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  K cell population， a parameter of antibody dependent cell－mediated cytotoxicity （ADCC）

activity， was determined in patients with urinary bladder cancer， urological benign diseases

and in normal subjects by the皿icroplate technique using．an antibody concentration of 50

pg！ml， lymphocyte concentration of 2×10G cells／ml and incubation time of 8 hours．

  The K cell population ef peripheral lymphoyctes was 4．7±2．0％ in 14 patients with

urinary bladder cancer， 6． 7±2．0％ in 7 patient with urologinai benign disease and 7．5±1．5％

in 6 normal subjects． The K cell population in patients with high stage bladdgr cancer was

significantly higher than those with low stage cancer．

  The K cell population in both high and low stages bladder cancer was not changed

after removal of the tumor． ADCC activity did not reflect the immune state of cancer

patients during the pre一 and postoperative courses．
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緒 言

 癌患者の治療をおこなうにあたっては免疫機能に対

する考慮が必要であり，そのため生体の免疫機構の把

握が問題となる．免疫機構の中心はリンパ球により営

まれ，リンパ球にはT－ccll， B－cell， NK cell， K

cellなどのsubpopulationの存在が知られている．

antibody－dependent cell－mediated cytotoxicity

（ADCC）は抗体により感作された標的細胞とFcレ

セプターをもつ作動細胞との結合により生ずる細胞障

害現象で，ADCC活性を有する細胞としてはリンパ

球のほかに好中球，単球，マクロファージの存在があ

る，

 近年，リンパ球の中でKceHはIgG抗体の存

在下に標的細胞を障害するADCCの担い手として

注目を集めている．今回，ADCCの測定法に関する

基礎的検討をおこなうと同時に，膀胱腫瘍患者におけ

る末梢血のリンパ球のADC（〕活性を測定し，泌尿

器科的良性疾患患者および健常人と対照として比較す

るとともに，深達度および治療による推移についても

検討を加えた．

対象および方法

対象は岐阜大学附属病院泌尿器科および関連病院泌
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尿器科を受診した膀胱腫瘍患者14例で，対照群として

age matchした泌尿器科的良性疾患患者7例（前立

腺肥大症患者4例，尿路結石症患者3例），健常人6

例についても検討を加えた．膀胱腫瘍は組織学的には

すべて移行上皮癌であり，癌の深達度はU・1・C・C．

の分類にしたがって分類した．pT1・pT2のlow

stage群は6例であり， pT3・pT4のhigh stage群

は8例であった．なお，全症例とも制癌剤，ステロイ

ドホルモン剤の投与および放射線治療はおこなわれて

いない．

 ADCC活性の測定は，銭谷ら1）により開発された

ADCC Assay Kit（日本抗体研究所）を用いてお

こなった．Kcell populationの検出方法において，

リンパ球の分離調整はヘパリン加末梢血3 mlに5％

ミリカ懸濁液0。3m1を添加し37℃にて1時間incu－

bationした． Ficoll－Conray法にてリンパ球を分離

し，PBSにて2回洗浄後， Fetal Calf Serumを10

％浮遊させたHepes加RPMI 1640にて2×106 cel－

1s／mlに調整しておいた，標的細胞とした羊赤血球は

PBSにて2回洗浄後， PBSにて1×10g cells／mlに

調i整浮遊しPoly－LLysine処理したマイクロプレー

トの各地に10μ1ずつ滴下し，プレートを1500回転に

て10分間遠心した．PBS中にプレートを反転させて

各誌の余分な羊赤血球を除去させ羊赤血球の mono－

1ayerを作製した．調整したリンパ球浮遊液に同量：の

50μg／ml抗羊赤血球家兎血清IgGを加え，これを

マイクロプレートの記法のmonolayer上に2μ1ず

つ添加後，37℃にて3時間incubat三〇nした． incu－

bation後，1％Sea Plaque Agaroscを加えた0．25

％G1utaral Dehydeと0．0003％Brilliant Cresyl

Blueの混合液で固定染色し，各孔のplaque－formi－

ng cellの数とそれ以外のリンパ記数を求め，それら

より plaquc－forming cellsの割合を求め K cell

を同定した．

 さらに健常人において，リンパ球数 2×lo6 cells／

mlにおける抗羊赤血球家兎IgG濃度と plaque－

forming cellsの割合の関係，抗論赤血球家兎血清

IgG 50μ9／mlにおけるリンパ球数とplaque－for－

ming cellsの割合の関係，抗羊赤血球家兎血清IgG

50μ9／mlにおけるincubation時間とplaque－for－

ming cellsの割合の関係についても検討を加えた．

 なお，各測定値の群別比較は原則として，t検定に

よる推計学的検討によって有意差の有無を検定し，有

意水準は5％とした．

成 績

 F三9．1は健常人1例において，リンパ球数2×106

cells／m1での三十赤血球家兎血清IgGの濃度と p－

Iaque－forming ceilsの割合の関係を示しており，抗

体濃度が30 ”9／mlより安定を示し始め，70～80μ9／

m1まで安定化傾向が認められる． IOO yg／mlの抗体

濃度ではやや不安定になることより，30～80μ9／m1

の抗体濃度が至適と考えられた．Fig．2は健常人3

例において，抗羊赤血球家兎血清IgG 50μ9／m1で

のリンパ球とplaque－forming cellsの割合の関係を

示しており，リンパ球数の変化においてもplaque－

forming cellsの割合は5～10％の間に認め，リンパ

球数の変動には左右されず一定値を示した．Fig．3

は健常人3例において，二二赤血球家兎血清IgG 50

μ9／mlでのincubation時間と plaque－forming

cellsの割合の関係を示しており，1時間のincuba－

tionではplaque－forming cellsの割合が低値を示

すものの，2時間以降においては一定値を示した．

 以上の結果より，前述の測定法にて安定したADC－

G活性の成績が得られるものと考えられた．

 膀胱腫瘍患者14例におけるKcellのpoPulation

の平均は4．7±2．0％であり，そのうち最：高値を示す症
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Fig． 5． Comparison of K cell population of
    bladder cancer patients before and after

    operation
    一 ］ow stage ；；・・；； high stage

例は8％であり，最高値を示す症例は2％であった．

いっぽう，泌尿器科的良性疾患患者7例の平均は6・7

±2． 0％であり，健常人6例の平均は7．5±1．5％で

あった．すなわち，膀胱腫瘍患者14例におけるK

cellの．population は泌尿器科的良性疾患患者およ

び健常人のそれと比較して，それぞれに有意の差を認

めた（P＜O． 05，P＜O． Ol）（Fig．4）．

 膀胱腫瘍患者14例における深達度別検討では，10w

stage群であるpT1・pT26例の平均は5・3±2・0％で

あるのに対し，pT3・pT48例のhigh stage群の平

均は4．3±2． 1％Er示した．膀胱腫瘍患者のhigh stage

群はlow stage群に対してより低値を示すものの

有意の差は認めなかった，しかし，high stage群

は泌尿器科的良性疾患患者および健常人と比較した場

合にはそれぞれ有意の差を認めた（P＜0．Ol，0．Ol）．

loW stage群におけ『る同様の検討ではいずれも有意

の差を認めなかった（Fig．4）．

 膀胱腫瘍患者の11症例について，それぞれの手術前

後のKcell populationの変動を検討した．治療法

のうちわけは膀胱全摘術2例，膀胱部分切除術9例で

あり，術後の測定は全症例とも約3週間目におこなっ

た．術前のKcell populationの平均は4．9±1．9％

であるのに対し，術後のそれbX5． 2±2．7％と高値を示

したが有意の差は認められなかった．深達度別の検討

では，low stage群は術前5．3±2．0％が術後に6．2±

2．3％と高値を示したものの有意の差は認められず，

high stagc群では術前4．8±2． 0％が術後に4．6±2．5

％となり術後に低値を示した．

考 察

 Perlmannら2，3）の研究によりAD（XC活性が腫瘍

免疫，自己免疫，移植免疫に関与していることがわか

り，IgG抗体を介するAD（】C活性は生体の重要な

免疫反応の1つとして注目されるようになった．

 ADCG活性の従来の測定法は51Cr release法や

培養細胞の遊離により判定する細胞計測定法がみられ

るが，これらの測定法はアイソトープを使用したり，

培養細胞を用いるために無菌的操作を要するなど非常

に繁難であった．1975年，Bibelfeldら4）はPoly－L－

Lysineでcoatingしたpetri dishに羊赤血球の単

層を作製し，抗体とリンパ球を滴下してplaqueの

形成を測定した．さらに，1979年，銭谷ら1）はpetri

dishのかわりにマイクロプレートをもちいて， K

cell populationを簡便に同定できる方法を報告した．

この測定法はマイクロプレートを用いるために，作

動細胞のplaque形成能を鏡検下に測定できる利点
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がある．さらに，著者の検討でも認められたごとく，

抗体濃度が一定の範囲内であれば安定したplaque－

forming cellsの割合が得られること， plaque－for－

ming cellsの割合がリンパ球数の減少を認める担癌

患者でも測定が可能であること，短時間の培養でも安

定したplaque－forming cellsの割合が得られるため

無菌的操作を必要としないなどの利点があり，いずれ

の施設でも簡便に測定できるものと考えられる．

 自己免疫，腫瘍免疫の作用機序としてADCCの

関与が考えられており，自己免疫疾患に関してはFe－

ldmanら5）をはじめさまざまの報告がみられ6’一10），癌

疾患に関してはTingら11）やStrattonら12）の報告

がみられる．泌尿器科領域の担癌患者におけるADCC

活性の報告は少なく，著者は膀胱腫瘍患者について検

討を加えた．

 著者の成績では健常入のKcell popuiationは

7．5±1．5％であり，この成績はPcrmanら3）および

銭谷ら1）の成績とほぼ一致している．膀胱腫瘍患者の

Kcell populationは4．7±2． O％であり，泌尿器科

的良性疾患患者および健常人のそれと比較して有意に

低く，膀胱腫瘍患者においてもADCC活性の低

下が認められた．深達度別の検討でも，膀胱腫瘍の

high stage群は正・w stagc群，泌尿器科的良性疾患

患者および健常人と比較していずれも有意に低く，胃

癌状態ではADCC の面より検討しても，生体の免

疫機構にとって不利な条件を備えていると考えられ

る．

 二二患者に対して手術や免疫療法などさまざまの治

療法が施されている．その治療効果を免疫能の面より

検討する指標として各種のパラメーターが存在する．

そのパラメーターの1つである ADCC活性にて，

膀胱腫瘍患者における手術前後の変動を検討した．術

後のKce11 populationは術前のそれに比し高値を

示すものの，個々の症例検討では一定の傾向は得られ

ず，さらに深達度別に同様の検討を加えても，1ow

stage群， high stage群のいずれも一定の傾向は得ら

れなかった．このことは，癌の進行度，手術の内容お

よび合併症などの要因がからみあっているためと考え

られた．

 著者は現在まで，二三腫瘍患者における治療によ

る免疫能の効果をT・Bce11の比率， PPDおよび

PHA皮内テスト，マクロファージ遊走阻止試験，1－

gG Fcレセプター陽性Tce11のパラメーターにて検

討してきた．これらのパラメーターは治療による免疫

能の状態をよく反映していると報告13・14）したが，これ

に比しADCG の場合には治療による免疫能の状態

を十分に反映していないと思われた．

 今後，症例数を増やすとともにこれらの課題につい

て検討していくつもりである．

結 語

1．microPlate法によるADCC活性の測定に関し

基礎的検討をおこない，以下の結果を得た．

 1）抗体濃度は30～80μ9／1nlで至適と考えられた．

 2）250・y4000 cells／mlの低リンパ球数でも一定した

plaque－forming cellsの割合が得られた．

 3）incubation t量meは2時間以上が必要と考えら

れた．

 以上の結果より，plaque－forming cellsの割合の

検討には抗体濃度50μg／ml，リンパ引数2×106 cells／

ml， incubation time 3時間という条件にて，リン

パ球中のKce11の割合を同定した．

2．膀胱腫瘍患者14例，泌尿器科的良性症患患者7例

および健常人6例について Kcellの割合を測定し
た．

 膀胱腫瘍患者の Kcellの割合の平均は，対照群

に比し有意に低下していた．さらに，深達止別検討で

もhigh stage群はlow stagc群，泌尿器科的良性

疾患患者および健常人に比し有意に低下していた．

 膀胱腫瘍患者ll例について，手術前後のKcell

の割合の変動を検討したが，low stage群， high

stage群とも一定の傾向は認められなかった．

 本論文の要旨は第29日回本泌尿器科学会中部連合総会にて

発表した．
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