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緒 言

化 学 発 癌 剤 に よ って 誘 発 され た腫 瘍 に は腫 瘍 特 異

移 植 抗 原(tumor specific transplantation antig

en)が あ りsyngeneic host1-4)及 びautochthon

ous host5)は 腫 瘍 特 異 抗 原 に よ って 免 疫 され 得 る こ

とが知 られ て い る.し か し,宿 主 に な い腫 瘍 特 異 移

植 抗 原 を有 す る腫 瘍 細 胞 が何 故 に宿 主 に よ っつ 拒 絶

され な い で殖 植 し癌腫 に 成長 す るの だ ろ うか.

1963年Prehn & Main6)はmethylcholanthre

ne (MCA)の 発 癌性 の 大 きな 因 子 は,宿 主 の免 疫

反 応 を抑 さえ る こ とに あ る と述 べ て い る.武 谷,野

本7)は 新 生 児 胸 腺 摘 除 マ ウ スに お いて は, MCA投

与 に よ る腫 瘍 発 生 が正 常 マ ウ スの そ れ よ り,よ り早

期 に,よ り高 率 に発 生 して くる こ とを報 告 して い る.

この よ う に宿 主 の免 疫 の低 下 が 発 癌 に関 与 して い る

と考 え られ る多 くの 事 実 が あ る10-15).

一 方 ,最 近Burnet17)に よ り免 疫 監 視 機 構(im

munological surveillance system)を 哺 乳 類 は

有 して い る と い う概念 が 提 唱 され て い る.体 細 胞 の

突 然 変 異 な どで 生 じた 体 細 胞 とは異 な る抗 原 構 成 を

もった 細 胞(た とえ ば腫 瘍 細 胞)を 認 識 し,こ れ を

拒 絶 ・消 去 す る哺 乳 類 の 具 有 す る免 疫 学 的 機 作 で あ

り,胸 腺 依 存 性 の リンパ 系 が独 占的 に この 役 割 を演

じて い る と い う もの で あ る.こ れ ら胸腺 依 存 型 の リ

ン パ 球(thymus-dependent lymphocytes, T

cells)が 同 種 移 植 免 疫 や 腫 瘍 免 疫 に お い て主 役 を

演 じて い る こ と は周 知 の とこ ろ で あ る.そ こ で,本

論 文 に お いて は,発 癌 過 程 に お け る免 疫 監 視 機 構 が

い か な る変 動 を きたす か を み るた め,マ ウ ス にme

thylcholanthreneを 投与 し,そ の 発 癌 過 程 に お け る

羊 赤 血球 にた い す る溶 血 斑 形 成 細 胞(plaque for

ming cells, PFC)の 数 量 的 推 移,リ ン パ節 リン

球 のphytohemagglutinin付 加 下 で のallogeneic

 inhibition8)9)活 性 の 推 移 を検 討 し興 味 あ る知 見 を え

た の で報 告 す る.

実 験 材 料 と 方 法

実 験 動 物

岡 山大 学 マウス コ ロニ ー よ りえ た純 系C3Hお よ び

Zb♂ マ ウ ス の生 後6～8週 目 の もの を用 い た.

発 癌剤 な らび に 発 癌 方 法

芳 香族 炭 水 化 物20-methylcholanthrene (MCA

和 光)を ア ラ ビア ゴ ムに 懸 〓 して, MCA 1.0mgを マ

ウス の 背 部 皮 下 に注 入 し た.

1. MCA投 与 のPFC数 に 対 す る影 響

a. 免 疫 法:MCA背 部 皮 下 注 入 後, 1週, 2週,

 4週, 5週, 6週, 8週 目の 各 マ ウ ス に,羊 赤 血球 を

生 食 に て3度 洗 い,約8×108個 尾 静 脈 よ り静 注 し,

免 疫 し た.

b. PFC数 の 算 出:Jerne16)の 方 法 に 準 ず る.

羊 赤 血球 に て免 疫 後4日 目 に 無 菌 的 に脾 臓 を摘 出 す

る.摘 出 した脾 臓 を冷 いEagle培 地 の 中 で細 切 し,

 30分 間 放 置 して か ら80メ ッ シ ュ にて 濾 過 し,大 きな

塊 を除 き, 2回 遠 沈 し細 胞 を 洗 い,冷 いEagle培 地

に浮 遊 させ,脾 細 胞 浮 遊 液 を作 る.ト リパ ン青 に て

生 細 胞 数 を数 え,脾 有 核 細 胞 数 を も とめ, 200～500

×104/mlに 調 製 す る.脾 細 胞 浮 遊 液0.3mlと 羊 赤 血

球 浮 遊 液0.3mlを 前 もって45℃ に温 め 溶 か して お い

た0.7% Difco agar (DEAE-Dextran加)2.5ml

に加 え,た だ ちに 静 か に混 和 し, 1.4% bottom la

yer agar上 に 均 等 に広 げ る. 37℃ にて 約1時 間 加

温 し,補 体 と して モ ル モ ッ ト血 清1.5mlを そ の 上 に静

か に加 え,更 に37℃ 30分 加 温 後2～3時 間室 温 に て

放 置 し,プ ラ ッ クの数 を肉 眼的 に 数 え,脾 有 核 細 胞

106個 あ た りのPFCの 数 お よ びPFCの 絶 対 数 を算
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出 した.

2. MCA投 与 のallogeneic inhibition活 性 に た い

す る影 響.

a. 標 的 培 養 細 胞:岡 大 癌 源 病 理 部 よ り えたEh

rlich癌 細 胞 を株 化 したJTC-11細 胞 をallogeneic

 cellsと し て 用 い た.ま たheterogeneic cellsの

HeLa株 細 胞 を も標 的 細 胞 と して使 用 し た.培 地 は

20%牛 血 清 加YLEを,抗 生 物質 はCephalothin 100

μg/mlを 用 い た.

b. リン パ節 細 胞 浮 遊 液 の調 製:MCA注 射 後,

経 週 的 に マ ウ ス局 所 腋 窩 リ ンパ節 細 胞 お よ び無 処 置

正 常 マ ウ ス(対 照 群)の 局 所 腋 窩 リ ンパ 節 を無 菌 的

に摘 出 し, YLE培 地 の 中 で 細 切 し, 30分 放 置 して か

ら80メ ッシ ュを通 し,更 にYLEに て2回 遠 沈 洗 滌

し,冷 い20%牛 血 清 加YLE培 地 に浮 遊 させ リ ンパ

節 細 胞 浮 遊 液 を作 る.か か る細 胞 浮遊 液 は95%以 上

の生 細 胞 を含 有 して い る.

c. phytohemagglutinin (PHA)の 調 製:使 用

直 前 にphytohemagglutinin-M (Difco) 1バ イ ア

ル(50mg)をYLE 5mlに 溶 解 す る.

d. allogeneic inhibition活 性 の 測 定:教 室 の

小 長18)の 方 法 に準 ず る.リ ン パ 節 細 胞 とJTC-11

細胞 とを40:1,す なわち80×104個/mlと20×104個

/mlに 混合 し, PHAを2.0% (V/V)に 加 え, 20%

牛血清加YLE培 養 液を加えて全量10mlと す る.各

群のリンパ節, JTC-11細 胞混合液1.5mlづ つを6本

の短試験管に分注し, Evansら の方法に従って37℃

で静置培養を行 う, 48時 間培養後,各 群6本 の短試

験管を取 り出し,培 養液を捨て, 1.5mlク リスタル

バイオレット液(2.1gク エン酸, 50mgの クリスタル

バイオレットを100mlの 蒸留水に溶解 したもの)を 加

え, 37℃, 30分 加温する.つ いで,ク リーナーで管

壁より細胞を剥脱し,よ く振盪 したのち, Burker-

Turk血 球 計算盤で核数計算を各短試験管につ き数

回行 う. 6本 の平均核数 をJTC-11細 胞の増殖数

とする.異 種のHeLa細 胞 を標的細胞にするさいに

は, HeLa細 胞数を3.5×104個/mlに 調製 し, 1.5ml

づ つを短試験管に分注 して, 37℃, 48時 間培養後,

数 本 をat randomに と り出し,上 述のように核数

計算をなし均等に分注,増 殖 していることをたしか

め, 1群3～6本 になるよう数群 に分け,上 清を捨

てたのち腫瘍細胞数の40倍 量のリンパ球浮遊液1.5ml

を加 え,さ らに37℃, 4日 間培養す る.培 養終了後,

 JTC-11細 胞の場合 と同様に各群 につ き核数計算を

なし,各 群のHeLa細 胞数を算出す る.

表1　 MCA投 与後の脾臓のPFC発 現 率の推移

脾細胞106個 に対するPFC数

表2　 MCA投 与の脾細胞数に及ぼす影響

表3　 MCA投 与後の脾臓のPFC発 現 率の推移

脾細胞106個 に対するPFC数

実 験 結 果

1. MCA投 与 のPFC数 におよぼす影響

MCA投 与 後早期より脾細胞106個 に対す

るPFC数 は対照群 に比較 して減少 し,発

癌 し腫瘍が可視 しうるようになる時期まで

PFC数 の減少は持続 している.と くに肉眼

的発癌前 と考えられるMCA投 与 後5

週, 6週 頃 に最 もPFC数 が少なく,

 5週 目では対照群の55.6%と 最低値を

示 している.(表1)

一方 , MCA投 与 後脾有核細胞数は

1, 2週 では対照群 より少ないが4週

以降では対照群 より20～30%の 増加を
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示 している.(表2) PFCの 絶対数はMCA投 与後

少なくとも発癌までは一環 して対照群より低値を示

している.(表3)

図1.　 MCA投 与 に よ るマ ウス リ ンパ 節細 胞

(1週, 3週, 6週)のEhrlich癌

株 化JTC-11細 胞 に対 するalloge

neic inhibition活 性 の 変 動.

a. JTC-11細 胞 の み を培 養 した もの.

b. JTC-11細 胞 を無 処 置 正 常 マ ウ ス リ ンパ節 細

胞 と混 合 培 養 し た もの.

c. JTC-11細 胞 を 無 処 置 正 常 マ ウ ス リ ンパ 節 細

胞 と2% PHA-M付 加 下 で 混 合 培 養 した もの.

d. JTC-11細 胞 をMCA投 与 後1週 目マ ウ ス リ

ンパ 節 細 胞 と2% PHA-M付 加 下 で 混 合 培 養

した もの.

e. JTC-11細 胞 をMCA投 与 後3週 目 マ ウ ス リ

ンパ 節 細 胞 と2% PHA-M付 加 下 で 混 合 培 養

した もの.

f. JTC-11細 胞 をMCA投 与 後6週 目 マ ウ ス リ

ン パ節 細 胞 と2% PHA-M付 加 下 で 混 合 培 養

した もの.

2. MCA投 与 のallogeneic inhibition活 性 に

お よ ぼす 影 響

図2.　 MCA投 与 に よ る マ ウス リンパ 節 細 胞

(7週, 12週)のEhrlich癌 株 化JT

C-11細 胞 に 対 す るallogeneic in

hibition活 性 の 変 動.

a. JTC-11細 胞 を無処置正常マウスリンパ節細

胞 と混合培養 したもの.

b. JTC-11細 胞 を無処 置正常マウスリンパ節細

胞 と2% PHA-M付 加 下で混合培養 したもの.

c. JTC-11細 胞 をMCA投 与 後7週 目マウス リ

ンパ節細胞 と2% PHA-M付 加 下 で混合培養

したもの.

d. JTC-11細 胞 をMCA投 与 後12週 目マウスリ

ンパ節細胞 と2% PHA-M付 加 下 で混合培養

したもの.

図3.　 MCA投 与 に よ るマ ウ ス リンパ 節 細 胞

(4週, 7週, 9週)のHeLa株 細 胞

に 対 す るCytotoxic effectの 変動.

a. HeLa株 細胞を無処置正常マ ウスリンパ節細

胞と培養 したもの.

b. HeLa株 細 胞を無処置正常マウスリンパ節細

胞と2% PHA-M付 加 下で培養 したもの.

c. HeLa株 細 胞をMCA投 与 後4週 目マウスリ

ンパ節細胞と2% PHA-M付 加下で培養 した

もの.

d. HeLa株 細 胞をMCA投 与後7週 目マウス リ

ンパ節細胞と2% PHA-M付 加 下 で培養 した

もの.

e. HeLa株 細胞をMCA投 与後9週 目マウス リ

ンパ節細胞と2%PHA-M付 加 下 で培養 した

もの.

ⅰ). JTC-11細 胞 を標的細胞とした場合(図1,

 2): JTC-11細 胞 をMCA投 与 後1, 3, 6週 のマ

ウス局所腋窩 リンパ節細胞とPHA-M付 加下で混合

培養 した場合はMCA非 投与正常対照マウスの腋窩

リンパ節細胞と混合培養 した場合と同様, JTC-11

細胞の増殖は抑えられている.し かし, MCA投 与

後腫瘍が肉眼的にはっきり認められる12週 目のマウ

ス リンパ節細胞とPHA-M付 加下で混合培養 した場

合には, JTC-11細 胞 の増殖はほとんど抑制 されて

いない.す なわち, MCA投 与後発癌までは局所腋

窩 リンパ節細胞のallogeneic inhibition活 性 は保

持 されている.発 癌以降腫瘍が可視 しうるようにな

る12週 目になると局所 リンパ節細胞のallogeneic
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inhibition活 性 は低下ないしは消失 して くる.

ⅱ). HeLa細 胞 を標的細胞 とした場合(図3):

MCA投 与 後4週, 7週, 8週 いずれの時期のリン

パ節細胞 も無処置正常 マウスリンパ節細胞と同様,

 HeLa株 細胞の増殖 を抑えている.

考 按

リンパ系組織が未発達であり,免 疫能力が低 いと

考えられている新生時マウスに化学発癌剤 を投与す

ると,成 熟マウスに投与した場合より,腫 瘤の発生

が早められることが知 られている19)20).新生 時に胸腺

を摘出すれば,リ ンパ系 とくにT細 胞の成熟が遅

れ, immunological surveillanceの 低 下した状態

が持続するが,こ のようなマウスにMCAを 投与す

ると,よ り早期に,よ り高率に発癌 してくる7)17).こ

のように免疫系や網内系の機能低下が腫瘍の発生を

容易にしていると考えられるいくつかの事実がある.

人 においても,抗 リンパ球血清その他で免疫抑制を

必要 とする臓器移植患者では,正 常人の80倍 の高率

に悪性腫瘍の発生がみられている23).すでにStjern

sward12)はMCA投 与 によ り脾細胞 中のPFC数

が早期か ら著 しく低下 し,長 期にわたることを示

し, MCAは 免疫反応を抑制し,そ のため腫瘍特異

抗原を有する腫瘍細胞の増殖 をゆるすのだと述べて

いる.最 近,羊 赤血球 を静注 してマウスにPFCを

産生 させる場合, helper細 胞 としてのT細 胞の

B細 胞への協力が必要で あることが明 らかにされ

ている24).そこで,本 論文では,ま ずMCA投 与 後早

期 より発癌に至るまでの種々の時期におけ るPFC

数 の変動を観察 したわけである. MCA投 与後, 1

週 目よ りすでにPFC数 の減少がみ られ,発 癌し腫

瘍が可視的となる時期まで持続 している.特 に肉眼

的発癌前 と考 えられるMCA投 与 後5週, 6週 頃に

最 もPFC数 が少なく, 5週 目では無処置対照群の

55.6%と 最低値 を示していることは興味深い.一 方,

 MCA投 与 後の脾有核細胞総数はむしろ増加の傾向

を示 しており,柏 原25)はMCA投 与 後脾重量が増加

し,組織学的 に脾 リンパ〓胞 のHyperplasiaが み

られることを指摘 している.こ れはMCA投 与 後の

PFC数 の減少 と逆の関係にあ り,あ たかもPFC数

の質的減少を脾細胞総数の増加によって量的におぎ

なわん としているように解釈できる.し か し, St

jernswardは 脾有核細胞総数,脾 重量はともにMCA

投与 後1週, 8週 および16週 において有意の差 をも

って対照群より減少 していると述べている.

最 近,細 胞 性 反応 な い しは免 疫 前段 階 と考 え られ

る生 体 が 具 有 す るimmunological surveillance

 systemの1つ と して のallogeneic inhibitionな る

現 象 が 知 られ る よ うに な っ た21)22)25).さらに,こ の

allogeneic inhibitionの 機 作 を研 究 す る た め に,

 in vitroの 実 験 が 広 く行 われ るよ うにな り, Holm8)9)

はPHAの 付 加 下 で 非 感 作 リン パ球 様 細 胞 がin vi

troでallogeneicの 細 胞 に 破 壊 的 に作 用 す る こ と

をみ い だ し,小 長18)はEhrlich癌 株 化JTC-11細

胞 とC57BLマ ウ ス の 非 感 作 正 常 リ ンパ 節 細 胞 と を

1:40の 比 で混 合 培 養 す る際,標 的細 胞 に 障害 を お

よ ぼ さな い2%最 終 濃度 のPHA-Mを 付 加 して お く

と,正 常 リンパ 球 が あ た か も感 作 され た よ う にJTC

-11細 胞 に群 集 ・接 着 して 抗 増 殖 性 を示 す こ と を標

的 細胞 の 核 数 計 算 で み て い る. PHAに よ り活 性 化

さ れ る リ ン パ 球 もや は りT細 胞 で あ る こ とが 明 ら

か に され て い る24)27).前述 し た よ うに免 疫 機 能 の低 下

が 発癌 に関与 して い る と考 え られ る報 告 は 多数 み ら

れ るが, allogeneic inhibition活 性 が 発 癌 に際 し

て い か な る態 度 を と るか につ い て は今 だ 報告 をみ な

い.そ こで,小 長 の方 法 に従 っ て, MCA投 与 後 発

癌 に至 る まで の 種 々 の 時 期 に お け る局 所 腋 窩 リンパ

節 細 胞 のEhrlich癌 株 化JTC-11細 胞 を標 的 細 胞

とす るallogeneic inhibition活 性 に つ いて 検 討 し

た わ け で あ る. MCA投 与 後6週 ま で の マ ウ ス局 所

腋 窩 リンパ 節 細 胞 は,無 処 置 正 常 マ ウ ス の そ れ と同

様, JTC-11細 胞 の増 殖 を抑 え て い る.す な わ ち発

癌 ま で の 局 所 腋 窩 リンパ節 細 胞 に はallogeneic in

hibition活 性 が 保 持 され て い る と言 え る.し か し,

 MCA投 与 後 腫 瘍 が可 視 的 と な る12週 目の マ ウス 脾

細 胞 は, JTC-11細 胞 の 増 殖 を ほ とん ど抑 制 して い

な い.す な わ ち発 癌 以降 の 担 癌 マ ウ ス に お い て は,

 allogeneic inhibition活 性 の 低 下 が み とめ られ る.

 Moller一 派 に よ る と, allogeneic inhibitionに は

胸 腺 由 来 の リン パ細 胞 が免 疫 学 的 に 関与 して い る以

上 に,非 特 異 的 に リ ンパ 細 胞 の膜 面 上 の イ ソ抗 原 の

差 が, allogeneicの 腫 瘍 細 胞 の 増殖 を抑 え る上で大

い な る役 割 を果 して い る と述 べ て い る.こ のMoller

の考 え に たつ と,本 論 文 で え たallogeneicのJTC

-11細 胞
,異 種 のHeLa細 胞 を 標 的 細 胞 と した さ

い の デ ー タ が あ る程 度 理 解 され よ う.人 子 宮 癌 由来

のHeLa-細 胞 とマ ウ ス の リンパ節 細 胞 と で は,抗 原

差 が極 めて 大 きい た め, MCA投 与 時 期 とは無 関係

に リンパ 節 細 胞 がHeLa細 胞 の 増 殖 を抑 え る もの

と思 わ れ る.
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いずれにして も,発 癌剤の投与 により胸腺由来の

リンパ球が悪影響を受け, immunological surve

illance systemが 低 下し,発癌を容易ならしめるも

のといえよう. T細 胞 のmarkerで あるθ抗原 を利

用するな ど,より詳細な検討が必要と思われる.

結 論

マウスにMethylcholanthreneを 投与すれば,早

期よりPFC数 の減少がみられ,発 癌前 と考えられ

るMCA投 与後5週 目ではPFC数 の減少が最 も著

しく,無 処置正常マウスの55.6%と 最低値を示 して

いる.す なわちMCAの 投与 はマウスの脾細胞中の

PFC数 を減少 させ,正常動物の免疫活性を強 く阻害

する.こ の事実は発癌における免疫の関与を強 く支

持するものである.

一方
,免 疫前段階 と考 えられるallogeneic inh

ibition活 性 は, MCA投 与 後発癌 までのいずれの

時期において も保持 されている.し かし発癌 し,腫

瘍が可視的となる8週 以降ではallogeneic inhibi

tion活 性 の低下がみとめ られる.す なわち, allog

eneic inhibition活 性 は発癌よりはむしろ腫瘍の増

殖 と関係があるのではないかと考 えられる.

(稿 を終るにあたり恩師田中早苗教授,折 田薫三講

師,研 究室の諸氏に深甚の謝意を表する.)
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ABSTRACT

On the administration of methylcholanthrene (MCA) to mice there can be observed a de

crease in the plaque forming cells (PFC) from early stage, and in the post-administration 

week 5, at the time considered to be of precancerous stage the decrease in PFC number is 

most marked, being at the minimal level of 55.6% as compared with that of the control (un

treated mice). In other words, the administration of MCA reduces the PFC number of sple

en cells in mice and it markedly suppresses the immunological activity of normal mice. This 

indicates that MCA is appreciably involved in the immunity to carcinogenesis.

On the other hand, the activity of allogeneic inhibition in the precancerous stage is mai

ntained during the period between MCA administration and the time of cancer development. 

However, the allogeneic inhibition activity decreases by 8 weeks after MCA administration, 

the time when the tumor has grown to the size macroscopically visible. This finding suggests 

that the activity of the allogeneic inhibition is associated more with the proliferation rather 

than with oncogenesis.


