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In the present study, we have investigated not only the infiltrative and cytotoxic activities of lym-

phokine-activated killer (LAK) cells on a tumor mass, but also the ultrastructural cell”to-cell interaction 

between LAK effector cells and target tumor cells during the cytolytic process within a three-dimensional 

solid tumor. A multicellular tumor spheroid (MTS) of a human malignant glioma cell lin巴（U-251MG)

was utilized as a solid tumor model. LAK cells were generated from peripheral blood lymphocytes (PBL) 

of a healthy donor after 4-day culture in the presence of interleukin・2(IL-2). MTSs of 500 μm diameter 

were cocultivated with either LAK cells or non-activated PBL, and then time-sequential kinetic, mor-

phological, and ultrastructural examinations were carried out. 

It was demonstrated that the number of viable tumor cells present within MTSs gradually decreased 

in parallel with the increase in the number ofLAK cells. Morphological analyses revealed that LAK cells 

directly infiltrated toward the inner areas of MTSs and caused a progressive tumor destruction. In con-

trast, PBL hardly exhibited such activities. Ultrastructurally, it was found that the infiltrating LAK effec-

tor cells were composed of heterogeneous subpopulations, T-like cells and large gr釦 ularlymphocyte 

(LGL）ーlikecells, and that both types of lymphocytes tightly adhered to the tumor cells and extended their 

cytoplasmic extensions deeply into the targets which underwent a progressive degeneration. Concering 

the cellular interaction, it was found that these two kinds of LAK cells displayed some distinct ultrastruc-

tural feature in the process of target cell killing. Particularly, it should be stressed that LGL-like LAK 

cells exhibited a significant development of the intracytoplasmic secretory granules, suggesting an associa-

tion with the lethal hit of target cell lysis. 
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は じめに

1982年に Grimm らにより報告されて以来， lym・

phokine・activated killer (LAK）細胞の悪性腫場に対す

る細胞融解能に関しては多くの報告がある市，9,30）.ま

た近年では， LAK細胞を各種悪性腫蕩の治療（養子

免疫療法）に応用する試みもなされているが，その結

果に関しては必ずしも invitroでみられるような顕著

な抗腫蕩性を反映するものではない10,17,28，明. in vitro 

の実験系では， LAK細胞の標的には主に mono-layer

あるいは singlecell typeの腫蕩細胞が用いられるが，

養子免疫療法のエフェタター細胞に用いることを前提

とすれば， 3次元構造を持った腫蕩に対す抗腫蕩効果

も調べる必要があると考えられるー

multicellular tumor spheroid (MTS）は間質や血管を

持たないものの，その 3次元構造より固形屋場モテソレ

として有用と考えられている22,35). このため MTSモ

デルは， monolayerあるL、は singlecell suspension type 

の標的細胞でiiとらえられない化学療法や放射線療法

の固形腫蕩に対する効果を評価するために用いられて

きた18,25）.さらに L』rd•9,20）や Wilson37＞らは， MTS モ

デルは免疫細胞と固形腫損害との相互作用を解析するこ

とにも適しているとしている．そこで本研究では図形

鍾蕩モデノレである MTSとLAK細胞を混合培養し，

浸潤能を含めた LAK細胞の固形麗蕩に対する細胞融

解能を評価することを目的とした．

< Materials > 

さらに， LAK 細胞の腫蕩内浸潤，腫蕩細胞融解の

過程を形態学的に解析した 特に電子顕微鏡学的解析

により，固形塵蕩内での LAK細胞と腫蕩細胞聞の相

互作用が明らかとなった．このことにより， LAK細

胞集団の中て実際に細胞融解に働くエフェクター細胞

サブセットの特徴，さらには細胞融解の mechanism

に関しても考察を加えた．

研究材料および方法

1）標的腫蕩細胞と multicellular tumor spheroid 

(MTS）の作成

ヒト悪性グリオーマ由来細胞株U-251MGを実験に

用いた. U-251MG は GFAP陽性であることを始め．

多くの悪性クリオーマの性質を有している2>.MTS 

の作成はまず， subconfluent の状態の単層培養 U‘

251MG 細胞を0.1%トリプンンおよび0.01% EDTA 

で処理し， phosphatebu百eredsaline (PBS）で2回洗浄

した後， 5x 105/mlの singlecell suspensionとした．続

いて， JOmlの singlecell suspensionを密栓をした 50・

ml三角フラスコを用いて， 37°C,100 rpmで振渥猪養

した. 3 5日後に得られた MTS のうち，直径が約

500 μm のものを実体顕微鏡下で選び以下の実験に供

した（Fig.1). 

2) Effectorの調製

健常人の末梢血を Ficoll-Paque (Pharmacia Fine 

Chemicals, AB Uppsala, Sweden）比重遠沈法にて分離

ta『get. U-251MG {malignant astrocytoma derived cell line) 

effectors ; LAK 

<Meth。ds> 

complete 
medium 

PBL 

剖nglesuspended 
tum町 田lls

－・E・－－・－3-5 days 

LAK PBL 

一出口
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｛中 0.2-0.Smm) l山(12. 24, 36, 48 hrs) 

／／プ＼＼
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analys1S analysis analys1S 

Fig. 1 Experimental design. 
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した後，これを plastic dish で培養することにより

adherent細胞を除き， non-adherentな細胞を末梢リン

パ球分画（PBL）とした.PBLを2U/mlのinterleukin2 

(IL-2) （武田製薬）存在下で4日間培養したものを

LAK細胞として用いた LAK細胞と PBLの細胞障

害能は U-251MGの他， erythroleukemia由来の K562

(NK-sensitiveと考えられている）および Burkittlym-

phoma由来の Daudi(NK-resistant）を標的とした4時

間 5ICr-遊離法により測定した（Fig.2). 

また LAK細胞の表面抗原の解析は，Tcellマーカー

に対する抗 CD3(OKT3) (Ortho Pharmaceutical Co., 

Rarit四， NJ,USA）モノクロ一ナノレ抗体および Natural

Killer (NK) cell マーカーに対する抗 CD16(Leu lib) 

(Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA）モノク

~·；：璽F凡識障色 C
_.&• - ・JI- ・¥ . .:.--. 

ローナル抗体を 1次抗体として染色し，フローサイト

メータ（FACS440, Becton Dickinson, USA）により施

行した

3）培養液及び培養条件

U-251MG細胞の培養には，10%非1動化牛胎児血清

(FCS）およびベニンリン G 20万単位／mlを添加した

Dulbecco’s modified MEM （日水製薬） (D’MEM完全

培地と呼ぶ）を用いた．また， リンパ球と K562, 

Daudi の培養には同様の FCS と抗生物質を含む

RPM! 1640 （白水製薬） (RPMI完全矯地と呼ぶ）を

用いた．培養条件は 37°C,95%剖r/5%CO，とした

4) MTSとリンパ球との混合培地

96穴 microplate(Corning, NY, USA）の各 wellに

MTS 1個と LAK細胞 1×106個を入れ， 2U/mlの

Fig. 2 加forphologyof a control恥1TS.

In a, a toluidine blue-stained cross section shows that a control MTS of approximately 500・μmdiameter 

consists of multiple tumor cells arranging in multilayers. Light microscopy, X 180. In b, MTS h出 a
spherical appearance and a smooth surface. SEM, bar=50 μ. Inc (a higher magnification ofb), the sur 

face of MTS is covered by numerous tumor cells with multiple cell processes. SEM, bar=5 μ. Ind, spin-

dle-shaped tumor cells are seen in MTS. Each tumor cell is characterized by an elongated and bizarre 

nucleus and a variety of cell extensions. TEM, bar=5μ. 
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IL-2を含む RPMI完全培地中で混合培養した（LAK-

MTS群）．同細胞数の PBLとも同様に， IL・2を含ま

なレ RPMI完全渚地中で混合培養した（PBL-MTS群

）経時的（12, 24, 36, 48時間後） にMTSを取り出し

PBSで洗浄した後，以下の解析を行った．

5）動的解析

混合矯養した MTSをtrypsin処理にて singlecell化

し， trypan-blue 染色によりその中に存在する生細胞

数 （腫蕩細胞とリンパ球を含む）を hemocytometerで

計測した．さらに，この singlecell suspension ( 1×1ぴ

個／ml）を cytospinにかけ， Giemsa染色を施し腫湯細

胞とリンパ球の鑑別計数をおこなった．この割合から

MTS 内に存在する腫蕩細胞とリ ンパ球の絶対数の変

化を計算した．各 stage について最低10個以上の

MTSを解析した．

6）形態学的解析

混合培養後の MTSは型通り 2%gultaraldehydeお

よび 1%osmium tetraxidateで各 1時間国定， ethanol

系列で脱水後アミノレて、置換し臨界点乾燥をおこなっ

た その後，金による蒸着を施し，走査型電顕

(SEM; Hitachi S-430）にて観察した．また上記のごと

く固定，脱水 した試料を epoxy resin に包埋し，

microtomeにて薄切片（400-500nm in thickness）およ

び超薄切片（80-100nm in thickness）を作成した．薄切

片は slideglass上に mountし， toluidine-blue(T-B）染

色して光顕にて観察した．さらに超薄切片はウラン，

鉛の二重電子染色を施し透過型電顕（TEM; Hitachi 

HU-11）にて観察した

7）免疫組織学的解析

MTSをOCTcompound(Miles Inc, USA）に包埋し，

液体窒素中で急速凍結した後，型通り凍結切片を作成

した．凍結切片は slideglass上に mountしPBSで洗

浄した後， CD3および CD16モノクロ一ナノレ抗体お

よび FITC標識2次抗体を用いた間接蛍光抗体法にて

染色し，浸潤リンパ球の表面マーカ ーを解析した．

結 果

1）正常 MTSの形態

正常 MTSはほぼ球形であり，多数の U-251MG細

胞が層状に配列して形成されていた 尚， 500μm の

MTSを構成する腫軍事細胞数は約 5.5×10＇であった，

その表面は腫蕩細胞が待鱗状に配列し，比較的平滑で

あった（SEM).個々の腫蕩細胞は紡錘形で，多形性

に富んだ核と多くの細胞突起を有していた（TEM).

Table 1 Cytotoxic and phenotypic characteristics of 

LAK cells and PBLs. 

LAK 

PBL 

% cytotoxicity against' % positive forb 

U-251MG Daudi K562 CD3 CD16 

62.0 

9.8 

57.5 90.5 85.0 16.4 

7.2 41.2 ND ND 

• Assessed by a standard 4・hr51Cr release assay at effec-

tor: target cell ratios of 20 : 1. Each value 

represents the mean of tripricate determination. 

b Analyzed with F ACS as described m“Materials and 
Methods 

ND: not done 

LAK: lymphokine-activated killer 

PBL: peripheral blood lymphocyte 

Table 2 Classification of the grades representing the 

destructive changes in MTSs after coculture 
with LAK cells or PBL 

Grade Histological Findings 

Effectors are in contact with MTS sur-

face, with little destructive changes 

obse円 edwithin the MTS. 

II Effectors have infiltrated and destroyed 

up to the outer third of the MTS. 

III Effector-infiltration and MTS-destruc-

tion are extended up to the middle third 

of the MTS. 

IV Effector-in自ltration and MTS-destruc-

tion are extended up to the inner third of 

the MTS. 

MTSs: multicellular tumor spheroid (s) 

MTS 内では各々の腫蕩細胞が複雑にからみあってい

たが， desmosome 等の細胞接着装置や間質は認めな

かった（Fig.2). 

2) LAK細胞の性質

51c「遊離法にて， LAKは U-251MG,Daudi, K562 

の全てに強い細胞障害能を示した．一方 PBL は，

K562のみを融解したが，DaudiとU-251MGに対し

ては弱L、細胞障害喜能しか示さなかった.FACSによる

表面抗原解析では， LAK 細胞を構成する細胞は85%

が CD3陽性で， 16%が CD16陽性であることがわか

った（Table1）・また， LAK細胞集団を構成するリ γ

パ球を形態学的特徴＂， 31.36）により分類すると大きく 2

つのグループに分けられた．即ち， 円形の核を持ち比

較的 organellaに乏しし、 T細胞の特徴を持つリ ンパ球
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A 

B 

Fig. 3 Morphological characteristics of LAK population before coculture 

In a, LAK cells are fairly heterogeneous in the size and the surface appearance. They have 

numerous microvilli which considerably vary in density, length, and thickness. SEM, bar=5 μ 

In b, LAK cells are divided into two distinct types, based on the intracytoplasmic appearance. 

The lymphocytes in the center and left upper corner of this figure is similar to LGL (LGL like 

cell). The others have the characteristics ofT lymphocytes (T-like cells). TEM, bar=5 μ. 

43 
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(T-like LAK）群と，三日月状の核と Golgi小体や粗面

小胞体等の organella，電子密度大な分泌穎粒などを

有し largegranular lymphocyte (LGL) (NK細胞分画の

大部分を占めると考えられている）の特徴を有するリ

ンパ球（LGL-likeLAK）群であった（Fig.3）・ T-like

LAK と LGL-likeLAKはそれぞれ全体の8か-90%,

10-20% を占め，ほぼ FACSによる解析の結果を反映

していると考えられた．

3）リンパ球の浸潤と腫霧細胞の融解

LAK細胞と混合培養した MTS群 （LAK-MTS群）

におレては，経時的に MTS内に存在するリンパ球の

絶対数は増加し，これとは反対に生腫蕩細胞の絶対数

は減少した．全体的に見ると，増加するリンパ球数よ

りも減少する腫場細胞数の方が相対的に多いため

MTS内に存在する全生細胞数は減少した このこと

は，経時的により多くの LAK細胞が MTS内に浸潤

し，腫蕩細胞の融解をおこなった結果と考えられた．

これに対し PBLと混合培養した MTS群 （PBL-

MTS群）では， MTS内に存在する生麗蕩細胞数，

リンパ球数共に僅かながら増加した．しかしながら．

リンパ球数の増加は LAK-MTS群に比較して極めて

少数であった このことは， PBLはほとんどMTS内

に浸潤せず，融解される腫蕩細胞数よりも自然増殖す

る数の方が多かったことによるものと考えられた

(Fig. 4). 

4) MTSの経時的形態学的変化

① SEMによる観察

SEMでは経時的な MTS表面構造の変化が観察さ

れた LAK-MTS群では，混合培養後 MTS表面に付

着するリ ンパ球が増加し， MTS表面には進行性の破

壊像が認められた．混合培養後期（48時間後）には

MTS は原型をとどめないまでに破壊され，所々 タ

レータ状の穴も散見された（Fig.5). SEM強拡大で観

察すると，この穴の中にも多くのリンパ球が存在する

ことがわかった（Fig.6）.これに対し PBL・MTS群で

は，かなりの数のリ ンパ球が MTS表面に付着するも

のの，表面機造破壊は同時期の LAK-MTS群に比し

極めて軽微であり， 48時間後でも比較的原型をとどめ

ているものも存在した．

② T-B染色標本による観察

T-B染色標本では MTSの内部構造の変化を観察し

た.LAK-MTS群では， MTS内への著明な円形細胞

（リンパ球）の浸潤像とともに MTSの破綾像を認め

た．浸潤するリ ンパ球の深度及び数は経時的に増大し，

培養後期 （48時間後）には MTSの中央部にまで及ぶ

ものも多く認めた．これに対し PBL・MTS群では，

リンパ球の浸潤及び MTSの破壊は表面に限局してお

り，培養後期でも MTSの中央部には変化を認めなか

Kinetics of lymphocyte infiltration and tumor cell killing 

•lymph邸内

~ tumor cell 

LAK 
coculture period PBL 

(hours) 

12 

24 

36 

48 

8 6 4 2 cell number ｛×1σ） 2 4 6 8 

Fig. 4 Kinetics of effector cell m自ltrationand tumor cell killing in the cocultured MTSs. 500・μmMTSs were 
cocultured with 1×106 LAK cells or PBLs. After various periods of incubation (12-48 hours), the MTSs 
were dissociated into single cells by trypsinization. Numbers of total viable cells including tumor cells and 
lymphocytes present within the MTSs were counted as described in“Materials and Methods” 
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Fig. 5 Morphological changes of the MTS-surface after cocultures with each effector (SEM). (a and b; after 24 hrs 

with LAK cells, c and d; after 48 hrs with LAK cells, e and f; after 48 hrs with PBL) 

In a, MTS shows an irregular surface. In b (a higher magnification of a), numerous round cells (LAK cells) 

with microvilli are in a direct contact with the surface of the MTS. Inc, destructive changes are so extensive 

that MTS is sponge-like in appearace. In d (a h単＞ermagnification of c), a larger number of LAK cells 

adhere to the surface, and lπegularity of the surface is much more severe. Many crater-like holes are seen 

(asterisks). In e, MTS shows a relatively smooth surface. In f(a higher magnificむonof e), round cells (PBL) 

are in a direct contact with the surface. However, the number is much smaller, and the irregularity of the sur 

face is much milder than that caused by LAK cells in the same stage. bar=50 μ(a, c, d) and 10 μ (b, d, f）ー
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Fig. 6 Appearance in a crater-like hole of the MTS cocultured with LAK cells for 48 hrs (SEM, higher 

magnification). Many lymphocytes are seen to invade into the hole (arrows). bar=5 μ. 

った（Fig.7). 

この MTS破壊の程度を表わすために Table2に示

す gradeをもうけ，各混合培養時間後の MTSをこの

gradeに従って評価した判定は T-B染色連続切片標

本を用いて行った 各 stageにつき最低20個の MTS

の観察をし，各 grade；ニ属する MTSの数の割合（%）

で表した LAK MTS 群では経時的に破撲像が顕著

になり，混合培養後期にはすべての MTSが gradeIII 

もしくは IVに属した これに対し， PBL-MTS群で

は48時間後でもすべての MTSが gradeIもしくは II

に属した（Table3). 

③ TEMによる観察

TEMでは，特に LAK-MTS群の破壊過程を解析し

た リンパ球と腫蕩細胞は比較的容易に鑑別できた

LAK 細胞は腫蕩細胞聞に細胞突起を伸ばしつつ，

MTS 内に浸潤しており，個々の腫蕩細胞には様々な

程度の変性像を認めた 変性は進行性で，特に混合培

養後期で、は麗蕩細胞は ghostcell様を呈するものが多

くなった（Fig.8). 

5) LAK細胞と腫蕩細胞との相互作用

TEMによる解析は，MTS内に浸潤した LAK細胞

と腫場細胞聞の相互作用を知るのに有用であった．

MTS内には LAK細胞を構成するサブセットである

T-like LAKと LGL-likeLAKの両者の浸潤が見られ

た.T-like LAKが浸潤リンパ球の約80%を占め，残

りが LGL-likeLAKであり，ほぼ母集団の割合を反映

していると考えられた これらのリンパ球は腫蕩細胞

に直接密着し，細胞破援を行っていると恩われる像が

各所で観察された 腫蕩細胞とリンパ球の接着像で特

に注目すべき所見は， リンパ球から標的細胞内に伸ば

された細胞突起の存在であった．この細胞突起により

リンパ球と標的細胞聞に強固な interdigitationが形成

されてレた（Fig.9）.また LGL-likeLAKにおいては，

Golgi小体や電子密度大な細胞内分泌頼粒の発達が著

明で，特に分泌穎粒は混合培養前のものと比べその内

容が heterogeneousで“immature”な形態りをとるもの

も多く認めた．このことは，これらの細胞において細

胞内分泌機能が著明に充進していることを示唆するも

のと考えられた（Fig.10). 

6) 浸潤 LAK細胞の表面抗原

MTS内に浸潤した LAK細胞は主に CD3陽性のリ

ンパ球（80-90%）であり， CD16 陽性のリンパ球は

少数（10-20%）であった（Fig.11）・この結果は形態

学的解析の結果に合致すると思われた．また，この
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e 
Fig. 7 Photomicrographs of the cocultured MTSs with each effector (toluidine blue-stained cross sections). (a and b; 

after 24 hrs with LAK cells, c and d; after 48 hrs with LAK cells, e and f; after 48 hrs with PBL). In a, the 

outer half of MTS is destroyed. Thi目 wasdesignated as Grade III according to our grading of destructive 
changes. ×140. In b (a higher magnification of a), among degenerative tissue, numerous lymphocyte-like 
round cells are seen.×400. In c, almost the whole MTS is changed into a mass of necrotic tissue, which is 

designated as grade IV.×140. Ind (a higher magni品cationof c), destructive changes are much extensive, 

and the number of in白ltratinground cells is larger.×1000. In e, destructive changes are confined to the 
n11trr thirrl wh1rh is rl円 l<tnMrrl~＇ nrnrl" TT.×140. Inf （~ hiuhrr m~σni品r~tinn nf ~＼ thP rlr<tnirtivP rh•naP< 
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Effector 

LAK 

PBL 

Table 3 Results of grading 

12 hr 

24 hr 

36 hr 

48 hr 

12 hr 

24 hr 

36 hr 

48 hr 

Grade(%)' 

II III IV 

0 43 57 0 

0 32 45 23 

0 12 58 30 

0 0 55 45 

90 10 0 0 

82 18 0 0 

78 22 0 0 

74 26 0 0 

• 500-μm MTSs were cocultured with 1×106 cells of 

each e仔ector. After various periods of incubation 

(12 48 h), the MTSs were processed for a mor-

phological analysis on the toluidine blue-stained 

serial cross-sections. At least twenty MTSs were 

prepared for each incubation stage of each effector. 

Each value represents mean of three separate ex-
penmen ts. 

pattern は48時間まで、の混合培養時間内で、は変化はみ

られなかった．

考 察

今回の MTSモデルを用いた研究は， LAK細胞の

固形腫蕩に対する浸潤能と融解能を知るだけでなく，

実際に LAK細胞が固形腫蕩内に浸潤し腫蕩細胞を融

解する過程を観察することにも極めて有用であった

標的として実際の手術標本を細切したものを用いる事

も考煙、したが．この方法は①腫蕩の各場所により

heterogeneityがあること，②腫蕩細胞だけでなく大き

な壊死や gliosis を含む可能性があること等の欠点が

あると考えられ，固形腫蕩モデルとして不適であった．

一方 MTSは，血管や間質を含まない等実際の固形腫

蕩塊とは異なる点も幾つかあるが22,35），その作製が簡

単でしかも同ーの腫蕩細胞のみから成る均一な腫蕩塊

を得ることができ，固形腫蕩モテソレとして適していた

LAK 細胞は，固形腫蕩に対しても著明な浸潤能と

、‘苛ベ・－
・明轟Z屯＂~

『担＂＂＇~

'f,＿＼.）々ー
J’a 司“・ー隼 、

．＆ 

Fig. 8 Representative ultrastructural findings of the MTS cocultured with LAK cells (after 48 hrs）・ The

right upper corner is the surface of this MTS (SURF.). Most of the tumor cells are lysed, and 

show a ghost cell-like appearance. In the left lower corner. still viable tumor cells are seen. At 

least three round cells, which have completely di仔町entm~rphological features from the tumor 
cells, are invading with their cell processes extending into the intercellular space of the tumor cells 
(asterisks). bar=5 μ. 
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a 

b 
Fig. 9 Ultrastructure of the interaction ofLAK effector cells (E) and a tumor cell (T) within a MTS. In 

a, typical T-like cells engaged in target cell killing are shown. The effector is in contact with a 

target cell via cell processes噂 bar=1 μ. In b (a higher ma伊 ificationof a), the cell processes ( ar 

rows) of the effector are penetrated into the cytoplasm of the target cell. bar=0.3 μ. 
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融解能を有していることがわかった． 従って，条件が のであり，養子免疫療法において良好な成績を得るに

揃えば LAK 細胞は養子免疫療法の有効なエプ占 ク は解決しなければならない幾つかの間題点があると考

ターになり得ることが示唆された訳である 但し，こ えられる．代表的なものは①エフェクタ ーの数の問題

の結果も LAK細胞にとっては好条件下て、行われたも と，② invivoでの抑制因子14）の存在である．我々の



ヲ乙
111¥'i’ Zi~ う＇ii.~ Zi~ I >; （ι＇il.之年 1月，

a MTS Fig. 10 Ultrastructure of infiltrating LGL-like cells. In a, a typical LGL-like cell infiltrating into 
;, shown. The most striking feature is that its intracytoplasmic organellas are developed. 
bar= I μ. In b (a higher magnification of a), the development of Golgi apparatus (in the left叩－
per corner) and intracytoplasmic granules (arrows) is especially prominent. The m・ 
tracytoplasmic granules are enlarged, and display more complex shapes. bar=0.3 μ. Inc, a 
LGL・likecell is in contact with a target cell which has been completely lysed and shows a ghost 
<ell-like appearance. bar=0.3 μ. 
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Fig. 11 lmmunofiuorescence microscopy of the cocultured MTS with LAK cells for 48 hrs (a血 db: 

stained with anti-CD3 and anti-CD16 respectively). More than 80% of the infiltrating lym-

phocytes are positive for CD3, and 10-20% are positive for CD!6. 

実験系においては， invivoでの抑制因子の存在は考

層、する必要は無 く，充分な数の e仔ector が存在した

(MTS 1個を構成する腫蕩細胞は約 5X104個であっ

たのでその20倍の数の LAK細胞が存在したことにな

る）．特にエフェクターの数は，養子免疫療法の成績

の良否を左右する重要な因子であり，充分な数を得る

ため嫌々な工夫がなされている均．

LAK細胞の本体，特にその前駆細胞やエフークタ ー

細胞に関する報告は数多くみられる． リンパ球表面抗

原に注目した解析によれば．主に NK細胞（LGL）が

関与してL、るとする報告15）や， T細胞と NK細胞と

の両者が関与しているとする報告26.27）があり，未だ統

ーした見解が得られていない．但しこれらの結果はす

べて， SICr-遊離法による singlecellの標的細胞に対す

る細胞障害能と リンパ球表面抗原からの解析によるも

のである．これに対し，今回の我々の研究は，浸潤能

を含めた固形腫蕩融解能とリンパ球の形態学的特徴か

らの解析であった これによると，浸潤し細胞融解を

行っていると考えられる LAK 細胞は形態学的に

heterogeneousな集団であり，これらは主に T細胞の

特徴を持つリンパ球（T-likeLAK）と， LGLの特徴を

持つもの（LGL-likeLAK）との 2グループから成るこ

とがわかった.T-like LAKと LGL-likeLAKが全体

に占める割合は，それぞれ80-909古および10-20%でほ

ぼその母集団の割合を反映していると考えられた．ま

た免疫組織学的にも，浸潤したリンパ球には T 細胞

と NK細胞の抗原を持った細胞が存在することが確

認できた．これらの結果より実際に腫湯を融解する

LAK細胞のエフェクター細胞には， T細胞と NK細

胞との両者が関与していることが示唆された 細胞障

害性 T リンパ球や NK細胞の標的細胞融解のメカー

ズムに関してはある程度の知見が得られているが

川 s,12,16,23,32,33,38,39), LAK 細胞の標的細胞融解

のメカーズムを明確に解析した報告は見当たらない13).

今回の研究により，このメカーズムに関しでも若干の

知見を得ることが出来た． 一般に． リンパ球による標

的細胞融解過程は，①リンパ球と標的細胞との接着，

②リンパ球からの lethalhit，③標的細胞融解の 3段階

に分けられる目九38），腫蕩内に浸潤した LAK細胞も

やはり，腫蕩細胞に直接付着して細胞破壊を行って＼， ・

る像が観察された．更に， LAK細胞と麗湯細胞間相

互の超徴形態学的解析によ り，②の lethalhitに関し

ても興味深い知見を得た．特に注目すべき所見は， リ

ンパ球から標的細胞内に伸ばされた細胞突起の存在で

あった．形態学的にはこの細胞突起の意義は不明であ

ったが， CTLや NK細胞によ る標的細胞破壊の経過

を電子顕微鏡により解析した文献によれば，標的細胞

内に伸ばされた細胞突起と細胞融解との密綾な関係を

示唆する ものが多l,33,38），また，特に LGL-likeLAK 

においては Golgi小体や電子密度大な細胞質内分泌穎

粒の発達が特徴的であった これは標的細胞融解に際

し，穎粒内液性因子の産生と分泌が克進してレること

を示すものである この所見は， LGL の細胞質内分

泌穎粒内に液性の細胞融解因子が存在するとし、う報告

11.2叫に合致し，この因子が LAK細胞，特に LGL-

like LAKの lethalhitに密接な関係を持つことを示唆

すると考えられた

以上， MTSモデルを標的にした LAK細胞の腫蕩
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融解過程を解析することにより，養子免疫療法のエフ

ェタター細胞としての LAK細胞の有効性，実際に細

胞融解に働く LAKエフェタター細胞の性質，及びそ

の細胞融解機構に関し多くの知見を得た． しかしなが

ら， LAK 細胞による標的認識機構をはじめ未だ不明

な点も多い．今後 LAK療法を有効な治療法として確

立するためには，臨床的および基礎的両面から総合的

な研究が必要と考えられる．

結 語

3次元麗湯モデノレを用いて，固形腫蕩に対する

LAK細胞の浸潤能と破壊能，及び腫湯内での LAK

細胞と腫蕩細胞との細胞間相互作用を解析した 固形

麗蕩モデノレとしてはヒトグリオーマ由来細胞株 u-
251MG より作成した mt』lticellular tumor spheroid 

(MTS）を用いた LAK細胞としては，健常人の末消

リンパ球（PBL）を IL-2で刺激したものを用いた． こ

れらを混合培養することにより， MTS 内でのリ ンパ

球と腫蕩細胞数の増減，および走査型電顕（SEM),

透過型電顕（TEM）上での形態学的変化を調べ， PBL

を effectorに使用した場合と比較した さらにリンパ

球表面抗原に対する抗体を用いた免疫組織学的解析も

行った.LAK細胞と混合培養した MTS内では， リ

ンパ球数の増加と共に生腫蕩細胞数は経時的に減少し

た形態学的には LAK細胞は MTS表面に付着し，

表面構造を彼嘆しつつ中央部に向かって浸潤して行く

像が観察された．一方， PBLと混合培養した MTSで

は，表面構造内および内部構造に大きな変化は認めな

かった．これらの結果より LAK細胞は固形腫傷に対

して強い浸潤能と破湊能を持つことが示唆された．浸

潤した LAK細胞は形態学的にT細胞と largegranular 

lymphocyte (LGL）に酷似した 2種類に分類でき（T司

like LAKと LGしlikeLAK），免疫組織学的にもこれ

を支持する結果が得られた．これらのリ ンパ球It共に

瞳蕩細胞に密着し，標的細胞内に細胞突起を伸はすこ

とにより細胞破療を行っている像が観察された主た

特に LGL-likeLAK においては細胞内分泌Wtt•~ρ産生

花進ム、観祭され，こ 【ハ ~｛j f:!の lethal hitへの関与が強

〈示唆された．
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