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悪陛神経膠腫に対する特異的キラーT細胞の誘導

東京医科大学脳神経外科学教室（指導：伊東洋主任教授）

　　　　　　斎　　藤　　公　　男

【要旨】近年悪性神経膠腫に対してもLAK療法が広く行われてる．しかし本法では抗原特異性を有さず，充

分なキラー活性を得がたい．一方，CTLは抗原特異性を有するがその誘導は困難であり，確立された誘導法

は無い．本研究ではウィスターラット系を用いC6神経膠腫に対して特異的なCTLの誘導を試みた．キラー

T細胞は放射線照射を行ったC6神経膠腫細胞を腹腔内投与して免疫（in　vivo　priming）した後にリンパ球

を採取し，in　vitroで同細胞およびInterleukin－2の存在下に二次刺激を加えることによってのみ得られた．

勉伽oprimingのみ，もしくは二次刺激のみでは得られなかった．得られたキラー細胞はC6神経膠腫細胞

に対して高いキラー活性を示したが異種神経膠腫細胞である9L神経膠腫細胞に対しては活性を示さなかっ

た．リンパ球表面抗原はCD3陽性，　CD4陰性，　CD8陽性であった．以上よりCD8陽性C6神経膠腫特異的

CTLが誘導されたものと思われた．

はじめに

　悪性神経膠腫は現在手術が主治療となっている

が，放射線療法や化学療法などの補助的手段を駆使

しても，生命予後は不良である．すなわち腫瘍が浸

潤性に発育すること，術後の神経機能障害等により

根治手術が可能な症例は少ない1）．放射線療法とし

て用いられる局所線量（50～60Gy）では充分な効果

を得ることは困難である．しかし放射線量を増加さ

せると放射線壊死等の正常脳への副作用もあり，根

治は不可能である2）．脳はに血液脳関門（BBB）が存

在するため抗腫瘍薬の使用には制限がある．現在主

にニトロソウレア系薬剤が全身投与されているが，

消化器症状，骨髄抑制，腎障害等の全身性の副作用

に加えて，腫瘍自体の薬剤耐性獲得3）4）の問題も指摘

されている．

　近年の免疫学の進歩により，腫瘍細胞にたいして

破壊作用を示すキラー細胞が誘導されることが明ら

かにされ，一部の症例ではin　vivoにおいても有効

であることが報告されている5）～8）．Rosenbergら5）

はリンパ球をInterleukin－2（IL－2）と共に培養する

ことにより，容易にキラー細胞（LAK細胞）を誘導

することに成功した．しかしながら，これらの細胞

は特異性を有していないため，腫瘍細胞破壊には大

量の細胞が必要である．また大量のIL－2を同時に投

与するためcapillary　leak　syndrome等の副作

用9）10）を避けることも困難である．このような状況

により，抗原特異性を持ち，かつ抗腫瘍活性を保有

しているキラーT細胞の誘導法の確立が望まれて

きた．筆者はラット脳腫瘍細胞をモデル系として用

い，腫瘍細胞を選択的に破壊するキラーT細胞

（Cytotoxic　T　Lymphocyte：以下CTLと略す）の

誘導法について基礎的研究を試み，意義ある成績を

得たので報告する．

方 法

　1．動物及び細胞株

　生後8週前後の雄のウィス合一ラットを用いた．

腫瘍細胞株はウィスターラットにエチルニトロソウ

レアを用いて誘発したダリア由来の腫瘍株である

C6神経膠腫11）及び，フィッシャー一　344ラットで同

様に誘発した9L神経膠腫12）を用いた．

　2．試薬

　IL・2はラット脾細胞をphytohemagglutinin

（PHA）で48時間刺激後に得た培養上清であり，免

疫生物学研究所（東京）より購入した．

1995年6月26日受付，1995年9月8日受理
キーワード：悪性神経膠腫，免疫療法，細胞障害性Tリンパ球．

（別刷請求先：〒160新宿区西新宿6－7－1東京医科大学脳神経外科学教室斎藤公男）
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　マウスIgMラット抗CD3抗体，マウスIgG　2ラ

ット抗CD4抗体及びマウスIgG　2ラット抗CD8抗

体，FITC標識ウサギ抗マウスIgM抗体及びPE標

識ヤギ抗マウスIgG抗体は生化学工業（東京）より

購入した．

　3．腫瘍細胞によるラットの感作

　6000radの放射線照射によって不活化されたC6

未感作

Priming　e　LC，suspension

Wister系ラット

神経膠腫細胞を生理食塩水で1×106／mlに調整し，

これを1日目及び15日目に2回腹腔内に接種する

ことによりC6神経膠腫感作ラットを作成した．

　4．ラットリンパ球の調整及びキラーT細胞の誘

　　導

　Fig．1にラットリンパ球の調整及びキラーT細

胞の誘導法を示す．最終感作1週間後（21日目）の

C6感作

　　　　　　Spieen
　　　　　　　　　脾臓被膜除去，細切し，
　　　　　　　　　脾細胞を分離
　　　　　　　　　RPMI　1640　10％FCS（Medium）
　　　　吻
　　　　　　　　　Ficoll－C，onray液に重層

　　　　　　ぐ一一Fico1卜Conray三

　　　　i　i　一RBC

　　Lymphocyteを採取

　　　　il
　　Medium　IOm2　添加

　　　　1↓7QORPM　10分

　　2～3回洗浄（上記操作）

　　　　　；i

　各々Priming　e　L．C．5uspension，　Priming㊥LC・suspension

　　とする

　　　　　　　　　　Priming　e　L，C，　Suspension

　　in　vivo　priming

C6　106／m2×lmE　i，p．　day　1

C6　10G／me×1rn2　i，p．　day　15

Cs　glioma

700RPM　10min

　　上清を除去

　　　　　　　　　Priming　e
　　　　　　　　中一L．C，
RPMI1640　1．qOZ6．E．CS．．）

　　　　20％工L－2

Radiation

6000　rad

SB，「畠まi。

700RPM　10min

上清を除去

priming　G｝）

一　L，C，

一一　R　P　MI　1640 10％　FCS
20％　IL－2

7×105／m2tこ

　調整

7×105／m2‘こ

　調整

37℃，5％COz下にて

5日間培養

　　　　　Priming　e　CTL　Priming　e　CTL

　　　　Fig．1　ラットリンパ球の分離およびCTLの誘導法

（2）



1995年11月 斎藤：悪性神経膠腫に対する特異的キラーT細胞の誘導 一　861　一

C6神経膠腫感作（Priming＋）ラットを，エーテル

麻酔の後，断頭，開腹して脾臓を摘出した．脾臓被

膜を除去した後，RPMI　1640培地（GIBCO，　Grand

Island，　N．Y．）に10％の胎児ウシ血清，5×10－s　Mの

2一メルカプトエタノールを加えた培地内で細切し脾

細胞浮遊液を作成した．対照には未感作（Priming

一）ラットを用いた．これをFicoll－Conray比重遠心

法を用いリンパ球を分離採取し，それぞれ感作リン

パ球．（Priming＋LC），未感作リンパ球（Priming－

LC）とした．

　未感作リンパ球及び感作リンパ球を前述の培地に

IL－2を20％加えた完全培地で放射線照射処理を行

ったC6神経膠腫細胞とリンパ球を1：50の割合で

混合し，37℃，5％CO2の条件下で5日間静置培養

し，それぞれを未感作リンパ球由来CTL（Priming　一

CTL），感作リンパ球由来CTL（Priming＋CTL）

とした．

　5．キラー丁細胞の腫瘍増殖抑制効果（in・vitro）

　a）倒立顕微鏡による検討

　24一ウェルプレートに，C6神経膠腫細胞のみ（5×

105／0．5ml），同数のC6神経膠腫細胞に未感作リン

パ球由来CTLあるいは感作リンパ球由来CTLを

1：10の割合で加えたものを，37℃，5％CO2の条件

下で48時間培養し倒立顕微鏡にて検鏡した（Fig．
2）．

　b）51Cr遊離法による殺細胞試験

　標的細胞（C6神経膠腫細胞及び9L神経膠腫細

胞）を1．5×106／0．3mlに調整し，51Cr溶液IOO　xz　Ci

にて1時間培養した後完全培地で1×105／mlに調

整した．

　96一ウェルプレートに標的細胞としてC6神経膠

腫細胞あるいは9L神経膠腫細胞を1ウェルあたり

1×104／0．1mlに分注した．次に未感作リンパ球，感

作リンパ球，未感作リンパ球由来CTL及び感作リ

ンパ球由来CTLを標的細胞に対して1：1，1：5，1：

25，1：100の割合で加えた．37℃5％CO2にて4時

間培養した後上清を回収し，γカウンターで上清中

の放射線活性を測定した．標的細胞に完全培地のみ

を加えて培養したものをバックグラウンドcpmと

し，標的細胞に2％NP　40を0．1ml加え培養した

ものを最大cpmとした．キラー活性は（サンプル

cpm一バックグラウンドcpm）÷（最大cpm一バックグ

ラウンドcpm）×100として求めた．

C6　glioma　1×106／me　：O．5me

　E
　トノ；

トノ1

　　　　RPMt－1640十10％FCS十20％．IL－2

　iT　（Control）
i．」　一Priming　e　CTL（E　l　T　ratio＝10：1）

：　一Priming　（1）　CTL（E　I　T　ratio＝10：1）
i．．

　　　　　，

　　37℃5％CO2下にて
　　48時間培養

　　　　　；

　　倒立顕微鏡にて検鏡

Fig．2　キラーT細胞の腫瘍増殖抑制効果（in　vitro）

　～倒立顕微鏡による検討～

　6．フローサイトメーターによるリンパ球表面抗

　　原の解析

　キラーT細胞上のCD3，　CD4，　CD8分子の染色は

従来よりの方法にしたがって間接法を用いて行っ

た13）．すなわちキラーT細胞を，CD3およびCD4あ

るいはCD3およびCD8の一次抗体により60分間，

4℃下に反応させた後燐酸緩衝液にて十分洗浄した．

次に二次抗体（FITC標識ウサギ抗マウスIgM抗体

およびPE標識ヤギ抗マウスIgG抗体）を用い60

分間，4。C下で同様に反応させ，燐酸緩衝液にて洗浄

後，アルコール固定を行った．各々の細胞の蛍光強

度はFAC－Scanを用いて測定した．

　7．キラーT細胞の腫瘍増殖抑制効果（in　vivo）

　BALB／Cヌードマウスの皮下に1×106個のC6

神経膠腫細胞を移植したものを対照とし，C6神経膠

腫細胞に1×107個の未感作リンパ球由来CTL及

び感作リンパ球由来CTLを加えて（キラー細胞：標

的細胞＝10：1）移植した．移植腫瘍の大きさを72時

間毎に経時的に測定した．移植腫瘍の短径と長径の

積を腫瘍容積の指標とした．

結 果

　1．キラー丁細胞の腫蕩増殖抑制効果（in　vitro）

　a）倒立顕微鏡による検討

　C6神経膠腫細胞と48時間混合培養後の倒立顕微

鏡写真をFig．3に示す．上段左の対照及び下段左の

未感作リンパ球由来CTLでは紡錘形状をしたC6

神経膠腫細胞の増殖が著しかった．一方上段右の感

作リンパ球由来CTLでは腫瘍細胞は殆ど存在せ

ず，下段右に示すように一部残存する腫瘍細胞に対

（3）
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　　　　　難　鐸顯・
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Fig．3　キラーT細胞の腫瘍増殖抑制効果（in　vitro）

　　～倒立顕微鏡による検討～（E：T＝10：1）

　　Contro1およびPriming－CTLでは紡錘形状をしたC6神経膠腫細胞が一面に増殖するが，　Priming＋CTL

　　では腫瘍細胞は殆ど増殖せず，一部残存する腫瘍細胞に対してもPriming＋CTLが多数付着して腫瘍細胞を

　　障害している．

しても感作リンパ球由来CTLが多数付着して腫瘍

細胞を障害していた．

　b）51Cr遊離法による殺細胞試験

　51Cr遊離法による殺細胞試験の結果をFig．4に

示す．未感作リンパ球，感作リンパ球および未感作

リンパ球由来CTLはC6神経膠腫細胞，9L神経膠
腫細胞の両者に対するキラー活性はなかった．しか

しながら感作リンパ球由来CTLはC6神経膠腫細

胞に対してキラーT細胞：標的細胞比の上昇と同

時に高いキラー活性を示し，その比が100：1では約

80％の高いキラー活性を示した．一方，9L神経膠腫

細胞に対してはキラー活性を認めなかった．以上の

ことより本実験で誘導されたキラーT細胞は明ら

かに抗原特異性を有していた．

　2．キラーT細胞の表面抗原の解析

　2カラー解析を用いて未感作及び感作リンパ球由

来CTLのCD3，　CD4，　CD8マーカーについて検討

した（Fig．5）．　CD3，　CD4両陽性細胞の比率は，未

感作リンパ球由来CTLでは27．57％，感作リンパ球

由来CTLでは25．12％と両者間に有意差認めなか

った．一方CD3，　CD8両陽性細胞の比率は未感作リ

ンパ球由来CTLでは13．54％であるのに対して感

作リンパ球由来CTLでは29．17％と有意な上昇を

示した．すなわち，劾癬zoで培養された細胞はCD8

陽性T細胞であることが示唆された．

　3．キラーT細胞の腫瘍増殖抑制効果（in　vivo）

　Fig．6に腫瘍細胞移植後2週間のヌードマウスを

示す．対照群及び未感作リンパ球由来CTL投与群

では小指頭大の腫瘤形成が認められた．一方感作リ

（4）
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Fig．451Cr遊離法による殺細胞試験
　　Primin一リンパ球，　Priming＋リンパ球およびPriming－CTLではC6神経膠腫細胞，9L神経膠腫細胞

　　ともにキラー活1！kを示さない．Priming＋CTLはC6経膠腫細胞に対してE：Tratioの上昇とともに高

　　いキラー活性を示し，100：1では約80％のキラー活性を示す．9L神経膠腫細胞に対してはキラー活性を

　　示さない．

ンパ球由来CTL投与群では腫瘤形成は認めなかっ

た．

　さらに腫瘍の大きさを経時的に観察し，短径と長

径の積で示したグラフをFig．7に示した．腫瘍細胞

移植後3週間では未感作リンパ球由来CTL投与群

は対照群と比較して腫瘍増殖に対し肉眼的には影響

は与えなかった．一方感作リンパ球由来CTL投与

群は腫瘍細胞移植後2週間までは腫瘤形成の抑制を

認めた．しかし，それ以後では腫瘍増殖が観察され

た．すなわち本実験よりキラーT細胞がヌードマウ

スの腫瘍細胞を部分的に増殖抑制した結果を得た．

考 察

　1．LAK療法とその問題点

　1985年にRosenbergら5）はLAK細胞を用いた

養子免疫療法を報告した．その後157例の悪性腫瘍

に対して本法を用い33例（腎癌，悪性黒色腫等）が

有効であったと報告した6）．一方，中枢神経系腫瘍に

対してJacobsら7）は9例の悪性神経膠腫に対し局

所投与の第1相試験を行ったが満足な結果は得られ

なかった．本邦においては吉田ら8）は23例の再発

gliomaに局所投与を行い6例に腫瘍縮小効果を認

（5）
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Fig．5　フローサイトメーターによるリンパ球表面抗原の解析

　　Priming＋CTLではCD3，　CD8両陽lk細胞の割合がPriming－CTLに比して有意に上昇した．

めた．この方法に用いられるLAK細胞はIL－2とと

もにリンパ球を培養することにより比較的簡単に

in　vitroにおいて誘導された．しかし，　LAK細胞は

抗原非特異的細胞であるため，十分なキラー活性が

得られない欠点があった．また，LAK細胞は全身投

与法では主に肺，肝臓，脾臓に集積する14）ため，多

量のLAK細胞が血液脳関門を通過して脳腫瘍細胞

へ到達することが困難と言われている15）．この生理

学的な欠点に対し新田ら16）は抗CD3抗体と神経膠

腫細胞と反応するLU　246抗体（マウスIgG　1）のそ

れぞれを消化してF（ab’）2とし，これをチオール

活性化剤DTNBによって架橋した“bi－specific

antibody”を考案した．しかし，マウス抗体のため

ヒト抗マウス抗体（HAMA）形成の問題を残し
た17）18）．

　局所投与ではLAK細胞投与後早期に投与腔表面

に肉芽組織が形成され，以後LAK細胞を大量に何

回投与を試みても肉芽組織を通過してさらに深部の

腫瘍細胞に到達することが不可能と考えられた15）．

　2．CTLの誘導法

　藤本19），北原20）らは悪性腫瘍に対して坦癌患者末

梢リンパ球をマイトマイシンCで処理した自家腫

瘍細胞と混合培養し，腫瘍細胞に特異的なキラーT

細胞（CTL）を用いその有効性を報告した．しかし，

現時点ではCTLの誘導法に関して確立された方法

がない．特に腫瘍関連抗原の発現性が弱い脳腫瘍で

はその誘導が困難なことが多い．今回の実験：ではエ

チルニトロソウレアで誘導されたラット神経膠腫

（C6神経膠腫）細胞に対して特異的に反応するキラ

ーT細胞を誘導することが可能となった．本法は放

射線照射されたC6神経膠腫細胞をラットの腹腔内

に投与しラットを感作した．この感作ラットのリン

パ球をin　vitroで抗原刺激を与えつつIL－2存在下

に培養することによりキラー活性をもった細胞が得

られた．しかし，感作リンパ球それ自身あるいは未

感作リンパ球をIL－2で培養した場合にはキラー活
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Fig．6　キラーT細胞の腫瘍増殖抑制効果懸隔。）

　　ControlおよびPriming－CTLでは小指頭大の
　　腫瘤を形成しているがPriming＋CTLでは腫瘤
　　形成しは認めない．

性は認められなかった．この事実よりキラー活性を

誘導するためには感作された細胞が勿碗70で再度

抗原刺激を受けつつIL－2存在下で培養されること

が必要不可決である．このキラー細胞はC6神経膠

腫細胞に対してキラー活性を示すが抗原性が異なる

　　O　10　20　30　　　　　　　　　　　DAY

Fig．7　キラーT細胞の腫瘍増殖抑制効果（in　vivo）

　　腫瘍の大きさを短径と長径の積で示し経時的に観

　　察したグラフであるがPriming＋CTLではCon・

　　tro1およびPriming－CTLに比べ明らかに腫瘍
　　増殖抑制効果を示す．

9L神経膠腫細胞に対しては活性を示さなかった．す

なわち誘導されたキラー細胞は抗原特異的であっ

た．このキラー細胞はヌードマウスの皮下に移植さ

れた腫瘍細胞に対しても増殖抑制効果を示した．

　キラー活性をもつ細胞群では非活性群に比べて

CD3，　CD8陽性細胞が有意に増加していたことから

CD8陽性キラーT細胞が誘導されたものと推測さ

れた．この結果はReinhertzら21）の報告と一致し

た．CD8陽性キラーT細胞の分化にはCD4陽性ヘ

ルパーT細胞亜集団（Th　1）の関与が必要である．

Th　1細胞はIL－2，γ一インターフェロン等を分泌

し，キラーT前駆細胞の分化に関わっている22）．本

実験結果でも十分なキラー活性を得るためにはin

vivoの感作とin　vitroでの抗原及びIL－2刺激が必

要と思われた．この事実はキラーT細胞の誘導には

in　vivoの感作，あるいはIL－2以外のサイトカイン

が必要であることを示唆している．最近，マクロフ

ァージあるいはB細胞から分泌されるIL－12がキ

ラーT細胞の分化，増殖に重要であると報告されて

おり23）一’25），in　viVO感作の役割は興味深い．

　3．CTLの細胞障害性及びその投与法

　勿碗70で誘導されたキラーT細胞はヌードマウ

スに移植された腫瘍の増殖を抑制した．しかし腫瘍

移植後25日目に観察するとコントロールに比べて

小さいが，腫瘍形成が認められた．実験上，キラー

T細胞は単回投与のみであるが，更には複数回の手

段も考慮すべきであろう．本研究では単にキラーT

細胞の数が不十分であった可能性も否定できなかっ

た．同時にキラーT細胞に抵抗性の腫瘍細胞が残存

し，その細胞が増殖してきた可能性もあった．すな
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わち本研究ではキラーT細胞による免疫療法は腫

瘍細胞を抑制したが，完全に阻止することは不可能

であった．この傾向は諸家の報告でも散見され
た5）一一8）．

　キラーT細胞のヒトへの応用を検討する際には

投与方法も重要な問題となる．前述したごとく

LAK細胞の全身投与では大部分の細胞は肺，肝臓，

脾臓に集積するため，目的とする脳腫瘍に到達する

細胞数に限界が生じた．生理学的に，血液脳関門の

存在がこの問題を更に困難にした．一方，この問題

を回避するために局所投与を行ったところ，投与後

早期より投与腔表面に肉芽組織が形成された．この

組織がキラーT細胞の腫瘍組織深部への到達の障

害となった．従って本法での有効な手段は十分にキ

ラー活性を有する細胞を投与することにある．この

ことからも抗原特異性を持ち，高いキラー活性を持

つキラーT細胞は悪性神経膠腫に対する有効な治

療手段となり得るものと期待された．

結 語

　1．ラット神経膠腫細胞（C6）に特異的なCD8陽

性キラーT細胞の誘導を行うことに成功した．

　2．キラーT細胞の誘導には小野。での感作と，

in　vitroでの二次刺激が必要であった．

　3．本法は臨床上，悪性神経膠腫に対する有効な治

療手段となり得るものと思われた．

　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りまし

た伊東洋教授並びに水口純一郎教授に深甚の謝意を

表します．ご協力いただいた脳神経外科学および免

疫学教室各員に感謝いたします．

　本論文の要旨は第52回日本脳神経外科学会総会

に潤て発表した．本研究の一部は平成4年度東京医

科大学研究助成金によった．
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Generation　of　Cytotoxic　T　Lymphocytes　（CTLs）　Specific　for　Rat　Glioma　Cells

Kimio　SAITO

Depertment　of　Neurosurgery，　Tokyo　Medical　College

　　　　　　　　（Director：Prof．　Hiroshi　ITO）

　　Lymphokine　activated　killer　（LAK）　therapy　has　become　one　of　the　common　adjuvant　therapies　for

malignant　glioma．　However，　since　LAK　cells　do　not　have　specificity　for　antigens，　one　of　the　most

important　problems　of　this　method　is　the　difficulty　in　obtaining　sufficient　cytotoxity　against　tumors．　On

the　other　hand，　cytotoxic　T　lymphocytes　（CTLs）　have　antigen　specificity，　but　at　present　there　is　no

established　method　to　generate　them．　ln　this　study，　we　tried　to　generate　CTLs　specific　for　rat　glioma　cells，

using　Wistar　rats　and　their　glioma　ce皿s（C6－glioma）．　Ki皿er　cells　against　rat　glioma　cells　were　only

generated　by　immunization　with　irradiated　C6　glioma　cells　intraperitoneally　（in　vivo　priming），　followed

by　challenge　with　the　same　C6　glioma　cells　in　the　presence　of　Interleukin－2　（secondary　stimulation）．They

were　not　generated　by　only　in　vivo　priming　or　secondary　stimulation．　The　kilelr　cells　were　shown　to　have

remarkable　cytotoxic　activity　against　C6　cells　by　5iCr－releasing　assay　but　not　against　9　L　glioma　cells

which　are　allogenic　glioma　cells．　T－cell　subset　depletion　test　revealed　that　the　major　surface　phenotype

of　these　killer　cells　was　CD3－positive，　CD4－negative，　and　CD8－positive．　These　results　suggest　that　the

killer　cells　generated　were　CD8’，　C6　glioma－specific　CTLs．

〈Key　words＞　Malignant　glioma，　lmmunotherapy，　Cytotoxic　T　lymphocyte．
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