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論文内容要旨

 く目  的>

 ヒト末梢血リンパ球(PBL)を,ヘルパー丁細胞由来のリンホカインの一つであるインターロ

 イキン2(IL2)で培養するとNK非感受性の腫瘍細胞株ならびに新鮮な固型癌細胞に対し細

 胞障害活性を有するLAK細胞(lymphokineactivatedkillercells)が誘導される。LAK細

 胞は抗腫瘍免疫におけるエフェクター細胞として重要な役割を果たすと考えられるが,その誘導

 機構は未知な点が多い。我々は健康人PBLを用いた研究でLAKの前駆細胞がLeu7-Leu11+

 のNK細胞であり,その誘導には産生されるインターフェロン7(IFNr)との共同作用が必須で

 あることを明らかにした。本研究ではIL2とLAKによる養子免疫療法の確立を目ざして,消化

 器癌患者と乳癌患者の末梢血リンパ球をヒトレコンビナントIL2(rIL2)存在下で培養し自

 家固型癌細胞に対する細胞障害活性の誘導を試み,誘導されたLAK細胞の性状ならびに誘導機

 構を解析した。

 <方  法〉

 健康人ならびに担癌患者のヘパリン加末梢血からFico11-Isopaque比重遠心法によって単核

 球を分離後,細胞は1×106/溜に調整し,通常の実験系ではrIL210V/溜存在下で3日間培

 養してLAK細胞を誘導した。培地は10%自己血清(AS)加あるいは牛胎児血清(FCS)加RP

 MI1640を用いた。培養上清はVSV-WISH細胞系で50%プラーク減少法によりIFN活性を

 測定した。LAK細胞誘導系にrIFN,またはモノクローナル抗IFN7抗体を添加しLAK誘導に

 及ぼす影響を検討した。LAK活性の測定は4時間の5℃rrelease法によった。標的細胞として

 は新鮮な固型癌細胞と各種継代腫瘍細胞株を用いた。新鮮固型癌から腫瘍細胞浮遊液の調整は酵

 素処理に加え,Fico11-Isopaqueならびにperco11不連続密度勾配による比重遠心法の組合せ

 による独自の方法を開発した。

 <結果および考察>

 消化器癌患者ならびに乳癌患者のPBLをrIL2ユOV/溜存在下で3日間培養するとLAK細胞

 が誘導され,培養上清中にIFNr活性が検出された。目家新鮮同型癌細胞または膵癌樹立細胞
 株PK-1を標的細胞としてLAK活性を測定すると,それぞれ12例中10例または37例中20例に

 強い細胞障害活性が認められた。誘導されたLAK細胞はNK非感受性の各種継代腫瘍細胞株お

 よび自家または他家由来の新鮮固型癌細胞(胃癌,・大腸癌・舌癌・乳癌の原発巣と転移リンパ節)
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 に対し細胞障害活性を示した。しかし正常リンパ球や正常粘膜上皮細胞はLAKに非感受性で,

 マイトージェンで幼若化させたリンパ芽球は感受性を獲得した。これらの結果は担癌患者のLAK

 細胞も,健康人と同様,癌細胞やリンパ芽球細胞膜上には発現され,正常細胞膜上には欠如して

 いるか発現の弱いある種の抗原を認識してMHCの拘束を受けることなく非特異的な細胞障害活

 性を示すものと考えられた。

 癌患者のLAK活性と培養土清中のIFNr活性は健康人に比べ低価を示す症例が多く認められ

 たが,工FN7活性を測定した34例のうちIFNr活性が検知されなかった12例ではLAK活性も著

 明に低下していた。LAK誘導系に抗IFNr抗体を添加するとLAKの誘導は抑制され,rIFNr
 を添加するとLAK活性は増強した。これらのことから,rIL2による担癌患者PBLからのLA

 K細胞誘導はIFN7との共同作用が必須であることが示唆され,特に低しAKと低IFNr活性の

 関連が注目された。

 次に担癌患者のLAK誘導の抑制の原因を検討するため,自己血清存在下でのLAK誘導を試み,

 同時に健康人LAK誘導系に対する担癌患者血清の影響を調べた。その結果,担癌患者血清中に

 はrIL2によるLAK細胞誘導を抑制する因子が存在することが判明した。これに基づき担癌患

 者は以下の3つのグループに分類された。グループ1(G1)は血清中の抑制因子は存在せず,

 ASまたはFCSいずれの存在下でも健康人と同じ程度の高いLAK活性とIFNr産生が誘導され

 た。グループ2(G2)は血清中にLAK細胞誘導の抑制因子が存在し,AS存在下で誘導された

 LAK活性ならびにIFNr活性は健康人に比べ明らかに低下していた。しかしASをFCSに替え

 るかAS存在下でもrIFNrの添加あるいは高単位のIL2を添加して培養すると抑制が解除され

 た。グループ3(G3)は血清中に抑制因子が存在しLAK活性IFNr活性ともに低値を示した。

 FCS存在下での培養,rIFNr添加,高単位のrIL2を添加してもLAK活性の増強が認められ

 ず,IL2反応細胞の機能異常または量的減少の可能性が示唆された。

 以上の結果からrIL2-rIFNr-LAK細胞による抗癌養子免疫療法を確立し,臨床応用を行

 なうには,invitroならびにinvivoにおける有効なエフェクター細胞の生成とともに担癌生体

 の抑制機構の解除が課題となった。本研究で呈示したグループ分類は,臨床病期分類との相関が

 みられ,IL2-LAK療法施行時の重要な免疫学的指標になるものと考えられた。
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 審査結果の要旨

 ヘルパー丁細胞由来のリンホカインの一つであるインターロイキン2(IL2)存在下にリンパ

 球を培養すると,NK非感受性の腫瘍細胞に対し細胞障害活性を有するLAK細胞(lymphokine

 activatedkillercells)が誘導され,その抗腫瘍効果が期待されている、,invitroで誘導したLAK

 細胞を担癌生体に移入する養子免疫療法やIL2のinvivo投与による癌治療を飛躍的に発展させ

 るには,LAK細胞の誘導機構の解明が重要であり,特に担癌生体での詳細な検討が要求される。

 著者らは既に健康人末梢血リンパ球を用いた研究においてLAKの前駆細胞の一つがNK細胞で

 あり,その誘導にはIL2と産生されるインターフェロンr(IFNr)の共同作用が必須である

 ことを解明している。その成果に基づき,本論文はこれまでに報告の少ない消化器癌患者と乳癌

 患者の末梢血リンパ球からレコンビナントIL2(rIL2)を用いてLAK細胞の誘導を試み,誘

 導されたLAK細胞の性状とその誘導機構について解析している。

 著者らの実験系において特記すべきことは,標的細胞として自己の新鮮分離固型癌細胞を用い

 たことと,誘導機構の解析にあたって内因性に誘導されるIFNrの作用に着目した点である。結

 果は,自己の新鮮固型癌細胞に対する細胞障害活性の誘導を試みた12例のうち10例で,膵癌樹立

 細胞株を標的細胞として細胞障害活性を測定した37例中20例で明らかなLAK細胞の誘導を認め

 た。腺癌を中心とした各種消化器癌細胞ならびに乳癌細胞がLAKに感受性を示すことが明らか

 となり,正常リンパ球や正常粘膜上皮細胞は非感受性であることも証明された。これら担癌患者

 のLAK細胞誘導系では,健康人と同様産生されるIFNγが必須の役割を果たすことが証明され,

 IL2とIFNrの共同作用が認められた。さらに担癌患者のLAK細胞誘導能と培養上清中に検

 出されるIFNr活性は健康人に比し低値を示す傾向にあり,IFNr産生の低下とLAK誘導能

 の低下が密接に関連することが示唆された。これら担癌患者におけるLAK細胞誘導の抑制機構

 を検討した結果,進行癌患者では血清中に抑制因子が存在することが明らかとなり,rIFNrの

 添加または高単位のrlL2添加により抑制の解除が可能であった。臨床病期の一層進行した一部

 の症例では血清中の抑制因子の存在に加えリンパ球の機能異常が疑われ,rlFNr添加や高単位

 rIL2の添加にてもLAK活性の増強は誘導されなかった。これらの結果を基に作製された担癌

 患者のグループ分類はIL2-LAK療法の適応と効果判定に有用な免疫学的指標を与えるものと

 考えられた。

 本論文は担癌患者の末梢血リンパ球を用いて,独創的な観点よりLAK細胞誘導機構を解析し,

 担癌生体の免疫学的特性としての抑制機構についても新しい知見を得ている。IL2-LAK細胞

 を用いた抗癌療法の確立に多くの示唆と学問的根拠を与える秀れた論文である。従って本研究は

 学位授与に値するものと認める。
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