
鬼朋．劫招ノ創頼抽Ⅵ亡兄鉱一，77（ノガタgノ：謂ノ～ゴブタ  

Inductionandassayofinterferon（TFN）  

frommitogen－Stimulatedbovine  

peripheral lymphocytes 

331  

HiroshilsllIK＾W＾L，HiroyukiSIJII〕人T＾1，andTQShikazusIR＾HATA2  

（fモe（・ei＼・ed：No＼・．3（）．1991）  

人bstraet   

「1’h＝‘皿山血融旭日血中・（〉ローIlだirlLerre－・0【1〔1FN）TJrOdu山口ninbovineperil）hel・al  

lyl叩11ぐ〉CさrLes肌・aSe且r王・1ed nuり叩Ijb⊥lue王℃dLl山on nlethodill丸IDBK cell占ぃslngVe←  

s血1且r Slorn射itis vii・uS〔＼′－机′う．1♪1N wasindueごdim由一inel）rmP加嘩・tごCl山ures  

bさ7Stimula血nwitI131‡′NindしIC叩（Conノl，Pllノ1aロdOK4豊2j．ConAwasthe  

血OSterfec山e口ut O∫the three．ThelFN t烏er h胤d re郎、hd a m風Ⅹ血uml郡elat rive  

daysincub射10ninlxlO7cells．′扉nrl）・mOhQ坤ec血urestimulatedwlIh望5βg／舶8で  

CnllA．C口Ilノ11ndl▲躇rll－■＼－舶封血血仙血涙沌〃he【）Handteml）e柑Lu陀如も1山ies  

ILⅥ・aSLJn占Lablt！払lI）H2．0牡nd弥℃eompaz＾ed v山htherel註tiveきLabilitie、SOrlJev（Cat，Lle  

Ilうsp縫Se Virtt去（NT）Ⅴ） 晶山1eedl】11＼．仙血血軒 Con AindudedIIi’N shov－・e、d no  

bだ1叩－1（即－ユSaCtiv砺．、、木口）RS NT）＼㌻indt】Ceflけドhada】it抽FromLhe胃管TeSults‘  

i川場SS匹餌1atedlhat（加ノもindl⊥Ced rト対価最古S（川dLl涙1け鉦muTleIf’ヱ（けIFNラ．  

八甘thp r）Sl⊥lt－．1i－k叫如iぐSいi■叩N墓〕γ川王ⅢTtjr）n吊n（j blast〔†geneS土呂．there＼柑S arelaliりn  

F〉Lllw■倶汀1廿卜伸加【＝い折1射－し1鮎川加呵恒壷細雨嗅頼1－1き・Tnph心CyteS   

Ⅸe）・WOrd＄  int押ier帆CO“・，Peripherallymph（冗）・le5．  

Lymphoid eells are stimulated bv注ntlgCnSOr T  

〔：211miL（）gen朱13．4】．  

1FNⅥ・且5dis亡く〉叩redbv、・irtueoFitsdirect an  

1i～■irは1血山再・An－h混血卸由江－XP打iin一雨土sha、7（）  

柑nrirmed thal、†TrN亡0IltribりteS Lo the anti＼7iral  

d¢「eユ1Se】11¢Chanismt）yindu血礪如1さ1Ⅰ】L血ral直感k  

i‖U州s㍍1dliH馳eS．lnl如い姉川吋再両hQm叩汀  

ⅢL一口l、the】FN町押出叩（βw桓鱒叩nLhe＄1s  

k uさua111・inて1u〔：lラd t〉ヽ，riruぷirlreれr）n．  

】low郎er，l＼I’ナc山車血山＝泊n即削宮邸㍗肝tivil▼月l  

はビIi†riLさ▼りTIUells奴8払parl（）f■止上甑瓜：Liくyn Or th（、  

1叩りJ上101山ne pJ≡odu血d bY 出血1gen－OrIrliし0酢n－  

良川Sitiz如Tl＼7上n【）hocylu、1r】eludi・1g Lhi浣丑山vir杜1  

Intrりdしielil）n  

端nビeうnler†■eron（川■N）“・aS rirsLdetT10・1SLlla叫  

bvゝaピa」1Detと11．Ll抽dlsaaus且Ildl．ir】（血・一丁ユ11rl－1  

「2」，臼nlユーnt）【汀りrStl】（1i【！川nth（†pmブPf、rlyrlrⅢN  

Ila～・ぐb白enlllad〔ゝ  

1＝ユaS beeIlI・ロ亡0打山抑1th叫 ac亡のId⊥rl瑳tr＝11〔、  

ind11Cerand theごぎ1Lulal・sOurぐe（〕rIト＼ー，thpl，e那U  

l上1rel・【yr，e巧～jj、】ドNs rけ’※ α．佃付 β．廿≠  

γ）tlはtC乏tn bcl）1・ducむd bylIl址1Tlけ1とili打hし・UllH．  

巨m元し▲CuO110【ⅠドN α（1cukocユ「もどIFIN；arld rll’ヽ   

β（rlbroblast廿八）ぐa・－Eっ〔・j上1〔Lt化胱I一往d㌧拭・壷け  

Or a嘗ピntS btTtlFド 7isだ印erated nl山】ゝゞheTIl  

l＼r血1イillar）・1重刑山al，∠山一）artmせ山¢t、＼ut、けiユは「）  11iぐ1、山1iol鞘訊（池ihiェ0し「山1－er■机tさ′t〕1Agri一皿1Lurl－  

all［lヽTpし仁一，in三IrylI〔ゝdl¢ine・n♭比丘Ⅳ〕1（）kkai〔ir），・旬押出胤  

l   



Ⅲ掬或i坤IlKAWA・難関頑i、Slm払十川・T闇ねika阜uS‖mA‖ムー11A  ぷ2   

画廊廟」印？h舶、th聯Valu油毎夕r確守雨i守男：  

∽鮒ral．immt】nPm8dul抽rさ！and卿tうp叩1ireねt′ive  

erre鮎L51．OnthedheThand，膵Nγb往5Sdme  

di鮎rence5initsph〉，SicQ－ehヂmicalc虹鱒で畔tefi茅ぬ  

com撲arqdtGIFH “EmdIFHβ：itwas、め卵rn  

tober紬tivや1yun如ble射pII2．8洩nd紆e、用］ 

R畠励1晩a、varieもyが駐日im良ユ焉pee鹿ぶb艇＝洩肝  

転感＝や卵油岬1摘．lれhllTl鱒n鱒詞卜叩隕嘩  

野準鱒永や輔弼舶－iれdu由d岬N（1F別 学）良き  

瀬肌離油奴嘲鱒OrImり押通鹿癌漁加納鹿細  

耶≡11感pぐ甘m哲n上巳d L7，〉怠っ 9，i明．  

ln翔損ちareW＄tu〔liやもh且1・eI慨flr熱adeo正t血合  

pf涌′は親iぬぷ血涙斬nimdu応戦dlF勾 Lll，、f礼  

両神顆柊旦叩叩b二erOfstl】di餌h耶ebe脚．d鴨eFib細  

島bo飢0魚8rlype忘♂馳vil檎1FN   

珊勘押倒融江川漣併細雨湖山㌢頗射裏抽適・  
貼‖如鱒騨血相嗅1e8n舶ti8n＄r肝頗叩叩触感耶  

瓢Hd、tk¢aS悪射「げIFNliterinduc8d桓mi棚明甘顔  

由均自適伏㌢拗封寓pa陀theImり無敵血通ゎw地  

頭醸ゐ1乱畠t申g亘汀－＝血涙浄血汁峰廃油悼膵呵軸粥1  

】y関野h髄yfPl巳ulLu丁e＄∬tim山8ted、Y川1m如p那皿S 

Ⅵat（Iri風Isandれ1（！th（Id革  

臥如両卸呵I合金 

Bl細d鯨親Ⅷ8bt飢med bぎC即ユぬ1ven印し臓軌Ir徳  

師慨14h鰯皿転肋1＄短1n尽錮・SQf2t¢18yea閏  

頑丸薬頑sロd on tllやrarml〕rObihirゎlJniver月itき・、  

m卸ぬ離射＝両血血1kユ秘や痛od加ri噸もhな  

凝湖離間W頗1p如Qd，Tll′e桓脚血項雇用l種痘鱒郎  

郎拍ね射：1㊥i血phosph謹i8、甑rr章≠e8拍1inな∈′PBS，  

踵‖．封自m＝勘融凧†〉）・訂巨1i粕11払狛指せ凝血直畔  

指揮頑ri亡gr耶it〉r】．ロ77g／cポatZ5㍍ら Fi欧州  

P随一m洩亡i点，Sweden．（二箪n、‡T丑y：ひaiiehiPh畠離恵．  

掬脚可血t】1el蜘蝮Ia開t－1be，A鮎rth（ゝC即1tf乱  

酔磁針甘地一正殖釧パ加戊f紳鴻析軒軌蘭私＋ぬ  

珊q－1pnt】ぐ如rぐel11町軒W良男a叩ir抽札 Tわe eell  

礪ー野W高石hゼd 3 tirnむ寄Witl‡l－長講＆ndら押通ピ、WiLb  

頗牒項嘩n－やdilml伴けM＝湖山（加ぬ加dlⅥ鱒  

ねtal闇1f削げ11nl）．Tll＝さ測泰郎明津畔岬㈱融温血  

もh邑頭痛蔚1】m良n、【1（さⅩ甘打1inedl、dr、1叩1一事h8eyもe r¢・  

軸隠隼録抽，Pu⊥■1Lぎ乱nd vhb京摘．Il一極短針瑚願1  

t‡1¢rl′t．軸ぬn鹿血Il一む血血w沌肘血軋め血t75鮎．t加  

l叩頭幅好転脚即座加w8S耶即¢′th訊m95％pu用  

and the柁椚代mOア8than蝶鋸Yi弛録画1丁寧bダ  

trypant山（∃dyee光elu持imlほ河．  

1FNindu屯f洋三S：   

ThFややl】血qg和学W肝堅u馳dr8t・IFN、i草洩u闊r彗；  

phy一口b且ぞma贈1し直れi¶P押1IAP，Sig取瓢U冨Aう，  

roh血n馴dlin A（〔：じnA，Sig血洩，USAノ）如da  

凱「桝）伽粗1p相関Pa血－（こ）純43乳 ehu卵1  

Pha㍗m，，J叩牲nう．旗頭用地磯野＼岬Sre印几畠ituted  

Withst〔－rileI）BS and d最dodinto6111a11all叫8竃島  

alId飢0㌢edat 昏¢℃u肌iユused  

lymph郎一Yte¢∪加「e：  

OneInlllil上terOflJ，mphoeきrL¢Su島1始Ⅰ迅i¢n班n－  

t良止ingvaryi咤nu甑berbf捷i‡s鉄血1納材頑1紬  

iTldu㌘erふWerePO岬8dim拍e乳eblち・ell留rlぞ w¢11日  

錘融epjat由（！′′irnbrD†LJSA）．1’柚目地1や1軒鮎  

1neubaしdd乱し那℃il15％humi離fied竃arb苺強d主  

画東ほ叛＝再転面憎り叩lれ晋ンperi滅ぶ．A梅r  

thや血・lJL）飢i鋸1「（〕ナLhp rixerIl血お，山Itur白、門ui舶  

血相一帖小瓶緑柑祖nd飽n七rl‰酢d融4細g摘rl．8  

m血山蛸．m＝瑚印画神川凪い鱒町画面拍   

88℃umtillhea忌日誅yrOr†ドN㌍臨池．   

P柑Paraljonofb飢ine†jbro別asモIFN：   

￥即位a5ilpdisea鮒Virl】S玉Nll＼7トind一雄紫dlFⅣ  

w払叫汀叩amd孟ぢ紛rdi】了g tO t恥離eと加dQf K¢地  

ほトー（．両神糎緑擁略解脛牒紬漬融牒明地頭1y  

l‘1・即n障判悶や1開旬準鋸・Tりkき主Cbi、＄t酬～gh1だr如u雛．  

ArtげLrユごT18irliズaLi侶1〔）rthト抽緑d如．止れぬ鮎w¢ぎ¢  

pl叩ar（ナd＿「rli¢m¢汀0払y針餌1鵠汗顔い油津や羞11（〕Ⅵ：さd  

tり紆r冊・i了15n通りl一皿1tu∫ebol山SWitll畏％E賭よd’二軍  

miHi†111】m（｝昆棚nli崩Im†キdium（冗MlそM）餌r一打N  

p将血両肌Arしerth野inギubatiqnbr7紬QurS洛t  

耶で，‖1t、ビultし11、ゃぶ仏触むWaS触dⅥトithli＆11k’6旭ト  

比Ilし・机l寂由∴頑h止血（H桟清新仁甜成上涙顔れ1如如上融班  

5pftl．rt・11【JjHDV（料血WIi【11附加墜dd e′一犯  

brさ印1鋸瀬1相場汀。へ1‘軽「両峰h研け L如亮油細山11ユ  

Ⅵ・点さ＼l′舶llUd3山mt≒さ兢・iい11＝うSSarldl、叩も銭靴d bv  

鳥丸■1肌1（ご〔汀＝と轟沈1冨5、頸reは1ゞ視1r恍mIⅡ 宕旨艶  

即甘m珠．TITご畠山ⅦreFl山d w虞SC蛸trifu許なd at  

乳即沌い脚11i’ul■20r山nutes。鋸1d血忠卯劇狛鳩麺翻  

r山dヽV姐＄じ011eとヒbd，Sall1ngotl†i】1v8日蠣s貧tuヂatやd  

舗血冊椰＝Ⅵト1イ¶II4ヨ書棚，叩1圧服噛頭薫り乱射8  

rp■¶r川・㍊n症l此唱．t翫・騨茹lⅥ抑l融料れぬ画卸通商  

in20Ⅵfo「llHSこ でhやrl扉d“・乱Sdi卑lly貫ed ag射箱粟   



Assay or BovinelhLerreron（IFN）  33：【  

containingo．11止NaCIat4dcror24hours．and  

血enredialyzedag且1nStf｝BS且t4℃fQr24hour5．   

He8tlng：Fi叩RCofIFNsamplewasheatedat  

56〇cinawaterb且Lhroronehour．   

HeterogenecLuS8CtivEty；theheterogencousac－  

tivltyOFIFN＄ampleswereex8minedbytitration  

ora¶tilriralactivitylnInurlneribroblastcellcul－  

tures（L929）．   

Glucos白COnSUmPtiロn t¢St：   

Thegluco5eCOnCentratiohofthecult11refluid  

wa5determinedbyugingacommereialkit（Gl」   

Ⅴ，Ⅹyokuto，Japan）＿ Theblastogenicactivity  

Ofl〉・mphocytes、帽SeStimatedbyglucoseconsu－  

mptlOnteStaSdescribed by】s‖lKAWAandSllI  

RAllATA［15］．Theblaれogenic8．Ctivityoflym－  

phocytesw註SeXPreSSedbytheglucoseconsump－  

tionindex（GCI）as紬1low翳：  

※（G）lnedium（G）mit（婿enStlmuL乱tedcu】ture  

0＿05M glycine－HClbufrer（pII2．0）co】－taiTllr喝  

0．1MNaCIat4℃for24hours，ahd Lhenredi且－  

1yzedagalnStPf3SaL4℃for24hours；Thefluid  

was ultracenteriruged atlOO，加Og ror2hour5  

at45c，andthesupernatantwa8副Oredat80亡C  

untilused．   

Ass8yforlFN  

IFNassaywa5perrOrmedbytheplaquereduc－  

tionmetb（姻i【1MDBAKcells（Flow Laboratories  

Inc．，しTSA）using vesicu】ar gtomatitis v＝uS  

（VAV）鋸＝hech且11enge virus L14］．MDBA  

cellswereculturedin12WellsmultiplateswiLh  

Ham’sF12medium（Flow Laboratories【nc．，  

USA）conLainedlO％fetalcalrserl⊥m（10％H且m’s  

y－12）．Serialthreefolddiluti（〕nSOrIFNsamples  

were medeinl％HELm■s F12andlm2ofeach  

diluti血WaSaddedtotriplicatec111turesorlイ丁）BK  

eells   

Arterlncubationror24hours，thecu】ture5Wer卓  

washed mith iIHSS and inoculated wilh approx 

imatBly50plaqueso［VSV．Onehl］urlater，the  

cultures were overlaid w京hl扉ofl％l了arTl’s  

F12conはiningl％methyLcelhllose．ArLer  

reinc11bationl’く）Ⅰ・48ムoul・S．thewellswererinsed  

and fixcd with5％rormoIPT3S and stained with  

D．1％cryst息1violelsolutlon．IFN tjL即弓Were C且1cl上  

1atedaHareCIJ〉rOCalorLhcdilutionca．uslng50％  

reductioninthenumberofplaq11eS，   

Ch∂raCt¢rjヱatjonoflNF：   

CharacterizationofINF producedinlyrnphoL  

cyteculLuresbystjmul払tionwILhConノ1“一aSPeト  

rormedbytheroユlowingtreatment5．   

Trypsln；10舶orIFNsamplewasinc11l沌te（1i－1  

thepresenじeO「0．5mg／舶trypsin（Sigma，USA）  

foronehouraL37Cc，andth白nO．25喝／舶ofLrlr－  

p占injnhibitorfromsロybeまn（Sigma，しSA）was  

ad止edLoinhibiしtheresidualtrypslnaCtVlty．   

Centrifug8tion；AnaliquotofIFX sample was  

ultracentriruged aLlOO．帥Og atlOO，OnOg r（）r2  

hollrSat40c，andthesupeTnatantfll】idⅥ・8S（：り1－  

1ccLcd．   

Acidj什c8tion；Fil・e舶ofIFNsamplewa5【lia  

1）・ヱedagains川05Ⅰし′Iglycjne†lClburfer（pH2．n）  

（G）medium一（G）conLroIculture  

※（G）＝glucoseconcentration  

Results   

l．Erfectorco11COntratlonofIFNinduceronlFN   

producしioninbovinglymphocytecultures：   

In the rirst experimenL．eachINFi11ducer   

was diluted with RPM11640Tr］ediumiTIVarious   

concentrations and added Lolymphocyte cl11   

turesqr5Ⅹ108cells／舶，thenthecultureswere  

irLCubatedfor4days．As shownin Fig・1the   

slgniricanL札mOunt OrIFN was p川ducedin   

eachculture．ThedoseresponsecurvesorlFN   

productionbystimulationwithPHAandCon   

Aweresimllar．anddqse－depeTldenLe8Chother．  

11he maxim11mtitrerorlFNwerere亡Ognizedin  

lympIlOCyLeculturesstimulatedwi山moreLhan   

20．D〝g／戒0∫1）封Aandw止h25Jエg′／舶ofCon   

＾∴hcontrast，thcresponseofIFNinducedl〕y   

OK432wasnotdosedependent．Theoptlmum   

dose肌raSdeterminedas20／上g／舶in PIIA，25   

〃g／舶in Con A andlO／上官／－舶in OIし432，  

Ⅰ・eSpeCtively．   



334  HiT℃弓hiJsⅢKAWA・HiroyukiSiIIBAT＾・Toshikazu S117Iミ人rlAT＾  

∩
心
 
 
 
 
0
 
 
 
 
0
 
 
 
 
〔
U
 
 
 
 
ハ
U
 
5
4
3
2
・
・
l
 
 
 

（
一
己
＼
Ⅵ
】
竃
三
L
豆
七
2
年
 
 

2  10  20  50  5  10  25  5（）  

1Iitogel－C¢ncentratipnrJJg／ml）  

80  

50  

40   

38   

20  

10  

1   5  18  25  5（）  
hiitogemco汁Centraしioll（〃g′′ml）   

Fig・1Effectoftheconcent絹tionofJFNinducers（PHA，Con A and OK－432）on  
】NFproductionjnbo〉inelymphocv一台CU圧］r8S（N＝5ト  

In t一拍化11叩IngeXPerimellt，the productlpn  

OfIFN展tilnul飢やdlVith巳aChoptlmtImdo弓eOr  

tIletbreeinducerswaseolnp且redlntbeid8nti一  

亡孔11〕0Vinelymphoeyte etllt11reS．A包めDWⅥin  

T8blel，thetiterofTFNwasthehighestintho  

mltur¢SSLlInulaしed with（：on A．rollowed b〉r  

pIiA and OIく 娼2．NolアN productionlVaS  

Observedin the contl・OIculLures．Theref（）Fe，  

Con A wastlle mOSter∫¢Ctiヽ：eifldu（－erぐjut（）rthe  

lhree，a】1dusedas［b¢lF刃indtlCerth叩哩板畑  

仁herollQWlng8エ騨rlmenLs．  

丁自blや1Compeけis¢∩¢flFN、tit即Si′nbdvine 

1YmP、hocy柑CUltreSSti柵Ul8tedw冊1  

PHA，CわnA8nd OK一拍倉   

ユ】fl／＼   〔：くJn A nK4き2  

（2町g／が〕（25〃甘／舶）＝机相／戒）  
Control  

55．R33．∩カ 93．0＝34．9 31．4I17．、る   0＊★  

轟 units／舶（m拍nわF5experime】1tS）  
＊＊＼＼Jith cullur℃Tm・（1ium   



上ヽss且y Or上主削ineInterl◆eronりFN）  
3き5   

2．Ell－ecl（〕rlynlphoc〉・teS C（1rIC七ntraion on 一丁JN   

pro山亡tio】1＝   

ThelyTrlPhocytcswcrqdiluLedir）theⅢlture   

medium to cellc（，nCLlntrationd varylngrrOm   

5Ⅹ1日βt81Ⅹ107cells／融，TFNp－，OdtlCtionin   

ユymphnc〉7k cultures＼Vere Stimり】ate（lwith25   

〟g／が〔】rConAfor4days．AsshowJ】inドig・．   

2．the山ernf膵N曽1evatedwiththeihcrcasln呂・   

Or土he℃ellcロ】叩enLr且Lion】抑dtllehighesttitQr   

WたがOt）Ser、・eda11Ⅹ107cells／舶．Incr卵巣ing伽   

cellconeentra血norm（】柁LhenlxlO7cells／   

頑m∂y rたS山tin much higher prod11etion or  

IFN．Il－thご【】上’e躍Ilし封11－ユy．h（〕Ⅵr帥er，Lhel）・m   

phocyteconcentration orlxlO7ごells／舶仙raS  

l】Sedt－一丁r（－f）nSjderingroutineues▼  

As show爪i－1か1ig．3，in kjれetice or止eJFN  

prod－1Ction．thetit町SOrIアNbJ7Con A，PHA  

andOK432wererirsL（ietectb【l∂f1日r口neday  

a「Lerthei¶C11baLiol－andrDSeraPidlyafterth且t．  

Thevr℃aehedthe－n8Ximumle、・e18at3da）rSin  

OX－432，4daysinIIHA an仁王5daysin Con  

Aちtirnり1ated e111ture andsubs叫u帥tl）・declirled．  

ドrom these TeSt11ts，theIFN samplos were  

ぐ01lectedat5rlayHal’LeTStiml】lationwithCon  

AinthefollolVIng、eXPerl汀1enLS．InthekineLies  

Or blasto官eneHi＄（pljg．4），T加glucose亡On－  

SumPti一）rlhadincreased rapidlyin 3da〉ISOf  

lncubation，and mildl）「汰∫ter tllat．「1’hヒLit即1S  

Ol叩Nincreas畠d almostin parallell、rith t加  

島・1ucose conHumption〔Jt－1〉，mp幅cyLeS6timulatだd  

wiLh Con A．  
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5  1日   25   50 100  
Cel】concentratio11丈XlO5c℃11s／ml）   

Fjg・2EffectofcellのnCentrationonlFN pro－  
du6tio［in bo山neJymphoct8C］圧ures  
＄t】mul8ted with Con A．（N＝5）  

3・火ineLi仁兄oト廿N pl・OdtlCLion鋸1d blasto酢坤ホ  

1∫ltrle tlし）、，irl一号1y叫血呵・te Culture sLinlt11ated   

wiLh ConA，l〉HAarl（10K432．  

TheinrlucI】Ce q」、iJICubaLiひnI）ビ再udりnIFN   

pr（）dtlCtionl恍l、eexatnineddail）rrrOlnlto6   

血〉・SintheI〉rmphocytectl】turesor、1xlO7cells  

／〟stjml】Ia柏dlも両h25〃g／洞gOr〔；on′1，2帥♂   

orPllAandlO〟βorOlて432．respecti－7elv．  

1  2  3 ・4  5  6  
1nぐりhatjりntjme（daさrS）  

Fig．3Effect of ceJljncubation period onlFN  
PrOductionin bovinelYmPhocy【C Cultures  
StimuEated with Con A，PHA and OK－432 
〔N＝5）   
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T8ble2PrQP即■tiesofConAinducedlFN糾1d  

N馴〃C耶tl8qjs8aS8Virus（NDV）i†1du¢ed  
lFN  
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Rel射i㈹tiLeTSOr   

廿＼l＼l  
Tr（）孔tment  

G8nAyDV－  

indueedinduc8d  

NoTle（Originaltiter）  108 100  
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Dialyz如ior】（PBS．4℃，24hr）  98－  

Trypsjn（0．5mgノ磁，′37℃）  く4  

UItra－Centifugation（10叩00g，2hr）100  

AcidificaticLZl（pH2．0，24hr）  ＜4  

H組ting（56℃1hr）  ＜4  
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Heterq酢爪OnS且Ctivity  
（0】1murinece11，L】929）  

VirlユSSpeClri亡1ty（ノ1・1enI鳩0－1壷us）   

く4   10   

鮎   98  

1 2  3  4  5  8  
1ncubationtime（days）  

Fig・4Thoco－relatiDnShipwithlNFproduction  
8nd EYmPhocYte bJ8StO9eneSjsin bovjn8   
1YmPhocYteC山ur8SStimu18t8dv〉ithCon  
A，（N＝5）  

■relativoIFNt山rqg且insLoriginaltiter  

piscussion  

As Lhe reSults or抽isさLudyてLhe叩timum  

eonditiQnSt（川btaiTlthehigb訂津Ntitersin仏壇  

bovine pe－，ipherallympl10ぢyteCulLures werede－  

Lerm山ed且SrOllows；  

（a）1ympho℃yteC8neelltrati8nWaSlxlO7eells  

■J  

（b〉 25〟g／舶orConA，20〃g／扉げp拝Aand   

lO〟g／融of OⅨ4a2wa包ad加dね＝識昨h  

Culture．r8SpeCtively＿  

（C）inctlbatlonp訂iodorlymph（）C′yteCulturewa＄  

5days（ConA），4d叫S（PHA）8nd3days   

（OK－432），m娼サ鋸tively．   

Lunaet札1．［柁］r叩（1rもedtl旭ttlle叩Nprodue  

tionin responseLoCorlA ar】d PIiA鏡imulatioTl  

印ntinし1ed to ris8rOr aし1east Lhreed且yS．1n the  

presentstudy．however，tIlekitletiesQrlFNpr¢－  

dtletionShowed th且t the tiもer or】FN was still  

riE．ingat72hour5CIFincubati（）TlintheC（）nA aTtd  

PH■AsiT¶ulatedIympbぴCyt8ごultuTeSAndナ組ebed  

a pe且kleI・e18t5days（Fig．3、ト Sローit may  

S叩即Stthattheincub且tionper主odorちda匝1S  

neces良法ry rOrthe sign汀ica両氏m（〉UnもS OrIFNもP   

4．Properties or C（〕n A－iTldl」Ced aTld NDV－in－   

d】ユCedIドFs：   

TheproperLiesrll■tw（〕typeSOfIFN冒areSbown  

inTable2．BothIFNswerenondialyzablc，in一   

且Ctiv山ed by trypslr】Lre8Lm8叫乱nd not5edi   

血en亡edatlOO，000g．Ontheoもherhand．C〔InA   

inducedTFNwasurlSt乱bleatpH2．0，Wh即組S   

NDVinducedlFN wEISrel8tivelystable．The   

titerof／thefDrmerIFNretaiTldonlybelow4％   

ororlgln且Ⅰ山er8SCOmp且red witl154淋orthe   

titer of thelatterIFN．TheselFNs were also   

shown todirrerinth扇rtemperaturestabilitie畠．   

C｛〉n AinducedIFN was unst且ble8L56℃ror   

60miIluteS．しhough the titer of Nl）Vinduced  

IFNmaintained35、％oror唱1nalt加r・Inhetero・  

logous activity．Con A1nducedIFN was nD   

Brfectivein pr（如cLin官m11rinecellsfrom VSV，   

butNDVindLエビe（1IF二寸Ⅵ・且S alitte  



Assa）・Or］∋0VlneInterreron（IFN）  837  

hal・ebeenvaTiable．B乳b山kandRou5e［16いepor♭  

ed Lhatbo〉heimmuneユFN．indistincLionrrom  

boYiJle ribrob18釦一IFN．sll〔）Wed considerable  

heterologous8Ctivitiesin nlanySpeCiesorcells・  

Ontheotherhand，l」11naetal．［12］reportやdtbat  

bt）Vinefibroblast1アドwasthamosterFecti＼rein  

protectil噌murinecellsり」929）toinreetionⅥ■ith  

virusesamongthreetypesofIFIヾs．1tisawell  

kTIUWnFactth8もIFNβandIFNγ九ave5h（〉Wrl  

al主ttleheterologou5aCtiviti叫Where且SIFNα  

has5hollrnmarked（）neSし24，25］、   

Greenetal．［8］report¢dthatrnarkedquantita  

tivedifferenceexistedbetwcenthedegreeofbla5  

togenesisa汀dtheamountsoi、IN下1†inlmma爪  

1ymphocyteeulruTeS・Incontr且StV山htheirreport5▼  

the d8t且preS℃ntOdin thi5paperindieated that  

the most¢rfectiveconceTltratioTIOfmitogen sLim－  

ulatlng blastogenesis describedin a prevlotLS  

paper［15lconsistedwiththatofthemitogenror  

IFNinduction（Fig．1）・M鎮Ⅹimum produqLion  

ofCon AJinducedrFNoccurredduring5to6  

daysinLheculturcs（Fig・3），andinttleSeperiods，  

the bla如（）genic8CLivlty also reached maxlmum  

levelin the 岳ame c111tureち．hlorヒOl・er，1nlhe  

in飢息nCeV／hercvcrylittlcornoblastやgeneSishad  

beeniれduced，nOI上1八 一汀Oducl拍Il帆raS uSuall）7  

f（〕und（daLanot showト Friedman and Cooper  

［7］showedthatIFNprp（1ucLinnsLimul且Ledwiもh  

miLogc▲1E、VaSrelatedtotheeventsinvoIvedintIle  

mi血ic cycleが】ymphoc）「しes・Therefore，111e  

presentdaLasuFgeStCdthattherewasarelation  

be抽・een the m血gen－indueedl♪1♪JF】r（）ducLion  

andtheblastogenicactivltyOrlymp抽吋鱒・  

1thasbeenwellrecognizedtllat王FN7induc－  

tionplayed良P8rtローimmu’nereSPのnSe．e豆p¢eially  

i】lth（）Stllnulationby mitogensoT昌OmeantlgenS  

in bublan［8］and mouse［26二．The pr郎即IL  

烏山dy suppor仁S that苧uCh mechanism may be  

appliedtobovinelympho亡yteCu】tuTeS，andiれdi  

CateSth如theassayrormito即nindllCe【lTF：ヾin  

bovinelympboぢyte亡ult11reS may prOVide one or  

the userlllmeLhods to el・alutae bovln（さimmune  

sしatusf花U上∠ro．   

be obLained．Tn the prestmt首tudy，though thc  

signiricaTLtamOuntSOrlFNwcreobservedinth蔦  

miL柁en－SLirnulatedlyI狐phocyte cultures，the  

iiters ol IFN were consistpntiy lawer comparcd 

toothcrtypesofiNF which haveheen reT・OrtEd  

inuaLtle「12，13，16」．ThcdiffcrenceoFtheseactivi  

tiesmightbccxplainedbythepaptuldeseribe｛1in  

murinespleencellcult11re117J：Lhepresenceof  

aninhibitorrl）rlFNγ乱eもivltyWaSreSpOnS、ibl巳  

forlowactivitvofthe7FN‾†．  

Iモecently，Hughesei且1・L18」reportedthatbovine  

mitogen－inducedIFN】evelswereonl）・27▲3ul山s  

′／／扉，Where慮S，inLhepre白ent血ta．mom畠mounts  

orlFN（朗．Oullits′／舶）wasob5erVedimthely－－l－  

fibocytecult11TeSWhi止wasincubaLedundcrthe  

opLlmum COnditions．However．rurther studies  

ar8requiredtostandardizethecultl】ree小爪（1itll）nS  

forIFNassay．   

AnimallFNshavcbeencharacもeriヱedbytheir  

pH and temperaしure融点bilities「6，19，2D・  

Gener且】ly，jncontrasLtoLheviru昌一induccdIFユ（，  

themitogcninducedlFNis un5table atpH2・0，  

且nd5ぢ℃rol、60minutes，Illthepresentstudさr．Con  

Arindl】Ct・d7FNw8Salsounst且ble8tpH2．Oand  

飢5がCindieatingthat socalledimmune†Ⅲ  

（rtllXT）vvasdominant，Whcreas＼DVinduced  

lFNwascomparati、・elystable url山汁thesecoIト  

diもi（う【ユS．Thls result略∫eed w血the results or  

previousreports［11，21．22，23］，aれd sug酢SLed  

lhき1LttleSeL、、・OtyI）由OrIFNweresh8Wntddirrer  

in theirp王IandtemperatllTeStabiliti蛸・A8there  

上はSbeennoavailablespe¢iri亡antibodiestobovlm  

Iト1：）s，主t、～r且S un且ble Lo迅entiryand separatethe  

IFNt〉rpei】1thisstud〉7．   

Both bovineNDV－and Con A－1nducedlFNs  

wer（ゝ¢、Xamirled r（）r Lhe heterul（JgOuS aCti、・1ty tO  

叩1k兄几】－iuri【】el■i損・Obl且SしCellsぬinfecl血1With  

the virリムes．The rヒSults sug卵Sted t上Iat ConÅ  

irldueedlFN hadllO heteI、01輔OuS江Cti〉山esin  

mut・inqcQll．whercas Nl〕VillducedIFNhada  

little（Tablぐ2）．AltllOughえnumbやTOrT叩qrLs  

have described heterologous activities among  

mammaljan TFNs「12，16，24，25ト the resu山  
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ン刺激によっても生産きれる。マイトジェシ刺激によ  

るインタTフェロンの誘発はヒトおよぴマケスにおい  

て数多く検討されているが，ウシではその確告は比較  

的少ない。そこで今回，ウシ庚椚血リンパ球のマイジ  

ュン刺激によるインターフェロン産牛能についての基  
髄的な検討を行った。   

実験には本学付属農場に飼育されているホルスタイ  
ン乳牛のうち，乾乳斯の2～川歳の乳牛Ⅰ4或を用いた。  

インターフェロンの洩雌はMDBK細胞と＼rSVを用い  

たプラータ半滅法により行った。すなわちT ヘパリン  

虹静脈血より比置遠心掛こより分離したリン′号姐こ  
P【IA、C油AおよぴOK432の3痩類のマイジェン  

を加え培養し1その増養上酒申に産生されたインター  

フェロンの力価を判定した∩対順糟葦に対してプラー  
ク数が半減した試料の希釈倍数をインターフェロンカ  
価（unit／舶〕とLた。使用Lた3樺のマイトドジェ  

ンの内，C抑ノl刺激では細胞教1Ⅹ1Dソ舶の培轟系  

に対Lて2軸g／紺のC8nA添加で1Z8時間培蚤後に最  

大のインターフェロンカ価を示した。これらの条件卜  

で在生されるインターフェロンは，NDVにより喪韓  

されるインターフェロンの他姓と比較した場合，酸  

（pl12）および電度ほ餅C）に対して不安定である  

ことからインターフェロン7（1FN7〕であろうと  

推定された∋また．これらのリンパ球培養と同→条件  

下で培養した培養系に掛ナるリンパ球幼者化反応をグ  
ルコース消費試験で湘定した砧乳インターフェロン  
朽せ穂はリンパ球幼君化経と良く相関することが認め  
らゎた”   
以上の成績より，ウシ末梢血のマイジ土ン刺激培養  

によるインダーフェロン産生能の測定はウシの免挺機  
能評価の一手段とLて有効であると考えられた。  
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ウシ粛削刷ンパ球のマイトジュン  

刺激によるインターフェロン産  

性能について  
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インターフェロン（lFN）は，その机ウイルスγ刑′l三  

坑腫療活性ならびに瑚ヰの免硬応答能の修飾など多様  

な作用を持つ生矧舌惟物質とLて軋られている。イン  

ターフェロンほ特毘抗原の他にも非特異釣マイトジェ  軍人研報l，17（1舶幻：331～33g   


