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　　　　　　　　　　要旨

「細胞傷害能を有するコイ好中球の特性に関する研究」

　魚類免疫系の基本的な骨格は、哺乳類のものとほぼ同様であると考えられている

が、魚類が変温動物であるために、変化する環境温度の中でも免疫系を作動し続け

るという、哺乳類にはない魚類特有の機構もまた存在すると考えられる。抗体や免

疫記憶に代表される特異免疫系は魚類にも存在するが、これらの機能は低環境温度

下では十分に働かないことが知られている。このような背景から、変温動物である

魚類の生体防御では、非特異免疫機構の役割が重要と考えられる。本研究は、非特

異免疫機構の一端を担う好中球の新たな機能を主にコイで明らかにし、その特性を

論じた。学位論文は、1）好中球の細胞傷害能、2）好中球の環境温度へゐ順応性、3）モ

ノクローナル抗体を用いた好中球の解析、の3つの内容から構成されている。

　コイ頭腎から比重遠心分離により得られた細胞（比重1．08－LO9分画）に強い細胞傷害

活性を認めた。この細胞分画には好中球が90％以上の割合で存在した。また、好中

球の標的細胞への結合も観察されたことから、細胞傷害活性をもたらす細胞が好中

球であることが明らかになった。コイ好中球は、標的細胞を速やかに傷害し、マウ

ス由来細胞株よりもヒト由来細胞株を好んで傷害するという選択性も示した。また、

カタラーゼによって好中球の傷害活性が阻害されることから、この作用における傷

害因子と㎏て好中球によって産生される過酸化水素（H202）が挙げられた・・コイ以外の

魚種における好中球の細胞傷害能はギンブナにおいて観察されたが、アメリカナマ

ズではその活性は認められなかった。従って、好中球の細胞傷害能は魚種問で異な

ることが示唆された。

　コイ頭腎白血球（比重LO77分画細胞）の細胞傷害活性は低温（10℃）に順応した。この

傷害能の低温への順応に連動して、比重LO77分画の頭腎白血球における好中球の占

有比率の上昇が観察された。このことから、細胞傷害能の低温への順応には、占有
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比率が上昇した好中球の関与が示唆された。そこで、好中球による細胞傷害能の環

境温度への順応性について調べたところ、25℃で飼育されたコイの好中球の細胞傷

害能は、10℃下よりも飼育温度である25℃下でより機能した。25℃で飼育されたコ

イを10℃に一定期間馴致することで、好中球の傷害能は、飼育温度である10℃下で

より機能するようになり、温度変化に対して順応性を示した。lo℃に順応したコイ

を再び25℃に馴致することで、好中球の傷害能は飼育温度である25℃下でより機能

するようになり、この順応性が可逆的であることが示された。細胞傷害能と同様に

標的細胞への結合能もまた温度に順応することが確認された。飼育温度の変化に伴

い、！頭腎に存在する好中球の割合は変動した。10℃への馴致期問が長くなるに従い、

頭腎における好中球の割合は上昇し、再び25℃で馴致することでその割合は低下し

た。このように、低温下の魚で低温に順応性を有する好中球の割合が上昇したとい

う事実は、魚類の生体防御機構における低温適応戦略の一づであると思われた。

　コイ好中球の機能をより深く理解するために、好中球に対するモノクローナル抗

体（mAb）を作製した。作製されたmAbの中で、mAb61C5おぶび57F5はそれぞれ好中

球の細胞表面抗原を認識し、フローサイトメーターによる分析から、各mAbが認識

する抗原は頭腎および末梢血の好中球よりも腹腔内浸潤好中球においてその発現レ

ベルが増すことを確認した。また、mAb81Fl1は腹腔内浸潤好中球にのみ、その細

胞内抗原を特異的に認識することが示された。浸潤好中球において発現レベルの増

す細胞表面上の抗原や新たに発現してくる抗原は、好中球の機能発現に関与する物

質であることを示唆している。好中球の細胞表面抗原を認識するmAb61C5および

57F5が、女子中球の細胞傷害能に与える影響について検討したところ・両mAbは好中

球の細胞傷害能を活性化した。すなわち、mAb61C5および57F5が認識する各表面抗

原は好中球の傷害能の発動に関連した物質であることが示された。この傷害能の活

性化は、標的細胞の認識または傷害因子産生等の反応が鋭敏になることにより起こ

るものと考えられた。さらにカタラーゼを用いた試験により、mAb61C5によって誘

導される傷害活性の上昇は、H、0、の産生増大または新たに活性化されたH202以外の
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傷害因子によるものと思われ、一方、mAb57F5によって誘導される傷害活性の上昇

は、H、0、等の傷害因子に関与するものではなく、その他の、例えば接着因子などの、

機能の活性化によるものと推察された。すなわち、mAb61C5と57F5は好中球の異な

る傷害機構・過程を活性化していると考えられた。
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緒論

　生体は、細菌、真菌、寄生虫、ウイノシスなどの感染性の生物から身を守るために

防御能を備えている。この能力は多種類の細胞や可溶性因子により担われ、このシ

ステムを免疫系とロ ぶ。魚類においても免疫系は存在し、その基本構成は哺乳類の

ものとほぼ同様である。免疫系は大きく分けて、特異免疫機構と非特異免疫機構か

ら成る。変温動物である魚類の免疫系は、様々な侵入異物に対応するだけでなく、

変化する環境温度下においても正常に機能できるように対応し、侵入異物の排除を

行う必要がある。魚類の免疫系は哺乳類と同様な基本構成は有しているものの、低

温下では防御能の一端を担う特異免疫系が働かないことが明らかにされており、温

度変化に対応できる魚類特有の防御機構の存在が考えられる。このような背景から、

著者は非特異免疫機構に注目した。さらに、この機構を担う細胞が、哺乳類のよう

に機能的に細分化されたものでなく、複数の機能を有するといった多様性を持つこ

とで、変化する環境温度下においても有効に働くことができるのではないかと考え

た。本研究は、コイにおいて非特異免疫機構の一端を担う好中球の新たな側面（細

胞傷害能および環境温度に対する順応性）を明らかにした。本研究で明らかにした

コイ好中球の機能は、魚類の非特異免疫細胞に機能的多様性があることを示唆して

いる。これは、魚類が変温動物であるがゆえに備えている魚類特有の防御能である

と思われ、、コイ好中球機能の新知見は従来の魚類生体防御の概念に新しい一面を付

与するものである。

　以下に本論文に関する基本的な事項について概説する。

魚類免疫機構（図1）

　特異免疫機構は、侵入異物に対して特異的に反応し、また異物を記憶することで

異物の再侵入を阻止する特徴を持っ。この機構はリン木球により担われている。リ
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ンパ球は機能の異なる2つの群（Bリンパ球、Tリンパ球）に大きく分けられる。Bリン

パ球は抗体の産生を行う（Kattari，1992）。硬骨魚類の抗体は、4量体構造を取り、分子

量は約70万である（wilson＆Warr，1992）。Bリンパ球の細胞表面上には膜型免疫グロ

ブリンの発現が見られる（Dippenθ1α1．，1994）。免疫グロブリン遺伝子の研究は、魚類

においても抗体に多様性があることを示唆している（Wa嬬1995）。抗体産生における

免疫学的記憶は、免疫魚に強い二次応答が見られることから明らかにされている

（Lamersαα1．，1985）。魚類丁リンパ球の分類に定説はないが、膜型免疫グロブリン陰

性や胸腺細胞抗原陽性のリンパ球またはある種のモノクローナル抗体が反応するリ

ン遮球をTリンパ球として区分している（Secombesαα1．，19831Mmerθごα1．，1987）。魚

類丁リンパ球の機能としては、抗体産生の補助機能（Millerαα1．，1985）、特異的細胞傷

害能（Verlhacαα1．，1990）およびリンフォカイン産生能（Graham＆Secombes，1990）が確

認されている。鱗片の拒絶試験結果は、細胞傷害性丁リンパ球にもまた免疫学的記憶

の存在を示唆している（Hildemam，1957）。

　非特異免疫機構は、侵入異物に対する特異性はなく、また免疫学的記憶も有さな

い代わりに、異物侵入の際、早急にその排除に当たることができる特徴をもっ。こ

の機構は、顯粒球、マクロファージおよびナチュラルキラー様細胞などによる細胞

性防御機構、また補体やリゾチームなどの殺菌性タンパク質による液性防御機構に

よって担われている。穎粒球は細胞質内に存在する顯粒形態によって、通常、好中

球、好塩奉球および好酸球に分類される（Ainsworth，1992）。しかしながら、穎粒形態

は魚種によって様々であり、このように3種類に分類されないものもある（Ainswoτth，

1992）。アメリカナマズの穎粒球には好中球のみが存在する（Ellsaesserαα1．，1985）。

好中球は、炎症局所に最も早く浸潤する白血球とし七位置付けられている（Suzuki＆

Iida，1992）。好中球は貧食能を有、し（Secombes＆Fletcher，1992）、補食した異物を活性

酸素の産生によって殺菌する（Secombes＆Fletcher，1992）。これらの能力は、補体の

オプソニン化によって増強されることが認められている（Matsuyama　e∫α1．，1992）。最
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近の研究は、好中球がインターロイキンー1様の因子を産生し、免疫系の調節に関与

していることを示唆している（Verburg－van　Kemenadeαα1．，1995）。好塩基球および好

酸球の機能は現在のところよく知られておらず（Hine，1992）、食食能の有無について

も議論が別れている（Steinhagen＆Jendrysek，19941Temmink＆Bayen，1987）。これら

の細胞は血液中よりもむしろ腸管上皮等の組織内に多数認められている（Rombout8‘

α1．，1989）。マクロファージは多くの機能を備えた細胞である。マクロファージも貧

食能を備え（Secombes＆Fletcher，1992）、その能力は補体や抗体のオプソニン化で増

強することが知られている（Secombes＆Fletcher，！992）。炎症の際、好中球に続いて

炎硅局所に浸潤し（Suzuki＆Iida，1992）、浸潤したマクロファージは長期問そこに観

察される（lger＆Abraham，1990）。侵入異物に対して、マクロファージは集合化およ

び包囲化などによってある種の肉芽腫を形成することが知られている（Wolke，

1992）。インターロイキンー1様の因子の産生も観察されており、免疫系の調節に関与

していることが示唆されている（Verburg－van　Kemenadeαα1，，1995）。また、特異免疫

系の誘導に関与する抗原提示能も備えている（Velleloαα1、，1992）。ナチュラルキラー

（NK）様細胞は、寄生虫感染およびウイルス感染防御を担っているものと考えられて

いる（Moodyθ∫α1．，1985；Gravesβ1〆，，1985al　Gravesαα1．，1985b）。魚類のNK様細胞は、

一般的にnonspeci負c　cytotoxic　cells（NCC）と呼ばれ、形態学的に小型無顯粒リンパ球に

属する（Ev㎝s＆Jaso－Friedmann，1992）。抗体を介在させる傷害機構（ADCC）は存在し

ないものと、考えられている（Gravesαα1，，1985b）。NCC細胞表面上の抗原レセプター

は、分子量4．O－4．2万のVimentin様タンパク質からなるシグナル伝達分子であるものと

考えられている（Evansαα1．，19881Ev㎜sθ1α1．，19901Evansθごα1．，19921Harrisαα1．，

1992）。補体、C反応性タンパク質およびリゾチームなどの殺菌性タン六ク質は、血

中および体表粘液中に見いだされている（Alexander＆Ingram，1992）。これらの液性防

御因子は、侵入異物に対して直接的効果と共にオプノニン効果を示す（Alexander＆

Ingram，1992）。
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低温による魚類特異免疫能の抑制

　生息温度内の低環境温度域では、魚類の特異免疫能は抑制されることが知られて

いる（Bly＆i　Clem，1992）。これは、特異免疫系の中心的役割をしているTリンパ球が

温度に感受性を有するためである。通常、魚類防御能は侵入異物に対して抗体を産

生する（Ka甜ari，1992）。生息温度内の高水温域では、抗体の産生は速やかに行われる

が、低水温域では、抗体産生の抑制または遅延が起こる（Avtalion，1981）。低温による

抗体産生の抑制は、Bリンパ球による抗体の産生やマクロファージによる抗原提示能

の機能的低下ではなく、Tリンパ球の補助機能の低下によるものと考えられている

（B1ジ＆Clem，1992）。また、移植鱗片の拒絶反応も低温下では著しい遅延が起こる

（Hildemann，1957）。この拒絶反応は細胞傷害性丁リンパ球によるものと考えられてお

り（Hildemann，1957）、低温によるTリンパ球の細胞傷害能の抑制は、in　v〃ハoでも確認

されている（Verlhac，1990）。Tリンパ球の機能指標となるCon　Aを用いたマイトジェン

反応（Clem6ごα1．，1984）や、リンパ球混合反応（Millerαα1．，1986）も、低温により抑制

される。Tリンパ球はマクロファージ活性化因子を産生することが知られているが

（Graham＆SeGombes，1990）、このようなリンフォカイン産生能も低温下では抑制さ

れる（Hardieε∫α1．，1994）。図1に示したように、免疫系は複数の細胞問の相互作用に

より成立している。従って、Tリンパ球の機能低下はTリンパ球自身の役割だけでな

く、それに関わる多くの防御能（抗体産生、マクロファージの殺菌能の活性化等）に影

響を及ぼすことになる。

コイ好中球の形態学的特徴

　コイ穎粒球の分類は研究者によって見解が異なるが、好中球についてはいずれも

同一の形態学的特徴が示されている（Temmink＆Bayen，19871Bielek，19811Cenini，

1994）。好中球を分類する上で重要な形態学的特徴は、細胞質内の穎粒形態にある

（Temmink＆Bayen，1987）。コイ好中球は細胞質内に膜で囲まれた卵形の穎粒を多数
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有する。その穎粒には電子密度の高い棒状の芯が1－2存在する。細胞核は腎形または

分葉形を示す。コイ頭腎に存在する穎粒球は好中球を含め4種類存在することが知ら

れている（Temmink＆Bayen，1987）。好中球を除く3種類の穎粒球は、好中球に特徴的

な顯粒形態とは明らかに異なる顯粒を有する。3種類の穎粒球は、好塩基球、好酸球

およびこれらの顯粒球の穎粒を合わせもつ細胞に分けられる。好塩基球および好酸

球の穎粒を合わせもっ細胞の存在から、好塩基球および好酸球が同一系列の細胞で

あるという仮説が提唱されている（Temmink＆Bayen，19871Rombout6雄∠，1989）。最

近、これらの穎粒球とは異なる穎粒形態を持つ細胞が皮膚において観察された（Cross

＆巌atthews）。この穎粒球は、ニジマスで観察されているEGC（eosinophil　granule

cel1）（Vallejo＆Ellis，1989）と形態的および細胞の組織分布の点で類似している。細胞

化学染色も種々穎粒球の特徴を表す。コイ好中球は細胞内酵素であるペルオキシ

ダーゼおよび酸フォスファターゼ陽性を示す（Bayen，19861Suzuki，1986）。しかし、こ

れらの酵素は好中球に特異的なもので嫉なく、他の顯粒球にも存在する（Bayen，19861

Suzuki，1986）。脂肪染色に使用されるズダンブラックBは好中球を特異的に染色する

（図2）。Periodlc　acid－Schiff（PAS）染色は、好中球と他の穎粒球を区別する（Bayen，

1g861Barber＆Westermam，至978）。好中球はPAS陰性である。PAS陽性顯粒球（PAS－

GL）は好塩基球と考えられている（Suzuki，19861Barber＆Westermam，1978）。ギムザ

染色標本では、細胞質および核の形態を分類の基準として好中球を識別する（図3）。

即ち、好中球の細胞質は弱好酸性に染まるかまたは無色であり、顯粒は通常認めら

れず、核の形態は腎形または分葉形を示す。好塩基球の細胞質は脱穎粒したかのよ

うな無色の穎粒状のものが見られ、核は偏在して存在する（Suzuki，1986）。好酸球は

細胞質顯粒が好酸性に染色される（ただし、本研究では観察されなかった）。細胞の比

重は各穎粒球で異なる。好中球の比重はLO8－1，09g／mlであり、他の穎粒球はそれよ

り重い比重を持っ（Temmink＆Bayen，1987）。
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細胞傷害能

　細胞傷害能は、ナチュラルキラー（NK）活性を意味している。現在、医学の分野で

は、　‘‘NK活性は大型穎粒リンパ球の形態を有するNK細胞が持つ能力”という限定

された条件で用いられている（Saksela＠α1．，1979）。従って、本論文ではこの意味と混

同しないようにNK活性という表現を用いなかった。細胞傷害能は、ウイルス感染細

胞や腫瘍細胞などの異常細胞やある種の寄生虫に有効な防御能として位置づけられ

ている（Herberman＆0賞aldo，19811Hatcher　and　Kuhn，1982）。細胞傷害能は、抗原刺

激や抗体の関与を必要とせずに機能することができる（More甑θごα1．，1994）。従って、

細胞傷害能を有する細胞は貧食細胞同様に感染の初期に速やかに反応することがで

きる。細胞傷害能を有する細胞は、まず標的細胞に結合（接着）し細胞破壊の段階に入

る（Henkart，1985）。この結合の段階で破壊する対象を認識すると同時に傷害機構のス

ィッチが入るものと考えられている（Herbermanαα1．，1986）。細胞傷害は様々な機構

（穎粒内酵素等の脱顯粒による放出、活性酸素発生）により結合した標的細胞に対して

作用することが知られている（Kessel　and　Verhoe£1990）。細胞傷害能は多くの生物種

で認められている（Boiledieu＆Valembois，19771Parrinelloβ∫α1．，19931Yoshino＆

Tuan，19851Soderha11αα1．，19851Ghoneum　and　Cooper，19871Sieminski－Brodzina　and

M3shaly，19911Mandiαα1．，19851Hinumaαα1．，198Q）。しかしながら、認識に関与す

るレセプターや傷害の作用機序など、詳細な細胞傷害機構にづいては現在まで不明

な点が多い。
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によって黒く染色されている。a；リンパ球、bl好中球、Cl好塩基球、

dlマクロファージ、e；赤血球。

●轡
　　　　o

1卜』

　■　　　　［
　．

　　　■　　　■　　　　　　

　　『

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　● 』L＿

図3．コイ穎粒球のギムザ染色像。標本の固定は10％ホルマリンを含む

メタノールで行った。染色液は、市販のギムザ液（Merck　Co．）をpH6．4

のリン酸緩衝液で約100倍希釈したものを用いた。Al好中球（細胞質

は弱好酸性または無色であり、核は腎形または分葉形を示す）。

Bl好塩基球（細胞質は脱穎粒したかのような無色の穎粒状のものが見

られ、核は偏在している）。
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Tokyo i08, Japan 

(Submitted Januory 1995, Accepted May 1995) 

[]Abstract-This study demonstrates for the 

first time that carp (Cyprinl!s carpio) neutro-

philic granulocytes from the head kidney 

possess potent spontaneous cytotoxic 
activity against several human tumor cell 
lines. Carp head kidney cells isolated at a 

density of 1.09 gjmL contained more than 
90~/, neutrophilic granulocytes, These cells 

were round and approximately 10 um in dia-

meter with reniform or polymorphic nuclei 

and slightly eosinophilic cytoplasm when 
stained with Giemsa. Electron microscopy 

revealed that the cytoplasm contained 
numerous oval granules, some of which con-

tained a dense rod-shaped core. The neutro-

philic granulocytes readily formed 
conjugates with the human target cells and 

rapidly killed them. The neutrophilic granu-

locytes killed human derived target cells 
better than murine derived tirget cells. Inhi-

bition of cytotoxicity by catalase suggested 

that the production of H202 Is involved as a 

mediator in the cytotoxic reaction. The size 

and granularity of the carp effector celis indi-

cate that they are different from the small 

agranular nonspecific cytotoxic cells (NCC) 
described in the channel catfish. 

[lKeywords-Fish; Carp; Head kidney; 
Neutrophilic granulocyte; K562; 

Spontaneous cytotoxic activity; Natural 

kiiler activity; H202-
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Introductioh 

Cell-mediated killing is an important 
fundamental defense mechanism in the 
control of tumor cells and virus-infected 

cells. Cells possessing cytotoxic activity 

are found in many species From inverte-

brates to vertebrates (1-6). Hemocytes 
from the clam, Co?'biczda fu.Iminea, Iyse 

mammalian erythrocytes by a secreted 
hemolytic factor (7). Crayfish. Astacus 

astacus, have two cell types, granular 
and semigranular cells, which possess 
cytotoxic activity (8). Spontaneous killer 

(SK) cells from frogs, Rana pipiens, are 

similar in morphology to mammalian 
large granular lymphocytes (4). Periph-

eral blood mononuclear cells and gran-
ulocytes from chickens are able to lyse 

virus-transformed chicken cells (6,9). 

Mammals possess a number of different 
kinds of cytotoxic cells which include 
cytolytic immune T cells (10,11), mono-

cytes or macrophages (12,13), granulo-

cytes (1~~16) and natural killer (NK) 
cells (17119). Although cytotoxic activity 

has been described in fish (20-26), only 

one type of cytotoxic cell has been well 

defined and it is the small agranular 
nonspecific cytotoxlc cells (NCC) from 
the channel catfish (Jctahlrus punctatLls) 

(27-29) . 

In the present study, neutrophilic gran-

ulocytes from carp head kidney were 
characterized and found to possess a 
potent spontaneous cytotoxic activity 

31 5 
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toward several mammalian tumor cell 
l ines. 

Materials and Methods 

Fish 

Carp, Cyprinus carpio, weighing 
approximately 250 g were used for this 
study. The fish were maintained in 40 L 

tanks with running water at a temperature 

of 25+ 1'C. The fish were fed a commer-
cial pellet diet to satiation twice a day. 

Me d ium 

Cell cultures were performed in RPMI-

1640 (Nissui Pharmaceutical Co.) supple-

mented with 100/* heat-inactivated fetal 

bovine serum (FBS: Commonwealth 
Serum Laboratories), 1.4 mM sodium 
bicarbonate (NaHC03), 4 mM L-gluta-
mine, 100 units (U)/mL penicillin and 100 

ug/mL streptomycin, 

Ce!Z Preparations 

Fish were anesthetized in water con-
taining 100 ppm ethyl 4-aminobenzoate 
and effector cells =were aseptically pre-

pared from the head kidney. Cell suspen-

sions were prepared by gently presslng the 

tissue through a 150-gauge mesh stainless 

steel sieve in 10 mL of RPMI-1640 
without FBS. The cells ~vere ¥vashed 
twice with RPMIL1640 containing lO"/o 
FBS at 800 xg for 5 min at 4'C. Washed 
cells were then applied to a discontinuous 

Percoll (Sigma Chemical Co.) density 
gradient of 1.065, l.08 and 1.09 glmL 
and centrlfuged at 350 xg for 20 min at 
4'C. Cells at each of the three interfaces 

were collected and washed twice with 
unsupplemented RPMI-1640. The effector 
cells from the three fractions were sus-

pended in 2 mL of RPMI-1640 containing 
10"/o FBS and incubated for 12 h at 25'C 

O. Kurata et ai. 

until used; preincubation has been shown 

to enhance the activity of effector cells 
(26) . 

Before use, the effector cells were 
counted and brought to a concentration 
of I x l07/mL in RPMI-1640 containing 

100/0 FBS. The viability of cells was 

greater than 950/0 as determined by 
trypan blue exclusion. 

Ta/'get Cdls 

Seven human and murine tumor cell 
lines were used as' targets and include; 
K562 (human chronic myelogenous leu-

kemia), HL60 (human acute promyelo-
cyte leukemia), Molt4F (human T cell 
acute lymphoblastic leukemia), Hela 
(human uterocervical carcinoma), Daudi 

(human Burki tt's lymphoma) . P8 1 5 

(mouse mastocytoma) and YAC- 1 
(mouse molony virus induced T cell 
lymphoma). With the exception of Hela 
cells, the cell lines were maintained in 

RPMI-1640 containing 10'/o FBS at 37'C 

under 5"/o C02. Hela cells ¥vere main-

tained in Eagle's minimum essential 
medium (MEM; Nissui Pharmaceutical 
Co.) using the same conditions. Because 

Hela cells are adherent, these cells ¥vere 

treated with 0.lo/* trypsin and 0.02"I* 
ethylenediaminetetraacetic acid in Ca2+ 
and Mg2+ free-phosphate buffer saline 

before used. The suspended Hela cells 
¥vere used as other nonadherent target 
cells for cytotoxicity assay. 

Assay fol' Characteristfcs of 

Cytotoxic Activity 

Target cells (3 >< I06) were labeled with 

3.7 MBq of Na 51Cr04 (Japan Atomic 
Energy Research Institute) for 1.5 h at 

37'C. The labeled cells were washed three 

times with unsupplemented RPMI-1640 
and dlluted to 2rx l05 cells/mL in RPMI-

1640 containing 10"/o FBS, The cell 
suspension (lOO uL/well) was added to 
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round bottowL 96-well micratiter plates 

(Corning Labs. Inc.). Thereafter, effector 

cells (100 uL) were added to each well, 

resulting in 50:1, 25:1 and 10:1 ratlo of 

effector to target cells (E:T ratio). After 

incubation at 25'C for the indicated times, 

supernatants (200 uL) were harvested with 

an automated supernatant coliection 
device (Skatron) and radioactivity mea-

sured using an automated gamma counter 

(Shimazu RAW-300). Radioactivity of 
supernatants from target cells without 
effector cells and from target cells lysed 

with detergent (100/0 7X, ICN Biomed-
icals) served as spontaneous and max-
imum release controls, respectively. Each 
value for 51Cr-release is the mean of 

triplicate wells. The percent cytotoxicity 

was calculated as follows: 

Cytotoxicity 9~(o = 

(Test release) - (Spontaneous release) 

(Maximum release) - (Spontaneous release) 

>< 100 

The kinetics of cytotoxicity weLs deter-

mined at 0.5, l, 2, 4, 6 and 8 h after the 

cffcctor cells and K562 cells were m{xed. 

The assay was performed at an E:T ratio 

of 10:1 at 25'C. 

The followlng were performed in order 

to investigate cytotoxic effects of super-

natants from co-cultured effector cells and 
K562 cells. Effector cells (5 x l06) were co-

cultured with K562 cells (1 x l05) jn 500 

~L RPMI-1640 containing lO"/. FBS in 
Eppendorf microfuge tubes. K562 cclls 
cultured in absence of effector cells and 

effector cells cultured in absence of K562 

cells were used as controls. The tubes 
were incubated at 25'C. After incubating 

(0.5, 1, 2, 3 and 4 h), the tubes were 

centri^ruged 2~t 800 x g for 5 min at 4'C 

and cell-free supernatants Y/ere harvested. 

The supernatants (100 uL) were added*to 
51Cr-1abeled K562 cells (2x l04jIOO ~LLl 

well) in 96-well round bottom microtlter 

plates, and the plates incubated for 4 h at 

25'C. The percent 51Cr-release was mea-

sured as mentioned above. 

In additional experiments, catalase 
(from bovine liver; 19,900 U/mg; Sigma 

Chemical Co.) as an inhibitor of H202, 

superoxide dismutase (SOD from bovine 
erythrocytes; 4200 U/mg; Sigma Chemical 

Co.) as an inhibitor of 0~, sodium azide 

(NaN3) and sodium cyanide (NaCN) as 
inhlbitors of myeloperoxidase (MPO), L-

alanine, glycine and L-serine as scavengers 

of hypochlorous acid (HOC1) were used. 

Each of the reagents was added when 
target and effector cells were mixed and 

their effects on cytotoxicity were exam-

ined. It was established by trypan blue 
exclusion that these reagents did not kill 

the efrector cells (~ata not shown).. 

Morphological Observations 

For light microscopy, the effector cells 

v/ere stained with Giemsa. The following 

were performed for transmission electron 

lr}}croscopy. The cells from the density 

interface of 1.09 g/mL were fixed with 
2.5"/* glutaraldehyde in 0.1 M phosphate 

buffer (pH 7.6). After 90 min, the cells 

were washed eight times in 7.5"/, sucrose 

In 0.1 M phosphate buffer and postfixed 

with l'/. Os04 in phosphate buffered 
saline for 90 min. The cells were then 
dehydrated in graduated ethanol concen-

trations and embedded in Epon 812. 
Ultrathin scctlons were stained with 
uranyl acetate and lead acetate. 

To observe conjugation of the fish 
cffector to K562 cells, the following ¥vas 

performed. Cells from the 1.09 glmL 
fraction (1 x l05) and K562 cells (1 x l05) 

were mixed in 200 uL of RPMI-1640 
containing 10'/* FBS. After incubation 

for I h at 25'C, scLmples were prepared 

according to the above methods for light 

and transmission electron microscopy. 
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Results 

Characte,'istics of Cytotoxic Activity 

The effector cells at the density inter-

faces for 1.065, 1.08 and 1.09 glmL 
demonstrated cytotoxicity against K562 
cells (Fig. 1). The effector cells from the 

l.09 g/mL fraction demonstrated the 
highest degree of cytotoxicity (78.9*/, at 

an E:T ratio of 50:1, 74.2"/o at 25: 1, 62.50/0 

at 10:1). In contrast, the effector cells 

isolated from the 1.065 and 1.08 glmL 
interfaces showed much less cytotoxicity 

(4.6*/o and 16,8"/o at 50:1, respectively). 

The effector cells from the 1.09 glmL 

fraction rapidly ly~ed K562 cells with 
significant killing occurring within the 

first 2 h; a plateau was reached after 4 h 

(Fig. 2). The level ofcytotoxicity observed 

after 2 h was only slightly less than that 

seen at 4 h. 

Cytotoxicity of the effector cells from 

the 1.09 g/mL fraction against seven 
different mammalian target cells is 
shown in Figure 3. The cytotoxicity was 

at high levels against the human K562, 

HL60, Daudi and Hela cells, at a mod-
erate le¥'el against Molt4F cells, and at 

low levels against the murine P815 and 
YAC-1 cells. The effector cells in the 1.09 

g/mL fraction killed human derived target 

cells better than murine derived target 
cells, 

Supernatants from 1.09 g/mL carp 
effector cells co-cultured with K562 cells 

at various incubation periods (O.5, 1, 2, 3 

and 4 h) showed no cytotoxic effects 
against K562 cells (data not shown). 

Addition of catalase partially inhibited 

the cytotoxicity of the-effector cells from the 

1 .09 g/mL fraction against K562 target cells 

L-Alanine and glycine gave a very small level 

of inhibition and the other reagents gave no 

inhibition (Fig. 4). Addition of concen-

trated catalase (400; ugl200 uL) almost 

completely inhibited cytotoxicity when 
assayed at an E:T ratio of 2.5:1 (Fig. 5). 

However, inhibitionbyhighconcentrations 

of L-alanine and glycine (40 mM) was 
minimal even when assayed at a ratio of 
1 .25: I (data not sho~;n). 

1 oo 

r~ >~OO 

,J 
>1 
+J 
'~~ 

~ SO 
4J 
o 
4J 
>' 

u 

-O 

~ O:~ ZS:1 SO:~ 

EffectOr : Target Celi ratiO 

Figure I . Cytotaxicity af carp effector cel[s from three fractions (1 065:O - - O , I .081 0-0, I .og: 

O-O) separated by Percoll density g radients centrifugation. K562 cells were used as a target 
cell. 
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Figure 2. Kinetics of cytotoxicity by carp effector celis in the I ,09 g/mL fractian from fish I (O) 
and fish (O). K562 cells were used as a target cell. 
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Figure 3. Cytotoxicity af carp effector cells in the I .09 g/mL fraction against seven mammalian 
target cells. This cytotoxicity assay was performed at an E:T ratio of 10:1 for 4 h. F}esults are 
expressed as the mean ~ SD of cytotoxicity from three experimental fish. 
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Figure 5. Effects of catalase (O, 50, 100, 200, 400 ugl200 ~L) on the cytotoxicity of carp effector 
cells in the 1.0g g/mL fraction from fish A (O) and fish B (O). F(562 cells were used as a target 
cell. This cytotoxicity assay was performed atan E:T ratio of 2.5:1 for 2 h. Results are expressed 
as the mean ~SD of cytotoxicity of triplicate samples ffom individuals. Significantly different 
from non-addition af catalase (O ug/200 uL) (Stvdent's t-test, ':p <0 005, ": p <0.0005). 
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Morphologica! Observations 

Cells at the interface densities of 1.065 

and 1.08 g/mL consisted of lymphocytes 
(L), granulocytes (G) and macrophages 

(M) and cells at the interfaoe density of 

1.09 g/mL consisted of lymphocytes and 

granulocytes. The proportions of the cells 

from five indlvidual carp averaged 
92(L) : 5(G) : 3 (M) , 8 9(L) : 6(G) : 5(M) and 

9(L):91(G) in the density fractions of 
1.065, 1.08 and 1.09 g/mL, respectlvely. 

The granulocytes in the 1.09 g/mL frac-

tion v~'ere morphologically uniform-
round-shaped cells (approximately 10 
~m in diameter) with reniform or poly-
morphic nuclei and a slightly eosinophilic 

cytoplasm when stained with Giemsa 
(Fig. 6). Electron microscopy revealed 

that the cytoplasm was filled with 
numerous oval granules. Some of the 
granules contained a dense rod-shaped 
core (Fig. 7). 

Conjugation of the granulocytes-K562 

cells was observed by both light and 
transmission electron microscopy (Fig. 

8). Conjugated granulocytes showed the 

same characteristics as the granulocytes 

present in the 1.09 g/mL fraction, with the 

shape of the conjugated granulocytes 
being irregular. 

Discussion 

The head kidney cells from the 1.09 gl 

mL fraction contained 91 o/o granulocytes 

and 90/0 Iymphocytes and possessed a 
potent spontaneous cytotoxic activity 
against a variety of human tumor cells. 

In contrast, cells from the 1.065 and 1.08 

g/mL fractions were lymphocytic rich 
(approximately 900/0 Iymphocytes) and 
showed low cytotoxicity for the target 
cells used. It was confirmed by light and 

electron microscopy that the granulocytes 

' ~; 

~ ;~~~:1'1" _~?1' 

: '-~:.... __ ~ .,i;~~~'~b_ 

b 

Figure 6' A I ight micrograph of the carp neutro phi lic granulocytes in the 1 

1 o um)' The nuclei were renitorn (a) or polymorphic (b)' 

28 

.09 g/mL fraction (bar; 



322 O Kurata et al. 

, *_~'~xs~t;'L~'~;~ - 

r t :~~~* ~~~~ ~~1;~~' ^'_' '~' '="'~' 
i'~-'~~~<r'~; 

~:'~*L*'~ 
~t '~~;~~*}*LL'+~~'^'~~~~~~~*¥* 

*' ~*~~; *'* ' ='t-*-:* ~ ~'- -' ' -+*' *- +~'*i'*~Il~: " '~ {' i;;i '{"~ } ~~"I*:'{i~,~:~~+~~{**'f*_. 
**;~:~i'i_~;~~';::~~'~j' ~~ *'~;** 

d ~: ~; ~~*e'~ ~ =' 
*~~:~1/~ ~ 

*~~~*_*_*~;'~++*~"* ' i ' ' ' ?'~:" + ' ' ' * ' ' 

~~J r 

~i;(f;~;~IftL'~~ : 
/ i~;':!~":'_ J' ; 

"~i~'tie!'r~'~~)~;'~; ; ~ 
~~~ I~;'1~:(~ s~~;r$~~l'l~7~~:L ~ 

~~i ~~:'-"!5h~i~~~~:'~:L~~h~~~'~{1;;~r~jL~e~~~~~; . 

~"LJ~~~l ~~~~'-L:¥ 

' L ~'bl ' ~~'~~i~~T::: '~_~~~~ 
;'}!x~~~'~~;'~ ~":?~ ; ~r~l~'~2~~~~~"F~~'_ 

~~;t " 'F~5~~ 
": ~'l~11'~~r~;" :~~~{:i-;;L i~~-1~ ' / 

~! I ';~i~{z~; 

~ ~: 
a 

~l:~:~~s~/~l2 

'L !;~{~; 

L*,.,j 
t~~~'t'~~~"~- ~ ~dl 

' ' ~i;.7~;~. ~.~!,~'~:t:?~:'~t:~~F~"~~e~~~ "L i~,~~~:~ ~~ t! 

"~' ' "" ~l;~~!; ~' t 

-~~~~ 
Figure 7. Electron micrographs of the carp neutrophilic granulocyte from the I 09 g/mL fraction 
(bar; 2 um). The cytoplasm was filled with numerous oval granules (G) which contained a dense 
rod-shaped core (!) . 

conjugated with the mammalian target 
cells. These results clearly indicate that 

carp granulocytes are prlmary spon-
taneous cytotoxic cells. 

Carp granulocytes in the head kidney 
have been classified into four types by 

Temmink and Baync (30). Thcy found 
that neutrophillc granulocytes have a 
density of 1.08-1.09 g/mL as determined 

by density gradient centrifugation wlth 

Percoll. The other three granulocytcs 
types all had greater densities. In addi-

tion, carp neutrophilic granulocytes are 

characterized by numerous cytoplasmic 

granules which possess a dcnse rod-
shaped core. Such granules arc not 
found in mammalian neutrophils (31), 
The granulocytes observed in this study 
were identified as neutrophilic granulo-

cytes based upon the presence of granules 

with a dense rod-shaped core and the cell 

density (1.08-1.09 g/mL). The granulo-

cytes also showed some characteristics of 

neutrophilic granulocytes such as being 

phagocytic against E. co!i and positive 

with Sudan black B staining (data not 
shown). However, spontaneous cytotox-
icity of the carp neu~rophilic granulocytes 

against Inammalian tumor cells has not 

been prevlously described. Cytotoxic 
function of the other granulocyte types 

was not determined because of the diffi-

culty in collecting sufficient numbers of 

these cells in the ab~ence of contaminating 

erythrocytcs. Based upon morphological 

aspects, the carp neutrophilic granulo-

cytes are clearly different from the small 

agranular NCC originally described from 
the channel catfish (27). 

In contrast to the slow lysis of tumor 

cells by mamlnalian granulocytes (14,32), 

carp neutrophilic granulocytes rapidly 

lyscd target cells. This finding implies 

that the specific cytotoxic mechanism 
used by carp neutrophilic granulocytes 

may differ from that used by mammalian 
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Figure 8' MicrographS of coniugation of the carp neutrophilic 9ranulocyte and ~(562 cell in light 
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formed as described in Fi9s' 6r 7' The granu[es (G) contained a dense rod-shaped core' 

A number of dlfferent neutro hlhc ranuloc tes kllled the granulocytes. 

cytotoxic mechanisms havc bcen 
described for mammalian cytotoxic cells 

(32-34). Lysis of target cells by natural 

killer (NK) cells presumably involves the 

recognition of N=K target structures and 

NK negative target structures via recep-

tors (33,35). In this study, the carp 
neutrophilic granulocytes were found to 

form conjugates with the target cells 
suggestirig the existence of target recog-

nition receptors. It is also assumed that 

the carp neutrophilic granulocytes lyse 

via conjugation with the target cells. This 

notion Is supported by the finding that 

culture supernatants from co-cultured 
granulocytes and K562 failcd to sho¥v a 
direct cytotoxic effect against K562 cells, 

It is also known that the cytotoxic 
reaction of fish NCC requires contact 
with a target cell for lysis to occur (28). 

The target recognition receptors on carp 

neutrophilio granulocytes may have a 
specificlty for human cells, because carp 

neutrophllic granulocytes 
human cell lines very effectively but not 

the murine cell lines. The mechanism 
whereby the carp neutrophilic granulo-
cytes recognize the targets is not known. 

Lysis of target cells can be performed by 

various lytic mediators which include 
granule proteins, e.g. perforin (36), gran-

zyme A (37) and defensin (38), and toxlc 

oxygen metabolites (13,32). Since cyto-

toxicity by the carp neutroph{lic granu-

10cytes ¥vas inhib,ited by catalase, it is 

asSUmed that HI02 may be involved in 
the lysis of the target cells. Toxic oxygen 

metabolites are important effectors in 
bacterlal and tumor cell killings by mam-

mallan granulocytcs (39~~2), Particularly, 

oxidized halogens ¥vhich are powerful 
cytotoxic mediators in mammalian granu-

10cytes (32). Human neutrophil generates 

HOCI from H202-MPO-C1~ system, and 
utilizes this compound to destroy tumor 

cells (40~2). It is known that carp neu-

trophilic granulocytes posscss peroxidase 
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in their granules (43,44). However, inhibi-

tion of cytotoxicity of the carp neutrophilic 

granulocytes did not occur by addltion of 

MPO inhibitors (azide and cyanide) or by 

addition of the HOCI scavengers (L-ala-

nine, glycine and L-serine). These results 

suggest that the carp neutrophilic granulo-

cytes may not use HOCI generated by the 

H202-MPO-halide system for destruction 
of target cells and, therefore, may have a _ 

different cytotoxic mechanism than that of 

human granulocytes. 
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As in mammals fish neutrophilic granulocytes migrate more quickly than macrophages 

during the acute phase of inflammationl) and phagocytose microorganisms2). Recent 

research demonstrated that neutrophilic granulocytes from common carp Cyprinus carpio 

showed spontaneous cytotoxic activity against human leukemic cells as well as phagocytic 

activity3)_ This capability of carp neutrophilic granulocytes is interesting to fish defense 

mechanisms. Therefore, it is necessary to examine spontaneous cytotoxic activity of 

neutrophilic granulocytes in other fish species. 

In this study, spontaneous cytotoxic activity of neutrophilic granulocytes in ginbuna 

crucian carp Carassius auratus langsdorfii and channel catfish lctalurus punctatus were 

investigated, by using common carp as control. Four ginbuna crucian carp (weighing 80-

95g) obtained from National Research Institute of Aquaculture, four channel catfish 

(weighing 150-300g) from a private farm and four common carp (weighing 130-180g) from 

Yoshida Research and Experimental Station of Tokyo University of Fisheries were kept in 

40 Iiter tanks with running water at temperature of 25 i I~C. Fish were fed to satiation 

twice a day with commercial pellet. Neutrophilic granulocytes were used as effector cells 

for cytotoxicity assay. Neutrophilic granulocytes were separated from the head kidney on 

discontinuous density gradients of Percoll (Pharmacia, Sweden) according to the method 

previously described3' 4). The head kidney cells were applied to the discontinuous density 

gradients (1.065, 1.08 and 1.09 g/ml for ginbuna crucian carp and common carp, 1.065, 

l.07 and 1.08 g/ml for catfish) and centrifugated at 4~C for 20 min at 350 Xg for ginbuna 

crucian carp and common carp, and 300 Xg for catfish. Neutrophilic granulocytes of 

ginbuna crucian carp and common carp were in the interface of 1.08-1.09 g/ml and that of 

catf{sh were in the interface of 1.07-1.08 g/ml. The effector cells were stained with Giemsa 

and Sudan black B, and observed under light microscopy to identify the cell types. A 51Cr 
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release assay was adopted to determine the cytotoxicity of the effector cells. K562 (human 

chronic myelogenous leukemia) cells, which were often used for cytotoxicity assay of fish 

leucocytes5) were used as target cells. The mixture of effector and 51Cr-1abeled target cells 

were incubated for 4 h at 25~C in 96 well microplates of round bottom (Corning Labs. 

Inc.). After incubation, supernatants were harvested and the radioactivities were measured. 

The percent cytotoxicity was calculated as previous described3) 

Percentages of neutrophilic granulocytes in the effector cells of ginbuna crucian carp, 

channel catfish and common carp were 85.50/0, 86.30/0 and 95.00/0, respectively, with others 

compri~ed of mainly lymphocytes. Cytotoxicities of neutrophilic granulocytes from three 

species were shown in Fig. 1. In ginbuna crucian carp, effector cells composed of 

neutrophilic granulocytes showed cytotoxicky against K562 target cells (approximately 

640/0 at an E:T ratio of 50:1), while lymphocyte-rich fraction (1.07-1.08 g/ml including 

73.90/* Iymphocytes) expressed low cytotoxicity (approximately 15 o/o at an E:T ratio of 

50: l). This result indicated that neutrophilic granulocytes of ginbuna crucian carp also 

possess spontaneous cytotoxic activity as well as common carp. On the contrary, effector 

cells fiHed with neutrophilic granulocytes (fraction of 1.07-1.08 g/ml) from channel catfish 

showed extremely low or no cytotoxicity against K562 target cells. Lymphocytes fraction 

(~ 1.065 g/ml) of catfish including nonspecific cytotoxic ceHs (NCC) which are defined as 

small agranular lymphocytes showed cytotoxicity (data not shown). These results suggest 

the different cytotoxic activity of neutrophilic granulocytes among fish species. 

Spontaneous cytotoxic activities of neutrophilic granulocytes still need to be investigated 

with other target cells as well as other fish species for a better comprehension of this 

activity in fish. 
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environmental temperatures 

Osanlu Kurata, Nobuaki OkamotO*, Eri SuZumura, NatSUmi Sano, 

Yayoi lkeda 
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Abstract 

To assess cytotoxic activity of carp (Cyp,'inus carpio), head kidney leukocytes were examined 

wiLh special reference to the effects of rearin*' water temperature and of assay temperature. Leukocytes 

as effector cells were separated from head kidney using Histopaque 1077 and cytotoxic activities were 

measured by the release of 51Cr from target cells which were K562, human chronic myelogenous 

leukemia cells. Cytotoxic acti¥'ity of leukocytes from carp kept at higher temperature (25'C) was 

10wer at lower assay temperature ( lO'C) than at higher assay temperature (25'C) . However, activity 

from carp acclimated to low temperature ( 10'C) increased on lO'C assay and decreased on 25'C 

assay. Cellular composition of effector cells changed in connecLion with the above phenomenon. In 

carp acclfmated to 10'C, small lymphocytes decreased while the others, e.g. Iarge lymphocytes, 

~ranulocytes and macrophages, increased. Accommodaiion of carp natural killer-like cells to envl-

ronmental temperatures may be re_~ulated by changing the cellular composltion of effector cells. 

KeyTt'o,~ds: C.~,p,~i!II!s ca,pfo; Leukocytes; Natural killer activit),; Temperature; Accommodation 

1. Introduction 

The immune response of fish which are poikilothermic is influenced by environmental 

temperature. T-lymphocytes of flsh are responsible for specific immunity by helping anti-

body production (Miller and Clem, 1984), reject transplantation (Hildemann, 1957), 

respond to some mitogens (Clem et al., 1984) , and possess specific cell-mediated cytotoxic 

activity (Verlhac et al., 1 990) . The functions are suppressed at low envircnmental temper-

atures. The killing activity of phagocytlc cells is also suppressed at lower temperature, but 

endocytosis is not (MacArthur and Fletcher, 1985) . To prevent infection by pathogens at 

*CorTespondin_~ author. 
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SSDJ0044-8486(94)00282-7 

40 



422 O Kur(7ta et a!. IAqu(~c~(!ture 129 (1995) 421~24 

low temperature, fish may ha¥'e alternative mechanisms from cell functions suppressed at 

those temperatures. In this study, the effect of low enviroril~lental temperature on natural 

killer actlvity was investigated [n carp ( C);prinus carpio) and'the slgnificance of Lhe natural 

kil]er-1ike ceJls at low environmental tenlperature is discussed. 

2. Materials and methods 

Carp (C)'pri,zus ca,pio) of both sexcs and weighing 100-300 g were used. Fish wcre 

maintained in 40-liter tanks with rum~ing water at a temperature of 25'C over 2 weeks. To 

study the cffcct of lo¥~'er cn¥'ironmcntal tcmpcrature, rlsh were acclimated to lO'C for I , 7, 

39 and I 12 days. Fish ¥vcre fed a commercial pclleted dlet. 

Cells prepared by gently presslng hcad kidney tbu'ough 1~~0-gauge mesh stainless-steel 

sieves ¥¥'ere suspended in 10 ml of RPMI-1640 without fetal bovine serum (FBS). The 

cells ¥vere washed 2 times with RPMI-1640 without FBS at 800Xg for 5 min at 4'C, 

ovcrlaid onto Histopaque 1077 (Sigma) and centrifuged at 450Xg for 40 min at 15'C. 

Cells at the interface were colJected as effector cells and washed with RPMI- 1 640 wiLhout 

FBS. Thc effector cells were incubated in RPMI- 1640 cQntaining 10% FBS for 12 h at the 

same temperature as the fish were reared. 

Cytotoxicity o f effector cclls from experimental fish was measured by 51Cr rclease assay. 

K562 (human chronic myelogcnous leukemia) cells were used as a Larget for fish effector 

cytotoxic cells. Thc 51Cr-labeled K562 target ccll suspension (2 X ~ 05/ 100 ~el) was deliv-

ered to each well of 96-~¥'e]1 round bottom tissue culture plate (Corning) In 100 u1. 

Therearter, effector ceHs ¥vere added to several wells in 100 u1 volumes at a 50 : I raLio of 

effector to target cells. The plates were incubated at 25'C or 10'C. After 4 h, radioactivity 

of supernatants was llrleasured using an automated gamma-counter (Shimazu Raw-300). 

Radioactivities of supernatants of target cclls without effector cells and of target cells 

destroyed by a detergent ( I O% 7X. ICN Biomedicals) served as spontaneous and maximum 

release controls, respectively. 

Each value of the 5 1 Cr releasc was a mean from triplicate wells and cytotoxicity percentage 

was calculated as follo¥vs: 

Cytotoxlclty o/o ~ (Test rclease) - (Spontancous relcase) X 100 

~ Nlaximum release) - (Spontaneous release) 

The ¥Velch t-test ¥¥'as ehlploycd 1'or an~lysing the data f'or differences of cytotoxicity bet¥vecn 

25'C and 10'C assays. 

The effector cells were stained ¥vith Giemsa and the proportion of leukocyte populations 

in effector cells was detern~ined by examining a total of 1000 cells in each specimen at 

x 1000 magni~cation. 

3, Results 

Cytotoxicity of eff'ector 

59. I ~ 13.4c/o (mcan ~ s.d.) 

cells from carp kept ert 25'C showed higher activity of 

at 25'C assay tcmpcrature and lower activity of 28.3 ~ 9.7alo 
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Fig. I . Cellular composition ( upper panei) and difference in cytotoxicity bet¥veen 25'C and lO'C assay (lower 

panel) of effector cells of carp acclimated from 25'C to 100C. These data we_re from 4 fish. Cellular colriposltion: 

! small lymphocyte; E] loJrge lymphocyte; [] granulocyte; ~;.*i macrophage. Ditferences in cytotoxicity: mean ~ s,d. 

calculated from the difference bet¥veen 25"C and 10'C assays in individuals. Significanrly different frorn day O 

after acclirnation to I O'C: *P < O.05, **P < 0.01, ***P < O.OOI . 

¥vhen assayed at I O'C. Effector cells from carp at lower environmental temperature ( I O'C) 

lysed the target cells during assay at 10'C stronger, as the fish were kept longer at 10'C. 

The cytotoxicity in flsri acclimated to lO'C for I day did not=differ when assayed at elther 

25'C or I O'C from that of fish reared at 25'C. The level of cytotoxicity using the 10'C assay 

achieved the same as the 25'C assay after 7 days of acclimation and was higher than that 

of the 25'C assay after I 12 days. The activities of effector cells assayed at 25'C and 10'C 

after 1 12 days of acclimation ¥vere 22.4 ~ 25.5 and 45.2 d: 25.0%, respectively, and was the 

converse to those from fish kept at 25'C. The differences of cytotoxicity in assays performed 

at 25'C and 10'C indicate that natural killer activity of carp accommodated to lO'C (Fig. 

1). 

The proportion of leukocytes in effector cell populations changed as fish were acclimated 

to the lower envlronmental temperature ( lO'C) (Fig. I ) . Large lylnphocytes, granulocytes 

and macrophagcs increased and small lymphocytes decreased in proportlon, compared with 

the population of effector cells from carp held at thc higher temperature (25'C) . 

4. Discusslon 

In general, It is known that low temperature is suppressive to varlous immune responses 

in fish (Avtalion, 198 1 ) . Ho~¥'ever, in carp, natural killer activity was not suppressed but 

accommodated a lower en¥'ironmental temperature. The natural killer activity adjusted to 

function better at 10'C as carp acclimated to 10'C. The proportion of leukocytes in effector 

cells changed as flsh were kept longer at lO'C. At least tv/o kinds of morphologicaHy 

identirled cells in caFp leukocyte popu]ations ha¥'e cytotoxic.ity against K562 target cells 

( data not sho¥¥'n ) . These results suggest that accommodation of carp natural killer-like cel Is 

to cnvironmcntal tcmpcl~aturcs is rcgulzltccl by changes in the compositlon oi' ei'foctor cclls. 
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The system of carp natural killer activity is specific to poikilothermic animals and the 

defense mechanism ma)' be important as an alternative function to other immune responses 

that are suppressed by low temperature. 
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第2節　細胞傷害能を有するコイ好中球の環境温度への順応性
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要約

　細胞傷害能を有するコイ好中球の環境温度への順応性について調ぺた。25℃で30

目間飼育されたコイ頭腎から比重分離により得られた好中球の細胞傷害活性は、

25℃の傷害試験で示された活性値が10℃の傷害試験で示された活性値より高い値を

示した。また、標的細胞結合率も同様な傾向であった。25℃飼育コイの好中球の細

胞傷害能および標的細胞結合能は飼育温度である25℃下でより機能を発揮した。

25℃で飼育されたコイを10℃に馴致し、その後の細胞傷害活性および結合率を調べ

た。’10℃馴致4日後では、好中球の傷害能および結合能は25℃で長期間飼育されたコ

イと類似の傾向を示したものの、10℃への馴致期間が長くな．るに従い、好中球の傷

害能および結合能は飼育温度である10℃下でより機能するようになった。好中球の

傷害能の10℃への順応性は順応指標により評価された。10℃に順応したコイを再び

25℃に馴致することによって、これらの機能は25℃下でより．発揮するようになり、

温度順応性は可逆的であった。頭腎白血球における好中球の占める割合もまた、

100Cへの馴致によって変動した。10℃の馴致期間が長くなるに従い、好中球の比率

は上昇し、25℃の再馴致によって、好中球の比率は低下した。低温下の魚で、細胞

傷害能や標的細胞結合能を低温に順応させることができる好中球の比率が上昇した

ことは、低温に対する魚類の生体防御反応の一っと思われた。

45



序論

　魚類は変温動物であるために、その生理機能は環境温度と密接に関係している。

免疫系も例外でなく、これまで、生息温度域内における低水温域では、魚類の免疫

能は抑制されることが示されてきた（Bly＆Clem，1992）。中でも抗体産生能に及ぼす

低水温の影響に関する研究は多く（Avt＆lion，1981）、10℃という低水温下では、コイの

抗体産生能は顕著に抑制されることが知られている（Avtalion，19691斑jkers8故／．，

！980）。低温による抗体産生能の抑制は、ヘルパー丁細胞の機能低下が原因であると

考だられている（Miller＆Clem，1984）。ヘルパー丁細胞以外に、細胞傷害性丁細胞の傷

害能も低温下では抑制されることが知られている（Ve曲ac訂α1．，1990〉。また、丁細胞

はマクロファージ活性化因子（MAF）を産生すると考えられており（Graham＆

Secombes，1990）、この産生能も低温下で抑制される（Hardie脅1α∠，1994）。このように、

魚類では主に丁細胞が温度に感受性を示し（Clemαα／．，19841Millerθ盈1．，1986）、丁細

胞を中心とする免疫系は低温下では抑制されることが示されている。一方、最近の

研究は、好中球の貧食および殺菌能（Collazosαα1．，1994）、マクロファージのMAF感

受性（Hardieαα1．，1994）、そしてナチュラルキラー様細胞による細胞傷害能（Kurataα

α1，，1995α）が環境温度に順応することを明らかにしている。これらのことは、低温下

の魚類生体防御における非特異免疫機構の重要性を示すもめである。非特異免疫機

構の一端を担う好中球は、初期防御の第一線で活躍する防御細胞として重要である

（Suzuki＆Iida，1992）。好中球が貧食能だけでなく細胞傷害能も有することがコイに

おいて明らかになった（Kurataαα1．，！995わ）。この興味深い事実から、好中球の生体

防御における役割を今後さらに重要視する必要がある。本研究は、細胞傷害能を持

っコイ好中球の環境温度への対応について検討するために、25℃（コイの抗体産生に

おける最適温度；Avtalion，1981）および10℃（コイの抗体産生を抑制する温度l　Avtalion，

1981）の2つの温度を設け、飼育温度、飼育期間および細胞機能試験温度の3っの要因
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を組み合わせた実験を行った。

材料および方法

供試魚

　魚体重100－300gのコイを本実験に使用した。実験魚は401水槽に収容し、水温

25±1℃、流水式で1ヶ月間予備飼育した。低水温の影響を調べるために、実験魚は

新しい水槽に移し、約12時間かけてIO℃に馴致した。馴致4日、14日、28日、48目お

　チよび77日後に実験魚を取り上げ、各実験に供試した。また、10℃で50目問飼育した

実験魚を約12時問かけて25℃に馴致し、馴致7目および14目後に各試験を行い回復状

況を調べた。各試験には4尾ずつを供試した。飼育期問中、実験魚には市販の飼料を

1目2回飽食量与えた。

細胞培養

　細胞培養には10％牛胎児血清（FBS：Commonwealth　Serum　Laboratories、56℃、30分

間熱非働化済み）、L4mM炭酸水素ナトリウム、4mM　L一グルタミン、100単位／nz1ペ

ニシリンおよび100μg／η・1ストレプトマイシンを含むRPM－1640培地（ニッスイ）を使用

した。細胞洗浄には、以上の培地組成からF3Sを除いたものを使用した。

好中球の分離

　好中球はPerco11（Pharmacia，Sweden）を用いた不連続密度勾配遠心分離法により、頭

腎から既報に従い分離した（Kuratao1α1，，1995δ）。無菌的に摘出した頭腎をステンレ

スメッシュ（150メッシュ）を用いて濾過し、細胞浮遊液とした。細胞浮遊液を、比重

LO65，1．075（25℃飼育コイは1．08）およびLO9の3層よりなる不連続密度勾配上に重層し、

350×g、4℃、20分間の遠心分離を行った。遠心分離により好中球は比重LO75一
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1．09分画（25℃飼育コイはLO8－1，09分画）1こ集積した。分離された好中球は供試魚の飼

育温度で約12時間前培養を行った。試験に用いた好中球は生残率95％以上であった

（トリパンブルーを用いた色素排除試験により）。

細胞傷害試験

　標的細胞にはK562細胞（human　chronic　myelogenous　leukemia　ceils）を用いた。細胞傷

害試験は5℃r遊離法により行った。K562細胞のアイソトープ標識は12MBqの

N砺5℃q（NEN）を用いて、37℃、1．5時間の条件で行った。その後、標識細胞の細胞

洗浄を3回行い、2×105ceHs／〃zlの濃度に標識細胞を調製した。96－wel1丸底マイクロプ

レートを用い、1we王1に対して標識細胞浮遊液100μ1（2×104cells）を入れ、エフェク

ター細胞（好中球分画）と標的細胞の比率が1011になるように）．2×106cells／〃z1の濃度に

調製されたエフェクター細胞浮遊液100μ1（2×105cells）を加えた。マイクロプレート

は、25℃または10℃で2時間インキュベートした。インキュベート後、自動上清採取

システム（Skatron）にて上清を回収し、γカウンター（Cobura　H：Packard　Instrument

Co．，Inc．）で上清の遊離放射能を測定した（試験遊離値）。エフェクター細胞の代わりに

培地を加えた区の上清の遊離放射能を自然遊離値、洗剤（10％7X，ICN　Biomedicals）を

加え強制的に標的細胞を溶解した区を最大遊離値として、細胞傷害活性値（％）を以下

の計算式により求めた。

試験遊離値一自然遊離値

細胞傷害活性値（％）一 ×　100

最大遊離値一自然遊離値
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　設定水温への細胞傷害活性の順応性を評価するために、順応指標（accommodation

indeXl　AI）を用いた。順応指標値は以下の式により導いた。

順応指標値（AI）＝

　　　　　25℃の傷害試験で得られる活性値一10℃の傷害試験で得られる活性値

　順応指標値が小さくなればなるほど（マイナス方向に進むほど）、細胞傷害活性は

10℃に順応したものと評価した。

　一

標的細胞結合試験

　標的細胞にK562細胞を使用した。エフェクター細胞（2×105cells）とK562細胞

（2×105cells）を200μ1の培地中で混合し、25℃または10℃で1時間インキュベートした。

インキュベート後、細胞を穏やかに撹搾し、塗抹標本を作製した。．標本の染色には

ギムザ染色を用いた・結合率は観察した総好中球数（300細胞嘩観察）の内・K562糸田

胞に結合している好中球数の割合で求めた。

頭腎白血球の観察

　各実験魚の頭腎細胞について塗抹標本を作製した。．標本の染色にはズダンブラッ

クB染色およびギムザ染色を用いた。頭腎白血球をリンパ球、好中球、好塩基球およ

びマクロファージに分類し、頭腎における各血球の比率を算出した。

』結果

温度に対する細胞傷害活性の対応

　25℃および10℃馴致後のコイより分離された好中球の細胞傷害活性を表1に示す。
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25℃で30目問飼育されたコイの好中球1象25℃および10℃下の細胞傷害試験におい

て異なる活性値を示した。2つの温度下での傷害試験で得られた活性値を比較すると、

25℃の傷害試験で得られた活性値は10℃の傷害試験で得られた活性値よりも高値を

示した。また、この傾向は10℃馴致4目後のコイの好中球でも認められた。10℃馴致

14日および28目後のコイの好中球は、25℃および10℃の傷害試験においてほぼ同レ

ベルの活性値を示した。10℃馴致48目および77目後のコイの好中球は、25℃飼育コ

イで見られた傾向とは反対に、10℃の傷害試験で得られた活性値が25℃で得られた

活性値よりも高値を示した。10℃で48日間飼育後、25℃に馴致し、その7目後のコイ

の好中球は、25℃の傷害試験で得られた活性値が10℃の傷害試験で得られた活性値

よりも高値を示し、25℃で30目間飼育したものと同様な傾向であった。また、25℃

馴致14日後も同様の傾向であった。

　順応指標値はコイの10℃への馴致期間が長くなるに従いマイナス方向に移行した

が、10℃馴致したコイを再度25℃に馴致すると順応指標は比較的速やかにプラス方

向に転じた（図1）。

温度に対する標的細胞結合能の対応

　25℃および10℃馴致後のコイより分離された好中球の標的細胞結合率を表2に示す。

25℃で30日間飼育されたコイの好中球は、10℃の結合試験と比較して25℃の結合試

験でK562細胞に対して高い結合率を示した。10℃馴致4日後のコイの好中球は25℃飼

育コイと同様な傾向を示したが、10℃への馴致期間が14目以上のコイの好中球は、

25℃の結合試験と比較して10℃の結合試験で高い結合率を示した．10℃で48日間飼

育後、25℃に馴致し、その7日後のコイの好中球は、25℃の結合試験で得られた結合

率がlO℃の結合試験で得られた結合率よりも高値を示し、25℃で30目間飼育したも

のと同様な傾向であった。また、25℃馴致14目後も同様の傾向であった。
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飼育温度による頭腎白血球の構成比の変化

　25℃および10℃馴致後のコイ頭腎におけるタイプ別白血球構成比を表3に示す。

25℃馴致30目後のコイの頭腎中に見られる各血球の比率は、リンパ球が約60％を占

め最も多く、次いで好中球が約30％を占めていた。10℃馴致14目および28目後でも、

この傾向は認められた。m℃馴致48日後および77日後には、リンパ球よりも好中球

の比率が増ネ、頭腎中に存在する好中球の比率は50％以上に達した。！0℃で48目間

飼育後、25℃に馴致し、その7目後のコイ頭腎には、10℃で48目間以上飼育されたコ

イと同様、好中球が50％以上の比率で存在した。また、25℃馴致14日後のコイ頭腎

でほ、好中球比率の低下傾向が認められ、馴致63日後（2尾）には、好中球比率が37．5％

となった。

考察

　コイ好中球の持つ特徴的な機能である細胞傷害能に注目して行った本実験結果は、

その機能が環境温度に1頃応することを明らかにした。この順応性の特徴は飼育水温

下でより機能を発揮するようになる点にあり（250Cまたは10℃で飼育されたコイの好

中球がその飼育温度下の傷害試験でより高い活性値を示す）、1このことを評価するた

めに用いられた順応指標により、この特徴は明確に示された。25℃で30目問飼育さ

れたコイ好中球の順応指標はプラス値であり、このことは飼育温度である25℃下で

より機能を発揮していることを示す。10℃馴致4日後のコイ好中球は、25℃飼育コイ

と同様に順応指標はプラス値であるが、その値は25℃飼育コイに比べ低くなり、

10℃への順応が始まっていることを示している。io℃への馴致が14日を経過すると、

順応指標はO付近になり、10℃の傷害試験で得られる活性値は25℃のものと同等の活

性値を示すようになる。さらに、馴致期間を延ばすことで順応指標はマイナス値に

なり、飼育温度下でより機能を発揮するようになることがわかった。また、10℃（48
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目間飼育）から25℃に移行して飼育したコイ好中球の順応指標はプラス値を示すよう

になり、この温度順応性は可逆的であることも確認された。コイ科魚類であるTinoα

枷oαの穎粒球のスーパーオキシドラジ殉ル（の産生能およびアメリカナマズ好中球の

過酸化水素（H202）産生能は低温に順応することが知られている（Collazosαα1，，19941

Dexiang＆Ainsworth，1991）。一コイ好中堺は、H202を産生することにより標的細胞を

傷害することが示されており（Kurataαα／，，19956）、今後、コイ好中球による傷害能

の温度に対する順応におけるH202産生能の関与を明らかにする必要がある。

　細胞傷害性細胞による標的細胞への結合は細胞傷害過程における初期の反応とし

て重要である（Herbermanε1α／．，1986）。コイ好中球による標的細胞傷害の際、標的細

胞への結合は必須であることが示されている（K．urataε‘α1．，1995δ）。本実験において、

この結合能も温度に順応することが明らかになった。25℃で30目問飼育されたコイ

の好中球は、10℃の試験下では25℃の試験下のものと比べて結合率は低かったが、

m℃馴致14日以降から好中球の結合率は250Cの試験と比べて、飼育温度である100C

の試験下でより高い値を示した。また、10℃（48日間飼育）から25℃に移行して飼育し

たコイ好中球の結合率は、25℃の試験下でより高い値を示し、細胞傷害能と同様の

傾向が認められた。この結合能の順応は傷害能の順応と類似の動態を示したことか

ら、好中球による標的細胞傷害の温度への順応において、結合能の順応も重要な要

因であると考えられる。

　コイの頭腎中に存在する好中球の比率は10℃への馴致によって上昇し、再び25℃

で飼育することで低下した。また、この比率の変動は一過性のものではなく長期的

に認められた。環境温度の変化による頭腎中の白血球構成細胞の比率の変動はアメ

リカナマズにおいても認められ・低温（10℃）に馴致』たアメリカナマズ頭腎の白血球

構成細胞の比率は、TおよびBリンパ球は低下し、好中球が上昇する傾向を認めてい

る（Ainsworthαα1，，1991α）。この比率の変化の傾向は、本実験の結果と一致している。

どのようなメカニズムで白血球構成細胞の比率が変化するのかは不明であるが、あ
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る種のストレスを受けた魚においても類似の変化は認められている（EUsaesser＆

C1em，19861Blyαα1．，1990）。この原因として血中コルチゾル濃度の上昇が挙げられ

ている（Ainswo曲窃α1．，1991ゐ）。温度変化や取り扱いによるストレスは血中コルチゾ

ル濃度を上昇させることが知られてお．り（Barton＆Peter，1982）、本実験のコイはこれ

らのストレスによって、好中球比率の変動が引き起こされている可能性がある。し

かしながら、本実験結果はストレスにタり誘導される比率の変動とは異なる2っの特

徴的な変化を示した。1）本実験による好中球比率の変化は長期的に観察された。2）高

温（250C）から低温（10℃）にまたは低温から高温に馴致した魚で異なる好中球比率の変

化を示した（25→10℃馴致コイは好中球比率上昇、10→25℃馴致コイは好中球比率低

下）。ストレスによる白血球構成細胞比率の変動は、短期的に見られ、かつ好中球比

率の上昇という特徴を持つ。本研究結果で示した特徴はこの点でストレス反応とは

大きく異なる。従って、本研究における好中球の比率の変動は、単なるストレス反

応（ストレス→コルチゾル上昇→好中球比率上昇）によって引き起こされたものではな

く、環境温度に対する魚の対応機構を示すものと考えている。今後、温度による好

中球比率の変化がどのような機構で誘導されるかを解明する必要がある。

　丁細胞を中心とした特異免疫機構が低温下で抑制される中で、温度への順応性を有

する好中球の存在は、変温動物である魚類にとって非常に重要である。また、低温

下のコイの頭腎において好中球比率が上昇したことは、低温に対する魚類の生体防

御機構を考える上で興味深い事実である。頭腎白血球の総数を算出することは、頭

腎が独立した器官でない等の理由から不可能である。しかしながら、25℃馴致コイ

と10℃馴致コイの問で、各魚の頭腎のサイズに大きな差異がないことを観察経験的

に認めており・各馴致コイ間の頭腎白血球に大きな変動は塗いものと考えている・

従って、温度変化に伴い白血球の比率変動が認められた本実験結果から、魚は生息

する環境温度下でより機能する細胞を優位に存在させるような生体防御機能を保有

しているのではないかと推察した。

53



~l;T]~C~~~ 

Ainsworth. A. J., Dexiang. C. Waterstrat, P. R. & Greenway, T. (199la). Effect of 

temperature on the immune system of channel catfish (Ictalurus punctatus)- I , 

Leucocyte distribution and phagocyte function in the anterior kidney at 10~C. 

Coparative Biochemistry and Physiolqgy 100A, 907-912. 

Ainsworth. A. J., Dexiang, C. & Waterstrat. P. R. (199lb). Changes in peripheral 

blood leukocyte percentaa*es and function of neutrophills in stressed channel 

catfish. Journal of A qt!atic A nimal Health 3, 41-47. 

Avtalion, R. R. (1969). Temperature effect on antibody production and immunological 

memory, in carp (Cyprinus carpio) immunized against bovine serum albumin (BSA) 

Immunology 17, 927-931. 

Avtalion, R. R. (1981). Environmental control of the immune response in fish. CRC 

Critica! RevieTi's in Enviromnenta/ Contro/ 11, 163-1 88. 

Barton, B. A. & Peter. R. E. (1982). Plasma cortisol stress response in fingerling 

rainbow trout, Sa!mo gairdneri Richardson, to various transport conditions, 

anaesthesia, and cold shock. Journa/ ofFfsh Biology 20, 39-51. 

Bly. J. E., Miller, N. W. & Ciem, L. W. (1990). A monoclonal antibody specific for 

neutrophils in normal and stressed channel catfish. Developmenta] and 

Conlparative Immunology 14, 2i 1-221 . 

Clem, L. M., Faulmann, E., Miller, N, W.. E1lsaesser, C., Lobb, C. J. & Cuchens, M. 

A. (1984). Temperature-mediated processes in teleost immunity: Differential 

effects of in vitrlo and in vfvo temperatures on mitogenic responses of channel 

catfish lymphocytes. Developmenta/ and Coi,1parative Immunolog)) 8, 3 13-322. 

54 



Collazos, M. E., Ortega, E. & Barriga, C. (1994). Effect of temperature on the 

immune system of a cyprinid fish (Tinca tinca, L). Blood phagocyte function at 

low temperature. Fish and Shellfish Immunology 4, 23 1-238. 

Dexiang, C. & Ainsworth, A. J. (1991). Effect of temperature on the immune system 

of channel catfish (Ictalurus punctatus)- II . Adaptation of anterior kidney 

phagocytes to lOPC. Copaflcltfve Biochemistry and Physiology 100A, 913-918. 

E1lsaesser, C. F. & Clem, L. W. (1986). Heamatological and immunological changes in 

channel catfish stressed by handling and transport. Journal ofFish Biology 28, 

511-521. 

Hardie, L. J., Fletcher, T. C. & Secombes, C. J. (1994). Effect of temperature on 

macrophage activation and the production of macrophage activating factor by 

rainbow trout (Oncorhynchl.ls llrykiss) Ieucocytes. Developilzental and Comparative 

IJ,1llllmology 18, 57-66. 

Herberman, R. B., Reynolds, C. W. & Ortaldo, J. R. (1986). Mechanism of 

cytotoxicity by natural killer (NK) cells. Annual Review oflmmunology 4, 651-

680. 

, ., Sano, N. & Ikeda, Y. (1995a). Accomodation Kurata, O., Okamoto, N., Suzumura E 

of carp natural killer-1ike cells environmental temperatures. A quaculture 129, 

42 1 -424. 

Kurata, O., Okamoto, N. & Ikeda, Y. (1995b) Neutrophillc granulocytes m carp 

Cyprint!S carpio, possess a spontaneous cytotoxic activity. Developmental and 

Conrpcat7tive Inlmunology 19, 3 1 5-325. 

55 



Miller, N. W. & Clem, L. W. (1984). Temperature-mediated processes in teleost 

immunity: differential effects of temperature on catfish in vitro anyibody 

responses to thymus-dependent and thymus-independent antigens. The Journal of 

Imnzuno!ogy 133, 2356-2359. 

Miller, N. W., Deuter, A. & Clem, L. W. (1986). Phylogeny of lylrrphocyte 

heterogeneity: the cellular requirements for the mixed leucocyte reaction with 

channel catfish. Immuno]ogy 59, 123-128. 

Rijkers, G. T., Frederix-Wolters, E. M. H. & Van Muiswinkel, W. B. (1980). The 

immune system of cyprinid fish. Kinetics and temperature dependence of 

antibody-producing cells in carp (Cyprinus calpio). Inlmunology 41. 91-97. 

Suzuki, Y. & Iida, T. (1992). Fish granulocytes in the process of inflammation. 

Annual RevieTi' ofFish Diseases 2, 149-160. 

Verlhac, V., Sage, M. & Deschaux, P. (1990). Cytotoxicity of carp (Cyprinus carpfo) 

leucocytes induced against TNP-modifled autologous spleen cells and influence 

of acclimatization temperature. Developnlental and Conrparative Immunology 14, 

475-480. 

56 



表1．25℃飼育コイの10。C馴致後および10℃馴致コイの

　　25℃再馴致後の細胞傷害活性値★

飼育温度　　飼育期間
傷害試験温度

25℃ 10℃

25℃

10℃

30日

　4日
．14日

28日

55．1±5．2

78、2±1．2

60．8±24．3

32．5±40．1

16、2±13．3＊★

53．7±8．8

60、8±12、7

31．5±21．8

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊★　25。C　　　　　7日　　　　　58．2±36．0　　1．O±0．5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★★　　　　　　　14日　　　・　81．7±5．0　　25．6±23．1

★値は4尾の細胞傷害活性値（％）の平均値±標準偏差で表わ

　されている。

★★25℃試験の活性値と比較して有意な差がある

　（Student霧s亡一test，ρ＜0。05）．

→は、この日に10℃馴致コイを25℃に再馴致した
　ことを示す。
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表2．25℃飼育コイの10℃馴致後および10℃馴致コイの
　　25℃再馴致後の標的細胞結合率★

結合試験温度
飼育温度　　飼育期間

25℃ 10℃

　25℃　　　 30日　　　　　13．8＝ヒ2．3　　　5．6±O．9

　10℃　　　　4日　　　　10．4±：3．5　　6．7±1．9

　　　　　　14日　　　　　11．9±3．1r　14，1±2．3

　　　　　　28日　　　　 　　5．9：±：2．9　　　　7．7±3．7

＿．．

．．鰯．＿。＿＿．一．鴛主盤．＿、32盤11二1。．、．

　25。C　　　　7日　　　　1．10．8±3．7　　　1．8±1．2

　　　　　　14日　　　、　10．2±4．6　　　8．6±5．2

★値は4尾の標的細胞結合率（％）の平均値±標準偏差で表わ

されている。

→は、この日に10℃騨致コイを25℃に再馴致したこ
とを示す。
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表3．25。C飼育コイの10℃馴致後および10℃馴致コイの25℃再馴致後の

　　頭腎白血球の構成細胞比★

飼育温度　　飼育期間
白血球構成細胞比（％）

リンパ球 好中球 好塩基球　マクロファージ

　25。C　　　　30日　　　　63．8±4．0　　30，8±5．0　　　2．6±2．2　　　3．3±1．7
　　’
　10℃　　　　 14日　　　　60、0±16．5　28．ア±9．6　　　5、O±3．5　　　6．3±4．5

　　　　　　　28日　　　　65，3±3．0』　28．3±2，1　　3．3±1．2　　　3．O±1．7

．＿

二．鎚＿、灘撫…ll瓠叢1影皇』1轍乳

　25。C　　　　　　7日　　　　　　36．8±9、O　．　53．8±9．0★★　　4．5±2．6　　　　5．O±3．6

　　　　　　　　14日　　　　45．3±17。q　43．3±20．1　　5．5±3．3　　　6．0±1．4

　　　　　　　63日　　　　58．5　　　　　37．5　　　　　3．0　　　　　1．0

★値は4尾の結果の平均値±標準偏差で表わされている。ただし、25℃再馴致63日後は

　2尾の平均値である。
★★ 5℃飼育30日後の好中球比率と比較して有意な差がある（Studentτs亡一test，

　ρ＜0．05）。

→は、この日に10℃馴致コイを25℃に再馴致したことを示す。
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図1．25℃飼育コイの10℃馴致後（㊧）および10℃馴致

コイの25℃再馴致後（□）の好中球の細胞傷害能の順応

指標値。結果は4尾の細胞傷害活性値から得られた順応

指標値の平均±標準偏差で示されている．0日の結果は

30日間、25℃で飼育されたコイのものである。
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第3章　モノクローナル抗体を用いたコイ好中球の解析

第1節

第2節

コイ腹腔内浸潤好中璃に特異的に発現する抗原を

認識するモノクローナル抗体

モノクローナル抗体によって誘導されるコイ好中球の

細胞傷害能の活性化
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第1節 コイ腹腔内浸潤好中球に特異的に発現する抗原を

認識するモノクローナル抗体
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要約

　コイ好中球に対するモノクローナル抗体（mAb）を作製した。4つのmAb（50H10，

61C5，57F5，81FI1）が樹立された。酵素抗体法（EIA）を施した標本の光学顕微鏡による

観察から、mAb50H10は好中球以外の白血球にも交差反応を示したが、mAb61C5お

よび57F5は好中球に特異的に反応することを認めた。mAb81FIIを除く3つのmAbは、

フローサイトメーター（FC血）により、細胞表面上の抗原に反応することが示された。

頭腎、末梢血および腹腔内浸潤好中球に対する各mAbの反応性はFCMおよびEIAによ

　タる光学顕微鏡観察によって調べられた。FCM分析により、mAb61C5および57F5が認

識する細胞表面上の各抗原は腹腔内浸潤好中球において発現レベルが増しているこ

とが確認された。EIAによる光学顕微鏡観察は、mAb81Fl1が腹腔内浸潤好中球の細

胞内抗原に特異的に反応することを認めた。腹腔内浸潤好中球において、発現レベ

ルの増す細胞表面上の抗原や新たに発現してくる細胞内抗原は、好中球の機能発現

に関与する分子であることを示唆している。
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序論

　現在、モノクローナル抗体（mAb）は、1）細胞の分類、2）分化発生、3）機能および

4）生体内動態などの、様々な研究目的に対して有効な道具となっている。魚類分野

においても、アメリカナマズ、コイおよびニジマス等の白血球または免疫グロブリ

ンに対するmAbが作製され、mAbを利用した研究報告は多数認められるようになっ

た（Secombesε1α1．，19831Millerαα／，，19871Van－Dlepen6∫α∠，19911Koumans－van

Diepen¢‘α1．，1994a，1995a，1995bl　Slierendrechtε孟α1．，19951Yoshidaε∫α1，，1995）。mAb

　チの利用は、1）ストレスによって特異的に誘導される好中球群の存在（Blyαα1．，

1990）、2）抗体産生細胞の発生（Koumans－van　DipPenασ1．，1994b）、3）nonspeci伽

cytotoxic　cel1の細胞表面レセプターの存在（Evansε∫α1．，1988）、4）腸管付属リンパ組織

における免疫細胞の分布（Romboutαα1．，1993）など、様々な研究において成果を挙げ

ている。本研究ではコイ好中球に対するmAbの樹立を試みた。コイ好中球は、初期

防御の第一線で活躍する防御細胞であり（Suzuki　and　Il甑1992）、従来知られていた貧

食能（Aillsworth，1992）に加えて、細胞傷害能を有することが最近の研究で明らかに

なっている（Kurataαα∠，1995）。しかし現在までのところ、コイ好中球に特異的に反

応するmAbを作製し、それを利用した研究報告は見当たらない。多様な機能を有す

るコイ好中球の生体防御における役割は大変興味深く、mAbの作製はコイ好中球の

機能および生体内動態をより深く理解するために必須である。本研究では、腹腔内

浸潤好中球と頭腎および末梢血好中球との比較から、浸潤好中球において発現レベ

ルが増す抗原を認識するmAbの作製を試みた。
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材料および方法

供試魚

　魚体重100．3009のコイを本実験に使用した。実験魚は401水槽に収容し、水温

25±1℃・流水式で飼育した・飼育期問中、実験魚には市販の飼料を1目2回、飽食量

与えた。

細胞の分離

　辱中球の分離はPercol1（Pharmac職Sweden）を用いた不連続密度勾配遠心分離法によ

り、頭腎および末梢血から概法に従い分離した（Kurataαα1．，1995）。頭腎は無菌的に

摘出され、ステンレスメッシュ（i50メッシュ）を用いて1．4mM炭酸水素ナトリウム、

4mML一グルタミン、100単位／m1ペニシリンおよび100μg／mlストレプトマイシンを含

むRPMI－1640培地（ニッスイ）中で濾過し、細胞浮遊液を作製した。尾部血管よりヘパ

リン処理されたシリンジを用いて末梢血を採取した。採取された血液を遠心分離し

（800×g、4℃、5分間）、白血球層を回収した。頭腎および末梢血より採取した白血球

を、比重LO65、LO8およびLO9の3層よりなる不連続密度勾配上に重層し、350×g、

4℃、20分間の遠心分離を行った。遠心分離により好中球は比重LO8－LO9分画に集積

した。浸潤好中球を得るために、1％酵母エキス、0．8％NaC1を含むアガロース（0．8％）

約1m1を腹腔内に注入した。注入に用いたアガロースは、煮沸し液状化にしたもの

を室温に静置し、シリンジから放出されると共に固形化する状態のものを使用した。

注入約24時間後に腹腔内で固形化したアガロースを取り出し、ステンレスメッシュ

を用いてアガロース内に浸潤している細胞をHanks　balanced　salt　solutionに遊離させ

た。浸潤細胞には多数の好中球が含まれていることをズダンブラックB染色により確

認した（図1）。
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モノクローナル抗体の作製

　7周齢の雌のBALB／c系マウスに、比重遠心分離により頭腎から採取した好中球（比

重LO8－LO9分画細胞）約2×107細胞を、3週問おきに計3回腹腔内接種することで免疫

した。最終免疫は細胞融合の3日前に行った。免役されたマウスより脾臓を摘出し、

ステンレスメッシュを用いて細胞浮遊液とした（約lo8細胞数）。細胞融合は、調製し

た脾細胞とP3×63－Ag8－Ul（P3U1）マウスミエローマ細胞株を5：1（脾細胞：P3U1細胞株）

の割合で混合し、ポリエチレングリコール1，540（Wako　Pure　Chemlcal　Industrles，

LTD）によって行った。細胞融合後、ハィブリドーマを約7×1Q5ceHs／mlに調製し、先

　タにフィーダー細胞（4周齢のddY系マウス由来の胸腺細胞）を蒔いた（5×！05cells／wel1）

96wel1平底マイクロプレートに、100μ1ずつ分注した。培養液（HAT－GIT）には、

1×10ロ4Mヒポキサンチン（H）、4×10”7Mアミノプテリン（A）およびL6×1α5Mチミジン

（T）を含むGIT培地（Wako　Pure　Chemical　Industries，LTD）を用いた。ハイブリドーマ培

養上清のスクリーニングは酵素抗体法およびフローサイトメーターを用いて行った。

穎粒球陽／生抗体を産生するハイブリドーマのクローニングは限界希釈法により2回

行った。クローニングにはフィーダー細胞を用い（上記同様）、培養液にはHT－

GIT（1×10曽4MヒポキサンチンおよびL6×1095Mチミジンを含むGIT培地）を使用した。

作製したモノクローナル抗体のクラスおよびサブクラスの決定にはマウスモノク

ローナル抗体アイソタイピングキット（Amersham）を使用した。

光学顕微鏡観察のための酵素抗体法

　頭腎細胞、末梢血および腹腔内浸潤細胞にっいて、遠心法浮遊細胞収集装置（SC－2：

Tomy　Seiko　Co．，LTD．）を用い塗抹標本を作製した。標本は10垢ホルマリンを含むメタ

ノールで固定した。本試験の反応は、アビジン・ビオチンシステム（ABC法）により

行った。固定された細胞標本は、0．1％ウシ血清アルブミン（BSA）および0．1％NaN3を

含むリン酸緩衝生理食塩水（PBS－BSA）でブロッキン4（室温、10分間）を行った後、ハ
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イブリドーマ培養上清と1時間、室温、湿潤中で反応させた。反応後、標本をPBSで3

回洗浄した。引き続き、PBS－BSAで100倍希釈された抗マウスlgGビオチン標識抗体

（ヤギ由来、Bio　Source　Intemationa1，Inc，・Tago　Prodocts）と1時間、室温、湿潤中で反応

させた。反応後、標本をPBSで3回洗浄した。免疫細胞染色はABC一アルカリフォス

ファターゼ染色キット（Vector　Lab，Inc，）により行った。後染色にギムザ染色を施した。

細胞標本は光学顕微鏡下で観察し、好中球と好塩基球を区別した。なお、好塩基球

の分類はSuzuki（1986）に従った。本研究では、細胞内顯粒が好酸性を呈するような好

酸球を観察することはできなかった。、

フローサイトメーター（FCM）による分析

　頭腎および末梢血から比重遠心分離により採取した好中球（比重1．08－LO9分画細胞）、

および腹腔内浸潤細胞を本試験に使用した。細胞（1×106cells）をハイブリドーマ培養

上清（mAb50Hl10は300倍希釈、他は無希釈）と氷上で1時間反応させた。反応後、

PBS－BSAで2回細胞洗浄（800×g、5分間、4℃）を行った。洗浄された細胞は、PBS－

BSAで100倍希釈された抗マウスlgG　FITC標識抗体（ヤギ由来、Bio　Source

Intemationa1，Inc．Tago　Prodocts）と氷上で1時間反応させた。反応後、細胞洗浄を行い、

細胞濃度を約2×106cells／m1にPBS－BSAで調製した。FCM（EPICS　XL：Coulter　Co．）は、

細胞に反応した抗体の標識FITCの蛍光強度を調べるために使用された。波長488nm、

出力15mWり空冷アルゴンレーザーを使用し、試料の流速は中速条件で行った。前方

散乱光（FS）および側方散乱光（SSLog）による分析で示される顯粒球分画（Verburg．van

Kemenadeαα／．，1994）（図2）の細胞（104細胞数）を対象にし、データを得た。
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結果

モノクローナル抗体（mAb）

　4種のmAb（50H10，61C5，57F5，81Fmを樹立した（表1）。サブクラスは、mAb

50mOがlgG3、mAb61C5、mAb57F5およびmAb81Fl1がlgGlであった。白血球に対

する凝集能はmAb50HlOのみで認められ、その凝集力価は2段階希釈試験法で256倍

であった。FCM分析の際の細胞凝集を防ぐため、抗体（mAb50HIO）は300倍に希釈後、

使用した。

酵素抗体法を用いた光学顕微鏡による観察

　mAb50HIOは、頭腎、末梢血および腹腔内浸潤細胞いずれにおいても、各種白血

球（好中球、リンパ球、マクロファージおよび好塩基球）に反応性を示した（図3）。

mAb61C5およびmAb57F5は、頭腎、末梢血および腹腔内浸潤細胞いずれにおいて

も、好中球にのみ反応性を示し、他の白血球との交差性は認められなかった（図4，

5）。mAb81F11は、頭腎および末梢血の白血球に対しては反応性を示さないが、腹腔

内浸潤細胞における好中球にのみ反応性を示し、他の白血球との交差性は認められ

なかった（図6）。6尾のコイについてそれぞれ検査したが、いずれも同様の結果を示し

た。

FCMによる分析

　本試験に用いた細胞は、頭腎および末梢血では比重分離された好中球であり、ま

た腹腔内浸潤穎粒球の約77％が好中球であることから、FCMによる分析結果は好中

球の特徴を示す。mAb50H10、61C5および57F5陽性細胞はFCMの分析により検出さ

れた。mAb50HIO陽性好中球における蛍光強度は、頭腎好中球、末梢血好中球およ

び腹腔内浸潤好中球に対して同様の値を示した（図7）。mAb61C5陽性好中球における
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蛍光強度は、頭腎好中球および末梢血好中球では同様の値を示したが、腹腔内浸潤

好中球の蛍光強度ヒストグラムのピークは頭腎および末梢血好中球に比べて強蛍光

側に移行した（図8）。mAb57F5陽性好中珠における蛍光強度は、mAb61C5の結果と

同様に腹腔内浸潤好中球の蛍光強度ヒストグラムのピークは頭腎および末梢血好中

球に比べて強蛍光側に移行した（図9）。r　mAb57F5陽性腹腔内浸潤好中球の蛍光強度は、

mAb61C5陽性腹腔内浸潤好中球のものより強蛍光側であった。mAb81FI1は、頭腎、

末梢血および腹腔内浸潤好中球のいずれに対しても反応性を示さなかった。3尾のコ

イについてそれぞれ検査したが、いず許も同様の結果を示した。

考察

　細菌感染などで起こる炎症に対して、好中球はマクロファージに先だって炎症局

所に浸潤し、侵入異物の排除にあたることが知られている（Suzuki　andIl⑫！992）。こ

の過程は、頭腎中に貯蔵されていた好中球が、炎症による刺激によって血液中に放

出され、炎症局所に遊走するものと考えられている（suzuki㎜d　Ii⑫1992）。炎症局所

で見られる好中球は、活動的な（working）状態であるものと推察され、このことは浸

潤好中球のグリコーゲン含量が高いことからも指摘される（Park　and　Wakabayashi，

1990）。本研究は、頭腎、末梢血および腹腔内浸潤の各所における好中球の抗原性を

調べ、特にアガロースの注入によって誘導された活動的な状態であると思われる浸

潤好中球に特異的な抗原性の変化を認めた。

　本研究で好中球に対する4つのmAb抗体が樹立された。mAb50H！0、61C5および

57F5は、FCMの分析により陽性細胞が検出されたことから、細胞表面上の抗原を認

識する抗体として特定された。mAb50mOはリンパ球ならびに好中球以外の頼粒球

である好塩基球にも反応性を示した。この反応性は、頭腎、末梢血および腹腔内浸
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潤細胞のいずれにおいても認められた。FCMの分析において、mAb50HlO陽性細胞

の蛍光強度は、頭腎、末梢血および腹腔内浸潤好中球のいずれも同様な値を示した。

このことは、mAb50HlOが認識する細胞表面上の抗原の発現レベルに各所における

好中球間で差がないことを示している。．mAb61C5および57F5は、頭腎、末梢血およ

び腹腔内浸潤好中球に反応し、他の白血球との交差性は認められなかった。mAb

61C5および57F5を用いたFCM分析の結果は、腹腔内浸潤好中球の蛍光強度ヒストグ

ラムのピークが頭腎および末梢血のものと比較して強蛍光側に移行していることを

示した。このような変化は、同様に細胆表面抗原を認識するmAb50mOを用いた場

　タ
合は認められなかった。このことは、mAb61C5および57F5によって特異的に認識さ

れる好中球の細胞表面上に存在する抗原の発現レベルが、腹腔内浸潤好中球におい

て上昇していることを表している。つまり、この2つの抗体は好中球が活動状態にな

ることによって発現が増す細胞表面上の抗原を特異的に認識しているものと思われ

る。細胞表面上に存在する抗原の多くは、抗原レセプター、サイトカインレセプ

ターおよび接着因子等、その細胞の機能に関連したものである（Horejsi，1991）。これ

らの因子は、細胞の活動状況に応じて、細胞表面上の発現レベルを変えることが知

られている（lmhof　and　Dunon，1995）。mAb61C5および57F5が認識するコイ好中球の

細胞表面上の抗原は活動状態にある好中球において発現レベルを増すものであり、

好中球の重要な機能因子である可能性が示唆される。今後、mAb61C5および57F5が

認識するそれぞれの細胞表面抗原の機能的側面を明らかにする必要がある。mAb

81FHを用いたFCM分析の結果、頭腎、末梢血および腹腔内浸潤穎粒球において陽性

細胞は認められず、mAb81F11が認識する抗原は細胞表面上に存在しないことが示

された。しかし、酵素抗体法を施した細胞の光学顕微鏡観察において、腹腔内浸潤

好中球にのみ反応することが認められた。このことは、mAb81F11は好中球の細胞

内抗原を認識していることを示し、好中球の中でも腹腔内に浸潤した活動的な好中

球にのみ反応するという特異性を持つことを表している。この点は、mAb61C5およ
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び57F5が示す特徴とは異なっている。活動状態の好中球でgみ発現が認められるこ

とから、この抗原もまた好中球に特異的に備わっている機能因子であると思われ

る。

　活動状態にある好中球（腹腔内浸潤好中球）と常備されている好中球（頭腎および末

梢血好中球）を比較し、その差異を把握することで、好中球の機能発現に関与する因

子の研究を展開することができる。本研究により樹立されたmAb61C5、57F5および

81Fl1は、好中球の活動時における特異的な抗原の変化を認識するため、今後の好中

球の機能および機能因子の研究において有効な道具となるであろう。また、活動状

　プ
態にある好中球に特異的に反応するmAlb81F11は、免疫組織学的手法を用いた活性

化好中球の生体内における動態を調べる目的においても有効である。
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図1．腹腔内浸潤細胞のズダンブラックB染色像。腹腔内浸潤細胞は、

0．8％アガロース（1％酵母エキス、0．8％Naq）を腹腔内に注入し、約

24時間後に回収された。ズダンブラックB陽性細胞（好中球）は腹腔内

浸潤細胞の70％以上を占めた。al好中球、bl好塩基球、Cl赤血球。

臣

苗

㊤

．1 ユo　g　o

SS　LOG

図2．フローサイトメーターを用いた、コイ頭腎白血球の

前方（FS）および側方（SS　LOG）散乱光による解析。Aの領

域にはリンパ球が、Bの領域には穎粒球が分布する。
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図5．モノクローナル抗体57F5による免疫細胞染色像。

抗体が反応した細胞は褐色に染色されている。

al好中球、Cl好塩基球。

、
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頭腎細胞　　　　　　　　　末梢血細胞　　　　　　　　腹腔内浸潤細胞

　　　図6．モノクローナル抗体81F11による免疫細胞染色像。

　　　抗体が反応した細胞は褐色に染色されている。　　一

　　　al好中球、blリンパ球、Cl好塩基球。
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　のx軸（FiTC）は蛍光強度を対数で表わしている。y軸（count）は細胞数を表わして
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x軸（FlTC）は蛍光強度を対数で表わしている。y軸（CQunt〉は細胞数を表わしてい

る。図中のD領域は陽性細胞の分布域を示す（D領域外は陰性細胞の分布域であ
る）。
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x軸（FITC）は蛍光強度を対数で表わしている。y軸（count）は細胞数を表わしてい

る。図中のD領域は陽性細胞の分布域を示す（D領域外は陰性細胞の分布域であ
る）。
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第2節 モノクローナル抗体によって誘導される

コイ好中球の細胞傷害能の活性化
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要約

　コイ好中球の細胞表面抗原を認識するモノクローナル抗体（mAb）61C5および57F5

は、好中球が有する細胞傷害能の活性化を誘導した。mAb61C5または57F5で処理さ

れた好中球の傷害活性の上昇率は、傷害試験開始1時間後で最も高い値を示し、以後

下降した。このことから、この好中球の活性化は標的細胞の認識または傷害因子産

生等の反応が鋭敏になることにより起こるものと思われた。mAb処理による好中球

の過酸化水素（H、0、）産生への影響を調べるために、H、0、の阻害剤であるカタラーゼを

　ま用い、それによる阻害効果を検討した。mAb61C5で処理された好中球の傷害活性は

高濃度のカタラーゼ添加によっても著しい阻害が見られないことから、mAb61C5に

よって誘導される傷害活性の上昇は、H202または他の傷害因子の産生が増大したた

めと思われた。一方、mAb57F5で処理された好中球の傷害活性は低濃度のカタラー

ゼ添加でも阻害が見られたことから、mAb57F5によって誘導される傷害活性の上昇

は、H、0，等の傷害因子産生増大ではなく、細胞傷害1と関わる他機構の機能上昇によ

るものと思われた。このように、2つのmAbはそれぞれ異なる傷害機構を活性化して

いることが示唆された。
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序論

　細菌感染などに起因する炎症において、早急に炎症局所に浸潤することができる

好中球は、初期防御の第一線で活躍する防御細胞である（Suzuki＆Ii甑！992）。好中

球の主な機能としては貧食能が知られ、感染細菌や他の寄生体（Ainsworth，1992）およ

び組織残骸（lger＆Abr曲αm，1990）などが貧食の対象となっている。また、好中球は丁

細胞の増殖を促進するインターロイキンー1様の因子を産生し、免疫系の調節にも関

与していることが示唆されている（Kemenade＆Weyts，1995）。コイを用いた最近の研

究ほ、好中球が貧食能の他に細胞傷害能を有することを明らかにし、その傷害機構

としてH202の産生を挙げている（Kurataαα／．，1995）。また、コイ好中球の細胞傷害能

は環境温度の変化に1頃応性を有することも明らかにされている（本論文第2章）。コィ

に見られるこれらの好中球の能力特性および生体内における役割をより理解するた

め、好中球に対するモノクローナル抗体（mAb）が作製された（本論文第3章、第1節）。

mAb61C5および57F5が認識するコイ好中球細胞表面上の各抗原は、腹腔内に浸潤し

た好中球において、その発現レベルを増すことが明らかにされた。このことは、

mAb61C5および57F5が認識する各抗原が好中球の機能に関連した分子である可能性

を示唆している。本研究では、好中球の細胞表面上の抗原を認識するmAb61C5およ

び57F5で処理された好中球の細胞傷害能を観察し、その細胞傷害機構への関与にっ

いて検討した。

材料および方法

供試魚

　魚体重140－250gのコイを本実験に使用した。実験魚は40／水槽に収容し、水温

25±1℃、流水式で飼育した。飼育期間中、実験魚には市販の飼料を1日2回、飽食量
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与えた。

モノクローナル抗体（mAb）

　好中球に対するmAb61C5、57F5および4G1は第3章の方法によって得た（mAb

4G1は本論文第3章、第1節では未記載のmAbである）。各mAbを含むハイブリドーマ

培養上清を本試験に使用した。mAb61C5、57F5および4G1は好中球の細胞表面上の

抗原を認識するmAbである。これらのmAbのサブクラスはlgGlである。mAb61C5お

よび57F5は好中球に対する凝集能は認められないが、mAb4G1は好中球に対する凝

　オ
集能を有している（2段階希釈法による試験で、凝集力価は128倍であった）。

好中球の分離

　好中球の分離はPerco11（Pharmacia，Sweden）を用いた不連続密度勾配遠心分離法によ

り、頭腎から概述の方法に従い分離した（5）。頭腎は無菌的に摘出され、ステンレ

シュメッシュ（150メッシュ）を用いて1．4mM炭酸水素ナトリウム、4mM　L一グルタ、ミン、

100単位／m1ペニシリンおよび100μg／mlヌトレプトマイシンを含むRPMI－164q培地

（ニッスイ）中で濾過し、それを細胞浮遊液とした。RPMI－1640培地を用いて細胞洗浄

（800×g、4℃、5分問）を2回行った後、細胞浮遊液は、比重LO65、LO8およびLO9の3

層よりなる不連続密度勾配上に重層され、350×g、4℃、20分間の遠心分離を行った。

比重王．08－LO9分画に集積した好中球を回収し、細胞洗浄を2回行った。分離された好

中球は、10％ウシ胎児血清（FBS：Commonwealth　Serum　Laboratories）を含むRPMI－

1640培地に浮遊され、25℃で約12時間前培養された。使用直前に、トリパンブルー

を用いた色素排除試験により細胞の生存率を求め、95％以上の生存率であることを

確認した。
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好中球のmAb処理

　好中球は、RPMI－1640培地（10％FBS）で6．25×105cells／mlに調製された。96we11丸底

マイクロプレート（Coming　Labs．Inc．）の各weliに細胞浮遊液80μ1（5×104cells）を分注し

た。終濃度が1び、1α3、IO－4および10－6となるようにリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で

mAb（ハイブリドーマ培養上清）を希釈し、好中球が分注されたwellにその20μ／を加え

た。ハイブリドーマの培養（本論文第3章）に用いたHT－GIT（1』×1α4Mヒポキサンチン

およびL6×1σ4Mチミヂンを含むGIT培地；Wako　Pure　Chemical　Industries，LTD）をPBS

でmAbと同様に希釈したものを添加した区を対照として設けた。プレートは25℃で

　ヨ30分問インキュベートした。

細胞傷害試験

　標的細胞にはK562細胞（human　chronic　myelogenous　Ieukemia　cells）を用いた。細胞傷

害試験は5℃r遊離法により行った。K562細胞のアイソトーフo標識は12MBqの

N㌶℃rO4（NEN）を用いて、37℃、15時間の条件で行った6その後、細胞洗浄を3回行

い、RPMI－1640培地（10％FBS）で2×105cells／m／の濃度に標識細胞を調製した。先に好

中球とmAbを反応させたマイクロプレマトのwe11に標識細胞浮遊液100μ1を加えた

（エフェクター細胞と標的細胞の比率l　E：T＝2．5：1）。プレートは25℃でインキュベート

した。一定時間後、自動上清採取システム（Skatron）にて上清を回収し、γカウンター

（cobura　H：、packard　Instrument　Co．，Inc．）で上清の遊離放射能を測定した（試験遊離値）。

エフェクター細胞の代わりに培地を加えた区の上清の遊離放射能を自然遊離値、洗

剤（10％7X，ICN　Biomedicals）を加え強制的に標的細胞を溶解した区を最大遊離値とし

て、細胞傷害活性値（％）を以下の計算式により求めた。
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試験遊離値　一　自然遊離値

細胞傷害活性値（％）　＝ ×100
最大遊離値　一　自然遊離値

また、mAb処理による細胞傷害活性値への影響は以下の式により導いた。

傷害活性値の上昇率（％）＝

　　　mAb添加好中球の細胞傷害活性値一PBS添加好中球の細胞傷害活性値

PBS添加好中球の細胞傷害活性値

×100

　mAb処理による好中球のH202産生への影響を調べるために、H202の阻害剤である

カタラーゼ（ウシ肝臓由来；19，900U／mgl　Sigma　Chemiじ31Co．）を試験区に添加し、それ

による細胞傷害活性値の変化を確認した。使用したカタラーゼはPBSで融解、希釈し

た。カタラーゼの代わりにPBSを添加した区を対照として設けた。カタラーゼによる

細胞傷害活性の阻害率は以下の式により導いた。

傷害活性値の阻害率（％）累

　　PBS添加区の細胞傷害活性値一カタラーゼ添加区の細胞傷害活性値

×100
PBS添加区の細胞傷害活性値

　なお、本試験に使用したmAbおよびカタラーゼは好中球およびK562細胞を直接傷

害することはなかった（data　not　shown）。
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酵素抗体法

　K562細胞に結合している好中球に対するmAbの反応を調べた。好中球（1×105cells）

とK562細胞（｝×105cells）をRPMI－1640培地（IO％FBS）200μ1中で混合し、25℃でイン

キュベートした。1時間後、穏やかに細胞を浮遊させ、遠心法浮遊細胞収集装置（SC－

2：Tomy　Seiko　Co，，LTD．）によって塗抹標本を作製した。標本は10％ホルマリンを含

むメタノールで固定した。本試験の反応は、アビジン・ビオチンシステム（ABC法）に

より行った。固定された細胞標本は、0，1％ウシ血清アルブミン（BSA）および0．1％

NaN3を含むPBS（PBS－BSA）でブロッキング（室温、10分間）を行った後、mAb（ハイ

　よブリドーマ培養上清）と1時問、室温、湿潤中で反応させた。反応後、標本をPBSで3

回洗浄した。次に標本は、PBS－BSAで100倍希釈された抗マウスlgGビオチン標識抗

体（ヤギ由来、Bio　Source　Intemational，1且c．一Tago　Prodocts）と1時間、室温、湿潤中で反

応させた。反応後、標本をPBSで3回洗浄した。免疫細胞染色はABC一アルカリフォス

ファターゼ染色キット（Vector　Lab．Inc，）により行った。後染色にギムザ染色を施した。

細胞標本は光学顕微鏡下で観察した。

、結果

mAb処理された好中球の細胞傷害活性

　mAb61C5または57F5の添加によって、好中球の細胞傷害活性値は上昇した（図1）。

一方、mAb61C5および57F5と同様に好中球細胞表面抗原に反応するmAb4GIの添加

は、好中球の細胞傷害活性に影響を与えなかった。mAb61C5または57F5の添加によ

る好中球の傷害活性値の上昇率は、mAb濃度が低下するに従い下降した（図2）。また、

mAb61C5または57F5を添加された好中球の傷害活性値は、K562細胞と混合1時間後

で高い上昇率を示し、時間が経過するに従ってその上昇率は下降した（図3）。mAbを

添加された好中球の細胞傷害活性のカタラーゼによる影響を図4に示した。mAb
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61C5を添加された好中球とmAb57F5を添加された好中球の間で、カタラーゼの作用

は異なった。mAb61C5を添加された好中球の傷害活性は高濃度のカタラーゼでも維

持されるのに対し、mAb57F5を添加された好中球の傷害活性はmAb61C5と比較し

てより低濃度のカタラーゼでも阻害が認められた。

K562結合好中球のmAbの反応

　K562細胞に結合している好中球にmAb61C5および57F5は反応した（図5）。mAb

61C5および57F5はK562細胞には反応しなかった。

考察

　コイ好中球細胞表面抗原を認識するmAb61C5または57F5で好中球を処理すること

によって、好中球が有する細胞傷害能の活性化が認められた。同様に好中球細胞表

面抗原を認識するmAb4G1を用いた試験では、このような傷害能の活性化は認めら

れなかった。従って、mA　b61C5および57F5は好中球が有する細胞傷害能の活性化を

特異的に誘導することがわかった。好中球の活性化を誘導した2つのmAbは、K562細

胞に結合している好中球に反応し、K562細胞には反応しないことが酵素抗体法を施

した細胞の光学顕微鏡観察で確かめられた。また、好中球に反応させたmAb濃度の

減少にともない・細胞傷害瀧の上昇率は低下し・対照剛いたハイブリドーマ培

養液（HT－GIT）では好中球の活性化を誘導しないことから、好中球表面抗原へのmAb

の反応が活性化に重要であることが示された。mAb61C5または57F5と反応させた好

中球は、K562細胞との混合1時問後において傷害活性の高い上昇率が認められた。こ

の上昇率は混合培養の時間経過にともない下降した．このことは、mAbで反応させ

た好中球は、K562細胞との混合早期の段階では傷害活性が高く、対照区に比べ差が

あるものの、時間経過に従い対照区との差はなくなってきていることを示している。
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従って、mAbによる好中球の活性化は、好中球が多くの標的細胞を傷害するように

なるものではなく、好中球の標的細胞の認識または傷害因子の産生等の反応が鋭敏

になるものと考えられる。コイ好中球による標的細胞の傷害はカタラーゼの添加に

よって著しく阻害されることから、好中球から産生されるH、0、が傷害因子として示

唆されている（Kurataαα1．，1995）。mAb61C5によって活性化された好中球の傷害活

性は、400μg／200μ1という高濃度のカタラーゼでも強い阻害は認められず、

200μ9／200μ1の濃度では全く阻害されなかった。一方、mAb57F5によって活性化さ

れた好中球の傷害活性は、高濃度のカタラーゼで強い阻害が認められ、

　ヨ100μg／200μ1の低濃度においてもなお阻害が認められた。mAb61C5および57F5に

よって活性化された好中球はL5時間および2時間の傷害試験において類似の上昇率を

示しているにも関わらず、カタラーゼの傷害活性への影響はmAb61C5と57F5の問で

大きく異なった。これらの結果は、mAb61C5と57F5による好中球の活性化機構がそ

れぞれ異なることを示唆している。つまり、カタラーゼによって強い阻害を受けな

かったmAb61C5による好中球の活性化は、H202産生能の上昇、または、現在までの

研究では明らかになっていないH、0，以外の新たに活性化された傷害因子によるもの

と考えられた。一方、低濃度のカタラーゼでも阻害を受けたmAb57F5による好中球

の活性化は、H202などの傷害因子に関与するものではなく、その他の、例えば接着

因子などの機能漕性化によるものと考えられた。アメリカナマズのnonspecinc

cytotoxic　cells（NCC）1こ関する研究は抗原レセプター（FAM）の存在を明らかにした

（Evallsαα1．，1988）。FAMに対するmAbでNCCを処理することによって、細胞傷害活

性の上昇およびFAMの発現の上昇が誘導されることを明らかにしている（Evansε～α1，，

1990）。また、このmAbによる処理は、 NCCの細胞質内カルシウムイオンの上昇を弓i

き起こし、FAMがシグナル伝達分子であることを示唆している（Evansαα1．，1992）。

ヒトのナチュラルキラー細胞による標的細胞の傷害においてもまた、接着因子およ

びレセプターによるそのリガンドの認識は重要であることが知られている（Morettaα
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α1．，ig94）。もし、これらのキラー細胞が有する接着因子またはレセプターの発現レ

ベルが上昇すれば、容易に標的細胞を認識でき、より速やかに標的細胞を傷害でき

るだろう。mAb57F5によって処理された好中球は、1時間の試験時間における傷害

活性の上昇率がmAb61C5よりも高いことが本研究によって示された。このことは、

mAb57F5による好中球の活性化は標的分子を認識する接着因子またはレセプターの

発現レベルの上昇によることも考えられる。今後、これら2つのmAbが好中球の持っ

どのような機構を活性化するのか、より深く検討することが重要である。

　一般的に、多くの細胞表面抗原はその細胞の機能に関わうていることが知られて

いる（Hor句si，1991）。mAb61C5および57F5が認識する細胞表面抗原は、活動状態にあ

ると考えられる腹腔内浸潤好中球の細月包表面上において遡レベノレを増すことから・

好中球の機能に関連した物質であることが示唆されている（本論文第3章）。本研究に

おいて、これらのmAbが好中球の持つ細胞傷害能の活性化を誘導したことから、

mAb61C5およびmAb57F5が認識する細胞表面抗原が好中珠ρ細胞傷害機構活性化

において重要な物質であることが強く示唆された。
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図1、モノクローナル抗体（mAb）処理された好中球の細胞傷害活性値。

標的細胞にK562細胞を使用した。細胞傷害試験はE：T＝2．5：1、2時

間、25℃の条件で行った。結果は1尾について3重試験で得られた細胞

傷害活性値の平均±標準偏差で表わされている。★PBS処理区と比較し

て有意な差がある（Student7s亡一test，ρ＜O．01）。

90



ハ
ま70
）
総
駄
→

e
埋35
蛆
曲
禰
鰹

　一2　　　－3　　　　－4
10　　10　　10

　一610

mAbの希釈濃度

図2．モノクローナル抗体（mAb61C510、mAb57F51●）
処理好中球の細胞傷害活性値の上昇率。細胞傷害試験は

E：丁＝2．5：1、1．5時間、25℃の条件で行った。結果は1尾に

ついて3重試験で得られた細胞傷害活性値から算出された上昇率

Pの平均で表わされている。
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図3．各傷害試験時問におけるモノクローナル抗体（mAb61CSl　O、mAb57F51⑧）

処理好中球の細胞傷害活性値の上昇率。好中球は終濃度1000倍のmAbで処理された。細

胞傷害試験はEIT篇2．511、25℃の条件で行った。結果は1尾について3重試験で得られた

細胞傷害活性値から算出された上昇率の平均で表わされている。
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図4．モノクローナル抗体（mAb61C510、mAb57F51③）処理

好中球の細胞傷害活性のカタラーゼによる阻害率。好中球は終濃度

1000倍のmAbで処理された。細胞傷害試験はEIT＝2．5：1、2時間、

25℃の条件で行った。結果は1尾について3重試験で得られた細胞

傷害活性値から算出された阻害率の平均で表わされている。
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図5．K562細胞に結合した好中球の免疫細胞染色像。K562細胞に結合してい

る細胞はズダンブラックBで染色され、好中球であることを示す（A）。モノク

ローナル抗体61C5（B）および57F5（C）はK562細胞に結合している好中球に

反応した（抗体が反応した細胞は褐色に染色される）。これらのモノクローナル

抗体はK562細胞（T）には反応しなかった。
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結辞

　コイ好中球が、従来知られている貧食能に加え、細胞傷害能も備えていることが

本研究で明らかになった。このことは、寄生虫などの貧食することができない比較

的大型な病原体やウイルス感染細胞、腫瘍細胞のような自己異常細胞に対しても、

コイ好中球は攻撃し得る可能性を示している。また本研究は、コイ好中球が環境温

度に順応性を持つことも明らかにした。魚類の特異免疫機構が低温下で働かない中

で、コイ好中球のような温度変化に順応性を持っ細胞は、変溢動物である魚類の生

体防御にとって重要な役割を果たしているものと思われる。これらの特徴的な機能

を有するコイ好中球の生体防御における役割を明らかにすることは、魚類特有の防

御機構の解明のためにも必要なことである。本研究で樹立したモノクローナル抗体

（mAb）は、侵入異物に対応した浸潤好中球において発現レベルの増す抗原を認識し、

また好中球の細胞傷害能の活性化を誘発した。今後、これらのmAbが認識する表面

抗原を単離し、その解析を行うと共に、それを介したシグナル伝達機構と傷害活性

との関わりを明らかにしていくことは、魚類特有の働きを持つ好中球の生体内での

調節、すなわち活性と制御のメカニズムの解明につながるものと確信する。また、

好中球の生体内調節のメカニズムの解明が魚類免疫系の発展とそれを応用した魚病

対策への道を開くことを期待する。
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