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骨 髄 移 植 の 基 礎 的 研 究

抗胸腺細胞血清 による免疫 担当細胞 の 除去 に つ い て

金沢 大学 医学部内科学第 3 許座 ( 主任 : 服部絢 一 教授)

華 道 秀 樹

(昭和5 5年 2 月29 日 受付)

近年の 免疫遺伝 学の め ざ ま し い 発展に 伴 っ て . 骨髄

移植は重症再生不 良性 貧血 , 急性 白血病 あ る い は先 天

性免疫不全症 に対する有 力な 治療 法 とみ な さ れ , 世 界

で 既 に 90 0 例以 上の 実施例が 積み あ げ られ て い る . し

か し H L A -i d e n ti c a l s i b li n g を d o n o r と し て も , 時

に は 致 命 的 で も あ る g r a ft - V e r
･

S u S - h o st r e a c ti o n

( G V E R) が 高率 に 出現 し
, そ の 予防 お よ び治療 は 骨 髄

移 植 の 最 大 の 課 題 で あ る
1 )

.
G V H R は g r aft 中 の

d o n o r T c e11 が h o s t の 組織適合性抗 原 を n o t T

S elf

と認 識 か つ 増殖 し て , そ の 結果産生 さ れ る C y t O t O X i c

T c e 11 に よ っ て 生ず る免疫反応
2)
で あ り , こ の G V H R

の 予防お よ び軽減 の 方法 と し て 1 ) 薬剤 に よ る処理 ,

2 ) 抗 リ ン パ 球抗体 に よ る処理 , 3 ) 物 理 的手段 に よ る

d o n o r T c el l の 除去 , 4 ) d o n o r T c el l 抗原特異的

な G V H 反 応性 の 抑制 な ど が あ げら れ る . こ れ ら の 方

法 の う ち 原 田 ら は 既 に
,

d e n si t y g r a di e n t

s e p a r ati o n に よ っ て マ ウ ス
3)
お よ ぴ と 卜 骨 髄 細 胞

4)
か

ら免疫担当細 胞を 除去 し う る こ と を報告 して い る が ,

本論文 は a n ti ･t h y m o c y t e s e r u m (A T S) に よ り 免疫

担当細胞を 除去す る こ と を 目的と し ,
そ の 際に 起 こ り

う る . 1 ) 造血幹細胞 に 対 す る 影響 , 2 ) 免疫反 応の 抑

制 に つ い て 検討 した も の で あ る■.

材料お よ び 方法

1 .
マ ウ ス

6 ～ 12 週令 の C 3 H / H e ( H
-

2
k

) ,
C 5 7 B L / 6 (H

-

2
b

) . ( 静岡実験動物) お よ び家兎( 北陸実験動物) を 使

用 した .

2 . 抗血 清

R a b b i t a n ti -

m O u S e th y m o c y t e s e r u m は .
G r a y

ら
6)
の 方法 に よ り 1 × 10

8
の C3 H マ ウ ス 胸腺細胞を

C O m pl et e F r e u n d
'

s a d j u v a n t と と も に ウ サ ギ の

f o o t p a d s に 注入 . 4 週 間後 に 同量 の 細胞 を3 日間連続

し て 腹腔内 に 注射 し
.
7 日後 に 採血 し た . ま た変法句

と

し て 同量 の 細胞 を adj u v a n t な し に ウ サ ギの 背部 に皮

下注射 し , 4 週間後 に 同量 の 細胞 を3 日間連続し て静

注 し , 7 日後 に 採血 し た . 得 られ た血清 を 56 ℃で 30分

間の 非動化後 マ ウ ス の 赤血球､ 肝 ､ 腎で 吸収したもの

を c r u d e R A T S , さ ら に B al b / c 由来 の 形質細胞腫

M O P C 31 C で 吸収したもの を R A T S と し た .

一

部はさ

ら に骨髄細胞( R A T S / B M ) あ る い は胎児肝細胞で吸収

し た ( R A T S / F L ) . ま た正 常 ウ サ ギ より 得ら れた血清

を 同様 に 非動化後､
マ ウ ス の 赤血球 ､ 肝 ､ 腎で吸収し

た もの を n o r m al r a b b it s e r u m ( N R S ) と し て 使用

し た . 吸 収 は血清 と組織を 容積比 で 2 : 1 に 混和し
. 断

続 的 に 振塗 し なが ら37 ℃ , 30 分間各 々
一 度ずっ 行っ

た . 形質細胞腫 は金沢 大学付属 ガ ン 研究所分子免疫部

より 提供 され た もの で あ る .

3 . 細胞障害試験

倍数希釈 し た抗血清 に
, 補体 ,

t a r g e t C ell 浮遊液( 1

× 10 7

) を 各 0 . 0 5 mL ず っ 加え
,3 7 ℃

, 4 5 分間i n c u b ate

し て 0 . 2 5 % t r y p an b l u e に よ る d y e e x cl u si o n

t e s t を 行 っ た . T a r g e t c ell に は C3 H マ ウ ス胸腺細胞.

牌 細胞 , 骨髄細胞を 用 い
, 浮遊液 は 10 % の f e taI c alf

S e r u m を加 え た R P M ト1 6 4 0 ( G I B C O ) を 使用 した . こ

れ は以 下の 実験 に お け る培養液と して も使用 した . 使

用 した 補体 は乾燥 モ ル モ ッ ト 補体 ( 極東製薬) を4 倍

に 希釈 した もの で あ る .

4 . 抗血 清 に よ る前処理

骨髄細胞 あ る い は 肺細胞 に 2 0 倍 希釈の 抗 血清と補

F un d am e n t al S t u di e s o n B o n e M a r r o w T r a n s p l a n t a ti o n; E li mi n ati o n of I m m un O C O m P e -

t e n t C ell s f r o m S pl e e n a n d B o n e M a r r o w C ells b y A n ti - T h y m o c y t e S e r um f o r P r e v e nti -

O n Of G r af t - V e r s u s - H o s t R e a c ti o n . Ⅱid e ki K o d o , D e p a r t m e n t of I n t e r n al M e di cin e (ⅠⅠⅠ)

(D i r e c t o r ‥ P r of ･ K ･ H a tt o ri) S c h o ol of M e di cin e
,
K a n a z a w a U ni v e r sit y .
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体を等量ずつ 加え ･ 3 7 ℃
･ 30 分間i n c u b at e 後 ･ 培養

液で洗浄し使用 した
･

5 .
造血幹細胞活性

i) 脾コ ロ ニ ー 法 ( C F U
-

S) ‥ T ill & M c C u 1l o c h
7,

の方法に より , 抗血清処理 し た C3Ii マ ウ ス の 骨髄細胞

15 × 押 を致死量Ⅹ 線照射( 900 R ) し た同 系 マ ウ ス に

静法敵9 日目 に 脾 を摘出 し ,B o u i n 氏液 に 浸 して 脾 コ

ロ ニ
ー を算定し た

.

ii)
59

F e s pl e e n u p t a k e 法 : B e n n e tt ら
8
切 方法 に 準

じて抗血清処理 し た C 3 H マ ウ ス の 骨 髄細 胞 2 × 10
6

を致死量 Ⅹ 線照 射し た同系 マ ウ ス に 静 江､ 6 日 後 に

0 .2FL C i の
8 9

F e Cl 3 を腹腔 内投与 し . 1 7 時間後の 脾 に

おける
5 9
F e u pt a k e を ガ ン マ

M カ ウ ン タ
ー で 測 定 し

た .

6 .
M it o g e n に 対す る反 応性

試 験 管 法 に よ り ,
マ ウ ス 脾 細 胞 の

ph yto h e m a g gl u ti n i n ( P H A ) ,
C O n C a n a V ali n A

(C o n A ) , p O k e w e e d m i t o g e n (P W M ) ,

1y p o p ol y s a c c h a ri d e ( L P S ) に 対する反応性 に お け る

抗血清の 影響 を検討 した . 予備実験成績 に よ り , 肺細

胞2 .5 × 10
6

/0 .5 m いこ至適濃度の 各 m it o g e n
, すな わ

ち 1 .O p P の P H A ( D if c o ) , 5 .O FLP の C o n A

(B o eh ri n g e r) , 20 FL R の P W N ( G I B C O ) お よ び 20 〟g

のL P S D if c o を そ れ ぞ れ 加 え
, 5 % C O 2 ,

3 7 ℃ の

i n c u b a t o r で 48 時間培養 し , 培養終了8 時間前に 1FL

Ci のトリ チ ウ ム サ イ ミ ジ ン ( 3
H - T d R ) を 添加 した . 培

養終了後細胞を フ ィ ル タ
ー ( G F / C , W h a t m a n ) に 採取

し, そ の ト リ ク ロ ル 酢 酸 不 溶 分 画 へ が H - T d R

i n c o r p o r ati o n を液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー

を用い て測定 した
.

7 .
O n e

-

W a y M i x e d L y m p h o c y t e C u lt u r e
,
M L C

l .25 × 10
8
/ 0 . 2 5 mL の C 5 7 B L マ ウ ス の 脾 細 胞 を

｢

＼

2
4

～
●

C r u d モ R A T S

2
1

2
1 0

〓

宣
∪

七

i

王
;
一

u

←

○

-

2 1 1

M it o m y ci n C ( M M C ) 処理 した後 , 無処理 あ る い は抗

血清処理 し て Sti m u l at o r と した . ま た同量の C3 H マ

ウ ス の 牌 細 胞 を 無 処 理 あ る い は 抗 血 清 処 理 し て

r e s p o n d e r と し た . M L C は 72 時 間 培 養 し,

m it o g e n i c r e s p o n s e と 同様に
3
H

-

T d R を 添加 し,

3

H - T d R の 取 り込 み を測定 し た .

8 . G V H R a s s a y

i) S h a rk i n s
9}

ら の 方 法 に よP , 抗血 清 処 理 し た

C 57 B L の 脾細胞 20 × 1 0
8
と骨髄細胞2 × 10

8

を 致 死

量 Ⅹ 線鼎射 ( 90 0 R ) した C3 H マ ウ ス に 移植 し , 4 日後

に 脾を 取り 出し , そ の 脾細胞 5 × 10 6
を 1 J疋i の

丑
臥

T d R とと も に 8 時間培養 し
,

その S p O n t a n e O u S
3
H -

T d R u pt a k e を m it o g e n r e s p o n s e の 場 合 と 同 様 に

測定 し た .

ii ) S u r v i v a l a s s a y

抗血清処理 した C 57 B L の 脾細胞 20 × 10
8
と骨 髄 細

胞 2 × 10
8
を 抗血清処理 し

, 致死量 の Ⅹ 線 照 射 し た

C3 日: マ ウ ス に 移植 し経過 を観察 し た .
マ ウ ス ほ 1 ケ

ー

ジに 5 匹ず つ , C O n V e n ti o n al な環境で 40 日 ま で 毎 日

観 察し た .

な おi n v i t r o の 実験 はす べ て t ri pli c a t e 以 上 で 行

い 表5
～

9 は3 回以 上の 実験 を ま と めて 表わ し た もの

で あ る
. 得 ら れ た結果 は St u d e n t

'

s t t e st で 検定 し
,
P

の 値が0 .0 5 以 下 を有意 . 0 .1 0 以上 を有意で な い と 判

定 した .

成 績

1 . 細胞障害試験

得 られ た抗 血清 の 力価 を補体依 存性 の 細胞 障害試験

で 検定 した .

G r a y らの 方法 お よ び変法で 作製 し た c r u d e R A T S

は と も に 胸腺細唯 ( T ) に 対 して 2
8 倍希釈で も9 5 % の

▲

U

〓
_
り

,

芸
l

ヱ
_

-

○

_

2
1 2

¢
～
8 2

1 0

R入金T M T S
●b l O r b ●d } 1 t h l o n ● ■■r r 押 ( ●l l t

o r †● t●1 1 t v ● r ∈●】l l

F i g . 1 . C y t o t o x i c A c ti vi ty o f R A T S a g ai n s t T h y m o c yt e s (T ) ,
S pl e e n C ell s (S ),

a n d B o n e M a r r o w C ell s (B)
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c yt o t o x i ci t y を示 し . 脾細胞 ( S) に 対 して は2 2 倍希

釈で 60 % . 骨髄細胞 (B ) に 対 して は 2
2

倍希 釈で 10

% で あ っ た ( 図 1 . 左) . よ っ て 抗血清の 作製方 法に か

か わ ら ず 一 括 し て 使用 し て い る .

一 方 R A T S の

c y t o t o xi cit y は脾細胞に 対 して は2
2

倍 希 釈 で 40 %

と減少 し たが , 骨髄細胞 に 対 し て は 7 % で あ っ た ( 図

1 . 中) . こ の R A T S を 骨髄細胞 や胎児肝細胞 で 吸収 し

て も, C y t O t O X i ci t y に著明 な変化 は な か っ た ( 図 1 ,

右) .

以上の 成績 に よ り . 以後 の 実験 に は 2 0 倍希 釈の 抗血

清 を使用 した .

2 . 幹細胞活性 へ の 影響

i) 肝 コ ロ ニ ー 法

抗胸腺細胞血清の pl u ri p o t e n t st e m c ell に 対す る

影響 を C F U -

S で もっ て 検討 し た .

表1 の よ う に
,

N R S と補体 で 処理 し た C3 H マ ウ ス

骨髄細 胞15 × 1 0
4 当り の コ ロ ニ

ー 数 は1 2 .2 ± 2 .6 で

あ っ た が( N R S 処理 群) , C r u d e R A T S と補体 で 処理 す

る と( c r u d e R A T S 処理 群) .
コ ロ ニこ∴

- 一 致 は 4 .0 ± 2 . 4

と有意 に 減少 した .
こ の C r u d e R A T S を さ らに 形質細

胞腫 で 吸収 して も( R A T S 処理 群) ,
コ ロ ニ

ー 数 は3 . 0

± 2 .0 で あ り ,
コ ロ ニ ー 数の 減少 は回復 し

-

な か っ た .

よ っ て 以下 の 実験 に は
t

こ の R A T S を使用 し た . ま ず

最初に モ ル モ ッ ト補体の 影響 を検討 し た . 表2 の よう

に ,
R A T S の み で は コ ロ ニ ー 数 は5 .5 ±1 .8 で あり 補

体を 添加 して も脾 コ ロ ニ
ー

は 5 .3 ± 0 .9 と有意 な影響

道

を 与 えず . 補体が な く て も R A T S は それ 自身で 脾コ ロ

ニ
ー

を 減少 した ･ 次に 表3 の よ う に , こ の 幹細胞抑制

活性 を 除く た め に ･ 骨髄細胞 で 吸収 した R A T S を使用

し た ( R A T S / B M 処 理 群) と こ ろ , そ の コ ロ ニ ー

数は

3 . 8 ±1 .8 と推計学的 に R A T S 処理 群と 同 じ で あ っ

た . ま た ,
R A T S を 生後 48 時間後の マ ウ ス肝細胞で吸

収 した ( R A T S / n e o n at al li v e r 処理 群) と こ ろ
.

コ ロ

ニ ー 数 は3 .3 ± 0 ■9 で あり こ の 幹細胞抑制活性は消失

しな か っ た . と こ ろが 胎児肝細胞 で R A T S を吸収する

と( R A T S / F L 処理 群) , 脾 コ ロ ニ ー 数 は 15 .6 ±2 .5 で

あ り N R S 群 と推計学 的に 有意差 は な く , 幹細 胞抑制

活性 は完全 に 消失 し た .

ii )
6 9

F e s pl e e n u p t a k e 法

A T S の 赤 芽球 系の 幹 細胞 に 対 す る影響 を 脾 に おけ

る
6 9

F e の 取 り込 み で 測定 した( 表 4 ) .
N R S 処理群が

9

F e u p t a k e を 100 % と した r e l a ti v e
8 9

F e u p t ak e で

比較 す ると ,
R A T S 処理 群 は 41 . 1 ± 2 6 .6 % とやはり

明 らか な 減少を 示 し た . しか し C F U -

S で 検討した成時

と異 な り ,
R A T S / B M 処理 群 で は83 .2 ± 23 .1 % と有

意 な 回復が み られ た . この 幹細胞抑制効果 は, R A T S

を 胎児肝細胞 で 吸収す る と完全 に 消失 し た .

3 . 免疫反応 へ の 影響

i) M i t o g e n に 対 す る反 応 へ の 影 響: P H A
, C o n A t

P W M に 対 する反 応性 に お い て N R S 処理 群 に比べ
,

R A T S お よ び R A T S / F L 処 理 群 で は .

3
H ･ T d R の

u p t a k e は ほ ぼ 1/ 1 0 と著明 に減 少 し たの に 対し, L P S

T a bl e l . I n hib it o r y e ff e c t s o f c ru d e R A T S a n d R A T S o n C F U ･ S i n p r e s e n c e of c o m pl e m e n t

T r e a t ed w ith N o . of m i c e t e st e d N o . o f C F U ･

S ( M ±S D) S i g n i丘c an C e

N o r m al r a b bit s e r um ( N R S) 6 1 2 . 2 ±2 . 6

Y e s (p < 0 .0 0 5)C r u d e R A T S
+

1 5 4 . 0 ±2 . 4

R A T S
=

1 5 3 . 0 ±2 . 0 Y e s ( p < 0 .0 0 5)

●
R a b bit A T S a b s o rb e d w ith R B C

,
1i v e r a n d ki d n e y .

+ .

R a b bit A T S f a r th e r a b s o rb e d w ith pl a s m a c y t o m a (M O P C 3 1 C ),
R A T S i n th e f oll o w i n g t a b l e s w a s tr e a ted

w ith th e a b o v e p r o c e d u r e .

T a bl e 2 . E # e c t s o f R A T S i n th e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f e x o g e n e o u s c o m pl e m e n t

T r e a t e d w ith N o . of m i c e t e s t ed N o . o f C F U ･

S ( M ±S I)) S i g n i丘c a n c e

N R S 1 0 1 5 . 0 ±0 . 9

N o

N o

N R S + c o m pl e m e n t 6 12 . 9 ±2 . 7

R A T S 1 0 5 . 5 ±1 . 8

R A T S + c o m pl e m e n t 1 0 5 . 3 ±0 . 9
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に対する反応は軽度の 減少を 示 した (表5 ) ･

ii) M L C に 対す る影響: R e s p o n d e r を抗血清 処理 し

た場合(表6 ) ･ N R S 処理 群 の
3
H - T d R u p t a k e 5043 ･ 0

± 97 8 .7 に 対 し , R A T S 処 理 群 は 527 ･7 ±

161 .3 ,
R A T S / F L 処理 群 は 562 ･6 ± 2 28 ･ 2 と 明 ら か

に繍少し,
R A T S お よ び R A T S / F L 処理 群の 間 に は有

意な差はなか っ た ･

一 方 S ti m u l at o r を抗 血清 処 理 し

た場合は( 表7 ) ･
経度 の 減少 を示 した が 推計学的 に は

213

有意で は な か っ た
.

iii) G V H a s s a y に 対す る影響: 表8 に示す よ う に

N R S 処理 群 の S p O n t a n e O u S
3

H ･ T d R u pt a k e を

100 % と して 表 わ す と . R A T S 処理 群 は 1 0 . 3 ± 3 .1

% ,
R A T S / F L 処 理 群は 10 .2 士4 .6 % と 著明 な 減 少 を

示 し
,

S y n g e n ei c c o n t r ol と有意 な差は な か っ た .

i v ) S u r v i v a l a s s a y に対 する影響: Ⅹ線照射 の み で

移植 され な か っ た C3 H マ ウ ス はす べ て 9 日以 内 に 死

T ab l e 3 . E ff e c t s of R A T S a b s o rb e d w ith v a ri o u s t e s s u e s o n C F U ･

S i n th e p r e s e n c e of c o m pl e m e n t

T r e a t e d w ith N o .
o f m i c e t e s t ed N o . of C F U ･

S (M ±S D) Si g nifi c an C e

N R S (c o n tr ol) 田 12 .9 ±2 .
7

Y e s (p < 0 .00 1)
R A T S 9 4 . 4 ±1 . 0

P A T S / B M
- 8 3 . 8 ±1 - 8 Y e s (p < 0 .00 1)

R A T S/ n e o n a t al li v e r
…

1 0 3 . 3 ±0 . 0 Y e s (p < 0 .0 01)

R A T S/ F L
射 =

8 1 5 . 6 士2 .5 N o

■
a b s o rb e d w i th b o n e m a s s o w c ell s .

･ +
a b s o rb e d w i th li v e r f r o m 4 8 -h o u r

-

01 d m i c e .

…
a b s o r b e d w ith f e t al li v e r .

T abl e 4 . E ff e c ts of R A T S a b s o rb e d w i th v a ri o u s ti s s u e s o n
59
F e s pl e e n u pt a k e i n th e p r e s e n c e of c o m pl e m e n t

T r e a t ed w ith N o . o f m i c e t e s t e d
5 9
F e u p ta k e (% )

嶋

(M ±S D)

R el a ti v e
5 9
F e

囁 瑚
)

ヰ 靡
S i g nifi c a n c e

N R S (c o n t r ol) 田 9 . 5 ±2 . 3 1 0 0

Y e s (p < 0 .0 0 1)
R A T S 1 0 3 . 9 ±2 .5 41 .1 ±2 6 . 6

R A T S / B M 田 7 . 9 ±2 . 2 8 3 . 2 ±2 3 . 1 N o

R A T S / F L 8 9 . 2 ±2 . 6 9 6 . 8 ±2 7 . 1 N o

･

P e r c e n t
59 F e u pt a k e = 篭

q L

†･

R el a ti v e
59 F e u pt a k e = 逮

T abl e 5 . M it o g e ni c r e s p o n s e s o f s pl e e n c ell s t r e a t e d w ith R A T S a n d c o m pl e m e n t

T r e at e d
w itb

3 H ･ T d R i n c o r p o r a ti o n (c p m )

C o n tr ol P H A a d d e d C o n A a d d e d P W M a d d e d L P S a d d e d

N o n e

(c o nt r ol)
4 52 5 . 2 ±8 0 6 .0 1 1 1 4 2 . 9 ±2 1 4 4 . 2 3 0 5 8 3 .6 ±5 5 4 1 .8 1 1 8 93 .7 ±2 8 03 . 8 20 4 6 0 .1 ±3 3 02 . 0

R A T S 1 09 7 . 2 ±4 7 0 .8
■

1 4 0 4 . 7 ± 6 04 . 1
●

2 3 7 1 . 2 ± 2 9 3 .3
■

1 4 8 7 .1 ± 7 50 . 9
■

11 4 1 6 . 8 ±2 7 06 . 8
●

R A T S/ F L 1 2 49 . 6 ±3 6 1 . 4
=

1 5 6 4 . 1 ± 5 93 . 8
=

2 9 4 7 . 5 ± 3 7 0 .1
=

1 4 3 0 . 6 ± 4 95 . 3
…

92 8 0 . 9 ±3 2 03 . 1
=

■
sig nifi c an t (p < 0 .0 2) ,

C O m p a r e d t o c o n t r ol .

…
n ot si g ni fi c an t

,
C O m p a r e d t o R A T S tr e a t e d g r Q u p .
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T a bl e 6 . R e s p o n d i n g a c ti v ity i n M L C o f s pl e e n c ell s t r e a t e d w ith R A T S a n d c o m pl e m e n t

T r e a te d w ith R e s . × S ti m .

3
H ･ T d R in c o r p o r a ti o n

(c p m )
Si g nifi c a n c e

Ⅳ o n e C 3 H x C 3 H m
■

1 33 3 .7 ±2 8 1 . 2

Y e s (p < 0 .02)

N o n e C 3 H x C 5 7 B L m 4 3 9 5 . 1 ±2 6 0 . 7

N R s (c o n tr ol) C 3 H x C 5 7 B L m 5 0 4 3 . 0 ±9 7 8 . 7

R A T S C 3 H x C 5 7 B L m 5 2 7 . 7 ±1 61 . 3

R A T S / F L C 3 H x C 57 B L m 5 6 2 . 6 ±2 2 8 .2 Y e s ( p < 0 .0 2)

●
t r e a ted w i th M i t o m y ci n C .

T a bl e 7 ･ S ti m ul a ti n g a c ti vi t y i n M L C o f s pl e e n c ell s t r e a t e d w it h R A T S a n d c o m pl e m e n t
N = 3

T r e a t e d w ith R e s p . × S ti m .

3 H ･ T d R in c o r p o r a ti o n

( c ロm )
Si g ni負c a n c e

N o n e C 3 H x C 3 H m 13 3 3 . 7 ± 2 81 .2

N o

N o n e C 3 H x C 5 7 B L m 4 3 9 5 . 1 ± 2 6 0 .7

N R S ( c o n t r ol) C 3 H x C 5 7 B L m 5 0 4 3 .0 ± 9 7 8 . 7

R A T S C 3
.
H x C 5 7 B L m 2 7 7 0 . 7 ±13 2 9 .･6

R A T S/ F L C 3 H x C 5 7 B L m 2 3 8 3 . 0 ±1 15 5 . 6 N o

T a bl e 8 ･ E ff e c ts o f R A T S o n G V H R
N = 3

D o n o r T r e a t e d w i th
I r r a d i a t e d

3
H - T d R in c o r p o r a ti o n (c p m )

Si g niA c a n c e

r e ci pi e n t (r el a ti v e u pt a k e
*

)

N o n e N o n e C 3 H 4 7 0 7 . 6 ±2 3 44 . 9 (5 .6 士3 . 4)

Y e s (p < 0 .0 1)

C 3 H N o n e C 3 H 7 5 0 6 . 6 ± 1 09 . 7 (9 . 0 ±0 . 1)

C 5 7 B L N R S (c o n t r ol) C 3 H 8 3 4 7 2 .
2 ±1 3 64 . 2 (1 0 0)

C 5 7 B､L R A T S C 3 H 8 58 0 . 8 ±2 5 8 8 . 0 (1 0 . 3 ±3 . 1)

C 5 7 B L R A T S / F L C 3 E
t

8 5 36 . 7 ±3 8 3 4 .0 (1 0 . 2 ±4 . 6) Y e s (p < 0 .01)

.
r el a ti v e u pt a k e

=

T a bl e 9 . E ff e ct s o f R A T S o n f a t al G V H R

D o n o r T r e a t ed w ith
I r r a di a t ed

r e ci pi e n t

N o . d e a d /
T o t al i nj e c t e d

d e a d ( % ) M i c e di e d a t d a y s

N o n e .
N o n e C 3 H 1 2/ 1 2 1 00

5
,
6

,
7

,
7

,
7

,
7 ,

7
,
7

,
9

,
9 . 9 ,

9

C 57 B L N R S C 3 E 1 3/ 1 3 1 0 0
5 , 5 , 8 ,

8
.
8

,
1 0

,
1 0 ,

1 0
,
1 0

,
1 2

,
1 2

,
1 2 ,

1 2

C 5 7 B L R A T S C 3 H 1 0 /1 0 1 0 0
8

,
1 0 , 1 2 , 12 ,

1 2
,

1 4
,
1 4

,
1 4

,
1 4

,
14

C 5 7 B L R A T S / F C 3 H 4 / 15 27 1 3
,
1 4

,
1 4 , 2 8
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亡し ,
N R S 処理群 で は 12 日 ･ R A T S 処理 群で も 14 日

以内にす べ て 死亡する の に 対し 一 R A T S / F L 処理 群 で

ば70 % 以上 の マ ウ ス に 4 0 日以上 の 長 期 生 存 を 得 た

(表9 ) . な お ･ 死亡 マ ウ ス の 症状 は ･ 主 に 全身衰弱 と

下痢で ある が ･ こ れ は照射の み の 敵 お よ ぴ R A T S 処

理群との 間に 著明 な差 はみ られ な か っ た ･

考 案

抗リ ン パ 球血清( A L S) あ る い は A T S は 骨髄移植の

c ｡ n d iti o n i n g
1 0 J 川

や G V H R の 治療
1 2}

に試 み られ て い

るが , 問題 とな る の は造血幹細胞 と交叉反応を 示す こ

とである . M o o k e rj e e ら
1 3)

は マ ウ ス の C F U ･

S を 使 い
･

A T S は造血幹細胞を抑制 しな い と述 べ て い るが I
マ ウ

ス
用

,
ラ ッ ト

1 6
や ヒ ト

1 6

厄 つ い て の 他の 研究 で は A L S

の造血幹細胞 に対する抑制 効果が示 され て い る ･ 本研

究によっ て も脾 コ ロ ニ ー 法と
89

F e s pl e e n u p t a k e 法

を用い る こ と に より , R A T S が マ ウ ス の 造血幹細胞 を

著明 に 抑 制 す る こ と が 明 ら か に さ れ た (表

1 , 2 . 3 , 4 ) . これ は ,
マ ウ ス に 掛 ナる C F U - C を用 い

たM o s e d al e ら
u ) の 研究 と

一 致する もの で あ る . R o d t

ら
1 8
恨 , 肝や形質細胞腫 で 吸収 した抗 マ ウ ス 脳血 清 は

CFU ･

S を抑制 し な い と述べ て い るが
, 本研 究に お ける

追試で は対照と 同様 な抑制効果を 示 した .
マ ウ ス の 脳

組織と多能性幹細胞 の 間 に は共通 抗 原 が 存 在 し て お

り
川

, 幹細胞の 抗原 は B
-

リ ン パ 球 に表現さ れ て い る

ものと は異 な ると も い わ れ て おり
2 0)

, こ れ らの こ と か

らも
, 我々 の C F ロ ー

S 活性 も 主に 胸腺細胞に 対す る抗体

その もの に よ るも の で あ ろ う.

幹細胞抑制効果を 発現 する た め に
､ 補体 が必要 か ど

うかに つ い て は研究者間で 一 致し て い な い 点が 多 い .

T ya n ら
2 1)

は補体自身が C F U -

S に 対 する中等度 の 抑制

効果を持ち
,
F il p pi ら

2 0)
や 他 の 研 究 者

2 2)
は . 補 体 は

C 和 ･

S や C F U -

C に 対す る抑制効果を増幅 す る と い う

成績を示 して い る .

一

方 , M o n e tt e ら
1 9)

は抗 マ ウ ス 脳

血清は幹細胞 を抑制す る の に 補体を必 要と し な い と述

べて い る . 我 々 の 成績 で は R A T S が CF U -

S を抑 制 す

るのに
, 補体の 添加非添加 は何の 影響 も み られ な か っ

た(表2 ) . こ の 成績 は上述 の M o n e tt e ら と 一 致 す る も

ので ある
.

こ う い う抗血清 の 幹細胞抑 制効 果の メ カ ニ

ズム に 関して
, 1 ) 抗血清 の 直接作用 , 2 ) 抗血 清で 覆

われた細胞の 造血組織 へ の 生者能力の 低下
1 6)

, 3 ) 抗血

清処理細胞の 移植後 に お け る体内の 補体の 役割1 9)
な ど

があ げら れて い る が詳細 は不明 で あ る .

この よう な抗幹細胞活性 を除去す る試み の 一

つ に 吸

収操作が あ る . 我々 の 成績(表3 . 4 ) で は t
R A T S / B M

はM o n e tt e ら
1 9)

と同様 に CF U - S に 対する 抑制 効 果 を

持 っ て い たが
,

細
F e s p l e e n u p t a k e 法 で は抑 制効果 は

有意 に 減少 し た . こ の 多能性幹 細胞 と赤芽球 幹細胞 に

対 する効果の 差 は
,

ヒ ト に お い て 多能性幹細胞を 測定

する方法が 確立 して い な い 現在 . 抗 ヒ ト胸腺細胞血 清

を評価す る際 に 重要 で あ ると考 え ら れ る . 適当な 吸収

を し た抗 マ ウ ス 脳血清 は C F U - C に 影響 を与え ず細＼ ま

た C F U -

S と C F U ･ e の 抗原 性 の 遠 い も 指 摘 さ れ て お

り
2 41

, 多能性幹細 胞 と赤芽球 系の 幹細胞 の 間の 抗原 性

の 差 を示唆す るもの と して 興味 深い .

新生児 マ ウ ス 肝細胞 は比較的 多量 の 細胞が 入手 しや

すい の で , 生後48 時間の マ ウ ス 肝細胞 で 吸収を試 み た

が幹細胞 に対す る効果 に 差は な か っ た . しか し胎 児肝

細胞 で 吸収 し た と こ ろ
､ 抗幹細 胞活性 は消失 した (表

3 , 4 ) . 胎児幹細胞 は造血幹細 胞を含 み , 免疫担 当細

胞 を欠 い て お り
2 6)

, 現 に 重症複合免疫不全症 に対 す る

移植 に使用 され て い て
2 即

, 胎児肝に よ る吸収 は A T S よ

り抗幹細胞活 性 を 除 去 す る の に 最 も効 果 的 で あ ろ

う
L 7)2 0 )

. こ の 抗血細胞活性 は A T S を I g G
1 7)

や F a b
打 )

に 分画 する こ と で も除去可能と い わ れ るが
.
R o d t ら

細

は
. 吸収 して い な い と 卜の A T G は や はり C F U -

C を抑

制 する こ と を認 め て お り . 抗 マ ウ ス 脳血清で も同様の

こ と が言わ れて い る
珊

. した が っ て , 単 に 分画化だ け で

は幹細胞抑制効果 の 除去 は十分 で な い と考え られ る .

こ の よ う に幹細胞抑制効 果 を 除去 し た R A T S / F L

が R A T S と同様 な抗 丁 活性を保持 し て い るか が 次 の

問題 と な る .
R A T S / F L で 前処理 した脾 細 胞 の P H A

,

C o n A , P W M に 対する反応性 は著明 に 減少 し, R A T S

処 理群 と同様 で あ っ た( 衰 5 ) . P H A と C o n A は と も

に T -

C e11 m i t o g e n とさ れ ,
マ ウ ス の 脾細胞に はC o n A

に 反応 する p o p u l a ti o n が あ る
2 9)

と い われ る が
, 抗 血

清は P H A 反応細胞 および C o n A 反応細胞の 両者 を 著

明に 抑制 し て おり , む し ろ C o n A 反応細胞の 方に 抑制

が 強い 傾向 が あ っ た . B ･

C ell m i t o g e n と い わ れる L PS

に 対す る反応性 は抗血清処理 に よ っ て 軽度な が ら有意

の 低下 がみ られ た ( 表 5 ) . こ れ は R A T S 中 に抗 B 活

性 が残存 して い た ため か も知 れ な い
. P W M は マ ウ ス

の 胸腺細胞 も強く 刺激 し
3 0)

, ま た と 卜 の 場合
8 1)

と は 異

な り T -

C ell の 存在 な し に B -

C e ll を刺激す る
32)

と も 言

わ れ る . R A T S ほ P W M に 対す る反応性を 著明に 抑制

した が
,
こ れ は主 に T -

C ell に 抑 制がか か っ た た め で あ

ろ う .

一 般 に
,

マ ウ ス 脾細胞内 の T -

C ell (0 -b e a ri n g

C e ll) の 分布 は3 5 % と低率で あ る
矧

て と か ら
, 抗 B 活

性 の 残存の 可能性を 細胞障害試験 に よ っ て 正確 に 判定

する こ と ば困難 で あ っ た . な お r a b b it a n ti - h u m a n

t h y m o c y t e s e r u m が m o u s e t h y m o c y t e に も

C yt O t O X i c で あり ,
ヒ トと マ ウ ス の T -

C ell に お け る共
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通抗原性が 指摘さ れ て い る
細

が , 本研究 に お い て 作製

し た R A T S に は細胞障害 試験で み た と こ ろ .
ヒ ト の 末

梢リ ン パ 球 に 対す る C yt O t O X i cit y は な か っ た .

M L C に お い て r e s p o n d e r の 脾細胞 を抗血清前処 理

する と
3
H - T d R の 取 り込 み は 著明に 減少 し

,
R A T S 処

理群と R A T S / F L 処理 群 と の 間に 差 は な か っ た (表

6 ) .
M L C に お け る r e s p o n d e r が T ･ C e ll で あ る こ と

は種 々 の 検討 岬 明
か ら明ら か に さ れ て い る こ と か ら

R A T S お よぴ R A T S / F L は 強 い 抗 丁 活性 を 保持 し て

い る と考え られ
.

こ れ は O c h i a i
a 7 )

らや W o o d y ら
㈹ の

成績 と
一 致す る .

一

方 . sti m u l at o r を 前処理 す る と
8

H ･ T d R の 取 り込み の 軽度の 減少傾向が み られ た ( 表

7 ) . S ti m u l a t o r と し て の 機 能 を 持 つ

S u b p o p u l a ti o n に つ い て は
,

T - C ell も S ti m u l at a t e

しう る 叩
.
T - C e ll の 関与 は少な い

佃 0)
. な ど と

一

致 し て

い な い 点も あ る が . B -

C e11 に特徴 的に み ら れ るI a 抗原

に 対す る抗 血清 が sti m u l a ti o n を障害 す る こ と
4 l

･
4 2)

よ

り , 少な く と も sti m u l a ti o n の 大部 分はI a 陽性細胞 に

よ る もの と考え られ る .

最 も単純 で 定量的な G V H a s s a y と言 わ れ る 脾 細胞

の S p O n t a n e O u S
3

H - T d R u p t a k e を R A T S お よ び

R A T S / F L 前処理 に よ っ て 著明に抑 制 す .る こ と が で

き た (表 8 ) .
こ れ は R A T S が G V H -i n d u ci n g c ell で

あ る T ･ C ell を障害 して い る と考 え られ
, 強 い 抗 丁 活

性を示 す も の と い え る . G V H R にお け る d o n o r c ell

の p r o lif e r a ti v e a c ti v it y を 放射性物質 で 定量化す る

方法 は, W ei gh t a s s a y と よく 相関 する
欄

と 言 わ れ る

が , S i m o n s e n の S pl e n i c w ei g h t a s s a y な ど の

p r o lif e r ati v e a s s a y と r e ci pi e n t の 死亡率 と は 必 ず

し も相関 し ない と い う批判
2)
が あ る . 本研究 で 用 い た

S t r o n g の G V H a s s a y は い わ ば i n v i v o M L C で あ

り ,
G V H R の r e c o g n i ti o n

-

p r Ol if e r a ti o n p h a s e に 相

当す るもの で あ るが , e ff e c t o r p h a s e を 反映 して い る

と は言 え な い
.

マ ウ ス で は M L C p o siti v e の 場 合 は

G V H R が強 い が , 必ず し もす べ て が 死亡す るわ けで は

な く ,
C e ll -

m ed i a t e d l y m r) h o l y si s (C M L) が 死亡 率

と関連す る
珊
と言 わ れて い る . また 実際の 骨髄移植 に

お い て M L C p o si ti v e と g r a f t r ej e cti o n は よく 相 関

して お り
4 S)

, d o n o r は M L C i d e n ti c al が 必須条件と さ

れ て い る が , H L A i d e n ti c al , M L C p o si ti v e の

Si b li n g d o n o r か らの 移植成功例
4 6)4 7 )

, あ る い は M L C

n e g a ti v e si b li n g か らの C y t O t O X i c e ff e c t o r c ell が

誘 導 さ れ る と い う 報 告
4 8) が さ れ て お り ,

e ff e ct o r

p h a s e に つ い て の 検討も必要で あ る . S u r v i v al a s s a y

は d o n o r T ･

C ell の p r olif e r ati o n r e c o g n iti o n の 結

果産生さ れ た eff e c t o r c ell が 各臓器を 攻 撃 し 死 に 至

る過程 を生 存率で み るも の
4 g〉

で あ る が ･ R A T S /F L 処

理群 は G V H R を 蒐服 し
･

R A T S 処理 群 に 比べ はるか

に よ い 生存 率を示 し た (表9 ) ･
こ れ は 単 に G V R R を

防止 す る と い う だ け で な く ･ 救 命 す る と い う点で も

R A T S / F L の 有効 性を 示す も の で あ る
.

山

方 , R A T S

処理 群 で は R A T S に よ り T -

C e 11 が 除か れて い る 軌

同時 に 存在 する幹 細胞 抑制 効果 の た め
･ 致死量の Ⅹ観

照射 に よ る 骨髄無形成を 回復さ せ る こ と なく早期に死

に至 る もの で あ ろ う ･
こ の よ う に R A T S 処理群と照射

の み の 群 で は 骨 髄 形 成 に よ り , N R S 処 理 群 で は

G V 口R に よ り 死亡す ると 考え られ . 経日 的な観察では

死亡 の 症状 は 全身衰弱や 下痢な ど で 照 射群 と R AT S

群 の 間に 著 明 な 徴 候 の 差 は み ら れ な か っ た . また

R A T S / F L の 救 命 効 果 は C 57 B L → C 3 H と い うH .

2 b a r ri e r を 越え て 成立 して い る点 は 注 目 に 債する .

k o l b ら
5 0)

は イ ヌ にお い て A T S の 使用に よ り同様な成

績 を 示 L て い る .
ヒ ト に お い て も H L A ･i d e n ti c al

S i b li n g 以 外を d o n o r とす る こ とが A T S を使用する

こ とに より 可能 と な る こ と も考 え られ る ,

A T S に は力価の 安定性や 製法な どの 他に
,
ヒ トに投

与す る際 に は異種血清 で あ るた め
, 局所の 反応, ショ

ッ ク な どの 複雑 な問題 も多 い . しか し
, 本研究で行っ

た よう な骨髄細胞の 前処理 法 は , こ れ らの 問題を回避

で き るだ け で なく , T - C ell に 対 し より 直接的な作用を

も た ら し最 も期待 で き る A T S の 使 用 法 の 一

つ で あ

る . 最近 こ の よう な方法 で の と 卜 骨髄移植の 試み
8 0

鳩

もな され て お り , 今後さ ら に A T S の 有用性が 高まる

も の と期待 され る .

結 論

ヒ ト 骨髄移植 に お い て 生 じ る G V H R を防止 な いし

軽減 す る方法を 見 い 出す こ とを 目的 と して . 抗マ ウス

胸腺 細胞血清( R A T S ) を作製 し , 抗血清と マ ウ ス骨髄

細胞 とを i n c u b ati o n す る こ と に よ っ て 免疫担当細胞

を 除去す る試み に つ い て 検討 し た ,

1 . R A T S は造血幹細胞活性 を抑制 し , こ の 抑制の

発 現 に はi n c u b ati o n の 際 に 補体の 存在 を必要と しな

か っ た .

2 . 抗酸細胞活性を 除去す る ため に
,
R A T S を骨髄

細胞 で 吸収す る と多能性幹細胞 で あ る C F U ･

S は変化

し なか っ たが , 赤芽球系幹細胞 で は軽度で は ある が有

意 の 回 復 を 示 し た . 胎 児 幹 細 胞 で 吸 収 す る と

( R A T S / F L ) , 抗幹細胞活性 は完全 に 除去さ れた .

3 .
R A T S / F L の T - リ ン パ 球 抑 制 効 果 は ,

P H A .

C o n A
,

P W M に 対 す る 反 応 性 ,
M L C に お け る

r e s p o n d i 雨 a c ti v it y ,
S t r o n g の G V H 反応性を著明
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に抑制するな ど
-

R A T S の それ と有意性 は な か っ た ･

またB
･

C ell 活性 を表 わす と考 え られ る L P S に 対 す る

反応性･ M L C に お け る S ti m u l ati n g a c ti v i t y に 対 し

ては著明な影響を与 え な か っ た .

4 . S u r v i v al a s s a y に お い て R A T S 処理 群 は 早 期

に死亡 する の に対 し ,
R A T S / F L 処理群 は G V H R を克

服し70 % 以上 が生存 した ･

5 .
以上の 成績 に より 胎児幹細胞 で 吸 収 し た 抗 胸

腺細胞血清の 利用 に より 骨髄細胞よ り免疫担 当細胞 を

除去する こ と は可能 で あり , 幹細胞に富 ん だ 細胞 成分

を移植する こ と に よ っ て G V H R を 予防な い し 軽 減 で

きる こと が示さ れ た .
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