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主論文 Hyperthermiaの Natural Killer活性に

及ぽす影響

~ Rhodamine123を用いたその低下機序

の解析-

論文内容の要旨

緒言

Hyperthermiaは癌の集学的治療の一翼として徐々

に臨床応用が進め られつつあるが，局所における一定

の腫蕩縮小効果が必ずしも予後の改善に至っていない

という報告がみられるのも事実である。この要因のひ

とつに Hyperthermiaが転移あるいは担癌宿主の免

疫能に及ぽす影響が考えられる。そこで，腫蕩の発生

や転移の制御などにおいて重要な役割を演じていると

されている Natural Killer(以下 NK)細胞に及ぽす

Hyperthermiaの影響についてまず検討し，さらにそ

のmechanisinについて，生細胞のミトコンドリア内

膜と特異的に結合しその膜電位を反映する蛍光色素で

ある Rhodamine123(以下 Rh123)を用いた解析を試

み，興味ある結果を得た。

材料と方法

健康成人のへパ リン化末梢血より比重遠心法にて末

梢血リンパ球 (PBL)さらに Large Granular 

Lymphocyte(LGL)を分取した。 NK活性は， Target 

として K562を使使用し，51Crrelease a田ayにて行な

った。 Singlecell cytotoxicity assay (SCCA)はTim-

onenらの方法をやや改変して行い，% Bindingと

cytotoxic effector(%C.E)とを求めた。 inVitro加温

は， Effector cellをtubeに分注し，種々の温度に設定

した water bathに浸して行なった。 Rh123染色は

10μg/ml，20分間 incubateして行ない，その uptakeは

Flow cytometry(F ACS・IV)にて解析した。また PBL

が K562とconjugateをつくったあと， Effector内部

で進行する反応のうち mitochondriaの動向を polari-

zation assayにて検討した。まず PBLとTargetとの

conjugateをRh123にて染色したあと蛍光顕微鏡に

て観察し， PBLのmitochondriaが Targetcel1との

結合面により強く偏位している場合を polarization

( +)， at randomな分布しかみられない場合を polari-

zation(一)と判定し， 100個以上の conjugateを観察し

たあとその polarizationrateを算出じた。

結果

1.健康成人20名の contro1(370C)における NK活性

は55.1:t13.5%で あ っ た が ， こ れ を relative

cytotoxicityとして100%と設定すると，加温処理

(42.5
0

C， 1時間)にて 7. 2:t 3 . 7 %と著明に低

下した。一方 Trypanblueによる viabilityは，加温

直後からすくなくとも assayがおわる 5時間固ま

では有意な変化は認められなかった。

2. SCCAでは，PBLの%C.Eは20.7%から 9.2%

へと加温処理にて有意に低下した。 LGL-enriched

fractionをeffectorと す る と %Bindingも18.1%

から13.1%へと低下した。

3. EffectorをRh123にて染色し，FACS-IVにて解析

すると， LGL-depleted fractionのpeakchannelを

100と設定した場合， LGL~depleted fractionは144:t

10.9と有意に高い uptakeを示した。 K+ionophore

であり mitochondri内膜の膜電位を低下させる

valinomycinにて前処理すると PBLの Rh123の

uptakeは著明に低下した。また valinomycinをNK

の assay系のなかに添加すると濃度依存性に
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cytotoxicityを抑制した。これらの結果から NK細 | 主論文は癌に対する集学的治療の一貫として考えら

胞の細胞傷害機構に mitochondria内膜の高い膜電 | れ，臨床にも広く応用されるようになった温熱療法に

位が関与していることが強く示唆された。 I 注目し従来から局所における癌細胞に対する効果を期

4 ).そこで加温処理後，継時的に PBLの Rh123の | 待して行われて来たが，転移ないし担癌宿主の免疫能

uptakeを検討すると， Histogramのpeakchannel に及ぼす影響について研究されていないのが現状であ

はcontrolの100.4::t:4. 5に比べて加温後5時間目に | る。

は96.0と有意に低下していた 本論文では naturalkillar(NK)細胞に及ぼす温熱の

5 ). polarization rateはcontrolの50.0:t8.2%にた | 効果についてミトコンドリ内膜の膜電位を反映する蛍

いし，加温処理後の PBLでは25.5土8.2%と有意に | 光色素 Rhodamine123(RH123)を用いてその機序の解

低下していた。 I明を試みた。

考案ならびに結語 | 末梢血より比重遠沈法で末梢血リンパ球および

加温処理により NK活性が低下するという事実は large granular lymphocyteを分取し NK活性は

すでに Azocarや Kallandらにより報告されている I K562をTargetとして51Crrelease assayで行った。

が，その mechanismについては明らかにはされてい Cytotoxic assayはTimonenの方法を用い%bind-

ない。 NK細胞の細胞傷害機構は Tqrgetcellとの結 ingとcytotoxiceffectorを求めた。 Rh123uptakeは

合に始まり， lytic factorの放出に至るという一連の仮 Flow cytometryで解析した。また PBLとtargetとの

説は広く認められているものの各段階の詳細について conjugateをRh123で染色後蛍光顕微鏡で観察し，結

は合意に至っているという事項は少なくその解析は困 | 合面への偏位を polarization( + )として100個以上の

難である。そこで，まず著者は NK細胞の細胞傷害機 | 観察でpolarizationrateとして算出した。

構は mitochondria内膜の高い膜電位に依存している | その結果加温により NK活性 Cytotoxicityは低下

ことを示し，さらに加温処理後は Rh123のuptakeが | したが Trypan-blueによる viability判定では明らか

低下することから， mitochondria内膜の膜電位の低下 | でなく， Single cell cytotoxic assay及びcytotoxic

が Hyperthermiaによる NK活性低下のひとつの要 effector共に低下し largegranular lymphocyte添加

因であることを示した。さらに NK細胞が Target により bindingも低下した。 mitochondria膜電位を低

cel，lと結合したあとはその結合部位に高頻度に | 下させる Valinomycinで前処理すると Rh123染色に

mitochondriaの polarizationが出現していることを | 反映される PBLのuptakeは著明広低下した。

見出し，さらに加温処理にてこの polarizationが低下 | また，加温後の polarizationrateもcontrolに比し低

することから Microtubuleなどの細胞骨格にたいす | 下することが認められた。すなわち，加温により膜電

る影響も NK活性の低下の要因として考えられるこ | 位が低下し NK活性が低下する事実を明らかにした。

とを示した。 I 以上の所見は温熱療法により癌細胞の viabilityは

論文審査の結果の要旨 | 障害されるが免疫学的には NK活性の低下が

白石円樹は昭和54年 3月長崎大学医学部を卒業後長 mitochondoriaの膜電位低下に関連しておこる機序を

崎大学医学部附属病院，国立長崎中央病院で外科一般 | 明らかにしたもので従来にみられない新知見で学位に

について研修し，その後北松中央病院，北九州市八幡

病院，田川市立病院を歴任し外科診療の経験を重ね外

科学を修得した。とくに消化器癌の外科的治療に興味

をもち，外科治療とくに補助療法としての温熱療法に

強い興味を懐き研究活動を行った。

平成 2年主論文:Hyperthermiaのnatural killer 

活性に及ぼす影響-Rhodamine23を用いたその低下

構序の解析ーを完成し参考論文26篇を附して長崎大学

医学部研究科委員会に医学博士の学位を申請した。

長崎大学医学研究委員会はこれを平成 2年 2月21日

の定例委員会に付議し，論文内容の要旨を検討し，研

究歴を審議した結果受理して差し支えないものと認め

たので，上記の通り審査委員を選定した。委員は主査

を中心として慎重審査の上平成 2年 4月11日の定例委

員会でその結果を報告した。

値するものとして合格した。
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