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は じ め に

ヒ ト末 梢 血 リ ン パ 球(PBL)をInter

leukin-2(IL-2)と 培養する事 により,正 常細

胞は障害 しないが,広 範囲な培養腫瘍細胞 や新

鮮固形腫瘍細胞を障害する非特異的なキラー細

胞が得 られ る1). Grimmら は これ らの細胞 を

Lymphokine-activated killer(LAK)細 胞 と

なづけた2,3,4). LAK細 胞 はin vitroの み なら

ずin vivoに おいても強 い抗腫瘍効果 を発揮す

る事が知 られてお り5,6),現 在 では悪性腫瘍 に

対する治療 としてLAK細 胞 の受動免疫療法の

臨床応用も検討 されている7,8).し か しながら

LAK細 胞 が何故 この様な強 い抗腫瘍効果を発

揮するのかや,腫 瘍に対する免疫監視機構にお

ける役割についてはまだよくわかっていない.

現在のところ腫瘍に対する免疫監視機構とし

て感作Tリ ンパ球,活 性化マ クロファージ,

 natural killer(NK)細 胞 な どが特異的,非 特

異的に腫瘍細胞の破壊に関与 していると考え ら

れるが,こ れらのエフェクター細胞はinterfer

on(IFN)9), lymphotoxin(LT)10), tumor

 necrosis factor(TNF)11), natural killer

 cytotoxic factor(NKCF)12)と い ったサイ トカ

イ ン と総 称 され る様々 な細 胞 障 害 因 子 を

mediatorと して その細胞障害活性 を発揮す る

事 が最近報告 されている13,14,15,16),今 回我 々

はLAK細 胞 も何 らかのcytotoxic factor(CF)

をmediatorと してその抗腫瘍効果を発揮する

のではないかと考え, LAK細 胞 の培養腫瘍細

胞 および新鮮固形腫瘍細胞に対する細胞障害活

性 を測定するとともに, LAK細 胞 を種々の方

法で刺激 した上清中の細胞障害因子について検

討 したので報告す る.

材 料 と 方 法

1. PBLの 分離

PBLは 正常健康人又 は各種癌患者よ り得 ら

れ たヘパ リン加 末梢 血 をFicoll-Conray比 重

遠心法 にて分離 し,燐 酸緩衝 液(PBS)に て

3回 洗浄 し,培 養液(RPMI1640, 10% FBS,

 2mML-グ ル タミン, 5×10-5 2-メ ル カトエタ

ノール, 100U/mlペ ニ シリン, 100μ/ml硫 酸 ス

トレプ トマイシン含有)に 浮遊させた.

2. LAK細 胞 の誘導

LAK細 胞 はPBLを 各 種濃度の ヒ トレコン

ビナ ン トIL-2(塩 野 義製薬 より供与)を 含む

培養液中に2.5×106/mlに 調整 し, 5% CO2,

 37℃ の条件下で3日 間培養後, PBSに て3回

洗浄 したのちエフェクター細胞として用いた.

3.標 的細胞

LAK細 胞 の細胞 障害 試験の標 的細胞 と し

て,慢 性骨髄性白血病由来株K562,大 腸 癌細

胞由来株RPMI4788,肺 癌 細胞由来株PC10,
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胃 癌 細 胞 由 来 株MKN-1, MKN-28, MKN-45,

 lymphoma細 胞 由 来DAUDIを 用 い た.ま た 自

家 癌 細 胞 の 分 離 に はGrimmら の 方 法2)に よ っ

た.即 ち 外 科 的 に 切 除 さ れ た 腫 瘍 塊 を 酵 素 処 理

(collagenese 2mg/ml, DNase 0.2mg/ml,

 hyaluronidase 5U/ml)し, cell suspensionを

得 た.こ れ をFicoll-Conray比 重 遠 心 法 及 び

Percollの 不 連 続 比 重 勾 配 遠 心 に か け て 自 家 癌

細 胞 を 得 た.

4.細 胞 障 害 試 験

浮 遊 細 胞 はNa251CrO4に て1時 間 標 識 し,

単 層 培 養 細 胞 は 約24時 間培 養 し た の ち細 胞 の 状

態 が 安 定 し た と こ ろ でNa251CrO4に て6時 間

標 識 した.次 い で 培 養 液 に て3回 洗 浄 し た 後 に

標 的 細 胞 と し て 用 い た, Effector cellはeffec

tor: target ratioが50:1と な る よ う に 調 整 し

て 加 え,浮 遊 細 胞 は4時 間,単 層 培 養 細 胞 は12

時 間 反 応 さ せ た 後,上 清 中 に 放 出 さ れ た51Cr

を 測 定 し た. % specific lysisは 次 式 よ り算 出

した.

% specific lysis

=experimental cpm-spoutaneous cpm

/total cpm-spoutaneous cpm

5.モ ノクローナル抗体処理

LAK細 胞 のモ ノクローナ ル抗 体処理 には

OKT-4, OKT-8(Ortho Pharmaceutical)を

用 いた. LAK細 胞 を1×107/mlに 調 整 し,そ

れぞれの抗体 を50μg直 接加え4℃ にて1時 間

反応 させた後,ウ サギ低毒素補体(Cederlane)

を加 えて更に1時 間37℃ にてshakingし ながら

反応 させた.こ の後細胞 をPBSに て2回 洗浄

してから,生 細胞 を トリパ ンブルーにて数えて

以後の実験に用いた.

6. LAK細 胞 からのCFの 誘導

LAK細 胞 を2.5×106/mlに 調 整 し,各 種の刺

激剤あるいは腫瘍細胞 と一定期間混合培養 し,

そ の培 養上清中のCF活 性 を測定 した.刺 激

剤 と して は, Con A(Miles Yeda), PHA-P

(Wellcome), rIL-2(塩 野義), rIFN-γ(協

和醗酵)を それぞれ用いた.

7. Cytotoxic factor assay

CFの 活 性はマウスL929細 胞 を標的細胞 と

した細胞障害試験 にて測定 した17).即 ち段階

稀 釈 し た サ ン プ ル とL929細 胞(1.5×

104/0.1ml/well)を ア クチ ノマ イシ ンD(2

μg/ml)の 存 在下に96穴 の平底 プレー トにて18

時 間培養 し, 0.02%のNeutral Redを 加 え,

 OD540nmに てELISAを 用 いて測定 した.ま

たCF活 性 の 中和 に は,ヒ トnatural tumor

 necrosis factor(TNF)お よ び ヒ トnatural

 lymphotoxin(LT)に 対 するモ ノクローナ ル

抗体(い ずれ も林原生物化学研究所作成)18)を

用 いた.

結 果

1. LAK細 胞 の各種腫瘍細胞 に対する細胞障

害活性

健康人PBLよ り誘導 されたLAK細 胞 の各

種培養腫瘍細胞 に対する細胞障害活性と,担 癌

患者のPBLよ り誘導 されたLAK細 胞 の自家

癌細胞 に対する細胞障害活性 を図1に 示す.こ

のようにLAK細 胞 は広 いtarget spectrumを

有 する強力な非特異的キラー細胞であることが

図1　 各種腫瘍細胞に対するLAK活 性
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表1　 各種刺激によるLAK細 胞のCF産 生

LAK cells were cultured with ConA (10ƒÊ/ml), 

PHA (10ƒÊ/ml), IL-2 (1000U/ml), IFN

 (10000U/ml) or tumor cells (1•~105). After 12 

hours incubation, supernatant was collected and 

assayed for CF activity.

判明 した.

2.各 種刺激によるLAK細 胞 のCF産 生

LAK細 胞 に種々の刺激 を加えた場合の24時

間後の上清中のCF活 性 を表1に 示す. Con

- AやPHAでLAK細 胞 を刺激 した場合はその

上清中 に強 いCF活 性 が検出 されたが, IL-2

やIFN-γ で はCF活 性 は誘導 されなかった.

次 にLAK細 胞 をRPMI4788やPC10と いっ

た腫瘍細胞と24時 間混合培養すると,そ の上清

中 にもCF活 性が検出された. LAK細 胞 に刺

激 を加えない場合 や刺激剤 のみの上清中には

CF活 性 は検出 されなかった.

3. LAK細 胞 のCF産 生 の経時的変動

LAK細 胞 をCon-Aで 刺 激 した時 の上清中

のCF活 性 の経時的変動 を表2に 示 す.刺 激

表2　 LAK細 胞 のCF産 生 のtime cource

LAX cells (2.5•~106) were cultured with ConA (10ƒÊ/ml) for the 

time indicated and culture supernatant were assayed for 

CF activity on L929 cells.

LAK cells were generated with various IL-2 concentration. 

%cytotoxicity was assayed by 51Cr release assay against 

P4788 (open bar). LAK cells were stimulated with ConA (10ƒÊ/ml) 

and supernatants were assayed for CF activity(open circle).

図2　 各種濃度IL-2に よるLAL活 性およびCF産 生能
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表3　 LAK細 胞 により産生されるCFの 中和試験

LAX cells (5•~106/ml) were incubated with 

ConA (10ƒÊ/ml) IL-2 (1000U/ml) or tumor ce 

lls (1•~105). After 12 hours incubation su 

pernatant was collected and assayed for 

CF activity.

表4　 LAK細 胞のモノクナール抗体処理後の

LAK活 性およびCF産 生能の変動

後2時 間でCF活 性 は既 に検出 され, 6時 間

でその ピ-ク をむかえた.刺 激後72時 間 で も

CF活 性 は検出可能であった.

4. LAK細 胞 におけるLAK活 性 とCF産 生

能の相関関係

PBLを 各 種濃度のIL-2と3日 間培養 した

時のそれぞれのLAK活 性 とCF産 生 能の相関

関係 を図2に 示す. IL-2の 濃 度 を増すにつれ

てLAK活 性 とCF産 生 能 は上 昇 して ゆき,

 500U/mlのIL-2で 培 養 した時 に両者の活性 は

ピークに達 し比較的 良 く相 関 していた.ま た

LAK活 性 の低 いものでもCF産 生能は十分保

持 していると考えられた.

5. CF活 性の中和試験

LAK細 胞 が産生 するCFが 何で あるかを検

討す る目的で,抗TNF抗 体 および抗LT抗 体

を用いて中和試験 を行った.種 々の刺激 によっ

てLAK細 胞 が産生するCF活 性 は,表3に 示

すように抗TNF抗 体 によって70～95%が 中和

され るが抗LT抗 体にて は10～15%し か 中和

されなかった.こ の事 か らLAK細 胞 によって

産生 されるCFと はその大部分がTNFで あ る

ことが判明 した.

6. CFを 産 生するLAK細 胞 の細胞表面抗原

の解析

CFを 産生す るLAK細 胞 の細胞表面抗原 を

解明する目的で, LAK細 胞 を各種モ ノクロー

ナル抗体 で処理 した後, LAK活 性 とCF産 生

能 を測定 した.表4に 示 すようにLAK細 胞 を

OKT-8で 処 理す ると, LAK活 性 もCF産 生

能 もほぼ完全 に消失 した. OKT-4の 処 理では

LAK活 性 もCF産 生 能 も殆 ど影響 を受 けな

かった.こ のこと よりCF即 ちTNFを 産 生す

るLAK細 胞 はOKT-8陽 性 で ある ことがわ

かった.

考 察

LAK細 胞 は何 ら抗原刺激 を加えることなく

リンパ球 とIL-2を 培 養することによって誘導

される非特異的キ ラー リンパ球であ り, NK非

感 受性である広範囲の同系または同種の腫瘍細

胞 を破 壊 する2,4).多 くの動物 実験 において

LAK細 胞 の受 身移入がin vivoに お いて抗腫

瘍効果 を発揮 することが証明されてお り5,6),

す でに臨床 においてもLAK細 胞 の受身移入療

法 が開始 されてお りその有効性が報告 されつつ

ある7,8).我 々 の実験結果 においてもLAK細

胞 は健康人からも担癌患者か らも誘導可能な非

特異的なキラー細胞であり,新 鮮固形腫瘍細胞

に対 しても細胞障害活性 を有することが判明 し

た.

しか しながらLAK細 胞 が何故 このような強

い抗腫瘍効果を発揮するのかは未だに不明であ

り,そ の細胞障害作用のメカニズムに関する報

告 は少ない.今 回の実験 において示 したように,

 LAK細 胞 をレクチ ンや腫瘍細胞 と混合培養す
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る ことにより,そ の上清中 にマウスL929細 胞

に対 して細胞障害活性 を有す るCFが 検出 さ

れる.さ らにLAK細 胞 のin vitroで の細胞障

害活性 とCF産 生能 は比較的 良 く相関 してい

ることがわかった.こ のCFはTNFに 対 する

モノクローナル抗体によりその活性 がほとんど

中和されることより, LAK細 胞 が種 々の刺激

によってTNFを 産 生 しうる ことが明 らか と

なった.

TNFはBCG/LPSに よ り刺激 されたマ ウス

の血 清 中 に検 出 され るcytotoxinで あ り,

 BALB/cマ ウスに移植 されたMethA肉 腫 に出

血壊死 をもたらす物質 である13). TNFを 産生

する細胞 としては,活 性化マクロファ-ジ がそ

の中 心 と考 え られ て い るが19), NKCFと

TNFが 同 一物質という報告 もあ り20), NK細

胞 もTNFを 産 生 しうるものと考え られる.ま

たマウスnatural cytotoxic(NC)細 胞 もTNF

をmediatorと して細胞障害活性 を発揮する報

告があ る21,22).こ の ようにTNFを 産 生す る

細胞と しては活性化 マクロファージ以外 にも

種々の細胞 が あ り,今 回の 我々の結 果 よ り

LAK細 胞 もその1つ だと考えられる.

ヒ トのLAK細 胞 はそ の細 胞 表 面抗 原 が

OKT-3陽 性 ・OKT-8陽 性 と報告 されてお り,

 T細 胞系列のものである可能性が示唆されてい

る3).今 回 の 我 々 の 結 果 もLAK細 胞 を

OKT-8で 処 理 する ことに より, in vitroの 細

胞障害活性 もTNF産 生 能も殆 ど消失 し,こ れ

は諸家の報告 と一致するものであった.ま たこ

のことか らTNFはLAK細 胞 の細胞障害活性

のmediatorで あ る可能性 も示唆 された.実 際

LAK細 胞 の細胞障害活性 とTNF産 生 とは比

較的良 く一致 していた.こ の ことよりLAK細

胞 は 確 か にTNFを 産 生 す る が, TNFを

mediatorと して細胞障害活性 を発揮 するとは

断言できなかった.こ のことに関 しては次の2

つ の可能性が考え られる.1つ は今回の実験に

用い られ たア ッセイがマウスL929細 胞 に対す

る障害活性を検出す るものであ り,ヒ トの種特

異的 な細胞障害因子の検出ができていない可能

性があることである.さ らにL929細 胞 には障

害活性を示 さないが,他 の細胞には障害活性を

示す因子があるのか もしれない.も う1つ の可

能性 は, LAK細 胞 に よって産生 されるTNF

はin vivoに おける腫瘍細胞 の制御 に重要な役

割 を果た しているということで ある.今 後 は

LAK細 胞 がTNFを 産 生する真の意義を追求

する目的 で, LAK細 胞 のin vitroの 細 胞障害

活性に抗TNF抗 体 が影響するか否か,ま たin

 vivoに お けるLAK細 胞 の移入療法のTNFの

測定等 をおこなってゆくつ もりである.
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Lymphokine-activated killer (LAK) cells can be generated by incubating peripheral blood lym

phocytes in recombinant Interleukin-2. LAK cells kill fresh autologous and allogeneic human tumor 
cells in vitro. The adoptive transfer of these LAK cells into tumor-bearing hosts can mediate the cure 
of disseminated cancer in a variety of animal model systems. But the mechanism of target cell killing 
by LAK cells is as yet undefined. We have postulated that such killing may involve some soluble cyto
toxic factors produced and secreted by LAK cells. LAK cells were induced by mitogens and tumor 
cells to secrete cytotoxic factors against L929 cells. LAK cells produced cytotoxic factors within 2hr 
after induction and maximal production was observed 6hr after induction. There was a good correla
tion between in vitro LAK cell activity and production of cytotoxic factors. We have identified one of 
these cytotoxic factors as tumor necrosis factor (TNF). LAK cells lost their in vitro cytotoxic activity 
and TNF producibility after treatment with OKT-8 antibody. These findings suggest that TNF may 

be a mediator of in vitro LAK cell activity.


