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論文内容の要旨

(目的)

末梢血リンパ球を 1nter1eukin-2 C IL ー2 )と共に培養して得られる Lymphokine act-

ivated ki11erCLAK) 細胞を用いた悪性腫蕩の養子免疫療法の臨床研究が多くの施設で行われ

ているが， Rosenbergらによれば 1 回の治療に必要な細胞数は 10 10 - 11個と大量で， LAK 細胞

の大量培養システムの確立が必要で、ある。今回1 ho11ow fiber bioreactor systemCAcｭ

usyst-p(, Endotroni cs 社)を用いてLAK細胞の大量培養を行い， 誘導される LAK 細胞

について細胞障害性と phenotype の面から解析し，従来用いている静置培養システム〔プラスチ

ック培養ケース CNUNCLON⑧~ Nunc 社)およびガス透過性バッグ CLifecell ⑧， Baxter 

社) J と比較検討した。

(材料と方法)

健常人または担癌患者の末梢血より， ce11 separator およびF i co 11-paque を用いた比重

遠沈法にて単核球を分離し，各培養システムを用い LAK細胞を誘導した。細胞障害性試験は Da

di 細胞， Ra j i 細胞， K5 6 2 細胞を標的細胞として， 4 時間 51cr re1ease assay ~Lて測定し

た。 phenotype の解析は Leu 4CCD3 )-Leu 19 CCD56) , Leu 4-HLA DR , Leu 

3aCCD4 )ー Leu 2aCCD8) , Leu 7CCD57)ー Leu 11cCCD16)の組合せで， F 1 TC お

よびPE を用いた二重染色法にて測定した。また， c e 11 s 0 r t i ng には Leu4-FITC と Leu

19-PE を用いた二重染色法で， cell sorterCFACS tar) を用いて細胞を分離した。
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(結果)

1. Hollow fiber bioreactor system による大量培養では 3 週間で 21 土 5.0 倍， ca-

rtridge 1 本あたり平均約 2.1 X 10 10個の LAK細胞を培養することができ，細胞生存率も 90 労以

上であった。細胞障害性は Daudi 細胞と K562 細胞に対しては低い E/T ra tio でも高い細胞障

害性を示したがRa jl 細胞に対しては E/T ra t io が 20/1 で 42.6 士 7.6 労と比較的低値を示した。

P henotype では Leu4+HLA DR十細胞: 8 1. 10 土 3.52 ~ぢ， Leu3a一Leu2a十細胞: 75.28 

:::t 1 1. 199ぢおよび， L e u 7+ L e u 11 c- 細胞: 6 4. 2 0 :::t 8.8 0 %と高率で， L e u 4 + L e u 1 9+:1細胞が

42.43 士 3.94% と Leu4十細胞の約半数を占めるのが特徴的であった。 また，細胞障害性の継時的

な上昇はLeu4+Leu19+細胞およびLeu4+HLA DR+ 細胞の増加に平行する乙とが観察された。

2. 細胞増殖率は静置培養システムでは低値を示した。また，細胞障害性は， hollow fiber 

bioreactor systemで、は， 静置培養システムに比べRaj i 細胞に対する細胞障害性が低値を示

した。

phenotype について， Llfecell⑧と Nunc1 Qn⑧の 2 つの静置培養システムではLeu4-Leu

19 , Leu7-Leul1c の解析では差はなく， Leu4 -Leu19十細胞， およびLeu7-Leullc+細胞の

出現が特徴的であった。一方， hollow fiber bioreactor systemでは，逆にLeu4+ 細胞

特にLeu4+Leu19+細胞やLe u 7+ L e u 11 c 一細胞の増加が特徴的であった。

3. Leu4 -Leu19+細胞の方がLeu4+細胞に比べRa j i 細胞に対する細胞障害性は高値を示した。

また， Leu4十Leu19+細胞の方がLeu4+Le u19- 細胞に比べ細胞障害性は高値を示した。

(総括)

LAK細胞の大量培養を行う場合， 静置培養システムでは培地供給を十分に行えば細胞密度が低下

しそれに伴い細胞増殖率も低下するため，治療に十分な細胞数を得るのに十分な培養環境とはいえな

い。乙れに対し， hollow fiber bioreactor system は最適な培養条件を維持するととがで

き，細胞増殖率は 3 週で 21 士 5.0 倍で 1 本の bloreactor cartridge あたり 10 10 個単位の L

AK 細胞の培養が可能であり，必要な培養スペースも最小限であった。また，誘導される LAK 細胞

は，静置培養システムでは Leu4-Leu19勺 Leu7-Leul1c +のNK-LAK 細胞の誘導が優位で

あるのに対し， hol1ow fjber bioreactor system で、はLeu4+T-LAK細胞が主体で，そ

のうち抗腫蕩性の高い Leu4+Le u1 9+細胞を高率に誘導するととが可能で，悪性腫蕩の養子免疫療

法に有効である乙とが示唆された。

論文の審査結果の要旨

LAK細胞を用いた悪性腫療の養子免疫療法を行う場合，大量培養法の開発が必要である。本研究

は， hol1ow fiber bioreactor systemを利用し， 大量培養が可能であることを明らかに
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した。また，同時に静置培養法と比較し，乙れら培養法の違いによる LAK 細胞の細胞増殖率，細胞

障害性および， phenotype の変化について明らかにしたものであり， 養子免疫療法とくにリンパ

球大量培養法に関して種々の新知見をもたらした口
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