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論 文 内 容 要 旨

Interleukin2(IL2)はConcanavalinA(ConA)等 の 抗原 刺 激 に よ りhelperT細 胞 か ら

産 生 され る可 溶 性 因 子 で あ り,そ の産 生kineticsは 種 に よ って異 な るゐConAに 対 して 高 い応

答性 を 示 す マ ウス脾 細 胞 に お い ては,ConA刺 激24時 間 以 後 に 活発 なIL2の 吸 収 が 始 ま り,48

時 間 後 の培 養 上清 中 に はIL2活 性 は検 出 で き ない 。 これ に 対 し,ConAに 比較 的不 応 答 性 の ラ

ッ トの系 に お い て は,培 養 上 清 中 のIL2活 性 は48時 間 後 に ピ ー クに達 し,そ れ 以 後 にIL2の

吸 収 が活 発 とな る。

同種 白1血病 細 胞RADAIに 対 す る特 異 的killerT細 胞 はIL2の 存 在 下 で培 養 す る こ とに よっ

て約8ケ 月 に わ た りcytotoxicityを 失 う こ とな く長 期 継 代 維 持 す る こ とが で き た 。 しか し,同 系

腫瘍BMC2に 対 す るkillerT細 胞 は約20日 で そ の活 性 を 失 い,IL2の 存 在 下 で も さほ ど長 く

培 養 す る こ とは で き な か った 。 工nvitroでIL2の 存 在 下 で分 裂 増 殖 させ たkiIlerT細 胞 は

invivoに お い て も強 い抗 腫 瘍 活 性 を 示 し,IL2が 癌 免疫 法 へ 応 用可 能 で あ る こ とが 強 く示 唆

さ れ た 。

ConA刺 激 ラ ッ ト脾 細 胞 培 養 上 清 よ り得 たIL2を 硫 安 分 画 で 濃縮 し,さ らにSephaoylS-

200で 精 製 す る こ とに よ り,ラ ッ トIL2は 分 子 量22,000～26,000の タ ンパク質 で あ る こ とが 証

明 さ れ た 。精 製 したIL2は,マ ウス脾 細胞 や リンパ節 細 胞 に対 してmitogenic効 果 を示 し,こ

の効 果 は α一melhylmannosideの 添 加 に よ って 阻害 さ れ な い こ とや,recombinantIL2を 用

い て も同様 な 効果 が 観 察 さ れ る こ とか ら,混 在 す るConA等 の影 響 で は な く,IL2そ の ものの効

果 で あ ると考 え られ る。 脾 細 胞 や リンパ節 細 胞 と異 な り,未 分 画 胸 腺 細 胞 はIL2に 対 して強 い

応 答 性 を示 さ な い 。 しか し,胸 腺 細 胞 をPercoll不 連 続 密 度 勾 配 でFr1,Fr2,Fr3の 三 つ の

分 画 に分 離 す る こ とに よ り,低 比 重 のFr1の 胸 腺T細 胞 亜 群 がIL2の 刺 激 に反 応 して分 裂 増 殖

す る こ とが 明 らか とな った。

Fr1の 胸 腺 丁細 胞 亜 群 はLyr㌧2一,PNA一 の細 胞 群 か ら成 り,ConA,IL2の いず れの

刺 激 に対 して も強 い応 答 性 を示 した 。 これ に対 してFr2,Fr3の 胸 腺 細 胞 は いず れ もLy1一,2一 ㌧

PNA+の 細 胞 表 面 マ ー カ ー を有 し,IL2単 独,COnA単 独 の 刺 激 で は分 裂 増 殖 を 示 さ なか った 。

しか し,IL2とConAの 両 者 で刺 激 した場 合 に は,Fr1の 細 胞 と同 様 に,Fr2の 細 胞 も高 い応

答 性 を 示 した 。Fr3の 胸 腺 細 胞 はConA,IL2,お よび 両 者 の いず れの 刺 激 に対 して も応 答 性 を

示 さ ず,invitroで 培 養 す る こ とに よ って他 の細 胞 群 よ り も早 期 に死 滅 す る こ とが 明 らか とな っ

た 。従 って,末 梢 リ ンパ球 はFr1又 はFr2の いず れ かの 胸 腺 細 胞 亜 群 か ら導 入 さ れ,Fr3の 胸

腺細 胞 は胸 腺 内 で 死滅 す る細 胞 群 で あ る と考 え られ る。

IL2は 丁細 胞 増 殖 活 性 の他 に,各 種 の癌 細 胞 に対 してcytotoxicityを 示 すlymphokine-act一
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ivatedkiller(LAK)細 胞 を誘 導 す る作 用 も あ るこ とが 示 され た 。LAK細 胞 は 細 胞 表 面 マ ー

カー か ら判 断 す ればThy1,2+,Ly2+,asialoGM1一 のkillerT細 胞 と同 様 の 細 胞 であ るが以下

の点 でkillerT細 胞 と は異 な る。

1)LAK細 胞 はIL2刺 激2日 後 に誘導 され,killerT細 胞 の 産 生kineticsよ りも早 い 。

2)KillerT細 胞 は特 異 的 なcytotoxicityを 示す が,LAK細 胞 は幅 広 い特 異 性 を 示す 。

3)KillerT細 胞 産 生 に お い て は マ ク ロ フ ァー ジの 存 在 が 不 可 欠 であ るが,LAK細 胞 誘 導 に

お い て は マ ク ロ フ ァー ジは不 必 要 で あ る。

脾 細 胞 をIL2で 刺 激 す る こ と に よ りIFN一 γの 産 生 が促 が され,IFNの 産 生 とLAK細 胞 の

産 生 と の間 に は相 関 関 係 が あ り,killerT細 胞 誘導 の 場 合 と同 様 に,LAK細 胞 の 誘 導 初 期 に

IFN-rが 重 要 な 役 割 を演 じて い ると思 われ る。

LAK細 胞 の 誘 導 は脾 細 胞 か らの み な らず,マ ウス メ チル コ ラ ン トレ ン誘 発 肉 腫BMC2,及 び ヒ

ト胃 癌 内 に 浸 潤 した リ ンパ 球 か らも可 能 で あ った 。 腫 瘍 内 リ ンパ球 か ら誘 導 したLAK細 胞 は 脾

細 胞 か ら誘導 したLAK細 胞 と同 様 に,T細 胞 マ ー カ ー(ヒ ト:OKT3出OKT8+,マ ウス:Thy

1,2+,Ly2+)を 有 した1argegranulabmphocyte(LGL)で あ った 。 ま た,こ のLAK細 胞

は脾 細 胞 か ら誘 導 したLAK細 胞 よ りも強 いcyto亡oxicityを 示 し,invivoに お い て も強 い 抗

腫 瘍 活 性 を 示す こ とが 明 らか と な った 。

LAK細 胞 は膜 表 面 上 の 何 らかの 分 子 で 数 多 くの 癌 細 胞 を 認 識 し,破 壊 す るも の と思 わ れ るが,

筆 者 は,LAK細 胞 に 強 く反応 し,か つLAK活 性 を 阻 害 し うる モ ノ クロ ー ナル抗 体,KBAを 作

製 し,LAK細 胞 の 癌 細 胞 破 壊 機 構 に つい て 検 討 した 。LAK細 胞 のcytotoxicityassay際 に

KBA抗 体 を 添 加 す るこ と に よ り,LAK細 胞 と癌 細 胞 との 結 合 が 阻 害 され,LAK活 性 が強 く抑

制 さ れ る こ と に よ り,KBA抗 体 はLAK細 胞 の 癌 細 胞 認 識 部位 に関 連 した 分 子 に対 す るモノク ロ

ー ナ ル抗 体 で あ る と考 え られ る 。KBA抗 体 で認 識 され る分 子 は正 常 リ ンパ系 細 胞 に も わず か な

が ら存 在 す るが,リ ンパ 球 をIL2で 活 性 化 す る こ と に よ って,さ らに 増 強 誘 導 され るこ と に よ り

筆 者 は この 抗 原 をlymphokine-activatedcell-associated(LAA)抗 原 と名 ず け た。LAA

抗 原 は 分 子 量約180Kと95Kの2つ のsubunitか らな る分 子 か ら構 成 さ れ,KBA抗 体 はLAK

活 性 発 現 の み な らず,T細 胞 の種 々 の 免疫 応 答 を 抑 制 す る こと か ら,LAA抗 原 はT細 胞 の 活 性

化 にお いて も重 要 な分 子 で あ る と考 え られ る。

IL2は 種 々の 免疫 調 節 作 用 を有 し,癌 等 の治 療 に有 用 で あ ると思 わ れ る。 しか し,実際 に この

応 用 が 可 能 で あ るか 否 か に つ い て検 討 す るた め に は,ま ず,工L2がinvivoに お い て もinvi-

troと 同様 の 作用 を 示 す う るか 否 か を確 か め な け れ ば い け な い 。筆 者 は,IL2依 存 的 で 強 い

cytotoxicityを 有 したLAK細 胞 と可 溶 性 因 子 の みの 通 過 が可 能 なmilliporediffusioncham-

berの 特 性 を生 か した新 しいinvivoIL2活 性 の測 定 方 法 を開 発 し,IL2のinvivo効 果 に っ
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いて 検討 した 。 その 結 果,以 下 の点 が 明 らか と な った 。

1)IL2のinvivo投 与 に よ り,濃 度 依 存 的 にLAK:細 胞 のviabilityが 維 持 さ れた 。

2)IL2のinvivo投 与 に よ りLAK細 胞 のcytotoxicityもinvivoで 維 持 す るこ とが で き

た 。

3)IL2のinvivo効 果 発 現 の ため に は,IL2の1回 投 与 よ りも浸 透 圧 ポ ンプか らの 徐 放

的投 与 が 有効 で あ る。

Invivo投 与 さ れ たIL2はS.C。 投 与8時 間 後 に は 血 中 か ら消 失 して しま う。しか し,浸 透 圧

ポ ン プか ら同 量 のIL2を 徐 放 的 に投 与 した場 合 に は,投 与後96蒔 間 後 にお いて も血 中IL2活 性

を 確 認 す る こ とが で きた。 これ らの 結 果 か ら,IL2はinvivoに お い て も抗 腫 瘍 活 性 を 有 した

エ フ ェク ター 細 胞 のcytotoxicityやviabilityを 維 持 で き る こ とが 証 明 され,IL2のinvivo

へ の 応 用 の た め に は投 与 方 法 の 工 夫 が 必 要 で あ る こ とが 示 され た 。

徐 放 的IL2の 投 与 に よ り,新 しい 癌 の 免疫 療 法 が 可 能 で あ るか 否 か に つい て,ま ずLAK細 胞

との併 用 に よ るlocaladoptiveimmunotherapyモ デ ル を 作 製 し検討 した 。LAK細 胞 はIL2

に対 す る依 存 性 が 高 い た め,invivoに 移 入 後,直 ち に 死 滅 し,LAK細 胞 単 独 投 与 ではEL4

担 癌 マ ウス の 治療 は 困難 で あ る 。 また 正L2の 頻 回 投 与 とLAK細 胞 との併 用 に よ って も良 好 な 治

療 結 果 を 得 る こ と はで きな か った 。 しか し,浸 透 圧 ポ ン プか らの 徐 放 的IL2の 投 与 とLAK細 胞

との併 用 に よ り,有 意 な 延 命効 果 が 認 め られ,30%の マ ウス は 完 全 治 癒 した 。

さ らに,徐 放 的IL2の 投 与 がsystemicadoptivechemoimmunotherapyモ デ ル に お い て も

増 強 効 果 を 示 す か 否 か を,MBL-2を 用 いた 治療 系 を 確 立 して 検 討 した 。MBL-2で 免 疫 した

C57BL/6マ ウス の脾 細 胞(IM-sp1)はinvitroに お い て はMBL-2に 対 す るcytotoxicity

を 示 さ な い が,invivoに お い て はcyclophosphamide(CY)と の併 用 で 強 い 抗腫 瘍 活 性 を 示 す 。

この 治療 系 に お け るinvivoエ フ ェ ク タ ー細胞 はThy1,2+,Ly1+,Ly2+のkillerT前 駆 細胞 で

あ る と思 わ れ,invivoに 移 入 され たkillerT前 駆 細 胞 が腫 瘍 局 所 でkillerT細 胞 に分 化 し,

MBL-2を 破 壊 す る もの と思 わ れ る。IM-spl,2x107個 以 上 の 移 入 に よ って はCYと の併 用 に

よ る抗腫 瘍効 果 が 期 待 で き るが,107個 のIM-sp1の 移 入 で は,含 まれ るkillerT前 駆 細 胞 の

数 が 少 な く充 分 な 治 療成 果 を 得 る こ と はで きな か った 。 しか し,こ の 系 に お い て も,107個 のIM

-splと 徐 放 的 王L2の 投 与 を 併 用 す る こ と によ って ,顕 著 な 治癒 率 の増 加 が 認 め られ た 。従 って,

徐 放 的IL2の 投 与 に よ って,invivo移 入 され た 抗腫 瘍 エ フ ェ クタ ー の ク ロ ー ンの拡 大 が可能 で

あ る こ とが 強 く示 唆 され た 。

また,至L2はB16腫 瘍 内 に 単独 投 与 した 場 合 に強 い 抗 腫 瘍 効 果 を 示 す こ と よ り,IL2は

inviVQに お い て も,担 癌 宿 主 の 抗 腫 瘍 エ フ ェク タ ー細 胞 を 直 接 的 に活 性 化 で き る こ とが 推定 さ

れ た 。
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以上のことから,IL2は 投与方法によっては,局 所的及び全身的な癌の免疫療法へ 応用可 能

であることが強く示唆された。現在,遺 伝子組み換え技術の発展により,IL2の 大 量生産 も既

に可能 となっていることから,今 後,IL2徐 放剤等を開発することによってfL2に 近い将来

必ずや,癌 等の治療薬として有用なものになると信ずる。
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審 査 結 果 の 要 旨

リンパ球の刺激により放出されるインターロイキン2(IL2)は リンパ球の分化,増 殖並びに

キラー活性の賦与などの生物活性をもっている。本研究ではまずIL2産 生の動態を種々の面から

検討 し最 も効率のよいIL2条 件を設定 した。次に作成 したIL2を 用いた同種抗原に対するキラ

ーT細 胞の長期培養に成功 し,そ の抗原特異性について検討 した(第2章)。

次いで部分精製を行 ったIL2を 用いその リンパ系細胞に対する分裂刺激作用を検討 した。その

結果,リ ンパ節,脾 臓においてはIL2刺 激により分裂す るT細 胞群が豊富であるが,胸腺にはそ

のような細胞は極めて少ないことが見出された。そこで胸腺細胞を比重により分画し,各 分画に

おけるIL2応 答性について検索 した。その結果,大 部分の胸腺細胞はIL2に 対して応答 しない

が,低 比重画分の細胞は末梢 リン・マ球と同様にIL2刺 激により分裂するという胸腺におけるリン

パ球の分化を考え る上で興味ある知恵を得ている(第3 ,4章)。

次にIL2に よって誘導されるキラー細胞(LAK)に 関す る一連の研究が行われ,LAKに はい

くつかのタイプがあることが,表 面抗原の解析により明らかにされた。さらにLAKに 対す るモ

ノクローナル抗体が作成され,LAKに は固有の抗原が表現されていること,その抗原に対す る抗

体添加によ りLAK活 性が抑制されること,こ の抗原系は非特異的なキラー活性を示すNK細 胞や

マクロファージにも表現されていることが明 らかにされ,こ の抗原はこれらの細胞の標的細胞認

識部位である確立が高いことが示唆された(第5,6章)。

以上の知見に基づき,IL2で 誘導 したLAKを 用いての癌治療モデルについての検討が行われ,

LAK移 入と共にIL2を 徐放的に供与す ると移植癌細胞に対す る治療効果が認め られるとの有用

な知見が提供された(第7,8章)。

以上の研究は 王L2の 免疫応答における役割とそれによって誘導されたLAKの 性格,並 びにこ

れらの知見に基づいた癌治療モデルの確立など基礎的にもまた応用の面でも重要な資料を提供す

るもので,博 士論文として充分評価 し得 るものと考える。
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