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マ ウ ス n a t u r a l k ill e r 細胞 の 分化誘導にお けるイ ン タ ー

ロ イ キ ン 3 く工L 3I の役割 こ王L 3 ， 工L 2 相互作用 の解析

金沢大学医学部小児科学講座 く主任 こ 谷 口 昂教授1

犀 川 太

く昭和6 3 年2 月20 日受付I

31 7

マ ウ ス骨髄細胞及 び牌細月包か ら ヒ ト組 み 換 えイ ン タ ー ロ イ キ ン 2 くh u m a n r e c o m b i n a n t i n t e r －

1 e u k i n 2
，
I L 21 に よ っ て誘導さ れ る細胞障害活性 に対す る高純化マ ウ ス イ ン タ ー ロ イ キン 3 くm o u s e in t e r －

1 e u k in 3
，
I L 31 の 影響に つ い て 検討 し， さ ら に ， 免疫不全 マ ウ ス を用 い て， その 作用機序に つ い ても検討

し た
．
まず

，
C B －1 7 マ ウス く正常 マ ウ スl ，重症複合免疫不全マ ウス くm i c e w ith s e v e r e c o m b i n e d i m m u n o ．

d efi ci e n c y ， S C I D マ ウ ス1 及 びヌ
ー

ド マ ウス くN u d e m i c e
，
N u d e マ ウスI の骨髄細胞 をI L 2 及びI L 3 の

存在下 で 5 日間培養 し， 培養後の 骨髄細胞 の 表面 マ ー カ ー

を検 索した ．
工L 2 の 添加に より， T b y －1 陽性細胞

お よ び a si al o － G M l くa G M ll 陽性細胞の 比率が 増加 し， I L 2 ＋I L 3 の 添加で はさ ら に その 比 率が 増加 した．

増加 した細胞 はそ の 表面 マ ー カ ー の 特徴か ら ナ チ ュ ラ ル ． キ ラ
ー 細胞 くn a t u r al k ill a r c ell

，
N K 細胞l と

考え ら れ た．

つ ぎに IL 2 お よ びIL 3 添加培養後 の 骨髄細胞 お よ び肺細胞の 細胞障害活性 を4 時間
51
C r ．

r el e a s e 法に て 検討 した． す べ ての マ ウ ス 骨髄細胞か ら， I L 2 の添加 に より細胞障害敵性が誘導さ れ， その

活性 は工L 2 の 濃度依存性 に 増強し た．
工L 2 く50 U ノm り の 存在下 に 工L 3 を添加 す ると， 誘導され る細胞障害

活性 はIL 2 単独添加 に比 し有意 くp く0 ． 0 5う に 増強 し
，
その 増強はI L 3 濃度依存性で あ っ た ．

しか し
，
I L 3

単独添加で は細胞障害活性は誘導さ れ なか っ た ．

一 方 ， 肺細胞 で はい ずれの マ ウ ス に お い て も1L 2 に よ り

増強され た細胞障害活性は王L3 の添加に よ っ て 影響 され なか っ た ． 次に 脾臓内の 成熟 N K 細胞 を除去す る

目的で ， 前処置 と して 抗 a G M l 血 清 をi n v i v o 投与し た マ ウ ス脾細胞 を用 い て検討した． 抗 a G M l 血清投

与群 で は， い ず れ の マ ウス 牌細胞に お い て もI L 2 に よ り誘導さ れ た細胞障害活性 は工L 3 の添加 に よ っ て増

加傾向を示 し
，
その 増加はI L3 濃度依存性 で あ っ た ．

さ ら に
，
5 －fl u o r o u r a cil く5 － F U l をi n v i v o 投与 した

マ ウ ス 骨髄細胞 を用 い て ， よ り未熟な段階の 骨髄細胞 か ら の 細胞障害活性誘導を検討 した． 5 － F U 投与後 1

日 目お よ び 2 日目の 骨髄細胞 か ら は， 高濃度の I L 2 を添加培養 して も細胞障害活性は誘導さ れ な か っ た

が ， 工L 2 の 存在下 に工L3 を添加 す る こ と に よ り は じ め て細胞障害活性が誘導 され た． 5 － F U で処理 した

S CI D マ ウ ス の 骨髄細胞を用 い て も 同じ結果が得 られ た．
I L 3 の 細胞 障害活性増強 の 作用機序を解明す る

目的で ， T ． B 両 リ ン パ 球の 影響 を認め ない S C I D マ ウ ス の 骨髄細胞 をI L2 及びI L 3 存在下 に培養 し， ラ ッ

ト抗 マ ウス I L 2 レ セ プタ L 単ク ロ ー ン 抗体 く7 D 41 を用 い てI L 2 レ セ プタ ー

の 発現を経時的に調 べ た ． I L 2

単独添 加 で は
，
培養開始36 時間後よ り 工L 2 レ セ プタ ー 陽性細胞の 比率が 増加 し たの に 対 して，王L 2 ＋I L 3 添

加で は培養開始 24 時間後に は すで に明 ら か な 工L 2 レ セ プタ ー 陽性細胞の 増加が認め られ た． また
，
単独添

加に て も
，
工L 2 単独添加よ り早期に I L 2 レ セ プタ ー 陽性細胞の 増加が認め られ た ． 以 上 の 結果から， l L 2 に

よ り骨髄細胞 か ら細胞障害活性が誘導され ， その 活性 を有す る細胞 は表面 マ ー カ ー の 特徴よ り N K 細胞 と

考 えられ た ． そ し て， 工L 3 は骨髄お よ び牌 に 存在 する N K 前駆細胞 に 作用 し
，
工L2 レ セ プタ

ー

を発現させ
，

その 結果と して N K 細胞の 増殖 ． 分化 に 対す る工L2 の 作用 を増強 させ る こ とが 示唆さ れ た．
こ の 増強作用

は T 及 び B リ ン パ 球 を介 した 二 次的作用 の 可能性は少な い と考 えら れ た．

K e y w o r d s in t e rle u k i n 2 ， i n t e rl e u k in 3 ， diff e r e n ti a ti o n of n a t u r al k ill e r c ells ，

m i c e w it h i m m u n o d efi cie n c y dis e a s e ， I L 2 r e c e p t o r

A b b r e vi a ti o n s こ a G M l ， a Si al o ． G M l 三 B M ，
b o n e m a r r o w i C M ，

C O m p le t e m e di um i C T L L
－2
，

m u ri n e I L 2 －d e p e n d e n t c y t o t o x ic T c e11 1i n e ニ E LI S A ， e n Z y m e
－1in k e d i m m u n o s o rb e n t a s s a y ニ



3 1 8

イ ン タ ー

ロ イ キ ン 3 くi n t e rl e u k i n 3 ，I L 31 は ， は じ

め1hl e らりに よ っ て ヌ ー ド マ ウ ス 脾 臓 中 に 20 一 皮 －

h y d r o x y st e r oid d e h y d r o g e n a s e く20 ． a － S D H l を誘導

す る分子 量 280 0 0 の糖蛋白と して精製 され た
21 31
が ， 後

に造血系の多能性幹細胞や造血前駆細胞の増殖， 分化

を促 す 重要 な因子 で あ る こ と が 認 め ら れ
41
，
m ul ti ．

c ol o n y sti m u l a ti n g f a c t o r くm ul ti
－ C S Fl ま た は工L3

の 名称が与 え られ るよ う に な っ た ． 1 L 3 の標的細胞は，

多能性幹細胞お よ び額粒球， マ ク ロ フ ァ
ー ジ

， 好酸球，

好塩基球， 肥満細胞， 巨核球 や赤血球の 前駆細胞 で あ

り
5I
，
こ れ ま で 主と して造血系細胞の 増殖因子 と して

注目 され て き たが ，
さ ら に 最近で は マ ウ ス に お い て，

M i u r a
61
，
H a tt o ri ら

71 に よ り ナ チ ュ ラ ル キ ラ
ー

くn a t u r a l k ill e r ， N K l 細胞 の 分化 に もIL 3 が 関与す る

こ とが明 らか に され て い る．

一 方
，
骨髄細胞 をin vi t r o

でイ ン タ
ー

ロ イ キ ン 2 くi n t e rl e u k in 2
，
I L 21 の 存在下

に 培養す る と， 細胞障害活性 を有す る N K 細胞が 誘導

され る こ とが 報告され て い る
8 ト 10 I

． K al 1 a n d
l り
は ， こ の

工L 2 の N K 細 胞誘導作用 に 対 しIL 3 が 抑制的 に 働く

と報告した．
M i u r a ら が用い た 幹細胞 コ ロ ニ

ー 法に よ

る N K 細胞 の 分化引ある い は N K 細胞株 の樹 立
71 に は

I L 3 は必要因子 で あり， 他方， K al l a n d に よ る と細胞障

害活性の誘導 に 対して は 工L 3 は抑 制因子 で あ る
1 11
と い

う互 い に反す る作用が報告さ れ て い る．
こ れ は， N K 細

胞 が T リ ン パ 球， B リ ン パ 球， お よ び マ クロ フ ァ
ー ジ

等の免疫担当細胞と並 んで 相互に 複雑 なネ ッ トワ
ー

ク

を形成 し て い る
1 2I 用 こ と に 起 因 す る も の か も しれ な

い ．
い ずれ に しても ， I L 3 の N K 細胞 に 対す る作用機

序 と して 一 定の結論が得 られ て い な い ． 今回，王L 3 が マ

ウ ス 骨髄細胞か らの 細胞障害活性の 誘導に どの よう に

関与 して い るか を追求 した． さ ら に ， そ の 作用 機序に

及 ぼす T ． B リ ン パ 球の 影響 を調 べ る た め に， 成熟 T

リ ン パ 球を欠如 した N u d e マ ウス ，
あ る い は T ． B 両

リ ン パ 球を 欠く重症複合免疫不全 マ ウ ス
川 くS C工D マ

ウスう を用い て検討 し， 新 しい 知見を得 たの で 報告す

る．

材料お よ び方法

1
．
マ ウ ス

B o s m a 博士 くT h e I n s tit u t e f o r C an C e r R e s e a r c h ，

P h il a d el p h i a ， P A l よ り供与さ れ た C B
－1 7 ＋ノ＋ くC B －

1 71 お よび ， そ の m u t a n t で ある C B －1 7 s ci d l s cid く重

症複合免疫不全マ ウ ス ， m i c e w i th s e v e r e c o m bi n ed

i m m u n o d efi ci e n c y ， S CI D l
1 41
は金沢大学動物実験施設

の ア イ ソ レ
ー シ ョ ン ケ ー ジに て無菌的に 飼育 し， 8 嶋

1 6 適 齢 の も の を 使 用 し た．
ま た

，
B A L B I c n ul n u

くN u d e H 静岡動物実験農業協同組合 よ り購入l は8 週

齢の も の を使用 した．

II
．
S C I D マ ウ ス の 同 定

マ ウ ス 血 清 中の 免疫 グ ロ ブ リ ン を e n z y m e －1i n k ed

i m m u n o s o rb e n t a s s a y ほLI S A l に よ っ て測定し， 2

JJ g J
I

m l 以 下の マ ウ ス を S C I D マ ウス と して も ち い た．

まず， マ ウ ス 尾静脈 よ り毛 細管に て採血 遠心 し血 清を

得 た． 次 に
， p H 9 ． 6 の 0 ．0 2 ％ ア ジ化ナ トリ ウ ム 含有

0 ． 0 5 M 炭酸緩衝液 で ヤ ギ抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ ン

く1 g G ＋I g A 十I g M l 抗 体 くKi rk e g a a r d 8 t P e r r y

L a b o r a t o ri e s I n c ．
，
G ai th e r s b u r g ， M D l を 1 I2 0 0 0 に

希釈 し， E エA ． 用 9 6 穴平底 マ イ ク ロ タ イ トレ
ー

シ ョ ン

プ レ ー ト けl o w l a b o r a t o ri e s I n c ． ， M c L e a n ， V A l に

0 ． 15 m l ずつ 加 えて 室温で 2 時間 c o a ti n g した ．
つ い

で
，
0 ． 02 ％ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 リ ン 酸 緩衝液

くph o s ph a t e b u ff e r e d s a li n e ， P B S A l に 0 ． 0 5 ％

T w e e n 2 0 くSi g m al を加 えた P B S A － T w e e n で 3 回洗

浄 し
，
1 ％ F B S 加 P B S A － T w e e n で段 階希釈 した マ ウ

ス 被検血清を 0 ． 1 m l ずつ 加 え て 2 時間室温 で 反 応さ

せ た
．
反 応終了後 P B S A － T w e e n で 3 回 洗浄 し， さ ら

に
，
1 ％ F B S 加 P B S A － T w e e n で 1 1 2 0 0 希 釈 し た

フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ 標識 ヤ ギ抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン

くI g G ＋I g A ＋I g M l 抗 体 くK i r k e g a a r d 8 t P e r r y

L a b o r a t o ri e s I n c ．1 を 0 ． 1 m l ずつ 加 え て 室温 で 2 時間

反応 させ た． そ の 後， P B S A － T w e e n で 3 回 洗浄 し
，
最

後 に p H 9 ．8 の ジ エ タ ノ
ー ル ア ミ ン 綬衝液 で p － n itr o ，

p h e n yl ph o s p h a t e くSi g m al を 1 m gl m l に 調整し，0 ．1

m l ず つ 加 えて 室温 で 8 － 1 2 時間反応発色さ せ た． 呈

色 反応 を 吸 光度 計 E A R 40 0 くSlt Tl a b i n st r u m e n t s ，

A u st ri al に よ り波長 492 n m で測定 し， 既知濃度の 標

準血清 くマ ウ ス I g G 抗体H Si g m al よ り被検 マ ウス 血

清免疫 グ ロ ブ リ ン 濃度を 算出 した．

1II ． 骨髄細胞及 び牌細胞の 分 離

骨髄細胞 は， ま ず上 記 マ ウス を エ
ー テ ル 麻酔下 に頸

椎脱臼法 に て 屠殺し， その 後大腿骨及 び脛骨 を取 り出

し
，
2 1 G の 針 を用 い て こ の 針先を回 しな が ら骨の 両端

に 穴 をあ け た．
こ こ よ り プ ラス チ ッ ク 試験管内 へ 以 下

に 記す ， C O m pl e t e m e d i u m くC M l を ， 骨 を通し て強

EノT ， eff e ct o r t o t a r g e t r a ti o i F B S ， f e t a l b o v i n e s e r um ニ F I T C ， fl u o r e s c ei n i s o t h i o c y a n a t e ニ 5
－

F U ， 5 － fl u o r o u r a cil 三I L 2 ， i n t e rle u k in 2 i I L 3 ， in t e rl e u k in 3 ニ N K ， n a t u r al k ill e r 三 P B S ， p
h o s －

p h a t e b uff e r ed s al in e ニ SI g ， S u rf a c e i m m u n o gl o b uli n i S C I D ， S e V e r e C O m bi n e d i m m u n o
．

d efi cie n c y ．



マ ウ ス N E 細胞 の 分化誘導に お け る王L 3
，
工L2 の 相互 作用

く押出し骨髄細胞塊 を得 た． こ れ に さ ら に C M を加 え

て プラ ス チ ッ ク試験管を強く振盗， ま た は パ ス ツ ー ル

ピペ ッ ト に て ピペ ッ テ ィ ン グし， 細胞塊 を ほ ぐ した後，

C M に て 2 回 洗浄後再浮遊し て用 い た． 脾細胞は， マ ウ

ス肺臓 を無菌下 に ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ 上 で 締切 濾過

し，C M に て 2 回 洗浄後再浮遊 して 用 い た．

一 部の 実験

で は抗 a si a l o － G M ． くa G M ll 血 清 く和光純薬， 大阪う

30 ノ上1 を マ ウ ス 尾 静脈よ り 3 日 間連続静注 し， その 翌

日取 り出 した脾細胞， 及 び 5 －fl u o r o u r a cil e5 － F U ， 協和

醗酵， 東京1 1 5 0 m gノk g を
一

回静注後 の マ ウス 骨髄細

胞を用 い た． C M は ペ ニ シ リ ン く200 U ノm lJ
，
ゲ ン タ マ

イ シ ン く10 JL gl m ll ， 0 ． 0 2 M H e p e s 緩衝液 くGI B C O ，

G r a n d I sl a n d ， N Y l ， 5 0 JL M 2
一 メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル

C2
－

m e r C a p t O e th a n o l ， 2
－ M EI

，
1 0 ％非動化牛胎児血清

くh e a t －i n a c ti v a t e d f e t al b o v i n e s e r u m
，
F B S

，
G I B C O l

を含む R P M I 1 64 0 くGI B C Ol 培養液で あ る．

I V ． 培養条件

2 ． 5－5 X l O
6ノm l の 骨髄細胞及 び牌細胞浮遊液 を 96

穴 丸底 マ イ ク ロ プ レ ー ト くC o r ni n g Gl a s s W o r k s ，

C o r n i n g ， N Y l に 0 ． 2 m l ず つ 分注し， ヒ ト組換 えイ ン

タ ー

ロ イ キ ン 2 くr e c o m bi n a n t in t e rl e u ki n 2
，
I L 2l

く塩 野 義製薬， 大阪H 最終濃度 10 －

5 0 0 0 U ノm り及び 高

純化 マ ウ ス イ ン タ ー

ロ イ キ ン 3 くhigh 1 y p u rifi e d

m o u s e i n t e rl e u k i n 3
，
l L 31く工hl e 博 士， N a ti o n al

C a n c e r I n s tit u t e
，
よ り供与H 最終濃度 50 －100 U J

I
m ll

を添加し， 炭酸 ガ ス 培養器 く37
0

C
，
5 ％ C O 2つ 内に て

3 － 7 日間培養 し， エ フ ェ クタ 一

紙胞と した．
ま た

，

培養に 際 して は 2 － 3 日毎 に 半量 く0 ． 1 m lう ずつ 新 し

い リ ン ホ カイ ン添加 C M と交換 した．

V ． 細胞障害活性の 測 定

細胞障害活性 は標的細胞 と して N E 感受 性細胞 で

ある マ ウス リ ン パ 腫 由来 の Y A C － 1 細胞 く大 日本製薬

株式会社よ り購入1 を用 い 4 時間 51 C r － r el e a s e a s s a y
1 51

に て 行っ た ． ま ず
， 標的細胞 を N a 2 5 1 C r O ． くN e w

E n gl a n d N u cl e a r ， B o s t o n ， M A l で ラ ベ ル した後，

C M で 5 x lO ソm l に 調節 した． 上 記の エ フ ェ クタ ー 細

31 9

胞 く0 ． 2 m ll の は い っ た 96 穴丸底 マ イ ク ロ プ レ ー

トの

各穴よ り 0 ．0 6 m l ず つ 上 清を静か に 吸 い 上 げて 捨て，

軽く ピ ペ ッ テ ィ ン グ した後， そ こ に 標的細胞 を 0 ． 1 m l

ずつ 分注 し
，
エ フ ェ ク タ ー 細胞 こ標的細胞比 を100 二

1 ま た は 200 ニ 1 と した． 2 5 X G
，
5 分間遠心 後 37

0

C ，

5 ％ C O 2 下 で 4 時間培養 し， ハ ー

ベ ス ティ ン グ フ レ ー

ム くS k a t r o n
，
N o r w a yl に 吸 収され た上 清中の51 C r 放

出量 を ガ ン マ シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー A R C ．5 01

くア ロ カ， 東 射 で 測定 した． ％細胞傷害能 く％ C yt o －

t o x i cit yl は以 下の 式で算出 した．

％ C y t o t o x i cit y ニ H c p m くe x p e ri m e n t al r el e a s el
－

C p m くs p o n t a n e o u s r el e a s el l c p m くm a x i m u m

r el e a s e ト c p m くs p o n t a n e o u s r el e a s e l H x l O O ニ

m a x i m u m r el e a s e は l ％ トリ ト ン X O ．1 m l を標 的

細 胞 0 ．1 m l に 添 加 し た 時 の 5 1C r 最 大放 出 量 を ，

S p O n t a n e O u S r el e a s e は C M O ． 1 m l を添加 した時の
5 1
C r 自然放出量 を示 した．

VI ． リ ンホ カ イ ン に 対す る 反 応

2 ． 5 X lO
6ノm l の 骨髄細胞及び脾細胞浮遊液 を 96 穴

平底 マ イ ク ロ プ レ ー ト くC o mi n gl に 0 ．2 m l ずつ 分注

し
，
I L 2 く50 0 Ul m ll 及 びIL 3 く50

－

1 0 0 U l m ll を添加

し72 時間ま た は 96 時間培養した． 培養終了 24 時間前

に
3
H 標識 チ ミ ジ ン くt ri ti a t ed th y m id i n e ，

3
H － T d Rl

くN e w E n gl a n d N u cl e a rl を 0 ． 2 p Ci 添加 し， 液体 シ

ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン タ

ー

L P S －7 0 0 くア ロ カう に て

8
H － T d R の 取 り込 み を測定 した

．

耶I ． 細胞表面 マ ー

カ
ー

の 検 索

骨髄細胞及 び脾細胞 を下記に 示 す フ ル オ レ セ イ ン ．

イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト efl u o r e s c ei n i s o thi o c y a n a t e ，

F I T C ト標識抗体 を用い た 直接及 び間接免疫螢光法で

解析 した ． 直接免疫螢光法は F n
l

C 標識の 抗 T b y － 1 ．2

くマ ウ ス T 細胞抗原l 川 ， 抗 L y t ．1 くマ ウス T 細胞分化

抗原フ川 川
，
抗 L yt －2 くマ ウス T 細胞分化抗原う

1 机 7I抗

体 く以 上 B e c t o n D i c k i n s o n ， M o u n t a i n V i e w ， C A l

お よ び F工T C 標識 ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ ン

抗体 くJ a n s s e n ， B e e r s e ， B el gi u m l を用 い た ． 間接螢

T a bl e l ． S u rf a c e p h e n o t y p e o f b o n e m a r r o w c ell s

％ P o siti v e c ell s a

T h y
－1 a G M I L y t

－1 L yt
－2 L 3 T 4 sI g M a c －1

2 ． 8 5 ． 3 1 ． 6

2 ．6 5 ． 7 0
．
1

1 ．1 6 ． 4 0 ．3

1 ． 0 0 ． 8 9 ．1

0 ． 3 0 ． 4 0 ．1

0 ． 1 N D 2 0 ． 0

a T h e p e r c e n t a g e of c e11 s e x p r e s si n g s u rf a c e a n ti g e n w a s a n al y z e d b y a 8 0 W C yt O m et r y ．
S C I D

，
S e V e r e C O m bi n ed i m m u n o d e丘ci e n c y ニ a G M l ， a Si al 0

－ G M l i sI g ， S u rf a c e i m m u n o －

gl o b ul i n ニ N D ， n O t d e t e r m i n ed ．
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光抗体法は 一 次抗体 と して 抗 L3 T 4 抗体1 81 くマ ウ ス ヘ

ル パ ー T 細 胞 分化抗 原lくB e c t o n D i c k i n s o nl ， 抗

a si al 0 － G M l
1 91 くマ ウ ス N K 鞭柑包関連抗原l 血 清 く和光

純薬う， 抗 M a c tl 加 I くマ ク ロ フ ァ ー ジ
， 顆粒球， 骨髄細

胞， N K 細 胞 関連 抗原1 抗 体 C H y b rit e c h I n c o －

r p o r a t e d ， S an Di a g o ， C A l お よび ラ ッ ト抗 マ ウ ス I L
－

2 レ セ プ タ ー 抗体
2 り く7 D 4 抗体， 湊博士 ， 自治医科大

学， よ り供与ン を用 い ， ニ 次抗体 に F工T C 標識 ヒ ツ ジ

抗ラ ッ トIg G お よ びI g M 抗体 お よ び FIT C 標識 ヒ ツ

ジ 抗 ウ サ ギ く工g G ＋I g A 十I g M l 抗 体 く以 上 C a p p el ，

M al v e rn
，
P A l を用い た． 解析 は， レ ー ザ ー フ ロ ー サ

イ ト メ
ー タ ー S p e c t r u m III くO r t h o D i a g n o s ti c

S y s t e m s I n c ． ， W e st w o o d ， M a s sl を使用 した．

1憫 ． 統計学的処甥 ．

細胞障害活性の比較検討 に 際 して ， 得 られ た成績の

正規性が不明 なた め， その平均値の 差 の検定に は 2 群

の場合 は順位和検定法 くW il c o x o n r a n k s u m t e stl を

用い ， 3 群以 上 の場合 は K r u s k aトW alli s 検定法 を用

い た
． 危険率 5 ％以下 を有意差有 り と し， 危険率 10 ％

以下 を傾向あり と判定した ．

成 績

王 ．
マ ウ ス 骨髄細胞及び脾細胞の 表面 マ ー カ

ー

C B －1 7
，
S C I D お よ び N u d e マ ウ ス の骨髄細胞及び脾

T a bl e 2 ． S u rf a c e ph e n o ty p e of s pl e e n c ell s

細胞の 表面 マ ー カ ー

を検索 した く表1 ， 2 う． C B － 17 マ

ウ ス 骨髄中に は
， 僅 か なが ら， T リ ン パ 球の マ

ー

カ ー

をも つ L y t
． 1
，
L yt

－2
，
L 3 T 4 陽性細胞 と， 約10 ％程度の

成熟 B リ ン パ 球 の マ ー カ ー で あ る細胞表面免疫 グロ

ブ リ ン くs u rf a c e i m m u n o gl o b u li n ， SI gl 陽性細胞が存

在 した が ， S C I D マ ウ ス で はそ の 両方 を欠如し， N u d e

マ ウ ス で は T リ ン パ 球 の 欠如 に よ り相対的 な B リ ン

パ 球 の 増加が認 め られ た．
成熟 N K 細胞 を示 す aG M ．

陽性細胞 は， い ずれ の マ ウス と も約5 ％に 認め られ た．

一 方 ， 脾臓 で は， C B －1 7 マ ウス で は大部分を T リ ンパ

球及 び B リ ン パ球が 占め ， a G M l 陽性細胞 は 7 ．2 ％
，

S C I D マ ウス で は T
，
B 両 リ ン パ 球 を欠き ， a G M l 陽性

細胞 は 26 ． 3 ％， N u d e マ ウ ス で は T リ ン パ 球 を欠き大

部分が B リ ン パ 球で ， a G M ． 陽性細胞は 25 ． 9 ％で あっ

た ．
S C I D お よ び N u d e マ ウ ス で は， 牌臓 中の a G M l 陽

性細胞の 比率 は相対的に 高か っ たが ， S CI D ， N u d e マ

ウ ス の脾臓 よ り得 ら れ た細胞数 は C B －1 7 に 比 し て少

な く， 絶対数は い ずれ の マ ウ ス も 同程度 と考 えられ た．

工工 ． 1 L 2 に よ る 骨髄 細胞及 び牌細胞 か らの 細胞障害

活性の 誘導

まず， I L 2 非刺激 に よ る マ ウス 新鮮骨髄細胞及 び脾

細胞の Y A C －1 細胞 に 対 す る細胞障害活性 を測定 した

く表3 コ． 骨髄細胞で は い ずれ の マ ウ ス も細胞障害活性

は低 く， 1 0 ％以 下 で あ っ た ． 脾細胞で は ，
S C王D お よび

％ P o siti v e c ell s a

T h y
－1 a G M I L yt

． 1 L y t
－2 sI g

3 2 ． 1 7 ． 2

1 3 ． 7 2 6 ． 3

5 ． 5 25 ． 9

2 8 ．8 9 ，
8 5 7 ． 0

0 ．3 0 ． 8 －0 ． 9

0 ． 9 0 ． 8 75 ．3

a T h e p e r c e n t a g e of c ell s e x p r e s si n g s u
rf a c e a n ti g e n w a s a n al y z e d b y a 8 0 W C yt O m e t r y －

S C I D
，
S e V e r e C O m bi n e d i m m u n o d e fi ci e n c y i a G M l ， a Si al o

－ G M l i Sl g ， S u rf a c e i m m u n o gl o
－

b uli n ．

T a bl e 3 ． C yt o t o x i c a cti vit y of f r e s h b o n e m a r r o w c ell s a n d s p
l e e n c ell s

％ C yt o t o xi city
a

B o n e m a r r o w c e11 s
b S pl e e n c ell s

e

a

p e r c e nt c yt o t o x icit y w a s m e a s u r e d b y
a 4 －h r 5 1 C r － r el e a s e a s s a y u si n g Y A C

－1 c ell s a s

t a r g et s ． E ff e c t o r こ t a r g e t r a ti o
二 1 0 0 ニ 1 －

b
，
C B o n e m a r r o w c e11 s a n d s pl e e n c e11 s w e r e p r e p a r e d f r o m p o ol e d b o

n e m a r r o w o r s pl e
－

e n s o f t w o o r th r e e m i c e ．

S C I D
，
S e V e r e C O m bi n e d i m m u n o d e fi ci e n c y ．



マ ウ ス N K 細胞 の 分化誘導に お け る1L 3
，
工L 2 の 相互作用

N u d e マ ウ ス に お し
1 て は C B ．1 7 マ ウ ス よ り も 有意 に

細胞障害活性 は高く ， 脾臓中の a G M l 陽性細胞 の 比率

の 高さ を反 映し て い る もの と 考え られ た．

つ ぎ に ， 5 x l O
5l w e11 の 骨 髄 細胞 e2 ． 5 X l O

6

l m l ，

0 ． 2 m lノw elり に 10 Ul m ト 5 0 0 0 U l m l の 濃 度 の IL 2

を添加 して 7 日間培養 し， 培養3 日， 5 日 ， 7 日目の

骨髄細胞 よ り誘導さ れ る 細胞障害活性 を調 べ た く図

い ． 同様 に 脾細胞 に も IL 2 を添加 し
，
I L 2 に よ る細胞

障害活性の 増強 を調 べ た．
い ずれ の マ ウ ス に お い て も

，

細胞障害活性 は骨髄細胞， 肺細胞 と も に 王L 2 濃度依存

性に 増強 し， 培養3 －5 日目 で最高を 示 し， 以後低下

した．
しか し

，
工L 2 の 濃度 が 500 U ノm l 以上 で は

，
5 0 0 0

Uノm l ま で 高濃度の 王L 2 を加 えて も活性 は それ 以 上 増

強され ず， プ ラ ト ー

ま たは やや 減少の 傾向を示 し た．

以 上 の 結 果よ り 以後 の 実験 は王L 2 を 最終濃度 50 U ノ

m l と し， 5 日 間培養 で 行 っ た ．

王m リ ン ホ カ イ ン 刺激 に よ る チ ミ ジ ン の 取り込 み

I L 2 及 び IL 3 に対 す る反応性 を調 べ る た め に
，
5 X

l O
5 個の 骨髄細胞 また は脾細胞 に ，王L 2 及びI L 3 を添加

し3 日間培養後の チ ミ ジ ン の 取り込 み を検討し た く表

4l ． C B －1 7 お よ び S CI D マ ウス 骨髄細胞 で は
，
I L 2 あ

る い はI L 3 の添加 に よ りチ ミ ジ ン の 取 り 込 み は増加

し，工L2 十1 L 3 添加で 最も高い 取 り込 み を示 した
．
また ，

S CI D マ ウス の 肺細胞 で もI L2 ある い はIL 3 の 添加 に

よ りチ ミ ジ ン の 取り 込 み は増加 し， S C I D マ ウ ス の脾

臓に は T ， B リ ン パ 球以外 に もI L2 あ る い はIL 3 に 反

応す る細胞群の 存在が 示唆さ れ た．

王V ． I L 2 に よ り誘 導さ れ る 細胞障害活性 に 対 す る

1 u の 影響

5 X l O
5

l w e11 く2 ． 5 X l O
6

l m l ， 0 ． 2 m ll w elll の 骨髄細

胞ま た は 牌細胞 を工L 2 く別 Uノm り 存在下 に 50－100

Uノm l の 濃度の I L 3 を添加し
，
5 日 間培養後 の 細胞障

ー

l

蔓
－

O
1

0
1

h

O

沢

3 2 1

二十i
．． ニ ーキニ

ニ十ニー ニ ニ
S Cl b 8

■
巾 ■ M

■
r r ■ V 6 ■ ll 暮

二＋．こ三
三

Fig ． 1 ． K i n e ti c s o f r e c o m b i n a n t h u m a n i n t e rl e u k i n

2 くI L 2I o n th e c y t o t o x i c a cti v it y o f c ul t u r ed b o n e
m a r r o w c ell s a n d s pl e e n c ell s f r o m C B T1 7

，
N u d e

，

a n d S C I D mi c e ． B o n e m a r r o w o r s pl e e n c ell s

f r o m e a c h m o u s e w e r e c ul t u r e d f o r 3 t o 7 d a y s

W ith o u t く■
一

書 m e di u m al o n el o r wi th th e f o u r

diff e r e n t c o n c e n t r a ti o n s o f I L 2 く韓 － ホ
，
1 0 U J m l 三

0 － 0 ， 5 0 Uノm l ニ 宙
－

せ
，
5 0 0 Uノm l i 貴

一 女
，
5 0 0 0

U l m ll ． A t th e p oi n t o f O ， 3 ， 5 ， a n d 7 d a y s o f

C ult u r e
， p e r C e n t C y t O t O X i cit y w a s m e a s u r ed b y a

4 －h r
5 1
C r ． r el e a s e a s s a y u s in g Y A C

－ 1 c ell s a s

t a r g e t s ． E ff e c t o r t o t a r g e t r a ti o w a s l O O ニ1 ．

S C I D
，
S e V e r e C O m bi n ed i m m u n o d efi ci e n c y ．

T a bl e 4 － P r olif e r a ti o n o f b o n e m a r r o w c ell sくB M C sl a n d s pl e e n c ell sくS P L sJ

I n c o r p o r a t e d F
3
用 th ym idi n e くc p m J

m e di u m I L 2 I L 3 I L 2 ＋I L 3

C B －1 7 B M C s 3 7 3 8 士3 1 3 7 1 6 9 士9 7 9 1 1 8 32 士7 3 1

S C I D B M C s 2 4 41 士2 0 0 8 9 5 6 士7 0 9 86 06 士7 7 0

C B －1 7 S P L s 3 6 8 士 19 9 4 2 55 士7 9 6 N D

1 3 55 4 士97 8

1 1 86 5 士1 3 0 5

N D

S CI D S P L s 3 8 0 士 12 0 5 1 0 1 士8 9 2 7 4 0 士8 0 4 69 2 士34 6

B M C s o r S P L s く5 x lO
6
c ell sJ w e r e c ult u r e d f o r 3 d a y s i n m i c r o c u lt u r e pl a t e s w ith I L 2く5 0 0

U l m lJ， I L 3く50 Uノm u ， O r b o th － A t 2 4 h r b ef o r e h a r v e st ， 0 ．2 JJ Ci E
3
H jth ym idi n e w a s a d d ed

a n d th e u p t a k e of 亡
3
H j th y m idi n el w ell w a s m e a s u r e d ． T h e d a t a a r e s h o wn a S th e m e a n 士

S ． D ． of t ri pli c a t e c ult u r e s ．
I L 2

，
r e C O m b i n a n t h u m a n i n te rl e u k i n 2 ニ I L 3 ， h i gh 1 y p u ri丘e d m o u s e i n te rl e u k in 3 i S C I D ，

S e v e r e C O m b i n e d i m m u n o d e負ci e n c y i N D ， n O t d e t e r m in e d ．
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害活性を調 べ た く図2 1 ． C B － 1 7 マ ウ ス 骨髄細胞 で は，

王L2 に より誘導さ れ る細胞障害活性 は工L 3 の 添加 に よ

り有意に 増強さ れ くp く0 ．0 引
，
その増 強は工L3 濃度依

存性で あ っ た ． N u d e お よ び S CI D マ ウ ス 骨髄細胞 で

も同様な傾向が認 めら れ た．

一 方 ， 肺細胞 で は工L3 に

よ る増強は認め られ な か っ た く図 3I ． 尚， 1 L 3 単独で

は骨髄細胞お よ び脾細胞 か ら細胞障害活性 を誘導で き

な か っ た
．

V ． 1 1 －2 及 びI u 添 加培葺 に お け る 骨髄細胞表面

マ
ー カ ー の 変化

各 マ ウス 骨髄細胞 を細胞障害活性誘導と同じ条件下

で培養後の 細胞表面 マ ー カ ー の 変化を 調べ た く表 5ラ．

い ずれの マ ウ ス に お い て も
，
リ ン ホカ イ ン非添加培養

で は 5 日間培養後も細胞表面 マ ー

カ
ー

に有 意な変化は

認め られ な か っ た ．
1 L 2 の 添加 に よ り， す べ て の マ ウス

骨髄細胞 で T h y － 1 陽性細胞及 び a G M l 陽性細胞 の比

率が増加 し， I L 2 存在下に 工L3 を添加 する と さ ら に 増

加 した．
I L 3 単独で も T h Y －1 陽性細胞は増加 し， a G M l

陽性細胞 も増加傾向に あ っ た ．
一 方， 成熟 丁 及 び B リ

ン パ 球を示 す L y ト1 ， S工g 陽性細胞 は 工L 2 及 びI L 3 添加

に よ っ て も有意な変化を示 さ なか っ た ．

W ． 杭 乱G M l 血 清 h Y N o 投与 後の 肺細胞 の 表面

マ
ー

カ
ー

と 細胞障害活性 の 誘導

まず， 脾臓内の成熟 N K 細胞 を除去す る 目的で抗

a G M l 血清 をi n v i v o に 投与 し， 表面 マ
ー

カ
ー

の検索

お よ び 細胞障害活性 を測定 し た ． 抗 a G M ． 血 清i n

V i v o 投 与後 の 牌細胞 に は a G M ． 陽性 細胞 は C B －17
，

S C I D 及 び N u d e マ ウス い ずれ に お い て も 1 ％以下 で

あ り
，
こ の 時点 で の 細胞障害活性は ほ と ん ど認められ

な か っ た く表6 1 ． つ ぎに ， こ の 脾細胞 を1L 2 及 び1L 3

存在下 に 5 日 間培養 し， 細胞障害活性 を測定 した く図

3 1 ． い ずれ の マ ウス に お い ても
，
1 L 2 に よ り細胞障害

活性が誘導さ れ ， そ の活性 は1L 2 ＋工L 3 の 添 加 で増強

傾向が認め られ た． 無処理 対照群 で は前述 した如く，

C B ．1 7
，
S CI D

，
N u d e マ ウ ス と もI L 3 はI L 2 で 増強さ

れ る細胞障害活性に 影響 を及ぼ さな か っ た ．

m I ． 5 儀 F tJ i n Y i Y O 投与後の 骨髄細胞お よ び牌細胞

か ら の 細胞障害活性 の 誘導

骨髄 に存在 す る成熟細胞 を除去し未熟な分化段階に

あ る骨髄細胞 か ら細胞障害活性を誘導す る目的で C B －

1 7 お よび S C I D マ ウ ス に 5 － F U をi n v i v o 投与 した．

投与後 1 日目， 2 日日， 4 日目及び 5 日目に 骨髄細胞

お よ び牌細胞 を取り出 し
，
I L 2 及 び工L 3 存在下に 5 日

間培養 し， 細胞障害活性 を測定 した く表 7う． 5 ゼU 投

与後 1 日目及 び 2 日 目の C B－17 マ ウ ス 骨髄細胞 か ら

は
，
I L 2 濃度 50 U ノm l で は細 胞障害活性 は誘導さ れ

ず， さ ら に 工L 3 を添加 しても誘導 され な か っ た ． そこ

で
，
I L 2 漉度 を 500 U ノm l に増 加さ せ る とIL 2 単独で

は細胞障害活性 は誘導され な か っ た が， 工L 2 ＋工L3 添加

に よ りは じめ て細胞障害活性が誘導さ れ た．
S C I D マ

C B －

1 7 N U D E S C L D

Fi g ． 2 ． C y t o t o x i c a c ti v it y o f c ul t u r e d b o n e m a r r o w c ell s f r o m C B
－1 7 ， N u d e ， a n d S C I D

m i c e ． C e11 s w e r e c u lt u r e d f o r 5 d a y s i n th e p r e s e n c e o r a b s e n c e 仁コ， m ed i u m al o n el

of I L 2 al o n e く■ ， 5 0 U l m lJ ， I L 3 al o n e く臼，5 0 Ul m りo r I L 2 ＋I L 3 く臼，I L 2 5 0 U l m l ＋I L 3

5 0 U J m l ニ 田，I L 2 5 0 U J
，

m l ＋I L 3 1 0 0 U ノm ll ． P e r c e n t c y t o t o x i ci ty w a s m e a s u r e d b y

a 4 － h r
51
C r － r el e a s e a s s a y u si n g Y A C

－1 c ell s a s t a r g et s ． E ff e ct o r t o t a r g e t r a ti o w a s

l O O こ1 ． D a t a r e p r e s e n t th e m e a n 士s t a n d a r d e r r o r o f th e f o u r diff e r e n t e x p e ri
．

m e n t s ．
－

， p く0 ．0 5 ニI L 2 ， r e C O m b i n a n t h um a n i n t e rl e u k i n 2 ニ
工L3

，
hi gh 1 y p u rifi e d

m o u s e
l

i n t e rl e u k i n 3 ニ S C I D ， S e V e r e C O m b i n ed i m m u n o d e fi ci e n c y ．



マ ウ ス N K 細胞の 分化誘導に お ける1 L3 ， l L 2 の 相互作用

ウ スの 骨髄細胞 で も 同様の 結束で あ っ た ．

Vlu ．
I L 2 レ セ プタ

ー

発 現 に及 ぼ す I L 3 の 影響

工L2 に よ る骨髄細胞 か らの 細胞障害活性誘導 に 工L 3

は増強作用 をも つ こ と が示 さ れ た ため ，
その 作用機序

を解明す る 目的で骨髄細胞 を1 L2 お よ び 工L 3 存 在下

に培養 し， ラ ッ ト抗 マ ウ ス工L2 レ セ プタ ー 単 ク ロ ー ン

抗体 く7D 4 抗体1 を用 い て工L 2 レ セ プタ
ー

の 発現 を経

時的に 調 べ た く図4 ン． その 際 に 成熟 T
． B リ ン パ球上

に 発現 さ れ るI L 2 レ セ プタ
ー

の 影響 を除外 す る た め
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3 23

に 成熟 T ． B リ ン パ 球 を欠如す る S CI D マ ウス の 骨髄

細胞 を用 い た ． 1 L 2 レ セ プ タ
ー 陽性 コ ン ト ロ ー ル と し

て 用 い た マ ウ スI L 2 依存性 丁 細胞株 くC T L L －21 の

7 D 4 抗体陽性率は 98 ． 9 ％で あ り
， 培養前の S C工D マ ウ

ス 骨髄細胞中の 7 D 4 抗体 陽性細胞は 0 ． 5 ％で あ っ た ．

1 L 2 単独添加 で は培養開始後 24 時間ま で は 7 D 4 抗体

陽性細胞の 発現 は僅 か で あ っ た が
，
培養 36 時間で は明

ら か に 増加 し た く16 ． 7 ％う．
工L 2 ＋工L3 添加で は培養 24

時間で ， す で に 12 ．8 ％と増加 し
，
工L2 単独添加に 比 し

て 7 D 4 抗体 陽性細胞 は早期に 発現 した．
I L 3 単独添加

で も培養 24 時間 で 15 ． 0 ％と 7 D 4 抗体陽性細胞の 発現

を認め た．
こ の と きの ， 正 常ラ ッ ト血清く10 倍希釈ン

を陰性 コ ン ト ロ
ー ル と した 非特異的な 7 D4 抗体陽性

率 は 4 ．6 ％で あ っ た ． 工L3 に よ る1L 2 レ セ プタ
ー

の 発

現 は，I L 2 ＋I L 3 添加 時の 王L 2 レ セ プ タ ー 発現時期と 一

致 して い た ． 培養 48 時間で は
，
工L2 あ るい はI L 3 単独

お よ び同時添加 い ずれ の 場合 も 7D 4 抗体 陽性細胞 は

減少 した．
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侶 5 ． F U を マ ウス に i n vi v o 投与 す る こ と に よ り未分

化 な多能性幹細胞 を濃縮 し， 似 抗 a G M l 血 清 をi n

vi v o 投与 す る こ と に よ り脾細胞中の 成熟 N K 細 胞 を

除去 し， あ る い は刷成熟 T リ ン パ 球 を欠く N u d e マ ウ

ス お よ び T
． B 両リ ン パ 球を 欠如す る S CI D マ ウ ス を

も ち い る こ と に よ り， 工L3 の 作用 す る細胞群 が よ り 明

確 に され た．
さら に ， 抗1 L 2 レ セ プ タ ー 抗体 を用 い て

検討 した結果， 王L3 が そ れ らの 細胞 に 1L 2 レ セ プタ ー

を発現 させ る こ と に よ り
，
工L 2 の 細胞障害活性誘導を

増強す ると い う作用機序が明ら か と な っ た ．

ま ず
， 免疫不全 マ ウ ス を用 い る に あ た り， 骨髄 お よ

び脾の 構成細胞を種 々 の 単ク ロ
ー ン抗体 を用 い て検索

し た ． 骨 髄 で は 成熟 N K 細 胞 を 示 す a G M ． 陽 性細

胞 瑚
2 0I の 比 率 を比較 す る と C B －1 7

，
S C I D

，
N u d e マ ウ

ス の 間 に 差は認 め られ な か っ た ． 骨髄中の成熟 T リン

パ 球 は極 め て僅 か で あ り， S CI D お よ び N u d e マ ウス

で は 欠如 して い た ． 成熟 B リ ン パ 球は C B －1 7 お よ び

N u d e マ ウス で 10
－

2 0 ％認め ら れ
，
S C I D マ ウ ス で は

欠如 して い た．

一 方 ， 脾細胞 で は明 らか に そ の構成は

異な り， S C I D マ ウ ス で は成熟 T ． B リ ン パ 球 を欠如
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し， N u d e マ ウ ス では T リ ン
パ 球を欠 き相対的に B リ られ た．

B o s m a ら
川
は
，
こ の 細胞が成熟リ ン パ 球 の 刺

ン パ 球増加 が認 め ら れ た．
a G M l 陽性細胞 の 比 率 は 激物質で ある 種々 の マ イ ト ー

ジ ェ ン に 反応 しな か っ た

SC I D お よ び N u d e マ ウ ス で 相対的 に 増加 し て い た．
こ とよ り未熟 T リ ン パ 球と報告 した． 著者 は， ス ペ ク

Th y
－1 陽 性細胞 は S CI D お よ び N u d e マ ウス に も認め ト ラ ムIII を 用 い て Th y

． 1 陽性細胞 の 螢光強度 を C B ．
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3 2 6

1 7 マ ウ ス 脾細胞と S CI D マ ウ ス 肺細胞で比較 し た と

こ ろ， S C I D マ ウ ス 脾細胞 の T h y －1 陽性細胞 の 螢光強

度 は弱く ， 成熟 T リ ン パ 球 とは異 な る細胞群と考えら

れ た．

1 L 2 ある い は工L 2 十王L 3 添加培養後 の 表面 マ ー

カ
ー

の 検索 で は， い ずれ の マ ウ ス 骨 髄細胞 に お い て も，

T h y
－1 陽性細胞お よ び a G M l 陽性細胞 が増加 して い

た ． し か し， T リ ン パ球 マ
ー

カ
ー

を示 す L y ト1 陽性細

胞 の増加は認 め られ ず， T b y ．1 陽性細胞の 増加 は T リ

ン パ 球 で は な く N K 細胞の増加 と考え られ た．
こ れ ま

で の 報告 細 で は ，
S C I D マ ウ ス に 存在 す る N K 細胞 に

は T h y
．1 抗 原 は 出現 し て い な い と さ れ て い る が

，

T b y
－ 1 抗原 が T リ ン パ 球 に 特 異的 で は な い こ と2

41 瑚

お よ び N K 細胞の 約半数 は T b y － 1 陰性
2 6I で あ り， 刺激

に て容易 に 陽性化す る
2 7I こ と を考 えれ ば矛盾 しな い ．

一 方 ， I L 3 単独添加 で も T b y － 1 陽性細胞 は増加 し た

が， そ れ に 伴う細胞障害活性 は認 め られ ず， した が っ

て， こ の場合 に 増加 してく る T b y －1 陽性細胞は N K 細

胞 と は 考え に くい ．
S c h r a d e r ら

細 お よ び B a s c h ら
251

は骨髄細胞中 に も T h y － 1 陽性細胞 が存在 し， 工L 3 の 添

加培養 によ り さ ら に 増加 し
，
そ の 細胞群 か ら は顆粒

球 ．
マ ク ロ フ ァ

ー ジ コ ロ ニ ー が形成 され ると報告 して

い る
．

つ ぎに 1 L 3 の 骨髄細胞 お よ び牌細胞 に 対 す る影響

を細胞障害活性の点か ら検討 した と こ ろ， I L 2 く50 U ノ

m り 存在下 にIL 3 を添加す る と， 骨髄細胞か ら誘導さ

れ る細胞障害括性 は工L 2 単 独添加 に 比 し有意 に増加

し た くp く0 ． 0 5l ． こ れ は K a 11 a n d の 結果111 と 矛盾 し

た
．
I L 2 に より誘導さ れ る細胞障害活性は， 著者の 測定

系で は 添加 す る I L2 の 濃度 500 U l m l で ほ ぼ プ ラ

ト
ー に 達 し， そ の 際の ％細胞障害能は エ フ ェ ク タ ー

．

標的細胞比 100 ニ 1 に て 50 － 6 0 ％で あり， こ の 値 は上

限値 と考 え られ た．
K all a n d の 結果 は，I L 2 く50 U l m ll

で そ の ％細胞障害能は 50 ％を越 えて お り， 彼の 用 い た

測定系で はす で に上 限値 を示 し て い る と予 想 され た．

著者は この 上 限値 を避 ける実験系 を採択 した． 最大限

に 増強され た 酒性化状態に 新た に 加 え られ た増強因子

は毒性 に 働く可能性がある． 事実， 著者 の検討で も，

I L 2 く50 0 Uノm lう 存在下 に 1 L3 を添加す ると 誘導さ れ

る細胞障害活性 はIL 3 濃度依存性 に 抑制 さ れ た く未

発表デ ー

タう． 以 上 よ りI L3 は ， 低濃度の 工L2 に よ る骨

髄細胞か ら の細胞障害活性誘導 に 対 し， 増 強作用 をも

つ と考 えら れ た．

一

方 ， 牌細胞で はIL 3 の増強作用 は認め ら れ なか っ

たが
，
こ れ は工L2 によ り成熟 N K 細胞が 十分に活性化

さ れ， その 活性に 1 L3 に よる増 強作用が マ ス ク され た

た め と考え ら れた ．

．

そ こ で， 抗 a G M l 血 清をi n vi v o 投

与 し成熟 N K 細胞 を除去 し た肺細胞 を用 い た と こ ろ，

1 L 3 の 増強作用 を明確 に する こ と が で き た．
さ ら に

，

S CI D お よ び N u d e マ ウ ス に お い て も C B － 1 7 と同様の

増 強作用 が 認 め ら れ た こ と よ り， I L 3 の 増強作 用 に

T ． B リ ン パ 球 の 関与 は 少 な い も の と 考 え ら れ た
．

S u d a ら
2 8I2 9 I
に よ り明 らか に さ れ たよ う に

，
5 － F U をマ

ウ ス に 投与す る と， よ り 未分化 な多能性幹細胞 を濃縮

で き る こ と が 知られ て い る．
これ は， 5 － F U の D N A 合

成期特異的な殺作用 に よ りそ の 多く が D N A 合成期に

あ る 赤血 球系な ら び に 顆粒球系前駆細胞を減少さ せ
，

よ り 未分化な多能性幹細胞が残存 する も の と考 えられ

て い る
3 01

． 著者も 工L 2 に よ る骨髄細胞か ら の 細胞障害

活性誘導に 対 す るIL 3 の 作 用 を明確 に さ せ る た めに

こ の 手段 を用 い て検討 し た．

5 － F U 投与後 1 日 臥 2 日日 の 最 も 未分化幹細胞が

多 い と さ れ る 時期 の 骨髄 お よ び脾細胞 に
， 高濃度の

工L2 く50 0 Uノm り を添加 して もI L2 単独で は 細胞障害

活性 を誘導す る こ と は で きな か っ たが
，
さ ら に工L3 を

添加 す る こ と に よ り は じめて細胞障害活性が誘導され

た
．
こ の こ と よ り，工L 3 は 未分化な細胞 を工L 2 反 応性の

細胞 へ と 分化 させ る こ と が示 唆 され た．
1 L 3 が 分化の

方向 を決定 し な い こ と は S u d a ら に よ り報告2 9I さ れて

お り， した が っ て， 王L 3 の 作用 機序と して， 1 L 3 が働く

の は多能性幹細胞自身に 対 し てで は な く， す で に IL 2

に 反 応す る 方向に 決定づ け ら れ た細胞 を工L2 非 反応

性 か らI L2 反応性 へ と分化 させ る機序 が推測 され た．

つ ぎに
，
こ の機序 を よ り明確 に する た め に IL 2 お よ

び工L3 添加 に よ る骨髄細胞 の 工L 2 レ セ プ タ ー

の 発現

を S C工D マ ウ ス 骨髄細胞 を用 い て検討 した． その 結果，

1 L 3 単独添加で骨髄細胞表面に 工L 2 レ セ プ タ
ー

が 発現

して く る こ と が明 らか に な っ た ． 工L3 単独添加培養24

時間 で 工L 2 レ セ プ タ ー 抗体 陽性細胞 は 15 ． 0 ％に 認め

ら れ
，
同時期

，
工L2 単独添加 で は 4 ． 3 ％ で あり， I L 3 に

よ り 早期 に 工L2 レ セ プ タ ー

が発 現 し て く る こ と が観

察さ れ た．
また

，
そ の 発現 細胞 は S CI D マ ウ ス 骨髄細胞

を用 い た こ と よ り T ． B リ ン パ 球 以外 の 細胞と考えら

れ た．

興 味 ある事に B i r c h e n a ll － S p a r k s ら
3 りはI L 3 依存性

の 非 リ ン パ 性 細胞株 に も工L 2 レ セ プ タ
ー

が 存在 し，

工L 3 の 刺激 に て その 発現 は増強す る こ と を見出し， さ

ら に
， 発現さ れ た1 L2 レ セ プタ ー は

，
レ セ プ タ ー 結合

親和性 の 解析 か ら低親和性 レ セ プタ
ー

で あり
， 高濃度

の I L 2 を加 え て も細胞増殖は誘導さ れ ずそ の 生 理 的，

機能 的意味は不明で あ る こ と を報告 して い る．
ま た

，

最近 で は R o b b ら 321 3 31 ， D u k o v i c h ら 3 41 ， T e s hi g a w a r a

ら
3 51
，
S i e g el ら

361 に よ り， 主 と して と 卜に お い て ， I L 2

レ セ プ タ
ー

に は高親和性 レ セ プ タ
ー

お よ び低親和性 レ
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セ プ タ ー が 存在 し， 高親和性 レ セ プ タ ー は
， 少 なく と

も2 種類の 異 な る タ ン パ ク く工L 2 レ セ プ タ
ー

ぼ
，
王L 2 レ

セ プタ
ー

直 の 複合体で あ り， 工L 2 レ セ プ タ
ー

庇 と1 L 2

レ セ プタ
ー

卯まそれ ぞ れ単独で は低親和性 を示 す こ と

が明ら か に さ れ てき た ． さ らに ，工L 2 レ セ プ タ
ー

ぽ は単

独 で は 機能 を持 たずI L2 レ セ プ タ
ー

月 と の 複合体

く高親和性 レ セ プ タ
ー うを形成 して は じ めて 機能す る の

に対 して， I L 2 レ セ プ タ
ー

声 は単独で IL 2 と 結合 し細

胞の 活性化が可能
331 で あ り， 後者は N K 細胞上 に 多く

発現 してい る
3 4 馴 と報告さ れ て い る ． 以 上 の 報告， 即

ち
， 0 工L3 に よ り非リ ン パ 性造血細胞 に も工L 2 レ セ プ

タ
ー が発現 しう る こ と ， e そ の 工L2 レ セ プ タ ー

は低親

和性 レ セ プ タ
ー

で あ る こ と
，
く卦低親和性 レ セ プ タ ー

りL2 レ セ プ タ
ー

丑1 は機能 しな い こ と
， ゆ工L 2 レ セ プ

タ
ー

月 は N E 細胞上 に 多く発現さ れ て い る こ と， と著

者の 結果即 ち， 工L3 単独で IL 2 レ セ プ タ ー が骨髄細胞

に発現す る こ と お よび 未分化細胞 か らの 細胞障害活性

誘導に は王L2 と工L 3 の 存在 が 必要 で あ っ た こ と を考

え合わ せ て ， 工L 2 に よ る骨髄細胞か ら の 細胞障害活性

誘導に 対 す る工L3 の 増 強作用機序 は以 下 の よ う に 考

えられ た．
I L 3 に よ り

， 骨髄の N K 前駆細胞を含むI L3

反応性未熟細胞 に 王L 2 レ セ プ タ ー が発現す る が， 非 リ

ン パ 性未熟細胞 に 発 現 し たIL 2 レ セ プ タ ー

は 機能 を

持たな い 低親和性 レ セ プ タ ー で あ ろう ． しか し，
一 部

N K 細胞 へ の 分化が す で に 決定づ け ら れ た い わ ゆ る

N K 前駆細胞 に は機能的I L2 レ セ プ タ ー

が 発現 し，

工L 2 が存在す れ ばIL 2 と結合 し N K 細胞 へ と分化 ． 成

熟して い く と考え られ た ． しか し
， 今回 の 実験 で は王L2

レ セ プタ ー が 骨髄細胞の どの 細胞 に 発現 さ れ て い る の

か
，
1 L 2 へ の 結合親和性は どの 程度 なの か ，

また抗I L2

レ セ プタ ー 抗体 く7 D 4う が認識 する 部位 は工L 2 レ セ プ

タ
ー

上 の どこ か
，
さ ら に はIL 3 レ セ プ タ ー が リ ン パ 性

未熟細胞 に 発現 し う るか と い う 問題 は未解決 で あり，

今後の 検討が 必 要で ある ．

結 論

正 常マ ウ ス お よ び免疫不全 マ ウ ス を用 い て ， I L 2 に

よる 骨髄細胞お よ び脾細胞 か ら の 細胞障害活性誘導に

及 ぼ すIL 3 の 影 響 と そ の 作用 機序 に つ い て検 討 し以

下 の結論 を得た．

1 ． I L 2 存在下 の 骨髄細胞お よび 脾細胞を培養す る

と 3 －5 日間で細胞障害活性が誘導さ れ ， 細胞障害活

性を有 す る細胞 は N K 細胞と考 えら れ た．

2 ， 工L 2 存在下 にI L 3 を添加培養す ると骨髄細胞 か

ら誘導 さ れ る細胞障害活性 は工L 2 単独添加 に 比 し有

意に くp く0 ． 咄 増強され た．
工L3 単独添加 で は細胞障

害括性 は誘導さ れ な か っ た
．

3 2 7

3 ． 牌細胞 で は
，
工L 3 はI L 2 に よ り誘導さ れ る細胞

障害活性 に 影響 を及ぼ さな か っ たが， 成熟 N K 細胞 を

除去す る と
，
I L 3 は1 L 2 に より誘導され る細胞障害活

性 を増強 した．

4 ． 5 － F U i n v i v o 投与に よ り得ら れた 未熟骨髄細胞

か らは 工L 2 単 独添加 で は細胞障害活性 は誘導され ず
，

I L 2 存在下 に 1 L3 を添加す る こ と に よ りは じめ て細胞

障害活性が誘導され た ．

5 ． 工L 3 単独添加に て骨髄細胞 にI L2 レ セ プ タ ー

が

発現し
，
しか も 1L 2 単独添加時よ り も早期に 工L2 レ セ

プ タ ー の発現が み られ た．

6 ． 以 上 の 結果 よ り， 工L3 に よ り骨髄 の N K 前駆細

胞 を含 む工L3 反応 性未熟細胞 に 1L2 レ セ プ タ ー が 発

環 し， N K 前駆細胞に 発現 し た王L2 レ セ プ タ ー

は工L 2

と結合し， N K 細胞 へ の 分化 ．成熟が誘導さ れる と考 え

られ た．

7 ． 免疫不全 マ ウ ス をも ち い た結果か らは
，
工L 2 に

よ る細胞障害活性誘導に 対 す る工L 3 の 増強作用 に は，

T お よ び B リ ン パ 球の 関与は少 ない と考えら れた ．
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T h u y ， L ． B ．

，
E a t z ，

P ．
，
C ul 1 e n ， B ． R ．

，
K e h rl ，J ． H ． 晶 G r e e n e

，
W ． C ． 二 A

S e C O n d h um an i n t e rl e u k i n ．2 b i n d i n g p r o t ei n th a t

m a y b e a c o m p o n e n t o f h i gh －

a ffi n it y i n t e rl e u k i n
－2

r e c e p t o r s ． N a t u r e ， 3 27 ， 5 1 8
－5 2 2 く19 871 ．

3 5I T e s bi g a w a r a ， E ．
，

1
阿礼n g ， H ．

，
E a t o

，
E ． 鹿

S m i th
，
K ． A ． こ I n t e rl e u k i n 2 hi gh －

affi nit y r e c e p t o r

e x p r e s si o n r e q u i r e s t w o di sti n ct bi n d i n g p r o t ei n s ． J ．

E x p ． M e d ．
，
1 6 5

，
2 2 3 － 2 38 く1 98 71 ．

36I S i e g el ， J ． P ．
， S h a r o n ， M ．， S m i th ， P ． L ． 皮

Le o n a rd
，
W ． J ． 二 T h e I L － 2 r e c e p t o r P c h ai n くp 7 01 こ

R ol e i n m e di a ti n g s l g n al s f o r L A K ， N K ， a n d

p r olif e r a ti v e a c ti vi ti e s ． S ci e n c e ， 2 3 8 ， 7 5
－7 8 く19 8 71 ．

R e q ui r e m e n t o f I n t e rl e u k i n 3 f o r t h e D iff e r e n ti a tio n a n d G r o w t h o f M ur i n e N K

Li n e a g e C ells Y u t a k a S a i k a w a
，
D e p a rt m e n t o f P e d i a t ri c s ， S c h o ol o f M e d i ci n e ， K a n a z a w a

U n i v e r sity ， K a n a z a w a 9 2 0
－

J ． J u z e n M e d ． S o c ．
，
9 7

，
3 1 7 －3 3 0 り98 81

K e y w o r d s こ i n te rle u k i n 2 ， i n te rl e u k i n 3 ， d ifft r e n ti ati o n o f n a t u r al k ill e r c e11 s ， m i c e w it h

i m m u n o d e n ci e n c y d i s e a s e ， I L 2 r e c e p t o r

A b s t r a c t

T h e c o r r el a ti o n b e t w e e n i n te rl e u k i n 2 くI L 2I a n d i n t e rl e u k i n 3 くI L 31 d u ri n g th e di 鮎r e n ti a ti o n

P r O C e S S O f n a t u r a l kill e r くN KJ li n e a g e c e11 s w a s i n v e s ti g a te d i n m u ri n e b o n e m a r r o w くB M J a n d

S P l e e n c ell s i n thi s s t u d y ． B M a n d s p
l e e n c e11 s w e r e o b t ai n e d fr o m n o r m al C B － 1 7 m i c e a n d t h e

N K c ell a c ti v ity w a s m e a s u r e d b y a 4
－ h r

5 1
C r － r el e a s e a s s a y s y st e m ． I n v i t r o cy t oly ti c a c ti v iti e s o f

b o t h B M a n d s p l e e n c ell s a g a l n St Y A C
－ 1 c ell s a s t a r g et s w e r e s u f n ci e n tly i n d u c e d b y r e c o m bi n a n t

h u m a n I L 2 a 氏e r 5 d a y s o f i n c u b a ti o n － A ft e r i n c u b a ti o n
，
t h e r e l a ti v e p r o p o rti o n o f t h e c ell s

e x p r e ssi n g a ty p i c al p h e n o ty p e fb r N K c ell s ， a Si al o － G M l
＋
くa G M l

＋

J ， T h y －1 ＋ a n d L y t
－ l L

，

Sig n ifi c a n tly i n c r e a s e d ． W h e n I L 3 w a s a d d e d t o th e I L 2 －i n d u c e d N K c e11 a c ti v i ty a s s ay s y ste m ，

a s lg n i 丘c a n t a u g m e n t a ti o n o f N K c ell a c tl V l ty W aS n O te d i n a n I L 3 d o s e
－ d e p e n d e n t fa sh i o n i n B M
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c ell s
，
b u t n o t i n sp l e e n c ell s ． H o w e v e r ， W h e n m at u r e N K c e ll s w e r e eli m i n a t e d b y i nj e c tl n g a n ti

－

a G M l a n ti se r u m i n tr a v e n o u sly ， I L 2
－i n d u c e d N K c e 11 a c tl V l ty O f th e r e si d u a l s p

l e e n c ell s d i d s h o w

a n I L 3 d o s e － d e pe n d e n t a u g m e n t a ti o n i n t h e s a m e m a n n e r a s s e e n i n B M c ell s ． I L 3 al o n e d i d n o t

i n d u c e N K c e11 a cti v i ty ．
A ft e r th i s

，
m i c e w e r e t r e a t e d w it h 5 － fl u o r o u r a cil く5 － F Ul i n v i v o ．

A lt h o u g h th e r e si d u al i m m a t u r e B M c ell s s h o w e d li ttl e N
K a c ti v lty e V e n a t a h i g h c o n c e n tr a ti o n

o f I L 2 al o n e
，
t h e a d diti o n o f I L 3 a g ai n d e m o n st r a t e d a s lg n i n c a n t a u g m e n t a ti o n of N K c e11

a cti v ity ． S C I D m i c e くT a n d B c ell d efi ci e n tJ a n d n u d e m i c e くT c e11 d e n ci e n tl w e r e a l s o u s e d i n

th i s st u d y ， a n d t h e y s h o w e d fi n d i n g s si m il a r t o th o s e i n n o r m al C B
－ 1 7 m i c e ． T h e se r e s ul ts

i n di c at e t h at I L 3 s u p p o rt s t h e d e v el o p m e n t o f th e N K li n e ag e c ell s f t o m
I L 2 －

u n r e S P O n Si v e

p r l mi ti v e o r p r e
－ N K c ell s

，
W h i c h e xi s t m ai n l y i n B M ， t O I L 2

－

r e S P O n Si v e m a t u r e N K c ell s － I n

a d diti o n
，
th e e ffb ct o f I L 3 a p p e a r s n o t t o b e m e di a t e d b y T o r B l y m p h o cy t e s － T o fu r th e r

i n v e stig a t e th e m e c h a n i s m o f t h e c o r r e l ati o n b et w e e n I L 2 a n d I L 3 ， t h e e x p r e s si o n o f I L 2 r e c e p t o r s

o n B M c ell s o f S C I D m i c e w a s c h e c k e d u si n g a m o n o cl o n al a n ti b o d y く7 D 4J a g ai n s t m o u s e I L 2

r e c e p t o r s ． w h e n th e c ell s w e
r e i n c u b a t ed w it h I L 3 al o n e

，
I L 2 r e c e p t o r s w e r e e x p r e s

s e d e a rly

くW i t hi n 2 4 h r sI c o m p a r e d t o I L 2 a l o n e く36 h r sl ， i n d i c a ti n g th a t I L 3 pl a y s a n i m p o r t a n t r o l e i n th e

d e v el o p m e n t o f N K li n e a g e c ell s b y p r o m ot l n g th e e x p r e ssi o n o f I L 2 r e c e p t o r s o n p r l m
iti v e c ells －


