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ラ ッ ト 異系小腸移植 モ デ ル を 用 い て チ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ 阻 害 剤 (ty r o si n e k i n a s e in hib ito r) で あ る ゲ ニ ス テ ィ ン

(g e n is t ei n) の 拒絶反応抑制効果を検討 した . 雄性 B N ラ ッ トか ら雄性 L E W ラ ッ ト に小腸を移植 し, ダ ニ ス テイ ン を 移植後7

日間連 日投与す る群と , 投与 しな い 無治療群の 2 群 に 分けて以下の 検討を行 っ た . 無治療群の 移植小腸片( グ ラ フ り ､腸) の 平

均生者 日数 が 5 .7 ±0 .2 ( 豆 ±S D) 日 で あ っ た の に 対 し , ダ ニ ス テ イ ン 投与群 の グ ラ フ ト小 腸の 平均生者 日数 は 14 .7 土0 .3

( 支 ±S D) 日 と有意 に 長か っ た . さ らに 移植7 日後 の グラ フ り ＼腸 の イ ン タ ー ロ イ キ ン 2 (i n t e rl e u ki n - 2 , I L の2) お よび イ ン タ ー

ロ イ キ ン 2 レセ プ タ
ー ベ ー

タ
ー

鎖 (i n t e rl e u k i n - 2 r e c e p t o r β c h ai n , Ⅰし2 R β 鎖) の m R N A 発現 量を 逆転写 P C R ( r e v e r s e

tr a n s c ri p ti o n , R T
蠣 P C R) サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー シ ョ ン 法を 用い て 比較 した と こ ろ
,
ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群ほ無治療群

に 比 べ て 明らか に 低か っ た . 次 に 細胞性免疫能を評価す べく移植後 7 日 目の ラ ッ ト の 脾細胞を用 い て リ ン パ 球混合培養 お よび

細胞障害性試験( ク ロ ム 遊離試験,
51
C r r el e a s e a s s a y) を施行 した と こ ろ , ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群は無治療群 に 比 べ て細胞障害活

性が有意 に低か ぅ た . また リ ン パ 球混合培養上帝中の IL-2 蛋白産生量を E LI S A 法を 用い て 比較 した と こ ろ , ゲ ニ ス ティ ン 投

与群 は無治療群 に 比 べ て そ の 産生量 が有意に 低か っ た . さ らに リ ン パ 球混合培養細胞の IL - 2 およ び I L - 2 R β 鎖の m R N A 発

現量を R T - P C R サ ザ ン プ ロ ッ ト法 を用 い て 比較 した と こ ろ , ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群ほ無治療群に 比 べ て 明 らか に 低 か っ た . 以上

よ り
,
ゲ ニ ス テ ィ ソ ほ小腸移植後 の ラ ッ トの 細胞性免疫能を抑制す る と ともに急性拒絶反応 の 発現を有意に 遅延 させ る こ とが

明 らか と な り ,
チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 阻害剤 の 免疫抑制剤 へ の 応用の 可能性 が示 され た .

K e y w o r d s s m all b o w el t r a n s p l a n t atio n , r ej e ctio n , t y r O S in e kin a s e i n hibit o r , g e ni s t ei n ,

i m m u n o s u p p r e s si o n

臓器 移 植 に お け る 拒絶反応 の 制御 ほ サ イ ク ロ ス ボ リ ン A

(C y cI o s p o ri n A , C s A)
1)2)
や F K 5 0 6

3)4 )
の 登場に よ り飛躍的に 進歩

したが
, 依然 と して 術後 の 最も深刻な問題である . 特 に 小腸移

植 で ほ , 肝移植や 心 臓移植, 腎移植な どに 比 べ て拒絶が起 こ り

やすく ,
よ り強 い 免疫抑制が必要であ る

5)
. 既存 の 免疫抑制剤

は腎毒性 な ど の 重篤な 副作用 を有す る こ と か ら, 強 い 免疫抑制

を期待 した こ れ らの 薬剤の 増量 に ほ お の ずか ら限界がある . 現

在で は
一

つ の 薬剤の 投与量を減 ら し副作用を軽減させ る 目的で

多剤を併用す る こ とが 一 般的と され て い るが ,
こ う した 中 で も

有効な拒絶抑制効果が得 られ ず, 結局 は薬剤の 増量を余儀なく

され ると と もに , 重篤な 肝 , 腎磯能障害か ら命を 落と して しま

う場合が少なか らずある
5)

. こ の た め既存 の 免疫抑制剤の 効果

を補え る よ うな新 しい 免疫抑制法 の 開発 が必要である .

一

方 , チ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ の 活性 を選択的 に 抑制する チ P シ ソ

キナ ー ゼ 阻害剤 で , 癌 の 増殖を制御 できる
即) こ とが 報告 され て

い るが , さ らに 抗原刺激 に よる T 細胞 の 活性化 に よ りT 細胞内

の チ ロ シ ソ リ ン 酸化 レ ベ ル が急速に 上 昇するが ,
こ れ もま た チ

ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ 阻害剤で 抑制 さ れ る こ と が 明 ら か に さ れて い

る
8)

.
ゲ ニ ス テ ィ ン 〔5 , 7 -dih yd r o x y-3-(4Th y d r o x y p h e n yl)

-4 H-

1-b e n z o p y r a n
.4- O n e ; 4

'

,
5
,
7-trih yd r o x yis ofl a v o n e〕 ほ緑膿菌に よ

り生産されるイ ソ フ ラ ボ ン に 属す る物質で ,
A T P に 対 し て 抵

抗的 に 働き チ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ を特異的に 阻害す る

g)
. 培 養細胞

を 用 い た 実験 に お い て T 細 胞 レ セ ブ タ
.

( T c e11 r e c e p to r ,

T C R) を 刺激す ると チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ p 5 6
- c k
の 活性化 と C D 3 ,

T C R ∈鎖 の チ ロ シ ソ リ ン 酸化が み られ るが , ゲ ニ ス テ ィ ソ で 処

理 す る こ と に よ り こ れら の リ ン 酸化が抑制 され る と ともに イ ン

タ ー ロ イ キ ン 2 (i n t e rl e u k in 2 , I L -2) や Ⅰし2 R の 発現 が低下す

る こ とが 報告 され て い る
18 ト 12 )

. した が っ て チ ロ シ ソ キナ
ー ゼ 阻

害剤も免疫抑制剤 と して の 効果が十分に 期待 でき るもの と考え

られ るが , 動物 を用い た実験系で ほ未だ そ の 効果 に 対する検討

が な されて い な い . そ こ で今回 こ の テ ロ シ ソ キナ ー ゼ 阻害剤の

一

つ で あるゲ ニ ス ティ ン の 免疫抑制効果を ラ ッ トの 異系小腸移

平成 7 年11 月 1 日受付
,
平成 7 年1 1月28 日受理

A b b r e via ti o n s : C o n A
, C O n C a n a V ali n A ; D M S O , di m e t h yl s ulf o xid e ; D T T , dit hi o t h r eit ol ; E/ T , eff e c t o r t o

t a r g et c ell r atio ; F C S , f e t al c alf s e r u m ; G 3 P D H , gly c e r ald eh y d e
- 3 - p h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e ; IL , i n t e rl e u k in ;

2 - M E , 2
-

m e r C a p t O e t h a n ol ; M H C , m aj o r hist o c o m p a tibilit y c o m pl e x ; R T , r e V er S e t r a n S C rip ti o n ; T C R , T c ell

r e c e p t o r



7 2 0 局

植モ デ ル を 用い て検討 した .

材料 お よび方法

Ⅰ . 実験 モ デ ル の作成

体重 200 ～ 2 5 0 g の 雄性 B N ラ ッ ト( R T l
n

) ある い は 同条件 の

雄性 L E W ラ ッ ト( R T l
l

) を ドナ ー (d o n o r) と し , 同条件 の 雄性

L E W ラ ッ トを レ シ ピ エ ン ト(r e cipi e n t) と して 用い た .
ラ ッ ト

は 手術24時 間前 よ り絶食と し 5 % ブ ドウ糖水の み を 投与 した .

麻酔は硫酸 ア ヤ ロ ビ ン を 筋注(40 鵬/ E g) した後 に ,
ベ ン トパ ル

ビタ ー ル ( p e n t o b a rb it al) の 腹腔 内投与 (40 m g/ K g) に て 行 っ

た . ま た移植手術ほ手術用顕微鏡下 に て 行 っ た .

1 . ドナ
ー 手術

空腸起始部よ り 5 c m 肛門側 の 部位か ら回 腸末端 よ り 5 c m 口

側 の 部位 まで の 小腸 を移植片 と して摘出 した . 移植片 の 動脈茎

ほ大動脈を付け た上 腸間膜動脈 と し
, 静脈茎は 門脈 と して肝門

部 で切離 した . また 移植片は摘出直前 に 10 m l の 4 ℃ ヘ パ リ ン

加生理食塩水 に て潅流 した . 摘 出 した 移植片は レ シ ピ エ ン ト に

供与す るま で 4 ℃ 生理食塩水内に て 保存 した .

2 . レ シ ピ エ ン ト手術

Z h o n g ら
1 3) の 方法に 準 じた 異所性小腸移植 を施行 した . 移植

片 の 動脈茎 である大動脈 を レ シ ピ ェ ソ ト の 腎動脈分岐部下方 の

腹部大動脈 に端側吻合 し∴移植片 の 静脈茎 で ある門脈を レ シ ピ

エ ソ ト の 腎静脈下方 の 下大静脈に端側吻合 した . 移植腸管 の 口

側お よ び肛門側断端 は , そ れぞれ レ シ ピ ェ ソ ト の 右側腹壁に縫

合 し腸療 と した . また レ シ ピ エ ン トに ほ手術当日か ら術後 5 日

目'ま で セ フ ォ キ シ チ ソ ( c ef o xiti n) 40 m g/ K g/ 日を 6 日間筋注 し

た .

Ⅰ . 実 験 群

実験群を以下 の 3 群に 分けた .

1 ･ ゲ ニ ス テ ィ ン 投与群 (g e n is t ei n g r o u p) ( n = 1 3)

ドナ
ー

が B N で レ シ ピ ェ ソ ト が L E W の 異 系 小腸移植

( a1l o g e n ei c s m all b o w el tr a n s pl a n ta ti o n) を施行 した .
レ シ ピ ェ

ソ ト に は 移植 手術 6 時 間前 に ダ ニ ス テ イ ン ( R e s e a r c h

B i o c h e mi c als I n c o r p o r a t e d , N a ti c k , M A
,
U S A ) 2 0 m g/ K g を ジ

メ チ ル ス ル ホ キ シ ド(di m e th yl s u lf o xid e , D M S O) に ゲ ニ ス テ ィ

ソ 5 m g/ D M S O O .2 m l の 濃度 で 溶解 して 腹腔内投与 した . さ ら

に 術後第 1 病日 か ら第 7 病日 ま で の 7 日間 の 間 ,
ゲ ニ ス テ ィ ン

20 m g/ K g を連 日腹脛内投与 した .

2 . 無治療群 ( n o n - tr e a t m e n t g r O u p) ( n = 8)

ドナ ー が B N で レ シ ピ エ ン トが L E W の 異 系小腹移植 を施

行 ･ レ シ ピ ェ ソ トに は移植手術 6 時間前に b M S O l m l/ K g を腹

腔内投与 した . さ らに 術後第 1 病 日か ら第 7 病日 ま で の 7 日 間

の 間, D M S O l m l/ K g を 連 日腹腔内投与 した .

3 .
コ ン ト ロ ー ル 群 (c o n tr ol g r o u p) ( n = 8)

ド ナ
ー

と レ シ ピ ェ ソ ト が と も に L E W の 同系 小腸移植

(s y n g e n ei c s m a ll b o w el t r a n s pl a n t a ti o n) を 施行 .
レ シ ピ ェ ソ ト

に は移植手術 6 時間前 に D M S O l m l/ K g を腹腔内投与 した . さ

ら に 術後第 1 病 日か ら第 7 病 日 ま で の 7 日 間 の 間 ,
D M S O

l m l/ E g を 連日腹腔内投与 した .

Ⅲ . 拒雑の判定

術後1 日 1 回 の 頻度で ラ ッ トを 連日 観察 し, 腹部に 硬結を触

知 した 時点 を拒絶確認 日と した . 無治療群 の ラ ッ トは 全例術後

7 日 冒に べ ソ トパ ル ビタ ー ル の 腹腔内投与 に よ る麻酔後の 脱血

に よ り犠牲死 させ た . また ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群の ラ ッ トは 無治

療群 と の 比較の た め 術後 7 日 目 に 3 匹を犠牲死 させ
▲ 他 の10 匹

ほ拒 絶確認後直ち に 犠牲死 させ た . 観織学的拒絶 の 確認ほ ラ ッ

トを犠牲死 させ た 後 に 移植小腸片を摘出 し, H E 染色 に て 光顕

下に判定 した ･ 魁織学的拒絶の 程度は以下 の よ うに 分摂 した14)
.

グ レ ー

ド0 ほ 正 常小腸で拒絶の 兆候を認め な い も の . グ レ ー

ド

1 は 小腸絨毛の 軽度の 破壊 と上 皮細胞 の 内膜 へ の 脱落を 認め る

と とも に , 険悪の 増 成や そ の 基底部に ア ポ ト ー

シ ス 細胞の 出現

を認 め るもの ･ グ レ ー

ド 2 ほ 部分的に 絨毛 の 破壊消失を認め る

と とも に
, 粘膜 固有層 へ の 炎症性細胞 の 浸潤 を認め るもの . グ

レ
ー

ド3 ( s e v e r e r ej e c ti o n) は 小腸粘膜 が壊死 に 陥 い る と ともに

潰瘍 を形成 し
,
ま た 血 管に 血 栓の 形成 を認 め , 化膿性腹膜炎に

陥 っ て い るもの と した .

Ⅳ . リ ンパ球 混合培養試験

1 . 反応細胞 ( r e s p o n d e r c ell) の 調整

術後 7 日 目 の 各群 の レ シ ピ ェ ソ ト を犠牲死 させ た 後 に 速やか

に 肺臓を摘出 し, ペ ニ シ リ ソ 20 0 U/ 血 と ゲ ソ タ シ ソ 10 〟g/ m l

を 添 加 し た 4 ℃ R P M I -1 6 4 0 液 ( G ib c o , G r a n I sl a n d
,
N Y

,

U S A ) 中で ピ ン セ ッ ト に て細 かく ほく
小

した後, 孔 径 6 .5 m m の

金属 ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ (飯 田製作軌 大阪) で 濾過 した . 濾過

した 細胞浮遊液 を , 0 .8 3 % 塩化ア ン モ ニ ウ ム 水溶液 と 0 .1 7 M ト

リ ス 緩衝液 (p H 7 ･6 5) を 9 対 1 で 混 合 し た 4 ℃ 低 張緩衝液

(h y p o t o n ic b u ff e r) で 2 回 洗浄 し赤 血球 を除去 した 後 ,
1 0 % 非

動化 した 牛胎児血清 (h e at -i n a c ti v a t e d f e t al c alf s e r u m
,
F C S )

( G ib c o) お よび 5 ×1 0- 5M 2- メ ル カ プ ト ニ ク ノ
ー ル (2- m e r C a p -

t o e th a n ol
,
2 - M E ) (和 光, 大阪) 添加 R P M I -1 64 0 液 に 細胞 を浮遊

させ
,
こ れを 反応細胞 と して 使用 した . 細 胞浮遊液 は 200 ×g

で 5 分間遠心後, 沈鐘 を 回収 し
,
1 0 % F C S

,
5 ×1 0

- 5
M 2- M E 加

R P M I-1 6 4 0 液 で リ ン パ 球の 最終濃度が 3 ×1 0
6

個/ m l と な るよ

う に調整 した .

2 . 刺激細胞 (s ti m u l a t o r c ell) の 謂

無処置堆性 B N ラ ッ ト(2 0 0 ～ 2 4 0 g) を犠牲死 させ た 後 に 脾臓

を摘出し , 反応細胞と同様 に 金属 メ ッ シ ュ で 濾過 した 後 , 低張

緩衝液で洗浄 し赤血球を除去 し , 1 0 % F C S , 5 ×1 0
- 5
M 2- M E 加

R P M I-1 6 4 0 液 に 細 胞 を 浮遊 さ せ
,
リ ン パ 球 の 最 終濃度 が

2 ×1 0
6

個/ m l と な る よう に 細胞浮遊液を調整 した . こ の 細胞浮

遊液 に 200 0 r a d の 照射を 行 い 刺激細胸と して 使 用 した .

3 . 反応細胞 と刺激細胞の 混合培養

反応細胞 (3 ×1 0
6

個/ m l) 1 0 m l と 刺 激 細胞 (2 ×10
8

個/ m l)

1 0 m l を組織培養 フ ラ ス コ (F al c o n , B e ct o n Di c k i n s o n , L i n c oln

P arrk , N J , U S A ) 内 で48 時間混合培養(37 ℃▲ 5 % C O 2) した培養

細胞と培地を それぞれ R N A 抽 出と E LI S A に 使用 し, 5 日間

培養 した 培養細胞 を ク ロ ム 遊 離試験 の 作動細胞 ( eff e c t o r c ell)

と して 使用 した .

4 . 標 的細胞 (t a r g e t c e u) の 調整

標的細胞 と して コ ン カ ナ バ リ ン A ( c o n c a n a v ali n A , C o n A )

(和光) で 幼君化 した リ ン パ 球 (bl a st) を使用 した , 無 処置雄性

B N ラ ッ ト(2 0 0 ～ 2 4 0 g) を犠牲死 させ た後 に 脾臓を摘出 し , 刺

激細胞 と 同様 の 方法 で細胞浮遊液 を 調整 し た . 但 し , 1 0 %

F C S , 5 ×1 0~
5

M 2 - M E
,
1 0 J 唱/ m l C o n A 加 R P M ト1 6 4 0 液 に て 最

終濃度が 2 ×10 憫/ 血 とな る よう に 細胞浮遊液 を調整 した . こ

の 細 胞浮遊液を フ ラ ス コ 内で 3 日 間培養(37 ℃ , 5 % C O 2) した も

の を標的細胞 と して 使用 した .

Ⅴ . 細胞障害性試験 ( ク ロ ム遊離試廟 ,

51
c r r el e a s e a s s a y)

1 . 標的細胞 (t a r g e t c ell) の 準備



ラ ッ ト 小腸移植に お ける ゲ ニ ス テ ィ ン の 拒絶抑制効果

C o n A 存在下で 3 日間培養 した標的細胞 を 200 ×g で 5 分間

遠 心 後 , 沈 壇 を 回 収 し ,
1 0 % F C S 加 R P M I -1 6 4 0 液 に て

5 ×1 0
6

個/ 0 .2 m l とな る よ うに細胞浮遊液を作成 した .
こ の 細胞

浮遊液 0 .2 m l に 5 0 FLCi の N a 2
5 1
c r O . (5 0 pl) (第 一 生化学工 業 , 東

京) を 添加 し, 3 7 ℃ , 5 % C O 2 下 で ときお り振濠 させ つ つ 45 分間イ

ン キ エ
ペ -

シ ョ ン した . イ ン キ エ
ペ ー シ

ョ
ソ 後 t
l O % F C S 加

R P M ト1 6 4 0 液 で 2 回 洗 浄 し , ク ロ ム 標識標的細胞 の 濃度 が

2 ×10
5

個/ m l と な る よ うに細胞浮遊液 を作成 した .

2 . 作動細胞 ( eff e c t o r c ell) の 調整

5 日 間混合培養 した反応細胞を 200 × g で 5 分間遠 心後 l 沈

瞳を 回収 し, 1 0 % F C S 加 R P M I-1 6 4 0 液 に て 1 ×10
7

個/ r n l と

な る よ う に細胞浮遊液を作成 し, こ れ を 作動細胞液 と した .

3 . 標的細胞と作動細胞の 混合培養

96 穴 U 底 プ レ ー ト (N u n c , R o s k ild e , D e n m a r k) の 2 つ の ウ ニ

ル ( w ell) に作動細胞 (1 ×1 0
T

個/ 血) を 200 〃1 ず つ 入 れ ,
1 0 %

F C S 加 R P M I -1 6 4 0 液を 用い て倍 々 希釈系列を 2 ウ ニ ル ず つ 作

成 し, 各 ウ ニ ル 内の 液量 を 10 恥1 に調整 した . 各ウ ニ ル に 標的

細胞 (2 ×10
5

個/ m l) を 1 0 恥1 ずつ 添加 し全量を 200 〃1 と した .

上 記希釈 に よ り標的細胞 に対す る作動細胞 の 比 ( eff e c t o r t o

t a r g e t c ell r a ti o , E / T c ell r a ti o) ほ 50 , 2 5 , 2 5/ 2 , 2 5/ 4 , 2 5/ 8 ,

2 5/1 6 の 6 段階の 2 倍 希釈系列 とな る . 自然遊離( s p o n t a n e o u s

r el e a s e) に ほ作動細胞の 代わ りに 1 0 % F C S 加 R P M I -1 6 4 0 液を

10 恥1 ず つ 入 れ , さらに標的細胞 (2 ×1 0
5

個/ m l) を 10 恥l ずつ

添加 した も の を 3 ウ ニ ル 作成 した . ま た 最大遊離 ( m a xi m u m

r eI e a s e) に は 作 動細胞 の 代 わ り に 1 % 非 イ オ ン 性 洗浄剤

( n o n i o n i c d e t e r g e n t , I G E P A L C A 6 3 0) (S I G M A , S t . L uis ,

M O
,
U S A ) 水 溶 液 を 100 /上1 ず つ 入 れ ,

さ ら に 標 的 細胞

(2 ×1 0
5

個/ m l) を 10 恥1 ず つ 添加 した もの を 3 ウ ニ ル 作成 した .

こ の プ レ ー ト を 37 ℃ , 5 % C 0 2 下 で 4 時間イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し

た後 1
1 0 0 0 × g で 5 分間遠心 し , 各 ウ ニ ル か ら上 清を 10 恥l ず

つ 採取 し,
51
C r 放出量を オ ー ト ウ ニ ル ガ ン マ ー シ ン チ レ ー

シ ョ

ン カ ウ ン タ
ー

A R C 5 0 1 ( ア ロ カ , 東京) に て 測定 した . 下記の 計

算式 に 基づ き特異的
51

c r 放出量( % s p e cifi c
51

C r r el e a s e) を 算出

し
,
こ れ を 細胞障害活性 と した .

細胞障害活性( % )

5)
C r 実測値( c p m ) -

51
C r 自然遊離量( c p m )

51
C r 最大遊離量( c p m ) -

5 1
C r 自然遊離量( c p m )

× 1 00

上 記計算式の 最大遊離量と自然遊離量は 3 ウ ェ ル の 平均値を

使用 し, 実測値に は 各希釈同倍率 2 ウ ニ ル の 平 均値 を使用 し

た .

また 上 記 リ ン パ 球 混合培養 ･ 細胞障害性試験 に は各実験群の

レ シ ピ エ ン ト ラ ッ トを 3 匹ず つ 使用 した . す なわ ち , 各群に つ

い て 3 回 ず つ 施行 し, 統 計学的有意差検定に は こ の 平均値 を用

い て行 っ た .

Ⅵ . E L I S A

リ ン パ 三阻混合培養4 8 時 間 後 の 培 養液 中 の Ⅰし2 濃 度 を

E LI S A キ ッ ト を用 い て 測定 した . リ ン パ 球混合培養48 時間後

の 培養液を 200 × g で 5 分間遠心 後 ,
上 清を 採取 し, こ の 上 清

中の l し2 蛋 白量を Ⅰし2 E L IS A キ ッ ト (E n d o g e n , C a m b rid -

g e , M A , U S A ) を 用 い て サ ン ドイ ッ チ 法 に て 測定 し た . 抗

Ⅰし2 抗体 (固相化 一 時抗体) で コ ー

テ ィ ン グ され た96 穴 プ レ ー

トに 検体 (培養上清液) を 50 /上1 ず つ 加 えた . また コ ン ト ロ
ー ル

と して 10 % F C S
,
5 ×1 0

~ 5
M 2 - M E 加 R P M I -1 64 0 液 を 使用 し

721

た . さ ら に 検量線 を作成す るた 捌 こ
,
3 種 類 の 濃度 (17 0 p g/

m l
,
3 4 p g/ m l , O p g/ m l) のI L- 2 標 準溶液を作成 し, 検体 と同様に

5 恥1 ず つ 各ウ ニ ル に 加え た . こ の プ レ ー ト を 37 ℃ で 2 時間イ

ン キ エ
ペ ー シ ョ ソ した 後, 洗浄緩衝液で 5 回 洗浄 し, 酵素標識

2 次抗体溶液を各 ウ ニ ル に 10 恥l ず つ 加え, 再度 37 ℃ で 1 時

間イ ン キ ュ
ベ ー

シ ョ ン した . プ レ
ー

トを洗浄緩衝液で 5 回洗浄

した後 , 発色基質を各 ウ ニ ル に 1 0 恥1 ず つ 加え , 室温 で暗室に

30 分間放置 した . 反応停止液を各 ウ ニ ル に 10 恥1 ず つ 加 え ,

4 50 n m と 5 5 0 n m の 2 波 長
.
で 吸 光度 ( O D) を 測 定 し た .

4 50 n m の 吸光度( O D .5｡) か ら 550 n m の 吸光度( O D 55｡) を引き算

した値 ( O D 15｡ -

O D 55 ｡) を実測値と して使用 した . リ ン パ 球混合

培養の 反応細胞 と して 用い た 脾細胞 は各実験群の レ シ ピ エ ン ト

3 匹ず つ か ら採取 した . すな わ ち , 各群に つ い て 3 回ず つ 施行

し
, 統計学的有意差検定には こ の 平均値を用い て行 っ た .

Ⅶ . 逆転写(r e v e r s e t r a n s c ri p ti o n , R T トP C R サザ ンプ ロ ッ

トハ イ プリダイ ゼ ー

シ ョ ン

1 . 全 R N A の 抽出

R N A の 抽出 に はイ ソ ゲ ン (I S O G E N) ( ニ ッ ポ ン ジ
ー ン

, 富

山) を用 い て 行 っ た . リ ン パ 球混合培養48 時 間後 の 培養液 を

200 ×g で 5 分間遠心 後, 細胞沈鐘を採取 し, 1 m I の イ ソ ゲ ソ に

溶解 し据拝 , 懸濁 さ せ た後 ,
1 分間室温で静置 した . ク ロ ロ ホ

ル ム ( c hl o r of o r m ) を 0 .2 m l 添加後 , 据絆, 懸濁 させ 3 分間静優

し
,
4 ℃

,
1 2 0 0 0 × g で15 分間遠心 した . 上 清を 採取 し

,
0 .5 m I の

イ ソ プ ロ ピ ー ル ア ル コ ー ル (is o p r o p a n ol) を 加え ,

-

2 0 ℃ で 1 時

間静置後 1
4 ℃ , 1 2 0 0 0 ×g で1 0 分間遠心 した . 上 帯を 除去 した

後 ,
1 m l の7 5 % エ タ ノ ー ル ( e th a n ol) を 加 え , 据絆 後 ,

4 ℃
,

7 50 0 × g で 5 分間遠心 し, 再び上 清を 除去 し10 分間減圧乾燥 し

た 後▲ 滅菌蒸留水 に 溶解 した . 各 R N A の 2 6 0 n m に お ける吸光

度( O D 260) を測定 し, 1 0 D を 40 p g/ m l と して R N A 濃度を計算

した . 移植小腸片か らの R N A の 抽出ほ , 組織 を採取後 , 直 ち

に ほ さ み で 細切 し, 1 m l の イ ソ ゲ ン (4 ℃) を入 れ た ホ モ ジ ナ イ

ザ ー 用ガ ラ ス 容器 に 移 し, ホ モ ジ ナ イ ザ ー

で 破砕 , 懸濁させ た

後, 培養細胞と同様の 操作 で 行 っ た .

2 . プ ライ マ ー (p ri m e r) お よ び プ ロ ー ブ( p r o b e) 用オ リ ゴ ヌ

ク レ オ チ ド(01i g o n u cl e o tid e) の 作成

405 塩基対の ラ ッ ト I L-2 遺伝子 c D N A
15}
を特異的 に 増幅する

P C R プ ラ イ マ ー

と して セ ン ス プ ラ イ マ ー (6 7 - 88) : 5
'

- T C-

A A C A G C G C A C C C A C T T C A A G-3
'

と ア ン チ セ ン ス プ ラ イ

マ ー

(4 4 7
- 46 9) : 5

'

- G T T G A G A T G A T G C T T T G A C A G A -3
'

, お

よ び プ ロ ー ブと して 5
'

- G G A A G A C G C T G G A A A T T T C A T C-

A G C- 3
'

(3 1 4
-

3 3 8) を ラ ッ ト Ⅰし2 遺伝子 c D N A の 塩基配列 よ

り決定 した . 5 60 塩基対の ラ ッ ト IL-2 R β鎖遺伝子 c D N A
16)

を特

異的 に 増幅す る P C R プ ラ イ マ ー

と し て セ ン ス プ ラ イ マ ー

(8 5 2 - 8 71 ) : 5
'

q A T G C C T T C T A C T G G T C C T C G -3
'

と ア ン チ セ

ン ス プ ラ イ マ ー (1 3 9 0 - 1 40 9) : 5
'

- G A G A A G A G C A G C A G G T -

C A T C -3
'

,
お よ び プ ロ ー ブ と し て 5

'
- A A T C T C C C C T C C C A-

C C T C T G C T C T T C T C- 3
'

(1 3 2 2 - 1 3 4 6) を ラ ッ ト I L-2 R β 鎖遺

伝子 cD N A の 塩基配列よ り決定 した . また98 4塩基対の ラ ッ ト

グ リ セ ル ア ル デ ヒ ドー3
-

リ ソ 酸脱水素酵素(gI y c e r ald e h yd e-

3L ph o s p h a t e
-d e h y d r o g e n a s e , G 3 P D H ) 遺伝子 cD N A

1 7)
を特異的

に 増 幅す る P C R プ ラ イ マ ー

と し て セ ン ス プ ラ イ マ ー

(3 5 - 5 7) : 5
'

- T G A A G G T C G G T G T C A A C G G A T TT
-3
'

と ア ン チ

セ ン ス プ ラ イ マ ー (9 9 5 - 1 0 1 6) : 5
'
一 A T G T A G G C C A T G A G G T -

C C A C C A -3
'

,
お よ び プ ロ ー ブ と して 5

'

- A T C C A T G A C A A C -



7 2 2 向

T T T G G C A T C G T G G - 3
'

(5 1 4 - 5 3 8) を ラ ッ ト G 3 P D H 遺伝 子

CD N A の 塩 基配列 よ り決定 した . プ ロ ー ブ D N A l O p m ol に 対 し

[T-
32
P ] A T P ( A m e r s h a m , G r e e n w hi c h

,
C T

,
U S A ) 1 0 p C i , ポ リ

ヌ ク レ オ チ ドキ ナ ー ゼ 緩衝液【50 m M T ri s- H Cl ( p H 7 .6) , 1 0 m M

塩 化 マ グ ネ シ ウ ム ( M g C l2) , 5 皿 M ジ チ オ ト レ イ ト ー ル

(d ithi o th r eit ol
,
D T T) , 1 0 m M ス ペ ル ミ ジ ン ( s p e r m id i n e - H C l) ,

1 m M E D T A】, 1 0 単位 T 4 キナ ー ゼ ( 和光) お よび滅菌蒸留水を

加え全量 6 m l と し , 3 7 ℃で45 分間イ ン キ ュ
ベ ー

シ ョ ン し 5
,

末

端を 標識 した後 ,
ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー

シ ョ ソ に 用い た .

3 . 逆転写 ( R T) 反応

各 R N A サ ン プ ル 4 p g に オ リ ゴ (d T) プ ラ イ マ ー [ oli g o

(d T ) 1 6 p ri m e r] ( P e r ki n E l m e r , B r a n c h b u r g , N e w J e r s e y ,

U S A ) 1 p g を 加え 蒸留水 で全量 33 m l と し ,
6 8 ℃ , 1 5 分 間加熱

後 , 水 中 に て 急 冷 し た . こ れ に R T 反 応 緩 衝 液 [50 m M

T ri s - H C l (p H 8 ･3), 7 5 m M 塩化 カ リウ ム ( K C l) , 3 m M 塩化 マ グ ネ

シ ウ ム (M g C l2) . 1 0 m M D T T ] , デ オキ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合

液 (d A T P , d C T P , d G T P , d T T P 各 0 .5 m M ), R N A 分解酵素阻

害 国 子 (rib o n u cl e a s e i n hib it o r , R N a si n) (P r o m e g a B i o t e c ,

M a d is o n , W I
,
U S A ) 2 単位 , 逆 転 写酵素 ( M ol o n e y m u ri n e

l e u k e m i a v ir u s r e v e r s e tr a n s c rip t a s e , M
- M L V R T) ( G ib c o)

2 0 0 単位お よ び 滅菌蒸留水 を 加え全量 50〃1 と し , 4 2 ℃ で 1 時 間

イ ン キ ュ べ - シ ョ ソ し c D N A を 合成 した . さ ら に95 ℃ に て 5

分間加熱 した 後 , 水 中に て急冷 した . 各 々 の C D N A 溶液 5 恥1

は R N A 4 FEg か ら合 成 され た もの で あるた め
,
R N A I F唱 か ら合

成 され た cD N A 量 に 相 当す る溶液量 ほ 12 .5 〟1 と な る . ま た

R N A l O
- 1

p g , 1 0.
2

FLg , 1 0.
3

FL g に相当す る c D N A 溶液量ほ そ れ ぞ

れ 1 2 ･5 ×1 0~
1

れ 12 .5 ×1 0~ 2止 1 2 .5 ×1 0-
3

J∠1 に 相当す る . こ の た

め cD N A 溶液の 4 段階10 倍希釈系列(原液 , 1 0 倍希釈液 , 1 0
2

倍

希釈液 ,
1 0
3

倍 希釈液) を 作 成 し , そ れ ぞ れ 1 2 .5〃1 ず つ を

P C R 反応に 使用 して , 目的 とす る m R N A の 定量化を 行 っ た .

ま た IL-2 m R N A お よ び IL -

2 R β 鎖 m R N A 発現量の 定量化 に

際 し
,
G 3王
)
D H ほ 内部 コ ン ト ロ ー ル と して 使用 した .

4 . P C R 反応

各 々 の c D N A 溶 液 1 2 .5 pl に P C R 反 応 緩衝 液 [1 0 m M

F ig ･ 1 ･ G r af t s u r v i v al d a y s af t e r th e o p e r a ti o n u n til th e

a p p e a r a n c e of th e r ej e c tio n ･ R ej e c ti o n w a s cl in i c ally
d e fi n e d a s th e a p p e a r a n c e of a a b d o m i n aI p al p a b l e m a s s ,
a n d al w a y s c o n fir m e d b y hi s t ol o gi c al e x a mi n a ti o n . T h e

S Olid p oly g r o n al l in e s h o w s th e g r af t s u r v i v al d a y s o f

g e n is t ei n g r o u p ( n = = 1 0) a n d th e b r o k e n p oly g r o n al li n e

S h o w s th e g r a ft s u r vi v a l d a y s of n o nd tr e a t m e n t g r O u p
( n = 8) .

*
P < 0 .0 0 1 b y g e n e r aliz e d W il c o x o n .

T ri s - H C l (p H 8 ･3) , 5 0 m M 塩化 カ リ ウ ム
,
1 .5 m M 塩化 マ グ ネ シ

ウ ム
ー
0 ･0 1 % ゼ ラ チ ン (S I G M A) , デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混

合液 (d A T P , d C T P . d G T P , d T T P 各 25 0 FLM )] , セ ン ス およ び

ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ
ー 各 50 p m ol , T a q D N A ポ リ メ ラ ー ゼ

(P e rk i n E l m e r) 1 単位 お よ び滅菌蒸留水を加え全量 20 FL = こ調整

した ･ こ れ に 20 iLl の ミ ネ ラ ル オ イ ル (SI G M A ) を 重層 さ せ
,

サ ー マ ル サ イ ク ラ
ー

( P C 7 0 0) ( ア ス テ ッ ク
, 福 岡) で P C R 反応

を行 っ た ･ 熱変 成を 94 ℃
,
1 釧 乳 ア ニ ー リ ン グを 58 ℃

1
1 分

30 秒F凱 D N A の 伸長 を 72 ℃ , 2 分間と し, これ を 1 サ イ ク ル と

して23 サ イ ク ル 施行 した 後, 熱変成 を 94 ℃ , 1 分間, ア ニ ー リ

ン グ を 58 ℃
,
2 分間 ,

D N A の 伸長を 72 ℃ , 5 分間 で さ ら に 2 サ

イ ク ル 行 っ た .

5 . 増幅 D N A 断片の 検出

P C R 反応後 の D N A 溶液に 滅菌蒸留水 80 pl と ク ロ ロ ホ ル ム

15 恥1 を加 えて 振塗 した 後 ,
上層 の P C R 反応溶液を採取 した .

こ の 溶液に 1 毎1 の 3 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム( p H 5 .2) と99 % エ タ ノ ー

ル を 30恥1 添 加 し ,

- 8 0 ℃ で 3 0 分 間 放置 し た 後 ,
4 ℃ ,

1 5 0 0 0 × g で20 分間遠心 し, D N A を沈殿 させ た . こ の D N A を

80 % エ タ ノ ー ル で 洗 浄後 , 減圧乾燥 し∴試料溶解液 [0 .0 6 % ブ

ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー

(b r o m o p h e n ol bl u e) , 0 .0 6 % キ シ レ ン シ

ア ノ ー ル ( Ⅹyl e n e c y a n ol) , 6 ･7 % グ リ セ ロ ー ル (gl y c e r ol) を 含む

ト リ ス ー E D T A ( T E) 緩 衝 液 (1 0 m M T ri s- H C l , 1 m M E D T A ,

p H 8 ･0)] 9 〃1 に 溶解 した . 各試料は 0 .5 鵬/ 血 の 臭化 エ チ ジ ウ ム

( e th idi u m b r o m id e) を 含む泳動緩衝液 (40 m M T ri s , 2 0 m M 酢

酸 ナ ト リ ウ ム
,
1 m M E D T A

, P H 8 .0 ; T A E) 中 で , 定 電 圧

1 00 V に て , 1 . 5 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル ( a g a r o s e g el) を用 い て 電気泳

動を行 っ た . 泳動後 の ゲ ル ほ 紫外線照射下に写真撮影 を行 っ た

後, サ ザ ン 法
1 8)
に 準 じて D N A の 転写を 行 っ た . すな わ ち , 泳

動終了後 の ゲ ル を ア ル カ リ変成液 (0 .5 M 水酸化 ナ ト リ ウ ム ,

1 ･5 M 塩化 ナ ト リ ウ ム) 中で30 分間振返 し D N A を 変 成 さ せ た

後 , 中和液 (3 M 塩化 ナ ト リ ウ ム ,
0 .5 M T ri s- H C l , p H 7 .2) 中で

の15 分間 の 振返を 2 回 線 り返 した . D N A は 20 ×S C C を用 い て

ゲ ル か ら ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ
ー ( H yb o n d- N + n yl o n

m e m b r a n e
,
A m e r s h a m ) に 転写 した . 転写後 の フ ィ ル タ ー

に1 0

分 間紫外線を照射 して D N A の フ ィ ル タ ー へ の 固定を 強固なも

の と した . フ ィ ル タ
ー

を ラ ビ ッ ド ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン バ ッ

フ ァ
ー

( R a pid h y b ridi z a tio n b uff e r , A m e r s h a m ) を 満た した ハ

イ プ リバ ッ ク ( コ ス モ バ イ オ , 東京) 内に 入 れ
,
4 2 ℃の 恒温水槽

内で ほ分間プ レ ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た . そ の 後 ,

32
P で標識 した ブ ロ ー べ を 最終濃度 が 1 p m ol/ 血 と な る よ う に

ハ イ プリ バ ッ ク 内 へ 投 与 し
,
42 ℃ の 恒温水槽内で 2 時間ノ＼ イ ブ

リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を行 っ た .

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 後の フ ィ

ル タ ー を42 ℃ の 2 × S S C
,
0 .1 % S D S 溶液 で15 分間 2 回 洗浄 した

後 ,
バ イ オ イ メ ー ジ ア ナ ライ ザ ー (富士 フ ィ ル ム

, 東京) を 用い

て
,
P C R 増幅 D N A 断片 に 相補的 に 結合 した プ ロ ー ベ の 放射括

T a bl e l . G r af t s u r v i v al d a y s

N o . o f

r a ts u s e d

G r a f t s u r vi v al d a y s

R a n g e 文 士S D

N o n - tr e a t r n e n t 8 5 ～ 7

G e ni st ei n l O 1 3 ～ 1 7 1…:;≡呂:…] *
C o n tr o1 5 > 2 1 . > 21

*
P < 0 .0 01 b y g e n e r a ri z e d W il c o x s o n
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F ig . 2 . H is t o p a th ol o g y of th e allo g r af t s o n p o st o p e r a ti v e d a y

7 th . A . A ll o g r a.f
t vi e w of th e n o n-tr e a t m e n t gr O u p .

S m all b o w e = s s h o wi n g n e c r o si s a n d s e v e r e di s t o rti o n of

th e m u c o s a
,
a n d m o n o n u cl e a r c e u s i nfiltr a t e wi thi n th e

l a mi n a p r o p ri a (r ej e c ti o n al g r a d e 3) . B . A ll o g r af t vi e w of

th e g e ni s t ei n g r o u p . S m a u b o w el is n o r m al wi th m ild

m o n o n u cl e a r c ell s i n filtr a ti n g t o th e m u c o s a (r ej e c ti o n al

g r a d e O) . (H E s t ai n . ×2 5 0)

性 を測定 した .

Ⅶ . 統計学的検討

各数値ほ 支 ±S D を も っ て表わ し, 移植小腸片 の 拒絶ま での

生者 日 数 の 比較検定 に は 一 般化 ウ ィ ル コ ク ソ ソ ( g e n e r ali z e d

W il c o x o n) 検定を 用い , 術後 7 日 目 の 拒絶の 程度や E LI S A の

測定結果お よ び特異的
51
C r 放出量 の 比較検定 に ほ マ ン フ ォ イ ッ

ト ニ ー ( M a n n - W hit n e y) 検定を 用い て行 い , 危険率5 % 未満を

有意な相関あり と した .

成 績

1 t 移櫨片生者期間

無治療群( n = 8) は全例 , 移植手術後 7 日 目ま で に 拒絶 が確認

され , そ の 平均生者期間は 5 .7 士0 .2 日 で あ っ た .

一 方 , ゲ ニ ス

テ ィ ソ 投与群ほ リ ン パ 球混合培養を行うた め に術後 7 日 目に 犠

牲死 させ た 3 例を除く1 0例 に お い て
t
全例術後12 日目 ま で 拒絶

ほ確認 されず , う ち 5 例ほ 術後14 日 目 ま で 拒絶 が確認 さ れ な

か っ た . そ の 平均生着期間ほ 14 .7 土0 .3 日で あり , 無治療群に

比べ て 有意に (p < 0 .00 1) 長か っ た (表 1 , 図1 ) . 同系移植を

行 っ た コ ン ト ロ ー ル 群 ほ 全例( n = 5) t 移植後3 週間以上 の 観察

を行 うも拒絶 は認められ な か っ た . 移植後 7 日 目 の 覿織学的拒

絶の 程度 は , 無治療群で ほ 全例 (n = 8) , グ レ ー ド3 (s e v e r e

r ej e c tio n) の 高度の 拒絶が 認め られ た(図 2A) の に 対 し, ゲ ニ ス

テ ィ ソ 投与群は 3 例中2 例が グ レ ー

ド0 ( 国 2B) で 拒絶の 兆候

を認 めず , 他の 1 例もグ レ ー ド1 の 軽度の 拒絶を認め るの み で

あ っ た (表 2) .

Ⅰ . リ ンパ球混合培養 , 細胞障害性試験

1 . 細胞障害活性 ( ク ロ ム 遊離試験)

細胞障害括性は特異的
51
C r 放出量( % s p e cifi c

51
C r r el e a s e) と

して 表わ した , 横軸を 対数 と した 片対数 グ ラ フ の 縦軸に こ の 特

異的
51
C r 放出量を プ ロ ッ ト し , 横軸に 標的細胞 に対する作動細

胞 の 比( eff e c t o r t o t ar g et c ell r atio , E / T c e11 r a ti o) を プ ロ ッ ト

す る と , 各実験群ともほ ぼ直線的な 正 の 相関が認 め られた (図

3) . こ の こ と よ り, 各実験群間に おけ る特異的
51
C r 放出量の 統

T a bl e 2 . R ej e c ti o n al g r a d e s of all o g r aft s at p o s t o p e r a tト

V e d a y 7 th

G r o u p
N o . of

r at s u s e d

N o . of r a ts w ith

r ej e c ti o n al g r a d e

0 1 2 3

N o n - tr e at m e n t 8 0 0 0

G e n is t ei n 3 2 1 0

* P < 0 .0 0 1 b y M a n n
- W h it n e y

T a b le 3 . C yt o t o x ic T ly m p h o c y t e s (C T L )- m e di a te d
C y t O t O Xi city a s s a y

G r o u p
r£;

▲

ご三e｡ E/ T r a ti o 慧e器…晋品
N o n -tr e a t m e n t 3

G e n is ti n 3

C o n tr o1 3

;…≡…:≡] *
50 3 7 士3

. 0

E/ T r a ti o , eff e c t o r t o t a r g e t c ell r a ti o .
*
P < 0 .00 1 b y g e n e mi iz e d W il c o x s o n
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計学的有意差検定 は
,
標的細胞に 対す る作動細胞 の 比が 50 ( E/

T r a ti o = 5 0) の 優に つ い て 行 っ た .

コ ン ト ロ
ー ル 群 の 特異的

51
c r 放出量( E/ T r a ti o = 5 0) が 37 士3 .0 % , 無治療群 の そ れ が

33 土2 .0 % で あ っ た の に 対 し, ダ ニ ス テイ ソ 投与群 の 特異的
51

C r 放出量(E/ T r a ti o = 5 0) ほ 1 5 ±2 .5 % で あり , 他の 2 群に 比

べ て 有意に低か っ た ( p < 0 .0 0 01 ) (表 3) .

2 . リ ン パ 球混合培養上清中の I L
- 2 濃度

無治療群 ( n = 3) の リ ン パ 球混合培養 上 席中 Ⅰし2 濃 度 は

1 .5 6 2 5 3 .1 2 5 6 . Z 5 1 2 .5 2 5 5 0

L o g z (E / T r a ti o )

F ig ･ 3 ･ C T し m e di a t e d c y t o to x i cit y of s pl e e n c ell s i s ol a t e d

f r o m th e r e cipi e n t h a r v e st e d at p o st o p e r a ti v e d a y 7 th .

S pI e e n c ells w e r e i s ol a t e d f r o m n o n- tr e at e d (○), g e n is t ei n
tr e a t e d (◎) o r c o n tr ol (⊂]) r a t .

5 1
C r r el e a s e f r o m C o n - A

bl a s t t a r g e t c ells f r o m B N r at w a s a s s a y e d a t E/ T c ell
r a ti o s of 50 : 1 to 2 5 : 1 6 . A u a s s a.y s w e r e r e p e a te d a t l a s t
O n C e a n d w e r e p e rf o r m e d th r e e r a t s i n e a c h g r o u p , a n d

r e s u lts a r e e x p r e s s e d a s 支 士S D .

*
P < 0 .0 0 01 b y M a n r l-

W bit n e y .

N o n -t r e a t m e n t G e ni s t ei n C o n t r oI

F ig ･ 4 ･ Q u a n tit a ti v e m e a s u r e m e n t of Iし2 p r o d u c ti o n in
m i x ed c ult u r e s ple e n c ell s is ol a t e d f r o r n th e r e c ipi e n t

h a r v e st e d at p o s to p e r a ti v e d a y 7 th u sin g th e E L I S A kit .

M i x e d ly m p h o c y te r e a c ti o n w a s p e rf o r m e d f o r 4 8 h r wi th

B N r a t s pl e e n c e11s , a n d r e s p o n d e r t o s ti m ul a t o r c ell r a ti o

W a S i n s tit u t e d a t 3 : 2 ･ M e a s u r e m e n t w e r e r e p e a t e d a t

l a s t o n c e r e s p e c ti v el y a n d w e r e p e rf o r m ed th r e e r a t s i n

e a c h g r o u p , a･ n d r e s ult s a r e e x p r e s s e d a s 支 ±S D .

*
P

､

< 0 .0 0 01 b y M a n n
- W h it n e y .

3 0 士1 ･6 p g/ m l で あ っ た .

一

方 ,
ゲ ニ ス テ ィ ン 投与群 の そ れ ほ

IO ±3 ･3 p g/ 血 で あり , ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群 の ほ う が 無治療群

に 比 べ て 有意に低 か っ た (p < 0 .0 0 0 1) (図 4) . コ ン ト ロ ー ル と し

て用 い た 1 0 % F C S
,
5 ×1 0~ 5 M 2 - M E 加 R P M ト16 4 0 液の 測定値

ほ感度以下であ り
,
ま た コ ン ト ロ ー ル 群の リ ン パ 球混合培養液

中の Ⅰし2 濃度は 3 ±5 .1 p g/ m l と きわ め て低値で あ っ た .

3 . リ ン パ 球混合培養細胞 に おけ る Ⅰし2 , I L-2 R β 鎖 お よ び

G 3 P D H m R N A の 発現

リ ン パ 球混合培養48 時間後の 培養細胞の IL -2
,
Ⅰし2 R β 鎖 お

よび G 3 P D H の m R N A の 発 現を観察す るた め に
, 各実験群の

培養細胞 よ り抽出 した R N A か ら , オ リ ゴ (d T) プ ラ イ マ ー

を 用

い た 逆転写反応に よ り作成 した c D N A の 段階希釈系列 を作成

し
,
P C R を施行 した .

ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル 電気泳動後, 各 P C R 産

物を 臭化 エ チ ジ ウ ム 染色 に よ り解析 した結果 ,
Ⅰし2 に 対す るプ

ラ イ マ
ー ペ ア

ー

で は I L - 2 m R N A 由 来 の 4 0 5 塩 基 対 の 増幅

D N A 断片が特異的に 検出され ,
I L -2 R β鎖 に 対す る プ ラ イ マ ー

ペ ア ー で は Ⅰし2 R β 鎖 m R N A 由来 の56 0 塩基 対 の 増幅 D N A

断片が特異的に検出 され
,
ま た G 3 P D H に 対す る プ ラ イ マ ー ペ

ア ー で は G 3 P D H m R N A 由来の98 4 塩基対 の 増幅 D N A 断片が

特異的に 検出 され た (図 5) . それ ぞれ の 増幅 D N A 断片の 塩基

配列 に 特異的な ブ ロ ー べ を用 い た サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プリ ダイ

M C I C .: C :】 G I G 2 G 3 R I R ? R 3

ル ー 2

イ■~~~ 4 0 5 b p

抽 斗沌 1 1 1 汀ぞ寸な一 項経典ヤ十㍉や掛叩射洩

rt･･1 C I C .? C 3 G I G 2 G J R † R 2 R こl

l L - 2 R ド C 汀緑雨

一 ト 5 6 0 b p

用 甘 Ⅷ - 1 1 即 雄㌢半時り掛り ∵∴ ↑ ぬ1 即 摘 汀廟

h･1 じ, C .
｢ じ1 G I G こr G I R I R = J R コ

G 3 P D H

一-~■■ 9 8 4 b p

1∫-
;

1 r ト
l

け-
1
- い

･ ㍉… ∵ = 仁 ㌧ (ト̀ i - ∩ ニ
ー

ーい
I 】し車1 川 N 八 川 し】､

Fi g . 5 ･ A g a r o s e g el el e c tr o p h o r e sis of e a c h R T- P C R

P r O d u c t . T o t al R N A (4 p g) f r o m th e 4 8 h r m ix e d c u lt u r e

r e s p o n d e r c ell s , is ol a t e d f r o m th e r e cipi e n t h a r v e s t e d a t

p o s to p e r a ti v e d a y 7 th , wi th sti m u l a t o r c ells of B N r a t

S pl e e n c ell s , W a S r e V e r S e tr a n S C rib e d i n c D N A a n d t h e

C D N A w a s d il u t e d r a n gi n g f r o m x l O
3
t o x l a n d a m plifi e d

b y 2 5 c y cl e s of P C R . T ot al R N A e x tr a cti o n f r o m th e

C O n tr Ol g r o u p r e s p o n d e r c ell ( C l.3) , g e n i st ei n ･ g r O u p r e S p O n d-
e r c e11 ( G l .3) o r n o n - t r e a t m e n t r e S p O n d e r c ell ( R ._3)

. (b p ,

b a s e p air ; M , D N A si z e m a rk e r)
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ゼ ー

シ ョ ン 法に よ り ∴増幅 D N A 断片の 解析 を行 っ た . そ の 結

果 ,
m R N A 由来増幅 D N A 断片は

, 各 々 が 単
一

の バ ン ドと して

検出され た (図 6) . 一 方 ,
リ ン パ 球混合培養細胞か ら抽出 され

た R N A を 用い て ∴逆転写酵素を添加せずに R T-P C R の
一

連の

操作 を行 っ た と こ ろ増幅 D N A 断片は 検出 され なか っ た . すな

わ ち本法 で 検出 され た D N A 断片は , 抽 出 した R N A 溶液中に

混入 した ゲ ノ ム D N A よ り増幅 され た もの で ほ なく ,
m R N A よ

り逆転写 に よ り合成 され た c D N A に 由来す るも の と 判断 さ れ

る . 検 出され た D N A 断片は , 相補結合 した プ ロ ー ベ の 放射活

性 を測定す る こ と で 定量化 した . 両対 数 グ ラ フ の 横軸 に 鋳型

R N A 量を プ ロ ッ ト し
, 縦軸に 測定 した 放射活性畳 を プ ロ ッ ト

する と ▲ 両者は ほ ぼ 直線関係 に な る と と もに ,
こ の 直線の 傾き

は P C R の タ ー ゲ ッ トが 同 一 の 場合 , 各実験群間で の 違 い ほ 認

め られず ほぼ
一

定 で あり , 本法の 高い 定量性 が示 され た . また

遺伝子発現 の 内部 コ ン ト ロ ー ル と した G 3P D H の 発現量に ほ各

実験群間で ほ とん ど差 ほ 認 め られ な か っ た (図 7) . 最終 的 に

ほ
t
ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群 お よ び 無治療群 の 増幅 D N A 断片畳

は
▲ それ ぞれ の 放射活性値を コ ン ト ロ ー ル 群の 放射活性値 で 補

正 した相対的な値 と して 表わ し, さ ら に デ ニ ス テ ィ ン 投与群 お

よ び 無治凍群 の II . - 2 お よび IL -2 R β 鎖 の m R N A 発現量 は ,

そ れ ぞれ の 相対的増幅 D N A 断片量を 個 々 の G 3 P D H の 相対的

増幅 D N A 断片量で補正 した 値と して表わ した .
これに 基づ い

T a bl e 4 . D e t e c ti o n of I し2 , I L -2 r e c e p t o r β c h ai n a n d
G 3 P D H m R N A e x p r e s si o n b y R T

- P C R m e th o d f r o m

mi x e d c ul t u r e ly m p h o c y t e
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Fi g . 7 . R a di o a cti vi ty of P C R p r o d u c t s f r o m th e 4 8 h r mi Ⅹe d

C ult u r e r e s p o n d e r c e11s u si n g th e in t e n sit y of th e h yb rid iz a-
ti o n sig n al s i n F i g . 6 . T h e r a di o a c ti vi ti e s of th e P C R

p r o d u c ts s h o w n i n F ig . 6 w e r e a n aly z e d u si n g a F uji x

B i oi m a g e a,n aly z e r a n d d e s c rib e d i n a r bit a r y u nit s ( A U ) p e r
m m
2
. T h e r a di o a c ti vi t y w a s pl o tt e d a g ain s t th e c o n c e n t r a

-

ti o n of t o t al R N A a s t e m pl at e . T h e s e fig u r e s s h o w th e

e x p r e s si o n l e v els of th e I L
-2 ( A ) , I L -2 r e c e p t o r β c h ai n (B )

a n d G 3 P D H (C ) g e n e s i n th e r n i x e d c u lt u r e r e s p o n d e r c ell s

O f c o n tr ol g r o u p (ロ), g e ni s t ei n g r o u p ( ⑳) a n d n o n- tr e a t -

m e n t g r o 叩 (○) .
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て リ ン パ 球混合培養細胞中の IL -2 お よ び Ⅰし2 R β 鎖 の 相対的

m R N A 発現量を ダ ニ ス テ イ ン 投与群 と無治療群で比較 した 場

合 , 無治療群で ほ ダ ニ ス テ イ ン 投 与群 に 比 べ て35 倍 の I L-2

m R N A を 過剰発現 して お り ,
また Ⅰし2 R二β鎖 m R N A に つ い て

は無治療群 で ダ ニ ス テ イ ソ 投与群に比 べ て23 倍 の 過剰発現が認

め られ た (表 4) .

Ⅲ . ラ ッ ト移櫨小腸片 におけ る H √2 , I L - 2 R β 鎖お よ び

G3 P D H I m R N A の 発現

リ ンパ球混合培養細胞の IL -2
,
Ⅰし2 R β 鎖お よび G 3P D H の

m R N A の 発現を 観察す る場合 と同様に , 各実験群の 移植 7 日

日お よ び ゲ ニ ス ティ ソ 投与群の 移植14 日 日の 移植小腸片 よ り抽

出 した R N A か ら逆転写反応に よ り作成 した c D N A の 段階希釈

系列 を作成 し P C R を施行 した . ア ガ ロ ー ス ゲル 電気泳動後 ,

各 P C R 産物 を臭化 ユ チ ジ ウ ム 染色に よ り , そ れぞれの 遺伝子

に対す る プ ラ イ マ
ー ペ ア

ー

で 目的 とす る D N A 断片が 特異的 に

増幅 され て い る こ と を 確認 L た . また そ れぞれ の 増幅 D N A 断

片に特異的な ブ ロ ー べ を 用 い た サ ザ ン ブ ロ ッ い ＼ イ ブ リ ダ イ

ゼ ー シ ョ ソ 法に よ る解析 を行 っ た . また こ の 際 m R N A 由来増

幅 D N■A 断片は 単 一

の バ ン ドと して検出 され た (図 8) . 検出さ

れ た D N A 断片は t 相補結合 した ブ ロ ー ベ の 放射活性を測定す

る こ とで 定量化 した . ダ ニ ス テ イ ン 投 与群 お よ び 無治療群 の

IL-2 お よ び IL -2 R β鎖 の m R N A 発現量ほ , そ れ ぞれ の 相対的

増幅 D N A 断片量 ( コ ン ト ロ ー ル 群 の 増幅 D N A 断片量 で 補正

した 値) を個 々 の G 3 P D H の 相対的増幅 D N A 断片量 ( コ ン ト

ロ ー ル 群の 増 幅 D N A 断片量 で補正 した 値) で 補正 した値 と し

て表わ した . こ れ に 基づ い て移植 7 日 目 の 移植小腸片 の IL - 2

お よび I L -2 R β 鎖の 相対的 m R N A 発現量を ゲ ニ ス テ ィ ン 投与

群 (拒絶 g r a d e O) と無治療群 (拒絶 g r a d e 3) で 比較 した場合 ,

無 治 療群 で は デ ニ ス テ ィ ソ 投 与群 に 比 べ て 30 0 倍 の Ⅰし2

m R N A を 過剰発現 して い た が ,
I L- 2 R β 鎖 m R N A に つ い てほ

両者 の 発現量 の 間に 2 倍程度 の 差 しか 認め られ な か っ た . また

無治療群移植 7 日 日の 移植小腸片 と ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群移植14

日目 (拒絶 gr a d e 2) の 移植小腸片 の IL -2 お よび IL-2 R β 鎖の

相対的 m R N A 発現量 を比較 した 場合 , 移植14 日 日ゲ ニ ス テ ィ

ソ 投与群 で は拒絶が起 こ っ て い るもの の そ の 程度 は グ レ ー

ド2

で あり , 移植 7 日 目無治療群 の I L-2 m R N A 発現量 の 5 分 の 1

に と どま っ て い た .

一 方I L - 2 R β 鎖 m R N A に つ い て ほ両者の

発現量の 間に 差 ほ認め られ な か っ た (表 5) .

考 察

同種移植片 ( ア ロ グ ラ フ ト) の 拒絶(r ej e c tio n)
l g)
ほ T 細胞 の 移

植抗原( ア ロ 抗原) の 認識 と細胞破壊 に よ り起 こ る . そ の 際 , 標

的 とな る おもな 抗原は主要組織適合抗原 (T n aj o r h is t o c o m p a t-

ibilit y c o m pl e x , M H C) で ある . ヒ ト の M H C は H L A で ある

が
,
ラ ッ トで ほ R T-1

20)
と呼ばれ ,

B N ラ ッ トと L E W ラ ッ ト で

ほ こ の R T -1 が 異な る . すな わ ち ,
B N ラ ッ トか ら L E W ラ ッ

ト へ の 小腸移植 は M H C の 異 な る異系移植 ( al l o g e n i c s m all

b o w el tr a n s pl a n t a ti o n ) と い う こ と に な り , 当然強 い 拒絶反応が

惹起 され る
21)

. 今 回 の 実験 でも , 無治療群で ほ全例
t
グ ラ フ ト

小腸が術後 7 日以 内に 拒絶 され , そ の 平均生者 日数 は 5 .7 士0 .2

日 と 短か っ た . また 術後 7 日目の 病理組織学的検討でも , 全例

で グ レ
ー

ド3 の 高度の 拒絶を 呈 して い た .

一 方 ,
ゲ ニ ス テ ィ ン

投与群の 平均 グ ラ フ ト生者 日数は 14 .7 士0 .3 日 と , 無治療群 に

比 べ て 有意 に 長く ,
ゲ ニ ス テ ィ ン が拒絶反応 の 発現を抑制 し,

移植 片(a llo g r a 弼 の 生着日 数を 有意に 延長 させ る こ とが 明 らか

と な っ た .

拒絶 反応 に 際 し , ま ず ア ロ M H C ある い は 抗 原捷 示 細胞

( a n tig e n p r e s e n ti n g c ell , A P C) に よ っ て提示 され た ア ロ 抗原 ペ

プ チ ドを ,
ヘ ル パ

ー

T 細胞 (h el p e r T c ell, T h) が T C R , C D 3 複

合体 を介 して 認識す る こ と が 重要であり , こ れ に よ っ て T 細胞

が活性化 され Ⅰし2 な どの サ イ ト カ イ ン が 産生 され
,
細 胞障害

性丁細胞 ( c yt o t o x i c T ly m p h o c yt e , C T L ) な ど が 活性化 され

る . 惰性 化 され た 細胞障害性 丁細胞 は パ ー フ ォ リ ン (p e rf o r -

in)
22)
な どの 細胞障害物質( c y t oly ti c m o l e c u l e) を放 出 して 標的細

胸( ドナ ー 細胞) を破壊す る . T 細胞活性化 へ の 第 1 の シ グナ ル

で ある T C R ,
C D 3 複合体を 介 した 刺激に よ りT 細胞内で は ,

ま

ずテ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ が 活性化 され る .
つ ま り p5 9

Ⅰ沖 23)
, p5 6

I c k 2 4)

の 活性化に 続き, Z A P - 7 0
25)28 )
が活性化 され る . こ れ に よ り下流

へ と シ グ ナ ル が 伝え られ Ⅰし2 の 産生 が起 こ る
27)■

. サ イ ク ロ ス ボ

リ ン A や F K 5 0 6 は T 細胞 内シ グナ ル 伝 達系の 途中にある カ ル

シ ニ ュ
ー リ ン ( c al ci n e u ri n) に 結合す る こ と に よ り

, 括性化丁細
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胞 核 内転写 因子 ( n u cl e a r f a c t o r of a c ti v a t e d T c ell , N F -

A T)
28) の 活性化を 阻害す る

2g)3 0 1
と考 え られ て い る . サ イ ク ロ ス ボ

リ ン A や F K 5 0 6 は い う なれ ばT 細胞内の シ グナ ル 伝達系 の 途

中を阻害す る こ とに よ り 免疫抑制効果を発揮する と い う こ と が

でき るが ,

一

方 ,
T 細胞 内シ グ ナ ル 伝達系に お い て重要な役割

を担 っ て い る チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ の 活性を ゲ ニ ス テ ィ ン な どの 特

異的阻害剤な どで 直接制御す る こ とに よ り, これ らの 免疫抑制

剤と同様 の 効果を導きだすこ とが で き るの で は な い か と 考え ら

れ る .

M u s t eli n ら
1 2)
は
, 培養細胞を 用 い た実験系 で , ゲ ニ ス テ ィ ン

が T C R - C D 3 複合体か らの シ グ ナ ル 伝 達の 最初の ス テ ッ プ で あ

る p 5 9
-脚
, p 5 6

l c k
の リ ン 酸化( チ P シ ソ キ ナ ー ゼ の 活性化) を 抑え

る こ と に よ り ,
I L-2 R の 発現や T 細胞 の 増殖を抑制する こ と を

明らか に した . ま た A tl u r u ら
10)
は , 同様 に 培養細胞 を用 い た 実

験系 に お い て ,
T 細 胞活性化 の 副刺激( C O S ti m ul a t o r y sig n al) と

して重要 な C D 2 8
31) 3 2 )
を

r

r C R と ともに 刺激 した場合の T 細胞活

性化 に 際 し, ゲ ニ ス テ ィ ソ を投与す る こ と に よ り ,
T 細胞に 対

する細胞毒性をきた さな い 濃度範囲内 で そ の 活性化が抑制され

る と とも に Ⅰし2 の 産生や IL-2 R の 発現が抑制 され る こ と を 明

らか に した . さ らに A tl u r u らは , こ の C D 2 8 と T C R を 刺激

する こ と に よ る Ⅰし2 の 塵生は , サ イ ク ロ ス ボ リ ン A で も抑制

され るも の の ,
I L-2 R の 発現は サ イ ク ロ ス ボ リ ン A で ほ抑制 さ

れな い こ とを 明 らか に した . すな わ ち ,
ダ ニ ス テ イ ン は T 細胞

活性化 の 情報伝達系に 対 しサ イ ク ロ ス ボ リ ン A とは 異な る経路

に対 して も阻害作用を有す る こ と が 明 らか に され た . 本研究 で

も, レ シ ピ ェ ソ トと ドナ ー の 肺臓か ら採取 した リ ン パ 球を用 い

た混合培養試験に お い て ,
Ⅰし2 蛋白産生量が無治療群に 比 べ て

ダ ニ ス テ イ ン 投与群で 有意に 低く抑え られ て お り ,
こ の こ と は

m R N A レ ベ ル で も 明らか で あ っ た . また I し2R β 鎖発現量 は

蛋白 レ ベ ル で は 証明 して い な い が
,
m R N A レ ベ ル で ほ IL-2 と

同様 に ,
ダ ニ ス テ イ ン 投 与群 で は 無治療群に 比 べ て明 らか に 低

く , 前述 した A tl u r u ら の 結果に 合致す るもの で あり
,
ラ ッ ト

小腸移植 モ デ ル を 用い た実験系に お い て こ の こ と を証明 しえ た

こ と ほ極め て 重要な意味 を持 つ もの と 考え る ･ さうに 今回 の 実

験で は リ ン パ 球混合培養 に 続く細胞障害試験 で も, 無治療群に

比べ て ゲ ニ ス テ ィ ン 投与群 で ほ
l
そ の 細胞障害活性が有意に 低

く 1
ゲ ニ ス テ ィ ン の 細胞性免疫抑制効果を t 培養細胞 レ ベ ル で

ほな く動物を 用 い た実験系 に お い て 同様 に 明 らか に す る こ と が

できた . しか し
,
ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群の 細胞障害活性は無治療

群 に 比 べ て低 い と ほ い へ , 免疫寛容状態 を誘導 で きた 場合に 期

待 で き る レ ベ ル か らみれ ば高値であ っ た . 小腸移植後 8 日 目か

ら ゲ ニ ス テ ィ ン の 投与を 中止 した こ と に よ り
,
拒絶反応が出現

して く る こ と を 考え れ ば, 今回 の 投与方法で は残念な が ら臓器

特異的寛容導入 ほ 期待 できな い もの と 考え る , 術後 7 日 目 ま で

ゲ ニ ス テ ィ ン を 1 日 20 皿 g/ k g の 割合 で 腹腔内投与 したが , 当

然 の こ とな が らゲ ニ ス テ ィ ン の 投与量を これ よ り増量 した り ,

投与期間を さ らに 延長 した場合に さ らな る効果が期待 で きる の

では な い か と 考え られ る が
,
実際に は 以下の 理 由か ら今回 の 投

与量お よび 投与期間の 設定を行 っ た . 1 日 の 投与量が こ れ よ り

多 い 量で は ラ ッ トの 著名 な体重減少や 下痢 , 活動性の 低下など

の 副作用が顕著と な り , また 1 日 20 m g/ k g の 量を 8 日間以上

続けた場合も
,
ダ ニ ス テ イ ン の 副作 用 に 加え て ,

D M S O の 毒性

も顕著 とな り致死的となる . さ らに 1 日 の 投与量 を減量 した場

合に ほ 拒絶抑制効果 が十分なもの で は な か っ た .
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こ れ ま で の 培養細胞を用い た さ ま ざまな 研究か ら , ゲ ニ ス テ

ィ ン が細胞毒性をきた さな い 濃度範囲内で T 細胞 の 活性化を抑

制 し細胞性免疫の 抑制効果を期待で き る こ と が 明 らか に され て

い る わ けだ が
,
これ らは あくま でも培養細胞 レ ベ ル の 実験系 で

あり
, 臨床応用と い う観点か らすれ は解決 しな けれ ばな らない

問題が多々 ある . ダ ニ ス テイ ン は脂肪酸合成阻ぎ
3)

や D N A の

トポイ ソ メ ラ
ー ゼ (t o p ois o r n e r a s e Ⅱ) 阻害作用

34)
な どの 副作用

を有する上 ,
マ ウ ス へ の 静脈投与で ほそ の 半減期が 5 時間あま

りと短 い35) . さ ら に ,
ゲ ニ ス テ ィ ソ は 基質( A T P) 括抗型 で あり

ハ ー ビ マ イ シ ン A の よ うに
36)
S r c フ ァ ミ リ

ー の テ ロ rン ソ キ ナ
ー

ゼ に 特異的な阻害剤で ほ な い た め ! 他 の フ ァ ミ リ ー の テ ロ シ ソ

キ ナ ー ゼ に 対する阻害作用 の 発現も同程度 に 予想 され る . ま た

ゲ ニ ス ティ ソ は極め て 難溶な物質であるた め D M S O に溶解す

る以外 に 有効な溶解方法がな い た め ,
こ の 点も生休 に 投与する

際の 大きな障壁 とな る . しか し
, 細胞性免疫能 を司る T リ ン パ

球 に 対 して よ り特異的に作用する誘導体が開発され , 生体に対

して毒性の な い 溶解方法や投与方法 の 開発に よ り安定 した 血行

動態 が維持され るな らば , 既存の 免疫抑制剤の 補助薬と して十

分 に臨床応用 が可 能に な るの で は ない か と 考える . そ の た め の

一

つ の 方法と して U c k u n ら
35)
ほ極め て 興味深 い 報告を行 っ て

い る .
ヒ ト前 B リ ン パ 球性白血病 の マ ウ ス モ デ ル に お い て ▲ B

リ ン パ 球に 特異的な C D1 9 に 対す る抗体と ゲ ニ ス テ ィ ン の 免疫

複合体を作成 し, こ れ を こ の モ デ ル に 投与する こ とに よ り ゲ エ

ス テ イ ン 単独投与 に 比べ て 極め て 良好な抗腫瘍効果が発揮 され

る と した . こ の 理 由の 一

つ と して , 抗 C D 1 9 抗体 ･ ゲ ニ ス テ ィ

ン 免疫複合体 の 血 行動態 の 安定性 を上 げて い る . こ の 免疫複合

体 は ゲ ニ ス テ ィ ン に 比べ て血 中の 半減期が長い た め , 有効血 中

濃度を維持す る上 で 好都合 で あ り, さ らに C D 1 9 を発現 した前

B リ ン パ 球性白血病細胞 に 比較的特異的 に 結合す るた め ,
ゲ ニ

ス テ ィ ン が腫瘍細胞の C D1 9 に付随 した S r c フ ァ ミ リ ー

の チ ロ

シ ソ キ ナ ⊥ ゼ に 対する 阻害作用 を効率的に 発揮 し, 毒性を きた

さ な い 少な い 投与量で十分な効果 が期待 で きる と ともに 臨床応

用も可能だ と報告 して い る .

ゲ ニ ス テ ィ ソ ほ 可 逆的な阻害剤 で あ る上
, 細胞 内 へ 取 り込 ま

れ に く く , 血 中半減期も短 い こ と よ り , 拒絶反応を抑制す る た

め に ゲ ニ ス テ ィ ン そ の もの を 生体に 投与す る場合 に は , 相 当量

を投与しな けれ ばな らな い わ け だ が , 重篤な 副作用の 発現 と い

う 点か ら
,
そ こ に ほ お の ずか ら限界があり , 長期的な 拒絶反応

抑制効果を評価す る こ と は できな か っ た .
こ の ため 生休内で よ

り効率的で 良好な効果を期待する場合 に ほ
l
免疫複合体な どの

誘 導体 と い う 形で ゲ ニ ス テ ィ ン の 臨床応用 へ の 可 能性が論 じら

れ る べ き であろ う. 今回 の よ うに 拒絶反応抑制効果を期待す る

場合も, ダ ニ ス テ イ ン を C D 3 , C D 4 や C D 2 8 な ど の T 細胞上 の

レ セ プ タ
ー

に 対す る抗体と の 免疫複合体と い う形 で投与す る こ

と が できれ ば , さ ら に 良好な拒絶反応抑制効果を期待で きるも

の と考 え る . 実際 ,
C D 3 に対す る抗体 である O K T 3 や C D 4

対する抗体
抑
を ほ じめ , C D 2 8 の 2 次 シ グナ ル 産生を 阻害す る

C T L A 4-I g
3 柑 )
の 拒 絶反応抑制効果 が 明 ら か に さ れ , 特 に

O K T 3 は 既に ヒ トに 応用 され良好な結果が得 られ て お り
40)

, さ

らに これ らとゲ ニ ス ティ ン と の 複合体 が開発され るならば, よ

り 強力 で効率的な免疫抑制効果が期待 でき るもの と考え る .

臓器移植に お ける拒絶反応抑制の 理想は , 臓器特異的な免疫

寛容の 誘導 に 他な らな い が
,
こ の 寛容 の 獲得の メ カ ニ ズ ム に は

未 だ未知 の 部分が多 い た め 一 概に 論 じる こ とほ で きな い が, 一
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般的に ほ ,
T C R か ら 一 定 レ ベ ル の 刺激が 入 っ て も副刺激 な ど

が 欠如 しT 細胞 が細胞分裂 に 至 らな い 場合に ア ナ ジ ー

(免 疫寛

容) が誘導 され
41)

,
こ の 維持 に は マ イ ク ロ キ メ リズ ム

42)
の 形成 が

重要であろうと考えられ て い る . こ の 考え 方に 基づ けば ,
T 細

胞活性化の 副刺激 を司る レ セ プ タ ー に 対する抗体 と ゲ ニ ス テ ィ

ソ と の 免疫複合体 の 開発 ほ , 免疫寛容導入 へ の 可能性を十分 に

期待 させ てくれ るもの と考 え る .

本研究で ほ さ らに 移植臓器 ( グ ラ フ り ､腸) そ の も の に お け

る I L-2 お よび Ⅰし2 R β 鎖の m R N A 発 現畳も比較検討 した .

T 細胞活性化に 始ま る サ イ ト カ イ ン ネ ッ ト ワ ー ク に よ る拒絶反

応 の 発現の 中心 的な 役割を担 っ て い る の が Ⅰし2 や I L - 2 R で あ

る こ と よ り
,
グ ラ フ ト小腸局所に おけ る これ らの m R N A の 発

現 は , 異系臓器 に 対す るホ ス ト側 の 免疫応答 , すな わ ち 局所 に

お け る 拒絶反応 の 発現 を 表す重要 な 困子 と考 え ら れ る .

m R N A 発現量の 比較検討を R T - P C R 法を 用い て行 っ た が
,
段

階希釈系列を用 い た 方法ほ m R N A の 定量化に 際 し十分に満足

の い く結果が得 られ た も の と考える . これ まで に も移植臓器片

に お け る サ イ ト カ イ ン の m R N A 発 現 量 の 比 較 検 討 に

R T - P C R 法を 用い た 報告
埠 卜粛 )
が な され て い るが

, そ の 定量化の

手法ほ必ず しも十分なも の とは 言い 難い . そ の 理 由の
一

つ と し

て , 段階希釈系列 を用 い た 検討がな され て い な い こ とが 上 げ ら

れ る .
c D N A 溶液の 段階希釈系列を作成 して P C R を行 い ∴定

量化 に 適 した P C R の サ イ ク ル 数 を 決定 し て 目 的 と す る

m R N A の 発現量を 評価す る方法 の 詳細に つ い て は Ni n o m iy a

ら
48)
が 報告 して い るが .

こ の 方法 は客観的評価に十分耐 えう る

もの と考える . 実 際の 臨床 の 場で t 少量の 生検材料を用 い て移

植片の サ イ トカ イ ン m R N A の発現量を評価す る こ と に よ り ,

移植片に 明 らか な拒絶 の 兆候 が敵織学的に認め られ る前 に ,
い

ち はや く拒絶 の 出現を察知 し, そ の 後 の 治療に役立 て る こ と が

でき な い か どうか を 明 らか に す るた め に ,
こ れ ま で R T-P C R

法 を用 い た 検討が な さ れて きた もの と考え る .

M c D i a r m id ら
47)
は ラ ッ ト異系小腸移植 モ デ ル を 用 い た 検討

で
, 拒 絶 さ れ た 移植 片 に お け る I L-2 m R N A の 発 現 量 を

R T - P C R 法を用 い て 同系移植モ デ ル の 移植片 の そ れ と経時的

に 比較 した 場合
,
移植後7 日 目か ら14 日目で ほ拒絶 され た 移植

片 の 方が 有意 に 高か っ た と報告 して い る . 本研究で も高度 の 拒

絶 を発現 して い る無治療群移植 7 日 目 の 移植片の m R N A 発現

量は 上 岡糸移植 ラ ッ ト衝後 7 日 目の 移植片の そ れ よ りも極め て

高く , 同様の 結果で あ っ た .

一

方 , 組織学的に拒絶を認め な い

デ ニ ス ティ ソ 投与群術後7 日目の 移植片 の m R N A 発現量は 同

系移植 ラ ッ ト術後 7 日 目 の 移植片の それ主ほぼ 同程度であ り ,

その 発現量は拒絶群 と比 べ て 明らか に低く ,
こ の こ と ほ ゲ ニ ス

テ ィ ソ が拒絶反応を抑えて い る こ と の 明 確 な 証 明 に 他な らな

い . しか し ヒ ト の 腎移植 に お け る検討
45)
で は , 移植片 に お け る

Ⅰし2 m R N A の 発現は 拒絶の きわ めて 初期の 段階で 一 過 性 に 高

発現す るが , 拒絶が 進め ば非拒絶移植片同様そ の 発現は極め て

低 い もの で ある と報告 され て い る . さ らに , ヒ ト肝移植に お け

る検討
44)
で ほ

,
拒絶移植肝 と非拒絶移植肝の 間 で IL - 2 m R N A

発現量に 明 らか な差 は認 め られ ず ,
そ の 発現畳も極め て 低 い と

報告 され て お り, ラ ヴ †を用 い た 小腸移植 モ デル の 結果 とは 異

な っ て い る . そ の 理 由と して ,
R T - P C R に よ る定量化 の 方法 の

違 い や ,
ヒ トと ラ ッ ト の 種 の 違 い , あ るい ほ , 小腸 ほ肝臓や腎

臓に比 べ て リ ン パ 覿織 が極 め て豊富である と い っ た 移植臓器 の

違 い な どをあげ る こ とが で きる . しか し
,

一

般的 に ほ拒絶 の 発

現 に 際 しT 細胞 の 活性化 に よ る Ⅰし2 の 産生が 極 め て 重要 であ

る ととも に , 拒絶 の い づ れ か の 段 階で 一 過性 で は ある が拒絶移

植片局所 に おけ る II : 2 m R N A の 高発現が 認め られ る と考 え ら

れ て お り , 本研究 の 結果 は こ の 考 え方 に 矛盾す るも の で ほ な

い .

一

方 , 移植片 に お け る Ⅰし2 R β 鎖 の m R N A の 発現量に つ い

て ほ
,

一

般的に ほ拒絶の 指標 と は な り に く い と 考え られて い

る . こ の 根拠 と して M c D i a r mi d ら
仰
ほ

,
ラ ッ ト に お い ては 静止

期 の リ ン パ 球で あ っ て も活性化 され た リ ン パ 球 と同様 に I L-2 R

β 鎖 を発現 して お り ,
そ の m R N A 発現量が 拒絶片 と非拒絶片

と の 間で 大きく異な る こ と ほ な い と報告 して い る . 本 研究 で

も , 高度 の 拒絶 を 発現 して い る無治療群移植 7 日 日の 移植片の

m R N A 発現量 ほ , 同系移植 ラ ッ ト術後 7 日目の 移植片の それ

よ りもや や 高い もの の , そ の 程度は IL -2 と比較す る と 軽微 な

も の で あり , M c D i a r mi d ら と同様 の 結果であ っ た .
P a g e ら

16)

ほ ラ ッ ト の I L - 2 R a 鎖 とβ鎖の c D N A の ク ロ ー ニ ン グの 過程

で
,
静止期の リ ン パ 球で は β鎖の m R N A の 発現 は認 め られる

もの の ,
α 鎖の m R N A の 発現は 認め られず ,

リ ン パ 球が 活性

化 されて 初め て α 鎖 の m R N A の 発現が起 こ る と とも に β鎖の

m R N A の 発現 冗進 が認められ る こ と を 明らか に し た . さ らに

P a g e らは ▲
こ の リ ン パ 球活性化 に伴う α 鎖 の 発現 とβ鎖 の 発

現克進に よ り ,
I L- 2 R の Ⅰし2 に 対す る親和性 が高 ま る こ と よ

り , 両方 の 鎖 の 発現調節 に よ り ,
I L-2 R を 介 した シ グ ナ ル 伝達

系が コ ン ト ロ ー ル され て い る と 述 べ て い る . β鎖 ほ 単独 で ほ

IL -2 に対す る結合能 が弱く ,
α 鎖 と共役す る こ と で初 め て 高親

和性を獲得す る
49)
こ と よ り, リ ン パ 球活性化に よ る α 鎖の 発現

が IL - 2 R を介 した シ グ ナ ル 伝達 に お い て 重要 な役割 の 一 端を

担 っ て い る と い うこ と は 明ら か で あるが , 実際に ほ α 鎖で ほ な

くβ鎖が IL -2 に よ る細胞の 増殖応答に 必須 である こ と が 明 ら

か に され て い る
50)
上

,
α 鎖は T 細胞活性化過程 の 極め て 早期に

一 過性に 発現す る
51j
だ け で あ り , I L - 2 R を 介 した シ グ ナ ル 伝達

の 本体は や ほ りβ鎖 と考 え ら れ る .

こ れ らの こ と を踏 ま え て IL-2 R β 鎖の m R N A 発現量を 評価

した の で ある が , 移植 7 日 目 の 拒 絶移植片 と非拒絶片 との 間に

はそ の 発現量に 大きな差は認 め ら れ な か っ た , しか し
,
わ ずか

と ほ い え 拒絶異系移植片と非拒絶同系移植片 と の 間 に ほ そ の 発

現量 に 2 倍の 開きを 認め る とと もに
,
移植 7 日 目の ゲ ニ ス テ ィ

ソ 投与群の 異系移植片の I L -2 R β 鎖の m R N A 発現量は 非拒絶

同系移植片の そ れ と 同程度 に 低く ,
こ の こ と は ダ ニ ス テ イ ソ が

T リ ン パ 球の 活性化を阻害す ると と もに , Ⅰし2 R β 鎖 の 発現先

進 を抑 えて い る こ と の 証 に 他な らな い と考 え る . また β鎖は そ

の 細胞内 ド メ イ ン で S r c フ ァ ミ リ
ー

チ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ の

p 5 6
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と直接会合 して お り , そ の チ ロ シ ソ リ ソ 酸 化が 下流 の シ

グナ ル 伝達系を活性化す るの で は な い か と 考え られ て い る こ と

よ り
52)

, 当然 ゲ ニ ス テ ィ ン ほ β鎖 の 活性化機構も阻害 しう るも

の と 考える .

本研究 では ゲ ニ ス テ ィ ン が 細胞性免疫能 を抑制す る と ともに

臓器移植 に おけ る拒絶反応を抑制す る こ とを 工 具系 ラ ッ ト小腸

移植 モ デ ル を 用 い て 証明す る と ともに ,
チ ロ シ ソ キ ナ

ー ゼ 阻害

剤の 免疫抑制剤 へ の 応用 の 可能性 を 明 らか にす る こ と が で き

た . しか し臨床応用 を主眼 に 置 い た 場合 , 生体に対 して安全で

効率良く作用す る免疫複合体 な ど の ダ ニ ス テ イ
.

ソ 誘導体 の 開発

が今後の 最も重要 な課題 であり , そ の 実現が急務である と考え

る .



ラ ッ ト小腸移植 に おけ る ゲ ニ ス ティ ン の 拒絶抑制効果

結 論

ラ ッ ト異系小腸移植モ デ ル を用 い て チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 阻害剤

で ある ゲ ニ ス テ ィ ン の 拒絶反応抑制効果を検討 し以下 の 結果を

得た .

1 . 無治療群 の 移植小腸片の 平均生者 日数 が 5 .7 土0 .2 日 で

あ っ た の に 対 し, ゲ ニ ス テ ィ ン 投与群 の グ ラ フ ト小腸 の 平均生

者日数は 14 .7 ±0 .3 日 と有意に長く ,
ゲ ニ ス ティ ソ 投与 に よ り

拒絶反応の 発現 が抑制 され た .

2 . 移植 7 日彼 の グ ラ フ ト小腸 の I L-2 お よ び Ⅰし2 R β 鎖の

m R N A 発現量ほ ▲
ゲ ニ ス テ ィ ン 投与群 で ほ 無治療群 に 比 べ て

明 らか に 低か っ た .

3 . 移植後 7 日 目 の ラ ッ トの 脾細胞 を用 い た リ ン パ 球混合培

養お よび 細胞障害性試験( ク ロ ム 遊 離試験) で ほ ,
ゲ ニ ス テ ィ ン

投与群は無治療群に 比 べ て細胞障害活性 が有意 に 低か っ た . ま

た , リ ン パ 球混合培養上清中の Ⅰし2 蛋白塵生畳ほ t ダ ニ ス テ イ

ン 投与群で は 無治療群に 比 べ て 有意に 低 か っ た . さ らに リ ン パ

球混合培養細胞の Ⅰし2 お よ び I L-2 R β 鎖の m R N A 発現畳も

また
,
ゲ ニ ス テ ィ ソ 投与群 で は 無治療群 に 比 べ て 明 ら か に 低

か っ た .

以上 よ り ,
ゲ ニ ス テ ィ ン は小腸移植後の ラ ッ ト の 細胞性免疫

能 を抑制す る とと もに 急性拒絶反応の 発現を有意 に 抑制 させ る

こ と が 明らか とな り , チ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ 阻害 剤の 免疫抑制剤 へ

の 応用 の 可 能性が 示 され た .

謝 辞

稿 を終 える に臨み , 懇篤な御指導と御稿閲を賜り ま した金沢大学医学

部外科学 第二 講座宮崎速夫教授に深甚な る謝意を表 します . 本研究の遂

行に あた り, 直扱御指導と御 鞭腰 を賜わ り ま した 金沢大学 医学部外科学

第二 講座 八木雅夫講師に 深く感謝 い た します . また御 助言, 御協力を戴

きま した 金沢大学医学部外科学第 二 講座橋本哲夫博士 ならび に本学が ん

研究所化学按法都連藤良夫博士 をは じめ , 本学外科学第 二講座 お よびが

ん 研究所 化学療法部諸兄に 厚く御 礼申し上げます .

尚 , 本 研究の要 旨は 第3 1 回 日本移植学会総会 (19 95 , 京都) に お い て 発

表 した .

文 献

l ) B o r el , J . F . : P h a r m a c ol o g y of c y c l o s p o ri n e (S a n di m -

m u n e) Ⅳ . P h a r m a c ol o gi c al p r o p e r ti e s i n v i v o , P h a r m a c ol .

R e v
り
4 1

,
2 5 9- 37 1 (1 9 8 9) .

2 ) L a w e n
,
A . & Z o c h e r , R . : C y cl o s p o ri n e S y n th e t a s e . J .

B i ol . C h e m .
, 2 6 5 , 1 1 3 5 5-1 1 3 6 0 (1 9 9 0) .

3 ) T h o m s o n , A . W . : F K 5 06 H o w m u c h p ot e n ti al?

I m m u n ol . T o d a y , 10 , 6
- 9 (1 9 8 9) .

4 ) T h o r n s o n , A . W . : F K 5 0 6 e n t e r s th e cli ni c . I m m u n ol .

T o d a y , 1l , 3 5
-3 6 (1 9 9 0) .

5 ) B e r n s t ei n , C . N . : S m all b o w el tr a n s pl a n t atio n . S c a n d .

J . G a s tr o e n t e r ol . , 3 0 , 1 1 8-1 2 4 (1 9 9 5) .

6 ) T o i , M .
,
M u k a id a

,
H .

,
W a d a

,
T .

,
H ir a b a y a s h i , N .

,

T o g e , T .
,
H o ri

,
T . & U m e 2 a W a

,
K . : A n ti n e o pl a s ti c eff e c t

Of e rb s t a ti n o n h u m a n m a m m a r y a , n d e s o p h a g e al t u m o r s in

ath y mi c n u d e mi c e . E u r . J . C a n c e r , 2 6 , 7 2 2 - 72 4 (1 9 9 0) .

7 ) Y o n e d a
,
T . , L y a ll , R . M .

, A I si n a , M . M .
, P e r $ O n S ,

P . E .
,
S p a d a , A . P .

,
L e v it 2;k i

,
A .

,
Z i r b e r s t ei n

,
A . &

M u n d y , G . R . ; T h e a n tip r oIif e r a ti v e eff e c t s of ty r o si n e

7 2 9

ki n a s e in h ibit o r s ty r p h o s ti n s o n a h u m a n s q u a m o u s c ell

C a r Ci n o m a i n vitr o a n d i n n u d e m i c e . C a n c e r R e s . , 5 1 ,

4 4 3 0 -4 4 3 5 (1 99 1) .

8 ) W e is s , A . : T c e u a n ti g e n r e c e pt o r si g n al tr a n sd u c ti o n :

a t al e of t ails a n d c yt o pl a s m i c p r o t ei n
- ty r O Si n e k i n a s e s . C e11 ,

7 3
,
2 0 9-2 1 2 (1 9 9 3) .

9 ) A k i y a m a , T .

,
I s hid a

,
J .
,
N a k a g a w a , S .

,
O g a w a r a ,

H .
,
W a t 且n a b e , S .

, I t o h , N . , S h ib u y a , M . & F u k u m i , Y . :

G e n is t ei n
,
a S p e C ifi c i n hibit o r of ty r o si n e

-

S P e C ifi c p r o tei n

k i n a s e s . J . B i ol . C h e m .
,
2 6 2

,
5 5 9 2 -5 5 9 5 (1 9 8 7) .

1 0) A tl ll r u , A . & A tl u r u
,
D . : E vid e n c e th a t g e ni s tei n ,

P r Ot ei n-ty r O Si n e ki n a s e i n h ibit o r , in hib its C D 2 8 m o n o clo n al - a n -

tib od y- S ti m u l at e d h u m a n T c ell p r olif e r atio n . T r a n s pl a n t a ti
-

O n
,
5 1

,
4 48 - 4 50 (1 9 91) .

1 1) N o r t o n , S . D .
,
H o v i n e n

,
D . E . & J e n k i n s

,
M . K . :

Ⅰし2 s e c r eti o n a n d T c ell cl o n al a n e r g y a r e i n d u c e d b y

d is ti n c t bi o c h e mi c al p a th w a y s . J . I m m u n ol . , 14 6 , 11 2 5 -1 1 2 9

(1 9 91) .

1 2) M u s t e li n , T .
,
C o g g e s h all , K . M .

,
l s a k o v

,
N . &

A lt m a n
,
A . : T c e11 r e c e p t o r

-

m e di a t e d a c ti v a ti o n of

P h o s p h oli p a s e C r e q uir e s t yr o si n e p h o s p h o r yl a ti o n . S ci e n c e ,

2 4 7
,
1 5 8 4 -1 5 8 7 (1 9 9 0) .

13) Z h o n g , R .
, G r a n t , D .

,
S u t h e rl a n d , F .

,
W a n g , P .

,

C h e n
,
H .

,
L o

,
S .
,
S ti11 e r

,
C . & D uf f

,
J . : R efi n e d t e c h n iq u e

f o r i n t e s ti n al tr a n s pl a n t a ti o n i n th e r a t . J . M i c r o s u r g . , 1 2 ,

26 8 - 2 7 4 (1 9 9 1) .

1 4) F e c t e a u , A . H .
,
T c h e r v e n k o v

,
J . Ⅰ.

,
G u t t m a n

,
F . M .

,

T a k a r a , T . & R o $ e n m a n n , E .
: S m all b o w el tr a n s pl a n t a ti-

O n . T r a n s pla n t a tio n , 5 8 , 39 9- 4 02 (1 9 g 4) .

1 5) M c K n ig h t , A . J .
,
M a s o n

,
D . W . & B a r cl a y , A .

N . : S e q u e n c e of r at in t e rle u ki n 2 a n d a n o m al o u s bi n di n g

Of a m o u s e i n t e rl e u ki n 2 c D N A p r o b e t o r a t M H C cl a s s

Ⅱ- a S S O Ci a t e d i n v a ri a n t c h a in m R N A . I r n m u n o g e n e ti c s , 3 0 ,

1 4 5 -1 4 7 (1 9 8 9) .

16) P a g e , T . H . & D a ll m a n
,
M . J . : M ol e c ul a r cl o n in g of

C D N A s f o r th e r a t i n t e rl e u k i n 2 r e c e pt o r a a n d β c h ai n

g e n e s : diff e r e n ti ally r e g u la t e d g e n e a c ti vity i n r e s p o n s e t o

mi t o g e ni c s ti m u l ati o n . E u r . J . I m m u n ol , 21 , 2 1 3 3-2 1 3 8 ( 1 9 91) .

17) T s o , J . Y . , S u n , Ⅹ. H . , K a o , T . H . , R e e c e , K . S . &

W u
,
R . : I s ol a ti o n a n d ･ C h a r a c t e ri z a ti o n of r at a n d h u m a

gly c e r ald e h y d e- 3- P h o s p h a t e- d e h y d r o g e n a s e c D N A s : G e n o mi c

C O m Pl e xity a n d m ol e c ul a r e v ol u ti o n of th e g e n e . N u cl ei c

A cid s R e s
リ
13
,
2 4 85- 2 50 2 (1 9 8 5) .

18) S o u th e r n , E . M . : D e t e c ti o n of s p e cifi c s e q u e n c e s

a m o n g D N A f r a g m e n ts s e p a r a t e d b y g el ele c tr o p h o r e si s . J .

M ol . B i ol . , 9 8 , 5 0 3- 51 7 (1 9 7 5) .

Ⅰ9) H u t c hi n s o n , I . Ⅴ. : E f王e c t o r M e c h a ni s m s i n T r a n s pl a n t

R ej e c ti o nT a n O v e r vi e w . I n M . L . R o s e & M . H , Y a c o u b

( e d s .), I m m u n ol o g y of H e a rt a n d L u n g T r a n s pl a n t a ti o n , 1 st

e d .
, p 3

-2 1
,
E d w a r d A r n old

,
B o s t o n

,
1 99 3 .

2 0) K l ei n , J . : M H C of R o d e n t s O th e r th a n th e M o u s e . I n

J . K l ei n ( e d .), N a t u r a.1 H i
st o r y of th e M aj o T Hi s t o c o m p a tib ility

C o m pl e x , 1 s t e d .
, p 7 6

-7 9
, J o h n W il e y & S b n s I n c . , N e w

Y o r k
,
1 9 86 .



7 3 0

2 1) B u t c h e r , G .
W .

,
C o r v a l a n

,
J . R .

,
L i c e n c e , D ･ R ･ &

H o w a r d , J . C . : I m m u n e r e s p o n s e g e n e s c o n tr o11in g

r e s p o n si v e n e s s t o m aj o r t r a n s pla n t a tio n a n tig e n s ･ J ･ E x p
･

M e d . , 1 55 , 3 0 3
-3 2 0 (1 9 8 2) .

2 2) P o d a c k , E . R .
,
Y o u n g , J . D . E ･ & C o h n , Z ･ A ･ :

I s ol a ti o n
,
bi o c h e mi c al a n d f u n c ti o n al c h a r a c t e ri z a ti o n of

p e rf o ri n l f r o m c yt ol yti c T c e11 g r a n ul
e ･ P r o c ･ N a tl, A c a d ･

S ci . U .S . A .
,
8 2

,
8 6 2 9 -8 6 3 3 (1 9 86) .

23) S a m el s o n , L . E .
,
P h illi p s , A ･ F ･

,
L u o n g , E ･ T ･

&

K l a u s n e r
,
R . D . : A s s o ci a ti o n of th e f y n p r o t ei n- ty r O Si n e

ki n a s e w ith th e T - C ell a n ti g e n r e c e p t o r . P r o c . N a tl ･ A c a d ･

S ci . U 息 A リ 8 7 , 4 3 5 8
- 4 3 6 2 (1 99 0) .

2 4) V eil le t t e , A .
,
B o o k m a n n , M . A ･

,
H o r a k

,
E ･ M ･ &

B ol e n
,
J . : T h e C D 4 a n d C D 8 T c ell s u rf a c e a n ti g e n s a r e

a s s o ci a t e d w ith th e i n t e r n a,
l m e m b r a n e ty r o si n e

-

P r O t ei n

k i n a s e p 5 6
l c k

. C ell . 5 5 , 3 01
- 3 0 8 (1 98 8) r

2 5) C h a n , A . C .
,
I w a s hi m a

,
M .

,
T u r c k , C ･ W ･ & W ei s s

,

A . : Z A P-7 0 : a 7 0 k d p r o t ei n- ty r O Si n e k in a s e th a t a s s o ci a te s

wi th th e T C R ∈ c h ai n . C ell . 71 , 6 4 9- 66 2 (1 9 9 2) ･

26) K ol a n u s , W .
, R o m e o , C . & S e e d

,
B ･ : T c ell a c ti v a ti o n

cl u s t e r ed t y r o si n e ki n a s e s , C e11 , 7 4 , 1 7 1
-1 8 3 (1 9 9 3) ･

2 7) S e c ri s t , J . P .
,
B u r n s

,
l; . A . , K a r ni t z , l J ･ , K o r e t z k y ,

G . A . & A b r a h a m
,
R . T . : S ti m u la t o r y eff e c t s of th e

p r o t e in ty r o si n e p h o s p h a t a s e i n h ibit o r , p e r V a n a d a t e ･ O n T
-

C ell

a c ti v a ti o n e v e n t s . J . B i ol . C h e m .
,
2 6 8

,
5 8 86- 5 89 3 (1 9 9 3) ･

2 8) N o r th r o p , J . P .
,
H o

,
S . F .

,
C h e n

,
L ･

,
T h o m a s , D ･ J ･

,

T i m m e r m a n L . A .
,
N o l a n

,
G . P .

,
A d m o n , A . & C r a b t r e e

,

G . R . : N F
- A T c o m p o n e n t s d efi n e a f a m il y of tr a n s c ri pti o n

f a c t o r s t a r g e t e d in T
-

C ell a c ti v a ti o n ･ N at u r e
,
3 6 9

･
49 7 - 5 0 2

(1 9 9 4).

2 9) 0
,

K e ef , S . J .
,
T a m u r a

,
J .
,
K i n c ai d , R ･ L ･

,
T o c ci , M ･

J . & 0
,

N eill
,
E . A . : F K -5 0 6 -

a n d C s A -

S e n Sitiv e a cti v a ti o n

of th e i n t e rl e u ki n
- 2 p r o m o t e r b y c alc in e u ri n ･ N a t u r e , 3 5 7 ,

6 9 2
- 69 4 (1 9 9 2) .

3 0) F l a n a g a n , W . M .
,
C o r t h e s y , B ･

,
B r a m

,
R ･ J ･ &

C r a b t r e e , G .
R . : N u c l e a r a s s o ci a ti o n of a T -

C ell
'

t r a n s c ri pti o n

f a c t o r bl o c k e d b y F K- 5 06 a n d c y cl o s p o ri n A ･ N a t u r e
,
3 52

,

8 0 3 - 8 0 7 (1 99 1) .

3 1) S c h w a r t z , R . H . : C o sti m u la ti o n of T l y m p h o c y t e s :

T h e r ol e of C D 2 8 , C T L A ,4
,
a n d B 7/ B B lr i n in t e rl e u k i n

- 2

p r od u c ti o n a n d i m m u n o th e r a p y ･ C ell , 7 l , 1 0 6 5-1 0 6 8 (1 9 9 2)

3 2) F r a s e r , J . D .
,
I r v in g , B . A ･

,
C r a b t r e e , G ･ R ･ &

W ei s s , A . : R e g u la ti o n of i n t e rl e u k in-2 g e n e e n h a n c e r a c ti vity

b y th e T c e11 a c c e s s o r y m ol e c u
l e C D 2 8 ･ S ci e n c e ′ 2 5 1 , 31 3

-3 1 6

(1 9 91) .

3 3) Y o u n g , S . W . , P o ol e , R . C .
,
H u d s o n

,
A ･ T ･

,
H al e s t r a p ,

A . P .
,
D e n t o n , R . M ･ & T a v a r e

,
J ･ M ･ : E ff e c t s of ty r o si n e

ki n a s e i n h ibit o r s o n p r o t ei n k in a s e-i n d e p e n d e n t s y st e m s ･

F E B S L e tt . , 3 1 6 , 2 7 8
-2 8 2 (1 9 9 3).

3 4) M a r k o v it s , J . , L i n a s si e r , C .
,
F o s s e

,
P ･

,
C o u p ri e , J ･ ,

P i e r r e
,
J .
,
J a c q u e rrLi n

- S a b l o n
,
A ･

,
S a u ci e r

,
J ･ M ･

,
L e

P e c q , J . B . & L a r s e n , A ･ R ･ : I n hib it o r y eff e c t s of th e

ty r o si n e k i n a s e i n h ib it o r g e ni s t ein o n m a m m alia n D N A

t o p di s o m e r a s e Ⅱ . C a n c e r R e s .
,
49
,
5 11 1-5 11 7 (1 9 8 9) ･

3 5) U c k u n , F . M .
,
E v a n s

,
W .
E .

,
F o r s yt h , C . J

り
W a d di c k

,

K . G .
,
A hl g r e n , L . T .

, C h el s t r o r n , L . M .
,
B u r k h a r d t

, A .
,

B ol e n
,
J . & M y e r s , D . E . : B i o th e r a p y of B

-

C ell p r e c u r s o r

l e u k e mi a b y t a r g e tin g g e n is t e i n t o C D 1 9- a S S O Ci a t e d ty r o si n e

ki n a s e s . S c i e n c e , 2 6 7 , 8 8 6
- 89 1 (1 9 9 5) .

3 6) G r a b e r , M .
,
J u n e

,
C . H .

,
S a m el s o n , L ･ E ･ & W ei s s

,

A . : T h e p r o t e in ty r o si n e ki n a s e i n hib it o r h e r bi m y ci n A ,
b u t

n o t g e ni st e i n , S p e Cifi c ally i n hib it s si g n al tr a n s d u c ti o n b y th e T

c ell a n ti g e n r e c e p t o r . I n t . I m m u n o l . , 4 , 1 2 0 ト12 1 0 (1 9 9 2) ･

3 7) S h iヱu r u , J . A .
,
S e y d el , K . B .

,
F l a v i n

,
T ･ F ･

,
W u , A .

P .
,
K o n g , C . C .

,
H o yt , E . G .

,
F uji m o t o , N ･

,
B illi n g h a m

,

M . E .
,
S t a r n e s

,
V . A . & F a t h m a n , C . G . : I n d u c ti o n of

d o n o r- S p e Cifi c u n r e s p o n si v e n e s s t o c a r di a c au o g r af ts i n r a ts

b y p r e tr a n s pl a n t a n ti
-

C D 4 m o n o cl o n al a n tib o d y th e r a p y ･

T r a n s pla n t a ti o n , 5 0 , 3 6 6
- 3 7 3 (1 9 9 0) ･

3 8) L e n s c h o w , D . J .
,
Z e n g , Y .

,
T h i s tl e th w a it e , J ･ R ･

,

M o n t a g , A .
,
B r a d y , W .

,
G i b s o n , M . G ･

,
L i n sl e y , P ･ S ･ &

B l u e s t o n e
,
J . A . : L o n g

- t e r m S u r Vi v al of x e n o g e n ei c

p a n c r e a tic isl e t g r af ts i n d u c e d b y C T L A 4I g ･ S ci e n c e , 2 5 7
,

7 8 9- 7 92 (1 9 9 2) .

39) L i n sl e y , P . S .
,
W a ll a c e

,
P . M .

,
J o h n $ O n , J ･ , G i b $ O n ,

M . G .
,
G r e e n e

,
J . L .

,
Le d b e tt e r , J . A .

,
S i n g h , C ･ &

T e p p e r , M . A . : I m m u n o s u p p r e s si o n i n vi v o b y a s ol u bl e f o r m

of th e C T L A - 4 T c ell a c ti v a.
ti o n m ol e c ul e . S ci e n c e

,
2 5 7 ,

7 9 2 て9 5 (1 9 9 2) .

4 0) S t a r zl , T . E .
,
R o w e

,
M . Ⅰ.

,
T o d p , S . , J a ff e , R ･

,

T z a k i s , A .
,
H of f m a n

,
A . L .

,
E s q ui v el , C .

,
P o rt e r

,
K ･ A ･

,

V e n e k a t a r a m a n a n , R .
,
M a k o w k a

,
L .
& D u q u e s n o y , R ･ :

T r a n s pl a n t a ti o n of m u ltipl e a b d o mi n al vi s c e r a･
･ J A M A , 2 61 ,

1 4 4 9-1 4 5 7 (1 9 8 9) .

4 1) M u 11e r , D . L . , J e n ki n s , M . K . & S c h w a r t z
,
R ･ H ･ :

C l o n al e x p a n si o n v e r s u s f u n c ti o n al cI o n al in a c ti
v a ti o n : a

c o s ti m ul a t o r y si g n ali n g p a th w a y d e t e r m i n e s
th e o u t c o m e of T

c ell a n tig e n r e c e p t o r o c c u p a n c y ･ A n n u ･ R e v ･ I m m u n ol ･
･
7 ,

4 4 5-4 8 0 (1 98 9) .

4 2) S t a r zl , T . E .
, D e m e t ri s , A . J .

,
T r u c c o

,
M ･

,
R ic o r d i ,

C .
,
I ld s t a d , S . , T e r a s a k i , T ･ I ･

,
M u r a s e

,
N ･

,
K e n d a ll

,
R ･

S . , K o c o v a , M .
,
R u d e r t

,
W ･ A ･

,
Z e e v i , A ･ & T hi el

,
D t

V . : C h i m e ris m a f te r li v e r t r a n s pl a n t a ti o n f o r ty p e Ⅳ

gly c o g e n st o r a g e d is e a s e a n d t y p e
l G a u c h e r

'

s d is e a s e ･ N ･

E n g . J . M ed .
,
32 8

,
7 4 5- 7 4 9 (1 99 3) ･

4 3) K r a m s , S . M .
,
F a l c o

,
D . A .

,
V ill a n u e v a , J ･ C ･

,

R a b ki n , J . , T o m l a n o v i c h , S . J ･
,
V i n c e n ti , F ･ , A m e n d , W ･

J り M e l 乙e r , J .
,
G a r o v o y , M ･ R ･

,
R o b e r t s , J ･ P ･

,
As c h e r ,

N . L . & M a r ti n e ヱ
,
0 . M . : C y t ok i n e a n d T c ell r e c e p t o r

g e n e e x p r e s si o n a t th e sit e of
all o g r aft r ej e c ti o n ･ T r a･ n S pl

a n
-

t a ti o n
,
5 3

,
1 5 ト1 5 6 (1 9 9 2) .

4 4) M a r ti n e z , 0 . M .
,
K r a m s

,
S . M ･ , S t e r n e c k , M ･

･

V ill a n u e v a , J . C .
,
F al c o

,
D . A ･

,
F e r r ell , L ･ I) ･

,
L a k e

,
J ･
,

R o b e r t s , J . P . & A s c h e r
,
N ･ L ･ ‥ I n tr a g r a王t c yt o k i n e p r of

ile

d u r in g h u m a n li v e r a u o g r a ft r ej e c ti o n ･ T r a n s pl a n t a ti o n , 5 3 ･

4 49 - 4 5 6 (1 9 9 2) .

4 5) D a 11 m a n , M . J . , R o a k e , J . , H u g h e s , D ･
,
T o o g o o d , G

･

& M o r ri s , P . J . : S e q u e n ti al a n aly si s
･ of I L - 2 g e n e tr a n s c ri pT
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ti o n i n r e n al tr a n s pla . n t s . T r a n s pl a n t a ti o n , 5 3 , 68 3
-

6 8 5 (1 9 9 2) .

4 6) M o r g a n , C . J .
,
H e r n a n d e z

,
C , J .

,
W a rd

,
J . S . &

O r o s z , C ･ G .
: D e t e c tio n of c yt o ki n e m R N A in vi v o b y

p oly m e r a s e c h a i n r e a c ti o n . T r a n s pl a n t a tio n , 5 6 , 43 7
- 4 43

(1 9 9 3) .

4 7 ) M c D i a r m id , S . V .
,
F a r m e r

,
D . G .

,
K u n i y o s h i , J . S .

,

R o b e rt
,
M .

,
K h a d a v i

,
A .

,
S h a k ed

,
A . & B u s u t til

,
R . W . :

T h e c o r r el a ti o n of i n tr a gr af t c yt o ki n e e x p r e s si o n w ith

r ej e c ti o n in r at s m a11 i n t e s ti n e tr a n s pl a n t a ti o n . T r a n s pl a n t a ti-

O n
,
58

,
6 9 0- 6 97 (1 9 9 4) .

4 8) N i n o m i y a , Ⅰ. , E n d o , Y .
,
Y o n e m u r a

,
Y .

,
N o g u c h i , M .

,

F u s h i d a
,
S .
,
N a k a i

,
H .

,
T a k a m u r a

,
H .

,
H a r a d a

,
F .
,

S u z u k i
,
T .

, M i y a z a ki , Ⅰ. & S a s a k i
,
T . : S p e cifi c d e t e c ti o n

Of c - e r b B- 2 m R N A e x p r e s si o n i n g a s tric c a n c e r s b y th e

p ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n f oll o w l n g r e V e r S e tr a n S C ri pti o n . B r .

7 31

J . C a n c e r . , 6 6 , 8 4 - 87 (1 9 9 2) .

49 ) W a ld m a n n , T . A . : T h e i n t e rl e u k i n-2 r e c e p t o r . J . B i ol .

C h e r n リ 2 6 6
,
2 68 1- 2 68 4 (1 9 91) .

5 0) H a t a k e y a m a , M . , M o ri , H . & T a n a g u c hi , T . : A

r e s tri c te d c y t o pl a s m i c r e gi o n of Iし2 r e c e p t o r β c h ai n is

e s s e n ti al f o r g r o w th si g n al tr a n s d u c ti o n b u t n o t f o r lig a n d

bi n di n g a n d i n t e r n ali z a ti o n . C ell , 5 9 , 8 3 7- 8 4 5 (1 9 8 9).

51 ) S m it h , K . A . : I n t e rl e u k in -2 : I n c e pti o n , i m p a c t , a n d

i m pli c a tio n s . S ci e n c e , 2 4 0 , 1 1 6 9 -1 1 7 6 (1 9 8 8).

5 2) H a t a k e y a m a , M .
,
K o n o

,
T .
,
K o b a y a sh i

,
N . ,

K a w a h a r a
,
A .

,
Le v in

,
S . D .

,
P e rl m u tt e r

,
R . M . &

T a rti g u c hi , T . : I n t e r a cti o n of th e I し2 r e c e pt o r w ith th e

S r C-f a mi 1 y k in a s e p 5 6
1 ck

: Id e n tifi c ati o n of n o v el in t e r m ol e c ul a r

a s s o cia ti o n . S ci e n c e
,
25 2

,
1 5 2 3 -1 5 2 8 (1 9 9 1) .

I m m u n o s u p p
r e ssi v e E 馳 c ts o f a T y r osi n e K i n a s e S p e c主点c I n hi b it o rs ( g e n ist e in ) o n t h e R qj e cti o n o f R at Al l o g e n ei c

S m a u B o w el T r a n s p l a n t a ti o n H i r o y u k i T a k a m u
r a
,
D e p a rt m e n t of S u rg e ry (ⅠⅠ) , S c h o ol of M e d i c i n e , K a n a z a w a

U ni v e rsity , K an a Z a W a 9 2 0
-

J . J u z e n M e d S ∝ .
,
1 0 4

,
7 1 9

-

7 3 1 ( 19 9 5)

K e y w o r d s s m all b o w el t r a n s pl a n a tai o n , r q e C tio n , ty r O Si n e ki n a s e i n hibit or , g e nis tei n , i m m u n o s u p p re s si o n

A b st r a ct

T Y le p r eS e nt St u d y i n v estig at e d th e pr e v e n ti o n effb ct o f g e ni s tei n , O n e Of th e ty r O Si n e ki n a s e s pe Ci丘c in hibit o rs , O n th e

r ej e c ti o n ft o m rat all og e n ei c s m a11 b o w el tr an Spl a n ta ti o n ( B N → L 寧W ) . T w o g r o u p s w e r e u s ed f b r t his st u dy . T h e n o n -

t r e at m e n t gr o u p ( n
= 8) w a s u n tr e a te d an d th e g e ni stei n g r o u p ( n

= 1 3) w a s tr e a te d w i th g e nist ei n ( 2 0 m g/k g/ d a y ; P O St O P er ati v e

d ay O
- 7 th

,
8 d a y s) . T h e all o g r aft s u rv i v al te r m f b r th e g e n is te in g r o u p w a s 1 4 .7 d a y s ±0 .3

,
W h i c h w as sig ni丘c an tly l o n g er

th a n th at fb r th e n o n -t re at m e n t g r O uP (5 .7 d a y s ± 0 .2) . n l e m - 2 a n d I L -2 re c ep to r β c h ai n g e n e ( m R N A) e xp re s si o n i n th e

all o g r aft p o st o pe r ati v e d ay 7 t h o f th e g e n i st ei n gr o u p w a s m u ch l o w e r th a n th at i n th e n o n
- tr e at m e n t g r O u P . T o e x a mi n e th e

i n t e n s lty O f th e c ell ul a r i m m u n l ty i n th e all o g r af t , m i x e d l y m p h o c y te r e a c ti o n w a s e x a m i n e d a n d a C T L
- m ed i at ed

C y tO t O Xi ci ty as s a y (
51

C r r el e a s e a ss a y) of th e s pl e e n c e11 s f r o m th e re ci p i e n ts t o w ar d th e d o n o a r w a s c o n d u ct e d . C T L
-

m e di a te d c y tot o
x i c a ctlV lty i n th e g e ni st ei n g r o u p w as s lg ni 丘c a n tl y l o w e r th a n i n th e n o n

-t r e at m e nt gr O u p .
T h e I L - 2 1 e v el s i n

g e nis tei n g r o u p
'

s r e c lp l e n t T c ell s w hi c h w er e mi x e d i n a c u lt u r e w i th d o n o r ly m p h o c y te s , W e re Sl g n ifi c an tl y l o w e r th an

th o s e of th e n o n - tr e at m e n t g r O u p , W h il e th e d e g re e s o f th e m
- 2 an d m - 2 r e c e p t o r g e n e ( ni R N A) e x p r e s si o n i n th e g e nist ei n

g r o u p
-
s mi x e d c ul tu r e re c I P l e n t T c ell s w e r e l o w e r th an th o s e o f th e n o n

-tr e at m e n t g r O u P ･ T h e s e r e s ul ts s h o w th a t
,
i n a vi v o

e x pe n m e n tal m o d el , g e nis te in , a ty r O Si n e ki n as e s pe Ci丘c i n h ib i to r , t O S O m e d e g r e e p re v e nt e d r qje cti o n fr o m th e r at all og e nic

S m all b o w el t r an Sp l an t a ti o n m o d el an d sig ni fi c a n tl y i n h ib it e d th e c ell u l a
r i m m u n lty Of th e r e cI P l e n t Of th e all og r aft . T h i s

S u g g e StS th a t g e ni st ei n h a s a n i m m u n o s u p p re s si v e eff e c
t a nd y i el d s p o si ti v e r es ults i n th e tr e a t m e n t o f all o g r aft reJ e C ti o n ･


