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緒 言

悪 性 腫 瘍 の 治 療 に お い て 、 腫 瘍 局 所 制 御 効

果 の 高 い 放 射 線 療 法 は 欠 く こ と の で き な い 治

療 法 で あ る 。 な か で も 、 頭 頚 部 悪 性 腫 瘍 の 治

療 に お い て は 、 形 態 及 び 機 能 の 保 存 の 立 場 か

ら 、 放 射 線 療 法 の も つ 意 義 は き わ め て 高 い 。

一 方 、 こ の 放 射 線 療 法 に お い て 、 局 所 照 射

が 生 体 の 免 疫 系 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て は 、 多

<の 報 告 が な さ れ て い る 。 1-15)免 疫 系 を つ

か さ ど る リ ン パ 球 が 放 射 線 高 感 受 性 で あ る た

め 、 照 射 野 内 を 循 環 す る リ ン パ 球 へ の 障 害 1)、

照 射 野 内 に 含 ま れ る リ ン パ 節 、 骨 髄 、 牌 臓 な

ど の 重 要 臓 器 へ の 障 害 な ど に よ っ て 、 放 射 線

照 射 は 免 疫 系 に 抑 制 的 に 働 く も の と 考 え ら れ

て い た 。 事 実 、 放 射 線 治 療 中 の 末 梢 血 リ ン パ

球 数 の 低 下 2)は ょ く 見 ら れ る こ と で あ る 。 又 、

放 射 線 治 療 患 者 の Phyto hemagglutinin(PHA)、

ツ ベ ル ク リ ン (Purified protein derivative,

PPD)反 応 3)、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー (Natural
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kiHer,NK)活 性 な ど の リ ン パ 球 機 能 が 低 下 す

る 4,5)と ぃ ぅ 報 告 も 多 い 。

近 年 あ る 特 定 の 線 量 に お い て は 、 腫 瘍 細 胞 が

放 射 線 照 射 に よ り 修 飾 さ れ 、 抗 原 性 が 変 化 し

免 疫 能 が 増 強 す る と い う 報 告 0,7)ゃ 、 リ ン パ

球 サ プ セ ッ ト に お い て 放 射 線 感 受 性 が 異 な り

感 受 性 の 強 い サ プ レ ッ サ ー T細 胞

“

uppressor T lymphocyte)の 障 害 が 強 く 、

相 対 的 に キ ラ ー T細 胞 (Cytotoxic T

lymphocyte,CTL)が 多 く な る と い う 報 告 8-18)

な ど 、 放 射 線 照 射 に よ る 免 疫 増 強 を 支 持 す る

報 告 も な さ れ て い る 。 そ の 他 、 放 射 線 照 射 に

よ り 腫 瘍 組 織 内 に 一 過 性 の リ ン パ 球 浸 潤 が 著

明 に 認 め ら れ た と い う 報 告 11,12)、 腫 瘍 組 織

へ の 浸 潤 リ ン パ 球 と 予 後 に 正 の 相 関 が 見 ら れ

た と い う 報 告   13,14)、  lbscopal effect15)

な ど 、 種 々 な 報 告 が 見 ら れ る こ と か ら 、 放 射

線 照 射 に よ る 治 療 効 果 は 、 照 射 に よ る 直 接 の

殺 細 胞 効 果 の 他 に 、 宿 主 免 疫 能 を 介 し た 間 接

的 な 抗 腫 瘍 効 果 (以 下 抗 腫 瘍 効 果 と す る )も 関
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与 し て い る と い う こ と が 推 察 さ れ た 。

し か し 、 放 射 線 照 射 を う け た 局 所 組 織 は 組

織 学 的 に 大 き な 障 害 を う け て お り 、 こ れ ら 障

害 を う け た 局 所 で の 、 免 疫 学 的 抗 腫 瘍 効 果 の

発 現 に 関 し て は 、 疑 間 と さ れ る と こ ろ で あ る

が 、 現 在 こ の こ と に 関 し て の 報 告 は ほ と ん ど

な さ れ て い な い 。

そ こ で 、 本 研 究 で は 、 放 射 線 局 所 照 射 に よ

る 担 癌 宿 主 免 疫 能 及 び 局 所 免 疫 反 応 を 検 討 し

さ ら に 照 射 に よ り 障 害 を 受 け た 部 位 で の エ フ

ェ ク タ ー 細 胞 (effector cell:免 疫 担 当 効 果

細 胞 )の 関 与 に つ き 検 討 を 加 え た 。
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実 験 材 料 な ら び に 実 験 方 法

1。 実 験 動 物

静 岡 県 実 験 動 物 農 業 協 同 組 合 よ り 供 給 さ れ

た 生 後 5週 齢 の BALB/c Cr Slc雄 マ ウ ス を 使

用 し た 。

2.腫 瘍 材 料

1)Meth― A:BALB/cマ ウ ス よ り 発 生 し た メ チ

ル コ ラ ン ト レ ン 誘 発 線 維 肉 腫 Meth‐ A16)(東

北 大 学 薬 学 部  橋 本 嘉 幸 教 授 よ り 恵 与 を 受 け

た )を 実 験 に 用 い た 。

2)VAC‐ 1:Mo10neyウ イ ル ス 誘 発 リ ン パ 腫

VAC‐ 117)は 、 大 日 本 製 薬 (大 阪 )よ り 入 手 し 、

NK活 性 測 定 の 際 の 標 的 細 胞 と し て 用 い た 。

3。 細 胞 培 養

Meth― Aお よ び YAC‐ 1腫 瘍 細 胞 は 、 10%牛 胎 仔

血 清 (Fetal Calf Serum,FCS)(Whittaker Co。 ,

U.SoA.)、 2%ペ ニ シ リ ン ・ ス ト レ プ ト マ イ シ

ン 混 合 液 (Flow Lab。 ,Australia)お よ び 重 曹

●
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を 含 む RPM11640培 養 液 (日 水 製 薬 ,東 京 )を

用 い て 、 37℃ 、 5%C02の 条 件 で 培 養 器 (ALSCO

社 製 ,UoSeA.)中 で 培 養 し た 。 培 養 液 は 2～ 3日

ご と に 交 換 し た 。

4。 Meth― A腫 瘍 細 胞 の 移 植 方 法

移 植 に は 、 BALB/cマ ウ ス 腹 腔 内 で 継 代 し て

い る Meth― A腫 瘍 細 胞 を 用 い た 。 Meth― A腫 瘍 細

胞 を 無 菌 的 に 採 取 し 、 Ca2■ ,Mg2+を 含 ま な い

リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS(― ),Flow Lab。 ,

England)に で 3回 洗 浄 後 、 PBS(― )で lX 107

個 ノロ!ιこ 調 整 、 浮 遊 液 と し た 。 な お 、 細 胞 数

の 算 定 に は 、 Neubauer改 良 型 血 球 計 算 盤 を 使

用 し た 。 こ の 浮 遊 液 0.lml(Meth‐ A lX 100個 )

を 、 注 射 器 (23GX l1/4"針 )を 用 い て 、 マ ウ ス

下 肢 皮 下 に 移 植 し た 。 Meth‐ A lX 100個 移 植

時 、 生 着 率 は 100%、 平 均 生 存 日 数 は 45。 2日 で

あ っ た (n=10)。

5。 局 所 X線 照 射 方 法
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X線 照 射 に あ た っ て は 、 無 麻 酔 下 に て 10匹

の マ ウ ス を ア ク リ ル 製 容 器 に 固 定 し (図 1)、

照 射 を 均 一 化 す る た め に 照 射 台 を 回 転 さ せ た 。

照 射 に は 、 ソ フ テ ッ ク ス x線 照 射 装 置 M-150

型 (大 阪 ソ フ テ ッ ク ス 、 大 阪 )を 用 い 、 130

kVp,5mA,フ ィ ル タ ー :0。 lmmCu,照 射 野 :

φ 165mm,FSD:30cm,36。 2cGy/minの 条 件 下 で

照 射 し た 。 こ の 際 の HVLは 3。 5mmAIで 、 実

効 電 圧 は 、 35.5keVで あ っ た 。 な お 、 照 射 線

量 は 10NEX線 量 計 Type2500ノ 3(Nuclear

Enterprises,England)を 用 い て 測 定 し 、 吸 収

線 量 は R― rad変 換 係 数 F=0。 9018)を 用 い て 算 出

し た 。 な お 、 照 射 側 の 下 肢 以 外 の 部 位 は 4mm

Pbで 遮 蔽 し た 。 遮 蔽 部 位 の 線 量 は 照 射 野 に お

け る 線 量 の O.1%で あ っ た 。

照 射 の 時 期 は 、 移 植 後 1日 目 よ り 照 射 を 行

う 移 植 直 後 照 射 群 (実 験 I)、 及 び 腫 瘍 が 10mm

大 の 腫 瘤 と し て 触 知 さ れ る 10日 目 よ り 照 射 を

行 う 腫 瘍 形 成 後 照 射 群 (実 験 Ⅱ )の 2通 り と し

た 。
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6.腫 瘍 体 積 の 測 定

ノ ギ ス に て 腫 瘍 の 長 径 ・ 短 径 を 計 測 し 、 以

下 に 示 す Frindelら 19,20)の 腫 瘍 体 積 計 算 式

を 用 い 腫 瘍 体 積 を 算 定 し た 。

V=÷π{(R+r-1)×÷}3
V:腫 瘍 体 積  R:長 径  r:短 径

7.末 梢 血 白 血 球 数 及 び リ ン パ 球 数 測 定 法

ヘ パ リ ン 添 加 注 射 器 に て マ ウ ス 心 臓 穿 刺 に

よ り 血 液 採 取 を 行 つ た 。 採 取 さ れ た 血 液 は 、

自 血 球 計 算 用 チ ュ ル ク 試 液 (石 津 製 薬 K.K.,大

阪 )を 用 い 、 血 球 計 算 板 に て 白 血 球 数 を 測 定

し た 。 又 、 同 血 液 の 塗 抹 標 本 に つ い て 、 メ イ

ー グ リ ュ ン フ ル ト ー ギ ム ザ 染 色 を 行 い 、 リ ン

パ 球 の 百 分 率 を 求 め 、 1■ ■3当 り の リ ン パ 球 数

を 算 出 し た 。

8.膊 臓 リ ン パ 球 の 分 離 法

マ ウ ス よ り 無 菌 的 に 牌 厳 を 摘 出 し 、 ス テ ン

レ ス 網 製 サ イ ト シ ー プ (#80,亀 井 商 店 ,大 阪
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上 で プ ラ ス チ ツ ク 棒 を 用 い て 、 す り つ ぶ し た 。

こ れ を 、 RP‖ I-1640培 養 液 に 浮 遊 さ せ 、 軽 く

ピ ペ ッ テ ィ ン グ を 繰 り 返 し て 均 等 な 細 胞 浮 遊

液 と し た 。 こ の 細 胞 浮 遊 液 か ら 、 Conray400

(第 一 製 薬 ,東 京 )一 Ficoll(Pharmacia,

Uppsala,Sweden)(比 重 1。 090)を 用 い る 比 重

遠 沈 法 21)に よ り 、 リ ン パ 球 を 採 取 し た 。

9.中 和 試 験 (Winn Assay)

in vivQに お け る キ う一  細 胞 活 性 を 測 定 す

る た め に 、 以 下 の 方 法 で Winn Assayを 行 つ た 。

Meth-1(標 的 細 胞 )と 前 述 の 方 法 で 採 取 し た

牌 臓 リ ン パ 球 浮 遊 液 (一 部 、 さ ら に 後 述 の 抗

体 処 理 を 行 つ た リ ン パ 球 を 使 用 し た )と を

1:200の 比 率 で 混 合 し 、 リ ン パ 球 1× 107個 /■ l

と な る よ う に 10%FCS添 加 RPMI-1640培 養 液 で

調 製 後 、 37℃ 、 1時 間 培 養 し た 。 培 養 後

PBS(一 )で 3回 洗 浄 し 、 こ の 混 合 液 を Heth― A

5× 104個 /0.lmlPBS(一 )と な る よ う に 調 製 し 、

宿 主 反 応 を 除 外 す る 為 、 24時 間 前 に X線 4 Gy

●
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全 身 照 射 し て お い た BALB/cマ ウ ス の 下 肢  皮

`     
下 に 、 混 合 液  0.lml( Heth-15× 104個 )を

移 植 し た 。 移 植 後 、 経 日 的 に 腫 瘍 体 積 を 測 定

し た 。

10.抗 体 処 理

(1)抗 ア シ ア ロ GHl抗 体 22.23,

NK細 胞 の 除 去 に は 、 ウ サ ギ 抗 ア シ ア ロ

GHl抗 血 清 (和 光 純 薬 ,大 阪 )と 低 毒 性 モ ル

モ ッ ト 補 体 (マ ウ ス リ ン パ 球 用 :Cedarlane,

Canada)を 用 い た 。 抗 ア シ ア ロ GHl抗 血 清

(10mg/vial)お よ び モ ル モ ッ ト 補 体 は 、 蒸 留

水 lm1/vialで 溶 解 し た 後 、 RPHI-1640培 養 液

で 希 釈 し て 使 用 し た 。 常 法 に 従 つ て 採 取 し た

牌 臓 リ ン パ 球 を RPHI-1640培 養 液 に て

1× 107個 /mlに 調 製 し 、 こ れ に 抗 ア シ ア ロ GHl

抗 血 清 を 1:100の 濃 度 で 4℃ 、 30分 間 作 用 さ せ

た 後 洗 浄 し 、 次 に 5倍 希 釈 の モ ル モ ッ ト 補 体

2■ 1中 で 37℃ 、 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。

こ の 細 胞 を 培 養 液 で 3回 洗 浄 後 、 実 験 に 用 い

`
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た 。

(2)抗 Thy-1抗 体

T細 胞 の 除 去 に は 、 抗 Thy-1抗 体 24)

(Thy-1。 2F7D5モ ノ ク ロ ナ ー ル IgH抗 体 :

Serotec,England)と モ ル モ ッ ト 補 体 を 用 い た 。

す な わ ち 、 1× 107個 /■ 1に 調 製 し た 牌 臓 リ ン

パ 球 浮 遊 液 に 、 抗 Thy-1抗 体 を 1:1000の 濃 度

で 4℃ 、 30分 間 作 用 さ せ た 後 洗 浄 し 、 次 に 5

倍 希 釈 の モ ル モ ッ ト 補 体 2El中 で 37℃ 、 30分

間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 細 胞 を 培 養 液 で

3回 洗 浄 後 、 実 験 に 用 い た 。

11.細 胞 障 害 試 験

(1)エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 調 製

前 述 の 方 法 に て 、 牌 臓 リ ン パ 球 を 採 取 し 、

●
10%FCS添 加 RPHI-1640培 養 液 で 、 1× 107個 /ml

の 細 胞 浮 遊 液 に 調 製 し た 。

(2)標 的 細 胞 の 調 製

N K assayで は YAC-1を 標 的 細 胞 と し て 用 い

た .標 的 細 胞 5× 100個 を 5,cr― SOdiu■

■
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奪

chronate(Specific activity;240■ Ci/“ g ,

lnersha■ ,England)50μ  gを 含 む 10%FCs添 加

RPMI-1640培 養 液 1■ 1に 浮 遊 さ せ 、 37℃ ヮ5%C02

培 養 器 中 で 、 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 標 識

し た 。 標 識 後 、 3回 洗 浄 し 、 10%FCS添 加 RPMI

-1640培 養 液 で lX 105個 /mlの 細 胞 浮 遊 液 に

調 製 し た 。

(3)NK活 性 の 測 定

Brunnerら 25)の 51cr放 出 試 験 を 用 い た

(図 2)。 す な わ ち 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト (96U

shaped wells,Flo,Lab.,U.S.1.)に 上 述 の よ

う に し て 調 製 し た エ フ ェ ク タ ー 細 胞 (牌 臓 リ

ン パ 球 )と 標 識 細 胞 (VAC-1)を 、 そ れ ぞ れ

1× 100個 /0。 1■ 1お よ び  1× 104個 /0.1 口1ず つ

加 え (E/T ratio=100:1)、 l weHあ た り の 全・

量 を 0.2■ 1と し て 、  37℃ , 5%C02培 養 需 中 で

4時 間 、 静 置 培 養 し た 。 な お 、 対 照 に は 、

エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 含 ま な い 培 養 液 0.2腱 1を

分 注 し た 。 培 養 終 了 後 、 各 口ellよ り 上 清 の

0。 1■ 1を 採 取 し 、 そ の 放 射 活 性 (cpm)を ガ ン マ

●

●
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カ ウ ン タ ー (LKB 1280COMPUGAHHl,Finland)に

よ り 測 定 し た 。 な お 、 実 験 群 お よ び 対 照 群 は

全 上 清 0。 2■ 1の う ち 0.1■ 1の み を 測 定 し て い

る の で 、 測 定 値 す べ て 2倍 し 、 そ れ を そ れ ぞ

れ の   cP■  of exper■ mental release お よ び

cPm of spontaneous releaseと し て 次 式 に

代 入 し て 、 %Of specific releaseを 算 出 し

そ の 値 を NK活 性 と し た 。

% of specific release

ま た 、 実 験 ご と に controlの 値 が 変 動 す る

た め 、 各 実 験 間 の NK活 性 の 比 較 に は 、 次 式

の よ う に し て 求 め た 刺 激 係 数 Stinulation

lndeЖ (S.I.)を 用 い た 。

実 験 群 の % of spec■ fic release
S.I. = ~control群

の % of specュ fic release

12。 組 織 標 本 の 作 製

(1)HE染 色

●

●
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マ ウ ス 下 肢 の 腫 瘍 組 織 は 、 下 肢 を 切 断 し 、

直 ち に 10%中 性 ホ ル マ リ ン 液 に て 固 定 後 、 急

速 脱 灰 法 (Plank u.Rychlo法 )20)に て 脱 灰 を

行 つ た 。 す な わ ち 脱 灰 液 に 12時 間 浸 し た 後 、

5%硫 酸 ナ ト リ ウ ム 液 中 に 2時 間 放 置 し 、 以 下 、

通 法 に 従 い 水 洗 ,脱 水 ,パ ラ フ イ ン 包 埋 ,薄

切 を 行 い パ ラ フ イ ン 切 片 を 作 製 し た 。 脱
パ ラ

フ ィ ン 後 、 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン 染 色 を

行 い 、 光 学 顕 微 鏡 下 で 、 観 察 し た 。

(2)酵 素 抗 体 法 (Avidin― Biotin― Peroxidase

Complexお撫 :ABCお長 )27》

組 織 標 本 中 の リ ン パ 球 を 、 さ ら に サ プ セ ッ

ト (T細 胞 ,B細 胞 ,NK細 胞 )に 分 類 す る

た め に 、 ABC法 を も ち い た 。 ABC法 は 、 従 来 の

酵 素 抗 体 法 よ り 、 感 度 も 特 異 性 も 高 い と さ れ

20)、 以 下 の 3段 階 の 過 程 を へ て 染 色 が 行 わ

れ る 。 す な わ ち 、 第 1段 階 で は 、 リ ン パ 球 膜

抗 原 に モ ノ ク ● ナ ー ル 抗 体 (ラ ッ ト IgG:一

部 ウ サ ギ 抗 血 清 )が 結 合 し 、 第 2段 階 で は 、

ビ オ チ ン 標 識 抗 ラ ッ ト IgG(一 部 ウ サ ギ IgG)

●

●
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抗 体 が モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に 結 合 し 、 第 3段

階 で Horsё radish Peroス idaseを 標 識 し た

▲vidinが Biotinに 結 合 し 、 Peroxidaseの 作 用

に よ り DAB(3,3-diaminobenzidine:同 仁 化 学 ,

熊 本 )が 発 色 す る と い う も の で あ る 。

図 3に 示 し た フ ロ ー ・ チ ヤ ー ト の 操 作 手 順

20)で 、 染 色 を 行 つ た 。 な お モ ノ ク ロ ナ ー ル

抗 体 滴 下 か ら の 各 操 作 は 組 織 切 片 の 乾 燥 を 防

ぐ た め 、 す べ て 湿 箱 中 で 行 つ た 。

今 回 一 次 抗 体 に は 、 T細 胞 の 染 色 に 抗 Thy―

1。 2抗 体 (Rat lgG:Becton,U.S.1.)、 B細 胞 の

染 色 に 抗 マ ウ ス IgG抗 体 (Rat lgG:Serotec,

England)、 NK細 胞 の 染 色 に ウ サ ギ 抗 ア シ

ア ロ GHl抗 血 清 (和 光 純 薬 ,大 阪 )を 使 用 し

た 。  二 次 抗 体 お よ び ABCに は 、  VECTASTAIN

ABCキ ッ ト (Vector Lab.ヮ U.S.1。 )を 使 用 し た 。

又 、 マ ウ ス の 顎 下 リ ン パ 節 の 染 色 を 行 い

Positive controlと  し た 。

13.組 織 学 的 検 索 方 法

●

●
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(1)リ ン パ 球 の 浸 潤

腫 瘍 胞 巣 内 を 実 質 、 腫 瘍 胞 巣 の 周 囲 組 織 を

間 質 と し 、 リ ン パ 球 の 浸 潤 を 実 質 お よ び 間 質

に 分 け て 検 索 を 行 つ た 。 間 質 へ の リ ン パ 球 浸

潤 は 、 腫 瘍 を 移 植 し て い な い マ ウ ス の 皮 下 組

織 あ る い は 筋 組 織 を (一 】Point oと し 、 全 組

織 標 本 (180枚 )を 100倍 の 倍 率 で 検 鏡 し た 結 果 、

最 も 浸 潤 の 程 度 が 強 か つ た 標 本 群 を (十】Point

4、 浸 潤 の ほ と ん ど み ら れ な い 浸 潤 の 程 度 が

最 も 弱 か ら た 標 本 群 を (士 ):Point lで 示 し 、

その間を (+】Point 2,(+):Point 3の 2つ に分

け た 30)。 実 質 へ の リ ン パ 球 浸 潤 も 同 様 に 、

リ ン パ 球 浸 潤 の 全 く 見 ら れ な い 標 本 を (― )

lPoint oと し 、 最 も 浸 潤 の 程 度 が 強 か Pた

標 本 群 を (十光Point 4、 浸 潤 の ほ と ん ど み ら れ

な い 、 浸 潤 の 程 度 が 最 も 弱 か つ た 標 本 群 を

(± ):POint lで 示 し 、 そ の 間 を (+)IPoint 2っ

(+)I POint 3の 2つ に 分 け た 。 な お 、 腫 瘍 組

織 の 増 殖 に 伴 い 腫 瘍 組 織 の 中 央 部 に で き る 壊

死 組 織 及 び 同 部 に 浸 潤 す る リ ン パ 球 は 、 今 回

■
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の リ ン パ 球 浸 潤 ・ 腫 瘍 細 胞 壊 死 の 組 織 学 的 検

索 か ら 除 外 し て い る 。

(2)腫 瘍 細 胞 の 変 性 ・ 壊 死

腫 瘍 細 胞 の 変 性 は 、 腫 瘍 細 胞 の 巨 細 胞 化 、

核 の 変 性 ・ 濃 縮 な ど が 見 ら れ る も の で 、 壊 死

は 、 腫 瘍 細 胞 が 、 ghost化 、 硝 子 様 変 性 あ る

い は 石 灰 化 を 示 し た も の と し た 。 評 価 は 、 腫

瘍 細 胞 の 変 性 ・ 壊 死 の 全 く 見 ら れ な い 標 本 を

(― )IPOint oと し 、 最 も 変 性 ・ 壊 死 の 程 度 が

強かつた標本群 を (+):Point 4、 変性・ 壊死の

ほ とん どみ られなか つた標本群 を (土 かヽ int

lで 示 し、 その間 を (+IPoint 2,(+ソ Point 3の

2つ に 分 け た 。

(3)各 群 の 組 織 の 総 合 評 価

各 群 の 組 織 の 総 合 評 価 は 、 各 群 使 用 マ ウ ス

3-5匹 よ り え ら れ た 検 体 に 対 し て (一 )～ (十 )

の 5段 階 の 組 織 像 判 定 を 行 つ た 後 、 こ れ ら の

平 均 を と つ た 。 な お 各 マ ウ ス に つ い て は 、 2

ヵ 所 の 切 片 を 作 製 し 、 そ れ ぞ れ の 評 価 の 平 均

を と つ た 。

,

●
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14.照 射 後 の 血 管 の 変 化 の 観 察

照 射 後 の 血 管 の 変 化 を 観 察 す る た め に 、 照

射 後 6週 目 の 照 射 局 所 の 組 織 に て 、 非 照 射 側

と の 比 較 を 行  つ た 。 す な わ ち 、 前 述 の 方 法

に て マ ウ ス 右 下 肢 に 20Gy照 射 後 、 6週 目 に 屠

殺 。 両 側 下 肢 切 断 後 、 ホ ル マ リ ン で 固 定 し 、

通 法 に 従 つ て 、 パ ラ フ イ ン 切 片 を 作 製 し た 。

脱 パ ラ フ イ ン 後 、 マ ッ ソ ン ト リ ク ロ ー ム 染 色

を 行  つ た 。 本 法 に よ り 、 血 管 壁 は 橙 黄 色 、

周 囲 の 膠 原 線 維 は 青 色 に 染 る 為 、 容 易 に 血 管

を 識 別 で き る 。 な お 、 マ ウ ス は 5匹 使 用 し 、

各 下 肢 2ヵ 所 の 切 片 を 作 製 し た 。 血 管 の 比 較

に お い て は 、 COS‖ OZONE-lSに よ る 二 次 元 画 像

解 析 シ ス テ ム (Nikon,東 京 )を 使 用 し た 。 す

な わ ち 、 顕 微 鏡 像 を モ ニ タ ー し た 画 面 上 で 、

血 管 を デ ジ タ イ ザ ー を 使 用 し て ト レ ー ス す る

こ と に よ り 、 面 積 を 測 定 し た 。 測 定 に 際 し て

は 、 切 片 上 で 最 大 で あ つ て 、 容 易 に 皮 下 に 観

察 さ れ る 伏 在 動 脈 31)の 血 管 断 面 積 及 び 血 管

亭

●
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内 腔 面 積 を 測 定 し 、 そ の 比 (内 腔 面 積 /血 管

断 面 積 )で 非 照 射 側 と の 比 較 を 行  つ た 。

●

●
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実 験 結 果

.放 射 線 照 射 の Meth‐ A腫 瘍 増 殖 に 与 え る 影

in vivoに お け る Meth… Aの 放 射 線 感 受 性 を

検 索 す る た め 、 マ ウ ス 下 肢 へ Meth¨ A移 植 後 1

日 目 (移 植 直 後 照 射 群 )及 び 、 腫 瘍 が 10mm大 の

腫 瘤 と し て 触 知 さ れ る 移 植 10日 日 (腫 瘍 形 成

後 照 射 群 )の そ れ ぞ れ の 時 期 よ り 5Gyノ dayの 局

所 連 日 照 射 (以 下 局 所 照 射 と す る )を 行 い 、 腫

瘍 増 殖 に 与 え る 影 響 を 検 討 し た 。 な お 、 各 実

験 群 に は マ ウ ス 5匹 を 使 用 し た 。

図 4(1)は 、 移 植 後 1日 目 よ り 、 そ れ ぞ れ 5

Gy/day,tota1 5 Gy,10Gy,20Gyの 局 所 照 射 を お

こ な つ た 後 の 腫 瘍 体 積 変 化 を 示 し た 。 そ の 結

果 、 移 植 直 後 照 射 群 (実 験 I)とこ お い て ,tOtal

20Gyの 照 射 に お い て 、 腫 瘍 の 生 着 及 び 増 殖

傾 向 を 示 さ な か つ た 。 そ こ で Meth… A移 植 マ ウ

ス に 、 照 射 に よ る Meth‐ Aの 抗 原 の 感 作 が 行 わ

れ る の み で 、 腫 瘍 の 生 着 を 認 め な い 線 量 と し

１
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て 20Gyを 以 下 の 実 験 I移 植 直 後 照 射 群 の 線 量

と し た 。

図 4(2)は 、 腫 瘍 移 植 後 10日 目 よ り 、 そ れ

ぞ れ 5Gy/day,tOta110GV,20Gy,40Gyの 局 所 照

射 を お こ な っ た 後 の 腫 瘍 体 積 変 化 を 示 し た 。

そ の 結 果 、 腫 瘍 形 成 後 照 射 群 (実 験 Ⅱ )に お い

て 、 tota120Gy以 上 の 照 射 に よ り 腫 瘍 体 積 の

増 加 の 抑 制 効 果 が 顕 著 に 認 め ら れ た 。 な お 、

40Gy照 射 群 で は 、 腫 瘍 増 殖 抑 制 効 果 は 著 明 で

あ つ た が 、 照 射 の 直 接 の 影 響 に よ る 体 重 減 少

及 び 生 存 日 数 の 低 下 が 著 明 に 認 め ら れ た 為 、

主 と し て 20Gyを 以 下 の 実 験 Ⅱ 腫 瘍 形 成 後 照 射

群 に 与 え る 線 量 と し た 。

な お 、 実 験 I・ 実 験 Ⅱ の そ れ ぞ れ tota1 20

Gyの 照 射 ス ケ ジ ュ ー ル を 図 5に 示 し た 。

2。 Meth‐ AJ_n vivo照 射 後 の 非 照 射 部 位 に

お け る 抗 腫 瘍 効 果

(1)照 射 時 期 に よ る 比 較

右 下 肢 腫 瘍 に 対 す る 放 射 線 照 射 後 、 照 射 に

●
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よ る 障 害 ・ 炎 症 な ど の 直 接 の 影 響 の 及 ば な い

左 下 肢 を 使 つ て 、 照 射 後 の 抗 腫 瘍 効 果 を 検 討

す る 為 に 、 図 6に 示 す 実 験 を 行 つ た 。 (以 下 、

こ れ を 再 移 植 実 験 と す る 。 )す な わ ち 、 図 5

に 示 す ス ケ ジ ユ ー ル で 右 下 肢 の 局 所 照 射 終 了

後 、 1日 日 、 7日 日 、 14日 日 、 21日 目 の そ れ

ぞ れ の  時 期 に 、 左 下 肢 に ‖eth-11× 100個

を 移 植 し 、 左 下 肢 腫 瘍 の 生 着 率 及 び 腫 瘍 体 積

の 変 化 を 検 討 し た 。 な お 、 対 照 実 験 と し て 、

Heth-1移 植 後 、 右 下 肢 の 照 射 を 行 わ な か つ た

場 合 及 び 、 腫 瘍 を 移 植 せ ず 右 下 肢 の 照 射 の み

行 つ た 場 合 を 検 討 し た 所 、 い ず れ も 左 下 肢 に

腫 瘍 が 100%生 着 し 、 抗 腫 瘍 効 果 は 認 め ら れ な

か つ た 。

そ の 結 果 、 移 植 直 後 照 射 群 (実 験 I)で は 、

照 射 後 7日 目 よ り 左 下 肢 へ の 移 植 腫 瘍 に 対 し

有 意 な 腫 瘍 増 殖 抑 制 効 果 を 示 し た (図 7-1)。 ,

な お 、 生 着 率 に つ い て は 、 14日 目 に 生 着 率

40%と 有 意 な 抑 制 を 示 し 、 14日 目 を ピ ー ク と

し 、 生 着 率 抑 制 効 果 は 減 少 傾 向 を 示 し た (表

■
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1)。 腫 瘍 形 成 後 照 射 群 (実 験 Ⅱ )で は 、 照 射

後 7日 目 に 生 着 率 43%及 び 有 意 の 腫 瘍 体 積 の

抑 制 効 果 を 示 し た が 、 照 射 後 14日 目 に は 、 生

着 率 100%を 示 し 腫 瘍 体 積 抑 制 効 果 も 減 少 し た

(図 7-2,表 1)。  以 上 の 結 果 、 実 験 Ⅱ に お け

る 抗 腫 瘍 効 果 は 、 照 射 後 7日 目 に 著 明 に 認 め

ら れ る が 、 実 験 Iに 比 し そ の 効 果 は 短 期 間 の

も の で あ る と 考 え ら れ た 。

(2)線 量 に よ る 比 較 (10Gy,30Gy)

次 に 実 験 Ⅱ に お い て 、 右 下 肢 へ の 照 射 量 を

10Gy及 び 30Gyに 変 え た 場 合 の 抗 腫 瘍 効 果 の 比

較 を 行 っ た (図 7‐ 3,表 1)。 照 射 方 法 は 、 右

下 肢 腫 瘍 移 植 10日 目 よ り 同 様 に 5Gy/day

total 10及 び 30Gyの 局 所 連 日 照 射 と し た 。

10Gyで は 、 早 期 よ り の 抗 腫 瘍 効 果 が 認 め ら

れ た が 、 右 下 肢 腫 瘍 の 照 射 に よ る 殺 細 胞 効 果

が 低 い 為 、 生 存 日 数 も 短 く 、 腫 瘍 体 積 の 増 加

の 抑 制 も 前 半 に 限 ら れ た 。 逆 に 30Gyで は 、 右

下 肢 腫 瘍 の 照 射 に よ る 殺 細 胞 効 果 が 増 強 す る

が 、 照 射 に よ る 免 疫 系 へ の 抑 制 の 為 か 、 左 下

●
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肢 へ の 抗 腫 瘍 効 果 は 減 少 し た 。 従 つ て 、 実 験

Ⅱ に お い て 、 20Gyが 照 射 し た 腫 瘍 の 増 殖 を 押

さ え る 線 量 で あ り 、 高 い 抗 腫 瘍 効 果 の 認 め ら

れ る 至 適 線 量 で あ る と 考 え ら れ た 。

3.放 射 線 照 射 の マ ウ ス 末 梢 血 白 血 球 数 ・ リ

ン パ 球 数 ・ 牌 臓 重 量 お よ び 牌 臓 リ ン パ 球 総 数

に 与 え る 影 響

右 下 肢 腫 瘍 に 対 し 20Gy照 射 後 の マ ウ ス の 末

梢 血 白 血 球 数 ・ リ ン パ 球 数 ・ 牌 臓 重 量 及 び 牌

臓 リ ン パ 球 数 に つ い て 、 最 も 強 い 抗 腫 瘍 効 果

の 認 め ら れ た 実 験 I照 射 後 14日 目 ・ 実 験 Ⅱ 照

射 後 7日 目 と 、 同 時 期 の 照 射 を 行 わ な か つ た

担 癌 マ ウ ス 対 照 群 (TumOr control)及 び 未

処 置 マ ウ ス 対 照 群 (Normal control)と を 量

的 に 比 較 検 討 し た (表 2)。  な お 牌 重 量 の 比

較 に は 、 (牌 重 量 ing〕 ■ 体 重 191)よ り 求 め

た Spleen lndexを 用 い た 。

そ の 結 果 、 末 梢 血 の 自 血 球 数 及 び リ ン パ 球

数 に お い て 、 対 照 群 に 比 し 腫 瘍 の 抑 制 効 果 が

綸
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見 ら れ た 実 験 群 に 量 的 な 増 加 は 認 め ら れ ず 、

む し ろ 実 験 Ⅱ 照 射 後 7日 日 で ,Tunor control

及 び Nornal controlに 比 し 、 有 意 な 減 少 が

見 ら れ た 。

又 、 牌 臓 重 量 に お い て 、 Tumor controlは

Normal controlに 比 じ 有 意 な 増 加 が 見 ら れ た

の に 対 し 、 実 験 群 で は Tunor cOntrolに 比 じ

有 意 な 減 少 、 NOrmal controlに 比 じ 有 意 な

増 加 が 見 ら れ た 。 同 様 に 牌 臓 リ ン パ 球 に お い

て も 、 TunOr controlは  Normal controlに 比

じ 有 意 な 増 加 が 見 ら れ た が 、 実 験 群 で は 牌 臓

重 量 程 の 変 化 は 見 ら れ な か つ た 。

又 、 腫 瘍 を 移 植 せ ず 、 右 下 肢 の 照 射 の み 行

っ た 場 合 の 照 射 対 照 群 (Radiation Control)

に つ き 、 照 射 後 の マ ウ ス の 末 梢 血 自 血 球 数 ・

リ ン パ 球 数 ・ 鱒 臓 重 量 及 び 膊 臓 リ ン パ 球 数 を

同 様 に 検 討 し た (表 3)。  本 実 験 に は 、 照 射

後 7日 目 ・ 14日 目 及 び 未 処 置 マ ウ ス (Nor■ al

Control)を 使 用 し た 。

そ の 結 果 、 放 射 線 照 射 に よ り 、 照 射 後 末 梢

●
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血 白 血 球 数 ・ リ ン パ 球 数 ・ PF臓 重 量 及 び 牌 臓

リ ン パ 球 数 は 、 Normal Controlに 比 し 減 少 傾

向 を 示 し 、 照 射 後 14日 目 に お い て も 照 射 前 の

状 態 へ の 回 復 は 見 ら れ な か つ た 。

4.マ ウ ス 牌 臓 リ ン パ 球 に よ る 中 和 試 験

(Vinn Assay)

実 験 結 果 3.で は リ ン パ 球 の 量 的 な 増 加 が

認 め ら れ な か つ た 為 、 リ ン パ 球 の 機 能 の 面 を

検 討 し た 。 実 験 は 図 8の 如 く 牌 臓 リ ン パ 球 に

よ る 中 和 試 験 を 行 つ た 。 す な わ ち 、 右 下 肢 腫

瘍 に 対 し 20Gyの 照 射 を 行  つ た 後 、 実 験 Iで

は 14日 日 、 実 験 Ⅱ で は 7日 目 の マ ウ ス の 牌 臓 ´

リ ン パ 球 を Effector cellと し 、 E/Tの 比 を

200:1で 行 つ た 。 な お 、 対 照 と し て Tu口 or

control及 び Normal controlマ ウ ス の 牌 臓 リ

ン パ 球 を 用 い た 。

そ の 結 果 、 実 験 Iの 照 射 後 14日 目 の マ ウ ス

牌 臓 リ ン パ 球 に は 、 対 照 群 に 比 し 、 腫 瘍 体 積

の 抑 制 効 果 が 認 め ら れ た (図 9-1)。  又 、 実

●
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験 Iの 照 射 後 7日 目 の マ ウ ス 牌 臓 リ ン パ 球 に

は 、 対 照 群 に 比 し 、 有 意 な 腫 瘍 体 積 の 抑 制 効

果 が 認 め ら れ た (図 9-2)。

そ こ で 、 さ ら に こ の 牌 臓 リ ン パ 球 の サ プ セ

ッ ト に つ き 検 討 を 加 え た 。 表 4は 、 実 験 10

実 験 Ⅱ そ れ ぞ れ の マ ウ ス 牌 臓 リ ン パ 球 を NK細

胞 の 表 面 マ ー カ ー で あ る ア シ ア ロ GHl抗 原 に

対 す る 抗 体 及 び T細 胞 の 表 面 マ ー カ ー で あ る

Thy-1抗 原 に 対 す る 抗 体 で 処 理 し た 後 の 、 中

和 試 験 の 結 果 で あ る 。 移 植 10日 目 の 腫 瘍 体 積

で 比 較 を 行 つ た 結 果 、 実 験 Iで は 、 有 意 差 は

認 め ら れ な か つ た が 、 抗 ア シ ア ロ GHl抗 血 清

及 び 抗 Thy-1抗 体 で 処 理 す る こ と で 腫 瘍 体 積

の 抑 制 効 果 は 、 減 少 し た 。 実 験 Ⅱ で は 、 両 抗

体 の 処 理 に よ り 有 意 に 抑 制 効 果 が 消 失 し た 。

以 上 の 結 果 、 照 射 後 の 抗 腫 瘍 効 果 に NK細 胞 及

び T細 胞 の 関 与 が 示 唆 さ れ た 。

5.マ ウ ス 牌 臓 リ ン パ 球 の NK細 胞 活 性

実 験 結 果 4.に お い て マ ウ ス 牌 臓 リ ン パ 球

争
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の in vivo抗 腫 瘍 活 性 が 認 め ら れ た 為 、

in vitroに お け る マ ウ ス 牌 臓 リ ン パ 球 の NK

活 性 に つ き 検 討 を 加 え た 。 図 2の 如 く 、

YAC-1を 標 的 細 胞 と し て 、 4時 間 の 51cr放 出

試 験 に よ り 、 牌 臓 リ ン パ 球 の NK活 性 を 、 照 射

後 経 時 的 に 測 定 し た 。 な お 、 腫 瘍 を 移 植 せ ず

右 下 肢 の 照 射 の み 行 つ た マ ウ ス の NK活 性 を 測

定 し た 所 、 表 5に 示 す 如 く NK活 性 の 増 強 は 見

ら れ な か つ た 。

実 験 Iで は 照 射 後 1日 日 、 有 意 に NK活 性 の

減 弱 が 見 ら れ る が 、 徐 々 に 回 復 し 、 照 射 後 14

日 目 に は 、 Normal Controlに 対 し 有 意 な NK活

性 の 増 強 が 認 め ら れ た (図 10-1)。  実 験 Ⅱ に

お い て も 照 射 後 1日 日 、 有 意 な NK活 性 の 減 弱

が 見 ら れ た 。 以 後 7日 目 に は 、 Nor■ al

Controlに 対 し 有 意 な NK活 性 の 増 強 が 認 め ら

れ た が 、 14日 目 に は 再 び 減 弱 し た (図 10-2)。

以 上 の 結 果 よ り 、 実 験 Iの 照 射 後 14日 目 及 び

実 験 Ⅱ の 照 射 後 7日 目 に 、 宿 主 免 疫 応 答 能 の

充 進 が み ら れ 、 放 射 線 照 射 の 宿 主 免 疫 系 へ の

む

●

む
―- 27 -―



●

関 与 が 示 唆 さ れ た 。

6.左 下 肢 (非 照 射 側 )の 抗 腫 瘍 効 果 発 現 部

位 に お け る 組 織 学 的 検 討

(1)経 時 的 変 化

実 験 結 果 2.で 見 ら れ た 抗 腫 瘍 効 果 の 背 景

に あ る effector cellの 、 局 所 へ の 集 積 の 有

無 を 調 べ る 為 、 組 織 学 的 検 討 を 加 え た 。

実 験 に は 、 実 験 I照 射 後 14日 目 及 び 実 験 Ⅱ

照 射 後 7日 目 の マ ウ ス を 用 い 、 局 所 照 射 反 対

側 で あ る 左 下 肢 皮 下 に ‖eth-1を 移 植 後 、 経 時

的 に 屠 殺 し た 。 通 法 に 従 い 左 下 肢 の HE染 色

標 本 を 作 製 し 、 組 織 学 的 に リ ン パ 球 浸 潤 及 び

腫 瘍 細 胞 変 性 ・ 壊 死 の 経 時 的 変 化 を 検 討 し た

(表 6)。 対 照 と し て 、 未 処 置 マ ウ ス の 下 肢 皮

下 に ‖eth-1を 移 植 し た マ ウ ス の 組 織 標 本 を 使

用 し た 。

そ の 結 果 実 験 I及 び Ⅱ に お い て 、 間 質 及 び

実 質 へ の リ ン パ 球 浸 潤 が 、 対 照 群 で は ほ と ん

ど 見 ら れ な い 移 植 後 3,5日 日 よ り 認 め ら れ

ウ
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た 。 な お 、 浸 潤 の 程 度 は 、 実 験 Iの 方 が よ

強 い 傾 向 を 認 め た 。 又 、 腫 瘍 細 胞 の 変 性 、

死 に も 同 様 の 結 果 が 見 ら れ た 。

(2)照 射 条 件 に よ る 比 較

次 に 、 照 射 後 左 下 肢 へ の 移 植 ま で の 日 数 に

つ き 、 組 織 学 的 に 比 較 検 討 を 行 つ た 。

実 験 は 、 移 植 後 照 射 群 (実 験 I:20Gy)、 生

着 後 照 射 群 (実 験 Ⅱ :10Gy,20Gy,30Gy)の 各 照

射 条 件 に よ る 実 験 群 に つ き 、 右 下 肢 の 局 所 照

射 終 了 後 、 1日 日 、 7日 日 、 14日 日 、 21日 目

の そ れ ぞ れ の 各 時 期 に 、 左 下 肢 に Meth-1を

移 植 し た マ ウ ス を 用 い た 。 表 7(1)は 、 左 下

肢 へ 移 植 後 5日 日 、 表 7(2)は 左 下 肢 へ 移 植

後 10日 目 に お け る 組 織 像 を 比 較 し た も の で あ

る 。 な お 左 下 肢 へ 移 植 後 5日 目 は 、 表 6の 結

果 よ り 、 実 験 群 に お い て 初 期 よ り の リ ン パ 球

浸 潤 の 見 ら れ た 時 期 に あ た る 。 ま た 左 下 肢 ヘ

移 植 後 10日 目 は 、 実 験 群 の リ ン パ 球 浸 潤 が 増

強 す る と 共 に 、 対 照 群 に も リ ン パ 球 浸 潤 の 認

め ら れ た 時 期 に あ た る 。

●
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実 験 I及 び 実 験 Iと も に 、 実 験 結 果 3.の

左 下 肢 腫 瘍 の 生 着 率 及 び 腫 瘍 体 積 の 抑 制 に よ

る 抗 腫 瘍 効 果 に 概 ね 比 例 し た リ ン パ 球 浸 潤 が

見 ら れ た 。 す な わ ち 、 最 も 強 い 抗 腫 瘍 効 果 の

認 め ら れ た 実 験 Iで は 照 射 後 14日 目 及 び 実 験

Ⅱ で は 照 射 後 7日 目 に 移 植 し た マ ウ ス に お い

て 、 移 植 後 5日 目 及 び 10日 目 の 各 時 期 (リ ン

パ 球 浸 潤 の 初 期 及 び 最 盛 期 )で 、 他 の 群 に 比

し 顕 著 な リ ン パ 球 浸 潤 が 見 ら れ た 。 又 、 腫 瘍

細 胞 の 変 性 ・ 壊 死 に も 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。

10Gy照 射 群 の 左 下 肢 移 植 後 10日 日 で は 、 リ

ン パ 球 浸 潤 が 顕 著 に 見 ら れ た が 、 5日 目 の リ

ン パ 球 浸 潤 は 、 ほ と ん ど 見 ら れ な か つ た 。 逆

に 、 30Gy照 射 群 で は 、 5日 日 で リ ン パ 球 浸 潤

が 認 め ら れ る が 、 10日 目 で は 、 ほ と ん ど 認 め

な か つ た 。

以 上 の 結 果 よ り 、 抗 腫 瘍 効 果 の 背 景 に あ る

effector cellは 、 腫 瘍 局 所 へ 集 積 す る こ と

が 示 唆 さ れ た 。

(3)免 疫 組 織 学 的 検 討

●
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局 所 の 浸 潤 リ ン パ 球 サ プ セ ッ ト の 解 析 を

Avidin― BiOtin― PeroXidase complex法  (lBC法 )

を 用 い て 、 免 疫 組 織 学 的 に 検 討 し た 。

実 験 は 図 Hの 如 く 、 実 験 I移 植 後 照 射 群 で

照 射 後 14日 日 、 実 験 Ⅱ 生 着 後 照 射 群 で 照 射 後

7日 目 に そ れ ぞ れ 左 下 肢 に 腫 瘍 を 移 植 し 、 左

下 肢 腫 瘍 移 植 後 7日 目 に マ ウ ス を 屠 殺 、 左 下

肢 腫 瘍 部 分 を 摘 出 し 、 図 3に 示 し た 手 順 で 染

色 を 行  つ た 。 な お 、 一 次 抗 体 に は 、 T細 胞

の 染 色 に 抗 Thy-1抗 体 、 B細 胞 の 染 色 に 抗 IgG

抗 体 、 NK細 胞 の 染 色 に 、 抗 ア シ ア ロ GMl抗

血 清 を 用 い た 。 各 標 本 の 評 価 方 法 は 、 各 抗 体

の 陽 性 細 胞 の 浸 潤 の 程 度 に O-4ま で の 評 点

を 付 与 し 、 1群 5匹 で そ の 平 均 を と つ た 。 図

12(1)(2)(3)に 代 表 的 な 標 本 の 同 一 部 位 に お

け る 200倍 率 の 光 顕 像 を 示 し た 。 各 標 本 左 上

の Controlは 、 1次 抗 体 に PBSを 使 用 し た

Negative Controlの 標 本 で あ る 。

そ の 結 果 、 実 験 群 で 、 ア シ ア ロ GHl及 び

Thy-1抗 原 陽 性 細 胞 浸 潤 が 、 担 癌 対 照 群 に 比

●
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し 、 著 明 に 認 め ら れ た (表 8)。  又 、 浸 潤 の

程 度 は 、 共 に 実 験 Iの 方 が 著 明 で あ つ た 。

IgG陽 性 細 胞 は 、 実 験 Iで 僅 か に 増 加 傾 向 が 、

認 め ら れ た 。

以 上 の 結 果 よ り 、 抗 腫 瘍 効 果 の 背 景 に あ
つ

て 、 腫 瘍 局 所 へ 集 積 し て い た effector cell

は 、 主 に T細 胞 及 び NK細 胞 で あ る こ と が 示

唆 さ れ た 。

7.右 下 肢 (照 射 側 )腫 瘍 部 位 に お け る 組 織

学 的 検 討

右 下 肢 (照 射 側 )腫 瘍 に お け る effector

ceHの 集 積 に つ い て も 、 組 織 学 的 検 討 を 行 つ

た 。

実 験 に は 、 移 植 直 後 照 射 マ ウ ス (実 験 I)お

よ び 生 着 後 照 射 マ ウ ス (実 験 Ⅱ )を 用 い 、 右 下

肢 照 射 後 経 時 的 に 屠 殺 し 、 左 下 肢 (非 照 射 側 )

に お け る 組 織 学 的 検 討 (実 験 結 果 6)同 様 に 検

討 を 行 つ た (表 9)。 そ の 結 果 、 実 験 Iで は 、

間 質 お よ び 実 質 へ の リ ン パ 球 浸 潤 は 共 に 照 射

J
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後 7日 目 に 最 大 と な り 、 以 後 徐 々 に 減 少 し た 。

実 験 Ⅱ で は 、 7日 目 に 著 し い 実 質 へ の リ ン パ

球 浸 潤 を 認 め た の に 対 し 、 間 質 へ の リ ン パ 球

浸 潤 は 僅 か で あ つ た 。 以 後 、 実 質 へ の リ ン パ

球 浸 潤 は 徐 々 に 減 少 し た の に 対 し 、 間 質 へ の

リ ン パ 球 浸 潤 は 短 期 間 で ほ と ん ど 消 失 し て い

っ た 。 腫 瘍 細 胞 の 変 性 ・ 壊 死 は 、 照 射 に よ る

直 接 作 用 が 加 わ り 、 両 群 共 に 顕 著 に 認 め ら れ

た 。

Herh-1移 植 前 照 射 の 腫 瘍 増 殖 に 与 え る 影

こ れ ま で の 実 験 結 果 に 見 ら れ た effector

coHが 、 照 射 に よ る 組 織 障 害 を 受 け た 部 位 で 、

関 与 す る か 否 か に つ き 検 討 を 加 え た 。

初 め に 、 照 射 に よ る 障 害 を 受 け た 部 位 で の 、

腫 瘍 の 増 殖 を 検 討 す る 為 に 以 下 の 実 験 を 行 つ

た 。 マ ウ ス 下 肢 に 各 線 量 の 放 射 線 分 割 照 射 を

し た 後 、 照 射 に よ る 急 性 炎 症 の 消 退 し た 6週

目 に Heth-1を 移 植 し 、 経 時 的 に 腫 瘍 体 積 を 測

"

８

　

響
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定 し た (図 13)。 そ の 結 果 、 線 量 の 増 加 に 伴 い

腫 瘍 の 増 殖 は 抑 制 さ れ 、 20Gy前 照 射 マ ウ ス 群

で は 、 一 端 生 着 し た 腫 瘍 も 100%消 失 し た 。 従

つ て 、 照 射 に よ る 組 織 障 害 は 腫 瘍 の 増 殖 に も

抑 制 的 に 働 く こ と が 明 ら か と な つ た 。

9.放 射 線 照 射 の 血 管 に 与 え る 影 響

照 射 に よ る 組 織 障 害 が 腫 瘍 増 殖 に 与 え る 要

因 の 1つ と し て 、 照 射 後 の 局 所 障 害 部 位 で の

血 管 の 変 化 に つ き 検 討 を 加 え た 。

実 験 に は 20Gyの 前 照 射 を 行 つ た マ ウ ス を 用

い 、 照 射 側 下 肢 及 び 非 照 射 側 下 肢 そ れ ぞ れ の

伏 在 動 脈 の 血 管 面 積 及 び 内 腔 面 積 を 測 定 し 、

そ の 比 で 非 照 射 側 と の 比 較 を 行 つ た (表 10)。

そ の 結 果 、 20Gyの 照 射 側 で は 、 非 照 射 側 に

比 し 有 意 に
゛
血 管 断 面 積 に 対 す る 内 腔 面 積 の

比
゛
の 減 少 が 認 め ら れ た 。

0.Heth-1移 植 前 照 射 の 抗 腫 瘍 効 果 に 与

る 影 響

"

●

１

　

えヽ

●
―- 34 -―



●

腫 瘍 が 100%生 着 す る 10Gyの 前 照 射 部 位 を 用

い て 、 前 述 の 照 射 後 の 抗 腫 瘍 効 果 を 持 つ

effector cellが 、 放 射 線 障 害 部 位 へ も 浸 潤

し 、 抗 腫 瘍 効 果 を し め す か 否 か を 検 討 す る 為

に 、 図 14に 示 す 実 験 を 行  つ た 。 す な わ ち 、

左 下 肢 を 移 植 前 照 射 し た マ ウ ス を 用 い 、 対 照

群 (左 下 肢 未 照 射 マ ウ ス 群 )同 様 の 実 験 を 行 ク

つ た 所 、 前 照 射 の 有 無 に 関 係 せ ず 、 生 着 率 の

低 下 が 見 ら れ た 。 こ の こ と か ら 、 放 射 線 照 射

さ れ た 部 位 へ も 、 照 射 に よ つ て 得 ら れ た 抗 腫

瘍 効 果 を 持 つ effector cellが 関 与 す る こ と

が 推 察 さ れ た 。

11.照 射 部 位 で の 抗 腫 瘍 効 果 の 組 織 学 的 な

ら び に 免 疫 組 織 学 的 検 討

抗 腫 瘍 効 果 の み ら れ た 前 照 射 部 位 に お い て

組 織 学 的 検 討 を 行 つ た 。 実 験 は 、 左 下 肢 に 照

射 を 行 わ な か つ た 群 と 、 10Gy及 び 20Gyの 前 照

射 を 行 つ た 群 に つ い て 、 左 下 肢 へ 腫 瘍 移 植 後

見 ら れ る 局 所 反 応 を 、 組 織 学 的 に 比 較 検 討 し

`

`
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た (図 15)。  な お 、 実 験 Iで は 照 射 後 14日 日 、

実 験 Ⅱ で は 照 射 後 7日 日 、 担 癌 対 照 群 で は 同

時 期 の 右 下 肢 に 処 置 を 行 つ て い な い マ ウ ス を

使 用 し 、 各 マ ウ ス の 左 下 肢 へ 腫 瘍 移 植 後 7日

目 の 組 織 標 本 を 用 い た 。

そ の 結 果 、 実 験 Iに お い て 、 浸 潤 リ ン パ 球

及 び 腫 瘍 細 胞 の 変 性 ・ 壊 死 は 、 前 照 射 線 量 の

増 加 と 共 に 、 減 少 傾 向 を 示 し た 。 ま た 、 10Gy

群 ,20Gy群 を 比 較 す れ ば 、 20Gy前 照 射 群 で 減

少 の 傾 向 が 強 <認 め ら れ た 。 実 験 Ⅱ 及 び 担 癌

対 照 群 に お い て 、 著 明 な 減 少 傾 向 は 認 め な か

つ た 。

さ ら に こ の 局 所 放 射 線 障 害 部 位 へ の 浸 潤 リ

ン パ 球 の サ プ セ ッ ト の 解 析 を 、 ABC法 を 用

い 免 疫 組 織 学 的 に 行 つ た (図 16)。

そ の 結 果 、 実 験 Iに お い て 、 前 照 射 線 量 の

増 加 と 共 に 、 す べ て の リ ン パ 球 サ プ セ ッ ト に

減 少 が 見 ら れ た 。 又 、 実 験 Ⅱ 及 び 担 癌 対 照 群

に お い て 、 ア シ ア ロ GHl及「び Thy-1陽 性 細 胞 は 、

10Gyの 前 照 射 群 で は ほ と ん ど 変 化 を 示 さ な か

“

●
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っ た が 、 20Gyの 前 照 射 群 に お い て 減 少 が 見 ら

れ た 。

以 上 の 結 果 、 放 射 線 照 射 に よ る 障 害 を 受 け

た 部 位 へ も 、 抗 腫 瘍 効 果 の 背 景 に あ る

effector ceHが 集 積 す る が 、 集 積 の 程 度 は 、

線 量 に よ り 多 少 減 少 す る 傾 向 が 認 め ら れ

た 。

“
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●
考 察

頭 頚 部 癌 に お い て は 、 機 能 及 び 形 態 保 存 の

立 場 か ら 、 放 射 線 治 療 の も つ 意 義 は き わ め て

大 き い 。

近 年 放 射 線 療 法 、 外 科 療 法 、 化 学 療 法 の 他

に 、 免 疫 療 法 が 癌 治 療 の 場 に 積 極 的 に 導 入 さ

れ る よ う に な つ た 。 し か し 放 射 線 療 法 も 化 学

療 法 も 共 に 宿 主 免 疫 能 を 障 害 す る 要 因 と な り

人 癌 の 多 <が 癌 抗 原 性 の 低 い も の で あ る こ と

も あ い ま つ て 、 癌 免 疫 療 法 は あ く ま で 補 助 療

法 の 域 を 出 て い な い の が 現 況 で あ る 。 し か し

放 射 線 療 法 、 化 学 療 法 が 担 癌 宿 主 の 持 つ 癌 免

疫 能 に 対 し 必 ず し も マ イ ナ ス の 面 だ け で は な

<、 む し ろ 癌 免 疫 の 増 強 を も た ら す こ と も 判

明 し て き た 6,7.32-30)。 従 つ て 放 射 線 療 法 、

化 学 療 法 を 適 切 に 行  う こ と に よ り 、 生 体 の

持 つ 癌 免 疫 能 の 増 強 を 計 る こ と は 、 今 後 の 癌

治 療 を 考 え る 上 で 重 要 な こ と で あ る 。

さ て 、 放 射 線 療 法 を 行  う こ と に よ り 、 照

い
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●
射 さ れ た 局 所 は 組 織 学 的 に 障 害 を 受 け 、 免 疫

学 的 な 作 用 の 場 と し て 機 能 し な く な る 可 能 性

も 十 分 に あ る 。 こ の こ と は 、 頭 頚 部 癌 の 中 で

も 上 顎 洞 癌 に つ い て は 、 従 来 よ り 議 論 の あ る

と こ ろ で あ る 。 上 顎 洞 癌 に お い て は 、 放 射 線

療 法 と 動 注 法 に よ る 化 学 療 法 を 併 用 し
｀
、 さ ら

に 放 射 線 治 療 中 に 洞 内 の 癌 組 織 を 可 及 的 に 掻

爬 減 量 す る 、 い わ ゆ る 三 者 併 用 療 法 が 本 邦 で

は 主 流 を 占 め る に 至 っ て い る 37-41)。 こ の 際

原 発 巣 に 照 射 さ れ る 放 射 線 線 量 に つ い て は 、

局 所 の 癌 抵 抗 性 と く に 癌 免 疫 能 を 重 視 し て

10Gy程 度 の 低 線 量 で 十 分 か つ 適 切 で あ る と す

る 考 え 方 と 37.38)、 放 射 線 の 持 つ 直 接 的 な 殺

癌 的 な 効 果 を 期 待 す る 50Gy以 上 の 線 量   を

必 要 と す る 考 え 方 39-41)が 大 き く 対 立 し て い

る 。

ま た 、 癌 化 学 療 法 を 効 果 的 に 行 う た め に 、

免 疫 機 構 を 利 用 し た ミ サ イ ル 療 法 42-43)の 検

討 も 進 め ら れ て い る 。 こ の 際 に も 放 射 線 の 照

射 さ れ た 局 所 に お け る 免 疫 機 構 の 発 現 の 状 態

摯
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を 十 分 に 把 握 し て お く こ と は 、 極 め て 重 要 な

こ と と 言 え る 。

そ こ で 本 実 験 で は 、 放 射 線 治 療 に よ る 免 疫

増 強 を 明 ら か に し え た 実 験 系 を 用 い 、 照 射 に

よ り 障 害 を う け た 局 所 で の 免 疫 反 応 に つ き 検

討 を 加 え た 。

従 来 よ り 、 放 射 線 照 射 さ れ た 腫 瘍 部 位 に つ

い て 、 免 疫 学 的 に 検 討 を 加 え た 報 告 は 、 多 数

な さ れ て い る 44-46)。 し か し 照 射 さ れ た 腫 瘍

部 位 は 、 放 射 線 照 射 の 直 接 の 影 響 を 見 る の に

は 、 自 然 で あ り 確 実 な 方 法 で は あ る が 、 そ こ

に は 、 炎 症 に よ り 生 じ た 非 特 異 的 な 反 応 と 、

腫 瘍 免 疫 反 応 が 混 在 し 、 個 々 の 分 析 を 不 可 能

と し て い る 。 そ こ で 著 者 は 、 非 特 異 的 な 炎 症

の 認 め ら れ な い 左 下 肢 を 使 つ て 、 マ ウ ス 右 下

肢 腫 瘍 を 放 射 線 照 射 す る こ と に よ つ て 誘 導 さ

れ た 局 所 腫 瘍 免 疫 の 検 索 を 行  つ た 。

そ の 結 果 、 右 下 肢 腫 瘍 を 放 射 線 照 射 す る こ と

に よ つ て 、 左 下 肢 に 腫 瘍 免 疫 が 誘 導 さ れ る こ

と が 判 つ た 。

車
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●
さ ら に 図 14に 示 す ご と く 、 照 射 に よ り 障 害 を

受 け た 部 位 (左 下 肢 )へ も 右 下 肢 腫 瘍 を 照 射 す

る こ と に よ つ て 誘 導 さ れ た 腫 瘍 免 疫 が 作 用 す

る こ と が 明 ら か と な つ た 。

そ こ で 、 初 め に 放 射 線 照 射 に よ る 腫 瘍 免 疫 の

増 強 に つ き 考 察 を 加 え る と 伴 に 、 放 射 線 障 害

部 位 に お け る 抗 腫 瘍 効 果 に つ い て も さ ら に 検

討 を 加 え た 。

1。 放 射 線 照 射 に よ る 腫 瘍 免 疫 の 増 強

本 実 験 に 先 立 つ て 、 in vitrOに お け る

Heth-1の 放 射 線 感 受 性 を 検 索 し た 所 、 生 存 曲

線 |こ お け る D Oは 1.6 Gyで あ
°
り 、  3 Gyの ;(1「場庁

に よ り 腫 瘍 の 増 殖 は 、 完 全 に 抑 制 さ れ た

こ の こ と か ら 、 こ れ ま で 報 告 さ れ て い る

●

in vitroで の 培 養 腫 瘍 細 胞 の 中 に あ つ て 、

Heth―▲腫 瘍 細 胞 は 標 準 的 な 放 射 線 感 受 性 を 示

す 細 胞 で あ る と 思 わ れ た 47)。

そ こ で Heth― ▲腫 瘍 細 胞 の in vivoに お け る 放

射 線 感 受 性 を 測 定 し 、 以 後 の 線 量 を 決 定

●

彗
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す る 為
‐
1‐放
´
射 線 照 射 の Heth― ▲腫 瘍 増 殖 に 与 え

る 影 響 を 検 討 し た 。 な お ,本 実 験 に お け る 照

射 方 法 は ,一 回 照 射 に 比 べ 正 常 組 織 の 障 害 を

軽 減 し ,腫 瘍 を 消 退 さ せ る の に 効 果 的
・
で あ る

分 割 照 射 と し た 。 そ の 結 果 ,実 験 I:移 植 直 後

照 射 群 で は 照 射 に よ っ て 腫 瘍 の 生 着 を 認 め な

い 最 小 線 量 と し て 20Gyを ,ま た ,実 験 I:生 着

後 照 射 群 で は 腫 瘍 の 増 殖 を 抑 制 す る 最 適 線 量

と し て 20Gyを 以 後 の 実 験 に 用 い る 線 量 と し た 。

さ て 現 在 、 臨 床 の 場 に お い て 合 計 線 量 や 全 照

射 日 数 や 分 割 法 の 異 な る 治 療 法 の 比 較 に 当 た

つ て は 名 目 標 準 線 量 (Nominal standard dOse,

NSD)の 概 念 に 基 づ い た TDF(Tine Dose

Fractionation)係 数 48)が 用 い ら れ て い る 。

こ の 係 数 を 用 い て 、 本 実 験 の 照 射 法 に よ る

tota1 20Gyの 線 量 を 換 算 し た と こ ろ 、 通 常 の

照 射 法  ( 2Gy× 5/● eek )で の tota1 32Gyの

線 量 に 相 当 し た 。 人 に お け る 照 射 量 と マ ウ

ス に お け る 照 射 量 を 単 純 に 比 較 す る こ と は で

き な い が 、 照 射 野 を 循 環 す る リ ン パ 球 の 量 か

●

●
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ら 考 え れ ば 、 マ ウ ス に と つ て 人 の 受 け る 線 量

以 上 の 免 疫 学 的 障 害 を 受 け て い る と 想 定 さ れ

る 。

な お 、 実 験 Iに お い て は 、 担 癌 状 態 が 宿 主 免

疫 能 に 及 ぼ す 影 響 を 除 外 す る 為 、 腫 瘍 の 生 着

を 待 た ず 移 植 直 後 よ り 放 射 線 照 射 を 開 始 し た 。

す な わ ち 実 験 Iで は 、 実 験 Ⅱ に 比 し 宿 主 の 受

け る 抗 原 量 は 少 量 で あ り 、 又 、 放 射 線 に よ り

修 飾 を 受 け た ‖eth― A腫 瘍 細 胞 の 抗 原 を 認 識 し

た 、 非 担 癌 状 態 の マ ウ ス が 使 用 さ れ た こ と に

な る 。

次 に 右 下 肢 に 移 植 さ れ た 腫 瘍 に 対 し 、 放 射

線 照 射 後 の 抗 腫 瘍 効 果 を 検 討 す る 為 、 照 射 に

よ る 障 害 ・ 炎 症 な ど の 及 ば な い 左 下 肢 を 使 つ

て の 再 移 植 実 験 を 行 っ た 。 同 様 の 実 験 は 、

そ れ ぞ れ の 条 件 は 異 な る も の の 、 土 屋
49)、

Crileら 50)に よ つ て 報 告 さ れ て い る 。 土 屋 は 、

マ ウ ス 両 側 下 肢 に 二 種 類 の 量 の 腫 瘍 を 移 植 し 、

片 側 の 腫 瘍 に 20Gyの 照 射 後 、 反 対 側 の 少 量 移

植 し た 腫 瘍 (1/40量 )が 消 失 し た と 報 告 し て い

3
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,
る 。 Crileら は 、 さ ら に 照 射 (40Gy)と 患 肢 の

切 断 と を 比 較 し 、 照 射 の 場 合 に の み 再 移 植 腫

瘍 に 対 す る 抗 腫 瘍 効 果 や 肺 へ の 転 移 が 抑 制 さ

れ た と 報 告 し て い る 。 し か し 、 照 射 開 始 時 期 、

照 射 後 再 移 植 ま で の 期 間 、 線 量 に つ き 、

一 連 の 詳 細 な 検 討 を 行 つ た 研 究 は 未 だ 報 告 さ

れ て い な い 。

そ こ で 本 実 験 で は 図 6の 如 く 、 実 験 I・ Iの

2種 類 の 照 射 開 始 時 期 、 照 射 後 1,7,14,21日

目 の 再 移 植 ま で の 期 間 、 10,20,30Gyの   線

量 に つ い て 検 討 を 行 つ た 。 そ の 結 果 、 実 験 I

で は 照 射 後 14日 日 、 実 験 Ⅱ で は 照 射 後 7日 目

に 著 明 な 抗 腫 瘍 効 果 を 認 め た 。 又 、 照 射 を 行

わ な か つ た 担 癌 対 照 群 や 、 照 射 の み 行 つ た 照

射 対 照 群 で は 、 抗 腫 瘍 効 果 が 認 め ら れ な か つ

た こ と か ら 、 こ の 抗 腫 瘍 効 果 は 、 腫 瘍 が 放 射

線 照 射 さ れ る こ と で 誘 導 さ れ た も の で あ る こ

と が 明 ら か と な つ た 。

な お 、 実 験 Iで は 照 射 後 7日 目 よ り 抗 腫 瘍 効

果 が 見 ら れ 、 以 後 14日 目 を ビ ー ク と し 徐 々 に

●
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減 少 し た の に 対 し 、 実 験 Ⅱ で は 照 射 後 7日 目

に 著 明 な 抗 腫 瘍 効 果 を 認 め た が 、 以 後 14日 目

に は 短 期 間 で そ の 効 果 は ほ ぼ 消 失 し た 。 こ の

こ と は 、 図 4(2)の 20Gyの 照 射 後 の 右 下 肢 腫

瘍 の 増 殖 曲 線 と 、 ほ ぼ 一 致 し た 結 果 で あ る 。

す な わ ち 、 右 下 肢 で 照 射 後 腫 瘍 体 積 が 再 増 殖

傾 向 を 示 す 時 期 と 左 下 肢 に お け る 抗 腫 瘍 効 果

が 消 失 す る 時 期 と が 一 致 し た 。

又 、 実 験 Iと Ⅱ の 抗 腫 瘍 効 果 持 続 期 間 の 差 異

に つ き 考 察 を 加 え れ ば 、 実 験 Ⅱ の 抗 腫 瘍 効 果

発 現 期 間 が 短 期 間 で 消 失 し た 原 因 に つ い て は 、

右 下 肢 の 腫 瘍 増 殖 に よ る 担 癌 状 態 が 照 射 に よ

る 抗 腫 瘍 効 果 を 抑 制 し た と 考 え ら れ る 。

な お 、 照 射 後 抗 腫 瘍 効 果 の 発 現 ま で の 日 数 は 、

実 験 Iと Ⅱ 共 に 7日 目 で あ つ た が 、 抗 腫 瘍 効

果 の ピ ー ク は 実 験 Iで 照 射 後 14日 目 及 び 実 験

Ⅱ で 照 射 後 7日 日 と 差 異 を 認 め た 。 実 験 1、

Ⅱ の 条 件 が 異 な る た め 単 純 な 比 較 は で き な い

が 、 そ れ ぞ れ の 時 期 が 右 下 肢 腫 瘍 移 植 後 日 数

に 換 算 す る と 18日 、 20日 と ほ ぼ 同 時 期 で あ る

●
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こ と か ら 、 抗 原 を 認 識 後 、 細 胞 性 免 疫 が 作 働

す る ま で の 日 数 で あ る と 想 定 で き る 。

さ ら に
典
射 の 抗 腫 瘍 効 果 を 、 10Gy

・ 30Gyの 抗 腫 瘍 効 果 と 比 較 す る と 、 10Gyで は 、

右 下 肢 腫 瘍 の 制 御 が 出 来 ず 生 存 率 の 低 下 が 見

ら れ た も の の 、 左 下 肢 腫 瘍 へ の 抗 腫 瘍 効 果 は

20Gy相 当 も し く は そ れ 以 上 の 結 果 で あ つ た 。

そ れ に 反 し 30Gyで は 右 下 肢 腫 瘍 の 制 御 は 勝 る

も の の 、 照 射 に よ る 免 疫 能 の 抑 制 が 大 き い 為

か 左 下 肢 腫 瘍 に 対 す る 抗 腫 瘍 効 果 は 減 少 し た 。

10Gyの 照 射 に 関 し て 、 10Gyの 線 量 が 、 腫 瘍 を

完 全 に 殺 さ な く て も 腫 瘍 の 免 疫 原 性 、 抗 原 性

を 十 分 高 め た こ と か ら 、 今 後 外 科 療 法 な ど を

組 合 せ て 、 右 下 肢 腫 瘍 の 制 御 の 向 上 が な さ れ

た 場 合 、 20Gy単 独 治 療 を 上 回 る 結 果 を 期 待 し

う る と 思 わ れ た 。

次 に 、 放 射 線 照 射 後 の 宿 主 免 疫 能 の 変 動 を

検 討 す る た め に 、 マ ウ ス 末 梢 血 白 血 球 数 ・ リ

ン パ 球 数 ・ 牌 臓 重 量 お よ び 牌 臓 リ ン パ 球 総 数

に つ き 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 免 疫 能 の 増 強 が

◆
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見 ら れ た 実 験 群 に 末 梢 血 白 血 球 数 ・ リ ン
パ 球

数 ・ 牌 臓 重 量 お よ び 牌 臓 リ ン パ 球 総 数 な ど の

量 的 な 増 加 は 認 め ら れ ず 、 む し ろ 実 験 Ⅱ 照 射

後 7日 日 で 、 TumOr control及 び Normal

controlに 対 し 有 意 な 減 少 が 見 ら れ た 。 こ の

こ と は 、 腫 瘍 を 移 植 せ ず 右 下 肢 の 照 射 の み 行

っ た 場 合 の 照 射 対 照 群 (Radiation Control)

が 、 Normal COntrolに 比 し す べ て の 値 が 減 少

傾 向 を 示 た こ と か ら 、 担 癌 十 照 射 に よ つ て 宿

主 免 疫 能 は 増 強 す る も の の 、 照 射 に よ る 影 響

の た め 量 的 な 変 化 に お い て は 一 次 的 に 抑 制 さ

れ る こ と が 判 っ た 。

局 所 照 射 後 の 生 体 に リ ン パ 球 の 減 少 が 見 ら れ

る こ と は 、 放 射 線 の 照 射 野 内 を 循 環 す る リ ン

パ 球 に 対 す る 直 接 の 殺 細 胞 作 用 と い う こ と で 、

従 来 よ り 多 く の 報 告 が な さ れ て い る
1)。 本 実

験 の 結 果 に も 同 様 の 理 由 が 考 え ら れ る 。

従 つ て 照 射 後 の 宿 主 免 疫 能 の 増 強 は 、 量 的 な

増 強 で は な く 、 質 的 な 、 言 い 換 え れ ば 機 能 の

面 の 増 強 で あ つ た こ と が 予 想 さ れ た 。
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そ こ で 、 放 射 線 照 射 後 の 宿 主 免 疫 能 の 機 能

的 な 変 動 を 検 討 す る 為 に 、 照 射 後 の マ ウ ス 牌

臓 リ ン パ 球 に よ る 中 和 試 験 を 行 つ た 。 そ の 結

果 、 実 験 Iの 照 射 後 14日 日 、 実 験 Ⅱ の 照 射 後

7日 目 の マ ウ ス の 牌 臓 リ ン パ 球 に ‖eth-1腫 瘍

細 胞 に 対 す る 細 胞 障 害 活 性 が 認 め ら れ た 。 山

下 51,52)は 他 の 腫 瘍 系 で 同 様 の 中 和 試 験 を 行

い 、 20Gy照 射 後 7日 目 の 担 癌 マ ウ ス の 牌 細

胞 に 抗 腫 瘍 性 を 認 め た と 報 告 し て お り 、 著 者

の 実 験 Ⅱ の 結 果 と 一 致 し た 。 著 者 は 、 さ ら に

こ の 牌 臓 リ ン パ 球 の サ プ セ ッ ト に 付 き 検 討 を

加 え た 所 、 こ の 活 性 は 抗 ア シ ア ロ GHl抗 血 清

及 び 抗 Thy-1抗 体 で 処 理 す る こ と で 消 失 し た 。

し た が つ て 、 ア シ ア ロ GMl抗 原 を 表 面 マ ー カ

ー に も つ NK細 胞 及 び 、 Thy-1抗 原 を 表 面 マ ー

カ ー に も つ T細 胞 が こ の Effector cellで あ

る こ と が 考 え ら れ た 。

又 、 二L二 壼 9に お け る マ ウ ス 牌 臓 リ ン パ 球 の

NK活 性 に つ き 検 討 を 加 え た 所 、 実 験 Iの 照

射 後 14日 目 及 び 実 験 Iの 照 射 後 7日 目 に 、

4
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Normal Controlに 対 し 有 意 な NK活 性 の 増 強 が

認 め ら れ た 。

NK細 胞 は 、 キ ラ ー T細 胞 と は 異 な り 、 非 特

異 的 に 腫 瘍 細 胞 を 破 壊 す る 細 胞 で あ り 、 NK

細 胞 そ の も の の 免 疫 監 視 機 構 に お け る 役 割 も

さ る こ と な が ら 、 NK細 胞 を 介 し た 非 特 異 的

免 疫 系 の 増 強 が 注 目 さ れ る 。 す な わ ち イ ン タ

ー フ ェ ロ ン に よ る NK細 胞 の 活 性 化 53.54)、 NK

細 胞 か ら の イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 産 生
55)、 ィ

ン タ ー ロ イ キ ン ー 2に よ る NK細 胞 の 活 性 化 と

増 殖 50,57)な ど NK細 胞 が 非 特 異 的 免 疫 系 の 重

要 な 位 置 に あ る と い う 報 告 が な さ れ て い る 。

し た が っ て 著 者 の 結 果 で NK活 性 が 増 強 し た 時

期 に は 、 NK細 胞 の み な ら ず 非 特 異 的 免 疫 系 が

増 強 し て い る こ と が 予 想 さ れ る 。

一 方 近 年 、 NK細 胞 は T細 胞 と 類 似 し た 性 質 を

持 ち 個 体 発 生 的 に 同 じ 幹 細 胞 を 起 源 と す る と

思 わ れ る が 、 そ の 後 は そ れ ぞ れ 異 な る 分 化 の

道 筋 を た ど り 成 熱 し 、 そ れ ぞ れ の 特 異 的 機 能

を 受 け 持 つ よ う に な る と 考 え ら れ て い る 50.5

`
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9》 .故 に NK細 胞 の 表 面 マ ー カ ー に は ア シ ア ロ

GHl抗 原 に 代 表 さ れ る 「 NK細 胞 に 出 現 が 限 局

す る 抗 原 群 」 、 Thy-1抗 原 に 代 表 さ れ る 「 T

細 胞 に も 出 現 す る 抗 原 群 」 が 存 在 す る 。 し か

し Thy-1抗 原 は 一 部 の 幼 弱 な NK細 胞 に 存 在 す

る も の の 00,01)、 T細 胞 の 代 表 的 な 表 面 マ ー

カ ー で あ る こ と か ら 、 抗 Thy-1抗 体 処 理 に よ

る 中 和 試 験 の 結 果 は 、 T細 胞 の 関 与 に よ る 所

が 大 き い と 考 え ら れ る 。 し か し 、 本 実 験 系 の

牌 臓 リ ン パ 球 に ア シ ア ロ GHl抗 原 と Thy-1抗 原

の 両 抗 原 に 陽 性 の NK細 胞 が ど の 程 度 存 在 す る

か は 明 確 で は な く 、 今 後 さ ら に 詳 細 な マ ウ ス

リ ン パ 球 サ ブ セ ッ ト の 検 討 が 必 要 で あ ろ う 。

実 験 結 果 で は 述 べ て い な い が 、 マ ウ ス 牌 臓 リ

ン パ 球 の Meth― Aに 対 す る キ ラ ー T細 胞 活 性 を

in vitroで 12時 間 の 51cr放 出 試 験 で 検 討 し た

と こ ろ 活 性 を 検 出 し え な か つ た 。  し か し

in vivoの 抗 Thy-1抗 体 処 理 に よ る 中 和 試 験 に

お い て キ ラ ー T細 胞 活 性 が 存 在 し た こ と か ら

マ ウ ス 牌 臓 リ ン パ 球 に キ ラ ー T細 胞 の 前 駆 細

●

●

●
―- 50-



●
胞 の 存 在 が 示 唆 さ れ た 。

一 方 、 放 射 線 照 射 後 の 局 所 免 疫 反 応 を 組 織

学 的 に 検 討 し た 結 果 、 実 験 群 で は 早 期 よ り の

リ ン パ 球 浸 潤 が 見 ら れ た こ と (表 6)、 再 移

植 実 験 に お け る 抗 腫 瘍 効 果 に 比 例 し た リ ン パ

球 浸 潤 、 腫 瘍 細 胞 の 変 性 ・ 壊 死 が 見 ら れ た こ

と (表 7)は 、 抗 腫 瘍 効 果 の 背 景 に あ る

effector cellが 腫 瘍 局 所 へ 集 積 す る こ と を

組 織 学 的 に 示 す も の と い え る 。 又 、 こ の リ ン

パ 球 を 免 疫 組 織 学 的 に 検 討 し た 所 、 ア シ ア ロ

GHl抗 原 陽 性 、 及 び Thy-1抗 原 陽 性 の NK細 胞

及 び T細 胞 で あ り 、 牌 臓 リ ン パ 球 に よ る 中 和

試 験 の 結 果 と 一 致 し た 。

さ ら に 右 下 肢 (照 射 側 )腫 瘍 に お け る

effector ceHの 集 積 に つ い て も 、 組 織 学 的

検 討 を 行 つ た と こ ろ 、 実 験 I及 び I共 に 照 射

後 7日 日 に 著 し い リ ン パ 球 浸 潤 を 認 め た 。 以

後 、 照 射 後 の 非 照 射 部 位 に お け る 抗 腫 瘍 効 果

の 結 果 と ほ ぼ 一 致 し た 減 少 パ タ ー ン を と っ た 。

こ れ ま で 、 照 射 側 腫 瘍 部 位 に お け る リ ン パ 球

`
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浸 潤 に つ き 免 疫 組 織 学 的 に 詳 細 な 検 討 を 加 え

た 報 告 は 多 数 な さ れ て い る 44-40)。 し か し 、

著 者 の お こ な つ た 、 非 照 射 側 に お け る 腫 瘍 の

組 織 学 的 な 検 討 に 関 す る 報 告 は ほ と ん ど 見 ら

れ て い な い 。 今 中 ら 45)、 広 田 ら 40)は マ ウ ス

下 肢 に 移 植 し た 腫 瘍 に 局 所 照 射 を 行 い 、 20Gy

一 回 照 射 7日 目 に 最 も 強 い リ ン パ 球 浸 潤 を 認

め た と 報 告 し て い る 。 照 射 後 7日 目 の リ ン パ

球 浸 潤 に つ い て 、 今 中 ら は 酵 素 組 織 学 的 に 、

ま た 広 田 ら は 免 疫 組 織 学 的 に 、 リ ン パ 球 の サ

プ セ ッ ト を 検 討 し た 結 果 、 Thy-1.2,Lyt-1,

L3T4陽 性 細 胞 浸 潤 、 即 ち helper/inducer T

リ ン パ 球 が 主 体 で あ つ た と 報 告 し て い る 。 又

Hiratukaら 02)は 、 人 の 非 照 射 腫 瘍 へ の 浸 潤

リ ン パ 球 に つ い て 検 討 を 加 え 、 suppressor/

cytotoxic Tリ ン パ 球 が 優 勢 で あ つ た と 報 告

し て い る 。

今 回 著 者 の 非 照 射 側 に お け る 浸 潤 リ ン パ 球 に

お い て 、 NK細 胞 浸 潤 が 顕 著 に 認 め ら れ た こ と

は 、 他 の 報 告 と の 間 に 明 ら か な 違 い が み と め

中

や
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ら れ 、 興 味 あ る 結 果 と な っ た 。 今 後 、 こ の 違

い の 意 義 、 経 時 的 変 化 や 詳 細 な リ ン パ 球 サ プ

セ ッ ト の 解 析 が 必 要 と 思 わ れ た 。

Brovallら 03)は 、 健 常 人 の 末 梢 血 リ ン パ 球 を

in vitroで 放 射 線 照 射 し た 際 、 低 線 量 に お い

て NK活 性 の 増 強 が 見 ら れ た こ と か ら 、 NK細 胞

が 他 の リ ン パ 球 サ プ セ ッ ト に 比 べ 放 射 線 感 受

性 が 低 い と 報 告 し て い る 。 本 実 験 の 照 射 後 の

牌 臓 リ ン パ 球 に お け る NK細 胞 活 性 の 増 強 や 、

局 所 免 疫 反 応 に お け る NK細 胞 浸 潤 と 、 な ん ら

か の 関 連 性 が あ る と 思 わ れ 、 放 射 線 照 射 後 の

免 疫 系 に お け る NK細 胞 の 意 義 は 大 き い も の と

考 え ら れ た 。

な お 、 実 験 I照 射 後 14日 日 と 実 験 Ⅱ 照 射 後 7

日 日 の マ ウ ス の 左 下 肢 へ の 再 移 植 部 位 に お け

る 組 織 像 の 比 較 に お い て 、 実 験 Ⅱ よ り も 顕 著

な リ ン パ 球 浸 潤 を 認 め た 実 験 Iは 、 よ り 強 い

局 所 免 疫 反 応 を 示 し て い た に も か か わ ら ず 、

実 験 I及 び Ⅱ の 間 で 、 マ ク ロ 的 な 抗 腫 瘍 効 果

に ほ と ん ど 差 は 認 め ら れ な か つ た 。 逆 に 、 牌

ウ

,
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臓 リ ン パ 球 の 中 和 試 験 に お け る リ ン パ 球 機 能

の 面 に お い て は 、 実 験 Iに よ り 強 い 細 胞 障 害

活 性 が 認 め ら れ た 。 こ の こ と は 、 実 験 Ⅱ に お

け る 局 所 の リ ン パ 球 数 が 少 な い に も か か わ ら

ず 、 リ ン パ 球 の 機 能 充 進 が 実 験 Iよ り 強 く 見

ら れ る こ と か ら 、 抗 腫 瘍 効 果 は 実 験 Iと 同 程

度 を 示 す と 考 え ら れ る が 、 他 に も 実 験 Iと Ⅱ

に 違 い が 認 め ら れ た 。 そ れ は 、 表 9に 示 し た

右 下 肢 照 射 側 腫 瘍 部 位 に お け る リ ン パ 球 浸 潤

で あ る 。 す な わ ち 実 験 Ⅱ で は 、 右 下 肢 腫 瘍 ヘ

も 多 数 の リ ン パ 球 浸 潤 が 認 め ら れ る 為 、 左 下

肢 へ 浸 潤 す べ き リ ン パ 球 に と つ て 量 的 な 面 で

マ イ ナ ス に 働 ら い た と も 考 え ら れ る 。 こ の こ

と は 、 放 射 線 治 療 と 外 科 療 法 を 併 用 す る 意 義

の 一 つ と な る と 共 に 、 外 科 療 法 を 行  う タ イ

ミ ン グ (時 期 )の 重 要 性 を も 示 唆 し た 結 果 で あ

る と 考 え ら れ た 。 す な わ ち 、 免 疫 学 的 に 最 適

な 時 期 に 外 科 療 法 が 併 用 さ れ た 場 合 に は 、 腫

瘍 に よ る 免 疫 学 的 な 抑 制 を 受 け る こ と な く 、

機 能 の 面 で 増 強 の み ら れ た リ ン パ 球 を 温 存 で

●

,
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き る 可 能 性 が 予 想 さ れ た 。

2.放 射 線 障 害 部 位 に お け る 抗 腫 瘍 効 果

既 に 照 射 を 行  つ た 部 位 へ 腫 瘍 を 移 植 し た

際 、 な ん の 治 療 を 行  わ ず と も 、 腫 瘍 増 殖 が

抑 制 さ れ る 現 象 は 、 1914年 Franklら 64)に よ

つ て Tumor Bed Effect(TBE)と し て 報 告 さ れ

て い る 。 以 後 TBEに つ い て は 照 射 に よ つ て 生

じ る 血 管 へ の 障 害 が 原 因 で あ る と 言 う 報 告 が

数 多 く な さ れ て い る 05-00)。 Jirtleら 00)は 、

照 射 部 位 へ 移 植 し た 腫 瘍 の 血 流 は 正 常 組 織 に

移 植 し た 腫 瘍 の 52%で あ つ た と 報 告 し て い る

ま た 、 Beggら 70,71)は 、 放 射 線 分 割 照 射 の 正

常 組 織 へ の 影 響 の 検 討 に お い て 、 TBEを 正 常

組 織 の 放 射 線 感 受 性 の 指 標 と し て 使 用 し た 。

著 者 の BALB/c及 び ‖eth-1の 実 験 系 に お い て も

図 13の ご と く TBEが 認 め ら れ た 。 ま た 20Gyの

前 照 射 部 位 に お い て 、 腫 瘍 は 100%消 失 し た こ

と か ら 、 BALB/cマ ウ ス 組 織 の 放 射 線 感 受 性 が

非 常 に 高 く 血 管 へ の 障 害 も 強 く 現 れ て い る と

●
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予 想 さ れ た 。 そ こ で 、 照 射 後 の 血 管 の 変 化 を

画 像 解 析 に て 行  つ た (表 10)。 組 織 切 片 上 で

の 面 積 測 定 で あ る 為 、 単 純 に 血 管 断 面 積 や 内

腔 面 積 の 比 較 が で き な い が 、 両 側 の 血 管 断 面

積 に ほ と ん ど 差 が 見 ら れ な か つ た こ と と 、 有

意 に
゛
血 管 断 面 積 に 対 す る 内 腔 面 積 の 比

゛
の

減 少 が 認 め ら れ た こ と を 考 え 合 わ せ る と ,照

射 後 の 血 管 壁 の 肥 厚 と 血 管 腔 の 狭 窄 が 考 え ら

れ た 。

こ れ ま で 、 放 射 線 照 射 に よ る 正 常 組 織 の 慢 性

障 害 に 関 し 、 多 く の 研 究 が な さ れ て い る が 、

そ の 発 症 に お い て 、 血 管 系 の 照 射 に よ る 障 害

が 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る と 考 え ら れ て い

る 72,73)。 こ の 血 管 へ の 障 害 が 、 正 常 組 織 よ

り 豊 富 な 栄 養 血 管 を 必 要 と す る 腫 瘍 の 増 殖 に 、

抑 制 的 に 働 い た こ と が 推 察 さ れ た 。

さ て 、 本 実 験 系 に お い て 放 射 線 照 射 に よ り

宿 主 免 疫 能 が 増 強 さ れ る こ と 、 又 放 射 線 組 織

障 害 が 、 腫 瘍 増 殖 に 対 し 抑 制 的 に 働 く こ と が

明 か と な つ た 。 そ こ で 、 本 研 究 の 目 的 で あ る 、

●
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照 射 に よ り 障 害 を 受 け た 局 所 で の 免 諄 反 応 、

に つ き 検 討 を 加 え た 。 前 述 の 如 く 、 非 照 射 側

下 肢 (左 下 肢 )で は 、 照 射 に よ り 誘 導 さ れ た 腫

瘍 免 疫 の み を 、 純 粋 な 反 応 と し て 見 る こ と が

で き る 。 従 つ て 、 左 下 肢 を 使 つ て 実 験 を 行

う こ と で 、 腫 瘍 免 疫 と 放 射 線 組 織 障 害 と い う

二 つ の 現 象 を 分 析 可 能 と し た 。

図 14の 如 く 、 腫 瘍 が 100%生 着 す る 10Gyの 前 照

射 部 位 を 用 い て 、 腫 瘍 照 射 後 の 再 移 植 実 験 を

行 つ た 結 果 、 前 照 射 の 有 無 に 関 係 せ ず 、 生 着

率 の 低 下 が 認 め ら れ た 。 こ の こ と か ら 、 放 射

線 照 射 さ れ た 部 位 へ も 、 照 射 に よ つ て 得 ら れ

た 抗 腫 瘍 効 果 を 持 つ effector cellが 関 与 す

る こ と が 推 察 さ れ た た め 、 抗 腫 瘍 効 果 の み ら

れ た 前 照 射 部 位 の 組 織 学 的 検 討 を 行 つ た 。

(図 15・ 16)そ の 結 果 、 実 験 Iに お い て 、 前

照 射 線 量 が 10Gy,20Gyと 増 加 す る に つ れ て 、

リ ン パ 球 浸 潤 は 減 少 し 、 リ ン パ 球 サ プ セ ッ ト

も 全 て に わ た り 平 行 し て 減 少 が 認 め ら れ た 。

実 験 Ⅱ で は 、 前 照 射 線 量 の 増 加 に も か か わ ら

●
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ず 、 ほ と ん ど リ ン パ 球 浸 潤 の 差 は 認 め ら れ な

か っ た 。 リ ン パ 球 サ プ セ ッ ト に お い て は 、 機

能 の 増 強 が 予 想 さ れ た NK細 胞 、 T細 胞 が 20Gy

の 高 線 量 時 、 減 少 が 認 め ら れ た 。

し た が っ て 、 実 験 Iの 様 に 著 し い リ ン パ 球 浸

潤 が 見 ら れ る 場 合 や 、 20Gyの 照 射 を 行  つ た

場 合 に は 、 機 能 の 増 強 が 予 想 さ れ た NK細 胞 、

T細 胞 に お い て 、 放 射 線 組 織 障 害 は 多 少 抑 制

的 に 働 く も の と 考 え ら れ た 。 し か し 、 図 14に

示 す 結 果 と こ の 組 織 学 的 実 験 結 果 を 総 合 す れ

ば 、 10Gyの 放 射 線 組 織 障 害 は 、 リ ン パ 球 が 浸

潤 し 機 能 す る 上 で 、 ほ と ん ど 影 響 し て い な い

と 考 え ら れ た 。

さ ら に 、 以 上 の 結 果 を も と に 、 癌 治 療 に 際

し て の 放 射 線 組 織 障 害 と 免 疫 反 応 に つ い て 、

考 察 を 加 え た 。

本 実 験 系 に お い て 、 腫 瘍 に 低 線 量 の 照 射 を 行

な つ た 場 合 、 腫 瘍 免 疫 能 の 増 強 が 見 ら れ た 。

●
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又 、 こ の 際 の 放 射 線 組 織 障 害 の 程 度 は 小 さ く 、

effector ceHは 十 分 局 所 で 作 用 し う る 程 度

の 障 害 で あ っ た 。 こ の こ と か ら 、 原 発 腫 瘍 を 、

放 射 線 療 法 と 外 科 療 法 な ど の 他 の 治 療 法 と の

併 用 に よ つ て 制 御 で き れ ば 、 宿 主 免 疫 能 と 密

接 な 関 係 を 有 す る 再 発 ・ 転 移 に 対 し 抑 制 効 果

が 十 分 期 待 で き る と 考 え ら れ た 。 し か し 、 こ

の 増 強 さ れ た 宿 主 免 疫 能 は 、 担 癌 に よ り 抑 制

を 受 け や す い こ と か ら 、 癌 組 織 の 可 能 な 限 り

の 減 量 が 必 要 で あ る 。

又 、 高 線 量 の 照 射 を 行 つ た 場 合 、 腫 瘍 免 疫

能 は 、 放 射 線 照 射 に よ る 障 害 の 為 か 減 少 し 、

抗 腫 瘍 免 疫 に よ る 効 果 は 低 い と 考 え ら れ る が 、

局 所 の 放 射 線 組 織 障 害 は 、 腫 瘍 の 増 殖 に 、 大

き な 障 害 と な つ た 。 又 、 照 射 後 の 腫 瘍 の 再 増

.    殖 に 対 し て も 、 放 射 線 組 織 障 害 が 十 分 効 果 的

に 作 用 す る と 推 察 さ れ た 。

従 つ て 、 放 射 線 治 療 と 外 科 療 法 の 併 用 時 期 に

関 し て は 、 宿 主 免 疫 能 並 び に 放 射 線 組 織 障 害

と の 関 連 に お い て 、 今 後 十 分 な 検 討 の 必 要 が

●
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結 論

放 射 線 治 療 の 生 体 免 疫 系 に 与 え る 影 響 を 検

討 す る た め 、 担 癌 マ ウ ス に 放 射 線 局 所 照 射 を

行  い 、 照 射 後 の 宿 主 免 疫 能 お よ び 局 所 免 疫

反 応 を 、 in vivo、 in vitroの 両 面 か ら 検 索

し た 。 そ し て さ ら に 、 抗 腫 瘍 効 果 を も つ

effector ce Hの 、 照 射 に よ り 障 害 を 受 け た

部 位 で の 関 与 に つ き 検 討 を 加 え 、 以 下 の 結 論

を 得 た 。

1.担 癌 マ ウ ス ヘ の 放 射 線 局 所 照 射 に よ り 、

(1)照 射 後 、 非 照 射 部 位 へ の 再 移 植 実 験 に お

い て 抗 腫 瘍 効 果 の 発 現 を 認 め た 。 し か し 、

こ の 抗 腫 瘍 効 果 は 、 担 癌 状 態 に お い て 短 期

間 で 消 失 し た 。

(2)腫 瘍 に 対 す る 放 射 線 照 射 に よ り 、 牌 臓 リ

ン パ 球 の 抗 腫 瘍 機 能 の 増 強 が 見 ら れ た 。 な

か で も NK細 胞 及 び T細 胞 の 関 与 が 示 唆 さ れ

た 。 又 、 in vitroに お け る 牌 臓 リ ン パ 球 の

NK活 性 の 増 強 も 認 め ら れ た 。

金
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(3)抗 腫 瘍 効 果 発 現 部 位 に 、 早 期 よ り の リ ン

パ 球 浸 潤 が 認 め ら れ た 。 又 、 主 に こ の リ ン

パ 球 は 、 免 疫 組 織 学 的 に NK細 胞 及 び T細 胞

で あ つ た 。

2.放 射 線 に よ る 組 織 障 害 部 位 に お い て 、 腫

瘍 の 増 殖 と 抗 腫 瘍 効 果 に つ い て 、 検 討 を 行

っ た と こ ろ 、

(1)高 線 量 の 放 射 線 組 織 障 害 部 位 に お い て は 、

主 に 照 射 に よ る 血 管 の 変 化 に 基 づ く と 思 わ

れ る 腫 瘍 増 殖 抑 制 が 認 め ら れ た 。

(2)低 線 量 の 放 射 線 組 織 障 害 部 位 に お い て は 、

主 に 免 疫 機 能 が 作 用 し 、 抗 腫 瘍 効 果 が 認 め

ら れ た 。 又 、 組 織 学 的 に も 、 抗 腫 瘍 効 果 を

持 つ effector cellの 浸 潤 に 対 し て 、 放 射

線 組 織 障 害 の 影 響 は き わ め て 少 な か つ た 。

脅
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稿 を 終 え る に あ た り 、 本 研 究 課 題 を 与 え ら

れ 、 御 指 導 と 御 校 閲 を 賜 わ つ た 作 田 正 義 教 授

に 謹 ん で 感 謝 の 意 を 表 し ま す 。 ま た 、 免 疫 組

織 学 に つ い て 御 教 示 御 助 言 を 頂 い た 岐 阜 大 学

医 学 部 病 理 学 第 二 講 座 高 見 剛 助 教 授 、 線

量 測 定 に 際 し 御 教 示 御 助 言 を 頂 い た 古 川 惣 平

博 士 並 び に 歯 科 放 射 線 学 教 室 の 方 々 、 組 織 標

本 の 作 製 に 際 し 御 助 言 を 頂 い た 附 属 病 院 検 査

部 の 方 々 に 深 謝 致 し ま す 。

最 後 に 本 研 究 を 進 め る に あ た り 、 御 援 助 、

御 協 力 を 頂 い た 口 腔 外 科 学 第 二 講 座 の 教 室 員

諸 先 生 に 厚 く お 礼 申 し 上 げ ま す 。
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圧fect bf local tumor iradiatim m吼 血miり
in the tumor― beari鴨 饉∝

‐"―-010g・ Cal study on the radiation d― ged tissue―
―‐

Tomoji MORIYAMA

The Second Department of Oral andほ i1lofacial Surgery

Osaka Univers■ty Faculty of Dentistry

l-8,Yamadaoka,Suita,Osaka 565,」apan

Key words:Radiation mШ Ю logy,Radiation dange,

Meth―A tumor,Local irradiation

In order  to  ■nvestigate the effect of  radiotherapy  on  the

・
r― ty  

・
n  the  tumor―bearing IIl■ce,  the  status  of  general

■I―ity and local 枷 ne reaction were studied after irradiation

of transplanted Meth― A tumor cells.

On  the  7th day  after local irradiation  aga■ nst  the  Meth―A

tumors trarlsplanted into the rttht hnd legS, the saFne Strah

tumors were transplanted into the left hind legs of the sarne m■ ce

again.As a result, the growth ofゼ 腱 left hind leg tumors was

suppressedo  However,」 his anti― tumor effect was decreased in  the

`

●

●
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case   of  secondary  transplantation on  the  14th day   after

i=adiation. FroFn the Study of Wim assay, ■t was suggested

that  these  anti‐ tumor  effects after  local  tumor  ■rradiation

resulted  frorn  the anti‐ tumor ttity  by  mouse  spleen

lnhOCytes,  especially Natllralに ller (NK)and T cells.  At the

same  t■Ine ,NK activity of spleen lphocyte aga■ nst YAC‐1 ,nrget

cells was also ■ncreased.

The histolo8■Cal findings showed that lphocyte  infiltration

■nto  the  tulnor tissue was recognized at the earlier  stagё  and

more  markedly  in the left hind leg tumor tissue of  mice  ,  of

mich right hind leg ttllnors were i..adiated,  than in the  tulnor

tissue of non―■rradiated miCe. In the 
…
ist010ginnl analys■ s

● th IIlonoclonal anti漱lms foll面Ltt ABC tαhitte revealed that

the subpopuLations of these infiltrated luocytes were composed

of rln■nly NK and T cells。

Still  tF10re ,the transplantability and growth of Mё th―A  tumors

at uhe pre_irradiated tissue were studied.At first,left hind legs

Were iLLadiated with doses of 10 and 20Gy .On the other hand  ,

riまt hd leg Of the sarne rllouse was transplanted with Meth― A

tumor,  and then tumor of the rJt hm leg was ■rradiated。

Next,  Meth―A  tmors were transpLanted into  the  pre… ■rradiated

●

う
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`

left hind  legse  Tし 口or growth at the pre‐ irradiated left hind

legs  was  suppressed  in any cases  of   high“ dose  Or  low―dose

iュニadiatione

lt  is  suggested that ,in the low―dose irradiation,  the  anti―

tunor  ■r―■ty ma■nly  acted on the suppress■on of  the  tumor

growth,and in the high_dose ■rradiation, suppress■ on of the turlor

growth was IIninly induced by both the anti― tumor ttmmunity and

the radiation me to blood vessels■ hich was recogn■ Zed in the

histolog■ cal analysis by the tte arlalyzer.

,

ち



●

参考文献

Raben,‖ .,Walach,N`,Galili.U.and Schlesinger,H.(1976):The
effect of radiation therapy on lymphocyte subpopulations
in cancer patients.Cancer,37,1417-1421.

Stratton,J.A.,Byfield,P.E.,Byfield,J.Ec,Snall,R.C。 ,

Benfield,J.and Pilch,V.(1975):A comparison of the acute
effects of radiation therapy,including or eЖ cluding the

thymus,on the lymphocyte subpopulations of cancer
patients.J.Clin.Invest.,56,88-97.

3)Rafla,S.,Vang,S.J.and ‖eleka,F.(1978):Changes in cell―
mediated immunity in patients undergoing radiotherapy.
Ca ncer,41,1076-1086.

4)根 住直史 、小西淳二 、御前隆 、小野公二 、高橋正治 、阿部光幸
鳥 塚莞爾 (1983):放 射線治療 に よる悪性 腫瘍患者免疫関与細胞

の変動 につ いて 一特 にNatural killer活 性 につ いて 一日本 医放

会誌 ,43,1415-1425,昭 和 58.

5)Dean,D.H.,Pross,H.F.and Kennedy,J.C.(1978):Spontaneous
hunan lymphocyte― mediated cytotoЖ ■c■ ty aga■nst tu口 or

target cells ]I Stimulatory and inhibitory effects of
lonizing radiation.Int.J.Radiat。 Oncol.Bio.Phys.,4,633-

641.

6)下 里幸雄 、永井完治 、池 内駿之 (1978):腫 瘍免疫 と放射線治療
■     ―その基礎 ―癌 .放 射線療法 、癌 の臨床・ 編 、篠原 出版 、東京

21-26,昭 和 53.

Yata,J.,Klein,G。 ,Howetson,J.and Gergely,L.(1970):Effect
of metabolic ■nhibitors on membrane ■■munofluorescence
reactiv■ ty of established Burkitt ly■ phoma cell lines.

Int.J.Cancer,5,394-403.

Anderson,R.E“ ,Sprent,J.and Hiller,J.F.1.P.(1974):
Radiosensitivity of T and B lymphocytes.1.Effect of
irradiation on cell ■igration.Eur.J.IE■ unOl.,4,199-203.

●
４

●

7)

8)

●



J

9)Kwan,D.K.and Norman,1.(1977):Radiosensitivity of human
lymphocytes and thymocytes.Radiat.Res.,69,143-151.

10)Duru口 ,S.K.and Gengozian,N.(1978):The comparative
radiosensitivity of T and B lymphocytes.Int.J.Radiat.
Biol., 34,1-15.

11)今 中一文 (1983):腫 瘍 に対 す る放 射線 局 所 照 射 と免疫 細 胞反応

につ いて 一 MH46腫 瘍 お よび Ehrlich腫 瘍 担 癌 C3H/Heマ ウス を用

い た酵 素組 織 化 学 的 検討 一 ,日 本 医放 会 誌 ,43,355-369.昭 和

58.

12)大星 章 一 ,下 里幸 雄 ,板 倉 克 明 ,梅 垣 洋 一郎 (1967):癌 放射 線

療 法 の病 理 ,医 学 の あゆ み .61,618-625665-671725-730.昭 和
42.

13)Ridolfi,R.L.,Rosen,P.P.,Port,1.,Kinne,D.and Hike,V.
(1977):Medullary carcinoma of the breast.A clinico―
pathologic study with 10 year fol10■ ―up.Cancer,40,1365-

1385。

14)Watanabe,H.,Enjoji,M.and lmai,T.(1976):Gastric
carc■ noma ,■ th lympho■ d stroma. Its ■orphologic

characteristics and prognostic correlations.Cancer,38,
232-243.

15)Kingsley,D.P.E.(1975):An interesting case of possible
abscopal effect in malignant melano■ a.Br.J.Radiol.,48,

863-866.

16)Boyse,E.1.,01d,L.J.and Stockert,E.(1962):Some further
data on cytotox■ c ■sOantibodies ■n the ttouse.Ann.N.Y.
lcad.Sci口 ,99,574-587.

17)Cikes,‖ .,Friberg,S.and Klein G.(1973):Progressive loss
of H-2 antigens with concon■ tant increase of cell―
surface antigens detern■ ned by Moloney leukett■ a v■ rus ■n

cultured murine lymphonas. J.NatleCancer lnst.,50,347-

●

●

十



362.

り   18)立 入弘 (1978):診 療放射線技術 .第 3版 ,南 江堂 ,東 京 ,下 巻・
369-403,昭 和 53.

19)Frindel,E.,Malaise,E.P,,Alpen,E.and Tubiana,H.(1967):
Kinetics of Cell Proliferation of an ExPer■ mental Tumor.

Cancer Research,27,1122-1131.

20)Fran9oiS,D.L.,Troise,G.D.,Chavaudra,N.,Malaise,E.Poand
Barski,G。 (1974):Comparative effect of local radiotherapy
and surgery on cell― mediated immun■ ty agaュ nst a mouse

transplantable manmary tumor.Int.J.Cancer,13,629-639.

21)辻  公美 (1971):比 重遠 沈法 に よ る リンパ球 の分 離 ,Conray―
●     Ficoll法 .免 疫 実 験操作法 (1)(日 本 免 疫 学会 編 ).金 沢 ,443-

446,昭 和 46.

22)Kasai,H.,Iwanori,H.,Nagai,Y。 ,Okumura,K.and Tada,T.(1980)
:A glycolipid on the surface of mouse natural killer
cell. Eur.J.Immunol。 ,10,175-180.

23)Habu,S.,Fukui,H.,Shimamura,K.,Kasai,H.,Nagai,Y。 ,Okunuraっ
K.and Tamaoki,N。 (1981):In vivo effects of anti―asialo

GMl l .Reduction of NK activ■ ty and enhancenent of
transplanted tu■ or growth in nude mice.J.Immunol.,127,
34-38.

●      24)Lake,P.,Clark,E.1。 ,Khorshidi,M.and Sunshine,G.H.(1979):
Production and characterization of cytotoxic Thy-1
antibody―secreting hybr■ d cell lines Detection of T cell
subsets.Eur.J.Immunol。 ,9,875-386.

25)Brunner,K.T.ゥ Mauel,J.,Cerottini,J.Coand Chapuis,B.(1968)
。Quantitative assay of the lytic action of inmune
lymphoid cells on 51cr-labeled a1logeneic target cells
■n v■ trolinhibition by isoantibody and by drugs.
Immunology,14,181-196.

,



26)Plank,J.und Rychlo,A.(1952):Eine Schnellentkalkungs―
methode.Zentralblaf.Path.Anat.,89,252-254.

0
27)Hsu,S.M.ヮ Raine,L.and Fanger,H.(1981):Use of Avidin―
Biotin― Peroxidase Complex(lBC)in lmmunoperoxidase
Techniques.J.HistoChen.Cytochem.,29,577-580.

28)Uarnke,R.and Levy,R.(1980):Detection of T and B cell
antigens ,■ th hybr■ doma monoclonal antibodies:A Biotin―

Avュ din― Horseradish― Perox■ dase Method.J.Histochen.

Cytochem.,28,771-776.

29)高 見 剛 ,石 井 良文 (1985):Avidin― Bi,tin― Peroxidaseを 用 いた

免 疫 酵素法 ,臨 床免 疫 ,17,395-402.昭 和 60.

●      30)Shinokawara,I..Imamura,‖ .,Yananaka,N.,Ishiiっ Y.and

Kikuchi,K.(1982):Identification of lymphocyte sub―
Populations in human breast cancer tissue and its
sign■ ficance:An ■mmunoperox■ dase study w■ th anti― human

T― and B― cell sera.Cancer,49,1456-1464.

31)Cook,H.J.(1965):The Anatomy of the Laboratory ‖ouse.

Academic Press,New York,112-114。

32)細 川真澄 男 (1983):化 学 療法 と BRM,Oncologia,6,65… 75。
昭 和 58

33)Cowens,J.U.,Ozer,H.,Ehrke,H.J.,Greco,W.R。 ,Colvin,H口 and
●          Hihich,E.(1984):Inhibition of the development of

suppressor cells ■n culuture by 4-hydroperoxy―
cyclophosphamide.J.Immunol.,132,95-100.

34)‖orikawa,K。 ,Hosokawa,H.,Hanada,J.,Xu,Z.and Kobayashi,H.
(1986):Possible participation of tunoricidal macrophages
■n the therapeutic effect of bleomyc■ n on a

transplantable rat fibrosarcoma.Cancer Res.,46.684-688。

35)Ikenami,M.,Mizuno,D.and Yamazaki,H.(1985):Dr ug― dependent

cellular cytotox■ cユ ty mediated by polyttorlhonuclear

●



゛

leukocytes.Jpn.J.Cancer Res.,76,637-643.

●     36)Shindo,H.,Ogura,T。 ,Masuno,T.,Hayashi,S.and Kishi口 oto,S.

(1985):Induction of activated ■acrophages by intra―
perュ toneal injection of m■ tomycュ n C in ■ュce.
Cancer lmmunol.Immunother.,20,145-150。              ,

37)佐 藤 靖 雄 (1974):上 顎 癌 .癌 の 臨 床 .20,881-884,昭 和 49。

38)Sato,V.,Morita.M.,Takahashi,H.,Watanabe,N.and Kirikae, I.
(1970):Combined surgery,radiotherapy and regional
chemotherapy in carcino口 a of the paranasal sinuses.
Cancer,25,571-579。

39)手 島昭樹 、日中義弘 、西 山謹司 、池 田恢 、真崎規江 、重松康 、
中村太保 、渕端孟 (1984):上 顎洞扁平上皮癌の集学 的治療成績

の検討 ,日 本 医放会誌 ,44,1383-1390.昭 和 59日

40)Sakai,S.,Hohki,A。 ,Fuchihata,H.and Tanaka,Y.(1983):
Multidisciplinary treatment of max■ 1lary sinus carcュ n o tta.

Cancer,52,1360-1364.

41)斎 藤等 (1979):頭 頚 部癌 の合 併 療 法 の理 論 と実 際 一 と くに上 顎
癌 につ いて 一 .癌 の 臨床 ,25,526… 531っ 昭和 54。

42)Rowland G.F.,Axton,C.1。 ,3aldwin,R.W.,Brown,J.P。 ,

Corvalan,J.R.F。 ,Embletonゥ ‖.J.,Gore,V.1。 ,Hellstron,I。 ,
Hellstrom,K.E口 ,Jacobs,E.ヮ Marsden,C.H.,Pimm,M.V.,Simmonds,
R.G.and Smith,W.(1985):Antitunor properties of
v■ ndesュ ne― monoclonal antibody conjugates.
Cancer lmmunol.Immunother.,19,1-7.

43)Embleton,H.」 .,Rowland,G.F.,Sinmonds,R.G.,Jacobs,E.,
Marsden,C.H.・ Baldwin,R.W.(1983):Selective cytotoxicity
aga■ nst human tumour cells by a vュ ndes■ ne―■onoclonal
antibody conjugate.Br.J.Cancer,47,43-49.

44)浜 田富三雄 ,小川恭弘 ,前 田知穂 ,瀬 口春道 (1985):放 射線治
療 中の癌組織浸潤 リンパ球サ プセ ッ トの変動 ―モ ノクロナ ール

●

中



゛

抗体 に よる解析 一 ,日 本 医放会 誌 ,45,407-426。 昭和 60.

6   45)今 中一文 (1983):腫 瘍 に対す る放射線局所照射 と免疫細胞反応

につ いて 一MM46腫 瘍お よび Ehrlich腫 瘍担癌 C3H/Heマ ウス を用
いた酵素組織化学 的検討 一 ,日 本 医放 会誌 ,43,355-369.
昭和 58.

46)広 田佐栄子 ,小 川恭弘 ,瀬 口春道 (1986):マ ウス放射線照射腫
瘍 組織浸潤 リンパ球サ プセ ッ トのモ ノクロナ ール抗体 による解

析 ,日 本 医放会誌 ,46,1331-13498昭 和 61.

47)Hall,E.J.(1978):Radiobiology for the Radiologist.ed.2,
Harper&Row,Publishers,Inc.,Maryland,33-38.

48)Orton,C.G.and Ellis,F。 (1973):A simplification in the
use of the NSD concept in practical radiotherapy.Br.J.
Radiol。 ,46,529-537.

49)土 屋武彦 (1983):放 射線治療 にお ける免疫機能の関与・ 癌の臨
床 ,29,1499-1505。 昭和 58.

50)Crile,G.and Deodhar,S.D.(1971):Role of preoperative
irradiation in prolonging conconitant iロ ロunity and
preventing metastasis in miceaCancer,27,629¨ 634.

51)山 下孝 ,早 川幸子 ,花 島加寿子 ,望 月幸夫 (1983):腫 瘍への放
射線照射 によ り誘導 され る腫瘍免疫 につ いて ,癌 の臨床 ,29,
1506-15H.昭 和 58.

52)山 下孝 (1981):マ ウスにおけ る細胞性腫瘍免疫能 に対す る放射
線の効果 ,日 本 医放 会誌 .41,887-893.昭和 56.

53)Uelsh,R.H.,Karre,K.,Hansson,M.,Kunkel,L.A.and
Kiessling,R.W.(1981):Interferon― mediated protection of
normal and tunor target cells agaュ nst lysュ s by ■ouse
natural killer cells.J.Immunol.,126,219-225.

54)Herbernan,R.B.(1980):Natural cell― mediated im■ unity
aga■ nst tumors.Academ■ c Press,New York,593-607.

●

●



●

55) Tinonen,T.,Saksela,E.,Virtanen,I.and Cantell,K.(1980):
Natural killer cells are respons■ ble for the ■nterferon
production ■nduced in human lyttphocytes by tumor cell
contact.Eur.J.Immunol.,10,422-427.

56)Kuribayashi,K.,Gillis,S.,Kern,DoE.and Henney,C.S.(1981):
‖ur■ ne NK cell cultures:Effects of interleukin-2 and
■nterferon on cell growth and cytotox■ c reactivュ ty.J.

Immunol.,126,2321-2327.

57)Dennert,G.,Yogeeswaran,G.and Yanagata,S.(1981):Cloned
cell lines ,■th natural killer activ■ ty.Spec■ ficュ ty,

function and cell surface marker3.J.Exp.Hed。 ,153,545-556.

58)Abo,T.,Miller,C.A.,Gartland,G.L.and Balch,C.H.(1983):
Differentiation stages of human natural killer cells ln
lymphoid tissues from fetal to adult life.J.Exp.‖ ed.,157,

273-284。

59)Minato,N.,Reid,L.and Bloom,B.R.(1981):
On the heterogeneity of murine natural killer cells.
」.ExP“ Hed.154,750-762.

60)Herberman,R.B.and Holden,H.T.(1979):Natural killor
cells as antitumor effector cells.J.Natl.Cancer lnst。 ,62,
441-445.

61)Mattes,H.J.,Sharrow,S.0.,Herberman,R.B.and Holden,H.Tロ
●           (1979):Identification and separation of Thy… l positive

mouse spleen cells active in natural cytotox■ c■ ty and
antibody―dependent cell― 口ediated cytotox■ c■ ty.J.Immunol.,

123,2851-2860.

62)Hiratsuka,H.,Imanuraヮ H。 ,Kasai,K.,Kaniya,H口 ,Ishii,Y.,
Kohana,G.and Kikuchi,K.(1984):Lymphocyte subpopulations
and T― cell subsets in human oral cancer tissues:I■ ■uno―
histolog■c analys■ s by monoclonal antibodies.Am.J.Clin.
Pathol。 ,81,464-470.

゛

●



■

63)Brovall,C.and Schacter,B.(1981):Radiation sensitivity of
human natural klller cell activ■ ty:control by X― linked

●           genes.J.Immunol.,126,2236-2239.

64)Frankl,0.und Kinball,C.P.(1914):Uber die Deeinflussung
vOn Mbusetunoren durch Rざntgenstrahlen.Wiener klin■ sche

Wochenschrift,27,1448-1450.

65)Trott,K.R.and Kummermehr,J.(1982):SPlit dose recovery
of a mouse tunour and itS stoma during fractionated
irradiation.Br.J.Radiol。 ,55,841-846.

66)DenekattP,」 .(1980):Is any single in situ assay of tunour
response adequate? Br.J.Cancer,41,Suppl.Ⅳ ,56-63.

67)Tenforde,T.S.,Curtis,S.B.,Woodruff,HoK.,Parks,D.L。 ,

Daniels,S.J.,Crabtree,K.E.,Schilling,W.A.and
Deguz口 an,R.J.(1979):Studies on the regrowth rate,
morphological character■ stics and transplantation
properties of rat rhabdomyosarcoma tumours follo口 ■ng

large doses of X― rays.Int.J.Radiat.Biol..35,589-596.

68)Jirtle,R.and Clifton,K.H.(1973):Effect of preirradiation
of the tunor bed on the relative vascular sPaco of mouse
gastric adenocarcュ noma 328 and mammary adenocarc■ noma
C▲ 755.Cancer Res.,33,764-768。

69)Jirtle,R.,Rankin,J.HoG.and Clifton,K.H.(1978):Effect of
X―■rradiation of tumour bed on tumour blood flow and
vascular response to drugs.Br.J.Cancer.37.1033-1038.

70)Begg,A.C.and Terry,N.H.A.(1984):The sensitivity of
normal strona to fractionated radiotherapy neasured by a
tunour growth rate assay.Radiotherapy and Oncology,2,
333-341.

71)Begg,1.C.and Terry,N.H.1.(1983):Modification of stro■ al
radiosensitivity by nisonidazole and WR-2721.Br.J.Radiol.

●

●



牟

956.565-570.

72)前 原康延 (1985):放 射線慢性障害発症機序 に関す る定量的研究
一マ ウス横紋筋組織 を用 いて 一 ,日 本 医放会誌 ,45,1548-1557.

昭和 60.

73)Dimitrievich,G.S.,Fischer― Dzoga,K.and Geiem,M.L.(1984):

Radiosensitivity of Vascular tissue.1.Differential
Radiosens■ tiVユ ty of Capillar■ es:A quantitative in vivo

study.Radiat.Res.,99,511-535.

,

●

4



●

脚 注

大 阪 大 学 歯 学 部 口 腔 外 科 学 第 二 講 座 (主 任 :

作 田 正 義 教 授 )

本 論 文 の 要 旨 は 第 40回 日 本 国 腔 科 学 会 総 会

(昭 和 61年 5月 ,福 岡 )お よ び 第 45回 日 本 癌

学 会 総 会 (昭 和 61年 10月 ,札 幌 )に お い て 一

部 発 表 し た 。
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● 図 表 の 説 明

図 1.ア ク リ ル 製 マ ウ ス 固 定 装 置

図 2.NK細 胞 活 性 の 測 定 法

図 3.ABC法 に お け る 染 色 手 順

点 線 以 降 は 、 切 片 の 乾 燥 を 防 ぐ 為 す べ て 湿

箱 中 で 行 つ た 。

図 4。 Meth-1腫 瘍 増 殖 に 対 す る 放 射 線 局 所 照

射 の 影 響

(1)実 験 I:移 植 直 後 照 射 群

Ieth-1100個 を マ ウ ス 右 下 肢 皮 下 に 移 植 後

1 日 目 よ り 5Gy/dayで そ れ ぞ れ tota1 5(■ ),

10(● ),20Gy(▲ )の 局 所 連 日 分 割 照 射 を 行 い 、

経 日 的 に 腫 瘍 体 積 を 測 定 し た 。 又 、 Control

に は 照 射 を 行 わ な か っ た マ ウ ス の 腫 瘍 体 積 を

移 植 後 経 日 的 に 測 定 し た 。 な お 、 各 点 は n=5

の 平 均 腫 瘍 体 積 を 示 す 。 移 植 後 35日 目 に お け

る 対 照 群 と の 有 意 差 は 、 10Gy群 (p<0。 01)、 2

0Gy群 (p<0.001)に 認 め ら れ た (t検 定 )。

図 4(2)実 験 Ⅱ :腫 瘍 形 成 後 照 射 群

腫 瘍 移 植 後 10日 目 よ り 、 tota1 10(● ),20

●

●
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● (▲ ),40Gy(△ )の 放 射 線 照 射 を 行 つ た こ と 以

外 、 図 4(1)と 同 様 の 方 法 で 行 つ た 。 移 植 後 3

5日 目 に お け る 対 照 群 と の 有 意 差 は 、 .20Gy群

(p<0.01)、 40Gy群 (P<0.001)に 認 め ら れ た

(t検 定 )。

5.実 験 I及 び Iの 右 下 肢 照 射 ス ケ ジ ュ ー

図 6.再 移 植 実 験 ス ケ ジ ュ ー ル

右 下 肢 腫 瘍 照 射 後 の 照 射 に よ る in vivoで

の 抗 腫 瘍 効 果 を 検 討 す る た め に 、 再 移 植 実 験

を 行 つ た 。 実 験 I及 び Ⅱ 、 そ れ ぞ れ 右 下 肢 腫

瘍 局 所 照 射 後 、 1日 日 、 7日 日 、 14日 日 、 21

日 目 の そ れ ぞ れ の 各 時 期 に 、 左 下 肢 に Heth-1

100個 を 移 植 、 左 下 肢 腫 瘍 の 生 着 率 及 び 腫 瘍

体 積 を 測 定 し た 。

図 7.非 照 射 部 位 (左 下 肢 )に お け る 照 射 後 の

抗 腫 瘍 効 果  そ の 1

図
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(1)実 験 I:移 植 直 後 照 射 群

図 6の 実 験 ス ケ ジ ュ ー ル に 従 つ て 再 移 植 実

験 を 行  つ た 際 の 左 下 肢 腫 瘍 体 積 を 示 し た 。

各 グ ラ フ 右 に 示 す 日 数 は 、 右 下 肢 へ の 照 射 後

左 下 肢 へ ‖eth― Aを 移 植 す る ま で の 日 数 を 示 し

た (そ れ ぞ れ 1日 目 ● 、 7日 目 △ 、 14日 目 ◎ 、

21日 目 ▲ で 示 す )。 横 軸 に は 、 左 下 肢 へ ‖eth―

A移 植 後 の 日 数 を 示 し た 。 又 、 Control は 未

処 置 マ ウ ス の 左 下 肢 に ‖eth-1100個 を 移 植 後 、

腫 瘍 体 積 を 経 日 的 に 測 定 し た 。 な お 、 各 点 は

各 群 使 用 マ ウ ス の 平 均 腫 瘍 体 積 を 示 し た 。

移 植 後 28日 目 に お け る 対 照 群 と の 有 意 差 は 、

照 射 後 7日 目 群 (p<0。 05)、
｀
14日 目 群

(p<0。 01)、 21日 目 群 (p<0.01)に 認 め ら れ た

(t検 定 )。

図 7(2)実 験 Ⅱ :腫 瘍 形 成 後 照 射 群 (20Gy)

図 7(1)と 同 様 に 実 験 Ⅱ :腫 瘍 形 成 後 照 射

群 (20Gy)に お け る 、 左 下 肢 腫 瘍 体 積 を 示 し た 。

移 植 後 28日 目 に お け る 対 照 群 と の 有 意 差 は 、
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照 射 後 7日 目 群 (P<0。 001)、 14日 目 群

(p<0。 001)、 21日 目 群 (p<0。 05)に 認 め ら れ

た (t検 定 )。

図 7(3)実 験 Ⅱ :腫 瘍 形 成 後 照 射 群 (10,30Gy)

図 7(1)と 同 様 に 実 験 Ⅱ :腫 瘍 形 成 後 照 射

群 (10,30Gy)に お け る 、 左 下 肢 腫 瘍 体 積 を 示

し た 。 移 植 後 21日 目 に お け る 対 照 群 と の 有 意

差 は 、 10Gy照 射 群 で 照 射 後 1日 目 (P<0。 001)、

7日 目 (p<0。 01)、 14日 日 (p<0.01)に 認 め ら

れ た 。 し か し 、 30Gy照 射 群 で は 認 め ら れ な か

っ た (t検 定 )。

図 8.牌 臓 リ ン パ 球 に よ る 中 和 試 験 方 法

図 9.牌 臓 リ ン パ 球 に よ る 中 和 試 験

(1)実 験 I:移 植 直 後 照 射 群

図 5の 実 験 Iの ス ケ ジ ュ ー ル に 従 つ て 右 下

肢 腫 瘍 へ の 放 射 線 照 射 後 14日 目 の マ ウ ス 牌 臓

リ ン パ 球 を 実 験 群 (Radiation Group:◎ )に 、

,
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同 時 期 の 照 射 を 行 わ な か つ た 担 癌 マ ウ ス 及

び 未 処 置 マ ウ ス の 膊 臓 リ ン パ 球 を  TunOr

control(0)及 び Nor■ 五l cOntrol(())に 用 い

て 、 図 8の 中 和 試 験 を 行 つ た 。 Meth-1腫 瘍 細

胞 と の 混 合 液 を 移 植 後 、 経 日 的 に 腫 瘍 体 積 を

測 定 し 、 各 群 の 平 均 値 を 示 し た (n=4).実 験

群 に 、 対 照 群 と の 有 意 差 は 認 め ら れ な か つ た

(t 検 定 )。

図 9(2)実 験 Ⅱ :腫 瘍 形 成 後 照 射 群

図 5の 実 験 Iの ス ケ ジ ュ ー ル に 従 つ て 右 下

肢 腫 瘍 へ の 放 射 線 照 射 後 7日 目 の マ ウ ス 牌 臓

リ ン パ 球 を 実 験 群 (Radiation Croup)に 用 い

た こ と 以 外 、 図 9(1)と 同 様 の 方 法 で 行 つ た 。

対 照 群 に 比 し 、 移 植 後 21日 目 よ り 実 験 群 に 有

意 な 腫 瘍 体 積 抑 制 効 果 (p<0。 05)が 認 め ら れ

た  (t検 定 )。

図 10。 牌 臓 リ ン パ 球 の NK活 性 に 対 す る 放

射 線 局 所 照 射 の 影 響  そ の 1

(1)実 験 I:移 植 直 後 照 射 群

●
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図 5の 実 験 Iの ス ケ ジ ュ ー ル に 従 つ て 右 下

肢 腫 瘍 へ の 放 射 線 照 射 後 1,7,14,21日 目 の

マ ウ ス 牌 臓 リ ン パ 球 の NK活 性 を 、 4時 間 の

51cr放 出 試 験 に て 測 定 し た 。 対 照 と し て 、 同

時 期 の 照 射 を 行  わ な か つ た 担 癌 マ ウ ス 及 び

未 処 置 マ ウ ス の 牌 臓 リ ン パ 球 を 使 用 し た 。 数

値 は S.I.で 示 し た 。 (平 均 値 ± S.E.,各 群

n=7)そ の 結 果 、 実 験 群 で Normal Controlに

対 し 照 射 後 14日 目 に 有 意 な NK活 性 の 増 強 が

認 め ら れ た (t検 定 )。

図 10(2)実 験 Ⅱ :腫 瘍 形 成 後 照 射 群

図 5の 実 験 Ⅱ の ス ケ ジ ュ ー ル に 従 つ て 右 下

肢 腫 瘍 へ の 放 射 線 照 射 後 1,7,10,14,日 目 の

マ ウ ス 牌 臓 リ ン パ 球 を 用 い た こ と 以 外 、 図 10

(1)と 同 様 の 方 法 で 行  つ た 。 そ の 結 果 、 実

験 群 で Normal Controlに 対 し 照 射 後 7日 目 に

有 意 な NK活 性 の 増 強 が 認 め ら れ た (t検 定 )。

図 11.表 8の 実 験 ス ケ ジ ュ ー ル
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図 12.(1)実 験 I:移 植 後 照 射 群 で 照 射 後

14日 目 に 左 下 肢 に 移 植 し た 腫 瘍 組 織 (移 植 後

7日 目 )の 組 織 像 の 代 表 例 (同 一 部 位 に お け

る ABC染 色 ,倍 率 200倍 )

左 上 は 、 一 次 抗 体 に PBSを 使 用 し た

Negative Controlの 標 本 。 リ ン グ 状 の 褐 色

(写 真 上 で は 黒 色 )の 発 色 は 認 め ら れ な い 。

右 上 は 、 一 次 抗 体 に 抗 ア シ ア ロ GH:抗 体 を

本

　

ア

●
使 用 し た 標

の 細 胞 は 、

。 リ ン グ 状 の 発 色 を 認 め る 多 数

シ ア ロ GHl抗 原 陽 性 細 胞 で あ る 。

●

左 下 は 、 一 次 抗 体 に 抗 Thy-1抗 体 を 使 用 し

た 標 本 。 リ ン グ 状 の 発 色 を 認 め る 多 数 の 細 胞

は 、 Thy-1抗 原 陽 性 細 胞 で あ る 。

右 下 は 、 一 次 抗 体 に 抗 IgG抗 体 を 使 用 し た

標 本 。 僅 か に 認 め ら れ る リ ン グ 状 の 発 色 を 示

す 細 胞 は 、 IgG抗 原 陽 性 細 胞 で あ る 。

.(2)実 験 Ⅱ :生 着 後 照 射 群 で 照 射 後

に 左 下 肢 に 移 植 し た 腫 瘍 組 織 (移 植 後

２

　

目
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日
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る●

日 目 )の 組 織 像 の 代 表 例 (同 一 部 位 に お け

ABC染 色 ,倍 率 200倍 )

一 次 抗 体 は 図 12(1)と 同 様 の も の を 使 用 し

た 。 そ の 結 果 、 ア シ ア ロ GHl抗 原 陽 性 細 胞 (右

上 )及 び Thy-1抗 原 陽 性 細 胞 (左 下 )が 、 多 数 認

め ら れ た が 、 そ の 程 度 は 、 実 験 Iの 方 が 著 明

で あ つ た 。 IgG陽 性 細 胞 は 、 ほ と ん ど 認 め ら

れ な か つ た 。

図 12.(3)担 癌 対 照 群 :未 処 置 マ ウ ス 左 下

肢 に 移 植 し た 腫 瘍 組 織 (移 植 後 7日 日 )の 組 織

像 の 代 表 例 (同 一 部 位 に お け る ABC染 色 ,

倍 率 200倍 )

一 次 抗 体 は 図 12(1)と 同 様 の も の を 使 用 し

た 。 そ の 結 果 、 ア シ ア ロ GMl抗 原 陽 性 細 胞 (右

上 )及 び Thy-1抗 原 陽 性 細 胞 (左 下 )が 、 認 め ら

れ た が 、 そ の 程 度 は 実 験 I及 び Ⅱ に 比 じ 少 数

で あ つ た 。 IgG陽 性 細 胞 は 、 ほ と ん ど 認 め ら

れ な か つ た 。
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図 13.Heth― A移 植 前 照 射 の 腫 瘍 増 殖 に 与 え

る 影 響

マ ウ ス 下
'肢
に 、 5(◎ ),10(● ),20Gy(▲ )の

放 射 線 分 割 照 射 を し た 後 、 照 射 に よ る 急 性 炎

症 の 消 退 し た 6週 目 に Heth-1を 移 植 し 、 経 時

的 に 腫 瘍 体 積 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 線 量 の

増 加 に 伴 い 腫 瘍 の 増 殖 は 抑 制 さ れ た 。

14.Meth― A移 植 前 照 射 の 抗 腫 瘍 効 果 に

え る 影 響

図 左 に 対 照 実 験 と し て 、 実 験 Iに お け る 右

下 肢 腫 瘍 へ の 放 射 線 照 射 後 7日 目 の マ ウ ス の

再 移 植 実 験 結 果 を 示 し た 。 図 右 に 示 す 本 実 験

で は 、 腫 瘍 が 100%生 着 す る 10Gyの 前 照 射 部 位

(左 下 肢 )を 用 い て 、 対 照 実 験 と 同 様 の 実 験 を

`   
行 つ た .そ の 結 果 、 前 照 射 の 有 無 に 関 係 せ ず 、

生 着 率 の 低 下 が 見 ら れ た 。

図 15.放 射 線 照 射 部 位 で の 抗 腫 瘍 効 果 の 組

織 学 的 検 討
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左 下 肢 に 照 射 を 行 わ な か つ た 群 と 、 10Gy及

び 20Gyの 前 照 射 を 行 つ た 群 の 3群 の マ ウ ス を

使 用 し た 。 図 5の ス ケ ジ ュ ー ル で 右 下 肢 腫 瘍

へ の 放 射 線 照 射 後 実 験 Iで は 照 射 後 14日 日 、

実 験 Iで は 照 射 後 7日 日 、 担 癌 対 照 群 で は 同

時 期 の 未 処 置 マ ウ ス の 左 下 肢 へ 腫 瘍 を 移 植 。

移 植 後 7日 目 の 組 織 標 本 に て 、 間 質 及 び 実 質

へ の リ ン パ 球 浸 潤 ・ 腫 瘍 細 胞 変 性 ・ 壊 死 に つ

い て 、 Point O～ 4の 評 価 を 行 つ た 。 各 群 5匹

の マ ウ ス を 使 用 し 、 そ の 平 均 値 を 示 し た 。

図 16.放 射 線 照 射 部 位 で の 抗 腫 瘍 効 果 の 免

疫 組 織 学 的 検 討

図 15で 行 つ た と 同 様 の マ ウ ス を 用 い 組 織 切

片 を 作 製 し 、 図 3に 示 し た 手 順 で ABC染 色

を 行 つ た 。  な お 、 一 次 抗 体 に は 、 T細 胞 の
●

染 色 に 抗 Thy-1抗 体 、 B細 胞 の 染 色 に 抗 IgG抗

体 、 NK細 胞 の 染 色 に 、 抗 ア シ ア ロ GHl抗 血

清 を 用 い た 。 各 標 本 の 評 価 方 法 は 、 各 抗 体

の 陽 性 細 胞 の 浸 潤 の 程 度 に O-4ま で の 評 点
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を 付 与 し 、 1群 5匹 で そ の 平 均 を と っ た 。

表 1.非 照 射 部 位 (左 下 肢 )に お け る 照 射 後 の

抗 腫 瘍 効 果  そ の 2 生 着 率 に よ る 比 較

図 6の 実 験 ス ケ ジ ュ ー ル に 従 つ て 再 移 植 実

験 を 行 つ た 際 の 左 下 肢 腫 瘍 生 着 率 を 示 し た 。

な お 、 各 生 着 率 左 に 示 す 分 数 は (各 群 の 左

下 肢 腫 瘍 が 生 着 し た マ ウ ス 数 )/(各 群 実 験 マ

ウ ス 数 )を 表 わ し て い る 。 対 照 実 験 と し て 、

‖eth-1移 植 後 右 下 肢 の 照 射 を 行 わ な か つ

た 場 合 、 及 び 腫 瘍 を 移 植 せ ず 右 下 肢 の 照 射 の

み 行 つ た 場 合 、 左 下 肢 へ は 100%腫 瘍 が 生 着 し

た 。

表 2.マ ウ ス 末 梢 血 白 血 球 数 ・ リ ン パ 球 数 ・

牌 臓 重 量 0牌 臓 リ ン パ 球 数 に 与 え る 放 射 線 局

所 照 射 の 影 響  そ の 1 ・

図 5の ス ケ ジ ュ ー ル に て 右 下 肢 腫 瘍 へ の 放

●

●
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尋

射 線 照 射 後 実 験 Iで は 照 射 後 14日 日 、 実 験 Ⅱ

で は 照 射 後 7日 目 の マ ウ ス を 用 い た 。 対 照 と

し て 、 同 時 期 の 照 射 を 行 わ な か つ た 担 癌 マ ウ

ス 及 び 未 処 置 マ ウ ス を 使 用 し た 。 各 群 4匹 の

マ ウ ス を 使 用 し 、 平 均 値 士 標 準 偏 差 で 示 し た 。

t検 定 を 用 い 、 各 対 照 群 と の 有 意 差 を 検 定 し

た 。

表 3.マ ウ ス 末 梢 血 自 血 球 数 ・ リ ン パ 球 数 ・

牌 臓 重 量 ・ 牌 臓 リ ン パ 球 数 に 対 す る 放 射 線 局

所 照 射 の 影 響  そ の 2 照 射 対 照 群

未 処 置 マ ウ ス に 5Gy/day tota1 20Gyの 局 所

連 日 分 割 照 射 を 行 い 、 照 射 後 7日 目 及 び 14日

日 と 照 射 を 行 わ な か つ た マ ウ ス を 使 用 し た 。

各 群 4匹 の マ ウ ス を 使 用 し 、 平 均 値 ± 標 準 偏

差 で 示 し た 。 対 照 群 と の 有 意 差 は 認 め ら れ な

か つ た (t検 定 )。

表 4.牌 臓 リ ン パ 球 に よ る 中 和 試 験  そ の 2

リ ン パ 球 サ プ セ ッ ト に よ る 解 析

●

●

■



尋

図 9の 実 験 I及 び Ⅱ の マ ウ ス 牌 臓 リ ン パ 球

を そ れ ぞ れ 抗 ア シ ア ロ GHl抗 血 清 及 び 抗 Thy-1

抗 体 で 処 理 し た リ ン パ 球 を 用 い て 、 同 様 の 中

和 試 験 を 行 つ た 。 Heth― ▲腫 瘍 細 胞 と の 混 合 液

を 移 植 後 10日 目 の 腫 瘍 体 積 を 測 定 し 、 平 均 値

土 標 準 偏 差 で 示 し た 。 各 群 4匹 の マ ウ ス を 使

用 し た 。  実 験 Ⅱ に お い て (両 抗 体 の 処 理 に

よ り 、 有 意 に 腫 瘍 体 積 抑 制 効 果 が 消 失 し た

(t 検 定 )。

表 5口 牌 臓 リ ン パ 球 の NK活 性 に 対 す る 放 射

線 局 所 照 射 の 影 響  そ の 2 照 射 対 照 群

未 処 置 マ ウ ス に 5Gy/day tota1 20Gyの 局 所

連 日 分 割 照 射 を 行 い 、 照 射 後 7日 目 及 び 14日

目 と 照 射 を 行 わ な か つ た マ ウ ス 牌 臓 リ ン パ 球

の NK活 性 を 測 定 し た 。 各 群 4匹 の マ ウ ス を 使

用 し 、 平 均 値 ± 標 準 偏 差 で 示 し た 。 対 照 群 と

の 有 意 差 は 認 め ら れ な か つ た (t検 定 )。

表 6.左 下 肢 (非 照 射 側 )の 抗 腫 瘍 効 果 発 現 部

0

,

お
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位 に お け る 組 織 学 的 所 見  そ の 1

化

経 時 的 変

図 5の ス ケ ジ ュ ー ル に て 右 下 肢 腫 瘍 へ の 放

射 線 照 射 後 、 実 験 Iで は 照 射 後 14日 日 、 実 験

Ⅱ で は 照 射 後 7日 目 に 、 左 下 肢 へ ‖eth-1を 移

植 。 移 植 後 3,5,7,10,14日 目 の 左 下 肢 腫 瘍

組 織 に て 、 間 質 及 び 実 質 へ の リ ン パ 球 浸 潤 ・

腫 瘍 細 胞 変 性 ・ 壊 死 に つ い て 、 Point O～ 4の

評 価 を 行  つ た 。 各 群 3～ 5匹 の マ ウ ス を 使

用 し 、 そ の 平 均 値 を 示 し た 。 な お 、 対 照 と し

て 、 未 処 置 マ ウ ス の 下 肢 皮 下 に Meth-1を 移 植

し た マ ウ ス の 組 織 標 本 を 使 用 し た 。 そ の 結 果 、

実 験 I及 び Ⅱ で 、 早 期 よ り の リ ン パ 球 浸 潤 が

見 ら れ た 。

表 7.左 下 肢 (非 照 射 側 )の 抗 腫 瘍 効 果 発 現 部

位 に お け る 組 織 学 的 所 見  そ の 2 照 射 条 件

に よ る 比 較

実 験 は 、 移 植 後 照 射 群 (実 験 I:20Gy)、 生

着 後 照 射 群 (実 験 Ⅱ :10Gy,20Gy,30Gy)の 各 照

●

,

む
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射 条 件 に よ る 実 験 群 に つ き 、 右 下 肢 の 局 所 照

射 終 了 後 、 1日 日 、 7日 日 、 14日 日 、 21日 目

の そ れ ぞ れ の 各 時 期 に 、 左 下 肢 に Heth― Aを

移 植 し た マ ウ ス を 用 い た 。 (1)は 、 左 下 肢 ヘ

移 植 後 5日 日 、 (2)は 左 下 肢 へ 移 植 後 10日 目

に お け る 組 織 像 を 比 較 し た も の で あ る 。

表 8.左 下 肢 (非 照 射 側 )の 抗 腫 瘍 効 果 発 現 部

位 に お け る 組 織 学 的 所 見  そ の 3 免 疫 組 織

学 的 検 討

図 Hの ス ケ ジ ュ ー ル に 従 つ て 、 実 験 Iで は

照 射 後 14日 日 、 実 験 Ⅱ で は 照 射 後 7日 目 の マ

ウ ス の 左 下 肢 に 腫 瘍 を 移 植 。 左 下 肢 腫 瘍 移 植

後 7日 目 に マ ウ ス を 屠 殺 、 左 下 肢 腫 瘍 部 分 を

摘 出 し 、 図 3に 示 し た 手 順 で ABC染 色 を 行

つ た 。 な お 、 一 次 抗 体 に は 、 T細 胞 の 染 色

に 抗 Thy-1抗 体 、 B細 胞 の 染 色 に 抗 Ig G抗 体 、

NK細 胞 の 染 色 に 、 抗 ア シ ア ロ GHl抗 血 清 を

用 い た 。 各 標 本 の 評 価 方 法 は 、 各 抗 体 の 陽 性

細 胞 の 浸 潤 の 程 度 に 0-4ま で の 評 点 を 付 与

●

●
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し 、 1群 5匹 で そ の 平 均 を と っ た 。 な お 、 対

照 と し て 、 未 処 置 マ ウ ス の 下 肢 皮 下 に Heth― ▲

を 移 植 し た マ ウ ス の 組 織 標 本 を 使 用 し た 。 そ

の 結 果 、 実 験 I及 び Iで 、 NK細 胞 ・ T細 胞 の

増 加 が 見 ら れ た 。

表 9.放 射 線 照 射 腫 瘍 部 位 (右 下 肢 腫 瘍 )に お

け る 組 織 学 的 所 見

,    図 5の ス ケ ジ ュ ー ル に 従 つ て 右 下 肢 腫 瘍 ヘ

の 放 射 線 照 射 を 行 つ た 後 、 5,7,10,14日 目

の 組 織 に て 、 間 質 及 び 実 質 へ の リ ン パ 球 浸 潤

・ 腫 瘍 細 胞 変 性 ・ 壊 死 に つ い て 、 Point O～ 4

の 評 価 を 行 つ た 。 各 群 3～ 5匹 の マ ウ ス を 使

用 し 、 そ の 平 均 値 を 示 し た 。

●    表 10.放 射 線 照 射 の 血 管 に 与 え る 影 響

実 験 に は 20Gyの 前 照 射 を 行 つ た マ ウ ス を 用

い 、 照 射 側 下 肢 及 び 非 照 射 側 下 肢 そ れ ぞ れ の

伏 在 動 脈 の 血 管 面 積 及 び 内 腔 面 積 を 測 定 し 、

そ の 比 で 非 照 射 側 と の 比 較 を 行 つ た (n=5)。

●



●

20Gyの 照 射 側 で は 、 非 照 射 側 に 比 し 有 意 に

(p<0.01)゛ 血 管 断 面 積 に 対 す る 内 腔 面 積 の

比
゛
の 減 少 が 認 め ら れ た (t検 定 )。

,

●
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●
生の組織

↓

凍結 (液化窒素,-160°C)

↓

薄切

↓

固定 (アセトン,4°C,10分 )
………+…………………………………………………‐

洗浄 :1～ 2時間
↓
一次抗体
(MoAb:30～ 60分 異種抗血清 :30分 )
↓
洗 浄 (生食ヮPBS):15分 X2回

↓
二次抗体 :30分
↓

洗浄 :15分 X2回

↓
ABC:30分
↓

洗浄 :10分X3回

↓

発色 :室温で1～3分
↓
20%フ ォルマリンで固定 :10分以上
↓

核染色
(ヘマ トキシリン :15～ 20秒 )

↓

脱水 0封入

●

●

●

●
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実験 I:移植直後照射群

Meth―A
106ce‖ S

tota: 20 Gy   :r radiation

5Gy 5Gy 5Gy 5Gy

●

実験Ⅱ :腫瘍形成後照射群

Meth―A
106ce‖ S

r― :(電卜渕ぃ

サ
(No Treatment)

〔days〕

tota: 20Gy   irradiation

5Q 5Gy 5Gy 5Gy

0
ｎ
ｕ
４

１

●
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MetハーA lX106ce:lS

〔実験 I〕

l day after

injection

〔実験Ⅱ〕

10dayS after
inieCtiOn

●
20Gy irrad.

(5Gy/dayX4)

20Gy irrad.

(5Gy/dayX4)

DAYS
1,7,14,21
days

●

after radiatiOn

Meth一A l X106ce!:S
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〔cm3〕

20
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Tumor cOntro:Gro叩

R adiation GrOup

実験Ⅱ

照射後 7日 目

14          21          〔days〕

移植後日数
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NK活性
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:Meantt S E
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Tumor contrdに対する有意差

*pく 0。 05
**pく 0。 01
#pく 0。 05
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-4小
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:移植後照射群

l day

14 days

Meth―A lX106cel:s

実験Ⅱ :生着後照射群

10 days

実験 I

●

20Gy irrad.

(5Gy/dayX4)

Meth―A l X106ce!:s

20Gy irrad.
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●

●
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● 実 験 I●
移植後照射群

実 験 Ⅱ  ●
生着後照射群

担癌対照群
(未処置マウス)

間質への

リンパ球浸潤

実質への

リンパ球浸潤

腫瘍細胞変性

腫瘍細胞壊死
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表  ■

●

r― ieg

照射後
の日数

実験 I

移植後照射群
実験 Ⅱ 生着後 照射群

20 Gy. 10 Gy. 20 Gy. 30 Gy。

“
■
■ 5/5100% 3/5 60% 5/6 83% 5/5100%

7 4/5 80% 1/5 20% 6/14 43% 4/5 80%

14 2/5 40% 3/4 75% 7/7 100% 5/5100%

21 4/6 67% 4/4 100%



●

験
植
射

実
移
照

☆担癌マウス対照群との有意差
  ♯1:妥 ::87
♯♯♯p<0.001

☆未処置マウス対照群との有意差
 **:妥 ::81
***p<0。 001

末槍血の
自血球数
(/mm3)

末稽血の
リンパ球数
(ノmm3)

鮮臓リン
鷲糀薄

験 I:
植後照射群
射後 14日 目

実験Ⅱ :
生着後照射群
照射後7日 目

担癌マウス
対照群
未処置爵畠轟

5850
±650

♯♯**

3280
±230
7330
±1270

5600
±770

4550
±670

♯♯♯*

5。7
±0.2

3。0
±0.7

♯**

2780
±430
5000
±1290

4900
±690

♯♯♯**

6.1
±0日4

***

7.5
±0.5

5。0
±0.5

♯

2.7
±0。5

**

3.5
±0。5

2.8
±0.5

● 表 2
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●

表 3

●

照射後7日目 照射後14日 目 未処置(対照マウス)

末梢血の

自血球数
[ノnlm3]

4900± 1500 5400 ±500 6100± 1600

末補血の

リンパ球数
[ノnlll13]

3000 ±1200 3900 ±500 4400± 1100

牌臓重量

ESpleen!ndex]
4。 6 ±0。 4 5.2 ±0。 2 6.2± 0。 8

牌臓リンパ球数

[)(104]

1920 ±190 2000 ±370 2450± 530
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●

1。 未処置マウスリンパ球群       3。 4± 1。 6
(Normal oontrol mouse)

2。 担癌マウスリンパ球群.        2。 3± 0.6
(Tumor control mouse)

3。 移植直後照射マウスリンパ球群    2。 3± 0。 6
(実験 I:20Gy照射後 14日 目 )

1)抗アシアロGMl抗血清処理群    4。 8± 1。 6

2)抗¬hy-1抗体処理群        11。 6± 6。 9

4。 腫瘍形成後照射マウスリンパ球群    0。 8± 0。 81厳
(実験Ⅱ :20Gy照射後 7日 目 )

1)抗アシアロGMl抗血清処理群    3。 8± 1。 5*
2)抗 Thy-1抗体処理群        3。 6± 1。 2**

:Mea`士

`D〔

晨1
未処置マウスリンパ球群に対する有意差  ☆ pく 0。 05

担癌マウスリンパ球群に対する有意差  ★ pく 0。 05

腫瘍形成後照射マウスリンパ球群に対する有意差

* pく
0。 05

** pく 0.01            )

●

●

表 :4
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表  5

●

照射後7日目 照射後14日 目 未処置(対照マウス)

牌臓リンパ球
NK活性

[% of contrOl]

82。 0± 2.9 87。 8 ±18。 6 100。0 ±23。 2



リンパ球浸潤 .

●●●

左下肢への移植後日数 3 5 7 10. ４４■
―

実験 I.移植後照射群

(照射後 14日 目 )

間質

実質

le5 3。 2 35 28 3。 0

1。2 3。 0 3.0 27 3。 3

実験Ⅱ.生着後照射群
(照射後 7日 目 )

間質

実質

2。 3 1.6 1。 6 23 ５４「
―

４４■
ョ

■
■
―２ 1。 1 1.5 1.7

担癌対照群

(未処置マウス )

間質

実質

ｎ
ｕ

●
０
ｎ
ｕ 1。 7

９４■
― 22

ｎ
ｕ

４
■
ロ

０
0。 8 1.4 1。 2

腫瘍細胞 変性・壌死

左下肢への移植後日数
う
０ 5 7

０４■
― 14

実験 I。 移植後照射群

(照射後 14日 目 )

変性

壊死

1。 3 1。 7 23 27 2。 7
ｎ
ｕ

３●
■
■
● le 3 1。 3 27

実験Ⅱ.生着後照射群
(照射後 7日 目 )

変性

壊死

1。 6 1。 1 1。 0 1。 5 1。 7

ｎ
ｕ 0。 3

４
■
日

ｎ
ｕ 0.3 0。 7

担癌対照群

(未処置マウス )

変性

壊死

0
´
■
―
ａ 0.5 0。 6 0。 7

ｎ
ｕ 0 0。 2 0 0

キ評価方法 :n=3～ 5の平均
Polnt O

Point l

Point 2

Polnt 3

Point 4

none

s:ight

moderate

marked
very marked

表 6
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●☆リンパ球浸潤

月目射後
霧藉督ネ8日 数

４
１ 7 14 21

実験 I.移植後照射群

(20 Gy照射群)

間質

実質

0。7

0口5

1.8 3.2 0。8

088 3.0 0口3

実験 Ⅱ.生着後照射群

(20 Gy照射群)

間質

実質

1.0

0.3

1.6 0.5 0.7

2.1 0.2 0

生着後照射群

(10Gy照射群)

間質

実質

087 0.5 0日3

0.5 0.3 0

生着後照射群

(30Gy照射群)

間質

実質

2.0 1.2 1。3 0日5

1.8 1口2 0口8 0

担癌対照群

(未処置マウス)

間質 0口6

実質 0日 1

●

☆腫瘍細胞 変性懐死
|

照射後
霧纏督ネ8日 数

■
日 7 14 21

実験 I.移植後照射群

(20Gy照射群)

変性

壊死

0.2 0.5 1.7  ・ 0口2

0 0 1日3 0

0
1。

実験 Ⅱ.生着後照射群

(20Gv照射群)

変性

壊死

0 1.1

0 0。3 0 0

生着後照射群

(10Gy照射群)

変性

壊死

0.2

0

0日3 0

0 0

生着後照射群

(30Gy照射群)

変性

壊死

1.3 0.5 0.5 0

01.0 0.2 0口2

担癌対照群

(未処置マウス)

変性 0。 1

壊死 0

●

●

表 7(1)



● 1

・ ☆リンパ球浸潤

照射後
霧纏瞥ネ8日 数

■
― 7 14 21

実験 I.移植後照射群

(20Gy照射群)

間質

実質

1口8 2口7 2.8 2.0

1.81.2 3.3 2.7

実験 II.生着後照射群

(20 Gy照射群)

間質

実質

1.8 2.3 1.0 1口5

1口2 1口5 0。5 1.0

生着後照射群

(10Gy照射群)

間質 2.7 1.2 0.5

実質 3"0 0.8 0日3

生着後照射群

(30Gy照射群)

間質 1.5 2口0 1.3 0.8

実質 1.3 1.8 1.7 0.3

担癌対照群

(未処置マウス)

間質 1.9

実質 1.4

☆腫瘍細胞 変性壊死

照射後
悪纏管ネ8日 数

■
― 7 14 21

実験 I.移植後照射群

(20Gy照射群)

変性

壊死

0口7 2.5 2.7 1口0

0.20。3 1。3 1.3

実験 Ⅱ。生着後照射群

(20Gy照射群)

変性

壊死

0。8 1口5 0.5 OB8

0.3 0.3 0 0.3

生着後照射群

(10Gy照射群)

変性 2.0 0日2 0.2

壊死 1.7 0 0

生着後照射群

(30Gy照射群)

変性

壊死

1.0 1。3 0.8 0

0。7 1.3 0.2

担癌対照群

(未処置マウス)

変性 0.6

壊死 0

●

●

豪記 7 (2)
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ァシアロGMi Thy-1 ig― G

実験 I.
移植 後 照射群
(照射 後 14日 日 )

3日 4 3日 0 1.3

実験 I.
生着後 照射群
(照射 後 7日 日 )

2.4 2.5 0.4

担 癌 対 照 群

(未処置マウス )
1.6 1.4 0日 3

表 8
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☆ Iノ 〕ノパ 毒掟蒲議trt3

照射後日数 5 7 ■ 0 ■ 4

I.移植後

20GyRT君羊

躙
一頬

2。 5 2.8 1。 3 1.5

2。 8 3。 3 2。 3 2。 5

Ⅱ.生着後

20GyRT群

2。 8 1.5 0。 8 1。 3

2。 5 4.0 3。 0 2。 3

☆障重狙諄率田用包 変性・壊死

照射後日数 5 7 ■ 0 ■ 4

1。移植後

20GyRT群

難
一颯

2.7 3。 2 2.0 3.0

2.3 3。 5 4。 0 3.3

Ⅱ.生着後

20GyRT群

猫
一颯

3。 3 2.0 1。 8 1.5

2。 0 3。 5 4.0 4.0

●

表  9



●●●●

血管断面積

s:〔μ m2〕

血管内腔面積

S2〔μ m2〕

S2

S:

照射側
168614
±544.6

418.6
±177.9

0.244斗

±0.049

非照射側
1673.可「

±424。 0

525.|3

±171.2

0.316キ

±0。 052

♯ p<0.01

彗 き 10
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