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M e t h o t r e x a t e の i n v it r o 及 び i n v i v o に お ける

n a t u r a l k ill e r 活性 に 及 ぼ す影響

金沢 大 学医学部小 児科学講座 く主 任 こ 谷 口 昂教 掛

半 井 孝 幸

く昭 和6 2年 2 月1 3 針受付I

M e th o tr e x a t e くM T XJ の i n v it r o 及 びi n vi v o n a t u r a l k ill e r くN K l 活性に 及 ぼす 影響 を検討し た
．

正 常成人 より 末楷血単核球 くp e ri ph e r al bl o o d m o n o n u cl e a r c ell s
，
P B M N C sl を分離 し， r e C O m bi n a n t

i n t e rl e u k i n 2 くrI L 2 H 2 5 U l m u と 4 8 時間培養後
，

種々 の 濃度 く10－1 0
M へ 10－6

M l の M T X を加 え， 更

に 24 時 間培養後 K 56 2 細胞 を標 的細胞と して
，
4 時間 5 1

C r r el e a s e 法 に よ っ て N K 活性 を測定 し た ． M T X

を 10
－

8
M 添加 し た時に

，
N K 活性 は最も有 意に 増強され た

．
P B M N C s を羊赤血球で ロ ゼ ッ トを形成さ せ ，

T 細胞及 び n o n － T 細胞 に 分離 し， 前記 と 同様 に 培養 し両者 の N K 活性 を測定 した 所，
T 細胞 分画 で は

M T X く10．8
M ト添加群 の N K 活性 は

， 非添加群と比 較 して有意 に 増加 した が， n O n
－ T 細胞分画で は 有意

羞 は認め られ な か っ た ． 更に T 細胞 を同様に 培養後， 単 ク ロ ー ン抗体 L e u
－7

，
O K － N K くL e u －1 1 1 と補体 で

処理 し
，

e ff e c t o r c ell l e v e l で 検討し たが ， L e u
－ 11 と補体処 理 に よ り N K 活性は著明 に 減少し

，
M T X に

よ る増強効果も消失 した ． 以上 よ り M T X に よ る N K 活性増強 に は E
＋
L e u － 1 1 十 細胞が 関与 し て い る こ と

がわ か っ た ． 又 ，
H L 6 0 細胞 を標 的細胞と して1y m p h o k i n e

－

a Cti v a t e d k ill e r 活性 を測定し たが
，
M T X に

よ る活性 の 増強は認め ら れ な か っ た ． 次に 11 名の寛解期の リ ン パ 球性白血 病及 び n o n
一 日 o d g k i n リ ン パ 腫

の患児に 施行 した大量 M T X 療法 く2 00 0 m gノm
2

1 前後 に お ける N K 活性， リ ン パ 球サ ブセ ッ ト の 変化 を検

索した
．

M T X 投与終 了直後， 血中濃度 は 1 0
－ 5

M へ 3 X l O－4
M ま で 上 昇 し

，
N K 活性 は治療前 より も減

少 して い た
．

しか し L e u－7
＋

及 び L e u －1 1
＋

細胞の 割合 は相対 的に 増加 して お り
，
M T X に 耐性で あ る こ とが

示唆さ れ た ． 以上 の 成績 よ り
，

N K 活性な どの 生体免疫監視機構 に 及 ぼ す M T X の 影響 を調べ る こ と は重

要で ある と考 えられ た
．

K e y w o r d s m e t h o t r e x a t e
，
in t e rle u k i n 2

，
n at u r al ki11 e r

，
1 y m p h o k i n e － a Cti v at e d

kill e r
，
h ig h －d o s e m et h ot r e x at e t h e r a p y ，

m ali g n a n c y

小 児科領域 に お け る悪 性腰 瘍 の 中で は
， 白血 病 ．

悪

性リ ン パ 腫が最も 多く， そ の 治療 の ため に 各種抗癌剤

が使用 さ れ てt l る
．

一

方 ，
n a t u r a l k ill e r くN K l 細胞

と は ， 抗 原 感 作 を 必 要 と せ ず
，

m a5 0 r h i s t o －

C O m p atib ili t y c o m pl e x くM H Cl に拘 束さ れ ずに
，

あ

る種 の 腫瘍細胞 に 傷害活性を 示 す細胞で あ り ， 近年生

体 内に お け る腫瘍1
や ウ イ ル ス 感 染

2I
に 対 す る免疫監

視機構 の
一

翼 を担 っ て い る と 考 え ら れ て い る ． 又 ，

1 ym P h o k in e
－

a Cti v a t ed k ill e r くL A K 巨晒 胸 と は
，

G ri m m ら別に よ っ て 提唱 さ れ ，
r e C O m bi n a n t i n t e r ．

l e u k i n 2 くrI L 21 存在下で 3 Ej 問培養 する こ と に よ り
，

自 己 の 固型 腫瘍 も含 め た N K 細胞 抵抗性 の 各種腫瘍

細 胞 を傷 害す る よ う な 細 胞 集団 で あ り
， 最近 で は

ad o p ti v e i m m u n o t h e r a p y
41
と し て 臨床 に も応 用 さ れ

る よう に な っ た ．
こ の よ う な状況 か ら， 各種 抗癌剤の

N K 及び L A K 活性 に 及 ぼ す影響 を検討 す る こ と は重

要 で あ り， す で に 幾 つ か の 報 告 も み ら れ る
5 卜 91

M a th e s o n ら はi n vi t r o に お け る N K 活性が m e th o－

A b b r e v i ati o n s こ F B S
，

f et al b o vi n e s e r u m 三 F I T C
，

fl u o r e s c ei n i s o t hi o c y a n a t e ニ L A K
，

1 y m p h ok i n e － a C ti v at e d k ill e r 三 M T X
，

m e t h ot r e x a t e ニ N K
，
n at u r al k ill e r ニ P B M N C s

， P e ri p h e r

al bl o o d m o n o n u cle a r c ells ニ P B S
， p h o s p h a t e － b u ff e r e d s ali n e 三 P E

， p h y c o e r y t h ri n 三 rI L 2
，

r e c o m b in a n t in t e rl e u k in 2 三rI F N ．

y ，
r e C O m bi n a n t in t e rf e r o n －

y 三 S R B C s
，
S h e e p r e d bl o o d c ell s



M T X J I N K 活性 に 及 ぼす 影響

t r e x a t e くM T X l に よ り 増強さ れ た 事 を 報告 し て い

る
H り1

皇 二M T X は悪 性血 液疾患 に 対す る抗癌 剤と し て

広範に 使用 さ れ て い る薬剤の山M
■

つ で あ り， 1 e u c o v o ri n

tf oli n i c a ci dl r e s c u e 療 法導入 に よ り
， 大量 M T X 療

法が 可能 とな っ た
． 本研究で は

，
i n v it r o に お い て

，

正 常 成 人 末棉 単 核 球 を 用 し1 て
，

M T K の N K 及 び

L A K 活性 に 及 ぼ す 影 響を検討す る と とも に
， 完全寛

解期 の 白血 病及 び悪 性 リ ン パ 腫 患 児に 施行 し た大 量

M T X 療 法前 後 に お け る N K 細 胞 の 変 化， 即 ちi n

vi v o N K 油性 に 及 ぼ す影響を検討し た ． 近 私 N K 細

胞の 表面 マ
ー カ ー に 関 す る研究

1 2 卜 1 4j
は か な り 進み

，

N K 細胞の h e t e r o g e n ei ty
15 1

が 明 ら か に さ れ ， L A K 細

胞と の 異 同1 6 ト 1 叶な ども 議論さ れ て い る
． しか し 幾つ か

の N K s u b s e t s とそ の 機能的側面と の 関連 はま だ充分

明ら か に さ れ て し 1 な い
． 本研 究 で は ，

N K 細 胞 の

h et e r o g e n ei ty と M T X に 対す る 反応性 の 相違 に つ い

て も検討した ．

対象お よ び方法

I ． i n Yi t r o に お け る M T X の N R 活 性 に 及 ぼ す

影 響 に つ い て

1 ． 末梢血 単核球 の 分離

健康な成年 男子 く年 齢24 へ 3 6 才1 よ り末棉静脈血 を

ヘ パ リ ン 採 血 後，
Fi c oll － H y p a q u e くL y m p h o p r e p ，

N y e g a a rd
，
O sl o

，
N o r w 如1 く比 重 1 ． 0 7 71 比 重遠心 法

り00 X g ，
3 0 分I に よ り単核球 を分離 し た

． 単核球は

ph o s ph a t e
． b u ff e r ed s ali n e くP B S

， p H 7 ． 21 で 2 回洗

浄後 1O ％非働化f et al b o v i n e s e r u m L F B S ， G I B C O ，

G r a n d I sl a n d
，
N Y l 含有 R P M I 1 6 4 O くGI B C O l 培養

液 u o ％ F B SI R P M I1 6 4 01 に 浮遊さ せ た ． 次 い で 細胞

く5 X lO
6

ノ11 111 を 直 径 6 c lll の プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ー

レ

げa l c o n
，
O x n a r d

，
C A l に 撒布し， 3 T C ， 5 ％ C O 2 ， 湿

潤 下 で 2 時 間 静 置 後， 非 付 着 単核 球 くp e ri p h e r al

bl o o d m o n o n u cl e a l
．

C ell s
．
P B M N C sl を得，

2 O O X g ．

5 分 間遠心 後上 活を 捨て ， 再び 10 ％ F B SI R P M I1 6 4 0

に浮遊さ せ た
．

2 ． T 及 び 11 0 n－T 細胞の 分離

n e u r a m i n id a s e くB e h ri n g w e r k e A G
，
M a I

．

b し1r g ，
W ．

G e r m a n yl 処理 羊赤 血球 くsh e e p r e d b l o o d c ell s
，

S R B C s ， 日本生物材料セ ン タ ー

， 東京1 を2 X I O 8l m l

に 調 整 し
，

1 X I O
7

I

l
m l に 調 整 し た P B M N C s

， 及 び

S R B C s 吸 収 F B S と
，
各々 同容量 混 合し た ． 2 O O X g ，

5

分間遠心 後，
4

0

C で 3 0 分間静 置 し ロ ゼ ッ ト を形成

さ せ
，
F i c oll － H y p a q u e 比 重 遠心法 に よ り ロ ゼ ッ ト形 成

細 胞 と ロ ゼ ッ ト 非 形 成細 胞 に 分 離 し た ． 残 存 す る

S R B C s は 0 ．8 3 ％ ト リ ス 緩衝 塩 化ア ン モ ニ ウ ム 溶

くp H 7 ． 31 で 5 分 間溶血 さ せ
，

両分画 と も P B S で 2 回

29 1

洗浄し た
．

その 後 1 0 ％ F B S I R P M 1 16 4 0 に 浮遊 させ
，

ロ ゼ ッ ト形成細胞分画 を T 細胞分画 肥 畑 ロ ゼ ッ ト

非形 成細 胞分 画 を n o n
－ T 細胞 分画 ほ一1 とし た

．

3 ． E ff e c t o r 細胞の 処理

純化さ れ た M T X くD r ． B ． C h a b n e r
，

N Ili よ り恵

一引 を R P M 工16 40 で 種々 の 濃度 に 希釈 し く最終 濃度

1 0
J I

M へ
ノ

10－6
M l

，
P B M N C s

，
T 細胞，

n O n － T 細胞浮

遊液に 添加 し た く最終濃 度2 x lO
6ノm lう． 又 上 記の 系

に rI L 2 く武田製薬
，

大阪j 或 い は r e c o m b i n a n t i n t e r －

f e r o n－y くrI F N －

ylく協和発酵， 東京うを各種濃度．時間

的経過 で 添加 した
．

4 ． N K 活性及 び L A K 活性の 測定

N K 活性の 標的 くt a r g etl 細胞とし て
，

ヒ ト赤白血病

細 胞由来株 で あ る K 562 細胞 を
51
C r くN a

51
C r O ．，

l

m C il m l
，
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 後，
1 X l O 51 mi に調 整 し て使用 し た ． e ff e c t o r 細

胞，
t a r g e t 細 胞 を 各々0 ． 1 m l くE 二 丁 二 2 0 ニ 1 1 を96

穴 丸底型 マ イ ク ロ プ レ
ー

ト 膵 al c o nl に tri pli c a t e で

分 注し
，
2 00 X g ，

5 分 間遠心後，
3 7

0

C 5 ％ C O 2 湿 潤下

で 4 時間培養した ． その 後上 清を各穴 か ら0 ． 1 m l 採取

し
，

51
C r 放出量 を a u t o w ell g a m m a c o u n t e r A R C －

5 0 1 け ロ カ
， 東京1 に て 測定した

．
％ c yt ot o x i ci ty を

下記 の 式 よ り 求め N K 活性 の 指 標 と し た ． ％ c y t o －

t o x i cit y
二 i c p m くe x p e ri m e n t a l 卜 c p m くs p o n t a

－

n e o u sIJ c p m くm a x i m u m 卜 c p m くs p o n t a n e o u s H

l OO こ In a X ir n u m r el e a s e は t a r g e t 細胞 に 1 ％ T rito n

X を 加 え た 際 の
51

C r 放 出 量 を 示 し ， S P Ot a n e O u S

r el e a s e は培養液の み を加え た際の t a r g e t 細胞の
5 1
C r

自然放 出量 で あ る ． L A K 活 性は t a r g e t 細 胞 と し て

N K 耐惟細胞 で ある 前骨髄 性白 血 病由来件の H L－60

細胞を用 い
，

上 記と同様の 方法で 測定した ．

5 ． ア ガ ロ
ー ス 単一－－

一組胞傷害試験1 鋸

ef f e c t o r 細 胞 と t a r g et 細 胞 を 同 数混 合 し く各々

2 X lO
6ノn ll の 濃度 で 0 ． 1 m り ，

15 0 x g で 5 分 間 遠心

後，
3 7

0

C 5 ％ C O 2 湿潤 下 で 10 分 間静置し た
．

そ の 後

上 浦を捨て
，

細胞ペ レ ッ トを パ ス ツ ー

ル ピ ペ ッ ト を用

い て 注意沫 く 撹押 し
，

tl ．5 ％ ア ガ ロ ー ス R P M 工16 4 0 ゲ

ル を4 0
0

C に 保温 し加 えた ． 細胞 を ス ラ イ ド グラ ス 上 に

移し，
t a r g e t 細胞 に 結合して い る eff e c t o r 細胞の 相対

的割合を百 分 率で 求め た ．

6 ． リ ン パ 球サ ブ セ ッ トの 測定

u n f r a c ti o n e d
，
T 及 び n o n

－ T 細胞分 画内の リ ン パ 球

サ ブ セ ッ ト を 下 記 の fl u o r e s c ei n i s o th i o c y a n a t e

くF工T C I 標識単 ク ロ ー

ン 抗体 を用 い た直接及 び 間接免

疫蛍光法 で解析 した ． 単 ク ロ
ー ン抗体は O K T 3 くC D 3

，

p a n T l ，
O K T ll くC D 2

，
S R B C r e c e p t o rl ，

O K M l

くC D l l
，

C 3 b i r e c e p t o rl
，

く以 上 O r th o D i a g n o sti c



2 9 2

S y st e m I n c ． W e st w o o d
，
M A l 及 び

，
L e u －7

，
L e u

－ 1 1 a

くC D 1 6
，
F c r e c e p t o rl ，

H L A － D R く1 a H 以 上 B e c t o n
－

D i c k i n s o n
，
M o u n t a in V i e w

，
C A l を使用 した ． 各細

胞浮遊液 く2 X l O
6ノm lう0 ．1 m l に 各種単 ク ロ

ー ン 抗体

を 2 へ 5 扉 加 え，
4

0

C 3 0 分静 置後 P B S で 1 回 洗 浄

後， 螢光 陽性細 胞 を レ ー ザ ー フ ロ
ー

サ イ ト メ
ー

タ
ー

O r th o S p e c t r u m III くO rth o Di a g n o s ti c S y st e m l を

用 い て 測定 した
．

7 ． 単ク ロ
ー

ン抗体と補体 を用 い た 補体依存性細胞

傷害に よる リ ン パ 球亜群の 除去

率ク ロ ー ン抗体は
， 補体結合性 を有 して い る L e u

－7

及 び O K － N K くL e u
．1 1b H C D 1 6 H O r th o D i a g n o sti c

S y s t e m l を使用 した ． 1 X l O
7l m l に 調整 した リ ン パ 球

浮遊液に 単ク ロ ー ン 抗体 を 1ノ200 の割合 に加 え
，

4
q

C

3 0 分間静置 した後
，

R P M 王16 4 0 で 2 回洗浄 し
， 新鮮家

兎血清を細胞浮遊液の 1ノ4 の 割合に 加 え， 更 に 37
0

C l

時間反応させ た
． 再び R P M 工16 4 0 で 2 回 洗浄後，

0 ．2 ％

トリ バ ン プ ル ー 除去法 に よ り 生細胞 を算 出 し， 1 0 ％

F B SI R P M I 1 6 4 0 に 2 X lO 6l m l の 濃度 で浮遊 させ た ．

H ． I n Yi Y O に お け る M T X の N K 活 性 に及 ぼ す影

響 に つ い て

1 ． 対象

金沢大学小児科 に 入院 した リ ン パ 球性 白血病及 び

n o n
－ H o d g k i n リ ン パ 腫の 患児 11 名 く年齢 1 へ 15 才

，

性別男 7
， 女 4コ で

， 何れ も血液学 的に 完全寛解 中で

あ り
， 維持療 法の

一

つ と し て M T X 大量 療 法 く200 0

m gノm り を施行 した症例 を対象と した ． M T 又 は
一 定

の プ ロ ト コ ー ル に 従い
， 充分な 利尿後 200 0 m gノm

2
を

2 40 0 m ll m
2
の ソ リ タ T ， 5 0 0 m l メ イ ロ ン 20 m l 混 液

に溶解 し，
2 4 時間で点滴静 注し た ． 静注終 了後 12 時間

後よ り
，
1 e u c o v o r in 3 0 m gJ m

2
を 6 時 間毎 に 7 匝1静注

した ． 末棺血は M T X 治療前
，
2 4 時間点滴静注終了 時

及 び終了48 時間後 に 採取 し， 単核球 を分離 した ．
コ ン

ト ロ
ー ル と して

， 同時間に 同
一

成人 1 名 く著者う よ り

末楷血 を採取 し た．

2 ． 末梢血 単核球分離及び N K 活性測定

前記 と同様に P B M N C s を分離 し た後，
eff e c t o r 細

胞と して 調整 し，
N K 活性 の 変 化の 指標 と し て

，
％ of

c o n t r ol を下記の 式よ り求め た
．

％ of c o n t r ol ニ く％ c y t o t o x i ci ty くp a ti e n tl J
l

％ c y t o t o x i cit y くc o n tr ollナX l OO

3 ． M T X 治療前後に お ける細胞 表面 マ ー カ ー の 変

化

M T X 治療中の 患児末梢 白血球 数は T h o m a 計算板

を用 い て算定し
，

末梢血 リ ン パ球数 は血 液塗布染色標

本を作製 し， 白血球百分率よ り算 出 した ． 細胞表面 マ
ー

カ ー の 検索 は FI T C 標識 L e u
－7

，
L e u －1 1 a

，
O K T ll 単

ク ロ
ー ン抗体 を用 い た直接免疫螢光法に よ っ た ． 末棉

リ ン パ 球 数 に 抗原 陽性細 胞の 割合 を乗 ず る こ と に よ

り， 抗 原陽性細 胞の 絶体数 を算出し た
．

一 症 例 に つ

き
，
P h y c o e r y th ri n くP EJ で標識 した O K T l l と

，
F I T C

標識 L e u
－ 11 a を用 い

， S p e ct r u m II 汲 び D S －1 p r o －

g r a m くO rth o D i a g n o s ti c S y s t e m l に て 両抗原共有細

胞 を解 析 した ．

m ． 統計的処理

N K 及 び L A K 細胞活性 に つ し1 ての 比較検討に 際し

て
，

S t u d e n t t －t e St も し く は p ai r e d t －t e S t を用 い
， 危

険率5 ％以 下 を有意羞ありと 判定し た
．

成 績

I ． M T X 単独の i n Y it r o N K 活 性 に 及 ぼ す影響

P B M N C s を各種 濃度 の M T X と と も に 4 8 時 間培

養後 N K 活性 を測定 した く図 1う． 尚， N K 活性測定の

際，
M T X は除去さ れ て い な い の で

， 各種濃度の M T X

の み を加 えた s p o n t a n e o u s r el e a s e も同時 に 測定 し
，

培養液の み s p o n t a n e o u s r el e a s e と各々 比 較検討 した

が 有意差 は な く
，

以 後 の 実験 は M T X を 除去 せ ずに

行 っ た ． M T X 添加 に よ り N K 活性 は多少増強する も

の の
， 有意差 は認め られ な か っ た ． 培養液 に F B S を加

え な い 場合も 同様な 結果で あ っ た
．

又
， 培養時間 を6

句 7 2 時間と 変化 さ せ たが
，
や は り同様 な結果で有意差
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M
r

r X の N K 活性 に 及 ぼす 影響

はな か っ た
．

王I ． rI L 2 で 活 性 化 さ れ た N K 細胞 に 及 ぼ す M T X

の 影響

P B M N C s に 各種濃 度山 M T X 及 び rI L 2 く25 U
，
l

－n H を同時に 添加し ，
4 8 時間培養し た く図 2 al ．

比較

的低濃度の M T X く10．1 1
M 仙 川一代郡 添加 に よ り N K

活性 は 増 強 さ れ た が
，

有意 差 は な か っ た ． 図2b は

P B M N C s を rI L 2 く25 Uノm り と48 時 間培養し
， 各種

濃度の M T X を加え
， 更に 2 4 時間培 養後

，
N K 活性 を
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測定し た 成績 で あ る
．

M T X が 10－8
M の 時 N K 活性

は
， 対照 を 1 00 と する と 108 ． 2 士6 ． 1 くp く0 ． 05うと有意

に 増強し た
．

rl L 2 と M T X の 添加の 順 序を逆に し，

P B M N C s を先 に 各種濃度の M T X と 4 8 時間培嚢後，

rI L 2 く25 U
，

，
I
m り を添加 した場合 く図2 cl は

，
や はり

低 濃度 く1 い
1 1

M
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た が
， 統計学的有意差は な か っ た ． 以 上 の 結果 よ り ，

以後 の実験で は P B M N C s を rI L 2 と 4 8 時間培養後
，

M T X く10－8
M l を加 え， 更 に 2 4 時間培養し，

N K 活

性を測定す る こ と に した
，

H I ． rI L 2 の 至 通濃度

図3 は r工L 2 添加濃度 と N K 活性 の 関係 を示 す
．

M T X く10
－ 8

M l 添加群 で は
，

rI L 2 く25 Ul m ll の 濃

度 を添加 した 場合 に N K 活性 の 上 昇が み られ ，
か つ

M T X 無添加 の 場合 と比 べ て N K 活性 の 増強 が 極値

とな っ た の で
，

以後の 実験 で は 25 Uノm l を rl L 2 の至

適洩度と した ． 尚，
r工L 2 無添加 の 場合 でも N K 活性 は

62
〆

－6 5 ％程度 認 め ら れ る が
，

お そ ら く F B S に よ る

N K 活性の 増強と考 えら れた ．

I V ． N K 細胞の p r e c n r s o r c el1 1 e Y el で の 検討

N K 細 胞 の 前 駆 細 胞 の 性 状 を 検 討 す る た め，

P B M N C s を 予 め
，

u nf r a cti o n e d く非 分 画J ，
T 及 び

n o n
－ T 細胞 に 分画 し

，
各々rI L 2 く25 Ul m り と 48 時

間培養し，
M T X く10

－ 8 M l を加 え更 に 24 時間培養後

N K 活性 を比 較検討した
． 図4 の ごと く

，
非分画及び

T 細胞で は M T X 添加 に よ り活 性 の 増 強 を認 め， ％

c y t o t o x i ci t y は， 非分画細胞 こM T X 添加群 76 ．5 士

3 ． 9 ％， 非添加群 65 ． 6 土4 ． 3 ％ くp く0 ． 0 0 引
，
T 細胞 こ

M T X 添加群 73 ．3 士 3 ． 0 ％， 非添加群 60 ．2 士 4
． 5 ％

井

くp く0 ． 0い と有意差 を認 めた
．

しか し
，

n O n
－ T 細胞で

は M T X 添 加 群 76 ． 1 土 2 ． 1 ％， 非 添 加 群 80 ．4 土

4 ． 2 ％ と両者間 に 有意羞 は なか っ た ．
T 及 び n o ひ T 細

胞の 分画時，
両者の 絶体数は お よそ 3 へ ノ 4 二 1 で あ っ

た ．
こ の 結果 よ り， rI L 2

，
M T X 添加 に よ る N K 活性

の 増強は 主 に T 細胞分画に よる と 考え られ た ．

V ． リ ン パ 球サ ブ セ ッ トの 変化

rI L 2
，
M T X 添加 に よ るリ ン パ 球サ ブ セ ッ トの 変化

を検討 したが ， 表 1 に 示 すよ う に ， 添加前と比 較し て

顕著な サ ブ セ ッ トの 変化 は認め られ な か っ た もの の
，

n o n
－ T 細胞 分画中 の O K T l l

，
L e u－7 抗 原 陽性細胞の

軽度の 増加と，
T 細 胞分画中の L e u

， 11 a 抗原 陽性細胞

の 軽度の 減少 を認め た
．
L e u

－1 1 a 陽性細胞 は T 細胞分

画で 13 ． 1 ％， n O n
． T 細胞 分画 で 38 ．8 ％ で あ り ， n O n

－ T

細胞 の N K 活性の 方が
，

T 細胞よ り 高値 く図4 1 で あ

る こ との 説明と な ろう ． 更に 図5 に 示 す よう に T 細胞

を前記 と同様 に 培養 した 後，
EノT 比 を 5 ハ 句 20 ハ と変

化さ せ た増合の N K 敵性 を測定し た と こ ろ
，

い ずれ の

条件 で も M T X く10
－ 8 M ト添加に よる N K 活性の 増強

が確認 され た
．

V l ． ア ガ ロ
ー ス 単

一 細胞傷害試 験

eff e c t o r 細胞 と t a r g et 細胞 の 結合状 態 を観察 す る

ため ア ガ ロ ー ス 単
一

細胞傷害試験 を実施 し た
． 表 2 に

T a bl e l ． S u rf a c e m a r k e r a n al y si s of T a n d n o n－T c ell s u b s e t s b e f o r e a n d af te r tr e a t m e n t

w ith rI L 2 a n d M T X
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く％1
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M T X の N K 活性 に及 ぼ す影響

示す よう に
，

M T X 添加 に よ るbi n di n g a b ilit y の 増加

は認め られ な か っ た ．

VJI ．
N E 細胞の eff e c t o r c e11 1 e v el で の 検討

丁 細胞 を前記と 同様 に培養し た後，
L e u －7

，
O K ， N K

几 e u－1 1b I 抗体と 補体 を用 い て
，

同抗 原陽性細胞を除

去し た後の N K 活性 を測定する こ と に よ り ，
N K 活性

発現 に お け る eff e c t o r 細胞 と し て の 性状 を検 討 し た

く図6 1 ． 処理 後の 同抗原 陽性細胞の 割 合は
，

い ず れ も

3 ％以 下 で あ っ た
．

O K － N K くL e u ，1 1 bl と補体処理 に

より N K 活性 は著明 に 低下し
，

M T X に よ る増強も消

失し た ．

山

方 L e u
－7 と補体処理 で は活 性の

一 部低下が

認め られ る の みで あ っ た
． 表 1 よ り

，
rI L 2 ，

M T X 処

理 後の T 細胞分画 中の O K T l l の 割 合 は 95 ．6 ％と そ

の 大部分 を占めて い る こ とよ り， M T X に よ る N E
．活

性の 増強に は eff e ct o r c e11 1 e v el で は E
十
L e u

－ 11
＋

くお

そら く O K T l l
＋
L e u

－1 1
＋l 細胞が 関与 し て い る と 考え

られ た
．

Vlu ． L A K 活性 に 対す る M T X の 影響

u nf r a c ti o n e d
，
T 及び n o n

－ T 細胞 を前記 と同様 に 培

養し
，

H L－60 細胞を t a r g e t 細胞と し て ， L A K 活性 を

測定した く図7 う
．
全般的に 清性 が低 か っ た が

， M T X

添加 に よ る L A K 活性の 増強 は認め られ な か っ た
．

I X ． r工F N ．

y の 影響 く図 8J

P B M N C s を 各種 濃度 の rI F N －

y と M T X く10
－ 8

M

l とと も に 4 8 時間培養後， N K 活性 を測定し た
．

N K

活性 は濃度依存的に 上 昇 した が， M T X 添加 に よ る活

性の 増強は認 めら れ な か っ た
．

X ． 小 児悪性血 液疾患患児 に お け る M T 芸 大 量療法

前後の N K 細胞及 び N K 活性 の 変 化

M T X 点滴静 注終了 後 の M T X 血 中濃度 は 10－5
M

へ 3 X l O．4
M まで 上 昇 し

， 終了 4 8 時 間後 で は 10－B
M

J
b l O－7

M ま で低下 した くT D X シ ス テ ム
， ダイ ナ ポ ッ

ト
， 東京に より 測定I ． 表3 a に 示 され る よ う に

， M T X

投与後 の L e u－7
＋ 或 い は L e u－11

＋

細 胞 の 相 対的 割合

は
， 治療前 に比 べ て増加 す る場合が 多か っ た ． そ れ に

もか か わ らず
，

N K 活性 は大部分の 症 例 で 同等か 軽度

295

の 低下 を 認 め た ． 表3b は治 療前 に 対 す る 治療 後 の

L e u
－ 7

＋

或 い は Le u ．1 1
＋

細胞 の 絶対数及 び N K 活性 の

割合を算出し
， ま と めた もの で あ る ． 表に 示 すよ う に

，

絶対数に つ い て も 同等か 軽度増加する もの が幾 つ か 認

め られ た が ， 有意差 はな か っ た ． 丸 一 症例 くG ．M ．コ

に つ い て
， 治療前及 び直後 に

，
P E で標識し た O K T l l

，

F I T C 標識 L e u
－1 1 a を用 い て二 重染色 を行っ た

． 治療

前 で は L e u
－ 11

十 細 胞 中 の O K T l l
＋ 細 胞 は 81 ．8 ％

，

O K T l l．細胞 は19 ． 2 ％で あり
，
治 療直後で L e ひ 1 1

＋

細

胞 中 の O K T l l
十

細 胞 は 82 ． 7 ％， O K T l 卜 細 胞 は

17 ．3 ％で あ っ た ． 従 っ て M T X に よる N K 活性増強作

用 に 関与 し て い る と 思わ れ る L e u
－11

＋
O K T l l

＋

細 胞

の 割合は 有意の 変動 を示 さ なか っ た
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の 報 告が あ り
511 01 1 り

， M a th e s o n ら は ，
M T X に よ り

N K 活性 は増強し たと報告 して い る
． 彼 らの 成績 で は

10－9
M 句 1 0

－ 8
M の M T X 単独添加 で N K 活性の 増強

が認 め られ た と したが ， 著者 の 成績 で は M T X 単独添

加 に よ る N K 活性の 増強は認 め られ な か っ た
．

こ の相

違 に対す る 説明と して
，
彼 ら は 18 時間 51

C r r el e a s e 法

で N K 活性 を測定し，1 y ti c u n it s を N K 活性の 指標と

し てい るの に 対 し て
， 著者は 4 時間

51
C r r el e a s e 法 を

用 い
， ％ c yt o t o x i cit y くE こ T ニ 2 0 二 1 の み1 を N K 活

性 の指標 に す る と い う ， 手技的及 び統計学的処理 法の

遠 い に よ る か
， 或 い は培 養 液 組 成 の 違 い く彼 ら は

M E M －

al ph a 単 独 で あ る の に 対 し て ， 著 者 は 10 ％

F B SI R P M I1 6 4 0 か R P M I 1 6 4 0 単独1 に よ る こ と が可

能性 と して挙 げら れ る
．

しか し
， 今回 の 著者の成績 で

は ， rI L 2 で 4 8 時間培養後 M T X く10
－ 8

M l を添加 す

る こ と に よ り ，
N K 活性の 有意の 増強が認 め られ た

．
こ

れ は
，

r工L 2 で活性化 され細胞 内代謝が 克進 し て い る

状態に な り ， M T X の影響が よ り顕著 に 現わ れ た も の

と考え られ た
．

近年， N K 細胞や L A K 細胞 に 関す る 知見が 数多く

報告され， それ に つ れ N K 細胞 は単 一

の 細胞集団で は

な く ，
その 表面形質， 細胞傷害活性能， リ ン フ ォ カ イ

ン に 対す る 反 応性 な どに お い て h e t e r o g e n ei t y
1 51

が存

在 する こ とが わ か っ た ． 又 ， その C e11 1i n e a g e
2 31

や L A K

細胞 と の異 同
1 6 ト 1 8

りこつ い て も 議論 の あ る 所 と な っ て

い る ． N K 細胞 の表面 マ
ー

カ
ー に 関 して も詳細 な研究

が進 んで お り，
L e u － 11 くC D 1 6l 叫

，
L e u ．7 くH N K ． 1l

2 ヰI
，

L e u
－1 9 くN K H －い 1 31 川

，
O K M l くC D l l1 2 51

，
O K T l l

くC D 2l 2 61 2 7I
， O K T 8 くC D 81 な どが挙 げら れ る ． しか し，

L A K 細胞 の p r e c u r s o r 及 び e ff e c t o r 細胞 の 表面 マ ー

カ
ー

に 関 して は諸説が ある ． L a n i e r ら
1 3 榊 1

は
，
L A K 細

胞 の p r e c u r s o r の 大部分 は L e u
－1 9

十
C D 5．くそ の 90 ％

以上 は C D 1 6
＋
C D 3

－

1 の N K 細胞で あ り ，
rI L 2 存在下

T a bl e 3 ．

井

に 培 養 し て も そ の マ ー カ ー は 変 化せ ず，
eff e c t o r と

な っ たと 報告し て い る
．
1 t o h ら

2 9I3 0 I
も ほ ぼ 同様な 結果

で ， C D 3－C D 16
＋

L e u
－7，が L A K 細胞 の p r e c u r s o r の

大 部分 を 占め
，

eff e ct o r は C D 1 6
＋
L e u

－7
＋

で あ っ た と

報 告し てしユる ． 又
，
S c h mi d t ら

1 畑
や O r t al d ら

331
も同様

な結果 で あ っ た ． しか し，
い ず れ も E ロ ゼ ッ ト レ セ プ

タ ー で あ る O K T l l くC D 2う に つ い て は 言及 し て い な

い
．

G r i m m ら
3 り

は L A K 細 胞 の p r e c u r s o r は E－
，

C D 3，， L e u
－7

－

， O K M l
．

の n o n － T ， n O n
－ B l y m ph o c y t e s

で あ っ た と し て い る
．

一

方 D a m l e ら
3 2

は L A K 細胞の

p r e c u r s o r は多種多様 で
，

C D 1 6
＋
だ け で な く

，
C D 4

＋

，

C D 8
＋

， C D 20 C B ll ＋ 細胞な どに も 存在 し て い た と報告

して い る
．
N K 細胞 に お け る O K T l l

十

細胞の 割合 は約

50 ％ 旬 8 0 ％2 6 即 I
とい わ れ て い る が ， O K T l l 抗原 の 有

無に よ る機能的な差異 に 関す る報告は
， 著者の 知 るか

ぎ り で は な され て い な い
． 今回 の著者の 成績で は

，
r工L

2 及 び M T X 添加 に よ っ て E
＋ 細胞 の N K 活性 が増強

され た に も か かわ らず，
計 細胞 の 活性 は 増強 され な

か っ た
．

しか も O K － N K くL e u
－ 111 と補体処理 に よ り

N K 活性が 著滅 し， M T X に よ る増強効果も 消失し た

こ とか ら，
こ の 現象 に は E

＋
L e u－11

＋

細胞が 強く関与し

て い る こ と が示 唆さ れ た ． こ の結果は E ロ ゼ ッ ト レ セ

プ タ
ー くO K T l l 抗原1 の有無 に よ り ，

N K 細胞の 機能

の 相違が 存在 す る こ と を示 し て い る
． 近年

，
L a n i e r

ら
1 2I

に よ り
，

N K 細 胞 の ごく 一 部 に C D 3
＋
C D 1 6

＋
の

s u b p o p u l a ti o n が 存在 し，
rI L 2 添加 に よ り弱い なが ら

も
，

N K 活性 の 増強と L A K 活性 を示 す こ と が報告さ

れ て い る ．
こ の s u b p o p ul a ti o n の 大 部 分 は O K T l l

くC D 21 陽性で あり，
M T X 添加 に よ る傷害活性の 増強

に 関係 してい るか も しれ ない
．

又 ， E
十 細胞 は rI L 2 及 び M T X 添加 に よ り K 56 2 に

対 す る 傷 害 活性 は 増強 さ れ た が
，

H し60 に 対 す る

L A K 活性 は 増強 さ れ な か っ た ．
こ の こ と は K 56 2 と

くbl T h e r el a tiv e i n d e x e s o f L e u－7
＋

a n d L e u－11
＋

c ell s
，

a n d N K a c ti vit y

Oh r af t e r th e r a p y 4 8 h r s a ft e r th e r a p y

L e u
－7

L e u－11

N K a c tiv it y

1 ．1 2 士0 ．5 4 くn ニ 1 り

1 ．3 7 士0 ．6 0 くn
ニ 91

0 ．9 4 士0 ．3 3 くn
ニ 91

l ．0 4 士0 ．6 1 くn
ニ 1 0ン

1 ．1 1 士0 ．7 7 くn
こ 9I

O ．9 4 士0 ．3 1 くn
二 郎

R el a ti v e i n d e x e s of L e u
－ 7

＋
o r L e u

－1 1
＋

c e 11s o f O h r o r 4 8 h r s af t e r th e r a p y

A b s ol u t e n u m b e r o f L e u
J7

＋
o r L e u－11

＋
c ell s o f O h r o r 4 8 h r s af t e r th e r a p y

A b s ol u t e n u m b e r o f L e u －7 十
o r L e u －1 1

＋
c ell s b ef o r e th e r a p y

R el ati v e i n d e x e s of N K a c tiv iti e s of O h r o r 4 8h r s af t e r th e r a p y

N K a c ti vit y of Oh r o r 4 8 h r s af t e r th e r a p y

N K a c ti vit y b ef o r e th e r a p y

T h e d a ta a r e e x p r e s s e d a s th e m e a n 士S ．D ．



M T X の N K 活性 に 及 ぼす 影響

日し60 に 対 す る傷害 活性発 現 の メ カ ニ ズ ム が 多少異

な っ て い て ， H し60 に 対 する それ は
，

M T X に 影響を

受けな い こ と を推測さ せ る
，
しか し

，

一 般的に L A K 活

性値は N K 活性値と比 べ て 低く ， そ の た め に有意 な差

が出な か っ た可能性も 否定で き な い
． 著 者の成績 で は ，

n o n － T 細胞 の L A K 活性 の 方が T 細胞 よ り高 か っ た

が
，

ニ れ は
，

L A K の p r e c u r s o r は E
－

で あ る と い う

G ri m m
3 り の 報告と

一

致 する ． ま た表 1 か ら もわ か る よ

うに
，
n O n

－ T 細胞分画 中の L e u － 7 や L e u
－1 1 くC D 1 61 陽

性細胞の 割合 は T 細胞分画よ り 多く ， そ れ らが r工L 2

に よ っ て L A K 酒性 を発現 すれ ば
， 当然 n o n

－ T 細胞分

画の 方が L A K 活性が 高く な り ， L a n i e r ら
1 21 2 8

や It o h

ら
2 9 即 I

の 報告と も 矛盾 しな い
．

I L 2 は N K 活性 を増強させ る と 同時に N K 細胞よ

りIF N －

y を放出させ ， それ が さ ら に N K 活性 を増強

させ る こ とが 知られ て い る
． 従っ て M T X 添加に よ る

N K 活性 の 増強 に 工F N－y が 関与 し て い る か 否 か検討

す る 必 要 が あ ろ う
瑚

． 著 者 の 成 績 で は rI F N t

y と

M T X を同時 に 添加 し て も N K 括性 の 増 強は 認 め ら

れな か っ た ． 又 ，
M a t h e s o n らl りは M T X 添加に よ っ て

工F N －

y の 放 出が 増加 する か否か検討 し たが
，
工F N ．

ァ は

検出で きな か っ た と 報告して い る
．

こ の こ と に よ り
，

M T X はI F N －

y と と も に は N K 細胞 に 作 用 しな い こ

とが推測さ れ た
．

次に
， 大 量 M T X 療 法前後の N K 活性 及 び N K 細

胞の 変化 に 関 して
， 即ち

，
i n vi v o に お け る M T X の

N K 活性 に 及ぼす 影響に つ い て検討 した
． 担癌患者， 特

に白血 病や 悪性 リ ン パ 腫の 寛解期の N K 活性 に つ い

ては幾 つ かの 報告が あ り
3 5ト 抽

，

一 般的 に N E 活性 は

正常 コ ン トロ
ー ル と比 べ て低く

，
お そ らく 抗癌剤の 影

響に よる も の と考え られ て い る ． 今 回の 著者の 成績で

は， 治療後 に お ける N K 細胞 くL e u － 7
＋

或い は L e u
－ 11

＋

細胞うの 割合が 増力ロし て い る例が 多か っ た く1 1 例中8

例1 ． この こ と は N K 細胞が他の リ ン パ 球 s u b p o p ul a －

ti o n と比 較し て
，

M T X に 耐性で あ る こ と を示唆 し て

い る
．
そ の 理 由と し て

，
N K 細胞が静止 期 に あ るか

， 或

い は増殖 能が 低い と い う 可 能性が 挙 げら れ る
． 他 に

M T X に 耐性な 細胞 と し て は 幹細胞 が 報告 さ れ て い

る
39I

．

一 方， N K 細胞の 相対的増加 に も か か わ ら ず，

N K 活性 は治療後も 同等か軽度低下 を認 め た
．

治療後

の M T X 血 中濃度 は 1 0－5
M

ノ
ー 3 X l O．4

M と い う 高濃

度に 達 して お り，
N K 細胞も機能 的に は抑制 され

， 少な

く と も 治 療終 了 後 4 8 時 間後 く血 中濃 度 は 10－8
M

へ

10．7
M う で も， そ の抑制が続 い て い る こ と が明 らか

に な っ た ． しか し， 治療 2 週 間後の N K 活性 は
，
治療

前と 同程度 に復 して い る こと も確認 して い る
． 著者の

i n vi t r o に お ける成績 でも
，

M T X く10－6
M l 添加時 に

299

は
，
無添加時と比 べ て N K 活性は 同等か低下 して い る

こと が多く く図 2b ， 96 ． 0 ％士4 ． 5 ％l ， 高濃度の M T X

く10－5
M 句 10－4

M l 添加で は
，

N K 活性は減弱する と考

え ら れ た ． 又 ， M T X 添 加 に よ る N K 活性の 増 強 に

L e u－11
＋

O K T l l
＋

細胞が関与して い る こと が示 唆さ れ

たが ，i n vi v o の 大量 M T X 療法中に お ける L e u l l
十

細

胞中の O K T l l
十

細胞の割合は
， 治療前 飢 ．8 ％， 治療後

82 ． 7 ％と著変なく 高濃度の M T X に 対 しても L e u
－1 1

＋

N K 細胞 は
， O K T l l 抗原の 有無 に か か わ ら ず耐性 で

あ る こ と が示 唆され た ．

近年，
N K 活性発現の 機構を幾つ か の 段階 に 分けて

説明す る こ とが 可能とな っ た 欄
．
1 l eff e c t o r

－ t a r g e t 細

胞の 結合
，
2 うN K 細胞の 活性化及 び細胞内顆粒 の 再構

築，
31 g r a n ul e c y t ol y si n 或 い は N K c y t ot o x i c

f a c t o r くN K C Fl の 放 乱 4うt a r g et 細 胞 へ の C y t O
－

1 y si n
，

N K C F の 結合，
5 1 t a r g et 細胞の 破壊と い っ た

段階が挙 げら れ る ． 著者の 成績 では
，

eff e c t o r
－ t a r g e t

細胞の 結合段 階で は，
M T X 添加群と非添加群 間に 有

意差 を認めず
，

それ以 降の 段階で
，

M T X 添加に よ る

N K 活性 の 増 強 が 起 こ る と 推 測 さ れ た ． 例 え ば

g r a n ul e c y t o l y si n 或い は N K C F 産生 に は
，

プ ロ テ ン

イ ン キナ
ー

ゼ C の 活性化， それ に よる蛋白合成が必 要

と い われ て お り
4 り

，
こ の 段階で M T X が 影響 を与 えて

い る可能性が考 えられ る ．

M T X は葉酸代謝指抗剤で あ り ，
その 主 た る生化学

的作用 は
，
d ih y d r of ol a t e r e d u c t a s e の 阻害で あ り ，

そ

れ に よ り ， th y m id i n e 合成及 びd e n o v o p u ri n e 合成

が阻害さ れ
， 結果的に D N A 及び R N A 合成の 阻害が

起 こ る
．
T a yl o r ら

42一 相
は ，

M T X 2 X 10－8
M 以上 の 濃

度 で は D N A 合成が R N A 合成よ り 強く 阻害 さ れ ，

1 0－4
M の 濃度 に な る と R N A 合成も 完全に 阻害さ れ

たと報告 して い る
． 又，

1 0－9
M へ 2 X l O．8

M で は ， 細

胞内の A T P
，
T T P

，
G T P の 量が コ ン ト ロ

ー ル の 10 ％

へ 15 ％ま で 減少 した と報告 し て い る
．

K a m i s k a s
相

同様 に M T X に よ る細胞内 A T P
，

G T P の 減 少と ，

U T P
，
C T P の 増加 を報告し て い る

．
この よう な細胞内

ヌ ク レ オ チ ド プ ー ル の ア ン バ ラ ン ス と N K 活性 と の

関係 はま だ明ら か で は な い
． し か し，

N K 活性の 発現 に

は D N A 合成よ り も ，
R N A や 蛋 白合成が よ り深く 関

係 し て い る と い う 報 告は 幾 つ か 見う け ら れ る
45 H 引

M a th e s o n ら は ， M T X に よ る N K 活性の 増強に は
，

N K 細 胞 内 の th y m idi n e の 減 少 が 関 与 し， さ ら に

m R N A 合成 や蛋白合成 も関係し て い る と推測 して い

る ． 著者の 成績 や M a th e s o n ら の 報 告 で は
，

10－9
M

へ 1 0
－ 8

M 程度の 低 い 濃度で N K 活性が 最も 増強さ れ

たが
，
こ の 濃度で は， 相対的な R N A 合成及 び蛋白合成

の 克進と， 細胞内 A T P
，
G T P の 減少が推測され る が ，



3 0 0

それ が N K 活性増強 に 関連 し て い る の で は な い か と

考えら れ た ．
ま た高濃度 く10．5

M へ

1 0v 4 M l で は N K

活性 は低下す るが
，

こ の 濃度で は D N A 合成だ け で な

く R N A 合成 も 阻害さ れ る こ と が 推測 さ れ ，
こ れ に

よ っ て N K 活性 が低下し てい る と 考え られ た ．

M T X は 一 般的 に
， 白血病 や悪 性 リ ン パ 魔 の 維持療

法
，
さ ら に 各種悪 性腰痛 に 対し て広く 使用 され て い る ．

又 ， 最近で は骨髄移植後の g r a f t －

V e r S u S
－h o s t d i s e a s e

くG V H Dl 予防の た め に
， 単独或 い は シ ク ロ ス ポ リ ン と

併用 で 用 い られ るよ う に な っ た
． 従 っ て M T X の 生体

免疫監視機構に 及ぼ す 影響 に つ い て検討す る こ と は重

要であ り ， 今後更に 効率の 良し1 治療法開発の 可能性 に

結 び つ く と思わ れる
．

結 論

M T X の i n v it r o N K 活性 に 及 ぼ す 影響 を， 主 に 表

面 マ ー カ ー の 遠 い に よ る N K 細 胞 の h et e r o g e n eit y

と い う観点で検討 し
，

N K 細胞活性発現機構 と の 関連

に つ い て も推 測 した ． 又
，

大量 M T X 療 法前後 の i n

v i v o N K 活性に 及 ぼす影響も 合わ せ て検討し， 以 下の

結果 を得た
．

1 ． 正常成人 末楷単核球 に
，

rI L 2 く25 U ノm lう と

M T X く10．
8
M l を添加 して 培養 し た時，

N K 活性 は有

意に 増加 し
，

M T X く10T 6
M l 以 上 の 濃度で は 減少し

た ．

2 ． T 細胞分画で は
，
M T X く10－

8
M l 添加群の N K

活性 は
，
非添加群と比 較 し有意 に 増加し た ．

一 方
，

n O n
－

T 細胞分画 で は， 添加群 ． 非添加群 と の 間 に有意差 は

な か っ た
． 更 に T 細 胞 分 画 中 の L e u － 1 1

＋

細 胞 くE
＋

Le u
－1 1

＋l が
，
M T X に よる N K 活性増強 に 関与 し て い

る こ とが 明らか と な っ た ．

4 ． M T X 添加に よ り
，

H し60 細胞 に 対 する細胞傷

害活性 くL A K 活性う は増強さ れ な か っ た ．

5 ． 大 量 M T X 療法後， 血 中濃度 は10 5 M へ

3 x

l O．4
M ま で上 昇 し

，
N E 活性 は治療前と 同等か 軽度減

少した ． し か し， L e u
－7

＋ 或 い は L e u
－ 1 1

＋ 細胞 は相対的

に 増加し てお り
，

M T X に 耐性 で あ る こ と が 示 唆さ れ

た ． 又 ， L e u
．1 1

＋
O K T l l

＋ 細胞と L e u
－1 1

＋
O K T l ト 細

胞 の 割合は治療前後で変化な か っ た ．

6 ． M T X 添加 に よ る N K 活 性増 強の メ カ ニ ズ ム

と し て ， e ff e c t o r
－t a r g e t 結合以 降 の 段 階が 考 え ら れ

た
．

以 上 よ り
，

M T X の N K 活性 に及 ぼす 影響が 明 らか

と な っ た が ， 将来各種抗癌剤と 免疫療法 を併用 す る機

会も増え る こ と が 予想さ れ
，

さ らに 詳 し い 検索 が必 要

と考 えら れ る ．
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2 2ナ O r t al d o
，
J ．

R
，，
B o rL n a r d

，
G ． B

．
，
Ki n d ，

P ． D ． 丘

H e rb e r m a n ， R ． B ． こ C y t o t o x i city b y c ult u r e d

h u m a n l y m p h o c y t e s 二 C h a r a ct e ri sti c s o f eff e ct o r s

a n d s p e cifi cit y o f c y t o to x i cit y ． J ． I m m u n o l ．
，
1 2 2

，

1 4 8 9 － 1 49 4 く19 7 別．

2 3I L a n i e r
，
L ． L ．

，
及 P hi11i p s

，
J ． H ． ニ O n t o g e n y o f

n a t u r a l k ill e r c ell s ． N a t u r e ， 3 19 ，
2 6 9 － 27 0く19 8 6l ．

2 4I L a n i e r
，

L ． L ．
，

Le
，

A ． M ．
，
P hilli p s

，
J ． H ．

，

W a r n e r
，
N ． L ． 良 B a b c o c k

，
G ． F ． こ S u b p o p ul a ti o n s

o f h u m a n n a t u r a l k ill e r c ell s d efi n e d b y e x p r e s si o n

o f th e L e u 7 田 N K －11 a n d L e u
－ 11 くN K － 151 a n ti g e n s ．

J ． 工m m u n ol
リ
1 31

，
17 89 － 17 9 6 く19 83I ．

2 5I B a k k e
，

A ． C ．
，

G r a y ， J ． D ．
，

A b o
，

W ．
，

Q ui s m o ri o
，
F ． P ． J r ．

，
L a s h

，
A ．

，
C o o p e r

，
S ． M ． 鹿

H o r w it z．
，
D ． A ． ニ S t ud i e s o n h u m a n bl o o d l y m ph o

－

c y t e s w i th i C 3 b くt y p e3J c o m pl e m e n t r e c e p t o r s ． I ．

G r a n u l a r
，
F c

－I g G r e c e pt o r p o siti v e a n d n e g a ti v e

s u b s e s t i n h e alt h y s u bj e ct s a n d p a ti e n t s w ith

s y s te m i c l u p u s e r y th e m a t o s u s ． J ．I m m u n ol － ， 1 3 6
，

12 5 3 － 12 5 9 く1 9 8 軋

26I Z a r li n g ，
J ． M ．

，
C l o u s e

，
K ． A ．

，
Bi d di s o n

，
W －

E ． 良工K u n g
．

，
P ． C ． ニ P h e n o ty p e s o f h u m a n n a t u r al

k ill e r c ell p o p u l a ti o n s d e t e c t ed wi th m o n o cl o n al

a n tib o di e s ． J ． I m m u n ol ．
，
1 2 7

，
2 5 7 5 ．2 5 80 u 9 8 1I ．

2 7I P e r u s si a
，

B ．
，

T ri n c hi e r i
，

G ．
，
J a c k s o n

，
A ．

，

W a r Il e r
，

N ．
I ．．

，
F a u s t

，
J ．

，
R u m p ol d

，
H ．

，
K r a f t

，

D ． 及 I ．a n i e r
，
L L ． こ T h e F c r e c e p t e r f o r I g G o n

h u m a n n a t u r al k ill e r c ell s こ P h e n o ty pi c
，
f u n c ti o n al

，

a n d c o m p a r a ti v e st u di e s w ith m o n o cl o n al a n ti －

b o d i e s
， J ． I m m u n ol ．

，
1 3 3

，
1 8 0 ．1 89 く19 8 礼

28I P h illi p s
，
J ． H ．

鹿 L a ni e r
，
L ． L ． ニ Di s s e c ti o n o f

th e l y m h o k i n e － a C ti v a t e d k ill e r p h e n o m e n o n 二 R el a －



3 02

ti v e c o n t ri b u ti o n of p e ri ph e r a l bl o o d n a t u r a l k ill e r

C ell s a n d T l y m ph o c yt e s t o c y t ol y si s ， J ． E x p ． M e d ．
，

1 64
，
8 1 4 －8 2 5く19 8 61 ．

2 9I I t o h
，
K ．

，
Til d e n

，
A ． B ．

，
E u m a g ai

，
K ． 鹿 B al c h

，

C ． M
． こ L e u

－1 1
十

1 y m ph o c y t e s w ith n a t u r a l k ill e r

くN KJ a c ti v it y a r e p r e c u r s o r s o f r e c o m bi n a n t in t e r －

1 e u k i n 2 くrI L 2J －i n d u c ed a c ti v a t e d k ill e r くA K J c ell s ．

J ． 1 m m u n ol ．
，
1 3 4

，
8 0 2 －8 07 く1 9 8引．

3 0I It o h
，
K ．

，
T il d e n

，
A ． B ． 鹿 B al c h

，
C ． M ． こ L y si s

O f h u m a n s oli d t u m o r c ell s b y l y m ph o k i n e
．

a c ti v a t －

e d n a t u r al k ill e r c ell s ． J ． I m m u n ol ．
，
1 3 6

，
3 9 1 0 －3 9 15

く19 8 61 ．

3 11 G ri m m
，

E ． A ．
，
R a m s e y ，

K ． M
． ，

M a 22 u m d e r
，

A ．
，
W il s o n

，
D ． J ．

，
D j e u

，
J ． Y ． 8 E R o s e n b e r g ，

S ． A ． ニ

L y m p h o k i n e
．

a c ti v a t e d k ill e r c ell ph e n o m e n o n II ．

P r e c u r s o r p h e n o t y p e is s e r ol o gi c a ll y d i s ti n c t f r o m

P e rip h e r al T l y m ph o c yt e s
，

m e m O r y C y t O t O Xi c

th y m u s －d e ri v e d l y m p h o c y t e s ， a n d n a t u r a l k ill e r

C e11 s ． J ． E x p ， M ed ．
，
1 5 7

，
8 8 4 －8 9 7 く19 8 3J ．

3 2I D a m l e
，
N ． K ．

，
D o yl e

，
L ． V ． 皮 B r a d l e y ，

E ． C ． こ

I n t e rl e u k i n 2 －

a C ti v a t ed h u m a n k ill e r c ell s a r e

d e ri v e d f r o m p h e n o t y pi c a 11 y h e t e r o g e n o u s p r e
－

C u r S O r S ． J ． I m m u n o l ，
，
1 3 7

，
2 81 4 ．2 8 2 2 く19 8 6I ．

3 3I O r t al d o
，
J ． R ．

，
M a s o n

，
A ． 息 O v e rt o n

，
R ． ニ

L y m ph o k i n e
－

a C ti v a te d k ill e r c ell s ニ A n a l y si s of

p r o g e ni t o r s a n d eff e c t o r s ， J ． E x p ． M e d ．
，
1 6 4

，
1 1 93 －

1 2 05 く19 8 6I ．

3 4I I t o h
，

K
，
S h ii b a

，
K

，
S h i mi z u

，
Y ．

，
S u z u k i

，

R ． 鹿 K u m a g ai
，
K ． こ G e n e r a ti o n o f a c ti v a t e d k ill e r

くA KI c ell s b y r e c o m b i n a n t i n t e rl e u k i n 2 くrI L 2J i n

C O ll a b o r a ti o n w ith i n t e r f e r o n －

y りF N －

yI ． J ．

I m m u n ol
リ
1 34

，
3 1 2 4 －3 1 2 9 く19 8引．

3 5I T u r s z ， T ．
，
D o k h el a r

，
M ． C ．

，
L i pi n s k i

，
M ． 息

A m i el
，

J ． L ． こ L o w n a t u r al k ill e r c ell a c ti vi ty

p a ti e n t w ith m a li g n a n t l y m ph o m a ． C a n c e r
，
5 0

，
2 3 33－

23 3 5 く1 9 82う．

3 6I Y o d a
，
Y ．

，
A b e

，
T ．

，
T a s h i r o

，
A ．

，
H i r o s a w a

，
S ．

，

K a w a d a
，
K ．

，
O n o z a w a

，
Y ．

，
A d a c h i

，
Y ．

，
S h i s h id o

，

H ． 鹿 N o m u r a
，
T ． こ N o r m ali z e d n a t u r a l k i11 e r くN KI

C ell a c ti vi t y i n l o n g
－ t e r m r e m i s si o n o f a c u t e

l e u k e m i a
． B r ． J ． H a e m a t o l ．

，
5 5

，
3 0 5 －3 0 9 く19 8 3l ．

3 7I D i c k i n s o n
，
A ． M ．

，
P r o c t o r

，
S ． J ．

，
J a c o b s

，
E ．

，

R ei d
，

M ． M ．
，

W alk e r
，

W ．
，

C r a f t
，

A ． W ． 皮

K e r n a h a n
，

J ． こ N a t u r al k ill e r c ell a c ti v it y i n

C h ild h o o d a c u t e l y m p h o b l a sti c l e u k e m i a i n r e m i s
－

Si o n ． B r J ． H a e m a t o l ．
，
5 9

，
4 5 －53 く1 9 8 5J ．

3 8I S o r sk a a r
，
D ．

，
Li e

，
S ． 0 ． 8 t F o r r e

，
0 ． こ N a tLlr al

k ill e r c ell a cti v ity o f p e ri p h e r al bl o o d a n d b o n e

m a r r o w m o n o n u cl e a r c ell s f r o m p a ti e n ts wi th

C hild h o o d a c u te l y m p h o bl a sti c l e u k e m i a ． A c t a ．

P a e d i a t r ． S c a n d ．
，
7 4

，
4 3 3 ．4 3 7 く19 8 51 ．

3 9I K oi z u m i
，

S ．
，

Y a m a g a m i
，

M ．
，

U e n o
，

Y ．
，

M i u r a
，
M ． 鹿 T a ni g u c hi

，
N ． 二 R e si s t a n c e o f h u m a n

b o n e m a r r o w C F U c t o hi g h
－d o s e m eth o t r e x a t e

C y t O t O X i cit y ． E x p ． H e m a t o l ． ， 6 ， 6 35 － 6 4 0 く1 9 8 0J ．

4 0I H e r b e r m a n
，

R ． B ．

，
R e y n ol d

，
C ． W ． 8 E

O r t al d o
，

J ． R ． こ M e c h a ni s m o f c y t o t o x i cit y b y

n a t u r al k ill e r くN K j c ell s ． A n n ． R e v ． I m m u n ol ． ， 4
，

6 5 ト6 8 0 く19 8 6J ．

4 り G r a Y e S
，
S ． S

り
B r a m h a ll

， J ． 鹿 B o n a Y id a
，
B ． こ

S t u d i e s o n th e l e th al h it st a g e s o f n a t u r a l k ill e r c ell －

m ed i a t e d c y t o t o x i city ． I ． B o th p h o r b ol e s t e r a n d

i o n o ph o r e a r e r e q u i r e d f o r r el e a s e o f n a t u r al k ill e r

C y t O t O X i c f a c t o r s くN K C F J ，
S u g g e S ti n g a r ol e f o r

p r o t ei n k i n a s e C a c ti vi ty ． J ． I m m u n ol ．
，
1 3 7

，
19 7 7 －

1 9 8 4 く19 8 61 ．

4 21 T a yl o r
，

I ． W ． 8 E T a tt e r s a11
，

M
．

H
． N ． こ

M e th o t r e x a t e c y t o t o x i cit y i n c ul t u r e d h u m a n

l e u k e m i c c ell s s t u d i e d b y fl o w c y t o m et r y ． C a n c e r

R e s ．
，
4 1

，
1 5 4 9 －1 5 5 8 く19 8 1J ．

4 3I T a yl o r
，
I ． W ．

，
S l o w i a c z e k

，
P ．

，
F r a n ci s

，
P ．

R ． 鹿 T a tt e r s a11
，
M ． II ． N ． 二 B i o c h e m i c al a n d c ell

C y Cl e p e r t u rb a ti o n i n m e th o t r e x a t e
－t r e a t e d c ell s ．

M ol ． P h a r m a c ol ．
，
2 1

，
20 4 － 21 0 く19 82ン．

4 4I K a m i s k a s
，

E ． 二 E ff e c ts o f m e th o tr e x a t e o n

rib o n u cl e o tid e p o o I s i n g r o wi n g a n d g r o w th ．

a r r e st ．

e d t u m o r c ell s a n d a n t a g o n i s m b y R N A s y n th e si s

i n h ib it o r s ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 5 7

，
4 2 7 9－4 28 1 く19 8 2J ．

4 5I L a n i e r
，
L ． L ．

，
B e n i k e

，
J ． C ．

，
P h illi p s ， J ．

H ． 鹿

E n gl e m a n
，

E ． G ． こ R e c o m bi n a n t i n t e rl e ulくin 2

e n h a n c e d n a t u r al kill e r c ell －

m e d i a t e d c y t o t o x i cit y

i n h u m a n l y m p h o c yt e s u b p o p ul a ti o n s e x p r e s si n g

th e L e u
－7 a n d L e u

－1 1 a n tig e n s ． J ． I m m u n ol ．
，
1 3 4 ，

7 9 4 － 8 0 1 く1 9 8 51 ．

4 6I O r t a ld o
，

J ． R ．
，

P h illi p s
，

W ．
，

W a s s e r m a n
，

K ． 及 H e rb e r m a n
，

R ． B ． こ E ff e c t s o f m et a b o li c

i n h ib it o r s o n s p o n t a n e o u s a n d i n t e rf e r o n －b o o s t ed

h u m a n n a t u r al k ill e r c e11 a c ti vi t y ． J ． I m m u n ol ．
，
12 5 ，

1 8 3 9 － 1 8 4 4 く1 9 8 01 ．
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E ff e c t s of M e t h o t r e x a t e o n N a t u r al K ille r C e11 A c ti vit y i n V it r o a n d i n V i v o

T a k a y u k i N a k a r a i
，

D e p a r t m e n t o f P e d i a tri c s ， S c h o o l o f M e d i c i n e
，

K a n a z a w a U n i v e r s lty ，

K a n a z a w a 9 2 0 －J ． J u z e n M e d L S o c ．
，
9 6

，
2 9 0 － 3 0 3 り98 7J

K e y w o r d s ニ m e th o tr e x a t e
，
i n t e rl e u k i n 2

，
n a t u r a l k ill e r

，
l ym p h ok i n e

－

a C ti v a ted k ill e r
，
hi gh － d o s e

m e th o tr e x a t e th e r a p y ，
m a li g n a n c y

A b s t r a c t

T h e efTt c t s o f m e th o t r e x a te くM T Xl o n n a t u r al k ill e rくN KI c e 11 a c ti v ity i n vi tr o a n d i n vi v o w e r e

S t u d i e d ． P e rip h e r a l b l o o d m o n o n u cl e a r c e11 s くP B M N C sI w e r e s e p a r a te d 凸
－

O m n O r m al a d u lt

V O l u n te e r s ． C ell s w e r e i n c u b a te d w i th r e c o m b i n a n t i n te rl e u k i n 2 くrI L 21t 2 5 U l m 11 fb r 4 8 h r s a n d

th e n M T X w a s a d d e d a t v a ri o u s c o n c e n tr ai o n s t l O
， 1 0

M － 1 0M 6
M l ． A ft e r a n a d d iti o n al i n c u b a ti o n

W i th rI L 2 a n d M T X fb r 2 4 h r s
，
N K a cti v lty 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 s l n g K 5 6 2

ta r g e t c e ll s ． W h e n c e11 s w e r e e x p o s e d a t 1 0
－ 8

M M T X
，
a S lg n ifi c a n t e n h a n c e m e n t o f N K a c tl V l ty

W a S O b s e r v e d ． P B M N C s w e r e f u rt h e r fr a c ti o n a t e d i n t o T a n d n o n
－ T c ell s u b p o p u la ti o n s u s l n g a

S h e e p e r y th r o c y t e r o s e tt l n g t e C h n i q u e ． T h e f t a c ti o n a t e d T c e ll s s h o w e d a s l g n in c a n t e n h a n c e m e n t

O f N K a c ti v ity b u t n o n
－ T c e11 s d i d n o t ． F u rt h e r m o r e

，
T c ell s w e r e tr e at e d w i th L e u

－ 7 a n d L e u
－

1 1 m o n o c l o n al a n ti b o d i e s
，

r e a C ti v e a g a l n S t N K c e11 s
， p l u s c o m pl e m e n t t o i n v e s tl g a te th e e 能 c t o f

M T X a t th e e 8 b c t o r c ell l e v el － W h e n T c ell s w e r e t r e a t e d w i th L e u
－1 1 p l u s c o m p l e m e n t

，
th e l e v el s

O f N K a c ti v lty W e r e r e m a r k a b l y d e c r e a s e d a n d n o s l g n i G c a n t e fTb c t o f M T X o n N K a c ti v lty W a S

O b s e r v e d
，

S u g g e Stl n g th a t a E
＋

L e u
－ 1 l ＋

c e ll p o p u l a ti o n m a y b e r e s p o n si b l e fb r th e a u g m
9

n t a ti o n

Of N K c ell a c ti v ity b y M T X － H o w e v e r
，
1 y m p h o k i n e

－

a C ti v a t e d k i11 e r くL A Kl a cti v i ty of th e se

丘a c ti o n a te d c ell s b y u s l n g H し6 0 a s t a r g e t c ell s w a s n o t e n h a n c e d a ft e r t r e a t m e n t w ith M T X ． T h e

C h a n g e s o f N K a c ti v ity a n d N K c ell s u b s e t s aft e r h ig h － d o s e M T X th e r a p y く20 0 0 m gl m
2

1 2 4 h r s i vl

i n el e v e n c h il d r e n w ith a c u t e l y m p h o b l a s ti c l e u k e m i a a n d n o n
－ H o d g k i n ly m p h o m a w e r e al s o

S t u d i e d ． T h e s e r u m c o n c e n tr a ti o n o f M T X w a s i n c r e a s e d t o l O
－

5 M － 3 x l O
－

4
M a n d N K a c ti v iti e s

aft e r t r e a t m e n t w e r e d e c r e a s e d a s c o m p a r e d w ith th o s e b efb r e tr e a t m e n t
，

b u t th e r el a ti v e

p r o p o r ti o n o f L e u
－ 7

＋
a n d L e u

－ 1 1
＋

c e11 s i n th e s e p a ti e n ts
，

b l o o d m o n o n u cl e a r c e ll s w e r e sli g h tl y

i n c r e a s e d aft e r t r e a t m e n t
，
S u g g e S tl n g a r e S i s t a n c e o f N K c e ll s t o M T X ． T h e s e r e s u lt s i n d i c a te th a t

it i s i m p o rt a n t t o s u r v e y th e efT t c ts o f M T X o n a n i m m u n o l o g l C a l a n ti － t u m O r d eft n d i n g sy s t e m

S u C h a s N K c ell a c tl V lty ．


