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緒 言

生体 にお け る貪 食単核 球 は,病 原微 生 物 に対

す る食菌 ・殺 菌 作 用,あ る いは免 疫 応 答の誘 導 ・

発現 に おけ る種 々 の役 割 の他 に,悪 性 腫瘍 に対

す る特 異的1)お よび非 特 異的 細 胞傷害 作 用2)を

有 す るこ とが 明 らかに され てい る.こ れ は生 体

の抗腫瘍 能や 免疫 監視 機構 に お いて,貪 食単 核

球 が主要 な役 割 を果 して い る こ とを示 唆 す る も

の であ る.そ こで その 役割 の一端 を知 る 目的で,

担癌 生体 に お け る貪 食単核 球 の動 態 と機 能 を検

討 した.

対 象

対象 は 岡山大 学 第2内 科 を受 診 した 原発性 肺

癌 患者39名 で,対 照疾 患 は悪 性 リンパ腫25名,

サ ル コイ ドー シス16名,肺 結 核9名 で あ った.

年 令幅 は肺癌 で43才 か ら76才,中 央値63才 であ

った.診 断 は生 検 組織 診 お よび細 胞 診 に よって

確 定 された.臨 床病 期 は 日本 肺癌 学会TNM分

類 に よった.

方 法

腫瘍 細 胞 増殖 抑制 試 験:ヘ パ リン加 末梢 静 脈

血15ccを 採取 し, Ficoll-Hypaque混 合 液(9

% Ficoll 24容, Hypaque 10容)に 重 層 して20

℃, 400gで35分 間 遠 沈 して単核 球 層 を分 離 し,

 phosphate buffered saline(PBS)で2回 洗 浄

した後,非 働 化10%ヒ トAB血 清 を加 えたHa

nk's balanced salt solution(HBSS)に1.0×

107個/mlと な る よ う再 浮 遊 させ る.予 め10%

牛 胎 仔 血 清(FCS)加RPMI 1640で10時 間 浸

して 前 処 置 したmicroculture plate(Falcon,

 Microtest II 3042)に1 wellあ た り100μlの

単 核 球 浮 遊 液 を 入 れ, 5% CO2下 で90分 間 孵

置 後10% FCS加RPMI 1640に て5回 洗 浄 し て

非 付 着 細 胞 を 除 去 し て 得 た 付 着 細 胞 を エ フ ェ ク

タ ー 細 胞 と し て 用 い た.付 着 細 胞 は 付 着 状 態 の

ま ま で 実 験 に供 し, 1 wellあ た りの 細 胞 数 は3

つ のwellの 付 着 細 胞 を剥 離 し て 計 測 し そ の 平

均 値 で 求 め た.付 着 細 胞 の 単 球 純 度 はMay-Gi

emsa染 色 に よ る 形 態 的 同 定 に て88.3±4.7%,

 peroxidase-Giemsa重 染 色, non-specific este

rase染 色 に よ る細 胞 化 学 的 同 定 に て 各 々90.2±

3.4%, 94.6±2.4%, zymosanを 用 い た貪 食能

に よ る 同 定 に て83.9±9.5%で あ っ た,

標 的 細 胞 は 当 教 室 で 樹 立 継 代 培 養 中 の ヒ ト扁

平 上 皮 肺 癌 由 来 細 胞(EBC-1細 胞)とHeLa細

胞 を用 い た.

Microculture plateを 用 い10% FCS加R

PMI 1640中 で 付 着 細 胞 と標 的 細 胞 を5% CO2,

 37℃ で40時 間 混 合 培 養 し た 後,新 た に20μCi/

mlの 濃 度 の3H-thymidineを 含,む10% FCS加

RPMI 1640に 交 換 し て 引 き 続 き培 養 した .次 い

で0.05% EDTA加0.25%ト リ フ シ ン 溶 液 で

well中 の 細 胞 を剥 離 してcell harvesterで 採 取

し て5mlのAquasol(ACSII, Amersham)に

入 れ,液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 放 射

活 性(cpm)を 計 測 し た.対 照 と し て 標 的 細 胞

の み 培 養 して 細 胞 内 に 取 り込 まれ た3H-thymi
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dineの 放 射活性 を計 測 した .腫 瘍 細 胞増 殖 抑制

率 は標 的細 胞 の み培 養 した場合 の標 的細 胞 内の

cpmか らの フ ェ ク ター細 胞 と混 合培養 した 標的

細 胞 内のcpmを 引 い た値 の,標 的 細胞 の み培

養 時の 標 的細 胞 内 のcpmに 対 す る百 分 率 で求

め た.全 て の実 験 はtriplicateで 行 な った .

そ の他 の単 球 機能 検 査法:単 球 数 は塗 抹 標本

のMay-Giemsa染 色 に て 白血球 を500個 分 類 し

て 単球 の 百分 率 を求 め,コ ー ル ター カウ ンター

に て計 測 した 白血球 数 に乗 じて算 定 した. β-ga

lactosidase活 性 は, dextranを 加 え て 分 離 し

た 白血球 層 の塗抹 標 本 を5-Bromo-4-Choloro-

3-Indoryl-β-galactoside(Sigma社)を 基 材 と

した調 整 染 色液 に て染 色 した後,顕 微 鏡 下 にて

β-galactoside顆 粒 を有 す る単 球 の 百分率 を も

って 活性値 とした3).単 球 走性 はBoyden Ch

amberとMillipore filter〓 を使 用 してzymo

san活 性化 ヒ トAB血 清 を遊 走 因子 として 測定

した4).単 球 貪 食能 は ヒ ト補体 結 合zymosan

を加 え反 応 させ た後, zymosan粒 子 を貪 食した

細 胞 の百 分率 を もって 貪 食指数 とした5).

成 績

健康 人 を対 象 に,エ フ ェ クター 細 胞数 に対 す

る標 的細 胞数 の 比率(E/T比)の 腫 瘍 細 胞増殖

抑 制率 に及 ぼす 影響 を検討 した(図1).標 的 細

図1　 単球の腫瘍細胞増殖抑制率へ の混合培養時間

とエフェクター/標 的細胞比(E/T比)の 影響

胞 がHeLa細 胞 で混合培養 時間20時 間, 3H-thy

midineと の反応が5時 間 とした場 合, E/T比2

:1で7.8±4.1%(平 均 値 ±標 準偏 差 値), 5:

1で9.2±4.2%, 10:1で10.1±4.2%, 20:1

で11.2±4.7%, 50:1で14.1±4.4%で あ り,

混 合 培 養 時 間 を40時 間 とす る と 各 々16.6±7.3

%, 20.7±9.8%, 24.5±7.1%, 29.1±7.2%,

 46.4±11.8%で あ っ た. EBC-1細 胞 を 標 的

細 胞 と し,混 合 培 養 時 間20時 間, 3H-thymi

dine反 応 時 間5時 間 と し た 場 合, E/T比2:1

で70.7±20.3%, 5:1で82.4±9.5%, 10:

1で83.2±132%, 20:1で88.2±10.3%,

 50:1で90.2±7.3%で あ り,混 合 培 養 時 間 を40

時 間 に す る と 各 々, 74.3±10.6%, 86.7±5.3%,

 87.4±8.5%, 93.6±4.2%, 94.0±3.1%で あ

っ た.臨 床 例 の 実 験 に はHeLa細 胞, EBC-1細

胞 共 に 混 合 培 養 時 間40時 間, 3H-thymidineと の

反 応 時 間 を5時 間 と し, E/T比 はHeLa細 胞

で50:1, EBC-1細 胞 で10:1と し て 行 な っ た.

各 疾 患 患 者 の末 梢 血 単 球 のHeLa細 胞 に 対 す る

細 胞 増 殖 抑 制 率 は(図2).健 康 人18人 で46.4

図2　 各種疾患における末梢血単球の腫瘍細胞増

殖抑制率

±11.8%で あ り,肺 癌31例41.7±19.2%,悪 性

リンパ腫19例39.9±21.7%,サ ル コイ ドー シス

14例46.3±17.7%,肺 結 核9例48 .6±15.7%で

あ った.い ず れ の疾 患 も健康 人に比 して平均 値

にお いて 有意差 はな く,疾 患相 互 にお い て も有

意差 は なか った.肺 癌 では健 康 人 の平均 値 か ら

2標 準 偏差 値 以上 の 亢進 例 は2例(6%),低 下

例 は5例(16%)で あ っ た.悪 性 リンパ腫 の 亢進

例 は2例(11%),低 下 例 は3例(16%),サ ル コ



末梢血単球の腫瘍細胞傷害作用に関する研究 1195

イ ドー シスの 亢 進例 は な く低 下例 は1例(11%)

であ っ た.

EBC-1細 胞 を標 的 細 胞 とした場 合(図3),健

図3　 各種疾 患におけ る単球の腫瘍 細胞増殖抑制率

康 人26例87.4±8.8%,肺 癌39例78.9±16.8%,

悪性 リンパ 腫25例82.5±15.1%,サ ル コ イ ドー

シス16例87.0±6.7%,肺 結核8例94.3±8.5%

であ った.各 疾 患 患者 と健 康 人 との 間お よび各

疾 患間 に有 意差 を認め な か った が,健 康 人 の2

標準 偏差 値 を下 回る著 明 な低 下例 が 肺癌 患者 で

11例(28%),悪 性 リンパ腫4例(16%)に 認め

られ た.し か しこの様 な低 下 はサ ル コイ ドー シ

ス と肺結 核 で はみ られ なか った.肺 癌 に お いて

治療 に よ る影 響 を検 討 した と ころ(図4),未 治

療例31例 で は79.7±17.1%,化 学 療法 例6例 で

83.9±14.5%,放 射 線 療法3例86.5±8.6%,手

術例4例 の平 均 は65.5±10.3%と 各群 間 に差 は

なか った.肺 癌 未 治療例 につ い て組織 型別(図

5),臨 床病 期 別(図6)に 検 討す る と,扁 平 上 皮

癌9例 で81.0±11.7%,小 細 胞癌5例 で79.5±

20.9%,腺 癌17例 で78.9±19.3%で あ り), I期

6例83.0±10.3%, II期4例81.7±15.5%, III

期5例74.4±30.8%, IV期16例79.6±15.4%で

組織 型,病 期 共 に各群 間に 有意 な差 はみ られ な

か っ た.ま た低 下 例数 にお い て も同様 に 各組織

型,病 期 にお い て有 意 な傾 向 はみ られ なか った.

次 に,未 治療 肺癌 患 者 で同 時 に検査 し得 た他 の

単球 機 能,即 ち単 球数,走 性,貪 食能, β-ga

図4　 肺癌 患者単球の腫瘍 細胞増殖抑制率

治療の影響

図5　 肺癌患者単球の組織 型別腫瘍細胞増殖抑制率

lactosidase活 性 と腫 瘍 細 胞 増 殖 抑 制 作用 との

関係 をみ た.し か し, HeLa細 胞, EBC-1細 胞

の いず れ を標 的 細 胞 と した場 合 も,腫 瘍 細 胞増

殖抑 制率 と他 の4種 類 の機能 との 間に 有意 な 相

関 は見 られ なか った.
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図6　 肺癌患者単球の臨床病期別腫瘍細胞増殖抑制率

考 按

網 状 内皮 系(網 内 系)が 生 体 の抗 腫瘍 能 に重

要 な役割 を果 してい る こ とは古 くか ら知 られ て

い る.即 ち,担 癌 生体 に お け る網 内系 の機能 の

低 下 は病 勢,転 移,治 療 効果 に影 響 を及ぼす こ

と6) 7),発 癌 と網 内系活 性 との 間 に相 関が み られ

るこ と8),網 内系 の賦 活 に よ り移 植 腫 瘍 へ の拒

絶作 用 の増 強 がみ られ,逆 に抑制 に よ り低下 が

み られ る9) 10)こ とな どが 指摘 されて い る.さ ら

に移 植腫 瘍.自 然 発生 腫瘍 共 に病 巣局 所 にマ ク

ロフ ァー ジの著 明な浸潤 がみ られ る事 実か ら11) 12).

腫 瘍 に対 す る網 内 系の 免疫 監視 機 構 お よび抗 腫

瘍 作 用 にお い て,そ の エ フ ェ クター細 胞 として

単 球-マ クロ フ ァー ジ系細 胞 が主 要 な役割 を果

して い る と考 え られ る.し か し,こ れ らの成 績

の 多 くは動 物 実 験 にお け る もの で,ヒ トにお い

て は 組織 マ クロフ ァー ジの前駆 細 胞 とされ る末

梢 血単 球 の純 粋分 離,同 定 方法 が 困難 な こ と も

あ っ て研 究は 十分 でな い13) 14) 15) 16)

単 球-マ ク ロフ ァー ジ系 細胞 の腫 瘍細 胞 傷害

作用 と して腫瘍 細 胞 溶解 作用(cytolysis)お よ

び腫 瘍 細胞 増 殖抑 制 作用(cytostasis)が 考 え

られ, in vitroで の 測定 方法 として は,従 来,

標 的 細 胞 とエ フ ェ クター 細胞 を混合 培養 して標

的 細 胞の数,形 態 の変 化 をみ る方 法,ト リパ ン

ブルー 排 除 試験, 3H-thymidine, 125I-deoxy

 uridine等 の放 射 性 標 識 物質 の 標 的細 胞へ の 取

り込 み抑制 をみ る細 胞 増殖 抑 制 試験,さ らに 予

め 標 的細 胞 を51Cr, 3H-thymidine等 にて標識 し

て そ の溶 出 をみ る細 胞 溶解 試 験 が行 なわれ て い

る.著 者 が予 備実 験 と して行 な った とこ ろで は,

数,形 態 の変 化,ト リパ ンブ ルー 排 除試 験,腫

瘍細 胞溶解 試 験 は単球 の活 性化 処 置 な しで は抗

腫瘍 作 用 が 弱 く,各 個 体 間 に差 をみつ け るこ と

が 困難 で あ った が, 3H-thymidine取 り込 み 抑

制 に よ る細 胞 増殖 抑制 試 験 は反 応 が鋭敏 で あ り,

生体 固有 の単球 の腫瘍 細 胞傷 害 能 を検 討す るに

は有 用 な方 法 で あ る.

単 球-マ クロ フ ァー ジ系細 胞 の腫 瘍細 胞 増殖

抑制 作 用の 強 さは,標 的細 胞 に よってか な りの

差が み られ る.今 回の 著者 の 成績 で も混合 培養

時間 を40時 間, E/T比 を10:1と 同 条件 に して

も,そ の腫瘍 細 胞増 殖制 はHeLa細 胞では16.6

%, EBC-1細 胞 で は87.4%と 両 細 胞 間に 大 きな

差 が み られ た.腫 瘍 細 胞傷 害作 用 は腫 瘍性 増 殖

す る細 胞に対 して よ り顕著 に認 め られ る とい う

報 告 が あ るこ とか ら10),単 球 に よる増 殖抑 制 に

対 す るこ う した標 的 細 胞の 感受 性 の相 違 は,腫

瘍 細 胞 自身 の増殖 速度 に関係 が あ るの で は ない

か と考 え,他 の若 干 の培養 細胞 株 を用 い た結果

と比較 してみ た が,標 的 細 胞の 増殖 速 度 と傷害

作 用 の強 さは必ず し も相 関 しなか った.(未 発表),

 HeLa細 胞 を標 的 細 胞 と した場合,各 種 疾 患患

者 のみ な らず対 照健康 人に おい て もそ の活性 値

の バ ラ ツキが大 き く,同 一 症例 での再 現 性 もや

や 乏 し く,さ らにE/T比 が 高 くな い と活性 値

が 上昇 しな いこ とな どか ら,腫 瘍 細 胞増 殖 抑制

試 験の 標的 細胞 としてはHeLa細 胞 は適 当でな

い と考 えた.反 対 に, EBC-1細 胞は健 康 人 にお

け るバ ラツキ も小 さ く,再 現性 も良 く, E/T比

10:1と 小 さ くと も高 い 活性値 が 得 られ るこ と

か ら標 的細 胞に 適 して い る と考 えた.以 上 の結

果か ら,最 適 条 件 として標 的 細胞 として はEBC-

1細 胞 を使 用 し,混 合 培養 時 間 を40時 間, 3H-

thymidine添 加 培養 時 間 を5時 間 , E/T比10:

1と 設定 して臨 床例 に おけ る腫 瘍 細 胞増 殖抑 制

作 用 の検 討 を行 な った.

肺癌 患 者 の約30%にEBC-1細 胞 に 対 す る腫
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瘍 細 胞増殖 抑 制 作用 の 低下 が 認 め られ,ま た悪

性 リンパ腫 患者 に お いて も16%に 低 下 が み られ

たの に対 し,肺 結核,サ ル コイ ドー シス 患者 な

ど非 悪性 腫瘍 患 者 に低 下 例 はみ られ なか っ た.

即 ち,末 梢 血単 球 の腫 瘍 細 胞増 殖 抑制 の低 下 は

悪性 腫瘍 患 者 に特 異 的 に 多い こ とを示 唆 してい

る.こ れ ら悪性 腫 瘍 患者 に おけ る腫 瘍 細 胞増 殖

抑制 作 用に 対す る治療 の影 響 を検 討 した が,一

定 の傾 向は なか った.ま た臨床 病 期 お よび組 織

型に よ る差 も認め られ なか った.

担癌 患者 の単 球 の 腫瘍 細 胞傷 害 作 用に つ いて

は, Thomas, Rら18)は 肺 癌 と乳癌 患者 に おけ

る増殖 抑制 作 用 の亢 進 を, Lemarbre. P14)ら も

同 じ く肺癌 患 者 の増 殖 抑制 お よび溶解 作 用 の亢

進 を報 告 してい る.一 方Mantovani16)ら は,

卵巣腫 瘍 患者 の 腹水 中 のマ ク ロフ ァー ジお よび

末梢 血単球 の 細 胞増 殖 抑制 な らびに 細胞 溶解 の

両作 用の低 下 を,さ らにKleinerman. E. Sら19)

は担癌 患 者 にお け る単球 の細 胞傷 害 作用 は低 下

して い るが,化 学療 法 に よ って正 常 化す る と報

告 して い る.こ う したそ れ ぞれ 異な っ た結果 は,

対象 とした 患者 の背 景 因子,あ る いは検 査方 法

の相違 に起 因す る もの か もしれ な い.事 実,著

者の 検討 した2種 類 の 標 的細 胞 に よる結 果 が必

ず し も一 致 しなか っ たこ とか ら も推 測 で きる.

肺癌 患者 にお け る単球 の腫瘍 細 胞 増殖 抑制 作

用 と他 の単球 機 能 との 相 関 を検討 した ところで

は,い ず れ の機 能 と も相関 を見 い出 し得 なか っ

た. β-galactosidase活 性 に 関 しては,本 酵 素

活性 がマ クロ フ ァー ジの 活性 化 に伴 な って上 昇

し,腫 瘍 細 胞増 殖抑 制 作用 に 関与 して い る可能

性 を示唆 す る報告20)や,マ ク ロフ ァー ジが腫 瘍

細胞 に接 触 してlysosomeを 直接 移 入 して細 胞

傷害 を惹起 させ る とす るHibbs21)の 報告か らあ

る程 度の 相 関 も予 想 され たが.単 球-マ クロフ

ァー ジ系細 胞の 活性 化 に伴 な うlysosomal en

zyme群 の 酵 素 活 性 は,種 類 に よ つて異 な る動

態 を示 す事 実 も明 らか に され てお り20), lysoso

mal enzyme活 性 が 細 胞傷 害 に一 的に 関 わ っ

てい る とは 言 い難 い面 もあ る.貪 食 との 関係 は,

腫 瘍細 胞 がマ ク ロフ ァー ジに 貪 食 され る とい っ

報告 もある もの の22),サ イ トカ ラ シンB等 の貪

食阻害 物 質 で腫瘍 細 胞傷 害 作用 は阻 止 され ない

こ とな どか ら相 互 に独 立 した機 能 と考 え られ23).

両 機能 が 直接 的 に関 わ っ てい る事 を確 実 に証 明

し得 た成 績 もみ られな い.ま た走性 と細 胞増 殖

抑 制 作用 との間 に も相 関 は認め られず,機 能 的

な関係 を明 らか に した報 告 も見 当 らない.

今 回の 成績 では,肺 癌,悪 性 リンパ腫 患者 に

お いて単球 の腫瘍 細 胞増 殖 抑制 作用 の低 下 して

い る症 例 が 多 くみ られ たが,良 性 疾 患 で はそ う

した傾 向 はみ られ なか った.こ の事 実 は,既 に

我 々が 発 表 して い る肺癌 患者 の単 球 走性,貪 食

能, β-galactosidase活 性 等 の低 下 と ともに5),

生 体 にお け る発癌,腫 瘍 進展 に お いて不 利 に作

用 して い るこ とが 考 え られ る.単 球-マ クロ フ

ァー ジ系 細胞 の病 巣 局所 での 作用 機 序 を追求 す

るた めに,今 後 は さ らに 末梢 血単 球 機能 と組 織

マ クロ フ ァー ジ機 能 との 関係,あ るい は病 巣部

と非病 巣 部の マ クロフ ァー ジ機能 の差 異等 の検

討 を行 な うこ とが 重要 であ ろ う.

結 論

末梢 血 単球 の腫 瘍 細胞 増殖 抑制 作 用 を肺癌,

悪 性 リンパ腫,サ ル コ イ ドー シス,肺 結 核 の各

疾 患 患者 につ い て検討 した.末 梢 血 単球 は無 処

置 で も著 明 な腫瘍 細 胞増 殖抑 制作 用 を示 した.

扁 平上 皮 肺癌 由来 細 胞EBC-1細 胞 に 対 す る単

球 の細 胞 増殖 抑制 作 用は,肺 癌 患者 の約30%,

悪性 リンパ腫 患者 の約16%に 著 明な低 下 がみ ら

れ たが,サ ル コイ ドー ジス,肺 結 核 では み られ

なか った.単 球 の 腫瘍 細 胞増 殖抑 制 作用 と他 の

単球 機 能 との 間 に有 意 な相関 はみ られ なか っ た.

以 上 よ り,担 癌 生 体 の単球-マ クロフ ァー ジ 系

細 胞 の腫瘍 細 胞増 殖 抑制 作用 は低 下傾 向 に あ り,

免疫 監 視 機能や 抗 腫瘍 能 の低 下 の一 因 となっ て

い るこ とが推 測 され た.

稿 を終 るにあた り,御 指導,御 校 閲をいただ きま

した木村郁郎教授に感謝 いたします.
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Studies on human peripheral monocyte-mediated cytotoxicity

Part I. Monocyte-mediated cytostasis in malignant cells

Jiro YAMASHITA
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The monocyte-mediated cytostatic acitivity against human tumor cells was measured 

in healthy donors and patients with bronchogenic carcinoma, malignant lymphoma, 

sarcoidosis and pulmonary tuberculosis. The target cells employed were HeLa cells 

and squamous cell-type lung cancer derived EBC-1 cells. Cytostatic activity was measured 

by inhibition of 3H-thymidine uptake by target cells.

The mean value of monocyte-mediated cytostasis in HeLa cells was 46.4•}11.8% 

in 18 healthy donors, 47.7•}19.0% in 31 patients with bronchogenic carcinoma, 39.9•}

21.7% in 19 patients with malignant lymphoma, 46.2•}17.7% in 14 patients with sar

coidosis, and 48.6•}15.7% in 9 patients with pulmonary tuberculosis. The mean value 

of monocyte-mediated cytostasis in EBC-1 cells was 87.4•}8.5% in 18 healthy donors, 

78.9 ± 16.8% in 39 patients with bronchogenic carcinoma, 82.5•}15.1% in 25 patients 

with malignant lymphoma, 87.0•}6.7% in 16 patients with sarcoidosis, and 94.3•}8.8% 

in 8 patients with pulmonary tuberculosis.

No significant difference between healthy donors and patients with the above 

mentioned disorders was observed in the HeLa cell assay. But there were remarkably 

low activities, two standard deviations below the mean value of healthy donors, in 

30% of the patients with bronchogenic carcinoma and 14% of the patients with malignant 

lymphoma in the EBC-1 cell assay. In lung cancer patients no significant positive 

correlation was observed between monocyte-mediated cytostatic acitivity and other 

monocyte functions. The data suggest that the tumor cell killing activity of peripheral 

monocytes was decreased in patients with malignant neoplasma.


