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肺癌患者 に お け る 末梢血 リ ン パ 球 くp e r l ph e r a l bl o o d l ym p h o c y t e ， P B Ll の 自己 腫瘍細胞 に対 す
る免疫学的抗腫瘍括性 の 様相 を

，
ナ チ ュ ラ ル キラ

ー

く1－a t u r al k ill e r ，
N K l 細胞 清性 およ び リ コ ン ビナ ン

トイ ン タ
ー

ロ イ キ ン 2 くr e c o m bi n a n t i n t e rl e u k i n 2
，
rI し21 刺激 ，

O K －4 3 2 什し2 誘導物質1 刺激あ る い

は自己 リ ン パ 球腫瘍細胞混合培養 くa u t ol o g o u s mi x e d ly m p h o c y t e s t u m o r c ell c ult u r e
，
a u t Ol o g o u s

M L T Cl で 誘導さ れ る細胞傷害清性 ，
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 に よ る リ ン パ 球亜 群の 分類 な どを指標と し て

検討 した0 ま た ， 養子 免疫療法くad o p ti v e i m m u n o t h e r a p y ， A m の 実験的モ デ ル と して
，
鶏卵法 を用

い て 自己 リ ン パ 球 よ り誘導 した リ ン ホ カイ ン 活性化キ ラ ー く1 y m p h o k i n e a c ti v a t e d k i11 e r
，
L A 印 紙胞の

自己腰瘍組織 に 対す る 抗腰瘍活性 を検討 し た － P B L を単独 で 培養 して も
，
N E 抵抗性 の ヒ ト肺癌培養株

細胞 や自己 腫 瘍細胞 に 対す る細胞傷害活性 は認め ら れ ず
，
P B L 自体 に よ る抗腫瘍活性 は極 め て 低 い と

考え られ た ． しか し
，
P B L を rl し2 や O K －4 3 2 存在下 で 7 日 間培養す る と ，

K 5 6 2 に 対す る細胞傷害活

性 が増強さ れ る と と も に
－
ヒ ト肺癌培養株細胞 や自己腫瘍細胞 に 対 し ても 著明な細胞傷害性が誘導さ れ

た ． さ らに
，
P B L を rI L 2 と マ イ ト マ イ シ ン C くm it o m y ci n C ， M M Cl 処理 した自己 腫瘍細胞存在下

で 7 日間培養す る と ， 自己 腰癌細胞に 対 して 最 も高 い 細胞傷害活性 を示 す エ フ ェ ク タ ー 細胞が 誘導され

た ． 自己腫 瘍細胞 に 対 して も 細胞傷害性を有す る これ らの エ フ ェ ク タ ー 細胞の リ ン パ 球亜群 を培養前 と

比 較す る と ， C D 3
＋

，
C D 8

＋

細胞 が 増加 す る の に 対 し ，
C D 4

＋

，
C D 1 6

十

細胞の減少が認め ら れ た ． 受 精鶏卵
の 襲尿腰上 に 移植 され た 自己腫瘍組織 に 対 する 自己 リ ン パ 球 よ り誘導 した エ フ ェ ク タ ー 細胞の 抗腫瘍活
性 を肺癌患者1 0 例 で 検討 した ． 1 0 例 中5 例 に お い て 無添加培養リ ン パ 球注入例 と比 較し ，

L A K 細胞 注
入例 で 高 い 腫瘍阻止率 を認 め た － ま た

， 注入 す る L A K 細胞数を 増加 させ る こ と に よ っ て 腫瘍阻止 率も

増加 し た 一 以 上 の 成績か ら ， 試験管内で各種の 生物学的反応変調物質くbi ol o gi c al r e s p o n s e m o d ifi e r
，

B R 叩 を使 っ て 誘導さ れ た エ フ ェ ク タ ー 細胞の 肺癌患者 に 対す る免疫療法の 有用性が 示 唆され 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 ki n

k ille r c ell
，
C hi c k e m b r y o

肺癌は 近年著 し く増加の 傾向 に あ りり ， そ の 予 後 も

不良で あ る － その 要因の ひ と つ と し て
， －一 般 に 肺癌患

者で は宿 主 の 免疫能が他臓器癌患者 と比 較 し て著 しく

低下 して い る こ と が 挙げ ら れ
2I

，
そ の た め に 潜 在的 に

全身性転移 を生 じ易く ， そ の 結果
， 遠隔成績 を不良に

してい る
31
． 特異的

，
あ る い は各 種の 生 物学的 反応変

調物質くbi o l o gi c al r e s p o n s e m o d ifi e r ， B R M l を用 い

2
， O K － 4 3 2

，
1y m p h o k i n e a c ti v at e d

a S S a y

て ， 非特異的に 宿主 の 免疫機能 を賦 活す る こ と に よ っ

て
， 肺癌の 進 展を防止 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 隼 特

に 最近 は ， イ ン タ
ー

ロ イ キ ン 2 ti n t e rl e u k i n 2 ，
I L －2I

を用 い た養子 免疫療法も 注目 され
， －1 一 部臨床応用 さ れ

う る段階に 到達 して い る
5I

．

こ の よ う な 背景の 中で ， 賦 宿さ れ た リ ン パ 球の 自己

A b b r e v i a ti o n s ニ A I T
，
a d o p ti v e i m m u n o t h e r a p y 三 a u t Ol o g o u s M L T C ， a u t Ol o g o u s m i x e d

ly m p h o c y t e s t u m o r c ell c ult u r e i B R M ，
b i ol o gi c al r e s p o n s e m o d ifi e r 3 C T L ， C y t Ot O X ic T

ly m p h o c y t e 三 F C S ， f e t al c alf s e r u m バ L － 2 ， i n t e rl e u k i n 2 ニ L A K
，
1 y m p h o ki n e a c ti v a t e d
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士

rコ

腫瘍 に 対す る抗腫 瘍性 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0 本研 究で は ， リ コ

ン ビナ ン トイ ン タ
ー ロ イ キ ン 2 くr e c o m b i n a n t I し2 ，

r工し2 いこよ り誘導さ れ る リ ン ホ カ イ
ン 活 性化 キ ラ

ー

く1 y m p h o k i n e a c ti v a t ed kill e r ， L
A K J 細 胞 や

O K ．4 3 2 で 誘導 され る O K
－ L A K 細胞 お よび rI し2 と

自 己腫瘍細胞の混 合培養で 誘導され る細胞傷害性
T リ

ン パ 球 くc yt o t o x i c T l ym p h o c y t e ，
C T Ll の 自 己腫瘍

細胞に 対す る細腰傷害活性 ．
リ ン パ 球亜 群に つ い て 比

較検討 し ，
さ ら に L A K 細胞 を用 い た養子 免疫療法の

実験 モ デル と し て ， 鶏卵法 を用 い て自 己 リ ン
パ 球よ り

誘導 し た L A K 細胞 の 自己腫瘍組織 に 対 す る抗腫瘍性

に つ い て も検討を加 えた ．

対 象お よ び方法

工 ． 対 象

198 8 年2 月 よ り19 8 9 年 3 月 ま で に 金沢大学第
一 外科

に 入 院し ， 病理組織学的に 肺癌 と診断さ れ た症例 の う

ち51例 を対象と し ， そ の末梢血 お よ び 切除材料を 用 い

た ． 内訳は ， 男性44例 ，
女性 7 例で ，

年齢は4 1 ん 7 9歳

く平均63 ． 6 齢 で あっ た ■ 病理 組織型 は ， 扁 平上 皮癌

19 例 ，
腺病23 軌 巨細胞癌 4 例 ，

大和胸痛 2 例 ，
小細

胞癌 3 例 で あ り， 病 期 分類 は ， 肺 癌 取 扱 い 規 約

く19 叩 に よ る T N M 分類
6
りこ よ っ た ■

工1 ． リ ン パ 球 の 分離と浮遊液 の 調整

末梢血リ ン パ 球 くp e ri ph e r al bl o o d l y m p h o c yt e s ，

P B L l の 分離 は Fi c oll
－ H y p a q u e 比重 遠心 法 に よ り

行 っ た ． 早朝空腹時の 患者か ら 採血 した ヘ パ リ ン 加末

梢血 20
句 3 0 m l を

，
0 ． 1 M リ ン 酸綬衛生 理 的食塩水

くp H 7 ．41 くph o s p h a t e b u ff e r e d s ali n e ， P B Sl で 2 倍 に

希釈 し ， F i c o ll － H y p a q u e 液 く比 重1 ． 0 7 7 H L y m ph o p r －

e p ， N y e g a a r d ， O sl o ，
N o r w a yI 上 に 静 か に 重 層さ

せ
，
4 0 0 X g で2 0分 間遠心 後， 中間層 を採取 し ， ペ ニ シ

リ ン 20 0 U ノm l ，
ゲ ン タ マ イ シ ン 10 声 gノm l を 添加 し た

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 rk ，

U ．S ．A ．うで 3 回洗浄 し ， 単核球 を分離 し た ，
次 い で ， 直

径 6 c m の プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ー

レ くF a l c o n ，
O x n a r d

，

C alif o r n i a ， U ．S ． A ．いこ R P M I ．1 6 4 0 液を う す く敷き ，

その 上 に 単核球浮遊液 を散布 し ，
3 7

0

C
，
5 ％ C O 2 下 で

1 時間静置後 ，
上 清液 を採取 して プラ ス チ ッ ク付着細

胞 を除去し た ． 非付着細胞浮遊液 を 200 x g で 5 分 間

遠 心 し た 後 ， そ の 沈墟 を 非働 化 し た 牛胎 児血 清

くh e a t －i n a c ti v a t e d f e t al c a lf s e r u m ， F C S IくGib c ol を

k ill e r i N K ， n a t u r al k ill e r i P B L ， p e
rip h e r al

s alin e 三rI し2 ， r e C O m bi n a n t in t e rl e u k i n 2

1 0 ％濃度 に 加 えた R P M ト16 4 0 液に 浮遊 さ せ た ．

m ． 自 己腫瘍細胞 の 分 離お よ び 組織培養

肺癌切除材料 よ り採取 し た原発腫瘍組織ある い は転

移陽性リ ン パ 節を10 ％ F C S 添加 R P M I
－ 1 6 40 液中で

壊死組織 を除去 し ， 眼 科用 尖刀 に て 1 m m 程度 に まで

細 切 し た ． こ れ を 1 ％ コ ラ ゲ ナ ー セ くSi g m a ， S t ．

L o u i s ， M i s s o u ri ， U ．S ． A ．1 お よ び 0 ． 0 2 ％ D N a s e

くSi g m al を含 む H a n k s 液 10 m l 中 に て3
7
O

C で30 分間

イ ン キ ュ ベ
ー

卜 し ，
R P M l －1 6 4 0 液で 3 回 洗浄 した後，

金属 メ ッ シ ュ くN B C 工 業 ，
大持釘 で 濾過 し ， 1 0 ％

F C S 添加 R P M I －1 6 4 0 液 を用 い た 単層培養系で増殖さ

せ た ． 通常 ，
1 旬 2 週間 で 自家肺癌細胞は単層を形成

し ，
T r y p si n

． E D T A くGib c ol 処理 に て 細胞浮遊液に し

た も の を 標的細胞お よ び自 己 リ ン パ 球腫瘍細胞混合培

養 くa u t ol o g o u s m i x e d l y m ph o c y t e s t u m o r c ell

c u lt u r e
，
a u t Ol o g o u s M L T C い こ用 い た ．

I V ． ナ チ ュ ラ ル キ ラ
ー

くn a t u r a l k ill e r ， N K I 細胞活

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 リ ン
パ

球 を10 ％ F C S 添加 R P M I
－1 6 4 0 液 で 4 x l O

6
c e11 sl

m l に 調整 し
，
そ の10 0 メ1 宛 を96穴 平底塾 マ イ ク ロ プ

レ
ー

ト くF al c o nう の 各穴に 分注 し，
エ フ ェ ク タ

ー 細胞

と した ．

一 方 ， 標 的細胞 と し て試験管内くin v it r ol で

継代培養 した ヒ ト赤白血病細胞由来 の K 56 2 を用 い

た ． 4 X l O
6
c ell sl m l 濃度 の K 56 2 細 胞 浮遊液 1 m l

に
，
1 0 0 JL C i の N a 2

5 1
C r O ．く1 0 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 時間イ ン キ ュ ベ

ー 卜 した後
，

R P M I － 1 6 4 0 液 で 3 回 洗 浄 し ，
1 0 ％ F C S 添 加

R P M I ． 1 6 4 0 液 に 浮遊 させ たも の を
51

C r 標識 K 56 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
C r 標識 K 56 2 細胞浮遊液 1 00 月1 を前述 の エ

フ ェ ク タ
ー 細胞液1 00ノJ l に 加 えた くこ の 条件で エ フ ェ

ク タ
ー 細胞 と標的細胞 は40 ニ 1 の 比 率 と な る1 － 3 7

0

C
，

5 ％ C O 2 下 で 4 時間イ ン キ エ ペ
ー 卜し た後 ， 上 浦を各

穴か ら 100 月1 宛採取 し ， 上 清中の
51

C r 放 出量 をオ
ー

ト ウ エ ル ガ ン マ
ー カ ウ ン タ ー A R じ50 1 くア ロ カ ，

東

斜 に て測定 し た ． 下記 の 算定式 に 基 づ き 特異的
5
t r

放 出量 を算出 して ， こ れ を N K 細胞活性値 と した
．

特異的
5
でr 放出量く％1 ニ

試験放出量 くcp m ト 自然放出量 くc p m l

最大放出量くCp m 卜 自然 放出量 くc p m l
X l O O

bl o o d l y m p h o c y t e ニ P B S ， p h o s p h a t e b uf
f e r e d

L

尋
苛

静

ル

．．．し
臣
や

．．．．．
．．．．．．
r

．．．．
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最大放出量 は標的細胞
か らの 最大の

51
C r 放 出量 で ， 標

的細胞に 0 ． 1 N H C l l O O JJ l を加 え た時 の
51
C r 放出量

を示 し ， 自然放出量 は10 ％ F C S 添加 R P M I
－1 6 40 液

10 0 メ1 を加 えて イ ン キ エ
ペ ー 卜 した 時 の 標 的細胞 の

S
C r 放出量 で あ る ．

V ． 各種 培養 リ ン パ 球の 細胞傷害性 の 測定

1 ． 末梢血 リ ン パ 球単独培養 に よ る細胞傷害性の 測

定

4 X l O
6

ノm l 濃度 の リ ン パ 球浮遊液 0 ． 4 m l に 1 0 ％

FC S 添加 R P M I －1 6 4 0 液0 ． 6 m l を添加 し
，
3 7

O

C
，
5 ％

C O 2 下で 7 日 間培養 し た ． K 5 6 2
，
P C － 3 くN K 抵抗性 の

ヒ ト肺腺癌由来培養細胞株1 ， P C － 1 0 くN K 抵抗性の ヒ

ト肺扁平上皮癌由来培餐細胞株ン， 自己 腫瘍細胞 を標

的細胞と し ，
培養リ ン パ 球 に よ る細胞傷害性 を測定 し

た ． P C ． 3 と P C － 1 0 の 選択は病理 組織型検索結果 に 基

づい た ． 細胞傷害性の 測定は ， N K 細胞活性 の測定 と

同様の 方法 を用 い て 行 っ た ．

2 ． rI L － 2 の 添加培養 に よ る細胞傷害性 の 測定

4 X l O ソm l 濃度の リ ン パ 球浮遊液 0 ． 4 m l に 2 0 Uノ

m l 濃度の rI L － 2 く塩 野義製薬 ，
大 阪1 0 ． 6 m l を 添加

し
，
3 7
0

C
，
5 ％ C O 2 下 で 7 日間培養し た リ ン パ 球 を エ

フ ェ クタ
ー 細胞 と し ， 同様 に細胞傷害性 を測定し た ，

標的細胞も同様 に ，
K 56 2

，
P C －3

，
P C－10 ， 自己腫瘍細

胞を用い た ．

3 ． O K －4 3 2 の 添加培養に よ る細胞傷害性 の 測定

4 X l O
6

ノm l 濃 度 の リ ン パ 球 浮遊 液 0 ． 4 m l に

5 Kli ni s c h e E i n h eitJ m l 濃度の O K ．4 3 2 仲 外製薬 ， 東

刹 0 ． 1 m l と1 0 ％ F C S 添加 R P M I
－1 6 4 0 液0 ． 5 m l を

添加 し，
3 7

0

C
，
5 ％ C O 2 下 で 7 日間培養 した リ ン パ 球

をエ フ ェ ク タ 一 紙胞 と し ， 同様 に 細胞傷害性 を測 定 し

た ． 標的細胞も同様 に ，
K 5 6 2

，
P C －3 ，

P C ．1 0
， 自己 腫

瘍細胞を用 い た ．

4 ． 自己 リ ン パ 球 ．

腫 瘍細胞混合培養 に よ る細胞傷

害性の 測定

T r y p si n
－ E D T A 処理 し ，

1 X lO
6
c ell sl m l に 調 整 し

た自己腰瘍細胞浮遊液 1 m l と50ノノ gノm l 濃度 の マ イ ト

マ イ シ ン C を37
0

C
，
5 ％ C O 2 下 で 30 分 間培 養 し ，

R P M I －1 6 4 0 液 で 3 回 洗浄 し た 後
，

2 0 U l m l 濃度 の

rI L －2 を含む10 ％ F C S 添加 R P M I － 1 6 4 0 液 1 m l に 浮

遊さ せ
，

マ イ ト マ イ シ ン C 処理 自己腫 瘍細胞 を作成 し

た． 4 x l O
6

ノm l 濃度の リ ン パ 球浮遊液0 ． 4 m l に マ イ ト

マ イ シ ン C 処理 自 己腫 瘍細胞浮遊液0 ． 6 m l を添加 し ，

3 7
0

C
， 5 ％ C O 2 下で 7 日 間培養 し た リ ン パ 球 に の 条

件で リ ン パ 球と腫瘍細胞 は 8 ニ 3 の 比 率と な るI を エ

フ ェ ク タ 一 紙胞 と し
，
同様 に 細胞傷害性 を測定 した ．

標的細胞も同様 に
，
K 5 6 2

，
P C －3

，
P C － 10

， 自己 腫瘍細

81 7

胞 を用 い た ．

V工． 鶏卵法くcbi c k e m b r y o a s s a yI に よ る L A E 細

胞の 抗腫瘍活 性の 測 定

膵卵10 日目の 鶏卵 を光 に て 透見 し， 紫尿膜上 の 血 管

の 位置 を定 め て 回転式の ヤ ス リ を用 い て 約 1 c m
2

の 大

き さ に 卵殻 を開窓 した ． 直下 に あ る梁尿 膜 に 傷 をつ け

な い よ う に 霹 出した 卵殻膜 に 小さ な 傷を つ け ， 気車中

央の 卵殻 に 小孔 を開 け， その小孔 よ り気室の空気 を弱

く吸引し て卵殻膜 と梁尿膜と を剥離 した 後， 卵殻膜 を

除去 して 人 工気葦 を作成 した ． こ の 露出し た寮尿膜上

の 血 管の 発達 し た と こ ろ に ， 移植位置の 保持 と細胞 の

拡散 を防止 す る 目的 で ， 直径 8 m m の テ フ ロ ン リ ン グ

を置 い て 細切 した自 己腫瘍組織 を移植 した ． 腫瘍移植

3 日目 に再 び 光 に て透見 し黎尿膜上 の 血管の 位置 を定

め卵殻膜 を露出 し， 流動 パ ラ フ ィ ン を滴下 した 0 以 上

の 操作 に よ り透見可能と な っ た 柴尿膜上 の 血 管内 に3 0

ゲ ー ジ針の つ い た 注射器 を用 い て L A K 細胞 を注入 し

た ． L A K 細胞 は末梢血 よ り分 離 した リ ン パ 球 浮遊液

を 20 Ul m l 濃 度 の rI L －2 を 含 む 1 0 ％ F C S 添 加

R P M 工．1 6 4 0 液 中で ，
3 7
0

C
，
5 ％ C O 2 下で 7 日間培養 し

た リ ン パ 球 を用 い た ． 移植 7 日目 に 紫尿膜上 に 成育 し

た腫瘍 の 重量 を 測定 し ， 対照 群 と比 較 し腫 瘍阻止 率

くt u m o r i n hib iti o n r a ti oI を算出し た ．

腫瘍 阻止 率く％うニ

く1 －
処置群 の 平 均腫瘍重量くm gう

対照 群 の 平均腰瘍重量くm gl
ナX l O O

なお
，
血管 内に 生理 的食塩水を注入 した も の を対 照群

と し
，
原則 と し て 1 群 6 個の 受精鶏卵 を使用 し， 平均

値 を算出し て評価 し た ．

用 ．
モ ノ ク ロ ー ナ 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
ー

ナル 抗体 を用

い
， 肺癌患者 か ら の 培養前お よ び 培養後 の P B L に つ

い て リ ン パ 球 亜 群を測定 し た ． 3 旬 5 x l O
6
c e ll sl m l に

調 整 した リ ン パ 球浮遊液 100 ノバ に モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗

体 10 ノJ l 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 lII くO r th o D i a g n o s ti c S y st e m ，
R a ri t a n

，
N e w

J e r s e y ，
U ．S ， A ．1 に よ っ て 蛍光陽性細胞 を測定 し た ．

使用 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 は
，
す べ て市販 で 蛍光標識さ

れ た も の で あ り
，
末 楷 血 丁 細胞 に 反 応性 の L e u ， 4

忙D 31 ，
ヘ ル パ ー ノイ ン デ ュ ー サ ー T 細 胞 に 反 応性 の

L e u －3 a くC D 41 ， サ プ レ ツ サ ー l 細胞傷害性 丁細胞 に 反

応性 の L e u － 2 a くC D 81 ， N K 細 胞 に 反 応性 の L e u ．7

くC D 5 71 ， N K 細胞 お よ び 好中球 に 反 応性 の L e u －1 1

くC D 1 61 くB e c k t o n － D i c k i n s o n
，
M o u n t a i n V i e w

，
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C alif o r n i a
， U ．S ． A －1 を 用 い た ． ま た ，

rI L － 2
，

O E －4 3 2 ま た は自 己腫瘍細胞 を添加培養 し た P王ヨL に

つ い て も同様 に リ ン パ 球亜 群 を測定 し た ．

用 ． 測 定値 の 有意差検定

細胞 傷害活性 の測定値 は ， 平 均 値 士 標 準偏差

くm e a n 士S ■ D ，l 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
，
対応 の あ る標本 の t 検定 を用

い
， 多群問の 有意差検定 に は

，
分散分析後 ， D u n c a n

法 を用 い ， 危険率5 ％以 下 を有意差 あ り と判定 し た ．

成 績

工
． 肺癌腫 瘍 の 初代培養

肺癌手術例30 例 に 対し ， 切除 材料 よ り採取 した原発

巣あ る い は転移陽性 リ ン パ 節 を用 い て組織培養 を行 っ

た ． 通常肺癌細胞 は ， 1 へ

2 週 で単層 シ ー

ト状 に 増殖

し
， 島状ある い は敷石 状 に 上 皮細胞が集団 を形成 して

い た が
，
2 週目 を過ぎる と線維芽細胞の増殖が 旺 盛に

な り
，
上 皮細胞の 周辺 に 観 察さ れ た く図1 I ． 培 養成功

例は22 例 く73 ． 3 ％I で
，
内訳 は 属平 上皮癌 8 例 く72 ． 7

％1 t 腺病 9 例く75 ． 0 ％1 ， 巨細 胞痛 3 例く100 ． 0 ％J ， 大総

胸痛 1 例く50 ． 0 ％1 ， 小細胞癌 1 例く50 ． 0 ％1 で あり 煉

り ， 不成功例の主た る原因 は混合感染 であっ た ．

工1 ． E 5 6 2
， 培養肺癌細胞乳 自己腫瘍細胞 に対 す る

無添加培養リ ン パ 球 の 細 胞傷害活性 の 比較

肺癌患者10 例の 末楷血 リ ン パ 球 を無添加 の 培養液中

で 7 日間培養 し ， K 5 6 2
，
P C －3 また は P C －1 0

， 自 己腰

瘍細胞 に 対す る傷害活性 を培養前 ， 培養 3 日日 ，
7 日

目 に 測定 した ■ 無添加培養 リ ン パ 球 の K 56 2 に 対す る

傷害活性 は常 に30 ％以上 を 示 した が
，
7 日間の 培養で

も 傷害活性の増強は認 め ら れ な か っ た ．

一 方 ， 培養肺

癌細胞株 ， 自己 腫瘍細胞 に対 す る細胞傷害特性 は微弱

であり
，
0
，
3
， 7 日目い ずれ に お い て も K 56 2 に 対

す る活性と比較 し有意 に くp く 0 ． 川 低値 を 示 し た く図

21 ．

田

工工I ． 各種 鼠R M 添加 培養 リ ン パ 球 の 検討

肺癌患者15 例の 末柵血 リ ン パ 球 に r工し2
，
O K －43 2 お

よ び r工し2 と 自己 腫瘍細胞 を添 加 し て そ れ ぞれ 7 日間
培養 し

，
リ ン パ 球 数と各種標的細胞 に 対 する 傷害活性

を比較 し た ．

b
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1 ． 培養後の リ ン パ 球数の 変化

培養 リ ン パ 球 数は ，

い ずれ の 群 に お い て も培養開始

後 1 日目 に 減少す る が ，
そ の 後 7 日 目ま で 徐 々 に 増加

した ． 1 ． 6 X l O
6

の 細胞数で 培養 を開始 し ． 7 日 目に は

無添加群く平均1 ． 8 8 X l Oう に 対 し， r工し2 添加群く平均

2 ． 5 5 X l Oう， O E．
－4 3 2 添加群く平均2 ．2 7 X l Oり， r m －2 と

自 己 腫瘍細胞添加群 く平均2 ． 3 4 X l 叩 で は 有意 に

くp く0 ． 0 11 リ ン パ 球数 が増加 した く図 31 －

2 ． 各標的細胞 に 対す る細胞傷害活性 の 増強

E 56 2 細胞 を標的細胞と した 場合の 傷害活性 は ，
無

添加群で32 ． 3 士8 ．7 ％
，
r工L －2 添加群で4 9 ． 7 士9 ． 2 ％

，

O K － 4 32 添加群 で60 ． 1 士1 1 ． 6 ％ ，
r工し2 と自己 腰瘍細胞

添加群 で3 0 ． 7 士9 ． 3 ％ で あ っ た ． 無添 加群 と比較 し

rI し2 添加群 ，
O K t 43 2 添加群 に お い て傷害活性 は有意

に くp く0 ． 0い 増強され た く図 4 al ■

P C － 3 細胞 ま た は P C －1 0 細胞 を標的細胞と した 場合

の 傷害活性は ， 無添加群く11 ． 4 士2 ． 8 ％1 で は ほ と ん ど

傷害活性 を認 め な か っ た の に 対 し ，
rI し2 添 加 群

く46 ． 6 士6 ． 9 ％ナ， O K －4 3 2 添 加群 く4 6 ． 2 士1 1 ■ 1 ％1 ，

r工し2 と 自己腰癌細胞添加群く32 ．9 士10 ．7 ％1 で は 有意

に くp く0 ． 0い 増強さ れた く図 4b ト

自己腫瘍胡胞 に 対す る傷害活性も t
無添加群く8 － 8 士

2 ． 8 ％1 で は ほ と ん ど傷害活性 を認 め な か っ た の に 対

し
，
添加群で は い ずれ も著明 に 増強 さ れ た ． 特 に ，

r王し2 と自己 腫瘍細胞添加群 で は5 7 ． 4 士8 ． 5 ％ と 最 も

高い 傷害活性 を示 した く図4 cl ．

n L 各種 B R M 添加培養 リ ン パ 球の リ ン パ 球亜 群の

変化

リ ン パ 球亜 群 を ， 培 養前 ， 無添加培養 ，

rI し2 添加培

養 ，
O E － 43 2 添加培養 ，

rl し2 と 自己腫瘍細胞添加培養

の 5 群 に つ い て検 討 した く表 2 1 ． 無添加培養 で は ， 培

蓑前 と比較 し各 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体陽性細胞の 割合に

差 は なか っ た ． rI L － 2 添加培養で は ，
C D 3

＋

く末梢血丁

細胞 に 反応性ナ， C D 8
＋

け プ レ ツ サ
ー

ノ細胞傷害性丁細

胞 に 反応性1 細 胞が有意 に くp く0 ． 0 い 増加 し ， C D 4
＋

ト ル パ
ー ノイ ン デ ュ ー サ

ー

T 細胞 に 反 応性1 ， C D 1 6
＋

くN K 細胞 お よ び好中球 に 反応性1 細 胞 が 有意 に くp く

0 ． 0 11 減少 した ． O E －4 3 2 添加培養 お よ び r工L －2 と自己

腫瘍細胞添加培養で も ，
ほ ぼ 同様 の 傾向が み ら れ

，

C D 3
十

，
C D 8

＋

細 胞 が 有 意 に くp く0 ． 0 い 増 加 し
，

C D 5 7
＋

くN K 細 胞 に 反 応性1 ， C D 1 6
＋

細 胞 が 有意 に

くp く0 ． 0 11 減少 した ．

V
． 鶏卵法 に よ る L A E 細胞 の 抗腫瘍活性の 測定

肺癌患者10 例 く腺病 5 例 ，
扁平上 皮癌 3 例 ， 大細胞

癌 1 例 ，
小細胞癌 1 例1 の 切除材料 よ り採取 し た腫瘍

組織 を用 い て ， L A K 細胞の 生体内くin v i v ol に お ける

抗腫瘍活性を鶏卵法に よ り検討 した ． 手術 の 5 日前に

肺癌患者の末棺血 よ りリ ン パ 球を 分離 して rl し2 と共

に 7 日間培養 を行い L A K 細胞 を作製 した ． 前述の腫

瘍 を細切 し て膵卵10 日 目 の 受 精鶏卵梁尿膜上 に 移植

し ， 移植後 3 日目 に 作製 した L A K 細 胞 を 1
へ 3 X l O

6

個 華尿膜 上 の 血管内に 投与 した ． 投与後 4 日目 に成育

した 腫瘍 を摘出 して 抗腫瘍効果を判定 した ．

rI し2 を加 えず に 培養 した リ ン パ 球 く正 常 P B Ll を

投与 した 群 に 対 して L A K 細胞 を投与 した群で は， 1 0

例 中5 例 に よ り 高い 抗腫瘍効果が認 め られ ，
2 例 に効

果 な く ，
3 例 に L A K 細胞 の投与 に よ り腫瘍が増大す

る 結果が得ら れ た く表 31 ．
一 方 ， 症例 数は 3 例と少な

い が
， 投与す る L A K 細 胞数 を変 える と細胞数 に依存

し て抗腫瘍効果の増強が認 め られ た く図 51 ． こ の 実験

事実 は ， L A K 細胞 の抗腫瘍効果の 発現 に は エ フ ェ ク

タ
ー 細胞 と標的細胞 の 比率が重要 で あ る こ と を示唆し

T a bl e 2 ． C h an g e S i n ph e n o t y p e o f P B L s ti m ul a t e d b y r I し2 ， O K
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肺癌患者末棺血 リ ン パ 球の 抗腫瘍活性の 誘導

てお り ， 今回の 実験 で 腫瘍 が増大 した 例 お よ び L A K

郷胞投与 の 効果 が認 め ら れ な か っ た 例 に お い て は エ

フ ェ ク タ
ー 細胞の比率が十分で なか っ た こ とが そ の 一

因とし て考 え られ る ．

考 察

T a k a s u gi ら
乃
に よ り試験管内に お け る 正 常 リ ン パ

球の 腫瘍細胞 に 対す る 傷害性 が報告 さ れ ，
ま も な く

Ki e s sli n g ら
糾 に よ り ナ チ ュ ラ ル キ ラ

ー

くn a t u r al

k ill e r
，
N K l 細胞 と命名 され た N K 細胞 は ， 腫瘍細胞

に対す る生体の 自然抵抗力 の 要困と な っ て い る も の

で
，
前感作 な し に 腰癌細胞 に 対 す る 傷害能 を発揮 す

る
gI
． よ っ て

，
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 ， 胃痛 川 ， 乳癌
1 り

，
食道癌

1 2I

，
肺癌l 野 川 な ど

0

竃
ト

5
芝
q
叩
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こ
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E
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腸
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C hi c k e m b r y o a s s a y ． T h r e e c a s e s o f d a t a

p e rf o r m e d a t th e s a m e c o n d iti o n a s d e s c rib e d

i n T a b l e l ． a r e sh o w n ．

T a bl c 3－ A n tit u m o r eff c c t o f P B L u si n g C h i c k E m b r y o A s s a y
り
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t y p e P B L i nje c t e d

8 2 1

の 症例 に つ い て の 報 告が あり ，
い ずれ も痛 の 進行 と と

も に N K 活性 は低下す る傾向に ある と され て い る ．

N K 細胞活性 を低下さ せ る原因 と して は ， 担癌生体 に

お け るサ ブ レ ツ サ
ー 細胞 の 出現

ISI

， 流血 中の 可溶性免

疫複合体
刷

や プ ロ ス タ グラ ン ディ ン の 存在
17，

， 低栄 養

状態
121
な どの 報告 が あ る ． き ら に

，
試 験 管内 で の

N K 細胞 活性 の 測定 に は標的細胞と し て K 5 62 細胞な

どの 造血 系の 細胞が用 い られ る こ とが 多く ， ヒ ト の固

形腫瘍細胞 に 対 して N K 細胞が 抗腫瘍性 を発揮 す る

か が 問題 と な る ． 本研究 に お い て
，
切除材料 よ り組織

培養を行 っ た自己腰 瘍細胞 を標的細胞 と し て N K 細

胞の 細胞傷害性 を検討 し たが ，
K 5 62 細胞 を 標的細胞

と した場合 と比 較 し，
ほ とん ど細胞傷害性が認 め られ

なか っ た ． す な わ ち
，
自 己腫瘍細胞 に 対す る N K 細胞

活性は10 ％以 下 で あ り ，
こ れ は N E 細胞抵抗性の ヒ ト

肺腺癌由来培養細胞株 の P C ．3 細胞お よ び 同扁平上皮

癌由来培養細胞株 の P じ10 細胞 を標的細胞 と し た

N K 細胞清性 と ほぼ 同様 の 数値で あ っ た ． よ っ て
， 患

者の 末梢血 中に 存在す る N E 細胞で は
， 宿主内に 発育

した 腫瘍 に 対 す る免疫学的抗腫瘍活性 を期待 す る こ と

は不可能 である と考 えら れ た ，

一 方
， 胆痛生体 で の 低下 した N K 活性の 増 強や抗腫

瘍活性を も つ 細胞の 誘導に 関 して ，
G ri m m ら

18J
が 興

味ある キ ラ ー 細胞群の存在 を報告 した ． 痛患者末棺血

リ ン パ 球を 工L － 2 存在下に 3 ノ
ー 4 日 間培養す る と

，
自

己の 固形腫 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
，
L A K 細胞と命名さ れ た ． こ の 細 胞の 細

胞傷害性の ス ペ ク トラ ム は 内因性 N K 細 胞 よ り 明 ら

か に 広く ， 自己腫瘍細胞の み で なく 同種腫瘍細胞を も

傷害 しう る特性 を も ち ， 従来 の 腫 瘍免疫反応に お け る
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8 2 2

特異性 をも っ た細胞傷害性 リ ン パ 球 と は異な る 機能細

胞 と考 えら れ て い る 嘲 ．

工し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
一

つ で
，
G illi s ら

201

に よ っ て機能性 丁細

胞 の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C D 4

＋

細胞
21

り や

N E 細胞
幼
が 塵 生す る分子 量150 0 0 くじ り の 糖蛋白 で

ある ． 最近の 遺伝子工 学の 進歩 に よ り ， 大腸菌 を利用

して r工し2 が容易 に 得ら れ る よ う に な り ，
そ の 生物学

的活性も証明さ れ て い る
a l

． こ の I し2 を用 い ，
マ イ ト

マ イ シ ン C 処理 ま た は X 線照射 した 癌細胞 で リ ン パ 球

を感作 し ． 王L －2 存在下で 増殖 さ せ て 特異的抗腫瘍活性

を も つ リ ン パ 球 くc y to t o x i c T l y m p h o c y t e ， C T L l を

誘 導し よう と す る試み が Z a rli n g ら
241
に よ っ て 捷唱さ

れ た ． C T L の 基礎研究 は L A K よ りも はる か に 古く
．

rl し2 が 作製 さ れ る以前く粗製 I し2 の 時代ン か ら行わ

れ て お り ， 免疫 マ ウ ス の リ ン パ 球 を腫瘍細胞抗原と混

合培養 して 感作 し， 次い で 粗製 工L －2 に て 増殖 さ せ る

と い う 方法で C T L を誘 導し た ．

O E － 4 3 2 は ， B R M の
一 種 で 広く 臨床応用 さ れ て お

り
4汚 潮

， また 1 し2 誘導作用 を有す る こ とも 知ら れ て い

る ． O K ． 4 32 と とも に末輸血 リ ン パ 球 を 2 日 間以 上 培

養 す る と ，
I し2 刺激 と 同様 に ，

N K 細 胞 抵抗性 の

R aji 細胞や D a u di 細胞 に 傷害活性 を もつ L A K 様細

胞くO E － L A K 細胞1 が 誘導さ れ る
抑

．

今 回 ， 肺癌 患者末梢血 リ ン パ 球 よ り L A K 細 胞
，

O K － L A K 細胞 お よ び C T L を誘導 し
，
こ れ らの エ フ ェ

ク タ ー 細胞 の 表現型 と試験管内で の 細胞傷害活性を検

討 した ． 表 現 型 の 変 化 を 見 る と ，
L A E 細 胞 ，

0王く－ L A R 細 胞 お よ び C T L の い ず れ に お い て も

C D 3
＋

， C D 8
＋

細胞が 有意 に増加 し て お り
，
サ プ レ ツ

サ
ー

や細胞傷害性機能 をも つ T 細胞が 著 しく 増加 して

い る こ と は注目 に 催 す る ． L A K 細 胞 で は ， C D 4
＋

，

C D 1 6
＋

細胞が 有意に 減少 し たの に 対 し ， O K － L A K 細

胞 と C T L で は
，
C D 5 7

＋

，
C D 1 6

＋

細胞が有意に 減少し

た ． 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 C D
3 十

，
C D
8＋

1
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と す る 報告や ，

N K 細 胞由来
胡 1

，
ヌ ル 細胞くn u ll c ellI 由来

和
す る報告も あ り

，

一

定 の

見解 が得ら れ て い ない ． した が っ て ，
L A K 細胞 の 表

現型 も様々 で あ る ． 熊谷ら
卸I
は
， 前駆細胞 が C D 1 6

＋

，

C D 3－の N K 細胞で ，L A K 細胞 も 同様 で あ る と報告 し

て い る ． 本研究 で は
，
L A E 細胞 の 表現型 で は C D 3

＋

，

C D 8
十

の 細胞が 著明の増加 して い る こ とか ら
，
そ の 前

駆細胞が T 細胞由来 と す る 報 告 に
一 致 し て い る ．

C T L の 表現型 に 関 して は
，
C D 3

＋

，
C D 8

＋

，
C D 5 7－と す

る工cb i n o ら
31I
の報告 と同様 で あ っ た ．

一 方 ， 細胞傷害

活性 に 関 して は ， N K 感受性株の E 56 2 細胞 に対す る

細胞傷害活性 は ，
L A K 細胞 ，

O K － L A K 細胞で著明に

増強 され た ． N K 細胞抵抗性の ヒ ト肺癌由来培養細胞

株や肺癌自 己腫瘍細胞 に 対す る細胞傷害活性 は L A K

細胞
，
O K ． L A K 細胞 お よ び C T L の い ずれ に お い ても

著明 に 増強 され ， 自 己腫 瘍細胞 に 対 して は C T L に お

い て と く に 高 い 活性が 得 られ た ． R o s e n b e r g ら
叫
は腫

瘍浸潤 リ ン パ 球 を用 い た 癌免疫の研究で腫瘍浸潤 リ ン

パ 球の 有効性 を指摘 し ， S h u ら
瑚
は胆癌脾細胞を腫瘍

抗原 と 工し2 を 用 い て 培 養 し た エ フ ェ ク タ ー

細 胞が

L A K 細胞単独 よ り は るか に 有効で あ る と 報告 して い

る ． す なわ ち ， C T L を用 い た 癌治療が 理 論的に 最も

有効 と考 え られ るが ， 実際 に 個々 の 病症例 にお い て特

異的 な腫瘍抗原 で リ ン パ 球 を感作 し ， 治療上 有効 な数

の エ フ ェ ク タ ー 細胞 を誘導す る こ と は 困難 で ある ．

今回 の 研究で は ， C T L の 誘導の た め に 自 己腫瘍培

養細胞 を用 い た が ， 手術時の 切除材料 を用 い た ので培

養時 に 混合感染 を生 じ る こと が 多か っ た ． 最近， よ り

簡単 な操作で短期間 に 均
一

な 癌細胞 を継代培養する方

法 叫 も研究 さ れ て お り ， 実用化 され れ ば C T L を用い

た特異的免疫療法が臨床応用 され る 可能性がある ． ま

た
，
C T L の誘導 に お け る他の 方法と して ， 菅 ら

35J
の可

溶性腫瘍抗原で リ ン パ 球 を感作す る 方法や腰瘍浸潤リ

ン パ 球 を用 い る方法 もあ るが ， そ の 誘導や 投与方法な

ど に つ い て は問題が あ り ， 今後さ ら に 検 討さ れ るべ き

で あ る ．

現時点 で は 工し2 を添加 して 培養す る だ け で誘導さ

れ る L A K 細胞 を用 い た 治療 が癌免疫療法 の 中心と

な っ て い る ． こ の う ち
，
Iし2 を直接生体内に 投与 し内

因性の L A K 細胞 を誘導す る方法 は
，
生体 内に 投与さ

れ た 王し2 の 血 中半減期が約 3 分と 極め て 短い こ と
誕I

，

1 L － 2 の 大量投与 に つ い て は ， 毛細血管透過性漏出症候

群くC a pill a r y p e r m e a b ilit y l e a k s y n d r o m el と い う極

めて 重篤 な副作用 の 出現が報告さ れ た こ と
32I

，
な どか

ら ほ とん ど注目さ れ ず ， 最近 で は 試験管内 で 工し2 に

よ り誘導さ れ た L A K 細 胞 を投与 す る 養 子 免疫療法

くad o pti v e i m m u n o th e r a p y ， A I T l が 主 流 と な っ てい

る ． R o s e n b e r g ら
371
は
，
L A K 細胞 と rI し2 を併用し

た 養子 免疫療法の治験 を行い ，
悪 性黒 色腫 の 皮膚転移

巣の完全消失
，
結腸癌

，
胃癌

，
黒 色腰 肺転移巣お よび

肺癌原発巣の 縮小な ど
，
2 5例 中1 1例 に 何 ら か の 効果が

得 られ た こ と を 報告 し た ． 当教室 に お い て も 清水
川

が
， 原発性あ る い は 転移性肺腫瘍患者 に 対 し， 高密度

自動細胞培養装置に よ り 大量 に 培養 し た L A K 細胞を

気管支動脈よ り注入 して t
7 例 中5 例 に 何 ら かの 抗腫

瘍効果が認め られ た こ と を報告し た ．



肺癌患者末棺血 リ ン パ 球の 抗腰瘍活性 の 誘導

本研究で は ， 臨床 的養子免疫療法 の 実験 モ デ ル と し

て鶏卵法 を応用 し た ． 本法 は ，
19 1 2 年 M u r ph y

38，
に よ

る鶏卵の 費尿膜上 に じ 卜腰痛が移植可能 で あ る との 報

告か ら開発 され ， 佐々 木 ら に よ り抗癌剤感受性試験
，

ヒ ト腫瘍 を用 い た抗腫瘍剤の ス ク リ ー ニ ン グ ， 転移巣

の検索な ど へ の 応用 と い う よ う に 発 展 し て き た
勒 嘲

今回は， 手術時 に 切除 した腫瘍 の 組織片 を貯化鶏卵の

寮尿膜上 に 移植 し ， 生者 した腫瘍の 腫瘍血管内に リ ン

パ球 を注入 して ， 抗腫瘍効果 を検討 した ． 1 0 例中 5 例

に おい て ，
L A K 細胞注入 時の 腫瘍阻止率が 無添加培

養リ ン パ 球注入 時の それ を上 回 っ て お り ， L A K 細胞

の鶏卵寮尿腰上 に 移植 した腫瘍 に 対す る抗腰癌性が証

明され た ． しか し
， 無添加培養 リ ン パ 球注入 時で も 生

理的食塩水注入時と 比 較 して腫瘍重量が減少 した症例

が存在し た こ と は ， 注入 した リ ン パ 球が 細い 腫瘍血管

内で 塞栓様効果 をも た ら した可能性がある ． こ れ に 関

しては ， 臨床に お い て気管支動脈の よう な 腰瘍の 栄養

血管内に 大量 の L A K 細胞 を直接注入 す る 養子 免疫療

法に お い て も 同様 で あ り ， 今後の 検討を 必 要と す る ．

さ らに
， 注入 す る L A K 細胞数と 腫瘍阻止率と の 関係

を注入細胞数を 2 倍 に し て検討 した結果
，
3 例全例 に

お い て正 の 相関が得 ら れ ， 抗腫瘍性 の 顕著な増強が み

られ た ． 本研究 で は
，
プ ラ ス チ ッ ク シ ャ

ー レ を培養容

器と し て用 い た静置培姜 を行 っ て お り
，
L A K 細胞 は

7 日 間の 培養 で は 1 ． 5 倍 程 度 に し か 増 加 せ ず
，

1 0 む v l O 7 個の 細胞 し か 回収で き な か っ た ． 臨床例 で 養

子免疫療法を行う場合 に は ， 1 0
10

個以 上 の L A K 細 胞

を回収す る必 要 があ り
， 高密度自動細胞培養装置等 を

導入 し ， 高密度 で 長期間 ヒ トリ ン パ 球 を培養 す る方法

が必要 で あ る
川

． 臨床 に お い て L A K 細胞 を用 い た 痛

免疫療法 を行う場合 に は ， そ の 多くが 固形癌 に 対す る

抗腫瘍性を目的 と し てお り ， 癌細胞 だ け で な く腫瘍の

問質， 腫瘍組織内の 免疫反応の 影響 も関与 し て い る ．

鶏卵法 は ， 栄養血 管 を有す る腫瘍組織 に 対 す る エ フ ェ

クタ
ー

細胞 の 抗腫瘍効果 を検討す る も の で
， 腫 瘍細胞

と エ フ ェ ク タ ー 細胞と の 接触条件 ． 問質 の 影響お よ び

移植腫瘍組織内の 本来の 免疫 反応 な どの 複雑 な要因が

関与す る と い う 意味 に お い て ， 臨床 に お ける 養子 免疫

療法と非常 に 類似 した モ デ ル と考 え られ る ． 生 体内の

抗癌剤感受性試験法と して 臨床成績 と高 い 相関 を示 す

鶏卵法に お い て L A K 細胞 の 抗腫 瘍活性が証明 さ れ た

こと で
， L A K 細胞の 養子 免疫療法の 臨床上 の 有用 性

が示唆さ れ た ． さ ら に
，
L A K 細胞 よ り特異的抗腰瘍

活性 を有 す る C T L に つ い て も 基礎的研究 を 重ね ，
こ

れらの エ フ ェ ク タ
一

紙胞 を用 い た 免疫療法の さ ら な る

展開を期待 した い ．

82 3

結 論

肺癌患者末梢血 リ ン パ 球 か ら誘導さ れ る 抗腫 瘍活性

を検討す る目的で ， 各種 B R M 添加培養リ ン パ 球の 細

胞傷害活性
，
リ ン パ 球亜 群の 変化 ， さ ら に は L A K 細

胞の 鶏卵法 に お ける抗腫瘍活性に つ い て検討 し ， 以 下

の 結論を得 た ．

1 一 肺癌組織の 初代培養 を30 例 に 対 して施行 し ， 2 2

例 く73 ． 3 ％I で 成功し た ．

2 ． 末梢血 リ ン パ 球 の単独培養 では ， K 5 6 2 に 対 す

る細胞傷害性 は認め られ る も の の
， 同種培養肺癌細胞

株や自己腫瘍細胞 に 対 して は ほ と ん ど細胞傷害性を認

め な か っ た ．

3 一 末棉血 リ ン パ球 に r ル 2 や O K ． 43 2 を添加 して

培養 す ると
，
E 5 6 2 に 対す る細胞傷害性が増強 さ れ る

と と も に ， 同種培養肺癌細胞株や自己腰 癌細胞 に 対 し

て も著明 な細胞傷害性が誘導され た ． また
，
リ ン パ 球

自己腫 瘍細胞混合培養 で も 同様で ， 特 に 自己腫瘍細胞

に 対 して き わ め て強い 細胞傷害性が誘導で き た ．

4 ． 培養後 の リ ン パ 球亜群 に つ い て は ， 無添加培養

リ ン パ 球で は培養前 と ほ と ん ど変化 は な か っ た が ，

B R M 添加培養リ ン パ 球で は い ずれも C D 3
＋

，
C D 8

十

細

胞の 増加 に 対 し て ，
C D 4

十

，
C D 1 6

十

細胞 の 減 少 が認 め

られ た ．

5 ． 鶏卵法 に お ける抗腫瘍効果は ， 1 0例 中5 例 に お

い て 無添加培養 リ ン パ 球 よ り L A E 細胞で 高い 腰 瘍阻

止率 を認 め た ． また
， 注入 し た L A K 細胞数 と腰 瘍阻

止率は 3 例全例で 正 の 相 関が み ら れ た ．

以 上 よ り
， 肺癌 患者 に 対 す る 免疫療法 に お け る

I し2 や O K － 43 2 の 重要性
，
す な わ ち

， 試験管内で こ れ

らの B R M で 誘導さ れ た エ フ ェ ク タ ー 細胞 の 自己 腫 瘍

に 対す る有効性が明ら か に な り， 自己 腰瘍細胞傷害性

リ ン パ 球 に よ る 養子 免疫療法の 有肝 性が 示唆 され た ．

謝 辞

稿 を終 え るに 臨み
， 御指 乳 御校 閲を 賜 り ま し た 恩 師 岩

喬教授 に心か ら謝意を表し ます ． ま た
，
直接御指導 ， 御鞭撞

賜り ま した 第
一

外科渡辺洋芋助教授に深謝い た し ま す ． さ ら

に
， 本研究の 遂行に際 し ， 多大の 御教示 と御援助を戴 い た が

ん研究所化学療法部佐 々木琢磨教授 ， 田中基裕先生 をは じ め

と す る化学療法部の諸 先生方な らびに第
一

外科肺 グル
ー プ の

諸先生方 に厚く御礼申し上 げます ．

なお ， 本論文の 要旨は
，
第4 1 回日本胸部 外科学会総 会 く東

京 ，
198 軋 第42 回日本胸部外科学会総会く大阪 ，

19 891 に お い

て発表 した ．
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c ell s ． S p e cifi ci ty a n d di st rib u ti o n a c c o r di n g t o

g e n o ty p e ． E u r ． J ． I m m u n ol ． ， 5 ， 1 1 2
－1 1 7 く19 7 5l ．

9 I E e r b e r m a m ， R ． B ． 鹿 E ol d e m
，
H ． T ．

ニ

N a t u r a l c e ll － m e di a t e d i m m u n it y ． A d v ． C a n c e r

R e s
リ
27

，
3 0 5 ． 3 77 く19 7 81 ．

1 01 大 谷 洋
一

こ 癌患者の N a t u r al k i11 e r くN Kl 細胞活

性 に 関 す る 臨床的研究 ． 日 臨 外会誌 ，
45

，
5 69 －5 8 3

く1 9 8 4ン．

1リ 秋元 実 ．
石 井 洋 ，

西 平哲 郎，
阿部 力哉 ， 葛西

森夫 こ じ 卜 N at u r a l k ill e r 活性の 分析と 乳癌患者に お

ける 変動 ． 臨床免疫 ，
13 ， 5 9 3 －6 0 2 く19 8 り．

1 2I 辻 和 男 ． 阿保七 三 郎 ，
エ 藤 保 ， 橋本正 治 一

川

村義宏 三 食道癌患者に お け る n a t u r al k i11 e r 活性値 の

臨床的意義 ． 日消外会誌 ．
18

，
8 －1 4 く19 8 5I ．

1 釘 橋爪春夫 二 肺癌患者末梢血 お よ び所属 リ ン パ 節

リ ン パ 球の 抗腫瘍活性 の 誘導 に 関す る研究 ． 十全医会

誌
，
95

，
2 5 1 － 2 6 7 く19 8即 ．

1 41 清水淳 三 こ 肺癌の 免疫療法 に 関 す る 研究
一 時 に

腫瘍局所 に お け る抗腫瘍活性 の誘導 と そ の 応用 に 関す

る研究
－

． 十全医会誌 ，
9 8 ， 工6 ト17 4 く1 9 8 91 ．

1 5I S a v a r y ， C ． A ． 鹿 L o t z o Y a ， E ． ニ S u p p r e s si o n

o f n a t u r al k ill e r c ell c y t o t o x i cit y b y s pl e n o c yt e s

f r o m c o r y n e b a ct e ri u m p a r v u m
－i nj e c t e d ， b o n e

m a r T O W
－t Ol e r a n t ， a n d i n f a n t m i c e ． J ． I m m u n o l ．

，

1 2 0
，
2 3 9 ． 24 3 く1 97 即．

1 6I 西 傭長宏 三 人 末梢 リ ン パ 球 N a t u r al k i11 e r 活性

の分析 と原発性肺癌 ， 転移性肺腫瘍に お ける 変動 ． 日

癌治会誌 ，
15

，
3 6 2 －3 7 4 く1 9 801 ．

1 7I 湊 長博ニ トT K 活性 発現 に 影響 す る諸因子 ． 礁床

免疫 ，
16

，
3 8 2 － 3 9 1 く19 8 41 ．

1 8I G ri m m ， 駄 A ．
，
M a z u m d e r ， A ．

，
Z h a n g ， H ． Z ．

鹿 R o s e n b e r g ， S ． A ． ニ L y m ph o k i n e
－

a C ti v a t ed kill e r

c ell ph e n o m e n o n ． L y si s of n a t u r a l k ill e r
－ r e Si st a n t

f r e s h s olid t u m o r c e11 s b y i n t e rl e u k i n 2
－

a C ti v at e d

a u t ol o g o u s h u m a n p e ri p h e r al b l o o d l y m ph o c y t e s ．

J ． E x p ． M e d ．
，
1 5 5

，
1 8 2 3 －1 8 4 1 く19 8 2l ．

1 9I M i n a t o ， N ．
，
R eid

，
L ． 鹿 B l o o m

，
B ． R ． ニ O n

th e h e t e r o g e n eit y o f m u ri n e n a t u r a l k ill e r c e11 s ． J ．

E x p ． M e d ． ， 1 5 4 ， 75 0
－7 6 2 く19 8 1l ．

2 0I G illi s ， S ． 鹿 S m it h ， K ． A ． こ L o n g t e r m c u lt u r e

o f t u m o r － S p e Cifi c c yt o t o x i c T c e11 s ． N a t u r e ， 2 6 8 ，

1 54 －1 5 6 く19 7 7I ．

2 1I M el l e r ， S ． C ． ， H t L S S e y ， R ． E ． ， P e n t a ， A ． C ．
，

F i t22 g e r a ld ， E ． A ．
，
S t a dl e r

，
B ．
M

．
，
S c hl o s s m a n ， S ．

F ． 鹿 R ei n h e r z
，
E ． L ． ニ C ell u l a r o ri gi n o f i n t e rl e

．

u k i n 2 く工L 21 i n m a n こ E vid e n c e f o r s ti m u l u s
－

r e S tri －

c t e d I L 2 p r o d u c ti o n b y T 4
十
a n d T 8

＋
T l y m ph o c

．

yt e s ． J ． I m m un Ol ．
，
1 2 9

，
1 0 7 6 －1 0 7 9 く19 8 21 ．

2 2I K a s a h a r a ， T ．
，
D j e u ， J ． Y ． ， D o u gh e rt y ， S ． F ．

鹿 O p p e n h ei m ， J ． J ． ニ C a p a cit y o f h u m a n l a r g e

g r a n u l a r l y m p h o c yt e s くL G Ll t o p r o d y c e m ulti pl e

l y m p h o k i n e s ニ 1 n t e rl e u k i n 2 ， i n t e r f e r o n ， a n d c ol o n y

s ti m u l a ti n g f a c t o r ． J ． I m m u n o l ．
，
1 3 1

，
2 3 7 9 －23 85

く19 8 31 ．

23I R o s e n b e r g ， S ． A ．
，
G ri m m

，
E ． A ，

，
M c G r o g e n ，

M ．
，
D o yl e ， M ．

，
K a w a s a k i

，
E

．
，
R o th s

，
E ． 鹿

M a r k
，
D ． F ． こ B i o l o gi c al a c ti v i ty o f r e c o m b i n a n t

h u m a m i n t e rl e u k i n ．2 p r o d u c e d i n E s c h e ri c hi a c o
li I

S ci e n c e ， 2 2 3 ， 1 4 12 － 1 4 1 5 く19 8 4ン．

2 4I Z a rli n g ， J ． M ．
，
R ai e h

，
P ． C ．

，
M e k e o 咽 h ， 軋

鹿 B a c h
，
F ． H ． ニ G e n e r a ti o n o f c y t o t o x i c ly m p h o c

．

yt e s i n v it r o a g ai n s t a u t o l o g u s h u m a n l e u k a e m
i a

c ell s ． N a t u r e
，
2 6 2

，
6 9 1 － 69 3 く19 7 61 ．

2 5ナ U c h i d a ， A ． 鹿 H o s h i n o
，
T ． ニ C li n i c al st u di e s

o n c ell － m ed i a t e d i m m u n it y i n p a ti e n ts w ith

m a li g n a n t d i s e a s e ． I ． E f f e c t of i m m u n o
th e r a p y



肺癌患者末梢血 リ ン パ 球の 抗腫瘍活性の 誘導

w ith O K
－ 4 3 2 0 n l y m p h o c y t e s u b p o p u l a ti o n a n d

p h y t o
m it o g e n r e s p o n si v e n e s s i n v it r o ． C a n c e r ， 4 5 ，

4 称48 3 く19 8 0ナ．

鋤 石 田名香軋 斉藤元 男 ， 南条正章 こ 活性化 マ ク ロ

フ ァ
ー ジ の 出現 か ら L A K の 誘 導 ． T h e r a p e u ti c

R e s リ 2 ， 4 5 9
－ 46 5 く1 98 引．

叩 R o s e n 如 ei n ， M ．
，
Y r o m

，
I ．
，
k a u f m a n n

，
Y ． 鹿

R o s e n b e r g ， S ． A ． こ L y m p h o k i n e
－

a C ti v a t e d k ill e r

c ell s こ L y si s o f f r e sh s y n g e n ei c n a t u r al k ill e r
－ r e Si －

s t a n t m u ri n e tu m o r c ell s b y l y m p h o c yt e s c ul t u r e d

i n i n t e rl e u k i n 2 ． C a n c e r R e s ． ， 4 4 ， 1 9 4 6
－1 9 53 く19 841 ．

卿 I t o h ， K －
，
Ti ld e rL

，
A ． B ．

，
K u m a g a i ， K ． 鹿

B al c h ， C ． M ． こ L e u － 11
＋

l y m ph o c yt e s w it h n a t u r al

ki11 e r くN KI a c ti v it y a r e p r e c u r s o r s o f r e c o m bi n a n t

i n t e rl e u k i n 2 くrI L 2シーi n d u c e d a cti v a t e d k ill e r くA K I

c ell s ． J ． I m m u n ol ． ， 1 3 4 ， 8 0 2 ． 80 7 く19 8 5ン．

291 G ri m m ， E ． A ．
，
R a m s e y ， K － M ．

，
M a 2Z u m d e r

，

A ．
，
W il s o n

，
D ． J ．

，
D j e u ， J ． Y ． 鹿 R o s e n b e r g ， S ．

A ． I L y m p h o k i n e
－

a Cti v a t e d k ill e r c ell p h e n o m e n o n ．

II P r e c u r s o r p h e n o t y p e i s s e r ol o g l C a 11 y d i sti n ct

f r o m p e ri p h e r al T l y m p h o c y t e s ， m e m O r y C yt O t O X i c

th y m u s
－d e ri v ed l y m ph o c yt e s ， a n d n a t u r al k ill e r

C ell s ． J ． E x p ． M e d ．
，
1 5 7

，
8 8 4 －8 9 7 く19 8 3l ．

30ナ 熊谷勝 男 ． 藤井 昌彦 ． 安保 徹 ， 沢 田 秀明 ， 暇名

宣男 二王し2 誘導自己癌細胞障害性 リ ン パ 球 くL A 叫 の

由来と そ の 分 化 と 増殖 ． 日 臨 免会誌 ．
11

，
5 2 7 －5 3 1

く198即．

31I I c h i n o ， Y ． 盈 I s h i k a w a
，
T

．
二 G e n e r a ti o n o f

h u m a n c yt ot o x i c T l y m ph o c yt e s a g a i n st f r e s h

a u t ol o g o u s a n d a ll o g e n ei c s olid t u m o r s b y mi x e d

l y m p h o c y t e t u m o r c ell c u lt u r e wi th T c ell g r o w th

f a ct o r ． G a n n
，
7 5

，
4 3 6 － 4 41 く19 841 ．

3 2I R o s e n b e r g ， S ． A ．
，
S pi e s s ， P ． 及 L a f r e n i e r e

，

R ． ニ A n e w a p p r o a c h t o t h e a d o p ti v e i m m u n o th e
－

r a p y o f c a n c e r w i th tu m o r
－i n fil t r a ti n g l y m p h o c y t

－

e s ． S ci e n c e
，
2 3 3

，
1 3 1 8－13 2 1 く19 8 61 ．

8 2 5

3 3I S h u ， S ．
，
C h o u

，
T ． 息 R o s e n b e r g

．

，
S ． A ． 三

G e n e r a ti o n f r o m t u m o r －b e a ri n g l y m ph o c y t e s wi t h

i n v i v o th e r a p e u ti c e ffi c a c y ． J ． I m m u n ol ． ， 1 3 9 ，

2 95 －3 0 4 く19 8 7I ．

34I 小 林俊介 ， 岡田 信 一 郎
．
稲葉浩久 ， 佐藤雅美 ． 橋

本邦久 ， 仲田 祐 ニ ヒ ト肺小紙胸痛細胞の 長期間継代

培養と増殖動態 に 関 す る 研究 ． 抗酸 歯痛研究雑誌 ，

3 8
，
1 0 3 －1 1 1 く1 9 86I ．

3 5I 菅 典 道 ，
戸 部 隆書 二 癌 補助療法 と し て の

L A K お よ び C T L 療 法 ． 外 科 治療 ．
58

，
5 2 9 －5 3 6

く19 8 軋

361 D o n o h u e J ． H ． 良 R o s e n b e r g ， S ． A ． こ T h e

f a t e o f i n t e rl e u k i n － 2 af t e r i n vi v o a d m i n i s tr a ti o n ．

J ． 1 m m u n ol ． ， 1 3 0 ， 2 2 03 ．2 2 0 8 く1 98 31 ．

3 7I R o s e n b e r g ， S ． A ．

，
L o t z e

，
M ． T ．

，
M u u l

，
L ．

M ． ． L ei t m a n
， S ．

， C h a n g ， A ． E ．

，
E ttir L g h a u s e n ， S ．

E ．
，
M a t o r y ， Y ． L ．

，
S ki b b e r

，
J ． M リ S h il o m i ， E ．

，

V e t t o
，
J ． T ． ， S ei p p ， C ． A ．

，
S i m p s o n ， C ． 及

R ei c h e r t ， C ． M ． ニ O b s e r v a ti o n s o n th e s y s t e m i c

a d m i n i st r a ti o n o f a ut ol o g o u s l y m p h o k i n e
－

a C ti v a t e d

k ill e r c ell s a n d r e c o rn b i n a n t i n t e rl e u k i n M 2 t o

p a ti e n t s w ith m e t a s t a ti c c a n c e r ． N ． E n gl ． J ． M e d ． ，

3 1 3
，
1 4 8 5 －1 4 9 2 く1 98 引．

3 8I M u r p h y ， J ． B ． こ T r a n s pl a n t a b ilit y o f m a li g
－

n a n t t u m o r s t o e m b r y o s o f a f o r ei g n s p e ci e s ． J ．

A m ． M e d ， A s s o c
リ
5 9

，
8 7 4 － 87 5 く19 1 21 ．

3 9I 佐 々 木 琢 磨 二 鶏卵法 に よ る癌悪制度 の 判定 と薬

剤感受性試験 ． フ ァ ル マ シ ア
，
2 3

，
5 8 －6 2 く1 9 8 7ナ．

4 0I U c h i d a ， H ． ， S a s a k i ， T ．
，
T a n a k a

，
M ．

，
E n d o

，

Y ．
，
N i tt a

，
K ．

，
N i s h i k a w a

，
K ．
，
C h u m a n

，
H ．

F u k u m a
，
II ． 及 M a t s u m o t o

，
K ． こ R e s p o n s e t o

a n tit u m o r a g e n t s o f m u ri n e t r a n s pl an t a b l e t u m o r s

i m pl an t e d o n t o c h o ri o all a n t o i c m e m b r a n e o f c hi c k

e m b r y o ． J p n ． J ． C a n c e r R e s ． くG a n nl ， 7 8 ， 7 2 9 － 7 3 6

く19 8 71 ．



8 2 6 吉 田

S t 11di e B O n t h e I n d u c ti o n o f T u m o ri ci d al A c ti Yit y o f P e ri p h e r al B l o o d

I Jy m P h o c y t e 8 i n P a ti e n t 8 wi t h L u n g C a n c e r i wi tll S p e ci al R e f e r e n c e t o T u m o ricid al

A cti Yit y a g ai n st A tlt Ol o g o tl B T tl m O r C ell8 M as a y u k i Y o shid a ， D e p a rt m e n t of S u rg e r y

くI l ， S c h o o l of M e di ci n e ， K a n a z a w a U n iv e r sity ， K a n a z a w a 9 2 0
－ J ． J u z e n M e d － S o c ． ， 99 ，

8 1 5 － 8 2 6 く19 9 0I

E e y Y P O r d 8 l u n B C a n C e r ， i n te rl e u ki n 2 ， O K
－

4 3 2 ， 1 y m p h o k i n e a c ti v a te d ki ll e r c ell ， C hic k

e m b ry o as s a y

A b 8t 一礼C t

T h e t u m oricid al a c ti vity of p e ri p h e r al bl o o d ly m p h o c y te s くP B LI ag ai n st a u t o l o g o u s

t u m o r c ells in l u n g c a n c e r p a tie n ts w a s s t u di e d u s l n g V a ri o u s a ss a y m e th o d s ． N a t u r al

k ill e r くN K I c ell a c ti v i ty ， i n d u c ti o n o f c y t o t o xi c a c ti v i ty b y 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 ， O K
－

4 3 2 0 r a u t O l o g o u s m i x e d l y m p h o c y t e s t u m o r c e ll c u l t u r e くM L T Cl a n d

id e n tific a ti o n of l y m p h o c y t e s u b s e t s a n al y sis u si n g m o n o cl o n a l a n tib o di es w e r e a ss a y e d ．

A s a n e x p e ri m e n t al m o d el o f a d o p ti v e i m m u n o th e r a p y くA I Tl ， th e t u m o ri cid al a c ti vity of

l y m p h o k i n e a c tiv a te d ki11e r くL A K I c ells ， i n d u c e d fr o m a u t ol o g o u s P B L a g a i n st a u t o lo g o u s

t u m o r ti s s u e ， W aS S t u d i e d u si n g th e c h i c k e m b r y o e m b r y o a s s a y ． W h e n t h e P B L w e r e

C ul t u r e d w ith o u t a n i n d u ci n g s u b s t a n c e ， C y t O t O X ic a c tiv i ty w a s n o t o b se r v e d a g ai n st

N K － r e Si s ta n t h u m a n l u n g t u m o r c el l li n e s o r a u t ol o g o u s t u m o r c ell s ． T h e r ef o r e ，

S p O n t a n e O u S t u m O ri cid al a c ti vi ty of P B L w as n o t e x p e c te d ． W h e n a 7 － d a y c u lt u r e of P B L

Sti m u l a te d w ith rI L －

2 0 r O K
－ 4 3 2 w a s u s ed ， th eir c y t o t o xic a c ti vity w a s g r e a tl y e n h a n c e d

a g ai n s t N K
－ r eSist a n t h u m a n l u n g t u m o r c ell li n e s a n d a u t ol o g o u s t u m o r c ell s ， a S W ell a s

K 5 6 2 ． W h e n th e 7 － d ay c u l t u r e o I P B L w ith r I L
－ 2 a n d a u t o l o g o u s t u m o r c e11 s t r e a t e d w ith

m it o m y ci n C くM M CI w a s u s e d ， th c c y t o t o xic eff e c t o r c e11s w ith th e s tr o n g e st t u m o ricid al

a c ti vi ty a g ai n s t a u t ol o g o u s t u m o r c ell w e r e i n d u c cd ． A n al y sis oL l y m p h o c y t e s u b s e ts o f th e

eff e c to r c clls cy t o t o xi c a g ai n st a u t ol o g o u s t u m o r c ell s s h o w e d th a t th e C D 3
＋

a n d C D 8
＋

c e11s i n cr e a s ed a n d C D 4
＋
a n d C D 1 6

＋
c e11s d e c r e a s e d af ter i n c u b a ti o n w ith r I L － 2 a n d ot h e r

Sti m ul a n ts ． T h e a n tit u m o r a cti vi ty oL t h e eLfe c t o r c ells ， i n d u c e d t r o m a u t ol o g o u s P B L ， W a S

St u d ie d a g ai n s t th e a u t ol o g o u s t u m o r tiss u e s i m p l a n te d o n t o th e c h o ri o a ll a n t o i c m e m b r a n e

Of c hic k e m b r y o ． h 5 0 u t O f 1 0 c a se s ， th e t u m o r i n h ibiti o n r a ti o w as h i g h e r w ith the

i nj e c ti o n o f L A K c ells t h a n w ith th e i nj e c ti o n o f l y m p h o c y te s c u l t u re d w ith n o a d diti o n ．

T h e t u m o r i n hibiti o n r a ti o c o r r el a te d w it h th e n u m b e r o f i nj e c t e d L A K c ells ． F r o m th e s e

fi n d in g s ， th e effc c t o r c ell s i n d u c e d i n vi t r o u si n g v a ri o u s b i ol o g ic al r e s p o n s e m o d ifie r s

くB R M l m a y b e u sef u l f o r i m m u n o th e r a p y i n l u n g c a n c e r p a ti e n ts ．


