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ラット腎移植における免疫学的検討
    一輸血による移植腎生船延長効果一

大阪圏科大学泌尿器科学教室（主任：宮崎 重教授）

           上 田 陽 彦

IMMUNOLOGICAL STUDIES ON RENAL

     ．TRANSPLANTATION IN RATS

一EFFECTS OF PRETRANSPLANT BLOOD TRANSFUSION
             ON RENAL GRAFT SURVIVAL一

              Haruhiko UEDA

From the Depart ment of Urology， Osaka Medical School

         （Director’． Pr（ジ S。 Miyaζakの

   An attempt was made ’to search the mechan’ism underlying the beneficial effect of blood

trqnsfusion effects usipg the rat renal transplantation model．

   The mean’surviy． al tim．．e ．of （Sprague－Dawley （SD x Wistar）） Fi renal grqfts in yntreated

SD． re．cipient＄ was 11．3 days， Treatment to SD recipients with 1 ml of Wistar whole blood．

7 t．Q 21，da．Ys． pr．ior td transplantatiori’Prolbnged the mean survival time of （SD x Wistar） Ft

renal．grafts and maximuin e．fl． ect ’Qf prolQngatio．n （＞81．3 days） was seen when renal trans－

piantation was performed on the． 9th day after the treatment． Treatment with Wistar bone

marrow cells， red blood cells and platelets 9 days before transplantation prolonged the mean

survival time to ＞41．0 days， ＞39．3 days and ＞46，9 days， respectivelY， whereas no significant

effect was observed．in the SD recipients pretreated with Wistar thymocytes or with Wistar

plasma． Third party blood transfusion also had moderate effects on the prolongatiop of

renal graft survival， but maximum effect．s of blood trans．fusion were obtained by donor specific

blood transfusion．

   Sera taken from SD rats at various times after the treatment with Wistar whole blood

were assayed’ @for their abilitY to suppress the mixed leukocyte reaction （MLR） of SD res－

ponder and（SD x Wistar）FI stimUlator cclls． S叩pressor activity rapidly increased With

tinie yp’tQ 7 d4．ys after blood trarisfusion． Potent suPpression of the MLR was observed

with sera． ．obt，ained．between 7 and 15． days after the treatment． Thereafter， suppressor acti－

vity gradually decreased but sera obtained even 21 days after the treatment still suppressed

the MLR by more than 50％．

   The experimental results suggest that MLR suppressor factor（s） generated in the reci－

pients by blood transfusion may play an important role in preventing renal ，graft re，jection．

Furthermore． not only class II antigens but also class 1 antigens in the transfusate ’may be

relevant to the immune response which causes a beneficial effect by pretransplant blOod

transfusion．

Key words： Rat renal transplantation， Pretransplant blood transfusion， Mixed leukocyte reaction

            （MLR）
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緒 言

泌尿紀要 31巻 12号 1985年

 今世紀のはじめLandsteinerがヒトの赤血球AB－

0型およびRh型を確立して以来，輸血は貧血ある

いはその他の疾患の治療法として臨床的に広く使用さ

れてきた．臓器移植においては，1966年Kissmeyer－

Nieisenら1）が既存抗体に起因する超急性拒絶反応を

報告し，その丁数年間は同種抗原に対する細胞毒性抗

体の産生を回避するためにはrecipientに対して術

前輸血をおこなわないほうがよいと一般に信じられて

いた．ところが1973年にOpclzら2）が死体腎移植に

おいて術前に輸血を受けた患者のほうが輸血を受けな

かった患者に比べてむしろ移植腎の丁寧延長が認めら

れたと報告し，その後のOpelzら3）によるさらに詳

細な臨床成績や他の研究者4～16）の報告にもとづき，現

在では腎移植において術前輸血が移植腎の生着延長効

果をもたらすことが一般に認められている．しかし血

液のいずれの成分が生着延長効果をもたらすのか，ま

た至適な輸血回数や時期などについては議論が多く，

したがって移植腎の生着延長をもたらす機序について

は現在でも統一された見解は得られていない．臨床的

には死体腎移植患者の主としてretrospectivcな解析

により，また実験的にはマウス，ラット，イヌ，サル

などを使用した種々の臓器の移植実験結果から，輸血

による移植片の丁丁延長効果の機序に関していくつか

の仮説が提示ぎれている．たとえばsuppressor cell

の誘導17～19），Fc reccptor blocking antibody20＞や

anti：idiotypic antibody21）などのいわゆるenhan－

cing antibodyの産生，そしてmacrophageの機能

阻害22）やα2－macroglobulin23＞による非特異的な免

疫反応抑制などがある．このような宿主の免疫応答に

影響をおよぼす血液の成分についての研究もいくつか

報告されている．そして血液の細胞成分のなかでも，

主要組織適合性class II抗原を有する細胞が重要な

役割を演じているという報告が多いが24・25），c1 ass ’1

抗原陽性細胞の関与を示唆している報告26）も散見され

る．

 輸血による移植腎の同着延長に関する機序をあきら

かにすることは，臓器移植によって引き起こされる複

雑な免疫反応をより詳細に理解し，また臨床の腎移植

においてもより効果的な免疫抑制療法を開発すること

に貢献するものと考えられる．そこで著者はラッ．トの

腎移植モデルを用いて，輸血による移植腎生着延長効

果の機序を解明することを本研究の目的とした．今回

は，in vivoの実験モデルにおいて，輸血から移植ま

での期間，成分別輸血，strain specificityについて

観察し，in vitroでは輸血後のラット血清をリンパ

球混合培養に添加した場合の反応抑制効果を検討する

ことにより，輸血が移植腎の生平延長をもたらす免疫

学的機序について考察した．

材料および方法

 実験動物：Wistar， Spraguc－Dawiey（SD），（SD

×Wistar）Fl（KEARI社，吹田市）およびFischer

ラット（静岡実験動物）を使用した．これら4種のラ

ットはすべて王0～12週齢で体重約300gの雄を使用

した．Wistar， SD， Fischerの3系のラットについ

ては，あらかじめ皮膚移植実験をおこない3系ともお

のおのほぼ均一なgenetic backgroundを有し，か

つ互いに異なる主要組織適合抗原をもっていることを

確認した．

 ラット腎移植＝Lee27）のmicrosurgical techni－

queに準じてラット腎移植をおこなった． donorの

右腎を摘出し，ヘパリン加生理食塩水にて灌流した後

graftの腎動脈，腎静脈をそれぞれrecipientの大動

脈，下大静脈に端側吻合した．動脈の吻合には8－O

Ethilon black nylon． iEthicon Inc．），静脈の吻合

には7．O Mersilk（Ethicon Inc．）を使用した．尿路

の再建はsilastic tube（Cat． No．602－105， Dow

Corning Co．）をstentとして用いて尿管膀胱吻合を

おこなった．腎移植の完了と1司時にrecipientの個

有腎は両側とも摘出した．．術後1日目の尿量が7ml

以上得られた場合に腎移植術は成功したものと判定

し，recipientの生存日数をもって移植腎の下着日数

とした．なお，移植腎の平均阻血時間は約25分であっ

た．

 R．ecipientの前処置：腎移植をおこなう．前に以下に

記した全血，細胞または血漿をrecipicnt（SDラッ

ト）の陰茎背静脈より注入した．

 （1）Wistarラットめ全血 （I ml）

 （2）Wistarラットの骨髄リンパ球 （4xlO6，全血

      1ml中に含まれる白血球数に相当する）

 （3）Wistarラットの胸腺リンパ球 （4×106）

 （4）Wistarラットの赤血球  （4 × 109＞

 （5）Wistarラットの血小板 （2×109）

 （6）Wistarラットの血漿 （0．5 ml）

 （7）Fischerラットの全血 （I ml）

（2）から（6）までは，細胞または血漿を生理食塩水で全量

1mlとし，対照としてほ生理食塩水1mlを使用し

た．細胞成分の分離採取は下記の方法によりおこなっ

た．

 ○骨髄リンパ球：Wistarラットの！配管骨の．骨髄を
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低温のphQsphate buffered saline（PBS）（阪大微

生物病理研究会）で洗浄し，得られた細胞浮遊液を

Ficoll－Paque （Pharmacia Fine Chemicals， Swe－

den）に重：干した．これを4009で30分間遠心した

後，中間のリンパ球層を採取した．

 ○胸腺リンパ球：Wistarラットの胸腺を摘出し，

これをnylon mesh（NTBC工業鵯，東京）の上で粉

砕してPBS細胞浮遊液を作成し，上記と同様にFi－

coll－Paqueによりリンパ球層を採i取した．

 ○赤血球：ヘパリン加全血をFicoll－Paqueに重層

し4009で30分間遠心した後，沈澱した赤血球層を

採取した．赤血球浮遊液をさらにFicoll－Paque法で

分離し，この操作を3回繰り返した．塗抹標本を作製

して白血球の混入がないことを確認した．

 ○血小板：acid－citrate－dextroseを加えた全血を

3509で10分間遠心して上清を採取し，ついでこの上

清を7509で15分間遠心し，沈澱した血小板層を採

取した．

 このようにして得られたおのおのの細胞浮遊液を生

理食塩水にて2回洗浄した後，それぞれ目的とする濃

度に調整iした．

 血清の準備：Wistarラットの全血1 mlで前処置

された数匹のSDラットから心臓穿刺により1匿液を

採取し，室温にて血清を分離した．対照としては無処

置のSDラット血清を使用し，それぞれの血清は

56℃の恒温槽の中で30分間静置して不活性化した後，

凍結保存した．

 騰細胞およびリンパ節細胞の準備：脾臓および腸問

膜リンパ節を無菌的に摘出した後，それぞれny1・n

meshを通して粉砕しPBS細胞浮遊液を作製した．

4009，10分間の遠：心にて細胞洗浄を3回繰り返した

後，Ficoll－Paque法にてリンパ球層を採取した．細

胞をさ．轤ﾉ3回洗浄した後，5％fetal calf serum

（FCS）（Grand Island Biological Co． USA）を含

有したPBSに浮遊させた．ついでplastic adhe－

rent cellを除去するために，脾細胞および腸間膜リ

ンパ節細胞の浮遊液をペトリディッシュ（90×20mm

ニプロ医工㈱）に薄層し37℃にて30分間，5％CO2

培養町内で培養してplastic non－adhercnt cellを採

取した．この操作を3回繰り返した後，O． 04％トリパ

ンブルー液にて細胞数を検算した．この時点での細胞

のviabilユtyは95％以上であった．

 リンパ球混合培養（MLR）：SDラットの脾細胞を

responder cell， SDラットまたは（SDxWistar）Fl

ラットのリンパ簾細胞をstimulator cellとして，96

穴平板のマイクロテストプレート（Cat。 No，001012
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9200，Dynatech Co．）を使用してone way MLR．

をおこなった．responder cellと stimulator cell

の細胞数は，それぞれ1×106／we11ずっとし，培養液

：量は300μ1／we11とした．培養液としてはRPM116

40（Grand Island Biological Co．）100 ml中に

HEPE 25 mM， NaHCO3 200 mg， 2－mercapto－

ethanol 5 x 10－5 M， penicillin G l，000単位， strep－

t・mycin 10 mg（すべて半井化学薬品㈱），5％FCS

（rot＃29K 2033）を加えたものを使用した．培養は

CO2培養器内（37℃，5％CO2）で96時間おこない，

その後3H－thymidine（specific activity 5Ci／mmol）

を1μCi／we11ずつ加えた．3H－thymidine添加後さ

らに工8時間培養した後，Semi Automatic Multiple

Cell Harvester （LABO－MASH， Labo Science

Co．）を用いてグラスファイバーフィルター（LM王01

40，Labo Science（〕o．）に細胞を回収した．．高熱乾

燥後のフィルター一にシンチレーション液（ユニバーゲ

ル， P－po， popQp， nonionic surfactant in xylene

半井化学薬品㈱）を3ml加え，液体シンチレーショ

ンカウンター（TRI－CARB 300C Liquid Scintilla．

tion System， Packard lnstrument Co．， lnc．）で

細胞内に取り込まれた放射能（cpm）を測定した．培

養はすべてtriplicateでおこない，その平均値と標

準偏差を計算した．上記のMLRに， Wistarラッ

トの全血で前処置されたSDラットの血清を培養直

前に加えた場合の反応抑制率を下記の数式により計算

した．

据一
虫鞄?刀E1・・

結 果

 Wistarラットの全血1m正でSDラットを前処置
後，移植までの日数を変化させた場合の移植腎生写延

長効果

 Wistarラットの全血1mlをSDラットに静注
し，その直後および1～21日目に腎移植をおこない，

それぞれの場合の移植腎の生着日数を観察した．結果

はTableユに示した．無処置のSDラットに（SD

×Wistar）F，ラットの腎を移植した場合の生着日数

は11～13日で平均lL8日であった．前処置直後，1日

目，3日目および5日目に移植された腎の平均生着日

数は，それぞれ13．2日，12．6日，ユ2・2日，15．3日であ

り，いずれも無処置群との問に有意差は認められなか

った．しかし，前処置後7日目に腎移植をおこなった

場合の平均生着日数は51．2日以上と有意に延長し，ま
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Table 1．
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Survival of （SDxWistar） Fi renal grafts－in SD rats pretreated，with Wistar whole

blood at different’days before transplantationa

Treatrnent of SD爬cipieats
（SD・Wi・t…）F、爬nal L・・r・・ft・v・viva！（d・y・）b Mean survival Fraction．or rats

  days surviveci＞30 diay＄

Noロe

           
Wist鐘r whole blood（1ml），

days before transpianしation

     od

     三

     3

     5

     7

     9

    M
    21

11， 11， 11， 13， 13

8， 10賢 15， 工5， 18

6， 11， 13， 13， 20

12， 12， 16， 16， 21

11， 11， 14， 16， 19， 21

18， 23， 31， 35， ＞IOO， ＞100，

13， 75， ＞100， ＞100， ＞iOO， ＞100，

9， 14， 37， ＞100， ＞IOO，

13， 19， 24， 31， ＞100， ＞100，

IL8

ユ3．2

工2．6

12．2

15．3

＞51．2

＞81．3

＞52．0

＞47．8

O／5

O／5

0／5

0／5

0／6

4／6

5／6

3／5

3／6

a：川recゆients were bi｝ateraily n巳phrectomized irnmediate］y after the compleLion of renal transplantation．

b： Graft survival was assessed by Tecipient surVival．

c： One ml of Wistar whole blood was．injected ；．v． into the penile vein of SD Tecipients at specified days before

 transplantation．

d： Treatment was done at the time of transplantation．

Table 2． Survival of （SDxWistar） Fi renal grafts in
immunogens from Wistar ratsE

SD rats pretreated with various

Treatrnent of SD recipients （SDXWistar） Fi tenaL graft ＄urvival （days）b Mean survival Fraction of rats

  days survived＞30days

Saline （lmi）
Wistar whole blood （lml）

Wistar bone rnarrow cells （4x106）C

WIstar thymocytes （4xlO6）e

Wis｛ar red blood cells （4xlOg）e

Wistar pZatetets （2×10S）C

Wistar ptasma （o．srnDd

且1， 互3酔 13， 14， 14，

13， 7s， ＞leo， ＞loo， ＞loo， ＞loo，

！O， 29， 30， 33， 44， ＞100，

7， Z3， 16， 16， 21， 24，

11， 17， 29， 33， 41， 44， ＞IOe，

8， 15， 28， 34， 43， ＞100， ＞100，

9， 12， 12， 18， 21

 13．0

＞81．3

＞4LO

 16．2

＞39．3

＞46．9

 14．4

O／5

5／6

4／6

0／6

4／7

4／7

0／5’

a1 Rena：L transplantation with，biiaLeral nephrectomy was performed on the 9 th day after pretreatrnent．

bl Graft survival was assessed by recipient survivat．

c： Ce］1 sllspension was rmade in 1 ml of saline．

d： Plasma was diluted to rml wlth saline．

た6匹中4匹は30日以上生存した．Wistarラットの

全血投与による最大の移植腎生着延長効果は，投与後

9日目に腎移植をおこなったときに認められ，その平

均生腐日数は81．3日以上であり，30日以上の長期生旧

例は6匹中5匹であった．前処置後14日目および21日

目に移植された腎の平均生着日数は，それぞれ52．0日

以上，47．8日以上であり無処置群に比してあぎらかに

有意差が認められたが，生州延長効果は日数の経過と

ともに幾分減弱する傾向が認められた・

Wistarラットの全血の成分に類似したimmuno－

genにてSDラットを前処置した場合の移植腎生着

延長効果

 Wistarラットの全血投与による移植腎生着延長効

果がいずれの血液成分によるものかを調べるために，

種々の細胞成分．および血漿を投与したSDラットに

（SDxWistar）F1ラットの腎を移植した．腎移植は

すべて前処置後9日目におこなった．Table 2に示

すごとく，生理食塩水Imlを投与した対照群では移
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植腎の生着日数はII～14日で平均13．0日であった．全

血1 ni1中に含まれる自血球数に相当する1×106個

の骨髄リンパ球を投与した場合には平均生着日数は

41．0日以上と有意な延長が認められ，30日以上生着し

たものは6匹中4匹であった．同様な移植腎生干延長

効果はWistarラットの赤血球（4XlO9）や血小板

（2×1G8）でSDラットを前処置した場合にも認め

られ平均生着日数はそれぞれ39．3日以上，46．・9日以上

であった．しかしながら，これら3者の平均生着日数

はWistarラヅトの全血で前処置した場合（81．3日以

上）とする比較するとかなり短いものであった．いっ

ぽう，胸腺リンパ球（平均生平日数：16． 2日）や血

．漿（平均帰着日数：14．4日）の単独投与による前処置

では移植腎の生着延長効果は認められなかった．

 術前輸血による移植腎の生着延長効果に関する
strain specificity

 ラット腎移植において，移植腎の生着延長におよぼ

す術前輸血の効果が系特異性か否かを検討するため

に，いくつかのrecipientとdonorの組み合わせを

作り，donor specificな全血またはthird partyの

全血で．recipientに前処置をおこなったeこの実験に

おいても，腎移植は前処置後9日目におこなった．結

果はTable 3に示した． SDラットをrccipientと

しWistarラットをdonorとした場合，対照群（生

理食塩水1rn｝）における移植腎の平均生着日数が9．3

Eiであったのに対して， Wistarラットの全血で前処

置した群の平均生着日数は89．2日以上と著明に延長し

ており，しかもこの群のrecipientはすべて．30日以

上の長期生紙例であった．いっぽうthird partyで

あるFischerラットの全血にて前処置をおこなった

SDラットにWistarラットの腎を移植した場合にも

やはり生着延長効果が認められたが，前述のdonor

specific blood transfusion（DST）と比較するとそ

の効果はかなり弱いものであった．すなわち，この群

におけ’る平均一着日数は31・4日で，5匹中3匹のrc－

cipientでは30日以内に移植腎は拒絶された． Tablc 3

に示したように，SDラットをrecipientとしFis－

cherラットまたは（SD×Wistar）F1ラットをdo－

norとした場合の結果も，前述のWistarラットを

donorとして用いた場合とほぼ同様の傾向が認めら

れた，すなわち腎のdonorと系を異にするラットの

血液で前処置した群でも対照群と比較すると有意な移

植腎の生着延長効果が認められたが，この効果は前処

置に用いた血液のdonor．と移植腎のdonorが同系

であるDSTのほうがはるかに著明であった．
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Table 4．
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Inhibition of the MLR by sera from SD rats pretreated with Wistar

whole blood

Responder S timulater added concentration （3H）thymidine
’cellsa cellsb sera of sera （vuVwell）C incorporation （mean eptn ±SD）

Percent

   ． dsuppresslon

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

Fl

Fl

Fl

F夏

Ft

Fl

Fl

F童

Fl

Fl

F取

Fl

F置

Fl

Fl

sDe

  f
p－SD

SD

p－SD

SD

p－SD

SD

p－SD

SD

p－SD

SD

p－SD

SD

p－SD

O．5

0．5

1

1

2

2

4

4

8

8

16

置6

32

32

32，548＝ヒ7r626．

230，838士30，211

277，022±＆378

211，363±2Z309

223539±2q477

201，10’3±55228

213429±3383

193955±6，272

186，173±5138

3＆204±7，292

19q407±3L213

4q448±aO39

9a382±q621

27．995±1．496
 s－ v T － Jv

95，727±522T

3qO 91±4156

23．7％

10．0％

9． 1％

79．5％

78．8％

71．5％

62．3％

a： IXIO6 spleen cells from no：rnal SD rats per wetl were used as responder cel｝s．

b： IXIO6 1）Tnphnode cells from normal SD or （SDXNVist．ar） Fi ra ts per we！1 were

 uged as stimulator cells．

c：Total volume of culture rnedittrn was 300♂μレ「veiL

・・一一醐・
s1－1器遷ii課ll器回り・1・・

e： Norrnal SD sera．

f： Sera from SD rats 9 days atter the pretreatment svith SVistar whole blood．

 Wistarラットの全血で前処置を受けたSDラット

の血清によるMLR抑制効果

 ラットにおいて術前輸血が移植腎の生着延長をもた

らす機序を詳細に知る目的で，SDラットの脾細胞を

responder cell，（SD×Wistar）Flラットのリンパ

節細胞をstimulator cellとするリンパ球混合培養反

応（MLR）に， Wistarラットの全血1 mlで前処

置されたSDラットの血清を種々の濃度で添加L，

3H－thymidine uptake tlこおよぼす影響を観察した．

対照としては無処置のSDラット血清を使用した．

著者はこの種の実験を12回おこなったが，その代表的

な実験結果をTable 4に示した．無処置のSDラ

ット血清を。．5～32 gl／well（300 gl）の濃度でMLR

開始時に添加したところ，8μ1／well以下の濃度では

血清を加えない場合と比較して3H－thymidine upta－

keに有意差は認められなかった．いっぽう， Wistar

ラットの全血で前処置した後9日目に採取したSD

ラット血清を添加した場合には2 pl／well，4μ1／well，

8 Pl／wellの濃度において対照の血清を添加した場合

と比較してそれぞれ9．1％，79．5％，78．8％のMLR

抑制効果が認められた．

 前項で述べたSDラット血清のMLR抑制効果；

が，反応のkineticsの変化による見かけ上の抑制効

果か否かを知るために，MLR開始時に対照のSD

ラット血清およびWistarラットの全血投与後9日目

のSDラット血清（8μVwell）を添加し，培養時間
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Fig． 1． Kineticsi of the MLR of SD responder and （SDxWistar） Fi

stimulator cells after the addition of sera froin normal or’

pretreatad SD rats． Cultures were harvested daily after
18Lhr pulse with （3H）一thymidine．

Figure 1 illustrates the incorporated radieactivity （cpm） of
parallel cultures by adding 8 rd per well of normal SD sera

（e－e）’or sera from SD rats 9 days after the treatment
with Wistar whole blood （O一・O）．

（％）

100

Z9
＄

田

臣

拐50
皇

8
器

店

1 3 5 7 9 10 14 15

DAYS AFI’ER TREATMErsrr

20 21

 （days）

Fig． 2． Appearance and persistence of suppression of the MLR ’by SD
        ser．a after treatment with Wistar whole blood．

        SD rcsponder and （SDxWistar） Fi stimulator cells were cultured

        with normal SD sera ot sera taken from SD rats various days

        after allogeneic blood transfusion at a concentration of 8 pt1 per

        well． Cultures were pulsed with （3H）一thymidine after 96 hr of

        incubation． Pe’rcent suppressiori was calculated by the formu14

・ ’ described in Materials and Methods：・
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間24，48，72，96，120，144時間として，両者のM

LRを経時的に観察した．この実験の結果はFig．1

に示した．対照のSDラヅ5血清をMLRに添加
した場合の3H－thymidine Uptakeは96時間培養の時

に最高値を示した．いっぽう，前処置したSDラッ

トの血清を添加した場合の3H・thymidine uptakeは

72時間培養で最高値を示したが，対照の血清を添加し

た場合と比較して，いずれの培養時間においても低値

であった．またトリパンブルー液を用いてMLR内

の細胞のvia6ilityを検査したところ，対照の血清を

添加したMLRと前処置した血清を添加したMLR

との間には，いずれの培養時間においてもviability

に有意差は認められなかった．

 ついで，Wistarラットの全血を投与されたSDラ

ットの血清に認められたMLR抑制効果の経時的変

化を知るために，全血投与後1～21日目に採取した

SDラット血清を8μ1／we11の濃度でMLRに加え，

96時間培養後の3H－thymidine uptakeにおよぼす

影響を観察した．前処置後経時的に採取したSDラ

ット血清のMLR抑制率を計算し， Fig・2に示し

た，血清のMLR抑制率は， Wistarラットの全血

投与後7日目までに急速に上昇し，その後は15日目ま

で高値を持続した．全血投与後15日．以後のMLR抑

制率はやや低下傾向を示したが，21日目でも50％以上

の強いMLR抑制効果が認められた．

考 察

 1973年，Opelzら2）が死体腎移植を受けた患者148

例のretrospectiveな調査から，術前に輸血を受け

たことのない患者（n＝39）の場合，移植腎の1年生

国率が40±8％であったのに対し，10回以上の輸血を

経験した患者（n；28）．では1年生着率が80±8％で

つたと報告して以来，他の研究者4～16）からも同様な結

果が次々と報告され，現在では移植前の輸血が移植腎

の生着延長に有効であることが一般に認められてい

る．また動物実験においても，術前に輸血を受けた

recipientでは移植腎が有意に生山延長することが確

かめられている．しかし，このような輸血による移植

腎の生着延長効果がどのような機序にもとづいて発現

されるのかについては議論の多いところであり，した

がって臨床的に最適な術前輸血のプロトコールを確立

することが困難となっている28・29）．そこで著者はラッ

トの同種腎移植をモデルとして，in vivOではrcci－

pientを全血あるいは全血の各成分に類以した種々の

immunogenで前処置した場合の移植腎の生着日数

を観察し，in vitroではリンパ球混合培養（MLR）

を用いて，術前輸血の移植腎三巴延長効果の機序につ

いて検討した．

 まず，輸血から腎移植をおこなうまでの期間と移植

腎の生着延長効果との関係を知るために，Wistarラ

ットの全血lmlをSDラットに投与し，輸血直後，

輸血後1，3，5日目に移植をおこなったところ，こ

れらの群では移植腎の生着延長効果は認められなかっ

たが，輸血後7，9，14，21日目に移植をおこなった

群では無処置群と比較して有意な二二延長効果が認め

られた．著者の実験系では，輸血後9日目に腎移植を

おこなった場合の生着延長効果が最も著明であった．

FabreとMorris30）は（DA×Lewis）F1ラットを

donor， DAラットをrccipientとした腎移植モデル

を用いて，輸血から腎移植までの期間と移植腎の生着

期間との関係について検討している．彼らは0．5ml

のLewisラットの全血を用いてDAラットを前処

置した後，移植までの期間を1．日，7日，27～40日の

3群に分けて観察し，前処置後1日目に移植をおこな

った群では移植腎の生着延長効果は認められなかった

が，前処置後7日目および27～40日の間に腎移植をお

こなった場合には，いずれの群においても有意な生着

延長効果が認められ，その効果の程度は両群ともほと

んど同じであったと報告している．著者の実験結果と

Fabreらの結果との間にはわずかな相違がみられる

が，いずれにしてもラットにおいては1回目術前輸血

による移植腎生着延長効果は，輸血後7日以降に移植

した場合に発現され，少なくとも輸血後3週間以上持

続しているものと考えられる．．（Lewis×BN）F1ラ

ットからLewisラットへの腎移植モデルにおいても，

donorの骨髄細胞31）あるいは脾細胞32）の術前投与に

よる免疫抑制効果は，投与後1～2週間に腎移植をお

なった場合にもっとも著明であると報告されており，

Marguetら33）のWAGラットからBNラットへの
心臓移植モデルにおいても輸血から心臓移植までの最：

適な期間に関して同様な結果が示されている．いっぽ

う，ヒトの腎移植においては術前の最：終輸血が腎移植

前の1～3ヵ月の問におこなわれた場合に有意な移植

腎の生着延長効果が認められたと報告しているものが

多い34～36）．

 つぎに，術前輸血による移植腎の生気延長効果が血

液中のいずれの成分に起因するかを知る目的で，Wi・

star．ラットの血液中の成分に類似した種々のimmu－

nogenを投与したSDラットに（SD×Wistar）Fl

ラットの腎を移植したところ，骨髄リンパ球，赤血

球，血小板を投与した群で移植腎の生着延長効果が認

められた．しかし，おのおのの成分を単独に投与した
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場合の町着延長効果は全血を投与した場合と比較する

と弱い傾向がみられた。この結果から輸血による移植

腎生着延長効果は複数の成分の組み合わせ，あるいは

単に抗原の絶対量に依存していることが推測される．

著者の実験系では胸腺リンパ球または血漿を単独に投

与した場合には移植腎の生着延長効果は認められなか

った．Jeeke1らa7）はBNラットの赤血球（8×lo9）

を前投与されたWag／RijラットにBNラットの腎

を移植したところ著明な生着延長効果を認め，reci－

pientの血清中に産生されたerythrocyte－associatcd

antigenに対する抗体の重要性をpassive transfer

の実験によりあきらかにしている，

 また，MartinとHewitt38）はBNラットをdo－

nor， Lewisラットをrecipientとする腎移植モデル

を用いて，BNラットの赤血球あるいは骨髄リンパ

球にてLewisラットを前処置した場合には移植腎の

生着延長効果が認められたが，胸腺リンパ球や血漿で

は有意な町着延長効果は認められなかったと報告して

いる．彼らは赤血球を使用した場合にはSD antigen

（class I antigen）が，骨髄リンパ球を使用した場合

にはla antigen（claSS II antigen）が， aCtive

enhancementの誘導に重要な役割を演じているの

ではないかと考察している．EI－Malikら14）もDA

ラットをdonor， Lewisラットをrecipientとした

腎移植モデルを用い，DAラットの血液の成分を用

いてLewisラットを前処置した場合に生着延長効果

が認められたのはBリンパ球，赤1血球または血小板

投与群であり，Tリンパ球おび血漿投与群では効果は

認められなかったと報告している．しかも生着延長効

果は赤血球を投与した場合に最：大であり，Bリンパ球

を投与した場合は全血投与群とほぼ同程度であり，血

小板投与群の町着延長効果は軽度であったと述べて

いる．彼らは前処置を受けたLewisラットの血清

中に，Bリンパ球を投与した際にはFc receptor

blocking antibodyが出現し，赤血球を投与した際

には，haemoagglutinating antibody．が出現して

いることを確認し，これらの抗体の出現が移植腎の生

着延長効果に関与しているのではないかと述べてい

る．以上のように，ラットめ腎移植にかぎってみる

と，種々のimmunogenの前投与による移植腎の脱

着延長効果を検討した諸家の報告は著者の結果とほぼ

一致している．すなわち主要組織適合抗原（MHC

antigen）についてみると， claSs I antigenのみを

有している赤血球や血小板，またciass．1工antigcn

を多量に有しているBリンパ球や骨髄リンパ球の

前投与により，これらの抗原によって誘導された
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 recipientの免疫状態の変化が移植腎の生着延長効

果をもたらすものと考えられる．著者の実験結果から

は，術前に投与された血液中に含まれるclass Iお

 よびclass II ant董genが，おのおのrecipient内で

免疫応答をひき起こし，それらの相加または相乗効

果によって，移植腎の生着が延長するものと考えられ

た．胸腺リンパ球の前投与で移植腎の生着延長効果が

認められなかったのは；class I antigenの量が少な

いためにrecipientに充分な免疫応答をおこさせる

ことができなかったためではないかと推測される．血

漿のみの投与で移植腎の生着延長が認められたという

報告はほとんどみられず，著者の実験結果からもこ

のことは確認された．いっぽう，ラットの心臓移植

をモデルとした実験系においては，術前輸血の効果は

classlI antigenが主役をなしているという報告が多

い24・25）．ラットにおける腎移植と心臓移植にみられる

実験結果の差異は，腎が心臓に比べてはるかに多：量の

MHC antigenをもっていること39），あるいは臓器

特異抗原の存在などに起因していると思われる．ヒト

の腎移植では一般に赤血球のみを投与した場合には移

植腎の生着延長効果はないとされている5）が，ヒトの

赤血球ではMHC antigenは証明されておらず，こ

のことを考慮すればヒトの腎移植の成績も著者の実験

結果と矛盾するものではないと考えられる．著老は血

小板投与群においても生着延長効果を認めたが，Bor－

le億ら40）やOhら41）はrhysus monkeyを用いた

腎移植モデルで，血小板にて前処置をおこなった場合

に移植腎の準準延長効果を認めたと報告し，その効果

は全血を投与した場合と比較して有意差が無く，しか

も全血投与群に比してcytotoxic antibodyの誘導が

ほとんどみられなかったと述べている．ラットでは補

体活性が低下しているなどの理由で通常hyperacute

．rejectionは発現しない42・43）が，臨床の腎移植では輸

血によって誘導されたcytotoxic antibodyによる

hyperacute rejcctionカミ重要な問題であり， Borlcffs

らの実験結果からも臨床腎移植での術前血小板投与の

有用性が示唆される．

 術前輸血による移植腎の生着延長効果におけるsレ

rain specificityに関しては， Table 3に示したよう

に，移植の9日前に全血を投与した場合にはいずれの

donorとrecipientの組み合わせにおいても対照群

と比較すると有意な移植腎の生着延長効果が認められ

た．しかもdoner specific blood transfusion（D－

ST）をおこなった場合（血液のdonorと移植腎の

donorのstrainが同じ）は， third partyの輸血を

おこなった揚合（血液のdonorと移植腎のdOnor
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のstrainが異なる）と比較して，いずれのdonor

とrecipientの組み合わせにおいても平均生野H数

がうわまわっており，DSTをおこなったほうがより

効果的であるという結果が得られた．この結果から術

前輸血による移植腎の生野延長効果の発現にはrcci－

pientの特異的な免疫応答機構だ．けでなく非特異的な

免疫応答機構も関与していると考えられる．臨床的に

も，donorとの間に高いMLR係数を有する生体腎

移植のrecipient．に対してDSTをおこなうと良好

な結果が得られたという報告が数多くみられ姻8），生

体腎移植におけるDSTの有用性が注目されている．

 MLRは移植片に対するrecipientの免疫応答を

よく反映している初vitroの実験系であるといわれ

ている．Nagarkattiら49）は， B6AF1（H－2KbkDbd）

およびDBA／2マウス（H－2d）を用いた実験で，

DBA／2マウスの全血0．i mlを1週間間隔で1～4回

投与したB6AFI vウスの血清を採取し，この血清が

MLRにおよぼす影響について検討している．それ

によると，1回または2回の輸血をおこなった群では

MLRはほとんどあるいはまったく抑制されなかっ

たが，3回または4回の輸血をおこなった群では有意

に抑制された．そして，彼らはこのMLR抑制効果

はinhibltory antibodyカ9 responder T cellの

recognition site（receptor）に直接作用するためで

あると考察している■．著者の実験では，Wistarララ

トの全血を投与した後9日目に採取したSDラット

の血清をMLRに添加したところ，対照の血清を添

加した場合と比較して3H－thymidine．uptake l Z著明

に抑制された．MLRの培養時間を変化させたとき

の経時的な3H－thymidine uptakeやcell viability

の測定結果から，このMLR抑制効果は反応の時間

的な変化やviabilityの低下によるものではないこと

が証明され，全血輸血を受けたSDラットの血清中

にはMLRを抑制する因子が含まれていることがあ

きらかとなった．また輸血後経時的に採取したSD

ラットの血清をMLRに添加したところ， Fig．2に

示したように，血清のMLR抑制率は輸血後7日目

までに急速に上昇し，その後i5日目までは高値を持続

し，21日目ではやや低下する傾向を示した．このM－

LR抑制率の時間的推移はin vivoでめ移植腎の生

着延長効果（Table 1）とよく相関しており，輸血後

のrecipientの血清中に出現するMLR抑制因子が

輸血による移植腎の下着延長効果に重要な役割を演じ

ていることが示唆された．

 輸血の移植片生着延長効果の機序について考察する

ときには，用いられた動物や実験方法の違いつをねに

念頭におく必要があり，臨床の腎移植ではdonor se－

lection theoryso）も軽視することはできないが，現在

までに提示されているおもな仮説は，clonal dele・

tion， antigen speci丘。 supPressor cellの誘i尊， en・

hancing antibodyの産生などによる抗原特異的な免

疫反応抑制と，macrophageの機能阻害， nonspeci－

fic suPpressor cellの誘導などによる非特異的な免

疫抑制に分類される．実際には，これらのいずれかが

単独に作用しているといケよりも，質的，量的あるい

は時間的に複雑に組み合わされて，臓器移植における

いわゆる輸血の効果が発現するものと考えられる．著

者のstrain specificityを検討した実験成績からも，

抗原特異的な要素と非特異的な要素の両者が関与して

いることが示唆された，最近，Terasaki5Dは輸血に

よる移植腎の生煎延長効果はclonal deletionにも

とづいていると主張している．彼は輸血によるpri・

maryな感作を受けたrecipientがsec6ndaryな刺

激として腎移植を受けた時に，．多量の免疫抑制剤．（手

術時に分泌される内因性の副腎皮質ステロイドも含め

て）が反応細胞のcloneを減少または消滅させ，そ

の結果移植腎の生着延長がもたらされると述べてい

る．しかしながら，著者の今回の実験結果からはTc－

rasakiのclonal deletion theory｝よ否定的であっ

た，すなわち，MLRを用いた実験では，輸血後の

recipientの血清中にはあぎらかにMLR抑制因子

が存在していることが示され，この因子の産生をc1・一

nal deletion thcoryのみで説明することはできな

い。いっぽう，輸血によってsuppressor ce11が誘

導されることを示唆した研究は数多く報告されてい

る．Carpenter52）は北アメリカの57の移植センター

における術前輸血の効果を分析した結果，donor an－

tigcnが強力なsupprcssor responseを誘導する可

能性があり，DSTが古典的な免疫学的寛容状態を導

くのに関与しているのではないかと述べている．

Burrowsら19）も術前輸血が輸血後早期に働くnon－

speci丘。 suppressor cellを賦活化する可能性がある

と述べ，Lenhardら18）， J．A． Lightら53）は輸血によ

って2種の異なった細胞性免疫抑制が働いていること

を示唆している．すなわちDSTから移植までの期

間が短い場合にはmonocyteを介するnonspecific

suppress・r cellが誘導され，期間が長くなればspe・

cific suppressor cellが誘導されると述べている．い

わゆるenhancing antibodyについて， MacLeod

ら54）は術前輸血を受けた腎移植患者の血清中にはB細

胞上のFc receptorの機能を阻害する抗体（Fc re－

ceptor blocking antibody）が存在，していることを
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見出し，．この抗体の出現と移植腎の生埋率とがよく相

関していたと報告している．Singalら55）は，輸血を

受けたことのある患者や移植腎が生着している患者の

血清を，ウサギの補体とともに，患者自身の細胞を

responder cellとするMLRに加えると反応が抑制

されたが，輸血の経験がない患者やすでに移植腎が拒

絶された患者の血清にはこのMLR抑制効果は認め

られなかったと報告し，輸血による移植腎の生着延長

効果はrecipient． ﾌ血清中に産生されたanti－idioty－

pic antibodyがrecipientのT細胞上のspecific

antigen b三nding receptorと結合することに起因し

ているのではないかと考察している．Fagnilliら21）

も臨床の腎移植における輸血の効果には，輸血によっ

て誘導されたanti－T cell receptor antibody（anti－

idiotypic antibody）が重要な機能を果たしていると

報告している．著老は今回の研究で，輸血後のreci－

pientの血清中にMLR抑制因子が出現することを

見出し，in vivoでの実験結果と比較検討することに

よ．りこのMLR抑制因子が移植腎の生着延長に重要

な役割を演じていることを示した．今後，この因子の

本体がsuppressor ccllから分泌された物質である

のか，Fc recept6r blocking antibodyまたはanti

一・奄р奄盾狽凾垂奄?antibodyであるのか，あるいはこれら以

外の物質であるのかを同定することにより，術前輸血

による移植腎の生馬延長効果の機序をさらに詳細に検

討する必要があると考えられる．

結 語

 ラット腎移植モデルを用いて，輸血による移植腎町

着延長効果を検討し，その機序を解明することを本研

究の目的とした．

 1）無処置のSDラットに（SD×Wistar）Flラッ

トの腎を移植した場合の平均凝着賃数は，lL8目であ

った．

 2）Wistarラットの全血lmlで前処置をおこなっ

たSDラヅトに，輸血直後および1～2旧目にF1
ラット腎を移植したところ，7～21日目に移植をおこ

なった場合には有意な横着延長効果が認められ，最大

の効果は9日目に移植をおこなった場合であり，その

平均生着日数は81． 8日以上であった．

 3）Wistarラットの全血の成分に類似した三mmu・

nogenにてSDラットを前処置したところ，骨髄リ

ンパ球，赤血球，1血小板投与群で有意な生着延長効果

が認められたが，胸腺リンパ球，血漿投与群では延長

効果は認められなかった．

 4）SD， Wistar，（SD×Wistar）Fl， Fischerラット
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を用いて，いくつかのrecipientとdonorの組み合

わせを作り，donor specificまたはthird partyの

全血で・recipientに前処置をおこなったところ，両者

とも移植腎の生馬延長効果が認められたが，donor

specificな輸血のほうがよ．り効果が著明であった．

 5）Wistarラットの全血1mlで前処置を受けた

SDラットの血清を， SDラットの脾細胞をrespon－

dcr cell，（SD×Wistar）F ラットのリンパ節細胞を

stimulator cellとするリンパ球混合培養（MLR）に

添加したところ反応抑制効果が認められ，その効果は

輸血後7日目までに急上昇し，15日目まで高値を持続

した．その後のMLR抑制効果はやや低下傾向を示

したが，2際目でも50％以上の強い抑制効果が認めら

れた．

 6）以上の結果より，ラット腎移植モデルにおいて

は術前輸血によってrecipientの血清中に産生された

MLR抑制因子が移植腎の生着延長に重要な役割を

演じており，recipientの免疫応答の発現には輸血海

中のclass Il antigenのみならずclass l antigen

も関与していることが示唆された．

 本論文の要旨は第18，19，20回日本移植学会総会において

発表した．
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