
マウス自然発生痛の陸場内混調リンパ球に関する研究
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A Study on Tumor Infiltrating Lymphocytes 

in Mice with Spontaneous Carcinoma. 
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マウス自然発生癌の麗第内浸潤リンパ球に関す

る研究
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A b s t r a c t o f f e r e n c e s i n t h e m m u n e r e -

s p 0 n s e s b e t w e e n m m u n z e d a n d n 0 n - m m u -

n i z e d m i c e p I a c n g s p e c i a e m p h a s i s 0 n t u -

m 0 r nf I trat ng y m p h 0 c y t e s ( T I L) w e r e 

s t u d e d u s n g n b r e d W H T / H t m i c e w i t h 

s p 0 n t a n e 0 u s d e v e I 0 p n g t r a n s p I a n t a b I e 

s q u a m 0 u s c e c a r c n 0 m a. A f t e r n 0 c u I a t i n g 

1 x l06tumor ce II s， i n b 0 t h m m u n z e d a n d 

n 0 n - m m u n z e d m i c e a I y m p h 0 c y t e p I 0 I f e r -

a t 0 n r e s p 0 n c e w a s 0 b s e r v e d i n t h e s p I e e n 

a n d a d j a c e n t ymph nodes.ln a h stolog cal 

s t u d y t w a s f 0 u n d t h a t t h e r e w a s a m a r k e d 

nf Itrat on of y m p h 0 d c e I I s n t 0 t h e 

t u m 0 r t s s u e s 0 f m m u n z e d m i c e， b u t t h i s 

w a s m u c h I e s s i n t h e n 0 n - m m u n z e d m i c e . 

The results of Iymphocyte subset analysis 

b y f I u 0 r e s c e n t a n t b 0 d y m e t h 0 d a n d F A C S c a n 

n d c a t e d t h a t a I m 0 s t a o f t h e T I L I n 

t h e m m u n z e d m I C e c 0 n s s t e d s u r f a c e - g 十 ， 

問ac -1十 a n d a s I a o G阿 1十 c e s s h 0 w n g a I m 0 s t 

t 0 t a I a g r e e m e n t w i t h t h e d s t r b u t o n o f 

s p I e e n c e I I s ， b u t t h e d s t r b u t o n I n t h e 



n 0 n - m m u n z e d m i c e s h 0 w e d t h a t L y t -1 + a n d 

L 3 T 4十 ce. 1 1 s w e r e d 0 m n a n t d f f e r n g f r 0 m 

those of the spleen cells. Furthermore， 

k 11 er act i v ty of these T 1 L and spleen 

c e 1 1 s a g a n s t s y n g e n e i c t u m 0 r c e 1 1 s w a s 

s t u d e d b y 5 1 C r r e I e a s e a s s a y. T h e s e r e -

s u I t s s h 0 w t h a t i n t h e T I L a n d s p I e e n 

c e I I s 0 f t h e m m u n z e d m i c e c y t 0 I y t i c a c -

t v i t y， n a t u r a I k I I e r a c t v i t y， a n d A D C C 

act i v ty were observed， but ne ther of 

t h e s e c 0 u I d n 0 t b e d e t e c t e d i n t h e n 0 n - m-

m u n z e d m i c e . 

G v e n t h e a b 0 v e t w a s s u g g e s t e d t h a t 

t h e n f I t r a t 0 n 0 f T I L i s a n e x p r e s s 0 n 

o f t h e m m u n e r e s p 0 n s e 0 f t h e t u m 0 r -

b e a r n g h 0 s t a g a n s t t u m 0 r -r e j e c t 0 n a n t 一

g e n s， a n d i n t h e t u m 0 r I 0 c a t 0 n 0 f m m u -

n i z e d m i c e v a r 0 u s e f f e c t 0 r c e I I s w i t h 

a n t -t u m 0 r a c t i v t y w e r e a c t n g f 0 r t u m 0 r 

r e j e c t 0 n . 



抄録:近交系 WH T / H tマウス由来自然発生扇平上

皮癌の免疫，および非免疫マウスの免疫応答の

差異を腫第内浸潤リンパ球(T I L )に着目し，比

較検討した。 1x 1 0 6個の麗寝移植後，免疫，非

免疫マウスとも，牌臓ならびに所属リンパ節の

リンパ球増殖反応を認めた。組織学的検索にお

いて，免疫マウスの腫察組織内には著しいリン

パ系細胞の浸潤を認めたが，非免疫マウスでは

少なかった o リンパ球 su b s e t分析を蛍光抗体法

ならびに FA C S c a nを用いて行った結果，免疫マ

ウスの TI Lは su r f a c e - I g十，問 ac -1十 as a I 0 

G阿1十細胞がほとんどを占め，牌細胞の su b s e tの

分布と 致していたが 非免疫マウスの TI Lで

は Ly t -1十 L3 T 4 +細胞が優位であり，牌細胞の

それとは異なっていた。さらに TI L ，牌細胞

の自己腫第細胞に対する k I I e r活性を 5 1 C r r e -

I e a s e a s s a yで測定した。その結果，免疫マウ

スの TI Lおよび牌細胞には，細胞傷害活性 NK 

活性ならびに AD C C活性が認められたが，非免疫

マウスではいずれも検出できなかった

以上のことから T I Lの浸潤は腫第拒絶抗原

に対する担癌宿主の免疫応答の現れであり，免



疫マウスの腫察移植局所では，抗腫第活性を有

する種々の ef f e c t 0 r細胞が腫篤拒絶に働いてい

ることが示唆された

k e y w 0 r d s t u m 0 r n f I t r a t n g I y m p h 0 c y t e s ， 

m m u n e r e s p 0 n s e ， m m u n z e d m 0 u s e ， 

s p 0 n t a n e 0 U S c a r C I n 0 m a . 



緒 J;:l 

ヒ ト癌組織内部および周囲にリンパ球浸潤が

認められることが古くから知られており 1 - 3 ) 

その腫寝内浸潤リンパ球(t u m 0 r n f I t r a t n g 

I y m p h 0 C Y t e s ，以下 TI Lと略す)の浸潤程度と癌

の進展度，リンパ節転移，および患者の予後と

は多くの場合有意に相関することが報告されて

いる 2 - 6 ) 
o さらに その著し いキ ラー活性が n

V I t r 0 で証明されたことから TIしを用いた養子

免疫療法が新しい免疫療法として注目されてお

り，臨床においてもかなりの効果が得られてい

る 7 - 9 )。

これらのことから TI Lの浸潤は，腫携に対す

る生体の免疫応答の反映であり，それは腫寝細

胞増殖局所において最も直接的に現れると考え

られる。従来の知見では，ヒト癌組織における

T I Lは多様であり 9 . 1 0 )発生する癌細胞側の要

因が宿主側の応答するリンパ球の ph e n 0 t y p e ， 

機能発現，特異性などを規定していると考えら

れているが，その詳細は明らかでない o したがっ

て TI Lについて検索することは，宿主の抗腫

1 



傷性 の メ 力 一 ズ ム を 解 明 し ひ い て は癌免疫療

j去の 発展 つ な カf る も の と 考 え ら れる o ま た，

T I しに 関 す る 動物 腫第 系 の 研 京: は ， 高抗原性の

誘発 癌 を 用 し1 て 展 開 さ れ て き た 7 . 1 1 )が ヒ ト

癌 と 同 様 に 低抗原 性 と さ れ て し1 る 動物の 自 然発

生癌 を 使 用 し た報告 は ほ: と ん ど な し1
1 2.  1 3 ) 

o 

そ Lー で 本 研究 で は ， 近交 系 WHT/Htマ ウ ス に 自

扶 発 生 し た 扇平上 皮 癒 を 用 い 免 疫 お よ び非

免 疫 マ ウ ス の T I しを 分 離 し ， そ の 性状な ら びに

機能 に つ い て 解析 し ， 自 己 腫話事 に 対する 生体の

免疫応答 の 差異 を 検 言す し た の で 報 告す る o 

材料および方法

1 .マウス

当教室で兄妹交配により，近交系として維持

し て い る W H T / H tマ ウ ス 14)  (H-2KQ， H-2D不明

の 8 -.. 1 2週齢
' 
雌 ， 体 重 2 5 -.. 2 7 gの も の を使用 し ， 

固形 飼料 (オ 1) エ ン タ ル 酵母工業 )と 水を 自 由

与 え 飼育 し た o 

2 • 腫第

近 交系 WH T / H tマ ウ ス に 自 鉄 発 生 し ， 胸部皮下

2 



に 継 代移 植 し て し1 る 扇 平 上 皮 癌 を 使 用 し た o 仁....，.ー

の 腫 話芸 は ， T D 5 0 値 カ《 14.416 ) と 極 め て 低免疫原

性 の 腫寝 で あ る o 

3 . 麗寝 細 胞 浮遊 j使 の 調 整

近 プX理 系 WH T / H tマ ウ ス 継 代 移 植 し て い る 腫寝

を ， マ ウ ス か ら 錘 菌 的 摘 出 し ， ダルペ ツ コ P 8 

S 一 ツ ス イ ， 以 下 P 8 Sと 略 す )で 洗浄後 現万

で‘ 細 切 し ， # 1 5 0白 金 メ 1ツ こノ ユ で j慮 過 し た o L-7 - れ

に o . 2 5 % t r y p s n ( D I F. C 0 ， U . S . A . )を 加え捜梓 し ， 

細胞 浮 遊 液 と し た j愛
' 
P B Sで 1200rpm， 3回遠心

洗浄 し ， P B Sに 再 浮 遊 し て 使 用 し た o 生細胞数

の 算 定 は o . 2 %ト 1) J¥ ン ブ ル 一 染 色 を 行な い 細

胞 の v i a b t yは 各 口 ツ ト と :ら 90%以上 で あ つ た o 

4 . 免 疫 マ ウ ス の 作製

マ ウ ス の 免 疫 方 j去 は I b a y a s h ら の 方法 1 7 ) 

に 準 じ ， タト 科 的 切 除 法 と m I t 0 m Y C I n C処理腫第

細 胞 の 反 復 接種 に よ り イT な つ た o 1 x 10
6個の麗

第細 胞 を 背 部 皮 内 に 移 植 し ， 7 ........ 1 0日 j麦 腫寝

径 カf 約 10m mに 達 し た 時 占 で タト 科 的 に 腫蕩 を 切除

し た o そ の 7日 後 よ り 1週 間 お き に ' 
1 x 106個/

m Iあ た り 2 5μ gの m I t 0 m Y C I n c (和 光純薬)で 37 oc 

l時 間 処 理 し た 腫 蕩 細 胞 の 1 x 106 個 を ， マ ウ ス

3 



皮内に篠種する操作を 6回繰り返した o 最終免

疫の 4日後に 1x 1 0 6 個の腫傷細胞を再接種し

腫蕩を拒絶したマウスを免疫マウス( m m u n z e d 

m I C e ，以下|群と略す)とし，実験に供した o ま

た，免疫操作を加えないものを非免疫マウス(

n 0 n - m m u n z e d m c e 以下 N群と略す)とし，実

験は群と N群の 2群にて行なった

5 .担癌マウスの経目的観察

担癌マウスについては，腫;蕩移植局所の組織

学的検索 牌臓の重量測定，および版下リンパ

節の大きさの経目的変化の観察を|群と N群マウ

スにおいて比較検討した o マウスの左側胸部に

1 x 1 0 6 個の腫嬉細胞を移植し，移植後 2日 4日

6日 8日 10日後の腫第移植局所の反応を H. 

E .染色にて組織学的に観察した

同時に，牌臓の重量を測定し 以下の式で

s p I e e n n d e x 1 B ) を求めた

S p I e e n n d e x =勝重量(m g ) /体重(g ) 

さらに，腫蕩移植側版下リンパ節の縦径と横

径をノギスで測定し，その平均値をリンパ節の

大きさとした o 対照群として，右側胸部に PB S 

o . 1 m Iを接種し，同様にリンパ節の大きさを測

4 



定 し た o 実 験 は す ハ《 て l群 1 5匹 と し ， 各 日 lこ つ

き 3匹 を 使 用 し ， 各 群 の 平 均 {直 と 標準偏差を 求

め た o 

6 . T I Lの 免 疫 組 織学 的 検 索

T I Lの 免 疫組 織学 的検 索 を ， 蛍光抗体法 1 9 )で

fT な つ た 。 使 用 し た 抗 体 は ， 1次 抗体 と し て ' 

マ ウ ス T細 胞 マ 一 力 一 で あ る A n t -L y t -1モ ノ ク

口 一 ナ ル 抗体 ( B E C T 0 N D I C K I N S 0 N ， U . S . A . ) ， マ

ウ ス k I I e r / s u p p r e s S 0 r T細 胞 に 対応す る An t 

L y t -2モノク口ーナル抗体(B E C T 0 N D I C K I N S 0 N ， 

u . S . A . ) ，マウス he I p e r / n d u c e r T細胞に対応

する An t -L 3 T 4モノク口ーナル抗体(B E C T 0 N 

DICKINSON，U.S.A. )，マウス ma c r 0 p h a g e (以下

問ゆと略す)に対応する An t 一門 ac -1モノク口一ナ

ル抗体(B 0 e h r n g e r 阿an n h e i m B 0 c h e m c a ， G e r -

m a n y ) ，マウス na t u r a I k e r (以下 NKと略す)

細胞 に対応 する An t I - a S I a o G門l抗体(和光純薬)

を用いた o 2次抗体は Ant -Lyt-l， Lyt-2， 

L 3 T 4 ，門 ac -1抗体に対して FI T C標識 af f n i t y 

p u r f e d a n t -r a t g G (K r k e g a a r d & P e r r y 

L a b 0 r a t 0 r e S )を使用した。 An t -a s a I 0 G阿1抗

体に対する 2次抗体は FI T C標識 af f n i t y p u r i -

5 



f e d a n t 占 ra b b i t I g ( T A G 0 )を使用した o また

表面 免疫 グ 口 ブ. 1) ン s u r f a c e - m m u n 0 g I 0 b u I n ( 

以 下 ， s -I gと 略 す )の 検 出 に は ， F I T C標識 an t i -

m 0 u s e I g ( A m e r s h a m )を 使 用 し た o 

免 疫組織学的検 索 を す る た め ， 各群マ ウ ス

の 左側胸部 に 1 x 10<>個 の 腫寝細 胞 を移植 し
' 
移

値後 2日 ， 4日 ， 6日 ， 8日 ， 1 0日 目 の腫察組織を

切 り 出 し 試料 と し た o 試料 は ア セ ト ン ド フ イ

ア イ ス で 冷却 し た イ ソ ノミ ン タ ン 中 で凍結 し
' 
ク

1) オ ス タ ‘Y ト で 4 ........ 6μ mの 凍 結切片 を作製 し た。

tーヲ れ を o . 01%ポ 1) -Lーリ 二ノ ン (SERVA. N e w Y 0 r k ) 

塗 布 ス フ イ ド グ フ ス に 拾 い ， 室 J:I日皿 で 30分間乾燥

さ せ た 。 ア セ ト ン で 室 :，I日m 1 0分 問 固定 し ， o . 0 1 

問 P B S ( I A T R 0 N )で 5分 間 ， 3回 洗 j争後 (以後 各反

応 の 間 も 同 様 に j先 ;争 正 ，吊>..Lt唱 ヤ ギ 血清を室温で

2 0分 間 反応 さ せ た 。 次 ， 1次 抗体 をそれぞれ

適 切 な 濃度 と し た も の を 滴下 し
' 
室温で 2時間

反 応 さ せ た o 続 い て ， 2次 抗体 を 滴下 し ， 室温

で 2時 問 反 応 さ せ ， グ 1) セ 1) ン で 封入後 蛍光

顕 微鏡 で 検鏡 し た o 

7 T I Lの 分離 お よ び. 調 整 20)  (F g. ←トi守、1
鑑 菌的 に 採取 し た 腫蕩組織 を ， 現万 で細切 し ， 

6 



立150臼 金 メ ツ こノ ユ で j慮 過 し たこ o 
しーヲー' れ を P B Sで

1200rpm， 3回 遠心 洗 浄 J表 ， 10% F e t a I B 0 v n e 

s e r u m ( F B S ， G I B C 0 ) ， ス ト レ コf ト マ イ 二ノ ン 硫酸塩

( 100μ g / I )お よ ぴ. ノミ 一 こノ 1) ン G力 1) ウ ム ( 100単

位/m I )を 添 加 し た L -グ ル タ 司『‘、、 ン A百b、 有 R P門|

1 640 ( G I B C 0 )で 1 x 1 0 6 f園 / m Iの I、辰ー- 度 に調整 し た o

Lーヲ れ の 4 m Iを ， マ ウ ス 1) ン /¥ 球 比 重分離液 (問一

S阿F， 比 重 1.090 + o . 0 0 1 ， 日 本 抗 体研究所)3 m I 

に 静 か に 重 層 し ， 1200g， 2 0分 問 遠心 し た o 
1‘二墨主L

心 後 ， 中 間 層 の 1) ン J¥ 球 分 画} を 回 収 し ， R P阿|

164 0で 1200rpm， 3回 1、a墨:ot::. ，心 洗 浄後 R P阿| 1 640に

再 浮 遊 さ せ た o o . 2 %ト リ j¥ ン ブ ル 染色 で V 1 a -

b t yを 確認後
' 
調 整 し 実 験 に (共 し た o 

8 . 1卑 細 胞 浮遊 液 の 作製

エ 一 ル 麻 酔 で 屠 殺 し た マ' ウ ス よ り 無菌的フー

' 

牌 臓 を 摘 出 し た o 
Lヲ れ を ， R P阿| 164 0を入れ

た プ フ ス チ ツ ク ユノ ヤ レ ( F a I C 0 n )上で ， 注射針

と ビ ン セ ツ ト を 用 しI て ほ ぐ し た 。 非150白 金 メ 1ツ

こノ ユ で 渡 過 し ， P B Sで 洗 j争 後 ， R P阿 i 164 0に 再浮

遊 さ せ た 。 しーヲー' れ よ り ， 同IJ 述 の 阿-S門Fを 用 し1 た比

重 1、二墨主ユ J亡、 法 で リ ン /¥ 球 分 画 を 分 離 し ， 実験 に 供 し

た o 
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9 .リンパ球 su b s e t分析 2 1 ) 

各群マウスの腫蕩移植後 6日目の腫第組織か

ら得た TI L ，および牌細胞のリンパ球 su b s e t分

析を FA C S c a n ( B E C T 0 N 0 I C K I N S 0 N )で行なった。

対照、群としては正常マウスの牌細胞を用いた o

各細胞浮遊液 1x 1 0 b 個/t e s tに，各種モノク口一

ナル抗体(A n t -L y t -1抗体 An t -L y t -2抗体

A n t -L 3 T 4抗体 An t 一門 ac -1抗体 An t -a s a I 0 

G問1抗体)を添加し，氷上で 30分反応させた。

o . 1 % B 0 v n e S e r ~ m A I b u m n ( B S A， S T R A T A G E N E ) ， 

o . 1 % N a N 3 (和光純薬)添加 PB Sで 2回洗浄後 2次

抗体として FI T C標識 an t -r a t I g G， F I T C標識

ant -rabb t I gGを添加し，氷上で 30分，暗所

にて反応させた 00.1 % B S A， O. 1 % N a Nョ添加 P8 Sで

2回洗浄後 o. 5 m Iに懸濁し，氷上で遮光し 2時

間以内に解析した o

1 0 . 細 胞 傷害 活 性 の 漬リ 定 2 2 ) 

各 群 マ ウ ス の T I L ， 牌 細 胞 の 自 己 腫壌細胞

お よ ぴ N K細 胞 感 受 性 YA C -1細 胞 2 3 )に 対す る 細胞

傷害 活 性 を ， 5 1 C r r e I e a s e a s s a yで測定 し た o 

1 )腫 第細 胞 の 5 1 C r標識

自 己 腫蕩 細 胞 ， Y A C -1細 胞 を そ れ ぞれ 10%FBS，

8 



炭酸水素ナトリウム (lmg/ml)， L-グルタミン(

300 μg  / m I ，和光純薬)添加 EA G L E ' S 門E阿(ニッス

イ，以下問 E阿と略す)で 1x 1 0 6個/m Iの濃度に調

整し，細胞 1x 1 0 6個あたり 3. 7阿Bq の Na 2 5 1 C r 0 4 

(日本アイソトープ協会)を加え 37 oc 5 % C 0 2 

下 で時々娠温させながら 60分間培養し標識した

反応後，阿 E阿で 3回遠心洗浄後 20m Iの門 E門を加

え 37 oc 5 % C 0 2 下で 2時間前培養を行なった

門E刊で 3回遠心洗浄後" 1x  105 個 /m Iの濃度に再

浮遊させた o

2 ) 5 1 C r r e I e a s e a s s a y 

E f f e c t 0 r細胞として，各群マウスの TI L ，牌

細 胞 ， 正 戸吊~ マ ウ ス の 牌 細 胞 を? ， E / T比 カf 100 : 1 ， 

5 0 : 1 ， 2 5 1， 12. 5 1と な る よ つ に 96-we II 

r 0 u n d -b 0 t t 0 m e d m I C r 0 t I t e r p I a t e ( F a I c 0 n ， u . 

S • A )に 100μ ず つ 分 注 し た o 次 に ， t a r g e t細 胞

と し て 5 1 C rで 標 識 し た 腫 第 細 胞 を 1 x 104 個 /1 0 0 

μ ず つ 各 w e I Iに 分 注 し ， 総 主E呈ヨ 200μ / w e I Iと し

た o 対 照 群 と し て ， e f f e c t 0 r細 胞 の 代 わ り に

問E刊を 100μ 加えたものを自然遊離とし o. 2 % 

T r t 0 n X (半井化学薬品 100μ|を加えたもの

を最大遊離とした o 3 7 oC ， 5 % C 0 2下で 12時間培

9 



養 後 上 ミ，同主 を T t e r t e k上 昌IJ書弓E 採 取 こノ ス 一 ム ( S k a t r フー

o n ， N 0 r w a y )に よ り 採 取 し ， γ 一力 ウ ン タ ( A R C 

-3 5 1 ， A 1 0 k a )で 放 射 活 性 を 測 定 し た o 実験 は す

ハ《 て t r p 1 c a t eで イT な い
' 
細 胞 傷 害活性は 以下

の 式 で 求 め た o 

細 胞 傷 当Eコ主 活 性 (活)== 

実 験 群 遊離 c p m - 自 究是 遊 離 c p m × 
取 大 遊 離 c p m 自 扶 遊 離 c p m 100 

11. A n t b 0 d y -d e p e n d e n t c e 1 -m e d a t e d c y t 0 -

t 0 X c i t y ( A 0 C C )活 性 の 浪リ 定 24)  

各 群 マ ウ ス の T 1 L ， 牌 細 胞 の 自 己 腫話芸 細 飽 に

対 す る A 0 C C活 性 を 日Ij 述 の 5 1 C r r e 1 e a s e a s s a yで

浪IJ 定 し た 。 T a r g e t細 胞 と し て ， 5 1 C r標 識 自 己 腫

寝 細 胞 を 1 x 104 個 / 1 0 0μ e f f e c t 0 r細 胞 と し

て 各 群 T 1 L ， 牌 細 胞 を ， E T比 カf 100 : 1と な る

よ つ に ， 96-we 11 r 0 u n d -b 0 t t 0 m e d m i c r 0 t i t e r 

p 1 a t eの 各 w e I Iに 分 j主 し た o 次 ， 各群 マ ウ ス

よ り 採 取 し ， 5 6 oc ， 3 0分 で ヨド 働 化 し た 血 昌F同生E を ， 

取 終 プ，辰. 度 カf 1 / 5 ， 1 / 2 0 ， 1/8 0 1/320と な る よ つ

に 各 w e 1 1に 加 え た o 対 昭 群 は ， 血 ロIJ主弓E を 加 え ず

5 1 C r標 識 腫 第 細 胞 に e f f e c t 0 r細 胞 の み を 力日 え た

も の と し た o 3 7 oc ， 5 % C 0 2 下 で 6時 間 培養 後 ， 

1 0 



T t e r t e k上清採取システムで上清を採取し

y カウンターで放射活性を測定した o 実験は

すべて tr pl cateで行ない A0 C C活性は以下の

式で求めた

A 0 C C活性(%)== {(実験群 cp m /対照群 cp m ) -1 } 

x 1 0 0 

実験結果

l 腫寝移植局所の組織学的所見

腫穫は
' 
低分化型扇平上皮癌で あ つ た (F g. 2←下:9-'三

i群では ， 腫霧移植後 2日 目 に は， 頼粒球を

主体 と す る 炎症性細胞浸潤が認め られた o 4日

目 か ら 6日 目 に
' 
腫第組織周 辺部か ら腫蕩組織

全体に著明 な単核球浸潤が認め ら れ， 経時的に

そ の数が増加 し て い つ た。 同 時に 腫寝細胞の

変性破壊が認め ら れ 8日 目 か ら 1 0日 目 には，

腫傷細胞は 消失 し ， 壊死組織;お よ び嬢痕組織が

認め ら れた o N群で は
' 
2日 目 に は |群と 同様に

炎症性細胞浸潤 を 認め
' 
4日 目 か ら 6日 目 には，

麗傷細胞の増殖 と ， そ の周 囲 に好中球な ら びに

単核球の浸潤が認め ら れた o 1 0日 目 には， 腫蕩
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の活発な増殖 と 方で は E章第組織の 自壊も認

め ら れ， 自 壊 し た部位で は炎症性細胞浸潤が認

め ら れた (F g. 3 )。 ←下句、3

2 . S p I e e n n d e x 

牌臓の重量 を測定 し s p I e e n n d e xを求めたと

t-F •• ろ . 各群 と も腫蕩移植後 4日 目 ま で徐々 に増

加 し 続けた o i群で は ， 4日 EJ か ら 6日 自 にかけ

て 急激に増加 し 6日 目 に 1 1 . 1 + 1 . 5と最大にな

り ， 以後麗傷の縮小 に と も な い減少 した。 N群

で は ， 6日 目 に 5. 4 + o . 3 ， 8日 目 に 7.1+ 0.1と腫

寝の増殖に と も な い 緩慢 に増加 し 続けた(F i g .←Fγ斗

4 )。

3 . 所属 リ ン パ節腫脹の 経 日 的変化

I群の肢下 リ ン パ節は ， 腫寝移植後 1日 目 か ら

腫大 し 始め， 6日 日 に そ の大 き さ が 4.4+ O.lmm 

と 最大に な り ， そ の後， 腫篇の縮小にと も ない

腫脹は減少 し た。 方 N群で は 2日 目 から腫脹

が認め ら れ 以後も 徐 々 に増加 し 続けた(F i g • ←下:γS

5 )。

4 免疫組織学的所見

l群で は N群 と 比較 し て ， 腫察組織内に多 く の

リ ン パ球浸潤が認め ら れた。 腫寝移拘直後 2日 目

ノ
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には阿 ac -1十 a s a I 0 G阿l十細胞の浸潤が認めら

れた o 4日目から 6日目にかけて門 ac -1 +， S - I g十'

a s a I 0 G門1+細胞の浸潤が著明となった o L y t -1 + 

L y t -2十 L3 T 4 +細胞の浸潤は軽度であり，以後

も 洩、望ヨ 潤 程度 に 顕著 な 差 は 認 め ら れ な か つ た。

F g. 6は ， 腫 第移 植 後 6日 目 の 腫i第組織の 染色像←f-，'守、も

を 刀ミ す が 問ac -1 + s-l g +， a s a I 0 G M 1十細胞の

ア，支Eヨ 潤 が著明 で あ り ， L y t -1 + L y t-2+， L 3 T 4 +細

胞 は 軽 度 で あ つ た 。

N群 で は ， 腫痕 内に 了，支三軍 j閏 し て き て い る 1) ン 1¥ 

球 は 少 な か つ た が
' 
群 と 同 様 ， 腫蕩移植後 2日

目 よ り 認 め ら れ る よ つ に な つ た; 。 4日 目 か ら 6日

目 に か け て L y t -1 + L y t-2+， L 3 T 4 +細胞の 浸潤

カf 認 め ら れ た カf ， そ れ 以 後 の 各 時期で浸潤程度

に 顕著 な 差 は 認 め ら れ な か つ た; 。 F g. 7は 腫寝 モー下J守・7

移 植後 6日 目 の 腫 話Z 組 織 の 染 色 像 を 示す が， L y t -

1+' L 3 T 4十' L y t -2 +細 胞 カf 多 く ， そ れ に対 し て

門ac -1 + a s a J 0 G阿1+細 胞 は 少 な か つ た o

5 . リ ン 1¥ 球 s u b s e t分 析

F A C S c a nに よ る リ ン J¥ 球 s u b s e t分析の結果 を

F g. 8に 刀之 し た 。 !群 TI Lの s u b s e tは ， s -J g +細胞←干~{1 ' ~ 

が 37 % ， 問ac -1 +細 胞 カf 2 9 % ， a s a J 0 G門1+細胞が
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24%と j これらの占める割合が多かったが Ly t -

1 +細胞は 11%と少なく L3 T 4 +細胞は 6%， L y t -2 + 

細胞は 5%であった。 N群 TI L の su b s e tは Ly t -1 + 

細胞が 66%と多く L3 T 4 +細胞は 46 %， L y t -2 +細

胞は 19%だった o S - I g +細胞は 25 % ，阿 ac -1 +細胞

は 11 %， a s a I 0 G門1+細胞は 9%だった。 l群 TI Lの

開ac -1 +， a s a I 0 G阿1+細胞の占める割合が N群

のそれらに比較して約 3倍も多かった。また N

群 TI Lの Ly t -1 +細胞の占める割合は群のそれ

に比較して約 6倍多かった

l群牌細胞は Ly t -1十細胞が 14%， L 3 T 4 +細胞

が 10% ~ L y t -2 +細胞が 4%であり，阿 ac -1 +細胞が

52%， s - I g +細胞が 44%， a s a I 0 G門1+細胞が 15%

であった。 N群牌細胞では Ly t -1 +細胞が 35 % ， 

L 3 T 4 +細 胞 カf 2 7 % ， L y t -2 +細 胞 カf 10%で あ り ， s -

I g +細 胞 カf 4 5 % ， 門 ac -1 +細 胞 カf 1 8 % ， a s a I 0 G阿1+ 

細 胞 カf 6覧で あ つ た 。 正 戸吊U噂 マ ウ ス の 牌細胞の s u b -

s e tは ， L y t -1 +細 胞 が 54%で あ り ， そ の つ ち

L 3 T 4十細 胞 カf 3 5 % ， L y t -2 +細 胞 が 15%で あ つ た 。

ま た
' 
s - I g十細 胞 カt 3 6 % ， a s a I 0 G阿1+細胞が 9% ， 

門 ac -1 +細 胞 が 6 %で あ つ た o 
L-v = れ ら 3群 を 比較す

ると群稗細胞は N群牌細胞，あるいは正常

〆
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マウス牌細胞に比較して，門 ac -1 +細胞が多く

L y t -1 +， L y t -2 +， L 3了4+細胞が少なかった。ま

た as a I 0 G門1+細胞は軽度に増加したが s-

I g +細胞の割合はほぼ同 .じであった。 N群牌細胞

では正常マウス牌細胞に比較して，問 ac -1 +， s-

I g +細胞の割合が多く Ly t -1 +， L y t -2 +， L 3 T 4 + 

細胞の割合が少なかった

T I Lの採取量は N群が 5.5>< 105 個 /gであった

のに対し群では 6.3x 106 個 /gと N群の 11.5倍

であった。

6 .細胞傷害活性

各実験群の TI Lおよび牌細胞の自己腫寝細胞

に対する細胞傷害活性，ならびに YA C -1細胞に

対する NK活性を E: T比が 100:1， 50:1， 25:1， 

12.5:1， 12時間培養で実験を行なった結果を

Table 1， F g.9に示した。 ← TCAb\~ l. 
下;令、くi

!群 TI Lの細胞傷害活性は E: T比が 100: 1で

18.7%と最大値を示した o 群牌細胞の細胞傷害

活性は E: T比が 100: 1で 15.3%であった

N群 TI L ，牌細胞および正常マウス牌細胞には

自己腫第細胞に対する細胞傷害活性は認められ

なかった。

，，' 
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|群 TI Lの NK活性は E: T比が 100: 1で 10.7%と

最大値を示し l群牌細胞では E : T比が 100: 1 

で 7• 3 %であった。 N群牌細胞の NK活性は E: T比

が 100: 1で 3. 6 %と軽度に認められた

N群 TI Lおよび正常マウス牌細胞では NK活性は

認められなかった。

7. A 0 C C活性

E : T比 100: 1に，血清濃度が 1/ 5 ，‘ 1/20， 1/8 0 ， 

1/320， 6時間培養で実験を行なったところ，

群 TI Lの A0 C C活性は，血清濃度が 1/ 5で 7• 7 % ， 

1 /20で 7. 3 %であった o 群牌細胞の A0 C C活性は，

1/5で 20.9 %， 1 /20で 21.1%と最大値を示した。

N群 TI Lおよび牌細胞では A0 C C活性は認められ

なかった o ( T a b I e 2 ， F g. 10) 0 

考 察

T I Lの浸潤は，組織学的に悪性腫穫に認めら

れる特徴の一つである。 Ha n d I e y 1 )によって最

初に報告されて以来 T I Lの浸潤程度と，臨床

病態および患者の予後との関連についての解析

がなされ TI Lは担癒宿主の抗腫第免疫反応で

1 6 
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あることが示唆されてきた 2-6)0 Itoら 9 )の報

告では，転移性メラノーマより分離した TI Lは

C D 3 +， C I a s s 拘束性で，著しい自己腫察特異

的 cy t 0 t 0 X i c T I y m p h 0 c y t e ( C T L )活性を示すが

肉腫，腎細胞癌より採取した TI Lでは CT L活性

は低く，末梢血と同様の生物活性を有している

にすぎないとしている。このように，歴傷に対

する宿主の免疫応答は広いスペクトルを持った

反応であり，それは腫寝局所において最も直接

的に現れると考えられる。したがって，自己腫

獲に対する免疫応答に関与する TI Lについて

その性状，機能を解析し検討することは極めて

有用である

近交系 WH T / H tマウスに自然発生した扇平上皮

癒は He w t tら 1 6 )により極めて低抗原性であ

ることが指摘され，免疫応答の弱いヒト癌のモ

ァルに当てはめられる。一方，この動物腫第系

においては，弱いながらも腫露関連抗原が存在

することや.これに特異的な免疫応答が成立す

ることが明らかにされて いる 25-29)  o 

そこで今回 著者は 免疫マウスと非免疫マ

ウスに腫第を移植し，その TI Lを分灘し，性状
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ならびに機能について解析するとともに，自己

腫第に対する生体の免疫応答の差異を検討した o

T I Lの分離方法は 般的に広く用いられて

で行なった o 本法は，比較いる比重遠心法 2 0 ) 

的簡単な操作で， リンパ球函[分構成に影響を与

えず.効率よく高い回収率で TI Lを分離できる

有用な方法である o しかし，数認の歴第細胞の

混入は避けることができず，また.遠心操作に

より細胞への影響を及ぼすこともあるなどの問

題点があげられるが，本実験では，腫箆細胞の

混入率は 6%以下であり，リンパ球の viab ty 

は 90%以上と，比較的実験への影響は少なかっ

た

リンパ球表面マ 力ーの解析は モノク口一

ナル抗体を使用した免疫組織学的検索で行った。

この方法は，組織切片上におけるリンパ球 su b -

s e tの動態を知る上で優れている方法であるが，

リンパ球は組織内で不均一に分布しているため

客観性に欠けるという問題点も指摘されている。

この点 FA C S c a nを用いた方法は 2 1 )解析対象の

細胞群を同定する際の客観性にすぐれ，かつ迅

速に解析することができるばかりでなく.応用
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範囲が広く，有用性が極めて高い方法である

本実験では，より信頼性の高い結果が得られる

ように，免疫組織学的検索と FA C S c a nを併用し

た o

霞寝移植後の宿主の全身の免疫応答として牌

重量の測定を，また，局所の免疫応答として所

属リンパ節の腫大を測定した。その結果 l群は N

群に比較して，牌臓，およびリンパ節は腫壌の

消長と平行して鋭敏に変化したが N群では

腫寝移植後の初期の牌臓および，所属リンパ節

反応が緩慢であり，腫需の増殖とともに継続的

な腫大を認めた。乙のように，牌臓，およびリ

ンパ節は全身と局所の陸信に対する反応を如実

に反映するものと思われた。特に l群マウスは

頻回の免疫操作により自己臨海細胞に感作され，

N群マウスとは異なり，抗腫察活性を担う免疫

担当細胞が生体内で蓄積され，抗原の再刺激に

対していち早く対応できる状態にあることを表

わしている。

リンパ球 su b s e t分析は，腫第移植後 6日目に

行ったが，これは群マウスにおいて腫寝移

植後の宿主の経目的変化がピークとなる時期で

1 9 



あった (F 'g. 3 ， 4 ， 5 )。その結果群 TI Lは s-

l g +，問 ac -1 +， a s a I 0 G門l十細胞の浸潤が著明に

認められ Ly t -1十細胞は少なかった o N群では

L y t -1 + L 3 T 4 +細胞が優位であり，阿 ac -1十，

a s a I 0 G阿1+細胞は少なかった o このような|群

と N群の TI L s u b s e tの差は，腫蕩移植局所での

腫寝細胞に対する免疫応答が大きく異なること

を示し群 TI Lは，腫寝拒絶を ni t a t eまたは

m e d a t eする機能を有するリンパ球であり N群

T I Lは，このような機能を持たないか あるい

は抑制されており，腫寝の増殖を許容してしま

うリンパ球と推測される o さらに群で刊 φ な

どの特定の細胞が腫篇局所に浸潤しているのは，

c h e m 0 t a x i sを起す遊走因子 11.30-32)や細胞接

着因子 33-36)の関与が考えられた

I :群牌細胞の su b s e tは，門 ac -1十 s-I g +細胞が

ほとんどを占め Ly t -1十細胞は少なく N群牌

細胞では Ly t -1十 L3 T 4 +， S - I g +細胞が多くを

占め，開 ac -1十 as a I 0 G阿1十細胞は少なかった

また群と N群の牌細胞のs;u b s e tは，対照群の

それと比較して異なっており群において顕

著であった。さらに群の TI Lと牌細胞の su b -

2 0 



s e tの分布はほぼ一致していたが N群では異なっ

ていた。このことは群と N群では，腫第に対

する宿主の全身の免疫応答が異なっており

群では，全身の免疫応答が局所に反映されてい

るが N群では反映されていないことが示唆さ

れた o

T I Lおよび牌細胞の自己腫傷細胞に対する細

胞傷害活性について検討したところ群 TI Lは

強い細胞傷害活性を示したが N群 TI Lでは示さ

なかった。また群牌細胞は細胞傷害活性を

不したが TI Lに比較して低く N群牌細胞およ

び対照群では示さなかった。このように群

と N群で TI Lの細胞傷害活性が異なるのは TI L 

の su b s e tの分布の差，ならびに TI Lの自己腫第

細胞に対する免疫寛容性の差によるためと思わ

れた。また群牌細胞と N群牌細胞および対

照群とで細胞傷害活性が異なるのは TI Lの場

合と同様に，牌細胞の subsletの分布の差.なら

びに牌細胞の自己腫寝細胞に対する免疫寛容性

の差が考えられた。さらに N群牌細胞と対照

群とでは su b s e tの分布が異なるのに，両者とも

活性が認められないのは，生体内のリンパ球が

2 1 



腫第に感作されておらず 腫獲を認識し傷害す

ることができないためと思われた

l群において TI Lと牌細胞の su b s e tの分布は

ほとんど差がないにもかかわらず TI Lの方が

強い細胞傷害活性を示したのは 腫寝局所にお

けるリンパ球の分化成熟の程度が異なるためと

思われた

T I Lおよび牌細胞の NK活性について検討した

ところ群 TI Lは NK活性を示したが N群 TI Lで

は示さなかった。また群牌細胞と N群牌細胞

は軽度の NK活性を示したが群 TI Lに比較して

低く，対照群では示さなかった o このことは

i群においては NK活性を担う as a I 0 G阿l十細胞

の占める割合が多いためと考えられ.また N

群牌細胞においても腫第細胞の移植によって

わずかではあるが NK細胞が活性化されているこ

とが推測された

T I Lおよび牌細胞の自己腫篤細胞に対する

A D C C活性について検討したところ群 TI Lは

A D C C活性を示したが N群 TI Lでは示さなかった

l群牌細胞は l群 TI Lの 2倍以上の高い AD C C活性を

示したが N群牌細胞では示さなかった o この
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ι ..... ー， と は . A' D C C活性 は B細胞 カf 産生 す る 抗腫第特

異抗体 と 門ゆ な ど の 細胞表面 に F c r e c e p t 0 rを有

す る 細胞 に よ る 特異的 な 腫痕細胞破壊機構 3 7 ) 

で あ る の で ， I :群 に は ， 抗腫第特異抗体が存在

し ， な お か つ 問ac -1十， s -I g +細胞の 占める割

i口L カf ， N群 に 比較 し て 多 し1 た め と 思われた l群

牌細胞 が高 い 活性 を 刀言 し た ι-..， ー と は ， A D C C活性を

担 つ と さ れ て し1 る 門 φ の 占 め る 割 合が TI Lに お け

る よ り も 品 い た め と '回tニ、 わ れ o 

本実験 に お ける T I Lに つ L¥ て 総括 し て みる と ， 

群 マ ウ ス の T I Lは s -I g十， 問ac -1十， a s a I 0 G阿1+ 

細胞が 多 く ， さ ら に ι ..... ー， れ ら が effector細胞と し

て 自 己 腫第細胞 に 対 し て ， 意図 胞傷害活性 A D C C 

活性 お よ ぴ NK活性 を 刀ミ し 。 ま た， 先に阿部

2 9 )は ， 本 実 験 と 同 じ 動物腫篤系 に お い て ， 非

担癌状態 の 免疫 マ ウ ス 牌細胞 で は ， ant -Thyl. 

1 + C処理 に よ り ， 細胞傷害活性 は 91.8%抑制 さ れ，

a n t -L y t 2 . 2 + C処理 に よ り 細 胞傷害活性が 84.9%

抑制 さ れ る ι'"7ー， と か ら
' 
抗陸海活性 の中心は CT L 

で あ る と し て い る 。 し か し
' 
本 実験の担箆状態

の 免 疫 マ ウ ス 牌細胞 で は ， 門ac -1十細胞が 52%， s -

I g十細胞 が 44%と 多 く
' 
L y t -1 +細胞 カ¥ 14%， L y t -2 + 
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細胞が 4%と少なかった。このことは

態と担癌状態の相違であるとも考えら

局所の TI Lの分布にも反映しており

味深い結果であった。腫集局所には

非担癌状

れ，腫痕

極めて興

割合は少

ないが Ly t -1十 Ly t -2十細胞の浸潤が認められ

担癌状態であっても，腫蕩拒絶の一翼を担って

いるのではないかと推測された

N群マウスの TI Lは Ly t -1 +， L 3 T 4十細胞が多

いが，抗腫第活性は認められなかった o その原

因の大半は，腫第拒絶抗原 tu m 0 r r e j e c t 0 n 

a n t g e n ( T R A )が存在するとしてもその免疫原性

が弱く 充分な免疫応答を誘;導できないことに

よると推測された o また N群マウスの TI Lは l

群と異なり，腫穫を認識し排除、する能力が弱い

ことや n v i v 0 p r m eされていても何らかの

原因で活性化のシグナルが阻止されていること

が考えられる

本実験に使用した腫寝は低抗原性であるため

細胞表面の TR Aの発現は少なく，腫第特異的 CT L ， 

A 0 C Cのみでは麗寝を拒絶しきれないことが推測

された。しかし，免疫マウスでは移植した腫篤

が完全に拒絶され， しかも腫第移植局所には NK ， 
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円ゆなどの TR Aと関連なく抗腫傷活性を示す ef -

f e c t 0 r細胞の浸潤が 多く認められたことから

これらが TR Aを発現していない腫傷細胞を標的

としていることが推測された o このことは，腫

第の拒絶が，特定の細胞群だけで起きるのでは

なく，特異的，あるいは非特異的な種々の ef -

f e c t 0 r細胞の共同作用によって，惹起されるこ

とが示唆された 漬岡は 3 8 ) これらの抗麗傷

免疫反応は 免疫担当細胞間の相互作用により

もたらされると報告しており，本実験でも同様

の機構が働いていることが推測された

本実験においては群 TI Lが牌細胞に比較し

て高い細胞傷害活性を示したことから とりわ

け麗篇移植局所において抗腫寝免疫応答が増強

されており，腫震に対する拒絶反応は，局所に

浸潤してきている免疫担当細胞間の，複雑な相

加相乗作用によってもたらされたと考えられる

が，その解明には今後の検討が必要と思われた

結
:;A. 

a・

近交系 WH T / H tマウス自然発生扇平上皮癒を用
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し1 て ， 免疫 お よ ぴ 非免疫マ ウ ス の TI L ， 牌細

胞 の 性状 な ら ぴ に 機能の 検索 を 行な い 自 己麗

援言 に 対す る 宿主の 免疫応 答 の 差異 を検討 し た結

果
' 
以下の 結論 を 得 た o 

1 . |群で は ， 腫察組織内 に著 し し、 リ ン パ球浸潤

が認 め ら れ腫篇が拒絶 さ れ る の 対 し ， N群で

は ， 腫察組織内 の リ ン パ球浸潤 に 乏 し く ， 腫第

は 増殖 し 続 け腫寝死 し た o 

2 . 麗第移植後 牌臓 お よ ぴ所属 リ ンパ節に お

~t る 免疫反応 は ， 腫第拒絶の 有無 にかかわ ら ず

認 め ら れた o 

3 . 免疫組織学的検索 お よ ぴ F A C S c a nに よ り ， 

群の 腫寝組織中 に は ， s-l g +， 門ac -1 + a s a I 0 

G阿1十細胞が 多 く 浸潤 し て い た が， N群では， L y t 

-1十， L 3 T 4 +細胞の 浸潤が優位 で あ つ た。

4 T I Lの s u b s e tの 分布 と
' 
牌細胞の su b s e tの分

布 に つ い て 検 索 し た と 仁...，.ー， ろ |群は ほ ぽ 致 し

て し1 た が， N群で は 異 な つ て し1 た o さ ら に l群で

は ， T I Lの 浸潤 が腫寝局所 に 多 く 認め られた L-7 -

と か ら ' 全 身
の 免疫応答 が腫復局所に反映さ れ

て い る Lー と が示唆 さ れ た o 

5 . T I Lと 勝細胞の 自 己 腫寝細胞 に 対する細胞傷
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害活性 を 測定 し た と Lー ろ ， l 君津 に お し1 て細胞傷

害活性 を認 め
' 
T I Lは 牌細胞 Lこ 比較 し て高い も

の で あ つ た カ{ N群の T I L ， 牌細胞 には認め ら れ

な か つ た o

6 . T I Lと 牌細胞の N K活性 を 測定 し た と 仁...，ー ろ

群 の TI L ， 牌細胞 お よ ぴ N群牌細胞に お い て軽

度 に 認 め ら れ た が， N群の T I Lに は認め られなか つ

た o 

7 . T I Lと 牌細胞の A0 C C活性を 測定 し た と L-F ， ろ

!群 に お し1 て A 0 C C活性が認 め ら れ， T I Lに比較 し

碑細胞が よ り 品 l，¥ 活性 を 刀ミ し た が N群の TI L ， 

牌細胞 に は 認 め ら れ な か つ た o 

8 . 以上 の 結果 よ り ， 腫篤 免疫が成立 し麗第を

拒絶す る よ つ に な つ た マ ウ ス で は ， 腫寝移植局

所 に 抗腫第活性を持 つ た 免疫担 当 細胞が浸潤 し，

種 々 の e f f e c t 0 r機縫が腫寝拒絶 に 働い て い る ι...， ー

と が示唆 さ れ た 。
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活specificIysisa at E:T ratiob: 

Target ce 11 s Effector ce 1 1 s 

100:1 50:1 25:1 12.5:1 

Group 1 TILc 18.7+1.9 15.2:t0.1 14.1 +0.6 10. 2:t0. 2 

Syngeneic Group 1 spleen cellsc 15.3+2. 7 11.1 +1. 7 7.7:t1.0 5. 5:t0. 2 

tumor cells Group N TILd O O O O 

Group N spleen cellsd O O O O 

Norma 1 mouse sp 1 een ce 1 1 s O O O O 

Group 1 TILc 10.7:t2.3 3. 0:t2. 2 2.3+1. 7 1.7:t1.2 

Group 1 spleen cellsc 7.3+0.4 2.8:t0.7 1. 4+0. 7 1.3:t0.1 

YAC-1 ce 11 s Group N TILd 1. 5:t2.1 O. 4:t1. 2 0.4:t1.2 O 

Group N spleen cellsd 3.6+0.7 3. 0:t0. 9 0.5+0.9 O 

Normal mouse spleen cel Is O O O O 
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Collect a tumoral mass aseptically. 
↓ 

Cut into thin slices with a scissor blade. 
↓ 

Filter with a特150Pt mesh. 
↓ 

Wash three times with PBS(l ，200 rpm for 5 minutes). 
↓ 

Adjust to 1 x 106 to 107 with RPMI1640 culture medium added with 5% FBS. 
↓ 

Overlay 4ml of cell suspension gently to 3ml of M-SMF(mouse Iymphocyte isolate solution prepared by Japan 

Antibody Institute). 
↓ 

Centrifuge at 1 ，200xg for 20 minutes. 
↓ 

Collect Iymphocytes (floating like a white band in an intermediate layer). 
↓ 

Wash three times with RPMI1640 culture medium added with 5% FBS. Make it floating in culture broth. 
↓ 

Confirm the viabiiity of ceiis with trypan biue and adjust to an optimum concentration. 
↓ 

Use for assay. 

* Isolate and adjust the spleen cells with a specific gravity centrifugation method according to the same 
procedures. 

Eq.1 
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図表 写真の説明

T a b I e 1 C y t 0 I y t i c a c t v i t y 0 f T I L a n d 

s p I e e n c e I I s . 

a Va I ues are expressed as mean+  SE阿 of 

t h r e e s e p a r a t e e x p e r m e n t s . 

b T a r g e t c e I number is lx  l04tumor cells 

c T I L a n d s p I e e n c e I I s w e r e o b t a n e d f r 0 m 

m m n z e d m I C e a t t h e 6 t h d a y a f t e r I m -

p I a n t a t 0 n o f 1 x 106 t u m 0 r c e I s . 

d : T I L a n d s p I e e n c e I I s w e r e o b t a n e d f r 0 m 

n 0 n - m m n z e d m I C e a t t h e 6 t h d a y a f t e r 

I m p I a n t a t o n o f 1 x 1 0 6 t u m 0 r c e I I s . 

T a b I e 2 ADCC of TIL and spleen cells. 

a T a r g e t c e I number is lx  104tumor cells 

b Val ues are expressed as mean+  SE門 of 

t h r e e s e p a r a t e e x p e r m e n t s . 

c S e r u m w a s 0 b t a n e d f r 0 m m m u n z e d a n d 

n 0 n - m m u n z e d m i c e ， a n d h e a t n a c t v a t e d 

f 0 r 30m  i n a t 5 6 oc 

d T I L a n d s p I e e n c e I I s w e r e 0 b t a n e d f r 0 m 

m m n z e d m i c e a t t h e 6 t h d a y a f t e r m -

plantat on of lx  106 tumlO r cells. 
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e T I L a ri d s p I e e n c e I I s w e r e 0 b t a n e d f r 0 m 

n 0 n - m m n z e d m i c e a t t h e 6 t h d a y a f t e r 

mplantat on of lx 106 t:umor cells. 

F g. 1 I s 0 I a t 0 n a n d a d j u s t m e n t 0 f T I L 

F g. 2 H s t 0 p a t h 0 I 0 g c a I 0 b s e r v a t 0 n 0 f 

s Q u a m 0 U s c e I I c a r c n 0 m a s p 0 n t a n e 0 u s I y 

g r 0 w n i n W H T / H t m 0 U s e ( H . E . x 4 0 0 ) . 

F g. 3 H s t 0 p a t h 0 I 0 g c a I t m e -c 0 u r s e 0 b -

s e r v a t 0 n 0 n t u m 0 r t s s u e s f r 0 m m m u n z e d 

(a--- c) and non- mun zed mice(d--- f). 

a 2 n d d a y a f t e r t U m 0 r m p I a n t a t on(H. E. 

X 400 ) 

b 6 t h d a y a f t e r t u m 0 r m p I a n t a t 0 n ( H . E . 

X 400 ) 

c 1 0 t h d a y a f t e r t u m 0 r mp I antat on(H. E. 

X 400 ) 

d 2 n d d a y a f t e r t u m 0 r m p I a n t a t 0 n ( H . E . 

X 400 ) 

e 6 t h d a y a f t e r t u m 0 r m p I a n t a t 0 n ( H . E • 

X 400 ) 

f 1 0 t h d a y a f t e r t u m 0 r mp I antat on (H. E. 

X 400 ) 
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F g. 4 S' p 1 e e n n d e X 0 f m m u n z e d a n d n 0 n -

m m u n z e d m I C e a f t e r m p 1 a n t a t 0 n o f 1 x 

106 v i a b 1 e t u m 0 r c e s T h e r e s u 1 t s a r e 

e X P r e s s e d a s m e a n o f t h r e e m I C e 

F g. 5 K n e t i c a n a Y s I S o f r e g I 0 n a 1 Y m P h -

n 0 d e 
， 

a r g e m e n t o f I m m u n z e d a n d s e n n 0 n -

m m u n z e d m I C e L y m p h n 0 d e 
， 

S I Z e t a k e n s w a S 

a s t h e a v e r a g e 0 f t h e a r g e S t y m p h n 0 d e 

d a m e t e r a n d a s e c 0 n d d a m e t e r p e r p e n d c u -

1 a r t 0 t h e f r s t. L y m p h n 0 d e 's s i z e 0 f 1 e f t 

r e g I 0 n a y m p h n 0 d e 0 n t h e s i d e 0 f m p 1 a n -

ted 1 X 106 V i ab 1 e tumor ce 11 s was measured 

a t e v e r y 2 d a y s a n d c 0 n t r 0 1 y m p h n 0 d e 0 b -

t a n e d f r 0 m r i g h t r e g 0 n a 1 y m p h n 0 d e. T h e 

d a m e t e r 0 f t h r e e y m p h n 0 d e s w e r e p 1 0 t t e d 

t 0 g e t h e r w i t h t h e m e a n S E門.

F g. 6 m m u n 0 h s t 0 1 0 g c a 1 n v e s t g a t 0 n 

o n T 1 L f r 0 m m m u n z e d m i c e a t t h e 6 t h d a y 

a f t e r mp 1 antat on of 1 x 106 tumor ce 11 s. 

T 1 L w e r e d e t e c t e d b y f 1 u 0 r e s c e n t a n t b 0 d y 

m e t h 0 d w i t h a n t -L y t -1 ( a ) ， a n t -L y t -2 ( b ) ， 

a n t -L 3 T 4 ( c ) ， a n t 一門 ac -1 ( d ) ， a n t -a s a 1 0 G M 1 
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( e ) ， a n d t ~ h e s e c 0 n d a n t b 0 d e s I a b e I I e d 

w i t h F I T C. F I T C - I a b e I I e d a n t -m 0 u s e I g w a s 

used for detect on of surface Ig(f). (x  400 

F g. 7 I m m u n 0 h s t 0 I 0 g c a n v e s t g a t 0 n 

o n T I L f r 0 m n 0 n - m m u n z e d m i c e a t t h e 6 t h 

d a y a f t e r mplantat on of lx 106 tumor 

c e I I s. T I L w e r e d e t e c t e d b y f I u 0 r e s c e n t 

a n t b 0 d y m e t h 0 d w i t h a n t -L y t -1 ( a ) ， a n t i -

L y t -2 ( b ) ， a n t -L 3 T 4 ( c ) ， a n t 一円 ac -1 ( d ) ， a n t i -

a s a I 0 G阿1( e ) ， a n d t h e s e c 0 n d a n t -b 0 d e s 

I a b e e d w i t h F I T C. F I T C - I a b e I I e d a n t i -

m 0 u s e I g w a s u s e d f 0 r d e t e c t 0 n 0 f s u r f a c e 

Ig(f). (x  400). 

F g. 8 P h e n 0 t y p i c a n a I y s i s 0 f I y m p h 0 c y t e s 

b y f I 0 w c y t 0 m e t r y ( F A C S c a n ). L y m p h 0 c y t e s 

w e r e 0 b t a n e d f r 0 m s p I e e n c e I I s 0 f n 0 r m a 

m i c e ( A ) ， s p I e e n c e I I s ( B) a n d T I L ( C) 0 f n 0 n -
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E) 0 f m m u n z e d m i c e a t t h e 6 t h d a y a f t e r 

m p I a n t a t 0 n. T h e s e w e r e s t a n e d t u m 0 r 
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u s n g v a r'j 0 U s m 0 n 0 c I 0 n a I a n t b 0 d e s ( a n t i -

L y t -1 ， L y t -2， L 3 T 4 ， M a c -1 ， a s a I 0 G門1) t 0 t h e 
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m 0 U s e I g w a s U s e d f 0 r d e t e c t 0 n 0 f s u r f a c e 

I g • 

F g. 9 C y t 0 I y t i c a c t i v t y 0 f T I L (・---・)

and spleen cells(O 一一一0) at the 6th day 

a f t e r m p I a n t a t 0 n 0 f t u m 0 r b e n g r e j e c t e d 

i n m m u n z e d m i c e ， T I L (・一一一回 ) a n d s p I e e n 

c e I I s (口一一一口 ) a t t h e 6 t h d a y a f t e r m p I a n -

t a t 0 n 0 f t u m 0 r 0 f n 0 n - m m u n z e d m i c e ， a n d 

spleen cells(A 一一-A ) f r 0 m n 0 r m a m I C e 

T h e s e y m p h 0 c y t e s w e r e t e s t e d f 0 r c y t 0 -

y t i c a c t i v t y a g a n s t f r e s h s y n g e n e i c 

t u m 0 r c e I I s a n d Y A C -1 c e I I s a t e f f e c t 0 r 

t a g e t (E T) r a t i 0 0 f 100 1， 5 0 1， 2 5 1， 12. 5 1 

i n a 1 2 h 0 u r s 5 1 C r r e I e a s e a s s a y. V a I u e s 

r e p r e s e n t m e a n 0 f p e r c e n t s p e c f i c I y s i s 

f r 0 m t h e t r p I c a t e d e t e r m n a t 0 n s . 

F g. 1 0 A D C C 0 f T I L (・一一・) a n d s p I e e n 

cells(O 一一0) at the 6th day after m p I a n -
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t a t 0 n 0 f t u m 0 r 0 f m m u n z e d m i c e ， 

T I L (・一一一回 ) and spleen cells(口一一ー口 ) a t 

t h e 6 t h d a y a f t e r m p I a n t a t 0 n 0 f t u m 0 r 0 f 

n 0 n - m m u n z e d m i c e . A 0 C C w a s d e t e r m n e d b y 

6 h 0 u r s 5 1 C r r e I e a s e a s s a y a t E T r a t i 0 0 f 

100 1 i n t h e p r e s e n c e 0 f s e r u m w h c h w a s 

o b t a n e d f r 0 m m m u n z e d a n d n 0 n - m m u n z e d 

m i c e • V a I u e s r e p r e s e n t m e a n 0 f p e r c e n t s p e -

c i f i c I y s i s f r 0 m t h e t r p I c a t e d e t e r m n a -

t 0 n s f 0 r e a c h d I u t 0 n 0 f s e r u m . 
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