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胃癌患者におけるヒト胸管 リンパ球の腫瘍認識と

Interleukin,2によるkiller細胞誘導の検討
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進行胃癌患者より胸骨リンパ球 (TDL)を 得,末 檎血リンパ球 (PBL)と比較しInterleukin‐2(IL‐

2)添加培養前後での腫易細胞に対する細胞障害および亜群の変化を検討した。Fresh TDLは殺細胞

性リンパ球を有していなかった (TargetがPLCの 場合,Etector/Target(E/T)比100:1で1.1土

1.1の%Lysisを示した)が,粗 IL‐2添加培養にてPBLと 同様a110geneic tumorに対して強い細胞障

害性を示した(Targeti PLC,E/T比10011で52.3±3.7の%Lysisを示した).亜群をみるとOKT8+,

OKTll十,oKIal+,Leu7t,Leull十細胞が増加した。大量のTDLを 得られることより臨床応用への可

能性が示唆された.

索引用語 :胸管外痩,胸 管 リンパ外痩,胸 管リンパ球,イ ンターFイ キンー2(IL‐2),Lymphokine‐activated

killer ceil(LAK)

1.は じめに            を 獲得 した リンパ球が流れているものと推定される.

胸管は各種臓器の リンパの集合で,腸 管局所免疫の  そ こでわれわれは進行胃癌の患者に胸管外慶を増設し

立場からみると粘膜固有層で抗原 と接触 し刺激を受け   TDLを 採取,末 浦血 リンパ球 (pぱおheral blood

た リンパ球が腸管膜 リンパ節を経由して鎖骨下静脈,   lymphocytes以 下 PBLと 略す)と ともに亜群を検索

心臓から全身へ再循環する経路である。そのため胸管   し ,Interleukin‐2(以 下 IL‐2と略す)添 加培養で腫瘍

リンパ球はなんらかの情報をになっていると考えられ   細 胞に対する障害活性を有する亜群を増加させえるか

る。われわれは,か ねてからヒト胸管 リンパの性状に  否 かを検討し臨床応用への可能性を追求し,興 味ある

ついて報告してきたがll~め
,消化器癌息者の場合,胸管   知 見を得たので報告する。

リンパ液中に癌細胞に接着 した胸管 リンパ球 (Thor‐         2.対 象および方法

acic ductlymphOcytes以下 TDLと 略す)を 散見する   1.対 象

事実。から,粘 膜面や転移 リンパ節にて癌細胞の情報    今 回対象とした患者は75歳女性で1983年8月 11日胃

<1985年 9月11日受理>別 刷請求先 :永井 研 治     癌
にて胃亜全摘術 (R2)を 受けていた。
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病理組織学的診断 i組織型tub l,深達度 pm,n(0),
ly(1),v(0),並 irrhous,INF‐β (以上の診断は,す
べて胃癌取扱い規約に従った。)

局所再発が疑われたので1984年11月26日診断の目的
でウィルヒョウリンパ節生検を行うとともに左鎖骨上

鴛に胸管外慶を増設した。

2.方 法

A)ヒ ト胸管 リンパの採取は著者らの既報の方法に

従ったll―り。

B)腫 瘍細胞 :実験に以下の腫瘍を標的細胞として

用いた.

K-562:Natural killer cell(以下 NKと 略す)感
受性のあるMyeloid leukemia cell lineであり,中 外
製薬研究所より分与を受けた。

PLC:ヒ ト肝癌細胞からcell line化されたもので

あり,慶 大外科学教室に保有されたものの分与を受け
た。NK抵 抗性である。

KATO田 :胃癌のcell lineでPLCと 同様 NK抵

抗性であり,こ れも慶大外科より分与をうけた。
K-562,PLC,KATO HI,は COmplete mediurn(以

下 CMと 略す)中に5×104/ml浮遊,37℃,5%C02加

気中,温度100%にて培養し,3-4日 ごとに新鮮培地
を加え,ま た1週 ごとに継代した。

C)培 養液 (Complete mediurn,CM)

0。5n■M non_essential aHlinO acids, 5mM sOdiuln

pyruvate solution, 5×10-5M2‐Inercaptoethanol, 2

mM L,glutamine(M.A.B10prOducts), 100/g/ml

streptOmycin, 10ou/ml penicillin(Flow Labora‐

tories)を添加したlo%Fetal CalF Sem阻(以下 FCS
と略す)加 RPM11640(M.A.B10prOducts)を用いた。
D)erectorの調整 (図1)

1)Fresh PBL i末 浦血をHanks' Balanced Salt

S 0 1 u t i O n ( 以下 H B S S と略 す, C r a n d  l s i a n d
Biological Company)にて希釈,次 にLymphocyte
SeparatiOn Medium(以下 LSMと 略す,Biotics)を
用い比重遠沈法にてリンパ球を得め,HBSSに て2回
洗浄後 CMで 1×lo6/mlに調節しこれをFresh PBL

とした。

2)Fresh TDL i胸管 リンパ液を遠沈(1550rpm,lo
min.)し,そ の沈査をHBSSに 浮遊させ,PBLと 同様
の操作にてリンパ球を得,HBSsに て2回洗浄後 CM
で1×106/mlに調整これをFresh TDLと した。
3)Cultured PBLお ょびTDL i FCSに よる影

響ののをみるため,Fresh PBLおよびTDLの CMの み
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図 1 方 法

/ ＼
末 檎  血    胸 害リンバ活

で3-4日 間培養 (37℃,100%温 度, 5%C02)し た

ものをIL‐2‐activated PBL, TDLに 対す るコン ト
ロール群として用いた。

4)IL‐2‐activated PBLおよびTDLi健 康人から

得たPBLを 1%Phytohemagglutinin P(以 下 PHA―

Pと 略す,DIFCO Laboratories)添加 CMに て5X105/

mlに 調整これを48時間培養し,そ の上澄みを粗 IL,2

として用いた。.Fresh PBLお よびTDLに 上記の粗

IL‐2を30%v/v添 加し3-4日 間培養後それらをIL―

2,activated PBLおよびTDLと した。

また一部に精製されたIL‐2(Ultrapure lnterleukin‐

2,Genzyme,BOston Massachusetts)を用いた。そ

の場合20units/ml添加した。

E ) リ ンパ球細胞 障害性 の判 定 : 4 時 間5 1 c r

release assayを用いた。.E/T比 5～200:1の 細胞

混合液とし37℃ 100%湿度 5%C02で 4時間反応させ

た。上澄みを一定量栄研チュープにとり,それぞれの51

Cr放射線活性をγ‐scintillatiOn cOunterで計測し以

下の式で%Lisisを求めた。

%Lysis= (〔 Experimental release‐Spontaneous

release〕/〔Maximum release‐ Spontaneous

release〕)×100

F)リ ンパ球 subpopulation解 析
モ ノクローナル抗体 にOrtho‐mune OKシ リー

ズリ`11ち oKT3(mature T cell), OKT4(T‐ helper/

inducer), OKT6(Thymocyte), OKT8(T‐

suppressor/cytotoxic), OKT9(activated T cell),

OKT10(immature,activated T ce11), OKTll(peri_

pheral T cell), OKMl(monocyte,null cell,granur,

ocyte), OKIal(B cell,activated T cell,monocyte),



14(14)

およびBecton Dickinsonの Leu 7(KttNK,T sup‐

pressor/cytotoxic),Leull(NK)を 用いてフローサ

イトメトリー法にて亜群決定りを行った。

結  果

1)担 癌患者のFresh PBLお よびTDLの Klller活

性 (図2)

T a r g e t であ るP L C はN K 抵 抗 性 で あ りF r e s h

PBLお よびTDLは PLCに 対して%Lysisが E/T比

図2 新 鮮末精血リンパ球および新鮮胸管リンパ球の

細胞障害性

12 5:1        2511        5011         100:1       200:1

エフェクター細m/標 的細胞比

。 ほ的8白iR●  エフェクター打自モ新鮮末相白リンく率

● 幅的■由 I PLC  エ フ■ク,一付砲 i節韓ロセリンバ球

△ 確的口臓 I R362 エ フェクター相口 i新鮮末情血 リンバ球

A ほ 的申由 iに362 エ フェク,一佃島 !斬時口書リンパ球

米 Pく0001 新鮮"をリン′(軍に対す48残車

標的細胞PLCは ,NK抵 抗性のヒト肝癌細胞の継代

細胞株である.K562は NK感 受性の白血病細胞で

ある。

PLCに 対して新鮮末浦血リンパ球,新鮮胸管 リンパ

球とも,細胞障害性を示さなかった。K562に対して

は,新 鮮末精血 ブンパ球は新鮮胸管 リンパ球に比べ

高い殺細胞性を示した。

表 l IL‐2添加培養前後での末梢血 リンパ球および胸

管リンパ球の亜群変化

モノクローナル抗件   軒   鮮      L2る 如増1      新    鮮    lL 2悉加増章

末相白リンバ球   末 相山リンフ明    白 告リン′明   n管 リンパ球

OKT 3      79,2       71.4       758      91,6

0KT 4      66.3       53.4       的 .3      770

0KT 6       00        0・ 2        05       6.0

0KT 8       17‐ 0       2313        16.5      678

0KT 9       52        3.9         24       739

0KT lo      9.2       0.0       118      262

0KT l1      91 8       94.9        77.9       98.1

0KM l      17 6       8.3        56      156

0Kla 1       14.6       25,6        27.9       89,7

L●u 7       17.0       246        1.0       31

Leu ll      10,4      121       0.8     149

1L‐2添加培養にて末精血 リンパ球,胸 管 リンパ球と

もOKT8+,OKTll十 ,oKIal+,Leu7キ,Leull+細胞

が増加した。

ヒト胸管 リンパ球の腫瘍認識とIL‐2 日消外会議 19巻  1号

守力ほ脊婿 'ン'こ育舛 'シ減 奇舛 'ヵ岳

に 2無 添加培お            Lム 2添 加培=

本構血リンパ落     E/T     求
相山リンパ球

5 7 主o 9     4 0 t 1     6 3 4 ±0 3

-53と 1 3     201 1     647■ 23

68と 0      10: 1     492と 13

73■35    5:1    358と 09

lL 2承添加増套            1ヒ 2本加培書

100:1で ,それぞれ0.4±1.3,-1.6±1.8で両者 とも,

細胞障害性を示さなかった。また胃癌細胞 KATO皿

は NK抵 抗性であ りPLCと 同様の結果を得た。K562

は NK感 受性であ りFresh PBLは E/T比 100:1で

66.2±3.7,Fresh TDLは E/T比 100:1で 16.2±0.8

の%Lysisを 示した。

Fresh PBLお よびTDLの subpOpulationを表 1に

示したが,NKを 識別するLeullをみるとPBLで は

Leull陽性細胞10.4%,TDLで は0.8%で あった。当教

室にて胸管 リンパ外痩を増設した患者の診断および

表2 新 鮮末檎血リンパ球および胸管リンパ球の正群

の差異

忠者      1      2      3      4      5

静断     rお     骨 西結松   胃 怠     乳 お     日 お

新鮮胸管リンパ球はOKMl+,Leu7+,Leull十 の亜群

が少なく末精血 リンパ球と比較するとOKT4+細 胞

が多 くOKT8+細 胞 が少 なかった。した がって

OKT4/OKT8比 は,胸管リンパ球の方が高かった。

末精血 T細 胞と反応するOKTllを みると胸管 リン

パ球の約80%以 上がT細 胞であった。

表 3 1L,2添 加培養末梢血リンパ球のLAK活 性

標的細胞 :PLC

に′D    木 綿aリン′卓  E/T

400モ1     57=04  30,1

10t:1     108■ 23  2031

58:1      35と 22  1011

標的細胞 :K562

E/T       茉 輌白リン′弾   E/T    末 悟由リンパ球     E/T      ネ 輌山リツ′`騨

400: 1       41 8■ 0    30, 1    57109     401 1     695■ 09

200モ1     427± 19  40!1   363と 105   2011    751164

1∞:1    242と 46  20i1  206■ 09    10モ 1    7〕 3と0

50t1     298と 64  10:1   39=37    5:1    686ユ Ⅲ18

1L-2添 加培養末精血 リンパ球は両標的細胞に対

して新鮮およびIL‐2無添加培養末精血 リンパ球に

比べ強いキラー活性を示した。

IL‐2は粗IL‐2を用いた。



標的細胞 :PLC
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図3 1L‐2添加培養胸管 リンパ球のLAK活 性

根的細胞:K562

。新鮮胸官リン 球ヽ
●:L・2無ぷ加培景胸書リンミ球
△:L・2海加増景脚官リン 球ヽ

125■  25,1   50!1   loo■   200i↑

エフェクター相臓/標的相臨比

Fresh PBL,TDLの 亜群を表 2に 示した。Fresh TDL

ヤま,OKT6■ ,OKT9+,OKMl+, Leu7+,Leull十 の亜

群 が少 な くP B L と 比較す る とO K T 4 + 細胞 が多 く
OKT8■ 細胞が少なかった。 し たがって oKT4/OKT8

比ヤよPBLよ りTDLが 高かった。 こ のよ うに Fresh

TDLに は NKが ほとんど存在 していないことが明ら
かとなった。

2)PBLお よ びTDLの Lymphokine activated

killer cell(以下 LAKと 略す)誘 導について

IL‐2,activated PBLヤ ますべ ての Target(PLC,

K562,KATO HI)に 対 して高い殺細胞性を示した(表
3 ) .

IL-2‐activated TDLも図 3に示すようにすべての

Targetに 対 して高い細胞障害性を示 した (E/T比
100:1の 場合 PLCに 対 しては52.3±3.6,K-562に

対 しては38.2±6.4の%Lysisを 示した).

このように IL‐2‐activated PBLお よび TDL tt al‐

logeneic tumOrに対 して強い細胞障害性を有 してい

ることが明かとなった。

IL‐2添加培養による亜群の変化をみると (表 1),

PBL,TDLと もOKT8,OKTll,OKIal,Leu7,Leull

陽性細胞の増加がみられ,そ の変動は TDLの 方が著

名であった。 ま た Fresh TDLに は OKT9,oKMl,

Leu7,Leull陽 性細胞が少ないが lL‐2添加培養後はそ

れぞれ73.9%,15.6%,3.1%,14.9%陽 性 となってい

1251   251    50!l   10o■    200」

エフェクター相由/標的相白比

精製されたIL-2(Uitrapure IL‐2)に よるLAK

図4 ウ ルトラピュアーIL‐2による末精血 リンパ球,
胸管 リンパ球の活性化

3 / c

5!1  lo:1  2011  40,1

エフエクター細胞/標的細口比

O 燿的打的IR● Iフェクター■的,ウルトラピュアーL堪海加培各末竹山リンパ球

i憾鶴韮努葉1新ほ酸掻魯‖淵現:な
同対象患者の新鮮末拾血 リンパ球,新 鮮胸管 リンパ

球にウル トラピュアIL‐2を添加して活性化をみた。
新鮮末給血 リンパ球,は ウルトラピェアIL‐2により
活性化されたが,新 鮮胸管 リンパ球はまったく活性
化されなかった。
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新鮮胸管リンパ球は,標的細胞 PLCに 対してキラー活性を有せず,K562に対しても
軽度のキラー活性しか示さなかった。IL‐2添加培養より両標的細胞に対して殺細胞
性が増強した。IL‐2は粗IL‐2を用いた。
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誘導について

Uitrapure IL‐2ではPBLは 活性化されたが,TDL

の活性化はほとんど認められず,%LysisはTarget

PLCの 場合,E/T比 40!1で 4.9%と mediumのみで

培養したCultured TDLとの間に有意の差を認めな

かった ( 図4 ) .

4)長 期胸管 リンパdradnageによるLeu7,Lelll陽

性細胞の変動

drainage直後, 2週 間,お よび3週間後のLeu7,

Leull陽性細胞を検索したところ (表4),増 加する傾

向であったが,そ の変動はわずかであった。

5)胸 管 リンパ液中のリンパ球数

胸管 リンパ液中のリンパ球数は,患 者の状態により

かなり変化するが,平均するとl X 104/mm3程度存在し

た (表5).

6)写 真 1は ,ヒ ト肝癌細胞 PLCに 担癌患者の

Fresh PBLおよびTDLを 反応させた時の顕微鏡写真

である。左下PBLは 腫瘍細胞に一部接着している像

を認めるだけであるが,右下TDLは PBLに 比べかな

PLC

PBL TDL

ヒト胸管 リンパ球の腫瘍認識とIL‐2       日 消外会議 19巻  1号

り多 くの リンパ球が腫瘍細胞に接着 している.

考  察

Fresh TDLは 表 2に 示 した よ うにOKT6+,

表 4 長 期胸管 リンパ ドレナージによるLeu7,Leull

陽性細胞の変動

ドレナージ 亡密  2週 臨盗  3週 間校

長期胸管リンパ液をドレナージすると,わ ずかでは

あるが,Leu7t,Leull+細胞が増加した。

表 5 胸 管リンパ液中のリンパ球数

リンバカWmS

胸管 リンパ液中のリンパ球数は,患 者の状態により

かなり変動するが,平均すると1×104/mm3程度存在

した。

け  断

的
帥
帥
和
加

怠
齢
窟
ぉ
ぉ
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日
■
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写真 1

ヒト肝痛細胞PLCに 胆癌患者の新鮮末精血 リンパ球,お よび新鮮胸管 リンパ球を

反応させた時の顕微鏡写真である。左下新鮮末浦血 リンパ球は腫瘍細胞に一部接着

している像を認めるだけであるが,右 下新鮮胸管 リンパ球は新鮮末精血リンパ球に

比べかなり多くのリンパ球が腫瘍細胞に接着している。



1986年1月

OKT9t,OKMl+,Leu7t,Leull十 の亜群が少なくPBL

と比較す るとOK T 4 +細 胞が多 くOK T 8 +細 胞が少な

かった。 し た がって OKT4/OKT8比 は PBLよ り

TDLが 高かった。このように Fresh TDLに は NKが

ほとんど存在していないことがわかったが, このため

に NK感 受性のあるK562に対して軽度の細胞障害性

しか示さなかったと思われる。しかしながら01dham

らは, 3-4週 間胸管 リンパ液の drainageを続ける

とNK細 胞の割合が増加することを示 した1分ので,当

教室で もdrainage直後,2週 間お よび 3週 間後の

Leu7 Leull陽性細胞を検索したところ (表4),や は

り増加する傾向であったが,そ の変動はわずかであっ

た。PLC,KATO IIIは NK抵 抗性であ り,Fresh PBL,

TDLと もほとんどKiller活性を示さなかった。

写真 1は 既報で も述べている10が
, ヒ ト肝癌細胞

PLCに 担癌息者の Frett PBLお よびTDLを 反応さ

せた時の顕微鏡写真である。左下 PBLは 腫瘍細胞に
二部接着 している像を認めるだけであるが,右下 TDL

は PBLに 比べかな り多 くの リンパ球が腫瘍細胞に接

着 している。これはおそらくPLC細 胞膜のアロ抗原

または癌関連抗原を認識 しているためと思われる。現

段階までの検討では Fresh TDLは 癌細胞に対 して接

着能は有 しているが,何 らかの形で活性化されていな

ければ細胞障害性を示さないと考えている。

しかしFresh TDLに は腫瘍細胞に対するKlller細

胞の前駆細胞が多数含まれていることが本検討からも

判明してきたので細胞膜表面での反応成立機序を検索

するのもこれからの課題の 1つ であると考えられる。

同対象患者に対 して精製された IL‐2(Ultrapure IL‐

2)を用いた場合の細胞障害性の変化も検討した(図4)

が,uitrapure IL‐2で は PBLは 活性化されたが,TDL

の活性化はほ とん ど認め られず,%Lysisは Target

PLCの 場合,E/T比 40:1で 4.9%と mediumの みで

培養 した Cultured TDLと の間に有意の差を認めな

かった。Hemlerら は 2週 間以上抗原 と接触 していな

い リンパ球はIL‐2 receptorをほとんど有せず,抗原 と

接触することで,IL‐2 receptorは早期に出現し15～30

時間で peakに 達するとした1。
.Robbら は IL‐2 rece‐

ptorの数を明らかにし,静止期の PBLに は IL-2 rece―

ptorが細胞 1個 あた り200個と少なく,PHA刺 激によ

り増加することを証明した19.すなわち TDLに は IL‐

2 receptorがほとんど存在せず何 らかの形で感作 し

IL-2 receptorを出現させない限 りIL‐2には反応 しな

いと推定される。粗 IL‐2には IL-1,IL‐2,イ ンター
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フェロンなどのインターロイキンや PHAが 含まれて

お り1の～1り
,そ れらの相互作用によりTリ ンパ球の活

性化が行われるものと思われる。奥野らは,NK活 性お

よびCytotoxic T Lymphocyte(以 下 CTLと 略す)

誘導能も低下しているベージュマウス(C57BL/6‐bgJ/

bgJ)を用いて,その低いCTL誘 導能をIL-1添加にて

著明に回復させえることを見い出した。(ちなみにIL‐

2の効果はそれほど著明ではなかった)1り。すなわちま

ずTDLに IL-1,PHAが 作用しCTLの 誘導がおこ

なわれ5レの21ち次にIL-2 receptorを有したCTLか ら

IL‐2,イ ンターフェロンによりさらに活性化され,

LAKが 誘導される1い1ゆという反応系が存在すると考

えられる。

RosenbergらによればIL-2添加培養 3日 目にLAK

が誘導され以後 activityの変化はそれほど認められ

ないといている19われわれも培養開始後 3日 ないし4

日目で同様の細胞障害性の増強を認めた。活性化され

た リンパ球のsubpOpulationをみるとPBLと TDL

では同じような傾向を認めるものの,TDLは PBLに

比べOKT8t,OKIalt細 胞が2倍 ないし3倍の害」合を

占めTDL中 のT細 胞のほとんどが活性化されてい

ると考えられる。

Razと Lotanらによると種々の癌細胞の細胞膜に

は共通してlectin‐like moleculesが存在し,glyco,

proteinにより癌細胞が凝集することから, 癌細胞膜

には共通してsugarbinding proteinが存在すること

を明らかにした2り。そしてRosenbergらは,LAKが す

べてのa1logeneicおよびaut010gous tumorに対して

強いcytotoxityを示すのは癌細胞膜のunique lectin‐

like moleculesに対してnOnimmunogenic recogni‐

tionにより癌細胞のみに作用するためとしている1ゆ.

また RosenbergらによってTDLよ りLAKの 誘導が

報告されているが,彼 らが対象としたのは非担癌患者

であるIゆ.われわれが対象としたのは担癌患者であり,

自己の腫瘍で感作されたTDLは メモリーTDLと な

りIL‐2添加培養により,aut91ogous tumorに対して

IL‐2-activated PBLよりも高いKlller活性を有する

可能性があると予想される。

胸管 リンパ液の流出速度は当教室症例を平均する

と,約 1～2m1/kg/hで体重50kgの息者の場合 1日 1
～21の リンパ液がDranageさ れる。. また TDLは

Dranage直後胸管 リンパ液中にl X 104/mm3程度存在

している (表5)。またperipheral T cellと反応する

OKTllを みると,TDLの 約80%以 上がT cellである
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(表 2)。これをすべて活性化すれば大量の Klller細胞

を誘導することが可能である。

今回の報告では Autologous tumorに対しての細胞

障害性を検討していないので,今 後自己腫瘍および自

己 リンパ球,幼 若化 リンパ球に対する細胞障害性を検

討することが一つの課題であると考えている。

またそれらが解決されれば,IL‐2活性化 リンパ球の臨

床例への応用が検討され,消 化器付属 リンパ装置を中

心 とした消化管局所免疫機構における胸管の存在意義

の一部が解明されると思われる。

ま と め

1,Fresh TDLは 腫瘍細胞に対して接着能を有する

が,殺 細胞性は,ほ とんど有してなかった。

2.Fresh TDLの 中にはOKT6+,OKT9+,OKMl+,

Leu7+,Leullt細 胞が非常に少なかった。

3.Fresh TDLの 中には LAK前 駆細胞が存在し,

IL‐2‐activated PBLお よ び TDLと も, a110geneic

tulnorに 対して強い細胞障害性を示 した。

4.IL‐2添 加培 養 に よ り,PBLお よびTDLと も

OKT8t,OKTll+,OKIalt,Leu7t,Leull+細 胞が増

加 したが,そ の変動は TDLの 方が著明であった。

5。大量の TDL患 者から得ることができ,そ れらを

活性化することにより,臨 床応用への可能性が示唆さ

れた。

本研究の一部は文部省科研費による.本 論文の要旨は第

25回消化器外科学会において発表した。
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