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緒 言

消化器癌の治療において,肝 転移の予防と治

療は重要 な位置 を占めている.担 癌宿主は免疫

系によって担われている腫瘍に対する抵抗性 を

そなえてお り,肝 転移 の成立および進行には全

身的な免疫能だけでな く肝局所 の免疫状態が大

きな影響 を及ぼす と考 えられる.宿 主の多面的

な生物学的反応 を修飾す ることにより治療効果

を得 ようとする物質あるいは試みはbiological

 response modifier (BRM)と 呼 ばれている.イ

ンター ロイキン2(interleukin 2; IL-2)はT細

胞増殖因子 として発見されたサイ トカインであ

り, T細 胞 やnatural killer (NK)細 胞 を活性

化 し細胞障害活性 を誘導 して抗腫瘍性 を発揮す

るBRMで あ る1). PSKは 担子菌カワラタケ

(Coriolus vesicolor)の 菌子体 より抽 出された

多糖体であり,担 癌による免疫抑制状態を改善

することに より抗腫瘍効果を発揮するBRMで

あ る2,3).そ こ で,肝 転移の成立 と進行におけ る

肝局所免疫の意義 を明らかにする目的 で,マ ウ

ス肝転移モデル を用いてIL-2とPSKの 併用

による肝転移抑制効果 と肝非実質細胞の細胞障

害活性ならびにaccessory機 能 について検討 し

た.

材 料 と 方 法

1.　実 験 動 物

6週 齢の雄性GDF1マ ウ ス(雄 性DBA/2マ

ウスと雌性BALB/cマ ウス とのF1)(SLC,浜

松)を 用いた.

2. 肝転移 モデルの作製

エーテル麻酔下にマウスを開腹 し, BALB/c

マウス由来colon 26大 腸 癌細胞4)1×104個 を0.5

mlのHanks液 に溶解 し, 30ゲ ー ジ注射針 を用

いて門脈内に接種 した.

3. 薬剤 およびその投与方法

PSK(呉 羽化学,東 京)500mg/kgを 腫瘍接種

翌 日より連 日3週 間ゾンデを用いて経 口投与 し

た.遣 伝子組替 えヒ ト型IL-2(塩 野 義製薬,大

阪)3.5×103 JRU/匹 の5日 間の腹腔 内投与 と2

日間の休薬を3回 繰 り返 した.非 投与対照群,

 PRK単 独 投与群, IL-2単 独 投与群, PSK+IL-

2併 用投与群の4群 を設けて各群8匹(n=8)

で治療実験を行 った.

4. In vivo抗 腫 瘍効果の判定

腫瘍接種後21日 目にマウスを屠殺 し,肝 転移

結節数 と転移肝重量 を測定 した.ま た,屠 殺 し

ない群 を設けて生存期間 を観察 した.

5. エ フェ クター細胞の分離

脾臓のエフェクター細胞の分離は,屠 殺 した

マウスよ り無菌 的に摘出 した脾臓 を培養液 中で

圧挫 し, 150号 メ ッシュを通 して細胞浮遊液 を得

た.こ の細胞浮遊液から0.83%塩 化 アンモニウ

ム-Tris緩 衝 液で赤血球 を除 き, 3回 洗浄後培養

液に浮遊 して脾細胞 とした.ま た,脾 細胞中の

プラスチック非付着細胞をnylon wool columnn

にか け6),通 過 細胞を脾 リンパ球 とした.

肝臓のエフェクター細胞の分離はWiltroutら

の方法5)に準 じ,ま ずマ ウスをエーテル麻酔下に
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開腹 し,門 脈に挿入 した27ゲ ージ注射針から37℃

に加温 したMg2+, Ca2+非 添 加Hanks液 で肝

臓を前灌流 して肝臓内血液 を除去 した.次 に,

加 温 した0.05% collagenase(和 光 純薬,大 阪)

含有Hanks液 で 更に灌流 を行い,灌 流後直ち

に肝臓 を摘出 した.氷 冷培養液中で摘 出肝臓 を

細切 し, 150号 メ ッシュ を通 して細胞浮遊液 を得

た.こ の浮遊液 を50G, 3分 間遠心 し,沈 渣 と

なる肝実質細胞 を除去 した.こ の操作 を3回 繰

り返 した後3回 洗浄 し,培 養液に浮遊 して肝非

実質エ フェクター細胞 を得た.ま た,肝 臓エフ

ェクター細胞をプラスチックシャー レで2時 間

培養 し,付 着細胞を得,そ の90%以 上 がクッパ

ー細胞であ り便宜上
,肝 非実質細胞中の付着細

胞 をクッパー細胞 とした.

6. 培 養 液

細 胞 培 養 に は10%牛 胎 児 血 清(GIBCO, Grand

 Island, USA), 25mM HEPES緩 衝 液, 100U/

mlペ ニ シ リ ンG, 100μg/mlス トレ プ トマ イ シ ン

を含 むRPMI 1640培 養 液 を 用 い, 37℃, 5% CO2

の 条 件 下 で 培 養 した.細 胞 の 洗 浄 に はphosphate

 buffered saline (PBS)を 用 い た.

7. 細 胞障害試験

マ ウスnatural killer (NK)活 性 測定の標準

的標的細胞であるA/Snマ ウス由来 リンパ腫株,

 YAC-1細 胞7)1×106個/0.5mlを100μCi Na251

 Cro4 (New England Nuclear, Boston, USA)

で1時 間標識 し,培 養液にて3回 洗浄後細胞障

害試験に使用 した.各 種 濃度のエフェクター細

胞浮遊液0.1mlと 標 識 した標的細胞1×104個/

0.1mlを96穴 組 織培養プレー ト(FALCON 3077,

 Becton Dickinson, Lincoln Park, USA)に1

群3穴 で混合 して加え, 4時 間培養 した.培 養

終了後,上 清に解離 した51Crの 放射活性をガン

マカウンターで測定 した.対 照群はエ フェクタ

ー細胞 を除いた培養液 を加えたものとし
,総cpm

 (count per minute)は 標 識された標的細胞の

全cpmと して,細 胞障害活性 を% cytotoxicity

として以下 の式で算出した.

%  cytotoxity=
実 験群cpm-対 照群cpm/

総cpm-対 照 群cpm
×100

細胞障害活性試験は,各 実験群3匹 より得たエ

フェクター細胞 を混合 して用いた.ま た,同 じ

細胞障害活性試験 を3回 行った.

8. Accessory機 能 試 験

BRM投 与 マウスおよび非投与対照マウスの肝

臓 より得 られた クッパー細胞を正常脾 リンパ球

に5%の 割合で混合 し, IL-2 300JRU/mlと 共

に12時 間培養 した後, YAC-1細 胞 を標的細胞 と

す る細胞障害活性 を測定 した.ク ッパー細胞は,

各 実験群3匹 より得 た ものを混合 して用 いた.

また同 じaccessory機 能 試験 を3回 行 った.

9. 抗マウス主要組織適合抗原複合体抗体処理

クッパー細胞106個 に対 して抗マウス主要組織

適合抗原複合体(MHC)ク ラスⅡ抗原の Ⅰ-A領

域に対す る単 クローン抗体,抗I-Ad (Becton

 Dickinson) 20μgを 加え, 4℃ に て1時 間処理 し

た後PBSに て洗浄 して培養液に浮遊 した.対

照 としてマウスIgGに よって同様に処理 した群

を設けた. Flow cytometryを 行 う場合には,

この一次抗体処理細胞に二次抗体 としてfluores

cein isothiocyanate (FITC)標 識ヤギ抗マウス

IgG (Becton Dickinson) 5μgを 加 え, 4℃ に

て1時 間処理 した後, FACScan (Becton Dick

inson)に て 陽性細胞比率 を計測 した.各 実験群

3匹 より得 た肝非実質細胞を混合 して用いた.

10. 統 計 解 析

有 意 差 検 定 に はStudent's t testを 用 い, p<

0.05を 有 意 差 あ り と し た.

結 果

1. 生存期 間におよぼすPSK, IL-2投 与 の

効果

腫瘍細胞を門脈 内に接種 した後, PSKの 経 口

投与 とIL-2の 腹 腔内投与を行 い,そ の生存期間

を観察 した. PSK, IL-2単 独 投与群の平均生存

日数は各々40.3±9.2日, 40.9±9.9日 で あり,

対照群34.1±8.4日 に比べわずかに延長 したもの

の有意差は認め られず, 55日 以 内にすべ て死亡

した. PSK+IL-2併 用 投与群の平均 生存 日数

は63.0±23.7日 で あ り,他 の3群 に比べ有意な

生存の延長(p<0.01)が 認め られた(Fig. 1).

2. 肝転移結節数 と転移肝重量におよぼす

PSK, IL-2投 与 の効果

腫瘍接種 後21日 目の肝転移結節数は, PSK,
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IL-2単 独 投与群では対照群に比べ減少傾向はあ

るものの有意差は認め られなか った. PSK, IL-

2併 用投与群では対照群(p<0.01),各 々 の単

独投与群(p<0.05)に 比べ有意 な減少が認めら

れた(Fig. 2).転 移 肝重量 も肝転移結節数 と同

様に, PSK+IL-2併 用 投与群 は対 照群(p<

0.01),各 々 の単独投与群(p<0.05)に 比べ有

意に低値であった(Fig. 2).

Fig. 1　 Effects of PSK and IL-2 on the duration

 of survival. The duration of survival

 was compared among control group (△)

and groups of mdce treated with PSK

 (▲) or IL-2 (○) alone and in combination

 (●).

Fig. 2　 Effects of PSK and IL-2 on the number

 of metastatic lesions in,　and the weight

 of, the liver in a mouse model of hepatic

 metastases.

3.　肝非実質細胞の細胞障害活性にお よぼす

PSK, IL-2投 与 の効果

正常マウスにPSK, IL-2を3週 間投与 し,

肝非実質細胞のYAC-1細 胞 を標的細胞 とする

細胞障害活性 を測定 した. PSK, IL-2単 独 投与

群のNK活 性 は非投与対照群に比べわずかに増

強したが有意差 はな く,両 者の併用投与群では

他の3群 に比べ有意な(E/T比100でp<0.05)

増 強が認め られた(Fig. 3).肝 非実質細胞中の

プラスチ ック付着細胞(ク ッパー細胞)に は細

胞障害活性が全 く認め られず,こ こで検出 され

る細胞障害活性のエ フェクター細胞はすべて非

付着細胞に存在 した.

Fig. 3　 Effects of PSK and IL-2 on NK activity

 of hepatic non-parenchymal cells. The

 cytotoxic activity against YAC-1 target

 cells was measured with hepatic non

parenchymal cells from untreated mice

 (△)and mice treated with PSK (▲) or

IL-2 (○) alone and in combination (●).

4.　 ク ッパ ー 細 胞 のaccessory機 能 に お よ ぼ す

PSK, IL-2投 与 の 効 果

正常マウス脾 リンパ球 にクッパー細胞を混合

して300JRU/mlのIL-2と 共 に12時 間培養する

と,ク ッパー細胞 を加えなかった場合に比べ有

意に高い細胞障害活性が認め られた.著 者はこ

の作用 をクッパー細胞のaccessory機 能 と名付

け,そ のPSK, IL-2投 与 に よる影響 を検討 し

た. IL-2を3週 間投与 したマウスのクッパー細

胞のaccessory機 能 には変化が認め られなかっ

たが, PSKを3週 間投与 した場合には対照群に
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比べ有意なその機能の増強(E/T比50でp<

0.05)が 認められた(Fig. 4).ま たこのaccessory

機 能 は,液 性成分 のみが通過 し細胞成分が通過

しない膜を隔てて クッパー細胞 と脾 リンパ球 を

培養 した場合 には認め られなか った.

5. クッパー細胞の主要組織適合抗原複合体

クラスII抗原の発現におよぼすPSK投 与

の効果

Fig. 4　 Enhancement of accessory function of

　 Kupffer cells by PSK. Kupffer celles

 from untreated mice (○) and mice treat

ed with PSK (●) were added to normal

 spleen lymphocytes. △: No Kupffer

 cells were added.

Fig. 5　 Effects of anti-MHC class Ⅱ antibody on

 accessory function of Kupffer cells.

 Kupffer cells from mice treated with

 PSK were treated with anti-MHC class

 Ⅱ antibody (○) or control IgG (●) and

 were added to normal spleen

 lymphocytes. △: No Kupffer cells were

 added.

Table 1.　Effects of PSK on Kupffer cells expressing MHC class Ⅱ antigen

α Data represent percentaee.

PSK投 与によるクッパー細胞の主要組織適合

抗原複合体(MHC)ク ラ スⅡ抗原の発現の変化

をフローサイ トメー ター を用いて観察 した.ま

ず肝非実質細胞中のマ クロフ ァー ジ(ク ッパー

細胞)比 率 をlight scatteringに よ り測定す る

と,ク ッパー細胞はPSKの 経 口投与によ り3.6

%か ら8.2%に2.3倍 の増加が認め られた.次 に

クッパー細胞中のMHCク ラスⅡ抗原陽性細胞

比率 を測定すると,対 照群33%, PSK投 与 群39
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%で あ り6%の 増加が認め られた.従 って,肝

非実質細胞 中に占めるMHCク ラスⅡ抗原陽性

クッパー細胞の比率 は, PSK投 与 により1.2%

か ら3.2%に2.7倍 の増加が認め られる結果 とな

った(Table 1).

6.　抗MHCク ラスⅡ抗体のaccessory機 能

におよぼす作用

PSKを3週 間経 口投与 したマウスか ら分離 し

たクッパー細胞を抗MHCク ラスⅡ抗体で処理

し,そ のaccessory機 能 を測定 した.ク ッパー

細胞のaccessory機 能 は抗MHCク ラスⅡ抗

体処理 により部分的に抑制 され,そ の抑制率 は

E/T比100で25.8%で あ った(Fig. 5).

考 察

消化器癌において肝転移は予後におよぼす影

響が大きく,そ の治療成績の向上には肝転移の

予防,治療が重要である.肝転移再発症例では,

原発巣の初回手術時にすでに微小肝転移巣が存

在していたと考えられ,こ の微小肝転移巣の存

在頻度が予後を大きく左右することが指適され

ている8).従って,現在まだ確立されていない微

小肝転移巣に対する有効な治療法の開発が消化

器癌患者の予後を向上させ る有力な手段となる

と考えられる.

マウス肝転移モデルを用いた本研究によって,

単独では有意な抗腫瘍効果の得られない異なっ

た作用をもつ2つ のBRM, PSKとIL-2を 併

用投与することにより大腸癌細胞の肝転移が抑

制され,著 しい生存期間の延長が認められるこ

とが明らかになった.そ の肝転移の抑制の程度

が肝内に存在するリンパ球の細胞障害活性の程

度と相関することは,肝 臓局所の免疫状態によ

り肝転移が抑制されることを表しており,肝 臓

局所免疫の有効な賦活が肝微小転移巣の形成と

増殖を抑制する新たな肝転移治療法となりうる

ことを示している.

一般に
,腫 瘍が宿主の免疫系に より排除され

るためには抗腫瘍エフェ クター細胞が腫瘍局所

に集積 し,な おかつこれらの細胞は活性化され

ている必要がある. IL-2は 強 力なリンパ球活性

化作用 をもち, NK細 胞やT細 胞にはたらいて

MHC非 拘束性細胞障害活性(NK活 性)を 著

しく増強する9). IL-2の 全 身投与は全身のリンパ

球 を活性化するものの腫瘍局所への選択性が乏

しく,そ の大量投与は全身の血管透過性の亢進

に代表 される重篤な副作用を惹起する10).従 って

投与量は制限され,本 研究にみ られ るように単

独投与による抗腫瘍活性は期待 し難い.一 方,

経 口投与 されたPSKは 腸管か ら吸収 され全身

の臓器に分布す るが,そ のなかで肝臓への集積

が特に著 しい.全 投与量の11.5%が 肝 臓に認め

られ,肝 内に取 り込 まれたPSKは クッパー細

胞の細胞質に認められる11).ク ッパー細胞はPSK

を貧 食す ることにより,本 研究でMHCク ラス

Ⅱ抗原陽性細胞の増加 とaccessory機 能の増強

として検出された活性化が生 じるもの と思われ

る.活 性化 した クッパー細胞単独では4時 間の

細胞溶解試験で検出される腫瘍細胞障害活性を

示 さず,肝 臓か ら腫瘍細胞 を排除するためには

肝臓内局所 リンパ球の有効 な活性化が必要であ

る. PSK経 口投与は選択的に肝臓内のエフェク

ター細胞の活性化 をもた らすが,結 果に示 され

てい るようにその単独投与では肝転移抑制作用

を発揮す るには不十分である.ク ッパー細胞の

acccessory機 能 は, in vitroの 実験に よって明

らかなようにIL-2の 存在下に リンパ球の強力な

細胞障害活性を誘導す る.従 って, PSKの 経 口

投与に安全に投与可能なIL-2の 全 身投与を併用

した場合,選 択的に肝臓内 リンパ球の細胞障害

活性が強力に誘導され,肝 転移が抑制 されて生

存期間が延長 したもの と考え られる.

クッパー細胞 とIL-2に よって誘導 されるリン

パ球細胞障害活性の増強がRosenbergら の報告

したIL-2単 独 によって誘導されるlymphokine-

activated killer (LAK)細 胞9)と大 きく異なる

点は,必 要 とされるIL-2の 濃度 と誘導時間であ

る. LAK細 胞 の誘導には比較的大量のIL-2を

要 し,そ の リンパ球培養 による誘導時間 も3日

間以上 を必要 とす る.従 って,副 作用の強い高

濃度のIL-2を 長 時間生体内で維持することがで

きないため, LAK細 胞 を生体 内で誘導すること

は困難である.こ のためLAK療 法 は体外での

リンパ球培養を必要 とするex vivoの 治 療法 とな

らざるをえない18.そ の点,本 研究で採用 した低

用量IL-2の 全 身投与にPSKの 内服 を併用す
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るBRM療 法は,生 体内,特 に肝臓内に細胞障

害活性をもつ抗腫瘍エフェクター細胞を誘導す

るため簡便性において優れている.

肝臓内に存在するMHC非 拘 束性細胞障害活

性(NK活 性)を もつ抗腫瘍エフェクター細胞

は肝非実 質細胞分 画 にの み認め られ, large

 granular lymphocyte (LGL)の 形 態を示す12).

肝非実質細胞分画のLGLに はNK細 胞, γδT

細胞が含 まれてお り13), PSKの 経 口投与により

細胞数 の増加 とキラー活性の増強が認め られ

る12).

ク ッパー細胞が示すaccessory機 能 の詳細な

機序は明らかでない. IL-12は,主 にマ クロファ

ー ジによって産生 され
, NK細 胞 とT細 胞には

たらいてインターフェロン(interferon; IFN)

γの産生 を誘導す るとともに細胞障害活性 を増

強す るサイ トカインである14). IL-12のNK細

胞に対す る細胞障害活性増強作用は, IFN-α や

IL-2と 比較すると1/100か ら1/1000の 濃度で数

時間以内に誘導 されること, IL-2に よる細胞障

害活性増強作用 と相条効果 を示すこ とか ら15),

本 研 究で観察 されたaccessory機 能 が クッパー

細胞により産生 されたIL-12を 介 して作用する可

能性がある.し か し,こ のaccessory機 能 の誘

導にはクッパー細胞 とリンパ球の直接の細胞間

接触を必要 とす るこ とより,そ の可能性は否定

的である.

また, IFN-γ はNK細 胞 とT細 胞か ら産生 さ

れ るサ イ トカインであ りNK活 性 を増強す る.

リンパ球分画に含まれるNK細 胞 とT細 胞が ク

ッパー細胞 との直接接触に より細胞膜結合型共

刺激分子(costimulatory molecule)か らの刺

激を受けてIFN-γ を産生 し,産 生 されたIFN-γ

がIL-2の 存在下でNK細 胞 とT細 胞の細胞障

害活性 を増強す る可能性がある. NK細 胞 やT

細胞か らのIFN-γ の産生にはMHCク ラ スⅡ

陽性細胞の存在が必要であり14),ク ッパー細胞の

accessory機 能 が抗MHCク ラ スⅡ抗体 により

部分 的に阻害 され たことは,こ のaccessory機

能 の発現機構にIFN-γ が,少 な くとも部分的に

関与す るこ とを示唆 している.

細胞接着分子は,単 なる細胞間の結合を司る

だけでなく接着により細胞内へのさまざまなシ

グナル伝達 を行 っている16).従 って,ク ッパー細

胞の細胞膜上に存在 しNK細 胞を刺激する共刺

激分 子として接着分 子を想定す ることができる.

 CD54 (intercellular adhesion molecule

 (ICAM)-1)やCD 58 (leukocyte functional 

antigen (LFA)-3)は ク ッパー細胞 に発現 して

お り,細 胞障害活性 をもつ リンパ球上に発現 し

ている各々の リガン ド, CD11a/CD18(LFA-1)

やCD2 (LFA-2)と 結 合 して細胞障害活性 を

増強 しうる.ま た, T細 胞 の場合には,ク ッパ

ー細胞上のMHCク ラスⅡ抗原やB7分 子がT

細胞上のそれぞれの リガン ド, CD4やCD28と

結合 してIFN-γ の産生 を誘導し, IL-2の 存在下

でキラー細胞の細胞障害活性 を増強す ることが

考えられる. B7の 機 能の発現はMHCク ラス

Ⅱ抗原に依存 しているめ17),こ の両者によるリン

パ球の活性化経路は抗MHCク ラ スⅡ抗体によ

って抑制 される.

本研究によって消化器癌の肝転移の成立と増

殖に肝臓局所の免疫状態が大きく関与しており,

肝臓局所のキラー リンパ球の有効な賦活により

肝転移病巣の治療が可能であることが明らかに

なった.そ のためには異なった経路からの作用

の異なる2種 類のBRM, IL-2とPSKの 併用

投与が有効であり,臨 床的に微小肝転移巣に対

して試みる価値のある治療法であると考えられ

る.

結 論

マウス肝転移 モデル を用 いて,単 独では効果

の認め られ ないPSKの 経 口投与 とIL-2の 全

身投与 を併用す るこ とによ り大腸癌 の肝転移が

抑制 され,著 しい生存期 間の延長が得 られるこ

とが明 らかになった.そ の機序 として, PSKに

よ り活性化 された クッパー細胞が直接の細胞接

触によって, IL-2に よ り活性化 された肝非実質

細胞 中の リンパ球のMHC非 拘 束性細胞障害活

性を更に増強す ることにより治療効果が もたら

され ると考えられた.

稿 を終えるに当たり,終 始懇切なる御指導,御 校
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Efficacy of a combination therapy with two biological response modifiers (BRMs), oral PSK 

and systemic IL-2, was evaluated in a mouse model system of hepatic metastasis from colon 

cancer. Hepatic metastasis was significantly suppressed and the duration of survival was 

significantly prolonged by combination therapy, but not by either therapy alone. The thera

peutic effects were attributable to the mechanism that non-MHC restricted cytotoxicity of 

hepatic non-parenchymal lymphocytes activated by IL-2 was augmented by PSK-activated 

Kupffer cells with direct cell-to-cell contact. These results suggest that local immunity in the 

liver plays an important role in the formation and development of hepatic metastasis and that 

the combination of these two BRMs may provide an effective new clinical therapy.


