
論文の 内容の 要旨

論文題目 癌の リ ンパ 節転移に 関わ る諸因子 の検討

一癌細胞の リ ンパ 節着床機構と局所で の 免疫応答の特殊性に つ い て

指導 教官 名川弘
一

教授

東京大学大学院医学系研究科

平 成9 年 4 月入 学

医学博士課程

外科学専攻

氏 名 中山 洋

< 研究の 目的> 癌 の リ ンパ 節転移は臨床的 に重要な現象で ある に もかかわ らず､ そ の

メカ ニ ズム に つ い て の 基礎的研究はほ とん ど行なわれて い ない ｡ リ ンパ 節転移が生 じる

た めに は ､ 癌細胞 が原 発巣 でリ ン パ管内に浸 潤 し､ 遊離して リ ンパ 節 へ 着床し ､ さらに

浸潤 し ､ か つ リ ンパ 節内で の 免疫機構を回避して増殖する と い う ､ 複数のス テ ッ プが必

要 と考えられ る ｡ 本研究で は ､ 癌細胞の リンパ 節 へ の 着床機構の解明 , 及び ､ 免疫寛容

の うちリ ンパ 節で の ヘ ルパ
ー

T (T h) 細胞 の 比率の 変化をテ
ー マ とし ､ 癌の リ ンパ 節転

移の メカ ニ ズム の 解明の
一

助 とする こ とを目的とした ｡

Ⅰ . リ ンパ管内皮に対する胃癌細胞 B V 9 の動的条件下にお ける接着とそ の メカ ニ ズム

< 目的> 癌の リン パ 節転移は ､ そ の初期に はリ ンパ 節の辺縁洞 に 小さな細 胞集塊を作

っ て 見 られ る場合が 多い o しか しそ の癌細胞の ､ 辺縁洞 へ の 接着機構 に つ い て は 明らか

にされ て い ない ｡ 本研究で は､ 癌細胞がリ ンパ 系の内皮に特異的に接着しう るか ､ また ,

そ の場合には ､ 如何なる 分子機構が働 い て い る の か を明らか にする こと を目的と した ｡



< 方法 > リ ンパ 管内皮細胞はラ ッ トの 胸管か ら分離 ･ 培養し ､ 癌細 胞はラ ッ ト由来の

胃癌細胞株で ある B V 9 を使用 した o B V 9 の 細胞懸濁液を フ ロ ー チ ャ ン バ ー シ ス テ ム を

使用 して ､ リ ンパ 流を模 した動的条件下で リ ンパ 管内皮上 に潅流し ､ 内皮と B V 9 の接

着が生 じるか を観察した ｡ また ､ 内皮細胞 へ の サイ トカイ ン刺激により接着に変化が 生

じる か を観察する と共 に ､ フ ロ
ー 液の組成や癌細胞の抗体処理等によ っ て 接着が抑制さ

れ る か に つ い て も調 べ た ｡

< 結果 > 胸管を切 除 ･ 切 開 し､ 内腔側 を下 に して ディ ッ シ ュ に貼 り付け ､ ディ ッ シ ュ

に移行した細胞 の 培養を行な っ た｡ こ の 細胞は a c e t y l a t e d l o w d e n ;sit y lip o p r o t ei n の 取

り込 みが 陽性で あり ､ リ ンパ 管内皮で ある と判断された ｡ フ ロ
ー の 条件下で B V 9 の 接

着 を観察した と ころ ､ 4 6 5 . 8 5 土2 9 . 2 8 個/ m m 2 と､ 多数の細胞の接着が観察され ､ 比較と

して ラ ッ ト下大静脈 から採取 した血管内皮細胞 の 約 8 倍の 接着数で あ っ た｡ この接着は

リ ンパ 管内皮細胞をI L l
-

β l o n g / m l もしくは T N F
-

α 5 0 0 n g/ m l で 2 4 時間刺激する

こ とに よ っ て 有意に 増加 したが , IF N
-

γ 1 5 0 u / m l 及び I L 4 5 0 0 n g/ m l の刺激 で は増加

は見 られなか っ た .
フ ロ ー 液か ら C a 2 + , M g

2 + を除き ､ E D T A を加 えたと こ ろ ､ 刺激 して

い な い 内皮 へ の 接着は変化しなか っ たが , I L l
-

βで 刺激 した内皮 へ の接着は減少し､ 刺

激 して い ない 内皮 へ の 接着 とほ ぼ同 じにな っ た ｡
こ の ため ､ I L l

-

β によ る接着 の増強機

構にイ ンテ グリ ンの 関与 を疑 い ､ B V 9 を抗イ ンテ グリ ン α 2 抗体で処理 した と こ ろ ､

ⅠL l
-

βで 刺激 した 内皮 へ の 接着は減少し , 非刺激内皮 へ の接着とほぼ同等にな っ た｡

一

方､ 非刺激 内皮に つ い て は B V 9 懸濁液中に ヒアル ロ ン酸を加 えた と こ ろ ､ 有意な接着

の低下が観察された ｡

< 考察 > B V 9 は胸管 由来 の リ ンパ 管内皮細胞 に多数接着し ､ 癌細 胞 の リ ンパ 管 内皮

へ の選択的接着と い う現象が存在す る こ とが 明らか に な っ た ｡
こ れは ､ リ ン パ 節転移 が

生 じる 際に ､ リ ンパ 管内皮 へ の 癌細胞の接着とい うス テ ッ プの存在を示 唆する も の で あ

る o リ ンパ 管内皮をI L l
-

βや T N F
-

α で 刺激する こ とで ､ 接着細胞数が 増加 する こ とか

ら ､ 炎症性サイ トカイ ンの 存在が リ ンパ節転移に促進的に作用する可能性が示唆された ｡

こ の 接着 の 増加は C a 2 + , M g
2 十依存性で あり ､ また ､ 抗イ ン テ グリ ン α 2 抗体 によ る ブロ

ッキ ングで 抑制された ことか ら､ イ ン チグリ ン α2 を介して い る と考えられた ｡ 一 方､

刺激 して い な い リ ンパ 管内皮 へ の 接着は C a 2 十
,
M g

･2 十非依存性で あり ､ 少なく とも 一 部に

は ヒア ル ロ ン酸を認識する分子が関与 して い る もの と考えられた ｡



Ⅱ . 腫療所属リ ンパ 節にお ける T b l 細胞の 減少

< 目的> 癌患者で は Ty p e l の サイ トカイ ンが減少して , T y p e 2 のサイ トカイ ン優位

になっ て いる と言われ て い る ｡ しか し ､ それが T b 細胞自体の 機能の変化により生じて

い る の か ､ T b 細胞の数の バラ ンス に変化が 生じて い る の かは明らか で ない
｡
この ため ､

細胞内サイ トカイ ン を C D 4 と共 に 2 重染色して フ ロ ー サ イ トメ トリ ー

で解析し ､ T b

細胞の 中で T h l 及び T h 2 の 割合に変化 が生じて い る か を調 べ た.

< 方法 > 胃癌及び大腸癌 の 進行癌患者 1 6 名 ､ 及 び健常人ボラ ン テ ィ ア 1 0 名を対 象

とした ｡ 患者群は末梢血及 び切除標本の リンパ 節か らリ ンパ 球を分離した ｡ 健常群で は

末梢血 からリ ンパ 球を分離した ｡ P M A と i o n o m y ci n を使用 して リ ンパ 球を刺激する と

同時に B r e fe 1di n A を加 えて サイ トカイ ンの 輸送を阻害 した o 細胞膜の透過 を行 なっ た

後 ､ F I T C で ラ ベ ル した抗 C D 4 抗体及び p E で ラ ベ ル した抗サイ トカイ ン (I L 2 , I F N
-

γ
,
I L 4) 抗体 で 2 重染色 を行な い ､ C D 4 陽性細胞 中の サイ トカイ ン 陽性細胞 の割合 を

フ ロ
ー サイ トメ ー タ ー

で解析 した o

< 結果 > 疾患者の 末梢血 にお い て は､ I L 2 を産生する T b 細胞の 比率が健常人 の 末梢

血 に比 して 有意に低下 して い た o また , リ ンパ 節にお い て は ､ I L 2 ･ I F N
･

γ の両者で産

生 T h 細胞の 比 率が有意に低下 して い た o

一 方で I L 4 を産生する T h 細胞の 比率は癌患

者の末梢血で もリ ン パ 節で も有意な変化は見 られなか っ た ｡
しか しなが ら ､ リ ンパ 節を

転移 の 有無で 2 群 に分けた場合､ I L 2 ･ I F N
-

γ を産生する Tl1 細胞の 比 率に は有意差が

なかっ たが ､ I L 4 を産生する T b 細胞の 比 率は転移陽性群で 有意 に低下 して い た 0

< 考察 > 癌患者で は末梢血で も腫癌所属リ ンパ 節で も T b l 細胞の 比 率が低下 して い

た o

一

方で ､
T h 2 の 比率に変化は見 られなか っ た . 従 っ て ､ 癌患者で 見 られ る T y p e 2 サ

イ トカイ ン の 優位性は T h l 細胞の 比 率の 低下がその
一

因とな っ て い る と考え られた .

また ､ 腫癌所属リ ンパ 節にお い て は ､ T b l 細胞が減少して い る ために Ⅰ型サイ トカイ ン

の 供給が充分に 出来ず､ 腫癌細胞を拒絶するため の 細胞性免疫を惹起で きな い 可能性が

考え られ たQ

< まとめ>

本研究に より ､ 以下 の結論が得られ た ｡ 1 . リ ンパ 管内皮に癌細胞の接着は生 じう る ｡

2 . こ の接着は I L l -

β
･

T N F
-

α に より増強され る o
3 . I L l - β で増強される接着に は

イ ンテ グリ ン α 2 が関与して い る ｡ 4 . 刺激されて いな い リ ンパ管内皮と B V 9 の 接着は



C a 2
+
･ M g

2 + 非依存性であり ､ ヒアル ロ ン酸を認識する分子 を介して い る 可能性がある ｡

5 . 癌患者におい て は末梢血 ･

腫療所属リ ンパ 節共に T b l 細胞は減少して お り ､ リ ン

パ 節で は殊に顕著で ある ｡ 6 .

一

方 ､ T b 2 細胞の増加 は生 じて お らず ､ 転移がある リ ン

パ 節で はむ しろ減少して い る ｡




