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マウス自然発生癌の腫瘍抗原の免疫原性に関する研究

　　　　宮　野　敦　志

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）
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　抄録：近交系WHT／Htマウス可移植性扁平上皮癌の腫瘍抗原に対するin　vivo免疫反応について

検討を行った。同腫瘍細胞の可溶化抗原，放射線不活化腫瘍細胞及び腫瘍生細胞を抗原として同系マウ

スに接種しその免疫原性をImmunoprotection　testで検索した。可溶化抗原では腫瘍の増殖抑制は認

められなかったが，放射線不活化腫瘍細胞と，腫瘍生細胞を移植し後に，腫瘍を切除した免疫マウスで

腫瘍の増殖抑制が認められ，腫瘍抵抗性が得られた。また。腫瘍切除による免疫マウスでは平均30％の

マウスが腫瘍を拒絶した。さらに腫瘍切除によって得られた免疫マウスの脾細胞の抗腫瘍活性をWinn

assayにて検討した。その結果，免疫マウスの脾細胞は腫瘍の増殖を抑制し抗腫瘍活性がみられた。こ

の脾細胞をanti－Thy　1．1．＋C，anti－Lyt　1．2．＋Cおよびanti－Lyt　2．2．＋Cで処理すると抗腫瘍活性は

消失した。一方，担癌マウスの脾細胞を用いてWinn　assayを行った結果，担癌初期から後期にかけ

て腫瘍の増殖を促進する傾向がみられた。

　以上により腫瘍抗原により正の免疫応答が誘導され，抗腫瘍免疫能を示す細胞はTcellで，その

subsetはLyt－r2‘3‘であることが示唆された。しかし担癌マウスでは担癌初期から後期にかけて

徐々に負の免疫応答が優位になると考えられた。
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緒 言

　Burnet　1）によって生体防御反応は免疫学的監

視機構の一っとして体系化されたが，腫瘍がこ

の監視機構を逃れて増殖し，生体を死に至らし

めることは腫瘍の免疫学的回避機構の結果とも

考えられるが，一方，腫瘍増殖に伴い担癌生体

に免疫抑制機構が働き，相対的に免疫能が低下

していくことによるものとも考えられる。

　腫瘍免疫の成立に関しては，腫瘍抗原の存在

が不可欠であり，実験腫瘍においてその腫瘍抗

原の存在が種々の方法で証明されてきた2・3・り。

このように腫瘍抗原に対する免疫反応を知るこ

とが，腫瘍の抗原性や宿主免疫能の研究のため

には重要である。

　腫瘍抗原の証明法はin　vitroとin　vivoに大

きく分けられ，さらに液性免疫と細胞性免疫に

分けられる5）。担癌生体において腫瘍免疫の主

役となるのは細胞性免疫であり，これには種々

の検索方法がある。当教室においては，先に

Fukazawa6），船木7）がin　vitroでリンパ球一

腫瘍細胞混合培養反応（mixed　lymphocyte－

tumor　culture　reaction）を用いて，近交系

WHT／Htマウスの可移植性自然発生扁平上皮

癌の腫瘍抗原の抗原性の証明を行った。しかし

ながら，腫瘍免疫の成立は生体内での反応であ

り，in　vivoでの免疫の成否が問題となるが，

これに関する研究は少ない4・8・9）。
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　今回，近交系WHT／Htマウスの可移植性

扁平上皮癌の免疫原性を検索するため，扁平上

皮癌の可溶化抗原，放射線不活化腫瘍細胞，腫

瘍生細胞を抗原として同系マウスに接種し，そ

の免疫原性をImmunoprotection　testで，ま

た，腫瘍切除によって得られた腫瘍免疫マウス

（以下免疫マウスとする）の脾細胞及び担癌マ

ウスの脾細胞の活性を腫瘍中和試験（in　vivo

tumor　neutralization　test：Winn　assayl°）以下

Winn　assayと表現する。）を用いて腫瘍細胞

に対する細胞性免疫反応のメカニズムを検討し

た。

材料および方法

1．マウス

　近交系WHT／Htマウス，8～12週齢，体重

25～27gのものを使用した。

2．腫瘍

　WHT／Htマウスに自然発生した扁平上皮癌

で，当教室で継代移植しているものを使用した。

3．腫瘍細胞浮遊液の調整

　WHT／Htマウスに継代移植している担癌13

～15日目の腫瘍をマウスから無菌的に摘出し，

ダルベッコPBS（ニッスイ，以下PBSと略す）

で洗浄後，鋏刀で細切し150白金メッシュを通

し，0．25％trypsin（DIFCO，　U．S．A）とDNase

（SIGMA，　U．S．A．）10μg／m1を加え撹拝し，

細胞浮遊液とした後，PBSにて1500rpmで3

回遠心洗浄して使用した。細胞のviabilityは

トリパンブルー色素排除法により行った。その

結果，viabilityは各ロットで90％以上であっ

た。

4．可溶化抗原の作製は，LeGruel1）らの方法に

準じてプタノール処理により膜蛋白の抽出を行っ

た。蛋白質定量はLowry法’2）にて行い，スタ

ンダードとしてbovine　serum　albumin（GIBCO，

U．S．A．）を使用した。また，抽出蛋白はすべ

て同一ロットを使用した。

5．放射線不活化腫瘍細胞の作製

　上記単離浮遊細胞をice　bath上で旬Coを80

Gy照射し，　PBSにて1500rpmで3回遠心洗浄

7

し，トリパンブルーにて生細胞の算定を行い不

活化腫瘍細胞として使用した。

6．可溶化抗原，放射線不活化腫瘍細胞，腫瘍

生細胞接種によるImmunoprotection　test．

　可溶化抗原接種群は，可溶化抗原200μg，

500μgを正常マウス背部皮下にadjuvantを使

用しないで10日間隔で2回接種した。放射線不

活化腫瘍細胞接種群は，1×105個，5×105個

の放射線不活化腫瘍細胞を同様に接種した。腫

瘍切除群は，腫瘍細胞1×105個を背部皮内に

接種し，腫瘍径が8～10mmになったところで

腫瘍を切除して免疫マウスとした。可溶化抗原

接種群と放射線不活化腫瘍細胞接種群は，最終

接種後10日目に，腫瘍切除群は，腫瘍切除後10

日目に，1×103個，1×104個，1×105個，1

×106個の腫瘍細胞をマウスの皮下に移植し，

以後は経日的に腫瘍径を測定した。実験はすべ

て1群5匹で行い，各群の平均腫瘍径と標準偏

差を求め，推計学的検定はStudent’s　t－testを

用いた。Controlとして，　PBS　O．1m1を10日間

隔で2回接種し，腫瘍細胞を同様に移植した
（Fig　1）。

7．Winn　assay

　上記腫瘍切除群において得られた腫瘍拒絶マ

ウスを腫瘍免疫マウスとし，その脾細胞の抗腫

瘍活性をWinn　assayにて検討した。

　腫瘍免疫マウスの脾臓を無菌的に摘出，150

＃白金メッシュ上でピンセットを用いて分離し，

メッシュを通したものを細胞浮遊液とし，PBS

で1500rpmで3回遠心洗浄した。脾細胞はト

リパンブルー染色を行い，生細胞数を算して使

用した。Controlとし，正常マウスの脾細胞を

使用した。

　脾細胞（effector　cells）を1×107／mlに調

整し，この脾細胞浮遊液0．1mlと，腫瘍細胞

（target　cells）1×104個の浮遊液0．1m1を加え

振盟しながら37℃で，30分間反応させた後，そ

の混合液0．2ml（E：T比＝1㎜：1）を1群5

匹の正常マウス皮下に接種し，経日的に腫瘍径

を測定した。各群の平均腫瘍径と標準偏差を求

め，推計学的検定はStudent’s　t－testを用いた
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Fig．1　Method　of　immunoprotection　test．
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Fig．2　Method　of　Winn　assay．

（Fig　2）。

8．Winn　assayにおけるeffector　cellのchar－

acterization

（1）Nylon　wool　column　lこよる脾細胞の処理

　上記にて調整した脾細胞浮遊液をJulius

らの方法’3）に準じてT細胞分離用ナイロンファ

イバー（和光純薬工業）を通過させ，非付着性

のcolumn通過細胞をTcell　rich　population

として採取した。

（2）anti－Thly　1．1＋complement（以下Cと

略す），anti－Lyt　1．2＋C，　anti－Lyt　2．2＋C

による脾細胞の処理

　脾臓細胞浮遊液（6×106／ml）1mlにanti－

Thy　1．1（モノクロナール抗体1gM　class，明

治乳業）を1㎜倍希釈となるように加え，軽く

振盈し，ウサギ補体（rabbit　complement，

Behring，　W．　Germany）12倍希釈液を1ml加

え，振盟しながら37℃45分間incubateした後，

1500rpmで3回遠心洗浄し細胞数を調整した。

　anti－Lyt　1．2，　anti－Lyt　2．2にっいても同
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様の操作を行った。

㈲　担癌マウス脾細胞の抗腫瘍活性の推移

　マウスに腫瘍細胞5×104個を移植し担癌5

日目（担癌初期），10日目（担癌中期），15日目

（担癌後期）の脾細胞を用いて，Wi皿assay

を行った。Winn　assay14日目の腫瘍径を測定

しcontrol群と比較検討した。

実　験結果

1．可溶化抗原，放射線不活化腫瘍細胞，腫瘍

生細胞によるImmunoprotection　test

（1）生着率

　生着率は可溶化抗原接種群，放射線不活化腫

瘍細胞接種群とも100％で完全な腫瘍抵抗性は

獲得できなかった。腫瘍切除群ではチャレンジ

した細胞が1×103個のときは40％，1×104

個のときは20％のマウスが腫瘍を拒絶した
（Table　1）o

（2）移植腫瘍生細胞数による腫瘍抵抗性

　1×105個，1×106個を移植した群では全群

ともcontro1群に比較して腫瘍増殖に有意差は

得られなかった（Table　l）。1×104個を移植

した群では，放射線不活化腫瘍細胞を5×105

個接種した群と腫瘍切除群が有意に腫瘍増殖を

抑制した（Table　2）。

（3）各抗原による腫瘍抵抗性

9

　可溶化抗原接種群では，腫瘍増殖の抑制は認

められなかった。放射線不活化腫瘍細胞接種群

では5×10‘個を接種した群が有意に腫瘍増殖

を抑制した。また，腫瘍切除群にも有意差が得

られた（Table　2）。

2．W輌nn　assay

（1）E：T比と，target　cel1数の検討

　最初にE：T比の検討を行うため，移植する

脾細胞（effector　cells）を1×107／m1，1×

105／mlに調整，腫瘍細胞（target　cells）は

1×105／mlに調整しそれぞれ0．1mlをE：T

比＝100：1，1㎜：1で混合し実験を行った。

いずれの群においても免疫マウスの脾細胞を移

植した群がcontrol群に比較して腫瘍増殖を抑

制し，推計学的に有意差が得られた（Table　3）。

なかでも，target　cellを1×103個にして実験

を行った結果，control群との間にP＜0．02以

下の有意差が得られた。以上より，target　cell

1×103個，E：T比＝1㎜：1で実験を行った。

（2）effector　cellの抗腫瘍活性

　免疫マウスの脾細胞を用いたWinn　assayで

は上記に示した通り，contro1群に比較して免

疫マウスの脾細胞を接種した群が腫瘍径が小さ

く，有意に腫瘍増殖の抑制がみられた（Table

4，Fig　3）。　Nylon　wool　column処理によるT

cell　rich　populationを用いたWinn　assayでも

Table　l　Growth　of　tumors　following　immunization．

Groupa Type　of　cells　the　mice

were三lnmunized　with

　Lethal　growth　in　mice
No．　of　tumor　cells　challengedb

103 104 105 106

A

B
C
D
E
F

CBE　200μgc

CBE　500μgc

1　×1051」le　cellsc

5×105Ll　cellsc
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Each　experimental　group　contained　5　mice．
b10　day　after　the　last　immunization　tumor　cell　were　inoculated　into　the　S．C．　mid　back　of

　ユ　　

cEach　experimental　group　was　immunized　2　times　at　10　day　intervals．

4Not　done．

eLethally　irradiated．
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Table　2
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Comparrison　of　the　immunoprotectiVe　effects　of　irradiated　cells，1－butarol　extracts，

and　viable　cells　of　WHT／Ht　squamous　sell　carcinoma．

Group己

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tumor　diameter（mm）at　the　following　times　after

　　　　Type　of　cells　the　　　　　　　　　　　　　　　　inoculationb

mice　were　immunized　with
Day　9 Day　13 Day　17

A

B

C

D

CBE　200μgc

CBE　500μgc

1　×105　1」1「cellsc

5×105］LI　cellsc

7．4±0．1d

　（NS）e

7，9±0．12

　（NS）

5．9±0．20

　（NS）

．．．．‥．．◆　9

11．7±0．41

　　（NS）

13．3±0．76

　　（NS）

10．6±0．15

　　（NS）

5．0±0．94導

18．7±0．20惑宋h

20．8±0．86

　　（NS）

18．5±0．88ホ＊

11．9±1．33命．

E Tumor　excision 7．0±0．18オ 12．2±0．42＊＊

F Control 7．9±0．20 11．1±0．39 15．2±0．80

旦

Each　experimental　group　contained　5　mice．
b10days　after　the　last　immunization　1×104　viable　tumor　cells　were　transfered　to　the　immuni－

zed　mice．

cEach　experimental　group　was　immunized　2　time　at　10　day　intervals．

dMean±SE．
eStatistically　insignificant．

fLI＝1」ethally　irradiated．

9The　tumor　was　not　palpable．

hCaluculated　by　Student’st－test．（＊：P＜0．01　‥：P＜0．02）

Table　3　Tumor　neutralizing　activity　of　immune　spleen　cells　detected　by　the　Winn　assay．

Groupa spleen　cells ETratiod

Tumor　diameter（mm）at　the　following　time　after
　　　　　　　　　　　　　　　inoculation

Day　14 Day　17 Day　20 Day　23

A

B

Tumor　immuneb

Controlc

1000　1

1000：1

6．7±0．97・f　　9．8±0．95享掌

8．6±0．31 12．8±0．83

13、5±0．46＊

17．3±0．89

17．1±0．94．＊ホ

20．0±0．65

C

D

Tumor　immuneb

Control

100：1

100：1

7．5±0．22

（NS）9

8．8±0．83

10．4±0．33＊写ネ12．9±0．19享＊牢15．3±0．53．

12．6±0．89 17．8±1．24 20．3±0．80

E

F

Tumor　immune

Control

1000：1

1000　1

4．3±0．3gs

7．6±0．44

7．6±0．51念

11．2±0．74

10．2±0．71章＊　12．6±0．83・

14．9±1．27 19．5±1．51

aEach　experimental　group　contained　5　mice．

bTumor　immune　spleen　cells　were　obtained　by　surgical　excision　method．

cControl　spleen　cells　were　obtained　from　normal　syngeneic　mice．

d1×104（group　A～D）and　1×103（group　E，F）tumor　cells　were　transferred　to　intact　synge．

neic　mice　together　with　immune　and　normal　spleen　cells．

eMean±S．E．
fCalculated　by　Student’s　t－test．（’：P＜0．01　’鴬：P〈0．02　掌治享：P＜0．05）

gStatistically　insignificanし
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Table　4　Tumor　neutralizing　activity　of　imm皿e　spleen　cells　detected　by　the　Winn　assay．

Group巳 Treatment　of　cellsb

Tumor　diameter（mm）at　the　following　time　after

　　　　　　　　　　　　　　　inoculationC

Day　14 Day　17 Day　20 Day　23

A None 3．2±0．48＊e 4．9±0．35京 5．8±0．92＊ 7．0±2．13挙

B Nylon　wool　column 2．9±0．35＊ 5．1±0．32＊ 4．6±0．91＊ 5．3±1．61ヰ

cg anti－Thy　1．1十Cf 6．9±0．27

　　（NS）h

11．3±0．16

　　（NS）

14．0±0．27

　　（NS）

19．1±0．63

　　（NS）

D9 anti－Lyt　1．2十C 6．9±0．16 9．5±0．37 10．6±0．36 14．7±1．33

E9 anti－Lyt　2．2十C 5．3±0．30 8．2±0．54 9、2±1．35 14．4±1．44

G Calone 3．5±0．46京 5．4±0．44＊ 6．3±0．34＊ 8．2±0．47＊

H Control　L 7，0±0。17 10、8±0．45 15．6±0．83 19．7±0．91

a Each　experimental　group　contained　5　mice．

bTumor　immune　spleen　cells　were　obtained　by　surgical　excision　method．

cEach　group　was　transferred　1×106　spleen　cells　and　1×103　tumor　cells　to　intact　syngeneic

mice（E：Tratio＝1000：1）

dMean±SE．
eCalculated　by　Student’st－test．（＊：P〈0．01）

fC＝Complement．
9Group　C，D，　and　E　vs　Group　A　p〈0．01　by　Student’st－test．

hNS，　not　statistically　significant．

fControl　splen　cells　were　obtained　from　normal　syngeneic　mice．

20　　　　　　工mune　spleen　cells
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　　　　　　　Contro1

ε
E
⊆

　
　
　
　
　
　

0

　
　
　
　
　
　
1

一
①
｝o．
F⊂
正
O
」O
E
コ
↑

Fig．3

　　　14　　　　　　17　　　　　　20　　　　　　23

　　　Number　of　Days　after　Tumor　lmculation

Tumor　neutralizing　activity　of　immune

spleen　cells　detected　by　the　Winn　assay．

20

∈
∈

　
　
　
　
　
　10

⊂
二
巴
O
E
煙
O
S
∈
コ
ト

0

Fig．4

。．ぺ）1㎜u∩espleen　cells

HNy1。n　w。。1　c。1㎝n　treated

D－－o　Anti－Thy1．1＋C　treated

▲＿＿＿▲　C㎝Plement　treated

　　　Contro1

　　14　　　　　　17　　　　　　20　　　　　　23

　　　Number　of　Oays　a「ter　Tumor｜noculation

Effect　of　tumor　neutralizing　activity　of

subclasses　of　I」yt－10r　Lyt－2，3cells

detected　by　the　Winn　assay．



12 岩医大歯誌　14：6－16，1989

Table　5 Tumor　neutralizing　activity　of　spleen　cells　of　tumor　bearing　mice　detected　the　by　the

Winn　assay．

Groupa Spleen　cells　fromb
Tumor　diameter（mm）14　days
after　inoculationc

A
B

Tumor　bearing
Contro1

12．0±0．28零e

7．1±0．39

C
D

Tumor　bearing
Contro1

10．3±0．65＊

6．6±0．38

E
F

Tumor　bearing
Control

10．9±0．32＊

7．7±0．51

a Each　experimental　group　contained　5　mice．

bSpleen　cells　of　tumor　bearing　mice　consisting　of　5（Group　A），10（Group　C）and　15　days

（Group　E）after　5×104　viable　tumor　cell　inoculation　were　used．

cEach　group　was　transferred　l　x　106　spleen　cells　and　1×103　tumor　cells　to　intact　syngeneic

　（E：Tratio＝1000：1）．

dMean±S．E．
eCalCUIated　by　StUdent’St－teSt．（＊：P＜0．01）

同様に有意の抑制が得られた（Table　4，　Fig

3）。anti－Thy　1．1＋C処理による脾細胞集団

を用いたWinn　assayでは，有意な腫瘍増殖の

抑制は認められなかった。また，anti－Lyt　1．

2，anti－Lyt　2．2処理による脾細胞を用いた

Winn　assayでは，免疫マウスの脾細胞を用い

た群に比較して腫瘍増殖の抑制は認められなかっ

たが，control群に比較して腫瘍増殖の抑制が

みられ，中間値を示した（Table　4，　Fig　4）。

（3）担癌マウス脾細胞の抗腫瘍活性

　担癌マウスの脾細胞は，担癌5日目（担癌初

期），10日目（担癌中期），15日目（担癌後期）

ともcontrol群に比較して，有意に腫瘍増殖を

促進した（Table　5）。

考 察

　実験腫瘍においては，Foley2），　Prehnと

Main3）あるいはKleinらが近交系マウスの実

験で特異的抗腫瘍性を誘導する腫瘍特異抗原の

存在を証明して以来，多くの研究者によって，

腫瘍免疫の研究が進められてきた。しかし，そ

の腫瘍の多くはウイルス誘発腫瘍，化学誘発腫

瘍のように抗原性の高いものがほとんどであり，

Hewitt’“）は実験室で飼育しているマウスから

自然発生してきた腫瘍27系すべてが，また，

MiddleとEmbleton15）はWAB／Notラットの

腫瘍系に抗原性がなかったと報告しているよう

に自然発生腫瘍には腫瘍抗原は存在しないか，

たとえ存在してもきわめて弱いものとされてき

た。一方，抗原の存在が証明されている実験腫

瘍は主として誘発腫瘍であり，抗原性の高い実

験腫瘍の結果をそのまま人の癌のモデルに当て

はめるのは問題があり，人の癌のモデルとして

の腫瘍を考えるとき，誘発腫瘍のような抗原性

の高い実験腫瘍だけでなく，自然発生腫瘍のよ

うな抗原性が低いか，あるいは抗原性がないと

されている腫瘍にっいて検索することも必要で

あると考えられる。

　教室のFukazawa6）は，　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そ

の放射線不活化腫瘍細胞を抗原として，また船

木7）は，腫瘍細胞より抽出した可溶化抗原を用

いて，in　vitroでmixed　lymphocyte－tumor

culture　reactionによって，リンパ球の幼若化

が起こることから，腫瘍抗原が存在することを

証明した。そこで今回著者は，in　vitroで証明

された腫瘍抗原をin　vivoで証明するためにそ

の免疫原性をImmunoprotection　testで，腫

瘍免疫マウスと担癌マウスの脾細胞の活性を

Winn　assayを用いて検索を行った。自家免疫
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反応を調べるImmunoprotection　testでは，

抗原を接種された動物の腫瘍抵抗性の獲得の有

無，あるいは腫瘍抵抗性の程度を直接的に知る

ことができる。また，Winn　assayでは腫瘍免

疫動物あるいは担癌動物の免疫担当細胞の抗腫

瘍活性の有無，また免疫担当細胞の種々の画分

から有効な細胞画分を知ることができる。

　抗原として，腫瘍細胞よりブタノール処理で

抽出した可溶化抗原，放射線不活化腫瘍細胞お

よび腫瘍生細胞の3種類をImmunoprotection

testに用いたが，可溶化抗原接種群では腫瘍抵

抗性は得られなかった。一般に，可溶化された

抗原の免疫原性は不活化腫瘍細胞や，腫瘍生細

胞を抗原として用いた場合に比較して低いと

されている。先に小野6）が報告した通り，in

vitroでは，　immunogenic　antigenに対する活

性が認められたが，in　vivoではsuppresogenic

antigenの働きが強くでるため，その免疫反

応が抑えられるためと考えられだ”。Raoと

Bonavida18）によると，可溶化抗原が腫瘍の増

殖を抑制したりあるいは促進したりする現象の

原因として，可溶化抗原の免疫活性が各腫瘍で

異なること，投与量，投与経路，投与スケジュー

ルなどにより宿主の免疫反応が異なること，可

溶化の過程が抗原の性状を変化させることなど

があげられている。また，PellisとKahanl9）は

可溶化抗原投与で免疫反応が起こらない原因と

して，抗原投与により免疫不全の状態を引き起

こすことや，細胞性免疫の量的および質的変化，

さらに相対的に細胞性免疫を障害する抗原の量

が多くなることなどをあげている。本研究で可

溶化抗原で自家免疫マウスが得られにくかった

原因は，上記のような理由が考えられる。

　不活化腫瘍細胞による免疫方法については，

先にFukazawa6）が行った方法に基づいて放射

線による不活化細胞を用いた。線量はin　vivo

での致死的増殖を抑えるために80Gy照射して

使用した。腫瘍生細胞による免疫方法について

は結紮開放法8）があるが，結紮開放法は深澤

ら9）が報告したように，この方法では再発を起

こしやすいため，本研究では完全に腫瘍を切除

13

する方法で行った。放射線不活化腫瘍細胞の接

種および腫瘍切除による免疫操作で腫瘍抵抗性

が得られたことより，in　vivoでの免疫操作は

細胞そのものを抗原として用いる方法が，この

実験系には適していると思われた。本研究では

腫瘍切除による免疫方法で約30％のマウスが自

家腫瘍のチャレンジで腫瘍を拒絶したのでこの

動物を腫瘍免疫マウスとしてWinn　assayに用

いた。したがってWHT／Htマウスでは自家

腫瘍による自家免疫マウスのできる率は，不活

化腫瘍細胞の場合でも，また切除による場合

でもほぼ同率であった。Winn　assayでは，腫

瘍免疫マウスのeffector　cellがcontrol群に比

較して有意に腫瘍の増殖を抑制したことから，

腫瘍免疫マウスに抗腫瘍活性を持った免疫担当

細胞が誘導されていることが示唆された。また，

anti－Thy　1．1＋C処理によりその活性が消失

したこと，Nylon　wool　column処理では活性

が消失しなかったことなどから，この細胞はT

ce11画分であることが示唆された。すなわち，

腫瘍免疫操作によりマウスに細胞障害性Tcell

が誘導されているものと考えられた。Lyt－1

subsetにはhelper　T　cell2°やdelayed　type　hy－

persensitivityのeffector　cellが含まれ，　Lyt－

2，3subsetにはkiller　T　cellとそのprecursor

およびsuppressor　T　cell⑳21）が，　Lyt－1，2，3

subsetにはTcell前駆細胞22）が含まれているの

で，このTcellのsubsetはLyt－1＋，2＋，3＋

であると推測された。Shimizuら23）はin　vivo

ではLyt－1，2，3subsetがkiller　T　cellや，

その前駆細胞として機能していると報告してい

る。また，Leclercら測はLyt－2，3subsetと

ともにLyt－1subsetが抗腫瘍免疫に関与して

いることを報告している。本実験結果でも，T

cell　subsetにはLyt－1，2，3subsetとともに，

Lyt－1，　Lyt－2，3subsetが含まれていると推

測されTcell　subset間の抗腫瘍反応の相互作

用については，今後さらに検討する必要がある

と思われた。

　さらに担癌マウスの脾細胞によるWinn

assayの結果と比較してみると，担癌マウスの
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脾細胞は，担癌早期より腫瘍の増殖を促進する

ことから，担癌マウスと腫瘍免疫マウスでは免

疫担当細胞の活性が異なると考えられる。すな

わち，担癌マウスには担癌早期よりsuppressor

Tcel1が誘導され，負の免疫応答が優位になり，

腫瘍の増殖を促進していると考えられた。この

結果は，Fukazawa6）や船木7）の報告と同様の

傾向を示した。Yamauchiらお）や藤本ら肪・27）は腫

瘍細胞膜上にはcytotoxic　T　cel1を誘導する抗

原と，suppressor　T　cellを誘導する抗原の両

者が存在すると報告している。また，Kleinら
17）

もimmunogenic　antigen　とsupPresogenic

antigenがあることを報告している。これらの

報告からもわかるように，腫瘍細胞には抗腫瘍

免疫を誘導しうる抗原があるにもかかわらず，

腫瘍が増殖するのは，抗腫瘍免疫を抑制する抗

原によって誘導されるsuppressor　T　cellを主

とした免疫抑制細胞や，腫瘍細胞の免疫学的回

避機構勾）による負の免疫応答の関与によって宿

主免疫能が低下していくため，相対的に負の免

疫応答が優位になっているためと考えられる。

また，著者のImmunoprotection　testで100％

の腫瘍抵抗性が得られなかったことや，Winn

assayで，腫瘍免疫マウスの免疫担当細胞が腫

瘍増殖を100％抑制できなかったことは，腫瘍

抗原の抗原性が低いために腫瘍抗原が認識され

ずその結果，免疫担当細胞の攻撃を逃れた腫瘍

が増殖したものとも考えられた。これらのの原

因によって，前述のように負の免疫応答が相対

的に優位になっているものと思われた。しかし

ながら，低抗原性である自然発生腫瘍も腫瘍抗

原によって抗腫瘍免疫能を持った細胞が誘導さ

れ，免疫応答が生じる可能性が示唆された。

　以上のことにより，マウス自然発生癌の腫瘍

抗原によって正の免疫応答が誘導され，腫瘍の

増殖を抑制し，その抑制にはkiller　T　cel1が

関与していることが示唆された。さらに担癌

マウスでは負の免疫応答が優位であり，

suppressor　T　cel1をはじめとした免疫抑制機

構の関与が示唆された。

結
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論

　近交系WHT／Htマウス自然発生扁平上皮

癌の腫瘍抗原によりマウスを免疫し，Immuno－

protection　testによりその抗原性の検索を行っ

た。また腫瘍切除によって得られた腫瘍免疫マ

ウスと，担癌マウスの脾細胞を用いてWinn

assayを行ったところ，次のことが明らかになっ

た。

1．Immunoprotection　testでは，可溶化抗原

による免疫は腫瘍増殖を抑制しなかったが，放

射線不活化腫瘍細胞と，腫瘍切除による免疫で

は有意に腫瘍増殖を抑制した。

2．腫瘍切除による免疫で平均30％のマウスが

腫瘍を完全に拒絶した。

3．Winn　assayにおいて腫瘍免疫マウスの脾

細胞は有意に腫瘍増殖を抑制した。しかし，担

癌マウスの脾細胞は腫瘍増殖を促進する傾向を

示した。

4．腫瘍抗原により正の免疫応答が誘導され，

その抗腫瘍免疫能を示す細胞はTcellで，

subsetはLyt－1＋2＋3＋であることが示唆され

た。しかし，担癌マウスでは担癌初期から後期

にかけて，徐々に負の免疫応答が優位になると

考えられた。
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　Abstracts：The　kinetics　of　in　vivo　immune　response　of　tumor　antigen　in　transplantable

spontaneous　squamous　cell　carcinoma　from　inbred　strains　of　WHT／Ht　mice　was　studied．

Soluble　tumor　antigen，　irradiated　tumor　cells，　as　well　as　viable　tumor　cells　were　used　as

tumor　antigens　with　immunized　syngeneic　mice．　The　immunoprotective　effect　of　each

tumor　antigen　was　studied　using　the　immunoprotection　test．　Tumor　growth　could　not　be

suppressed　when　using　a　soluble　tumor　antigen，　but　a　group　of　immunized　irradiated

tumor　cells　and　those　immunized　tumor　cells　that　had　been　transplanted　and　them　excised

were　found　to　reject　tumor　growth．　An　average　of　30％of　the　mice　that　underwent

immunized　tumor　excision　were　found　to　completely　reject　tumor　growth．　Using　the　Winn

assay　method，　tumor　neutralizing　activity　was　detected　in　immune　spleen　cells．　Immune

spleen　cells　suppressed　tumor　growth　showing　then　to　have　antitumor　immunity，　but　this

was　abrogated　by　the　treatment　of　anti－Thy　1．1．十C，　anti－Lyt1．2．十Cand　anti－Lyt　2．2．

十C．On　the　other　hand，　tumor　bearing　spleen　cells　enhanced　tumor　growth　during　the

tumorbearing　Period．

　These　studies　showed　positive、tumor　immunity　to　be　induced　by　the　tumor　antigen，　and

that　the　T　cells　having　subsets　Lyt－1＋2＋3＋were　the　effector　cells．　However，　negative　tumor

immunity　increased　and　was　found　to　be　the　dominant　trend　during　the　tumor　bearing

period、
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