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論文内容の要旨

生体内 iと悪性腫場が発生すると，それに対して様々な免疫応答が起こるが，その免疫能を利用して，

癌の治療効果を上げようとする試みが多数なされている。

悪性腫場に対する凍結手術は，凍結壊死に陥った腫蕩組織が大量の抗原として作用すると考えられる

ことから，凍結手術には腫蕩組織の破壊だけでなく，腫虜特異的免疫療法としての期待がもたれる。し

かし，その効果については異論があり，またそれによる免疫系の変化についても詳しく研究されていな

い。本研究では，凍結破壊腫虜細胞接種後の免疫応答の発現の様相を細胞性免疫，特にナチュラノレキラ

ー CN K) 細胞とキラー T細胞 CC T L) の発現を中心に調べ，悪性腫蕩治療における凍結手術の有用

性を検討した。

実験にはBALB/ c マウスと Meth A C メチノレコラントレン誘発線維肉腫)の系を用いた。

凍結処理には，東理社製クライオパーを用い， PBS C 一)で 1 X 107 コ /m1に調整したMeth Aを試験

管内で-60
0

CI<:下げて凍結し，融解した CCryo-Meth A)。また，対照としてマイトマイシン Cで処理

したMeth A CMMC-Meth A) を用いた。乙れらMMCーまたはCryo-Meth Aの 1 X 106コ相当量をマ

ウス腹腔内に接種し ， 3 , 7 および14日目の N K , C T L活性を測定した。 NKおよびCTL活性はそ

れぞれ， Y A C - 1 および、Meth Aを標的細胞として 4 時間または12時間の51Cr放出試験にて求めた。

牌臓における NK活性は， MMC- および:Cryo-Meth A接種後 3 日自に一過性に上昇し， MMC群で

はその後低下するのに対し， Cryo群ではさらには日自に大きな NK活性が出現した口

MMCーまたはCryo-Meth A接種後 7 , 10および14日目のマウスの血清および牌細胞の培養上清中の

インターフェロン C 1 F N) とプロスタグランディン E CPGE) の活性を測定した。 IFN活性は，
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マウス L細胞と水庖性口内炎ウイルスを用いてCPE50法により測定し . PGE はクリニカルアッセイ社

の PGE測定キットを用いて定量した。 Cryo群では. 10日目の牌細胞が高い IFN産生能を有し. Cryoｭ

Meth A接種後14日目の高NK活性は，このインターフェロンによる乙とが示唆された。また，牌細胞

の PGE産生能および血中 PGE濃度は. Cryo群の方が常に高いが. MMC. Cryo両群において，量依

存的ICNK活性の抑制に関与しており，ともにインドメタシン投与により NK活性は大きく上昇した。

一方，牌臓における CTL活性は. MMC群では10-14日自に出現するが. Cryo群で、は全く誘導でき

なかった。さらにMMC-Meth A接種マウス ICCryo-Meth Aを接種すると. CTLの誘導が妨げられ

た。また. MMC-Meth A接種後 3 日目のマウスの牌リンパ球をin vitroにおいてCryo-Meth Aで二次

刺激すると，同様に CTLの誘導が妨げられた。乙のような CTL誘導の失敗は. 'Cryo-Meth A 接種

後にLyt-1 -• 2 +のphenotypeをもっサプレッサー T細胞の誘導されることが原因であると考えられ

る。

次にインターロイキン 2 (IL-2) について調べた。 1 L -2 の定量は，マウス胸腺細胞を用いた

Co-stimulator assayl乙よった。牌細胞の 1 L -2 産生能は. MMC群では 7 --14 日自に急激に高まる

が. Cryo群で、は大きな変化は認められなかった。また. in vivoにおいて 1 L -2 を投与したり. in vitｭ

roで、リンパ球を 1 L -2 処理することにより. MMC群では NK活性. CTL ともに増強が認められた

が. Cryo群で、は著明な変化がなく. 1 L -2 を効果的に利用できないことが示された。すなわち. Cryo 

群では IL-2 を介する CTL誘導経路に障害のある乙とが示唆された。しかし. MMC-Meth A接種

後 3 日目のリンパ球をin vitroでCryo-Meth Aと混合培養する際にM〆を含む付着細胞を添加すると，

CTL誘導は部分的に回復する乙とから. Cryo群においてもM〆のCTL誘導を補助する能力は消失し

ていないことが示された。

以上のごとく. MMC群と Cryo群とでは. IFN. PGE および 1 L -2 等の可溶性因子の誘発能に

大きな違いがあった。特に 凍結破壊腫虜細胞は 1 F N inducerとして作用し. 1 F N を介して NK 活

性を増強させるが，一方でサプレッサー T細胞の誘導能も高く，また 1 L -2 産生能や 1 L -2 に対す

る反応性の低下から， CTL の誘導を極めて困難にする乙とが判明した。

すなわち，凍結療法は NK細胞を強く活性化するが，腫場排除に最も直接的で強力な作用を発揮する

CTLを誘導できないことから，腫場特異的免疫療法としては低い評価しか与えられないが，サプレッ

サー T細胞の出現を抑制する手段を併用したり，高NK活性誘導能を利用する乙とにより，有効な治療

手段となる乙とが示唆された。

論文の審査結果の要旨

本研究は，癌治療法の 1 つである凍結療法のモデノレ実験として，凍結壊死させたMeth A腫虜細胞の

接種が宿主免疫系に及ぼす影響について多面的に検討したものである。

その結果，凍結療法はナチュラ jレキラー (N K) 活性を高めるが，腫虜細胞に特異的なキラー T細胞
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(C T L) を誘導できないことを示唆する所見が得られた。さらに，その機序を検索した結果，凍結破

壊した腫蕩細胞は，インターフエロンのインデューサーとして作用し，このインターフェロンを介して，

NK活性を増強させるが，その反面インターロイキン 2 (IL-2) 産生能や 1 L -2 に対する反応性

を低下させることにより CTLの誘導を抑制することが示唆された。なお プロスタグランディン E

(P G E) の関与についても検討し，凍結壊死腫虜細胞の接種lとより PGE の産生能が高められ， NK 

活性が抑制されるとの結果が得られた。

これらのモデル実験で得られた所見は，凍結療法の癌免疫療法としての評価に重要な指針を与えるも

のであり，臨床的立場からもその価値は高い。

したがって，本研究者は，歯学博士の学位を得る資格があると認める。
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