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膀胱癌患者の非特異的細胞性免疫反応におよぼす

仔牛胸腺液性因子の影響について
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INFLUENCE OF BOVINE CALF THYMIC HUMORAL FACTOR 
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        OF BLADDER CARCINOMA PATIENTS
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   The thymus humoral factor (THF) was extracted from the bovine calf thymus, and its 

effect on the non-specific cellular immune response of 34 bladder carcinoma patients was 

studied using the modified micro-whole blood culture method. As a result, in the early 

stage of bladder carcinoma, the immuno-deficient state of the lymphocytes was restored 

under the influence of THF. in vitro, but in the terminal stage of bladder carcinoma, the 

effect of THF was not observed. This difference was clear between the low stage group and 

high stage group. This fact indicates that the accumulation of precursor T cells occurs in 

the peripheral blood of the patients of low stage bladder carcinoma, and THF is thought to 

be effective on T cell maturation. In the late stage of bladder carcinoma, disturbance of 

the production of immature T cells in the bone marrow is suspected.
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緒 　 　 　言

最近免疫学の発展に ともない,癌 な ど悪性腫瘍の発

生や増殖 に対す る担癌生体 の抵抗力 と免疫能,特 に細

胞性免疫能 とは密接 な関係 のあることが示 唆されて き

た.一 般 に担癌患者 の非特異的細胞性免疫能 は健康人

に比 して低下 している と報告 されている.膀 胱癌患者

において も同様の傾 向が示 されて お りD,さ らに担癌

患者免疫能の低下の要 因と して血清中に存在す る諸因

子,加 えて血 球側の因子 も検索 されているが,最 近胸

腺 由来の因子 も関与 してい ると考xら れるに至 った,

一・方
,胸 腺に つ い て は,胸 腺はT細 胞産 生の場 であ

り,T細 胞は細胞性免疫に重要な役割 りを果 た してい

ることが示唆 されて きた,即 ち臨床的には胸腺無形成

に ともな うDiGeorge症 候群であ り2),こ の疾患に

胸腺 を移植す ることに よ り,免 疫能の回復する例のあ

るこ とは よく知 られ ている.ま た生後 まもな く胸腺摘

除され た動物 の免疫能 は低下す るが,こ れに胸腺を挿

入 したmilliporediffusionchamberを 腹腔内移入

する ことに よ り,再 びその飼体 の免疫能の改善が認め

られた実験3)に よって,胸 腺か ら免疫能を上昇 させる

と考え られる体液性 因子が分泌 され ることが想定 され

た.こ の体液性 因子 につ いては種 々の報告4階')があ り,

最近ではその分子構造 の明 らかに なった もの もあ る色)

:嵜者は,細 胞性 免疫能に大 きな影 響を もつ と報告 され

てい るGoldseinら5)の 抽 出 したthymosinに 注 目

し,彼 らの方法 に準 じて仔 牛胸腺液性 因子(THE)

を抽出 して,研 究試料 と した.一 方,当 教室 では,n一
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Butyl　 n-hydroxybutyl　 uitrosaminc(BBN)を 経 口

的に 投与 して,ラ ッ トに膀 胱 癌 を 発 症 させ,癌 発 生前

にお け る胸腺 リ ンパ球 のconcanavalin　 A(Con　 A)

刺激 に 対す る応 答 能 の 低 下9),な らび にCon　 A添 加

に よ るそ の上 昇 を 見 出 して い る.本 論 文 は 上記 の 文 献

的考 察 と教 室 の業 績 に も とづ き,膀 胱 癌 患 者 の 末 梢血

リンパ球 に お よ ぼ すTHFの 影 響 を,リ ン ハ 球 の

ConAに 対 す る応答 能 を指 標 と して 追 求 し,癌 浸 潤

度 と末 梢血 液 中に お け るTHF感 受 性 リ ン パ球 と の

関連 性 に つ い て検 討 を 加 え た.

Tablc　 1.
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研究対象および方法

　 1.対 象症例

　 症例は大阪市立大学 医学部付属病院泌尿器科 を受診

した膀胱癌患者34例 で,男 子22例,女 子12例,平 均年

齢は66.　8歳 であ る.こ れ ら症例 の組織学的所見は全例

移行 上皮癌 で あ り,癌 の 浸潤度 の 判 定 はJewett・

Marshanの 分類iO)に従 った.即 ち粘膜内に とどまる

ものをstage　 O,粘 膜下組織 まで浸潤 した ものをsta-

geB,膀 胱筋 層の1/2に まで浸潤の及んでいな い も の

をstage　Al,膀 胱筋層1/2を こえて漫潤す る もの を

stage　B2,膀 胱周囲の脂肪組織 にま で 広 が る も のを

stage　C,リ ンパ節転移,遠 隔転移 を 有 す る もの を

stage　Dと 分類 した,ま た癌の 悪性度をBroaders

の分類11)に従 い,1～IVの4段 階に区分 した,対 象群

のstage別,　 grade別 の分布はTable　 1の 如 くで,

癌の悪性度 と浸潤度の分布 は相関す る傾向が うかがわ

れる,

　 また泌尿器科的良性疾患10例 を対照群 として用 いた

が,そ の うちわけはTable　 2に 示す通 りで平均年齢

64.　8rkで あ った.な お対照群 には臨床的に明 らか な免

疫不全症 と考え られ る症例,重 症感染症,お よびア レ

ルギー性疾患を有す るものは含 まれていない.ま た検

査試料 のサ ンプ リングは,放 射線療法中,制 癌剤 ある

いは免疫賦活剤な ど免疫能に影響を及ぼす薬剤 を服用

中の ものは除外 して行 なった.

　 2,仔 牛胸腺液性因子の抽出な らびに調整

　 4ヵ 月齢の仔牛よ り屠殺時に胸腺 を採取 し,Gold-

steinら5)の 方法 に準 じ,　Fig.1に 示す操作に よ り液

性因子を抽 出 した.即 ち傍胸腺 リンパ節,被 膜,脂 肪

組織お よび血管な どを除去 した後細切 し,そ の後重量

比で3倍 容の生理的食 塩水を加えてhomogenizeし,

homogcnateを3,000×G,20分 間遠沈後上清を採取

した.上 清は80℃,15分 間掩拝 しつ つ加熱 し,ガ ー

ゼを用 い て濾過 し,濾 液を4℃ に冷却 した.冷 却 し

た濾液に 一20℃,99%ア セ トン5倍 容を静かに加え,

Table　 2. Age,　 sex　 and　 diseasc　 of　 control

subjects.

No、　　Age　 　　Sex Disease

1　　　 56　 　　M

2.　 　 62　 　　F

3.　 　 59　 　　M

4.　 　 66　 　　M

5、 　　 69　 　　F

6,　 　 63　 　　M

7.　 　 71　 　　 F

8.　 　 65　 　　M

9,　 　 67　 　　F

10.　 　 70　 　　M

Lt,renal　 stone

Rt.renal　 stone

8.N.C.

B.P.H。

Cystitls

B.P.H.

Cystltis

Lt.ureteral　 stenosTs

Cystitis

B.P.H.

BσN.C.:81adder　 Neck　 Contracture

B,P.H.:Benign　 Prostatrc　 Hypertrophy

Mean　 age　 64.8　 y、o.

　 　 　 　 Thymus　 or　 splenic　 t;ssue　 sticed

　　　　　　↓晦_副_卿
　 　　 　 一
　 　　 　 ppt・　　　5up.

　 　　 　 　 　 　 ↓Hea・ ・80'C・15・h・
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　 　 　 　 　 　 　 ↓
　 　 　 　 　 　 　 Lyophilizat;en　 (Fraction　 five)

Fig.1。 　 Purification　 method　 for　 thymus　 and

　 　 　 　 splenic　 humoral　 factor.

1時 間4℃ にて静置 した.そ の後,4,000×G,15分

間遠沈 し,沈 澱 を採取 し乾燥 後,燐 酸緩衡液(O.1M,

pH　7.2)に 溶解 して,硫 酸ア ンモ ニウムで25%飽 和

溶液 とした.沈 澱 を除去後,さ らに上清に硫 酸ア ンモ

ニウムを加えて50%飽 和溶液 とな し,折 出 した沈澱 を
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採 取 した.こ の 沈澱 を 燐酸 緩 衡 液 に 溶 解 した 後,蒸 留

水 で 平 衡 化 したSephadcx　 G-25　 columnを 用 い て

脱 塩 し,Goidsteinら4)のFraction　 5に 相 当す る分

画 を分 離 し凍 結 乾 燥 した,そ の後,生 理 的食 塩 水 で稀

釈 し,蛋 自濃 度 を標 準 蛋 白bovinc　 serum　 albumin

を 使用 したLowry法12)を 用 い て測 定 し,　O・　45　Ptの

membrane　 filter(Sartorius)を 通 して 減菌 後,　 -

20℃ で 凍 結 保存 した.試 料 は 使 用時 ご とに融 解 して

用 いた.ま た4ヵ 月 齢 の仔 牛 よ り胸 腺 採取 時 に,同 一

仔 牛 よ り得 た 脾 臓 に 同様 の抽 出操 作 を 加 え て,脾 臓 抽

出 液(SHF)を 作 製 し,　THFと の 比 較 実験 に 供 し

た,

　 3,微 量 全 血 培 養 法

　 THFの 影 響 を検 索 す るた め,血 漿 成分 を除 去 し,

な らび に リ ンパ球分 離 培養 法 に近 い 環 境 を 作 る 目的 で

従 来 の 微量 全 血 培 養 法13)に,Fig。2に 示 す 如 く若 干

の 修正 を加 え た 方 法 を工 夫 した,即 ち,正 肘静 脈 よ り

ヘ パ リン(1,000　 P)加 末 梢 血10mlを 採血 し,2,000

　 Heparin;zed　 bb◎d,10剛t

　 　 　 1　　cent「lf"9・ti。n-2000r.　P『m'15∂

　　　量こ麟=福 …
　 　 　 　 　 UPP●r　 ono　 th;rd　 of　 sodimont　 　 　 　 　

轟dd;t「on　 of　 10%FCS　 RPMI　 1640　 to　 thG
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　 　 　 　 　 畠ddltion　 of　 10SC　FCS　 RPMI　 1640　 to　th●
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　 　 　 　 　 10%FCS　 RPM,1640

　　　　レ
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　 　 　 　 ↓
　 　 　 m6drum　 eheng●

　 　 　 　レ …A8…dd"d　 ln　each　t"be
　 　 　 24hr5,;n　 5瓢CO31ncubetOr.31C
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24hr5.　h　 596　CO21ncub&tor.37℃

　 　 　 　 ↓

　 　 　 Hervestlng

Fig,2.　 Modified　 micro・whole　 blood　 culture

　 　 　 　 method.

…c-・ 一(一 ×1。・-1・・)

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 THF:Thymus　 humoral　 fector

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 SHF:Splenic　 hurnoral　 factor

Fig.3.　 Formula　 calculating　 percent　 increase.

rpm;15分 間 遠 沈 し,血 漿 を 除 去 後,　 bu町coatな

らび に 赤血 球 層 の 上 都1/3を 採取 して,10%Fetal

Calf　 Serum(FCS)を 添加 した培 養 液RPMI　 1640

(Gibco　 Grand　 Island　 N.　Y.)を 遠 沈 前 末 梢血 と同

量 に な るま で加 え,さ らに2,000rpm,15分 間 遠 沈 し,

上 清 を 除 去 後,10%FCS加RPMI　 l640液 を 同 量

加 え,よ く混 和 して 血 球 浮 遊液 と した.ConA刺 激

に よる リンパ球 の応 答 能 を 検 討す る ため,3H-thymi-

dine(3H-TdR)の と りこみ を 指標 と して予 備 実 験 を

行 な い,前 述 の血 球 浮 遊 液 の至 適 量 が0.2mlで あ る

こ とを 確 め た の で,各tubeに0.2　 mlま で分 配 し,そ

れ に10%FCS加RPMI　 1640液 を0.8　 mま で加 え,

1、Omlと した.同 時 にTHFあ るい はSHFを 予 備

実 験 で 確 か め た 至 適 濃 度 で あ る10　 P91mlま で 加 え,

5%CO　 95%air　 incubator内 を37℃ に 保 ち,

24時 間 培 養 した.24時 間培 養 後,上 清 培 養液 を除 去 し

10%FCS加RPMI　 1640液 を新 し く同最 加 え て 培

地 交 換 を 行 な った,そ の 際 にCon　 Aを8μ9/mlま で

添 加 し,同 … 条 件下 で さ らに481時 間 培 養 した.な お 培

養終 了24時 間 前 に3H・TdR(Specific　 activity　 5　Ci/

mm・1)を1μCi/m1加 え 、 培 養終r後,各tubeに

蒸 留 水 を 加 え て 赤血 球 を 溶血 させ た 直 後,血 球 浮遊 液

をmillipore　 filter(pore　 size:1.2μ)で 減圧 濾 過

した.生 理 的 食 塩 水 で 培 養 管 に 付 着 した 細 胞 を 洗 浄

し,filter上 に 集 め,5%氷 冷 三 塩 化 酢 酸 で 酸 可溶 性

物 質 を 除 きfilterを 充 分 乾 燥 さ せ,　 counting　 vial

に 移 し,ド ー タ イ ト試 薬(PPO-POPOP-Toluene

solution)10　 mlま で 加 え て1iquid　 scintillation

counter(Nudear　 Chicago　 Mark　 II)に て 放 射 活

性 を 測 定 した.一 方,同 一 手 段 でTHFの か わ りに

生 理 的 食 塩 水10　 pl/mlを 加 え た も の を 同様 に培 養

し,3H-TdRの と りこみ(cpm)を 測定 して 対 照培

養 群 と し,THFの 効果 をFig.3に 示 す 如 く%in・

creaseと して 算 出 した.

実　験　成　績

　 1。 予 備 実験 成績

　 1)微 量 全血 培 養 法変 法 に おけ るCon　 Aの 至 適濃

度 　(Fig.4)

　 微量 全血 培 養 変法 に お い て ・THF濃 度 をioμ9/

mlと して 添 加 す るCon　 A濃 度 を,4,8,16,32,

64μg/mlと 変 化 させ る と,48時 間 培 養 後 のSH-TdR
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Fig.6.　 Optimum　 concentration　 of　 thymus

　 　 　 　 humoral　 factor　 in　 modified　 micro-

　 　 　 　 whole　 blood　 culture　 method.
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のと りこ み を み る に,Fig、4の 如 く,8μg/m1で

2,060±ll7cpmと 最大値を示 し,こ の濃度 に おい て

DNA合 成能が最 も高 いと思われた.し た がって以後

の実験に おいて は,Con　 Aを8μ9/ml添 加 し実験

を施行 した.

　2)至 適培養血球 浮遊液 量(Fig.5).

　本実験では,血 漿 ならびに赤血球成分を可及 的に除

200

沓量

肇

軍

ヨloo

墨
3

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 stege　 　 　
O～B1　 　　 82　　　　　 CρD　　　conヒrol　subjects響

　 　 　 n筥17　　　　　n=7　 　　　　　h=自O　　　　　n=10
　 　 　 　 1　　　　　　　　　　　　　　　■
　 　 　 　 　 8』dd●r　carclnems

　 　 　 　 　 P8ti●nts

Fig.7.　 Mitogenic　 effcct　 of　 thymus　 humoral

　 　 　 　 factor　 on　 lymphocytes　 obtained　 from

　 　 　 　 var三 〇us　 stages　 of　 patient　 with　 blad-

　 　 　 　 der　 carcinoma.

去するため微量全血培養法変法を施行 している.よ っ

て培養に供す る血球浮遊液 の至適量を,決 める必要が

ある.そ のため濃度を8μg/m1,　 THF濃 度を10μg

/m1に 設定 し,血 球浮遊液をo・1　m1か らo・5　m1に

変化 させた場合,Fig.5の 如 く0・2　mlに おいて最

大値 を とり,ま た処理操作 も容易 であったので,以 後

の実験 においては,血 球浮遊液量を0.2mlに 設定 し

施行 した.

　 3)THF至 適添加濃度(Fig.6)

　 本実験で用いたTHFは,　 Goldsteinら5)の い う

.Fraction　5と 相 当す ると考え られ るが,血 液 培養に

添加す る至適濃度をその蛋 白濃度で検討 した.結 果は



368 泌尿紀要　33巻 　 3号 　 1987年

Fig,6に 示す 如 く,　Con　 A　8μ9/ml血 球 浮遊 液 量

o.2　mlと して,　THFを5μ9/mlか ら最 大loo　 Pt9/

mlに 変 化 させ る と%increaseはTHFが10　 pt　g/

mlで 最 大 値 を 示 した た め,　 THFの 添 加 濃 度 をio

μg!m[と して実 験 を 施 行 した.

　 4)THFな らび にSHFのm三togen三c作 用
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　 膀 胱 癌 のstage別 にTHFお よびSHFの 非 特 異

的 リンパ球 刺激 作 用 を3H-TdRの と りこみ(cpm)

を指 標 と して示 す.THFに つ い て はFig.7の 如 く,

stage　 O.B,群 で は80±24　 cpm,　 B2群 で は98±48

cpm,　 C,　D群 で は80±24　 cpm,対 照 群 で は82±36

cpmと な り,　THFお よびCon　 A無 添 加 の 培 養群

に 比 し有 意 差 は認 め られ な か った.SHFの 非 特 異的

リ ンパ 球 刺激 作用 はFig.8に 示 す 如 く,対 照 群 で は

140±69　 cpm,膀 胱 癌 患 老 群 で は74±18　 cpmと それ

ぞ れ のSHFお よ びCon　 A無 添 加 培 養 群 と有 意差

は な く,THFお よびSHFに よる非 特 異 的 リンパ

球 刺 激 作 用 は な い と考 え られ た.

　 2.膀 胱 癌 患 者 未 梢 血 リン パ 球 のCon　 A応 答能

に お よぼすCon　 Aの 影 響

　 1)膀 胱 癌 患 者 群 と対 照 群 のCon　 A応 答 能 の比 較

　 THF添 加 に よ る 末 梢 血 リ ンパ 球 の 応 答 能 を3H・

TdRの と りこ み を 指 標 と して示 す と,対 照 群 で は

2,849±1,049　 cpmと ば ら つ き は あ る も の の高 値 を

示 した も の に 比 し,膀 胱 癌 患 者 群 で は1,466±953

cpmと 有 意 に 低 値 を 示 した.ま た癌 浸潤 度 別 にみ る

と,Fig.9の 如 く,　 stage　O-Bl群 で は1,979±788

cpm,　 B2群 で は991±199　 cprn,　C,　D群 で は955±

860cpmと な り,対 照 群 と 膀 胱 癌 患 者 各 群 と の間 に

は有 意 の差 が 認 め ら れ た.ま たO・B,群 に 比 し,B

群 お よびC,D群 は 有 意 に 低 下 して い た が,　B,群 と

C,D群 の 間 に 有 意 差 は 認 め られ な か った,一 一fJ,

grade別 にみ る とFig,　 IOの 如 く,　 grade　 I,　Hの
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low　 gradc群 で は1,505±425　 cpm　 gradc　 III,　IV

のhigh　 gradc群 で は1,479±1,001　 cpmと 対 照 群

の2,849±1　 ,049　cpmに 比 し,　low　 grade.　 high　 gra-

de両 群 とも有 意 に 低下 して いた が,】ow　 grade群 と

h;gh　grade群 との間 に 有 意 差 は なか った.上 記 の 結

果 は,膀 胱 癌 の進 展 に伴 い,末 梢 血 リンパ球 のCon　 A

応答 能 が低 下 す る こ とを 示 して い る.ま た,Con　 A

を加 え ないspontaneousな3H・TdRの と りこみ は

Fig.7の 如 く各 群 に 有 意 差 は な く大 き な 変 化 は 認 め

られ なか った 。

　 2)膀 胱 癌患 者 末 梢 血 リ ンパ 球 のConA応 答 能 に

お よぼすTHFの 影 響

　 (1)Stage別 の成 績

　 Fig.11の 如 く,対 照 群 で は2,800±1,130　 cpmで

あ るが,stage　 O-B1群 で は3,085±1,408　 cpm,　 B2群

で は1,017±328cpm,　 C,　D群 で は930±905　 cpm

で あ り,対 照 群,0-Bl群 に 比 し,　 B2群C,　 D群 で

は有 意 に低 値 を 示 した.ま た,対 照 群 と0-B旦 群 の 間,

B2群 とC,　 D群 の 間 に は そ れ ぞ れ 有意 差 は認 め られ

なか った.こ れ を%increascで 検討 す る と,　Fig.12

に示 す如 く,対 照 群 で は0±156%,0-B,群 で は

55.　6±28,0%,B2群 で は3.0±25.1%,　 C,　 D群 では

一〇.1±25.　2%の 値 を示 し,O-B,群 は 他 の 群 に比 し有

意 の上 昇 を示 した が,対 照 群,B2群,　 C,　D群 の問

に はそ れ ぞれ 有 意 差 は 認 め られ て い な い.即 ち,0-B1

群 で は,THF添 加 に よ り,末 梢 血 リンパ球 のCon
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A応 答 能 は有 意 に 上 昇 した と考 え られ た.

　 (2)Gradc別 の成 績

　 Fig.13の 如 く,　low　 gradc群 で は2,402±674

cpm,　 high　 gradc群 で は1,928±1,683　 cpmと な り,

low　 grade群 の 方 が 高 い傾 向 を 示 した が,両 群 の 間

に有 意 差 は認 め られ な か った,し か しこれ を,%in一
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Pく0.05

P《O,001

Table　 3.　 Infiuence　 of　 SHF　 treatment　 of　 Con

　 　 　 　 　 A・e・p・n・e・flymph・ ・yt・・fr・m　 　 　 　 　

bladder　 carcinoma　 patients　 and　 con-

　 　 　 　 　 troi　 subjects.

N●　　　SHF`+,　 　 SHF{一}　 　%Tncr●a5●　 　
c.o.m.　 　　 c.o.m.　 　 b》　SHFG

bladd●r　 corc■noma　 oatienrs

1　　　 」2薯4　　　　1020

2　　　　915　 　　　762

3辱9001900

4　 　　　腫283　 　　　薯3塾8

5　 　　 264　 　　　352

6　 　　　717　 　　　860

7　 　　　838　 　　　腫034

8　 　　2401　 　　 2831
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14.　 Effect　 of　 THF　 on　 Con　 A　 response　 of

　 　 lymphocytcs　 obtained　 from　 various

　 　 grades　 of　 patients　 with　 bladder　 carci-

　 　 noma.
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creaseで み る と,　Fig.14の 如 く,対 照 群 で は0±

lS.　6905で あ る の に 対 し,　low　 grade群 で は61.7±

27.3%,high　 grade群 で は19.7±35.6%で あ り,low

grade群 は他 の 群 に 比 し有意 の 上 昇 を 認め た が,対

M忠5D　 2η3土rl35　 2四9士9049　 -3.0ま9し 聾

照 群 とhigh　 grade群 と の間 に 有意 差 は 認 め ら れ な

か った.

　 (3)末 梢 血 リンパ球 のCon　 A応 答 能 に お よ ぼ す

SHFの 影 響

　 膀 胱 癌 患 者 群 お よ び 対 照 群 の 末 梢 血 リ ン パ 球 に

THFと 同様 の操 作 でSHFを 加 え,培 養 した.結

果 はFig.15の 如 く,対 照 群 で は2,773±1,135　 cpm

膀 胱 癌 患 者 群 で は1,192±638cpmで,そ れ ぞ れ の対

照 培 養 群 との 間 に 有 意 差 は な か った.こ れ を%in-

creaseで み る とTable　 3の 如 く,対 照 群 で は 一3±

ll.1%で,膀 胱癌 患 者 群 で は 一4.　9±16。1%と,や は

り有 意 差 は な か った.

考 察

　細 胞性免疫能 は,リ ンパ球を中心 と した生体防御反

応 と考え られ て お り,リ ンパ 球 も大別 して2種 類の

subpopulationに 分類 されてい る.そ の一 つ は 体液

性免疫反応に関与す るBone-Mar1'ow由 来細胞(B-

cell)で あ り,他 の一 つ は胸腺 由来細 胞(T-cell)で

ある.中 で もT-cellは,遅 延型過敏反応,腫 瘍免疫,

移 植免疫,自 己免疫疾患 などの密接な関連を有す るこ

は よく知 られてお り,ま たT・cellに も種 々のsubset

が存 在 しまたそれ ぞれ の荷な う役割の異な ることは現

在明 らかにな りつつある所であ る.一方,胸 腺が細胞性

免疫能に果 たす役割は,T-cell前 駆 細胞 をT・・cellへ

分化 させ,さ らに免疫適格細胞へ成熟 させ る作用 であ
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るこ とは最 近 の研 究 に よ り明 らか に され つ つ あ る.そ

の 作用 機作 と して,胸 腺 を 挿 入 したmillipore　 diffu-

sion　chamberを 腹 腔 内へ 移 入 す る こ とに よ り胸腺 摘

崩動 物 の免 疫 能 が 回 復 す る こ と3),胸 腺 上 皮 細 胞 に は

glucoproteinの 性 質 を 有す る 分 泌 穎 粒様 物 質 が あ り,

穎粒 様 物 質 を もつ 胸 腺 上皮 細 胞 出現 前 に は,胸 腺 内 に

お け る リンパ球 分 裂 像 の み られ な い こ と,出 現 後 上 皮

細胞 周 辺 に お いて リ ンパ球 分 裂像 が よ く認 め られ る こ

と「4),な どは胸 腺 液 性 因 子 の存 在 を示 唆 す る もの で あ

る.そ して実 際 に 仔 牛,胎 児15)の 胸 腺 を 用 いて 液 性 因

子 の抽 出 が試 み られ た.よ く知 られ て い る もの と して

は,Bachら{》 のthymic　 factor,　 Goldsteinら5)の

thymosin　 Gokdstein6)のthymopoietin,　 Trainin

ら7)のthymic　 humoral　 factorな どが あ る.

　 著者 は,Goldsteinら が報 告 したthymosinに つ

き,in　 vitroに お け る リンパ 球 に対 す る作 用 を 泌 尿 器

科 領域 の悪性 疾 患 の一 つ で あ る膀 胱 癌 患 者 の末 梢 血 リ

ソパ球 に つ い て検 討 した も の で あ る.胸 腺 液 性 因 子

は,現 在 の とこ ろ,T-cell前 駆 細胞 に 働 く と考 え ら

れ,thymosinのT-cell前 駆 細 胞 の分 化 成 熟 に 関 す

る作 用 を追 求 す る方 法 と して,分 離 リンパ球 に,mi-

togenと し てCon　 Aを 用 い る 方 法ls),　phytohe-

moagglutinin(PHA)を 用 い る 方 法,な ら び に

mixed　 lymphocyte　 culturc(MLC)を 用 い る 方

法 恥 な どが あ る.

　 著 老 は,比 較 的 手 技 が 容易 でか つ 再 現 性 の 高 い方 法

と して,微 量 全 血 培 養 法 に 注 目 し,さ らに 操 作 を 容易

に し,ま た 全 血 培 養 な が ら も リ ンパ球 分 離 培 養 に 近 い

培養 環 境 を作 成 す るた め,現 行 の微 量 全 血 培 養 法 に若

干 の修 正 を加 え た.即 ち,実 験 方 法 の項 で 既述 した如

く,ヘ パ リ ン化 した 全 血 を 遠心 分 離 し,THF活 性 が

存 在 す る と考 え られ る血 漿 分 画 を 除 去 した 後,buffy

c・atを 含 む 赤血 球層 上 部1/3を 採 取 した 培 養液 を加 え

て,さ らに 遠 沈 後,培 養 液 をか えて 血 球 浮 遊液 と した.

この操 作 に よ る 白血 球 の収 率 は69.6%か ら94.3%,平

均 す る と85.　5Eo(で あ っ た.こ の操 作 は 実験 系 に お い

て,で き るだ け 赤血 症 の影 響 を 除 去 し,リ ンパ球 の純

粋 培養 に近 づ け,か つ な るぺ く リンパ球 に与 え る機 械

的傷 害 を さけ,in　 vivoに 近 い リン パ 球 の反 応 動 態 を

捕 え よ うと意 図 した も ので あ る。 実 験 方 法 と し て は

Boyumらi9)の 開 発 した,　Ficoll。lsopaque比 重 遠 心

分離 法 は リンパ 球 単 独 のConA応 答 能 を検 討 す る

には 優 れ た もの と考 え られ るが,リ ンパ球 の洗 浄 回数

に よ りmitogenへ の 応答 能 が左 右 され る こ と2。),手

技 が 比 較 的繁 雑 で あ る こ とな どか ら,著 者 は微 量 全 血

培 養 法 を用 い た次 第 で あ る。 そ して この変 法 に よ り,
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僅かなが らも残存 してい ると思われる既存胸腺液性 因

子 も至適濃度 以下に稀釈 され,も はやT-cell前 駆細

胞へ の影響 は極めて少ない もの と考え られる.

　Con　 Aは,　 PHAが 成熟 したT-cellに よく作用

す るのに比 し,thymocyte,特 に末分化胸腺 リソパ球

に対 して,DNA合 成能の充進 を誘導す る といわれて

い る18・22).著者は,THFのT-cell前 駆細胞 か ら

T-cellへ の分化過程にお よぼす影響 を観察す るため,

Con　 Aを 用い,そ の応答能 の変遷 を検討 した.結 果

としては,膀 胱癌初期に あた るstage　 O・・B,群におい

てTHFの 効果 は明らか で,　Con　 A単 独刺激で対

照群 よ り有意 に低か った3H-TdRの と りこ み が,

THFを 添加する ことに より,対 照群 と有意差 のな く

な るまで上昇 した.こ れ を%increaseで み る と55.6

±26.0%と な り,他 の群に此 し有意 に 上昇 して い る

が,一 方,B2,　 C,　Dと 癌の浸潤度が進んで ゆ くに つ

れて,リ ンパ球 のCon　 A応 答能に対す るTHFの

効果は低 下 し,%increaseに おいて対照群 との差が

認 め られ ない.こ の ことか ら,中 森 の報告23)で認め ら

れた と同様に,膀 胱癌において も発癌早期か ら既に リ

ンパ球 の分化成熟過程が何 らかのfactorに よ り障害

され ていることが示唆 され る.ま た,ConA単 独刺

激に 対 す る リンパ球の応答能 も膀 胱 癌発症後低下 し

てい る ことは,遅 延型過敏反応,あ るいはPHAに

よる末梢血 リンパ球幼若 化能 などの細胞性免疫能のパ

ラメーターが担癌患者 では低 いこと24・25》とよく対応す

る と考 え られ る.一 方,膀 胱癌患者群のgrade別

Con　 A単 独刺激 に よ る応答能 は,10w　 gradc群 お

よびhigh　 grade群 と も対照群に 比 し,有 意 に低下

していたが,THF添 加 に よ り,　low　grade群 で は

対照群 と有意の差iがな くなるまで応答能が上昇 し,%

increaseに お いて も,他 の二群 と比 し,有 意 の上昇

が認め られた,こ の%oincreaseの 有意 の上昇は,癌

発症の比較的早期 にあたることを反映 してい ると考 え

られ る.

　同様の抽出操作 で 得たSHFは,膀 胱癌患者群 な

らびに対照群のいず れにお いて も,リ ンパ球のCon

A応 答能を上昇 させ ることは できなか った.Blank-

waterら の報告26)によれば,脾 臓な らびに肝臓 抽出因

子について,種 々の実験 の結果,特 に細胞性免疫 能へ

の影 響は認 め られ なか った とされてい る.以 上の成績

よ り,膀 胱癌 初期のTHFに よ る リンパ球のCon

A応 答能の上昇は 胸腺液性因子に 特異的な もの と考

えられ る.

　 また,牛 な どの異種動物か ら抽 出した液性因子 であ

っても,ヒ トリンパ球に対 し有効であ った ことは,こ
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の ホ ル モ ン作 用 が 種 を こえ て 発 現 され る こ とを 示 す も

の で,既 にそ れ を 示 唆 す る報 告 も27)見 られ る.

　Thymosinは,　 Goldsteinら に よ り抽 出 され た液

性 因子 で,Hoopcrら8)は,　 Fraction　 8ま で の 精製

法 を報 告 した.著 者 が 使 用 した液 性 因 子 に 相 当 す る と

想 定 さ れ るFraction　 5は,現 在 分 子 量1,000か ら

15,000の 数 種 のpolypcptideの 集 団 で あ る こ と が判

明 して お り,そ れ ぞ れ のpolpeptideの 生 理 活 性 は

現 在 検 索 中 で あ る が,そ の うち のthymosinは 上記

のthymosin活 性 を 備 え て い る と報 告 さ れ て い る

る32133).ま た,THFはT・cell前 駆 細 胞 のcAMP

量 を 増 加 させ る16・21)と され て い たが,cAMP量 の増

加 が み られ た とす る報 告28)も あ り,そ の生 化 学 的 作用

機 序 に つ い て は なお 検 討 を 要 す る と 考 え ら れ る.ま

た,そ の作 用 につ い て も,進 行癌 症 例 に有 効 で あ った

とす るSakaiら29)の 報 告,癌 の進 展度 と関 係 が な か

っ た とす るHardyら30)の 報 告 も見 られ るが,著 者 の

成 績 は,初 期 癌 に有 効 で あ った とす る 中森23)の 報 告 と

一 致 す る もの で あ る .ま た,in　 vivoの 成 績 に つ い て

は,遅 延 型過 敏反 応,リ ンパ 球 混 合 培養 試 験 な どい く

つ か の 免 疫 学 的 パ ラ メー タ ーに 効 果 が あ った とす る報

告 もみ られ,ま た,悪 性 腫 瘍 末 期 患 老 に使 用 し,う ち

1例 に 腫 瘍 の 縮 少 が見 られ た とす るConstanziら31'

の報 告 な ど も あ り,今 後 検 討 の 予 定 で あ る.即 ち,

THFに よ る リンパ 球 の 生理,生 化学 的 な変 化,特 に

表 面 抗 原 の 変 化 に 加 え,担 癌 動 物 で 細 胞 免 疫 を通 じて

抗 腫瘍 効 果 を 高 め うるのか,あ る いは 発 癌 抑 制 を誘 導

し うるか な ど の諸点 の検 討 が残 され て い る.ま た,胸

腺 液 性 因子 の分 子 構 造 が 明 らか と な り,今 後 は 合成 も

可 能 と思わ れ るの で,リ ンパ球 の分 化 に 対 す る作 用,

担癌 患 者 の早 期 診 断 に も応 用 さ れ る も の と期 待 さ れ

る.

結 語

　 1.胸 腺 液 性 因 子 を 抽 出 し,そ の担 癌 生 体 リンパ球

に お よぼす 影 響 を,膀 胱 癌患 者 を対 象 と して,ilt　 vi-

〃oに て検 討 した.

　 2.膀 胱 癌患 者 は,stage別 お よびgradc別 に 分

類 し,各 段 階 に お け るTHFの 影 響 を 観 察 した.

　 3.検 討 に は,従 来 の 徴 量 全血 培養 法 に若 干 の 修 正

を 加 え た独 自の方 法 が 有 用 で あ った.

　 4.膀 胱 癌 初期,11「1ち,stagc　 O-B,群 で は,他 の

群 に比 し,有 意 にTHFに よ る リ ンパ 球 のCon　 A

応 答 能 の 上 昇 を 認 め た,B2群 で は,　THFの 効 果 は

明 らか で な く,C,　 D群 に おい て は,全 く認 め られ な

か った.

　 5.Low　 grade群 では,　THFに よる リンパ球の

ConA応 答能は有意 に対照群に比 して上 昇 した が,

high　grade群 では変化が認め られなか った.

　 6.癌 発症 に よ り,患 者 リンパ球 のCon　 A応 答

能は低下す る.こ れ は 発癌早期 に,末 梢血中 にT-

cell前 駆細胞 の蓄積がお こ り,何 らかの機作に よ り,

T-cellへ の分化成熟が行 なわ れ難 くな る.こ の時期

にTHFを 添加 する と,そ の回復,即 ちT-cellへ

の分 化成熟 が誘導 され,ConAに 対す る応答能 もほ

とん ど正常に まで上昇す る ことが認め られた.進 行癌

の状態 では,THF添 加 に よる効果 のみ られ ないこと

か ら,骨 髄 におけ る末分化T-cellの 産生障害 も加わ

って いることが示唆 された.
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御指導,御 鞭燵を賜わった,本 学前学長木村英一名誉教授な
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