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Macrophage (M¢) has a very important role in host natural defence and tumor cell killing. Activated 

M¢ with tumor cytotoxicity can be induced by various lymphokines, such as interferon (IFN)-r, tumor 

necrosis factor (TNF），α，interleukin (IL)-2, IL-4, granulocyte macrophage-colony stimulating factor 

(GM-CSF), and macrophage-colony stimulating factor (M-CSF), but also by various bacterial products, 

such as lipopolysaccharide (LPS), Bacillus Calmette Guerin (BCG), corynebacterium parvum (C.p.), and 

muramyl-di-peptide (MDP）・ Althoughthe brain is considered as an“immunologically priviledged site", 
it has been demonstrated that in malignant brain tumors infiltration oflymphocytes or M¢ can be seen in 

tissue samples. This may suggest that immune surveilance exists in the brain. But the biological 

significance of infiltrative M¢ is unclear. 

The purpose of this study is to confirm the significant generation of activated Mヰwithcytotoxicity to 

glial tumor cells and to elucidate the cytotoxic mechanism associated with cellular interaction between 

effector M¢ and target cells. This is the first report on experimental analysis of cytotoxicity mediated by 

activated M¢ against glioma cells in mice 

The cytotoxicity mediated by murine peritoneal activated M¢ was examined against 3 kinds of 

murine glioma cell lines; VM-Glioma (spontaneously occurring astrocytoma of the VM  mouse ori♂n, 

H-2b), RSV-M (Schmitt-Ruppin Rous sarcoma virus-induced malignant glioma of the C3H/He mouse 

origin, H-2k), and 203-Glioma (methylcholantherene-induced ependymoblastoma of the C57BL/6 mouse 

origin, H-2b). Activated M¢ were obtained from peritoneal exudate cells of 4 strains of mice, C57 BL/6 

(H-2b), C3H/He (H-2k), DBA/2 (H-2rl), and BALB/c (H-2rl), following intraperitoneal i吋ectionof (1) 

LPS 200 μg, (2) BCG 200 μg, (3) C.p. 200 μg, (4) MDP 350 μg, and (5) IFN-r 103 units, 7 days prior to 
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20 hr 51Cr release-cytotoxicity assay. Of the various combination of mouse strains and activating agents 

tested, that of activated M¢ of the C3H/He mouse with induction by LPS had the most tumorcidal effect 

against the glioma cells, which was not MHC restricted. Although LPS-activated M¢ underwent marked 

loss of cytotoxicity within 24 hr following initiation of in vitro culture, this 20 hr pretreatment with IFN・7

or TNF-a inhibited this reduction in tumorcidal effects in a dose dependent fashion. It was found that 

there were M¢ supressive factors in the fetal calf serum (FCS) facilitating this reduction in tumorcidal 

effects, but prostaglandin E2 was not relevant to the rapid decrease in Cytotoxicity of activated M¢. On 

the other hand, 24 hr pretreatment of target cells with IFN・7did not increase their susceptibility to lysis by 

activated M¢. These findings suggest that although IFN-r augments the in vitro tumorcidal activation of 

恥1¢,it is unlikely that there is any influence of IFN-r on target sensitivity to lysis by M¢ 

The association between cell surface expression of adhesion molecules and M¢ cytotoxicity against 

glial tumor cells was investigated. It was first found that activated Mヰwithkilling activity to glioma cells 

expressed Mac-1 and inter cellular adhesion molecule (ICAM）ー1,but not lymphocyte function associated 

antigen (LFA）司1on the cell surface. Furthermore, it was noted that IFN rand TNF－αaugmented the ex-

pression of both恥iac-1and ICA恥1-1,but not LFA-1. All 3 glioma cell lines had no cell surface expression 

of these 3 adhesion molecules and did not show an enhancement of the expression after treatment with 

both cytokines. On the other hand, M¢ sensitive EL-4 (benzopyrene-induced thymoma of the C57BL/6 

mouse origin, H-2b) exhibited ICAM-1 and LFA・1on the cell surface, which was markedly augmented by 

IFN-r and TNF－α. Anti-LF A-1 antibodies blocked the tumorcidal activities mediated by M¢ against EL-

4, but not VM-Glioma. It was thus suggested that there may be significant relationship between cell sur-

face expression of LFA-1 and M¢ susceptibility in the EL-4 cell line, while the 3 glioma cell lines showed 

no interaction because of no expression of the molecules. 

It has been postulated that M¢ may require a longer time, more than 20 hours, to show a tumorcidal 

action in the in vitro cytotoxicity assay, compared to cytotoxic T lymphocytes and natural killer cells. 

Thus, in parallel to experiments used with 51Cr release-assay, 3H-TdR release-assay was also evaluated to 

play a significant role in M¢ cytotoxicity. Whereas ratios of spontaneous release to maximum release 

were over 30% in 20 hr 51Cr release-assay, those in 3H-TdR release-assay were less than 20%, even in a 

longer 40 hr release-assay. Furtheremore, actual cytotoxic values were significantly higher in the 3H-TdR 

release assay. Therefore, it was found that this 3H-TdR release-assay was much more useful in examin-

ing the cytotoxicity of M¢ against glioma cells. 

In conclusion, activated M¢ had an ability of in vitro killing activity against glioma cells, which was 

augmented its cytotoxicity by IFN-r and TNF－αAnd it was suggested that the cytotoxicity mediated by 

activated M¢ was related to the LFA-1/ICAM-1 interaction between tumor cells and activated M¢. 

はじめに

腫湯細胞に対して生体内における細胞性免疫に関与

するエフェクタ一機構の主な免疫担当細胞として，

(1) CTL （細胞傷害性T細胞）1l, (2) NK （ナチュラル

キラー）細胞2），あるいは（3)M¢ （マクロファー

ジ）明などがあげられる CTLやNK細胞と比較し

て M¢ に関する抗腫蕩傷害機構は不明な点が多い．

M¢ は通常，常在性 M¢ として組織中に存在し，種々

の刺激により活性化M¢になると，微生物やその他の

清掃処理作用のみならず，分泌作用，抗原提示作用，

殺菌作用，陸場細胞傷害作用，組織修復作用，骨の形

成と修復作用，脂質の代謝作用など多種多様の機能を

示し，生体の防御機構や恒常性の維持に重要な役割を

担う細胞群である事が明らかにされてきた5）.また，

従来より immunologicallypriviledged site6＞と言われた

脳内においても脳腫蕩の生物学的悪性度と関連してリ

ンパ球やM¢など単核球の浸潤が認められており，局

所性に免疫監視機構が働いている事が示唆されて

いる7,8）.しかしながら，脳局所に浸潤した単核球の
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単離およびその長期培養が容易でない理由から，脳に

おける活性化M¢の認識機構と腫蕩傷害機序は不明で

ある．

近年，悪性脳腫蕩を含め癌に対する養子免疫療法と

して LAK細胞， CTLなどが臨床応用されている

がト11），活性化 M¢ を用いた治療法に関する報告は

少なく 12），悪性脳腫蕩においてはまだ見当たらないよ

うである．そこで，我々は局所浸潤能を有した活性化

M¢ の抗麗蕩性に着目し，下記の3項目（第I部から

第E部）について基礎的検討を行い，脳腫蕩細胞に対

する活性化M¢の傷害活性の機序を解析した．即ち，

第I部では活性化M¢の至適誘導法およびグリオーマ

細胞に対する傷害活性能，第E部ではM¢の抗腫蕩活

性の発現機序と腫蕩細胞認識機構，そして第皿部では

活性化M¢の抗腫蕩活性の評価方法，について検討し

た．

最後に，活性化M¢の脳腫湯宿主に対する免疫療法

の展望とその治療上の問題点，あるいは脳局所に浸潤

した M¢ とmicrogliaの異同など M¢ の脳における免

疫生物学的役割について考察を加えて報告する．

研究材料および方法

1. 実験動物

6週令の正常雄 C57BL/6(H-2b), C3H/He (H 2k), 

DBA/2 (Hヂ），および BALB/c(H 2d）マウス（浜松

SLC Co. Japanより購入）を使用した．

2. 実験腫療

実験腫蕩は3種類のマウスグリオーマ株， VM-

Gli問 na(spontaneously occurring astrocytoma of the VM  

mouse origin, H-2b), 203-Glioma (methylcholantherene-

induced ependymoblastoma of the C57BL/6 mouse 

origin, H-2b），ならびに RSV-M(Schmitt-Ruppin 

Rous sarcoma virus induced malignant glioma of the 

C3H/He mouse origin, H-2k）を用いた．対照群として

M¢ 感受性の EL-4(benzopyrene-induced thymoma of 

the C57BL/6 mouse origin, H-2b），および M¢抵抗性の

P815 (methylchoranthrene-induced mastocytoma of the 

DBA/2 mouse origin, H-2d）を使用した．

グリオーマ細胞株の培養には10%非働化牛胎児血清

(FCS, fetal calf serum, GIBCO）添加 Dulbecco’s

modified essential medium (DMEM）培地（Nissui.Co.) 

を用レ，浮遊細胞株には10%FCS添加RPMI-1640培

地（Nissui.Co.，以下．完全培地とする）を用いて継

代培養した.3種のグリオーマ細胞は monolayer細胞

のため，継代培養には 0.1%trypsin および

ethylenediamine tetraacetic acid (EDT A, Wako J unyaku 

Co. ）を添加した生理食塩水による trypsinizationを必

要とした．各培地には， PenicillinG 100 U/ml, 

Kanamycin 160 μg!ml，および PolymyxinB 10ρg/ml 

を添加した 全ての細胞は， GIBCO 社の

mycoplasma detection kitを用いて mycoplasmaが陰性

である事を適宜確認した．

3. 薬剤および抗体

M¢ 刺激誘導物質としては， thioglycollate培地

(Nissui. Co.), lipopolysaccharide (LPS, trichloroacetate 

extract from E. coli 026: B6, Si伊 a),BCG (cell walls 

from Bacillus Calmette-Gufrir 

corynebacterum parvum whole cells (C.p., RIB! Inc.), 

muramyトdi-peptide (MDP, Si伊 a), Recombinant 

mouse interferon-r (IFN-r, specific activity=4.5-9X 

106 units/mg, Genzyme），および recombinantmouse 

tumor necrosis factor－α（TNF-a, specific activ町＝4X

107 units/mg, Genzyme）を用いた．

蛍光抗体法と腫蕩傷害活性阻止試験には，各種抗体

とindomethacin(Wako Junyaku Co.）を用いた．抗体

として， anti-mouselymphocyte function associated 

antigen (LFA）ー1antibody (KBA, diluted ascites fluid, 

concentration of 0.3---0.5 mg/ml, Seikagaku Co.), anti-

intercellular adhesion molecule (ICAM)-1 antibody 

(CAT-1, diluted ascites fluid, concentration of 0.3-0.5 

mg/ml), anti-Mac-1 antibody (Ml/70, Serotec Co.), 

fluorescein isothiocyanate-conjugated rat anti-mouse 

polyclonal immunoglobulin G (FITC-labeled IgG, The 

Binding Site Ltd.）を用いた．

4. 工フェクター細胞（M¢）の調整と活性化

in vivoでの M¢ 誘導法としては，次の種々の方法

により調整した. ( 1) thioglycollate 2 ml腹腔内投与後

4日目，（2)LPS200 μg, (3)BCG 200 μg, (4)C.p 200 

μg, (5)MDP 350 μg，および（6)IFN-r 103 unitsを腹

腔内投与後7日目のマウスを屠殺し 5ml phosphate 

buffer-saline (PBS）にて腹腔洗浄後，回収された

peritoneal exudate cells (PEC）を無血清 RPMI-1640培

地で各濃度に希釈し， 96穴平底プレート（Corning,

N.Y.）に 0.1mlずつ分注し， 37°C,5% C02条件下に

2時間培養した．その後，非付着細胞を除去し，完全

培地を O.lml加えた付着細胞をエフェクター細胞と

して用いた．得られた付着細胞は，ギムザ染色および

非エステラーゼ染色法にて 95%以上が M¢ である事
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を確認した．

in vitroでの M¢ の抗腫蕩活性に対する種々の物質

の添加効果を調べる際には，上記の方法で得られた異

なる成熟段階にある M¢に対して，完全培地に種々の

濃度の，（l)IFN-r(101, 10', 103 units/ml), (2)TNF－α（ 

101, 102, 103 units/ml), (3)LPS (10 2, 10 1, 10° 

μg/ml），および（4)ProstaglandinE2 inhibitor, in-

domethacin (10-7, 10-s M），を添加し 20時間培養し

た.FCSの影響をみる場合には，上記の方法で得ら

れた M¢ を，完全培地あるいは無血清 RPMI-1640培

地のみで 20時間培養した．その後，上清を除去し，

5% FCS添加 RPMI・1640培地で付着細胞である M¢

の細胞表面を3回洗浄し，新たに完全培地 0.1mlを

加えたものをエフェクター細胞として用いた．

5. 標的細胞の IFN-r処理

対数増殖期の腫蕩細胞を種々の濃度の IFN-r(101, 

102, 103 units/ml）存在下に， 37°C,5% C02条件下で

24時間培養した．その後，付着性の腫蕩細胞の場合に

は， 0.1%EDTAを用いて浮遊細胞とした後， 3回洗

浄し，新たに完全培地を加えて至適濃度に調整し標的

細胞とした.IFN-rにより処理された細胞はトリパン

フツレーを用いた色素排除試験で 95%以上が viableで

ある事を確認した

6. 蛍光抗体法

8 chamber slide (LabTek Co. ）上に付着させた対数増

殖期の標的細胞および種々の成熟段階での M¢ を，

-20°C acetoneに20分間反応させた後に乾燥させ，

細胞の固定を行った．その後，種々の抗体をスライド

上に添加した．浮遊細胞である EL-4を用いた場合に

は， Eppendorf(Iwaki Co.）内で 2×105個に細胞数を

調整した後，種々の抗体を添加した．一次抗体として，

1150に希釈した KBA, 1150に希釈したCAT-1，およ

び 11100に希釈した Ml/70を， 4°Cで45分間反応

させた.PBSを用いて各細胞を3回洗浄し，二次抗

体として 1/30の濃度に希釈した FITC-labeledIgGを

添加した後， 4°Cで45分間反応させ，さらに各細胞

を3回洗浄した 以上の過程を経て，浮遊細胞はサイ

トスピンで1000回転， 10分間の遠心を行いスライドグ

ラス上に回収した後に，グリセリンで封入し，蛍光顕

微鏡で鏡検した．弱拡大で、100個の細胞につL、て調べ，

全く発現していないものを（一）， 75%以下が発現して

いるものを（±）， 75%以上に明らかに発現しているも

のを（＋）， 75%以上に非常に強く発現しているものを

（＋＋＋），（＋）と（＋＋＋）の中聞を（＋＋）とした．

7. 51Cr放出試験

対数増殖期の標的細胞を 5x 106/mlに調整し， 0.1

ml 51Cr (51CrNa204, Du Pont corp.; specific activi-

ty= 1.0 mCi/ml）で60分間の標識を行った後，完全培

地で3回洗浄し，あらかじめ分注しておいたエフーク

ター細胞上に 104/wellとなるよう添加し更に20時間

混合培養した．その後プレートを15000転， 10分間遠

心し，その上清を 0.1mlずつ回収し，遊離した

radioactivityを ANSRgamma-couterで測定した．傷

害活性は次の計算式で算出した．

% Specific lysis= 

{(experimental release) (spontaneous release) I 

(maximum release）ー（spontaneousrelease)} 

×100 

Effector to Target ratio (E/T）は， 20,10，および 5/1

とした.spontaneous release （自然解離）は完全培地

(0.1 ml）を添加した際に遊離した radioactivityとし，

maximum release （最大解離）は 1%NP-40 (Sigma 

Chemical Co. ）溶液を 0.1ml：添加した際に遊離した

radioactivityとした

8. 3H-TdR放出試験

対数増殖期の標的細胞に対し， 20μCνmlとなるよ

うに 3H-TdR(tritiate-labeled methyl thymidine, Du 

Pont corp.; spec泊cactiv町＝1. 0 mCi/ml）を加え，

37°C, overnightで標識を行った後，完全培地で3回

洗浄し，あらかじめ分注しておいたエフェタター細胞

上に2×104/wellとなるよう添加し， 4,8,20,40時間培

養した．各時間後にプレートを 1500回転， 10分間遠

心し，その上清を 0.1mlずつ回収し， 2ml scintillator 

(Packard Chemical Co. ）とともに遊離したradioactivity

を LDSOOOscintillation-couterで測定した．傷害活性

は次の計算式で算出した．

% Specific lysis = 

{(experimental release）ー（spontaneousrelease) I 

(maximum release）ー（spontaneousrelease)} 

×100 

E/T比は， 20,10，および 511とした spontaneous 

release （自然解離）は完全培地（0.1ml）を添加した際

に遊離したradioactivityとし， m印刷mrelease （最大

解離）は0.5%sodium dodecyl sulfate (SDS, Wako 

Junyaku Co.）溶液を 0.1ml添加した際に遊離した

radioactivityとした．また，最大解離に対する自然解

離の比率 （SIM）を各アッセイごとに算出してアヴセ

イ時間の至適時聞を評価した
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9. 抗接着因子抗体を用いた腫蕩細胞傷害阻止試験

LPS 200 μgの腹腔内投与後7日自に回収された

PECより分離された直後の活性化 M¢ に，完全培地

で種々の濃度に希釈した抗接着因子抗体である，

KBA (1/160, 1/40, 1/20 dilution), CAT-1 (11160, 1140, 

1/20 dilution），および Ml/70(1/160, 1140, 1/20 dilu-

tion）を添加したものをエフェクター細胞とし，あら

かじめ標識された標的細胞も直ちに添加した後， 20時

間の 51Cr放出試験と， 20,40時間の 3H-TdR放出試験

を行った.E/T比は 20/1とした．コントロールとし

ては，抗接着因子抗体と同等量のタンパク量をもっ

normal polyclonal IgGを用いた．また，これらの抗体は，

抗体依存性細胞傷害活性を示さない事を確認した．

第I部：マウス腹腔 M¢ のマウスゲリオーマ細

胞に対する傷害活性能

結果および考察

活性化M¢の腫湯傷害活性機序ならひ7こ認識機構を

検討する第一段階として，まずマウスグリオーマ細胞

に対するマウス腹腔 M¢ の抗腫蕩効果を検討した．

1. in vivo activationにより活性化された M¢ の

傷害活性

M¢ 活性化物質は多方面で検討されているが，その

中で IFN-r"l,TNF-al←16), interleukin (IL）ぞ7J,IL-418l, 

granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-

CSF)191, macrophage-colony stimulating factor (M-

CSF)20l などのサイトカイン，あるいは LPS21l,

MDP"l, BCG23l, C. parvum24lなどの菌体由来成分に

関する報告がM¢の抗腫蕩機序の解析と関連して数多

い．その中で我々は，（l)LPS, (2)MDP, (3)BCG, 

(4)C p，および（5)IFN-rを用い，種々のマウス生

体（腹腔）内に直接投与することにより invivoで活

性化されたM¢のマウスグリオーマ細胞に対する抗腫

蕩性を比較検討した．その結果， LPS200 μgを

C3H/Heマウスの腹腔内に投与した後5-7日目に回収

された PEC由来の活性化 Mヰをエフェクター細胞と

して用いた場合に，グリオーマ細胞に対し最も強い傷

害活性を示した（Table!). 

20時間の 5ICr放出試験では， E/T比 20/1で， VM-

Glioma, 203-Glioma, RSV 

に対し，各々約30%，約15%，約10%の傷害活性を示

した．なお，コントロールに用いた M¢ 感受性 EL-4

とM¢ 抵抗性 P815に対しては，各々約50%と5%以

下であった．文献上， LPS以外の物質も強い M¢ 活

性化作用を有する事が報告されているが，我々の実験

系では LPSと比較してそれらの抗腫蕩活性の誘導性

は低かった その原因はMヰの活性化によって放出さ

れる多くの腫蕩傷害因子である， superoxide(02）など

の活性酸素分子山6），中性セリンプロテアーゼ21),

IL-1'8l, TNF-a29lおよびアノレギニン由来の活性化窒素

分子（N03, NO' , NO・）30-32）などの標的細胞に対す

る感受性の違い，その産生量の違い，あるいはエフェ

クター細胞と標的細胞聞の種々の細胞接着因子を介し

た結合力の違いなどが関与していると思われた．

次に，至適濃度の LPSを生体内に投与し invivoで

活性化M¢を誘導する場合，グリオーマ細胞に対し高

い傷害活性を有する活性化M¢がどの時期に最も効率

的に誘導されるかを経時的に解析した．この際， M¢

Table 1 Comparison of augmenting cytotoxic effects among various macrophages (M¥>) activatiors. Activated M¥P 

were obtained from C3H/He mice following ip.町田tionof 200 μg lipopolysaccharide (LPS), 200 μg 

Bacillus Calmette Guerin (BCG), 200 μg corynebacterium parvum (C.p.), 200 μg muramyl-di-peptide 

(MDP), or 103 units interferon (IFN)-r 7 days prior to 20 hr 51Cr release-assay. % specific lysis is expressed 

as mean of triplicate results土standarderror from 3 independent experiments. Effector to target of 20/1. 

Tumor Cell Line 
% Specific Lysis-Mediated by Macrophage Activating Agents 

日＇S(200附） BCG(200附） c p.(200μg) h但コP(200μg) IFN-y(lcf umts) 

VM-Glioma（ぉtrocytoma) 32.1±7.8 4 I ± 1.7 3.5± 0.2 3.8士0.8 1.3 ± 0.6 

203-Glioma( ependymoblastoma) 14.5± 6.9 3.9 ± 1.2 41±1.1 1.3 ± 0.2 1.5 ± 1.5 

RSV-M(mahgnant glioma) 10.2 ± 1.2 12 ± 1.6 1.4±0.6 3.7± I 5 3.4 ± 0.6 

EL-4{thymoma;Mψsens1t1ve) 52.4 ± 9.7 0.9士0.5 2.3 ±I I 3.7 ± 3.3 2.2 ± I.I 

同 15(mastocytoma川町presistent) 3.2 ± 1.8 4.1 ±2.1 3.3 ± 0.4 1.8 ± 0.1 3.2土 1.3
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対し約30%の傷害活性を示した．そして，その後数日

間，活性化M¢の傷害活性は維持される事がわかった．

2. M¢ の傷害活性と MHC(Major Histocom-

patibility Complex）クラス I抗原の膜発現性

との関連性

活性化 M¢ のグリオーマ細胞に対する傷害活性

の感受性腫湯細胞株である EL-4に対する活性化 M¢

の抗腫猛毒性と比較した.Fig. 1 に示す如く， LPS腹腔

内投与後4日目以降に得られた M¢は両株化細胞に対

し傷害活性を示すようになり， 5日目に最大活性を有

し， E/T比20/1でEL-4に対し約50%,VM-Gliomaに
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Time course of killing activ町 oflipopolysac仁haride(LPS)-activated macrophages (Ml") against EL 4 
（ 口一）and VM-Glioma （一．一） Activated M~· were obtained from C3H/He mice following ip. injection 
of LPS 200 μg between days 0 and 8 prior to 20 hr 51Cr release assay. % specific lysis is expressed as mean of 

triplicate results土standarderrors from independent experiments. Effector to target ratio of 20/1. 
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Cytotoxicity of Iipopolysaccharide (LPS)-activated macrophages (M¥c") derived from mice of 4 strains against 

EL-4 (H-2b，口） and VM-Glioma (H-2b，園）was not m勾orhistocompatibility complex (MHC) restricted. % 
specific lysis is expressed as men of triplicate results from 3 independent experiments. Effector to target ratio 

of 20/1. 

Fig. 2 
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活性化M¢の腫蕩細胞傷害活性がMHCクラス I抗

原の膜発現性により拘束性に調節されているか否かを

MHC クラス I抗原の異なる C3H/He(H-2k), 

C57BU6 (H-2h), DBA／・ 2(H-2d），およびBALB/c(H-

2d）マウス由来の活性化 M¢を用いて検討した.Fig. 2 

に示すように，種々の異なるハプロタイプを有するマ

ウスの腹腔内に LPSを投与した後， 7日目に得られ

た活性化M¢は， EL-4(H-2h）と VM-Glioma(H-2h）の

各々の腫蕩細胞に対して， MHCクラス I抗原のハプ

ロタイプとは無関係に傷害活性を示した．即ち，

C3H/He (H-2k）と DBA/2(H-2d）マウス由来の活性化

M¢ はともにE/T比20/1でEL-4に対しては約50%の

傷害活性を示したのに対し， VMGliomaに対しては，

4種のマウスの中ではC3H/Heマウス由来の M¢のみ

が E/T比 20/1で約30%の有意な傷害活性を示した．

その他の syngeneicの関係にある C57BL/6－，.ウスなら

びにallogeneicな関係にある DBA/2およびBALB/cマ

ウス由来の活性化 M¢ はVM-Gliomaに対し有意な傷

害活性を示さなかった 従って，活性化 M¢ はMHC

クラス I抗原の膜発現性に対して非拘束性にその傷害

活性を呈する事が示唆された

3. 常在性 M¢ と浸出性 M¢ のinvitro activation 

後の傷害活性

抗腫蕩活性を示していない常在性あるいは浸出性

60 

50 

；：： 
IFN-y 

。。 10• 102 

M¢ を， invitroでIFN-rあるいは TNF－αにより刺瀕

し， M¢ 感受性細胞株である EL-4と，グリオーマ細

胞株の中で最も活性化 M¢ に対し感受性を示した

VM-Gliomaを用い．その抗腫蕩活性を検討した， z

フェクターとしてはC3H/Heマウス由来の常在位Mq

とthioglycollateの腹腔内投与後4日目に得られた浸

出性M¢を用いた．なお，浸出性M¢を用いた場合に

は， IFN-7,TNF－αに加えて LPSのM¢傷害活性増強

作用に対する添加効果も検討した．

まず，正常マウスより得られた常在性 M¢ を， in

vitroで20時間完全培地のみで培養した後にエフェク

ター細胞として用いた場合， EL-4およびVM-Glioma

に対する傷害活性は認められなかった（Fig.3）.一方，

種々の濃度の IFN-r(101, 102, 103 uunits/ml）存在下に

培養した後の M¢をエフェクター細胞として用いた場

合， IFN-rの濃度依存性に M¢ は傷害活性を示し，

VM-Gliomaに対しでも低値ながら同様の傾向を示し

た．しかし， IFN-r と比べ TNF－α（101,102, 103 

units/ml）には両細胞株に対する M¢ の傷害活性増強

作用は明かではなかった．

次に， thioglycollateの生体内投与により誘導された

浸出性M¢の場合，常在性M¢ と同様に完全培地のみ

の培養後では傷害活性は認められなかったが， in

vitroで IFN-rにより活性化された M¢ は濃度依存性

TNF－α 

1o3 10• 102 1o3 

Concentration of cytokines(units/ml) 

Fig. 3 Effects of interferon (IFN)-r and tumor necrosis factor (TNF）ーαonthe cytotoxicity of resident macrophage 

against EL-4 （口） and VM-Glioma （園）. Resident macrophages were obtained from C3H/He mice witl 

peritoneal lavage. % spec凶clysis is expressed as mean of triplicate results from independent experiments 

E百ectorto target ratio of 20/ 1 
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に両細胞株に対し傷害活性を示した（Fig.4). IFN-r 

の濃度が 102units/ml以上では，浸出性 M¢ は常在性

M¢ よりも高い傷害活性値を示した.LPSは低濃度で

は有意な傷害活性増強作用を示さなかったが， 1

μg/mlの高濃度では EL-4に対してのみ有意な傷害活

性増強効果を認めた（Fig.4). しかし， 102 μg/mlの

低濃度の条件でも IFN-rとともに添加すると， M¢ の

傷害活性はEL-4に対して相加または相乗効果を示し，

VM-Gliomaに対しでも同様の傾向を認めた．一方，

TNF-aには， IFN-rや LPSと比べ浸出性 M¢ の腫蕩

細胞傷害活性に対する増強作用は明かて、はなかった．

さらに， LPSとの相加または相乗作用も認められな

Fig. 4 

Fig. 5 
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Effects of interferon (IFN)-r, tumor necrosis factor (TNF）α，lipopolysaccharide (LPS) and combination of 
IFN-r and 0.01 μg/ml LPS on the cytotoxicity mediated by thioglycollate-elicited mcrophges against EL-4 

（口） and VM-Glioma （園）. % specific lysis is expressed as mean of triplicate results from independent ex-
periments. Effector to target ratio of 20/1. 
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Cultivation time 
Kinetics of spontaneous decrease in killing activity of activated macrophages (Ml") following initiation of in 

vitro culture. Lipopolysaccharide (LPS)-activated M¥," were assayed for their cytotoxicity against EL-4 （口）

and VM-Glioma （図） at 0, 12, and 24 hr after initiation of in vitro culture. % specific lysis is expressed as 
mean of triplicate results± standard error from 3 independent experiments. Effector to target ratio of 20/1. 
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かった（データ未提示）．

M¢ の抗腫蕩機序に関連したシグナノレ伝達経路は不

明である．しかし， IFN-rとLPSに関して，いずれ

も単独で活性化M¢に働いて種々の腫蕩傷害因子の産

生を惹起して抗菌作用を発現する事が指摘されて

いる33,H），抗腫蕩活性に関しては IFN-rによる一次刺

激（priming）後に二次刺激として LPSの刺激（trigger-

ing）が加わった場合，あるいは両者の併用時にM¢の

傷害勝性を増強させるという抗腫療機構が報告されて

いるが21,35,36），必ずしもそうではないという報告も

あるめ．我々の実験系では， IFN-rとLPS聞に相加ま

たは相乗効果を認めた.TNF－αも単独で M¢ の抗腫

蕩活性を誘導したり14），他の物質と synergisticに作用

して，抗腫蕩活性を増強するとし、う報告があるが1ち），

我々の実験系では，常在性M¢および浸出性M¢に対

する TNFーαの有意な抗腫蕩活性を誘導で‘きなかった

4. 活性化M¢の長時間培養による抗腫蕩活性の自

然低下

以上の結果より，種々の方法で刺激誘導された M¢

の中で， LPSにより invivoで、活性化された C3H/He

マウス由来の M¢が，最も高い抗腫蕩傷害活性を示し

たので，この条件下で誘導した M¢ を用い，活性化

M¢ の抗腫湯傷害機構を検討した

まず， LPSにより invivoで、活性化された M¢ をm
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vitroで培養を開始した後の抗腫蕩活性の経時的変化

を観察した.Fig. 5の如く，活性化 M¢ は培養開始前

では， E/T比20/1でEL-4に対し約50%,VM-Glioma 

に対し約30%の傷害活性を示した．しかし，培養12時

間後には，各々約30%と約15%に低下し，培養24時間

後には更に各々約15%と約5%に著減しその後， M¢

の傷害活性は培養時間の経過とともに消失していく事

がわかった．従つて，生体内で、活性化されたM¢を単

に培養したのみで

事が示唆された．

5. 活性化M¢ の傷害活性自然低下に対する IFN-r

および TNF－αの影響

Fig. 5に示したように， LPSの生体内投与により in

vivoで活性化された M¢ は，常在性M¢や浸出性M¢

とは異なり， PECから分離された直後で、は，最も高

い傷害活性を示し， VM-Gliomaより EL-4に対しよ

り高い傷害活性を呈した．しかし， mvitroで完全培

地のみで長時間培養すると，その抗腫湯傷害作用は自

然に低下する事がわかった．そこで，この傷害活性の

自然低下に及ぼす IFN-rとTNF-aの影響を検討し

た．種々の濃度の IFN-r(101, 102, 103 units/ml）や

TNF-a (101, 102, 103 units/ml）の存在下で20時間処理

した M¢ をエフ占クター細胞として用いた.IFN・「

は，濃度依存性にその傷害活性の自然低下を抑制し，

IFN-y TNF・α

102 IOJ 101 102 103 

Concentration of cytokines(units/ml) 

Fig. 6 Effects of interferon (IFN)-r and tumor necrosis cfactor (TNF)-a on the cytotoxicity of lipopolysaccharidc 

(LPS)-activated macrophages (Mcp) against EL-4 （口） and VM-Glioma （園）. LPS-activated Mcp w悶

cultured in vitro with IFN-r or TNF－αfor 20 hr. % specific lysis is expre悶 das mean of tr刷icatere刊Its

from 3 independent experiments. Effector to target ratio of 20/1. 
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その抑制作用は VMGliomaを用いた場合より， EL-4 した．しかし TNF－αによる M¢ のグリオーマ

を用いた場合の方がより顕著であった．一方， TNF 細胞に対する抗腫蕩活性の増強作用は明かではな

αも濃度依存性に活性化 M¢ の傷害活性の自然低下に かった．

対する抑制効果を示したが， IFNrに比べ軽度であっ 4. 活性化 M¢ の抗腫蕩活性は， mvitroでの培養開

た（Fig.6）・ 始とともに急速に低下したが， IFNずあるいは

、l 
’’
 括

1. 種々の M¢ 活性化物質を用いて抗腫蕩活性を有す

る M¢ を誘導し， 3種のマウスグリオーマ細胞

(VM-Glioma, 203-Glioma, RSV-M）に対する傷害

活性を20時間の 51Cr放出試験で比較検討した

2. in vivoにおいては，種々の M¢活性化物質の中で

LPSをマウス腹腔内に投与した場合に最も高いグ

リオーマ細胞に対する抗腫湯効果を誘導できた．

その際，活性化 M吃の抗鍾湯活性は， MHCクラ

スI抗原の膜タンパク発現に非拘束性であり，生

体内投与後7日目に得られた活性化 M¢ が VM-

Glioma, 203-Glioma, RSV 

した．

3. 常在性 M¢ および浸出性 M¢ はグリオーマ細胞に

対し傷害活性を示さなかったが， IFN-rあるいは

LPS単独添加によりに濃度依存性に抗腫蕩活性は

増強された．さらに， IFN-rおよびLPS共存下で

は， M¢ の抗腫蕩活性は相加または相乗的に増強

60 

50 

TNFーαはその自然低下に対し抑制作用を示した．

その抑制効果は， TNFα に比べ IFN-rの方がよ

り強く認められ，また， VM-Gliomaに対するよ

りも EL-4に対する方がより顕著であった．

第E部：活性化 M¢ の抗腫霧傷害活性機序に関

する検討

第I部で述べたように， mvivoで LPSにより活性

化された M¢ は，グリオーマや EL-4細胞に対し最も

高い傷害活性を示したが，その抗腫蕩活性は invitro 

で培養を開始すると24時間以内に著減した M¢ は機

能的に異なる細胞の subpopulationから構成され，

heterogeneityを示す細胞集団であるため，種々の物質

で刺激誘導された M¢の中には様々な活性化段階の抗

腫蕩傷害活性を有する subpopulationだけでなく，そ

れとは逆に抑制作用を有する subpopulationも存在す

る可能性があり，それら種々の細胞集団の相互作用に

より生体の免疫応答が調節されていると考えられ

る38-41）.我々が用いた活性化 M¢ の抗腫蕩傷害作用の

fetal calf serum(FCS) indomethacin 

~ 20 

10 

。
0 hr O'J 10% I0-7M 10 ~M 

Concentration 
Fig. 7 Effects of fetal calf serum (FCS) and indomethacin on出ecytotoxic町 ofLPS-activated macrophages (MID) 

against EL-4 （口） and VM-Glioma （園）.LPS-activated MSD were cultured in vitro with FCS or indomethacin 

for 20 hr. % specific lysis is expressed as mean of triplicate results from 3 independent experiments. Effector 
to target ratio of 20/ 1. 
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in vitroにおける自然低下の機序としては，（！）抑制性

M¢ より放出される可溶性 mediator の関与制•＞， (2) 

FCS内に存在する M¢ 抑制物質の関与叫，（3）活性化

M¢ の腫蕩細胞との結合あるいは接着段階の低下り），

などが考えられる．

以下の実験では各々について検討を行った．

1. 活性化 M¢ の腫蕩傷害活性に及ぼす FCSおよ

び indo皿 etbacinの影響

LPSの腹腔内投与後7日目に回収された PECより

分離された直後の M¢ を，さらにmvitroにおいて，
(!) 10% FCS添加完全培地，（2）無血清培地，（3）種々

の濃度の indomethacin(10 7, 10 5 M）を含む完全借

地，の存在下で20時間培養した．付着細胞を洗浄した

後，新たに完全培地を添加したものをエフェクター細

胞として20時間のs1cr放出試験を行った．腹腔細胞

より分離された直後の M¢の傷害活性は， EIT比20/1

で， EL-4とVM-Gliomaに対し，約 50%と約 30%で

あった しかし mvitroで完全培地のみで20時間培

養すると，各々約 15%と約 10%に低下した．一方，

無血清培地のみで培養した場合には，その傷害活性は

約 25%と約 15%であり，活性化 M¢ の傷害活性の自

然低下は完全培地下で培養した条件下でみられた抑制

効果よりも少なかった（Fig.7）・即ち， FCS内には，

M¢ の抗腫蕩傷害活性を低下させる物質が存在する事
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が示唆された．

LPS腹腔内投与により mvivoで活性化された M¢
種々の濃度の indomethacin(10ーペ 105 M）を含む完全

培地で20時間培養した後，腫易傷害活性試験を行っ

た．いずれの濃度下においても indomethacinの添加

では有意な傷害活性の増強効果あるいは抑制効果は認

められず，本実験系では PGE2の関与はないものと考

えられた（Fig.7）・ LPSによる M¢ の抗腫湯作用Ii,

prostaglandin E2 (PGE2）産生に関与する phospholip枕

A，の阻害剤である indomethacinによって阻害され，

逆に， PGE，の添加により阻害は解除されるという報

告があり， M¢ の腫蕩活性機構に PGE，の関与が示さ

れている叫．一方，活性化 M¢ が標的細胞を破獲する

段階において PGE2を添加すると， M¢ の抗腫湯活性

が抑制されるとL、う報告もある・5,46）.我々 の実験系で

は PGE2の関与は明かではなかった．これらの異なる

実験結果は，実験に使用されたM¢が多様な細胞集団

であり，その採取部位，活性化物質の種類，標的細胞

の種類，あるいは動物種の種類などに起因しているも

のと恩われた仰向．

以上の結果より， FCS中には PDG，以外の M¢ の

抗腫蕩活性を抑制する物質が存在する事が示唆され

Tこ．

0 101 102 103 

Fig. 8 

Concentration of IFN-y( units/ml ) 

No effect of 24 h pretreatment of target cells with interferon (IFN）ず（101, 102, 103 units/ml) on cytotoxic acu汎－

ty of lipopolysaccharide (LPS)-activated macrophages (M¥O) against EL-4 （口） and VM-Glioma （園）．%

spec泊clysis is expressed as mean of triplicate results from 3 independent experiments. E仔ectorto target ratio 

of 20/1. 
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2. 標的細胞の IFN・7処理が活性化 M¢ の抗腫霧

機構に及ぼす影響

IFN-rは，腫湯細胞認識機構において重要な役割を

担っている MHCクラス I抗原および MHCクラス

E抗原や，種々の細胞接着因子である ICAM-1叫，

LFA 1明などの細胞膜夕、／パクの発現性の増強作用を

もち，その結果，エフェクター細胞の腫蕩傷害活性を

増強させるという報告が多い叫．そこで， IFN-r(101, 

10', 103 units/ml）であらかじめ24時間前に処理した標

的細胞と， LPSで刺激誘導された7日目の腹腔内

PECから得られた活性化 M¢ とを混合培養し，標的

細胞のIFN-r処理による活性化M¢の抗腫蕩傷害活性

に及ぼす影響を検討した.Fig. 8に示すように，いず

れの条件下でも活性化M¢の傷害活性に有意な変化は

みられなかった．一方， Fig.6に示したように， IFN-

rにより活性化 M¢ の傷害活性の自然、低下は濃度依存
性に抑制された実験結果を考慮すると， IFNTは活性

化M¢のグリオーマ細胞に対する抗腫蕩増強を有する

が，グリオーマ細胞に対してではなく主にエフーク

ター細胞の活性化に対してその作用が発現されている

ものと考えられた．

3. 活性化M¢の腫蕩認識機構における細胞接着因

子の関与

CTL, LAK細胞および NK細胞の腫湯細胞認識機

構に重要な役割を担っている細胞接着因子である

LFA-1 (CDl la/18）刊），そのリガンドである ICAM-1

(CD54）明および M¢ 系細胞に発現され， LFA-1と共

通の戸鎖を有し， ICAM1がそのリガンドである，

Mac-1 (CD11b/18)49・50Jの3種の接着因子が活性化 M¢

の抗腫蕩傷害活性に関与しているかを検討した．

まず，標的細胞表面上における細胞接着因子の発現

を3種類のグリオーマ細胞の中で最も高いM¢感受性

を示した VM-GliomaとM¢ 感受性株 EL-4を用い，

蛍光抗体法で観察した（Table2）・ EL-4は殆ど全ての

細胞の膜表面に LFA・lおよび ICAM-1を発現してい

るが， Mac-1の発現は認められなかった IFN-r (102 

units/ml, 20時間）処理すると， LFA-1とICAM-1の

膜発現性は著明に増強された.TNF-a (102 units/ml, 

20時間）処理後にも LFA-1とICAM-1の膜発現性は

増強されたが，その程度は IFN-rに比べ軽度で・あっ

た．一方， VMGliomaには， LFA1, ICAM 1，なら

びに Mac-1のいずれも発現されておらず， IFN-rお

よび TNFーα処理後もその膜発現性は認められなかっ

た．

次に，種々の成熟段階にある M¢の細胞膜上におけ

る細胞接着因子の発現を検討した.Mac-1とICAM-1

は，その膜発現性に程度の差はあるものの，常在性

M¢，浸出性 M¢ および活性化 M¢ の全てにおいて細

胞表面上に発現されており， IFN-r(102 units/ml, 20 

時間）処理でそれらの発現は増強された．また，

TNF－α（ 102 units/ml, 20時間）処理でもそれらの発現

は増強されたが， IFN-rに比べその強度は低かった．

一方， LFA-1は，いずれのM¢細胞表面上にも発現さ

れておらず， TNFα 処理後にもそれらの膜発現性は

認められなかった（Table2）・

4. 抗細胞接着因子抗体の活性化M¢の傷害活性に

及ぼす影響

LFA-1, ICAM-1，および Mac-1の細胞接着因子が，

Table 2 Expression of adhesion molecules on EL-4, VM-Glioma, resident, elicited and activated macrophages (M~－） 

by fluorescence assay. Resident MSo were obtained with peritoneal lavage, elicited MSo were obtained by ip. 

injection of 2 ml thioglycollate, and activated M¥D were obtained by ip. injection of 200 μg lipopolysac-

charide (LPS). Expression of adhesion molecules on the M¥D or tumor cells were compared among three con-

ditions, (1) untreated, (2) treated with 102 units/ml interferon (IFN)-T for 20 hr, (3) treated with 102 units/ml 

tumor necrosis factor (TNF）ーαfor20 hr. Results were obtained from 3 independent experiments. Expres-

sion of adhesion molecules is classified as follows：ー， negative;+, positive; + +, mildly positive; + + +, 
strongly positive 

EL-4 VM-Glioma resident Mq) elicited Mゃ activated MqJ 
adhesion molecules 

unt1可catcdIFN-y TNF-0 岨t同atedIFN-y TNF-a untrutcd IFN・y 丁、「F－＜主 untreated IFN-y Ti'."F-a unlrutcd IFN二y T＂下4

LFA-1 ＋ ＋＋＋ ＋＋ ー

ICAM-1 ＋ ＋＋＋ ＋＋ ー ＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ 

Mac-1 ー ー ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ 
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活性化M¢の抗腫蕩活性の発現に関与しているかを腫

蕩傷害活性阻止試験で検討した．即ち，種々の濃度の

抗 LFA-1抗体，抗 ICAM-1抗体および抗 Mac-1抗体

を， 20時間の 51Cr放出試験アッセイ中に添加する事

により，活性化M¢の抗腫湯活性が阻止されるかを確

認した．エフェクター細胞としては， ICAM-1陽性，

Mac I陽性， LFA-1陰性である， LPSの腹腔内投与

後7日目に得られた活性化 M¢ を用いた．

その結果，いずれの抗細胞接着因子抗体存在下も，

活性化M¢の抗腫蕩活性を阻止する事はできなかった

(Fig. 9）・文献上，種々の細胞接着因子の中で LFA-

1/ICAM-1 interactionが活性化 M¢ の抗腫蕩傷害活性

に関与しているとし、う報告がある50）.故に，必ずし

も，我々が用いた M¢の抗腫蕩活性にこれらの細胞接

着因子が関与していないとは断定できない．それを示

唆させる事実として， 20時間の IFNrあるいは TNF-
α処理により著明にその発現が増強されたICAM-1を

細胞膜上に有する活性化M¢の抗腫蕩活性は，そのリ

ガンドである LFA-1を細胞膜上に発現している EL4 

に対しての方がそれを発現していない VM-Gliomaに

対してより高かった，としみ実験結果や，また，活性

化M¢ の細胞膜上に TNFα より強い ICAM-1の発現

を認めた IFNrの方がより高い抗腫蕩活性の増強効

70 

60 

50 

i 40 

~ 20 

10 

。
control 

果を示したという実験結果より， M¢ の抗腫蕩活性の

腫湯認識機構には，エフェタター細胞と標的細胞間の

LFA-1/ICAM 1 interactionが関与している事が推測さ

れた．

小 括

1. 活性化 M¢ のグリオーマ細胞に対する傷害活性の

培養後にみられる急速な自然、低下に関する機構を

検討した．

2. 活性化 M¢ の傷害活性の自然、低下が無血清条件下

で抑制されたのに対し， indomethacinを加えた培

養条件下で、は抑制されなかったことから，血清中

に PGE＇とは異なる抑制因子の存在が示唆され

た．

3. 活性化M¢は， Mac-1陽性， ICAM-1陽性， LFA-

1陰性であり， IFN-rとTNF－αはともに ICAM-1

の著明な発現の増強効果を示したのに対し，グリ

オーマ細胞には有意な ICAM-1,Mac-1, LFA-1の

発現はなく， IFN-rや TNF－α処理後もそれらの

膜発現性に変化はみられなかった．故に，接着因

子の膜発現性は活性化 M¢ のグリオーマ細胞に対

する抗腫蕩活性に影響を及ぼさなかったものと考

えられた．

KBA CAT・1 Ml/70 

Fig. 9 Blocking effects of anti-adhesion moleucles antibodies on the cytotoxicity mediated by lipopolysaccharide 

(LPS)-activated macrophages (Ml') against EL-4 （口） and VM-Glioma （図）. Anti-lymphocyte functioning 

antigen (LFA）ーIantibodies (KBA, 1120 diluted ascites fluid), anti-intracellular adhesion molecule (ICAM)-1 

antibodies (CAT-1, 1120 diluted ascites fluid), and anti-Mac-1 (Ml/70, 1120 dilution) were added during 20 

hr 51Cr release-assay. % specific I ysis is expressed as mean of triplicate results from 3 independent ex-
periments. Effector to target ratio of 20/1. 
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EL 4は， Mac-1陰性， ICAM-1陽性， LFA-1

陽性であり， IFN-rとTNF－αはともに ICAM-1

とLFA-1の発現を増強したが，グリオーマ細胞

と同様に活性化 M¢ の抗腫蕩活性に影響は及ぼさ

なかった．

第E部川仰の腫蕩細胞傷害活性試験における

検討； 3H-TdR放出試験の有用性に

ついて

M¢ の抗腫蕩効果発現は NK細胞や LAK細胞など

と異なり長時間を要するため，特に M¢抵抗性腫蕩細

胞を標的細胞とする場合，通常の s1cr放出試験では

評価判定が困難な事がある．そこで，我々は腫蕩細胞

傷害試験として 3H-TdRを用いた方法で，活性化 M¢

のマウスグリオーマ細胞に対する傷害活性を測定し，

その有用性について s1cr放出試験と比較検討した．

結果および考察

1. 傷害活性試験に用いる種々の放射性同位元素の特

徴

M¢ の抗腫蕩効果を評価判定する場合，種々の放射

性同位元素を用いた方法が報告されている引－55)

Table 3に M¢ の細胞傷害活性を評価する上でよく用

いられている放射性同位元素とそれぞれの特徴および

欠点を示した．数多くの腫蕩細胞傷害性試験の中で

は， s1crを用いた方法が最も一般的であるが， M¢ の

抗腫蕩作用の発現は NK細胞や LAK細胞と異なり少

なくとも20時間以上の時聞を要するとレわれているた

め日l, 20時間のアザセイで最大解離に対する自然解離

の比率（S瓜1）がしばしば30%を越す s1cr放出試験は

グリオーマ細胞のような M¢抵抗性細胞株に対しては

その抗腫蕩効果を判定する際に困難な場合がある. Ill 

Inは細胞質内に取り込まれ24時間以上のアッセイが

可能であるが，半減期が短く取扱いがやや困難で

ある刊.1311-IdUrdや 1251IdUrdは， 3H-TdRと同様

に核内に取り込まれ細胞傷害を反映するが， 3H-TdR

に比べ細胞に対する radiotoxicityが高いといわれてし、

る57）.以上の理由により我々は長時間のアッセイが可

能で， radiotoxic町が少なく，細胞傷害を反映する 3

H-TdRを M¢ の腫蕩細胞傷害性試験に用い，これま

でに述べてきた s1cr放出試験と比較しマウスグリ

オーマ細胞に対する活性化M¢の腫蕩細胞傷害能を検

討した．

1. 常在性 M¢ の腫蕩細胞傷害活性能

M¢ は生体内で，常在性 M¢，浸出性あるいは炎症

性 M¢，および活性化 M¢ などとして，様々な免疫応

答に関与しているため5), (1）常在性M¢ として正常マ

ウスから回収された腹腔細胞，（2）浸出性 M¢ として

thioglycollate 2 mlを腹腔内投与後4日目に回収された

腹腔細胞および（3）活性化 M¢ として LPS200 μgを

腹腔内投与後7日目に回収された腹腔細胞，からそれ

ぞれ付着性を利用して分離した 3種類の M¢を用い，

各エフェグターの腫蕩傷害活性を検討した．

まず，常在性 M¢ のEL4および VMGliomaに対

する傷害活性を検討した.Fig. 10に示すように＇ H-

Table 3 Characteristics of various radioisotopes utilized in macrophage cytotoxicity assays 

radioisotopes location radiation characteristics 

51CrNa204 intraplasmic y ray 
The ~~~taneous release of radioactive label in the absence 
of an is is usually too rapid to allow the extension of 
assays beyond 24 hours 

3H-TdR 

3H-TdR d四 snot form a cytoplasmic pool and 1s less radio-

intranuclear ~ray toxic, but is pa仰心lyreutilizable. Culture medium had better 
contain nonrad1oact1ve TdR to block this reut1hzat10n 

1111n intraplasmic y ray It 1s not easy to deal with 111In because of its short half hfe 

1251-ldUrd intranuclear ~ray 
125日dUrddoes not form a cytoplぉmicpool and is essen-

tially nonreutilizable, but is 5 times as radiotoxic as 3H-TdR 

1311-ldUrd intranuclear y ray 
131!-IdUrd does not form a cytoplぉm1cpool and is essen-

tially nonreuulizable, but is I 0 times as radiotoxicぉ 3H-TdR
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20時間を系かすると活性化され，抗腫蕩傷害活性を呈

するようになることが示唆された．一方， VM-

Gliomaに対し常在性 M¢ は長時間のアッセイで Err

比 20/1でも20%以下の傷害活性しか示さなかった．

2. 浸出性 M¢ の厘蕩細胞傷害活性能

thioglycollateで刺激誘導された浸出性 M¢ のEL-4

第62巻

TdR放出試験において 4,8時間のアッセイでは常

在性 M¢1H、ずれの標的細胞においても EIT比 20/1

で20%以下の傷害活性しか示さなかったのに対し， 20

時間以上のアッセイでは EL-4に対し E/T比 20/1で

60%以上の傷害活性を示し， EIT比5/1でも40%以上

の傷害活性を示した．放に，常在性M¢は培養開始後

日外宝106 
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た場合には E/T比20/1で約30%であった（Fig.1）・従

って， VM・Gliomaなど M¢ に対し比較的抵抗性を示

す腫蕩細胞株を標的細胞とする場合， 3H-TdR放出試

験法の方が s1cr放出試験法に比べより抗腫蕩効果を

判定するのに有用であると考えられた

4. 活性化M¢の長時間培養による抗腫療活性の自

然低下

s1cr放出試験法では， LPSにより invivoで活性化

された M¢ をmvitroで培養した際，その抗腫湯活性
は 24時間以内に急速に著減した.3H-TdR放出試験

法においても，活性化M¢の傷害活性の自然、低下を経

時的に検討した.Fig. 13の如く，活性化 M¢ は培養

開始前では， 40時間のア ッセイにおいて， E/T比

20/1で EL-4に対し約 75%,VM-Gliomaに対し約

50%の高い傷害活性を示した 培養 24時間後には，

各々約 45%と約 40%に低下したが，有意な傷害活性

を示した．さらに，培養 48時間後でも各々約 40%と

約 35%とその傷害活性は保持された 従って，長時

間のアザセイが可能で，かつ，鋭敏である 3H-TdR

放出試験法を用いれば，少なくとも 48時間以上にわ

たり活性化M¢の傷害活性は有意に認められる事がわ

かった．ア、ッセイ時間が 96時間までは，その腫蕩傷

害活性は維持されている事も確認している（データ未

提示）．

活性化 M¢ のグリオーマ細胞に対する傷害活性

と VM-Gliomaに対する傷害活性を検討した（Fig

11）・常在性M¢ と異なり浸出性 M¢は， 4時間の ＇H・

TdR放出試験で既に EL-4に対して約30%の傷害活性

を呈し， 20時間以上では更に高レ傷害活性を示すよう

になった．一方， VM-Gliomaに対して浸出性 M¢ は

長時間のアッセイでも常在性M牢と同様に高い傷害活

性を示さなかった．

s1cr放出試験を用L、てM¢の抗麗場活性を評価した

場合，常在性 M¢ および浸出性 M¢ は EL-4とVM・

Gliomaに対し20時間のアヅセイ後も有意な傷害活性

を示さなかった（Fig.3, Fig. 4）・また，最も高い傷害

活性を示した活性化 M¢ も4,8時間のア ψ セイ後で

は有意な傷害活性を示さず，活性化M¢の抗腫蕩活性

の発現には16時間以上のアソセイが必要であった

（データ未提示）．

3. 活性化 M¢ の腫霧細胞傷害活性能

in vivoでLPSにより活性化された M¢ の抗腫蕩傷

害活性を検討した（Fig.12）・ LPSで活性化された M¢

は常在性M¢や浸出性M¢ と異なり VMGliomaに対

し， 3H-TdR放出試験において 8時間のアッセイでは

EIT比 20/1ですでに傷害活性（約25%）を呈するよう

になり， 40時間のア ッセイでは更に高い傷害活性 （約

50%）を示した，一方， 20時間の s1cr放出試験法で

VM-Gliomaに対する活性化 M¢ の傷害活性を測定し
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5. 活性化Mヰの各種ゲリオーマ細胞株に対する傷

害活性能の比較

LPSで活性化された M¢ の， 3種類のグリオーマ細

胞株に対する傷害活性能を40時間の 3H-TdR放出試

験法で比較検討した（Table4）・活性化 M¢ の抗腫湯

活性はE/T比20/1でEL-4に対し75.6%,VM－印刷na

に対し50.1%,RSV-Mに対し45.7%,203-Gliomaに対

し9.7%であり，グリオーマ細胞聞では VM-Glioma,

RSV-M, 203-Gliomaの順に活性化 M¢ は抗腫蕩傷害

活性を示す事がわかった．同じハプロタイプを示す

203・Glioma(H-2h）と VM-Glioma(H-2b）において，前

者はM¢抵抗性であり，後者はM¢感受性である事が

わかった．また，エフークターとして用いた活性化

M¢ (H 2k）と同系の関係を示す RSV-M(H-2k）は比較

的 M¢ 感受性である事も示唆された

6. 51Crと3H-TdRを用いた放出試験法の比較

radioisotopeを用いた腫蕩傷害試験では，細胞内に

取り込まれた標的細胞が，エフェクター細胞に傷害さ

れた際に遊離する radioactivityを計測する事によっ

て，その傷害活性を定量解析する．しかし，アッセイ

の時聞が経過するにつれて，用いた radioisotopeより

放出される放射線が標的細胞を傷害するために，実際

のエフェクター細胞による傷害活性能が正確に反映さ

れなくなり，真の抗腫蕩活性を正しく評価できない場
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合がある．放に，放出試験における最大解離（m砿

imum release）に対する，自己崩壊した標的細胞の

radioactivityを示す自然解離（spontaneousrelease）の比

率（S瓜if）が，用いたアッセイ法の信愚性を決定する

のに重要で・あり，一般的には，その比率が20%以下と

した場合のデータが用いられている．そこで， LPS

で、活性化された M¢ の EL-4および VM-Gliomaに対

する細胞傷害能を， S/M比とともに 51Crと3H-TdR

を用いた放出試験で、比較検討した（Table5). 

5ICrを用いたアッセイ法の場合， 4時間のアザセイ

時間では S/M比は EL-4で16.5%,VM-Gliomaで

13.5%であり，ともに20%以下を示し，傷害活性を検

討する上で有用であると考えられた．しかしこの場

合における活性化 M¢ の腫蕩細胞傷害活性は E/T比

20/1で EL-4に対しては14.5%であったが， VM-

Gliomaに対しては3.5%と極めて低値を示した.20時

間のアッセイ時間では，腫蕩細胞傷害活性は EL-4で

49.8%, VM-Gliomaで29.5%を示したが，この時の

S/M比は，各々は33.2%と29.3%であり，評価判定の

限界であると考えられた．

3HTdRを用いたアッセイ法の場合， 4時間のアッ

セイ時間では S/M比は EL-4で 19.3%,VM-Glioma 

で 9.3%であり，その際，各々の腫蕩細胞傷害活性は

E/T比 20/1で各々 ， 34.6%と 18.4%であった．アッ

口
園

VM-Glioma 

20/1 
10/1 

。hr 24 hr 48 hr 0 hr 24 hr 48 hr 

Fig. 13 

Incubation time 
Kinetics of spontaneous decrease in killing activity of activated macrophage (M¥I') following initiation of in 

vitro culture. Lipopolysaccharide (LPS)-activated M¥I' were assayed for their 3H-TdR release-assay at 0, 

24, and 48 hr after initiation of in vitro culture. % specific lysis is expressed as mean of triplicate results 

from 3 independent experiments. 



活性化 M¢ のグリオーマ細胞に対する傷害活性 109 

セイ時聞を 20時間とした場合， SIM比は EL-4で とが可能であると考えられた．しかしながら， 3H-

25.9%, VM-Gliomaで 13.5%であり，その際，各々 TdR放出試験で、長時間のアッセイを行う際，放出さ

の腫蕩細胞傷害活性は E/T比 20/1で各々 67.1%, れた 3H-TdRの一部が再び腫蕩細胞に取り込まれる

29.2%を示した．更に，ァ、yセイ時聞を40時間とした ことがあり，その場合 M¢ の傷害活性値は低値を示

場合には， SIM比はEL-4では39.5%と高値を示し， し，真の M¢の腫蕩傷害活性能が正しく評価されない

その腫蕩細胞傷害活性は E/T比 20/1で 75.6%を示し などの欠点を伴う事がある．この問題点に対し，培地

たのに対し， VM-GliomaではSIM比は 19.7%と比較 中に一定量の coldTdRを添加することによりアッセ

的低値であり，その腫蕩細胞傷害活性は 50.1%を示 イ中における 3H-TdRの再利用を防止することなど

した． の注意が必要で、あると考えられた56).

以上より， 3H-TdRを用いた放出試験は 51Cr放出 8. 抗細胞接着因子抗体の M¢の傷害活性に及ぼす

試験よりも鋭敏であり， 40時間の長時間のアッセイ 影響

でグりオーマ細胞のような比較的M¢抵抗性株に対す 第E部で、述べたように活性化 M¢ のVMGliomaお

る傷害活性を評価する場合にも有用である事がわかっ よび EL-4に対する抗腫蕩活性において，種々の細胞

た．従って， 3H-TdR放出試験の至適条件下で、は種々 接着因子の関与を示唆する所見は得られなかったが，

のサイトカインがM¢ と標的細胞聞の傷害活性メカニ M¢ の傷害活性発現には時聞を要するため，長時間の

ズムにどのような影響を及ぼすかを詳細に解析するこ アッセイが可能である 3H-TdR放出試験を用いて同

Table 4 Corr arison of cyt。toxicitymediated by lipoplysaccharide (LPS)-activated macrophages (Mψ） among 
various tumor cell lines. Activated MSo were obtained from C3H/He mice following ip. injection of 200 μg 

LPS 7 days prior to 40 hr 3H-TdR release assay. % specific lysis is expressed as mean of triplicate 

results± standard error仕om3 independent experiments. 

Target Cell Lines 

恥1qisensitive line Glioma cell lines 

Err ratio EL-4 VM-Glioma RSV-M 203-Glioma 

20/l 75.6 ± 18.8 50.l ± 4.6 45.7土 12.7 9.7 ± 2.6 

10/l 64.0 ± 13.l 47.6 ± 5.1 34.2 ± 7.3 5.4土 1.2

5/1 49.8土 10.6 38.6± 3.2 26.9 ± 14.5 2.0± 0.6 

Table 5 Comparison between 51Cr and 3H-TdR release-assays associated with% specific lysis and ratios of spon-

taneous release per maximum release (S瓜1). Lipopolysaccharide (LPS)-activated macrophag田（M¥f)and 

labeled target cells were co-cultured for 4, 20, and 40 hours at effector to target ratio of 20/ 1. % specific 

lysis is expressed as mean of triplicate results士standarderrors仕omnumbers (N) of independent ex-
periments 

51Cr release-assay 3H-TdR release-assay 

EL-4 VM-Glioma EL-4 VM-Ghoma 

SIM 

4 hr assay 16.5士0.7(N=2) 13.5 ± 2.1 (N=2) 19.3 ± 8.5 (N=3) 9.3 ± 4.0 (N=5) 

20 hr assay 33.2 ± 0.9 (N=4) 29.3 ± 1.3 (N=7) 25.9 ± 8.3(N=l1) 13.5土5.1(N=ll) 

40 hr assay 92.4 IN=ll 89.2 IN=!) 39.5士4.3IN=5) 19.7 ± 6.0 (N=l2) 

% specific lys1s 

4 hr assay 14.5 ± 0.7 (N=2) 3.5 ± 2.1 (N=2) 34.6士8.5(N=3) 18.4 ± 4.6 (N=5) 

20 hr田 say 49.8 ± 8.5 (N=4) 29.5 ± 4.9 (N=4) 67 I ± 9 2 (N=6) 29.2 ± 8.7 (N=6) 

40 hr俗say not done 75.6士9.8(N=5) 50.1 ±4.6(N=IO) 
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るかは断定はできない．しかし活性化M¢の抗腫蕩

効果発現において細胞接着因子が関与している事は40

時間の 3H-TdR放出試験を用いて初めて示唆された

事であり， M¢ の抗腫湯効果発現をみる場合には，長

時間の培養が可能である 3H-TdR放出試験が 51Cr放

出試験に比べ有用であった．

グリオーマ細胞に発現する細胞接着因子のひとつと

してneuronalcell adhesion molecule (NCAM）がNK細

胞の傷害活性と関連性を有するとし、う報告があり，注

目されている59）.しかし，活性化 M¢ のグリオーマ細

胞に対する腫蕩傷害活性における NCAMの膜発現性

と意義を検討した報告はなく，今後の研究課題と考え

られる．

2. 

千百

種々の活性化段階の M¢ のグリオーマ細胞に対す

る抗腫蕩活性を 3H-TdRを用いた放出試験で測定

し， 51Cr放出試験と比較検討する事により＇ H-

TdR放出試験の有用性を確認した．

'H-TdR放出試験においては invivoで LPSによ

り活性化された M¢ は VM-Glima,RSV-M, 203-

Gliomaの順に有意な傷害活性を示した．その際，

長時間（40時間）アッセイでも，最大解離に対す

1. 

第62巻

様の腫蕩傷害阻止試験を行った．種々の濃度の抗

LFA-1抗体，抗ICAM-1抗体および抗Mac-1抗体を，

20時間および40時間の＇ H-TdR放出試験ア、ソセイ中

に添加する事により，活性化M¢の抗腫蕩活性が阻止

されるかを検討した エフータター細胞としては，

ICAM-1陽性， Mac-1陽性， LFA-1陰性である， LPS

の腹腔内投与後7日目に得られた活性化 M¢ を用い

f二．

LFA-1陽性， ICAM-1陽性， Mac-1陰性の EL-4細

胞に対して，抗LFA-1抗体を用いた場合，活性化M¢

の抗腫湯傷害活性は抗体の濃度に依存して阻止された

(Fig. 14）.抗 Mac-1抗体は抗 LFA-1抗体と比べその

阻止効果は軽度ではあった．しかし，抗 ICAM-1抗

体を用いた場合には抗腫蕩活性に変化はみられなかっ

fこ．

一方， LFA-1,ICAM-1，および Mac-1すべてを細

胞膜表面に発現していない VM-Gliomaを標的細胞と

した場合には，これらの抗体による活性化M¢の傷害

活性に対する抑制効果は20時間， 40時間いずれのアソ

セイにおいても認められなかった（データ未提示）．

この実験では，抗接着因子の抗体をアッセイ中に添

加したため，種々の細胞接着因子の抗体が，標的細胞

側か，エフェクター細胞側かどちらに主に関与してい

日外宝110 
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Blocking effects of anti-adhesion moleucles antibodies on the cytotoxicity mediated by lipopolysaccharide 

(LPS)-activated macrophages (M¥O) against EL-4. Anti-lymphocyte fu町 tioni時 antigen(LFA）ー1antibody 

(KBA, 11160, 1/40, 1/20 diluted ascites fluid), anti-intracellular adhesion molecule (ICAM）ー1antibody 

(CAT-1, 1/160, 1140, 1/20 diluted ascites fluid), and anti-Mac-! (Ml/70, 1/160, 1/40, 1/20 dilution）世

tibody were added during 40 hr 'H-TdR release-assay. % specific lysis is expressed as mean of triplicate 
results from 3 independent experiments. Effector to target ratio of 20/1. 

CAT-I KBA control 

。
Fig. 14 



活性化 M¢ のグリオーマ細胞に対する傷害活性 111 

る自然解離の比率は20%を越える事はなかった．

3. 細胞接着因子の中では， LFA-1が，活性化M¢ の

腫蕩細胞発現に関与している事が長時間の 3H-

TdR放出試験で示唆された．

総 括

M¢ t主，運動性と強い貧食能を持ち，細胞質穎粒に

富む大型の単核球細胞であり，生体防御での免疫生物

学的役割，特にその認識機構と抗腫蕩活性が注目され

ている5），脳内ではM¢系細胞として microgliaが存在

し，その起源は vanFurthらにより骨髄幹細胞由来の

単核食細胞であると提唱されているが印l, gliobl田 t由

来であるという説も報告されており61），いまだ統一的

な見解が得られていない．近年， microgliaの培養法

が確立され62），その生物学的役割が次第に明らかにさ

れてきた．即ち， IL-1産生による asctrocyte増殖への

関与田l,TNF産生による組織変性，抗腫蕩活性への

関与s•1, IFN-r による MHCクラス Iおよび MHCク

ラスE抗原の膜発現増強とその免疫応答への関与問，

astrocyteから産生された IL-3あるいはGM-CSFによ

る microgliaの増殖への関与田l, astrocyteあるいは

microgliaから産生された IL-6による astrocyte由来の

NGF産生の誘導，そして，最近では，脳内での

human immunodeficiency virus (HIV）ウイノレス感染の

主な細胞である67），などの報告が注目される さらに

microgliaの同定法としてこの細胞表面に存在する糖

残基を特異的に認識する RCA-1lectinや GS-1lectin 

に対する抗体を用いた標識方法が従来の鍍銀法に比べ

有用である事が確立されてきた68），しかし，脳腫蕩組

織からの microgliaの単離培養が困難である事から，

脳における M¢の生物学的役割については依然、として

不明な点が多L、 また，癌に対する M¢の抗腫蕩性は

詳細に調べられているが，脳腫蕩細胞に対する M¢の

作用に関する報告は少ない そこで，我々はこの M¢

に着目し，グリオーマ細胞に対する活性化M¢の抗腫

湯性を実験的に検討した その結果，マウス腹腔細胞

由来の活性化M¢はグリオーマ細胞に対し，傷害活性

能を有する事がわかった．さらに， IFN-rあるいは

TNF－αなどのサイトカインが標的細胞のみならずエ

フェクターである活性化M¢の細胞表面に発現される

細胞接着因子との相互関係により，その認識機構と傷

害機序において重要な役割を担っている事がわかっ

た．

抗腫蕩活性を有する M¢の、／グナノレ伝達経路は最近

解明されつつあるが，不明な点も少なくない.M¢ 活

性化物質として， IFN-r13l,TNFーα1←t6),IL♂＇l, IL-41•), 

GM戸CSF目l,M-CSF20l, LPS211，など数多くが報告され

ている中で， IFN-rの抗腫蕩性に関する解析が注目さ

れる.M¢ の活性化には， IFN-rによる primingが必

須であり，引き続き LPSなどによる triggeringが引き

起こされて最終的に M¢ が活性化されるといわれて

いる35-37），さらに，最近の分子レベノレの解析の結果か

ら， IFNrによるシグナノレ伝達は， receptorを介する
機構69l,protein kinase Cの活性化が関与する機構70),

あるいは Ca2+channelを介する機構71）などが明らか

にされている．また， LPSによるシグナノレ伝達には，

receptor を介する機構＇ 2l, PGE2 や cyclic3', 5’ 

adenosine monophosphate ( cAMP）の活性化が関与する

機構刊，あるいは GTP結合蛋白が関与する機構73刊

などが報告されている．他の活性化物質の抗腫蕩機構

は解明されていないのが現状である．

M¢ は多くの腫蕩傷害因子を放出することにより，

抗腫蕩活性を示す．その傷害因子の中では，活性酸素

分子25,26），中性セリンプロテアーゼ27l,IL 128l, TNF-

α29）および活性化窒素分子（N03ー， N02ー， NO・）30-32)

などが報告されている．しかし，グリオーマ細胞に対

する抗腫蕩活性に如何なる傷害因子が関与しているか

は不明であり，今後の検討が必要である．

M剣士先にも述べたように多様な機能をもっ細胞集

団であるため，活性化M¢の中には抗腫蕩活性を有す

るM¢だけでなく，抑制性M¢ も存在している可能性

が高い．また，担癌状態では，腰蕩細胞自身より放出

される transforminggrowth factor-.B (TGFーのなどの抑

制性物質の関与75），生体内で産生された抑制性 M¢ か

ら放出される PGE2のような可溶性 mediatorの

関与曲川），などにより単に強力な抗腫蕩活性をもっェ

フェクター細胞を担癌宿主に投与してもその治療効果

は有効でない場合が多い．また，反応性の fibrosis,

脳内においては gliosis形成により，エフェクター細

胞と腫湯細胞との接着性の傷害が生じ，そのために

M¢ の治療効果の弊害となる事が示唆されている．

従って， M¢ を用いた養子免疫療法を確立する上に

おいての問題点としては，（！）採取方法，（2）増殖方

法，（3）活性化方法，および，（4）投与方法，に加え

て，上に述べたように，担癌宿主側のエフェクタ一機

構の発現に対する抑制機構の解除，などがあげられる．

M¢ を用いた治療法をさらに期待される治療法のひと

つとするためには，将来， microgliaあるいは生体内
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に豊富に存在する腹腔M¢などを，遺伝子工学的手法

を用いて種々のサイトカイン遺伝子を導入する事によ

り，抑制性 M¢ を含まない monoclonalな抗腫蕩活性

化M¢を作製し，臨床応用の足がかりにしたL、と考え

ている．

以上，マウス腹腔M¢のグリオーマ細胞に及ぼす抗

腫蕩活性における基礎的検討を行い．また，活性化

M¢ の抗鍾蕩活性機構，脳内における最近の知見など

について述べ， M¢ を用いた養子免疫療法の展望につ

いて考察した.M¢ のグリ オーマ細胞に対する傷害活

性機構を研究することは，悪性脳腫蕩の治療について

のみならず，脳内の免疫調節機構を解明する上におい

ても重要な課題であると思われる．

結 語

1. 4種のマウス腹腔細胞由来の M¢ を，種々の M¢

活性化物質を用いて活性化し，グリオーマ細胞に対し

て傷害活性を有する M¢ を誘導した．生体内で LPS

により活性化された C3H/Heマウス由来の M¢ が，

マウスグリオーマ細胞株に対し；最も高い傷害活性を示

した，

2. IFN-rは，常在性 M¢ や浸出性 M¢ に対し，単独

で濃度依存性に抗腫蕩性の発現を誘導し， LPSとの

共存下で相加または相乗効果を示した 一方， TNF-

αは抗腫湯性の発現には関与を示さなかった．

3. 活性化 M¢ の抗腫湯傷害機構において， IFN-rと

TNF－αは，濃度依存性にその抗腫蕩性に対し増強す

る作用を示した．一方， FCSはその発現に抑制的に

作用したが.PGE2の関与は明らかではなかった．

4. 活性化 M¢ の抗腫蕩活性は， MHCクラス I抗原

の膜タンパク発現に非拘束性であった．

5. 抗腫蕩性をもっ活性化 M¢ において，生体内のエ

フェクター細胞の腫蕩細胞認識機構に重要である種々

の細胞接着因子の発現を検討した．その結果，活性化

M削工， Mac-1陽性， ICAM-1陽性， LFA-1陰性であ

り， IFN-rとTNF－αはともに， ICAM-1の著明な発

現の増強効果を有する事がわかった.40時間の＇ H-

TdR放出試験を用レた場合，抗 LFA・1抗体が部分的

に活性化M¢の抗腫蕩性を抑制することが示唆された

事より， LFA-1とM¢の抗麗蕩活性の関連性が示唆さ

れた

6. M¢ の抗腫療活性を評価する上で，＂ Cr放出試験

と＇H-TdR放出試験を比較検討した.'HーTdR放出試

験は，長時間のアッセイが可能であり，感度が鋭敏な

ため，短時間のア ッセイでも，活性化M¢のグりオー

マ細胞に対する抗盛蕩性の評価が可能で、あった．

稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りました

京都大学脳神経外科菊池晴彦教授に深甚なる謝意の意

を表します．また，終始御指導頂きました現島根医科

大学脳神経外科山崎俊樹助教綬，および京都大学脳神

経外科織田祥史助教授に深謝いたします．
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