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antトrecipient alloantiserumの免疫抑制効果に

関する基礎的研究
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広島大学医学部外科学第二講座(主任:江崎治夫教授)

受付　昭和59年　3　月24日

BALB/Cの皮暦をC3H/I壬C.マウスに移植し, 1 ×101ヶの　BALB/C splenocyteを1週間隔で

4回腹腔内注射して免疫することによ。 C3H/He anti-BALB/蟹Iloantiserumを作成したO
このalloantiserum　はBALB/C cellに対して特異的ににcytotoxic (×128)であった。

C3H / He anti-BALB/C alloantiserum (anti-recipient alloantiserum)がBALB/C　マウスに

移植されたC3H/Heの皮膚の生者を延長さす能力をもつか否かを検討した。

BALB/C recipient　に　C3H/He　の皮膚を移植する前後3帆　C3H/He anti-BAQB/C

alloantiserumを膳腔内授与すると, 1回投与量が50-300/ilの量では移植皮膚の生着を延長さす

ことができた。

in vitro studyにおいて, MLRはこのalloantiserum　の存在下で特異的に抑制された。

CMLも同じようにBALB/C cellをこのalloantiserum　によってpriming phaseで前処置す

ることにより特異的に抑制されたo

このalloantiserumによる処置はthird party alloantigen　に対する反応にはintactであった。

このデータから次のことが示唆される。つまり,このanti-recipient alloantiserum　は　skin

allograftの生者に対して生者延長効果を示し, MLRとCMLに対してはspecific inhibitionを

昆ESS!

これは.このalloantiserumがimmune responseのafferent archのblockをすることを示

す。

臓器移植の臨床において組織適合性の壁は厚く,組

織適合性抗原の解机　免疫抑制療法などの免疫学にお

ける進歩がみられるもののそれが直ちに満足すべき成

績を得るまでに反映されていない。なかでもイムラン,

ステロイドを中心とした現在の非特異的免疫抑制療法

紘,消化管出血,感染症,肝障害などの副作用が問凄

となり,満足できるものとはいえない。

そこでより理想的な免疫抑制法として特異的免疫抑

制法がとりあげられ,これまでに動物実験モデルを中

心に研究が重ねられてきた。d。n。r-recipie駈間の移植

免疫のみを抑制するという特異的免疫抑制法は魅力あ

るものであり,その1つとしてalloantiserumによる

特異的免疫抑制の試みがこれまで報告されている。こ

れは　anti-donor alloantibody, VM^v　　　あるい

635

は　anti-donor alloantibody -I antigen40-44>の投与に

よりtoleranceを導入しようというもので,部分的では

あるが,toleranceの導入に成功したという報告はある.

他方, anti・recipient alloantiserumのtolerance導

入に関する研究は殆んどなく,あずかに1976年,

Davies, D.A. L.ら13)が報告しているのみであり.

しかもそれはgraftの生者に有効であったというもの

ではない。 anti-recipient alloantiserum　がgraftの

生者にどのように作用するのか,あるいはgraftの生

者に有効であるかどうかは興味ある問題である。

anti-recipient alloantiserumがmouseを用いて作

成可能かどうか,又それがallograftの生者延長効果

をもたらすのかどうか,又生者延長効果があるとすれ

ばそのmechanismはどのようなものであるのかを検
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索するため本研究を行ったD

方　法　と　材　料

BEl　提

マウスは, BALB/C (H-2d), C3H/He (H-2"), C57

BL/6 (H-2"), AKR匪I-2*)のオス　　ー12遇令, 25

-30g　のものを用い, rat (Wister)は8-20遇%,

200-300gのものを用い,いずれも静岡実験動物研究

所より供されたものである。なお各hybrid間でskin

graftを行い, hybridであることを予め確認をして用

いた。

2)皮膚移植

マウスの皮膚移植は藤井23)の方法に準じて行った。

つまり　skin donor　の背部より直径1cm　の円形の

graft　を採取した。次(c recipient背部より移植しよ

うとするgraftとほぼ同じ大きさの皮膚片を除いてこ

こを移植床として,ここケこskin graft　を移植した。

graftの採取及び移植床の作製にあたっては, pannic-

ulusをgraftより外し,又移植床にはpanniculusを

残しておいた。移植片はtapeで固定をして5日後に

これを外して,毎日inspection, palpationにてgraft

の状態を観察したOただ　tapeの固定がskin graft

後5日目までに外れることがあるので著者はgraftの

周辺をrecipientのskinと縫合により更に固定を行っ

た。

3)拒絶反応の判定

skin graft後5日目にtapeを外して,毎日mspec-

tion, palpationにて移植皮膚の状態を観察した　graft

がatrophyをおこし大きさが元の1/2になった時,又

はgraftに硬化が生じこれがgraftの1!2に及んだ時

rejectionと判定した。

4)培養液

細胞の　preparation, MLC, CML　の際に用いた

medium　は　RPMI 1640 (GIBCO)で　penicilin,

streptomycin　をそれぞれIOOfi/ml, lOOjUg/ml含む。

FCS (Fetal calf serum)の含有濃度は種々検討し

たが　蝣8%のものがよく,以下の実験に用いたもの

はいずれも5%のものである。

5 ) lymphocyto preparation

splemocyte:lymphocyte sourseとして用いたspL

enocyte　は以下のようにして準備した。ネンブタール

麻酔下に,先ず肢筒静脈切断により脱血を行った後に

spleenを摘出したO摘出したspleenを-サミで細切

してメッシュにて炉過して得たcell suspension　より

Bmzら7)の方法に準じて　red cell　を除去した。つ

まりこのcell suspensionを0.84%NH,Clにて37。C,

7分間incubation Lた後, sOOr.p.m, 3分間の遠沈

を2回くりかえした。この　cellを　b%　FCS　加

RPMI1640 medium (以下medium)に浮遊して適当

な濃度のcell suspension　とした。

peripheral blood lymphocyte (PBL):ネンブクー

ル麻酔下に肢寓静脈より-パリソ採血し　mediumに

て2-3倍に希釈したものをFicolトConray　分離液

(比重1,084)に重層してl,200r.p.m, 10分間遠沈す

る。かなり赤血球の混入のあるリングをとり,これを

mediumにて洗浄した後, 0.84%　NH4Clにて赤血

球を除去して,適当な濃度のcell suspensionを作製

した。この方法によると多核白血球の混入は10%以内

であった。

以上の　cell preparation　の操作は可及的0 -4。C

以下において行った0

6) alloantibody preparation

以下の実験に用いる　anti-recipient alloantibody

(C3H/He anti-BA必B/C antiserum)はVoisinら46'

の方法に準じて次のようにして作製した(Fig. 1),

一一一一ここ-.- lXIO'splenocyte (BALE/C1

1. p. weekly

↓

C3H/He anti BALB/C alloantiserum

Fig. 1　Alloantiserum preparation

先ずC3H/Heの背部に直径1cm大の円形の移植

床を作成し,ここに同大のBAGB/C skin　を移植し,

1過後より1 ×107　ヶのBALB/C splenocyte　を1

週間隔で計4回,醸睦内に注射した.最後の注射より

1遇後に聴音静脈より全血採血した。これから遠沈に

より血清を採取して, 56 C, 30分間非働化　更に免

疫に用いた　BALB/Cの赤血球と37-C, 20分間in-

cubate　して赤血球に対する抗体を除き以下の実験に

用いた。

7) lymhocyte cytotoxicity test

lymphocyte e cytotoxicity testはNIHの　stand-

ardinethodに準じたO　つまりメッシ-を用いて

splenocyteを採取し　0.84% NH4Clにて赤血球を除

去して　medium　にて300-500×107ml　の　cqll
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suspensionを作成した。このcell suspension L 〃lと

antiserum 1 fAをmicrotest plate (Terasaki Tray)の

well内で混合, 30分間室温にて静置し,次いでratの

fresh serum 5 nlを加えて更に室温で60分間静鼠　5

%-オジン,フォルマリンを加えて顧徴鏡下に死細胞

数を算定した　50%以上のcelldeathをもって陽性と

し蝣Iv-J

8) mixed lymphocyte culture (MLC)

MLCはBinzら7)の方法に準じて行った。つまり

メッシュを用いて採取した　splenocyte　より0.84%

NH4Clにて赤血球を除去し, resp鼠der cellはそのま

まmediumにて200×lOVmlに調整する　stimulator

cellは　-Co 2000rad　照射して同様に200×101/mlに_

調整。 responder cell, stimulator cellそれぞれ0. 1ml

をとり　micro culture plate (NUNC)の各well内で

混合して5% CO2, 37-Cの条件下で5日間培養をす

る。培養終了16-20時間前に0.2ォCiの3H-thymidine

を加えてそのuptakeを測定してMLR　とした。なお

cultureはtriplicate　で行い, 3つの値で最も数値の

かけ離れたものを除き,残りの値の平均値を出して求

めた。

9) cell mediated lympholysis (C淑L)

CMLはLaw　らサ, Batchelorら3)の方法に準じ

て行った。つまり　pnmmgMLC　はメッシュにより

採取したsplenocyteから0.84% NH4Clを用いて赤

血球を除去し, responder cellはmediumにて200×

lOYmlに調整して, stimulator cellは60Co 2000rad

照射して同様に　2OOx107mlに調整したoそれぞれ

responder cell, stimulator cellを0.1mlずつとり

microculture plate (NUNC)の各　yell内で混合し

て5%　CO2) 37。C　の条件下で5日間培養して250×

lOVmlの濃度に調整してeffecter cellを作成した。

target cellは次のようにして作成したO先ずメッシ

ュ　0.84% NH4Clの処理にて得たsplenocyte　40>

10VO.2mlをPHA-P (Diffco laboratory:1 vialを5

mlに溶解したもの　0.4〃1と共に48時間培養した(,

培養終了後この　cell　の　200×1070.2ml　に"Cr

lOOfiCi加えて37-C, 60分間incubate L,細胞内へと

り込まれなかった　>Crは洗浄にて除き, 10×107ml

の濃度に調整してtarget ceilを作成した。

effector cell 0.2ml　とtarget cell 0.1mlを栄研

スピッツ(栄研)に加えて(E:Tratio50: 1), 5%

CO2, 37-C, 5時間incubate Lた。培養終了後,

mediumO.7mlを加えて遠沈し,上清0.5mlの!1Cr

の活性をγ-counterにて測定して以下に述べる式にて

CML値{% release)を求めたO

% release - exp. release　-spont, release

max. release -spont. release
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18)実験群

(I) alloantiserumによる　skin graft生着延長効

果の検討:投与　scheduleに関する検討

recipient　がBALB/C, skin donorがC3H/Heの

組合わせにおいてC3H/He anti-BALB/C antiserum

の1回投与量をIOOjulと一定にして　a)-4,-2,0,

b) -3,-2,-1, 0, c)0,+2,+4.)d)0,+1,

+2, +3,e) 0,+1,+2,+3,+4, +5, +6, +7,

f) -7,-6,-5,-4,-3,-2,-1, 0,の6種の

異なった投'j- scheduleの群を作成した.対照として

recipient-donorが同じ組合わせでskin graft Lた無

処置のものを作り,これと実験群とを比較した。

(のalloantiserumによるskin graft　生着延長効

果の検討:投与量に関する検討

recipientがBALB/C, skin donorがC3H/Heの組

合わにおいて　C3H/He anti-BALB/C antiserum

の投与scheduleを移植当日, 2日目, 4日目の3回

に一定にして,投与量を, a) 50/d, b) 100/d, c)

200^1, d) 300,ul　の4種の群に分けて実験群を作成

した。対照としてては同じrecipient-donorの組合わ

せで無処置のものを作成して実験群と比較した。

(U) alloantiserum　によるskin graft生者延長効

果の検討: allospecificityに関する検討

recipient-donorの組合わせがそれぞれ, a) BALB

/C-C3H/He, b) AKR-C57BL/6, c) C3H/He-C

57BL/6,の3種の組合わせを作り　C3H/He anti-

BAL】〕/C antiserumを200〃1,皮膚移植の4日瓶　2

日前,当日と3回投与し,その　skin graft survival

を比較した。対照としてrecipienトdonorが同じ組合

わせで無処置のものを作り実験群と比較したo　この実

験はalloantiserumの効果のin vivo allospeci丘city

を検索する目的で行った。

(]V) alloantiserum投与の末梢血白血球数リン

パ球数に及ぼす効果の検討

BALB/C recipientの背部に直径約1 cmの　C3H/

He skinを移植し,移植当日より4日間連続で, C3

H/He antトBALB/C antiserum　をIOOulずつ投与

して,移植後17日目までの末梢血白血球,リンパ球を

算定した.末梢血の採血は血球算定用にごく少量のみ

を尾静脈より採取して検査に用いた。

(V) alloantiserumのMLRに及ぼす効果の検討;

responderに働くもの

iesponder-stim韻at。rの組合わせをBAtB/C-C3H/

HeとしたMLCにC3H/He anti-BALB/C antiserum
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をmediumに対して1/8, 1/64, 1/512,1/2048量の

4種の異なる濃度群に分けて添加し,又添加時期を培

養当0, 1日後, 2日後, 3日後, 4日後の5種の添

加時期群E,=分け,これらの投与量と投与scheduleを

組合わせた実験群を作成し,その　MLRを何も療加

しないMLR　と比較した。

この実験はalloantiserumがMLC responder　の

recepter siteに働くかどうか,リソパ球の　proliier-

ationを抑制するかどうかを検索する目的で行ったO

なお本実験も含め以下の実験で対照と比較した

MLRは全て次の式により求あた。

実験祥MLR(%) -
MLR (実験群)
MLR (対照)

× 100

(の　alloantiserumのMLRに及ぼす効果の検討

: stimulator　に働くもの

responder-stimulator　の組合わせを　C3H/He-

BALB'/C　としたMLCにC3H/He anti-BALB/C

antiserum　をmediumに対して1/8, 1/64, 1/512,

1/2048.量の4種の異なる濃度群に分けて添加し,又添

加時期を培養当日, 1日後, 2日後, 3Ei後, 4日後

の5種の異なる添加時期群に分け,これらの投与量と

投与　schedule　を組合わせた実験群を作成し,その

MLRを何も添加しないMLRと比較したo

この実験はalloantiserumががMLR stimulator

のantigen siteを　block Lうるか否かを検索する目

的で行った。

("vI) alloantiserumのMLRに及ぼす効果の検討

: MLRに対する効果の　allospeci丘ci丘city　に関する

J '、

responder-stimulator　をそれぞれ　C57BL/6-C3H

/He, C3H/He-C57BL/6の2種の組合わせとして,

このMLCにC3H/He anti-BALB/C antiserumを

;蝣・・　・'・・　・'・:・　iii・蝣'・. ‥lロ.

の異なった時期の添加群に分け,又　antiserura　の添

加量をmedium　に対して1/64, 1/512, 1/2048の3

種の異なる濃度辞に分けて,これらの投与量と投与

scheduleを鼠合わせた実験郡を作成して,そのMLR

を何も添加しない対照のMLRと比較した。

この実験はalloantiserumのMLR　に及ぼす効果

のallospeci丘cityを検索する目的で行った。

(1/J) alloantiserumのMLRに及ぼす効果の検討

: alloantiserumによるpretreatmen効果

responder-stimulatorの組合わせをそれぞれ(a)

BADB/C-C3H/He, (b) C3H/He-BALB/C, (c) C57

BL/6-C3H/He, (d) BALB/C-C571〕L/6の4壇とし

て, 1つはこのMLCのresponds! ceilのみの2QQx

1OAヶ/mlに　antiserum 15fAを加えて4-C, 60分間

放置して乳　このcellをmediumにて2回洗浄して

培養液中のantiserumを除きMLCを行い,その反

応値を求めて,同じ組合わせで　antiserumによる前

処置を行わないMLRを比較したO　もうー一方は,

stimulatorに対して同じantiserumによるる処置杏

行い,そのMLRを求めて対照のMLRと比較した。

この実験は　alloantiserum　のpretreatmentによる

MLR抑制効果をみる目的で行ったo

(IX) alloantiserum　のMLRに及ぼす効果の検討

: in vivo投与のMLRに及ぼす効果

recipient-donor　の組合わせを　BALB/C-C3H/He

として皮膚移植を行い,移植当日, 2日後, 4日後に

C3H/He anti-BALB/C antiserumを各200^1腹腔内

投阜し, recipientであるBALB/Cの末梢血T)ソパ球

をresponderとして　C3H/He stimulatorに対する

MLRを求めた。対照として同じ組合わせのrecipienト

donor　で皮膚移植をL antiserum　を投与しない

BALB/C recipientの末梢血リ/パ球を　responder

として　C3H/He stimulatorに対するMLRを求め

て実験辞のMLRと比較した。

この実験はin vivoに投与されたantiserumがそ

のrecipientの免疫反応の主役である末梢血リンパ球

に対してどのように働いているかをMLR　を用いて

検索する目的で行った。

(x) alloantiserumのCMLに及ぼす効果の検討

priming MLCはmicromethodにて行った。つま

り　responder　20×104/0.lml　と　stimulator　20×

104/0.lmlをmixしてmicroculture plate (NUNC)

にて5%CO2, 37-Cにて5日間培養し,このcellを

集めて　effector cellとした　effector-targetの組合

わせを(a) BALB/C-C3H/Hex/C3H/He (b) C3H/

He-BALB/Cx/BALB/C (c) C57BL/6-C3 H/Hex/C

3H/He (d) BALB/C-C57BL/6x/C57BL/6の4種類

作成し　priming MLCを行う前にresponder cell

を200×10ソmlに対して　C3H/He anti・BALB/C

antiserum 15ォ1を加えて4。C, 60分間放置した後,

medium　にて2回洗浄して培養液中のantiserumを

除き　MLC　を行った。この　MLC　によって得た

effector cell　とPHA blastにて得たtarget cellを

用いて　CML　を行い,この反応値を実験群のCML

値とした。対照としてpriming MLCの際にantiserum

による処置を行わずにeffector cellを作成しCML

を行いその反応値を求めた。実験群の　CMLを対照

のCML値で晩して実験群CML値(%)としたQ



浅原: alloantiserumの免疫抑制効果

実緋CML値(%)-寄欝cH xlOO
この実験はin vivoの拒絶反応のmodelといわれる

CMLに対するantiserumの抑制効果を検索する目的

で行った。

成　　　績

I ) alloantiserumの力価

Fig. 1に示した方法によって作成したC3H anti-

BALB/C antiserum　の免疫過程の各時期における

BALB/C splenocyte　に対する　cytotoxic titer　を

Fig. 2　に示す。 3, 4過日と　titer　は上昇して, 5,

(log2)

1
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D^^
skingraftsplen。cytel*(weeks)
n。culati。n(i.p.)Fig.2.Cytotoxictiterofalloantiserum(CC3H
/Heanti-BALB/Cantiserum)

639

6週目でpeakとなるが5過日と6週目でtiterに殆

んど差を認めなかった。以降7週目から急激に下降す

る。

このことから本研究において以下の実験に用いる

antiserumは5週日に採血したものとし,cytotoxic

titerは×128のものである。

2)alloantiserumのcytotoxicSpecificity

作成したC3H/Heanti-BALB/Canticerumの

cytotoxicityをTablelにみられる如く,BALB/C,

C3H/He,C57BL/6cellに対して検索した.この

antiserumはBALB/Ccellに対して×128と最も強

いcytotoxicityを示したが,C57BL/6cellに対して

も×8とweakではあるが抗体を含んでいた。

3)alloantiserumのskiiykrafti^gr生着延長効果の

検討

対照を含めてrecipienトdonorの組合わせ,

antiserumの投与量,投与scheduleの違いによって

14の実験群に分けた(Table2)c

対照として無処置のBALB/Crecipientに移植し

たC3H/Heskinのsurvivalは10-15日で,mean

survivaltime(MST)±SDは12.6±1.8日であったO

実験群の(2)から(12)までのC3H/HeskinをBALB/C

recipientに移植してantiserumを授与したものの

graftsurvivalは,そのMST士SDが短かいもので

(2)の17.6±3.0日から長いものでは(8)の22.5±4.3日と

Table 1. Cytotoxic titer & Specificity of alloantiserum

(C3H!He anti-BALB/C antisorum)

いずれも対照と比べて有意㌢こ延長している(いずれも

p<0.00.1)c　この中で最も長く生者したのは(7)の30日

であった。

(日　投与scheduleに関する検討

これを更に詳細に検討する目的でFig. 3の如く一

回投与量をIOOul　と一一-定にして,投与, schedule　を

a二)-0　の6種に変えてその　MST±SD　をみた。最

も長期生者をみたのはa)の術前4日, 2日,術当日

投与したものの22.4±4.3日であった。実験群d)の

術当i, 1, 2, 3日目投与の18.8±2.6日が幾分短

かいものの,いずれの実験群においても対照に比して

有意の生者延長効果を認めている(p<0.Ooユ)。この

中では若干術前投与群の方において生者延長効果が大

きいようにみられた。

なお投与回数を増やしても生着延長効果は増大しな

かった。

(I)投与量に関する検討

投与量の違いがgraft survivalに及ぼす効果を検討

する目的で投与時期を術当日, 2, 4日目と一定にし

て,投与量をFig. 4に示すとうりa)-d)の4種に分
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浅原: alloantiserumの免疫抑制効果

a) -4,-2,0

b1 -3,-2,一1,0

00,+2,十4

d川+1. +2. +3

e) 0,十1,+2,十3,+4,

⊥5, +6. +7

f) -7,-6,-5,-4,

-3, -2, -1,0

contro l

Fig. 3. Alloantiserum effect on skin graft

survival
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Fig. 4. Alloantiserum effect on skingraft

survival (f)　　(0,42,+4)

host donor alloantiserum volume schedule

M ST 土 SD (days)

10 20 30

BALB′C C3H He (I ) n= 15

(a) BALB!C G H/He
C3H /He

anti一BALB′C
ごllllcl M4,】2,0 n= 13 ト →

(b) AKR C57BL/6 ′′ ′′ ′′ n= 7

ト
(C) C3H/He C57BL/6 ′′ ′′ ′′ H= 8

Fig. 5. Alloantiserum effect on skin graft surval (IV)

けて比較した。 a)の50!11投与群のMST ±SD　が

17.6±3.0日と他の3つの実験群と比較すると短かい

が, 4群いずれも対照と此して有意に延長していた

i><0.001)。 100//1, 200fil, 300,ォlの3群の間には差

を認めず100〃1の投与で充分であると考えられた。

(氾) allospeciheityに関する検討

このahtiserumのskin graftに及ぼす効果のallo-

speic丘city　を検討する目的で　Fig. 5　に示すように

antiserumの投与量を200/A,投与時期を移植前4日,

2日,移植当日と一定にして　recipient-donor　の組

合わせをa)-c)の3種にかえてそのMST± SDを

比較した。

a)のBALB/C-C3H/Heの組合わせのMST±SD

は22.5±4.3日と他の2つ, ち)とC)のそれの11.9±

1.7日と11.5±1.3　日と比べて有意に延長していた

(p<0.001)。これに反してb)とC)のMST±SD　は

対照と比較して差を認めず.このantiserumがskin

graft　生者延長に及ぼす効果は特異的であるといえる0

4) alloantiserum　の末輸血白血球数,リンパ球数

に及ほす効果

BALB/C背部にCSH/He skinをを移植して,移

植当日　1, 2, 3日目にantiserum　をそれぞれ

100//1ずつ腹腔内投与した時の末梢血白血球, T)ンパ

球数の変化をFig. 6　に示した。

白血球数は移植直後一時的に上昇する(投与前値の

1.42倍)が　antiserumの投与につれて急に下降して

投与終了直後に投与自首値の約70%と最低値となる

(p<0.05)。その後8日目あたりで再び上昇するがバ

ラツキが大きく,移植後12日余りで投与前値に安定す

る。

又末梢血リンパ球数は白血球と同様,移植直後に一

時的に上昇する(投与前値の1.46倍)ものの　antiserum

の投与につれて急に減少してゆき,投与一終了直後から

8日間くらい投与前値の約50%の値に保たれる(p<
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*　t　*　t

alloantiserum Days after administration

(0.1ml X4)

Fig. 6. Alloantiserum effect on peripheral

b】ood leukocyte & lymphocyte

0.002)。その後は次第に回復してゆき,投与終了後2

週間でほぼ投与前借に復する。

以上のように　antiserum　投与による影響はほぼ白

血球とリソパ球とで同じ傾向を示したが, .)ソパ球数

の抑制がやや強く,やや長期間持続した。

5) alloantiserumのMLRに及ほす効果:

responderに働くもの

rospondsr-simulatorがBALB/C-C3H//He　の組

合わせのMLR　に対するantiserumの影響,つまり

MLR　のresponderに対する　antiserum　の効果を

Fig. 7　に示した。 Fig. 7に示したMLR(%)は実験

群の項で説明した如く,対照と比較したものを示して

ある(以下のMLRについても同様)O

培養当日に　antiserum　を加えると.添加した

antiserumの量が培養液量に対して1/2048と最も少な、

い量のものでも対照群に対して65%の値であり.従っ

て35%の抑制をうけていることになる。しかしこの濃

度では培養1日後に　antiserumを添加すると96%と

殆んど抑制は認められず,以降2日目, 3日臥　4日

目に添加したものも抑制をうけない。

ところが培養液量に対して1/512, 1/64　の濃度に

antiserura　を添加したもののHLRは,培養2日目

までに加えると対照と比較して50%以下と強い抑制を

うけるQただこの濃度の実験群も3日目以降に加えた

のでは抑制効果は認められない。つまり　MLC　開始

後2日目までにantiserumを添加しないとantiserum

ケこよる　MLR抑制効果は出現しないことがわかった。

培養液量に対して最も高濃度の1/8量にantiserumを

加えた実験群では, 3日目までに添加すると極めて強

い抑制が認められ, 4日目に添加したものでもその

芸LR: <r>芸芸芸票芸票禁L三:4%嘗"LR抑制効果

Timing of alloantiserum mixture

(A : BALB/C, B : C3H/He)

Fig. 7. Alloantiserum effect on MLR (ABx)

つまり添加する　antiserumの量が増すにつれて添

加時期がおくれても抑制効果が認められるo又同じ添

加時期だとantiserumの量が多いだけMLR抑制効

果は強くなっている　MLR　抑制効果は添加する

antiserumの量に対してdose-dependent　であるとい

える。

6) alloantiserumのMLRに及ぼす効果:

stimulatorに働くもの

responder-stimu】atorがC3H/He-BALB/C　の組

合わせのMLR　こ対するantiserum　の影響,つま

りMLRのstimulator　に対するantiserumの効莱

をFig.8　に示した。

Timing of alloantiserum mixture

(A : BALB/C, B : C3H/He)

Fig. 8. Alloantiserum effect on MLR (BAx)

このFig. 8　は先に示したresponder　に対する効

果を示したFig. 7　とははば同様である。つまり,

antiserumの添加時期が遅れてくると　MLR抑制効

果融弓くなり,又antiserum　の各添加時期における
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MLR抑制効果は添加するantiserumの量に比例して

おり　dose-dependentであるといえる。たただFig. 7

と比較して異なることはFig. 8に示したstimulator

に働く　antiserumのMLR抑制効果の方がやや弓恥、

ということである。

7) alloantiserum　の　MLR　に及ほす効果: MLR

に対する効果のallospecificityに関するもの

3rd partyを含めた他のMLRに及ぼすaJIoantiserum

の効果を検討するため　responder-stimulator　がそれ

ぞれC57BL/6-C3H/He, C3H/He-C57BL/6の組合

わせのMLCを行い　antiserum　を加えてそのMLR

を対照と比較してFig. 9　の左右にそれぞれ示したD

3　　　　　　0　　1　　2

Timing of alloantiserum mixture (days)

(B : C3H/He, C : C57BL/6)

Fig. 9. Alloantiserum effect on MLR

先ずFig. 9右側の　responder-stimulatorが　C3H/

He-C57BL/6　の組合わせのMLR　に添加する　anti-

serumの濃度を3種に変えて,添加時期も移植当日,

1, 2, 3日目と変えMLR　を測定して対照と比較

した。 Fig. 9から判るようにいずれの濃患　いずれの

添加時期においても対照と比較したMLRは70%以上

と　alloantiserum　による抑制効果は殆んど認められ

ない。つまり　C3H/He anti-BALB/C antiserumは

C3H/He responder, C57BL/6 stimulator　のいずれ

にも影響を及ぼしていないといえる。

次にFig. 9　左側のresponder-stimulator　がC57

BL/6-C3H/Heの組合わせのMLR　においては,添

加するantiserumの量が培養液量に対して1/64の量

の濃度である場合,培養開始2日目までに加えると対

照と比較したMLRは50-60;と抑制をうけている

が, 3日目に添加したものでは抑制はとれている。そ

の他の1/512, 1/2048の濃度のものはいずれの添加時

期においても対照と比較した　MLR　は75%以上と抑

制をうけていない。

一応MLR抑制を50%以上とすると, 3rd partyを

643

含む他のMLRに及ぼすantiserumの効果はないと

いえる。従ってこのantiserumのMLR　′こ及ぼす効

果は特異的である。

8) alloantiserumのMLRに及ほす効果; alloa-

ntiserumによるpretreatment効莱

Fig. 10の左側にresponder　をantiserum　によっ

て　pretreatment　した結果　右側に　stimulatorを

antiserumによってpretreatment　した結果を示す。

(a)

(b)

(C)

(d)

く　　　　　　(%)くstimulator preteatment> (%)

薫臣干50 _100
(A : BALB/C, B : C3H/He, C : C57BL/6)

Fig. 10. Alloantiserum effect on MLR

先ず左側のrespo

したものでは(a)と

nder をantiserumでpretreatment

つまり　responder-stimulator

がBALB/C-C3H/He,BALB/G-C57BL/6の組合わ

せのMLRを対照と比較したものはそれぞれ33%,

40%とantiserumのpretreatmentによりMLR抑

制効果を示しているoLかし(b)と(C),responder-stim

uktorがC3H/He-I∋ALB′,/C,C57BL/6-C3H/Heの

組わ合せのMLRはほとんど抑制をうけていない。云

いかえるとresponderがBALB/CcellのMLR

では抑制が強いが,responderがC3H/He又は

C57BL/6cellのMLRは抑制がみられていない。

次にstimulatorのpretreatment実駄群では,(a)の

responder-stimulatorがBALB/C-C3H/Heの組合

わせのMLRはほとんど抑制をうけないが,(b)の

responder-stimulatorがC3H/He-BALB/Cの組合

わせのMLRは対照と比較して29%と強い抑制が認

められた。つまりantiserumによるstimilatorの

pretreatment実験群においてはstimulatorが

B慧/Ccellx'fo

resp。nder禁>ML

imula親」>bhtco

antiserumに

ょるpretreatment効果において,BALB/Ccellを含

む組合わせのMLRは強い抑制を示し,その効果は

allospeci丘Cであった0

9)alloantiserumのMLRに及ほす効果:invivo

投与のMLRに及ほす効果

C3H/Heskinを移植し,antiserumを投与した

BALB/Crecipientの末梢血リンパ球をresponderと
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して　C3H/HeをstimulatorとするMLRを行ない,

対照と比較した各時期の値をFig. 11に示した。

10

Weeks after skin graft

Fig. ll. Alloantiserum effect on MLR in vivo

∫ensitizat ion

skin graft後1週目のMLRは対照の97%と殆んど

antiserum投与の影響をうけていない。これが2週目

になると対照の80%と,全経過を通じて最も低下するO

その後4. 6週目は対照の80%代のMLRが持続す

るが, 8-10過日でほぼ対照の値に復する。全経過を

通じてantiserum投与によるMLR抑制効果は20%

以内と軽微ではあるが. 2週日から6週目までかなり

の長期間にわたって認粒られたQ

10) alloantiserumのCMLに及ぼす効果

anhserumによってresponder cellのpretr^eatment

を行いpriming MLCにてeffector cellを作成　CML

assayを行った。この実験群の値をantiserumによる

pretreatmentを行わないで同様の組合わせでeffector

cellを作成して行ったCMLを比較してFig. 12　に

BSIMm

l"u1

50　　　　　　100

巨享
(a) BALB/C-C3H/He x/C3H/He

(b) C3H /He- BALB/C x/BALB/C

(c) C57BL/6-C3H/He x/C3H/He

(d) BALB/O C57BL/6 x/C57BL/6

Fig. 12. Alloantiserum effect on CML

(a)と(a)の組合わせ,つまり　BALB/C-C3H/Hex/

C3H/He　と　BALB/OC57BL/6x/C57BL/6のCML

値は対照と比較てそれぞれ26%, 32%と著明に抑制さ

れているO　ところが, (b), (C)の組合わせのCML値は

対照と比較してそれぞれ89%, 83%とほとんど抑制を

うけていない。

つまり　effector cellがC3H/He, C57BIノ6 cellの

場合のCML　はantiserum　によるpretreatmentの

影響をうけないが, effector cellがBALB/C cellの

場合のCMLはantiserumの　pretreatment　により

著明に抑制されていた。このantiserumによるCML

抑制効果はallospecificであるといえる。

考　　　接

臓器移植の臨床において,この20年間,そして今も

なお用いられている免疫抑制剤は,免疫抑制効果も非

特異的で,移植免疫のみならず感染防御機構に対して

も抑制的で,時にはその副作用のため死を結果するこ

ともある。それ乱　より安全で,より効果的,かつ特

選異的に拒絶反応を防ILするような免疫抑制剤の開発

が望まれている。

化学的製剤に比してより副作用が少なく,比較的特

異的作用点をもつと考えられる生物学的製剤として

ALS (anti-lymphocytic serum)が最初にStarzlによ

ってヒトの腎移植に使用されたのが1966年である。そ

の後1967年,ロンドソで開かれた"Ciba Foundation

Study Group No. 29 Anti-lymphocytic serum"31に

おいてStarzl, Medawar, Bekkum, MonacoらはALS

の免疫抑制剤としての有用性を報告し,以後ALSは

イムラン,ステロィドに次ぐ第3の免疫抑制剤として

広く使用されてきた。

使用経験が多くなるにるにつれてALSの免疫抑制

効果について疑問視するものもいるが,現在のところ

唯一の生物学的製剤としてALSは移植臨床において

使用されている18,19)

しかしALSが異種動物血清であるため,投与後抗

体が出現して効力が滅すると共に,血清病棟の副作用

(発熱,関節痕　じん麻疹)が出現するという欠点を

ffCi就

そこで異種血清であるという欠点をカ-,1-し,より

特異的な作風恵をもつと考えられる同種抗血清(allo-

antiseruni; alloantibody)がより理想的な免疫抑制剤

として考えられるに至った。

実験動物においてspeci丘c unresponsivenessが最

初に報告されて8,A苫)以来,多くの仕事がこの現象を臨

床的に結びつけようとなされてきた。

Rapaport　ら39)が1968年ヒトの白血球を一度freeze

して移植の際投与するとskin graft survivalが延長

したと述べているが,他にもリンパ系細胞5,21,47)

tumor12'31', liver extract9'26'8日)などの抗原を移植の

際同時に投与してactive enhancement　がみられた

という報告がある。

又　alloantibodyをそのまま用いてgraftの生者杏

はかるpassive enhancementの報告はratをはじめと
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して多くの実験モデルにおいてみられる10,Itー16,25,33,40,

41)。 Hartら25)はALGとanti-donoralloantibodyを

投与することによってrat　の　renal allograft　の

enhancement効果が得られたと報告しており, Sch-

illing　ら41)は　anti-donor alloantibody　の　F(ab′)2

Fragmentとprednisoneの投与によって　Rowinski

ら401はATG(anti-thymocyte globulin), donor strain

cellular antigen　とanti-donor alloantibody　の投与

によって同飽′こallograft　のenhancement効果が得

られたことを報告している。これらはalloantibodyと

他の免疫抑制剤を併用した報告であるが　anti-donor

alloantibodyのみを投与してillograitのenhancement

効果を報告したものも多くみられている2,23, 7,80,32,32,

叫43,4岬,50)。 French　ら23)は　AS anti-AUG alloan-

tiserumを作成し,これを投与することによって　AS

recipientに移植した(AUGxAS)F! kidnyが11匹

中11匹共無限に生着したことを報告している。

Zimmerman60', Batchelor2', Wmearls　ら49)が　rat

で　Holter　ら27'がrabbitで, Jeekelら30)紘,dogの

モデルにおいてそれぞれanti-donor alloantibody　の

enhancement効果について報告している。 mouseに

おいてもSteines4a), Sugarbaker*5', Law331, Mckenzie

ら35)がanti-donor alloantibodyのallograftに対する

enhancement効果を報告している。著者らも　mouse

のskin graft　のモデルで　antトdonor alloantibody

のenhancement効果を確認している17)0

このようにanti-donor alloan亡ibodyがenhancement

効果をもつという報告のある一方　BinzらG)はanti-

donor alloantibodyによってrat renal allograft　の

生着延長効果はみられなかったと報告しているがこれ

はanti-idiotypic antibodyによるものであるD以上の

報告から,動物種の違いがあっても,これらの間で作

製したanti-donor alloantibodyの　allogratt fこ対す

るenhancement効果については,これを認釣る報告

は多い。

しかし　anti-donor alloantibodyはenhancement

をもつ一方, graftに対する　antibodyともなりう

るため, graft自体に対して　cytotoxic　であったり,

hyperacute rejection　をおこす危険性がある。

Ishikawa　ら29)はratのモデルでanti-donor alloan-

tibody　を皮膚移植前後4回投与することにより移植

されたskinは対照よりも早く拒絶されたと報告して

おり　Hutchinsonら28)も　anti-donor alloantibodyが

hyperacute rejectionをひきおこす危険性について報

告している。この点はanti-donor alloantibody　の臨

床応用に関しての問題点であるといえる.

tS 15

そこで,著者はより安全で,特異的免疫抑制法とい

う観点からanti-recipient alloantibodyに注目してみ

た。

anti-recipient alloantibodyの　allograft　に対する

enhancement　効果を検討した報告は少ない。わずか

に1976年Daviesら13)がH-2 congeneic strainの間

で　H-2　alloantiserum　を作製して, anti-recipient

alloantiserumのskin graft survival　に対する効果

を検討しているが,無効であったと報告している。

この他には1972年Myburgh　ら37)がbaboon liver

allograftのモデルでpoolした10匹のIymphoid tissue

を用いてalloantiserum　を作製(このalloantiserum

は多種類の抗原を免疫原として用いているため　poL

yspeci丘Cである),これを投与することによってIiver

allograft　の生着が対照の13日から35日と延長したと

報告している。しかし,この　alloantiserumは　pol-

yspecific　であり　anti-donor　及び　anti-recipient

antibodyの両者を含んでおり　anti-recipient alloan-

tibody　単独の効果と認め難い。

このようにanti-recipient alloantibody　を用いて

allograft　の生者延長効果を認めたという報告は過去

ここ-H!'i.T'ない。.

著者の用いたalloantiserum　は一回の　skin graft

と,その後1週間隔で4回, 1 ×107ヶのsplenocyte

による免疫にて作製したもので, cytotoxic titerは×

128のものであったO

著者は　alloantiserum　の作製にあたり,最初の免

疫で　skin graftを行わずに　splenocyte　のみを用

いて免疫して　alloantiserum 、を作製したが,この

alloantiserum　は　skin graft　を用いて作製した

alloantiserumと比べてcytotoxic titerは変わらない

もののskin graftのenhancement効果は劣った1)。

投与schedule投'>量に関してDavies　ら13)は10/A

のantLrecipient alloantiserum　を移植後毎日, 1週

間投与している。著者の検討によると, anti-recipient

alloantiserumの一回投与量50fi¥を,移植前後3回投

与したものでは　skin graft　に対するenhancement

効果は不充分で,一回投与量をIOOjulにして移植前後,

3回授与するとskin graft　の生着延長効果がみられ

た。それ以上投与回数を8回迄増しても,又,一回

投与量を300^1迄増加しても　skin graft　に対する

enhancement効果は変わらなかった。この点Davies

らのanti-recipient alloantiserumの10〃1を連日, 1

週間の投与は　effective dose　こ足りなかったため,

enhancement効果がみられなかった可能性があるo

alloantiserum　のin vivo　効果として,末梢血リ
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ソパ球に対する作用に関しては　Davies　らはふれて

いないO　著者の検討によると, antiserum　の投与に

ょり,末梢血の自血観リンパ球数は投与直後から減

少しているO特にrecipientの免疫系の主役をなすリ

ソパ球は,投与直後は投与前値の約50%にまで減少し

ており,後述するMLR, CMLにみられるようなリソ

パ球の機能的抑制と共に,初期においては末梢を循環

するリンパ球の絶対数も減少している。

メカニズムの解明のための　vitro studyにおい

ても,先ずMLRに対する　alloantiserum　の効果は

MLR抑制効果はdose dependentである　timingと

してはMLR開始後2日目までに　alloantiserumを

加えれば充分MLR　抑制効果が認められたが3日目

以降に添加したものでは　MLR　抑制効果は認埠られ

なかった。又,このalloantiserumによる　MLR抑

制効果は特異的で,抗原に用いたBALB/C cell以外

のcellに対しては抑制効果をもたなかった。

responding cell　やstimulating cellを,予めこの

alloantiserumにより前処置をして行ったMLRにお

いても, responding cellかstimulating cellのいず

れかがalloantiserum fp成の際に抗原に用いたBALB

/C cellである場合は　MLR抑制効果がみられたが,

BALB/C cell　以外の　cellに対しては抑制効果はみ

られず　MLR抑制効果は特異的であった。

CML assayにおけるalloantiserumの効果の検討

においても,この　alloantiserum　は　MLRと同様,

CML priming phase抑制効果を示し　その　CML抑

制効果はBALB′′′C cellに特異的で,他のcellに対

しては抑制効果を示さなかったC

以上のin vitroMLR,CMLの結果から,このallo-

antiserum、はin vitro　のBALB/C cellのreceptor

site, antigen site　の両方をblockして,そのprolif-

erationを抑制し　effector cellへのinductionを抑

制していることが判った.このことは前に述べたin

vitro　の実験結果から,即ち, BALB/C lymphocyte

を　alloantiserum　によって前処置することにより,

C3H/He stimulator, BALB/C responder　の組合わ

せのMLR　でもBALB/C effector, C3H/He target

の組合わせのCMI.でも,その反応が抑制されるこ

とにより明らかである。

したがってin vivoでのBALB/C recipientに移

植きれたC3H/He skin graftの生者延長が生じるの

はBALB!Cの抗原認識相のblock,つまりinmmune

responseのafferent block fこよると考えられた。

anti-recipient alloantiserumのallograft enhancement

効果の検討に関してin vitro MLR, CMLを用いてこ

のようなメカニズムの検索を行った報告はみられないO

以上,著者はC3H/He mouseにBALB/′Cのskin

graftを1回,次いで1 ×107ヶのsplenocyteを1週

間隔で4回免疫してC3H/He anti-BALB/C alloanti-

serum (anti-recipient alloantiserum)を作製した。

このalloantiserumのcytotoxic titerは× 128　であ

り, BALB/C cellに対して特異的であった　BALB/

C recpient　にC3H/He skinを移植し,この　C3H/

He anti-BALB/C alloantiserumの100β1を移植前後

3回,腹腔内投与することにより,移植skinの生者

は対照の12.6±1.8日より22.4±4.3日に延長した。

今まで,このようなanti-recipient alloantiserumの

allograft　に対する　enhancement　効果の存在を報告

したものはなく,著者が初妙てである。

今のところ　anti-recipient alloantiserumの投与の

みで完全なtoleranceを得ることは難しいので,他の

免疫抑制剤との併用　alloantiserum　の長期投与など

の検討により,史に効果が期待できるものであるとい

えよう。

anti-recipient alloantiserumのヒト-の応用にあた

っては,予めrecipientの抗原を用いてdonorを感作

してanti-recipient alloantiserumを作製し,これを移

植の際授与する方法が考えられるが,このような作製

法は好ましい方法とはいえないOそこでbiotechnology

の手技を応用して,先ずdonor cellのcloningを行

い,このcellをrecipient　の　ce】l　で感作して大量

の抗体(anti-recipient alloantibody)を待て,これを

移植の際投与するということが近い将来可能になると

思われる。

この副作用が少なく,特異的免疫抑制作用をもつ

anti-recipient alloantibody　を用いて,近い将来,ヒ

トの臓器移植がより安全に,より確実に行われる時が

くることを期待するものである。

(本論文の要旨は第19回日本移植学会において発表
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Basic Studies of Anti-Recipient Alloantiserum for

Immunosuppressive Properties

Toshimasa ASAHARA

The Second Department of Susrgery, Hiroshima University School of Medicine

(Director: Prof. Haruo EZAKI)

C3H/He anti-BALB/c alloantiserum was prepared by BALB/C skin grafting to C3H/He mice followed by

a total of four injections of 1 x 107 BALB/C splenocytes on C3H/He mice at one week interval.

This alloantiserum was speci丘cally cytotoxic x 128) to BALB/C cells.

C3H/He anti-BALB/C alloantiserum (anti-recipient alloantiserum) was tested to determine whether it

possessed the ability to enhance C3H/He skin graft on BALB/C mice.

Injection of C3H/He anti-BALB/C alloantiserum three times to BALB/C rcipients before and after

C3H/He skin grafting at a single dose between 50 to　300　fA was effective in enhancing the skin graft

survival.

In in vitro study, mixed lymphocyte culture response (MLR) was speci丘cally inhibited in the presence of

this alloantiserum.

Cell-mediated lympholysis (CML) was also speci丘cally inhibited by pretreatment of BALB/C effector cells

at the priming with this alloantiserum.

This alloantiserum treatment left intact the response to third party alloantigens.

The data suggested that this alloantiserum possessed in enhancing effect on skin graft survival, speci丘cally

inhibited MLR and CML, and consequently blocked the afferent arch of immune response,




