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2 2 0 金沢大学十全医学会雑誌 第96 号 第 1 号 220 －23 0 く19 8 7う

胃痛患者末梢血単球 の抗腫瘍活性 に関する検討

金沢大学 がん 研究所外科講座 く主任 こ 磨伊正 義教授I

上 野 雅 資

く昭和6 2 年 1 月2 3 日受付ン

胃癌患者に お け る末輸血 リ ン パ 球 くp e ri p h e r al bl o o d l y m p h o c y t e ， P B u の 抗腫瘍効果 に 関 して ，

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 に よる リ ン パ 球亜 分画の 同定 お よ び n a t u r al k ill e r くN K ト活性 に つ い て， 癌の 組織学

的進行度に よ る変動 を検討す る と と も に ， r e C O m b i n a n t i n t e rl e u k i n 2 くrI L
－ 21 刺激に よ る N K 活性増強作

用 お よ び O K －4 3 2 刺激に よ るi n t e rl e u k i n 2 く工L－21 産生能を測定 し， O K
－4 3 2 の 効果発現 に 対す るI L －2 を用

い た検討 を行っ た ．
P B L の 亜 分画 に つ い て は ，

O K T 3 陽性細胞 く末梢血 丁 細胞う， O K T 4 陽性細胞 ト ル

パ ー l イ ン デ ュ ー サ
ー

T 細胞l の 減少が王V 期 に お い て 認 め られ た が ， T 4ノT 8 比 ， L e u 7 陽性細胞 くN K 細胞l

は
，
各進行期間に 有意差 は な か っ た ．

N K 活性 に つ い て も ， 各進 行期間に 有意羞は認 めな か っ た ． P B L は
，

rI L －2 1 0 U l m l 存在下で ， 1 日 間培養後に N K 活性の 最高値 を示 し， II 8 zIII 期 に お い て有意の 増強 を示 し

た． O E － 4 3 2 刺激 に よ る ル 2 塵生能は， 各進行期間に 有意差は認 め られ な か っ たが ， 胃痛患者お よ び健康

成人 に おい て も幅広い 分布 を示 し， 個体差 が著明 で あ っ た ．
ま た

，
こ の 反応 と

， 従来 O K －4 3 2 の 投与指標と

して 用 い られ て きた S u －

p Ol y s a c c h a ri d e くS u
－P S l 皮内反応 と の 相関 は認 めら れ な か っ た ． 以 上 の 成績よ

り， 胃癌患者で は ， 進行 した病期 に お い て も P B L の 細胞性免疫能 は比 較的保たれ てお り，I L －2 に よ る P B L

の賦括化が可能と考 えられ るが ， O K －4 3 2 の 全身投与 に よ る 工し2 を介 す る抗腰 瘍効果 を期待す る な ら ば，

i n vi t r o で の O K － 43 2 刺激に よ る1 し2 産生能の個体差 を考慮 す る必 要が あ る こ とが 示 唆され た．

K e y w o r d s 胃癌， N K 活性， イ ン タ
ー ロ イ キ ン 2 0 K －4 32

近年， 胃癌の 手簡成績 は向上 し， そ の理 由と して 胃

診断学の進歩に よ る早期例の増加 に 負う 処が 大き い ．

しか し， 進行癌 の根治手術例で あ っ て も， 一 定期間後

に 再発を来す症例が後 を絶た ない こ と を み ても わ か る

よ う に
， 可視範囲 を越 え た遺残微少転移 くr e sid u a l

m i c r o m e t a s t a si sl の 存在 を常 に 考慮す る必 要が あ る．

こ の ため， 多く の施設 で術後 の 補助化学療法が お こ な

わ れ てい い るが
， 満足す べ き 成績 は得 られ て い な い

り
．

そ の反省と して ．
こ れ まで の 化学療法は癌細胞 を攻

撃す る事の み に 目を 向けて き た傾向 に あ る が， 抗癌剤

投与 と宿主の免疫応答に は種 々 の 関わ り合 い が み ら

れ ， 効率の 良い 化学療法の た め に は， 宿主 の 免疫能の

改善を目的と した 治療 が求 め ら れ た
2 卜引

．
こ の 免疫増

強 を目的 とす る試み は， 従来 ， 肝癌 の免疫療法迅の カ テ

ゴ リ
ー に 分類 され て き たが ， 近 年， 米国 を中心 と して ，

A b b r e v ia ti o n s こ B R M
，
bi ol o gi c al r e s p o n s e

l e u k in 2 三 L A K ， 1y m p h o ki n e a c tiv a t e d k ille r

l y m p h o cy t e 三 P B S ， p h o s p h a t e b uff e r s ali n e 三

p oly s a c c h a rid e ．

こ れ らを bi ol o gi c al r e s p o n s e m o difi e r s くB R M l と

し て
一 括 し， い た ずら に 臨床効果 を求め る よ りも， 作

用機序 に 重点を お い た基礎的研究が 重視 さ れる よ う に

な っ て き た
6 ト 81

． 特 に T 細胞 の 増殖． 活性 因子 と して知

ら れ るi n t e rl e u k i n 2 くI し21 は， T a n i g u c hi
91
ら に よ っ

て遺伝子 の 全塩基配列が決定さ れ， 大腸菌を用 い た遺

伝 子組 み 換 え に よ る r e c o m b i n a n t i n t e rl e u k i n 2

くrI し2うが 大量 に 産生可能に な っ て以 来， 種 々 の 抗腫瘍

免疫 反応 に 介在す る
1 0 卜 1 41 こ と な ど物理 ． 生物学的性質

が明ら か に な っ てお り ， 従 っ て ， こ の 工し2 を中心 とし

た解析を行 う こ と に よ り， 現 在臨床的 に 広く 用 い られ

て い る O K －4 3 2 な どの 免疫療法の 効果発現機序 を明 ら

か に す る こ と が可能と考え ら れ る．

そ こ で ， 本研究 では ， 胃癌患者末梢血 リ ン パ 球を用

い
， 第

一

に
，
無感作状態で の 免疫能と して ， リ ン パ 球

m o difi r e s 三 F C S ， f et a l c alf s e r u m 三工L
－2
，
i n t e r 一

三 N K ， n a t u r al k ill e r 三 P B L ， p e rip h e r al bl o o d

rI L －2
，
r e C O m bi n a n t i n t e rle u k i n 2 ニS u

－ P S
，
S u －



胃癌患者末棺血串球の 抗腫瘍活性に 関する 検討

亜分画お よ び N K 活性 の 癌進行程度 に よ る 変化 を検

討し， つ い で ， B R M に 対す る反 応性と し て， i n v it r o

で の r工L －2 に よ る細胞障害活性の 増強効果 お よ び 0王く．

43 2 刺激に よ る工し2 産 生誘導能な ど を測定 し
，
これ ら

の 胃癌進行程度 に よ る変動を中心に 検討 を行 っ た．

対象お よ び方法

工 ． 対 象

1 98 4 年10 月 よ り 198 5 年 12 月 ま で の 期間 に ， 金沢

大 学が ん研究所付属病院外科 に お い て
，
胃切除術 を施

行し ，組織学的検索 をお こ な っ た 胃癌患者 32 名 を対象

とし て， こ れ ら の 術前の 末棉血 リ ン パ 球 を用 い た． 年

令は 32 へ 7 8 歳 く平均－58 ． 2 歳I ， 性別 は男性24 名， 女

性8 名 であ っ た ． 病理 組織学的分類 で は， 管状腺癌20

名， 低分 化腺癌 11 私 印鑑細胞癌 1 名で あ っ た ． 病期

分額は， 胃癌取り扱 い 規約1 5I に 従 っ た
． 対照 と して， 健

康成人 10 名 く男 性 8 名， 女 性2 名， 平均年令 52 ． 3 歳1

の 末梢血リ ン パ 球に つ い て検討 した ．

胃癌各病期の 症例 お よ び対照と した健康成人 の 生物

学的背景 く表 1 J は
， 年令に 有意差は な く， 男女比 は

，

H 良川 期 を除 い て ほ ぼ 同率で あ っ た ． また ，
一 般 に栄養

学的指標 と して 用 い られ る て い る 血 清ア ル ブ ミ ン お よ

び末術血 リ ン パ球数 は， 対照 お よ び 胃癌各病期間に 有

意差は認 め られ な か っ た
．
なお

， 今 回対象 と したIV 期

患者は， 比 較的 一 般状態の良 い 手術 可能例 で ， 低栄養

状態の い わ ゆる 末期の 症例 は含ま れ て い な い ．

町 リ ン パ球 の 分 離と調整

ヘ パ リ ン 加末棉血 を 20 m l 採取 し， F i c o11 － H y p a q u e

比重 遠心 法に よ り分離し た． す なわ ち
， 術前に 採取 し

た ヘ パ リ ン加 末梢血 を
，
0 ． 1 M リ ン 酸綬衝生理食塩水

くp H 7 ■4 H ph o s p h a t e b u ff e r ed s a li n e ， P B S l に て約

2 倍 に 稀 釈 後， Fi c oll－H y p a q u e 液 く比 重 1 ． 0 7 7 1

くL y m p h o p r e pI くN y e g a a rd ， O sl o ， N o r w a yl 上 に 静

に 重 層 し， 4 0 0 x g ， 室温で ， 2 0 分間遠 心 し た． 遠心後，

その 中間層 を ピ ペ ッ ll に て 採取 し， ア ン ピ シ リ ン 60

JL gノm l ， カ ナ マ イ シ ン 60 F L gl m l を加 え た R P M I －1 6 4 0

22 1

くGi b c o ， G r a n l sl a n d
，
N e w Y o rk

，
U ．S ． A ．う に て 3 回洗

浄 した． 次 い で， これ ら を非働化仔牛血清 くh e a t －i n －

a c ti v a t e d f e t al c alf s e r u m
，
F C S j くGib c oj を 10 ％濃

度に 加 えた R P M l ．1 6 4 0 培地 中に 浮遊さ せた ．

H ． モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 に よ る リ ン パ 球亜分 画の 同

定

ヒ ト リ ン パ 球 に 対する 各種 モ ノ ク ロ ー

ナル 抗体
川
を

掛 巧 胃癌患者末棺血 リ ン パ 球の リ ン パ 球亜分画 を測

定 した． 2 本の ガラ ス 試験管に 各々100 声1 の P B S を

分注 し， よ く混 合 した ヘ パ リ ン加全血 を100 直 ず つ く

わ え た． 対 照試験管に は 10 ノJl の P B S を加 え， も う 1

本に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体10 メ1 を加 え， 4
0

C で 2 0 分

間反 応 さ せ た
．
こ れ に 2 m l の 赤 血 球溶解 用 試薬

く1y s in g r e g e n tl を加 え， 1 0 分間室温で反応さ せ た後，

レ ー

ザ
ー

フ ロ ー サ イ ト メ
ー

タ
ー

，
ス ペ ク ト ラ ム m

くO rth o D y n a mi S y s t e m ， R a ri ta n
，
N e w J e r s e y ， U ．S ．

A ．う に よ っ て， 螢光細胞数を測定 した． 使用 した モ ノ

ク ロ
ー

ナ ル 抗体は， す で に螢光標識された市販 品を も ち

い た ． す なわ ち
， 末梢血 T リ ン パ 球反応性 の O K T 3 ， ヘ

ル パ ー ノイ ン デ ュ ー

サ
ー

T リ ン パ 球 反応性 の O K T 4
，

サ ブ レ ッ サ ー ノキ ラ ー T リ ン パ 球 反応性 の O K T 8

くO r th o D i a g n o s ti c S y st e m l ， N K 細胞 に 反応性の

L e u 7 くB e c k t o n ． D i c k s o n
，
M o u n t a i n V i e w ， C ali T

f o r n i a
，
U ．S ． A ．1 な どを用 い た．

王V ． N E 活 性の 測定 く図 り

ヒ ト赤白血病由来の K ．5 6 2 細胞株を用 い ， 5
1

C r 放出

法に よ り測定し た1 7 ト 2 O，． す なわ ち
，
Fi c oll － H y p a q u e 比

重遠心法に よ り分離し た新鮮 リ ン パ 球を，1 0 ％ F C S 加

R P M I － 1 64 0 培養液中 に て 5 X l O
8
c ell sJ m l に 調整 し，

そ の 50 声1ノ孔を U 底 マ イ ク ロ プレ
ー

ト くN u n kう に 1

検体 に つ き それ ぞれ 4 孔ずつ 分注し， エ フ ア ク タ ー

細

胞 と した．

一 方
，
タ

ー

ゲ ッ ト細胞と して は， 約 1 X lO 8

C ell sl m l の K 56 2 細胞浮遊液1 mi に
，
1 00 JLl の N a 2

5 1

C r o ．， 3 m Ciノ3 m l くN e w E n gl a n d N u cl e a r ， B o s t o n ，

M a s s a c h u s et ts
，
U ．S ． A ．1 を加え， 3 7

P

C ， 5 ％ C O 2 下 で

2 時間培養標識後， 1 0 ％ F C S 加 R P M I ．1 6 4 0 培地 に 浮

T a bl e l ． C li ni c al b a c k g r o u n d f a c t o r s of p ati e n ts w ith g a s tri c c a n c e r

等芸崇言
f

ニニ憲S e三
f

A g e
く筑

S e r u

竃ぷ
u m in L

謂慧デ
y t e

工

茸 品 H

N

c o n tr ol
群

5

ご
U

1

0

1

1

1
－

60 士 9

5 6 士11

5 7 士 9

5 2 士 9

3

3

2

2

ノ

ノ

ノ

ノ

ノ

ノ

ノ
ノ

2

3

9

8

1 3 ．9 士0 ．5 21 1 0 士90 0

4 ．0 士0 て 20 7 0 士44 0

3 ．8 士0 ．9 2 0 0 0 士56 0

4 ．2 土0 ．5 2 3 3 0 士80 0

V al u e s a r e e x p r e s s e d a s m e a n 士S ． D ．
葬
，
H e al th y a d ult s ．



2 2 2 上

Eff e ct o r c ell T a r g e t c ell

くP B Ll くK － 5 62I

F i c oll － H y p a q u e M e th o d
51
C r l a b eli n g

l 上

W a s hi n g b y m e di u m W a sh i n g b y m e d i u m

上 J

I n c u b a ti o n
，
4 h r く37 C ， 5 ％ C O 轟 E ノT ニ 5 0

J

7
，． C O u n t e r

上

D e t a a n al y sI S

N K a c ti vi ty く％1 こ

e x p ． r el e a s e －S p O n t ． r el e a s e

rn a X ． r el e a s e－S p O n t ． r el e a s e
， 1
1 V U

F i g ． 1 ． S ch e m a ti c o u tli n e sh o wi n g th e m e a s u r e
－

m e n t o f N K a c ti v it y b y
5 1
C r r el e a s e a s s a y ．

－ X l O O

達 し，
51
C r 標識 E －5 6 2 細胞浮遊液と した．

次 に， これ

を1 X lO
5
c ell sノm l に 調整し， エ フ ア ク タ

ー

細胞 50 声1

を分注し た孔 に ， 5 0 声1 ず つ 加 え た．
こ の 条件 で ，

エ

フ ア ク タ ー ニ タ ー ゲ ッ ト比 は 50 ニ 1 で あ る．
こ の プ

レ
ー

ト を， 37
0

C ， 5 ％ C O 2 下 で 4 時間培養後， 各孔の

上 宿50 声1 を採取 し， 上 浦中に 放出され た
5 1
C r 活性を

シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー

くa u t o w ell g a m m a

c o u n t e r
，
ア ロ カ， 東京う に て測定 し， 下記の計算式に

より 算出 し， これ を N K 活性値と した．

N K a c ti v i ty く％ c y t o t o x i cit y，
こ
e

慧

誓r rや，e
，

甲
O n

亨チ
n

9
0 u誉黒 r919チ竺x lO O5 1

C r r el e a s e
－

S p O n t a n e O u S
5 1
C r r el e a s e

なお ， m a X i m u m r el e a s e は， タ
ー ゲ ッ ト細胞 に 0 ． 1 ％

ノ イ ニ デ ッ ト P
－4 0 を50 ノ上1 加 え た場合の

51
C r 放 出量

で， 最大 51 C r 放出量 を示 し， S p O n t a n e O u S r el e a s e は ，

1 0 ％ F C S 加 R P M I ，1 64 0 培養液50 p l を加 えた 場合の

タ
ー

ゲ ッ ト細胞 か らの
5t
C r 自然 放出量 で ある ．

N ．
r u － 2 添加培養 に よ る 細胞障害活性の 増強 の 測

定

まずi 健康成人 5 名の リ ン パ 球浮遊液 を用 い て， rI し

2 至 適添加濃度お よび添加培養時間 を決定し た．
す な

わ ち
，
1 X l O

6
c ell s J

，
m l 濃度の リ ン パ 球浮遊液 に， rI L －

2 く塩野義製薬， 東京うを 0
，
3 ， 30

，
1 0 ， 30 ， 1 0 0 U ノm l

の 各濃度で 添加 し， 3 7
0

C ， 5 ％ C O 2 下で 24 時間培養

し
，
これ を エ フ ェ ク タ

一

紙胞 と し て N K 活性を測定 し

た．
こ の う ち， 十分な活性 を示 す最低濃度を r工し2 至適

濃度 と した． 次に ， こ の 至過渡度 に て， 1 日 ， 3 日 ，

5 日間の 各期間培養 を行い ， その リ ン パ 球 を エ フ ユ ク

タ
一 緒胞 と して ， N K 活性 を測定 し， 培養時間 を決定し

た ．
こ の 条件に て ， 各検体 リ ン パ 球 を培養し， N K 特性

野

を測定 した．
ま た ， 対照 と し て ， rI し2 の 代 わ りに 10 ％

F C S 加 R P M S－1 6 4 0 培蓑液添加し た培地 に て， 同様の

条件で培養を行 っ たリ ン パ 球 を用し 1 て
，
N K 活 性 を測

定 した ．

VI ． O K － 4 3 2 添加 に よ る 工し2 産 生 実験

1 ． 工L －2 被 検体 の 調整 くO K － 43 2 に よ る I し2 の 誘

導う

Fi c oll 月 y p a q u e 比 重遠心 法に て 得 た リ ン パ 球浮遊

液 を， 1 X l O
6

c ell sl m l 濃度 で ， 2 ％ F C S 加 R P M I －

1 6 4 0 培養液中に 浮遊 さ せ ，
その 1 m l を 1 3 X lO O n l nl

の プラ ス チ ッ ク管 e F a l c o n l に 分注 し た後
，
O K －4 3 2 を

0 ， 0 5 K Eノm l く乾燥菌体 0 ． 0 0 5 m gコ の 濃度 に 添加 し，

3 7
0

C ， 5 ％ C O 2 下 で 4 8 時間培養し た．
こ の 後

，
2日O x

g ， 4
0

C で 10 分間遠心 し， そ の 上 清を工し2 被検体 と し

た
．
な お

，
O E －4 3 2 の 至適添加濃度お よ び時間は既 報ヤ

に 従 っ た ．

2 ． 工L － 2 力価 の 測定

マ ウ ス 由 来 の I し2 依 存 性 増 殖 丁稚 胞 培 養 株

C T L し2 細胞 を用 い た マ イ ク ロ ア ッ セ イ 2 り2 2J に て， 上

記培養液中の 工し2 活性 を測 定し た．
す なわ ち， C T L し

2 細胞 を 20 ％ F C S 加 R P M I －1 6 4 0 培養 液 に て 5 x l O 4

c ell sノm l 濃度に 調 整し， 96 穴平底 マ イ ク ロ プ レ ー

ト に

10 0 JLl く5 X l O
3
c ell sl m ll ずつ 分注 した後， こ れ らに ，

Iし2 被検体 を R P M ト16 4 0 培養液 に て 2 倍段階稀釈 し

た も の を 100 ノ上1 ず つ 加 え，3 7
0

C
，
5 ％ C o 2 下 で 2 4 時間

培養 した ． こ の後 ，
ト リチ ウ ム チ ミ ジ ン く

3
H － T d R

，

N e w E n gl a n d N u cl e a rl O ． 5 p C i く4 0 p ll を各穴に 加

え
，
4 時間標識 した後， 細胞 内取 り込 み 量 を放射活性

と し て， 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー

L S C －7 0 0

くア ロ カう に て測定 した．
工し2 活性値 くU ノm lう の 算出

は
， 標準検体 くr工し2 ， 1 00 U l m 11 の

3
H － T d R の 最大取

り込 み童の 50 ％値 を与 え る検体 の l o g 2 稀釈倍率 U ノ

m l と して 表現 し た．

VII ． S u －

p O l y s a e cb a rid e くS u － P 釦 皮内反応 の 実施

S u － p Ol y s a c c h a ri d e くS u
qP S l は ， S t r e p t o c o c c u s

p y o g e n e s の S u 株 の 細 胞壁 成分 よ り え ら れ た 8 ％の

蛋白質 を含 む製剤で ， この 度内反応は ， 遅 延型 過敏反

応の 一 種 と考 え られ て い る
231

． 対象と な っ た胃癌患者

32 名 に 対 し て， 術前に 本剤 0 ． 1 m l く20 月gうを皮 内投与

し， 2 4 時 間後 に ， 注入 部位 に 出現 した 紅斑 の 平均径

く最大径 ＋ 最小 径ノ2う を測定 した．

V 軋 統計処理 法

以上 ， 各測定値 は， 平均値 土樽準偏差値 くm e a n 士S ．

D ．う を も っ て示 した ． 対応の あ る場合の 平均値 の 有意

差検定に は
， p a i r e d t

－ t e S t を用 い ， 多群間の 有意羞検

定 に は， 分散分析後多重比較検定を行 い ， 危険率5 ％

以 下を有意差有 り と判定した ．
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成 績

工 ． 未棉血 リ ン パ 球亜分 画

末梢血 リ ン パ 球亜 分画を
，
胃痛 患者各進行病期お よ

び健康成人対照に つ い て検討 し た く表 2 う． O K T 3 陽

性細胞数 は， 対照者154 0 士21 0ノm m
3
で
， 胃癌患者工 ，

工I 鋸II 期 との 間に 有意差は なか っ た が
，
I V 期 に おい て

105 0 士4 2 0ノm m 3 と対照者 に 対 して 有意に くp く0 ． 0引

低値を示 した ．
O K T 4 陽性細胞数も ， 対照者 100 0 士1 4 0

m m
3
と I 期

，
工工期 飢11 期 と の 間に 有意差 は な か っ た

が
，
工V 期で は 540 士2 6 0ノm m 3 と有意に くp く0 ．0 5う低値

を示 し た．
O K T 8 陽性細胞数 は，対照者 580 士12 0ノm m 3

と 胃癌各進行期と の 間に 有意差 は な か っ た ． ま た ，

O K T 4 陽 性細胞 と O K T 8 陽性 細胞 の 比 率 くT 4ノT 8

値1 は， 対照者 の 1 ． 7 5 士0 ， 5 0 に 対し て， 胃癌各進行期

と有意差は な か っ た ．
L e u 7 陽 性細胞数も ， 対 照者 の

51 0 士2 0 0ノm m 3 に 対 して有意差は認 め ら れ な か っ た ．

2 2 3

こ の よ う に
，
P B L の分画 に つ い て は

，
O K T 3

，
O K T 4

陽性細胞 の 減少が1V 期に お い て 見ら れ た が
，
T 4ノT 8

比
，
L e u 7 陽性細胞 は， 各進行期間に は 有意差は なか っ

た ．

H
． 末梢血 リ ン パ 球 の N K 活 性

末梢血 リ ン パ 球の N K 活性 く図2 フ は， 胃癌患者の

組織学的進行度I 期49 ． 2 士1 9 ．6 ％
，
H 鹿川期 58 ． 7 士

7 ． 1 ％
，
工V 期 49 ．2 士 19 ．1 ％で あ り， I お よ び W 期 で 低下

傾向が み られ た が， 対照者の 52 ． 8 士1 2 ．4 ％と の 間に 有

意差は認 め られ なか っ た ．

m ． rI し2 添加 によ る N K 活 性の 増強

1 ． rl L －2 培養濃度の 設定

健康成 人 5 名の 末梢血 リ ン パ 球5 X lO
6
c e11 sノm l を

r王し2 0
，
3
，
1 0

，
3 0

，
1 0 0 Uノm l の 各濃度で 24 時間培

養 した後， その N K 活性 を測定 した く図3う． r工L －2 10

U ノm l 以上 の 濃度で添加培贅し たリ ン パ 球は， 全て 十

分な細胞障害活性が得ら れた ． 従っ て， 以 下の 実験 に

T a bl e 2 ． L y m p h o c y t e s u b s e ts of P B L i n p a ti e n ts wi th g a s tri c c a n c e r

S t a g e of

g a s tri c
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N u m b e r o f

C a S e
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C O n C e n t r at i o n o f r l L 2 i W m l

F i g ． 3 ． D o s e r e s p o n s e of rI L 2 i n d u ci n g N K a c ti vi
，

ty ．

P B L f r o m h e alth y a d ult w e r e t e st e d f o r l y si s o f

K －5 6 2 af t e r i n c u b a ti o n i n R P M I －1 6 4 0 m e d i u m

C O n t a i n i n g l O ％ F C S a n d rI し2 f o r 2 4 h r ．
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P B L f r o m h e al th y a d u lt w e r e t e s t e d f o r l y si s o f

K －5 6 2 a ft e r i n c u b a ti o n i n R P M I －1 6 4 0 m e d i u m

C O n t a i ni n g l O ％ F C S a n d rI L － 2 く10 Ul m ll f o r O ， 1 ，
3 a n d 5 d a y s ． E a c h b a r r e p r e s e n t s m e a n 士S ．D ．

0
，
rI L ．2 卜うニ ー ， rI L －2く＋H

＋

， p く0 ．0 1 b y p ai r e d

t －t e St ．

0

さ
至
芸
1

0
1

古

式

野

於 い ては ， 10 U ノ血 を rI し2 の 至適量 と した．

2 ． rl L－2 培養時間の 設定

健康成人 5 名 の 末梢血 リ ン パ 球 5 x l O 6 c ell sノm l を

用 い て ， rI L －2 添加培餐前， お よ び培養後1 日 臥 3 日

臥 5 日目の N K 活性 を測定 し
，
細胞障害活性 の 経時

的変化を み た く図 4 う
．
K 5 6 2 細胞 に た い す る N K 活性

は
，
r工し2 投与前は， 5 1 ． 5 ＋ 10 ． 9 ％ で あ っ た が

，
rI し2 添

加培養 1 日目 に は， 8 1 ． 8 士8 ．2 ％と最高値 に 達 し
，
rl L ．

2 の 代 わ り に 10 ％F C S 加 R P M I －1 6 4 0 培地 を添加 した

対照群 に 比 し て有意の くp く0 ． 0い 増強 を 示 し た． ま

た ， rI し2 添加群 で は， 3 日目 およ び 5 日目の N K 活性

は
， そ れ ぞれ 76 ． 0 士1 0 ． 1 ％

，
72 ． 5 士1 2 ． 0 ％と活性の 増

強が維持 され てい た の に 対 して ， 対照 群 で は， 3 日 目

42 ．3 士1 4 ． 5 ％
，
5 日目 31 ． 4 士1 2 ． 7 ％と ， 暫 時低下傾向

を示 し， rlし2 添加群と の 間に 有意差 くp く0 ． 0 1フ が認

め ら れ た
．
以上 の結果よ り， r工し2 添加 後1 日目 に十分

な N E 活性が得 られ る と判定 した．

3 ． 胃癌進行程度 に よる変動

胃痛患者お よ び健康成人対 照者の 末楷血 リ ン パ 球 を

用 い て， 至 適培養条件 す な わ ち r工し2 1 0 Uノm l 添加培

rル2 － ＋ ＋ ＋ ＋

C O n t r O J s t a g e
l s t a g e ll u H s t a g e W

n ニ 1 0 n ニ 1 5 n
ニ 6 n

ニ 1 1

g a st r i c c a n c e r

Fi g ． 5 ． A u g m e n t a ti o n o f N K a cti v it y o f P L B i n g a st ri c c a n c e r p a ti e n t s 二 I n fl u e n c e o f

p r e t r e a t m e n t w i th rI し2 ．

P B L w e r e t e s te d f o r l y si s o f K
－5 6 2 a ft e r i n c u b a ti o n i n R P M I －1 6 4 0 m e di u m c o n t ai ni n g l O ％

F C S a n d rI し2 く10 U J
I
m 11 f o r 2 4 h r ． E a c h b a r r e p r e s e n t s m e a n 士 S ． D ．

0
，
rI し2 卜 h e ，

rl L － 2 く＋J ニ
＋

， p く0 ．0 5 i
拍
， P く0 ．01 b y p ai r e d t

－t e S t ．
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賓後 1 日目の rI し2 添加群 くrI L－2 ＋ トの N K 活性を測

定 し， rI し2 の 代わ り に 10 ％F C S 加 R P M I －1 6 4 0 培地

を添加培養 した rI L ．2 非添加群 くr工し2 一っの N K 病性

と を比 較 した く図 5 1 ． 健康成人 対照群で は
，
rI し2 非

添加群の N K 活性 が 53 ．2 士1 3 ．0 ％で あ っ た の に 対 し

て
，
rI し2 添 加 群 で は 札 3 士11 ． 1 ％と 有 意 な くp く

0 ．0 り 活性増強が認 め られ た
．
こ れ に 対し て ， 胃癌患

者進行程度 工期で は rI し2 非添加群 5 1 ． 2 士1 8 ．5 ％ に

対 し て， r工L － 2 添加 群 60 ．6 士 1 7 ．1 と 増 強傾向 を み た

が
， 両者間に 有意差は な か っ た

．
甘 皮m 期 で は ， rI し2

非添加群 57 ． 8 士8 ． 1 ％， r工し2 添加群 67 ． 7 士5 ．3 ％で あ

り， 有意な くp く0 ． 0引 活性増強が認 め られ た． また
，

工V 期で は
，
r王し2 非添加群4 7 ． 5 士20 ． 0 ％， rl L 2 添加群

58 －1 士 17 － 2 ％と や は り増強傾向が み られ た が
， 有意差

は得ら れ なか っ た ．

工V ． O E －4 3 2 刺激 に よ る rl L － 2 産生能

1 ． 胃癌進行程度 に よ る変動

末楷血 リ ン パ 球 の O K － 43 2 刺激 に 対 す る I し2 産 生

能の ， 胃癌進行程度に よ る変動 に つ い て検討 した く図

6 1 ． 健康成人 対照 者で は 1 4 ． 7 士1 6 ． O Uノm l で あ っ た

の に 対 し て， 胃癌 I 期12 ． 0 士1 3 ． 6 Uノm l ， II 及III 期

6 － 7 士5 ． 4 Uノm l
，
I V 期 7 ．3 士7 ．7 U l m l と病期の 進行 に

伴 い 低下傾向を示 したが
， 対照者と の 間に 有意差 は な

か っ た ．

一 方
， 各群 と も工し2 塵生鰍 こお い て幅広 い 分

布 を しめ し， 固体差 が 著明 で あ り， I L－2 産生誘導の 全

く認め ら れ ない 無反 応省 くn o n r e s p o n d e rl が ， 健康成

人 3 名 く3 仇0 ％1
， 胃癌患者 9 名 く28 ． 1 ％I に認 め られ
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E a c h b a r r e p r e s e n t s m e a n 士 S ．D ．

た ． ま た
，
ル 2 産 生 能 10 U ノ血 以 下の も の を仮 に 低反

応者 くl o w r e s p o n d e rl と する と ， これ ら は
， 健康成人

5 名 ほ0 ． 0 ％1 ， 胃癌患者22 名 は8 ． 8 ％うを占め た く図

り ．

2 ． N K 活性， S u － P S 皮内反応との 比較

O K －4 3 2 刺 激に よ る 工し2 産 生量10 Uノ血 以 下 の も

の を低反 応者， それ 以上 の も の を高反応者と し て， 両

者間に お け る他の 免疫 パ ラ メ ー タ ー

との 比較 を
，
N K

活性お よ び S u － P S 皮内反 応に つ い て 行 っ た く表3 l ．

胃 癌 患者32 名 中10 名 の 高 反 応者 で の N K 活 性 は

50 ． 0 士 18 ． 0 ％で あ り
，
22 名 の 低 反 応 者 で の 40 ．0 士

18 ． 6 ％と の 間 に有意差は認め られ なか っ た
．
また

，
S u －

P S 皮内反応 に つ い て も
， 高反 応者9 ． 2 士8 ． O m 町 低反

応者9 ■ 3 士9 ． O m m
，
で あ り， 両者間に 有意差 は認めな

か っ た
．

考 案

最近， ヒ トの 免疫学 の 進歩 はめ ざま しく， 各種 の 免

疫応答が異な っ たリ ン パ 球サ ブセ ッ ト間の 協調作用 に

よ り遂行さ れ て い る こ とが判明 し， こ の ヒ ト T リ ン パ

球亜 分画を
， 細胞表面の 抗原性の 差異に よ り認識 し得

る モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体が 多数開発さ れた2 47
． 特 に ， 螢光

色素 に よ る標識 を利用 した フ ロ ー サイ トメ
ー

タ
ー

の清

用 に よ り
，
末棉血 T リ ン パ 球サ ブ セ ッ トの 定量 的解析

が広く行 われ る よ う に な っ て以来， 種々 の 疾患です で

S t a g e l

n モ 1 5

S t a g e l 旧Il

n ご 6
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n ニ 1 1

0 50 川け％
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H i gh r e s p o n d e r r e p r e s e n ts th o s e w h o sh o w r e l a ．

ti v el y l a r g e a m o u n t く3 1 0 U l m ll of I し2 p r o d u c －
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－4 3 2 ． L o w r e s p o n d e r

r e p r e s e n t s th o s e w h o s h o w littl e a m o u n t く室1 0 U J
l

m り o f I し2 p r o d u c ti o n ．



2 2 6 上

に 臨床的意義が 明 ら か に さ れ て い る ．

一 方
，
悪性腫瘍

に つ い て は
，
従来よ り生体防御機構 の う ち で も T 細胞

を中心 と す る癌細胞障害活性が報告 され て お り
2 5コ
， 癌

の 進展に 伴う T 細胞分画 の 変動 は興味 の も た れ る と

こ ろで あ る． そ こ で ， 本稿で は 胃癌患者 を対象に ， こ

れ ら T 細胞 亜分画 を認識す る と さ れ て い る O K T シ

リ ー ズモ ノ ク ロ ー ナル 抗体 を用 い ， T 細胞分画の 痛 の

進行度に よる変化を検討 した ． な お ， 極 め て全身状態

の悪 化 した， い わ ゆる 末期の 患者で は， 栄養状態の 低

下 と共に あらゆ る 免疫能 の 低下が知 られ て い るた め，

今 回の 対象か らは 除外 した． 末檎血 T リ ン パ 球 は， 大

部分 O E T 3 陽性で あ り， こ れ ら は機能的 に ヘ ル パ ー ノ

イ ン デ ュ
ー サ T 細胞とサ プ レ ッ サ ーノキ ラ ー T 細胞 と に

大別さ れ， それ ぞれ O K T 4 お よ び O K T 8 に よ っ て 標

識さ れる ． 担癌 生体で は
，
T 細胞 数の減少， O K T 4 陽

性 細胞 の 減少， T 4ノT 8 比 の 増 大 が 報告 さ れ て い

る
2 612 7I

， 今回の 胃癌患者の 検討で も ，
遠隔転移や腹膜転

移 を来し てい る工V 期 に お い て 同様 の 傾向 を示 した が，

術後免疫療法 の最も良 い 適応 と な る治癒切 除可能 な

H 位m 期まで は ，T 細胞 の数， 分画と も良 く保た れ て お

り
，
比較的正 常な細胞性免疫能を維持 して い る こ と が

判明 した．

一 方
，
N K 細胞 と は， 実験動物で の 移植腫瘍 に 対す る

細胞性免疫反応や， 癌患者に お け る腫瘍特異的細胞障

害反応 の研究過程 で
L ．

b a c k g r o u n d n o i s e
，，

と し て 観

察さ れ て い た細胞障害反応 を H e rb e r m a n
1 7l
，
K i s sl －

i n g
岬
らが体系化 した もの で， 明 ら か な 特定の 免疫刺激

や誘導操作を受 けず， 種々 の腫瘍細胞 を攻撃 一 破壊す

る細胞 と して認識さ れ てお り，事 実， N K 細胞 の 抗腫瘍

効果
1 91
に つ い て は

， 多くの証左が得 られ て い る． 即 ち，

株化膿癌細胞を用 い た実験で は， N K 活性 の高 い ヌ ー

ド マ ウス では
， 活性の 低い 対照 マ ウ ス に 対し て N K 感

受性腫瘍 の増殖 が遅く ， 生者率 も低 い こ と
2 8
や

，
N K 活

性の 低い ベ ー ジ ュ マ ウス で は， 同系メ ラ ノ ー

マ 腫瘍 や

リ ン パ 腫瘍の 増殖 が速く ， 転移率も高 い
28I
こ と な どが

知 られ て い る． ま た
， 自然発生腫瘍に 関し ても ， マ ウ

野

ス 乳腺腫3 6I ， リ ン パ 腺腫
3 りや

，
ヒ ト白血 病

3 21 な ど に 対し

て弱 い な が らも細胞障害活性 が認 め られ て い る ． 生体

に お い て も
，
癌の 発生 初期や転移 の 初期段階で の 増殖

抑制 な どの 免疫監 視機構 に お い て ， 重要な 役割 を演じ

て い る可能性が あ る． 担癌生体で の 痛の 発 育進展 に 伴

う N K 活性 に つ い て は， 癌 の 進行と と も に N K 活性の

低下が認 め られ ると す る報告が多く331 ， こ の 理 由と し

て
， 担癌 に よ る栄養状態 の低下 に 誘発 され る ス テ ロ イ

ド分泌過多細 ， 流血 中の 抑制因子 の存在
3 51

，
サ プ レ ツ

サ
ー 細胞 の 増加3 6うな どが 知 られ て い る ． しか し， 膀胱癌

な どで は， N K 活性が 低下 しな い とす る報告
37
や

， 癌進

行に 伴う リ ン フ ォ カイ ン の誘導に よ り ，
正 常 よ り高い

N E
．活性
を示 す

3 81
と い う 報告も あり， 現 在， 著 しく 進行

した 患者 で の N K 活性の 低下 を認め る以 外 は，
一

致し

た 見解 は得 られ て い な い ．
比較的栄養状態 の 良好な胃

癌患者を対象と した著者の 検討で も， 各進 行期 と対照

者 との 間に 有意羞 は認 め られ ず， 担癌 の N K 活性 に 及

ぼ す影響 は， さ ほ ど大 き く ない と い う 結果 を得 た．

I し2 は ， 抗腫瘍免疫の 分野で， 最近最も 注目され て

い る リ ン フ ォ カイ ン の
一 種 で， G illi s ら 細 に よ っ て， T

細胞の 長期継代培養を可能 と す る T 細胞増殖因子 と

して発見さ れ た． そ の 後
，
T a n i g u c hi ら

9J
に よ っ て化学

構造が明ら か に され ， さ ら に ， 大腸 菌で の 単 一 遺伝子

由来の 1L － 2 産生 が可能 と な り， しか も ， こ の r工し2 は，

細胞 由来 の 精製1 L － 2 と同様の 作用 を示 す こ と が 確認

され て 以 来， そ の 生物学的酒性 に 関 して も 多くの 報告

が なさ れ て い る 刷
．
工し2 の 主な作用 と して は， い 抗原

特異的キ ラ
ー

T 細胞の 誘導
，
2うN K 活性 の増弓鼠 3 1

L y m ph o k i n e a c ti v a t e d k ill e r くL A K l の 活性化， 4 1

イ ン タ
ー フ ェ ロ ン y の 産生 ，

5 うB 細 胞の 増殖 ． 分 化な

ど仰 が知 られ て お り
， 特に ，

キ ラ
ー

細胞， N K 細胞，

L A E
．細 胞
は
， 月重瘍に 対す る 免疫抵抗性 に お い て重要

な役割 を果 して い る． 従 っ て ， 免疫療法の 観点 か らは，

担癌生 体 に お い て も これ らの抗腫瘍活性が高ま るか ど

う か ， さ ら に ， 病 期の 進行 に伴 っ て どの よ う に 変動す

る か を検討す る 必 要が あ ると 思われ る．
しか る に

， 胃

T ab l e 3 ． C o r r el a ti o n b e t w e e n O K － 4 3 2 －

S ti m ul a t e d I し2 p r o d u c ti o n a n d o th e r i m m u n ol o gi c al

p a r a m e t e r s s u c h a s N K a c ti vit y a n d S u
－ P S s ki n t e s t i n g a s tri c c a n c e r p a ti e n t s

P r o d u c ti o n of I L
－2 b y O K

－ 4 3 2 s ti m ul a ti o n

h i gh r e s p o n d e r く5 1 0 U ノm ll l o w r e s p o n d e r く皇1 0 Ul mi J

N u m b e r of p a ti e n ts

N K a c ti v ity く％J

S u － P S s ki n te s t くm m l

1 0

5 0 ．0 士l 臥0

9 ．2 士 臥0

2 2

4 8 ．0 士1 8 ．6

9 ，3 士9 ．0

V al u e s a r e e x p r e s s e d a s m e a n 士S ．D ．
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癌患者末棉血 リ ン パ 球の r ル 2 に 対 す る N K 活性 の

増強 は， 進行 した H 良 川期に お し1 て も比 較的保た れ て

い る こ と が判明 し ， I し2 に よ る免疫療法の 有用 性が 示

唆 さ れ た．

現在 ，
r工し2 を用 し－た抗腫瘍免疫療法と して

，
r工L －2

単 独投与や r工し2 に よ り活性化 した L A K 細胞 と と も

に 投与 す る養子免疫療法 川 が行わ れ て い る が
，
r工L －2 の

血 中半減期が短く ， 単独投与で は抗腫 瘍効果が得られ

な か っ たと す る報計
1

や ， L A K 細胞 を誘導する 際に 多

壷 の リ ン パ 球 が 生体か ら 得が た い こ と や
，
投 与 した

L A K 細 胞 の 生体内維持が困難な こ と な ど
，
い ま だ 多

くJ 澗 題 を残 して い る10，
． そ こ で， も う

一 つ の 方法 と し

て
， 内因性 の ル 2 塵 生 を誘導する 治療が考 えら れ た．

－
．蝦に ， 癌患者に お け る ル 2 産生能 は低下 して い る と

の 報告
4 2，が あ り， こ の 状態 は， 担癌生体 の 抗腫 瘍機構の

負の 調董軌 即 ち， N K 活性や L A K 活性な どの ，
I し2 の

仲介す る免疫反応の 抑制に 働く も の と考 えら れる
．

一

方
，
現 在胃痛の 免疫療法剤と して 広 く用 い られ て い る

O K－4 3 2 は ， N C I くN a ti o n al C a n c e r I n stit u t e ， U ．S ．

A ．J に よる B M R ス ク リ
ー

ニ ン グ で も 高い 治療効果 を

持 つ と の 評価 を得て い る43，が ， 本剤 に は工し2 産生誘導

能が 認 め ら れ て お り 相
，
工L －2 を介す る 反応が本剤の 効

果発明の 重要 な 一 経路 と考え られ て い る．

以 上 の よう な事実 を もと に ， 健康成人 お よ び胃癌患

者の O K －4 3 2 に よ る工L －2 塵生 誘導能 を検討 し た結果，

い 健康成人 に お い て も胃癌 に お い て も 無反応者が そ

れ ぞ れ 30 ． 0 ％
，
2 8 ． 1 ％に 認め られ ， 工し2 産生能 は幅広

い 分布 を示 し個体差が あ る こ と
，
2 H し2 塵生 能は

，
癌

の 進行 に 伴い 低下傾向 を示 した が
， 健康成人 と有意差

な く進行例で も比 較的保 たれ て い る こ と， 3 うO K－432

に 対する 反応性の 指標と して 現在用 い られ て い る S u ．

P S 皮内反 応や
， 細胞性免疫能 を示 す N K 活性 な ど の

他の 免疫 パ ラ メ ー タ ー

との 比 較で は ，
王し2 塵 生の 多寡

に よ り 有意差 はみ ら れ ず
，
これ らと は独立 した 反応と

考 えら れ た こ と
，
な どが 判明 した4 5I ． こ れ ら の こ と か

ら
，
i n vi t r o で の O K －4 32 に よる IL －2 産生 誘導試験 は

，

本刺通応の 指標と な る可能性が 示唆 され た
．

今臥 物理生物学的性質が確立 され てい る ル 2 を－，．．．－－
一

つ の 手掛か り と して ， 胃癌患者に お け る O K －4 3 2 の 効

果発 現 の 解析を試み たが， 他方 で は
，
O K － 43 2 に は他 の

幾つ か の 効果発 現経路が認め られ て い る こ とや
，
工し2

産 生 に 対す る血 中の 抑制物質の 存在な どが報告さ れ て

お り
細
， 単 一

の 指標 の み で は十分 と は 言えず ， 今後の 課

題と 考え られ る． ま た
， 今回用 い た バ イ オ ア ッ セ イ は

，

細胞の 状態 に よ っ て測定値が不安定な こ とや ， 測定 に

時間が か か る こ と な どの 問題が あ り
，
この 点に 関して

は
， 最近開発 され た抗工し2 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体
47
施 用

い た ラ デ ィ オイ ム ノ ア ッ セ イ な どに よ る簡便 な方 法が

必 要で あ る． 以上 の ごとく， 胃癌患者末棺血単球の 抗

腫 瘍活性 に 関す る著者の 検討 で は
， 進行し た病期に お

い て も
，
リ ン パ 球 の 師 酎ヒが 可能と 考えら れ た

．
し か

し， 最も有力な B R M の叩
ノ

つ と 言われ る O E ． 43 2 の 全

身投与に よ っ て， l L－2 を介する抗腫瘍効果を期待す る

なら ば， 工し2 産生能に 個体差 が ある こ とを認識し た合

理 的な投与法が望まれ る
．

結 論

胃癌患者に お ける末栴血リ ン パ 球の 抗腫瘍活性お よ

び そ の 進行程度に よる 変動を検討す る目的で ， リ ン パ

球亜 分 画， N K 活性
，
rI し2 に よ る N K 活性の 増強お よ

び 免疫療法剤 O K －4 3 2 に よ る工し2 産 生誘導 に 関 す る

検討 を行 い ， 以 下 の 成績を得た．

1 ． リ ン パ 球亜 分 画 は
， 胃癌組織学的進行程度 工

へ

m 期に お い ては
， 健康対照 者と有意羞を認め ず， 分

画 は比較的正常に 保た れ てい た
． 進行 した王V 期 に お い

て
， 栄養状態 な どは健康対照者と差が な い に も拘わ ら

ず
， O K T 3 お よ び O K T 4 陽性細胞数の 減少 が認 め ら

れ た
．
ま た

，
T 4ノT 8 比 L e t17 陽性細胞 に 関し て は

， 胃

痛各期と対照者の 間に 有意差は なか っ た
．

2 ． N K 活性は
， 健康対照者と胃癌各進行期と の 間

に 有意羞は な く， 進行例 でも比 較的保たれ て い た．

3 ． r工し2 添加培養に よ り， 健康対照者お よ び胃癌

患者H 良川 期に お い て， 非添加群に 比 して 有意 な N K

活性 の 増強が認 め られ た．

4 ■ O K －4 3 2 刺激に よる工し2 産生誘導は， 健康成人

お よ び胃癌患者 で 幅広 い 分布 を示 し
， 個体差 が 著明 で

あ っ た． ま た
， 胃癌の 進行に 伴 っ て低下傾向が み られ

た が
， 各進行期間に 有意差 はな か っ た ．

5 ■ O K －4 3 2 に 対す る反 応 の 指標と して 用 い られ て

し l る S u－P S 皮内反 応と， i n v it r o に お ける O K ．4 3 2 刺

激1 し2 産生 能と の 問 に は相関は認め られ なか っ た ．

以 上 よ り
， 胃癌患者の 抗腫瘍免疫能 に 関し て， 工し2

の 賦も引ヒ作用 が明 らか と な っ た ． さ ら に ， 工し2 産生誘

導能を有す る B R M で ある O K－4 32 の 有用 性お よ び そ

の 王L－2 塵 生 能が 0王く－ 43 2 の 投与適応の 新し い 指標 と

なる 可能性が 示唆さ れ た
．
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