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腎細胞癌患者の免疫能にお よぼす遺伝子組換え

イ ンターフェロン γの影響
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   The immunological effect of  interferon-r  (IFN-r) was investigated in 18 cases of renal cell 
carcinoma before and after the operation. In 6 patients,  IFN-r was administered preoperatively 
for 21 days (administration group), while 12 patients underwent nephrectomy alone without pre-
operative treatment (control group). The peripheral immunological effects were measured at before 
and 12 days after the operation in the administration group and at 11 days in the control group. 
In the administration group, a marked increase was noted in the test of antibody dependent cell-
mediated cytotoxicity (ADCC) activity and natural killer (NK) activity, and slight increase in 
CD4/8 and  CD11b. In low stage cases, no appreciable effect was obtained by the administration 
of  IFN-r. However, in high stage cases, IFN-r tended to increase the value of ADCC activity 
and NK activity. 

   Immunohistochemical studies of tumor infiltrating lymphocytes in renal cell carcinoma showed 
a high incidence of CD8 and  CD1Ib in the administration group. Moreover, the presence of 
CD8 was higher than that of CD4 in the administration group in contrast to the results of the 

peripheral blood analysis. 
                                                (Acta Urol. Jpn. 39: 511-515, 1993) 

Key words: Renal cell carcinoma, Immunological effect, Tumor infiltrating lymphocytes, 
 Interferon-r.

緒 言

近年,進 行性腎細胞癌に対する治療として,手 術療

法以外には インターフェロンを 中心 とす るbiologi-

calresponsemedifier(以 下BRM)療 法が主流と

な りつつある.し かしインターフェロンによる腎細胞

癌原発巣浸潤 リンパ球への影響,お よび末梢血免疫能

におよぼす影響についてはいまだ不明な点が多い.そ

こで,腎 細胞癌患者18例 を対象として,術 前に遺伝子

組み換え型インターフェロンγ(以下IFNr)を 投 与

した6例 と,無 投与の12例 について,以 下の項目につ

いて検討 した.① 腎細胞癌原発巣浸潤 リンパ球のサブ

セットの検討.② 末梢血免疫能におよぼす影響 その

結果若干の知見をえたので報告する.

方 法

D対 象 症 例

対 象 と した 症 例 は,1990年5月 よ り日本 大 学 医学 部

付 属 駿 河 台病 院泌 尿 器 科 で,原 発 巣 あ る いは 転 移病 巣

を摘 除 し え た18例 の腎 細 胞 癌 症 例 で あ る.18例 の う

ち,術 前 にIFNγ を 投 与 した6例(以 下 投 与 群)は

平 均 年 齢53.6歳,男 女 比2:1,Robsonのstage

分類 で1)皿 以 上 のhighstageが2例,II以 下 のlow

stageが4例 で あ った.一 方 術 前 に 無 投与 の12例(以

下 非 投 与 群)は 平 均 年 齢58.8歳,男 女 比3=1,high

stageが3例,lowstageが9例 で あ った,両 者 を

比 較 す る と,投 与 群 の 平 均 年 齢 が 高 か った.stage

では,投 与 群 にRobsonのstage分 類 で 皿 以 上 の
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highstageが 多 く,非 投 与 群 に1以 下 の10wstage

が 多 く背景 因 子 は 同 一 では な か った.

2)投 与 方 法

IFNγ は,遺 伝 子 組 換 え 型interferonγ 一1aを 用 い,

術 前20日 か ら25日 よ り(平 均21.6日)5×lo6Japan

referenceunit(以 下JRU)を 隔 日に 計8回,総 量

40×106JRU皮 下 投 与 した.

副 作用 は,全 例 に 熱発,全 身 倦怠 感 が 初 回投 与 日に

み られ た が,投 与 を 中 止す る ほ ど で は な か った.ま

た,血 液 生化 学 的 にIFNγ が 起 因 と考 え られ る異 常

値 は 認 め られ なか った.

3)原 発 巣 浸 潤 リソパ球(以 下TIL)の 検討

投 与 群6例 の うち5例(highstagel例,low

stage4例),非 投 与 群12例 の うち6例(highstage

2例,10wstage4例)計11例 の腎 摘 後 の標 本を 用 い

て,国 際CD分 類 に基 ず き以 下 の検 討 を 行 った2>.

リンパ球 のサ ブセ ッ トを,DACO社monoclonal

抗 体 を 用 い,酵 素抗 体 間 接 法 でCD3(panTce11),

CD4(helper/inducerTce11),CD8(suppresor/

killerTce11),CDIIb(monocytes,NKce11)に

つ い て検 討 した.

方 法 は,正 常 腎 組織 に隣 合 う腫瘍 周 辺 部 よ り採 取 し

た 組 織 を急 速 凍 結 後,ク リオ ス タ ッ トで連 続 切片 を作

成 し乾 燥.10%o正 常 家 兎血 清 で5分 間室 温 で 反応 後,

monoclonal抗 体 を 切片 の上 に の せ湿 室 で12時 間室 温

で 反 応.PBSで15分 間洗 浄後,horseradishperoxi-

dase標 識2次 抗 体 を 切 片 の 上 に の せ 湿 室 で30分 間 室

温 で反 応.DABに て発 色 し,封 入 後 検 鏡 した.測 定

は 接 眼 ミク ロメ ー ター の10XlOの ます 目を 用 い て,連

続 切 片 で 測定 した 全有 核 細 胞 数 に対 す る各 陽 性細 胞 の

比 率 を,最 低 で も30視 野以 上 に わ た り測 定 した.

4)末 梢血 免 疫 能 の 測定

投与 群6例 と非投 与 群12例 を 対象 と して,末 梢 血 免

疫 能 に つ いて 検 討 した,採 血 は,投 与 群 はIFNγ 投

与 前 と,手 術 後 全 身 状 態 の落 ちつ い た 術 後 平 均12・5日

に 行 い,非 投 与 群 で は,手 術 前 と手 術 後 平 均11日tzSt

血 を 行 った.投 与 群 で の投 与 前 と手 術 後 の 比 較,そ し

て 非投 与 群 で の手 術 前 と手 術 後 の比 較 を 行 った.検 討

項 目は,抗 体 依 存 性 細 胞 障害 活性(以 下ADCC活

性),naturalkiller活 性(以 下NK活 性),そ して ・

リソパ球 サ ブ セ ッ ト(以 下PBL)と してCD3,CD-

4,CD8,CDIIbで あ る.

a)ADCC活 性 は,5℃r標 識 ニ ワ トリ赤 血 球 を標 的

と して51Cr遊 離法 で 測 定 した.実 験 放 出 か ら 自然 放

出を ひ い た も のを,最 大 放 出 か ら 自然 放 出 を ひ い た も

の で除 し,100を 乗 じ た もの を%cytotoxicityと し

た3).

b)NK活 性 は,5iCr標 識 ヒ ト白血 病 細 胞K562を

標 的 と して51Cr遊 離 法 で測 定 した4).

c)PBLの 測 定 は,flow-cytometryを 用 いてCD3,

CD4,CD8,CDIlbに つ い て 行 い,:そ の 比 率 を リン

パ 球数 に乗 じて絶 対 数 で検 討 した.な お,平 均値 の 検

討 に はStudent'st-testを 用 い,危 険 率5%以 下 を有

意 と した.

結 果

1)IFNγ によるTILの 影響を,投 与群5例 と非投

与群6例 について検討したものをFig.1に 示す,

投与群と非投与群のTILの 有核細胞数に対する比

率を平均 ±SDで 比較すると,CD8お よびCDIIb

では,投 与群が非投与群に比 べ有意 に高 く,CD3,

CD4で は,有 意差はないが投与群が非投与群に比較

して高い傾向がみられた.

2)IFNγ 投与による末梢血免疫能におよぼす影響に

ついての結果を以下に示す,ADCC活 性では非投与

群において手術前40.5±17.6が 手術後35.8±21.7に 減

少したのに対し,投 与群では手術前22.9±19.9が52.5

±19.1(p<O.05)と 上昇を認めた.
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NK活 性では非投与群において手術前11,0±6.9が

15.1±11.0,ま た投与群では8.0±5.8が14.8±6.3と

投与群,非 投与群ともに有意ではないが上昇がみられ

た.

つぎにリンパ球では非投与群 において手術前2,114

±466が 手術後1,859±591と 有意ではないが減少の傾

向がみられた.し かし投与群では手術前2,035±408で

あ ったのが手術後2,030±360を 示 し無投与群ほどの減

少はみられなかった。

CD3で は非投与群において手術前1,622±496で あ

ったのが手術後1,301±493と 減少を示し,投 与群では

手術前1,483±360で あったのが,手 術後1,429±229と

非投与群程の減少はみられなかった.

CD4で は非投与群において手術前877±246が 手術

後815±246と 減少 したのに対 して,投 与群では,手 術

前859±131が 有意ではないが926±257と 上昇する傾向

がみられた.

CD8で は非投与群において手術前701±248で あっ

たのが535±271と 減少し,同 様に投与群では612±334

か ら554±266へ と減少する傾向がみられた.

これをCD4/8で 検討すると,非 投与群において手

術前1.48±0.46で あったのが手術後1.78±O.63と 上昇

し,同 様に投与群でも1,76±0.69が 手術後2.1±1.1と

有意ではないが上昇する傾向がみられた。

そしてCDIIbで は非投与群において手術前438±

225で あったのが手術後434±175と な り,投 与群では

436±153で あったものが549±257と 有意ではないが上

昇する傾向がみられた.

以上の結果をADCC活 性,NK活 性,CD3,CD

4/8,CDIIbに つ いて10wstageとhighstageに

分けて検討 したものがTable1,2で あ る.ADCC

活性では非投与群でhighstageで 手術後の活性値が

減少 しているのに対して投与群では両ステージともに

活性値が上昇している傾向がみられた.

つ ぎにNK活 性では,非 投与群ではIowstageで

手術後活性値の上昇がみられるが,hlghstageで は

変動はみられず,投 与群では両ステージともに上昇が

み られた.CD3で は投与群に比較し,非 投与群で減

少する傾向が認め られた,CD4/8で は非投与群およ

び投与群の両ステージに上昇がみ られた.こ れはTa-

bleに は示さないがCD4とCD8に 分 けてみると,

CD4で は投与群と非投与群の10wstageに おいて上

昇がみられ,非 投与群のhighstageで は減少が認め

られ,CD8で はいずれも減少がみられた.す なわち

CD4が 上昇 し,CD8が 減少したた めにCD4/8が

上昇 した ことを示唆する.CDIIbで は非投与群の
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Tablel.ComparisonofADCC,NKccllactiv-

ityandPBLbybeforeandafter

operationaccordingtostageinadmin一

ユstratlongroup・

ADMINISTRATIONGROUP(n・ ・6)

bcforafter

ADCC
(%)

LOWSTAGE(n=4)21.9士17.549 .4士22.7

HIGHSTAGE(n=2)24.9±23.958 .8±2.6

NKLOWSTAGE(n・=4)

(%)

1073±6.515.6±7.5

HIGHSTAGE(n=・2) 6.1±2.113.2=ヒ1.8

CD3

abso且ute

va夏UC

LOWSTAGE(n=4)1358±1701340±208

HIGHSTAGE(n=2)1670土4711609±149

LOWSTAGE(n=4)2.1±0.62.7±0 .9CD4/8

HIGHSTAGE(n冨2)0.9±0.21 .1±0.4

CDllb

abso畳ute

va匪UC

LOWSTAGE(n=4)410±173247±118

HIGHSTAGE(n=2)425±U5732±298

mean±SD

Nosignificantdifferenceswereobservedbctweenbef()reand

after・perati・n.

Table2.ComparisonofADCC,NKcellactiv-

ityandPBLbybcforeandafter

operationaccordingtQstageincon-

trolgroup.

CONTROLGROUP(n=12)

befbraftcr

ADCC
(%)

LOWSTAGE(n=9)36.3±6.539.1士19.8

HIGHSTAGE(n=3)46.9±25.025.7±23.9

NK
(%)

LOWSTAGE(n=9)12.7±5.916.5±11.5

HIGHSTAGE(n;3)8.5±7.58.7±4.4

CD3

absolute

value

LOWSTAGE(n=9)1625±6371375±421

HIGHSTAGE(n=3)1618±731077±612

CD4/8
LOWSTAGE(n・=9)1.2±O.41,7±0.6

HIGHSTAGE(n=3)L7±0.12.1±O.5

CDIlb

absolute

value

LOWSTAGE(n=9)453±266492±156

HIGHSTAGE(n=3)415±137259±94

mean±SD

Nosignificantdifferenceswereobservedbctwcenbeforeand

afteroperation・

highstageを 除 い て い ず れ も上昇 が 認 め られた.

考 察

イン タ ー フ ェ ロ ン αの 免 疫 学 的 効 果 に つ い て は

Hengst5)に よ りADCC活 性,NK活 性 の増 強 効 果

が 報 告 され,一 方 ではQuesada6)に よ りIFNα が

腎 細 胞 癌 に 用 い られ,奏 功 率26%と い う成績 が報 告 さ

れ た.今 回 各種 イ ンタ ー フ ェ ロ ンの中 で もIFNγ を
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用いた理由は,各 種イソターフェロンを免疫調節作用

から検討するとNK活 性およびADCC活 性 ともに

IFNγ が最も増強効果がある とされて いるからであ

る7).しか し,イ ンターフェロンがおよぼす免疫学的影

響のなかでも,TILに お よぼす影響 と末梢血免疫能

については不明な点も多いことから,①IFNγ とTIL

の関係,② 末梢血免疫能 および原発巣浸潤 リソパ球

サブセットとの関係,③ ステージ別にみたIFNγ の

免疫能におよぼす影響について,以 下の検討を行った。

① 腎癌におけるTILに つ いて

腎癌原発巣浸潤 リソパ球と予後との関係について,

松 田ら8)は リンパ球浸潤が高度になれば,そ の症例の

予後は比較的良好であったと報告し,腫 蕩の悪性度と

は独立して予後の推測因子とな りうることを報告して

いる.ま た,Balch9)は120例 の悪性腫瘍 について腫

瘍浸潤 リソパ球を検索し,腎 細胞癌はメラノーマ,大

腸癌,乳 癌などに比較して腫瘍浸潤リソパ球が多く,

NK細 胞 も多いことを報告している.そ して,Lee

ら10)は腎細胞癌由来の腫瘍浸潤 リソパ球のほとんどが

T細 胞で,77～98%がCD3で あ った と報告してい

る.ま たFinkeii)は 腫瘍浸潤 リソパ球 のcytolytic

activityに ついて検討 したところ,CD4,CD8に 分

離すると最小限の活性を示すのみであったが,分 離 し

ないリンパ球は活性を示し,そ の活性はNK細 胞数に

関連があることを報告している.ま た,CD8の 活性

化にはキラーヘルパー因子(以 下KHF)が 必要 とさ

れ,そ のなかでもKHFd4はIFNγ と考えられてい

る12).す なわち,原 発巣浸潤 リンパ球数だけでは計 り

きれない,腫 瘍を取 り巻く免疫学的環境の変化がおき

ていることが推測される.今 回の結果では,CD8お

よびCDIIbが 有意差をもって投与群が非投与群を

上回り,ま た非投与群ではCD4がCD8を 上回って

いるが,投 与群 ではCD8がCD4を 上回る結果 と

なった,こ れ はIFNγ に よるCD8の 活性化を示唆

し,腫 瘍細胞の抗原提示にCD8が 関与するものと考

えられる.

② 末梢血免疫能および原発巣浸潤 リンパ球サブセッ

トとの関係について

ADCC活 性 は,Fcレ セプターを有するリソパ球,

マ クロファージ,好 中球などがエフェクター細胞とし

てあげられている.し かし,そ のエフェクター細胞の

主体は,CDIIとCDI6が 大 多 数を 占め るIarge

granularlymphocyteと みなされている旦3).また,

NK活 性は1argegranularlymphocyteと よばれる

NK細 胞が エフェクター細胞 と考え られ,そ れが

naturalkillercytotoxicfactorを 放出することによ

り起きると考えられている14).さ らにNK細 胞 の数

だけではなくNK細 胞の質的問題があげられ・IFN

に よる非障害性NK細 胞から障害性NK細 胞への

付与が考えられるの 従って,末 梢血においては,リ

ンパ球サブセットだけで免疫能を評価することは限界

があると考えられる.工 藤 らによれば,長 期観察例で

はNK活 性が高値を示 したものに予後良好例がある

と報告があり15),今 後,サ ブセットのみならず活性値

についても注 目していく必要があると考えられる.

末梢血リソパ球サブセットと原発巣浸潤 リソパ球サ

ブセットの関係については,後 者では,前 者と異な り

T細 胞が主体を占める.ま た,末 梢血に比較し原発巣

浸潤 リンパ球ではNK細 胞数が少ないことが報告さ

れ16),今 回の結果と同じとなった.し かし,IFNと

NK細 胞 との関係については,IFNはNK前 駆細

胞へ働いてNK細 胞へと増殖分化させることが知ら

れている13).こ の ことは,TILで は末檎血と比較し

てNK細 胞数は少ないが,投 与群では非投与群 より

多 く,IFNγ に よる免疫学的機構への影響と考えられ

る.

CD4とCD8に つ いては,末 梢血ではCD8の 減

少はCD4の 減少を上回るため,結 果としてCD4/

CD8は 有意差はな いが上昇する傾向がみられた.一

方,TILに おいては前述した ように,投 与群におい

てその関係は逆転し,末 梢血におけるリンパ球サブセ

ノトの変動が,原 発巣に対する免疫能を直接反映して

いないことが推測され,今 後,投 与症例において長期

間の観察が必要 と考えられる.

③ ステージ別にみたIFNγ の 末梢血免疫能におよ

ぼす影響

今回の検討症例,計18例 中highstage症 例は5例

存在 し,そ のうち遠隔転移を伴ったものは3例 を数え

る.腎 細胞癌の治療にあた り原発巣の摘除が原則とさ

れているが,手 術およびそれに伴 う操作により患者の

免疫能 が低下 した場合,転 移病巣の進行が危惧され

る.投 与群 においてADCC活 性,NK活 性ではと

もに両ステージにおいて活性値の上昇がみられ,非 投

与群highstage症 例でADCC活 性 が低下を示すの

と対照的である.同 様にCDIIbに おいて も投与群

ではステージにかかわらず,上 昇の傾向がみられた.

つ まり10wstageに おいて は術前投与の影響はみら

れないが,highstageで は術前投与の影響がADCC

活性を中心としてみられ,highstageの 症例につい

ては,手 術前に投与することが,末 梢血における免疫

能の活性化を促すことを意味するものと考えられる.
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結 語

呈.IFN一 γの投与 に より,原 発巣浸潤 リンパ球サブ

セットは非投与群に比較して(]D8,CDIlbが 有意に

上昇し,CD3,CD4も 有意 ではないが上昇する傾向

がみられた.

2.IFN一 γの投与により,投 与前に比較 してADCC

活性は有意に上昇し,NK活 性 も有意ではないが上

昇する傾向が認められた.特 に,highstage症 例で

両者の活性は,投 与前および非投与群と比較しても上

昇する傾向がみられ,highstage症 例 でのIFN一 γの

手術前投与の有用性を示唆するものと考えられる.

稿を終 えるに臨み,恩 師岡田清巳教授 の御指導,御 校閲 に

感謝 いた します.

本論文 の要旨は,第29回 癌治療 学会 総会 にお いて 報告 し

た.
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