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緒 言

近年,大 量細胞培養や遺伝子組換 え技術の進

歩によ り,種 々のサイ トカインが量産 され,臨

床応用が進め られている.こ れ らのサ イ トカイ

ンには,直 接的な抗腫瘍効果だけでな く,最 近

では宿主の生物学的反応,特 に免疫能 を修飾す

るbiological response modifier (BRM)と し

ての作用に期待が寄せ られてい る.

活性化マ クロファー ジ由来のtumor necrosis

factor α(TNF-α),リ ンパ球由来のTNF-β(い

わゆるlymphotoxin)も そ の一つであ る。 これ

らTNFのin vitroお よびin vivoに おけ る抗

腫瘍効果については多数の報告1)-4)が見 られる.

さ らにBRMと しては好 中球 貪食能の亢進5),

マ クロファージの活性化6)な ど免疫担当細胞に対

す る様 々な活性が明 らかにな りつつあ る.し か

し,natural killer (NK)細 胞 を中心 とす るNK

活 性に対す るTNFの 作用 については種々の報

告6),7)が見 られるが,未 だその見解 は一致 してい

ない.

そ の一因 としては,TNFを 投 与され る宿 主側

の免疫学的状況に差があることが考え られ る.

担癌患者では,健 常人に比べて免疫能が著 しく

低下 していることが知 られている.そ の原因 と

して,種 々の免疫抑制 因子の存在が指摘 される.

藤 井 ら8)によって,大 腸癌患者腹水より抽 出され,

癌 患者血清 中に大量 に存在 す る免疫抑 制物質

immunosuppressive substance (ISS)も その一

つである.こ のISSは,in vitroでNK活 性 や

PHA幼 若 化反応などの細胞性免疫を抑制するこ

とが報告8)さ れてお り,当 然,担 癌患者におけ る

BRMの 作 用に対 して大 きな影響 を及ぼすこ と

が考 えられる.

本 報では,TNFのNK活 性 に対す る効果に

ついて検討 し,特 に健常人 と担癌患者での作用

の相違 を明らかに した.さ らにこれに関連 して,

BRMと してのTNFの 効 果に対するISSの 作

用についても併せて検討 した.

材 料 と 方 法

1. Tumor necrosis factor (TNF)お よび

 interferon (IFN)

使 用 したTNFとIFNは 林 原生物化学研究

所より供与されたものでhemagglutinating virus

 of Japan (HVJ)の 刺 激に より,ヒ ト急性 白血

病由来のBALL-1細 胞 か ら産生 されたnatural

 human TNF-α, natural human TNF-β,

 natural human IFN-α (TNF-α, TNF-β,

 IFN-α と略す)9)-11)と,リ ポポ リサッカライ ド

の刺激によりHBL-38細 胞か ら産生 されたnatu

ral human IFN-γ (IFN-γ と略す)12)を 用 いた.

TNF-α とTNF-β の定量はEifelら13)の 方 法

によ り,Actinomycin Dで 処理 したマウスL929

細胞 に対す る細胞障害活性に基づいて決定 され

た.な お実験中の各サイ トカインの濃度は,TNF
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は 林 原 単 位 で,IFNは 国 際 単 位(IU)で 示 し た.

ま た 各 サ イ トカ イ ンの 比 活 性 は,TNF-α は1×

109U/mg protein, TNF-β は5×108U/mg pro

tein, IFN-α は2×108IU/mg protein, IFN-γ

は2.1×107IU/mg proteinで あ る.

2. Immunosuppressive substance (ISS)お よ

び 抗IS血 清

ISSお よ び 抗IS血 清 は 呉 羽 化 学 工 業(株)よ り

供 与 さ れ た.ISS8)は 末 期 大 腸 癌 患 者 腹 水 か ら 抽

出 し た 分 子 量 約52,000の 糖 蛋 白 で あ る.即 ち,

大 腸 癌 患 者 腹 水 に 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を加 え,60

%飽 和 で 沈 澱 す る画 分 を除 去 し,上 清 を セ ル ロ

ー ス ・ア セ テー トの 透 析 膜 を用 い 純 水 に 透 析 後
,

凍 結 乾 燥 す る.さ らに,LKB社440お よ び110

等 電 点 電 気 泳 動 カ ラ ム に て,pH 2.5～6.0の ア ン

フ ォ ラ イ ン を用 い て 泳 動 分 画 し,pH 2.7～3.3の

画 分 を得,純 水 に透 析 し,凍 結 乾 燥 処 理 し てISS

を得 る.ま た 抗IS血 清8)は,ISSを 純 水 に 溶 か

し,Freund's complete adjuvantと と も に(ISS

 1～2mg/家 兎),家 兎 の 皮 下 に2週 間 間 隔 で4

～5回 注 射 し,最 終 免 疫 の7～10日 後 に採 血 し

て 作 製 した 抗 血 清 で, phosphate-buffered saline

 (PBS, pH 7.2)に 溶 解 し た も の で,蛋 白 濃 度

は36.3mg/mlで あ る.ISSの 定 量 はManciniら14)

の 一 元 免 疫 拡 散 法 に て 測 定 した.

3. Natural killer (NK)活 性 の 測 定

ヘ パ リン 加 健 常 人 ま た は 消 化 器 末 期 癌 患 者 の

末 梢 血 か らFicoll-Conray法 に よ り単 核 球

(peripheral blood mononucleocyte, PBMC)

分 画 を分 離 し, Hepes (10mM), streptomycin

 (50mg/ml), penicillin (100mg/ml)お よび10%

 fetal calf serum (FCS)を 添 加 し た

RPMI 1640 (complete medium, CMと 略 す)

に 浮 遊 し た.こ れ らのPBMCにCMで 溶 解 し

た種 々 の 濃 度 の サ イ トカ イ ン やISS,抗IS血

清 を 添 加 し,37℃, 5% CO2で2～6時 間 培 養

して 前 処 置 を行 っ た.controlと し て はCMの

み を 添 加 し 同 様 に 前 処 置 し たPBMCを 用 い た.

medium (RPMI 1640)で3回 洗 浄 後,CMに

2.5×106cells/mlと な る よ う に 浮 遊 しeffector

 cellと し た.ま た ヒ ト白 血 病 由 来NK感 受 性 株

K562にNa51CrO4を100μCi/106cells加 え,37℃,

 5% CO2で1時 間 培 養 後, medium (RPMI1640)

で3回 洗 浄 し5×104cells/mlと な る よ うにCM

に 浮 遊 し,target cellと し た.次 い で,丸 底96

-well microtiter plate (Falcon社 製)を 使 用

し,各wellにeffector cell 2.5×105cells/well

と, target cell 5×103cells/well (E/T ratio

 50:1)を 加 え37℃, 5% CO2で4時 間 培 養 後

上 清100μlを 採 り,γ-counterに て そ の 放 射 活 性

を 測 定 し,experimental cpmと した.maximum

 cpmはtarget cell 5×103cellsの 放 射 活 性 を,

spontaneous cpmはtarget cell 5×103cellsを

CMの み で 培 養 し た 際 の 上 清 中 の 放 射 活 性 を測

定 し,次 式 に よ りNK活 性 を 算 出 し た.な お,

実 験 は す べ てtriplicateで 行 っ た.

NK活 性(%)=

experimental cpm-

spontaneous cpm/

maximum cpm

-spontaneous cpm

×100

4.　 統 計 処 理

算 出 し た 値 はmean±SD (standard devia

tion)と し て 表 示 し,有 意 差 検 定 はStudent's t

 testを 用 い て 行 い,p<0.05を も っ て 有 意 と判 定

した.

Table 1 Effect of TNF-α on NK activity of

 healthy donors

a) PBMC of healty donors were incubated with various doses of 

TNF-ƒ¿ before 4-hr 51Cr release assay.

b) Mean•}SD of NK activity (%) of PBMC isolated from five 

healthy donors.

c) Control value was obtained by direct cytotoxic assay without 

TNF-ƒ¿.

d) Stastically significant enhancement as compared with the con

trol (p<0.05).

結 果

1. 健 常 人PBMCのNK活 性 に対す るTNF

の効 果

健常人PBMCをeffector cellと す るNK活
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性 は,32.5±3.3%で あ った.こ のPBMCに101

～105U/mlのTNF-α を添加 して前処置 した場

合 いずれの条件下で も,controlに 比べ てNK

活 性 は増強 され,特 に,102U/ml以 上 の添加で4

時 間以上,ま たは101U/mlで も6時 間培養 した場

合 には,有 意な増強が認め られた(p<0.05).

最 も効果的なのは103U/mlのTNF-α で6時 間

の前処置をした場合 で,NK活 性 は55.3±5.6%

まで上昇 した(Table 1).同 様 の傾向はTNF-β

を添加 した場合 にも認め られ,103U/mlの 濃 度で

は4時 間以上,さ らに,101U/mlま たは104U/ml

の場 合で も6時 間の前処置によ り,controlに 対

して有意なNK活 性 の増強が認められた(p<

0.05) (Table 2).し か し,TNF-α とTNF-β

添加群の間では有意差 は認めなかった.

2. 消化 器末期癌患者PBMCのNK活 性 に対

す るTNFの 効 果

胃癌の進行度分類15)でStage IV 3例,大 腸癌

の進行度分類16)でStage V 2例 の担癌患者よ り

分離 したPBMCのNK活 性 は14.1±3.8%で

健 常人のそれに比べて有意に低値 を示 した(p<

0.01).こ の 担癌患者のPBMCに,健 常人 と同

じ条件で,101～105U/mlの 濃 度のTNF-α を添

加 し2～6時 間の培養 による前処置を行いNK

活性 を測定 した.し か し,何 れの場合で も活性

の増強は認め られず,controlと ほぼ同様の値 を

示すに止まった(Table 3). TNF-β に ついて

も同 じ前処置 を試みたが,有 意 な活性の増強は

認 め な か っ た(Table 4).

Table 2 Effect of TNF-ƒÀ on NK activity of 

healthy donors

a) PBMC of healty donors were incubated with various doses of 

TNF-ƒÀ before 4hr 51Cr release assay.

b) Mean•}SD of NK activity (%) of PBMC isolated from five 

healthy donors.

c) Control value was obtained by direct cytotoxic assay without 

TNF-ƒÀ.

d) Stastically significant enhancement as compared with the con

trol (p<0.05).

Table 3 Effect of TNF-ƒ¿ on NK activity of 

gastrointestinal cancer patients

a) PBMC of cancer patients were incubated with various doses of 

TNF-ƒ¿ before 4-hr 51Cr release assay.

b) Mean•}SD of NK activity (%) of PBMC isolated from five 

cancer patients.

c) Control value was obtained by direct cytotoxic assay without 

TNF-ƒ¿.

Table 4 Effect of TNF-ƒÀ on NK activity of 

gastrointestinal cancer patients

a) PBMC of cancer patients were incubated with various doses of 

TNF-ƒÀ before 4-hr 51Cr release assay.

b) Mean•}SD of NK activity (%) of PBMC isolated from five 

cancer patients.

c) Control value was obtained by direct cytotoxic assay without 

TNF-ƒÀ.

3. NK活 性抑制系におよぼすサイ トカインの

効果

健常人PBMCに250～1000μg/mlのISSの み

を添加 した場合,そ のNK活 性 は濃度依 存性 に

低下 し,1000μg/mlで は,ISS無 添加群の活性に

比べ て有意の抑制が見 られた(p<0.05).こ の

種々の濃度のISSに よるNK活 性 抑制系に対

し,そ れぞれ103U/mlの サ イ トカインを単独 また

は併用で添加 し,6時 間培養後の活性の変化 を

見た.TNF-α またはTNF-β を単独で投与 し

た場合,ISS無 添加の状態で活性は有意に増強

された(p<0.05).し か し,ISSを 添加 した場

合にはISSの 何 れの濃度 でも値の上昇は見 られ

ず,む しろISS単 独 添加 した群 よりもさらに低
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下する傾 向がみ られた.次 にこのNK活 性抑制

系において,TNF-α 103U/mlとIFN-α 103IU/

ml,ま たはTNF-α103U/mlとIFN-γ 103IU/

ml即 ち生理学的活性比で1:1併 用投与 を行 っ

た.ISS無 添加の場合,controlに 対 して有意の

増強 を認め(p<0.05),TNF-α 単独投与 より

もさらにNK活 性 は上昇 したが,各 サイ トカイ

ン添加群の間では有意差は見 られ なかった.ま

たISSを 添加 した抑制系の場合 でも,TNF-α

単 独投与 に比べてNK活 性の改善が認め られた

(Fig. 1).

4. 消化 器末期癌患者PBMCのNK活 性 に対

す る抗IS血 清およびTNFの 効 果

担癌患者PBMCに,in vitroで1000μg/mlの

濃度のISSの 作 用 を中和 しうる量の抗IS血 清

(蛋 白濃度1.5mg/ml)を 添 加 した.こ れにTNF

を加 え6時 間培養 した後,NK活 性 を測定 した.

抗IS血 清単独で も活性の上昇が認められたが,

TNF-α の添加により何れの濃度でもさらに若干

の活性の増強が見 られた(Table 5).同 様 に,

TNF-β で前処置 した場合に も,抗IS血 清単独

投与群 よ りも軽度の活性 の上 昇が設 め られた

(Table 6).

Fig. 1 Effect of cytokines on NK activity sup

pressed by ISS. PBMC supplemented 

with ISS alone or with ISS and cytokine 

were incubated for 6 hours before 4-hr 

51Cr release assay
. •œ-•œ, ISS alone; 

•Z -•Z
, ISS+TNF-ƒ¿ (103U/1); •Z-----•Z, 

ISS+TNF-ƒÀ (103U/l); • -• , ISS+

TNF-ƒ¿ (103U/l)+IFN-ƒ¿ (103IU/l);• 

-----• 
, ISS+TNF-ƒ¿ (103U/l)+IFN-ƒÁ 

(103IU/l). Plots, mean•}SD (bars) of 

five cases. *, Significant enhancement 

(p<0.05) as compared with the control 

of NK activity of absence of ISS and 

cytokines. •¦, Significant suppression 

(p<0.01) as compared with the control.

Table 5 Effect of TNF-ƒ¿ on NK activity of 

PBMC of gastrointestinal cancer 

patient pretreated with or without anti

- IS antiserum

a) Anti-IS antiserum was supplemented over the quantity neutral

izing the suppressive effect of 103ƒÊg/ml of ISS on NK activity of 

healty donor in vitro.

b) Various doses of TNF-ƒ¿ were supplemented and incubated for 

6 hours before 4-hr 51Cr release assay.

c) Mean•}SD of NK activity (%) of pretreated PBMC prepared 

from five cancer patients.

Table 6 Effect of TNF-ƒÀ on NK activity of 

PBMC of gastrointestinal cancer 

patient pretreated with or without anti

-IS antiserum

a) Anti-IS antiserum was supplemented over the quantity neutral

izing the suppressive effect of 103ƒÊg/ml of ISS on NK activity of 

healty donor in vitro.

b) Various doses of TNF-ƒÀ were supplemented and incubated for 

6 hours before 4-hr 51Cr release assay.

c) Mean•}SD of NK activity (%) of pretreated PBMC prepared 

from five cancer patients.

考 察

TNFは1975年 にCarswellら1)に よって発見

されたマ クロファー ジ由来のpolypeptideで あ

る.一 方,活 性化 リンパ球 より放出 され る抗腫

瘍性 リンフォカインとし.てlymphotoxinが 知 ら
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れて いる17).こ れ ら二つのサイ トカインには35%

のア ミノ酸の同一性 と50%の 相 同性 を有 し2),18),

標 的 細胞に対 して共通の受容体に結合する2)こと

か ら,TNFをTNF-α, lymphotoxinをTNF-β

として一括 して扱われている19).TNF-α,お よ

びTNF-β は,と もにin vitroあ るいはin vivo

において抗腫瘍活性を有する物質 として報告1)-4)

され てきたが,最 近 では,種 々の生物学的活性

を有 し,白 血球の遊走能,貪 食能や細胞障害活

性の増強5),内 皮 におけ る凝 固活性の発現,

他 のサ イ トカインの誘導など,炎 症や免疫学的

反応の際に,重 要 なmediatorと して働 くこと

がわか り注 目を集めている22)-24).そ して,こ の

ようなBRMと してのTNFと,NK活 性 との

関係 についても様々な報告が見 られる6),7).今回

の成績では,健 常人のPBMCをeffector cell

と した場合,TNF-α またはTNF-β の添加に

よる前処置に より,NK活 性 は有意 に増強され

ることが示 された.こ れに対 して消化器末期癌

患者のPBMCで は,TNF-α, TNF-β の何れ

の濃度で も活性 は増強されなか った.即 ち,健

常 人 と担癌 患者 とい った宿主側 の要 因に より

BRMと してのTNFの 作 用に相違が生 じるこ

とが認め られた.

周知 のとお り,担 癌宿主では癌 の進行度 と相

関 した免疫能の低下が見 られ,こ の一 因として,

癌 患者血清中に種 々の免疫抑制 因子 とな りうる

糖蛋白が上昇す るこ とが知 られている.今 回実

験に用 いたISSも,こ れ ら免疫抑制因子の一つ

である.ISSは 藤 井 ら8)によ り大腸癌患者腹水か

ら抽 出された等電点2.7～3.3,分 子 量約52,000

の糖 蛋 白である.こ の物質は,in vitroでNK

活性 やPHA幼 若 化反応の抑制8), lymphokine

 activated killer (LAK)細 胞におけるIL-2

 receptor発 現 の抑制25), in vivoで はマ ウス遅

延型足蹠反応 を抑制す る作用8)が ある.ま た家兎

をISSで 免 疫 して得 ちれ た抗IS血 清 を用 いて

血 中濃度 を測定すると,万 波 ら26)が報 告 したよう

に,正 常人血清中に も存在 するが730μg/ml以 下

であ り,癌 患者では癌の進行 とともに増加 し,

1000μg/ml以 上 を認め る.

本報 では,健 常人PBMCに 対 しISSを 加 え

たものをNK活 性抑制系 とし, in vitroに お け

る担癌状態再現のモデルとした.こ の抑制 され

たNK活 性系にサイ トカインを添加 した ところ,

TNF-α, TNF-β 単独投与では活性は回復 され

ず,む しろ低下す る場合 も見 られ,消 化器末期

癌 患者PBMCで の反応 と同様の傾向が認め ら

れた.こ れらの免疫抑制状態あ るいは担癌状 態

では,TNFの 添加 によって,PBMCに お ける

prostaglandin E2の 産 生が促 進 され27),こ の

prostaglandin E2の 免 疫抑制 作用 によ り

NK活 性は さらに低下することが考え られ る.

しか し,TNF-α の 場合,IFN-α ま たはIFN-γ

を生理学的活性比で1:1の 比率で併用投与す

ることにより,抑 制 された活性 を改善 しうるこ

とが示 された.

次 に,担 癌患者のPBMCに,1000μg/mlのISS

の 免疫抑制作用 を中和 しうる量の抗IS血 清 を

添加 した場合,抗IS血 清 単独 でもNK活 性 は

上昇す るが,TNF-α またはTNF-β を投与す

ることで,さ らに活性は増強す るこ とが示 され

た.こ の ようなTNF単 独 投与によるNK活

性の上昇傾向は,抗IS血 清 で処理 していない

担癌 患者PBMCで は認め られなか った.浜 田

ら30)は,蛍 光抗体法 により,ISSがPBMCの

表 面に結合す ることを確認 し報告 しているが,

今 回の実験では,こ の結合 したISSの 作 用が,

抗IS血 清 によって中和され,TNFのBRMと

しての作用が発現 して くる可能性が推察 された.

以上 より,TNF-α お よびTNF-β に は健常

人のNK活 性 を増強す る作用が認め られた.し

か し,担 癌患者においては,こ の効果が血清中

に大量に存在す るISSに よ り阻害 されるため,

NK活 性 の増強 というBRMと しての作用が発

揮されないものと考 えられた.さ らに,TNFの

BRMと しての 作用 を有効 に引き出すためには,

血清 中のISSを 含 めた免疫抑制 因子の除去が適

当 と考 えられるが,実 際の臨床応用に際 しては,

IFNな ど他のサイ トカインや,宿 主の免疫能 を

修飾する化学療法剤 との併用が有用であること

が示唆された.

結 論

癌患者におけ る,TNFの よ り有効 な抗腫瘍効

果の発現を目的とし,NK活 性 を指標 として種々
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の検討 を行 った.

1. TNF-α お よびTNF-β で健常人のPBMC

を前 処置 した場合,NK活 性 を有意に増強す る

ことが認め られた(p<0.05).

2. 消 化 器 末期癌 患者 のPBMCに 対 して

TNF-α またはTNF-β で 前処置を行 ったが,

何 れの場合 もNK活 性の増強は見 られなかった.

3. 健 常 人よ り採取 したPBMCに,ISSを 添

加 してNK活 性抑制系 とし担癌状態を再現 した.

この抑制系 ではTNF-α ま たはTNF-β の単独

添加 による前処置ではNK活 性の上昇は見 られ

ず,む しろISS単 独 添加群 よりも低下する傾向

が見 られた.こ れに対 してTNF-α とIFN-α,

またはTNF-α とIFN-γ を1:1の 生理学的

活性比で併用投与 した場合NK活 性は回復 した.

4. 抗IS血 清 を添加 した消化器末期癌患者の

PBMCに,TNF-α またはTNF-β を加 えて前

処置すると,健常 人より有意に低かった(p<0.01)

NK活 性 は上昇 し,改 善が認め られた.

以上 よ り,TNFのNK活 性 増強作用は健常

人においては認め られ るが,担 癌患者では認め

られなか った.即 ち,担 癌患者では血中に存在

す るISSに よ りTNFのBRMと しての作用が

阻害 されている可能性が示唆された.ま た,TNF

の効 果 を有効に引 き出すには,ISSの 除去やIFN

な ど他のサイ トカインとの併用が効果的 である

ことが考 えられた.

稿 を終えるにあたり,終 始御指導御校閲を賜った

恩師折田薫三教授に深甚なる謝意を表すると共に,

直接御指導頂いた淵本定儀講師に深謝いたします.

また,実 験の遂行にあたり御協力下さいました教室

員各位に心より感謝の意を表 します.

(本文の要 旨は,第47回 日本癌学会総会, 15th

 International Cancer Congressに て発表した.)
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TNF is a cytokine with the activity of a BRM (biological response modifier). TNF-ƒ¿ and 

TNF-ƒÀ enhanced NK activity of peripheral blood mononucleocytes of a normal donor, but not 

in a cancer patient. ISS, a glycoprotein extracted from the ascitic fluid of a colon cancer 

patient with immunosuppressive properties, is also detected in large quantities in the serum of 

cancer patients. NK activity of a normal donor which was in an immunosuppressive state by 

the administration of ISS was not affected by treatment of TNF-ƒ¿ or TNF-ƒÀ, but the 

suppressed NK activity was improved by the combination of TNF with IFN-ƒ¿ or IFN-ƒÁ. On 

the other hand, NK activity of a cancer patient treated with anti-IS antiserum which was 

obtained from serum of rabbit immunized by ISS was enhanced by both TNFs. These findings 

suggest that ISS suppresses the effect of TNFs on NK activity. Furthermore, the effect of 

TNF as a BRM is inhibited in cancer patients due to the high dose of ISS in the serum, and 

that the combination of TNF with other cytokines, such as IFN, is more effective than the 

single use of TNF, clinically.


