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肺癌患者末梢血 および局所リ ン パ 節リ ン パ球 の

抗腫瘍活性 の誘導に関する研究

金沢大学医学部第 一 外科学講座 く主 任 二 岩 裔教授I

橋 爪 泰 夫

く昭和6 1年 2 月1 5 日受付1
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肺癌患者に お ける末梢血 リ ン パ 球 くp e rip h e r al bl o o d l y m p h o c y t e ， P B u 及 び局所リ ン パ 節リ ン パ

球 くr e gi o n al l y m p h n o d e l y m p h o c y t e ， R L N Lう の 免疫学的抗腫癌活性の 様相 を， モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体に

よ る リ ン パ 球亜群 の 分別， n a t u r a l k ill e r くN IO 活 性， r e C O m b i n a n t in t e rl e u k in 2 くrI L －21 ある い はrL －

2 誘起剤で ある O K－432 刺激 に よ る1y m ph o k i n e a c ti v a te d kill e r くL A Kl 活性及 びI L 2 産生能な どを指

標と して検討 した． P B L に お け る リ ン パ 球亜 群で は， IV 期の 患者で O K T 3 陽性細胞 く末梢血 丁 細胞l 及

び O K T 4 陽性細胞 くh el p e rli n d u c e r T 細胞1 の 減少， O K T 8 陽性細胞 くs u p p r e s s o rl c yt o t o x i c T 細胞1

の 増加， T 4ノT 8 値 の 低下 がみ られ た．
N K 活性は病期の 進行と と も に低値 を示 し た．

P B L を rI L －2 存在下

で 3
ノ
ー 5 日間培養する と

，
N K 抵抗性の ヒ ト肺癌培養株， P C － 3 細胞や P C － 10 細胞 に 対す る細胞傷害括性

くL A K 活性l が 出現 した．
P B L の I L － 2 産生 能は， 術前に はほ と ん どな か っ たが ， 術後， 回復し てく る症

例が み られ た． R L N L の リ ン パ 球亜 群 で は
， 転移陽性群 で O K T 3 陽性細胞， O K T 4 陽性細胞の 減少， O K T 8

陽性細胞の 増加， T 4ノT 8 値の 低下 が み られ た． 転移陰性群 で は， T 細胞 の 構成で O K T 4L陽性細胞が優位 を

占め て い た ． N K 活性 はほ と ん ど検出され な か っ た が， rIし2 に よ る L A K 活性の 誘導が み られ， R L N L の

I L ．2 塵 生 能は P B L の 1 0 ノ ー 1 0 0 倍と高値 を示 し た． ま た， O K －4 3 2 処理 に よ り， P B L 及 び R L N L で L A K 活

性の 誘導が み られ た．
以 上の 成績 か ら， 肺癌患者 に対 し， 工L － 2 や O K － 43 2 を利用 する免疫療法の 有用性が

示 唆され た． また ， 転移の な い 肺癌局 所リ ン パ 節が， 悪 性腫瘍の 全 身転移に 対す る bi ol o gi c al b a r ri e r と

して の 機能を果 して い る こ とが 明 ら か に さ れ た．

K e y w o r d s l u n g c a n c e r ， i n t e rl e u k i n 2 ， O K
－ 4 3 2

，
1 y m p h o ki n e a cti v at e d k ill e r c ell

肺癌は近年著し く増加の 傾向に ある が ， 一
一

般に 肺癌

患者では宿主 の 免疫能が他臓器癌患者 に比 較 して 著明

に低下 し て お りり
，
そ の た め に 潜在的に 全身性転移 を

生 じ易く ， 結果 と して 予 後は不 良で 遠隔成績 も決 し て

良好と はい え な い 21
．
そ こ で

， 特異的あ る い は非特異的

に宿主免疫機能 を賦 活す る こと に よ っ て ， 肺癌の 進 展

を制禦しよ う とす る， い わ ゆる 免疫療法の 試 みが 積極

的に 行わ れ るよ う に な っ て き た3I
．

ま た， 肺癌 の 予 後が不 良で ある もう 1 つ の 要因 に は
，

腫瘍浸潤が ， 特 に リ ン パ 行性 に 進展す る こ とが あ げ ら

れる
41

．

一 般 に 腫瘍局 所あ る い は その 領域の リ ン パ 節

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

は ， い わ ゆる bi ol o gi c al b a r ri e r と して腫 瘍の 進展 を

防禦す る機能 を有 し て い る も の と考 えら れ て い る4I ．

しか し
，
肺癌患者で は ， 容易に リ ン パ 節転移が生 じ，

ひ と たび肺門， 縦隔リ ン パ 節転移が 生 じる と容易 に 遠

隔転移 をきた し， 予後を著 しく不 良に す る．

この よう な基盤 に お い て
，
肺癌患者の 末梢血 及 び局

所リ ン パ 節リ ン パ 系細胞の 抗腫瘍能 を把握す る こ と

は
，
免疫療法 を施行す る上 で き わめ て 重 要で あ る． 同

時に こ れ ら リ ン パ 系細胞の 抗腫瘍活性 を上 昇 させ る 方

法の 検討と開発 は， リ ン パ 系細胞の 治療 へ の 応用 に 不

可欠で あ る．

m o difi e r ニ C ， C O m pl e m e n t ニ F C S ， f et al c alf

S e r u m ニI L －2
，
i n t e rl e u k in 2 ニ K E ， K li n is c h e E i n h eit ニ L A K ， 1 y m p h o k i n e a cti v at e d kille r i N K ，

n at u r al k ill e r ニ P B L
， p e ri p h e r al bl o o d ly m p h o c y t e 三P B S ， p h o s p h a t e b uff e r e d s ali n e ニ P H A ，



2 5 2

本研究で は， 健康人 あ る い は肺癌患者 を対象と し，

末棺血及 び 局所 リ ン パ 節 に お け る リ ン パ 球 亜 群の 相

違， n a t u r al k ill e r くN Kl 活性の 比較 ，
i n vi t r o で の

i n t e rl e u k i n 2 くIL － 21 に よ る腫 瘍細胞傷害活性の 増強効

果やI し2 産生能， さ ら に bi ol o gi c al r e s p o n s e m o di
．

fi e rくB R M l の 一

つ
， O K － 4 3 2 に よ る細胞傷害活性やI し

2 産生能 の増強効果
引
に つ い て 比 較検討 し た．

本研究で 1し2 に 主 点を 置い た 理 由は， T 細胞 の 増

強， 活性化及 び種々 の リ ン ホ カ イ ン の 産生， 促進 に 工し

2 が 関与 して い る こ と が 最近明 ら か に さ れ て い る こ

と
61
，
そ し て

，
T a ni g u c hi ら

7I に よ っ てI L －2 遺伝 子 がク

ロ
ー ニ ン グされ ， 大腸菌 を利用 し た遺伝子組換 えに よ

るIL ，2 くr e c o m b i n a n t i n t e rl e u k i n 2
，
rI L －21 が 一 種の

蛋白と して 比較的容易に 入 手で き る よう に な り， 且 つ ，

治療面 へ の 応用 が期待され て い る か らで あ る．

対象お よ び方法

I ． 対 象

198 4 年 5 月 よ り 198 5 年 11 月 ま で に 金沢大 学第 1

外科及 び石川県立中央病院胸部外科 に 入 院し， 病理組

織学的 に 肺癌 と確定診断さ れ た 63 例 を対象と し， 末輸

血及 び局 所リ ン パ 節を用 い た ． 年 令 は 39 へ 7 9 才く平均

62 ．4 才I ， 性別 は男性4 2 例， 女性21 例 で あ っ た ． 病理

組織型分類で は， 扁平上 皮癌 32 例， 腺癌 29 例， 大細

胞癌 1 例
，
小細 胞癌 1 例 で あ り， 病 期 分類 は U工C C

く1 9 78さに よる T N M 分類町こ よ っ た ． 末棉血の 対照と

して健康成人 10 人 く男性 7 人 ，
女性 3 人 ， 平均年令

42 ． 6 才1 に つ い て検索 した． また ， 局所 リ ン パ 節の対

照と して は， 良性肺疾患患者 6 例く結核性肉芽腫 4 例，

非特異的炎症性肉芽腰2 例1 か ら術中採取 した リ ン パ

節に つ い て検索 した． 性別 は男性 4 例 ， 女性 2 例， 平

均年令 50 ．8 才 で あ っ た ．

H ． リ ン パ 球の 分 離と 浮遊享夜の 調整

1 ． 末梢血 リ ン パ 球 くp e ri ph e r al b l o o d l y m p h o
－

C yt e ， P B U

単核球の 分離 は Fi c o11 － H y p a q u e 比 重遠 心法
918こよ

り行 っ た ． 術前に 採取した ヘ パ リ ン加末梢血 を 0 ， 1 M

リ ン 酸緩衝生理食塩水くp H 7 ．4I くp h o s ph a t e b u ff e r e d

s ali n e
，
P B S l に て 2 倍に 希釈後， Fi c o ll ． H y p a q u e 液

く比 重 1 ． 0 7 71 くL y m p h o p e r pl くN y e g a a r d ， O sl o ，

N o r w a yl 上 に 静か に 重 層させ ， 4 0 0 X g ， 4
O

C で 20 分

間遠心 した ， 遠心 後， 中間層を採取 し， ペ ニ シ リ ン 20 0

U l m l 及 び ゲ ン タ マ イ シ ン 10 FL g l m l を 添 加 し た

R P M I ，1 6 4 0 培養液 くGib c o
，
G r a n I sl a n d ， N e w Y o rk ，

爪

U S Aコ に て 3 回遠心 洗 浄し ， 単核球 を分離， 細胞浮遊

液 を 調 整 し た． 次 い で
， 直 径6 c m の プ ラ ス チ ッ ク

シ ャ
ー

レ t F a l c o n
，
O x n a r d ， C alif o r n i a ， U S A l に 単

核球浮遊液 6 m l を撒 布し， 3 7
0

C
，
5 ％C O 2 下で 1 時間

静置後， 上 清液 を静か に 採取 す る こ と に よ り プ ラ ス

チ ッ ク付 着細胞 を除去 し た． 非付着細胞 くP B L l 浮遊

液 を 200 X g で 5 分 間遠心 した 後， そ の沈漆 を非働化

仔牛血清 くb e a t －i n a c ti v a t ed f e t a l c alf s e r u m ， F C S l

くGib c ol を 10 ％濃度 に 加 え た R P M I －1 64 0 培養液中

に 浮遊 させ た ．

2 ． 局 所 リ ン パ 節 リ ン パ 球 くr e gi o n a l l y m p h n o d e

l y m p h o c yt e ， R L N Ll

術中採取 した 局所 リ ン パ 節 を P BS 中で 眼 科用 尖刃

で細切 し， 金属 メ ッ シ ュ くN B C 工業， 大阪う で 濾過し

た後， Fi c oll － H y p a q u e 比重遠心 法に よ っ て 単核球を分

離 し， P B L と 同様の 方法に よ りプ ラ ス チ ッ ク 非付着細

胞を集 め， これ を R L N L と した ． また ， リ ン パ 節の N

部は肺癌の 転移の有無 を検索する病 理組織標本用 とし

た ．

III ． モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体 に よ る リ ン パ 球 亜 群の分 類

ヒ トリ ン パ 球 に対 す る各種モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体を用

い
， 肺癌患者 か らの P B L と R L N L に つ い て リ ンパ 球

亜群 を測定 した． 3 ．5 X l O
6
c ell sl m l の 濃度 に 調整し た

リ ン パ 球 浮遊液 100 メl に モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗 体1 0 声1

を加 え， 4
0

C
，
3 0 分間静置した ．

これ に P B S l m l を

加 え， レ
ー

ザ
ー フ ロ ー

サ イ トメ
ー

タ
ー S p e c t r u m III

くO r th o Di a g n o s ti c S y s t e m ， R a rit a n ， N e w J e r s e y ，

U S A うに よ っ て螢光陽性細胞 を測定 した． 使用 モ ノク

ロ ナ
ー ル 抗体 は， す べ て市販 で螢光標識され たもの で

あ り ， 末 梢 血 丁 細胞 に 反 応性 の O K T 3 ， h elp e rl

i n d u c e r T 細胞 に 反 応性の O K T 4 及 び s u p p r e s s o rl

c y t o t o x i c T 細胞 に 反 応性 の O K T 8 くO rth o Di a g n o
－

s ti c S y st e m l ， 活性化 丁 稚胞及び末梢血 B 細胞 に反応

性 の H L A D R ， N K 細胞 に反応性の L e u 7 ， N K 細胞及

び 好 中球 に 反 応性 の L e u l l a くB e c k t o n － D i ck i n s o n ，

M o u n t a i n V i e w ， C alif o r n i a ， U S A l ， 末梢血 B 細胞

に 反応性の B l くC o u lt e r ， H i al e a h ， F l o ri d a ， U S AI を

用 い た ．

I V ． モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体 と補体 を用 い た補体依存性

細胞傷害反応 に よ る リ ン パ 球亜 群の 除去

モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体 と補体 くc o m pl e m e n t ， Cl を用

い た細胞融解法
川
に よ り

， 特定の リ ン パ 球亜 群を分阻

除去 した． す なわ ち， Fi c oll － H y p a q u e 比 重 遠心法で調

整 した リ ン パ 球浮遊液く3 －5 X l O
6
c ell sノmi l に モ ノク ロ

p h y t o h e m a g g l uti n ニ rI L
－ 2
，
r e C O m bi n a n t i n t e rl e u k in 2 i R L N L ， r e g i o n al ly m p h n o d e ly m p h o

－

C y t e ．



肺癌患者末輸血 ， 局所 リ ン パ 節 リ ン パ 球の 抗腰壕活性

ナ
ー ル 抗体を 1ノ20 0 容 量に 加え， 4

0

C ， 3 0 分間静置 し

た．
次 い で ， リ ン パ 球を R P M ト1 6 4 0 培養液で 2 回遠心

洗浄後， 新 鮮 家兎血 清くC e d a rl a n e L a b o r a t o ri e s

L i m it e d ， O n t a ri o ， C a n a d al を細胞浮遊液の 1J4 容量

に加え， 3 7
0

C
，
1 時間反 応後， 0 ． 2 ％ トリ バ ン プル ー 染

色法 に よ り 生細胞 を算出 し， 1 0 ％F C S 添 加 R P M I ．

16 4 0 培 養液中 で 生細胞数 1 X l O 6 c ell sノm l に 調 整 し

た
．
使用 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 は， O K T 3 ， O K T 4 ， O K T 8 ，

L e u 7 ， 及 び L e u l lb ほ e c k t o n
－ D i c k i n s o nl の計 5 種で

あり， 各れ も補体結合性を有 して い る ． な お， 家兎血

清単独で はリ ン パ 球 に 対し細胞傷害活性を有 しな い こ

とを別途 に 確認 した ．

V ． N E 活 性 の 測定

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 10 ％F C S 添 加 R P M I－16 4 0 培養 液中で 2 X

lO
6
c ell sl m l に 調整 し

，
そ の 100 jLl 宛 を 96 穴平 底型 マ

イ ク ロ プ レ
ー トげ al c o nl の 各穴 に 分 注 し， e ff e c t o r 細

胞と した．

一 方
，
i n v it r o で継代培養 した ヒ ト赤白血

病細胞由来の K －5 6 2 細胞を t a r g e t 細胞 と し て用 い た．

1 X lO
6
c ell sl m l 濃度の K ．5 6 2 細胞浮遊液 1 m l に 1 0 0

JL Ci の N a 2
5 1
C r O ． く10 0 JL ll 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 e tt s

，
U S A l を加 え

，
3 7

0

C
，
5 ％

C O 2 下で 1 時間反応後， R P M I－16 4 0 培養液で 3 回 遠心

洗浄した後， 1 0 ％F C S 添加 R P M I ．1 6 4 0 培養液に 浮遊

させた も の を
5 1
C r 標識 K 一 粥2 細胞浮遊液と した ． 次い

で 1 X l O
5
c ell sl m l 濃 度 に 調 整 し た 5 1C r 棟 識 K ．5 6 2

細胞浮遊液 100 jLl を eff e ct o r 細胞液 1 00 JLl に 加 え た

に の 条件 で は eff e ct o r 細 胞 と t a r g e t 細 胞 数 比 は

20 ニ 1 で あ るコ． 3 7
0

C ， 5 ％C O 2 下 で 4 時間培養後， プ

レ ー

トの ま ま 200 X g で 5 分間遠心 後， 上 清 を各穴 か

ら100 JLl 宛採取 し， 上 清中の
51
C r 放出量 を a u t o w ell

g a m m a c o u n t e r A R C － 50 1 くア ロ カ
，
東京l に て 測定

した． リ ン パ 球特異 的細胞傷害活性 を次式よ り算出 し
，

N K 活性の 指標と した．

51
C r s p e cifi c r el e a s eく％1 こ

e ri m e n t a l r el e a s e －

S O n t a n e O u S r el e a s e

m a x i m u m r el e a s e －S P O n t a n e O u S r el e a s e
X l O O

m a x i m u m r el e a s e は t a r g et 細胞 か ら の 最 大
51
C r 放

出量 で
，
t a r g e t 細胞 に 0 ． 1 N H Cl l O O JLl を加 えた場合

の
5 1
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 10 ％

F C S 添加 R P M I －1 6 4 0 培 養液100 JL l を 加 え て 培 養 し

た場合の t a r g et 細胞
51
C r 自然放出量 で あ る．

V I ． rI L ． 2 ま た は O E －4 3 2 の 添加培 養 に よ る 細胞傷

害活性 の 測 定

1 X l O 6 c ell sノm l 漉 度 の リ ン パ 球 浮遊 液 1 m l に

種々 の濃度 の rl し2く塩野 義製薬， 大阪うまた は O E － 43 2

仲 外製薬
， 東京う100 ノノ1 を添加し， 3 7

0

C
， 5 ％C O 2 下

25 3

で 5 日間培養 した
．
N K 細胞抵抗性の ヒ ト肺扁平 上 皮

癌由来培養細胞株 の P C －1 0 を t a r g et 細胞 と し， 培養

リ ン パ 球 に よ る 細胞傷害活性 を測定 し， r王し2 及 び

O 正一4 3 2 の 至適洩度 を決定 した． 次 に ， リ ン パ 球浮遊液

く1 X l O 6 c ell sノm l1 1 m l に 至 適濃度 の rI L ，2 ま た は

O K －4 3 2 を10 0 ノバ 添加し， 経時的 に細胞傷害活性 を測

定した ． t a r g e t 細胞は K －5 6 2
，
P C －1 0 及 び P C － 3くN K 細

胞抵抗性の ヒ ト肺腺痛由来培養細胞株うを用 い た．
P C －

3 と P C ．1 0 の 選択 は病 理組織型 の 検索結果 に 基 づt l

た ． 細胞傷害活性の 測定は， N K 活性の 測定と 同様の方

法を用 い て行 っ た ．

用 ． 工し2 産 生 実験

1 ． 工L －2 被検体 の調整

Fi c o ll － H y p a q u e 比 重遠 心法 で得 た リ ン パ 球 を 1 X

lO
6
c ell sl m l 濃 度 に 2 ％F C S 添加 R P M I ．1 64 0 培 養液

中に浮遊 させ ， そ の 1 m l を 13 X l O O m m の プラ ス チ ッ

ク 試 験 管 げal c o 山 に 分 注 し た 後
，
0 ． 1 ％pb y t o ．

h e m a g g ul u ti n くP H A l くDif c o L a b o r a t o ri e s
，
B o s t o n

，

M a s s a c h u s e tt s
，
U S A l ま た は O K ． 4 32 を 0 ．0 5 K Eノmi

く乾燥菌体 0 ．0 0 5 m g に 相当フ の濃度 に 添加 し， 37
．

c
，

5 ％C O 2 下で 48 時間培養 した． 培養後， 20 0 X g ， 4
0

C

で 10 分間遠心後， そ の上 滞を工し2 被検体 と した．

2 ． 工し2 力価 の測定

マ ウ ス 由 来 の 工し2 依 存 性 増殖 丁細胞 培 養株

C T L L －2 を用 い た bi o a s s a y
川 に よ っ て 培養上 浦中の

I し2 力価 を測定 した． す なわ ち， 被検体10 帰1 を 96 穴

マ イ ク ロ プ レ
ー

ト上 で R P M I －1 6 4 0 培養液 に よ り 2 倍

段階希釈 した． 各穴 に 20 ％F C S 添加 R P M ト16 4 0 培養

液で 5 X lO
4

c ell sl m l 濃度に 調整 し た C T L L ． 2 細胞浮

遊液 100 JLl く5 X l O
3
c ell sI w elll を加え， 37

．

C ， 5 ％

C O 2 下 で 2 4 時間培養 した ． 培 養終 了 4 時 間前 に 0 ． 5

JL C i く40 JLll 宛 の
3
H －th y m i d i n e くN e w E n gl a n d

N u cl e a rl を各穴 に加 え
， 培養終了後， 細胞内に 取り込

ま れ た 放射活性 を液体 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． I し2 加価 くUノm り

の算出は， 標準と し ての r工し2 く10 0 Uノm り に よ る
3
H －

th y m id i n e の 最大取 り込 み値 の 50 ％を与 え るIL － 2 被

検体の 希釈倍数 を計算 し， その 逆数を Uノm l と して表

現 した ．

Y肌 測 定値 の 有意差検定

細胞傷害活性及び1 し2 産生量の 測定は， 2 へ 3 回 反

復し， 測定値 は平均値 士標準偏差くm e a n 士S ．D ．1 をも っ

て 示 した． 対応の あ る場合の 平均値の有意羞検定 に は，

p ai r e d t
Tt e S t を用 い

， 多群間の 有意差検定に は， 分散

分析後， D u n c an 法を用 い
，
危険率5 ％以 下を有意差あ

り と判定 した．
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成 績

工 ． P 王札
，
R l －N L 亜 群の 変動

P B L 亜 群 は， 肺癌患者 I 期6 例， 工工期6 例， Il工期6

例， 工V 期 7 例 に つ い て検索 したく表 い ． O E T 3 陽性細

胞 の 割合 は対照群く健康成人 1 0 人1 く67 ． 1 士5 ． 5 ％1 と

肺癌患者工， 工工， u 期の 各群間に 差 はな か っ たが ， 工V

期で は 49 ． 2 士8 ．2 ％であ り， 対照群 と比 較 して 有意に

くp く0 ．0 5う低値 を示 した．
O K T 4 陽性細胞 の 割合は，

対照群く40 ． 2 士4 ．7 ％フ と 王， 工工， 工II 期の 各群間 に 羞は

なか っ たが， W 期で は 28 ． 4 士 6 ．4 ％で あり ， 有意にくp く

0 ．0 引 低値 を示 した．
ま た

，
O K T 8 陽性細胞 の 割合で

は， 対照群く25 ．8 士3 ． 5 ％う と 工
，
工I
，
m 期の各群間 に

差は な か っ たが ，工V 期で は 28 ． 6 士3 ． 1 ％を示 し， 有意 に

くp く0 ．0 5う 高値 を示 した ．
O K T 4 陽性細胞と O K T 8

陽性細胞の 比率 T 4ノT 8 値 に お い て は， 工V 期 く1 ．0 2 士

0 ． 131 の み対 照群 く1 ．6 0 士0 ． 3 9う に 比 べ 有意 に くp く

0 ． 051 低値 を示 した ．
H L A D R 陽性細胞及び B l 陽性細

胞の 都合 は各拝聞で差 はな か っ たが ，L e u 7 陽性細胞 で

は
， 対照群の 11 ． 7 士3 ． 4 ％ に 対 し， 1I工期く30 ． 0 士9 ． 5 ％ン

に お い て の み 有意に くp く0 ． 0引 高値 を示 した ． L e u l l a

陽性細胞 で は， L e u 7 陽性 細胞 の 場合 と同様， 王工I 期

く29 ． 4 士6 ． 2 ％ぅ に お い て の み有意 に くp く0 ． 0 引 高値

を示 した．

R L N L で は， 肺癌の 転移の 有無と の 関係につ い て リ

ン パ 球亜群の 変動を検討 した く表 2ン． 転移陽性群く13

T a ble l ． L y m p h o c yt e s u b s et s ot P B L in p ati e n t s w it h c a n c e r

標本1 で は
， 対照群 く良性肺疾患 6 標 科 や転移陰性

群 く24 標本う と比較 して ， O E T 3 陽性細胞及 び O K T 4

陽性細胞 の 割合が有意 にくp く0 ． 0 5う低値 を示 し， O K T 8

陽性細胞 が有意 にくp く0 ． 0引 高値 を示 し， T 4ノT 8 値が

有意 にくp く0 ． 0 51 低値 を示 した．
P B L に比 べ ， R L N L

で は T 細胞亜群 の う ち， O E T 4 陽性細胞 の 占める割合

が高く ， T 4ノT 8 値 が著 しく 高値 を示 した． また
， N lく

細胞 に つ い て は， L e u 7 及 び L e u l l a 陽性細胞 と も に

数％と ほ と ん ど認め られ なか っ た
．

H ． 肺癌 患者 リ ン パ 球 の N E 活 性の 変動

P B L の N K 活性 は， 肺癌患者I 期1 2 例， II 期6 例
，

工工I 期 12 例
，
押 期6 例 に つ い て測定 したく図 1う．

51
C r 放

出度 を 指標 と し た N K 活 性 は， 対 照 群 く10 例1 で

37 ． 8 士9 ．5 ％
，
工期 27 ． 2 士5 ． 9 ％， 工工期 30 ．5 士1 0 ．4 ％，

王工工期 23 ． 6 士7 ． 6 ％， I V 期 16 ． 5 士5 ．2 ％で あ り
， 対照群と

比較 して 工 ， 工工1 ， 王V 期で 有意 に くp く0 ． 0 5う低値 を示 し

た．

R L N L に つ い て は， 転 移を 認 め な い 10 標本に つ い

て 測 定 し た が， そ の
5 t
C r 放 出 度 は 1 ．5 ％ へ 9 ． 7％

く5 ． 8 士2 ． 2 ％コを示 し， N K 活性は ほ と ん ど検出さ れな

か っ た ．

III ． r I し2 添加に よ る リ ン パ 球 の 細胞傷害活性の 増

強

1 ． r工し2 の至 適濃度

健康成人 の P B L I X l O
6

c ell sJ m l を 種々 の 濃度の

r工L －2 添加下 で 5 日間培養 し，P C －1 0 細胞 に 対す る傷害

S l a g e o f N u m b e r or R ati o く％I o E P B L p o siti v e i n r e a cti o n t o m o n o cl o n al a n tib o d y
1 u n g c a s e s

c a n c e T e X a m i n e d O K T 3 0 K T 4 0 K T 8 H L A D R B I L e u7 L e u1 1 a T 4ノT 8

1 6 8 0 ． 4 士1 5 ．5 ■ 3 7 ． 4 士1 3 ． 3 2 3 ． 8 士 7 ． 8 2 6 ． 2 土 3 ． 8 1 3 ． 6 土 3 ． 5 2 0 ．3 士 7 ．2 2 0 ． 5 士 9 ． 3 1 ． 41 士 0 ．85

正 6 5 9 ． 2 士 2 ． 2 3 3 ． 1 士 4 ． 4 2 3 ． 4 士 6 ． 9 3 3 ． 7 土11 ． 6 1 5 ． 2 士 7 ． 6 24 ．3 士 9 ．6 1 7 ． 8 土 4 ． 9 1 ． 50 士 0 ． 4 2

ロ 6 6 3 ． 4 士 9 ．0 3 6 ． 1 士1 1 ． 6 2 5 ． 2 士 8 ． 9 20 ． 4 土 7 ． 9 9 ．9 士 2 ． 1 3 0 ．0 士 9 ．5
瞥
2 9 ． 4 士 6 ． 2 ■ 1 ． 70 土 1 ．04

肘 7 4 9 ．2 士 8 ． 2
■
2 8 ． 4 士 8 ． 4

－

2 8 ． 8 士 3 ． 1
■

2 2 ． 9 土 5 ．5 1 0 ．5 土 3 ． 1 1 4 ．6 士 1 0 ．8 18 ． 8 士 9 ． 1 1 ． 02 士0 ．13
讐

C o nt rくIl書■ 10 6 7 ． 1 士 5 ． 5 4 0 ．2 士 4 ．7 2 5 ． 8 士 3 ． 5 2 9 ． 4 土 2 ． 2 1 3 ． 2 士 1 ． 0 1 1 ．7 士 3 ．4 15 ． 5 土 2 ． 5 1 ． 80 士0 ．3 9

書 M e a n 士 S ．D ．．
暮■ 甘e alt h y ad uIt s ．

群 S i 叩 n 汀i c a ntly d il Je r e nl くp く 0 ．0 51 r r o 汀l 亡O nt r Ol ．

T ab le 2 ， L y m p h o cy t e s u b s e l s oI R L N l ． in p a Lie nt s w ith l u n g c a n c e r

P r e 托 nC e OI N u m b e r oI R alio く％I oI R L N L p o sitiv e in r e a cti o n t o m o n o cl o n al a ntib o d y
m 亡l は l一山 or e 且5e S
Ju A B C A n C e l e X 8 mi n e d O K T 3 0 K T 4 0 K T 8 H L A D R B I L e u 7 L e ul l a T 4ノT 8

トつ 24 66 ．7 士 9 ．8
．

4 9 ．8 士1 9 ．5 9 ．3 士 5 ．1 40 ．2 士 1 7 ．9 訪 ． 9 士1 0 ．0 6 ．7 士 5 ． 9 4 ． 0 士 2 ． 2 5 ．8 る士2 ．8 0

く＋つ 1 3 5 5 ． 3 土 9 ． 1
－
3 8 ．4 土 3 ．2

書
1 4 ．5 士 2 ．9 － 40 ．1 土 17 ． 2 2 5 ．4 士 7 ． 8 3 ．5 士 1 ．6 6 ． 3 士 4 ． 1 2 ．7 3 土0 ．5 2

薔

C o ntr ol 叫 6 70 ． 4 士 6 ． 1 5 6 ．3 士 3 ．9 1 2 ．9 土 5 ．2 46 ．7 士 2 ． 9 2 3 ．5 士 5 ．8 5 ．3 士 2 ．1 3 ． 8 土 1 ． 9 5 ．0 1 土1 ． 37

書
． 乳 R eI e り O lb e f 00 l n o 血 O I T abl 亡 l ．

■ ．
P ■lk 山 量 W ilh b モnig n l u n g di 鎗 i 5 e ．
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肺癌患者末輸血 ， 局所リ ン パ 節リ ン パ 球 の 抗腫壕活性

C o nt r o I S t a g e l S t a g e lI S t a g e 暮11

くn ニ1 01 くn ニ 1 2 I くn 三郎 くn 王 1 幻

望言詔聖y p a ti 。n t S W it h I 。n g C a n 。。，

S t a g e 付

くn 三郎

Fi g ． 1 ． N K a c ti vi ty o f P B L i n p a ti e n t s w ith l u n g c a n c e r ．

P B L w e r e t e st e d f o r l y si s o f K
－5 6 2 c ell s i n

51
C r s p e cifi c r el e a s e a s s a y ．

－ 0 －， m e a n 士S ．

D ． ，
ヰ
， p く0 ．0 5 こ Si g nifi c a n tl y diff e r e n t f r o m c o n t r ol ．

活性 を測定 した． 図2 に 示 すよ う に ， P B L に rI L －2 を

20 Uノm l の 濃度 に 添加培養 し た リ ン パ 球 の 傷害活性

が最高値 を示 した の で， 以 下 の 実験 で は 20 Uノm l を

rIし2 の至 適濃度 と した．

2 ． r工L ． 2 添加培養 リ ン パ 球 に よ る細胞障害活性 の

経時的変化

rIL －2 を 添 加 し て 培 養 し た 対 照 群 の P B L 及 び

R L N L の K －5 6 2
，
P C － 3 及 び P C －1 0 細 胞 に 対 す る傷害

活性を， rl し2 添加前， rI し2 添加培養 1 日目， 3 日冒

及び 5 日目 に 測定した ．

り P B L く図 3う

P B L の K －5 6 2 細胞 に 対す る傷害活性 は， rI L －2 添加

前は 37 ． 8 士9 ． 5 ％で あ っ たが
，
rl L －2 を添加 して培養す

る こ と に よ り著明 に 増強 し， r工し2 添加培養 1 日 目に

最高値は1 ．0 士7 ． 2 ％う に 達 した．
P じ3 及 び P C －1 0 細

胞に 対 す る P B L の 傷 害 活性 は， r工し2 添 加 前各々

7 ． 3 士3 ． 4 ％
，
3 ． 4 士 4 ． 1 ％を示 し

，
活性 は微弱で あ っ た

が
，
r王し2 添加培養 リ ン パ 球 で は著明に 増強 した． しか

し なが ら
，
E － 5 6 2 細胞 に 対す る細胞傷害反応 の r工し2

によ る増強と は若干異 な り， 培養 3 日 目に 最高値くP C －
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6
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F i g ． 3 ． K i n e ti c s o f i n d u c ti o n o f c yt o t o x i c a c ti v it y i n P B L ． P B L く1 X l O 6 c ell sノm lJ f r o m
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肺癌患者末梢血， 局所 リ ン パ 節リ ン パ球 の 抗腫囁活性

3 細胞， 5 8 ． 2 士 13 ． 1 ％ i P じ1 0 細胞， 5 4 ．9 士 13 ． 7 ％うを

示 した．

い ずれ の t a r g e t 細胞 に 対 して も， rI L －2 添加培

養リ ン パ球 の 細胞傷害活性が無添加培養リ ン パ 球に 比

較して有意に くp く0 ． 0 い 高値を示 した ．

2 1 R L N L く図 4 う

R L N L の E
－5 6 2 細胞 に 対す る傷害反応 は， r工し2 添

加前で 4 ． 0 士3 ． 1 ％と 活性 は微弱で あ っ た が， r ル 2 添

加培養リ ン パ 球 で は著明 に 増強 した．
し か しな が ら

，

P B L の 場合と は異な り， rI L － 2 添加培養リ ン パ 球の 傷

害反応 は 5 日目 に 最 高値 を 示 した．
P C －3 及 び P C － 1 0

細胞 に 対 して は， rI L －2 添加 前の リ ン パ 球 で は ほと ん

ど傷害活性は認 め ら れ な か っ た が ，
rl し2 添加後， 3

句 5 日間培養す る こ と に よ り著明 に活性 の 増強が み ら

れた． また， P B L と 同様， r工し2 添加培養リ ン パ 球の 傷

害活性は各れ の t a r g e t 細胞に 対 して も， 無添加の場合

よ り有意 に くp く0 ．0 1う 高値 を示 した．

以 上 の 対照群 の r工し2 添加培養 P B L く健康成人I 及

び R L N L く良性肺疾患1 の 細胞傷害活性の 経時的変化

の成績に 基づ き， 以 下の 実験 で は r工し2 無添加 で の 培

養直後， rI し2 添加培養 1 日目及 び 5 日目 に 細胞傷害

活性 を測定す る こ と に した．

2 5 7

I V ．
r I し2 添加培養 に よ る リ ン パ 球亜群 の 変化

対照群 の リ ン パ 球 に rI し2 を添加培養 した場合 の リ

ン パ 球亜群の 経時的変化を検討した ．

1 ． P B L く表3 コ

各種モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 に 陽性 を示 すリ ン パ球 亜群

の 割合 は， r工し2 添加培養 1 日目の リ ン パ 球で は採血

直後の 値と比 べ
t
ほ とん ど変化が なか っ た ． 培養5 日

目 の リ ン パ 球 で は ， O K T 3 陽性細胞85 ． 3 士6 ． 1 ％，

O E T 4 陽性細胞 57 ．4 士 4 ． 7 ％と 2 種の モ ノ ク ロ ナ ー ル

抗体に 陽性 を示 す T 細胞の増加が みら れ た．
L e u 7 及

び L e u l l a 陽性細胞に は変動は なか っ た ．

2 ． R L N L く表 4 I

rI し2 添 加前 の リ ン パ 球 亜群 の 測定結果 と 比 較 し

て
，
r工L －2 添加5 日間培養の リ ン パ球 で ， O K T 3 ， O K T 4

及 び O K T 8 の モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体 に 陽性 の T 細胞の

増加が み られ た．
L e u 7 及 び L e u l l a の モ ノク ロ ナ

ー ル

抗体陽性細胞に は変化が なか っ た ．

V
． 特定 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 陽性 細胞除去後 の

r暮し2 添加培養 リ ン パ 球 に よ る 細胞傷害ラ舌性の

変化

対照群 リ ン パ 球に つ い て， モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 を用

T a bl e 3 ． C h a n g e s i n ly m p h o c y t e s u b s e ts o f P B L c u lt u r e d wi th rI L
－ 2

I n c u b ati o n

p e ri o d

くd a yう

R a ti o く％l of P B L p o siti v e in r e a c tio n to m o n o cl o n al a n tib o d y

O K T 3 0 K T 4 0 K T 8 L e u 7 L e u l l a

6 3 ．1 士 5 ． 4
春
4 0 ． 8 士 4 ． 8

6 4 ．7 士 9 ， 8 4 3 ． 2 士 2 ． 9

8 5 ．3 士 6 ． 1 5 7 ． 4 士 4 ． 7

25 ． 1 士 5 ． 2 1 2 ． 5 士 3 ．7 1 3 ． 6 士 3 ． 8

2 2 ． 6 士 3 ． 5 1 3 ． 3 士 2 ． 7 1 4 ．8 士 2 ． 1

2 8 ． 9 士ユ0 ． 6 1 1 ． 6 士 2 ． 8 1 2 ．8 士 3 ． 7

P B L く1 x l O
6
c e ll sJ m ll f r o m h e alth y a d u lt s w e r e c ult u r e d i n R P M I－1 6 4 0

S u P Pl e m e n t e d w ith l O ％ F C S a n d rI L－2 く20 U J
，

m ll ． L y m p h o c y t e s u b s e ts of
P B L w e r e m e a s u r e d a t O ， 1 a n d 5 d a y s o f i n c u b a ti o n p e rio d ．
ホ M e a n 士S ．D ． くn ニ 1 01 ．

T a b l e 4 ． C h a n g e s i n l y m p h o c yt e s u b s e t s of R L N L c ult u r e d w ith rI し2

I n c u b a ti o n

p e ri o d

くd a yン

R a ti o く％l of R L N L p o siti v e i n r e a c ti o n t o m o n o cl o n al a n tib od y

O K T 3 0 K T 4 0 K T 8 L e u 7 L e ul l a

67 ． 5 士 5 ． 9
ホ
5 4 ． 2 士 8 ． 5

62 ． 8 士 7 ． 4 5 2 ．8 士 6 ． 3

8 9 ． 5 士 2 ． 2 70 ．8 士 6 ． 1

8 ． 6 士 3 ． 1 2 ．6 士 0 ． 8 4 ． 8 士 1 ． 7

9 ． 4 士 3 ． 8 3 ． 8 士 1 ． 5 6 ． 9 士 2 ． 3

1 7 ． 9 士 7 ． 2 2 ． 9 士 1 ． 1 4 ． 7 士 1 ． 3

R L N L く1 x l O
8
c ellsノm りf r o m p a tie n ts wi th b e n ig n l u n g d is e a s e w e r e c ult u r e d

a n d a s s a y e d a t th e s a m e c o n d iti o n s a s d e s c ri b ed i n T a bl e 3 ．
ヰ
M e a n 士S ． D ．くn 二 6l ．



2 5 8

い て補体依存性細胞融解反応 に よ り特定の リ ン パ 球 を

除去した後， rI L －2 存在下で 5 日 間培養 し， P C tl O 細胞

に 対する傷害活性の 変化を調 べ た く表5 う．

P B L で は
，
O K T 3

，
O K T 8 及 び L e u ll b 陽性細胞 を

除去した 場合 に r工L －2 添加 に よ る細胞傷害活性の増強

が認め られ な か っ た ．
こ れ に 対 し

，
R L N L で は， O K T 3

と O K T 8 陽性細胞 を除去 した 場合 の み に rI L
－ 2 添加

に よる傷害活性の増強効果 が認め られ な か っ た ．

V l ． 肺癌病期別患者 の P B L に お け る rI し2 添加培

養に よ る 細胞傷害活性の 変化

肺癌患者工期 15 例， 工工期 6 例 ，
m 期 16 例， 押 期 6

例の P B L に つ い て， t a r g e t 細 胞 と して K
－5 6 2 細胞 を

用 い て細胞傷害活性 を測定 したく図5 aう． r工し2 添加前

で は
， 対照群 に 較べ ， 工工1 期及びIV 期で有意にくp く0 ．0 引

低値 を示 した．
rl し2 を添加培養す る と， 培養 1 日目で

は全て に お い て rI L －2 添加 前の 活性 と比 較 して 著明に

活性催 の上 昇が み られ た． 対照群 の傷害活性値 と比 較

す ると
，
m 期及び汀 期で 有意 に くp く0 ．0 引 低値 を示 し

た．
rl し2 添加 培養5 日目 の リ ン パ 球 で は全て に お い

て各期の培養 1 日目 よ りや や低値 を示 した．

P C －3 細胞に 対す る傷害活性は ， 1 期7 例， H 期 3 例，

nI 期 7 例， 1 V 期3 例 に つ い て測定 した く図 5bう． r王し2

添加前は各期 を通 じて ほと ん ど傷害活性 は認め られ な

か っ たが
，
r工し2 添加培姜 1 日目 で 全 て に 傷害活性 の

爪

増強効果が認め られ た． さら に ，
5 日間の培養リ ン パ

球 で は 全て に お い て著明な傷害活性 の増強が み られた

が ， 各群間に 差 はな か っ た ．

P C －1 0 細胞 を t a r g e t 細 胞と し た 場合 で は， I 期8

例， H 期 3 例， m 期 9 例， 押 期 3 例 に つ い て測定した

く図 5 cl ． rI し2 添加前で は， t a r g e t 細胞 P C －3 で の結

果と 同様， 各期 リ ン パ 球の 活性 は微弱で あ っ た ． rI L －2

添加培養1 日目の リ ン パ 球で は全 て に傷害活性の 増強

が み られ， 培養 5 日目 で は各期で 培養 1 日目よ り著明

な活性の 増強が み られ た． 対照 群と比較す る と王Y 期で

有意 に くp く0 ． 0引 低値 を と っ た ．

耶1 ． rI L ． 2 添加培養 し た R l －N L の 細胞 傷害活性と

肺癌転移 と の 相関

T a r g e t 細胞 と し て K
－ 5 6 2 細胞 を用 い ， 肺癌患者に

お け る転移陰性 リ ン パ 節 20 標本， 同陽性 リ ン パ 節13

標本及 び対照群 く良性肺疾患う 6 標本 に つ い て傷害活

性 を検討 したく図 6 aう． r工し2 添加前 の リ ン パ 球で は，

各群 で 活性 は微弱で あっ たが ， rI し2 添加培養1 日目

の リ ン パ 球の細胞傷害活性 は， 各群 で わ ずか に増強が

み ら れ た
． 培養5 日目の リ ン パ 球の 細胞傷害活性 は，

転移陰性群 で 49 ． 1 士 4 ．3 ％であ り， 著 明な 活性の 増強

効果が認 め られ た ．
しか しな が ら転移陽性群 での活性

は 28 ． 4 士9 ． 6 ％で あり ， 対照群く57 ． 9 士7 ． 4 ％う 及 び転

移陰性群と 比較 して 有意 に くp く0 ． 0引 低値 を示 した
．

T a bl e 5 ． C yt o to x i c a c ti vi ty of P B L a n d R L N L c ult u r e d w i
th rI L －2

af t e r d e pl e ti o n of a s p e cifi c ly m p h o c yt e s u b s e t b y m o n
o cl o n al

a n ti b o d y pl u s c o m pl e m e n t
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－1 0 c ell s

ホ

く
SI
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M e di u m
抽 ホ
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6 6 ． 7 士 5 ． 1
ホ 抽 斗

6 6 ． 4 士 3 ． 7

1 3 ． 1 士 6 ． 2

6 7 ． 1 士 6 ． 7

1 2 ． 4 士 3 ． 8

5 6 ．2 士 6 ． 5

1 6 ． 9 士 3 ． 7

4 2 ． 6 士 7 ． 2

5 0 ． 4 士 3 ． 7

1 0 ． 3 士 2 ． 6

4 7 ． 2 士 3 ． 6

9 ． 2 士 3 ． 1

50 ． 1 士 6 ． 4

4 0 ． 3 士 9 ． 3

ホ
L y m p h o c y t e s く1 x l O

8
c e11 sl m ll w e r e c ult u r e d i n R P M ト16 4 0 s u p p
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肺癌患者末栴血 ， 局所リ ン パ 節リ ン パ 球の 抗腫瘍活性

P C －3 細胞 をt a r g e t 細胞と し た場 合 で は， 転移陰性

リ ン パ 節7 標本， 同陽性リ ン パ節 6 標本に つ い て 検討

し た く図6bう． 各群 とも に ， r工し2 添加 前及 び r ル 2 添

加培養1 日目の リ ン パ 球の 細胞傷害活性は低値で あ っ

たが
，
培養5 日目の リ ン パ 球 で は， 対照群及 び転移陰

性群で 著明 に 傷害活性の 増強効果が認 めら れ た．
しか

し， 転移陽性群 で は その 活性 は 20 ．2 士5 ． 0 ％ に す ぎず
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2 5 9

対照 群や転移陰性群 と比 較し て有意に べp く0 ． 0 5J 低

か っ た
．

P C － 10 を t a r g e t 細胞 と した場合で は， 転移陰性 リ ン

パ 節 13 標本， 同陽性リ ン パ 節 7 標本に つ い て検討 した

く図 6 cフ． rl し2 添加前及 び r工し2 添加培養 1 日目の リ

ン パ 球 では， P C －3 細胞 をt a r g e t 細胞と し た場合 と同

様， 各群 で の 傷害活性 は低値 で あ っ た ． 5 日 間培養 し

たリ ン パ 球で は
，
対照群と転移陰性群に 著明に 清性の

増強効果 が認 め ら れ た が， 転移 陽性群 で は 21 ． 6 士

1 0 ． 3 ％と他群 と比 較 して有意に くp く0 ． 0引 低値 を示 し

た．

YIH ． O K －4 3 2 刺激リ ン パ球 に よ る 細胞傷害活性の 変

化

1 X l O 6 c ell sl m l 濃度の リ ン パ 球浮遊液 に O K － 4 32

を至適濃度く0 ． 0 5 K EJ m ll に 添加， 培養 し， t a r g e t 細

胞 P C ． 3 に 対す る細胞傷害活性の 変化 を検討し た． 肺

腺癌 の 工期症例 3 例に つ い て 検討 した と こ ろ で は，

P B L
，
R L N L と も に O E ． 4 32 存在下

，
3

ノ
ー 5 日 間の 培

養 で 細胞傷害活性の 増加が み られ た が ， その 程度 は

r工L －2 存在下の 場合よ りや や低値 で あ っ たく図7 ， 鋸 ．

1 X
．
P B l ノ 及 び R L N L の I I ノ ー2 産 生能

肺癌患者 工期 6 例， m 期5 例 に つ い て， P B L 及び

R L N L の I L 2 産生能 を検討 した． P H A 刺激の 場合，

0 1

l n c u b a tI o n p 即 l o dくd a yI

F i g ． 5 ． C h a n g e s i n c y t o t o x ic a c ti v it y of P B L b y rI L
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く2 0 U J
l
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，
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産生され た1 し2 量は 対照 健康成人 く10 人1 の P B L で

14 ． 6 士 1 0 ．2 U ノm l に 対し， 肺癌 患者の P B L で は 6 ． 9 士

9 ．6 U l mi ，
R L N L で は 58 ． 9 士2 8 ． 8 U l m l で あ っ た く図

9 al ． P B L の 王し2 産生量 は健康成 人 の それ に 比 し有意

にくp く0 ．0 1う低 か っ たが ， R L N L で は有意にくp く0 ． 0 1う

高値を示 した ．

O E －4 3 2 刺激リ ン パ 球に よ る工L －2 産生量は， 対照群

の P B L で 9 ． 3 士8 ． 6 Uノm l で あ っ た が ， 肺 癌 患者 の

0 1

tn c u b a t 1 0 n P e r1 0 d くd a yI

1

1 n G U b a tl o n p e r1 0 dくd a y l

P B L で 3 ．2 士3 ， O U l m l と 有意 に くp く0 ． 0 11 低値を示

し
，
R L N L で は 47 ． 8 士2 7 ． 2 U l m l と有意 にくp く0 ．01 1

高値 を示 した く図9 aう．

また
，
P王i A 及 び O K －4 3 2 刺激に よ り

，
手術後 にIL ．

2 産生能の 出現 す る症例が 5 例中 3 例に み られ た．

考 察

近年
， 特定の ヒ ト リ ン パ 球亜群細胞表面に 発現さ れ

る 抗原 を認 織す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体が 開発 され， そ

れ ぞ れ の亜 群 を特定 しう るよ う に な っ た ． 本抗体の臨

床応用 の 1 つ の 方向と し て ， 各モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体を

螢光色素で標識 し， リ ン パ 球 と反応 させ て， フ ロ ー

サ

イ ト メ
ー タ ー に よる 末梢血 リ ン パ 球 亜群 の 解析が広く

行わ れ るよ う に な っ た ．
こ の方法は

，
迅速 か つ 再現性

に 優れ ， 免疫不全症1 2 や 自己免疫疾患
1 引
をは じめ， 感染

症川 や 腎移植後の拒絶反応の モ ニ タ リ ン グ 吋 な どと し

て 臨床面 に 導入 さ れ てい る． 癌患者に お い て は， T 細

胞を 中心 とす る細胞性免疫能が抗腫瘍免疫の 主 体をな

し癌 の進行 と と も に そ の 機能 が低下す る と され て い

る
1 6I

． 著者 はリ ン パ 球亜 群の 分別 に よ り， 肺癌患者の 抗

腫瘍免疫能 を検討 した．

末梢血 丁 細胞くO K T 3 陽性細胞うは， O K T 4 陽性の

h el p e rli n d u c e r T 維柑包と O K T 8 陽性の s u p p r e s s o rl

c y t o t o x i c T 細胞 に 大 別 さ れ る ．
こ れ ら T 細 胞は

0 1

1 n c u b a tl o n p e rI o d くd a yl

F i g ． 6 ． C h a n g e s i n c y t o t o x i c a c ti v it y o
f R L N L b y rI し2 －
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6
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0
，
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肺癌患者末梢血 ， 局所 リ ン パ 節 リ ン パ 球の 抗腫壕活性

r e g ul a t o
r y 細胞 と し て 生体 の 免疫応答の 調節 に 関与

し てお り， そ の 増減や比 率 くT 4ノT 8I の 変動が 宿主生

休の 免疫能の 指標と な り うる と考 え られ て い る ． 肺癌

患者で は， 汀 期症例 に お い て T 細胞自体の 減少及 び機

能面で の S u p p r e S S O r 細胞の増加 の 2 点よ り免疫能 の

低下 をき た して い る と 思 われ る ． 消化器病患者 に お い

ても非治癒切除に 終 っ た進行例で 同様 の 成績が えら れ

てお り
1 乃
， 痛が か な り進行 しな い か ぎり T 細胞亜 群は

比較的正常 に 保たれ てい る よう で あ る．

一 方
，
N K 細胞 は， 腫 瘍細胞 に 対す る生 体の 自然塩抗

力の 要因 と な っ て い る も の で あ る．
T a k a s u gi ら

1 81 に

ょりi n v it r o に お け る正 常 ヒ ト リ ン パ 球の 腰癌細胞 に

対す る傷害性が報告 され ， ま も な く Ki e s sli n g ら
1 9りこ

より n at u r al k ill e r くN K l 細胞 と命名 さ れ た．
N K

胞の機能と して ， 発癌の 免疫監視機構くi m m u n ol o gi c al

s u rv eill a n c el 2 01 に対 す る役割が考 えら れ， 具体的に は，

1 1 N K 活性の 高い ヌ ー ド マ ウス で は
，
正常 マ ウス と比

較して自然発癌率や化学発癌率が低い こ と
21I 2 2I

，
2 う

N K 機能 を欠損 す る B ei g e マ ウス は移 植腫瘍 を受 け

入れ や すく 転移も形成 しや す い こと
2 31
，
3 うヒ トに お け

る N K 細 胞の 選択的欠損病で あ る Ch e di a k － H i g a s hi

0 1 3 5

1 n e u b at 1 0 n P 8 rl o dl d a y I

F ig ． 7 ． A u g m e n t a ti o n of c y t o t o x i c a c ti v ity of P B L

a g a i n s t P C
－ 3 c ell s b y O K－43 2 ．

P B L く1 X lO
6
c ell sl m lJ w e r e c ul t u r e d i n R P M I －

1 64 0 s u p pl e m e n t e d w i th l O ％ F C S a n d O K － 4 3 2

a n d t e s t e d f o r l y si s o f P C
－3 c ell s a t O

，
1
，
3 a n d 5

d a y of c ul t u r e p e ri o d ． T e st s w e r e p e rf o r m e d

in 51 C r s p e cifi c r el e a s e a s s a y ． E a c h v al u e r e
－

p r e s e n ts th e m e a n 士 S ．D ． ．
さ
，
n O a d di ti o n i ム ，

O K －4 3 2 く0 ．0 5 K E l m ll a d d e d ニ 0 ， rI L －2 く20 Ul m ll
a d d e d ．

2 61

病 に 悪性腫瘍が多発す る こ と2 棋 5I な どの 報告が あ り，

生体内 に お け る N K 細胞 は腫 瘍発 生 の 初期 に 作用 し

て その 予防や 抑制， 転移の 防止 な どに 関与し て い る可

能性が強く示 唆され る ．

癌患者 の N K 活性に つ い て は， 胃癌 細 や乳癌2 刀 ， 食

道癌2 引 な どの 症例に つ い て の 報告が あり， 進行度 と と

も に N K 活性 は低下す る傾向に あ る とさ れ て お り
，
肺

癌患者で も同様の 結果が え られ た．
こ のよ う な， 担病

状態 に お け る N K 活性の 低下 の 原因と して は， リ ン パ

球亜 群上， N K 細胞 は数量的に は保たれ て い るが
，
そ の

機能が低下 して い る， また は， N K 活性 の 発現 を抑制す

る機構が存在す る， な どが考 えられ る． 担癌生体に お

け る s u p p r e s s o r 細 胞 の 出現
2 91
や
，
流血 中の s o l u b l e

i m m u n e c o m pl e x
3 01
や プ ロ ス タ グラ ン ディ ン の存在3 り

な どの 報告も ある．
また

，
i n vi tr o での N K 活性の測

定に は， 標的細胞 と して
，
E －5 6 2 細胞な どの 造血器系の

細胞が 用 い られ る こ とが 多く， 末梢血リ ン パ 球 はそ の

ま まの 状態 で は ヒ トの固型腫瘍細胞 に は ほと ん ど傷害

性を示 さ な い 3 21 ． 臨床的 に痛 と診断で き るよ う な状態

で は N K 細胞 の抗腫 瘍酒性 は あ ま り期待 で き な い と

思われ る ．

担癌 生体で の 低下 した N K 活性 の 増強 用 や 抗腫瘍

清性 を持つ 細胞の誘導 に 関して ， G ri m m ら 3 41が 興味あ

0 1 3 5
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るキ ラ
ー

細胞群の 存在 を報告 し た． 痛 患者末梢血 リ ン

パ 球 を1 し2 存在下 に 3 へ 4 日 間培養す る と， 自己 の固

型 腫瘍も含め た N K 細胞抵抗性の 各種腫瘍細胞 を傷

害す る細胞が誘導され た．
こ の 細胞は 前感作 を必 要と

せ ず， 1 y m ph o k i n e a c ti v a t e d k ill e r くL A K 巨細胞と命

名され た．
I L ． 2 は最近抗腫瘍免疫 の 分野 で 注目さ れ て

い る リ ン ホ カイ ン の 1 つ で
，
G illi s ら

3 5りこよ っ て機能

性 丁細胞 を長期継代培養 を可能 に す る T 細胞増殖因

子 と して発見さ れ た．
そ の性状 は， T 細胞 くO K T 4 陽

性細胞36りや N K 細胞 和 が 産生 し， 分子量 1500 0くと り

の糖蛋白 で ある ． 近年の遺伝子 工 学の 進歩 に よ り， 大

腸菌を利用 す る r工し2 が容易 に えら れ る よ う に な り，

その生物学的活性も証明さ れ て い る3 8I ．

こ の よ う な L A K 活性 を示 す 前駆細胞 と して は， T

細胞 由来 くヒ トで は O K T 3
＋

，
O E T 8

＋

，
マ ウ ス で は

T h yl
＋

，
L yt l

．

2
＋ 3 9り と す る報告 や ， N K 細 胞 由来

くO K T 3
－

，
L e u 7

．

，
L e u l l

＋

1
4 01
，
n u ll c ell 由来くO K T 3

－

，

1
－

■

■

山
口
0
－

く

．

打
．

り
T
－
－

－
1
－
－
．
t

．

－
0

■

■

■

■

■

■

■

■

一
■

打
．

．

計

ご

P B L P B L R L N L

くn 三1 0I くn ニ 1 1I くn ニ1 1I
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ホ
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爪

O K T 8－1 相 と する 報告も あ り， 一 定の 見解が えられ て

い な い ． 著者の 成績 で は
，
O K T 3

＋

，
O K T 8

十
の T 細胞

と L e u ll
＋
の N K 細胞の 両者 に 由来す る も の と考 えら

れ た
．

以 上 の よう な 基礎的事実 を も と に し て
， 肺癌患者

P B L の rI L －2 に 対す る反 応性を検討 した結果 ， 11 肺

癌患者 P B L は rI L ． 2 に N K 活 性の 増 強及 び L A K 活

性の形 で 十分反応 しう る こ と， 2 1 リ ン パ 球亜群上

N K 細胞や L A K 前駆細胞が正 常に 保持 さ れ て い る こ

とよ り
，
肺癌に 対す る免疫療法 に お け る工し2 の 重 要性

が 明 らか に され た．

工し2 を利用 する 免疫療法と して は，工し2 の 生体内へ

の 直接投与 や
，
i n v it r o で I L 2 に よ り誘 導 さ れ た

L A K 細 胞 を I L －2 と と も に 投 与 す る a d o p ti v e

i m m u n o th e r a p y
421の 可能性が 考え ら れ る．

しか し
， 生

体 内に 投与 さ れ たI し2 の 血 中半減期 は約 3 分と極 め

て短 く 瑚1 し2 依存性 の 強い L A K 細胞の 生体内維持が
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肺癌患者末梢血 ， 局 所リ ン パ 節リ ン パ 球 の 抗腫囁 活性

困難， な どの 問題点が あ り， その 投与方法な どに
つ い

て今後検討さ れる べ き で ある．

外来性の I し2 投与 に この よ う な間置 が あ る現在， 生

体内で1し2 を産 生 さ せ る よ う な手段 を考 える の が 最

も合理 的と考え， 肺癌 患者 P B L の ル 2 産生 能 を検討

した．

一 般に ， 癌患者で の工し2 産生能は低下 して い る

との報告
相 が あ り，肺癌 に おい ても 同様 で あ っ た ． リ ン

パ 球亜 群上 は， 肺癌患者に お い て1 し2 産生細胞 はほ ぼ

正常に 保持 され て お り， こ の 工し2 産生能の 低下の原因

として は， 術後 に工し2 産 生能の 回復が み られ る こ と よ

り， 担癌に も とづ く何 らか の抑制因子 が 考 えられ ， 担

病状態 に 特異的 な現象 と思わ れ る． 術後 に 1 し2 産生能

の 回復 して く る現象は， ル 2 産生さ ら に は L A E．細胞

の誘導作用 の あ る
瑚 O K － 4 32 療法の 有用 性 を裏付 け る

所見と考 えら れ る．
ま た

，
逆に

，
I し2 産生能の 測定は，

O K －4 32 療法施行時の新 し い 免疫能の 指標 と な りう る

ものと 思わ れ る ．

ま た，I し2 は L A K 活性以外に ， 癌 に 特異的 な キラ
ー

T 細胞の誘導に も重要で あ り， I し2 産生能と患者の 予

後の関係に つ い て検討す る こと は， 今後の 課題で あろ

う． しか し， 現在，
一

般に 用 い ら れ て い る bi o a s s a y に

よる工し2 定量 法で は， 使用 す る細胞 の 状態に よ り測定

値に誤差が生じや す い こと が知 られ て い る ． 最近， 工L －

2 に 対す るモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体が 開発 さ れ た
4 61が

，
こ

れらを用 い る r a di oi m m u n o a s s a y な ど， よ り簡便 で 正

確な測定法の 開発が望ま れる ．

一 方， 肺癌の予 後 を左右す る因子 の
一 つ と して

，
局

所リ ン パ 節転移 の 問題 が ある ． 担癌生体 に お い て， 局

所リ ン パ 節は腰 瘍の 進展の 単な る 一 経 路と な るに す ぎ

な い の か ， あ る い は 全 身転移 に 対 す る bi ol o gi c al

b a r ri e r な の か を検討す る こ とは， 外科手術 に お ける リ

ンパ 節郭清の 問題や術前の 局所免疫療法の意義 を考え

る上で 重 要で あ る．
この よ う な目的に 沿 っ て局所リ ン

パ 節の 防禦機構 を検索 した報告で は， 組織学的形態
欄

や P H A 幼 若化反応 欄 な どに つ い て の 知見が えら れ て

いる
． 著者は リ ン パ 節 リ ン パ 球亜 群の 分別， N K 活性，

rI L －2 に よ る L A K 活性 の 誘導
，
I L －2 産生能 な どを測

定し
， 局所 リ ン パ 節リ ン パ 球の 抗腫瘍活性 を検討 し た．

まず
，
リ ン パ 球亜群 に つ い て は

，
転移 陽性群に おい

て
，
T 細胞 自体の 減少 と s u p p r e s s o r 機能の 冗進 に よ る

免疫能の 低下 が示 唆さ れ た． 転移の な い リ ン パ 節は，

ほぼ正常 に 保た れて お り ，P o p p e m a ら
4 91
の免疫組織学

的所見と同様， O K T 4 陽性細胞が優位 を占め てい た．

N K 細胞に つ い て み る と
， 転移の 有無に か かわ ら ず，

L e u 7
，
L e u ll a 陽性 リ ン パ 球 とも に ま れ で あり， K －5 6 2

を棲的細胞 と す る N K 活性 が低値 で あ る こ と を裏付

けて おり ，局所 リ ン パ 節 に お い て は， N K 細胞 に よる抗

263

腫瘍活性は そ の まま で は期待 で き な い と思 われ る．

そ こ で
，
r王し2 添加培養リ ン パ球 の L A K 哲性に つ い

て み る と
， 転移の な い R L N L に お い て， r ル 2 に 反応

した L A K 活性の 形で細胞傷害能が温存さ れ て い る と

思 わ れ た． しか し， P B L と は異な り， 培養1 日日で の

N K 活性の 増強が み ら れな か っ たの は， N K 細胞 自体

が ほ と ん ど R L N L に 存在 し な い た めと 思わ れ る ． ま

た， R L N L の I し2 産生能 は P B L の 10 へ 1 00 倍と 高値

で あ り， 転移の ない 局所リ ン パ 節に おい て は， 0王く． 4 32

な どの 外来刺激に よ り1 し2 を産生 し， そ れ に L A E ． 前

駆細胞が反応 して L A K 活性が 誘導され ， その 結果， 抗

腫瘍活性が発輝さ れ るも の と思わ れる．

従 っ て ， 術前 に 何らか の 方法で局所リ ン パ 節 の 抗腫

瘍活性 を高め る こ と は， 術 前や 術中の腫瘍細胞 の全身

へ の 撒布を 防禦す る こ と に な り， リ ン パ 節転移 のな い

早期癌 の症例 で の局所リ ン パ 節 を温存す る こ と の妥当

性が見出 され る で あ ろう． そ の方法と して は， 経気道

的あ る い は経気管支動脈的 に 工し2 や O K －4 3 2 を 投与

する こ とが 考 えられ る． さ らに ， 経気管支動脈的に 注

入 さ れ た リ ン パ 球 は腫瘍近傍や局所リ ン パ 節ら羊集積す

る と の 報 告叫 も ある こ と か ら， i n v it r o で 誘導 し た

L A K 細胞 と I L －2 の併 用 に よ る ad o pti v e i m m u n o －

th e r a p y の 可能性 も考 えられ ， 今後の課題 と した い ．

結 論

肺癌患者 の P B L 及 び R L N L の 抗腫瘍活性 を検討

す る目的で ，両者 に お けるリ ン パ 球亜 群の分別，N K 活

性， r工し2 に よ る L A 正 晴性の 誘導及 び工し2 産生能な

どに つ い て 検討 した ． ま た， B R M の
一 つ と して， O E －

4 3 2 に よ る細 胞傷害活性 の 誘導 と王L －2 産生能 の 増強

の 有無を検討 し， 以 下の成績が得ら れた．

1プリ ン パ 球亜群分別試験で は， 巨＋m 鄭の P B L 及

び転移の ない R L N L で は， リ ン パ 球亜群の分布は ほ ぼ

正 常 に 保 た れ て い た ．
押 期 の P 王さL 及 び転移陽性の

R L N L で
，
O K T 3 及び O K T 4 陽性細胞の減少， O K T 8

陽性細胞 の 増加， T 4ノT 8 値の 低下が あり ， 細胞性免疫

の 低下 が み られ た．

2 1 N K 活性 は， P B L で 病期の 進行と とも に 低下し

て い た ．
R L N L で は転移の 有無に かか わ らず， きわ め

て微弱で あ っ た ．

3 1 P B L を rI L － 2 存在下で 培養す ると ， N K 活性の

増強及 び L A E 活性 に よ る著明な腫瘍細胞傷害活性 を

も つ 細胞が誘導でき た． 転移の な い R L N L でも rI L －2

に よ る L A E 活性が誘導で き， 肺癌患者の P B L 及 び転

移 の な い R L N L の rI し2 に 対 す る 反応性 が明 ら か と

な っ た
．
ま た

，
B R M の

一 つ で あ る O E －4 3 2 に よ り

P B L
，
R L N L と も に細胞傷害活性の増強が みら れ た．



2 6 4

4 1 L A K 活性 を 示 す 前駆細胞 と し て は ，
T 細 胞

くO K T 3
＋

，
O K T 8

＋
I と N K 細胞 の 両者が 考え られ ， 肺

癌患者 の P B L 及 び 転移 の な い R L N L で 前駆 細胞 が

ほ ぼ正常 に 保持 され て い た ．

51 P B L の P H A や O K ． 4 3 2 刺激 に よ るI L －2 産 生

は， 術前は ほ とん ど検出さ れ な か っ た が， 術後 に l し2

産生能の回 復す る症 例が み られ た． R L N L に よ るI し2

産生 は， P B L の 1 0 へ ノ 10 0 倍 と高値 を示 した ．

以 上 よ り， 肺癌患者に 対 する 免疫療法 に お け る王し2

の 重要性が明 らか に なり， i n v it r o で 誘導さ れ た L A K

細胞と IL － 2 の 併用 に よ る ad o p ti v e i m m u n o th e r a p y

や
，
1 し2 誘起能の あ る O K － 4 32 療法の 有用性が 示 唆さ

れた ． ま た
，
転移の な い R L N L での 工L 2 反応性や 工し

2 産 生能 の結果 よ り ， 悪 性腫 瘍 に 対 す る bi o l o gi c al

b a r ri e r と し ての 機能 が温存 さ れ て い る も の と 考 えら

れ た．
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