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胃癌 に対 する 養子免疫療法 の 基礎 的検討

金沢大学が ん 研究所外科学講座 く主任 こ 磨伊 正 義教授う

藤 本 敏 博

く平成 2 年 3 月22 日受付フ

胃癌 患者 に
，

よ り効果 的な 養子 免疫療 法を施行 す る こ と を目 的と し て
， 健常人 の末梢血 リ ン パ 球

と 胃癌 患者の 末梢血 リ ン パ 球
，
所属リ ン パ 節リ ン パ 球 お よ び牌 リ ン パ 球 か ら

， 遺伝 子組換 え型 イ ン タ ー

ロ イ キ ン ー

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 を 用 い て リ ン ホ カ イ ン 活性 化 殺 腫 瘍 リ ン パ 球

く1 y m p h o k i n e a c ti v a t e d k ill e r
，
L A K l 細胞 を誘導 し

， 以下 の 基礎 的研 究を 行な っ た － す なわ ち
，
培 養後

の L A K 細胞数お よ び腫瘍細胞障 害晴性 の経時的変動 に つ い て の 胃癌 の組織学 的進行期 くst a g eJ 別の差

異 ， 生体外で リ ン パ 球 を培養す る際の フ ィ ト へ マ グ ル チ ニ ン くp h y t o h e m a g gl u ti n i n
，
P H A l と rI L －2 の

併用 効果 ，
L A K 細胞 の 由来臓器別の 差異

，
患者 に 生体反応修 飾物 質 くbi ol o gi c al r e s p o n s e m o d ifi e r s

，

B R M l を前投与 した 場合 の L A K 活性増 大効果に つ い て検 討 した ． そ の 結果 ， 末梢血 リ ン パ 球 か ら の

L A K 細胞 の誘導 に 際 して は
，

5 ％ ヒ ト A B 血清 を加 え た R P M I －1 6 4 0 培地 や無血 清培地で も抗腫瘍活

性 の あ る L A K 細胞 の 誘導が 可能 で あ っ た ． 胃癌 患者 を各 進行 期別 に 見 る と
， 末梢血 リ ン パ 球 で は

s t a g e II お よ びIIl の 患者 で 正 常人 に 劣 らな い L A K 活性 が得 ら れ
， 養子免疫療 法の 適応 と な り う る こ と

が 示 唆さ れ た ．

一 方 ， 細胞 数を 増加 さ せ L A K 活性 を増大さ せ るた め に
，
生体外で リ ン パ 球 を培 養する

際 rI L －2 と P H A を併用 す る と
，

rI L －2 単独添加培養時よ り も細 胞数は 増加す る が
，
L A K 活 性は低値で

あ り
，
臨床応用 に は

， 必 ず しも 十分な 効果が 得 られ な い こ とが 予測 され た ． 今 回の 検討で
， 健常人 ， 胃

癌患者 い ずれ の 場合 も
，

rl L －2 添加 培養後 5 日目 に 最高値 を 示 す 例が 多数で あ っ た が
，

一

部の も の は10

日目や 15 日目が 最商で あ り
，
個体差の 存在が 示 唆さ れ た ． 次 に

，
リ ン パ 節 由来の L A K 細胞 を検討す る

と
， 末棉 血由来 の L A K 細胞 よ り活性が 低 く ，

リ ン パ 球亜 群 に つ い て も rI し2 添加培養 に よ りサ ブ レ ツ

サ
ー T 細胞 くC D 8 ＋C D l l 十1 が 増加 して く る と い う特徴 を 有 した が

，

一 方で ヘ ル パ ー

イ ン デ ュ
ー サ ー

T 細胞 くC D 4 ＋4 B 4 ＋ナの 増加 も認 めた ． また 脾や 転移 陰性の 所属リ ン パ 節由来の L A K 細胞 の 中に 高い

活性を 示 す も のが あ り ， 臨床応 用の有 用性 が 期待 さ れ た ． さ ら に
， よ り効果 的な腰瘍細胞障 害活性 を得

る た め
， 事前 に レ ン チ ナ ン や O K －4 3 2 を投与 した と こ ろ ， 患者末梢血リ ン パ 球 か ら 誘導 した L A K 細胞

は
， 未投与患者 に 比 べ て

，
L A K 活性が 高値の 傾 向が認 め られ た ． 以上 の 成績 より

，
S t a g e II お よ びIII の

胃癌患者 に おt l て は 従来の 外科療法や 化学療法 に 加 えて
， 養子 免疫療法の 適応の 可能性 が あ る と 考えら

れ
，

ま た B R M を併 用す る こ と ， 場合 に よ っ て は 脾や所 属リ ン パ 節 を利用 す る こ と で
， さ ら に 有効 な

L A lく 細胞 を誘 導で き る こ と が 判 明 し た ． 臨床 的 に 養子 免疫 療法 を施 行 す る に あ た っ て は
， 有効 な

L A K 細胞 を誘 導す る の に 必要な 日数 に は個体差が あ り
，

5 日
，
10 日 ，

1 5 日 に 最高値 を示 す 3 群 に 大別さ

れ る こ と を考慮し ， 各症例 に 独自 の培養 プ ロ ト コ
ー ル を検討 し た上 で

， 臨床応用 す る必 要性 が示 唆さ れ

た ．

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

，
1y m p h o k in e a c ti v a t e d k ill e r c ell

，

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

A b b r e v i a ti o n s 二 A B S
，
A B s e r u m 3 B R M

，
b i ol o gi c al r e s p o n s e m o difie r s 妄 F C S

，
fe t al c alf

s e r u m i I L
，
i n t e rl e u k in i L A K

，
1y m p h o k in e a c tiv a t e d k ille r ニ N K

，
n a t u r a l k ill e r 三 P B L ，

p e rip h e r al bl o o d l y m p h o c y t e s 三 P H A
， p h y t o h e m a g g lu ti n in s rI L 2

，
r e C O m bin a n t

in t e rl e u k i n － 2 i R L N L
，

r e gi o n al l y m p h n o d al ly m p h o c y t e s i S L
，

S p l e e n ly m p h o c y t e s



胃痛患者の 免疫療法

胃癌の予後を規定す る 因子 と して は
， 従来 よ り癌深

遠度， 脈管侵襲 ，
リ ン パ 節転移 ら幾 多の 所 見が あ げ ら

れるが
，
胃癌の 中に は著明な リ ン パ 様組織 の 増生 を伴

う 胃 癌 くm e d ull a r y c a r c in o m a w ith l y m ph oid

i nfilt r a ti o n
，
M C u l が 存在 し

，
進行癌 と い え ども良好

な予後を示 す
い

． こ の病態 は ， 癌 の 増殖 進展 と 担癌 宿

主の免疫応答の 係 り合 い を如実に 示 す も の で あ り ， 癌

の免疫療法の 有 用 性 を強 く 支持 す る も の で あ る ．

一

方 ， 今日 ま で 各 種 の 生 体 反応 修 飾 物 質 くbi ol o gi c a l

r e sp o n s e m o difi e r s
，
B R M l の癌患者 へ の 投与効 軋 移

植性人癌 を用 い た実験動物 レ ベ ル の結 果
21

か ら 補助 療

法とし ての 免疫療法の 臨床効果も検討 さ れ て き た
錮ナ

．

現時点で の 免疫 療法 は
， 化 学療 法剤 と の 併 用 に よ る

B R M の癌患者 へ の直 接投与が 主 体で あ る が
5 汚I

， 近 年

もう
一 つ の 方法 と して

， 患者自身の 末梢血 中の リ ン パ

球を生体外 で培養 して 殺腫瘍細胞効果 を持 つ リ ン パ 球

を誘導した後 ，
患者生体内に 移入 す る 義子 免疫療法が

試みられ て い る ． T 細胞の 増殖 活性 国子 と して知 られ

てい たイ ン タ
ー

ロ イ キ ン ー 2 くi n t e rl e u k i n －2
，
1 し21，は

，

T a ni g u ch i ら
71

に よ っ て 遺 伝 子 組み 換 え に よ る イ ン

タ
ー

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

，

r工し2ナが 大量生産 可能 と な り 直接 投与 が 試 み ら れ た

が
，
生物学 的半減期が 短い と い う欠点が あ り

，
副作用

も認めら れ て い る
8I

．

一 方 ，
R o s e n b e r g ら

91 に よ っ て

r工L －2 を用 い 誘導さ れ た リ ン ホ カイ ン 活性化 殺腫瘍 リ

ンパ 球く1y m ph o k i n e a c ti v a t e d k ill e r
，
L A K J 細胞 を患

者へ 移入 す る L A K 療法 の 臨床効果が 報告さ れ
，
以来

わが 国で も臨床応用さ れ て き て い る ． しか し
，

L A E

療法は皮膚癌 ， 脳腰瘍
，

口腔領域癌 に は有効例の 報告

があるも の の
， 消 化器 癌 こ と に 胃癌 に 対 し て 有効 で

あっ たと す る報告
岬

は少 ない の が現状 で あ る ．

本研究で は
， 胃癌患者 に 有効な L A K 療法 を施行す

るこ とを前控と して
， 胃癌 の 進行 に 伴う ナ チ ュ ラル キ

ラ ー くn a tu r a l k ill e r
，
N K ト活性お よ び L A K 活性の 変

軌 リ ン パ 球数 を増加 さ せ ， か つ 腫瘍細胞障害活性 を

増大さ せ る こ と を目的と して の ， 植物凝集素 フ ィ ト へ

マ グル チ ニ ン くp h y t o h e m a g gl u ti n i n
，
P H A l と rI し2

との 併用 に つ い て検討 した ． さ ら に
， 末栂血 リ ン パ 球

およ び所属 リ ン パ 節 リ ン パ 球 か ら誘導さ れ た L A K 細

胞の腫瘍細胞障害 活性 と そ の リ ン パ 球 亜 群 の 差異 ，

B R M を患者に 前投与 した 場合の L A K 活性増大効果

につ い て検討 した ．

対 象お よ び方法

王 ． 対 象

まず
， 健常人26 名く平均年令33 ． 1 割 に つ い て 末梢血

4 2 1

リ ン パ 球 の 至 適培養条件
，
P H A と rI L －2 と の 併 用効

果 等に つ しユて 検索 した ．

次 に1 9 8 8 年1 0 月よ り198 9 年 11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 を行 っ た胃癌 患者37 名 を対象と し

て
，

これ らの 術前の 末棺血 リ ン パ 球を用 い
，

ま た 可能

な症例 で は手術時に ， 胃所属 リ ン パ 節 リ ン パ 球
， 牌 リ

ン パ 球 を 分離 し 使用 し た ， 年令 は1 7 才 へ 7 5 才 く平均

54 ． 9 才トで 性別 は男性31 名 ． 女性 6 名 であ っ た ． 病理

組織学的分類で は乳頭状腺病 2 名， 管状腺病14 名 ， 低

分化 腺 癌1 7 名 ， 印 環細 胞 癌 4 名 で あ っ た ． 病 期

くst a g el 分類 は胃癌取扱 い 規約
川

に 従 っ た ． な お 今回対

象と し た s t a g e I V 患者 は比較的
一 般状態 の 良 い 手術

可能症 例 で
， 低 ア ル ブ ミ ン血 症 ． 高度の 貧血 等の 所見

を認 め る症例 は含ま れ て い な い ．

工I ． リ ン パ 球の 分離と調整

1 ． 末檎血 リ ン パ 球 くp e ri p h e r al b l o o d l y m ph o c yt
－

e s
，
P B り

ヘ パ リ ン 加宋輸血 を 50 m l 採取 し
，
F i c oll － H y p a q u

－

e 比 重遠心 法 に よ り リ ン パ 球 を 分離 し た ． す な わ ち

Fi c oll ， H y p a q u e 液 く比 重 1 ．0 7 7I くL y m p h o p r e pl

くN y c o m e d
，

O sl o
，

N o r w a yl 上 に 静 か に 重 層 し ，

4 0 0 x g 室 温 で 4 0 分 間 遠心 後 ， 中 間層 を 採取 し ．

H a n k s 液 で 2 回洗浄後
，
R P M I － 1 64 0 液くGib c o

，
G r a n

I sl a n d
，
N e w Y o r k ， U S A いこペ ニ シ リ ン 1 00 JL gノmi

，

カ ナ マ イ シ ン 10 0 メ gノm l
，

フ ァ ン ギ ゾン0 ． 1メ上 gノm l と

非働化 し た ヒ ト A B 血 清 を5 ％濃度 に 加 え た 培 毒液

E5 ％ A B 血 清くA B s e r u m
，
A B S l カロ R P M I ．1 6 4 0 培

地コ で 1 回 洗 浄 し
， 単核球 を分 離 し

， 次 い で
，
5 ％

A B S 加 R P M I －1 6 4 0 培地中 に 2 x l O
6

l m l に 浮遊さ せ

た ． 培養 はい ずれ も37
0

C
，
5 ％ C O 2 下 で行 っ た ． な お

，

リ ン パ 節や 脾由来の リ ン パ球 と 末給血 リ ン パ 球 と の 比

較 の 際 は
， 非 働 化 し た ウ シ 胎 児 血 清 tf e t a l c al f

S e r u m
，
F C S l を1 0 ％濃 度 に 加 え た R P M I ，1 6 4 0 培地

ElO ％ F C S 加 R P M I － 16 4 0 培地コ で培養し た ．

2 ． 胃所属 リ ン パ 節 リ ン パ 球 くr e gi o n al l y m ph n o
．

d a1 1 y m p h o c y t e s ， R L N LJ ，
脾 リ ン パ 球 くs pl e e n

l y m ph o c y t e s
，
S LJ

術中採取し た 所属 リ ン パ 節 ， 牌 を H a n k s 液中で 眼

科用 ハ サ ミ を用 い て細切 し
， 金 属 メ ッ シ ュ くN B C 工

業 ，
大阪1 で濾過 し た後 ，

F i c olトH y p a q u e 比 重遠心 法

に よ り 単 核 球 を 分 離 し た ． 次 い で
，

1 0％ F C S 加

R P M I －1 6 40 培地中に 2 X l O
6

l m l に 浮遊さ せ た ． 培養

は い ずれ も37
0

C ， 5 ％ C O 2 下で 行 っ た ．

1Il
． 細胞数算定

トリ バ ン プ ル ー 生体染色法 に よ り ， 顕微鏡下に 生 紳



4 2 2 藤

胞数 を算定 した ．

工V ． 細胞障害性試験

ヒ ト赤 白血病 由来の K －5 62 細胞株 を用 い て N K 活

性 を
，

ま た ヒ ト バ
ー

キ ッ ト リ ン パ 腰 由来 の D a u d i 細

胞 株 を用 い て L A K 活性をt l ずれ も
51
C r 遊離試験 に よ

り測定 した ． す な わ ち リ ン パ 球 を 2 x l Oソm l に 調 整

し ， 9 6 穴 U 底 マ イ ク ロ プ レ ー ト くF al c o n
，
O x n a rd

，

C ali f o r ni a
，
U S A l に 1 検体 に つ き 3 穴ず つ 10 0 JL l 分

注 しくt ri pli c a t el ，

エ フ ユ タ タ
一 紙胞 と した ．

一 方 タ
ー

ゲ ッ ト 細 胞 と し て は 5 X l O
5

c e11 sl m l に 調 整 し た

K －5 6 2 お よ び D a u di 細胞 浮遊 液 に 250 JJ l の N a tI －

r O ．
，

2 m ci1 2 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 e tt s ，
U S A l を加 え ，

3 7
0

C ，
5 ％ C O 2 下 で 1

時 間培養標 識後 ， 3 回洗 浄 し 10 ％ F C S 加 R P M I －

1 6 4 0 培地に 浮遊 し
，

こ れ を 1 X l O
5

ノm l に 調 整 した 後
，

1 0 0 〆1 を各 エ フ ェ クタ ー 細 胞 に加 えた ．
こ の 条件で ，

エ フ ェ ク タ ー

ニ タ
ー ゲ ッ ト比 は 20 二1 と な る ． こ の プ

レ ー ト を
，
3 7

0

C
，
5 ％ C O 2 下で 4 時間培養後 ， 各穴の 上

清 100ノJ l を採 取 し上 清 中に放 出さ れ た
51
C r 量 を オ ー

トウ エ ル ガ ン マ
ー カ ウ ン ク

ー A R C 5 0 1 げ ロ カ
， 東

京I に て測定 し， 下記の 計 算 式 に よ り N K 活性 値 ，

L A K 活 性値 を算出した ．

N K 括性 ，
L A K 活性 く％ c yt o t o x i c a c ti v it yl ニ

51
C r 実測値

一 牒
C r 自然放 出量

5

t r 最大放 出量 －
51

C r 自然放 出量
X lO O

な お
．

51
C r 最大放出量は タ

ー ゲ ッ ト細胞 に 1 ％ ト リ

ト ン X l O O く和光
，
大阪1 を 10 0 月1 加 え溶解 させ た後 の

上 清中の値で ある ． タ
ー

ゲ ッ ト細胞 か らの
5

でr の自然

放出量 は ，
5 ％ A B S 加 R P M エー1 6 4 0 培養液 また は 10 ％

F C S 加 R P M I －1 64 0 培養液 を 100 JL l 加 え
，
3 7

0

C
，

4

時間培養後 の 上清中の値 で ある ．

V ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 に よ る リ ン パ 球亜 群の 分 類

胃癌患者の 末梢血
，

リ ン パ 節お よ び牌か ら分離 した

リ ン パ 球 に 対す る リ ン パ 球亜 分画 を ヒ トリ ン パ 球 に 対

す る各種 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を用い 検討 し た ．
ヘ パ リ

ン加全血 50ノJ l に
， リ ン 酸 緩衝 生 理 食塩 水 くp h o s p b

－

a t e b u ff e r e d s a li n e
，
P B SI に て 希 釈 し た 蛍 光 色 素

田u o r e s c ei n i s o t hi o c y a n a t e
，
F I T Cl 標識 モ ノ ク ロ

ー ナ

ル 抗体 50 声1 を加 え混和後
，
水中で30 分反応 さ せた ．

つ い で 反応液に 赤血球溶解用 試薬 く1 y si n g r e a g e n t H 和

光ナを 1 m l 添加
，
1 5 分間室温 に て 反応 させ た ■ 赤血球

の溶血 を目視 に て確 認後 ，
レ ー ザ ー フ ロ ー サ イ トメ

ー

タ
ー

，
F C M －1 く日本分光 ， 東京1 に て

， 蛍光細胞 数 を測

定 し た ． 使用 し た 蛍光 色素標 識 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体

は
，

末梢血 丁 紳 胞 に 特異 的 な C D 3
，

ヘ ル パ ー ノイ ン

デ ュ
ー

サ
ー

T 細胞 に 特異 的な C D 4
， サ プ レ ツ サ ー

個

胞障害性 丁 細 胞に 特異 的な C D 8 くO rth o D i 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 l ，
N K 細胞に 特異

的 な C D 5 7 くL E U 71 ，
N K 細胞及 び好 中球 に 特異的な

C D 1 6 くL E U l ll くB e c t o n D i c k i n s o n
，
M o u n t ai n V i e w

，

C alif o r n i a
，
U S A l を用 い た ． 別 に

，
サ ブ レ ツ サ ー

T

細胞 に 特 異的な C D 8 ． C D l l
，
サ ブ レ ツ サ

ー

イ ン デ ュ ー

サ
ー T 細胞 に 特 異 的 な C D 4 ．2 H 4

，
ヘ ル パ ー

イ ン

デ ュ
ー

サ
ー T 細 胞 に 特 異 的 な C D 4 ．4 B 4 くC o u lte r

，

H i a l e a h
，
F l o rid a

，
U S A l の 3 種 類 の 二 重 染色 くt w o

C Ol o rl 解析 も行 っ た ．

V L 検討項 目

1 ． rI し2 添加培 養に お け る L A K 細胞の 至適培養

条件

ま ず rIし2 くS 牒82 0
， 塩野義製薬 ， 大 阪ナ を添加後

，

最 も 活性が 高値と な る培 糞時間と 培養液を検討 した ．

なお
， 予備実験の 結果 ，

rl し2 の 至 適濃度くリ ン パ 球が

標的腫瘍細胞 に対 して 十分な 障害活性 を示 す た めに 必

要な 培地 中の 最低濃度ナ は 100 0 Uノm l で ある こ とが判

明 し たた め
，

r m － 2 を 1 0 00 U ノm l 添加 して
，

7 日間培

養 を行 い
，

3 日か ら 7 日 まで 経時的に N K 活性および

L A K 活性 を測 定 した ． ま た こ の 際 ，
1 0 ％ F C S 加

R P M I ．1 6 40 培地 ，
5 ％ A B S 加 R P M I －1 6 4 0 培地およ

び無 血清培地 A IM － V くGi b c ol の 3 種類の 培地による

活性 の 差異に つ い て も検 討 した ．

2 ． 胃癌患者病期 くst a g el 別 の L A K 細 胞活性の差

異

胃癌患者28 名の 手術直前の 末梢血 を採取 して リ ンパ

球 浮 遊 液 を 得 ，
5 ％ A B S 加 R P M I －1 6 4 0 培 地 で

rI L － 2 を 1 0 0 0 U l m l 添加 し
，

5 日 間培 養後 の N K 清 一

性 お よ び L A K 活性 を測定 した ． 患者 の 病 期 くst a g el

は 胃癌取扱 い 規約
1 り

に 従 っ て 分類 し ， 健常人26 名に つ

い て 同様 に測 定 した 結果 を対 照と して 用い た ． なお ，

B R M 投与症例 は除外 し た ．

3 ． P H A お よ び rI L －2 の 併用 に よ る L A K 細胞の

誘導

健 常 人2 1 名 及び 胃癌 患者1 2 名 の 末 梢 血 リ ン パ 球

くP B Ll を 以 下 の 9 群 に 分 け ，
5％ A B S 加 R P M I －

1 6 4 0 培地 で15 日間培養 し
，

5 日日 ，
1 0 日目 ，

15 日目に

細胞数 ，
N K 活性 お よ び L A K 活性 を測定 して ，

P H A

くP H A －

p H D if c o
，
D e t r o it

，
M i c hi g a n

，
U S A l と rIL －2

の 併 用効 果に つ い て検討 した ．

実験群 と して は
， い P B L を単独 で 培 養 した 軋

P H A の み を 2 う 培養開始時 に 添加 し た群 およ び 3 1

1 0 日目 に 涛加 した 群 ，
rl し2 の み を 4 う 培養開始時に

添加 し た 群 お よ び 5 う 5 日 目 に 添 加 し た 群 ，
6 1
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r工し2 を培養開始時 ，
5 日目お よ び10 日目 に 計 3 回 添

加した群 ，
さ ら に P H A と rI L － 2 の 併用 効果 を見る た

め に ， 培養 開始時 に P H A を 添 加 し り 5 日 日 に

r工L － 2 を添加 し た 群 お よ び 8 う 5 日 目 と1 0 日 目 に

r工し2 を添加 した群 ， 91 培養開始時 に r工し2 を添加 し

10 日目 に P H A を 添加 し た群 を 作 成 し た ． ま た
，

r工し2 の み を複 数 回 添加 し た第 6 群 お よ び P H A と

r工し2 を併用 した第 8 群 に 関 し て
，

r ル 2 を初 回 投与

後， 細胞障害活 性 が 最 高値 を と る ま で の 日 数 に 基づ

き
，

5 日型 ，
1 0 日型 お よ び15 日型の 3 型 に 分類 し， 各
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症例 の 個体差 に つ い て検討 した ．

な お
，

い ずれ の 実験群 に お い て も培養5 日目 と10 日

目に 培地交換 を行な っ た ． ま た P H A は 1 JL gl m l
，

rI し2 は 10 0 0 U l m l を それ ぞ れ添加 した ．

4 ． 末相血
，
所属 リ ン パ 節お よ び脾 か ら誘 導 し た

L A K 細胞の 比較

胃癌患者16 例の 手術時 に 採取 した所属 リ ン パ 節リ ン

パ 球 くR L N LJ ，
4 例か ら採取 した牌 リ ン パ 球 くS LJ を

そ れ ぞれ ，
1 0 ％ F C S 加 R P M l －1 64 0 培地 で rI L －2 を

1 0 0 0 U l m l 添加培養 して L A K 細胞 を誘導し
，

5 日目

T a b l e l ． C yt o t o xi c a c ti vit y o f P B L c ult u r e d w i th rI L ．2 i n h e alth y d o n o r s くn ニ 5J

T a r g e t M e di um

D a y s a ft e r c ult u r e

3 4 5

R P M I ，1 6 40 c o n t ai ni n g l O ％ F C S

K －5 6 2 R P M I －1 6 40 c o n t ai ni n g 5 ％ A B S

S e r u m －f r e e m ed i um くAI M － Vl

9 ．6 士6 ． 7

3 ．5 士1 4 ．2

6 ． 7 士1 5 ．9

ピ
7 ． 1 士3 ． 8

7 7 ． 7 士1 5 ．

6 7

二二二二
こ

二
三二二二三二 二

83 － 4 士 12 ． 5 8 4 ． 7 士 1 3 ．5 71 ． 2 士1 8
． 8 4 7 ．1 士1 8 ．1

R P M I － 1 64 0 c o n t ai ni n g l O ％ F C S

D a u di R P M I －1 6 4 0 c o n t ai n i n g 5 ％ A B S

S e r u m
－f r e e rn e di um くA J M － V J

．

ミニ
8 士7 ． 0

0 士 4 ． 0

24 ．1 士1 3 ．8

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

31 －5 士1 0 ．1 3 5 ．3 士 1 2 ．7 3 0 ． 9 士2 5 ． 7 4 4 ．3 士 1 6 ．9

41 ． 7 士 1 4 ．1 3 4 ．5 士1 3 ．6 27
． 0 士 1 1 ． 1 2 5 ．5 士1 4 ．5

L y m p h o c yt e s w e r e s u s p e n d e d wi th di ff e r e n t m e di u m a s sh o w n i n thi s t a bl e
，

a n d c ult u r ed wi th rI L －2 く10 0 0
Ul m lJ ，

a n d t e st e d f o r s p e ci丘c
5 1

c r r e l e a s e s f r o m K － 5 6 2 a n d D a u d i c ells a t 3
，
4

，
5

，
6 a n d 7 d a y s

a ft e r th e c u lt u r e ■ D a t a a r e s h o w n a s m e a n ％ 士S ． D ．

＋

， p く0 －0 5 i
叫

， p く0 ．0 1 b y u n p ai r e d t t e s t ．

C O n t r Ol S 也 g e 工 s t a g e エ s ta g el江 s t a g e 汀
n

三ニ
2 6 n ニ 1 0 n ニこ 3 n ニ 5 n ニ 1 0

H e al th y

d o n o r s
G a s t ri c c a n c e r p at i e n t s

ホ

I l

C O nt r OI s t a g e I st a g e Ir st a g e Er

n
ニ 2 6 n ニ 1 0 n ニ 3 n ニ 5 n ニ 1 0

H e 81t h y

d o n o r s

G a st ri c c a n c e r p ati e n t s

F i g ． 1 － N K a n d L A K a c ti vi t y o f rI し2 s ti m u l a t e d P B L f r o m th e g a st ri c c a n c e r

p a ti e n t s i n v a ri o u s st a g e s くn ニ 2 8J ． P B L w e r e c ul t u r e d i n R P M J－16 4 0 m e di u m

C O n t ai ni n g 5 ％ A B S i n th e p r e s e n c e of rI L ．2 く10 0 0 U l m lJ f o r 5 d a y s ． A ft e r th e

C ult u r e
，

Sti m ul a t e d l y m ph o c y t e s w e r e t e st e d w ith N K a c ti vit y くa ．ン a n d L A K
a c ti v it y くb －1 ． N K a c ti v it y w a s e x a mi n ed w ith s p e cifi c

51
C r r el e a s e f r o m

51
C r

．1 a b el e d K q 5 6 2 a n d
5
C r

－1 a b el e d D a u d i c ell s w e r e u s e d f o r L A K a cti v ity ．

E a c h b a r r e p r e s e n t s m e a n 士 S ． D ．

轟

，
P く0 ．0 5 b y u n p ai r e d t t e s t ．
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の N K 活性お よ び L A K 活性 を ， 同 一 症例の 末櫓血 リ

ン パ 球 くP B Ll か ら 同 一 条件 で 培養 し誘 導 し た L A K

細胞 と比較検討 した ． ま た末梢 血 リ ン パ 球 と
，
所属 リ

ン パ 節 リ ン パ 球 に つ い て は リ ン パ 球 亜群 の 推移 に つ い

て も検討 し た ．

5 ． B R M 投与症例 に お け る L A K 細胞活性 の 増 大

効果

胃 癌 患 者1 4 名 に 対 し て
，

B R M くレ ン チ ナ ン
，

O K －4 3 21 の 影響 を 見る た めの 無作為試験くr a n d o m i z e d

s t u d yl を行な っ た ． す な わ ち封筒法 に よ り ，
レ ン チ ナ

ン 群 5 例 ，
O K － 4 3 2 群 4 例 ，

対照群 5 例 に 分 け
，

1 週

間に 2 回 B R M を患者に 投与 し ， 投与前お よ び投与後

に 末棺血 リ ン パ 球 を分離 し て
．
1 0 ％ F C S 加 R P M I －

1 6 4 0 培地で rI し2 を 10 0 0 U ノm l 添加 し
，

5 日 間培 養

後の N K 活性お よ び L A K 活性 を測定 した ． な お
，

レ

ン チ ナ ン は計 4 m g ，
O K －4 3 2 は 計 5 ． 5 E E 投与 し た 一

明l ． 統計処理 法

以 上 の 各部 定借 は 平 均 値 士 標 準 偏 差 傾 くm e a n 士

S ．D ．1 を も っ て示 した ． 同 一 症例 に お け る 2 群間 の 平

T a b l e 2 ． P r olif e r a ti o n of L A K c ell s

均値 の 有意差検 定に は
，
対応の あ る標本 の t 検定を用

い
，
ま た他群 間の有 意差検 定に は

， 等分散の F 検定を

行な い 必 要に 応 じて W el c h の 補正 を行 な っ た 後 ， 対

応の な い 場合の t 検定を 行な い
，
危険 率5 ％以下を有

意差あ り と判定 した ．

成 績

工 ． r I L － 2 添加培養 に お け る L A E 細胞の 至逓増義

条件

培養 に よ る経 時的変動 を み る と
，

N K 活性 はい ずれ

の 培地 に お い て も 5 日 目 に 最も 高 値 を 示 し た ． L A E

活性 は 10 ％ F C S 加 R P M ト1 6 40 培地 お よ び無血 清培

地 A I M － V で は 4 日目が 最も高値で あ り
，
5 ％ A B S 加

R P M l －1 6 4 0 培 地で は 7 日目 が最 も高値 で あ っ たが
，

それ ぞれ の最高値間 に 有意差 は認 め られ な か っ た く表

い ．

王1
． 胃癌患者病期 くst a g eI 別 の L A E 細胞活性の 差

異

培 養開始時 に r工し2 を 10 0 0 Uノm l 添加 し 5 日間 5％

D a y s af t e r c ult u r e

0 5 1 0 1 5

P r olif e r a ti o n

r a t e

1

2

3

4

5

仁
U

7

8

9

a 2 ． 1 士 0 ． 5 1 ． 8 士0 ． 4

2
．
1 士 0 ． 5 1 ． 8 士0 ． 7

2 ． 1 士0 ． 5 1 ． 8 士 0
．
4

2 ．1 士0 ． 5 2 ． 2 士0 ． 5

2 ． 1 士 0 ． 5 1 ．8 土0 ． 4

2 ． 1 士 0 ． 5 2 ． 0 士0 ． 3

2 ． 1 士 0 ． 5 1 ． 8 士0 ． 7

2 ． 1 士 0 ． 5 1
． 9 士0 ． 7

2 ． 1 士 0 ． 5 2 ． 2 士0 ． 5

1 ． 2 士0 ． 7 0 ． 6 士0 ． 6

1 ． 0 士0 ． 5 0 ． 9 士0 ． 6

1 ． 1 士 0 ． 7 0 ． 7 士0 ． 6

2 ． 3 士1 ． 0 2
，
2 士 1 ． 1

1
． 5 士 1 ． 2 1 ． 3 士0 ， 8

2 ． 0 土1 ． 0 2 ． 7 士 1 ． 2

2 ． 3 士1 ． 3 4 ． 6 士3 ． 5

2 ． 5 士1 ． 4 5 ． 8 士4 ． 3

2 ． 4 士1 ．
1 1 ． 9 士0 ．8

0 ． 3

0 ． 4

0 ．3

1 ．0
ホ ．

0 ． 6
榊

1 ． 3
叫

2
．
2

ホ ．

2 ． 8
桝

0 ． 9
叫

1

2

3

4

5

6

7

8

9

b 2 ．
2 士 0 ． 3 1

．
4 士 0 ．5

2
．
2 土0 ． 3 1 ． 3 士 0 ． 4

2 ．2 士0 ． 3 1 ． 4 士 0 ． 5

2 ．
2 士0 ． 3 1 ．6 土0 ． 5

2 ．2 士0 ．3 1 ．4 士 0 ． 5

2 ．2 士 0 ．3 1 ．
5 士0 ． 5

2
．
2 士0 ．3 1 ． 4 士0 ． 4

2 ． 2 士 0 ． 3 1 ． 3 士0 ． 4

2 ． 2 士0 ． 3 1 ． 5 士0 ． 6

0 ． 7 士0 ． 4 0 ． 4 士 0 3

0 ．8 士 0 ． 5 0
，
4 士 0 3

0 ．8 士0 ． 5 0 ．5 士 0 6

1 ．4 士0 ． 6 1 ．
3 士0 7

0 ．7 土0
． 3 0 ．7 士0 ． 5

L 5 士0 ． 6 2 ．1 士 1 ． 2

1 ． 7 士0 ． 9 2 ．2 士 1 ． 9

1 ． 6 士0 ． 9 2 ． 9 士2 ． 1

2 ． 7 士0 ． 7 1 ． 3 士 1 ．0

0 ． 2

0 ． 2

0
．
2

0 ． 6
頼

0 ， 3

1 ． 0
叫

1 ． 0
ホ ホ

1 ． 3
抽

0 ． 6
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胃癌患者の 免疫療法

A BS 加 R P M I －1 6 4 0 培地 で 培養後 の
， 胃癌患者全体 の

N K 活性 お
．
よ び L A K 活 性 は そ れ ぞ れ

，
5 8 ． 9 士

2 0 ． 7 ％ ，
2 2 ． 3 士2 0 ． 1 ％ で あ り ， 健 常人 の 6 7 ． 8 士

22 ． 1 ％
，
2 8 ■1 士1 9 ． 8 ％と比 べ て 低値 で あ っ た が

， 有意

差はなか っ た ■ 病 期 くst a g eI 別の 比 較 で は
，

N K 活

性，
L A K 活性 と も に St a g e II お よ びIII が高 い 傾向 に

あり ，
N K 活性で は s t a g e I V が ， III お よ び健常人 と 比

べ て有意 くp く0 －0 5I に 低値 を示 した ． L A K 活性 で は

st a g e I がII に 比 べ て
， 有意くp く0 ． 0 51 に 低値で あ っ

たく図 り ．

m ． P H A お よ ぴ r工し2 の 併用 に よ る L A K 細胞 の

誘導

1 ． 細胞数

リ ン パ 球 を単独培 養 した対照群 ，
P H A の み を 添加

培養 した第 2 群 お よ び第 3 群 で は 細 胞数 は 漸次 減少

し ，
1 5 日間で健常人 で は0 ． 3 倍

， 胃癌 患者で は0 ． 2 倍 に

減少した ． rI し2 を初 日 に 1 回 の み添 加培養 し た第 4

群は健常人 で は1 ． 0 倍 で あ っ た が
，

胃癌 患者 で は0 ． 6 倍

と減少 した ． r工し2 を 5 日目に 添加 した第 5 群 で も
，

健常人 ， 胃癌患者 とも に 細胞 数は培養開始時 よ り減少

425

し た ． 5 日 ごと に r ル 2 を 3 回 添加培養 し た第 6 群

は
I 健常人 ， 胃痛患者と も 5 日目か ら増加し ， 1 5 日目

に は それ ぞ れ1 ． 3 胤 1 ． 0倍 と な っ た ． P H A 添加 後 に

r工L －2 を添加し た第 7 群お よ び第8 群 は
， 健 常人 で は

2 倍以上 に 増加 し たが
， 胃癌 患者で は若干 の 増加 で

あ っ た ■ r王し2 添加後 に P H A を添加 した第 7 群で は

細胞数は減少 し た く表2 J ．

2 ． N K 活性

リ ン パ 球 を単独培養し た対照群 で は健常人
，

胃癌患

者い ずれ も 5 日日に 最高 で
， そ れ ぞれ6 ． 3 士8 ． 6 ％

，

1 0 ． 3 士8 ． 8 ％ で あ っ た ． P H A の み を初日 に 添加 した第

2 群 で は健常 人 胃痛患者と も 5 日目に 最高で
， それ

ぞ れ1 6 ． 9 士 1 0 ． 4 ％ ． 1 9 ． 2 士1 3 ． 2 ％ま で増 大 し た ．

P H A を10 日 目に 添カロした第 3 群で は活性 の 増大 は 認

め られ な か っ た ■ rI し2 を初日 に の み 添加 した 第 4 群

で は 5 日 目に 最高で
， 健常人 で は63 ． 6 士2 2 ． 7 ％ ， 胃痛

患者で は70 ． 4 士1 3 ． 7 ％ま で増大 した ． 同様 に r n ノ 2 を

初 日 に 添加 した第 6 群 ， 第9 群も 5 日日に 最高で
，
後

で r工L－2 や P H A を添加 し ても 活性 は増大 し な か っ

た ． rI し2 を5 日目 に 添加 した第5 群 では
，
1 0 日 日 に

T a bl e 3
． C y t o t o x i c a c ti vit y くN K a c ti vi tyI of L A K c e11 s
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4 2 6

最高 で
， 健 常人 で は35 ． 0 士 2 2 ． 5 ％ ， 胃癌患者で は26 ． 1

士2 3 ． 5 ％ま で増大 した ． P H A 添 加後 5 日 目 に r工し2

を添加 した 第7 群 お よび 第 8 群 で は
，
1 0 日目 に 健常人

で は48 ． 3 士1 8 ． 1 ％ ， 胃癌患者で は35 ． 7 士22 ． 1 ％ ま で増

大 した が ．
rl し2 を初 日 に 添加 した 群の 最高値 よ り 有

意 に くp く0 ． 0封 低値で あっ た く表 3I ．

3 ． L A E 活性

リ ン パ 球 を単独培養 した 対照群 ，
P E A の み を添加

した 第2 群
，
第 3 群 で は

，
健 常人

，
胃癌患者 い ずれ も

L A K 活性 の 増大 は見ら れ な か っ た ． rI L －2 を 初 日 に

添加 した 第 4 群 で は ， 5 日目 に 最高 とな り ， 健常人 で

は25 ． 9 士2 0 ． 5 ％， 胃癌患者 で は1 7 ． 0 士1 2 ． 5 ％と な っ

た ． 同様に r工し2 を初日 に 添加 した 第 6 群 ， 第 9 群も

5 日目 に最 高で
，
後 で r工し2 や P H A を添加 して も 活

性 は増大 しな か っ た ． r工L － 2 を 5 日目 に 添加 した 第 5

群で は健常 人 で は10 日目 に 最高 と な り ，
1 5 ． 5 土2 1 ． 2 ％

と な っ た ． しか し胃癌患者 で は括性 の増大 は見 られ な

か っ た ． F H A 添加後5 日 目に r工し2 を添加 した 第 7

群 お よび 第 8 群 で は健常人 で は10 日目 に9 ． 8 士 1 7 ． 9 ％

ま で 増大 した が
， 胃癌 患者 で は 増 大 を 認 め ず

，
ま た

r工し2 単独 で 培養 した群 の最高値 と比 べ て 有意に くp く

0 ． 0 引 低値 で あ っ た く表 4 I ．

4 ． 個体差

い 細胞数

rI し2 を 5 日 ごと に 3 回添加 し た第 6 群 は
， 健 常人

で は15 日 間で 平均1 ． 3 倍 ま で増加 し た が
，

そ の う ち 2

倍以上 に 増加 した も のが 3 例く14 ． 3 ％I で
，

一 方1 倍以

下 に 減少 し た も の が 9 例 く42 ． 9 ％ンで あっ た ． 胃癌患者

で は15 日 間で 平均1 ．0 倍 と増減が な か っ た が
，

そ のう

ち 2 倍以 上 に 増加 した も の が ，
2 例く16 ． 7 ％1 で

．

一 方

0 ．5 倍 以 下に 減 少 した も の が 2 例 く16 ． 7 ％1 で あ っ た ．

P H A 添加後 に r ル 2 を 2 回添加 した第 8 群は
， 健

常人 で は15 日 間 で 平均2 ．8 倍 ま で増加 し た が
， そ のう

ち 3 倍以 上 に 増加 した も の が 8 例く38 ． 1 ％1 で
，

一

方1

倍 以下に 減少 した も の が 4 例 く19 ． 0 ％ンで あ っ た ． 胃痛

患者 で は 平均1 ． 3倍 ま で 増加 した が
，

そ の う ち 2 倍以

上 に 増加 した も の が 2 例 く16 ． 7 ％I で
，

一

方 1 倍以下に

減少 した も の が 5 例 く4 1 ．7 ％1 で あ っ た ．

2 1 N K 活性

rI し2 を5 日 ごと に 3 回 添加 した第 6 群 は
， 健常人
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胃癌患者の 免疫療法

では 5 日型11 例 く52 ． 4 ％I ，
1 0 日型 9 例 く42 ． 9 ％ン，

1 5 日

型1 例く4 ． 8 ％1 で あ っ た く図2 al ． 胃癌患者 で は 5 日 型

5 例 く41 ． 7 ％ン，
1 0 日 型 4 例 く33 ．3 ％I ，

1 5 日 型 3 例

く25 ．0 ％I で あ っ た ．

P H A 添加後 に rI L －2 を 2 回添加 した 第 8 群 は
， 健

常人で は 5 日型12例 く57 ．1 ％ン， 1 0 日型 8 例 く38 ■ 1 ％I で

あっ た ． 胃癌患者で は 5 日型 8 例 く66 ． 7 ％1 ，
1 0 日型 2

例く16 ．7 ％ンで あ っ た ．

5 1 0 1 5

D a y s aft e r c ult u r e

4 2 7

3 う L A K 活性

rI L －2 を5 日 ごと に 3 回 添加 し た第6 群 は
，

健常 人

で は 5 日 型11 例 く52 ． 4 ％I ，
1 0 日 型 6 例 く28 ． 6 ％1 ，

1 5 日

型 4 例 く19 ． 1 ％1 で あ っ たく図2bl ． 胃癌患者 で は 5 日型

7 例 く58 ．3 ％1 ，
1 0 日 型 3 例 く25 ．0 ％I ，

1 5 日 型 2 例

く16 ． 7 ％1 で あ っ た ．

P H A 添加後 に rI し2 を2 回添加 した第 8 群 は
， 健

常人 で は 5 日 型1 1例く52 ． 4 ％1 ，
10 日型 9 例く42 ． 9 ％1 で
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c ul t u r e くn こ 9 i n a ．
，

n ニ 6 i n b ．1 ． O p e n s q u a r e s く口1 s h o w th e g r o u p w ith th e

h i gh e st a cti vit y a t 1 5 d a y s af t e r th e c u lt u r e くn ニ 1 i n a ．
，

n 二 4 i n b ．J ．

T abl e 5 ． C h a n g e s i n ly m ph o cy t e s ub s e t s o f P B L a nd R L N L c ult u r ed w ith rI L．2 i n g a s t rie c a n c e r p a ti e n t s くn 二 12 1

R a ti o く％J of ly m p h o c y t e s ub s e t s i n P B L

D ay C D 3 ＋ C D 4 十 C D 4 ＋

0 6 5 ，4 こヒ16 ．3 4 0 ．4 土 8 ．3

5 6 5 ．6 士 13 ．9 4 0 ．4 士 1 4 ．

0 6 ．0 士13 ．0

5 6 1 ．1 士7 ．2

4 18 r a ti o L E U 7 十 L E U l l C D8 十 11

8 士 8 ．5 1 ．5 二H l ．6 2 7 ．4 土 1こう
．

1 2 0 ．5 土1 3 ．7 2 2 ．8 士 6 ．7

8 士14 ．3 1 ．0 土0 ．4
L
4 4 ．3 士 17 ．0 2 9 ．9 土2 0 ．3 2 7 ．5 土8 ．7

茄 T T一元 論 后 茄 茄宍茄．言Br二．石這．射封 十

7 ． 1 士4 ．9 2 9 ．1 士 6 ． 4 12 ．5 土6 ．6 1 4 ，8 士 5 ．1 2 5 ．7 士 6
．
4

5 ．3 土 1 ．5 2 2 ．7 士 7 ．6 13 ．3 士7 ．6 10 ．3 土 5 ，8 2 2 ．7 士7 ．8

R a ti o く％l of l y rn p h o cy t e s u b s e t s i n R L N L

2 士 3 ．9 3 ．2 士 1 ．
4 7 ．2 土4 ．6 8 ．2 土5 ．2 川 ．4 土 4 ．6

7 士 7 ．5 1 ．8 士 1 ．1 13 ．
2 士 10 ．3 14 ．7 士9 ．7 1 1 ．

4 土4
．2

1 ．0 士0 ．6 2 く1 ．7 士 8 ．5 17 ．8 士 12 ．2 3 0 ．0 七 17 ．4

3 ．9 士3 ．6 2 tI ．5 士 8 ．4 16 ，7 土6 ．8 17 ．8 士 l仁1 ．9

L
ym Ph o cy t e s w e T e C ult u r ed i n R P M IJ16 40 m edj u m c o n t aini n g lO ％ F C S i n th e p r e s e n c e of rl し 2 u O O O Ul m 11 f o r 5 d a y s ． L y m p h o cy t e s ub s e t s w e r e e x a m i n ed

at O a nd 5 d a y s aft e r th e c ult u r e ．

．

， P く 0
，
05 こ

．．

， P く0
．0 1 b y p air ed t t e s t ．



4 2 8

あ っ た ． 胃癌患者で は 5 日 型 8 例 く66 ． 7 ％1 ，
1 0 日 型1

例 く8 ． 3 ％1 で あ っ た ．

1V ． 末梢血
．
所 属 リ ン パ 節 お よ び 牌 か ら誘 導 し た

L A E 細胞 の 比較

1 ． 末梢血 リ ン パ 球 くP B LI お よ び所属 リ ン パ 節 リ

ン パ 球 くR L N Ll よ り誘導 し た L A E 細胞 の 比 較

い N K 活 性

16 例中13例 で 末棺血 リ ン パ 球 由来 L A K 細胞 が所 属

リ ン パ 節 リ ン パ 球由来 L A K 細胞 よ り N K 活 性は 高値

で あっ た ． 所 属リ ン パ 節 リ ン パ 球 由来 L A E 細胞が 末

梢血リ ン パ 球 由来 L A K 細 胞よ り高債で あ っ た 3 例で

は
，

リ ン パ 節 は い ずれ も転移陰性 で あ っ た ． 平均値 を

比較す る と
，

末梢血 リ ン パ 球 由来 L A K 細 胞6 8 ． 2 士

1 5 ． 7 ％
，
所属 リ ン パ 節リ ン パ 球由来 L A K 細胞4 7 ．7 士

2 1 ． 7 ％で あ り ， 有意善 くp く0 ． 0 11 を認 め た く図3 aン．

2 1 L A K 活性

P B L R L N L

S o u r c e o f L A K c e lE s

1 6 例 中11 例 で 末棺血 リ ン パ 球 由来 L A K 細胞が所属

リ ン パ 節 リ ン パ 球由来 L A K 細胞よ り L A K 活性は高

値で あ っ た ， 所属 リ ン パ 節リ ン パ 球由来 L A K 細胞が

末梢血 リ ン パ 球由来 L A E 細胞 よ り 高値 で あ っ た 5 例

で は
，

リ ン パ 節 はい ずれ も 転移陰性で あ っ た ． 平 均値

を比較す る と
，
末檎血 リ ン パ 球 由来 L A E 細胞36 ．9 士

2 2 ． 2 ％ ， 所属リ ン パ 節リ ン パ 球 由来 L A K 細胞26 ．2 士

2 1 ． 4 ％で あり ， 有意差 は なか っ た く図3bl ．

3 プ リ ン パ 球 亜群

i ． 培養開始時

所属リ ン パ 節リ ン パ 球 くR L N り は 末 棺血 リ ン パ 球

くP B LJ と比較 し て
，

C D 8 十
，
C D 8 ＋11 －

，
C D 8 十1 1 ＋

，

C D 4 ＋4 B 4 ＋
，
L E U 7 ＋ お よ び L E U l l ＋ の細胞数が有

意 くp く0 ． 0 11 に低値 で あり ，

一 方 C D 41 C D 8 比 は有意

くp く0 ． 0 11 に高値で あ っ た ． なお リ ン パ 節転移 の 有無

に よ る リ ン パ 球亜 群 の差 は認 め なか っ た ．

P B L R L N L

S o u r c e o f L A K c e lI s

F i g ． 3 ． R el a ti o n o f c yt o t o x i c a c ti v iti e s b e t w e e n L A K c ell s f r o m P B L a n d R L N L

o f th e g a s t ri c c a n c e r p a ti e n t s くn ニ 1 61 ． L y m ph o c y t e s w e r e c u lt u r e d i n

R P M I ．1 6 4 0 m e d i u m c o n t ai n i n g l O ％ F C S i n th e p r e s e n c e o f rI L 2 く10 0 0 Uノ m 11

f o r 5 d a y s
．

A ft e r th e c u lt u r e
，

Sti m ul a t e d l y m p h o c y t e s w e r e t e s t e d w ith N K

a c ti v it y くa ．1 a n d L A K a cti v it y くb ．1 ． N K a c ti v it y w a s e x a m i n e d w i th s p e cifi c

51

C r r e l e a s e f r o m
5 1
C r －l a b el e d K －5 6 2 a n d

5

C r
－1 a b el e d D a u d i c e11 s w e r e u s e d f o r

L A K a c ti v it y ． T h e l a r g e cl o s e d ci r cl e s く書1 sh o w m e a n v al u e s a n d e a c h b a r

r e p r e s e n ts m e a n 士S ．D ． O p e n ci r cl e s く0 1 s h o w th e h i gh e st a cti v it y o f e a ch

s a m pl e a n d st r ai gh t li n e th a t li n k o p e n ci r cl e s o f P B L w i th th o s e of R L N L

sh o w th a t th e s e s a m pl e s d e ri v e d f r o m t h e s a m e p a ti e n t ． T h e s m a11 cl o s ed

ci r cl e s く■1 s h o w R L N L w i th l y m ph n o d al m e t a st a s e s ．

ホ ＋

， p く0 －0 1 b y p ai r e d t

t e st ．
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ii ．
rI し2 を 5 日 間添加培養後 の 推移

r王し2 を添加 し ，
5 日間培養す る と

，
末梢 血 リ ン パ

球くP B Ll で は
，
C D 8 ＋

，
L E U 7 ＋ が 有意 くp く0 ．0 11 に

増加 した 一 所属 リ ン パ 節 リ ン パ 球 くR L N LI で は
，

c D 8 ＋
，
C D 8 ＋1 1 ＋ ，

C D 4 十4 B 4 ＋ が有 意 くp く0 ． 0 1 句

0 ．0 5 りこ増加し た く表 5 I ．

2 ． 末棉血 リ ン パ 球 くP B Ll ， 所属 リ ン パ 節 リ ン パ 球

くRL N LJ お よび 牌リ ン パ 球くS LI か ら誘 導 した L A K

細胞の 比較

い N K 活性

末棺血 リ ン パ 節 お よ び脾 を同時に 採 取で き た 4 例

中3 例で所属リ ン パ 節 リ ン パ 球由来 L A K 細 胞が 最も

低値で あ っ た ． 平均値 を比 較す る と
， 末梢血 リ ン パ 球

由来 L A E 細胞68 － 5 士1 8 ． 2 ％
，
所属リ ン パ 節リ ン パ 球

由来 L A K 細胞39 ． 0 士2 8 ． 0 ％
， 脾 リ ン パ 球 由来 L A K

細胞74 ．9 士1 4 ．8 ％ で あ っ た が
，

3 著 聞 に 有意 差 は な

かっ た く図4 al ．

P B L R L N L S L

S o u r c e o f L A K c elJ
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2 う L A K 活性

末梢血 ，
リ ン パ 節お よ び牌 を同時に 採取 で き た 4 例

中3 例で 所属 リ ン パ 節リ ン パ 球由来 L A K 細胞が 最も

低値 で あ り
，

4 例全例 で 脾リ ン パ 球由来 L A K 細 胞が

最も高値で あ っ た ． 平均値 を比 較す る と
，
末梢血 リ ン

パ 球 由来 L A K 細胞26 ． 7 士7 ． 5 ％， 所属リ ン パ 節 リ ン

パ 球 由来 L A K 細胞16 ． 3 士1 3 ． 2 ％ ， 脾 リ ン パ 球 由来

L A K 細胞38 ． 7 士1 1 ． 7 ％で あ っ たが
，

3 者間 に 有 意差

はな か っ た く図4bl ．

V ． B R M 投与症例 に お け る L A E 細胞活 性 の 増大

効果

1 ． N K 活性

レ ン チ ナ ン 投与群 で は 5 例全例 で
， 投与前に 比 べ て

投与後の N K 清性が 増大 し
， 平均値を比 較す る と

，
投

与前34 ． 5 士2 6 ． 8 ％か ら投与後70 ． 3 士4 ． 3 ％ へ と 有意 くp

く0 ， 0引 の 増大 を認め た ．

O K ．4 3 2 投与群 で は 4 例中2 例 で ， 投与前 に 比 べ て

知

合
－

之
ぢ
の

ピ
V
J

P B L R L N L S L

S o u rc e o f L A K c e Ll

F i g ． 4 ． C o m p a ri s o n o f c y t o t o x i c a c ti v iti e s o f L A K c ell s f r o m P B L
，

R L N L a n d

S L of th e g a st ri c c a n c e r p a ti e n ts くn
ニ 41 ． L y m p h o c y t e s w e r e c ult u r e d 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 i n th e p r e s e n c e o f r I L －2 く10 0 0 U l m ll

f o r 5 d a y s ． A ft e r th e c u lt u r e
，

S ti m ul a t ed l y m ph o c y t e s w e r e t e st e d w it h N K

a cti v it y くa ．1 a n d L A K a c ti vi ty くb ．1 ． N K a c ti vi t y w a s e x a m i n e d wi th s p e cifi c

51
C r r el e a s e f r o m

5 1

C r－1 a b e l e d K －5 6 2 a n d
5
C r －1 a b el e d D a u di c ell s w e r e u s ed f o r

L A K a c ti v it y ． T h e l a r g e cl o s e d c i r cl e s く■1 s h o w m e a n v a l u e s a n d e a c h b a r

r e p r e s e n ts m e a n 士 S ． D ． O p e n c i r cl e s くO I s h o w th e h i gh e s t a cti v it y o f e a c h

S a m pl e a n d s tr a i gh t li n e t h a t li n k o p e n ci r cl e s o f P B L w ith th o s e o f R L N L a n d

S L sh o w th a t th e s e s a m pl e s d e ri v e d f r o m th e s a m e p a ti e n t s ． T h e s m a ll cl o s e d

C i r cl e s く中1 sh o w R L N L w i th l y m p h n o d al m e t a st a s e s ．
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投 与後の N K 活性が増大 した ． 平均値 を比較す る と
，

投与前44 ．8 士3 6 ． 8 ％か ら投与後64 ． 7 士20 ．0 ％へ と増大

した が 有意差 は な か っ た く図5 a ト

2 ． L A K 活 性

レ ン チ ナ ン 投与群 で は 5 例 中 3 例 で ， 投与前に 比 べ

て投与後 の L A K 活性が 増大 し た ． 平均値 を比較す る

仁n
ニコ 引 くn

三三
5I 仁n ニ三41

F i g ．
5 ． T h e a u g m e n t e d e ff e ct s o f a d m i n i st r a ti o n

o f B R M o n c y t o t o x i c a c ti vit y o f P B L f r o m

th e g a s t ri c c a n c e r p a ti e n t s b ef o r e s u r gi c al

o p e r a ti o n くn
ニ 1 41 ．

L y m ph o c y t e s w e r e c u lt u r e d

in R P M I －1 6 4 0 m e di u m c o n t ai n i n g 5 ％ A B S i n

th e p r e s e n c e o f rI L － 2 く10 0 0 U l m ll f o r 5 d a y s ．

A ft e r th e c ult u r e
，

S ti m ul a t e d l y m ph o c y t e s

w e r e t e st ed wi th N K a cti v it y くa ．1 a n d L A K

a c ti vi t y くb ．1 ． N K a c ti vi ty w a s e x a m i n ed w i th

s p e cifi c
5
C r r el e a s e f r o m

5

てニr －l a b el e d K ． 56 2

a n d
5
C r

－1 ab el e d D a u d i c ell s w e r e u s e d f o r

L A K a c ti vi ty ． T h e l a r g e cl o s e d ci r cl e s く書I

s h o w m e a n v al u e s a n d e a c h b a r r e p r e s e n t s

m e a n 士S ． D ． O p e n ci r cl e s く0 1 s h o w th e

h i gh e st a cti vi t y o f e a c h s a m pl e a n d st r a i gh t

li n e th a t li n k o p e n ci r c l e s o f P B L o b t a i n e d

b e f o r e B R M a d m i n i st r a ti o n w ith th o s e a f t e r

B R M a d m i n i s t r a ti o n s h o w th a t th e s e s a m pl e s

d e ri v ed f r o m th e s a m e p a ti e n t ．

＋

， p く0 ．0 5 b y

p a i r e d t t e s t ．

と ， 投与前1 7 ． 1 士2 4 ． 7 ％か ら投与後27 ． 5 士 2 6 ．7 ％ へ と

増大 した が 有意差 は なか っ た ．

O K －4 3 2 投与群 で は 4 例中 2 例 で
，

投与 前に 比 べ て

投与後 の L A K 活性が 増 大 した ． 平均 値 を 比較 する

と
， 投与 前13 ． 9 士11 ． 3 ％か ら投与後20 ． 7 士9 ． 7 ％ へ と

増大 した が 有意菱は な か っ た く図5bl ．

考 察

悪 性腫瘍 に 対す る治療法 と して は
，
外科的切除が最

も確実 か つ 効果的 な方法 と考 え ら れ るが
， 切除不能の

癌や 可視範 囲を越 え た遺 残腫瘍 に起 因す る再発に対し

て は
， 有効 な 補助療 法の 確立 が急務 と さ れ る ． この 補

助 療法の
一 分野 と して 免疫療 法が あげ られ るが

，
こ れ

まで は主 に 非特異的 な B R M を患者 に 直接投与する 方

法で 臨床効果が 追究 され て きた ． その 作用機序として

は
， 担癌患者 に 対 す る B R M 投与 に よ る抗腫瘍効果は

宿主 介在性 で あり
，

各種 の免疫担 当細胞群 を中心とす

る癌細胞 障害機構 が 存在 す る と報 告さ れ て い る
12l

． し

か しな が ら ， 担癌末期ある い は 全身状 態不 良の 場合に

は
，
宿主介在性の 抗腫瘍効果が 期待で き な い 場合も多

い と推察 され る こ とか ら
，
抗腫瘍活性 を持つ リ ンパ 球

くeff e c t o rl を生体外 で 大量 に誘導 し
1 錮 一

， 担癌生体 へ 戻

す
，

い わ ゆ る 養子 免 疫療 法 くa d o p ti v e i m m u n o th e r a
－

p y ，
A n

l

l が 最近 に わ か に 注目さ れ て き た
用

．

胃癌患者の 免疫 状態 に つ い て は癌 の 進行 と と も に

N 王く 活性の 低下が 認め られ る と す る 報告が あ る
16－

． そ

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 の 分泌過 多 ，
流 血 中の 抑 制 因子 の 存

在
1 棚

， 単球の 増加 に 伴う 免疫 抑制状 態 な どが
一 般に

知 ら れ て い る ． しか し
一 方，

P et e r ら
1 9，

のよ う に 健常

人 と 癌患者と の 間に N K 活性の 差 は認 め な い と する

報 告や
，
T r o y e ら

20
切 よ う に む し ろ癌患者の ほうが健

常人 よ り高い N K 活性 を示 す と い う 報告 ，
さ ら に は癌

進行 に 伴う リ ン ホ カイ ン の 誘導 に よ り ，
正 常よ り高い

N K 活性 を示 す と い う 報告 な どが あ り
21，

，

一 致した見

解 は必 ずし も得 ら れ て い な い ． 今 回著者 は ， 養子 免疫

療法 を 前提 と して い る た め
，

リ ン パ 球 を採取 して5 日

間 rI し2 添加培養後の N K 活性お よび L A K 活性を測

定 した が ，
い ずれ も St a g e I お よ びIV で 低値 をとり ，

II お よびIII で 高値で あ っ た ． s t a g e I の N K 活性の低

値 は
，

N K 細胞が 免疫監視機構の
一

員 と して 生体内腰

啄増殖 の 初期 に 作用 し消費 され る こ と を反映し てい る

の か も知 れ な い ．

一 方 ，
S t a g e II お よ びIII とい う中期

の 胃癌 で St a g e I よ り も 高い 活性 を 示 した こと か ら
，

前述 の よ う な 各種 サ イ トカ イ ン の作 用が 示 唆さ れると

と も に ， 現実 に補 助療法 を必 要と す る S t a g e II およ び



胃癌患者 の 免疫療法

H の胃癌愚者の 末梱血 リ ン パ 球 は十分に 養子 免疫療法

に応用で き る こ と が期待 され た ． ま た
， 加令 に よ る活

性の変化 に つ い て も
，

0 1 d h a m
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は加令と N K 活性 に

は相関が な い と報告 し て い る が
，

S a k s el a
23，

は 加令 と

ともに 増大す る傾向が ある と 述 べ る な ど
一 致 を み て い

ない ． 今回の 著者の 結果で は加令 に よ る活性 の 変化 は

認めなか っ た ■ しか し なが ら
， 各年令 で個体差 に よ る

活性の 変動が 大 き く
，

こ の 点が
一 定 した見解 に至 らな

い 大きな 要因と考 え られ る ． 個体差が ど の よう な 要因

に基づ く か の 解明は
，
有効な そ して 大量の L A 正 純胞

の 誘導に 重要 と考え られ る ．

L A K 細胞の 培養条件 と して は
， 初 日 1 回 の r工し2

添加で は培養4 旬 7 日 に 活性 は最も 高値と な り 以降 は

低下す る ので
， 細胞増殖 も考慮 して 3 へ 5 日 ごと に 培

地交換 し
，

r工し2 を加 え て い くの が 一 般的と 思わ れ る ．

血清 に つ い て は
，
5 ％ A B S 加 R P M I －1 6 4 0 培地 で誘導

さ れた L A K 細胞 は 10 ％ F C S 加 R P M I －1 6 4 0 培地 で

誘導 さ れ た L A K 細 胞 よ り も
，

N K 活 性 お よ び

L A K 活性は低値 を と るが
， そ れ は血 清中に 含 ま れ る

成長因子 くg r o w th f a c t o rJ の 差が 原因と 考 えら れ る ．

無血清培地 A I M － V で は 5 ％ A B S 加 R P M I －1 6 4 0 培

地と ほ ぼ 同等の N K 活 性お よ び L A K 括性 の あ る

L A K 細胞 が誘導可能で あ っ た ． リ ン パ 球亜 群 を検 索

する と
，
1 0 ％ F C S 加 R P M I ，1 64 0 培地の 培養 で は

，

L E U 7 ＋ や L E U l l ＋ が 増加す る こ と か ら N K 細胞 由

来 L A E 細 胞 の増殖 が 示 唆 さ れ る が
，

5 ％ A B S 加

R P M I ．1 6 4 0 培地 に よ る培養で は L E U 7 十 や L E U l l ＋

は減少し
，

T 細胞 由来 L A K 細胞 の 増 殖 が 示 唆 さ れ

る ． 5％ A B S 加 R P M I －1 6 4 0 培 地 で 誘 導 さ れ た

L A K 細胞で N E 活性 の増加 が 認 め ら れ る の は
，

P hilli p ら
瑚

の 指摘 の ごとく ，
T 細胞 由来 L A K 細胞が

K 巧62 に細胞障害性 に 働く た め と考 え ら れ る ． ま た単

球に つ い て は
， イ ン タ

ー

ロ イ キ ン
ー

1 くi n t e rl e u ki n －1
，

IL ．11 や 腫 瘍 壊 死 因 子 くt u m o r n e c r o si s f a c t o r
，

T N FI を産生 し
，

T 細胞 の 表面 に I し2 レ セ プタ ー

を

誘導する働き が あ る と 考え られ る の で
， 今回 はあ えて

単球を除か なか っ た ．

さ て
，

R o s e n b e r g ら が L A K 細胞 と rI し2 を併 用 し

た養子 免疫療法 の 治験 を 行な い
，

悪 性黒 色贋 ． 結腸

癌 ． 腎癌 ． 転移性肺癌 な どの 25 例中1 1 例に 効 果 が認 め

られ たと 報告 して 以 来
9，

， 我が 国で も 各領 域 の 癌 に

L A K 療法 を施行す る施設が 増加 し ， 臨床例 も 多々 報

告され つ つ あ る ． し か しな が ら
， 臨床効果 を得 る た め

に十分な細胞障害活性 を持 つ L A E 細胞 を大量 に 誘導

する培養方法 は 未だ 確 立 さ れ て い な い の が 実情 で あ

る ． そ こ で 著者 は
， ま ず レ ク チ ン で あ る P E A の 併用
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を試 みた 一 P H A は非特異的細胞分裂物質の
一 種 で あ

り
， 主と して T 細胞に 働 き幼若化 を起 こ す 作 用 が あ

り
，

ま た ヘ ル パ ー

T 細胞 に 働 き 1 L － 2 産 生 を 刺激 す

る
彷コ

こ とや ， 各種 サイ ト カイ ン に 対す る誘導能 を持つ

こ とが知 ら れ て お り ，
P H A に よ り殺腫瘍 リ ン パ 球細

胞 を 誘導 す る 方法等 も 報告 さ れ て い る
2 の

． しか し
，

P H A 自体 は強力な血球凝集素で ある の で
， 培養 当初

の 数日 間 P H A 刺激 し
， 十分洗浄後 r工し2 を添加 す る

方法を選択 し検討 した ． そ の 結果，
P H A 単独添加 群

で は N K 活性は 軽度増大す る が
，
L A K 活性 は増大 し

な か っ た － ま た P H A と r工し2 の併用 に よ り細胞数は

1 5 日 間で 最高10 倍程度ま で増加す るも の の
，

rl し2 単

独で培養 し た L A K 細胞 と比べ て清性は有意 に 低下 し

た ■ 経時的変動 を見る と
，

rエし2 添加5 日前後 に 活性

の 高値 を示 し なが ら 以後漸減す る症例 が多 く を占め た

が
，

rI し2 を再添加 して さ らに 活性が 増大 し て く る遅

延型の 症例も あり
，
個体差が 注目さ れ た ． しか しなが

ら
， 仮 に 殺腫瘍効果 が細胞数と細胞障害活性の 積 に 比

例す る と す れ ば P H A の 併用 も多少期待で き る が
，
細

胞障害特性が低値 を示 すた め
，
臨床応用 に は不十分 と

思 わ れ る ． そ こ で 次 に
， 高 い 細 胞 障害 活 性 を 持 つ

L A K 細胞 を得 る た め
，
手術時 に 得ら れる 所属 リ ン パ

節や 牌の 利 用 に 注目 して み た ． い ずれ も少量の組織で

大量の リ ン パ 球が 得ら れ る利点が あ り
， 抗腫瘍性の 高

い L A K 細胞 を誘 導で き れ ば
，
養子免疫療法に 十分活

用 で き る と考 え られ る か ら である ． 文献上
，
所属リ ン

パ 節 リ ン パ 球由来の L A K 細胞は 末梢血リ ン パ 球由来

の L A K 細胞 に 比 べ て 活性 が低い と する 報告
27，

が 多 い

が
， 胃原発巣近傍の リ ン パ 節の リ ン パ 球は腫瘍細胞を

認識 し
， 特異的な細胞障害活性 を有 して い る可 能性が

推測さ れ る ■ 事 実
， 管ら

卿

も 培養リ ン パ 球 に 可溶性抗

原 を添加 した場合 に 自己 腫瘍 に 対す る障害活性 をみ る

と
， 所属 リ ン パ 節 リ ン パ 球の 方が 末梢血 リ ン パ 球 よ り

も 障害括性 の 上 昇度が 高 い と報告 して い る ．

一 九 牌

リ ン パ 球 は サ ブ レ ツ サ ー T 細胞 が多い と さ れ る に も

か か わ ら ず
， 活性 の 高 い L A K 細胞が得ら れ る と す る

報告
29，

が あ る ． 著者の 検 討で は
， 所属 リ ン パ 節 リ ン パ

球由来の L A K 細胞 は末梢血 リ ン パ 球由来 の L A K 細

胞 と比 べ て 有意 くp く0 ． 0 1一 に 活性が 低か っ た ． リ ン パ

球亜 群 をみ る と
， 所 属リ ン パ 節リ ン パ 球 由 来の L A K

細胞 で は 末柵血 リ ン パ 球由来 の L A K 細胞 と比 較 し

て
，

サ プ レ ツ サ
ー

T 細胞 くC D 8 十11 十さ の 増加は ヘ ル

パ ー

イ ン デ ュ
ー

サ
ー T 細胞 くC D 4 十4 B 4 ＋1 の 増加 が

特徴的で あ っ た ． ま た
，

リ ン パ 節の 転移の 有無 に よ り

リ ン パ 球 亜群 に 差 は な か っ た が
， 転移陰性 の リ ン パ 節

か ら 誘導さ れ た L A K 細 胞 の 中に
，

N K 活 性 お よ び
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L A K 活性が 末梢血 リ ン パ 球由来の L A K 細胞よ り 高

い 症例が 数例 あ り ， 臨床応用 に お ける 有用性 が 期待さ

れ た ． さ ら に 脾リ ン パ 球由来の L A R 細胞 は全例
．
末

梢血リ ン パ 球由来の L A K 細 胞よ り 高い L A K 活性 を

示 し ， しか も細胞増殖も 良い 傾 向に あ り
，
組織 を

一

時

保存 して段 階的 に 戻す 方法等 の 開発 も含 め
， 今後 さ ら

に 検討す る価値が あ ると 考 えら れ た 一

最後 に 患者側 の 処置 と して
，

B R M を前投与 して お

く こ と で rl し2 添加培養に よ り誘 導 した L A K 細胞の

活性 に変動が な い か 検討 し た ．
レ ン チ ナ ン は ， 単球系

に 作用 して I し1 産生 を促進 す る
，
あ るい は N Iく 活性

を増大さ せ る等 の 作用 をも つ B R M で あ り ，
王し2 レ セ

プ タ
ー

陽性の T 細胞 を増加 させ る こ とか ら
，
近 年 と

く に rI し2 との 併用 に お い て注 目さ れ て い る B R M で

あ る ．

一 方 ，
O K ．4 3 2 は N C I くN a ti o n a l C a n c e r

I n s tit u t e
，
U S A りこよ る B R M ス ク リ

ー ニ ン グで も 高

い 評価 を得て お り ，
N K 活性増 強や 1 し2 産生誘 導能

が 認 め られ る な ど ， 多種 類の サ イ トカイ ン を誘 導す る

物質 くm ul ti － C y t O k i n e i n d u c e rl と して胃癌 に 対 し ， 広

く 用い られ て い る ． 今回の 実験結果か ら は
，

レ ン チ ナ

ン を投与 した 症例は
，

N K 活 性 は 5 例全 軋 L A K 活

性 に つ い て も 5 例中 3 例 に 活性増大 が認 め られ た ■
レ

ン チ ナ ン は副作用 が 少な い と い う長 所も あ り ，
リ ン パ

球 を採取す る 前の患者生体 に 用 い る 有効性 が期 待さ れ

た ．

一 方 ，
O K ． 43 2 を投与 した 症例で も 半数で N K 活

性お よ び L A K 活性の 増大 が認 め ら れ
，

B R M 前投与

に よる L A K 細胞の 活性増 大効果が 期待さ れ た ．

養子 免疫療 法 に つ い て
， 現在 は藤 本

罰，
の い う よ う

な
，
腫癌特 異性 を も つ 細 胞 障害性 T リ ン パ 球 や

，

R o s e n b e r g ら
31，

の い う 腫瘍 浸潤 リ ン パ 球，
あ るい は 抗

原感作 リ ン パ 球の優位性が 強調 され てい る が ， 逆 に 奥

野 ら の 指摘
32－

の よう に 腫瘍細胞 自体 が抗 原性 に 変調 を

きた した り
，
抗原性が脱落 した り す れ ば

， 腰瘍特異的

な免疫療法は た ち ま ち無力と な る と も 考 えら れ
， 特 に

消化器癌の よ う に 免疫学的 に 異種抗庶性くh et e r o g e n o －

u s a n ti g e n i ci tyJ を 葡，3
－

る と 考 え ら れ る 癌 に は ，

L A K 細胞の よ う な非特異的 な J フ ェ ク タ
一 紙 胞 の 方

が 実用 的と も考 えら れ る ．

さ て
，
細胞障害晴性 の 指標 で あ る

5
C r 遊離試験 は著

者の検討 で は ， 同
一

個体の 同時期の 反復 す る測 定で も

再現 性 の ある 結果は得ら れ た ． しか し
， 本法は 測定に

長時間を要 し
，

ま た諸家 の 報告 に よ れ ば必ず しも 臨床

効果 と相関 しな い と 言わ れ て お り
， 今後 の 課題 と なろ

う
33一

． 従 っ て
，

． 蛍 光 色 素 くC a r b o x y fl u o r e s c ei n

d i a c e t a t e
，
C F D A l 生細胞 染色法に よ り 細 胞障害 性 を

測定す る 方法
叫

や
，

あ る い は 細胞 障 害性 因子 で あ る

パ ー フ ォ リ ン くp e rf o ri n1
35，

お よ び その 他の 細胞 障害効

果 を持 つ 未知な る 物質 を検出す る 方法な ど
，

よ り臨床

効果 と密接 に 相関す る指標の 測定法 を開発 す る必要が

あ る
非I

．

ま た L A K 療 法を画 一

の プ ロ ト コ ー ル で施行 して い

る施 設が 多い が
． 免疫 反応 は 生理的反応 で あ り種々 の

制約を 受 ける た め
，

個体 に よ り 多様 な 反応を示 す と考

え ら れ る ． 従 っ て
，
患 者 の リ ン パ 球 を生 体外で 培

養 し
，
細胞数や 細胞障害活性の 経 時的変動 を調べ

，
ま

た P H A や rI L －2 あ る い は各種 B R M に 対す る それ ぞ

れ の 反応性 を検 討 したう え で
，
各症例 に 独自の プ ロ ト

コ
ー ル を立案す べ き で あ ろう ． 今後 は ， 個体差の生じ

る原因の 検索 を進め
t

よ り有 効に 画 一 的に 活性 を持つ

リ ン パ 球 を得 る手段 を考 える とと も に
，
患者別至 適投

与法 を さ ら に 詳細 に 決定 して い く 必要が ある と考 えら

れ る ．

結 論

胃癌患者 に対す る
，
補助 療法 の 1 つ と して

，
L A E

細胞 を用 い た養子 免疫療法 を行な う こ と を前提に各種

リ ン パ 球 の 培養実験 を行 な い
， 以下の 結論 を得た ．

1 ． L A K 細 胞の 培養 に 際 して は
，

5 ％ ヒ ト A B 血

清加 R P M I －1 6 4 0 培 地あ る い は無 血清 培地 で
，

rI し2

1 0 0 0 U ノm l 添 加 培 養 後 5 日 前後 に 高 い 活性 を持 つ

L A K 細胞が 誘導 され た ．

2 ． st a g e Il お よ び1工l の 中期胃癌患者の 末梢血リ ン

パ 球 よ り誘 導さ れ る L A K 細胞は
， 養子 免疫療法 に応

用 す る の に 十分な抗 腫瘍 活性 を有 し て い た ．

3 ． リ ン パ 球 を 生 体 外 で 培 養 す る 際 ，
P H A と

rI L －2 を併用す る と
，
L A K 細胞数は 増加す るが

，
活性

は低下す る傾 向に あ っ た ， しか し
． 健 常人 に も胃癌患

者 に も ，
P H A や rI し2 刺激 に よ る細胞増殖， 細胞障

害活 性の 経 時的変動 に は
， 個体差が 認 め られ た 一

4 ． 脾 リ ン パ 球 由来 の L A K 細胞 や転移陰性の リン

パ 節由来の L A K 細胞 に は末梢血 由来 の L A K 細胞よ

り清性の 高い も の が あ り
，
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a n d s u b s e ts of L A K c ells w e r e e v al u a te d a s i m m u n o l o g i c al p a r a m e t e rs ． T h e r es u l ts

i n di c a te d th a t th e L A K c ell s i n d u c e d fr o m l y m p h o c y t es o b tai n e d f r o m p a ti e n ts a t s ta g e II

a n d 皿， h a d si g n ific a n tly hig h cr a ctivity c o m p a r e d w ith th o s e a t st a g e N ． T h e r ef o re ， th e

L A K ce11s i n d u c e d fr o m ly m p h o c y t e s of st a g e 正 a n d IK p a tie nt s a p p e a r t o b e m o r e

effe c ti v e f o r a d o p ti v e i m m u n o t h e r a p y くA I Tl f o r p a tie n ts a t r el a ti v el y a d v a n c ed st a g e s ． W e

i n d u c e d L A K c e11 s w ith hig h c y to t o x ic a c tivity a g ai n s t th e t ar g e t c e11s ， b y u si n g c u lt u r e

m e di u m c o n t ain i n g 5 ％ h u m a n A B s e ru m aS W e11 a s s e r u m －f r e e A I M － V m edi u m ． I n th e

p r e s e n c e of P H A a n d rI レ 2 ， th e ly m p h o c y te s p r olif e r at e d 2
－

1 0 f o ld aft er 1 5 d ay s of

C ult u r e ， W h il e t h eir c y t ot o x ic a c ti vity g r ad u all y d e c r e a s e d ． T h e ki n e ti cs of c y t o t o xic a cti vity

g e n e r a t e d i n th e c u l t u r e s w ith r I L － 2 ， i n d ic a te d th a t t h e c u l t u r e p e ri o d r e q uir e d f o r th e

hig h e st c y t o t o x ic a cti vity ， V a ri ed a m o n g th e te ste d s a m p le s ． I n m a n y c a s e s ， W e O bs e r ve d

h ig h c y t o t o
．

xi c a c ti vity a t 5 0 r l O d a y s a ft e r th e i n iti a ti o n o f c u l ttl r e ， W h il e i n o th e r s a m p l e s

th e hig h er a c ti vi ty w a s o b s e r v e d o n t h e 1 5 th d a y ． L y m p h o c y te s p u rifie d f r o m R L N L w e r e

al s o t es te d f o r th e ir L A K a cti vi ty afte r b ei n g c u lt u r e d i n th e p r e s e n c e of r I L － 2 a n d sh o w e d

l o w e r c y t o t o x i c a c ti vity th a n si m il a rl y tr e a t e d P B L f r o m th e s a m e p a ti e n t， W h il e

l y m p h o c y te s f r o m ei th e r S L o r R L N L wi th o u t m e ta s t a s e s ， S h o w e d h ig h e r c y to t o xi c a c ti v i ty ．

F l o w c y t o m e t ri c a n al y si s w i th th e s e rI L ， 2 a c ti v a te d c ell s d e ri v e d f r o m l y m p h o c y t e s of

diff e r e n t o r g a n s ， S h o w e d th a t i n d u c e d c y t o t o x i c l y m p h o c y te s f r o m R L N L
，

C O n t ai n e d m a n y

S u p p r e SS O r a n d h e l p e r i n d u c e r T c ells ． W h e n p a tie n ts w e r e a d m i n i s t e r e d wi th b i o l o gic a l

r es p o n s e m o d ifi e r s くB R M l ， eith e r of L e n ti n a n o r O K － 4 3 2 b ef o r e s u r g e r y ， th ei r P B L i n d u c e d

p o t e n t L A K a c ti vity a f t e r th e c u l tu r e w ith rI L
－

2 ． I n s u m m a r y ，
W e S h o w e d th a t th e

l y m p h o c y te s f r o m g a s tri c c a n c e r p a ti e n ts a t st a g e 正 a n d EI c o u l d b e i n d u c e d t o L A K c e ll s

W h i c h m a y b e eff e c ti v e f o r A I T ． W e a l s o p r o p o s e th a t i n e ac h c a s e o f A I T w e h a v e t o

e x a m i n e th e ki n e tic s of l y m p h o c y te p r olife r a ti o n a n d t h e g e n e r a ti o n of L A K a c ti vity a n d

th e n e st a b lis h a s p e cifi c p r o t o c ol f o r e a c h p a ti e n t b ef o r e b ei n g s u bj e c t e d t o A I T ．


