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胃癌所属 リンパ節における抗腫易性免疫能の検討

曽根 純 之

秋田大学医学部第 1外科

小玉 雅 志  小 山 裕 文  小 山 研 二

胃癌患者における所属 リンパ節の抗腫瘍性免疫能を明らかにするため,胃 癌所属 リンパ節の CD4/

CD8比 ,CD4■CD45RA細 胞の陽性率,お よび Bright CD8+cDllb細胞の陽性率を3ow cytomet呼法

にて狽J定し,臨 床病理学的因子 との関連を検討した.そ の結果,所 属 リンパ節の抗腫瘍性免疫能が保

持されているのは,深 達度では m症 例,sm症 4/11,pm症421,腫瘍径が40mm以 下,リ ンパ節転移陰性

Trll,脈管侵襲陰性4211,stage I症4/1であった。これらの免疫能保持に関わる因子は,ほ とんどが早期胃

癌のもつ因子であり,癌 占居部位や腫瘍径"肉 眼型の検討から転移のない リンパ節の一部を温存する

ことが免疫学的見地からも有意義であると考えられた。また,原 病死例 と生存例 との比較では,死 亡

例の所属 リンパ節の抗腫易性免疫能が低下していた.

Key words: regional lymph node of gastric cancer, antitumor immunity of gastric cancer,

lymphcyte subset

はじめに

癌病巣近傍の リンパ節細胞は,腫 瘍増殖を抑制する

barrierとしての機能をもつことが,移植腫瘍を用いた

動物実験により明らかにされているI)～ゆ。また最近,ヒ・

卜の癌病巣近傍 リンパ節はmechanical barrierとし

ての機能をもつだけでなく,局所のbiological barrier

として抗腫瘍性に機能 していることが報告り～1"され

てきている。所属 リンパ節が抗腫瘍能を有するとすれ

ば, リンパ節を予防的に郭清することは必ずしも適切

とはいえないこととなる。温存 された リンパ節が,再

発時,あ るいは残胃癌発生時の barrierとなるからで

ある. しかし,癌 に対する絶対的な補助療法がなく,

また,す べての リンパ節について転移の有無を,術 中

組織学的に確認することは不可能であることから,肉

眼的に転移陰性と思われるリンパ節に対しても,一 律

に予防的郭清をすることが標準術式 とされている。そ

こで著者は,胃 癌患者における所属 リンパ節の抗腫瘍

性免疫能が,痛 進行程度や臨床病理学的因子とどのよ

うに関連するかを明らかにするため,胃 癌所属 リンパ

節の T細 胞の構成比を検討した。

対象 と方法

1.対 象 リンパ節 と検索 リンパ球サブセット

1989年 1月 から1991年12月の期間,秋 田大学第 1外

<1993年 10月13日受理>別 刷請求先 :曽根 純 之

〒010 秋 田市本道 1-1-1 秋 田大学医学部第 1

外科

科で手術 した胃癌110症例の胃所属 リンパ節を対象 と

した。胃癌取扱い規約1りに基づき,原発巣が小腎側寄 り

の場合は#3リンパ節を,大 腎側寄 りの場合は#4dリ ン

パ節を第 1群 リンパ節 とし,#7ま たは祥8リンパ節を第

2群 リンパ節 として,目 切除施行直後におのおの 1

～ 2個 を採取 した。いずれも,組 織学的に転移陰性 と

判断したものである。対照は 5471の胆石症手術例 と2

例の胃良性疾患手術例,計 7711の胃大彎 リンパ節 とし

た。

検索した リンパ球サブセットは,抗 腫瘍性に働いて

いるとされるCD4陽 性細胞 とCD8陽 性細胞の比率で

あるCD4/CD8比 ,Helper inducer T細胞を認識する

とされるCD4+cD45RA細 胞および,Cytotoxic T細胞

を認識するとされる Bright CD8+cDllb細 胞の陽性

率である1"1。.

2.リ ンパ球サブセ ットの涙」定方法

リンパ節中の リンパ球サブセットを,single color,

two color aow cytOmet呼 法にて測定した1の(Fig.

1).

(1)Single color flow cytometry法

約100mgの 摘出 リンパ節を細切 し,200メ ッシュ(約

77/)を 通 して Phosphate buFfer saline(以下,PBS

と略記)100mlに 浮遊させた。比重遠心法で単核球を

分離 し,FITC標 識モノクローナル抗体 と反応させた。

溶血試薬を2ml加 えてかくはん後,室温で放置した,1

回遠心後,PBSで 洗浄 し,lmlの PBSに 再浮遊させ,
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Fig. l  PrOcedures of no、v cytometry.
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氷水中で遮光 し,Ortho社 製スペク トラムIIIでnow

cytometryを行い, リンパ球サブセ ットを測定 した。

(2)Two color aow cytOmetry法

single colorと同様に単核球を分離 し,FITC標 識モ

ノクローナル抗体 と反応 させた。PBSで 2回洗浄後,

PE標 識 モノクローナル抗体を加 えてよくか くはん

し,反応 させた。溶血試薬を2ml加 えてかくはん後,室

温で放置 した。1回遠心後,PBSで 1回洗浄 した。lml

の P B S に再 浮 遊 させ, 氷 水 中 で 遮 光 し, n O w

cytometryを行い, リンパ球サブセ ットを測定 した。

なお, モノクローナル抗体は,CD4は OKT4(Ortho

社 ), CD8は OKT8(Ortho社 ), CDllbは

m 3m pm ss sc s i control
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Leu15(Becton,Dickinson社),CD45RAは2H4(coulter

社)を 用いた。

3.検 討項 目

前述 3者 の リンパ球サブセットの構成比率を, 胃癌

の深達度,組 織型,腫 瘍占居部位,肉 眼型,腫 瘍径,

年齢, リンパ節転移の有無,脈 管侵襲の程度, 胃癌の

進行程度(stage),予後で比較 し,所 属 リンパ節中の抗

腫瘍性免疫能 と胃癌の臨床病理学的因子 との関連を検

討 した。臨床病理学的事項は胃癌取扱い規約10に
従っ

ブt .

統計学的検討は t検定を用い,危 険率 5%未 満を有

意とし, 5%以 上10%未 満を傾向あ りとした。

結  果

1.深 達度との関係

CD4/CD8比 は m癌 ,sm癌 の 1群 ,2群 リンパ節が

ともに,ss癌 以上に対し有意に高値であった。 1群 リ

ンパ節 と2群 リンパ節間に差はなかった。

CD4+cD45RA―細胞の構成比率も,CD4/CD8比 と同

様,m癌 ,sm癌 が,1群 ,2群 リンパ節ともに,ss癌

以上に対し有意に高値であった, 1群 リンパ節と2群

リンパ節間に差はなかった。

Bright CD8+CDllb―細胞の構成比率は, 1群 リンパ

節でpm癌 がss癌以上に対し有意に高値であった。2

群 リンパ節では,m癌 がS癌 より,sm癌 がss癌以上

より有意に高値であった (Fig.2).

Fig. 2 Lymphocyte subsets of regiOnal lymph node and depth oF invasion.
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2.組 織型 との関係

tubl,tub2,pOr,muc,papの リンパ節について検討

した。各サブセットの構成比率と,組 織型間で一定の

傾向を示さなかった。

3.肉 眼型 との関係

早期癌は早期癌分類にて,進 行癌は Borrmann分 類

に準じた肉限型分類を用いて検討した.

早期癌では CD4+cD45RA―細胞の構成比率,Bright

CD8tCDll卜 細胞の構成比率ともに,混 合型(IIatt IIc,

IIctt III)が隆起型 (I,IIa),陥凹型 (IIc)に比べて有

意に低値であった (Fig.3).

進行癌では,サ ブセ ットにより異なる結果で,一 定

の傾向を示さなかった。

4.腫 瘍占居部位 との関係

Fig. 3  Lymphocyte subsets of regiOnallymph

node and gross type in early gastric cancer
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占居部位別 (C,M,A)に 各サブセットの構成比率

をみたが,一 定の傾向を認めなかった。

5.腫 瘍径 との関係

腫瘍径 との関係を,腫 瘍長径20mm以 下,21か ら40

mm以 下,41か ら80mm以 下,80mmを 超えるものに

分けて検討した。

CD4/CD8比 は,20mm以 下が80mmを 超えるものよ

り有意に高 く,41か ら80mm以 下のものより高い傾向

であった,

CD4tCD45RA細 胞の構成比率は,20mm以 下,40mm

以下が80mmを 超 え るもの よ り有意 に高かった。

Bright CD8+CDllb細胞の構成比率は,20mm以 下が

41から80mm以 下,80mmを 超えるものより有意に高

く,40mm以 下より高い傾向であった (Fig。4).

6.年 齢 との関係

50歳未満,50歳 代,60歳 代,70歳 以上に分類し,各

サブセットの構成比率をみたが,一 定の傾向は認めら

れなかった。

7.リ ンパ節転移 との関係

CD4tCD45RA細 胞の構成比率は,nO症例 とnl症例の

1群 リンパ節が,■2症例,n3以上の症例より有意に高値

であ り,Bright CD8tCDllb~細胞の構成比率は,n。症

421の2群 リンパ節で nl症421,n2症421,n3以上の症711の

2群 リンパ節より有意に高かった (Fig.5).

8.脈 管侵襲 との関係

静脈侵襲との関係は,CD4/CD8比 は,v。症例がv3症

421より有意に高 く,v2症例より高い傾向であった。

CD4+CD45RA細胞の構成比率は,vO症4/1がvl症471,v2

症例より有意に高かった.Bright CD8tCDllb細胞の

構成比率は,vO症例がvl症例より有意に高く,v2症例

均

１０

Fig. 4 Lymphocyte subsets of regional lympho node and size.
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より高い傾向であった (Fig.6).

リンパ管侵襲 との関係は,CD4/CD8比 は,lyO症例が

ly3症例より有意に高 く,lyl症例もly3症例より高い傾

向であった。CD4+CD45RA―細胞の構成比率は,ly。症例

が lyl症例 とly2症例より有意に高 く,ly3症例より高い

傾向であった。Bright CD8+cDllb細胞の構成比率は,

ly。症例が ly2症例 より有意に高 く,lyl症例 もly2症例

より高い傾向であった (Fig.7).

9,stageと の関係

CD4/CD8比 は,stage I症4/1がstage IV症例より有

意に高 く,stage III症例より高い傾向であった。CD4■

CD45RA―細胞の構成比率は,stage I症例が stage III症

例,IV症 例より有意に高かった。Bright CD8+CDllb―

細胞の構成比率は,stage I症例が stage III症例,IV

blood vessel inva‐

BrightCD8+CDllb‐ cell

Fig. 5 Lymphocyte subsets of regional lymph
node and lymph node metastasis.
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Fig. 7 Lymphocyte subsets of regional lymph node and lymphatic invasion.
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Fig. 8 Lymphocyte subsets of reglonallymph

node and stage,
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Fig. 9 Lymphocyte subsets of regional lymph

node and prognosis.
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症例より高い傾向であった (F七.8).

10.予 後 との関係

se癌の他病死を除 く8例 の原病死例 と,se癌生存例

の所属 リンパ節の免疫能を比較検討した.

CD4/CD8比 は,死亡例の 2群 リンパ節が生存例より

有意に低値を示した.Bright CD8tCDllb~細胞の構成

比率は, 1群 リンパ節で死亡例が生存4/1より有意に低

値を示した (Fig.9).

考  察

近年,細 胞性免疫の主体をなし,癌 細胞に対する直

接的な細胞障害性を示す Tリ ンパ球による免疫機構

が明らかにされつつある。さらに,モ ノクローナル抗

体作製法の確立 と普及は, リンパ球の分化,成 熟過程

の識別を可能にし,自 血病,悪 性 リンパ腫, 自己免疫
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疾患などの診断,治 療に応用されている。 し かし,国

形癌ではその抗原性が低 く,そ の臨床的意義は明らか

ではない.本 研究では, リンパ球の表面抗原に対する

CD4,CD8,CDll,CD45な どのモノクローナル抗体 と

now cytometryを用いて,胃 癌における所属 リンパ節

の抗腫瘍性免疫を検索 し,その臨床的意義を検討 した。

今 回検 索 した サ ブセ ットは CD4/CD8比 ,CD4+

CD45RA細 胞,Bright CD8tllb~細胞 とした。CD4/CD8

比は従来より細胞性免疫の指標の 1つ とされてお り,

single color法で行った。また,CD4+CD45RA―細胞,

Bright CD8+cDllb~細胞は,two color法 により行っ

た。前者は CD4陽 性細胞のなかで腫瘍抗原を認識し,

種々の Erector細胞を活性化する Helper inducer T

細胞を認識するといわれているCD4+cD45RA―細胞の

構成比率で,後 者は CD8陽 性細胞の中でもHelper T

細胞の存在下に活性化,増 殖し,直 接腫瘍細胞を破壊

す るCytotoxic T細 胞を認識す るといわれている

Bright CD8+CDllb~細胞の構成比率である。

検索 リンパ節は, 1群 リンパ節 として祥3または汁4d

リンパ節を, 2群 リンパ節とし,#7ま たは+8リンパ節

をとした。これは, これらの リンパ節が比較的量が多

く採取でき,手 術手技上も採取 しやすいためである。

また,転 移陰性のものとしたが, これは,原 発巣転移

陽性 リンパ節では,癌 細胞によって置換され本来の機

能が欠如 していると考えたためである。 リ ンパ節転移

の陰性 リンパ節における免疫能の検討は少ないが,渡

会lゆは著者 と同様の結果を報告 している。

今回の検討で所属 リンパ節の抗腫瘍性免疫能が保持

されていたのは,深 達度ではm,sm,pmで ,深 達度

が進むにつれ低下していた。また,腫 瘍長径でみると

40mm以 下では免疫能が保持され,腫 瘍径が大きくな

るにつれ低下する傾向であった。 こ れらの結果は, よ

り腫瘍量が多いもので免疫能が低下していることを示

している。さらに, リンパ節転移陰性例で免疫能が保

持され, リンパ節転移が高度になるにつれ低下してい

た。進行程度では,stage Iで免疫能が保持されており,

進行程度が進むにつれ低下 していた。また,脈 管侵襲

に関しても,侵 襲の軽度なものは免疫能が保持されて

おり,進 んだものほど低下 していた。すなわち, より

進行したもので免疫能が低下していた。以上より,免

疫能が保持され抗腫瘍性に働 くことが期待できるもの

は,ほ とんどが早期目癌のもつ因子であった。早期胃

癌の術前診断は可能であ り,癌 占居部位や腫瘍径,肉

眼型の検討から転移のない リンパ節の一部を温存する
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ことが免疫学的見地からも有意義であると考えられ

亨( 1 .

リンパ節転移 との関連では, 2群 リンパ節において

nO症例 とnl症例を比べるとBright CD8+cDll卜細胞

では有意にnl症例が低値を示 し,CD4キCD45RA細 胞で

もnl症例が低値を示 した。これは,転 移により元進 し

た 1群 リンパ節の SuppressOr機能により,転 移のな

い 2群 リンパ節の抗腫瘍能も低下したと考えられた.

1群 リンパ節と, 2群 リンパ節における免疫能を比

較すると,両者間に有意差がなかった。岡林。は癌病巣

からより遠位 (3群 )の リンパ節に免疫応答能が保持

されていたと報告してお り,ま た大和国ら12)もCD4細

胞,CD8細 胞では近位 リンパ節(1群 )よ り遠位 リンパ

節 (3群 )で 高値であると報告 している。著者 と同様,

1群 , 2群 で検討 した黒井 ら8)も差がないと述べてい

る。その理由は,2群 リンパ節すなわち#7リンパ節は,

1群 リンパ節 (近位 リンパ節)と しての免疫動態を示

し, 3群 リンパ節は遠位 リンパ節 として存在するから

と考えられた.当 教室での リンパ流, リンパ節転移の

検討から,洋7リンパ節転移が 2群 の うちで最も高頻度

にみられ,#7リ ンパ節は 1群 に近いと報告 してきた1働

が,免疫学的にもこれらを支持する結果 と考えられた。

所属 リンパ節の免疫能 と予後 との関連は,同 じ深達

度の癌でも,死 亡例の所属 リンパ節の免疫能は低下 し

てお り,予 後を推測するうえで胃癌所属 リンパ節の抗

腫易性免疫能が有用であることが示唆された.こ れま

で,生 存711と死亡例を,深 達度をそろえて胃癌所属 リ

ンパ節の免疫能を比較 した報告はないが, この結果は

より進行した胃癌で抗腫瘍性免疫能がより低下すると

い う諸家による多 くの報告"～1の1りを裏付けるものであ

る。

今回検討した 3種 類のサブセットは,現 在用いられ

ている免疫能の指標 としては,信 頼性の高い代表的な

ものである。しかし,各サブセットにおける値のパター

ンが異なる場合も散見された。 こ れは,各 サブセ ット

がそれぞれ免疫能のある一面しかとらえていないこと

を示すもので,免 疫能のすべてを表現しているものと

はいいがたい。今後,免 疫能をより正確に,か つ詳細

に検討 してい くためには,最 近実用化 された three

color aow cytometory ttlいや,新 たな リンパ球サブ

セ ットでの検討が不可欠であると思われる.
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Clinical Study on Anti.cancer Activities of Regional Lymph Node Lymphocytes in Gastric Cancer
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This study was done to elucidate whether or not the regional lymph nodes of gastric cancer have an

immunological anti-caner function. The lymphocyte subsets were analyzd with monoclonal antibodies and flow

cytometry. The monoclonal antibodies were for CD4 (helper/inducer T cell) and CD8 (suppressor/cytotoxic T cell).

The percentages of lymphocyte subsets were compared with clinico-pathological factors. The level of antitumor

immunity was significantly higher in early gastric cavcer or small-sized cancer than in advanced gastric cancer or

large-sized cancer. The level was also higher in patients without lymph node metastasis or without cancer cell

invasion into the lymphatic vessels and veins than those with them. Antitumor immunity was higher or retained in

stage I, but had a tendency to be lower in more advamced stages. Antitumor immunity in the patient with cancer

recurrence was significantly lower than in those without recurrence. These results suggest that it may be

important to retain some lymph nodes without metastasis in patients with early stage gastric cancer.
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