍 細胞 に 富 む 分画 は ， さ ら に 25 ％ ，

1 5 ％
，

1 0 ％ の P e r c ollくPh a r m a ci a
，
U p p s a l a

，
S w e d ．

e 可 3 段階不 連続密度勾配遠心 法 く2 0
0

C
，

2 5 X g ， 7 分

間I に よ り腫瘍細 胞を純度90 ％以 上 に し た ． 単離 した

腫 瘍細胞 を 5 x l O
5
c e11 sJ

I
m l の 細 胞数 で 20 ％F C S 加

A I M － V 培地くG ib c ol に 浮遊さ せ 凍結保 存も しく は培

養し刺 激細胞 お よ び標 的細胞 に 供 し た ． 腫瘍細胞の 培

養は37
0

C
，

7 ％C O 2 下 で 行 っ た ．

3 ． 牌臓 リ ン パ 球くspl e e n l y m p h o c y t e s
，
S U の 分離

術中無 菌的に 採取 し た牌臓 を H a n k s 液中で 眼科用

ハ サ ミ を 用 い て細切 し ， 金 属 メ ッ シ ュ くN B C 工 業， 大

阪1 で細胞 浮遊液 を濾過 し た後 ．
Fi c olトH y p a q u e 比 重

遠 心法 に よ り リ ン パ 球 分画 を得 た ． 次 い で 1 0 ％FC S

加 R P M I － 16 40 倍地 中で 2 x l O
6

J
l

m l の 細胞 数に 調整し

た ． 培 養は い ず れ も37
0

C 7 ％C O 2 下で 行 っ た ．

な お
， 培 養液 交換 は 5 日 ごと に 行 い

，
細胞数の 算定

は トリ バ ン プ ル ー 生体染 色 法 に よ り 顕微 鏡 下で 行 っ

た ．

工I ． C T L の 誘 導法

1 ． 非 自己 ヒ トリ ン パ 球 に 対 す る C T L の 誘導は

m it o m y c in C ニ N K
，

n at u r al k ille r c ells ニ P B L
， p e rip h e r al bl o o d ly m p h o c y t e s ニ P H A

，

p h y t o h e m a g g l u tin i n ニrI L － 2
，

r e C O m bi n a n t i n t e rl e u k i n －2 三S L
，

S p le e n l y m p h o c y t e s ニ SI R r ati o
，

Sti m ul at o rl r e s p o n d e r r a ti o ニ T I L
，
t u m O r i nfilt r a ti n g l y m p h o c y t e s



特異的細胞傷 害性丁細胞の 誘導

M L C で以 下の よ う に 行 っ た ． ま ず， あ る健常 人 よ り

分離 し た P B L を マ イ ト マ イ シ ン C くm it o m y ci n C ，

M M C ， 協和醸酵 ， 東京I 50 jL gノm l 含 む 10 ％F C S 加

R P M ト16 4 0 倍 地中に 1 へ 2 x lO
7

ノm l の細胞数 で 浮遊さ

せ3 7
O

C 3 0 分 間 処 理 し て 抗 原刺 激 細 胞 くsti m u l a t o r

c ellsl と した ■ 次 に 他 の 健常人 また は 胃
，
大腸 癌患 者

か ら得られ た P B L を反 応細胞 くr e s p o n d e r c ell sl と

し
，
抗原刺激細胞対 反応細胞比 くsti m ul a t o rl r e s p o n d －

著 e r r a ti o
，
S I R r a ti oJ l 1 1 の 割 合 で 1 0 ％ F C S 加

24 5

R P M エー1 6 4 0 培地中に 2 x l O
6

ノm l の 細 胞数と な る よ う

混合し
，
3 7

0

C
，

7 ％C O 2 の 条件下 で 静置培養 し た ． 添

加する rI し2 くS － 6 82 0
， 塩野義製薬， 大阪I の効果 は

，

1 0 ル 1 0 00 0 u J
I
m l く旧単 位 ，

1 u は 0 ． 7 J R U に 相 当 す

るI 濃度 の rI L － 2 を培養 開始 日 に 培養液 を加え る か
，

また は培葦 3 日目 ， 培 養 6 日目 あ る い は培養 9 日目 に

10 0 0 0 uノm l 濃度の rI し2 を培 養 液 に 加 え る こ と に

よ っ て誘導さ れ る作働細胞 くeff e c t o r c e11 sl の 細胞 傷

害活性 に て 調 べ た ．

2 ． 腫瘍細胞 に 対 す る C T L の 誘導

健常人 ま た は 胃癌
，
大腸癌患者 か ら 得 ら れ た P B L

を反応細胞 と し
，
手術時 に 得ら れ た新鮮腫瘍細胞 ま た

は培養継代胃癌細胞 G C O 2 2 5 8 8 を抗 原刺激 細胞 と し

て r工し2 の 存在 下で混合 培養 を行 っ た ． 抗原刺激細胞

と し て 用 い た 腫 瘍 細 胞 く6 へ 1 2 x l O
6

c ell sI は M M C

l O O JL gl m l 含 む 1 0 ％F C S 加 R P M I －1 64 0 培地 中で

1 旬 2 x l Oソm l の 細胞 数に 浮遊 させ
，
3 7

0

C
，
6 0 分間処理

し H a n k s 液で 3 回 洗浄 した ． 次 い で こ の 抗原刺激細

胞に健常人 ま た は担癌患者 の P B L を反応細胞 と し て

SI R r a ti o l1 1 0 で 混合 し ， さ ら に rI し2 を 10 0 0 ul m l

濃度で 添カロし た ． 培糞 は37
0

C
，

7 ％C O 2 下 で 静置培 養

し
， 生細胞数お よ び細 胞傷 害活性 を経 時 的 に 測 定 し

た ．

なお 培養継代胃癌細 胞 G C O 2 2 58 8
，
G C l O 1 4 8 8 お よ

び G C 12 1 2 8 8 は高知 医科大学
， 免疫学教室 ， 藤本重 義

教授の 御厚意に よ り供 与 を受 け た ．

I王I
． 細胞傷害活 性 の 測 定

ナチ ュ ラ ル キ ラ ー くn a t u r al kill e r c e ll s
，
N K J 活性 は

E ．5 62 く継 代培 養 し た ヒ ト赤白 血 病細 胞 由来 の 細胞

衡 を標的細 胞 くt a r g et c ell sI と し て
，

L A K 活 性 は

D a u d iくヒ ト バ ー

キ ッ ト リ ン パ 腫 由来の 細 胞 閑 を標的

細胞と して
，

また C T L 活性 は抗原刺激細胞 に 用 い た

腫瘍細胞 ま た は リ ン パ 球 を標 的細 胞 と し て 4 時 間
51
C r 遊離試験く4h r s p e cifi c

5
tI r r el e a s e a s s a yンに て 測

定した ． リ ン パ 球 を標 的細胞 と す る場合 は植物凝集素
フィ ト へ マ グル チ ニ ン くp h y t o h e m a g gl u t in i n

，
P H A J を

添加培養 し芽球化 させ た ．

ま ず ， 刺激培養 し た リ ン パ 球 を 2 x l O ソm l に 調整

し
，
9 6 穴 U 底 マ イ ク ロ プ レ ー トくF al c o nJ に 1 0 0 ノバ ず

つ 分注 し作働細胞と した ． そ し て 5 x l O
5
c ell sノm l に 調

整 し た K －5 6 2
，
D a u d i

， 腫瘍細胞 お よ び芽球化 リ ン パ 球

の 浮 遊 液 に 1 0 0 J L l の N a 2 C r O ．
，
2 m ciノm l くN e w

E n gl a n d N u cl e a r
，
B o st o n

，
M a s s a ch u s ett s

，
U ．S ． A ．1 を

加 え ， 3 7
0

C ， 5 ％C O 2 下 で 1 時間反応さ せ た ． 次 い で

3 回 H a n k s 液 で 洗浄 し た 後 1 0 ％F C S 加 R P M I －

1 6 4 0 培地 に 浮遊 さ せ 1 x l O
5

c ell sノm l の 細胞数 に 調整

後
，

そ の 10 0 メイ 1 を 各作働細胞に 加 えた ． こ の 条件 で作

働 細胞 対 標 的細 胞 比 くeff e c t o rJ t a r g e t r a ti o
，
E I T

r a ti ol は20 J
1
1 と な る ． 各 プ レ

ー

ト を37
O

C
，

5 ％C O 2 下

で 4 時間反 応後
， 各穴の上 清100 ル1 を採取 し上 清中に

放 出 さ れ た
5
でr 量 を オ ー ト ウ エ ル ガ ン マ

ー

カ ウ ン

タ ー A R C 5 0 1 くア ロ カ
． 束 刹 を用 い て 測定 し

， 下記の

計算式 に も と づ い て N K 活性値 ，
L A K 活性値 お よ び

C T L 活性値 を算 出し た ．

細胞傷 害括性 く％ cy t o t o x i c a c ti vi tyJ ニ

S

C r 実測値－
51

C r 自然放 出量
5
t r 最大放出量－

51

C r 自然放出量
X lO O く％1

SI

C r 最大放 出量 は
5
tI r 標識標的細胞 に は 1 旬 2 ％ト リ

ト ン X l O O く和光 ， 大愕釘 を1 00 ノ上1 加 え溶解 させ た後の

上 清中の
5

C r 量 で 示 した ． 標 的細胞か ら の
51
C r 自然

放出量 は ， 1 0 ％F C S 加 R P M I －1 6 4 0 培地 を1 0 0 J J l 加 え

37
0

C
，

5 ％C O 2 下 で 4 時間培 養させ た後の 上 清中の 値

で ある ．

I V ． 作働細胞 の 細胞表面 抗原 の 解析

ヒ トリ ン パ 球 に 対す る各種 モ ノ ク ロ ー ナル 抗体 を 用

い た リ ン パ 球亜 分画の 検討 を行 っ た ．
ヘ パ リ ン加全血

5 0 JL l に リ ン 酸緩 衝生理 食塩 水 くp h o s ph a t e b uf f e r e d

S ali n e
，

P B SJ で 希 釈 し た 螢 光 色 素 tfl u o r e s c ei n

i s o thi o c y a n a t e
， FI T Cン標 識 モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗体 5 0

月1 を加 え混和後 ， 水中 で30 分反 応さ せ た ． 次 い で 反

応液 に 赤血 球溶 解用 試薬 く1y si n g r e a g e n t
， 和 光l を

1 m l 添加 し
．

1 5 分 間室温 で 反応さ せ た ． 赤血 球 の 溶血

を目視 に て 確 認後 ，
レ

ー ザ ー フ ロ
ー

サイ ト メ ー タ ー

F C M －1 く日本 分光
， 東京ナを用 い て

， 螢光細胞数 を測定

した ． 螢光色 素標識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 は ，
ヒ ト白血

球表 面抗 原分類 くcl u s t e r of diff e r e n ti a ti o n
， C D l の

C D 3 抗原 く末梢血 丁細胞の マ
ー

カ ー I を認識 す る モ ノ

ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 O K T 3
， C D 4 抗原 くヘ ル パ ー ノイ ン

デ ュ
ー

サ
ー

T 細胞の マ
ー カ ー

1 を認識す る モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 O K T 4
，
C D 8 抗 原 け プ レ ッ サ

ー

l サ イ ト トキ

シ ッ ク T 細胞の マ ー カ ー 1 を認識す る モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 O K T 8 くO rt h o D i a g n o sti c S y s t e m
， R a rit a n

，
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N e w J e r s e y ，
U ．S ．

A ．1 を用 い た ． ま た C D 8 抗 原陽性 細

胞 に 対す る 二重染色解析 を行う た め C D l l b 抗原 を認

識す る モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 M o I くC o u lt e r
，
H i al e a h

，

F l o rid a
，
U ．S

．
A ．1 を用 い た ．

V
． 測定値の 有意差検 定

以 上 の 実験 群 の 値 は 平 均値 士 標 準 偏 差 くm e a n 士

S ．D ．ナ を も っ て示 した ． 同 一 症例 に お け る 2 群 間 の 平

均値 の 有意差検定 に は
， 対応 の ある標本 の t 検定 を用

い
，

また他群 間の 有意差検定 に は
，

等分散 の F 検定 を

行い
，
必 要に応 じて W el c h の補 正 を行 っ たあ と ， 対応

の な い 場合の t 検定 を行 い
， 危険 率 5 ％以下 を有意差

あり と判定 した ．

％C y t o t o xiく3it Y

F ig ． 1 ． T h e c y t o t o x i c a c ti v it y o f I V S e ff e c t o r

c ell s a ft e r l l d a y c u lt u r e ． P B L s f r o m 8

m a l e s a n d 2 f e m al e s o f h e al th y a d ul t s w e r e

c ult u r e d w ith o n e t e n th n u m b e r o f G C O 22 5 88

t u m o r c e11 s i n th e p r e s e n c e o f l OO O ul m l o f

rI L ．2 ．
T u m o r c ell s w e r e p r e t r e a t ed w ith l O O

JL gl m l M M C
，

3 7
9

C ，
1h r ． T h e c y t o t o x i c

a c ti v iti e s a g ai n st G C O 2 2 5 8 8
，
K － 5 6 2

，
D a u di

，
G C

l O 1 4 8 8 a n d G C 1 21 28 8 w e r e t e s t e d b y u si n g

s p e cifi c
51
C r r el e a s e a s s a y f o r 4 h r s a t E I T

r a ti o of 2 0J l ． E a c h d a t a s h o w s m e a n 士S ．
D

． ．

成 績

工 ． 株化腫瘍細胞 に 対 す る C T L 誘導

男性 8 名
，
女性 2 名 の 健常人 の P B L を用 い て 培養

胃癌細胞 G C O 2 2 5 8 8 に 対 す る C T L 誘 導に 際 して
， 現

在報 告さ れ て い る方 法に 従い 11 日 間の I V S を試みた ．

誘導さ れ た リ ン パ 球 の G C O 2 2 5 8 8 に 対 す る 細胞傷害

活性は 培養11 日後に 23 ． 5 士1 7 ． 1 ％で あ っ た ． し か し同

時 に 測定 した K 巧62 に 対 す る 細 胞傷 害活 性 くN K 活

性1 は60 ． 1 士2 2 ． 9 ％ D a u di に 対 す る 細胞 傷害 活性

くL A K 活性1 は29 ． 7 士14 ． 0 ％ を示 した ． 従 っ て
，

こ の

11 日間 の培養 で は腫瘍細胞傷害活性 ばか りで はな く
，

N K 活性 ，
L A K 活性 も 強く誘導 され て い る こ と が 明

の

こ

む

0

冨
山

N
N

ロ

U
U

扇
に

福

富

古
畑

U

ヌ
0

ぢ
E
U

訳

0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 1 0 0

％ C Y t O t O Xi c it Y a g 8 h 1 9 t D 8 U di c e ll 8

Fi g ．
2

． T h e c h a r a c t e ri z a ti o n o f th e c y t o t o x i c

l ym ph o c yt e s sti m u l a t e d w it h all o g e n i c h u m a n

g a st ri c c a n c e r c e11 1i n e
，

G C O 2 2 5 8 8 ． T h e

C yt O t O X i cit y a g ai n st G C O 2 2 5 8 8 c ell s c o r r el a t ed

Si n g n ifi c a n tl y w i th th a t o b s e r v e d w i th D a u di

C e11 s くr
こ 0 ．7 6 9

， p く0 ．0 51 ．

T a bl e l ， C o r r el a ti o n b e t w e e n c y t o t o xi c a c ti v iti e s o f l l d a y rv S e 鮎 ct o r c ell s

fr o m P B L s fr o m 8 m a l e s a n d 2 fb m a l e s h e al th y a d u l t s a g ai n s t K － 5 6 2
，

D a u di an d G C O 2 2 5 8 8 c ell s

T a rg e t c e n s E霊慧
R e

苧器
io n

t v al u e p v al u e

E － 5 6 2 a n d D a n di O ．4 1 9 Y ニ 3 5 ．0 3 ＋0 ．9 8 3 X l ． 13 7 N S

E － 5 6 2 a n d G C O 2 2 5 8 8 0 ．4 2 1 Y ニ 7 ．7 6 ＋0 ．2 6 2 X l ． 1 3 0 N S

D a u di a n d G C O 2 2 5 8 8 0 ．7 6 9 Y ニ 0 ．5 7 7 ＋0 ．9 2 9 X 2 ．9 4 7 p く0 ．0 5

T h e c yt o t o x i c a cti vi ti e s w e r e d et e r m i n e d a t l l d a y c ul t u r e ． T h e c yt ot o xi c

a cti v it y o f l y m p h o c y t e s s ti m u l a t e d w it h G C O 2 2 5 8 8 c e11 s c o r r e l a t e d

Sig 皿脆c a n tl y w it h th e c y t o t o x i c a cti v it y o f I ． A K くD a u diJ くr こ 0 ．7 6 9 ， P く0 ． 0 5l ．

W hil e t h e c yt ot o xi c a cti v it y a g ai n st G C O 2 2 5 8 8 c ell s w a s n o t r el a t e d t o N K

くE － 5 6 2I a cti vi t yl An d N K a cti v ity w a s n o t a l s o r el a t e d t o t h a t o f L A K



特異的細胞傷害性丁 細胞 の 誘 導

ら か に な っ た く図1 J ． L A K 活性と G C O 2 2 5 8 8 細胞傷

害癌性の相関関係 を調 べ た と こ ろ
， 相 関係数0 － 7 6 9 の

有意くp く0 － 0 引 な正 の相関 を示 したく図2 1 ． L A K 活性

と N K 活 性 は 相 関 係 数0 ． 4 1 9
，

N K 活 性 と G C

O2 2 5 8 8 細胞傷 害活性 は 相関係数0 ． 4 2 1 で それ ぞ れ有 意

な相関関係 は認 めな か っ た く表 1 1 ，

工工 ． 非自 己 ヒ トリ ン パ 球に 対 す る C T L 誘導

C T L 誘 導の モ デ ル と して M L C に て非自 己 ヒ ト リ

ン パ 球に 対 す る C T L の 誘導 を行い 至 適培養条件を検

討した ．
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1 ． rI し2 の 添加条件

ま ず予 備実験と し て r工し2 の添加条件 に つ い て検討

し た ． 健常人 5 名の P B L を反応細胞 に 用 い M L C に

て非自己 ヒ ト リ ン パ 球 に 対 す る C T L 誘 導 を 行 う 際

に
，
培養開始 日 に r王L －2 を 10 ul m l

，
1 0 0 u J

I

m l
，
1 00 0 u l

m l お よ び 10 0 0 0 uノm l 濃度の 添加 した群 を作製 し
， 各

rl し2 濃度の 培養で 誘 導され る作働細胞の 細胞傷 害活

性 を比較 した ． また培 養開始 日
，
培養3 日目 ， 培養 6

日目 また は培 養 9 日目 に そ れ ぞれ 1 0 00 uノm l 濃度 の

rl し2 を添加 し た群 を作製し ， 誘導さ れ る作働細 胞 の

T a b l e 2 ． T h e d e t e r m i n a ti o n o f th e o p ti m a l rI し2 c o n c e n t r a ti o n i n t h e i n d u c ti o n o f C T L s

a g ai n s t al l o g e n i c b l a st oi d l ym P h o c y te s

c 。n C慧孟ti 。n
T a r g e t c ell s

％ C y t o t o xi cit y i n c ul t u r e

D a y O D a y 6 D a y ll

1 0 血 1

1 0 0 山 m l

l O O O 山 m l

l O O O O uノm l

A ll o g e 山 c l y m p b 胱 y 也

D a 11 di

Al l o g e n i c l y n p h o c y t e

D a u di

A ll o g e 血 c l y m p b o cy b

D a 11 di

Al l o g e mi c ly m p h o c yt e

D a 11 di

4 ．1 士1 ．4

1 ．2 士0 ．9

4 ．1 士1 ．4

1 ．2 士0 ．9

4 ．1 士1 ．4

1 ．2 土0 ．9

4 ．1 士1 ．4

1 ．2 土0 ．9

1 9 ．4 土 8 ．6 灘

2 1 ．6 士1 2 ．2

2 3 ．7 士1 1 ．3

2 8 ．2 士1 0 ．8
ヰ

2 4 ．4 士1 1 ．1

5 3 ．4 士1 1 ．0
輌

2 5 ．2 士1 3 ．4

5 6 ．0 士1 0 ．4
輌

1 5 ．3 土 6 ．1

9 ．6 士 5 ．5

3 1 ．0 士1 8 ．4

1 4 ．3 土 7 ．4

4 4 ．3 土1 3 ．8 瑚

4 8 ．3 士 1 ．4

3 2 ． 8 土2 2 ． 5

3 6 ．9 士2 0 ．7

ホ

p く0 ．0 5
輌

p く0 ．0 1 井p く0 ．0 5

P B L s fr o m 2 皿 al e s a n d 3 fe m al e s o f h e alt h y a d u lt s w e r e c u lt u r e d w i th an e q u al n u m b e r o f

al l o g e mi c h u m an 1 y n p h o c yt e s w h i c h w e r e p r e t r e a t e d wi th 5 0 F
L g l m l M M C

，
3 7 て

，
1 h r ． T h e

v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s o f rI L － 2 w e r e t e st e d fo r th e in d u cti o n o f C T L s a s i 皿d i c at e d ． E a c h

d a t a w a s e x a mi n e d a t O
，
6 an d l l d a y s a ft e r t h e c u lt u r e a n d e a c h s h o w s m e a n 士 S ．D ． ． T h e

C y t O t O Xi c a cti vi ti e s w e r e t e st e d b y u si n g s p e ci丘c
机
C r r el e a s e a s 8 a y fb r 4 h r s a t E PI

l

r a ti o o f

2 0I l ．

ホ
p く0 ．0 5 an d

榊
p く0 ．0 1 c o m p a r e d wi t h e a c h c yt o t o xi cit y a t d a y O b y un p ai r e d t t e st ．

ギp く0 ．0 1 b y u n p ai r e d t t e st w a s s h o wn b et w e e n C T L c yt o t o xi ci ty a t d a y 6 a n d th a t a t d a y

l l ．

T abl e 3 ． T h e d et e r mi n a ti o n of th e i n o c u la tio n ti m e o f rI L －2 wi th th e C T L in d u c ti o n a g ain st al l og e nic bl a s t oid
ly m p b o c y b s

豊富慧霊芝品空言
n

T a rg et c e u 8

％ Cy tD tD Xi city i n c u ltu r e

D a y O D a y 6 D a y ll D a y 18 D a y 2 7

D a y O Al lo g e n ic ly m p h o cyt e

D a u d i

D a y 3 Al lo g e n ic l y m p h o c yt e

D a n di

D a y 6 Al lo g e n ic ly m p h o cyt e

D a u di

D a y 9 Al lo g e n ic l ym p h o cy t e

D a u di

4 ．1 士 1 ．4

1 ．2 土0 ．9

4 ．1 士 1 ．4

1 ．2 士0 ．9

4
．1 士 1 ．4

1 ．2 士0 ．9

4
．
1 土1

．
4

1 ．2 土0 ．9

2 4 ．2 士1 1 ．1

5 3 ．
4 士1 1 ．0

轟 竃
灘

2 0 ．6 士 7 ．3

4 0 ．7 士1 3 ．1
疇 ＋

1 6 ．6 士 8 ．8

7 ．0 士 2 ．5
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4 ．7 土2 ．2

11 ．1 士 5 ．8

14 ．1 士8 ．8

2 0 ．6 土7 ．9

3 5 ．9 土9 ．4

19 ．6 土9 ．2

1 7 ．5 士 7 ．2 2 5 ．9 士 15 ．5 1 1 ．9 土 4 ．6 2 ．4 士1 ．8

6 ．2 士 2 ．4 13 ．5 士 5 ．0 2 0 ．0 土 9 ．4 ホ 8 ．1 士4 ．3

轟
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p く0 －00 1 群 p く 0 一 肌

P B L s fr o m 2 m a le s an d 3 fe m al e 8 0f h e al t h y a d ul t8 W e r e C u ltu r e d wi th al l o g e n i c h u 皿 a n l ym p h o cy te s w hi c h w e r e

p r etr e a te d wi t h 5 0 FL g h n l M M C
，
3 7 て

，
1 h r ． C u lt u r e s w e r e a d d e d l O O O u l mi of r IL － 2 a t O

，
3

，
6 0 r 9 d a y s a ft e r t h e

C ul t u r e － E a q h d Btta W a S O b tai n e d a t O
，
6

，
1 1

，
1 8 aLn d 2 7 d a y s a 鮎 r th e c ul t u r e a n d e a c h s h o w s m e an 士S ． D ． ． C yto tD X ic

a ctiv iti e s a g ai n st al lo g e n ic bl a s to id l ym P h o c yt e 8 W e r e t e Ste d b y u sin g s p e ciA c
6 1
C r r e le a s e a s s a y fo r 4 h r s a t

r atio of 2 0 Il ．

轟

p く0 ．0 5
，

疇 轟

p く0 ，0 1 a n d 榊

匹 0 ．00 1 c o m p a r ed wi t h e a c h c yto t o x icity at d a y O b y un p ai r ed t t e s t ． 灘

P く0 ．01 b y un p ai r e d t te s t w a s s h o w n b et w e e n L A E c yt ot o xicity a t d a y 6 a n d th a t a t d a y ll ．
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細胞傷害活性の 推移 を検 討 した ．

rl し2 の添加濃度 に 関 して は ， 細胞傷害活性 は培 養

6 日目 に は各群 と も ほ ぼ同様な 値 を示 した が 培養11 日

目で は 100 0 uノm l で培養 した 群の み が有意 くp く 0 ． 0 51

な活性の 増大 を認め た く表 2 1 ． また
，

rI し2 の 添加 時

期 に関 して は
， 培養開始 日

， 培養 3 日目
，
培養 6 日目

に rI L － 2 を 1 0 00 u l m l 濃度で 添加 し た群 の C T L 活性

は培養後1 1 日目 ま た は18 日目 に 有意くp く0 ． 0引 な増大

を 認め たが
， 各群 間に は C T L 活性 の有意差 は認 め ら

れ な か っ た ． 培 養9 日目 に 添加 した 群で は培養期間中

有意 な C T L 活性誘 導は み られ なか っ た ．

一 方 ，
rI し2

1 0 0 0 uノm l を培養 開始 日 に 添加 した 群に 比 べ て 培 養 6

日目 に添加 した 群の L A K 活性 の 最大 値 は 有意 くp く

0 ．0 11 に 低下 し て い た く表 3ナ．

a

1 0 2 0 3 0 4 0

D 8 Y 8 i n c ult u r e

■ A II o g e n i c bl 8 9 tO i d l Y m P h o c Yt e 9 くC T い

1 D 8 u d i G d l s くL A KI

I K － 5 6 2 c ell 8 くN KI

O G C l O1 4 8 8 くっe ll 8

0

0

0

0

0

0

7

6

5

4

3

2

む
鵬

じ
仙

X

8
0

宝
じ

訳

春 p く0 ．0 5

ホ ホホ
p く 0 ．0 1

1 0 2 0 3 0 4 0

D 8 Y 8 i n c ult u r e

2 ． 培 養日数

男性 8 名
，

女性5 名の 健常人 ま た は 胃痛 患者20 名お

よ び 大腸癌患者1 1名 く男性21 名 ， 女性10 名 ， 平均 年令

50 ． 8 歳1 の P B L よ り 非 自己 ヒ ト リ ン パ 球 に 対 す る

C T L 誘導 を行う 際 に
，

r I L －2 1 0 0 0 u l m l 濃度 で 培養6

日日 に 添加培養 し
， 生細胞数お よ び 細胞傷害活性 の 経

時的変化 を検討 した ． 生細胞数 は
，
培養開始日 に 比較

8
父
月

記

号
色

邑
こ
0

択

1 0 2 0 3 0 4 0

D 8 Y 9 i n c u 圧u 帽

ホ P く0 ．0 5 輌 p く0 ．01

F i g ． 3 ． T h e ch a n g e s of i m m u n ol o gl C al p a r a m －

e t e r s w ith th e e ff e c t o r c ell s a g ai n st all o g e n i c

b l a st oi d l y m ph o c y t e s ．
P B L s f r o m 8 m al e s a n d

5 f e m al e s o f h e a lth y a d ul t s
，

a n d th e p a ti e n ts

w ith v a ri o u s st a g e s o f 20 g a st ri c c a n c e r a n d

l l c o l o ni c c a n c e r w e r e s ti m u l a t e d w ith a n

e q u al n u m b e r o f all o g e n i c h u m a n l y m ph o c y t e s

w hi ch w e r e p r e t r e a t e d w ith 5 0 JL gl m l M M C
，

3 7
0

C
，
1h r

．
A ll c u lt u r e s w e r e c a r ri e d o u t i n th e

p r e s e n c e of l O O O u l m l o f rI L－2 －
al C h a n g e s

o f ％ p r olif e r a ti o n of th e e ff e c t o r c ell s i n th e

c ul t u r e w ith rI L －2 ． E a c h d a t a sh o w s m e a n 士

S ． D ． ． bl C h a n g e s w ith th e c yt o t o x i c a cti v iti e s

o f e ff e c t o r c ell s a g a i n st all o g e ni c b l a s t oid

l y m p h o c y t e s
，
D a u di c e ll s

，
K －5 6 2 c e11 s a n d G C

l O1 4 8 8 c ell s ．
T h e c y t o t o x i c a c ti vi ti e s w e r e

e x a mi n e d w ith s p e cifi c
5 1

C r r el e a s e a s s a y f o r

4 h r s a t EノT r a ti o o f 20 1 1 ．
E a c h d a t a sh o w s

m e a n 士S ． D ．

＋

p く0 ．0 5 c o m p a r e d w ith N K

c yt o t o x i ci ty a t d a y 6 b y u n p ai r e d t t e s t ．

轟 ホ

p く0 ．0 1 c o m p a r e d w i th C T L c y t o t o x i ci ty at

d a y 6 b y u n p a i r e d t t e st ． cI C h a n g e s of th e

s u rf a c e m a r k e r s o f th e c u lt u r e d c e11 s ． E a c h

d a t a w a s o b t a i n e d a t 6
，
1 1

，
1 8

，
2 7 a n d 37 d a y s

a ft e r th e c ul t u r e a n d r e p r e s e n t s m e a n 士S －D ． ．

ホ

p く0 ．0 5 c o m p a r e d w it h ％C D 4 ＋ c ell s a t d a y O

b y u n p ai r e d t t e s t ．

事 ホ

p く0 ．0 1 c o m p a r e d

w ith ％C D 3 ＋ c e11 s b y u n p ai r e d t t e st ．



特異的細胞傷害性丁 細胞 の 誘 導 24 9

して培養 6 日目 に70 ． 0 士1 0 ． 1 ％ ， 培 養1 0 日日71 ． 8 士

5 ． 0 ％と約70 ％ に 減少 した ． し か し
，

こ の 後 次第 に 増

加 し始 め ， 培 養1 8 日 目96 ． 8 士 2 5 ． 1 ％ ， 培 養2 7 日 目

145 ．8 士3 8 ． 2 ％と 培養27 日 目迄 に 細胞 数 の 増加 が 認 め

られ た ． 以 後培養37 日目に は121 ． 2 士1 3 ． 9 ％ で 生細胞

数の 増加 は認 め ら れ な か っ た く図 3 al ． N 重く 活性 ，

L A K 活性 ，
G C l O 1 4 8 8 に 対す る各細胞傷害活性 は そ

れ ぞれ培養11 日目に 高値 を示 し以 後減少す る の に 対 し

て
，
C T L 活性は 培養 6 日目 よ り次第 に 増 加 し

， 培養

27 日目 に は33 ． 5 士 1 ． 6 ％と有意 くp く 0 ． 0 い な増 加 を認

めた く図 3bナ．

3 ． 作働細胞 の 表 面抗原 の 解析

誘導され た作働細胞 の 表面抗原 を解析す る と
，
培養

約10 日目よ り C D 3 ＋ 細胞が 有意くp く0 ． 0 引 に 増加 し
，

培養18 日目に は約9 0 ％の細胞が C D 3 ＋ の T 細胞 で 占

めら れ るよ う に な っ た ． C D 4 ＋ 細胞 は培養約10 日 目迄

に 増加 を示 し
， 培養2 7 日目 に は約60 ％ と な っ た くp く

0 ． 011 ． C D 8 ＋ 細胞 は培養10 日日頃 よ り次 第 に 増 加 し

培養27 日目に は約4 0 ％と な っ た ． C D 8 ＋1 1 b 一紙 胞 は

培養10 日日頃よ り経 時的 に 増 加 し た ． C D 8 ＋ 1 1 b ＋ 細

胞 は培養20 日 目に 約13 ％で あ っ た が
，

以 後次第に 低下

した く図 3 cI ．

4 ． 担癌患者病期 別 C T L 活性

胃癌取り扱 い 規約
101

お よ び大腸癌取 り扱い 規約
III

に

定め る組織学 的進行程度判定基準に 従 っ て ， 上記 の担

癌患者31 名の そ れ ぞ れ に つ い て病 期 くst a g el を決 め
，

各患者の 病期く病期I ll名
， 病期工1 6 名 ， 病期m 5 名 ，

病期1V また は V 9 名J と ， P B L よ り培養27 日目 に誘 導

され る C T L 活性と の 関係に つ い て 検討 した ．

正 常人 と各病 期群間の 個体 に は有意差 を認め な か っ

た ． しか し病 期押 また は V の 患者の C T L 活性 は他の

群の 患者の C T L 活性 と比 較し て 低値の 傾 向が み られ

た く図 4 ト

5 ． S L よ り誘導 した C T L 活性

男性3 名 ， 女性3 名 の胃癌患者く平均年 令37 ． 7 掛 か

ら 分 離 し た S L よ り非 自己 ヒ ト リ ン パ 球 に 対 す る

C T L を誘 導し
， 同 一 担癌患者の P B L よ り 誘 導 し た
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Fig ． 4 ． T h e c y t o t o xi c a c ti vi ti e s a g a i n s t al o g e
－

n i c b l a st oid l y m ph o c yt e s w ith th e P B L s o f

p a ti e n t s w ith v a ri o u s s t a g e s o f ei th e r 2 0

g a st ri c c a n c e r o r l l c o l o n i c c a n c e r ． P B L s

f r o m 8 m al e s a n d 5 f e m al e s o f h e a lth y a d ult s

O r th e p a ti e n t s w e r e c u lt u r ed w ith a n e q u al

n u m b e r o f all o g e n i c h u m a n ly m p h o c y t e s w h i c h

W e r e p r e t r e a t e d w i th 5 0 iL gノm l M M C
，
3 7

0

C
，

1 h r
－

．
T h e c u lt u r e s w e r e c a r ri e d o u t i n th e

p r e s e n c e of l O O O u l m l of rI L －2 ． A ft e r 2 7 d a y

C ult u r e
，

th e c y t o t o x i c a c ti v iti e s o f eff e c t o r

C ell s w e r e e x a m i n e d w ith s p e cifi c
5 1

C r r el e a s e

a s s a y f o r 4 h r s a t EノT r a ti o o f 20 J l ． E a c h

d a t a sh o w s m e a n 士 S ． D ． ．

T a b l e 4 ． T h e C T L i n d u cti o n w i t h s pl e e n l y m p h o c y t e s

a g ai n s t a 1l o g e n i c bl a st oi d l y m p h o c y t e s a ft e r 2 7 d a y s o f
M L C

R e s p o n d e r

％ C yt o t o xi cit y a g ai n s t

a ll og e n i c bl a s t oi d l ym p h o c yt e s

O n d a y 2 7 i n c u lt u r e

S p l e e n l ym P h o cy t e s

P e ri p h e r al b l o o d l y m p h o c y t e s

3 6 ．8 士1 6 ．8

3 0 ．3 士 1 6 ．5

N S

S p l e e n l y m p h o c y t e s a n d P B L s 丘o m t h e v a ri o u s s t a g e s o f

p a ti e n t s i n cl u d i n g 3 m al e s a n d 3 fb m a l e s o f t h e g a st ri c

C a n C e r W e r e C u lt u r e d w i th an e q u a l n u m b e r o f a ll o g e n i c

h u m an 1 y m p h o c yt e s w h i c h w e r e p r e t r e a t e d w it h 5 0 FL gl m l
M M C

，
3 7 てニ

，
1 h r ． Al 1 c u lt u r e s w e r e c a r ri e d o u t i n t h e

p r e s e n c e o f l O O O u J mi o f rI し2
． 2 7 d a y s a ft e r th e c ul t u r e

，
th e

C yt Ot O X i c a cti vi ti e s w e r e t e st e d b y u si n g s p e ci丘c
51
C r r el e a s e

a s s a y fb r 4 h r s a t E JT r a ti o o f 2 0I l ． E a c h d a t a s h o w s m e a n 士

S ． D ． ．
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C T L 活性 との 差異 を培 養27 日目 に つ い て 検 討 し た ．

C T L 活性 は S L
，
36 ． 8 士16 ． 8 ％ ，

P B L
，
3 0 ． 3 士 1 6 ．5 ％

で あ っ た が 両者 に 有意差は み ら れ な か っ た く表 4 ト

王11 ． 腫瘍細胞 に 対 す る C T L 誘導

前述の 至 適培養条件 の も と で
， 胃痛 患者4 名 お よ び

大腸癌患者 4 名 く男性 6 名 ，
女性 2 名 ， 平均 年令4 8 － 0

熱 か ら分離 した P B L よ り培養継代胃癌細胞 ， 手術 時

に 採取分離 し た新鮮腫瘍細胞 に 対す る C T L 誘導 を試

み た ． 培 養胃癌細胞お よ び新鮮腫 瘍細胞 に 対 して 培養

1 8 へ 2 7 日 目に 最 も高値 をと る細胞傷害括性が 誘導さ れ

た ． しか も 新鮮腫瘍細胞に 対 し て誘導 し た細胞傷害活

性 は培養胃痛細胞 に 対 して誘 導 した細胞傷害活性 よ り

も 高値 で あ っ た く図5う．

1 0 2 0 3 0 4 0

D 8 Y 9 i n c u lt u r e

Fi g ． 5 ． T h e c y t o t o x i c a c ti vit y o f I V S e ff e c t o r

C e11 s a g a i n s t th e f r e sh t u m o r c ell s a n d G C

O 2 2 5 8 8 c ell s ．
P B L s f r o m eith e r 4 g a st ri c

C a n C e r O r 4 c o l o n i c c a n c e r p a ti e n t s w e r e

Sti m ul a t e d wi th l l 1 0 0 f a u t o l o g o u s f r e sh

t u m o r c ell s w h i c h w e r e p r e t r e a t e d w ith lO O

FL g J
，
m ユ M M C

，
3 7

O

C
，
1h r ． T h e c ul t u r e s w e r e

C a r
－

ri e d o u t i n th e p r e s e n c e o f l O O O u l m l o f

rI し2
．

P B L s f r o m 2 m a l e s a n d 4 f e m al e s o f

h e a lth y a d ult s a n d th e p a ti e n t s o f v a ri o u s

St a g e S i n cl u d i n g 6 g a s tri c c a n c e r a n d 3 c o l o n i c

c a n c e r w e r e s ti m ul a t e d w ith G C O 2 2 5 88 c ell s

W h i c h w e r e p r e t r e a t e d w ith l O O JL gl m l M M C
，

3 7
O

C
，
1 h r ． A ll c u lt u r e s w e r e c a r ri e d o u t i n th e

p r e s e n c e o f l O OO u l m l of rI L r 2 ． T h e c y t o t o x i c

a c ti vi ti e s w e r e tr e a t ed b y u s l n g S p e Cifi c
5

C r

r el e a s e a s s a y f o r 4 h r s a t E I T r a ti o o f 2 01 1 ．

E a c h d a t a s h o w s m e a n 士 S ． D ． ． p く 0 ．0 5 c o m p a －

r e d w ith th e c y t o t o x i ci t y a g a i n s t f r e s h t u m o r

C ell s a t d a y 6 b y u n p a i r e d t t e s t ．

I V ．
T I L 活 性

胃癌 患者 4 名 お よ び大腸癌患者 4 名 く男性 6 名
，
女

性 2 名 ， 平均年令48 ． 0 歳I に つ き手術時 に 採取 し た標

本 よ り 分離 した T IL を rI L － 2 く1 0 0 0 u l m lJ 存 在下で 静

置培 糞 し
，
自己 腫瘍 に 対 す る細 胞傷 害活 性 くTI L 活

性1 を
．
N K 活性 ，

L A K 清性 お よ び G C l O1 4 88 細胞

傷 害活性 と比較 した ． T I L 活性 は
，
培葦11 日 目に 最も

高値 を示 し
，

こ の結果 は L A K 活性 の 場合 と ほ ぼ
一 致

した く図 6 ト
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r e s p o n s e m o d ifi e r s
，
B R M l を患者 に 直接投 与す る こ

とが 主体 で あ っ た ． B R M に よる 非特異的抗腫 瘍効 果

は生体 内の各種の 免疫監視機構
t2，

に 依存 して お り
，

日

常臨床上 ， 担癌患者が 末期あ る い は全 身状態不良の 場

合， 免疫不全状態 をき た して い る こ とが 多 く抗腫瘍 効

果が 十分期待 で きな い の が 現実 であ る ． これ らの 患者

の免疫療法 と して
，
抗腫瘍活性 を持 つ リ ン パ 球 を生体

外で大量 に 誘導 し
ほ両 刃 担癌生体 へ 戻す

，
い わ ゆ る 養 子

免疫療法が 注目 を集 めて き た ．

R o s e n b e r g ら
1 綱

は P B L を イ ン タ
ー

ロ イ キ ン 2

くi n t e rl e u k i n
－2

，
I し21 で 活性化 した L A K を療治療 に 応

用 し悪 性黒 色腫
， 腎癌 ， 大腸癌 な ど で あ る極度の 臨床

効果を認 めた と 報告 して い る ． しか し，
こ の L A K 療

法は rI し2 の 大量投与 に よ る血管透過性 の冗進 に よる

障害くc a pi11 a r y p e r m e a b ilit y l e a k s y n d r o m eJ が ある

こと
， 実効性の ある抗腰瘍効果 を得 る た め に は 大量 の

L A K 細胞 を移 入 す る必要が ある こ と
，

L A K に は 自

己腫瘍細胞 に 対 す る特異性が な い こ と
，
腫瘍局所 へ の

集積性が 悪 い こ と な どか ら その 治療 効果に は 限界が あ

る と考 えら れ た ．

L A K 療法の 効果 をさ ら に 高 め る方法 と して TI L 療

法が報告さ れ た ． Fi s h e r ら
161

は皮膚転移 を伴う 悪性黒

色腰 の 患者に
111

I n で標 識 した活性化 丁工L を静脈内に

移入 した と こ ろ
，
2 4 時間以 内に 皮膚転移 の 腫瘍局所 に

移入 丁王L が集積 し は じ め
，

そ れ は正 常皮膚 組織 に 比

べ 3 へ 4 0倍高率 で あ っ た と報 告 し た ． ま た R o s e n b e －

r g ら
1乃

は微小転移 を有す る マ ウ ス の 実験で TI L を 移

入した際 に その 抗腫瘍効果 は 末梢血 由来 の L A K と比

較して50 倍 か ら1 0 0 倍の 効果が あ っ た と 報 告 した ． こ

の よう に T王L の 腫瘍組織 へ の 集積性 と抗腫 瘍効果 に

正 の 関係が 認 め られ る こ と か ら T工L は腫瘍 抗原 で 特

異的 に 感作 さ れ て い る 可能 性 が あ り ，
こ の 活性 化

TIL 移入療法 は有効 な特異 的免疫療 法 と し て 期待 さ

れ た
18 ト 卿

一 方
，
抗腫瘍効果 の 高い 腫瘍特異性 を持 つ 感作丁細

胞を生体内お よ び生 体外の 実験系 に お い て能動的に 誘

導しよう とす る 試み が な され て き た ． 藤本
3－

，
S h u ら

S－

はマ ウ ス の 科学誘発 腫 瘍 に 対 し て特異的細胞傷害活性

を有す るT 細胞 を誘 導し た ． ま た S h a r m a
叫

は細片化

腫瘍細胞と リ ン パ 球 を混 合培養 す る こ と に よ っ て
，

S h u ら
印

お よ び C h o u ら
8，
は 放射線処 理 した腫瘍細胞

を工し2 存在下 で リ ン パ 球 と混合培養す る ，
い わ ゆ る

工VS に よ っ て腰瘍感作 丁細 胞 を 誘導 し抗腫 瘍性 の 増

強お よび T 細胞数の 増加 を報告 した ． こ の 腫瘍感作 丁

細胞 は腰 瘍 に 対 し て特 異 的細 胞 傷 害 活性 を 有 し
，

C T L と命名さ れ た ． C T L の移入 療法 は マ ウ ス の 実験

腫瘍系の 治療 に 効果的で
，

ヒ ト癌治療の 補助療法と し

ての 応用 に 大き な期待が 集め られ て い る
2 5ト 27J

C T L の ヒ トで の 臨床応用 に は担癌患者 の リ ン パ 球

を生体外の操作 で 有効な腫瘍細胞傷 害活性 を有 す る細

胞 に 誘導 し増殖 させ る
瑚 割

こ とが 不可欠で あ る が
，

ヒ

ト悪性腫 瘍 に 対 す る C T L 誘導の至 適培養条件の 検討

は未 だ 十分 に な さ れ て い な い ． そ こ で 本研 究 で は

I V S 法に よ る ヒ ト C T L 誘導に 必 要な諸条件 に つ い て

検討 した ．

現在本邦 で は
，
C T L 誘導法と し て培養腫 瘍細 胞 と

P B L に rI し2 を加 え1 へ 2 週間培養す る I V S 法が 主

に 行 わ れ て お り
， 著者も ま ずこ の 方法 に よ っ て誘導 さ

れ た活性化 丁細胞の 性状 を検討し た ． 培養継代 胃痛細

胞株 G C O 2 2 58 8 を M M C 処理 し抗原刺激細胞 と して

健常人 の P B L と混合後 ，
rI し2 を添加 して11 日間培養

を行 っ たの ち に 誘導さ れ た作働細胞 は
，
G C O 2 2 5 8 8 に

対し て細胞傷害活性を示 し たが
， 同時 に N K 活性 ，

L A K 活性 をも 示 し た ． さ ら に
．

こ の G C O 2 2 5 8 8 に 対

す る細胞傷害晴性 は L A K 活性と相関係数0 ． 7 6 9 の 有

意な正 の 相関関係 を認 め た こ と か ら
，

こ の1 1 日間 こ の

培 養 で誘 導 さ れ た 作 働 細胞 は C T L よ り は む し ろ

L A K で あ ろう と推 察さ れた ．

そ こ で
， 特異的細胞傷害活性を有す る C T L 誘導 を

確認す る た め に は L A K 活性 と C T L 溶性 を明確に 区

別 して 検討す る 必 要が あ る ． す な わ ち
， 誘 導さ れ る

C T L 活 性 と L A K 活性 を そ れ ぞ れ 区別 す る た め に

C T L で傷 害さ れ るが L A K で は傷害さ れ な い 細 胞 を

抗原刺激細胞 と す る の が 理 想的で あ る ． 本研 究 で は抗

原刺激細胞 と して 非自己 の ヒ トリ ン パ 球 を用 い た ． 何

故な ら ば抗原 刺激細胞 で あ る リ ン パ 球 を標的細胞 と し

た 場合，
L A K は正 常 リ ン パ 球 を傷害しな い の で

， 観

察さ れ る細胞傷害活性は ほ と ん どが C T L 活性 と考 え

ら れ る か ら で あ る ． 本 研究 で の 予 備実験 に お い て も

rI L－2 を添加培養 し て 得ら れ る L A K は P H A で 芽球

化 した ヒ トリ ン パ 球 に 対し細胞傷害活性を有 し な か っ

た ．

も う
一

つ の 問題点と して ， C T L を用 い た 免疫 療法

で は 治療 に 用 い る リ ン パ 球の 量 よ り質が 重 要な 要素 と

な る こ とが あ げ られ る
瑚

． っ ま り
，
C T L の 実際 の 治療

効果 く腫 瘍 マ
ー

カ
ー

の 減 少や 腫瘍 の 縮 小 は 投与 す る

リ ン パ 球数 に 比 例す る の で はな く
，

む しろ腫瘍 に 対 し

実効性の あ る特異的な C T L を誘導す る こ と が 重要で

あ る とい え る ． そ こ で本実験で は特異的細胞傷害活性

の 高 い C T L を効果的 に 誘導で き る培養諸条件に つ い

て も詳細 に 検討 した ． ま た従来報告さ れ て き た M L C

に よる C T L の 誘導で は ， 抗原 刺激細胞と 反 応細 胞の
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割合 は 1 対 1 が 最適で あ る とさ れ て い る の で
， 本研 究

に お い て も こ れ に 準 じた ．

ま ず r工し2 の 添加時期お よ び 至 過渡度に 関 し て検討

し た 結果
，

rI し2 の 添加 濃度 は 1 00 0 uノm l が 最適 で

あ っ た ． 添加時期 は
，

r ル 2 を培養 開始 日 ， 培養 3 日

目 ， 培養6 日 目の い ずれ の 場合 に 添加 し て も誘導さ れ

る C T L 活性 に は有意善が認 め ら れ な か っ た ． ま た培

養 6 日目 に r工し2 を添加 し た場合で は
， 同時 に 測定さ

れ た L A K 活性が 極め て 低値で あ っ た ． 従 っ て ， 培養

6 日目 に rI し2 を添加す る培養方法が 最適と 考 えら れ

た ．

上 記の r工し2 の 添加条件に て特異 的細胞傷害活性の

高い C T L を 誘導す る の に 要 す る培 養期 間 の 検 討 を

行 っ た ． 同 一 個体の 健常人 の P B L を抗原刺激細胞 と

し
，
他個体の 健常人 ， 担癌患者 の P B L を反応細胞 と

し て C T L 誘 導を試み た結果
，

リ ン パ 球 の 生細胞数 は

培 養6 日目に は70 ％ に ま で減少 し た が
，

こ の 後次第に

増加が 認 めら れ培養27 日目 に は150 ％ に 増 加 し た ．
つ

ま り
，
培養開始初 期で は C T L 反 応細 胞が 抗原感 作

くp ri m a r y s e n siti z a ti o nJ され て い る期間で あり 細胞増

殖 は優位 で は なく ， 抗原感作に 続 い て C T L の 増殖 反

応が 生 じ C T L 活性が 増加 して く る と推察 され た ． 培

養リ ン パ 球の N E 活性 ， L A K 活性 は培養11 日目 に 最

も 高値 を示 し続 い て 経時 的 に 減 弱 す る の に 対 し て
，

C T L 活性 は1 1 日目以 降か ら増加 を示 し培養27 日 目 に

は有意 くp く0 ． 0 1うな細胞傷害活性が 認め ら れ た ． 以 上

の結果よ り N K 活性，
L A K 活性と C T L 活性 の 誘導

され る 時期に 明 らか な差異 があ り ， 効果的な C T L 誘

導に は N K 活性
，
L A K 活性 が 極 め て 低 値 を 示 し

C T L 活性が 高値 を示 す2 5 日
へ 3 0 日 間の 培 養 が 最適 で

あ る と い える ．

次に
，

こ こ で の M L C に よ っ て 誘導さ れ た細 胞の 表

面抗原 を解析 しリ ン パ 球亜 群 を検討 した と こ ろ
， 培養

開始初 期で は C D3 ＋ の T 細胞 が 優 位 で あ り ． 特 に

C D 4 ＋ の ヘ ル パ ー T 細胞が 有意くp く0 ． 0別 に 増加 して

い た ． C D 8 十 の サ プ レ ツ サ ー ノサ イ ト ト キ シ ッ ク T 細

胞は 培養後経時的 に 増加 し
， 特に C D 8 十1 1 b －の サイ ト

ト キ シ ッ ク T 細胞 は培養10 日日頃 よ り経時的に 増加 し

た ． こ の 成績 よ り培養開始初期 に は ヘ ル パ ー T 細胞 が

増加 し ， 以後 は ヘ ル パ ー T 細胞 の 作用 で C T L 活性 を

有す る サイ ト トキ シ ッ ク T 細胞 が誘 導され て き た も の

と推察さ れ た ． 抗腫瘍免疫 応答 の 成立 に 関 して は ヘ ル

パ ー

T 細胞 が 自己主 要組織 適合 抗原 くm aj o r h i st o c o －

m p a tib ilit y c o m pl e x
，
M H Cl と腫瘍抗原 を認識 し活性

化 叫
さ れ ， 種 々 の サ イ ト カ イ ン が 産 生 さ れ

，
C T L

，

N K ，
マ イ ク ロ フ ァ

ー ジな どの 活性化 が生 じ腫瘍細 胞

を破壊す ると 想定さ れ ， 著者の 成績 に も
ー

致 す る もの

で あ っ た ．

次 に
， 非自 己 リ ン パ 球 に 対す る C T L 誘 導と同様な

機構 で腫瘍細胞 に 対 す る C T L 誘導可能 と想定し
， 本

研究 で得 ら れ た 至適培養条件の も とで 手術時 に 採取分

離し た新鮮腫 瘍細胞
，
培 養継代腫瘍細胞株 に 対 して実

効力の あ る C T L の 誘 導 を試 み た ． 誘導さ れ た作働細

胞 は2 7 日 間の 培 養 で抗原 と して 用 い た刺激細胞 に 対し

て 有効な 細胞傷 害活 性を 示 したが
，
新鮮腫瘍細胞 を刺

激細 胞と した 場合 ，
よ り 有効 な細 胞傷 害活 性 を持 つ

C T L が 誘導さ れ た ． こ の 培養2 7 日目 に 誘 導さ れ た作

働細胞の N E
．，

L A K 活性 は低値を 示 し
，
また 他の 培養

胃癌細胞 に 対す る傷害活性も 低値 で あ っ た の で
， 本研

究 に お い て観察 され た腫 瘍細胞傷 害活性 は C T L 活性

その も の か
，

C T L 活性 に 極 めて 類似 し た も の で あ る

と考 え ら れ た ． ま た C T L 誘導 に あた っ て は
， 培養継

代胃癌細胞株 を刺激細胞 と し て用 い た場合 ， 表面抗原

性 ， 特 に M H C 抗原の 継代 的変化で 反応細胞 の腰瘍細

胞認識 は 正常 と 異な る と推定 され
，
刺激細胞 と して は

表面抗 原性 の 変化が比 較 的少 な い 新鮮 な腫瘍細胞が最

適で あ る 事は 当然と 予想 さ れ る ． 事実 ， 培養胃癌細胞

表面の ク ラ ス 工 抗原 を分析し た結果 ， 今 回用 い た G C

O 2 2 5 8 8 細胞 の ク ラ ス 工抗原 は ほ と ん ど発現 さ れ て い

なか っ た ．

担痛患者の 病期別の C T L 誘導能の 差異 を検討する

と
， 病期II ト V な どの 担癌患者の P B L か ら も細胞傷

害活性 に は個々 の 遠 い は認め られ る が C T L 誘導が可

能 で あ っ た ． ま た S L を 材料 と し て誘導 さ れ た C T L

活性 を 同個体 の P B L の 場合 と比較 した 結果，
い ずれ

の 場合 に も有効 な C T L は誘導可能 で あ り
，
両者の 活

性 に は有 意差 が認 め られ な か っ た ． 従 っ て 手術時に肺

臓 を摘 出で き れ ば牌臓 よ り大量 の リ ン パ 球が 分離可能

で あ り
，
P B L を材料と した 場合と 同等 の 活 性が 期待

で き る の で 術後 の 義 子 免疫療法 を行う 際 に 有力な リ ン

パ 球供給 源と な り う る こ と を 示唆 し た ．

T工L の 自家腫瘍 に 対す る活性 も r工し2 添 加培養 に

よ っ て 誘導 で き た が
．

こ の 活性化 T I L は 同時に N K
，

L A 王く 活性 を も有 し た ， ま た 自家腫瘍 に 対 す る 活性は

L A K 活性と ほ ぼ同値で あ っ た 結果か ら， 誘 導さ れ た

作働細胞 は T I L－L A K と推察さ れ た ． 従 っ て 本研究に

お い て は T工L を r工し2 で 単独刺激 し特異的細胞傷害

活性 を持 つ C T L を誘導す る こ と は で き な か っ た ■

今 回 C T L の 臨床 へ の 応用 を目 的と し実効力の 認め

ら れ る C T L 誘導の 培養条件 に つ き 主に 作働細胞の 細

胞傷 害活性 の 面か ら検討 し た が ， 今後 ま だ多く の 未解

決 の 問題 点が 残さ れ て い る ． 作働細胞 の リ ン パ 球 を亜



特異 的細胞傷害性丁稚胞の 誘導

群の 詳細 な分析 ， 抗原特異性 の 問題 ， 種 々 の サイ トカ

イ ン と の 関係 ， 作働細胞の 大量培養法 の 確立 ， また 刺

激細胞 で ある 自己 腫瘍 細胞 の 十分 な 量 の 入 手 ，
C T L

反復投与 に 不可欠な 腫瘍細胞 の 長期間 の維持の 方法な

どが解決 され ね ば な らな い
0

し か し本研究 に 示 した 如

く ，
自家癌 に 対 し有効な細胞傷害活 性 を 有す る C T L

の 誘導が 可能と 考 え られ
，
C T L 療法 の 臨床 応用 は癌

に対す る有望な 治 療法 の
一 つ と し て 大 き く 期待 さ れ

る ．

結 論

胃 癌， 大腸 癌患 者 に 対 す る 術 後 補 助 療 法 と し て

C T L の臨床応用 を 目的に
， 担癌患者 の 末梢 血リ ン パ

球を は じ め と す る 各 種 リ ン パ 球 か ら 工V S に よ り

C T L を誘導 す る培養実験 を行い
，
以下 の 結論 を得た ．

1 ． 健常人 末梢血 リ ン パ 球 か ら11 日 間の 工V S で 得

られ た作働細胞 は 抗原刺激細胞 と し た培養腫瘍細胞 に

対 し て 細 胞傷 害活 性 を 示 し た が
， 同 時 に K － 56 2

，

D a u d i に 対 して も細胞傷 害活性 を示 し た ． 従 っ て 1 1 日

間の 培養で 誘導さ れ た作働細胞 は C T L とい う よ り は

むしろ L A K で あ る可能性が 示 唆さ れ た ．

2 ． N K
，
L A K 活性 と C T L 活性 を 区別 す る た め

，

L A E で は傷害さ れ な い 非自 己 ヒ ト リ ン パ 球 を抗 原 刺

激細胞 に 用い
， 健常人 ま た は担癌患者の 末梢血リ ン パ

球を反応細胞 と して C T L を誘導す る際の 培養条件 に

つ き検討 した ． そ の 結果
，

r王L － 2 を 1 0 0 0 uノm l の 濃度 で

培養6 日目に 添加 し25 日 へ 3 0 日間の 培養を行う方法が最

も効果的で あっ た ．

3 ， 前述の 至 適培養条件の も と で健 常人
， 担癌 患者

の末棉血 リ ン パ 球か ら腫瘍細胞 に 対す る C T L 誘 導を

試み たと こ ろ ，
2 7 日 間の 培養 で 誘導さ れ た作働細胞 は

抗原刺激細胞 と し た自家腰 癌細胞に 対 して 有意な傷 害

活性を示 す が
，
N K

，
L A K 活性 は低値 を と るC T L に 極

めて類似の T 細胞が 誘 導され た ．

4 ． 非自己 ヒ ト ン バ 球 に 対 して誘 導さ れ た作働細胞

の 表 面抗 原の 解 析 に よ り
，
C T L 活 性 を 有 す る の は

C D 8 ＋ のサ イ ト トキ シ ッ ク T 細胞 で あ る こ とが 推察 さ

れた ．

5 一 病期工1 ト V の 担癌患者の 末輸 血 か ら も細胞傷害

活性に 差は あ る も の の
，
C T L を 誘導す る こ と は 可能

であっ た ．

6 ． 脾臓 リ ン パ 球 か ら も有効 な C T L が誘 導可能

であり
， 有効 な リ ン パ 球源と な り う る こ と が 示唆 され

た ．

7 ． T工L に r王し2 を添加培 養す る こ と で自家腰 瘍 に

対す る L A K 活性 も誘 導で き たが
，
自家腫瘍特異的細
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胞傷害活性は 確認で き な か っ た ．
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