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CDDP前 処理ヒト膵癌細胞株 PH101の エフェクター

リンパ球に対する感受性の増強

広島大学原爆放射能医学研究所腫瘍外科

山口 佳 之  野 間 浩 介  宮 原 栄 治

船越 真 人  高 島 郁 博  峠   哲 哉

CDDP処 理によるヒト膵癌細胞株の抗腫瘍エフェクター細胞 に対する感受性の増強に関 し,あ

力匂 にて検討した。PH101は IFN‐γおよび CDDP処 理によりLAK細 胞に対する感受性が増強され

た。フローサイ トメ トリーでは,IFN‐γ処理によりHLA class lおよび ICAM‐1の発現が増強された

が,CDDP処 理ではこれらの細胞表面抗原の変化は認められなかった。CDDP処 理 PH101細 胞の障害

活性は,CDDP処 理 PH101細 胞をcold targetとして erector phaseに添加することで有意に抑制さ

れたが,CDDP非 処理 PH101細 胞ではほとんど抑制されなかった。以上より,CDDPは PHlol細 胞の

抗腫瘍性エフェクター細胞に対する感受性を増強し,こ の背景 として,CDDPに よるなんらかの tar‐

get determinantのモジュレーションが示唆された。このような機序の解明により,化学療法 と免疫療

法の理論的かつ具体的な併用の方向性が示され,よ り効果的な治療法が開発されよう。
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はじめに

消化器癌性腹 水 に対 す る治療 として OK‐432と

interleukin(以下 IL)‐2を併用投与する局所療法を臨

床応用し,そ の有用性について報告してきた1ル
10K‐

432により局所に効率よくエフェクター細胞の浸潤が

誘導され,そ れが IL‐2により活性化される機序を報告

している.し かし治療無効症例においては,局 所にお

けるエフェクター細胞の誘導を抑制する腫瘍由来の因

子の存在が認められめ4ち効果増強にはさらなる工夫が

必要 と考えられた。BRM/サ イ トカイン投与前に制癌

剤 CDDPを 投与すると効果が増強されることが,動物

モデルDお よび臨床症例的において認められた。そこで

本報においては,CDDP併 用による効果増強機序を解

析する目的で,CDDP前 処理 ヒト腫瘍細胞のエフェク

ターリンパ球に対する感受性の増強について,″%υ″殉

において検討 した。

材料 と方法

1.試 薬

CDDP(ブ リス トル), interferon‐gamma(TRP‐ 2,

ロッシュ), i n t e r l e u k i n‐2 ( T G P‐3 ,武田薬品),抗 H L A
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ciassl(IOT2,Immunotech S A),class 2(HLA― DR,

Becton Dickinson), ICAM‐1(CD54, Becton Dickin

son)抗 体を用いた。

2.腫 瘍細胞

使用 した腫瘍細胞 は,自 血病細胞株 CEM,Daudi

(JCRBよ り供与),ヒ ト大腸癌細胞株 Colo320DMお

よびヒ ト膵癌細胞株 PH101のでぁる。いずれ も10%

FCS tt RPMI‐1640培養液にて週 2回 継代 された.薬

剤処理の条件はCDDPで は2″g/ml,2時 間,IFN‐γで

は100U/ml, 3日 間を用いた。

3.MTT assay

CDDPお よび IFN‐γ処理による生細胞への影響は

MTT assayに よった.す なわち,処理細胞を培養液に

て 3回 洗浄後 tHplicateに分注 し,0。5mg/mlの MTT

を添加培養し,上 澄を除去後 DMSOに てフォルマザ

ン結晶を融解 し,540nmの 吸光度を測定した。

4.リ ンパ球の採取 とLAK細 胞の誘導

健常者末梢静脈血をヘパ リン加採血 し,Ficoll比重

遠心法にてリンパ球を得, 3回 洗浄後1×106/mlに調

整した.LAK細 胞の誘導は400JRU/mlの IL 2存在下

に10%自 己血清加 PRMI‐1640培養液にて 4～10日間

培養して行った。

5.51cr放出細胞障害試験
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腫瘍細胞 に51crを添加 し2時 間培養 して 3回 洗浄

後,hot targetとし,各 welあ た り5× 103個の腫瘍細

胞をtttplicateに分注した。新鮮 リンパ球および LAK

細胞をefector/target rado=2,10となるように混合

培養し,4時 間後に上澄を採取 した。Maximal release

は0.1%THton× 100を用い,以下の計算式にて細胞障

害活″
性を算出した。Cytotoxicity(%)=(experimental

release spontaneous release)/maximal release‐

spontaneous release)X100

Cold target inhibition assayにお↓ゝては, effector/

hot target比10の条件において,hot targetに対して

cold targetを0, 1, 5,20の 割合に添加して,細 胞

障害活性の変化を検討した.

6.フ ローサイトメトリ
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無処理および各種処理後の腫瘍細胞を洗浄後,適 量

の標識抗体を添加 し, 4°C,30分 間反応させた。再度

洗浄後 Cytoron(Ortho)に て表面抗原を解析 した。

結  果

1.薬 剤処理による腫瘍細胞の viabihtyに対する影

響

CDDPお よび IFN‐γ処理による腫瘍細胞の viabil

ityに対 す る影響 を,MTTア ッセイにて検討 した

(Table l).IFN γではDaudi細胞 とColo320DM細

胞において薬斉J処理によるviabilityの低下が認めら

れた。CDDP処 理ではcolo320DMに おいて低下が認

められた.以 後の検討ではIFN‐γおよび CDDP処 理

にて viabilttyに影響の認められないヒ トlT~癌細胞株

PH101を用いることとした。

Tumor cells were treated with either 100/ml IFN-gamma for 3 days or 2pg/ml CDDP for 2
hours and their viabilities were assessed bv MTT assav.
NS; not significant

Fig. 1 Augmentation by IFN-gamma or CDDP of tumor cell susceptibility to
lysis by effector lymphocytes. PH101 human pancreatic cancer cells were
treated with either 100U/ml IFN-gamma for 3 days or Zpg/ml CDDP for 2
hours, labelled with s'Cr after 3 washes, then subjected to cytotoxicity assay in

which freshly isolated PBLs or LAK cells were used as effectors. Significant
difference from the value of no treatment, *p(0.05.

Cytotoxicity(%)

Fresh PBL

No treatment

IFN―gamma treatment

CDDP treatment

LAK

No treatlnent

IFN―gamlna treatinent

CDDP treatment

Table 1 Effect of IFN-gamma or CDDP treatment on human tumor cell lines

Cell lines

Treatments

IFN-gamma
p value

CDDP
p value

( 一 ) ( 十) ( 一 ) ( 十)

CEM

Daudi

PH101

Colo320DM

0504± 0008

0233± 0003

0538± 0003

0 695=LO.004

0466± 0025

0220± 0_005

0543± 0003

0520± 0004

NS

く005

NS

( 0 0 1

0674± 0045

0452± 0024

0508± 0013

0717± 0038

0 6 6 1±0 0 0 9

0 4 6 7±0 0 0 4

0 5 3 7±0 0 1 1

0 5 3 2±0 _ 0 4 3

NS

NS

NS

( 0 0 1

|  IE/T=2
トド`` N` E7T=10
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FITC intensity

2.薬 剤処理 によるPH101細 胞の抗腫瘍エ フェク

ター細胞に対する感受性の変化

CDDPお よび IFN‐γ処理による腫瘍細胞の新鮮末

梢血 リンパ球および LAK細 胞に対する感受性につい

て,51cr放 出試験を用いて検討 した(Fig。1).無 処理

PH101細 胞 は新鮮末梢血 リンパ球 をエフェクター細

胞 とした場合は障害されず,NK細 胞抵抗性 と考えら

れたが,IFN γ 処理により感受性の増強が認められ

た。 こ のような増強効果はLAK細 胞をエフェクター

細胞 とした場合に顕著 とな り,IFN γ および CDDP

処理 により有意な感受性の増強が認 められた (p<

0.05).

3.IFN‐γおよび CDDP処 理 による腫瘍細胞膜抗

原の変化

IFN―γおよび CDDP処 理による腫瘍細胞表面抗原

の変化について,フ ローサイ トメ トリを用いて検討 し

た (Fig.2). PH101細 胞は HLA class l(一 ), class

2(一),ICAM‐ 1(十)であった。IFN‐γ処理では HLA

class 2抗原に変化はなかったが,HLA class lお よび

ICAM‐1抗原の発現増強が認められた.し かし,CDDP

処理では上記細胞表面抗原の変化はまった く認められ

なかった.

CDDP前 処理ヒト膵癌細胞株PH101のエフェクターリンパ球    日 消外会誌 28巻  1号

Fig。 2 Fio、v cytOmetric analysis of HLA‐ class l and ICAM‐ l molecules on

IFN‐gamma or CDDP‐treated PH101 pancreas cancer tells.PH101 pancreatic

cancer cells were treated with either looU/mlIFN‐gamma for 3 days or 2μg/
ml CDDP for2 hours,stained with anti・HLA‐class l or ICAM l antibOdies,then

analyzed on CytrOn

IFN-gamIla treatloent CDDP treatmeat

HLA classI

F工 TC intensitw

CD54(ICAM-1)

FITC intensitv

Fig. 3 Cold target inhibition assay on CDDP-
induced augmentation of tumor cell susceptibility
to lysis by LAK cells. CDDP-treated PH10l cells
were subjected to u'Cr-releasing cytotoxicity
assay as a hot target. Either CDDP-untreated
(O) or CDDP-treated (O) unlabelled cold PH101
cells were added into the assay at various cold/
hot target ratios. Significant difference from the
value of no cold targets, *p(0.05.
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4. Cold target inhibitiOn assay

CDDP処 理 PH101細 胞 に対するLAK細 胞の障害

活性が,CDDP処 理 あるいは非処理 PH101細 胞 を

cold targetとして effector phaseに添カロすることに

より,ど のように影響 されるか検討 した (Fig。3).

CDDP処 理 hot targetの障害活性は,CDDP処 理 cold

targetの添加によって有意に抑制されたが,CDDP非

処理 cold targetの添加では,cold/hot比 1,5では抑制

は認められず,cold/hot比 20において認められるのみ

であった。

考  察

エフェクター細胞がターゲット細胞を認識する場合

に必要 とされる,接 着因子に属する細胞表面分子群の

研 究 が注 目され て い る。NK細 胞 で はICAM・Iや

LFA-3が 必要である一方,MHC抗 原の関与は低いこ

とが示されている。.さ らにAhrensら "は腫瘍細胞上

の糖鎖 とICAM-1な どの接着因子 との相互関係の問題

にまで研究を発展させている.

LAK細 胞においては,そ の細胞障害活性発現には

LAK細 胞 と腫瘍細胞の結合が重要であるが,LFA‐ 1,

3,ICAM‐ 1は中心 となる分子ではないとする報告
lのが

ある一方で,神 経芽腫11)やHer2/newを overexpress

した LAK抵 抗性の卵巣腫瘍
l分が,IFN処 理によって

ICAM-1の 誘導 とともに LAK感 受性が増強すること

が示されている.

今回,CDDP処 理により腫瘍細胞のエフェクター細

胞に対する感受性は増強された。Mizutaniら 1。は同様

の現象について報告し,詳 細な検討から,CDDP処 理

による腫瘍細胞のエフェクター細胞に対する感受性の

増強は,処 理された腫瘍細胞の膜表面の変化やサイ ト

カインなどのエフェクター分子に対する感受性の増強

によるものではないとし,エ フェクター細胞 と腫瘍細

胞が結合 した後の細胞障害過程にCDDPが 影響する

ことを考察している。われわれもHLA class l,2,

ICAM‐ 1など,既 知の重要な分子に関してはCDDP処

理による変化を指摘 しえなかった。しかし,cold target

inhibition assayによると, CDDP非 処理 cold target

に比べ, CDDP処 理 cold targetによって CDDP処 理

hot targetの障害は有意に抑制され,これは,CDDP処

理により処理細胞 と非処理細胞の細胞膜表面上の間に

なんらかの差異が生 じることを意味 している.動 物腫

瘍に関してわれわれは,CDDP処 理によって腫瘍細胞

のエフェクター細胞に対する感受性が増強されるとと

もに,両 者の結合が増加することを認めており3)D,こ
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の ことか らもCDDPに よる腫瘍細胞膜 のモジュレー

ションが示唆される。

これには CDDPに よる新たな認識抗原の誘導のほ

かに,CDDPに よる,認 識抗原 をマスクする物質の除

去 も考 えられる.Ozら
14)は

,integin分 子が腫瘍細胞

によっては glycosllationに差があって,転移有2の違い

として出現することを示 した.エ フェクター細胞の腫

瘍細胞認識 に重要な接着因子表面の糖鎖の問題 は重要

であ り,CDDPに よる影響の責任分子が糖鎖である可

能性が考 えられ,今 後の検討が必要である。

なお,本 論文の要旨は第42回日本消化器外科学会総会に

おいて発表された。
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Augmented Susceptibility of CDDP-Treated Human Pancreatic Cancer Cell Line,
PH10l, to Lysis by Effector Lymphocytes
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Ikuhiro Takashima and Tetsuya Toge

Department of Surgical Oncology, Research Institute for Rediation Biology and Medicine,
Hiroshima University

Augmentation by CDDP of susceptibility of a human pancreatic cancer cell line, PH101, to lysis by
effector lymphocytes was studied in uitro. Susceptibility of PH101 against lysis by lymphokine-activated
killer (LAK) cells was significantly augmented after treatment of tumor cells with interferon (IFN)-
gamma or CDDP. Flow cytometric analysis revealed that the Hl-A-class 1 and ICAM-I antigens on PH101
cells were upregulated by IFN-gamma but not by CDDP treatment. Cold target inhibition assay showed
that lysis of CDDP-treated PH101 cells was significantly suppressed by the addition of CDDP-treated, but
less by CDDP-untreated cold targets at the effector phase of the cytotoxicity assay. It is suggested that
modulation of unknown target determinant(s) on tumor cells was involved in the CDDP-induced augmen"
tation of tumor cell susceptibility to lysis by anti-tumor effector lymphocytes.
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