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新しい免疫抑制剤の作用形式の検討
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   We applied cloned human T lymphocytes established in our laboratory to evaluate the mode 
of action of Cyclosporine  (CsA) and FK506. Phenotypic and functional analysis led us to con-
clude that HTL403 was a helper T cell clone and HTL805 a cytotoxic one. Susceptibility of HTL-
403 to the immunosuppressants demonstrated that alloantigen-driven proliferative response can 
recover to the rIL2-driven level by the addition of rIL2 at higher concentration of the agents. 
Although full recovery was not observed in FK506, this finding indicated that FK506 as well as 
CsA inhibit IL2 secretion from HTL403. FK506 showed remarkable suppressive effect on the 

proliferative response of HTL-805 even at a considerably low concentration, while CsA suppressed 
such a response dose-dependently. We concluded that FK506 can be used to reverse ongoing 
acute rejection as well as to prevent acute rejection.

(Acta Urol. Jpn. 37: 1141-1145, 1991)
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緒 言

腎移植は慢性腎不全の根治的療法としてその地位を

確立し,わ が国においても多 くの泌尿器科医に より積

極的Y`取 り組まれている.cyclosporine(CsA)は 臨

床導入後,そ の強力な免疫抑制作用から腎移植成績が

向上した反面,副 作用のために種々の投与法が検討さ

れ,い まだ理想的な免疫抑制法は得 られていない.

一方
,最 近次々と新しい免疫抑制剤が開発され,臨

床使用に関しての知見が得られつつある.腎 移植臨床

に携わる者に とって,免 疫抑制剤の選択肢が増えるこ

とは,よ り適切な免疫抑制を行う上で歓迎すべきこと

であるが,各 免疫抑制剤の作用機序を知 り,最 適な使

用法に習熟 しなければならない.わ れわれは,移 植免

疫反応を詳細に検討する目的で,ヒ トT細 胞株の樹立

を試みてきたが,本 論文ではFK506の 作用形式を,

クローン化T細 胞を用いてCsAと 比較 しながら検討

した結果を報告する.

方 法

1.リ ンパ 球

使 用 した リ ソパ球 は ヒ ト末梢 血 よ りFicoll-Paque

(PharmaciaFineChemicals)を 用 い て分 離 し,培

養液(RPMIl640)で 十 分 洗 浄 し た,刺 激細 胞 は

mitomycinC(MMC)で37℃,20分 間 処 理 後 洗 浄 し

て使 用 した,

2,クR一 ン化T細 胞

リソパ球 混 合 培 養(MLC)は 先ずL5×106/m1の

反 応 細 胞 と,同 数 の刺 激 細 胞 を 炭 酸 ガス培 養 器(5%

GO2)中 でDMEM(Dulbecco,smodifiedeagle
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medium;5x10-5M2-mercaptoethanol,10%FCS ,

L-glutamine,penicillin/streptomycinを 含む)を

用 い て培 養 した.10日 後 に ア ロ細 胞 で 再 刺激 し,さ ら

に2日 後 よ りrecombinantinterleukin2(rIL2)1

u/m1を 含 む 培 養液 中 で細 胞 を2～3週 間 増 殖 させ た.

ク ロー ニ ン グは 限 界希 釈 法 で 行 った .す なわ ち1.0×

105/wellの フ ィー ダー細 胞 を含 むmicrotestplate中

Yom,増 殖 させ た リ ソパ 球 が0。5～1個/we11と な る よ う

に 分 注 し,rlL2を 含 む 培 養液 中 で培 養 した .7～10

日後 に増 殖 を 示 す ク ロー ンを さ らに 大 きなwellへ う

つ し,良 好 に 増 殖 す る ク ロー ンの う ち2種(HTL-

403,HTL805)の 性 質 を 検 討 した ,

3.クR一 ン化T細 胞 の性 質

クR一 ン化T細 胞 の表 面 抗 原 は,OKT4,8(Or

thoDiagnosticSystemInc.) ,Leu8,15(Becton

DickinsonImmunocytometrySystems)と 家 兎補

体 を用 いた 細 胞 障 害 試 験 で検 討 した.

ア ロ細 胞,rlL2刺 激 に よる反 応 性 は,ク ロー ソ化

T細 胞 をMMG処 理 アR細 胞 あ るい はrIL2で48時

間刺 激 して 検 討 した.培 養 終 了18時 間 前 に1μCi/

wellのmethyl-3H-thymidine(3H-TdR:NewEn-

glandNuclear)を 添 加 し,31-1-TdR取 り込 み を 液

体 シ ンチ レー シ 。 ン カ ウ ン タ ー で測 定 した.実 験 は

quadruplicationで 行 っ た.

ま た,細 胞 障 害 能 は,3日 間ConA刺 激 後51Cr

(DuPontCo.BiotechnologySystems)で 標 識 した

標 的 細 胞 と ク ロー ソ化T細 胞 を4時 間 反 応 させ(EIT

=5/D培 養 上 清 中 のs'Crを 測 定 した.

ク ロー ン化T細 胞 のIL2産 生 能 は,ア ロ抗 原 刺 激

時 の 培 養 上 清 中IL2濃 度 を 経 時 的 にRIA2抗 体 法

で 測定 した.

4.クR一 ソ化T細 胞 の 免 疫 抑 制 剤 感 受 性

ク ロー ソ化T細 胞 を ア ロ細 胞,rIL2あ る い は 両者

で刺 激 し,種 々の 濃 度 の 免 疫 抑 制 剤(CsA,FK506)

に対 す る感 受 性 を,48時 間 培 養 後 のsH-TdR取 り込

み を 指 標 と して検 討 した.

結 果

1.クF一 ン化T細 胞の性質

検討を加xた 性質のうち,細 胞障害試験 とIL2産
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Fig.1.左=クR一 ン化T細 胞 の ア ロ細 胞 障 害 能 .右:HTL403のIL2産 生 能
.

生 能 の結 果 をFig.1に 示 す.

HTL403は 細 胞 障 害能 を示 さず,HTL805は ア ロ

細 胞 に対 して38.1%0の 細 胞 障 害 能 を認 めた.HTL403

を ア ロ刺 激 した時 の培 養 上 清 中 のIL2濃 度 は24時 間

後 に 最 高値(2.6u/ml)を 示 し,HTL403はIL2を

分 泌 す る こ とが 確 か め られ た,

そ の他 の性 質 も含 め たHTL403,1-ITL805の 諸 性

質 をTablelに 示 す.

ア ロ刺11対 して 両 クR一 ン と も増 殖 反 応 を 示 す

が,HTL403が 良 く反 応 した.HTL403の 増 慰 こは

Tablel.ク ロ ー ン化T細 胞 の諸 性 質

HTL403 HTI805

Phenotype

CYtotoxlclty

Prollferativeresponse

toalloant(gen

TCGf二驕,ofexogeollferat?ouve・
response

ProductionofIL2to
responsetoalloantlgen

OK刊 壱8髄

しeu8-15-

(一)

(り

(一)

(専)

OKT4-8;
しeu8一 ユ5幽

(f)

(や}

(・)

閥丁

TCGF;Tcellgrowthfactor,(L2;lnterleukln2
,N7;nottested
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cells/well,刺 激:ア ロ細 胞;5xlO5cells/well(△)
,

cells/well十rlL2;lu/ml(○),YIL2;1u/ml(●)

HTL403;5x10"

ア ロ 細 胞;1×105

15

,.

O

x

薮
U

10

。量

董
O
a

き

皇

淫5
コ

皇
揖

ま

0

16

ρ
O

x

藍
ε10

量

董
Oa

O
V
C

O6

長

呈
L
f

ま

a

011010'10'10'010-'11010'10'

CsA(ng/ml)FK608(ng/ml)
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必ず しもrlL2を 必要 とせず,定 期的なアロ細胞刺激

のみでも維持可能であった.HTL805は アロ刺激あ

るいはrlL2の みでは長期間維持できず,2次MLC

上清を必要 とした.

2.ク ローン化T細 胞の免疫抑制剤感受性

HTL403は ア ロ刺激に よりよく反応するが,CsA

で容易に抑制された.rlL2刺 激に対 してはCsA高

濃 度でのみ抑制された.ア ロ,rIL2同 時刺激では,

CsAlong/m1以 上 でrlL2単 独刺激と同程度の反

応を示 した(Fig,2).

HTL403はFK506で も同 様 の反 応 が み られ た が,

rIL2刺 激 に よる反 応 は 高 濃 度 のFK506で も抑制 は

軽 度 で あ った.ま た,ア ロ刺 激 時 のFK506に よ る反

応 抑 制 はrIL2添 加 に よ り,FK506高 濃 度 域 で 回 復

した が,CsAと 異 な りrIL2単 独刺 激 の水 準 まで に

は 回 復 しな か った(Fig.2).

HTL805のCsAに 対 す る感 受 性 を 検 討 す る と,

rIL2単 独 お よび ア ロ,rIL2同 時 刺激 に よ る反 応 は

CsAに よ り濃 度 依 存性 に 抑制 され,高 濃 度 での 抑 制

は強 か った(Fig.3).
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FK506は,HTL805のrlL2単 独およびアロ,

rlL2同 時刺激による反応を低濃度から高濃度まで同

程度に強 く抑制した.と くにアロ抗原,rIL2同 時刺

激時の反応抑制率が高かったが,高 濃度域での抑制は

CsAが 強かった(Fig.3).

考 察

CsAは 臨床 使用成 績が1978年 に発表されて以

来1),臓 器移植には不可欠の薬剤と位置づけ られ,現

在は第1選 択の免疫抑制剤 としてわが国でも広 く使用

されている.し かし,長 期使用による種々の副作用が

問題点 として明らかにな り,薬 剤投与法に改良が加え

られた2・3).FK506は わが国で発見,開 発された新し

い免疫抑制剤で,現 在一部の施設で腎移植に対する効

果が検討されつつあるが,Pittsburghか らは肝移植

に対するきわめて良好な成績が報告され,注 目を集め

ている4).基 礎 的研究も併行して進められ,CsAと

類似 した作用機序を持ち,主 作用はIL2の 産生抑制

であると報告 されている5).わ れわれは,免 疫抑制剤

がT細 胞サブセットにどのように作用するかを詳細に

検討するため,教 室で樹立した ヒトクローン化T細 胞

の免疫抑制剤感受性を3H-TdR取 り込みにより測定

した.

今回使用 した2種 のクローン化T細 胞は,そ の表面

抗原解析および機能分析の結果,HTL403は ヘ ルパ

ーT細 胞(Th),HTL805は 細胞障害性T細 胞(CT-

L)と 考xら れた,

HTL403の アロ抗原刺激による反応は,CsAで 容

易に抑制されるが,csAlong/m1以 上ではrlL2添

加 によりrIL2単 独刺激と同程度まで反応が回復 し

た.こ れはCsAがThのIL2産 生を抑制している

ことを示し,本 実験系によっても従来通 りの知見が確

認できた6).FK506で も同様にIL2添 加による反応

の回復が認められ,FK506もIL2産 生を抑制する

ことが確かめられたが,反 応の回復は完全でなく,作

用形式がCsAと 同一でないことが示唆された.い ず

れにせよ,IL2産 生抑制作用を有することから,FK

506は 臨床的には急性拒絶反応に対す る予防効果が期

待でき,CsAと 同様な使用法が可能と考えられた.

HTL805のrlL2単 独およびアロ抗原,rIL2同

時刺激による反応の抑制形式から,CsAはCTLの

IL2反 応性を抑制するとともに,IL2受 容体の発現

も抑制すると考えられた.し かし,FK506に 対する

HTL805の 感受性はCsAと 最 も異る点で,FK506

低濃度でも強い抑制効果を示 した.FK506はCTL

の誘 導を抑制するが,CTLの 標的細胞に対する細胞

障害能は抑制 しないと報告されている7-9)わ れわれ

のHTL805に 対するFK506の 反応抑制形式 も考慮

すると,FK506はCTLの クローソ増殖あるいは

CTLの 機能分化を抑制する可能性が示唆され,CsA

と異な り,す でに発症 しつつある急性拒絶反応にも有

効であると思われる.こ の点は,動 物実験や臨床成績

により示されている事実を支持する結果 と考 え られ

る4・9,10)。

FK506はCsAと 同様T細 胞活性化過程の早期段

階を抑制すると考えられているが,今 回の検討でも示

された ように,一 部の作用形式にCsAと 差異が認め

られる。最近,CsAに 対するcyclophilinと 同様,

FK506もFK506結 合蛋白(FKBP)と 結合す るこ

と,さ らに この蛋白はpeptidyl-prolylisomerase

(PPIase)活 性 を持っていることが示されたu).し か

し一方で,FK506はCsAと 異 な りPPIase活 性や

ミトコンドリアからのCa十 遊離に影響をおよぼさな

いことなど,作 用の異なる点が報告され12),今 後 の解

明が必要 とされる.

今回の検討では述べなかったが,や は り最近 日本で

開発されたdeoxyspergualin(DSG)も 急性拒絶反

応の治療薬 として注 目され ている.DSGのMLC

に対する抑制率は,CsAと 異 なり,DSGを 培 養開

始時に加えても遅れて加えても同様の抑制効果がみら

れた.さ らに,HTL403に 対 して抑制効果がみられ

ず,IL1産 生やHLA-DR抗 原,IL2受 容体の発現

も抑制 しなかったこと,2次MLCを 抑 制 しなかっ

たことなどから,DSGは 分化 しつつあるCTLを 抑

制 している可能性が考えられている13).こ れ は,拒 絶

反応治療薬としてDSGの 効 果発 現が緩徐であ ると

い う臨床経験に一致する結果 と考えられた.

結 語

ヒトクR一 ソ化T細 胞を用いて各種免疫抑制剤の作

用形式を検討することで,免 疫抑制剤の臨床使用に関

して有用な知見を得ることができた.新 しい免疫抑制

剤の開発は,臓 器移植成績の向上に必要なことである

が,移 植に携わる者にとって,そ れらの作用形式を知

った上で臨床使用経験を積み重ね,適 切な薬剤投与法

すなわち最適な免疫抑制法を開発す ることが重要であ

ると考える.
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