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結 論

緒 言

臓器移植は今や臨床的にも応用 されるに至っ

ているが,今なお未解決の問題点を多 く含んで

おり,その最大のものは移植免疫であるといい

得る｡

従来,移植免疫,特に同種類のそれは,ツベ

ルクリン型反応,即ち遅延型過敏反応の一種で

あるとされ1),免疫血清による受動免疫 passive

transferはできないといわれている｡一方,輿

種移植においては,血中抗体(古典的循環抗体)

の関与が早 くか ら注 目されており,体液性抗体

によって移植 された細胞が破壊 される可能性が

非常に強い2)と考えられている｡

このように従来か ら同種及び異種の移植免疫

の間には質的な差があると考えられていたが,

Steinmvllerが唯 1回の皮膚移植 をうけたダイ

コクネズ ミ血清を用いて移植免疫の受動的移入

が可能なることを証明3'して以来,同種移植に

おける免疫反応を遅延型過敏反応のみとする従

来の考え方には疑問が抱かれるに至っている｡

今 日,あらためて異種移植と同種移植における

免疫反応の相異について再検討を加えなければ

ならないとす る所以である｡

その際には,異種移植 と同種移植 との 2つの

場合について,体液性抗体による免疫反応 と細

胞性抗体による免疫反応をそれぞれ独立的に招

来せ しめ,これら計 4つの反応について比較検

討することが肝要であると考えられる｡元来,

移植免疫反応 には,グラフ ト抗原対ホス ト体液

性抗体 という反応系 と,グラフ ト抗原対ホス ト

細胞性抗体 という反応系 との 2つが混在 してお

り,これをそれぞれ異種と同種の場合にわけて

検討す る必要があるということである｡ディフ

ュージョン ･チェンバー法4) を移植免疫の検討

に応用することはこのような意図の下に行なわ

れたものであり,10mp-5pの多孔性 ミ))ポア

フィル ターの中に移植片を入れ,これをホス ト

腹贋内に挿入することにより,チェンバー内の

移植片 とホス トの体液性抗体 とのみの反応が純

粋 に観察 されるわけあでる｡

しか しなが ら,この方法では,体液性抗体 と

の反応は観察 し得ても,細胞性抗体による反応

を分離できないため,最近では,組織培養法に

よる研究が一部で試みられているOすなわち,

ドナー動物の組織を培養 し,これにレシピエン

ト動物の血清または リンパ球などをそれぞれ別
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佃 に添加 し,体 液性抗体 によ る反 応 または細胞

性抗体 によ る反応 を別 々に起 させ よ うとい うの

が その原理 で あ る｡

著者 もまた,組織 培養法を用 い,異種および

同種移植免疫反応を,体液性抗 体 お よび細胞性

抗体 の 2つ の反応 に分 けて,それぞれ独 III/-_した

形 で観察す ることによ り,移柿免疫 におけ る休

液性抗体 の存在 を再 確認す るとともに, と くに

同種移梢免疫 にお け る細胞性抗 体 と体液性抗体

との間 の反応 形式 の差異 を明 らか に したい と考

えたのであ る｡

まず,第 1筈 において は,異 種動物 よ りの抗

頂 で感 作 した場合 の典型 的な抗 原抗体 反応 につ

いて培養細胞 を標 的細胞 と して観 察 し, これ に

よ り得 た知見 を基 と して,以下 ,それぞれ,第

2篇 および第 3篇 において異種 および同種 移帖

免疫反応 につ いて検討を加 えた｡

著者 は,本 検討 にあた っては,抗原抗体反応 に

際 して標的細 胞 に招 来せ られ る形態学 的な変化

につ いて主 と して観察 したが,これ は,従 来,こ

の種 の検討法 によ る報告 では,形 態学 的 変化 に

闇す る詳細 な記載 が少 ないか らに他 な らない｡

培 養細 胞 を用 い た抗頂抗体反J,狛 こつ いての検

討 は少 な くないが,培養細胞 は全 て牛血清を用

いた培 養液 に培 養 され た もので あ り, これ に直

ちに,異種 蛋 白液 であ る,感 作動物lfll清 を体液
抗 体 と して加え るな どの不注意 が見 拍 され る｡

この場 合 には,抗体 を合む血清それ 自体 が異種

蛋 白で あ り,その ため に抗原抗体反応 とともに

異 種蛋 白 と しての傷 害 作用が培養標的細胞 に併

せ み られ ることにな るか らで あ る｡

そ こで,著者 は, まず ,第 1篇 においては,

培養液 その他 に も充 分注意 を払 いつつ 虹的細胞

を培養 し, これを用 いて可及 l伽 こ純粋 な形 での

典 型 的な抗 帰抗 体反応 につ いて, 巨と して形態

学 的 に検討 したのであ る｡

第 1章 体液性抗体 によ る反応

第 1節 実験方法

第 1項 感作方法

鶏胎児およびモルモットレ)組餓ホモジネー トを抗頂

きこして成熟′衣 兎 ujf起動的感†′沌-行な-)た｡凡胎兄li,
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入卵後 9ないし15H臼に卵殻より無菌的にとり出した

ものであり,モルモット臓器は成熟モルモットより無

菌的にとり出した心臓,肝臓,腎臓および牌職の混合

物である｡ これ らの鶏胎児またはモルモット臓器は,

佳理的食塩水で放同洗推 したujち,ガラスホモジナイ

ザーで充分す りつぶ して滅菌試験管中で --20oC に保

存する｡

ラノ リン1と流動パ ラフィン2uj割合 に混合 した

Freunduj不完全アジュヴァンド5) 2mlに,上記の鵜

胎児またはモルモット組織ホモジネー ト0.5mlを加

え,さらにガラスホモジナイザ-で充分撹拝する｡

この液 1mlを 1過に 1回ずつ言｢4回ないし6回通

院 して, 1回の感作とする｡ このようにして感作した

ノ衣兎の血清を体液性抗体として実験に供 した｡

第 2項 培養細胞

鶏胎児 :入卵後9ないし12H目uj親胎児を卵殻より

撫菌的にとり出し,燐酸緩衝液で充分洗醸 した後,綬

衡液中で苅胎児より心臓をとり出す｡

モルモ ット肝臓 :成熟モルモ ットをネンブタール麻

酔下で開腹 して,無菌的に肝臓組織をとり 出し綬衡波

で充分洗源する｡

このように無歯的にとり出した鶏胎児心臓またはモ

ルモ ット肝臓を,緩衝液をみたしたシャーレの車で,メ

スを用いて 1mm3の大きさに細断する｡ ヘパ リン加

矧 h柴を塗布 した矧 廿カバーグラス (10mmx25mm)

に,細断 した鶏胎児心臓細片またはモルモット肝臓細

片をcJjせ, 37oCに約20分間放置すると親血祭よりフ

ィブリンが折出し,組織片はカバーグラス壁に軽 く国

定 される｡ こUj机 冊 カバーグラスを 1;lJ.い 試験管に入

れ,さらに10%の割合に正常家兎血清を含む表 1に示

すような, 10%家兎Jfn清加 YLH 波 (YLH-RSIO液)

を培養液 として 加える｡ これにダブルゴム栓を施 し

て,37oC恒温骨二回二50に傾斜 して静lTtll'I,培養する｡

拾養後は3日日毎に培養液を交換 して,培養組織片

に新 しい栄養を補給する｡ このような組織培養によっ

て4日目位より組織片周囲に細胞の増殖が認められる

ようになる｡坪,一養闇始後, 6日ないし7n目の培養細

胞を実験に供 した｡

第 3墳 抗原抗体反応

親胎児またはモルモ ットJj糸L摘故ホモジネ- 卜によっ

て能動的に感作さ,iLだ表兎硯血液より血清を分離 し,

これを感作家兎血清として使用する｡16%正常家兎血

清加 YLH 液に,そcJj濃度が25%になるように新僻感

作ノ衣兎血清を加える｡

二J)情勧 如二,燐腰絞舶 夜で克''jl;L推 した)三別冊 山 二､
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表 1

YLH 液及び YLH-RSIO液の組成

1)YLH 波
(Yeastextract-Lactalbumin-Hanks氏液)

NaC1 8.00gKCI 0.40g
CaC12 0.20 MgSO4･7H20 0.20
Na2HPO4･2H20 0.06 KH2PO4 0.06
Glucose 1.00 NaHCO 3 0.25
Yeastextract 0.70 Lactalbumin5.00

Aq.dest.adlOOOm1

2)YLH-RSIO液(10%家兎血清加 YLH 波)

YLH 90ml

家兎血清 10ml

臓またはモルモット肝臓培養細胞 を入れ,37oCに4

時間放置した後,狙い綬衡液で洗漉し,メタノールで

5分間固定,May-Grtinwald-Giemsa染色を施して

鏡検する｡

対照群は,感作家兎血清の代りに,新鮮な正常無処

ir,TJ_Iiの家兎血清を用いて全 く同様の操作を行なったもの

である｡なお,対照群は各実験群毎においてある｡

鏡検に当っては,①培養紅胞の分裂頻度の変化,(む

細胞分裂の時期別の頻度の変化,および③培養細胞の

形態学的変化などについて検討を加えた｡

第 2節 実験結果

第 1項 細胞分裂係数の推移

親胎児で感作 した 5羽の家兎およびモルモ ッ

ト組織で感作 した 4羽の家兎,計 9羽について

京人胸部研紀要 /ij'i'2巷 第 1号

表 2のような成績を得た｡細胞分裂の頻度をあ

らわすため,細胞分裂係数 (静止細胞1000個に

ついて細胞分裂像を呈 している細胞の数)を算

定 した｡

鶏胎児心臓およびモルモ ット肝臓培養細胞に

正常家兎血清 を加えた 対照群 では, 静止細胞

1000について10.9個の分裂中の細胞が認められ

る｡

これに対 し,感作家兎血清を使用 した実験群

では, 0.9個の分裂細胞が認められるのみであ

り,細胞分裂の頻度は対照群の 8.2%に減少 し

ている｡

また,実験群 には,細胞分裂頻度の減少に加

うるに,細胞分裂の形相においても異常が認め

られるものが多 く,それ らでは,染色体の配列

が不規則で,染色体 も塊状に変形 している｡

第 2項 細胞分裂の時期による分類

一般 に,細胞分裂はその時期に従 って前期,

中期,後期および終期に分類 されている｡

難胎児心臓およびモルモ ット肝臓の培養細胞

に正常家兎血清を加えた対.rT讃i群では,表 3のよ

うに,細胞分裂 は前期のもの28.9%,中期のも

の51.8%,後期のもの10.7%および終期のもの

8.6%の比率を示 している｡

一方,感作家兎血清を添加 した実験群では,

表 2 細 胞 分 裂 係 数 の 変 化

感作家兎血清
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表 3 細 胞 分 裂 の時 期 に よ る分 知 (体液性抗体)
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を示す.)前期のもの25.0%, 中 期のもの

54.2%,後期のもの20.8%および終期

のもの 0%であり,前期および申期の分裂像を示す

ものでは,対照折 との問に人 きな差異･はみ られ

ない｡ しか し,後期のものは対照蹄のほとんど2倍に

達 し,その反面, 終期の 分裂像 を示す ものは 全

くみ られない｡第 3項 培養細胞の受ける形態ノ､即勺

変化感作家兎IrrL清を加えると,矧 胎児心臓およびモルモ ット肝

臓の両者の場合ともに,それ らの培養細胞の核,原形

質,細胞膜などに強い傷告がみられる｡この細胞傷J.L.-:の判定の基 準としては,無処 1F;'Z,

I:7l:_/借家兎血清 を 加えた 場合の 所見

を 採 ってある｡(写真 1および 3)｡その際

, ll工勘rlL清を加えた場合 と比較 して

感作家兎血清を加えた培養細胞の細胞構造が,何

等かの変化をうけている場合

を細胞の変化ありあるいは傷告あ りと判定し,一

つの実験において観察培養細 胞の半数以上が変化あるいは傷′書をうけている場合には

傷膏陽性 とみなす ことにした｡このような基準の下に,細胞の吾附加こ分けて 細胞の傷告を

親察す ることにより,写真 2,写真 4

および表 4のような結果を得た｡まず,核に

ついてみると,実験例 9例のうち,核の大 きさ

は 5例において縮小,核小体は 8例において不明 瞭

または濃染 している｡また,核膜は 8例にお

いて厚 く丑つ潰染,核構造は 8例において不明

僚とな り且つ 9例全てに濃染, 核の 変形 は 6例 においてみ られて

いる｡原形質 においては,繊細な親株構

造が消失 し混濁腫脹す るもの 6例

,空胞の増強せ るもの 2例,染色件の変化せ るもの 7例,変形せ るもの

5例であった｡細 胞膜 ではその 輪廓が 不明 と

なったもの 7例 ,断裂をみるもの 2例である｡

第 4項培養細胞の分裂頻度と細胞傷書

度との関係細胞 分裂係数の低下 と細
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写真 1 鶏胎児心培養細胞+無処置
家兎血清M.G.染色 ×400

京大胸部研紀要 第 2巻 第 1号

写真 2 鶏胎児心培養細胞+感作家兎血清

M.G.染色 ×400i f it; _t7-同 憲 章 ≠ 至† ____‥_

▲ _陸 軍 壷 ミ;i _チ写
真 3 モルモ ット肝培養細胞+無処置家兎血清M.G.染色 ×400 写真 4

モルモ ット肝培養細胞+感作家兎血清
M.G.染色

×400表 4 異 種 感 作 に お け る 細 胞 傷 害 の 部 位 と 程 度

CE-兎体 液 性 抗体細 胞 性 抗 体

1 2 計

モル → 兎

体 液 性 抗 体 細 胞 性 抗 体

6 7 9 10計 6 8 計

CE及 び モ ル 合 計
にお け る細胞 傷 害
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0図 1 異種感作における細胞分裂係数の変化と細胞傷害との関

係第 2章 細胞性抗体 による反

応第 1節 実験方

法第 1項 実験動物および細胞浮瀞

液感作家兎は前章と同一の家兎を用いた｡すなわち

,感作家兎血清 として 血液採取 を行なった同じ家兎

から,牌臓を取 り出して細胞性抗体についての反応を

観察 したのである

｡このような 感作家兎 をネンブタール麻酔下で 開

腹し,無菌的に牌臓を取 り出し,燐酸綬衡液で洗源,

同液を入れたシャーレの中でメスを用いて可及的細か

く細断する｡これに20%新鮮家兎血清加 YLH液を適

当量加え･1mm3中に約50,000個の牌臓細胞を含有す

るように調整することにより,感作家兎牌細胞浮蔚液

が得られる

｡これに対 して,対照群では,無処置正常家兎の牌

組織を細断 して正常家兎牌細胞浮薄液を作り,この液

の刺 こ培養細胞を入れたものを用いた

｡第 2項 標的培養細

胞前章第 2項に述べた方法により,鶏胎児心臓およ

びモルモ ット肝臓の組織細片を正常家兎血清加 YLH

液中に培養 し, これを標的培養細胞とする

｡第 3項 抗原抗体反

応第 1項に述べた方法 で 作製 した感作家兎牌臓細

胞浮薄液を滅菌シャーレに入れる｡短冊カバーグラス上 に培養 してある鶏胎児心臓およびモルモット肝臓細

胞を･温かい燐酸綬衡液で洗源 した後,カバーグラス

と共にシャーレに入れ,標的培養細胞の蒙むる形態学

的変化について観察した

｡すなわち,感作家兎牌細胞浮薄液を含むシャーレ

の中に,培養細胞の乗った短冊カバーグラス6-8枚

を入れ, 37oCに20時間放置した後, 温かい燐酸綬衡

液で洗醸 し,添加細胞の大きな塊,血清などを洗い落す

｡この後, メタノール固定,May-Grtinwald-Giems

a染色を施 して鏡検する

｡なお,対照群としてほ,感作家兎牌臓細胞浮薄

液の代りに,第 1項に･述べた正常家兎牌臓細胞浮薄液

を用いた他は,実験群と全 く同様の操作を行なったも
のを用いた

｡第 2節 実験結

果第 1項 細胞分裂係数の推

移鶏胎児で感 作 した 2羽,モル モ ッ ト臓器で

感作 した 2羽･計 4羽の家兎 につ いて検討 し,

前に掲 げた表 2のよ うな結果 を得 た

｡鶏胎児心臓 およびモル モ ッ ト肝臓培養細胞

に正 常家兎の 牌臓細胞浮瀞液を加 え, 37oCに2

0時間放置 した対照群では, 静止細胞 1,000個

に対 して9･8個 の分裂細胞が認め られ る

｡これ に対 し,感作家兎の牌臓細胞淫瀞液を加
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えた場合には,静止細胞1,000個に対 して2.5個

の分裂細胞を認めるのみで,実験群の細胞分裂

の頻度は対照群の25.6%に減少 している｡

第 2項 細胞分裂の時期による分類

標的培養細胞に正常家兎の牌臓細胞浮前波を

加えた対照群における細胞分裂は,表 5にみ ら

れるように,前期のもの36.5%,申期のもの47.4

%,後期のもの9.4%および終期のもの6.7% と

なっている｡

感作家兎の牌臓細胞浮済液を加えた実験群で

は,前期のもの32.0%,中 期のもの44.9%,徳

期のもの23.1%であり,終期のものは 0%であ

る｡前期および中期の分裂像を示す ものの割合

は,対照群 と実験群の問に大なる相異は認めら

れないが,実験群では,後期のものが相対的に

多 くな り,終期の分裂像は全 くみられない｡

第 3項 培養細胞のうける形態学的変化

標的培養細胞 と感作家兎牌脳細胞 との接触 に

写真5 鶏胎児心培養細胞+無処置7:家兎牌細胞
M.G.染色 ×400

写真7 モルモット肝培養細胞+無処置家兎牌
細胞M.G.染魯×400 京大胸部研紀要 第 2巻 第

1号よって,両者 ともに,核
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表 5 細 胞 分 裂 の 時 湖 に よ る分 類 (細胞性抗体)
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(註) NRM :無処[置家兎牌細胞 SRM :感作家兎腺細胞
(数値は静止細胞3,000に対する分裂中の細胞数を示す｡)

原形質 では両群 ともに同 じよ うな変化がみ ら

れ,染 色性 は低下 し形 もやや変形す るが,野津:r二,

空胞な どの異常はみ られない｡また,細胞膜 も

構造が不 明な ものが一部 にみ られ る｡

以上のよ うに,牌臓細胞添加群では,頂形質C/j
変 化に比べて,核の蒙む る変化が著明である｡

第 4頃 添加 リンパ球様糾胞の変化

家兎牌臓対日胞浮肪液 と培養細胞 との接触 によ

って,培養細胞 には上述のよ うな傷告像がみ ら

れ るが,培養細胞 と接触 してい る添加肝臓細泡

(主に リンパ球様細 胞)にも変化がみ られ る｡

表 6に示 したよ うに,対照三群では,増養細胞

と接 してい る添加 リンパ球様細胞100個の うち,

変形せ るものは平均 6.5個,破壊像を呈 しーた も

のは平 均2.3個,合計8.8個に何等かの変 /′とがみ

られ る｡

表6 添加 リンパ球様細胞の変化

島 蓋 警 ' 実 験 群-(F'変形 破壊 計
E/C

No.1

No.2

No.6

No.8

0

6

1

9

5

2

3

3

5

1

8

7

3

1

1

2

5

5

3

2

1

1

1

1

8

9

9

9

2

2

2

3

6

7

7

6

3

9

4

3

6

2

3

4

平 均 6 .5 2.3 8.813.822.836.5 4.2

これ に対 して,実験ま洋では,増産細胞 と接 し

てい る添加 リンパ球様細胞 100桐の うち,変形

せ るものは平均13.8個,破壊像を 呈.した ものは

平均22.8佃 ,合計36.5佃に変化がみ られ る｡

すなわ ナ),添加 された感 作 リンパ球様細胞 は,

MC:細胞分裂係数

正常細胞を加 えた場合 に比べて 4倍以上 の高率

に変化を蒙む り,特 に破壊 され るものの割合が

I=.,LJい :

第 3章 総括並びに考接

本篇では,第 2篇および第 3篇 における移植

免疫反応 の機序 に関す る研究についての基礎 的

知見 を得 る目的で,抗 原配列の差の大 きな異種

動物を用 い, ドナー組織のホモ ジネー トを抗頂

とした能動 的 な感作を行な うことによ り招 来 さ

れ る典型的免疫反応 について,抗原 とした組織

か らの増産細胞を標 的細胞 として観察 した｡

普者の成績 によると,感作家兎の抗体を含む

感 作家兎血清 あるいは牌月蔵細胞は,モルモ ッ ト

fj冊板および動胎児よ りの標的培養細胞 に対 して

細胞傷告的に['相｣す る｡

すなわ ち,感 作家兎血清の添加後 4時間で,

矧 治児よ りの標 L【榊 ,.5'一養細胞およびモルモ ッ トの

肝臓 よ りの杷用勺培養細胞の分裂頻 度は約12分の

1に減少 し,形態学 的 には著明な核濃縮 (核 は

縮小 ,核膜は厚 く,核小体,核構造 は不明瞭 と

な り濃染) と頂形質の混濁,腫脹 および変形等

がみ られ る｡

矧 JfT児心臓 またはモルモ ッ ト肝 臓 よ りの杷汀再

培養細 胞 に感 作家兎牌臓細胞を加 えると,添加

した リンパ球様細胞は標的培養細胞のノ刷州に凝

焦す る｡一方,培養縮瞳では,その分裂頻度は

減少 し,著 明 な細胞傷書 がみ られ る｡ その時の

細 胞傷告は主 として核の著明な変化であるが,

現胎 リ古L､臓とモルモ ッ ト肝脳 との冊にやや異な
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る反応がみ られる｡

体液性抗体を添加 した場合には,両種の標的

培養細胞にほぼ同様な形の細胞傷害がみられる

のに対 して,細胞性抗体を加えた鶏胎児よりの

標的培養細胞では,軽度の核濃縮がみ られる時

点で,既に,モルモットよりの標的培養細胞で

は,核の変化がより高度で均質に赤染されてい

る状態となっている｡これは後述するように,

鶏とモルモ ットの問では,最も典型的な細胞反

応を呈するまでに要する時間が異なっている為

と考えられる｡以下,これ らの所見に文献か ら

の知見等を参考にしつつ考按を加える｡

組織培養法を応用することによって,緒言で

のべたように,体液性抗体 と細胞性抗体 とを分

離 し,それぞれ別個に免疫反応を観察 しうると

いう利点がもたらされるわけであるが,その際

には,まず,体外で培養 された細胞が生体内に

あるときの特性,すなわち,柿,個体,臓器な

どの特異性を保持 しているか否か という問題に

ついて検討 してお く必要がある｡

生体の細胞は,これを培養すると,生体内と

はやや変形 した形態をとることが少なか らずあ

り,そのために Champy6) の ｢あらゆる組織細

胞は,これを培養すれば一定期間後には何れも

共通な原始型に復帰するものである｣という説

も生ずるに至ったのである｡ しか しなが ら,そ

の後の研究成績は Champy説を認めるにいた

らず,現在では,むしろ,培養中 においても,

細胞の分化現象す らも認めうることがあるとい

うのが通説 となっている｡すなわち,甲状腺は

培養数カ月後にもその構造を保持 して特殊ホル

モンを分泌する7), 短期間の培養細胞はもちろ

ん,長期間体外培養細胞か らも抗体が産生 され

る8,9,10),あるいは,親胎児の肝臓よりの培養細

胞においても胆汁分泌11)がみられる等の報告が

あるのである｡

著者 も,第 3篇同種移植の予備実験で,家兎

肝臓よりの培養細胞の PAS染色 でグ リコ-ゲ

ンと思われる頻粒を確かめており,上に述べた

組織培養の一般原則 と併せ考えると,著者の行

なった組織培養においても,培養細胞はその種,

個体または臓器などの特異性をかなりに保持 し

京大胸部研紀要 第2巻 第1号

ているものと考えて差 し支えないと思われる｡

さて,通常の臓器移植に際 しては,≠生 きた組

織〃が移植されるのであるが,その際には,移

植 されたグラフ トの抗原に対 してホス トに抗体

が産生 されるのみな らず,移植されたグラフ ト

自体にもホス トに対する抗体が産生せ られ,い

わゆる GraftversusHostReaction12)がみられ

るに至る｡

それであるか ら,著者は,本篇では,複雑な移

植免疫反応を検討するに先きだって,培養細胞

を標的細胞 とし,免疫血清学の概念でいう処の

一般的な抗原抗体反応を観察 したいと考えたの

である｡ そこで,GraftversusHostReaction

を除外 して観察するために, ドナー組織を生 き

た組織 としてではな く,生細胞はほとんどない

程度まで摩砕 したホモジネー トを抗原として用

いたのである｡

また,ホモジネー トには,いわゆる Freundの

不完全アジュバ ンドを免疫助成剤として加えた

が,これはアジュバ ンドの抗体産生の促進作用

を利用13)したいと考えた為である｡

なお,アジュバ ンドを併用する時に家兎の免

疫に用 うべき抗原蛋白量としては, 1回10ない

し15mgが適当とされている13)｡著者の実験で

は流動パラフィン ･ラノリン混合物 2mlに対

し, 2倍に稀釈 した親胎児またはモルモ ットの

ホモジネ- ト0.5mlを加えたO鶏胎児またはモ

ルモ ットの組織巾の蛋白含有量を20%とみなす

と,アジュバ ンドとホモ ジネー トとの 混合液

1ml中には約 20mgの 蛋白質 があることにな

る｡ 上記混合液 1mlを 1回感作量とした 由縁

である｡

さて, 高野等 14) は, ラット肝臓由来細胞株

(JTC-6)およびマウス 由来 L株で家兎を免疫

し,その血清の南棟に対する傷害作用を位相差

顕微鏡下で観察 している｡

彼等の観察によると, 7-12時間後には細胞

質が濃縮 し,核周囲に微小頬粒が増加する｡ し

か し,核の内部構造にはあまり変化がみられず,

40時間前後で全細胞の細胞質は無構造となるか

消失 し,濃縮 した核のみが認められるようにな

るとい う｡
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この実験は,体外に取 り出されて川イ亡を重ね

たいわゆる培養 "株〃細胞を抗原細胞 として用

いたものではあるが,その細胞傷告像か らみる

と,著者の成績 とほぼ同じ傾向を示 していると

思われる｡

:T藤 ら15)は試験竹内で受動的に感作された細

胞 の抗原抗体反応 を 16mm 位相差左折微鋭敏速

度撮影法 によって 観察 している｡ この 実験で

は,正常家兎の大綱より培養 した線維芽様細胞

に抗 BSA家兎血清か ら精製 した γ-Globulinを

加 えて受動的に感作させたものが使用 されてい

るO彼等の幸腔i･に従 うと,≠細胞体の excitation

が約 30分間続いたのち細胞体は dense となる

が, これは 細胞体 のゲル化のためと考えられ

る｡核および核小体の変化 もみ られる｡ このよ

うな変化は約 1｢時間で反応が完結する〟と述べ

ているが,この細胞傷ノ書の招来形式は,苦者の

成績 とほぼ同じ傾向と考えてよいようである｡

以上のように,先人の報告においても,著者

の得た実験成績 とほぼ同様の細胞傷 告 が硯察さ

れている｡ただし,細 胞傷告の発現 までに要す

る時日鋸こついては,それぞれのf制 二相､【'tのひら

きがみ られ,るが, これは感f/日こJ机 らヽれた杭頂

量や動物の種類などが相異なるためであろう｡

なお,前記の 2報告では,i..JT･養紬泡を栄養す

る培養液についての記載がなされていないが,

第 3篇の考接で詳細に検討するように,組織培

養法を応用 して移梢 免疫反応を研究す る場合に

は,培養液に添加する血清 も重要な役割を果た

すであろうことを附記しておきたい｡

以上,異種動物問の能動的感作による抗頂抗

体反応のうちの体液性抗体による反応につ い て

述べた｡次に,細胞牲抗体による反応について,

考接を加 える｡

異種動物問の能動的感作においては,体液性

抗体に関する研究は多いが,牌臓細胞, リンパ

球などの細胞件抗体に闇す る研究はほとんど皆

無といってよい｡

感作碑職細胞によって招 来された標的培養細

胞での細胞傷害を感作血清によるそれと比較 し

たのが 図 2である｡ この図のように, 休液性

抗体により核 ･113iJr･/;質 ともに著明な傷膏をうけ

大 核
核 核 染 形き 小 橋 色

■州蘇空染
形色さ 体 膜 造 性 粒 胸 性 29 牌頼細胞添加群F:

:::I:.-'い核 原形質

細胞膜図2 細胞構成々分別にみ

た傷告廿鋸の頻度(異種感

作)るが,細胞性抗体による反応では,核の変

化が著明で,原形質の変化は軽度である｡

苫者は休液性抗体 として血清を,細 胞性抗体と

しては肺臓細胞を用いた｡休液性抗体として感

作動物の血清を用いることには異論はないと思われる

が,細胞性 抗体として牌腰細 泡を用 いることが適

当か否かは検討 しておかねばならない｡署

者の場合,牌臓を細断 して得 る細胞浮〃眉夜は主 として リン

パ球様糾胞か らなっている｡また,Taylor等 16)

の観察では,感作マウスおよび感作 モルモ ットの 牌臓 組織 は, Plasmablast

32･5%,PlasmaCell16.5%,Lym

phocyte49.5塞,Granulocyte1.5%の組成を示 している｡

これ らのことか ら,感作動物の牌臓

細胞を細胞性抗体保有細胞 とみな して使用 して

もさしつかえないといい得 るようである｡最後に,問題 となるのは, リンパ球

様細泡と七黒内培養細胞とによる最 も典型的な紬泡変化の

親寮に必要な培養時問である｡これについて

,Wilson17)は,ラット皮膚移柚の試

験竹内免疫反応の観察で,添加した レシピエントリンパ球は,

7時 間を経過 した頃より標的紬 泡に附if/

i:･しはじめ,20帽 用後に細胞の著明な

変化がみ られるようになったと述べている｡著

者の実験で も,苅胎児よりの標的培養細胞に感作牌脳
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典型的な細胞傷膏があらわれる｡ しか し,20時

間以上にわたって培養を続けると変仲が強 くな

る傾向がみ られる｡

このように,鶏胎児よりの標的培養細胞の場

合では細胞性抗体による典型的な反応の観察に

最 も適当な時期は培養後20時間 目である｡

一方,モルモ ット肝臓か らの相川勺培養細胞を

用いた実験では,20時関 目には,既に,培養細

胞の核は無構造 とな り,均質に亦染す る｡原形
質 も染色不良 とな り,壊死に近い傷ノ吉像がみ ら

れる｡

1両者の関の以上のような差異は,免疫反応の

-･通の過程 についての観察時点の差異によ り圧

ず るものと考えられる｡著者の予備実験では,

モルモ ットか らの標的培養細胞に感作牌臓細胞

を添加 した場合,培養後 4- 5時間 目まではほ

とんど変化はみ られないが,20時間後にはすで

に壊死の像がみられる｡ この場合には, 5町間

目と20時間目との問で適当な時期をとれば,也

死 という最終的な変化に至 る前の,免疫反応に

もとず く典型的な細胞傷膏 を観察できたものと

考えられる｡

また,このことか ら,モルモ ットにみ られる

免疫反応は,鵜または後に述べ る家兎にみ られ

る反応よりも時間的に早いテンポで進むといい

うるようである｡

結 論

本篇では,邦 胎児 と家兎およびモルモ ットと

家兎の二つの組合せで,それぞれ前者の組織 ホ

モジネー トで家兎を能動的に感作 し,その間で

の抗原抗体反応について組織培養法を応用 して

観察 した｡ この際,正常家兎血清を含む培養液

を用いることにより,異種蛋白による非特異性
異物反応を除外 し,より純粋な抗原抗体反応系

を作 り出すことに留意 して実験を行ない,以下

のような結論を得た｡

1) 苅胎児心臓由来の培養細胞またはモルモ

ット肝臓由来の培養細胞を標的培養糾胞 とし,

これにそれぞれに対応 した感作家兎血清を加え

て 37oC に 4時間放置すると, 培養細胞の細胞

分裂の頻度は著 明に減少する｡すなわち,鶏胎

点火陶肺肝紀要 第2巷 第 1号

リ古L､臓か らの培養細胞では対,H.くJi群の分裂頻度の

7.8%に, モルモ ット肝臓か らの 培養細胞では

対照群の8.8% となってお り, ともに10分の 1

工上下の頻度にまで減少する｡また,分裂細胞に

おける染色体の形,配列にも異常が認められ る

ものが多い｡

2) この際の細胞分裂を,分裂の時期に従 っ

て,前期,中期,後期および終期に分類 して ,

実験群と対照群 とについてその割合を比較する

と,前期および申期の分裂像を示す ものの数に

は大 きな変動はないが,相対的に後期のものが

多 く,終期の分裂像は全 くみられないO このこ

とか ら,抗原抗体反応による分裂の障碍は,徳

期か ら終期へ移行する虹 和 こおいて招来 される

ものといい得 る｡

3) さらに,根的培養細胞には著明な細胞傷

告 がみられる｡すなわち,核の縮小 ･変形 ･濃

染などのいわゆる核潰縮と,原形質の混濁 ･濃

染 ･変形などとである｡これ らの変化は鶏胎児

心臓 とモルモ ット肝臓 とか らの両培養細胞に共

通 しており,とくに相違す る点は認められない

が,傷告の程度は後者でより強 くあらわれてい

る｡

4) 培養細胞の細胞分裂の頻度の減少の度合

いと細胞傷害の程度との問には正の柏関々係が

謎められ,細胞傷告の著 しくなるに伴なって細

胞分裂の頻度の減少 も著 しくなっている｡

5) 感作家兎血清の代 りに感作家兎の肺臓細

胞浮瀞液を加えても,同様に培養細胞の分裂の

頻度は著明に減少 し,鶏胎児心臓か らの培養細

胞では対照群の30.4%,モルモ ット肝臓か らの

培養細 胞では対照群の18.3%となる｡

6) この際の細胞分裂の傷書 も,抗血清の場

合 と同様に,細胞分裂の後期か ら終期への移行

の時点で招来 される｡

7) 苅胎児心臓由来の培養細胞に感作家兎牌

細胞を加えると,20時間後には,牌臓細胞は標

的培養細 胞周囲に凝集 し,両者 とも相互 に傷書

をうける｡すなわち,培養細胞では中等度の核

濃縮 ,核の変形,原形質濃染などの変化がみ ら

れ,また,培養細胞に接 した添加肺臓細胞の多

くは破壊 されている｡
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8) モルモ ッ ト肝臓 由来 の培養細胞 に感作家

兎陣臓細胞を加 えた場合 に も,牌臓細胞の培養

細胞周囲-の凝集 および両者 の細胞傷告がみ ら

れ る｡ しか し,モルモ ッ ト肝臓 由来の培養細胞

の場合には,核構造,核小体 ともに消失 し均等

に赤染 されてお り,原形質 の染色性 も低下 して
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い る｡

すなわ ち,モルモ ッ ト使用群での標的培養細

胞の傷害 は,鶏胎児の場合のそれ よ りもよ り高

度である｡ これは,利 に比較 して,モルモ ッ ト

に起 る 免疫反応の 進み 方が 早いため と 思われ

る｡

〔第2篇〕 培養細胞における異種動物問移植免疫反応

〔目 次〕

緒 言

須 1三章 体液性抗体による反応

第 1節 実験方法

第 2節 実験結来

第 2革 細胞性抗体による反応

第1節 実験方法

第 2節 実験結果

第 3章 総括並びに考按

結 論

緒 看

前篇 においては,異種動物問 における能動的

感 作における典型的抗原抗体反JLiの標的培養細

胞 に及ぼす 影響 について 形態学 的 に 観察 した

が,本篇では異種移植の場合につ いての成績 を,

第 1篇 の成績 と比較 しつつ検討す る｡

異種移植 は外科学では, 古 くか ら折 々の 目的

で使用 されているが, これは危急の際に も移柚

材料を容易に入手 しやすい ことが主た る〕き引I｣で

あろう｡ しか しなが ら,異種移柿では当然 の こ

となが ら,異種動物間における能動的 感作の場

合 と本質 的には同様 な,種 としての特異性抗頂

による激 しい移植免疫反応 がみ られ る｡

一般 に,異種組織 を移枇す ると, グラフ トと

レシピエ ン ト組織 との問 に月永管系の連結がみ ら

れ るよ うにな る前 に拒否現象 がおこる｡ この点

が同種移柚 とは本質 的に相異す る点であ り,同

種移柿の際にみ られ る著明な炎症性細胞浸潤が

少 な く,逆 に血管系の変化が強 くあ らわれ る｡

すなわち,移柚 された組織 は体液性抗体によっ

て破壊 され るとい う面が強い｡

この異種移植 の分野における研究は多いが,

その大部分は特珠な部位,すなわ ち前眼房 とか

ハムスターの Cheekpouch等 に闇 す るもので

あ る｡ また陣場組織 も屡 々用 い られてい る｡ し

か しなが ら,その成功率がほとん ど零であるた

めに異種移柿 についての一般 の関心は うす く,

その体系的な研究は少ない｡

これ らの点 にかんがみて,著者 は異種移植 に

ついて,組織培養法を応用 して検討を加 えてみ

た｡すなわ ち, ドナー動物培養細胞に レシピエ

ン ト異種動物の体液性抗体 または細胞性抗体を

加 えて,根津勺培 養細胞の うける異種免疫反応を

観察 したのであ る｡ このよ うな方法を用いて異
種移机免疫反応 における細胞変化をあ きらか に

した後,更 に同 じ方法 によ った同種移柚 につ い

ての 検討成績 と比較 したい と 考 えたか らであ

る｡

第 1章 体液性抗体 による反応

第 1節 実験方法

第 1項 移植方法

実験動物として鶏と家兎を用いた｡ヌ三射ま入卵後14な

いし18｢1日の胎児を,卵殻を破って無菌的に採り出し

て使用する｡ こC/j鶏胎児を佳食水で批准 した後,成熟

無処r甘衣兎腹月骨ノ引二挿 入する｡すなわち,ネンブター

ルで麻酔した家兎の下腹部を剃毛,清市したのち,正

中線にそって約 2cm の切開を行なって腹胸内に鶏胎

児を挿入する.LJJf謂照りは,腹膜,筋膜,皮膚夫々別佃

に縫合する｡

鶏胎児移植後3ないし6週目のレシピェント家兎を

三夫)与針こ供 した｡

第2項 培養細胞

第1篇第1章第 1節にのべたような方法で,入卵後

9ないし12HRの鶏胎児より,無菌的に心臓を探り出
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し,細断した心臓組織片を矩lt恨艮カバーグラスにのせ

る｡ これを短試験管に入れ,10%の割合に正常家兎血

清を含む YLH液を加えて培養を開始 し,型のように

3日毎に培養液を交換する｡培養開始後6ないし7日

目の鶏胎児心臓培養細胞を実験に供する｡

第 3項 免疲反応

腹膜内に鶏胎児を挿入された家兎の耳静腺より得た

血液より血清を分離し,これをレシピエント家兎血清

として使用する｡10%正常家兎血清加 YLH液に,こ

の新鮮なレシピエント家兎血清を加え, レシピエント

家兎血清の濃度が25%となる様に調整する｡(正常家

兎血清を加えると全体としての濃度は32.5%となる｡)

短冊カバーグラス上に6ないし7口聞培養 した鶏胎

児心臓の細胞を,混たかい燐酸緩衝液で充分洗礁 した

のち,これに前記のレシピェント家兎血清を含むYLH

波を加えるOこのようにすると, ドナーである鶏胎児

心臓からの培養細胞とレシピエント家兎の血清とが相

接することになり,ここに移植免疫反応が招来せられ

る｡37oCに4時間放置した後, 型のように洗源, 固

定 した上で染色を施こす｡

対照群としてほ, レシピエント家兎血清に代えて,

10%家兎血清加 YLH液に更に新鮮な正常無処置の家

兎血清を25%の割に加えたものを対照群の培養細胞に

加え,37oCに4時間静置し,固定,染色する｡

この対照群における培養細胞と,実験群の培養細胞

とを対比 し,それらにおける分裂頻度の変動,細胞分

裂の時期別頻度の変化および形態学的変化などについ

て検討した｡

第2節 実験結果

第 1項 細胞分裂係数の推移

異種移植 5例について,細胞分裂係数を算定

し, 表 7のよ うな結果を得 た. 親胎児心臓か

らの培養細胞に正常家兎血清を加 えた対照群で

表 7 細 胞 分 裂

京人胸部研紀要 節2巷 第1号

は,静止糾胞1,000個 に対 して 12.5個の分裂 中

の細胞がみ られ る｡ これに対 し,異種移植を施

行 された レシピエ ン ト家兎の血清を加えた実験

料では,3.6個 の 分裂細胞がみ られ るのにす ぎ

ず,細胞分裂 の頻度は対照群の約%にまで減少

してい ることが判 る｡

また,細胞分裂 の形態に も異常を認めるもの

が多 く,染色体の配列が不規則 とな り,その形

も塊状 に変形 してい るものが多い｡

第 2頃 細胞分裂 の時期による分類

前篇で ものべたよ うに,培養細胞の分裂細胞

を前期, lll期,後期並 びに終期に分類 して,対

照群 と実験群 とを比較 した｡

対照群では,表 8のよ うに,細胞分裂 の前期

の もの 29.6%, 中 期の もの 52.7%, 後期の も

の 11.6%, 終期の もの6.1%の割合にな ってい

る｡

レシピエ ン ト家兎血清 を 添加 した 実験群で

は,前期の もの333%, 申 期の もの59.3%,級

期の もの7.4%, 終期の もの 0%である｡ レシ

ピエ ン ト家兎血清を加えることによって, ドナ

ー由来の標的培養細胞の分裂頻度は著明に減少

す るが, と くに,後期以降の分裂像を示す もの

の減少が著 しく,終期の像を呈す るものは全 く

み られない ことが特徴であ り,これ らの成績 は,

第 1篇で得た成績 とほぼ一致す る｡

第 3項 標的培養細胞の うける形態学的変

化

レシピエ ン ト家兎血清を加えた際の培養細胞

の蒙む る形態学的変化について観察 した｡その

際, 1回の実験 において,観察 した培養細胞の

うちの半数以上 が対照の培養細胞の正常構造 と

係 数 の 変 化

No.1

No.2

No.3

No.4

No.5

No.6

- 置家兎血清は 'jLhto訂豪
(NRS) ｣(XTBS)

ll 1

22 2

8 0

11 7

9 8

平 均 12.5 3.6

無処 置家
牌 臓 細
(NRM)語 闇 蒜晶,i品 ]yNIT&S×100(XTRS)

形

4

4

9

3

2

3

3.3 30
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表 8 細 胞 分 裂 の 時 期 に よ る 分 類 (体液性抗体)
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湖前CM

2

6

4

2

6

3

6

2

3

3

1

3

4

5

6

0

0

O

0

0

N

N

N

N

N

5

6

6

7

9

2

NRS

中 期

2

9

2

7

5

2

2

1

1

1

過

上日.
JnU∫M期格的ー

/
負/イ

3

8
4

6

0

2
3

2

2

2

2

5

0

2

5

2

2

平 均 36 10.6 19 4.2 2.2 10.8

1

5

0

0

21

% 100 29.6 52.7 11.6 6.1 100 33.3

ⅩTRS

中 期

1

0

0

1

0

2

1

4

3

6

95

明終期後

8

4

0

0

0

1

3

0

7

0

0

0

0

0

0
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M.C.:細胞分裂係.敬(数値は静止細胞3000に対する分裂細胞数)

ほ異 な った病的 状態 にあ る場合 に傷7-;陽性 と し

た｡

写真 9,10及び表 9か ら明 らかなよ うに,実

験群で は,著明な核濃縮 と頂形質混濁 とが認め

られ る｡

実験例 5例 の うち,核 の′卜里化のみ られ るも

の 3倒,核 膜 が厚 く濃染 され るもの 3例,核構

造 が不明瞭 とな るもの 4例,核 の変形 は 3例,

核 が全体 と して濃染 してい るものは全 例にみ ら

れ る｡細胞質 では,仝例 において繊細な頼粒構

造 が消失 し,混濁腫脹 が認め られ, またやや濃

染 されてい る｡頂形質 の外形 は 4例で変形 がみ

られ るが,空胞な どには と くにh!l'i著な変異 はみ

とめ られない｡細胞膜ではその輪 廓 が不 明 の も

のが 2例あ り, 1例 では断裂 が著明であ る｡

第 2章 細胞性抗体による反応

第 1節 実験方法

写真 9 鶏胎児心培養細胞+無処吊家兎
血活M.G.染色 ×400 第 1項 移植方法および

培養細胞前章の同項と同じである｡第 2項 牌臓細胞

浮済液の調製鶏胎児を腹りJ,'E内に挿入され

たレシピエント家兎をネンブタール麻酔下で 開腹 し,

無菌的に牌臓を取 り出す｡温かい燐酸綬衡液で洗確,

同液を入れたシャーレの中で可及的細か く細断する｡ こ

のようにして得た,二王として リンパ球様細胞からなるレ

シピエント家兎の牌職細胞を,25%新鮮無処置家兎血清加 Y

LH液に加え,1mm3中に約50,

000個の牌臓細胞を含有するようにして, これを牌

腺細胞浮薄液とする｡対照群では,無処鍔正常家

兎の脾臓組織を細断し,同様な方

法で正常家兎牌臓細胞浮薄液を作成 した｡第3項 免疫反応の観

察方法/I:1i_rnrカバーグラス上に培養 した鶏胎児心臓由来の

標的培養細胞をtj.I.lTLかい燐恨緩衝液で静か

に.ii廉 した後,カバーグラスごと, レシピエント家

兎降職細胞浮主幹液をみたしたシャーレに入れる｡このように

して,シャーレのrtjに短冊カバーグラス6-

8枚を入れ, 37oCに写真1
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20時間放置した後,温かい燐酸緩衝液で洗源して添加

細胞の大きな塊,血清等を洗い落とす｡このあと,型

の通り洗≠榛,固定,染色を施こした上で鏡検する｡

第2節 実験結果

第 1項 細胞分裂係数の推移

親胎児心臓由来の標的培養細胞にレシピエン

ト家兎の牌臓細胞を加えた 3例の成績は,前掲

の表 7の通 りである｡実馴台児心臓か らの培養細

胞に無処置正常家兎肺臓細胞浮薪液を加えて,

37oCに20時間放置した対照群では,静止核細胞

1,000個に対 して11個の分裂核を認める｡

これに対 し, レシピエント家兎牌臓細胞浮薪

液を加えると, 静止核細胞 1,000個に対 し分裂

中の細胞は3.3個であり, 実験群の 細胞分裂頻

度は対照群の約%にまで減少 しているC

第 2項 細胞分裂の時期による分類

培養細胞の中で分裂像を示すものについて前

述のように4期に分けると,表10のような結果

が得られた｡

対照群では,前期のもの52%,中期のもの36

%,後期のもの 7%および終期のものが 5%の

割合にみられる｡

これに対 し, レシピエント家兎の牌月蔵細胞浮

薪液添加群では,前期のもの37.5%,中期のも

の41.6%,後期のもの13.5%および終期のもの

京大胸部研紀要 第2巻 第1号

7.3%である｡ 前期のものが減少 し, 中期の分

裂像を示すものがやや多 くなっているのに対 し

て,後期および終期の分裂像を呈するものには

大きな変動はみられない｡

この成績は,第 1篇の異種能動感作における

成績 と反対 とはなってはいるが,全体としては

対照群 との間に大差はないといってよいと思わ

れる｡

第 3項 培養細胞のうける形態学的変化

実験群では,培養細胞 (抗原細胞)および牌

臓細胞 (抗体含有細胞)の両者 ともにおいて,

核 ･原形質,細胞膜等に著明な変化が認められ

た｡それ らのうち,典型的なものを例示すると

写真11および12にみられる通 りである｡

表10に示 したように,核の変化が強 く,その

小型化, 核膜の肥厚 と濃染, 核構造の不明瞭

化などのいわゆる核濃縮としての変化がみ られ

る｡核小体は多 く不明となるが,核の変形は著

明でない.原形質は全例濃染するが,肢粒,空

胞およびその形などには著変はみられず,一部

では細胞膜の輪廓が鮮明になっているものもあ

る｡なお,細胞傷害の判定法は本篇第 1茸で述

べた基準に従 っている｡

第 4項 添加 リンパ球様細胞の変化

実験群では,標的培養細胞には前述のような

表 9 異 種 移 植 に お け る細 胞 傷 害 の部 位 と程 度

体 液 性 抗 体

3 4 5 6計

細 胞 性 抗 体 F 細 胞 傷 害 の %
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写真11 鶏胎児心培養細胞+無処置家兎牌細胞
M.G.染色 ×400

写真12 鶏胎児JL､培養細胞｣異種移植家兎牌細胞
M.G.染色 ×400

表 10 細 胞 分 裂 の 時 欄 に よ る 分 封 (細胞性抗体)

期前∫M

2

6

2

4

3

2

4

8

0

2

1

1

NRM

中 期 ll,泉 欄 終 期

14 2 2

14 3 1

8 2 2

辛 讐 _｣ 聖 二 土7･3 , 12木 2･3

£

1

2

6

M
…

1

1

5

4

2

4
5

3

1

2

1

1.6 9.6 3.6 4.0 1.3 0.7

% 100 52.0 36.0 7.0 5.0 100 37.5 41.6 13.5 7.3

NRM:無処 置家兎牌臓細 胞 添加 群 XTRM :異種移植 レシピエ ン ト 家兎牌 臓細胞添加 増

M.C.:細胞 分裂係数(数値 は 静止 細胞3000に対す る分裂細胞の数)

傷害像がみ られ るが,それ と按 している添加肝

臓細胞 (主に リンパ球様細胞)にも著明な変化

がみ られ る｡

表11にみ られ るように,対照群では培養細胞

と接 してい る添加 リンパ球様細胞100個の うち,

変形す るもの平均 7.3個,破壊像を呈す るもの

平均2.3佃で,合計9.6個に変化がみ られ るのみ

である0- 万, レシピエ ン ト家兎牌腺細胞を添

加 した実験群では,培養細胞 と接 している添加

リンパ球様細胞 100個のうち,平均 して変形す

るもの5.6桐, 破壊像を呈す るもの19.6個, 合

表11 添加リンパ球様細胞の変化

実 験 群 (E)

変形 南 畝 計
E/C

"NO.･.喜176

N｡.5 9 二 _∴ 三一 三二 三二

7.3j2.3F9 5.619.6.25.3 2.6

計25.3佃に変化がみ られた｡すなわち, レシピ

エ ン トよ り得た リンパ球様細胞は,正常家兎由

来の ものに比べて 2.6倍の高率に変化を うけ,

とくに破壊 され る割合が高い｡

第 3章 綜括並びに考持

前篇では,異和動物間で能動的に感作を行な

った場合にみ られる抗原抗体反応について,培

養細胞を用いて検討 したが,本窓では,さらに

異種動物問における移植免疫反応について同 じ

方法を用いて検討 したb ここでは,本篇で得 ら

れた結果を総括 し,前 篇の成績 と比較 しなが ら

考按を加えてみる｡

まず,細胞分裂の頻度は,異種能動感作の場

合 と同様に対照の約 3分の 1に減少す る｡

しか し,細胞分裂像をみると, レシピエ ン ト

血清を添加 したものでは,異種能動感作の場合

と同株 に,対1法相羊と異な り,分裂の後期か ら終

期の間に阻告がみ られるが レシピエ ン ト牌臓細
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胞を添加 したものでは,若干の差はあっても対

照群に近い値が得 られている｡

このように,異種能動感作と異種移植 との問

では,その免疫状態に若干の差異があることが

明らか となった｡その差異の原因 としては,異

種能動感作では,異種移植の場合よりも,抗体

産生がより多種類に,またより大量になってい

ると考えたいが,著者の実験のみではこの点を

明らかにし得なかった｡今後の問題であろう｡

次に細胞傷害について検討 してみる｡鶏胎児

よりの標的培養細 泡にレシピエント家兎血清を

加えると,標的培養細胞には体液性抗体による

細胞傷害が観察される｡すなわち,標的培養細

胞の原形質の混濁,腫脹や変形などがみられ,

核 も濃染 し構造 も不明となる｡

これを,異種能動感作による反応の場合と比

較す ると,図 3のように要約 しうる｡細胞傷告

の部位,程度とも大体同じ傾向がみられ,ほぼ

同じ様な細胞傷害をうけていることがわか る｡

者 尊 書 l 順

辛 士 ニ 形染色
性核構造核膜核小体大きさ -川lI臥iTT- I ._し ‡千席 空

染 形 輪 連枝 胞 性廓佐

原形質 細胞膜

異種感作血清添加群肺臓細
胞
添
加
群

異

種

移

植

血
清
添
加
群

牌
瀬
細
胞
添

加
群

図3細胞構成々分別にみた傷害出現の頻度

標的培養細胞にレシピエント家兎牌臓細胞を

加えると
,
添加リンパ球様細胞の培養細胞周囲

-の凝集がみられるとともに,
標津勺培養細胞に

は細胞性抗体による細胞傷害が招来される
｡
す

なわち
,
標的培養細胞の核は濃染
,
小型化し
,
核構造も不明で
,
いわゆる強い核濃縮の像を呈

する
｡こ
れに比べて
,
掠形質はやや濃染される

位であり
,
細胞膜とともに変化は軽度である
｡
また細胞分裂の頻度も
,
無処置家兎牌臓細 胞を
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加えた対照群の30%に減少しており,
細胞増殖

の抑制がみられる
｡
これを前篇でのべた異種能動感作における変

化と比較すると
,
図3のように
,
核･原形質･

細胞膜ともにほぼ同質の傷害をうけていること

が判るが
,
核では
,
異種移柿においてより強い

変化がみられるようである
｡
以上
,
異種移植免疫反応の際に抗原となる標

的培養師胞の蒙むる各種の変化について,
異種

動物間能動的感作による抗原抗体反応の場合と

比較しつつ総括 した
｡
このように
,
体液性抗体による変化と細胞性

抗体による変化の間には
,
細胞傷害の現われ方

や
,
傷害部位においても両者を区別し得る顕著

な差異は認められない
｡
換言するならば
,
既に

生命力を失なった異種組織ホモジネートを用い

た能動的感作による免疫反応と
,
生きた異種組

織の移植による免疫反応との間には
,
大差はな

いということである｡

異種移植では
,
同種移植の場合に比べて

,
体

液性抗体がより優位を示し
,
細胞性抗体の関与

なしにグラフトの細胞が破壊される4)｡この
よ

うなことから
,
異種移植では体液性抗体による

免疫反応が移植片拒否現象の主な役割を果たし

ているものと考えられて いる
｡

このように
,
異種移植においては
,
体液性抗

体の作用の方が表面に出ているためか
,
細胞性

抗体に関する研究は少ない｡
Taylor andColling16)はマウスのL株線維芽

細胞をモルモットの腹腔内および牌月蔵内に注射

した後
,モルモッ
トの牌脳細胞によるL株細胞

の細胞傷害を観察している｡
彼らによると
,
L

株細胞のミトコンドリア腫脹,
細胞突起のひっ

こみ
,
細胞膜破壊
,
細胞質租粒成分のメジウム

小
への流出とともに,
核は壊死の像を示したと

いうことである｡
すなわち
,
原形質により強度

の変化があらわれるという詳細な記載があるに

もかかわらず
,
核については単に壊死の像を呈

しているという記載のみである｡
著者の成績で

は核の変化が強いことが特徴的であり
,
この点

でTa y
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また, この申で Taylor らは,j上菅な牌臓細

胞に対 してともに成長促進的に作用する｡すな

わち,L株細胞を単独で培養 した場合に比べて,

正常または殺 した感作肺臓細胞を加えた際には

L株細胞の 増殖が約 50%増加すると述べてい

る｡

著者の成績では,利胎児よりの標的培養細胞

に正常家兎血清を加えた町 の細胞分裂係数 (節

11二細胞1,000個に対する分裂申の細胞数)は12,5

であるのに対 し,正常家兎牌臓細胞添加群では

ll.0であり, 軽い 抑制効果がみられる｡ すなわ

ち, Taylorらの成績 とは反対の 結果となって

いる｡

このような喰い違いの原因としては郁 々のこ

とが挙げられるが,使用 した培養細胞,実験方

法などの差に負 う処が大 きいと思われる｡ くわ

しくは次篇第 3章において検討するが,Taylor

等の実験は臓器移植における移植免疫反応を忠

実に再現 しているとはいい難い と思われること

を附言 しておきたい｡

以上, レシピエント牌臓細胞による免疫反応

とレシピエン ト血清による反応 とについて,そ

れぞれ別個に考察を加えてきたが,最後に異種

移植 における休液性抗体 と細胞性抗体 とによる

両反応について, 相互に 比較検討 を加 えてみ

る｡

体液性抗体添加群では,抗原となっている糟

的培 養細 泡では,腫形質の混濁 ･腫脹 ･変性等

がみられ,核 も濃染 される｡これ らの変化は短

冊カバーグラス上に培養 した標的細胞全休にほ

ぼ均等にみられ,糾胞の存在場所による不均等

はみられない｡

これに対 して,牌娘細胞添加郡,すなわち,

細胞性抗体添加群では著 明な核濃縮の像がみら

れるが,偵形質の変化は軽度である｡ また,傷
告をうけている枠的培養細胞の分布には偏より

があり,短冊カバーグラス上の部分によっては

重篤な傷告がみられる個所 とほとんどみられな

い個所とがある｡

このように,異種移植の際の休液性抗体によ

る反応 と糾胞性抗体による反応 との関には,細

胞傷告の起 り方(細胞の内部構造の傷書の形態)

- 37-

に差違がみられるとともに,傷害をうけた細胞

そのものの分布 もかな り違っている｡後者は興

味ある所見であり,次第第 3章において動 こ考

察を加えてみたいと考える｡

結 論

組織培養法を応用 して鵜 と家兎との間の異種

移植について検討を加え,以下の結論を得た｡

1) 鶏胎児よりの標的培養細泡に, レシピエ

ント家兎血清を加えると,把持勺培養細胞の分裂

頻度は対照群の抑 こ減少 し,細胞増殖の抑制が

鋸著 となる｡ また分裂細胞の染色体の形態や配

列にも異常を認めるものが多い｡

2) この際の細胞分裂を,分裂の時期に従 っ

て,前期,中期,後期および終,l抑こ分類 して実

験群 と対照群についてその割合を比較すると,

実験群では対照群に比較 して,細胞分裂の後半

以降のものの減少が著 しく,終期の像を呈する

ものは全 くみ られない｡

3) レシピエント家兎血清を添加 した培養液

では, 著明な核濃縮 と原形質混濁 とがみ られ

る｡すなわち,核は小型で変形 し,核膜 ･核小

体共に濃染,核構造 も潰染 し不明瞭となり,描

形質の繊細な棚粒構造は消失 し混濁する｡

4) 以上, レシピエン ト家兎 血清の標的培養

細胞に及ぼす変化は,細胞分裂の抑制状態や糾

胞傷告 の起 り方等か らみて,前篇でのべた異種

能動感作の 際にみ られる変化とほぼ 同様 であ

る｡

5) 標的培養細胞にレシピェント家兎の滑膜

細胞浮iB'i液を加えても, レシピエン ト家兎血清

の場合 と同様に,標的培養細胞の増殖は抑制せ

られ,分裂の頻度は対照群の約宛に減少する｡

6) この際の細胞分裂を時期によって分類 し

てその比率をみると,申期 および後期のものの

比率が桐高いのみで,著 明な変化は認め られな

い｡ この点が,血清抗体を添加 した場合および

異種能動感作の場合と異なるが,その頂休日こつ

いては,これを明 らかにし得なかった｡

7) 標的培養細胞に レシピェン ト家兎の碑肺

細胞を加 えると,牌臓釦胞は標津勺培養紬 泡周岡

に凝集 し,両者 とも相互に傷吾をうける｡ 培提
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細胞では核の変化が主で,核濃縮像を示すが,

原形質でも濃染がみ られる｡また,培養細胞に

接 している添加脾細胞は破壊 されているものが

多い｡

8) 標的培養細胞が異種移植の際の レシピエ

ント牌臓細胞によって蒙むる諸変化は,前篤に

おいてのべた異種能動的感作による反応 とほぼ

同様である｡
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9) 異種移植 免疫反応では,体液性抗体のみ

な らず細胞性抗体の関与 も明 らかであるが,細

胞傷害作用は前者の方がはるかに強度である｡

この両者を比較すると,体液性抗体を加えた場

合には,標的培養細胞の核 ･原形質の双方に高

度の変化が招来 されるが,細胞性抗体を加えた

場合には主として核に変化がみ られ,原形質に

は著明な傷害はない｡

〔第3篇〕 培養細胞における同種動物問移植免疫反応
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緒 言

第 1篇および第 2筈においては,異種動物間

における抗原抗体反応および移植免疫反応につ

いて記述 した｡ これによって, 遺伝元 (gene)

的に大きく異なっている異種動物問における典

妄型的な 移植免疫反応 を観察 し得 たわけである

が,本篇では以上の免疫反応形式をふまえなが

ら同種移植における免疫反応について検討を加

える｡

周知のように,今 日,疾病その他により機能

の荒廃 した腎,肺,心臓などを採 り出し,人工

腎臓,人工心臓,人工弁などの人工臓器を移植

することによってその機能を代行せんとする試

みが盛んになされている｡人工臓器は材質,機

能などの点で,成功裡に移植 された同種臓器に

ははるかに及ばないことは明らかであるが,そ

れでもなお人工臓器の研究が行なわれている所

以は,臓器移植の成功への道があまりにも険 し

いか らに他な らない｡

同種移植については,その応用範岡の広範さ

か ら,近年種 々の角度か ら研究がなされ,人の

腎臓移植など臨床的応用例の報告も多い 20～22)0
同種移植を試みるに当り,今後さらに開拓さ

れねばな らない問題点の主なものは,移植手技

の進歩改良,同種移植組織の拒否現象のメカニ

ズムの究明,その免疫反応を制御する有効でし

か も副作用の少ない方法の発見, レシピエント

に適合 した ドナーの発見方法などに要約 され得

る2)｡ これ らのうち,同種移植の拒否現象のメ

カニズム,すなわち,同種移植免疫反応の究明

が最も重要であることはいうまでもない｡

さて,免疫学的な細胞破壊がみ られる一連の

病変,すなわち,実験的アレルギー性脳脊髄炎

23),実験的甲状腺炎24),さらに同種移植免疫反応

などにおいては, リンパ球様細胞が重要な役割

を演ず ることは広 く認められている処である｡

すなわち,同種組織を移植すると,その移植

組織の中あるいは レシピエントの組織 と接する

部位に炎症性細胞浸潤が招来 されるが25),その

際の炎症には リンパ球様細胞が主役をな してい

るといわれる｡このことは,感作動物の リンパ

球様細胞による移植免疫の受動的伝達が可能で

あることか らも26,27)明らかである｡

このような細胞性抗体は研究の極 く初期にお

いてもすでにその存在が認められていたが,同

種移植免疫反応における体液性抗体の関与につ

いては,血清成分によっては受動免疫が成立 し

ないという理由か ら,否定的な見解をとる論者

が多か ったのである28,29'｡ しか し,最近では,
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細 胞反応30,31),凝 集 反 応32,33'な どを 呈 す る休 液

性抗体 が紳 リjされ た た め に, 同 種 移 柚 plH,iL'反 応

は, ドナ -か らの抗頂 と レ シ ピエ ン トの帥 泡性

抗 体 との反応に加 う るに, ドナ ーか らの 抗 頂 と

レ シ ピエ ン トの 休 液 性 抗 体 との 反 応 とい う 2種

の杭 頂 抗 体 反応 の 複 合 反 応 とみ な され るに 至 っ

て い る こ とは既 に述 べ た ｡

そ こで 本 絹 に お い て も, 第 2符 と同 じ力L法 を

用 い , 2種類 の反応が 複 合 して い る同種移柚免

疫 反 応 につ い て , そ れ らを 細 胞性抗体 に よ る免

疫 反 応 と休 液性抗休 に よ る免疫 反応とに!伸 ナ,

組織増 養 法 を 用 い て それ ぞ れ別個 に 机 察 す べ く

/3,<め て み た の で あ る｡

第 1章 体 液 性 抗 体 に よ る反 応

第 1節 実験方法

第 1項 移棉方法

美験動物は家兎を用いたO無処rrrlZ持)成熟′衣兎 2羽で

ペアを作 り, 各ペアにおいて, ドナーJ京兎の月剛域と耳
介 とを レシピェン ド衷兎に移梢 した｡

ネンブ タ- ル麻酔の下 に, ドナ-家兎の上腹部を剃

毛,消lljI･-し,無菌的に牌臓を露出し,その約 3分の 2

を易帰日ノ十:_frI川勺食塩水中に貯えろ｡開腹 した ドナ-'ii

兎の創 の処 冊を終えた後,甫 ちに レシピエン ト家兎o)

下腹部を剃毛,消 差して,正申線上で約 5mm の大 き

さに開腹す る｡ とり出 してある ドナー家兎碑職をメス

または鈍で 2-3mm l引二細断 して シシピ工 ン ト家兎

の腹粕 畑 二挿入す るO これでT司種移柿の箱1段階を終

え る｡

次に, 211ない し9日の 日数をおいて,弟 2段階の

移柚を行な う｡ すなわ ち,すでに前F昭利疎易川 '.を:ft:け

ている ドナノ衣兎の耳介を剃毛,消 T.Zj-_=したのち,局所

麻酔下 に血管を結楽 し,耳介をEJJ断する｡耳介の先端

と根部とC/j人約中程の部分でLJJ断を行なうと, 切断 さ

れた耳介は約 4:く6cm の広 さを有す るもの となるO こ

れを クロラムフ ェニ コール または ペニシ リンを 合と

1,000倍マ-ゾ二 ン浴液C/)中で 1cm2の人 きさに 細粧

す る｡ 弟 1段階の移柚 として,すでに牌職移柄を う号

ている レシピエ ン ト家兎の門邦正中線を剃毛,消在し

たU)ち, 約 2cm の皮膚 捌洞を加え, U]f鮎邪よ り上下

左右に皮下を剃経, ドナーJ衣兎耳介片をなるべ く均ノ等

に ･層 となるように注意 しなが ら挿入する｡ この切肌

創を縫 合,弟2段階の移机を終 るO なれ この]十介の

追加移机は 移柚組織の蛋 日量を第2篇の異種移植美
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験 における鶏胎児のそれ とほぼ等 しくす,73た裾 こ行な

われた ものである｡

弟2項 増 養 液

第1篇第 1章第 2項で述べたように,情 養液 として

は,Hanks氏 液 に YeastExtract,LactalbuImin

な どを加えた YLH 波 80mlに家兎血清 20mlを加え

た ものを用いたO この家兎血清 20mlの う1-,, 10ml

はあ らか じij)定めておいた無処苗家兎 "C''兎 U)血清

で,残 りの 10mlは レシピエ ン トに 予定 していろ家

兎か ら,第1段階の月剛毅移柚を美施十 る以前 に採取 し

て,無菌的に 4oCに保 存･しておいた血清であ IJ, ｡

なお,"C"兎 は対照実験 肌にi.EElrL存 してお くものでLi;,

リ, 1つの美験 は, ドナ-:表兎, レシピエ ン ト′表兎,

"C"兎の 3羽L/)組合せよ りな -,てい,-JJ｡

"C"兎の血f削まドナーか らの増 長細胞C/)i;Tr,-iL紬如)成

分 として使われ ,7Jとともに,招 養細 拙 二抗休を加え,7'

実験の際には,対照実験 として,"C"兎のJl蛸j-･お,土ltゝ

牌臓糾泡がそれぞれ対照血清およこヾ対照仲臓紬 泡 とし

て使用され るO

以上のように して作製 した培養液は そU〕100ml小

に移fL購ifの レシピエ ン ト子定家兎血清 10mlおよこ判 一

照 HC"兎血清 10mlを 合作す るものであ と1,レシピエ

ン ト ｢(,定｣家兎血清加 YLH 液 と呼ぶ｡

弟3墳 枠的培養細胞

弟1段階のjl酬耗移植を行な ってより2ない し5週肌

後に, 同 じ トサ ーか ら肝臓紅絹 を採 り出 して 培養1-
7
′J c

すなわ ち,上腹部を剃毛,消Ifj_:した トサ ー家兎をネ

ンブ タール麻酔下に正中線上で脚ik,無菌】｢畑こ肝臓組

描 (約 10∴10､15mm3)を採 り出す｡ 第 1篇第 1j,r';

弟2項で述べたノJ-法に従い,ニレ)肝臓組縞を 1mm3uj

人 ききに綿肺 し,矧 冊カバーグラス上に凱 フ ィフ リン

で同定す る｡ これに前項で述べた レシピエ ン ト｢予定｣

家兎血清加 YLH 液を加えて情 産を聞始す る｡3日If

f蘭二1-,,JI.L一養液を吏糾し,5ない し11川棚招 室した紬 泡を,

ドナー家兎肝臓l恒三の標的丹 荘細 泡として:矧険に供十
フ
/Jo

弟4頃移柚免疫反応

ドナー家兎肝臓 再来の培養細目泡に レシヒエ ン ト家兎

血清を加えて,｣吊 主細胞にみ られ る免疫 TiLEJi=観察十
･-

ノJo

すなれ 1-,,情養闇始後 5ない し1111を経過す ,I,と,

矧 廿カバー ブラス上 に附帯せ LLV)た トサ ー家兎肝臓糾

織 より用卿 二両 一〕て細 泡増姉がみ られ る｡ ニUj培 養細

胞各桁冊カバーグラスにつけたままで取 り出 し,混 か
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い燐酸緩衡液で充分瀧 源する｡ レシピエント血清とし

ては,前記のレシピエント｢予定｣家兎血清加 YLH

液 50mlに,第 1次および第2次の同種移植をおえた

レシピエントより得た新鮮血清 5mlを加えたものを

用いる｡

この液を滅菌シャーレに取り,これに短冊カバーグ

ラス上に培養してあるドナー家兎肝臓培養細胞を浸た

す｡このようにするとドナー培養細胞はレシピエント

血清と接して,種々の変化をうけることになる｡37oC

に4時間放臣T71.した後,温かい燐酸綬衡液で洗漉し,メ

タノールで5分間固定,May-Grtlnwald-Giemsa染

色を施して鏡検する｡

対照群としては,レシピエント家兎血清の代りに,

対照実験用家兎 としておいた"C"兎より新らたに採

取した血清を用い, レシピエント ｢予定｣家兎血清

加YLH液 50mlに, "C"兎新鮮血清 50mlを混合し

た液に培養細胞を浸たす｡以後,実験群と全 く同様の

操作を行なったものを対照群とし,このような対照群

を各実験毎に置く｡

このような操作を行なった上で,(手培養細胞の分裂

頻度の変化,④細胞分裂の時期別の頻度の変化,⑥培

養細胞の形態学的変化などについて観察した｡

第2節 実験結果

第 1項 細胞分裂係数の推移

同種移植例 8例を用い,標的培養細胞の分裂

係数について 検討 し, 表12のような 結果を 得

た ｡

細胞分裂の頻度は細胞分裂係数であ らわ した
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が,杷川勺培養細胞に新鮮無処zlFTIL.i."C"兎血清を加

えた対照群 では,8例の平均で静止細胞1,000個

に対 し19.6個の分裂 中 の細胞が認め られ る｡

一方, レシピエ ン ト家兎血清を使用 した実験

群では平均 9.5個の分裂細胞を認めるのみであ

る｡ 細胞分裂の頻度は対照群 の47,6%と半分以

下に減少 してい る｡

第 2項 細胞分裂の時期による分類

細胞分裂の時期 に従 って分類す ると,表13の

ような結果 が得 られた｡

標的培養細胞に対照"C"兎血清を加えた対照

群 8例についての値をrl平均す ると,前期の もの

18.9%,中期の もの50.8%,後期の もの17.1%

および終期の もの11.2% とな ってい る｡

一方, レシピエ ン ト家兎血清を加 えた実験群

では,前期の もの20.8%, 中期の もの50.8%,

後期の もの17.9%および終期の もの10.5%であ

る｡

このように,細胞分裂の頻度の絶対数は減少

してい るが,分裂時期か らみ ると,その相対的

割合には有意の差はみ られない｡

第 3項 標的培養細胞の うける形態学的変

化

標的培養細胞に レシピエ ン ト家兎血清を加え

ると,写真13および14にみ られ るよ うに,培養

細胞の核 ･原形質 ･細胞膜な どに種 々の程度の

傷害像が認め られ る｡

表 12 細 胞 分 裂 係 数 の 変 化
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NRM:無処置家兎牌臓細胞添加群 ATMS:同種移植 レシピエント家兎牌腺細胞添加群
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表 13 細 胞 分 裂 の 時 期 に よ る分 類 (体液性抗体)
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NRS

MC 前 期 い中 期

9

5

4

0

7

2

1

4

4

4

7

4

5

7

5

8

.
1

甘

昔

守

.
-｡

N｡
N｡
N｡
N｡
N｡
N｡
N｡
竺

95均辛

7 21

4 25

13 39

6 1 20

5 39

;; 鳥 9.

73｣9l

ll.2

前CM期終期級

8

1

3

6

8

7

6

2

1

1

1

1

10.1

% rlOO 18.9 r 50.8 r 17.1

3

5

9

8

5

3

4

61

9

2

1

0

3

5

8

9

2

4

2

4

3

1

3

2

2

9

5

2

1

2

4

1

1⊥

期

ATRS

明終潤後期巾
･

5

1

0

1

4

1

9

4

1

2

1

2

1

2

4

8

4

0

1

5

山

木

5

2

㍉

二

6

【
2

6

11

1

5

8

4

5

5

7

6

1

4

4

0

2

8

0

5

.
5

3

0

㌫

NRS:無処置家兎血清添加群 ATRS:同種移植レシピエント家兎血清添加群

MC:細胞分裂係数(数値は静止細胞3000に対する分裂細胞数)

写真13 ドナー家兎肝培養+細胞無処置家兎血清
M.G.染色 ×400

細胞傷ノ吉の判定基準は第 1篇および第 2篇 と

同様であ り,実験例 8例についての成績は表

14に示す通 りであ

る｡まず核 について

み ると,核の大 きさおよび核構造 には対照群 との問に

差異 がみ られないが,核小体では, 1例で濃染 と不明

瞭化がみ られ,核膜では, 2例 に高度の濃染 および核

と原形質との問に染色 されない間隙がみ られた｡核の染

色性 としては 2例で濃染, 1例に核の変形がみられた

｡原形質では, 3例に,繊細な

規粒構造 が消失してお り,5例に,空胞形成, 3例

に,変形,1例では,やや青染 してい るものがみ られた

｡細胞膜では,その輪廓が,対照に比べて,鮮明 となるか異常に不鮮明な ものが 4例み られた 写真14
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表 14 同 種 移 植 に お け る 細 胞 傷 害 の 部 位 と程 度

体 液 性 抗 体

3 4 5 7 910計 r ヨ引0r:987654321

細 胞 傷 害 の %

体液性抗体 細胞性抗体

核

原

形

質

大 き さ

核 小 体

核 膜

核 構 造

染 色 性

形

頼 粒

空 胞

染 色 性

形

-- 一 一 一 一 - -0
- - 1 - - - 1 - 1+
一 一 十 - 一 一 - + 2E+ +

- - - - - - 一 一 0

- 1 + 1 - - - + 2
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1 I ll 1 ト - ･ 3

- - 十 十 一 十 十 5

- +

+ +

L

I

i

1
T

i

+

+

+

+

+

+

+ - +

+ + -

二 二 二 二二 4.に 二 二 二

2

3

4

1

ト

+

一

一

i

+

一

一
+

一

+

+

J

+

+

i

+

一
+

!

L

+

J
+

+

+

+

1

十

一

一

傷 害 度 ∃2 3 2 2 2 3 3 522[3 8 1 9 1 0 3 5 4 43

.

7

7

7
.

1

2

1

2

0

3

5

0

5

3

1

2

2

1

8

3

3

8

3

6

1

3

0

0

0

0

0

0

2

3

4

5

7

2

0

0

0

0

4
2

4

2

第 1次移植として牌臓を,また第 2次移植として耳

介を移植 した後,20日ないし45日を経過 したレシピエ

ント家兎を,ネンブタール麻酔下に上腹部正中線上で

開腹 し,無菌的に牌臓 (約 2分の 1)を採り出す｡採

り出した牌臓は少量の燐酸緩衡液を入れたシャーレの

中で,可及的小さく細断した後,燐酸綬衡液で洗源す

る｡

このレシピエン ト牌臓の細片に, レシピエント｢予

定｣家兎血清加 YLH液80%,無処置 "C"兎の新鮮血

清20%よりなる培養液を加える｡添加する培養液の量

を加減 して,1mm3中約50,000個の牌臓細胞を含有す

るように調整する｡ この液を レシピエント家兎牌臓細

胞浮薄液として使用する｡

これに対 して,対照実験としてほ,対照家兎として

用意されている `̀C"兎を用い, この "C"兎の牌臓組

織を細断し,これに実験群と同じ組成の培養液を加え

て正常家兎牌臓細胞浮薄を作り,この液に標的培養細

胞を入れて対照群とした｡

第 3項 移植免疫反応

前項の方法で作製 したレシピエント牌臓細胞浮薄液

を滅菌シャ-レに入れる｡短冊カバーグラス上に培養

してある ドナー家兎肝臓からの標的培養細胞を温かい

燐酸綬衡液で洗源 した後,カバーグラスに附著 したま

まシャーレに入れて,培養細胞のうける形態学的変化

について観察する｡

シャーレの中に短冊カバーグラス6ないし8枚を入

れ,37oCに20時間放置した後, 温かい燐酸緩衝液で

洗濯して添加細胞の大きな塊,血清などを洗い落す｡

この後,型のようにして固定,染色,封入 し鏡検する｡

対照実験群における操作も全 く同様である｡

第 2節■ 実験結果

第 1項 細胞分裂係数の推移

標 的培養細胞 に レシピエ ン ト牌腺細胞 を加 え

た10例につ いて,細胞分裂係数を算定 し,前掲

の表12の ような結果を得 た｡

標的培養細胞 に無処 置の"C"兎の牌臓細胞浮

瀞液を加 えた対 照群 では, 静止核細胞 1,000個

に対 して平均 9.2個 の分裂核を認 める｡ これに

対 して, レシピエ ン ト牌臓細胞淫薪液 を加 えた

場合 には, 静止核細胞1,000個 に対 し, 分裂 中

の細胞 は 3.7個であ り, 実験群 の細胞分裂頻度

は対照群 の38%に減少 してい る｡

欝 2項 細胞分裂 の時期別 によ る分類

細胞分裂 の時期別 にその割合をみ ると表15に

示 したよ うにな る｡

すなわ ち,対照群では,前期の もの24.4%,

中期の もの56.2%,後期 の もの11.0%および終

期 の もの8.4%であるが, 実験群 では, 前期の

もの16.2%,中期 の もの63.1%,後期 の もの13.5

% および終期 の もの7.2%であ る｡

-後期 および終期 の分裂像を呈す るものに大 き

な変動 はみ られないが,前期 の ものが減少 し,
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表 15 細 胞 分 裂 oj時 慨 に よ る 分 類 (細胞性抗体)

-一 4 3

NRM ATRM

MC 前 期 中 期 一後 期 終 期 MC 前 期 中 期 ミ後

5

6

1

3

7

2

2

1

1

6

4

3

2

2

3

3

2

2

3

1

2

3

4

5

6

7

8

9

01

NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO

2

4

8

5

5

5

7

5

4

2

1

1

2
8

1

7

0

2
7

6

4

7

2

2

1

2

1
1

1

1

1 0 0

10 4 0

1 1 26

0 1 0

2 0 21

3 2 31

3 5 11

4 6 10

2 1 6

4 3 6

0

0

4

0

2

6

2

2

1

1

0

0

9

0

2

1

4

7

4

3

1

1

2

0

0

2

0

5

3

2

1

1

1

刷級期

0

0

1

0

2

1

3

0

0

1

平 均 27･4 し 6･7 15･4 3･0 2･3 11･1 1･8 7･0 1･5
i

% 100 24.4 56.2 11.0 8.4 100 16.2 63.1 13.5

NRM :無処 置家兎牌臓細胞添加群 ATRM :同種移植 レシピエン ト家兎牌臓細胞添加畔

MC:細胞分裂係数 (数値は静止細胞3000に対する分裂細胞数)

中期の分裂像を示す ものが相対的に増加す る傾

向がみ られる｡ しか しなが ら,大体においては

変動は少ないといってよいと思われる｡

第 3項 標的培養細胞のうける形態学的

変化

ドナー家兎肝臓か らの培養細胞とレシピエン

ト家兎陣臓細胞 との接触によって,写真15およ

び16にみ られるように,標的培養細胞および添

加牌臓細胞の核,原形質,紬胞膜などに著明な

変化が招来される｡

それ ら細 胞傷告についての成績を示 したのが

前掲の表14である｡なお,細胞傷 告の判定基準

は第 1篇および第 2篇と同様である｡

写真15 ドナ-家兎肝培養細胞 +無処吊家兎牌細胞

M.G.染色 ×400

まず核についてみると,実験例10例のうち,

2例に核の小型化, 2例に核小体の不明瞭化,

1例に核小体の増加, 4例 に核膜の肥 厚 , 5例

に核構造の不明瞭化, 7例に核の濃染, 2例に

核の変形が認め られた｡

次に,原形質についてみると,4例に繊細な

頼粒構造のfFlj失, 2例に空胞形成, 4例に染色

性の変化がみ られ, うち, 2例では薄染, 1例

では赤染,残 り1例は再製 していた｡また, 2

例で変形がみ られた｡

さらに,細胞膜についてみると, 2例に,棉

廓の不鮮明化が生 じ, 1例では,その反対に異

常に鮮明となっている｡

＼● . 払

写真16 ドナー家兎肝培養細胞+レシピエント家兎
牌細胞 M,G･染色×400
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以上の所見か ら,実験群では,核の変化化著

明で,核濃縮が主たる所見であることが判る｡

第 4項 添加 リンパ球様細胞の変化

レシピエント家兎の 牌月蔵細胞 との接触 によ

り,標的培養細胞には上述のような傷害像がみ

られるが,培養細胞と接触 しているレシピエン

ト牌臓細胞 (主に リンパ球様細胞)にも著明な

変化がみ られる｡

表16にみ られるように,標的培養細胞に無処

置の "C"兎牌臓細胞を加えた対照群では,標的

培養細胞と接触 している添加 リンパ 球様細胞

100個のうち,変形 しているもの平均10.1個,破

壊 されているもの平均2.6個で,合計12.7個に変

化がみ られている｡

表16 添加リンパ球様細胞の変化

対 周 増 (C) 実 験 群 (E )

垂車回 訂 変 嘉 丁 重 盲

E/C

1

2

3

4

5

6

7

8

9

01

0

0

0

0

0

0

0

0

0
0

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

0

4

9

5

1

1

1

平 均 10

2 9 29 14

…S5 圭…

26 8

ll jlO
19 lo

30 12
1

29 7

19 L25 30

43

32

60

40

34

21

29

42

36

55

2･6 12･7 与24 ･3 1419r39･21

8

7

7

8

4

5

4

6

3

9

4

2

2

2

3

0

2

2

3

2

1

3.3

これに対 して, レシピエント家兎の牌臓細胞

を添加 した実験群では,標的培養細胞と接触 し

ている添加 リンパ球様細胞 100個のうち,変形

しているもの平均24.3個,破壊 されているもの

平均14.9個,合計39.2個に変化がみ られる｡

このように,添加 された レシピエントリンパ

球様細胞は変化を蒙むる率が高 く,対照群に比

べて 2.6倍の高率に変化をうけるが,とくに破

壊 されるものの割合が高い｡

第 5項 細胞傷害の程度と細胞分裂頻度

の減少との関係

レシピエント家兎の血清または牌臓細胞浮湛

液を加えた場合に,標的培養細胞にみ られる細

胞傷害と細胞分裂頻度の減少 との問の相関々係

京大胸部研紀要 第 2巻 第 1号

は図4の通 りである｡

図には体液性抗体による反応および細胞性抗

体による反応の両実験の結果を同時に記入 して

あるが,図のように細胞傷害の程度と細胞分裂

係数の変化率(註)との問には正の相関々係 がみ

られる｡

8

7

6

細

胞

傷

害

度

3

2

1

0

● 0

0 0

●●9

● ●● ●

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

細胞分裂係数の変化率 (11詔 書芸墓誌 )× 100

● 体液性抗体 ○ 細胞性抗体

図4 同種移植における細胞傷害度と細胞
分裂係数の変化との相関

すなわち,細胞分裂係数の減少がより著明と

なるに伴ない,細胞個 々の傷害の程度も強 くな

ることが判る｡

第 6項 同種移植における体液性抗体お

よび細胞性抗体による細胞分裂

係数の低下の相互関係

ドナーとレシピエントという一つのペアにつ

いて,細胞性抗体および体液性抗体による二つ

の実験を平行 して行なった 8ペアについて,体

液性抗体による分裂頻度の減少 と,細胞性抗体

による分裂J煩度の減少の両者の関係について検

討を加えた｡

図 5にみ られるように,両者の問に一定の関

係は見出し難いが,この図か ら,体液性抗体添

加群に比べると,細胞性抗体添加群での細胞分

裂頻度の減少がより著 しいことが判 る｡

(註) 細胞分裂係数の変化率-
実験群分･裂係数

~対照群分裂係数 ･100)



45

休 液 性 抗 体 %-芸悪霊悪霊芸芸諾×100

図5 同種移 植に おける体液性抗 体及び細
胞性抗体による細胞分裂係数の変化

野の相関々係第 7項
同種移植における体液性抗体およ

び細胞性抗体による細胞傷告の程度の

相互闇係前項 と同じ8ペアについて,体液性抗体によ

る細胞傷害乾と細胞性抗体による細胞傷冥皮

との問の閥係について検

討を加えた｡図 6のように,両者の間には大体

において正の相闇 々係が認め られるが, 2例

の例外がみ られている｡ これは, この 2例では, 体液性抗 細

胞性抗体による傷害度 87654

32 ●●●●●

1 2 3 4 5 6

休 液 性 抗 体 に よ る 傷 害 度

図 6 同種移植における体液性抗体及び細
胞性抗体による細胞傷害の相関々係

体による細胞傷害が特に著明であったた

めであるO第 8項 同種移植後経過 日数と細胞傷告

等 との関係表17は一次および二次移柿,培養開始 日,

実験を行なった日などと共に,細

胞分裂頻度の変化,細胞傷害等について,各実験別にまとめ

たものである｡表 17 実 験 ま で の

日 数 と 細 胞 傷 嵩 の 闇 係‡ ｡:一

険 十 次移植 や 移植 肝- 養 億 植蔚2 牌 臓

4 牌 臓3

牌 臓1 肝

J臓9 牌 臓

8 牌 )減1

0 牌 月蔵7

胎 児5 牌

臓6 碑 臓 2

日目 14日日 2

0円目7 14

214 1623

91829

72330

82331
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このなかか ら,一次移植後実験 までの経過 日

数 と分裂係数の低下の割合をみてみると,体液

性抗体添加群では移柚 後経過 日数 とは殆 ど関係

な くほぼ一定の低下を示 しているが,細胞性抗

体添加群では,一次移植後30日に到 らないもの

は,それ以後の ものに比べて,分裂頻度の抑制

が著 しいといい得 る｡

また,刺胞傷告の程度をみて も,体液性抗体

添加群では,移植後の経過 日数に関係な くほぼ

一定の傷告がみ られ るが,細胞添加群では,移

植後経過 日数が長 くなるにつれて細胞傷害の程

度が軽 くなる傾向がみ られ る｡

第 3章 総括並びに考接

本章では, ドナー家兎の肝臓か ら得た培養細

胞を標的細胞 として,組織培養法を用いて行な

った同種移植免疫反応 についての検討成績を総

括 しつつ考按を加 えるが,その際,第 1篇およ

び第 2篇で述べた異種能動感作と異種移植 とに

おける免疫反応 についての成績 との対比をも併

せ行ないたいと考える｡まず,体液性抗体を用

いた場合の成績か ら総括 してみる｡

レシピエ ン ト家兎血清の添加により,標的培

養細胞は著明な傷害をうけ,その細胞分裂係数

は対照の 2分の 1以下にまで低下 しているが,

分裂の時期か らみると,異種移植の場合のよう

に,特定の分裂時期での傷害は無い｡形態学的

には,核,原形質 および細胞膜,就中,原形質

にかな りの傷!書が招来 され る｡

この成績 は同種移植において も,体液性抗体

が形成 され るということを示 している｡

次に,糾胞性抗体を用いた場合の成績を総括

すると,細胞分裂係数の減少 は,体液性抗体を

反応 させた場合よ りも強 く,対照の約 3分の 1

にまで減少するが,同様 に特定の分裂時期での

阻害はみ られない｡形態学的には,核,原形質

および細胞膜の何れにも傷害がみ られるが,こ

の実験群の特色は,体液性抗体の場合に比べて,

核の傷害が強いということである｡

同種移植におけるこのような抗体産生は,移

植数 日後より開始 され, 2週間前後に最高に達

し,少な くとも 1年以上 にわた り抗体が証明さ
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れるといわれる13,19)｡

著者 も,前節第 8項に述べたように,細胞性

抗体添加群では一次移植よ り30日前後を境 に し

て細胞分裂抑制および細胞傷害の程度が軽 くな

ることを明 らかに した｡一方,体液性抗体添加

群ではこのような傾向はみ られず,移植後の経

過 日数に 関係 な くほぼ一定 の値を 示 している

が, これは体液性抗体 と細胞性抗体 との差異を

示唆す る興味深い事実であると思われる｡

か っては,同種移植における体液性抗体につ

いては,否定的な見解が多か った｡これは,1)同

種移植を行な って も血清｢恒こ抗体が証明されな

か った34),2)感作血清による受動免疫 (Passive

Transfer)が成立 しなか った35',および3)デ ィ

フュージ ョン ･チェンバ ー法を用いた実験で,

感作 した動物の腹水は ドナー細胞を破壊できな

か った4,36), などの理由 か らであったといい得

る｡

しか し,組織培養法な どを応用 した最近の報

告をみると,同種移植の際の体液性抗体の存在

を否定するものもあるが,肖定するものが次第

に増加 している｡

否定論者の報吾をみると,まず,Wilson37) は

マウスおよび ラットの同種皮膚移植において,

位相差顕微鏡による形態学的観察とクリスタル

ヴ ァイオ レットによる生体染色 とを行ない,そ

のいずれにおいて も, レシピエン ト動物の血清

は ドナー動物の腎臓か らの標的培養細胞に対 し

て傷′書的には作用 しないと報告 している｡

また,Vainio等38'もマウスを用いた実験にお

いて,ヘマ トキシリン,エオジン染色による形

態学的観察 と トリチウムサイ ミジン放 出試験 と

の二つの成績か ら, Wilsonと同様の 結論に達

している｡

これ らの否定論に対 して,Terasaki等31)は,

家兎の同種皮膚移植を行なった後, ドナーの リ

ンパ節細胞を標的細胞 として, これに, レシピ

エ ン ト血清を加え,エオジン生体染色法で判定

した場合,標的細胞の生存率が低下 していると

している｡

また,Grangerら39) もマウス腺癌細 胞 (SaI)

における免疫反応において,補体の存在 下で レ
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シピエントマウス血清は細胞傷害 1桝 こ働 くと述

べている｡

一方,1965年,Wilson17'は,前掲の彼の報 三十

での見解を否定 し, ラット同種皮膚移柿におけ

る免疫反応 について肺癌培養細胞を用いて観察

し, レシピエントラット血清は軽度の苛性を示

したとしている｡

このように,同種移植免疫反応による ドナー

細胞の形態学的変化についてのこれまでの成績

か らみて, レシピエント血清 も標的細胞に対 し

て細胞傷害的に働 くと考えてよいようである｡

しか し,その際の標的細胞の蒙むる変化につい

ての詳細な記載はない｡これは,1)体液性抗体

による細胞変化は通常軽微であること,および

2)同種移植免疫反応においては リンパ球等の細

胞性抗体の役割がより高 く評価 されており,体

液性抗体の役割は軽視 されていること等のため

と思われる｡

さて,Wilsonの1965年の報告およびGranger

等の報告における体液性抗体の証明は,いずれ

も腫痘細泡を用いて行なわれており,これによ

り観察された成績はむ しろ腫癌組織の免疫反応

とみなすべ きで,狭義の同種移植免疫反応にお

けるものとはみな し難いと思われる｡

これに対 し,Terasaki等の報 告は狭義の同種

移植免疫反応について述べているといい得る｡

すなわち,彼等は,皮膚移植をうけた レシピエ

ン ト家兎の血清を ドナー家兎の リンパ節か らoj

細胞浮前波に加え, ドナー細胞の蒙むる変化に

ついて観察 しているのである｡

しか しなが ら,Terasaki等の実験では,第 1

および第2篤においても述べたように, ドナー

の リンパ節細胞は,実験に当って初めて未知の

他家l｢蛸言に遭遇するための非特異性反応を除外

し得ていないという欠点がある｡また,荊述の

組織培養法を用いた Wilson等の実験で も,組

織培養液には何れ も牛血清が使用 されており,

各培養細胞 は 異種蛋白 で 栄養 されるわけであ

る｡ さらに,木実験に当っては改めて異なった

他の異種蛋白ない しは,同種ではあって も他家

の血清に初めて遭遇することになる｡

すなわち,人の リンパ球は培養液申uj牛血清
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に対 し一次免疫反応をIlluわ し40',人の白血球は

異型 血液型物質添加によりその遊走性が抑制さ

れる41'等の事実を併せ考えると,上のような実

験方法によれば,標的培養細胞 とレシピエン ト

血清 申 の抗休との問における抗原抗体反応 と,

これに加えて,血液型その他の個体差ともいう

べきものに基ず く非特異的反応,すなわち,移

植免疫反応 とは異質の反応 とが混在 していると

考えてよい｡

異種能動感作または異種移植においては,同

種移植の場合に比べると,免疫反応がより強烈

であるために,この異種蛋白による非特異性反

応は表面に山ないと考えてよい｡ しか し,同種

移植では,免疫反応 自体が軽微であるために,

本来は軽微である非特異性反応がかな り大きな

変化 となって現われることとなる｡

そこで著者は本実験に光き3-I/A_ち,あらか じめ,

ドナー家兎の肝臓組織を レシピエントに予定 し

ている家兎か ら採取 した血清を含む培養液中で

培養 してお くこと に したの であるo これによ

り, ドナー吊1来の培養細胞は,木実験の前に,

既に, レシピエント個石の蛋白に適応 している

ことになる｡ それであるか ら,移植後,免疫を獲

得 している血清を添加する本実験の場合で も,

添加 される蛋白に起因する非特異性反応は招来

されず,純粋な抗原抗体反応 としての移柿免疫

反応のみが惹起 されていると考え られる｡

また,対照実験 としては無処許Iiの "C"兎を用

いたのも以上の点を考慮 したか らである｡

すなわち,標的培養細胞は,レシピエン ト ｢予

定｣兎血清 とともに,対照用 としての "C"兎血

清にも馴化 されているので,対照実験 として,

これに"C"兎の血清ないしは碑臓細胞を加えた

場合,培養糾胞には,最早,他家蛋白にfLl来す

る非特異性異物反応はほとんど招来 されていな

い ｡

組織培養法では,このような配慮をしておい

て,はじめて抗原抗体反応のみを純粋に観察 し

得 ると思われ る｡

さて,これまでに述べてきた異種動物閲能動

的感I′上 異種移柿および同種移植の 3群の実験

を通 じて,invitroにおける免叛反応を観察す
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る場合には,標的培養細胞に免疫血清または免

疫 リンパ球様細胞を加えるのみでな く,必ず新

鮮家兎血清を加えることは既に述べた通 りであ

る｡

これは,とくに培養細胞に免疫 リンパ球様細

胞を加えた場合には,反応系に細胞成分が多 く

なるために両種の細胞により多 くの栄養を補な

わねばな らないという消極的な理由以外に,新

鮮家兎血清を加えることにより補体を添加する

という積極的な目的があったためである｡

これまでに,人42,43),家兎43),ラット42),犬44)

等において,移植組織の拒否過程に補体が閑与

することが 明 らかにされている｡ Rother等45)

はラット大量皮膚移植群では少量皮膚移植群よ

り長期の 生着例がみ られる46～49) という事実の

説明を,大量移植群 レシピエントの補体の消粍

に求めているが,移植免疫における補体の役割

については現在なお明らかではない｡著者 も,

このような補体研究の現状に鑑み,異種感作お

よび異種移植の仝例,同種移植では表17のよう

に第 1例を除 く全例に補体を加えたのである｡

補体非添加例が少ないため,添加例との比較を

し難たいが,両群の問には,細胞分裂の障碍ま

たは細胞傷害の程度などに著明な差異はみ られ

ていないようである｡移植免疫反応における補

体の関与は,今後追求 さるべき重要な研究課題

であろうと思われる｡

次に,著者が得た体液性抗体による同種移植

免疫反応の成績を,異種移植反応のそれと比較

しなが らまとめ直 してみる｡

まず,細胞分裂の頻度は,同種移植例では約

2分の 1までの減少に止まっているが,これに

対 して異種移植例では約 3分の 1までとより大

巾の減少を示す｡

形態学的な変化をみると,同種移植では核小

体および核膜はやや潰染 されるに止まるが,原

形質では空胞出現と混衛が著明である｡これに

比べて,異種移植では核および原形質にみ られ

る変化は 同種移植 よりもはるかに高度 である

が,空胞出現は正常の範囲に止まっている｡

このような同種移植 と異種移植 との免疫反応

の間の差異は,感作Jflグラフ トの蛋白量の差に

京大胸部研紀要 第2巷 第1号

よるものではないと思われる｡ 著者 の実験 で

は,同種移植の場合には家兎の牌月蔵および耳介

荏,異種移植の場合には鶏胎児を移植 したが,

その際,グラフ トの重量すなわち蛋白量はほぼ

等 しくしている｡それであるか ら,異種移植に

おいてより強い免疫反応がみ られるのは,その

ドナーとレシピエントの問においての抗原性が

量的にも質的にも,より大であるということで

あろう｡

次に,細胞性抗体による反応について考察 し

てみたい｡同種移植免疫反応においては, リン

パ球,プラズマ細胞,大喰球などのqlにある細

胞性抗体が重要な役割を果 しているということ

はこれまでの多 くの研究が証明している処であ

る. レシピエントの リンパ球様細胞は ドナー動

物由来の 標的培養細胞 に対 して 特異的に 凝集

し,細胞傷害的に働 くという点では,各研究者

ともよ く一致 しているのであるが,Taylor等16)

の報告を除き,ほとんどの報告が形態学的な変

化については言及 していない17,37･38,39,50)0

Taylor& Colling の報告の中 に挙 げてある同

種移植免疫の実験成績によれば,マウス由来の

L株線維芽細胞に,これを移植 した BALB/C系

マウスの牌臓細胞を加えると,肺臓細胞は標的

L株細胞周囲に凝集 し, L株細胞は名種の傷ノ書
をうける｡すなわち, ミトコンドリア腫脹,細

胞質突起の引っこみ,細胞膜破壊等がみ られ,

核は通常の壊死の場合の像を呈 したということ

である｡

著者の実験によれば, ドナー家兎肝臓か らの

標的培養細胞の変化は次のように要約 される｡

すなわち,細胞質はその微細な蟻粒構造の消失,

混濁および濃染,核はいわゆる核濃縮の像を呈

し,核膜の肥厚,濃染などがみ られている｡

Taylor等の実験 でみ られた ミトコンドリア

の腫脹は,著者の観察 した細胞質の混協に相当

するものと思われる｡また,細胞膜の破壊 と細

胞質突起の引っこみ等は,著者の観察で もごく

一部の細胞にはみ られるものではあるが,頻度

の高い変化ではない｡

また,Taylor等は,核は ｢通常の壊死の像｣

を示 しているとしているが,壊死の際には核は
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均質 とな り染色性が低下するのが通常であるか

ら,この所見は著者の観察成績 と相反 している

といわねばな らない｡著者の観察によれば,同

種移植,異種移植並びに異種感作の 3つの実験

細 こ共通 して,細胞性抗体による傷JLli･二反応は著

明な核濃縮 として現われており,このことか ら,

核濃縮 こそ移植免疫反応の際の基本的な細胞変

化ではないか と考え られる｡これは, Granger

等39)が,腫湯細胞株を用 いた実験で,標的培養

細胞に核濃縮および核崩壊がおこると述べてい

る串実 とよ く一致 している｡

Taylor等の実験で 批判 さるべ き 諸点をさら

に列挙 してみると,1)標的細胞 として L枕線維

芽 細胞を 用いているが, L株細胞 は, 1948年

Earle等により, 線維芽細胞系の悪性細胞の甲

州11の細胞か ら純系として作 り出されたものであ

る51'ので, L株細胞の移植は通常の同種臓器移

柚の 概念か らは遠 いものである｡ 2)L株細胞

は10%牛血清加緩衝液の中で培養 されているも

のであり, 彼の 実験 では レシピエン トマウス

(BALB/C)という他系蛋白に対する馴化がなさ

れていない,3)標的L株細胞 と碑胞紬 泡は無血

清 下に 199液のみで24時間ない し72時間培養さ

れた後に観察 されているので,生体 との閲の較

差がこの 種の 実験 としてはあまりにも大であ

る,等 となる｡

以上のような諸点か ら,著者の実験成績 との

差異も首肖し得 ると思われる｡

次に,著者の実験でみ られた細胞性抗体によ

る変化を,同種移植 と異種移植 とについて比較

すると次のようになる｡

まず,培養細胞の分裂頻度をみると,同種移

抽例では対照群の38%に減少,異種移梢では30

%に減少 しており,同種移植では,異種移柚に

比べて,細 胞分裂頻度に対する傷膏が若干少な

い｡

形態学的変化を比較すると,図 7のように,

同種移植では,核濃縮,原形質の混濁および潰

染などがみ られ,異種移柚の際の変化 とほぼ同

様であるが,その程度は異種移柚 の場 合と比べ

てはるかに弱い｡

さらに,同種移柚に際 しての体液性杭休およ
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び細胞性抗体の納胞傷告作用について若干考察

してみる｡図 7のように,両者の標的培養細胞

におよぼす紬胞傷ノ書の度合は,細胞分裂係数の
変化をみて も, また, 形態学的にも, 体液性

抗体より細 胞性抗体の方がより大である｡これ

は,第 1篇および第 2篇において述べた異種動

物問における感作または移植では,体液性抗体

の方がより著明な傷J.里′F用を示 したこととは対

照的な興味ある成績であろう｡
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ものが
,
他の紬泡で作られた休液性抗体をその

衣lt両こ附着させているものなのか,
それとも
,
lIt分の細 胞内に抗体をもっていて,

そのために

抗坂をもった移棉組織のある場所に呼びよせら

れて反応を起こすのか
,今
後解明されねばなら

ない問題19)｣とされている｡
Wilson
17)はラットの瞳癌細胞系培養細胞に,

同種皮膚移机をうけたレシピエントリンパ球を

加えると
,7時間日付で リ
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次の様に推論 している｡すなわち,免疫 リンパ

球による同種標的細胞の破壊には二段階の順序

があり,第一段階では, リンパ球の免疫学的特

異性のある無毒の celトboundのある種の物質

によって標的細胞に附着する｡次の第二段階に

おいてはじめて 細胞の 破壊 がおこる としてい

るO

また,花岡50)等は,マウス白血病株細胞 (SCl)

を用いた免疫反応において形態学的観察を行な

い,次のような結果を得ている｡すなわち,SCl

細胞に免疫 リンパ球を加えると,両種の細胞は

狭い 細胞質突起 で結ば れているのが 観察 され

たO これは,動 きまわる リンパ球が偶然 SCl細

胞に接 して結合するが, リンパ球は更に動きま

わろうとしてもはなれないので,狭い細胞質に

よって結合されたようにみえるのであろうとし

ている｡

以上の二報碧によっても,免疫 リンパ球様細

胞は単にその表面に体液性抗体をのせているも

のではな く,免疫 リンパ球は独 自の働きを して

いることが推定 される｡

更に,著者の得た実験成績を総括すれば,吹

の様に推論 し得 ると思われる｡すなわち,前篇

および本篇において,著者は,1)同種移植,輿

種移植を通 じて,標的細胞の傷害部位は,体液

性抗体 と細胞性抗体とで異なること,2)体液惟

抗体添加群では傷ili-:をうけた細胞はほぼ一様に

分布 しているが,細胞性抗体添加群では傷害細

胞の分布にムラがあり,培養細胞の附着 してい

る同じカバーグラスでも,ある個所では著明な

細胞傷害がみられるのに,そのそばの細胞には

傷害がみ られないことがあること,3)添加 した

免疫 リンパ球様細胞は特異l抑 こ破壊 されるもの

が多いこと,等を明 らかにし得た｡

これ ら三つの事実は,いづれも,体液性抗体

と細胞性抗体の作用機序が異なることおよび リ

ンパ球様細胞表面に体液性抗体が単に附着 して

いて標的細胞に出会 ったときにそれを放出する

というようなものではな く,抗体は リンパ球様

細胞の細胞内部, もしくは細胞表面にあるとし

ても細胞膜に閃 く結合 している可能性が大であ

ることを示唆していると思われる9
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結 論

本篇では,家兎同種移植における移植免疫反

応について,組織培養法を応用 して観察を行な

い,以下のような結論を得た｡

1) ドナー家兎肝臓よりの標的培養細胞にレ

シピエント家兎血清を加えると,培養細胞の分

裂頻度は対照群の半分以下に減少する｡

細胞分裂の時期,すなわち,前期, 中期,後

期および終期の相対的比率には,著明な変動は

みられない｡

2) ドナー培養細胞に レシピエント血清を加

えると, 培養細胞 に 形態学的変化 があらわれ

る' すなわち,原形質の空胞出現,微細輯粒構

造の消失,混濁および変形等とともに,核膜,

核構造の濃染,核周囲の透亮等がみ られる｡

3) ドナーよりの標的培養細胞に レシピエン

ト牌臓細胞浮離液を加えると,培養細胞の分裂

の頻度は対照群の40%以下に減少する｡

細胞分裂の時期についてみると,前期のもの

が減少 し,中期の分裂像を示す ものが相対的に

増加 している｡

4) ドナーよりの標的培養細胞にレシピエン

ト牌臓細胞を加えると,牌臓細胞は標的培養細

胞周囲に凝集 し,添加牌月蔵細胞および培養細胞

の両方に著明な細胞傷晋がみ られる｡

培養細胞では,核は濃染 し核構造は不明瞭と

な り,核膜を厚 く濃染 し,いわゆる核濃縮の像

を呈する｡原形質の混濁や染色性の変化等 もみ

られるが,その程度は,核の変化に比べて軽度

である｡

また, レシピエント牌脳細胞は標的培養細胞

周囲に凝集 し種 々の傷害をうけるが,破壊 され

ているものが多い｡

5) これ らの体液性抗体並びに細胞性抗体に

ついての実験で用いた標的培養細胞は,ともに,

レシピエント予定家兎血清を加えた培養液中に

培養されたものである｡従 って,このような条

件の下では他家蛋白との接触による非特異性異

物反応を除外でき,同種移植免疫反応のみを純

粋な形で再現できたものと思われる｡

6) 標的培 養細胞にレシピエントの血清また
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は牌臓細胞を加えて反応をみる場合には, 1例

を除 く全例に新鮮家兎血清を加 えて補体を補な

ったが,補体添加群 と非添加群との問には紬泡

分裂頻度の減少や細胞傷吾の程度等に著明な差

異はみられない｡

7) 同種移植免疫反応において, レシピエン

ト血清 もしくは牌臓細胞を加えたいづれの場合

にも,標的培養細胞にみ られる細胞傷害の程度

と細胞分裂頻度の減少とは正比例する｡

8) 同種移植免疫反応においてみられる細胞

傷害について,血清添加群 と牌職細胞添加群と

を比較すると,後者すなわち舶胞性抗体添加群

でより高度の細胞傷害があらわれる｡異種感作

および異種移植においては,血清添加Ⅰ削こより

強い 細胞傷害 が認 められたことと対照的であ

る｡

9) 同種移植免疫反応におけるこのような細

胞傷筈は,細泡性抗体でみると一次移植より約

30日を経過 した頃より傷害の程度が軽減される

が,体液性抗体で観察すると,このような傾向

はみられず,移植後の経過 日数に閲係な く-一定

の傷ノ吉がみられる｡

10) 体液性抗体による免疫反応について,同

種移楠と異種移植を比較すると,異種移植群で

は核および原形質の両者ともに同じ程度の署 明

〔全 篇

臓器移植の際にみ られる移植免疫反応を解明

するため,著者は組織培養法を応用 して観察を

行なった｡すなわち, ドナー動物組繊より一次

培養を行ない標的培養細胞とし,これにレシピ

エント動物の血清あるいは牌臓細胞を加 えて,

標的培養紬泡の蒙むる変化について形態学的に

検討を力=えたのである｡

このように,invitroにおいて免疫反応を拙

察するためには,牲体と可及的類似の環境を作

り出さねばな らない｡これまでに,組織培養法

を用いた 移植免疫反応 についての 報告は 多い

が,培養液には-一律に牛血清を使用するなどの

不注意がみ られ,いずれ も牡体との間の格差が

人きく,invivoの移柚免疫反応をノrilJ実に再現

-151--

な傷害がみ られるが,同種移植増では原形質の

傷告が著明である｡

ll) 細胞性抗体による細胞傷書は,異種感作,

異種移植および同種移植の 3群を通 じて,核濃

縮を主とした核の変化が著明であり,核濃縮 は

細胞性移植免疫反応の基本的なパターンである

と考えられる｡

一方,体液性抗体による細胞傷害は,上記の

3つの実験群を通 じて,核および原形質の両者

ともにほぼ同等,もしくは原形質により強い変

化が認められる｡

このように,体液性抗体と細胞性抗体は互い

に異なる細胞傷害を示すことか ら,両抗体の作

用機序は異なるものと考えられる｡

12) 細 胞性抗体の担い手である免疫 リンパ球

様細胞の抗休の存在部位については議論のある

所であるが,牌脳細胞添加群では細胞傷書を示

す細胞の分布にムラがあること,添加牌臓細胞

は特異｢畑こ破壊されるものが多いことおよび両

種抗体の細胞傷書部位に差異がみられること等

の点か ら,抗体は リンパ球様細胞内部に存在す

る可能性が大きい｡ もし,抗体が細胞膜表面に

あるとして も,それは細胞膜と冊く結合され容

易に遊離 しないものと考えられる｡

総 括〕

しているとはいい難い｡

著者は, ドナ-組織を, レシピエントに予定

している動物より移植施行前に採取 した血清申

に培養すること等によって非特異性異物反応を

除外 し,invivoと可及的近似の条件を作 り出

すことに留意 しつつ実験を行ない,1r卜のよう

な成績を得た｡

1) 刺胎兄と家兎およびモルモ ットと家兎の

二つの組合せで,それぞれ前者の組織ホモジネ

ー トで家兎を能動的に感作した異種感作におい

て,感作家兎rEr扉j'･および牌脳細胞は種々の細胞

傷書作用をあらわすO

鶏胎児またはモルモットよりの標的培養細 胞

に感作家兎血清を加えると,培養細胞o)分裂頼
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度は対照群の約12分の 1に減少 し,分裂細胞の

染色体の形や配列にも異常がみ られるものが多

い｡細胞分裂の時期に従い分類すると,分裂の

障碍は後期か ら終期-移行する時点で招来 され

ている｡

把持勺培養細胞の形態学的変化をみると,核の

縮小 ･変形 ･濃染等のいわゆる核濃縮や原形質

の混濁 ･濃染 ･変形等の著明な細胞傷害がみ ら

れる｡

2) 弐朋台児またはモルモットよりの標 的培養

糾胞に感作家兎牌臓細胞を加えると,牌月蔵細胞

は標的培養細胞周囲に凝集 し,両者相互に傷書

をうける｡

標的培養科目胞とは している牌臓細胞は種 々の

変化をうけ,特異的に破壊されているものが多

い｡

培養糾胞の分裂頻度は対照群の約 4分の 1に

減少 しているが,この障碍は細胞分裂の後期か

ら終期-の移行の時点で起 っていると考えられ

る｡

標的培養細胞の形態学的変化をみると,鶏胎

児では,中等度の核濃縮,核の変形,原形質の

濃染等の変化がみ られる｡一方,モルモ ットよ

りの標的培養細胞では,核構造,核小体はとも

に消失 し,核は均等に赤染 し,原形質の染色性

も低下 しており,鶏胎児の場合より高度の傷害

がみ られる｡これは,利 と比較 して,モルモ ッ

トに起 る免疫反応の進み方が早いためと思われ

る｡

3) 親胎児を家兎腹腔内に移植 した異種移柚

において, レシピエント家兎の血清および牌脳

細胞は種 々の細胞傷害作用を示す｡

鶏胎児よりの標的培養細胞に レシピエント家

兎血清を加えると,培養納胞の分裂頻度は対照

群の 3分の 1に減少 し,分裂細胞の染色体の形

態や配列に異常を認めるものが多い｡細胞分裂

の時期に従い分類すると,終期 の像を呈するも

のは全 くみ られない｡

標的培養細胞の形態学的変化をみると,著明

な核濃縮 と原形質混濁がみられ,異種能動感作

の際にみ られる変化 とほぼ同株である｡

4) 梨胎児よりの標的培養糾胞に レシピエン
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卜家兎牌臓細胞を加えると,牌臓細 胞は標的培

養細胞周囲に 凝集 し, 両者相互 に傷害 をうけ

る｡標的培養細胞と接 している牌臓細胞は特異

的に破壊 されているものが多い｡

培養細胞の分裂頻度は対照群の約 3分の 1に

減少 しているが,細胞分裂の時期には大きな差

異は認められない｡

標的培養細胞の形態学的変化をみると,核の

変化が著明で,核濃縮の像を示すが,原形質にも

濃染がみ られる｡これ らの諸変化は,異種能動

的感作の際にみ られる反応 とほぼ同様である｡

5) 家兎同種移植において, レシピエント血

清は明 らかな細胞傷害作用をあらわす｡

ドナーよりの標的培養細胞に レシピエント血

清を加えると,培養細胞の分裂頻度は半分以下

に減少 し,形態学的には,原形質の空胞形成,

混濁,変形等 とともに核膜 ･核構造の濃染が認

められる｡

6) 家兎同種移柚において, レシピエント牌

臓細胞は血清による反応よりも更に著明な細胞

傷害をひきおこすO

添加 したレシピエント牌臓細胞は標的 ドナー

培養細胞周囲 に特異的 に凝集 Lかつ破壊 され

る｡

標的培養細胞 では 原形質 の混濁 がみられる

が,核の変化は更に顕著で,核構造は濃染 し不

明瞭となり,核膜 も厚く濃染 しいわゆる核濃縮

の像を呈する｡

7) 同種移植免疫反応においてみ られる細胞

傷害について,血清添加群 と牌臓細胞添加群 と

を比較すると,後者,すなわち,細胞性抗体添

加群でより高度の細胞傷害がみ られるO異種感

作および異種移植においては,血清添加群によ

り強い細胞傷害が認められたことと対照的であ

る｡

8) 細胞性抗体による細胞傷害は,異種感作,

異種移植および同種移植の 3群を通 じて,核濃

縮を主とした核の変化が著明であり,核浪縮は

細胞性移植免疫反応の基本的なパターンである

と考えられる｡

一方,体液性抗体による細胞傷害は,上記の

3つの実験群を通 じて,核および原形質の両者
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ともにほぼ同等, もしくは原形質により強い変

化が認め られる｡

このように,休液性抗体 と細胞性抗体は互い

に異なる細 泡傷害を示すことか ら,両抗体のfl･:

用機序は異なるものと考え られる｡

9) 糾胞性抗体の担い手である免疫 リンパ球

様紬 泡の抗体の存在部位については議論のある

処であるが,牌臓細胞添加持では細胞傷書を示

す糾胞の分布にムラがあること,添加 された肝

臓細胞は特異的に破壊 されるものが多いことお

よび両種抗体の細胞傷′書部位には差異がみ られ

ること等の点か ら,抗体は リンパ球様細胞内部

に存在する可能性が大きい｡ もし,細 胞膜表 面

に抗体があるとしても,それは細胞膜 と問く結

合され搾易に遊離 しないものと考え られる｡
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