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尿路性器癌患者の細胞性免疫能に関する研究

第1報：PHAによる末梢リンパ球幼若化現象の基礎的検討

長崎大学医学部泌尿器科学教室（主任：近藤 厚教授）

       松 尾 栄 之 進

STUDIES ON CELL－MEDIATED IMMUNOCOMPLF．TENCE
     IN PATIENTS WITH UROGENITAL CANCER

I． ELEMENTARY INVESTIGATIONS ON P｝［IA INDUCED BLASTOID
    TRANSFORMATION OF PERIPHERAL LYMPHOCYTES

            Einoshin MATsuo

From the 1）ePaプtmentげbTrolOgp，，ぬ9α5α彪乙ini乙・6プ∫め86～iool qプiVedicine

      （Direetor： Prof． A． Kondo）， IV’agasak”i， ．raPan

  For the p～urp．ose of evaluating thサ． gell－mediated im皿unocompetence in patients with urogenital

cancer， observations of PHA induced blast6id transfor皿ations of peripheral lymphocytes were at－

tempted．

  In this report， close－and time－response of this phenomenon in lymphocytes of the healthy adults

and the effects ef addition of some kinds of sera on those resp． onses were investigated．

1． The effects of PHA－P concentrations．

  In the lymphocyte culture w’ith medium containing 200f6 ．AB－serum， O．1 ml of PHA－P diluted

to IO×， 100×， 400× and 800× with the medium was added and the blastoid transformations were

periodically observed．

  At the 2rd day of culture， the response was developed at the maximum level in each grou．p．

  The respenses were signiflcantly higher in 100× and 400 x concentration than in IO× or 800×

concentration of PHA－P．

2． The effec亡s of some kinds of sera added．

  In the lymphgcyte culture with medium containing 400× diluted PHA－P， the responses， at the

3rd day， were highest in addition of FCS and AB－serum， auto－serum were followed．

  The regponses were slightly higher in medium with inactivated sera than in those wi’th non－inac一

’ tivated sera． Hewever， there was no significant difference．

  Therefore， it is most adequate that the blastoid transformation is observed in the medium con－

taining with 100× or 400× diluted PHA－P and inactivated AB－serum at the 3rd day of culture．

緒 言

 Burnetの免疫学的監視説によれば，腫瘍は腫瘍特

異抗原を有しており，これが生体内で放出され，生体

はこれを認識し，おもにT－ce11を介した細胞性免疫

により腫瘍を拒絶する反応が起こるという．したがっ

て担癌患者の細胞性免疫能を把握することはその病像

を正確にとらえ，予後を判定するのに大きな助けとな

るであろう．

 1960年，Nowel11）によりPHA刺激によるリンパ

球の幼若化現象が報告されて以来，この現象に関する

数多くの報告が発表されている．非特異的mito含en

であるPHAはin vitroで選択的に末梢血中のT－ceH

を幼若化する．In vitroにおけるリンパ球の幼若化現
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象は免疫担当細胞が抗原に反応して免疫遂行細胞にな

る際の重要な分化の過程を再現するものであるといわ

れる．丁丁生体ではin vitroでのPHA反応が低下

するという多くの報告があり，この反応性の消長は免

疫担当細胞としてのリンパ球の機能を量的に表現する

1つの指標となりうると考えられている．

 著者はPHAによるリンパ球幼若化現象を用いて尿

路性器患者の細胞性免疫能を推定するために，まず基

礎的実験としてPHAによるリンパ球幼若化のdose－

and time－responseおよび種々の血清添加による影響

について検討を加えた．

材料と方法

 1．リンパ球の採取と培養

 健康男子成人（平均年齢28．5歳）よりそれぞれヘパ

リン加静脈血IOO mlを採血した．これを2倍に稀釈

し，20mlずつFicoll－Conray液15・mlに静かに重

層し，1，500rpm，35分間遠沈し， リンパ門司を採取

した2）．これを洗海用RPMI 1640で1 ，600 rpm，

1，200rpm，800 rpmと各IO分間ずつ洗回し，培養用

RPMI 1640 （streptomycin 100 r／ml， penicillin 100

u／ml含有）にて細胞数0．5×106／0・8 mlの浮遊液に

調i思した．なおこの浮遊液申のリンパ球のpurityは

90％以上，viabilityは100％であった．調整したリン

パ球浮遊液をガラス製培養用言試験管に0．8m王ずつ

入れ，各種血清O．2 rn1を加えた． Mitogenとして各

種濃度のPHAを0．1mlずつ加えた後，ゴム栓で密

栓し，37。Cふ卵器にてduplicatedに培養した．培養

はそれぞれ1，2，3，4日問おこない，培養終了2時間

前に3H－thymidine 5 ci／m mol（日本アイソトープ協

会）を2μci／tube加えた．

 2．血清

 添加血清はAB型血清（AB型成人男子3人の血清

を混合），自己血清，牛胎児血清（FCS）を56。G，30

分間加温して三二化し，それぞれO．2 mlを加え20％

となるようにした．このほかにAB型血清と自己血清

については補体の影響をみるために非働化しない血清

を添加したsampleを作製した．なお対照として血清

を全く加えないsampleも作製した．

 3． Mitogen

 PHA－P（Difco社製）をRPMI l 6405mlで溶解

し，同じ培養液で10倍，100倍，400倍，800倍に稀

釈し，その0．1mlを添加した．

 4．DNA合成能の測定
 森本ら4）のfilter disk法によって測定した．3H－

thymidine添加2時間後に各samplcを遠沈し，その

沈渣を直径24mmのfilter disk（Whatman 3’MM）

にのせ，乾燥後ビーカー内の10％TCA，5％TCA

にそれぞれ30分間ずつ浸し，その後エチルアルコール，

エチルエーテルに10分間ずつ浸した後乾燥させた．各

filterをcounting via1ビンに入れ， scintillator（tol－

uene 1，000 ml， DPO 5 g， Dimethyl POPOP 300 mg）

5mlを加え， liquid scintillation counter（A！oka社

製，1・SC 602）にて5分間その放射能活性（cpm）を

測定した．

結 果

 1．PHA添加濃度と幼若化反応の経時的変化

 PHA濃度を10倍，100倍，400倍，800倍，に非添

加の各群に作製し，それぞれの経時的変化をみると，

Fig．1のように1日目はほとんど反応を示さないが，

PHA非添加群を除き2日目より反応値は上昇し，10

倍添加9e 5，542．83±3，299．68 cpm，100倍添加群3，655．

33土1，610．93cpm，400倍添加群5，294．19土3，340．87

cpm，800倍添加群940・⑪0土783．87 cpmであっアこ．3

日目はさらに上昇し，10倍添加群5，941．33士1，877．14

cpm，100倍添加群1，2181・67土5，561．95 cpm，400倍

添加群ll，676．33±3，269．91 cpm，800倍添加群4，185．

83±1，444．57 cpmと最大値に達し／が，4日目には

反応は急速に低下し，10倍添加群4，497．83士2，704．95

cpm，100倍添加群971・33±640．64 cpm，400倍添加

CPM

14eoo

12coO

1eeoo

8000

60go

鮒oo

20C＞O

×10

i× 400

×800

×100

PHA （一）

24 48 72 96 HOURS

Fig． 1． PHA－dose and time response．
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Fig．2． P正工A－dose response after 72 hours of culture．

群2，207．50±2，725．05cpm，800倍添加群1，729．83土

1，525．23 cpmという結果であった．しかし， PHA非

添加群は時間の経過と関係なく，反応値は全く上昇し

なかった．

 3日目の反応値を各濃度別に比較するとFig．2の

ようlc IQo倍添加群は12，18L67±5，56L95 cpmと最

も高い反応値を示し，ついで400倍添加群のll，676．33

土3，269．91 cpm，五〇倍添加群の5，941・33士1，877・14

cpm，800倍添加． Q4，185．83±1，444．57 cpmであっ

た．このうち100倍と400倍添加群の反応値との間に

は有意差はなく，培養72時間目で観察した場合，0．5

±106／m1のり．ンパ球浮遊液に対するPHA－Pの至適

濃度は100～400倍と考えられる．

 2．各種血清および補体の影響

 PHA－P添加濃度be 400倍とし， AB型血清（AB－S），

自己血清（Aut・一S），牛胎児血清（FCS）を56。C，30

分間で非働化した後それぞれを20％添加した場合と血

清を添加しない場合のリンパ球の反応をFig．3に示

した．FSGの場合2日目より9，592・00±93．03 cpPe

と高い反応を示し，3日目は13，183．17士4，806．86cpm

と最大値に達し，4日目には3，835．33±3，563．17cpm

と低下した，これに対しAB－S， Auto－S添加群ではそ

れぞれ2日目は5，294．17±3，340，87cpm，2，026．83±

1，462．39cpm，3日目は 11，676．33土3，269．91 cpm，

10，279．17±3，520．30cpm，4日目は2，207．50±2，725．05

                  FCS（inact）
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Fig． 3． Effect of serum on PE［A induced blastoid

    transformation．

cpm，3，221．17土3，610．51 cprnでFCS添加群に比し

ゃや反応は低いが，経時的反応パターンはいずれも同

じであった，一方，血清非添加群では3日目に1，039．

67士624．05cpmとやや上昇したが全経過にわたりほ

とんど反応は認められなかった．

 またAB－S， Aut・一Sを非働化せず，補体活性をその

ままにして血清を添加した場合，それぞれ2日目は

4，072．17土1，599．57cpm， 2，500．33＝』1，356．03c pm， 3

日目は9，257．67土4，047．29cpm，6，172．17±2，546．03

cpm，4日目は1，546・83±1，491・64cpm，2，933・00±

2，982。76cpn1と反応値は低下の傾向にあるが強い抑

制はなかった．

考 察

 リンパ球の幼若化をおこすおもなmitogenのうち

PHA， concanavalin Aは胸腺由来細胞（T－cell）に，

dextran， trypsinは骨髄．由来細胞（B－cell）に， PWM

はT－cellとB－cellに作用するといわれている．著者

は尿路性器癌患者の細胞性免疫能を推定する目的で癌

免疫の主役を演じるといわれるT－cellの変動を検索

するためにPHAをmitogenとして選んだ．

 リンパ球の幼若化反応を評価するためにはおもに次

のような方法があげられる3）。（1）培養リンパ球の染

色標本を作製し，幼若化細胞の出現率を算定する方
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法．（2）3H－thymidineを加えてその核酸合成へのと

り込みをオートラジオグラフ法でみる．（3）同様に

3H－thymidineの核酸合成への取り込みを1iquid scin－

tillation counterによって計測する．著者はこのうち

最も客観的で簡便な評価法とされる（3）の方法を採用

し，filter disk法4）によって計測した．

 PHAによるリンパ球の幼若化反応を観察する際

先ず問題となるのはその至適添加量と観察時間の設定

である．森5）はDifc・社製のPHA・P（蛋白質と多糖

類を含むPHA－Mから多糖類を除いたもの）を5ml

に溶解し，それを100倍稀釈したものを0」皿1（15／

ug）添加し，72時問目に観察しtこ．著者もDifco社

製のPHA－Pを用い，10倍，100倍，400倍，800倍と

稀釈し，その0．1mlを添加して比較検討した結果，

培養72時聞目に100倍と400倍の濃度群で最も高い反

応値を示した．すなわち0．5×106／mlのリンパ球浮遊

液に対してはPHA濃度は必ずしも100倍は必要でな

く，400倍でも充分に反応しうると考えられる．Rigas

ら6）は高濃度のPHAを添加すると反応がかえって低

下すると述べ，その理由はPHA濃度に比して反応す

るリンパ球が少なくなるためであろうと指摘してい

る．

 PHAにより小リンパ球が二二化する過程について

は，形態学的にもまた生化学的にもかなり詳しく研究

されている．DNA合成の促進については， PHAが

リンパ球の細胞膜と結合レて24時間後にDNA合成

が開始され，48時間で増大しはじめ，72時間で最大と

なる．そして120時間目より次第に減少するという．

著者の実験においてもDNA合成は48時間で上昇しは

じめ，72時間で最大となった．しかし96時間目ではい

ずれも著しい低下を示した．本実験ではゴム栓による

閉鎖培養のために活機な代謝活性に対し，培養液の至

適pHが96時間まで維持できなくなり， DNA合成を

著しく阻害する結果となったためであろう．しかし培

養開始時のpHを7．0～7．2に調整しておけば72時間

まで二七なDNA合成は維持された．

 添加血清の濃度と種類については多くの研究がある

が，そのほとんどは血清を10～25％に添加することに

よりリンパ球の反応を充分に観察しうるとしている．

本実験においても血清を添加しない場合にはほとんど

反応を示さなかったが，血清添加によってはじめて著

明な反応がおこった．しかし血清中の栄養成分，抗

原，抗体，成長促進因子または抑制因子などリンパ球

幼若化反応に与える影響が大きいことを考慮する必要

がある，したがってこの検査に用いる血清はできるだ

け一定の活性化能を有するものが望ましい，Hughes

ら7）は健康者で自己血清を用いてリンパ球幼若化現象

を観察したが，この反応に影響を与えるような特定の

要因を証明することができなかったとしている．しか

し被験者が病的状態とか投薬申などの特別な条件にあ

る場合には自己血清のこの反応に及ぼす影響を無視す

ることはできない．著者は健康成入男子AB型血清3

入分を混合し，56。C，30分間で非働化し，一80。Cで

凍結保存したものを随時溶解して使用し，安定した結

果を得た．牛胎児血清のような異種血清ではそのlot

numbcrが異なると反応値が異なるという報告が多
い．

 Bergmanら8）は血漿代用剤添加によりその反応値

が高くなるのは，その成分である．dextran， glucose，

albuminによるものと考えた．また荒井ら9）は血清の

かわりに0．25％bovine serum albuminを加えるの

みでPHAによる反応は充分に高い値を示したと報告

している．

 大沢ら10）によれば，Boydは植物性赤血球凝集素に

対しIectinという名称を提唱したが，これに従えば

はPHAはPhaseolus刃ulgar玉s lectinと呼ばれ，普通

細胞毒性はないとされる．．補体の存在でPHAのリン

パ球に対する反応をみた本実験結果からAB型血清，

自己血清いずれの場合でも反応の抑制は著明でなかっ

た．Lectinの中にはRicinus communis Iectinのよ

うに細胞障害作用をもつものもあるが，PHAの場合

リンパ球に対する補体の影響は明らかでなかった．

結 語

 尿路性器癌患者の細胞性免疫能を測定する目的で

PHAによる末梢血リンパ球の幼若化反応を取り上げ，

まず健康成人6人を対象としてこの反応の基礎的検討

をおこなった．

 1．PHA－Pの添加濃度による影響

 20％AB型血清添加培養の場合， PHA－P lO倍，

100倍，400倍，800倍，各O．1 ml添加群の反応を経

時的に観察した．各群共に1日目は反応を示さず，2

日目より反応があらわれ，3日目で最高に達し，4日

目には著明に低下した．3日目の反応について各群を

比較すると，100倍と400倍の反応が最も高く，それ

ぞれ12，181．67±5，561。95 cpmおよびll，676．33±

3，269．91 cpmであっ．た．ついで10倍が5，94 L33±

1，877．14 cpm，800倍が4，185．83」＝1，444，57 cpmであ

った．以上よりPHA－Pの濃度はIOO～400倍が適当

であり，3日目の値を基準とするのがよいと考える．

 2．各種添加血清の影響

 400倍PHA－P添加培養の場合，非働化したAB型
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血清． iAB－S），．自己血清（Auto－S＞，牛胎児血湾（FCS）

を20％添加した各群について反応を経時的に観察し

た．各群共に反応の経時的変動は前記と全く同様であ

った．最も高い3日目の反応値について各群を比較す

ると，FCSが最：も高く13，183．17±：4，806．86 cpmで，

ついでAB－Sが11，676．33土3，269．91 cpm， Auto－Sが

10，279，17±3，520．30cpmであった．非働化しない

AB－S， Auto－Sを添加した場合には，非働化群に比し

て反応はやや低値を示したが，補体による強い抑制は

みられなかった．

 以上よりリンパ球培養における血清は非働化した

AB型血清を20％添加した場合がより安定した反応値

を示すと考えられる．

稿を終わるにあたり，御懇篤な御指導と御校閲を賜った教

室の近藤厚教授に心から感謝の意を表します．
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