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L y m p h o k i n e―a c t i v a t e d  k l l l e r活性からみた胃癌患者における

所属リンパ節,陣 臓および末梢血単核球の免疫反応

千葉大学第 2外科

鈴木 孝 雄  落 合 武 徳  永 田 松 夫

軍司 祥 雄  中 島 一 彰  磯 野 可
一

胃癌患者における免疫反応を評価する目的で,lymphokine‐acdvated killer(LAK)活性を中心と

した免疫学的検索を行った。胃癌20例の所属 リンパ節,陣 臓,末 梢血単核球を検索対象とした。組織

間の'ヒ較では,牌 臓,末 梢血がリンパ節よりも高い LAK活 性を示した(p<0.05).サ プレッサ
ーT細

胞はリンパ節ではほとんど認められなかったが,末 梢血では高値を示した (p<005)。
一方,キ ラー

T細 胞は各組織間に差はみられなかった。また癌の進展に伴い,リ ンパ節転移陽性例ではIL‐2非誘導

LAK活 性が末梢血で低下し(p<005),メ モリーヘルパーT細 胞は第 1群 リンパ節で低下がみられた

(p<0,05)。しかし漿膜浸潤の有無別の検討では,LAK活 性,単核球亜分画に
一定の傾向を認めなかっ

た.以 上,胃 癌患者における LAK活 性を中心とした免疫学的検索の有用性を報告した.

Key words: gastric cancer, lymphokine-activated killer activitl ' of regional lymph nodes, spleen and

oerioheral blood

緒  言

癌に対する宿主側の免疫反応が,癌 の発育進展に強

くかかわっている事実は,癌 の免疫療法の発展 と相

まって数多く報告されている
1)。この免疫反応の主役

と考えられている細胞性免疫機能を客観的に評価する

方法として,従 来よリツベルクリン反応,末 梢血単核

球の phytohemagglutinin(以下,PHAと 略記)幼 若

化反応,さらにaow cytometryによる単核球亜分画の

分析から,近 年ではtwo color analysisを用いた単核

球機能と関連させた亜分画の詳細な検討がなされてい

る幼
～41_方
,lymphokine‐activated killer(以下,LAK

と略記)細 胞の腫場免疫における重要性が報告され,

すでに癌治療 において臨床成果 も報告 されてい

る5汚1消 化器癌,特 に胃癌でも,こ れまで所属リンパ

節,陣 臓,末 梢血単核球の亜分画の検討は報告されて

いるが,お のおのの LAK活 性にまで言及した報告は

まれである。つ。われわれはこのような現状を踏まえ,

胃癌において,よ り客観的で生理的な免疫能の評価法

を確立し治療に応用することを目的として,所 属リン

パ節,牌臓.末梢血の各組織間の LAK活 性および単核
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球亜分画の相違,さらに癌の進行度との相関も検討し,

若子の知見を得たので報告する.

対象と方法

対象は1992年9月 から1993年5月 までに千葉大学第

2外 科で治療された胃癌開腹症例20例であり,男 性14

例,女 性 6例 ,組 織学的リンパ節転移陰性10例,陽 性

10例,組 織学的進行度は胃癌取扱い規約第11版の

stage 1 6例,stage I1 3例,stage II1 6例,stage IV

5例 であったの (Table l).

手術当日,麻 酔導入前に末梢血採血を行い,Ficoll・

Paque比 重遠心法にて末梢血単核球を分離した。次に

開腹し,第 1群 ,第 2群 リンパ節で肉眼的に転移陰性

と判断されたリンパ節および腸間膜 リンパ節,障 臓合

併切除が施行された症例では陣臓の
一
部を採取した,

組織片はハサミで細切 り,金 属メッシュで組織片を濾

過,RPMI-1640で 1回洗浄後,以 下の解析に供した。

Interleukin‐2(以下,IL 2と 略記)誘導 LAK活 性は

以下のように求めた.採 取 した単核球 を10%FCS

RPMI-1640に 2X106cellS/mlに調整しerector cenと

した。Daudi細 胞を
51crでラベルし10%FCS RPMI‐

1640に2×105cellS/mlに調整して target cellとした。

つぎにeffector i target比が20:1と なるように96穴
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Table l  Patient characteristics

IL-2(rIL 2:塩野義製薬)を 添加し5%C0237° Cの条

件下で 4時 間反応させた後,上 澄中に放出された51cr

をγカウンターで測定した。%cytotoxicityは次の式

で求めた。

%cytotoxicity=[(experimental release― sponta

neous release)/(maximal release一 spontaneous

release)]×100

1L‐2誘導 LAK活 性測定と同様の操作を行い,IL 2

を添加せずにettectorとtargetを反応させることで

IB2非誘導 LAK活 性を測定した。

Two color ao、 v cytometryは auorescein isOth―

locyanate(以 T, FII「Cと 田各言己), phycoerythrin(以

下, P Eと 略記)の 二重染色で測定 した。使用 した

monoclonal抗 体はCD8と CDllb, CD4と CD45RO,

CD8と CD25の 組み合わせである (FITC‐CDllbコ ー

ルタークローン社製,FITC‐CD45ROニ チレイ社製,そ

れ以外は Becton Dickinson社製).単 核球に FITC標

識抗体とPE標 識抗体 とを同時に添加し,室 温で15分

問反応させた後洗浄し,aOw cytOmetryに て単核球亜

分画を測定した。

統計学的な有意差検定は 2群 間はt検定,多 群間は

Schere型 多重比較で行った。

21(2537)

成  績

1)組 織間の免疫パラメーターの比較

① LAK活 性 :IL‐2誘導 LAK活 性は牌臓,末 梢血

が,第 1群 ,第 2群 ,腸 間膜 リンパ節に比較して有意

に高値を示した (p<0.05)。しかし各 リンパ節群間お

よび陣臓 と末梢血では差がなかった (Fig.1).

IL‐2非誘導 LAK活 性は牌臓が末梢血,各 リンパ節

に比較し有意に高値を示した (p<0.05)。また末梢血

も各リンパ節に対して有意に高い LAK活 性を示した

(p<0.05).し かし各 リンパ節群間に有意差は認めな

かった (Fig.2).

② 単核球亜分画 i CD8+CDllb十細胞(サプレッサー

T細 胞)は各リンパ節ではほとんど認められず,末 梢

Fig. l LAK activity of each tissue_ Both spleen

LAK and peripheral blood LAK activities were

signiflcantly higher than each lymph node LP【K

activity (p<0 05) n i number Of patients

S p l e e n  P e r r p h e r a l  b l o o d

Lymph nodes

Fig. 2 LAK activity induced without IL-2 of each
tissue. Spleen LAK activity was significantly
higher than lymph node LAK and peripheral

btood LAK activi t ies (p<0.05), and peripheral

blood LAK activity was significantly higher than
each lymph node activi ty (p<0.05).

f l e s e n t e r i u m  S D l e e n  P e r i D h e r a l  b l o o d
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Fig. 3 Percentage of CD8*CDltb- mononuclear
cells from each tissue. The percentage of CD8.
CDllb+ mononuclear cells from peripheral blood
was significantly higher than those of each lymph
node and the spleen (p<0.05).

Lymph rcdes

Fig. 4 Percentage of CD8*CD11b mononuclear
cells from each tissue. The percentage of CD8*
CDllb mononuclear cells was almost the same
among these tissues.

Z  n = l 8

6「oup 1   6ro」 p2  Mesenter um  Spleen ttr pttrel b ood

tッmph nodes

血では他の組織に比較 し有意に高値を示 した (p <

0.05)(Fig.3).

C D 8 + c D l l b 細胞 ( キラーT 細 胞) は 各 組 織 で

10～15%の 値を示し,組 織間に有意差は認めなかった

(Fig,4).

CD4・CD45RO十細胞 (メモリーヘルパーT細 胞)は陣

臓が他の組織に比較し有意に低値を示した (p<005)

(Fig. 5).

CD8+CD25+細 胞 (IL‐2 receptor α陽性キラーT細

胞)は 末梢血で高値を示す症例が散見されたものの,

各組織間に有意差は認めなかった (Fig.6).

2)組 織学的 リンパ節転移の有無による免疫パラ

メーターの比較

① LAK活 性 :リ ンパ節転移の有無によりIL‐2誘

導 LAK活 性を各組織ごとに比較すると,各 リンパ節

胃癌患者における所属リンパ節, 陣臓および末梢血単核球   日 消外会誌 27巻  12号

Fig. 5 Percentage of CD4*CD45R0* mononuclear
cells from each tissue. The percentage of CD4*
CD45R0* mononuclear cells from the spleen was
significantly lower than those from each lymph
node and peripheral blood (p<0.05).

Gr@p 2 f lesenter ium Spl@n Peripheral  blood
Lympn no0e5

Fig. 6 Percentage of CD8*CD25* mononuclear
cells from each tissue. High percentage of CD8*
CD25+ mononuclear cells from peripheral blood
was observed in a few cases, however there was
no significant difference among these tissues.

n=14

8

Group 2 flesnter um S D l e e n  P e r i p h e r a l  b l o o d
しりnph nodes

群,末 梢血において転移陽性例で低値を示す症例が多

かったが有意差はなかった (Fig.7).

IL 2非誘導 LAK活 性 も同様に転移陽性例で各組織

で低値を示す症例が多く,特 に末梢血では有意に低値

であった (p<005)(Fig.8).

② 単核球亜分画 :CD4+cD45RO十 細胞は第 1群 リ

ンパ節においてリンパ節転移陽性例に有意な低下を認

めた (p<005).他 のリンパ節でも転移陽性例に低値

を示す症例が多かった (Fig.9).

そのほか CD8+,cD8+cDllb十 ,cD8+cDllb― ,CD4+,

CD4+cD45RO,CD25+細 胞は,いずれの組織において

もリンパ節転移の有無による有意の差を認めなかっ

た。

3)乗 膜浸潤の有無による免疫パラメーターの比較

G r @ o  1  G r a o  2  l 1 e $ n t e r ; u m  S D I € n  P e r i o h e r a l  b l o o d
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Fig. 7 Influence of lymph node metastasis on
LAK activity of each tissue. LAK activity of each
tissue was depressed in patients with lymph node
metastasis, however there was no significant
difference. n (-) : negative lymph node metas-
tasis, n (*) : positive lymph node metastasis

n ( ―) n ( + )  n ( ― ) n ( + )  n ( ― ) n ( ■ )

i u m  S p l f t n  P e r i p h e r a l  b l o o d
Lymph nodes

Fig. 8 Influence of lymph node metastasis on
LAK activity induced without IL-2 of each tissue.
Each LAK activity induced without IL-2 was
depressed in patients with lymph node metas-
tasis, and there was a significant difference in
per iphera l  b lood LAK ( - :  p<0.05) .  n  ( - )  :nega-
tive lymph node metastasis, n (+) : positive
lymph node metastasis

nく―,n(■ ) nく ―)nく+) n(― )n(+) n(― )n〈■) n〈 ―)n〈■)
6rttp 1   61oup 2  Mttnter um Sp〕 een per pheral b〕 ood

① LAK活 性 :IL‐2誘導および IL 2非誘導 LAK活

性を策膜浸潤の有無から検討したが,両 者とも一定の

傾向は示さなかった (Fig.10).

② 単核球亜分画 :CD8+cD25+細 胞は,奨 膜浸潤例

の第 2群 リンパ節および腸間膜 リンパ節では有意な低

値 (p<0.05)を 示した (ng.11)。 そのほか CD8+細

胞,CD4+細 胞,CD8+cDllb+細 胞など策膜浸潤の有無

により,一 部に有意な相違を認めたが全体としては特

異的ではなかった。

4)組 織学的進行度と免疫パラメーターの関連

23Q539)

Fig. 9 Influence of lymph node metastasis on the
percentage of CD4*CD45R0* mononuclear cells
from each tissue. The percentage of CD4*CD45
R0* mononuclear cells from lymph nodes was
depressed in patients with lymph node metas-
tasis, and there was a significant difference in the
group I  l ymph node ( - :  p<0.05) .  n  ( - )  :  nega-
tive lymph node metastasis, n (*) : positive

lymph node metastasis

n ( - )  n ( + )  n ( - )  n ( + )  n ( - )  n ( + )  n ( - )  n ( + )  n ( - )  n ( + )
0 r o u p  1  G r o u p  2  f l e s e n t e r i u m  S p l e € n  P e r i p h e r a l  b l c

Llmph nodes

Fig. 10 Influence of serosal invasion on LAK
activity of each tissue. LAK activity was not
influenced by serosal invasion. ps (-) : negative
prognostic serosal invasion, ps (-|) : positive
prognost jc serosal invasion
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LAK活 性,単 核球亜分画の検討を行ったが特に関

連を認めなかった。

考  察

免疫療法の効果判定には,腫 瘍に対する生体の抗腫

蕩免疫反応を客観的に評価し,そ の機序を解析するこ

とが重要である。従来,ツ ベルクリンなどの各種皮内

反応,末 梢血単核球の PHA幼 若化能など非特異的な

反応が検討されていたが,そ の後モノクローナル抗体

による単核球亜分画と,その機能の解析が進むにつれ,



24(2540) 胃癌患者における所属リ

Fig. 11 Influence of serosal invasion on the per-
centage of CD8*CD25* mononuclear cells from
each t issue. The. percentages of CD8-CD25*
mononuc lear  ce l l s  f rom the  group 2  and
mesenter ic  l ymph nodes rvere  depressed
significantly in patients with prognostic serosal
invas ion  ( * :p (0 .05) .  ps  ( - )  :negat ive  prognos.
tic serosal invasion, ps (+) : positive prognostic
serosal invasion

ンパ節,牌 臓および末梢血単核球   日 消外会誌 27巻 12号

る目的で,胃癌患者におけるLAK活 性,単核球亜分画

を,腫 瘍免疫発現の現場と考えられる所属リンパ節,

陣臓,末 梢血で測定し,組 織間の相違,さ らに胃癌進

行程度との関連を解析した。

まず,各 免疫パラメーターの組織による差異を検討

したところ,IL 2誘 導 LAK活 性は所属リンパ節に比

較して末梢血, とりわけ陣臓で有意に高値を示した。

さらに生体内で実際の抗腫瘍効果を反映すると推察さ

れるIL‐2非誘導の培養細胞 もNK抵 抗性の Daudi細

胞に障害活性を示し, しかもこの活性も所属リンパ節

に比較して末梢血で高く,悌 臓でさらに有意に高値を

示すことが判明した。NKを はじめとする非特異的な

細胞障害活性は局所リンパ節では微弱であるが,末 梢

血,陣 臓では強 く認められると報告されており,わ れ

われの LAK活 性での結果も同様であった
4).これらの

事実は,も し,NK,LAKと いった非特異的な活性を

有する細胞群に,生 体内での抗腫瘍活性を期待するな

らば,そ れは局所 リンパ節での抗腫瘍活性よりも,血

行性転移の予防,治 療といった全身的な抗腫瘍効果を

期待すべきであることを示唆している。事実,Rosen

bergら 6)の臨床例の報告では,melanoma,大 腸癌の肺

転移など,血 行性転移にたいするLAK療 法の有効性

が強調されている.ま た,表 面マーカーからの検索,

すなわち LAKに 発現しているとされるCD8+,cD8+

CDllb細 胞の組織間の分布様式からは陣臓の高い

LAK活 性を説明できなかったことから,LAK活 性を

有する細胞群は表面マーカーからみていくつかのグ

ループに分かれることが示唆された。

峠ら9)は障臓がサプレッサー細胞誘導の場を提供す

るとして,進 行胃癌における悌摘の意義を強調してい

る.し かし,本研究の結果,お よび牌臓をLAK細 胞の

供給源として注目しているVo比arelllら1いの報告から

考えると,悌 臓が腫瘍免疫において正の方向に働 くか

負の方向に働 くか,現 時点では明確でない。上部膏癌

に対する陣摘の功罪もこれらの事実を踏まえて再検討

する必要があろう。

サプレッサーT細 胞は末梢血では高値であったが,

所属リンパ節,陣 臓では有意に低 く,局 所の腫瘍免疫

における役割はそれほど重要でないと思われた.し か

し,峠 らりの報告もあり,さ らに症例を増やして検討す

る必要がある。
一方,メ モリーヘルパーT細 胞は搾臓で有意に低値

を示したが,所 属 リンパ節では末梢血と同等の値を有

していた。これは免疫療法剤の局所投与などに際し,
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より詳細な担癌患者の免疫状態の把握や免疫療法の評

価が可能となった2)3).

われわれは鋤すでに two color aow cytOmetryを用

いて,胃 癌患者における局所 リンパ節の単柱球亜分画

の検討を行い,内 視鏡的に免疫療法剤を局注された群

ではキラーT細 胞分画が増加していること,ま た nat‐

ural kiner(以下,NKと 略記)細胞分画は,免 疫療法

剤を局注された一部の症例において,遠 位 リンパ節で

増加がみられたことを報告した。これらの事実は, リ

ンパ節の単核球亜分画の検討は免疫療法剤の有効性判

定に有用であることを示したが,さ らに抗腫瘍活性を

機能的に評価する必要があることが指摘された。
一方,Rosenbergら のグループは,癌 患者のリンパ

球をIL 2存在下で増養すると,腫 瘍細胞に強い細胞障

害活性を有するリンパ球が誘導され,そ れは NK細 胞

やキラーT細 胞 とは異なる細胞であることを観察し,

LAK細 胞 と名付けた
51さ らに,実 験動物での有効性

や,臨床応用の成果が報告されるにおよんで,LAK細

胞はにわかに脚光を浴びるにいたった。.そ の後,本邦

においても,胃 癌所属リンパ節における LAK活 性に

関する報告もみられるようになり,飽 浦は胃癌所属 リ

ンパ節リンパ球の NK活 性,LAK活 性が免疫賦活剤

局所投与において増強されることを報告した的.

以上のような経過を踏まえ,本 研究では LAK活 性

を中心とした免疫パラメーター検索の有用性を検討す
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所属リンパ節のヘルパー機能が賦活される可能性を示

唆している。

このように,各 組織における免疫パラメーターの相

違を認識することは,手 術術式,免 疫療法剤の投与方

法などを検討する上に重要な情報となることから,さ

らなる症例の積み重ねと,新 しいパラメーターの出現

が待たれる。

次に胃癌の進行程度による各種パラメーターの変動

を検討した。リンパ節転移陽性群と陰性群を各組織別

に比較すると,IL‐2誘導 LAK活
″
性よりもIL‐2非誘導

LAK活 性がリンパ節転移陽性群で低下した症例が多

く,特 に末梢血レベルでは有意に低下していた。この

IL 2非誘導 LAK活 性低下の原因は不明であるが,免

疫療法によるLAK細 胞の活性化が可能であるか否か

は興味深い。また,メ モリーヘルパーT細 胞分画もリ

ンパ節転移陽性群のリンパ節で低下していた。この変

化に対し,泉
11)はOK432の 経口投与で所属リンパ節の

ヘルパーT細 胞の増力口を報告しているが,そ の臨床的

意義は今後の検討課題である。
一方,深達度,stage別 の検討では癌の進展によるパ

ラメーターの有意な低下は認められず,LAK活 性を

含めた抗腫瘍活性は進行癌でも十分期待できることを

不している。

以上のように組織間の LAK活 性の相違, リンパ節

転移の進展によるLAK活 性の低下 といった事実か

ら,各組織 LAK活 性の源」定は,免疫状態の把握,抗腫

瘍効果の判定にとって有用であることが示唆された。

特に,吉 野ら
12)もレンチナンを胸腹腔内に投与した症

例で IL‐2非誘導 LAK活 性 と臨床効果の相関を報告し

ており,IL‐2非誘導の LAK活 性の重要性を強調した

↓ゝ.

最後に,本 研究では検討しなかったが,こ れまで免

疫療法剤の効果判定としての局所免疫能評価の有用性

が報告されている。竹下ら
13ち田中ら

1つは PHA幼 若化

反応,仁 尾ら
16)はNK細 胞,T細 胞の動きを検討して

いるが,今 後は免疫療法剤投与後の LAK活 性を検索

することで,生 体全体の抗腫瘍免疫の全貌に近づくこ

とが期待される。

本論文の要旨は第43回日本消化器外科学会総会(東京)に

おいて発表した。

文  献

1)藤 原大美,須田貴司,吉岡貴幸ほか :腫瘍免疫.藤

原大美編.T細 胞系の免疫学.中外医学社,東京,

1990, p123--145

25(2541)

2)桜 井欽夫 :癌の免疫療法剤とその評価.癌 と化療

7, 1725--1732, 1980

3)鈴 木孝雄,落合武徳,浅野武秀ほか :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 の 免 疫 学 的 分 析。日消 外 会 誌 2 0 :

1682--1689, 1987

4)森 谷行利 :胃癌患者の胃癌組織.健常胃,と各組織

におけるリンパ球 SubpopulationとNK活
′
性に

関する研究.日 外会誌 85,132-142,1984

5)Grimm EA,Mazumder A,Zhang HZ et al:

Lynaphokine―activated klller cell phenOmenon;

Lysis of natural killer‐resistant fresh solid

tumor cells by interleukin 2‐activated

autologous human peripheral blood

lymphocytes J Exp Med 155:1823-1841,1982

6)Rosenberg SA,Lotze MT,Muul LM et al:

Observations on the systemic ad■linistration of

autologous lymphokine―activated klller cells

and recombinant interleukin‐2 to patients with

metastatic cancer N Engl J Med 313:

1485--1492, 1985

7)胃 癌研究会編 :胃癌取扱い規約.改訂第11版.金原

出版,東 京,1985

8)飽 浦良和 :免疫賦活斉」局注療法による胃癌所属リ

ンパ節リンパ球のキラー活性の増強.日 癌治療会

誌 22:2265-2272,1987

9)峠  哲 哉,柳川悦朗,山口佳之ほか :胃がん患者陣

の免疫抑制への関与 と解摘の意義.日 消外会誌

21 :2478--2481, 1988

1 0 ) V o l t a r e l l l  J C , R a y n e r  A A , G a r o v o y〕VI R  e t  a l :

H u m a n  s p l e e n  a n d  p e r i p h e r a l  b l o o d

lymphocytes activated by illterleukin-2 have

sirnllar phenotypic and functional characteris,

dCS J B101 Response Mod 9:103-107,1990

泉  勝 :胃癌患者の術前免疫療法
―特に,OK―

432経口投与におけるリンパ球サブセットとイン

ターロイキン 2 か らの検討。日外会誌 9 4 :

27--32, 1993

首野茂文,岡 正 朗,硲 彰
一ほか :癌性胸腹水に

対するレンチナン胸腹腔内投与有効例における免

疫指標の検討.Biother 6:700-702,1992

竹下正昭,小堀哲雄,須藤英仁ほか :胃癌患者の術

前免疫化学療法―Levamisoleと Lenjnanの 細

胞性免疫能と所属リンパ節への効果について
一.

痛と化療 9:1052-1060,1982

14)田 中民弥 :PSK局 所投与による局所リンパ節免

疫能の増強.東 京女医大誌 59:898-910,1989

15)仁 尾義則,大 垣和久,上 谷利晴 ほか :OK 432

(Pidbanil)経□投与の試み(第8報 ).消 化器癌の

免疫能 に及 ぼす影響。日癌 治療 会誌 24:

1607--1615, 1989



26(2542) 胃癌患者における所属リンパ節,陣 臓および末梢血単核球   日 消外会誌 27巻  12号

Immune Responses of Mononuclear Cells from Regional Lymph Nodes, Spleen and
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Reference to Lymphokine-Activated KiIIer Activity
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In order to evaluate the immune response of patients with gastric cancer, immunological examina-
tions including an analysis of lmyphokine-activated killer (LAK) activity were performed. Materials were
mononuclear cells derived from regional lymph nodes, the spleen and peripheral blood of 20 patients with
gastric cancer. Spleen and peripheral blood LAK activities were higher than regional lymph node LAK
activity (p<0.05). The percentage of suppressor T cells was lower in lymph nodes than in peripheral
blood (p<0.05). In contrast, the percentage of killer T cells was almost the same among these tissues.
Peripheral blood LAK activity induced without interleukin-2 was lower in patients with lymph node
metastasis than in those without metastasis (p<0.05). The percentage of memory helper T cells was
lower in group 1 lymph nodes of patients with lymph node metastasis than in those of patients without
lymph node metastasis (p<0.05). However, LAK activity and the subpopulation of mononuclear cells
were not influenced by serosal invasion. The present study reported the usefulness of immunological
examinations including an analysis of LAK activity in patients with gastric cancer.
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