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胃癌患者の腹腔滲出細胞を採取してその抗腫瘍活性の測定とOK432術前投与によるその変動効果

を検討した。平均回収細胞数は(2.2±0.4)X107個で各臨床病期間で有意差を認めなかった,抗腫瘍活

性の測定として,①  lymphokine‐activated killer(LAK)誘導能,② 腹腔マクロファージの腫瘍増殖

抑制能を検討したがLAK誘 導能ではいずれの症例からも有意な活性は認められず,ま たOK432術前

投与にても効果は認めなかった。腫瘍増殖抑制能ではStage II, III症例で比較的高い活性を認め

(Stage 1 16.3±6.0%,Stage I1 45.0±4.4%,Stage II1 23.0±9.0%,Stage IV 12.2±10.2%)ま た

OK432投与にてその活性増強を認めたものの総体的にその抗腫瘍活性は高くなく,腹 腔惨出細胞の局

所防禦に占める役割は大きいものではないと考えられた。

索引用語 :腹陛滲出細胞,cytostatic assay,lymphokine‐activated killer細胞

H.対 象および方法

(1)研究対象

昭和60年9月以降に近畿大学第 1外科で手術を受け

た70歳未満の初発胃癌息者27例を対象に無作為に,①

OK432術前投与群 (2KEを 隔日で計 3回投与, 4～ 5

日休薬後に根治手術),② 非投与群の2群 にわけた。

(2)腹腔滲出細胞 (PECs)の 採取

開腹後直ちに温生食約1,000mlでよく腹腔内洗浄

後,洗 浄液を回収して細胞分画を得た,検 鏡による細

胞数算定ののち一部はnOw cytomet呼 法 (OrthO

Spectrum III,Ortho社製)に よる細胞表面抗原の検索

に用い,残 りは凍結保存し以下のfunctional assayに

I. はじむうに

胃癌の腹膜播種は最も多い再発様式で, しかもその

予後は極めて不良である。腹膜播種発生の機構の解明

やその対策をたてることは胃癌治療上極めて重要な意

義がある。腹腔内撒布癌細胞に対し,抗 腫瘍的役割を

担 うと考えられる胃癌患者の腹腔滲出細胞 (per‐

itoneal exudate cells:PECs)を手術時に採取して,

その細胞学的特性や機能的抗腫瘍活性を検討し, さら

に,術 前投与によるその抗腫瘍効果を検討した。
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用いた.

(3)腹 腔マクロフアージによる腫瘍細胞の DNA合

成抑制活性の測定 (cytostasis assay)'PECs(5× 105/

well)を 平底96穴マイクロプレー ト (Falcon#3072)

にて 3時 間培養 (37℃夕 5%C02)す る。そののち上

澄みをすててプレー ト付着性細胞のみ とし,マ クロ

ファージ活性化因子 としての γ‐interferon(γ‐INF)

を加えてさらに20時間培養する。上澄みをすてて次に

腫瘍細胞 (Daudi細 胞,2× 104/well)を 加えてさらに

24時間培養する。培養終了の 4時 間前に各 wellに 3H_

thymidine O。5/Ciを 添加 して各群の瞳瘍細胞 DNA

合成抑制能 (cytostasis)を 検索 した。

%Cytostasis=1-

腹腔マクロフアージ存在群のカウン ト(cp理)

腫瘍単独群のカウン ト(cpm)

(4)lymphokine‐ activated killer(LAK)活 性の測

定の

PECs(5X105/well)を recombinant interleukin 2

(rIL‐2)(2units/well,武田薬品工業 K.Kよ り供与)と

ともに96穴丸底マイクロプレー ト(Flow社 製)にて 3

日間培養 (37℃, 5%C02)す る。培養後プレー トを

遠心 (1,400r.p.m.5分)し ,上 澄みをすてたのち51cr

(Na2 51cr 04:New England Nuclear社 製)を ラベ

ルした腫瘍細胞 (2X104/well)を入れ, よく撹拌振 と

う後,型 の ご と く 4時 間
51cr遊離 法 (51cr―release

assay)を 行った。

III.結   果

(1)腹 腔惨出細胞 (PECs)の 細胞数とその表面抗原

の検索

検索 した27例を目癌取 り扱い規約めに準 じて臨床病

期別に分類しそれぞれの性比,平 均年齢ならびに回収

された腹腔滲出細胞数.表 1に示 した。全症例を通 じ

て平均年齢は52.6±1.6歳で Stage III,IV群が Stage

I,II群にくらべて高齢傾向であったが回収された細胞

数には各病期での有意差は認めず平均 (2.2±0,4)×

107個であった。また術前 OK432投 与群で明らかに細

胞数の多い例 (最多例 :1.8X108個)も認められたが全

体的にはこれまでのところ非投与群 との間に有意差は

認めず,今 後 Su―Ps反 応性との関連を含めて症例を重

ねるべき問題 と思われた。細胞表面抗原の解析でも各

臨床病期間での差よりむしろ個体差が大きく表 2に 各

病期での具体的な代表例 3 ralずつを呈示した.OKMl

陽性細胞の比率が最も高 く(平均38.9±2.7%)明 らか

に末精血 リンパ球のそれ とは異なる分画様式を示 し
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表 1 対 象症例

表 2 フ ローサイトメトリー法によるPECs細 胞

表面抗原の検討

Stage 年齢/性別 OKT3 OKT4 OKT8 OKMl

I

女

女

女

211%

36 3

36.5

1 1 . 6 %

32 3

19 7

131%

27.6

26 4

30.3%

57 6

40.2

女

女

男

26 3

31 4

27 6

16 6

1 5 2

20.1

18,9

20 2

22 2

30.3

38.4

41 1

皿

男

女

男

41_5

19 9

55 2

V

男

男

女

48 0

36,7

21_4

平均値 (%)
33 5

±3 2
19.5

+2 0
23 2

■2 8
38,9

+ 2 , 7

ブt .

( 2 ) 腹腔 滲 出細 胞 か らの l y m p h o k i n e ‐a c t i v a t e d

killer(LAK)活 性誘導能

これまでに検索した14211(OK432術 前投与群 4例 ,

非投与群10例)で はいずれの場合 も培養 胃癌細胞

(NUGC 4)や Daudi白 血病細胞に対して有意な細胞

傷害活性を有するLAK細 胞を誘導することはできな

かった (表 3).

もちろんいずれの症例も末檎血 リンパ球からは強い

LAK活 性を誘導することができることからこの結果

が各症例の免疫抑制状態に起因しているものではない

ことは明らかである。

(3)腹 腔マクロファージの腫瘍細胞 DNA合 成抑制

活性 (cytostasis)の 測定

腹腔滲出細胞から得た dish付 着性細胞は形態学的

にもまた latex beadsを 貴食する能力からみてもその

90%以 上がマクロフアージである。この細胞自体,あ

るいはさらに活性化因子 (recombinant γ‐interferon)

Stage 症例
性 別
(男/女)

平均年齢
腹腔渉出細埠努踏

1堪夕)

Ｉ

Ｈ

ｍ

ｖ

4 7 . 6±2 8

4 8 . 2±4 3

5 6 6± 1 . 7

57 9=L4.6

1 7± 0 4

2 . 9±1 8

2 1± 0 9

2 5± 1 . 0

全症例 15/12 52.6こと1 6 2 2■ 0 4



症例
細胞傷害活性 (%)

NUCC4 Daudi

対照群

＜

＜

＜

＜

＜

＜

＜

＜

＜

＜

4 6

< 1

8 2

2 . 4

< 1

< 1

2 . 1

< 1

< 1

< 1

平均値 < 1 1 7■0.4

OK432
術前投与群

< 1

< 1

< 1

< 1

< 1

4 8

< 1

2 . 8

平均値 < 1 19± 08

1987年5月

表 3 腹 腔惨出細胞 (PECs)の LAK(1りmphokine

activated killer)活性

表 4 腹 腔マクロファージの腫瘍増殖抑制活性の

臨床病期による比較

S t a g e 症例
増殖抑制活性 (%) 平 均 値

MAF(一 ) (十 ) ( 一 ) (十 )

I

1 2 6

7 . 3

1 0 . 4

0

1 9 . 6

34.4

13.1

9 3

0

24.5

10.0± 32 163±  60

14.8

24.2

20.4

19,8

45 6

53.3

48.6

32 5

「 p < 0 0 1  ¬

198± 1.9 145.0± 44・

0

9 . 5

38.6

1 8 . 6

0

182

40.8

32 8

16 7■8.2 23.0± 90

V

0

0

12.6

4 . 2

0

0

42.6

6 . 3

42± 3.0 12.2EL lo.2

'p<0.01(Stage tt versus Stage I,IV)MAF(マ
ク,ファ

ージ活性化因子),本文参照

を加えて あ 成 拘 活性化を誘導 した細胞の腫瘍細胞

(Daudi)に 対するDNA合 成抑制 (増殖抑制)活 性を

測定した。これまでに検討した17例の結果を臨床病期
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表 5 0K432術 前投与によるPECsの 腫場増殖

抑制活性の増強効果

MAF'(macrophage activating factorl本文参照
NS.… not signincant

別に分類 して表 4に 示 した。個体差はみ られるものの

Stage II,III症例では cytOstasis活性が高 く,γ‐inter‐

feronを力口える とStage IIで は19.8±1.9%か ら

45.0±4.4%と有意な増強効果 (p<0,01)を 認め,ま

たStage IIIでも16.7±8,2%か ら23.0±9,0%と活性

増強傾向が認められた。

(4)OK432術 前投与による腹腔マクロファージの

cytostasis活性増強効果

OK432に よる活性化マクロファージ増強効果はこ

れまでに多くの報告があり。ゆ,著 者らもマウスの系で

腹腔滲出細胞のLAK活 性,抗 腫瘍性マクロファージ

活性が著明に上昇することを報告している。そこで実

際の胃癌患者で術前にOK432投与を行い腹腔マクロ

フアージの抗腫瘍活性が増強するか否かを検討した。
これまでに検討したOK432術前投与群は8例,対照群

は9例でそれぞれの平均年齢,臨 床病期は表5に示し

た とお りで両群間に有意差は認めない。その結果

cytostasis活性は対照群9.0±2.6%,OK432術 前投与

群16.9±4.0%であったが,物 クガ拘 でさらにγ‐inter‐

Feronを加えて活性化すると著朔な活性増強を認め

(表5,下 欄),OK432術 前投与によって腫瘍傷害性マ

クロファージ (tumoricidal macrophage)に分化する

elicited macrophageが誘導され うることが示唆され

ブ【二.

IV.考  媒

これまでのマウスを主とした動物実験で腹腔内マク

ロファージおょび腹腔内滲出T細 胞,NK細 胞の抗腫

瘍活性に関する報告は数多く0～め, しかもそれらの抗

腫瘍活性は総じて高く,腹 腔内滲出細胞が担う局所免

51.3± 2.8

MAF'(― )

増殖抑制活性 (%)

M   NIAF(十 )

Ｎ
‘

６

メ

３
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疫能は決して小さいものではないのではないかと考え

られる。しかしながらこれらはいずれもBacillus Cal‐

mette‐Gterin(BCG)や ヨリネ菌, ウイルスなどを動

物に感作させて得た腹腔惨出細胞であ り,必 ずしも実

際の臨床例のモデルとはなりえない。著者らは胃癌患

者の腹腔滲出細胞を採取 してその細胞の表面抗原およ

び機能的な抗腫瘍活性を検討してこの細胞の局所免疫

に占める役害Jを明確にしようとした。腹腔惨出細胞は

開腹手術時に温生食で腹腔内をよく洗浄することに

よって得たが, この際正確に正中線上でかつ可及的速

やかに開腹することが重要で, この操作により末浦血

の腹腔内流入を防ぐことができる。回収された細胞の

表面抗原解析によって細胞構成を検討したところ個体

差は大 きいが OKMl陽 性を示すマク'フ アージ分画

が平均40%近 くを占め明らかに末浦 リンパ球のそれと

は様相を異にしていた。また回収細胞数も個体差が大

きいが平均 2× 107個程度で臨床病期 とは全 く相関を

示さず (表2)む しろ患者個人の栄養状態 (肥満度)

と関連があるように思われた。
一般に肥満体型で大網

や腹控内脂肪の発達 した症例では回収 される細胞数が

少なく逆に筋肉質でやややせ型の症例では回収細胞数

が多かった。菱沼らが食餌制限をさせたマウスの免疫

能を検討したところ,制 限群は対照群に比較 して明ら

かに体重が低 く,ま た牌臓重量も低いにもかかわらず

その中に含まれるT細 胞の比率,機 能は高 く,種 々の

免疫能が元進 していた とい う興味ある報告を してお

り,今 後さらに症例を重ねて検討すべき問題 と思われ

る。

次に機能的な面からその抗腫瘍活性を検討 した。ま

ず lymphokine‐activated killer(LAK)活性の誘導能

を測定 したが, これまでに検索 しえた症例では rIL‐2

10units/ml存在下で NUGC4胃 癌細胞に対 して有意

な細胞傷害性を有するLAK活 性はいずれの症例から

も誘導されなかった。もちろんこれらの症例の末浦 リ

ンパ球からは同条件下で NUGC4に 対 して約20～30%

の細胞傷害性を有するLAK活 性が誘導できることか

ら腹腔滲出細胞からLAK活 性が誘導 されない原因が

これらの症例の免疫抑制状態に起因するものではない

ことは明らかである。また OK432術前投与群において

も同様で LAK誘 導能に関 してはOK432術 前投与に

よってもそよ賦活作用は認められなかった。ところが,

腹腔惨出細胞からdish付着性細胞を残し,Daudi腫瘍

細胞に対する増殖抑制活性を検討すると表 4に 示 した

ように Stage II,III症例ではその活性が認められ γⅢ

interferonの よ う な macrOphage  activity  factor

(MAF)を 加えるとさらにその活性増強が認められた。

このことはこれまで著者らりの胃癌思者牌細胞を用い

た LAK誘 導能の検索にて Stage II,IIIでは有意にそ

の活性が増強していた事実と考えあわせると担癌時期

(臨床病期)と抗腫瘍免疫能という面から興味深い結果

である.さ らにOK432を 術前投与することによって

cytostasis活性が増強することから本剤の投与で腹腔

マクロフアージが刺激され elicited macrophageが 誘

導 されていることが示唆 された。このようにcytOs‐

tasis活性は認められたものの一般的には胃癌患者の

腹腔滲出細胞は凍結融解などの操作にても容易に変性

を うけやすい脆弱か細胞群でその抗腫瘍活性において

も著者 らはこれまでのところ殺腫瘍活性 (cytocidal

activity)を見出してはおらず腫瘍細胞の DNA合 成阻

害能 (cytostatic activity)を検出できたにすぎない。

したがってこれまでに得 られた結果からは腹腔惨出細

胞が担 う局所免疫は決して大きな役害Jを占めていると

は考え難 くそれがゆえに腫瘍の腹腔内播種をきたした

場合,容 易に広が り,そ の予後を不良なものにしてし

まうかもしれない。今後 OK432な どの免疫賦活剤のよ

り効果的な術前投与法や投与量の検索を行って腹腔滲

出細胞の抗腫瘍活性増強法を検討していきたい.

V.結   語

胃癌患者の腹腔滲出細胞を採取 してその抗腫瘍活性

の測定とOK432術 前投与による変動効果を検討し,以

下の結果を得た。

(1)平 均回収細胞数は (2.2±0.4)×107個で各臨床

病期間で有意差を認めなかった。

(2)腹 腔滲出細胞の lymphokine‐activated killer

(LAK)活 性誘導能を測定したところ,いずれの症例か

らも有意な活性は認められずまた OK432術 前投与に

よる効果も認めなかった。

(3)腹 腔マクロフアージの腫瘍増殖抑制能を検討し

たところStage II,III症 例で比較的高い活性を認め

(Stage 1 16.3±6.0%,Stage■ 45.0±4.4%,Stage III

23.0±9.0%,Stage IV 12.2±10.2%),また OK432投

与にてその活性増強を認めた。
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