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The effector T lymphocyte subpopulations necessary to mediate semisyngeneic tumor 

rejection was investigated in mice using two different tumors transplanted subcutaneously or 

intracranially. 

(BALB/c×C57BL/6)F i-nu/ + mice were immunized with either a radiation-induced 

leukemia RL♂1 of BALB/c origin or Friend virus induced lymphoma FBL-3 of C57BL/6 

origin by subcutaneous injection of viable tumor cells followed by spontaneous regression of the 

tumor mass. The spleen cells harvested from these immunized mice were treated with either 

monoclonal anti Thy-1 or anti Lyt antibody and complement in order to eliminate desired T 

lymphocyte subpopulations, and then used as effector cells in both Winn-type neutralization assay 

and systemic transfer study using CB6F i-nu/nu mice as recipients. According to these in vivo 

studies. Lyt-1 +23-cells in FBL-3 system, and Lyt-23+ cells (i.e. Lyt-1 23+ and Lyt-1 +23+) in 

RL♂1 system were considered to play a major role in tumor rejection. However、anincreased 

number of Lyt-1-23+ immune spleen cells were also capable to reject FBL-3 tumors. 

The distinctive footpad reaction, histologically confirmed as delayed type hypersensitivity 

(DTH) was observed in FBL-3 system, whereas any footpad swelling was not seen in RL♂1 

system when tumor-immune CB6F1-nu/+ mice were challenged with irradiated tumor cells into 

footpad. The e仔ectorT lymphocyte subpopulations to mediate DTH against FBL 3 were also 

studied when the FBL-3 immune spleen cells treated with anti Lyt antibodies plus complement 
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were injected together with irradiated FBL 3 into footpad of CB6F 1 nu/nu mice. Consequently, 

Lyt-1 +z3-subpopulation, which were the same surface phenotype of lymphocyte to mediate 

tumor rejection in FBL-3 system、wasconsidered to mediate DTH reaction. These results sug 

gest the close relationship between tumor rejection and DTH response in FBL-3 system. 

The e仔ectof both cytotoxic and noncytotoxic T cell lines on established FBL 3 tumors was 

also studied in both neutralization and systemic transfer studies. C'ytotoxi＜、 cellline against FBL-

3. CTLL E2, which was obtained by limiting dilution of the FBL-3-immune spleen cells in the 

presence of IL 2 but maintained without an addition of it、wascomposed of three lymphocyte 

subpopulations such as 10 15% Lyt 1 +23一， 5570% Lyt 1 +23+ and 20-30% Lyt 1-23+ cells, 

revealed highly speci五cantitumor activity in vivo. Howeverヲnoncytotoxiccell line E2n, which 

composed of entirely Lyt-1 +z3-cells‘had no antitumor activity against established FBL-3. 

The capacity of both cell lines to induce the reaction of DTH was also studied. The result that 

both cell lines failed to induce DTH against irradiated FBL 3 cells suggests the functional diparity 

of Lyt-1 +z3-cells between cultured cell lines and immune spleen cells. 

In conclusion, it was clarified that the heterogeneous T lymphocyte subpopulations were 

induced according to the tumor system used, indicating the importance of not only Lyt-2+ CTL 

but also Lyt-1+23-subpopulation in semisygeneic tumor rejection. 

要 己
目

ス及び免疫牌細胞の移入後腫蕩を拒絶したヌードマウ

スに対し，放射線照射した腫蕩細胞を足煎部！と接種し

異なる 2つのマウス腫蕩を用いた皮下吃び頭蓋内移 その腫脹を計測するととにより DTH反応性の有無

植モデJレにおいて抗腫場免疫エフークターT細胞機構 を検討したととろ， FBL3の系では強い足蹴部腫脹が

の解析を行った． 観察され，同反応が免疫牌細胞中の Lyt-1十23 T細胞

BALB/c 7 ウス（H-2d）の放射線照射誘発白血病細 lとより惹起されているととが明らかとなったが， RL

胞RL♂l，又は C57BL/67 ウスから Friendvirusに ♂1の系ではその様な腫脹は認められなかった.FBL 

より誘発された lymphomaFBL-3の両麗蕩細胞で -3を用いた系において，同じ表面抗原（Lyt-1+23 ）を

(BALB/c×C57BL/6)F1(CB6F1）マウスを免疫した． 有する牌細胞が腫場拒絶と DTH反応を惹起するこ

免疫牌細胞を抗マウスリンパ球抗体（抗Thy-1，抗 Lvt) とより両者の関連が示唆された．

と補体の処理により特定のリンパ球サフoセットに分別 一方， FBL-3腫蕩の拒絶における Lyt23-CTLサ

した後，局所中和試験及び全身移入試験を行いそれぞ ブセットの関与を調べるため， FBL-3で免疫した牌細

れのサブセットの腫場拒絶能を検討した．その結果， 胞よりリンパ球腫蕩混合培養法を利用した限界希釈法

両腫場系とも腫蕩拒絶を誘導するためにはT細胞の存 lとより T細胞増殖因子（IL・2）の添加なしで増殖し続

在が必須であり RL♂1の系においては Lvt1 +23＋及 け，かつ FBL-3I乙対して強い細胞障害性を有する T

びLyt-1-23＋細胞が， FBL-3の系では Lyt-1+z3－及 細胞混合株 CTLL-E2を確立し invivoでの効果を検

び Lyt-1～23＋細胞が invivo において主要なエフム 討したと乙ろ，腫蕩中和試験並びに全身移入試験で強

クター細胞として働いている乙とが明らかにされた． い抗腫場能を示した．一方， Lyt1+23 細胞単独で構

また，頭蓋内移植腫蕩モデルと皮下移植腫場モデノレの 成されている非細胞障害性T細胞株E2nはFBL・3に

聞にはエフェクターサブセットに異同はみられなかっ 対して腫湯拒絶能を示さず，また DTH反応も惹起

できなかった．以上の結果は FBL-3の系においては

従来より Lyt-1+23一細胞が遅延型過敏症（DTH）反 従来より腫場拒絶の中心的なエフ L クター細胞と考え

応のエフェクター細胞と考えられていることにより， られてきた CTL以外に DTH反応を惹起すると同一

両腫湯細胞でそれぞれ免疫された CB6F1-nui+7 ウ のサブセットである Lvt-1+23細胞が invivoでのエ
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フェクター細胞として重要であることを示している．

また，誘導されるエフェクターサブセットの多様性は

腫蕩細胞の保持する抗原性に依存しているととが示唆

された．

緒 日

同種移植拒絶反応ゃある種の同系腫場の拒絶反応に

おいては，個体の細胞性免疫機構が中心的な役割を果

しており，乙のような免疫反応ではT細胞が必須のエ

フェクター細胞であるととが近年の研究により明らか

にされてきたれ27.32品 68'.Cantorと Boyse州はリンパ

球の分化抗原の一種である Lvt抗原系に着目し， T

細胞には Lvtの表現型に対応したE集団（サブセッ

ト）が存在しそのようなT細胞サブセ y トはそれぞれ

に固有の機能を発現しているととを明らかにし，以後

のT細胞機能の解析に重要な契機を与えた38・59品市8仰

とのような Lyt表現型による T細胞の分類によれば

L,・t 23'(Lyt 1+23+, Lyt・l-23+) T細胞サブセットは m
vitro において強い細胞障害性を示すが故に59> 細胞障

害性Tリンパ球（CytotoxicT Lymphocyte, CTL）と

呼ばれ， invivo lておいても同種移植片及び腫蕩拒絶

反応を直接に担う細胞であろうと考えられてきた7品

目 81> しかし，リンパ球（腫蕩）混合培養（ML(T)C）細

胞やT細胞増殖因子（IL-2）依存性T細胞クローンを

使用した従来の方法論には種々の問題があり，乙れを

直接的に証明するととは困難であったが，私達は IL-2

の添加なしで増殖しかっ腫蕩特異的な CTL株を樹立

することにより， CTI，が invivo においても同系腫

湯拒絶の中心的なエフェクター細胞であるととを報告

してきた仙45）ー私達の確立した系で用いた腫蕩は本研

究においても一部使用した放射線誘発白血病細胞 RL

♂lであり，乙の腫療は免疫個体lζ ℃TLは誘導する

が CTLとその Lyt表現型の異なる Lyt-1+23 T細胞

サブセソトにより惹起される遅延型過敏症（delayed-

type hypersensitivity, DTH）反応は証明されず，又

Lyt 1 +23-T細胞サブセットによって RL♂1腫場は

排除されなかったゆ

一方，近年 virusにより誘発された lymphomaを用

いた実験系において DTH 反応のエフ占クターと同

ーの Lyt表現型を有する Lvt-1+23 T細胞サブセッ

トlとより同系腫療の拒絶が惹起されるとの報告が相次

いでなされた24却ー ζれらの報告では用いられた腫蕩

が免疫個体に DTH 反応を誘導するか否かについて

は検討されていないが，私達は既K FBL-3 lympho 

maが免疫個体IC強い DTH反応を惹起するととを報

告してきた42に

本研究においては，従来の諸報告が示唆する如く so.

叩，使用する腫蕩に対応して免疫個体に誘導される T

細胞エフェクターの Lyt表現型に関する多様性が発

現するか否かについて検討を加えた．その結果 Lyt-23+

の CTLは両系において腫蕩排除のエフェクターとし

て機能している ζ とが確認されたが， DTH反応を強

く惹起する FBL-3を用いた系においては Lyt-1+23-

T細胞サブセットも腫蕩排除に関与しているととが明

らかとなった．

研究材料および方法

1. 実験動物および腫痕細胞

京都大学動物実験施設にて飼育管理されたか12週令

の BALB/c(H-2d), C57BL/6 (H-2b), (BALB/c× 

C57BL/6)F1 (CB6F1)(H-2d/b）及び CB6F「nu/nu,

(BALB/c×BlO. Thy-L l)F, (C、BlO(Thy-1.l)F1)(H 

2d/b, Thy-1. 2/Thy-1. l）マウスを用いた．実験腫蕩

は BALB/c＜ ウスから放射線照射により誘発された

白血病細胞 RL♂1,RL♂6, RL平8,RL平9,C57BL/6 

7 ウス由来の Friendvirus誘発リンパ腫である FBL-

3細胞を用いた．一部の実験では化学剤lとより誘発さ

れた白血病細胞 EL-4(C57BL/6), P815 (DBA/2, H-

2d), Moloney 白血病 virusで誘発された Natural

Killer (NK）細胞感受性のリンパ腫， YAC-1 (A/Sn, 

H・2a）を用いた＿ RL♂l,RL♂6, RL♀8,RL平9,EL

4と P815細胞は同系マウスの腹水型で， FBL-3と

YAC-1細胞は105ちの非働化牛胎児血清（Fetalcalf se-

rum, FCS, Flow Laboratories, Inc., Rockville, MD）を

添加された培養液 RPMI-1640(Grand Island Biologi-

cal Co., Grand Island, NY）の培地lとて継代維持した．

2- 担腫癒モデルの作製

腹腔内あるいは培養器より集めた腫場細胞はHanks

balanced salt sol山 on(HBSS）で 3回洗浄後，皮下

接種の場合には 0.1ml，脳内接種の場合には0.01ml 

の量に浮遊させエーテル麻酔下に背部皮内，あるいは

microinjector (Hamilton, 50 μl型）と 27G矢追針を

用い右大脳半球内に半定位的に移植した山.CB6F1ヌ

ード7 ウスへの腫蕩生着率は皮内移植の場合 FBL-3

以外の腫蕩細胞では 1×10sコ以上， FBL-3では l×

10＇コ以上の細胞数で 1005ちであった．脳内移植の場合，

いずれの腫場細胞でも 1×104コ以上の細胞数で1005ぁ
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腫揚が生着し 3週間以内lζ全例腫蕩死した．

J. 腫癒細胞によるマウスの免疫

5×lQS コの RL♂l細胞を CB6F, 7 ウスの背部

皮内に移植した場合 2-3週間の経過で lOmm前後

の腫蕩径に達した後4週以内に自然退縮し以後 3-4

回の生腫蕩細胞の漸増接種をも拒絶しその個体lζ特異

的高免疫能を賦与することが知られている仙．一方，

5×106コの FBL-3細胞を CB6F,7 ウスの背部皮内

に移植すると 2週目頃lζ1015mmの最大腫蕩径lζ達

した後4週間以内に自然退縮する. RL♂1の系では

5回目の免疫より 2週後IC,FBL-3の系では初回免疫

より 5週後に牌臓を取り出し免疫牌細胞として用いた．

4. 勝細胞の培養及び CTLlineの確立と維持

FBL-3 Iとより免疫された CB6F17 ウス牌より

HBSS Kて単細胞浮遊液を作成し， 3回洗浄後 Com-

plete medium (CM）に 5×106/mlの濃度で浮遊さ

せた.CMは RPMI-1640Iζ10%FCS, 5×10 5M2-

mercaptoethanol, 100 U /ml penicillinと lOOμg/ml

streptomycinを加えたものを用いた.MLTCは10,000

R照射した腫蕩細胞1×105/mJと等量混合し総量2ml

を24穴平底プレート（CorningGlass Works, Corning, 

NY）にて 5日間 37'C,5;iぢC02存在下で培養した．

FBL-3に対する CTL!ineの作成方法及びその維持は，

RL♂l lζ対して同様の CTLlineを得た方法IC準じ

た柏崎〉．すなわち FBL-3で免疫された CB6F17 ウス

の牌細胞を responderとして MLTCを行い 5日自に

"Cr遊離試験で FBL-3に対して高い細胞障害性を有

することを確認した後，更に responder として 500

cells/wellの密度で 5×103-1×104/wellの stimulator

(10, 000 R 照射した FBL-3),1×106/wellの feeder

cells (2000 R照射した無処置 CB6F17 ウスの牌細胞）

と共に 5%(vol/vol)IL-2含有 CM内で96穴平底プレ

ートを用い10ー14日間培養した．その間高い増殖活性

を示し，かっ 5時間 51Cr遊離試験で FBL-3に対し

て高い障害性を有する wellより細胞を 5×10＇コの

stimulator と 5×1Q6 コの feeder cell の存在下に

IL・2を添加せずに24穴平底プレートに移した． 7日

目毎lζ新たに stimulatorとfeedercellを添加する ζと

により増殖した継代維持可能な 6つの細胞株を得た．

その中で最もよく増殖し， FBL-3に対し特異的，かっ

高い細胞障害性を有する細胞株 CTLL-E2を選び以

下の実験lと用いた．又， CTLL-E2を確立した 2週間

後lζ同細胞を抗 Lyt-2.2抗体と補体で処理後 feeder
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cell単独にて培養することにより増殖する細胞株 E2n

を得た．両細胞は約1週間で10ー15倍の細胞数に増え，

CTLL-E2は新たに feedercellと stimulator添加後

4-5日目に FBL-3Iと対し最も高い細胞障害性を示

した為， invitro 及ひ invivoの実験lζはとの時点の

細胞を用いた．

補体依存性細胞障害性試験及び間接鐙光抗体法で

CTLL-E2及び E2n両細胞を構成しているリンパ球

の表面7 ーカーを検索すると CTLLE2は Thy-1.2 

100%, Lyt-1 +23-10-15%, Lyt 1 23+ 20 30%, Lyt-

1+23+ 55ー70%であり， E2nは Thy-1.2+ lOO;i弘 Lyt-

1+23-100%であった．

5. IL-2の調整

SDラy トの牌細胞（2.5×106/ml）を 5μg/mlの

concanavalin A (Con A）存在下に 37。C,so,;,co2 

の incubator内で24時間培養し遠心（10,000 rpm, 20 

min）の後培養上清を得た.0. 45 μm filter (Millipore 

Corp., Bedford, MA）を通した後 IL2 sourceとして

使用した．

s. s1cr遊離細胞障害性試験

標的となる腫蕩細胞 5×10sを0.1mCi Na,Cr04を

含んだ 10銘FCS添加 RPMI-1640培養液中で 37。c,

596C02の条件下で60分標識した.HBSSで3回洗浄

後 10%FCS添加 RPM!-1640中lζ1×105/mJとな

るように浮遊させた.v底96穴フ。レートに一定の標的

細胞（1×10'/100μI）に対し希望する effector tar get 

cell ratio (E/T）比に調整した細胞数のエフェクター

細胞 100μ1 を加え 3000rpm で1分間遠心した後

37。C,5ら（、02のincubator内IC5時間静置した．その

後3000rpmで5分間遠心し上清 100μ1の放射能活性

を gammacounter (Model 5236, Packard, Downers 

Grove, IL）にて測定した.%51Cr遊離は次の算式に

より求めた.spontaneous releaseはすべての臆場細胞

で15第以下であった．
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7. 補体依存性細胞障害反応

特定のリンパ球集団を選別する為補体依存性細胞障

害反応を行った．抗 Thy-1.1，抗 Thy-1.2，抗 Lyt-1.2, 

抗 Lyt-2.2 (Meiji Institute of Health Science, Tokyo, 

Japan），抗 asialoGM, （東海大学垣生園子先生より

供与）の各抗体と補体として非特異的細胞障害性の低

い家兎血清を用いた．各モノクロナール抗体の7 ウス
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胸腺細胞を標的細胞とした Maximumkilling titerは

それぞれ×1,000,000，×5,000，×5,000，×20,000, 

×1,000であり本実験には×100，×100，×50，×50,

×lOOIC希釈して用いた．補体は予め7 ウス牌細胞に

対して吸収した後使用時6 8倍に希釈した．まず目的

とする細胞を HBSSIζて3回洗浄後 2×107/tubeの

cell pelletとしてその上IC希釈した各モノクロナーJレ

抗体を 200μ1加え撹祥後4℃に45分間静置した（15分

毎に携祥）．その後，希釈した補体を lml加え， 37・Cで

40分間処理した. 3回洗浄後 trypanblue dye exclu-

sion method lζて生細胞数を求めた．それぞれ， 60.4

土6.5%(Thy-l. 2抗体処理）， 50. 3 士8.4タ~ （ Lyt-1. 2抗

体処理）， 53. 8±6. 9%(Lyt-2. 2抗体処理）の生細胞が

得られた．希望するT細胞サブセットが除去されたか

否かを確認のため処理後の細胞 1 × 10• コを放射線照

射（10,000 R）した腫湯細胞 5×lQ3コと96穴U底プ

レートで 5日間の MLTCを行い刺激した腫湯細胞に

対する細胞障害性を 51Cr遊離試験にて測定，あるい

は処理後の細胞の ConA, PHAに対するマイトージ

ェン反応を 3H-thymidineの摂取率で測定し各抗体と

補体での処理が完全である乙とを確認した．処理が不

完全であると考えられる結果を得た場合，その細胞を

使った実験は結果より除外した．

a. 腫篇中和試験

VI/inn- pe neutralization assay＂＂にて培養細胞株

及び免疫牌細胞の腫蕩中和能を皮下及び頭蓋内にお

いて検討した. r'，（下においては l×10＇コの腫蕩細胞

(FBL-3の場合のみ l×1Q6コ）とエフェクター細胞を

50μ1ずつ等量混合して移植した．頭蓋内においては1

×10＇コの腫癒細胞とエフェクター細胞を 5μ！ずつ等

量混合し右大脳半球内に半定位的iζ移植した．皮下の

場合は 2 3日毎IC腫蕩径を計測し長径と短径の平均

を腫蕩径とし肉眼的lζ腫療の消失を以て腫蕩拒絶とみ

なした 皮下移植腫湯消失後，他部位への転移等で死

亡する乙とはなかった．頭蓋内の場合，移植後60日

以上生存したマウスは腫蕩を完全に拒絶したものとし

た．これは， 60日以上生存した7 ウスを解剖しでも接

種部位lとは組織学的に腫蕩が検出されず，それ以降

も転移等で死亡することがなかったという事実に依

る．

9. 全身移入試験

予め腫場を移植されたヌードマウスの尾静脈よりエ

フェクター細胞を移入するととによりその題蕩増殖に

及ぼす影響を検討した， CB6F1 ヌード7ウスの皮下

lζRL♂1 は 5× 10• コ， FBL-3 は 5× lQ6 コ，頭蓋内IC

は両腫蕩とも 1×104コを移植し3日後〈いずれの臆

蕩とも皮下においては 4-6mm前後の腫蕩径に達す

る） 0. 5mlの HBSSiζ浮遊させたエフェクター細胞

をエーテノレ麻酔下にゆっくり静脈内投与した．

10. 足館反応

FBL・3あるいは RL♂1で免疫した CB6F1-nu/

＋マウスの右側後肢足隊部に放射線照射（10,000R）し

た腫蕩細胞を 1×107/25μI 接種した.24時間毎に 5

日目迄足瞭部の厚さを dialcaliper lとて計調~し，足底

部腫脹をきたした一部7 ウスの後肢は計測後105ぢホル

マリンにて固定し組織学的検索を行った．その結果，

24-48時間目に単核球とマクロファージの浸潤を伴っ

た強い炎症反応が観察され DTH反応と考えられた．

エフェタター細胞の DTH反応惹起能を検索する為

CB6F，ヌードマウスの足厳部内に 1×107/10μIのエ

フェクター細胞と放射線照射（10,000 R）した腫湯細

胞5×106/10μIを混じて接種した. 24時間毎IC5日目

まで足置を部の厚さを同様に計測した．

結 果

1. 免疫脚細胞における CTLの誘導

RL♂1，あるいは FBL・3Iとより免疫された CB6F1-

nu/+7ウス牌細胞を mvitroでそれぞれの腫場細胞

と5日間再感作（MLTC）し， 種々の腫蕩細胞に対す

る細胞障害性を 51Cr遊離細胞障害性試験により測定

した（Table1). In vivoでの腫場細胞による感作のみ

では免疫した腫蕩細胞にたいして E/Tratio 20:1で約

20%前後の細胞障害性を示したが， MLTC後は E/T

ratio 10:1で605ち以上の高い活性を示した.FBL-3で

免疫された牌細胞は FBL-3以外lζMBL・2,EL-4，及

び NK感受性 YAC-1IC対しでも比較的高い活性を

示した.Friend, Moloney, Rauscherの各 virusで誘

発された腫蕩は共通抗原性を有すると考えられており

MBL・2IC対する交叉細胞障害性（crosscytotoxity）は

CTL が乙の共通抗原を認識していることによるもの

と考えられる.EL-4との crossreactivityは他にも報

告があるが加詳細は不明である．一方， RL♂1で免疫

された牌細胞は RL♂lk対してのみ高い細胞障害性

を有しその特異性において Nakayamaらの報告と一

致した仙．

MLTC細胞を臼Cr遊離試験前に各抗体で処理し，
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Table 1. CYTOTOXIC ACTIVITIESりFIMMUNE SPLEEN CELLS 

% Specific lysis 
by effector cells versus: 

FBL-3 RL♂1 

H-2 
haplotype 

b

b

b

d

d

d

d

d

 

NTb> 

NT 

2. 3°' 

64.3 

2.6 

6.4 

4.2 

3.2 

1. 2 

68. 4" 

45.6 

32.1 

1. 2 

NT 

NT 

0.8 

2.3 

22.5 

Strain 
of 

origin 

FBL-3 C57BL/6 

MBL-2 C57BL/6 

EL 4 C57BL/6 

RL♂1 BALB/c 

RL♂6 BALB/c 

RL平8 BALB／ζ 

RL平9 BALB.c 

P815 DBA/2 

YAC-1 A/Sn 

Target cells 

a 

a> and c) Cytotoxic activity in 5-hr 51Cr-release assay after 5-day 
MLTC of in vivo sensitized CB6F1 spleen cells against either 
FBL-3 (a) or RL♂1 (c). E:T=lO:l 

b> Not tested. 

混和し CB6F1ヌード7 ウスの背部皮内あるいは頭蓋

内lζ接種後の腫場の生着，増殖を観察した（Table2). 

牌細胞を補体で処理したコントロール群は両系とも腫

蕩の増殖を完全に抑制したが，抗 Thy-1.2抗体と補

体で処理しT細胞を除去した群では両系とも全例のマ

ウスで腫蕩死がみられた.FBL-3の系においては，抗

Lyt-2. 2抗体と補体処理後もエフェクター細胞は腫蕩

の増殖を完全に抑制したが，抗 Lyt・1.2抗体と補体処

理では腫場は増殖し続けた．従って本実験においては

Lyt-1+23-T細胞が腫場中和能を有していると考えら

れた．一方， RL♂lを用いた系では抗 Lyt-1.2抗体と

補体処理後の牌細胞により皮下では約20%のマウスで

腫蕩の増殖が抑制されるが，抗 LYt-2.2抗体と補体処

理により中和能は消失した乙とから考えて，いずれの

抗体処理でも除去される Lyt-1+23＋細胞と Lyt-123十

細胞がエフェクター細胞として機能していることが推

測された．頭蓋内においても，皮下の場合とほぼ同じ

傾向がみられたがコントローノレ群においてはこのE/T

比の条件下では腫蕩拒絶の頻度は 1005ちに至らなかっ

↑こ．

in vitroでの細胞障害性がどの表面マーカーをもった

細胞によるものかを調べると（Fig.l），両系において抗

Thy-1. 2抗体と補体及び抗 Lyt-2.2抗体と補体処理

で完全にキラー活性が消失し，抗 Lyt-1.2抗体と補体

処理で約50%低下するととより細胞障害反応は Lyt1 

-23＋と Lyt-1+23＋の 2つのT細胞サブセット lとより

担われていることが示唆された．

免疫勝細胞における抗腫軍事エフェクター T 細胞

サブセットの同定

2. 

a）腫蕩中和試験

FBL-3で免疫された牌細胞と FBL-3細胞， RL♂1

で免疫された牌細胞と RL♂l細胞を 5:1の比率で

。＼ぶー
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b) 全身移入試験

予め FBL-3あるいは RL♂1をヌード7 ウスの皮

下又は頭蓋内IC移植した後， FBL-3あるいは RL♂l

で免疫した CB6F1-nu／＋マウスの牌細胞を尾静脈よ

り全身移入した．皮下移植腫場群（Table3a）では 5×

106コ以上の免疫牌細胞移入で FBL-3腫場は完全に

拒絶されるのに対し，同量の正常牌細胞の移入では

拒絶されなかった.RL♂1の系では100%の腫蕩拒絶

。
EFFECTOR TO TARGET CELL RATIO 

Spleen cells of CB6F1-nu/+mice immun-
ized in vivo against either FBL-3 (left) or 
RL♂l (right) were cultured in ML TC for 
5 days, and treated with complement alone 
（つ）， anti Thy-1.2 (.6. ), anti Lyt 1.2 （ふ）， or 
anti Lyt-2.2 （・） and complement, respecti-
vely, before 5-hr 51Cr release assay. 

。

Fi邑.1. 
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Table 2. NEUTRALIZATION ASSAY AFTER TREATMENT 

OF EFFECTOR CELLS 

Number of mice; rejected/tested•' 

Treatment FBL-3 RL♂l 

SC IC SC‘ IC 

c 10110 2/5 8/8 2/5 

anti Thy-l.2+C 0/11 0/6 0/9 0/6 

anti Lyt-l.2+C 0/10 016 2/9 1/6 

anti Lyt-2.2ート（、 12/12 2/6 0/8 0/5 

a> Each tumor cell was inoculated subcutaneously (SC) or intra-
cranially (IC) together with tumor-immune CB6F,-nu/ + spleen 
cells at an E/T ratio of 5 : 1. 

を得るには 1.5xl08コ以上の免疫牌細胞の移入を必 果 FBL-3のみが拒絶された．一方， RL♂1の系でも

要とした．又， 2× 10• コの正常牌細胞の移入によって 同様に RL♂1のみが拒絶されその特異性が確認され

も腫蕩の拒絶は得られなかった．一方，頭蓋内移植腫 た．

蕩群では移植細胞数を両腫蕩系共 1×104コとした場 次IC，免疫牌細胞中のエフェクター細胞を同定する

合腫場の完全な拒絶を得るには皮下移植腫蕩群の場合 為リンパ球表面抗原に対するモノクロナ－）レ抗体，即

と問量の免疫牌細胞の移入を必要とした（Table3b）・ ち抗 Thy-1.2，抗 Lyt-1.2と抗 Lyt-2.2抗体と補体を

つまり，ほぽ同じ大きさの腫蕩を拒絶させるには RL 用いて特定のリンパ球集団を除去選別した後， FBL・3

♂1 の系では FBL-3 の系に比べて約30倍の量の免 の系では 5×10＇コ， RL♂1の系では 1.5 × 10• コ IC細

疫牌細胞の移入が必要であった．次いで腫蕩の拒絶を 胞数を調整して担腫蕩ヌード7 ウスの尾静脈より移入

全例で惹起するに充分量の免疫牌細胞を移入すること した（Table4). その結果，抗 Thy-1.2抗体と補体

によりその特異性を検討した（Fig.2). CB6F1ヌード 処理により T細胞を除去した場合腫蕩拒絶能が完全に

マウスにそれぞれ FBL-3,EL-4, RL♂1を移植した 3 消失するととより両系においてT細胞の移入が腫場の

群を作成し腫湯の生着ーした時点で FBL-3で免疫され 拒絶に必須であるととが確認された．抗 Lyt抗体に

た CB6F1-nu／＋マウスの牌細胞を移入した．その結 より T細胞サブセットの解析を行うと FBL・3の系で

Table 3a. DIFFERENCES IN DOSE RESPONSE NECESSARY TO 

REJECT SC TUMORS AFTER INTRAVENEOUS TRA-

NSFER OF IMMUNE SPLEEN CELLS 

Number of mice; rejected/tested 

Number of spleen cells FBL-3 RL♂1 
transferred a> －一一一一一一一一一 一一一

Immune Normal Immune Normal 

20 ×10' 6/6 0/5 

15 10/10 0/6 

10 19/34 0/8 

5 2/8 0/6 

2 23i23 2/6 0/7 

1 19/19 0/6 

0.5 16/16 0/8 

0.1 14;15 0/6 

0.05 4/8 

a> Various numbers of spleen cells were intraveneously transferred 
into CB6F1-nu/nu mice bearing 3・daytumors. 
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Fig. 2. (left): Spleen cells of CB6F1-nu/+mice (5 
×106) immunized with FBL-3 were intra-
veneously transferred into CB6F1-nu/nu 
mice inoculated with FBL-3 （心）， EL-4 （企）
or RL♂1 （・）， respectively, 3 days before. 
(right): Spleen cells of CB6F1-nu／一十mice
(1.5×108) immunized with RL♂1 were in-
traveneously transferred into CB6F1-nu/nu 
mice inoculated with RL♂1 (0), RL宇9
（・hor EL-4 ("-), respectively, 3 days beおre.

は Lyt-1＋細胞を除くことにより腫蕩拒絶能が完全に

消失するが， Lyt-23＋細胞の除去では全んど影響を受

けないことより麗蕩中和試験におけると同様に Lyt-1

+z3-T細胞が腫場の拒絶に必要であり， Lyt-1-23＋の

CTLはとの条件では腫蕩の拒絶を起とせなかった．

RL♂1の系では Lyt-23＋細胞の除去により麗湯拒絶

能が消失することより FBL-3を用いた系とは対照的

IC Lyt-23+ T細胞サブセ y トの移入が腫蕩の拒絶に重

要であることが推測された．

頭蓋内腫蕩移植の群においても皮下腫湯移植群とほ

ぼ同じ結果が得られた．

とのようにエフェクター細胞の全身移入により腫蕩

を拒絶したマウスは再度の腫湯細胞の移植をも拒絶し

た．又， FBL-3を用いた系においては Lyt1 +z3 細胞

の移入により腫蕩を拒絶した CB6F1ヌード7 ウスの

牌細胞は抗 Lyt-2.2抗体と補体処理により再度 Lyt-

1+23－細胞とした後FBL-3を皮下に移植されたCB6F1

ヌードマウスに移入し臆蕩の拒絶を起とし得る乙とが

確認された（未発表データ）

3- Recipient ヌードマウス由来のエフェクター細

胞の関与の可能性

以上の実験においては recipientとしてヌードマウ

スを使用してきた．ヌードマウスは先天的に胸腺を欠

損しているため細胞性免疫能が欠如していると考えら

れるがヌードマウスの牌細胞を IL-2存在下で培養す

ることにより CTLが誘導される，或いは加令と共IC

成熟T細胞が出現してくるとの報告がある 30'39制． こ

のととは移入された免疫牌T細胞とヌード7 ウスT細

胞（或いは前駆細胞）との聞に相互作用が惹起され，

ヌードマウス由来のエフェクター細胞が腫場拒絶に関

与する可能性を示唆している．乙のような recipientヌ

ード7 ウス由来のエフェクター細胞が関与しているか

否かを検討するため以下の実験を行った．即ち，FBL-

3で免疫された CBlO(Thy-1. l)F1マウスの牌細胞移

入により皮下移植 FBL-3を拒絶したヌードマウスの

牌細胞を 5×106コ，担 FBL-3ヌード7 ウスlζ2次移

入した．移入前，牌細胞を抗 Thy-1.l抗体あるいは

抗 Thy-1.2抗体と補体で処理するととにより，いず

れの場合にも補体による処理の場合と異なり腫蕩拒

絶能は消失した（Fig.3）.更に，このように腫湯を拒

絶した 2次ヌード7 ウスの牌細胞におけるキラー活性

を測定したところ（Table5），抗 Thy-1.2抗体のみで

Table 3b. DIFFERENCES IN DOSE RESPONSE NECESSARY TO 

REJECT IC TUMORS AFTER INTRAVENEOUS TRA-

NSFER OF IMMUNE SPLEEN CELLS 

Number of mice; rejected/tested 

Number of spleen cells FBL・3 RL♂1 
transferred"' －一一一一一一

Immune Normal Immune Normal 

15 ×107 10/10 。／5

10 7/12 。／9

5 。ill 。／8

2 。／9 0/5 

1 5/5 0/5 

0.5 8/8 0/7 

0.1 3 '6 。16

a> Various numbers of spleen cells were intraveneously transferred 
into CB6F1-nu/nu mice bearing 3-day tumors intracranially. 



Cytotoxic activity 

20: lb> 5 :1 

c 65. 3 45. 3 

anti-Thy-1.l+C 10.5 4.3 

anti-Thy-l.2+C 8. 6 2. 4 

anti-aGMl +c、 49.6 37. 4 

a> The spleen cells from the second re口pientsof 
CB6F1-nu/nu mice, which had rejected the SC-
inoculated FBL-3 tumor by transfer of spleen 
cells of the五rstrecipient, were treated after 5-
day MLTC. 

bi Effector to target cell ratio. 

それぞれの腫蕩細胞で免疫された CB6F1-nu/+..,,

ウスにおいて 10,000 R照射した腫蕩細胞を右後肢足

瞭部に接種しその腫脹を経時的に観察し計測した．

その結果， FBL・3で免疫された CB6F1-nu／＋＜＂ウス

はFBL-31ζ対してのみ強い足煎部腫脹を認めた（Fig.

4a）.一方， RL♂lの系では RL♂1,EL-4, Y AC-1の

いずれの腫療に対しでも足煎部腫脹を示さなかった．

FBL・3の系で同腫脹は接種24-48時間後に 4.0土0.5

mmと最も強く 7日後には正常値に復していた．組織

学的には24 48時間後に単核球と7 クロファージを中

Table 5. CYTOTOXIC ACTIVITY INDUCED 

IN SPLEEN CELLS FROM THE 

SECOND RECIPIENTS OF TUMOR-

REJECTED CB6F1-nu/nu MICE ARE 

MAINLY DERIVED FROM DONOR 

CELL 

腫痕細胞に対する DTH反応の惹起

EFFECT OF Ab+C TREATMENT OF IMMUNE SPLEEN 

CELLS ON THE TUMOR REJECTION AFTER IV TRANSFER 

Number of mice; rejected/tested 

FBL-3"' RL♂1 a> 

行C IC SC IC 

（、

Thy-l.2+C 

Lyt-l.2+C 

Lyt-2.2十C

Lyt-l.2+C 
＋ 

Lyt-2.2十C

a> FBL-3-immune spleen cells (5×106) or RL♂1-immune spleen cells 
(1.5×108) were intra veneously transferred after treatment into 
CB6F1-nu/nu mice bearing 3-day tumors subcutaneously (SC) 
or intracranially (IC). 
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Fig. 3. Spleen cells (5×106) of the first recipient of 
CB6F1-nu/nu mice, transferred with CBlO 
(Thy-l.l)F1 mice immunized in vivo with 
FBL-3, were treated with complement alone 
（企）， anti Thy-1.1 （・）， or anti Thy 1.2 (0) 
antibody and complement, respectively, and 
then intraveneously transferred into the 
second recipients of CB6F,-nu/nu mice ino-
culated with FBL-3 3 days before. 

なく抗 Thy-1.l抗体と補体処理でキラー活性が消失

した．以上の結果は CBlO(Thd. l)F1マウスの牌細

胞（H-2d/b,Thy-1. l/Thy-1. 2）がヌードマウス内で正

常に機能していることを示すばかりでなく，本実験系

においては recipientヌードマウス由来T細胞（H-2d

/b, Thy-1. 2）の関与は無視出来るととを示している．

また， CBlO(Thy-1. l)F1 マウスの牌細胞を CB6F1

ヌード7 ウスに移入することにより牌腫等の graft-

versus-host 反応によると考えられる症状は全く観察

されなかった．

30 
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DAYS 
Fig. 5. Effector subpopulation necessary to mediate 

footpad reaction against irradiated FBL-3 
cells. 
Spleen cells of CB6F1-nu/+mice immun 
ized with FBL-3 in vivo were treated with 
complement氏、Ialone (0), anti Thy-1.2 
（企人 antiLyt-1.2 I e 1, or anti Lyt・2.2（ム）
antibodies and complement, respectively. 
The treated cells (1×107/0. 01 ml) were in-
jected together with irradiated (10,000 R) 
FBL-3 (5×106 /0. 01 ml) into right hind foot-

pad of CB6F1-nu/nu mice. 
Footpad size was measured everyday until 
day 5. The results represent the means 
（叶D)of six mice. 

3 2 

場拒絶能ばかりでなく DTH反応も Lyt1 "23 細胞

でヌードマウスに移入できることが示された（未発表

データ）．一方， FBL-3で免疫された CB6Fi-nu／十マ

ウスの牌細胞と放射線照射した FBL-3細胞を混じて

CB6F1ヌードマウスの足瞭部に接種するととによって

もDTH反応が惹起された．そして，免疫牌細胞を抗

Thy-1. 2抗体や抗 Lyt抗体と補体処理後IC，同反応を

惹起してみると抗 Thy-1.2抗体と補体、或は抗 Lぅ1

1.2抗体と補体処理により免疫牌細胞の DTH反応惹

起能が消失する乙とより，同反応のエフェクターは

Lyt・1-23－細胞であるととが明らかとなった（Fig.5）・

FBL-3腫蕩系における腫痕拒絶エフェクター細

胞としての CTLの関与

6. 

3 

DAYS 
Fig. 4. Differences in footpad reactions between 

two tumor systems. 
a) CB6F1 mice immunized with FBL-3 
were challenged with irradiated (10,000 R) 
FBL-3 (0), EL-4 (-"l, or YAC-1 （・），
respectively, at a dose of l×107 /0. 025 ml 
into right hind footpad. 
b) CB6F1 mice immunized with RL♂1 
were challenged with irradiated (10,000 R) 
RL♂1 （ム）， EL-4 （・）， or YAC 1 （企人
respectivelv, at a dose of I×107/0. 025 ml 
into right hind footpad. 
Footpad size was measured everyday until 
day 5. The results represent the means 
（土SD)of eight mice. 
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FBL 3の系において腫蕩の拒絶を得るには 5×10'

コの Lyt-1+23 細胞で充分であるが， 同量の Lyt-

1 23＋細胞の移入では腫場の拒絶はみられなかった

('fable 4）.いわゆる ι'TL(Lyt-23+ T細胞サフセット）

がこの系の腫蕩拒絶に関与しているか否かを再度検討

心とする細胞浸潤が強くみられ DTH 反応と考えら

れた．

との様な反応は Lyt-1+23－牌細胞を移入され FBL-

3を拒絶したヌードマウスにおいても同れにみられ腫
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Table 6. EFFECT OF Lyt-1-23+ CELLS ON 

BOTH NEUTRALIZATION AND 

TRANSFER STUDIES IN FBL-3 

TUMOR SYSTEM 

I . v" n vivo assa、 Cell number Number of mice; 
( E: T) rejected/tested 

Neutralization bi 4×106(2:1) 0/5 

5/8 

0/10 

2/6 

2×107 (10:1) 

Systemic transfer0' 5× 10• 

1×10' 

2×107 9/9 

a> Immune spleen cells against FBL-3 were treated 
with anti Lyt・1.2antibody and complement, and 
then used in this experiments as effector cells. 

bl Effector cells were mixed with 2×106 FBL-3 cells 
in a total volume of 0.1 ml, and injected on the 
back of CB6F1-nu/nu mice. 

ci Effector cells were intraveneously transferred into 
CB6F1-nu/nu mice which had been inoculated 
with 5×10' FBL-3 cells subcutaneously 3 days 
before. 

するため以下の実験を行なった．まず免疫牌細胞の

Lyt-1-23＋細胞を，腫場中和試験において E/T比を上

げ10:1とすると半数以上のマウスで腫湯の増殖が阻止

された（Table6）.移入試験において 1×107コ以上の

Lyt-1 23＋細胞の移入で腫蕩の拒絶例がみられ 2×107

コでは100）ぢ腫蕩を拒絶した．つまり FBL-3腫蕩細胞

の拒絶は Lyt・1+23－細胞ばかりでなく細胞数に依存し

て Lyt-123＋細胞によっても惹起し得ることが示さ

れた．

次いで，既lζ報告した RL♂1の系で樹立したのと

同じ方法で FBL-3に対する CTLline，及び non-CTL

lineを作成した CTLL-E2はmvitroで FBL31ζ対

Table 7. CYTOTOXIC ACTIVITY OF CYTO-

TOXIC AND NONCYTOTOXIC T 

CELL LINES 

Effector cells 
Target cells 

CTLL-E2 E2n 

FBL-3 56.4•、 3.2 

九'1BL-2 38.5 1. 2 

YAC-1 3.1 0.6 

EL-4 4.4 。
P815 。 。
RL♂1 。 。

al ）ぢlysisat an E/T ratio of 10 : 1. 

Table 8. NEUTRALIZATION ASSAY OF BO-

TH CYTOTOXIC AND NONCYTO-

TOXIC T CELL LINES IN NUDE 

MICE 

Tumor 

Number of mice; rejected/tested 

SC IC 

CTLL-E2•' E2nb> CTLL-E2 E2n 

FBL-3 

EL-4 

RL♂1 

10/10 

0/6 

0/6 

7/9 0/10 

0/8 

。／7

。／8

ai CTLL-E2 cells were mixed together with various 
tumor cells at an E/T ratio of 10: 1 and injected 
in the back of CB6F1・nuパ1umice. 

bl E2n cells were mixed with various tumor cells 
at an E/T ratio of 10 :1 and injected. 

して高い細胞障害性を示したが， Lyt-1+23－サブセッ

トより成る E2nはどの腫蕩細胞に対しでも活性を有

しなかった（Table7). ζの2つの培養細胞株を in

vivo k投与し腫蕩の増殖に及ぼす影響を検討した．そ

の結果， CTLL-E2は皮下での腫蕩中和試験及び全身

移入試験の両方において免疫牌細胞より少ない細胞数

で腫蕩の増殖を完全に抑制した（Table8, 9). とくに

頭蓋内移植腫場モテリレにおいて， CTLL-E2は腫場中

和試験で免疫牌細胞に比べ強く腫蕩の増殖を抑制した．

一方， noncytotoxicT cell line, E2nは腫場の増殖を何

ら抑制できなかった.E2nはほぼ100%Lyt-1 +23－細

胞より成るが腫蕩に対する反応性はなく牌細胞中の

FBL-3反応性 Lyt-1+23一細胞と異なりこのサブセット

単独では腫蕩の拒絶を起としえなかった.CTLL-E2と

E2n細胞の DTH惹起能を検討した（Fig.6). CTLL 

Table 9. SYSTEMIC TRANSFER OF CYTO 

TOXIC AND NONCYTOTOXIC T 

CELL LINES INTO NUDE MICE 

Number of mi田， rejected/tested

Tumor SC IC 

℃TLL-E2" E2nb> CTLL-E2 E2n 

FBL-3 

EL-4 

RL♂1 
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唱
E
A

／
／
／
 

n
u
 

n
M
u
p
h
u
p

、υ

r／
／

／

／

f
 

O
B
n
u
n
U
 

10/10 0/11 

0/6 

0/6 

a> CB6F1-nu/nu mice, inoculated with the tumor 
cells 3 days before, were intraveneously transferr-
ed with CTLL-E2 cells at a dose of 5×106/0.5ml. 

b> CB6F1-nu/nu mice, inoculated with the tumor 
cells 3 days before, were intraveneously transferr-
ed with E2n cells at a dose of l×10'. 
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サフセットが腫湯排除の中心的エフェクターであるか

については未だ充分に明らかにされていない．免疫療

法を考える上で，個々の厩蕩lζ対して発現する T細胞

サブセットが異なるか否かという問題点を明らかにす

ることは，選択的lとT細胞サフーセ y ト機能を増強，或

いは全身投与の為のエフェクターT細胞株を樹立する

上で，又個体の腫場lこ対する反応性を判断する指棟，

即ち対応する T細胞サフーセットの機能が充分か否かを

考慮する等の面より最も重要と考えられる．以上の観

点より，私達は 2つの7 ウス可移植腫場を用い免疫に

より産生される腫蕩排除能を有する T細胞サブセット

の比較解析を行った．

FBL-3はC57BL/6マウスに Friendvirusで誘発さ

れた lymphomaで virus 関連抗原を有し，それは

Moloneyや Rauschervirusで誘発されたものと一部

共通の構造をもっていると考えられている．一方放射

線照射により BALB/cマウスに誘発された leukemia

RL♂1はその表面に腫蕩抗原と考えられるユニーク

な抗原を有しているとされている刷 両腫蕩細胞は共

IC皮下及び脳内移植後固形腫蕩を形成する．しかし，

FBL-3は syngeneichostである C57BL/6，あるい

は semisyngeneicである CB6F1マウスにおいて皮下

に 1×107コ以下の細胞数で移植した場合2週間で 15

mm前後の腫蕩径に達した後自然退縮し，その後の 1

×10＇コ以上の同腫霧の接種をも拒絶し免疫が成立す

る．一方， RL♂1に関しては， syngeneichostである

BALB/cマウスには抗腫蕩免疫は成立しないが C57

BL/6 との F1である CB6F1 においては強い抗腫

蕩免疫が成立する．免疫牌細胞は免疫した腫湯細胞に

対して細胞障害性を示し，その活性は invitroで腫蕩

細胞との間で MLTCを行うことにより高められ，腫

湯特異性を示し（Table1），そして両腫湯系において

Lyt-i+23+, Lyt-1-23+ T細胞により担われているとと

が明らかとなった（Fig.1）.免疫牌細胞の担腫場ヌー

ドマウスへの全身移入試験では 1005ぢ腫蕩拒絶能を移

入出来る最少細胞数に大きな違いがあり， RL♂lの系

では 1匹の7 ウスの牌細胞数lζ相当する 1.5×108コ

以上を必要としこれは FBL-3の系の約30倍の細胞数

に値する（Table3a, 3b). しかし，腫蕩拒絶時の腫蕩

径並びに時間的推移には大差がなく，エフェクター細

胞移入後4週間前後で両系とも完全に腫蕩は消失した．

それぞれの腫療により免疫されたマウスの牌細胞に

関し invivoにおける抗腫蕩免疫エフェクタ一能を比

較解析すると（Table2, 4), RL♂Iの系では腫蕩中和

抗腫場免疫エフェクターT細胞機構の解析

ち

DAYS 
Fig. 6. Differences in capacity to induce footpad 

reaction between immune spleen cells and 
cultured cell lines. 

Effector cells (1×107/0. 01ml,6. FBL-3-im-
mune spleen cells treated with anti Lyt-2.2 
and complement, O CTLL-E2, A E2n) were 
injected together with irradiated (10,000 
R) FBL-3 into right hind footpad of CB6F1-
nu/nu mice. Footpad size was measured 
everyday until day 5. 

The results represent the means （土SD)of 
SIX 町uce
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E2あるいは E2n細胞と放射線照射した FBL-3細胞

を混じ CB6F1ヌード7 ウスの足瞭部に接種しその腫

脹の有無を観察した．その結果， CTLLE2では弱い

腫脹がみられるが E2n細胞では DTH反応を惹起出

来ないことがわかった．つまり E2nを構成する Lyt-

1+23－細胞は表面マーカーは同じながら牌細胞中の

Lyt・1+23一細胞とは機能的re異なるものと推察された．

察

幾つかの腫場細胞について，その細胞表面には固有

抗原，いわゆる腫蕩特異抗原の存在することが報告さ

れている60，印． 乙のような非自己性抗原に対する免疫

応答を通して，個体は腫場を排除するための機構を発

動すると考えられ，とのことが腫場に対する免疫療法

の基礎となっている．腫湯細胞の排除に関与するエフ

ェクター群は単一ではなく，機能的，細胞学的に異な

る諸種の細胞から構成されると考えられるが現在迄re
報告された多くの実験系において，腫蕩排除に関与す

る中心的なエフェクターはT細胞であり， T細胞の非

存在下では腫蕩の排除は生起し得ないととが確認され

ている"27，払品品川．しかしながら，どのようなT細胞

考
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及び全身移入試験において腫場拒絶能は抗 Thy-1，抗

Lyt-2抗体と補体処理で完全に消失し，抗 Lyt-1抗体

と補体処理で僅かに腫蕩拒絶例がみられたのみである

ことより T細胞であり Lyt-1とLyt-2抗原の両方を有

する Lyr1 +z3＋，並びに Lyt-123＋サブセットがエフ

ェクターであることが示唆され，一方 FBL-3の系で

はLyt-1+z3 サブセット単独にて臆蕩の拒絶が惹起さ

れたが Lvt-123＋サフセ白ソトのみでは腫蕩の拒絶はみ

られなかった．しかしながら，抗 Lyt-1抗体と補体で

処理された細胞（Lyt-1-23＋サブセット）を移入時，細

胞数を約5倍lζ増量するととにより腫蕩拒絶能の回復

がみられたととから考えて（Table6), FBL-3の系では

Lyt・！＋23 及び Lyt-1-23＋サブセ y トの両者ともエフ

ムクターであると考えられた.Lyt-23＋の CTLサブセ

ットが FBL-3を用いた系lとてもエフェクターである

ことは， FBL-3に特異性を有する CTLline, CTLL-

E2，をエフェクター細胞として用いた実験によっても

確認された（Table8, 9). 

移植された腫蕩IC対してリンパ球の移入Iとより治癒

させようとする試みは以前より行われてきたが37,71l'

大量の免疫リンパ球を必要としたお為 m vitroで再

感作し細胞障害性を高めたリンパ球の移入が試みられ

たJ.40》．一方， IL-2を用いて長期間にわたり高い細胞

障害性を維持したままリンパ球を培養出来るようにな

り29），培養リンパ球を使用した adoptiveimmunothe-

rapyの報告が相次いだg,i9,20,3i,72).更に限界希釈法によ

るクローニングを利用して IL-2依存性 CTLクロー

ンが容易に作成出来るようになった山仙払品仙川.，•. ,, 

..•. ，，.乙のような中で，腫場拒絶のエフェクターT細

胞の同定が進められ， invitroで直接腫蕩細胞を障害す

るLyt-23＋の CTLがmvivoでもエフェクターである

との報告がみられた21.65・83'87>. しかし， allograftreject-

ionの系で Lovelandらが日目九同系腫場拒絶の系で

Fernandez-Cruzらカ抑，時 invitroで細胞障害性を示

さないT細胞で拒絶能を移入出来る乙とを発表して以

来，相次いで Lyt-1+z3 サブセットのエフェクター細

胞としての重要性が論じられM ，品33'"',in vitroで細胞

障害性を有する CTLがそのまま invivoでもエフム

クターとして働きうると考えられてきた移植免疫，腫

蕩免疫の分野で混乱が生じてきた．

Shimizuらは81>メチルコラントレン誘発腫湯 Meth

4を用いた腫蕩中和試験で腫蕩の増殖を抑えるのは

Lyt-1 +z3＋細胞であることを報告しているが， これは

私達の RL♂1の系での結果と一致する.Murine sar-

coma virusで誘発された sarcomaは強い DTH反

応，抗 virus抗体を産生させ Lyt-!+23 細胞がエフ

ェクターとなり， Moloneyleukemia virus誘発腫蕩

MBL-2は Lyt-1-23＋細胞がエフェクターとなり腫湯

の拒絶がお乙る刷，あるいはメチルコラントレン誘発

腫蕩 MethA は Lyt-I+z3＋細胞で， Friendvirus誘

発腫蕩 FBL-3は Lyt-1+23ーと Lyt-1-23＋サブセ

ットの共存下に腫蕩の拒絶がおこる73)など腫蕩により

エフムクター細胞に異同がみられるとの報告は以前に

もみられた．その理由の説明として，腫場の誘発方法

を含めた抗原性の違い73》が考えられている．しかし，

同系腫蕩拒絶で Lyt-1+23 サブセットがエフェクタ

ーとする報告の中には virus誘発腫蕩を使ったものが

多いが24品 50），化学期j誘発腫場でもみられ5,25》，一方

CTL がエブェクター細胞とする報告の中にも virus

誘発腫療を使った報告もみられ23・叩，単純に腫湯の誘

発方法の違いによるものとは断定出来ない．

本実験において FBL-3腫蕩を用いた系では，腫蕩

の排除は Lyt-1+z3ーサブセットの単独移入によっても

惹起されたが， Lyt-!+23 サブセットは遅延型過敏症

反応のエフェクター細胞でもあると考えられている乙

とより同反応との関係を調べると FBL-3の系では腫

蕩特異的な強い DTH 反応が観察されるのに反し，

RL♂1の系では同反応は殆ど観察されなかった（Fig.

4a, 4b）.移植片の拒絶と DTH反応との関係は以前よ

り論じられているが叩，近年 Lyt-1+23一細胞の移入で

allograftや allogeneictumorの拒絶が誘導され5ペ又
マウスで強い足瞭反応が観察されている印．そして，

同系腫場拒絶の系でも同様の結果が確認されている釦．

このような実験結果は，本研究の結果と考え併せた場

合，腫湯の DTH誘導能と Lyt-!+23ーエフェクターサ

フセット出現との相関を示唆していると考えられる．

DTHを惹起するエフェクターと腫蕩拒絶のエフェク

ターが同一であるか否かについては現在の所不明であ

るが，それぞれの誘導能を有する T細胞クローンを樹

立し解析を行う ζとが必要であると恩われる．

また， RL♂lと FBL-3という 2つの腫蕩を用いた

実験結果から早急に結論を下すことはできないが，産

生される抗腫場T細胞サブセットは対応する腫蕩細胞

の抗原性IC依存して多様性を示すものの， CTLは共通

してエフェクター細胞であり得る可能性が示唆され，

乙れは他の腫場細胞による実験を行うととにより例証

可能であると考えられる．

全身移入試験によるエフェクター細胞機構解析の際
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大切な点は，移入した donor 由来の細胞がどの程度

目cipient内で働きうるか，又 recipient側の免疫担当

細胞はどの程度関与しているかである．免疫牌細胞移

入60日後には 5?o, 120日後には 2%以下の donor由

来の細胞しか recipientマウスの牌細胞中に認められ

なかったが細胞障害性を保持し， recipient側の細胞に

は何ら活性がみられなかったとされている制．一方，

腫蕩の拒絶を起こすには細胞を移入される recipient

側のT細胞機能は抑制されている必要があり，それは

サプレッサーT細胞の関与によ忍ものと考えられてい

る57'61，臨．本研究においては recipient マウスに胸腺

を欠損し細胞性免疫能を欠くと考えられているヌード

マウスを用いた．これは従来の研究に用いられたよう

な致死量以下の全身放射線照射マウス20.2i.24品＂＇， 或

いは胸腺摘出後 800R照射し，抗 Thy-1抗体と補体

で処理した骨髄細胞を移入した ATXBマウス出品印

などの使用iζ比し作成に煩雑さがなく，又残存胸腺機

能を考慮せずにすむ等均質な個体集団として利用でき

る利点、を有する.ATXB ＜ ウスにおいても recipient

由来の CTLの関与は否定できず山町出掛，ヌードマ

ウスにおいても IL-2存在下IC培養すると CTLが誘

導される仙拍制 との報告もみられるが，本実験系に

おいては recipient由来のT細胞（或いはその前駆細

胞）の関与の可能性は donor細胞として Thy1アロ

抗原系に関する congenieなマウスを使用した実験に

おいてある程度否定できた（Table5）ー

IL-2存在下lζ樹立された CTLクローンによる特

異的免疫療法が試みられている品1川5,74,87)が，長期培

養で特異性が失われる場合のあること82＇，あるいは m

vivo投与後は肺等に捕捉されて牌，リンパ節，腫蕩周

囲Irは殆ど移行しないことlh5D 等問題が提起されて

いる．移入細胞の mvivoでの効果を高めるため IL-2

の併用投与も試みられているが9dOd6，日， IL-2の静脈

内投与後の血中半減期は非常に短く速やかに腎から排

出されlS.58り又血中に IL-2inhibitorも存在する36）と

も考えられており， IL-2依存性T細胞株を用いた免疫

療法は今後解決されなければならない問題を残してい

る．

私達の樹立した IL-2の添加を必要しない長期培養

可能な CTLlineは， 3つのT細胞サブセットよりな

る株であり Lyt-1+z3－サブセットが feedercell の

Ia k反応して IL-2などのリンフォカインを産生し

Lyt-23＋細胞を増殖させ細胞障害性を維持しているも

のと考えられ品副，又 cellsizeの周期的変化が継代lと

際しみられるなど MLCで長期培養維持される細胞に

類似する.in vivo投与により FBL3腫蕩の排除を惹

起するのはこの細胞株を構成する 3つのサブセットの

リンパ球集団が協同的lζ働くものと推定される4日．

本研究で皮下移植モテリレと並行して頭蓋内移植腫蕩

モデルにおいてもエフェクター細胞の同定を行った．

その結ー果，エフェクターT細胞サブセットは皮下モデ

ルと同一であることを示唆する結果を得たが，移植す

る腫蕩細胞数が少ないlてもかかわらず皮下移植腫蕩lζ

対する免疫応答に比べ反応の程度は低かった．従来よ

り脳内は“Immunologicallyprivileged site’v と言われ

ていたカ主56>，近交系マウスを使つた実験より脳内lζお

いても免疫l乙7十カ，，g己乙るものと考えられている26.44，胡

66'75-77》． そして脳内移植腫蕩に対する adoptive im-

munotherapyのモデルがいくつか報告され仙品川78,87)'

！＇~： IV、 i,l_ fllへの期待がよせられている．私達の実験でも

脳内局所中和試験においては invitroで細胞障害性の

高められた CTLlineが免疫牌細胞より有効であり，

悪性脳腫蕩が頭蓋外への転移の少ないことも考え合わ

せると localadoptive immunotherapy lζ期待がよせ

られる．

結 語

1. 放射線照射誘発白血病細胞RL♂1とFriendvirus 

誘発リンパ腫FBL3の2つのマウス腫場について，

ヌードマウスを用いた皮下及び頭蓋内移植腫蕩モテ’

ルを作成し免疫牌細胞による抗腫蕩免疫エフェクタ

-T細胞サブセットの解析を行った．その結果，腫

蕩中和試験並びに全身移入試験において， RL♂1の

系では Lyt-23+(Lyt i+23c, Lyt・l-23+) T細胞サブ

セットが， FBL-3の系では Lyt-23＋に加えて Lyt・

1+23－細胞がエフェタター細胞として機能し腫蕩を

退縮させ得ることが示された．

2. FBL-3系において腰蕩細胞に対する特異的な遅

延型過敏症反応が観察されたが， RL♂1の系では認

められず，腫湯の抗原性の差異が誘導するエフェク

ターサブセットの多様性lζ関与している乙とが示唆

された．

3. 皮下と頭蓋内移植腫蕩モデルにおいてエフェクタ

-T細胞のサブセットに異同はなかった．

4. IL-2の添加を必要とせずに増殖する FBL-3IL対

する（、TLline 1CTLL-E2lは Lvt-2＿，＿細胞がso；；ぢ

以上を占める長期培養可能な CTL株であり invivo 

において特異的な腫療拒絶能を示し，このような方
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出で樹立された CTL株は， 下後積々の腫蕩lζ応用

可能であると考えられた．
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大学脳神経外科教授半田 筆先生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講師に深謝の意

を表します．そして，実験に関し直接御指導，御協力頂きま

した京都大学免疫研究施設助教授噌回 徹先生，同助手栗林

景容先生， Johhs Hopkins大学坂口志文博士に深謝いたし

ます．また，放射線誘発白血病細胞を御供与いただき御指導

頂きました長崎大学医学部助教授中山容ー先生に感謝の意を

表します
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