
泌尿 紀 要 　 37:1135-1140,1991 1135

ラ ッ ト同種 拒 絶 反 応 に お け る マ ク ロ フ ァ ー ジ ・単

球 エ フ ェ ク タ ー の 関 与 　 新 しい 単 球 エ フ ェ ク タ ー

Spontaneous　 Plaque・Forming　 Ce11に つ い て

　　　　 大阪大学医学部泌尿器科学教室

石橋　道男,ム タバ リク ・アブデルハキム

　亀岡　　博,小 角　幸人,高 原　史郎

　江　　宏思,高 野　右嗣,園 田　孝夫

ACTIVATED MONOCYTES INVOLVED IN ALLOGRAFT 

  REJECTION OF  RATS  : SPONTANEOUS PLAQUE-

FORMING CELL AS A NEW MONOCYTE EFFECTOR

   Michio Ishibashi, Abdelhakim Moutabarrik, 

Hiroshi Kameoka, Yukito Kokado, Shirou Takahara, 

  Hongsi Jiang, Yuji Takano and Takao Sonoda 

 From the Department of Urology, Osaka University Medical School

   Spontaneous plaque-forming cell, SPFC, is a new hemolytic effector of monocytes, which is 

generated 6 to 7 days after antigen unstimulation or stimulation in man. SPFC is also detected 
in rats. A significant concomitant response of the SPFC, in number of SPFC at the peak response 
around the rejection day, and histoincompatibility of allogeneic combinations in skin or heart 
allograft transplantation of rats was found. Peak number of SPFC (23,850 + 1,343/106) on day 6 
in H-1 incompatible combination (ACI-Lewis) was higher than that (11,606+4,235/106) on day 10 in 
H-1 compatible combination (F344-Lewis) (p<0.05, Student'st-test). The day of peak SPFC response 
in each experimental group was also concordant with the day of rejection. The OX42 monoclonal 
antibody against CR3 of leukocyte-adhesion molecules inhibited hemolysis of the SPFC. Since the 
erythrocyte is a ligand of CR3, it is likely that hemolysis of SPFC is mediated by the CR3 adhesion 
molecules. In conclusion, SPFC may be an immunologic indicator of allograft rejection in rats.

(Acta Urol. Jpn. 37: 1135-1140, 1991)
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緒 言

より高い腎移植の生着率を得るには拒絶反応の制御

がなによりも重要な課題である.最 近,新 しい免疫抑

制剤の開発導入がすすめられているが,臨 床上の課題

は慢性拒絶反応をどのように回避 し高い生着率を達成

するかであろう.

拒絶反応の制御の対象は,同 種移植免疫におけるT

細胞反応の抑制である.こ のT細 胞の反応の指標 とし

ては,リ ソパ球混合反応によるT細 胞の活性化をIL-

2な どのサイ トカインやキラー細胞の産生によってみ

る方法がある1).サ イ クロスポリンはT細 胞の反応を

抑制するすぐれた免疫抑制剤であるが,長 期には慢性

拒絶反応のために移植腎を喪失する症例が全体の約3

割をしめる2).こ の原因としてサイクロスポリンに対

するレシピエ ソトの免疫担当細胞の薬剤感受性の差が

指摘されているが3・4),薬剤感受性以外 にまだ 同定さ

れていない移植免疫反応系を抑制しえていない可能性

もあるだろう.

マ クロファージ。単球系がエフェクターとして同種

拒絶反応に関わっているであろうことは以前より報告

されてお りその役割についてはいくらかは認められる

ところである5・6).と ころが,マ クロファージ・単球

系の関与については,そ れ ら細胞に よる拒絶機構が

invitroで あ きらか とされていないためあいまいなま

ま現在に至っている.そ れは,第 一に,同 種免疫反応
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の 強 さ を反 映 す るマ ク ロフ ァー ジ ・単 球 系 エ フ ェ ク タ

ー の 活性 化 をassayす る方 法 が存 在 しな い こ と
,第

二 に,標 的 とな る細 胞 の認 識 機構 が不 明 で あ る こ と,

で あ ろ う.

マ クロ フ ァー ジ ・単 球 自身 に よる エ フ ェ ク ター機 構

と して,antibody-dependentcell-mediatedcytoto-

xicity(ADCC)のK細 胞 エ フ ェ クタ ー.食 食 が あ る

が,こ れ らの エ フ ェ クタ ーが 移 植 免 疫反 応 との か か わ

りに お いてT細 胞 に よる調 節 を うけ て い る のか 十 分 な

解 析 は され て い な い.

わ れ わ れ は,T細 胞 の調 節 を うけ赤 血 球 を 非 特 異

的 に溶 血 す る単 球 活性 化 エ フ ェ クタ ー.spontaneous

plaque-formingcellSPFCを ヒ ト4・7-10)および ラ.y

トに 見 い だ した.こ のSPFCが 拒 絶 反 応 と一 致 した

動 きを示 す のか,組 織 適合 抗 原 の違 い に よる 同種 移 植

免 疫 反店 の強 さを反 映す る のか,そ して,SPFCに

よ る細 胞 障害 を 起 こす 標 的 細 胞 認識 の レセ プ タ ーは な

に かに つ いて 検討 を行 った.ラwト 同種 移 植 モデ ル に

よ り,SPFC単 球 エ フ ェ ク ター の産 生 が 組 織 適合 抗原

の差 に よ る同種 移 植 免 疫 反応 の強 さを 反 映 した こ と,

標 的細 胞 の障 害 にか か わ るSPFCの レセ プタ ーが 接

着 分 子 のCR3(complementreceptor3)で あ る こ

とが,あ き らか とな った こ とを 報 告 す る.

対 象 と 方 法

ラ ッ トと同 種移 植 モ デ ル

近 交 系 ラ ッ トで レ シ ピエ ン トと して雄Lewis(RT

P),ド ナ ー と してACI(RTIa),F344(RT11)で

8か ら9週 齢 の ものを 用 い た.組 織 適 合 性 の差 異 に よ

りgrouplはACI→Lewisの 強 い 組 織不 適 合 間 の

組 合 せ,Group2はF344→Lewisの 弱 い組 合 せ に お

い て,そ れ ぞれ 皮 虜移 植 と異 所 性 心移 植 を行 った,皮

膚 移 植 で の 平 均 生 着 日数 は,group1:7.67±0.82日,

group2:10.50±3.27日 で あ る.SPFC産 生 の モ ニ

タ リン グ として,経 時 的 なSPFC産 生 を み るた め に

それ ぞれ 各 移 植 後 の 日数 に 対 す る実 験 群 の ラ ッ ト数 を

N=3～4と した.

移 植 片 浸 潤単 核 球 細 胞 の 分離

移 植皮 膚 また は 移 植 心 を細 切 した の ち,デ オ キ シ リ

ボ ヌ ク レア ー ゼ,ビ アル ロニ ダ ー ゼ,コ ラゲ ナ ーゼ を

ふ くむRPMI-1640に て37℃,30分 処 理 し溶 解 後 ,

細 胞 を洗 浄遠 心 し,Ficoll-Conray(d:1.09)に て 比

璽 遠 心 法 に よ って単 核 球 を 得 た.

末 梢 血 単 核 球,末 梢 血 単 球,脾 細 胞 の分 離

エ ーテ ル 麻 酔下 に て 心 穿 刺 しヘ パ リソ加 末 梢血 を得

た の ち ・Ficoll・Conray(d=1・09)に よる比 重 遠 心 法

に て単 核球 を え る.単 球 の分 離 は,Nielsonら の方

法11》に よ り行 った.す な わ ち,4×107の 末 梢 血 単 核 球

球 をM199・Hanks溶 液(10%fetalcalfserumを

含む)に 浮 遊 させFCSに て あ らか じめ処 理 した プ ラ

ス テ ィッ クデ ィッ シ ュに37℃,3時 間静 置 させ た の

ち非 付 着 細 胞 を ピペ ッ テイ ン グに て 除 去 し,単 球 と し

て 付 着 細 胞 を 得 る.脾 細 胞 の 分 離 は 組 織 を 細 切 し

Ficoll-Conray(d=1.09)Yこ よ り比 重 遠 心 法 に て 単 核

球 を得 る.

SPFCassay

す で に 報 告 し て い る が7,9),ラ ッ トの場 合 も ヒFと

同 じ方 法 で 行 った.Fig.1に 示 す が,標 的 と な る赤

血 球 をpoly-L-1ysineに て マ イ ク ロプ レー トを処 理 し

マ イ ク ロブv一 トウ ォ ッシ ャ ー(Tite-TekLab.)を

用 い て 赤 血 球 を 単 層 化 す る.エ フ ェ クタ ー細 胞 を 各

we11に 約5,000個125u1入 れ,37℃,3時 間 反 応 し,

溶 血斑 を 位 相 差顕 微 鏡40倍 下 で 数 え る(F玉g・2)-

SPFC数 は エ フ ェ クタ ー106個 あ た りに て あ らわす .

SPFCassayに お いて は 血 清 を 含 まな いHanks溶

液 にて 行 う.

接 着 分 子 に対 す る モ ノ クR一 ナ ル抗 体 に よるSPFC

inhibitionassay

ラ ッ ト接 着 分 子 に た いす る モ ノ ク ロー ナ ル抗 体 と し

て,WT-1(mouseanti-ratLFA-1,IgG2a),OX

42(mouseanti-ratCR3,iC36,IgG2a),ラ ッ ト接

着 因子ICAM-iに 対 してIA-29(mouseanti-rat

ICAM-1,IgGl)を 使 用 した.WT-11z)とIA-29艮2》

は 宮 坂 昌 之 博 士 か ら の供 与 を 受 け た.ox42はSe-

rotic社 か ら得 た .

SPFCエ フ ェ クタ ーの 阻 害 試 験 と して ,SPFCas一
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Fig.1.Thespontaneousplaque-formingcell

(SPFC)assay
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Table1.Generationofspontaneousplaque-formingcell,SPFC,

ofeffectorisolatedfromvarioussourcesfollowingallo-

graftinganditsspecificity

NumbersofSPFCper106cells
againsttargetRBC

AllogeneicACI-RBCAutologousLewis-RBC

Spleencells

PBMC

Peripheraladherentmonocytes

Invadingcells

115土50

3,893t1,273

23,093t8,523

23,850t1,343

且50±30

4,235t667

24,399t8,862

27,507土2,367

TheeffectorcellsofrecipientLewisratstransplantedACI-skinallograftwere

isolatedfromvarioussourcesdescribedinMaterialsandMethods.Thegen-

orationofSPFC-effectorofinvadingcellsandenrichedperipheralmonocytesare

comparable,whilespleencellsdidnotgenerateaSPEC-effector.Thenumbers

ofSPFCofPBMCislowduetolimitednumberofmonocytepopulationsin

fractionofPBMC.

sayに25ｵ1の エ フ ェ クタ ー と25ulの モ ノ ク ロー

ナ ル抗体 を 加z.SPFC数 を算 定 し,モ ノ クAナ ル

抗 体 を 加 え な い 場 合 と比 較 し阻 害 率(%inhibition

=(1‐(numbersofSPFCwithmonoclonalanti-

body)/(numbersofSPFCwithoutmonoclonal

antibody〕 ×100)を 求 めた.

結 果

1.ラ ッ トに見いだされるSPFCに ついて

Fig.2に ヒ トとラットのSPFCを 示す.細 胞の大

きさの差が見られる以外,溶 血斑の形態 は 同 じであ

る.溶 血の中心に細胞を認める.溶 血斑の大きさは末

梢血単核球を混合培養したものや同種移植片の拒絶時

に得られた浸潤細胞ではより大きなものとなる.

Table1に ラット皮膚移植後6日 目にそれ ぞれ脾

細胞の単核球,末 梢血単核球,末 梢血単球,同 種皮膚

移植片か らの浸潤細胞を分離 し,そ れぞれの細胞をエ

フェクターとしたときのSPFCが 産生されているか

を示 した.Tablelに 示す様にSPFCは 脾細胞には

検出されないが,末 梢血と移植片浸潤細胞にSPFC

が産 生される.抗 原刺激を受けていない時には末梢血

中には見いだされない.標 的を自己および ドナー赤血

球 と して もTable1に 示 す よ うに 同種 抗原 特 異 性 は

存 在 しな い.す な わ ち,SPFCは,ヒ トの場 合 同様,

非 特 異 的 溶 血 活 性 を もった エ フ ェ ク ター で あ る.

2.同 種 皮 膚 お よび心 移 植 拒 絶 反 応 とSPFC産 生

移 植後,3日 目か ら13日 目まで の 間 に移 植 片 を 摘 除

し移 植 片 へ の 浸 潤細 胞 を得,標 的 赤血 球 と して ドナ ー

赤 血 球 に 対 す るSPFC数 を 求 め た.組 織 適 合 性 の違

い に よ り3つ の 実 験 グル ー プ,強 い組 織 不 適 合 間 の組

合 せ と してACI→Lewis(groupl),弱 い 組 織不 適

合 間 の組 合 せ と し てF344→Lewis(groupII)そ し

て 同系 間 移 植 と してLewis→Lewis(groupIII)で

の皮 膚 移 植 を 行 い経 時 的 にSPFC産 生 を 検討 した 結

果 をFig・3に 示 す.

GroupIで は,拒 絶 日に一 致 して移 植 後6日 目を

頂 点 に して 高 いSPFC値,23,850+1,343/106cells,

が み とめ られ た.以 後,SPFC値 は減 少 した.一 方,

groupIIで は,二 峰 性 を 示 し移 植後6,7日 目 と10

日 目に ピ ー クが見 られ た.grQupIIの 実 験 に お いて,

移 植 後6日 目に検 討 した3匹 の レ シ ピエ ン トの うち2

匹 に お い て移 植片 は拒 絶 され て お り,移 植 後10日 目で

は す べ て の レシ ピエ ソ トに 拒絶 が観 察 され た た め に,

二 峰 性 が 生 じて い る もの と考 え る.groupIIで の10
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KineticsofSPFCgenerationafterskinorhearttransplantationinthree
experimentalgroups,groupI(ACI-Lewis,H-1incompatible),groupII

(F344-Lewis,H-1compatible)andgroupIII(Lewis-Lewis,syngeneic)
InvadingcellsfromgraftswereassayedforSPFCagainstdonorRBC,
seriallyandtheSPFCresponseisexpressedasthenumbersofhemolytic

plaqueper106effectorcells.EachpointindicatedthemeanSDof30r
4experiments.

日 目のSPFC値 は,Il,606+4,235/106cellsで あ り,

groupIの6日 目 と 比 較 し 明 か な 差 が 認 め ら れ た

(P〈0.05,studentt-test)。 同系 間 移 植 のgroupIII

で は,移 植 後6日 目に3,190+4,294/106cellsと わず

か な上 昇が 見 られ る のみ で あ る.

心 移 植 後 のSPFC産 生 に つ い て はgroupIに つ い

て の みを 検 討 した が,皮 膚 移 植 と同 じSPFCの 産 生

が観 察 され 移 植 心 の拒 絶 と一 致 した移 植 後6日 目に ピ

ー クを認 め られ た 、

3。SPFCに よ る溶 血 と接 着 分 子

接 着 分 子 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 をSPFG

assayを 同 時 に添 加 し,SPFCに よる溶 血 を 阻 害す る

か を検 討 した.Fig.IVに 示 す よ うに,接 着分 子 の

う ちCR3に 対 す る モ ノ ク ロー ナ ル抗 体OX42が

50%以 上 の抑 制 を示 した.し か し,接 着 分 子 の うち,

LFA-1に 対 す る抗 体 に 抑 制 効果 は 見 られ な か った.

対 照 と してOX42モ ノ クロ ー ナ ル 抗 体 と 同 じiso-

typeで あ るIgG2aそ して,接 着 因 子ICAM・1は と

もに阻 害 を示 さなか った.

考 察

組織適合性抗原Hlの 違いに よる二つの組合せの

PercentageofinhibitionINHI8「 「10NEFFECTOFANTIlCAM1
,ANTICDll

a/CD18,ANTICDllb/CD18

tOOfMONOCLONALANTIBODIES

90

eo

70ANTICR3 〔
o翼42}
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≡ii鰹 こ/饗
一40
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P'ig.4.InhibitoryeffectoftheOX42(anti-CR3)
monoclonalantibodyonhemolysisof
SPFC.Percentofsuppressionwas
calculatedasdescribedinthetext.
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ドナー ・レシピエント間において 同種皮膚移植を行

い,活 性化単球エフェクターであるSPFCが 移 値片

に浸潤 し拒絶反応と一致 した動きを示すか を検討 し

た.結 果は,SPFCエ フェクターが拒絶反応と一致

した産生応答が観察 され,SPFC産 生数の量的な点

において組織適合性の違いが見られたことより,SP-

FC単 球 エフェクターの産生応答が組織適合性の違い

による拒絶反応の強弱を その まま反映 しているもの

と理解 され る.H1抗 原不適合の強い組織不適合の

ACI-Lewis間 では移植拒絶片への浸潤細胞中に量的

に多 くのSPFCが 産生されてお り,Hl抗 原適合の

やや弱い組織不適合間のLewis-P344間 で は前者の

約半分のSPFC産 生数であった.

この点については以下のように考えている.ラ ット

においては,SPFC産 生がT細 胞の調節を うけてい

ることがまだ検討 されていないが,ヒ トの場合,T細

胞の うち 自己赤血球とのロゼ ット形成T細 胞(auto-

rosette-formingTcell)ARF-Tが ヘ ルパー細胞と

して作用しSPFC産 生を うながし,非 ロゼット形成

T細 胞はサプレッサー細胞としてSPFCの 溶血作用

を抑制し結果 としてSPFCエ フ山クターの産生抑制

にかかわっている9)組 織適合性の差によりT細 胞の

活性化が生じ結果 としてヘルパーT細 胞の産生が優位

となり,量 的にSPFC数 の違いが生じるものと推測

される,

す なわち,SPFC単 球エフェクターは組織適合性

の違いによる拒絶反応の強弱を直接反映していること

から,移 植免疫反応にかかわる単球エフ山クターとみ

なしうる,し かし,SPFCが 直接にどの程度拒絶に

かかわっているかは今回の検討のみで明らかにするこ

とはできはない.

白血球接着分子は,臨 床的には好中球や単球の寅食

能とかかわ り,先 天性に接着分子の発現に異常を有す

患者はLAD(leukocyteadhesiondeficiency)と 呼

ばれ13),重 篤な細菌感染症を くりかえし予後不良であ

る.接 着分子のうち,CR3は,機 能的には好中球 ・

単球の貧食と関係 しis),リ ガ ンド(接 着因子)と し

て,iC3b,fibrinogen,factorX,LeishmaniagP63,

zymosan,LPSな どがある.最 近,Wrightら15)は,

GR3の リガンドのうちiC3bとLPSを それぞれ別

々に認識するモノクR一 ナル抗体(OKMlOはic3b

を リガンドとして認識す るCR3に 対す る抗体で,

Mo-1は 赤血球またはLPSを リガンドとして認識す

るCR3に 対する抗体である)を 用い,CR3レ セプ

ターに多様性のあることを報告している.わ れわれは

ヒトのSPFCに つ いて今回のラットと同様の溶血阻
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害実験をモノクローナル抗体を用いて行い,Mo-1モ

ノクローナル抗体が普遍的にsPrcに よる溶血を阻

害することを見いだ しSPPCがCR3を 介 しリガン

ドとしてヒト赤血球を直接に認識 し溶血にかかわる結

果を得ている。SPFCassayが 反応系にお いて血清

成分なしに行われることから,標 的となる赤血球膜上

において補体活性化によるiC3bの 形成の可能性は少

ない.CR3は 直接に赤血球を リガソドとして認識 し

機能的な活性化を生 じて,活 性化酸素などの放出によ

って溶血をきたすものと推測される.

今 回のラットにおけるSPFGの 阻害がOX42に

よって生じることか ら,ヒhの 場合 と同様にCR3の

レセプターに多様性を認 めるな ら,ラ ットの場合も

SPFC膜 上のCR3を 介 し標的の赤血症を直接に認

識 し接着し,溶 血を完了させて いる もの と推測され

る.ま た,液 生抗体 との関係においては,も し,レ シ

ピエントに特異的な同種抗体が産生された場合,標 的

細胞膜上において補体活性化を生じic3bを 形成 し,

SPFCに よ るCR3を 介 した接着に,さ らに抗体に

対するFcレ セプターを介 した反応が加わ り,よ り強

い細胞障害が生じる.ま た,CR3は,NK細 胞や,

ADCCのK細 胞の機能にもかかわっていることが知

られてお りis),SPFCが 拒絶反応のはば広いエフェ

クターとなる可能性は高い.

SPFC単 球エフェクターが実際に移植片の拒絶に

実際にかかわっているかは不明である.移 植皮膚片に

は心の場合同様に赤血球抗原が血管系および表皮上に

局在し,標 的細胞をCR3を 介 して接着 し細胞障害

的に作用する可能性は十分に推察される.

臨床上,SPFC単 球 エフェクターが拒絶反応 のな

かでどのような位置にあるのかはあきらかではない.

腎移植の症例で移植腎の腫脹と発熱のため移植腎の摘

出をせ ざるをえなかった症例において,移 植腎への浸

潤細胞中のSPFC数 と移植後の摘出時期 との関係を

みると,移 植後1ヵ 月以内の ものに,SPFC活 性の

陽性例は6例 中3例 と少なく逆に3ヵ 月以降から2年

目以内に拒絶に至った慢性拒絶反応例では4例 中3例

が陽性となっていた10)臨 床上,SPFC単 球エフェ

クターが慢性拒絶反応になんらかのかかわ りをもって

いる可能性が推察されるM1,9)

結 語

ラ ッ ト同種 皮 膚 お よび心 移 植 に お いて,非 特 異 的 溶

血 活 性 を示 す(spontaneousplaque-formingceils)

SPFC単 球 エ フ ェ クタ ー の産 生 応 答 は,拒 絶 反 応 に 一

致 して み られ た.そ の ピ ー ク時 のSPFC産 生 数 は 組
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甥適合性の差による違いとよく相関 してい ることか

らSPFC単 球 は移植免疫反応とよく連動した応答を

示すエフェクターとみなされる.

白血球接着分子の うちCR3がSPFCエ フェクタ

ーの膜 レセプターとして赤血球をリガンドとして接着

し溶血機能を有するものである可能性が示唆された,
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