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腎細胞癌患者の術後補助療法における

ヒトγ型インターフェロン投与の免疫学的検討

一Threecolorflowcytometryに よ る末 梢 血 リ ンパ 球 の 変 動 の 解 析 一
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   The antitumoral effects of interferon (IFN) against renal cell carcinomas (RCC) are considered 
to consist of a direct tumoricidal activity and an indirect action related to the host immune system. 
Monitoring to T lymphocytes is an immunological parameter to evaluate the antitumoral effects of 
IFN. To examine in detail the change of CD8 positive cells reported previously, we analyzed the 
change of the peripheral blood T lymphocyte subsets using three color flowcytometry during the 

period of  IFN-r administration. 
   We administered recombinant interferon gamma (rIFN-r) to the patients with renal cell can-

cer. Eighteen patients received a prophylactic injection of  rIFN-2,  (300x  104 units per week) after 
nephrectomy. Among them three patients developed distant metastases and one had local recur-
recence after the start of  rIF-r therapy. We evaluated the immunological change by measure-
ment of the peripheral blood lymphocyte subsets consisting of activated cytotoxic T lymphocytes 

(ACTL), activated suppressor T lymphocytes (ASTL), activated suppressor-inducer T lymphocytes 
(AITL), cytotoxic T lymphocytes (CTL), helper T lymphocytes (HTL), and suppressor-inducer 
T lymphocytes (SITL), from the start of  rIFN-r injection. We also estimated the natural killer 

(NK) activity by a cytolytic test at the same points. 
   NK activity consecutively increased throughout the period of administration of  rIEN-r. We 

found significant enhancement of ACTL at the sixth month  (P<0.05), ASTL at the third month 

 (P<0.01) and NK activity at the second week, the first month, the third month and the sixth month 
 (P<0.01) after the start of  I-UN-1 injection. We also found a significant decrease of CTL at 48 

hours  (P<0.01) and SITL at the second week, and the first month  (P<0.05) after the start of  rIEN-r 
injection. The ratio of ACTL/ASTL significantly increased six months later. Our findings suggest 
a partial relationship between the cytotoxic T lymphocytes and  IFN-r tumoricidal activity. 

                                                  (Acta  Urol. Jpn. 41:  85-92, 1995) 
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緒 言

インターフェロン(以 下IFNと 略す)の 抗腫瘍効

果を評価する免疫学的方法のひとつとして,リ ンパ球

表面抗原を認識する各種のモノクローナル抗体を使っ

て,細 胞性免疫の主体をなすTリ ソパ球サプセットを

測定 し,そ の変動を解析する手法が用いられている.

従来は2つ の異なるモノクローナル抗体で リンパ表面

抗原を評価するtwocolorflowcytometryま でが限

界であったが,最 近開発 されたthreecolorHowcy-

tometryl・2)を 用いることにより,Tリ ンパ球のより

詳細な解析が可能になった,今 回われわれはこの方法

を用いてIFNプ 投与前後における腎細胞癌患者の末

梢血中のTリ ンパ球サブセットの変動を調べ,腎 細胞

癌におけるIFN一 γ投与の意義について検討 したので

報告する.

対 象 と 方 法

症例は1991年4月 か ら1993年IO月 までのあいだに当

科において腎摘出術を施行 した,遠 隔転移を有さない

腎細胞癌症例18例 を対象とした(Table1)・ いずれの

症例も原発巣摘除ののち,手 術後の再発 ・転移の予防

目的にIFN-rの 投与をおこなった,年 齢は37歳 か ら

79歳,平 均年齢60歳,男 性12名,女 性6名,左 側発生

が6例,右 側は12例 であった.

術後2週 間を経過 し,全 身状態の回復を確認したの

ち,組 み換え型 ヒト7型IFN(イ ムノマックス⑫)の

投与を開始した。原則として300万 単位を週1回 筋肉

内に投与,3ヵ 月以上継続 し,最 高で術後2年 弱の補

助療法を行い,投 与開始後6ヵ 月間を今回の観察期間

と した.IFN-r投 与前 と,投 与48時 間後,2週 間

後,1ヵ 月後,3ヵ 月後,6ヵ 月後に患者末梢血を採

TableI.CharacteristicsofpatientstreatedwithIFN一 γ

No,Pt.SideGradeStage Ope. Duradon寧 Progriosis

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

且6

17

18

54M

79M

61M

59F

44M

60M

7且M

57M

44M

69F

42M

63M

75F

74M

37F

71F

52F

65M

L

R

L

R

R

L

L

R

R

R

L

R

R

R

R

R

L

R

G2

G2

Gl

Gl

G2

G且

Gl

Gl

Gl

G3

Gl

G2

Gl

G2

Gl

Gl

Gl

G2

pT2

pT3a

pT2

pT3a

pT3a

pT3a

pT2

pTl

pT3a

pT2

pT3a

pT3b

pT2

pT2

pT2

pT2

pT2

pT2

Nephrectomy

Nephrcct・my

Nephrectomy

Nephrect・my

Nephrcctomy

Nephrect・my

Nephrectomy

Partialnephrectomy

Nephrectomy

Nephrectomy

Nephrectomy

Ncphrectomy

Nephrectomy

Nephrectomy

Partialnephrectomy

Nephrectomy

Nephrectomy

Nephroureterect・my

2W

24M

24M

23M

27M

28M

24M

24M

14M

l7M

l5M

l2M

15M

13M

12M

8M

6M

6M

3MDeadofothercause

35MNED鱒

33MNED

33MNED

10MLivermeta.andLocalTec.

28MNED

28MNED

27MNED

且7MNED

且7MNED

l5MNED

lMLungmata.(multip且e)

3MLung(multiple)andregiona且LNmeta.

13MNED

ヨ2MNED

8MNED

6MNED

6MNED

申Du皿tion:durationwhi且eIFN 一γadministration

"串NED:noeviden㏄ofdisease

Table2.DefinitionofTlymphocytesubsetsdeterminedbythreecolorfiowcytometry

HLA-DRCD亘1b CD8 CD45RHLA-DRCD4

ASTL

CTL

ACTL

(+)

(一)

(+)

(+)

(一)

(一)

(+)

(+)

(+)

AITL

SITL

HTL

(+)

(+)

(一)

(+)

(一)

(一)

(+)

(+)

(+)

ASTLActivatedSuppressorTlymphoCytes

CTLCytotoxicT且ymphocytes

ACTL.Activatedcytotoxiclymphocytes

AITL:ActivatedSuppressor-inducerT

lymphocytes

SITL.Suppressor-inducerT且ymphocytes

HTLHelperTlymphocytes
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取 し,リ ンパ 球 分 析 を 行 った.対 象 症 例 の うち1例 は

IFN一 γ 投 与 開 始3ヵ 月 後 に 他 因 死 した た め3ヵ 月 後

ま での デ ータ しか え られ な か った が,残 る17例 に つ い

て は6ヵ 月 の観 察 を 遂 行 した.

分 析 に はBectonDickinson社 のLeuシ リー ズ

モ ノ ク ローナ ル 抗体 を 用 い た.患 者 全 血 に それ ぞ れ

3種 類 の モ ノ クロ ーナ ル 抗体 を加 え,fiowcytometry

を用 い て9,000個 ま で細 胞 解 析 を行 い,Tリ ソパ球 の

各 サ ブ セ ッ トに 存 在 す る リンパ 球 分 画 をFACScan

に て測 定 し,末 檎 血 リンパ 球 数 を 乗 じて絶 対 値 を算 出

した.検 討 した リソパ 球 サ ブ セ ッ トはACTL=活 性

化 細 胞 障害 性Tリ ソパ球,CTL,細 胞障 害 性Tリ ン

パ 球,ASTL.活 性 化 サ プ レ ッサ ーTリ ソ パ 球,

AITL:活 性 化 サ プ レ")サ ー イ ソ デ ュ ーサ ーTリ ンパ

球,SITL:サ プ レ ッサ ーイ ンデ ュ ーサ ーTリ ソパ球,

HTL:ヘ ルパ ーTリ ソパ 球 の6項 目で あ る(Tablc

2).ま た 別 にtargetcellと して ヒ ト白血病 由 来 の

K562cellIineを 用 い て51Cr放 出 を 測 定 した 細 胞

傷 害 試 験 を 行 い,naturalkiller(NK)活 性 値 を求

め た.

以上6つ のTリ ンパ球 サ ブ セ ッ トとNK活 性 とに

つ い て,IFN一 γ 投 与 前 と投 与 後 の各 時点 に お い て 比

較検 討 を行 った.分 析 には ノ ンパ ラ メ トリ ッ ク統 計 学

的 手 法 と してWilcoxon検 定 を用 い た.

結 果

】)Tリ ソパ 球 サ ブセ ッ トの変 動

まず 従来 のs三nglecolor分 析 に 準 じて,CD4陽

性 細 胞,CD8陽 性 細 胞 の 変動 を 調 べ た(Fig・1)・

CD4+細 胞 は お おむ ね 低下 を示 し,投 与 前866±274

/mm3か ら投 与2週 間 後 に は748±236/mm3と 有意

な低 下 を認 め た(P<O.05).ま たCD8÷ 細 胞 は投 与

前384±173/mm3か ら投 与開 始48時 間 褒 は282±206

/mm3と 有 意 な低 下 を示 した もの の,そ の後 は 上 昇 に

転 じ,投 与6ヵ 月後 に は481±260/mm3と 増 加 を示

した,

次 にthreecolor分 析 を用 いて 測 定 した 各 サ ブ セ ッ

トに つ い てIFN一 γ投 与 前 と の比 較 を 試 み た(Fig.

2).CTL,ACTLは と もに投 与 開 始 直 後 に は若 干 低

下 し,そ の の ち は上 昇 す る とい っ た共 通 の 傾 向 を示 し

た.特 にcTLは 投 与 前203±ll8/mm3か ら投 与48

時 間 後 は127±86/mm3へ と有 意 な低 下(P<O.ol)

を,ACTLは 投 与 前126±68/mm3か ら投 与6ヵ 月

後 は171±103/mm3と 有意 な増 加(P<o・05)を 認 め

た.サ プ レ ッサ ー系 統 につ いて はASTLが 投 与 前55

±31/mm3か ら投 与1ヵ 月後 は89±52/mm3と 有 意

87

な増 加(P<0.Ol)を 示 したが,SITLは 投 与 前391

±139/mm3か ら投 与2週 間 後 は332士144/mm3,1カ

月 後 は307±137/mm3と む しろ有 意 な 減 少 を認 め た

(p<0.05).AITL,HTLに つ い ては 有 意 な 変 動 はみ

られ なか った.ま たACTL/ASTL比 を と って変 動

を み てみ る と,投 与前 の2.72±1.55に 比 べ て,投 与

6ヵ 月 目には6.32±8,55と 有 意 な増 加 を 認 め た(Fig.

3).

2)NK活 性 の変 動(Fig.4)

IFN投 与 開 始 後一 貫 してNK活 性 値 は上 昇傾 向

を 示 した,投 与 前(8.8±6.1%)に 対 し,投 与2週 間

後(16.8±13.O%),1ヵ 月 後(19.8±11.5%),3カ

月(23.2±12.4%),6ヵ 月 後(26.0±21.O%)と 有

意 に上 昇 して い た(pく0.Ol).

3)再 発 転移 例 に つ い て

今回 対 象 と した18例 中,再 発 転 移 を 認 め た のは3例,

うち観 察 期 間 内 に転 移 を 認 め た の は症 例12,13の2

例 で あ る。 観 察 期間 内を 過 ぎて投 与 開 始10カ 月後 に 再

発 転移 を認 め た 症例5も 含 め て,3例 に つ い て のTリ

ンパ 球 サ ブ セ ッ トお よびNK活 性 値 を示 す(Table3).

症 例5は 転移 発 生 直 前 ま でNK活 性 は上 昇 を続 け て

いた がASTL,AITLは と もに 低 値 を 続 け て い た.

症 例12に お い て も転移 発生 後 もNK活 性 は 上 昇 傾 向

を続 け た が,転 移 前 に はSITL,HTLお よびCTL

が低 下 傾 向 を示 して い た.症 例13に つ い て はACTL,

ASTLは 若 干 上 昇 をみ る もの の,転 移 発 生 後 もNK

活 性 は 漸 減 傾 向 を示 し,ま たHTL,CTLは 低 値 を

保 った まま で あ った.し か しなが ら3症 例 に共 通 した

一 定 の 傾 向 はみ られ な か った .

考 察

IFNの なか で も γはinvitroに おい て は ヒ ト癌

細 胞 に対 し細 胞 増殖 投 制 効 果 が α,β よ り優 れ て い

る と され3・4),invivoに お いて もNK活 性 の 増 強5),

マ ク ロフ ァ ー ジ の 活 性 化6),さ らにHLA-DR抗 原

の発 現 と合 成 を 促進 す る作 用7)を 有 して い る と報 告 さ

れ て い る.臨 床 的 に もIFN一 γは α や βに くらべ て 生

体 の 免疫 機 構 に 最 も強 く影 響 を与 え る こ とか ら,よ り

大 きな 抗腫 瘍 効 果 を もつ もの と期 待 され て い る.

IFNの 抗 腫 蕩 効 果 を判 定 す る免 疫 学 的手 法 と して,

リンパ球 サ ブ セ ッ トの 測定 が 行 わ れ て い る.従 来 は

リンパ 球 の表 面 抗 原 を 蛍 光 色 素 で標 識 した1種 類 の モ

ノク ロ ーナ ル抗 体 で認 識す るsinglecolorflowcyto-

metry分 析 が用 い られ て い た.そ の 分析 を 用 い た 報

告 で は,CD4+細 胞 の増 加8),CDI6+細 胞 の増 加9・lo)

あ るい はCD8+細 胞 の減 少 な らび にCD4/8比 の増
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Fig.1.ChangesofCD4+andCD8+cellsbeforeandafterthestartofIFN-7

加11-13)とい った報告 がみられるが,今 回のわれわれ

の検討 で嫁 綴)ダ 緩麹 はむ しろ低下を示 し,CD9÷

細胞は投与開始初期には低下を,長 期にわたっては増

加を示 していたことか ら,過 去の報蕾とはやや異なる

結果がえられた.

このようにsinglecolQr分 析ではまだ一定の見解

がえられていないこと嫁,ジ ソパ球の各サブセットだ

複数の抗原性をもつこと,た とえぽCD4+細 胞はヘ

ルパー丁細胞とインデューサーT細 胞の両者を,CD

8÷総麹ほ総麹障害性Tl網 胞とサプレッサー丁綴i鞄の雨

者を反映することから,singlecolor分 析ではTリ ン

パ球の蕉確な動態の麺握が困難であると考えられた.

近年のモノクローナル抗体の開発にも助けられ,2種

類 のモノクローナル抗体を組み合わせたtwocolor

flowcytOmetry演 を 用 いることで,従 来 のsingie

color分 析では分別できない抗原性の識別が可能にな

つた.IFN-y投 与援e末thNPt¥ン パ球のtwoceler

分析の検討は少ないが,腫 瘍浸潤 リンパ球についての

検討13)では,術 前投与されたIFN一 γでCD8陽 性細

飽が低下を示 したこと隷,サ ブシッサーτ総総の擁鰯

によるものと考えられている.他 方IFN一 α について

の検討では,腎 癌の増悪癒鶴にサブレッサー㌘編麹の

上昇と細胞障害性T細 胞 の抑制がみられたとする報

告14)が み られる,ま た宮本ら15)はCD8陽 性細胞が

躍演 投与後有意に上昇 していたことを示すとともに,

twocolor分 析 の結果サプレッサーT細 胞,細 胞障害

性丁細胞の爾老がともに上昇した結果であると報告 し

ている.

これらの事実なふまえつつ,わ れわれはより詳細な

Tリ ソパ球分析,す なわちCD4陽 性細胞,CD8陽
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Fig.2.ChangesofseveralTlymphocytesubsets,beforeandafterthestartofIFN一 γ

性細胞のなかでも現実に活性化状態で働いているサブ

セットの解析を目的とした.3種 類 目のモノクローナ

ル抗体としてHLA-DRを 掛 けあわせることでサプ

レ"1サ ーT細 胞,細 胞障害性T細 胞の活性化ユニット

の実数を測定することができるが,こ れはthreeco-

iorflowcytometryを 用いることではじめて可能にな

った.

今回の結果からは,細 胞障害性T細 胞は初期には低

下を示すものの,長 期には増加傾向をとることが示 さ

れた.こ のことはIFN一 γ のもつ細胞障害作用が比較

的長期に影響をおよぼすことを意味 しているとも考え

られる,し か しながら活性化状態でのサプレッサーT

細胞はIFN一 γ投与後有意な増加を示す一方,サ プレ

ッサーインデューサーT細 胞はむ しろ低下を,ま たヘ

ルパーT細 胞は特に変動を示 さなか ったことなど一様

には説 明のつかない現象が示され,IFN一 γの免疫学的
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作用におもにどのサブセットが関与しているかについ

ては一定の結論がえられなかった.た だACTLIAS-

TL比 を とってみてみると,IFN一 γ投与開始6ヵ 月

後には有意な増加を示 した(Fig.2)。 このことは活性

化細胞障害性T細 胞と活性化サプレッサーT細 胞の両

者の相対的な関係にIFN一 γが大きく関与 しているこ

とを示唆するものと思われる.恐 らくACTLの 増加

がASTLの それを上回るものと思われるが,そ の検

討については今後の課題である.

NK活 性 の検討においてはconventionalな 細胞

傷害性試験を今回用いた.わ れわれの検討では総 じて

NK活 性は一貫して有意な上昇を認めた ,invitro

またはinvivoに おいてNK活 性値は上昇を示す

という報告12・16)と共通するものの,今 回の対象症例の

なかでは,NK活 性 が高値を保ちながらも転移を起

こすに至 ったもの(case5)や,転 移発生後も上昇を

示 していたもの(casel2)な ど,抗 腫瘍効果の指標

としては疑わ しい結果も示 された.IFIN-r投 与 によ

ってもNK活 性は変動を示 さなかったとする報告8)

や,逆 にIFN一 α の投与量に平行する変動がみられた
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Table3. NKactivitiesandeachlymphocytesubsetinrecurrentand/ormetastaticcases,before

andafterthestartofIFN一 γ.

Case

No.Bef
ore

ACTL(/mm3) ASTL(/mm3) CTL(/mm3)

48H2WIM3M6MBefore48H2WIM3M6MBdbrc48H2WIM3M6M

514879126260275175

12271143230ND285338

1354376967NDlO2

4597

6925

4539

74504634

82ND且5685

106100NDIO5

189169120

23096155

412823

277298278

ND童56272

67ND81

Case

No.B
efore

AITL(/rnm3) SITL(/mm3) HTL(/mm3)

48H2WIM3M6MBdbre48H2WIM3M6MBefore48H2W且M3M6M

5

12

13

13629123221

664673ND95115

10355132ND60

315235

427376

911"

171337393213

287ND383492

7698NDlO9

581726298

578558367

217328168

614725535

ND472696

247ND238

Case
No,B
ef()re48H

NK(%)

2WIM3M6M

521.712.250354560

126.61.211NDl524

1310.68.9138.6ND6.5

NDindicatesnotdetermined

とする報告15)もあ り,わ れわれの週1回 投与は投与間

隔 ・投与量の点で適切であったかどうか疑問が残る.

IFNの 至適投与条件 についてはまだ確立 したものは

なく,わ れわれの検討においても今後の重要な課題の

ひとつであると考える.さ らにNK活 性 の分析方法

についても今回はプロトコールとして細胞傷害試験を

用いたが,今 後はCDI6陽 性細胞を対象としたサブ

セットの測定を行 うことにより,よ り正確なNK細

胞の把握が望ましいものと考えている.

以上多 くの課題を残すものの,NK活 性測定 およ

び リンパ球サブセット分析は,IFN-rの 抗腫瘍効果を

免疫学的に検討する方法として欠かせないものである

と思われる.今 後はより症例数を増やすことはもちろ

ん,threecolor分 析 などのより詳細な免疫学的手法

を用いることで,再 発転移の際の免疫動態を明らかに

することが必要であり,そ のことが治療指標の確立に

結び付 くものであると思われる.

結 語

腎摘除術を行った腎癌患者18例 に対 して予防的に

IFN一γを投与し,投 与前後 の末梢血 リンパ球サブセ

ットの変動について調べた.そ の結果IFNプ 投与前

後のTリ ソパ球の各サブセットについ ては有意な変

動はみられなか ったものの,活 性化細胞障害性T細 胞

(ACTL)/活 性化サプレッサーT細 胞(ASTL)比 は

投与開始6カ 月後に有意な増加を示 した.

腎細胞癌患者に対するIFN投 与 のモニタリングと

して,現 在NK活 性値の測定が簡便で且つ有用であ

るが,今 後 はthreecolorflowcytometryを 用 い た

よ り詳 細 な リンパ 球 解 析 が 必 要 に な る も の と思 わ れ

る.

本論文 の要 旨は第80回 ・第81回 日本泌尿器科学会 総会にお

いて発表 した.な お本稿を終 えるに あた り,threecolorflow-

cytometry測 定に関 して御 協力いただいた塩野義バィオ メデ

イカル ラボの諸 氏に深謝 いた します.
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