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動 物 癌 に お い て も人 癌 に お い て も,腫 瘍 には 腫 瘍

特 異 移 植 抗 原(Tumor specific transplantation

 antigen, TSTA)が 証 明 され1-5),こ れ が 担 癌 宿 主 に

細 胞 性免 疫 を 惹起 す る こ とが 漸次 明 らか に され て き

て い る.教 室 で は,何 等 処 置 を受 け る こ とな く放 置 し

て お け ば腫 瘍 死 す る運 命 に あ る担 癌生 体 の い わ ゆ る

concomitant immunityを 主 としてin vitroの 組 織

培養 法 で検 討 して い る.す な わ ち,原6)はEhrlich

腹水癌を同種移植 されたマウスにおいて,佐 藤7)は

C3H系 マウス乳癌より株化 されたA細 胞の同系移植

マ ウ ス に お い て,大 杉8)9)はC3H系 マウス にMethyl

cholanthrene誘 発 肉腫 の 同系 移 植,お よ び 自然 発 生

乳癌 担 癌 マ ウ ス で,そ れ ぞ れconcomitant immunity

の成立することをその標的癌細胞に対応の宿主リン

パ 球 を混 合 して 培 養 す るcytotoxicity testに よ り

証明して きた.し かし,腫 瘍がある限度を越えて大

きくなるとリンパ球の抗腫瘍性が低下消失すること

をみてきた.本 論文ではこの点を詳細に検索するた

め, Methylcholanthrene誘 発 腫 瘍 を 同系 移 植 後,

経日的に各部位別の リンパ組織 リンパ球の抗腫瘍性

を測定 し従来の報告を裏付ける結果をえたので報告

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 り得た純系C3H雄 マウ

スの生後6～10週 目のものを使用した.

発 癌方法および腫瘍の継代維持:

芳香族炭水化物, 20-Methylcholanthrene (MC)

(和光純薬)を アラビアゴムに懸〓し,そ の1mgを

マウス背部皮下に注入す る.約3ヶ 月後注射局所に,

 1cm～2cm径 大 に腫瘍が発育 してくる.こ の腫瘍を

無 菌的 に摘 出 し, 1×1×1mm大 に 細切 し,同 系C3H

マウス背部皮下に約3週 間々隔で継代移植を行い腫

瘍保持する.実 験には,こ れ ら継代移植を行 った5

～12代 目の腫瘍を用いる.

腫瘍細胞の初代培養:

腫 瘍 移 植 後. 1～2cm径 と な っ た腫 瘍 を無 菌 的 に

摘 出す る.腫 瘍 をHanks液 に て 数 回 洗 浄 し,こ の

腫 瘍 をふ た た びHanks液 中 にて 細 切数 回洗 浄 を

行 い,大 約Madden-Burk法 に 準 じて 細胞 浮遊 液 を

つ くる.細 切 した腫 瘍 片 約1gに 対 してHanks液8

ml, 0.2% Trypsin 10ml, 0.04% DN ase 0.3mlを

加 え90分 放 置 す る.上 清 をす て,再 び同 量 のHanks

液, Trypsin, DN aseを 加 え, magnetic stirrer

にて60分 間 攪 拌 す る. 150メ ツ シユ に て 〓過 し,〓 液

を1000rpm, 10分 間 遠 沈 す る.上 清 をす て,洗 浄 の

目的 で, TC-199液30mlを 加 え,再 び1000rpm, 10

分 間 遠 沈 す る.上 清 をす て, 20%牛 血 清 加TC-199

液(Cephalotin 30μg/mlを 含 む)を 加 え, 1ml中

30×104個 の腫 瘍 細 胞 を含 む腫 瘍 細 胞 浮 遊 液 を作製 す

る.大 きな核 鮮 明 な核 小 体 を有 し,淡 い核 構 造 の 細

胞 を腫 瘍 細 胞 と して 算 定 す る.こ の 浮遊 液 を60本

短 試 験 管 に, 2mlづ つ 分 注 を均 等 に行 い, 37℃ で3

日間replicate cultureを 行 う.(図1)

リン パ球 浮遊 液 の調 製:

担 癌 マ ウ ス お よ び 対照 の正 常 マ ウス よ り無 菌 的 に

別 出 した リンパ節 お よ び 脾 を,そ れ ぞ れ シ ヤ ー レ内

に てHanks液 で数 回 洗 浄 後,細 切 し室 温 で30分 間

放 置 す る.よ く攪 拌 後150メ ツ シ ユ に て 〓過 し,〓 液
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を1000rpm, 10分 間 遠 沈す る.上 清 を除 去 し,再 び

Hanks液 を加 え1000rpm, 10分 間 遠 沈 す る.上 清 を

除 去 し20%牛 血清 加TC-199液(Cephalotin 30μg/

mlを 含 む)を 加 え,リ ン パ球 数 がreplicate culture

完 了 時 の 腫 瘍 細 胞数 の20倍 とな るよ うに調 製 す る.

図1.　 MC誘 発腫瘍の初代培養法

実験材料 ・方法

MC誘 発腫瘍の経週的同系移植:

C3H系 マ ウス80匹 に1mm3大 の 腫瘍片を肩胛骨間

背部皮下に移植し, 1群20匹 の4群 に分 ち,移

植1週 目, 2週 目, 3週 目, 4週 目に1群 づつのマ

ウスよりエーテル麻酔下に局所腋窩リンパ節,遠 隔

腸間膜 リンパ節および脾臓を無菌的に摘出し,そ れ

ぞれよりリンパ球浮遊液をつくり,部 位別 リンパ球

の抗腫瘍性を測定する.

初代培養腫瘍細胞とリンパ球の付加混合培養:

腫瘍細胞を3日 間replicate cultureし たのち,

 60本 の短試験管中より数本の短試験管を任意に抽出

し,上 清 を捨て, 2.0mlの ク リスタルヴイオレット

液(100ml蒸 留 水+2.1gク エン酸+50mgク リスタ

ルヴイオレット)を 加え, 37℃ で30分 間加温する.

管壁に接着 している細胞を静かに剥離 し,よ く振っ

て均一の細胞浮遊液をつ くる.こ の1滴 を血球計算

盤にとり各試験管につ き数回核数計算をなし平均腫

瘍細胞数を出すとともに各試験管に均等に増殖 して

いることを確かめる.残 余の短試験管を10本 づつの

5群 に分ち,そ の1群 をリンパ球非付加単独培養群

とし, 1群 を正常マウスリンパ球付加対照群 とし,

残 りの3群 に局所腋窩リンパ節細胞,腸 間膜 リンパ

節細胞,脾 細胞を付加する.す なわち, 5群 いずれ

も上清 を静かに捨てた後,単 独培養群では培養液の

み2.0ml,対 照群では当日調製した正常 マウスの腋窩

リンパ節細胞浮遊液を,残 りの3群 にはそれぞれの

リンパ球浮遊液を2.0mlづ つ加え,さ らに37℃, 48

時間, 72時 間培養する. 48時 間, 72時 間培養終了後

に,各 群よりそれぞれ5本 の短試験管を取 り出し,

前述のように上清を捨て,ク リスタルヴイオレット

液を入れて管壁に付着 していた腫瘍細胞を核数計算

し, 5本 の平均値をもって各群のその時の腫瘍増殖

数 とする.(図2)

実 験 結 果

1) 腫 瘍移植後1週 目の抗腫瘍性

前述の方法によりreplicate culture 72時 間後の

ガラス管壁には付着している腫瘍細胞数は9.9×104個

mlで あ り,こ れに対して リンパ球数は約20倍 として

200×104個/mlを2ml付 加 混合培養 を行い, 48時間

後, 72時 間後の核数計算による判定 は表1の ごとく

である.局 所腋窩 リンパ節に最も強い抗腫瘍性を認

め,遠 隔腸間膜 リンパ節,脾 臓にはみるべき抗腫瘍

性の出現 は認められない.

2) 腫瘍移植後2週 目の抗腫瘍性

図2.　初代腫瘍培養細胞とリンパ球混合培養法

表1,　 移植1週 目の部位別 リンパ球の抗腫瘍性

※ ×104

混 合培養時腫 瘍細胞数　 9.9×104/ml

混 合培養時 リンパ球数　 200×104/ml
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局 所腋窩 リンパ節に最 も強い抗腫瘍性を認め,遠

隔腸間膜リンパ節にはわずかに抗腫瘍性の出現を認

めるが,腫 臓にはみるべき抗腫瘍性の出現は認めら

れない.(表2)

表2.　 移植2週 目の部位別 リンパ球の抗腫瘍性

※ ×104

混 合培養時 腫瘍細胞数　 14.8×104/ml

混 合培養時 リンパ球数　 300×104/ml

3) 腫瘍移植後3週 目の抗腫瘍性

脾臓に最 も強 く抗腫瘍性が出現 し,遠 隔腸間膜 リ

ンパ節には2週 間と同様わずかに抗腫瘍性が認めら

れるが,局 所腋窩 リンパ節では抗腫瘍性は全 く消失

している.(表3)

表3.　 移植3週 目の部位別 リンパ球の抗腫瘍性

※ ×104

混合培 養時腫 瘍細胞数　 12.9×104/ml

混合培 養時 リンパ球数　 250×104/ml

4) 腫瘍移植後4週 目の抗腫瘍性

移植後4週 目となり,担 癌マウスの腫瘍が大きく

なり増悪 した時期では局所腋窩 リンパ節,脾 臓とも

にわずかに抗腫瘍性が認められが,最 も強 く抗腫瘍

性の認め られるのは,遠隔腸間膜 リンパ節であった.

(表4)

表4.　 移植4週 目の部位別リンパ球の抗腫瘍性

※ ×104

混 合培養時腫 瘍細胞数　 8.6×104/ml

混 合培養時 リンパ球数　 200×104/ml

総括ならびに考案

Methylcholanthrene誘 発腫瘍には,腫 瘍発生宿

主の有 していないTSTAの あ ることが, Foley1)以

来 明らかにされ,宿 主をX線 照射MC腫 瘍細胞の注

射や2),増殖途中の腫瘍の結紮開放 といった手段で過

免 疫 す る こ とに よ り, in vivoの 移 植 実 験 で特 異 的

抗 腫 瘍 性 の成 立 す る こ とを 明 らか に して来 た が,こ

れ らはいずれ もい わ ゆ るsinecomitant immunityで

あ る. MC腫 瘍 担 癌 宿 主 でconcomitant immunity

をin vitroで 証 明 したの は教 室 の 大 杉8)9)に よ る も

の が最 初 とい え よ う.大 杉 はMC腫 瘍 の 同 系 移 植 マ

ウ スの局 所 腋 窩 リンパ 節 細 胞 を, MC腫 瘍 細胞 に 加

えて培 養 す るこ とに よ り, concomitant immunityの

成 立 をみ た もの で あ り, in vivoに お い て は教 室 の

柏 原1)2の 研 究 が 最 初 で あ る と い え よ う.柏 原 は大 杉

と同 様, MC腫 瘍 同 系 移植 マ ウス の局 所 腋 窩 リン パ

節 細 胞 をMC腫 瘍 細 胞 の10倍 に加 え て,別 の 同系 マ

ウ ス に移 植 す る いわ ゆ る中 和 移 植 実 験 で移 植 後1,

 2週 目の 局 所 リンパ 節 に強 い抗 腫 瘍 性 の あ る こ とを

明 らか に して い る.

この 柏 原 のin vivoの 中 和実 験 で も,腫 瘍 移植 後

3, 4週 目の リンパ節 には抗 腫 瘍 性 が な く, in vitro

のlymphocytotoxicity testに お い て も同 様 の 知

見 が え られ る.す で にEhrlich癌 の 同種 移植 に お い

て 原6)が,株 化 腫 瘍 細 胞 の 同 系 移 植 にお いて佐 藤7)が,

局 所 リン パ節 の 抗 腫 瘍 性 は,癌 が 大 き くな る末 期 に
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おいては低下消失することを示し,折田 ら13)はEhr

lich癌 細胞の同種移植において,腫 瘍の発育と共に

部位別 リンパ組織 リンパ球の抗腫瘍性が変化するこ

とを明 らかにしている.こ の傾向は人癌14)において

もみ られるところであり,一 般に腫瘍の発生あるい

は移植後,ま ず最初に近位の リンパ節に抗腫瘍性が

生じ,腫 瘍の増大と共に次第に増強し,あ る限度を

越えて大 きくなると近位 リンパ節の抗腫瘍性が低下

し,さ らに遠位の リンパ組織に抗腫瘍性が生 じてく

るもの と思われる.本 実験では,一 応組織適合性差

を無視 しうる近交系のC3Hマ ウスにTSTAの 証 明

されているMC誘 発腫瘍を同系移植し, TSTAに た

いしてのみおこつていると思 われ るconcomitant

 immunityを,リ ンパ組織の部位別に分けて検索し,

先人のえた結果をほぼ立証することがで きたわけで

ある.局 所 リンパ節を前 もって除去しておいて,腫

瘍を移植すると無処理健常 マウスに移植 した場合に

比し,抗 腫瘍性の発現が遅 く,そ の程度 も弱いとい

うFisher & Fisher15)の 報告,あ るいは同種移植

免疫の知見か らすれば,腫 瘍の発生,移 植後,ま ず

近位 リンパ節に抗腫瘍性の生ずることは容易に理解

されるが,腫 瘍が大 きくなると,抗 腫瘍性が低下消

失するという点になると, high zone paralysisを

中心として多くの機作が考えられている16).この抗腫

瘍性の低下,消 失の防止が癌の免疫療法につながる

ものといえる.

結 論

Methylcholanthrene-誘 発 腫瘍(MC腫 瘍)を 同

系C3Hマ ウスの背部皮下に移植後, 1, 2, 3, 4

週 目の局所腋窩 リンパ節,脾,遠 隔腸間膜 リンパ節

を摘出し,前 述のMC腫 瘍 より初代培養した腫瘍細

胞にこれ らリンパ組織よりの リンパ球を20倍 に加 え

て, 24, 48時 間培養し,リ ンパ球の殺腫瘍細胞効果

を測定した.

腫瘍移植後早期の1週 目では局所腋窩 リンパ節に

のみ強い抗腫瘍性が出現し,次 第に以後抗腫瘍性が

減弱し, 3, 4週 間 と進行して くると消失する.脾

では移植3週 目に強い抗腫瘍性があるが, 4週 目に

は消失している.遠 隔の腸間膜 リンパ節では移植後

日を追って抗腫瘍性が増強 し, 4週 目に最強となる.

以上,部 位別 リンパ球の抗腫瘍性はまず局所 リン

パ節に最 も早期に,最 も強い抗腫瘍性が出現し,進

行癌になると減弱消失 し,さ らに遠位のリンパ組織

に抗腫瘍性が出現して くる.

(稿を終るにあたり恩師田中早苗教授,折 田薫三

講帥,研 究室の諸氏に深甚の謝意を表する.
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ABSTRACT

Regional axillary lymph nodes, spleen and distant mesenterial lymph nodes were taken out 

one, two, three and four weeks after isografting methycholanthrene-induced tumor (MC-tumor) on 

the back under the skin of C3H mice and lymphocytes were prepared from these lymph nodes and 

spleen. These lymphocytes were then mixed with the primary cultured tumor cells of MC-tumor 

in the 20:1 ratio, and cultured for 24 and 48 hours in order to determine antitumor activity of the 

lymphocytes.

As a result it has been shown that at an early stage of one week after tumor transplanta

tion a strong antitumor activity appears only in the regional axillary lymph nodes, which weakens 

gradually thereafter, and as the time elapses two to three weeks, it disappears.

In the spleen, a strong antitumor activity can been ovserved in the third week after tumor 

transplantation, but the activity disappears by the fourth week. In the distant mesenterial lymph 

nodes, the antitumor activity grows stronger along with lapse of time after the transplantation, 

which reaches its peak by the fourth week.

These findings indicate that antitumor activity of lymphocytes in different sites appears ear

liest and strongest in the regional lymph nodes, which weakens and disappears as the cancer 

progresses, which an antitumor activity makes its appearance in further distant lymphatic tissues.


