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胃癌を主とする消化器癌患者のnatural killer(NK)活性を測定分析し以下の結果を得た。

1)末 浦血 リンパ球 NK活 性は対照群に比べ消化器癌息者で有意(p<0.001)の低下がみられた。2)

胃癌患者のNK活 性は組織学的進行度とともに低下した。3)牌 摘例における陣細胞 NK活 性は胃癌

群で門脈圧元進症群に比べ低かった。4)末 浦血 リンパ球幼若化反応とNK活 性とは相関しなかった.

5)胃 癌息者のNK活 性は術後 1週で低下し2週 以降から回復する傾向があったがstage IVでは低

値のままで進行度による差があった。以上よりNK活 性の経時的測定は癌患者の治療効果や予後の追

跡判定に有用であると考える。

索引用語 i natural klller(NK)活性,胃 癌の進行度判定,癌 患者の予後判定
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I. は じめに

1963年Bumetl)は癌細胞を拒絶す る宿主の制御機

構 として免痩学的監視機構の概念を提唱し,以 来この

機構の中心にある感作 T cellが癌免疫の主役をなし

ていると考えられている。 これ と別 に,1973年 Ta‐

kasugiらのにより正常人の未感作 リンパ球が種々の培

養腫瘍細胞に対 して細胞障害性に働 く現象一natural

k l l l i n g 一が 報 告 さ れ, 1 9 7 5 年に H e r b e r m a n 3 ) と

Kiesslingりのグループによってこの細胞障害活性を有

する未感作 リンパ球は natural killer(NK)細胞 と命

名された。すなわち,明 らかな特定の免疫刺激や,誘

導操作を受けていない正常の動物およびヒトの末精血
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や リンパ系組織中に種々の腫瘍細胞, ウイルス感染細

胞を障害する細胞の存在が確認された51-つ
.

NK細 胞活性 (以下 NK活 性)に 関する報告は近年

増加し,そ の活性に関連する形態学的特徴などが明ら

かにされつつあるゆ.動 物実験 レベルにおいては癌の

発生や転移 との関連性が示唆されているが,生 体にお

けるNK活 性の意義 ことに免疫学的監視機構および

担癌状態での役害1は明らかでない。担癌息者の NK活

性を測定するうえで,臨 床上重要な点は,そ の結果が

患者の診断,治 療や,予 後の判定に役立つかどうかで

ある。今回,わ れわれは胃癌,食 道癌を主 とする各種

消化器癌患者の末沿血 リンパ球,陣 静脈血 リンパ球お

よび障細胞の NK活 性を測定し,そ の臨床的意義につ

いて検討した。
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H.研 究対象

1982年4月 より1984年6月 までの 2年 3カ 月間に当

科にて治療を行った患者の うち良性疾患22例 (平均

46.6歳)と 悪性腫瘍疾患60例 (平均63.9歳)お よび対

照とした健常大11名 (平均505歳 )に ついて検索 した。

悪性腫瘍疾患の内訳は胃癌32例,食 道癌20例,大 腸癌

4例 ,肝 癌 3例 ,肝 癌 1例 である。胃癌,食 道癌の進

行度および組織学的分類については,そ れぞれ胃癌取

扱い規約り,お よび食道癌取扱い規約
1のにに基づいて

半」定した。

III.研 究方法

A.NK活 性測定方法 (図 1)

1)測 定時期 :末浦血 リンパ球の NK活 性の測定は

原則 として術前 1週 間以内で未治療の条件で行った。

術後の末檎血 リンパ球 NK活 性は抗腫瘍療法施行前

に測定した。陣静脈血 リンパ球および陣細胞の NK活

性測定は,牌 摘を行った胃癌および門脈圧元進症の患

者において手術当日に行った。

2)Erector cellの調整

a.末 沿血 リンパ球浮遊液の調整 :被検者より早朝

空 腹 時,ヘ パ リン加 末梢 血10mlを 採 取 しFicoll‐

Conray比 重遠心法11)(比重1,077)に より, リンパ球

を分離し, これを phosphate burered saline(PBS)

で 3回 洗浄後 RPM1 1640培 養液に非働化 ウシ胎児血

清 (fetal calfserum t FCS)を 10%と なるように加え

た溶液に 1×107/mlに調整して erector cellとした。

b.陣 静脈血 リンパ球浮遊液の調整 :眸摘症例にお

いて,術 中牌臓を摘出する直前にヘパリン加に陣静脈

より採取して得られた静脈血からFicoll‐Conray法に

てリンパ球を分離した。以下末浦血の場合と同様に

1×107/mlに調整してerector cellとした。

c.眸 細胞浮遊液の調整 :陣摘症例において摘出さ

図1 ヒ ト末精血リンパ球,陣 静脈血および陣細胞

NK活 性測定方法
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れた障臓の一部を無菌的に栂指頭大の大 きさで切除

し,こ れをメスにてlmm角 に細切後,金属メッシュの

上 で圧挫濾過す る。これ を10%FCSを 含 む RPMI

1640培養液に遊出し数分間静置後,そ の上清を Ficoll―

Conray法 にて分離採取 して得 られた単核細胞 を

erector cellとした。

3)標 的細胞 (Target ce11)の調整 !Target cellは

ヒト慢性骨髄性白血病由来株 K562細胞を用い, 1×

107個に100μCiの Na2 51cr04(日本 アイ ツ トープ協

会)0.5mlを 加え37℃で 1時間培養 し,51crの標識を

行った。その後 PBSで 4回 洗浄 し,10%FCSを 含む

RPM1 1640培養液に 2X105/mlに なるように調整 し

た。

4 ) N K 活 性測定方法 : 9 6 穴の平底型 マイク ロプ

レー ト (Falcon+3072)を 用い effector cellとtarget

cellの比(EIT比 )が20:1お よび40:1に なるよう

にマイクロプレー トに分注し,37℃,5%C02の 条件下

で 4時 間静置培養した.上 清中に放出された51crの収

穫には,細 胞障害試験上清採取システム(Titertek)を

用い,吸 収材に吸収された上清の放射能活性をオー ト

ガンマカウンター(Beckmann)で 測定 した. 自然51cr

放出は ettector cellを加えないで target cell単独培

養時に自然に放出される51crの量を測定 し,最 大51cr

放出は最大限に放出されるSICr放射能活性を測定 し

た。NK活 性は,%51cr放 出値 として次式から算出し

た。

NK活 性=

×100(%)

なお最大放 出の平均値土標準偏差は,3,979±1,789

cpmで あ りまた 自然放 出は最大放 出の10～20%で

あった。

B. リンィミ球幼若化反応 :マイクロプレー トに分注

した末精血 リンパ球の1×105cellS/wellにmitogenと

して phytohemaglutinin(PHA), Concanavalin A

(Con A)を それぞれ0.5″g加 え全量を0.3mlと して

3 7 ℃, 5 % C 0 2 下で 3 日 間 培 養 した。 これ に3 H _

thymidineを0.1″Ciを加え,さ らに 6時 間培養後の リ

ンパ球に取 り込まれた放射能活性を測定 し次式にて

stiinulation index (SI)を 求めた。

Ы=

帥‐
中‐中↓う
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IV.結   果

1.健 常人,良 性疾患および消化器癌患者における

NK活 性 :健常人11名,良性疾患患者22名,消化器癌患

者60名における末浦血 リンパ球の NK活 性を測定 し

E:T比 は20:1お よび40:1で 検討した(表 1)。 そ

の結果 E:T比 20:1に おいて健常人の NK活 性は

53.7±17.5%で あった.良 性疾患群では47.4±14.2%

とやや低下していたが両者間に有意の差はなかった.

消化器癌患者では,30,0± 16.7%と 健常人に比べ有意

(p<0.001)に ,低 下していた。またE!T比 を40:1

にしても健常人68.2±14.3%に 比べ,良 性疾患群では

57.8±14.0%と 有意差 はないが消化器癌患者 では

36.3±16.0%と 有意 (p<0.001)に 低値であった。す

なわち消化器癌患者の末浦血 リンパ球の NK活 性は

健常人に比較して有意に低かった。

2.各 種消化器癌別にみた NK活 性 :消化器癌患者

60例 (胃痛32例,食 道癌20例,大 腸癌 4例 ,陣 臓癌 3

例,肝 臓癌 1例 )を A:胃 癌群, B:食 道癌群,Ct

その他に分けE:T比 20:1お よび40:1で NK活

性をulj定した(図 2):対 照群 として健常人 と良性疾患

群を合わせたグループの NK活 性を用いた。EIT比

2 0 : 1 に お いて は 胃癌 群3 0 . 5 ±1 8 . 5 % , 食道癌 群

表 1 健 常人および良性疾患,消 化器癌患者における

NK活 性の比較

EiT2_20ド, 活性どIT=40:1
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図 2 各 消化器癌患者におけるNK活 性

29.7±14.9%,そ の他30。9±14.4%と 各群において有

意差はみられなかったが対照群の49.5±15.4%と 比較

すると各群 とも対照群より有意 (p<0.001)に 低値で

あった。E : T 比 4 0 1 1 に お い て も 胃癌 群3 7 . 7 土

17.5%,食 道癌群36.2±14.5%,そ の他34.3±13.7%

と各群 とも対照群61.3±14.7%よ り有意 (p<0,001)

ヤこ低かった。

3.癌 の組織学的進行度別にみた NK活 性 :胃癌の

進行度 (stage)別に末浦血 リンパ球の NK活 性を検討

した(図3)。stage IにおけるNK活 性は43.6±12.7%

であ り対照群 (健常人と良性疾患群を合わせた群)の

NK活 性49。5±15.4%よ り低い傾向 (p<0.05)に あっ

た。また stage IIは34.1±24.9%で あり,stage IIIは

26.0±15.2%,stage IVは 22.1±16.4%と stageが進

むにつれ NK活 性が低下する傾向がみられた。食道癌

についても検討 したが同様に,stageの 進行 とともに

NK活 性の低下がみられた。すなわち胃癌,食道癌患者

の NK活 性は stageが進行するにつれ,低 下する傾向

がみられた。つぎに胃癌について進行度を決定する因

子別に NK活 性を検討した (図 4)。 まず リンパ節転

移, と NK活 性との関係についてみると,n(一 )群で

NK活 性は30.4±21.2%,nl(十 )群 で28.5±16.3%,

図 3 胃 癌の進行度711にみた NK活 性

対照辞   Stag● I    I

(n幸33)  (n-7)  (n-6)

図4 胃 癌のリンパ節転移度および深達度とNK

性との関係

リンパ節転移度(n=18) 深 選 度 ( n - 1 8 )

消化器ほ愚者 (n=60)  300± 16,7的

対照群:n_33 A:胃 お群 (n_32)B:食 遺石辞 (n-20)

C:そ の他 こ  (n-3)
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E : T比- 2 0 H
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n2,3(十)で14.8±11.3%と リンパ節転移が 1群 ,2群 ,

3群 へと進むにつれ NK活 性の低下がみられた。深達

度 との関係については m,sm群 では40.8±18.8%と

健 常 人 と右 意 差 は な かった が pm,ssで は24.2±

16.6%,se,siでは23.8±10.0%で あ りpmを 越えて深

違度が進んだ群では NK活 性が低下 していた。すなわ

ち胃癌の進行度を決定する因子の中で リンパ節転移お

よび深達度が進んだ例では NK活 性は低下 していた。

4.陣 摘例における陣静脈血および解細胞の NK活

性 :牌摘を行った胃癌患者 8例 と良性疾患患者 (門脈

圧元進症患者)3例 の末精血 リンパ球,陣 静脈血 リン

パ球および陣細胞の NK活 性を測定 し両者を比較検

討した(表2).門 脈圧元進症患者においては障静脈 リ

ンパ球の NK活 性が最 も高 く66.4±14.0%で あ り,つ

いで陣 細胞65.9±20.6%,末 精 血 リンパ球59.7士

13.3%であったが有意差はなかった。胃癌群において

は牌細胞 >陣 静脈血 >末 精血の順に高 く,そ れぞれ

38.2±11.2%,33.2±10.3%,27.3±9.6%で あり陣細

胞 NK活 性が末浦血 リンパ球の NK活 性より高い傾

向 (p<0.05)にあった。また Erector cellの採取部位

にかかわ らず良性疾患群の NK活 性が胃癌群 より高

かった。

表 2 ヒ ト末補血 リンパ球,陣 静脈血 リンパ球および

牌細胞のNK活 性

N K 活 性
Ⅲ

首俺的r劇皮
帯野

寺か  ,品 曳戸
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図 6 胃 癌患者における術後の末浦血 リンパ球 NK

活性の変動

NK活 性 (96)

5, リンパ球幼若化率 とNK活 性の相関 :消化器癌

患者21名において PHA幼 若化反応およびCon A刺

激反応 と末檎血 リンパ球 NK活 性 との相関を検討 し

た(図 5)。 その結果 PHA幼 若化反応 とNK活 性とは

相関係数 r=o.31で あ り,Con A刺 激反応 とNK活 性

との相関係数は r=o.27で あ り, ともに有意の相関関

係を認めなかった。

6.術 後の末浦血 リンパ球 NK活 性の推移 :胃癌患

者 9名 について術前,術 後の末浦血 リンパ球 NK活 性

の変動をみた(図 6).各 時期の NK活 性は術前29.2士

18.0%,術 後 1週 18.3±9.8%,2週 29.1±13.9%,3

週31.7±14。2%と 術後 1週 で術前に比較 して NK活

性は低い傾向を示 した,stage別 では stage I,II,IIIで

は NK活 性は術後 2～ 3週 で回復する傾向がみ られ

るが stage IVでは術前,術後を通 じ低値のままであり

stageに より術後経過に差がみられた。

V.考   察

正常人の未感作 リンパ球が培養腫瘍細胞に対して細

胞障害性に働 く現象が Takasugiら 分によって1973年

報告され,1975年 Herbemanい や Kiesslinゴ)によりこ

の細胞障害活性を有す る未感作 リンパ球は natural

killer(NK)細 胞 と命名された。従来 NK細 胞の定義

は主 として機能的なものであったが最近比重密度勾配

遠心法により低比重分画に集まる一定の形態学的特徴

をもった細胞 として同定できるようになったりり1ゆ
。す

なわち通常の リンパ球よりやや大型でギムザ染色にて

薄 く染色される細胞質 と細胞質内アズール頼粒を特徴

とする細胞で large granular lymphocyte(LCL)と

呼称されるリンパ球群である.

NK細 胞の腫瘍免疫における意義を考察する際最 も

末村血 リン1叢  53.7± 133"

牌静承血リンバ球 66.4± 140ロ

際細滝      65.9± 20.6"

2 7 . 3 ±9 6 コ

3 3 2 ±1 0 . 3 ・】

T。「g。|●●‖:K562   E:T比 =如 :1
1)脱 勇n tt SD(斉)    2)同 ほ圧元造症忠者

図 5 PHA幼 若化反応およびConA刺 激反応とNK

活性との相関

行前   術 後 1週    2週     3週     4週

' ) 20 40 60 30 1011120ConA100   200   300 PHA(S
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重要な点は,生 体内における発癌や腫瘍増殖,転 移な

どに対するNK細 胞の機作を明らかにすることであ

る。Welsh10や Herberlnanら1的は生体内におけるNK

細胞の作用機作の一端を示す実験成績 として, ヌー ド

マウスでは T cell欠損はあるが NK活 性の高いマウ

スでは NK活 性の低いマウスに比べ 自然発生腫瘍の

発生率が低い点,腫 瘍の自然発生は NK活 性がピーク

を示す 5～ 10週齢のマウスでは少な くNK活 性が低

下する高齢マウスに多い点をあげている.このことは,

NK細 胞が腫瘍発生に対して抗腫瘍性に作用すること

を示唆している。さらに Talmadgeら 1いは NK活 性を

欠落したベージュマウスでは移植された腫瘍の増殖速

度が正常マウスより速いこと,ま た正常マウスに比較

してベージュマウスでは肺転移が多発すると報告 して

いる。高尾1のは60c。400rads全身照射の前処置を施し

たヌー ドマウスでは,NK活 性が低値 となり,可移植 ヒ

ト癌の浸潤や転移の発現が観察された り,元 進するこ

とを報告 している。これらの事実は NK細 胞が移植さ

れた腫瘍の増殖 と転移に関与 していることを示唆して

もヽる。

担癌患者の NK活 性を検討する うえで臨床上重要

な点はその結果が息者の診断,治 療や予後の判定に役

立つかどうかである。本研究では健常人および良性疾

患患者を対照群 として消化器癌患者の NK活 性の臨

床的意義を検討した。その結果,健 常人および良性疾

患患者に比較 して消化器癌患者の末浦血 リンパ球 NK

活性は有意に低下 し臨床的にも担癌状態での NK活

性の低下が認められた。各種消化器癌別の検討におい

ておのおのの群での有意差は認められなかったが,各

臓器での癌の進行度判定における特殊性を考えると免

疫学的反応性の違いが存在すると思われるので同列に

は論じられないかもしれない.担 癌患者における NK

活性に関する報告は数多 く,そ れぞれの成績も若干果

なっている。すなわち Takasugiら 1ゆや Prossら1りは

正常人に比較 して担癌患者の NK活 性は低下 してい

ると述べ,Peterら
2のは有意の差は認めなかった と述

べている。この相違は NK活 性測定方法の違いによる

もので用いた標的細胞の種類により異なった傾向を示

すのではないかと考えられる。今回,標 的細胞 として

K562細胞を用いたが消化器癌由来の培養細胞を用い

た検討も必要 と思われる。

癌 の進行度 とNK活 性について検 討 した結果,

stageが進むにつれ低下することが示唆された,PrOss

ら1りによると所属 リンパ節転移を認める患者群で NK
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活性の著明な低下を認めている。田中ら21)は早期胃癌

患者においてもNK活 性が有意に低かったと報告 し,

遺伝的に NK活 性が低い人に胃癌が発生 している可

能性や早期胃癌患者に NK細 胞に対する抑制因子が

存在する可能性があると述べている.さ らに NK活 性

の低値は機能的な抑制によるものではなく,前 駆細胞

を含めた NK細 胞の絶対数が生来乏 しいことに起因

するのではないかと述べている。本研究においても

stageを規定する因子に検討 してみると, リンパ節転

移度 と深達度では,い ずれもリンパ節陽性群や深達度

が進んだ群で NK活 性の低下がみられ,臨 床的に腫瘍

の増殖,浸 潤に伴 うNK活 性の低下が示唆された。

ところで胃癌患者における陣摘の功罪を考察する場

合,陣細胞の免疫能を検討することは重要 と思われる。

陣臓には胚中心を囲む濾胞域に分布するB cell,マク

ロファージ,赤 血球やその他の骨髄系細胞 と,動 脈周

囲 リンパ組織鞘に分布するT cellが 存在する。最近

NK細 胞に対す るモノクローナル抗体を利用 して,

NK細 胞が陣の濾胞域に分布していることが判明し,

NK細 胞が B cellの分化へ何 らかの干渉を行ってい

ることが示唆されている2カ.本 研究では胃癌症例の う

ち陣摘を行った患者 と,対 照として門脈圧元進症にて

陣摘を行った患者について陣細胞 NK活 性を測定 し,

末沿血 リンパ球および牌静脈血 リンパ球の NK活 性

と比較検討した。その結果 erector cellの採取部位に

かかわらず,胃 癌患者の NK活 性が門脈圧元進症患者

よ り有意に低かった。また胃癌群において erector

cell別にみると陣細胞 NK活 性が末精血 リンパ球の

NK活 性より高い傾向があった。stageが一定の条件

下で今後検討を重ねるべきであろう。佐治 ら2ゅはラッ

トにおける陣摘の功罪についての検討の中で担癌各時

期において牌細胞 NK活 性は腫瘍移植後 2日 日で有

意に低下し, 7日 日で有意に増加し,14日 目に有意に

低下する2降 性がみられたと述べ,他 の免疫学的パラ

メーターにおいても同様の免疫活性がみられたことか

ら陣細胞は担癌初期 と末期に免疫抑制的に働 き,中 期

には免疫活性増強に働 く可能性があると推測 してい

る。 ヒト癌 と実験動物腫瘍系 とは必ず しも同じ免疫反

応を示すとは限らないがいずれにしても臨床的に陣摘

の正しい適応の決定には自己の癌に対して生体が何ら

かの免疫反応を起こしているかどうか,す なわち免疫

学的見地から検討する必要があると考えられる。

免疫学的パ ラメーターとしての NK活 性の意義 も

臨床上検討すべ きであ るが,今 回の T cell系 の
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mitogenで あるPHAと Con Aに 対する リンパ球幼

若化反応 と消化器癌患者末精血 リンパ球 NK活 性 と

の相関性を検討したが,い ずれも有意の相関を認めな

かった,NK活 性は PHAや Con Aに 対するリンパ球

幼若化反応よりも腫瘍に対する直接的な細胞障害能を

検出しうると考えられ,癌 の進行度や治療効果をよく

反映しうる可能性があると考えられる。西条2りは癌患

者の化学療法の治療効果 との相関において NK活 性

の方が PHA幼 若化反応 より有用であった と報告 して

いる。また狩野2めは NK活 性の経時的測定が OK‐432

などの免疫増強剤の有効な投与方法を決定する上で役

立つと述べている。 こ の様に消化器癌患者の予後を推

定するうえで,NK活 性の経時的測定は免疫学的パラ

メーターとして重要 と考えられる。

手術侵襲の NK活 性におよばす影響について,胃 癌

患者における術前術後を通 じた NK活 性の変動を検

討 したところ,術 後 1週 間の NK活 性の低下は手術侵

襲による影響が考えられたが,stage I,II,IIIにおいて

は,術 後 2～ 3週 よりNK活 性の回復が徐々にみられ

た。しかしながらstage IVでは低値のままであ り,癌

の進行度により術後経過に差があることが判明した。

stage IVで NK活 性が低値に持続する傾向があるの

は NK細 胞に対す るサプレッサー細胞20ゃ活性化 マ

クロファージの影響, さらに血清中の抑制因子
2のによ

る可能性が考えられ今後検討すべき課題である.一 方

田中ら2ゆは開腹術,開 胸術別に患者の NK活 性を比較

検討したが,開 胸術の場合 NK活 性の抑制が術後長期

間続いたと報告している。浜井
2いは実験的に開胸術で

は開腹術に比べ有意に腫瘍の増殖転移を促進すること

を指摘しており,そ の意味では開胸術は開腹術の数倍

の侵襲であると述べている。癌に対する免疫学的監視

機構の存在を考える時,手 術侵襲によるNK活 性の低

下は他の細胞性免疫低下 とともに術後の再発や転移に

関与することが示唆される.こ の点からもNK活 性の

臨床的意義は大きいと言えよう。

V I . 結 論

消化器癌患者を主に NK活 性の測定を行い以下の

結論を得た.

1)末 浦血 リンパ球 NK活 性は対照の健常人に比較

して良性疾患群では有意差はなく,消 化器癌患者では

有意 (p<0.001)の 低下がみられた。臓器別には有意

差は認められなかった。

2)胃 癌において NK活 性は,stage,リ ンパ節転移,

深達度などが進むにつれ,低 下する傾向がみられた。
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3)陣 摘を行 った 胃癌患者 と門脈圧元進症患者 にお

いて牌細胞 NK活 性の検討を行 った結果,末 精血 リン

パ球同様夕陣細胞 にも胃癌群で NK活 性の有意 (p<

0.01)の 低下がみ られた。

4)胃 癌症例において PHA,Con Aに よる幼若化反

応 と末精血 リンパ球 NK活 性 とは有意 の相関を認め

なかった。

5)胃 癌症例において術前,術後を通 じて末檎血 リン

パ球 NK活 性を測定す ると,stageに 関係な く術後 1

週 日は NK活 性の低下がみ られ,手 術侵襲による NK

活性の抑制がみ られた。術後 2週 以降,stage I,II,III

で NK活 性は回復す る傾向にあったが stage IVで は

低値のままであ り,癌 の進行度により術後経過に差が

あった.

本論文の要旨は第43回日本痛学会総会(福岡)において報

告した。
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