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ABSTRACT 

Immune functions of human lung cancer patients were evaluated among the three different 

groups of lymphocytes， that is， peripheral blood， regional lymph node and tumor infiltrating 
lymphocytes (PBL， RLNL and TIL). It was very interesting that they have characteristic 

subpopulations of lymphocytes and different cytotoxic activities， respectively. The results 

were as follows. 

1. PBL had many natural killer (NI() cells and the highest NK activity， and showed the 

highest augmentation of NK activity by interferonγ(IFN-γ) + recombinant interleukin-2 
(rIL-2) compared with other groups. Lymphokine activated killer (LAK) activity washighly 

inducedagainst broad spectrums of cell lines and moderately induced against autologous 

tumor cells by increased effector to target (ET) ratio. 

2. RLNL， not associated with tumor metastasis had lower NK activity than that of PBL. 
But， LAK activity that was different from NK activity， was almost the same but not beyond 

that of PBL. All activities of RLNL associated with tumor metastasis were lower than those 

not associated with tumor metastasis. 

3. TIL exclusively consisted of T cells， especially cytotoxicjsuppressor T lymphocytes. 
NK activity and lymphocyte blastogenesis were lower than those in other groups. Induced 

LAK activity exhibited much differeces in each case， and it was very interesting in terms 
of the specific immune response that the highest LAK activity against autologous tumor cells 

was induced among the three groups of lymphocytes in 3 of 8 cases. 

These results show that RLNL， not associated with tumor metastasis and TIL have the 

potential anti-tumor activities. Efficient augmentations of the immune responses may lead us 

to the more reasonable lymph node dissection in surgical operations and the more effective 

total cancer therapy. 
(Accepted on October 30， 1987) 
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担癌患者の免疫応答は腫揚に対する生体防御反応の

証明として非常に興味深く， ζれまで多くの論文 7)13)

向 33)35)43)55)がヒトの腫蕩l乙対する免疫応答を定義し特

徴づけてきた.そして，それらの多くは癌患者におけ

る宿主免疫系の downregulationとそのための予

後の悪さを証明してきた判明35)43) 肺癌の分野におい

ても癌の進行に伴う細胞性免疫の低下が論じられてお

り8)同町44)最近では Holmes叫が臆療内浸潤ワンパ

球の低い naturalkil1er (以下 NK)活性と bacille

de Calmette et Guerin (BCG)局注によるそれら

の回復を証明し局所腫湯部位での不応答を誘導する特

殊躍疹環境を強調した.また，同様の現象は動物の系

でも認められ， Kleinら32〉，武田ら57)が自己癌に対す

る免疫学的低反応を示している.しかしながら， ζれ

まで担癌患者における免疫応答を末梢血，所属リンパ

節および腫蕩内浸潤リンパ球の3者について比較した

報告は非常に少なく著者らの謂べ得た範囲ではわずか

にヒトの系で Voseら59)60)，Kimuraら31)そして藤

沢ら14)が報告しているのにすぎない.一方， 1976年

のMorganら37)によるT細胞増殖因子(以下 inter-

leukin-2)の発見により， interleukin-2!ζよって活

性化される NK細胞， lymphokine activated kil1er 

(以下 LA瓦〉細胞，特異的細胞障害性T細胞等の研究

が進んできた.とくに， 1982年Grimmら17)によっ

て記載された invitroで interleukin-2にて誘導さ

れる LAK細胞は N瓦抵抗性の新鮮自家臆揚細胞を

human 23)34)， mouse 38)の両系において溶解させるこ

とが知られ， passiveあるいは adoptiveimmuno-

therapyを目指して熱心に研究されてきている.ま

た，肺癌手術におけるリンパ節郭清を考えた場合，所

属リンパ節が癌に対する biologicalbarrierとして

positive に鋤くかどうかこれまで多くの議論3)町判明

のあると ζろで外科臨床的に霊要な問題である.そこ

で，今田本研究では肺癌患者において，末梢血，所属

ワンパ節および腫筋内浸潤リンパ球といった異なる 3

者のリンパ球機能を細胞障害活性を中心に検討し担癌

患者における全身と局所の免疫応答を比較して，癒免

疫療法の有用性並びに，リンパ節郭清の意義を考え

た.乙の乙とは総合的癌治療を最大限に効果的に行な

う上で重要な乙とであると思われる.

対象と方法

1. 対象患者

1986年5月から 1987年7月までの間に鳥取大学医

学部附属病院第二外科並びに関連病院にて外科的に切

除した原発性肺癌 39例を対象とした.その内訳は年

令が41才から78才，平均63.4才で男性26例，女性

13例であった.組織型は濡平上皮癌 14例，践癌 17

例，腺扇平上皮癌3例，大細胞癌3例，小細胞癌2例

で病期は工期 10例，豆期 10伊u.宜期 18例， IV期1

例であった.また，コントローJレとして蹄癌患者と年

令，性の適合した正常ボランティア 15例の末梢血を

用いた.その年令は 54才から 77才，平均 64.8才で

男性9例，女性6例であった.

2. リンパ球分離法

手術直前に採血したへパリン加末梢血，手術時採取

した所属リンパ節ならびに切i珠材料から取り得た腫場

組織の3者から図1のごとくリンパ球を分離した.ま

ず末梢血はノ、ンクス溶液(半井化学〉にてこ情希釈し

て，リンパ節は細切してスライドグラスで圧挫したの

ちステンレスメッジュを通して，腫境組織は0.1mgj 

mlコラゲナーゼ(和光純薬〉溶液中で細切讃持しスラ

イドグラスで圧搬したのち，それぞれ Ficoll-Paque

(Pharmacia Inc.， Sweden)比重遠心法 (700Xg ， 

20分，室温)でリンパ球を分離した.腫癌組織から分

離したリンパ球はさらに純度を高めるため，Allavena

ら4)の方法に従い 7596と10096の Ficoll-Paque不

連続密度勾配上に霊層し， 500 X g， 30分，室温で遠

心した.75%層は腫湯細胞の多い分画， 10096層はり

ンパ球の多い分聞となり 100~ぢ躍を回収した.それで

もなおりンパ球の純度が不十分の場合には Percoll

(Pharmacia Inc.， Sweden)そ用いて， 45タム 40

タム 3596，31.55ぢ， 26%の不連続密度勾配を作成し

その上に重層し， 400xg，60分，室混で遠心した.

4096層と 4596層がリンパ球の多い層となりその部位

を田収した.その際，題湯内浸j関リンパ球の純度は倒

立顕徴鏡下で 90%以上がワンパ球である乙とを目標

とした.ζうしてそれぞれ3者から得られたりンパ球

をプラスティックディッジュ (No.25010， Corning) 

にて2時間培養して可及的に adherent細胞を除去し

たものを effector細胞として，すなわち， periph-

eral blood lymphocytes (以下 PBL)， regional 

lymph node lymphocytes (以下RLNL)， tumor 

in:filtrating lymphocytes (以下 TIL)として以降

の実験に用いた.なお，リンパ館は半切して病理組織

学的に転移の有無を確認した.

3. 細胞障害活性測定に用いた標的細胞株

細胞株として K562細胞 (NK-sensitiveerythro-

leukemic cell line) ， Daudi細胞 (EBV岨trans-

formed B cell line) ， PC-3細胞 (humanlung 



16 中村広繁

1:2 dillution 
withトIBSS
(Hanks' balanced 
salt solution) 

e~~主bs

'washing with HBSS 
'mlnce 
・crushby slide glass 
. filtration 

MNO日「寸 Ficoll-Paque 
司 h ト吋 densitygradient 
可7l!1JIcentri fuga tion 

↓ 
mononuclear cells (MNO) 

surgioal 
speolmen 

務家
'washing with HBSS 
'mlnce 
・crushby slide glass 
'enzyme digestion 
. filtration 

discontinuous FicolトPaque
Tlし困ι叫匹d帥ωωs鋭副i江itygrad 

←ωぺtumorcell rich 

←MN、サJOrioh 

ゆ

←Percoll density gradient centrifugation ↓wa油ingwi… 
ζ二忌議 α∞ω山IltれωM…u町i汀「

and removal of adherent cells 

図1. 末栴血，所属リンパ節および腫癌組織からのリンパ球分離法

adenocarcinoma cell line) ， QG-56細胞 (human

lung squamous cell carcinoma cell line)を用い

た.ζれらの細胞は通常， RPMI (Roswell Park 

Memorial Institute) medium 1640+1096 heat帽

inactivated fetal bovine serum(M.A.Bioproduct， 

U.S.A.) + 2mM L-glutamine (Flow Laborato-

ries， Australia)十 2X10-5M2-mercaptoethanol 

(第一化学薬品〉十 200units (以下U)jmlpenicillin 

+200 f.Lgjml streptomycin (以下completemedi-

um)にて維持した.また，自家臨蕩細胞として腰場

組織浮遊波を 75%と10096の Ficoll-Paque不連続

遠心法で分離した擦の腰湯細胞の多い層すなわち 75

5ぢ層を completemedium Iζて培養したものを用い

た.腫癌細胞は通常2日目ぐらいより monolayerを

形成し58自に target細胞として用いた.

4. ワンパ球刺激に用いたサイトカイン

Recombinant interleukin-2 (以下rIL-2)は塩野

義製薬のものを用いた.その力伍は1.0X107Ujmg 

であった.Interferonγ(以下IFNγ〉はミドリ十字

のものを用いた.その力価は国際単位に準じた.

5. NK活性の測定

約1-3X106個の K562細胞を100μCiの51Cr(ク

ロム酸ナトリウム)(NEN Research Products，第

一化学〉とともに90分， 37・C，5 % CO2 incubator 

lζて培養して，その後5由ノ、ンクス溶液にて洗浄した

ものを target細胞として用いた.一方， effector細

胞としては PBL，RLNL， TILの3者を用いた.

そして， effector細胞と target紹胞を effectorと
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targetの比〈以下ET比〉が100:1となるようにチ

ューブ (No.2054，Falcon Labware， U.8.A.)に

入れ， cornplete rnediurn Iとて最終的に 1rnlとし

て， 4時間， 37・C，5 % CO2 incubator Iとて培養し
た.培養後チューブを 500Xg， 5分，室温で遠心し

て上清を 500μ1ずつチューブ(栄研1号，栄研器材〉

lζ取り，細胞から放出された51Crに由来する放射活

性(以下cprn)を garnrnacounter (Aoka， ARC-

221 Autowell garnrna systern)にて測定した.実

験はすべて triplicateで行なった.96cytotoxici ty 

は以下の計算式で求めた.

96 cytotoxicity= 

experirnental release -spontaneous release 
rnaxirnurn release-spontaneous release 

X100 

この際の spontaneousreleaseは effector細胞な

しで cornpleternediurnのみで target細胞を培養

した時の上清中の放射活性 rnaxirnurnreleaseは

2N HCl Iとて target細胞をすべて法解させた時の

上清中の放鳥括性である.spontaneous releaseが

rnaxirnurn releaseの3096を越える時は実験から除

外した.

6. NK活性の賦活

Target細胞は K562細胞を用いた.Effector細胞

はPBL，RLNL， TILの3者を1X 106 cells/rnlの

濃度で， rIL-2100U/rnl， IFN-'Y 100U/rnl， rIL-2 

100 U/rnl+IFN-γ100 U/rnlをそれぞれ加え24穴マ

イクロプレート (No.143982， Nunc， Denrnark)で

16時間， 37・C，55'ぢ CO2incubator iとて培養したも

のを用いた.培養後 effector細胞は遠心してrIL-2

あるいは IFN-γを取り除いた.ET比は50:1とし，

以下の assay方法は上記の方法と同様に行なった.

7. LAK活性の測定

Target細胞として K562細胞， Daudi細飽，

PC-3紹胞， QG-56細胞，自家腫蕩縮胞を用いた.

Effector細胞は PBL，RLNL， TILの3者を1X

10βcells/rnlの濃度で， rIL-2 100 U/rnlを加え，

24穴マイクロプレートで513関， 37・C，596 CO2 

incubator にて培養したものを用いた.培養後

effector細胞は遠心して， rIL-2を取り除いた.

ET比は細胞株に対しでは10:1 ，自家臆揚細胞に対

しては5ο:1とし，以下の assay方法は NK活性の

assay法と同様に行なった.

8. リンパ球幼若化反応の測定

PBL， RLNL， TILの3者を， 1 X 106 cells!rnl 

の濃度に調節して， lyrnphocyte rni togenである

phytohernagglu tinin幽P(以下P狂A-P)5μg/rnl， 

concanavalin A (以下ConA) 5μg/rnl， pokeweed 

rnitogen (以下 P羽TM)5μg/rnl， (生化学工業〉を

加え， 48時間， 37.C， 596 CO2 incubator Iとて培養

した後， [rnethyl幽SH}thyrnidine，(NEN Research 

Products，第一化学〉を 0.5μCi加えてさらに12-16

時間培養した.その後cellharvester (Labo 8cience 

社〉にて細胞を labornashfilter(Labo 8cience社〉

に吸着させ，シンチレーションカクテノレ (toluene

+ 0.1 rng/rnl 1， 4-bis [2-(5-phenyloxazolyl)]-

benzene+2.5 rng/rnl 2， 5-diphenyloxazole) (和

光純薬〉に溶解し液体シンチレーションスペクトロメ

ーター (PACKARD，TRI-CARB 4640， U.8.A.) 

で測定した.実験はすべて dup1icateにて行なった.

Stirnulation index (以下8I)債を以下の計算式に

て算出してリンパ球幼若化反応の指標とした.

i togen stirnulation incorporation 8I{直口 m1
trol incorporation 

この際の controlin∞rporationは cornplete
rnediurnのみで培養した細胞の放射活性である.

9. リンパ球subpopulationの分析

PBL， RLNL， TILの3者を一次抗体として leu

2 a (cytotoxic/suppressor T)， leu 3 a (helper/ 

inducer T)， leu 4 (pan T)， leu 7 (NK) ， leu lla 

(activated NK) (以上 Becton欄Dickinson，U. 8. 

A.)， B1 (panB) (CoulterCorp.， U.8.A.)，ま

た二次抗体として fluorescein-conjugated-goat-

anti-rnouse irnrnunoglobulin (Becton-Dickinson， 

U.8.A.)を用いて染色した.染色方法は Kikutani

ら28)の方法に従った.すなわち， first stepとして

1 X 106個の紹胞に一次抗体を加えて 4.C，20分，

incubateしその後， 3回 stainingbuffer (PB8 

十 296heat inactivated fetal bovine serurn十

0.05箔 NaNs)にて洗浄した.次に secondstepと

して二次抗体を加えて同様に incubateし洗浄を行な

った.そして，染色後，蛍光顕徴鏡下で最低200儲，

通常印O留の細胞を観察して陽性細胞率を算出した.

10. 統計解析

すべての結果を平均値土標準鵠差で表わし，まず多

群筒の{髄直を Kurskζa討l

ない，次iζ有志差のあったものに対して2群閣の値を

Mann-Whitney U test (Wilcoxon U test)の両

側検定で解析した.統計学的有意差は pく0.05とし

た.
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1. NK活性

中村広繋

2. NK活性の賦活

肺癌J患者の PBL，RLNL， TILいずれも関3に

示すごとくで刺激により活性が賦活され，特lζrIL-

2 +IFN-γiζて有意に最大の活性増強が認められ

た (pく0.01).すなわち， PBL (45.1土14.896)， 

RLNL転移桧性群 (4.0土3.3%)， RLNL転移陽性

群 (3.5土1.096)，TIL (2.8土2.7形〉はそれぞれ

IFN-γ で58.5土16.796，6.5土3.9~ぢ， 4.7土3.696，

6.1土4.7~ぢに， rIL-2で71.8土14.3~ぢ， 21.9土7.5

96， 13.4土7.096，14.4土4.1~ぢに， IFN-γ+rIL-2 

で78.3土7.5~ぢ， 26.0土8.196，14.3土10.296，15.9 

土7.696に活性が増強された.しかしながら， 3者の

結 果

3者の NK活性の結果は関21ζ示すごとくで肺癌

患者の PBLは51.7土18.4%であり RLNL(転移

陰性群が 6.8土3.3%，転移陽性群が2.4土3.5~ぢ)， 

TIL (1.5土3.996)と比較して明らかに有意に高値を

示した (pく0.01).しかしながら，正常人の PBL

(64.3土13.3%)と比較すると有意に低値を示した

(pく0.05).RLNLでは転移陰性群が転移i毒性群よ

りも有意に高値を示した (pく0.01).
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図 2. 末梢血，所属リンパ節および腫境内浸潤リンパ球の NK活性の比較

mean土S.D.，ET比=100: 1 ， NPBLは正常人末梢血リンパ球を表わす.

他の略語は本文参照.

* pく0.05，料 pく0.01，NS; not significant 
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図 3. IFN-γ'. rIL-2による末梢血，所属リンパ節および腫蕩内浸潤リンパ球の NK活性の

賦活効果の比較

末梢血，所属リンパ節および腫蕩内浸潤リンパ球の N瓦活性を無刺激control(口)， 

IFNγ刺激〈圏)， rIL-2刺激(函)， IFNγ+rIL-2刺激〈鴎)1とて比較した.

mean土S.D.，ET比=50:1， NPBLは正常人末梢血ワンパ球を表わす.

イ自の略語は本文参照.

* pく0.05，料 pく0.01，NS; not signifi.cant 

活性を比較するとなお， PBLの活性が他の2者と比

較して有意に高債を示した (pく0.01).正常人の

PBL (57.9士21.7汚)は IFN-γで70.3土16.4~ぎに，

rIL-2で 75.0土19.0タl51と， IFN-γ+ rIL-2で85.4

土13.4%に活性増強され肺癌患者のPBLと比較する

と活性増強は高値の傾向を示したが有意差は認めなか

っfこ.

3. 細胞株に対する LAK活性

あらかじめ LAK活性の培養日数による経時的変化

とrIL-2濃度による活性の変化を調べた.その結果，

培養日数に関しては図4に示すごとく 4-5日自にピ

ークを示し，また， rIL-2濃度に関しては関51ζ示す

ごとく濃度依存的に最大活性が誘導された.そのため

以下の実験設定としてLAK活性は無刺激状態に対し

て十分な、活性が誘導されると見られたrIL-2濃度100

Ujmlで，培養日数は5日目で調べることにした.図

6がその結果である.肺癌患者の PBL，RLNL転移

陰性群， RLNL転移陽性群， TILはそれぞれ K562

細胞に対して 67.9土19.8~ぢ， 48.1土19.496，35.2土

16.896，28.1土27.096，Daudi細胞に対して61.4土

21.1 %， 34.1土19.496，33.9土18.2労， 25.5土24.7

96， PC-3細胞に対して 50.9土23.4タム 36.9土21.6

%， 29.2土19.0%， 25.9土23.096，QG-56細胞に対

して42.6土18.1~払 37.4土 18.9 ~ぢ， 30.1土11.6~払

25.2土23.8%の LAK活性を示した.これらの中で

特に PBLは広いスペクトラムの細胞株に対して有意

に高値の活性を認めた (pく0.01).RLNL は転移陰

性群では NK活性と異なり，中から高値の活性を認

め肺癌細胞株である PC-3細胞， QG-56細胞に対し

ては末梢血とほぼ間程度の活性を認めたが，それらを
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図 5. LAK活性のrIL-2濃度による変化

a. K562細胞(ヒト白血病細胞株)， b. Daudi細胞 (B綿胞株)， c. PC-3細胞(姉践癌

細胞株)， d. QG-56細胞(肺肩平上皮癌細臨株〉に対する LAK活性を示す.

ET比=10:1， .一一一.PBL， A一一-A RLNL 

0.05)が症例によって較差の大きい傾向を認めた.正

常人の PBLはK562細胞に対して 76.7土13.67ぢ，

Daudi細胞に対して 64.8土23.396，PC-3細胞に対

して56.8土22.27ぢ， QG-56細胞に対して43.1土16.8

上回るには至らなかった.転移鴎性群ではすべての細

胞株に対して転移陰性群より低値の活性を認めたが有

意差はなかった.TILは他の2者と比較して有意に

低髄の活性を示した (PBL;pく0.01，RLNL; pく
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末梢血，所属リンパ節および臆蕩内浸潤リンパ球の各種細胞株に対する LAK活性の比較

a. K562細胞(ヒト白血府組抱株)， b. Daudi細胞 (B細臨株)， c. PC-3細胞(蹄掠癌

細胞株)， d. QG-56細胞(肺扇平上皮癌細抱株)に対する LAK活性を示す.

mean土8.D.，ET比=10:1， NPBLは正常人末梢血リンパ球，E8θは転移の有無を表

図 6.

N8 ; not significant 

わす.他の略語は本文参照.

* pく0.05，料 pく0.01，

5. ワンパ球幼若化反応

3者のリンパ球幼若化反応の結果は図81と示すごと

くで肺癌患者の PBL，RLNLの転移陰性群はP狂A-

Plζ対して 135.8土74.3，123.3こと83.6，Con A 1乙対

して50.1土27.9，57.2土47.5，PWM lC対して 39.5

ごとお.8，33.0土22.0と，いずれの mitogenに対しで

も高値の 81値を示したが， RLNLの転移陽性群と

TILは， PHA-Pの刺激に対して68.5土48.9，46.9 

土37.2，Con A 1乙女すして 28.5土20.1，35.5土28.3，

PWM 1乙対して 23.0土17.3，19.6土16.5と低舘を示

し， P狂A嗣P刺激で特に大きな有意差を認めた (pく

0.01).正常人の PBLは PHA-P1乙対して 162.2土

52.0， Con A に対して62.0土49.9，PWM 1ζ対して

35.3土17.1とすべての mitogenに対して高い 81値

を認め，肺癌患者の PBLより高値の額向を示したも

のの統計学的には有意差はなかった.

郊の LAK活性を示したが，蹄癌患者の PBLとの問

には有意差を認めなかった.

自家腫場組抱l乙対する LAK活性

3者の自家題揚細胞に対する LAK活性は国71ζ

示すごとくで肺癌患者の PBLは ET誌を50:11ζ 

上げることで自家麗蕩細胞に対して 34.2土16.596と

中等度の細胞障害活性を認めた.RLNL は転移陰性

群では PBLよりも低値の活性を示したが，有意差は

認めなかった.転移陽性群 (14.5土2.496)では転移

捨性群 (21.6土9.0;:めよりさらに低値の領自を示し

た.TILは20.9土15.896と低値ではあるものの他の

2者との有意差は認めず症例により較差の大きい傾向

を示した.中でも 8ifU中3例で PBLの活性を上田

る症例を認めた ζとは興味深かった.肺癌患者の組織

型，分化度及び病期による LAK活性の差は認めなか

っfこ.

4. 
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図 7. 末梢血，所属リンパ鮪および腫療内浸潤ワンパ球の自家腰湯細胞に対する LAK活性の比較

ET比呂田:1， ** pく0.01，NS; not significant， EBθは転移の有無を表わす.
I 工期 II 亙期][旺期

Ad; adenocarcinoma， Sq; squamous cell carcinoma， 

AdSq; adenosquamous cell carcinoma， Sm; small cell carcinoma 

6. ワンパ球subpopulation

ザンパ球 subpopulation分析の結果は国91と示す

どとくで肺癌患者の PBLはNK細胞の割合が leu

7鶴性細胞18.6土6.496，leu lla陽性細抱14.7土5.2

%と RLNL，TIL 1と比べて有意に多く (pく0.01)

他の2者の約3-10倍認められた.RLNLはNK細

胞が転移陰性群で leu7陽性細胞2.5土1.996，leu 

lla陽性細胞1.3土0.896そして，転移鴎性群で leu

7鵠性細胞2.7土1.6;;ぢ， leu lla 陽性細胞1.4土0.3

%と PBLに比べて有意に少なく (pく0.01)B細胞

が転移陰性群で 33.5土5.296，転移臨性群で 32.5土

8.896と PBLI乙比べて有意に多かった (pく0.01).

さらに転移陰性群では leu3 a/leu 2 a (CD4/CD8) 

出 2.4となり PBLよりも高績を示し，転移陽性群で

はleu2a陽性細胞の割合を26.3土1.196とPBL1ζ 

比べて有意に多く認めた (pく0.01).TIL は84.4土

2.896と大部分がT細胞で，しかも leu2a腸性細胞の

割合を45.3土8.796とPBLに比べて有意に多く認め

た (pく0.01).正常人のPBLと比較すると肺癌患者

のPBLのsubpopulation1乙有意差は認めなかった.

7. 3者の免疫機能の比較

PBL， RLNL， TILの3者を比較したまとめの

結果が表1である.PBLはNK細胞の割合が多く

NK， LAK活性，リンパ球幼若化反J;s¥は高値を示し

た.RLNLは転移陰性群でlまhelper/inducerT細

胞， B細胞の割合が多く， NK活性は低憶であり，

LAK活性は中から高値を示した.リンパ球幼若化反

応は高値であった.転移題性群はすべての反応が転移

陰性群よりさらに低値を示した.TILはほとんどが

T細胞で， cytotoxic/suppressor T細胞の割合が多

く， N瓦活性は低値，リンパ球幼若化反応は中等度の

値であった.LAK活性は低値から高値と症例lとより
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末梢血，所属リンパ節および踊場内浸潤リンパ球の mitogenによるリンパ球幼若化反応の比較

a. PHA子， b. ConA， c. PWM I乙対するリンパ球幼若化反応を示す.

mean土S.D.，NPBLは正常人未梢血リンパ球， EB8!ま転移の有無を表わす.{告の略語は本

図 8.

NS ; not significant 料 pく0.01，

文参照.

* pく0.05，

免疫機能がいかに異なるか，潜在能力がどれくらい存

在するのかは不明な点が多い.とくに， 1976年の

Morganら37)による T細胞増殖関子(interleukin-

2)の発見以来， NK細胞， LAK細胞，特異的細胞

障害性T細胞など，癌細胞に対する穣々の effector

細胞がIL-2にて誘導並びに活性化されるζとが明ら

較差が大きいが自家麗窮細胞に対しては PBLを上回

る症例も認められた.

察

癌患者における免疫機能は癌の進行に伴い低下する

ζとが知られている 7)13)16)均的判明が，全身と局所で

考
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関 9. 末梢血，所属リンパ節および腫溺内浸潤リンパ球のリンパ球 subpopulationの比較

mean土S.D.，NPBLは正常人末梢血リンパ球， e8は転移の有無を表わす.
他の略語は本文参照.

* pく0.05(Iung cancer PBL に対して)
料 pく0.01(Iung cancer PBL !ζ対して〉

表1. 末梢血，所属リンパ節および麗務内浸潤リンパ球の免疫機能の比較

assay 末摘血(Pリンパ球
所属リ(ンRパL節NLリ〉ンパ球

j堕境内浸(T潤ILリ)ンパ球
BL) 

I法移θ ]¥忌移@

NK活性 good poor poor poor 

NK活性の good moderate poor~ poor~moderate 

賦活 moderate 

LAK活性 good moderate moderate poor~good 

(細胞株) (広いスペクトラムを持つ) ~good 

LAK活性 moderate poor~ poor~ poor~moderate 

(自家臆蕩) moderate moderate 

リンパ球幼若 good good moderate~ moderate~good 

化反応 good 

ワンパ球 CD4/CD8=2.1 CD4/CD8=2.4 CD4/CD8口1.5 CD4/CD8宮 0.8
subpopulation NK細胞多し B細胞多し ( cytotoxic/ (cytotoxic/ 

NK細胞少ない suppressor T ↑〉 supprssor T↑〉

B細抱多し ほとんどT細胞
NK縮胞少ない B， NK細胞少ない

かとなり，それら effector細胞の起源や発現誘導機

構について興味が持たれている.今回，本研究では肺

癌患者の全身と局所，すなわち末梢血，所属リンパ節

および腫癒内浸潤リンパ球の3者において細胞障害活

性を中心に免疫機能を比較して， 3者の免疫機能の違

い，とくにIL-2にて誘導される潜在能力としての抗
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題審性effector細胞の誘導状況を検討した.

それぞれ行なった assayに対して考察を加えると，

NK活性に関してはζれまで多くの報告 6)29)36)49)均60)

64)がなされているように末梢血の活性は他の2者と比

較して有意に高値の活性を示した.Itohら24)が最も

効果的だと述べるrIL-2とIFN-')'を用いて NK活

性そ賦活すると活性はそれぞれ増強されるが，依然と

して末梢阜の活性が他の2者と比較し高憶である状態

は変らなかった.ζのことは NK細胞自体の絶対数

明。〉叫あるいは Aboらめの述べる NK細胞の分化に

関する点で，リンパ節，麗境内浸潤リンパ球が劣って

いること，さらには Kadoyamaら均カ堺市癌患者で，

Herrら20)が進行した跨脱癌患者で所属リンパ節に高

度の臆癒関連抗原によって誘導された抑制細胞が存在

して宿主の防御機構に対し抑制的に働いていると述べ

たように，またVoseら61)が肺結患者の麓療内浸鶴ワ

ンパ球に suppressor活性が存在すると示したよう

に，特異的あるいは非特異的 suppressor活性がワン

パ節あるいは腫務内浸潤ワンパ球に多く存在する ζと

が原田として考えられる.正常人末梢血との比較では

姉蕗患者の末梢血の NK活性は有意に低値であった

が， IFN-γ，rIL-2で刺激すると活性は賦活され有

意授を認めなくなった.刺敢により NK細胞の反応

性が回復する ζとは興味深いと思われた.

LAK活性に関しては， LAK細胞自体がNK細胞

から誘導されるもの24)，T細胞から誘導されるもの
お)， non-NK， non-T細胞から誘導されるもの叩2)と

heterogeneousな細胞集団であるという最近の知見

からすると，リンパ系臓器のいずれからも LAK細胞

は誘導可能であると思われるが，著者らの結果が示す

ごとく，末梢血から最も広いスペクトラムの細胞株あ

るいは自家臆器細胞株に対して，安定して比較的活性

高値のLAK細胞が誘導できたという ζとは，その中

心的役割が末絹血に多く存在する NK細胞である ζ

とを示唆するものであると思われる.しかしながら，

自家臆湯細胞に対する LAK活性を検討した場合，

局所とくに陸揚内浸潤リンパ球において症例により較

差があるものの，高{誌の症例が散見される.この原因

として、活性高値の症例では cytotoxicT細胞が多く

浸濁しており， LAK活性と同時に特異的細胞障害性

T細胞が誘導されている ζとが示唆される.掘ら2列ま

腫境内浸潤リンパ球を513毎に培養液交換をしながら

rIL-21こて 15日開培養して特異的細胞樟害性T細胞

を誘導し，自家題蕩細胞に対して末梢血リンパ球より

も高値の細臨障害活性を誘導している.乙のことは著

者らの assay系においても培養日数を延長する ζと

でさらに高舗の細胞i埠害活性が腫揚内浸潤リンパ球に

て誘導される乙とを示唆しているものと思われる.ま

た， LAK活性がrIL-2の濃度依存性に増加したこ

とからrIL-2濃度を上げた際の LAK活性を検討す

ることも重要であると思われる.IL-2は cytoto対c

T組胞の活性増強はノノj論 suppressorT細胞に対し

でも同様の働きをすることが知られており 58)，推測す

るに，腫境内浸潤リンパ球で， LAK活性{底値の症例

では多数浸潤している suppressor系の細胞の活性

が， cytotoxic系の細胞の活性を上回っていることが

考えられる.藤沢ら14)も肺癌J患者の腫境内浸潤リンパ

球を IL-2で刺激した場合，細胞株及び自家櫨蕩細胞

に対する LAK活性は高値例と低値例の2群l乙分かれ

たとしており， ζのζとは著者らの結果と一致した.

また，今個師癌患者の病期，肺癌縞目告の組織型，分化

度による LAK活性に有窓差は認めなかったが，この

点に関しては病j諸によりリンパ球の反応に違いがある

かどうか，分化度および組織裂により腫務綿胞の抗原

性に違いがあるかどうかなど興味深い問題を含んでお

り，さらに症例を増やして検討を加える必要があると

思われる.正常人の末梢血の LAK活性と比較すると

肺癌患者の末梢血は低値の傾向にあるものの有意差を

認めなかった.ζのことは invitroでの姉癌患者の

末梢血ワンパ球がrIL-21ζ対して比較的反応が良好

であることを示しており，自家血を用いた LAK療法

の有用性を考えるうえでも勇気づけられる結果であっ

Tこ.

リンパ球幼若化反応に関しでは， ζれまで多くの報

叩2)均35)46)叫が認められよく知られたところであ

り，癌患者では正常人と比較して有意に低値を示すと

いう報告め12)16)叫が多い.しかしながら，中には癌患

者でもまれに非常に高い反応を示すことがあり有意差

を認めなかったという報告叫5めもある.著者らの結果

では，まず肺癌患者の題癒内浸鶴リンパ球，転移陽性

リンパ節リンパ球は末鵠血リンパ球，転移陰性リンパ

節リンパ球lζ比べて PHA♂， Con A， PWMの刺

激で低反応を示した.乙れは腰湯細胞によるリンパ球

活性化阻害作用の影響によるものと考えられるが，

PHA-Pの刺激で特に反応が低値であったζとは興味

深く， PHA-P によって強く活性化されると言われる

helper系が後位に活性臨害を受けている結果を示唆

しているものと思われる.次lζ，正常人の PBLと比

較した場合は今回の肺癌患者の PBLでは低値の傾向

を示したが， Patyら46)と同様，高い反応を示す症例
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も認められ有意差は認めなかった.Mekoriら35)はリ

ンパ球幼若化反応は癌の進行に従って低下すると述べ

ており，著者らの研究で対象として用いた症例がいず

れも手術適応症例であり比較的栄養状態が良好であっ

たことも有意差を認めなかった原国と思われる.

リンパ球 subpopulation分析の結果であるが，こ

れは非常に特徴的であった.末梢血lζNK細胞が多

いのは Aboらめの結果と一致し末梢血の高い NK活

性の要因と考えられる.正常人の末梢血と比較した場

合は， CD4jCD8比が癌患者において有意に低下する

という報告町ちりがこれまで多く示されたが著者らの結

果では有意差を認めなかった.ζれはワンパ球幼若化

反応の結果と間報，対象として扱った症例が地較的全

身状態の良好な症例が多かったためと考えられる.リ

ンパ節はB細胞， helperjinducer T細胞が多く，

NK細胞は少数しか認めなかった.態転移がリンパ節

lと及ぷと CD4jCD8比が低下するが， ζの結果は諸家
の意見26)42)叫と一致するところである.腫場内浸潤リ

ンパ球は大部分がT細胞で cytotoxicjsuppressor

T細胞が多く， B細胞， NK細胞は少数しか存在しな

かった.Voseら62)は腰湯内浸潤リンパ球では末梢血

リンパ球に比較して，自家腫蕩締胞に特異性をもっ

killer前駆細胞の含まれる率が高いとしており，やは

り腫癌内浸潤リンパ球のもつ特異性を強調している.

著者らの invitroの実験結果は担癌患者における

末梢血，所属ザンパ節および躍癖内浸潤リンパ球とい

う異なる 3者の細砲障害活性を明確にしているものと

思われる.そして， ζれらの結果を非担癌患者と比較

した結果は末棋血においては担癌患者で低値を示す傾

向があった.リンパ節においては今回症例数が少なく

結果を示さなかったが良性肺疾患(肺過誤臆，蹄結核

腫〉のリンパ節を用いて行った免疫機能は肺癌転移陰

性リンパ節群と差異を認めず，また秋吉ら 3)も宵癌と

胃良性疾患のリンパ節免疫活性に有意差を認めていな

いζとから担癌患者リンパ節の免疫機能は転移陰性群

において温存されているものと恩われる.リンパ節へ

癌転移が及ぶと免疫機能が低下した原因としては癌転

移によりリンパ節に suppressor活性が誘導された

ためと推測されるが詳細は不明である.一方，現在行

われている IL-2を用いた癌免疫療法を考えると，

adoptive (LAK療法)あるいは， passive (サイト

カインの直接注入)immunotherapyが行われてい

るが，どちらにしろどの程度の細胞障害活性をどの起

諒の細胞から誘導可能であるかというととが重要な問

題の 1つである.細胞障害活性を中心に著者らと向様

lこ末梢血，所属リンパ節および腫場内浸潤リンパ球の

3者を比較した Voseら日)60)の報告ーでは未梢血リンパ

球にて最も高い NK活性を認め， Kimuraら均31)

の報告では IL-2と mitomycin(MMC)処理自己

腫揚細胞の刺激後7日目を最大として自家腫癖細胞に

対して所属リンパ節リンパ球で最も高値の細抱障害活

性を誘導できたとしており， T細胞から誘導される特

異的細砲障害性T締胞の存在を示した.本研究では，

LAK活性という点からみると末梢血リンパ球におい

て安定して比較的高値の活性が広いスペクトラムの細

胞株あるいは自家腫完封切胞に対して誘導可能であっ

た.しかしながら，症併によっては自家腫湯細胞に対

して局所すなわち腫癒内浸潤リンパ球で末梢血リンパ

球を上田る抗腫蕩活性が誘導されたという結果は in

vivoですでに感作された特異的免疫応答という点か

らも非常に興味深い.とくに，担癌状態においては癌

が進行するに従ってsuppressor系の働きによって免

疫に downregulationがかるという最近の知見8)均

均的問35)43)叫からしでも，これら昂所に多く浸潤した

suppressor系の細胞を上手に解除することによって

さらに有益な結果を著者らにもたらしてくれるものと

考えられる.事実，最近の研究では suppressor

活性を抑えるために， indomethacin 63)， cyc1o-

phosphamide 41)， cimetidine 27)均等の薬剤の投与

が試みられており，いずれも， NKあるいはLAK細

胞の活性増強を認め注目されている.

最後に，肺癌手術のリンパ節郭清の意義を考える上

で所属ワンパ節の免疫機能について考えてみると，過

去に橋本ら19)は移植腰癌-によるリンパ節のモデノレ実験

や臨床病理学的成績から検討して，リンパ節の免疫学

的防御機構はどく弱いが存在し，早期に出現して速や

かに消退するものであろうと述べた.また， Fisher 

らめ川町， Pendergrastら47)はマウスの同系麗蕩移植

の実験系で所属リンパ節を郭清した場合lζ移植腫療の

生着率の上昇を認め，拭腫療免疫の成立に果たすワン

パ節の重要な役割を示した.特に， Pendergrastら

は移植した腫癒を触知しえない移植後3日自に郭清を

行なった群においてのみ非郭清群に比して生着率の上

昇を認め，それ以後の郭清群では有意差を認めず，腫

蕩移植後早期における抗腫蕩免疫の成立を強調してい

る.一方，各謹癌患者における所属リンパ節細胞の抗

鹿揚性はりンパ球の細胞障害活性を中心にζれまで多

く検討され，秋吉ら 3)は胃癌患者の所属リンパ節の種

の々 killer活性はすべて低く，臨床的lζ腫蕩を認め

るようになった癌患者ではすでに早期の段階を終え免
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疫学的抵抗性が低下した段階に至っていると推測して

いる.とのように，所属リンパ節の生体関御としての

役割は担癌状態では悲観的な報告が多い.しかしなが

ら著者らの結果では肺癌患者の所属リンパ節転移陰性

群において， LAK活性は NK活性と異なり末梢血

リンパ球の値を上回るには歪らないが比較的高債の活

性を誘導できた.乙のζとは所属ワンパ節において潜

在能力としての抗麗療活・性が存在する ζとを示してい

るものと思われる.著者らの意見と一致すると ζ ろ

で，最近，折田ら明も胃路患者の所属リンパ却の低下

した抗陸揚活性を IL-2等の biologicalresponse 

modifier (以下BRM)1とより賦活する ζとでキラー

活性が回復し患者の予後の改善が認められたと述べて

いる.また，永野ら39)は肺癌患者の所属リンパ節の抗

腰湯活性を検討し，近位ワンパ節で高い PHA反応

性および縮抱障害活性が認められ，転移陽性リンパ節

では有意に低下したと述べている.著者らの症例では

転移の有無により細胞障害活性lζ有意差を認め，近位

と遠位のリンパ節では有意差を認めなかったが， ζの

ように，所属リンパ節に抗腰蕩活性を認めたという報

告で意見の一致を見ている.そして，今後さらに

BRMによるキラー活性の増強や癌が進行するに従っ

て所属リンパ節に誘導されてくる suppressor活性の

解除をもっと効果的に行ない得れば所属リンパ節の抗

腫蕩活性はさらに高値を示すことが期待出来ると思わ

れる.また注目したいのは中島ら叫が乳癌肢寓リンパ

節の IFNおよびIL-2産生能が末梢血に比べ有意に

高値であると示したことで，このことは所属リンパ節

がサイトカインの産生器官として有用であり， NK細

胞やLAK細胞を介して抗陸揚活性を発揮できること

が推測出来る.以上のように所属リンパ節に潜在的抗

腫療活性を認めるということになると，予防的リンパ

節郭清は， non-senseであり転移鶴性リンパ節のみの

郭清が最も理想的ということになる.しかしながら，

現実では手術時肉眼的にリンパ節転移を診断する ζ と

は極めて困難であり，それがリンパ節郭清の難しいと

ζろであると思われる.今後，たとえば，麗蕩抗原に

特異的モノクロナーノレ抗体を用いて癌転移を im-

agingするような新しいリンパ節転移の診断技術やサ

イトカインの経気管支動脈あるいは経リンパ管輸注な

ど所属ワンパ節の抗麗蕩活性を有効に高める実際的手

段，さらにはリンパ流を考慮に入れた郭清等検討する

余地が残されているものと思われる.

以上，今自著者らは本研究lとより腕癌患者の末梢

血，所属リンパ節，腫揚内浸潤リンパ球の3者の免疫

?:l 

学的機能を比較検討した.そして，末梢血で最も安定

して高値の抗麗鏡、活性が誘導されるが，自家腫境細抱

に対しでは撞境内浸潤リンパ球で症例により末梢血を

上関る高値の抗腫療活性が誘導され得ることを明らか

にした.これらの特徴を十分に理解して，有効な免疫

応答を誘導するととが生体防御としての抗臆蕩効果を

最大限に発揮する ζとにつながるものと患われる.

結 語

肺癌患者の免疫機能を末梢血，所属リンパ節および

臆境内浸溜リンパ球の3者について比較検討し以下の

結論を得た.

1. 3者がそれぞれ特徴的なリンパ球 subpopu・

lationを有し，異なる細胞捧害活性を示した.すな

わち，

①末梢出リンパ球は他の2者と比較して NK細

胞の割合が多く， NK活性は高li直を示し， IFN-γ+

rIL-21ζて最大の斌活効果が認められた.また，

LAK活性に関しでも広いスペクトラムの細胞株に対

して高値の活性が誘導でき，自家腫蕩細胞に対しては

ET比を大きくする ζ とで中等度の活性が誘導可能で

あった.

②所属リンパ節リンパ球は転移陰性群では N瓦

活性は低{直であるものの，細胞株や自家腰湯細胞に対

する LAK活性は NK活性と異なり比較的末梢血リ

ンパ球の値に近似した.しかしながら，末梢血の値を

上回るには歪らなかった.転移陽性群ではすべての反

応が転移陰性群よりさらに低値を示した.

@腫蕩内浸潤リンパ球はほとんどがT細胞であり

しかも cytotoxicjsuppressorT細胞の割合が多か

った.NK活性，リンパ球幼若化反応詰他のz者より
低債を認めた.LAK活性は症例によって較差が大き

いが，自家麗揚細胞に対しては末梢血リンパ球の値を

上田る症例も認められ特異的免疫応答という点で興味

深いと恩われた.

2. 所属リンパ節の転移陰性群には賦活することに

より潜在能力としての抗臆療活性が存在する乙とが認

められた.
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外科池田貢先生，福井 市先生，国立療養所松江病

院院長武田 弘先生，陪外科中井勲先生，徳島武

先生および本研究に御協力ならびに御助言をいただい
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た鳥取大学涯学部外科学第二教室荒木 成講師をはじ

め教護員各位に厚く御礼申し上げます.さらに，本研

究を遂行するに先立ち免疫学に関する知識，技術を修
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に深謝致します.
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