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Specific anti-tumor immunity of peripheral blood lymphocytes was assessed with macrophage 

migration inhibition test against autologous tumor extract in breast cancer patients who received 

radical mastectomy in this department. In preoperative state, positive rate of macrophage 

migration inhibition factor (MIF) activity was significantly higher in stage I of tnm classification 

proposed by Japan Mammary Cancer Society in 1982 than in stage II, III and IV, and no positive 

cases were seen in stage IV. This positive rate was most significantly correlated with tumor size 

(t categories). No correlation was found between MIF activity and PPD skin test. 

The patients who had positive MIF activity in preoperative state showed similar five year 

survival rate to those with negative MIF activity in the same stage. However, the patients whose 

MIF activity was negative in preoperative state and changed positive after operation showed 

significantly better prognosis in five year survival rate than those whose MIF activity was negative 

in either pre-or postoperative stage. Moreover, the recovery of this specific anti tumor activity 

accompanied with increase of non-specific cellular immunity assessed with lymphoproliferative 

response of peripheral blood lymphocytes to mitogens such as concanavalin A (Con A). On the 

contrary, the patients who had increased lymphoproliferative response to Con A after operation 
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without recovery of MIF activity showed significantly poorer prognosis in five year survival rate 

than those neither with recovery of the specific anti-tumor immunity nor with increase of the 

non-specific immunity. These results indicate the discrepancy of specific and non-specific 

immunity in cancer patients. And also it must be emphasized the importance of assay of specific 

anti-tumor immunity to evaluate the immune status of cancer patients and the necessity of not 

static but dynamic assessment of cancer patients' immunity. 

緒 言

癌患者の免疫能は液性免疫と細胞性免疫の両面から

多くの検討が加えられ，様々の結論が引出されている．

特に，血清中の抑制物質.........，，やリンパ球中の sup-

pressor population8仰の存在が認められ，癌患者の

免疫の低下を説明するものとなっている．このように

癌患者の免疫状態は明らかlとなってきてはいるが， ζ

れらの多くの検索は主に非特異的免疫能について行な

われており7.JO，加，それが個々の癌患者が有していると

考えられる自己の癌に対する特異的免疫能とどう関連

するかということは未だ十分lζ明らかにされたとはい

えない．さらに，その免疫能と予後との関連について

の報告は少ない．我々は乳癌患者の自己の癌に対する

特異的免疫能をマクロファージ遊走阻止試験を用いて

検索し，病期との関連や他の特異的免疫能との比較を

行なうとともに， 5年生存率との相関について検討し

たので報告する．

対象および方法

1. 対象症例

1974年7月より1978年11月までの聞に当科において

乳房切断術を受けた 154例の乳癌症例の中で術前ICマ

クロファージ遊定阻止試験により癌特異的免疫能を検

索した111例を対象とした.1977年1月までは凍結融解

lとより可溶化した抗原を用いて毛細管法で測定し．そ

れ以後は超音波破砕による可溶性抗原を用いてアガロ

ース滴法で測定した．前期の症例は60例，後期の症例

は51例となり，それらの平均年齢や手術，術後備助療

法については表1に示した．

2. マクロファージ遊走阻止試験

癌lζ対する特異的免疫能を遅延型過敏反応の invi-

troの測定法として開発されたマクロファージ遊走阻

止試験を用いて測定した．毛細管法は Thor加の方法

表1 対象症例と検査方法

前期（1974. 7～1977. 1) 後期（1977. 2～1978. 11) 

症例数

平均年齢

手術

定型的乳房切断術

非定型的乳房切断術

術後補助療法

放射線療法

化学療法

内分泌療法

60 

50.8土13.。

一一一一 一 一一一

51叫

51. 2土9.6
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マクロファージ

遊走阻止試験 毛細管法 アガロース滴法

可溶性抗原作成法 凍結融解 超音波破砕

a）：男性乳癌1｛担jを含む.b）：卵巣摘出術を追加した 2例を含む．

c）：鎖骨上寓リンパ節郭清を追加した 1例を含む．
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IC準じた方法19＞を用い，アガロース滴法は Harrington

らIllの方法lとより行なった．

品） 毛細管法（前期）

①一次培養

患者の末梢静脈血より Lymphoprepまたは Ficoll-

Parque (Pharmacia Fine Chemicals）を用いた比重遠

心法により単核球を分縦し， Hanks’BallancedSalt 

Solution （和光純薬，以下 HBSS）で洗浄後， Eagle’s 
MEM （和光純薬．以下 MEM）に細胞数が 5× 10•;

mlとなるように浮遊し，リンパ球浮遊液とした．抗

原は手術の際IC得られた腫蕩塊を細切後，凍結融解

を3回線返して可溶化し， 3000rpmで鈎分間遠心し

て，そのよ清を蛋白量がほぼ 100μ.g/mlとなるように

MEM ICより調整し，使用まで－2ο・clζ保存した．
とのリンパ球浮遊液 lmlと抗原 1mlとを混ぜて，

37・Cで， 5,SぢC02以下K24時間培養した．リンパ球
のみを培養し，培養終了時に抗原を加えたものを対照

とした．それぞれ 3000rpm, 10分間遠心して，その

上清を一次培養上清として二次培養まで－20・CK保
存した．

②二次培養

二次培養の indicatercellはモルモットの腹腔浸出

細胞（＜クロファージ）を使用した．モルモットの腹

魅IC鉱物油である BayolF （和光純薬）を 20～40ml

注入し， 3日後IC1 U/m／の Heparinを加えた冷

HBSS iζて腹腔を洗浄し，得られた洗浄液より細胞

を遠心分離した.HBSSで洗浄後， MEMiζ浮遊し，

毛細管lζ封入． BOO rpm, 5分間遠心して，細胞層の

先端で毛細管を切断し，とれをシリコングリースICて

Labtec chamberの底IC固定した．との chamber内に

一次培養上清IC牛胎児血清（MicroBiomedics，以下

F℃S）を107ぢになるように加えたものを 0.5 ml注入

し， 37・Cで5%C02下に24時間培養した．倒立顕微
鏡にて7クロファージの毛細管断端からの遊定状態を

観察し，写真撮影を行ない，その遊走面積を測定した．

検査は quad岨plicateで行ない，平均を求め，下記の

式により逃走指数（migrationindex以下 Ml）を計算

した．

Ml＝類二~lli1$~111喜×100
MIが75以下をマクロファージ遊走阻止因子（以下

MIF）活性陽性とした．

b) アガロース滴法（後期）

①一次培養

患者末梢血より同様にリンパ球を分離し， 2×106/

mlとなるように浮遊した．抗原は凍結融解の代わり

に10分間の超音波破砕により可溶化し， 10,OOOrpm, 

60分間遠心して上清を得，蛋白量を MEMICて 500

μ.g／刑fとなるように調整して，使用までー20'CIζ保

存した． ζうして得られたリンパ球浮遊液 1mlと抗

原 0.1mlを混合して， 37・c,5,SぢC02下で24時間
培養した．対照は問機にリ ンパ球のみを培養して，培

養終了時に抗原を加えたものとした．培養終了後．

3000 rpm, 10分間遠心して上清を二次培養までー20・
CIC保存した．

②二次培養

前期と問機にして得たマクロファージを BOOrpm, 

5分間遠心して沈査を得た．それに 100。eICて溶解
し， 37℃ IC保温した0.27ぢアガロースを細胞量の2
倍を加えて撹持し，マイクロディスペンサーにて 2JLI 

の滴を作り，マイクロテストプレートの底IC1 well IC 

l個置き， 4・Cに15分間放置して硬化させた．一次培
養上清κ10%1ζFCSを加えたものを各 wellIC 0.1 

mlづついれ， 37・C, 5%C02下で24時間培養した．
アガロース滴法ではマク門ファージのアガロースの端

からの遊走距離を4方向で測定した．検査は quado・

plicateで行ない，平均を求め， MIは下記の式で計算

した．本法では85以下を MIF活性陽性とした．

検査一次培養上清中の遊走距離
MI一一一 一→~芳 一一一一一一一 ×100 一対照一次回養上清中の遊走距離

3. リンパ球幼若化反応

比重遠心法により分離したリンパ球を洗浄後， 5×

105/ml kなるように10%FCS加 MEMに浮遊し，

マイクロテストプレートの 1well lとその 0.2 mlをい

れ， Phytohemagglutinin-P(Difeo，以下PHA)0.025 

%，または ConcanavalinA （和光純薬，以下 Con

A) 1 μ.g/well，または Pokeweedmitogen (Gibco，以

下 PWM)1 JLg/wellを加えて， 37'C, 5% C02下

で48時間培養した． 3H-Thymidine (New England 

Nuclea, 48 Ci/mmol）を 0.25 μ.Ci/well加えてさらに

18時間培養後，セルハーベスター（和研薬， Markll) 

iζて細胞をグラスファイパーフィルター上lζ回収した．

フィルターを乾燥後， ミニパイアルに入れ， トルエン

シンチレータ一波を加えて，液体シンチレーシ司ンカ

ウンター（ISOCAP300, Nuclea Chicago）にてその放

射活性を測定した．検査は triplicateで行ない，平均

を求め， リンパ球幼若化反応、の程度を下記の式で算定

した．
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..::lcpm =mi to gen添加時の cpm

-mitogen非添加時の cpm

4. PPD皮内反応

一般診断用 PPD （日本ピーシージー製造）を添附

の溶解液で溶解し，その 0.1mlを前腕皮内IL注射

し， 48時間後IC紅施の長径と短径を測定し，その和が

9mm以下， 10～l9mm,20mm以上の3段階でその

程度を表わした．

5. 統計学的解析

リンパ球幼若化反応はt検定ICより，その他の結果

はが検定によりそれらの有意差を解析した．

結 果

1. 術前の MIF活性と病期

前期の60例と後期の51例について，事LI高取扱い規

約による組織学的病期分類別にその術前の末檎血の

MIF活性の陽性率を見ると， StageIでは7/28(25.0 

%）と 7/31(22. 6~ぢ）， Stage Ilでは2/15(13.3%) 

と0/8(0%), Stage illでは1/8(12.5%）と1/7(14.3 

%）であった.Stage Wでは0/9( 0%）と0/5( 0 %) 

といずれの時期も MIF活性陽性例は見られなかった

（表2）.すなわち，毛細管法とアガロース滴法との方

法の違いによるMIF活性の陽性率の差は無く，いずれ

の方法iとても StageIで陽性率が高く， Stageが進む

と低下した．さらに，両時期を合せてみると， Stage

Iの陽性率14/59(23. 7~的とStage 日以上の陽性率

4/52 (7. 7%）の聞には有意の差を認めた（pく0.05).

Stageを決定する t因子と n因子のいずれが MIF

活性の陽性率に関与するかを検討すると，両時期を合

せた陽性率は t1で12/33(36.3第）， t 2では6/62(9.7 

%). t3以上では0/16( 0勿）と腫蕩が大きくなるほ

表2 術前の MIF活性と病期

方法
Stage (tnm分類）

MIF 
1 n m N 

毛細管法 ＋ 7 2 1 。
21 13 7 9 

アガロース滴法 ＋ 7 。 1 。
24 8 6 5 

計 ＋ 14* 2* 2ホ 。ホ
45* 21* 13‘ 14＇噂

ホI' n + m +IV x2=4.12 pく0.05

表3 術前の MIF活性と腫蕩の大きさ（t)

腫療の大きさ
方 MIF 法

tl t2 t3~五

毛細管法 ＋ 7 3 。
11 28 11 

アガロース滴法 ＋ 5 3 。
10 28 5 

計 ＋ 12* 6* 。＊
21* 56’ 16* 

* tl: t2+(t3~玉） x2=14. 03 p<O. 001 

ど陽性率は低下し， tlとt2以上の聞には有意の差を

認め（p<O.001），かつ，毛細管法とアガロース滴法と

の間で陽性率に差は無かった（表3）.一方， n因子で

も nOでは13/57(22.8$的， nlで3/29(10. 3%). 

n2以上で2/25 (8. 0必）とリンパ節転移が進むほど

MIF活性の陽性率は低下する傾向を示したが，有意

差は得られなかった（表4）.乙のように，乳癌患者の

末梢血リンパ球の自己癌抗原に対する MIF活性は病

期の進行とともに陽性率が低下し，特IL，腫場の大き

さとの関連が認められた．

2. 癌の組織型と MIF活性

乳癌取扱い規約に従った癌の組織学的分類別IC術前

の MIF活性の陽性率を求めると，非浸潤癌（Al）で

は陽性例はなく，浸潤癌では硬癌（Afia3）の腸性率

が高かった（表4）.また特殊型（A日b）の中には3

.wi1のリ ンパ球浸潤性髄様癌をが含まれているが，すべ

て MIF活性陰性であった．さらに， 9例の良性の乳

腺線維腺腫もすべて陰性であった．

3. PPD皮内反応と MIF活性

術前lζPPD皮肉反応を測定し得た47例について，

表4 術前の MIF活性とリンパ節転移度（n)

方 法
MIF 一一リ一一ン一パ節転移度

nO nl n2:;! 

毛細管法 ＋ 6 3 

20 16 14 

アガロース滴法 ＋ 0 

10 9 

句
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表5 術前の MIF活性と腫場の組織型

組織型（乳癌取扱い規約）
MIF 線維腺腫

AJ AIIal AIIa2 AIIa3 A II b 

＋ 。 3 4 10 1 。
4 26 21 24 8 9 

その反応の程度を紅斑の大きさ（長径＋短径／めから MIF活性を測定しえた89例について検討すると，術

9mm以下， 10～19mm,20mm以上の3段階に分け 前 MIF活性陰性を示した76例中14例（22.9%）が術

て表わし， MIF活性との相関を検討すると， MIF活 後陽性化したが，病期による一定の傾向はなかった．

性の陽性率はそれぞれ3/20(15.0彪）， 3/17 (17. 6%), とれらの術前術後の MIF活性の変化がどのように予

2/10 (20. 0%）であり，差を認めなかった（表6）.ま 後と関連するかを同じく推定生存率を求めて検討する

た， PPD皮内反応の程度と病期との関連を見てもー と， MIF活性が術前陰性から術後陽性化した13例が

定の傾向を得られなかった（表7). 全て5年生存しているのに対し，術前術後とも陰性で

4. 術前の MIF活性と5年生存率 あった60例は病期の進行にともなって5年生存率は低

対象症例はすべて術後5年以上経過しているので 下しており，前者と後者の聞には有意の差が認められ

予後不明の1例と他病死3例の計4例を除いた 107例 た（pく0.05) （表9). 

について，術前の MIF活性と 5年生存率（直接法に との MIF活性で示される自己の癌に対する特異的

よる推定生存率）を病期別に求めた.Stage Iでは術 免疫能が各種 mitogenlζ対するリンパ球幼若化反応

前 MIF陽性例の5年生存率は13/14(92.9%）で， と如何に関連するかをみるために MIF活性と PHA,

陰性例の39/43(90.6%）と差は認められず， StageII Con A, PWM tr対するリンパ球幼若化反応を同時に

以上では MIF陽性例が少なく一定の傾向は得られな 測定しえた23例について検討した（表10）.術前術後共

かっfこt表的．
5. 術前術後の MIF活性と5年生存率 表8 術前の MIF活性と 5年生存率

術前の MIF活性が手術による腫蕩切除iとよりどう Stage (tnm分類）

影響されるかをみるために，術前と術後5週までに
MIF 

日 E
 

N 

＋ 3 

17 

3 

14 

2 

8 

十 13/14 2/2 0/2 

(92. 9%) (100~ぢ） (0.0彪）

39/43 18/21 8/12 2/13 

(90. 6%) (85. 7%) (66. 7%) (14. 2%) 

計 52/57 20/23 8/14 2/13 

(91. 2%) (87. 0%) (57. 1%) (14. 2%) 

表9 術前術後の MIF活性と 5年生存率

表6 群前の MIF活性と PPD皮内反応

MIF 
PPD皮内反応（長径＋短径／2)

0～9mm 10～19mm 20mm孟

表7 術前の PPD皮内反応と病期

PPD 
Stage (tnm分類）

II m N 

20mm孟 8 2 2 3 

10～19mm 9 7 4 2 

。～9mm 13 4 5 4 

MIF Stage (tnm分類）

術前 術後 II m 

十→＋ 2/2 0/1 

＋→一 7/7 2/2 0/1 

一→＋＊ 8/8 1/1 3/3 

- ー＋ ーー＊ 20/23 14/17 4/8 

＊ー→＋：ー→ x2=5.06 pく0.05

N 

1/1 

1/12 
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表10 術前・術後の MIF活性とリンパ球幼若化反応

リンパ球幼若化反応（Llcpm）叫
症例数 MIF 

4 術前一

術後十

19 術前一

術後一

a) mean±SD 

PHA 

30813土7069

29145土6563

37576±13643 

27706土11722

b) p<O. 001 

lζMIF活性が陰性であった19例ではいずれの mito・ 

gen に対する反応も低下したのに対して，術後陽性化

した4例では ConAと PWMIC対する反応が増強し，

Con A については有意差が認められた（pく0.001). 

さらに，とれらの症例の5年生存率をみると，後者の

4例は全て生存していたが，前者の19例の5年生存率

は予後不明の1例を除くと12/18(66. 7%）であった．

そのなかでも ConA に対する反応が術後IC低下した

14例では11例が5年生存しているのに対して，反応が

増強した5例では5年生存例が1例しかなく，両者の

聞に有意差が認められた（pくo.001). 

考 察

癌患者の免疫状態は液性免疫と細胞性免疫の両面か

ら様々の検討がなされてきており，特IC，細胞性免疫

は癌IC対する宿主抵抗性を担うものとして，その担当

細胞の分析や抑制機構の解析が行なわれてきたあ附．

しかし，癌患者個々の自己の癌に対する特異的免疫能

はその検索方法が困難なととからあまり多く行なわれ

ておらず，臨床的なルーチン検査となるには至ってい

ない.Hellstrom山 3,14》らはコロニー阻止試験を用い

て検討し，種々の癌において癌患者の末檎血リンパ球

は自己の癌IC対して特異的な殺細胞性を有しており，

癌患者の血清中にはその作用を抑制あるいは賦活する

ものがあるととを明らかにした．乙のコロニー阻止試

験では癌細胞の培養を行なう必要があり，樹立された

系を用いる場合は良いが個々の癌において広く行なう

には困難がある.Takasugiら27> による細胞障害試験

や Stjernswiirdら加によるリンパ球一自家腫場細胞

混合培養反応（MLTR）も癌の生細胞を必要とする点

で同様の問題を有しており，樹立された系を用いる場

合はその speci五cityk問題がある15>.

7クロファージ遊走阻止試験は遅延型過敏反応の

in vitroの検査法として開発され凶ペ癌患者の特異

Con A PWM 

14163士6023hl 17432±5490 

21505士7267刷 18719士7615

17362土10294 16953士10530

14425土8247 15073±7762 

的細胞性免疫を測る方法としても応用されてきたa，品

加．本法は可溶性腫蕩抗原を用いる点で反復した測定

が可能であり，その点でより臨床応用が容易である．

我々聞は既に7ウス実験系において移植された同系腫

療に対する担癌牌細胞の腫蕩特異的免疫能をマクロフ

ァージ遊走阻止試験にて検索し，それが腫蕩移植後IC

免疫能を獲得するが，腫場増殖lとともなって抑制され

ること，さらに腫蕩切除lとよりその免疫抑制状態が回

復することを報告したが，今回はとれらの実験系で見

られる担癌宿主の免疫動態が乳癌患者においてもみら

れるかどうかを検討した．

マクロファージ遊走但止試験は初期ICは毛細管法が

用いられており，我々も1974年7月より1977年1月ま

での前期にはその方法IC準じたもの山を用いた．そし

て1977年2月以降の後期では Harringtoni;1υ の方法

によるアガロース滴法により検索した．後者は前者lζ

比べて一時培養上清も indicatorcellも少なくて済み，

一度に多数の検査が可能なとと， indicatorcellの遊

走状態が比較的安定しているとと，手技が簡単である

などの利点がある．両法により検索した7クロ77-

ジ遊走阻止因子（MIF）活性の陽性率を病期分類別lと

みると，いずれも StageIで20？ぢ以上にの陽性率を示
し， StageIL illでは低下し， StageWでは陽性例が

なかった（表2）.さらに， Stageを決定する因子別に

みると t因子がn因子よりよく関連しており（表3,4), 

腫蕩量の増加により腫湯特異的免疫能が低下するとい

うマウスの実験結果18》と一致した．

結核菌IC対する感作状態をみる PPD皮内反応はー

つの特異的な細胞性免疫能の指標であり，癌の進行と

ともに低下することが報告されている山知．今回同時

に測定し得た47例の結果では PPD皮内反応の程度と

MIF活性の陽性率は並行せず，また PPD皮内反応

の病期による差も明らかではなかった（表6'7）.さ

らに，最近の症例も含めた検討では， PHA,ConA, 
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PWMIC対する末梢血リンパ球の幼若化反応は乳癌患

者では病期とともに低下しないととなどを考え合せる

と，担癌宿主においては癌に対する特異的免疫能が他

の特異的免疫能や非特異的免疫能よりもよく担癌状態

を反映しており，臨床における癌特異的免疫能検索の

意義が示された．

癌の組織型と MIF活性の関連をみると良性腫蕩や

非浸潤癌では陽性例は無くて，浸潤癌のみに陽性例が

みられ，その中でも硬癌の腸性率が高かった（表5)

ことは，一般に考えられる悪性度と合わないようにみ

えるが．周囲組織への浸潤により始めて全身的な免疫

が発動し，その浸潤傾向が強いほどその感作状態が強

く現われるのではないかとも想像される．

とのような担癌宿主の免疫状態が予後にどう反映す

るかというととは免疫能検索の意義から重要な問題で

ある．他病死と予後不明例を除いた 107例について病

期別にみた術前の MIF活性と 5年生存率は， MIF 

陽性例のほとんどが予後の良い StageIであった乙

とから，関連が見出されなかった（表8）.これは本法

により測定される MIF活性が腫湯増大すると直ぐに

陰性となってしまうという本法の限界を示している．

一方，腫蕩切除が担癌宿主の免疫能を回復すること

は多くの報告6'30)lζ見られるととろであり，我々も既

IC::マウス実験系において腫蕩切除により各種 mitogen

tζ対するリンパ球若化反応とともに MIF活性が回

復する乙とを認めている』＂.術前と術後 5週以内に

MIF活性を測定した症例を検討すると， StageIの

みならず Stage日以上でも術前陰性から術後陽性化

する症例がみられた．病期による差はみられなかった

ものの．それらを合せて5年生存率を比べると，術後

陽性化した症例は陰性のままのものより有意に良好な

予後を示した（表9）.乙れらのととから，腫湯切除に

よる癌lζ対する特異的免疫能の回復が良好な予後につ

ながるζとが示されたとともに，免疫能の動的な把握

の必要性が示された．さらに，乙の特異的免疫能の回

復は ConAや PWMIC::対するリンパ球幼若化反応の

増強をともなっていたが，逆IC::，特異的免疫能の回復

しなかったものでは ConA iζ対する反応の増強した

症例の予後が低下したもののそれより有意に不良であ

った（表10). 乙乙でも担癌患者の免疫状態の把握に

は非特異的免疫能のみの検索では不十分なことが認

められ，癌特異的免疫能測定の意義と，幾つかの免疫

パラメーターより総合的な判断の必要性が示唆され

た．

まとめ

1) 乳癌症例において術前の末梢血リンパ球の自己癌

抗原IC::対する MIF活性陽性例は早期のものほど多

く．特iζ腫蕩の大きさと逆相関した．

2) 術前の MIF活性と PPD皮内反応は相関せず，

閉じ特異的反応でも異なった動態を示した．

3) 術前の MIF活性と 5年生存率との聞には一定の

関係を得られなかったが，術前陰性から術後陽性化し

たものの予後は有意に良好であった．

4) 乙ζで示された癌特異的免疫能の回復は mitogen

K対するリンパ球幼若化反応で示される非特異的免疫

能の増強をともなったが，特異的免疫能の回復がみら

れずに非特異的免疫能のみ増強した症例の予後は不良

であった．

以上のととから，臨床において癌患者の免疫状態を

評価するときにはマクロ7:rージ遊走阻止試験のよう

な癌特異的免疫能の検索が必須であり，さらに，それ

を含めた幾つかの免疫ノfラメーターからの動的で，か

つ，総合的な判断が必要であると結論された．

稿を終わるにあたり，御協力を戴いた京都大学医学部外科

学教室第17研究室の研究者と技術員の皆様に感謝致します．

また，本研究の一部は京都大学政射性同位元素総合センター

で行なわれたことを付記し，御指導を戴いた栗原紀夫教授と

同センターのスタッフに感謝致します．
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