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臍帯血 丁細胞 の成人 B 細胞分化抑制能

〔Ⅰり 臍帯 血 丁細胞液性 因子 によ る免疫 グ ロ ブリ ン産生 の抑制
-

ラテ ッ ク ス近 赤外比濁法 に よる 培養上清免疫グ ロ ブリ ン 量の 測定
一

食沢 大学医学部小 児 科学教室 ( 主任 : 谷 口 殉教授)

森 谷 直 樹

( 昭 和5 5年 5 月1 0 日受付)

〔ⅠⅠ〕 本論文の 要旨の
一 部 は

,
第9 回日 本免疫学金紙合 ( 19 7 9 , 東京) に お い て 発表 し た .

〔Ⅰ〕 編 で は 臍帯血 丁細 胞 が , 成 人 B 細 胞 の i n

V it r o で の 免疫 グ ロ ブ リ ン (I g) 産生 を強く 抑制す る こ

と を , 蛍光抗体法 を用 い た 細胞内I g 保有細胞数 で 検討

し た . 〔Ⅱ〕編 で は , I g 産生細胞が培養液中 に 分泌する

I g 量 を測定す る こ と に よ り , 臍帯血 丁 細胞 の 抑制能

を評価す る こ と を試み た . 沢井 , 石 田 ら
1】2)が開発 し た

ラ テ ッ ク ス 近赤外比商法 ( L P I A ) は , 均 一 な直径 の ラ

テ ッ ク ス 粒子 に純度 の 高 い 抗体を感作 し て お き , 抗原

を 含む試料 に 加 え て 抗原抗体反応 を起 こ さ せ , ラ テ ッ

ク ス が 凝 集する際 に近赤外 部 ( 0 .9 〟 m ) の 光 の 透過

度が低下 す る こ と を利用 して 抗原量 を定量 す る新 しい

方法で あ る .
こ の 方法 を用 い , p O k e w e e d m i t o g e n

( P W M ) で 刺激 し た リ ン パ 球が 培養上宿中に 分泌 す る

I g 量 の 測 定を試 み , さ ら に 双 子培養管 を使用し て ∴透

析膜で 成人末梢血 リ ン パ 球 (P B L) か ら隔て た 臍帯 血

丁細胞が , 液 性因子 を介 し て 成 人 B 細 胞の 分化を抑制

し得 るか 否か を , 成人 PB L の 培養上宿の I g 量 を 測 定

す る こ とで 検討 した .

材 料 と 方 法

1 . リ ン パ 球の 分離

肪帯血及 び成人静舵血を ヘ パ リ ン を加え て 採血 し ,

〔Ⅰ〕編 で 述 べ た ごと く Fi c o l トH y p a q u e 比重遠JL ､法 で

リ ン パ 球 を分離 し た .

2 . 臍帯 血 丁 細胞の 分離

〔Ⅰ〕編で 述 べ た ご とく ,
ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処理 した

羊赤血球と臍帯血 リ ン パ 球 を混合 し E ロ ゼ ッ ト 形成

を行 わ せ .
F i c o lトH y p a q u e 比重遠心 に て p ell e t に T

細胞 に 富む p o p u l a ti o n を 得 た .

3 . 培養条件

20 % 胎児 牛血清 ( F C S , G I B C O ) を含 む R P M I1 640

培 養液( GI B C O ) に リ ン パ 球 1 × 1 0
6
/ mエの 濃度で 浮遊

し , 培 養チ ュ
ー ブ( 13 × 10 0 m m , F al c o n ) に 1 ml 入れ .

種々 濃度の P W M を加え , 3 7 ℃ 5 % C O 2 濃度の培

養器で 種 々 期間培養 し た .

4 . 培養上清 の 回収

リ ン パ 球 を培養後 , 4 0 0 × g , 1 0 分 間遠心 し細胞が混

入 し な い よ う に 培養上宿 を 回収 し て 測定 ま で -

20 ℃

で 保 存 し た .

4 . 培養液上溝中の I g 量 の 測定

I g 量 の 棲準曲線 を作製 す る た め に ,
へ キ ス ト の Q S

血清 150 FL L を 2 0 % F C S を 含 む R P M I1 64 0 培 養液で

倍 々 希釈 し , 2
1 9

倍 ま で の 希釈系列 を っ く り , そ れぞれ

0 . 6 mエと 0 . 1 % ラ テ ッ ク ス 試 薬 (抗 ヒ ト I g M , I g G ,

I g A 家 兎抗休感作) 1 山 を キ ュ
ベ
ッ ト に 入れ , 直ちに円

形 ス タ ー

ラ
ー

で か く は ん しな が ら 0 .9 〃 m の 波長 の 光

の 透過 度 の 変化 を測 定 し た . 抗原抗体反応 に よ り ラ テ

ッ ク ス が凝集 す る と 近赤外 郡 の 光 は 透過度 が減少,

S u p p r e s s o r a cti vit y of c o rd bl o o d T ly m p h o c y t e s o n a d u lt B c ell diff e r e n ti a ti o n in th e

p o k e w e e d mi t o g e n s y s t e m . [ ⅠⅠ] S u p p r e s si o n of i m m u n o g l o b uli n p r o d u c ti o n b y h u m or al

f a c t o r s d e ri v e d f r o m c o rd bl o o d T l y m p h o c y t e s .
- Q u a n tit a ti v e m e a s u r e m e n t o f i m m u n o

･

g l o b u lin s i n t h e c ult u r e s u p e r n a t a n t of ly m p h o c y t e s b y l a t e x p h o t o m e t ri c i m m u n o a s s a y
～

N a o k i M o riy a , D e p a rt m e n t o f P e di a t ri c s , S c h o o l of M e di cin e , K a n a z a w a U n i v e r sit y , K a n a
-

Z a W a
,
92 0 , J a p a n .
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臍帯血丁細胞の B 細胞分化抑制能

っ まり 濁度 が上昇 す る . 抗原量が多 い 場合 は , 抗原抗

体反応の 初速度 で 測定 が可能 ( 3 分間) で あ り , r a t e

m eth o d と い う . 抗原畳 が少 な い場 合 は さ ら に 室温 に

3 時間又 は2 1 時 間放置 し , 抗原抗体反応 を充分 に 進行

させ て か ら 光の 透過 度 の 変化を求 めて I g 量 を 決 定 し

た ( e n d p o i n t m e th o d ) . リ ン パ 球培養上浦 は 20 %

F C S を含む培養液 で 2 倍 希釈 し , 0 .6 m L ず っ I g M ,

I g G , I g A
の 測定 に 供 し た .

5 . 培 養上浦I g の 回収実験

測定し たI g 量 の 信頼性 を検定す るた め に , 既 に I g

量を測定し た培養上宿 に , 標準曲線用 に 作製 し た Q S

C o rd T C ell s
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Di a ly si s M e m b r a n e

F i g . 1 . T wi n
-

C ul tu r e t u b e .

1 0 1 0 0 1

,
00 0 t O. 00 0Ig M 亡0 n C ¢ n t r a ti o n ( n g / m l)

Fi g ･ 2 ･ S t a n d e r d c u r v e s f o r I g M .

=

3 mi n
=

i n d i -

C a t e s th e s t a n d e r d c u r v e e v al u a t e d b y r a t e m e -

th o d of l a t e x p h o t o m e t ri ci m m u n o a s s a y( L P I A ) .
"

3 a n d 2 1 h r
り

i n di c a t e th e st a n d e rd c u r v e s e v al -

u a t e d b y e n d p oi n t m e th o d of L P I A .
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血清の あ る Ig 量 の 希釈液 を等量加 え , 計算上 の 期待値

と実測値の 比較を行 っ た .

6 . 双 子培 養菅を用 い た臍帯血 丁細胞 の 成 人 B 細

胞分化に 及 ぼ す影響

交通可能 な 双 子培養菅 ( 図 Ⅰ) を 透析膜 で 隔 て ,

一

方に 成 人 PB L l x lO
6
/2 m L , 他方 に臍帯血 丁細胞 2 ×

10
8
/2 m ほ 入 れ , そ れ ぞ れ P W M 5〃ヱ/ m ほ 加え て培養

を開始 し た . 培養 開始後6 , 1 2 , 2 4 , 4 8 . 7 2 時間目 に 臍

帯血 丁細胞 を除 き . P W M を含む新鮮培養液 2 m L で 置

換 し た . 計 7 日間培養 し , 成人 P B L の 培養上清 を回収

しI g 量 を測定 し た . 同時に 細胞も回収 し . 蛍光抗体法

に より Ig 産生細胞数 を算定 した .

成 練

1 . I g 畳の 標準曲線

I g M , I g G , I g A に つ い て の 標準曲線を図2 , 3 , 4 に

示 し た . 縦軸 は ab s o rb a n c e / m i n
. 横軸 は1 m L b た り

の I g 量で あ る. 3 分 は r a t e m e th o d
,
3 時間, 2 1 時 間は

e n d p o i n t m e th o d に よ る測定範囲 を示 し て い る .

R a t e m e t h o d で は I g M で 2 fL g / m L か ら 20 FL g / mL ,

I g G で 0 .2/J g / mエか ら5 〃g / mエ , I g A で 0 .3 〟g / 皿エカゝ

ら 4〟g / mL の 範 囲で 測 定可能 で あ っ た . E n d p o i n t

m et h o d で は I g M で 5 0 n g / m L か ら 2 , 00 0 n g / m L ,

I g G で 1 0 n g / mL か ら 80 0 n g / m L , r g A で 5 0 n g / m L か

ら 1 , 0 0 0 n g / m L の 範 囲で 測定可能で あ っ た . 20 % F C S

を 含む培養液単独で は , I g M , I g G , I g A と も に 検出 さ

れ ず . F C S は こ の a s s a y s y s t e m で は問題 に な らな か

っ た .
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F i g . 3 . S t a n d e r d c u r v e s f o r I g G .

"

3 m i n " i n d i c a -

t e s th e s t a n d e r d c u r v e e v al u a t ed b y r a t e m eth o d

O f l a t e x p h o t o m e t ri c i n l m u n O a S S a y (L PI A ) .
"

3

a n d 2 1 h r
' '

i n d i c a t e th e st a n d e r d c u r v e s e v a l u .

a t e d b y e n d p oi n d m e th o d o f L P I A .
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2 . リ ン パ 球培養上清の I g 量

種々 濃度 の P W M を加え て 7 日間培養 し , そ れ ぞ れ

の 培養上浦 に つ い て I g 量を 測定 し た . 図5 に 示 し た よ

う に
. 5 〃エ/ m⊥の P W M を添加 す る こ と で 各 ク ラ ス の

I g 量 の 分泌 が最大 と な っ た . こ れ は 〔Ⅰ〕編 で 述 べ た

蛍光抗体法 に お け る P W M の 至適 濃度 と同
一

で あ っ

た . 以 下 の 実験 はす べ て 5 〟エ/ 山 の P W M を使用 し た .

(
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雲
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く

I g A C o n c 紺 t r a ti o n ( n g / m l)
l n 州

F i g . 4 . S t a n d e r d c u r v e s f o r I g A .

"

3 mi n
"

i n d i ･

C a t e S th e s t a n d e r d c u r v e e v al u a t e d b y r a t e m e
-

th o d o f l a t e x p h o t o m e t ri c i m m u n o a s s a y ( L P I A ) .
=

3 a n d 21 h r
‖

i n di c a t e th e s t n d e r d c u r v e s e v al ･

u at e d b y e n d p oi n t m e th o d o f L P I A .
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次に 培 養開始後 1 , 3 . 5 , 7 , 9 日目 ま で に 培 養液中 に

分泌 さ れ るI g 量を 測定 し た . 図6 に そ の 結果 を示した

が
,
I g M , I g G は培養開始後3 日目 に P W M の 添加の有

無に 関係 なく か なり の 量 の I g が検 出さ れ , 5 日冒に は

減少 し , 7 , 9 日目 と P W M 存 在下 で I g の 著し い 分泌

が 認 め ら れ た . I g A の 分 泌 は や や 遅 れ 9 日 目 か ら

P W M 存在下 で 増加 す る よ う で あ っ た . 臍帯 血リ ン パ

球を 同様 の 条件 で 培養し , 培養上宿中の I g 量を測定し

たが
. 図 7 に 示 し た よ う に 9 日 間に わ た っ て 100 n g/

mL 前後 と ごく微量の Ig 重 しか 検出さ れ ず , P W M 添加

の 有無 に よ る差 も認 め ら れ な か っ た .

3 . 培養上滞I g 量 の 回収実験

成人 P B L 培養上宿 2 検 体に つ き I g の 回収実験を行

っ た( 表 1 ) .I g G , I g A に つ い て は ほ ぼ 期待値と実測値

が等 し か っ た が , I g M は 実測値が期待値 をや や上回っ

た .

4 . 双子培 養管を用 い た臍帯血 丁細胞の 成人 B 細

胞分化 に 及 ぼ す 影響

肪帯血 丁細胞 は〔Ⅰ〕編で 示 し た よう に , 成人PB L

と の 混合培養に お い て , 成人 B 細胞が I g 産生 細胞 へ

分化する の を 強く 抑制 し た .
こ の 肪帯血 丁細胞の 抑制

能 が細胞間の 接触 な し に 透析膜を隔て て 伝達さ れる か

どう か を 双 子培養管を用 い て 検討 し た . 図8 に 結果を

示 した が , 双子培養管 の 一 方か ら培養開始後 24 時間以

内に 臍帯血 丁細胞を除 く と , 成人 P B L に よ るI g 産生
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D o s ¢ Of P W M ( 〆 / m l)

Fi g . 5 . D o s e e ff e c t of p o k e w e e d mi t o g e n o n th e i m m u n o gl o b u li n p r o d u c ti o n

in th e c ult u r e s u p e r n a t a n t of a d ult p e ri ph e r al b l o o d l y m ph o c y t e s (1 ×1 0 6 /

m l) . T h e n u r n b e r o f i m m u n o gl o b uli n - p r O d u ci n g c ell s i n th e s a m e c u lt u r e

w a s si m ul t a n e o u sl y d et e c t e d .



臍帯血 丁細胞 の B 細胞分化抑制能

は抑制され な い が ･ 2 4 時 間以 降 に 除去 す る と 成人

pB L に よ る
I g 産生 は著明 に 抑制さ れ た ･ 同 じ検体 で

I g 産生細胞数 も算定 し た
と こ ろ , 培養上清の I g 量と

よく相関し た ･

考 察

リ ン パ 球培養上帝中 の i g の 定量 は現 在主 に r a d i o
･

i m m u n O a S S a y に よ
っ て 測定 され て い る

3) ～ 8 )
･ しか し こ

の 方法 は使用施設 が限 ら れ る と い う問題が あ る ･ 沢井 ･
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D a y s af t c r C u Lt u r c

Fi g . 6 . I m m u n o gl o b u li n p r o d u c ti o n i n th e c u lt u r e

S u p e r n a t a n t Of a d u lt p e r:i p h e r al b l o o d l y m p h o
･

C y te S (1 ×1 0 6 / m l) a t v a ri o u s ti m e i n t e r v al s

af t e r p o k e w e e d mi t o g e n s ti m u l a ti o n (5 pl/ m l) .
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右田 ら が開発し た L PI A 法 で 培養上浦中 の I g 量 が 測

定可能 か どう か を 検討 し た と こ ろ , I g G で 1 0 n g / mエ,

I g M . I g A で 50 n g/ mL と極 め て 低濃度 の Ig 量 の 測 定

が 可能で あ り .
r a d i o i m m u n o a s s a y に よる 測定感 度

に比肩し得る と 思わ れ た . 又 . 培養上浦I g の 回収実験

に お い て もI g G , I g A は良 好 な 回収率 が 得 ら れ た .

I g M に つ い て 期待値よ り 実測値 が や や 高 い 傾向 に あ

っ たが , 抗原抗体反応に 伴う 凝集力価 の 相違な ど , 今

後 の 検討が 必 要 と思 わ れ た . 成人 PB L の 経時的な 培養
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D ay s
af t e ｢ C u lt u 陀

F i g . 7 . i m m u n o gl b uli n p r o d u c ti o n i n th e c u lt u r e

S u p e r n a t a n t Of c o r d bl o o d l m y p h o c yt e s (1 ×1 0
6
/

m l) a t v a ri o u s ti rn e i n t e r v al s a ft e r .p o k e w e e d

mi t o g e n s ti m ul a ti o n (5 FLl / m l) .

T a bl e I . R e c o v e r y a s s a y of i m m u n o gl o b uli n s i n th e s u p e r n a t a n t of P W M
･ Sti rn ul a t ed

a d ult l y m p h o c y t e s c ul t u r e
a ･

C l a s s of I g

A d ul t l A d ult 2

p r e di c t e d e x a mi n e d (r e c o v e r y % ) p r e di c t e d e x a m i n e d (r e c o v e r y % )

I g M 41 69 n g 5 0 4 4 n g (1 2 1 % ) 6 0 93 n g 8 0 24 n g (1 32 % )

I g G 10 0 0 8 6 4 ( 86 . 4 % ) 4 0 86 4 0 8 5 (9 9 .9 % )

I g A 1 3 82 1 1 15 ( 80 . 7 % ) 3 24 3 5 0 (1 08 % )

a ･

O n e v ol u m e o f th e s u p e r n a t a n t s o f P W M
･

Sti m ul a t e d a d u lt l y m ph o c yt e s w i c h h a d b e e n d et e r mi n e d of

th ei r I g a m o u n t s ( n g/ m l) a n d o n e v ol u m e o f s t a n d e r d Q S s e r u m w e r e mi x e d . I g a m o u n t s o f th e s e m i x -

tu r e s w e r e e v al u a t ed b y l a t e x ph o t o m e tri c i m m u n o
- a S S a y an d c o m p a r ed w ith th ei r p r e di c t ed v al u e s .
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C ult u r e TirTR W 帥 C o rd T C e u 5 i n T w i n - T u b c ト厄th o d

Fi g . 8 . S u p p r e s s o r a cti vi t y o f c o r d T c ell s o n a d u lt B c ell d iff e r e n ti a ti ｡ n i n

th e t wi n- C u lt u r e t u b e m e th o d ･ 1 ×1 0 6 a d u lt p e ri ph e r al b l o o d l ym P h o c y te s

a n d 2 ×1 0 6 c o rd T c ell s w e r e c u lt u r e d i n th e t w i n
-

C u lt u r e t u b e s wi th p o k
-

e w e ed mi t o g e n . T h e n , C O r d T c ell s w e r e r e m o v e d f r o m o n e of th e t wi n _

tu b e s a t v a ri o u s ti m e i n t e r v al s of c ul tu r e a n d r e pl a c e d wi th f r e s h m e d i u m

C O n t ai ni n g p o k e w e e d mi t o g e n ･ O n d a y 7 0 f c u lt u r e , i m m u n o gl o b uli n a m o ひ

n t s i n th e c ul t u r e s u p e r n a t a n t o f a d u lt p e ri p h e r al bl o o d ly m p h o c y te s w e r e

d et e c t e d ･ T h e n u m b e r o f i m m u n o gl ob uil n
-

p r O d u ci n g c ell s i n th e s a m e c ul q

t u r e w a s si m ul t a n e o u sl y d et e c t e d .

上帝I g 量 に つ い て は , 3 日日 に P W M の 添加 の 有翼酎こ

関係 な く か なり の 量の I g が 検出 さ れ る が , リ ン パ 球 の

崩解 に よ っ て 出 て き た もの か 由来 は不明 で あ る . 蛍 光

抗体法 で ほ培養開始後5 日目 に I g 産生細胞 数 の 増加

が み ら れ るが ,
I g の 分泌 は 7 日目 と や や遅 れ る よ う で

あ っ た . 臍帯血 リ ン パ 球の 培 養上宿中 に はI g 分泌 が ほ

とん ど認 め られ ず , 蛍光抗体法 に よ る結果 と合致 し た .

O l d i n g ら
6)
は
, 臍帯血 丁 細胞が液性因子 を介 し て 母

親 の 末梢 リ ン パ 球の 種々 mi t o g e n に 対 す る 分裂増殖

を抑制す る こ と を報告 し た . 双 子培養管 を用 い た実験

か ら , 臍帯血 丁 細胞は透析膜を隔て て 成 人 B 細 胞 の

I g 産生を 抑制す る こ と が 示さ れ , 透析可熊な液性因子

の 存在が強く示唆さ れ た . 培 養開始後 ∴経時的 に 臍帯

血 丁細胞を除く こ とに よ り , 24 時間前後 とか な り早期

に こ の 液性抑制因子が分泌さ れ る こ とが 想定さ れ た .

結 論

1 . ラ テ ッ ク ス 近赤外比商法 に より , リ ン パ 球培 養

上帝中 に 分泌 され たI g 量を 測定す る こ と が で き た .

I g M , I g A は 50 n g / mL , I g G は10 n g / m L と極 め て 低 濃

度 ま で 測定可能 で あり . 回収実験か ら も信頼性 が高い

と考え られ た .

2 . 成 人 P B L の 培 養 上清中 の I g M , 1 g G 量 は

P W M 刺激後 7 日 日 か ら著明 に 増加 し , I g A はや や遅

れ て 9 日目 か ら増加 した . 蛍光抗体法 に よ るI g 産生細

胞数 の 増加 よ り や や 遅れ る傾向に あ っ た
. 臍帯血リ ン

パ 球 の 培 養上浦中に は 9 日 間 に わ た っ て 1 0 0 n g ./ m£前

後 と極 め て 少量 の I g し か 検出で き なか っ た .

3 . 双 子培養管を 用 い た実験 か ら , 臍帯血 丁細胞は

P W M 刺激 に よ り透析 rlJ能 な液性 因子 を 介 L て 成 人

B 細胞 の 分化 を抑制す る こ と が 示唆さ れ , L か も こ の

液性抑制因子は か な り 早 期( 24 時間前後) に 分泌され

ると 思 わ れ た ,
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A b s ぬ C t I n t hi s s t u d y , i m m u n o gl o b u h n ( I g) a m o u n t s i n t h e c u lt u r e s u p e rn a t a n t O f p ok e -

W e e d m it o g e n ( P W M ) - Sti m u l a t e d a d u lt p e ri p h e r a l b l o o d l y m p h o c y t e s ( P B L) w e r e e v a l u a t e d

b y u si n g l at e x p h o t o m e t ri c i m m u n o a s s a y ( L P I A ) , a n e W i m m u n o l o gi c al m e t h o d o f q u a n tit ati v e

m e a s u r e m e n t o f a n tig e n s o r a n ti b o d i e s b y a p pl y i n g t h e n e a r i n f r a r e d t u b i d i m e t r y t o t h e l a t e

a g gl u ti n a ti o n r e a cti o n ･ A n d
,
u S in g t h is m e t h o d , t h e s u p p r e s s o r a cti vi t y o f c o r d T c ell s w a s

a s s e s s e d i n t h e t w i n - C u lt u r e t u b e s i n w h i c h c o r d T c e n s a n d a d u lt P B L w e r e s e p a r at e d f r o m e a ch

O t h e r b y d i al y si s m e m b r a n e a n d c u lt u r e d w it h P W M .

1 ･ T h e m i mi m u m d e t e c t a b l e a m o u n t s o f I g s b y L P I Å w e r e as f o1l o w s : I g M a n d I g A , 5 0 n g/ m l

a n d Ig G , 1 0 n g/ r nl u si n g O .6 m l s a m p l e s . 2 0 % f e t a l c al f s e ru m C O n t a i n e d in t h e c u l t u r e m e d i u m

h a d n o t af f e ct e d t h e Ig a m o u n ts o f t h e c ult u r e s u p e m a t a n t . 1 ×1 0
6

/ m l a d u lt P B L w e r e c u lt u r e d

W it h 5 p l/ m l o f P W M a t v a ri o u s ti m e in t e rv al s . I g M a n d I g G a m o u n t s i n t h e c u lt u r e s u p e r n at a nt

O f a d u lt P B L in c r e as e d o n 7 t h d a y aft e r P W M sti m u l a ti o n ( 8 9 4 岬 8
,
2 8 2 n g/ m l) . I g A w a s s e c r e te d

m o r e sl o w l y a n d i n c r e a s e d o n 9 t h d ay a ft e r P W M s ti m u l a ti o n ( 6 3 0 - 2
,
3 7 7 n g/ m l) . I n t h e c ult u r e

S u P e r n at a n t O f c or d bl o o d l y m p h o c y t e s , n e gl igi b l e a m o u n ts o f I g s ( ab o u t 1 0 0 n g/ m l) w e r e

d e t e c t e d t h r o u gh o u t t h e c u l t u r e p e ri o d s . R e c o v e r y r at e o f I g s i n t h e c u lt u r e s u p e r n at a n t r a n g e d

丘o m 8 0
.
7 % t o 1 3 2 9ら.

2 ･ I n t h e t w i n T C u lt u r e t u b e a s s a y , C O r d T c e n s i n o n e o f t h e t w i n t u b e s w e r e r e m o v e d a n d

r e p l a c e d w it h ff e s h m e d i u m c o n t ai n i n g P W M at v a ri o u s ti m e i n t e rv als a ft e r P W M s ti m u l a ti o n .

W h e n c o r d T c e 11 s w e r e r e m o v e d a t 2 4 h r o r l a t e r o f c u lt u r e
,
I g p r o d u c ti o n i n t h e c u lt u r e s u p e r

-

n at a n t o f a d u lt P B L w as m a r k e d ly s u p p r e s s e d ･ T h i s r e s u lt s u g g e st e d t h a t t h e s u p p r e ss o r a c ti v ity

O f c o r d T c ells o n a d u lt B c e皿 d if f e r e n ti a ti o n c o u l d b e m e di a t e d b y d i aly z a b l e h u m o r al f a ct o r s

W h i c h w e r e s e c r e t e d b y c o r d T c ell s i n t h e e a rl y p h a s e o f P W M sti m u l a ti o n .


