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Eleven lymphocyte clones were established from the peripheral blood lymphocytes of a 

patient with gliosarcoma, by autologous tumor stimulation and limiting dilution technique using 

recombinant interleukin-2. Ten clones out of eleven were cytotoxic against an autologous tumor 

cell line GI-1. Seven clones of them were also cytotoxic against allogeneic brain tumor lines 

and HeLa cells, one was cytotoxic against several target cells, while two clones were speci五cally

cytotoxic against GI-1 and allogeneic brain tumor cells. One of the eleven clones was not 

cytotoxic against any target cells tested, while lymphokine-activated killer cells induced by 

recombinant interleukin-2 alone exhibited cytotoxic activity against all target tumor cells tested. 

Surface phenotypic analysis revealed that all these lymphocyte clones expressed CD3 antigen 

and some of them expressed CD4 antigen and the others expressed CDS antigen. Therefore司

it was suggested that these clones were antigen-specific cytotoxic T lymphocyte (CTL) clones. 

Four CTL clones were selected and used in the analysis of immunomodulatory effect of 

interferon (IFN) f3 and IFN-y. Prei町 ubationof GI-1 cells with IFN-y, but not with IFN-,8 
augmented the susceptibility of GI-1 cells against the cytotoxic attack of CTL clones. While, 

preincubation of GI-1 cells with IFNッdidnot augment the susceptibility of target cells against 
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the cytotoxic attack of lymphokine-activated killer cells. Inhibition study of CTL activity by 

anti-HLA class-I monoclonal antibody revealed that the CTL activity of the two clones was 

blocked by this antibody, however, that of the other two clones was not blocked by this antibody. 

Immunofluorometrical study revealed that the surface expression of HLA class-I molecules on 

GI-1 cells was augmented not only by IFNγbut also by IFN-fl. There is the possibility that 

IFNγaugmented the expression of tumor-associated antigen on the cell surface of GI-1 cells, 

which was recognized by CTL clones. The analysis with these antigen-specific CTL clones 

seemed to be useful in the elucidation of tumor-specific or tumor-associated antigens on autologous 

tumor cells. 

はじめに

腫蕩細胞，乙とにその細胞膜表面上に表現さるれ腫

湯抗原を解析することは，細胞生物学的に腫蕩細胞の

特性を解明するのみならず，悪性腫蕩lζ対する免疫療

法の開発にもつながるものと考えられる．通常このよ

うな腫蕩抗原の解析にはモノクロナ－；レ抗体が用いら

れるが山，悪性腫場患者の免疫応答においては液性免

疫因子より細胞性免疫因子の方が重要であると考えら

れているa.s.2a,rn. しかしながら，腫蕩抗原の解析には，

lymphokine”activated killer (LAK;Hりlectin・induced

killer1，品21"",interferon induced killer9"9＇等の非特

異的なキラー活性を示す細胞集団は不適当と考えられ，

抗原特異的キラーT細胞（cytotoxicT lymphocyte, 

CTL），乙とにそのクローン化細胞の樹立が必要であ

る．現在まで，主として動物実験系において，腫蕩特

異的キラーT細胞が誘導されそれを用いた抗原解析，

治療実験が報告されている仙出品払山． ヒトの系にお

いても，主としてメラノーマを対象としてクローン化

CTLの誘導がなされ，その抗原および抗原認識機構

の解析が行われている2品川町．しかしながら，脳腫蕩

を対象としてはとのような研究の報告はない．私達は

グリオサルコー7患者末梢リンパ球より抗原特異的

CTLを樹立し，それを用いた抗原解析を行った．あ

わせて，細胞膜表面抗原，乙とに臆蕩関連抗原lζ対す

るインターフエロン（IFN）の影響をとれら CTLク

ローンを用いて解析し若干の知見を得たので報告する．

研究材料および方法

1. グリオサルコー7由来細胞株の樹立

グリオサjレコーマ患者（症例 YT., 61才，男性）の

手術摘出標本より細胞株GI・1を樹立したi酎.GI-Iは

免疫組織学的には， glial五brillaryacidic protein陰

性， laminin,fibronectin陽性であり，その染色体は多

くの構造的，数的異常を示していた. GI-1の樹立お

よびその維持は1096非働化牛胎児血清（たta! calf 
serum, FCS, Grand Island Biological Co., Grand 

Island, NY）添加 Dulbecco's modified MEM （日水

製薬）（ストレプト 7 イシン 50mg/mlおよびペニシ

リン G20万単位／1添加）の培養液（D’MEM完全培
地と呼ぶ）を用いた．

2. 標的細胞

GI・1のほか以下の腫蕩細胞ならびに株化細胞を標

的細胞として，細胞障害性試験に用いた．すなわち，

グリオサルコー7株， SF-539BT (University of San 

Francisco, Dr. J. T. Rutkaより供与されたJ，悪性グ
リオー7由来株 SK・MG-1, U-251 MG （名古屋大

学吉田純先生より供与された）， 子宮頚部癌由来の

HeLa，前立腺癌由来の 2PC・93，胃癌由来の KATO・

E，正常肝臓上皮細胞由来の Cha時’sliver cellであ

り， ζれらは D’MEM完全培地で継代維持した．乙
のほか， Epstein-Barr Virus (EBV）感染 Burkit 

lymphoma由来の Raji,T細胞白血病株 Molt-4，成

人T細胞白血病由来 KUT-2および患者 Y.T.末梢

リンパ球をレクチンで刺激したリンパ芽球を用いた．

これらリンパ球系腫蕩細胞株は10%FCS添加PRMI

-1640 （日水製薬，上記抗生物質添加）を用いて継代

維持した．

3. リンパ球の調整

患者末梢血をへパリン採血し， Ficoll-Papue(Phar-

macia Fine Chemicals, AB Uppsala, Sweden）によ

る比重遠沈分離法により末梢血単球を採取し，リン酸

緩衛生理食塩水（PBS）にて3回洗浄後，以下の実験

lζ使用した．また一部は10？ぢ dimethylsulfoxide含有
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PRMI完全培地中で凍結ーし， 液体窒素中IC冷凍保存

し，必要に応じて解凍した上実験に使用した．

4. 自家腫蕩刺激（autologous tumor stimulation, 

ATS) 

継代培養中の GI-1を0.1；；ぢトリプシンおよび0.01

% EDTAで処理し， singlecell suspensionを調整

し， 105/mlの濃度で D’MEM完全培地中に浮遊さ

せ，平底24穴プレートに2×10s個づっ培養し， 24時間

後lζ9000radの放射線処理を施行し培養液を除去し

た．その後 RPMI 完全培地中に 10•個／ml の濃度で

浮遊した患者リンパ球を 2× 10• 個づっフ。レートに加

え， ATSを行った.ATS後5日間経過したリンパ球

を responderとし， 96穴7 イクロプレートを用いて，

それぞれ1,10, 100個／wellの細胞濃度で限界希釈法に

よるクローニングを施行した．との際，放射線処理を

施行した患者自家リンパ球および GI・1をそれぞれ，

10s個／well,104個／well添加し， feederlayer cellと

した．とのクローニング時点より遺伝子組み換え型T

細胞増殖因子（recombinantinterleukin-2, rIL-2）を

1× 10-• g蛋白／mlの濃度で添加した.37°C, 5,5'ぢC02

下で約10日間培養し増殖してきたリンパ球を，新しい

feeder layer cellを用意した24穴プレートに移し，細

胞を増殖させ以下の実験に使用した．

5. LAK細胞， ATS非クローン化 CTL，アロ抗原

反応性 CTLの調整

106個／mlの濃度の患者リンパ球に上記濃度のrIL・2

のみを添加し， 3-5日間培養した細胞を LAK細胞

として用いた．また ATS後8日自に rIL・2を添加

し，週lζ1度づっ ATSを繰り返し継代培養した細胞

をATS非クローン化 CTLとし実験に使用した．ま

た同一患者リンパ球よりアロ抗原反応性 CTLを誘導

した．すなわち，著者のリンパ球を Moss等の方法に

より EBVIζ感染させ24',LCL-SM細胞とした．患

者リンパ球 2× 10• 個と放射線処理を施行した LCL­

SM細胞 2×lQS個を24穴フ。レートを用いて混合培養

を行い，週lζ一度づつζのアロ抗原刺激を行う乙とに

より，アロ抗原反応性 CTLを誘導した．

3. 細胞障害性試験

51Cr遊離法により細胞障害性試験を行った即．すな

わち，標的細胞 10＇個を 25mMHepes緩衝 RPMI

右全培地 lml中に浮遊させ， O.lmCiのクロム酸ナ

トリウム（Amarsham,UK）を添加し， 37℃で1時

苛インキュベートした.PBS lζて3回洗浄後， Hepes

援衝 RPMI完全培地中IC105個／mlの濃度で浮遊さ

せ， 96穴 U 底7イクロプレートlζO.lmlづっ用意

した．乙の上lζ，さまざまな濃度のエフェクター細胞

浮遊液O.lmlをそれぞれのエフェタター細胞／標的細

胞（E/T）比に応じて添加し， 37℃， 5,5'ぢC02下に一定

時間インキュベー卜した後，プレートを 1500rpm, 

10分間遠沈し，その培養上清を 0.1ml回収し，ガン

マーカウンター（ANSR Gamma Counter, Abbot 

Laboratories, North Chicago, USA）にて放射活性を

計測した．全てのアvセイはトリプリケートで行い，

キラー活性は次式iとより算出した．

キラー活性（必）

＝（計測値一自然解離）×100／（最大解離一自然解離）

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， l＞ち NonidetP・40（半井薬品）および， Hepes

緩衝 RPM！完全培地をそれぞれ O.lmlつ9つ添加し，

その培養上清を用いた．

7. コールドターゲット阻害試験

エフェクター細胞により認識される抗原が各種標的

細胞に共通して存在するか否かを解析するため，コー

ノレドターゲット阻害試験を行った．すなわち，クロム

非標識の腫蕩細胞をコールドターケットとして，クロ

ム標識した GI・1104個を混合し O.lmlの細胞浮遊

液として， 96穴プレートに用意し，との上よりエフェ

クター細胞浮遊液を添加し，キラー活性の測定を行っ

た．

8. 抗 HLAclass-Iモノクロナール抗体によるキラ

一活性阻害試験

キラーT細胞による標的細胞攻撃機構における

HLA class-I分子の関与を解析するため，抗 HLA

class-Iモノクロナール抗体である W6/32(DAKO-

PATTS, Code 736, Denmark）を用いて，キラー活性

阻害試験を行った2.4.30》．すなわち，クロム標識した標

的細胞を 2×105個／mlの濃度で浮遊させ， 96穴プレー

トIC0.05mlづつ用意した． とこに， Hepes緩衝

RPM！完全培地にて適当に希釈した W6/32を 0.05

mlづっ添加し， 37℃で45分間インキュベーション後，

エフェクター細胞浮遊液を 0.lml添加し，キラー活

性を測定した．

8. 標的細胞 GI-1の IFNs処理による CTLクロ

ーンのキラー活性の変化

GI・1をヒト自然型 IFN-/3および遺伝子組み換え型

IFNγで処理するととにより，各エフェクター細胞の

キラー活性がどのように変化するかを調べた．すなわ

ち，対数増殖期の GI-I細胞に対して， IFN-/3および
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IFN-yをそれぞれ最終濃度 1000units/mrの濃度で添

加し，24時間培養を続けた．乙れを標的細胞とし，樹

立した CTLクローンおよび LAK細胞をエフェク

ター細胞としてそのキラー活性を測定した．

g. GI-1の IFNs処理による HLAclass-I分子の

発現の変動

対数増殖期にある GI・1細胞に対して， IFN-,8，お

よび IFNγ をそれぞれ最終濃度 1000units/mlとな

るように添加し， 24時間培養を続けた．その後，乙の

GI-1細胞上lζ表現される HLAclass-I分子を， W6/

32を1次抗体に用いて， 間接蛍光抗体法により染色

し，フローサイトメーター（FACS 440, Becton 

Dickinson, USA）によりその蛍光強度を計測すること

によって，その抗原の発現量を解析した．すなわち，

GI・1 細胞浮遊液を 10•個／0.1 mlとして PBS中に調

整し， W6/32を最終50倍希釈となるように加え， 4・C,
30分間インキュベート後 PBSIζて3度洗浄した．こ

こに2次抗体として FITC標識ヤギ抗マウス抗体

(Ortho FITC-GAM）を加え， 4'C,30分間インキュベ

ート後 PBSlζて3度洗浄し，フローサイトメーター

により解析した．

10. リンパ球表面抗原の検索

各種エフェクター細胞の表面抗原をモノクロナーJレ

抗体 OKT3,4, 8 (Ortho Pharmaceutical Co・，Raritan,

NJ, USA）および Leu7 (Becton Dickinson lmmu-

nocytometry System, Mountain View, California, 

USA）をl次抗体として，間接蛍光抗体法により染色

し，フローサイトメーターを用いて検索した．すなわ

ち， PBS 中に 10•個／0.lml として浮遊させたリンパ

球に対して，各種抗体を O.Olmlづっ加え， 4・c,30分
間インキュベートし， PBSlζて3回洗浄後， FITC標

識2次抗体と 4・c,30分間反応させ， PBSICて洗浄
後，フローサイトメーターにて解析した．

結 果

I. クローニング効率

放射線処理を施行した自家腫湯細胞 GI-1と PBL

を feederlayer cellとじて用いると， feederlayer 

cellを用いない場合と比較してそのクローニング効率

は高かった（Table1). これは feederlayer cellが

IL・2以外の， T細胞クローンの増殖に必要なリンホ

カインを産生しているか，もしくは feederlayer cell 

が何らかの signalを responderlζ伝達しその IL・2

Table 1. Cloning efficiency 

Pre-stimulated responder lymphocytes were seeded 
at 1, 10 and 100 cells/well in 96・wellmicroplates. 
Irradiated autologous PBL and GI-1 cells were 
prepared for feeder layer cells. The number in the 
parenthesis shows the percentage of cloning efficiency. 

Rat・ 削thoutIHd・r ム withfud・r
（ ~PBL＋ ~Gト 1)

31192(1.6抱｝1 c・11/w・II 0〆192(0%)

10 e・”／w・II 31192(1.6%) 101192(5.2蕗｝

100 c・11/w・II 5196 (5.2＇国） 42196 (43. 8蕗）

受容体の発現を増強した乙とに起因すると考えられた．

これらクローンのうち， feederlayer cellを用いて樹

立したクローンから11伺を選んで以下の実験に使用し

た．すなわち， TcGI-1,3, 4, 7, 8, 9, 10は10個／wellで

限界希釈を行ったプレートより樹立したクローンであ
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Fig 1. Incubation time of cytotoxicity assay with 
51Cr release. Secondarily stimulated CTL 
were used as effector cells to determine the 
optimal incubation time for cell-mediated 
cytotoxicity against GI-1. Optimal percent 
specific lysis was obtained after more than 
12 h incubation at each effector/ target cell 
ratio. 
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り， TcGI・11,12,13は 1個／wellで限界希釈を行った るキラー活性は Fig.2 IC示した．すなわち， TcGI・

プレートより樹立したクローンである． 1, 3, 4, 7, 8, LAK細胞および非クローン化 CTLは

~. 細胞障害性試験（クロム遊離法）の至適条件の検 すべて自家腫場細胞 GI-1lζ対して， dose-dependent

討 なキラー活性を示したが， Tc-GI-10はキラー活性を

フラスコに付着して増殖する腫場細胞をクロム標識 示さなかった. LAK細胞は調べ得たすべての標的細

する際には，酵素処理により singlecell suspension 胞にキラー活性を示した．とれに対して， TcGI-8は

を調整する必要があるが，との処理により細胞表面膜 GI-1のみにしかキラー活性を示さず， その他のクロ

完原は一時的に変化する可能性がある． ζのため通常 一ン， TcGI-1,3, 4, 7は GI-1の他， HeLa細胞に

D浮遊細胞を対象とする短時間のインキュベーシ司ン cross reactivityを示すものの， Chang’S liver cell, 

:cよるクロム遊離試験は不適当と考え，アッセイ時の Raji kはキラー活性を示さなかった．乙の傾向はさ

至適インキュベーション時聞を検討した．エフェクタ らに標的細胞の種類を増す乙とによっても確認できた

一細胞は2回 ATSを施行した非クローン化 CTLを (Table 2）.とれらの結果より，エフェクターリンパ球

司いた．インキュベーシ司ン6時間では， 12時間以降 の細胞障害活性は5種類lζ分類できた．すなわち，①

lと比較して，約半分のキラー活性しか検出されず， TcGI-1は GI-1および他の株化脳腫蕩細胞， HeLa, 

L2時間以降ではキラー活性に差は認められなかった KATO・Ill,2PC・93および Molt-4Iζキラー活性を示

Fig. lJ.これにより，キラー活性を正確に検出し，か した．②TcGI-3,4, 7, 9, 11, 12, 13はGI-1の他，株化

つクロムの自然解離の少ない条件として，インキュベ 脳麗蕩細胞および HeLa細胞にキラー活性を示した．

ーション時間を12時間に固定して，以下の実験を行っ ③TcGI-6は GI・1および株化脳腫蕩細胞のみにキラ

一活性を示した.TcGI-8は GI-1以外の脳腫蕩細胞

l. CTLクローンの標的細胞特異性 に対する反応性を検索できなかったが，その他の細胞

樹立した CTLクローン， LAK細胞， ATSを3 にはキラー活性を示さなかった．④TcGI-10はどの標

E施行した非クローン化 CTLの各種標的細胞に対す 的細胞にもキラー活性を示さなかった．⑤LAK細胞
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Fig. 2. Representative pattern of target specificity of effector lymphocytes. Each point represents 

percent specific lysis calculated from the mean of three replicate determinations. TcGI・1,

3, 4, 7 exhibited cytotoxicity against GI-1 and HeLa but they did not lyse Chang’s liver 

cell and Raji. TcGI-8 killed only autologous tumor GI-1. TcGI・10did not exhibit cytotoxic 

activity against any target cells, while LAK cells were cytotoxic against all target cells. 

LAK: lymphokine-activated killer 

3。stimulatedCTL: tertiarily stimulated CTL 
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Table 2. Target spec1五cityof CTL clones 

Values are expressed as percent of specific 51 Cr release at 40/1 effector/target cell ratio. 

ND: not done 

LAK: lymphokine-activated killer 

PHA: phytohemagglutinin 

TcG1-l TcG1-3 TcG1-4 TcGl-6 Tco1-7 Tc副－8TcG1-9 TcG1-lO TcG1-11 TcG1-12 TcGl-13 LAK 

Gl-1 79.3 55.0 52回目 7.7 18.9 41.9 E目9 2.2 67目7 68.7 61.4 76.3 

SF-5!9 BT 41.0 36.3 30.9 5.5 5.7 ND ND ND 26.7 11.0 ND 32目S

SK-MG 1 63.1 36.8 29.1 8.7 7.7 ND ND ND 37.1 28.3 ND 嶋田4

U-251 MG 18.3 7.9 5.5 0.7 3.3 ND ND ND 6.1 6.8 ND 58.3 

Ch・ng’sliver c・” 2.1 。。 2.3 一1.5 2.2 0.3 2.3 -08 3.1 2.6 -1.0 41.5 

”ol・ 45.3 15.0 19.9 0.3 7.5 2.3 -0.4 -10 15.0 9.2 9.1 72.5 

K・t。－m 28.0 3.2 3.4 ND 2.6 0.4 ND ND 1.0 2.1 ND 81.2 

2 PC－鏑 86.7 1.7 2.1 一1.0 5.目 -08 0.4 1.0 0.6 -1.0 -10 81.2 

R・1’ -50 一2.2 -19 2.0 -02 3.3 -0.6 一日1 一1.5 0.1 -oι 関.2

Molt-4 16.2 。。 -10 ND 1.7 1.7 2.5 3.0 2.7 3.5 0.6 21.6 

KUT-2 1.2 -0.4 -0.6 ND -0.5 -2.3 ND ND ND ND ND 17.0 

Aut。PHAM・st -1.1 ー1.2 -01 0.2 目.1 -03 ND ND ND ND ND -1.4 

E・chv・lu・r・pr・S・M・Cyt。t。xicity（%）・tE/T r・ti。。I40/ 1 

は自家リンパ芽球以外のすべての標的細胞に対してキ

ラー活性を示した.ATS非クローン化 CTLもGI-1

IC強いキラー活性を示したが，その他の標的細胞にも

キラー活性を示した．

4. CTLクローンにより認識される共通抗原

標的細胞聞に CTLクローンにより認識される共通

抗原が存在するか否かを解析するため， co~d target阻

害試験を行った.cold target IC GI・1,HeLa, Chang’S 

Ii ver cell, 2PC-93, Ra jiをとると， TcGI・1の GI-1

IC対するキラー活性は， GI・1,HeLa, 2PC-93により

阻害されるが， Chang’sliver cell, Raji Iζは阻害を受
けず， TcGI・1により認識される抗原は GI-1,HeLa, 

2PC・93＇ζ共通に存在することがわかった（Fig.3）.ま
た TcGI-3 lとより認識される抗原は， GI・1, HeLa 

発現し， TcGI-8により認識される抗原は GI-1のみ

にしか存在しないととがわかった．一方 LAK細胞は

すべての coldtargetで阻害を受け， LAK細胞は抗

原特異的 CTLの集団ではないという乙とがわかっ

た・また各脳腫蕩細胞聞には，調べた CTLクロー

ンTcGI-3,4, 11により認識される共通抗原が存在す

ることがわかった（Fig.4).

5. CTL クローンによる標的細胞攻撃機構における

HLA class-I分子の関与

CTLクローンによる標的細胞攻撃機構における

HLA class-I分子の関与を調べるため， HLAclass-I 

分子に対するモノクロナーノレ抗体， W6/32を用いて

キラー活性阻害試験を行った．アッセイ IC用いたアロ

抗原反応性 CTLは LCL・SM細胞にはキラー活性を

示すが， Raji,Daudi細胞には障害性を示さず， EBV-

related抗原を認識するものではなく， LCL-SM細胞

上lζ表現されるアロ抗原を認識すると考えられた（デ

ータ未提示）．先ず必要な抗体量を決定するため，アロ

抗原反応性 CTLを用いて阻害試験を行ったととろ，

少なくとも， W6/32,8・16μg/mlの最終濃度でキラー

活性がフeロックされた．との濃度の W6/32を用いて，

樹立した CTLクローンのキラー活性阻害試験を行っ

たととろ，調べた4クローンのうち， TcGI-3,7のキ

ラー活性は阻害を受けず， TcGI-11,12のキラー活性

は抗体量依存性に阻害を受け，その標的細胞攻撃機構

における HLAclass-I分子の必要性が示唆された
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Fig. 3. Cold target inhibition experiment (I J. Cytotoxic activity of TcGI-1, 3, 8 and LAK cells 
against GI-1 was assayed at an effector/target cell ratio of 20/1. The inhibitors (GI-1, 
HeLa, Raji, Chang’s liver cell and 2PC-93J were added at inhibitor/target cell ratios of 
1/1, 3/1 and 10/l. Dashed lines show cytotoxic activity in the abscence of inhibitor cells. 

The cytotoxic activity of TcGI-1 against GI-1 was blocked by GI-1, HeLa and 2PC-93. 

That of TcGI-3 was blocked by GI-1 and HeLa cells. That of TcGI-8 was blocked by 

GI-1 alone. The cytotoxic activity of LAK cells was blocked by any inhibitor cells. 

CLC: Chang’S liver cell 
LAK: lymphokine-activated ki1ler 

(Fig. 5). （データ未提示）．

6. GI-1の IFNs処理による CTLクローンのキラ 7. IFNs処理による GI-1上の HLAclass-I分子

一活性への影響 の変動

IFN－γ（1000 units/ml）で GI-1を前処理すると， IFN未処理の GI-1上にもHLAclass-I分子は存

各 CTLクローンの GI-1に対するキラー活性は2～ 在するが，その発現量はわずかである（Fig.7). しか

3倍増強された（Fig.6）.しかしながら， IFN－戸（1000 しながら， IFN-{3および IFN-yで GI-1を処理する

units/ml）で同様の処理を行っても，各 CTLクロー と，その細胞膜表面上の HLAclass-I分子の発現は

ンのキラー活性は変化がなかった．これに対して， 共IC増強され，その増強効果は 1000units/mlのカ価

LAK細胞のキラー活性は GI-1の IFN-y処理を行 では両 IFN聞に差はなかった．また， HLAclass－日

うと，むしろ低下した．この現象は GI-1を IFN-y 分子の発現も検索したが， GI-1細胞表面上には HLA

で処理するととは，単に GI-1の細胞膜表面を脆弱化 class－日分子の発現は認めず， IFNs処理によっても

し細胞性免疫に対する抵抗性を減弱させるものではな その発現はみられなかった（データ未提示）．

く，同処理による CTLクローンのキラー活性の増強 8. CTLクローンの細胞膜表面抗原

は， CTLクローンにより認識される.GI-1上の何ら 樹立した CTLクローンはすべて CD3陽性であっ

かの膜表面抗原の発現が増強されたととに起因すると た.CTLクローンのうち， TcGI-3,6, 9, 10, 12はCD4

示唆された．またアッセイ中に IFNsを添加しでも 陽性， CDS陰性であり， TcGI-4,7, 8, 13は CD4陰

CTL クローンのキラー活性lζ変化はみられなかった 性， CDS陽性であった．また Leu7陽性を示すクロ
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Fig_ 4. Cold taget inhibition experiment ( UJ. The crossing (common) antigen between Gl-1 and 
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carried out with五xedeffector/target and inhibitor/target cell ratio of 20/1 and 10/1 

respectively- The cytotoxic activity of CTL clones against GI-1 was inhibited by Gi-1 and 

the other brain tumor lines. However, that was not inhibited by B cell lymphoma, Raji 

cells. The cytotoxic activity of LAK cells was inhibited by any ihnibitor cells. 
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Fig. 5. Blocking cytotoxicity assay with anti-HLA class-I monoclonal antibody. Target cells were 

pretreated with anti-HLA class-I monoclonal antibody W6/32. Each bar represents specific 

percent lysis calculated from the mean of three replicate detem 

。fGl-1 cells，図：W6/324 μg/ml，・.W6/32 8 μg/ml，図；W6/3216 μg/ml. To determine 
the saturating amounts of W6/32, alloreactive CTL were used in the control experiment. 

W6/32 blocked alloreactive ' cytotoxicity at the final concentration of 8・16μg/ml. The 

cytotoxic activity of TcGI・11and TcGI・12was blocked with this antibody at this concen-

tration, however, that of TcGI・3and TcGI・7was not blocked. 
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Fig. 6. Effect of IFNs on cytotoxic activity of CTL clones and LAK cells. Each point represents 

percent speci五clysis calculated from the mean of triplicate determinations. The cytotoxic 

activity was assayed at the incubation time of 8 h. 0-0: no treatment of GI-1 cells, 
ムーム： pretreatmentof G 1-1 cells with IFN －戸 1000units/ml，・・， pretreatmentof G 1-1 
cells with IFN-y 1000 units/ml. Pretreatment of GI-1 cells not with IFN-,8 but with IFN-y 

augmented the susceptibility of GI-1 cells against cytotoxic attack of CTL clones. While, 

pretreatment of G 1-1 cells with IFN-y rather decreased the susceptibilitv of G 1-1 cells 

against LAK cell attack. 

ーンは認めなかった（Table3). TcGl-1, 11は共に，

CD4, CDS陽性細胞が混在し， singlecell cloneでは

なく， oligo-clonesであると示唆された．乙れに対し，

LAK細胞，非クローン化 CTL共に， CD4,CDS陽

性細胞が存在し， 細胞膜表面抗原における hetero-

geneityを示唆していた．

考 察

キラー活性を示す細胞集団が含有されていることに起

因すると考えられた．そ乙で， T細胞により認識され

る，腫蕩特異抗原もしくは腫場関連抗原の解析には抗

原特異的なT細胞クローンの樹立が不可欠であると考

えられた．

乙の抗原特異的T細胞クローンの樹立を目的として，

ATS後限界希釈を行い， 11個のT細胞クローンを樹

立した．（細胞表面抗原の解析により， ζのうち2個は

in vitro において自家腫湯抗原刺激（ATS）を繰り single cloneではなく， oligo-clonesである可能性が

返し， rlL-2を添加することにより，脳腫場患者末梢 強い．）これらT細胞クローンを用いて，標的細胞特異

リンパ球より，自家腫蕩細胞の1-1）に対して強いキ 性を検討し coldtarget阻害試験を行った結果，自家

ラー活性を有するキラーT細胞（ATS非クローン化 腫蕩細胞 GI-1上IC少なくとも 3種類の腫場関連抗原

CTL）を誘導する乙とができた．しかしながら， rIL-2 の存在が明らかになった．すなわち，①Gl-1，他の株

のみで誘導した LAK細胞と比較して，この ATS非 化脳腫蕩細胞， HeLa,2PC-93等の細胞表面上に発現

クローン化 CTLは GI-1以外の標的IC対するキラー するが， Chang‘sliver cell, Raji等には存在しない抗

活性はやや低いものの（Fig.2J，多くの細胞に対して 原（TcGl-1により認識される）．②Gl-1，他の株化脳

cross reactivityを示していた．この非特異的なキラー 腫場および HeLa l乙表現される抗原（TcGI-3,4, 7, 

活性は， ATS非クローン化 CTLIζ抗原特異的キラ 9, 11, 12, 13により認識される）．③GI-1のみ，もしく

ーT細胞集団以外にも， LAK細胞等の anomalousな は GI-1および他の脳腫場株のみに表現される抗原
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Fig. 7. Augmentation of HLA class-I molecules on GI-1 cells with IFNs. The surface expression 

of HLA class-I molecules on GI-1 cells was analyzed with monoclonal antibody of W6/32, 

by indirect immunofluorescence techniquιGI-1 cells were treated with IFNs at the 

concentration of 1000 units/ml. Twenty four hours later, cells were stained with W6/32, 

as the first antibody. The negative control cells were treated with normal mouse serum 

as the五rstantibody instead of W6/32. The cells were analyzed by the flow cytometer, 
FACS 440. GI 1 cells without IFN treatment expressed HLA class-I molecules on the cell 

surface, however，山 expressionwas not so much. While, both IFN-/3 and IFN-y augmen-

ted the surface expression of HLA class-I molecules on GI-1 cells. Mean channels of 

fluorescence intensity of negative control, not treated, IFN-/3 and IFNγtreated GI-1 cells 

were 65.5, 102, 149.5, and 151, respectively. 

(TcGI-6, 8により認識される）である．勿論，②Iζ属

する抗原がすべて同じものであるという保証はない

例えば， TcGI-3が認識する抗原と TcGI-4が認識す

る抗原は共f（同一細胞上に存在するが，その抗原決定

基は異なっているのかもしれない． しかしながら，い

ずれにせよ GI-1上には CTLクローンにより認識さ

れる少なくとも 3種類の異なる抗原が存在するととが

わかった．また乙れら CTLクローンはその標的細胞

攻撃に際して抗原認識が必要であり， LAK細胞の細

胞攻撃機構とはまったく異なったものであると考えら

れた

自家腫蕩細胞に対するキラー活性K関しては必ずし

もLAK細胞に比較して，抗原特異的キラーT細胞ク

ローンが強いとはかぎらず， ATS非クローン化 CTL

が最も強い活性を示した．この原因は， ATS非クロー

ン化 CTLの主要細胞成分がキラー活性の高い CTL

クローンにより構成されているのかもしれず，また，

その構成細胞が相乗的lζ働いて強力な活性を発現して

いるのかもしれない．

ヒトリンパ球に対するモノクロナール抗体が作成さ

れて以来，その表面抗原とリンパ球の機能について，

多くの研究がなされてきた．初期の報告では細胞障害

性（キラー） T細胞の表面抗原は CD8陽性， CD4陰

性のサブポピュレーションに限られるとされていたが

肌 28，加，アロ抗原反応性CTLクローンの解析により，

CD4陽性および CD8陽性の CTLが存在し，それ

ぞれ HLAclass-Iおよび class－日抗原を認識する

ことが明らかにされた22>. またメラノーマ反応性

CTLクローンおよび EBV・transformedB cell line 

反応性 CTLクローンにおいても， CD8陽性の CTL
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Table 3. Surface phenotypes of CTL clones 

TcGI-1, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10 were derived from the 
wells at the cloning ratio of 10 cells/well and TcG I・

11, 12, 13 were derived from the wells at that of 1 

cell/well. Surface antigen expression was analyzed 

by FCM. Fluorescence distribution was uniform 

and virtually 100% of cells of each clone was either 

positive or negative for a single antigen, except 

TcGI-1 and 11. 

ND: not done 

LAK: lymphokine-activated killer 

3。ATS:tertiarily stimulated mass-cultured CTL 

Antigen 
Clone 

T3 T4 TB Leu 7 

TcG1-1 ＋ ± ± 

TcGI-3 ＋ ＋ 

TcGI-4 ＋ ＋ ND 

TcGI-6 ＋ ＋ ND 

TcG1-7 ＋ ＋ 

TcGI-8 ＋ ＋ 

TcG1-9 ＋ ＋ 

Tc GI一10 ＋ ＋ 

TcG1-11 ＋ ± ± ND 

TcGI -12 ＋ ＋ 

Tc GI一13 ＋ ＋ ND 

LAK ＋ ＋ ± －← 

3。ATS ＋ 士 ± ＋ 

処理が GI-1上の， CTLクローンにより認識される

細胞表面膜抗原の発現を増強したととを示唆していた．

ととでは主として2つの可能性が考えられた．すなわ

ち，①IFN-yによる前処理により， CTLクローン！こ

より認識される腫蕩関連抗原の発現が増強された．②

同処理lとより， HLAclass-I分子の発現が増強され，

結果的に CTLクローンのキラー活性が増強された．

しかしながら以下に述べる 2つの根拠により，②の可

能性は考えにくい．先ず第ーには，一般に抗原特異的

細胞性免疫による標的細胞攻撃機構には2種類のタイ

プが知られている．すなわち，主要組織適合抗原拘束

性の存在するタイプおよび存在しないタイプである2,

a.io,37，山．実際lζ，われわれが調べた CTLクローン

のうち TcGI-11,12はその標的細胞攻撃に際して，

HLA class-I分子の関与が必要であるが， TcGI-3,7 

は同分子の関与の必要性がみられなかった（Fig.5).

ところが， IFN-y処理による CTLクローンのキラー

活性の増強効果は TcGI-11,12のみならず TcGI-3,7 

でも認められた．第二lζ，一般lζIFNsは主要組織適

合抗原の発現を増強する乙とが知られているカ：（7d

IFN－戸処理lζよる GI-1の HLAclass-I分子の発

現増強効果は IFN-yによるそれとかわりがないが，

IFN-,8処理によっては CTLクローンのキラー活性に

変化がみられないということである（Fig.7）.以上の

理由より，①の可能性が強く示唆された．さて， GI・1

の IFN-y処理による LAK細胞の GI-1に対する

キラー活性の低下が観察された． 標的細胞の IFN－γ

処理により naturalkiller (NK）細胞に対する感受性

の低下が知られており 3540），また LAK細胞が acti-

vated NK細胞であるという概念も提唱されており出

われわれの実験結果と符合するものと考えられる．

クローンのみならず， CD4陽性の CTLクローンの 抗原およびマイトジェンの刺激による， Tリンパ球

報告がなされてきたあ叩． われわれのクローンも 5個 の増殖過程において， IFN－γが産生され， IL-2がと

は CD4陽性であり， 4個は CDS陽性のクローンで のような免疫応答による IFN－γの産生を制御してい

あった．しかしいずれのクローンも CD3陽性， Leu7 るという報告がなされている9・日和．われわれの CTL

陰性であり， antigen-specificT cell lineageのクロー クローンのうち TcGI-7,11, 12の各種刺激による

ンであると考えられた． IFN-y産生能を調べたが， GI-1による抗原刺激およ

これらの CTLクローンより 4個のクローン， TcGI び IL-2による刺激では産生が認められず，マイトジ

ー3,7, 11, 12 を用い， IFNs の immunomodulatory ェンである phytohemagglutinin による刺激lとより

effectを検討した．標的細胞である GI-1を IFN-y IFN-yの産生がみられた（データ未提示）．

で前処理すると， GI-1Iζ対する乙れら CTLクロー 近年，悪性腫療に対する治療法として養子免疫療法

ンのキラー活性は一様に増強された（Fig.6). しかし が注目を浴びている.Rosenberg等は，抗腫霧エフェ

ながら，同様の処理を行っても， LAK細胞のキラー タター細胞として LAK細胞を用いているが32J＇確か

活性はむしろ低下した．この現象は， IFN-yによる前 にエフェクター細胞の誘導の簡便性という観点からは
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養子免疫療法に用いやすい細胞群であるが，その標的

特異性（正常細胞は本当に攻撃をしないのか）の検討

が必要と考えられる．また IL-2のみでは LAK細胞

の長期培養は困難である．われわれの CTLクローン

も培養を続けるうちに，その増殖能が劣化したが，

TcGI-3のみは樹立後8ヶ月以上にわたり，活発な増

殖を続けており，そのキラー活性を維持している．ま

たこのクローンは調べたかぎり，アロ抗原との反応、性

も認めず，綿密にその標的特異性を検討すれば，自家

脳腫湯のみならず，他家脳腫蕩の治療にも用いうる可

能性もある．乙の際IC,IFN-y等の biologicalresponse 

modi五erの併用等さらに研究開発が望まれるところで

ある．

さて， 今回われわれの樹立した CTLクローンは標

的特異性，キラー活性，細胞表面抗原，細胞障害機構

における HLAclass-I分子の必要性等多くの細胞免

疫学的特性において heterogeneityを示していた．ま

た生体内における腫蕩細胞は株化細胞より更に hetero

geneousな細胞生物学的特性を有するものと考えられ

る．担腫易生体内においては，とれら CTLのほか，

へJレバー，サプレッサーT細胞， NK細胞，？クロフ

？ージ等の免疫担当細胞が，腫蕩細胞に対して，ある

面では synergisticに，またある面では， antagonistic

に作用し，複雑な免疫ネットワークを形成していると

考えられる．生体内におけるこのような復維な免疫応

答を解明し，更に治療への展望を考えるには，今回の

クローンレベソレで‘の解析を発展させ，より総合的な研

究が必要であると考えられる．

結 語

腫湯細胞上にのみ存在し，正常細胞には存在しない

構造，即ち腫蕩特異抗原もしくは腫場関連抗原を解析

することは，腫蕩免疫を考えるに際して重要な意味が

あると考えられる．生体内における抗腫蕩免疫を司る

細胞性免疫に着目し，グリオサノレコー7患者末梢リン

パ球より11個のT細胞クローンを樹立し，乙れらによ

り認識される腫蕩抗原の解析を行った.11個のT細胞

クローンのうち， 2個は自家脳腫場株（GI・I）および

他家脳鹿場株のみに細胞障害活性を示した. 7個は脳

腫場株以外に HeLa細胞にも細胞障害活性を示し，

I個はこの他さらに広い標的特異性を示した．残り l

個はいかなる細胞に対しても，障害活性を示さなかっ

た．この結果より GI-1細胞表面上には，これらキラ

-T細胞クローンにより認識される腫場関連抗原が少

なくとも3種類存在することがわかった．また調べた

ヒト脳腫湯細胞株4覆類lζは，その膜表面上IC，とれ

らキラーT細胞クローンにより認識される共通抗原が

存在することがわかった．とれらクローンの細胞表面

抗原はいずれも CD3 陽性であったが， あるものは

CD4陽性， CDS陰性であり，他のものは CD4陰性，

CDS陽性であった．自家腫湯細胞株 GI-1を IFN-y

で前処理することにより， ζれらキラーT細胞クロー

ンの細胞障害活性が増強されたが，その機構は，岡処

理！こより GI-1細胞表面上の，乙れらクローンICより

認識される腫場関連抗原の発現が増強した乙とによる

と考えられた．

稿を終えるにあたり，御指導御校聞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感謝の意を表します。ま

た，終始御指導頂きました山下純宏助教授に深謝の意を表し

ます。そして，実験に関し直接御指導御協力頂きました京都

大学ウイルス研究所病理部門花岡正男教授，難波雄二助教授

に深謝いたします。また実験に用いた細胞株（GII）を樹立

し，御協力を頂いた京都大学脳神経外科岩崎孝一学兄K感謝
いたします。
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