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重症複合免疫不全 マ ウ ス およびヌ
ー ドマ ウ ス にお ける

L A K く1 y m p h o k i n e － a C ti v a t e d k ill e rJ 細胞 の

誘導と L A K 前駆細胞 の性状

金沢大学医学部小 児 科学講座 く主任 こ 谷 口 布教授1

蓮 井 正 樹

く昭和6 3 年2 月2 3 El 受付ナ

イ ン タ
ー

ロ イ キ ン 2 くi n t e rl e u k i n 2 ， I し2I に よ っ て 誘 導 さ れ る リ ン ホ カ イ ン 活性化 キ ラ
ー

く1 y m ph o k i n e a c ti v a te d k ill e r ， L A K ト細胞 は種 々 の新鮮腫瘍細胞や培養腫瘍細胞 に 対 して細胞障害性
に

働 き ， ナ チ ュ ラ ル ． キ ラ
ー くn a t u r al k i11 e r ， N K ト細胞 と な ら び生体 に お け る腰瘍監視機構と して の 役割

が 注目 さ れ て い るが ，
その 由来お よ び N K 細胞 と の異同に つ い て は不明 な点が 多い ． 本研究 で は T ，

B

細胞を 欠損す る た め細胞性 お よ び液性免疫不全 を主徴 と し ， 遺伝学的 に 常染色体劣性遺伝形式 をと る重

症複合免疫不全 くs e v e r e c o m bi n e d i m m u n o d efi ci e n c y ， S C I Dl を呈 す る C B
－1 7 s cidノs ci d くS C I D l マ

ウ ス お よび T 細 胞 を欠如 す る B A L BI c n u l n u くN u d el マ ウ ス の 脾細胞 を用 い て N K 細胞と L
A K 細胞

の 関係 に つ い て検討 した ． N K 感 受性細胞株 で あ る Y A C －1 を標 的細胞 と して測定し た N K 細胞 活性 は

S CI D マ ウ ス に お い て ，対照の C B － 1 7 ＋l ＋ くC B －1 7l マ ウス と 同様に み ら れ ． S CI D マ ウ ス の N K 細胞

は正常 に 存在 す るも の と考 え られ た 。
その 表面 マ ー カ ー は T 細胞形質で あ る L y ト1 ，

L y t
－ 2

，
L 3 T 4 を有

さず
，
T h y

－1
－

． a si al o G M l
＋

くa G M l
＋

l で あ っ た ． L A K 活性 は ヒ ト組換 え I L －2 く50 0 U l m ll 存在下で

3 日間培養 し， N K 抵抗性細胞株 で マ ウ ス 肥満細胞腫 由来 の P 81 5 を 標 的細胞 と して 測定 し た が ，

S C I D お よ び N u d e マ ウ ス か ら も C B ．1 7 マ ウ ス と 同程度の L A K 活性 が誘導さ れ た。 L A K フ ェ ク タ
ー

細 胞 を抗体
一

補体処 理 お よ び P a n n i n g 法 に よ り 検討 し た と こ ろ S CI D お よ び C B
－1 7 マ ウ ス と も

T h y
－1
＋
． a G M l

＋

細胞で あ っ た ． 特 に 培養後 も S CI D マ ウ ス で は L yt
－1
，
L y t

－2
，
L 3 T 4 お よ び 表面免疫

グロ ブ リ ン は発現せず ，
L A K エ フ ェ ク タ

ー 細胞 は N K 細胞が 主体 を なす と思 われ た ． L A K 前駆 細胞

を抗 a G M l 血 清 i n v i v o 投与 に よ り検討す る と C B
－1 7 マ ウ ス の L A K 細胞活性 は ほ ぼ 消失 し た が ，

S CI D お よ び N u d e マ ウ ス の L A K 細胞活性 は a G M l
一

紙胞群か ら も誘導さ れ た ． こ の こ と は C B
－1 7

マ ウス で は L A K 前駆細胞 が脾細胞中の a G M l
＋

細胞 に 含 まれ るの に 対 し て ，
S CI D マ ウ ス で は L A K

細胞活性の多く が a G M l をも た な い ，
よ り幼 若と 考え ら れ る細胞群 よ り誘導さ れ る こ と を 示 す － し か

し
，
S C I D お よ び N u d e マ ウ ス で は培養後 T h y －1

十
． a G M l

＋

細胞 の 出現 が み ら れ た こ と か ら こ の

a G M l
一

細胞群 は N K 前駆細胞で あ る と 考 え られ ， T ，
B 細 胞 を欠く S CI D や T 細胞 を欠く N u d e マ ウ

ス の脾臓 で は正 常 マ ウ ス と異 な り I し2 反応性で ，
よ り幼若 な a G M ．r の N K 前駆細胞 プ

ー ル が 異常に

大き い こ とが 示 唆 され た Q

K e y w o rd s L y m p h o k in e
－ a Cti v a t e d k ill e r ， n at u r al k ill e r ， n u d e m i c e ， m ic e

w it h s e v e r e c o m b i n e d i m m u n o d e fi ci e n c y

A b b r e v i a ti o n s ニ a G M l ， a Si al o G M l ニ C
，

，
C O m p l e m e n t i C o n

－ A
，
C O n C a n a V ali n A i C M ，

c o m pl e t e m e di u m 三 E L IS A ，
e n Z y m e

－1i n k e d i m m u n o s o rb e n t a s s a y 三 E I T r a ti o ， eff e c t o r t o

t a r g e t r a ti o ニ F B S ， f e t al b o vi n e s e r u 町 F I T C ， fl u o r e s c ei n is ot
hi o c y a n a t e 三

3

H － T d R ，

t riti a t e d th y m id in e 三I L
－ 2
，
i n t e rl e u k i n 2 三 L A K ， 1y m p h o k i n e

－ a C tiv a t e d k ill e r ニI g ，



免疫不全 マ ウ ス に お け る L A K 細胞の 誘導

ナチ ュ ラ ル
．

キ ラ
ー

くn a t u r al k ill e r ， N K l 細胞 は

抗原認識 を介さ ず細胞障害活性 をも つ 細胞 で あ り ，

腫瘍免疫や ウイ ル ス 感染防御機構 の
一 翼 を 担 っ て い

る
1，2－

． ま た
，
形態的 に は細胞質内に 大顆粒 をも つ た め

大顆粒 リ ン パ 球 く1 a r g e g r a n ul a r l y m p h o c yt e ， L G L l

3I
とも称 され て い る ． こ の N K 細胞の 起 源に 関 して は

以前よ り遺伝子 レ ベ ル を含め て さ ま ざ ま な 解析 が な

され て お り ，
現 在の と こ ろ n o n － T

，

n O n T B の 独立 し

た細胞 と考 え られ てい る
梱

．

一 方 ， G ri m m ら
6
厄 よ っ

て提唱 さ れ た リ ン ホ カ イ ン 活性化 キ ラ
ー りy m pb o －

ki n e － a C ti v a t e d k ill e r ， L A K l 細胞と は イ ン タ
ー

ロ イ

キン 2 くi n t e rl e u k i n 2 ， I し21 の 存在下 で 3
J
V 5 日 間

培養す る こ と に よ り新鮮腫瘍細胞や N K 抵抗性の 各

種脛瘍細胞株 に 対 して も障害活性 を も つ 細 胞 で ，
そ

の細胞の 由来お よ び N K 細胞 と の 異同 に つ い て は議

論の 多 い と こ ろで あ る
刀 一 沌

と こ ろ で ，
B o s m a ら

19

憶 重 症複合免疫不 全 く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 l を呈 す る

マ ウ ス を見 出し た ． こ の マ ウ ス は C B
－ 1 7 純 系 マ ウ ス

から 派生し た突然変異 マ ウ ス で あ り ，
S Cid 遺伝 子 は

第16 番目 の 染色体上 に あ っ て 常染色体劣性遺伝 の 形

御

をと る ． こ の C B － 1 7 s cid l s c id くS C I D l はT ， B 細

胞を 欠如 し ， 免 疫 グ ロ ブ リ ン 産 生 が み ら れ な い が

1912 0，

．
m y el oi d 系 は 正 常 で あ り

22I

，
ヒ ト に お け る

S CI D の 病 態 を解明 す る モ デ ル マ ウ ス と し て 注 目 さ

れて い る ．

一 方 ，
N K 活性 は保持さ れ て い る こ とが

報告さ れ て お り
2 3ナ

，
こ の マ ウ ス を用 い て N K 細 胞 と

L A K 細胞の 相互 関係 を検討す る こ と は T ， B 両細胞

の影響 を除外 し て 考 える こ と が で き る た め ， 有用 な

系を な す と思わ れ る ．

今回 ，
T
，
B 和ヨ胞 を 欠く S CI D マ ウ ス ，

加 えて T 細

胞を欠く N u d e マ ウ ス を用 い て L A K エ フ ェ ク タ
一

紙胞お よ び L A K 前駆細胞の 性状 な ら び に N K 細胞

との 関係 に つ い て正 常 マ ウ ス と比 較 ， 検討 した ．

材料 お よ び方 法

工 ． マ ウ ス

B o s m a 博 士 くT h e I n stit u t e f o r C a n c e r R e ．

S e a C h
，
P h il a d el p h i a ， P A l か ら 供 与 さ れ た C B － 1 7

＋l ＋ くC B－1 7う お よ び ，
C B ， 17 ＋l s c id を 交配さ せ て

C B－17 s cid l s cid くS C I D l を得た ． こ れ ら の マ ウ ス は

金沢大学動物実験施設の ア イ ソ レ ー シ ョ ン ケ ー ジに

i m m u n o g l o b uli n 三 L G L ， 1 a r g e g r a n ul a r

p h o s p h a t e b u ff e r ed s ali n e w it h s od i u m

p o k e w e e d m it o g e n ニ S C I D ， S e V e r e C O m b in ed

36 3

て無菌に 飼育 し 6
〆
－ 1 6 週齢の も の を使用 した ． ま た

，

B A L B J
I

c n ul n u くN u d el は静 岡県動物実験農業協同

組合 か ら 購入 し
，
8 適齢の も の を使用 した ． S C I D マ

ウ ス の 同定は血 清免疫 グ ロ ブ リ ンくi m m u n o gl o b u l in ，

工gl 値 で 決定し た ．

H
． 血 清 I g 測 定

血 清 I g は e n z y m e －1i n k e d i m m u n o s o r b e n t

a s s a y くE L I S A l に よ っ て測 定し た ． ま ず p H 9 ．6 の

0 ．0 2 ％ ア ジ化ナ トリ ウ ム 含有 0 ．05 M 炭 酸緩衝液で ，

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 rk e g a a r d 8 E P e r r y L ab o r a t o ri e s l n c ．

，

G aith e r sb u r g ， M D l を 11 2 0 0 0 希 釈 し ， E ． I ． A ． 用

9 6 穴平底 マ イ ク ロ タイ トレ ー シ ョ ン プ レ
ー

ト くFl o w

l a b o r a t o ri e s I n c ． ， M c L e a n ， V A いこ0 ．1 5 m l ずつ 加 え

て 室温 で 2 時間コ ー テ ィ ン グ した ． つ い で
，
0 ．0 2 ％ア

ジ化 ナ ト リ ウ ム 含 有 リ ン 酸 緩衝 液 くp h o s p h a t e

b u ff e r e d s ali n e w i th s o di u m a zid e
，
P B S A l に0 ．0 5 ％

T w e e n 2 0 くSi g m a ， S t ． L o ui s ， M O l を 加 え た

P B S A － T w e e n で 3 回 洗浄 し ， 1 ％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 a l b o v i n e s e r u m ， F B S l

くGI B C O ， G r a n d I sl a n d ， N Y l 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ユ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ノ20 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 りg G ＋I g A ＋I g M l 抗体くKi rk e g
．

a a rd

8t 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 2 時

間室温 で反応 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 緩衝液

で p
－ n it r o ph e n yl p h o s ph 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 ル 1 2 時間発色反応 さ

せ た ． 呈 色反 応 は 吸 光度計 E A R 4 00 くSl t －1 a b i n s t ru －

m e n t s
，
A u st ri a l に よ り波長4 92 n m で 測定 し ， 既知濃

度 の 標準血清 くマ ウ ス I g G 抗体I くSi g m aJ を用 い て

マ ウ ス 被検血 清の Ig 値を算出 した ．

工王王． 牌 細胞の 分 離

マ ウ ス を ジ エ チ ル ． エ
ー

テル 麻 酔下 で 頚椎脱 臼 さ

せ て 屠 殺 し
，
脾臓 を採取 した ． こ の脾臓 を無菌下 に

ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ 上 で 細 切濾過 し以 下 に 記 す

c o m pl e t e m e d i u m くC M l に て 二 回 洗浄後再浮遊 し

た ． C M は ペ ニ シ リ ン く200 Ul m ll ， ゲ ン タ マ イ シ ン

く10 J L gJ m ll ， 0 ．0 2 M H e p e s 緩衝液 くG IB C O ， G r a n d

ly m p h o c y t e ニ N K ， n at u r al k ill e r 三 P B S A ，

a zid e ニ P H A ， p h y t o h e m a g g l u tini n ニ P W M ，

i m m u n o d efi ci e n c y 三 U F ， u nf r a cti o n ．



3 64

I sl a n d
，
N Y l

，

5 0 JL M 2
． メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル く2 ．

m e r c a pt o e th a n o l ， 2
－ M El ， 1 0 ％ F B S を含 む R P M I

1 6 4 0 くGI B C Oう 培養鞭 を用 い た ．

N ． L G L の 井定

脾細胞 の ス ライ ド標本 は C yt o s pi n 2くS H A N D O N ，

E n gl a n dl を 用 い て 作 成 し た ． 冷 風 乾燥後 M a y ．

G riin w al d － G i e m s a 二 重 染色 を 行 い ，
鏡検 上2 50 －

5 0 0 偶 の細胞 をカ ウ ン ト して L G L の 比率 を百分率で

一

求めた ．

V ． 肺細胞表面 マ
ー

カ
ー の 検索

肺細胞 を下記 に示 す フ ル オ レ セ イ ン
．

イ ソ チ オ シ

ア ネ
ー

ト くfl u o r e s c e i n i s o th i o c y a n a t e ， F I T C J 標識

抗体を用 い た直接 お よ び間接免疫蛍光法 で解析 した ．

直接免疫蛍光法は FI T C 標識 抗 T h y －1 ．
2
，
抗 L yt － 1 ，

抗L yt －2 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 FI T C 標識 ヒ ツ ジ抗 マ ウ ス I g 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 ． 間接蛍光

抗体法 は
一 次 抗体 と し て 抗 L3 T 4 抗体 くB e c t o n

－

D i c k i n s o nl お よ び抗 a si a l o － G M ． くa G M J 血 清 く和

光純薬 ，
大阪I を用 い ，

二 次抗体 に 各々 FI T C 標識 ヒ

ツ ジ抗 ラ ッ ト王g G 抗体 お よ び FI T C 標識 ヒ ツ ジ抗 ウ

サ ギ りg G ＋ I g A ＋I g M l 抗 体 く以 上 C o o p e r

B i o m e di c al I n c ．
，
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

，
ス ペ ク ト ラ ム工工1

くO r th o D i a g n o sti c S y s t e m s I n c ． ， W e st w o o d ， M A l

を使 用 した ．

W ．
マ イ ト

ー

ジ ェ ン お よ ぴ 1 し2 に 対す る 反応

2 ．5 X l O ソm l の脾細胞 を96 穴平底 マ イ ク ロ プ レ
ー

ト

くC o rn i n g G l 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 ， フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン くp h y t o h e m a g －

gl u t in i n
． P
，
P H A － P

，
0 ．2 ％ v o ll v oll くDI F C O ，

D e t r oi t
，
M Il ， コ ン カナ バ リ ン A くC o n c a n a v ali n A ，

C o n ． A
，
2 5 JL gl m ll くD I F C O l ， ポ

ー ク ウ イ
ー ド マ

イ ト
ニ
ジ ェ ン くp o k e w e e d m i t o g e n ， P W M ， 1 0 JL gl

m ll くDI F C O l
，
ヒ ト 組換 え IL －2 くr e c o m bi n a n t

I し2
，
rI し21 く塩野義 ， 大 阪I く5 00 U ノm り を添加 し，

7 2 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 riti a t e d t h 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 r ， B o s t o n ， M A l を 0 －2 JL C i

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 ， 東京I に て 里 － T d R の 取込 み を測定 し た －

VIl ． p ol yi n o si n i c
．

p ol y c yti d yli c a cid くp ol y I ニCl

の 投与 ．

N K 活性 を増強させ る目的 で イ ン タ
ー

フ ェ ロ ン 誘

導剤であ る p o l y I こ C
241

くS i g m al を10 0 JL g マ ウ ス 腹

腔内に 投与 し ， そ の 翌 日 に 肺細胞 を取 り出 し N K 活

性 を測定 し た ．

Y肌 L A E 細胞 の 誘導

5 X l O
6

ノm l の 肺細 胞 を 6 穴あ る い は24 穴培 養プ

レ ー

ト t F al c o n 3 0 4 6 ， 3 0 4 7 ， B e c t o n D i ck i n s o n a n d

C o ．
，
L i n c o l n P a r k

，
N Jl 上 に 浮遊 し， I L －2 を各種濃

度 く50 －2 5 0 0 U ノm り で添加 し， 炭酸 ガ ス 培養器 く37
0

C
，
5 ％ C O d 内 に て 1 － 5 日 間 培 養 し た ．

L A K エ フ ユ タ タ 一 紙 胞 と して は ，培 養終 了後 C M で

一

回洗浄 し， 5 X l O
6

ノm l に 再調節 し て使用 し た ．

1 X ． N E 活性 お よ ぴ L A E 活 性 の 測 定

N K 活性 は標的細胞 と して マ ウ ス リ ン パ 腫 由 来の

細胞株 で あ る Y A C － 1 を ， L A K 活性 は マ ウス 肥満細

胞腰由来で N E 抵抗性細胞株であ る P 81 5 を用 い ，

5
C r － r el e a s e a s s a y に て 測定 した ． 即 ち各標的細胞を

N a 2
51
C r O ．くN e w E n gl a n d N u cl e a rl で ラ ベ ル した

後 ，
C M で 5 X l O ソm l に 調 節 し種 々 の 濃度 の エ フ ェ

ク タ 一 紙胞 く0 ．1 m り の は い っ た96 穴丸底 マ イ ク ロ プ

レ ー ト くC o r n i n g G l a s s W o r k sl に 0 ．1 m l ずつ 分注

し
，
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 カう

で 測 定 した ． ％ c y t o t o x i cit y は 以 下 の 式 で 算出し

た ．

％ c y t o t o x i c it y く％1

Eくくe x p e ri m e n t al r el e a s e トくs p o n t a n e o u s

r e l e a s elナl くくm a x i m u m r el e a s el

－

くs p o n t a n e o u s r el e a s e Hコ X l
．
00

m a x i m u m r el e a s e は 1 ％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
51
C r 最 大放 出量 を 示 し

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
C r 自然放出量を示 す ．

ま た
，
1 y ti c u n it くL U l は 回帰直線 を用 い て 算出し

た ． な お
，
1 0
6

個 の 牌細胞 が20 ％の 細胞障害活性 をも

つ 場合 を 1 L U と した ．

X ． 抗体 一 補体 処理

1 卑 2 X l O
7

l m l の 牌細胞 に 11 1 0 0 希釈 の 抗 T h y ．1 ．

2 抗体 ， 抗 L y t －2 抗体 ，
抗 a G M l 血 清 を加 え て 4

O

C

下で4 0 分間反応さ せ ，
そ の後 一

回洗浄 しさ ら に 1ハ0

希釈の 低毒性 ウサ ギ 補体くC e d a rl a n e ， C a n a d al を加

えて
，
3 7

0

C 下で40 分間反応 させ た ． 反応 終 了後 二 回

洗浄 し C M に 再浮遊 した ．

刀
．
P a n n i n g 法

W y s o c k i ら
237
の 方法 に 準 じて 行 っ た ． ま ず，

ヒ ツ ジ

抗 ウ サ ギ くI g G ＋ I g A ＋I g M l 抗 体 くC o o p e r B i o
r



免疫不全 マ ウ ス に お け る L A K 細胞 の 誘 導

m ed i c al I n c ．1 を p H 9 ．5 の 0 ．0 5 M ト リ ス 緩 衝液 で 11

1 0 希釈 し ， プラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ げ al c o n 3 0 0 2 ，

B e c t o n D i c k in s o nl に 撒 布し て 4
O

C 下 で 2 時間 コ ー

ティ ン グ し た ．
つ い で 冷却 P B S で 3 回 洗浄 し ， あ ら

か じ め 抗 a G M ． 血 清 と 反応 さ せ て お い た 5 X l O
6

ノ

m l の 牌細胞 をプ ラ ス チ ッ ク ディ ッ シ ュ に 静 か に 加 え

て 4
0

C 下 で 2 時 間反応 させ た ． 反応後 の非付着細胞

を a G M l 陰性細胞くa G M l
－

l ． 付着細胞 を a G M 一 陽性

細胞 くa G M l
十

う， プラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ にカロえる 前

の 細胞 を非分画細胞 くu n f r a c ti o n ， U F l と した 一

肌 抗 a G M l 血 清の i n．
Yi Y O 投与

抗 a G M ． 血清30 FE l を P B S に 希釈 して マ ウ ス 尾 静

脈よ り 3 日 間連続静注 し ， その 翌 日 に 脾臓 を採取 し ，

使用 した ．

成 績

工 ． S C I D マ ウ ス の 同定

血清 Ig は C B
－1 7 マ ウ ス が90 0 士50 0 JL g I m l で あ

るの に 対 し， S C I D マ ウ ス で は ほ と ん どが10 FE g J
I

m l

以下で あ っ た く図 1 卜 しか し ， S C工D マ ウ ス の 約

15 ％に 低 レ ベ ル の I g をみ る こ と が知 ら れ てお り
湖

，

こ の 場合脾細胞に も 一 部成熟 した T 細 胞 が 存在す る

とされ てい る
加1

． よ っ て 以 降の実験で は血 清 工g が 2

FL gI m l 以下の も の を S CI D と し て使用 した ． な お
，

C B ．1 7 ＋l s cid マ ウ ス の 血清 Ig は C B －1 7 マ ウ ス の

I g と 同程度 だ っ た ．

工I ． S C工D マ ウ ス 牌細胞の 性状

くp g ノm り

1 0 0 0

0

研
一

E
コ
L

む

S

l

3 65

S C ID C B J17

S p e ci e s o f m i c e

F i g ． 1 ． S e r u m i m m u n o gl o b uli n l e v el s ．

T o t al s e r u m I g l e v el s w e r e d e t e r m i n e d b y

E L I S A a s s a y

T a bl e l ． S pl e e n si z e ， r e C O V e r e d c ell n u m b e r s ， a
n d p e r c e n t di s trib u ti o n of L G L i n C B

－1 7 a n d

S C I D m i c e

m l C e W ei gh tくm gI si z eくm m l c e11 sくX l O
71 ％L G L

C B －1 7 くn こ 川
a －

8 巨 9 5 5－7 X 15 －18 5 ． 0 － 1 0 ．0 0 ． 6 士0 － 6
い

S C I D くn ニ 51 52 －73 4 －5 X 1 2 r 13 0 ， 5 －1 ． 5 2 ． 9 士0 ． 8

a l
n u m b e r o f m i c e

い
m e a n 士 S ． D ．

T a bl e 2 ． C ell s u rf a c e ph e n o ty p e s of f r e sh s pl e n o c yt e s

％ p o siti v e c e ll s
aI

m l C e T h y－1 L yt
．1 L y t

－2 L 3 T 4 s
－I g a G M l

C B － 17 くn ニ 1 0I
b 1
3 5 ． 3 士3 ． 4

C 1
3 1 ． 3 土 4 ．1

S C I D くn こ 51 1 0 ． 7 士3 ． 4 0 ．
4 士 0 ．3

N u d e くn 二 51 5 ． 2 士1 ． 6 0 ．9 士0 ． 1

9 ． 1 士3 ． 1 2 2
． 3 士3 ． 6 6 1 ． 9 士4 ． 7 9 ． 6 士3 ．6

0 ． 8 士0 ． 2 0 ． 6 士0 ．2 0 ． 8 士0 ． 5 2 8 ．3 土5 ． 7

0 ．7 士0 ． 2 0 ． 8 士0 ．2 7 5 ． 9 士5 ． 0 2 0 ．3 士6 ．
1

a I P o siti v e c ell s w e r e e v al u a t e d b y i m m u n o fl u o r e s c e n c e u s l n g 8 0 W C yt O m e tr y
b l
n u m b e r of m i c e

el
m e a n 士 S ．D ．



3 6 6 蓮

S C I D マ ウ ス の 牌 は C B －1 7 マ ウ ス と比 べ て 大 き

さ ， 重 量 と も に 小 さ く ， 回 収細胞数 を比 較 し て も

1ノ5 〆 へ ノ 1 ハ0 と少 な い が ． 逆 に L G L の 比 率 は高 か っ た

く表 い ． これ は全細胞数が少な い た めの み か け上 の

も の で あ り ， 絶対数は ばぼ 同 じで あ る と考 え られ た ．

牌細胞の 表面 マ ー カ ー 検 索に お い て ．
L yt

－1
細 くp a n

T 細胞 を認識 し ，
ヒ トの C D 5 に 相 当1 ， L y t －2

26，

くキ

ラ ー ノサ プ レ ツ サ
ー

細胞 を認識 し，C D 8 に 相 当う お よ

び
．
L 3 T 4

叩 くヘ ル パ ー ノイ ン デ ュ ー サ ー 細胞 を 認識

し
，
C D 4 に 相当う 陽性細胞 は い ずれ も 1 ％以下 で あ

り ， 表面免疫 グ ロ ブ リ ン くs u rf a c e I g ， S －1 gl を発 現 し

て い る細胞も なか っ た く表 2 う．

一 方 ，
N K 細胞 の 表

面 マ ー カ ー で あ る a G M 1
2 印

を発 現 す る細胞 は2 8 ．3 士

5
．7 ％と 高率に み ら れ た ． な お ，

T 細胞 と N K 細胞の

M
一 部に み ら れ る T h y －1 陽性細胞

2913 O，
は S C I D マ ウ ス で

10
，
7 士 3 A ％ ，

N u d e マ ウ ス で5 ．2 士1 ．6 ％ み られ たが ．

両 者と も フ ロ ー サイ ト メ
ー

タ
ー

上 蛍 光強度 は C B ．17

マ ウ ス の 場合 と比 べ て 弱 か っ た ．

マ イ ト ー ジ ェ ン に 対 す る反 応 に お い て ， S C I D 脾細

胞 は P H A ， C o n－A ， P W M い ず れ に も 反 応 しな か っ

たが
，
l し2 に 対 して は著明 な

3
H － T d R の 取込 み がみ

ら れ た く表3 う．

m ．
N E 活 性 お よ び N K 細胞 の 性状

C B － 1 7 ． S C I D マ ウ ス 脾細胞と も に 内困性 N K 活性

は高 くな い が ， p Ol y 工こC 投与 に よ り両者 と も増強さ

れ た く表 4 フ．

一 方 ，
N K 抵抗性細胞株で あ る P 飢5

T ab l e 3 ． P r o lif e r ati v e r e s p o n s e s of s pl e n o c yt e s f r o m C Br1 7 a n d S C I D m i c e t o m it o g e n s
a n d 工し2

3 H － T d R i n c o r p o r a ti o n

m l C e m e di u m P H A C o n－A I L －2

C B －1 7 3 6 8 士 19 9
a I

2 5 03 7 土 1 3 3 0 70 2 04 士8 8 9 2 42 5 5 土7 9 6

S C工D 7 8 7 士 10 5 5 77 士2 7 7 1 0 3 5 士 14 6 1 1 53 1 士1 3 0 6

3
H ． T d R i n c o r p o r a ti o n

rn 1 C e m e di u m P W M I L －2

C B －1 7 1 6 7 3 土2 5 9 1 5 34 8 士 14 8 7 9 3 2 5 士1 1 4 4

S C I D 7 1 5 土 4 4 78 6 士1 2 5 1 2 6 17 士2 8 5

S pl e n o c yt e sく5 x 川
5
c ell s－ w e r e c u lt u r e d f o r 3くAl o r 5くB，d a y s i n m i c r o c u lt u r e pl a t e s w ith m ed i u m

al o n e
，
P H A く0 ．2 ％ v oII v oll ， C o n－A く25 p gl m ll ， P W M く10 FL gノm lJ ， O r I し2 く5 0 0 U l m

ll ． T w e n ty

f o u r h r s b ef o r e h a r v e st ， 0 ．2 JJ Ci
3 H － T d R w a s a d d e d a n d u pt a k e o f

3 H － T d R w a s m e a s u r e d 7 i n a li q
，

u i d s ci n til a ti o n c o u n t e r ．
al
c p m 士S ．

D ．

，

T a b l e 4 ． N K a c ti vi ty o f s pl e n o c yt e s f r o m C B
－ 1 7 a n d S CI D m i c e

T a r g et c ell s

Y A C －1 P 8 1 5

m l C e p r e tr e a t m e n t
a I
l O O こ1 bJ 5 0 こ1 2 5 ニ1 1 0 0 こ1 5 0こ1 2 5 こ1

C B －1 7 ト1 2 ． 6
C I

2 ． 0 0 ． 3 1 ． 7 く 0 ． 1 くfI ．1

p o ly I こ C i ．p ． 3 2 ． 9 2 5 ． 0 16 ． 2 4 ． 9 1 ． 9 0 ． 7

S C王D トフ 18 ． 5 1 2 ． 4 9 ． 1 2 ． 0 0 ． 8 0 ． 8

p o l y I こ C i ． p ． 7 8 ． 2 6 3 ． 6 5 0 ． 3 1 2 ． 6 9 ．
0 5 ． 7

a l M i c e r e c ei v e d a n i ． p ． a d m i ni s tr a ti o n of p ol y I こC 2 4
－h r b ef o r e s a c rifi c e

b l E ff e ct o r こ t a r g et r a ti o
C I ％ c yt o t o x i city，
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に 対し て は p ol y IこC 投与に よ っ ても ， 有意な細胞傷

害活性の 増強は 示 さ な か っ た －

N K 細胞の 性状 を検討す る た め に 抗体
一 補体 処理

を行 う と C B －1 7
，
S C I D マ ウ ス 脾 細 胞 と も に 抗

a G M ． 血 清で 活性は失活 した ．

一

方 ． 抗 T h y ．1 抗体

では C B －1 7 マ ウス で
一

部失活 す るが ，
S CI D マ ウス

で は不 変 だ っ た く図 2 1 ． 即 ち
，
C B －1 7 マ ウ ス の

N K 細胞 は T h y －1
＋lT

． a G M l
＋

で あ り
，
S CI D マ ウ ス

の N K 細胞 は T h y － 1．． a G M ．
＋

で あ っ た ．

1V ． L A K 細胞 の 誘導条件

L A K の 誘 導条件 を決定す る た め C B －1 7 マ ウ ス 脾

細胞 を用 い て検討 し た く図3う． P 8 1 5 に 対 す る 障害

活性は 3 日目 で ピ
ー ク と な り ，

工し2 濃度 は 250 Uノ

m l で ほ ぼ プ ラ ト
ー

とな っ た ． よ っ て以 後の 実験で は

I し2 5 0 0 U J
，
m l 添加 ，

3 日 間培養後の L A K 活性 を測

定し た ．

V
．
L A K 活 性

C B －1 7
，
S CI D お よ び N u d e マ ウ ス 牌 細 胞 の

L A K 活性 を比 較 した く図 4う． 三 者と も
，
ほぼ 同程度

367

の L A K 活性が 誘導で き た ． 同様 に N K 感受性細胞

株 で ある Y A じ1 に 対 して も 障害活性が み ら れ た ．

Vl
．
L A E エ フ ェ クタ

ー 細胞の 性状

L A K エ フ ェ ク タ
ー 細胞の 性状 を検討す る た め培養

後の 脾細胞 に 抗体 一 補体処理 を行 っ た く図5 L 三 者

と も抗 T h y －1 抗体 で L A K 活性 は 低下 した が ，
抗

a G M ． 血清 ， 抗 L yt － 2 抗 体 で は ほ と ん ど低下 し な

か っ た ．

し か し
， 最近の研究で a G M l 血清 に よ る補体処 理

で は培養細胞が補体抵抗性 に な る こ と が 知 ら れ て い

る
15I

． こ の た め
，
P an n i n g 法 を用 い て L A K エ フ ェ ク

タ
ー 細胞 を さ ら に 検討し た く図 6う． L A K 活性 は 抗

体一補体処理 の場合と は異 な り C B －1 7
，
S C I D マ ウス

とも a G M ．
＋

細胞群 で 非分画細胞 くU Fl よ り も 高 い

L A K 活性 が誘導で き た ．

一 方 ，
a G M l

一

細胞群 は む し

ろ U F よ り も 低 か っ た ． な お
，
P a n ni n g 法 に よ る

L A K エ フ ェ ク タ
ー

細 胞中 の a G M l
＋

細胞 の 比率 は

U F に お い て C B －1 7 は30 ％
，
S C I D は45 ％で あ り ，

a G M ．
＋

群 で は と も に80 ％
，
a G M l一群で は C B ． 1 7 で

2 5 5 0 1 0 0 2 5 5 0 1 0 0 E I T r a ti o

S p e ci e s o f m i c e

Fi g ． 2 ． P h e n o ty pi c c h a r a c t e ri z a ti o n o f p o l y I ニ C b o o st e d N K a c ti v it y ．

S pl e n o c y t e s w e r e t r e a t e d w ith C
，

o n l y く0－0ナ， C
，

＋ a n ti － T h y
． 1 く中

一 ■1 ， O r

C
，

＋ a n ti － a G M l くムーAl ． T h i s fi g u r e sh o w s th e t y pi c al r e s u lt o f o n e o f t w o

e x p e ri m e n t s ．



3 6 8

一 ．

1 3 5 くd a y sl o 5 0 2 5 0 5 0 0 2 5 0 0 くU ノm り

l n c u b a ti o n ti m e l L
－

2 d o s e

E ニT ニ 1 0 0 ニ1

Fi g ． 3 ． くAI ， K i n e ti c s o f I L － 2 －i n d u c e d c y t o t o x i cit y o f C B －1 7 s pl e n o c yt e s a g ai n s t

P 8 1 5 ．

S pl e n o c yt e s w e r e c ul t u r e d w ith I L
－ 2 く50 0 U l m lJ f o r v a ri o u s ti m e p e ri od s ． EノT

r a ti o w a s l O O ．

くBl ， D o s e r e s p o n s e c u rv e O f I L
－ 2 － in d u c e d c y t o t o x i cit y o f C B

－ 1 7 s pl e n o c yt e s

a g ai n st P 8 1 5 ．

S pl e n o c y t e s w e r e c u lt u r e d f o r 3 d a y s w ith v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s o f I L 2 ． E I T

r a ti o w a s l O O ．

S i m il a r r e s u lt s w e r e o b t a i n e d i n a n o th e r e x p e ri m e n ts ．

0

0

望

乳
．

0

蛋
じ

乱
s

訳

C B 1 7 S C I D N u d e C B －

1 7 S C I D N u d e

EノT ニ1 0 0 EノT ニ 5 0

F i g ． 4 ． I L
－2 ．i n d u c e d c yt o t o x i cit y o f s pl e n o c y t e s a g ai n s t P 8 1 5 くAl an d Y A C

－1 くBl ．

S pl e n o c yt e s w e r e c ul t u r e d f o r 3 d a y s w i th m e d i u m al o n e くEjl o r 5 0 0 Uノm l o f

I L －2 く■1． －D a t a r e p r e s e n t th e m e a n p e r c e n t 士 S ． D ． of fi v e s e p a r a t e e x p e ri m e n t s ．



免疫不全 マ ウス に お け る L A K 細胞 の 誘導

5 ％，
S C工D で2 5 ％だ っ た ． また

， 培養 後の 脾細胞 の

表面マ
ー カ ー

を検索す る と 三者 と も に T h y ． 1
＋

細 胞

が60
へ 8 0 ％み られ た が ．

S C I D お よ び N u d e マ ウ ス で

は L y t
－1
，
L y t

－ 2 お よ び L 3 T 4 陽性細胞 は み られ な

か っ た ． さ らに S C I D マ ウス で は s －I g 陽性細胞 も み

られ な か っ た ．

L U 2 0

3 6 9

以上 よ り L A K エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 三 者 と も

T h y
－1
＋

，
a G M l

＋

細 胞が主体である と考 え られ た ．

明1 ． 抗 a G M ． 血清 ill Yi Y O 投与

L A K 前駆 細胞 を み る た め に 抗 a G M ． 血 清 を i n

Vi v o 投与 し
，
マ ウ ス 肺細胞 の L A E 活性 を検討 し

た ． i n v i v o 投 与群 の培養前肺細胞 の表面 マ ー カ
ー

に

C B －

1 7 S C I D N u d e

S p e ci e s o f m i c e

F i g ． 5 ． P h e n o t y pi c ch a r a ct e ri z a ti o n of L A K eff e ct o r c ell s b y t r e a t m e n t w ith

a n tib o d y ＋ C
，

．

S pl e n o c yt e s c u lt u r e d wi th I し2 く50 0 U I m ll f o r 3 d a y ， W e r e tr e a t e d w ith C
，

o nl y

くEjl ， C
，

十 a n ti ． a G M l く中1， C
，

＋ a n ti ． T h y
－1 くF3ナ， O r C

，

＋ a n ti － L y t
－2 くEgl ． Si m il a r

r e s u lt s w e r e o b t a i n e d i n t w o o th e r e x p e ri m e n t s ．

％ S p e cif i c Ly s ．s ％ S p e cific ly s I S

5 0 4 0 3 0 2 0 1 0 0 0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0

C B － 1 7 EI T z 2 5 S C I D

Fi g ． 6 ． P h e n o t y pi c c h a r a c t e ri z a ti o n o f I し2
－ in d u c e d L A K eff e ct o r c ell s b y

p a n n l n g m e th o d ．

T hi s fi g u r e sh o w s th e ty pi c al r e s u lt o f o n e of t w o e x p e ri m e n t s ．

U F
，
u n f r a c ti o n



3 7 0

お い て a G M l
＋

細胞 は 1 ％以 下で あ り ，
S CI D お よ び

N u d e マ ウス 肺細胞 で は T h y －1
＋

細胞 も 2 ％以 下 で

あ っ た く表 5 1 ． こ の 事 よ り S CI D お よび N u d e マ ウ

ス牌細胞 に お い て T h y －1 抗原 の ほ と ん どが a G M ．
＋

細胞 上 に 発現 し てい る と 考え ら れ た ． また i n マi v o 投

与群 の P 81 5 お よ び Y A C －1 に 対す る細胞障害活性 は

なく ， 形態的 に L G L も み と め られ な か っ た ．

用 ． L A E 前駆 細胞の 性状

抗 a G M ． 血 清 i n v i v o 投与 群 か ら 誘導 さ れ る

L A K 活性 は C B －1 7 マ ウ ス で は ほ と ん どみ ら れ な

か っ た の に 対 し S CI D お よび N u d e マ ウス で は無処

理対照群 と同程度 まで 誘導 で き た く図 7 I ． 培養後の

表面 マ ー カ ー に お い て C B －1 7 マ ウス は a G M l
十

細胞

が10 ％以 下 で あ り ， 形態的 に L G L も ほ と ん どみ られ

な か っ た ．

一 方
．
S CI D お よ び N u d e マ ウ ス で は

T h y
． 1
＋

，
a G M ．

＋

細胞 と も に30 旬 4 0 ％あ り
，
L G L も

み られ た ．

以 上 よ り C B －1 7 マ ウ ス の L A K 前 駆 細胞 は

a G M l
＋

細胞 で あ っ たの に 対 し ， S C I D お よ び N u d e

マ ウ ス で は T h y
－l－

，
a G M l一細胞群か ら L A K が 誘導

T a b l e 5 ． P h e n o t y pi c al ch a n g e of s pl e n o c yt e s a ft e r i n v i v o a d m i ni st r a ti o n o f a n ti－a G M ． s e r u m

％ p o siti v e c ell s a l

m l C e p r e t r e a t m e n t T h y
－1 L yt

－1 L yt
－2 s

一工g a G M l

C B －1 7 ト1 3 2 ． 1 士3 ． 6
b 1
2 8 ，8 士5 ． 1 9 ． 8 士1 ．

8 5 7 ．0 士 4 ．
2 7 ． 2 士2

．7

a n ti ． a G M l i ． v ． 2 5 ． 6 士6 ． 0 2 3 ．7 士4 ． 9 6 ． 7 士2 ．3 6 2 ． 0 士6 ． 7 0 ． 5 士 0 ． 2

S C工D トう 13
． 7 士4 ． 0 0 ．3 士0 ． 1 0 ． 8 士0 ． 3 0 ． 9 士0 ． 6 2 6 ． 3 士9 ． 9

a n ti － a G M l i ． v ． 1 ． 3 士0 ． 7 0 ．5 士0 ． 3 1 ． 3 士0 ． 8 0 ． 8 士0 ． 9 0 ． 8 士0 ． 2

N u d e く －フ 5 ． 5 士1 ． 9 0 ． 9 士0 ． 1 0 ． 8 士0 ． 3 7 5 ． 3 士5 ． 6 2 1 ． 9 士5 ． 2

a n ti － a G M l i ． v ． 1 ． 2 士 0 ． 5 1 ．0 士0 ． 2 0 ． 5 士0 ．
1 7 9 ．

1 士7 ．
2 0 ． 5 士0 ， 3

a l E v al u a t ed b y i m m u n o 8 u o r e s c e n c e u si n g 8 0 W C yt O m e t r y ．
bl
m e a n 士 S ． D ． くn ニ 41

2 5 5 0 1 0 0

C B
－

1 7

2 5 5 0 1 0 0

S C I D

2 5 5 0 1 0 0 E ノT r a ti o

N u d e

S p e ci e s o f m i c e

F i g ． 7 ． E ff e c t o f i nj e c ti o n o f a n ti － a G M ． o n I L －2 i n d u c ti o n o f L A K a c ti v it y －

S pl e n o c yt e s f r o m m i c e p r e t r e a t e d b y a n ti
－

a G M l i ． v ． く0－OJ o r n o t く0一郎， W e r e

C u lt u r e d w it h I L ．2 く50 0 U l m ll f o r 3 d a y s ． D a t a r e p r e s e n t t h e m e a n p e r c e n t 士

S ． D ． o f f o u r s e p a r at e e x p e ri m e n t s ．



免疫 不全マ ウ ス に お け る L A K 細胞の 誘導

され た ．

考 察

本研究 で ，
S C I D マ ウ ス 脾細胞は T ，

B 細胞 を 欠如

し
，

P H A
，
C o n － A

．
P W M に 対 して 反応 しな い が ， 免

疫学的に 正 常 で あ り対照と して使用 し たC B
－1 7 牌細

胞と比 べ て ， L G L お よ び a G M l
＋

細胞 が高率 に 存在

してい る こ と を示 した ． さ ら に S CI D マ ウ ス 脾細胞

は工し2 に よ り反応 して 増殖 し ， N K 活性も 充分み ら

れた ． 通常 ，
N K 細胞 は I L t 2 に 反応 し て 分裂増殖す

る こと が 知ら れ て お り ，
S CI D 牌 細胞 に お い て N K

活性 をも つ 細 胞の 表面 マ
ー

カ
ー

が T h y
－1，． a G M l

＋
で

あ っ た点 を考 えあ わ せ る と ，
S C I D マ ウ ス 脾細胞 に は

N K 細胞が 豊富に 存在 し て い ると 考え られ た ．

L A K 細胞 は腰瘍免疫 お よ び その 臨床応用
311
の 面 よ

り着日 され ，
多く の 研 究が な され て い る が ， そ の 細

胞由来 に つ い て は不明な 点が 多く ，
こ と に N K 細胞

と L A K 細胞 との 関係 に つ い て は明 らか で ない
升 十 嘲

よ っ て S C I D マ ウ ス 牌細胞 を用 い て 両紙胞間の 関係

を検討す る こ と は N K 細 胞が 豊富 に 存在 し ， か つ

T ．
B 両細胞 の 関与も除外で き る と い う点 で N K 細

胞と L A K 細胞と の 関係に つ い て ， よ り明確 な解析

が でき る と 思 わ れ る ． 今回 ，
こ の S C工D マ ウ ス 肺 細

胞に お い て 工し2 を用 い て L A K 細胞 の誘導を試 み ，

N K 細胞 と の 相互 関係 に つ い て検討 し た ．

著者 は本研究で S CI D マ ウス に お い て N K 細胞 が

正常に 存在 す る と同時 に I し2 と と も に 培養 す る こ と

に よ り， S C I D マ ウ ス 牌細胞か ら は C B － 1 7 マ ウ ス 脾

細胞と同程度の L A K 活性が誘導 で き る こ と を 明 ら

か に し た ． 工し2 と と も に 培 養 し た S C工D お よ び

C B －1 7 マ ウ ス 脾細胞の 表面 マ ー カ ー の 解析 で L A K

エ フ ェ ク タ
ー 細胞は T h y －1

＋

． a G M l
＋
で ある こ と が 示

され た ．

一 般 に N K 細胞 は T h y －1
＋l

－

． a G M l
＋

で あ る

が
30l

，
T h y

－ 1－N K 細胞 と T h y－1
＋

N K 細 胞と は 同 じ細

胞で あ る と さ れ て い る
32，

． 即 ち T h y
－1－ N K 細胞 は

I L 2 存在下 で 容易に T h y－1 抗原 を強く 発現 す る こ と

が知ら れ て お り
33l

，
T h y－1

＋

N K 細胞 は T h y －1． N K

細胞が 活性化し た状態 に す ぎ な い と さ れ て い る
321

．

よ っ て
，
T h y

－1T ． a G M ．
＋
の 表 面 マ ー

カ
ー

を も つ

S C I D マ ウ ス N K 細胞はC B －1 7 マ ウス の N K 細胞と

本質的 に 適 い は な い と考 え られ た ． ま た ， T 細 胞 を

欠如する N u d e
，
S C I D 脾細胞 と も に フ ロ ー サ イ ト

メ ー タ ー

上 ， 蛍光強度 の 弱い T h y －1
＋

細 胞 が み ら れ

たが抗 a G M l 血 清i n v i v o 投与に よ り T h y －1
＋

細胞

が2 ％以 下 に な っ た こ と は N u d e お よ び S CI D と も

T h y
－1 抗原の ほと ん どが a G M l

＋

細胞上
，
即 ち N K

3 7 1

細胞上 に 表現され て い る も の と考 え られ た ． 以 上 よ

り L A K エ フ ェ ク タ ー 細胞の 表面 マ ー カ ー は C B －1 7
，

S C I D マ ウ ス とも に T h y
－1
＋

． a G M l
＋
で あ る こ と か ら

工し2 に よ り主 と して N E
．細胞

か ら L A K エ フ ェ ク

タ ー 細胞が 誘導さ れ る もの と推察さ れ た ． N K 細 胞

と L A K 細胞 の 関係 に つ い て は以前よ り様 々 な 報告

が な され て い る
7 ト 1 8l

． M e rl u z zi ら
71
は抗体 一 補体処理

に よ り ，
マ ウ ス 肺細胞の L A K 前駆細胞 ，

エ フ ェ ク

タ ー 細胞 は と も に a G M IT で あ る た め N K 細 胞 と

L A K 細胞 は異な る細胞 で ある と報告 した ． しか し そ

の 後 ，
K all a n d ら

15J
は抗体 一 補体処理 と ソ ー

テ ィ ン グ

を比 較 して a G M ． に 関し て は L A K エ フ ェ ク タ ー 細

胞 が 補体抵抗性 に な る こ と を示 し
，
B a ll a s ら

1 封
は

L A K 前駆細胞の 検討 に お い て も M e rl u z zi らの 用 い

た抗 a G M l 血 清 は 量的 に 不 充分 であ っ た と指摘 し

た ． よ っ て
， 最近 で は L A K 細胞 は工L －2 に よ り活性

化 され た N K 細胞が主体 をな し， T h y －1
＋
． L y t

－ 2
＋
の

T 細胞も 一 部関与 し て い る と い う 考 え 方 に な り つ つ

あ る
341

． また こ の T h y
－1
十
． L yt

， 2
＋

T 細胞 は細胞障害

活性 をも つ ま で に 5 へ 7 日間以上 の 培養が必要 で あ

る とさ れ て い る
1 岬 I

． こ の た め C B －1 7 マ ウス に お い て

抗 L yt －2 抗体 での 補体処理 で L A K 活性が さ ほ ど低

下し なか っ た の は 3 日 間培養 の た め T h y ． 1
＋
． L y t

－2
＋

T 細胞 か らの L A K 活性 が充分誘導され な か っ た た

め と考 え られ た ． S C工D マ ウ ス に お い て は 培養後 も

T
，
B 細 胞 マ ー カ

ー

の 発現は なく ，
L A K 細胞の 誘導

に T
，
B 両細胞 は必要な い と思わ れ た ．

さ ら に 抗 a G M l 血清i n v i v o 投与 に よ る L A K 前

駆細胞の 検討 で は C B－17 マ ウ ス の L A K 前駆細胞 は

a G M ．
＋

細胞群 に 含ま れ ，
L A K エ フ ェ ク タ

ー 細胞が

T h y
－1
＋

． a G M l
＋
で ある こ と を考 えあ わ せ ると 免疫学

的に 正 常な C B －1 7 マ ウ ス に あ っ て も L A K 細胞 は

N K 細胞が 主体で あ る と思 わ れ た ．

一 方
，
S C I D お よ

び N u d e マ ウ ス と も に L A K 前 駆細胞 は T h y －1r ．

a G M
l
－ で あ り C B － 17 マ ウ ス の 場 合と著 し く異 な っ

た ． し か し
，
S CI D お よ び N u d e マ ウ ス の 抗 a G M ．

血 清i n v i v o 投 与群 で は培養前に は なか っ た L G L お

よ び T h y
－1
十

． a G M ．
＋

細 胞が培養後 に 出現す る こ と か

ら T h y ，1J ． a G M l一細胞 は N K 細胞と は 全く別の 細胞

と は考 えに く く N K 前駆横紙胞に 属 す る細胞群 で あ

る と考 え られ た ． H a c k e tt ら
36，37

や K all a n d
38I
は骨髄

中の N K 前駆細胞 は T h y －1．． a G M l，で あ り， その 分

化成熟 に 工し2 の 必要性 を報告 し て い る ． よ っ て

S C I D お よび N u d e マ ウ ス 脾臓中に は本来 な ら骨髄

中 に存在 す る N K 前駆様細胞が か な り存在 し ，
こ の

細胞か ら I し2 に よ り L A K 細胞が誘導さ れ た と 考え
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ら れ た ． こ の N K 前 駆 様 細胞 が S CI D お よ び

N u d e マ ウス 牌臓中に 存在 し て い る 理 由は 工L －2 を含

めて 何 らか の 因子 の 不足が原因で充分に N K 細胞 へ

分化成熟で き な か っ た た め と 考 え ら れ た ． 本研 究 で

は C B － 1 7
，
S C I D お よ び N u d e マ ウス 脾細胞 を用い

た検討 よ り ，
L A K 細胞 は 主と して N K 細胞 お よ び

そ の前駆細胞 に よ り誘導さ れ る こ と を明 ら か に した

が
，
ヒ トな ら び に 実験動物 を用 い た 種 々 の 研究 で は

L A K 前駆細胞 と して N K 細胞 ，
T 細胞

，
n O n

－ T 細胞

な ど h e t e r o g e n it y が 指摘 され て い る
恥 181

． S C I D マ ウ

ス に あ っ て は表面 マ ー

カ
ー

な ら び に 機 能検査 の 上 で

も T 細 胞の 完全欠損が み られ る が ，
T 細胞 腰 の 自然

発症が報告さ れ て い る
印

． こ の こ とは S CI D マ ウ ス に

お い て 成熟丁 細胞 の マ ー カ ー

を有 さ な い 未熟 丁 細胞

の存在が暗示 され る ． a G M l の 表面形質は N K 細胞

の指標 と して 広 く 使 用 さ れ て い る が 最近 の S u t tl e s

ら
軌
や S t o u t ら

4 0I
の報告 に よれ ば N K 細胞 を含 め種 々

の細胞 に 分布 し ， こと に 活性化 丁細胞 に お い て強 く

発現 さ れ る こ とが 示 さ れ た ． 以 上 の こ と よ り S CI D

マ ウ ス 脾細胞 で み られ る L A K 細胞は N K 細胞 の み

な らず
， 未熟 丁細胞か ら誘導 さ れ る 可能性 も あ る ．

この 点 に つ い て は S CI D マ ウス 牌細胞 よ り L A K

胞株 の 樹 立 ， さ ら に は こ れ ら の T 細胞抗原 レ セ プ

タ
ー の 遺伝解析 な ど今後の検討が必要である

結 論

本研究で は C B －1 7
，
S C I D お よ び N u d e マ ウス 脾細

胞 にお い て 1 し2 を用 い て L A K 細胞の 誘導 を試 み ，

加 えて N K 細胞 と L A E 細 胞 と の 相 互 関係 を検討

し ， 以下の 結果 を得た ．

1 ． S C I D 脾細胞 は T ，
B 両細 胞 と も 欠 く が ，

N E 細胞 は充分 に 存在 して い た ．

2 ． S C I D 肺細胞 よ り C B －1 7 お よ ぴ N u d e マ ウ ス

と 同程度 の L A K 偏催 が 誘導で き た ．

3 ． L A K エ フ ユ タ タ
ー 細胞 は C B －1 7

，
S C I D マ ウ

ス と も に T h y
－ 1
＋

，
a G M ．

十
で あ っ た ．

4 ．
L A K 前駆細胞 は C B －1 7 マ ウ ス で は a G M ．

＋
で

あ っ た が ，
S C I D お よ び N u d e マ ウ ス で は T h y

－1
－

．

a G M ．
－

で あ っ た ．

以上 か ら C B －1 7
，
S C I D マ ウ ス と も N K 細 胞が

L A K 細胞 の主体 を なす と 考 え られ たが ，
S C I D お よ

び N u d e マ ウス で は牌臓中 に C B － 1 7 マ ウ ス と 異 な

り
，
T h y

．1，． a G M ．
－

の N K 前駆様細胞群 が存在 し，

こ の細胞群か ら L A K 細胞が 誘導 さ れ る も の と 考 え

ら れ た ． S C I D お よび N u d e マ ウス 脾細胞 で こ の 様な

N K 前駆様細胞群が比較的よ くみ られ る と い う 事実

は S CI D お よ び N u d e マ ウ ス に お い て はI L
－2 を含め

て何 ら か の 因子 の不足 を機序 とす る N K 細胞 の分化

成熟障害 が 示唆 され た ，
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l ．5 こ Si m il a rit y of L 3 T 4 t o th e h u m a n L e u
－31 T 4

m ol e c u l e ． J ． I m m u n ol ． ， 1 3 1 ， 2 4 4 5 －2 4 5 1 く198 3ナ．

2 8I K a s ai ， M ．

，
I w a m o ri

，
M ．

，
N a g ai ， Y ．

，
O k



3 7 4

m u r a
，
K ． 丘 T a d a

，
T ． こ A gl y c oli pi d o n th e

s u rf a c e o f m o u s e n a t u r al k ill e r c ell s ． E u r ． J ．

1 m m u n o l ． ， 1 0 ， 1 7 5 －1 8 0 く19 8 01 ．

29I Le d b e tt c r ， J ． A ．
，
R o u s e

，
R ． V ．

，
M i c k l e m

，

H ． S ． 鹿 H e r 2i e r Lb e r g ， L ． A ． こ T c ell s u b s e t s

d e fi n e d b y e x p r e s si o n o f L y t
－ 1
，
2
，
3
，
a n d T h y

－1

a n ti g e n s ． J ． E x p ． M e d ． ， 15 2 ， 2 8 0 －2 9 5 く19 8 01 ．

3 0ナ E e rb e m a n ， R ． B ．
，
N ll n n

，
M ．
E ． 也 E ol d e n

，

H ． T ． こ L o w d e n sit y o f T h y
－1 a n ti g e n o n m o u s e

e ff e c t o r c ell s m ed i a ti n g n a t u r a l c yt o t o x i cit y

a g a i n s t t u m o r c ell s ． J ． I m m u n o l ． ， 1 2 1 ， 3 0 4 －3 0 9

く19 7 軋

311 R o s e n b e r g ， S ． A ． 鹿 L o t2 1e
，
M ． T ． 二 C a n c e r

i m m u n o th e r a p y u si n g i n t e rl e u k in
－2 a n d i n t e rl e u －

k i n －2 － a C ti v a t e d l y m p h o c yt e s ． A n n ． R e v ． I m m n o l ．
，

4
，
6 8 1 － 70 9 く1 舶61 ．

3 2I E a d l e t t ， J ． J r
， ，
B o s m a

，
G ． C ．

，
B o s m a ， M ．

J ． ， B e n n e tt ， M ． 鹿 K u m a r
，
V ． こ T r a n s pl a n t a b l e

p r o g e ni t o r s o f n a tu r al k ill e r c ell s a r e d i s ti n ct

f r o m th o s e of T a n d B l y m ph o c y t e s ． P r o c ． N a tl ．

A c a d ． S ci ． U S A ， 8 3
，
3 4 2 7 －3 4 3 1 く19 861 ．

3 3I B r o o k s ， C ． G ．
，
U rd al

，
V ． L ． 良 H e n n e y ． C ．

S ． こ L y m ph o k i n e
－d ri v e n

L L

d iff e r e n ti a ti o n
，，

o f

C yt O t O X i c T
－

C ell cl o n e s i n t o c ell s w ith N K －1ik e

S p e Cifi cit y ． こ C O r r el a ti o n w ith d i s pl a y o f m e m b r
－

a n e m a c r o m ol e c u l e s ． I m m u n ol ． R e v ．
，
7 2

，
4 3 －7 2

く19 8 31 ．

3 4I H e r b e r m a n ， R ． B ．
，
H i s e r o d t

，
J ．

，
V uj a n o vi c ，

N ． ， B 礼1 c h ， C ．
，
L o t o Y O 組

，
E ． ， B o l h 1 1i s ， R ．， G ol b ，

S ．
，
I ． a n i e r ， L ． L ．

，
P h illi p s ， J ． H ． ， R i c c a r di ， C ．

，

R i t 2l
，
J ．
，
S a n t o n i

，
A ．

，
S c h m i d t

，
R ． E ． R G tJ c hi d a

，

A ． ニ L y m p h o k i n e
－ a C ti v a te d k ill e r くL A KI c ell

a c ti vi t y こ C h a r a c t e ri s ti c s o f e ff e c t o r c ell s a n d

th ei r p r o g e n i t o r s i n b l o o d a n d s pl e e n ． I m m u n ol ．

T o d a y ， 8 ， 1 7 8
－1 81 く1 9 8 71 ．

35I 安保 徹 ． 伊藤公 志 ，
沢 田 秀明 二 N K 細胞をめ

ぐ っ て一最近 の 知見 か ら ． 臨 床 免疫 ，
19

，
3 61 － 376

く19 8 71 ．

3 6ナ H a c k e tt ， J ． J r ．
，
B e n n e t t

，
M

． 鹿 K tl m a r V
．

二 O ri gi n a n d d iff e r e n ti a ti o n of n a t u r a l k ill e r c ells

I ． C h a r a c t e ri sti c s o f a t r a n s pl a n t a b l e N K c ell

p r e c u r s o r ． J ． I m m u n ol ． ， 1 3 4 ， 37 31 －3 7 3 8 く19 8 51 ．

3 7I H a c k e t t ， J ． J r ．
，
T u t t

，
M ．

，
L i p s c o m b ， M ．

，

B e n n e t t
，
M ．

，
K o o

，
G ． 鹿 K u m a r

，
V ． こ O ri gi n a nd

d iff e r e n ti a ti o n o f n a t u r al k ill e r c ell s 工I ． F u n cti o ．

n al a n d m o r p h o l o gi c st u di e s o f p u rifi e d N K ．1 ．l
＋

C ell s ． J ． I m m u n ol ．
，
1 3 6

，
3 1 2 4 －3 1 3 1 く19 8 61 ．

3 8I K all a n d ， T ． こ G e n e r a ti o n o f n a t u r al k ill e r

C ell s f r o m b o n e m a r r o w p r e c u r s o r s i n vit r o ．

I m m u n ol o g y ， 57 ， 4 9 3
－ 4 9 8 く1 9 8 61 ．

3 9I S u t tl e s ， J ．
，
S c h w a rti n g ， G ． A ． 鹿 S t o u t

， R ．

D ． こ F l o w c y t o m e t ri c a n a l y si s r e v e al s th e p r e s －

e n c e o f a si a l o G M 1 0 n th e s u rf a c e m e m b r a n e of

all oi m m u n e c y t o t o x i c T c ell s ． J ． I m m u n ol ． ， 13 6 ，

1 5 8 6 －1 5 9 1 く1 9 8 61 ．

4 01 S t o llt ， R ． D ．
，
S c h w a rti n g ， G ． A ． 鹿 S u t tl e s

，

J ． こ E v i d e n c e th a t e x p r e s si o n of a si al o G M l m ay

b e a s s o ci a t e d w ith c ell a c ti v a ti o n ニ C O r r el a ti o n of

a si al o G さ11 e X p r e S Si o n w i th i n c r e a s e d t o t al c ell u
．

1 a r R N A a n d p r o t ei n c o n t e n t i n n o r m al th y m o
－

C y t e a n d s pl e e n c e11 p o p ul a ti o n s ． J ． I m m u n ol ．，

1 3 9
，
2 1 2 3 －2 1 2 9 く19 8 7う．



免疫 不全 マ ウ ス に お け る L A K 細胞 の 誘 導 375

P h e n o t y p ic C h a r a c t e r i z a ti o n o f L A K くL y m p h ok i n e － A c tiv a t ed K ill e rI C e11s I n d u cibl e

in 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 a n d N u d e M i c e M a s a k i H as ui
，
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 rs lty ， 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 6 2
－ 3 7 5 り9 8 81

E e y w o s d s ニ Iy m p h o k i n e
－

a Cti v a t e d k i11 e r
，
n a t u r al k i11 e r

，
n u d e m i c e

，
m i c e w i th s e v e r e

C O m b i n e d i m m u n o d e n ci e n c y

A b s t r a c t

A lth o u g h m o s t ly m p h o k i n e
－ a C ti v a te d k i11 e r くL A K I a c ti v ity g e n e r a te d ft o m b l o o d o r s p l e e n

ly m p
h o c y t e s a p p e a r s to b e d e ri v ed ft o m c ell s c h a r a c te r

i sti c o f n at u r al k ill e r くN KI c e11 s ， S O m e

i n v e st lg a t O
r S h a v e p o st u l a t e d th a t L A K a cti v l ly C a n al s o b e i n d u c e d fr o m s o m e T

－1i n e a g e c ell s ．

I n th e p r e s e n t w o r k ， p h e n o ty p i c c h a r a c t e ri sti c s o f p r e c u r s o r a n d e ff t c to r c ell s fb r L A K a cti v ity

w e r e e v a l u a te d b y u si n g s p l e n o c y t e s 丘o m C B
－ 1 7 c o n tr ol m i c e

，
S C I D くS e V e r e C O m bi n e d

i m m u n o d e 丘ci e n c yl m i c e l a c k li n g T a n d B c ell s ， a n d a th y m i c n u d e m i c e － T h e r e l ati v e 丘e q u e n ci e s

o f a G M l
＋
c e lls ， W h i c h d e n o t e m o u s e N K c ell s ， W e r e m u C h h i g h e r i n s p l e n o c y t e s fr o m S C I D m i c e

く2 8 ．3 ％ 士5 ．7 ％J a n d n u d e m i c e く20 ．3 ％ 士6 ． 1 ％I th a n i n C B －1 7 m i c e く9 ．6 ％士 3 －6 ％J ． N K c e ll

a c tl V l ty a g al n S t Y A C
－ 1 t a r g e ts ， S e e m l n g ly i n p a r allel w

it h th e r el ati v e 丘e q u e n c y o f a G M l
＋
c ells

，

w a s h ig h e r i n S C I D m i c e c o m p a r e d t o th at i n C B
－ 1 7 m i c e ei th e r b ef b r e o r aft e r th e t r e at m e n t o f

p o
ly 巨 C ． C ell s w it h N K a c tl V lty i n C B

－ 1 7 m i c e l a r g el y e x p r e s s e d T h y
－1
＋ト

，
a G M l

＋

p h e n o ty p e ，

w hil e N K c ell s i n S C I D m i c e a p p e a r e d t o b e T h y
－ 1

－

，
a G M ．

＋
c e lls

，
S u g g e Stl n g th e e xist e n c e o f a

fu n d a m e n t al p h e n o ty p I C Si m il a r l ty a m O n g th e s e N K c ell s ． A n e 爪 ci e n t a n d c o m p a r a b l e

c y t o t o x i city a g a i n st N K
－

r e Si st a n t P 8 1 5 c ells くL A K a cti v i tyJ w a s i n d u ci bl e b y a 3
－ d ay c u lt u r e o f

s p l e n o c y t e s w it h i n t e rl e u k i n 2 くI L
－ 2J i n e a c h g r o u p o f m i c e ， a n d t h e m 4j o rity o f t h e s e L A K efrb c t o r

c e11s e x p r e s s e d
T h
y

－ 1 ＋
，
a G M l

＋
p h e n o ty p e ． T h e i n v i v o a d m i n i st r a ti o n o f a n ti

－

a G M
l 亭e r a

eli m i n a t e d e m ci e n tl y s p l e n i c r e ri d e n t a G M l
＋
c ell ． S u b s e q u e n tl y ， L A K i n d u c ti o n a s s a y w i t h l し

2 w a s c a r ri e d o u t wi th s pl e n o c y t es i n v it r o ． O n ly a n e g lig i b l e i n d u c ti o n o f L A K a cti v ity w a s

o b s e r v e d i n a n ti － a G M I
Mt r e a t e d C B － 1 7 m i c e

，
W h e r e a s i n S C I D a n d n u d e m i c e ， th e g r a d e o f i n d u c e d

L A K a c ti vi ty w a s c o m p a r a b l e w ith th at o f s p l e n o c y t e s 丘 o m u n t r e a te d c o n t r o I s ． F r o m t h e s e

r e s u l ts
，
it w a s sp e c u l a t e d th at L A K p r e c u rs o r c ell s i n S C I D a n d n u d e m i c e a r e m o st

l y a G M I
M

c ell s w h i c h r e s p o
n d t o I し2 t o e x p r e s s T h y

－ 1
＋

，
a G M l

十
p h e n ot y p e ， W h il e L A K p r e c u r s o r s i n C B

－

1 7 m i c e e x p r e s s a G M l
＋

p h e n o ty p e ． T h u s ， a G M ．．p r o g e n i t o r s fb r L A K a cti v i ty a p p e a r t O b e a t

m u c h e a rli e r s t a g e o f m a t u r a ti o n th a n a G M l
＋
L A K p r e c u r s o r s ． T h e p o o

I si z e o f s u c h a G M l．

L A K p r o g e n i t o r s i n s p l e e n o
f S C I D a n d n u d e m i c e m i g h t b e e x t r e m el y e x p a n d e d ， p r O b a b l y

b e c a u s e o f t h e i n t ri n si c l a c k o r s o m e T c e lトd e ri v e d fa c t o r s s u c h a s I L －2 ．


