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悪性神経膠腫内浸潤リンパ球のin vitroにおけるInterleukinー2存在下での

培養増殖およびその表面マーカーと抗腫瘍活陸の解析

学位論文内容の要旨

    I研究目的

  ILー2により活性化されたりンパ球いわゆるLAK cellは，ILー2と共に悪性脳腫瘍患

者に投与される方法で臨床治療が続けられてきたが，この成績は当初期待された程のものではな

い。このLAK cellに替わるより効果的な移入細胞として，腫瘍内浸潤リンパ球（TIL）が一部

の研究者の新たな期待を集めている。この研究は大脳に発生したmalignant astrocytomaか

らTILを分離し大量培養増殖を計ることにより，臨床応用の可能性を探ることを目的とした。

    H実験方法

  malignant astrocytoma 30例の腫瘍片を細切し，さらに単細胞に分離するため酵素処理を

行った。この細胞浮遊液を培養し，付着したglioma細胞などを除去した。次いで，浮遊細胞を

比重分離法にて処理してりンパ球に富む分画を得た。TILの培養には，i010,6 AB型血清とreco-

mbinantIL－2(50～2，000 Jurkat units/ml)を加えた基礎培地を用いた。一部の症例で

は，培養開始後の48時間，OKT3単ク口一ン抗体を作用させたのち通常の培養を行った。TIL

の細胞表面抗原の解析は，フローサイトメトルーを用いて行った。初代glioma細胞あるいは継

代確立された細胞株を用いて，三次元腫瘍モデルglioma spheroidを作製した。培養期間は比

較的長期として，単なる脆弱なcell aggregateではなく表面が平滑でかっコンパクトな球体に

なったspheroidのみを顕微鏡下にて選択した実験に用いた。effector細胞の腫瘍細胞障害活性

はCr―51遊離試験にて解析した。spheroidを標的にしたCr一51遊離試験では，E：Tratio

を5:1にとり反応時間は48時間までとした。effectorリンパ球のspheroid内部への浸潤能を

みるために，spheroidをLAK細胞あるいはTILともに培養した後の継時的に凍結し，切片を

作製して免疫組織化学染色を行った。



    m結  果

  腫瘍組織内のりンパ球浸潤を組織学的に検索したが，血管周囲のいわゆるlymphocyte cuffing

を数多く認めた症例は僅かに2例であり，他の症例では僅かな散在性のりンパ球浸潤が存在した。

2例を除き28症例では3 xl07個以下のりンパ球が分離しえたのみであり，2週間以上の培養増

殖後はじめて解析が可能となった。30例中24例の培養において，TILは4週から8週の間増殖

を示し，18例では，最終的には5 xl08から5 xl09個のTILを得ることができた。指数関数的

なりンパ球の増殖は，約2週間から4週間維持することができた。lx l07個から1 xl08個への

増加は平均9日を要した。全ての例においてこの急速な細胞数の増加の後，逆に急速な増殖の停

止と次いで細胞数の減少が生じTILは徐々に死滅消失した。抗CD3単ク口ン一抗体(OKT 3)

にて刺激処理した培養群では，未処理のIL―2単独のものと比較して2倍から3倍数のTILの

増殖がみられ，より多数のTILを得るという実験目的においては，この抗体処理は明らかな利

点を有していた。

  増殖期のTILは，68～98％(mean：88土10％）のCD3陽性Tcellによって構成されてい

た。CD4陽性細胞は17％～85％(median：39％）であり，CD8陽性細胞は4％～670/ (med

ian：42％）であった。CD57は12土13％，CD16は，4土5％，CD56は14土1％に発現を見

た。HLA―DR抗原は88土9％に検出され，この比は培養期間の延長とともに減少した。IL－

2受容体(CD25)は，ばらっきが大きく2％～88％であり，これは培養初期に明らかに陽性率

が 高 く 速 や か に 減 少 傾 向 を 辿 り ， 2週 か ら 3週 以 降 に は 10％ 以 下 と な っ た 。

  比較的多数のTILが分離しえた1症例にて培養前のTILの活性をみたが，有意な腫瘍細胞障

害性を示さず，IL～2との培養によりはじめて活性が誘導された。このTILは，標的細胞であ

るK562・Jurkat． Daudi細胞．melanoma初代培養細胞・ア口glioma．自己glioma細胞

に対しての一定の傾向を有する事なく活性を発揮した。この細胞障害活性は，抹消血リンパ球か

ら誘導したLAK cellと極めて近似したものであり，自己腫瘍細胞のみに対する特異的活性は

全く認められず,NK感受性である標的細胞に最も強い活性を示すものが多かった。多くのTIL

は，5週間以上の培養を行うとその増殖能とともに抗腫瘍活性をも失った。同一患者から誘導し

たTILとLAK cellの活性を5症例において比較したが，活性の強さは常にLAK cellが優る

傾向にあった。TILとgliomaを同時に混合培養し顕微鏡下に観察を行っても，ほとんどの症

例で腫瘍細胞は容易に倣死滅せす，多くの例で一部の腫瘍細胞はTILと共にそのまま生存して

増殖するに至った。

  TILのア口glioma spheroid障害活性は，同一患者より誘導したLAK cellに比較して有意
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に低値であった。免疫組織化学染色による解析では，培養12時間までにTILのspheroid内へ

の明らかな侵入は認めなかった。その後もTILのspheroid内部への浸潤は非常に僅かであり，

spheroidの破壊像は常に外側表層面からであり，内部がその変化に先行して壊死像を呈するこ

とはなかった。TILとLAK cellのspheroid内部への浸潤能に有意な差異はなく，僅かに侵入

したeffector細胞は，CD8あるいはCD4陽性のTcellであった。

I V 考   察

  TILがinvivoマウスモデルで治療実験においてLAK cellに優る条件として，以下の事項が

推論指摘されている。ILー2存在下にて増殖させたTILはcytotoxicT→cellであり，自己の

腫瘍細胞に対してLAK cellより強い障害活性を発揮し，それは自己腫瘍細胞特異的である。

これらの情報を参考として今回の研究を進めた。組織学的にglioma組織内ヘ浸潤する単核球の

相対的な数量は，他臓器癌のそれに比較して著しく少数である。これはin vitroでのIL－2に依

存する培養増殖によってえられる最終的なTILの産生数にもそのまま影響し，例えばTopalian

らは肺癌などの他臓器癌組織より中央値2xlol個を誘導しているが，今回の結果ではglioma

からは中央値にして2 xl09個のTILが獲られたにすぎない。増殖しっっあるTILの90％程度

はCD3陽性細胞であり，CD8陽性のcytotoxicTcellを含有していたが，自己glioma細胞

に対していかなる特異的あるいは選択的な細胞障害活性も示さなかった。この非特異的活性は質

的にLAK cellのそれに類似したものであり，かっ強度の点からLAK cellの示した活性に劣つ

た。LAK cell臨床効果が低迷する理由のーっに，ヒト頭蓋内に局所投与されたLAK cellが脳

腫瘍組織内ヘ積極的には浸潤せす，投与された腔内に留まり，あるいは髄腔内へと拡散するため

であるという指摘もある。TILはTcell主体のりンパ球集団であるためLAK cellに優る腫瘍

組織内への浸潤能を期待したが，予想に反してspheroid内への浸入能はこれも極めて低いもの

であった。．

V 結   論

  glioma－derived TILは，in vitroにて増殖可能であるが，養子免疫療法の移入細胞として

は，抹消血より比較的容易に誘導増殖させることができるLAK cellに優るものではなかった。
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学位論文審査の要旨

  1研究目的：IL―2により活性化されたりンパ球いわゆるLAK cell.ま，IL―2と共に悪

性脳腫瘍患者に投与される方法で臨床治験が続けられてきたが，この成績は当初期待された程の

ものではない。このLAK cellに替わるより効果的ナょ移入細胞として，腫瘍内浸潤リンパ球

（TIL）が一部の研究者の新たな期待を集めている。この研究は大脳に発生したmalign ant

astrocytomaからTILを分離し大量培養増殖を計ることにより，臨床応用の可能性を探ること

を目的とした。

  II実験方法：malignant astrocytoma 30例を処理しりンパ球に富む分画を得た。TILの培

養には，10％AB型血清とrecombinant IL―2を加えた基礎培地を用いた。TILの細胞表面

抗原の解析は，フローサイトメトルーを用いて解析を行った。glioma細胞を用いて，三次元腫

瘍モデルglioma spheroidを作製した。effector細胞の腫瘍細胞障害活性はCrー51遊離試験に

て解析した。spheroid内部への浸潤能をみるために，spheroidをLAK細胞あるいはTILと

ともに培養 した後に継時的に凍結し，切片を作製して免疫組織化学染色を行った。

  m結  果：腫瘍組織内のりンパ球浸潤を組織学的に検索したが，著明ナょ浸潤を認めた症例

は僅かに2例であり，他の症例では僅かな散在性にりンパ球が存在した。30例中24例の培養にお

いて，TILは4週から8週の間増殖を示し，18例では，最終的には5xi08から5 x10"個のTIL

を得ることができた。指数関数的リンパ球の増殖は，約2週間から4週間維持することができた。

全ての例においてこの急速な細胞数の増加の後，逆に急速な増殖の停止と次いで細胞数の減少が

生じTILは徐々に死滅消失した。増殖期のTILは68％～98％(mean：88土10％）のCD3陽

性T cellによって構成されている。CD4陽性細胞は17％～85％(median：39％）であり，CD

8陽性細胞は4％～ 67％(median：42％）であった。CD57は12土13％，CD16は4土5％，CD

56は14土1％に発現を見た。HLA―DR抗原は88土9％に検出され，この比は培養期間の延長

とともに減少した。IL―2受容体(CD25)tま，ばらっきが大きく2％～88％であり，これは培

養初期に明らかに陽性率が高く速やかに減少傾向を辿り，2週から3週以降には10％以下となっ

た。比較的多数のTILが分離した1症例にて培養前のTILの活性をみたが，有意ナょ腫瘍細胞障
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害性を示さず，IL―2との培養によりはじめて活性が誘導された。このTILは，標的細胞であ

る種々のア口腫瘍細胞・ア口glioma細胞・自己glioma細胞に対して一定の傾向を有する事なく

活性を発揮した。この細胞障害活性は，抹消血リンパ球から誘導したLAK cellと極めて近似し

たものであり，自己腫瘍細胞のみに対する特異的活性は全く認められず，NK感受性である標的

細胞に最も強い活性を示すものが多かった。同一患者から誘導したTILとLAK cellの活性を

5症例において比較したが，活性の強さは常にLAK cellが優る傾向にあった。TILのglioma

spheroid障害活性は，同一患者より誘導したLAK cellに比較して有意に低値であった。免疫

組織化学染色による解析では，培養12時間までにTILのspheroid内への明らかな侵入は認め

なかった。その後もTILのspheroid内部への浸潤は非常に僅かであり，spheroidの破壊像は

常に外側表層面からであり，内部がその変化に先行して壊死像を呈することはなかった。TIL

とLAK cellのspheroid内部の浸潤能に有意な差異はなく，僅かに侵入したeffector細胞は，

CD8あるいはCD4陽性のTcellであった。

  IV考  察：TILが治療実験においてLAK cellに優る条件として，以下の事項が推論指

摘されている。IL－2存在下にて増殖させたTILはcytotoxicT―cellであり，自己の腫瘍細

胞に対してLAK cellより強い障害活性を発揮し，それは自己腫瘍細胞特異的である。これら

の情報を参考として今回の研究を進めた。組織学的にglioma組織内ヘ浸潤する単核球の相対的

な数量は，他臓器癌のそれに比較して著しく少数であり，in vitroでの培養増殖の結果，glioma

からは中央値にして2 xl09個のTILが獲られたにすぎない。増殖しっっあるTILの90％程度

はCD3陽性細胞であり，CD8陽性のTcellを含有していたが，自己glioma細胞に対してい

かなる特異的あるいは選択的な細胞障害活性も示さなかった。この非特異的活性は質的にLAK

cellのそれに類似したものであり，かっ強度の点からはLAK cellの示した活性に劣った。TIL

はT cell主体のりンパ球集団であるためLAK cellに優る腫瘍組織内への浸潤能を期待したが，

予想に反してspheroid内への侵入能は極めて低いものであった。

  V結  論：glioma―derived TILは，invitroにて増殖可能であるが，養子免疫療法の

移入細胞としては，抹消血より比較的容易に誘導増殖させることのできるLAK cellに優るも

のではなかった。


