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緒 言

悪性 リンパ腫の予後の改善に伴って晩発性障

害としての2次 癌の発生が大 きな問題 となりつ

つあ り,第1編 で述べたように,自 験例におい

ても化学療法後に悪性 リンパ腫以外の種々の悪

性腫瘍が多発する可能性が示された.そ の原因

として,治 療の影響や免疫異常などのいくつか

の因子が相互に関連して発生するのではないか

と考えられているが,そ の詳細は明らかではな

い.悪 性 リンパ腫患者においてはTリ ンパ球な

どの免疫担当細胞にしばしば異常が認められる

ことはよく知 られてお り,こ れらの異常は長期

にわたり完全寛解(CR)を 持続中の患者におい

ても認められることが報告されている1)-3).一方,

マクロファージやTリ ンパ球 とともに腫瘍に対

する免疫監視機構を担う細胞 として知 られてい

るnatural killer細 胞に関 して長期的に検討さ

れた報告はきわめて少ない.

本論文では,悪 性 リンパ腫患者のnatural

 killer活性(以 下NK活 性)を 長期CR例 を含

めて測定 し,そ の意義について検討 した成績を

述べる.

対 象 と 方 法

1.対 象 症 例

1976年～1991年 の間に岡山大学第二内科で初

回治療が開始されたホジキン病(HD)20例,非

ホジキン リンパ腫(NHL)99例 を対象 としてNK

活 性の測定 を行 った.対 象例 の内訳は表1に 示

す とお りである.悪 性 リンパ腫治療開始時 の年

齢は16歳 ～88歳(中 央値54歳)で あった. NHL

 99例 中79例 はdiffuse type(LSG分 類4))で,

表 面形質 の同定 された74例 中57例 はB細 胞型 で

あった.病 期(Ann Arbor分 類5))は ほぼ均等

に分布 していた.

NK活 性 の測定 は,治 療前,化 学療 法中,お

よびCR時 に 行 ったが,こ の うち治療 前に測定

表1　 対象症例
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した症例 は54例 であった.化 学療法 中のNK活

性 は,間 歇的多剤併用化学療法が行われた症例

を対象 とし,薬 剤投与開始2～3週 後に測定 し

た. CR時 のNK活 性 は,治 療 の種類にかかわ

らず治療終 了後CRを 持続中の症例 を対象 とし

て測定 し,治 療終 了後6ヶ 月か ら1年6ヵ 月の

間に測定 したもの(1年 後), 1年6ヵ 月～2年

6ヵ 月に測定 した もの(2年 後), 3年 以 上 を経

て測定 したもの(3年 以上)の3群 に分 けて検

討 した. NK活 性 の測定は 白血化や合併症 が認

め られない時期 に行 い,対 照 には健常 人17人(年

齢37～59歳,中 央値47歳)を あてた.

2. NK活 性 の測定方法

患者末梢血 よ りHistopaque-1077(SIGMA社

製)を 用いて分離 した単核球をeffector cell(E),

 Cr51標 識K562細 胞 をtarget cell(T)と し,そ

れぞれを牛胎児血清10%を 含 むRPMI1640中 で

2.0×106個/ml, 2.0×105個/mlに 調 整後, 96 well

 microculture plate(Coster社 製No. 3799)に

図1　 悪性 リンパ腫治療前のNK活 性

○はホジキン病, ● は非ホジキンリンパ腫個々

の症例 を示す.

それ ぞれ0.1ml, 0.05mlを 加 え(E/T比20:1)

4時 間培養後に上清中のCr51濃 度 を γ-カ ウン

ター で測定 し,以 下 の式に従 って障害活性(%)

を算定 して, NK活 性 とした6).

NK活 性(%)=

実験群の放射活性-自 然遊離放射活性/

最大遊離放射活性-自 然遊離放射活性
×100

最 大 遊離放射 活性 はeffector cellの 代 わ りに

1% Noidet P-40, 0.2mlを 加 えて測定 した放射

活性,自 然遊離放射活性 はeffector cellの 代 わ

りに10%牛 胎 児血清加RPMI1640, 0.2mlを 加 え

て測定 した放射活性である.測 定 はtriplicateで

行 い,そ の平均値 を測定値 とした.な お,患 者

のNK活 性 は,健 常人対照の平均値-2SD

(SD:標 準 偏差)を 下 回る場合 を低下 とした.

3. NK活 性 以外の免疫 学的パラメーターの測定

NK活 性測定時に適宜, PPD皮 膚 反応, PHA

皮 膚 反応, PHAお よびCon A刺 激 による末梢

血 リンパ球幼若化 試験,末 梢血 リンパ球subpo

pulationの 検 索 を行 った. PPD皮 膚 反応 は0.5

μg/ml濃 度の一般診断用精製ツベルクリン溶液 を,

 PHA皮 膚 反応は50μg/ml濃 度 のpurified PHA

(Wellcome社 製)溶 液 を,そ れ ぞれ0.1ml皮 内

注射 し, PPDは48時 間後, PHAは24時 間 後に

判定 した. PPD皮 膚 反応は,紅 斑 の短径が5mm

以下, PHA皮 膚 反応 は,長 径 と短径 の平均 が25

mm以 下 を陰性 とした.リ ンパ球幼若化試験は,

 5.0×105個/mlの リンパ球 浮遊 液200μlにPHA

また はCon Aを 添 加 し, 5%CO2下 に て37℃,

 64時 間培養後, 3H-サ イ ミジン溶液20μl加 え, 5%

CO2下 に て更に8時 間培養 した後,細 胞をグラス

フ ィルター上に回収 し,液 体 シンチ レー ション

カウンターにて放射活性 を測定 した.そ の値 を

測定値, mitogen無 添加 の検体 をcontrolと し,

両 者の比 をstimulation indexと した.

CD4/CD8比 の算定は,そ れ ぞれのモ ノクロ

ーナル抗体 を使用 したFACS解 析 で行 った
.

4.統 計 処 理

各集 団におけ るNK活 性はmean±2 SEM

(SEM:標 準 誤差)で 表 した.平 均値の検定 は

t検 定に よって行 った.



Natural killer activity in lymphoma 507

図2　 治療前のNK活 性 と年齢 との関係

○はホジキン病, ● は非ホジキンリンパ腫個々の症例を示す.

図3　 治療前のNK活 性と組織型との関係
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図4　 治療前のNK活 性と病期 との関係

○はホジキン病, ● は非ホジキンリンパ腫個々の症例を示す.

図5　 治療前のNK活 性 と細胞型との関係

結 果

1.悪 性 リンパ腫治療前 のNK活 性

1)全 症 例の治療 前のNK活 性

図1に 示す ように,治 療前の悪性 リンパ腫全

症例 のNK活 性 は37.5±4.1(n=54),対 照 で

は41.6±4.7(n=17)で あ り,悪 性 リンパ腫患

者において低 い傾 向が認め られたが,有 意差は

認め られ なか った.患 者のNK活 性 は高値の も

のか ら低値の もの まで幅広 く分布す る傾 向があ

り, 54例 中17例(31.5%)が 低値 であった.

2)患 者 年齢 とNK活 性 との関係

治療 前のNK活 性 を年齢 階級別に図2に 示

す. 10～29歳 で は33.1±13.6, 30～49歳 で は

37.4±9.7, 50～69歳 では37.6±7.9, 70歳 ～ で

は40.7±11.6で あ り,年 齢 による差は認め られ

なか った.

3)組 織 型 とNK活 性 との関係

治療前のNK活 性 を組織 型別 に検討 した成績

を図3に 示す. HDで は39.0±11.7(n=9),

 diffuse NHLで は39.5±6.8(n=35), folli
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図6　 治療前,化 学療法中,な らびに治療終了後の完全寛解時におけるNK活 性

○はホジキン病, ● は非ホジキンリンパ腫個々の症例を示す.

同一症例は直線で結んで示した.

図7　 悪性 リンパ腫長期寛解例におけるNK活 性 と

治療 との関係

○はホジキン病, ● は非ホジキンリンパ腫個々

の症例 を示す.

cular NHLで は34.1±10.2(n=8)で あ り,

組 織型に よる差 は認め られなか った.な お, NK

活性 はdiffuse NHLに お いて低値 の ものか ら

高値 の もの まで幅広 く分布す る傾向が認め られ

た.ま た, NK活 性 が低値 であった症例 は, HD

で は9例 中2例, diffuse NHLで は35例 中11例,

 follicular NHLで は7例 中2例 に認められた.

4)臨 床 病期 とNK活 性 との関係

治療前のNK活 性 を臨床病期別 に図4に 示

す. I期38.9±13.0(n=9), II期39.8±9.3

(n=16), III期31.0±9.5(n=15), IV期42.1±

9.7(n=14)で あ り,病 期 との相関は認め られ

なか った.

5)悪 性 リンパ腫 表面形質 とNK活 性 との関

係

NHL症 例 の治療前のNK活 性 を,表 面形質

による分 類別に図5に 示す. T細 胞 型では41.1±

18.2(n=8), B細 胞 型 では38.9±6.1(n=32)

で あ り,差 は認め られ なかった.
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表2　 治療前 と長期完全寛解時におけ る各種免疫学的パ ラメーター とNK活 性

* 陰性あるいは低下を認めた症例数/検 索例数(%)

表3　 治療前のNK活 性と完全寛解効果

* Clinical stage(臨 床 病 期)

図8　 Intermediate及 びhigh grade非 ホジキンリンパ腫における治療前のNK活 性別生存期間
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2.化 学 療法前後におけ るNK活 性 とその変動

化学療法前,化 学療法 中,な らびにCR時 の

NK活 性 を図6に 示す.

1)化 学 療法中のNK活 性

化学療法 中のNK活 性 は29.4±7.5(n=20)

で あ り,化 学療 法前(37.8±5.2; n=54)な ら

びに健常人対照(41.6±4.7: n=17)よ り も有

意に低値 であ った.こ の うち化学療法前な らび

に化学療法 中ともに測定 した17例 についてみる

と,化 学療法前44.2±9.5,化 学 療法 中30.7±

8.5で あ り,化 学療法中に有意(P<0.01)に 低

値 を示 した.

2) CR時 のNK活 性

CR時 のNK活 性 は,治 療終 了後1年 後には

42.6±7.4(n=29), 2年 後 には42.3±9.9(n=

25), 3年 以 上 では43.2±5.1(n=37)で あ り,

いずれ も健常人対照(41.6±4.7: n=17)と 同

等の値 を示 した.一 方,治 療 中 と比べ ると,治

療終了後の年数 にかかわ らず治療 中よ りも高値

であ り, 1年 後 な らびに3年 以上 において有意

差(P<0.05)が 認 め られた.こ の うち,治 療 中

ならびにCR時 ともに測定 した8例 についてみ

ると,い ずれ もCR時 のほ うが治療中 よりも高

値であった.

CR時 のNK活 性 は,治 療終 了後の年数 にか

かわ らず健 常人対照 よ りも幅広 く分 布する傾 向

が認め られ,低 値 を示す症例 は,治 療終 了後1

年 では29例 中5例(17%), 2年 では25例 中7例

(28%), 3年 以上 では37例 中5例(14%)に 認

め られ た.ま た, CR中 に経時的に測定 しえた症

例につ いてみる と,治 療終 了後に もかな りの変

動が認め られたが,低 値 の症例ではいずれの時

期 にお いても低値に とどまる傾 向が認められた.

なお, CR時 にNK活 性 を測定 した症例 の うち

1例 に,そ の後2次 癌 の発生が認め られた.こ

の症例 のNK活 性は治療終了後2年1ヵ 月の時

点で10.9%と 低 値であ り,そ の1.5年 後 に総胆管

癌 の発生が認め られた.

3.長 期CR例 に おけ るNK活 性 と治療法 と

の関係

NK活 性 を測定 した,治 療終 了後3年 以上 の

CRを 持 続 した37例 について検討 した.治 療 とし

て, 18例 に は多剤併 用化学療法のみが, 16例 に

は化学療法 と放射線照射の併用が, 3例 に は放

射線療法のみが行 われていた.こ れ ら長期CR例

におけるNK活 性は,図7に 示す ように治療法

による明 らかな差 はな く,化 学療法のみが行わ

れた症例 では42.3±7.9,放 射 線照射が併用され

た症例では46.3±7.0で あ った.

4.他 の 免疫学的パ ラメー ター との関係

治療前な らびに治療終 了後3年 以上 を経過 し

た長期CR例 にお いて, NK活 性 測定 と同時点

において検索 した免疫学 的パ ラメーターの成績

を表2に 示す.

HDに お いては,治 療 前にはPPD皮 膚 反応

が検索 された9例 中5例(56%)で 陰性, PHA

皮 膚 反応が7例 中4例(57%)に お いて陰性 で

あ り,比 較的高率に認め られ, NK活 性や その

他 のパ ラメー ター の低 下 が認め られ た症例 は

13～22%と 比 較的低率 であった.一 方,長 期CR

例 に おいてはPHA皮 膚 反応陰性例が6例 中4

例(67%)と 比 較的高率 であ り,他 のパ ラメー

ターの低下 は14～38%に 認 め られたが, NK活

性 の低下例 は認め られなか った.

NHLに おいても治療前には皮膚反応陰性例が

39～42%と 比 較的高率 に認め られた.一 方, NK

活 性 低値例 は33%と 皮 膚反応に次いで高率 であ

った.長 期CR例 で はNK活 性 の低下は29例

中5例(17%)と 比較的 多 くの症例に認め られ,

皮 膚反応陰性例の頻度や, CD4/CD8比 低 下の

頻度 とほぼ同等 であった.

5.治 療 前のNK活 性 と予後

悪性 リンパ腫治療 前にNK活 性 を測定 した54

例 中,化 学療法 あるいは化学療法 と放射線療法

併用 による初 回治療は50例 に行われ,早 期死亡

例1例 を除 く49例 で治療効果判定が可能 であっ

た.こ れ ら49例 中HD 9例,な らびにWorking

 Formulation7)に よ る悪性度分類が可能 であった

NHL 38例 の治療前のNK活 性 と初回治療 によ

るCR率 を検討 した成績 を表3に 示す. HDに

対 して は全症例 にCMOPP-ABV交 替 療 法

(cyclophosphamide, vincristine, procarb

azine, prednisolone併 用 療法 とdoxorubicin,

 bleomycin, vinblastine併 用療法 との交替療法)

が行 われ,一 部に は局所照射が併用 されていた.

 NHLに は全例 にdoxorubicin, cyclophos-
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phamideを 含 む化学療法(CHOP療 法 な ど)が

行 われ, I, II期 症例 にのみ局所照射 が併用 さ

れていた. HDで は全症例がCRに 導入 された.

 Low grade NHLで はNK活 性 が30%以 上 で

あった4例 中2例, 30%未 満 であ った4例 中3

例 がCRに 導 入された. Intermediateお よびhigh

 grade NHLで は, I, II期 症 例はNK活 性 の

低値にかかわ らず全例 がCRに 導入 されたが,

 III, IV期 症 例 ではCR率 はそれ ぞれ9例 中7例

(78%), 6例 中2例(33%)で あ り, NK活 性

30%未 満群 で低 い傾向が認め られた.

これ らの症例 の うち, HDとlow grade NHL

は全 症例 が生存 中である.一 方, intermediateお

よ びhigh grade NHLで は30例 中11例 が腫瘍

死 した.そ の生存期間は図8に 示す ように, NK

活 性 が低い群 で短 い傾 向が認め られた.

考 察

NK細 胞 は,主 としてlarge granular lympho

cyteに 相 当 し,前 感作な しで腫瘍細胞 を非特異

的に障害す るこ とが知 られている8). NK活 性 は

通常,ヒ ト白血病由来細胞株であ るK562に 対 す

る末梢血 リンパ球の障害能 として測定 され るが,

本 活性が宿 主の腫瘍抵抗性 と関連す ることにつ

いては多 くの基礎的研究が行 われてお り,臨 床

的に も,癌 発生 の多い家系ではその活性 が低 い

こと9) 10),腎移 植後11)や先 天性免疫不全症 に癌発

生率が高い ことがNK活 性 と関連 すること12),

な どが報告 されている.

悪 性 リンパ腫 の治療前のNK活 性に関す るこ

れ までの報告 では, HD, NHLと もに治療前 の

活性は対照 と比べ低 下 し13)-16),病 期,組 織型,

年 齢 との間には明 らかな関連が認め られていな

い16) 17).今 回の検 討では,治 療 前のNK活 性 は

低 い傾 向が認め られた ものの,対 照 との有意差

は認め られず,年 齢,病 期,組 織型 との関連 は

認め られなか った.し か しなが ら,治 療 前の症

例 のNK活 性は高値 を示す ものか ら低値 を示す

もの まで幅広 く分布 す る傾 向が認め られた.そ

の理 由は明 らかではないが,悪 性 リンパ腫 患者

において報告 されている多彩な免疫 異常18)が反 映

された結果か もしれない.

種 々の化学療 法剤 がNK活 性 を抑制すること

が報告 されてい るが19)-22),悪 性 リンパ腫 の化学

療法後のNK活 性 の変動について錦織 ら15)は,

 VEPA療 法 後には10日 後 あた りで最低 とな り,

治療が奏功 した症例 では30日 あた りで回復 した

とし, Frydekcaら13)は, MOPPあ るいはCVPP

- ABVD交 替 療法後のHD症 例 では初期にはNK

活性が低下す るものの, CRに 到達すれば化学療

法 を継続 していて も正常範囲に回復 した と報告

している.今 回の検討か らは化学療法 中の変動

の詳細は明 らかにで きなか ったが,化 学療法に

よってNK活 性 は有意に低下 し,そ の影響 は少

な くとも治療終 了後1年 以 内に回復す る もの と

考 え られ た.

悪 性 リンパ腫長期寛解例の免疫能については,

 HDで は治療終了後3～5年 以上 を経たCR例

において もPHAな どのmitogenに 対 す る リ

ンパ球幼若化 反応の低下, Tリ ンパ球 の減少,

 PPD皮 膚反応の減 弱などが認め られたと報告 さ

れている1)-3).ま た,そ の原因について, Fisher

ら2)は, MOPP療 法 あるいはMOPP療 法 に放

射線照射 を併 用 したHDとdiffuse histiocytic

 lymphomaの 長期CR例 につ いて検 討 し, HD

の み にこの ような免疫異常 を認めたこ となどか

ら, HDが 免 疫異常 を背景 として発生 したので

はないか と推測 している.

悪 性 リンパ腫CR例 のNK活 性 は, CR例 で

は対照 と差がみ られないこ とが報告 されている

が13) 15) 23),多 くは治療終 了後短期 間に検討 された

成績 であ り,長 期CR例 のNK活 性 に関 して

検討 された報告は きわめて少 ない. Liberatiら24)

は 治療終 了後3年 以上 を経 た9例 を含 む33例 の

HD患 者 について, NK活 性 を含む種 々の免疫

学的検索 を行 ってい るが, NK活 性 に関 しては

対照 との差が認め られなか った と述べ ている.

今 回の対照例の 多 くはNHLで あ ったが, HD

を含 め治療終 了後3年 以上 を経 た長期CR例 が

37例 含 まれてお り,最 長例 では12.5年 に 達 して

いた. CR例 のNK活 性 の平均値 は,治 療終了

か らの期 間にかか わらず対 照 とほぼ 同等 であっ

たが, NK活 性 は治療前 と同様 に高値か ら低値

まで幅広 く分布す る傾向が認め られ,低 値の ま

まで経過 す る症例 も存在 した.そ の原因は明 ら

かではないが,少 な くとも一部 には,悪 性 リン
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パ腫発症前よりNK活 性がすでに低値であった

症例が含まれている可能性があろうか と思われ

る. NK活 性 と2次 癌 との関連は明らかにでき

なかったが, CR中 にNK活 性が低値であった

1例 にその発生が認められ,今 後 さらに追跡す

る価値があると考えられた.他 の免疫学的パラ

メーターと比較した場合には, NHL長 期CR例

においてNK活 性の低下が比較的高率に認めら

れた.以 上の成績より,長 期CR例 を含むNK

活性の測定は,特 にNHLの 免疫能低下を捉え

るために有用と考えられた.

治療前のNK活 性 と予後について検討された

報告では, NK活 性低下例でCR率 が低 く,生

存期間も短期であったと報告されているが17),多

数例で検討された成績はなく,そ の予後因子 と

しての意義は明らかにされていない.自 験例に

おいては, intermediateお よびhigh grade NHL

進行例において, NK活 性の低値例にCR率 が

低 く,生 存期間が短い可能性が示されており,

今後検討の価値があると思われた.

結 論

2次 癌の原因の一つとして免疫異常との関連

が想定されているが,腫 瘍に対する免疫監視機

構を担う細胞の一つ としてNK細 胞が知られて

いる.そ こで長期完全寛解例を含めた悪性 リン

パ腫症例のNK活 性を検討し,以 下の結論を得

た.

1.悪 性 リンパ腫治療前のNK活 性は,低 値を

とる傾向が認められたものの対照 との有意差

はなく,年 齢,病 期,組 織型との関連は認め

られなかった.そ の活性は,高 値を示すもの

から低値を示すものまで幅広 く分布する傾向

が認められたが, 54例 中17例(31%)が 低値

であった.

2.化 学療法後のNK活 性は治療前ならびに対

照 よりも有意に低値であ り,同 一症例の追跡

においても化学療法によって有意に低下する

ことが示された.

3.治 療終了後約1年 以上を経たCR例 のNK

活性の平均値は対照とほぼ同等であった.そ

の活性は,寛 解期間の長短にかかわらず治療

前 と同様に,高 値から低値まで幅広い分布 を

示す傾向が伺われたが, 1年 後には29例中5

例(17%), 2年 後には25例 中7例(28%),

 3年 以上では37例中5例(14%)で 低値であ

った.

4. NHL長 期寛解例においては, NK活 性の

低下がPPDお よびPHA皮 膚反応陰性率,

 CD4/CD8比 の低下,末 梢血 リンパ球幼若化

試験の減弱などと比べ比較的高率に認められ

た.

以上の結果より, NK活 性の測定は,長 期CR

例を含めた悪性 リンパ腫患者の免疫能の評価に

有用 と考えられた.

稿を終えるにあたり,御 指導,な らびに御校閲を

賜った恩師木村郁郎教授に深謝するとともに,終 始

懇切なる御指導と御助言を頂いた大熨泰亮助教授,

林 恭一講師に深謝の意を表します.

なお,本 論文の要旨は平成3年4月,第53回 日本

血液学会総会(京 都)に おいて発表した.
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Studies on malignant lymphoma

Part 2. Natural killer activity in patients with malignant lymphoma
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The natural killer (NK) activity of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from patients 

with malignant lymphoma was examined. In 54 untreated patients, the mean NK activity did 

not differ significantly from that in healthy controls. However, 17 (31%) of 54 patients 

showed low NK activity. NK activity did not correlate with the stage, histologic type or 

patient age. Significant reduction of NK activity was observed during combination chemo

therapy. The mean NK activity in complete respondors (CRs) did not differ significantly from 

that in healthy controls. However, 5 (14%) of 37 patients who were disease-free for more than 

3 years showed low NK activity. Low NK activity was frequently observed in long-term CRs 

with non-Hodgkin's lymphoma compared with negative PPD skin test, negative PHA skin 

test, low CD4/CD8 ratio and decreased response of PBMC to PHA and/or Con A. These 

results indicate that patients with malignant lymphoma have decreased immunity even while 

in long-term continuous remission and that measuring NK activity is useful for evaluating 

their immunologic status.


