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マウスLAK細胞の細胞内画分の細胞傷害性に関する研究

佐々木　成　弘
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　　　　　（主任：関山三郎教授）

　　　　〔受付：1992年12月24日〕
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　Abstract：The　cytotoxic　activity　of　subcellular　fractions　in　LAK　cells　derived　from　normal

spleen　cells　of　inbred　WHT／Ht　mice　was　investigated．　The　cytotoxic　activity　of　LAK　cells，

determined　by　51Cr－release　assay　with　syngeneic　tunlor　cells　as　a　target，　was　found　to　reach　the

maximum　level　of　44．2％at　the　5th　day　of　cultivaton　with　8，000　units　of　rlL2／ml　culture．　LAK　cells

lysed　by　sonication　under　hypotonic　conditions　were　fractionated　into　4　subcellular　fractions．　The

mitochondrial　fraction　contained　a　component　which，　even　at　low　concentration，　had　an　immediate

cytotoxic　effect．　The　microsomal　and　cytosol　fractions　also　contained　a　component　which　acted

with　a　larger　quantity　of　proteins　and　a　longer　period　of　incubation　time　than　the　factor　of　the

mitochondrial　fraction．　These　observations　suggested　that　at　least　two　types　of　cytotoxic　sub－

stances，　which　have　different　subcellular　localizations　and　mechanisms　of　action，　are　present　in

LAK　cells．

Key　words　lymphokine　activated　killer　cells（LAK　cells），subcellular　fractions，　cytotoxic　factor

緒 言

　生体の癌に対する防御機構はBurnet1）の免

疫学的監視機構の概念提唱に始まり，T細胞を

中心とした細胞性免疫の研究が行なわれた。

1970年代には，生体の免疫応答はTおよびB細

胞やマクロファージなどの細胞相互の関連下に

成立していることが明らかになった。これと同

時期に様々なサイトカインが発見され，BCG

などの細菌製剤や非特異的免疫刺激物質による

腫瘍の治療研究が行なわれた。これらを背景に

1980年代にはbiological　response　modifier

（BRM）2）の概念が導入され，現在幅広く臨床

応用が行なわれている。そのなかでも
interleukin　2（IL－2）3）はcytotoxic　T

lymphocytes（CTL）の分化と誘導，　natural

killer（NK）細胞の増殖と細胞傷害活性の増

強，lymphokine　activated　killer　cells（以下L

AK細胞と略す）の誘導，　interferon（IFN）一

γやリンホトキシンなどのリンホカイン産生の

誘導など，抗腫瘍性に働く調節性サイトカイン

として注目されている。とりわけin　vitroでI

L－2と培養されたリンパ球は，major
histocompatibility　complex（MHC）非拘束

性で幅広い腫瘍細胞を傷害することが報告さ

れ4・5），これを契機にIL－2による癌治療の研
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究は精力的に行なわれるようになり，IL－2

とともにin　vitroで培養した細胞傷害活性の

高いリンパ球，LAK細胞を癌患者に移入する

養子免疫法が開始された6・7）。

　一方，古くからリンパ球の細胞内には頼粒が

存在し，その穎粒が細胞傷害に関与すると意味

付けられてきた＆9）。リンパ球が腫瘍を破壊する

過程で，その本体は何かということを解明する

ことは興味のもたれるところであり，ひいては

癌免疫療法の発展につながると考えられる。

　そこで今回，最終effector細胞のひとっであ

るLAK細胞をin　vitroで正常脾細胞から誘

導し，細胞内画分の細胞傷害性にっいて検討を

行なった。

材料および方法

1．実験動物

　近交系WHT／Htマウス，8－12週齢，雌

を使用し，固形飼料（オリエンタル酵母工業）

と水を自由にあたえ飼育した。

2．腫瘍

　近交系WHT／Htマウスに自然発生し，同

系マウスの胸部皮下に継代移植している扁平上

皮癌を使用した。

3．腫瘍細胞浮遊液の調製

　近交系WHT／Htマウスに継代移植してい

る腫瘍をマウスから無菌的に摘出し，ダルベッ

コphosphate　buffered　saline，　pH　7．4（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。PBSで細胞浮

遊液とした後0．25％トリプシン（DIFCO，　U．S．

A）を加え撹枠し500×gで3回遠心洗浄し再

度PBSに浮遊させて使用した。腫瘍生細胞数

の算定は0．2％トリパンブルー染色を行ないそ

の際のviabilityは各ロットとも90％以上

だった。

4．脾細胞浮遊液の作製

　工一テル麻酔で屠殺したWHT／Htマウス

より無菌的に脾臓を摘出し，培養液を入れたガ

ラスシャーレ上でピンセットを用いてほぐし

＃150白金メッシュで濾過して単細胞とした。
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これを500×gで3回遠心洗浄したのち，培養

液に浮遊させて0．2％トリパンブルー染色を行

ない生細胞を算定し一定数に調整した。

5．LAK細胞の誘導（Fig．1）

　1）培養液

　培養液はL一グルタミン，25mM　HEPES含

有のRPMI－1640（GIBCO）を使用した。これ

に非働化ウシ胎児血清（最終10％FBS
GIBCO）およびペニシリンGカリウム100単位

／ml，ストレプトマイシン100μg／mlを添加

しpH　7．4となるように調整した。

　2）培養法

　前述のようにして得た脾リンパ系細胞1×

108個／10mlをプラスチックフラスコ
（FALCON　3054，　U．S．A．）に浮遊させた。これに

recombinant　IL－2（シオノギ製薬より供与，

以下rIL－2と略す）を2000単位／ml，4000

単位／ml，8000単位／ml添加し37℃，5％CO2

のインキュベーター内で静置培養した。培養期

間は3日，5日，8日の3群を設定し，培養後

ただちにLAK細胞を回収して比重遠心法で死

細胞を除去した。すなわち，回収したLAK細

胞を500×gで遠心し4mlの培養液に浮遊さ

せ，マウスリンパ球比重分離液（M－SMF，比重

1．090±0．001，日本抗体研究所）3mlに静かに

重層し，1，200×g，20分間遠心した。遠心後中

間層のリンパ球分画を回収し培養液で500×g

で3回遠心洗浄後，培養液に再浮遊させた。生

細胞数の算定は0．2％トリパンブルー染色を行

ないその際のviabilityは各ロットとも90％

以上だった。
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Fig．l　Preparation　and　generation　of　LAK　cells
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Tumor　cells　 〔1×　106／ml）　were　labe｜ed　with

Na251CrO4　at　37℃for　l　h．

　　　　　　　↓

washed　with　medium　ar｜d　preincubated　for

2h

washed　with　medium　and　resuspended　at
1×105／ml　in　medium

25

LAK　cells　were　 harvested　and　 separated　尉ith

M－SMF　from　dead　cells．

　　　　　　　　　↓

washed　and　resuspended　in　medium

Effector　ce川sand　target　ee川s（1×104／剛D　were

cocultured　at　37℃for　12　hours　in　5％CO2．

　　　（E：T　＝　100：1，50：｜，25：1）

　　　　　　　　　　↓

　SuPe「natants　were　collected　and　counted

　With　a　gamma　SCintillatiOn　COUnter．

（experimental　re｜eaSe｝　一　 （SpOntaneOUS　releaSe）

cytotoxic　activity　 （％）　
＝ ×　］00

〔maximum　release）　一　（sponta而eous　release）

Fig．2　　5℃r　release　assay

6．51Cr　release　assaylo）（Fig．2）

　1）腫瘍細胞の51Cr標識

　先に集めた腫瘍細胞を10％FBS添加
EAGLE’MEM，　pH　7．4（ニッスイ，以下M　E　M

と略す）で1×106個／皿1の濃度に調整し細胞

1×106個／mlあたり3，7　MBqのNa251　CrO4

（第一ラジオアイソトープ研究所）を加え，

37℃，5％CO2下で時々振盟させながら60分間

培養し標識した。反応後MEMで3回遠心洗浄

後，20mlのMEMを加え37℃，5％CO2下で2

時間前培養を行った。これをMEMで3回遠心

洗浄後，1×106個／皿1の濃度に再浮遊させた。

　2）細胞傷害活性測定

　96－well　round－bottomed　microtiter　plate

（Falcon，　U．SA）にtarget細胞mとして51Cr

で標識した腫瘍細胞を1×104個／0．1ml，

effector細胞⑲として培養期間，　r　I　L－2濃

度の異なるLAK細胞をE：T比100：1，50
：1，25：1となるように混合し総量0．2mlと

した。その後37℃，5％CO2下で12時間培養

し，上清をTitertekの上清採取システム
（Skart皿，　Norway）により採取し，培養上清

に含まれる放射活性をガンマーカウンター（ア

ロカ，Auto　well　gemma　system　ARC・1000）

にて測定した。測定は各検体ともtriplicateで

Spleens　were　excrsed　from　WHT／Ht　mice　．
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　↓
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　　Allsubsequent　procedures　were　performed　at　4℃・
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Fig．3　Subcellular　fractionation　of　LAK　cells



26 岩医大歯誌　18：23－35，1993

Tumor　cells　（1×106／ml）　were　labeled

with　Na251CrO4　at　37℃for　l　h．

　　　　　　　　↓

washed　with　medium　and　prelncubated

f°「2h 　↓
washed　with　buffer　and　resuspended

at　1×104／ml　in　buffer

LAK　cells　were

buffer．

lysed　by　sonication　in　5　mM　phosphate

Subcellular　fractions　were　separated　by　ceWtrifugation，

Target　cells　（1×103／well）　were　incubated　with　subcellular　fractions

at　37℃for　10，600r　240　min　in　5％CO2．

　　（　prOte▲n　COnCentratiOn　　＝　50　0r　100μg／ml）

　　　　　　　　　　　　　↓

Supernatants　were　collected　and　counted

with　a　gamma　scintillation　counter．

（eXperimental　releaSe）　　　（SpontaneOUS　release）

CytOtOXiC　aCtiVlty　（％）　＝ ×　100

（maxlmum　release）一（spontaneOus　release）

Fig．4　51Cr　release　assay　for　subcellular　fractions　of　LAK　cells

行なった。標識細胞からの最大遊離は，0．2％

Triton　X（半井科学薬品工業）にて細胞を融解

して測定し，自然遊離はeffector細胞の代わり

にMEMを0．1　ml加えた条件で遊離した放射活

性を測定した。細胞傷害活性は以下の式で求め

た。

　細胞傷害活性（％）

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

　7．細胞内画分の調製法（Fig．3）

　はじめにLAK細胞の細胞分画を行なった。

1×108個のLAK細胞を5mM　phoshate
buffer（pH　7．0）中で超音波処理し（10秒3回），

500×g　5分，14，500×g　15分，48，200×g

60分の順に遠心を行ない4分画を得た。核画分以

外は0．45μmフィルターで濾過してassayに用

いた。蛋白定量はBradford法で行なった。

8．細胞内画分の細胞傷害活性測定法（Fig．4）

　LAK細胞の細胞内画分の上記腫瘍細胞に対

する細胞傷害活性を10分，60分，4時間の51Cr

release　assayで測定した。すなわち，腫瘍細胞

を1×106／mlあたり3．7MBqのNa251Cr　O4

で標識したのち1×103個／0．1ml／wellで播

種し，細胞内画分を50μg，100μgに調整し

てNaClを最終濃度0．15　Mになるように加え

た。腫瘍細胞は5mM　phosphate　buffer，　pH

7．0（0．15MNaCl，5mM　CaCl2を含む）に浮遊

させた。対照として新鮮正常マウス脾細胞より

同様に調製した細胞内画分を使用した。一部の

実験には5mM　CaC12非添加群を設定し細胞内

画分のカルシウムによる影響を測定した。

9．SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動法

　細胞傷害に関与する蛋白を同定するため正常

マウス脾細胞とLAK細胞のミクロソーム画

分，細胞質画分にっいて泳動パターンの比較検

討を行なった。泳動用ゲルは12．5％，濃縮用ゲ

ルは5％を用い試料を80～100μg添加してト

リスーグリシン緩衝液で30mAの定電流で泳

動した。泳動後Coomassie　brilliant　blue染色

を行なった。分子量を決定するために低分子量
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Fig．5　Cytotoxic　activity　of　LAK　cells．　Normal　spleen　cells　were　cultured　with　rlL－2　concentration　of

　　　2，000，4，000，0r　8，000　units／ml　for　8　days．　These　LAK　cells　were　tested　for　cytotoxic　activity

　　　against　syngeneic　ttlmor　cells　as　effector：target　ratios　of　100：1，50：1and　25：1in　l2－hr　51Cr

　　　releaSe　aSSay．

Table　l　Cytotoxic　activity　of　LAK　cells

25：1a

50：

100：1

　　　13．4±2．Ob　3．5±1．7　5．6±2．413．7±2．1　　5．5±3．822，2±7．212．3±1．6　1．3±0．7　1．5±0．6

0．6±0．8・4．7±2．8　4．5：ヒ2．410．1：ヒ2、8‘4．1±1．6　15．9±3．623．2±5．4・2．7±1．6　2．4±1．3　5．5±3．3

0．8±1．114．7±2．7　10．3：ヒ4．419．0±4．518．8±4．0　26．3：ヒ7．344．2±4．415．2±2．5　2．6±1．5　7．4±1．7

a：The　number　of　target　cells　is　1×104．

b：mean（％）±S．　E．

マーカーキット（Pharmacia，　Sweden）を用い

た。

実　験　結　果

1．腫瘍細胞に対するLAK細胞の細胞傷害活

性

　E：T比100：1，50：1，25：1で実験を

行なったところ，細胞傷害活性はすべての場合

で培養3日目ですでに現われ，その効果は5日

間の培養で最大となった。またほとんどの場

合，細胞傷害活性は，rIL－2の濃度と，

target細胞に対するeffector細胞の割合に応

じて上昇した。最大値を示したのはE：T比

100：1でrIL－2　8000単位添加の5日間
培養群でその値は44．2％だった。5日間培養群

は3日間培養群に比べ高い細胞傷害活性を示し

たが，8日間培養群では3日目培養群よりも活

性が低下していた。そこでLAK細胞の可溶化

には，rIL－2　8000単位添加の5日間培養

群を使用することにした。（Fig．5，　Table　1）。

2．細胞内分画の蛋白質定量

　LAK細胞は遠心分離法により4画分に分離

された。LAK細胞1×108個からの各画分の

収量は，核画分は1．9㎎，ミトコンドリア画分

は1．85㎎，ミクロソーム画分は2．0㎎，細胞質

画分は3．0㎎であった。
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Fig．6 Cytotoxic　activity　of　subcellular　fractions　of　LAK　cells　and　normal　spleen　cells

N：normal　spleen　cells

L：LAK　cells　cultured　with　8，000　units／ml　rlL・2　for　5　days．

These　subcellular　factions　were　tested　for　cytotoxic　activity　against　fresh　syngeneic　tumor　cells

in　10　min，60　min，240　min　51Cr　release　assay．

Table　2　Cytotoxic　activity　of　subcellular　fractions　of　LAK　cells　and　normal　spleen　cells

proteins｛μ9’ml） 50 100

timg（minutθS） 10 60 240 10 60 240

nucl合US

（N）

（L）

一
2．7±3．8a　　　－0．5±2．7

　　　「一一…　一・・＊＊・一一・一一←1

・ 19．6土4．5　　　　9．0：ヒ3．8

一〇．6±42

5．0±2．3

’t4±7．1　　　　　1．4±4．1

　　　1…一一一・・＊＊一・一・一・－1

－1tO±4．8　　　　10．6：ヒ5．7

一
〇．4±4．1

8．9±3．2
＊＊

（L’）

一一
一

　　　　寧

一一
12±0．7

mitochondria

lN｝

｛u

一12±6．9　　　　0．6±0．5

　　　1・・＾”・一一・＊＊…　’＾”1

－ 10．3±33　　　　12．6±4．7

一
〇．3±5．1

9．1±4．4

1．2±4．4　　　　　1．6±2．7

4．6±3．9　　　　†0．5±5．5

一〇．2±2．8

9．6±5．2

｛Lつ

　　　　　　　　　　　　＊＊

一一
一

一一
0．6±0．4

（N） 一
〇．5：ヒ1．9　　　　－1．0±3．0

一〇．8±2．5 1．7±0．9　　　　　0．6±5．1

　　r・会…　一・一＊一・一’・会会・1

0．9±2．2

　．
m‘C「osome （L）

　　　，・・”一一一＊＊…　　．一「「一・・．’一＊『”P＾一一1

－ 11．7±4．2　　　　　7．6±3．8 14．5ゴ：4．7 2．6±2．2　　　　9．0±5．6 14．6±6．6

（L’）

　　　　　　　　　　　　＊＊

一一
一

一←
tO±0．6

cytosol

｛N｝

（L｝

一
〇．3±1．8　　　　－0．8±3．7

　　　r－・一・…　＊＊一一・一一づ寸r・一一一一一・＊＊会一’＾・・－1

－12．3±3．8　　　　3．6±2．9

0．1±5．0

13．8±3．8

t1±t3　　　　0．1±3．8

　　て・・一一一一一＊＊“一’一…「

2．9±2．4　　　16．7±4．8

． 1．2±4．8

19．7±4．6

一＊＊ ＊＊

（1．つ

≡一
一

＊

一一
1．4±0．9

N：normal　spleen　cells

L：culture　with　8，000　units／ml　rIL・2　for　5　days

L＊二culture　with　8，000　units／ml　rIL－2　for　5　days　without　CaCl2

a：mean（％）±S．　E．

＊：p＜0．05

＊＊：p＜0．01

3．細胞内画分の細胞傷害活性

　　1）細胞傷害活性の経時的変化

細胞内画分の50μg添加群では，正常マウ

ス脾細胞の細胞内画分は4画分とも，全実験時

間を通じていずれも活性を示さなかった。これ

に対しLAK細胞の細胞内画分では，腫瘍細胞
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と混合培養後10分から60分ですべての画分で

有意に活性の上昇を認め（p〈0．01），60分か

ら240分ではミクロソーム画分（p〈0．05）と

細胞質画分（p〈0．01）で有意にさらなる活性

の上昇を認めた。最大値を示したのは240分の

ミクロソーム画分の14．5％で，っいで240分の

細胞質画分が13．8％であった。

　100μg添加群では，正常マウス脾細胞の細

胞内画分は50μg添加群と同様に4分画とも

活性を示さなかった。これに対し，LAK細胞

内画分では10分から60分でいずれの画分でも

活性が上昇し，核画分（p〈0．01），ミクロソー

ム画分（p〈0．05），細胞質画分（p＜0．01）

で有意差が認められた。60分から240分では有

意差は認められなかったものの，ミクロソーム

画分と細胞質画分で活性の上昇が認められた。

また，最大値を示したのは240分の細胞質画分
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の19．7％で，っいに240分のミクロソーム画分

の14．6％であった。一方，CaCl2非添加群のL

AK細胞の細胞内画分では100μg，240分の

assayで活性を示さなかった。（Fig．6，　Table

2）。

　2）細胞傷害活性の蛋白濃度による変化

　細胞内画分と腫瘍細胞を混合培養して10分

後の細胞傷害活性は，正常マウス脾細胞ではす

べての画分で蛋白濃度を変えても活性を示さな

かった。これに対し，LAK細胞の細胞内画分

100μgの添加ではミトコンドリア画分，ミク

ロソーム画分，細胞質画分で，コントロールよ

りわずかに活性が上昇した。60分後の細胞傷害

活性は，正常マウス脾細胞では，すべての画分

で蛋白質濃度を変えても活性を示さなかったの

に対し，LAK細胞の細胞内画分では，50μg

の添加でいずれもコントロールよりも高値を示
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Fig．7　Cytotoxic　activity　of　subcellular　fractions　of　LAK　cells　and　normal　spleen　cells

　　　N：normal　spleen　cells
　　　L：LAK　cells　cultured　with　8，000　units／ml　rIL－2　for　5　days

　　　These　subcellular　factions　were　tested　for　cytotoxic　activity　against　fresh　syngeneic　tumor　cells

　　　in　10　min，60　min，　or　240　min　51Cr　release　assay．
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Fig．8　SDS・PAGE　analysis　of　subcellular　frac－

　　　tions　of　LAK　cells　and　normal　spleen

　　　cells　SDS　polyacrylamide　slab　gel　of　sub－

　　　cellular　fractions．　A　80－100μlvolume　of

　　　each　fraction　was　an　equal　volume　of　2

　　　×SDS－PAGE　sumple　buffer　and　boiled

　　　for　3　min．　The　sumples　were　then

　　　applied　to　a　5　and　12．5％　　polyacryl

　　　amide　slab　ge1．

　　　LC：LAK　cell　cytosol
　　　NrC　：normal　spleen　cell　cytosol

　　　LM：LAK　cell　microsome
　　　NM：normal　spleen　cell　microsome

　　　NM：normal　spleen　cell　microsome

し，最大値はミトコンドリア画分の12．6％で

あった。100μgの添加では核画分，ミクロ

ソーム画分，細胞質画分が活性の上昇を示し，

ミトコンドリア画分ではわずかに低下した。そ

のうち細胞質画分の50μg添加と100μg添

加では有意な活性の上昇がみられ（p〈0．01），

なおかっ16．7％と最大値を示した。240分後の

細胞傷害活性は，正常マウス脾細胞では，すべ

ての画分で蛋白濃度を変えても活性を示さな

かったのに対し，LAK細胞の細胞内画分で

は，50μg添加と100μg添加ともすべての画

分で正常脾細胞よりも高値を示した。このうち

核画分と細胞質画分の場合では，50μg添加と

100μg添加でいずれも有意な活性の上昇が認

められた（p〈0．05）。最大値を示したのは細胞
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質画分の19．7％であり，ついでミクロソーム画

分の14．6％であった（Fig．7，　Table2）。

4．SDS－PAGE電気泳動による細胞内画分の

分析

　正常マウス脾細胞，LAK細胞のミクロソー

ム画分，細胞質画分の泳動パターンを比較検討

した。その結果，ミクロソーム画分では正常脾

細胞とLAK細胞の間に著明な差はみられず，

いずれも120KD，69　KD，67　KD，40　KD，32

KD，31　KDの6本のメインバンドが認められ

た。また細胞質画分の正常脾細胞とLAK細胞

で著明な差はみられず，120KD，86　KD，69

KD，67　KD，65　KD，56　KD，54　KD，44　KD，

40KD，33　KDの10本のメインバンドがあっ

た（Fig．8）。

考 察

　生体の癌に対する防御機構の研究は，1963年

Burnetの免疫監視機構Dの概念提唱に始まり，

1970年代にはBCGをはじめとした細菌製剤

や非特異的免疫刺激物質による腫瘍の治療研究

が開始された。さらに1980年代になって，腫瘍

宿主間の相互関係をかえることによって癌の治

療効果を上げるという，広い意味での免疫療法

BRM2）という概念が導入されてきた。このB

RMは，これまでに知られたBCGなどの免疫

賦活剤やeffector細胞，またそれらが産生する

サイトカイン，抗体，免疫調節因子など，その

範囲は極めて広く多種多彩なものが含まれてい

る。

　IL－23）は，活性化されたhelper　T細胞や

cytotoxic　T細胞，およびNK活性を示す

large　granular　cellから産生されるリンホカイ

ンのひとつで，Tcell　growth　factor（TCGF）

といわれていたものである。1976年Morgan

らmは，骨髄細胞培養にPHAで刺激したリン

パ球上清を加えるとT細胞が選択的に増殖する

ことを，またT細胞をこのPHA上清により長

期継代培養しうることを報告した。1979年の国

際リンホカインワークショップで，このような

TCGF活性を有する可溶性因子をインターロ
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イキン2（IL－2）と呼ぶことが提唱された。

さらに1983年，Taniguchiら12）によってヒト

IL－2遺伝子の全塩基配列が決定され，遺伝

子工学的手法によりrIL－2の大量生産が可

能となった。

　IL－2はT細胞の増殖維持に重要なリンホ

カインであるが，1）抗原と反応したCTL前

駆細胞のCTLへの分化を誘導する，2）NK

細胞を増殖させ細胞傷害活性を増強する，3）

LAK細胞を誘導する，4）B細胞刺激因子と

してB細胞の増殖を導く，5）IFN一γ，リ

ンホトキシン，B細胞刺激因子などのリンホカ

インの産生を誘導するなど，多くの生物活性を

持っており抗腫瘍免疫，抗感染免疫機構におい

て重要な役割を果たしていると考えられてい

る。

　1981年，米国National　Cancer　Instituteの

Lotzeら4），　Grimmら5）のRosenberg一門は，

in　vitroでIL－2と培養した健常人や癌患者

の末梢血リンパ球が，NK活性に抵抗性を示す

新鮮癌細胞や培養系同種癌細胞に対して，非特

異的に細胞傷害活性を示すことを相次いで報告

しLAK細胞と命名した。このLAK細胞は直

接腫瘍細胞を破壊することができ，しかもMH

Cの拘束を受けず，広い範囲の腫瘍細胞を破壊

し，正常組織の細胞に対しては傷害を与えない

という優れた特性を持っていたため，

rIL－2でリンパ球を培養してLAK細胞を
誘導し，再び患者へ移入するという養子免疫療

法が世界中で試みられている。しかしながら，

これまでのLAK細胞の養子免疫療法の成績に

は偏りが見られ，様々な問題点が指摘されてい

ることも事実である。それらを大別すると担癌

に伴う免疫抑制因子の産生や抑制性マクロ

ファージの関与などの担癌宿主側の要因13）と，

いかにして活性の強いLAK細胞を誘導するか

というリンパ球培養方法，移入する細胞数や投

与方法，移入後のLAK細胞の体内分布動態な

どのeffector側の要因14）にわけられ，現在それ

らについて様々な観点から研究が行なわれてい

る。このような臨床治療を目的とした研究の一
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方で，キラー活性を有するリンパ球の標的細胞

傷害過程が徐々に明らかにされると同時に，そ

の本体は何かということを解明することは興味

のあるところである。そこで今回，最終

effector細胞のひとつであるLAK細胞を誘導

し，その細胞内画分の細胞傷害活性について検

索した。

　LAK細胞とは，　NK細胞に抵抗性を示す腫

瘍細胞を傷害し，MHC非拘束性で広範囲に腫

瘍細胞を傷害する，いわゆるLAK活性を有す

る細胞と解釈されてもいるが，本研究では，

rIL－2の単独刺激によって誘導した細胞を

LAK細胞とすることとした。

　LAK細胞の誘導に用いられるリンパ球の由

来臓器は，末梢血リンパ球，脾細胞，腫瘍浸潤

リンパ球が多い。今回の実験では正常マウスの

脾細胞を使用したが，マウスを使った実験系で

は一般的である。担癌と正常の脾細胞では免疫

応答が異なると考えられ，担癌ではLAK誘導

に抑制的に働くマクロファージの存在や負の免

疫応答1ト18）が報告されていることから本研究で

は正常脾細胞を使用した。

　添加するrIL－2濃度は報告によって様々

であり，細胞播種数や培養液の量，rIL－2

の製造会社によって異なってくるようである。

今回の実験では2000，4000，8000単位の3群を

設定したが，これは従来の報告と同程度からや

や高めの添加濃度である。今回の実験ではLA

K細胞の細胞傷害活性は，rIL－2濃度にほ

ぼ比例していた。このことからLAK細胞の細

胞傷害活性は，培養液中に添加するrIL－2

の濃度によって決定されると考えられた。

　培養日数は8日目までとし，細胞傷害活性の

測定は3日目，5日目，8日目の3群について

行なったところ，細胞傷害活性は3日目ですで

に出現しており，5日目にピークがあり，8日

目では低下していた。一般にLAK細胞の細胞

傷害活性は，培養後2～3日目に生じ，3～5

日目に最大を示すようになる。また標的細胞は

異なるが，Grimmら5）によって報告されたLA

K活性の誘導の経時的変化とほぼ同様の所見が
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観察された。

　LAK細胞の前駆細胞についてはT細胞由

来，NK細胞由来，およびその両者から由来す

るという説がある19。今回の実験ではリンパ球

サブセットの検索は行なわなかったが，精製さ

れていない脾細胞が培養日数やrIL－2濃度

によって細胞傷害活性が異なることは，LAK

細胞の前駆細胞が不均一な幼若リンパ球細胞集

団から細胞傷害活性を持った成熟した細胞へ変

化したのではないかと推察された。しかしこれ

についてはさらに検討する必要があると考えら

れる。

　本実験では，LAK細胞の細胞傷害活性の測

定として51Cr　release　assayを用いた。細胞傷

害試験としては他に，マクロファージ遊走阻止

試験20），白血球誘導阻止試験21），microcytotoxi－

city　test22）などがある。51Cr　release　assayは手

技も比較的容易で，少量に細胞を用いて定量的

な測定が可能であり，再現性も良好といわれて

いる。反面，放射性物質を使用するので取り扱

いがやや煩雑で実験の場所が限られるという不

便さもある。

　LAK細胞の細胞傷害活性を測定する51Cr

release　assayの混合培養時間は，多くの場合

4時間で行なわれているが，本実験では4時

間，8時間では活性が得られず，16時間では自

然遊離値が著しく上昇したため適度な細胞傷害

活性が得られ，かっ自然遊離値が最大遊離値の

30％を越えない12時間を培養時間として実験

を行なった。これは今回用いた標的細胞が低抗

原性の癌細胞23）で，LAK細胞にlysisされに

くいためと考えられた。

　51Cr　release　assayのE：T比は，100：1，

50：1，25：1の3種類の比率について検討し

たところ，LAK細胞の細胞傷害活性はほぼE

　T比に比例していた。これは阿部24）の免疫マ

ウス脾細胞由来の特異的CTLを用いた実験結

果と同様であった。これにより，抗腫瘍作用の

強弱はeffector細胞の量的大小によって決定

されると考えられた。本実験と同種同系の癌細

胞を用いた阿部24）の報告では，E：T比40：1
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で53．6％の細胞傷害活性を示したのに対し，本

実験ではE：T比100：1で442％であったこ

とから，今回の実験で誘導されたLAK細胞の

細胞傷害活性は特異的CTLの半分程度の細胞

傷害活性を有していたと思われた。

　細胞分画を行なうにあたりLAK細胞を破砕

しホモジネートを作製した。細胞の破壊方法と

してはホモジナイザーやブレンダーを用いる方

法，超音波処理などが一般的である。Ishiura

ら25）は，最近注目されているCTLの細胞傷害

因子（Perforin）を低張リン酸バッファー中で

超音波処理し，2段階のクロマトグラフィーで

精製したと報告している。そこで本実験でもこ

れと同様の操作で細胞を破砕しホモジネートを

作製した。

　多くのキラー細胞は細胞質に頼粒を含んでい

ることは以前から知られており，その穎粒が標

的細胞との相互作用により放出され，標的細胞

傷害の最終段階に作用する因子であると意味付

けられてきた＆9）。1984年には，マウスの細胞傷

害活性T細胞株のホモジネートから密度勾配遠

心法で分離した細胞質穎粒に富んだ分画が，標

的細胞の細胞膜に穴をあけることが報告され

た26）。そζで本実験ではLAK細胞の細胞内画

分を遠心分離法で分画することにした。

　微量活性物質や酵素の活性測定法には，酵素

反応の時間経過や酵素濃度と反応速度などの検

討を加えるのが一般的である27）。そこで本実験

では，正常マウス脾細胞の細胞内画分を対照

群，LAK細胞の細胞内画分を実験群として，

腫瘍細胞に対するそれぞれの細胞内画分の細胞

傷害活性を，経時的変化と蛋白濃度変化につい

て検討した。

　正常脾細胞の細胞内画分は，すべての画分

で，全実験時間を通じて活性を示さなかった。

LAK細胞の細胞内画分は，腫瘍細胞と混合培

養後10分から60分までは，すべての画分で活

性の上昇があり，60分から240分までは，ミク

ロソーム画分と細胞質画分はさらに活性が上昇

していた。また，核画分とミトコンドリア画分

では活性が減弱していた。これは細胞内画分の
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50μg，100μgの添加でも同様の傾向であっ

た。このことから，LAK細胞のミクロソーム

画分と細胞質画分は，なんらかの細胞傷害活性

をもった物質に富んだ画分ではないかと推察さ

れた。

　細胞傷害活性の蛋白濃度による変化について

は，正常脾細胞はすべての画分で活性が見られ

なかった。LAK細胞の細胞内画分は，腫瘍細

胞と混合培養後10分では，100μgの添加でミ

トコンドリア画分でわずかに活性を示してい

た。60分では，50μgの添加でミトコンドリア

画分が12．6％と最大値を示し，っいで核，ミク

ロソーム，細胞質画分の順であった。100μg

の添加では細胞質画分が16．7％と最大値を示

し，っいで核，ミトコンドリア，ミクロソーム

画分の順であった。240分では，50μgの添加

でミクロソーム画分が14．5％と最大値を示し，

っいで細胞質，ミトコンドリア，核画分の順で

あった。100μgの添加では細胞質画分が

19．7％で最大値を示し，っいでミクロソーム，

ミトコンドリア，核画分の順であった。これら

のことからミトコンドリア画分には，微量で比

較的即効性に細胞傷害をもたらす物質が含まれ

ているのではないかと推察された。また，ミク

ロソーム画分と細胞質画分は，時間の経過に

伴って細胞傷害をもたらす物質に富んだ画分で

はないかと推察された。

　小泉28）はPercoll密度勾配を用いた細胞分画

により2種類の細胞傷害物質を分離し，それら

は異なった穎粒に存在することを報告してい

る。また最近，effector細胞の機能発現にかか

わる生理活性物質が次第に明らかにされ29），リ

ンパ球の細胞内における活性物質の局在が異な

ることが示され，今回の実験からもその可能性

が示唆された。

　可溶性蛋白質の分離方法としては，塩析，分

子ふるい，遠心分離，クロマトグラフィーなど

があり，目的とする蛋白質の性質や特徴によっ

て使い分けられる。遠心分離法は試料溶液のみ

を遠心する分画遠心法と，溶媒で密度勾配を

作ってから遠心する密度勾配遠心法とに大別さ
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れる3°）。分画遠心法の長所としては，比較的温

和な条件での処理なので試料に対する機械的，

化学的な破損が少ない，試料の損失が少なく分

画後の濃度が薄くならない，操作が容易である

などがあり，反面，異なる粒子を1回の遠心操

作で完全に分けることができないといった欠点

がある。しかし，細胞成分の分画法としては，

欠点に比べて長所が著しいので，本研究では分

画遠心法を用い実験を行なった。

　細胞成分の分画遠心法の遠心条件は，核画分

で概ね600～1，000×g，5分，ミトコンドリ

ア画分で概ね9，000×g，10分，ミクロソーム

画分で概ね105，000×g，60分とされている。

T細胞の細胞傷害因子について，いち早く研究

を進めてきたPodackらの研究グループの一員

であるLowreyら31）は，ヒトLAK細胞から，

遠心分離法と密度勾配遠心法を用いて細胞傷害

因子を分離し，その性状について詳細に報告し

ている。本研究では，この報告に基づいて分画

遠心法の遠心条件を設定し，ミクロソーム画分

と細胞質画分は，48，2000×g，60分の遠心操

作で得られた沈澱と可溶性画分とした。この遠

心条件は，一般的な条件よりも低い設定であ

り，本来の可溶性画分に含まれる細胞成分が，

本研究ではミクロソーム画分に混入した可能性

も否定できない。今回の実験では，ミクロソー

ム画分と細胞質画分に含まれる活性物質が同一

物質かどうかはわからなかった。これは分画遠

心法の分離精度と遠心条件によると考えられ，

crudeな分画を用いた実験では得られた現象を

総合的にとらえ何らかの傾向をっかむことが肝

要と思われた。

　SDS－PAGEによる泳動パターンの解析では，

正常脾細胞とLAK細胞のミクロソーム画分に

は6本のメインバンドがあり類似したパターン

が示された。また，それらの細胞の細胞質画分

には10本のメインバンドがありパターンは類

似したものだった。crudeな分画のSDS－PAGE

による分析では，そのcrudeな中でも優勢に含

まれる蛋白質がまずはじめに検出される。正常

脾細胞とLAK細胞との間で差が見られなかっ
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たのは，細胞を構成する主要な蛋白成分は正常

脾細胞とLAK細胞は互いに類似したものであ

り，LAK細胞に含まれる細胞傷害因子が微量

で作用すると考えられ，生理活性物質のもっ一

面を裏付けするものだった。

　生体の免疫応答は全身と局所で異なること

や，腫瘍拒絶が免疫担当細胞間の複雑な作用に

よってもたらされることなど32），こういった生

理活性物質だけでは説明のっかないことも多

く，今後の研究が必要と思われた。

結 論

　近交系WHT／Htマウスの正常脾細胞から

invitroでLAK細胞を誘導し，　LAK細胞の

細胞内画分について51Cr　release　assayを行

なったところ，次のことが明らかになった。

1．LAK細胞の細胞傷害活性は培養後3日目

ですでに現れ，培養5日目rIL－2濃度8000

単位，E：T比100：1のとき44．2％で最大

だった。一方，新鮮正常脾細胞は活性を示さな

かった。

2．LAK細胞の細胞傷害活性はE：T比と
rIL－2濃度にほぼ比例していた。

3．LAK細胞には局在の異なる2種類または

それ以上の細胞傷害活性物質があり，それらは

ミトコンドリア画分と，ミクロソーム，細胞質

画分に含まれていた。

4．ミトコンドリア画分には微量で比較的即効

性に作用する活性物質が含まれており，ミクロ

ソーム画分と細胞質画分には蛋白質量と時間に

伴って作用する活性物質の存在が示唆された。
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