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論文内容要旨

 LymphokineactivatedkiHer(LAK)細胞は,末梢血リンパ球(PBL)を,interleukin2

 (IL-2)の存在下に加痂roで培養することにより誘導され,極めて広範囲の腫瘍細胞に細胞傷

 害性を発揮する。最近の遺伝子工学の進歩により,recombinantIL-2が量産化されたことによ

 り,LAK細胞を用いた養子免疫療法が臨床応用され,一部の悪性腫瘍でその有効性が報告され

 た。一方悪性腫瘍に対する化学療法を行う上で,腫瘍細胞の抗癌剤耐性機構の発現は臨床的に極

 めて大きな障壁となる。最近,その薬剤耐性の克服に関し様々な試みがなされており,その中で,

 免疫療法も一つの可能性を有するものとして期待されている。本実験では,抗癌剤耐性細胞に対

 する免疫療法の可能性を探る基礎的検討を目的として,ZηoZ乙roでのLAK細胞の抗癌剤耐性細胞

 に対する抗腫瘍効果,さらに抗癌剤とLAK細胞の併用効果についても検討した。

 実験の対象は,ヒト肺腺癌細胞由来のPC-9,PC-14およびそれらのシスプラチン(CDDP)耐

 性株であるPC-9/CDDP,PC44/CDDP,ヒト骨髄性白血病細胞由来のK-562およびそのアドリ

 アマイシン(ADM)耐性株で多剤耐性を示すK-562/ADMを用いた。これらを標的細胞として

 健常人から採取したPBLおよびLAK細胞の抗腫瘍効果を検討した。PBLとLAK細胞の抗腫瘍活

 性の測定に際しては,effectorとtargetの比(E/Tratio)を3段階に調整し,その細胞障害性

 をcolonyassayにて検討した。また,LAK細胞と抗癌剤の併用効果の検討は以下の2っの方法

 で実験を行った。第一の実験は,腫瘍細胞をCDDPまたはADMに1時間接触させた後,LAK細

 胞を加え5時間incubationとした。一方第二の実験では,腫瘍細胞を抗癌剤とLAK細胞と一緒

 に5時間,第一の実験と同じ抗癌剤濃度,E/Tratioで接触させた後,colonyassayでの抗腫瘍

 活性の測定に供した。さらに,第二の実験系においては,E/Tratioを一定にしたままで抗癌剤

 の濃度を変え,dose-responsecurveを作成した。

 各腫瘍細胞に対するPBLおよびLAK細胞単独のcolony形成の抑制率の測定では,いずれの

 細胞においても,PBLに比し,LAK細胞の方で細胞障害性が増強された結果となった。また,

 PC-9/CDDPでは,親株のPC-9に比べ,PBLおよびLAK細胞のいずれに対してもすべてのE/T

 ra七ioにおいて有意に(P<o.01)感受性が高かった。次に,LAK細胞と抗癌剤の併用効果の検

 討を抗癌剤1時間接触後LAK細胞と5時間incubation,および抗癌剤とLAK細胞の同時5時間

 incubationの2通りの方法で行った。PC-14とPC-14/CDDPの両者において,LAK細胞とCDDP

 の同時投与群でLAK細胞単独,CDDP単独のいずれと比較しても有意な(P<0.05)抗腫瘍効果

 の増強が見られた。また,この併用はPC-14,PC-14/CDDPに対し相乗効果があると判定され

 た。他の細胞においては併用による相乗効果は得られなかったが,抗癌剤またはLAK細胞単独

 一186一



 のうち高い抗腫瘍効果を示すいずれか一方の効果と同等であった。さらに,LAK細胞のE/T

 raむioを一定にした際のPC44,PC-14/CDDPに対するCDDPのdoseresponsecurveを作成した

 が,いずれの細胞およびCDDP濃度においても,CDDPとLAK細胞併用群の方が,各々の単独投

 与群に比べ高いcolony抑制率を示した。

 今回の実験では免疫学的アプローチによる耐性克服の可能性を探る基礎的検討としてLAK細

 胞を用いたZηoZ孟roでの検討を行った。本実験においては,CDDP耐性細胞のうちPC-9/CDDP

 で親株のPC-9に比べ,PBL,LAK細胞のいずれに対しても高い感受性を示した。文献的にLAK

 細胞が抗癌剤の多剤耐性因子を発現しているヒト大腸癌細胞に対し細胞障害性を発揮したことが

 報告されているが,今回の実験でも同様のLAK細胞の効果を追認した。しかし本実験ではCDD

 P耐性のヒト肺腺癌細胞を対象とした点,またPC-9/CDDPで親株に比べ著明な感受性の増加が

 認められた点など注目に値すると思われた。また,他の耐性株(PC-14/CDDP,K-562/ADM)

 に対しても,LAK細胞は親株とほぼ同等の細胞障害性を示しており,即ち抗癌剤に対する獲得

 耐性を得た後でもLAK細胞の効果に変化はないことが示唆される。次に,抗癌剤とLAK細胞の

 併用効果の検討を行った。今回は,両者を併用した実際的な治療法の可能性を追求する目的から,

 実験方法は抗癌剤投与後LAK細胞投与または両者同時投与で持った。PC-14およびPC-14/CDDP

 において一部の濃度設定で相乗効果が認められており,また,CDDPの各濃度においても併用群

 の方がおのおの単独群よりも高い効果を得た。さらに,他の細胞においては相乗効果は得られな

 かったものの抗癌剤の存在でLAK細胞の効果の減少は見られなかった。以上の結果から,両者

 の併用療法の可能性も示唆されたものと思われる。
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 審査結果の要旨

 抗癌多剤耐性細胞にたいする抗腫瘍効果についてinvltroでcolonyassay法を用いて研究を

 おこなった。対象とした腫瘍細胞培養株はヒト非小細胞肺癌由来のPC-9,PC-14およびシスプ

 ラスチン(CDDP)耐性株であるPC-9/CDDP,PC-14/CDDPを用いた。さらにアドリアマイシ

 ン(ADM)耐性株で多剤耐性機構を発現しているK-562/ADMを使用した。

 抗腫瘍効果はインターロイキン～2で活性化したLAK細胞(lymphokineactivatedkiller細

 胞)を使い,LAK細胞単独と抗癌剤との併用をおこない抗腫瘍活性を測定した。

 結果は末梢リンパ球およびLAK細胞はPC-9/CDDPにたいして著明な抗腫瘍活性が増強した。

 しかしPC-14/CDDPとK-562/ADMにたいしてはリンパ球,LAK細胞ともに抗腫瘍活性は親

 株と同程度であり,薬剤耐性細胞にLAK細胞の効果がなかった。LAK細胞と抗癌剤CDDPと

 の併用により抗腫瘍効果がみとめられたので,多剤耐性細胞にたして抗癌剤を併用し,LAK細

 胞が有効な治療法となりうることをしめした。

 現在LAK細胞よりTILがinvivoで効果がある点についての追及はおこなっておらず,今後

 の課題である。抗癌剤多剤耐性細胞の問題は難問のひとつであるが,治療法の開発をめざした本

 研究は新しい道を開くものであり,学位論文に価する。
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