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ThecytotoxicactiVityofperipheralbloodlymphocytesof39controlsu切ects,42bladdertumorpa・

tlentsand15patientswithurologicalcancαotherthanbladdertumoragainsthumanbladdertumor

culturedcellT24wastestedbya51Cr-releaseassay.Inthchealthydonorgroup,highcytotoxicactivity

wasf()undinyoungcrpeopleandnegativecorrelationwassignificantlyfbundbetweenthecytotoxicity

andage,Ontheotherhand,highcytotoxicactivitywasfrequentlyfoundinolderpatientswithbladdcr

tu皿orsandnocorrelationbetweenthecytotoxicityandagewasfoundinthisgroup.Themean%cytotox-

icityfbrpatientsover50yearsoldinthebladdertumorgroupwassigni丘cantlyhigherthanthatfbrthe

healthydonorgroupandothercarcinomagroup.AIargeproportionofthecytotoxicityofthecontrol

subjectsandthebladdertumorpatientstoT24wasduetolymphocytcsthatdidnotfbrmspontaneousro-

setteswithsheeperythrocytcs.

(ActaUrol.JPn.34:1363-1369,1988)
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緒 言

臨床例における腫瘍免疫能の検索は,メ ラノーマ,

血液腫瘍などの領域と共に膀胱癌症例で,1970年 代前

半に活発な研究が行われた1).当 初,腫 瘍特異的もし

くは疾患関連性を有する細胞性免疫能の存在が期待さ

れたが,正 常ヒトリンパ球にもヒト癌細胞に細胞障害

性を有するものが広く認められる2)に至って,悪 性腫

瘍例における特異的細胞性免疫能の存在そのものが否

定的にとらえられるようになった.一 般に,正 常個体

に認められる,リ ンパ球細胞障害活性の主体はnatu-

ralkiller(NK)細 胞が担っているとされるが,NK

細胞活性に対 して感受性を有する腫瘍細胞は多種の腫

瘍種にわたってお り,ま たNK細 胞 の研究の進展と

共に,NK細 胞の標的細胞が,あ る種の胎児細胞や

胸腺細胞にまで及ぶことが判明してきた3)こ とは,疾

患関連性を有する細胞性腫瘍免疫能を考えることをさ

らに困難なものとした.他 方,NK細 胞の標的細胞

となる腫瘍細胞の大多数は長期継代培養細胞であり,

培養初期の腫瘍細胞にはNK感 受性が認められない

ものが多いとされる4).こ れ らのNK感 受性を規定

する標的細胞側の差異については,従 来十分な説明が

なされなかったが,最 近に な り,標 的細胞における

NK感 受性と,発 癌遺伝子の一つである,"ras"遺 伝子

の発現との間に明らかな関係があることが,分 子遺伝

学の手法を用いて明確に示された5).こ れ らの結果が

一般的な ものか否かは不明だが,NK感 受性にある

種の規則性が存在することは,強 く示唆されるところ

となった,

本研究では,膀 胱癌症例に,疾 患関連性を有する細

胞性腫瘍免疫能が認められるか否かを再度検討するこ

と,標 的細胞とした膀胱癌細胞に対するリンパ球細胞

障害能の加齢に伴う変化が,健 常群と膀胱腫瘍群で認

められるか否かを検索することを目的として以下の実

験を施行した.

材料および方法

対象:細 胞障害性試験を行った被験対象は以下の
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3群 である,(i)対 照群39例.内 訳は,健 常者15例,

尿路結石症,前 立腺肥大症などの泌尿器科良性疾患例

2引列であ り,22歳 か ら83歳 までの年齢分布であった.

(ii)膀 胱腫瘍群は42例 で,年 齢は36歳 か ら83歳 まで

であった.(三 三i)膀胱癌以外 の泌尿器科悪性腫瘍症例

15例を非膀胱腫瘍悪性腫瘍群とした.内 訳は,前 立腺

癌7例,腎 癌3例4睾 丸腫瘍3例,そ の他2例 であっ

た.(ii),(iii)の 腫瘍群では,免 疫療法施行中の症例

は除外されている.

腫瘍細胞:標 的細胞にもちいた膀胱癌細胞T24は,

Bubenik6)に よ り樹立 された長期継代培養細胞で,

日本医科大学中神義三博士 より供与を受けた.10%

FCS(GIBCO社)添 加TCI99(日 水製薬)に て,

継代培養された.ま た1例 の症例では,膀 胱腫瘍摘除

標本より継代培養細胞JTC29〔DMI60(極 東製薬)+

10%FCS〕 が樹立された7)た め,同 細胞を自己標的

細胞として使用した.

Effector細 胞 の分離=リ ンパ球の分離は,Ficol-

Conray法 に より行ったが,PBSに て等量希釈した

被験血液をLymphoprep(Nyegaard冠)上 に重層

したのち,4000G,30分 遠沈後,リ ンパ球層を分離し

た.さ らに一部の症例では,effector機 構の解析を目

的として,リ ンパ球を羊赤血球 ロゼット法8)に より,

Fig.1の ごとく3種 の分画に分別 したが,リ ンパ球
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Fig・1・Methodofscparationofperipheral

bloodlymphocytesbyErosette

sedimentation.

3×106個 と,洗 浄 され た 羊赤 血 球(日 本 生物 材 料 セ ン

タ ー)3×10s個 の 両者 を0.lmlFCS中 に混 合 した の

ち,氷 上 に1時 間 静 置す る こ とに よ り,ロ ゼ ッ ト形 成

を図 った.分 別 され た各 分 画 の,ベ ル オキ シ ダー ゼ染

色陽 性 率,Eロ ゼ ッ ト形 成 率 の検 索 は ヒ ト リンパ 球T

細 胞 ・B細 胞 微 量 測定 用 キ"、 ト σIMCO社)に よ り

施 行 した.

細 胞 障 害性 試 験=5iCrリ リース法9)に よ り施 行 し

た.(i)標 的 細 胞 の標 識.標 的細 胞 は0.25%tripsin

(Sigma社)処 理 後,10%FCS添 加RPMI16如

(GIBCO社)に て1xlO6/mlに 調 製 し,同Iml中

にNa251CrO`(200～500mCi/mg51CrNewEng.

landNuclear)200μCiを 添 加 し,37℃,30分 培 養

後,RPMII640に て3回 洗 浄 し た.(ii)障 害性 試

験.前 記 標識 標 的 細 胞1XIO4個 と,そ れ ぞ れ の標 的 細

胞=effector細 胞 比 に よって 調 製 さ れ たeffector細

胞 を,10%FCS添 加RPMI1640,200μ1中 に 混 合

し,U底96穴 マ イ ク ロプ レー ト(Nunc社)を 用 い

て,5%Co2条 件 下,6時 間 混 合培 養 を 行 った.培

養終 了後,遠 沈 され た マ イ ク ロプ レー トよ り,上 清 液

100μ1を 採 取 して,こ れ をautomaticgammacoun・

terに て計 測 した.実 験 はtr三plicateに て行 った が,

そ の平 均値 を 用 い て,被 験 対 象 ご と の%cytotoxi・

cityを 以下 の 式 に よ り算 出 した.

%cytotoxicity=

experimentairelease-spontaneousreleasc

maXimumrelease-spontaneousrelease

xlOO

なお,spontaneousreleaseと して は,effector細

胞 を添 加 しな い標 識細 胞上 清100μ1を 上記 と同様 に

6時 間 後 に採 取 し た も の の 計 測 値 を 用 い た.maxi・

mumreleaseに は,標 識 細 胞1×104個 を2m1の 蒸

溜 水 に 浮遊 させ,3回 の凍 結 融解 を 行 っ た のち,400

G,10分 間遠 沈 した 上 清1皿1を 計測 した ものを 用 い

た.ま たspontaneousrelcaseと し て の計 測 値 が,

標 的細 胞1×104個 の 標識 カ ウ ン トの20%を 越 えた場

合 は,実 験 と して除 外 され た.

検 索 され た 結果 は,目 的 に よ り統 計 学 的処 理 を行 っ

た が,平 均 値 の 比較 に は,t検 定 法 も し くはCochran-

Cox法 を 用 い,相 関 関 係 を検 討 した もの に は 回帰 分

析 を 行 った.

結 果

標的細胞とeffector細 胞 の量比による細胞障害性

の差:T24細 胞を標的細胞 とした ヒトリンパ球細胞

障害性の検討にあたって,正 常対照32例,膀 胱癌30例

のおのおのにつき,標 的細胞と末櫓血 リンパ球の混合
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Fig.2.Lymphocyte-mediatedcytotoxicactivityofcontroladultsand

bladdertumorpatientsagainstT24,attargettoeffectorratios

ofl=10,1:50andI=100.

比を1:10,1:50,1;100の3点 として細胞障害

性試験を行った(Fig.2).対 照群,膀 胱腫瘍群とも

に,小 数例を除いて,混 合比の増加と共に細胞障害性

の増加が認められ,両 群とも細胞障害の平均値の増加

は,片 対数表記においてほぼ直線的な増加として認め

られた.し たがってT24細 胞を標的細胞とした本検

索系では,1:50の 量比において有効な解析が可能で

ある と考え られたため,引 き続 く検索には,1:50

のtarget対effector比 を選択 した.正 常対照群に

おける性差による比較 では,1・50の 細胞比におい

て,男 性15.6%,女 性14.0%の%cytotoxicityを 示

し,明 らかな性差を認めなかった。

対照群と腫瘍群における細胞障害性の差異=T24に

対するリンパ球細胞障害性の差異を,対 照群,膀 胱腫

・瘍群
,非膀胱腫瘍泌尿器系腫瘍群の3群 間で,1:50の

細胞比において比較した結果では,対 照群と膀胱腫瘍

群との間に明らかな差異は認 められなかった(Table

Table1.Lymphocyte・mediatedcytotoxicacti-

vityofcontrolsubjects,bladdertumor

paticntsandothercarcinomapatients

againstT24.

No.ofcasesMeanage(y.)%Cytotoxicity(%)

Contrel

巳18dd8rtumor

O廿1ercarcinema

39

42

15

47

64

58

15,9±9.5

19.6±10.9寧

ll,8±8,9ホ

(■:F〈0,05) Meen±SD

1).

次に3群 の各個体の細胞障害性と年齢との関係を検

討した(Fig.3).対 照群では若年老 に高い細胞障害

性を示すものが多 く,加 齢と共に細胞障害性が低下す

る傾向が認められた。また若年者では高い細胞障害性

を示す ものと,低 値を示すものとの差異がきわだって

いた.年 齢と細胞障害性との相関関係では,高 い相関

係数は得られなかったものの,統 計学的に有意な負の

相関関係が認められた,同 様のことは非膀胱腫瘍群に
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ComparisonofceH・mediatedcytotox三cactivity

againstT24inyounga血doldsubjects.

Undor50y・old 0》erOOy・dd

Mean8go(y.,瓢Cγ 加鱒瓦`碓79M●8n89●(7,}瓢C醐 ・

Contrvl

BleddertUrnor

Othet■cercinotne

34〔n呂2屡〕

43〔n置6〕

38〔n冨4〕

19.3±10.7・

,1.7±7.2

23,量 ±8.1

64〔n翼18〕 量2.0±5.6b

67〔n翼36〕21.0±10。8`

65〔n冨呂11〕7.7±4.56

b.麗:meen±SD 8>b;P〈e.05

e>b二 ρ〈0.el

c>d:P〈0.01

b>d:Pく0.05

も認め られ,明 らか な負 の相 関 関 係を 示 した.一 方 膀

胱 腫瘍 群 では,加 齢 の影 響は ま った く認 め られ ず,高

齢者 に もT24に 対 す る高 い細 胞 障 害性 を示 す もの が認

め られ た.

以上 の 所見 と膀 胱 腫 瘍 の発 生 頻度 が50歳 代 よ り急 増

す る こ とを考 慮 して,前 記3群 の細 胞 障害 性 を50歳 以

下 の若 年者 と50歳 以上 の高 齢老 とに 分 け,再 度 集計 検

討 を 加 え た(Table2).正 常対 照 群 で は 高齢 者 に 比

し,若 年者 群 で 明 らか な細 胞障 害 性 の増 強 が認 め られ

た.非 膀 胱 腫瘍 群 に も同様 の傾 向が認 め られた が,有

意 差 は認 め られ なか った(p<0.1).一 方,高 齢 者 層 の

3群 間 の比 較 で は、3群 の 平均 年 齢 はほ ぼ 均一 であ っ

た が,膀 胱 腫瘍 群 が 他 の2群 に比 して 明 らか に強 い細

胞 障害 性 を示 した,

次 に膀 胱 腫瘍 症 例 を,腫 瘍 浸潤 度,組 織 異型 度 の お

のお の につ い て2群 に分 別 し,細 胞障 害 性 の程 度 を検

討 した(Table3).な お,浸 潤 度 で はT2以 下 をlow

stage,T3以 上 をhighstageと し,異 型度 で は,移

行 上皮 癌 の 組織 診 断を 得 た も の で,grade3も し く

はgrade3が 混 在 す るgrade2症 例をhighgradc

と し,他 をlowgradcと した.浸 潤 度 別 の比 較 では,

stage間 の年 齢 的差 異 は認 め られ なか ったが,リ ンパ

球 細 胞 障 害性 はlowstage群 で有 意 に 高値 を示 した.

grade別 で の比 較 では 有 意 な差 を認 め な か った.

分 別 さ れ たeHセctor細 胞 の 細 胞 障 害 性:Fico1-

Conray法 に よ り分 離 され た末 梢 血 リンパ球 の細 胞 障

害 性 が 比較 的 高値 を 示 した もの の うち,正 常人8例,

膀 胱 腫瘍 例20例 の おの お のに つ いて,マ ク ロフ ァー ジ

除 去 ¶リンパ 球 分 画,Tcellrich分 画,nonTcell

rich分 画 に 分 別 した の ち,そ れ ぞ れ の分 画 のT24細

胞 に 対す る細 胞障 害 性を,分 画 前 の リ ンパ 球細 胞 の そ

れ との比 較 の 上で 検 討 した.は じめ に,分 画法 の 効 率

を 検討 した が,プ ラス チ ・・クプ レー ト付 着 細胞 除 去 前

後 の ペ ルナ キ シダ ーゼ陽 性 細胞 の 比較 で は,91%～95

%の ペ ルオ キ シ ダ ーゼ陽性 細 胞 が除 去 され た.ま たT

cellrich分 画,nonTcellrich分 画 の おの お の の

Tablc3.ComparisonofcytotoX三cityofbladder

tumorpatientsagainstT24五nlowand

highstageorinlowandhighgrade

9「oup・

No.ofpatierlts %CytotoxiCity

Lowstage

Highstage

30

12

21.9±11.4零

響3.9±6.78

しowgrade

Highgrade

24

18

21。6±10.1

t7.書 ±11.4

寧:PくO.05 M-ean±SD

Eロ ゼ ット形成率は,83%～87%な らびに16～17%で

あ った.各 分画の生細胞率はすぺ て90%以 上であっ

た.effector細 胞の分画に伴 う細胞障害性の変化は,

各個体 の分画前 の リンパ球細胞障害性を1と し,分

画後の各細胞障害性の値を率 として算出 し集計した

(Fig.4).ま た,統 計的検討は,各 分画の細胞障害性

の実測値によって行った.こ れらの結果では,正 常対

照群と膀胱腫瘍群で同一の傾向を示 した.マ クロフ7

一ジ除去に伴 う細胞障害性 の変動は認め られ なかっ

た.Tcellr三ch分 画では,顕 著な細胞障害性の減弱

が認められた.nonTcellrich分 画 では分画前の細

胞障害性と同一の値であった.

自己腫瘍細胞に対す る リンパ球細胞障害性:1例

の76歳 の膀胱腫瘍患者 よ り確立された継代培養細胞

∫rc29を 標的細胞とした,自 己の系に よるリンパ球

細胞障害性試験を施行した.原 腫瘍は分化型乳頭状癌

の所見であった.細 胞障害性検索時点は,腫 瘍摘除な

らびに培養開始後7ヵ 月であ り,患 者はtumorfree

の状態であった.Ficol・Conray分 離による リンパ球

の細胞障害性 は,1=50の 細 胞 比で,25.9%の%

cytotoxicity値 を示 し,一 定の紐胞障害活性を認める

結果となった.ま た,リ ソパ球の分別を前述の方法と

同様に行い,自 己腫瘍細胞 に対す るeffector細 胞の

解析を試みたが,マ クロファージ除去に伴った軽度の

細胞障害性の減弱が認められたものの,基 本的にnon

Tcellrich分 画 に細胞障害性が存在することを示唆
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す る結 果 とな った(Fig.5),

考 察

膀胱癌に関し報告される,疾 患関連性を有する細胞

性免疫能 につ いては,そ の存在を認 める多くの報

告1・10)vcもか かわ らず,否 定的な報告 も少 なくな

い11,2)ま た疾患関連性が指摘される場合でも,初 期

の一部のものを除き,正 常人リンパ球中にも膀胱癌細

胞に対して細胞障害性を有するものが存在するIS)と報

告されることが多い.本 報告の結果でも,正 常対照群

中に,膀 胱癌細胞に対する高い リンパ球細胞障害能を

有するものが認められ,す べての年齢層を含めた,対

照群と膀胱腫瘍群との比較では,細 胞障害能に差異を

認め得なかった,こ れらの結果からは疾患関連性を有

する細胞性免疫能を考えることは不可能と思われた.

しかしながら対照群に認められた高い細胞障害性を有

するものの多くは,若 年老に集中していたため,対 照

群に認められたT24細 胞 に対するnaturalcytotoxi・

cityの 加齢による影響を検討 した ところ,細 胞障害

性と年齢との間に有意な逆相関が認められることと,

若年群と高齢者群の細胞障害性の比較で,若 年群に有

意な高値を認めたことより,加 齢に伴ってT24細 胞に

対するnaturalcytotoxicityが 低下することが強 く

推測された.naturalcytotoxicityで は,NK細 胞が

重要なものとされるが,マ ウスにおいては加齢に伴 う

NK活 性の低下が知られている.一 方ヒトにおける検

索では,加 齢とNK活 性 との問に定説が認め られな

い.K562細 胞を標的細胞とした検索系では,NK活

性が加齢と共に増強するとされる14).一方Changcell

を用 いた検索では,本 報告と同様に若年者に高いNK

活性を認めている15).ま た,多 種類の固型癌細胞を標

的細胞とした検索では,加 齢による細胞障害性の変化

は認められないと報告された2).し か しながら,同 報

告中にも,一 種類の前立腺癌細胞を標的とした場合,

加齢に伴って細胞障害能 が低下す結果が示 されてい

る.

現在ではヒトNK活 性の検索を行 う場合,標 的細

胞としてK562細 胞を用いることがほとんどであり.

したがってK562細 胞 に対する リンパ球細胞障害性

の挫状が,等 しくヒ トNK活 性の性状と理解される

場合が多い.し かしながらヒトNKク ローン細胞を

用いたNK標 的細胞の検討では,K562細 胞を障害

しないNK細 胞の存 在が認め られ ている16).こ の

ことは,NK細 胞 の標的特異性に関す る複雑さを う

かがわ せる と同時に,NK活 性 と加齢 との問題を検

討する場合にも,問 題とする標的細胞おのおのについ

ての検討が必要であることを示唆している.本 研究で

用いたT24細 胞を標的とする場合には,明 らかな加齢
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に よるリンパ球細胞障害性の低下が健常者群で認めら

れるため,同 様の検討を膀胱腫瘍群でも行ったが,対

照群と異なり,高 齢者にも高い細胞障害性を有するも

のが多数認められた.こ れらのことは腫瘍負荷に伴 う

非特異的反応であることも考えられるが,非 膀胱腫瘍

泌尿器悪性腫瘍群においても,加 齢とT24細 胞に対す

る細胞障害との関係が対照群とまった く同様の傾向を

有することは,非 特異的腫瘍負荷のみで,膀 胱腫瘍群

の高い細胞障害性を理解することが困難であることを

示している.ま た、50歳 以上の高齢老に限定した,3

群聞の比較で,膀 胱腫瘍群に有意に高い細胞障害性が

認められることは,な んらかの疾患関連性を有する細

胞性免疫能の存在が示竣される.

ヒ トNK細 胞 は半数の細胞で羊赤血球に対する

receptorを 有 さず,残 り半数はTcellリ ンパ球 に

比し弱い結合能 をもつ同receptorを 有 する とされ

る17).T24細 胞に対する膀胱腫瘍群と対照群の反応機

構は,活 性細胞がリンパ球系の細胞で構成され てお

り,両 群とも羊赤血球とロゼットを形成しない分画に

活性の残存が認められ ることよ り,NK細 胞による

ものである可能性が考えられる.

ヒ トNK細 胞の性状は,表 面抗原に関して,Tccll

リンパ球の性状の一部と,非 特異的細胞障害能を有す

るmonocyte,granulocyte系 の性状の一部を合わせ

持つとされ,NK細 胞間においても不均一性が認め

られているIs).同様 のことは前述の標的細胞の特異性

の面からもうかがわれる.ま たTccllkillingに 認

められるmemory現 象はNK細 胞 には存在 しない

が,マ ウスの系で,腫 瘍細胞を移植す ることによっ

て,生 体内に同移植細胞に対するNK細 胞活性を増

強せ しめるとする報告19)が認められる.

本報告で示した,疾 患関連性をもった細胞性免疫能

の成立機序に関してはまったく不明であるが,一 つの

推論として,比 較的広範な細胞上に存在しNK細 胞

の標的となり得る抗原系が,膀 胱癌細胞に比較的高率

に出現し,こ のために何らかの機序によって患者生体

内に,同 抗原をもつ標的細胞に対するNK活 性の増

強をひきおこしたことが挙げられる.

Fujitaら20)は,T24細 胞に認められた発癌遺伝子

の一つである 「tras"遺伝子の活性化 が,臨 床材料 の

膀胱癌にも認められると報告している.'"ras"遣 伝子

の発現の有無が,NK標 的性を規定してい るとする

報告5}を 勘案すると,こ れらの報告は,疾 患関連性を

有する細胞性免疫能の理解の上で興味深い.

本報告はin廊70の 検索結果を示 したが,NK活

性の増強のもつ臨床上の意義に関しては今後の検討を

待たざるを得ない,自 己腫瘍細胞に対するNK活 性

様の細胞障害性を有する症例を認めたことは,患 者生

体内の自己腫蕩に対 してもNK細 胞に よる細胞障害

性が発揮される可能性は考えられるが,一 方,転 移を

有する膀胱癌症例の一部に,T24細 胞 に対 する高い

NK活 性が認められている ことは,抗 腫揚効果の面

で,NK活 性に十分な期待を持ち得 ないこ とも予測

させる。Greenbergら21)は,NK標 的性と転移原性

との関係を,実 験的肺転移モデルで検討 しているが,

当初有効であったNK細 胞による転移抑制状態が,

残存する一部の腫瘍細胞の形質転換により破壊されて

いく過程を報告している、

最近のbiologicalresponsemodifier製 剤 を含め

た腫瘍免疫療法が臨床的にも可能となってきている.

膀胱癌症例に疾患関連性を有する細胞性免疫能の存在

を示唆し得たことは,治 療的側面からの意義が認めら

れるものと考えられる.

結 語

膀胱癌細胞T24を 標的細胞 とする細胞性免疫能の検

討を,健 常者39例,膀 胱癌42例,非 膀胱腫瘍泌尿器癌

15例の3群 で行い,以 下の結果を得た.

LT24細 胞に対する,正 常人NK活 性 は加齢に

より低下する傾向であった.

2.膀 胱癌群では,加 齢による細胞障害性の低下は

認められず,高 齢者間の3群 の比較では,疾 患関連性

を有する細胞性免疫能の存在を示唆する結果を得た.

3.膀 胱癌症例に認められたT24細 胞に対する細胞

障害性にも,NTK細 胞の関与が強く示唆された.

4.膀 胱癌群に認め られ た細胞障害性は,stage間

の比較では,10wstage群 で高値 を示 す傾向であっ

た.grade別 の比較では差異が認められなかった.

本研究の一部は,第38回 日本癌学総会において発表 した.

稿を終 るに当 り御校閲いただいた岡田耕 市教授 に深謝致 し

ます.ま た種 々の御教示,御 助言を頂いた東京医科 歯科大学

大島博幸教授 に厚 く御礼申 し上げます。
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