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竪
監

警
l

H V J 感染ラ ッ ト肝細胞 に対する N a t u 柑且 K il且i 咽

( N K ) 活性増強機序に つ い て の 一

考察

金沢大学医学部病理学第 二 講座 ( 主 任 : 太 田五 六教授)

原 武 譲

( 昭和5 6 年2 月ユ8 日 受付)

肱e y w o r d N a t u r al K illin g , H V J 感染肝細胞, N K 増強国子

近年 オ乃 〃富加 の 実験 に お い て
,
あ らか じめ 免疫 さ れ

て い な い リ ン パ 球が , 抗体の 関与 な しに 同種 あ る い は

異種の 培養標的細胞を障害す る事 が 見 出さ れ .
こ の 免

疫機構は N a t u r al K illi n g ( N K ) と 呼ば れ て お り
い 4)

,

H L A の 関与す るi m m u n e T 細胞 に よ る反応 や標的細

胞表面 に 付着 し た 抗体 の 関与 で 起 こ る A n ti b o d y

d e p e n d e n t c e 11
-

m e d i a t e d c y t o t o x i ci t y ( A D C C )

とは異 な る免疫機構 と考 え ら れ て い る5} ･ 6 ) . し か し

A D C C と N K の e ff e c t o r c ell の 表面 マ ー

カ ー や 性 状

に 類似の 点 が 多い た め
,
A D C C と N K の 異同に 関 して

尚多く の 議論が あ る4) ･ 7 巨 別 . 又 最近 N K はg 乃 ロg ぴ 0 に お

い て
, 腫瘍細胞 や ウ イ ル ス 感染細胞 の 排除機構の 一

端

を担う の で は な い か と して 注目さ れ て い る
1 0卜 1 3 I

. 特 に

ウイ ル ス 感染細胞は非感染細胞 よ り N K 作用を受 け易

い とい う報告が相次 い で な さ れ て お り 肋 1 4 卜 1 9 )
,
N K は

ウイ ル ス 感染細胞を崩壊し , ウイ ル ス を胞体外 へ 放 出

する事 に よ っ て ウ イ ル ス排 除機構 に 関与する の で は な

いか と考え られ て い る . ウイ ル ス 感染 に よ り標的細胞

に 対す る N K の 増強 を も た らす 機序 と し て は , 現在の

と こ ろイ ン タ ー フ ェ
ロ ン (I F ) の 関与が 最 も考え られ

て い る
1 2) , 1 4 卜 1 8 l

. しか しIF の 産生 に は あ る程度の 時間

的経過が必要 と言わ れ て おり1 2) ･Ⅰ 6) 短 時 間 反応 を用 い

IF の 関与 な し に ウ イ ル ス 感染細胞に 対す る N K の 増

強を認 め た と い う 報告 も ある
1 9)

. さ ら に I F に よ っ て 増

強さ れ た N K 活性の 持続に は , 他 の 因子 が 関与 して い

ると い う意見 もあ り
1 8)

,
ウ イ ル ス 感染時 の N K 増強 に

はIF 以 外の 関与も示唆さ れ る . そ こ で 本研究 で は , 培

養肝細胞を標的細胞 と し
,
ウ イ ル ス 感染 で N K が増 強

するか どう か を試 べ , さ ら に 増強す ると す れ ば そ の 機
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序に は ど の よ う な 因子が あ る か ,特 に IF の 有意 な産生

が な い と さ れ て い る短時間反応 と , I F の 充分 な産生が

あ る と言 わ れ て い る長時間反応 とで , そ の 増強機序 に

差が な い か ど うか 検索 した .

材料 と方法

Ⅰ . 材 料

標的細胞 と し て は , ラ ッ ト 由来 C o o n 肝 細 肝
0)

( C o o n 細胞) と H e m a g gl u ti n a ti n g v i r u s o f J a p a n

(H V J) の 持続 感染 し た C o o n 細胞 ( C o o n -

H V J 細

胞) と Y A C 1 2 1) ( Fl o w L a b . , E n gl a n d ) と を用 い , 培

養液 と し て は C o o n 細 胞 と C o o n -

H V J 細 胞 に は

M E M ( G I B C O , U S A ) ,
Y A C l に は R P M ト 16 4 0 ( 日

水製薬) に , 1 0 % 不活化牛胎児血清 (F C S ; G I B C O )

と P c l O O U / m L , S M l O O FL g / m ほ 補充し た .

一 郎実験

で は C o o n - H V J 細胞 に 対 し , F C S の 替わ り に ニ ワ

ト リ血清 ( C h s ; 大日本製薬) を 10 % 添 加 し た M E M

( C h s . M E M ) を 用い た . E ff e c t o r c ell は6 ～ 1 2 週 の

W i st a r 系 ラ ッ ト(静岡実験動物農業協同組合) の 脾 よ

り採取 し た , す べ て の ラ ッ ト は
.
H e m a g gl
J
u ti n a ti o n

I n h ib i ti o n (H I) で H VJ に 対す る抗体価を測定し , 抗

体の 検 出さ れ な い もの を 用い た .

Ⅱ . 方 法

1 . C o o m 細胞 へ の ⅢV J 感染 の 方法

H VJ 持続感染 H e L a 細胞 ( H e L a p H V J) 1 0
7

個 を

M E M に 浮遊 し , 3 0 W で 1 分間超音波粉砕 し ミ リ ポ ア

で 濾過 し ( P o r e s i z e O . 8 FL , ミ リポ ア 社) H VJ 浮遊液

( 2
6

H A / 0 . 5 mL ) を作 っ た . 1 0
6

個 の C o o n 細胞 に こ の

A S t u d y o n t h e A u g m e n t a ti o n M e c h a ni s m of N a t u r a l K i11i n g ( N K ) A cti vity a g a in st
H VJ ･ in f e ct ed R a t L iv e r C e11s ･ 摘 i H a r a t a k e , D ep a rt m e n t of P a th ol o g y (ⅠⅠ) (D i r e c t o r :
P r of

･ G ･ O h t a) ･ S c h o ol o f M e di ci n e
,
K a n a z a w a U ni v e r sit y .



2 7 0

H V J 浮遊液 を 1 m l 添加 し , 以 後 ほ ぼ 1 過 敏
こ縫代培養

し た . F V J 感染の 有無 は . 逐 次 ニ ワ ト ー｣ 赤血球凝集 と ･

蛍光抗体間接法で 確認 し た ･

2 . E f f e c t o r リ ン パ 球の 分 離

ラ ッ ト 脾 を 無菌的 に 摘出後細切 し ,
ハ ン ク ス 液

( B B S S ) を 加え 80 メ ッ シ
ュ (径 17 7 〃 m ) で 濾過 後 ▼

E A C 2 ( 日本抗体研究社) を 1 0 % に 添加 し , 3 7 ℃ 一 拍

% a i r , 5 % C O 2 で 1 時間反応さ せ 喰食細胞 に Sili c a

を 取込 ま せ て か ら , 4 0 0 G 3 0 分間 の 比重遠心
2 2'
で リ ン パ

球 を採取 した .
こ の 中の ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ
23)

陽性細胞

は 2 % 以 下で あ っ た : 部リ ン パ 球 は , W e s t o n ら
1 5'
の

方法に 準 じ て ウ サ ギ抗 ラ ッ トI g G の I g G
-

F ( 甜) 2

( C a p p e l L a b .
,
U S A ) で 前処理 す る か ,

H a llb e r g
2 4 )
の

方法 に準 じ と 卜 凝集I g G で 前処 理 し て 用
い た ･ ま た

~

部 リ ン パ 球 は P a ri s h ら
2 5}
の 方 法 に 準 じ E A , n O n

-

E A
,
E A C

,
n O n

- E A C に 分画 し た ･

3 . C y t o t o x i eit y 8 S S a y の 方法

1 ) T a k a s u g i - K l ei n
2 6 )
の 方法 に 準 じた a s s a y

法

C o o n 細胞 ,
C o o n - H V J 細胞の 各 々 を 0 ･ 0 5 % トリ

プ シ ン ( D I F C O , U S A ) , 0 . 0 2 % E D T A で 処理 し マ イ

ク ロ プ レ
ー

ト (F a l c o n ) の 小孔 に 10 0 個 ず つ 播 き標的

細胞 ( T) と し , e ff e c t o r c e 11 ( E ) を T : E
= 1 ‥2 0 0 で

加 え , 9 5 % ai r , 5 % C O 2 , 3 4 ℃ で 24 時間培養 した ■ 培

養後プ レ
ー ト底 に 生著す る標的細胞 を数え , リ ン パ 球

を 加え な い も の を対照 と して 次 式 で % c yt o t o x i ci t y

を求 めた . す べ て の 実験 は T ri pl i c a t e で 行 っ た ･

% c yt o t o xi cit y =

( 1 -

M e a n N o of te s t e d c e ll s

M e a n N o o f c o n t r oI c ell s
) × 1 0 0

尚 a s s a y 系 の 培養液 は原則 と し て F C S 添 加 M E M

( F C S . M E M ) を用 い たが ,

一

部 で C o o n
- H V J 細胞

に 対する C y t O t O X i ci t y a s s a y に C h s . M E M を用 い た ･

2 ) B e an ら
2 7)
の 方法 を m o di f y した a s s a y 法

約 20 万個 の C O O n 細胞 , C o o n 一 口V J 細胞 各 々 に

10 0 JI Ci ( 0 . 1 m L) の
3
H

-

P r o li n e ( N E N ; E n gl a n d )

を 加え , 1 8 時間培養後 に ト リプ シ ン と E D T A で 処 理

し た もの を標 的細胞 と し マ イ ク ロ プ レ
ー ト 各 孔 に

10 0 0 個ず つ 播い た .
そ れ に リ ン パ 球 を 加 え 4 時 間

( T : E = l :1 0 0 ) 或い は 24 時間 ( T : E
= 1 : 2 5 ) 培養

した . 培養後各孔を洗浄 し , ト リプ シ ン と E D T A で 生

者細胞 を剥離 して m i c r o h a r v e s t e r ( B ell c o ; U S
A )

で 収穫 した . そ の 後細胞を吸着 させ た濾紙 を乾燥 し ,

P P O
- P O P O P

-

ト ル エ ン 液 5 m ほ 加 え , 液体 シ ン チ

レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー (B e c k m a n n 社) で 2 分間,

3
H

の 取込 み を測定 し た . す べ て T ri pli c a t e で 行 い ･ B a ck

G r o u n d ( B G ) と し て P P O
q

P O P O P
一

ト ル エ ン 液の

み を 測定 し , 次式で % c y t o t o x i c i ty を 求め た ･

% c y t o t o x i city =

( 1 -
M e a n of te s t e d c p m M B G c p m

M e a n of c o n t r oI c p m - B G c p m
) × 川0

3 ) Y A C l に 対す る C y t O t O X i ci t y a s s a y

基 本的に B e a n ら
2 7}
の
3

H
-

p r O li n e ラ
ベ リ ン グ法

を 用い , 以 下の よう に m o d if y し た . 約 20 0 万 個の

Y A C l に , 50 FL C i( 0 . 5 m L ) の
3
H - P r o li n e を加え 18

時間培養後 に ,
マ イ ク ロ プ レ ー ト各孔 に 10 0 0 個ず っ の

Y A C l を 播 き ,
T : E = 1 : 2 5 の 比 に リ ン パ 球 を加え 4

時間或 い は 24 時間培養 し , m i c r o h a r v e s t e r で 収穫後

2 ) 項 と 同様 に し て
3

H の 取 り込 み を 測定 し . 2 ) 項と

同式 で % c y t o t o x i c it y を 求め た .

4 ) C o m p e titi v e a s s a y

Y A C l を 槙的細胞 ( T) と し , C o o n 細胞 , C o o n
-

H V J 細胞 の 各 々 を C o m p e ti t o r c ell ( C ) と して , T :C

の 比 1 : 2 或 い は 1 : 4 の 比 で 加 え , 同時 に T : E = 1 : 25

の 比で リ ン パ 球 も加 え , 前項 3 ) の 方法 に 従 っ て 反応

時 間 4 時 間 と 24 時 間 の Y A C l に 対 す る %

c y t o t o x i ci t y を求 め た .

5 ) 各種培養上清を Y A C l に 対 す る C y t O t O X i -

ci t yl a S S a y 系に 添加す る実験

的 10
7

個の C o o n
一

日VJ 細胞を 24 時間培養後に 収

穫 し た上清を , 紫外線 ラ ン プ( 東芝 G L - 1 5 ) で 24 時

間照射 し H VJ を不満化後 ,
5 0 0 0 0 G で 1 時間超 遠心(日

立) し 1/ 2 上 宿を濾過 滅菌 して 実験 に 供 した . C o o n 細

胞 の 上清 も同 じ操作で 得た . ま た 約1 0
7

個の C o o n 細

胞, C o o n
- -

H V J 細胞に 10
8

個の リ ン パ 球 を加え て 4

時間培養後( C o o n
- H V J 細胞の み) と 24 時間培養後

の 上清を収穫 し , 上記 と 同じ操作 を施 し た . す なわち

上浦 の 試料 と し て は , C o o n 細胞 , C o o n r H V J 紳臥

C o o n 細胞 と リ ン パ 球混合後 24 時間 , C o o n - H V J 細

胞 と リ ン パ 球 混合後4 時間と 24 時間の 各上 宿 5 種 を

用 い た . こ れ ら上清を 新 たな リ ン パ 球 に よ る Y A C l に

対 す る C y t O t O X i ci t y a s s a y 系 に 加え , そ の 後 24 時間

培養 して C y t O t O X i ci t y を求 め た . 尚 5 種 の 上 宿を最終

的に 1/2 に 希釈 さ れ る様 に 培養液中に 加 え た ■

6 ) ウ サ ギ抗 H VJ 抗体 の Ig G
-

F a b
′

フ ラ グメ ン

ト を C o o n
-

H V J 細 胞に 対す る C y t O t O X i ci ty

a s s a y 系に 添加す る 実験

ウ サ ギ 抗 H VJ か らI g G の F a b
′

を 作製 し た
2 8'

･ こ の

F a b
′

の 抗 H VJ 抗 体 価 は 128 日Ⅰ で あ っ た .
日
3

~

p r o li n e 法 に よ る C o o n
-

H V J 細 胞 に 対 す る
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C y t o t o x i ci t y a s s a y に 於い て t
eff e c t o r リ ン パ 球 を

加え る 30 分前に a s s a y 系の 中に F a b
′

を 添加 し , 次に

リ ン パ 球を加 え て 4 時 間或 い は 24 時 間 培養 し て %

C y t O t O X i ci t y を求 め た .

成 績

I C o o m 細胞 へ の 田VJ 感 染の 確 認

C o o n 細胞 に H VJ を 添加し て 約1 ケ月 ( 4 代継 代)

経過 す ると , F i g .1 左の 如く C o o n 細胞 の 50 % 以 上 は

ニ ワ ト リ赤血 球を 凝 集 し
,
ま た右 の 如 く蛍光抗体間接

法で 程度の 差 はあ る が 100 % の 細胞 に , 顆粒状 な い し

膜状の 抗 H VJ 特異 蛍光を認 め , H V J の 感染が 確認 さ

れた . 以 後 こ れ を C o o n -

H V J 細胞 と して 実験 に 供 し

た . 3 ケ月後 , 1 年後 の 継代培養で も蛍光抗体法で 1 00

% の 細胞 に 蛍光 を認 め た ,

Ⅱ リ ン パ 球 を加え な い 時の C 00 n 細 胞 と C 00 n -

ⅢV J 細胞の 増殖能の 差

H VJ 感染自体 に より C o o I l 細胞が 死滅 し 易 く な る

事も懸念 され るの で , リ ン パ 球 を全 く加 え な い で 培養

し た時の C o o n 細胞 と C o o n - H V J 細胞の 細 胞数 を

比較し た .
F i g . 2 に 示 す よう に

,
マ イ ク ロ プ レ ー ト に 各

100 個の 細胞 を播 き 4 時間か ら4 8 時間ま で 観 察 し た

が , 両者 と も 同程度の 細胞数を示し ( と も に n =

6 ) ,

H V J 感 染の み に よ っ て C o o n 細胞が有意 に 死滅 し易

く な る事 は なか っ た .

Ⅲ C 00 m 細胞 と C 00 m 一

円Ⅴ∬細胞 に対す る ラ ッ ト

リ ン パ 球の 細胞障害性の 差

ラ ッ ト リ ン パ 球の C o o n 細胞 と C o o n 一 日VJ 細 胞

に 対す る細胞障害性を Fi g .3 に 示す . A は T a k a s u gi

- K l e i n の 方法に 準 じ 24 時 間 a s s a y し た も の で .

C o o n 細胞と C o o n - H V J 細胞 に 対す る % c y t o t o x i -

Cit y は 各々 8 .5 ± 8 . 3 % . 3 2 .1 ± 9 . 4 % と C o o n -

H V J 細胞 の 方で 高か っ た ( p < 0 .0 1 ) . B は 3 H -

P r o li n e ラ ベ リ ン グ法 で a s s a y した もの で , 左 2 列の

4 時間 a s s a y に お け る C o o n 細胞 と C o o n -

H VJ 細

胞に 対 す る % c y t o t o x i ci ty は 各 々 0 . 5 ± 7 .4 % .

1 1 ･4 ± 9 ･ 0 % と C o o n - H V J 細 胞 で 高 く ( p <

0 ･ 0 5 ) , 右 2 列 の 24 時間 a s s a y で も C o o n p

H V J 細

Fi g ･ 1 ･ H V J ･ in fe ct e d C o o n c e n s sh o w i n g ag 如 ti o n a ti o n o f ch i c k e n r ¢d bl o o d c ell s a = ｡ u n d
th e m (1 e ft) , an d sp e ci n c fh 1 0 I e S C e n C e O f th e s a m e c e n s s t a in ed w ith a n ti ･ H V J b y i n d ir e c t
i m m u n o fl u o r e s c e n t m eth o d ( ri gh t) .
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抱 の 方 が高 い 細抱障害性 を受 け た . す な わ ち .
反 応時

間 4 時間で も 24 時間 で も C o o n
- H V J 細胞の 方が 高

い 細胞障害性 を受 け . a s s a y 法 に よ る差 は なか
っ た

･

Ⅳ C 00 肝 細胞 と C o o n
-

H V J 細 胞に 対 し細胞障害

性 の 高 い リ ン パ 球の 分 画

リ ン パ 球 を E A , n O n
-

E A , E A C , n O n
-

E A C の 4

っ に 分画 し . C o o n 細胞 と C o o n
一

日VJ 細 胞に 対す る

細胞障害性が どの 分画 に 高い か 検討 した ･
F i g ･4 に 示

Fi g . 2 . T h e n u m b e r o f c u l tu r e d C o o n ( ○) a n d

C o o n J l V J c el h ( 0 ) wi th o u t l y m p h o c yt e s u p t o 4 8

b 工. T h e s tzL 工ti n g n u m b e I O f e a
c h c e皿s i n c u lt u E e

血¢ 1 0 0 .
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C o o TI C o o n 一 社V J

す如 く C o o n 細 胞 . C o o n
- H V J 細 胞 と も に E A 分

画 , n O n
-

E A C 分画に 高い 細胞障害性が見ら れ た . す

な わ ち C o o n 細胞 と C o o n
-

H V J 細胞に 対 す る 細胞

障害性 は と も に ,
l g G の F c 部分 に対す る レ セ プ タ

ー

(I g G - F c R ) を有 し C3 レ セ プ タ
p の な い リ ン パ 球分

画 に 高 い と考 え られ た .

V C 00 n
-

H V J 細胞に 対す る リ ン パ 球の 細胞障害

性 に不 明 の 抗体や リ ン パ 球の y c R か 関 与 す る

か 否 か

1 . 培 養 液 を C h s ･ M E M に し た 時 の C o o n
-

H V J 細胞 に 対 する細胞障害性 へ の 影響

C o o n 細 胞に 比 して C o o n
- H VJ 細 胞 が 高 い 細胞

障害を受 け る時 , F C S 中の 自然抗体 ( 抗 H VJ) を 介し

て A D C C が 起 っ て い る事 が懸念 され る .
そ こ で FC S

の 替 わ り に , 哺 乳 類 の リ ン パ 球 に よ る A D C C を

m e d i a t e しな い と 言 わ れ て い る ニ ワ ト
.) 血 清

2 9)

M E M に 補充 し ,
F C S ･ M E M を 使 っ た場 合 と 比較 し

た . F i g . 5 に 示す よう に ,
ど ち らの 培養液 を使 っ て も ,

C o o n
-

H V J 細胞 に 対す る細胞障害 は変 わ ら ず FC S

中の 自然抗休の 関与は な い と考 え ら れ た ･

2 . リ ン パ 球 を ウ サ ギ 抗ラ ッ トI g G 抗 体の I g G
-

F ( a b
,
り2 フ ラ グメ ン ト で 前処理 した 時の C o o n

-

H V J 細胞 に対す る細胞障害性

次 に Ⅲ で 検 出し得 な い 程 の 少量 の B VJ 抗体が , リ
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ン パ 球表面 に 付着 し a r m i n g の 形 の A D C C を 起 こ し

て い る可能性を考 え . リ ン パ 球 を ウ サ ギ抗 ラ ･

7 トI g G

抗体の I g G
- F ( a b

'

) 2 で 前処理 した 時と未処理 の 時と

を比較 し た .
F i g ､6 に 示すよ う に 2 種 類 の 濃 度 の F

( a b
●

) 2 で 前処理 して も , C o o n
-

H V J 細胞に 対す る細

胞障害性 は未処理 リ ン パ 球 と変わ ら なか っ た .

3 . リ ン パ 球 を凝集I g G で 前処理 し た 時 の C o o n

一

打VJ 細胞 に対す る細胞障害性
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n o n
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h u m an a g g r e g a t ed Ig G (5 0 0 Fl g/ m l) , a S S e S S e d b y th e

m o d i B e d m e th o d o f T a k a s u gi
･ K l ei n (T : E = 1 : 2 0 0
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F i g . 7 は ,
リ ン パ 球 を と 卜 凝集I g G ( 5 0 0〃 g / m り で

前処理 し . そ の F c R を ブ ロ ッ ク した 時 と 未処 理 の 時

の . C o o n
-

H V J 細胞 に 対 す る細胞障害性 を比較 したも

の である. 凝集Ⅰ前 処理 に よ っ て も細胞障害性 は変わ ら

ず , 従 っ て A D C C の 時の よ う な リ ン パ 球 表面 の F c R

の 関与 は な い と 考え られ た . 以 上 よ り , C o o n - H VJ

細胞 に 対 す る細胞障害性 に は抗体や F c R の 関 与 は な

く . こ の 反応は A D C C で はな く N K と 考え られ る .

Ⅵ C o o n
一

斑V J 細胞に 対す る N E 活性増強機序の

4 時間 と 24 時間 8 S S a y に お け る相異 につ い て

前項 ま で で , C o o n
-

H V J 細胞 は C o o n 細胞 に 比し

て 4 時間 で も 24 時間 a s s a y で も よ り強 い N K 活 性 を

受 け る 事が 示 さ れ た .
そ こ で 次 に ,

4 時 間と 24 時間と

で そ の 増強機序 に 差 が な い か検索 し た .

1 .
C o m p e ti ti v e a s s a y

F i g .8 は Y A C l を 標的細胞 , C o o n 細 胞と C o o n -

H V J 細胞 を c o m p e tit o r c e ll と し ,
C O m P e ti t o r の ど

ち ら が よ り Y A C l に 対す る N K 活性を 抑制 す る か 調

べ た成 績を 示す . A ( 左側) は反応時間 4 時間 で a s s a y

し た もの で あ り , C o o n 細胞を c o m p e ti t o r と し て 加

え て も Y A C l に 対す る細胞障害性 の 抑制 は 見 ら れ な

か っ た .

一 方 C o o n - H V J 細胞 を c o m p e ti t o r と した

時 に は . 非添加 10 . 9 ± 1 .8 % か ら , 6 . 1 ± 1 . 3 % , 4 . 2

± 1 .3 % ( p < 0 .0 1 ) と C o o n
- H V J 細 胞の 量 が増す

に つ れ て 抑制 が 見 られ た . 次に B は 24 時間 で a s s a y

した 結果を 示 し , C o o n 細胞を c o m p e ti t o r と し た 時

の Y A C l に 対す る% c y t o t o x i cit y は , 非添加 29 .1 ±

3 . 1 % か ら T : C = 1 : 4 で 加 え た時 14 , 2 ± 3 . 5 % と 抑

制 さ れ た ( p < 0 . 0 1 ) .

一 方 C o o n
-

H V J 細 胞を

c o m p e ti t o r と した 時は, 非添加30 . 7 ±2 . 7 % か ら , 1 :4
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Fi g . 8 . C o m p e titi v e i nl d bi ti o n o
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■C o o n (● 増) a n d C o o n ヰI V J c 曲 ( o d ) a s c o m p etit o r c e n s ･ A ; 4 h r a s s a y ･

T : E = 1 : 2 5 . B ; 2 4 h = a S S a y , T : E
= 1 : 2 5 ･



H V J 感染ラ ッ ト肝細胞 に対す る N E 増強機序 275

で添加 した時39 . 4 ±6 .8 % と逆 に 増 加 の 傾向 ( p <

0 .1 ) を示 し た . す な わ ち 24 時間 a s s a y の 結果で は
,

より N K 感受性 と考 え られ る C o o n - H V J 細胞の 方 が

Y A C l に 対す る N K 活性を 増強す る と い う 予想 に 反

する結果を得 た . こ の よ う に C o o n 細 胞 と C o o■n -

H V J 細胞 を c o m p e ti t o r と して 用い る と , 各 々 の 4 時

間 a s s a y の 成績 と2 4 時間 a s s a y の 成績 と が 異 な る 事

が わか っ た .

2 . 5 種類の 培養上宿を Y A C l に 対 する N K a s s a y

系 に 添加 した 実験

あ らか じめ C o o n
一

日VJ 細胞 と リ ン パ 球 を混合 し ,

反応4 時間後と 24 時間後で 収穫 し た培養上宿が , 新た

なリ ン パ 球 に よ る Y A C l に対す る N K 徳性 に ど ん な

影響を及ぼ す か 検討
.
し , F i g .9 に そ れ を示 した . 混合後

り
ん
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C ul tu r e s o f C o o n ( 口) al o n e , C o o n 十 I y m p h o c yt e s

( g) a n d C o o n - H V J ( ○) al o n e u p o n % c y t o t o x i ci ty
喝 a h s t Y A C l ･ ▲ : n O S u P e m a t e S ･ T : E

= 1 : 2 5 , 2 4

b a s s a y .

2 4 時間( ⑳) の 上宿を 添加す る と
,
Y A C l に 対 す る %

C y t O t O X i ci t y は 非 添 加33 . 5 ± 9 .0 % か ら 52 . 6 ±

7 ･ 3 % に 上昇 し た ( p < 0 . 0 1 ) . しか し混合後4 時 間

(○) の 上清を 添加し て も , % c y t o t o x i cit y の 上昇 は

見 ら れ なか っ た . 次に Fi g . 1 0 の よ う に C o o n 細胞 や
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原

パ 球 を混合後2 4 時 間の 培養上浦 を , そ れ ぞ れ Y A C l

に 対す る N K a s s a y 系に 添加 し た と こ ろ , N K 活 性 の

上昇 は なか っ た . すな わ ち Y A C l に 対する N K 活性 を

上昇さ せ る作用 は , C o o n
- H V J 細 胞 とリ ン パ 球混合

⑳
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@

…
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●
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格
●

アa U ト) F a 廿

Fig . 1 3 ･ 丑 蝕 c t o f
I g G

- F ab
'

o f = a b b it a n ti s e r a

ag ai n st H V J o n % c y t o t o x i ci ty a g a
i n s t C o o n 粛 V J

,

a s s 郎 S e d b y 也 ¢ p T 血 ¢ h b d h g m
曲 o d ぐr : E =

1 : 1 0 0
,
4 h r a s s a y) . T h e fi n al c o n c e n t エa ti o n o f

F a b
,
w a s I Q X 1 2 8 且Ⅰ.

2 4 時間後の 上宿 の み に 見 ら れ , 同 4 時間後 の 上構に な

く ､
また C o o n

一 首VJ 細胞 の み の 24 時間培養上清に

も な か っ た .

3 . H V J 抗体 ( ウ サ ギ) の I g G
- F a b

′

添加 に よ る

C o o n
一 日VJ 細胞 に対す る N K 活性の 変化

次 に ウ サ ギ 抗 日VJ の I g G
- F a b

′

添 加 に よ る

C o o n
- H V J 細胞 に 対す る N K 活性 の 変 化

次 に ウ サ ギ抗 H VJ の I g G
-

F a b
′

フ ラ グ メ ン ト を

添加 し た 時 , C o o n
一 甘VJ 細胞 に 対す る N K 活性が 4

時間 a s s a y と 2 4 時間 a s s a y と で 異 な るか ど うか 検討

した . まず Fi g . 1 1 に 示す よ う に , 2 4 時 間 a s s a y で の

C o o n
-

H V J 細胞 に 対 する % c y t o t o x i c it y は , F ab
′

を加 え な い 時3 2 .8 ± 9 .0 % か ら , F a b
′

を 加 え た 時

( F a b
′

の 終 濃度 は 肝
Ⅰ
× 1 28 H I)2 1 . 4 ± 7 ･ 2 % と 減少

した ( p < 0 . 0 5 ) . そ こ で , 培地 に 加 え る F a b
′

の 濃度

を 段階的 に変 え て , 同 じ く 24 時間 a s s a y し た 結 果 を

Fi g . 1 2 に 示す . Ⅳ
2
ま で の 高 い 濃 度 で は 有意 の %

c y t o t o x i c it y の 減 少 を 見 る が . 1 0
~ 3
の 時 の %

c y t o t o x i c it y は F a b
′

無 添 加 の 時 に 近 く ,
%

c yt o t o x i ci t y の 減少 は F a b
′

濃度 に依存性 で あ っ た ･

F i g .13 は ､ F i g . 11 と 同 じ実験 を 4 時間 a s s a y で 試 み

た結果 で あ る . 4 時間の 場 合に は F a b
′

の 高濃 度を添加

し て も .
C o o n

-

H V J 細胞 に 対す る N K 活性 は無添加

の 時と 変わ らな か っ た . す なわ ち , 2 4 時間 a s s a y に お

け る C o o n
-

H V J 細胞 に 対す る N K 活性 は , H V J 抗

T ab le l . S u m m a r y o f e x p eri m e n t s o n t h e N K a ct
iv ity ag ai n s t C o o n a n d C o o n

- H V J c e us o f 4 h r a Jl d

2 4 hr a s 弧 y , a : n n C b 弧 g e d , b : d e c r e as ¢d , C ‥ e n Cb a n c 6 d ,
N エL n o t d o n e ･

C o o n C o o n 欄 V J

4 h r a ss a y 2 4 h r a ss ay 4 h r a s s a y 2 4 h r as s ay

N K a c t b it y ag ai n st ea c h c ｡ n S
l ｡ W 雷管

r 也 an

c:慧;諾誌5, ｡票 芯1,

≡荒慧毘慧等慧写
it o r

→ a ゝ b ゝ ′ c

Effb ct of Ig G - F ab
'

o f A n ti ･ H V J

u p o n N K a cti Yit y
a g a 血S t C o o n

一

江V J c e皿s

N . D . N .D . →

c ｡ ｡ n C ｡ ｡ n . L y C ｡ ｡ n 粛 V J
C

芸:デだ
十 L y C

諾芸℃
+ Ly

Effe ct of th e su p e ロ Ia t eS fl o m e a c h

C ells c ultu r e u p o n N K a c tivity
→

ag a血 st Y A C l ( 2 4 h a ss
ay)

→ 一 - ナ →
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体の I g G
･ -

F a b
′

添加 に よ っ て 抑制 さ れ た が , 4 時 間

a s s a y に お け る N K 活性 は変化し な か っ た . 以 上 の

C o o n 細胞及び C o o n - H VJ 細胞 に対 す る N K 活 性

の 4 時間と 24 時間反 応の 対比 を要約す る と T a b l e l

の如く に な る .

考 案

N K 活性 を テ ス トす る の に は
ト 既知の N K 感受 性 の

高い 細胞株 ( Y A C l
軋 I l}

,
K 56 2

3 = 9 ,

, M O L T 4
9) 等) を標

的細胞と す る実験系が よ く用 い られ ,
こ の 時標的細胞

と eff e c t o r c el l は異種 で あ る事が 多 い . しか し生体内

で の 腫瘍細胞 や ウイ ル ス感染細胞が , 宿主 ( A u t o ) の

N K 細胞( N K の e ff e c t o r c ell) の 作用 を果 して 受 ける

もの か ど う か に つ い て は
, 異種系で の 実験で は示唆に

乏しい と 考え ら れ る . 本実験 で は特に こ の 点 を考え て ,

同種の 系 で N K 反応を テ ス ト し ,
しか も今ま で N K の

標的細胞 と し て 用 い られ た事の な い ラ ッ ト 肝 細胞株

(C o o Il 細胞) を使用 し , H V J の 感染株と 非感染株 と

を対比 し た . こ れ に は
,
ウ イ ル ス 性肝 炎の オ乃 〃か0 モ

デル 実験 と して の 含み も あ る .

さ て , C o o n 細胞及 び C o o n -

H V J 細胞 を標的細胞

とし , ラ ッ ト 脾 リ ン パ 球を eff e c t o r c e1 1 と す る反応系

が N K 反応で あ るか ど う か を ま ず確か め な け れば な ら

ず
, 次に 述 べ る デ ー タ ー か ら N K 反応 で あ る事が 確認

さ れ たと 考え る .

1 . ラ ッ ト脾 リ ン パ 球 の eff e c t o r 分画 を検討す ると ,

I g G
- F c リ セ ブ タ

ー

を有 し ,
C 3 リセ ブ タ

ー の な い細

胞分画に ,
C o o n 細胞 及び C o o n -

H V J 細胞を 障害す

る活性 が強く見ら れ た .
こ の 分画 は諸家の N K 細胞の

マ
ー

カ
ー

と
一

致す るが
3} , 5 ) ･ 8 ,

, 同時に A D C C 活性を 強く

有す る分画 で も あり
8) ･ 3 0 ) ･ 3 "

.
N K と A D C C の 雨情性 を

示すリ ン パ 球分画が強 く オ ー バ ー ラ ッ プ して い る と い

う通説 に
7 卜 9) ･ 3 0 )

相反 し な い 所見で あ っ た .

2 . しか し本実験の 反応が , A D C C で は な い と い う い

くっ か の 証 拠が 挙 げ られ た . 即 ち , 1 ) . 使用 ラ ッ ト

(無処置) の 血清中に H VJ に 対す る抗体( Ⅲ 法 で 検索)

が含ま れ て い な か っ た . 2 ) . テ ス ト培養液 の 補充血

清を牛胎児血清か ら ニ ワ ト リ血清 に か え て も . C o o n
-

H V J 細胞に 対する細胞障害性 は全く変わ らず , 従 っ

て自然抗体が F CS 中 に 含 ま れ て い て
,
そ れ に よ る

A D C C 反 応が起 こ っ て い る と い う 可能 性 は否定 さ れ

た ･ 3 ) ･ リ ン パ 球 を ウ サ ギ抗 ラ ッ ト王g G 抗体の I g G
-

F ( a b
'

) 2 で 前処理 し , 自然抗体と し て リ ン パ 球表面

に付着し て い るか も しれ な い 抗 C o o n 細 胞膜抗体 や抗

打VJ 抗体 を ブ ロ ッ ク し て も
.
ブ ロ ッ ク しな い 場合 と較

べ て , C o o n -

H V J 細胞 に 対する細胞障害性 に 差が な

か っ た
･
つ ま り リ ン パ 球の 持 ち込 み抗体 に よ る A D C C

の 可能性 が否定 さ れ た ･ 4 ) ･ リ ン パ 球を 凝集‡g G で

前処理 し
,
F c R を ブ ロ ッ ク し て も 同 様 に C o o n -

H V J 細胞 に対す る細胞障害性 に 変わ り が なか っ た . 即

ち A D C C 反応 で あ れ ば , リ ン パ 球の F c R ブ ロ ッ ク に

よ っ て 月田胞障害性 が阻止され る筈で あ る . 以 上 より
,

C o o n 細胞及び C b o n - H V J 細胞に対 す る ラ ッ ト リ
ン パ 球の 細胞障害性 に は

, 抗体や リ ン パ 球表面の F c R

の 関与は な く ･ こ の 反応 は A D C C で は なく N K と考与

られ た .

さ て そ こ で t C o o n 細胞及び C o o n 一 口VJ 細胞 に対

す る ラ ッ ト リ ン ノヾ球の N K 活性 は
,
4 時間 as s a y に 於

い て も 24 時間 a s s a y に 於 い て も C o o n -

H V J 細 胞

の 方 で 高か っ た . N K 活性 を増強する因子 は , 今ま で に

数多く の 報告が な され て い る が
} ･1 0】･ 8 2 )

, 中で も合成 二

重鎖 R N A の P o l y I : C や リ ボ多糖 軋 P y r a n 等 の イ ン

タ ー フ ェ ロ ン イ ン デ ュ ー サ ー

が よ く 知 く 知 ら れ て い

る
3 3I~ 8 6)

. 又種 々 の ウ イ ル ス が
. 標的細胞側や ef fe c t 即

C ell 源の 生体側 へ 感染 した時 に も , N K 活性 の 増 加 が

見 ら れ る と い う 報告 が 多 い ｡
1 2} ･ 1 4 卜 1 9 ) ･ 3 2 ,

S an t O li

ら
1 41 ･ 1 6 ) ･ 3 2

眈 ウ イ ル ス 感 染に よ っ て 榛 的細胞に 対す る

と ト リ ン パ 球 の N K 活性 が増加する の は , イ ン タ ー フ

ェ ロ ン (I F) に よ る と 述 べ て お り, W e l s h
ほ)

ら や

W e st o n
1 5 )

ら も同様 に , ウ イ ル ス 感 染細胞 に対 す る

N K 活性の 増 高はIF の 作用 に よ る事を示唆 して い る
.

こ の 種の IF は , ウ イ ル ス 感染細胞と の 反応に よ り リ ン

パ 球側 か ら産生さ れ る白血球IF と 呼ば れ て い る も の

で
3 6}

,
N K 活性 を増強す る程の 有意 な量を産生 す る に

は . 十数時間 以 上 の 反応時間 が 必 要 と 言 わ れ て い

る
1 2} J 6 7

. しか し A u l t ら
1 9)

は , H e L a 細胞と麻疹 ウ イ ル

ス持続感染 H e L a 細胞 ( M -

H e L a) と を標的細胞 と

し
, 6 時間 と い う 短時間の N K a s s a y に よ っ て も M -

H e L a の 方 に 高 い N K 活性 を認 め
,
こ の 反晦に IF の 関

与 は なか っ た と 述 べ て い る
. 今回の 実験 で は , 4 時 間で

も 24 時間反 応で も C o o n 細胞 に 比 しC o o n -

H V J 細

胞の 方に 高い N K 活性 を認 め た .
そ こ で H VJ 感染 に よ

る N K 増強の 機 序が , こ れ ら 2 っ の 反応時間に 於 い て

同 一 で あ る か どう か検討 し た .

ま ず N K s e n s iti v e と して 知ら れ て い る Y A C l を

模的細胞 と し ,
C o o n 細胞と C o o n - -

H V J 細胞を 各 々

C O m p e ti t o r と し て 用 い た c o m p e ti ti v e a s s a y で は ,

4 時間 a s s a y の 場合 C o o n 細胞 に は Y A C l に 対 す る

N K 活性を 抑制す る効果 は な く
,
C o o n -

H V J 細胞の

みが 有意 な抑制 を示 した . こ の 抑制 は, C o o n 細胞 よ り

C o o n
-

H VJ 細胞の 方が N K 感受性が高 い 事 と 矛盾

し な い 結果で あ る .

一 方 24 時間 a s s a y で は , C o o n 細
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原

胞 は抑制を示す が ,
よ り N K 感受性 が 高い と考 え られ

た C o o n
-

H V J 細胞の 方 は , 逆 に Y A C l に 対 す る

N K 清性 を増強す ると い う
一

見矛盾 し た結果を得た .

こ れ は お そ ら く , リ ン パ 球と C o o n
-

H V J 細胞を 混合

し2 4 時間反応 し た時 ｣ 二清中 に N K 活性増強因子が産

生さ れ , 標的細胞及 び c o m p e ti t o r c ell 両細胞 を障害

す る eff e ct o r c ell の 活性が 著 し く高 ま っ た た め で は

な い か と考え た . そ こ で 次 に , あ ら か じ め リ ン
パ 球 と

C o o n
-

H V J 細胞と を混合培養 し , 4 時間と 2 4 時 間

後 の 培養上清 に .
そ の よ う な N K 活性を増強す る作用

が あ るか どう か を 検索 した .

新 た な eff e ct o r c ell と Y A C l との N K a s s a y 系 に

あ ら か じめ採取 し た種々 の 培 養上清 を添加 し , 上清の

N K 活性増強作用 を検討す る と , C o o n
- H V J 細胞 と

リ ン パ 球 の 混合培養 24 時間後 の 上宿 の み が ,
Y A C l

に 対す る N K 活性 を上昇 させ , 同 4 時間後 の 上清 に は

な い とい う 事実が わ か っ た . 更に C o o n 細胞 と リ ン パ

球 の 混合培養 24 時間後 の 上宿 や ,
C o o n 細胞 の み或 い

は C o o n
- H V J 細 胞の み の 培 養上清等 に は N K 活 性

を増強す る作用 は見 られ な か っ た .
つ ま り C o o n

-

H V J 細胞 と リ ン パ 球の 混合培養 24 時 間 の 上 清 に は

N K 活性 を増強す る因子 ( 上清因子) が 含 まれ て お り t

C o o n 細胞 よ り C o o n
- H V J 細胞の 方 が 強 い N K 活

性を 受け る( Fi g .3 ) の は こ の た め で あ ろ う と考 え られ

た . ラ ッ ト の I F や抗IF を 精製す る事 が困難 で あ っ た

た め ,
こ の 上清因子が IF で あ るか ど う か確認 で き なか

っ たが
,
H V J は白血球IF の イ ン デ ュ

ー サ ー で あ る

事
叩
か ら こ の 因子はI F で あ る可能性 が大 き い と 考 え

て い る .

さ て こ こ で 注 目す べ き 事 に ,
C o o n 細 胞 に 比 べ

C o o n
一 日V J 細胞の 方が よ り 強い N K 活性 を 受 け る

の は
, 反応 24 時間の 時だ け で な く 4 時間 a s s a y の 暗

も同じ で あ る . と こ ろ が そ の 4 時間培養の 上宿 に は t

N K 活性増強因子 は含ま れ て い な か っ た .
こ れ と 類 似

の 報告を , 前述 の よう に
■
A u lt ら

1 9)が 短時間培養( 6 時

間) の 成績 で 述 べ て い る . 従 っ て ,
ウ イ ル ス 感染標的

細胞に対する N K 活性が 非感染細胞 に 対す る N K 活性

よ りも増強す る機序 は単 一 で はな く , 長時間反応 の 場

合 に は上清中に 産生 され るIF の 様 な N K 増 強 因子 が

主体 を な し , 短時間反応 の 場合 に は 上宿中に 放出さ れ

る事 の な い 因子 ( 非上浦因子) が 主 体を 占め るの で は

な い か と考 え ら れ る . I F に よ ら ない N K 活性 の 増 強

は t ウ イ ル ス 感染 に よ っ て 宿主細胞膜抗原の 変調が起

こ り , N Iく細胞 か ら より 強く認識 され る よう に な る た

め起 こ る と い う考 え方が 多 い
l 礼 1 9)

. 短時間反応 の よう

なIF の 産生 が未 だ充分 で な い 時期 に は ,
こ の よう な機

序が N K 活性増強の 主 体 を 占め て い る可能性 は充分に

考え ら れ る .

次 に ウ サ ギ 抗 H VJ の I g G - F a b
′

を 添 加 し て
,

C o o n
一

日VJ 細 胞に 対す る N K 活性を 見 る と , 4 時間

a s s a y で は F a b
′

を 添加 し な い 場合と 比 べ て 差 異 が な

か っ た が . 2 4 時間 で は F a b
′

を添加す る事 に より N K

活性 が 低下 した . 即 ち , こ の 実験 に 於 い て も 4 時間と

2 4 時間 a s s a y の 成績が 異 な る態度 を示 し た .
つ ま り ,

I F の 様な 上清因子 に よ ら な い N K 増強機序 の 場合( 4

時間反応) に は , 抗 ウ イ ル ス 抗体 の F a b
′

を 添加して も

変化 し な い が , 上宿 因子 に よ る N K 活 性 増 強 の 場合

( 24 時間反応) に は ,
ウ イ ル ス抗体 を添加 し ウイ ル ス

の 中和 や宿主細胞表面に 表出さ れ た ウ イ ル ス 蛋白をマ

ス ク す る事 に よ り ,
そ の N K 活性増強作用 が 抑制され

る の で はな い か と 考え られ る . しか し
,
ウ イ ル ス感染

細胞 と リ ン パ 球の N K 反応系 に 抗 ウ イ ル ス 抗体を添加

す る 実験の 報告
1 9)
は少な く , 又 リ ン パ 球側 へ の 抗体の

作用 も考慮さ れ ね ば な ら な い 点 も あり ,
そ の 詳細な意

義は わ か ら な い .
こ こ で 強調 し た い の は ト

H VJ 抗体を

添加 し た時 の C o o n - E V J 細胞 に 対す る N K 活 性 に

及ぼ す影響が 4 時間と 24 時間 a s s a y と で 異 な る と い

う 点 で あ る .

以上 の 4 時間反応 と 24 時間反応 と の 対比 を簡単 に

ま と め る と T a b l e l の よ う に な り ,
ウ イ ル ス 感染細胞

に 対する N K 活 性強強作用の 態度が , 4 時間反応と 24

時間反応 と で 異な り , 各 々 違 っ た 機序の 関与が推測さ

れ た .

結 論

1 . C o o h 細胞及 び C o o n
一

日VJ 細胞 に 対 する ラ ッ ト

牌 リ ン パ 球 の 細胞障害性 は , H VJ 抗体 や F c
- R の 関

与 を必要 と し な い N K 反 応で あ る と考 え られ た .

2 . C o o n
-

H V J 細 胞に 対する N K 活性 は , 反応時間

4 時間 で も 24 時間で も C o o n 細胞 に 対す る N K 活性

よ り も高か っ た .

3 .
Y A C l を 標的細胞 と し , C o o n 細胞及 び C o o n

-

H V J 細胞を C o m p e tit o r と し た c o m p e ti ti v e a s s a y

で は
,
4 時間反応の 場合 C o o n

- H V J 細胞 が Y AC l

に 対す る N K 活性を 抑制 し , 2 4 時 間反応 で は逆 に増強

した . こ れ に 対 し , C o o n 細胞 は 4 時 間で は 変化 な く

24 時間 で 抑制 を示 し た .

4 . C o o n
- H V J 細 胞と リ ン パ 球 の 混 合培養 24 時間

の 上浦 は , 新 た な リ ン パ 球 に よ る Y A C l に 対する NIく

活性 を増強 した が , 混合培養 4 時間の 上帝 に は この 増

強作用 は な か っ た . ま た C o o n 細胞 と リ ン パ 球混合培

養24 時 間 の 上 清 や ,
C o o n 細 胞 の み 及 び C o o n

-
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H VJ 細胞の み の 培 養上清に も N K 活性増強作用 は な

か っ た .

5 . 抗 H V J 抗体の I g G
-

F a b
′

フ ラ グメ ン ト を 添 加

す ると , 2 4 時間反応 で の C o o n - H V J 細胞 に対す る

N 民 活性 は 減少 し た が t 4 時間 で の N K 活性 は不変 で

あ っ た .

以 上の 結 果よ り H VJ 感染肝細胞に 対す る N K 活 性

増強の 機序 は ,4 時間 a s s a y と2 4 時間 a s s a y とで 異な

り , 前者 で は非上清因子が後者で は上宿因子が主に作

用 して い る と考 え ら れ た .

( 本研究 の 一 部 を第 15 回 日本肝臓学会西部会に 於 い

て 発表し た)
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4 h r a ss a y a n d 2 4 h r a s s a y .

2 . T h e r e w as s o m e e v id e n c e t h a t c y t o t o x i cit y m i g h t r e p r es e n t N K b ut n ot A D C C .

3 . I n c o m p e titi v e i n hi b iti o n a s s a y u s in g C o o n
- H V J c e11s a s c o m p e tit o r c ell , N K a c ti vit y ag ai n st

t a r g e t Y A C l in 4 h r a s s a y w a s i n h ib it e d , W h e r e a s t h a t in 2 4 h r ass a y w a s a u g m e n t e d c o n sid e r
-

a b l y ･
O n t h e o t h e r h an d , u Si n g C o o n c e11 s a s c o m p e tit o r , N K a cti vit y ag ai n s t Y A C I w a s u n

-

C h a n g e d i n 4 h r a ss a y a n d i n h i b it e d i n 2 4 h r a s s a y .

4
･
T h e s u p e rn a t e O f t h e c o c u lt u r e f o r 2 4 h r s o f C o o n T H V J c ell s a n d l y m p h o c y t e s e n h a n c e d t h e

N K a cti vit y a g ai n st Y A C l b y ff e s h l y m p h o c y t e s , b u t t h at o f 4 h r c o c u l t u r e d id n o t .

5
･
T h e N K a c ti v it y a g ai n st C o o n

- H V J c e ll s h 2 4 h r a ss a y w a s d e c r e as e d b y t h e a d d iti o n o f

Ig G
- F a b

,

o f r a b b it a n ti q H V J i n d o s e - d e p e n d e n t m a n n e r , b u t n o t i n 4 h r a ss a y .

It s e e m s
,
t h e r e f o r

,
t h a t t h e m e c h a n i s m o f a u g m e n t a ti o n o f N K a c ti vit y a g ai n st C o o n ヰⅠV J c ell s

i n 4 h r a ss a y d if f e r s fr o m t h a t i n 2 4 h r as s a y , i n w h ic h a i n t e r f e r o n J i k e f a c t o r , rel e as e d i n t o t h e

C u lt u r e m e d i u m
J
m a y a C t t O P r O d u c e a u g m e n t a ti o n o f t h e N K a c ti vit y ･ I n 4 h r ass ay , h o w e v e r ,

S u C h a f a c t o r w a s n o t d e m o n s t r at e d i n t h e s u p e r n at e s ･ O t h e r m e c h an is m s e .g .
t h at o f A c ell u l a r

f a c t or m a y o p e r a t e .


