
Arch Jap Chir 49 (6), 774～782, Nov, 1鈎0.

ウイ Jレス感染 glioma細胞膜成分による
脳内移植 gliomaに対する免疫効果

京都大学医学部脳神経外科学教室（主任T半田 肇教授）

弓取克弘

〔原稿受付：昭和55年8月18日〕

Effect of Specific Immunization with Virus-infected 

Glioma Cells Against Intracerebrally Implanted Glioma 

KATSUHIRO YUMITORI 

Department of Neurosurgery, Faculty of Medicine, Kyoto University 
(Director : Prof. Dr. HAJIME HANDA) 

Effect of immunization with virus-infected tumor cells and uninfected tumor cells were 

studied in mice with intracerebrally implanted glioma. Immunization with membranes 

prepared from influenza virus-infected tumor cells(MVT) showed a higher protective effect 

against subsequent intracerebral challenge of the same tumor cells than that with mem-

branes prepared from uninfected tumor cells (MT). Immunization of tumor bearing mic& 

with MVT resulted in marked prolongation of survival time and, in some mice, in com-

plete regression of the tumor, while immunization with MT  resulted in slight prolongation 

of survival time. Dalayed hypersensitivity test showed that the induced immunity with 

MVT was specific to this tumor. Killer T cell function of mice with this tumor was less 

impaired than other T-cell function at an early stage. These results suggest the possibili-

ty of such an immunological treatment for the prophylaxis of tumor recurrence in surgi-

cally treated patients with brain tumor. 

I.はじめに

悪性腫蕩の特異的免疫療法において腫蕩特異抗原の

抗原性が低いζとは1つの大きな問題点である．した

がって，腫蕩の抗原性を高める努力が多くなされてき

たが12), Lindenmannは Ehrlichascite tumor iζ 

influenza virusを感染させ，それで免疫を行えば，そ

れに続く同腹湯の移植に対し強力な抵抗性を誘導しう

Key words: Glioma, Intracerebral injection, Influenza virus, Specific immunization T-cell function. 

索引語：グリオー7，脳内援活，インフルエンザウイルス，特異的免疫， T-cell機能．
Present address Department of Neurosurgery, Faculty of Medicine, Kyoto University Sakyo-
ku, Kyoto, 606, Japan. 



ウィルス感染 glioma細胞膜成分による脳内移植 gliomaに対する免疫効果 775 

ることを示した剖 それ以後，他のウイルスあるいは

他の皮下移植腫蕩においてもワイルス感染腫蕩細胞の

方が非感染腫蕩細胞よりも，より強力な免疫を誘導し

うるζとが，次々と発表された1,3,4,6,7).そしてウイル

ス感染腫蕩細胞による免疫の効果IC対し， hapten-

helper mechanismが提唱さ机た．

本実験においては，免疫学的に特殊な場と考えられ

ている脳においても同様の効果が認められるか否かを

検討した．まず，ワイルス感染腫蕩細胞による免疫が

非感染腫蕩細胞による免疫より，それに続く腫蕩細胞

の脳内移植に対し，より強力な抵抗性を誘導しうるか

を検討した．次いで，すでに脳内lζ腫湯を移植されて

いるマウスに対する，ウイルス感染麗湯細胞による免

疫の効果を検討した．同時に臨床症例と動物実験の結

果を平行に論じうるか否か，すなわち臨床応用の可能

性があるか否かを検討するために，臆蕩を移植したマ

ウスの免疫能を検討した．

JI .材験と方法

1）動物： 8～12週令の C57Bl/6および BALB/c

マウスを用いた．

2〕腫蕩： C57Bl/67 ワスlζmethylcholanthreneで

誘発し， C57Bl/67 ワスで皮下移値継代してきた203

gliomaを群馬大学医学部病理学教室教授石田陽一博

士より恵与を受け，われわれの教室で皮下および培養

継代した腫蕩を用いた．

3）ウイルス：乳飲みマワス脳内接種をくりかえす

ζとにより，マウスIC感染性をもつようになった in・

fluenza virusの WSN株を NIHの Boone博士よ

り恵与を受け，われわれの教室で10日卵lζ接種し得ら

れた virusを用いた．

4) WSN株の 203-gliomaIC対する感染： 101～ 

10-4 Iζ10倍段階稀釈したウイルスを培養 203-glioma

k加え， 24,48, 72時間後lζcytopathiceffect(CPE), 

およひ・赤血球凝集反応で感染性の有無を調べた．

5) 203-gliomaの membranepreparation，および

腫蕩特異抗原抽出液の作製：ウイルス感染麗場細胞の

membrane preparation (MVT），および非感染腫蕩細

胞の membranepreparation (MT）は Booneの方法

IC従って作製した3>. MVTは紫外線ランプで残存ウ

イルスの非活性化を行った． MVTおよび MTはマ

ウスの免疫に用いた． 腫蕩特異抗原抽出液は McCoy

らの方法Iζ従い， 3モJレ塩化カリワムで抽出した9).

ζれは遅延型過敏テストlζ用いた．

6〕腫湯細胞脳内移植： pentobarbitalで麻酔した？

ワスに， Hamiltonの microinject刀rと矢追針を用い，

右阪と右耳の中間点を穿刺し O.Olmlの 203-glioma

細胞浮遊液を注入した．

7〕遅延型過敏テスト： 50倍， 100倍稀釈した腫蕩特

異抗原抽出液 0.04mlを，免疫7 クス，担癌マウス，

および非処置マウスの足肢に注入し，注入前と注入48

時間後の足阪の厚さを計測し比較した．

8）牌臓細胞の ConA K対する反応：担癌および

非処置マクスの牌臓細胞を取り出し， ConAの存在下

あるいは非存在下で， 37°℃3日間培養し，次いで 3H-

thymidineを加えさらに8時間培養した後，牌臓細

胞の 3H-thymidineの取りこみを測定した．結果は

stimulation index (SI）で表わした．

SI= cpm of spleen cells cultured with Con A 
cpm of spleen cellsα1ltured without Con A 

9）リンパ球混合培養（MLR): mitomycinC (MMC) 

処理を行った BALB/c牌臓細胞を stimulatorcell, 

非処理の BALB/cおよび C57Bl/6牌臓細胞を res・

ponder cellとした 同数の stimulatorcellと res-

ponder cellを37。C3日間培養し， 3H-thymidineを加
え8時間後 respondercell による 3Hーthymidineの

取りζみを測定した．結果は以下のどとく response

ratio (RR）で表わした．

RR= cpm of test MLR (MMC treated BALB/c 
cpm of control MLR (MMC-treated BALB/c 

+ C57Bl/6) 
干E五百五ア
10) cοn A活性化 killerT cell機能テスト：担癌

マウス，非処置マウスの牌臓細胞を ConAで活性化

し，それらを s1crで標識した他系統7 ウス由来の標

的細胞に加え37。C4時間培養した後，培養上清液中へ
の日Crの遊出を測定した．結果は以下のどとく%

cytolysisで表わした．

-test release % cytolysis= 
ximum 児leas唯一spontaneousrelease 

x 100 

11) Con A活性化 suppres回 rT-cell機能テスト：

担癒7 ウス，非処置マウスの牌臓細胞を ConAで活

性化し，次いで MMC処理した．とのような牌臓細

胞を MLRlζ加え， respondercell による 3H-thy-

midine取りとみの抑制を調べるζとにより suppres-

sor T-cellの機能をみた.MLRは MMC処理した

C57Bl/6牌臓細胞を stimulat刀rcell，非処理 BALB/c

牌臓細胞を respondercellとしたものを用いた．結
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果は respondercellの 3H-thymidine取りとみで表

わした．

m.結果

1) WSN株の 203-gliomaに対する感染：ワイ Jレ

スlとより腫蕩の抗原性が高められるためには腫蕩細胞

に感染がおとる ζとが必要である．そζで感染の有無

を CPE，赤血球凝集反応で調べた.Table 11ζ示すど

とくすべての稀釈ワイルスで感染が認められた.24時

間後lζ感染が認められたのは10倍稀釈したウイルスを

加えた場合だけであったので， MVTを作るのには10

倍稀釈したウイルスを使う ζとにした.Fig. 1はウイ

ルス感染 203-glioma細胞の表面lζ凝集した赤血球を

示している．

2) Membrane preparationによる免疫の脳内移植

腫軍事に対する効果： LD100を求めるために細胞数を変

え脳内移植を行った. Table 2 Iζ示すごとく， 5x105 

以上の腫湯細胞を脳内移植するととによりマウスは全

例死亡した． MVTと MTの免疫効果を比較するた

めに，免疫後14日自に5×105,1 x 106, 2 x 106の 203

glioma細胞を脳内＇c移植したが， MVTと MTとの
聞には著明な効果の差は認められなかった（Table3). 

2×106以上の細胞を7 ウス脳内lζ移植するととは技術

Table 1 lnfectivity of WSN to 203 glioma 
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Fig. 1 Hemoadsorption of RBC in the surface of 203-glioma cells. 10 1 diluted WSN strain 
of influenza virus was added to 203-glioma cells cultured in vitro. Hemoadsorption 

of RBC was observed in the surface of 203-glioma cells 24 hours after addition of 

virus. 

Table 2 Survival of mice implanted intracerebrally 203-glioma. 

No. of tumor cells implanted 

Survival 

1×106 

0/52' 

5×10s 

0/52' 

lx 105 

2/53' 

2X 106 

0/51)2) 

2x 105 

3/53' 

1) No. of mice survived / No. of mice tested. 

2) All mice died within 3 weeks. 

3) Mice survived throughout the present experiment of 8 weeks. 
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Table 3 Effect of immunization with virus-infected 203-glioma cells 

on subsequent intracerebral implantation of 203-glioma. 

Treatment 

Untreated 

Immunized with M. T.1' 

Immunized with M. V. T. 

Survival on week 8 

No. of tumor cells implanted 

5×105 I 1×106 i 2×lQG 

0九02' I 0;10 I 0;10 
10/10 I 9;10 I 1110 

町 io I io 10 i 10 10 

1) Mice were immunized 14 days before intracerebral implantation of 

tumor cells. 

2) No. of mice survived / No. of mice tested. 

Table 4 Effect of immunization with varied amount of membrane preparations 

on the survival of mice intracerebrally implanted with 203 glioma cells. 

Survival on week 8 

Treatment Dilution of membrane preparations 

x 2 I× s 1 x 10 i x so I×100 

Untreated 0/10 

Immunized with M. T. 3/10 0/10 0/10 0/10 

Immunizad with M. V. T. 10/10 10/10 7/10 2/10 2/10 

1) Mice were immunized 14 days before intracerebral implantation with 2 x 106 of 

203 glioma cells. 

2) No. of mice survived / No. of mice tested. 

的IC困難であるので，稀釈した MVTおよび MTで だが， MTによる免疫が生存期間をやや延長させたの

免疫を行い両者の効果の差を検討した.Table 4 Iζ示 みであるのに比較し， MVTによる免疫は著明な生存

すどとし脳内移植腫療に対しでも皮下移植麗蕩にお 期間の延長をもたらした．しかも10匹中3匹の7 ウス

いて認められたどとく， MVTによる免疫は MTlζょ においては，腫蕩の完全なる退縮が認められた．

る免疫よりはるかに有効であるζとが明らかになっ 4l遅延型過敏テスト： MVTによる免疫が 203

た． ζのような免疫の効果がウイルス自体，あるいは glioma l乙特異的か否か， あるいは担癌マウスにおい

感染の結果生じる物質（例えば interferon）などによ て腫蕩lζ対して免疫応答が起っているか否かを調べる

るという可能性を否定するためlζ，非活性化したウイ ために， 203-glioma細胞より 3モル塩化カリウムで抽

ルス，あるし、はウイルス感染 203-glioma細胞の培養 出した腫蕩特異抗原を含む抽出液で， MVT免疫7ウ

上清液の接種を行い腫蕩を脳内移植したが，両者とも ス，担癌7 ウスlζ遅延型過敏テストを行った. Table 

IC効果は認められなかった（Fig.2). 6 IC示されるどとく， MVTによる免疫は 203glioma 

3) 203-glioma細胞脳内移植後免疫の効果・ 5x105, IC対する特異的免疫を誘導するζとが明らかにされ

1×lQG の 203-glioma細胞を脳内lζ移植し， 5日後， た．担癌マワスにおいては，免疫7 ウスよりは弱いが

あるいは10日後lζMVTあるいは MTで免疫を行っ 腫蕩特異抗原lζ対する反応が認められ，またその反応

た.Table 5に示すどとく生存率のうえで効果が認め は腫蕩が大きくなると弱くなるζとも明らかになっ

られたのは， 5x105の腫蕩細胞を脳内lζ移植し5日後 た．

MVTで免疫したマウスにおいてのみであった.Fig. 5）担癌マウスのT-cell機能テスト！担癌マウスの

3はMVTによる免疫の効果を生存期間で示したもの 免疫能を検討するために，牌臓細胞の T-cell機能を
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Fig. 2 Effect of injection of inactivated virus or supernatant from virus-infected 203-glioma cells. 

Mice were injected with inactivated virus （・一一．〕 orsupernatant from virus-infected 
203 glioma cells （・－・〕 and1 x 106 of 203-glioma cells were implanted intracerebrally 14 
days after injection. One group of mice were injected with saline before challenge of 203-

glioma cells as control （．一一e).Survivors were counted everyday. 

Table 5 Effect of immunization on the survival of 203-glioma-bearing mice. 

No. of survivors on week 8 
Challenge dose 

Days after implantation 
of glioma cells 

5 10 

Immunized with M. V. T. 5x 105 3/10 0/10 

Immunized with M. V. T. 1×106 0/10 0/10 

Immunized with M. T. 5×10s 0/10 0/10 

Immunized with M. T. 1×106 0/10 0/10 
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Fig. 3 The effect of immunization on the survival of 203 glioma-bearing mice. 5×105 of 203ー

glioma cells were implanted intracerebrally and 5 days later mice were immunized with 

membranes prepared from virus-infected 203-glioma cells 〔．一一－．〕 or membranes 
prepared from uninfected 203-glioma cells （．－－－・）.One group of mice were injected 
with saline as control c•一一．〉．

Table 6 Delayed hypersensitivity test in immunized and tumor bearing mice 

Response ratio1> 

Mice Dilution of soluble extracts2> 

X50 ×100 

Mice immunized with 1 : 10 dilution of MVT 204±12. 2 189±9. 30 

Mice immunized with 1 : 50 dilution of MVT 201±16. 5 174±11. 5 

Mice immunized with 1 100 dilution of MVT 199±12. 0 168±9. 94 

Mice with early tumor幻 163±7. 30 N.T.5> 

Mice with advanced tumor" 138±9. 29 N.T. 

Untreated mice 106±2. 37 106±2. 37 

1) (Thickness of footpad 48 hours after injection / thickness of footpad before 

injection〕xlOO

2) Prepared from 203-glioma cells with 3M KCl as described in Materials and 
Methods. 

3〕2weeks after implantation of 203-glioma cells. 

4) 4 weeks after implantation of 203-glioma cells. 
5) Not tested. 
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Teble 7 T-cell Function in 203-Glioma-Bearing Mice 

I 2 weeks 4 weeks 

！っ~~「下 t…－beari時1 control I tumor-bearing 
Con A response 9.9土4.6 4.5土o.79(45%)2 22.5±6.9 

3.3土0.6

28. 5±6. 9 

7.0土2.7 (31~色）

1. 8士0.1(55%) 

15, 3士4.0 (54~も）

N.T 

乱1.L. R. 2.3士0.5 1. 6士0.1(61%) 

Killer T-cell 12.3±2-5 10土0.9(81%) 

Suppressor T cell 1467 ±404 2937土416(50%) N.T3l 

1) 1×1030£ 203-glioma cells were injected intracerebrally 

2) (tumor bearing/control) x 100 

3) not tested 

調べた. Table 7 Iζ示されるどとく，担癌 7 ウスの

T-cell機能の低下は認められた．また腫場移植4週間

後の方が2週間後よりもその程度は著しいととがわか

った．しかし，移植2週間後において，殺細胞性IC働

くkillerT -cellの機能は他の機能をもっ T-cellすな

わち， suppressorT cell, helper T-cell IC比較して

有意には低下していないととも明らかになった．

¥I.考察

本実験において， 203-glioma細胞より作った mem-

brane preparation による免疫は，脳内移植された同

腫蕩IC対し，皮下移植にみられるどとく特異的な免疫

効果を誘導するととが示された．さらに，とのような

効果はウイルスが感染した 203glioma細胞より作っ

たmembranepreparationで免疫すると著しく増強さ

れるととも示された．

脳腫蕩の免疫療法を考えるうえで，脳の免疫学的特

殊性を考慮する ζとは必要なζとである．脳は immu-

nologically privileged siteであるという概念がMeda-

war により提唱されIP.l. それは脳におけるリンパ系の

欠損，脳血液関門の存在で説明されている．しかし，

Schein bergはー述の実験により，腫蕩細胞で免疫す

るζとにより，脳内lζ移植された！司腫蕩の増殖を抑制

し得る力を誘導し得るととを示した13,14）ー また本実

験においても，同様の効呆が示された． ζζ で問題

となるのは移植という操作である．本実験あるいは

Schein bergの実験で示された効果は，脳が完全な

immunologically privileged siteでなし、からではなく，

むしろ移摘という操作により脳血液関門が破壊された

結果によるものであるという可能性も考えられる．し

かしながら，脳腫蕩の組織には通常リンパ球の浸潤が

認められ，またその程度と脳腫蕩患者の予後との聞に

は相関が認められている5) 乙のような点から見れ

ば，脳臆蕩組織においては脳血液関門は破壊されてお

り免疫応答が起っていると考えられる．したがって本

実験において移植という操作により脳血液関門が破壊

されたとしても，脳腫蕩組織においては既に脳血液関

門が破域された状態であるので，本実験で示された免

疫の効果は脳腫蕩IC対する特異的免疫療法の可能性を

充分に示唆するものと考えられる．

本実験においてはさらに，ウイルス感染腫蕩細胞で

の免疫は既に存在している脳内腫湯lζ対しても，その

増殖を抑制しうるζとも示された．現在までのとと

ろ，腫蕩lζ対する特異的免疫療法において著明な効果

の報告はないように恩われる．それは腫蕩特異抗原の

抗原性の低いζと，担癌患者の免疫能が低下している

ζとなどによるものと考えられる．担癌状態における

免疫能の低下は，本実験において示されたように，

203-glioma k対する特異的反応性においても， 非特

異的な T-cellの機能においても，腫蕩が小さい時よ

りも大きくなった時の方が免疫能低下の程度は著し

い．臨床症例においても著明な免疫能の低下は進行

癌，とくに末期癌において認めうるのみで，早期癌患

者においては一般に検出しえない． ζのような観点か

ら見れば，担癌状態における免疫能の低下の一因とし

て腫蕩が存在するとと自体による影響が考えうる．癌

化した細胞が腫蕩として確立され増殖し続けうるよう

な状況を許す免疫能の低下も，もちろん考慮すべきで

あろう．しかしながら，癒化した細胞の抗原性が宿主

細胞の抗原性と著しく異っていれば，たとえ宿主の免

疫能が微妙な抗原性の差異を認識しえない程度に低下

していても，癌化した細胞を宿主が非自己として認識

し，それらが増殖するζとを許さない状況を生みだす

かもしれないという可能性が考えられなくもない．ま
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た既lζ増殖し続けている癌化細胞に対しでも，抗原性

が高められた癌細胞で免疫を行なえば，交差免疫反応

によりたとえ癌細胞の抗原性が低くともそれらを破壊

に導く可能性も考えられなくない．中尾らは killer

T-cellの 203-gliomaに対する特異的な cytotoxicity

は 203-glioma移植後2週間自の7 ウス牌臓細胞が最

も強かったと報告している11).

以上のようなζとは，本実験lζより示された免疫の

有効性，すなわちウイルス感染により抗原性が高めら

れた騒蕩細胞で腫蕩が小さい聞に免疫を行えば，腫蕩

の増殖を抑制しうるという結果の臨床応用の可能性を

示唆するものと考えられる．

203-glioma細胞を脳内IC移植されたマウスは 3週

以内lζ死亡したが，皮下lζ移植された7 ウスが死亡す

るのは8週以後であった． ζれはζの腫湯が脳IC発生

した腫蕩だから脳内の方が皮下よりも増殖しやすいと

いう可能性も考えられなくはないが，やはりマウスは

脳圧冗進lとより皮下移植の場合より早期に死亡したと

考える方が妥当かと思われる．臨床症例においても，

脳腫蕩患者は他の癌患者と異り免疫能が極度lζ低下し

ている悪液質の状態lζ至るまでに，脳圧冗進あるいは

vital center lζ対する直接の影響で死亡する．また，腫

蕩の存在する場所ICよっては早期より局所症状を呈

し，早期lζ腫蕩の存在を発見しうるとともある．すな

わち，脳腫蕩においては腫蕩がまだ小さく患者の免疫

能の低下が著明でない時期より加療を始めうる可能性

がある．

以上のようなζとは，脳臆湯lζ対するウイルス感染

腫蕩細胞による特異的免疫療法の，体i後における繍助

的療法としての可能性を充分示唆するものと恩われ

る．

Y.総括

1）ウイルス感染 203glioma細胞膜成分による免

疫は非感染 203-glioma細胞膜成分による免疫よりも

同腫療の脳内移植に対し，より強力な免疫を誘導し

た．

2）脳内lζ203gliomaを既に移植された7 ウスIC

早期lζウイルス感染 203-glioma細胞膜成分で免疫を

行ったとζろ，生存期間の著明な延長と，一部の7 ウ

スにおいては脆蕩の退縮が認められた．

3）ζれらの効果は 203-gliomaに対し特異的なも

のであり，ウイルス自体あるし、はウイルス感染により

生じた物質によるものではないζとが明らかにされ

fこ．

4) 203-glioma移植マウスの T-cell機能は全体的

に低下し，また腫蕩が大きくなればその担度は強aくな
った．しかし，殺細胞性に働く killerT cdl機能は，

移植後早期においては他の T-cell機能Id:比べVと前意
には低下していなかった．

5〕以上のζとより，脳腫蕩lζ対す号：？1. ）~♂感染
腫蕩細胞による特異的免疫療法の術後にお似品綿助的

療法としての可能性が示唆された．
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