
はじめに

担癌生体では，腫瘍由来の免疫抑制物質などにより

免疫活性が低下するが，とくに消化器癌患者では消

化・吸収障害に伴う低栄養状態が併存するため，宿主

介在性抗腫瘍免疫機構が荒廃状態に近い．従来から宿

主免疫能の評価法として，細胞性免疫機構では puri-

fied protein delivertives（以下，PPD）などによる遅延

型皮膚過敏反応，末梢血単核球のNatural Killer（以下，

NK）活性，phytohemagglutinin（以下，PHA）に対す

るリンパ球幼若化能，lymphokine activated killer（以

下，LAK）活性，サイトカイン産生能やサイトカイン

応答能などが，液性免疫機構では血清中の immuno-

suppressive acidic protein（以下，IAP）やシアル酸な

どの抑制因子，血清のマウス脾細胞幼若化能抑制率（以

下，SI 値）などが用いられてきた．しかし，何れの検

索法とも免疫療法の適応症例選択や治療効果の判定基

準となる信頼性の高いパラメーターになりえていない

のが現況である．

一方，Harada ら1）によって報告されたT-cell growth

suppression assay（以下，TGSA）は，マウス由来 IL-

2依存性T細胞株であるCTLL-2の培養系に，担癌生体

の血清を添加した場合の増殖に及ぼす影響の程度から

算定する免疫抑制活性（immunosuppressive activity）

の新しい検索法として紹介された．本法はマウス実験

系で担癌宿主の免疫抑制活性を的確に反映し，かつ非

特異的免疫賦活剤である PSKの治療効果とよく相関

し，有用な検査法として推奨されている2）．

そこで今回，著者らはTGSAのヒト癌患者への応用

の可能性を検索する目的で，まず胃癌患者を対象に施

行し，臨床病理学的因子や各種免疫パラメーター，腫

瘍マーカー，予後などとの関連を比較検討した．

対象と方法

1．対象

対象は1990年 1 月から1997年12月までの 8年間に当

科で治療した胃癌383症例の血清保存リストから，胃癌

取扱い規約（改訂第13版）3）に準拠した総合的進行程度

の分布が，全国胃がん登録調査4）でのそれに近似するよ

う無作為に抽出した200例である．内訳は stage I（a

＋b）が98例，II が24例，III（a＋b）が38例，IVが40

例であった．なお，肝転移および腹膜播種の程度は胃

癌取扱い規約（改訂第12版）5）によるものとした．患者

血清は術前未治療時に採取した末梢血から遠心分離

し，－80℃で分割凍結保存されたファイル中の 1本を

用いた．また，対照群として同時期に手術した胆石症

38例，鼡径ヘルニアなど18例，計56例の良性疾患術前

血清を用いた．なお，保存血清は入院時に検索目的を

十分説明し，了解が得られた患者から採取した．

2．方法

1）TGSA活性の測定法
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Table 1　Relationship between TGSA value and conclusive staging of gastric cancer

% of TGSA value ＜ 67.0TGSA value

7.1c）109.5 ± 21.2a）（n＝ 56）cholelithiasis, inguinal hernia

37.0d）88.4 ± 34.2b）（n＝ 200）gastric cancer

21.4h）93.5 ± 31.1e）（n＝ 98）Stage �（a＋ b）
16.798.4 ± 28.5f）（n＝ 24）Stage �
31.683.0 ± 35.0（n ＝ 38）Stage �（a＋ b）
42.5i）74.0 ± 39.5g）（n＝ 40）Stage �

a）―b），c）―d），e）―g），f）―g）：p＜ 0.01　　h）―i）：p＜ 0.05

CTLL-2が1×105個�ml，マウス遺伝子組換 IL-2（Gen-
zyme 製）が10単位�ml となるように調整したRPMI-
1640（GIBCO製）100µl を96穴平底マイクロプレート
（Falcon 製）に分注後，被検血清を最終濃度が1.25％と

なるよう添加し，5％CO2，37℃の条件下で48時間培養

した．培養終了 4時間前にWST-1試薬（Cell Counting

Kit，和光純薬製）を添加し，Micro Plate Reader（Bio

rad 製）にて吸光度（450～630nm）を測定した．対照

として，各プレートごとに被検血清の代わりに fetal

calf serum（以下，FCS，GIBCO製）を5％の濃度で添

加した群を作製し，次式によってTGSA値を算出し

た．

TGSA値（％）＝（1.25％被検血清添加時のCTLL-2増

殖度�5％ FCS添加時のCTLL-2増殖度）×100
2）検討項目

�臨床病理学的因子
TGSA値と総合的進行程度，組織型，壁深達度，リ

ンパ節転移，肝転移，腹膜播種性転移，リンパ管侵襲，

静脈侵襲の各程度との関連を比較検討した．

�臨床検査値
免疫関連因子として PPD皮内反応での紅斑最大径，

末梢血白血球数とその分画，血清 IAP，血清Creactive

protein（以下，CRP），血清総蛋白とその分画および γ
グロブリン分画を，腫瘍マーカーとして carcinoem-

bryonic antigen（CEA），α-fetoprotein（AFP），car-
bohydrate antigen 19-9（CA19-9），cacbohydrate anti-

gen 125（CA125）を用い，TGSA値との関連を比較検

討した．

�生存曲線と予後
対象症例のうち，術後 2年以上を経過し，予後が判

明している118例を対象にTGSA値と予後との関連を

生存曲線で比較検討した．

3．統計学的解析

データはmean±standard devision（S. D.）で表示し，

統計学的有意差は 2群間の比較を Student’s t-test で，

多群間の比較をFisher の Protected Least Significant

Difference 法で検定した．また，各群間での低TGSA

値症例の頻度はカイ2乗検定を，相関関係は Pearson

の相関係数およびFisher の r の Z変換を用いて検定

した．生存率はKaplan-Meier 法で表示し，Wilcoxon

変法にて検定した．なお，危険率 5％未満を有意差あり

と判定した．

結 果

1．胃癌患者のTGSA値

胃癌全体の平均値は88.2±34.2（％：以下単位省

略）で，良性疾患の109.5±21.2に比べ有意（p＜0.01）の

低値を示した．また，良性疾患56例のmean-2S. D. から

カットオフ値を67.0と定めると，低値となる頻度は胃

癌が27.0％，良性疾患が7.1％で，前者は後者に比べ有意

（p＜0.01）に高かった（Table 1）．

2．臨床病理学的因子との関連

1）総合的進行程度別検討

stage 別のTGSA値は，I（a＋b）が93.5±31.1，II

が98.4±28.5，III（a＋b）が83.0±35.0，IVが74.0±39.5

と，stage IV は I，II に比べ有意の低値を示した．また，

低値となる頻度は IVは I（a＋b）に比べ有意に高かっ

た（Table 1）．

2）組織型別検討

TGSA値は tub1（n=52）が91.4±34.7，tub2（n=38）

が90.0±33.3，por（n=63）が85.9±35.0，sig（n=32）が

91.2±33.6，pap（n=9）が74.8±31.1，muc（n=3）が58.1

±49.1，特殊型（n=3）が96.8±30.5と，各群間で差はみ

られなかった．また，低値となる頻度も tub1：23.1％，

tub2：26.3％，por：27.0％，sig：25.0％，pap：44.4

％，muc：66.7％，特殊型：33.3％で，同様に差はみら

れなかった．
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Table 2　Relationship between TGSA value and 
depth of invasion

% of TGSA value ＜ 67.0TGSA value

18.0e）98.2 ± 30.9a）M  （n ＝ 50）

26.386.9 ± 33.8SM （n＝ 19）

5.0f）98.5 ± 18.6b）MP（n＝ 20）

33.3g）82.3 ± 37.8c）SS   （n ＝ 57）

34.1h）85.5 ± 34.5SE  （n ＝ 44）

50.0i）66.1 ± 39.9d）SI  （n ＝ 10）

a）―d）：p＜ 0.01

a）―c），b）―d），e）―g），e）―h），f）―g），f）―h），

f）―i）：p＜ 0.05

Table 3　Relationship between TGSA value and metastasis

% of TGSA value ＜ 67.0TGSA value

24.592.1 ± 31.8a）（n＝ 106）N（－）

29.883.8 ± 36.4b）（n＝ 94）N（＋）

21.791.0 ± 30.9N1　（n＝ 46）

35.578.8 ± 38.4c）N2　（n＝ 31）

41.273.5 ± 44.3N3 or M　（n＝ 17）

25.5g）89.7 ± 33.5d）（n＝ 188）H（－）

58.3h）65.4 ± 38.4e）（n＝ 12）H（＋）

098.8 ± 10.7H1　（n＝ 3）

10093.5H2　（n＝ 1）

75.0i）55.1 ± 40.6f）H3　（n＝ 8）

25.7l）89.2 ± 33.6j）（n＝ 179）P（－）

38.179.5 ± 39.5（n ＝ 21）P（＋）

66.7m）58.7 ± 44.3k）P1　（n＝ 6）

16.793.2 ± 36.4P2　（n＝ 6）

33.384.2 ± 36.8P3　（n＝ 9）

a）―f），g）―i）：p＜ 0.01

a）―c），d）―e），g）―h），j）―k），l）―m）：p＜ 0.05　　a）―b）：p＜ 0.1

3）壁深達度別検討

TGSA値は壁深達度の進展とともに低下し，SS群は

M群に比べ，SI 群はM，MP群に比べともに有意の低

値を示した．また，低値となる頻度は SS，SE群はM

群に比べ，SS，SE，SI 群はMP群に比べともに有意に

高かった（Table 2）．

4）リンパ節転移

N（＋）例はN（－）例に比べ低値となる傾向（p

＜0.1）を示したが，有意差はみられなかった．転移程

度別では，Nナンバーの進行にともなって低下する傾

向がみられ，N2は N0に比べ有意の低値を示した．ま

た，低値となる頻度は各群間で明確な関連はみられな

かった．

5）肝転移

H（＋）例はH（－）例に比べ有意の低値で，低値と

なる頻度も有意に高かった．転移程度別では，H3例は

H0例に比べ有意に低値で，低値となる頻度も有意に高

かった．

6）腹膜播種性転移

P（＋）例と P（－）例間に有意差はみられなかった．

転移程度別では P1例が最も低値で，P0例に比べ有意

差がみられ，低値となる頻度も高かった．なお，P2，P

3と P（－）例との間に有意差はみられず，進行に伴う

低下も観察されなかった（Table 3）．

7）脈管侵襲

ly（＋）例は ly（－）例に比べ低値となる傾向を示し，

低値となる頻度も高くなる傾向が認められた（ともに

p＜0.1）．一方，静脈侵襲については v（＋）例と v（－）

例の間に差はみられなかった（Table 4）．

3．臨床検査値との関連

各種臨床検査値とTGSA値との相関係数絶対値は，

何れも0.3以下で，直線的な相関関係はみられなかっ

た．しかし，統計学上 α1－，α2－，β-globulin，IgM，
CRP，好中球分画，IAP，CEAとの間には逆相関が，

リンパ球分画との間には正相関が認められた．なお，

PPD皮内反応の紅斑径とTGSA値との間に有意の関
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Table 4　Relationship between TGSA value and 
either lymphatic invasion or venous invasion

% of TGSA value ＜ 67.0TGSA value

20.0c）93.5 ± 28.9a）ly（－） （n＝ 90）

31.5d）84.7 ± 31.8b）ly（＋）  （n ＝ 108）

24.889.9 ± 32.4v（－）   （n ＝ 125）

28.886.7 ± 36.7v（＋）   （n ＝ 73）

a）―b），c）―d）：p＜ 0.1

Table 5　Coefficient of correlation between TGSA 
value and laboratory data of gastric cancer patients

p valuecoefficient

0.0025－ 0.238α1globulin

0.0427－ 0.161α2globulin

0.0014－ 0.25βglobulin

0.0403－ 0.285IgM

0.0057－ 0.196CRP

0.0047－ 0.200neutro%

0.00290.211lympho%

0.0163－ 0.172IAP

0.0069－ 0.192CEA

There is no significant relationship among TGSA, and total 

protein, albumin, γglobulin, IgG, IgA, IgE, WBC, eosino%, 

baso%, mono%, AFP, CA19-9, CA125 and PPD reaction

Table 6　Laboratory data of gastric cancer patients 
depending on the level of TGSA value

p valueTGSA＜ 67.0TGSA≧ 67.0

N.S. 6.7 ± 0.87 6.8 ± 0.62total protein

N.S. 3.6 ± 0.61 3.8 ± 0.48albumin

0.00210.276 ± 0.1010.236 ± 0.055α1globulin

0.00062.7 ± 5.70.66 ± 2.0 CRP

0.028959.9 ± 11.456.4 ± 9.3 neutro%

0.009227.5 ± 9.8 31.2 ± 8.7 lympho%

0.0312510.7 ± 273.2429.3 ± 213.0IAP

0.0039 43.8 ± 163.24.0 ± 7.3CEA

There is no significant relationship among TGSA, and total 

protein, albumin, α2globulin, βglobulin, γglobulin, IgG, 

IgA, IgM, IgE, WBC, eosino%, baso%, mono%, AFP, CA19-

9, CA125 and PPD reaction

連はみられなかった（Table 5）．

TGSAカットオフ値を67.0とし，低値群と正常値群

とで臨床検査値を比較すると，低値群では α1-
globulin，CRP，好中球分画，IAP，CEAが有意の高値

を，リンパ球分画が有意の低値を示した（Table 6）．

4．予後との関連

低値群の生存曲線は，正常値群に比べ有意に不良で

あった（Fig. 1a）．また，手術根治度Cを除く103例で

の検討では，低値群の予後は正常値群に比べ有意に不

良であった（Fig. 1b）．なお，低値群の予後を再発形式

別に検討したが有意の関連はみられなかった．また，

総合的進行程度別に予後との関連を検討したが有意の

関連はみられなかった．しかし，ステージ Iおよび IV

を除いた II および III の40例でカットオフ値を100と

設定した場合に低値群は高値群に比べ予後不良となる

傾向がみられた（Fig. 1c）．

Fig. 1 Post-operative survival rates of gastric cancer

patients depending on the level of TGSA value
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考 察

教室ではこれまでに胃癌症例を対象として，PPD

皮内反応6），末梢血単核球の PHAに対する幼若化

能7），NK活性8）などを詳細に検討し，これらのパラ

メータが病期の進行に伴って低下することを確認して

きた．また，術前未治療時の血清 IAP値は，免疫状態

全般を反映し予後の推測が可能であること9），脾摘施

行の是非の決定や術後補助免疫療法の適応症例選択で

重要な情報を提供できる可能性などを報告してき

た10）．

この中で，IAPは進行癌患者の血清や腹水中に存在

する酸性蛋白で11），宿主免疫反応を著しく抑制するこ

とから，一般的な予後評価法として汎用されてい

る12）．しかし，IAPは急性相反応蛋白で，手術侵襲や炎

症反応による影響が大きく，担癌状態を必ずしも正確

に反映できない点で，新しい検査法の開発が望まれて

いた．そのため，教室でも PHAリンパ球幼若化能や

LAK細胞活性検索時に患者血清を添加し，その抑制程

度から宿主免疫能を推察してきた13）．ところが，最近

Harada ら1）2）はマウス由来 IL-2依存性T細胞株である

CTLL-2の培養系に患者血清を添加し，増殖に及ぼす影

響から免疫抑制活性を推察する新しい検索法を開発し

た．そこで，著者らは本検索法（便宜上，TGSAと呼

称）の有用性につき胃癌患者を対象に種々検索し，上

記諸結果を得たわけである．

胃癌術前未治療時の検討結果について

胃癌患者のTGSA値は良性疾患に比べ有意に低値

で，stage IV は stage II 以下群に比べ有意に低く，従来

の免疫パラメータの動態とほぼ同様傾向が観察され

た．しかし，stage I 症例でも良性疾患に比べ低値を示

す例が有意に多く，TGSAは従来のパラメーターより

も担癌状態を鋭敏に反映可能な検査法であると推察さ

れた．

臨床病理学的所見との関連では，TGSA値は壁深達

度，肝転移の進行に伴って有意に低下し，リンパ節転

移陽性例では低値となる傾向を示したが，最も重要な

予後規定因子である腹膜播種性転移との間に有意の関

連はみられなかった．IAPに関する諸家の報告をみる

と胃癌症例における血清 IAP値は肝転移例では有意

の高値を呈したが，腹膜播種との関連はみられないと

するものが多く14）～16），IAPのとる動態と類似性がみ

られ，CTLL-2増殖抑制因子を推察する上で興味深い所

見と考えている．

一方，予後に関しては，TGSA低値群は正常値群に

比べ有意に不良であった．この所見は，血清中免疫抑

制因子が増加している免疫能低下状態では，一般に予

後不良と推測されており17），TGSAが予後規定因子と

なる可能性が示唆された．

TGSAの性格について

胃癌症例を用いた上記臨床病理学的所見との関連か

ら，TGSAは IAPに関して従来報告されている結果と

類似しており18）～20），血清中免疫抑制因子の作用を反

映する一検査法と推察された．予後との関連でも，

TGSA低値群は有意に予後不良で，IAPのそれと酷似

していた．今回，進行程度別の予後との関連は観察さ

れなかったが，今後症例を集積した上でのカットオフ

値の設定が課題と考えている．また，IAPと予後との

関連については坂本ら17）をはじめ多くの報告がある

が，その中には脾摘との関連21）22）や術後補助療法との

関連19）20）で，IAPの検索意義が論じられている．今後こ

の方面からもTGSAとの関連を検討する必要がある

と考えている．

次に，TGSAと IAP，CEA，CRP，α1-globulin との
関連を比較検討した．その結果，TGSA低値群ではこ

れらの値が有意に高かったが，各項目間で明らかな相

関関係は認められなかった．それゆえ，TGSAは IAP，

CEA，CRP，α1-globulin とは異なる情報を提供するパ
ラメーターと推察された．一方，細胞性免疫反応との

関連を PPD皮内反応紅斑径との相関から推察したが，

有意の関連は認められなかった．また，栄養状態との

関連を血清総蛋白とアルブミン値から推察したが，

TGSA低値群でこれらの値が軽度低値を示したが，各

項目間で有意差はみられなかった．

今回の検討結果から，TGSAのとる動態は IAPのそ

れと類似しており，何らかの免疫状態を反映するもの

と考えられるが，他の免疫パラメーターとは直線的な

相関は認められなかった．したがって，TGSAは未知

の因子を含む免疫抑制因子を反映できる点と他のパラ

メーターに比べ stage I の時点で低下し，感受性が優れ

ている点で測定意義があるものと考えられた．また，

TGSAは免疫化学療法の適応選択や治療効果判定の

新たなマーカーとなる可能性が示唆された．今後，他

臓器癌や他の疾患を対象にTGSA値の測定を行うと

ともに，サイトカインを含めた種々の因子に関して詳

細な検討を進めていく予定である．また，手術侵襲に

伴うTGSA値の変動，化学療法や免疫療法がTGSA

値に及ぼす影響などについても検索予定である．
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Significance of Measuring CTLL-2 Growth
Suppressive Activity of the Sera in the Patients with Castric Cancer

Kazuhiro Ishihara, Yasuyuki Sugiyama, Katsuyuki Kunieda,
Souichi Tonomura and Shigetoyo Saji

Second Department of Surgery, Gifu University School of Medicine

The immunological state of sera derived from a total of 200 untreated gastric cancer patients was investi-
gated using a T-cell growth suppression assay（TGSA）. An interleukin-2 dependent CTLL-2 cell line was cul-
tured with the sera, and its growth inhibitory effect was analysed. The results were then correlated with the
clinicopathological features, immunological parameters, and the presence of tumor markaers in the serum.
The prognosis of the patients were then analysed. The TGSA value of the gastric cancer patiens was signifi-
cantly lower than that of patients with benign diseases, such as cholelithiasis and inguinal hernias. TGSA
value decreased significantly in proportion to the grading of gastric cancer stages, the depth of tumor inva-
sion, and the degree of macroscopic liver metastases. When the patients were divided into 2 groups（group
1：TGSA＜67. 0, group 2：TGSA≧67. 0）, the levels of IAP, CRP, CEA and the subset of neutrophils in the pe-
ripheral blood were significantly higher in group 1 than in group 2, whereas the subset of lymphocytes was
significantly lower. The prognosis of the low TGSA group（group 1）was significantly poorer than that of the
normal TGSA group（group 2）. these findings indicate that TGSA values may reflect the grading of gastric
cancers and could possibly be used as a parameter to estimate the humoral immune state of the tumor-
bearing host.
Key words：gastric cancer, immnological parameter, T-cell growth suppression assay, CTLL-2
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