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Abstract 

も＇Vestudied whether lymphokine-activated killer (LAK) cells and cytotoxic T lymphocytes 

(CTL) were capable of being induced in vitro from peripheral blood lymphocytes of patients 

with brain tumor. The L¥K cells were generated by culturing recombinant IL-2 with 

peripheral blood lymphocytes. The culture was continued for 72 hours; then cytotoxicity to 

Hela cell was examined by 4 hr 51Cr release assay. LAK cells were induced from lymphocytes 

of patients with brain tumor, but the cytotoxicity was rather less than that of healthy subjects, 

and it was accompanied by clinical deterioration. CTL was generated by co-culture of pa-

tient’s peripheral blood lymphocytes and autologous brain tumor cells with addition of r IL-2. 

The cytotoxicity to autologous and allogenic brain tumor cells was examined by 16-hr51Cr 

release assay. The cytotoxicity to autologous tumor was approximately 30～40%, and there 

was cross reaction to allogenic tumor cells. The adoptive transfer of CTL to four patients 

was performed. One patient improved clinically, and on CT scan, growth of the tumor ap-

peared to have been reduced. 

はじめに

従来から，血液一脳関門の存在およびリンパ組織の

欠如などより，脳は免疫学的に weaksiteと考えられ

てきた．しかし，免疫学の進歩とともに，抗原提供能

を有する細胞のマーカーとされている HLA-DR抗原
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などが脳実質内IC証明されるようになり，脳疾患とく

に脳腫蕩に対する免疫療法の有効性が論じられるよ

うになった．さらに， 1985年 Rosenberg2仰が，転移

癌K対する lymphokine-activatedkiller (LAK）細胞

の全身投与の有効性を報告して以来，有効な抗腰湯

effectorを投与する乙とICよって癌を治療する養子免

疫療法が脚光を浴びるようになってきた．今回，脳鍾

蕩患者における免疫能を LAK細胞誘導率から検討す

る一方，手術時IC摘出した腫湯細胞によって患者（宿

主）の T lymphocyteを刺激培養してのtotoxicT 

lymphocyte (CTL）がどの程度誘導できるかの検討を

行い．少数の症例ではあるが， CTL による immu

notherap＇’を試みたので報告する．

I. Lymphokine-activated killer (LAK）細

胞の誘導

1. 対象と方法

臨床的に脳腫場と診断された各種脳腫癒患者，

glioma 10例， medulloblastoma 3例， germinoma3 

例， meningioma3例， metastatictumor 3例の計22

例を対象とした（Tablel）.患者の末梢血約 10mlをへ

パリン採血し， Ficoll-Conray比重遠心法lとより分離

した単核球を生食で洗浄後， 10劣非働化 FetalCalf 

Serum(FCS）含有 RPMI1640培養液（日水製薬）中

で単核球を 2×106個／mlIC調整し，とれにそれぞれ1,

5,10,25単位の recombinantIL-2 （武田薬品）を加え

て5~ぢC02 下lζ常温で72時間培養し， LAK 細胞の誘

導をおとない以下の実験を行った（Fig.l). 

51Crで標識した naturalkiller (NK）細胞非感受性

の細胞株である Hela細胞を標識細胞として用いた．

RPM！溶液で 5× 10'/m l の標的細胞浮遊液と 2x10•;

ml又は 1×106/mlの LAK細胞浮遊液を作製し，

それぞれ 100μ1ずつをU底の 96-well培養プレート

の各 welllζ矯き， 37°C, 5%C02インキュベーター

内で 4時間培養し，各 wellの上清lζ遊離してきた

51Crの放射活性を yーカウンターで測定した．その細

胞障害度（勿Lysis）は下記の式にもとずき計算した．

experimental spontaneous 
タ〆， reJease_(cem) rel!!ase(cpm) L、，sis＝ 一. . .ー プ？ ー× 100

町1ax1mu町l spontaneous 
release(cpm)- release(cpm) 

Table 1 Patient’s pro印eof the brain tumors 
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Histological diagnosis 

pontine glioma 

glioblastoma multiforme 

glioblastoma multiforme 

malignant astorocytoma 

oligodendroglioma 

malignant astrocytoma 

medulloblastoma 

medulloblastoma 

medullobiastoma 

germinoma 

germ mom a 

germinoma 

品broblasticmeningioma 

meningotheliomastous meningioma 

meningotheliomastous meningioma 

metastatic tumor (undifferentiated carcinoma) 

metastatic tumor (squamaous cell carcinoma) 

metastatic tumor (small cell carcinoma) 
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1) Separation of peripheral blood lymphocyte 

Ficoll-Conray gradient 

2) Complete medium for LAK cells 

RPMI 1640 containg 10タ~FCS

3) Induction of LAK cells 

Incubation for 3 days in complete medium conta1 

ning rlL-2: 2×106 cells/ml, rIL-2 1, 5, 10, 25 

U/ml (day OJ 

4) Measurement of cytotoxicity (day 3) 

Tar日υtcell: Hela cell 

E/T ratio：・ 20.1,40/1 

4 hrs 51Cr release assay 

Fig. 1 Induction of LAK cells and 51Cr release 

assav 

2－ 結果

培養液中の IL-2濃度の健常者 LAK活性に及ぼす

変化は Fig.2にノjミすように， 1 U/ml以上の濃度の

rIL-2によって話埠され，また脳腫場患者においても

ほぼ同様の相関関係をみとめた．今回は， IL-2濃度

1 U/ml, Effector/Target(E/T)ratio 20の糸川卜ての

LAK細胞活性の比較検討をおこなった．その結果は

Fig.3 Iζ示す如く，健常者（30.7土14.4勾）と比べて

glioma 27. 4土25.5%, medulloblastoma 13. 6士12.0

%, metastasis 13. 5士8.l!fo, germinoma 27. 3士18.9

%, meningioma 29. 0土12.0,S:ぢと LAK活性は低値を

示すものの，いずれの脳腫蕩患者においても誘導され

Fig.2 Dose response curve of LAK activity 
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Fig. 2 Does response curve of LAK activity 
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。
Fig. 4 LAK activity before and after administration 

of ,8-interferon 

るととが明らかとなった．また，その値と臨床症状と

の関係を Karnofsky’sperformance status (PS）を用い

て比較検討したと乙ろ，症状の悪化に伴って低下する

傾向をみとめ，なかでも Case5 (PS20%), Case ll 

(I》S60ら）においては， LAK活性がそれぞれ2.8ら，

io. o~ちとほとんど誘導できないほどに低下していた．

なお， Case3 (PS40%）においては，全身状態がわる

いにもかかわらず LAK活性94.7必と非常に高値を示

したが，この症例では長期にわたって OK-432の投与

がお乙なわれており，それによる影響があるように恩

われた．同様に， Case4(PS60%), Case 12(PS90%）で

は，入院後戸－interferon(IFN)300×l04U/dayを約6

週間全身投与しているが，投与前後において Fig.4の

ζとく LAK活性の上昇傾向をみとめた．

II. Cytotoxic T lymphocyte (CTL）の誘導

1. 対象と方法

悪性脳腫場4例で，その内訳は malignantmeningio 

1例， malignantastro cytoma l例， glioblastoma

multiforme 2例である．年齢は14～70才（平均35才），

男女比は1 1である．そのうち 3例には術後，頭皮

下に Ornma ya’s reservoirを設置し， とれを介して

CTLの局所への投与をおとなった． すなわち，生食

2 ml IC suspendし，週1回の割合で CTLの投与を

おこなった（Table.2). なお， Case1 ICは， CTLの

静脈内投与のみをおこなっている．

CTL の誘導に関する実験ならびに治療は高知医科

大学免疫学教室の浜里真二医師の指導のもとに当免疫

学教室の方法lζ従って下記のごとくおこなった（Fig.

5). 

1) 標的細胞の作成

手術にて得られた腫蕩片を無菌的にハサミ，摂子を

1) Separation of peripheral blood lymphocytes 

by Ficoll-Conray gradient 

2) Complete medium for CTL 

D’MEM containing 5% heat-inactivated AB type 

serum 

3) Induction of CTL cells (R/S =400～500) 

Incubation for 7 days in complete medium 

containing r IL・2:3×106 cells/ml, rIL・22U/ml 

(day 3) at 37。C
4) Measurement of cytotoxicity (day 6) 

Target cells: autologous, allogeneic 

E/T ratio: 10/1, 20/1, 40/1, (80/1) 

16 hr 51Cr release assay 

5) CTL transfer (day 7) 

Suspended in saline 

Fig. 5 Schedule of CTL-therapy 

Table 2 Adoptive transfer of CTL into brain tumor 

Patient I I I Performance l 中

Nよ Age1叫 x Histo 

70/F I malignant 町 ningioma I 5, OOOR, ope ! 1. 0×l08(iv) I unchanged I not increased 

14/M : malignant astrocytoma 5, OOOR, ope, ' 1. 3×10町it)! improved i not increased 
ACNU, IFN, MTX i 

34/F glioblastoma multiforme ! 3, 200R, ope, 1 2. 0×10市t)! unchanged I increa配
MTX I 

4 I 32/M i glioblastoma multiforme I 5, OOOR，叩e, 1 i. 1×l08(it) [ unchanged I not increased 
: ACNU, OK-432, ' 

IFN 

INF: interferon, MTX: methotrexate, ope: operation 

iv: intravenous injection, it: intratumoral injection (local injection) 
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用いて細切し， 25cm 2 flask kて培養した．腫場細胞

の培養は 6%human serum (HS）加の Dalbecco’s

modified MEM (GIBCO）培地を用いた．培養細胞の

同定として， gliomaの場合には免疫染色として B-SA

(Biotin-Strept Avidin）法を用いて GFAP,S-100染色

をおこなった．一次抗体としては 500倍希釈したもの

を用いた（Fig.10).

2) CTLの誘導

当大学免疫学教室で確立した方法に従い．患者末梢

静脈血より CPD テルモトリプルパックを用いて約

200～300 ml採血し， 2000rpm 20分間遠心したのち，

buffy coatの層のみを採取した．次IL, buffy coatか

らFicoll・Conray比重遠心法によりリンパ球を分離し，

pH7.2の phosphate butfered saline (PBS）にて

1, 500 rpm 5分間遠心を 3回繰り返して充分に洗浄し，

末梢リンパ球を採取した．このリンパ球を， 55ちの非

働化したヒト AB 型血清にて 3× 10• 個／ml の培養浮

遊液とし，これを responder細胞とした．

単層に増殖した自己脳腫蕩細胞を0.25%トリプシン

で処理し，細胞浮遊液としたのち培養液で 1ml IL 

suspendし， MitomycinC 200 μIを加え 37℃下IC

1時間処理し， PBSIζて3回洗浄した後， stimulator

細胞とした．なお， responder/stimulator(R/S）比は

400～500の聞となるように設定した．

3) IL 2の添加

ヒト recombinantIL 2 （武田薬品工業）は 2U/ml

の濃度になるように，培養3日自に培地の中に滴下し

百＇9肘明IIEバ－~SI 25 50 % Lysis 100% 

80/11+1+ 

40/11+1+ 

20/1 l+I+ 

日0/11-1+

Case 2 140/1 IーI+

80/1•-• 

40ハ，＿，ー

20/1 •ー lー

E/T: Effector /Target 
SI . Stimulation 

(mean士SE)

Fig. 6 In vitro cytotoxicity of CTL induced from 

case 2 against autologous glioma cell. 
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Target cell rlL:司・2St 50 % Lysis 100% 

HLA 
-A(2,19)1ー｜＋

B 
(W46,W51) , _ , _ 
C(W3「）

Epitheloid I+ I + 
sarco円、。

A(2,11) 1-1+ 
自（W22,

W4+6),_,_ 
C(W1,W3) 

Neuro-
blostoma 

A(2,30+31) 1-1 + 
8(35,51) 
C(4,7) 

E/T: Effector /Target 
St Stimulation 

(mean土SE)

Fig. 7 In vitro cytotoxicity of CTL induced from 

case 2 against autologous and allogeneic 

tumor cells. E/T ratio=40:1 

7こ．

4) killer活性の測定（16-hr51Cr release assay) 

CTLの killer活性およびその特異性を標的細胞と

しての自己の脳麗湯について検討する一方， allogeneic

の腫療として epithelioidsarcoma, neuroblastomaを

用い同様の 51Crrelease assay法にて検討した．

5) CTL therapy 

CTLの投与は， CTL誘導後7日目のものを用いて

施行した．生食水』ζ浮遊させた CTLを主として

Om ma ya’s reservoirより（一例ICは静注）局所投与し

た．投与は週1回，最大計8回の投与をおζない，総

投与量は 2.0×107～1.3×1Q8個に達した．

T
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(A) 

(B) 

(C) 
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6) 効果判定

各種脳腫療に対する CTLの効果判定は plainおよ

び enhancedCTならびに Karnofsky’sperformance 

status (PS）によって判定した．また，副作用の有無を

検討するため，末梢血液検査，および免疫学的検索を

行った．

2. 結果

1) 自己脳腫湯細胞に対する CTL活性

今回誘導した CTLは自己腫蕩に対して 30～40）ぢ

(E/T40）の killer活性を有していた．しかし， Case3 

のみは4～10%程度の killer 活性しか得られなかっ

た．多くの caseでは Fig.6の如く， IL・2の投与や

stimulationをおとなわなかった系においても数必の

killer活性が得られているが， stimulationおよびIL-2

を加える乙とにより，さらに killer活性の増強がみら

れ，これは自己脳腫蕩iζ対する特異的反応と考えられ

た．また， E/T比と killer活性もほぼ dosedependent 

の傾向を示した．

2) allogeneicな腫湯細胞に対する CTL活性能

Fig. 7, Fig. 8 Iζ示す如く， HLA抗原の類似した腫

湯lζ対しては各腫湯において同等の殺細胞能を示すが，

全く異なった腫場lζ対してはほとんど killer活性を示

さなかった．また， allogeneicな腫蕩細胞の特徴とし

て， Fig.7の如く， stimulationを加えたものよりも

むしろ末梢リ ンパ球の方に高い killer活性を示す傾向

がみられた．

3) CTL-therapy 

結果は Table2の如くであり， CT上腫蕩の縮小化

とまではいかなかったが， Case3を除き CT上艇場の

増大の抑制傾向がみられた．また， Case2においては

治療前に存在した左片麻庫，意識障害の改善がみられ

た.Case 3のみは治療経過中に CT上 cystの増大を

みとめた．

副作用としては， 4例中2例において CTL投与後

一過性の発熱をみとめた程度であり，その他には重篤

なものはみられなかった．末檎血液検査においても肝

機能，腎機能をはじめ，その他の生化学的検査上にも

明らかな異常をみとめなかった．

Fi昌 9 CT scans with contrast enhancement in case 2. 

考 察

一般的に悪性脳腫揚患者では Purifiedprotein denv 

atives (PPD）の陰性化， Phytohemagglutinin(PHA)

幼若化反応低下， OKT,/OKTs比の低下などの非特

異的免疫機能の低下が指摘されているが， 乙の変動

が示す免疫学的意義は不明である．一方， Bacillus

Calmette-Guerin (BCG), OK-432, Levamisole, 

Tragacanth gum degradation sulfation(TGDS)B>, 

Interferon (IFN）などの非特異的免疫療法が行われて

きたが，その効果もいまだ充分とはいえず，とれらの

免疫療法が脳腰蕩患者に対して真に有用なものである

か否か疑問視されつつある． 1976年 IL-2の発見以

来，腫蕩免疫学の著しい進歩がなされ，さらに1985年

Rosenberg加が転移癌IC対する LAK細胞の全身投

与を報告して以来，有効な抗腫蕩 effectorの投与をお

となう養子免疫療法が脚光を浴びるようになって来た．

脳神経外科領域においても，岡本ら17 19》清水ら22,23>

の LAK細胞を用いた養子免疫療法，吉田ら28》の培

養自己リンパ球局所移入による悪性 glioma患者lζ対

する治療が試みられるようになっている．また，北原

らlJ.12）の IL-2依存性 CTL株の樹立などの報告も

みられる．

今回，脳腫蕩患者において LAK細胞および CTL

が実際に誘導できるかと、うかの検討を行った結果，

LAK細胞は健常者と比べて低値ではあるが誘導可能

であり，その誘導率は患者の全身状態κも影響をうけ

やすいという傾向がみられた．したがって，免疫療法

を施行するに際しては，意識障害を合め全身状態を改

善させてから，あるいは改善しつつおζなうべきであ

る．また，その誘導率は INF,OK-432などの免疫賦

活剤lとより増強される傾向をみとめたので，今後は乙

のような effectorとの併用療法も考慮されるべきであ

ろう．一方， LAK細胞は IL-2共存下に 3～4日間

培養で比較的容易に誘導でき，しかも 4時間という短

時間で細胞障害性を示すζ となどから，局所投与の方

法においては汎用性もある有用なエフェクター細胞で

あると考えられる．しかし， LAK細胞には腫蕩特異

性がなく，理想的には腫湯細胞に対して特異的障害を

体） Pre-operative scan showing the metastasis to the verrnis. Right frontal lobectomy is done. 
(B) Pre-treatment scan showing enhancing area in the lateral ve~tricle. The guide tube is irnplated 

in the right lateral ventricle and connected to subcutaneus Omm:wa's reservoir. 

(C) Post-treatment scan after intratumoral i吋ectionof 1. 3×108 CTL. 
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(C) 

Fig. 10 Cultured glioma cells in山 se2. 

(A) stained by hematoxylin-eosin (HE）×100 

(B) stained by glial日brillaryacidic protein (GFAP）×100 

(C) stained by S-100×100 

示す Cl‘L-lerapyが望ましいといえる．事実，マウ

スの実験）陸揚ICζれらの CTL療法は極めて有効で，

治総率100；；ちという報告もあるlSd4l. 我々も手術時lζ

得た腫場組織の培養が可能であった臨床症例につき，

実際lζCTLの誘導をおこない， CTL-therapyを試み

た．この培養細胞の同定には gliomaの場合， GFAP,

S-100 Iζ対する免疫染色をお乙ない検討したが，とも

に陽性を示した（Fig.10). CTL誘導の結果は， 1 {fl] 

を除き，各自己脳腫蕩lζ対して 30～40%(E/T 40）の

killer活性を示す CTLを誘導する乙とができた．ま

た，その killer活性には同種腫場間で交叉反応を示し

た．とのことは，手術時に培養するのに充分な腫蕩組

織が得られなかった症例については，非自己脳腫蕩細

胞との混合培養で有効な CTLが誘導できるロI能性を

示唆しているものと考えられる．

CTLの誘導が humanleukocyte antigen (HLA) 

のタイプと相関するか否かは多くの症例での検討が必

要と思われるが，藤本6一山は7 ウスの場合と同じく，

ヒトでも臆蕩細胞で免疫するととによって活性化され

るが，この場合は腫湯細胞が表現している種々の抗原

系に対するポリクロ一ナノレなキラーT細胞が活性化さ

れており，踊場細胞には同系腫場間あるいは異種腫場

間で交災以応性の抗原系が表現されていると述べてい

る．今回 CTしtherapyを試みた 4例は，いずれも CT

上腫場の縮小化を示す程の効果を得るととはできなか

った．とくに Case3においては治療中も腫場内 cyst

の増大傾向がみられた（Fig.11）.との症例は左視床部

修芽腫であり，生検施行直後より 3,200 radsの術後照

射をおとなったため，末梢白血球 11,000/μI中リンパ

球 3%と少なく， assayによる killer活性も 4～10%

程度と低値なため，充分な effector細胞の投与がおと

なえなかったためと思われる．しかし， cyst形成は強

い免疫反応の結果とも考えられ，単lζ腫蕩の増大との

み解釈すべきではなく，さらに今後の検討が必要であ

る.Case 2は右前頭葉原発の malignantastrocytoma 

の小脳虫部への転移例で，腫蕩亜全摘出後 CT上lこ

髄腔内播種の所見をみとめたため（Fig.9），脳室内l乙

設置した Ommaya’sreservoirを介して CTLを合計

1. 3×10s個注入をおとなったところ，治療前IC存在し

ていた左片麻捧，意識障害の改善をみとめた. CT 

Kも腫蕩の増大傾向はみられなかった．今回 CTL-

therapyを試みた 4例の CTLの投与量は 2.0×107～
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(A) 

(B) 

Fig. 11 CT scans with contrast enhancement in case 3. 

仇.） Pre-treatment scan showin g込cysticenhancing mass in the th al am us extended into the left 

lateral ventricle. The guide tube is implanted in the cyst and connected to subcutaneus 
Ommaya’s reservoir. 

(B) Growth of the cyst was seen on CT scan during treatment. 
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1. 3×108個と全体的に少なく，治療効果を検討する上

では充分量とはいえなかったが，今後さらに killer活

性の高い effector細胞が大量に得られるよう l乙なれば，

in vivo においてもその治療効果が充分に期待できる

ものと恩われる．また， CTL-therapyには手術の行え

ないような症例や，腫蕩細胞が培養できない症例icは

使用できないという問題点があり，今後は交叉反応性

を示す allogeneicな腫場による＇ stimulationや，また

cyclophosphamide などを用いてサプレッサーT細胞

を効率よく除去するなどの工夫が必要と思われる．

まとめ

1- 脳臆蕩患者22例において LAK細胞活性の測定

をおこない，健常者と比べて低下していることを明ら

かにした．

2- LAK細胞の誘導率は腫蕩の悪性度とも一部相

関するが，全身状態の悪化iζ左右されやすく，また免

疫賦活剤の投与によりその誘導率を高め得た．

3. 脳原発悪性脳腫場患者4例lζ対して CTLの誘

導，および CTL-therapyをおとなった．その結果，

臨床症状の改善をみとめ， CT上，腫蕩の増殖が抑制

され，その有効性を確認した．今後 killer活性の高い

effector細胞を大量に得る方法を開発し，治療効果の

向上をはかりたい．

稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜った脳神経外科
森惟明教綬，栗坂昌宏助教授，また論文の御校関を賜った高
知医科大学免疫学教室藤本重義教侵に心から謝意を表します．
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