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慢性活軌性肝炎患者末梢血 リ ン パ 球 と 培養肝細胞 と の

i n v it r o i n t e r a c ti o n に 関する 電顕的観察

金 沢 大学医学部柄理 学節 二 講座 ( 圭 什 : 太 ‖ム ･六 教撲)
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●

)

E e y w o r d 培養肝細胞, 直接細胞障害超徴像, p Oi n t c o n t a c t
,
N K

肝 炎の 慢性化機序 に つ い て は , 肝細胞膜 を中心 と し

た 細胞性 免疫 の 関与が 強く 示唆 さ れ
, 慢性活動性肝 炎

( C A H ) の 肝 組織 に み ら れ る pi e c e rn e a l n e c r o s i s , す

なわ ち グリ ソ ン 鞘 内の 著 明な リ ン パ 球浸潤と 小葉辺 縁

の 持続す る肝 細胞崩壊像 が そ の 典 型 と 考 え ら れ て き

た . 電 軸上 で も
1)2)

リ ン パ 球が 接着 して い る肝細胞 に 種

々 の 変性 を示す 変化が 観察さ れ る な ど
, 障害肝 細胞 と

隣接 リ ン パ 球 と
L
の 間の i n t e r a c ti o n に よ っ て 起 こ る 肝

細胞崩壊 が 注目 を俗 び て い る . 他 方 , 最近 の i n v i t r o

の 研究で は , 慢性 肝疾患 々 者 の .) ン パ 球を eff e c t o r 細

胞 と し , 自己 肝細胞,
ウ サ ギ肝細 胞 ,

ラ ッ ト 肝細胞や

Ch a n g c ell 等を 標的細胞と して 免疫学的 な細 胞 障 害

性 を検討 し た研究が 報告さ れ ,

3卜 5)

教室の 新谷6)
も ラ ッ

ト 肝細胞 由来 の C o o n 細胞を 標的細胞 と して 検索 し ,

慢 性肝疾 患々 者 の う ち C A H 患者 末梢 血リ ン パ 球 に 肝

細胞障害性が あ る こ と を報告 し て い る . し か し
,

こ れ

らi n v i t r o に お ける細胞 障害性 リ ン パ 球 と 標 的 肝 細

胞 と の i n t e r a c ti o n を 形態学 的に 検索 した 報告 は ほ と

ん どみ ら れ な い . 今回の 実験 は ,
C A H 患 者の リ ン パ 球

中 どの 亜 分画 が肝細胞障害 に 関与 し て い るか を検討す

る と同時に , そ の 亜 分画と 標的細随 と の 間 に い か な る

i n t e r a c ti o n が 超微形態学的 に み ら れ る か を併 せ て 検

索 し たの で こ こ に 報告 す る
｡

対 象 と 方 法

Ⅰ . 対象

肝生検 お よ び血清生化学的検査か ら C A H と 診 断 し

U lt r a s tr u c t u al O b s e r v a ti o n s of

た 患者 46 例の 末梢血 リ ン パ 球 を対象 と し た . なお 対照

に は肝 炎の 既往 の な い 健常 者12 例 の 末 梢血 リ ン パ 球

を用 い た .

Ⅱ . 方法

1 . 標的細胞 : 1 9 6 8 年 C o o n
7)

に より 株化さ れ た成

熟 ラ ッ ト 肝細胞株( C o o n 細胞) を 用 い た . 培養液の組

成 は ダ ル ク ミ ン 加 M E M ( G I B C O . U S A ) , 1 0 % 不倍化

牛胎児 血清 ( F C S : G I B C O . U S A ) ,
P c l O O FL / mL ,

S M l O O /上g / mエで あ る .

2 .
リ ン パ 球分離

1 ) w h o l e l y m p h o c y t e ( W L ) の 分離 ; B 6 y u m
8)

の 方 法に 準L: て ,
ヘ パ リ ン 加末梢 血 を 同 量 の H a n k s

b a l a n c e d s al t s o l u ti o n ( H B S S ) と混 和 し , F i c o ll -

P a q u e ( P h a r m a ci a F i n e C h e m i c al s , S w e d e n ) に重

層 し , 4 0 0 × g 3 5 分速心 し て 得 た界面 の 細胞成分を分

離採取 し ,
W L と し た .

2 ) 羊 赤血 球 ロ ゼ ッ ト形 成 細 胞 ( E - R F C ) と非羊赤血

球 ロ ゼ ッ ト形 成細胞( n o n E - R F C ) の 分離 ; Y a t a ら
9'

の 方法に 準 じて , 羊赤血球( S R B C ) と W L と で ロ ゼ ッ

ト 形成を 行 っ た の ち
,
F i c o ll - P a q u e に 重層さ せ

. 4 ℃

で 40 0 × g 3 0 分遠心 分離 し た . 遠心 管 の 底部 より採取

し た細胞成 分を ET R F C と し , 界面 よ り 分離採取 した細

胞成分 を n o n E - R F C と し た . な お E - R F C お よ び n o n

E _ R F C は 0 . 8 3 % N H ^C 1 20 m M T ri s 緩衝液pH 7 .4 で

S R B C を 完全 溶血さ せ 使用 し た .

3 ) 7 S 抗 僻 作羊赤血球( E A) ロ ゼ ッ ト 形 成細胞(E A ･

R F C ) と 非 E A ロ ゼ ッ ト 形成細胞( n o n E A - R F C ) の分

I n V 7 如 I n t e r a c ti o n s b e t w e e n c ult u r ed R a t Li v e r C ells

a n d P e rip h e r al B l o o d L y m p h o c y t e s f r o m P a ti e n t s w it h C h r o n ic A ctiv e H e p a titis ･ T e ts uji

K a ri n o , D e p a r t m e n t of P a t h ol o g y ( II) , ( D ir e c t o r: P r of ･ G ･ O h t a) ,
S ch o ol of M e di cin e

,

K a n a z a w a U n i v e r sit y .
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離 ; P a r i s h ら
1 0)

の 方法 に 準 じて
･

まず 7S 抗 S R B C

抗体を 用 い て 感作 S R B C ( E A ) を作製 し ･
つ い で E A

と W L で ロ ゼ ッ ト 形成を 行い
. F i c o ll -

p a q u e で 比 重遠

心して
, 前述 の ご と く E A - R F C と n o n E A ･ R F C に 分

離し た .

4 ) 1 9 S 抗体 ･ 補 体感 作羊赤血球( E A C ) ロ ゼ ッ ト 形成

細胞 ( E A C- R F C ) と非 E A C ロ ゼ ッ ト形成細 胞 ( n o n

E A C - R F C ) の 分離 ; P a ri s h ら
川

の 方法に 準 じて
.

ま

ず1 9S 抗 S R B C 抗体を 用 い て E A を 作製 し
.

つ い で

E A と C 3 H マ ウ ス 血 清を 用い て 感作赤血球 ( E A C ) を

作製し
,
W L と ロ ゼ ッ ト形 成さ せ た 後 Fi c o ll - P a q u e で

比重遠心 し ,
E A C - R F C

,
n O n E A C - R F C を 分離し た . な

お7S 抗S R B C 抗体 お よ び 19 S 抗 S R B C 抗 体 は
, 西

岡
川 の 方法で 抗 S R B C 家 兎血清 を 作 製 し , 硫 安 分 画

法
1 2)

お よ びゲ ル 濾 過法
1 3)

に よ りI g G お よ び I g M 分 画

を採取 し
,
I g G は さ らに D E A E c ell u l o s e c h r o m a t o

…

g r a p h y
川

で 精製 し , 得 られ たI g G お よ び1 g M 分画

それぞ れ 7S 抗 S R B C 抗体お よ び 19 S 抗 S R B C 抗体 と

した .

3 . リ ン パ 球 の 直接 細胞 障害性 ( D C C ) の 検出 ;

C A H 患者28 例 と健常者7 例を 対象と し ,
T a k a s u gi

-

Kl ei n
1 5)

の 方法 に 準 L: た m i c r o c yt o t o x i c it y a s s a y

法を用 い た . す な わ ち .
マ イ ク ロ プ レ

ー ト ( F al c o n
,
N n

3434 ,
U S A ) の 小孔 に C o o n 細胞を 約 100 個づ つ 散布

し
,
こ の C o o n 細 胞に リ ン パ 球 を1 : 3 00 の 比で 加 え 48

時間培養後 ,
マ イ ク ロ プ レ ー ト を 2 時間倒立さ せノト孔

を洗浄し た後 エ タ ノ ー

ル 固定し , ギ ム ザ染色巷 行 っ た .

リ ン パ 球 の 肝細胞障害値の 測定は マ イ ク ロ プ レ
ー ト の

小孔 に 生者 して い る標的細胞を 算定 し ,
リ ン パ 球無添

加 コ ン ト ロ ー ル と比較 し , 減 少率を 百分率 で 求 め た .

% c yt o t o x i cit y
=

1 0 0 一叢認諾岩諜呈琵誤詣諾温 × 100

4 . 標的細胞接着 リ ン パ 球亜 分画 の 測定

1 ) ロ ゼ ッ ト形成法 に よ る亜分画の 測定; 標 的C o o n

細胞を培 養ス ラ イ ド ( L a b - T e x , N o . 4 8 3 8 , U S A ) に て

あらか じ め 12 時間培養 した 後 , 前述 の よ う に 分 離し た

W L を 1 : 7 5 ～ 1 5 0 の 比 で 添加 した . 6 ～ 1 2 時間混 合

培養した後 , 培養 ス ラ イ ドを 転倒し て さ らに 1 時間培

養し た . つ い で 培養液 を除去後 S R B C ( E) を 0 . 7 5 m L

( 4 . 5 × 1 0
7
/ mエ F C S ) を加え 37 ℃ 1 5 分間培 養し た .

さら に 4 ℃ で 3 0 分間反応 させ た 後 t 1 5 分間培 養 ス ラ

イ ド を再び転倒 させ 未反応 E を 除き , 洗浄後 2 . 5 % ダ

ル ク ー

ル ア ル デ ヒ ド( 0 . 0 1 M リ ン 酸緩衝液頭 7 . 2 ) で

固定しギ ム ザ染色 し た . 同様 に E A お よ び E A C 浮遊 液

419

を M E M に て 作製し
, 培養 ス ラ イ ドに 加 え て そ れぞ れ

3 7 ℃3 0 分間お よ び 20 分間培養後洗浄, 固定 , 染色 し

た . S R B C 3 個以 上か らな る ロ ゼ ッ ト 形成 リ ン パ 球 を

陽性細胞と し て
, 標的細胞 に 接着 して い る リ ン パ 球の

う ち陽性細胞 の 占め る割 合を百分率で 表わ し た .

2 ) ベ ル
. オキ シ ダ

ー ゼ 抗 体法 に よる 亜 分画 の 測定 ;

前述 した ロ ゼ ッ ト 形成法 の 場合 と同様に , W L を培 養

ス ラ イ ド に 加え 肝細胞と混 合培 養 し た . 培 養 後 家 兎

a g g r e g a te d l g G 2 0 0 FL g / m L M E M で 37 ℃ 45 分 間

前 処 置 し ,
つ い で P e ri o d a t e ･1 y si n e

-

P a r a f o r m
-

al d e h y d e ( P L P ) 液
一 6)

で 4 ℃ で 60 分間固定 し た . つ ぎ

に ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標識抗家 兎I g G ヤ ギ抗体( 富 士臓

器) と室温 で 30 分間反応さ せ
, 洗浄後 ,

0 . 0 0 5 % 過酸化

水素加 ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン ( D A B ) 溶液と室温 で 5 ～

1 0 分間反 応 させ た . 洗浄後 へ マ ト キ シ リ ン で 核 染色 を

行 な い
, 脱水置換後封入 し光顕 に て 観察し , 標 的細胞

に 接着 して い る リ ン パ 球の う ち
,

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 陽

性細胞の 占め る割合を算定 し た . さ ら に 本実験の 標的

細胞接 着リ ン パ 球 の う ち , 内因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ陽

性細胞の 割合を 調 べ る目 的で 培養 ス ラ イ ドの 試料の 一

部を 培養後た だ ち に P L P 液 で 固定 し
,
D A B 液 と 反 応

させ 核染色後鏡検 した . な お家 兎a g g r e g a t e d l g G は

家 兎血清( 日本 バ イ オ テ ス ト) か ら硫安分画法
1 21

お よ び

ゲ ル 濾過法 相
に よ っ て I g G 分画を採取し ,

H all b e r g
1 7)

の 方法 に 従 っ て a g g r e g a t e d I g G を 作製 し た .

5 . 末梢血 リ ン パ 球 n o n E - R F C の 亜分画の 測定 ;

橘 ら
1 8)

の 微量測定法に 従い
, 前記 S R B C

,
E A

,
E A C の

そ れ ぞれ と C A H 患者 n o n E - R F C と を 反応 させ
,
3 個

以 上 の 羊赤血球 と ロ ゼ ッ ト を形成す るそ れ ぞ れ の リ ン

パ 球 を各 ロ ゼ ッ ト形成陽性細胞 と し , そ れ ら の 全リ ン

パ 球 申に 占め る比率を 算定し た . また , 試料 の 一 部 を

家 兎 a g g r e g a t e d l g G で 前処置後 ,
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ

標識抗家 兎I g G ヤ ギ抗体と 反応させ
.

ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ 陽性細胞 の 全 リ ン パ 球中に 占め る比 率を算定 し た .

6 . 電顕的観察 ; C A H 患者 11 例 と健常者 4 例 を対

象と し た . 小 カ バ ー

グ ラ ス 片を 入れ た プ ラ ス テ ィ ッ ク

培 養 シ ャ
ー

レ (F al c o n , N o . 3 0 01 , U S A ) に て C o o n 細胞

を 12 時 間培 養後 t リ ン パ 球を 1 : 2 0 ～ 1 5 0 の 比 で 添加

した
. 2 4 時間混 合培養 し た後 ,

シ ャ
ー

レ 上の 標的細胞

m o n o l a y e r お よ び混 合培養上 宿中の 浮遊標的細胞 を

透過電頻用 に
, ま た シ ャ

ー

レ 内の ′トカ バ ー グ ラ ス片 を

走査電顕用 に 試料作製 し た . 透過電顕用試 料 は 2 . 5 %

ダ ル ク ー ル ア ル デ ヒ ド( 0 . 0 5 M カ コ ジ ル 酸 ソ ー

ダ緩衝

液pI1 7 . 3 ) で 4 ℃ 60 分 固 定 後 1 % オ ス ミ ウ ム 酸

( 0 . 05 M カ コ ジル 酸 ソ ー

ダ緩衝液班 7 .3 ) で 4 ℃ 60 分

間固定後 . 脱 水 し . 酸化プ ロ ピ レ ン で 置換 した . 置換
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し た 際 培 養 シ ャ
ー

レ よ り 遊 離 し た 標 的 細 胞

m o n o l a y e r を 集め て エ ボ ン 8 12 に 包埋 し た . 超 薄 切

片作製 後 . 酢 酸 ウ ラ ニ ル
,
硝酸鉛 の 二 重染色を 行な い

鏡検 し た . 鏡検上 , 各例と も, 各 々 違 っ た 組み 合わ せ

の リ ン パ 球 と標的細抱の i n t e r a c ti o n を 5 0 以 上 観 察

し た . ま た走査電顕用試料の 小 カ バ ー グラ ス 片 は透過

電動用試料 と 同様 に 二 重固定 し/ 脱水 し
. 酢酸イ ソ ア

ミ ル で 置換後 臨界点乾燥 を行 な い
, 白金 パ ラ ジ ウ ム で

金属蒸着し た 後に鏡検 した .

成 績

1 . 培養肝細胞障害 リ ン パ 球 の 亜分画: m i c r o c y t o
･

t o x i ci t y a s s a y に よ る D C C の 結 果 を T a b l e l に

示 し た . 健 常 者 リ ン パ 球 の % c yt o t o x i ci t y の 平

均値 + 2 S D 以 上を細胞障害性 陽 性 と す る と
,
C A H 患

者の n o n E - R F C 分画で は 28 例中26 例 が
,

E A - R F C

分画 で は 10 例 中4 例が D C C 陽性 で あ り .
こ の 2 つ の

分画が 健常 者に 較 べ て 有意 に 細 胞障害性の 陽性頻度が

高か っ た ( P < 0 . 0 01 お よ ぴ P < 0 . 0 1 ) ･ ま た ･ E A C

-

R F C 分画 の D C C は 10 例中3 例 が 陽 性 で あ り . 前

の 2 分画 に 較 べ て 陽性 頻度が 低 い けれ ど も. 健常者 に

比 して 高 い 傾 向に あ っ た . 他方 ,
E - R F C 分画 で は 16

例中1 例 の み が陽性 で
,

n O n E A - R F C お よ ぴ n o n

E A C _ R F C 分画 で は 1 例 も陽性 例 が み ら れ な か っ た ･

っ ぎ に , 標的細胞接着リ ン パ 球 の 亜分画 を ロ ゼ ッ ト

野

形 成法 ( Fi g . 1 ) お よ ぴ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 抗体法に て

検討 し た結 果を T a b l e 2 に 示 した . n o n E - R F C が 接

着 ･) ン パ 球 の 8 1 % を 占め ,
つ ぎに E A C - R F C が 62 % で

あ り , E A - R F C は1 7 % で あ っ た .
F c リ セ ブ タ陽性細胞

を a g g r e g a t e d I g G を 用 い て 染 色 し た 成 績 と E A ･

R F C の 成績 と は必 ず し も 一 致 し な か っ た .

こ こ で 末梢 血1
) ン パ 球 の % c yt o t o x i ci ty の も っ と

も高か っ た C A H 患者 n o n E ･ R F C が い か な る 亜分画

か ら成 る か を ロ ゼ ッ ト形 成法 ,
ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ抗体

法 で 検討 し た が
, 結果は T a b l e 3 の ご とく で

. 先の細

胞障害 性を 示す 分画で は , E A C ･ R F C が 全体の 41% を

占め
,
E A - R F C が 全体の 32 % を 占め

, 多種犠の 亜分画

より 成 っ て い た .
そ こ で

.
C A H 患 者 n o n E - R F C 添加

時 の 標的細胞接 着リ ン パ 球の 亜分画を 検討し たが , 結

果 は T a b l e 4 の ご とく で E A C - R F C が 全 体 の 58% と

最 も高 か っ たが
, 前述 し た末梢血 n o n E ･ R F C の 亜分

画の 結果 と同様 に 多種類 の 亜分画 が同 じよ う な分布で

標的細胞 に接着 し て い た .

2 , 培 養肝 細 胞 障 害 リ ン パ 球 と 標 的 細 胞 と の

i n t e r a c ti o n の 電 顕 的 観 察; 標 的 細 胞 に 用 い た

m o n o l a y e r の C o o n 細胞 は走査電顕 で は なだ ら か に

盛 り 上 が っ た 多角 形 の 細 胞 で , そ の 遊 離 面 に は

m i c r o v illi が み られ る ( Fi g . 2 ) . 透 過電 顕で は小管

状 の 粗 面小抱休と 楕円形の ミ ト コ ン ド リ ア お よ び核周

囲に ゴ ル ジ装置 を認 め るが
, 概 し て 細胞小器官に とぽ

し い( Fi g . 3 ) . こ の 標的細胞 の ､
m O n O l a y e r に C A H 患

T ab l e l . R c s u lt s o f di r e c t b r m p h o c yt e c yt o t o x i cit y a g ai n st c u lt u r e d r at lj v e r c ells ( C o o n c ell s)

t) y V a ri o u s b r m p h o c yt e s u b s et s ff o m p a ti e n t s w i th c h r o d c a cti v e h ep a titi s ( C A H ) a n d ff o m

n o m 血 c o n t 工0 1 s .

*

L y m p h o e y te s u b s e ts

S は旬8 C t

E - R F C n o n E - R F C E A - R F C n o n E A - R F C E A C - R F C n o n E A C - R F C

_ 1 .2 ±2 5 .8 4 4 .9 ±1 6 .芸
*

5 3 . 毎 1責芸
*

一 2 9 .2 ±1 3 .5 1 5 .3 士2 5 .
4 - 2 6 .0 ±1 2 ･

4

c A Ⅱ (1 の (2 8) (1 0) ( 1 0) (1 0) (1 0)

t l/ 1 61 【16/2 8】 【4/1 0】 【0/10】 【3/1 0】 【0/1 0】

N o m al

_ 8 .4 ±1 5 ,9 1 6 .8 ±4 .4 1 7 . 駈2 4 ･5 - 2 0 ･6 ±1 0 ･ 7 0 ･ 1 8 ±1 4 ･9 - 1 5 ･9 ±1 8 ･7

(5 ) (5) (7) (7) (7) (7)

* T h e d a t a r e p r e s e n t m e a n ± st an d a r d d e vi ati o n ･ E - R F C : 血 e e p e r yth r o c yt e r o s e tt e
-

f b r m i n g c ells ･

E A - R F C : 7 S a n tib o d y
-

S e n Siti z e d 血 e ep e r y th r o c yt e r o s e tt e
-f o r m i n g c ell s ･ E A C - R F C : 1 9 S a n ti ･

b o d y
-

a n d c o m p l e m e n t T S e n Siti z e d 血 c ep e r yt h r o c y t e r o s e tt e
-f b r m i n g c ell s ･ ( ) : n u m b e r o f

c a s e s s t u d i e d . [ ] : n u m b e r o f c a s e s 南 瓜 si g mi 鮎 a n t c y t o t o xi cit y p e r p ati e n t s st u di e d
･
S t a ti sti -

c a n y sig mi Li c an t i n c o m p a d s o n wi th n o m l al c o n t r oI s
,

榊
P < 0 ･0 0 1

,

* * * P < 0 ･0 1 ･
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T a bl e 2 .
L y m p h o c y t e s u b s et s att a c h e d t o t a r g e t C o o n c e 鮎 a fte r i n c u b a ti o rL O f

t a r g e t c ell s w ith w h ol e l y m p h o c y t e s 丘o m p a ti e n ts w ith C A H f o r 6 h r a t 3 7
0

c i n a

h u m idi fi e d a t m o sp h e r e o f 9 5 % ai r an d 5 % C O 2 .

4 2 1

L y m p h o c y t e s u b s e t s M e a n 士 S I) % ･

n o n E - R F C : E - R F C

E A - R F C : n O n E A - R F C

E A C - R F C : n O n E A C - R F C

8 1 . 2 ± 0 .9 : 1 8 .8 土 0 .9

(3)

1 6 .8 ± 4 .3 : 8 3 .2 土 ヰ.3

( 7)

6
'
1 .9 士 6 .3 : 3 8■.1 ± 6 .3

(5 )

F c
一

工e C ¢p t O 工b e a 血 g c ell *

e n d o g e n o u s ,

P e I O Xi d a s e -

3 7 .5 ± 1 .9 辱 *

(3)

5 . 9 士 1 .2

p o siti v e c ¢皿
(4)

( ): n u m b e r o f c a s e s s tu di ed .

*
F c

-

r e C e P t O r
･b e a ri n g c ell s w e r e a s s a y ed b y m e a n s o f

P e r O X i d a s e
- h b ell e d a n tib o d y m et h o d a ft e r tr e a t m e n t o f l y m p h o c yt e s wi th ag g r e g at ed

I g G .

* *
e n d o g e n o u s

･

P e r O X id a s e
-

P O Siti v e c e u : l e s s th an 7 % (5 .3 ± 1 ･4 % ) . A b b r e vト

a ti o n s a 工e th e s a m e a s in T a bl e l .

T a bl e 3 . L y m p h o c yt e s u b s e t s o f n o n E - R F C s 丘o m p a ti e n t s w ith C A 軋

L y m p h o c y t e■s u b s e t s M e a n 士 S D %

E - R F C : n O n E - R F C

E A - R F C : n O n E A - R F C

E A C - R F C : n O n E A C - R F C

1 2 .
4 ± 2 .9 : 8 7 .6 ± 2 .9

(4)

3 1 .9 ± 2 .7 : 6 8 .1 ± 2 .7

(3)

4 0 .7 ± 4 .6 : 5 !) .3 ± 4 .6

(4)

F c 寸 e C e p t O I
-b e a 血 g c e皿

串 *

e n d o g e n o u s -

P er O X id a s e -

Z 9 .4 ± 3 .`
* *

(3)

6 .4 士 2 .
4

P O Siti v e c ell
(4)

( ) : n u m b e r o f c a s e s s t u d i e d .

* F c
･

r e C eP t O エ
ーb e a ri n g c e皿s w e r e a s s a y e d b y m e a n s o f

P e r O X id a s e
･1a b ell ed an tib o d y m e th o d af te r t r e at m e n t o f l y m p h o c yt e s wi th ag g r eg a t ed

I g G .

* *
e n d o g e n o u s

-

pe r O Xi d a s e p

p o siti v e c e n : l e s s th an 9 % (6 .2 土 2 .5 % ) . A b b 工e Vi -

ati o n s a r e th e s am e a S i n T a bl e l .
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T ab l e 4 . L y m p h o c y t e s u b s e t s a tt a c h ed t o t a rg e t C o o n c e n s a f te r i n c u b a ti o n o f

t a rg e t c e n s wi th n o n E - R F C s ft o m p a ti e n t s w it h C A E f b r 6 h r 3 7
0

c i n a h u m id i N

丘e d a t m o sp h e r e l

L y m p h o cy t e s u b s e ts M e a n ± S D %

E . R F C : n O n B ･ R F C

E A _ R F C : n O n E A - R F C

E A C - R F C : n O n E A C - R F C

1 9 .4 ± 8 .8 : 8 0 .6 士 8 .8

(5)

4 2 .2 ± 1 5 .5 : 5 7
_

.6 ± 1 5 .5

(5 )

5 8 .2 ± 1 0 .0 : 4 1 .8 ± 1 0 .0
.

(5)

F o
･ 揮 00 p t O ケb ¢a d n g c d l

*

¢n d o g ¢n O u 計p 町 拡 i 血 駆
-

3 7 .6 ± 3 .2
* *

(2 )

7 .9 ± 1 .9

･ p O S祉如e･∝瓜
(3)

( ) : n u m b e r o f c a s e s st u di e d .

* F c T r e C eP t O r
- b e a ri n g c e n s w e r e a s s a y e d b y m e an S O f

p e 工0 Ⅹid a s e J d ) e n e d a n tib o d y m e th o d af te r t r e a t m e n t o f l y m p h o c y t e s w i th ag gr e g at e d

I g G .

* 串
e n d o g e n o u 叩 e r O X id a s e っ o si tj v e c e u : l e s s th a n l O % (7 ･6 士2 ･3 % ) ･ A b b r e vi -

a ti o n s a r e th e s 且 m e a S in T ab l e l .

者 n o n E ･ R F C を 加え て 2 4 時間培養 し た も の を 観 察

し た . 走査電観 で は
,

n O n E - R F C が 標的細胞 に 多数接

着 し ( Fi g . 4 a ) , 標的細胞 は不整形 に 萎縮 し た り ( Fi g ･

4 b ) , 紡錘 形 に 変形 し た も の が 観察 され た ･ 変形 標的細

胞 は
, 標 的細胞数 に 対す る添加 リ ン パ 球数 を増 大する

に つ れ て 多く 認 め ら れ る よ う に な り t 接着 リ ン パ 球数

が 多 い ほ ど標的細胞の 変形 が 強く な る傾向が あ っ た ･

透過電顕下で は ,
n O n E - R F C の 接着した 標的細胞の

扉形質に は種 々 の 変化 を認 め た . すな わ ち ① ゴ ル ジ

装 置周辺 の 小空胞 の 増加 ( Fi g . 5 a ) . ② 粗面 小胞体

の 開大 ( Fi g . 5 b ) , ③ a u t o p h a g i c v a c u o l e の 増加

( Fi g . 5 c) ,
④ 原形質 内の 局 所の 崩壊像 ( Fi g ･ 5 d )

と その S e g r e g a ti o n ( F i g . 5 e ) ,
d ef e c a ti o n ( F i g ･ 5 e) ,

⑤ 核の 形の 不整化な どで あ る . さ ら に 特徴的 な所見

と し て , 原形質内 に 大小の 不整形 の 空胞 が形成 さ れ
,

そ の 壁 か ら空胞 に 向 っ て 大小 の 絨毛状 の 突 出が 多数認

め られ た ( Fi g . 5 f) . 時 に は , 多数 の 繊 毛様構造物 で 内

腔が 充満 して い る 巨大空胞 と して 観察さ れ る もの もあ

っ た( Fi g . 5 g) . こ の 空胞に は正常な 租面小胞体か らの

移行像 も認め られ た ( Fi g . 5 h ) . ち な み に 椚 g 6 , 7 は

そ れ ぞれ E A - R F C お よぴ a g g r e g a t e d l g G を 用 い た

F c リ セ プ 夕陽性細胞が 棲的細胞 に 接着 して い る 透 過

電朗像 で あ る が ,
そ の 標的細胞 に は n o n E , R F C 添 加

の 場合 に み られ た も の と 同様 の 変化像が 観察さ れ た ･

っ ぎ に , 標 的 細 胞 m o n o l a y e r に C A H 患者 の E ･

R F C を加 え て 24 時 間培 養 した 場合 , 走査電 顕で は 少

数 の E - R F C が 標的細胞の 遊離面 に 接着 して い る の み

で 標的細胞の 変化 は きわ め て とぼ し い ( Fi g ･ 8 ) ･ また

透過電 顕 で も同様 で あ っ た .

C A H 患者 の n o n E - R F C 添加後 24 時 間の 培 養上宿

中の 浮遊 標 的細 胞を み る と
,
前述 の m o n o l a y e r の 標

的細胞 に お い て み られ た 変化 に 加え て 原形質の 暗調化

を伴 っ た 変性の 著 し い 浮遊標的細胞が
,
n O n E - R F C の

接着 し た状態 で 認 め られ た( Fi g ･ 9 a) ･ ま た
一 方で は崩

壊像を 示す 浮遊標的細胞 も観察 さ れ た( Fi g ･ 9 b ) ･ しか

し ,
こ れ ら の 形態 と , リ ン パ 球無 添加 で C o o n 細胞の

み を培 養 した 場合の 培養上浦中の 浮遊細胞 に み られる

形態( Fi g . 1 0 ) と の 間 に はか なり の 相違 が認 められ た ･

す な わ ち , 後者 の 場合 は Fi g . 1 0 の ご と く主 に ① 核

の 変形 と核膜下 お よ び核小体 へ の 核質 の 凝 軋 ② ミ

ト コ ン ド リ ア の 膨化 と ク Ij ス タ の 破壊 ,
③ 粗面小胆

体 の 嚢状 の 拡 大 ,
④ 種々 の 大き さ の 空 胞 の 出 札

⑤ 原形 質内の 膜性 小器官に と ぼ しい a r e a の 出現な

ど で あ り .
C A H 患者 n o n E - R F C が接 着 した標的細抱

に み られ る繊 毛様構造物で 充満 した 空胞 はみ ら れなか

っ た .
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n o n E 一■R F C の 標的細胞 へ の 接 着様式 を み る と 以 下

の 3 型が観 察 さ れ た . す な わ ち
, ① 標 的細胞 の 遊離

面へ の 接着 ( Fi g . 11 a) , ② 隣接 す る標 的細胞 の 間 に

割り込 む よう な接着 ( Fi g . 1 1 b ) . ③ 培 養 シ ャ
ー

レ 面

と標的細胞 との 間 へ の も ぐり込 み ( Fi g . 1 1 c ) で あ る
.

これ を透過電顕で み ると
, 前述 し た い ず れの 接着様式

で も , 両細胞の 接着面 はお ゝ むね 波状 を呈 し て おり .

それ ぞれ の 彼の 頂郡 で 両細胞膜 は cl o s e c o n t a c t を し

て い た( Fi g . 1 2 ) . こ の c l o s e c o n t a c t 郡 の 両細胞膜問

陛は お ゝ よそ 1 50 Å 以 下で あり , そ の 長 さが 1 50 0 Å 以

下の い わ ゆる p o i n t c o n t a ct で あ っ た . さ ら に 接着部

位に よ っ て は , 両細 胞膜が癒合 して い るか の よ う に み

える部位 も認 め ら れ た が ( Fi g . 13 a ) , g O n i o m et e r に

より試料に 適 当な傾斜 を与え て そ の 部を 観察する と
,

1 00 Å 以 下 の わ ず か の 細 胞 間 陛 が 認 め ら れ ( Fi g .

13b ) . 両細胞膜 の 癒 合は なく , ま た 明 らか な原形質間

架橋形成も み ら れ なか っ た . ただ し100 Å 以 下に 狭 く

な っ た細胞 間腔 に は フ ィ ラ メ ン ト様 の 構造物が認 め ら

れ , 両細胞膜 の よ り緻密 な p o i n t c o n ta c t を示 し て い

た ( Fi g . 13 b ) .

一

方 , 少数で は あ る が 両 細胞 膜 が
,

i n t e r d i gi t a ti o n の 状態で 接着 して い る の が み ら れ た

が ( Fi g . 1 4 ) ,
その と こ ろ ど こ ろ に p o i n t c o n t a c t が

観察さ れ た .

3 . 健 常 者 n o n E - R F C と 標 的 細 胞 と の i n t e r
-

a c ti o n の 電顕的観察; 標的細胞 m o n o l a y e r に 健常者

末梢血 n o n E ･ R F C を 加え て 24 時間培養 し た場合 , 走

査電顔 で は C A H 患者 n o n E - R F C 添加 の 場 合 に 較 べ

て 本質的な 相違 はみ られ な か っ た . す な わ ち
,

か な り

多数の n o n E - R F C が 標的細胞 に 接着 して おり , C A H

患者 n o n E - R F C 添 加時に み られ た と同様 に , 変 形 し

た標的細胞 もみ ら れ た が
,

その 数 は少 なか っ た ( Fi g .

1 5 ) . 透過 電顕上 , 少 数の 標的細胞に は C A H 患者 n o n

E - R F C 添加の 場合に み ら れ た もの と同 様 の 絨 毛 様 突

出物を内腔に 有 す る空 胞を認 め たが ( Fi g . 1 6 ) ,
リ ン

パ 球の 接着に も か か わ らず ,
こ の よ う な変化を 示す も

の が少な い と い う 印象を得 た . ま た
, n O n E ･ R F C の 標

的細胞 へ の 接着様式 や接着部の 超 微 細 構 造 に お い て

も
,
C A H 患者 n o n E - R F C 添加の 場合に み ら れ た も の

と 本質的な相違 は認 め られ なか っ た .

考 察

1 . C A H 患者 に お け る培養肝細胞 障害 リ ン パ 球の 亜

分画と細胞障害: 従来の i n v it r o の 研究 に お い て は ,

肝細胞障害性を 有す る C A H 患 者 リ ン パ 球 の 亜 分 画

が , C 3 リ セ ブタ を 有す る亜分画で あ る と す る も の
5)

,

F c リ セ ブ タを 有す る亜分画で あ る と す る も が
】

,
あ る

4 2 3

い は表面 免疫 グ ロ ブ リ ン や 羊赤血球 リセ ブ タの い ず れ

も も た な い n u ll c ell で あ る と す るも の
1 9
慢 ど

, 用 い る

標的細胞の 種類や リ ン パ 球分離法の 相違 も あり
,

一 定

の 見解 に 達 し て い な い
. し か し 今 回 の m i c r o c y t o -

t o x i ci t y te s t で は . n o n E - R F C
,
E A ･ R F C の 両分画に

強 い 細胞障害性を 認め . E A C - R F C 分画 も軽度 の 障 害

性を 示 し た . さ らに , 電朝的観察か ら後述の ごと く ,

標的細胞 へ の 接着が リ ン パ 球の 細胞障害の 必要 条件 で

あ ると の 結論が 得ら れ た ため
, 今 臥 培養肝細 胞に 接

着 して い る リ ン パ 球 の 亜分画を 検討 し た . ま ず, W L を

標的細胞に 添加し た場合 ,
E ･ R F C と n o n E J R F C に つ

い て み れ ば
, 細胞障害性の 強 い n o n E - R F C の 方 が は

る か に 多く 標的細胞に 接着 し て い る こ とが わ か っ た .

そ こ で 末梢血中の n o n E - R F C の 亜分画を み ると
, E A -

. E A C - R F C の 順序で そ の % が増加し て おり ,
こ の 成績

と標的細胞接着 n o n E - R F C の 亜分画 の 成績 とを 比較

す る と , 本質的な 相違 が な く . 特定 の 亜分画に 偏 っ て

標的細胞 に 接着 して い る こ と なく . 多種類の 亜分画 が

接着 して い た
. も し標 的細胞 に 接着して い る す べ て の

リ ン パ 球が 細胞障害性 を発 揮す る と すれ ば , 本実験系

で の 細胞障害機序は
, 従来言わ れ て い たよ う な 単 一 機

序 ( A D C C あ る い は n a t u r al k illi n g) で は な く , よ り

複雑な 機序の 協同作用 と な ろう が
. 細胞障害性 リ ン パ

球の 亜分画が 限定 され て い る こ と と実験系が単純 で あ

る こ と か ら
, 次の い く つ か の 機序が 問題と な る . まず

リ ン パ 球 が C A H 患者か らの もの で あり , 肝細 胞 膜 抗

原に よ っ て 既 に 感作 され た状 態に あ る B - ri c h 分 画 に

強い 細胞 障害性 を認 め る こ と か ら
, 第1 に 培養時間中

に B ･ ri c h 分 画か ら分泌さ れ る肝細胞膜抗体 が 本 反 応

に 関与し て い る可能性が 考え ら れ る . そ して と 卜 と ラ

ッ ト の 肝細胞膜抗原 に は共通 抗原が あ る こ と も よく 知

られ て い る事実 で ある . 第2 に 膜抗原と膜抗体と の 免

疫複 合体が 生体内で 形成さ れ
,

それ を リ ン パ 球が 持ち

込 み
, 培養時間中 に 培地 内で 抗原と 抗休が はず れ て

,

抗体 が標的細胞膜 と 複 合 し て 複 合 体 を 介 し て a n t ト

b o d y
- d e p e n d e n t c el ト m e d i a t e d c yt o t o x i ci t y

( A D C C ) を 起 し得 る可能性 も あ ろう .

一 方 , 第 3 と し

て , 生体内 で リ ン パ 球が肝細胞膜に 感作さ れ て い な い

場合に は , n a t u r al k illi n g ( N K ) に よる 反 応
2 0 卜 2 2 ,

.

即ち N K 細胞が 本反応を主導 して い る可能性が考 え ら

れ る . こ の 反応 は, 健常者 リ ン パ 球 ( n o n E - R F C) を

用い た実験 に お い て は と く に 高い 可 能 性 を も っ て い

る . 逆 に 否定で き る反 応 と して は
. 肝細胞膜 に 感作さ

れ た T 細胞に よる 反応 (i m m u n e T c e ll - m e d i a t e d

C y t O t O X i ci t y) や 感 作 丁 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る

1 y m p h o k i n e
-

m e d i a t e d c y t o t o x i cit y は否 定 し て よ



4 2 4

く .
E ･ R F C 分画に 細胞障害性が な い こ と か らも裏付け

さ れ る . と こ ろ で . 前述の 第1 , 第 2 の A D C C 反 応 や 第

3 の N K 反応は ,
と も に F c

▲

リ セ ブ タ を も つ 細胞が 羊

役 を 演L: て お り ,
n O n E ･ R F C 分画 中に 比 較的多数含

ま れ て い る .

2 .
N o n E - R F C と標的細胞 との i n t e r a c ti o n : リ ン

パ 球 が 標 的 細 胞 を 障害 す る た め に は , 両 細 胞 の

c o 山 a ct が 必要 で あ る と 言わ れ て き た
2 引

~ 2 8 碑~ 3 1}
. そ れ

らの 実験 に は , 従来 丁 細胞を 用い た もの が 多く , 本実

験の よ う に C A H 患者の n o n E ･ R F C を eff e ct o r 細 胞

と し , 肝細 胞を 標的細胞 と し た報告 が な い . n o n E ･

R F C の 接着 して い る標 的細胞 に み ら れ た 特 異 な 変 化

と し て
, 絨毛様構造を多数 内腔 に も っ た大型空胞 の 出

現 が あ っ た . こ の 空胞ほ
. 種 々 の 形状 の 観察か ら, 最

初 は粗面小胞体 の 関大か ら出発 して , そ れ らの 拡 大癒

合 に よ っ て 不整形空胞 とな り
,

そ の 内陛が 一 段 と拡大

し て 大型空胞に 転化す る もの と考 え ら れ
t
空胞 は単層

の 限界膜 で へ だ て られ て い る . 空胞 の 内腔 に 突 出し て

い る繊毛様構造物内に は , 細 胞小 器官 を 含み , 大小不

同の 繊毛か ら , は ゞ均 一 な大 き さ の 小型 絨毛を 含む も

の ま で あ る .
こ の よう な~大型空胞を 含む 細月包の 原形質

に は . a u t o p h a gi c v a c u o l e や 無定型物質 その 他 を 含

む 局所的な 崩壊 像が み ら れ , 退行変性像が 著 し い
･
i n

v i t r o の C yt O t O X i c it y 反応 で
. 標 的細胞 に こ の よ う な

変化 を記載 し た報告 はま だ な い . D a n i e l s ら
2 7

旭
,
ごく

最 乱 抗 h e r p e s si m pl e x v i r u s 抗体で 前 処置 した 同

ウ ィ ル ス 感染 ヒ ト fi b r o b l a s t を 標的細胞 と し , 同 じ ウ

イ ル ス 感染患者リ ン パ 球 を用 い て A D C C の 透 過 お よ

び走査電朗像 を示 して い る が , 前 記 の 大型空胞出現の

記載が な く ,
リ ン パ 球 に 接 して 微細空胞の 多数出現の

み を報告 して い る . 今回 の D C C と A D C C の 違 い か
,
ヒ

ト fib r o b l a st と ラ ッ ト肝細胞 の 遠 い に よ る の か は 不

明で あ る .

一 方 ,
i n v i v o の 実験 で は , 粗面′ト胞体 に 由

来す る特 異な大型空胞 に 類似 した 所見が
,
渡辺 ら

2 別 の

ェ チ オ ニ ン 投与 に よ る細胞障害の 実験 にお い て ラ ッ ト

の 膵 で 観察さ れ て お り , 蛋白合成 の 障害 に 伴う 退行変

性 的性格 を も つ 粗面小胞体 の 変化 と意義づ け て い る ･

大型 あ る い は不整形空胞 を も つ 標 的細胞 の 出現 は
,

対照と して 用 い た健常者か らの n o n E - R F C と標 的細

胞と の 反応の 時に も見 られ た . も し大型空胞の 出現が

A D C C に は認 め られず , ま た 今 回 の 実 験 で C A H の

n o n E _ R F C 添加 の 場合 も健常者 の そ れ の 場合 も , 大

型空胞の 出現と い う点 か ら
, 同

一 の 作用械序 に よ る標

的細 胞の 変化だ と仮定する と . 今 回の 反応 は n a t u r al

k illi n g 反応 で あ ろう と 理 解さ れ る . n at u r al k illi n g

反応 は抗 体の 関与 を必要と しな い eff e c t o r 細 胞 と 標

野

的細胞 の 直接 的反応で あ る か ら で あ る .

一 方 , 今回 の 実 験で は ,
m O n O l a y e r か ら剥離し た変

性肝 細抱の な か に も . 培養 シ ャ
ー レ 面に 壁書状態に あ

る 肝細胞 と全く 同 一 の 変化 ( 絨 毛 様構造を も つ 大型空

抱) が 認 め ら れ た . こ れ に 対 し て 標 的 細 胞 m o n o
-

1 a y e r を ,
リ ン パ 球 を加 えず に 自然崩壊を 待 っ 状態 で

培 養す る と
,

そ の 剥離 肝細 胞の 変性 像は
. 前述と は異

な り . 多発す る空 胞の 内陛 に は絨毛 様突 出は ほ とん ど

認 め られ な か っ た . 標的細胞の み の 培養で は , 肝細胞

が 低栄養 ･ 低酸素状態 に 陥 っ て か ら剥離崩壊す る と考

え られ る の に 対 し て
,

リ ン パ 球 に よ る免疫学的標的細

胞崩壊 で は
,

リ ン パ 球 と の 接着 を介 して
,

お そ ら く肝

細胞 の 膜変性 が 引き金 と な る の だ ろ う と理 解 され る
.

い ず れ に せ よ
,

標的細 胞の 自然 崩壊 と細胞 免疫学的崩

壊が形態学 的に 異な ると い う 所見 は 重 要 だ と 思 わ れ

る . ■

リ ン パ 球 と標的細胞 との 接着 は , 標的細胞の 遊離面

へ の 接着 の み な ら ず, 隣接標的細胞 の 境界面 へ の 割り

込 み , ま た培養 シ ャ
ー レ面 へ の も ぐ り込 み の 所見から

考 え て
,

リ ン パ 球 が標 的細 胞の 周囲 を移動 し なが ら接

着 す る と考 え て よ い で あ ろ う . そ し て , そ の 移動が l

リ ン パ 球 の 細胞障害性 を 発揮さ せ る 機会を 著 しく増大

さ せ る と い う 点 で 細胞障害 に 重要 で あ ろ う と 恩 わ れ

る .

リ ン パ 球 と標的細胞 の 接点 を み る と , 1 5 0 Å以 下 の

p o i n t c o n a ct が 多数認 め ら れ , 両細胞膜 の 癒 合 が み

ら れ な か っ た . B ib e rf e l d ら
2 9)

は両者 の 膜 の 近 接 し て

い る 長さ の 長短よ り ,
b r o a d z o n e c o n t a c t と p oi n t

c o n ta c t と に 分類 し ,
リ ン パ 球が そ の 細 胞障害性 を 発

揮す る ため に は b r o a d z o n e c o n t a c t の 方が より適 し

た状態 で あ る と推論 し て い る . D a n i el ら
2 7}

も
,
A D C C

で は リ ン パ 球 と fib r o b l a s t と の 接 着 が p o i n t

c ｡ n t a C t の も の と b r o a d z o n e c o n t a c t の も の と の 両

者 が あ る と し て い る . こ れ に 対 し , K a li n a ら
30)

は

L e u k e m i a E L 4 細胞を 標的細 胞と し ,
T リ ン パ 球 を

用 い た 実験 に お い て
, p O i n t c o n t a c t が 接着部位 に お

け る主 な形態 で あ る と報告 し て い る . 本実験で は, n O n

E - R F C は多数 の P O i n t c o n t a c t を介 し て 標 的 細胞 と

接着 し て い る の が認 め ら れ t
b r o a d z o n e c o n ta C t を

み な か っ た . p o i n t c o n t a c t の 部位 で は , 両者 の 膜の 間

に は , K a li n a ら
30)

が s e p t a
-1i k e s t r u c t u r e と 言 い

･

F i r k e t ら
31)

が th r e a d -1i k e m a t e ri a l と 記 載 し た 微細

な フ ィ ラ メ ン ト 構造物の 存在 は判然 と し なか っ たが ▼

無定 型 な
, 微細 な 構 造 物 を 認 め た . fl u id m o s ai c

m ｡ d el 説
a 2一

に よ る と , 細胞膜の 二重 膜構造 の う ちの 外

側脂質層の 表面 に は a ci d i c gl u c o s a m i n o gl y c a n か



C A H 患者リ ン パ 球の 肝細胞障害性の 電顕的観察

ら成る S u rf a c e c o a t s の 存在が知 ら れ て い る . p o i n t

c o n ta c t 部位の
, 両細胞の こ れ ら s u r f a c e c o a t s の 重

なり あ る い は接着が
, 今回 , 両細胞間 の 微細 な構造物

と して 観察 され たの で はな い か と 考 え ら れ る . こ の

s u rf a c e c o a t s は細胞 の 凝集 や接着 の み な ら ず細胞 相

互 の情 報伝達 , 免疫応 答 , 物質輸送 に 重要 な役割を 果

し て い る だ ろう と い わ れ て い る
3 313 4 )

. 本実験 で 示 さ れ

た p o i n t c o n t a c t に よ っ て
, 両 s u rf a c e c o a t s を 場 と

し て 免疫応答が 行わ れ て い る も の と推測 す る .

結 論

C o o n ラ ッ ト 培養肝 細胞を標 的細胞 と し て C A H 患

者末梢血 リ ン パ 球 と培養 し , 肝細胞障害 に 関与す るリ

ン パ 球 の 亜分画を 検討 し
,

そ の 亜分 画と標的細胞と の

間で 起
､
こ るi n t e r a c ti o n と 標的細胞 の 障害過 程の 形 態

を電動的に 検討 し た .

1 . C A H 患者 に お い て 直接肝細胞障害性 を有す る リ

ン パ 球は n o n E - R F C , E A - R F C , E A C - R F C の順序

であり ,
h e t e r o g e n e o u s な p o p u l a ti o n で あ っ た .

2 . C o o n 細胞に 接着す る n o n E - R F C の 亜 分 画 も

1 . と 同じ く , h e t e r o g e n e o u s な p o p u l a ti o n で あ っ

た .

3 . 細胞 障 害性 を 有する り
_

ン パ 球 は 標 的 細 胞 に 多

数の p o i nt c o n ta c t を 介 して 接着 し なが ら移動する こ

と に よ り ,
m O n O l a y e r の 標的細河包を変性 , 遊離さ せ

.

C y t Ol y si s に 陥 らせ た .

4 . 健 常 者 の n o n E - R F C に よ る 細 胞 障害 像 と

C A H 患者の n o n E - R F C に よ る細胞障害 像 と の 問 に

は超微細構造上, 質的差異 は認 め られ ず , 共に 絨毛様

構造物 を含む 粗面小胞体 由来の 大型空胞が 原形質内に

形成され ると い う過 程を経 て 崩壊 し た .

5 ,
こ の 形 態 変 化 を 基 礎 と し て

,
C o o n 細 胞 に

C A H の n o n E - R F C が 直接接着 して C o o n 細 胞 を 崩

壊さ せ るメ カ ニ ズ ム と
, 健常者の n o n E - R F C が 同 じ

く C o o n 細胞を 崩壊 さ せ る メ カ ニ ズ ム と はき わ め て 類

似し , お そ らく n a t u r al k illi n g に よ るで あ ろ う と 推

論し た
.

稿を終 るに 臨み , 終 始御懇篤な る御指 導 と御校閲を賜 り ま

した . 恩師太田 五六教授 に深 く感謝の 意 を表する と 共に 御協

力い ただ い た野 々 村昭 孝助教授 は じめ 第2 病理学教室 の 諸先

生方に心か ら感謝 い た し ま す .

ま た貴重な臨床例 を提供 して く だ さ い ま した 本学第1 内村

服部信教授お よ び肝臓 グル ー プの 諸先生方と
. 国立金沢病院

内柑 . 杉岡五郎部長 お よ び諸先生に 感謝 い たし ます .
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,

E d d l e s t o n , A . L . W . F . &

W illi a m s , R . : L y m p h o c y t e c yt o t o x i ci t y t o

i s o l a t e d h e p a t o c y t e s i n c h r o n i c a c ti v e h e p atiti s .

N a t u r e (L o n d o n .),
2 5 2

,
7 2 1 - 7 2 2 (1 9 7 4).

4〉W a n d s
,
J

･ R ･ & ‡s s el b a c h e r
,
K . J . : L ym ph o c y te

C yt O t O X i cit y t o a u t ol o g o u s li v e r c e11 s i n c h r o ni c

a c ti v e h e p a titi s . P r o c . n a t
,
A c a d . S ci

. U S A . 7 2
,

1 3 0 1
-

1 3 0 3 (1 9 7 5 ) .

5) G e u b e l , A . P . , K ell e r
,

R . H .
,
S u m m e r s kill

, W .

H ･ J .
,
D i c k s o n

, E . R .
, T o m a si

,
T . S . & S h o rt e r

,
R .

G . : L y m p h o c y te c yt o t o x i c it y a n d i n h ib i ti o n

S t u d i e d w i th a u to 1 0 g O u S li v e r c ell s ; O b s e r v a
-

ti o n s i n c h r o n i c a c ti v e li v e r d i s e a s e a n d th e

p ri m a r y b ili a r y ci r r h o si s s y n d r o m e . G a s t r o -

e n t e r o l o g y ,
7 l

,
4 5 0

- 4 5 6 (1 9 7 6) .

6 ) 新谷 寿 久: 慢性活動性肝 炎の 肝細胞崩壊機序 十

全医会誌
t

8 7
,
l l

-

2 1 (1 9 7 軌

7) C o o n , H . G . : C l o n al c u lt u r e o f d i ff e r e n ti at e d

r a t li v e r c e ll s . J . C ell B i o l . , 3 9 , 2 9 a . (1 9 6 8) .

8) B o y u r n
,

A . : S e p a r a ti o n o f l e u c o c y t e s f r o m

b l o o d a n d b o n e m a r r o w . S c a n d . J . cli n . L ab .

I n v e s t . , 2 1
,
S u p pl . 9 7

,
1

-

1 0 9 (1 9 6 8) .

9) Y a t a , J . , D e s g r a n g e $
,
C .

,
T a c h i b a n a

,
T . & D e -

T h e , G .
: S e p a r a ti o n o f h u m a n l y m p h o c yt e s

f o r m i n g s p o n t a n e o u s r o s e tt e s wi th s h e e p

e r y th r o c y t e s . B i o m e d i c i n e 〔e x p r e s s〕,
1 9 , 4 7 5 -

4 7 5 ( 1 9 7 3 ) .

1 0) P a ri $ h , C . R . & H a y w a rd
,

J . A . : T h e

l y m p h o c y t e s u rf a c e . Ⅰ. R el a ti o n b e t w e e n F c

r e c e p t o r s
,
C

'

3 r e c e p t o r s a n d s u rf a c e i m m u n o
-

gl o b u li n . P r o c . R . S o c . L o n d . B . , 1 8 7 , 4 7
-

6 3

( 1 9 7 4 ) .

1 1) 西 岡久 寿弥: ヒ ツ ジ血球 に 対する抗体の 作り方 .

蛋白質核酸酵素 , 1 1 , 1 4 8 5
-

1 4 8 6 (1 9 6 6) .

1 2 ) C o h n
,
E , J .

,
M c M e e k i n

, T . L .
: P r e p a r a ti o n

a n d p r o p e rti e s o f s e r u m a n d pl a s m a p r o t ei n s

S e P a r a ti n g u p o n e q u i li b r a ti o n a c r o s s m e m b -
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r a n e s wi th a m m o n i u m s u l f a t e s o l u ti o n o f

c o n t r o ll e d p H
,
i o n i c s t r e n gt h a n d t e m p e r a t u r e ▼

J . A m . C h e m . S o c . , 6 2 , 3 3 8 6 - 3 3 9 2 (1 9 4 0 ) ･

1 3) F l od i n
,
P . & K ill a n d e r

,
J ･ : F r a c ti o n a ti o n o f

h u m a n s e r u m P r O t e i n s b y g e l filt r a ti o n ･

B i o c h e m . B i o p h y s . A c t a
,
6 3 , 4 0 3

- 4 0 8 ･ ( 1 9 6 2) ･

1 4) 北川 正保: 免疫学 ･ ア レ ル ギ ー 学実験法( 進藤酋

二 監修) , 1 , 1 4 3 - 1 6 5 , 東京 , 文光望(1 9 7 1 )

1 5) T a k a s u gi ,
M ･ & K l ei n ,

E ･ : A m i c r o a s s a y f o r

c e l ト m e di a t e d i m m u n i t y ･ T r an S pl a n ta ti o n
･
9

,
2 1 9

-

2 2 7 (1 9 7 0) .

1 6 ) M c Le a n
,
Ⅰ. W ･ & N a k a n e

･
P ･ K ･ : P e ri o d a t e

-

L y s i n e
- P a r af o r m al d e h y d e fi x a ti v e ･ A n e w fi x -

ati v e f o r i m m u n o el e ct r o n m i c r o s c o p y ･ J ･ H i st o
-

c h e m .
,
2 2 ,

1 0 7 7 - 1 0 8 3 ( 1 9 7 4 ) ･

1 7) H a 11 b e r g ,
T ･ : I n hi b i ti o n o f c Y t O t O X i cit y o f

n o n i m m u n e b u m a n l y m p h o c y t e s f o r s e n si ti z e d

c h i c k e n e r y th r o c y te s b y a g g r e g a t e d h u m a n I g G ･

S c a n d . J . I m m u n o l .
,
3

,
1 1 7

-

1 2 0 (1 9 7 4) ･

1 8 ) 橘武 乱 石 川美智子 , 中沢 真平 : ヒ ト ･ リ ン パ 乱

丁 細 臥 B 細胞の 微量測定法 ･ 免疫実験棟作法 Ⅲ ･ 金沢 ･

日 本免疫学会編: 6 8 3
- 6 8 7 (1 9 7 乱

1 9) K a k u m u , S . , H a r a
,
T .

,
G o ji ,

H ･ & S a k a m o t o ,

N . : L y m p h o c y t e c yt o t o x i ci t y a g ai n s t C h a n g

li v e r c ell s i n c h r o n i c a cti v e h e p a ti ti s ･
C e11 ･

I m m u n o l .
,
3 6

,
4 6

-

5 3 (1 9 7 8).

2 0) T a k a s u gi ,
M ･ , M i c k e y ,

M ･ R ･ & T e r a s 8 k i
･
P ･ Ⅰ･

: R e a c ti v i t y o f l y m p h o c y t e s f r o m n o r m al

p e r s o n s o n c u l t u r e d t u m o r c e ll s ･ C a n c e r R e s ･
,

3 8
,
2 8 9 8

-

2 9 0 2 (1 9 7 3) ･

2 1) R o s e n b e r g ,
E ･ B ･

,
M c C o y ,

J ･ L ･
,

G r e e n
,
S ･ S り

D o n n ell y ,
F . C .

,
k v i 鴨 P ･ 軋 & H e r b e r m a n ,

R ･ B ･

: D e st r u c ti o n o f h u m a n l y m p h o i d ti s s u e
-

C u lt u r e

c ell li n e s b y h u m a n p e ri p h e r al b l o o d l y m h o
-

c y t e s i n
5 1

C r ･ r el e a s e c ell u l a r c y t o t o x i ci t y

a s s a y s . N a t . C a n c e r I n s t ･
,
5 2 ･ 3 4 5 - 3 5 2 (1 9 7 4 )･

2 2) K i e s sli r L g ,
R ･

,
l(1 e i n , E ･ ･

P r o s s
,
H ･ & W i g 戎ell

,

H . :
"

N a t u r a l
"

kill e r c e11 s i n t h e m o u s e ･ ⅠⅠ･ C y t o
-

t o x i c c ell s wi t h s p e cifi ci t y f o r m o u s e M o l o n e y

l e u k e m i a c ell s . C h a r a c t e ri s ti c s o f t h e K ill e r c ell ･

E u r . J . I m m u n o l .
,
5

,
1 1 7

-

1 2 1 (1 9 7 5) ･

2 3) B ib e r f el d ,
P ･ : C y t o t o x i c i n t e r a c ti o n o f

13 h e t o h e m a g gl u ti n i n
-

S ti rn u l a t e d b l o o d l y m p h o
-

c y t e s w it h m o n o l a y e r c ell s : A st u d y b y li gh t

a n d el e ct r o n m i c r o s c o p y .
C ell ･ l m m u n o l ･

･
2

･
5 4

野

一7 2 (1 9 7 1 )

2 4 ) L i e pi n s , A ･ , F a a n e s
,
R ･ B ･

,
L i ft e r

･
J ･

, C h oi ･ Y ･

S . & D e H a r v e n ,
E . : U l t r a st r u c t u al c h an g e s

d u ri n g T -1 y m p h o c y t e
-

m e d i a t e d c y t o l y si s ･ C ell ･

I m m u n o l り
2 8 ,

1 0 9
-

1 2 4 (1 9 7 7 ) ･

2 5 ) C e r o tti n i
,
J . C . & B r u n n e r

,
K T ･ : C elト

m e d i a t e d c y t o t o x i c i ty ,
all o g r a ft r ej e c ti o n a n d

t u m o r i m m u n i t y .
A d v . l m m u n o l ･ , 1 8 , 6 7

-

1 2 4

(1 9 7 4 ) .

2 6 ) P e r l m a n n , P . & H ol m
,
G ･

: C y t o t o x i c eff e c ts

o f l y m p h o i d c e ll s i n v i t r o ･ A d v ･ I m m u n o l ･
･
l l

,

1 1 7
-

1 6 4 (1 9 6 9 ) .

2 7) D a n i el s
,
C . A .

,
B 血 e r

,
S ･ & T r o f a tt e r , K F ･ =

S c a n n i n g a n d t r a n s m i s si o n el e c t r o n m i c r o
-

s c o p i c s t u d i e s o f c o m pl e m e n t -

m e d i a t e d l y si s

a n d a n ti b o d y
- d e p e n d e n t c e lト m e d i a t e d c y t o l y si s

o f H e r p e s si m pl e x v i r u s
-i n f e c t e d h u m a n

fi b r o b l a st s . A m . J . P a th o l .
,

1 0 0
,

6 6 3
-

6 8 2

(1 9 8 0 ).

2 8 ) 渡辺 陽之 輔 ･ 亀 谷徹: 粗面小胞体 の 形態十 膵外分

泌細胞 に お け る 粗面小胞体の 形態変化に つ い て -

･ 細

胞生物学 シ ン ポ ジ ウ ム
,
2 1

,
9 9

-

1 0 1 (1 9 7 0) ･

2 9 ) B i b e r f el d ,
P . & J o h a n s s o n ,

A ･ : C o n t a ct a r e a s

o f c y t o t o x i c l y m p h o c y t e s a n d t a r g et c e11 s ･ A n

e l e c t r o n m i c r o s c o p i c s t u d y ･ E x p ･ C e 11 R e s ･
･
9 4

,

7 9
-

8 7 ( 1 9 7 5) .

3 0) K a li n a
,
M . & B e r k e

,
d . ‥ C o n t a c t r e gi o n o f

c y t o t o x i c T l y m p h o c y t e-t a r g e t C e ll c o nj u g a te s ･

C ell . l m m u n o l . ,
2 5 ,

4 1
-

5 1 (1 9 7 6)

3 1) F i r k e t ,
H . & D e gi o v a n n i ,

G ･ : U lt r a s t r u c t u al

s t u d y o f th e r el a ti o n s h i p b e t w e e n i m m u n e c yt o
･

t o x i c l y m p h o i d c e11 s a n d t a r g et c e11 s i n v it r o ･

v i r c h o w s A r c h . B C ell P a th ･
,

1 7 ,
2 2 9

-

2 3 8

(1 9 7 5 )

3 2) S i n g e r , S . J ･ & N i c oI s o n , G a r th L ∴ T h e fl u id

m o s a i c m o d el o f th e st r u ct u r e o f c e ll m e m b -

r a n e s . c ell m e m b r a n e s a r e v i e w e d a s t w O
･

d i m e n si o n al s o l u ti o n s o f o ri e n t e d gl o b u l a r

p r o t ei n s a n d li pi d s ･ S ci e n c e ･
1 7 5 ･

7 2 0
-

7 3 1

(1 9 7 2 )

3 3) W i n z l e r
,

R ･ J ･ : C a r b o h y d r at e s i n c ell

s u rf a c e s . I n t . R e v . C y t o l . , 2 9 ,
7 7 - 1 2 5 (1 9 7 0 )

3 4) H u g h e s
,

R ･ C ･ : G l y c o p r o t ei n s a s

c o m p o n e n t s of c e ll u l a r m e m b r a n e s ･ P r o g ･
B i o

-

p h y s . M o l e c ･ B i o l
り
2 6 ,

1 9 1 - 2 6 8 (1 9 7 3 )
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図 説 明

Fi g . 1 ･
L i gh t m i c r o g r a p h o f E A C -

r O S e tt e
-

f o r m i n g c e ll s (1 9 S a n tib o d y- a n d c o m pl e m c n t q

s e n si ti z e d s h e e p e r y th r o c y t e r o s e tt e
-

f o r m i n g

c e ll s : E A C - R F C s) a tt a c h e d t o t a r g e t C o o n

c e ll s (a r r o w s) . T a r g e t C o o n c ell s w e r e i n c u
･

b a t e d f o r 6 h r w ith w h o l e l y m p h o c y t e f r o m

p a ti e n t s w it h c h r o n i c a c ti v e h e p a ti ti s (C A H )

a n d th e n l y m p h o i d c e11 s f o r m i n g r o s e tt e w it h

E A C s w e r e a n a l y z e d a s d e s c ri b e d u n d e r

M a t e ri al s a n d M e t h o d s . 1 y m p h o c y t e (L ) :

t a r g e t c e ll ( C) = 1 5 0 : 1 .

F i g . 2 . S c a n n i n g e l e c t r o n m i c r o s c o pi c fi g u r e

(S E M ) o f a m o n ol a y e r ta r g e t C o o n c ell s . x

2 2 0 0 .

童 Fi g .
3 . T r a n s m i s s i o n el e c t r o n mi c r o s c o pi c

fi g u r e ( T E M ) o f a m o n o l a y e r t a r g e t C o o n c e ll .

X 8 0 0 0 .

F i g . 4 . S E M o f ta r g e t C o o n c ell s o f a m o n o l a y e r

i n c u b a t e d f o r 2 4 h r w i th n o n E - R F C s ( n o n

s h e e p e r y th r o c y te r o s e tt e
･

f o r m i n g c ell s) f r o m

a p a ti e n t w i th C A H . L : C = 1 5 0 : 1 . l n t h i s

C a S e
t
% c y t o t o x i c i ty o f n o n E - R F C s a g a i n s t

C o o n c e ll s af t e r 4 8 h r i n c u b a ti o n (L : C =

3 0 0 : 1) w a s 8 9 % . w h e n d e t e r m i n e d b y

m i c r o c y t o t o x i c it y a s s a y o f T a k a s u gi
- K l e i n

m eth o d .

4 a : M a n y l y m p h o c y t e s a r e a t t a c h e d t o t a r g e t

C o o n c el l s . C o v e r sli p p r e p a r a ti o n fi x e d 2 4 h r

af te r a d d iti o n o f n o n E - R F C s . x 2 0 0 0 .

4 b : T a r g e t C o o n c ell s c o v e r e d w it h a n u m b e r

Of l y m p h o c y t e s a n d s h o w p r o n o u n c e d s h ri n k ･

a g e o f th ei r c yt o pl a s m . x 3 6 0 0 .

Fi g . 5 . T E M o f t a r g e t C o o n c ell s (C ) o f a

m o n o l a y e r i n c u b a t e d f o r 2 4 h r w i th n o n E -

R F C s (L) f r o m p a ti e n t s w ith C A H . T a r g e t c ell s

S h o w v a ri o u s c y t o p l a s m i c a lt e r a ti o n s a s

f o ll o w s . N o n E , R F C s w e r e o b t ai n e d f r o m th e

S a m e C u l t u r e a s F i g . 4 , e X C e p t 5 a a n d 5 b .

5 a : A n i n c r e a s e i n n u m b e r o f s m a ll v e si cl e s

a n d v a c u o l e s a r o u n d G o l gi a p p a r a t u s . L : C

= 1 0 0 : 1 . I n t h i s c a s e
,

% c y t o t o x i ci t y o f

n o n E - R F C s a g a i n s t C o o n c ell s w a s 7 5 % . x

7 5 0 0 .

5 b ‥ M il d d il at a ti o n o f r o u g h e n d o pl a s mi c

4 2 7

r e ti c u l u m ( r E R) . L : C = 1 0 0 ; 1 . l n th i s c a s e ,

% c y t o to x i cit y of n o n E - R F C s a g ai n s t C o o n

C e ll s w a s 7 9 % . x 7 0 0 0 .

5 c : A n i n c r e a s e i n n u m b e r o f a u t o p h a gi c

V a C u O l e s ( a r r o w s) . x 6 0 0 0 .

5 d : F o c al i n t r a c y t o pl a s m i c d e g e n e r a ti v e

C h a n g e s o b s e r v e d a s a a m o r p h o u s el e c t r o n
-

d e n s e m a t e ri al ( a r r o w ) . x 7 0 0 0 .

5 e : F o c al i n t r a c y t o pl a s r ni c d e g e n e r ati v e

C h a n g e a n d s e g r e g a ti o n ( a r r o w ) a n d d ef e c a ti o n

(d o u b l e a r r o w ) o f a m o r p h o u s el e c t r o n
･ d e n s e

m a t e ri al a r e o b s e r v e d . x 8 5 0 0 .

5 f : V i11 u s ･1i k e st r u c t u r e w i th i n t h e c y t o
･

pl a s m . x 9 0 0 0 .

5 g : A l a r g e i n t r a c y t o pl a s m i c v a c u o l e c o n
,

t a i n i n g a n u m b e r o f v ill u s
･1ik e s t r u c t u r e s . x

8 0 0 0 .

5 h : A c o n ti n u it y b e t w e e n t h e r o u g h e n d o
-

Pl a s m i c r e ti c u l u m ( r E R) a n d th e p a r t o f t h e

V a C u O l e i s o b s e r v e d
,

S u g g e S ti n g t h a t v ill u s ･

li k e s t r u c t u r e i s d e ri v e d f r o m r E R (a r r o w ) .

x l l O O O .

F i g , 6 . T E M o f a t a r g e t C o o n c ell (C) o f a

m o n o l a y e r t o w hi c h E A - R F C (L) i s a tt a c h e d

af te r i n c u b a ti o n o f t a r g et C o o n c ell s f o r 6 h r

W it h w h o l e l y rn p h o c y t e s f r o m p a ti e n t s w i th

C A H an d w it h E A . ( L : C = 1 5 0 : 1) .

T h e ta r g et c e ll s h o w s a n i n c r e a s e i n n u m b e r

O f s m A ll v e s i cl e s a n d a u t o p h a gi c v a c u o l e s ,

a n d n u cl e a r d e f o r m i t y . x 4 0 0 0 .

F i g . 7 . T E M o f a t a r g e t C o o n c e11 (C) o f a

m o n o l a y e r t o w h i c h a F c
･

r e C e p t O r
･ b e a ri n g

c ell ( C) i s a tt a c h e d af t e r i n c u b a ti o n o f C o o n

C e ll s f o r 6 h r w ith w h o l e l y m p h o c y t e s

f r o m p a ti e n t s w ith C A H (L : C = 1 5 0 : 1) . F c
-

r e c e p t o r
- b e a ri n g c e11 i s s ta i n e d b y m e a n s o f

P e r O X i d a s e
･l a b e ll e d a n ti b o d y m e th o d a ft e r

t r e a t m e n t o f l y m p h o c y t e s w i th a g g r e g a t e d

I g G .

T h e el e c t r o n
- d e n s e r e a c ti o n p r o d u ct s a r e

O b s e r v e d o n t h e s u rf a c e m e m b r a n e o f

l y m p h o c yt e a s a d if f u s e
t
fi n e g r a n u l a r p a tt e r n .

X l O O O O .

F i g . 8 . S E M o f a m o n o l a y e r t a r g et C o o n c ell

i n c u b a t e d f o r 2 4 h r w it h E ･ R F C s f r o rn p a ti -

e n t s w it h C A H (L : C = 1 5 0 : 1) . O n l y a f e w



4 2 8

1 y m p h o c y t e s a r e a tt a c h e d t o t h e f r e e s u r f a c e

o f a t a r g e t C o o n c e11 . N o s i g n i fi c a n t

m o r p h o I o gi c a l c h a n g e s o f t h e C o o n c e 11 a r e

o b s e r v e d . x 2 2 0 0 .

F i g . 9 . T E M o f t a r g et C o o n c e ll s (C) f r o m t h e

s u p e r n a t a n t o f a m o n o l a y e r c u l t u r e i n c u b a t e d

f o r 2 4 h r w it h n o n E - R F C s (L)
'

f r o m p a ti･e n t S

W it h C A H .

9 a : A n i n c r e a s e i n c y t o pl a s m i c d e n s it y o f

th e t a r g et c e11 t o w hi c h a l y m p h o c y t e i s

a tt a c h e d . ( T h e s a m e c u lt u r e a s F i g . 5 b) . x

6 0 0 0 .

9 b : L y ti c d e g e n e r a ti o n o f th e t a r g e t c ell s i n

w h i c h v ill u s
-1i k e s t r u c t u r e s a r e o b s e r v e d

(a r r o w s) . (T h e s a m e c u l t u r e a s Fi g . 5 c) .
x

7 0 0 0 .

Fi g . 1 0 . T E M o f C o o n c e ll s f r o m t h e s u p e r n a t an t

o f m o n o l a y e r c u lt u r e w i th o u t a d d iti o n o f

l y m p h o c yt e s
t

s h o w i n g v ar i o u s m o r p h o l o gi c al

a lt e r a ti o n s s u c h a s n u cl e a r d ef o r m i t y ,

cl u m p i n g o f t h e c h r o m a ti n i n t h e n u cl e o pl a s m

a n d al o n g t h e i n n e r n u c l e a r m e m b r a n e
,

s w o ll e n m i t o c h o n d ri a w it h d i s r u p t e d c ri st a e
,

v a c u o li z a ti o n o f v a ri o u s s i z e s a n d c y sti c

dil a t ati o n o f r E R . x 8 0 0 0 .

F i g . 1 1 . T E M o f t h r e e t y p e s o f th e a tt a c h m e n t

o f n o n E - R F C s′(L) t o t a r g e t C o o n c ell s (C) . T h e

fi r st i s
"

a tt a c h m e n t t o th e f r e e s u rf a c e o f t h e

t a r g e t c ell
"

,
a S S h o w n i n Fi g .

1 1 a ( T h e s a rn e

c u lt u r e a s F i g . 5 c) . x 3 0 0 0 . T h e s e c o n d i s

"

a tt a c h m e n t t o t h e l a t e r a l b o r d e r s p f t h e

t a r g e t c e ll s
"

,
a n d s o m e ti m e s l y m p h o c y t e s

p e n et r at e i n b e t w e e n t a r g e t c ell s
,

a S Sh o w ri

i n F i g . 1 1 b (T h e s a m e c u lt u r e a s Fi g ･ 5 b ),

3 0 0 0 . T h e th i r d i s
"

a c r e e pi n g i n u n d e r th e

b a s al s u rf a c e o f th e t a r g e t c e ll
'
'

,
a S S h o w n i n

F i g . 1 1 c (T h e s a m e c u l t u r e a s F i g . 5 c) ･ Ⅹ 3 5 0 0 ･

F i g . 1 2 . T E M of th e a tt a c h e d a r e a b e t w e e n a n o n

E ･ R F C (L) a n d a t a r g e t c el l (C) . T h e s u rf a c e

m e m b r a n e o f t h e l y m p h o c yt e a p p e a r s t o b e

u n d ul a t e d
,

a n d a t s e v e r a l sit e s t h e l y m p h o
-

野

C y t e S u rf a c e m e m b r a n e s h o w s a c l o s e c o n t a ct

W it b t h e t a r g e t c ell m e m b r a n e ( P O i n t c o n ta ct)

( a r r o w s) . ( T h e s a m e c u l t u r e a s F i g . 5 c) . x

3 5 0 0 0 .

F i g . 1 3 . T E M o f th e a tt a c h e d a r e a b e t w e e n a n o n

E - R F C (L) a n d a t a r g e t c ell (C) . ( T h e s a m e

C u l t u r e a s F i g . 5 c) .

1 3 a : T h e cl o s e
-

C O n ta C t a r e a b e t w e e n a

t a r g e t c e1 1 a n d a l y m p h o c y t e i s s o m e ti m e s

o b s c u r e a n d e a c h c e 11 s u rf a c e m e m b r a n e

a p p e a r t o b e f u s e d ( a r r o w s) ･ Ⅹ 4 9 0 0 0 .

1 3 b : I n t h e s a m e a r e a o f 1 3 a , a ft e r s u i ta b l e

til ti n g (2 5
0

) ,
t W O i n t a c t m e m b r an e S C a n b e

o b s e r v e d . N o t e fi n e fil a m e n t o u s m a t e ri al s i n

th e i n t e r c e ll u l a r s p a c e ( a r
･

r O W S) . x 4 9 0 0 0 .

F i g . 1 4 , T E M o f t h e a tt a c h e d a r e a b e t w e e n a n o n

E - R F C ( L) a n d a t a r g e t c el l ( C) . ( T h e s a m e

c u l tu r e a s F i g . 5 c) . I n a f e w i n s t a n c e s
,

a n O n

E - R F C a p p e a r s t o b e a tt a c h e d t o a ta r g e t c ell

b y v ill o u s p r o j e c ti o n ( a r r o w s) . x l O O O O . A n d

a t h i gh m a g n ifi c a ti o n o f th e a r e a
,

a n O n E -

R F C

i s a tt a c h e d t o a t a r g et c ell w i th o n e o r m o r e

p o i n t c o n t a ct s (d o u b l e a r r o w s) (i n s e t) ･ X

4 0 0 0 0 .

Fi g . 1 5 , S E M o f t a r g e t C o o n c e ll s of a

m o n o l a y e r i n c u b a t e d f o r 2 4 h r w it h n o n E ･

R F C s f r o m n o r m al c o n t r o I s (L : C = 1 0 0 :

1) . M a n y l y m p h o c yt e s ,
b u t f e w e r t h a n th o s e

f r o m p ati e n t s w i th C A H
,

a r e at t a C h e d t o t a r g et

c ell s . A t t h e ri gh t m a r k e d l y d ef o r m e d t a r g et

c ell s a r e o b s e r v e d (I n th i s c a s e , % c y t o t o x i city

o f n o n E - R F C s a g ai n s t C o o n c ell s w a s 2 7 % ) ･ Ⅹ

7 0 0 .

Fi g . 1 6 . T E M o f t a r g e ト C o o n c e ll s (C) of a

m o n o l a y e r i n c u b a t e d f o r 2 4 h r w it h n o n E -

R F C s (L) f r o m n o r m al c o n t r o I s , S h o w i n g

v a ri o u s i n t r a c y t o pl a s m i c c h a n g e s s u c h a s

d il a t a ti o n o f r E R a n d v i11 u s
･1i k e st r u c tu r e s (L

: C = 1 0 0 : 1) (I n t hi s c a s e
,

% c y t o t o x i city

o f n o n E q R F C s a g ai n s t C o o n c el l s i s 3 4 % ) ･ X

8 0 0 0 .
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tn t r as t ru C t u al O b s e r v ati o n s o f I n V it r o h l t er a C 薗o n s b e t w e e n c ult u r e d R at Li v er C ells an d

P e rip h e r al B l o o d L y m p h o cy t es 杜o m P ati e n t s wi th C h r o mi c A c d v e H ep a 偵tis T et sttji K ari n o
,

T h e D e p art m e n t of P a th 0l o g y 岬) , S c h o ol o f M e di ci n e , K a n a z a w a U ni v er sit y ,
K a n a z a w a

, 9 2 0 -

J . J u z e n M e d . S o c
っ
9 0

,
4 1 8 - 4 3 7(1 9 8 1)

K ey w o r d s: C u lt u r e d liv er c e 山
,
ultr a st ru Ct u r e S Of c y t o t o xicit y , P Oi n t c o n t a c t , N K

A b s tr a(:t

L y m p h o c y t e s u b s e t s c y t o t o x i c a g ai n s t c u lt u r e d r a t h e p a t o cy t e s o ri g in a u y e st a b li s h e d b y D r .

C o o n
,
H . G . ( C o o n c e ll s) w e r e d e t e r m i n e d b y m i c r o c y t o t o x i c it y a s s a y m e t h o d a n d a n a ly sis o f

ly m p h o c y t e s u b s e t s a t t a c h e d t o C o o n c ell s i n c u lt u r e . M i c r o c y t o t o xi cit y a ss a y r e v e al e d t h at n o n

E - r O S et t e f o r m in g c ell s ( n o n E - R F C) ,
E A - R F C a n d E A C - R F C o f p e ri p h e r al b l o o d l y m p h o c y t e s

( P B L) f r o m p a ti e n t s w it h C A H s h o w e d sig n ifi c a p.
tl y hi g h e r c y t o t o x i cit y a g a in st C o o n c e 11 s t h a n

th o s e o f h e alt h y c o n t r o I s . A n al y si s o f l y m p h o c y t e s u b s e t s a t t a c h e d t o C o o n c ell s s u p p o rt e d t h e

r e s ult s o f c y t o t o x i c l y m p h o c y t e s u b s e t s o b t ai n e d f r o m m i c r o c y t o t o x i cit y a ss a y s a n d i n d i c at e d

th a t l y m p h o c y t e s u b s e t s c y t o t o x i c t o C o o n c ell s w e r e c o m p o s e d o f m u lti p l e
,
h et e r o g e n e o u s

S u b p o p u l ati o n s .

I n t hi s st u d y m o r p h o l o gi c al c h a n g e s o f t a r g et C o o n c e11 s a n d i n t e r a c ti o n s b e t w e e n e f f e ct o r

l y m p h o c y t e s an d t a rg et c e11 s w e r e a l s o e x a m i n e d u n d e r el e c t r o n m i c r o s c o p y . M a n y n o n E - R F C s

f r o m p a ti e n t s w it h C A Ii w e r e a tt a c h e d t o t a rg e t c e11 s m ai n l y w it h m a n y p o in t c o n t a c t s l e s s t h a n

1 5 0 0 Åi n l e n g t h
,

a n d C o o n c ell s i n cl o s e c o n t a ct w it h n o n E - R F C di s pl a y e d v a ri o u s c y t o p l a s m i c

alt e r a ti o n s i n cl u d i n g l a rg e v a c u ol e s c o n t ai n in g m a n y i n t r a c y t o p l a s m i c v i11 u s rli k e st r u c t u r e s . C o o n

C ell s fl o at e d in t h e c u lt u r e m e di u m al s o s h o w e d t h e s a m e c y t o p l a s m i c c h a n g e s ･ I n t h e h e alt h y

C O n t r O I s
,

a S m a11 n u m b e r o f C o o n c e11 s w it h cl o s e c o n t a ct w it h n o n E - R F C s h o w e d t h e s a m e

C y t O P l a s m i c c h a n g e s a s i n p a ti e n t s w it h C A H , al t h o u gh t h e n u m b e r o f b o t h n o n E - R F C at t a c h e d

t o C o o n c ells a n d C o o n c ell s di sp l a y in g c y t o p at h o l o gi c al c h a n g e s e n c o u n t e r e d w a s f e w e r t h a n

t h at o f C A H
.

T h e s e r e s u l t s p f e s e n t e d h e r ei n s u g g e st e d t h a t l) c y t o t o x i c l y m p h o c y t e s u b s et s a g ai n st C o o n

C ell s in p ati e n t s w it h C A H m ig h t b e c o m p o s e d o f h et e r o g e n e o u s s u b p o p u l a ti o n s
,
t h a t i s

,
n O n

E - R F C
,
E A - R F C a n d E A C - R F C

,
2) a m o n o l a y e r C o o n c e 11 s

,
a ft e r at t a c h m e n t w it h c y t o t o xi c

l y m p h o c y t e s t h r o u g h m a n y p o i n t c o n t a c t s
,

S h o w e d v a ri o u s c y t o p l a s m i c c h an g e S in d i c a ti n g

C ell u l a r d e g e n e r a ti o n a n d t h e n b e c a m e d et a c h e d f r o m a c u lt u r e d is h
,

r e S u lti n g in c y t o l y si s
,
3)

W h et h e r e f f e c t o r ly m p h o c y t e s w e r e f r o m p ati e n t s w it h C A H o r f r o m h e a lt h y c o n t r o I s
,
t a rg e t

C o o n c e 11 s m i g h t b e k ill e d b y t h e s a m e m e c h a n i s m s .
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