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緒 言

悪性腫瘍患者において腫瘍関連抗原に対する

細胞性免疫能が存在することは各種のin vivo,

 in vitro検 索 法により次第に明 らかにされてい

る.悪 性 リンパ腫においても腫瘍免疫学の進歩

に併 い,免 疫担当組織である リンパ網内系に原

発す る腫瘍 という観点か ら注目されているが,

特 異的細胞性免疫応答について系統的な研究報

告はあま りみ られない.

著者は第1編 で述べたClausenのagarose

 plate法 に よる白血球遊走阻止試験1) leukocy

te migration inhibition test(以 下LMITと 略

す)を 応用 し,悪 性 リンパ腫患者において, ①

生検 リンパ節細胞を用いる自己及び同種の系の

超音波膜破砕抽 出抗原による検討, ② 培養 リン

パ系腫瘍細胞の3MKCl抽 出抗原に よる検討,

 ③ 患者血清中の免疫抑制 因子の検討 を行ったの

でその成績 を報告す る.

対象および方法

第1節　 対象

対象は岡山大学第2内 科に入院し,組 織診に

て悪性 リンパ腫 と確診しえた症例 であ り,生 検

リンパ節細胞を用いる超音波膜破砕抽 出抗原EU

よ るLMITは25例,培 養 リンパ 系腫瘍細胞の

3MKCI抽 出 抗原に よる検討は32例 を,患 者

血清中の免疫抑制 銅子の検討は50例 を対象症例

とした.

第2節　 方法

第1項　 生検 リンパ節の超音波膜破砕抽出抗

原の作製:

生 検で得 られた80～90%以 上腫瘍細胞で占め

られている リンパ節,及 び正常 リンパ節 を無菌

的に細切後, homogenizeし た.こ れを超音波

処理(300mA, 5分 間)し た後, 13,000×G, 30分

間遠沈し,そ の上清を粗抗原とし蛋白濃度を測

定 し-80℃ に分注保存 した.

第2項　 培養 リンパ系腫瘍細胞の3MKC1

抽 出抗原の作製

用いた培養細胞株は急性 リンパ性白血病患者

より樹立されたT cell由 来 のTALL-1, B cell

由来 のBALL-1, null cell由 来 であるNALL-

12),そ してEBウ イルス陰性Burkittリ ンパ腫

由来細胞株3)の 計4種 類である.こ れらの培養

細胞を3×108/mlに 調 整 し, Hanks液 で 洗滌

後, 3M KCI液 を10倍 量加 え, 4℃, 24時 間

攪拌 した.つ いで4℃ で100,000×G, 60分 間遠

沈し,上 清 をリン酸緩衝液で24-32時 間透析 し

た.さ らに4℃ で100,000×G, 30分 間遠沈し,

上 清をmillipore filter (0.45μm)に 通 して抽

出抗原液 とした.健 康人白血球に対する非特異

的遊走 阻止反応の検討から,い ずれの抽出抗原

も500μg/ml蛋 白濃度 を至適濃度 として用いた.
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なお各々の抽出抗源について以下, T-Ag, B-

Ag, null-Ag, Burkitt-Agと 略 記する.

第3項　 LMIT

第1編 と同様にClausenの 開 発したagarose

 plate法 を改良 したAxら の方法4)に 準じた.

 LMITの 実施にあたってはtriplicateで 行い,

抗 原非添加培養平均遊走面積に対する抗原添加

培養の平均遊走面積の比を遊走指数(以 下M.

 I.と 略 す)と して算定 した(図1).

図1.白 血球遊走阻止試験

第4項　 患者血清中の免疫抑制因子

PPD皮 内反応陽性の健康 人白血球2×107/

mlをPPD 50μg/mlと 反応 させたのち,さ ら

に患者血清 を20%濃 度 となるよう添加 し,そ の

遊走阻止の抑制指数 を算定 した.す なわち, co

ntrolと してのAB型 血 清添加時の平均遊走面

積に対する,患 者血清添加培養の平均遊走面積

の比を%blocking index(以 下%B. I.と 略 す)

で表わした.

% B.I.=(患者血清添加時平均遊走面積
/control AB型 血清添加時平均遊走面積

リ-1 )
×100

結 果

第1項　 超音波破砕抽出抗原による検討(図

2).

図2. Leukocyte migration inhibition test in pa

tients with malignant lymphoma

悪 性 リ ンパ 腫 リン パ 節 抽 出 抗 原 に 対 して 健 康

人 白 血 球 のM. I.は0.97±0.08(平 均 ± 標 準 偏

差, n=17)を 示 し,正 常 リ ン パ 節 抽 出 液 に 対

して 悪 性 リン パ 腫 患 者 白 血 球 のM. I.は1.00±

0.07(n=6)を 示 した.各 々 の 平 均 よ り2SD

を 減 じた 値 が0.81, 0.86を 示 し た の で, 0.80以

下 をLMIT陽 性 例 と判 定 した.悪 性 リ ンパ 腫

25例 に つ い て 自 己 の 系 で 検 討 す る と11例(44%)

が 陽 性 を示 し, M. I.の 平 均 は0.84±0.12で あ っ

た.組 織 型 別 に み る と ホ ジ キ ン病 で は5例 全 例

陰 性,細 網 肉 腫 で は9例 中5例(55%)が 陽 性,

リ ンパ 肉腫 で は8例 中4例(50%)が 陽 性 で あ

り, Burkitt typeで は2例 中1例(50%)が 陽

性 で あ っ た.同 種 の 系 で は 悪 性 リ ンパ 腫21例 中

4例(19%)が 陽 性 を 示 し, M. I.の 平 均 は0.94

±0.11で あ っ た.自 己 の 系 に お け るM. I.は同 種

の 系 あ る い は 健 康 人 のM. I.と 比 較 し て 有 意(P

<0.05)に 低 値 を 示 した.自 己 の 系 に お い て,

臨 床 病 期 別 に 陽 性 率 を み る と, I期 で は3例 中

1例(33%), II期 で は4例 中2例 （50%), III期

で は5例 中3例(60%), IV期12例 中5例((41%)
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が陽性であった.化 学療法によるM. I.の 変 動

(図3)を み ると, LMIT陽 性例6例 の うち完全

図3.  Follow-up study of migration inhibition re

sponses after chemotherapy in patients 

with malignant lymphoma

図4. LMITと 皮膚反応

寛解に達 した4例 と化学療法無効 で進展 した症

例1例 はいずれ も陰性化 し, 1例 の部分寛解例

は不変であった.再 発を示した4例 中2例 は陽

性 を示 し,そ のうち1例 は再度の完全寛解にて

陰性 化 し た もの の,そ の 後 の 再 発 で 再 び 陽 性 化

した. LMIT陽 性 の4例 中3例, LMIT陰 性 の

7例 中2例 が 自 己の 腫 瘍 細 胞 抽 出 抗 原 に よ る 皮

膚 反 応 で 陽 性 を示 し, LMIT陽 性 の11例 中6例,

 LMIT陰 性 の1313中2例 がPPD皮 内反 応 で 陽

性 を示 し,両 者 の 間 に 関 連 性 が うか が わ れ た

(図4).

第2項　 3M KGI抽 出 抗 原 に よ る検 討(図

5)

健 康 人15名 に お け るM. I.はT-Agで1.00±

0.09, B-Agで0.96±0.06, null-Agで0.99±

0.07, Burkitt-Agで0.97±0.10を 示 し た.平

均 か ら2標 準 偏 差 を 減 じた値0.82, 0.84, 0.85,

 0.77よ り低 値 を示 し た 症 例 を各 々 の 抽 出 抗 原 に

お け るLMIT陽 性 と判 定 し た.

悪 性 リ ンパ 腫 患 者32例 に お け る 陽 性 例 はT-

Agで は4例(13%), B-Agで は8例(25%),

 null-Agで は8例(25%)で あ り, Burkitt-Agで

検 索 し た16例 で は6例(38%)が 陽 性 を示 し た.

患者 リン パ 節 腫 瘍 細 胞 のsurface markerが 検

索 で き た 例 につ い てcell markerを 一 致 させ た

場 合 の 陽 性 率 を み る とT cell typeの1例 は 陰

性, B cell type 7例 中3例 が 陽性, null cell

 typeは2例 い ず れ も陰 性 で あ りcell marker

図5.  LMIT in patients with malignant lymphoma against 

3M KCL extracts of T, B, Null cell type acute 

lymphoblastic leukemia cell lines.

M: malignant leukemia patients

H: healthy controls

S: solid cancer patients
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に よる抗原特異性は認められなかった.

第3項　 悪性 リンパ腫患者血清中の免疫抑制

因子の検討

悪性 リンパ腫50例 中40例(80%)の 患 者血清

において 白血球遊走阻止の抑制がみられた.臨

床病期別にみると1期4例 の%B. I.の平均値は

-7 .3%, II期7例 では+7.4%, III期15例 では

+12.8%, IV期24例 では+17.4%で あ り, I,

 II期 の 限局期症例に比 して, III, IV期 の進展期

症例において有意に高い(P<0.01)抑 制 が認

め られた(図6).

図6.臨 床病期による%Blocking Index

臨床経過による%B. I.の変動 をみると,完 全

寛解例では治療前に比 して低下 し,再 発例では

上昇 し,再 度の寛解にて再び低下する傾向がみ

られ,臨 床経過 との相関が うかがわれた(図7).

次 に患者のPPD皮 内反応の強さと%B. I.の 関

係 をみると, %B. I.が 高 い症例 ではPPD皮 内

反応が弱 く, %B. I.が 低 い症例 ではPPD皮 内

反応が強い傾向にあった.特 に+20%以 上 の高

い%B. I.が み られた13症 例では全例PPD皮 内

反応陰性 であった(図8).患 者血清中のimmu

nosuppressive acid protein(IAP)量 と%B. I.

の 関係をみてみたが有意の相関は認め られなか

図7.臨 床 経過 に よる%Blocking Indexの 変動

図8. %Blocking IndexとPPD皮 膚 反 応

っ た.そ の 他 の 患 者 血 清 中 の 免 疫 抑 制 物 質 と し

てimmune complexが あ る が, Johnsonら5)

に よ る 抗補 体 性 を 測 定 す る 方 法 で 患 者 血 清 中 の

immune complexを 測 定 した.健 康 人30例 の 検

討 よ り消 費 さ れ た補 体 が0.75単 位 以 上 をimmu

ne complex陽 性 とす る と, 50%の 症 例 にimm

une complex陽 性 が み ちれ た.臨 床 病 期 別 に 陽
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性率 をみるとI期4例 では1例(25%), II期7

例 では3例(41%), III期13例 中6例(46%), IV

期24例 で は15例(62%)と な り, I, II期 の 限局

期症例に比してIII, IV期 の進展期症例に陽性例

が多く認められた(図9).さ ちに免疫抑制作用

図9.臨 床 病 期 に よるImmune Complex

の 認 め られ て い る 血 清 因 子 と して α1-antitrypsin,

 α2-macroglobulin, α2HS-glycoprotein, ferri

tin,さ らに α1-globulin, α2-globulinな どが 報 告

さ れ て い る が,こ れ らの 相 関 性 に つ い て は一 定

の傾 向 は 認 め られ なか っ た.

考 案

内科領域において, in vitroに よる腫瘍特異

的免疫応答を検索する上で最も障害となるのは

腫瘍細胞の採取である.消 化器癌,肺 癌 などの

固型癌においては手術時に採取 した腫瘍 を用い

る方法 しかな く,こ の場合でも自己の系の検索

では宿主の免疫担 当細胞に対する手術侵襲の影

響 を考慮に入れる必要がある.一 方,造 血器腫

瘍,特 に白血病においては末梢血,骨 髄より腫

瘍細胞がかなり純粋に,し かもfree cell sus

pensionと して用いることができる反面,末 梢

血よ り免疫担当細胞及び指示細胞 を分離採取す

ることが困難であ り,寛 解時においてのみ,免

疫応答の検索が可能であるという障害がある.

その点,悪 性 リンパ腫においては,生 検 リンパ

節より腫瘍細胞がfree cell suspensionと して

得 られ,し かも自己の系でも治療前の検索が可

能 である.

まず生検 リンパ節 より超音波破砕膜抽出抗原

を作製し,自 己の系,同 種の系について悪性 リ

ンパ腫患者のLMITを 実施 したが,結 果は対照

群 で陽性例がなく,悪 性 リンパ腫細胞抽 出抗原

に対 してのみ陽性例 が認め られ,腫 瘍関連抗原

に対す る細胞性免疫応答の存在が示唆された.

また自己の系では同種の系に比較 して有意にM.

 I.が 低値 を示 し,同 種の系においてはHLA抗

原 が関与することを考慮すると悪性 リンパ腫に

おけるLMITは 自己の系で実施 する方が 有用

であると思われた. Wolbergs)は 乳 癌 と大腸癌

のLMITを 検 討 し,同 種 の系でも自己の系 と

同程度に陽性 を認めてお り, McCoyら7)は 乳

癌培養細胞を用いて同種の系に陽性例を高率に

認めている.こ れ らは著者の成績とかなり異な

った成績であるが,悪 性腫瘍の発生臓器に よる

抗原性の相異,抗 原抽出法の差によるもの と思

われる.

臨床病期別の検討ではBlackら は乳 癌 にお

けるLMITの 陽 性率が限局期に比べて進展期に低

いと報告8)し,著 者も第1編 の肺癌についての検討

では同様の結果を得ているが,今 回の悪性 リン

パ腫の検討においては臨床病期 との関連性が示

されなかった.こ れはMcCoyら9), Boddieら10)

の悪性黒色腫の成績 と類似するものであった.

進 展期例のなかで陽性 を示 した症例の多くは

performans statusが 比較的良好であ り,進 展

期においても一般免疫能が保たれている症例は

LMIT陽 性 を示す もの と思われた.

LMITと 治療 との関連については固型癌の手

術例で検討 した成績があるが,術 後陽性率が減

少す るとい う成績11) 12)が多い.著 者の化学療法

に よる検討では陰性化例は完全寛解例か,治 療

無効で進展した例であ り,再 発により陽性化す

る傾向が示された.す なわち, LMITの 成 績は

臨床経過 と関連 して変動す る傾向にあり,細 胞

性免疫能の指標 としての有用性が示唆 されたが,

同 時にLMITの 解析にあたっては腫瘍の至適

抗原量 と患者の一般免疫能相互の関連 を考慮し

て検討す る必要があると考 えられた.ま たL

MITと 腫瘍細胞抽出抗原に よる皮膚反応 との

間に関連性が示 され,簡 単に実施で きる皮膚反

応の有用性について今後検討す る必要があ ると

思われた.



726 寺 尾 誠 也

3M KCl抽 出抗原作製に用いた培養 細胞株

の うち, BALL-1とNALL-1は 急性 リンパ性

白血病患者より樹立されたものであるが, TALL-1

は白血化したリンパ肉腫患者より樹立され, Burkitt

リンパ腫株は白血化したBurkittリ ンパ腫の患者 よ

り樹立されたものである.リ ンパ増殖腫瘍である悪

性 リンパ腫とリンパや性白血病は単一細胞起原によ

る異なった表現型 と考えられるため,悪 性 リン

パ腫細胞と培養細胞 との間に共通抗原が存在す

るのではないか と考え検討 した.

結果は悪性 リンパ腫の抗原と考 えられるT-

Agで は13%, Burkitt-Agで は38%の 症例に陽

性が示 され,腫 瘍関連抗原の存在が示唆された.

また リンパ性白血病の抗原と考 えられるB-Ag

では25%. null-Agで も25%陽 性 が示されle

ukemia-lymphoma associated antigenの 存 在

も示唆された.し か しなが ら患者 と用いた抗原

についてcell marker typeを 一 致 させて検討

したがLMITの 陽性率は低 く,抗 原特異性は

認め られなか った.

血清中の免疫抑制 因子については担癌動物で

は多数報告13) 14)され,こ れ らは動物の リンパ球

のPHAに よる芽球化 を抑制 したり,癌 細胞を

担癌動物の血清にて処理す ると移植率 を高め る

ことが知られている15) 16).ヒ ト癌患者において

もPHAに よる リンパ球芽球化率が低下してお

り,そ の要 因として リンパ球機能低下の他に血

中の抑制因子の関与が考えられている.

今 回,著 者はLMITを 用 いて悪性 リンパ腫

患者血清中に免疫抑制因子の存在を証明 した.

悪性 リンパ腫患者血清中の免疫抑制因子につい

ては,ホ ジキン病においてAisenberg17), Pa

ppas18), Trubowitz19)ら がPHA芽 球化反応の

検討で,ま 居Scheurlen20)はPPD芽 球化反応

でその存在を報告 している.し か し,こ れらの

報告では対象が比較的限局期のものが多く,病

期や臨床経過 との関連について詳 しく検討がな

されていない.こ の点に注 目し検討した結果,

免疫抑制因子の活性は臨床病期,臨 床経過 さら

にPPD皮 内反応 とよ く相関し,細 胞性免疫能

を血清側から観察する上で臨床的指標にな りう

ると考えられた.

この様な癌患者の血清免疫抑制因子の本態に

ついては多 くの報告があり.既 知の物質 として

は, α-Fetoprotein, CEA, CRP, FDP, prosta

glandin, ferritin, Cooperbandら21)に よるim

muno-regulatory alphaglobulinな どがある.

癌 患者では α-globulinの 増加が認められてお り,

またその免疫抑制作用についても多 くの報告が

あるが,今 回のPPDを 用 いたLMITの 検 索

では α1, α2-globulin量 とは相関せずGatti22),

 Glaser23)ら の報告 と類似 した成績であ り, α-

globulin分 画量 と平行するというHsuの 報 告24)

とは異なる結果 を得た.ま た石 田ら25)によるI

AP,漆 崎 ら26)に よるα2-macroglobulin等 の各

種血清因子 とは有意の相関が認め られなかった.

今 回の検索では免疫抑制の強い進展期症例にお

いてimmune complexを 高率 に認めたが,こ

れはBaldwin27), Jose28)ら の 免疫抑制因子の

本態が抗原抗体複合物であるとい う仮説を裏づ

けるものと考えられた.

ま と め

悪性 リンパ腫患者においてLMITを3つ の

系について検討し以下の結果 を得た.

1.生 検 リンパ節細胞を用いる自己及び同種の

系の超音波膜破砕抽出抗原に よる検討では,悪

性 リンパ腫細胞抽出抗原に対 してのみ陽性例が

みられ,腫 瘍関連抗原に対す る細胞性免疫応答

が示唆 された.自 己の系では同種の系に比較 し

て有意にM. I.が 低 値 を示 した.

2.培 養 リンパ系腫瘍細胞の3M KCl抽 出

抗原による検討では抽出液中に腫瘍関連抗原の

存在が示唆 され,ま たleukemia-lymphoma

 associated antigenの 存在 も示唆 された.

3. LMITを 用 いての患者血清中の免疫抑制因

子の検討では50例 中40例(80%)に お いて血清

中免疫抑制因子が存在 し,限 局期症例に比し進

展期症例に有意に高い(P<0.01)抑 制 率が認

められた.同 様にimmune complexの 検 討で

も進農期症例においてimmune complex陽 性

例を多く認めた.

稿 を終るにあたり御指導御校閲をいただいた木村

郁郎教授に深謝し,終 始御助言いただいた藤井昌史

博士に感謝の意を表します.
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Studies on cell-mediated immunity in patients with malignant tumor.

Part II. Leukocyte migration inhibition test in

 patients with malignant lymphoma.
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Three different procedures of the leukocyte migration inhibition test(LMIT) were 

performed in order to study cell-mediated immunity in patients with malignant lymph
oma. Using sonicated antigens from normal lymphocytes and lymphoma cells obtained 
by lymphnode biopsy, leukocytes from patients with malignant lymphoma showed a 

positive reaction exclusively against antigens obtained from malignant lymphoma cells. 
It was suggested that patients with malignant lymphoma had a cell-mediated immunity 
against the tumor-associated antigens. The migration index of LMIT using autochthonous 
antigen was significantly lower than that using allogeneic antigen. In LMITs using 
3M KCI extracts of established lymphoid cell lines, it was suggested that there were 
both tumor-associated antigens and leukemia-lymphoma associated antigens in the 
extracts.

The serum immuno-suppressive factor was positive in 40 of 50 patients' sera(80%) 
in LMITs. The suppressive ratio and immune complex levels of the sera from patients 
with extensive disease was significantly higher than that of patients with localized 
disease. Studies on cell-mediated immunity in patients with malignant tumor.


