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術前免疫療法剤局所投与 として MY‐1,20ngま たは OK‐432,10KEを 腫瘍周囲に局注された胃癌患

者の所属 リンパ節 リンパ球を two color aow cytOmetryにて検討した。MY-1局 注群 (14例)お よび

OK‐432局注群 (11例)は 対照群 (12例)に 比較 し,Leu2a+Leu15の キラーT細 胞が増加 していた。

また Leu7~Leull+の高活性 NK細 胞は全体に少数であったが,MY‐ 1局注群の遠位 リンパ節で増加し

た症例が認められた。以上の結果から,所 属 リンパ節 リンパ球の two color now cytOmet守による分

析は免疫療法剤局所投与の有効性の判定に有用であることが示された。

索引用語 :胃癌に対する免疫療法剤局所投与,所 属リンパ節リンパ球,two color■ Ow cytometry

I . 絡 言 有効性を評価 しえる免疫学的指標 は得 られていな

癌に対する免疫療法の有効性判定の指標 として現在   い の。

まで,(1)画 像診断 ・病理診断による直接効果判定,    一 方,最 近の免疫学の発展に伴い機能を異にするリ

(2)各 種免疫パラメーターの検討,(3)患 者の自他覚   ン パ球亜群の表面抗原に対応するモノクローナル抗体

症状の改善,(4)randomized controlled studyによる  が 作成 され,蛍 光抗体法などによる免疫組織学的検

生存率の比較Dな どが行われているが,免 疫療法剤を  索 ゆあるいは■ow cytometry(FCM)に よるリンパ球

投与された担癌個体の免疫反応を正しく解析 し,そ の  亜 群の分析りが容易に行えるようになった。そこで,こ
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らの新しい手法の免疫療法剤効果判定への応用が注
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対する免疫応答の場である癌局所への投与がもっとも

効果的であると考えており,本 研究では胃癌患者に対

して術前免疫療法剤局所投与を行い,腫 瘍組織の免疫

組織学的検査および所属 リンパ節 リンパ球のCFMに

よる分析を行い, これらの方法が免疫療法剤の有効性

判定の指標あるいは作用機序解明の手段となりえるか

否かを検討した。

免疫療法剤として,MY‐ 19。およびOK‐432のを用い

た。MY‐1は徳永らによって発見された BCG出 来の

DNA分 画であり,動 物実験において宿主の免疫系を

介する抗腫瘍活性が認められている。

H.対 象と方法

1.対 象

1984年11月より1985年11月まで,千 葉大学医学部第

2外科および千葉社会保険病院にて施行された胃癌切

除例42例を対象とした。組織学的に診断が確定し,腎,

肝,骨 髄,心 ,肺 機能などに高度な障害がなく,重 篤

な合併症のないものを選択した。

MY‐1投与例については,MY‐ 1による皮内反応りを

実施し,即 時型の反応が陰性の例のみを対象とするこ

ととしていたが,陽 性の症例は1例 もなかった。

MY,1投 与例においてはMY‐1の使用目的,検索内容

および予想される副作用を本人または家族に説明し同

意を得た。

2.免 疫療法剤局投与および割り付け

外来受診時に,対 照群,MY‐ 1局注群およびOK‐432

局注群に順次割り付けを行った。免疫療法剤局注は術

前内視鏡検査時に内視鏡局注針 NM‐lK(オ リンパス

社製)を 用いてMY‐1,20mg(三 井製薬工業 (株)提

供,臨床治験用製剤)またはOK‐432,10KE(中外製薬)

を生理食塩液5mlに溶解し,癌 腫周囲数力所に分注し

ツ【= .

3.手 術

免疫療法剤局投与より1～32日後に,胃 癌に対し開

腹手術が施行された。術中転移陰性と思われた所属 リ

ンパ節を可能なかぎり各群より摘出し,二 分割し一方

を病理検査に供し,他 方を生理食塩液に浸折し,米 中

にて冷却した。

切除標本より腫瘍組織を正常組織とともに切 り出

し, これも生理食塩液に浸折し,氷 中にて冷却し,免

疫組織学的検査に用いた。

4.免 疫学的検査

(1)蛍光抗体法による胃癌組織浸潤 リンパ球の分析

切り出された腫瘍組織は速やかに三井製薬工業(株)
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表 l Flow cytometryによるリンパ球サブセット

測定項目

対応するサブセツト

政狐付 細胞

HLA‐DRtt Ftl胞

晩u4■HLA‐DR+細 胞

晩u4■HLA,DR― 細胞

晩u3aキ細胞

陸u2a+細 胞

Leu2a+Leu15+細 胞

Leu2a+晩 u15~細 胞

Leu 7■細胞

Leull■細胞

晩u7+Leull~細 胞

陸u7+Ltull+細 胞

晩u7~ 晩 ull+ 細獄&

晩u12■細胞

晩uM3+細 胞

T細 胞

活性化T細 胞, B細胞,単 球

活性化T細 胞

ヘノレミー/インデューサーT細胞

サプレッサー/キラーT細 胞

サブレッサーT細 胞

キラーT細 胞

NK/K細 胞 LCL

NK/K細 胞 LGL

NK/K細 胞 LGL

NK/K細 胞LGL

NK/K細 胞LCL

B細胞

単球・マクロファージ

生物科学研究所 (千葉県茂原市)に 送付し免疫組織学

的検索を行った。組織切片を手術当日に凍結切片とし,

使用時まで-20℃で保存した。染色はビオチン・アビ

ジン・auOrescein isothiocyanate(FITC)法で行もヽ,

蛍光顕微鏡で観察したり。モノクローナル抗体はDick‐

inson Monoclonal CenterのLeuシ リーズ抗体を用い

亨【二.

(2)所 属 リンパ節 リンパ球亜群の FCMに よる分析

術中採取した リンパ節は (株)日 本免疫研究所 (東

京都中央区)に送付しリンパ球亜群の検査を行った1の.

ただし,病 理学的に転移陽性 となった リンパ節に関し

ては解析から除外 した。モノクローナル抗体は Dick‐

inson Monoclonal CenterのLeuシ リーズ抗体 を用

い,FCMは Becton‐Dickinson社製 FACS440を 使用

した, two color FCMヤ まFITCと phycoerythrin

(PE)を蛍光物質 として用いた11).表1に本研究で測定

した項 目を示した。

5.副 作用および臨床検査

自覚症状および他覚所見を観察した。免疫療法剤投

与前後の 2回 ,血 液検査,血 清生化学検査および尿検

査を行った.所 見が見られた場合は免疫療法剤 との関

連を考察 した。

6。検定

各群間の検定はWelchの t検定を使用し,5%以 下

の危険率が認め られた ときに有意差あ りとしたが,

10%以 下の危険率の場合も参考までに記載 した。
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III.結  果

1.蛍 光抗体法による胃癌組織浸潤 リンパ球の分析

対象症例は対照群 3例 ,MY,1局 注群 8例 ,OK‐ 432

局注群 221jの計13例であった,写 真 1は MY-1局 注症

例の腫の腫瘍部位のの蛍光抗体による写真である。左

は Leu4抗体によりT細 胞を染色しているが,暗く見え

る腫瘍を取 り囲むようにT細 胞が浸潤 している。右は

同部を Leu2a抗 体によリサプレッサー/キラーT細 胞

を染色したものであるが,同 様の浸潤を示し,腫 瘍に

対 し何らかの作用を及ばしていることが想像された。

しかし, この方法は評価が主観的であ り,免 疫療法剤

局注群に特徴的な所見を得るには至 らなかった。

2.所 属 リンパ節 リンパ球亜群の FCMに よる分析

(1)背 景因子

対象は対照群12711,MY‐1局注群14例,OK‐ 432局注

群11例の37例であった.背 景因子を表 2に 示 したが対

照群に stage I・IIの比較的早期の癌が多 く,OK‐432局

注群に stage III・IVの 進行癌が多い傾向がみられた。

(2)FCMに よる分析結果

リンパ 節 は摘 出直 後 に冷 却 し 6 時 間 以 内 に

表 2 背 景因子の分布

項 目 名
例 数

対照群 MY I OK-432 合計

合  計

性  別 性

性

男

女

7

7

年 齢  30～ 39

40ハV49

50-59

60-69

70～

深達度   m

pm

SSβ

SS γ

sel

腫場細胞なし`

麒 韓  P o

P l

P 2

P 3

Ⅲ
術前の組織診断で癌であることが確定している.

胃癌患者に対する免疫療法剤局所投与による所属 リンパ節 リンパ球 日消外会誌 20巻  7号

写真 1 蛍 光抗体法による腫瘍部位の免疫組織学的検索

左 I Leu4抗体による染色結果(T細 胞),右 t Leu2a抗体

による染色結果 (サプレッサー/キラーT細 胞)

FACS440に て分析 した。24時間程度の経過時間では リ

ンパ球亜群測定値にほとんど影響のないことが確認さ

れている (日本免疫研究所,未 発表成績).

Leu4t細胞 (T細 胞)は各群間ではほとんど差を認め

(aow cytOmetry解析症例)

項 目 名
例 数

対照群 MY-1 DK-432 合計

肝転移 Ｈ

Ｈ

Ｈ

Ｈ

組織学的   n(一 )

リンパ節転移 n(十 )

n不 明

n l ( 十 )

n 2 ( 十 )

n3(+)

n4(十 )

組織学的

進行度

Ｉ

工

皿

Ｗ

BRM投 与から 1～ 7日

切除までの日数 8～14日

15-21日

22～28日

29日以上
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なかった (図 1)。 また,活 性化T細 胞であるLeu4■

HLA‐DR+細 胞は MYⅢl局注群で低下 した傾向を示 し

たが有意ではなかった (図 2)。

Leu3a+細胞 (ヘルパー/インデューサーT細 胞)は ,

第 1群 ,第 2群 リンパ節の免疫療法剤局群でいずれも

低下していた (図3).

一方,Leu2a+細 胞 (サプレッサー/キラーT細 胞)は

免疫療法剤局注群で増加しており,第 1群 ,第 2群 リ

図 l Leu4+細 胞 (T細胞)百 分率の分布

C(○ )i対 照群,M(◇ ):MY‐1局注群,0(△ ):OK‐

432局注群第 1群,第 2群,お よび第 3群の各リンパ節

群ごとに, C群 とM群 ,お よびC群 と0群 の間で

W e l c hの方法による t検定を行い,図 中に表示し

た。十 l p < 0 . 1

第 1群    第 2群    第 3群

図2 Leu4+HLA・ DR十細胞(活性化T細 胞)百分率の

分布 C(○ )!対 照群,M(◇ ):MY・ 1局注群,0

(△),OK,432局注群 リンパ節個別の値を各印で,各

群の平均値を横線で表示した。

第 1群,第 2群,お よび第 3群の各 リンパ節群ごと

に,C群 とM群 ,お よびC群 と0群 の間でWelchの

方法によるt検定を行い,図 中に表示した。十 :p<

0.1
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ンパ節の MY-1局 注群では有意に増加 していた (図

4).こ の結果,Leu3a/Leu2a比 は各 リンパ節群で免疫

療法剤局注群が低値を示 した (図 5),

次に免疫療法剤局とにより高値を示 した Leu2at細

図3 Leu3at細 胞 (ヘルパー/インデューサーT細 胞)

百分率の分布

C(① ):対 照群,M(◇ ):MY‐ 1局注群,0(△ ):

OK‐432局注群 リンパ節個別の値を各印で,各群の平

均値を横線で表示した。

第 1群,第 2群,お よび第第3群の各リンパ節群ご

とに,C群 とM群 ,お よびC群 と0群 の間でWeich

の方法によるt検定を行い,図 中に表示した。十 1

p<0.1

第 1辞    第 2群    第 3群

図4 Leu2a+細胞(サプレッサー/キラーT細 胞)百分

率の分布

C(○ ):対照群,M(◇ )i MY・1局注群,0(△ ):

OK、432局注群 リンパ節個別の値を各印で,各群の平

均値を横線で表示した。

第 1群,第 2群,お よび第 3群の各 リンパ節群ごと

に,C群 とM群 ,およびC群 と0群 の間でWelchの

方法によるt検定を行い,図 中に表示した。十 :p<

0.1,・:p<0,05
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図5 Leu3a/Leu2a比 の分布

C(○ )i対照群,M(◇ ):MY‐1局注群,0(△ ):OKゃ

432局注群リンパ節個別の値を各印で,各群の平均値を

横線で表示した。

第 1群,第 2群および第3群の各リンパ節群ごとに,

C群 とM群 ,お よびC群 と0群 の間でWelchの方法

による t 検定を行い, 図 中に表示 した。十 i p <

0 . 1 ,・・: p < 0 0 1

図 6 Leu2a+Leu15+細 胞 (サプレッサーT細 胞)百

分率の分布

C(○ ):対 照群,M(◇ ):MY‐ 1局注群,0(△ ):

OK、432局注群 リンパ節個別の値を各印で,各群の平

均値を横線で表示した。

第 1群,第 2群 ,お よび第 3群 の各 リンパ節群ごと

に,C群 とM群 ,お よびC群 と0群 の間でWelchの

方法によるt検定を行ったが有意差はなかった。

5

O す

C M O  C M O  C M O

第 1 群  第 2 群  第 3 群

胞がサプレッサーT細 胞かキラーT細 胞かを判別する

目的で Leu2aと Leu15によるtow color FCMを 行っ

た所,Leu2at Leu15+細胞 (サプレッサーT細 胞)は

いずれも1%以 下 と少数であり,Leu2a+細胞にはほと

んどサプレッサーT細 胞が含まれていないことが判明

した (図6).

胃癌息者に対する免疫療法剤局所投与による所属リンパ節 リンパ球 日消外会誌 20巻  7号

図 7 Leu2a+Leu15~細 胞 (キラーT細 胞)百 分率の

分布

C(○ ):対 照群,M(◇ ):MY‐ 1局注群,0(△ ):

OK・432局注群 リンパ節個別の値を各印で,各群の平

均値を横線で表示した。

第 1群,第 2群 ,お よび第 3群 の各 リンパ節群ごと

に,C群 とM群 ,お よびC群 と0群 の間でWeichの

方法によるt検定を行い,図 中に表示したⅢ Ⅲ:p<

0.05

図 8 Leu2at Leu15-細 胞 (キラーT細 胞)百 分率の

リンパ節群間比較

C(○ )i対 照群,M(◇ ):MY‐ 1局注群,0(△ ):

OK‐432局注群 リンパ節個別の値を各印で,各群の平

均値を横線で表示した。

C群 およびB群 の名投与群ごとに, リンパ節の第 1

群と第 2群 ,第 1群 と第 3群 ,お よび第 2群 と第 3

群の間で対応のあるt検 定を行い,図 中に表示 し

た。 4i p < o . 0 5

第 1 群   第 2 辞   第 3 群

Leu2a+Leu15のキラーT細 胞は免疫療法剤局注群

で増加していた(図7)。例えば,対 照群の第 1群,第

2群 リンパ節のキラーT細 胞がそれぞれ平均5`7%お

よび8.2%であったのに対し,MY‐ 1局注群ではそれぞ

れ12.0%および13.6%と有意に増加していた。また,

Leu2a+Leu15細胞について,MY‐ 1とOK‐432を免疫
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）
‐
空
ョ
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図9 Leu7~Ledll+細胞 (NK細 胞K細胞)百 分率の

分布

C(○ ):対照群, M(◇ ):My‐1局注群,0(△ ):

OK、432局注群 リンパ節個別の値を各印で,各群の平

均値を横線で表示した.

第 1群,第 2群,第 3群,お よび第 3+第 4群のリ

ンパ節群ごとに,C群 とM群 ,お よびC群 と0群 の

間でWelchの方法によるt検定を行い,図中に表示

した。Ⅲ:p<0,05

第 1群    第 2群    第 3群   第 3・ 4群

療法剤 として一括し,各 リンパ節群間の相果を検討し

たところ,対 照群,免 疫療法剤局注群 とも, よ り遠位

の リンパ節でキラーT細 胞が増加 しており,免 疫療法

注群において,第 2群 リンパ節は第 1群 リンパ節より

有意に増加していた (図8).

以上の結果から,腫 瘍免疫の主役を担 うキラーT細

胞が免疫療法剤局所投与によって,胃 所属 リンパ節に

誘導されたことが半」明した。

また Leu7~Leull十 の高活性 NK細 胞
1カは,ほ とん

どの リンパ節で 1%前 後 しか存在せず,そ の抗腫瘍効

果には疑間があるが,MY‐ 1局注群の遠位 リンパ節に

おいて3.2～6.4%の 高値を示した症例があり,第 3群 ,

第 4群 リンパ節を合わせた MY‐ 1局注群では有意に増

加していた (図9).

3.副 作用および臨床検査成績

副作用に関しては,OK-432局 注群 2例 (18%)に 40℃

以下の発熱が認められたが,何 ら特別の処置を講ずる

必要はなかった。

また,臨 床検査成績も免疫療法剤局注によると思わ

れる異常値は見られなかった。

IV.考   察

癌の非特異的免疫療法は現在広 く臨床応用されてい

るにもかかわらず,多 くの問題を抱えている分.す なわ

ち,補 助免疫療法に用いられている多 くの免疫療法剤

の有効性の問題,有 効性の判定法の問題があ り,ま た

投与方法や投与量にも未解決の点がある。 と りわけ有
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効性半J定の指標に関して,現 在主流になっているran‐

domized controned trialによる生存率の比較1)は判定

に長期間を要し,免 疫学的作用機序を説明することは

困難である。
一方,近年,モノクローナル抗体を用いた FCMに よ

リリンパ球亜群を容易に分別できるようにな り。, と

りわけtwo color FCLll)により従来不可能であったサ

プレッサーT細 胞 とキラーT細 胞の分別も可能 となっ

たI"。そこで本研究ではモノクローナル抗体を用いた

免疫組織学的検索および two color FCMに より免疫

療法剤の有効性の判定, さらに作用機序の解明が可能

か否かを検討した。局所の免疫応答を適確にとらえる

ことを目的 として,投 与方法は癌腫周囲に対する局所

注入,検 索材料は腫瘍内浸潤 リンパ球および所属 リン

パ球を用いた。

免疫療法剤 は MY・1お よびOK‐432を使用 した。

MY‐1は BCGよ り抽出した DNA分 画であ り動物実

験で免疫療法剤 としての抗腫瘍活性が認め られてい

る。い。馬島らにより施行された第 1相試験で,安 全性

と至適用量が確認され8),また落合 らは胃癌患者に対

する全身投与により,末 浦血中のサプレッサーT細 胞

の増加を抑制 し,キ ラーT細 胞の増加を誘導すること

を確認したより.
一方,OK,4327)は臨床応用されて久 しく,局所投与に

おいても優れた臨床効果が認められている15).

癌組織内への リンパ球浸潤の強い症4/1は予後がよい

とする報告もあ り1的
,モ ノクローナル抗体を用いた免

疫組織学的検索の結果に興味がもたれ,本 研究におい

ても抗腫瘍活性を有すると考えられる細胞を初めとし

た各種T細 胞およびマクロフアージが癌組織に浸潤 し

ている所見を得られたが,ま だ症frlも少なく免疫療法

剤局注群に特徴的な所見を得るに至 らなかった。OK‐

432局とによりLeu7t細胞の浸潤を認めた とする報告

もあるが1の
,所 見が主観に左右されやすい点は否めな

い.し かし客観的な評価方法が確立されれば,FCMに

よる分析が行い難い腫瘍浸潤 リンパ球の解析や細胞障

害の現場をとらえる方法 として重要な手段 となるであ

ろう。

所属 リンパ節 リンパ球の FCMに よる分析は現在ま

でに多 くの研究がなされているが,免 疫療法剤局注に

よる変化を two co10r FCMで検討している報告は少

ない。本研究において免疫療法剤を局注された胃癌患

者の所属 リンパ節には腫瘍免疫の主役を担 うと考えら

れるキラーT細 胞が増加していることが確認された。
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所属 リンパ節での リンパ球の動向と機能が半」然としな

い現在, この結果が抗腫瘍効果に直接結びつ くことは

断言できないが,免疫細胞剤が局所の免疫系を刺激 し,

キラーT細 胞が総体的に増加 したことは事実であり,

所属 リンパ節 リンパ球亜群の解析が免疫療法剤有効性

判定の指標になりうることが示されたといえる。また,

キラーT細 胞がより遠位の リンパ節に多数認められた

ことは,転 移抑制の面から興味深 く,今 後腹腔外 リン

パ節についても検索する必要がある。一方,NK細 胞は

二般に所属 リンパ節においては存在頻度が低 く,腫 瘍

に対 していかなる作用を持ちえるか疑間であったが,

免疫療法剤局注群の特定の症例においても著増 してお

り興味がもたれた.

以上の結果は,OK‐432よ りもMY‐1局注群で特徴的

に現われていたが, これが作用機序の相異によるもの

か,背 景因子の相異によるものかなどに症例を重ね検

討する必要がある。

新免疫療法剤,MY‐ 1については今後さらに生存率,

直接効果判定との比較検討を行い臨床応用を進めてゆ

きたい。

本研究を進めてゆく上でいくつかの問題点が明らか

になった。第 1は FCMで 示された リンパ球亜群の比

率が機能を正しく反映 しているかとい う点であ り,今

後特異的な殺細胞活性を見る必要がある。第 2に 転移

リンパ節 リンパ球の検討,第 3に リンパ球の絶対数の

問題 も今後の課題である.

これらの問題点はあるにしてもtwo color FCMに

よる所属 リンパ節 リンパ球の分析は,方 法が簡便であ

り,短 時間で客観的評価が下せることから,免 疫療法

剤局所療法の有効性判定および作用機序の解明に有用

であることが示された といえよう。

V . 結 語

術前免疫療法剤局所投与を施行された胃癌患者の腫

瘍組織および所属 リンパ節における免疫応答を,モ ノ

クローナル抗体を用 いた免疫組織学的検査 とtwo

color aowcytometryにより分析 し,以 下の結果を得

ブti.

(1)免疫組織学的分析では,腫 瘍組織に浸潤する

Leu2a+細胞を多数認めたが,免疫療法剤局所投与に特

徴的な所見は得られなかった。

(2)免疫療法剤局所投与は所属 リンパ節において

Leu2a■Leu15~のキラーT細 胞を増加させた。例えば,

対照群の第 1群,第 2群 リンパ節のキラーT細 胞がそ

れぞれ平均5.7%お よび8.2%であったのに対し,MY‐

胃癌患者に対する免疫療法剤局所投与による所属リンパ節リンパ球 日消外会誌 20巻  7号

1局注群ではそれぞれ12.0%お よび13.6%と有意に増

加していた。

(3)Leu7~Leull十の高活性 NK細 胞は所属 リンパ

節では 1%前 後 と少数であったが,MY‐ 1局注群の遠

位 リンパ節では3.2～6.4%ま で増加 した症例を認め

亨(こ.

(4)以 上の結果か ら所属 リンパ節 リンパ球 の two

color aow cytometryに よる分析は免疫療法剤局所投

与の有効性判定の指標にな りうると思われた。

この論文の要旨は第86回日本外科学会総会(昭和61年,東

京)で 発表した。
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