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Abstract 

To investigate the effect of interferon-gamma (IFN-y) on the immunotherapy, we used the 

autocrinically stimulated可・stemin which a mouse IFN-y cDN A was transferred by infection 

with a chimeric retrovirus containing the IFN -y gene. First, we established a tumor specific 

CTL clone (E 4) against 203 glioma cells (a 20 methylcholanthrene induced mouse ependy-

moblastoma line of C57BL/6 mouse origin), and then transferred murine IFN－γcDNA into 

E-4 by using retroviral vector ( pメV:¥ (:¥I u γLIA)). Out of五vegene-transferred subclones, 

Eγ－4, Eγ－5, Eγ－6, Ey-7 and Ey-9, t¥¥'O subclones (Ey-6 and Ey 9) constitutively produced 8-

to 10-fold amounts of !Fi¥－γas compared with the parental E-4. Moreover, these two subclones 

exhibited two to three times higher killing activity against 203-glioma than the parental cells; 

The enhancement of the killing activities was abrogated by an adequate addition of anti-IFN-y 

antibody. 

No alteration was seen after the gene transfer in cell surface phenotypes, Thy-1 +, Lyt-1-, 

Lyt z+3＋ 乱ndasialo-G;11 ・ Fluorescence-activated cell sorter (F AC、メ） analysis showed that the 

surface expre日 ionof major histocompatibility complex (MHC) Class I antigen, H-2K b, of 

parental E-4 was augmented remarkably, and it was not altered by the IFN-y gene transfer, 
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but the Class II antigen, I－λ＂， w日sslightly enhanced on the two IFN－γ－producing sublines. 

Since it is considered that in the vicinity of the constitutively IFN－γ－producing CTL cells, 

tumor cells are exposed to a high concentration of IFN－γand may be stimulated to induce or 

enhance the expression of surface antigens including ¥1HC antigens as well as tumor associated 

antigens in relation to immune recognition. The 203-glioma cells pretreated with IF~γwere 

more efficientlv killed by both the parental E-4 and the gene-transferred sublines. It was thus 

suggested that the specific tumor killing activity of the gene-transferred CTLs was augmented 

by the constitutive production of IFN-y derived from the exogenous gene. 

As the next step, a mouse IF：＼ γcDN人 wastransferred into a neuroblastoma line Cl300 

of A J Ax mouse origin. Two infected subclones Cy3 and Cγ22, ＼＼＇巴 reobtained as a low and 

a high producers, respectivehに BothIFN'ッ genetransferred cells remained unchanged as 

regards in vitro cell gro¥¥th, morphological appearance and differentiation山ntigenexpression 

such as neuro五lamentsafter the IF N-y gene transfer. On the other hand, expression of ¥I H C 

Class I antigens of both subcloned lines was extremely augmented at the surface expression 

level as well as at the transcription level, regardless difference in amounts of their IF¥f-y 

production. However, the ¥I HC Class II antigen was not detected. 

¥Ve examined the tumorigenicity of these IFN－γgene transferred sublines. The tumor 

formation in the high IF0f y producer cells Cy22 was limited and the tumor was often rejected, 

but the low IFN-y producing cells Cy3 whose :VIHC、Class I antigen expression level was the 

same as Cγ22 was not rejected so often. The in vivo tumor growth induced by Cγ3 and Cγ22 

cells in the syngeneic mice following s.c. injection w乱Sstrongly suppressed, as compared w川1

the parental cells. It was therefore indicated that the suppuression of tumor formation might 

more closぞlyassociated with constitutive IFN-y production rather than :VIHC antigen expression 

and the reduced in vivo tumor growth might be affected by the high expression of れ irf：‘ice

antigens. 

On immunohistochemical examination, the tumors produced by the IF:¥ -y gentransferred 

cells showed a necrosis, hemorrhage and lymphocytic infiltration of Thy-1 + cells cけntaining

Lvt-2-or L3T4+ subsets in the early tumor stage, whereas there were extremelv frw h・mphocytes 

around the tumors induced by the parental cells. There was significant difference in the 

degree of lymphocytes infiltration between the tumors induced by the gene tr：‘rnsferred sublines. 

From these results, it was considered that the reduced growth activity of the tumors was due 

to the activation of the effector cells surrounding the tumors by the high expression of anv 

tumor surface antigens induced by the IF：＼ γgene transfer and additional local immuno-

modulaton・ effects of IFN－γin the vicinity of the tumors. 

It is expected that the IFN y gene transfer system could be used as a novel therapeutical 

approach to tumors. As the strategy for cancer therapy, we tryed to augment the immune 

reaction to tumors by an active immunization using IF i¥!γgene transferred tumor cells. 

メurvivaltimes of tumor bearing mice were prolonged h’ the active immuniz刈ionof Cγ22 

cells. It was suggested that retrovirus-mediat巴dtransfer of cytokine genes would be applied 

to a modified immunotherapy for cancer in the future. 
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はじめに

インターフェロン（IFN）の生物学的役割は完全に

解明されているわけではないが，ある種の腫蕩細胞に

対して直接的細胞障害作用や免疫活性をもっ乙とが知

られており，免疫療法を考慮する上で注目されている．

とくにインターフェロンーガンマ（IFN-y）は IFNの

なかでも MHC拘束性 cytotoxicT lymphocyte(CTL) 

を介した細胞障害性の増強M ，品仙仙叩， CTLの分化，

誘導8りさらには7 クロファージの antigen-presenting

作用の増強効果4》や抗腫場液性因子の放出47・52＞，また

natural killer (NK）細胞の活性化26・43》など種々の免

疫活性が最も強く 58うまた腫湯免疫応答において，標

的細胞の主要組織適合抗原（MHC)13'4J.s2・60）や腫場関

連抗原6・8・ 14 ・ J"16•22.3D をはじめとする細胞表面抗原の

発現を高めるととなどが報告されており，さまざまな

免疫担当細胞を介した抗腫蕩効果が期待される．しか

しこのような IFNγ の効果を臨床的に十分に発揮さ

せることは，全身的投与では副作用が強く 19九また生

体内ではその半減期が短い円ため困難で、あった．その

ため腫湯内局所投与による効果的な IFN-yの治療法

が注目を浴びている 19》 ととろで脳腫蕩は局所療法が

可能な腫蕩のひとつであり， IFN-yの局所投与による

抗腫蕩効果あるいはその作用発現のメカニズムを知る

ことは脳腫蕩治療に意義があると考えられる．本研究

は IFN-yを腫場周囲に持続的lζ作用させるために3

7 ウス IFN-ycDNAをレトロウイルスベクターを用

いて CTLあるいは腫湯細胞に組み入れ，乙れを IFN

-yの局所免疫療法のモテソレとして，エフークター側，

および標的細胞側の両面よりその抗腫場効果を検討す

ることを目的とした さらに表面抗原の発現が高まっ

た IFN-y遺伝子導入腫蕩細胞で宿主を能動免疫し，

新しい免疫療法としての効果を検討した．

Part I：インターフエロンガンマ遺伝子導入

による CTLの殺細胞効果の増強

研究材料および方法－I

(1-A) 実験動物

静岡県実験動物農業協同組合より供給された 6-8週

令の雄 C57BL/67 ウスを使用した．

(1-B) 細胞培養

203-glioma 細胞は， C57BL/6 7 ウスより 20-

methylcholanthrene にて誘発された malignant 

ependymoblastoma株である．世2細胞は Mannらに

より樹立された ecotoropicm urine retrovirus を産生

する packagingcell lineである加．乙れらの細胞は

10%非働化牛胎児血清（fetalcalf serum, FCS, G IBCQ, 

Grand Island, NY）添加 Dulbecco’Smodified MEM 

（日水製薬，東京）（ストレプト 7 イシン 50mg／／およ

びペニシリンG20万単位／！添加）の培養液（D’MEM

完全培地）にて維持した．

(1-C) CTL用完全培地の調整

Wister系ラットの牌臓および腸間膜リンパ節細胞

5×106/ml を， 10%FCSおよび 2μg/ml Concanavalin 

A (Con A, Pharmacia, Uppsala, Sweden）を含む

RPMI 1640 （日水製薬）の培養液中で， 37。c,55ぢC02

下lとて培養した．その構養上清を18時間毎， 2度採取

した. Con A を取り除くために SephadexG-75の

カラムを通過させ， 10,000 rpm で20分遠沈したあと

0.45μm の nitrocellulose 五liter (ACRODISC唾，

Gelman Sciences, Michigan）にて漉過し，除菌を行

った. CTL用完全培地は RPM!1640 にこのリン

パ球培養上清20%，遺伝子組み換え型ヒトインターロ

イキン－2(r!L-2) （武田製薬より供与） lOn g protein/ 

ml（与0.3 U/ml), 10%FCS，ストレプトマイシン，ベ

ーシリンを加えて調整した．

(1 D) 皮下腫渦の作成

リン酸緩衛生理的食塩水（PBS;pH 7. 2) !CO. 01% 

EDTA を含む0.05% トリプシン溶液で浮遊細胞とし

た 203 glioma 細胞を PBS で 2度洗浄した後，

2 × ro• 個／200µ！の濃度で両側鼠径部皮下に接種したー

また養子免疫療法モテソレの臆療の作成には， I×106個

/100 μIの 203-g!ioma細胞を右の鼠径部K接種した．

との細胞数は 203-glioma細胞が100%腫場形成する

のに十分な量である．

（トE) CTLクローンの樹立

CTLクローンの樹－立ーには教室の山崎らの方法制を

改良して用いた．すなわち 203glioma細胞を皮下接

種し，あらかじめ免疫した 5-6週目の腫場担体7 ウス

の局所リンパ節細胞を， X線照射（3000R）した同マウ

スの牌細胞（antigen-presentingcell）と lL-2を含ま

ない培地で混合培養した．混合培養2日後，芽球化細

胞を96穴プレート（96Well/Flat Bottom, Corning, 

N.Y.) fとlcell/wellの割りで希釈，プレーティングを

行い， IL-2を含む CTL用完全培地で培養した．そ

の際， 2×10＇個 ／wellのX線照射牌細胞を feeder細胞

として上記プレートに加えた．この限界希釈法による

クローニングで20個のクローンを得たが，最も 203-
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Fig. 1 The construction of a retroviral vector pSVX 

(Mu y LIA) for introduction of murine IFN -y 

cDNA into the target genome. The vector 

was derived from pZIP. Neo. SV(X)I by 

insertion of IFN-y cDN A at the Barn HI 

site. Murine IFN-y cDNA was driven from 

L TR of Moloney leukemia virus by splice 

bet we氾nSD and SA. B, Barn HI; SD, splice 

donors; SA, splice acceptors. 

glioma に対して細胞障害性を示し，線維芽細胞株で

ある L細胞には細胞障害性を示さなかった CTLクロ

ーン E-4を以下の実験IC用いた．

(l-F) レトロウイルスベクターによる IFN-y遺伝

子導入

渡部らにより構成されたレトロウイルスベクタ－

pSVX (Mu y LIA）は， G4I8耐性遺伝子 neomycin

phosphotransferase gene (neo）山を含む pZIP·Neo•

SV(XJI切に， murineIFN-y cDNAを婦入したもの

である（Fig.l）.これをカルシウムリン酸沈澱法20》に

てゆ2細胞に導入したクローン Y,2(Mu y LIA）細胞は

感染能力のあるレトロウイルスベクターを産生する乙

とができる．

E-4細胞とゆ2(MuyLIA）細胞を G41850μg/ml を

含む CTL用完全培地で 1週間培養し，さらに2週間

の間で G418の濃度を 800μg/m］まで徐々に上昇さ

せ，生存細胞を96穴プレートに I × 10• 個／well でプレ

ーティングした．との方法lとより288穴中， 9穴lζ単一

集落を得た．このうち 5個のクローンに IFN-y遺伝

子が婦人されていることがサザンフロッティングにて

確認された（Fig・2）.以下，乙れら IFN-y遺伝子導入

クローンは Ey-4,Ey 5, Eγ6, Eγ一7,Eγ－9と命名し

た．

(1-G) サザンプロ ッテイング法とノザンブロッテイ

ング法

操作法は標準的方法によった仏印．すなわち 10μg 

の DNAを Moloneymurine leukemia virus (Mo-

MuLV）の longterminal repeats (L TR）間で切断する

制限エンドヌクレアーゼ Xbalで処理後， 1%ァガロ

ースケりレにて電気泳動で分離し，ニ・トロセルロース膜

lζ転写した．また総細胞 RNAの調整には guanidine

isothiocyanate/cesium chloride (GTC/CsCl）法によ

った35>.サンフ。Jレは denature後 2.2 M formaldehyde 

を含む 1-3~ぢアカゃロースケツレで分離し，ニトロセノレロ

ース膜に転写した．

i核酸転写後のニトロセルロース膜は 80。Cで2時

間ベイキング後， プレハイプリ溶液（5×討討c. 3× 

Denhart’s solution) (SSC=0.15M NaCl/0.015M 

sodium citrate, pH 7. 4, Denhart’S solution =0. 04必

polyvinylpyrrolidone/0. 04% Ficoll/0. 04% bovine 

serum albumin）で65・C,24時間インキュベー卜した．

その後 32p でラベルしたプローブを 6×SSC, 5× 

Den he rt’s 溶液， 50% formamide, 12. 5 μg/ml 

denatured calf thymus DNAを含む溶液中で 42。c,

24時間，ハイブリダイゼーションを行った．ートロセ

ルロース膜は 65'C,0. 4×SSC/0.1% SDSで， 30分

を3回洗浄し， X線フィ Jレムにー70℃で1-3日間感光

した．分子サイズ（キロベース， kb）は Hind皿 処

理した Aphage DNA断片で算定した．

(1-H) IFN活性（b10・assay)

IFN-y遺伝子導入細胞の IL2存在下，非存在下，

Con A刺激時の培養上清中の IFN産生量はL細胞を

用いた抗ウイ Jレス活性で測定した仙 L細胞を単層培

養した96穴プレート lζ4段階IC3倍希釈したサンプJレ

を加え， 24時間後サンプノレを除去したのち vesicular

stomatitis virusを含む培養液で培養する．さらに約24

時間後，クリスタノレバイオレットで染色し，ウイルス

の cytopathic効果を判定した． IFN 活性は7 ウス

IFN-a，但標準液（NIHG002 904 5ll）で補正して国

際単位（I.U.）で表示した． また組み換え型 IFN-y

(rIFN-y）抑は塩野義製薬より供与を受けた．ラビ yト

抗 IFN－γ抗体（渡部氏より供与）は中和試験応用い

た．

(1-I) 細胞障害性試験

CTL による細胞障害性試験は 2つの方法で行った．

まずスクリーニング試験は 1×10＇の 203-giioma細

胞あるいはL細胞を96穴プレートにプレーテイングし，

24時間後 2×10sから 1.25×104/100μ！の 5段階に調

節した CTLを加えた（エフェクター細胞／標的細胞

(E/T）比＝20/1-1.25/1). 24時間混合培養後， PBS 

ILて洗浄し，ギムザ染色をして残存細胞より標的細胞

の障害性を評価した.203-glioma にのみ強い細胞障害

性を示した CTLは，日Cr遊離法により細胞障害活性

を算出した21人すなわち 51Cr でラベソレした 1 × 10•;
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100μ］の標的細胞を96穴U型プレート（96W,・IJ/Round 

Bottom, Corning）に用意し，乙の上に， E. T 比を

50:1から3:Hζ応じてエフェクター細胞（CTL）を添加

後， 37。C,591ο（‘02下で12時間インキュベー卜した．

その後，プレートを 1500rpm, 10分間遠沈し，その

培養上清を 100μ1回収し，ガンマカウンター（ANSR

Gamma Counter, Abbot Laboratories, North Chicago) 

にて放射活性を計測した．全てのアッセイはトリプリ

ケートで行い，細胞障害活性は次式より算出した．

細胞障害活性）劣）＝（計測値一自然解離）

×100／（最大解離ー自然解離）

最大解離，自然解離はエフェクター細胞浮遊液の代

わりに， 1%Nonidet P-40 （半井薬品）あるいは hepes

緩衝 RPMI完全権地をそれぞれ 0.lmlずつ添加し，

その培養上清を測定したものである．

(1 J) 表面7 ーカーおよび MHC抗原の発現

E-4および IFN-y遺伝子導入クローンの表面マー

カーを間接鐙光抗体法でアソセイした．ラット抗 Thy

-1, Lvt-1, Lvt-2, L3T4モノクローナル抗体（Becton,

Dickson, Calfornia）およびラビッ ト抗 asia]o・GM！ポ

A 

‘’ ． 
昌也孟

a一歩 ・

．、

b→ 砲事骨省首ー
畠白幽

．－ 

． 
1 2 3 4 5 6 7 

B 

リクローナlレ抗体 （Wako,Osaka）を一次抗体とし，

二次抗体は fluorescenceisothiocyanate (FITC)ラベ

ルの抗マウス IgGあるいは FITCラベルの抗ラビy

トIgG抗体（DAKOPATTSDenmark）を用い，検

鏡により判定した．またおIHC抗原の解析は一次抗

体に7 ウス抗 H-2b抗体（Class I jあるいは7 ウス

抗 IAh抗体（ClassII）をもちい，二次抗体に FITC

ラベル抗7 ウス IgG抗体（DAKOPATTS）をもち

て間接去を光抗体法により染色し， PBS にて洗浄後

日uorescence-activatedcell sorter (FACS; FACS-440) 

にて解析した．

(1-K) 皮下腫場中和試験（Winn勾peassay) 

E 4および E-4に IFN-y遺伝子を組み入れたサ

フクローンのうち細胞障害活性の高い 2つのクローン

(Ey 6, Ey 9）のmvivoでの抗腫務効果をウィーンタイ

プアッセイで判定した．すなわち 2× 10• の 203-glioma

細胞と E/T比を10/1あるいはl/lK調整した CTLを

混合して，宥鼠径部皮下lこ接種した．その後の腫場生

着率および腫蕩増大曲線より抗腫場効果を判定した．

(1-L) 養子免疫療法モデル

1 × 10• 個の 203-glioma 細胞を右鼠径部皮下iζ接種

ー』 5ヤ子’

~－ .....υ4個・柳．．←C

1 2 3 4 5 6 7 

Fi邑－ 2 Southern blot ana)y,is of G418・resistantsubclones and packaging cell line 

ゆ2(MuyAA)- After digestion with the restriction enzyme Xbal, the DNA 

fragments were electrophoresed on a 0. 750；σagarose gel, and then transferred 

to札 nitrocejlulosemembrane. The membranes were hybridized with 32P-

labeled lFN-y(A) or neo(B) cDNA probes. Lane I，ゆ2(MuyLIA); lane 2, 

Eγ 4; lane 3, Ey-5; lane 4, Ey・6;lane 5, E・7;lane 6, Ey-8; lane 7, Eγ－9. 

Arrow (a) indicates the 18kbp genomic IFN-y fragment and arro＼＼’s (b) and 

(c) indicate the 5. Okbp proviral DNA fragments which integrated in the 

DNA of CTL except Ey-8. 
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し， 5 日目に尾静脈より 5× io• 個／100 μIあるいは

1 × io• 個／100µ1 のエフェクター細胞にTL）を移入し

た（単治療群）．またエフェクター細胞を 203-glioma

接種5日目，および10日自に同数のエフェクター細胞

を尾静脈より移入した（復治療群）．エフェクター細胞

には細胞障害活性が最も増強されていた Ey・9とコン

トロールとして E4を用い， fキクループは5匹ずつ

のマウスを使用してアッセイを行った．

結果一1

CTLクローンへの IFNr遺伝子の導入

203-gliomaに対するマウス CTLクローン E4ゲ

ノムへの外来 IFN-y遺伝子の導入は，感染処置を行

a一歩

b→ 

2 3 

った G418耐性 E-4クローンを制限エンドヌクレア

ーゼ XbaIで処理したのち， IFN y cDNAフラグ

メントをプローブとしたサザンフロッティング法にて

確認した（Fig.2). Ey-4(1ane 2), Ey-5(1ane 3), Eγ－6 

(lane 4), Ey 7(1ane 5），および Ey-9(1ane7）は 5kbと

18kb に2つのバンドをもつが， 5klコに導入した IFN-

y遺伝子を含み，これらはいずれも再構成や欠損部分

はなく完全な 5kbのプロウイノレス DNAが1コピー

組み入れられたことを示す． しかし Ey-8(1ane6）は

G418に耐性であったにもかかわらず IFN-y辿む、子は

組み込まれていなかった．

次に外来 IFN-yからの mRNAの発現量を IFNγ

4 5 6 7 
Fig. 3 Characterization of the IFN-y specific transcripts expressed in individual clones 

infected with retroviral vector by Northern blot analysis. Lane I，ゆ2(:VluyLlA): 

lane 2, parental CTL E-4; lane 3, Ey-4; lane 4, Ey-5; lane 5, Ey-6; lane 6, 

Ey-7; Jane 7, Ey-9. Arrows represent the exogenous (a) and the endogenous 

(b) IFNγspecific transcripts, respectively. 
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プロープを用いてノザンプロ・ソテインク法で検討した

(Fig. 3). IFN-y遺伝子が組み入れられたクローンは

2種類の rnRNAを作る．つまり大きい 5.6kbのバ

ンドは 5’LTRをプロモーターとして転写されたもの

で， 1.Skbのパンドは endogenousIFN-y遺伝子よ

り転写されたものである・それに対して，未感染の E

4は短いバ ンドすなわち endogenousIFN-y遺伝子の

転写のみしか現れない．さらに長期継代培養後や凍結

保存処理によっても宿主ゲノム内の外来 IFN-y遺伝

子は安定しており，その発現も変化はなかった（デー

タ未提示）．

IFN-7遺伝子導入 CTLクローンの IFN-7産生量

rIL・2下で E-4を培養すると上清中にごくわずかの

量の IFN活性が得られた（15I.U./rnl/105cells/day）・

一方Ey・6および Ey9はE-4や他の IFN-y遺伝子導

入クローンIC比べてか10倍の産生量を示した（Table

1）.また IL・2非存在下では E-4や他のサブクロー ン

の JFN産生を検出できないのに対し， Ey・6および

Ey-9は少量ながらも常時産生していた． さらに Con

A 刺激時では rIL-2刺激時と同様に Ey・6 および

Ey-9で産生量が最も高かった．

また IL・2非存在下で 203-gliorna細胞と E・4を混

合培養すると IFN活性はごくわずかにみられるのみ

であったか，それに対して Ey-6および Ey・9と標

的細胞との混合培養では IL-2刺激ほどではないが

非刺激時の2-3倍の IFN活性を認めた（データ未提

示）．

Table 1. IFN -y production of E-4 and the IFNγ 

gene-transferred sublines. 

Treatment 

None IL-2 IL・2+ConA

E-4 <5 15 15 

Ey-4 <5 14 28 

Ey-5 く5 20 25 

Ey-6 20 118 145 

Ey-7 く5 24 28 

Ey-9 22 107 128 

IFN -y activity (l.U./rnl/105 cells/24 hours) was 

measured under the following 

conditions: None, rIL-2 free medium; IL-2, rIL-2 

(lOngiml) containing medium; IL 2+ConA, rlL-2 

(lOng/ml) and Con A (2μg/ml) containing medium. 

Each value represents the means of triplicate assays. 

0---0 E, (parental CTL clone) 

＠一一唱 E7-s(IFN-r cDNA integrated clone) 

争ーー・ Er－•〔 lFN-r cDNA integrated clone) 
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Fig. 4 In vitro % lysis of target cells by E引0),
Ey-6(c) and Ey-9(.). Target cells were 

labeled with 51Cr and incubated for 12 h 

with the effector cells at various effector/ 

target (E/T) ratio ranging from 3: 1 to 50: 1. 

The values are the means of triplicate 

determinations. The spontaneous release 

was 20. 2% of maximal release induced with 

1% NP-40. 

IFN-7遺伝子導入サブクローンの細胞障害活性の増

強

203-glioma細胞応対する invitro細胞障害活性l'i

12時間の s1cr遊離法にてアソセイした. 12時間のア

ソセイは「トリプシン処理をした標的細胞が最大の殺

細胞効果をうけるのに必要な時間」という至適条件の

検討より設定した. Fig.4は IFN-yを最も産生する

クローンである Ey-6および Ey-9で，各 E/T比に

おいて細胞障害活性がコントロールの E-4 K比べて

2-3倍上昇したことを示す．しかしながら IFN-y産生

量が E-4とかわらなかった IFNγ 遺伝子導入サブク

ローン（Ey-4,Ey・5,Ey-7）では細胞障害活性の増強は

得られなかった（データ未提示）．また IFN-y遺伝子

導入細胞は親株の E-4同様に 203-gliomalζ細胞障害
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活性を示したがL細胞には全く細胞障害活性を示さな は 203・glioma細胞を 1,0001. U./mlの rIFN-yで前

かった． 処理した場合1.5倍増強した． しかしエフェクターで

腫蕩細胞に対する IFN-yの作用を確認するため， ある E-4を rIFN-yで前処理しでも細胞障害活性lζ

抗 IFNッ抗体を CTLクローンより産生された IFN- 変化はなく（Table3), Ey-6および Ey-9の細胞障害

yを中和するのに十分量添加すると， E-4では変化な 活性の増強は IFN-yの産生の増強による 203・glioma

いものの Ey-9の細胞障害活性の増強は E・4 レベJレ に与える影響が最も大きいものと考えられる．

まで抑制された＼Table2）・また E-4の細胞障害活性 IFN T 遺伝子導入細胞の表面抗原の発現

Table 2. In vitro 第 lysisof E-4 and Ey・9in the 

presence of anti-IFN -y antibody. 

Effector 
第 of51Cr release* 

No treatment Anti-IFN-y# 

E-4 7. 0±0. 8 6. 0土0.2

Ey-9 13. 8±1. 2 7. 5±1. 4** 

t Enough titer of anti-IFN-y antibody to neutralize 
103 U of IFN ・y was added. 

本労 ofspec凶clysis against 203 glioma target cells 

was determined in a 12 h-51Cr-release assay at 10:1 

E:T ratio. 

料 Signi自cantlydecreased cytotoxicity com pared to 

the untreated Ey-9: pく0.05 (paired Student’s t 

test). 

Table 3. Effect of IFN ・y treatment on the in vitro 

cytotoxic activity of E-4 against 203-

glioma. 

Pretreatment* %。f51Cr release柿

Effector Target IFNγ （ー） IFN-y (+) 

10.2土0.6 19.4土0.6***

＋ 18.2士0.5＊ホ＊ N.D.**** 

＋ 9. 4±0. 8 18. 0± 1. 2＊ホ＊

ー「 ＋ 17.3土0.3ホキ＊ N.D. 

事 E・4or 203・gliomawas pretreated with IFN-y 

(103 U/ml) for 24 h prior to assay. 

一，notpretreated；十， pretreatedwith IFN -y. 

柿%of specific lysis against 203-glioma target 

cells was determined in a 12 h 51Cr-release assay 

in the absence（ー） or presence(+) of I FN ・y at 

13: 1 E:T ratio. 

Values represent means±S.D. for triplicate 

culutre. 

紳掌 Signi五cantlyincraased cytotoxicity compared to 

the no pretreatment control: pく0.05 (paired 

Student’s t test). 

料柿 Notdone. 

E-4細胞の表面7 ーカーは Thy-1+, Lyt-1 , z+, 3+, 

asialo・GMtーを示したこれは IFNγ 遺伝子導入クロ

ーン』とおいても同様であった．また50代以上継代培養

した後でも表面7 ーカーに変化はみられなかった．ノ

ザンブロティ ング法で MHCClass I (H-2K）抗原に

おける mRNAレベルでの発現をみると， E-4および

IFNγ 遺伝子導入ク ローンとも高レベルの発現を認

め， 差異は認めなかった（データ未提示）． さらに

FACS による MHC抗原の膜発現性をみると Class

I抗原は親株 E・4で既lζ非常に発現しており IFNγ

遺伝子導入クロー ンの聞に明らかな差異は認めないも

のの， I Ah IC対するモノクロ一ナノレ抗体をもちいた

Class H抗原の発現は Eγ－6および Ey-9において

わずかな増強がみられた（データ未提示）．

皮下腫蕩細胞中和試験 （Winn-typeassay) 

IFNγ 遺伝子導入 CTLの invivoにおける抗麗

蕩効果を検討するため 2×106の 203・glioma細胞と

E/T比10/1あるいは1/1で遺伝子導入 CTLと混合し

皮下接種した.203・glioma細胞のみのコントロールお

よびエフェクター細胞に E-4を使用したものでは100

%の腫場形成がみられたが， E/T比を10/lで混合した

Ey-6および Ey-9で腫蕩形成率が低下した. IFN-y 

の産生量の高い Ey-9では腫蕩形成はみられずより強

い抗腫湯効果が得られた（Fig.SA).

また生着後の腫蕩増大曲線をみると， E-4処置群で

もわずかながらの増大抑制効果が認められたが， Ey・6

および Ey-9処置群で CTLの量依存的に，またエフ

ェクターの IFN-yの産生量lζ比例した腫蕩増大の抑

制効果がみられた（Fig.5B). 

IFN-r遺伝子導入 CTLを使った養子免疫療法

Fig. 6 は 1 × 10• 個の 203-glioma 細胞を右鼠径部

皮下IC接種後5日目あるいは 5日目と 8日目IC CTL 

を尾静脈より静注したときの腫蕩形成曲線を示す． 各

群 5 匹のマウスに l× 10• 個あるいは 5× 10• 個の E・4

または Ey-9で治療を行った（EI 比＝5/11 1). 

その結果，未治療のコントローノレあるいは E-4治療群

はすべて麗蕩形成したものの， Ey9治療群，特に復治
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療群ではその移入細胞数lζ応じて腫蕩形成率は低下し

明らかな抗麗蕩効果がみられた．

ζのベクターの利点、は導入遺伝子が細胞分裂時Iζも比

較的安定して保存され，脱落や再構成が少ない点であ

る．我々は遺伝子組み換え技術を用いて CTLIC IFN-

y遺伝子を導入して CTLの腫湯特異的細胞障害活性

を維持するだけではなく，さらに活性を増大する乙と

を試みた．

考察ー1

IL-2の発見以来悪性腫蕩に対する養子免疫療法は

新しい治療法として注目されている 14,3',37，杭叫..."'. 

これには IL-2で活性化したリンパ球（LAK）がエフ

ェクターとして使用されるととが多いが， LAK細胞

は IL・2の供給がなければ抗腫場効果は不充分である．

一方，腫蕩関連抗原を認識する CTLは強い抗腫療効

果をもつが：，10, 1S,4Sl＇ その強い細胞障害活性を保ちつ

つ治療に足りる量の CTLを得るのは必ずしも容易で

はない

最近レトロウイルスベクターが宿主の DNA の外

来遺伝子を導入するために利用されるようになった

IFNγ遺伝子導入操作を 203-gliomaに対する CTL

クローン， E-41ζ対して行い，得られた 5つの遺伝子

導入クローンの中で特に 2つのクローン Ey-6とEy-9

が親株の E-4より8-10倍の IFN-y産生能力をもって

いた． ζれら IFN-y産生量が増加し，また非刺激時

にも IFN-yを常時産生しているサブクロー ンで 203・

glioma k対する特異的細胞障害活性は親株に比べ2-3

倍の増強が得られた.IFN-y遺伝子を導入した他の 3

Fig. 5 Winn-type neutralization assay. The incidence （勿） of the tumors (A) and tumor 
growth curve (B). 203-glioma cells were injected subcutaneouly mixed with the effector 
cells at various doses (E/T ratio=lO/l or 1/1). The tumors ＂’ere com五rmedby touch 
and measured in size (mm). Each group assayed in 5 mice. 
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つのクローン（Ey-4,Ey-5, Ey-7）では IFN-y産生量

もE-4とほとんど同じく，細胞障害活性も増強はみら

れなかった．このように IFN-yの産生量が各遺伝子

導入クローンで異なる理由は宿主 DNA IC組み込ま

れた部位により， 5’LTR のフ。ロモーター活性IL:変化

があることに起因する可能性が考えられるが現時点で

はとの現象に対する正確な理由はわからない．との増

強した特異的細胞障害活性は長期継代培養後も Ey-6

および Ey-9で増強されており， IL-2IL:対する依存性

や反応、性も長期培養で変わらなかった．また CTLの

IFNγ 産生量が特異性細胞障害活性と強く関係、して

いるととは，最も細胞障害活性が増強した Ey-9Iζ抗

IFN-y抗体を加えるとその活性が低下するととで示

めされた． しかしながら IFNγ はリンホトキシンや

tumor necrosis factor (TNF）を含むさまざまな因子

を発現する能力をもつことが知られているので，外来

IFN-y遺伝子の発現lとより細胞内で未知の蛋白合成

や代謝が活性化されている可能性もあり，乙のような

IFN-y以外の因子については今後の検討を要する点

である．

IFN-yを常時，多量に産生することによる細胞障害

活性の増強は標的細胞の表面抗原の発現の増強がその

一因と考えられるが， 203glioma細胞を IFN-y存在

下で培養すると CTLの免疫応答に必要な MHC

Class I抗原の発現が IFN-y処理35時間後にはす

でに高まっている乙とが免疫後光抗体法とノザンプロ

ッテイング法により篠かめられた（データ未提示）．こ

の C[assI抗原の増強した細胞を標的細胞とする E-4

の細胞障害活性は 1.5倍増強した．乙れらの結果より

IFN-y遺伝子導入細胞から常時 IFNγ が産生される

ことが MHC抗原や glioma細胞の腫蕩関連抗原の

発現の増強をもたらし，細胞障害活性が増強されたと

考えられる． In vitro において， 1, 0001. U./ml の

IFN-y下で培養しても 203-glioma細胞の増殖には影

響はなく（データ未提示）， IFN-yの直接的作用の影響

は少ないと考えられるが， CTLと標的細胞間近傍に

は非常に高濃度の IFN-yが存在するものと考えられ，

高濃度 IFN-yで直接的細胞障害作用が細胞障害活性

の一因となっている可能性もある．この直接的細胞障

害作用についての詳細な機序は不明であるが IFNγ

の細胞障害活性以外にも腫湯細胞分裂周期のすべての

段階を延長し，その結果細胞分裂時間を延長させると

いう IFN-yの細胞増殖抑制効果も知られている30,43・52>

E-4 IζIFN－γ遺伝子を導入すると細胞障害活性が

上昇することは， invivo Iζおいても腫蕩細胞中和試験

(v、
認した．まず 203-glioma細胞と Ey6あるいは Ey-9

細胞を混合し皮下接種すると，その生着率や腫蕩形成

後の腫蕩増大が大きく抑制された． また 203-glioma

を皮下接種し腫蕩形成後， Ey-9細胞を静注すると E-4

を静注した場合と比べ，腫場は高率に消退，消失した．

ζれらの結果より invivo においても IFN－γ遺伝子

導入細胞が抗腫湯効果を発揮する乙とが確かめられた．

この様な invivoにおける効果は IFN-y遺伝子導入

細胞が直接的に標的細胞に細胞障害活性を示しただけ

でなく， IFN－γを常時産生する乙とによりマクロファ

ージや NK細胞をはじめとする免疫担当細胞の活性

化を促し，腫蕩細胞障害活性が相乗的に働いたためと

考えられる．しかし NK細胞は IFN－γで活性化され

るものの MHC抗原の発現した標的細胞には活性が

弱いことが報告されており（後述），その関与について

は今後検討を要する．

Part II：インターフエロンーガンマ遺伝子導入

による腰蕩細胞の tumorigenicity

の低下とその機序

研究材料および方法－2

(2 A) 実験動物

京都大学実験動物センターより入手した 56週令の

雄 A/]Axマウスを specific-pathogen－仕eeroomで

飼育した．

(2 B) 腫蕩細胞

A!JAxマウス由来の神経芽細胞腫株 Cl30015＇を

用いた．この細胞株は D’MEM完全培地で培養した．

(2 C) IFN-y遺伝子導入

前述の方法IL準じて行った．すなわち世2(MuyLIA)

細胞の培養上清を 0.45μm の nitrocellulose 五lter

(ACRODISCR., Gelman Sciences）を通したのち 8μg/

mlの Poiybrene(Sigma）とともにあらかじめ用意し

た Cl300細胞の培養液中に加え， 24時間インキュベ

ートした．次に培養液に 800μg/mlの G418を加え

7日間インキュベー卜した．このセレクシ司ンにより

増殖した細胞を限界希釈法にてクローニングし， 低

IFN-y産生株 Cy3および高 IFN-y産生株 Cγ22を

得た．また Cl300細胞に IFN-ycDNAを含まない

レトロウイルスベクタ－ pZIP・Neo・SV(X)Iの組み

込まれた Cl300(neo）をコントロール細胞に用いた．

Cl300および Cl300(neo), Cy3, Cy22 の増殖能は
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try pan blue exclusion法により算定した．すなわち各

細胞を24穴プレートに 10＇個／ lmlでプレーティングし

たのち24時間毎， トリプシンICて浮遊細胞とし血球計

算盤にてカウントした．算定は各トリプリケートにて

行った．

(2-D) 腫蕩性試験（tumorigenicityassay) 

前述したととく， トリプシンにて浮遊細胞とした

2× 10• 個の Cy3, Cy22あるいは Cl300細胞を両側

鼠径部皮下に接種した．その腫蕩径の増大を長径＋短

径／2(mm）で表し腫場増大曲線を描いた．さらにその

マウスの生存期間（日）を比較した．

(2-E) IFN-y遺伝子導入細胞を用いた能動免疫

後述するように IFN-y 遺伝子導入細胞は MHC

Class l抗原の発現が高く，宿主の免疫応答を活性化

することが示された．乙の IFN-y遺伝子導入細胞を

免疫源として宿主を能動免疫する乙とを試みた． 1) 

（免疫源としての有効性） 3×105個の Cl300細胞ある

いは Cy22細胞を右鼠径部皮下IC接種し一次免疫とし

た． その6-8週間後両鼠径部lζ生着十分量である 2×

10• 個のCl300 細胞を接種し，その後の腫湯生着率を

算定した.2) （能動免疫による抗腫湯モデJレ）右鼠径

部に Cl300細胞を 5×105個，左鼠径部皮下IC5×105 

個または 2×106個の Cy22細胞を同時に接種した

（同時免疫群）．または Cl300細胞接種5日後すなわち

腫蕩生着後lζ反対側の鼠径部lζCy22細胞を接種した

（後免疫群）．その後，生着した親株腫蕩の増大率，生存

期間を算定し評価した，との際，左側lζ接種した Cy22

細胞の腫蕩形成はほとんど認めなかったため問題とし

なかった.3) （腫蕩局所免疫療法モデJレ）右鼠径部皮

下iζCl300 細胞を 5×10s個接種し， 5日後岡部

位ICCγ22 細胞を 5× 10s 個または 2× 10• 個接種し，

腫蕩増大率，生存期閣を算定した．

(2-F) 免疫組織学的検索

poly-L-lysineでコートしたスライドガラスに 8μm

の凍結切片をのせ， -20。C アセトンで15分間固定し

た. PBSで洗浄後， 15ぢ過ヨウ素酸水溶液で10分間

処理し，内因性ペノレオキシダーゼをプロックしたーそ

の後， 0.1%BSA (bovine serum albumin）を含む

PBS で1時間インキュベートし， ラット抗マウス

Thy 1. 2, Lyt-1, Lyt-2, L3T4モノクロール抗体で処理

した．以降， ピオチン標識の抗ラット IgG (Vector 

Caboratories, Burlingame, CA）を用いて， Avi din 

Osaka）ポリクローナJレ抗体を一次抗体として使用し，

ペJレオキシダーゼラベルの抗ラビット IgG抗体で処

理した．その後 PBSIC 1 mg/mlの 3,3’－diamino-

benzidineおよび 0.035'ぢH,O，を含むベルオキシダー

ゼ基質で発色させ， メチノレグリーンにて核染色を行っ

た．乙の際，牌臓を各サブセットのポジティプコント

ロールとして使用した．

培養細胞および腫蕩組織内での MHCClass I抗

原の発現は上記固定後の凍結切片に，マウス抗マウス

H・2Kk抗体で処理した後，二次抗体ILFITCラベル

の抗マウス IgG抗体を用いた間接免疫鐙光抗体法に

より検索した．

培養細胞のニューロフィラメントの検索には培養フ

ラスコ内でスライドグラスに付着させた細胞を 1: 1 

aceton/methanol lζて固定し，抗ニューロフィラメン

トモノクローナル抗体（160kDa;Immunoteck, France) 

を一次抗体とした ABC法にて染色させた．

(2 E) サザンプロッティング法， Jザンプロッティ

ング法， IFN活性は前述の方法K従った．

結果－2

Cl300細胞へのマウス IFN-r遺伝子の導入

G418 800 μg/mlを含む D'MEM完全培地で増殖

したクローンのう ち IFN-y産生量が最も高い Cy22

と培養液中に IFN-yが検出できない Cy3(Table 4) 

を以下の実験K使用した．

まず制限エ ンドヌクレアーゼ Xbal で処理後，

IFNγ（Fig. 7AJとneo(Fig. 7B) cDNAの断片をプロ

ープとしてサザンブロ ッテイング法にて導入レト ロウ

イルスゲノムを確認した．すなわち Cy3および Cy22

いずれにもレトロウイルスベクターのサイズに一致す

る 5.Okbのバンドがみられ，両株ともに再構成な く

宿主の DNA lζ組み入れられている乙とが確かめら

れた. IFNγ プロープでハイブリダイゼーションを

Table 4. Production of IFN-y in the gene tran-

sf erred su bclones. 

clone IFN titer 

Cl300 く5

Cy3 <5 

Cy22 40 

Cl300(neo) <5 

世2(MuγLlA) 108 

Biotin-Complex (ABC)法Kて染色した. asialo-GM1 IFNγactivity of the supernatants in 25 cm' flask 、、OS

抗原に対しては，ラビヴト抗マウス asialo・GM1(Wako, mesured. The titer represents l.U./mi/105 cells/day. 
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... 5.0 
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Fig. 7 ldenti凸cationof the mouse IFN-y cD NA integrated into Cl300 subclones. 
Ten microgram samples of cellular DNA were digested with Xbal, and 
then analyzed by Southern blot using 32P-labeled IFNγ （A) and neo (B) 
probes. The 5. 0 kb or 4. 1 kb bands are represented the integrated genome 
with or "ithout IFN y cDN A. Lanes l，ゆ2(Mu y LIA); 2, Cγ3; 3 Cy22; 4, 
Cl300(neo); 5, Cl300. Cl300(neo) is infected by the retrovirus vector without 
IFN y cDNA. Numbers at right sizes in kb were calibrated from the 
fragments of I-Iindlll-digested >. phage DNA. 
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A B 

2 3 4 2 3 4 

Fig. 8 Identi自cationof the mouse IFN-y (A) and neo (B) mRNA transcripts in 

C1300 subclones. Total cellular RNA (10 μ.g) was evaluated by RNA blot 

analysis. Shown are data from parental （‘1300 (lane 1), Cy3 (lane 2), Cγ22 

(lane 3) and C1300(neo) (lane 4). 

行うと 18kbと5.Okbの2種類のバンドが得られたが，

大きし、ノミンドは genomicIFN -y遺伝子に相当し，短

い 5.Okb のバンドがレトロウイルスベクターに由来

するものである． 4. lkbのバンド (lane4）は IFN-y

cDNAを含まないレトロウイルスベクターが組み入

れられたクローンを示す（C1300(neo)).

また導入遺伝子からの IFN－γmRNAの転写量を

みると， Cy3と Cy22は IFNyの産生量が異なるに

もかかわらず mRNA量としては変化がない乙とがわ

かった（Fig.8). 乙の原因については現在のところ明

確にはされていないが， post-transcriptionalregulation 

や IFN-yの transportsystem lζ相違があるのかもし

れない．

C1300細胞は IFNγ の直接的な腫蕩増殖抑制作用

には抵抗性を示し， 1,000 I. U./mlの IFN-y存在下で

in vitroでの細胞倍化時聞に有意差は認めないだけで

なく， IFNγ 遺伝子を導入した Cy3,Cy22 あるい

はコントロールの C1300(neo）も親株 C1300の細胞

増殖曲線と有意な差はなかった．さらに位相差顕微鏡

下で形態的変化を観察したが C1300細胞と IFNγ 遺

伝子導入細胞の聞に差を認めず，またニューロフィラ

メントを免疫組織化学的手法を用いて検索したが，親

株同様 Cy3あるいは Cy22でも検出できなかった．

れらの結果lとより IFN－γは C1300細胞に分化や細胞

乙増殖に関して効果がないととが示されたが，以下lと

述べる MHCClass Iの発現は非常に増強されてい

た．

IFN r遺伝子導入細胞の MHC抗原発現性

／ザンフ。ロッテイング法によりートロセルロース膜

に転写した mRNAを H・2KcDNAの断片をプロー

ブとしてハイブリダイゼーションすると（Fig.9），親

株 C1300ではごくわずかにしかノミンドがみられず

H-2Kの発現が少ないのに対して， IFN-y遺伝子を組

み入れた細胞は IFN-y産生量IC関係なく Cy3および

Cγ22ともに C1300に比べ10数倍と著しく発現が増強

していた．また C1300細胞を IFNγ1,000 I. U./ml 
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2 3 4 5 6 
Fig. 9 Characterization of mRN A expressed in the IFN-y gene transferred Cl300 

subclones by Northern blot analysis. Total cellular RN A obtained from parental 

Cl300 (lane 1), IFN・y-pretreated-Cl300(lane 2), Cγ3 (lane 3), Cy22 (lane 4), 

anti-IFN ・y antibody treated Cy22 (lane 5) and Cl300 (neoJ (lane 6), was 

hybridized with a 32P-labeled H-2K probe. 

Fig. 10 Immunofluorescence staining with monoclonal川 itibodyagainst MHC Cl::i悶 I

I-I-2 Kk on tumor cells. Sections of subcutaneous tumors (day 14) induced by 

Cl300 cells (a,b), Cy3 cells (<, d), and Cγ22 cells (e, f）・ a,c,ewere marginal 

portions of tumors, b,d,f were central portions of tumors. 
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で24時間処理すると H-2Kの発現は56倍増強したが，

IFNγ 遺伝子導入細胞ほどの増強はみられなかった．

また IFN-y遺伝子導入細胞を，産生した IFNーγを

中和するのに十分量の抗 IFNγ 抗体で処理しでも，

H-2Kの発現は変化なかった．さらに H-2Dのプロー

プを用いて，再ハイブリダイゼーションを行ったが結

果は H-2Kと同様であった．（データ木山示）．

また表面抗原として MHC抗原の発現が高まって

いるかどうか皮下腫蕩並びに培養細胞の H-2K の発

現を鐙光抗体法にて解析すると，ノザンブロッティン

グ法の結果と同様 IFN-y遺伝子導入細胞は IFN-y

産生量と相関なく H-2K表面抗原の活現か高まって

いた．皮下腫蕩組織内では（Fig.10），辺縁部ではその

発現は高まっており，中心部では H-2抗原の発現は

辺j縁部に比べると弱かった．

IFN r遺伝子導入細胞の tumorigenicityの変化

IFN-y高産生株 Cy22と低産生株 Cy3および親株

Cl300細胞の皮下麗蕩形成能および腫蕩増大，生存期

間を検討した．まず 2× 10• 個の細胞を接種した場合，

接種後3週間での腫蕩形成率は Cl300では95%,Cy3 

で80%,Cy22で155ちであった．接種する細胞を5×105

個に減じると， Cl300とCγ3は80%であったが Cy22

では腫蕩を形成しなかった（Table5). 乙れらすべて

の）屋場は腫場細胞接種後1週間目では触れる程度の大

きさにまで成長したが，腫揚が拒絶されるものは接種

後10-20日で触れなくなり，解剖による確認によって

も腫蕩は消失していた．また腰蕩細胞生着性に関する

IFN-yの直接的効果を検討するため 1,000I. lJ. の

IFN-yを腫蕩細胞と混合して接種したが腫蕩形成率に

は変化なく（データ未提示），常時 IFNッを産生してい

ることが腫場形成率の低下lζ関係があると考えられた．

Table 5. The rates of the tumor form川 1りn

cell No. of 
doses inoculation 

5×105 

2× ro• 
20 

20 

C1300 Cy3 Cy22 

80 

95 

80 

80 

0 

15 

The tumor cells transplanted subcoutaneously into 

the right flank of s¥・ngeneic mice. 3 weeks later, 

the tumor formation was decided by touch. The 

rates of the tumor formation (%) were the mean of 

[¥¥O e入periments.

生存期間でみると腫場形成率 IC差異のない Cl300

と IFNγ 低産生株 Cy3のマウスの50%臆湯死期間

(T)l，，，，は親株が33日に対して Cy3が61日であった．

さらに IFN－γ高産生株の Cy22は84日と有意に（Pく

0. 01）延長した（Table6）.また腫蕩増大曲線でみると

Cl300ではほぼ一定の増大を示すが 5×lQ5個で接種

した Cγ3ではメ字状カーブを描いた． とれは腫蕩l乙

対する宿主の反応が 14-20日目に高まり腫場増大が抑

制されたと考えられる． 乙の反応は細胞数を 2× ro•

個に増加するとみられなくなった 1Fig.ll）.また Cy

22はこの接種量で腫場形成したがその増大はゆるやか

で，腫場増大の抑制は IFNy の産生量に相関してい

ると考えられた．

IFN-r遺伝子導入細胞を免疫源とした能動免疫

Cl300細胞に IFNy遺伝子を導入すると， MHC

抗原の発現が高まり，宿主の免疫応答が冗進すること

が考えられたのでこの細胞を能動免疫の免疫源として

の可能性を検討した．まず IFN-y遺伝子導入細胞の

免疫源としての有効性を検討するために IFN-yの産

生量の高い Cγ22を1次感作として用い. 4-6週後iζ

Table 6. Comparison on mean survival times of the tumor bearing mice. 

No. of 
inoculation Cl300 

Exp. 1 4 32±2 

Exp.2 6 35－ι6 

Exp. 3 5 32±3 

means 34±3 

TDso 33 
一一一一一ー 一一 一

tumor cell clone 

Cγ3 

69±4 

60±5 

60士3

62土3

Cy22 

77←6 

86±5 

N.D. 

82土4

Cl300 
(neo) 

42土10

N.D. 

N.D. 

42±10 

61 84 36 

2×106 of the tumor cells inoculated subcoutaneously into the bilateral flanks of 

syngeneic mice. The mean survival time is calculated from bilaterally tumor-formed 

mice. Each values are days j：出D.TDso is the day of 50勾 deathof the mice. 
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Fig. 11 Survival range and average tumor size of Cl300 (e), Cγ3 (0) and Cy22 （ム）. Following 

a subcutaneous injection in the right flank at五xedcell ・doses of 5×105 (A) or 2×106, 

the diameter of the tumor mass in each animal was measured every day until the 

animal’s death. Results (A or B) are expressed as means(mm）士SD(bars) from tumor 

formed ten mice. The tumor rejected mice are excluded from the mean value. The 

survival range (C) was discribed from 2×106 injected mice. The survival times in 

means (days）士SDwere 34±3 for Cl300, 42土9for Cl300(neo), 62±3 for Cy3 and 

72士4for Cy22. 

Table 7. The rates of tumor formation after pre-immunization by Cγ22 or 

Cl300 cells. 

）
 

n
 

（
 

Mean survival 
time (days）紳

tumor incidencげ

Immunized Non-immunized 
side side 

Cl300 (18) 

Cy22 (10) 

50% 

0% 

75% 

2096 

48 

74 

* Pre-immunization was performed by the injection of 3×105 cells into the right 

flank of 5-6 weeks mice. 5 weeks after pre-immunization, 2×10' cells of Cl300 

were inoculated into the bilateral自anksand then tumor incidence was estimated. 

判 Meansurvival time was calculated by tumor formed mice. 
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Table 8. The survival time of Cl300-tumor bearing mice after treated by 

simultaneous or delayed immunization of Cy22. 

immunization# Delayed** 
(n) （）＊ 

Cl300 
5c×Yfg, 2c×YfJs 5c×YfJ, 5×10' 

Exp. 1 (5) 39±1 38±5 55±7* 47±5 53±3+ 

Exp. 2 (5) 48土3 36土2 N.D.*** 48±5 N.D. 

Exp. 3 (5) 39士5 N.D. 54土3+ 50土4 58士3+

Exp. 4 (6) 49±1 N.D. 54±2 53土4 N.D. 

Exp. 5 (10) 43土2 31土3 58土4* 52±2 55土2+

Mean (31) 45土2 34土3 57±4+ 50±5 55±3+ 

。2×106of Cl300 cells were injected into the right flank of A/JAX mice and each 
dose of immunogen (Cl300 or Cγ22) were injected into the left自ank. All values 
shows mean±S.D (days). 

* PBS was injected into the left五ankinstead of immunogen. 

** Five days after Cl300 cells inoculation, the immunogen was injected into the 
other side. 

*** not done. 

+ p<O. 05, compared with the control values (Student’s T test). 

親株 Cl300接種し，その生着率を Cl300を1次感作 した Cy22の腫蕩が生着したものは IFNγ の産生量

に用いた場合と比較した．一次感作には通常マイトマ が問題となってくるため除外した．また Cy22を接種

イシン処理や放射線処理をした増殖能を抑制した細胞 しても Cl300の生着性には変化なく， Cy22の腫療が

を用いることが多いが，乙の実験では IFNγ 遺伝子 消失する時期に Cl300の腫蕩に対しては拒絶するほ

導入細胞よりの IFN-yの産生の低下が予想されたた どの反応は生じなかった．

め生着下限量の生細胞を用いた．その結果免疫した部 次にさらに免疫効果をあげるために親株 Cl300を

位に親株 Cl300 を生着十分量の 2× 10• 個接種する 接種後腫蕩形成した 5日目に同部位！と Cγ22を接種し

と免疫しないマウスでは95~ちが生着するのに対し， た．との場合生存期聞が43± 4日のコントロール群に

Cl300で感作した群では50%, Cy22で感作すると生 対し， Cy22を5×10＇個接種した群では 66± 2日と有

着した腫蕩はなかった（Table7）.また親株を免疫し

た部位と異なる部位に接種して比較すると， Cl300感

作群では75%, Cy22感作群で20%であった．さらに

腫蕩が生着した7 ウスの生存期間をみるとコントロー

ルの Cl300が48日に対して Cy22感作群では74日と

有意な延長がみられた． これは Cl300細胞に対する

免疫応答が免疫した局所だけでなく全身的に抗腫蕩活

性が高められたことを示すものである．

次lζ親株 Cl300と免疫源としての Cy22を解剖学

的に異なる部位に接種し， Cy22の接種により免疫応

答が増強され，親株IC対する抗腫場効果が発揮される

かどうかを検討した．つまり Cl300のみを接種した

コントロールの生存期間が45士2日であるのに対し，

Cγ22を免疫源として 5×lQ5個接種した群では57土4

日と有意に延長した（Pく0.05）.しかし Cy22 を2× 10•

個接種した群では50± 5日とコントロールと有意差は

得られなかった（Table8）.乙の際免疫源として接種

Table 9. The survival time of mice after local 

implantation of Cy22 cells. 

）
 

n
 

（
 

Cy22 :>ells local implantation# 
control* 

5×105 2× 10• 

Exp. 1 (5) 48±3 N.D.** 73士5+

Exp. 2 (5) 39±5 66土2+ 55土2++

Mean (10) 43土4 66土2 64±4 

都Fivedays after inoculation 2×106 of Cl300 cells, 
each dose of Cy22 cells was lacally injected into 
the tumors. All values show mean±S.D. (days). 

* PBS was injected instead of Cγ22. 

** not done. 

+ pく0.01, compared with the control values (Stu-

dent’s t test). 

++ pく0.05, compared with the control values ¥Stu・ 

dent’s t test). 
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意な（Pく0.01）延長がみられた．また 2× 10• 個接種

群では64± 4日と延長し，局所接種群では 5×lQS個

接種した場合と同様に生存期間は延長した（Table9). 

乙の結果は Cy22から産生される IFN-yの量と関係

しているかもしれない．

腫痕内浸潤リンパ球の解析

皮下腫場lと対する宿主の反応をみるために IFNγ

遺伝子導入腫湯，または1次感作した7 ウスに接種し

た Cl300腫蕩の浸潤リンパ球の subsetの解析を行っ

た腫場細胞接種後2週間目の腫蕩で比較すると Cy22
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Fig. 12 Immunohistocheimcal analysis of the frozen sections of subcutaneus tumors. 

Anti-Thy-1.2 (mouse T cell marker), anti-Lyt-1 (mouse T cell differentiation 

antigen), anti-Lyt 2 (mouse killer/suppressor marker) and anti-L3T4 (mouse 

helper T cell marker) were used as the五rstantibodies. The tumors induced 

by Cl300 cells (A) and Cγ22 cells (B) were obtained 2 weeks after injection. 
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の腫蕩で Thy-1＋細胞が腫場周囲や腫蕩内血管周囲よ

り多数浸潤していたが， この時点で Cl300の腫蕩へ

の Thy-1＋細胞の浸潤はごくわずかであった．またT

細胞サブセットの Lyt-2＋や L3T4＋細胞の浸潤が層

状に観察された（Fig.12). Cy3の腫場でも同様のリン

パ球浸潤を認めた．また Cy22でl次感作を行った場

合，免疫しなかった場合にはリンパ球浸潤の少ない親

株 Cl300腫蕩でも同様に浸潤リンパ球が数多く認め

られたが，その subsetの比率には大きな変化は認め

られなかった（データ未提示）． とれは Cγ22による感

作で宿主の免疫応答が高まった乙とを示すものである．

考察 2 

神経芽細胞腫株 Cl300にレトロウイノレスベクター

を用いて IFN-y遺伝子を組み入れ，腫蕩細胞自身が

IFN-yを産生するようになると，その産生量は一般的

臨床治療量に比してわずかであるにもかかわらず同系

マウスで皮下接種時の腫蕩形成能や腫蕩増大と腫蕩死

までの期閣を指標とした tumorigenicityが劇的に低下

した．これらの変化は IFN－γ低産生クローン Cy3に

くらべ IFN-y高産生クローン Cγ22で顕著であり

tumorigenicityの低下は IFN－γの産生量と相関があ

ると考えられた．

腫場の tumorigenicitylこ腫蕩細胞の MHC‘抗原の

発現が関与するということは， ClassI抗原の消失あ

るいは低下した腫蕩でその抗原を再発現させた研究l•

2"55.仙で明らかであるが，ある腫蕩では MHCClass 

I抗原の発現のみでは tumorigenic町の低下に不十

分であると言われているw. MHC抗原の発現と

tumorigenicityの関係は複雑であるが，一般的に神経

芽細胞腫は MHC抗原の発現と腫蕩の悪性度は逆相

関の関係にある腫蕩のーっとされている叩．とのよう

な腫蕩細胞の MHCClass I抗原の発現の増強は腫

蕩特異的 CTLなどの免疫担当細胞の効果的な認識あ

るいは分化，誘導を助けるという数多くの研究がなさ

れている卸. Cl300細胞に IFN-y遺伝子導入した細

胞は IFN-yの産生量にかかわらず MHCClass I抗

原が H-2Kおよび H-20も同様に mRNA転写レベ

ルならびに表面抗原の発現として増強していたが，こ

れは Cl300細胞に IFN-y処理を加えると MHC

Class I 抗原が表面抗原として発現するととより

IFN-yの発現によるものと考えられる．しかも MHC

Class I遺伝子の発現は IFNγ の産生量にかかわら

ず非常に強く，また 1,000 l.U./mlの IFNγ で24時

間処理した以上に Class I遺伝子の発現がみられ，

さらにとの増強した（、l川、 I遺伝子の発現は，分泌

された IFNγ を中和するのに十分な量の抗 IFNγ

抗体を加えても影響されなかった（データ未提示〉．

IFN-y遺伝子導入腰湯で腫場形成後，腫場の成長が

著しく抑制され，また Cy3を 5×lQS個接葎後14-20

日日IC腐蕩がむしろ退縮するような現象が認められた

が， IFN-y遺伝子導入腫湯は MHCClass I抗原の

発現の増強しており，これがT細胞への誘導，認識を

高め，細胞性免疫応答を活性化したためと考えられる．

さらに腫場内浸潤リンパ球の免疫組織学的検索におい

て，接種後14日目の Cl300腫蕩に比べて IFN-y遺伝

子導入腫蕩では Lyt-2＋や L3T4＋細胞を含む Thy-1+

細胞の浸潤が腫療血管や被膜周囲より顕著に多数みら

れ，との腫場増殖の抑制はT細胞をはじめとする免疫

担当細胞の活性化によるものであることを裏付けるこ

とができた．また IFNγ 遺伝子導入細胞は九IHC抗

原の他に特定はされていないがおそらく存在すると考

えられる腫蕩特異抗原の発現も増強されている可能性

も考えられあ山18・22，叩， Lyt-2＋や L3T4＋細胞が層状

をなして集積しているのは IFN-y遺伝子導入腫蕩に

対する免疫担当細胞の分化，エフェクター細胞の活性

化といった免疫応答が腫蕩局所で行われていることを

示唆するものである．

ととろで tumorigenicity は宿主側のエフークター

細胞の違いにより腫蕩細胞接種後の腫場形成能と形成

後の増大率に分けて考える必要がある．九IHC抗原の

発現は腫場成立後の増殖抑制にかかわっていると考え

られたが，初期腫場形成には腫蕩細胞そのものの性質

と宿主側の異物除去に働く NK細胞や好中球，マク

ロファージなどのパランスにより成立するものと考え

られている加 IFN-y遺伝子導入腫湯細胞側の要因と

して，前述したように MHCClass Iの発現は非常

に増強されていたが， Cl300細胞は IFN－γで処理し

でも，また IFN-y遺伝子を組み入れて細胞内部で発

現させても Cl300自体の細胞増殖に変化を認めず，

また分化抗原のーっと考えられるニューロフィラメン

トの発現や細胞形態にも変化はみられず， Cl300に対

する IFNγ の直接的な抗腫蕩効果5＞ や分化の，j売;q

作用46）が認められないのは明らかであった．ところが

MHC‘Class I抗原の発現に差がみられないがIFNーγ

の産生量の低いぐγ3と比べて， IFN-yの産生量の多

い Cy22 で腹場形成能は著しく低下していた． また

IFN-yを 1,000 I. u.混合し Cl300細胞の MHC‘抗

原を発現させて皮下接種したのが，その腫場形成率は
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Cl300細胞のみ接種した場合と差はみられなかった．

このようなととから腫蕩形成率の低下には MHC抗

原の発現よりむしろ IFNγ が常時産生され，宿主側

のエフェクター細胞に与える影響が大きくかかわって

いると考えられる．

腫場形成初期の免疫防衛機構には NK細胞が重要

な役割を果たしている報告があるが卸腫蕩細胞を in

vitroにおいて IFN-yで処理すると，いし、かえれば

MHC Class I抗原の発現が増強すると NK細胞に

抵抗性を示すようになり， invivoにおいても NK細

胞を介する腫蕩細胞排除機構に反応性が消失するとい

われている23品品時時印 また我々が確立した IFN-y

遺伝子導入麗湯細胞 Cγ3および Cy22 はいずれも

MHC Class I 抗原は親株に比較して増強しており

in vitro lとおける牌細胞を使ったクロム遊離法による

検索でも Cl300細胞の NK感受性は極めて低いまま

であった（データ未提示）．このため IFN－γ遺伝子導

入細胞の腫湯形成率の低下には NK細胞の役割は少

ないものと考えられる．一方， IFN-yはマクロファー

ジの活性化をうながすだけでなく MHCClass II抗

原を発現させ印 7 クロファージーへJレパーT細胞聞

の腫場抗原認識過程における antigenpresenting機能

に影響を及ぼすものと考えられているh品叩． このよ

うに腫蕩形成の低下には IFN-yが常時産生される乙

とによりマクロファージやその他の免疫担当細胞の活

性化も大いに関係しているものと考えられる．

IFN-yを腫蕩局所lζ投与した場合， IFN-y遺伝子

導入腫場と同様のtumorigenicitylζ対する効果が現れ

るかどうかをみるために，腫蕩細胞接種時lζrIFNγ

を 1,000 I. u.混合した群，あるいは腫場細胞接種後

5,7,9日目に 1,000 I. u.の IFN-yを局注した群で比

較したが，腫蕩形成率も腫場増大率も親株のみの未治

療群と差は認められなかった（データ未提示）．腫蕩形

成初期iζ繰り返し IFN-yを投与しでも効果的でなか

ったのは， IFN-yの腫蕩局所からのクリアランスが比

較的早いためではなし、かと考えられる．実際に IFN-y

は全身投与ではほとんど2-3時間で活性が認められな

くなる円． 従って腫蕩局所 IC至適濃度状況下で常時

IFN司yが存在するととが腫場を治療する上での重要

なファクターであると考えられる．

IFN-y遺伝子を Cl300細胞に導入することで

tumorigenicityが低下することや浸潤リンノf球の解析

より immunogenicityが高まることがわかった．そこ

で IFNーγ遺伝子導入細胞を能動免疫に利用した免疫

療法を検討した．まず 3×10s個の IFN-y遺伝子導入

細胞を viableな状態で同系7 ウスに皮下接種すると，

次回親株の Cl300細胞を腫湯形成に十分量接種しで

も生着しなくなった．乙の際 viablecellを用いたのは

放射線処理などを行うと IFNyの産生が低下するζ

とが懸念されたためである．

また Cl300細胞接種時と同時にまたは5日後に能

動免疫による抗腫湯効果を期待して IFNy 遺伝子導

入細胞を解剖学的に異なる部位IC接種すると，その7

ウスの生存期間は有意に延長した．この抗腫蕩効果は

IFN-y遺伝子導入細胞が親株と同じ腫蕩特異抗原性

を増強された形で保持発現し，さらに移入した免疫源

から IFNγ が絶えず産生される乙とより CTLが局

所のみならず全身的に誘導されたと考えられる．しか

しながら， IFNッ遺伝子導入細胞を免疫源とした場

合， Table8で示したように 5×10sで最も生存期間

の延長がみられたのに対し 2× 10• に接種細胞数を増

やすとむしろ生存期間は短縮した．これは抗原量が多

くなるとサプレッサーT細胞の誘導が促されるという

報告があり悶， CTLの誘導には至適接種細胞数の検

討が重要であることが示唆された．

さらに治療モデル実験として皮下に Cl300の腫蕩

を形成した 5日自に局所への IFNγ の供給と免疫応

答の活性化を期待して IFN-y遺伝子導入細胞 Cγ22

を腫場局所に投与した．これにより未治療群に比べ有

意に腫蕩増大を抑制しマウスの生存期間を延長させる

ζとができた（Table9). しかしながらとの場合でも

腫療を拒絶するまでには至らなかった．さらに治療効

果をあげる方法としては， BCGなどにより非特異的

免疫の活性化と IFN-y遺伝子導入細胞による特異的

能動免疫を併用したり， IFN-y遺伝子導入細胞を腫蕩

局所のみならず他の部位にも接種し， CTLなどの抗

麗蕩細胞を活性化する方法が考えられ，今後検討を加

えたい．

総 括

T-T細胞間相互作用における IFN-yの効果を判定

するのにエフェクター側あるいは標的細胞側に IFN-

y遺伝子を組み入れてアソセイした．

まず腫蕩細胞特異的 CTLIC IFN-y遺伝子を導入

すると CTLの細胞障害活性が増強した．とれはCTL

より常時産生される IFN-ylとより標的細胞の MHC

抗原などの表面抗原の発現が促進され， CTLのtar-

geting作用が増強したものと考えられた．また臆場細
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胞に IFN-yill伝子を導入すると，腫蕩増大は抑制さ

れ，特に IFN－γの産生量の多いサブクローンでは腫

蕩細胞の生着性も低下した．これは自らの表面抗原の

発現が高まり抗原性が発揮され，さらに IFNγの産生

も加わり， CTLやその他の免疫担当細胞を活性化し

たためと考えられた．

我々の用いた遺伝子を組み入れてア・ソセイする方法

は，遺伝子導入腫湯細胞が産生する IFN・yで自ら常

に刺激され，また一定レベルの IFNγ が細胞周囲lζ

存在することで， mvitroだけでな く invivo におい

て腫蕩に対する免疫応答での IFNγ の役割を知るの

に応用することができる．またそれだけでなく，局所

で生理的な量の IFN-yを供給して理想的な免疫反応

の調節を促す手段として重要と考えられる．たとえば

頭蓋内腫療のように腫蕩局所に投与した IFN-y活性

をその場lζ長時間保つζとが困難な場合，腫湯細胞や

正常線維芽細胞などに IFN-y遺伝子を組み入れた，

Seldenらの言う“transkaryocyte”を腫場局所に接種

し，腫務局所で IFN-yを常時産生する新しい試みを

治療に応用する ζとができる抑．

また immunogenicityの尤進した IFN-y遺伝子導

入細胞を用いて免疫すると，宿主の免疫応答をより活

性化するととができた．将来手術の際，採取した腫蕩

細胞に IFN-y遺伝子を導入してそれを免疫源として

接種する乙とで特異的免疫活性が高まり，腫蕩再発を

予防することができるかもしれない．このように IFN

－γ 遺伝子導入細胞を用いた能動免疫は新しい免疫療

法としての有用性が充分に期待される．

結 語

1. CTL活性lζ及ぼす IFN-yの効果を検討するため

に？ウス 203-glioma細胞に対する CTL クローン

(E・4）を樹立し，その宿主ゲノムにレトロウイルスベ

クターを用いて7 ウス IFNy cDNAを導入した．乙

の方法lとより E-4IC比べ810倍も IFN－γ産生量をも

っサブクローン Ey-6および Ey-9が得られた. In 

vitroでは IFN-yの抗腫蕩効果に感受性をもたない

203-glioma細胞に対して， ζれらのサブクローンは

in vitro において E-4より2-3倍の細胞障害活性をも

っていた．

2. IFN-y遺伝子導入クローンの細胞障害活性の冗

進は抗 IFN-y抗体で低下し， また 203・gliomaを

rIFN-yで前処理すると CTLに対する感受性が高ま

ることより IFN-yの産生に起因するものと考えられ

fこ．

3- In vivo における臆蕩細胞中和試験（Winn勺 pe

assay）および養子免疫療法モテールでの Ey-6および

Ey-9の抗腫蕩効果は IFNyの産生量に応じて腫蕩

形成能の低下ならびに腫湯増大の抑制が得られた． こ

のζとより IFN-y遺伝子導入（、TLは細胞障害活性

が高く，新しい免疫療法への応用が期待された

4- Cl300細胞に IFN-y遺伝子を導入して IFN-y

高産生株Cγ22とIFN-y低産生株 Cy3が得られた．こ

れら遺伝子導入細胞は細胞増殖，分化や培養細胞の形

態lC関して親株と変化は認められなかったが，；vrnc
Class I抗原の発現が両クローンの IFN-y産生量の

違いにかかわらず増強されていた．

5- MHCの発現は高いが IFN-y産生量の少ない

Cy3では腫蕩形成率が親株程度にみられたことより，

皮下接種した細胞の腰湯形成率には MHC抗原の発

現性の関与は少なく IFN-yが常時産生される乙とに

よるエフェクター細胞の活性化が腫蕩排除機構に重要

であると示唆された．

6- また形成した腫療の腫蕩増大率は IFN-y産生量

にかかわらず IFN-y遺伝子導入クローンで著明に抑

制され， MHC抗原をはじめとする表面抗原の発現に

よる T細胞の分化， 誘導の関与が考えられる． ζれは

皮下腫湯の免毘組織学的解析において， IFN-y遺伝子

導入腫蕩で親株の腫蕩に比して Lyt2+, L3T4＋細胞

を含む Thy-1＋のリンパ球の浸潤が強いことでうらず

けられた．

7- 表面抗原が発現した IFN-y遺伝子導入細胞を免

疫源として用いて，マウスを免疫するととで親株の鍾

蕩増大を抑制し，生存期間を延長するととができた．

この方法は接種抗原量を考慮する必要性が認められた

ものの， IFN-y遺伝子導入による能動免疫療法として

の応用が期待できる．

稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りました思師菊

池晴彦教授に深甚の謝意を表します．また終始御指導および

御協力いただきました京都大学医学部脳神経外科，前助教授，

山下純宏先生 （現金沢大学医学部脳神経外科教媛）に感謝の

意を表します．そして，実験に関し御指導御協力頂きました

京都大学ウイルス研病理部門花岡正男教授，難波雄二郎助教

綬，同細胞ウイノレス部門助手渡部好彦先生に深渇いたします．

また実験に多くの御協力を頂きました京都大学医学部脳神経

外科助手宮武伸一先生，山崎俊樹先生に深く感謝いたしま・す．
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