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略 語 表 
 

ACL：Activated lymphocyte 活性化リンパ球 
APC：Antigen presenting cell 抗原提示細胞 
CD：Cluster of differentiation 分化抗原群 
cDNA：complementary deoxyribonucleic acid 相補的デオキシリボ核酸 
Ct：Threshold cycle Ct値 
CTL：Cytotoxic T cell 細胞傷害性 T細胞 
DC：Dendritic cell 樹状細胞 
DIG：Digoxigenin ジゴキシゲニン 
ELISA：Enzyme-linked immunosorbent assay 酵素免疫吸着測定法 
FBS：Fetal bovine serum 牛胎児血清 
FITC：Fluorescein isothiocianate フルオレセインイソチオシアネート 
GAPDH：Greceraldehyde-3-phoshate-dehydrogenase グリセルアルデヒド三リン酸

脱水素酵素 
IFN：Interferon インターフェロン 
IL：Interleukin インターロイキン 
hr：Human recombinant ヒトリコンビナント 
hT：Helper T ヘルパーT 
MHC：Major histocompatibility complex 主要組織適合性抗原複合体 
mRNA：messenger ribonucleic acid メッセンジャーリボ核酸 
NK：Natural killer ナチュラルキラー 
NKT：Natural killer T ナチュラルキラーT 
PB：Phosphate buffer リン酸緩衝液 
PBMC：Peripheral blood mononuclear cell 末梢血単核球 
PBS：Phosphate-buffered saline リン酸緩衝生理食塩液 
PCR：Polymerase chain reaction ポリメラーゼ連鎖反応 
PE：Phycoerythrin フィコエリスリン 
PFA：Paraformaldehyde パラホルムアルデヒド 
PHA：Phytohemagglutinin フィトヘマグルチニン 
RBA：Rose Bengal Assay ローズベンガルアッセイ 
QOL：Quality of life 生活の質 
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緒 言 
 

 近年、小動物においても食餌の質や飼育環境の向上などによる寿命の延長に

伴い、腫瘍疾患の発生が著しく増加している（Craig、2001）。従来からの腫瘍に

対する治療法である外科手術、化学療法および放射線療法（BlackwoodとDobson、

1996）は一定の効果がある一方で侵襲も大きいため、状態によっては生活の質

（QOL；Quality of life）を維持することが重要視される小動物の治療法として必

ずしも適切とはいえない場合がある。そこで腫瘍に対する副作用の少ない第 4

の治療法として免疫療法の応用が注目されているが、小動物において最適な方

法は未だに確立されていない。 

 腫瘍免疫の概要を図 1に示した。腫瘍細胞の増殖に伴って局所に惹起された

炎症反応に誘導され、まず樹状細胞（DC；Dendritic cell）が抗原提示細胞（APC；

Antigen presenting cell）として動員される。DC は腫瘍抗原を取り込み、リンパ

臓器に移行して Tリンパ球に抗原を提示する。提示を受けて感作された細胞傷

害性 T細胞（CTL：Cytotoxic T lymphocyte）は、リンパ臓器を離れ腫瘍局所へ動

員されることにより特異的な抗腫瘍免疫が成立する。 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 DC は腫瘍抗原を取り込み、リンパ臓器に移行してTリンパ球に抗原を提示する。提示を受けて感作されたナイー
ブCD8リンパ球はCTLとなりリンパ臓器を離れ、腫瘍局所へ動員される。CTLは、APCにより活性化されたhT細
胞から分泌される IL-2やCTL やNK細胞などから分泌される IFN-J の供給を受けて増殖し、腫瘍細胞表面のMHC
クラスⅠ分子内に提示された腫瘍抗原ペプチドを認識して腫瘍細胞を傷害する。また、リンパ球にはMHCを認識せ
ずに腫瘍細胞を非特異的に傷害することのできるNK細胞およびT細胞とNK細胞の両方の性質を併せ持つNKT細
胞なども存在する。他にも様々な細胞やサイトカインの複雑な共同作業によって免疫機構は形成されている。 
 

図 1. 免疫反応の成り立ち 
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 CTLと共に活性化されたヘルパーT（hT）細胞は、インターロイキン（IL；

Interleukin）-2等のサイトカインを産生しCTLの増殖を促進するとともにAPCを

活性化する。CTLは腫瘍細胞の主要組織適合性抗原（MHC；Major 

histocompatibility complex）クラスⅠに提示されている腫瘍抗原ペプチドを認識

し、腫瘍細胞を傷害する（Callanら、2000；Wangら、2000）。hT細胞自身はMHC

クラスⅡに提示されている腫瘍抗原を認識して腫瘍細胞を傷害し、さらにIL-2

を産生する。またhT細胞は、IL-4やIL-6などを産生してB細胞を形質細胞へと分

化させ、抗腫瘍抗体を産生させる。以上のような機序により腫瘍抗原特異免疫

反応が生じている。またリンパ球には、MHCを認識せずに腫瘍細胞を非特異的

に傷害することのできるナチュラルキラー（NK；Natural killer）細胞と、T細胞

とNK細胞の両方の性質を併せ持つナチュラルキラーT（NKT）細胞なども存在

する（FaragとCaligiuri、2006）。NK細胞はMHCクラスⅠの発現が低下した腫瘍

細胞によって活性化され、インターフェロン（IFN；Interferon）-J の産生を促進

してCTLを活性化し、また細胞傷害顆粒を放出することにより抗原非依存性に腫

瘍細胞を傷害する。腫瘍細胞には正常細胞より MHC の発現が低い細胞が多く、

そのような細胞はCTLの標的になりにくいかわりにNK細胞のよい標的になり得

る（Mocikatら、2003；反町ら、2001；YokoyamaとSeaman、1993）。他にも様々

な細胞やIL-4、-6、-12、IFN-D、�E および �J 等のサイトカインの複雑な共同作

業によって免疫機構は形成されている。生体はこのように、相補的な抗腫瘍機

能を本来有している。 

 しかし、腫瘍という特殊な新生物や担がん状態という特別な病態によって抗

腫瘍免疫が様々な機構で抑制されることがわかってきた（Tadaら、1990；

Yamamotoら、1995；Zouら、1992）。担がん状態では特に T細胞機能が全般的

に低下するが、この T細胞抑制は不可逆的なものではなく、原発腫瘍を早期に

除去することにより、抑制されていた T細胞機能が回復することが知られてい

る（Nagataら、1993；Salvadoriら、2000；Zouら、1994）。しかし、一般的に小

動物においては腫瘍がかなり進行した後、初めて診断される場合が多く、しか

も悪性度の高い腫瘍は進行速度の早いものも多く（WithrowとMacEwen、1989）、

病態の悪化に伴い抗腫瘍免疫が減弱する可能性が高い（IoannidesとWhiteside、

1993）。そのような担がん状態が持続した症例では原発腫瘍を制御しても容易に

免疫機能が回復しないことが推測される。 

 担がん動物の免疫抑制状態を改善する方法として、近年免疫療法が注目され
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ている。ヒト医学で現在研究中および臨床応用されている免疫療法を表 1 に示

した（藤原、2003）。表 1のⅠ、Ⅱおよび

Ⅲは能動的免疫療法といわれ、体内の T 

細胞の機能増強が目的である。代表的なも

のはⅠの DC ワクチンで、体外で DCを誘

導しワクチンとして投与することで体内

における抗腫瘍エフェクター細胞の誘導

増強を図る方法である。しかし、がん宿主

が強い免疫抑制状態にある場合、これら能

動的免疫療法の効果はあまり期待できな

い。ⅣおよびⅤは受動的免疫療法といわれ、

エフェクター細胞を体外で人為的に作製

し、それを移入するアプローチである。Ⅳ

の代表的なものは活性化リンパ球療法で

ある。活性化リンパ球療法は、 

担がん症例から採取したリンパ球を増殖因子と共に体外で培養して活性化し、

当該症例に繰り返し投与して抗腫瘍効果を亢進させる治療法である（Grimmら、

1983）。一般的に腫瘍を退縮させる能力は強くないが、副作用がほとんどないと

いわれている。活性化リンパ球の誘導法に用いられる増殖因子は施療する医療

機関によって様々であり、活性化リンパ球投与による治療法の呼び名もそれに

応じて複数ある。現在、抗 Cluster of differentiation（CD）3 抗体と IL-2 が最も

一般的に用いられる増殖因子であり、その場合に得られる細胞は細胞傷害活性

の高い CD3+ T細胞や NK細胞であるといわれている（Grimm、1986；Nishimura

ら、1992）。活性化リンパ球療法は、ヒト医学領域では悪性腫瘍に対する一つの

免疫療法として臨床応用されており、固形腫瘍を有する患者に対する延命効果

（Ebinaら、2003）や肝臓がんにおける術後の再発率の低下（Takayamaら、2000）

が統計的に証明されている。Ⅴは腫瘍に特異的な抗体を作製し当該症例に投与

する方法である。Ⅵは腫瘍細胞に対する宿主の生物学的応答を修飾することに

より、治療効果をもたらす物質または方法と定義されている。小動物でも一般

的に用いられているサプリメントの投与などがこれにあたる。しかし腫瘍に対

する特異性は一般的に弱いといわれている。 

 小動物では前述のように免疫抑制が重度である可能性が高いため、受動的免

  
 表 1. 腫瘍の免疫療法 
 

Ⅰ がん抗原による免疫誘導 

 1. がんペプチドワクチン 
 2. 樹状細胞（DC）ワクチン 
Ⅱ 副刺激受容体増強 

 1. CTLA-4分子阻害 
 2. CD28受容体刺激 
Ⅲ T細胞に働くサイトカインによる免疫増強 
 1. IL-2 
 2. IL-12 
 3. IFN-D、E および J 
Ⅳ 活性化エフェクター投与による免疫移入 

 1. 活性化リンパ球投与 
 2. 腫瘍浸潤リンパ球投与 
Ⅴ 抗腫瘍抗体による免疫療法 

Ⅵ Biological response modifierによる免疫増強 
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疫療法が適応となる場合が多い。その一つである活性化リンパ球療法は、徐々

に臨床応用されはじめているものの、適切な培養法や投与方法などに関する情

報や、明確に効果が判定されたとの報告は見当たらない。 

 以上のような背景から、本論文では活性化リンパ球療法の腫瘍罹患犬に対す

る適応を検討するため、以下の方法を用いた。まず第 1章では、ヒトの抗腫瘍

免疫において重要とされている NK細胞に関して、その特異的なマーカーの一

つである CD56の、犬におけるメッセンジャーリボ核酸（mRNA；messenger 

ribonucleic acid）発現量の定量のために定量ポリメラーゼ連鎖反応（PCR；

Polymerase chain reaction）を用いて測定系を確立した。次いで、犬の正常臓器に

おける CD56発現量とリンパ球におけるそれとを相対定量し、さらに in situ ハ

イブリダイゼーション法を用いて犬の末梢血単核球（PBMC；Peripheral blood 

mononuclear cell）および刺激培養したリンパ球における CD56 mRNAの局在を

調べた。第 2章では、健常犬の PBMCを抗 CD3抗体と IL-2を用いて刺激培養

して活性化したリンパ球を誘導してその性状を解析し、正常犬における活性化

リンパ球の誘導法について検討した。さらに、その活性化リンパ球を健常犬に

繰り返し投与した際の生体反応について調べた。第 3章では、北海道大学大学

院獣医学研究科附属動物病院に来院した腫瘍罹患症例犬に対して活性化リンパ

球療法を実施し、その経過を詳細に観察してその有効性について評価した。 

 なお、すべての動物実験は、「北海道大学獣医学研究科・獣医学部における実

験動物に関する指針」に従って実験動物委員会の許可を得て実施した。 
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第 1章 犬 CD56 mRNAの相対定量法と正常組織およびリンパ球における CD56

発現様式 
 

1. 序 
 

 神経細胞接着因子として知られている CD56は神経、筋、NK細胞および腫瘍

細胞に広く発現し（Cohavyと Targan、2007；Mooreら、1987；Rutishauser、1996）、

特にヒトにおいては NK細胞の代表的なマーカーとして用いられている

（Takahashiら、2006）。 

 犬では 2005年に CD56の塩基配列やその発現臓器がヒトとほぼ同様であるこ

とが報告された（Bonkobaraら、2005）が、その発現細胞の詳細や機能について

はまだ知られていない。犬のリンパ球中には CD56+細胞の存在が示唆されてい

る（Otaniら、2002）が、犬の NK細胞に CD56が発現しているか否かはまだ分

かっていない。さらに末梢血中での動態も未だ不明であることから、今後犬の

NK細胞を研究するにあたって、CD56の簡単な測定系を確立してその分布様式

を明らかにすることは重要である。 

 そこで本章では、犬の CD56 mRNAの測定系として比較的簡便な定量 PCR法

を用いた方法を作成し、この測定系を用いて犬の正常組織およびリンパ球にお

ける CD56 mRNA発現量を相対定量するとともに、in situ ハイブリダイゼーシ

ョン法を用いて犬の PBMCおよび刺激培養したリンパ球における CD56の局在

を調べた。 
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2. 材料および方法 
 

1)  犬の正常組織 

 過剰量のペントバルビタールナトリウムの静脈内投与による全身麻酔後、

塩化カリウム溶液の静脈内投与によって安楽殺した臨床上異常が認められな

い健常ビーグル成犬雄1頭から大脳皮質、肺、肝臓および腎臓を採取した。組

織は5 mm角に細切して組織中のRNAを安定に保つ保存用試薬（RNA later；

Ambion、Austin、TX、U.S.A.）に4°C で一晩浸漬した後、使用時まで-80°Cで

凍結保存した。 

 

2)  PBMCの採取 

 健常ビーグル成犬5頭（雄3頭、雌2頭、月齢18～26か月、体重12～14 kg）か

ら末梢血を採取し、ヘパリン（10 U/ml血液）を加えて抗凝固処理した。等量

のリン酸緩衝生理食塩水（PBS；Phosphate-buffered saline）で希釈した後、

Ficoll-Paque比重遠心法（Boyum、1968； Kolら、1983）にてPBMCを分離し

た。 

 採取したPBMCは、CD56 mRNAの相対的定量のために1.0×106個をマイクロ

チューブに分取し 5,800×g、22°Cで1分間遠心して上清を捨て、沈渣をタッピ

ングして使用時まで-20°Cで保存した。 

 

3)  PBMCの培養および回収 

PBMCの培養は、Ebinaら（2001）および Itohら（2003）の方法を併せ、一

部改変して以下のように行った。すなわち、ヘパリン加末梢血約 20 mlより分

離した PBMC 3.0×107個を、RPMI1640+9（IL-2：1,000RU/ml、日研生物医学

研究所、京都）、RPMI1640（GIBCO BRL、Gaithersburg、NY、U.S.A.）および

牛胎児血清（FBS：Moregate Biotech、Bulimba、Australia）をそれぞれ 7：2：1

に混合した完全培養液 Complete medium（IL-2：700 RU/ml、10% FBS）10 ml

に浮遊させ、抗 CD3 抗体（1 mg/ml mouse anti canine CD3；Serotec、Oxford、

U.K.）25 Plを生理食塩水 5mlで希釈し、24時間固着させた 75 cm2培養フラス

コにて培養を開始し、培養開始日を 0日目とした。培養は 37°C、5% CO2条件

下で行った。以降、4 、8および 12日目にトリパンブルー色素排除法（Tennant、

1964）によって生細胞を計数した。4日目に Complete mediumを 5 ml追加し、
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8日目より IL-2 175 RU/ml、2.5% FBSとなるように Complete mediumと

RPMI1640を 1：3に混合した培養液を用い、CO2透過性の培養バッグ (A-350、

ニプロ、大阪) にて 14日目まで培養した。 

14日目に細胞浮遊液を回収、50 mlの遠沈管に分注して 850×g、 22°Cで 10

分間遠心して上清を吸引除去し、ヒトリコンビナント（hr；human recombinant）

IFN-D（interferon alpha A、PBL Biomedical Laboratories、NZ、U.S.A.）15U加

RPMI1640+9培養液 15 mlに浮遊させ、15分間 37°C、5% CO2で再活性化した。

その後 PBSで 2回洗浄して細胞を計数し、生理食塩水に浮遊させてこれを培

養活性化リンパ球 (ACL；Activated lymphocyte) とした。この培養 14日目の

ACL 1.0×106個をマイクロチューブに分取し、使用時まで-20°Cで保存した。 
 

4)  フィトヘマグルチニン（PHA）による刺激培養 

 末梢血より分離したPBMCを1.0×106個/ml 10% FBS加RPMI1640に調整し、

5mlをプラスチックシャーレに分注した。そこにPHA（Invitrogen、Carlsbad、

CA、U.S.A.）を終濃度が4%になるように加え、4日間37°C、5% CO2条件下で

培養した。その後回収し、PHA刺激PBMCとして1.0×106個マイクロチューブ

に分取し、使用時まで-20°Cで保存した。 
 

5)  RNAの抽出 

 組織からの全RNAの抽出はChomczynskiとSacchi（1987）の方法に従って行

った。PBMC、PHA刺激PBMCおよびACLからの全RNAの抽出はスピンカラム

（RNeasy mini spin column、Qiagen、Les Ulis、France）を用いて説明書に従っ

て行った。その後RNA溶液は、波長260 nmの吸光度を測定して濃度を100 ng/�l

に調整した。RNA溶液は使用時まで-80°Cで保存した。 

 

6)  逆転写PCR法 

抽出した全RNAを鋳型としてランダムヘキサマープライマー（Promega、

Madison、WI、U.S.A.）とMolonyマウス白血病ウイルス由来逆転写酵素

（MMLV-RT、Invitrogen）を用いて37°Cで60分間逆転写反応を行い相補的な一

本鎖デオキシリボ核酸（cDNA；complementary deoxyribonucleic acid）を得た。

（Kozasaら、2005）。 

CD56のプライマーはヒト（GenBank accession number U63041）、マウス
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（accession number NM010875）および犬（accession number AY860628）のCD56

の塩基配列から高度に保存された領域を標的として設計した。また内部標準

遺伝子として犬のglyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）（accession 

number AB038240）、を用いた。それぞれの遺伝子におけるプライマー配列は

以下の通りである；CD56はヒト遺伝子、GAPDHは犬遺伝子の塩基番号を示す。 

CD56センスプライマー；5’-TGCCGGCATATACAAGTGTGT-3’（299-319） 

アンチセンスプライマー；5’-TGCCCCTGATCTGCAGGTAGT-3’（564-544） 

GAPDHセンスプライマー；5’-GTGCTGAGTATGTTGTGGAG-3’（266-285） 

アンチセンスプライマー；5’-AAGCAGTTGGTGGTGCAGGA-3’（464-445） 

 得られたcDNA反応液にセンスおよびアンチセンスプライマーとTaq DNA 

ポリメラーゼ（ニッポンジーン、富山）を加えてPCRを行った。PCR反応液を

変性（94°C、30秒）、アニーリング（55°C、30秒）、および伸張（72°C、30秒）

の反応条件を35回反復した。得られたPCR産物を2%アガロースゲルにて電気

泳動を行い、紫外線照射下で増幅を確認した。 
 

7)  定量的PCR法 

 リアルタイム PCR法による定量的 PCRは、下記の通り行った。犬の正常組

織、PBMC、ACLおよび PHA刺激 PBMCの CD56 mRNA発現量は ABI7300 

Real-Time PCR system（Applied Biosystems、東京）を用いて相対的に定量した。

リアルタイム PCR反応液には 2 Plの cDNA反応液、2.5 pmolのプライマー、

12.5 Plの SYBR Green PCR master mix（Applied Biosystems、Cheshire、U.K.）

を混合し、滅菌水で 25 Plに調節した。反応液を 50°Cで 2分間、95°Cで 3分

間変性し、変性（95°C、30秒間）、アニーリング（55°C、30秒間）および伸

張（72°C、1分間）の条件で 50回増幅した。 

 得られた増幅産物を相対的に定量するために脳の CD56 mRNAの PCR産物

を用いて検量線を作成した。すなわち CD56 PCR産物をMILLIPORE 

Ultrafree-DA（MILLIPORE、Bedford、MA、U.S.A.）を用いて回収して吸光度

を測定し、10 ng/Plに調整した。PCR産物の分子量とアボガドロ係数よりコピ

ー数を算出し、そのコピー数が 7×100から 7×10-6となる階段希釈を行った。

この 7段階希釈溶液をテンプレートとしてリアルタイム PCRを行い、対数増

幅期に達したサイクル数（Threshold cycle；Ct値）とコピー数から検量線を作

成した（Kaetzkeら、2005）。GAPDHに関しても同様に作成した。作成した検
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量線を用いて各材料の遺伝子発現量を算出し、CD56/GAPDHを相対発現量と

した。 
 

8)  In situ ハイブリダイゼーション 

(1) RNAプローブの作製 

 Digoxigenin（DIG）標識RNAプローブは、DIG RNA labeling kit（SP6/T7）

（Roche Diagnostics、Mannheim、Germany）を用い、説明書に従って作製し

た。RNA転写のためのテンプレートを得るために犬CD56のPCR産物を含む

プラスミドDNAを制限酵素NcoⅠまたはSpeⅠで切断した。それぞれの一本

鎖DNAから、SP6またはT7によるrun-off転写法で、DIG-11-UTPを標識した

特異的なCD56一本鎖RNAプローブを作製した。CD56RNAプローブは、使

用時まで-80°Cで保存した。 

(2) サンプルの準備 

 PBMCと ACLを1.0×106個ずつシランコートスライドグラス（MASコー

トスーパーフロストスライドグラス、松浪硝子工業、大阪）に塗抹して2

時間風乾してin situ ハイブリダイゼーションを行った。また陽性対照とし

て、犬の大脳皮質を用いた。Tissue-Tek OCTコンパウンド（Sakura Finetek、

Zoeterwoude、Netherlands）で包埋し、10 Pmの凍結切片を作製した。4%パ

ラホルムアルデヒド（PFA；Paraformaldehyde）で30分間固定し、PBSで数

回洗浄した後脱水処理し、使用時まで-80°Cで保存した。 
 

(3) In situ ハイブリダイゼーション 

In situ ハイブリダイゼーションは、Kimuraら（2004）の行った方法を一

部改変して下記のとおり行った。すなわち、シランコートスライドグラス

に塗抹したPBMCとACLを、4% PFA加PBSで30分間固定し、PBSで3回洗浄

した。終濃度5 Pg/�lのプロテイナーゼ K（Roche Diagnostics）で 37 °C、

20分間処理し、4% PFAで10分間再固定して0.1Mのリン酸緩衝液（PB；

Phosphate buffer、pH7.4）で洗浄した。次いで各スライドグラスを0.2NのHCl

で10分間処理し、PBで洗浄後、0.25%無水酢酸含 0.1 Mトリエタノールア

ミン（pH8.0）でアセチル化して再度PBで洗浄後、エタノールで脱水して

風乾した。DIG標識CD56アンチセンスRNAプローブをハイブリダイゼーシ

ョン液（50%ホルムアミド、10 mM Tris-HCl pH7.6、tRNA 200 Pg/ml、1×デ
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ンハルト液、10%硫酸デキストラン、600 mM NaCl、1 mMエチレンジアミ

ン四酢酸、0.25%ドデシル硫酸ナトリウム）で100倍希釈し、85°Cで3分間変

性した後各スライドグラスに載せてカバーグラスで密封し、95°Cで5分間、

氷上で1分間処理した。その後47°Cの湿潤環境で16時間反応させた。反応後、

5×SSC溶液（0.75M NaCl、75mM sodium citrate、pH7.0）でカバーグラスを

除去し、50%ホルムアミド/ 2×SSC溶液で30分間、0.2×SSC溶液で20分間（2

回）、いずれも47°Cで洗浄した。ハイブリダイゼーションプローブは、アル

カリフォスファターゼ標識抗DIG抗体キット（DIG Nucleic Acid Detection 

Kit；Roche Diagnostics）を用いて反応させ、nitroblue tetrazolium chloride

（NBT）/ 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate（BCIP）液により発色させて

検出した。なお、発色時間は2時間とした。陰性対象としてセンスプローブ

を用いた。 

 

9)  統計学的解析法 

 すべての結果は、平均±標準誤差（M±SE）で示した。PBMCおよびACL

のCD56 mRNA発現量の変化と、PHA刺激前後でのPBMCのCD56 mRNA発現

量の変化はWilcoxon符号順位検定により有意差を検出した。危険率（p）が
0.05より小さい場合に統計学的に有意差ありとした。 
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3. 結 果 

 

1)  CD56の検量線 

 定量 PCRの有効性について調べるため、標準 DNAコピー数が 7.0×100から 7.0

×10-6となる CD56 PCR産物の各希釈液をそれぞれ増幅し、得られた Ct値とコピー

数から検量線を作成した。その結果、図 1-1に示す高い相関係数（r2）0.9916の検

量線が得られ、コピー数と Ct値との相関性が確認された。GAPDHにおいても同様

に相関性が確認された（データは示していない）。 
 

2)  PCR法による犬正常組織における CD56 mRNAの発現 

(1) 逆転写 PCR法 

 健常ビーグル犬から抽出した大脳皮質、肺、肝臓および腎臓の cDNAを PCR

法により CD56 mRNAの発現を観察したところ、大脳皮質、腎臓および肺で 266bp

のバンドを認めた。このバンドの塩基配列を調べた結果、犬の CD56の塩基配列

と一致した。このバンドは肝臓には認められなかった（図 1-2）。 

(2) 定量 RCR法 

 同様に、大脳皮質、肺、肝臓および腎臓における CD56 mRNA発現量を定量

PCR法により測定し、そのコピー数を GAPDHに対する相対値で表した。同じ材

料を 3回測定したところ、得られた CV（coefficient of variation）値は、大脳皮質 

0.0006%、肺 0.0071%、肝臓 0.0085%および腎臓 0.0066%と安定していた。今回

実験に用いた健常犬では、調べたすべての臓器に CD56 mRNAが認められたが、

発現量は脳が最も高く、次いで肺、腎臓、肝臓の順であった（図 1-3）。 

 

3)  PBMCの増殖率 

 健常犬 5頭より採取された PBMCは、培養開始時 1.1～3.0×107個（平均 2.0×107 

個）であったが、14日間の培養により 0.5～2.2×109個（平均 1.3×109個）に増加

した。増殖率は PBMC数とそれぞれの培養によって得られた ACL数とから算出し

た。その期間の増殖率は 20.4～112倍（平均 65.2倍）であった。 

 

4)  PBMCおよび ACLの CD56 mRNAの相対定量 

 健常犬 3頭より採取したPBMCおよび培養によって得られたACLのCD56 mRNA

発現を定量して GAPDHに対する相対値を調べた結果、すべての犬において、PBMC

および ACLには共に CD56 mRNAが発現していた（図 1-4）が、PBMCより ACL

において CD56 mRNA発現量が有意に高かった（p < 0.01）。 
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5)  PHA刺激前後の CD56 mRNAの相対定量 

健常犬 3頭より採取した PBMCおよび PHA刺激 PBMCの CD56 mRNA発現量を

定量してGAPDHに対する相対値を調べた結果、PBMCよりPHA刺激PBMCのCD56 

mRNA発現量が有意に高かった（図 1-5；p < 0.05）。 
 

6)  PBMCおよび ACLにおける CD56 mRNAの局在 

 In situ ハイブリダイゼーションにより CD56 mRNAの局在を調べたところ、

PBMCでは細胞質に CD56のシグナルが認められた細胞がごくわずかに存在した

（図 1-6A）。14日間の培養により得られた ACLでは CD56のシグナルが認められ

た細胞が増加した（図 1-6B）。陽性対照として用いた犬の大脳皮質では神経細胞の

細胞質に CD56のシグナルが認められた（図 1-6C）。陰性対照として用いたセンス

プローブでは CD56のシグナルを有する細胞は認められなかった（図 1-6D）。 
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図 1-1. CD56 の検量線 

 

 CD56のPCR産物の分子量とアボガドロ係数よりコピー数を算出し、

そのコピー数が 7×100から 7×10-6となる階段希釈を行った。この 7

段階希釈溶液をテンプレートとしてリアルタイム PCRを行い、対数増

幅期に達したサイクル数（Threshold cycle；Ct値）とコピー数から検量

線を作成した。その結果得られた相関係数（r2）は 0.9916 と高く、コ

ピー数と Ct値との相関性が確認された。 

                    （Hoshinoら、2008(a)） 
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図 1-2. PCR 法による正常組織の

CD56 およびGAPDH発現 

 

 PCR産物を 2%アガロースゲルで

電気泳動し、エチジウムブロマイド

で染色した。肝臓以外でバンドが認

められ、この部分の塩基配列を調べ

た結果、犬の CD56の塩基配列と一

致した。マーカー（M）として 100bp

ラダーを用いた。 

 

266bp 

200bp 

200bp 

198bp 

300bp 

300bp 

198bp 

脳 腎臓 肝臓 肺   M
       CD56

脳 腎臓 肝臓 肺  M
      GAPDH
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図 1-3. 犬正常組織における CD56 mRNA発現量の比較 

 

 犬正常組織のCD56 mRNA発現量を定量PCR法によ

り測定し、そのコピー数を GAPDHに対する相対値で

示した。グラフは平均±標準誤差（M±SE）で表した

（n=3）。調べた健常犬の各臓器では、すべてに CD56 

mRNAが認められたが、発現量は脳が最も高かった。 

                           （Hoshinoら、2008(a)） 

0

500

1,000

1,500

2,000

大脳皮質 肺 肝臓 腎臓

C
D

56
/G

A
PD

H



 16 

 

  

 

  

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

      

 

 

 

 

図 1-4.  PBMCおよび ACL における CD56 mRNA

発現量 

 

 定量的 PCR法を用いて PBMCおよび ACLの

CD56 mRNA 発現量を測定した（n＝5）。グラフは

M±SEで表した。今回用いたすべての健常犬の

PBMCおよび ACLに CD56 mRNAが発現していた

が、PBMCより ACLの CD56 mRNA発現量が有意

に高かった（**：p < 0.01）。 

                    （Hoshinoら、2008(a)） 
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図 1-5. PBMCおよび PHA刺激後の PBMCにお

ける CD56 mRNA発現量 

 

 定量的 PCR法を用いて PBMCおよび PHA刺激後

PBMCにおける CD56 mRNA発現量を測定した（n

＝3）。グラフはM±SEで表した。PBMCより PHA

刺激後PBMCのCD56 mRNA発現量が有意に高かっ

た（*：p < 0.05）。 

             （Hoshinoら、2008(a)） 
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図 1-6. 健常犬の大脳皮質およびリンパ球における CD56 mRNAの局在 

 

 In situ ハイブリダイゼーション法により CD56 mRNAの局在を分析した。 

茶色に染色された部位が陽性を示す。 

A：PBMCの塗抹標本。CD56のシグナルが認められる細胞がごくわずかに存在

した。 

B：ACLの塗抹標本。PBMCと比較すると CD56のシグナルが認められる細胞が

増加した。 

C：陽性対照には犬の大脳皮質の凍結切片を用いた。神経細胞の細胞質に CD56

のシグナルが認められた。 

D：陰性対照として ACLに CD56センスプローブを用いた。CD56のシグナルを

有する細胞は認められなかった。 

A：PBMC 

C：大脳皮質 

25Pm 
25Pm 

B：ACL 

D：陰性対照 

P 
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4. 考 察 
 

 本章では、定量 PCRを用いて犬の主要臓器やリンパ球の CD56 mRNA発現量

の相対定量を試みた。測定に要したサンプル量は RNAレベルで 200 ngであり、

これは細胞数にすると約 1.0×104個と少量で、全行程が約 6時間と比較的短時

間で CV値が極めて低くて安定した測定が可能であった。 

 犬の正常主要臓器での CD56 mRNA発現量を測定して GAPDHに対する相対

値で表したところ、大脳皮質が最も発現量が高く、次いで肺、腎臓、肝臓の順

であった。CD56は、脳組織で神経細胞の同種接着に関与する等神経系の発達に

重要な役割を果たしている（Filizら、2002；Thieryら、1982）ため、大脳皮質

での発現量が高かったものと考えられた。肺での発現は、気管支上皮細胞と平

滑筋細胞の相互作用を補助することによって気管支の機能を保っているため

（Filizら、2002）と考えられた。腎臓でもわずかに発現が認められたが、CD56

は間葉系組織の形態発生に重要な役割を果たしており、上皮系へと転化するに

つれて徐々にその発現が低下すると報告されている（Filizら、2003）。今回用い

た犬が成犬であったために発現量が低かったものと考えられた。また逆転写

PCRにて発現が認められなかった肝臓においても、より感度の高い定量 PCRに

て発現量を相対定量することが可能であった。ヒトにおいて CD56+T細胞は肝臓

で分化する胸腺外分化 T細胞である（Mushaら、1998；Satoら、1995）とされ

ているため、肝臓にもごくわずかに CD56が発現していたのは犬においても同様

の現象があるためであると推察された。 

 この定量PCR法を用いてPBMCとACLのCD56 mRNAを相対定量するため、

犬の PBMCを抗 CD3抗体および IL-2存在下で培養して ACLの誘導を試みた。

培養開始時の PBMCから経時的に細胞数を計数していった結果、ACLの細胞数

は徐々に増加し、14日間の培養により最終的に PBMCの 20倍以上に増加した。

リンパ球は活性化されないと増殖しない（Grimm、1986）ため、本章で用いた培

養法で得られた細胞は活性化されたリンパ球集団であると考えられた。 

 同じ細胞数あたりの PBMCと ACLの CD56 mRNA発現量を測定した結果、測

定したすべての犬で PBMCに比べてACLのCD56 mRNA発現量が有意に高かっ

た。このことより今回の培養法により CD56 mRNA発現量が増加したといえる。

また、PHAで刺激した PBMCでも CD56 mRNA発現量が増加した。PHAは T

細胞増殖因子（Nowell、1960）であるが、PHAにより刺激された T細胞が増加
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することにより IFN-J の産生量が増加し、NK細胞などの CD56+細胞が増加した

ため（Bonkobaraら、2005）、結果的に CD56 mRNA発現量が増加したのではな

いかと考えられた。PBMCから接着細胞およびナイロンウール付着細胞を除去

した非接着性 PBMCでも、CD56 mRNA発現量が増加する傾向がみられた（デ

ータは示していない）。これらの方法はいずれも NK細胞を増加させる方法と考

えられているため(Lazdaと Baram、1979)、これらの処置により CD56 mRNA発

現量が増加したという事実から、ヒトの NK細胞と同様に犬の NK細胞において

も CD56が発現している可能性が示唆された。 

 PBMCと ACL について、in situ ハイブリダイゼーションにより CD56 mRNA

の局在を分析した結果、PBMCではごく一部の細胞の細胞質にシグナルが認め

られたが、ACLでは、その割合は PBMCと比較すると高かった。しかし、ヒト

では末梢血リンパ球の 10～15%が CD56+NK細胞であり（Hercendら、1985；Lanier

ら、1986）、それと比較すると今回用いた健常犬の PBMCでは CD56+細胞数およ

び発現量は共にかなり少なかった。 

 以上の結果より、今回用いた PCR法により比較的簡便に犬の CD56 mRNA発

現量を相対定量することが可能であった。その方法を用いて、犬の PBMCを調

べた結果、CD56+細胞がごくわずかに存在し、さらに今回用いた PBMCの刺激

培養法によりリンパ球が活性化され、それらの CD56+細胞の割合が増加した。

したがって、犬においてもその CD56発現と NK細胞との関連が推察された。し

かし、今回は遺伝子としての CD56発現が検出できたにすぎない。実際作用を発

現するのはタンパク質としての CD56であるため、今後は CD56の抗体の作製が

望まれる。 
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5.  要 旨 
 

 本章では、ヒトにおいて NK細胞の主要なマーカーであるとされている CD56

の犬での測定系を作成した。すなわちリアルタイム PCR法を用いて相対定量を

行い、健常ビーグル犬の主要臓器、PBMCおよび刺激培養したリンパ球におけ

る CD56 mRNA 発現量を測定した。また、in situ ハイブリダイゼーション法を

用いて PBMCおよび刺激培養したリンパ球の CD56 mRNAの局在を調べた。 

 その結果、主要臓器では脳における CD56 mRNAの発現量が最も高く、また

刺激培養したリンパ球では PBMCに比べて CD56 mRNA発現量が高かった。In 

situ ハイブリダイゼーション法により PBMCではごくわずかであった CD56 
mRNAのシグナルを認める細胞が、刺激培養したリンパ球では増加した。 

 以上のことから、犬の CD56 mRNAの臓器発現はヒトと同様であり、刺激培

養したリンパ球では発現量および発現細胞ともに増加することが確認された。

犬の末梢血に CD56を有する細胞が存在し、その細胞はリンパ球に対する活性化

刺激で増加することが示唆された。 
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第 2 章 健常犬における培養活性化リンパ球の性状およびその繰り返し投与に

よる健常犬の免疫動態への影響 
 

1. 序 
 

 活性化リンパ球療法は、腫瘍に罹患した症例の血液より採取したリンパ球を

サイトカインにより刺激培養して細胞傷害性の強いリンパ球を誘導し、当該症

例に投与する方法（Grimmら、1983；Nishimuraら、1992）である。本療法では

投与されたリンパ球自体の細胞傷害効果と、その細胞が産生する様々なサイト

カインにより生体内で細胞傷害性 Tリンパ球や NK細胞の作用増強による細胞

性免疫の活性化による腫瘍細胞傷害効果との両者が期待されており、ヒトでは

症例が免疫抑制状態に陥っていてもある程度の効果が見込まれる（Grimmら、

1983）ことから、小動物領域においても免疫療法の一つとして適応が試みられ

ている。 

 しかしながら、実際の臨床例では腫瘍の臨床ステージ、あるいは全身状態な

ど様々な要因によってリンパ球の活性化状態が大きく変動し、その状態を推し

量ることは容易ではない。また、ヒト医学では、活性化リンパ球培養法によっ

て得られる細胞は、CD3+T細胞や NK細胞である（Grimm、1986）といわれて

おり、培養後の細胞では細胞傷害能力が上昇することがわかっている（Wangら、

2002）。犬のリンパ球においても、抗 CD3抗体および IL-2と培養すると細胞数

が増加することは報告されている（Itohら、2003）が、それらの細胞の詳細な性

状や、それらを繰り返し投与した際の生体の免疫動態の変化は検討されていな

い。 

 また、第 1章で刺激培養したリンパ球に CD56の発現量の増加が認められたこ

とから、犬においても CD56発現量の測定が活性化されたリンパ球の誘導指標に

なり得るのではないかと考えられた。 

 以上のような背景から、本章では活性化リンパ球投与の有用性を検討する基

礎データとして、健常犬のリンパ球を培養活性化し、得られた細胞の性状を評

価した。さらに、その細胞を繰り返し投与した健常犬の免疫動態を観察し、こ

の方法の獣医領域における適応性およびその評価方法について考察した。 
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2. 材料および方法 
 

1)  PBMCの採取および刺激培養法 

 臨床上異常が認められない健常ビーグル成犬 6頭（雄 4頭、雌 2頭、月齢

18～26か月、体重 10～14 kg）から第 1章材料および方法の第 2項と同様の方

法で PBMCを採取した。PBMCを 1.0×106個/500 Pl PBSに調整し、それぞれ

500 Plずつマイクロチューブに分注した。1本は CD56 mRNAの相対定量のた

めに 5,800×g、22°Cで 1分間遠心して上清を捨て、使用時まで-20°Cで、また

2本は表面抗原の解析用に使用時まで 4°Cでそれぞれ保存した。 

 採取した PBMCを第 1章材料および方法の第 3項と同様の方法で培養して

活性化し、14日経過した細胞を ACLとして PBMCと同様に回収し保存した。 
 

2)  PBMCおよび ACLを構成する細胞の表面抗原解析 

 4°Cで保存した PBMCおよび ACLは、2時間以内に次の検査を行った。す

なわち、400×g、4°Cで 3分間遠心し、上清をデカントにて除去した。1本の

チューブに陰性対象として 50倍希釈した 10 Plのフルオレセインイソチオシ

アネート（FITC）標識ヤギ抗マウス IgG抗体（Serotec Ltd.）、他の 1本にそれ

ぞれ 10 Plの FITC 標識ラット抗犬 CD4抗体（Serotec Ltd.）、R-フィコエリス

リン（PE）標識ラット抗犬 CD8抗体（Serotec Ltd.）を加えて混合した。検体

は氷上で 30分反応させ、4°Cの PBSで 3回洗浄した。その後 500 Plの PBS

に再浮遊させ、フローサイトメーター（EPICS XL EXPO32 ADC；Beckman 

Coulter Inc.、Fullerton、CA、U.S.A.）にて表面抗原を解析した。 
 

3)  細胞傷害性試験 

 PBMCと ACLの細胞傷害活性を比較した。培養はすべて 37°C、5% CO2条

件下で行った。 

(1)  腫瘍細胞の培養 

腫瘍細胞は、犬の自然発生腫瘍より得られた悪性黒色腫 4 細胞株（CMec、

CMM-1、CMM-2、LMec；東京大学大学院農学生命科学研究科獣医外科学

研究室の佐々木伸雄教授より分与を受けた）（Inoueら、2004）を用いた。

各腫瘍細胞は 10% FBS、10 U/mlのペニシリン Gカリウム、0.1 mg/mlのス

トレプトマイシン、10 mMの HEPES（2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl] 
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ethanesulfonic acid）を添加した RPMI1640で培養した。 

(2)  ローズベンガルアッセイ 

 ローズベンガルアッセイ（RBA；Rose Bengal Assay）を用いて細胞傷害

率を算出した（Gondolfら、1996）。すなわち、腫瘍細胞浮遊液を 10% FBS

加 RPMI1640培地で 1.0×106個/mlに調節し、 Plずつ 96穴平底プレートに

捲き、8時間インキュベータ内で培養して細胞を接着させた。エフェクタ

ー細胞として PBMCおよび ACLを用いた。PBMCは採取後に 1時間 10 cm

プラスチックシャーレで培養して接着細胞を除いた非接着性 PBMCのみを

用いた。エフェクター細胞は腫瘍細胞に対して 12.5：1、25：1、50：1お

よび 100：1となるように 10% FBS加 RPMI1640培地で 0.125～1×107個/ml

に調節し、各穴に 100 Plずつ分注した。陰性対象として 10% FBS加

RPMI1640を 100 Pl添加した。96穴プレートを 14時間共培養した後、各穴

を十分に混和し、培養液を吸引除去した。0.25%に調節したローズベンガル

液（Rose Bengal、和光、大阪）を 100 Plずつ添加し、3分間室温で静置し

た後 PBSで洗浄した。50%エタノール/PBS で生細胞が取り込んだ色素を溶

出し、マイクロプレートリーダー（MTP-120、コロナ電気、茨城）にて波

長 562 nmの吸光度（OD；optical density）を測定した。細胞傷害率は次式

を用いて算出した（Funkら、2003）。 

 細胞傷害率 % ＝ 100 —（OD test／OD control×100 
test：エフェクター細胞と腫瘍細胞の混合培養 control：RPMI1640のみ 

(3)  形態学的観察 

1×106個/mlに調節した CMec細胞浮遊液を 16穴チャンバースライド

（IWAKI、東京）に 150 Plずつ分注して 8時間培養後、同様に用いたエフ

ェクター細胞浮遊液をターゲット細胞との比が 100：1および 50：1になる

ように 150 Plずつ分注し、14時間共培養した。各穴の培養液を除去し、PBS

で洗浄した後風乾し、メタノール固定を行いギムザ液で染色して光学顕微

鏡にて観察した。 

 

4)  CD56 mRNA発現量の相対定量 

 PBMCと培養後 14日目の ACLの CD56 mRNA発現量を相対定量した。RNA

の抽出、cDNAの作製および定量 PCR法は第 1章材料および方法の第 5、6お

よび 7項と同様に行った。 
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5)  IFN-J 濃度の測定 

 IFN-J 濃度は、犬 IFN - Jenzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）キット

（Quantikine；R&D Systems Inc.）を使用して添付説明書に従って測定した。

次項の健常犬に対する ACLの繰り返し投与における培養 14日目の培養上清

と 0、7、14、21、28、35、42、49、56および 70日の血清を採取し、培養細

胞の IFN -J 産生量および個体ごとの経時的な IFN-J 濃度を測定した。 

 

6)  健常犬に対する ACLの繰り返し投与 

 体重 13.3～13.7 kgの健常なビーグル成犬、雄（同腹犬、月齢 18か月）3頭

を用いた。第 1回目 ACL投与時を 0日目として、 -14、0、14および 28日目

にそれぞれ培養用の血液を 20 ml採取し、PBMCを分離培養した。それぞれ

14日後の 0、14、28 および 42日目に、培養後 14日目の細胞を ACLとして

回収し、自己血清と共にそれぞれの供試犬の静脈内に投与した。供試犬はそ

の後 3日間副作用の有無を観察した。 

 また培養後 14日目の細胞を 1.0×106個採取し、定量 PCR にて CD56 mRNA

発現量を相対定量した。 

 -14、7、14、21、28、35、42、49、56および 70日目に供試犬より PBMC

を採取しフローサイトメトリーにて表面抗原の解析および定量 PCRにて

CD56 mRNA発現量を相対定量した。  

 培養液の無菌性を調べるために、14日目の培養液を 1.0 mlマイクロチュー

ブに採取して-20°Cで保存し、発色合成基質法によりエンドトキシン濃度の測

定および TaKaRa PCR Mycoplasma Detection Set（タカラバイオ㈱、滋賀）を

用いてマイコプラズマの検出を行った。 
 

7)  統計学的解析法 

すべての結果は、平均±標準誤差（M±SE）で表示した。PBMCおよびACL

のCD56 mRNA発現量の変化、構成細胞比の変化、細胞傷害能力の変化および

IFN-J 産生量の変化はWilcoxon符号順位検定により有意差を検出した。危険率

（p）が0.05より小さい場合に統計学的に有意差ありとした。 
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3. 結 果 
 

1)  ACLの細胞数 

 健常犬 6頭より採取した PBMCは、培養開始時 1.1～3.0×107個（平均 2.2

×107個）であったが、14日間の培養により 0.5～2.2×109個（平均 1.2×109 個）

に増殖した（図 2-1）。その期間の増殖率は 18.3～112.0倍（平均 57.4倍）であ

った。 
 

2)  PBMCおよび ACLの表面抗原の解析による構成細胞比の変化 

フローサイトメトリーを用いて健常犬 6頭の PBMCと ACLの表面抗原を解

析し、構成細胞比の変化を図 2-2に示した。PBMCでは CD4-CD8-
細胞が多く

認められた。ACLでは CD4-CD8+細胞比が有意（p < 0.05）に増加した。また、
有意差は認められなかったが CD4+CD8+細胞比が増加する傾向が認められた。 

 

3)  細胞傷害率の変化 

PBMCと ACLの細胞傷害試験の結果は図 2-3に示した。グラフはそれぞれ

4種類のメラノーマ細胞に対する細胞傷害率で表した。エフェクター細胞を 

PBMCおよび ACLとし、ターゲット細胞とした犬のメラノーマ細胞とそれぞ

れ 100：1、50：1、25：1および 12.5：1で 14時間共培養したところ、いずれ

の腫瘍細胞株においてもすべての倍率において ACLの細胞傷害率が上昇する

傾向にあった。 

 

4)  形態学的観察 

光学顕微鏡を用いてギムザ染色標本の細胞形態を観察した。エフェクター

細胞とターゲット細胞の比が 100：1および 50：1のいずれにおいても、PBMC 

ではメラノーマ細胞が数多く生存し、PBMCはメラノーマ細胞の周囲には少な

かった。ACLでは全体的にメラノーマ細胞の数が減少し、生存しているメラ

ノーマ細胞の周囲には ACLの集簇がみられた。図 2-4は 50：1の標本で、 図

2-4 aは PBMC、図 2-4 bは ACLを示す。 
 

 

5)  CD56 mRNA発現量の変化 
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定量PCR法を用いてPBMCとACLのCD56 mRNA発現量を比較した結果、

ACLの CD56 mRNA発現量が高い傾向がみられた（図 2-5）。 
 

6)  健常犬に対する ACLの繰り返し投与の影響 

 観察期間中供試犬の一般状態は良好で、特に副作用と思われる反応は認め

られなかった。いずれの培養上清においてもエンドトキシン濃度は検出限界以

下（< 5 pg/ml）であり、マイコプラズマも検出されなかった。 

(1)  細胞数 

 3頭の健常ビーグル犬から 2週おきに 4回採血し回収した PBMCを 14日

間培養して得られたACLの PBMCに対する細胞数を回数ごとの平均値に換

算して増加率を計数したところ、第 1回目 1.92倍、第 2回目 2.18倍、第 3

回目 5.69倍、第 4回目 9.38倍と、回数を重ねるごとに得られる ACLの数が

増加する傾向がみられた（図 2-6）。 

(2) 構成細胞比の変化 

 得られた ACLの性状を評価するために、第 2、3および 4回培養時の 

PBMCと ACLの構成細胞比をフローサイトメトリーにて観察した。第 1回

目は培養細胞数が少なく測定不能であった。図 2-7は 第 2、3、4回目の培

養細胞におけるそれぞれの平均値の推移である。測定したすべての回におい

て CD4-CD8-
細胞比および CD4+CD8-

細胞比が減少し、CD4-CD8+細胞比およ

び CD4+CD8+細胞比が増加する傾向がみられた。 

(3)  CD56 mRNA発現量の変化 

 3頭のACLの培養回数ごとの平均CD56 mRNA増加率を図2-8に示した。

すべての回において PBMCより ACLにおいて CD56 mRNA発現量が増加す

る傾向がみられ、第 1回目（p < 0.01）、第 2回目（p < 0.01）および第 4回

目（p < 0.01）の増加率は有意であった。 

(4)  ACLの IFN-J 産生量 

 培養14日目の培養上清の IFN-J 濃度をACLの IFN-J 産生量としてELISA

により測定した。培養回数ごとに 3頭の平均を図 2-9に表した。コントロー

ルである CM培地に対して 回とも有意に高い IFN-J 産生量を示した（すべ

て p < 0.01）。 

 

(5)  ACLを繰り返し投与した際の免疫動態の変化 
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 PBMCを構成する細胞比の経時的な変化をフローサイトメトリーにより

調べたところ、第 3回 ACL投与時とその 1週間後を比較すると CD4-CD8-

細胞比の減少、CD4+CD8-
細胞比および CD4-CD8+細胞比の増加が認められ

た。第 4回 ACL投与時とその 1週間後にも同様の変化が認められた。いず

れも ACL投与 2週後には投与前と同様の比に戻った。3頭とも同様の変化

を示したが、最も変化の大きかった犬 Aのグラフを図 2-10に示した。なお、

細胞の実数に関しても同様の変化が認められた。 

 PBMCの CD56 mRNA発現量を相対定量したところ、特徴的な変化はみ

られなかった（データは示していない）。 

 血清中の IFN-J 濃度を図 2-11に示した。グラフは 3頭の平均で表した。

14日目の第 2回 ACL投与までは IFN-J 濃度は検出限界以下であったが、21 

日目（ACL 2回目投与 1週間後）から 49日目（ACL 4回目投与 1週間後）

までは徐々に IFN-J 濃度が増加し、3頭すべてにおいて 49日目にピークを

示した。その後は徐々に減少し、70日目（ACL投与終了 1か月後）ではピ

ーク時の約 50%までに減少したが、依然高い値を保っていた。 
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図 2-1. ACL の細胞数の推移 

 

  培養開始時 1.1～3.0×107個（平均 2.2

×107個）であった PBMCは 14日間の

培養により 0.5～2.2×109個（平均 1.2

×109個；約 57倍）に増加した（n＝6）。

グラフは平均±標準誤差（M±SE）で

表した。 
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図 2-2. PBMCおよび ACL の構成細胞比の変化 

 

フローサイトメトリーを用いてPBMCおよびACLの表面抗原

を解析した（n＝5）。グラフはM±SEで表した。ACLではCD4-CD8-

（DN）細胞比および CD4+CD8-
細胞比が減少し、CD4-CD8+細胞

比および CD4+CD8+（DP）細胞比が増加する傾向を示した。特に

CD4-CD8+細胞比の増加は有意であった（*：p < 0.05）。 
                    （Hoshinoら、2008(b)） 

* 
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図 2-3. メラノーマ細胞に対する細胞傷害活性の変化 

 

エフェクター細胞を PBMCおよび ACLとし、ターゲット細胞

として 4種類のメラノーマ細胞を用いて細胞傷害率を算出した（n

＝1）。横軸を各腫瘍細胞株とし、エフェクター：ターゲット比を 

=100:1、 =50:1、 =25:1、 =12.5:1で表しそれぞれ PBMCと ACL

とを比較した。  

いずれの細胞株においても、すべての倍率において ACLの細

胞傷害率が上昇する傾向が得られた。 
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図 2-4. ギムザ染色標本 (エフェクター：ターゲット = 50:1) 

 

 PBMCおよび ACLはチャンバースライドを用いて培養しているため、活性化

されていない PBMC ではリンパ球を含む浮遊細胞は洗浄操作により多くが消失

している。スライド上には単球や好中球を含む付着細胞が存在している。ACL

でも付着細胞であるメラノーマ細胞に付着しているリンパ球以外は消失してい

る。 はメラノーマ細胞を示す。 

a-1.  PBMC（×100）：メラノーマ細胞が数多く生存している。 

a-2.  PBMC（×400）：メラノーマ細胞と PBMCは離れて存在。 

b-1.  ACL（×100）：生存しているメラノーマ細胞はごくわずか。 

b-2.  ACL（×400）：メラノーマ細胞の周囲に ACLの集簇がみられる。 

                       （Hoshinoら、2008(b)） 
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図 2-5. PBMCおよび ACLの CD56 mRNA発現

量 

 

 定量 PCR法を用い PBMCと ACLの CD56 

mRNA発現量を比較した結果、ACLの CD56 

mRNA発現量が高い傾向が得られた（n=4）。グラ

フはM±SEで表した。 
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図 2-6. 採血回数毎の細胞数の変化 

 

 3頭の健常ビーグル犬から 2週おきに 4回

採血し回収した PBMCを 14日間培養して得

られたACLの PBMCに対する細胞数の変化

を調べた（n=3）。グラフはM±SEで表した。

回数が増すごとに得られる ACLが増加する

傾向を示した。 
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図 2-7. 培養回数ごとの構成細胞比の

変化 

 
 すべての回において、ACLにおいて DN
細胞比および CD4+CD8-

細胞比が減少し、

CD4+CD8+細胞比および DP細胞比が増加す
る傾向がみられた（n＝3）。特に 2回目と 4
回目の DN細胞比の減少および 4回目の
CD4-CD8+細胞比の増加は有意であった

（**：p<0.01）。グラフはM±SEで表した。
第 1回目は細胞数が少なかったために実施
していない。   （Hoshinoら、2008(b)）
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図 2-8. 定量 PCR法による CD56 mRNAの増加率 

 

 リアルタイム PCRを用いて PBMCおよび ACLの CD56 mRNA発現

量を相対定量した（n＝3）。ACLの CD56 mRNA発現量は PBMCを 1

とする増加率で表した。すべての回において PBMCより ACLの CD56 

mRNA発現量が増加する傾向が得られ、第 1回目、第 2回目および第

4回目の増加率は有意であった（**：p < 0.01）。グラフはM±SEで表

した。                                  （Hoshinoら、2008(b)）
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図 2-9. ACL の IFN-J 産生量 

 

 培養上清の平均 IFN-J 濃度を培養回数ごとに表した（n＝3）。グラフはM

±SEで表した。陰性対照として用いた complete medium（CM）の IFN-J 濃度

に対して全ての回の ACLとも有意に高い値を示した（**：p < 0.01）。 
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図 2-10. PBMC を構成する細胞比の経時的な変化 

  

 供試犬 Aにおける観察期間中の構成細胞比の変化を示した。ACL投与

日を で示した。28日（第 3回 ACL投与日）とその 7日後を比較すると

DN細胞比の減少、CD4+CD8-
細胞比および CD4-CD8+細胞比の増加が認め

られた。42日（第 4回 ACL投与日）とその 7日後にも同様の変化が認め

られた。両方とも ACL投与 2週後には投与前と同様の比に戻った。
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図 2-11. 健常犬の IFN-J 濃度の経時的変化 

 

 血清中の IFN-J 濃度を測定した（n＝3）。グラフはM±SEで表した。ACL

投与日を で示した。14日目の第 2回 ACL投与までは IFN-J 濃度は検出限

界以下であったが、21日目（ACL 2回目投与 1週間後）から 49日目（ACL4

回目投与 1週間後）までは IFN-J 濃度が徐々に増加し、3頭すべてにおいて

49日目にピークを示した。その後は徐々に減少し、70日目（ACL投与終了

1か月後）ではピーク時の約 50%にまで減少したものの、依然高い値を保っ

ていた。 
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4. 考 察 
 

 本章では犬のリンパ球を活性化させる方法として、Itohら（2003）の方法を用

い、さらに再活性化法として Ebinaら（1998）の方法を用いた。すなわち、マウ

ス抗イヌ CD3抗体と hr IL-2を用い PBMCを 14日間刺激培養し、NK活性を上

昇させるために hr IFN-D と hr IL-2を用いて再活性化するという方法により犬の

活性化リンパ球の誘導を試みた。 

 本章で実施した培養法により、犬の PBMCを 14日間で平均 57.4倍に拡大培

養することが可能であった。14日間の培養で得られた ACLは PBMCと比較す

ると CD4-CD8+細胞比および CD4+CD8+細胞比が増加した。CD4-CD8+細胞は一般

的に CTLの大部分を占めるとされ、その細胞傷害作用はMHC classⅠ拘束性で、

特異的かつ強力である（Reinherzと Schlossman、1980）。CD4+CD8+細胞は、未成

熟なリンパ球でその後 CD4+CD8-
あるいは CD4-CD8+へと分化する（von Boehmer

と Fehling、1997）。 

 また、ACLのメラノーマ細胞に対する細胞傷害能力は培養により増強した。

メラノーマ細胞の周囲を取り囲むように複数の ACLが存在しており、Henkart

（1994）の報告と同様に何らかの接着分子を介してメラノーマ細胞のアポトー

シスが誘導されたのではないかと考えられた。今回のメラノーマ細胞は樹立さ

れた細胞株を用いているために得られたリンパ球とは明らかにMHCが異なっ

ている。そのため、この傷害作用はMHC非拘束性の細胞によるものと思われる。

MHC非拘束性の細胞傷害を示す代表的な細胞は NK細胞および NKT細胞であ

る（Bendelacら、1997；Faragと Caligiuri、2006）。NK細胞はヒトにおいて CD4-CD8-

細胞である（Faragと Caligiuri、2006；Lanierら、1986）とされているが、今回

用いた 14日間の培養により CD4-CD8-
細胞の割合は減少した。さらに、ヒトに

おいて NK細胞のマーカーであるとされている CD56遺伝子（Takahashiら、2006）

発現量は ACLでは増加傾向にあったものの、有意差は得られなかった。以上の

ことから、犬の NK細胞に CD56が発現しているか否かは未だ明確ではないが、

今回増強した細胞傷害作用は NK細胞のみによるものではないと思われる。本

章では Itohら（2003）の報告と同様に培養に抗 CD3抗体を用いているために得

られた細胞のほとんどは CD3+であると考えられる。また CD4-CD8+細胞の増加

がみられたがヒトにおける NKT細胞はほとんどが CD3+であり、CD4-CD8+の細

胞も存在する（Takahashiら、2002）。そのため、今回増強した細胞傷害は NK細
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胞および NKT細胞の両作用である可能性が考えられた。 

 以上のことより、本章の培養法で得られた細胞は活性化されたリンパ球が主

体の細胞集団と考えられる。ヒト医学において同様の方法を用いて培養した細

胞の構成比を調べた報告では、90%以上が T細胞で、残り数%が NK細胞である

とされている（Rousselら、1990）。 

 ACLを健常犬に繰り返し投与した後の PBMCの動態を経時的に調べた結果、

ACLの投与を重ねるごとに培養によって得られる細胞数が増加する傾向が得ら

れた。これは培養された CD4+ CD8-
細胞の投与により IL-2の分泌が促進されて T

細胞が増殖した（Mosmanら、1986）ことにより、活性化された T細胞が増加し

たため、投与回数に伴い得られる細胞が増加したのではないかと推測された。   

 ACLでは すべての犬において IFN-J 産生量が増加し、CD4-CD8+細胞比の顕

著な増加がみられた。特に第 4回目培養の ACLにおける CD4-CD8+細胞比の増

加は顕著であった。また、第 3回および第 4 回投与 1週間後に CD4-CD8-
細胞比

の減少、CD4+CD8-
細胞比の増加および CD4-CD8+細胞比の増加が認められ、同

時期に血清中の IFN-J 濃度がピークを示した。培養により活性化した CD4+CD8-

細胞および CD4-CD8+細胞を供試犬に投与することにより、体内で IL-2や IFN-J 
の分泌が促進され、それらのサイトカインにより T細胞の増殖や NK細胞の増

殖・活性化などが起こり、その結果として血清中の IFN-J 濃度が上昇した（Callan

ら、2000；Chenら、1986）と考えられた。血清 IFN-J 濃度は投与に伴って徐々

に増加した。IFN-J は NK細胞の活性化を促進する（Scottと Trinchieri、1995）

ため、ACLを繰り返し投与した後の PBMCの細胞傷害能力は投与前に比べて増

強しているのではないかと推察された。IFN-J 濃度のピークは 49日目に認めら

れ、その後徐々に低下した。また構成細胞比の変化も ACL投与 2週目には投与

前と同様の比に戻った。これらの反応は 3回目の投与後にみられていることか

ら、今回は 3頭のみでしか行っていないために確実ではないが、活性化リンパ

球の投与を 2週間毎に少なくとも 3回以上行うことにより免疫応答の活性化が

誘導できる可能性が示唆された。また、CD56発現量については、PBMCでは発

現量がごくわずかであったためか、経時的な変化の傾向は認められなかったが、

ACLでは PBMCにくらべて細胞数あたりの発現量が増加していた。そのため、

ACLでは CD56+細胞が増加したと推測された。さらに、マイトジェンで活性化

されたリンパ球では発現が認められるという報告（Bonkobaraら、2005）も存在

するため、定量 PCR法による CD56の相対定量法は、活性化リンパ球誘導の指
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標の一つになり得るのではないかと考えられた。 

 生体内の免疫動態の把握という観点では、本章の結果から判断すると、血清

中の IFN-J 濃度および PBMC構成細胞比の変動を観察していくことで、ある程

度可能なのではないかと考えられた。ヒト医学においては免疫抑制酸性蛋白

（immunosuppressive acidic protein；IAP）などの腫瘍マーカーの測定法が確立し

ており、活性化リンパ球投与期間中にその数値が低下したとの報告（Ebinaら、

1998）があり、効果判定法の一つとして用いられている。獣医領域でも近年、

D�1酸性糖蛋白などを含む腫瘍マーカーの測定が可能になっており、今まで問題

となっていた評価方法の一つとして期待できるのではないかと考えられている。 

 今回用いた犬は健常犬であり、それらの犬において構成細胞比の変化や IFN-J 

の産生量増加などの反応がみられた。免疫抑制状態にある腫瘍罹患犬にこの結

果が外挿できる訳ではないと思われるが本章で行った活性化リンパ球の繰り返

し投与は免疫能の改善効果が期待できるか、あるいは QOLの改善につながる可

能性が期待された。 
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5. 要 旨 
 

 本章では、ヒト医学において臨床応用されている活性化リンパ球療法の、小

動物への適応を調べるためにまず健常犬の PBMCを抗 CD3抗体、hr IL-2および

hr IFN-D を用いて活性化し、得られた細胞の性状を解析した。すなわち表面抗原

解析による構成細胞比の変化、細胞傷害能力の変化、CD56 mRNA発現量の変化

などを調べた結果、得られた細胞は活性化されたリンパ球であることが判明し

た。 

 次いでこの活性化されたリンパ球を健常犬に繰り返し投与し、その生体反応

を詳細に観察した。その結果、繰り返し投与により健常犬の PBMC中の

CD4+CD8-
細胞比および CD4-CD8+細胞比の増加と血清 IFN-J 濃度の上昇が認め

られた。このことより細胞性免疫応答の活性化が起こったものと推察された。

また、特に副作用と思われる反応は認められなかった。 

 以上のことから、抗 CD3抗体、hr IL-2および hr IFN-D により活性化リンパ球

の誘導が可能であること、およびその細胞を繰り返し投与する活性化リンパ球

療法は健常犬において免疫応答を活性化させる可能性が示唆され、腫瘍罹患犬

への適応が期待された。 
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第 3章 活性化リンパ球療法を実施した腫瘍罹患犬 10症例 
 

1. 序 

 

 小動物においてもヒトと同様に腫瘍の完全な制御が腫瘍治療の目的であるが、

現実には様々な理由でその目的が達成されない場合が多い。治療のために行っ

た放射線や化学療法などによる重篤な副作用が原因で治療法の選択が制限され

る場合も少なくない（Wolfesbergerら、2006）。そのような場合には、腫瘍と共

存しながら QOLを保つことも治療の一つの目的となる（Ebinaら、2003）。そこ

で、副作用の少ない新たな治療戦略が求められている。 

 第 2章において、活性化リンパ球の繰り返し投与は健常犬に対して副作用を

全く示さず、免疫反応を活性化する可能性が示された。ヒトにおける腫瘍罹患

症例は一般的に免疫抑制状態に陥っていることが多い（Tadaら、1990；Yamamoto

ら、1995；Zouら、1992）ことから、そのような症例に対して活性化リンパ球を

投与することによって免疫機能の賦活が期待されており、犬においても同様と

考えられる。 

 本研究における活性化リンパ球培養法によって得られる細胞は、ヒトにおいて

はほとんどが CD3+の T細胞である（Ebinaら、2001；Rousselら、1990）と考え

られている。犬においても第 2章の結果から、細胞傷害性が強いといわれてい

る CD4-CD8+細胞や、IL-2を分泌して NK細胞や CD4-CD8+細胞を活性化する

CD4+CD8-
細胞などが多く増殖し、これらを投与することによる直接的な細胞傷

害効果と、分泌される IFN-J や IL-2 などによる免疫賦活作用の両方による抗腫

瘍効果が期待できるのではないかと考えられた。またヒトにおいて活性化リン

パ球は症例の QOLを改善する効果があったと報告（Ebinaら、2003）されてお

り、犬においても同様の効果が期待される。  

 本章では、北海道大学大学院獣医学研究科附属動物病院に来院した悪性腫瘍

罹患犬に他の治療法と併用して活性化リンパ球療法を実施し、QOLや免疫動態

を観察してその有効性について評価した。 
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2. 材料および方法 
 

1)  症 例 

 2005年 3月から 2007年 9月に北海道大学大学院獣医学研究科附属動物病

院に来院した悪性腫瘍罹患犬（例外：症例 9、確定診断実施していない）10

症例（表 3-1）。 

 原則として、何らかの方法で原発腫瘍の制御を行った後、飼い主の同意を

得て活性化リンパ球の繰り返し投与を実施した。 
 

2)  ACLの培養および投与法 

 症例の一般状態および体重に応じて 10～40 mlを採血し、第 1章材料およ

び方法の第 2項と同様の方法で、比重遠心法にてPBMCを分離した。次いで、

抗 CD3抗体を固着させた 75 cm2フラスコにて第 1章材料および方法の第 3

項と同様の方法で 2週間培養して再活性化した細胞を ACLとして自己血清

と共に症例の静脈内に投与した。 

 ACLの投与は 2～4週間隔で 4～12回実施した（表 3-2）。 
 

3)  活性化リンパ球療法の評価項目 

(1)  PBMCの増殖活性 

 それぞれの症例の PBMC数と 14日間の培養により得られた ACL数の

平均をそれぞれ計数し、細胞増殖率を算出した。 

(2)  PBMCおよび ACLの細胞傷害率 

 症例 1の PBMCおよび ACLの、メラノーマ細胞株（CMec細胞）に対

する細胞傷害率を、第 2章材料および方法の第 3項と同様に RBAを用い

て算出した。 

(3)  PBMCおよび ACLを構成する細胞の表面抗原解析 

 フローサイトメトリーによってPBMCおよびACLの細胞表面抗原の解

析を行い、構成細胞の変化を観察した。細胞表面抗原の解析法は第 2章

材料および方法の第 2項と同様に行った。 

(4)  PBMCおよび ACLの CD56 mRNA発現量の相対定量 

 定量PCRを用いてPBMCおよびACLのCD56 mRNA発現量の変化と、

経時的に PBMCの CD56 mRNA発現量を測定した。RNAの抽出、cDNA
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の作製および定量 PCR法は第 1章材料および方法の第 5、6および 7項

と同様に行った。 

(5)  血清 IFN-J 濃度の測定 

すべての症例で血清中の IFN-J の濃度を測定した。IFN-J 濃度は、第 2

章材料および方法第 5項と同様に Quantikine（Canine IFN-J immunoassay、

R&D Systems Inc.）を用いて添付説明書に従って測定した。 

(6)  副作用の有無、経過および飼い主の印象 

 ACL投与直前に、視診、聴診、血液学的および血液生化学的検査を行

った。ACL投与後に関しては、飼い主から副作用、自宅での食欲、活動

性および排尿便の状態について聞き取り、記録した。投与期間中は 1か

ら 4週間隔で来院し、その後は定期的に経過を観察した。定期健診時に

詳しい禀告の他、X線検査および超音波検査によって腫瘍の再発および

転移の有無を確認した。 



 49 

3. 結 果 
 

1)  細胞増殖率 

 すべての症例における PBMCの平均増殖率と診断からの生存期間を表 3-3

に示した。症例 1および 2はそれぞれ 17.42倍、15.60倍と顕著な増殖を示し

たが、症例 3、5、6および 7の増殖率は 1以下であった。10症例の平均増殖

率は 4.94倍であった。また、PBMCの増殖率の高い症例では生存期間が長い

傾向が認められた。   

 症例 4（骨肉腫）では、同時期に化学療法としてドキソルビシンおよびカル

ボプラチンの投与を実施したが、化学療法実施期間中は細胞増殖が抑制された

（図 3-1）。化学療法終了後は少し増殖率が回復したが、実施前ほどは回復し

なかった。 

 原発腫瘍に対する治療前および後での細胞増殖率の観察が可能であった症

例 6（悪性組織球肉腫）では、原発腫瘍に対する治療として行った断脚手術後

において細胞の増殖率が上昇した（図 3-2）。 

 

2)  PBMCおよび ACLの非特異的な細胞傷害率の変化 

 ACL投与実施前に PBMCを採取し ACLを培養することが可能であった症

例 1（骨肉腫）の PBMCおよび ACLの細胞傷害率を図 3-3に示した。すべて

の倍率において、PBMCに比較すると ACLの非特異的な細胞傷害率が上昇し

た。 

 

3)  構成細胞比の変化 

 PBMCおよび ACLの細胞表面抗原を調べることが可能であった症例の構成

細胞比の変化を表 3-4に示した。ACLでは PBMCに比較して CD4-CD8-
細胞の

減少、CD4+CD8-
細胞および CD4+CD8+細胞が増加する傾向が認められた。

CD4-CD8+細胞は症例 1、2、4、6および 8の ACLで顕著な増加が認められた。 
 PBMCに関して構成細胞比の変化を示した症例 2、3および 8の経過を図 3-4

に示した。ACL投与期間中に CD4-CD8-
細胞比の減少、CD4+CD8-

細胞比およ

び CD4-CD8+細胞比が増加する傾向が認められた。 
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4)  CD56 mRNA発現量の変化 

 すべての症例において PBMCの CD56 mRNA発現量の変化は一定の傾向を

示さなかったが、ACLではすべての症例で PBMCと比べて CD56 mRNA発現

量が増加する傾向が認められた（表 3-5）。 
 

5)  血清 IFN-J 濃度の変化 

  症例 6および症例 10において、血清 IFN-J 濃度の上昇を認めた（図 3-5）。

2症例ともに ACL投与前は IFN-J はほとんど認められなかったが、症例 6で

は第 3回 ACL投与後から徐々に IFN-J 濃度が上昇し、第 6回投与時にピーク

を示した。症例 10では第 4回 ACL投与後から徐々に IFN-J 濃度が上昇した。

症例 6では ACL投与終了後若干低下したが、2週後には依然として高い IFN-J 

濃度が認められた。 

 

6)  副作用の有無、経過および飼い主の印象 

 すべての症例において観察期間中特に飼い主が気になるような副作用は認

められず、QOLを良好に保つことができ、ACLの繰り返し投与に関する飼い

主の印象も良好であった。ACL投与に付随したと思われる血液学的および血

液生化学的検査における異常値は認められなかった。 

 それぞれの症例における経過を表 3-6に示した。2007年 12月現在、生存 4

例、死亡 6例である。生存している骨肉腫の 1例（症例 1）では診断から 3年

が経過しており、症例 8の骨肉腫においても 2007年 12月現在、腫瘍の再発お

よび転移は認められていない。症例 9は確定診断未実施の肝臓腫瘍と思われる

症例であるが、今のところ明確な進行は認められていない。症例 10は診断時

すでに腹腔内に転移が認められた消化管腺癌の症例であるが、腫瘍の進行は比

較的緩徐であり、QOLも十分保たれている。 

 死亡した症例のうち症例 2および 7の 2症例は診断時すでに転移が確認さ

れており、症例 5は ACL投与開始時に局所再発が認められていたが、症例 2

では 48か月と長期生存した。診断時転移の認められなかった症例 4および 6

は最終的に転移が認められたが、症例 3は死亡時に腫瘍の再発および転移は認

められなかった。この症例の死因は原発腫瘍と関係のない慢性腎不全による尿

毒症であった。 
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7)  腫瘍の種類による経過 

 それぞれ 3症例ずつ存在した扁平上皮癌と骨肉腫について表 3-7に示した。 

 骨肉腫では死亡は症例 4の 1例のみであるが、いずれの症例も腫瘍の完全切

除が可能であった。症例 4の直接の死亡原因は播種性血管内凝固症候群（DIC）

であるが、死亡時微小な肺転移が確認された。残り 2例に関しては補助療法と

して行ったのは活性化リンパ球療法のみであるが、今のところ腫瘍の再発およ

び転移はみられていない。  

 扁平上皮癌はいずれも原発腫瘍の完全切除が不可能な部位に発生したもの

であり ACL投与開始時にすでに再発もしくは転移が確認されており、最終的

にはそれらが進行した。症例 2および 7は転移病巣の拡大により死亡したが、

症例 5の直接の死亡原因は心タンポナーデによる心不全であった。 
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表3-1. 活性化リンパ球療法を実施した症例の内訳

症例 品種 性 年齢 体重（kg） 腫瘍 原発腫瘍に対する治療法

1 G.R.*1 ♂ 7 36 左尺骨骨肉腫 前肢断脚術

2 G.R.*1 ♀ 7 33 鼻腔内扁平上皮癌 RT*4、PDT*5

3 雑種 ♀ 13 12 膀胱移行上皮癌 膀胱部分切除

4 S.B.*2 ♂ 5 70 右大腿骨骨肉腫 後肢断脚術、化学療法

5 ビーグル ♀ 11 14 下顎扁平上皮癌 片側下顎切除

6 G.R.*1 ♂ 6 44 悪性組織球肉腫 後肢断脚術

7 パピヨン ♀ 12 8 前頭洞扁平上皮癌 PDT*5

8 W.C.*3 ♀ 9 9.4 左中足骨骨肉腫 後肢断脚術

9 G.R.*1 ♂ 11 29.4 ?(肝臓腫瘍)*6 なし

10 シーズー ♂ 7 4.2 消化管腺癌 腸切除術
*1 G.R.：ゴールデンレトリバー
*2 S.B.：セントバーナード
*3 W.C.：ウエルシュコーギー

*4 RT：放射線療法
*5 PDT：光線力学療法
*6症例9：確定診断未実施

♂♀：不妊手術
済みの♂♀
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表3-2. 活性化リンパ球（ACL）投与開始時期、
投与回数および期間

症例 ACL投与開始時期 投与間隔 実施回数 実施期間

1 断脚後4か月 3週 4 2か月
2 RT/PDT終了後12か月 2週 6 3か月
3 膀胱部分切除後2か月 2週 4 2か月
4 断脚後1か月 2週～4週 12 8か月
5 下顎切除後1か月 2週～3週 7 4か月
6 断脚後1か月 2週～4週 7 4か月
7 PDT後1か月 2週～3週 4 3か月
8 断脚後3か月 2週 6 3か月
9 仮診断後2か月 2週 6 3か月

10 腸切除後2か月 2週 6 3か月
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表3-3. PBMCの平均増殖率

2007年12月現在

PBMCの増殖率は PBMC数と
それぞれの培養によって得られ
たACL数とから算出し、症例毎
に平均値を算出した。PBMCの
増殖率が高い症例は、長期生存
が期待される傾向がみられた。

症例 診断からの期間

1 17.42 ＞37か月；生存
2 15.60 48か月で死亡
3 0.03 14か月で死亡
4 2.59 12か月で死亡
5 0.87 6か月で死亡
6 0.57 6か月で死亡
7 0.60 4か月で死亡
8 4.34 ＞10か月；生存
9 4.86 ＞9か月；生存
10 2.56 ＞8か月；生存

増殖率(倍)
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図3-1. 症例4における化学療法
による細胞増殖率の変化

化学療法実施により細胞増殖が抑制さ
れた。グラフは平均±標準誤差
（M±SE）で表した。化学療法終了後は
実施中よりは増殖するようになったが、
実施前程は増殖しなかった。化学療法と
してカルボプラチンおよびドキソルビシ
ンの投与を3週おきに交互にそれぞれ3回
ずつ行った。

A：化学療法実施前
ACL 1～3回目（n=3）

B：化学療法実施中
ACL 4～9回目（n=6）

C：化学療法終了後
ACL 10～12回目（n=3）
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(×107)
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図3-2. 症例6における断脚術実施前後の
細胞増殖率の変化

培養日数

原発治療の制御のために断脚手術を
行ったところ、断脚手術実施1週間前
（n=1）にはほとんど増殖しなかった
PBMCが断脚後2週目から増加するよう
になった（n=6）。断脚実施後のグラ
フはM±SEで表した。

断脚実施1週前

断脚実施2週後
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図3-3. 症例1におけるPBMCおよびACLの細胞傷害性の変化

症例1のPBMCおよびACLのメラノーマ細胞株に対する細胞傷害
率を示した（n=1）。すべての倍率においてACLの細胞傷害率が増
加した。
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表3-4. PBMCおよびACLを構成する細胞比の変化

フローサイトメトリーによりPBMCおよびACLの表
面抗原を解析した。調べたすべての症例でACLのDN
細胞比の減少、CD4+CD8-細胞比およびDP細胞比の増
加が観察された。症例1、2、4、6および8のACLでは
CD4-CD8+細胞比の顕著な増加が認められた。

症例 細胞 DN CD4 CD8 DP
1 PBMC 86.23 11.20 3.03 0.50 3.70

ACL 23.83 53.78 52.80 30.43 1.02
2 PBMC 67.43 28.73 4.07 0.22 7.06

ACL 23.63 43.83 48.20 15.63 0.91
4 PBMC 48.55 24.08 27.98 0.62 0.86

ACL 28.80 25.16 57.74 12.58 0.44
5 PBMC 30.37 33.90 36.80 1.13 0.92

ACL 30.10 49.30 33.43 12.83 1.47
6 PBMC 62.70 26.70 10.50 0.16 2.54

ACL 25.70 39.60 48.00 15.30 0.83
8 PBMC 61.54 27.02 12.78 1.34 2.11

ACL 12.20 73.70 50.60 30.80 1.46
9 PBMC 37.28 24.17 38.63 0.08 0.63

ACL 27.25 34.42 42.07 3.70 0.82
10 PBMC 31.30 27.63 41.25 0.17 0.67

ACL 31.12 44.00 34.57 9.82 1.27

構成細胞比(%)

CD4/CD8比



57

図3-4. PBMCを構成する細胞比の経時的変化

ACL投与日を で示した。ACL投与期間中はDN細胞比の
減少、CD4+ CD8-細胞比およびCD4-CD8+細胞比の増加が観察
された。ACL投与終了後には元の細胞比に戻った。
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A：症例2（扁平上皮癌）

B：症例3（移行上皮癌）

C：症例8（骨肉腫）
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表3-5. ACLにおけるCD56 
mRNAの増加率

ACLの平均CD56 mRNA増加率
は PBMC のCD56 mRNA 発現量
を 1 とする比で表した。
すべての症例において同じ細
胞数あたりの PBMC に比べ ACL 
のCD56 mRNA 発現量が高かった。

症例 CD56 mRNA 増加率

1 1.53
2 3.57
3 1.10
4 1.45
5 8.56
6 1.22
7 2.88
8 1.83
9 3.07

10 1.30
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ACL投与日を で示した。
Aでは第3回ACL投与から、Bでは第4回投与から
徐々にIFN-J濃度が上昇した。Aでは投与終了1か月後も
依然として高い値を保っていた。
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B：症例 10

診断からの経過日数

図3-5. 血清IFN-J 濃度の変化

A：症例 6
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表3-6. 活性化リンパ球療法を実施した症例の経過

2007年12月現在
DIC：播種性血管内凝固症候群

症例 腫瘍 ACL投与開始からの期間 死因 診断から死亡までの期間

1 骨肉腫 32か月 - 生存＞37か月
2 扁平上皮癌 12か月後† 肺転移の拡大 48か月
3 移行上皮癌 13か月後† 慢性腎不全 12か月
4 骨肉腫 11か月後† DIC 14か月
5 扁平上皮癌 5か月後† 心不全 6か月
6 悪性組織球肉腫 5か月後† 全身転移 6か月
7 扁平上皮癌 4か月後† 脳転移 4か月
8 骨肉腫 4か月 - 生存＞10か月
9 肝臓腫瘍疑い 3か月 - 生存＞9か月

10 腺癌 3か月 - 生存＞8か月
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表3-7. 活性化リンパ球療法を実施した骨肉腫と扁平上皮癌の経過

2007年12月現在

症例 発生部位 原発腫瘍の制御 再発・転移 転帰 診断からの生存期間 死亡原因

1 前肢 完全 なし 生存 ＞37か月 -

骨肉腫 4 後肢 完全 肺転移 死亡 12か月 DIC
8 後肢 完全 なし 生存 ＞10か月 -

2 鼻腔 不完全 診断時肺転移あり 死亡 48か月 肺転移巣の拡大

扁平上皮癌 5 下顎 不完全 ACL投与時局所再発あり 死亡 6か月 心不全

7 前頭洞 不完全 診断時リンパ節転移あり 死亡 4か月 脳転移
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4. 考 察 
 

 本章では、第 2章で検討した活性化リンパ球の培養法および評価方法を用い

て、実際の腫瘍罹患犬に補助療法として活性化リンパ球療法を実施した。PBMC

の増殖活性についてはかなりの個体差が認められ、14日間の培養により PBMC

が十分増加する症例、ほとんど増加しない症例など様々であり、また同一症例

でも培養時期により細胞増殖に変化が認められた。ドキソルビシンとカルボプ

ラチンによる化学療法との併用を行った骨肉腫の症例 4では、化学療法実施中

には PBMCの細胞増殖力が低下した。これはドキソルビシンとカルボプラチン

の細胞増殖抑制効果（ChabnerとMyers、1993；Reed、1993）が現れたものと思

われた。しかし、化学療法に起因すると思われるその他の副作用は認められな

かった。化学療法との併用を行った症例はこの 1症例のみであったが、併用し

ても特に問題は認められなかった。原発腫瘍に対する摘出手術前後での細胞増

殖力の観察が可能であった悪性組織球肉腫の症例 6では、術後に細胞増殖力が

上昇した。原発腫瘍を制御することにより、抑制されていた T細胞が増加した

可能性が考えられた（Nagataら、1993；Salvadoriら、2000；Zouら、1994）。ま

た、細胞の増殖率の高い症例では生存期間が長い傾向にあった。特に症例 1お

よび 2では健常犬の ACL増殖率のほぼ下限値であった。増殖する細胞はほとん

どが CD3+の T細胞である（Ebinaら、2001；Rousselら、1990）ことから、これ

らの症例では比較的 T細胞機能が保たれていたことが推測された。症例 3は、

診断時すでに他の症例より高齢であり、また慢性腎不全も併発していたためか

細胞の増殖率は低かったが、14か月と長期生存が可能であった。高齢と慢性腎

不全は、リンパ球の活性を低下させる要因であるとされている（Cohenら、1997）。

しかしながら、第 2章で示した健常犬の PBMCの 14日間培養後の増殖率が平均

57.4倍（18.30～112.0倍）であるのに比べて本章で示した症例犬の増殖率は平均

4.94倍（0.03～17.42倍）と極めて低かった。担がん宿主は腫瘍による免疫抑制

状態に陥っている（Tadaら、1990；Yamamotoら、1995；Zouら、1992）といわ

れているが本章の症例犬においても同様と考えられた。 

 また、ACLでは PBMCと比較すると腫瘍細胞傷害率の上昇、CD4+CD8-
細胞

比およびCD4-CD8+細胞比の増加およびCD56 mRNA発現量の増加が認められた。
この結果は第 2章における健常犬で誘導された ACLの性状と同様であったこと

から、腫瘍罹患犬でも健常犬と同様に活性化されたリンパ球の誘導が可能であ
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った。 

 ACL投与に伴い、ほとんどの症例で PBMCにおける構成細胞比の変化が認め

られ、CD4+CD8-
細胞比および CD4-CD8+細胞比が増加した。このことから、第 2

章の健常犬に対する反応と同様に、腫瘍罹患症例においても細胞性免疫応答が

活性化した可能性が示唆された。しかし、ACL投与終了後には再び CD4+CD8-

細胞比および CD4-CD8+細胞比が減少する傾向にあった。Itohら（2003）の報告
においても同様の現象が報告されている。このような構成細胞比の変化は ACL

の投与による一時的なものであると思われた。 

 血清 IFN-J 濃度の明確な変化を示した症例は、6および 10の 2症例のみであ

った。この 2症例においては第 2章の健常犬と同様にACLの投与期間中に IFN-J 

濃度が徐々に上昇し、ACLの最終投与時には投与前の 2000倍近くに上昇してい

た。症例 6では ACLの投与終了後は IFN-J 濃度が低下する傾向を示したが、投

与終了 2週後では依然として高い値を保っていた。ACLを繰り返し投与するこ

とにより NK細胞等の IFN-J 産生細胞が活性化した可能性が示唆された。 

 死亡した 6例中 3例は診断時すでに転移および再発が確認されていた。摘出

手術後の ACL投与中も転移巣は少しずつ進行したが、比較的 QOLは良く保た

れていた。症例 2では診断時すでに肺転移が確認されていたにもかかわらず、

48か月間の生存が可能であった。この症例は、比較的平均細胞増殖率が高く、

また ACL投与期間中には PBMC中の CD4+CD8-
細胞比および CD4-CD8+細胞比

の増加が観察された。免疫抑制が重度でなかった可能性も考えられたが、ACL

の投与が長期生存に好影響を及ぼした可能性も否定はできないと思われた。診

断時転移の認められなかったのは症例 3、4および 6で、症例 4の死因は DICで

あるが、その時点で微小な肺転移が認められた。生存期間は診断から 48週間と、

断脚手術後に同様の化学療法の併用を実施した骨肉腫の症例報告では生存期間

の中央値は 45週間であった（Kentら、2004）ことから、明確な延命効果は認め

られなかったが、化学療法による副作用を全く認めずに QOLを維持することが

可能であった。症例 6の悪性組織球肉腫では、生存期間が約 6か月間であった

ために延命効果に関しては不明であるが、診断時低下していた一般状態が、ACL

投与に伴い改善したとの禀告があった。この症例では、PBMCの増殖率の上昇

および IFN-J 濃度の上昇も認められた。ACLの投与により免疫応答が活性化さ

れた結果 QOLが改善した可能性が示唆された。 

 骨肉腫の症例 1においては術後 37か月間経過していることから、寛解と判断
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された。この症例は、補助療法として行ったのは免疫療法のみであった。 

 以上のことより、活性化リンパ球療法は、腫瘍罹患症例においても細胞性免

疫応答の活性化によって症例の QOLを維持し、腫瘍の転移および増殖抑制にも

有効な役割を果たす可能性があるものと考えられた。また、その細胞性免疫活

性化の効果判定指標として、PBMCの構成細胞比の変動が犬で有用である可能

性が示唆された。IFN-J 濃度は腫瘍罹患症例においては個体差が大きいためにす

べての症例で有用であるとはいい切れないが、症例によっては指標の一つとし

て有用かもしれない。またヒトにおいて NK活性の指標として用いられている

CD56は、腫瘍罹患症例の ACLで発現量の増加が認められていることから、犬

においては活性化リンパ球誘導の指標の一つとしての有用性が示唆された。 

 本章の症例においては 1例を除いて何らかの方法で原発腫瘍を制御した後に

活性化リンパ球療法を実施しており、厳密な意味での本治療法単独の抗腫瘍効

果判定は難しい。おそらく今後も固形腫瘍の治療法は外科手術が第一選択であ

り、その他併用療法として化学療法あるいは放射線療法が中心となるため、免

疫療法単独で実施されることはほとんどないものと思われる。そのため、本治

療法の有効性は腫瘍の縮小効果を評価するというよりも、より多くの症例を積

み重ねて再発率や生存期間あるいはQOLなどを評価することが適切なのではな

いかと思われた。 

 以上の結果より、本研究で誘導した活性化リンパ球を用いた免疫療法は従来

の治療法と併用することによって症例の QOLを良好に保つことができ、犬の腫

瘍罹患症例に対する補助療法として十分適用可能で、かつ有用であると考えら

れた。 
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5. 要 旨 
 

 本章では、北海道大学大学院獣医学研究科附属動物病院に来院した腫瘍罹患

犬 10症例に対して、第 2章で検討した活性化リンパ球療法を実施した。活性化

リンパ球の投与は 4～12回、2～4週間隔で行った。その結果、健常犬と比較す

ると腫瘍罹患症例では PBMCの細胞増殖率が悪く、末梢血の CD4+CD8-
細胞お

よび CD4-CD8+細胞の割合が少ないという結果が得られた。これは、腫瘍により

細胞性免疫応答が抑制されているためと考えられた。しかし、腫瘍罹患症例に

おいても 14日間の培養により、活性化されたリンパ球の誘導が可能であった。

それらの細胞の繰り返し投与の結果、PBMCの細胞増殖率の上昇、PBMCの構

成細胞比の変化および血清 IFN-J 濃度の上昇がみられた症例が認められた。また、

一般状態の改善が認められた症例も 1症例存在した。最終的には腫瘍の再発お

よび転移を認め死亡した症例が 5症例存在したが、投与期間中の症例犬の QOL

は比較的良く保たれ、副作用は認められず、飼い主の印象も良好であった。 

 本章では何らかの形で原発腫瘍を制御した後、活性化リンパ球の投与を実施

したためにこの治療法の腫瘍縮小効果については判断がむずかしいが、活性化

リンパ球療法は免疫能の抑制によるQOLの低下が起こり得る腫瘍罹患症例犬に

対する補助療法として、十分適応可能で有用な治療法の一つになり得るものと

考えられた。 
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総 括 
 

 従来からの腫瘍治療法の基本である外科手術、放射線療法および化学療法は

小動物において効果的である一方、治療自体が副作用を持つことにより生活の

質（QOL：Quality of life）を低下させることが多い。したがって、副作用の少な

い腫瘍の第 4の治療法として、免疫療法の必要性が高まっている。 

 腫瘍罹患症例は重度の免疫抑制状態に陥っていることが多く、そのために腫

瘍を排除する能力が低下している。そのような症例では、原発腫瘍を制御して

も容易に免疫機能が回復しないことが推察される。免疫を賦活するためには特

異的および非特異的な免疫を誘導する必要があるが、T細胞機能が抑制されてい

る腫瘍罹患症例においては特異的免疫の誘導が困難な場合が多い。その場合に

は、エフェクター細胞を体外で人為的に作製して移入する受動的免疫療法が適

応となる。受動的免疫療法の代表的なものには活性化リンパ球療法があり、一

般的に抗 Cluster of differentiation（CD）3抗体とインターロイキン（IL；Interleukin）

-2によって活性化されたリンパ球を当該症例に繰り返し投与する方法である。

活性化されたリンパ球の集団には、主に CD3+の T細胞とナチュラルキラー

（NK；Natural killer）細胞が含まれ、これらの細胞によって生体内に特異的およ

び非特異的免疫の両者の誘導が可能であるとされている。小動物においても臨

床応用され始めているが、リンパ球の最適な培養法、投与方法および評価方法

などは未だに確立されていない。 

 以上のような背景から本論文では、活性化リンパ球療法の実施方法および評

価方法について検討し、さらに腫瘍罹患症例に対して臨床応用してその有効性

を評価した。 

 まず本研究の第 1章では、ヒトにおいて NK細胞のマーカーであるとされる

CD56に着目し、健常犬の末梢血中における CD56+細胞の動態を調べることを目

的とした。定量ポリメラーゼ連鎖反応（PCR；Polymerase chain reaction）法を用

いて犬の主要臓器、末梢血単核球（PBMC；Peripheral blood mononuclear cell）お

よび刺激培養したリンパ球における CD56メッセンジャーリボ核酸（mRNA；

messenger ribonucleic acid）発現量を相対定量したところ、主要臓器では脳におい

て CD56 mRNA発現量が最も高いことが分かった。また刺激培養したリンパ球

では、PBMCに比べて CD56 mRNA発現量が増加した。In situ ハイブリダイゼ

ーション法により PBMCおよび刺激培養したリンパ球での CD56 mRNAの局在
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を調べたところ、PBMCではごくわずかであった CD56 mRNAのシグナルを有

する細胞は、刺激培養したリンパ球では増加した。以上のことから、健常犬の

リンパ球における CD56 mRNA発現量および発現細胞数はヒトと比べるとかな

り少ないものの、活性化刺激で発現が増加することが判明した。 

 次いで第 2章では、犬における活性化リンパ球の繰り返し投与の適応につい

て調べるため、健常犬の PBMCを抗 CD3抗体と IL-2を用いて刺激培養し、IL-2

とインターフェロン（IFN；Interferon）-D により再活性化した細胞についてその

性状を解析した。その結果、得られた細胞では CD4+CD8-
細胞比および CD4-CD8+

細胞比の増加、細胞傷害能力の上昇および CD56 mRNA発現量増加が認められ、

活性化されたリンパ球であることが判明した。さらに、体外で活性化されたリ

ンパ球を健常犬に繰り返し投与した際の生体反応について調べた結果、PBMC

の構成細胞比の変化および血清 IFN-J 濃度の上昇が認められたため、健常犬に

おいて細胞性免疫応答が活性化された可能性が示唆された。また、特に副作用

と思われる反応は認められなかった。以上のことから、健常犬において、活性

化されたリンパ球の誘導が可能であること、およびその活性化リンパ球を繰り

返し投与することにより免疫応答を活性化できることが示唆された。 

 第 3章では、第 2章で検討した活性化リンパ球の繰り返し投与を、北海道大

学大学院獣医学研究科附属動物病院に来院した悪性腫瘍罹患犬 10症例に対して

補助療法として実施した。腫瘍罹患症例においても 14日間の培養により、活性

化されたリンパ球の誘導が可能であった。それら活性化されたリンパ球を当該

症例に繰り返し投与した結果、PBMCの細胞増殖率の上昇、末梢血 CD4+CD8-

細胞比および CD4-CD8+細胞比の増加、血清 IFN-J 濃度の上昇および一般状態が

改善した症例が認められた。投与期間中の症例犬の QOLは比較的良く保たれ、

副作用は認められず、飼い主の印象も良好であった。そのため、活性化リンパ

球療法は免疫能の抑制によるQOLの低下が起こり得る腫瘍罹患犬に対する補助

療法として十分適応可能で、かつ有効性が期待できるものと考えられた。 

 以上の結果より、犬の末梢血には CD56+細胞が存在し、その細胞はリンパ球

に対する活性化刺激により増加することが判明した。そのため、犬における

CD56の相対定量法は活性化リンパ球誘導指標の一つとしての有用性が示唆さ

れた。また、PBMC を抗 CD3抗体と IL-2を用いて 14日間培養し、IL-2と IFN-D 

により再活性化する方法により、健常犬、腫瘍罹患犬ともに活性化リンパ球の

誘導が可能であった。その活性化リンパ球を繰り返し投与する治療法である活
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性化リンパ球療法は、腫瘍による免疫抑制状態に陥っていると推察される小動

物においても免疫能を改善できる可能性があり、十分適応可能で有用な治療法

の一つであろうと考えられた。また末梢血中の CD4+CD8-
細胞および CD4-CD8+

細胞の構成比や IFN-J 濃度を測定することでこの治療に対する反応が評価でき

る可能性が考えられた。 
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Conventional tumor therapy, including surgery, radiotherapy, and chemotherapy, 

effectively prolongs the survival time of tumor-bearing patients. However, critical 

adverse effects frequently occur during conventional tumor therapy, disturbing the 

quality of life (QOL) of these patients. Immunotherapy is therefore expected to be an 

alternative therapy for accelerating antitumor immunity, while inducing less adverse 

effects. 

In tumor-bearing animals, the activation of spontaneous cellular immunity to 

tumorous tissue is relatively limited, and this suppression of immune function is not 

easily compensated even after the removal of the tumor mass. The induction of both 

specific and nonspecific immunity, especially T cell function, is imperative for the 

activation of antitumor immunity, which is suppressed in tumor-bearing animals. 

Passive immunotherapy by administration of artificially proliferated effector cells that 

are activated ex vivo is considered to be applicable for these immunosuppressed 

animals. Activated lymphocyte therapy is a type of passive immunotherapy; it involves 

sequential administration of autologous lymphocytes stimulated and cultured with 

anti-cluster of differentiation (CD)-3 antibody and human recombinant (hr) interleukin 

(IL)-2. The majority of these cultured cells are speculated to be CD3+ T cells and 
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natural killer (NK) cells, which can induce both specific and nonspecific immunity 

against the tumor mass. It is essential to determine the optimum conditions for 

lymphocyte culture and cell administration and to evaluate this method, which is not 

yet well established. 

The purpose of the present study was to establish the methodology for the 

administration of activated lymphocyte therapy in tumor-bearing dogs and to evaluate 

this therapy. 

In the first part of this study, the dynamics of canine CD56+ cells in peripheral 

blood collected from healthy beagles were investigated. CD56 is considered to be one 

of the markers for NK cells in human beings; thus, canine CD56 is expected to be a 

candidate marker for canine NK cells. Quantitative polymerase chain reaction (PCR) 

method was used to determine canine CD56 messenger ribonucleic acid (mRNA) 

expression in normal tissues, peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), and 

stimulated lymphocytes. The highest CD56 mRNA expression was observed in the 

brain. The CD56 mRNA expression in stimulated lymphocytes was higher than that in 

PBMCs. To localize CD56 mRNA, in situ hybridization was performed. The number 

of CD56+ cells of stimulated lymphocytes was extremely higher than that of PBMCs. 

CD56 mRNA expression in canine lymphocytes was considerably lower; most 

lymphocytes were CD56-. However, in the lymphocytes activated by stimulated 

PBMCs, both the CD56 mRNA expression and the number of CD56+ cells increased. 

In the second part of the study, PBMCs collected from clinically healthy dogs 

were activated using anti-CD3 antibody and hr IL-2 and reactivated using hr interferon 

(IFN)-D and IL-2. The properties of the cells thus obtained were analyzed in order to 

investigate the adaptation of canine activated lymphocyte therapy. In the obtained cells, 

the proportion of CD4+CD8- cells and CD4-CD8+ cells was significantly increased; the 
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cytotoxicity of the cultured cells was reinforced; and CD56 mRNA levels tended to be 

increased. These cells were confirmed to be activated lymphocytes. Furthermore, we 

investigated the effects of sequential administration of these cells in healthy dogs. This 

sequential administration was shown to increase the cell proliferative activity of 

PBMCs, the proportions of CD4+CD8- cells and CD4-CD8+ cells, and the serum IFN-J 

concentration; no severe adverse effects were observed. We concluded that activated 

lymphocytes could be administered to healthy dogs, and sequential administration of 

these cells reinforced the recipient’s immunity. 

In the third part of the study, autogenous activated lymphocytes, which were 

activated in the second part of the study, were sequentially administered as an adjuvant 

antitumor therapy to 10 dogs with spontaneous malignant tumors, in Veterinary 

Teaching Hospital of Hokkaido University. Peripheral blood lymphocytes from 

tumor-bearing dogs were proliferated and activated for 14 days in culture. After 

sequential administration of these activated lymphocytes, the proliferation activities of 

PBMCs, proportions of CD4+CD8- cells and CD4-CD8+ cells, and serum IFN-J 

concentration increased in some cases. The general conditions of all 10 patients 

remained stable, and the patients were comfortable during the entire period of 

lymphocyte administration. The owners of these dogs considered this new concept of 

antitumor therapy acceptable. This shows that the QOL of these tumor-bearing dogs 

was maintained in a relatively favorable state, with no evidence of any adverse effects. 

Activated lymphocyte therapy was therefore thought to be applicable and effective as 

an adjuvant antitumor therapy; moreover, it maintained the QOL in immunosuppressed 

tumor-bearing dogs.  

In conclusion, CD56+ cells existed in canine peripheral blood, and these cells 

proliferated during the process of activation to lymphocytes. Expression of canine 
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CD56 mRNA possibly indicates the activation of lymphocytes. The conditions of 

activation of lymphocytes were then optimized, using anti-canine CD3 antibody, hr 

IL-2, and hr IFN-D in healthy and tumor-bearing dogs. Sequential administration of 

these activated lymphocytes was an applicable and effective therapy for tumor-bearing 

small animals with immunosuppression induced by malignant tumors. 

 


