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マウス自然発生癌の腫瘍内浸潤リンパ球を用いた
　　　　　　　　　　　　　養子免疫療法に関する研究
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　Abstract：Adoptive　immunotherapy　was　carried　out　using　tumor　infiltrating　lymphocytes

（TIL）cultured　with　rlL－2　after　isolation　from　transplantable　spontaneous　squamous　cell　carcino－

ma　from　inbred　WHT／Ht　lnice．　Effector　cells　involved　in　antitumor　reaction　were　investigated．　TIL

were　collected　at　l×105cells／1gof　tumor　tissue．　The　viabnity　amounted　to　more　than　85％and　the

ratio　of　mixed　tumor　cells　was　less　than　8％．　By　being　cultured　with　rlL－2，　TIL　could　be　proliferated

and　maintained　without　tumor　cells．　A　lymphocyte　subsets　were　analyzed　by　FACScan．　It　was

found　that，　fresh　TIL　were　dominated　by　L3T4＋cells　but　a　significant　increase　in　Lyt－2＋cells　was

observed　when　TIL　were　cultured　with　rlL－2．　The　cytolytic　activities　of　both　cell　lines　were

determined　by　means　of　51Cr　release　assay．　Fresh　TIL　had　no　activity　against　syngeneic　tumor　cells，

but　cultured　TIL　had　higher　activity．　These　findings　showed　that　the　cytolytic　activity　was

induced　by　rIL－2．　Adoptive　immunotherapy　performed　with　cultured　TIL　produced　no　therapeutic

effect　in　the　group　of　TILalone，　but　had　an　inhibitory　effect　against　tumor　growth　and　a　significant

life－prolongation　effect　in　the　groups　of　TIL十rlL2　and　CY十TIL十rlL－2．　In　conclusion，　Lyt－2＋cells

were　presumed　to　play　a　main　role　in　the　cytolytic　activity　in　TIL　proliferated　with　rIL－2．　TIL　was

suggested　to　be　useful　as　a　source　of　adoptive　immunotherapy．
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緒 言

　従来より癌組織内にリンパ球の浸潤を認める

ことが知られており1－6）細胞性免疫，特にTcell

の抗腫瘍反応に関する役割が注目されてい

る7・8）。近年，Morganら9），　Gillisら10）によって

Tcel1増殖因子（T　cell　growth　factor）である

interleukin・2（IL　2）の分離，精製が行われ，

さらにTaniguchiら11）の研究により遺伝子組

換え型IL－2（recombinant　interleukin－2，以
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下rIL－2と略す）の安定した供給が可能となっ

た。このことはin　vitroで培養増殖させた免疫

担当細胞を生体内に移入し腫瘍の縮小，消失を

図る養子免疫療法　（adoptive　immunothera－

py，以下AITと略す）の概念を現実的なものと

した。従来AITはLAK（1ymphokine　activated

kilier　cell）療法を中心に展開されてきた12）。し

かし，その臨床における抗腫瘍効果が当初期待

されたほど良好なものではなかったため，現

在，腫瘍内浸潤リンパ球（tumor　infiltrating

lymphocytes，以下TILと略す）をsourceと

して用いるTIL療法が試みられている。

Rosenbergら13）は，動物腫瘍を用いた実験にお

いてTIL療法を行った結果，肺や肝臓に転移

した腫瘍の縮小，消失がみられ，その効果は

LAK療法に比べ著しく高かったことや，　Itoh

ら14）は，TIL療法がLAK療法に比べ腫瘍組織

集積性が優れていることを明らかにするなど，

その有用性が報告されている。しかし，TIL療

法に関する動物系の研究は高抗原性の誘発癌モ

デルを用いての報告がほとんどで13一16），ヒト癌

と同様に低抗原性とされる動物の自然発生癌を

用いての報告は少ない。

　そこで本研究では，近交系WHT／Htマウ

スに自然発生した可移植性の扁平上皮癌を用い

て，養子免疫療法におけるTILの有用性を検

討する目的で，rIL・2存在下に増殖したTILの

性状および機能を解析し，抗腫瘍反応に関与し

たeffector細胞の検索を行うとともに，　TIL療

法の治療効果を検討した。

材料および方法

1．実験動物

　当教室で兄妹交配により，近交系として維持

しているWHT／Htマウス17）（H－2Kq，　H－2D

不明）18）の8～12週齢，雌，体重25～27gの

ものを使用し，固形飼料（オリエンタル酵母工

業）と水を自由に与え飼育した。

2．腫瘍の性状

　近交系WHT／Htマウスに自然発生した可

移植性の扁平上皮癌を，当教室で胸部皮下に継
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代移植しているものを使用した。この腫瘍は

TD5。値が14．4と低免疫原性を示す19）。腫瘍はほ

ぼ球状に増殖するため，腫瘍径はノギスを用い

て長径×短径の平方根（㎜）で表わした。

3．腫瘍細胞浮遊液の調整

　1×106個の腫瘍細胞を継代移植し，　9日目

に腫瘍組織を無菌的に摘出した。1匹あたり約

2．7gの腫瘍組織が採取された。この腫瘍組織

をダルベッコPBS（ニッスイ，以下PBSと略

す）で洗浄後，勇刀で細切し＃150白金メッ

シュで濾過した。これにPBS，0．25％trypsin

（DIFCO，　U．SA）を加え撹拝した後，　PBSで

1200rpm，3回遠心洗浄し，　PBSに再浮遊させ

た。生細胞の算定は0．2％trypan　blue染色に

より行った。その結果，細胞のviabilityは各

ロットとも90％以上であった。

4．TILの分離即）（Fig．1）

　1×106個の腫瘍細胞を移植後，9日目に

エーテル麻酔で屠殺し，無菌的に摘出した腫瘍

組織をPBSで洗浄後，勇刀で細切し＃150白

金メッシュで濾過した。これをPBSで1200

rpm，3回遠心洗浄し，　Penicillin　G　100　U／

皿1，Streptomycin　100μg／ml，および最終濃

度が10％となるよう非働化fetal　bovine

serum（GIBCO，以下FBSと略す）を添加した
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L・グルタミン含有RPMI－1640（GIBCO，以下

RPMI’1640と略す）で，1×106個／mlに調整

した。この4mlをマウスリンパ球比重分離液

（日本抗体研究所，比重1．090±0．001，以下

M・SMFと略す）3m1に重層し，2500　rpm，20

分間遠心した。遠心後，中間層にあるリンパ球

画分を回収しRPMI・1640で1200　rpm，3回遠

心洗浄した。このTILのviabilityを0．2％

trypan　blue染色により確認し，実験に供し

た。

5．TILの培養2D

　採取したTILを1×106個／mlの濃度に再
調整し，24－well　flat　plate（FALCON，　U．S．A．）

に1mlずっ分注した。各wellに1000　Uの
rlL－2（シオノギ製薬供与，　S－6820）を添加し，

37℃，5％CO2下で静置培養を開始した。5日目

に半量の培地交換を行い1000UのrIL－2を添

加した。以後4日おきに同様の操作を繰り返

し，細胞濃度が1×10了個／wellを越える場合

は1×106個／wellに再調整して培養を継続し

た。　リンパ球，混入腫瘍細胞数の計測は0．2％

trypan　blue染色により行った。

6．リンパ球subsetの解析2）

　培養20日前後のTILのリンパ球subsetの

解析をFACScan（BECTON　DICKINSON，　U．

S．A．）で行った。対照として，腫瘍細胞移植後

6日目の腫瘍組織より分離したTILを用いた。

1×106個／testに調整した細胞浮遊液にマウ

スTcellマーカーであるAnti－Lyt－1抗体

（BECTON　DICKINSON，　US．A．），　マウス

killer／suppressor　T　cellマーカーである

Anti・Lyt－2抗体（BECTON　DICKINSON，　U．S．

A．），マウスhelper／inducer　T　cellマーカー

であるAnti・L　3　T　4抗体（BECTON　DICKIN－

SON，　U．SA），マウスmacrophage（以下Mφ

と略す）マーカーであるAnti・Mac－1抗体

（Boehringer　Manheim　Biochemica，　GERMA・

NY），マウスnatural　killer（以下NKと略す）

cellマーカーであるAnti－asialo　GM　1抗体（和

光純薬），マウスBcellマーカーである

Anti’mouse　Ig（Amersham）の各種mono一
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clona1抗体をそれぞれ添加し，暗所，氷上で

時々振盟させながら30分間反応させた。0．1％

bovine　serum　albumin（STRATAGENE，以

下BSAと略す），0．1％NaN3（和光純薬）添加

PBSで2回洗浄後，2次抗体としてFITC標識
anti－rat　IgG，　anti－rabbit　IgGを添加し，暗所，

氷上で時々振盟させながら30分間反応させた。

0．1％BSA，0．1％NaN3添加PBSで2回洗浄

後，α5mlに懸濁し，氷上で遮光し2時間以内に

解析を行った。解析は各群5回行った。

7．51Cr　release　assay23）

　1）　腫瘍細胞の51Cr標識

　腫瘍細胞は炭酸水素ナトリウム1㎎／ml，　L一

グルタミン300μg／ml，および最終濃度が

10％となるよう非働化FBSを添加した
EAGLE’S　MEM（ニッスイ，以下MEMと略

す）で1×106個／m1の濃度に調整し，1mlあ

たり3．7MBqのNa251CrO4（第一ラジオアイソ

トープ研究所）を加え，37℃，5％CO2下で時々

振漫させながら60分間標識した。標識後，

MEMで3回遠心洗浄し37℃，5％CO2下で2

時間前培養した。その後1×104個／mlの濃度

に調整した。

　2）　細胞傷害活性の測定

　培養20日前後のTILの細胞傷害活性を測定

した。対照として，腫瘍細胞移植後9日目の腫

瘍組織より分離したTILを用いた。　TILを

effector細胞とし，51Crで標識した腫瘍細胞を

target細胞とした。96・well　round　bottomed

microtiter　plate（FALCON，　US．A）に実験群

はeffector細胞とtarget細胞の比（以下E：T

比と略す）が100：1，50：1，25：1となるよ

うそれぞれ100μ1ずっ分注し，総量200μ1／

wellとした。　target細胞からの自然遊離，最大

遊離の測定は，effector細胞の代りにそれぞれ

MEM，0．2％Triton　X（半井化学薬品工業）を

加えて行った。37℃，5％CO2下で6時間培養

後，Titertek上清採取システム（Skatron，

NORWAY）により上清を採取し，これに含ま

れる放射活性をγカウンター　（Aloka，　ARC－

1000）にて測定した。実験は各群とも
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Experimental　group
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TII＿＋rlL－2

CY＋Tll＿＋rlL－2
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Fig．2　This’figure　outlines　three　experimental　groups　scheduled　for　adoptive　immunotherapy．　Tumor

　　　cells（1×106）were　implanted　subcutaneously．　In　TIL　alone　group，　TIL　were　injected　of　1×1010

　　　intravenously　at　7　days　after　implantation　of　tumor　cells．　In　TIL十rlL－2　group，　TIL　were　inlected

　　　at　l×1010　intravenously　at　7　days　and　rlL－2　104U　intraperitonealy　daily　for　5　days　（days　8　to

　　　12）after　implantation　of　tumor　cells．　In　CY十TIL十rlL・2　group，　CY　was　injected　at　100㎎／㎏

　　　intravenously　at　6　days，　TIL　at　l×1010　intravenously　at　7　days　and　rlL－2　at　lO4U　intraperitonealy

　　　dany　for　5　days（days　8　to　12）after　implantation　of　tumor　cells．

triplicateで行い，細胞傷害活性（％specific

lysis）は以下の式で求めた。

　細胞傷害活性（％）＝

　実験群遊離値cpm一自然遊離値cpm
　　　　　　　　　　　　　　　　　　×100
　　最大遊離値cpm一自然遊離値cpm

8．養子免疫療法（Fig．2）

　養子免疫療法は，rlL－2存在下に20日前後

培養したTILを，腫瘍細胞移植後7日目のマ

ウスに投与し，次の3群に分けて行った。すな

わち，1）1×101°個の培養TILを尾静脈より

単回投与したTIL単独群，2）培養TILを投

与後，10000U／dayのrIL　2を腹腔内に5日

間連続投与したTIL＋rlL　2群，3）TIL投与

前日に100㎎／㎏のCyclophosphamide（シ

オノギ製薬，以下CYと略す）を尾静脈より前

投与したCY＋TIL＋rlL・2群である。なお，無

処置群を対照とした。これらについて腫瘍径の

変化，生存期間，腫瘍消失の有無の比較をもと

に治療効果の判定を行った。実験には各群6匹

を用いた。

9．統計学的処理

推計学的検定はStudent’s　t・testを用いた。

実　験　結　果

1．TIL分離の成績

　TILは1×106個の腫瘍細胞継代移植後9日

目の腫瘍組織より約2．7×105個採取され，そ

のviabilityは85％以上で，腫瘍細胞の混入率

は8％以下であった。

2．TIL培養の成績（Fig．3）

　rlL－2添加による培養では，　TILは培養5日

目に一時的に減少が認められるが，以後増殖を

続け17日目には約12倍の増殖率が認められ

た。さらにこのTILを1×106個／wellに再調

整して培養を継続したところ25日目には約20

倍の増殖率が認められた。なお，混入腫瘍細胞

は9日目には完全に消失した。rlL－2非添加の

培養ではリンパ球，腫瘍細胞はともに9日目に



14

｛×106）

　20

5
　
　
　
　
　
　
　
　
　
0

噌
，
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
－

　
　

θ
雪
Φ
O
↑
O
」
Φ
Ω
仁
一
コ

5

」

1
（
∪
0　　　5　　9　　13　17　21　25　29　33（days｝
　　索　　　　※　　　　※　　　・×・㊦　　　　X　　　　※※　　　　叢　　　　楽

●一●TIL：cultured　with　rlL－2

0－OTIL：cultured　without　rlL－2

※ha斤medium　exchange
※※　ha｜f　medium　exchange　and　read｝ustment　1×106／m｜

Fig．3　TIL　were　collected　from　mice　at　9　days

　　　after　implantation　of　l×106　tumor　cells，

　　　and　cultured　with　（●一●）and　without

　　　rlL－2　（○一〇）

はほとんど認め得なかった。以上の結果より，

rlL－2依存性の増殖であり，腫瘍細胞を全く含

まない培養20日前後のTILを以後の実験に供

した。

3．リンパ球subsetの解析

　FACScanによるリンパ球subsetの解析結
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果をTable1，　Fig4に示した。分離直後のTIL

囚のsubsetは，　Lyt・1＋細胞が64．6±2．1％，

Lyt－2＋細胞が21．2±1．5％，　L　3　T　4＋細胞が

45．0±1．0％，Mac－1＋細胞が12．2±1．3％，

asialo　GM　1＋細胞が11．8±23％，　s－Ig＋細胞

が23．8±1．3％と，L3T4＋dominantのT　cel1

が約65％を占めていた。一方，rIL－2存在下で

20日前後培養したTIL（B）のsubsetは，　Lyt－1＋

細胞が84．2±3．4％，Lyt－2＋細胞が63．2±

1．3％，L3T4＋細胞が29．6±3．0％，　Mac・1＋細

胞が7．6±1．5％，asialo－GM　1＋細胞が14．0±

1．2％，s－Ig＋細胞が2．4±1．1％とLyt－2＋細胞

が有意に増加し（P＜0．01），Lyt－2＋dominant

のTcellが約84％を占めていた。また，L3T4＋

細胞，Mac－1＋細胞，およびs－Ig＋細胞は有意

に減少（P〈0．01）し，asialo－GM　1＋細胞は有

意な増減を認めなかった。

4．51Cr　release　assay（Table2，　Fig．5）

　分離直後のTILは各E：T比とも細胞傷害

活性を示さなかったが，rlL－2存在下で培養し

たTILは，　E：T比が100：1で31．0±1．1％，

50：1で17．8±0．7％，25：1で12．5±1．1％

の細胞傷害活性を示した。

5．養子免疫療法

　各処置群の腫瘍増殖曲線をFig．6に示した。

1×106個の腫瘍細胞移植後，6日目頃より腫

瘍の増殖が肉眼的に観察可能となった。その

後，無処置群においては腫瘍は経時的に増大

し，27日目には約25mmに達して全例が腫瘍死

Table　1．　Percentage　of　positive　TIL．

％of　positive　TILa

Lyt－1 Lyt－2 L3T4

Rii蒜，ぴゴ

64．6±2．1

84．2±3．4
］軽 21．2±1．5

63．2：±：1．3

］※※ 45．0±1．0

29．6±3．0

］※豪

Mac－1 asialo　GM　1 S－lg

12．2±1．3

7．6±1．5

］斉※ 11．8±2．3

14．0±1．2
］NS 23．8±1．3

2．4±1．1

］峯峯

a：mean±S．E．（n＝5）
b：TIL　were　collected　from　mice　at　9　days　after　implantation　of　1×106　tumor　cells．

c：TIL　were　collected　from　mice　at　9　days　after　implantation　of　1×106　tumor　cells　and　cultured　with

　rIL－2　for　20　days．

d：Statistic　analysis　was　performed　by　Student’s　t－test．

　（※※P＜0．Ol，NS：not　significant）
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Fig．4　Phenotypic　analysis　of　lymphocytes　by　flow　cytometry（FACScan）．　TIL　were　collected　from

　　　　　mice　at　9　days　after　implantation　of　1×106　tumor　cells（A）and　cultured　with　rIL－2　for　20　days

　　　　　（B）．These　were　stained　using　various　monoclonal　antibodies（anti－Lyt－1，－Lyt・2，－L3T4，－Mac－1，

　　　　　－asialo　GM1）　on　surface　markers，　and　are　shown　as　FITC－labeled　secondary　antibodies．

　　　　　FITC・1abeled　anti－mouse　Ig　was　used　for　detection　of　surface　Ig．
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Table　2．　Cytolytic　activity　of　TIL．

％specific　lysisa　at　E：Tratiob

Target　cells Effector　cells

25：1 50：1 100：1

syngeneic

tumor　cells

TIL：freshC

TIL：culturedd

0

12．5±1．1

0

17．8±0．7

0

31．0±1．1

a：mean±SE．（n＝6）
b：The　number　of　target　cells　was　1×104．

c：TIL　were　collected　from　mice　at　9　days　after　implantation　of　1×106　tumor　cells．

d：TIL　were　collected　from　mice　at　9　days　after　implantation　of　l×106　tumor　cells　and

　cultured　with　rlL－2　for　20　days．

した。TIL単独群は無処置群と比較し顕著な差

は認められなかった。TIL＋rIL－2群において

は，rlL－2の投与開始より投与が終了する12

日目まで腫瘍の増殖は抑制されるが，その後は

増大し30日目には25㎜に達した。CY＋TIL

＋rlL－2群においては，　rIL－2の投与開始より

19日目までは腫瘍の増殖は抑制されるが，その

竺
ω
≧
o
≡
o
Φ
q
ω

40

30

20

10

0

25：1 50：1 1 00　
：
　 1
　〔E：T　 ratio｝

●トー●TlL：cultured

O－－OTIL：fresh

Fig．5　Cytolytic　activity　of　TIL，　cultured　with

　　　rIL－2　for　20　days　（●一●）　and　collected

　　　from　mice　at　9　days　after　implantation

　　　of　l×106　tumor　cells　（○一〇）．　These

　　　lymphocytes　were　tested　for　cytolytic

　　　activity　against　fresh　syngeneic　tumor

　　　cells　by　E：Tratios　of　25：1，50：1，
　　　100：lin　6－hr　51Cr　release　assay．

　　　Values　represent　the　mean　percentage　of

　　　specific　lysis　in　triplicats　determination．

後は増大し40日目で25mmに達した。各処置群

の生存期間および治癒率をTable3，　Fig．7に示

した。平均生存日数は無処置群は24．5±1．8，

TIL単独群は25．7±2．0，　TIL＋rIL－2群は

30．2±3．7，CY＋TIL＋rlL　2群は37．0±5．6

日であり，各処置群とも腫瘍の消失は認められ

ず全例腫瘍死した。生存日数より各処置群の延

命効果を検定すると，無処置群に対してTIL

単独群は有意な延命効果を認めなかったが，

TIL＋rlL－2群およびCY＋TIL＋rIL－2群は有

意な延命効果を認めた（P〈0．01）。また，TIL

＋rIL－2群とCY＋TIL＋rIL－2群の間にも有

意な延命効果が認められた（P＜0．05）。

考 察

　病変局所に免疫担当細胞が浸潤することは，

生体における免疫反応の，特に細胞性免疫の最

も基本をなす現象であると考えられる。担癌宿

主においても腫瘍増殖局所にリンパ球の浸潤を

認めることは良く知られていたが，そのリンパ

球が果たして生体の癌に対する防御反応の現れ

なのか，あるいは単に腫瘍細胞の壊死や感染な

どに対する炎症性の反応なのかが不明であっ

た。

　Kikuchiら24）はラットmethylcholanthrene

誘発肉腫の自家移植において，TILの浸潤程度

と腫瘍細胞の抗原性に関連があることを報告

し，またIshiiら25）は，高抗原性のものほどTIL

の浸潤が多いことを指摘している。さらに，当

教室の高橋26）はWHT／Htマウスを用いて免

疫，非免疫マウスのTILを分離してその機能
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Fig．6　This　figure　illustrates　tumor　growth　curves　of　three　experimental　groups　and　control（no

　　　　　　treatment）．　Tumor　cells（1×106）were　implanted　subcutaneously．　TIL　alone　were　inlected　at　1×

　　　　　　1010intravenously　at　7　days　after　implantation　of　tumor　cells（●一●）．　TIL＋rIL2　were　injected

　　　　　　using　1×1010　TIL　intravenously　at　7　days　and　104U　of　rlL－2　intraperitonealy　daily　for　5　days

　　　　　　（days　8　to　12）after　implantation　of　tumor　cells（▲一▲）．　CY＋TIL＋rlL－2　were　injected　using

　　　　　　100㎎／㎏of　CY　intravenously　at　6　days，1×1010　TIL　intravenously　at　7　days　and　104U　of　rIL－2

　　　　　　intraperitonealy　daily　for　5　days　（days　8　to　12）after　implantation　of　tumor　cells（■一■）．

　　　　　　Control　was　implanted　with　tumor　cells　and　had　no　treatment（○…○）．　Six　mice　were　used　in

　　　　　　each　group．

Table　3　Comparison　of　three　experimental　groups　and
　　　　　　　　　　immunotherapy（survival　days　and　cure　rate）．

control（no　treatment）　in　the　adoptive

Treatment survival　dayse curedf（％）

nO　treatmenta

TIL　aloneb

TIL＋rIL－2c

CY＋TIL＋rIL－2d
［
※

24．5±1．8

25．7±2．0

30．2±3．7

9

NS

東類

37．0±5．6
※※

0／6

0／6

0／6

0／6

（0）

（0）

（0）

（0）

a
、
O
Cd

e
f
9

：Subcutaneous　implantation　of　l×106　tumor　cells　subcutaneously　and　no　treatment．

：Mice　received　TIL　l×1010　intravenously　at　7　days　after　implantation　of　tumor　cells．

：Mice　received　TIL　1×1010　intravenously　at　7　days　and　rIL－2104U　intraperitonealy　daily　for　5　days

（days　8　to　12）after　implantation　of　tumor　cells．

：Mice　received　CY　100mg／kg　intravenously　at　6　days，　TIL　l×1010　intravenously　at　7　days　and　rlL－2

　104U　intraperitonealy　daily　for　5　days（days　8　to　12）after　implantation　of　tumor　cells．

：mean±S．E．（n＝6）

：Each　group　consisted　of　six　mice．

：Statistic　analysis　was　performed　by　Student’s　t－test．

　（※P＜0．05，※※P＜0．01，NS：not　significant）
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Fig．7　This　figure　illustrates　survival　ratios　of　three　experimental　groups　and　control（no　treatment）．

　　　Tumor　cells　（1×106）　were　inlplanted　subcutaneously、　TIL　alone　were　injected　at　l×1010

　　　intravenously　at　7　days　after　implantation　of　tumor　cells（●一●）．　TIL＋rIL－2　were　injected　using

　　　l×1010TIL　intravenously　at　7　days　and　lO4U　of　rlL－2　intraperitonealy　daily　for　5　days（days　8

　　　to　l2）after　implantation　of　tumor　cells（▲一▲）．　CY＋TIL＋rlL－2　were　injected　using　lOO㎎／kg　of

　　　CY　intravenously　at　6　days，1×1010　TIL　intravenously　at　7　days　and　lO4U　of　rIL－2　intraperito－

　　　nealy　daily　for　5　days（days　8　to　12）after　implantation　of　tumor　cells（■一■）．　Control　was

　　　implanted　with　tumor　cells　and　had　no　treatment（○…○）．　Six　mice　were　used　in　each　group．

を検索した結果，1）免疫を獲得し移植腫瘍を

拒絶するようになった免疫マウスのTILの数

は，非免疫マウスのTILに比較して著明に増

加していたこと，2）免疫マウスのTILは高い

自己腫瘍細胞傷害活性を持っこと，3）免疫マ

ウスのTILはNK活性および，　ADCC活性を

持つことなどを報告している。これらのこと

は，TILの浸潤が腫瘍増殖局所に対する免疫応

答の反映であることを示唆している。

　WHT／Htマウスに自然発生した可移植性

の扁平上皮癌は，Hewittら19）により極めて低抗

原性であることが報告されており，当教室にお

いても弱いながらも腫瘍関連抗原が存在するこ

とや，免疫応答が成立することが確認されてお

り27－31），免疫応答の低いヒト癌に当てはまると

考えられた。

　そこで，本研究では同マウスより分離し，

rIL－2存在下に培養したTILを用いて抗腫瘍

活性の主役を担う細胞を検索するとともに

TIL療法の治療効果を検討した。　TILの分離は

M・SMFを用いた比重遠心分離法により行っ

た。本法は操作が比較的容易で，効率よくTIL

の分離，回収が可能である。問題点として遠心

操作による細胞の損傷，腫瘍細胞の混入が挙げ

られる。本実験においては，回収したTILの

viabilityは85％以上であり，8％程度の腫瘍

細胞の混入は避けられなかったが，実験への影

響は比較的少なかった。

　リンパ球subsetの解析は各種monoclonal

抗体を用いたFACScanで行った。本法は，操

作が煩雑で装置が高価であるが精度が高く，客

観性に優れ，迅速で，しかも再現性が良いとい

う利点があり，極あて有用性が高い方法であ

る。
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　細胞傷害活性の測定は51Cr　release　assayに

より行った。この方法は，放射性物質を用いる

ため取り扱いの規約が厳しく，実験の場所が限

定されるが，手技的に比較的容易であり，少量

の細胞で客観的な測定が可能であり，再現性が

高いたあ広く用いられている方法である。

　TILの増殖能はrlL－2存在下に培養して検

討したが，rIL　2の濃度は予備実験において

TILが最も良く増殖した1000　Uを用いた。そ

の結果，rIL－2添加培養においては腫瘍細胞を

含まないTILの増殖が認められたが，非添加

培養ではTILの増殖は認められなかった。こ

のことはTILがrIL－2依存性に増殖すること

を示し，他の研究施設からの報告と同様に，本

研究でもin　vitroでTILの増殖維持が可能で

あった。

　リンパ球subsetの解析の結果，分離直後の

TILはL3T4＋dominantのTcellが約65％を

占めていたが，培養TILはLyt－2＋dominant

のTcellが約84％を占あていた。このことは，

Prehnら32）の抗原性が低い腫瘍では，担癌初期

よりkiller　T　celiの働きが抑制されているた

め，腫瘍の増殖が促進されるという報告や，従

来から良く知られているように生体の免疫応答

は癌の進行につれて低下し，それに伴い

suppressor　T　cellが活性化するという知見か

ら推察して，リンパ球subsetの分布は腫瘍の

抗原性とTILの分離時期，すなわち病態の進

行期により影響を受けたと考えられた。

　細胞傷害活性にっいて，分離直後のTILと

培養TILとをE：T比を25：1，50：1，100：1

にて比較したところ，分離直後のTILは全く

細胞傷害活性を示さなかったが，培養TILは

dose　dependentに細胞傷害活性を示した。本

研究に用いた腫瘍は低抗原性であり，実験条件

からは担癌初期と考えられた。これより分離し

たTILは，　killer　T　cel1，　suppressor　T　cellと

もに活性化されておらず，Lyt－2＋細胞の占め

る割合が少ないため自己腫瘍細胞に対する細胞

傷害活性が認められなかったと考えられた。ま

た，他の要因としては混入腫瘍細胞の存在は避
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けられず，cold　target　inhibitionによる活性

の低下や，腫瘍細胞からの可溶性因子の放出が

影響したたあと考えられた。

　これに対し，培養TILが細胞傷害活性を示

した理由をリンパ球subsetの分布からみる

と，Lyt－2＋細胞の増加が細胞傷害活性の獲得

に関与したと考えられた。また，このLyt－2＋

細胞は，TILが腫瘍細胞による抗原刺激の影響

を受けずにrlL－2依存性に増殖したものと考

えられるたあ，腫瘍細胞の破壊に働くkiller

Tcellと免疫応答の抑制に働く　suppressor

Tcel1の機能より推察して，その本体はkiller

Tcel1であると考えられた。

　本研究においては，rlL　2存在下の培養によ

り抗腫瘍活性を持つリンパ球の誘導が可能で

あったが，TILがin　vitroで腫瘍細胞の増殖を

促進したというBlazarら33）の報告や，末梢血リ

ンパ球のPHA（phytohaemagglutinin）幼若

化反応やMLTR（mixed　lymphocyte　tumor

cell　reaction）を抑制するというVoseら34）の

報告もあり，むしろ，免疫抑制的に働くという

報告もある。これはTILが種々の細胞群より

なるため，用いる実験系およびrIL－2の濃度，

培養期間等の条件の違いにより，異なる機能が

発現するためと考えられた。

　現在，TIL療法は臨床応用がなされその治療

効果が報告されている。Rosenbergら35）はTIL

の治療効果はdose　dependentであり，腫瘍の

縮小には1×1011個以上の細胞数が必要である

と報告している。しかし，いまだ治療効果を期

待できる培養条件，投与スケジュールなど一定

の見解はない。

　本研究では西村ら鋤，細川37）が行った動物腫

瘍での投与スケジュールを参考にして，TIL単

独群，TIL＋rlL　2群，　CY＋TIL＋rlL－2群の

3群の投与スケジュールをたてその効果を判定

した。

　TIL単独群では，　in　vitroで高い自己腫瘍細

胞傷害活性を認めたTILを1×101°個尾静脈

より単回投与したにもかかわらず，治療効果は

認めなかった。この理由として，1）in　vitroで
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はtarget細胞にeffector細胞を充分に接触さ

せて活性を測定したのに対し，生体内ではその

接触が充分ではなく，E：T比が再現されな

かった，2）in　vitroでrIL－2依存性に増殖し

活性を得たTILは，　IL　2濃度がはるかに低い

生体内ではその活性を維持できなかった。3）

担癌生体ではsuppressor　T　cellの存在が負の

免疫応答として働き，effector細胞の機能を抑

制した，4）腫瘍細胞が産生するenzymeや

mucinがeffector細胞の接触を阻害している

などが考えられた。

　そこで，TILの腫瘍組織内での活性維持を目

的にTIL投与後rIレ2を腹腔内に10000　U，5

日間連続投与した（TIL＋rIL－2）ところ，腫瘍

の消失は認められなかったものの無処置群に比

べ，一時的な腫瘍増殖抑制効果と有意な延命効

果（P＜0．01）が認められた。これは，TILは

生体内でもrIL－2により絶えず刺激をうけて

いないと，その活性が減衰するためと考えられ

た。

　次に，suppressor　T　cellや腫瘍細胞の機能

を抑制することを目的にCYを併用した。　CY

はアルキル化剤に分類される抗癌剤で，腫瘍細

胞のDNAに作用しその核酸代謝を阻害するほ

か，suppressor　T　cel1ならびにその前駆細胞

などの免疫抑制因子をある程度選択的に障害す

るのに有効であるといわれている38）。そのCY

を100㎎／kg，尾静脈から投与した後TIL＋

rlL　2を施行（CY＋TIL＋rIL－2）した結果，

腫瘍の消失は認められなかったが，TIL＋rlL－

2群に比べても有意な延命効果（P〈0．05）が

認められた。これは，CYのもつ直接的な抗癌

作用と免疫抑制因子の除去により，抗腫瘍効果

が増強したためであろうと考えられた。

　以上の実験結果より，TILはAITのsource

として有用であると考えられたが，より高い効

果を期待するには，強い抗腫瘍効果を持つ

effector細胞を効率良く誘導すること，腫瘍細

胞へのeffector細胞の集積性を増強し活性を

維持すること，負の免疫応答を抑制し正の免疫

応答を優位にすることなど，宿主免疫系の活性

岩医大歯誌　18：10－22，1993

化と，腫瘍細胞をより効果的に免疫担当細胞に

認識させるように修飾する工夫が必要であると

考えられた。

結 論

　近交系WHT／Htマウスに自然発生した可

移植性扁平上皮癌より分離し，rIL－2存在下に

培養したTILを用いて，リンパ球subsetの解

析，51Cr　release　assayによる細胞傷害活性の測

定，養子免疫療法を行い，以下の結論を得た。

1．rlL・2存在下に培養することにより腫瘍細

胞を含まないTILの増殖，維持が可能であっ

た。

2．FACScanによるリンパ球subsetの解析の

結果，培養TILはLyt－2＋dominantのT　cellが約

84％を占めていた。

3．51Cr　relase　assayによる細胞傷害活性測定

の結果，分離直後のTILは活性を示さなかっ

たが，培養TILではE：T比が100：1のとき

約31％と，自己腫瘍に対する高い細胞傷害活

性を示した。

4．培養TILを用いた養子免疫療法の結果，

TIL単独群は治療効果を認めなかったが，　TIL

十rlL・2群，　CY十TIL十rlL－2群は腫瘍増殖抑

制および，有意な延命効果（P＜0．01）を認め

た。

5．rIL－2存在下に培養を行うことにより抗腫

瘍活性を持っリンパ球の誘導が可能であり，そ

の主役を担っているのはLyt－2＋のkilier　T

cellであることが推察された。これらのことよ

り，TILは養子免疫療法のsourceとして有用

であることが示唆された。
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