
各種mitogenに 対す る癌 患者

末梢血 リンパ球 の幼若化反応

岡 山大 学 医 学 部 第一 外科 学 教 室

(主 任:折 田薫 三 教 授)

河 合 知 則

(昭 和54年3月17日 受 稿)

Key words: PHA, ConA, PWM,レ バ ミゾー ル,

幼 若 化 反 応

1緒 言

担癌 生 体 で は,免 疫 能 と くに,細 胞性 免疫 能 の抑

制 が み られ る1) 2)こ とは,よ く知 られ てい るこ とで あ

り,そ れ は,担 癌 生 体 に お け る 同種 移 植 皮 膚 片や,

同種 移植 癌 細 胞 の 生 着 の延 長3) 4) 5),遅 延 型 ア レ ル ギ

ー 反 応 の減 弱6) 7) 8),末 梢 リンパ球のphytohaemagglu

tinin9) 10) 11) 12) 13)(以 下PHAと い う), Poke weed

 mitogen14)(以 下PWMと い う)に 対 す る幼 若 化 反

応の 低 下 な どの現 象 として 観 察 さ れ て い る,又 逆 に

み て も,先 天性 免 疫 不 全 癌 患 者15)や,免 疫 抑制 剤 を

必要 とす る腎移 植 患 者 に16) 17),健 康 人に み られ る数

十倍 の 頻 度 で 発癌 が み られ るこ とな どか ら,細 胞性

免疫 が,発 癌 か ら腫 瘍 増 殖 時 に,抑 制 的 に 作 用 して

い る といえ る.こ の こ とか ら,癌 患者 の 細 胞性 免疫

能 を賦 活 向 上 させ,癌 病 態 を免疫 学 的検 索,特 に細

胞性 免 疫 能 で み る こ とが,癌 の 治療,又 その 予 後 を

み る うえで の 重要 な課 題 とい え よ う.細 胞 性 免疫 能

を知 る方 法 と して は,持 異 的 免疫 反 応 と,非 特 異 的

免疫 反応 が あ り,前 者 にmacrophage migration in

hibition test (MIT)18) 19), mixed lymphocyte tumor

 cell reaction (MLTR)20), colony inhibition test

 (CI)21), cellmediated cytotoxiecity test22)が あ り,

非 特 異 的 免 疫 反 応 と し て, in vitroで は,末 梢 血 リ

ン パ 球 のPHAに 対す る 幼 若 化 反 応 や23) 24) 25), PWM

9) 14)
, Concanavalin A(以 下ConAと い う)に 対 す る

幼 若 化 反 応26), T-cell B-cell頻 度27), carcinoembry

onic antigen (CEA)28)が あ り,又DNCB貼 布 試 験

29)
, PPD反 応30), PHA皮 内 反 応31),の 他 に もmu

mps antigen, SK-SD, tetanus toxoid等 を 用 い る 検

査 法 が あ る 一 現 在 こ れ ら の 持 異 的,非 持 異 的 免 疫 反

応 を指 標 と して, BCG-CWS32) 33), OK-43234),

 PSK35), Levamisole36),等 の 免疫 賦 活剤 を用 いて の

非特 異的 免 疫 療 法 が 用 い られ て 有 効 な 成績 をお さめ

つつ あ る.著 者 は,三 輪 らの 報告 して い る ご と く,

細 胞性 免疫 反 応 に お け る非 特 異 的 免疫 反 応 で あ る

PHA. PWM幼 若化 率 が 担 癌 生 体 の 進行 度9) 13),又 そ

の予 後37) 38)を よ く表 わす こ とか ら,主 と してLeva

misole投 与 の消 化 器 進 行癌 患者 のPHA, PWMの 幼

若 化 反応 を測 定 し,各 々の マ イ トジェ ン に対 す る反

応 を比 較 し,予 後 との 関 係 を検 討 した.又PHAは

T-リ ンパ 球 を刺 激す る39) 40)が,同 じT-リ ンパ 球sti

mulatorで あ るPHAと 反 応 が 異 な るCon A41) 42)に

つ い て も検 索 を行 な い,人 癌 患 者 末 梢 血 リンパ 球 の

T-リ ンパ 球subpopulationの 術 後 の 変動 を, mitogen

に 対 す る反 応 でみ た.

免疫 反応 に お い て,抗 体 産 生 に 関 与す る細 胞 とし

て は,マ クロ フ ァー ジ,胸 腺 由 来 リンパ球(T細 胞),

お よび 骨髄 由 来 リンパ球(B細 胞)が あ り,抗 体 発

現 に は こ の3系 の 細 胞群 の効 果 的 な補助 作 用が 宿 主

免疫の 形 を支配 し43) 44), B細 胞は体 液 性抗体 産生 に働 き,

 T細 胞 は主 として 細 胞性 免疫 に 関 与 す る.し た が っ

てB細 胞 を刺 激 す る と.いわ れ るLipopolysaccharide

45)(以 下LPSと 略 す)の 幼 若 化 反 応 も併 せ 調 べ た
.

II研 究対 象 お よび 方 法

A.研 究対 象

研 究対 象は, levamisole投 与群 と して,岡 山大学 第1

外科 入院 中及び外 来通院 中, 70才 以下の 主 として進 行消

化器癌 患者101例 であ る,内 訳 は 胃癌60例,結 腸 ・大腸 癌

38例,肝 癌3例 で あ り,そ の うち48例 が 治 癒切 除,

 38例 が 非 治癒 切 除, 15例 が 非切 除例 で あ っ た。
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levamisole投 与 方 法 は, levamisole 150mg/day

を手 術 前3日 前 よ り, 3日 間 連 続 投 与 して以 後 は隔

週 投 与 を継 続 した46) 47).

対 照 群 と して 治癒 切 除12例,非 治癒 切 除5例 につ

いて 検 索 した .

B.研 究 材 料 及 び研 究 方法

1.リ ンパ球 分 離 液(Ficoll-Conray)の 作 製, 9

% Ficoll 400(生 化学 工 業)と33.4% Conray 400

(第1製 薬)を24:10の 割 に混 合 し,比 重 を1.077±

0.001に 調 製 した もの を, 1気 圧, 120℃, 20分,オ ー

トクレー プ で滅 菌 し,リ ンパ 球 分 離 液 と し て 使 用

した.

2.リ ンパ 球 培 養 液 の作 製

RPMI 1640,6mlにRPMIで 溶 解 した カネ ン ド

マ イ シ ン(明 治製 菓)1mg/ml, 2mlを 加 え, Fetal

 Calf Serum (Gibco) 2mlを 加 え培 養 液 と した.

3-PHA, Con A, PWMの 調 製

PHA-P (Difco) 50mg, Con A (Sigma) 25mg,

 PWM (Gibco, Control No, A 665702)を それ ぞれ

5mlのRPMIに て 溶解 し た もの を100%と し,各 々

50%, 25%, 10%, 5%濃 度 の 各種 濃 度 の マ イ トジ

ェ ン を作 製 した.

4. LPSの 調 製

LPS (DIFCO) 100mgをRPMI 10mlに 溶 解 した も

の を100%濃 度 と し, 50%, 25%, 10%, 5%濃 度 に

調 製 した.

5.リ ン パ球 分 離

佐 丸 らの 方 法48)に よ った.す な わ ちヘ パ リン0.2ml

を 入れ た 注射 器 を用 いて,被 検者 の 肘 静 脈 よ り5ml

を採 血 し, Ficoll-Conray 10mlを 遠心 管 に 入れ,そ の

上 にヘ パ リン加 血 を静 か に重 層 した.こ れ を1800r.p.m,

 30分 間 遠心 沈 殿 させ,上 層 の リンパ 球 を ピペ ッ トで

回収 し,蒸 留 水 で再 び1000r.p.m 10分 間遠 心 沈 殿 す

る.沈 殿 リ ンパ球 をRPMI 1640に て再 び1000r.p.m

 5分 間 遠心 沈 殿 して,ほ ぼ 純 粋 な リンパ球 を採 取 し

た.白 血球 計 算板 に て計 数 後 リンパ 球 を5×105/ml

に調 製 した.

6.マ イ トジェ ンの 添加 方 法 と,至 適 濃 度,至 適

培 養 日数 の 決 め方

採 取 した リンパ 球 に,リ ンパ球 培 養 液(200r/ml

カ ネ ン ドマ イ シ ン. 20% FCS加RPMI)を 加 え,こ

れ をU-microtiter plate (Cook)に1ウ ェル 当 り, 105

個/0.2mlに 分 注す る.各 々 の ウ ェ ルに23Gの 注 射 針

をつ け た1mlの 注 射 器 を使 用 して,各 々 の 濃度 の マ

イ トジェ ン を1滴(0.02mの 滴下 す る.す な わ ち50

%. 25%, 10%, 5%各 々マ イ トジ ェ ンの 終 濃 度 は,

お よそ5%, 2.5%, 10%, 0.5%と な る.マ イ トジ

ェ ン非 添加 の ウ ェ ル に はRPMIを0.02ml加 え た.

U-microtiter plateを5%CO2 incubatorに て,

 37℃, 2日 ～6日 間 培 養 し,マ イ トジ ェ ンの 至 適 濃

度 と至適 培 養 日数 を決 め た.

7.幼 若 化 反応 の 測 定

培養 修 了1日 前 に1μciの3H-thymidine (Code

 TRA 6.1, Bach 180)をHamiltonのRepeating Dis

penserを 使 用 して分 注 す る. MASHII (Multiple

 Automated Sample Harvester, Skatoron社)を 蒸

留 水 に て洗 浄 後,グ ラス フ ァ イバ ー フ ィル ター(W

attman)を 置 き,こ れ に 各 ウ ェル の 細 胞 を吸 引 し,

グ ラス フ ァ イバ ー フ ィル タ-上 に 固着 させ る.固 着

させ た フ ィル タ-を 充分 乾 燥 させ た 後,細 胞 固着 部

を剥 離 し,あ らか じめ7mlの 液 体 シ ン チ レ ー タ ー

(0.1gのpopopと5gのppoを1lの トルエ ン に溶

解 した もの)を 加 え た カ ウ ンテ ィ ン グバ イ アル 中に

入 れ,リ ンパ球 のDNA合 成 の 際 の3H-thymidine

の取 り込 み を液体 シ ンチ レー シ ョ ンカ ウ ン ター(A

loka社)で 測 定 す る.実 験 は すべ てtrip1icateで 行

な い,表 現 方 法 はす べ て

S・I= マ イ トジ ェ ン添 加 の リン パ球c.p.m/
マ イ トジ ェ ン非 添加 の リンパ 球c.p.m

で 表 わ し た.個 々 の デ ー タ ー は, 3者 のS-I平 均 値

を と っ た.

III研 究 結 果

A.各 種 マ イ トジ ェ ン の 至 適 濃 度

1. PHAと 至 適7度

14例(20～35才)の 健 康 人 末 梢 血 リ ン パ 球 の

PHAに よ るS.Iは, 5%, 2.5%, 1%, 0 .5%濃 度

で 各 々56.5±21.3, 68-4±11.3, 108.9±16. 4, 108.3

±15.8と1%濃 度 で 最 大 の 反 応 が み ら れ た .(図1)

2. Con Aの 至 適 濃 度

5%, 2.5%, 1%, 0.5%,各 々77.6±16.3, 87.6

±14.8. 102.7±14.6, 94.8±14.8と1%濃 度 で 最 大

の 反 応 が み ら れ た.(図2)

3. PWMの 至 適 濃 度

5%, 2.5%, 1%, 0.5%,各 々58.6±14.9, 71.1

±11.4, 75.8±11.2, 58.5±16.1とPHA. Con Aと

同 様, 1%濃 度 で 最 大 の 反 応 が み ら れ た .(図3)

4. LPSの 至 適 濃 度

13例(20～30才)に つ い て 調 べ た
.

5%, 2.5%, 1%, 0.5%,各 々4.7±1.7, 11.2±
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4.1, 18.0±2.9, 17.4±2.9と 他 の3種 のマ イ トジ ェ

ン と同 様 に1%濃 度 で最 大 の 反 応 がみ られた.(図4)

図1. PHA幼 若 化 率 の 濃 度 に よ る変 化(N=14)

図2. Con A幼 若 化 率 に よ る変 化(N=13)

図3. PWM幼 若化率による変化(N=13)

図4. LPS幼 若化率の濃度による変化(N=13)

以 上 の 結 果 よ り,免 疫 抑 制 の 強 い癌 患 者 末 梢 血 リ ン

パ 球 の 非特 異 的幼 若 化 反 応 を検索 す る為 に は,反 応

を最 大 に 起 させ る こ とが 必 要 で あ り,そ の 為,上 記

4種 のmitogen濃 度 を1%で 行 な った.

B.各 種mitogenの 至 適 培 養 日数

mitogen添 加 リンパ 球 の 培養 日数 は何 日で最 大 の

反 応 を起 す か を調べ る為, 1%濃 度 のmitogenを

加 え た リンパ 球 を2～6日 培 養 した.被 検 者 は, 20

～35才 の健 康 成 人男 子6名 であ る.な お1μciの3H-

thymidineの 入れ る時 期 は,す べ て の例 で 培養 修 了

前24時 間 で あ る.

1. 1% PHAに よる至 適 培 養 日数

2～5日 培養 の結 果, S・IのMean±S・Dは そ れ

ぞ れ82.4±14.1, 101.3±20.3, 105.2±18.0, 96.6

±18.3と3日 目に上 昇 し, 5日 目に下 降 す る.(図5)

2. 1% Con Aに よ る至 適 培 養 日数

2～6日 培 養 で そ れ ぞれ, 63.0±21.5, 97.2±18-1,

図5.培 養 日数 に よるS・Iの 変 化(N=6)
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99.2±14.5, 100±19.7, 62.4±21.8と3～5日 目に

上昇す る も, 6日 目に低 下 す る.(図6)

図6.培 養 日数 に よ るS・Iの 変 化(N=6)

3. 1% PWMの 至 適 培 養 日数

2～6日 培 養 で そ れ ぞ れ57.4±15.7, 73.9±14.9,

 75.0±15.7, 74.9±17.3, 58.0±17.1と3～5日 目

に 反応 値 が 上 昇 し, 4日 目に 反 応 が最 大 とな っ た.

4. 1% LPSの 至 適 培 養 日数

2～6日 培 養 で そ れ ぞ れ10.3+3.9, 19.2+6.8,

 19.0±2.2, 19.3±7.1, 15.4土7.2と3日 ～5日 目に

反 応が 最 大 とな った.(図6)

各mitogenは, 3, 4, 5日 目に反 応値 の上 昇 が 起

っ たが,各 々 の 間 に 有意 差 は な く, 1様 に4日 目を

至 適 培 養 日数 に定 め た.以 上 の 実 験 結 果 を も とに4

種 のmitogen濃 度 を1%,培 養 日数 を4日 と して,

正 常 人末 梢 血 リンパ 球 のmitogen responseを 比 較

してみ るに, S・IはPHAが 最 も高 く,次 いでCon A,

 PWM, LPSの 順 に な り,個 々 の 例 につ い て み て も、

PHAの 値 は,常 にCon A, PWM, LPSの 値 よ り高

か っ た.(表1)

これ ら基礎 実 験 を も とに して,癌 患 者 末 梢 血 リン

パ 球 の 幼 若化 反応 を上 記 の 濃度 及 び培 養 日数 で検 討

表1　 正常人末梢 リンパ球の各マイトジェンに対する幼若化率

して み た.

C.進 行 度別 にみ た末 梢 血 リンパ 球 幼若 化 反応

1.対 照群(Levamisole非 投 与群)

治癒切 除12例 の術 前のS・Iは, PHA, Con A, PWM

そ れ ぞ れ60.9±12.8, 53.1±9.3, 44.1±8.3で 術 後

2週 迄 は,手 術 侵 襲 や麻 酔 の影 響 で低 下 したが, 3

週 目に は そ れ ぞれ56.2±9.2, 52.8±6.8, 47.4±7.9,

とほ ぼ 術前 値 迄 回 復 し,以 後5週 目迄 は術 前 値 を下

らな い.

LPSは,術 前値 に 比べ,術 後 の低 下 は み られ ず,

ほ ぼ1定 に変 動 し, 5週 目に至 る.(図7,表2)こ の

こ とか ら手 術 の 細 胞性 免 疫 能 に 及 ぼ す影 響 は,術 後

1週 目及 び2週 目に 強 い様 であ る.非 治癒 切 除 症 例

は5例 につ い て検 索 したが,癌 病 態 に 左 右 され る為,

個 々 の デー ター に ば らつ きが 多 く, 1定 の傾 向 を示

す に 至 ら なか った.(図8)

2. Levamisole投 与 群

治癒 切 除 例48例 のPHA幼 若 化 反 応 は,術 前58.3

±12.5と 対 照 群 とほ ぼ 同 じで,術 後 の 幼 若化 は,対

照群 と異 な り,手 術侵 襲 に よ る 術 後 の 低 下 は み ら
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図7.末 梢 血 リンパ 球 の 各 種mitogenに こけ る

幼 若 化 始 癒切 除 例), N=12

れず,む し ろ術 後1週 目 に上 昇(P<0.05)し, 4

週 目に 最 高 とな})(P<0.01)以 降 は6ヶ 月迄 す べ

て術 前 の値 を上 回 る.(図9,表2, 3)

非 治癒 切 除例38例 で は,術 前44.8±10.9で あ った

ものが 術 後 上 昇 し, 1ヶ 月 目60.5±11.5と 上 昇(P

<0.01)以 後2ヶ 月迄 は,術 前 値 を上 回 るが,そ れ

以 降 は低 下 の 傾 向 を とる.

非 切 除 例 も,非 治癒 切 除 例 と同 様術 後2ヶ 月迄 は,

術 前値 を上 回 るが,そ れ 以 降 は 低 下す る.(図9,表

2, 3)

Con A幼 若 化 反応 は,治 癒切 除例 で術 前, 56.4±

10.4とPHAよ り もS・Iが 低 く,以 後1週 目(63.6

図8.末 梢 リンパ球 の 各種mitogenに お け る

幼 若 化(非 治癒 切 除 例), N=5

図9.進 行 度 別 に 見 た 末 梢 血 リンパ 球 のPHA

幼 若 化(Levamisole群)

表2　 治癒切除例の術前値と術後4週 迄の幼若化率

投: Levamisole投 与群

非: Levamisole非 投 与群(contro1)

※: 術 前値 と比 較 したt検 定　 # Levamiso1e投 与 群, control群 とのt検 定

※1 P<0.05 #1 P<0.05

※2 P<0.01 #2 P<0.01
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表3　 術 後6ケ 月迄 の 幼 若 化率(Levamiso1e投 与 群)

※ 術 前値 と比 較 したt検 定　 # 治癒切 除 と比 較 したt検 定

※1 P<0.05 #1 P<0.05

※2 P<0.02 #2 P<0.01

※3 P<0.01

±11.6)と4週 目(67.6±12.6)にS・Iが 最 も上

昇 し,そ の 間 も6ヶ 月 目迄, S・Iは 術 前 値 をほ ぼ

上 回 る.(図10)

PWM幼 若 化 反応 は,治 癒切 除例 で,術 前46 .4±

9.3で あ っ た もの が,術 後1ヶ 月 目に56.9±8.6(P

<0.01),術 後5ヶ 月 目に59.8±16.6(P<0.01)と

最 も上 昇 し,そ の 間 も術 前 値 より〕低 下 を しな い.

一 方非 治 癒切 除例 では
,術 前45.7±6.7と 対 照群

に 比べ 差 は な く,術 後1週 目 も49.2±6.2と 手術 侵襲

に よ るS・Iの 落 ち込 み が ない. PHA, Con Aに み る

様 な3～6ヶ 月 目のS・Iの 低下 もない.非 切 除 例 で

は,術 後4ヶ 月 目迄 は,術 前 に 比べ 変 動 は な いが,

術 後5ヶ 月, 6ヶ 月 目に 低 下 す る.(図11)

LPSは 治癒 切 除例,非 治癒 切 除 例,非 切 除 例,そ

れ ぞ れ10.3±26, 9.5±2.4, 8.7±4.4とPHA, Con

A, PWMの 様 に3者S・Iの 差 は な く,治 癒切 除 例 で

は,術 後1ヶ 月以 降 高 値 を と り統 け6ヶ 月 目に至 る.

非 治 癒,非 切 除 例 は, PHA, Con A, PWMに み

られ る様 な 術後 の 変 動 は な く, 6ヶ 月に至 る.し か

し治 癒切 除例 に比 して 全体 的 に低 い傾 向 に あ る.(図

12,表2, 3)す な わ ち, PHA, Con A, PWMは ほ

ぼ 似 た様 な術 後 の 変 動 を示 した が, LPSは 他の3者

図10.進 行 度別 に見たCon Aの 幼 若化

(Leva㎡sole群)

図11.進 行度別 に見 たPWMの 幼若化

(Levamisole群)
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のmitogenと 異 な る変 動 を示 した.

D.手 術 侵 襲 に 及 ぼ すlevamisoleの 効 果

levamisole投 与 群 の 治癒切 除 例 を,術 後4週 に わ

た って対 照群 と比 較 して み る と, PHA, Con A, PWM

幼 若 化 反 応は,術 後1週 間 目に対 照 群 に比 し有 意 の

差 が あ っ た. (P<0.01)し か しLPSは,対 照群 に

比 べ,著 明 な変 化 は み とめ られ なか っ た.(図13)

E.進 行 度別 に み た4種 のmitogenの 変動

治癒切 除例 では, S・I値 は全 経過 を通 じPHA>Con A

>PWM>LPSの 順 で あ る.(図14)が,非 治癒 切 除

例 では, Levamisole投 与 群 で3ヶ 月 目 よ り, Con A

>PWM>PHA>LPSの 順 とな る.(図15)

図12.進 行 度 別 に 見 たLPS幼 若 化(Levamisole群)

図13.手 術 侵 襲 に 及 ぼすLevamisoleの 効 果

図14.末 梢 リンパ球 の 各種mitogenに お け る

幻 若 化(Levamisole群,治 癒切 除例)

図15.末 梢 リンパ 球 の 各種mitogenに お け る

幼若 化(Levamisole群,非 治 癒切 除例)

非切 除 例 で は最 初 か らCon A>PWM>PHA>

LPSの 順 とな っ て変 動 す る.(図16)

図16.末 梢 リンパ球 の 各種mitogenに お け る

幼 若 化(Levamisole群,非 切 除例)

PHAとCon Aの 個々の値についてみても,治 癒

切除例では,術 後6ヶ 月目迄の再発はな く, Con A/

PHA>1な る頻度も常に低い値を示しているが,非

治癒切除例,非 切除例では,術 後1ヶ 月迄は,術 前
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に 比 べ 極 め て 強 い低 下 が み られ る が, 3ヶ 月以 降 で

は ほ ぼ 術 前値 に もど る.(図17)

PHAとPWMの 比 に つ い て も, PHAとCon Aの

比 と同 様 の 結 果 に な った.(図18)

図17.全 症 例 中
Con A

/ PHA
>1,例 の 占め る頻 度

図18.全 症 例 中
PWM

/ PHA
>1,例 の 占め る頻 度

以上のことは, PHAがCon AやPWMよ り低く

なることが癌病態の悪化の指標となることが,推 察

さ れ る.

IV考 案

「五 月 さ さげ」(phaseolus vulgaris)か らの 抽 出 物.

で あ るPHA (phytohaemagglutimin)は, 1900年 代

初, Landstainerに よ り,そ の 赤 血球 凝 集 作 用 が 発 見

され,主 と して抗 血 清 を作 る際 の 赤 血球 除去 を 目的

で使 用 され た. 1960年 に 入 り), Nowell49)ら は, PHA

の 白血球 に対 す る芽 細 胞 化,分 裂 作 用 を発 見 し,

 Paermain50)ら に よ り,リ ンパ球 幼 若 化 現 象 を引 き起

す こ とが 発見 され て 以 来,免 疫 反応 のin vitroで の

検 査 手段 と して 脚 光 をあ び て き た. 1968年Greaves

51)らが
,bursectomised chicken, thymectomized

 chickenにPHAを 作 用 させ て,後 者 のPHA反 応

が 出 な いの に,前 者 で は対 照 群 と同 様PHA反 応 が

出現 した事 か らPHAがTリ ンパ 球 のstimulatorで

あ る こ と を報告 した. 1方, Jack豆 の 蛋 白成 分(G

oncanavalia ensiformis)で あ る, Concanavalin A

 (Con A)も, 1919年Sumner52)ら に よ り抽 出 され,

 Wecksler53), Powel154),ら に よ り,リ ンパ 球 の非 特

異的 幼 若 化 反 応 を起 せ しめ るこ とを,又Toivanen55)

ら に よ りTリ ンパ 球 を刺 激 す る こ とが わ か っ た.

PWMは 「ブ タ草 」(Phytolacca americana)か ら

の 抽 出物 で, 1964年Farnes56)ら に よ り,リ ンパ 球 の

幼 若 化 作 用 が 見出 され た.

これ は, T, B両 リンパ球 を刺 激す る とい われ て お

り57) 58), Me11stedt59)ら に よれ ば, PWMの 濃度 に 左

右 され, low doseで はBcellが 反 応 し, high dose

で は, Tcellが 反応 す る とい い, Waxdalso)ら は,

 PWMを5つ のmitogenに 精 製 分 離 し, 4つ のmi

togenはTcellを 刺 激 す るが,蛋 白分 子 量 の 大 きい

他 の1つ(Pa-1)はBcellを 刺 激す る とい って い る.

 1方Janossay61)ら はBcell mitogenで あ るPa-1も

Tcell依 存性 で あ る と述べ,笠 原62)ら も 人 リンパ 球

をNylon fiber column及 びE-R法 に てT, Bリ ン パ

球 に分 離 してPWMの 作 用 を調べ た ところ, Bcellの

存 在 に よ り, Tcell単 独 よ り強 い刺 激は あるがBcell

単 独 では まっ た く反 応 しな い と述 べ て い る.

これ らの こ とか ら, Greaves40)の い う様に, PWM

はBce11よ り もTcellを よ り強 く刺 激 して い る様 に

思 われ,本 実 験 に お い て も, PWMの 反 応は, PHA,

 Con Aの 反応 と,よ く似 て お り),す くな く も1%濃

度 ではTcellに よ く反 応 して い る様 に 思 わ れ る.

LPSは グラム陰 性 の 細 胞 壁 外層 に 存 在 す る リポ 多

糖 類 で, lipid Aと 称 され るlipid部 分, Coreと 称



各種mitogenに 対する癌患者末梢血リンパ球の幼若化反応 705

され る 多糖 体 部 分,及 び 種,抗 原性 の差 異 を示 すO

抗 原 複 合体 の部 分 よ りな り63), lipid Aが リンパ 球の

芽 球 化 を起す と考 え られ て い る64).こ れ はマ ウ スの

Bリ ンパ球 を特 異的 に刺 激 す る こ とが知 られ て い る

45) 65)が,人 の リン パ球 につ いて は 否 定.的な報 告 が66)

 67)多 い.こ れ は 人 リンパ 球 を刺 激 して, RNA合 成

は亢 進 させ るが, DNA合 成 はほ とん ど促 進 させ ない

為68),本 方 法 に よ る3H-thymidineの 取 り込み では 反

応値 が 出 ない の で あ ろ う.

こ れ らの 研 究 を 背 景 に, Tリ ンパ 球 のsubpopu

lationをPHA, Con Aな どのmitogenに よ っ て 解

析 しよ う とい う試 み が 行 わ れ, Stobo69) 70)ら は マ ウ

スで, θ抗 原 を有 し, radiation sensitiveで 主 に リ

ンパ 節 にみ とめ られ るTリ ンパ 球(lymph node see

king cell)はPHA及 びCon Aに 同 程 度 に 反応 し,

 θ抗 原 少 く,比 較 的radiation resistenceで 主 と し

て脾 に 存在 す るTリ ンパ球(spleen seeking cell)

はCon Aの み に よ く反 応 しPHAに は 反応 しない と

述 べ て い る.又Diamond71)ら も リ ンパ 節 にhome

す るT-リ ンパ 球 は,脾 にhomeす るTリ ンパ球 に比

し, in vitroでPHA及 びalloantigenに よ く反応 し,

これ と逆 にCon Aに 対 して は,脾 にhomeす る リ

ンパ 球 の方 が,リ ンパ 節 にhomeす る リン パ球 よ り),

よ く反 応 す る と述 べ て い る.

以 上 の ご と く, Tリ ンパ 球 も機 能 的 に均 一 なpopu

lationで な く,す くな く と も リンパ 節 にseekingす

る細 胞 と,脾 にseekingす る細 胞 に2大 別 され て い

るが, Tリ ンパ 球 は, cell mediated cytotoxicity72),

 helper activity, suppressor function, graft vs host

veactity, kil1er activity等 の 多様 の 機能 を営 ん でい

る もの と思 われ, PHA, Con Aに 対 す る反 応性 もそれ

ぞ れsubpopulationに よ り異 な って い る様 に 思 われ

る.そ して, Con A存 在 下 でマ ウスの 移植 片拒 絶 反

応が 抑 制 され る こ と75)や,人MLCに お い て,末 梢

血 リンパ球 をCon Aと 共 に培 養 す る とsuppresser

cellが 出 現す る こ と76),人 腎移 植 患 者 に は, suppre

ssor ce11が 出現 し,拒 絶 反 広 時 で は, PHAの 反 応

に比 べCon Aの 反 応 性 が 低下77)す るこ とか らみ る と

Suppressor T cel1にCon Aの 反 応 性 が 高 い様 に思

わ れ る.

Sampson78)ら は, PHA, Con Aで 刺 激 した脾 リ ン

パ球の 混合 培 養 では, PHAの 方 がsuppressor cell

の 出現 が 高 い と異論 を述 べ て い る.

Stont & Herzenberg79)に よる と,マ ウ ス の 脾 の

IgG Fc receptor陽 性(IgG FcR+)のTリ ンパ 球 は

FcR-Tリ ン パ球 に比 してPHAに 対 す る反 応 が 不 良

で あ る とのべ,矢 田80)81)ら も人 リンパ 球 で同 様 の 結

果 を述べ て い る.健 康 人の末梢 血 リン パ 球 中のIg G

 FcR+ Tリ ン パ球 は羊 赤 血球 ロゼ ッ ト形成 細 胞 の5.2

±1.9%を 占め て い る が,癌 の進 行 と共 に 増 加 す る.

胃癌 の 術前 値 を切 除 可能 例,不 能 例,末 期 癌 例 に 分

け て み る と,そ れ ぞ れ8.5±5.7%, 21.7±4.9%,

 29.5±9.5%と 癌 の増 悪 と共 にIgG FcR+ Tリ ンパ球

頻度 が上 昇 して く る.腫 瘍 を切 除 す る と, 1～3週

間 以 内 に正 常 域 に 降 りて くる と い う.以 上 よ り,進

行癌 患者 の 末 梢 血 中 に は, PHAに 反 応性 の低 い,恐

ら くはCon Aに 比較 的 よ く反応す る といわれ るSupp

ressor T(Ts)細 胞が増 加 して,有 意 に末梢 血 リンパ 中

のT細 胞頻 度 が 低下 しな いの に, PHA幼 若化 反 応 が

著 明 に低 下 す る もの と思 われ る.正 常 人や 癌 病 態 の

良 好 な症 例 で はPHA>Con A>PWM>LPSの 順

に 反応 したの に,進 行 癌 ではCon A>PWM≧PEA

>LPSと 順 序が 入れ 替 った の は,進 行 癌 で はTsが

増加 し,恐 ら くはhelper T cel1(TH)やCytotoxic

 T(Tc)頻 度 が 低 下 した為 と考 え られ る.し た が っ

て, PHA, Con A, PWMな どのmitogenを 巧 み に

組 み合 せ て や る と,そ の 作 用 の 強 さか ら癌 の進 行 度

を よ り詳 細 に 測定 で きる もの と思 わ れ る.い わゆ る

immenological parameterと して意 義 あ る もの と思

わ れ る.

1方LevamisoleはL-tetramisole, Levo-2, 3, 5, 6-

tetrahydro-6-phenyl-imidazo (2,1-b) -thiazol mo-

nohydrochloride82)の 構 造 式 を持 ち, Raeymaekeres

83)ら に よ って1966年 合 成 され
,強 い駆 虫作 用84)を 示

す. Renouxら は,こ のLevamisoleに 細 胞性 免疫 能

増強作 用の ある こ とを初 め て 見 出 し85),又 彼 らに よ っ

てマ ウ ス でのtumorがLevamisoleに よ って腫 瘍 部

位 の大 き さ と肺転 移 の抑 制 が あ る86)との報 告 以 来, in

vitro, in vivoで の 検 索 が すす め られ,良 好 な臨 床 成

績 もみ られ て い る36) 82) 87). Levamisoleのin vitvo

のTリ ンパ 球 刺 激 作用 の う ち最 も よ く検 索 され て い

る もの は, PHAに 対 す る幼 若 化 率 に関 して で あ り

88) 89) 90)
, Levamisole添 加 によ る幼 若化率 の上 昇 をみ

て い る.又PHAの 他 にCon A, PWMの 増 強 作 用

もみ られて い る.

三 輪91)ら は,消 化 器癌 患 者143例 に,術 前3日 前 よ

1) Lavamisoleを 投 与 して,術 後 のPHA幼 若 化 率

の変 動 とその 予 後 とみ て い るが,治 癒切 除例 のPHA

幼 若 化率 は,術 後1ヶ 月 目に術 前 値 よ り高 く,以 後

幼 若化 率 は 低 下せ ず持 続 す るが,非 治癒 切 除例 で は
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2ヶ 月 目に 上昇 後6ヶ 月 目迄1次 下 降 す る と述 べ て

い る.

三 輪 の リンパ球 幼若 化 反応 測 定 法 は, PHAやP-

WMを1% (v/v)に 加 え て3日 間 培 養 後 出現 して

く る大.中 リンパ 球 の 頻 度 を 測定 す る形 態 学 的方 法

に よる もの であ るが,今 回 の3H-thymidineのup-take

に も機 能 的 測定 法 にお いて も,三 輪 の デー ター と大

約 一 致 して い る. Sampson92)ら は,健 康 人 末梢 血 リ

ンパ 球 を用 い て, in vitroでlevamisoleがPHA,

 Con A, PWMの 幼 若化 反応 をいか に増幅 す るか を検

討 し,そ の結 果PWMに 最 強 の 反 応 が あ り),つ い で

Con A, PHAの 順 に 幼 若化 反応 を増 幅 す る と述 べ て

い る.こ の こ とがin vivoに おい て も然 りで ある とす

るな ら, levamisole投 与 例 にお いてはPWM>Con-

A>PHAの 順 位 で も良 い はず で あ るが, levamisole

投与 治癒 切 除 症 例群 で は終 始PHA>Con A>PWM

で あ り, levamisole投 与 非 治 癒切 除症 例 群 で も術 後

2ヶ 月 まで はPHA>Con A>PWMで あ り, 2ヶ 月

以 降 で 病 勢 が 増悪 して きた 時 か らCon A>PWM>

PHAと 順位 が 逆 転 して い る. levamisole非 投 与 群

の非 治癒切 除 症例 群 では 術 前 よ り)すでにCon A>P

WM>PHAで あ る.し たが って, mitogenの 反 応

順序 の 入れ 変 り)は単 な るlevamisoleの リン パ 球 の

subsetへ の 作 用程度 の差で はな く,や は り前 述 した ご

と く,進 行 性 ではTsが 増す な ど,リ ンパ球 の構 成成

分 の 変動 に よる もの と結 論す る方 が 正 しい よ うに み

え る.

手 術 侵 襲 や,麻 酔 の影 響 が 免疫 能 の 低下 を招 来 し

93) 94),そ れ が 癌細 胞 の着 床 や増 殖 を促 進 し,ひ いて

は再 発の 誘 因 とな ろ う状 態 をlevamisoleに よって抑

制 し よ う とい う試 み が, Swierenga36),三 輪95) 96)ら

に よっ て な され て い るが,本 実 験 で もlevamisole

が,手 術 侵 襲 に よ る細 胞性 免 疫 能低 下 を著 明 に 防 止

 して い る.

マ ウ スの 実 験 で, Merluzzi97)ら は, levamisole

投 与 したマ ウ ス脾 細 胞 にLPSを 加 えて 反 応値 の 上

昇 はみ られ なか った と して い るが,本 実 験 で も1e

vamisole投 与 群 は, control群 に 比 して,反 応 の上

昇 は 起 して い な い.し か し, LPSのB細 胞 刺 激作用

は, B細 胞の20～30%の み が 反応 して い る との報 告

98)も あ り
,こ の こ とだ け で1evamisoleにB細 胞賦 活

効 果 が 全 くな い と断 定 す るこ とは 危 険 で あ ろ う.

V.ま と め

T-cell stimulatorで あ るPHA,異 な るT-cell su

bsetを 刺 激 す る といわ れ るConcanavalin A(Con A),

 T-cell stimulatorで あ るが1部Bcellを 刺激 す る と

い わ れ るPoke weed mitogen(PWM),動 物 で は

B-cellを 刺激 す る とい わ れ るLipopolysacchride

(LPS)を 使 い,免 疫 賦 活剤 で あ るLevamisoleを 投

与 した癌 患者 末 梢 血 リン パ球 の術 前,術 後 の幼 若 化

反応 の 変化 とLevamisoleの 細 胞性 免 疫 賦 活効 果 を

検索し,併 せ術後の
Con A/
PHA, PWM/PHA の反応値の変

化が 癌 病 態 の指 標 とな り得 るか を調 べ た.そ の結 果

1. PHA, Con A, PWM幼 若 化 反応 は共に平行 して

変動 し,癌 の進 行 に従 が い 底 下 す る.

2. LPS幼 若化 反応 は,上 記3種 のmitogenの 変

動 とは 異 な るがや は り癌 の 進 行 に 従 が い低 下 す る.

 3.治 癒 切 除 例 で は, PHA>Con A>PWM>LPS

の 順 で あ るが,非 切 除例 で は, Con A>PWM>PHA

>LPSの 順 であ り),
 Con A

/ PHA
>1,
 PWM

/ PHA >1な る症

例 は 予 後 が悪 い.

4. Levamisole投 与 例 は,非 投 与 例 に 比 して手 術侵

襲 に よ る術 後 の細 胞 性 免疫 能 の低 下 を防 止 す る.

5.各 種mitogenは 互 いにoverlapし ない リ,ンパ 球

のsubsetと 反 応 して い る可 能 性 が あ る.
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Phytohemagglutinin (PHA), T-cell stimulator, concanavalin A (ConA), stimulator upon 

various T-cell subjects, Pokeweed mitogen (PWM), T-cell stimulator and partial B-cell stimu
lator, and lypopolysaccharide (LPS), B-cell stimulator in animals, were applied to patients with 
cancer of advanced stage. The changes in blastogenesis of peripheral blood lymphocytes before 
and after operation or administration of levamisole (immunostimulator) and effectiveness of 
levamisole were studied. The postoperative changes in relative values of PHA ConA/PHA, PWM/PHA were

 also examined. The results were as follows: 1. Blastogenesis of peripheral lymphocytes against 

PHA, ConA and PWM decreased, paralleling progress of cancer. 2. LPS-blastogenesis was dif

ferent from the above mentioned 3 kinds of mitogen but it also decreased with progress of 

cancer. 3. In curative resection, the order of the value in blastogenesis was PHA>ConA>

PWM>LPS. In non-resected cases, it was ConA>PWM>PHA>LPS. When the value of 
ConA/PHA, or PWM/

PHA was greater than 1, the prognosis were worse. 4. In cases who received levami 
sole, the decrease in blastogenesis of lymphocytes against each mitogen did not in blastogenesis 

of lymphocytes against each mitogen did not occur. 5. Each mitogen was thought to react 

upon various subjects of lymphocytes which did .not overlap with each other.


