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緒 言

われわれの研究室では数年来,主 としてin vitro

の組織培養法によって,担 癌宿主のリンパ球が自己

の癌細胞に特異的に群集,接 着して抗腫瘍性を示す

ことを同種継代移植癌,発 癌剤による誘発癌,白然発

生癌 さらには人癌について検討 してきた1-5).腫瘍が

増殖してある時期に達するまでは,担 癌宿主は自己

の癌細胞に対して抗腫瘍性に働いている.し かし,

腫瘍がある一定度以上に進行してくると担癌宿主の

抗腫瘍性が失われて くる.ま た進行癌では抗体産生

能や移植免疫反応や遅延型反応などの非特異的免疫

能も低下 して くることがしられている6-8).すなわち,

癌の進展により宿主の免疫系ないしは網内系の機能

が抑制 されるのだと考えられる.著 者は発癌過程に

おける免疫監視機構がいかなる変動をきたすかをみ

るため,マ ウスにmethylcholanthrene (MCA)を

投与し,そ の発癌過程において脾の溶血斑産生細胞

(PFC)の 発現率を調べ,発 癌剤投与早期より著明

に溶血斑産生細胞の減少することを明らかにすると

ともに,免 疫前段階 と考 えられているallogeneic

 inhibition活 性 はMCA投 与後発癌までのいずれの時

期においても保持 されていることを報告した10).

本論文では, MCA投 与後の発癌以降腫瘍死するま

での間に,担 癌宿主の非特異的免疫系 としてのPFC

の発現率,更 には生体の免疫監視機構と考えられる

リンパ節細胞のallogeneic inhibition活 性 がどの

ように推移をとるか,検 討を加えたので報告する.

実験材料と方法

実験動物

岡山大学マウスコロニーより得た純系C3Hお よ び

Zb♂ マウスの生後6～8週 目のものを用いた.

発癌剤ならびに発癌方法

芳香族炭水化物20-methylcholanthrene (MCA,

和光純薬)を アラビアゴムに懸〓して, 1.0mgを マウ

スの背部皮下に注射した. MCA投 与後8週 以降にな

ると腫瘤が触知できるようになって くるが,本 実験

ではMCA投 与後8週 以降の場合は腫瘤触知可能なマ

ウスのみ用いた.

1. MCA肉 腫 の増殖過程におけるPFC数 の変動

a. 免疫法: MCA背 部皮下注射後, 6週, 8週,

 10週, 14週, 16週 目の各マウスの尾静脈に,生 食に

て3回 洗滌した羊赤血球約8×108個 を静注し,免 疫

した10).

b. PFC数 の算出:す でに前編で詳述 したが,

羊赤血球にて免疫後4日 目に脾臓 を摘出し,冷 い

Eagle培 地 の中で細切し, 30分 間静置 し, 80メ ッシ

ユにて濾過し大きな塊を除 く, 2回 遠沈し細胞を洗

い冷いEagle培 地 に浮遊させ脾細胞浮遊液を作る.

トリパン青にて生細胞を数え,脾 有核細胞数を算定

する.こ の脾有核細胞中のPFC数 をJerne9)の 方法

によってもとめる.略 記すると,脾 細胞浮遊液 と羊

赤血球浮遊液を前 もって45℃ に温め溶かしておいた

Difco agarに 加 えて混和 し, bottom layer agar

上 に均等に拡げ, 37℃, 1時 間加温する.モ ルモッ

ト血清補体を加えて さらに37℃30分 加温後2～3時

間室温に放置 し,溶 血斑の数を肉眼的に算定 し,脾

有 核 細 胞105個 あ た りのPFC数 と, PFC数 の絶 対 数

を算 定 す る.

2. MCA肉 腫 増 殖過 程 に お け るallogeneic in

hibition活 性 の変 動

a. 標 的 培 養 細 胞:岡 大 癌 源 病 理 部 よ り得 た

Ehrlich癌 を株 化 したJTC-11細 胞 をallogeneic cell

と して用 い た.ま た, heterogeneic cellと して,

岡大 婦 人 科 で継 代 維 持 され て い るHela株 細 胞 を 使

用 した.培 地 は20%牛 血 清 加YLEを,抗 生 物 質 と し

て, Cephalotin 100μg/mlを 添 加 した.

b. リンパ 節細 胞 浮 遊 液 の調 製: MCA注 射 後,

経週 的 に局 所 腋 窩 リ ンパ節 細 胞 お よ び無 処 置 正 常 マ

ウ スの 腋 窩 リンパ節 細 胞 を無 菌的 に摘 出 し, YLE培

地 の 中 で細 切 し, 30分 間静 置 後80メ ッシ ユ を通 し,

更 にYLEに て2回 遠 沈 洗 滌 し,冷 い20%牛 血清 加
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YLE培 地 に 浮 遊 させ,リ ンパ 節細 胞 浮遊 液 を作 る.

か か る細 胞 浮遊 液 は95%以 上 の生 細 胞 を含 有 して い

る.

c. Phytohemagglutinin (PHA)の 調 製:使 用

直前 にphytohemagglutin-M (Difco) 1ヴ ァイアル

(50mg)をYLE 5mlに 溶 解 す る.

d. Allogeneic inhibition活 性 の測 定:教 室 の

小 長11)の 方 法 に準 ず る.略 記 す る と,次 の 如 くで あ

る.被 検 マ ウス の リン パ節 細 胞 とJTC-11細 胞 と を40

:1に 混 合 し, PHA加 培 養 液 中 で48時 間 培養 す る.

培 養 後 短 試 験 管 壁 に生 着 して い る腫瘍 細 胞 の 核 数 を

ク リス タ ル バ イ オ レ ッ ト液 を加 えて 算 定 す る. He

La細 胞 を標 的細 胞 とす る さい は, HeLa細 胞 を均 等

に 分 注 して48時 間, 37℃ で培 養 後40倍 量 の リンパ球

を あ とか ら加 えて, PHA付 加下 に37℃, 4日 間 さ ら

に培 養 しHeLa細 胞 の核 数 を算 定 す る.

実 験 結 果

1. MCA肉 腫 の 増 殖 過程 に お け るPFC数 の変 動

MCA投 与 に よ る マ ウス 脾 細 胞 中 のPFC数 が 著 明

に 減 少す る こ とは す で に報 告 した が10),このPFC数 の

減 少 は 発癌 以 降 の担 癌 マ ウ ス の脾 細 胞 にお い て も引

き続 きみ られ る(表1).

表1. MCA誘 発肉腫の増殖過程におけるPFC発

現率の推移

脾細胞106個 に対するPFC数

2. MCA肉 腫増殖過程におけるallogeneic

 inhibition活 性の変動

JTC-11細 胞 をMAC投 与後6週 目の担癌マウスの

局所腋窩 リンパ節細胞 とPHA-M付 加下で混合培養

すると,無 処置正常マウスの腋窩 リンパ節細胞と混

合培養 した場合と同様にJTC-11細 胞 の増殖は抑制

されている. MCA投 与後18週 目の末期担癌マウスの

局所腋窩 リンパ節細胞付加群は無処置正常マウス腋

窩 リンパ節細胞付加の場合と比較 して, JTC-11細

胞 の増殖をほとんど抑制していない(図1).ま た,

 MCA投 与後10週, 16週 目の担癌マウスの局所腋窩 リ

ンパ節細胞は,無 処置正常マウスの腋窩 リンパ節細

胞と比較 して, JTC-11細 胞 の増殖 をほとんど抑え

て い ない(図2).す な わ ち,担 癌 マ ウス の 局所 腋

窩 リンパ 節 細 胞 のallogeneic inhibition活 性 は 腫

瘍 が増 殖 す る に し たが って 低 下 な い しは消 失 して い

る.

図1　 MCA誘 発 肉腫 増 殖 過 程 に お け るマ ウス リ ン

パ 節 細 胞(MCA投 与 後6週, 8週)の

Ehrlich癌 株 化JTC-11細 胞 に対 す る

allogeneic inhibition活 性 の変 動

JTC-11株 細 胞 数

A. JTC-11細 胞 と無 処置 正 常 マ ウス リンパ節

細 胞 と を混 合 培 養 した もの.

B. JTC-11細 胞 と無 処置 正 常 マ ウ ス リンパ 節

細 胞 とを2%PHA-M付 加 下 で 混 合 培 養 し

た もの.

C. JTC-11細 胞 とMCA投 与 後6週 目 マ ウ ス

リ ンパ節 細 胞 とを2%PHA-M付 加 下 で 混

合 培 養 した もの.

D. JTC-11細 胞 とMCA投 与 後8週 目 マ ウ ス

リンパ節 細 胞 とを2%PHA-M付 加 下 で 混

合 培 養 した もの.

図2　 MCA誘 発 肉腫 増殖 過 程 に お け るマ ウス リン

パ節 細 胞(MCA投 与 後10週, 16週)の

Ehrlich癌 株 化JTC-11細 胞 に対 す るallo

geneic inhibition活 性 の変 動.

JTC-11株 細胞数

A. JTC-11細 胞 と無処置正常マウス リンパ節

細胞 とを混合培養 した もの.

B. JTC-11細 胞 と無処置正常マウスリンパ節

細胞とを2%PHA-M付 加下で混合培養し

た もの.

C. JTC-11細 胞 とMCA投 与後10週 目のマウ

スリンパ節細胞とを2%PHA-M付 加下で

混合培養したもの.

D. JTC-11細 胞 とMCA投 与後16週 目のマウ

ス リンパ節細胞 とを2%PHA-M付 加下で

混合培養 したもの

HeLa株 細胞を標的細胞とした場合, MCA投 与後

10週, 13週 の担癌マウスリンパ節細胞は無処置正常

マウスと同様, HeLa株 細胞の増殖を抑 えている.
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図3　 MCA誘 発 肉 腫 増 殖 過 程 に お け る マ ウ ス リ

ンパ節 細 胞(MCA投 与 後10週, 13週)の

HeLa株 細 胞 に対 す るcytotoxic effectの 変

動

HeLa株 細 胞数

A. HeLa株 細 胞 と無 処 置 正 常 マ ウス リン パ 節

細 胞 とを培 養 した もの.

B. HeLa株 細 胞 と無 処 置 正 常 マ ウス リンパ節

細 胞 とを2%PHA-M付 加 下 で培 養 した

もの.

C. HeLa株 細 胞 とMCA投 与 後10週 目 マ ウス

リ ンパ節 細 胞 と を2%PHA-M付 加 下 で

培 養 した もの.

D. HeLa株 細 胞 をMCA投 与 後13週 目マ ウス

リンパ節 細 胞 と を2%PHA-M付 加 下 で

培 養 した もの.

考 按

最 近 は,人 癌 に お いて も腫 瘍 が あ る限 界 を越 えて

増殖 す る と,リ ンパ球 こ とにT-リ ンパ 球 の 機 能 が 特

異 的,非 特 異 的 に低 下 す る こ と が知 られ,そ の機 作

につ いて も種 々論 ぜ られ て い る12-14).特異 的 リンパ 球

機 能 と して は, in vitroで のTSTA(腫 瘍 特 異 移 植

抗 原)に た いす る細 胞 性 免 疫 で あ るlymphocytoto

xicity活 性 や, macrophage migration inhibiti

on活 性 の 低下 消失 が 明 らか に され,非 特 異 的T-リ

ンパ球 機 能 と して はin vitroでPHAな どのmitog

enic substanceに 対 す る幼 若 化 反 応 の 度 合, in vi

voで は ツベル ク リン反 応 やDNCB反 応 の 低下 が み ら

れ て い る.特 異 的 免 疫 機 能 の 低 下 は,可 溶性 抗 原 そ

の もの,抗 体 あ るい は抗 原(TSTA)-抗 体 複 合 物

と異論 が あ り,性 状 は 明 らか で な い が,癌 患 者 血 清

中 の い わ ゆ るblocking factorが 腫 瘍 細 胞 表 面 の

TSTAを 被 覆 して 感 作 リンパ 球 の 作 用 を阻止 す る と

い う もの で あ る15-16)し か も,こ のfactorに は 特異

性 が あ る.わ れ わ れ は 別個 に腫 瘍 よ り抽 出 した トキ

ソ ホル モ ン が非 特 異 的 にin vivo, in vitroに おい

てT-リ ンパ球 の特 異 的,非 特 異 的機 能 を 阻害 す る こ

とを明 らか に して い る.も ち ろ ん,こ の実 験 に用 い

た トキ ソホ ル モ ン量 は腫 瘍 細 胞 に も,リ ン パ球 に も,

全 く毒 性 の な い 濃度 で 用 い た もの で あ る17).

このT-リ ンパ球 の 非特 異 的 機 能 と して,本 論 文 で

はすで に述 べ た 様 にMCA注 射 後 発 癌 に至 る過 程 でみ

た 羊 赤 血球 に た いす る溶 血 斑 形 成 細 胞 数(PFC数)

と リンパ 球 のallogeneic inhibition活 性10)を 腫瘍

の 増殖 過 程 で測 定 した わ け で あ る.い ず れ もT-リ ン

パ球 が 関与 す る反 応 と考 え られ て い る.発 癌 過 程 で

はPFC数 がMCA投 与 後 早 期 よ り低 下 す るが,腫 瘍

の増 殖 過 程 に お いて も担 癌 マウスの 脾 細 胞 中のPFC

数 は減 少 して い る.他 方,リ ンパ 球 のEhrlich癌 細

胞 由来JTC-11細 胞 にたいす るallogeneic inhibiton

活 性 は発 癌 過 程 にお いて 低 下 して い な い が,発 癌 後

の腫 瘍 増 殖 の 過 程 で は腫瘍 が 明 らか に可 視 的 とな る

MCA投 与10週 以 降 で は低 下 して くる. Allogeneic

 inhibition活 性 は体 細 胞 とは異 な った細 胞 表 面 構 造

を有 す る変 異 細 胞 や,癌 細 胞 が 発 生 した場 合,そ の

発 生 し たin situで これ ら細 胞 の増 殖 を阻 止 す るい

わ ゆ る免 疫 制 禦 機 構(immunological surveillance

 system)に 属 す る もの と考 え られ て い る14).すなわ

ち,リ ンパ 球 の表 面 構造 と標 的 細 胞 表 面 の 構 造 との

差 異 の 度 合 で 標 的細 胞 が破 壊 され,増 殖 が 抑 制 され

る もの と考 え られ て い る.腫 瘍 増 殖 過 程 で の 腫 瘍 増

殖 に まっ わ る,た と えば血 清 抗 体, blocking fact

orあ るい は トキ ソホルモ ンの ご と き液 性 因 子 が リン

パ球 の 表 面 を被 覆 す るこ とに よ り,標 的 細 胞 へ の 群

集,接 着(aggregation)が 阻 止 され, allogeneic

 inhibition活 性 が 低 下 す る もの と考 え られ よ う.他

方,異 種 の 人 子 宮 癌 由 来 のHeLa細 胞 を標 的細 胞 と

した さい,発 癌 か ら増 殖 の両 過 程 を 通 して,す べ て

HeLa細 胞 の増 殖 が 抑 え られ る.こ の こ とは,マ ウ

ス と人 との 間の 抗 原 差,す なわ ち細 胞 表面 抗 原 あ るい

は細 胞 表 面 構 造 の 差 が大 きい た め, allogeneic in

hibition活 性 が強 くお こ った もの で あ る こ とを しめ

して い る とい え よ う.本 実 験 に用 い た小 長11)のal

logeneic inhibitionの 研 究 で は,リ ンパ球 の標 的細

胞へ のaggregationを 高 め る た め にPHAを 使 用 して

い るが,こ のPHAに た い す るT-リ ンパ球 の 幼若 化 が

進 行 癌 で は低 下 して い るた め,進 行 癌 マ ウズで の リ

ンパ球 のallogeneic inhibitionの 低 下 は, PHAに,

た い す るT-リ ン パ球 の 反 応 の 低 下 と も関 連 して いる

と考 え られ る.

PFC数 の 低下 は, MCA投 与 後 早 期 よ りみ られ る

が,少 な くと も一 般 的 に進 行 癌 に お い て もB-リ ンパ

球 の活 性 の 低 下 はな い とい う見 解 か らす る とPFC数

の低 下 はB-リ ン パ球 に協 同す るT-リ ン パ球 のhel-
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per cellと しての機能低下にその原因が求められよ

う.

また,今 一つ,進 行癌患者では末梢血中のT-リ ン

パ球数のB-リ ンパ球にたいする比率が低下すること

が知 られているが,担 癌マウスにおいて もT-リ ンパ

球数やその頻度についての検討が必要である.こ れ

らは,腫 瘍免疫学の今後の発展にまたなくてはな ら

ないが,少 くとも進行癌ではallogeneic inhibition

活性 を含めたT-リ ンパ球の機能がすべて低下 してい

るといえよう.

結 論

Methylcholanthrene (MCA)投 与 によりマウス

脾細胞中の溶血斑産生細胞(PFC)数 は著明に減少

する,こ のPFC数 の減少が発癌以降の担癌 マウスの

の脾細胞においても引き続 きみられ,癌 末期まで持

続 している.担 癌マウスにおけるPFC数 の減少は,

 MCAの 影響が発癌以降 も続いているためか,あ るい

は腫瘍組織より出る免疫阻害物質によるものかは明

らかでない.

一方,担 癌マウスの局所腋窩 リンパ節細胞のal

logeneic inhibition活 性 は,腫瘍が増殖するにこした

がって低下ないし消失 して くる. Allogeneic inhi

bition活 性の低下がMCA投 与後発癌までの時期には

全くみとめられず,担 癌マウスにおいてみとめ られ

ることから, allogeneic inhibition活 性の低下は発

癌と関係なく,む しろ腫瘍の増殖 と関係があり進行

癌を難治性にしている1つ の因子ではないかと考え

られる.

稿 を終るにあたり,恩 師田中早苗教授,折 田薫三

講師,研 究室の諸氏に深甚の謝意を表する.)
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ABSTRACT

By injecting 1 mg of methylcholanthrene (MCA) subcutaneously on the back of C 3 H and Zb 

mice the immunological state in the host was studied in the course of tumor growth thus induced 

by MCA, from the following two aspects. One point the plaque forming cell number (PFC numb

er) of the spleen against sheep blood red cells (SBRC), and the other is the allogeneic inhib

tory activity of regional axillary lymph node cells in mixed culture with JTC-11 cells (a strain 

derived from Ehrlich) or HeLa cells as target cells.

Our observations have revealed that PFC number of spleen cells of the cancer-bearing mice de

creases continuously from the time immediately after MCA injection up to the time of tumor death. The 

allogeneic inhibitory activity of regional lymph node, in the case with JTC-11 cells as target cell, 

is marked just before the tumor onset and shortly after the tumor onset, but such an activity 

is lost with time lapse of over 10 weeks when tumor grows bigger. However, when HeLa cell 

strain (derived from human cancer of uterus) with a great histoincompatibility is used as target cells, 

the allogeneic inhibitory activity is maintained persistenly up to the terminal stage of cancer .
In other words, it can safely be said that there occurs continuous decrease in the PFC, 

number during the entire course up to tumor death, and the allogeneic inhibitory activity, whi

ch is considered to be one of the immunological surveillance system, also becreases in a pro

gressive cancer irrespective of carcinogenic processes.


