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脳腫虜への 60Co局所照射による抗腫痩細胞性免疫の誘導
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Effects of the radiotherapy on the induction of killer cell activity in mice with intracerebrally 

implanted glioma (methylcholanthrene induced 203 glioma) were studied. On the 10th day 

after implantation of glioma, cobalt irradiation of 1000 rad or 1500 rad was administrated. This 

radiotherapy significantly prolonged the survival time of mice and this was also confirmed by the 

histological examination. During this period, the killer activity against the glioma gradually 

increased in association with the tumor regression. The 10th day after irradiationぅ thekiller 

activity revealed the maximum magnitude. This killer activity w出 markedlydiminished by the 

treatment of anti-Thy 1.2 antibody and complement. It was also found that the natural killer 

activity against L cells or Y AC-1 cells was enhanced after the irradiation of glioma. Further 

more, this killer activity was markedly enhanced by Con A stimulation. We made an attempt at 

establishment of murine glioma antigen-speci五ccytotoxic T cell line' by utilization of a T cell 

growth factor, but it was not successful. 

These results indicated that the cytotoxic T cells and the natural killer cells induced by the 

irradiation of glioma may play, in part, an important role on the regression of brain tumor. 

I はじめに

メチルコラントレンなどの化学発癌剤により誘発さ

れた実験腫蕩で免疫された純系動物が，その同一腫蕩

を拒否するという事実は， 1950年代にはすでに7 ウス

の一連の実験iとより明らかにされている 15,21, 37). そ

れ以来，担癌生体から現在担っている腫蕩を外科的に

切除したり，放射線照射を行うと，宿主l乙抗腫蕩抵抗

性が誘導されるのは，細胞性免疫を中心とした腫蕩免

疫応答の成立に基づくものと広く認められる様になっ
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た16,32, ;.5) そして，悪性燈湯の免疫治療を確立するた

め，腫場関連抗原を宿主に強く認識させ，有効な免疫

応答を成立せしめることを目的に実験的ならびに臨床

的に種セの試みがなされている3,23, 36). 

但し，脳にはリンパ組織が無く，脳組織に於ては細

胞性免疫が重要な役割を果す移殖免疫や腫蕩免疫は成

立し難いと考えられたが開， Scheinbergら叫はメチノレ

コラントレン誘発脳腫蕩を C57BL/67 ウスの脳内lこ

移殖し，放射線局所照射を行うと，同一腫蕩の脳内再

移殖を拒否する乙とを報告した．彼らは，脳組織に於

ても，皮下組織と本質的には同ーの免疫学的抗腫蕩性

が誘導されたととによると推論し，その後，乙れを支

持する報告も相次いでいる23,28，叫33). しかし，脳麗

蕩の放射線局所照射による，宿主の免疫学的抗腫蕩性

の誘導の機構については不明の点が多い．また，臨床

的（こも，脳腫場の放射線治療に伴う，宿主の腫蕩IC対

する抗腫蕩免疫機構の変動を解明することは重要であ

る．それは，放射線による骨髄リンパ組織の障害とい

う，副作用の予防をする観点からのみではない．放射

線治療の効果は，放射線の腫蕩細胞への直接障害作用

のみに基づくのではなく，放射線照射細胞に対する宿

主の免疫学的排除機構の誘導が伴って始めて成立する

ことをぷす事実もあるからである民44>_

そこで，担脳腫蕩7 ウスを作製し， 6°Co局所照射を

行って脳腫蕩を退縮させ，放射線治療の効果l亡伴う牌

細胞の腫蕩細胞l亡対する細胞障害活性（killeracti 、·it~

を中心l三細胞性免疫反応の変動lζついて解析した さ

らlζ放射線治療の効果をたかめるため，宿主の免疫学

的抵抗性を誘導することの重要性について考察を加え

fこ．

II 材料及び方法

1) マウス及び移植脳虚蕩

4～8週の C57BL/6純系マウスの雄を静岡実験動物

センターより入手し用いた．移植脳臆療は， nトllJ大’y

病理学教室石田陽一博士より供与された 203-glioma

を用レた． 203-gliomaは C57BL/67 ウスの大脳へ

20-ml'th ylcholanthreneを注入し誘発させた脳麗場で，

以後本教主にて閥系7 ウス皮下に移勉継代されてきた．

2) 担脳腫蕩マウスの作製

皮下で継代した 203-gliomaを0.1%卜リプシン，

0.01% EDTA にて細胞浮遊液とし， Hamiltonの mi-

noinj引いrと矢迫針により 7 ウス右大脳内IC5 ./ 105/ 

10μ1を注入した．頭蓋骨の針穴はアロンアルファRIζ

て塞ぎ，腫湯細胞の流出を防いだ．

3J 担脳腫痕マウスに対する 6°Co局所照射

京都大学医学部附属病院放射線科に設置されている

•°Co 遠隔照射装置（RT-2000，島津製作所製）により，

担脳腫蕩7 ウスの全脳に 1000radまたは 1500radの

l回大量照射を行った．マウスは無麻酔下で固定し，

頭部以外には鉛板を用いて遮蔽した．対照として10μ1

の生理食塩水を脳内に注入したマウスに 1500radの

•°Co 局所照射を行った． soco局所照射による脳腫蕩

の治療効果は，マウスの生存率や実験時の脳組織の肉

眼的所見及び光顕的所見により判定した．

4) Effector細胞及び標的細胞の調整

so co治療を行った担脳腫蕩マウスより，無菌的IC牌

臓を摘出細切し， Tris-NI-!4（＇］液にて赤血球を溶血除

去し，牌細胞i浮遊液を作製した．乙れら牌細胞は3～
4匹のマウスからプールしたものを effector細胞とし

用いた。一方，標的細胞として，中尾ら31）の方法によ

りinvitroで継代培養した 203-glioma,C3Hマウス

由来の五brosarcomaである L細胞，及びA系7 ウス

由来のリンパ腫 VACーl細胞を用いた． L細胞及び

VAC-1細胞は京都大学病理学教室より供与され，本

教室lとて RP¥!!1640培養液に10%非動化仔牛血清

!FC討iGIBCO. Grand Island, ¥'.V.1，ス卜レフ。トマイ

シン，ペニシリンを添加したもので invitroの継代培

養した

5) 51Cr 放出細胞障害試験（•1cr release assay) 

細胞障害試験は：＼！inato27）らの方法に準じて行った．

標的細胞は 1x107/mlに調整し， >ia2日CrO,(N刊

England >i uclear、＼＇EZ-030）を 100μCi加え， 37°C50 

分間反応させた後， RPl¥11 1640液で 3回洗浄し lx 

105/mlに調整した． 203-glioma細胞及び L細胞に対

する 51('r release assayは24ウェノレの組織培養フ。レー

ト（Falcon3008）で行った. 5l('rを標識した標的細胞

を各 wellにlml入れ， 37°C5°0 C02下で培養した．

12時間後，上清のみ捨て新たに種々の濃度の effector

細胞を 1ml加え， 18時間 37。C,5%C02下で混合培

養した． そして， 300G,10分間遠沈し，上清 0.5ml 

とり，ガン7 カウンターで放射能活性を測定した．

VACー1細胞を標的細胞とした日（‘rrelease assayでは

I-Ierbermanら19）の方法に準じて行った． s1crを標識

した VACー1細胞と effector細胞を試験管（Falcon

2003）にて 37（‘ 5?6( o，下で 6 時間混合培i~ した後，



脳腫場への吋、。局所照射による抗腫場細胞性免疫の，；A'if 61 

同様に上清の放射能活性を測定した 対照として，標

的細胞のみで培養したもの（自然放出； spontaneous

release, SR）と Nordnet P-40 detergentを含む培養液

で培養したもの（最大放出； maximumrelease, :¥IR) 

を置き，常に duplicateで行った．細胞障害活性（killer

activity）の計算は以下の公式に依った目

タぢ _E~－SR 
1¥rn SR 

ERはexperimentalrelease （被検サンフ。ノレよりの放出）

で，標的細胞と effector細胞の比（T:E Ratio）は 1:50

を中心に行った. release assayの培養液は 7.5%FCS

添加 RPCllI1640液に 20mM/ml HEPESを加えた

ものを用いた．

6) Con A stimulation & Con A induced 

killer T cell activityの測定

以前に我々が報告した方法30）を用いた. soco局所

照射を行った担脳腫蕩マウスの牌細胞を ConA (Sig-

ma chemical Co. l'SA) 2μ.g/ml, 50mM/ml 2 merca-

ptoethanolを含む7.5_5iぢFCS添加 RPMI1640液にて

37°C, 5 % C02下で72時間培養した． 収穫し洗浄し

effector細胞とし， 203-glioma細胞とL細胞を標的細

胞とし4時閣の 51Crrelease assayを行った．この Con

A induced killer activity (Con A killer activity）は

Falcon tube (No. 2003）を用い 5μ.g/mlの ConAを含

む RP¥II1640液を使用し， T E Ratioは1:50を中

心に行った

7) 牌細胞の抗 Thyl.2抗体及び抗 BAT抗血清

による処理

牌細胞を 3%FCお含む RP¥!!1640液にて 1×107/

ml に調整し，抗 Thy!.2抗体又は抗 BAT抗血清を種

々の濃度で加え， 40℃ 1時間反応させた． 1回洗浄し

た後，補体として家兎血清（20倍）を加え 37°C30分間

反応させ，死細胞をトリパンフルーで分別し，生細胞

を算定した．生細胞を2回洗浄した後， E仔ector細胞

として用いた． 抗 BAT抗血清は C57BL/6＜ ウス脳

を completeFreund＇＇町 uvandとともに家兎に免佼し

て得た抗血清で，マウス赤血球，血清，肝臓で吸収し

たものを用いた C57BL/6胸腺細胞に対する 50%

cytotoxicityは500倍であり，一方抗 Thy!.2抗体は

モノクローナル抗体（｛）J；巴1cLtd., Blackthorn Bicester, 

U.K.）で50%cytotoxicityは40万倍であった． 細胞

表面マーカーの検索には抗 BAT抗血清（×40），抗

Thy!. 2抗体（×500）を用い， 同機の方法で cytotoxic

testを行った．

8) T cell growth factor 1TCGF1の作製と牌細

胞の長期継代培養

TCGFの作製は Rosenbergら39,<O）の報告に基いて行

った．今回は C57BL/6＜ ウスの正常牌細胞を 5x106/

mlの細胞濃度とし， ConA 10 μ.g/mlを含む RP¥II

1640液lζて 37C 5 % COeの環境下で 48hr培養し

た 900G, 10分間遠沈し，その上清を 0.45μ.mフィ lレ

ターを通し， TCGFとして用いた．牌細胞の長期継代

培養lとは， TCGFを20%含む， 7.5%FCS.50mM/ml 

2:VIE, 20 m¥l/ml HEPES, 500,000 u/mlペニシリン

G, 100 μ.g/mlストレプトマイシン添加 RP¥II1640液

（以下 growthmediumと略す）を使用し唱 5xl05/ml

の細胞濃度で培養を開始した. TCGF l乙反応し，増殖

するリンパ球様細胞数を経目的IC測定し，また増殖し

た細胞を洗浄した後， Effector細胞とし， 203-glioma

細胞やL細胞を標的細胞とした 4hrの s1crrelease 

assayを行った

9) 統計学的処理

統計学的処理は 2試料 t検定を行い，危険率（P）が

5%以下を有意の差ありと判定した

III 結 果

1〕 担脳腫軍事マウスに於ける 6DCo局所照射の及ぼ

す延命効果

5×105個の 203-glioma細胞が C57BL/6＜ ウスの

脳内に注入されると，その移殖率はほぼ1oocちで，移

殖後3週間以内i乙脳圧元進症状iとより， 100%死亡

する. 203・glioma細胞の脳内移殖後， 10日自に soco 

局所照射を行うと延命効果は最も著明で， 50%死亡率

は非 6DCo照射群で2.5週， 1000rad照射群で4.5週，

1500 rad照射群で6.5週となった（P<0.01). また，

1500 rad照射群では， 30%の担脳腫蕩マウスが2ヶ月

以上生存した．なお， 2000rad の •oco 局所照射では，

マウス口腔粘膜IC潰蕩が出現するなどの放射線障害に

より，全例2週以内に死亡した（Fig.ll. 500 rad以

下の soco局所照射では有意の延命効果は認められな

かった

2) 6oco局所照射による移植脳腫蕩の組織学的所

見の変化

脳内に移殖された 203-glioma細胞は主に脳室内及

び脳室壁より増殖し始め，徐々に脈絡叢や脳実質へと

浸潤性に拡大増殖してゆく（Fig2l. 増殖した移植脳
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Fig. 1. Effects of irradiation on the 叫 Ir、l、はIrate 
of mice with the brain tumor. 5ノノ lQ5 

cells of 203-glioma that were implanted 
intracerebrally grew and killed the host 
within 21 days (0ーコ） However, the 
local colialt irradiation with 1000 rad 
(A.-A.1. 1500 rad （・・）， prolonged the 
叫 1n・iyaJtime. One group of mice were 
in ected with saline and irradiated with 
1500 rad as sham control ([_I 0）ー The
local cobalt irradiation with 2000 rad 
killed the hosts within 20 days by the 
side effects （・・1.Each group of mice 
consisted of ten mice 

， 
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麗療に •oco 局所照射を行うと， 腫場組織は核濃縮像

を伴う著明な凝固壊死に落ち入る．そして照射後17日

目以降には乙れら壊死組織は消失し，著明な空洞が形

成される織になる．また脳組織は海綿状となり，萎縮

も進行している．組織学的所見により，移殖10日自に

1500 rad又は 1000rad の •oco 局所照射を行った群に

最も著明な麗湯壊死と治癒を認めた（Fig.3a, 3b). し

かし， 203-glioma の増殖過位や •°Co 照射による治癒

過程に，腫場周凶組織にリンパ球様細胞の浸潤は軽度

認められるにすぎなかった．

3) 6oco局所照射治療に伴う牌細胞の killerac-

tivityの上昇

担脳腫蕩7 ウスlこBOCo局所照射を行い， 経日的1<::

牌細胞の killeractivityを測定した（Fig.4l. 203・glio-

ma細胞を標的細胞としT E Ratioを 1:50でみると，

正常マウスや対照7 ウスでも 15207ちの naturalcyto-

toxicityが認められる．脳腫蕩への soco照射後， killer

activityは徐々に上昇し，照射後10日自に 1500rad照

Fig. 4. 
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Kinetics of killer activity of spleen cells 
following curative irradiation therapy in 
mice bearing glioma. The killer activity 
a~ainst 203 glioma cell in glioma bearing 
mice （・一一・人 in normal control mice 
(0-0), in irradiated mice of 1500 rad 
as sham control (6 ム），in mice with 
curative irradiation therapy of 1000 rad 
（企－.A),or 1500 rad （・－• 1 were shown. 
The killer activity against L cell in ~lio
ma beanng mice following curative irra-
diation （ロー口） were also shown. Each 
group of mice consisted of two or three 
mice. The mean percent specific release 
by the 18 hr release assay at a target to 
effector ratio of 1 50 were plotted. 
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射群では46.0J'ぢ±4.2, 1000 rad照射群では42.2%土

1. 7と最高の%specific releaseを示した. (P<0.01). 

-)j, L細胞に対する killeractivityは正常7 ウスや

対照7 ウスでは検出できないが，脳腫蕩への照射治療

後10日目IL1500 radの照射群にのみ 12.4%土0.6の

killer activityが認められる様になる (P<0.01）.但し，

1500 rad の •oco 局所照射を行った対照群でも，照射

10日自に203・gliomalζ対し32.4忽土3.1と軽度なが

ら killeractivityが上昇する傾向を認めた（P<O.l).

そして，照射後17日自には 203-gliomaに対し， 1500

rad照射群では 16.0%±1.1, lOOOrad照射群では

19. 7＜；ぢ±0.3と killeractivityは減少した．

4〕 •oco 局所照射に伴う Natural killer acti-

vityの僧強（Fig.51 

担脳腫蕩マウスへ soco局所照射を行った後，牌細

胞の＼＂AC-1細胞に対する killeractivity （いわゆる

natural killer acti,・ity活性）を経目的に測定した（Fig.

5). 無処置及び対照7 ウスの :-.iK活性は T E Ratio 

を 1: 50で 6hr release assayを行う と20＜；ぢ前後の箔

spec而creleaseを示した 担脳腫蕩7 ウスへ •oco 局

所照射を行うと，：＼K活性は徐々に上昇し照射後10日

自に 1500rad照射群で 44.0% ± 1. 2, 1000 rad照射群

50 
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Fig. 5. 
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Kinetics of natural killer activity of spleen 
cells in glioma uearing mice that ¥¥"erビtreated
l>y curati＼’e irradiation of 1000 rad { .t.・ .t. I or 
1500 rad （・－・l The natural killer 町 ti¥ity
in normal mice (O・ -OJ. in irradiated mice of 
1500 rad as sham control （ムーム）， in non-
treated mice bearing glioma re e 1 were 
also shown. Each group of mice consisted 
of two or three mice. The mean percent 
speci五crelease lぅthe6 hr release assay at a 
target to e仔ectorratio of 1 : 50 were plotted. 



で 47.6Cl6±0.5と最高値を示した（P<0.01). そして

照射後17日自には 1500rad照射群で 26.7%土1.8と

減少したが， 1000rad照射群では 48.3）ぢ土0.8となお

高い＇＼ K活性を有していた（P<O.OOll. 但し， 1500

rad照射した対照マウスの NK活性も照射後10日自に

22.3）ぢ±1.3と軽度ながら上昇するのを認めた（P<

0.05). 

5〕 ConA による killeractivityの増強

(Fig. 6, 7) 

60Co局所照射を行った担脳腫蕩マウスの ConA 

killer T cell activityを経目的に測定した. 203-glioma 

細胞に対する ConA killer activiけを T:E Ratio 1:50 

でみると，正常7 ウスでも 10-20%の活性が認められ

る．また， •oco 照射対照マウスや •°Co 照射を行わな

かった担脳腫蕩7 ウスでも， ConA killer activityは

10-20%を示し，経目的に測定しでも変動は認められ

なかった． しかし，脳腫蕩に 1500rad の •°Co 局所照

射を行った群では ConA killer activityは急激に上昇

し，照射後10日自には 113.1%土2.4と著しい活性を

示した（P<0.001). 1000 rad照射群でも 38.1°6±1.1

と上昇し（P<0.01), 照射後17日目でもなお 25.3%土

第 1号（昭和57年1月）

1. 0と高値を示した（P<0.01). L細胞を標的細胞とし

た場合の ConA killer activityも全く同様の経過を示

し，照射後10日自に 1500rad照射群で 86.3%±3.7, 

1000 rad照射群で 42.9%土1.2と最高値となった（P

<0.01) (P<0.05). 
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抗Thyl.2抗体，抗BAT抗血清と補体処理に

よる牌細胞の killeractivityの減少

担脳腫蕩7 ウスiζ1500radの ooco局所照射を行い，

照射後10日目の牌細胞を抗 Thy!.2抗体と補体で処理

し，又抗 BAT抗血清と補体で処理し，203-glioma細胞

に対する killeractivityを測定した（Table1）.実験l

に於て，全牌細胞のうち，抗 Thy!.2抗体5000倍で

43.8%, 50,000倍で40.8%の Thy!.2陽性細胞を除去

すると，全牌細胞で 40.8%±0.1の killeractivityが

それぞれ7.7%±0. 8, 8. 4%±1. 6と著明Iζ減少した．

また実験 2に於て，抗 BAT抗血清×20倍で 39.5%,

×200倍で20.3須の BAT抗原（brainassociated T cell 

antigen）陽性細胞を除去すると，処理前では 38.95'-6± 
3. 1の killeractivity はそれぞれ 2.5~ぢ土 1. 3, 11. 7% 

土0.6と著明な減少をきたした． そ乙で， 20万倍の抗

Thy!. 2抗体と 200倍の抗 BAT抗血清でそれぞれ20；ぢ
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Fig. 7. Kinetics of Con A induced killer T cell acti-
vity against L cell in mice that were treated 
by curative irradiation of 1000 rad (.A.一品） or 
1500 rad （・－・）. The Con A induced killer 
T cell a山口tyin normal mice (0--O), in 
irradiated mice of 1500 rad as sham control, 
(Li ム）， in non-treated mice bearing giioma 
le e1 were shown. Each group of mice 
consisted of two or three mice. The mean 
percent specific release by 4 hr release assay 
at a target to effector ratio of 1 : 50 were 
plotted. 
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Fig. 6. Kinetics of Con A induced killer T cell acti-
Yity against 203 glioma in mice that were 
treated by curative irradiation of 1000 rad 
（企－.A.)or 1500 rad 回目 TheCun A 
Killer activity in normal mice (O --0), in 
irradiated mice of 1500 rad as sham control 
（ム－－－ /::; ), in non-treated mice bearing glioma 
re e1 were shown. Each group of mice 
consisted of two or three mice. The mean 
percent specific release by the 4 hr release 
assay at a target to effector ratio of 1 : 50 
were plotted. 
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12 Effect of treatment of spleen cells by anti-

Thy-1.2 antibody and anti-BAT serum on 

killer acti,・ity against 203-glioma 

Table I. 
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cytotoxic activity＊ネ

% speci五crelease料＊

7. 7（土0.8) p <0. 001 

8.4（土l.6)P<O.Ol

N. S 

14. 6（土1.2) pく0.01

3 10 
days of culture 

Fi~. 8. Growth pattern of the sensitized spleen 
cells by repeated addition of T cell gro-

wth factor （・・I. The long-term cul-
ture of the sensitized spleen cells were 
independent upon addition of Con A 

only （ロー口）．

19.4(±8.9) 

40. 8（土0.1)

24 17 。
3 19.0(±1.6) pく0.01

2. 5 （土l.3)P<0.02

11. 7 （土0.6)P<O.Ol

32. 0 （土2.0) 

38. 9 （土3.1)

43.8本

40.8* 

14.8* 。
37.0* 

24.8* 

20.3ネ

5.4* 。

39.5* 

spleen cells 
treated with 

Expt 1 

anti-Thy-l.2+C 

（×5,000) 

anti-Thy-l.2+C 
（×50,000) 

（、 alone

None 

Expt 2 

anti-Thy-l.2+C 
（×50,000) 

anti-Thy-1 2十℃

（×200,000) 

anti-BAT十 C

（×20) 

anti-BAT 十（

（×200) 

C alone 

none 

蕩関連抗原IL感作された牌細胞は TCGFIζよく反応

し増殖した．培養開始後3日自に growthmediumを

交換し，細胞数を 5ノ、 105/mlに調整し再び同じ growth

medium ILて培養し，以後1週間毎に同様の操作にて

継代培養を行った． 培養開始後2448時間では細胞数

は減少するが， 2代～3代では細胞は著明な増殖を示

し， 1週間で約1.8 1.9倍の細胞数となる（Fig.81. 

しかし， 4代目より増殖速度が低下するのを認めた．

程度の牌細胞を除去し， killeractiYityを比較した．抗

Thyl目 2抗体による処理にて 19.6%土1.6，抗 BAT血

清の処理で 11.7%±0. 6と， ともに減少したが， 抗

BAT抗血清の処理lとより強い減少を示した（P<0.05).

TCGFによる牌細胞の長期継代培養

本%eliminated cells 

ネホ Target: Effector ratio= 1 : 50 

＊＊ホ The18 hr release assay 

7〕

腫移殖脳腫湯に soco局所照射を行う乙とにより，

Surface markers and cytotoxicity of sensitized mouse spleen 

cells grown in growth medium 

Table 2. 

Fρru~、ホ

一 一一一一一－ cvtotox1c1tv本木

antトThy-1.2 anti-BAT l瓦函ma·－－~ G~ll 
( ;< 5,000) （×40) 

0 38.6 30.7 5.6±3.7 N.S*** 

3 59. 2 65. 8 48. 0土4.9 42.6土2.4

10 16. 4 33. 3 16. 8±2. 2 10. 2土4.0

17 10.0 15.7 N.S :-1.S 

24 3. 3 7. 2 N. S S. S 

* Percentage of dead cells (cytotoxicity index) by t問 atmentwith antisera十comlement.

cytotoxi《、 index＝包竺竺空主型竺望ht_es竺竺空竺三12_cle3:<!_<:eg竺空'1_<:o竺pJerne竺豆竺戸空×100
100 一%dead cell with complement alone 

料%lysis at an effector to target ratio of 25 : 1 by 4 hr chromium release assay 

*** Not significantly different from spontaneous release 

Days in 

growth medmm 
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くノ_,, 

ご〉ニ
J 

,..) 

Fi~. 9. Spleen cells grown in T cell growth factor. 
The lymphoid cell proliferation in vitro 
¥¥Trc shown. 

また位相差顕微鏡で形態を観察すると，増殖するのは

やや大型のリンパ球様の円形細胞で，細胞塊を形成し

ていた．巨細胞を比較的多く伴い，パイペッテインク

で容易に浮遊した（Fig.9l. 

8) TCGF反応細胞の killeractivity及び表面

マーカーの経目的変化

感作牌細胞を growthmedium により培養を開始し，

3日後には培養開始前と比べて killeractivityは著明

に上昇し， 203-glioma細胞に対しては 48.0%土4.9, 

L細胞に対しては42.6%士2.4となった． しかし継代

培養が長期になる程， killeractivityは減少し，培養開

始後17日以降は 203-glioma細胞に対しでも I，細胞に

対しでも killerac t川tyは認められなかった．一方，培

養開始後3日目の脚細胞の表面7 ーカーを検索すると，

Thy!. 2陽性細胞が59.2忽，BAT陽性細胞が65.soc: 

と著明iこ増加するのを認めた． しかし， 10日目以降の

TCGF による増殖細胞で Thy!.2陽性細胞や BAT陽

性細胞は減少し，培養開始後24日自の収限細胞には

Thyl. 2陽性細胞は3.3?'.,,, BAT陽性細胞は7.25ち認め

たのみであった．

IV考案

本実験にて， 担脳腫蕩マウスへの ooco局所照射は

脳腫蕩を退縮させ，その治療効果に伴い牌細胞に著し

い killeractiYityを誘導しうるととを invitroの細胞

障害試験により示した． 牌細胞に誘導された Killer

actiYiれは抗 Thy!.2抗体，あるいは抗 BAT抗血滑に

より処理されると，著しく減少する ζ とから，いわゆ

るkillerT細胞が重要な役割を果す細胞性免疫反応で

あると考えられる削． また， nylonwool columnを通

すと著しく活性は減少し（未発表）, polyclonal T cell 

activatorである ConA とともに invitroで培養を行

うと丸1I> killer activityは著明に増強されるなどの特

徴を有している． しかし，乙の killeractivityは203・

glioma細胞に特異的ではなく，同極異系の腫蕩細胞で

ある L細胞や YAC-1細胞に対しても killeractivity 

は上昇している． 特IC. YAC-1細胞に対する killer

acti,・ity即ち， いわゆる NK活性が著明lζ上昇し，や

や長期にわたりその活性が維持されている ζ とや，抗

"IK細胞活性を有す抗 BAT抗血清が，抗 Thy!.2抗

体よりも強く killeractivityを失活させるζとなと、か

ら， 203-glioma細胞に対する killeractivityはNK活

性をも含んだ細胞障害活性を検出している可能性があ

る．むしろ，脳腫霧lζ対する放射線照射により，腫蕩

細胞からの可溶性腫蕩関連抗原が流出し，多様な抗腫

蕩免疫機構が活性化しており，牌細胞の killeractiv均

はその一端を表現しているとも考えられる13,20, 34). 

一方，担脳腫蕩マウスの脳への aoco局所照射は，

マウスの骨髄やリンパ組織を障害し，その機能IC少な

からぬ影響を及lますーこれは， eoco局所照射を脳に行

った対照マウスに於ても牌細胞の killeractivityや

:¥K活性が軽度ながら上昇している事から容易に知れ

る． 対照マウスでも牌細胞の killeractivityや NK活

性がt界する機序は不明であるが，恐らく放射線lζ比

較的高感受性の抑制性T細胞が機能を失い，放射線に

比較的抵抗性の NK細胞や7 クロファージなどが残る

ことにより，相対的に正常7 ウスに比べ， killeracti・ 

vityが増強したと推測される色川38). 本実験で，担脳

腫蕩マウスlζ対する ooco局所照射により誘導された

killer activityも，小線量の放射線が全身リンパ組織に

及び，牌細胞の機能的亜集団のバランスを変化させ，

killer activityの活性化を促進するという機序が介在し

ている乙とによるのかも知れない．

この様に，脳1霊場に放射線局所照射を行うと抗麗蕩
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細胞性免疫機構が誘導される事実は同一腫蕩の脳内再 実なども，放射線治療の効果には宿主の免俊反応が介

移植を拒絶する現象を説明しうるが，その機序につい 在していることを示しているけ，礼的

ては，なお不明の領域が多い．悪性腫蕩IC対する免疫 放射線治療の成績を向上させるため，悪性脳腫蕩に

応答は，リンパ球，及び関連細胞群の複雑な相E作用 対する宿主の免疫応答をいかに効果的iζ誘導するかと

により営まれていることも47に解析を困難にしている いう観点より，個々の症例にて放射線照射後，腫蕩関

そこで，牌細胞に誘導された 203-glioma細胞に対す 連抗原を検出し33,42），宿主の腫蕩に対する免疫応答を

る killerT細胞の長期継代培養とそのクローン化を 解析する ζとが必要と考えられる．

TCGFを用いて試みた．すでに，分化したT細胞即ち

機能を有した T細胞が TCGFKより長期にわたり分

裂増殖しうることは実証されており，アロ腹蕩細胞に

対する killerT細胞や H-Y抗原IC対する killerT細

胞の長期継代培養とその細胞株のクローン化の成功が

相次いで報告されている1,12，同4fi)

この TCGFによる機能的 T細胞のクローン化は腫

場関連抗原に対する免疫応答の機序の解析だけでなく，

悪性腫蕩の免疫治療に応用しうると期待される．今回，

マウスやラットの牌細胞を用い， ConAなどのT細胞

7 イトゲンにて数種類の TCGFを作製したが， 203-

glioma細胞に対する killerT細胞の長期継代培養及

びクローン化は達成できなかった. TCGF により，リ

ンパ球様細胞の分裂増殖は可能であったが，培養継続

中lζT細胞表面マーカーも細胞障害活性も喪失し，ま

た4代自の継代時期より，増殖速度は減少する傾向を

示した. TCGF による感作牌細胞の培養開始3日後の

killer activityは著明に上昇するが， ConA により 3

日間培養した ConA killer act川 tyとは差が認められ

ず， TCGFの作用のみで killeractivityが増強したと

は言えない より効果的な killerT細胞の増強作用を

有する TCGFの作製が重要と考えられる口，22).

以上の実験的事実，即ち脳腫場への効果的な放射線

治療は，牌細胞に抗腫場細胞性免疫を誘導しうる ζと

や，抗腫湯細胞性免疫反応を増強しうることは，悪性

脳腫療の放射線治療を行う上で，考慮すべき点を示し

ている つまり，放射線治療の効果は放射線の腫楊細

胞への直接障害作用だけによるものではなく，宿主の

免疫学的防禦機構の活性化を伴って完成されるという

点である．放射線の局所照射は骨髄リンバ組織を障害

し，その機能を抑制するが4,ti, 11, 43＞，外科手術に先立

ち脳麗務局所lζ放射線局所照射をしておく方が，治療

成積の良い場合もあり，むしろ免疫機能を活性化して

いることを示唆する臨床的経験も多い．また，ある種

の悪性腫場では外科的治療をせず，放射線治療のみを

行う方が転移が少ない乙とや，悪性腫湯細胞の汝射線

感受性が，宿主の免疫抑制状態では著しく低下する事

V 結 圭五
ロロ

1) C57BL/6 7 ウスの脳内へ 203-glioma細胞を 5

×105/10 μ.l を移植すると，ほぽ100~ぢ生着し，脳麗療

の増殖のために全例が21日以内i乙死亡した．

2) 担脳腫疹7 ウスの全脳へ，臆湯細胞の移植後10

日目l乙1500rad又は 1000radの soco局所照射を行

うと，生存率及び組織学的所見に於て，著明な治療効

果を認めた．

3) 6°Co局所照射による治療を行った担脳腫蕩 7

ウスの牌細胞の killeractivityを測定したととろ， 203・

glioma細胞， L細胞，及び YAC-1細胞のいずれの腫

蕩細胞に対しでも著明な killeractiviげの上昇を認め，

so co局所照射治療後10日目に最高値の活性を示した．

4) 上昇した killeractivityは抗 Thy!.2抗体，抗

BAT抗血清と，補体で処理すると著明lζ減少するこ

とから，いわゆる killerT細胞が重要な役割を果すこ

とを示した．しかし， NK活性の上昇をも伴い，他の

様々な抗腫蕩免疫機構が活性化されていると推測した．

5) 脳腫蕩へ soco局所照射治療を行うととによ り，

感作された7 ウス牌細胞は ConAに著しく反応する．

特lC，移植後10日後に 1500radの soco照射を行った

群では著明な ConA killer acti,・ityを示した

6) 6°Co局所照射lとより，腫蕩関連抗原lこ感作され

た牌細胞は TCGFlζよく反応し， invitroで長期継代

培養が可能であった．しかし， TCGFlとより増殖させ

た牌細胞の killeractivityは徐々 に減少し， またT細

胞表面マーカーの陽性細胞も減少した 203-glioma細

胞に対する特異的な killerT細胞株の樹立は今回の試

みでは達成できなかった．

7) 本実験は，実験的脳腫湯K対する放射線治療が，

宿主をして抗腰湯細胞性免疫応答を誘導せしめている

ことを示したものである．これを臨床的な立場よりみ

ると，放射線治療の効果を向上させる為には，宿主の

抗腫蕩免疫機構を誘導し，より強化すべく工夫すると

いう観点、が重要である乙とを示唆していると考えられ

る．
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