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 Soluble extracts were obtained from bladder carcinoma tissue treated with a 3M KCI

solution and prepared as a tumor associated antigen for the study of specific S．1． Twenty－

eight bladder carcinoma patients and 10 control subjects were selected for the study．

 The response was the strongest in the low stage group followed by the low grade group．

The high stage group gave the lowest response．

 The change in specific S．1． suggested that the response starts to decrease one month after

surgery in the cases of radical surgery and tends to disappear approximately after 6 months．

But， in the cases where radical surgery could not be performed， the response tended to

increase from 3 to 6 months after surgery．

 Since this method does not require high skill， it may be clinically valuable after improve－

ment of the antigen preparatio4 rnethod．

Key words： Bladder carcinoma， 3MKCI extract， Specific S． 1．

は じ め に

 癌に対する生体の免疫学的抵抗性はしばしば感染症

に対する防禦作用と対比して論議される．感染症の場

合は抗原としての細菌，ビールスが分離・同定可能で

あるが，ヒト癌の場合，その癌に特異的な抗原の存在

は想定されているものの癌抗原の分離・同定は現在の

ところ不可能である．したがって癌組織由来の抗原性

物質が含まれていると思われる抽出液を用いて三n

vitroにおける免疫学的反応を検出し，これをもって

癌に対する特異的免疫反応とする場合がほとんどであ

る1）．さらに抽出液の分画もなされつつあるがいまだ

cell type specificな癌特異抗原はヒトにおいては検

出されていない．したがって癌関連抗原（tumor

associated antigen， TAA）と呼ばれることが多い2）．

私どももこれまで膀胱癌組織より得たTAAを用い

て自血球粘着阻止テストや白血球遊走阻止テスFを検

討してきた3・4）． しかしこれらの方法はかなり複雑で

あり，日常の臨床に応用するにはさらに改良が望まれ

る．そこで今回は若干手技の簡単な方法を用いて膀胱

癌患者を対象としたTAAに対するリンパ球の反応

を検討し，若干の成績を得たので報告する．
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 D 対 象

 対象とした症例は手術目的にて入院した膀胱癌患者

28名で，男子25名，女子3名，その平均年齢は66．7歳

である．癌病変の組織学的所見はすべて移行上皮癌で

あり，癌の悪性度（grade）および深達度（stage）は

膀胱癌取り扱い規約にもとづいて判定した．また対照

群として重篤な合併症をともなわない10名の泌尿器科

良性疾患患者を選んだ．その平均年齢は63．4歳で，男

子8名，女子2名である．

 2）方 法

  a）Tumor Extractの作製

 Fig．1に示すとおり手術にて摘出された膀胱癌組

織より無菌的に3－59コ組織片を得る．これを培養

液RPMI 1640（Pc－G lo万単位／1・， sM loo mg／L

添加，Gibco Lab．）5－10 ml中にて細片化したのち

ホモジナイザー（Polytron， PT lo／35， Kinematica）

にかける．このホモジネートを滅菌ガーゼにて濾過し

たのち遠心分離（2009，5min．）し上清を捨て，沈澱

物に1－2m1のRPMI 1640， DNAse結晶を加え溶

解したのち3MKCIを添加してふたたび遠心分離iす

る．つぎに上清を採取しAmicon UM－10にて脱塩

ののち，超高速高慢分離にかけその上清を約10倍に濃

縮する（Amicon Mode152またはUM－10）．得ら

れたextractは濾過滅菌し（Sartorius， pore sizc

O．22μ）Lowryら5）の方法にて蛋白濃度を測定，使用

時まで一80℃にて保存した．

  b）Spcci丘。 S．1．の測定

 Fig．2に示すとおりヘパリン加末梢血10 mlより

ファイバーカラム法にてリンパ球を分離し，培養液

RPMI 1640にて3回洗浄したのち細胞数を1×106

cells／mlに調整，これにあらかじめ至適濃度を測定し

ておいたtumor extract loo Pt9／mlと非働化fetal

palf serumを20％の割で加え37℃，5％CO2下で

48時間培養し，3H－thymidine 1μc／mlを加え，さら

に24時間培養したのちリンパ球のDNAへの3H－

thymidineの取り込み（cpm）を液体シンチレーシ

ョンカウンター（Nuclear Chicago， Mark ll ）にて

測定した．いっぽう，tumor extractを添加しない場

合の取り込み（cpm）も同時に測定しFig．2の計算

式にてstimulation index（S．1．）を算出し，これを

speci丘。 S．1．とした．

結 果

1）tumor extractの至適濃度

   material

    ，
   minced in RPMI’1640 （5－10mD

    ，
   hornegenized with warning blender， 30 rnin， room temp．

    ，
   filtrated with gauze

    ，
   centrifuged at 200g， 5 min

。。pt／謎t

    ，
   resuspended in 1－2ml of RPMI－1640

    t／ DNAse crystal

   3M－KCI
PP，／島，

    ，
   desulting （diatysed by Amicon UMIO）

    ，
   centrifuged at 40，000g， 15min， 4℃
ppt “／1 jpt

    ，
   concentrated with Amicon UM 10

    ，
   sterilized by millipere fiiter （O，22”）

    ，
   determination of prot． conc．

    ‘
   freezed at 一80℃

  Fig． 1． Procedure of tumor extracts

Heparinized peripheral blood 10ml

        i

    Fiber Column technique
        l
         Washed by Eagle MEM
           3 times

    Lymphecytes 1×106／ml

鴨斗一一
      48hrs， 37℃， 5％CO2

        1！・晒一酬

      24hrs， 37℃， 5％CO2
        t

    Liquid Scintillation Counter （cpm）
        s

      cpm present Tumor Ext．
Specific－Sl＝
      cpm absent Tumor ExL

 Fig． 2． Measurement of specific S．1．

 本実験系における至適なtumor extract濃度を求

める目的で患者群7名より得られたリンパ球に1μg－

1，000 ptg（蛋白濃度）のtumor extractを加えた場

合のspecific S．1．を算出したところFig．3に示す

ごとく100μg添加時にもつ．とも高いspecific S．1．

が得られたのでtumor extractの添加量は100μ9
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specMc S． t．

 （n＝7）

（M±SD）

3．0

2．0

1．0

o
                 lpg 5ptg 10”g 50pg 100”g 500pg IOOO”g

Fig．3。 Responsiveness of ly皿phocytes in various concentrations 6f tu血or extracts

specific S． 1．

3．0

2．5

2．0

1．5

1．O

O，5

o

．

．

．

．

：

．

．

：

榊
．

．

”

．

一一

．

．

一一

t“

．

（n翼15）      （n＝；13）

     t， O．1804， NS

             O， 1 II．［（l

                 Grade

Fig． 4． Comparison of specific S．1． between

       low and・ high grade groups

specific S． L

3．5

3．0

2．5

2．0

1．5

1．0

O．5

o

． 3．9

駕

．

．

．

．

．

． ．

．

．

．

一ee

e一

．

ee

．

．

一e

一一

e一

．

（n＝18） （n＝10）

 to 1．9772， O．05〈P〈O．10

           pTo 一一 pT2 pT3a一・ pT4

                Stage

Fig． 5． Comparison of specific S．1． between

       low and high stage groups



524 泌尿紀要 29巻 5号 1983年

とし以下の実験をおこなった．

 2）対照群と患者群のspecific SJ・の比較

 まず対照群lo名と患者群28名のspecific s．1．をみ

ると，前者では1．22±0．33であるのに対して後者では

1．55±0．87と患者群においてspeci丘。 S．1．の上昇傾

向が認められる。しかし推計学的にはとくに差を認め

なかった．

 つぎに患者群を癌の悪性度および深達度により2群

にわけて比較検討した．Fig．4は悪性度の別に検討

したものでgradc O，1群のspec茄。 S．1，は1．57

±0．75で，grade ll，一群は1．51±0．95であり，この両

者間ではなんら差を認めない．同様に癌の深達度別に

みるとFig．5に示すとおり，stage pTO－pT2群では

1．77±0．95，stage pT3－pT4群は1．15±0．29と 10w

stage群に比してhigh stage群で低下する傾向が認

められた．しかし推計学的には有意の差は得られなか

った．そこでspecific S．1．2．0以上の症例を陽性例と

した場合の各群における陽性率を求めたところ，対照

群は0／10 （o％），low grade群4／15 （26．7％），

high grade群2／13 （15．4％），10w stagc群6／18

（33．3％），high stage群0／10（O％）であうた．し

たがってlow stage群がもっとも高い陽性率を示し，

10w grade群がこれについでいる結果であった．

Table 1は以上の結果をまとめたものである．

 3） 術後におけるspecific S・1・の変動

 Fig．6は膀胱全摘除術を施行した症例のうち，宿

主の免疫能に影響をおよぼすと考えられる薬剤の投与

をうけなかった症例ならびに放射線療法をうけなかっ

た時期の5症例を選びその術後におけるspeci丘。 S．1．

の経時的変動を示したものである．3症例は根治的に

摘除できた症例（根治群，実線で示す）で，そのほか

の2症例は高度深達癌のため根治的摘除が不能であっ

た症例（非根治群，破線で示す）である．術後追跡期

間は8ヵ月～13ヵ月間であったが，その後も調査はつ

づけている．根治群のspeci丘。 S．1．は手術直後には

低値であるが，創部が治癒し手術侵襲の影響が消える

術後1ヵ月目ころには3症例ともにあきらかなspeci一

睡cS．1．の上昇を示し，3ヵ月～6ヵ月目には逆に徐

々に低下する傾向が示された，そして6ヵ月以降は低

下したままで大ぎな変化は示さなかった．いっぽう，

非根治群は前者とは異なり術後1ヵ月目では若干低下

するが，そののち徐々に上昇し6ヵ月目ころより横ば

い状態となる傾向であった．このように根治群と非根

治群とではあきらかに術後のspecific S．しの変動パ

ターンに差異が認められた．

Table 1． Summary of specific S．1． in control

     subjects and patients with bladder

     carcmoma

n M±SD to signif．’

ControT 10 1．22±O．33

Low grade 15 1．57±O．75 1．3926 O．25〈P〈O．50

High grade 13 1．51土0．95 0．9347 NS

Low stage 18  1．77±0．95 1．7428 0．05くPく0．10

High stage 10 1．15±O，29 O．4954 NS
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incubation

time （hrs） 50 ptglm1 100”g／ml 500 pg／ml 1000 pg／ml

Contro1 20 92．4±3．1 90．3±3．6 86．8±4，2 49．2±6．1

（N＝5） 48 87．7±4．3 85．6±3．7 76．5±3．8 36．3±7．6

Bladder ca． 20 92．6±3．3 91．5±4．3 85．2±3．9 48．7±5．8

（N＝5） 48 88．2±4．0 85．3±3．4 73．2±4．6 32．6±4．9 C％）

       考     察

1）実験方法に関する考察

 私どもはこれまで膀胱癌組織の粗抽出液を癌抗原含

有抽出液として用いて，白血球遊走阻止テスト，白血

球粘着阻止テスFをおこなってきた3）．しかしこの場

合は多くの混入物の存在が大きな問題となり培養白血

球，リンパ球があきらかな反応を示しても，それが癌

由来の物質による反応なのか，混入物による異物反応

なのかをあきら．かに判別することは困難である．そこ

で，今回は癌関連抗原の抽出法として広く用いられて

いる方法に準じて3MKG1抽出液を得て， これを

TAAとして用いた．また今回の実験におけるTAA

の至適濃度は100μgであったが，添加濃度を変えた

場合のリンパ球のviabilityをトリパンブルー色素排

泄テス1・で検討するとTablc 2に示すとおり50μg／

ml，100μg／m1添加の場合20時間培養ではいずれも90

％以上の生存率を示しているが500μg／mlでは85－86

％に減少し，さらに1，000μg／mlでは50％以下にな

る・48時聞の培養でも50μ9／ml，100 Ptg／mlの場合

はともに85％以上の生存率であるが500μ9／m1，1，000

μg／mlではあき「らかにviabilityの低下がみられる．

したがって本実験論ではもっとも有効な濃度でかつ細

胞障害性の少ない100μgを選んで用いた．

 2） 対照群の反応について

 対照群として選んだ症例は泌尿器科的良性疾患であ

る．既報にて報告したとおり良性疾患患者の非特異的

マイトーゲンに対する反応は膀胱癌患者群に比してあ

きらかに高い値を示したが6）今回の膀胱癌組織抽出液

に対する反応はきわめて低くユ．22±0．33であった．し

かし無反応でないのは組織適合抗原の作用と考えられ

る．この点に関しては3MKC1抽出液をカラムクP

マトグラフィーで画分し，各分画についての検討をお

こなっている．

 3）膀胱癌患者群の反応について

 前項で述べたように膀胱癌患者群の非特異的マイト

ーゲンに対する反応性は対照群に比してあきらかに低

下しているにもかかわらず，3MKC1抽出液に対して

は逆に対照群より高い反応を示したことは塗立生体内

を循環しているリンパ球が，あるいはそのほかの免疫

担当細胞が癌の存在をなんらかの形で認識している可

能性が示竣された．患者群の中でもIow stage群の

反応が高く，high stage群の反応が低かったことは

low stage群の宿主免疫担当細胞の抗原刺激に対する

反応性が充分に保持されており，かつ癌組織の抗原性

も存在したためであったと思われる．しかし，high

stage群では低い反応しか得られなかったことは生体

内での抗原刺激量が過剰であったためか，あるいは進

行癌患者血清中に存在するとされている各種の免疫抑

制物質の出現のため免疫担当細胞が生体内では充分に

反応できなかったものと判断される．同様な結果は膀

胱癌患者を対象とした白血球粘着阻止テスト，白血球

遊走阻止テストによっても得られている3）．以上のこ

とは術後における各個体のspeci丘。 S．1．の経時的変

化からも推測される．すなわち，low stage群で根治

的手術をおこないえた症例では癌抗原による刺激が消

失するのに伴なって徐々にspeci丘。 S．1．は低下する

が，根治的手術不能例では手術にて抗原量は著明に減

少するが消失しないため術後6ヵ月を経てもなお反応

性が認められる現象より，宿主の癌に対する免疫学的

反応の強さは癌の抗原量によって左右される面も有す

ると考えられる．しかし，癌の深達度と癌組織の大き

さとは必ずしも正の相関関係にあるとはいえず，最近

私どもは癌組織3MKCI抽出液により免疫した家兎

抗血清を用いた手法で，膀胱癌患者の尿中に遊離され

る抗原性の検出ならびに癌の悪性度と深達度との関連

性について分析中である7．以上，specific S．1．を用

いた膀胱癌患者の免疫学的解析を試みたが，本方法は

リンホカインを認識する白血球粘着阻止テストや白血

球遊走阻止テストに比してきわめて手技は安易である

利点を有する反面，直接反応をみるため反応の強さが

増幅されない欠点を有している．今後，抗原として用
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いる3MKC1抽出液の分析をさらに詳細におこない，

各分画による反応を検討してゆく予定である，

        ま  と  め

 D 膀胱癌患者28例，対照群10例について膀胱癌組

織3MKCI抽出液を抗原としたspe¢ific S．1．を検

討した．

 2）10w． stage群の反応性がもっとも高く，ついで

low grade群が高値を示し， high stage群はもっと

も低値であった．

 3）術後¢）speci丘。 S． しの変動をみると根治的手

術例では術後1ヵ月頃より反応性は低下しはじめ，6

ヵ月頃より消失する傾向にあったが，根治的手術不能

例では逆に3－6ヵ月後より上昇する傾向が認められた．

 4）本方法はそり手技が安易であり，抗原作製法ρ

改善が得られれば臨床的に応用するこ．とが可能と考え

られる．

本論文の要旨は第19回日本癌治療学会総会において発表

した．
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