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原  著

胃癌所属リンパ節のリンパ球サブセットの検討

一特に早期胃癌と進行胃癌の比較
一

阜期胃癌14例,進 行胃癌15例および胆石症8例 (対照)の 胃所属リン
パ節のリンパ球サブセットを

singleまたはtwo color aow cytometryにより検索し,こ れらの抗腫瘍能を検討した。 1群 リン
パ節

については,早 期癌と対照の間には有意差は認められなかったが,進 行癌ではLeu‐3atLeu‐8~細胞

(helper T cell)が対照に比較して低率であった,早 期癌ではLeu‐2a・細胞が 1群に比較して2群
リン

パ節で高率であり, このほとんどはLeu-15~細胞 (cytotoxic T ce11)であった。 しかし進行癌で
は1,

2群 リンパ節間で抗腫瘍能の相違を示唆する所見は認められなかった。

以上より,胃 癌症例のリンパ節では抗腫瘍能の増強を示唆する所見はなく,進 行胃癌ではむしろ減

弱していることが推測された。
一方,早 期胃癌では抗腫瘍能の減弱は認められず, 2群 リン

パ節が強

い抗腫瘍能を有していることが推測された.

Key words: lymphocyte subset, gastric cancer, regional lymph node of the stomach,

antitumor immunity' flow cYtometry
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よび所属 リンパ節 リンパ球の機能
1。など種々の方法に

より検討されている。 し かし, ヒ トにおいても動物実

験と同様に所属 リンパ節の抗腫瘍能に関して
一定の見

解には至っていない。

近年モノクローナル抗体の作製手技の確立により

種々のリンパ球表面抗原に対する抗体が精製され, こ

れらを用いてリンパ球の機能を反映した リンパ球サブ

セットを同定することが可能となった。本研究では,

各種のモノクロ
ーナル抗体を用いて,胃 癌の所属 リン

パ節のリンパ球サブセットをフロ
ーサイトメトリーに

より測定し,早 期胃癌および進行胃癌の所属 リン
パ節

のもつ抗腫瘍能について検討を加えた。

対  象

1987年 1月 より1988年12月までの 2年 間に術前に免

疫化学療法を行 うことなく手術を施行した胃癌症例29

例から摘出した所属 リンパ節を用いた。 リ ンパ節は転

移のないものを使用し, 1群 リンパ節として腫瘍近傍

のリンパ節 (34個)を , 2群 リンパ節として総肝動脈

幹前上部 リンパ節 (23個)を 用いた。

胃癌症例を早期胃癌14例と進行胃癌15例の 2群 に分

け,対 照として胆石症 8例 の手術時に摘出した胃大弯

緒  言

近年の悪性腫瘍に対する治療成績の向上は拡大手術

に負うところが大きく,広 範なリンパ節郭清は悪性腫

瘍の外科治療として
一般化している。しかし, リンパ

節転移の有無を術前あるいは術中に正確に半J断しえな

い現在,広 範なリンパ節郭清は予防的 リンパ節郭清と

なる場合が少なくない,一 方,腫 瘍免疫の立場より,

所属 リンパ節は腫瘍の発育,進 展において防御的役割

を有することが指摘されてきており
1)～。,最 近では合

理的な悪性腫瘍の手術として所属 リンパ節の抗腫瘍能

を考慮にいれた手術法が検討されるようになった
。.

所属 リンパ節の抗腫瘍能に関する研究は多く,動 物

における移植腫瘍の実験では,所 属 リンパ節は抗腫瘍

的に働くとする報告
3ンおン)と,腫 瘍の発育,進 展を助長

するという相反する報告
印がみられ,い まだ

一定の結

論に達していない。またヒトの自然発生腫瘍における

所属 リンパ節についても,病 理組織学的なリンパ節の

形態り
1い
,免 疫組織化学によるリンパ球の解析

1!l分
,お
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リンパ節 (11個)を 使用した。

方  法

手術時に摘出した リンパ節を速やかに半切し,一 方

を病理組織学的検索に供した。他方を0.02M燐 酸緩衝

液(pH=7.4)内 で細切後撹はんし, リンパ球を浮遊せ

しめ,10分 間静置し,中 間層を採取し,以 下の蛍光抗

体 と反応 させた.蛍 光抗体 にはnuorescein isoth‐

iocyanate(FITC)標 識ク)抗 Leu、4, Leu‐3a, Leu‐2a,

Leu‐7, Leu,1la, Leu‐ 12抗体 (Becton Dickinson Co,

U.SA.)と , two color aOw cytOmetryに は phycoer‐

ythin(PE)標 識 の抗 Leu‐8,Leu、15抗体 (Becton

Dickinson Co.)を使用した。冷暗所 (4℃ )に て各抗

体と30分間反応させ,ISOTON III(Coulter Co,U.

S.A.)にて洗浄し,こ れを検体とした。赤血球の混入の

みられる検体では0.42%ト リス緩衝塩化アンモニウム

溶液1.Omlと 1分間反応後,ISOTON IIIにて洗浄し,

赤血球を排除した後に測定した。

Epics Vフローサイ トメーター (Coulter Co,U.S.

A。)を使用して,forward scatterおよび90°scatterに

Table l  Relation between phenotypic subset and

functiOnal subset

phenotypic subset functional subset

2(2)

Leu-4+

Leu 3a+

Leu 3a+Leu 8

Leu 3a+Leu 8+
Leu-2a+

Leu 2a+Leu 15-

Leu 2a+Leu-15+

L e u -  / -

Leu-11a+

Leu-12+

pan T cell

helper or inducer T cell
helper T cell

suppressor inducer T cell
cttotoxic or suppressor T cell

cytotoxic T cell
suppressor T cell

NK or K cell

NK or K cell

B cell
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よリリンパ球の集団に gateを設定し,single co10rお

よびtwo color aOw cytometry法によりこの gate内

の細胞3,000個に対する各種の抗原陽性細胞の百分率

を求めた。各種抗原陽性細胞とリンパ球サブセットの

関係を Table lに示した。

統計処理には Studentもt‐testを用い,p<0.05を 有

意差とした。

成  績

1)対 照,早期胃癌,お よび進行胃癌におけるリンパ

節 リンパ球サブセットの比較

対照の リンパ節は胃所属 リンパ節の 1群 リンパ節に

相当するため,早 期胃癌および進行目癌の 1群 リンパ

節の結果と比較検討 し,そ の成績を Table 2に示 し

た.対 照,早 期癌および進行癌ともに T細 胞を示す

Leu‐↑細胞は リンパ節 リンパ球の過半数を占め最も

多く,つ いで B細 胞を示す Leu‐12+細胞が多く,natu‐

ral killer cell(NK細胞)を 示す Leu‐7・細胞および

Leu‐1la■細胞は約 1%で あり,T,B細 胞に比較して低

率であった。

対照と早期癌の間で各 リンパ球サブセットを比較す

ると,各 陽性細胞の比率は両群間に統計的な差はな

かった。しかし,対 照と進行癌を比較すると,Lcu‐12+

細胞は進行癌において有意 (p<0.05)に 高率であっ

た.また有意差はないが,Leu-3a+細胞は進行癌におい

て低率の傾向がみられた。

L e u ‐3 a 十細 胞 お よび L e u ‐2 a 十細 胞 は, そ れ ぞ れ

helperあ るいは inducer T cell, cytotOxicあ るいは

suppressor T cellという異なったサブセットを認識

するため,PE標 識の抗 Leu、8および Leu‐15抗体を用

いて two color aOw cytometryを行って検討した成

績を Table 3に示した。Leu‐3atLeぃ8~細胞は,対照と

早期癌の間には差を認めなかったが,進 行癌では対照

Table 2 Comparison of lymphocyte subsets in Nr nodes among control and early
and advanced cancer patients

lymphocyte subset
control early cancer advanced cancer

mean+SD (n) mean+SD (n) mean+SD (n)

Leu-4+

Leu-3a■

Leu-2a十

Leu-7■

Leu-1la十

Leu-12+

6 8 4±9 5 ( 7 )

6 2 6±1 4 3 ( 8 )

1 1 4± 5 , 0 ( 8 )

0 8± 0 6 ( 7 )

0 . 9±0 2 ( 2 )

7 3± 7 1 ( 8 )

6 4 6± 1 2 . 8 ( 1 3 )

5 5 5± 1 4 2 ( 1 3 )

1 1 3± 3 . 8 ( 1 3 )

0 5± 0 3 ( 8 )

0 6± 0 3 ( 4 )

9 1± 6 4 ( 1 3 )

6 5 9± 1 3 4 ( 1 5 )

5 3 1± 9 8 ( 1 5 )

1 3 7±3 7 ( 1 5 )

0 8± 0 3 ( 7 )

1 _ 0±0 2 ( 2 )

1 5 . 4±1 0 9 ( 1 5 ) =

Nr node : perigastric node mean+SD was presented by !{ * : p<0.05 vs. control



lymphoclte
subset

control early cancer advanced cancer

meantSD(n) meanaSD(n) mean t SD(n)

Leu-3attLeu-8~

Leu-3a■Lcu-8■

Lcu-2a+Leu-15+

584± 117(5)

1 3 2 ±1 2 6 ( 5 )

0 1 ± 0 1 ( 5 )

4 5 9 ±1 9 8 ( 7 )

1 3 7 ±1 2 8 ( 7 )

02± 02(7)

4 1 0 ±6 7 ( 1 0 ) ・

1 3 9 ±1 0 1 ( 1 0 )

0 1 ± 0 2 ( 9 )

1990年 1月

Table 3 Comparison of lymphocyte subsets in Nl

nodes among control and early and advanced

cancer patients by two c01or flow cytometry

Nr node : perigastric node

Nz node : node along common hepatic artery

meantSD was pr*nted by %
' : p<0.05 vs. control

Table 4 Comparison of lymphoclte subsets between

Nr and Nz nodes in early gastric cancer patients

N2nOde

llmphcyte subst
meantSD(n)

ku 3a+I:u-8-

I-eu-3a+ku-8+

Inv2a*

Iru-2a+Iru 15-

Leu 2a*ku-15+

ku-7*

ku 11a*

Ieu-12+

5 9 2±1 2 0 ( 1 2 )

4 5 8±1 0 7 ( 1 2 )

3 3 5±1 2 5 ( 7 )

1 3 6±1 2 8 ( 7 )

1 6 6と 6 2 ( 1 2 )Ⅲ

1 8 3± 5 9 ( 6 )

0 2± 0 2 ( 6 )

0 6± 0 6 ( 7 )

0 7± 0 2 ( 3 )

5 9± 4 1 ( 1 2 )

NI node:peigastHc node

N2nOde i node along common hepatic artery

meantt SD was presented by%

' : pく0 0 5

に比較して有意に低率であった。また,Leu‐2at細胞に

関しては Leu-2a+Leu‐15キ細胞はごくわずかであ り,

Leu‐2a十細胞 のほ とん どは Leu‐2attLeu‐15~細胞 で

あった。

2)早 期胃癌における 1群 および 2群 リンパ節の リ

ンパ球サブセットの比較

早期癌における 1群および 2群 リンパ節の各抗原陽

性細胞の率を比較した成績を Table 4に示した。Leu‐

2at細胞は 1群 リンパ節に比較して 2群 リンパ節で有

意 (p<0.05)に 高率であり,Leu‐2at細胞のほとんど

は Leu‐2atLeu‐15細 胞であった.Leu‐2a+細胞以外の

細胞は 1群および 2群 リンパ節間で統計的な差を認め

なかった。

3)進 行胃癌における 1群 および 2群 リンパ節の リ

3 ( 3 )

ンパ球サブセットの比較

進行癌における 1群 および 2群 リンパ節の各抗原陽

性細胞の比率を比較 した成績を Table 5に 示 した.

Leu‐3a■細胞を 1,2群 リンパ節で比較すると,2群 リ

ン′く節で有意 (p<0.05)に 低率であった。Leu‐3a+細

胞を Leu‐3aキLeu‐8~および Leu‐3attLeu‐84細胞に分類

すると,両 細胞とも2群 リンパ節で低値を示したが有

意差は認められなかった。Leぃ2at細胞は 1,2群 リン

パ節間で差はなく,早 期癌で認められたような傾向は

みられなかった。

Table 5 Comparison of lymphocyte subsets between

Nl and N2 nOdeS in advanced gastric cancer patien低

N2 nods
lymphocyte subset

meantSD (n)

Nr node : perigastric node

N2 node : node along common hepatic artery

meanaSD was presented by %
'  :  p ( 0 . 0 5

Table 6 Comparison of lymphocyte subsets in Nz

nodes htween early and advanced gastric cancer

patients

advanced cancer
lymphocyte subset

meantSD(n)

Leu-4■

Leu-3a十

Leu-3attLeu-8-

Leu-3attLeu-8+

Lcu-2a■

Leu-2a+Leu-15~

Leu-2a■leu-15■

Leu-7■

L e u - 1 l a +

Leu-12■

Leu-4■

Leu-3a■

Leu-3a■Leu-8-

Leu-3a■Leu-8+

Leu-2a十

Leu,2a+Leu-15~

Leu-2attLeu-15■

Lcu-7■

Leu-1la+

Leu-12■

N2nOde i node along common hepatic artery

meanttSD was presented by%
・ip<005

5 7 5 ±1 0 8 ( 1 1 )

4 2 7 ±9 0 ( 1 1 ) '

331± 100(8)

107± 98(8)

1 5 9 ±4 4 ( 1 1 )

1 4 7 ±5 1 ( 7 )

0 1 ± 0 1 ( 7 )

0 8 ± 0 3 ( 5 )

1 2 ± 1 2 ( 2 )

1 1 3 ±6 0 ( 1 1 )

5 7 5主l o  8 ( 1 1 )

4 2 7±9 0 ( 1 1 )

3 3 1±1 0 0 ( 8 )

1 0 7± 9 8 ( 8 )

1 5 9±4 4 ( 1 1 )

147± 51(7)

01± 01(7)

0 8 ± 0 3 ( 5 )

1 2 ± 1 2 ( 2 )

1 1 3 ±6 0 ( 1 1 ) ・

6 4 6 ±1 2 8 ( 1 3 )

5 5 5 ±1 4 2 ( 1 3 )

4 5 9 ±1 9 8 ( 7 )

1 3 7 ±1 2 8 ( 7 )

1 1 3 ±3 8 ( 1 3 )

1 2 8 ±3 8 ( 7 )

0 2 ± 0 2 ( 7 )

0 5 ± 0 3 ( 8 )

0 6 ± 0 3 ( 4 )

9 1 ± 6 4 ( 1 3 )

meantSD (n)

6 5 9 ±1 3 4 ( 1 5 )

5 3 1 ±9 8 ( 1 5 )

4 1 0 ±6 7 ( 1 0 )

1 3 9 ±1 0 1 ( 1 0 )

1 3 7 ±3 7 ( 1 5 )

1 2 8 ±3 9 ( 9 )

0 1 ± 0 2 ( 9 )

0 8 ± 0 3 ( 7 )

1 0 ± 0 2 ( 2 )

1 5 4 ±1 0 9 ( 1 5 )

5 9 2 ±1 2 0 ( 1 2 )

4 5 8 ±1 0 7 ( 1 2 )

335±125(7)

1 3 6 ±1 2 8 ( 7 )

1 6 6 ±6 2 ( 1 2 )

1 8 3 ±5 9 ( 6 )

02± 02(6)

0 6 ± 0 6 ( 7 )

0 7 ± 0 2 ( 3 )

5 9 ± 4 1 ( 1 2 )
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これらの成績を踏まえて,今回の成績を考察すると,

1群 リンパ節において,対 照と早期癌ではリンパ球サ

ブセットに有意差を認めなかったが,対 照と進行癌で

は進行癌において Leu‐3a+Leu‐8細 胞が有意に低率で

あった。 こ の成績から,早 期癌ではリンパ節の抗腫瘍

能の減弱を示す所見は認められなかったが,進 行癌で

はむしろこれが減弱していると考えられた,

早期癌における 1群 および 2群 リンパ節の比較で

は, 2群 リンパ節において Leu‐2a・細胞が右意に高率

であ り,こ のほ とん どは Leu‐15細 胞,す なわ ち

cytotOxic T細胞であることより,早 期癌では 1群 リ

ンパ節に比較して 2群 リンパ節の抗腫瘍性が高いこと

が推測された。一方,進 行癌における 1群 および 2群

リンパ節の比較では,Lcu‐3atLeu‐8~細胞および Leu、

2atLeu‐1伊細胞ともに差はなく, 1, 2群 リンパ節の

抗腫瘍能は同等と考えられた。

以上の T細 胞サブセットの検討より,進行癌では抗

腫瘍能が減弱していることが推測されたが,早 期癌で

はこの減弱は認められず, 2群 リンパ節が強い抗腫瘍

能を有していると考えられた。

T細 胞以外の リンパ球について考察すると,Leu‐

12t細胞と表示される B細 胞に関しては,進 行癌では

1群 リンパ節は対照に比較して高率であり, 2群 リン

パ節では早期癌に比較して高率であった.進 行癌では

早期癌に比較して腫瘍表面のビラン,漬 瘍形成が著し

く,炎症反応が高度であることが考えられる。したがっ

て,進 行癌におけるBリ ンパ球の増加は炎症刺激によ

る抗体産生能の元進を反映していると考えられる。 し

かし, 抗体ヤまantibody dependent cell  mediated

cytotoxity(以下 ADCC)と しての腫瘍免疫への関与

も考えられることから,一概に B細 胞の変動を炎症と

の関連のみで説明することは避けるべきであろう.

NK細 胞を示す Leu‐7+細胞,Leu‐1la十細胞はともに

リンパ節 リンパ球中の約 1%と 低率であり, さらに対

照,早 期癌,進 行癌の 3群間で差はなかった,一 方,

Aboら 21)は, リンパ節中の Leu‐7+旅日胞は約 1%で あ

り,末 浦血中,牌 臓のそれに比べて低率であることを

報告している。これらの成績よりNK細 胞が リンパ節

において非常に重要な抗腫瘍的役害」を演じているとは

考え難い。

動物におけるリンパ節の抗腫瘍能に関する研究は移

植腫瘍を用いたものが多く,移 植早期には腫瘍近傍の

リンパ節の抗腫瘍能が増強し,そ の後,腫 瘍の進行に

伴い腫瘍遠位のリンパ節に比べて腫瘍近傍の リンパ節

4 )早 期 胃癌 と進行胃癌の リンパ節 リンパ球サブ

セットのよヒ較

1群 リンパ節の リンパ球サブセットは Table 2に

示したが,早 期癌と進行癌の 2群 間には有意差は認め

られなかった。一方,2群 リンパ節については Table 6

に示したごとく,Leu‐12+細胞が進行群で有意に高率

であった.し かし,そ の他の細胞では両群間に有意差

は認められなかった.

考  察

リンパ節のリンパ球サブセットをモノクローナル抗

体を用いて解析することにより,担 癌生体におけるリ

ンパ節の機能をある程度推預」することが可能であり,

このような研究は,胃癌
11)1り
,大腸癌lり,乳癌15)などに

おいて行われている。本研究では胃癌患者の所属 リン

パ節 リンパ球を T細 胞,B細 胞,お よび NK細 胞に分

け, とくにT細 胞サブセットに関しては twO cO10r

aow cytometryを用いて詳細に検討した。胃癌患者を

早期癌と進行癌に分け,そ れぞれの所属 リンパ節のリ

ンパ球サブセットを検索し,そ の抗腫瘍能について検

討した。

T細 胞は,そ の機能より,cytotOxic T細胞,helper

T細 胞およびsuppressor T細胞に分けられる。腫瘍

免疫においては殺腫瘍細胞作用を有するcytotoxic T

細胞が最も重要な細胞と考えられているが,お のおの

の T細 胞サブセットは複雑な相互作用のもとに機能

している。一方,種 々のモノクローナル抗体の組み合

わせによるリンパ球の phenotypeとその機能の検索

が試み られ報告 されて きている,Gatenbyら 10,

Damleら 1のは抗 Leu‐8抗体を用いることによりLeu‐3

at細胞を 2種類の機能を持つ細胞に分類した。すなわ

ち,Leu‐3atLeu―肘細胞は抗体産生に対するhelper機

能を持ち,Leu‐3attLeu,8+細胞は suppressor inducer

T細 胞であると報告した。一方,Kansasら 1ゆは,Leu‐

3a+Leu‐8細 胞 とLeu‐3attLeu、8+細胞は,B細 胞の分

化に対するhelper機能とは対照的に,cytOtOxic T細

胞の ampliner機能を有し, この機能は Leu‐8細 胞,

Leu‐8t細胞ともに同等であることを報告した。また,

Landayら 1り,Clementら 20)は,抗 Leu‐15抗体を用い

て Leu‐2at細胞を 2種 の異なった機能を有する細胞に

分類し,Leぃ2がLeu‐15~細胞は cytotOxic T,Leぃ2at

Leu‐15t細胞は suppressor T細胞であると報告した。

以上の報告より,phenotypeと して分類されるLeぃ3

atLeu‐8細 胞および Leu‐2attLeu‐15~細胞は抗腫瘍性

に働 く細胞と考えられる.
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の抗腫瘍能がまず減弱 してい くとい う報告が多

ぃ0つ2つ2ゆ.ゎ れわれの成績では, リンパ節の抗腫瘍能

の増強を示す所見はみられなかったが,進 行した腫瘍

では抗腫瘍能の減弱が示唆され, この点では上記の動

物実験の成績と同様な傾向が認められた.

ヒトの胃癌所属 リンパ節の抗腫瘍能に関しては種々

の検索方法があり,多くの報告がみられる。山岸
10)はリ

ンパ節の病理組織学的な形態より胃癌 リンパ節の抗腫

瘍能の増強を示唆しているが,小川
2りは,リンパ節の形

態とPHA幼 弱化率より,腫 瘍近傍のリンパ節の抗腫

瘍能の低下を述べている。免疫組織化学的立場から検

討した成績では,稲垣ら
11)の転移陽性,陰性 リンパ節の

比較から癌関連の宿主免疫応答を示唆した報告がみら

れる。しかし,一 方,岡林ら
1り
,丁 野ら
2Dは所属 リンパ

節の抗腫瘍能がかなり低いことを示す成績を報告し,

また,竹 村ら
2のは胃癌の病期の進行に伴いリンパ節の

免疫能が低下することを推損」している。 リ ンパ球の機

能を in vitroで検索した成績では,胃 癌患者のリンパ

節では抗腫瘍能が障害されているというKobaら
13)の

報告がみられる。以上のごとく,in ViVO,in vitroを

通じ,胃 癌所属 リンパ節の抗腫瘍能の増強を示す報告

はむしろ少なく,減弱を示唆する報告が多い。しかし,

これらの報告のほとんどは進行癌を対象とした成績で

あり,早 期癌のみについて検討した成績ではない.

リンパ節の抗腫瘍能のみから癌のリンパ節郭清の是

非やその範囲について言及することはできないが,本

研究の成績より,早 期胃癌では 2群 リンパ節の抗腫瘍

能が比較的よく保たれていることが推預」された。した

がって,この成績は早期胃癌に対して画
一的な R2郭清

を避け縮小手術を支持する
一根拠となると考えられ

る。今後は,多 方面からのリンパ節の抗腫瘍能の検討

が必要であろう。

なお本論文の要旨は,1989年2月,第33回日本消化器外科

学会総会にて発表した。
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comparative studies on Lymphocyte Subsets of Regional Lymph Nodes in
Patients with Early and Advanced Gastric Cancer

wataru Adachi, Naoto Horigome, Akira Sugenoya, Manabu Nakamura, Hideo Miyamoto,
Katsuhiko Ishizaka and Futoshi Iida

Department of Surgery, Shinshu University School of Medicine

Lymphocyte subsets of regional lymph nodes in gastric cancer patients were analyzed by single- or two-color
flow cytometry to evaluate their antitumor immunity. Regional nodes obtained from 14 patients with early cancer
and 15 with advanced cancer were used for this study, and perigastric nodes obtained from 8 patients with
cholelithiasis were used as the control. Regarding N, nodes (perigastric), no statistical differences in lymphocyte
subsets were revealed htween early cancer and the control, but in advanced cancer the rate of Leu-3a- Leu-8- cells
was significantly decreased compared with the control. In early cancer, Leu-2a* cells showed a significantly higher
rate in N2 nodes (located along the common hepatic artery) compared with N, nodes, and most of the Leu-2a* cells
consisted of Leu-15- cells. In advanced cancer, no evidence to indicate a difference in antitumor immunity between
Nt and N, nodes was found. These data suggest that antitumor immunity of regional lymph nodes in gastric cancer
patients is not enhanced but is suppressed in advanced cancer. In early cancer, however, antitumor immunity is
retained in N, nodes.
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