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マウス自然発生癌可溶化抗原に対する

リンパ球の免疫応答に関する研究

　　　　　　　　　船　木　康　博

岩手医科大学歯学部口腔外科学第二講座（主任：関山三郎教授）

　　　　　　　　〔受付：1986年12月27日〕

　抄録：可移植性自然発生扁平上皮癌を担った近交系WHT／Htマウスの担癌早期における細胞性免

疫動態について検討を行った。ブタノール処理により同癌細胞から膜蛋白質の抽出を試み可溶化抗原の

作製を行った。非担癌マウス脾リンパ系細胞と抽出液とのあいだで，リンパ球一腫瘍細胞混合培養反応

（Mixed　lymphocyte－tumor　culture　reaction，以下MLTRと略す）を行い，リンパ球反応が認め

られたことから抽出液には腫瘍関連抗原の存在が示された。そこでMLTRにおける至適条件の検索を

行い，培養日数は3日，脾リンパ系細胞数は1×106個／ml，可溶化抗原蛋白質濃度は0．13μg／mlと

設定された。同条件下で担癌1日目から腫瘍が触知可能となる担癌9日目にかけ連日リンパ球反応の推

移を観察した。免疫応答は担癌1日目で一時低下したが，担癌4日目にかけ元進し，以降は漸次低下傾

向を示した。以上より，自然発生癌を担ったWHT／Htマウスにおいて担癌早期より負の免疫応答が

出現することが示唆された。

Key　words：mixed　lymphocyte　reaction，　soluble　tumor　antigen．

緒 言

　癌に対する免疫応答の成立には癌細胞に存在

する抗原が問題になる。1960年代，実験腫瘍か

らKlein’）らによって癌特異抗原の存在が示唆

されて以来，特異的な抗腫瘍免疫の成立が明ら

かにされてきた。さらに，きわめて多様な性状

を示す個々の癌細胞と，それに基づくとされる

癌一宿主の複雑多様な関係が免疫学的監視機構

（immunological　surveillance）の概念として

Burnet2）により体系化された。しかしながら担

癌生体ではこの監視機構に対する種々の逃避i機

構（escape　mechanism3））力働き，腫瘍は宿主

の免疫応答にもかかわらず，致死的に増殖を続

ける。担癌生体の腫瘍抵抗性をみるときは，細

胞性免疫が主体であり，リンパ球一腫瘍細胞混

合培養反応（Mixed　lymphocyte－tumor　culture

reaction，以下MLTRと略す4））は細胞性免疫

を検討するうえで有用な一つの方法である。

　今回，可移植性自然発生扁平上皮癌を担った

近交系WHT／Htマウス品の腫瘍細胞からブタ

ノール処理7）により膜蛋白質を抽出し可溶化抗

原とし，この抗原を用いて非担癌マウスの脾リ

ンパ系細胞とのあいだでMLTRを行った。

MLTRを行うに際しては至適条件をもとめ，

それをもとに腫瘍移植直後より早期間の担癌マ

ウスにおけるリンパ球応答の推移を観察し検討

を行った。

Immune　responses　of　lymphocytes　to　spontaneous　carcinoma　soluble　antigen　of　mice．

　Yasuhiro　FuNAKI

　（Department　of　Oral　and　Maxillofacial　Surgery　n，　School　of　Dentistry，　lwate

　Medical　University，　Morioka，020）

岩手県盛岡市中央通1丁目3－27（〒020）　　　　　　　　1）e川．」1ωαZe　Mθ（Lσπiu．12：24－34，1987



岩医大歯誌　12：24－34，1987

材料および方法

1．マウス

　近交系WHT／Htマウス，8－10週齢，雌，

25－27gのものを使用し，固型飼料（オリエン

タル酵母工業）で飼育した。

2．腫瘍細胞

　WHT／Htマウスに自然発生し，その後皮下

に継代移植されている扁平上皮癌を用いた。

3．担癌マウスの作製　　　　　　、

　腫瘍は継代移植されている近交系WHT／Ht

マウスからエーテル麻酔下で無菌的に摘出し，

ダルベッコのPBS（Ca2＋，　Mg2＋free，　pH7．4，

ニッスイ，以下PBSと略す）で洗浄後，勇刀

で細切した。っいで150白金メッシュを通し，

0．05％トリプシンを添加撹拝して，細胞浮遊液

とした。同浮遊液を3回遠心洗浄の後，腫瘍細

胞を健康マウスの左右胸部皮下にそれぞれ5×

104個／0．1mlずっ移植した。なお腫瘍細胞は0．

2％トリパンブルー染色を行い，生細胞を算定

した。腫瘍移植後，腫瘍死にいたるまで経日的

に腫瘍の縦径と横径をそれぞれ計測し，その平

均値を腫瘍径とした。

4．可溶化抗原の作製および蛋白質定量

　可溶化抗原の作製は，LeGrue7）らの方法に準

じてブタノール処理により膜蛋白質の抽出を行っ

た。すなわち担癌13日目のWHT／Htマウス

15－20匹の腫瘍をエーテル麻酔下で摘出し，

PBSで細切洗浄後，150白金メッシュを通し，

0．25％トリプシンおよびDNase　lOμg／ml

（Sigma）を添加し，低速マグネチックスター

ラーを用い室温で撹拝して細胞浮遊液とした。

同浮遊液をPBSで3回遠心洗浄の後，　PBS

で2．5％に調整した1一ブタノール溶液，pH7．4

（関東化学）で，5分間室温で震蓋反応させた。

以後の操作はすべて4℃で行った。まず同細胞

浮遊液を遠心（500g，10分間）し，上清を再

遠心（2，㎜g，10分間）した。得られた上清を

セルロースチューブ（Union　Carbide　Co．）に

入れ，その容量の100倍量のPBSで24時間透析

した後，50％ショ糖溶液（weight／vol．，関東
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化学）で12時間濃縮し，PBSで24時間再透析

を行った。同溶液を超遠心（200，㎜g，1時間，

Beckman　LS－65，　SW60）し，その上清を粗抽

出液（crude　butanol　extracts，以下CBEと

略す）とした。CBEは濾過滅菌（Millex，ミ

リポア「0．22μm）ののち，セラムチューブ

（Corning）に分注し一80℃で凍結保存した

（Fig．1）。

　蛋白質定量は色素結合法により行い，波長

595nmのときの吸光度を測定し，　BIO－RADプ

ロテイン・アッセイキット，ウシガンマーグロ

ブリン（スタンダード1）を用いて作製した標

準曲線よりCBEの蛋白質量を算定した。

5．培養液

　培養液はRPMII640（Flow　Labo）に，56℃

30分間加熱処理し非働化したウシ胎児血清

（Flow　Labo）を最終濃度10％となるように添

加した。またペニシリン1001U／ml，ストレプ

トマイシン100μg／ml，　L一グルタミン0．3mg／

mlを添加し，　pH7．4に調整した。なお血清は同

一ロットを使用した。

6．脾リンパ系細胞の採取

　1群4－5匹のマウスを頸椎脱臼させ，無菌

的に脾臓を摘出し，150白金メッシュ上でピン

セットを用いて分離し，単細胞として培養液中

に浮遊させた。脾リンパ系細胞は0．2％トリパ

ンブルー染色を行い，生細胞を算定し，一定数

に調整した。

7．リンパ球一腫瘍抗原混合培養（MLTR）

　マイクロプレート（96well，　flat　bottom，

Nunclon）を用い，一定数に調整された脾リン

パ系細胞浮遊液を1wellにっき200μ1ずっ分

注した。これにCBE10μ1を添加した群を刺激

群とした。一方CBEを添加せず等量のPBSを

添加した脾リンパ系細胞単独培養群をコントロー

ルとした。いずれも37℃，CO，培養器で一定期

間培養を行った（Fig．2）。実験はPenもaplicate

で行った。なおCBEはすべて同一ロットを使

用した。

8．リンパ球幼若化反応の測定

　一定期間培養の後，培養液で40倍稀釈した
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fresh　tumor　tissue　were　excised　from　15－20　hosts．

　was｝1　in　Dulbecco’s　PBS．
　　　　↓

minced　with　scissors．
　　　　↓

　passed　through　a　wire　screen．（150　mesh）
　　　　↓

treated　with　O．25％trypsin　supplemented　with　10μgDNase／ml．
　　　　↓

　resultant　cell　suspension　was　washed　three　time　in　PBS．
　　　　↓

　resuspended　in　2．5％（vol／vo1）1－butanol　in　PBS．

　　（incubated　for　5　minutes　at　room　temperature）
　　　　↓

※All　subsequent　procedures　were　performed　at　4℃．
　　　　↓

　centrifuged　at　500×g　for　10　minutes．

　supernatant　　　　　　　　　　　　　　　　　　　pellet（cells）

　　　　↓

　centrifuged　at　2，000×g　for　20　minutes．

　supernatant　　　　　　　　　　　　pellet（insouble　materials）
　　　　↓

　dialysed　against　PBS，100vol／PBS，24h．
　　　　↓

　concentrated　against　50％（weight／vol）sucrose　in　PBS，12h．
　　　　↓

d’a’lsed　aga’nst　PBS’

　ultracentrifUged　at　200，000　x　g　for　l　hour．（Beckman　LS－65，　SW60）
　　　　↓

　supernatant　was　sterilized　by　filtration．（0．22μm　membrane　filter）

　stored　at－80℃　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　protein　assay（Bio　Rad　protein　assay　kit）

Fig．1　The　procedures　of　separation　and　purification　of　carcinoma　soluble　antigen．

　　　　　（by　LeGrue7））

8H．thymidine（specific　activity　15　Ci／mM，

NEN社，以下3H－TdRと略す）を40μ1添加

（1μCi／well）し，さらに3時間培養後，オー

トマチックセルハーベスター（LM101，　Labo

Mash）を用い，蒸留水でグラスファイバーフィ

ルター（Labo　Mash）上に回収した。フィル

ターを充分に乾燥させた後，シンチレーション

バイアル（Pyrex，岩城硝子）に入れシンチレ

ー ター　（ACS　H，　Amersham　Japan）　4ml

を注入し，液体シンチレーションカウンター

（Beckman　LS－3155T，Aloka　LSC－1050）で放

射活性を測定した（Fig．2）。

　表示はcpm（count　per　minute）で行い，

wellごとのカウントの平均した値を測定値と

し，mean±SEで示した。またリンパ球幼若化

反応の程度を判定する指標として，CBE添加

刺激群cpmをPBS添加非刺激群cpmで除した

値を刺激指数（stimulation　index，　SI値）と
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spleen　cells

（200μ1／well）

crude　butanol　extracts（CBE）

（10μ1／wel1）
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microtest　plate（96　well　flat　bottom，　Nunc）　
↓　　incubated　for　several　days
　　　（37℃，5％CO2，95％air）

pulsed　with　8H－TdR（1μCi／40μ1／well）

↓…ub…d…3h・・rs
harvested　with　automatic　cell　havester（Labo　Mash）
　↓

counted　in　a　scintillation　counter

（Beckman　LS－3155T，　Aloka　LSC－1050）

Fig．2　Methods　of　mixed　lymphocyte－tomor　culture　reaction．

して表した。以上の操作で，培養日数，CBE

濃度，脾リンパ系細胞数等の至適条件にっいて

それぞれ検索を行った。

9．担癌マウスにおけるMLTRの推移

　実験に先立って得られた至適条件をもとに，

腫瘍細胞を移植してから，腫瘍が触知可能とな

る9日目および10日目までの期間について観察

を行った。すなわち，経日的に担癌および非担癌

マウスにおける脾リンパ系細胞のCBE反応を

3H－TdRの取り込みにより測定し，それぞれの

SI値を算定した。また担癌マウスと非担癌マ

ウスとのリンパ球反応性を比較するためにその

比率（担癌マウス／非担癌マウス×100）を求

めた。

実験結果
1．腫瘍の増殖度と担癌マウスの生存率

腫瘍細胞移植後のマウス腫瘍径の経日的変化

は腫瘍移植後9日目より触知可能となり，15日

目には径15．47±0．64mmと腫瘍は急激に増大し

た。20日目には20．50±0．47mmとなり，9日目

のおよそ5倍の径に達したが，以後はあまり大

きな変化は認められなかった（Table　1）。

　一方，腫瘍細胞移植後のマウスの生存率は，

腫瘍移植後19日目より腫瘍死が出現し，21日目

には生存率30％となり，24日目には全例腫瘍死

に至った（Table　2）。なお腫瘍移植率は100％

であった。

2．CBE蛋白質定量

　腫瘍湿重量約20gから粗抽出液として約15

ml得られた。　CBEの吸光度は0．427で，標準曲

線からその蛋白質濃度は779μg／mlであった。

3．MLTRの至適条件
　（1）培養日数

　脾リンパ系細胞数を1×1（綱／mlと一定に

し，CBE濃度を0．1μg／m1から1．5μg／mlま

　　　　　　　　　　　つで5段階に分け，7日間経日的に培養を行った。

このうち最大の反応を示したCBE濃度のとき

Table　l　Tumor　growth　in　the　mice．

Days　after　the　inocuぬ一

60n　of　tumor
ga 1

1
1
3

1
5

1
7

20 23

Tumor　diame佃rb 4．37±α26 729±0．41 12．10±0．56 15．47±0．64 17．％±0研 20．50±0．47 21．0±0．41

a：Five×104　tumor　cells　were　inoculated　into　s．c．　chest　wall　of　30　mice　bilateral　and

　the　tumor　was　become　palpable　on　9th　day　and　mesured皿til　the　tumor　death．

b：Tumor　size　were　considered　to　be　approximately　equal　to　the　product　of　the　lateral

　and　vertical　diameters　of　the　tumors，　their　mean　values　were　used　as　tumor
　diameters　and　the　results　were　expressed　in　mm，　as　the　mean　of　diameter±S．E．
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Table　2　Survival　ratio　after　inoculating　tumor　cellsa．

Days　a伽r加mor
inOCUlation 1～18 19 20 21 22 23 24

Tumor　death
　0

（0）b

　2

（2）

　9
（11）

10

（21）

　5
（26）

　3
（29）

　　1

（30）

Total　number
of　survival

30 28 19 9 4 1 0

Survival　ratio（％） 100 93．3 63．3 30．0 13．3 3．3 0

a：Five×104　tumor　cells　were　inoculated　into　s．c．　chest　wall　of　30　mice　bilatera1．

b：Total　number　of　tumor　death．

の8H－TdR取り込み，ならびにSI値の経日的

変化をTable　3に示した。すなわちCBE濃度

0．19μg／mlとしたとき，3H－TdRの取り込み

は培養3日で757．3±51．1cpm，　SI値8．6，、培養

4日目では702．0±157．Ocpm，　SI値8．5と，その

他の培養日数のときの取り込みに比べ著しく高

い値を示した。そこでcpm値，　SI値とも最も

高く，また幼若化反応の冗進期と考えられた培

養3日を至適培養日数とした。コントロール群

の3H－TdR取り込みは7日間を通じ，最高128．

0±1．3cpmから最低79．2±3．6cpmの間で変動は

少なかった。なお培養1日目と7日目を除き，

t一検定にて刺激群とコントロール群との間に有

意差が認められた（p＜0．05）。

　（2）CBE濃度

　培養日数を3日，脾リンパ系細胞数を1×

1（綱／m1としてCBE濃度を0．08μg／mlから

0．39μg／mlの5段階に分け，それぞれの濃度

の場合の3H－TdR取り込みの変化にっいて検討

した（Table　4）。　CBE濃度が0．08μg／mlの

ときは3H－TdRの取り込みは，コントロール群

と刺激群の間に有意差は認められなかったが，

CBE濃度が高くなるにっれて刺激群での3H－

TdRの取り込みがア〔進し，0．13μg／mlのと

きには1091．1±93．Ocpm，　SI値8．8と最高値を示

した。しかし同濃度のときの取り込みをピーク

Table・3　3H－TdR　incorporation　stimulated

　　　　　by　CBE　in　cultures　of　normal
　　　　　spleen　cellsa　from　WHT／Ht　mice．

Table　4　Dose－response　study　of　blastoge－

　　　　　nic　response　of　normal　spleen
　　　　　cells　to　CBE．

Days　in
cultures

8H－TdR　incorporationb

controlc　　CBE　addedd

S．1．e
CBEa 　8H－TdR

incorporationb
S．1．c

¶
1
9
α
0
0
4
亡
O
C
U
7

128．0±　1．3　　　208．3±　36．4

85．8±18．4　　　491．5±125．1

101．2±16．2　　　757．3±　51．1

82．7±17．9　　　702．0±157．0

83．3±12．1　　　271．3±　35．8

95．8±14．2　　　381．5±　38．5

79．2±　3．6　　　　99．5±　31．0

（

0
7
6
［
0
9
自
n
O
n
δ

－
P
O
8
8
り
0
0
0
1

controld 123．3±18．4

CBEa
O．08

0．10

0．13

0．19

0．39

144．4±39．8

519．5±94．5

1091．1±93．0

691．7±89．5

437．6±78．7

9
●
9
自
8
（
0
’
0

1
4
0
0
’
0
0
0

a：One×1ぴspleen　cells　per　ml．

b：Mean　cpm±S．E．
c：Spleen　cells　alone（PBS　added）．

d：CBE　concentration　was　O．19μg／ml．
e　：Stirnulation　index．

a：CBE　concentration　expressed　in　μ9／ml．

b：Mean　cpm±S．E．

c：Stimulation　index．

d：Spleen　cells　alone（PBS　added）．



岩医大歯誌　12：24－34，1987

Table　5　Effect　of　cell　concentration　on　the

　　　　　incorporation　of　3H－TdR　by　nor－

　　　　　mal　spleen　cells　and　stimulated

　　　　　cells　by　CBE．

Spleen　cell

concentra60n

（celb／ml）

3H－TdR　incorporationa

controlb　　CBE　addedc

S．1．d

5×105　　113．9±26．2　　　883．4±161．6　　　　7．8

1×106　　122．1±22．8　　1216．7±192．6　　　10．0

2×106　　272．6±24．7　　1781．5±　86．9　　　　6．5

a：Mean　cpm±S．E．

b：Spleen　cells　alone（PBS　added）．

c：CBE　concentration　was　O．13μg／ml．

d：Stimulation　index．

に，CBE濃度が高くなるにつれて刺激群での

取り込みは低下傾向を示した。そこで最も高い

取り込みを示した0．13μg／mlを至適CBE濃

度とし，以降の培養を行った。またCBE濃度

が0．08μg／mlのときを除き，刺激群とコン

トロール群との間に有意差が認められた（p＜

0．05）。

　（3）脾リンパ系細胞数

　培養日数を3日，CBE濃度を0．13μg／mlと

し，脾リンパ系細胞数を変化させたときの3H’

TdR取り込みの変化をTable　5に示した。そ

の結果，wel］あたりの細胞数が増加するにっ

れて刺激群，コントロール群ともに，3H－TdR

取り込みの増加がみられた。しかしながら，そ

の増加はコントロール群に比較して刺激群で著

しく，1×1（珊／mlではSI値10．0の高値を示

した。

　以上よりMLTRの至適培養条件は，培養日

数は3日，CBE濃度は0．13μg／ml，また脾リ

ンパ系細胞数は1×1（珊／mlと設定した。

　（4）担癌マウスにおけるMLTRの推移

　先に得られたMLTRの至適条件をもとに，

腫瘍を移植してから触知可能となるまでの期間

の，CBE刺激に対する3H－TdR取り込みの変

化を，正常マウスと担癌マウスとのCBE反応

値を対比しながら観察を行った。担癌1日目で
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はその比率は80．3％と担癌マウスにおいて低かっ

たが，担癌2日目および3日目では，正常マウ

スとほぼ同率であった。担癌4日目では164．5

％と全経過中で最高の比率を示した。その後の

正常マウスに対する比率は，担癌5日目では

139．4％，担癌6日目では111．7％，担癌7日目

では121．3％，担癌8日目では75．0％と漸次低

下傾向を示し，腫瘍が触知可能となる担癌9日

目では57．1％と最も低い比率を示した。しかし

担癌10日目では82．7％と前2日に比べ高値を示

した（Table　6），（Fig．3）。

考 察

　近代腫瘍免疫学は近交系マウスの実験系の確

立により発展し，それにともなって腫瘍と担癌

宿主の間に免疫応答の存在することが実証され

てきた。Klein1），　Foley8），　Prehn’），らは，化学

発癌剤で誘発した実験腫瘍を用いて，自己由来

の腫瘍に特異的な抗腫瘍抵抗性が成立すること

を示し，腫瘍自体に生体に抗腫瘍免疫を誘導し

うる抗原が存在することを明らかにした。その

後，化学発癌剤誘発腫瘍とならんでウイルス誘

発腫瘍を用いた実験が行われるようになり，発

癌方法によってその抗原性に違いのあることが

明らかにされてきた。従来から腫瘍免疫機構の

解析に用いられてきた多くの腫瘍細胞は，ウイ

ルスや化学発癌剤により誘発されたもので，比

較的免疫原性の高いものであった。しかし，ヒ

トの癌の大部分が低抗原性であることを考慮す

ると，免疫原性が低いか，あるいは認められな

いとされる自然発生癌を対象とした今回の検討

も必要であると考えられる。

　先にFukazawa’°）は，自然発生癌を担った近

交系WHT／Htマウスを用い，腫瘍が触知され

てからの宿主免疫応答にっいて，放射線照射腫

瘍細胞を用いたMLTRの検討の結果，腫瘍の

増殖に伴い担癌生体の細胞性免疫能が低下して

いくことを報告した。そこで今回は，WHT／

Htマウスに腫瘍を移植し，可溶化抗原を用い

て腫瘍が触知可能となるまでの，早期の宿主細

胞性免疫能の推移にっいて観察を行った。
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Table　6 Blastogenic　response
tumor－bearing　mice．
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of　spleen　cells’to　CBE　at　various　time　in　nomal　and

Days　after
tumor
incoula－
tionb

CBE　addedd

controlc normal　mice tumor－bearing　mice
（B）
　　　×100f
（A）

cpm cpm（A） S．le． cpm（B） S．Ie．

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
1

125．9±15．29

130．4±21．1

100．5±18．0

106．5±19．7

119．1±21．0

127．3±20．1

139．5±18．4

128．0±15．0

109．1±26．1

133．8±18．4

769．0±　96．6

727．0±102，3

794．8±177．5

662．8±　55．8

788．0：ヒ　66．7

764．4±211．0

651．0±147．5

765．0±159．5

845．2±179．8

695．6±　40．9

1
6
9
2
6
0
7
0
7
2

6
5
7
6
6
6
4
6
7
5

616．7±　60．1

730．4±135．9

803．6：ヒ188．0

1086．3±188．6

1096．0±150．3

853．0±　88．9

　795．1±　93．3

579．4±100．6

477．7±　67．7

　574．3±　93．3

4．9

5．6

8．0

10．2

9．2

6．7

5．7

4．5

4．4

4．3

80．3

100．0

101．3

164．5

139．4

111．7

121．3

75．0

57．1

82．7

a：One×106　spieen　cells　per　mL

b：Five×104　tumor　cells　were　inoculated　into　s．c．

c：Spleen　cells　alohe（PBS　added）．

d：CBE　concentration　was　O．13μg／m1．

e：Stimulation　index．

f：The　ratio（B）to（A）．

9：Mean±S．E．

chest　wall　of　30　mice　bilatera1．
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，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b
　　　　　　　　　　　　　　　　Days　after　tumor　cells　inoculation．

　Fig．3　Responses　of　the　MLTR　at　various　times　after　inoculating　5×

　　　　　　　　104tumor　cells　into　s．c．　of　WHT／Ht　mice　bilateral．

　　　　　　　　a：Tumor　inoculation．

　　　　　　　　b：Tumor　palpation．

10
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　MLTRを行うに先立ち可溶化抗原の作製を

行った。動物腫瘍を用いた可溶化抗原の作製は

Oettgenら1Dによりはじめて行われて以来，3

M－KCl，低張食塩水，表面滑性剤，超音波処

理などを用いた多くの抽出方法が考案されだ㌔

特に組織適合抗原抽出のために開発された3M－

KCI抽出方法’3）は，各種免疫反応の抗原溶液作

製のため広く用いられてきた。可溶化抗原はそ

の抽出方法の違いなどにより膜抗原の量的，質

的差がみられ，また放射線照射などで得られた

不活化腫瘍細胞に比べ活性が低下するといった

指摘もなされている。しかしながら，可溶化抗

原は不活化腫瘍細胞の抗原に比べ，保存が容易

であることから経時的観察に都合が良くまたそ

の安全性，均一性の面で優れていると考えら

れている。本研究で採用したブタノールによ

る抽出法は，腫瘍細胞膜に存在する蛋白質，す

なわち腫瘍関連抗原（Tumor　associated

antigen14））を細胞膜に障害を与えることなく

抽出することができ，したがって細胞質の異種

蛋白質の混入も少なく，従来の抽出法に比べて

有用な方法と考えられている。

　腫瘍関連抗原の証明は，これまでin　vivo，

in　vitroの両法で，多くの検出方法が考案され

てきたが1ス15），とくにヒトにっいてはin　vivo

での実験は強く制限されていることから，生体

の状態を忠実に反映するin　vitroの検出方法

が求められてきた。MLTRを用いたリンパ球

幼若化反応はその一っの方法である。この反応

はリンパ球の腫瘍抗原の認識によって生じる初

期の免疫反応と考えられている。その反応はD

NA合成時にリンパ球に取り込まれる3H－TdR

の相対量を指標として，測定することができる。

この方法から，臨床的にも担癌生体に対する特

異的な免疫反応を定量的に知ることが可能にな

り，その宿主の病態，すなわち免疫不全の程度

や予後の予知などに関する宿主免疫能の評価に

応用されてきた’6m。

　MLTRを行うに際しての，培養日数，抗原

の量，リンパ球数などについては報告者により

異る場合が多い。今回の培養日数については，
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最大の3H－TdR取り込みを示し，かっリンパ球

反応の充進期にあたる3日目を至適培養日数と

した。この培養日数は正常マウス脾リンパ球と

可溶化抗原を用いてMLTRを行ったPoonL8）や

Krueger19）らの培養日数と同じであった。一方，

先のFukazawa’°）の報告では，至適培養日数は

7日と本実験の培養日数との間に差が認められ

た。また不活化腫瘍細胞を抗原として正常マウ

ス脾リンパ球とMLTRを行った場合には，培

養7日目でSI値が14．0と高値を示した。これ

に対し，本研究ではTable　3に示す如く，　CBE

の濃度が0．19μg／mlのとき培養7日目でSI

値は1．3とコントロール群と比べ有意差が認め

られなかった。本法でのSI値の高値は培養3

日でみられ，細胞数1×106個でSI値は10．0で

あった（Table　3，4，5）。これらの差は検索

に用いたリンパ球が担癌マウスのリンパ球であっ

たことや，抗原として放射線照射により不活化

した腫瘍細胞を用いたことなどによって生じた

と考えられる。一般に可溶化された抗原の免疫

原性は不活化腫瘍細胞を抗原として用いた場合

に比べ低いとされているが，今回の結果ではあ

まり大きな差は認められなかった。

　抗原濃度にっいては，CBE抗原濃度が過剰

でも，あるいは過小でもリンパ球の幼若化反応

は起こりにくく，今回の結果では0．13μg／ml

という至適抗原濃度の存在することが明かになっ

た。

　今回，至適条件検索時のSI値は8．8から10．0

であったが6ケ月経過時のSI値は，6．2前後と

低下しており，長期実験ではとくに抗原の活性

にっいて充分留意しなければならないことを示

している。

　脾リンパ系細胞数にっいてみると，CBE添

加群および非添加群の両群で脾細胞数の増加と

ともに3H－TdR取り込みの冗進がみられたが，

SI値は逆に低下の傾向がみられ，1×1（γ個／

mlのときが効率のよいことが判明した（Table

5）。また脾細胞を分画しないで用いたが，こ

れはリンパ球分離操作による物理的損傷が少な

く，簡便であり有用な手段と思われた。
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担癌マウスの経日的な免疫反応の推移をみる

と，癌細胞移植後i日目では正常マウスの

SI値よりも低値を示した。このことは，移植

直後の腫瘍細胞より遊離，放出されたTumor

associated　antigenがエフェクター細胞を刺激

しうるにはまだ不充分な量ではあるがサプレッ

サー細胞を短時間のうちに誘導させたものと考

えられた加12㈱。担癌2日目，3日目のリンパ

球は正常マウスとほぼ同率のリンパ球反応を示

し，担癌4日目では最も高い反応を示した。こ

れは，担癌マウスにおいて移植腫瘍細胞が生

着，増殖していく過程のなかで，遊離する抗

原量も増加していくことを示しており，in　vivo

においては抑制作用をうけながらもTumor

associated　antigenとしての認識反応は濃度反

応性に遂行されていくものと推測された。担癌

4日目をピークに以降のリンパ球反応は漸次低

下傾向を示したが，これは腫瘍増殖に伴い抗原

量がさらに増大し，至適とされる濃度を越えた

時点で正の免疫反応を司る機構と拮抗するサプ

レッサー細胞や，さらには血清抑制因子羽）など

を含めたエスケープメカニズム3）の関与により

免疫応答が低下していくものと推察された。

　また，担癌10日目のリンパ球反応は担癌8日

目，9日目の値に比べ多少の上昇がみられるも

のの，以降の経緯にっいてはFukazawa1°）の報

告例のごとく宿主細胞性免疫動態はしだいに低

下していくものと考えられた。同様にMLTR

を用いた実験で，浜崎測らは5日目をピークに，

またBurk劇らは7日目をピークに宿主免疫能

が低下していくことを示した。

　本研究でもこれらの報告例に類似した推移を

とり，担癌5日目からリンパ球反応は低下を示

した。このことから，腫瘍として触知される以

前の早い時期からすでに宿主免疫能は低下して

いくことが示唆された。臨床において，癌の性

質によっては早期の症例であっても局所再発や，

後発転移例もみられることから，本研究により

示されたごとく担癌早期においても少なからず

負の免疫応答が関与していることが考えられた。

結
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論

　近交系WHT／Htマウスの自然発生扁平上

皮癌細胞よりブタノール抽出法を用い，可溶化

抗原の作製を行った。

　MLTRにおける至適条件の検索を正常マウ

スを用いたリンパ球反応により行ったのち，同

条件下で，担癌マウスの初期免疫動態について

観察を行い，以下の事項が明らかになった。

　（1）CBEを用いたMLTRにより，正常マウ

　　ス脾リンパ系細胞に反応が認められたこと

　　から腫瘍関連抗原の存在が示された。

　（2）MLTRを行うにあたっての至適条件は，

　　培養日数は3日，脾リンパ系細胞数は1×

　　1（r個／ml，　CBE濃度は0．13μg／mlであっ

　　た。

　（3）経日的に行った自然発生癌移植マウスの

　　リンパ球反応は，担癌1日目で低下を示し

　　たのち担癌4日目までは免疫応答の元進が

　　認められたが，腫瘍が触知可能となる担癌

　　9日目にかけその反応は漸次低下傾向を示

　　した。このことから自然発生癌移植マウス

　　において，リンパ球は腫瘍関連抗原を認識

　　するものの腫瘍の移植，生着増殖に伴ない，

　　早期よりその機能低下が認められた。それ

　　にはサプレッサー細胞などの負の免疫応答

　　の関与が示唆された。

謝 辞

　稿を終るにあたり，御指導，御校閲を賜りま

した恩師関山三郎教授に深甚なる謝意を捧げま

す。また，本研究に際し直接御懇切なる御指導

御教示を頂いた深澤肇講師に衷心より感謝の意

を表わします。

　更に，WHT／Htマウスを提供して下さいま

した，東北大学医学部放射線基礎医学講座坂本

澄彦教授，また研究の場を提供して頂きました，

本学医学部細菌学教室川名林治教授に深謝しま

す。併せて本研究の遂行に際し，御助言下さい

ました結城勝彦助教授に深く感謝するとともに，

口腔外科学第二講座医局員各位，ならびに各教



岩医大歯誌　1224－34，1987 33

室の皆様の御理解と御協力に謝意を表わします。 回日本口腔科学会総会（福岡市）

した。

において発表

なお，本論文の要旨は昭和61年5月16日第40

　Abstract：Kinetics　of　the　cellular　immune　response　in　inbred　WHT／Ht　mice　with

spontaneous　growing　transplantable　cell　carcinoma，　was　studied　in　its　early　stage．

Soluble　tumor　antigen　prepared　by　treatment　with　butanol　appeared　to　release　the

contents　of　the　plasma　membrane　serectively．　In　a　micro　mixed　lymphocyte－tumor　culture

reaction（MLTR）test　it　was　shown　that　crude　butanol　extracts（CBE）evoked　a　lymphocyte

blastogenesis　in　normal　mice，　revealing　that　CBE　contained　a　tumor　associated　antigen

（TAA）．　In　addition，　optimal　conditions　in　the　MLTR　were　investigated．　The　maximum

lymphocyte　blastogenesis　was　observed　on　the　3rd　day　after　culturing．　Maximun

stimulation　was　shown　to　occur　when　1×106／ml　spleen　cells　were　incubated　with　O．13

μg／ml　CBE．　Tumor　cells，　inoculated　under　these　conditions，　and　spleen　cells，　of　tumor－

bearing　mice，　were　serially　tested　on　each　alternate　day　for　9　to　10　days　by　which　time

tumor　palpation　was　possible．　These　studies　showed　that　cellular　immunity　was

suppressed　on　the　first　day　but　was　much　enhanced　2－4　days　later，　and　was　again　greatly

suppressed　5－10　days　later．　These　findings　show　that　negative　cellular　immunty　is　present

in　the　early　stages　of　spontaneous　tumor－bearing　WHT／Ht　mice．
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