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　　　Lymphokine　activated　killer　（LAK）　cells　were　inducted　using　gas　permeable　bag　culture

system　（SteriCell，　Du－Pont，　NCC910／911）　and　roller　bottle　culture　system　（Falcon　3027）．

　　　Comparison　was　made　for　cell　number　and　LAK　＆　NK　activities　between　the　gas　permeable

bag　culure　system　and　the　roller　bottle　culture　system．

　　　Comparison　was　also　made　between　the　serum　free　medium　（GIT，　Nihon　seiyaku　K．K．　＆　MEM

－1，　Gibco）　and　the　serum　containing　medium　（50／o　AB　serum　containing　RPMI1640）．

　　　In　roller　bottle　culture　system，　the　cell　number　was　not　increased　and　the　values　of　LAK　＆　NK

activities　were　not　elevated．　Furthermore，　contamination　occurred　in　this　system　after　the　14th　day

of　incubation．

　　　On　the　other　hand，　gas　permeable　bag　culture　system　was　useful　for　long－term　incubation　of

LAK　cells．　The　cell　number　was　3．5　times　increased　without　medium　change　and　re－addition　of

interleukin－2．　The　values　of　LAK　＆　NK　activity　increased　at　the　4th　day　and　re－elevation　of　LAK

＆　NK　activity　was　seen　at　the　25th　day．

　　　Serum－free　medium　（GIT）　was　as　useful　as　the　serum　containing　one．　However，　using　MEM

－1　（serum　free　medium），　LAK　＆　NK　activities　were　not　elevated　and　cell　number　was　not　increased．

　　　There　was　a　decrease　in　LAK　＆　NK　activities　gradually　after　incubation．　Effects　of　the

addition　of　interferon－fi　（IFN－6）　or　interleukin－2　on　LAK　＆　NK　activities　were　then　studied．

　　　By　addition　of　IFN－6　（O．125　IU／ml，　BM　532，　Toray．　K．K．）　at　the　28th　day，　LAK　activities　were
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re－elevated　after　48hrs．

　　It　is　concluded　that　gas　permeable　bag　culture　system　was　useful　for　the　long　term　incubation

of　LAK　cell．　A　large　number　of　LAK　cells　with　high　LAK　activities　were　inducted　using　serum－free

medium　as　well　as　serum　containing　one．　LAK　activities　were　decreased　gradually，　but　they　were

re－elevated　by　IFN－fi　addition．

1．緒 言

　Morgan1）らによるinterleukin－2（IL－2）である

T細胞増殖因子（TCGF）の発見および，その遺伝

子配列の決定と　DNA組換え大腸菌を用いた
recombinant　IL－2の大量生産が可能となって以来2）

IL－2が癌治療の面で注目されている．　Grimmら3）

は末梢血リンパ球を　IL－2存在下で培養し，

lymphokine　activated　killer（LAK）細胞の誘導に

成功し，このLAK細胞を用いた癌の養子免疫療法

が多くの施設で行われるようになっている．

　Rosenbergら4）は157例の癌患者に，　LAK療法

を施行し良好な治療成績を報告している．

　われわれは末期消化器癌患者に対して，LAK細

胞およびIL－2併用投与療法（LAK，　IL－2療法）を

22例に施行し，complete　response　2例，　partial

response　2例の治療成績を得ている5）6）．

　LAK，　IL－2療法において良好な治療成績を得る

ためには，高活性で大量のLAK細胞が必要と考え

られている7）．

　LAK細胞の大量誘導法はNii8），　Muulら9）の報告

があり，われわれもその方法に準じているが，患者

からの頻回な採血および細胞の処理に対する負担が

膨大なものとなっている．そこでLAK細胞の大量

誘導を目的として，gas　permeable　bag　culture　sys－

tem（以下SteriCe11，　NCC　910／920　Du－Pont）によ

るLAK細胞の長期誘導を試み，細胞数，　LAK活

性，NK活性について，従来のroller　bottle　cul－

ture　system（Falcon　3027，以下roller　bottle）と比

較検討するとともに，培養液についても無血清培地

を用い，従来の血清添加培地と比較検討した．

II．対　　象

　健常者5例，担癌患者6例の計11例である．な

お担癌患者の内訳は肝癌4例，胆嚢癌，舌癌各1例

である．

III．方 法

　1．リンパ球の調整

　対象者よりcell　separator（Haemonetics　V　50）

を用い末梢単核球を採取し，Ficoll－Conrayにより

遠心分離（1000　g，　30　min．）したものをlymphocyte

とした．これを生理食塩水で3回洗浄し，2×106／

mlの濃度になるよう培養液に浮遊した．

　2．培養液

　培養液は無血清培地としてGIT（日本製薬株式会

社）およびOpti－MEM　1（Gibco以下MEM－1）を

用い，5％非動化AB血清添加RPMI－1640（以下

RPMI）と比較検討した．

　なお培養液にはあらかじめPenicillin（100μg／

ml），　Streptomycin　（100　u／ml），　Fungizone　（10

μg／m1）を添加したものを用いた．

　3．　Recombinant　interleukin－2

　recombinant　IL－2（TGP－3，武田薬品，比活性

4．2×104U／mg　protein）は10　u／mlの濃度で添加

した．

　4．　Culture　system

　SteriCellおよびroller　bottleを用い37℃5％

CO2下で培養し，　LAK細胞を誘導した．　SteriCe11

はトレイに静置し，roller　bottleはbottle－rollerで

回転させながら培養した（Fig，1）．

　5．細胞数

　細胞数は検体の一部を採取し経時的に測定した．

　6．1、AK活性，　NK活’性の測定

　LAK活性，　NK活性の測定はそれぞれDaudi－

cell，　K－562　ce11を標的細胞とした，4hrs51Cr

releasing　assayを行い，次式より％cytotoxityを

算出した．

　O／．　cytotoxity＝＝

　　　experimental　一spontaneous
　　　release　（cpm）　release　（cpm）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　×　100
　　　maximum　spontaneous
　　　release　（cpm）　release　（cpm）
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Fig．1　Gas　permeable　bag　culture　system
　　（upper）　and　Roller　bottle　culture　system

　　（lower）

　なおeffecter／target　cell　ratioは40：1であり，

経時的に活性を測定した．

　7．　lnterferon－B　（IFN－6）

　IFN一β（BM　532，東レ）は活性上昇の目的で培

養後期に添加した．

　8．統計学的処理

　細胞数，LAK活性，　NK活性はMean±SD．で

表し，有意差検定はStudent’s　t　testにより，危険

率0．05以下の場合を有意とした．

IV．結 果

　SteriCe11群においては，30日間培養可能であっ

たが，roller　bottle群においては14日以降，2検体

でcontaminationが認められたため，14日以降の

培養は行っていない．

　1．細胞濃度の経時的変化

①SteriCell群

　培養液GIT及び血清添加RPMIでは培養初期に

細胞数の減少が見られるものの11日以降は有意に

増加を認め21日目に最大となった．

　最大細胞濃度は培養開始時と比較するとGITで

平均2．5倍，最大3．5倍，血清添加RPMIで平均

2倍，最大2．5倍であった．MEM－1では観察期間

中細胞数は有意に減少し，増加はみられなかった．

②Roller　bottle群

　培養液GIT及び血清添加RPMIで7日以降，細

胞数は増加傾向を認めたが，MEM－1では逆に有意

に減少していた（Fig．2）．

　2．LAK，　NK活性の経時的変化

①SteriCell群

　培養液GIT及び血清添加RPMIでは，　LAK活

性，NK活性は4日目に高活性を示し，培養開始時

に比し有意に活性の上昇を認めた．

　4日以降，活性は低下傾向を示したが，21日目か

ら25日目にかけて培養開始時に比し有意に活性の

再上昇が認められた．しかしMEM－1においては

観察期間中，有意な活性の上昇は認められなかっ

た．

②Roller　bottle群

　Roller　bottle群では各培養液においてLAK活

性，NK　活性に有意差は認められなかった（Fig．
3）．

　3．IFN一β添加，　IL－2再添加

　SteriCellの長期誘導ではLAK活性，　NK活性

の高活性を維持できず，経過とともに低下する傾向

を示した．そこで活性の上昇を目的として培養後期

の28日目にIL－2またはIFN一βをそれぞれ10　U／

ml，0．1251U／mlの濃度で添加し48時間後に細胞

数，LAK活性，　NK活性を測定した．

　細胞数，NK活性はIL－2，　IFN一βの添加で有意

な増加は認められなかったが，LAK活性はIFN一β

添加群で有意な上昇を認めた（Fig．4）．

V．考 察

　従来のRosenbergら10）による3～4日間の短期

間のLAK細胞の誘導法では，培養開始時と比較す

ると細胞数の減少が認められる．したがって治療に

充分なLAK細胞を得るためには患者からの頻回な

採血及び，それに伴う細胞の処理に，膨大な負担が

余儀無くされる．そこで，LAK細胞を簡便にか

つ，高活性で大量に誘導する方法が望まれてい
る11）．

　今回従来のroller　bottleでLAK細胞の長期誘導
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Fig．　2　Serial　observation　of　LAK　cell　density
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Fig．　3　Serial　observation　of　LAK　and　NK　activities

を試みたところ，contaminationを認め，14日間

以上の培養は困難であった．contaminationは実験

のための頻回な検体採取が原因と思われる．

7 14days

　またroller　bottle群で細胞数，　LAK活性，　NK

活性は培養開始時に比し，有意な上昇はみられなか

った．

（5）



1990年5月 石田他7名：Gas　permeable　bag　culture　systemによるLAK細胞の長期大量誘導

Cell　density
（　×　106／ml）

6．0

4．0

2．0

o

Cell　Density

IL－2
，

至

至

30　days

O／o　Cytotoxity

　100

80

60

40

20

LAK　＆　NK　Activities

irNS一，

e”t　30　days

一　305　一

28

LAK　＆　NK　Activities

Cell　density
（×106／ml）

6．0

4．0

2．0

Cell　Density

IFN－3
　，

一NS一一一「

吟

唱

o 30　days

％　Cytotoxity

　loo．　IFN－fi

80

60

40

20

28

↓rNS一一

Lp〈o．os“

o 28 30　days

　　　eLAK　activities　O　NK　activities

Fig．　4　Effects　of　IL－2　or　IFN－6　addition

　しかしSteriCe11は通気性を有するフィルムで構

成される閉鎖回路のため，頻回な実験操作を加えた

にもかかわらず，contaminationは培養期間中まっ

たく認められず，30日間の培養が可能である．

　細胞数も培養液の交換ならびにIL－2の再添加な

しでも21日目で最大約3．5倍の増加を認め，

StriCe11による長期間のLAK細胞の誘導はLAK，

IL－2療法において有用と思われる．

　LAK細胞の大量誘導に際して培養液に添加する

血清に関してFroelichら12）の報告ではLAK活性

は血清濃度に依存するとしていたが，今回われわれ

の実験では無血清培地であるGITで，細胞数のみな

らずLAK活性についても5％AB血清添加RPMI
－1640と同様に良好な成績が得られた．
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　ヒトAB型血清は高価でかつ入手困難であり

LAK細胞の大量誘導に際してコストの面で負担と

なっている．しかし無血清培地においても血清添加

培地と同様に，高活性のLAK細胞が誘導すること

ができ，長期大量誘導に関して無血清培地は有用と

思われる．

　Steri　Cell－GITおよび血清添加RPMIにおいて

は，LAK活性，　NK活性は培養開始後4日目に高

活性を示しその後は低下傾向を認めた．ところが培

養後期の21～25日目にかけて活性の再上昇が認め

られた．培養液の交換およびIL－2の再添加なしで

も活性の再上昇が認められたことは興味深い．

　成松ら13）14）の報告によるとIL－2培養リンパ球の

増殖に関して休止期にあるT細胞はIL－2　receptor

を発現していないとしている．今回の実験：では，活

性の再上昇の機序については詳しい検討はなされて

いないが，細胞分裂周期による影響などが推測され

た．今後さらに活性の再上昇の機序についての検討

が必要と思われる．

　培養の経過で活性は低下する傾向を示した．培養

後期に活性の上昇を目的としてIL－2の再添加また

はIFN一βを添加したところIFN一β添加群でのみ

LAK活性の再上昇が認められ，培養初期の高活性

にまで有意に上昇した．

　また活性と細胞数につき検討してみるとそれぞれ

のピークの時期が異なっており，LAK，　IL－2療法

におけるLAK細胞の培養期間および，　LAK細胞

の投与時期が問題となっている．しかしIFN一βの

添加で活性の再上昇が得られたことは，今後の

LAK，1：L－2療法の治療計画において，高活性大量

のLAK細胞を得ることができ有用と思われる．

　IFN一βは単独で抗腫瘍効果が認められているが，

免疫学的パラメーターへの影響には，マクロファー

ジの活性化やNK活性の上昇が報告されている13＞．

今回の実験ではLAK活性のみ再上昇をみとめたが

今後IFN一βによるIL－2　receptorの発現などLAK

細胞誘導に及ぼす影響についてさらに検討が必要と

思われる．

　細胞数のさらなる増加，および高活性の維持につ

いて，培養液の交換，抗CD　3抗体の添加による細

胞数の増加例などの報告16）一”19）もみられ，有用な方

法と思われる．

VI．結 語

　1．SteriCe11およびroller　bottleでLAK細胞の

長期培養を試みた．

　2．SteriCellはcontaminationが認められず，培

養スペースも小さく長期培養に有用であった．

　3．SteriCellによるLAK細胞の長期培養で細胞

数は培養液の交換ならびに，1レ2の再添加するこ

となく，最大約3．5倍に増加した．またそのピーク

は21日目であった．

　4．無血清培地においても血清添加培地同様に高

活性大量のLAK細胞の誘導が可能である．

　5．LAK活性，　NK活性は培養4日目に高活性を

示し，その後は低下傾向を示した．また，Ster－

iCellによる長期培養で25日目に活性の再上昇を認

めた．

　6．培養後期にIFN一βを添加することにより

LAK活性は初期の高活性を示した．

　以上より，SteriCe11によるLAK細胞の長期間

誘導はLAK，　IL－2療法における有効な培養法であ

ることが示唆された．

　この研究の一部は昭和63年度東京医科大学研究

助成金によった．またこの要旨は第17回日本臨床

免疫学会総会（広島）で発表した．
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