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新 し い 免疫抑制剤 C y cl o s p o r i n A の 基礎的研究

金沢 大学医学部内科学 第三 講座 ( 主任 : 服部純
一

教授)

塩 原 信 太 郎

( 昭 和5 7年 7 月2 3 日受付)

新 しい 免疫抑制剤で あ る c y cl o s p o ri n A ( C y A ) の
, 末梢リ ン パ 球に 対す る免疫抑制効果 と造血細

胞 に 対す る細胞毒性 に つ い て研究 した ･ C y A は
, 直接紳胞毒性が な い 濃度 で リ ン パ 球の 増殖反 応を濃度依

存性に 抑制 した . C y A の最大の抑制効果は
,

C y A を ph y t o h e m a g gl u ti ni n ( P H A ) 刺激リ ン パ 球増殖反応

の 開始 と同時 に 培養系 に 加 えた場合 に 認め られ た ･
C y A をリ ン パ 球増殖 皮応開始後 24 時間ある い は 48 時

間後に 加 えた場合, 弱 い 抑制効果 しか 認め な か っ た
･
しか し , C y A と 72 時間

,
前培養 したリ ン パ 球の P 鮎

増殖反応は, C y A を洗浄除去 す る こ とに よ っ て 回復 した ･
C y A の T リ ン パ球 s u b s e t s に 及ぼす抑制効果は

,

実験 に 用 い た T リ ン パ 球の 種類に よ っ て異 な っ て い た ･ す な わ ち c y t o t o x i c T 細胞の 誘導 に対 して は
, 非

常に 微量の C y A (0 .0 0 1 JL g/ m l) を混合 リ ン パ 球培養系に 加 え る こ と に よ り完全 に抑制さ れ た ･

一 方
,

一

旦 誘導され た c yt o t o x i c T 細胞に 対 し ては
,

C y A に よる抑制 は認 めら れ なか っ た ･ C O n C a n a V ali n A (C o n

A ) 刺激に よ っ て誘導さ れ る s u p p r e s s o r T 細胞に 対 して は, S u p p r e S S O r 活性 を同種リ ン パ 球の p o k e w e e d

m i t o g e n ( P W M ) 誘導免疫グ ロ ブ リ ン (I g) 産生に 対す る抑制 で検討す る と ,
C y A は抑制効果 を認 めたが,

興味深い こ と に, 自己 リ ン パ 球 の P W M 誘導I g 産生を抑制す る 自己 リ ン パ 球の s u p p r e s s o r T 細胞は
,

s u p p r e s s o r 活性が C y A に よっ て抑制さ れ ず,
C y A に 抵抗性で あっ た

･
i n v it r o I g 産生で検討 した h elp e r

T 細胞 に対 して も C y A は抑制効果 を示 した ■ T リ ン パ 球 s u b s et を こ の よう に 抑制す る C y A の濃度は, そ

れ ぞれ の反応系で異な っ て い た
. 顆粒球系造血幹細胞 に 対す る C y A の 抑制効果 は, リ ン パ 球増殖反応を強

く抑制す る 8 F E g/ m l の濃度 まで 全く認 め られ なか っ た ･ 以上 の 成績か ら
,

C y A は
, 可逆的な抑制効果を,

リ ン パ 球増殖反応の初期ある い は T リ ン パ 球 s u b s et の 分化過程 に発揮す る こ とが示 唆され る ･
さら に C y A

は
, 刺激さ れ ない リ ン パ 球 に は作用せ ず又細胞毒性や 骨髄毒性が 少い と予想 され る 0

この よ う に 選択的で

ユ ニ
ー

ク な免疫抑制効果 を有す る C y A は臨床的臓器移植 へ の応用 にと っ て
, 非常に 有力 で 有望 な薬剤と考

え られ る
.

K e y w o r d s C y cl o s p o ri n A
,
I m m u n o s u p p r e s si v e p o t e n ti a l

,
H e m a t o p oi etic

s t e m c ell .

同種骨髄移植 は
, 急性白血病 ,

重症再生不良貧血 に

対す る有力 な治療法と して 既に 確立 され て い る1) 2)
. 同

種骨髄移植 は, 原則と して ヒ トの 主 要組織適合抗原で

ある H L A の
一

致 した同胞 か らの 造血幹細胞 の 移植とい

う こ とが で き る .
こ の 場合, ドナ ー の 造血 幹細胞 は た

だ生者す るだ け で は目的を連せ ず
, 自己再生

,
分化 お

よ び増殖 を行う こ と に よ り宿主 の 新 しい 造血 機能を担

う こ と に なる . また造血 幹細胞 か ら分化 す る ド ナ
ー 由

来の免疫担当細胞は
, 手巨絶 を防 ぐた め移植 前に 施行さ

れ た強力な免疫抑制療法 に よ っ て破壊 され た宿主 の 免

疫系 を再構築 しな けれぼ なら ない : 方
, 移植片(g r aft)

中に 含 まれ る成熟 した免疫担当細胞, あ る い は移植さ

れ た造血 幹細胞か ら宿 主(h o st) の 環境下で分化成熟し

た ド ナ
ー 由来 の 免 疫担 当細 胞 が

,
拒絶反応 (g r af卜

r ej e c ti o n) と は逆 に h o s t の n o n
- H L A 抗原を認識し

,

細胞 障害性 丁 細胞と な っ て惹き起 こす移植免疫反応も

生 じ
,

こ れ は g r a f t一V e r S u S - h o st r e a c ti o n ( G V H R )

と呼 ばれ る
.

ヒ ト同種骨髄移植後 に は種 々 の 臓器を標

的とす る特異 な症候 が発現す る ことが 知られて い るが,

これ は移植免疫反応で ある G V H R に よ っ て 惹起される

I n V7t Y O St u di e s o n th e I m m u n o s u p p r e s siv e A c ti v it y of a N e w A g e n t
,
C y clo s p o rin A ･

s hi rLt a r O S hi o b a r a
,
D e p a rt m e n t of M e di cin e (ⅠⅠⅠ) ,

K a n a z a w a U n i v e r sit y S c h o o l of M e ･

di ci n e .
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ものと理 解さ れ て お り
, 臨床的 に は g r a ft

-

V e r S u S
~

h o st di s e a s e ( G V H D ) と呼 ばれ る3) ヰ)
･

こ の G V H D は
,

それ自身が同種骨髄移植 の重 篤な合併 症で あ る ばか り

ではなく
,
移植後免疫不全状態を遷延化させ る重要な

原因と考えられ て い る
5)

. したが っ て
,

この G V H D を

予防ない し軽減するた め に , 現在で は m e th o t r e x a t e( 以

下 M T X と略す .) の 予防的投与が通常行わ れ て い る
･

しかし M T X の 予防的投与によ っ ても G V H D は高頻度

に生じ
,

また M T X の 骨髄抑制作 用 に よ る移植後 の 造

血回復に及ぼ す影響も無視で きな い
.

そ こ で
, 骨髄毒

性が少なく, しか も G V H D を惹き起 こ す細胞 障害性 丁

細胞のみ を選択的 に抑制, ある い は除去す る方法を見

い出すた めに ,
これ ま で種々 の研究が 行わ れ てき た .

c y cl o s p o ri n A (以下 C y A と 略 す) は C yli n d r o c -

a r p o n l u cid u m と T ri c h o d e r m a p ol y s p o r u m の 2 種

の真菌か ら抽出さ れた 物質で
,
1 1 の ア ミ ノ 酸か らな る

分子量120 2 .6 の C y Cli c p e p tid e で あ る
.
B o r el ら

6) 7)は

こ の物質が マ ウ ス の 抗体塵生機能を抑制す る こ と を見

い出し, その 後臓器移植 に お け る拒絶 反応 に 対 しても

著明な抑制効果 を 示 す こ と を動物実験 で 明ら か に し

た
8)9)

.
ヒ トに お い て も 腎移植の拒絶反応 予防

1 0)
や

,
骨

髄移植の G V E D 予 防に 試み られ
1 = 2)良好な成績が得ら

れてお り, 新 しい 免疫抑制剤と し て非常に注目さ れ て

いる .
これ まで行わ れ たi n v it r o に お ける基礎的検討

の結果
,
C y A の リ ン パ 球系細胞 へ の 作用 選択性や 抑制

作用の 可逆性が 報告さ れ てきたが
1 3)1 4)

,
その 作用機序や

免疫抑制剤と して の 特徴は まだ 充分に 解明さ れ た とは

い えない
. わ れわ れ は既 に C y A の i n v it r o で の 基礎的

検討を行い
, 造血幹細胞 に 対す る抑制 が全く み ら れな

い 濃度で, C y A が リ ン パ 球各種 m it o g e n 反応 ,
お よ び

all o a n ti g e n に 対す る反 応性 を抑 制す る 成績 を得 て お

ウ
15)

,
その

一 部は本報告と 重複す る こ と に な る が
, 本論

文ではC y A の 免疫抑制作用の 特徴 をさ らに 詳しく解明

する目的で
,
C y A の T リ ン パ 球 s u b s et の 各機能に 及

ぼす影響を検討 した と こ ろ, 各サ ブ セ ッ トに 対す る抑

制効果が それ ぞれ異 な ると い う 成績 を得た の で
,

C y A

の作用機序に つ い ての 考察を加 えて報 告す る .

材 料 及 び 方 法

1 ) c y cl o s p o r in A

C y A はS a n d o z 社 ( B a s el S w it zl a n d ) よ り基礎実

掛削こ供与さ れた も の で , 以下の 方法 で溶解 し実験 に

使用した . まず2 m g の C y A を 0 . 1 m l の エ タ ノ ー ル に

括解後
,
0 .0 2 m l の t w e e n 80 を加 えよ く撹拝 し寧が ら ,

ペ ニ シリ ン G lO O 〟/ m l
,

ス トレ プ ト マ イ シ ン 10 0 /J g/

mi を含む R P M I 1 6 4 0 培養液 ( GI B C O ) 妄徐々 に 滴下

し
, 2 m g/ m l の 濃度 に調整 し

,
使用時 まで 4

0

C の 冷暗
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所 に 保存 した . C y A を加 え な い 溶媒 を同様 に 調整 し

c o n t r o l 溶液と した .
C y A の 免疫抑制作用 は

, 各種濃度

の C y A を培養開始ととも に 培糞系に 添加す る こと に よ

っ て d o s e - d e p e n d e n c y を, また
一 部の実験系では培養

開始前後の 一 定時間添加培養す る こと に よ っ て ti m e
-

d e p e n d e n c y を検討 した .

2 ) 末梢血単核球 ( p e ri ph e r al bl o o d m o n o n u cl e a r

c ell
,

P B M C) と T 細胞 ･ B 細胞の 分離

P B M C は健康成人 か ら得 た ヘ パ リ ン加静脈血 を,

Fi c oll- h y p a q u e 法に よ っ て 分離 し
,
R P M I 1 6 4 0 培養

液で 3 回洗浄後, 1 5 % 牛胎児血清 (f e t al c alf s e r u m ,

F C S) 加 R P M I 1 64 0 培養液に 1 ×10
6

/ m l の濃度 で 浮

遊 させ
,
以 下の 実験 に使用 した . T 細胞 B 細胞の 分離

は, ノ イ ラ ミ ダ ー ゼ( へ キス ト社) 処理羊赤血球( sb e e p

r ed b l o o d c ell s
,

S R B C) と前述の 方法で得 られ た

P B M C を
, 非動化した F CS に それ ぞれ 1 ×10

8/ m l と

5 ×10
6/ m l の濃度 に 調整し

, 各々 等量 を加 えて, 2 0 0 g

5 分遠心 し
,

4
O

C 60 分以 上静置 した . その 後 p ell e t を

静か に 再浮遊 し, F i c ol 卜 h y p a q u e に重層 し, 4 0 0 g 3 0

分遠心 した .
Fi c oll - h y p a q u e と の境界に あた る E ロ

ゼ ッ ト非形成細胞 を採取 し
,
3 回洗浄して これ を B 細

胞 分 画 と し,

一 方 採 取 し た p ell et は t ri s
- N H 4 Cl

b u ff e r で溶血さ せ 3 回 洗浄 して
,

こ れ を T 細胞分画と

し た . それ ぞ れ の 分画は, 再度同様 の操作で 精製 し T

細胞分画か ら精製 丁 細胞分画を, 又 B 細胞分画か ら精

製 B 細胞 分画 を得た . こ う し て得ら れた精製 丁 細胞分

画は
,

E ロ ゼ ッ ト形成細胞 (以下 E - R F C と略す) が

95% 以 上 で
,

E A C 一 口 ゼ ッ ト 形成細 胞 (以下 E A C
-

R F C と略す) の 混 入 は 1 % 以下 で あ っ た . 精製 B 細胞

分画は, E A C - R F C が 50 - 60 % で
,
E - R F C の 混入 は

5 % 以内で あ っ た
.

3 ) C y A の 細胞毒性

C y A の 細胞 に対す る直接毒性を色素排泄試験に よ っ

て検討し た . P B M C 浮遊液 ( 1 ×1 0
6/ m l) を小試験管

に 0 . 5 m l づ つ 分注 し,
こ れ に 各種濃度の C y A を加 え,

5 % C O 2 , 3 7
0

C
,
1 0 0 % 湿度の 条件下で

一

定時間培養 を

行 っ た . 培 養終 了後
,
P B M C 浮遊液3 容に 1 % t r y p a n

b l u e l 容 を加 え, 色素排泄能 の 有無 に よ っ て死 細胞 を

算定した
.

4 ) S R B C お よ び補体 レ セ プタ
ー に 及ぼす C y A の 影

響

3) と 同様 の 培養 を行 っ た後 に
,

洗浄す る こ と な く

P IさM C の E ロ ゼ ッ ト及び補体 レ セ プタ ー に対す る ロ ゼ

ッ ト形成 を橘 らの 方法
Ⅰ6)に 拠 っ て検討し た

.

5 ) m i t o g e n お よび all o a n ti g e n に対 する反応性に 及

ぼ す影響

2) で 得られ た P B M C 浮遊液 ( 1 ×1 0
6/ m l) を

,
0 .2
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塩

m l づ つ m i c r o ti t e r pl a t e ( N u n c) に 分注し
,

こ れ に あ

らか じめ検討して得た至 適濃度の p h y t o h e m a g gl u ti ni n

-

P ( P H A - P
,

D if c o ) 0 ･ 5 JJl/ w 911 , C O n C a n a V a li n A

( c o n A
,
B o e h ri n g e r) 2 ･ 5 FL g/ m l , p O k e w e e d m it o g e n

(P W N , D if c o ) 10 FLl/ w ell をそ れ ぞ れ加 え,
5 % C O 2 ,

37
｡

C , 1 0 0 % 湿度 の 条件下 で 96 時間培養 を行っ た･ 培

養終了 10
-

1 2 時間前 に 1 FL C i
3 H - th y m id i n e (

3
H

-

T d R
,

N e w E n gl a n d N u cl e A r
,

S p e Cifi c a c ti vi ty 5

ci/ m M ) を加 え
,
培養終了後 D N A 合成 を

3
‡ト T d R の

取 り込み に よ っ て 液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カウ ン タ ー を

用 い て 測定 した . ti m e
- d e p e n d e n c y の 検討に は洗浄操

作が加 わる た め , 通常の 試験管法
1 7)に て行 っ た ･ す な わ

ち
,
得 られ た P B M C 浮遊液 を 0 ･ 5 m l づ つ 各試験管に

分注 し,
4 .O p g/ m l 濃度 に C y A を加 え

一

定時 間培養

し
,

その 後 3 回洗浄 し
,

m it o g e n 反応を行 っ た
･

C y A

と m it o g m とを同時 に培養系 に加 えた場合は 3 回洗浄

し て C y A を 除 去 し 再 び mi t o g e n を 含 む 培 養 掛 こ

p B M C を再浮遊させ培養を続けた
.
C y A の 抑制効果は,

c y A を含 まな い 溶解液 を コ ン トロ
ー ル と して加 え同じ

操作 を加 えて行 っ た場合の 反応性 を 100 % と し て
,

% i n hi biti o n =

m c o Il tr Ol
-

C

c p m c o n t r ol
×1 0 0

と して 算定 した .

6 ) 造血 幹細胞に 及 ぼす 影響

額粒球 ･ マ ク ロ フ ァ
ー ジ 系造血 幹細胞 で ある c ol o n y

- f o r mi n g u ni t s i n c u lt u r e ( C F U
-

C ) の 測定 は
,

p ik e & R o bi n s p n の 方法
1 8)で検討 した .

こ の 場合 C y A

は pl a ti n g m e di u m に加 え
,
培養 は t ri p ri c a t e で 7 ･5 %

C O 2 , 3 7
｡

C , 1 0 0 % 湿 度の 条件下 で行い
, 5 0 個以 上 の細

胞か らな る コ ロ ニ ー 数を算定 した .

7 ) h el p e r T 細胞お よ び s u p p r e s s o r T 細胞の 誘導

に 及ぼ す影響

抗体産生系に お ける h el p e r T 細胞機能,
お よび C o n

A 刺激 s u p p r e s s o r T 細胞の誘導過程に 及 ぼ す影響を

検討す る ため Hi r a n o ら の 方法2 0)
に 準 C ,

P W M 誘 導免

疫グロ ブリ ン塵生系を利用 して検討 した
.

2) で 作製し

た 1 ×10
5
の B 細胞 に ,

4 ×1 0
5
の T 細 胞 を 加 え 15 %

F C S 加 R P M I 1 64 0 培嚢液1 m l に 浮遊 した
.
こ の 培

系に P W M l O jL g/ m l を加 え,
5 % C O 2 ,

3 7
0

C ,
10 0 %

湿度の条件下 で 7 E] 間培養 し
,
培養終了後 K e a r n e y ら

の方法明 こ準じて胞体 内免疫グロ ブ リ ン産生細胞(以下

,l g 産生細胞と略す) 数を, 回 収さ れ た細胞数と胞体内

免疫 グロ ブ リ ン産生 細胞 の百分率の 積と で算定 した ･

I g 産生細胞 は
, 蛍光抗体法で細胞質内免疫 グロ ブリ ン

を染色 する 事に よ っ て行 っ た
.

す なわ ち, 回収 した細

胞 を P B S に て 2 回洗浄 し, 1 ×1 0
6- 2 ×1 0

6

/ m l に 調整

原

し無蛍光の ス ライ ドグラ ス 上 に 塗沫 乾燥 し
, その後5 %

氷酢酸カロエ タ ノ
ー ル で - 2 0

0

C 1 5 分固定 し, C Ol d P B S で

充分洗浄後 FI T C 標 識ヤ ギ抗 ヒ ト免疫 グロ ブリン(I g A

,
I g G , I g M ) 血 清(日本臓器

,
原液を P B S に て 40 倍

に 希釈 して使用) で染色 した . 蛍光顕微鏡 ( オリンパ

ス 落射蛍光顕微鏡,
B H S - R F A 型) で 500 個以上 の細

胞数 を観察 しIg 産生細胞の 百分率 を算定した
. b d p e r

T 細胞機能 は
,
組み 合わせ る細胞 中の s u p p r e s s o r T 細

胞機能 を除去す る目的で
,
1 5 0 0 r a d の Ⅹ 線照射を行っ

た後便用 した
.

一 方
, 抗体産生系 に お ける s u p p r e s s o r

T 細胞 の評価 は
,

C o n A で 誘導され る s u p p r e s s o r T

細胞 を用 い て検討 した
21)

. 細胞1 ×10
6

/ m l に C o n A 20

〟1 を添加 し,
48 時間か ら72 時間培養後, 培養熟こて

3 回洗浄 して得られ た s u p p r e s s o r T 細 胞を新たに用意

した P B M C 3 ×1 0
5
に 1 : 3 の 細胞比 で 加え全量を1

m l の 細胞浮遊 液と して P W M 誘導Ig 産 生に対する抑

制 に よ っ て 評価 した .
C y A は s u p p r e s s o r T 細胞を誘

導す る C o n A 反応系 に 加え
,
その誘導 に対する効果を

検討 した .

8 ) 同種抗 原誘導細胞障害性 丁 細胞に 及ぼす影響

混合 リ ン パ 球培養 ( mi Ⅹ e d l y m h o c yt e r e a c ti o n
,

M L R ) に よ っ て誘導され る細胞障害性 丁 細胞の測定は
,

L i gh tb o d y ら の 方法
2 2)

に 従っ て ,

5 1
C r r el e a s e を利用す

る c el卜 m e d i at ed l y m ph ol y si s ( C M L) に 拠っ て行っ

た . まずb ul k M L R と して反応細胞浮遊液6 m l( 1 ×

1 0
8/ m l) に 1 5 00 r a d の Ⅹ 線 照射 刺激細胞 1 ×1 0

6

/ m l

を 等 量 加 え 25 m l の ti s s u e c u lt u r e 触 s k (F alc o n

30 13) に 入 れ 37
0

C
,

5 % C O 2 ,
1 0 0 % 湿 度の 条件で 8 日

間培養し た
. 細胞障害性試験 に 用 い る標 的細胞は M LR

の 刺激細胞 と同 一 人の P B M C を P H A と 3 日間培養

し て得ら れ る P H A b l a st と し ,
こ の P H A bl a s t を3

回洗浄後,
5 ×1 0

7/ m l に 調整 し,
そ の 0 . 2 m l に N a C r

4

0 4 (2 50 - 5 0 0 m Ci/ m g ,
R C C A m e r sh a m ) 10O p Ci を

加え ,
6 0 分 w a t e r b a th に て振 とう 混和 した .

このよ

う に して 得 られ た
5 1

C r で 標識 した標的細胞 は
,
培重液

に て 3 回洗浄後, 使 用時ま で 0
0

C の 冷暗所に 保存した･

51

C r r el e a s e a s s a y に よ る細胞障害性試験は,
マ イ クロ

プ レ ー

ト法 で 行 っ た .
まず e ff e c t o r c e11 s と t a r g et c ells

は 2 0 : 1
,

1 0 : 1
,

5 : 1 の 細胞比 ( 以下E : T 比と

略す) に調整 し U 塾の マイ ク ロ タイタ
ー プレ

ー ト( N u n c)

に 最終容量 0 . 2 m l に な る よう に 加 え,
10 0 g l 分遠心

後 5 % C O 2 ,
3 7

0

C
,
1 0 0 % 湿度の 培 養器で 4 時間反応さ

せ
,

反 応終了 後5 00 g 5 分遠心 し上 溝 100 〟1 を採取し

た . 培嚢液を加 え全量を 1 . 1 m l と して か ら ウ エ ル型γ

- カ ウ ン タ ー ( ア ロ カ) に て
51
C r の 放射活性を測定した

m a x i m u m r el e a s e と S p O n t a n e O u S r el e a s e は t a r g et

c ell s に 1 N H C L と培養液 をそれ ぞれ 0 . 1 m l づ つ力陀 ,
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同様の 操作 を行 っ て測定 した ･
C y A は e ff e ct o r を誘 導

する M L R の 培養系と
,

e ff e c t o r c ell s とt a r g et c ell s

を加えた細胞障害性の 反 応系に , それ ぞ れ添加 し抑制

効果を検討した ･

9 ) T 細胞 の 自己 n o 11 T 細胞 を認 識 し増殖 す る

a u t o g o u s m i x e d l y m p h o c y t e r e a c ti o n

( A M L R ) に 及 ぼ す C y A の 抑制効果

A M L R は P al a ci o s らの 方法2 7)
に 準 じて行っ た .

つ ま

1j 2) で得ら れた T 細胞 1 ×10
5
と ,

1 5 0 0 r a d の Ⅹ 線照

射した自己 B 細胞 1 × 1 0
5

を 15 % 非動化 ヒ ト プ ー ル 血

清 加R P M I 1 6 4 0 培 養 液0 ･2 m l に 加 え
,

5 % C O 2 ,

37
C

C ,
1 00 % 湿度の 条件 下で 7 日間培養 した . 各種濃度

のC y A は培養開始と 同時に 添加し, その 効果 を培養終

了24 時間前に 加 えた
3
H - T d R 取 り込 み に よ る D N A

合成で検討した .

成 績

1 ) C y A の 細胞毒性 ( 図1 )

C〉
r A の 細胞毒性 の検討で は

, 培養48 時間ま で は
,

C y A 5 0 JL g/ m l の 濃度で も P B M C の う ちt r y p a n bl u e

に染まるの は 10 % 以 内であ っ た .
7 2 時間 では , C O n t r Ol

の死細胞が 5 % 以 内で あ っ た の に 比 べ C y A 5 0 JL g/ m l

で50 % ,
1 00 〟g/ m l で は 85 % の 死 細胞が観察 され た .

ニの結果か ら , 以下の 大部分の 実験は, C y A の直接的

な細胞毒性の み ら れ な い 10 / 欄/ m l 以下 の 濃度で 行っ

た
.

2 ) C y A の E お よ び E A C ロ ゼ ッ ト形成能 に 及 ぼす

作用 (図2
,

3 )

0

鳩
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芸
持
場
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･

--0 4 8 h r

= 7 2 h r

0 0 .1 l . O 1 0 . 0 5 0 .O 1 0 0 . O

C
y

c l o s
p o ri n A I 柑 / m l

Fig ･1 ･ D i r e c t c y t o t o x i cit y o f c y cl o s p o ri n A (C y A ) .

P e rip h e r a l bl o o d m o n o n u cl e a r c e11 s (P B M C) w e r e

i n c u b at e d wi th v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s of C y A f o r

24
･
4 8 a n d 7 2 h r

,
r e S p e Cti v el y . V i a b ilit y o f th e

C y A tr e a t e d c eII s w a s e v al u a t e d wi th t r y p a n r
bl u e d y e e x cl u si o n t e st .

5 49

図2 は各種濃度 の C y A と 48 時間 p r ei n c u b a ti o n を

行 っ た P B M C の E お よ び E A C ロ ゼ ッ ト形成能を検討

し た 成績 で あ る
. 図 2 か ら 明 ら か な様 に 4 8 時 間の

P r ei n c u b a ti o n では
,
5 0 /( g/ m l の 濃度まで C y A はロ ゼ

ッ ト形成能 に つ い て c o n t r ol と の差を認めなか っ た
.
ま

た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ陽性細胞数も変動 しなか っ た , 囲

3 は C y A 8 FL g/ mi を添加培養 し
,
E お よび E A C ロ ゼ
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P B M C w e r e

t e st e d f o r th ei r E -
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-
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b o d y
-

C O m pl e m e n t) -

r O S e tt e f o r m i n g c a p a cit y .

E a ch p o i n ts r e p r e s e n t m e a n ± S D in 5 e x p e ri -

m e n t s . E - R F C
,
E . r o s ett e f o r mi g c ell s ; E A C -
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C O m pl e m e n t r e c e pt o r s . A ft e r i n c u b a ti o n of
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O f ti m e
,
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r o s ett e f o r m a ti o n . E a c h p oi n t s r e p r e s e n t m e a n ±

S D in 5 e x p e ri m e n t s .



5 5 0 塩

ッ ト形成能 を経時的に 測定 した 成績 を示 した もの で あ

る . C y A 8 FL g/ m l の濃度で は
,
7 2 時間の i n c u b a ti o n

に よ っ て E ｡ E A C ロ ゼ ッ ト形成細胞の 値 は, や や動揺

す る もの の ロ ゼ ッ ト形成能に 有意の 変化 は みと め られ

な か っ た .
こ のよ う に C y A は非刺激リ ン パ 球に 添加培

養 して も, 膵表 面の補体 レ セ プ タ
ー

や 羊赤血球 に 対す

ド
.

-
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.
0

Fi g . 4 .
D o s e

- d e p e n d e n t i n h ib it o r y e ff e c t o f C y A

o n p r olif e r a ti o n o f P B M C w h e n sti m ul a t e d b y

m it o g e n s a n d all o a n ti g e n s ･ M L C
,

m i x e d l y m ph o
-

c yt e c u lt u r e ; C o n A
,

C o n c a n a v a li n A ; P W M ,

p o k e w e e d m i t o g e n ; P H A
, ph yt o h e m a g gl u ti ni n ･

% i n h ibi ti o n
=

煎 n t r ol)
~

C 叩 坤 唾 L
x l O O

C p m ( c o n t r ol)

C o u n t s o f i n c o r p o r a t e d [
3
H]

一

th y m idi n e p e r

m i n u t e

原

る レ セ プ タ
ー に 変化 を及 ぼ さな か っ た .

3 ) C y A の m it o g e n お よ び a1l o a n ti g e n に 対する反

応性 に 及 ぼす 効果 (図 4
, 表 1)

図4 は 各種 濃度の C y A を培養 開始 と同時に培養系

に 加 え
,

m it o g e n お よび a1l o a n ti g e n に 対する反応抑制

効果 を検 討 したも の で ある
. 抑制率 は C y A を含まない

溶媒添加培養 に お ける
3
Ⅲ

-

T d R の取 り込み を100% と

して% i n h ib iti o n で 示 した . まず, 0 ･5 JL g/ m l の濃度で

は い ずれ の 反応も 50 % 以 上の 抑制が みられ た. 0 .5 捕/

m l の 濃度 か ら4 JJ g/ m l の 濃度 までは
, 各反応に対する

C y A の抑制率に 善が認められる傾向に あり all o a n tig e n

反応に 対 し て は
,
P H A 反応に 対 して よ り強い抑制が示

さ れ た
.

しか し 10 ノJ g/ m l の 浪度 で は , それ ぞれの反応

は何れ も著明 な抑制 を う け
, 抑制率 は 85 % -

95 % で
,

各反 応に 対 す る C y A の 抑制率 に 羞を認 めなか っ た. 表

1 は C y A の P H A 反応 に 及ぼす影響 を時間径過ととも

に 検討 した 成績で ある
.
P H A 反応開始時か らC y A 4

〟 g/ m l を加 え
,
7 2 時間培養した 場合 P H A 反応性に対

す る抑制率 は 58 % と な り最も強い 抑制が観察された.

しか し P H A 反応開始 24 時間目 に C y A を添加し
,
その

後 48 時間培養 した 場合 は 25 % , 4 8 時間後 に添加した

場 合 は
,

8 . 5 % の 抑制 し か 認 め ら れ な か っ た
. 次に

p r ei n c u b a ti o n に よ る抑制効果 を検討す ると
,
C y A 4

-J L g/ m l と 72 時間 p r ei n c u b a ti o n し, 3 回 洗浄した後

P H A 反 応を行う と 28 % の抑制 しか 認 められず
,
4 8 時

間の p r ei n c u b a ti o n で は29 % ,
24 時間で は21% の抑制

T a bl e l .
T i m e d e p e n d e n t eff e ct s o f C y A o n P H A r e s p o n s e o f l ym ph o c y t e s ･

M i n u s ti m e m e a n s p r ei n c u b a ti o n p e ri o d ･

p e ri o d o f
3
日 - T d R I n c o r p o r a t i o n c p m

I n c u b a t i o n

wi t h C y A , h r w i t h o u t C y A w i t h C y A

% I n hi b i t i o n
★ ★
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4 6 9

2 2 , 7 4 6 ±
,
8 0 2

2 1 , 9 7 8 ± 1 , 1 9 8

8
,
1 6 0 ± 2

,
0 1 6

1 7
,
5 5 9 ± 1 , 0 9 9

2 0
,
5 6 9 ± 1 , 0 7 1

★
O i n d i c a t e s t h e s t a r t i n g t i m e o f c ul t u r e

★★
% j n hうbうtj o n =
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X l O O
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T a bl e 2
,
E ff e c ts of C y A o n c ol o n y

-f o r mi n g u nit s i n c ult u r e (C F U ･ C ) .

C F U- C w e r e a s s a y e d i n th e p r e s e n c e of v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s of

C y A i n th e s e m トs oli d a g a r f o r c o l o n y g r o w th .

C y A C o

?
C

≡呂;ニ子
ti o n s C

昌㌶;
C

g喜芋1冒
5

% I n h i b i t i o n

' *

0

0 . 2 5

0 . 5

1 . 0

2
. 0

4 . 0

8 . 0

6 9 ± 1 9

7 3 ± 1 5

6 9 ± 9

6 8 ± 1 8

6 5 ± 1 0

6 3 ± 1 7

7 1 ± 1 2

★ B o n e m a r r o w
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¶1 8 n T n T n x

一

+ 十
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C F U
- C c o n t r o l -

C F U - C C y A a d d e d

C F U - C c o n t r o l

X l O O

‡‡
P 8 L 帽 しP 8L ,

遠
…

忘
`

x : 1 5 0 0 r a d X - r ay t r e a t ed
+ .

口 = C o n - A t r e a t ed

Fig ･ 5 ･ A ‥ H el p e r T a n d s u p p r e s s o r T c ell a cti vi ･

ti e s i n P W M ェi n d u c e d i m m u n o gl o b u li n (I g)

Sy n th e sis ･ H el p e r T c ell f u n c ti o n w a s a s s a y ed b y

C O u n t in g i n c r e a s e d I g - p r O d u ci n g c ell s i n c o
-

C O C ul t u r e s y st e m o f n o r m al B c ell s ( B n) a n d

l
,
500 r ad i r r a d i a t e d n o r m a l T c ell s ( T n x ) . B :

S u p p r e s s o r T c ell f u n c ti o n w a s a s s a y e d b y

C O u n ti n g d e c r e a s ed I g A p r O d u ci n g c e11 s i n c o
-

C ult u r e s y s t e m of p e ri p h e r a l b l o o d l y m ph o c y t e

(P B L) a n d C o n A sti m ul a t e d
,

a u t Ol o g o u s ( T l) o r

all o g e n ei c ( T 2) T c ell s , P B L
l

a n d T
.

w e r e

O b t ai n e d f r o m th e s a m e d o n o r .

5 5 l

で あ っ た . 成績は 示 さ なか っ たが
, p r ei n c u b a ti o n 後 の

洗浄回数と C y A の除去さ れる程度 を検討した予備実験

では
,
C y A の 抑制効果 は

,
3 回 の洗浄まで は 回数に つ

れ て減少 した が
,

それ以上 の 洗浄 は
, 抑制効果 に影響

が み ら れな か っ た .

4 ) C y A の C F U
-

C に及 ぼす 影響 (表 2 )

m it o g e n お よび all o a n ti g e n 反応が著明 に 抑制 さ れ

る C y A 8 FL g/ m l 以下の種 々の 濃度で , C F U - C に及

ぼす 影響 を検討 した
. 表 2 か ら明 か なよ う に

, C F U
岬

C

は少くと も検 討した範囲で は C y A に よ っ て全く抑制を

う けな か っ た .

5 ) C y A の h el p e r T 細胞機能 と s u p p r e s s o r T 細

胞の 誘導に 及ぼ す抑制効果 ( 図5
,

6
,

7
,

8 )

図5 q A は P W M で誘導されるIg 産生細胞数を示 し

たも の で ある . ま ず正常 丁 細胞 ( T n) の みで はI g 産

生細胞 は 3 . 2 ±2 ×1 0
3 ( n

= 1 0) で
,

B 細胞 ( B n ) の み

で はIg 産生細胞 は 1 .0 ±0 . 5 ( n = 1 0) で あ っ た .

一 方,

( T n 十B n) の 組 み合わ せ で は
,
4 1 ±4 .3 ×1 0

3

( n
= 1 0)

の I g 塵 生細胞が 誘導され, さら に放射線照射した T 細

胞 ( T n x ) を加 えた T n x + B n の 組み合わせ で はI g 虔

生 細胞 数は 49 ±8 ×1 0
3 ( n

= 10) で あ っ た
.

こ のよ う に

T n x + B n に よ っ て 出現す るIg 塵生細胞数 をh el p e r T

細胞機能の 指標 と した . 加 える T 細胞が 自己の で も ,

他人 の T 細胞で も差が 認め られ ず,
こ の h el p e r T 細

胞機能 は
,
h el p e r T 細胞とI g 産生細胞の間の H L A の



5 5 2 塩

差異に よ る影響 をう け なか っ た .
s u p p r e s s o r T 細胞機

能 は
, 図5 - B に 示 す よう に C o n A 誘導 s u p p r e s s o r T

細胞 1 ×1 0
5
を T

,
B 細胞 に 分離す る前の P B M C 3 ×

1 0
5 に 加え,

7 日 間培養す る こ と に よ っ てI g 産生細胞数

は 25 ± 5 ×1 0
3 ( n

= 1 0) か ら 5 ±2 . 5 ×1 0
3 ( T l ,

n
= 5)

また は 4 ± 3 ×10
3

( T 2 ,
n

= 5) へ と減少 した .
こ の減

少 したI g 産生細胞数21 ± 4 ×10
3 ( n

= 1 0) を s u p p r e s
-

s ｡ r T 細胞機能の 指標 と した . 加 える T 細胞が 自己 の

もの ( T l) で も ,
あ るい は 又他人 の もの で ( T 2) で も

抑制の程度は変化 しな か っ た
.

した が っ て こ の 実験系

で は s u p p r e s s o r T 細胞機能 も h el p e r T 細胞機能 と同

0 0 . 0 0 1 0 , 0 1 0 ･ 1 1 ･ 0 1 0 ･ O
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D o s e

- d e p e n d e n t i n h ib it o r y e ff e ct s o f C y A

o n h el p e r T c ell f u n c ti o n i n P W M , i n d u c e d I g

s y n th e si s ･ P W M i n d u c e d I g p r o d u ci n g c ell s w e r e
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様に H L A の 一 致を 必要と しない と考えられ た. 図6 は

h el p e r T 細胞 に及 ぼす 各濃度別の C y A の 抑制を示し

た も の で あ る . 図か ら明か な よう に
,
h el p e r T 細胞機

能は C y A に よ っ て d o s e - d e p e n d e n t に 抑制され0 .01

FE g/ m l で はほ ぼ 50 % ,
0 ･ l 〃g/ m l で 90 % 以上 の抑制が

認 め られ た .
こ の さ い B 細胞と組 み合せ た X 線照射丁

稚胞 は,
B 細胞 と同種の 場合も , 自己 の 場合も

,
C y A

の 抑制率 に 差は な か っ た
. 図7 は s u p p r e s s o r T 細胞を

誘導する C o n A 刺激培養 系に各種濃度の C y A を加え
,

T 細胞の C o n A に よ る増殖反応 に 対す る C y A の抑制

効果 を示 した もの で ある
.
C o n A 刺激 丁 細胞の D N A

合 成 に 対 す る 抑制 率は
,
培 養48 時間 目で はC y A の

0 .0 1 〟 g/ m l 添加 で c o 雨 q ol の 約 50 % ,
0 ■ 1 捕 血1 で

70 % ,
1 .0 〝 g/ m l で 80 % ,

1 0 ･ 0 〟 g/ m l で ほぼ100% で

あ っ た .
こ の C y A の C o n A 反応 に 及 ぼす影 響は72 時

間目で も 48 時間培 養の 場合 に比 べ て抑制はやや強くな

っ た が ほ ぼ 同様の傾 向を示 し
,
C y A の 各濃度に応じて

C o n A 刺激 丁 細胞の 増殖反応は抑制さ れ た. そこで,

C y A と 48
-

7 2 時間培養 した T 細胞 を採取し
,

3 回

浄後新た に 用意 した P B M C の P W M 誘導I g 塵生の系

に加 えその S u p p r e S S O r T 細胞機能を測定した
. 図8 は

,

その よ う な方法で
,

C y A と とも に培 毒した C o n A 誘

導 s u p p r e s s o r T 細胞の P W M 誘 導I g 塵 生 に及ぼす影

一響 を検 討 した成績 を示 した も の で あ る
.

c o n tr ol 溶液

( C y A O FL g/ m l) を加 えて 得た C o n A 刺激s u pp r e s
･

s o r T 細胞 の 自己 P W M 誘導Ig 産生に 対する抑制を

c o N C【N T R A†1 0 N O F C Y
A t

四
′

′

m - 1 0 N 冊 DU C - 1 0 N

Fi g . 8 . E ff e c ts of C y A o n i n d u c ti () n O f s u p p r e s St' 汀

T c ell s b y C o n A ･ T c e-1 s sti m ul a t e d b }
▼ C 川 一A in

th e p r e s e n c e o f C y A (F i g ･ 7) w e r e a d d e d t() P W

i n d u c e d I g s y n th e si s s y s t e m s ･ H a t ch e d c ()l u m ･

s u p p r e s s o r a c ti v i ty of C o n A s ti m ul at e
･
d a し1t()-

l o g o u s T c e ll s ( T l) ; O p e n C Ol u m n
･

S u P P r e S 糾

a cti vi ty o f C o n A s ti m u l a t e d a ll o g e n ei c T c ellさ

( T 2) .
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100 % とす ると,
0 ･ 0 0 1

,
0 ･ 0 1

,
お よび 0 ･ 1 〟g/ m l の濃

度では,
C y A 添加 に も拘 らずC o n A 誘導 s u p p r e s s o r T

細胞のIg 産生抑制は
,

コ ン トロ ー ル の 80 % 以 上認 めら

れ,
1 . 0 〟g/ m l で も 約 70 % の , また C o n A 刺激 丁 細

胞の増殖が 100 % 抑制 され る 10 鵬/ m l の 濃度で もIg

産生抑制はコ ン トロ
ー ル の 50% しか認め られ な か っ た -

この よ う に C y A は C o n A に よ る T 細 胞 の 増殖 と

s u p p r e ss o r T 細胞の 誘 導に対 して異な る抑制効果 を示

し
,
少くとも自己 P B M C のI g 産生系に対する s u p p r e s

-

s ｡ r T 細胞の誘導 に は, 抑制効果 は少な い とい う結果

が得られた .

一 方 , 同種の P B M C の P W M 誘導I g 産

生に対する S u p p r e S S O r T 細胞の 誘導 に 及ぼす C y A の

影響を検討する と,
C y A O ･ 01 〟g/ m l で I g 産生抑制 は

5 偶 の
,
1 . 0 〟 g/ m l で 10 % ,

10 〟g/ m l で はI g 産生抑

制はコ ン ト ロ
ー ル に く ら べ て ほぼ 消失 し

, 少な くと も

同軽P B M C の I g 産生に 対す る s u p p r e s s o r T 細 胞機

能はC y A によ っ て d o s e - d e p e n d e n t に 抑制されるとい

う成績が得られた . C o n A に よ る T 細胞増殖 に対 する

抑制効果と S u P p r e S S O r T 細胞 の 誘導に 対 す る抑制効

果とは, 自己 P B M C の I g 産生の 場合と異 り ほぼ平行

する傾向が みら れ た .
こ の よ う に C o n A で誘導さ れ る

s up p r e s s o r T 細胞は
,

誘導の 過程で C y A で処理 す る

ことによ り
,
自己 と 同種の P B M C の I g 産生 に 対す る

抑制効果に 差が 認め られ
,

ま た自己 P B M C の I g 産生

を抑制する C o n A 誘導 s u p p r e s s o r T 細胞 は C o n A に

よっ て増殖する T 細胞に 比 べ C y A に対す る感受性が低

い ことが示さ れ た
.

55 3
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Fig ･ 9 ･ E ff e ct s o f C y A o ll i n d u cti o n of c y t o t o x i c T

C ell s i n mi Ⅹe d l y m p h o c y t e r e a cti o n ( M L R ) .

R e sp o n d e r c ell s s ti m u l a t e d b y a ll o a n ti g e n s i n th e

p l
'

e s e n c e of C y A u s e d a s e ff e ct o r c e11 s i n c y t o -

t o xi c a s s a y s . A ll o a n ti g e n s u s e d a s s ti m u l a t o r

C eu s i n th e i n d u c ti o n of c y t o t o x i c T c ell s
,

a n d

tr a g e t c ell s i n c y t o t o x i c a s s a y s w e r e o b t ai n e d

f r o m th e s a m e d o n o r .

6 ) C y A の 細胞障害性 丁 細胞機能 に 及ぼす効果( 図

9 , 1 0)

基礎的検討で は
,

2 ×1 0
4
の P H A bl a st を標的細胞

と した場合,
m a X i m u m r el e a s e 1 72 3 ±1 6 2 c p m

, S p O n -

t a n e o u s r el e a s e 1 3 3 ±4 1 c p m で
,
S p O n t a n e O u S r el e a s e

は
,

m a X i m u m r el e a s e の 1 0 % を超え る こ と はな か っ

た . E : T 比 を 5 : 1
,
1 0 : 1

,
2 0 : 1

,
と増加さ せ た

場合, 細胞障害性 はそれ ぞれ 13 ± 4 % , 2 4 ±2 . 2 % ,
3 5 ±

2 % と な り細胞障害性 は
, 加 える c yt ot o x i c T 細胞 に

d o s e - d e p e n d e n c y を示 し た . 図9 は
,

C y t O t O X i c T 細

胞 を誘導す る M L R に C y A を加 え,
8 日 間培養後 3 回

洗浄 して 標的細胞 に 対す る細胞 障害性を
5 1
C r r el e a s e

a s s a y で検 討し た 結果 で ある
. C y A 添加 に よ り c yt o

･

t o x i c T 細胞の誘導はd o s e
- d e p e n d e n t に抑制され た.

C y A の 抑制効果を eff e c t o r 細胞の 数 を変えて検討する

と
,

E : T 比 20 : 1 の場合, 斜線入 りの 棒で示 す よ う

に C y A O . 00 1 FL g/ m l で 75 % ,
0 .1 /J g/ m l で9 0 % 以 上

の 抑制が認 め られ た .
E : T 比 5 : 1 で は白い 棒で示 す

よう に 0 . 01 〟g/ m l で 60% と抑制の 低下が みられ たが
,

0 , 1 〟g/ m l 以 上 の 濃度 で は E : T 比 20 : 1 の 場合 と同

程度の 抑制が認められた
.
この ように

,
C y A は c yt o t o x i c

T 細胞の 誘導に 対 し強い 抑制を示 した
.

そ こ で次 に
一

旦誘導された c yt o t o x i c T 細胞 に対する C y A の 抑制効

果を み る為 に
,

C y A を
51
C r r el e a s e a s s a y の 系に 加 え

そ の 効果を検討 した. 図 10 は , M L R に よ っ て誘導 し

た c yt o t o x i c T 細胞と標的細胞の 比 を 20 : 1 と し, 培

養液 に C y A を加 え
,

C y A が c yt o t o x i c T 細胞 の 標的

細胞 に 対す る傷害性を抑制す るか 否か検討 した成績 を

示 したも の で ある
. 図10 に 示 さ れ るよ う に

,
C y A は そ

0 0 . 0 0 1 0 . 0 1 0 .1 1 ･ 0 1 0 ･ O

C O N C E N T Ft A T 1 0 N O F C Y
A (

r
J
g/ m [ 1

0 N E F F E C T O R P H A S E

F i g . 1 0 . N o eff e c t s o f C y A o n c yt o t o x i c T c ell s ,

g e n e r a t e d b y all o g e n ei c s ti m u l a t o r c ell s i n M L R ･

C y t o t o x i c T c ell s w e r e a s s a y e d a n e # e ct o r t o

t a r g e t r a ti o o f 2 0 : 1 i n
51 C r r el e a s e a s s a y s ･
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Fi g . 1 1 ,
E # e c ts o f C y A o n a p t ol o g o u s m i x e d

l y m p h o c y t e r e a c ti o n ( A M L R) ･ V a ri o u s c o n c e n ト

r a ti o n s of C y A w e r e a d d e d t o t h e c ul t u r e m e di u m

o f T c ell s w ith a u t ol o g o u s B c ell s ･

の濃度を10 〟g/ m l まで増加 させ ても全く抑制効果が認

め られ な か っ た
.

また E : T 比 を 5 : 1 に して も 同様

の 成績が得られた .
このよう に誘 導され るべ き c y t o t o xi c

T 細胞の 前駆細胞 と
,

一

旦誘 導され た c y t o t o x i c T 細

胞に 対す る C y A の 抑制効果は全 く異なる結果が得られ

た
.

7 ) A M L R に 及 ぼす C y A の抑制効果

図11 は A M L R の反応系に 培養開始 と同時に 各種濃

度の C y A を加え
, 自己 の D R 抗原に 反応 して増殖す る

T 糸田胞 に対す る C y A の抑制効果を 示 した も ので ある
･

図か ら明 らか な よう に
,
C y A はd o s e - d e p e n d e n t な抑

制 効果 を示 し抑制 の 程 度 は 0 . 1 / J g/ m l で 50 % ,
1 ･ O

FE g/ m l の濃度で 90 % の 抑制率で あ り
,

こ れ は C y A の

M L R に 対す る抑制率と ほ ぼ
一 致す る成績 で あ っ た .

考 察

本研究か ら
,
C y A は種々 の i n vi t r o に お ける免疫学

的反応性 に 対して 強力 な抑制作用 を有す る こ と が 明ら

か と な っ た が
,

その抑制作用 や 抑制の 程度は検討対象

で ある免疫反 応の 種類や C y A を作用 させ る タイ ミ ン グ

に よ っ て大 きく左 右さ れ る
.

こ れ は骨髄毒性 を 示さ な

い 点とと も に 従来の 免疫抑制剤 と は大き く異な る点で

あり
,
C y A は抑制作用 にある程度選 択性 を有す る新 し

い 型 の 免疫抑制剤と い えよ う .

C y A は各種 m it o g e n およ び all o a n ti g e n に よ っ て刺

激され た P B M C の増殖反応 に対 し
,
直接細胞毒性が認

め られな い 濃度で d o s e
-

d e p e n d e n t な抑制効果が認め

ら れ た . d o s e
-

d e p e n d e n t な 抑 制効 果 は
,

他 の 研 究

者1 引1 4) 2 3) a 4) 3 9) 4 0) に よ っ て も報告さ れ て い る . しか し , そ

の抑制の 程度 は各研究者 間で 必ず しも
一

致してい ない

よう である
.
たと えば P H A 反応性 を50 % 抑制する Cy A

の 濃度 で 比 較す る と ,
わ れ わ れ の 成績 は 0 . 5 〟g/ m l か

ら1 . 0 〃 g/ m l の 濃度で 50% 抑制が 得ら れた が
,
これは

1 , 5 〟 g/ m l の濃度 とする H e s s らの 報告2 3)
と類似した成

績 で あ っ た . しか し W h it e ら の 報告
1 3) で は C y A O .08

FL g/ m l ,
D e e g ら の 報 告

3 9)
で は 0 ･ 05 JL g/ m l の 濃度で

50 % 抑制 が得 られ て お り, わ れ わ れ の 得た成績の1/

10 ～ 1 /2 0 の 低濃度 で あ っ た
.

こ の よ う に 同じ P H A 反

応 に 対 し て 同程度 の 増殖抑 制効果 を得 る の に必 要な

C y A の 濃度が 異な る理 由は明 らか で は な い が
, 各研究

者 に よ っ て 培養条件が そ れぞ れ異 な る こ と
,
C y A を溶

解 す る溶媒の 差異以 外に , 各々 の 研究者が 実験に 使用

した P B M C の 種 に よ る差異にも あるの ではない かと思

わ れ る .
H e s s ら

2 3)
は ヒ トの P B M C を使用 し, われわ

れ の 得た成績 と似か よ っ た成績 を示 して い る が
,
D e e g

ら
39)

は犬の , W hi t e ら1 3) は サ ル の P B M C を使用して検

討 して い る
.

つ ぎに
,
C y A の抑制作用 が C y A を作用させる時期に

ょ っ て異 な る か どう か を P H A 反 応で検討した. その結

果 (表 l) ,
C y A を P H A 添加 と 同時 に 培養系に 加え

C y A の 存在下で P H A 反応を行 っ た 場合に
,
最も掛 1

抑制 が認め ら れ
, 培養開始 24 時間以 降に C y A を添加

ノしても C y A の P H A 反応に 対す る抑制作用 は効果的で

はな か っ た . 同様の 成績 は L e o n i ら
1 4)

W h it e ら
1 3)

H es s

ら
2 2) に よ っ て も 報告 さ れ て お り,

C y A の 抑制作用は

m it o g 帥 刺激に よ っ て 惹き起さ れ る P H A 反応性細胞

の増殖の初期 に発揮されるもの と考 えられる .
また D N A

合成 が ピ ー ク に 違 っ す る培養 4 8 ～ 72 時間に C y A を添

加 して も抑制が ほ と ん どみ られ ない こ とか ら,
C y A は

D N A 合成を 阻害 す る作用 を有 しな い と考 えられる･

H e s s ら
2 3)

も P H A 反応お よび C o n A 反応に おい てC y A

添加時期と抑制効果と の 関係 を詳細 に 検討し
, 培養開

始2 時間以 内に C y A を添加 した場 合に 最も強い 抑制が

得 られ た とい う . D e e g ら
3 9)

も犬 の リ ン パ 球を用いてば

ば同様の 成績 を報告し て い る . さ ら に
, 増殖反応に特

別 な刺激を必 要と しない T 細胞白血病 の継代培養殊に

対 して も C y A が抑制効果を示 す成績
4 2)

を考えあわせる

と
,
C y A は P H A 刺激が細胞 に 伝達さ れる過程ではな

く ,
P H A 刺激 を受 け と っ た 反応細胞が増殖を開始する

た め の 変化 をお こ す時期 を選択的 に 抑制 する可能性か

示 唆さ れ る
.
この よう に C y A の 抑制効果が m it o g c n 刺

激後の 増殖反応の ごく初期 に作 用す る こ と は
,
従射ノ

免疫抑制剤で はみ られ な い 点 で あ り ,
C y A の もつ 免疫

抑制剤 と して の ユ ニ
ー

ク な特徴と い え る ･
さ らに注目

さ れ る こ と は , P H A 添加前に C y A を作用さ せる
･
即

ち C y A と p r ei n c u b a ti o n を行 っ た後洗浄し て
,
P rIA

∵
;

㌻

1

j
…

…

r‥

.
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反応を行うと PI 抽 反 応が約 70 % ま で 回 復 しう る成績

が得られ る こ とで ある (表 1) ･
こ の成績 は C y A の作

詞が可逆的で ある こ と を示 してお り これ は
1 2 5

Ⅰで ラベ ル

された C y A が徐々 に リ ン パ 球膜表面か ら遊離す るとい

ぅL e o ni ら
1 4)の 観察に よ っ て も支持され る ･ m it o g e n や

all ｡ a n ti g e n 刺激 に よっ て 増殖反応 を示 すの は主と して

T リンパ 球で あるが
, 近年め ざま しい 進歩 を遂げた免

疫学の 成果から
,

T リ ン パ 球は その 表面形質や機能の

異なる種々 の T リ ン パ 球に よ っ て構成され てい る こと

が明か に なっ て い る
2 1) 44)

.
そ こ で T リ ン パ 球 s u b s e t 機

能に及ぼす C y A の 影響を検討したと こ ろ
,
C y A は T リ

ンパ 球の増殖反応 に 対す る効果と は異な り
,

以下 に 述

べるよう に きわ め て興 味あ る抑制効果を有 する こ とが

明らか に なっ た .

M L R に よ っ て誘導さ れ る c yt o t o x i c T 細胞は拒絶

反応を惹き起す細胞と して注目さ れ ,
M L R -

C M L と

いう免疫反応系は拒絶反応の i n v it r o モ デ)t / と考 えら

れてい る
.

こ の系を利用 して c y t o t o x i c T 細胞 を誘導

する場合の C y A の抑制効果を検討 してみ ると ,
C y A は

0 .001 〟g/ m l とい う き わめ て低 い濃度 で 50 % の抑制 を

示した
.

しか し,

一

旦 誘導さ れた c yt o t o x i c T 細胞に

は
,
10

,
0 00 倍の 濃度の 10 〟g/ m l で も全く抑制効果が認

められなか っ た . c y t o t o x i c T 細胞の 誘 導を 50 % 抑制

するC y A の濃度は
,
H e s s ら

24)に よれば0 , 0 16 J( g/ m l か

ら0 .0 64 JL g/ m l
,

K e o w n ら
28)

に よ れ ば 0 .0 9 7 5 jL g/ m l

と
,
各研究者間で成績 が異 っ て い る が

,

一

旦 誘導され

た cy t o t o xi c T 細胞 に 対 して は
,

わ れ わ れ の 成績 と同

様に , H e s s ら
2 3)

は 5 0 F L g/ m l の濃度ま で , K e o w n ら
28)

は12 .5 JJ g/ m l の濃度ま で検討し
, 全く抑制が 認め られ

ない成績を報告 してい る . 従 っ て C y A は c y t o t o x i c T

細胞の誘導過程 に の み
, 非常 に微量 で 抑制効果 を発揮

すると考えら れた
.

こ の C y A の 特徴は
, 拒絶反応の 予

防のために 使用 す る免疫抑制剤と して は, 好都合な 点

であり
, 実験動物 細 や ヒ トの 臓器移植

1 0)
- 1 2 ) 4 5) 4 6) に お い

てすぐれた免疫抑制効果 を示 すi n v it r o で の 根拠と い

えよう
.
M L R の 増殖過程に 対す る C y A の 抑制効果と

Cyt O tO X i c T 細胞誘導に 対す る抑制効果 を相互 に 比較

してみる と
, わ れ わ れ の 得 た成績 で は W a n g ら

4 0)
や

K e o w n ら
2 8)の 成績 と は異な り

,
C y t O t O X i c T 細胞誘導

を50% 抑制する の に 必要な C y A の 濃度 は
,
M L R を同

程度抑制するの に必要な C y A の 濃度の 1/ 50 ～ 1/ 1 0 0 の

濃度で あ っ た . H e s s ら
2 2) もわ れ われ と 同 じ実験系で

,

C y A の M L R に 対す る抑制効果と, C y t O t O X i c T 細胞

誘導に対する抑制効果 を検討 して お り
,
そ の 結果 M L R

を50 % 抑制す る C y A の 濃度0 . 0 6 4 iL g/ m l で は
,

C y t O
-

t o xi c T 細胞誘導を 70 ～ 80 % 以 上抑制す る成績 を得て

い る
･ 以上の 結果 か ら C y A は

,
M L R の 増殖過程に 対

555

して抑制効果を及ぼす濃度よりも低濃度で c yt o t o x i c T

細胞の誘導過程 に 抑制効果を示 すと考えられ る. A M L R

に対 して も C y A は M L R に 対 してと同程度の 抑制 を示

す成績 (図11) が 得ら れた が
, 同様の成績 は P al a ci o s

ら
2 7 川

里こよ っ て も報告され てい る . 彼 らは, B 細胞の膜

表面上 の D R 抗原 を認識す る
,

T 細胞膜表面上 の レ セ

プタ ー を C y A が 阻害す る こ と に よっ て A M L R が抑制

さ れ る と報告 してい る が ,
こ の考 えに よれ ば, D R 抗原

と S D 抗原の相違 を認識 して 誘導さ れ る c yt o t o x i c T

細胞4 8)
に 微量で抑制効果を示 した成績 をよく説明でき る

よう に 思 わ れ る
.

次に C y A の s u p p r e s s o r T 細胞誘 導に及 ぼす効果 を

検討 して みる と, C o n A 添加培養に お ける T 細胞 の増

殖反応は
,
C o n A lO 〟g/ m l で 10 0 % 抑制さ れた( 図7 )

が
,
この増殖抑制をうけた T 細胞は自己の P B M C のI g

産生 を50 % 抑制す る s u p p r e s s o r T 機能 を有して い た

( 図8) .
こ れ ら の 成績 か ら

,
C o n A に 反応 して増殖 す

る T 細胞と C o n A に よっ て誘導されるI g 産生抑制 丁

細胞が C y A に対 して異な る感受 性を持つ ことが示 唆さ

れ る . C y A が T リ ン パ 球に直接作用 して s u p p r e s s o r 機

能を有す る報告4 9)
も認められ るが添加する C y A を増加

さ せ る に つ れ て
, 誘導される抑制 丁細胞に よ るIg 産生

抑制効果が漸減す る こ と に よ り
,
C y A の直接的な抑制

機能冗進作用 は否定で き る
. また使用 した T 細胞中 に

単球の 混入 は 0 . 5 % 以下で ある こ とか ら
,
単球に よる Ig

産生抑制の 可能性 はほ と ん ど考 え られ ない
. したが っ

て 自 己 の I g 産 生 を 抑制 す る s u p p r e s s o r T 細 胞 の

C o n A に よ る誘 導は
,
C y A で 抑制 され に く い も の と思

われ る . C o n A 刺激 に よ っ て誘導され る s u p p r e s s o r T

T 細胞機能に 対す る C y A の 抑制効果をI g 産生系 で検

討 した報告 は
,

こ れ ま で 全く みら れ な い が L e a p m a n

ら
2 9) 3 0)

は
,
P H A

,
C o n A

,
P W M の 各 m it o g e n 反応系

と M L R を利用 して C y A の C o n A 刺激 s u p p r e s s o r 機

能に 及ぼす効果を検討し, C y A l 〟 g/ m l の 濃度で
,
C o n

A に よ る増殖反応 は 90 % 抑制さ れる にも か かわ らず,

s u p p r e s s o r 機能 に 対 して は全く抑制が及 ばな い 成績 を

示 して い る . 同様の 成績 は
,
動物実験 で も報告さ れ て

い る
31)

. S a k a n e ら
3 2) は

,
C o n A に よ っ て刺激さ れ る

T 細胞の 中で
,
D N A 合成を認めない 分画に も

,
m i t o g e n

反 応と M L R を抑制する s u p p r e s s o r 機能を有する T リ

ン パ 球が 含ま れ る成績 を報告 して い るが
,
こ の こ と は

,

われ わ れや
,

又 L e a p m a n ら
2 9)3 0)

の 検討 した C o n A 誘

導 s u p p r e s s o r T 細胞が C o n A に 反応 して増殖 す る T

細胞の p o p u l a ti o n に 含ま れ ず
,

したが っ て C y A の影

響を あま り受 けな い とすれ ば予盾 しない と考え られる .

しか しさ ら に 注目す べ き は
,
こ の よう に C y A の 存在下

で C o n A と と も に 培養され た T 細胞が, 自己の 抗体
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産生 に は 弱い 抑制作用 しか示 さ ない に も かか わ らず
,

他人の P B M C に よ るI g 産生系に 対して は
,
S u p p r e S S O r

機能が認 められ ない 強い 抑制効果を示 した .
つ ま り C y A

は C o n A に 反応して 増殖 す る T 細胞 を抑制す るの と

同 じ程度 に , 同種リ ン パ 球の 抗体産生 を抑制す る s u p
-

p r e s s o r T 細胞の C o n A に よ る誘 導を効果的 に抑制 し

う ると い う こ と で ある .
こ れ らの成績 か ら

,
C y A は

,

C o n A 刺激 に よ っ て活性化 さ れ る T 細胞の う ち , 自己

リ ン パ 球の抗体産生抑制 丁 細胞 の 分化に は効果的な抑

制を示 さ な い もの と考 えら れ る . わ れ わ れ の 検討し た

C o n A 刺激 s u p p r e s s o r T 細胞 に は h e t e r o g e n eity の

存在す る こ と が知ら れて い る が
3 2)

, C y A の 作用 が 既に

述 べ た よう に活性化され た T リ ン パ 球の増殖反応に お

ける初期過程を抑制す る と考 えれ ば
,

増殖反応 を必要

とす る s u p p r e s s o r T 細胞は , C y A に よ っ て抑制 され

るが
,

増殖反応を必要と しな い S u p p r e S S O r T 細胞 は

C y A の抑制効果 をまぬが れる結果とも考えられ
,

C y A

の 作用 機序 を知る上 で 非常 に 興味深 い 点と思わ れ る .

h el p e r T 細胞機能 に対す る C y A の 作用 は , P al a ci o s

ら
2 7〉や P a a v o n e n ら

3 4) 3 5)
に よっ て示 された報告と 同様に

濃度依存性 の抑制効果が認め られ た
.
又 H L A の 差異に

よる抑制効果の差異は認 めな か っ た . わ れ わ れの 検討

した T 細 胞分画 は
,

す で に 含 まれ る s u p p r e s s o r T 細

胞 を除去す る目的で 150 0 r a d の Ⅹ 線 照射 を行 っ てい る

ので
, 得ら れた 結果 に対す る s u p p r e s s o r T 細胞の関与

は除外で き る . 又 同 じ理 由で D N A 合成 は お こ ら な い
.

したが っ て C y A の作用は
,
T 細胞が P W M の 刺激 をう

けてh el p e r T 細胞に 分化す る過程 に作用 して い る可能

性が示 唆さ れ る
.

最i息 mi t o g e n や all o a n ti g e n の添加に よ っ て開始さ

れ る リ ン パ球増殖反 応の初期反応に は m i t o g e n あるい

は
,

all o a n ti g e n に よ っ て活性化 され た T c ell g r o w th

f a ct o r ( 以下 T C G F と 略す) 産生 丁 細胞と
,

T C G F に

対す る反応性 を獲得 した T 細胞が 必要であ る こ とが解

明され て き た
36 抑

.
ま た T リ ン パ 球各機能の 分化過程

に も T C G F が必要と され て い る
3 7)

.
C y A は T C G F に

反応す る r e c e pt o r ･を阻止 す る と す る L a r s s o n ら の 成

績
3 8) や

,
C y A が D R 抗原に 対 す る r e c e pt o r を阻害す る

結果, T C G F に 反応す る r e c e p t o r の 出現が 阻止 され る

とす る P al a ci o s ら の 成績
4 1)は

,
わ れ われ の こ れ まで の

成績 を支持す る ばか り で は なく , C y A の 作用機序 を知

る上 で極 めて 示唆 に 富む成績 とい え よう .

免疫抑制剤と し て使用 す る場合
,

造血 幹細胞に 及 ぼ

す作用は 重大 で ある .
こ の 目的で

, 顆粒球 と マ ク ロ フ

ァ
ー ジの造血幹細胞であ る C F U

-

C に対 する作用 を検

討 したが (表 2 )
,

C y A は各種 m it o g e n 反応 を著明 に

抑制 する 濃度( 8 〟g/ m l) で も C F U - C に 対 して 全く

抑制 を示 さ な か っ た
.
ほ ぼ同様 の 成績 は H ell m a n ら

25}

や G o rd o n ら
3 3) に よ っ て も報告さ れて い る

.
これらのi n

vit r o で の 成績 は実験動物 に お けるi n vi v o の 検討6)7)
で

も確 め られ て お り,
この よ う なl o w m yl o t o x i city は

C y A の 特徴 で あり
,
また 免疫抑制剤と して非常に有利

な点で あ ろう .

一 方 C y A は , 白血球遁走能Ⅰ3) や
,

マ ク

ロ フ ァ
ー

ジ貪食能2 4)
に 対して も全く抑制効果を示さない

と い う 成績 も報告さ れ て い る . した が っ て C y A はリン

パ 球
,
と く に T リ ン パ 球 に ある程 度選 択性を有する免

疫抑制剤と い え る か も知 れ な い
.

ニ の よう な特徴 を有す る C y A の 臨床応用 は
, 初め腎

臓移植 の 拒絶反応を予 防す る目的 で 試み られた . 中で

も C a m b rid g e 大学の C al n e ら は45 例の 同種屍体腎移

植に 使用 し
1 0)4 5)4 6 )

,
1 年以 上 の 生 者率が 70 % という成績

を得 てい る .
こ の う ち 32 例 に 対 して は拒絶反応時以外

は
, 他 の 免疫抑制剤 を使用 せ ず

,
C y A の みで治療を行

っ て い るが , そ の生者率は 1 年後に 86 % と良好な成績

が得 られ て い る
4 6)

. 注目 す べ き こ と は
,

こ の 32 例のう

ち他 の免疫抑制剤 の 投与が必要 で な い 例が 11 例,
急性

拒絶 反応時の み ス テ ロ イ ドを使用 した例が 13 例にすぎ

な い 点で あ ろう .
こ れ らの成績 は

,
C y A が 単独で も良

好な 免疫抑制効果を 示 す こ と を示 して い る .

一 方副作

用 と して は , 腎毒性 , 感染, 悪性 リ ン パ 腫の 合併が認

め られ て い る
. 悪性リ ン パ 腰の 合併 は

, 免疫抑制療法

の合併症と して, 臓器移植の さ い に よ く認 められ てお

り , C y A に よ っ て誘発さ れ たの で は な く免疫抑制作用

の 結果, 免疫監視機構の 破綻 に よ っ て 合併したと考え

ら れ るが , そ の 頻度 は 6 % と あ ま り高くな い
. 致死的

な 感染症 の合併例 は
, 他の 免疫抑制剤との 併用例であ

り
,

C y A が 原因と は考 えに くい
. 腎毒性は G V H D の

予 防や 治療 を目的化 した ヒ トの 骨髄移植症例に対する

C y A の 投与 に よ っ て も認め ら れ てお り11) 4 7 ,
,
C y A の作

用 と 考え られ る .
こ の メ カ ニ ズム に つ い て は不明だが､

C al n e ら
46) は腎生検 の結果, 光顔 レ ベ ル で は異常を認め

な い 成績 を示 して い る .
ま た こ の 場合,

C y A をス テ ロ

イ ドや アザ チ オプ リ ン に 変更 す る こ と に よ り , 腎障害

が 軽快 した成績が報 告され て お りi n v i r o に お い ても

C y A の 作用 は 可逆的と 考 えら れ る ･

同種骨髄移植 に 対す る C)
r A の 臨床応用 は

,
P ‖Ⅵ

■

1ビS

ら
1 1) 4 7 ) に よ っ て 精力的 に 試み られ てし- る

. 彼らは始め

G V H D の 治療 を目的と して 使用 した ため
,
G V H D が

現 し て か ら, それ ま で 継続 し て き た M T X に 変え,

C y A lO O O m g か ら 21 0 0 m g を径口 的 に 投与した
･
結果

は 5 例 中4 例 が移植後 34 日 か ら 52 日 の 間に 潮悩 乱

心 不 全, 壊死 性大腸炎,
ウイ ル ス 感染症 で 死亡して い

る
.
G V H D が 死因と強 く関係す る例が 3 例認め -1 れろ

こ とか ら す る と ,
C y A の G V H D に 対す る漁療効果~と
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全く不充分で ある と考 え られ る ･ また経過 中, 血清尿

素窒素の 変動は
,
C y A の 投与と正 の 関係 が認 め られ て

ぉり,
こ の 点は,

C y A の 量 を こ れ以 上増加 す る こ と は

困難で あると 同時に C y A の 腎毒性の 可能性も示 唆 して

い る .
しか しな が ら , G V H D の 予 防を目的 と して C y A

を, 移植前2 日 か ら 25 m g/ k g を投与 し た 23 例 の 成

績
1 1)

をみ ると , 使用量が 治療量に 比 べ少 い に もかか わら

ず,
G V H D の発生頻度は 5 % に抑 え られ た

･
こ の発生

頻度を,
M T X の み で G V H D を予防 して い る S e a ttl e

グル ー プの成績
1)2)

の うち , 特 に P o w l e s ら
1 1)

と同様に 白

血病に施行した場合の発生頻度と比 べ て みると P o w l e s

ら
Il 切 5 % に 比 べ S e a ttl e グル ー

プ で は 19 例 中12 例

(6 3% ) に G V H D が 発生 してお り, C y A の G V H D 予

防効果は非常に 良い と考 え られ る
.
しか し

,
H o w s ら

1 2)

は再生不良性貧血 に 対 す る骨髄移植例 に C y A を使用

し, 拒絶反応と G V H D に 対す る効果を検討 し た結果,

これまでの成績と発生頻度や 重症度 に差 異が 認め ら れ

なか っ たと報告し てい る
.

こ の よ う に 各施設 に よ っ て

得られる成績 に差が 認め ら れる 理由は不明で
, 今後の

c o n tr oI st u r d y が 期待 され るが
,
C y A の 特徴 を生か し

た投与量や , 投与時期の 検討も 今後必要で あろ う.

結 論

2 種類の 真菌か ら抽出さ れた物質である c y cl o s p o ri n

A の免疫抑制剤と して の 特徴 を知 る目的で
,
各種免疫

反応系に お ける ヒ トリ ン パ 球と
,

ヒ ト造血 幹細胞 に 及

ぼすC y A の 作用を検討 し
,

以 下の結論 を得た
.

1) C y A は直接細胞毒性が認 め られ な い 濃度で
,

ヒ

トリ ンパ 球の 各種増殖反応 を濃度依存性 に 抑制す る
.

2) この 抑制作用 は
,

mi t o g e n 増殖反応開始と 同時

に培養系に添加 する こ と に よ っ て 最大の効果が得 られ

るので
,
C y A は増殖反応 の初期に 最も強 く作用 す る と

考えられる
. ま た ,

こ の 抑制効果 は, 細胞の 洗浄操作

によ っ て消失す るの で
,
C y A の 作用 は可逆的 で ある .

3) T リ ンパ 球の 各 s u b s et の 機能に 対 す る抑制作用

の程度は
, 検討に 用 い た 免疫反応に よ っ て そ れ ぞれ 異

っ ている
. c y t o t o x i c T 細胞機能に 対 して は

,
誘導過

軌この み抑制効果 が 認 め ら れ る が
,

】

旦 誘 導 さ れ た

C yt ot o x i c T 細胞 に は全く抑制効果 は認め ら れ な い
.

C o n A に よ っ て誘導され る s u p p r e s s o r T 細胞機能は
,

同種リ ンパ 球の免疫 グロ ブリ ン産生を抑制す る機能は,

C y A によ っ て濃度依存性 に抑制さ れ るが , 自己 リ ン パ

球の免疫グ ロ ブリ ン 産生 を抑制す る機能 は
,
C y A に よ

る抑制効果 をうけ に く い
.

4 ) 顆粒球と マ ク ロ フ ァ
ー

ジ系の 造血幹細胞で ある

C FU -

C に 対し ては
, リ ン パ 球増殖反応 を著明 に 抑制

する濃度で も全く抑制が 認め られ ない
.

5 5 7

以上 の成績か ら
,
C y A は, これ ま での免疫抑制剤 に

み られ な い 多く の 特徴 を有 し
,
臓器移植の拒絶予防や

,

骨髄移植 の G V H D 予防 に非常に有望な薬剤であると考

えられ る
.
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