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STUDIES ON THE CELLULAR IMMUNE RESPONSE IN 

PATIENTS WITH URINARY BLADDER CARCINOMA 
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   We previously reported that the activity of antibody dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) 

of lymphocytes from the patients with urinary bladder carcinoma was lower than that of normal 

subjects. 

   We performed the specific ADCC assay using SRBC as the target cells, coated with tumor 

extract from the urinary bladder carcinoma. At the same time, the antiserum was collected from 

the immunized rabbit by the same tumor extract. 

   The addition of the antiserum from the immunized rabbit gave the highest value for the 

patient sub-group that produced a precipitin band (Ouchterlony gel diffusion assay). 
   Therefore it is suggested that the reaction of lymphocytes to tumor associated antigens is main-

tained to a considerable extent, although ADCC activity of the patient group was decreased. How-

ever, the antibody producing phenomenon toward the tumor associated antigen might be restrained.
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TableI.対 象患者の悪性度および深達度分布

は じ め に
Stage lOW

動 物 実 験 な どに お い て癌 組 織 ・癌 細 胞に は 正常 組 織

に は 存 在 し な い抗 原 性 が 出 現す る と言 わ れ て久 し い

が,ヒ トの場 合に は癌 に 特 異 的 な 抗 原 の検 出 は極 め て

困 難 であ る.ヒ トに お け る 自然 発 生 癌 で は癌 由来 の抗

原 性 は あ って も極 め て 弱 いか,ま た は マ ス クされ た状

態 に あ るた め 検 出 が 困難 と され て い る.私 ども は これ

ま で膀 胱 癌 患 者 を対 象 と し てleukocyteadherence

inhibitiontest(LAI)や1eukocytemigrationin-

hibitiontest(LMI)を 試 み て膀 胱 癌 細 胞 由来 と考 え

られ る抗 原 性 の 存 在 を示 竣 したD.し か し,そ れ ぞれ

の反 応 性 は 極 め て 弱 く,不 安 定 であ った た め 今 回 は膀

胱 癌 患 者 尿 中 よ り抗 原性 物 質 の検 出 を 試 み,か つ 患 者

血 清中 の抗 体 産 生 に つ い てanticodydependcntccll-

mediatedcytotoxicity(以 下ADCCと 略す)を 応

用 し て検 討 した と ころ 興味 あ る結 果 が 得 られ た の で報

告 す る.

Grade Ta.1T2
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owI

2

2

1

8

IIhi
ghm

1

0

4

0

high

T3 T,

O

O

6

1

1

2

averageage:63.4y.o.

Table2.対 照 群 の 疾 患 名

Diagnosis Cases

UreteralcalculuS

Renalcalculus

Benignprostatichypertrophy

Bladderneckcontracture

U「ethralstenosis

Hypertension

Renalbleeding

Hydroceletestis

Epididymiti5

6

6

4

3

3

1

1

1

1

対象および方法
total 26

male20,female6,averageage:60.5y.o.

1)対 象

対 象 とした 症 例 は 大 阪市 大病 院 に 入 院 した膀 胱 癌 患

者30例 で,男 性22例,女 性8例 で あ る.平 均 年 齢 は

63.4歳 で膀 胱 癌 取 扱 い規 約 に 基 づ く悪 性 度(grade)

お よび 深達 度(stage)の 分 布 をTablelに 示 す 組

織 学 的 所 見 で はす べ てが 移 行 上皮 癌 であ った.な お対

照 群 と してagematchedし た良 性 疾 患 患 者26例 を選

ん だ.そ の 内訳 はTable2に 示 す とお り男性20例,

女 性6例 で平 均 年 齢 は60.5歳 で あ っ た.

2)方 法

a)抗 腫 瘍 家 兎 血 清 の作 製(Fig .1)

使 用 した家 兎 は ニ ュー ジ ー ラ ン ドホ ワイ トラ ビ ノ ト

(6週 齢,体 重2.5～2.7kg,日 本 ク レア よ り購 入)

で,ま ず 手 術 に て 摘 出 され た 膀 胱癌 組 織 よ り3M-KCI

法(McCoyら の方 法2))にlf,t三じてtumorcxtractを

抽 繊 し,Fig.1に 示 す とお りこのextrctの 一 定 量

(蛋 白濃 度)とFrcund'scompleteadjuvant(和 光

純 薬]二 業K.K.)と を1遇 問 隔 で3圃 家 兎 に 皮 下 注 射

す る.そ の 後1週 間 経 て,追 加 免疫 とし て1.Omgの

Extractを 静 注 し,以 後4週 間 以 上 経過 した の ち耳 静

脈 よ り採 血 し1血清 を分 離,こ れ を ヒ ト赤 血 球 お よび 正

常 組 織 に て 吸収 した,得 られ た 抗血1清は56℃,30分 闘

非 働 化 した の ち 一80℃ に て 使 用1時ま で凍 結 保 存 した.

b)患 者 尿 中 よ りの腫 瘍 関 連物 質 の抽 出

膀 胱 癌 患 者 よ り採 集 され た尿(1,000～1,500ml)を

Gozzoらa)の 方 法に 準 じて処 理 した.す な わ ち,ま

σ
髪R・bblt Tumorextractfromb抱dderca.一〔 4mg

Freund'scompleteadjuvant

↓
lnjection(5.e.).3timeseveryeneweek

oneweek

boosterinjeetien(IV)Tumorextract1.Om9

↓
serumcollectedandinactivated(56C、30min)

↓
abserptionbyhumanerythrocyte5,normaltissue5

↓
Ouchterl。nygel

diffusionwells

L
Fig.L

Tumorextractofbladderca.

Urine、ammnoniumsulfatefraction

Normattissueextract

Serumfromcentrelsubject$

andpatient5

抗腫瘍家兎血清の作製法

ず3,000gに て20分 間遠心したのち,そ の上清を4℃

にて約10時 間水中にて透析(脱 塩)す る.次 にこれよ

り硫安分画を抽出し,最 後に12時 間以上水中にて脱塩
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Fig.2.Ouchterlonygeldiffusionassay

SRBC

冨
↓

treatedbytannicacid.20μ1

37C.10min

washed3timesbyPBS

↓
TumorExtract20μ1(1mg/mi)

37℃.10min

↓
washedbyPBS3times

↓ 1_ymphocytes2μ1(2×106/m1)

autologousserumor

anti-B.C,extractrabbitserum

↓
P7Ccount

Fig.3.FlowchartofspecificADCCassay
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Plaqueformingcell(矢 印)を 示 す

した の ちLowry法a)で 蛋 白濃 度 を 測 定,使 用時 ま で

一80℃ で保 存 した .各 患 者 か ら得 られ た 尿 抽 出物 は そ

の 後Ouchterlonygeldiffusionassayを 用 い て 先

述 の抗血 清 との閥 に 沈 降 線 が 得 られ るか 否 か を 検 索 し

た.Fig.2は そ の1例 を示 す,す な わ ち中 心 のwell

は 先述 の抗 腫 瘍 家 兎 血 清 で,周 囲6個 のwellに は そ

れ ぞれ 異 な った 資 料 を 分 注 し,4℃ に て24時 間 静 置

後,反 応(沈 降線 の有 無)を 確 認 した.Fig.2の 例

ではtumorextractと 膀 胱 癌 患 者 尿 抽 出物 のみ が反

応 を示 し てい る.

C)SpecificADCCassayの 方 法

ADCCassayの 手 技 は 既 報 に て 報 告 して い る ので

詳 細 は 割 愛 す るが5),操 作 プ レー トは キ ッ ト化(日 本

抗 体 研 究 所K.K.)さ れ た もの を用 い た,今 回 はFig.

3に 示 す ご と く標 的 細 胞 とな る 羊赤 血 球(SRBC)を

まず タ ン ニ ン酸 で処 理 す る(こ の操 作 でSRBC膜 上

に 蛋 白成 分が 付 着 しや す くな る).次 に これ を3回 洗

浄 した の ちtumorcxtractをSRBC上 に 添 加 し

37℃ に て10分 間 静 置 した もの をassayplateと して

用 い た,す な わ ち,以 上 の操 作 を 施 され たSRBC層

上 に 末 梢 血 リンパ球,自 己 血 清 また は 抗 腫 瘍家 兎 血 清

を加 え,37℃ で3時 間 培 養 し,染 色 を 行 って の ちpla-

queformingcell(PFC)数 を 検 鏡 下 に カ ウ ン トす

る.こ の場 合 リ ンパ球200個 以 上 に つ い て 観 察 し,
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Fig.5.癌 悪 性 度 別 のADCC活 性 の 比 較
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Fig.6.癌 深 達 度 別 のADCC活 性 の 比 較

PFC(%)を 算 出,こ れ を も ってspecificADCC

活 性 と した.Fig.4は 今回 行 ったPFCの 実 例 を示

す(矢 印).

結 果

1)非 特 異的ADCC活 性

腫 瘍 抽 出物 を用 いたADCC活 性 を 検 討 す る 前 に ま

ず,従 来 よ り行 わ れ て い る非 特 異 的 なADCC活 性

を 測 定 した.Fig.5は 膀 胱 癌 の悪 性 度(grade)別 に

lowgradeとhighgradeの2群 に 分 け て 比 較 した

もの で あ る.対 象 群 と1owgrade群 のADCC活

性 の 間 に は差 を 認 め な いが,lowgrade群 とhigh

gradc群 との 間 で は 明 らか な差 を も ってhighgradc

群 の方 が 低 下 して い た,Fig.6は 癌 の 深達 度(stage)

別に 比 較 した もの で,こ の場 合は 対 照 群,10wstage

群,つ い でhighstage群 の順 にADCC活 性 は低

下 す る傾 向 が 認 め られ,こ れ ら3者 の 閥に は それ ぞ れ

有 意 差 が 示 され た.

2)SpccificADCC活 性

Fig。7,Table3は 患 者 尿 抽 出物 と抗 腫 瘍 家 兎 血 清

とが 反 応 を示 さ なか った(沈 降 線 を作 ら なか った)13

症 例 に 関 す るspccificADCC活 性 を 示 す,こ こ で

伽 群 はtumorextractで 処理 しな いSR.BCplate

に リンパ球のみ作用させたもの,⑧ 群はSRBCplate

にtumorextractを コーティングし,こ れに リンパ

球を反応させたもの,◎ 群は⑧群に自己血清を添加し

たもの,⑧ 群は③群に抗腫瘍家兎血清を添加した場合

を示す.④ 群,③ 群にはまったく抗体が存在しないた

めこの場合のplaqueformationrate(%)はADCC

活性 とは考えられないが,比 較の意味で記載した.そ

の結果は◎群の自己血清 を添加した場合に比して⑪

群の抗腫瘍家兎血清を添加した場合の方が若干高い

ADCC活 性を示 したが,有 意差は認め られなかっ

た.つ ぎにFig.8.Table3は 沈降線を認めた10症

例のspecificADCC活 性を示す.こ の場合,◎ 群,

す なわち自己血清のみ添加した群のADCC活 性は

9.29±2.36で 前述の沈降線 を作 らなかった場 合の

ADCC活 性5.26±1.38よ り明らかに高い値を示し

ている.し かし肉己血清に加えて抗腫瘍家兎血清を添

加 した場合のADCC活 性は17.9±2.34と 極めて高

い値を示 した.一 方,膀 胱癌以外の悪性疾患(陰 茎

癌,前 立腺癌,腎 癌)に て入院中 の患者末梢血 よ り

それぞれリンパ球 を分離 し,今 回 の方法に 準じて

ADCC活 性 を測定した(こ の場合のtumorextract

もこれまでと同じ膀胱癌より得たもの を使用 した).

その結果はFig・9に 示すとお り ④～⑪ 群いず れか
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Tablc3.SpecificADCC活 性 の 一 覧 表

(%.M±SD)

一 ・ A B C D

Controlsubject510

Bladdercarcinoma

precipitinbandpositivea)10

precipitinbandnegativeb)13

0thermalignantdiseases6

5.96±1566.24±1.636,23±1.075,78±0.85

4.45±1.22

4.30±O,92

3.38±058

4.80±2.85

3.86±O,98

3.57±O.50

9,29±2.36c)17,90±2.34d)

5.26±1.38630±2.34

3.51±O.613.65±O.36

colurnnASR8C十Lymphocytes

BSRBC十Tu.ExtraGt十Lymphocytes

CSRBC十Tu,Extract十autologousserurn十Lymphocytes

DSRBC十Tu,Extract十anti-turnorextractrabbitserum

a),b)Ouchterlonygeldiffusionassay,antトtumorextractrabbitserumandurinefrompatients

withbladdercarcinoma

c).d)SignificancewasdeterminedbyStudenVst-testc)O.OO1<P<O.01,d)P<O.OO1

%

20

15

10

5

:

o

T
(9

0

囚
NSB

*** C

***** NS Dl

*OO2〈PくO.05

**OOO1<P〈OO1

***Pく00()1

0

●

3
●

T
O

A

●

●

3

o

:
●9

十
}

o

●

●

C

』

8

ピ

●

B D

SRBCSRBCSRBCSRBC

+Lymph+TuExt+Tu.Ext.+TuExt

十Lymph十autolegou5scrum十antl5erum

十Lymph十Lym:h

Fig.7.陰{生 群(13例)に お け るspcciflcADCC活 性

においても明らかな反応は認められなかった.

考 察

癌細胞は元来正常であった細胞が何らかの要因で変

化したものであ り,し たが って癌細胞には,そ の細胞

の母体とも言える元の臓器に由来する組織特有の抗原

性に加えて癌化したことにより新たに別の抗原性が出

現すると考えられている.こ れ.までの動物実験におい

てはいわゆる癌細胞由来の特異抗原の検出,存 在に関

して報告されている彗噌り 一方,ヒ ト癌の場合も癌抗原
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の存在に関しては認められつつも,その,検 出証明は極

めて困難である.す なわ ち動物実験におけるごとく

invivoの 実験がヒトでは不可能なため,一 般的には

invitreの 手法を用いて行われている.私 どもも膀胱

癌に関してLAIテ ス トやLMIテ ス トを試みて癌

組織抽出液中 の抗原性物質の検出結果を報告 して き

たbし かし,そ の検出率は低く非特異的反応が惹起

される可能性もあるため今回はまず癌組織抽出物に対

する抗血清を家兎を用いて作製し,こ れ と癌組織抽出

物との間における反応(ouchterlonygeldiffusion

assay)を 検討した.ま た同時に膀胱癌組織は常に尿

中に浸っているため尿中における癌細胞由来物質の存

在が考えられる,そ こでGozzoら3)の 方法に準 じて

尿中癌関連物質の検出を前述の抗血清との反応を利用

して試みた.そ の結果,検 索し得た23例 中10例(43.5

%)が 陽性,13例(56.5%)が 陰性であった.そ こで

陰性群,陽 性群につ いてspecificADCC活 性の測

定を試みた.ま ず陰性群の場合 は 自己血清を加 えて

も,家 兎抗血清を加えても著明な反応は認められなか

った.し かし陽性群では自己血清を加えるとその反応

性は約2倍 に増巾され,さ らに家兎抗血清を加えると

約4倍 に増強された.す なわち,癌 抽出物と自己血清

中の抗体あるいは家兎抗血清中の抗体とが反応しこの

抗体のFc部 分とリンパ球のFcレ セプターとが結

合してADCC活 性が増加されたものと考えられる・

以上の結果より陰性群では自己血清を加えた場合でも

明らかなADCC活 性の増強が示され なかった点よ

り,(1)陰性群の癌組織由来無質の抗原性が極めて低い

可能性 と,(2)逆 に抗原性はあってもそれに対する宿主

の反応が弱いか,あ るいは障害され,結 果的に抗体産

生能が低下している可能性とが推測される.一 方,陽

性群の場合には抗原性は認められるが,ADCC活 性

において自己血清を加えた場合よりも家兎抗血清添加

時の方がより強い活性を示していた。したがって陽性

群も宿主の抗体産生能の低下あるいは抗体産生に対す

る障害,阻 止因子の存在が示唆される.以 上のように

陰性群,陽 性群いずれにおいても癌組織に対する抗体

産生は極めて低いものと考えられ,従 来より報告され

ている癌患者血清中の免疫反応阻害物質の存在が改め

て重要視される9・10).した がってinvitroに て強い

ADCC活 性が認められた場合でもirtvi.voに おいて

は必ず しもその結果とparallelな 結果が得られると

は限らない.し かし今回用いた手法を応用すれば,例

えば,家 兎抗血清を標識して膀胱内注入することによ

り腫瘍部分が標識される可能性がある.ま た外来患者

尿中の抗原性物質のスクリーニングテス トとしても利
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用され得るものと考えてい る.今 後さらに症例を重

ね,臨 床応用の可能性についても検討していく予定で

ある.

ま と め

1)膀 胱 癌 患 者30例 を対 象 にADCCassayお よび

spccificADCCassayを 試 み た.

2)ADCCassayはhighgrade群,highstagc

群 で低 下 す る傾 向に あ った.

3)SpecificADCCassayは 抗 腫 瘍 家 兎 血 清 と沈

降線 を描 く陽 性 群 では 明 らか な反 応 性 が 認 め られ,と

くに 家 兎抗 血 清 を加 えた 場 合 に 強 いADCC活 性 が 認

め られ た.し た が って 膀 胱 癌患 者 の抗 腫 瘍 性 抗 体 産 生

能 は著 し く低 下 して い る か,あ る い は抗 体 産 生 を 抑 制

す る 因子 の存 在 が 示 竣 され た.
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緑 膿 菌 にまで抗 菌 スペクトルを広げた第 三世 代 の
セフェム系抗 生 物 質 製 剤 。台糖 ファイザーから…

Cclk}bid""
嘘
愚

セ五 ム系抗生物質製剤

鞄 ラ恥【柳ド
注射用セフォペラゾンナトリウム〈略号:CPZ>、

■ セ フォビッドは 、 よ り広 い 抗 菌 スペ クトル を

もち、緑 膿 菌 、セラチア を含 む グラム 陰 性 菌i

およびグ ラム 陽 性 菌 に優 れた抗 菌 力 を示 曳1

■ 速 や か に高 い 血 中 濃 度 が 得 られ 、血 中 半 減 ち

期 も長 いた め 、1日2回 投 与 で 、良 好 な臨 床1'

効 果 が 期 待 で きる。

■ 腎 と肝 の2種 類 の 排 泄 経 路 を もつ た め、 腎

機 能 低 下 患 者 で も過 剰 蓄 積 をきた し難 い。

〔適応症〕
緑膿菌、プロテウス・ミラビリス、プロテウス・モルガニー、プロ'
テウス・ブルガリス、プロテウス・レットゲリー、クレブシェラ属、
セラチア属、大腸函、エンテロバクター属、シトロバクター属、

インフルエンザ菌、連鎖球菌属(腸球菌を除く)、肺炎球菌、
バクテロイデス属のうち、本粥感性菌による下記感染症
敗血症、蜂粟織炎、乳腺炎、リンパ管炎、気管支炎、気管
支拡張症の感染時、肺炎、慢性呼吸器疾患の二次感染、
肺化膿症、膿胸、胆管炎、胆嚢炎、胆濃瘍、腹膜炎、腎盃
腎炎、膀胱炎、尿道炎、前立腺炎、子宮付属器管、パルトリ
ン腺炎、子宮内感染、子宮誇結合織炎、髄膜炎

〔取り扱い上の注意〕
注 意一医師等の処方せん・指示により使用すること
貯 法:冷 所保存(15℃ 以下)

有効期間:検 定合格の翌月から2年。最終有効年月は外闘
に記戴。

規制区分:筋 注用添付溶解液一劇薬}

*使用上の注愈、用法・用還は製品添付文書をご参照くださいノ

科学を世界の向上のために
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