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肺胞マクロファージは,常に外気と接触し刺激を受けている細胞であり肺胞内細胞の90%以上を

占め,生体防御機構において重要な働きをしているものと考えられている。また肺内における環境

の変化に対応して腫揚免疫においても重要なエフェクター細胞と考えられるo Lかし,肺癌の発癌

過程における肺胞マクロファージの免疫学的意義は,十分に明らかではない。そこで著者は家兎を

用い,肺胞マクロファージの機能的変化を,抗瞳療活性を中心に検討したO

まず,家兎の肺胞マクロファージは,気管支ファイバースコープにてBALを行う事により採取

したが,はじめにその方法,間隔について検討した。次に家兎の肺に化学発癌を惹起させ,発癌過

程における肺胞マクロファージの機能的変化を観察したO　さらにBRM　を用いその抗腫蕩活性の

増強方法について検討し,以下の結論を得た。

1)家兎における,気管支ファイバースコープを用いたBALは,注入量20ml,洗浄回数2回で

2-3×106個の肺胞マクロファージを回収できた。

2) BALの施行間隔を1週間以下とした場合,肺胞内細胞成分または肺胞マクロファージの機能

に変化が認められた。 2週間では変化を認めなかった。

3)家鬼肺胞マクロファージは, 6種のヒト培養瞳癌細胞株に対し,増殖抑制能を示したが,正常

細胞であるヒト線維芽細胞に対しては,増殖抑制能を示さなかったO

4) MNUを左主気管支に注入し, 12遇で1羽/3羽, 24遇で3羽/3羽の中枢型肺癌の発生を認

mm

5)その発癌過程における肺胞マクロファージの庄癌細胞増殖抑制能を観察し,経時的な上昇を認

めた。

6)実験12過で屠殺した2羽の家兎において,発癌家兎と非発癌家兎の間で睦癌細胞増殖抑制能の

上昇の程度には差を認めなかった。実験24週で屠殺した3羽の家兎において癌腫の浸潤の程度と

陸癌細胞増殖抑制能の上昇に関連は認められなかった。

7)発癌過程における肺胞マクロファージのNBT還元能は有意な変化を示さず,貴食能は経時的

な低下,免疫抑制活性は経時的な上昇を認めた。免疫抑制活性は個体差を認めた。

8)発癌過程における肺胞マクロファージの腫癌細胞増殖抑制能は,免疫抑制活性との間に正の相

関を認め,貴食能との問には負の相関を認めた。

9) LPS, N-CWS, IFNγは,腫癌細胞に対し,直接の増殖抑制作用は示さず, TNFは腫蕩細胞

に対し,腫蕩細胞の種頬によっては直接,増殖抑制作用を示した。

10) LPS, N-CWS, IFNγは,それぞれ肺胞マクロファージの陸射田胸増殖抑制能を増強させた.

ll)その場合IFNyに対する反応性は,個体差が認められ反応性を示さないものも認められた。

12)反応性を示さない家兎においてもIFNγ添加後にLPSを添加した場合は, IFNyに容量依存

性作用の発現を認めた。
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13)併用の場合他に, N-CWSとIFNγ, N-CWSとTNFおよびIFNyとTNFの組み合わせに

おいて肺胞マクロファージの腫癌細胞増殖抑制能増束作用に関して相乗効果が認められた。

TNFを含む組み合わせでは,特にTNF resistant cell lineに対して強い相乗効果を認めた。

以上より肺胞マクロファージは発癌の初期段階において抗腫癌性を上昇させており,それは

BRMの併用により効果的に上昇させ得ることが試験管内において確認できたO但し腫劇唖増殖

抑制能と免疫抑制活性の間には相関が認められ肺胞マクロファージの抗腫癌性の検討の際に注意が
必要であると思われた。

Key words : Pulmonary alveolar macrophage, Antitumor activity, Carcinogenesis, Bron-

choalveolar lavage, Biological Response Modifires

抗腫蕩免疫のエフェクター細胞は大別して特異的免

疫を司どるTリンパ球と非特異的なマクロファージ,

NK (natural killer)細胞およびLAK (lymphokine ac-

tivated killer)細胞などに分けられる。ところが後者

の内マクロファージはリンパ球に抗原を提示した

り143)またIL-1によりリンパ球に刺激を与えた

り10",逆にMAF (macrophage activating factor)

によ9リンパ球より刺激を受ける郵6)等リンパ球と

も複雑に相互作用を行っていることが明らかになるに

つれ,特異免疫の成立にも深く関わっているものと考

えられるようになった。

また,本来免疫という言葉は,抗原に対して用いら

れ, CTL (cytotoxic lymphocyte)に代表される特異

的な腫射田胞の攻撃こそ真の腫揚免疫と信じる人も少

なくない。ところが現在においても陣痛特異抗原の検

出が困難であり78^存在したとしても軌、抗原性を持

たないと思われる。さらに,癌細胞集団は抗原的にも

不均一な細胞集団であることが想像され,また抗原の

変調3)や消失45'など様々の変化を起こすと考えられ

ているoこれらは特異的エフェクター機構の弱点とも

言える側面であるが,実際胸腺を欠損するヌードマウ

スで癌の自然発生率は高くないOその理由としてNK

細胞や,マクロファージなどの非特異的細胞の存在が

考えられるが, NK細胞は生体内で実際に抗腫療効果

を発現していないという報告もあり22)これも生体内

での陸癌細胞攻撃におけるマクロファージのエフェク

ターとしての重要性を支持する事実であろう。

担癌愚老のマクロファージ機能に関しては,その貧

食能,殺菌能,走化性,抗腫癌性,抗原提示能等,多

種多様に調べられているが81,111渦158,166-168)癌の病

期や治療の実施状況が一定でないため相互の比較は容

易ではなく,克進しているという報告や否定的な報告

があり多様な性状を示しているものと思われる。

肺は本邦においても発病率の上昇が問題となってい

る器官であるが,肺胞内の細胞は90%以上がマクロフ

ア-ジであり,肺内での生体防御において中心的な役

割を担っているものと思われる。その肺胞マクロフ

ァージの抗腫癌性に関する事実は近年次第に明らかに

なりつつあり,ヒトにおいて正常状態でもcytostatic

activityが認められている　　Cytolytic activityに

ついては存在するとする報告があるが69,154)認めな

いとする報告もある12,71)。また,肺の腫霧内のマクロ

ファージの抗腫蕩性と予後に相関を認めたとする報告

や161)肺癌患者の肺胞マクロファージの抗瞳蕩性に

病期別に変化を認めたとする報告もある72,SOJ。

前癌病変において,その性質をとらえようとする試

みは,子宮頭痛等では比較的良く行われてい

る8,12,131)那,他の腫霧では病変部へのアプローチが

難しく,解析に困難を伴う。肺癌においても,その発

生母地の不明瞭さとあいまって,病理学的には前癌病

変の解明がさかんである6,10,138湖149)また,近年正

常ヒト気管支上皮の培養が可能となり,細胞の分化と

調節の機構142)さらに発癌過程の研究100)が進歩しつ

つある。ところが免疫学的には,病理学上異型上皮と

称せられ前癌病変とする意見もある病変の抗原性に関

しては,ほとんど知られていない。 Burnetの免疫監

視機構説には賛否両論あるが,気管支においては肺癌

患者以外にも多くの異型上皮が存在するこ

と5・6淵32,67,103)も確認されており, Burnet　の説に

従えば免疫監視機構をくぐりぬける事ができる腫蕩細

胞よりも,新たに生じては排除される異型上皮4)は抗

原性が高いが故に排除されていると考えられる。

また,近交系動物が組織適合抗原を一致させるため

に用いられ,腫療特異移植抗原の検出には不可欠であ

ったが,ヒトは遺伝学的に均一な実験動物とは異なり,

宿主の応答はより複雑で多彩と思われるo腫揚免疫を

学問的に進歩させる上で大きく役立ち,なくてはなら

ぬ存在であった近交系動物であるが,特定の種の1つ

の系においてのみの現象はヒトにおける応答の多様性

を必ずしも反映していない面もあると思われる。
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これらの事を考え,著者は発癌過程における観察即

ち,化学物質により前癌状態の細胞あるいは腫癌細胞

が生じては排除されていると思われる状態を作り遂に

は癌腫の生者を許す過程における宿主応答を,交雑種

であるという点において実験用マウス,ラットに比べ

よりヒトに近いと思われる家兎において確かめること

を試みた。肺の発癌実験にはいくつかの方法がある

が55,63,72)著者は気管内に直接発癌物質を注入し

肺内のみに腫癌を生じさせた。機能としては,肺胞マ

クロファージの抗陸蕩活性を中心に,会食能,殺菌能

を総合的に観察することとし,同時に免疫抑制性につ

いても検討した。また,肺胞内細胞の変化や末梢血リ

ンパ球のmitogen responseについても観察した。次

に,その抗腫癌性を種々の　BRM (Biological

Response Modifiers)の単独および併用によって高め

ることを考えた。

当然ながら交雑種において移植腫癌を用いることは

不可能であり,また各群を経時的に屠殺し異なる個体

より得られた値を比較することは不適当であると考え

られる。そこで著者は化学発癌により生じさせた自家

癌を用いることとし,屠殺を行わず同一個体より経時

的に検体を得た。肺胞内の細胞を得るためにはbron-

choalveolar lavage (BAL)が,現在広く行われている

が,動物実験においては屠殺後に行われるのが常であ

り,同一個体より経時的に検体を得ることはできない。

そこで著者は,家兎においてもヒトと同様に気管支フ

ァイバースコープを用いてBALを行う方法を考案し

た　BAL施行において注入された洗浄液は肺内に残

る事実28,77,99,129)が示されており,同一個体に複数回

のBALを施行することはBAL自体によって変化を

残してしまう事が想像できる。臨床においても　BAL

は繰り返し行われる事もあり,実験動物においても気

管支切開下に比較的短期間に繰り返される事がある

が,間隔に関してはあまり注意が払われておらず,近

年の総説25,130)にもその記載はない。そこで著者は注

入量,注入部位などの基本的な検討とともに経時的観

察における至適間隔についても検討した。

Table 1. Abbreviation

349

AIDS Aquired immune deficiency syndrome

ADCC Antibody dependent cell mediated

cytotoxicity

BAL Bronchoalveolar lavage

BALF Bronchoalveolar lavage fluid

BCG Bacillus Calmette Guenn

BRM Biological response modifiers

CPM Count per mmute

CSF Colony stimulating factor

CTL Cytotoxic lymph ocyte

Con A Concanavalin A

E/T ratio Effector to Target ratio

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

FCS Fetal calf serum

HBSS Hanks'balanced salt solution

HEPES　　　- 2 -hydroxyethylpiperazine

N′ -ethane sulfomc acid

3H-TdR Tritiated也ymidme

IFNy Interferon gammer

IL-1　　　Interleukm 1

lL-　　　　Interleukin 2

LAK Lymphokine activated killer

LPS Lip opolysacchande

MAF Macrophage activating factor

2ME　　　2 -mercaptoethanol

MNU N- Methyl -N -mtrosourea

MPS Mononuclear phagocyte system

N-CWS Nocardia rubra cell wall skeleton

NBT Nitroblue tetrazonum

NK Natural Killer

PAM Pulm onary alveolar macrophage

PBMNC Peripheral blood mononuclear cell

PBS Phosphate buffered saline

PHA Phytohemagglutimn

RPMI Roswell Park Memorial Institute

TNF Tumor necrotizing factor

TSTA Tumor specific transplantation antigen

UICC Union International Contre Cancer

Table 2. Subjects in this research

Content Number of rabbit Total number of BAL

Study of method of serial BAL in the rabbit.

Preliminary study for cytostatic activity of PAM.

Study of changes in PAM functions during carcmogenesis.

Study of effect of BRM on cytostatic activity of PAM.

27

7

12

M

63

7

63

15
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Fig. 1. Bronchofiberscopic view from right main bronchus indicating bifurcation of lobar bronchi

of the right lung. These two types were often observed
1 :Anterior lobe bronchus

2 :Middle lobe bronchus

3 : Accessory lobe bronchus
4 : Posterior lobe bronchus

Left main bronchus

また,本論文中で用いた記号略号の説明はTable 1

に一括して示した。

対象および方法

A.実験対象

体重的2.8kgの,家兄日本白色種を用いた。実験

の内容別の家兎数はTable 2に示す如くで計61羽で

あり, 1羽の家兎に対し繰り返しBALを施行する場

合もあり延べBAL数は148回であった。

8.実験方法

1.家兎における気管支ファイバースコープを用い

た気管支肺胞洗浄(BAL)の実施方法

家兎を塩酸ケタミンの筋肉注射(50mg/kg)により

麻酔した。四肢を固定し,先端部が径4.8mmの気

管支ファイバースコープBF-4B2 (オリンパス)を右

または左の後葉気管支に傑人し, 1回につき20ml

の生理食塩水を注入し2回洗浄することによ9検体を

得た。右肺にて施行する場合は詳しくは副菜支にもま

たがる。後副菜支のみの牧人がFig. laに示すタイプ

のものでは解剖学的に不可能であり,中葉支にもやや

またがるように換大した。この場合も摘出肺による検

Fig. 2. Schema of lobar anatomy of the rab-

bit and location of the wedged bron-
chofiberscope in the right side

1 : Right anterior lobe
2 : Middle lobe

3 :Accessory lobe

4 : Right posterior lobe
5 : Left anterior lobe

6 : Left posterior lobe
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討では注入液のほとんどは後葉を満たしFig. 2に示

すような解剖学的位置関係のためか中葉には少量のみ

流入した。また無菌的にBALF　を採取すべく施行前

に99.5%エタノールを吸引することにより気管支ファ

イバースコープの内孔を殺菌し十分に空気を吸入して

乾燥させた後にBALを施行した。

2.気管支肺胞洗浄液(bronchoalveolar lavage

fluid;BALF)中の細胞数算定および細胞分類

BALF中の細胞数は,改良型Neubauer血球計算

盤にて算定した。細胞分規はBALFの一部を遠沈し,

塗抹標本を作製し, Wright-Giemsa染色及び,非特

異的エステラーゼ染色(エステラーゼ染色キット;武

藤化学)を施し,肺胞マクロファージ,多形核白血球,

リンパ球に分頬した。正常家兎においては95%以上が

マクロファージであった。

3. -モグロビン,白血球数の測定

-モグロビンは末梢血の一部をとり, -モグロビン

テストワコ- (和光純薬)にて発色させ,比色定量を

行った。白血球数は,改良型Neubauer計算盤にて

算定した。また,塗抹標本を作製後WrighLGiemsa

染色を施し,細胞分類に用いた。

4. BALF中単核細胞の分離

BALF中にはわずかな非細胞成分や死細胞,また,

時に少量の赤血球を混じることがあるため,

FicolトHypaque比重遠沈法を用い単核細胞のみ分離

した。まず, BALF　を径100Jlm・のステンレスメッ

シュ(飯田製作所)で源過し,遠沈管に加えその庇に

Ficoll-Hypaque (Pharmacia Fine Chemicals)を重層

し, 400G, 30分間遠沈した。遠沈後,単核球層を採

取し,非動化した　Fetal Calf Serum (FCS;KC

Biological)を2. 5%含むHanks'Balanced Salt Solu-

tion (HBSS;日水)で2回遠沈した。

多形核白血球に関してもBAL間隔検討の際に認め

られた多形核白血球の著増したBALF　を用いて検討

したところ, Table 3の如く大半が除去された。

5.家兎における末梢血リンパ球の分離

ヒトにおけるBoyum13'の比重遠沈法に準じて行っ

た。すなわち,家兎の耳動脈より-パリン加末梢血を

得,等量のPhosphate Buffered Saline (PBS)と遠沈

管内で混和後, Ficoll-Hypaque　を遠沈管の底に重層

し400G, 30分間遠沈した。遠沈後単核球層を採取し,

非動化したHBSSにて, 2回遠沈した。このように

して洗浄した単核球を, 10%非動化FCS, 2mM

Lglutamine (日水) , 10 mM HEPES (Boehringer

Manheim), penicillin (lOOU/ml),および　strep-

tomycin (100Hg/ml)を含む　RPMI 1640　medium
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Table 3. Changes in differential cell counts in

BALF from　3　rabbits before and after

FicolLHypaque gradient centnfugationa)

PAM LY P MN

Beforeb)　18. 4±4. 5　　2. 3±0. 5　　79. 7±4, 9

After　　90.7+2.4　　7. 3+1.7　　2. 0+0.8

Fig. 3. NBT positive cells containing for-

mazan granules. Original magnification:

×100

(Gibco) (以下, completeRPMI　とする)に浮遊し,

以下の実験に用いた。

6.肺胞マクロファージの　nitroblue tetrazorium

(NBT)還元能

Giffordォ>　島田147)らの方法に準じて行った　105

!mlにcompleteRPMIに浮遊させた肺胞マクロフ

ァージを, Lab-Tek tissue culture slide (Lal)-Tek)

に1ml加え　37-C, 5%C02下で30分培養した後,

上溝を除去し,生理食塩水にて2回洗浄後, NBT末

を10%FCS加PBSに溶解し0.1%としたものを,

1ml加え,さらに乾燥アルコール固定後サフラ二ン

0で染色し,光学顕微鏡下で明らかな額粒を持つもの

(Fig.3)をNBT陽性細胞とし,陽性率(%)を算定

した。なお, 0.1%NBT溶液はpHに留意LpH7.2

に調整後直ちに加えた。

7_　肺胞マクロファージの貧食能

松阪94)らの方法に従って行った。すなわち105/ml

に　completeRPMIに浮遊させた肺胞マクロファー

ジ,及びオートクレーブ処理し2×106/mlに調整し

completeRPMIに浮遊させたYeast粒子を15ml
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遠沈管(Corning)に各々1mlずつ加え,培養液が入

口部から流出しない程度に水平に近づけ, 37-C, 5%

CO2下で培養した。 30分後, 4-C PBSを加え反応を

止め, 4-Cで遠沈し,上清を捨て, 10%石炭酸フク

シン液を一滴滴下し,振塗混和し,一滴をスライドグ

ラスに滴下し,光学顕微鏡下で,マクロファージ内に

貴食されているYeast粒子の数を算定した100個の

肺胞マクロファージについて,それぞれに貴食されて

いるYeast粒子の数を算定し, 1個当りの平均を貧

食指数(Phagocytic Index)とした。

8.標的細胞

本研究で標的細胞として用いた継代培養細胞株は7

種類で,いずれも付着性の単層培養細胞株である。内

訳はヒト肺腺癌由来のLuci3, LucilO,ヒト肺扇平上

皮癌由来のSK-MES-1, RERF-LC-AI,ヒト勝朕癌

由来のT-24,ヒト悪性黒色腫由来のMeWoおよび

ヒト正常細胞である線維芽細胞である。

9.肺胞マクロファージの腫蕩細胞増殖抑細能

(cytostatic activity) (Fig. 4)

培養フラスコに付着した標的細胞をPBSで2回洗

Target cell

E=:二コ
Adherent cell line

.l
Tnpsinization

↓
Wash 2x

↓

Adjust 105/ml

1

0.01 ml/well

Effector cell

≡
BALF

I

Ficoll-Hypaque

↓
Wash 2x

l

Adjust 105/ml

ノ

0.01 ml/well

ii I　　　　葛国ii
Microtest plate

Incubate for 72h at 37-C in 5% CO2

仁一
0.5JI Ciノwell

'H - thymidine

Wash with PBS 18h prior to

J h a rvest
Trypsimz ati on

l
H arvest

l
Count of Radioactivity

Fig. 4. Method for measurement of

cytostatic activity of PAM

浄穣o.15% trypsin, 0.02% EDTA混合液で処理し,

単離細胞を得, completeRPMIで2回洗浄後,細胞

数を105/ml　に調整し, 96穴平底microtst plate

(FALCON)にtridak stepper (INDICON)にて10 id

ずつ分離した　6-8時間培養後105/mlに調整した

肺胞マクロファージをエフェクター細胞として　0.1

mlずつ加えた。エフェクター細胞と標的細胞の比

(E/T ratio)は10: 1となる　37-C, 5%CO2存在下

で72時間培養し,培養終了18時間前に, 3H-

Thymidme (3H-TdR;Amersham)を50fid/mlとし

たものを10(Aずつ各wellに加えた(0.5 uCi/well)0

培養終了時に, microtest plate　を生理食塩水で洗浄

し,さらに各wellにtrypsinを加え遊離させ,オー

トマチックセルノ、-ベスターにより,標的細胞を回収

し, 3H-TdR　の取込みを液体シンチレーションカウ

ンターにて測定した.以下の式で増殖抑制活性を算出

し, %Cytostasisとした。

%Cytostasis-(l-CPM in target cells/CPM in

target cells cultured with macrophages) × 100

Lymphocytes

Peripheral blood

l

Ficoll-Hypaque

l

Wash　2×

l

Adjust 2×lOVmi

＼
0.01 ml/well

PAMs

≡
BAL fluid

l

Ficoll- Hyp aque

l

Wash 2X

l

Adjust lO7ml or 0.5× 107ml

0.。1∠11

＼　　　/
Microtest plate

Incubate for 72h at 37.0。C in 5% CO2

with mitogen and 2-ME

「
H arvest

l
Count of Radioactivity

0.5 /∫ Ci

'H -thymidine

18h prior to

harvest

Fig. 5. Method for measurement of sup-

pressor activity of PAM. PHA or Con A was

used as也e mitogen
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10.肺胞マクロファージの免疫抑制活性(Fig. 5)

末梢血単核球を2.0×106/mlに調整し, complete

RPMIに浮遊させ　microtest plateの各wellに0.1

m1分注した。 mitogen　は, phytohemaggultinin

(PHA;HA16;Wellcome), Concanavalin A (CoA;

Sigma)を最終濃度がそれぞれ1/ig/ml, 5fig/mlと

なる様に各　well　に添加し, 2-mercaptoethanol

(2ME)を最終濃度が1×10-5M　となるように加え

た。さらに自己肺胞マクロファージをIOVmlおよび

0.5×105/mlに調整し, completeRPMIに浮遊させ

て,各wellに0.1mlずつ加えた。すなわち,肺胞

マクロファージ:末梢血単核球比は, 1 :20および

1 : 40とした,37-C, 5%C02存在下で72時間培養し,

培養終了18時間前に, 3H-TdRを50jiCi/mlとした

ものをW/Aずつ各wellに加えた(0.5JnCi/well)。培

養終了時に,オートマチックセルハーベスターにより,

リンパ球を回収し, 3H-TdR　の取込みを液体シンチ

レーションカウンターにて測定した。以下の式で抑制

活性を算出し%Suppressionとした。

%Suppression-(l-CPM in lymphocytes/CPM in

lymphocytes cultured with macrophages) × 100

ll.末梢血単核球のmitogen response

肺胞マクロファージの免疫抑制活性を測定する方法

において,マクロファージを加えない　control well

のCPMをもってmitogen responseとした。

12. BRMの肺胞マクロファージ腫蕩細胞増殖抑制

能に対する増強作用

Immunomodulator　と　して　Lipopolysaccharide

(LPS;Sigma), Nocardia rubra cell wall skelton

(N-CWS ;藤沢),サイトカインとしてInterferonγ

(IFN-γ ;日本ロシュ) , Tumor necrotizing factor

(TNF;旭化成)を用いた。最終濃度をそれぞれ5

Mg/ml, 10/ig/ml, lOOJRU/ml, 100U/mlとし,拷

養開始時に各wellに添加した0

13.家兎の実験肺癌

教室の長谷川55)の報告に従い,家兎の気道に

MNU (N-Methyl-N-nitrosourea ;半井化学)を注入

し,発癌させた。注入には著者は気管支ファイバース

コープを用い.左主気管支に, MNUを3mg/mlに

蒸留水に溶解したものを1ml注入した(3mg/rab-

bit/1 time)。

14.病理組織切片(Fig. 6)

病理狙織切片は気管および左主気管支を3mm間

隔に切断し,連続横断切片を作製した。

15.統計処理

平均値の差の検定にはt検定を用い,同一個体にお

T : trachea

LM : left main bronchus

PL : posterior lobe bronchus

Fig. 6. Section for pathological investiga-

tion. Trachea and left bronchus were cut at 3

mm intervals

いて経時的に変化を観察した場合の変化はpaired t

test　にて検定した。いずれの場合も両側検定を施行

した。相関はピアソンの柏関係数を用いた。まだ全て

の場合においてfLvalueが0.05未満の際に有意なも

のと判定した。

成　　　　　績

A.家兎における気管支ファイバースコープを用い

たBALの実施方法に関する検討

1.洗浄液量および洗浄回数に関する検討一連続的

BALによって得られた検体の解析-

1回の洗浄量は摘出肺により検討した。即ち家兎の

後業支に気管支ファイバースコープを牧人し,洗浄汝

を注入しその膨脹する様子を肺外から観察する事と,

一定量以上の洗浄液を注入した場合の樫入部からの逆

流の程度を気管支ファイバースコープ下に観察する事

により, 1回に注入する液量は20mlが適当である

と判断した。

次に洗浄の至適回数を検討するため,方法に述べた

如くの手技で麻酔下の家兎にBALを行った。 1回の

BALにつき5回の洗浄を行い,その都度別のシリン

ジに回収し,回収量,細胞数,細胞分類等の検討を行

・つた　Table4に示す如く,各分画毎の回収量は,シ

リンジ1にて約10mlと少量であるが,シリンジ2

以降は,シリンジ2が若干少ないものの,回収量はほ
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Table 4. Estimated fractional recovery of fluid in segmental lavage samplesa)

Syringe Syringe Syringe Syringe Syringe

1　　　　　　2　　　　　　　3　　　　　　　4　　　　　　　5

Fluid volume

instilled, ml

Fluid volume

recoverd, mlb)

Total volume remaining after

instillation, mlc)

Total volume remaining after

withdrawal, mlc)

Percent recovered of total

volum e remainingo '

20. 0±0.0　　20.0±0.0　　20.0±0.0　　20.0±0. 0　　20.0±0.0

9. 7±0.5　15. 7±0. 5　17.7±0.5　17.7±0. 5　　21. 3±1. 2

20.0±0.0　　30.0±0. 5　　34.7±0.9　　37.0±O.f　　39. 3±0. 5

10. 3士0.5　】A7±0.9　17.0±O.I　　19.3±0.5　18.0±1.6

48. 3士2.4　　51.7±2. 3　　51.0±1.4　　47. 7±0.6　　54.3±3. 7

a ) Values are mean±SD

b ) Observed data from 3 rabbits

c ) Calculated data, assuming no absorptipn or spillage of fluid

ぼ一定するものと思われた.また最終洗浄であるシリ

ンジ5にて回収量が急激に上昇しているが,これは気

管支ファイバースコープを抜去するため,気管支ファ

イバースコープの内孔,いわば死腰となっている部分

の液も回収する事によるものである。また注入液の動

態に関して,各分画ごとに,注入後に肺内に存在する

量,吸引後にもなお残存する量を示した。吸引後の総

残存量は洗浄5回目まで漸次増加している。さらに下

段には回収率を示しているが,これは各分画ごとに回

収量と注入終了時に肺内に存在する量(注入量と前分

画の残存量の和)の比を表したものである。吸引後の

残存量および回収率は2回目以降ほぼ一定しており,

2回目の洗浄で洗浄部の肺葉内は注入時ほぼ洗浄液で

満たされるものと思われた。

次に細胞数は, Table5に示す如く,シリンジ2以

降は3×106個以上が回収されており, Fig. 7に示

す如く,回収されたBALF中の細胞濃度は, 2回目

又は3回目をピークとして,やや低下の傾向がみられ

m

細胞分類は, 90%以上はマクロファージが占めてお

りほぼ一定であるが,リンパ球は, 1回目の洗浄にお

%

'`ロ

三.sun

綿200
B o

班lo.
13　--
U

Fig. 7. The concentration of cells in serial

lavage samples of 3　rabbits expressed as

percentage of the concentration in仙e Syringe

1

Table 5. Cell components in the sequential BALFa)

Syringe Syringe Syringe Syringe Syringe

1　　　　　　　2　　　　　　　3　　　　　　　4　　　　　　　5

Total cell yield, ×10　　　　　　0. 81±0. 14　　3. 32±0. 61

Cells per ml, ×10

Alveolar macrophage, %

Lymphocytes %

Polymorphonuclear cells, %

0. 83二土0. 12　　2. 12±0.38

94.0±0. 8　　96.7士0.5

3.3±0.5*　　1.3±0.5

2.7±0. 5　　　2. 0±0.8

3. 60±0.09　　2.29±0. 20　　3. 56±0.55

2. 04±0.05　1.68±0. 07　1.67±0. 25

96.7±0.9　　97.3±0. 5　　97. 0±0.8

1.0±0.8　　.3±0.5　　1.3±0.5

2.3±0.5　　1.3±0. 5　　1. 7±0.9

a )Values are mean±SD

Significantly different from Syringe 3, p < 0.05
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Group Id T_J?u

Group 2d L」

Group 4d

Group 7d

Group 14d

I I

0　1　2

Day

Fig. 8. Experimental design for investiga-

tion of the effect ofBAL itself. BALwas per-

formed at different intervals

いて平均3.3%とシリンジ3における値との間に有意

差を認めた(Table 5)。以上より, 2回の洗浄で,十

分な細胞数が得られ,また肺胞内細胞の代表的サンプ

ルを得るのに不都合はないと思われ,以後の実験にお

いては, 20mlx2の洗浄を行った.なおこれらのデー

タは右肺において行われた場合の結果であるが,左肺

においてもほぼ同様であった。

2.施行の間隔に関する検討-BAL　自体の肺に対

する影響一

同-個体において, BALを繰り返し施行する際,

355

BAL　自体の影響が肺内に残り次回のBALの結果に

変化を及ぼす事が考えられ,施行間隔について, Fig.

8に示す如く, 2回のBALの間隔を1日, 2日, 4

臥　7日,および14日としたそれぞれ3羽の家兎から

なる群を作り検討したo

1)絵細胞数および分類

Fig.9には, 2回のBAL施行の間隔を変えた各群

における回収総細胞数を1回目と2回目を対比させて

示す　BALF中総細胞数はGroup Idでは12×106

におよび, Group 2d, Group 4dと漸減するもののい

ずれも前値との間に有意差を認めている　Group 7d

では有意差は認めないもののやや増加しており

Group 14dではほぼ前値に復したものと思われた。

その原因を,細胞分類別に検討した　Fig. 10に示す

如く,多形核白血球の増加が著明である。棒グラフは,

それぞれのグループにおける2回目のBALにおける

回収細胞実数値であるが,グループ間で前値がやや異

なる場合があり,グループ間の厳密な比較は困難であ

るため, 1回目における値との比をとったものを折れ

線グラフで示し,互いに比較した。グラフ右のスケー

ルは各細胞種により異なる。多形核白血球の著明増加,

および肺胞マクロファージ,リンパ球の軽度増加が認

められる。多形核白血球増加率はGroup ldですで

に著明に上昇しているが,肺胞マクロファージおよび

リンパ球の増加率ともにGroup 4dで最も増加率が

Group Id Group 2d Group 4d Group 7d Group 14d

Fig. 9. Changes in total cell counts in BALF between first (1st) and second (2nd)

collection in each group. Each bar represents mean±SD

p < 0.05 compared to lst performance
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Lymphocyte

0 t)
Id　2d　4d　7d 14d

Gr oup

一一4

3
∩
・1
0
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.1
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n

Fig. 10. Cell counts (bars) and rate of increase (points) of PAM, Lymphocytes and PMN in each

group. Rate of increase is expressed cell counts at lst BALF/cell counts at 2nd BALF. Values

are mean of 3 rabbits

高かった　Group 7dでは,両者ともほぼ前値に復し

ているものの,多形核白血球数および増加率は完全に

Table 6. Changes in differential cell counts in

BALF between lst and 2nd performance

1st　　　　　　　　　2nd

PAM% LY% PMN% PAM% LY% PMN%
Groupa)

mean　96.0　　2.7　1.3　18.0**　2.3

Id SD 0.8　0.5　0.9　4.5　0.5

97.0　　2.3　　0.7　56.0"　7.0*

2d SD 0.8　0.5　0.5 10.7　2.2

mean　97.0　　2.0　1.0　67.7*　10.3*

4d SD 0.8　0.8 ll.7 1.2

mean　96.0　　3.0　1.0　88.3　　3.3

7d SD 0.8　0.8　0.0　4.5　2.6

mean　97.7　1.3　1.0　97.0　1.7

14d SD 0.9　0.5　　　0.8　0.5

79.7*

4.9

37.0"

ll.6

22. 0*

10.4

8.3*

2.1

1.3

IK

a ) Each group cotains 3 rabbits

Significantly different from lst performance,

p<0.05

Significantly different from lst performance,

p<0.01

前値に復していない　Table 6には各細胞の相対的な

比率を表した　Group Id, Group 2dおよびGroup

4dにおいてマクロファージ,多形核白血球の比率に

有意差を認め, Group 7dにおいても多形核白血球の

比率になお有意差を認める。 Group 14d　においては

いずれの値にも有意差を認めず,ほぼ前値に復してい

Fig. ll. Microscopic findings of lavage

cells of Group Id. Remarkable increase of

polymorphoneuclear cells were observed.

Onginal magnification: × 50



横崎:家兎肺胞マクロファージの抗瞳癌性

rP<0.01-|

粥
Q)

'`ロ
⊂

U

'J=
>>
U
O
bJ3
ed
X3

Pu

q)
U

Q)
>

'tn
O
mt

ト
mm

Z

訳

1st　　2nd

Group Id

rpく0.01n rpく0.05n

1st　2nd lst　2nd lst　2nd lst　　2nd

Group 2d Group 4d Group 7d Group 14d

<-

Fig. 12. Changes in phagocytic index in each group between first (1st) and second (2nd) col-

lection m each group

rP<0.011

辛
Group Id

ー0

50

40

30

20

10

0

・

・

ォ蝣^*-

%

m

40

sit

20

10

0三
1st　　　2nd lst　　　2nd 1 st　　2 nd lst　　2nd

Group 2d Group 4d Group 7d Group 14d

Fig. 13. Changes in NBT reduction of PAM in each group between first (1st) and second

(2nd) collection in each group

Table 7. Changes in cytostatic activity of PAM by intervals of serial peformance of BALa;

357

%Cytostasis against

Luci 3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Luci 10

Interval Ow lw　　　2w　　　3w　　　4w Ow lw　　　2w　　　3w　　　4w

Everylweek　51.7±6.7　51.5±8.2　49.1±5.0　50.7±5.9　52.8±2.8　53.3±2.7　53.9±6.4　49.9+7.3　50.1±9.2　50.畦13.2

Every2weeks　54.7士4.0 ND　　53.9±5.6　　ND　　46.7±7.5　51.7±1.6　　ND　　49.9±5.4　　ND　44.4+13.8

Every4weeks　56.5±6.6　　ND ND ND　　57.1±7.1 58.1±5.2　　ND ND ND　58.畦9.1

ND;notdone

a ) values are mean±SD, Each group contains 3 rabbits

る。なおGroup Idの2回目の多形核白血球の著増　　えた各群における真食能およびNBT還元能を1回目

したHALF中の細胞をFig. 11に示す。　　　　　　と2回目を対比させて示す。貴食能は, Group Id,

2)肺胞マクロファージの機能　　　　　　　　　　Group2d,Group4dにおいて, 1回g, 2回員の間

Fig. 12, Fig. 13には2回のBAL施行の間隔を変　　に有意な低下を認めた(Fig. 12)。 NBT還元能は,



358

この

Uつ

cd
A.lI
Cの

〇
・°-

>>
U

oo

%

100

80

60

40

20

0三

%

iDII

80

60

40

20

0

広島大学医学雑誌, 37 (3),平1 ・ 6月

レ
Fig. 14. Time course of cytostatic activity

against Luci3　and LucilO. Each point

represents the mean±SE of 2 rabbits

Group Id, Groヮp 2dにおいて有意な上昇を認めたが

Group 4d以睦では有意差を認めなかった(Fig. 13)。

睦癌細胞増殖抑制能は, 1週, 2遇, 4週おきに繰

り返す3つの群を3羽ずつの家兎で構成し4週にわた

り検討したが, 1週以上の間隔をあけた場合,繰り返

し施行しても　%Cytostasisは標的細胞Luci 3, Luci

lOのいずれを用いた場合も, 40-60%の間にあり有

意な変化は認められなかった(Table 7)。

以上より,同「家兎に繰り返しBALを施行する場

令, 2週間患たは,それ以上の間隔をおくこととした。
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Fig. 16. Effect of cell density on cytostabc
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B.肺胞マクロファージ腫蕩細月旬増殖抑制能に関す

る基礎的検討一培養条件に関する検討-

1.培養時間に関する検討(Fig. 14)

2羽の家兎について　E/T-10　にて,標的細胞

Luci3, LucilO　を用いて培養時間の検討を行った。

培養時間を24, 48, 72, 96時間としたところ, 72時間

でLuci3においては頂値をとり　LucilOにおいても

72時間以降の上昇は緩やかで72時間で十分な庄癌細胞

増殖抑制能を認め,かつ検体問の差も反映できるもの

と思われた。

'o

inn
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%
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L
510　20　　　40　　　　　510　20　　　40

E/T ratio　　　　　　　/T ratio

Fibro blast

510　20　　　40

E/T ratio

Fig. 15. Differences in susceptibility of 7 target cells according to the ef:fector to target ratio.

Each point repersents mean±SE of 4 rabbits
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2. Effector/Target ratioの検討(Fig. 15)

4羽の家兎について,E/T ratio　を, 5, 10, 20, 40

とし, 6種の瞳蕩細胞株, Luci3, LucilO, T-24,

MeWo, SK-MES-1,およびRERF-LC-AIについて

検討したところ,いずれも　E!T ratio依存性に瞳癌

細胞増殖抑制能の上昇を認め, Luci3およびLuci 10

に対してはE/T-10で十分な腫癌細胞増殖抑制能を

発現し,かつ検体間の差を反映できるものと考えた。

3.細胞密度に関する検討(Fig. 16)

培養に関する細胞の密度はあまり低いと十分な腫揚

細胞増殖抑制能は得られずまた実験に用いた範囲では

密度に応じて上昇し,標的細胞の密度で103/wellが

適当であると考えられた。

4.腫癌細胞増殖抑制能の選択性に関する検討

(Fig. 15)

上述の腫揚細胞株と,正常細胞である線維芽細胞株

において比較してみると,前者ではE/T ratio依存

性に,陸癌細胞増殖抑制能が発現しているが,後者に

対してはE/T-40としても,作用は全く発現せず,

睦癌細胞に対し選択的に働くものと思われた。また腫

癌細胞に限って検討すると肺癌のみならず,他臓器の

悪性腫療(膜状癌,悪性黒色腫)に対しても　E/T

ratio依存性に作用を発現している。肺癌に限ってみ

ると,腺癌,偏平上皮癌いずれに対してもE/T ratio

依存性に作用を発現している。

以上よ9,家兎肺胞マクロファージの陸揚細胞増殖

抑制能の測定は,以下の実験において,標的細胞とし

て　Luci3, LucilO　およびT-24　を用い, E!T-10

(104!103), 72時間培養にて施行した。なおこれらの検

討においては実験ごとに上記の条件で多少

%Cytostasisが異なるが全て異なった家兎を用いてお

り個体差の存在があることが考えられ,また実験条件

の差に留意することが必要であると思われた。

C.家兎の発癌過程における肺胞マクロファージ杭
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腫癌活性および他の機能の経時的変化

以下の経時的な検討においては微妙な実験手技の差

によるday to dayvariationを減少させるため,培養

液,標的細胞側の条件として継代培養の方法や単離か

ら実験に用いるまでの時間等,またエフェクター側の

条件として採取から実験に供するまでの時間等を常に

一定にして行った。

MNU注入は, Fig. 17に示すごとく1回/遇で,

3週連続で施行し, 1遇の休止期間をおいた　BAL

は, 4遇おきに,最後の注入から2週間後に施行した。

その際10mlの採血を耳動脈より行った。

家兎はFig. 18に示すごとく, MNU注入L BAL

を行うものをGroup M,コントロールとしてMNU

を注入せずにBALを行うものをGroup C上した。

さらにGroup MはMNU注入反対側(右肺)にて

BALを行う　Group Me,同側(左肺)にてBAL　を

行う　Group Miに分けた。家兎は12羽を用い,それ

ぞれ1カさら12の識別番号を付け, No.1-N0.6　を

Group Me, No. 7-N0. 9をGroup Mi, No. 10-No. 12

をGroup Cとし開始した。実験は12週又は24週にわ

たり行い,実験12遇で結果を解析しGroup Miとし

て開始した家兎は実験16週より, BALをMNU注入

Group M

GroupC　鈍

-I I I I

BAL was performed

in contralateral side.

BAL was performed

in ipsilateral siゐ

MNU was not instilled.

Fig. 18. Experimental groups

16

I

20

I
・UN
instillati。n†I!inininii

Fig.17.Experimentalprotocol.MNUwasinstilledonceaweekfor3weeks.BALwasper-

formedevery4weeks,twoweekslaterforthelastinstillation.MNUwasinstilledaftertheBAL

onthedayofBAL.MNUwasdissolvedin3mg/mldistilledwaterand1mlofthesolutionwasin-

stilledintotherabbitusingabronchofiberscope
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Table 8. Incidence of carcinoma in the rabbits

Cause of death Experimental period Group Carcinoma Incidence

12W

Mc

Me

Mc

M

Sacrifice

24W

Accid ent

NE ; not evaluated

ND ;not done

反対側(右肺)で行う事とし, Group Me　に漏大し

たO発癌状況確認のため,実験12週で各グループより

無作為に5羽(No.1, 4, 8, 9, 10)屠殺し,残りは実

験24週に屠殺した。なお,屠殺時以外2羽が事故によ

り死亡した(No.軍, 20週;No.5, 4週)0

1.発癌状況

Table 8に示す如く,屠殺した10羽の家兎のうち,

Table 9. Extention of tumor in the rabbits in

Group M

12 Weeks")　　　　24 Weeks
Specimen

T-4

T-3

T-2

T-1

LM-1

LM-2

LM-3

PL-1

PL-2

PL-3

●

0　　　0　　　●

○　　　◆　　　●

○　　　◆　　　●

○　　　◆　　　0　　　0　　　◆　　　●

0　　　0　　　0　　　◆　　　○　　　◆

0　　　0　　　0　　　●　　　◆　　　◆

◆

◆

◆

○ : No evidence of carcinoma

◆ : Carcinoma withm mucosa

・: Carcinoma invading to outside of cartilage

a ) Experimental period

b RabbitNo

病理組織を検討し得たものが9羽であった　Group

M (Group MiおよびGroup Me,以下同様)実験12

遇でFも1羽/3羽に,実験24遇では3羽/3羽に発

癌を認めた。 Group Cにおいては0羽/3羽であっ

た。癌腫の広がりはTable 9に示した如くである。

検索部位は,肉眼的に変化が認められる部分を中心に

行ったが,実験12週で発癌を認めた1羽は1切片にの

み発癌,実験24遇で発癌を認めた3羽は複数の切片に

広がっており,家兎N0.3　においては5切片に発癌

を認め,気管支軟骨輪外層に及ぶものも認められた。

家兎N0.7　では4切片に癌腫を認めたがその間に癌

腫をもたない切片が認められた。家兎N0.8では,

7切片にわたり癌腫を認め,内5切片に気管支軟骨輪

外層におよぶ浸潤を認め,気管支外壁脂肪組織中に小

腫癌の形成を認め,転移巣である可能性が考えられた。

切片T12には血管又はリンパ管侵聾を疑わせる所見

がある事もその可能性を支持している。これらの病理

組織像を一括してFig. 19に示す。家兎N0.6は切

片LM-1,N0.3はLM-3, N0.7はLM-1, N0.8は

T-2,であるo家兎No.3, No.7,は気管支軟骨外に浸

潤が認められる切片を示した。

2.発癌に伴う家兎の一般状態

1)末梢血-モグロビン量

実験12過まで, -モグロビン量の測定を行った。実

験0週においてGroup M (12.9±1.9g/dl), Group C

(12.4±1.5g/dl)であり両群とも0遇値と以後の各過

値との間に有意差を認めなかった。
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Fig. 19. A : (left top). Pathological findings of LM-1 in Rabbit No. 6 sacrificed at 12 weeks.

Tumor invasion into lamina propria mucosae was observed. Original magnification: × 20

B : (left bottom). Pathological findings of LM-3 in Rabbit No. 3 sacrificed at 24 weeks. Tumor in-

vasion into the outside of bronchial cartilage was observed. Original magnification: × 5

C : (right top). Pathological findings of LM-1 in Rabbit No. 7 sacrificed at 24 weeks. Tumor inva-

sion into lamina propria mucosae was observed. Original magnification: × 5

D : (right bottom). Pathological findings of T-2 in Rabbit No. 8 sacrificed at 24 weeks. Tumor in-

vasion into the outside of bronchial cartilage was observed. Original magnification: x 5

Table 10. Changes in recovery volume of

BALP"

8　12　16　20　24

Group Me

Group Mi

Group C

mean 27.726.227.624.025.824.325.0

SD 1.4　3.2　2.4　2.6　3.7　3.1 0.f

mean 21.723.728.024.3 ND ND ND

SD　2.9　3.3　2.2　2.9ND ND ND

mean 24.023.028.721.724.521.521.5

SD 0.8 1.4 1.9　3.9　0.5　0.5 1.5

ND lnot done

a) ml

No significant difference was observed between

week 0 and the other experimental weeks. No

significant difference was also observed between

Group Me and Group C, Group Mi and Group C

Table ll. Changes in cells per ml in BALFa:

8　12　16　20　24

Group Me

Group Mi

Group C

mean 1.131.051.191.271.381.531.42

SD 0.200.070.210.190.440.330.21

mean 1.371.981.902.05 ND ND ND

SD 0.300.090.070.06ND ND ND

mean 1.091.231.161.031.161.241.ll

SD 0.240.310.090.200.090.280.14

ND;not done

a) XlOVml

No significant difference was observed between

week 0 and the o仇er experimental weeks. No

significant difference was also observed between

Group Me and Group C, Group Mi and Group C
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2)末梢血白血球

同様に末梢血白血球数も実験12週まで測定した。 0

週値は　Group M (7329±2183ノmm3) Group C

(7917±1513/mm3)であり以後の各週値との間に,両

群とも有意差を認めなかった。

3)体　　重

実験経過にしたがって体重の増加を認め, 0週値と

の比較で4週値より有意差を認めたが,成長に伴うも

のと思われ24週にわたり観察したがGroup M　と

Group Cの間には各週とも有意差を認めなかった。

3.発癌に伴う　BALF中細胞成分の経時的変化

1 )回収量(Table 10)

BALF　回収量は多少変動の認められる場合もあっ

たが,各グループとも0週値と各週値の間に有意差を

認めなかった。

2)細胞濃度(Table ll)

BALF中の細胞濃度はGroup Miにおいて, MNU

注入後細胞分類に変化を認めない時期より軽度増加し

ていたが,有意差は認めなかった。

3)細胞分類(Table 12)

BALF中の細胞分類は, Group Miにて,実験8

週および12週で軽度多形核白血球が増加する傾向が認

められたが, 0週値との問に有意差なく, Group Me,

Group Cにおいては実験経過中大きな変化はなかっ

m

4.発癌に伴う肺胞マクロファージの諸機能の経時

的変化

肺胞マクロファージ機能として, NBT還元能,貴

食能,腫癌細胞増殖抑制能,免疫抑制能を用いたが,

前3着は,各週における,実験条件の違いによる値の

Table 12. Changes in differential cell count in BALFa>

12　　　　　16　　　　　　20　　　　　　24

PAM LY PMNPAM LY PMNPAM LY PMNPAM LY PMNPAM LY PMNPAM LY PMNPAM LY PMN

Group Me

Group Mi

Group C

mean 98.0 1.8

SD 1.3 1.2

mean　98.3 1.7

SD 0.5　0.5

mean 96.3　3.7

SD 1.9 1.9

0.5

0.8

8.2 1.5　0.5　95.2　3.8 1.0　95.2　2.8 1.4　96.0　2.3 1.8　95.5　3.0 1.5　94.3

0.7　0.8　0.8　2.6 1.7 1.3 1.9 1.3　0.8　2.1 0.4　2.0

0.3　97

0.5　0

0.3　97

0.5　0

0　2.7　0.3　93.0　5.0 1.7　90.0　4.3　5.7

8 1.2　0.5　2.4　2.2 1.2　2.4　0.9 1.7

ND

ND

1.5　0.7 1.7　1.2

ND

ND

1.3 1.3

1.2 1.2

ND

ND

3　2.7　0.3　95.7　4.0　0.3　94.3　5.3　0.3　95.5 1.0　3.5　96.5　2.5 1.0　96.5　3.0　0.5

9　0.9　0.5 1.2 1.4　0.5 1.7 1.2　0.5　2.5　0.0　2.5　0.5　0.5　0.0 1.5 1.0　0.5

ND;notdone

a) %

No significant difference was observed between week 0 and the other experimental weeks. No significant dif-

ference was also observed between Group Me and Group C, Group Mi and Group C

Table 13. Changes in relative NBT

reductio n^

12　16　20　24

Group Me

Group Mi

mean 81.7 92.9 93.0 87.6 76.1 63.8 71.9

SD　37.1 20.234.9 36.3 34.5 23.4 35.5

mean　98.0 64.870.3　70.8　ND ND ND

SD　25.316.731.926.3　ND ND ND

ND inot done

a ) Actual value/average value of Group C; %

No significant difference was observed between

week 0 and the other exoenmental weeks

Table 14. Changes in NBT reduction in

Group O'

44　　40　　45　　37　　ND ND ND

30　23　24　30　32　40　36

27　　25　　22　　22　　37　　36　　40

33.7　29.3　30.3　29.7　34.5　38.0　38.0

SD　　　7.4　7.610.4　6.1 2.5　2.0　2.0

ND;not done

a) %

No significant difference was observed between

week 0 and the oter experimental weeks
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変動を除くため,各家兎における実測値のGroup C

の平均値に対する比をとり%で表した。また,免疫抑

性活性については, Group Cの平均値が0となる場

合があり,実測値で表した。

1) NBT還元能

NBT還元能は, Group Me, Group Miとも0週値

と,各週値との間に有意差を認めなかった。また比較

的大きな個体差を示した(Table 13)。 Table 14には,

Group Cにおける実測値を示す。多少の変動がある

ものの, 0週値と各週値の問に有意差は認めなかった。

2)貴食能

Table 15. Changes in relative phagocytic

mdexa)

0　　4　　8　12　16　20　24

Group Me

Group Mi

meanlO4.290.9　78.9　73.1 71.5　60.7　51.2

SD 10.416.8 12.8 12.7 10.7 17.6 13.3

mean　93.275.3　62.5　79.4　ND ND ND

SD　　6.714.2　5.6 13.2　ND ND ND

ND;not done

a) Actual value/average value of Group C; %

Significantly different from week 0, p < 0.05

Significantly different from week 0, p < 0.01

Fig. 20. Changes in cytostatic activity

against Luci 3 in Group Me. Cytostatic activi-

ty is expressed as a relative value compared to

Group C

363

会食能は, Group Me　では経時的に低下し,実験

8週以降で0週値との間に有意差を認めた　Group

Mi七も同様に低下し,実験8週で0週値との間に有

意差を認めた(Table 15)。 Table 16には, Group C

における実測値を示す。多少の変動があるものの, 0

週値と各週値の間に有意差は認めなかった。

3)腫癌細胞増殖抑制能

a) Group MにおけるLuci3に対する腫癌細胞

増殖抑制能(Fig. 20, Fig. 22)

Fig. 20の如く, Group Me実験8過で実験4過に

比べやや低下してtQ.、たが全体として,経時的な上昇を

Table 16. Changes in phagocytic index in

Group O>

Rabbit No.
0　　4　　　　12　16　　20　　24

10　　142　178　181 163　ND ND ND

ll　　　123　128　150　119　126　120　132

12　　　162　155　168　154　165　170　161

mean　　142.3 153.7 166.3 145.3 145.5 145.0 146.5

SD　　　15.9　20.4 12.7 19.0 19.5　25.0 14.5

ND;not done

a) %

No significant difference was observed between

week 0 and the other experimental weeks

Fig. 21. Changes in cytostatic activity

against Luci 10 in Group Me. Cytostatic ac-

tivity is expressed as a relative value compared

to Group C
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認め,実験16週以降で0週との間に有意差を認めた。

Group Miにおいては12過まで観察したが, Fig. 22

の如く,一度低下して上昇するものや上昇後低下する

ものが認められ一定の傾向を示さなかった。

b) Group MにおけるLucilOに対する塵蕩細胞

増殖抑制能(Fig. 21, Fig. 22)

Fig. 21の如く, Group Meにおいては実験8週目

で低下するものもあったが,全体的にはLuci3を用

いた場合と同様経時的な上昇を認め,実験12遇以降で

0遇値との間に有意差を認めた　Group Miにおいて

Weeks

Fig. 23. Changes in cytostatic activity

against Luci 3 and Luci 10 in Group C. Ac-

tual cytostatic activity is shown. Closed circle

represents cytostatic activity against Luci 3

and open circle Luci 10

も, Fig. 22の如く　Luci3　を用いた場合同様一定の

傾向を示さなかった。

c) Group Cにおける腫癌細胞増殖抑制能(Fig.

23)

実験期間中のGroup CにおけるLuci3　および

Luci lOに対する実測値を示す。平均値の経時的変化

は±10%以内であり,実験条件はほぼ一定しているも

のと考えられた。なお, Group Mにおける相対的に

表した腫蕩細胞増殖抑制能が, 0遇において100%を

割るものが多かった理由として正常家兎の腫癌細胞増

殖抑制能には個体間に若干の差があり, Group Cの

3羽においては, Group Mに比べ絶対値がやや高か

ったためと思われた。

4)免疫抑制活性

a) Group MにおけるPHA responseに対する抑

制活性(Fig. 24)

肺胞マクロファージと,末梢血単核細胞の比

(PAM/PBMNC)を1 :20および1 :40とし,検討し

た。いずれにおいても実験0週ではいずれの家兎にも

認められなかった抑制活性が次第に出現し上昇する様

子が窺われたが,陸癌細胞増殖抑制能に比べ個体差が

大きく実験20週まで0%のままで経過する家兎も存在

した。また用いた細胞の比を変えても同様の懐向が認

められた。しかし0過値との間に有意差を認める週は

なかった。

b) Group MにおけるConA responseに対する

免疫抑制活性(Fig. 25)

同様にPAM!PBMNC　を1 :20および1 :40とし
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Fig. 24. Changes in suppressor activity of PAM against PHA response of PBMNC

PAM : PBMNC-i:20 PAM : PBMNC-i:4

Fig. 25. Changes m suppressor activity of PAM against Con A response of PBMNC

て検討した。いずれの場合においてもPHA response

に対する場合と同様次第に上昇し,前者においては実

験12週, 20週, 24遇において0週値との間に有意差を

認めた。後者では,実験12週において有意差を認めた。

c ) Group Cにおける免疫抑制活性(Table 17)

PHA response, Con A response両者に対する免疫

抑制活性とも, Group Cにおいては各週の平均値が

ほぼ10%以下であり,実験条件に大きな差はないもの

と思われた。

以上,免疫抑制能は,変動の程度が個体間において

大きく異なり,統計処理上,有意差を表しにくいもの

と思われたが,発癌に伴い経時的に上昇する様子が窺

われた。

5.発癌に伴う　mitogen response　の経時的変化

Table 18

家兎の末梢血単核細胞のPHA, ConA　に対する

responseは, PHAはGroup M,実験24週, ConA

はGroup M,実験20週で, 0週値との間に有意差を

認め,発癌に伴い,次第に上昇する様子が窺われた。

6.癌の進展産別に比較した腫揚細胞増殖抑制能
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Table 17. Suppressor activity of PAM against mitogen response of PBMNC in Group

C

Mitogen Rabbit No.

PIIA

PAM : PBMNC

-1:20

10

ll

0

0　　　　8

0　　　　0

NE　　　4

ND ND ND

0 0 0

16

4.0　　　0.0　　4.0

1.7　　　0.0　　1.9

0.0　　　8.0　　　0.0　　0.0

0.0　　　5.7　　　0.0　　0.0

PHA

PAM : PBMNC

-1:40

13

0

3

0　　　　0

0　　　　0

NE　　　2

ND ND ND

7　　　　0　　　　0

8　　　　0　　　　0

5.3　　0.0　　　0.7

3.2　　　0.0　　　0.5

0.0　　　7.5　　　0.0　　0.0

0.0　　　0.4　　　0.0　　0.0

Con A

PAM : PBMNC

-1:20

u

0

m

0　　　　0

i i ^^^bi:

NE 0

18

0

0

ND ND ND

0 0 0

h　　　　革萱　　　　X

6.0　　　5.5　　0.0

4.9　　　3.9　　　0.0

6.0　　　3.5　　11.5　　0.0

4.9　　　.　　　8.1　　0.0

Con A

PAM : PBMNC

-1:40

Ill

Ill

12

mean

SE

ND ND ND

14

0　　　　0　　　　0

NE ; not evaluated

ND;not done

Table 18. Changes in mitogen responses3'

12　　　　16

Con A

Group M

Group C

Group M

Group C

5915　　　9668

SE　　　1711　　　2487

13065　　10656

SE　　　6565　　　6421

mean　　　9343　　1 1234

SE　　　3829　　　3624

mean　　12797

SE　　　7426　　　2167

7397　　　9839　　　5675

1743　　　1702　　　2006

5706　　11111　　　4733

2856　　　3831　　　885

15315　　16480　　10223

3516　　　2219　　　2097

7175　　　22883　　　6769

2414　　　2158　　　3078

16976　　17391*

3595　　　2469

7190　　12278

2666　　　7042

21794*　　35360

2933　　　5775

17800　　16210

723　　　3347

a) CPM

Significantly different from week 0, p < 0.05

各家兎の肺胞マクロファージと培養した瞳蕩細胞の　　　この時点で, Group Meにおいて2羽の家兎を屠

増殖の程度を,腫蕩細胞に取込まれた3H-TdRによ　　殺し1羽に発癌を認めているが,発癌家兎と非発癌家

るCPMをもって表し比較した。　　　　　　　　　　兎の間に差を認めなかった。

1 )実験12週(Table 19)　　　　　　　　　　　　　2)実験24週(Table 20)
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Table 19. Target cell proliferation against

cytostatic activity of PAM from the rabbits with

or without carcinoma at week 12

PAM CPM of 3H-Thymidine incorporated in

from Luci 3　　　　Luci 10

Rabbit ・'　　　　650±157　　　1144±254

Rabbit 6bサ　　　　　783±137　　　1124± 43

Contro1　　　　　2 157±236　　　38 1 2±325

a ) No cancer bearing rabbit

b ) Cancer bearing rabbit

c) Target cell was cultured in the absence of

PAM, control well

No significant difference in CPM was observed bet-

ween the rabbit 4 and 6

この時点においてGroup Meにおいて3羽の家兎

を屠殺している。発癌の程度はTable 9　に示す如く

であるが,いずれの家兎間で比較した場合も有意差は

認めなかった。

7.種々の発癌状態における各種肺胞マクロファー

ジ機能問の相関(Table 21)

367

Table 20. Target cell proliferation against

cytostatic activity of PAM from the rabbits bear-

ing cancer with different degree of extention

PAM CPM of H-Thymidine incorporated in

from Luci 3　　　　Luci 10

Rabbit 3a>　　　　　341-± 37　　　　637± 50

Rabbit 7b)　　　　381士74　　　　849±159

Rabbit 8C>　　　　　301± 32　　　　690:± 72

Control*　　　　　2005+3 16　　　　2654十2 10

a ) Invasion outside of the bronchial cartilage was

observed in 1 specimen

b ) No invasion outside of the bronchial cartilage

was observed

c ) Invasion outside of the bronchial cartilage was

observed in 5 specimens

d ) Target cells were cultured in the absence of

PAM, control well

No significant difference was observed among the

rabbits 3, 7 and 8

1)腫癌細胞増殖抑制能と,免疫抑制活性との相関

両者は良く相関し,陸揚細胞増殖抑制能としてLu-

Table 2 1. Correlation among the functions of PAM from rabbits in various steps of carcinogenesisa:

rC T S -L 3b) rC T S -L 10c) Su p-P 2 0d; S up -P 40e> S u p-C 2 0ォ S up -C 40 ; rN B T h> rP Tサ

rC T S 】L 3 0 .620 * 0.490* 0 .4 15* 0.7 39 * 0 .54 1* - 0.239 - 0.582*

rC T S 】L 10 0.572* 0 .535* 0.5 60 * 0 .468 * - 0.09 3 - 0.443*

S u p-P 20 0 .930* 0.683 * 0 .7 23 * - 0.10 1 - 0.338*

S u p-P 40 0.8 46 ** 0 .774 * - 0.088 0.276

S u p-C 20 0.86 1** - 0一271 - 0.480*

S u pーC 40 - 0.124 ー0 .278

rN B T - 0 .031

rP

a ) r-Value

b ) Relative cytostatic activity against Luci 3

c ) Relative cytostatic activity against Luci 10

d ) Suppressor activity against PHA response of PBMNC. PAM:PBMNC ratio was 1:20

e ) Suppressor activity against PHA response of PBMNC. PAM:PBMNC ratio was 1:40

i ) Suppressor activity against Con A response of PBMNC. PAM:PBMNC ratio was 1 :20

g ) Suppressor activity against Con A response of PBMNC. PAM:PBMNC ratio was 1 :40

h ) Relative NBT reduction index

i ) Relative phagocytic index

*pく0.05

p<0.01
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Fig. 26. Correlation of PAM functions bet-

ween relative cytostatic activity against Luci 3

and suppressor activity against ConA

response of PBMNC. PAMs were collected

from the rabbit at various stages of car-

cmogenesis. Measurement for suppressor ac-

trvity was performed wi也PAM : PBMNC ratio
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Fig. 27. Correlation of PAM functions bet-

ween relative cytostatic activity against Luci

10 and suppressor activity against PHA

response of PBMNC. PAMs were collected

from仇e rabbit at various stages of car-

cmogenesis. Measurement for suppressor ac-

tivity was performed with PAM : PBMNC ratio
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Fig. 28. Correlation of PAM functions bet-

ween relative cytostatic activity against Luci 3

and relative phagocytic index. PAMs were

collected from the rabbit at vanous stages of

carcinogenesis

Y-46.0+0.56X

r -0.602

P<0.01

I*
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Cytostatic activity (Luci 3)

Fig. 29. Correlation of PAM functions bet-

ween relative cytostatic activity against Luci 3

and Luci 10 of the rabbits at various stages of

carcmogenesis

ci3, Luci lOに対する相対的腫癌細胞増殖抑制能の2

つ,免疫抑制活性として　PHA response, ConA

responseに対する抑制をPAM/PBMNC比率を1 :

20, 1 :40とした場合の4種類を用いてお互いの間の
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組合せ8種類において,すべて有意な相関が得られた。

Luci3　に対する腫癌細胞増殖抑制能は, ConA

response　に対する抑制活性に, Luci 10.に対する腫

癌細胞増殖抑制能は　PHA responseに対する抑制活

性によく相関した。前者の結果のプロットをFig. 26

に,後者の結果のプロットをFig. 27に示した。

2)腫癌細胞増殖抑制能とNBT還元能および貧食

能との相関

NBT還元能は陸揚細胞増殖抑制能との間に相関を

示さなかったが,貧食能とは負の相関を示した　Fig.

28にLuci3に対する腫癌細胞増殖抑制能と貴食能の

相関をプロットで表した。

3) Luci3　と　LucilOに対する陸揚細胞増殖抑制

能の相関(Fig. 29)

両者には有意な相関が認められ,肺胞マクロファー

ジは両腫癌細胞株に対し非特異的に増殖抑制作用を示

しているものと思われた。

D.象兎肺胞マクロファージ腫癌細胞増殖抑制能を

上昇させる試み-BRMのin vitroにおける単独お

よび併用の効果7

本実験において家兎の肺胞マクロファージは発癌に

伴い,腫蕩細胞増殖抑制能を上昇させることが示され

発癌に対する宿主応答の一つと考えられた。そこでさ

らに強力な宿主応答を引きだすため種々のBRM　を

己
0

13
`q
iZ
["サ

≡
Q
L
蝣at

A)

U
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用いて効果を検討した。

BRMは,エフェクター細胞のみならず標的細胞に

対しても作用を有する場合のある事と,また両者の接

触している時点において作用する可能性もある事より,

Fig. 4の方法において培養開始時に,両者の存在す

るwellに単独または併用で添加し相乗効果について

も検討した。相乗効果はいずれを単独で用いたよりも

強い作用が現れた場合に,効果ありと考えた。

1. BRMの腫癌細胞に対する直接の効果

4種のBRM　を用い,標的細胞に対する直接の効

果を単独,または併用で確かめた。細胞増殖の程度を,

細胞内に取込まれた3H-TdRのCPM　をもって表し

m

1) Luci3 (Fig. 30)

Luci3に対しては,単独では, LPS, N-CWSおよ

びIFNγは,増殖抑制作用を示さないが, TNFは強

い増殖抑制作用を示した。従って併用の場合は,

TNF　を含まない場合と,含む場合に分けて検討した。

TNFを含まない, LPS　とIFNγ, N-CWS　とIFNγ

およびLPS　と　N-CWS　の3種の組治せにおいては

LPS　とIFNγの組合せが増殖抑制作用を示し有意差

を認めた　TNF　を含む組合せにおいては,いずれも

強い増殖抑制作用を示したが, TNF単独における作

用が大きいためか相乗効果は得られなかった。

Fig. 30. Direct effect of BRMs on proliferation of Luci3. Each bar represents

mean±SD of triplicated wells

p < 0.05 compared to control

p < 0.01 compared to control
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2) LucilO (Fig. 31)　　　　　　　　　　　　　　TNF　を含まない組合せの場合,増殖抑制作用を示さ

LucilOに対してもほぼ同様であったが, TNFの　　ず,相乗効果は認めなかった　TNFを含む併用では,

作用は, Luci3　における場合より小さく,また,　　増殖抑制作用を示したが,相乗効果は得られなかった。
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LPS N-CWS IFNγ　TNF LPS N-CWS LPS LPS N-CWS IFNγ

+　　　+　　　+　　　　　+　　　+　　　+

IFNr IFNr N-CWS TNF TNF TNF

Fig. 31. Direct effect of BRMs on proliferation of Luci 10. Each bar represents

mean±SD of triplicated wells

p<0.01 compared to control
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Control LPS N-CWS IFNr TNF LPS N-CWS LPS LPS N-CWS IFNr
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IFNγ IFNγ N-CWS TNF TNF TNF

Fig. 32. Direct effect of BRMs on proliferation of T-24. Each bar represents

mean±SD of triplicated wells

p<0.01 compared to control
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3) T-24 (Fig. 32)

T-24に対しては,単独使用およびTNFを含まな

い併用では増殖抑制作用は現れないが, IFNγ　と

TNFの併用においては,相乗効果が得られた。

2.肺胞マクロファージの陸揚細胞増殖抑制能の測

定系に添加した場合の作用

BRM　を用いた場合の増強効果は,以下の式により

「 P<0.01「

80

・芸

I　70
0

・ヰJ

>-.

U

60

K"^H
(-)　　(+)

371

算定した。

%Augmentation- (l-CPM in target cells in con-

trol well/CPM in target cells in test well) × 100

Control well contains E/T mixture in the

absence of BRM. Test well contains E/T

mixture in the presence of BRM.

1)単独添加
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Fig. 33. Effect of LPS on cytostatic activity of PAM. PAMs and target cells were cultured in

the presence (+) or absence (-) of LPS (5 fig/ml)
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Fig. 34. Effect of IFNy on cytostatic activity of PAM. PAMs and target cells were cocultured

in the presence (+) or absence (-) of IFNγ (100 JRU/ml)
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8羽の家兎から得られた肺胞マクロファージについ

て3種の腫蕩細胞株Luci3, Luci 10, T-24を用いて

添加の影響を観察した。

a) LPS (Fig. 33)

LPS　は,いずれの標的細胞に対する腫癌細胞増殖

抑制能も有意差をもって著明に増もさせた。

b) IFNγ (Fig. 34)

IFNγはLuci3, Luci lOに対する腫癌細胞増殖抑

制能を有意に増強させた。 T-24に対する腫癌細胞増

殖抑制能に増強作用を認めたものは8羽中4羽のみで

あった。

c) N-CWS (Fig. 35)

N-CWSは, Luci3, LucilOに対する腫蕩細胞増

殖抑制能を有意に増強させた。

2)併用添加

a) IFNγとLPS (Fig. 36)

IFNγ　と　LPSは併用により,マクロファージの抗

腫癌性を効果的に上昇させる事が知られており,培養

開始24時間後に,培養液を入れ変えることによって添

加の順を変え,種々の濃度のIFNγにて検討した。

2羽の家兎より得られた肺胞マクロファージについて

の検討を左右a, bのグラフに示す。交雑種である家

兎は,個体により異なったphenotype　を示す事が考

えられるが, Fig. 36aに示す家兎においては, IFNy

単独でも増強作用を示し,添加の順を変えても同様に

容量依存性が認められるIFNγ添加後LPS　を加え

た場合の方が,その道の順より高い増強作用を認めて

いる。一方, Fig- 36bに示す家兎においては, IFNγ

単独では全く増強作用を示さない。 LPS　添加後,

GCI
'B
a・-C:A)≡
警
<
C.

Ytpt

1　10　100 1000

IFNr (JRU/ml)　IFNr (JRU/ml)

Fig. 36. Synergistic effect of LPS and IFNγ

on cytostatic activity of PAM against Luci

10. PAM from two rabbits (a, b) were examm-

ed. LPS: 5mg/ml

IFNγを加えた場合には,増強作用が認められるが,

IFNγに対する容量依存性にはなく, LPSの効果の

みと思われる。しかしながら, IFNy添加後LPS添

加した場合は, IFNγの作用が容量依存性に出現して

いる。

b) TNFを含まない併用(Fig. 37)

2羽の家兎においてTNF以外の3種のBRM　を,

単独または併用で用いた場合の作用は, LPS　はいず
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Fig. 39. Synergistic effect of TNF and

other BRMs on cytostatic activity of PAMs
from two rabbits (open bars and shaded bars)

against TNF sensitive or resistant cell lines

れの標的細胞においても,単独で十分な作用を示して

いるが, IFNγ　と併用した場合にはさらに増強されて

いる。 N-CWS　は単独で用いた場合, LPSに比べ低

10　　100　1000 10　　100　1000

IFNr (JRU/ml)　　　　　IFNr (JRU/ml)

Fig. 38. Synergistic effect of IFNy and N-CWS on cytostatic activity of PAM. N-CWS was us-
ed at 10 J噌/ml (closed circle), 1 j*g/ml (open circle) or not used (squware)
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い増強作用を示すが, IFNγ　と併用した場合,相乗効

果が認められたo特にT-24においては,単独では

いずれも作用が認められないが,併用により作用を発

現する相乗効果を示した。相乗効果を認めた,

N-CWS　とIFNγ　において容量依存性を検討した

(Fig. 38)。 Luci3, LucilOにおいて認められるIFNγ

に対する容量依存的な作用をも　N-CWS療加する事に

よりIFNyの各濃度において高められている。 IFNγ

単独では全く作用を認めない標的細胞T-24　の場合

にも, N-CWS添加によりIFNγに対する容量依存

性を発現させている。

c) TNFとの併用(Fig. 39)

TNF感受性であるLucilO (Fig. 31)と, TNF抵

抗性であるT-24 (Fig. 32)の2億の標的細胞を比較

して検討した。 LucilO　を用いた場合, TNFの標的

細胞に対する直接の作用もあると思われるが, TNF

のみそ約30%の増強作用が認められ, LPS, N-CWS

との併用によっても相乗効果は認められなかったが,

IFNγ　と併用した場合には,増強作用はさらに大きく

なり,相乗効果が認められた。 TNF抵抗性である

T-24単独ではやはり増強作用を認めないが, LPS,

N-CWS, IFNγのいずれと併用した場合にも強い相

乗効果が得られた。

考　　　　　察

A.家兎を用いた実験手技に関する検討

家兎は近交系が確立されていないこともあり免疫学

的に細胞成分を検討する実験においては用いられるこ

とが少なく,まだ十分に手技的に確立されていない部

分も多い。本実験で用いた手技について若干の考察を

加えた。

1.マクロファージ,リンパ球の分離

本実験ではBALF　よりマクロファージを分離する

にあたって比重遠沈法を用いた。比重遠沈法により,

ラット腹腔浸出液やヒト末梢血単球を分離する方法は

以前より検討されている42,46,125,161)が,阪本141)はヒ

ト末梢血において,リンパ球と単球を分離することを

目的とし重層液の比重を1.063とし,その重層部に得

られた細胞成分を検討し,純度90-95%の単球成分が

得られたとしているがその下層部においても5-10%

の単球成分が混在しているとしている　BALF　にお

いては,細胞成分のほとんどが肺胞マクロファージで

あり,リンパ球の比率は末梢血に比べ極めて少なく,

むしろ一部比重の高いマクロファージも洩れなく回収

することを目的として,比重1.077のものを用いた。

その方法で, FicolトHypaqueの下層には, viable肺

胞マクロファージはほとんど認めず,リンパ球,多形

核白血球は除去でき大半のマクロファージが回収でき

るものと思われた。また, BALF　中には非細胞成分

の混在も避けがたいが,これも同時に除ける上で有用

であると考えた。

リンパ球分離に関しては,マウスにおいて行われる

場合はヒトにおける分離液と異なるものが用いられて

いるが家兎においては詳細な検討はなされていない。

比重遠沈法における細胞の沈降は,重層液の比重のみ

でなく浸透圧,粘性などにより決定される液体力学的

性状に依るとされている13)が,著者はFicoll-Hypa・

que　を用いる前にConray (第一製薬)と　Hypaque

(Pharmacia)を種々の濃度または容量で混じ分離に用

いる重層液の性状と回収されるリンパ球の比率につい

て検討したところ,ヒトにおける場合と同じく　9%

Ficoll 24容と　33.4% Conray lO容で混じたものが最

も良くこれに近い性状であるFicoll-Hypaqueを用い

た。

2.気管支ファイバースコープを用いたBAL実施

方法に関する検討

家兎に対して気管支ファイバースコープを用いて

BAL　を行ったが,手技が簡単であり短時間で行え一

度に多くの検体を得られることや,屠殺を要しないた

め同一個体において繰り返し施行でき,経時的に変化

が観察できる長所があると考えられた。ところが他に

この方法に関する報告は見当らない。動物実験におい

て　BAL　は, 1960年に　Myrvik　が家兎において行

い106)生体のマクロファージについて研究する上で

収集の良い手段として報告し,これが原法とされ以後

もさかんに行われている。手技的にはほとんど屠殺後

に行われ一部には生体において施行する報告もあるも

のの95)全身麻酔の装置や専用の挿管チューブが必要

である。

気管支ファイバースコープを用いたBALは実験的

よりもむしろ臨床的に用いられた方が早く1973年に初

めて行われユ7),その手技的容易さや,安全性もあり,

急速に広まり,肺胞内細胞の構成,蛋白質,脂質など

の25,66,83,86,97,98)解析が進み病因論や診断に大きく寄

与している。そして1970年代後半より　BALという名

称もほぼ定着し, 1979年, 1986年25)にはBALの国

際シンポジウムも行われている。ところがなお現在も

BALは洗浄部位や洗浄回数は標準化されておらず得

られた結果を評価する上で多少の問題が残っている。

家兎においては,先端部の径4,8mmの気管支ファ

イバースコープを用いた場合,気管支の解剖学的径よ

り前葉支,中葉支のみへの挺人は不可能であり,後菓
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重が適当であると思われる。またここは主気管支に換

入した後そのまま押し進める事によって自ら気管支フ

ァイバ-スコープの先端が到着する場所であり,操作

が容易である。・洗浄量および洗浄回数は臨床的には,

20mlx5回　もしくは　50mlx2又は3回がほとんど

である25,130) I回の注入量に関してははっきりした

根拠は示されておらず習慣的に決まってきたものと思

われるが,注入部位として比較的良く用いられる右中

葉の亜区域は165mlの容積を持つとする報告があ

る。著者は家兎において摘出肺における洗浄液注入時

の後葉の膨脹の程度,および気管支ファイバースコー

プ下に観察した液体の逆流の程度より　20mlが適当

と考えた。家兎の1回換気量は21ml程度HO)であり

ヒトにおける値を外挿すれば全肺気量は200ml程度

と思われるが,著者が摘出肺において生理食塩水を注

入して検討したところでは全肺気量はそれよりは小さ

いものと思われる。しかし後葉の容積は左右肺と・も大

きく,それぞれ半分以上を示し全肺気量の1!4以上を

占め少なくとも今回洗浄に用いた20mlはあると思

われる。また洗浄回数と回収される細胞の構成および

数の関係はDavis281らが詳細に報告しているが,著

者の検討においても細胞数は2回目または3回目が

ピークである。細胞分類は従来の報告通り, 1回目に

おいてリンパ球がやや多いが,全体に占める割合は小

さく, Crystal25'の述べる通り大きな問題ではなく,

特にBALF中の液性成分を検討する際は1回目の洗

浄液は破棄すべきとする意見36)もあるが20m 1 X2

回の洗浄を行い,いずれも回収することとした。

近年ではBALという手技自体に関する検討も盛ん

で,注入液の動態の解明も28,77,99,129)進んだ。 BALF

中の液性成分は,洗浄回数が増すに従って次第に希釈

されることが示されているが,単純に希釈されたとし

て計算した濃度よりは高く,この原因として洗浄液が

一部肺に吸収されることや,これらの物質の肺胞壁を

通過しての流入が考えられる。細胞成分に関しても,

本実験においても確かめられた通り,同様に単純に希

釈されたとして計算した値より回を重ねるにつれての

希釈のされかたが小さいが,細胞は洗浄の問に問質か

ら流入してくることは考えられず,注入により単純に

希釈されていない可能性がある。すなわち,肺胞マク

ロファージは肺胞壁に付着していると考えられ,洗浄

液の流入により単純に液中に混じらず,洗浄を繰り返

すごとに一部剥離するものと思われる。これに対しリ

ンパ球は肺胞表面に付着しておらず,連続検体におい

て最初に多く,次第に減少する傾向を示す28)ものと

考えられる。また,上述の洗浄液と間質および肺循環

375

系との液体の交換は,近年. tritiated water　と

technetium colloidの肺胞の通過性,非通過性を用い

て,洗浄液の間賓-の流入および問質から液体の流入

などが詳細に検討されている77)

また, BALは,病勢の経過観察に用いるため,繰

り返し施行される171)ことがあるが,その適当な間隔

を明らかにする事は重要である。注入された液体は完

全に回収されない事実28,77,99,129)が示されており,ま

た液体の圧力によって肺胞がおし広げられることや,

肺の細胞が一部除去されることは,その後の生体の肺

内において変化が生じている可能性があり,短期間の

うちに繰り返して行うことは, BAL施行自体によっ

て生じ残っていた影響を観察してしまう可能性があ

る。ヒトにおいて注入液の動態を確かめる実験は米国

では志願者を用いて比較的良く行われているが,短期

間にBALを繰り返しその影響を見ることは倫理的に

も成し得ないことであり報告を見ない。著者の検討に

よれば,家兎においては多形核白血球の急激で著明な

増加を認め, 1日後にピークがあり1回目に得られた

値の302倍にもおよび1週間後でもなお軽度の上昇を

認めている。一方マクロファージおよびリンパ球も,

緩徐ではあるが, 4日後にそれぞれ1.7倍, 14倍程度

に増加しているO　またマクロファージの機能に関して

も会食能は低下, NBT還元能は上昇と変化を認めて

おり,それぞれ4日後, 2日後まで有意差を認めた。

BAL施行直後には肺内の環境に大きな変化が生じて

いる様子が窺われた。同一個体に繰り返しBALを施

行する際にはある程度の間隔をおく事が必要であり,

家兎においてはマクロファージ機能に関しては1週

間,多形核白血球増多が消失するにはそれ以上の間隔

が必要であり, 2週間おけば十分であると思われた。

B.肺胞マクロファージの抗腫癌性に関する検討

移植瞳癌の拒絶現象により今世紀始め成立したかに

思われた腫癖免疫はWolgram177:らにより組織適合

抗原の見地から誤りを指摘され,長い間低迷した。そ

の後化学発癌の成功や,近交系動物の実用化もあり,

1950年頃には,同種同系動物を用いて,移植腫房に対

する瞳揚免疫の成立が次々と報告37',50,79,127)され,症

細胞移植拒絶現象が癌特異移植抗原(tumor specific

transplantation antigen;TSTA)という名のもとに明

らかになった。さらにBCGの腫蕩免疫に対する効果

が示され9)非特異的免疫療法が1970年代に至り爆発的

な研究の盛り上がりを示したがその効果は期待された

程ではなく, 1980年のはじめにかけて深刻な悲観

論58,139)も見られた。ところが,近年では遺伝子工学

の進歩により腫蕩免疫に関与する細胞の産生する物質
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が純粋な蛋白質として得られる様になり7,163)睦療免

疫のエフェクター細胞にかなり明瞭な変化を生じさせ

る事ができるようになってきている。

このように幾度か壁に当りながら徐々に進歩してき

ている腫蕩免疫であるが,その歴史は感染症に比べる

とたい-ん短く今後更に解明されるべき点は多い。し

かし癌細胞は,自己の正常細胞が変化して生じたもの

であり,微生物の外来異物と比べると非常に自己に近

いものと言えるであろう。多くの研究者が癌特異抗原

を見出すのに窮々とし,我々生体の免疫監視機構はそ

の自己と非自己の識別に困惑し時に攻撃を怠る。とこ

ろが,ヒト癌の自然治癒例が少なからず報告されてい

ること24,33)や,剖検時に認められる癌腫の頻度は臨

床におけるより高い115)等陸揚との共存状態64)が考え

られること,また免疫抑制剤投与時65,121,122)

WiscotトAldrich症候群35)^　およびAIDS175'(aquired

immune defficiency syndrome)などの免疫不全

時41,123)に陸揚の発生率が高いなど癌に体する宿主怒

抗性というものが感染症同様確かに存在するという車

を示す証拠も少なくない。

抗腫療エフェクター機構は特異的および非特異的機

構に大別できるが,免疫とは本来抗原に体する反応で

あり,抗原特異的な反応こそが真の腫癌免疫という立

場をとる人も少なくない。ところが生まれながらにし

て胸腺を欠くヌードマウスの自然発病率21)や,化学

発癌率159,160)は正常マウスと比較しても差が認められ

ず88)むしろT細胞以外の細胞群が抗陸揚エフェク

ターとして重要ではないかとする考えもある。さらに

モノクロナル抗体や癌遺伝子を用いた解析によっても

陣痛特異抗原の検出が困難であり78)存在したとして

も強い抗原性を持たないと思われる事や,癌細胞集団

は例えば肺癌の病理所見においても異なった組織塾の

コンポーネントの混在が認められる事がある様に,抗

原的にも不均一な細胞集団である事が想像され,また

抗原の変調3)や消失45)など様々の変化を起こすと考

えられているなど特異的免疫棟構には特異的であるが

故の短所も考えられる。非特異的エフェクター機構と

してはHerbermanら57)により提唱されたNK細胞,

マクロファージなど141)があげられるがChow22'は,

NK細胞と腫蕩抵抗性には相関がみられないとし,マ

クロファージの抗腫癌性が重要であるとした。ヌード

マウスや低いNK活性をもつマウスも正常なマクロ

ファージ枚能を持つことや,現在用いられている

BRMの多くがマクロファージ活性化作用を持つこと

を考え合せると,やはりマクロファージの持つ大きな

役割を考えずにはいられない。またマクロファージは,

近年ではリンパ球に対し抗原を提示したり143)逆に

抗原特異的リンパ球からMAFにより活性化を受け

る151)などの事実が判明し,特異免疫の成立と発現に

も深く関与していると考えられ,さらにはLAKの制

御も112,156)行っているとする報告もある。かくして単

なる清掃作用,抗菌作用として貴食幾構のみが注目さ

れていたマクロファージは腫癌に体する宿主応答にお

いて重要な役割を演じるものであると考えられる様に

なってきた　van Furth　ら173)はマクロファージはす

べて骨髄の前駆細胞から成熟した末梢血のモノサイト

に由来すると結論し, mononuclear phagocyte

system (UPS)と称しており,異論や矛盾もなくはな

いが現在広く容認されるに至っている。

実際にマクロファージの抗腫癌性に関する知見は

1970年代中頃から集積され始め動物およびヒトでマク

ロファージの機能と腫癌抵抗性62,76,90)予後22)転

移31,52,82)等に関して詳細に検討されており, in vitro

で実際に抗腫癌性を呈する61,75,132,133)ことも認められ

たO　これらは人為的に誘導したマクロファージや煙霧

内のマクロファージおよびモノサイトに関してであ

り,常在性マクロファージの抗睦癌性,いわゆる

natural cytotoxicityに関する検討は1980年頃より行

われはじめ,Mantovaniら89)は乳汁中のマクロファー

ジに関して検討している。常在性マクロファージの代

表的存在である肺胞マクロファージは,他のMPS

と同じく174)多くの生体防御に関する役割を担ってい

るが14)構造的,機能的にかなり特長的であるとする

報告23)もある。抗腫癌性に関する検討は既述の如く

BALの臨床応用に伴い1980年頃より行われ始めてい

る。肺胞マクロファージのantitumor activityは末梢

血モノサイトよりも強いとするものが多い84)が,弱

いとする報告12)もあり一定せず後述の担癌状態にお

いてはその変化はより複雑である。また肺胞内におい

てはNK細胞は存在するが機能していないとする報

告124)がありこれも肺内の腫癌に体する肺胞マクロフ

ァージの重要性を支持するものであろうo

エフェクター細胞の抗睦癌性を評価する手段とし

て,腫癌細胞にアイソトープを標識し細胞の融解の程

度, cytolytic activityを測定するpre-label法の他に,

1978年にBrooks　らが増殖抑制の程度を求める方法

posトIabel法を発表し広く用いられるようになった。

当初は,後者の方法においてcytolytic effectも検出

されるため, cytotoxicityと表現された84)が,現在で

は,この方法によって得られる抗腫癌性をcytostatic

activity,前者の方法によるものをcytolytic activity

あるいはcytocydal activityと称し,両者を総称して
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antitumor activity　とされる事が多く, cytotoxicity

はcytolytic activity　と同じ意味として用いられるこ

とが多いO　漢字で表す場合両者を総称して陸癌細胞に

対する傷害性,後者は障害性とする意見もある。

著者は, 3H-TdR　を用いたpost-label法でan-

titumor activityをcytostatic activityとして測定した。

Assay法にもよるが,一般にcytostatic activityは

cytolytic activityよりも出現しやすく84)後者が検出

されない場合にも認められることがある。マクロフ

ァージの抗症癌性は非特異的であるが腫癌細胞に対し

選択的であるとされており26,60,85) xenogemcな系に

おいても抗腫癌性を示す12,69,152)。このような選択性

は,荷電や特異的レセプターを介すると解釈されてお

りレセプターとしてはレクチン様物質, Fc　レセプ

ター,補体レセプターなどが考えられている。著者の

用いた系はxenogeneicであるが,家兎肺胞マクロフ

ァージは正常細胞である線維芽細胞に対しては

cytostatic activity　を示していないにもかかわらず,

他の6種のcell lineに対してはすべてcytostatic ac-

tivity　を示している。 E/T ratio　に関してはSwin-

burne　ら161)が詳細に検討しているが, E/T ratioの

増加に従い, cytostatic activityも上昇しており, 20 :

1でほぼ100%となっている。他の報告80,108)におい

ても10: 1前後で行われているものが多い。培養時間

は標識物質の差による影響もあるものと思われ, 8時

間でピークに達したとする報告もあるが,著者の検討

では72時間が適当であり,他の報告とも一致80,108)す

る。またマクロファージの抗腫癌性にはE/T間の接

触を介するものもあり,培養液中の細胞密度も関与す

ると思われるが,著者の検討でも同一の　E/T ratio

下で細胞密度の上昇に従ってcytostatic activityの上

昇が認められた。

担癌個体のマクロファージ機能については,モノサ

イトに関して観察した場合antitumor activityは元

進68,91)しているという報告と,抑制されているとい

う報告110)および正常者との間に差を認めないとする

報告108,178)がある。肺胞マクロファージに関しても,

正常者と肺癌愚老の間に差はないとする報告151)や,

上昇しているという報告72,161)と低下しているという

報告80)がある。しかしながら,常在性マクロファー

ジは,全身を循環するモノサイトと異なり,担癌部以

外では直接腫癌と接することはなく,その活性化の程

度をモノサイトと単純に比較する事は困難であり,担

癌部位と非担癌部位のものを分けて考えなくてはなら

ないであろう。しかしマクロファージの活性化には,

リンパ球が分泌し全身を循環する　MAF　によって制
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御される面がある事や,流血中にも陸揚成分の一部が

循環しマクロファージと直接接触する可能性があり,

さらには既述の如くマクロファージの由来がモノサイ

トであるとされている事などを考えれば,痘痕を攻撃

すべく何らかの変化を生じているとも考えられる。

Antitumor activityには担癌部位と非担癌部位で差が

ないとする報告もあることからも非担癌部位のマクロ

ファージに関し検討することもまた重要であると思わ

れるO安元ら80,108)は肺癌患者における肺胞マクロフ

ァージのcytostatic activityを検討し,担癌部位の方

がやや低いとしている。その後,病期別に検討し,

UICC (Union International Contre Cancer)のⅡ期に

おいて最も上昇することを示しているが担癌部位およ

び非担癌部位いずれにおいても同じ態度を示し,また

上昇の程度も同じである。すなわち肺胞マクロファー

ジは肺癌に対し,病勢がある程度になるまでは非担癌

部位においてもその抗腫癌性を上昇させ,癌を迎え撃

つべく備えていると解することができ・よう。著者の実

験は非担癌部位におけるマクロファージ機能を観察し

たものであるが100%の家兎が担癌状態にある実験24

週では,やはり　cytostatic activityは有意な高値を示

している。この時点で家兎にみられる癌腫は病期とし

ては初期癌であり,進行癌で低下するとされている,

リンパ球のPHA, ConAに対する反応も上昇してい

る様子が窺われたことも免疫機構は初期癌として捉え

ていたことを示していると思われる。なお, MNU注

入側肺の肺胞マクロファージの腫癌細胞増殖抑制能が

一定の債向を示さなかった理由としてはMNUの直

接の肺胞マクロファージに対する影響が考えられた。

会食能は,昔から良く知られたマクロファージの機

能であり,担癌個体においても検討がなされており,

肺胞マクロファージにおいてはGudewicz511は実験

的肺転移腫蕩において低下するとし, Sone　ら151)は

変化しないとしている。また,肺癌愚老において著明

な低下を認めたとするものがあり49)また個体差が大

きいとされている40)健康者と差がなかったとするも

のもある40)。また担癌部位と非担癌部位においては差

を認めなかったとするものもある。本実験では担癌状

態において低下を示しcytostatic activityとの間に負

の相関を認めている。

NBT還元能は,肺胞マクロファージの産生する

021やH,02などの活性酸素種により, NBTがfor-

mazanに変化する反応169)であり,一般的に殺菌能を

反映しているものと考えられている。担癌個体におい

てこれらの機能の検討報告は少ないが, NBT還元能

が上昇しているとするものや　　H,0,の産生は低下
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しているとするものがある49) 。また貧食能との関係は,

貴食能が克進した場合hexose monophosphate shunt

が克進し活性酸素種の産生が増加すると考えられる2)o

ところが喫煙者と非喫煙者の比較では喫煙者において

はNBT還元能は上昇し会食能は低下しているとする

報告148)も認められるO　このようにNBT還元能は貴

食能が克進した結果生ずる細胞内の代謝の変化以外に

も影響を受け,条件によっては真食能との相関は必ず

しも認められない。またこれは活性化マクロファージ

と言う場合,すべての機能が元進するわけではなく多

様な性状を示す事を表していると言えよう。

化学発癌物質の中には代謝の過程で活性酸素種を生

成するものが多く知られており113,146)最近ではさら

に種々の発癌プロモーターには021産生能を元進さ

せる作用があること27,150)に興味がもたれている。本

実験においては, NBT還元能に担癌状態においても

特に有意な変化は認めていない。貴食能の低下は,宿

性酸素種の産生に対しては抑制的に作用すると考えら

れるが,発癌物質であるMNUの投与は促進的に働

いたと考えられ,また活性酸素種の産生能には他に様

々な因子が関与していると考えられ,本実験において

貴食能とNBT還元能に相関が認められなかったこと

は多元的に解釈すべきと思われる。

マクロファージのantitumor activityにも活性酸素

種の関与があるものと考えられ近年検討が加えられて

いるが30,43.164,170,176)本実験ではcytostatic activityと

NBT還元能にも相関を認めておらず,マクロファー

ジのantitumor activityは,活性酸素種以外にも多く

の要田が存在することを示唆している。

なお,本実験では24週にわたりアルキル化剤である

MNUを注入したが末梢血-モグロビン量や白血球数

に変化を認めず,またBALF中細胸数や細胞分類に

も変化を認めておらず上述の肺胞マクロファージの機

能変化は家兎の一般状態の変化に起田するものではな

いと思われた。

マクロファージは免疫学的監視機構L5)の中で重要

な役割を占めていると考えられるが,免疫学的監視機

構とは概念的な意味合いが強く,前癌病変あるいは病

理学的に良く言われるところの異型上皮が免疫学的に

排除されているという事の証明は非常に困難である。

にもかかわらず,免疫学的監視機構は腫疫免疫を理論

づける上で非常に有用であり一般に良く用いられる

が,この理論からすると,癌細胞は自己に近いが故に

監視機構をくぐり抜けたわけであり,生じては排除さ

れる異型上皮は,より異物に近い,即ち抗原性が強い

と考えざるを得ない。筆者の実験では,実験12週で既

にcytostatic activityに有意な上昇を認めるが,この

時点で発癌率は約30%であるものの,教室の長谷

川55)の報告によれば気管および中枢気管支の上皮は

広く異型上皮でおきかわったとされ,本実験において

も同様の結果が得られた。この時点で注入反対側肺の

肺胞マクロファージ機能を観察し屠殺した家兎は2羽

であるが内1羽に発癌を認めた。発癌家兎と非発癌家

兎の間に, cytostatic activityに特に差を認めていな

い。即ち,癌腫を有きない家兎もcytostatic activity

を上昇させており,このことは異型上皮の抗原性につ

いて示唆するものであろう。

ところで,マクロファージにはまた生体の免疫反応

に対し抑制的に働く事が知られ免疫抑制性マクロフ

ァージ,あるいはsuppressor macrophage　と呼ばれ

ている。具体的にはmitogenや抗原によるリンパ球

分裂増殖39) f-cellの細胞傷害性細胞への分化と活性

化38,128)さらに記憶細胞への分化, T細胞からのマ

クロファージ遁走阻止因子とT細胞増殖困子の産

生39,10サ　NK細胞活性等を阻害するとされるが,そ

の抑制性を実際に評価するにあたってはmitogenに

よるリンパ球の分裂増殖を抑制する程度が指標として

良く用いられsuppressor activity,日本語では抑制活

性あるいは免疫抑制活性と表現される72)またそれら

の抑制性の可溶性因子としては,プロスタグランジ

ン47)プロテアーゼ,活性酸素種等が考えられている。

末梢血モノサイトのNBT還元能と免疫抑制活性に相

関を認めたとする報告179)は活性酸素種の関与を示唆

するものであろう。またそれ以外に　suppressor

T-cellを誘導することや, suppre苧sor T-cellの分泌

する可溶性の免疫抑制物質のキャリアーとして働くこ

とも知られている。

このようなマクロファージの産生が認められる場合

は担癌個体を考えると2通り存在する。 ・第1は担癌状

態の進行に伴って生じる場合であり,第2は治療のた

め,非特異的免疫刺激剤を投与した場合である。 In

VIVOにおいても,動物では担癌マウスに瞳癌細胞を

抗陸揚免疫細胞に混じて腹腔内に注入する際免疫抑制

性マクロファージを加えると治癒率が低下165)する事

や,他にも種々の事実が報告されている。ヒトおいて

ち,末梢血モノサイトやマクロファージの免疫抑制作

用が強いと生存期間が短くなったり105)再発が生じ

易かったりする事53)が認められている。

さて,このように免疫抑制マクロファージは存在し,

担癌状態および,免疫賦活剤作用により出現すると考

えられているが,とすれば抗腫蕩活性の出現の場合と

よく似ており両者の関係には興味がもたれる。実際に
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肺胞マクロファージにおいて両者に相関を認めたとす

る報告56)があり,また腫蕩内モノサイトが

cytostatic activity　と相関を示したとする報告ユ07)も

あるが,逆に両者に関連を認めなかったとする報

告11,20,172)もある。著者はこのsuppressor activityを

cytostatic activityと対比させたが,まず第1にsup-

pressor activityは, cytostatic activityに比べ個体差

が大きかった。 cytostatic activityはほぼ一様に上昇

したが, suppressor activityは正常家兎の肺胞マクロ

ファージはほとんど示さず,出現する時期も様々であ

り　ConA responseに対する抑制は実験16週, PHA

responseに対しては実験20遇まで全くsuppressor活

性を示さないものが認められた。第2に,種々の発癌

過程にある家兎から得られた肺胞マクロファージの2

つの機能を比較してみると　mitogen, PAM/PBMNC

比をそれぞれ2種用いた4通りのケースにおける抑制

活性は, 2種類の腫蕩細胞に対するcytostatic activi-

ty　といずれの場合においても有意な相関を認めた。

肺胞マクロファージの抗腫癌性を検討する上でこのよ

うな負の方向-の作用も考慮に入れるべきであると考

えられた。

なお,本実験では,末梢血単核球の中から,モノサ

イトを除く操作は特に行ってないが,抑制性マクロフ

ァージの実験の際,必ずしもこの操作は行われておら

ず,また除いても除かなくても反応に大差ないとする

報告64)もある　PAM/PBMNC　比は,小さいと

mitogen responseに促進的に働き,多いと抑制的に

働くとされる鵬124)ため, 1/20, 1/40の2通りで行っ

た。またmitogen　も2種用いそれぞれに2つの標的

細胞に対するcytostatic activityを組合せ,計8種頬

の組合せで行った。

癌の免疫療法は, Mathe921やMortonlO4'がBCG

を臨床的に用いてその効果を報告して以来大きな関心

が払われて来たが,その後行われてきた非特異的免疫

賦活剤による.臨床的効果は必ずしも期待されたほどで

はない。しか.し多くの情熱が注がれ数々の物質が試み

られ米国国立癌研究所は治療研究の体制を総括,発展

させることを目的にそれらを　Biological Response

Modifiers　と総称することにした118)近年生体内で産

生されるサイトカイン,モノカインを遺伝子工学的に

純粋かつ大量に得られるようになり7,163^　それらを投

与して治療に用いる臨床的試みが行われ, -部の陸揚

に対し有効な物質も見出された。 1985年工L-2を用い

自己リンパ球をm vitroで活性化させ再びin vivoに

戻すRosemberg1361のLymphokine activated killer

cell (LAK)療法は,その効果の大きさもあり再び大
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きな反響をよびおこした。また,その他,種々のサイ

トカイン,モノカインが同様に純粋な型で得られる様

になり,これらのinvivoへの応用もさかんに行われ

ている。

現在ではさらに,LAK療法に修飾が加えられ,腫

揚細胞とあらかじめ混合培養し誘導した特異的な

cytotoxicT-cell(CTL);蝣71,93}や陣痛内のリンパ球135)

(tissueinfiltratedlymphocyte)をIL2により増殖さ

せ用いる方法が注目されている。またrecombmant

サイトカインおよびモノカインは併用する事により組

合せによっては強い相乗作用を現す事16,34,54,126,137)も

示され,さらにこれらと他のBRMの併用70)またこ

れらとIL-2で活性化させたCTLの併用48)などが

試みられ成果を上げつつある。著者は,家兎の自家癌

において,肺胞マクロファージの抗陸癌性の増強を確

認しこの現象は生体の腫蕩排除に備えた反応と解釈し

この反応をさらに増強させるべく,肺胞マクロファー

ジのcytostaticactivityに対するBRMおよびサイト

カインまたそれらの併用による相乗効果についてin

vitroで検討した。

BRMはエフェクター細胞のみならず標的細胞に対

しても作用する場合のある事,およびエフェクター細

胞と標的細胞の接触の存在下で作用する可能性も考え

られ,培養開始時に両者の存在するwellに単独また

は併用で添加した。そのためまず,標的細胞に対する

直接の影響を確かめた。著者が用いた4種のBRM

のうちTNFのみは陸虜細胞株によっては直接の増殖

抑制作用を示した。またLPS,N-CWS,IFNγとの

併用により相乗効果を認めている。このため併用効果

について検討する際はTNFを含む組み合わせと,

含まない組み合わせに分けて検討したTNFを含ま

ない場合,IFNγとLPSの併用の際にLuci3におい

て増殖抑制作用を呈し,相乗効果を認めた-o即ち,従

来の報告通り,LPS,N-CWSには直接の腫癌細胞増

殖抑制作用はないが,TNFは陸癌細胞株によっては

強い作用を示し,IFNyも弱い増殖抑制作用を持つ可

能性が示唆された.次に肺胞マクロファージの

cytostatic.activityにおよぽす影響に関してはLPS

は強い作用を呈LIFNγN-

CWs151'153'155'にも従来の報告通り肺胞マクロファー

ジの煙霧細胞増殖抑制を増強させる作用を認めた。ま

た,併用による増強作用についてはLPSとIFNγの

狙み合わせにおいて機序に関しても詳細な検討がなさ

れており,IFNγはLPSに対するレセプターをマク

ロファージに表現させる1)としているが,著者の実験

においてもLPS添加後にIFNγを添加した場合に比
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ペ・その道では高い相乗効果を認めている。また,交

雑種である家兎は個体により異なったphenotypeを

表現することからIFNy単独では反応しないものも

譜められ, LPS添加後にIFNγを添加してもIFNγ

に対する容量依存性は認められず, LPSの効果のみ

が認められた。ところが添加の順を変えるとIFNyに

容量依存性にcytostatic activityは上昇した。これら

の結果はレセプターレベルの知見18)に一致するo

TNFを含まない組み合わせで増強作用を検討した

ところ, N-CWSとIFNγにも相乗効果を認め,特

に標的細胞T-24に対してのcytostatic activity増強

作用はいずれも単独で用いた場合にはほとんど認めら

れないにもかかわらず,併用により,作用が出現して

いる。また, LPSとN-CWSは腫癌細胞株によって

は相乗的に作用したoまた, TNFと他のBRMの組

み合わせでは, TNF resistant cell lineにおいては,

TNFとN-CWS, IFNyが　TNF sensitive cell line

においてはIFNγのみが明らかな相乗効果を示した。

相乗効果とは,本来複数の物質を使用する際に,個

別に用いた作用の和よりも大きい場合に用いるべきで

あろうが,本実験においては,反応は0%から上限

100%の間に位置しており実際相乗的な作用があった

としても測定値には表れない可能性があり,便宜的に,

数値からは相乗作用的なものも含めて相乗効果と表現

したoその中で明らかに認められると思われる相乗効

果は1 ) LPS+IFNγ　2) N-CWS+IFNγ　3)

TNF+N-CWS (TNF resistant cell lineにおいて)

4 ) TNF+IFNγ (TNF resistant, sensitive両者にお

いて)である。

近年様々のサイトカインがリコンビナント物質とし

て純粋かつ大量に用い得る様になり, IL-1と

TNFm> , colony stimulating factor (CSF)と

IFNy54', TNFとIFNγ　IL-2とIFNα16)など

様々な組み合わせで抗腫療効果が検討されている。中

でもマクロファージを介した抗鹿蕩効果に関し特に注

目されるのはTNF29'87'126>I37)であり,マクロファー

ジの抗腫病性に大きな役割を占めていると考えられて

いるo　しかしながら, TNFおよびTNFによって活

性化されたマクロファージに対し抵抗性を示す圧癌細

胞株もありそれらはIFNγ IFNγおよびIL2で活性

化したモノサイトには感受性があるなど, TNFを介

さない部分によりレギュレーションを受けているとさ

れている126)

エフェクター細胞の抗腰痛作用においてBRMの

相乗効果を論ずる場合, effector phaseのみならず

target phaseにも作用する可能性を念頭におくべき

Fig. 40. All considerable points to which

BRM affect in E!T relation when effector and

target has no contact each other

である　Fig. 40は細胞間の接触なくして攻撃する場

合において, TNF dependent, TNF independentの

2つの経路がありBRMAとBRMBを用いたと仮

定した場合に考えられる作用点で, Iはエフェクター

細胞に対する作用であり, IIはエフェクター細胞の

TNF dependent, independentそれぞれの攻撃に対す

る標的細胞のsensitizationを表しており, receptor

の発現などが考えられ, Ⅲは標的細胞に対する直接の

作用である。これだけで10箇所の作用点が考えられる

が,細胞間の接触がある場合にはさらに複雑になる事

が考えられ相乗効果の機序を推察することは容易では

San

しかしながらIFNγとTNFの併用の効果につい

ては比較的詳細に検討34,126)がなされ, IFNγにはエ

フェクター細胞に対するTNF誘導作用と,標的細胞

に対してはTNFに対する感受性を上げるという2つ

の作用を認めると報告されている。著者が確認した相

乗効果を生ずる組み合わせは,上述の如くでありこの

報告に従えばこのうち1), 2), 4)はIFNγを含

み, IFNγが標的細胞を感受性にし, LPS, N-CWS

がTNF産生を促進したとの解釈も成り立つ。 3)は

TNF resistant cell lineに対する効果であるが,

N-CWSが標的細胞のTNFに対する感受性を上げた

事や, N-CWS刺激によりマクロファージより産生さ

れる物質がTNFとともに作用した場合cytostatic

な作用を発現する事などが考えられる。

以上の様に本実験においてBRMの併用により組

み合わせによっては肺胞マクロファージの抗瞳霧性を

著明に上昇させることができ,相乗効果が得られたD
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LPSは,その毒性故に人体に用いる事は不適当162)で

あるが,その他のBRM　を併用する事は免疫学的治

療の有用な手段と思われる。

以上本実験で得られた結果を踏まえ,肺胞マクロフ

ァージの抗陸癌性の意義について考察してきた。癌特

異抗原は存在したとしても強くないと考えられる事,

また癌細胞集団は抗原的に不均一であることが想像さ

れ特異的エフェクターが十分に攻撃し得ない可能性が

あるがそれらの点においても非特異的に腫癌細胞を攻

撃するマクロファージを活性化させることは大きな意

義があると考えられる。しかも本実験で得られた結果

では発癌初期において既に抗腫癌性を上昇させてお

り,さらにマクロファージはBRM　により抗腫癌性

を大きく増強する事が可能であり,また抗瞳癌効果は

killer T-cell　の1/10以下の数で発現することがin

vitroの実験において認められているなど癌の免疫療

法上有用であると思われる点は多い。ところが上述の

如く,担癌個体のマクロファージは免疫に対し抑制的

に働くこともあり,マクロファージの抗腫癌性を上昇

させる際には免疫抑制活性も含めた総合的な検討が必

要である。また,免疫抑制活性は個体差が大きく,こ

れを制御することは治療上大きな意味をもつと思われ

る53)。

瞳癌免疫を学問的に推し進める上で必要不可欠であ

った同種同系動物の移植陸揚であるが動物の可移植性

モデルはヒトの自家癌と異なるという壊疑あるいは批

判58,59)は根強く存在している。この批判は動物モデ

ルのほとんどが化学発癌あるいはウイルス発癌の可移

植モデルを用いられており宿主の免疫応答は人工的に

導入された免疫原性に起因していると考えられ,一方

ヒトにおいては自然発生自家癌であり免疫原性はない

のが普通であるという考察に基づいている。本実験は

化学発癌ではあるが移植陸揚ではなく自家癌で,健常

個体が癌腫の生着を許すに至る過程における変化を観

察したものである。また,ヒトの癌は自然にではある

が化学物質によらないとは言いきれないであろう。ま

た上述の如く免疫の低下する状態で癌の発生率が高い

事実はヒト癌においても,やはり免疫原性の存在する

ことを示している　BRMに対する反応に,ヒトにお

いてはhigh-responder　とIow-responderが混在し

ている可能性があり,これらを同一対象としてran-

domized trial　を行っているためコントロ」ル群との

差がでにくいのではないかとする考え114)もあるがこ

のような反応の多様性は一系の近交系動物を用いた実

験では捕えることはできない。自己,非自己という免

疫学の基本的な概念に基づく実験を容易にした近交系
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動物は様々な現象の解明に貢献し,また反応性も原則

としてほとんど個体差がなく実験に用いる上で非常に

有用であるo Lかしそれは逆に反応の多様性を表すこ

とができないという側面をもつことに他ならず,双生

児を除けばヒトは実験動物に例えるならば交雑種であ

ることにも留意すべきであろう。本実験においてマク

ロファージのサブレツサー活性に大きな個体差が認め

られたことや, IFNγの反応性に個体差が認められる

などの結果が得られたことは,近交系動物を用いた実

験結果をヒトに適用する場合には注意が必要であるこ

とを示唆しているものと思われる。

以上筆者は,陸湯免疫のエフェクター機構をより詳

細に検討するため,重要なエフェクターと考えられる

マクロファージについて担癌個体における機能を検討

した。現在肺癌の発生率が高まりつつあるが,肺にお

いてその防御機構の中心を担っていると考えられる肺

胞マクロファージの抗腫蕩性を,現在なお免疫学的に

不明の部分が多い発癌過程において,ヒトにより近い

反応を示すと思われる交雑種である家兎を用いて検討

した。
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Experimental Studies on Antitumor Activity of Rabbit

Alveolar Macrophages during Carcinogenesis

Yasuyuki YOKOSAKI

Department of Internal Medicine, Hiroshima University School of Medicine

(Director: Prof. Michio YAMAKIDO)

To examine the effects of carcinogenesis on the antitumor activity of alveolar macrophages, MNU was instilled

into the rabbit bronchus to produce cancer, and changes in rabbits were observed for the next 24 weeks. Alveolar

samples were collected by bronchofiberscopic BAL (Bronchoalveolar lavage), which does not require animal

sacrifice. Although BAL itself causes changes in the lung, it was confirmed an interval of two weeks allows BAL

to be performed serially.

Significant changes with time in the" total cell count and differential cell count in BALF (Bronchoalveolar lavage

fluid) were not seen. Functions of PAM were as follows: cytostatic activity increased progressively, phagocytosis

gradually decreased, and both showed significant differences from pre-values. No significant change with time

was noted m the NBT reduction. Suppressor activity increased wi也time in some rabbits, and showed a signifi-

cant correlation with cytostatic activity.

The in vitro effect of BRMs on the cytostatic activity of alveolar macrophage was also studied. LPS poten-

bated the cytostatic activity against each of 3 kinds of target cells, while N-CWS, IFN and TNF each potentiated ac-

tivity partially. When these were used in combinations, synergistic effects were observed between LPS and IFN,

between N-CWS and IFN and between TNF and N-CWS.




