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   Natural killer (NK) cell activity against 4 different sublines of a permanent cell line 

KU-2 derived from human renal cell carcinoma were measured by  51Cr-release assay and 

single cell binding assay. 
   KU-2 and its sublines exhibited different susceptibilities of interferon (IFN)-augmented 

NK cell cytotoxicity. Moreover, 2  out of 4 sublines changed in susceptibility to NK cell 

cytotoxicity in a few months. Along with the direct assay for NK cell activity, frequency 

and kinetics of NK cell-mediated cytotoxicity against 3 sublines were studied by single cell 

binding assay where spontaneous killing of target cells was directly visualized by the reading 

of trypan blue uptake into target cells among effector-target cell conjugates. The frequency 

of killer cells among conjugates was dependent on the susceptibility of the sublines to the 

IFN-augmented NK cell cytotoxicity. 
   These results suggested the following: (1) KU-2 cell line was not homogenous but com-

posed of a heterogenous population of cells and (2) even in one subline derived from a clone, 
the cells with different susceptibilities to NK cell-mediated cytotoxicity developed sponta-
neously in ordinary culture conditions with the passage of a certain period of time. 
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人体の腫瘍組織は,生 物学的に性質の異なる細胞群

より構成される1～3).腫瘍細胞がクローン選択を受け

なが ら増殖する過程で,こ の異質性(heterogencity)

を獲得し続けるという現象ゆえに,腫 蕩細胞は生体内

のあらゆる段階での免疫監視機構の網を くぐり抜け,

またさまざまの癌治療剤の使用にもかかわらず,再 増

殖を続けることができるものと考えられ て い る.長

倉4)は,ヒ ト腎腺癌由来培養細胞株KU-2s)を 用 い,

一般に均一な細胞集団として取 り扱われている培養細

胞株にも同様に,細 胞学的に性質の異なった複数の細

胞集団が含まれることを示した.今 回われわ れ は,

KU-2細 胞株より分離 したクローン株4)を用いて,培

養腫瘍細胞のheterogeneityとnaturaikiller(NK)

細胞活性に対する感受性とについて検討を加えたので

報告する.

材料および方法

(1)ヒ ト末 梢 血 リ ンパ球(PBL)の 分 離

ヘ パ リン加 ヒ ト末 梢 血 よ りB6yum6)の 方 法 に 準 じ

てFicoll-Rompacon(Lymphoprep⑩.Nyegaard

andCo.Oslo)を 用 いた 比 重 遠心 法 でPBLを 分 離

した.107/mlにP1∋L浮 遊 液 を 調整 し,プ ラス チ ッ

クへ の 附 着 性 を利 用 して 単 球 を 除去 した7).P肌 の

洗 浄 に は ヘ パ リ ン加 ハ ン クス液 を,PBLの 培 養 と浮

遊 液 調整 に は,RPMI1640(Gibco.NewYork)

に,3.79/1の 重 曹 と牛 胎 児 血 清(Fcs)(Gibco)を

10%濃 度(v/v)に な る よ うに加 えた もの(こ れ を メ

デ ィ ウムーAと す る)を 用 い た.単 球 除 去後,メ デ ィ

ウ ムーAで5×106PBL/mlに 調整 した.

(2)腫 瘍細 胞

細 胞 稀 釈 液 に よ るSingIecellcloning法 に よ り

KU-2細 胞 よ り分 離 され た13種 類 の ク ロー ン株4)の 凍

結 保 存 ス トッ クか ら,4種 の株(N-7,8,10,13)を 凍 結

半 年 後 に解 凍,再 増 殖 させ て実 験 に用 い た.こ れ らの

細 胞 の培 養液 として,カ ナ マ ィ シ ン60mg/1お よび

o・2929/1のL-glutamineを 含む イ ー グルMEM(日

水製 薬,東 京)に,3・79/1の 重 曹 とFcs(Io%V/v)

を加 えた もの を用 いた,

(3)NK細 胞 活 性 の増 強

メ デ ィ ウ ムーAで5×106/mlに 調 整 したPBLに ,

5001Uの ヒ トα型 イ ンタ ー・フ ェ ロ ン(IFN一 α)(Well・

feronOP,1×10'IU!mg蛋 白,住 友 化学 工 業),あ る い

は,0.1KEのok432(ピ シ・ミニ ール・,中 外 製 薬)

を加 え て12時 間培 養 した.っ いで メデ ィ ウムーAで2

lIyticunit(LU)のEC細 胞 数

な お,1LUと は,30%cytotoxicity値 を 得 る のに

必 要 なECの 細 胞 数 で あ る.

(5)Singlecelibindingassay

GrimmとBonavida9)の 方 法 に 準 じて 実験 を お こ

な った 。100μ9のPoly-L・Lysin(m.w,30,000.Si-

gmaChemicalCo.StLoujs)を リン酸 バ ッ フ ァー

(PBS)/mlに 溶 解 し,こ れ を ペ トリ皿(35mm,Fa-

1con)に 重 層 させ て1蒔 間 放 置 後,こ れ を除 去 して 自

然 乾 燥 させ た.0.5m1の メデ ィ ウ ムーAに 浮 遊 させ た

2×10svaのECとTCを 混 和 し,37℃ で10分 間 培

養 して 反 応 させ た・ 遠 心 後,0・5mlの 上 澄 を 除 去 し、

っ い で非 特 異 的 なECとTCの 結 合 を解 離 させ る

目的 で,パ ス ツ ール ピペ ッ トを 用 い,静 か に10回 撹 絆

した・45℃ の0・5%ア ガ ロー一ス液(AgarGMco生 化 学

工 業)を5mlの ピペ ヅ トで 約10回 麗 搾 して冷 却 し,

回 洗 浄 して,こ れ を ふ た た び5x106!m1に 調 節 し て・

これ らをEffectorce11(EC)と した.

、(4)NK細 胞 活 性 の測 牢

原細 胞 株 のKU-2あ る い は,そ の4種 のsubline

の5x105個 を それ ぞ れ ペ トリ皿(35mm,Falcon.

California)に 播 ぎ,翌 日,新 しい メデ ィ ウ ムーA1.5

m1に 交 換 し,50μCiの 放 射 性 ク ロム酸 ナ ト リウ ム

(5℃r.第 一 化 学薬 品)を 加 えて,1～1.5時 間 培 養 し

た.つ いで ト リプ シ ンで細 胞 を 分 散 させ,メ デ ィ ウ ム

ーAで3回 洗 浄 し,こ れ を105/1nlに 再 調 節 して標 的

細 胞(TC)と した.96wellのU字 型 マ イ ク ロ プ レ

ー ト(6 .4mm.Falcon,USA)の 各wellにTCの

100μ1と,ECあ る いは メ デ ィウ ムーAを 分 注 して,

EC=TC比 が50=五,25:Ll2:1のwellを 準

備 した.各weliの 総 量 は200μ1と した.同 時 にEC

を 含 まず,か わ りに2%Triton-X100ま た は,メ

デ ィ ウムーAを 加 えたwellも 準 備 し,そ れ ぞ れ を 最

大5℃r放 出 用 と,自 然51Cr放 出用weliと した.

マイ ク ロプ レー トを37℃ で4時 間 培 養 し,そ の上 澄

100μ1を プ ラス チ ックチ ュ ー ブに 分注 して,γ カ ウ ン

ターに て 放 射 能 活 性 を 測 定 した.す べ て の 実 験 は,

triplicateで お こなわ れ た.NK細 胞 活 性(%cyto・

toxicity)は 以 下 の 式に よ り算 出 した.

%cytotoxicity

=実 験 塾9L放 坦L隻 胆L二 旦 墨51Cr放 出(cpm)

最 大5℃r放 出(cpm)一 自然SICr放 出(cpm)

x100

各 ク ロー ン細 胞 株 に対 す るNK細 胞 活 性 を よ り客 観

的 に 比 較 す る方 法 と してTotallyticunit(TLU)9>

を算 出 した.

10fiECTLU・=
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そ の2mlを す み や か に,0.5mlのEC.TC浮 遊 液

に加 え て ゆ っ く り混和 した の ち,そ の0,2～O.3mlを

前処 置 した べ トリ皿 上 にす み や か に 加 え て,薄 い ア ガ

ロース膜 を形 成 させ た.1mlの メデ ィ ウ ムーAを 静 か

に 重層 し,CO2イ ンキ ュベ ー タ ー内 で 培養 した,適

時 に ペ トリ皿 を取 り出 し,O.4%oト リパ ン ブル ーを 加

えて5分 間 染色 させ,メ デ ィ ウ ムーAで 静 かに 洗 浄 し

て トリパ ンブル ー を除 去 した.続 い て光 顕 で 観 察 し,

100個 以上 のECを 数 え,そ の うちTCと 結 合 して

い る リンパ球 数,ま た リンパ 球 と結 合 しな が ら青 染 し

て い るTCの 数 を数 えた.同 時 に 対 照 と してECを

含 まず,TCの み の ア ガ ロース培 地 を前 述 の 方 法に 従

って作製 し,TCが ト リパ ンブ ル ーで 染色 され な い こ

とを実 験 ごとに 確 認 した.

結 果
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同一 のECが,KU-2細 胞 お よびそ の4種 のsub-

lineに 対 して 有す るNK細 胞 活 性 を 比較 した(Fig.

1).Subline13と7をTCと した場 合,KU-2細

胞 に くらべ,ECは,い つれ のEC;TG比 に おい て

も,よ り高 いNK細 胞 活性 を示 す が,subline10と

8に 対 しては,KU-2細 胞に 比 し て,低 いNK細 胞

活 性 を示 した.こ の こ とはsublinel3と7が,sub-

Iine10と8よ り,こ の実 験 で用 い られ たECの

NK細 胞に 対 して,高 い感 受 性 を示 した こ とを 意 味

す る.

12:125:150:1

EC:TCratio

Fig.1.NKcellactivitiesoftheIFN-stimu-

latcdPBLagainst4differentsublines

ofKU-2cells

5人 の供 血 者 よ り得 たPBLを 用 い て お こな った 同

様 の実 験 の結=果をTab亘e1に 示 す.KU-2細 胞 を

TCと し,IFN刺 激PBLをECと した場 合 の,EC

の有 す るNK細 胞 活性 を測 定 し,こ の値 か らTotal

lyticunit(TLU)を 計 算 し,こ れ を100と した 場 合

の,各sublineに 対 す るECのTLUが 計 算 され,

Table1.SusceptibilityofKU-2cellsandthcirsublinestoIFN-augmentcd

NKcellcytotoxicity.

(a)Cytotoxic量tyagainstKU-2cellsataEC:TCratioof50:1。

(b)Subline7differsfromKU-2cells,subline8andsubline10at

p<0.05.(c)Sublinc8diHfersfromKU-2cellsatp〈O.Ol.(d)Total

lyticunit(TLU)ofPBLagainstKU-2cellsisdcfinedas100.

OthervaluesrepresentTLUagainsteachsublineasthepercentof

thatagainstKU-2cells.

RelativeNKsusceptibilityof

KU・2anditssublines

Time。fExp
,職,Au鴨 制 ・U・2(%・y・・・・・…t,}{e)7`b)8`・)1・

13

1983.121

1984.1

1984.3

2

2

3

4

5

lFN一 α

tFN.a

OK432

1FN一 α

tFN・ α

IFN-a

100(d》(41.9)

100

100

100

(92.5)

(55.5)

(35.5)

100(67.7)

100(71.7)

15774

136

17221

36

13077

79

115

55

27

88

185

31

26

49

142

117

Mean±SD:100 148.8±16.8,56齢8±22.1,71.3=ヒ33.2,91.7±60.1,
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Table2.FrequencyandkineticsofIFN-augmentedNKce11

cytotoxic量tyagainst3sublinesofKU.2cclls

No,所 劣肋 両㏄郷T
argetcellsE

xpformingconjugates.

%lymp耽 贈5%ki闘ercellsamong

for剛i㎎conjngateslymphocymsformhg

thath』 りeIyzed切rgetconjuga告es

in馨 ～2㎞r5.in1向2heurs.

1clone8

13

2clone8

13

3clone8

13

4clene8

13

5clone8

7

6clone8

7

7clene8

7

4.50

4.90

6,30

4.75

3.94

4.32

1.22

4。0

5.41

8.el

4.19

2.48

4.40

3.40

0.63

1.18

0.

0.98

O。40

0.70

0.28

0.26

0.

1。12

0.26

0.48

1.0

1.80

16.7

23.1

0.

18.2

10.0

22.2

11.1

10.0

0.

14.3

8.3

14。3

11。1

27。3

表 に示 され て い る.し たが っ て,TLUが100以 上 の

場 合,KU-2細 胞 に 比 較 して,そ のsublineが よ り

高 いNK細 胞 感 受性 を有 して い る こ とを 意 味 して い

る.PBLの(2)は,OK432も 用 い て刺 激 され て い る.

Subline7は,3人 の供血 者 か ら得 たECの い つれ

に 対 して も,KU-2細 胞 よ り高 いNK細 胞 感 受性 を

示 した が,subline8は,5種 のECの 有 す るNK

細 胞 に対 して,KU-2細 胞 よ りい つ れ も抵 抗 性 を 示 し

た ・Subline13は,5種 のEC中,3種 のECの

NK細 胞 に,KU-2細 胞 に比 べ,よ り高 い 感 受 性 を

示 し,subline10は,1種 のECに 対 して の み,高

い感 受性 を示 す に 過 ぎなか った.P】3LをIFN一 α と

OK432で 刺 激 した が(PBLの(2)) ,1回 の 実験

では,各sublineのNK細 胞 感 受 性 に 関 して両 者 の

聞 に 差 異 を認 め な か った.Subline7は,KU-2細

胞,subline8と10よ り有 意 に 高 いNK細 胞 感受 性

を示 した(P<0・05).ま たsubline8は,KU・2細

胞 よ り低 い 感 受性 を 示 した(P<0.Ol).

第1回 目の実 験 施 行 後3ヵ 月 目に 最 終 実験 が お こ な

わ れ てい る が,subline7と8のNK細 胞 感受 性 に

大 きな 変 化 は み られ て いな い.し か し,subline10で

は,1ヵ 月 目に,NK細 胞 感 受性 の低 下 が み られ て

い る 。

次 に 各sublineの 感 受 性 の違 い に つ い てsinglc

cellb量ndingassayを 用 い て検 討 した(Table2).EC

とTCで あ る各sublineと を1対1の 割 合 で 混 合培

養 し2種 のTG間 で比 較 した 結 果,Table2の ご と

く リ ンパ 球 の1.2～8.OI%がTdと 結 合 す る こ とが 判

明 した.ま たTCと 結 合 し,か つTCを 傷 害 して い

る リ ンパ 球 は,全 体 の ユ.8%以 下 であ るが,subline8

を傷 害 して い る リ ンパ球 の割 合 は,subline7を 傷 害

して い る リ ンパ球 の 割 合 よ りあ き らかに 少 なか った.

TCと 結 合 して い る リンパ球 の うち で,短 時 間 にTC

を傷 害 す る リ ンパ 球 の割 合 が,Table2の 右 端 に 示

して あ る.Subline8と13で は,4例 中3例 で,

subline13を 傷 害す る リ ンパ球 の割 合 が,subline8

を 傷 害 す る リンパ球 の割 合 よ り多 い こ とが わ か る.同

様 の結 果 は,sub!ine7と8と の間 で も認 め られ る.

しか し このkiller細 胞 の割 合 と,sublineと リンパ

球 と の結 合性 との間 に 一定 の傾 向 を認 め な い,

考 察

NK細 胞 は,腫 瘍細 胞 の発 生,増 殖,あ るい は 転

移 に 対 す る免 疫 監 視 機 構 の一 端 を 担 う とさ れ るhete-

rogenousな リ ンパ 球 集 団 で あ る.ま た さ ま ざ ま の

TC間 に 共 通 に存 在 す る と され るtargetlstructure
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(TS)を 認識するNK細 胞や,個 々のTCの 固有の

TSを 認識し,傷 害するNK細 胞などの集合体と推

定されている10・11).しか し,NK細 胞活性の特異性

や,細 胞障害のメカニズムを検討するための実験では,

いつれも,い くつかの既知の培養細胞株が用いられて

お り,し かもこれ らの培養細胞株が全体として有して

いるNK細 胞感受性の検討を基に理論が展開されて

きた,し かし,こ れらの培養細胞株が異なった実験室

で,異 なった条件下で継代され,し かも時期を異にし

て実験に利用されていることはいうまでもない.さ ら

に,こ れらの同一株内にさまざまのsubline株 が含

まれているわけである.し たがって,本 来同一の培養

細胞から発生した細胞株を用いたNK細 胞活性の増

強に関する実験や,抗 癌剤に対する反応性に関する研

究でも,腫 瘍細胞株のheterogeneityの 存在を常に

念頭に置かねばならない.こ の意味からも,NK細

胞を含め,細 胞性免疫に関する実験を展開 してい くう

えで,従 来のように リンパ球側のみに視点を置 くだけ

でなく,TCの 種類や条件にも着目し,さ まざまの検

討を加えて研究がなされるべきと考えられる,

腎腺癌組織より分離したKU-2細 胞 も継代ととも

に多様化し,heterogeneityを 獲得していくことにな

る.KU-2細 胞 は現在でもヌー ドマウス可移植性を示

す培養株であるが,こ のKU-2細 胞 より分離した4

種 のsublineに 限っても,subline8と10は 腫瘍

形成能を有しているにもかかわらず,subline7と13

ではまった く腫瘍形成が見られていない12).今 回の実

験では,subline7は,KU-2細 胞やsubline8と

10に 比 して,NK細 胞感受性が有意に高いことが示

された.ま たsubllne8はKU-2細 胞 より低いNK

細胞感受性を有することも判明した.た だ,現 時点で

は,こ の各種sublineの ヌードマウスに対する腫瘍

形成能と,NK細 胞感受性との関連については直接

の証明がない,し かし,marinelymphomaか ら分離

したNK細 胞感受性株と,耐 性株,さ らにanti-asi-

aloGM1を 用いてKawaseら13)は,NK細 胞が,

inviVQに おける腫瘍形成阻止に深 く関与している事

実を示している.当 研究のsublineを 用 いて今後検

討すべきテーマである.

このようにKU-2細 胞株にもNK細 胞感受性の

あきらかに差異のある2つ のクロー一ン株subline7と

8一が自然発生したことになるが,こ の2種 のsubline

のNK細 胞感受性が,3ヵ 月間の培養期間中にも著

変なく,ま た異なった固体から得たPBLに 対 しても

同様の傾向を示 したことは興味深い.い っぼ う,Bro-

oksら14)は,ラ ットの腫瘍細胞とそのsublineを 用
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い,ラ ットNK細 胞の特異性について検討を加えて

いるが,そ の結果,一 種の細胞株から,培 養数ヵ月以

内に異なるNK細 胞感受性を示すさまざまのsubline

が 自然発生してくる,と 報告している.

Table1に 示 されるクローン株間のNK細 胞感受

性の差異は,ECとTCが,と もに細胞集団として

作用しあった場におけるTCの 傷害の程度を,数 値

にあらわしたものである.そ こで,TCとECを ア

ガロース内で1対1で 作用 させ,NK細 胞感受性の差

異について検討を加えてみた.実 験の初期にPBLを

プラスチック皿上で培養し,単 球を除去しているが,

数%以 下の混在は避けられない.ま た,RubinらIE)

が報告 してい る ご とく,TCと 結合するリンパ球は

heterogenousな 集 団である,と されている.わ れわ

れの実験でも,各sublineのNK細 胞感受性と,EC

との被結合率との間に関連は見られなかった(Table

2).TCと 結合後,数 時間でTCを 傷害させる リンパ

球は,NK細 胞 と考えられる.Subline7と8を 用

いて比較した場合,結 合したTCを 傷害しているリ

ンパ球一NK細 胞一の割合の多い 実験結果は,NK

細胞感受性の高いsubline7を 用いた系 より得られ

ている.こ のことは,IFNで 刺激されたPBL中 に,

subline8よ りsubline7を 認識し,傷 害するNK

細胞が多 く動員されているた め か,あ るいは同一の

NK細 胞に両sublineが 認識され,そ の細胞傷害能

に対して,subline7の 感受性の閾値がより低く,容

易に細胞破壊が生 じるためか,あ るいは,そ の両方の

機構に起因すると推測 される.Subline8と13に

関 しても,subline13を 傷害するリンパ球が4PBL

中,3PBLに おいてsubline7を 傷 害するリンパ球

より多く観察されている.し たがってTable1で 見

られたsubline7,8そ して10の 間の細胞集団とし

てのNK細 胞感受性の差異は,あ る程度個々の細胞

レベルでも認められることになる.

以上のごとく,KU-2細 胞のheterogeneityに っ

いて,NK細 胞感受性の面から検討を加えた.従 来

の報告5・15・16)と同様に,invitroに おいて示 されたこ

れら腫瘍細胞の異質性の存在か ら,invivOで 腫瘍が

増殖 していく過程で,初 期においてはbroadな 特…異

性を有するNK細 胞やマクロファージ,あ るいはそ

の後のT細 胞や各種の抗癌剤の攻撃のなかで,淘 汰さ

れずに抵抗性を有 した クローン細胞が選択されて残 り,

腫瘍全体 として増殖,転 移を続ける,と いう現象があ

る程度理解 される.そ れと同時に,試 験管内で一定し

た条件で培養を続けてきた比較的selectさ れた細胞

株のなかか らも,ヌ ードマウスへの可移植性を失った,
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あるいはNK細 胞感受性のより高い細胞群が生 じて

くることから,invivOに おいても,腫 瘍細胞の増殖

過程で,あ る意味では,よ り分化型の細胞も生じる可

能性が考えられる.ひ とつの細胞株から生じる細胞学

的性質の異なったクローン細胞を,よ り詳細に検討す

ることにより,腫 瘍の病態生理への理解がさらに深ま

ると期待される.
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