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異種心臓弁移植の 研究

第Ⅲ 報 異種心臓弁移植におけ る細胞性 免疫 の 研 究

金沢大学医学部外科学第 一 講座 ( 主任 : 岩 喬教授)

関 雅 博

( 昭和52 年 2 月2 1 日受付)

H u f n a g el
り
( 19 51 年) が臨床応用 と して 初 めて 下 行

大動舵に 人工 弁 を使用 し て 以 来, 荒廃 した心臓弁に 対 す

る外科治療法 と して 弁置換術 は多数施行 され る よう に

な っ た .

一 方 ,
それ に 使用 され る人工 弁自体 も その 材

質 , 機構な ど の 点で 絶 えず 改良が加え られ ,
S t a l

･

ト

E d w a l
.

d s を代表と す る C a g e d b all v al v e . K a y -

S h il e y な ど の Di s c v al v e , B jと汗k T S h il e y な どの

Hi n g e d v a l v e 等 . 数多く の 種類が 考案 , 使 用 さ れ

て き た . し か し , 現 在 こ れ ら の 器械的人工弁 に よ る弁

置換術 は . 血栓形成, 血流 , 血液 成分 に 及 ぼ す 悪 影

響 , 弁開閉に 要す る エ ネ ル ギ ー

, 弁 の 物理 的破損 , 磨

耗 な ど多く の 問題を 内包 して い る .

こ れ に 対し , 上述の 人工 弁の 欠点 を矯め る もの と し

て
, 同種弁 仁 異種弁が登場 して き た . こ の 生体組織 を

利用 した生物弁 は , M u l
▲

r a y
2 )
( 1 9 56 年) が 新鮮 同種

大動舵弁 を大動脈弁疾患患者の 下行大動脈 へ 移植 して

以来, そ の 素材と し て 同種大動脈弁
3 ト 5 ノ

, 自 己 肺 動 脈

弁
鋸
t l∃己及 び異種大腿筋膜

冊 -
, 異種心膜

仙
, 異 種 大

動脈弁
】t
＼ 同種硬膜

12
､

な どが 利用さ れ て き た . 又 , そ

れ ら に 対す る保存処理法も ,
フ ォ ル マ リ ン 固定

13 …
ノ

β- プ ロ ビ オラ ク ト ン 処理
ほノ

,

エ チ レ ン オ キサ イ ド消 毒
】6

. 電子線照射に よ る滅菌1 け勅 , 凍結 乾燥保存法
朴
な ど

が 用い ら れて き た
28 ､

. しか し . 同種新鮮弁以 外 は弁 の

組織変化 に 由来す る機能不全 が早期に 生 じる た め , 満

足す べ き成績を 得る こ と が 出来ず
2 ト 23
＼ こ れ ら の 処 理

法 は現在放棄さ れ て い る

こ れ に 対 し , 近年 C a l
･

p e n ti e l
･2 机 25 I
ら は 豚大動脈

弁 に 対し て 新 しく , 弁処理法 と し て ダ ル ク ー

ル ア ル デ

ヒ ドお よ び メ タ過 ヨ ウ 素酸 ナ トリ ウ ム を使用 し た . さ

らに H a n c o c k
261
ら は こ れ を 改良 し . 0 .2 % ダル ク ー

ル ア ル デ ヒ ド単独処理 を使用 して の 優れ た製品を作成

し , 現在ま で最長7 年 の 経過 を み て も 充分満足 の い く

結果を得 て い る
26 ト 軌

. 教室で は
拙
こ の ダル ク ー ル ア ル

デ ヒ ド処理 異種JL ､臓弁 に着 目し , わ が国 に 初 めて こ れ

を 導入す る と共 に この 本態 に 閲 し, 一 連 の 研究を開始し

た , すな わ ち , こ の 異種JL ､ 臓弁 が臨床的 に 好成績を示

す 真因 は , 従来 の 生物弁の 知識 か ら考 え て , 弁機構に

お ける 物理 的強靭性 と免疫反応 に よ る弁 の 弱化の 不成

立 に あ ろ う と考 え られ る . こ れ に 沿 っ て 教室 の 土屋抑

は ダ ル ク
ー

ル ア ル デ ヒ ド処理豚弁 の 物理 的検査を行な

い
.
そ の 強靭性 に おい て 現 行の 処理 法 と して 最上の も

の で あ る こ と を示 した . ま た体液性免疫反応 に つ い て

も検索 を進 め . き わめ て 軽度の 免疫感作状態 の 成立を

み た が , 臨床例 で 6 カ月 か ら 1 年 で 無視 で き る程度に

至 る こ と を 見出 し た
30 J3】)

一 般 に , ダル ク ー

ル ア ル デ ヒ ド処理 異種生物弁の臨

床報告例 は多数認 め られ るが , 異種弁移植 に 伴う免疫

学的研究は き わ め て 少 ない ･ 著者 は手の 点 に 着目 し ,

長期に わ た る弁変化の 予 測を目的 と し て , 小動物に お

け る実験 お よ び臨床例 に お ける免疫学的 , 特 に細胞性

免疫の 検索 を行 っ た .

Ⅰ 実験な らび に検査項目

細胞性免疫検索法 とし て はt 種 々 の も の が あ る が ,

著者 は特に 実験手技が 比 較的簡便 で , 感度 . 信頼度の

高 い
3
H- サ イ ミ ジ ン 取り 込 み 試験

32)
と マ ク ロ フ ァ

ー ジ

遊走阻 止試験
33 '粧
を用 い た . そ の 実験内容 は , 1 ) 新

鮮お よ び ダル ク ー

ル ア ル デ ヒ ド処理 豚弁 に て 感作した

モ ル モ ッ ト肺細胞 で の
3
H

-

サ イ ミ ジ ン 取 り込 み試験

2) 同腹腔細胞 で の マ ク ロ フ ァ ー ジ遁走阻 止試験 . 3 )

感作 モ ル モ ッ ト の リ ン パ 節組織学 的観察 , 4) H a n c o c

k 弁置換患 者末梢血 リ ン パ 球で の
3
H

-

サ イ ミ ジ ン 取 り

込 み 試験で あ る .

Ⅱ 小動物実験

1 . 実験 材料

1) 感作抗原 : 成豚屠殺後 2 時 間以 内に 採取 し た

大動脈弁尖を下記 の どと く 各種処理 し て 用 い た .

ま ず 新鮮弁感作抗原 と して , 上記 豚大動脈弁尖採取

C ell u l a r i m m u ni t y i n i m p l a nt ati o n o f c a r d i a c x e n o g r aft M a s a h i r o S e k i , D e p a l
-

t m e n t

O f S u l
･

g e r y ( Ⅰ) , (D i r e ct o r : P r of . T . I w a) S c h o o l o f M e d i ci n e , K a n a z a w a U n i v e l
-

S it )
'

.
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後t ただ ち に 4
0

c H a n k s 液に て 洗 浄し , 続 い て 同

液中 に 2 ～ 3 時間浸漬 し て血清成分並び に 弁尖中の 可

溶性蛋白 を取り除く . 次 い で弁 尖2 g に 射 し , 煮 潜 水

4 m l の 割合で 加え . 高 速 回転粉砕装置 ( P o l y t l
･

O n :

K i n e m a 社製) を用 い て ホモ ジネ ー ト を 作 製 し , 感

作抗原 と した .

グル タ ー ル ア ル デ ヒ ド ( 以 下G -

A と略す) 処理弁感

作抗原と し て . 上記 H a n k s 液浸滴 後 の 弁尖 2 g を

0 .2 % G -

A ( L A D D 社製) 含有燐酸塩緩衝 液 ( p H

7 ･4) 内に 入れ , 密閉状態 で . 4
0

c l 週 間以 上固定 し,

続い て 上記 と同方法に て 弁尖 ホ モ ジ ネ ー ト を 作 製 し ,

G
-

A 抗原 と して 用 い た .

フィ シ ン 処理 弁感作抗原と し て は , H a n k s 液浸墳

後の 弁尖 2 g を . L
- シ ス テ イ ン50 皿 g / m l 含有 , 1 % フ

ィ ン ン 液 ( ク エ ン 酸緩衝液 : P H 5 . O M e l
･

k 社 製)

内に浸凍 , 3 7
0

c , 2 . 5 時間処理 後 , 1 % 亜 塩素酸 ナ ト

リ ウ ム 内に24 時間 静置 した もの を . 上 記と 同方法に よ

り ホ モ ジネ
ー トと し , フ ィ シ ン 処理 弁抗原 と して用 い

た .

次い で t フ ィ ン ン ･ G - A 処 理井 感作抗原 と して , 上 記

フ ィ シ ン およ び亜 塩素酸 ナ トリ ウ ム 処理 後 , 弁 尖 2 g

を0 ･ 2 % G
-

A 含有燐酸塩緩衝液 ( p H 7 . 4 ) 内 に て 4
O

c ,

1 週 間以 上固定 し た もの を 同方法 に よ り ホ モ ジ ネ ー

ト

を作製 し . 2 者処理 感作抗原 と して 用 い た .

2 ) 刺激抗原 : 上 記1) の 各種処理 を ほ ど こ し た 抗

原 ( ホ モ ジネ ー

ト) を , 12 ,000 回転/ 分 . 1 5 分 間 遠 心

を2 回行い 残恋を除い た . その 上清 の 蛋白量 測定 を ,

F o li n ･L o u l
･

y 法
35一
に て 行 っ た後 , 更 に0 . 4 5 〟孔 サ イ

ズの ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー に 通過 させ 無菌化 し た も の を

刺激抗原と し た .

3) 実験動物 : 体重200 ～ 3 0 0 g の 成 獣 . H a l
･

tl e y

系モ ル モ ッ ト 計3 4 匹 を用 い た .

2 . 実験方法

1) 動物感作 : 上記各種処理 を ほど こ し た弁尖0 . 5

g 相当の ホ モ ジネ q ト抗原 に 等量の F r e u n d C o m p ･

1 e te a dj u v a n t (D if c o 社製) を加 え て エ マ ル ジ オ

ンとし ･ モ ル モ ッ ト
ー

群2 ～ 4 匹 私 左右肩肘下 腔 ,

およ び 左右 背部筋肉内 に 分割注 射 し た . 1 過 1 臥

計4 臥 弁尖2 ･O g に て 感作終了と し , 最 終 注 射後 2

週間･ 1 カ月 ･ 2 カ月 , 3 カ月 , 6 カ月 後 に 脾臓 お よ

び前縦隔内リ ン パ 節を 採取 し た .

2) 感作 モ ル モ ッ ト脾細胞 に よ る3H- サ イ ミ ジ ン 取

り込 み試験

肺細胞調整 ‥ 非感作 お よび感作 モ ル モ ッ ト の 牌 臓

を無菌的に採取後 , ⅠモP M I 16 40 液 に て 洗浄 し . ハ サ

ミで 細切後 R P M I 1 6 40 液を加 え , 細 目 の 金 網 に て

30 5

濾過 し , 細胞碗 を除く た め更 に 4 枚の ガ ー ゼ に て 嬉過

し た後 に低速 遠心 ( 10 0 0 回転 , 5 分) し た . 次い で 沈

法 に ト リ ス緩衝液
36 1
を加え . 同様 に適宜､ ( 10 0 0 回 転 ,

5 分) し , さ ら に その 沈漆 をR P M I 1 6 4 0 液で 洗 浄 し

た後 . 細胞 を牛胎児血構 ( 20 % ) 加培養液 (ⅠミP M I 1

6 40) に浮遊 し た . 細胞数 は 一 試験管 あ たり2 0 0 × 1 0
ヰ

個 と した .

3
H

- サ イ ミ ジ ン取り込 み量 の 計狙lい こ れ ら の 脾 細胞

を浮遊し た各試験管 に対 し , 特異 的刺激抗原 と し て 各

種処理弁 ホ モ ジ ネ ー

ト の 高速遠尤､上清 の ミ リ ポ ア 濾液

を蛋白量0 . 1 . 1 , 1 0 . 1 0 0 〃 g ノ
′

m l の 割 に 添 加 し た .

又 . 非特異的刺激剤と し て 周知の P h y t o h e m a g g ul -

u ti n i n ( P . H . A .) に 対す る反 応性 を みる た め に , P ､

H . A . (P , H
.
A - P

. D if c o 社製) を0 .1 5 . 1 . 5 . 1 5 , 1 5

0 〟g/ nl l の 4 段階 に 添加 し た
､
こ れ ら各抗原 . P . H . A .

刺激は い ず れ も 3 本ずつ 試料を検索し, 各培養液量 は

1 m l と した .

次 い で , こ の 試料 は5 % C O 2イ ン キ ュ
ベ ー

タ
ー

に て

3 7
0

c ･ 7 2 時間培養し た後 ･

3
=

岬

サ イ ミ ジ ン( T IそK -

1 20 )

を各試験管あ て 1 〟Ci 加え , P o o n ら
紆
の 方法に 準 じ て

4 時間の D N A へ の 取り込 みの 後, 以 下の 測定 に 移 っ

た ･ す な わ ち . 取り込 み終了後の 試料を , 1 5 0 0 回 転 ,

5 分間適宜､ して 上宿 をすて , 沈漆 に 5 % トリ ク ロ ー

ル

酢酸 ( T C A) を 加え て 処理 した . か く て T C A 不 溶

性成分 を G l a s s 色b e l ･ p a p e l
･

( ホ ワ ッ ト マ ン ) に

吸着 させ乾燥後 .
シ ン テ レ 一 夕 ー 液を加 えて 液体 シ ン

チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー

に て T C A 不 溶 性成分 ( 特

に D N A 分画) へ の 取り込み 量 を 測定 した .

結果は刺激指数 (S ti m u l ati o n I n d e x : S .l .) に

て 表示 し た .

S .Ⅰ. =
抗原又

抗原又

は P .H . A . 添 加時の カ ウ ン ト
はP .H . A . 非添加 時の カ ウ ン ト数

で ある .

3 ) モ ル モ ッ ト腹腔内遊出細 胞 に よ る マ ク ロ フ

ァ
ー ジ遊走阻止試験 ( M .Ⅰ, T .)

ま ず . 非感作な ら び に 感作モ ル モ ッ ト 腹腔内 へ 川 m

l の 流動 パ ラ フ ィ ン を注入し , その 4 日後 に8 0 ～ 1 0 0 m

l の H a n k s 液 に て 腹腔 内を洗浄 し. 遊 出細胞を採 取

す る ･ 次い で こ の 洗浄液を100 咽 転 , 5 分間低速 遠心

し ･ 沈瘡に ト リ ス複 衝液 を加え て 再び100 0 回転 , 5 分

間低速遠心 で 洗浄 し ∴混在する赤血球を除去し た . 次

い で R P M I 1 6 40 液で 更 に 沈癒 を洗浄後 , 集 め ら れ

た腹腔内遊走細胞 を20 % 牛胎児血清加培養液 ( R P M I

16 40 ) 中 に浮 遊し た . 細胞濃度 は3 ×10 7 個/ m l 程 度

で ヘ マ ト ク リ ッ ト管中 へ パ ッ ク し た時に , 反 応 に 充分



3 0 6

な量 の 細胞層 が得 られ た . す な わ ち
, 陰圧 を 用 い て ,

… 端 を盲端 と し て ヘ マ トク リ ッ ト管 に こ の 細胞浮遊液

を つ め , 800 ～ 900 回転. 5 分 間低速遠心 し た . 次 い で

こ の 管を上清 と細胞層と の 填 で 切断 し , 小 プ ラ ス チ ッ

ク シ ャ ー レの 底 に シ リ コ ン グ ラ ス を用 い て 細胞 の つ ま

っ た管を 固定 し た . そ の 後 , 特異的刺激抗原濃度 1 ,

1 0 , 100 〟g / m l 含有 の 各培養液(20 % 牛胎児 血清加 R P

M I 16 40 液) 1 m l を シ ャ
ー レ に 加 え . 5 % C O 2 , 3 7

0

C に て2 4 時間培養後 , 細胞 の 遊走状態 を観察 , 測 定 し

た .

測定方法は . こ れ ら の 毛細管 口 よ り , 円形 に 細胞 が

遊走 して い る の を顕微鏡 を用 い て 撮影 し た後 . 方眼 紙

を用 い て そ の 面積 を算出し , M i g l
･

a ti o n I n d e x ( ･

M .Ⅰ.) に て 表示し た .

M .Ⅰ. ニ
抗原添加時の 遊走面積

抗原非添加時の 遊走面積

で あ る .

4 ) モ ル モ ッ ト リ ン パ 節 の 組織変化 の 形態学 的検

索

前述 の 様に 感作 し た モ ル モ ッ ト の 前縦隔内リ ン パ 節

を摘出し , 組織学的検索を加え た .

3 . 実験成績

1) 感作 モ ル モ ッ ト牌細胞に お け る
3
H

-

サ イ ミ ジ ン

取り 込み

(i) まず予備実験 と して . 取り 込み の 至 適条件 を 求

め た . すな わち , 無感作状態の モ ル モ ッ ト碑 細胞を , 1

0 0 . ･200 , 30 0 x lO 個/ m l の 各濃度 にわ け/ 3 日 間培養

し非特異的 P . H . A . ( 1 5 iL g / m l) 刺激時 の と り 込 み を

み る と そ れぞ れ , 98 4 .2 ±4 7 . 8 c . p . m . 1 1 8 4 . 1 ±1 8 8 . 5 c .

p . m . 19 56 ..6 ±199 .5 c . p . m .
の カ ウ ン ト数で あ っ た . 1

000 程度 の カ ウ ン ト数が あれ ば , 測定誤差3 % を 考 慮

して も当実験 に 充分使用で き る と考 え て , こ れ よ り培

養細胞数 は200 ×10リm l と決定 し た .

次 い で . こ の 細胞数 に お い て 培養期間 を 3 日 . 4

日 , 5 日 で 比較 した と こ ろ ,
それ ぞ れ118 4 t l ±1 8 8 .5 .

6 4 8 .3 ±8 8 .3 . 909 .1 ±10 7 .2 で あ り , カ ウ ン ト 数 が 最

も多 い 3 日培養 が至過 と考 え られ た ,

更 に上記 の 2 条件を 同
一

と し て ,

3
H

-

サ イ ミ ジ ン 取

り込 み期間を 4 時間と2 4 時間 とで 比較 し た と こ ろ , 4

時間で11 朗 .1 ±1 8 8 .1 , 24 時 間で32 0 1 .0 ±3 4 6 . 7 で あ

り . 4 時間取 り込 み に て も充分 に こ の 実験 の 目的は 果

た せ る こ と が判明し , 以下 の 実験 で は 4 時 間培養と し

た .

(ii) 新鮮弁抗原感作群と グル タ
ー ル ア ル デ ヒ ド

( G - A ) 処理 弁抗原感作群 に お け る経時的観察

両感作群 ( 各 々 2 ～

4 匹宛) に お い て 感 作後 2 過

臥 1 カ月 , 2 カ月 . 3 カ月 , 6 カ月 時 に お い て 脾細

胞の
3
H - サ イ ミ ジ ン 取 り込 み率を 測定 した . ( 表 1 ) ま

ず .
コ ン ト ロ ー ル と し て の 非感作群の 取 り 込 み 率は新

鮮弁抗原刺激時 , 抗原濃度0 烏J g / m l で 0 . 9 5 ±0 . 1 3 .

1 . 0 〟g / m l で1 .1 4 ±0 . 1 7 . 10 〟g / m l で1 .1 0 ±0 .1 6 , 10 0

〟g / m l で0 . 63 ±0 .0 4 のS .I . を示 し た . G
-

A 処 理 弁抗原

刺激時 の 取り 込 み率 は , S .Ⅰ. よ りみ て 0 . 1 〃g / m l で0 .8 9

±0 . 1 0
, 1 . 0/J g / m l で0 .92 ±0 . 1 9 ,1 0 〟g / m l で1 .0 3 ±0 .

1 6 , 1 0 仙 g / In l で0 .97 ±0 . 16 で あ っ た . 非特異的 P . 臥

A . 刺激時 に は . P .H . A . 濃度0 . 1 5 LL g / m l で1 . 4 3 ±0 . 2

4 , 1 . 5 〟g / m l で1 .1 2 ±0 .2 2 , 1 5 〟g / m l で0 . 9 4 ±0 . 1 5 ,

1 50 〟g / m l で0 . 5 3 ±0 .1 0 とS .Ⅰ. は濃度 に 比例 して 減少し

た . 従 っ て ,
こ れ らの 値 を コ ン ト ロ ー ル と して 以下 に

述 べ る感作群の 値と の 比較 に 用 い た .

a) まず特異抗原に 対する反 応 で は , 新鮮弁感作 お

よ ぴG - A 処理 弁抗原感作両群共 に 濃度1 . 0 お よ び10 〟g

/ m l に お い て 最 も よく 反応 す る傾向に あ っ た . 刺 激抗

原濃度1 .0 〟g / m l で は . 新鮮弁感作群 2 過 後 : 1 . 4 0 ±

0 .21 . 1 カ月 : 1 . 41 ±0 . 20 . 2 カ月 : 1 . 5 7 ±0 . 2 4 .

3 カ月 : 0 .90 ±0 . 1 9 , 6 カ月 : 1 .3 0 ±0 .2 2 , G - A 処

理弁感作群 で は 2 週 後 : 0 .9 4 ±0 .0 4 t l カ月 : 1 . 2 4

±0 .1 2 , 2 カ月 : 1 .09 ±0 .07 , 3 カ月 : 0 . 9 7 ±0 .17 .

6 カ月 : 1 . 0 4 ±0 . 0 5 のS .Ⅰ. で あ っ た . ( 図 1 )

刺
激
指
数

∴S(
2 W I M 2 M 3 M 6 M

感 作 後 経 過

図 1 特異抗原刺激に 対 する反 応 (1 . 仙 g ′
′血)
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刺激抗原濃度10 〃g / m l で は . 新鮮弁感作群 で , 2 過

後 : 1 . 8 5 ±0 .4 2 , 1 カ月 : 1 .36 ±0 . 26 , 2 カ月 : 1 .

8 1 ±0 .33 . 3 カ月 : 0 . 88 ±0 .16 , 6 カ月 : 1 . 3 4 ±0 . 1

0 , G -

A 処理 弁感作群で は , 2 週後 : 0 . 7 9 ±0 .0 7 , 1

カ月 : 0 .7 8 ±0 .0 5 , 2 カ月 : 1 .06 ±0 .0 4 , 3 カ月 :

1 .1 8 ±0 .28 , 6 カ月 : 0 .70 ±0 .0 9 の S .Ⅰ. が 得 ら れ た .

( 図2 )

即 ち , 新鮮弁感作群 は3 カ月 を除 き 高い 刺激指数値

を示 し , 3 カ月時 は若干低下し た が , G
-

A 処理 弁感作

群 は感作後6 カ月聞の 全経過申 , 常 に コ ン ト ロ ー ル 値

に近似 し た値 , 又は それ よ り低 め の 値 を 示 した .

b) P . H . 丸 刺激 に 対する反応 で は , い ず れ の 群 も

P , H .A
. 濃度1 .5 〟g / m l 時に S .Ⅰ . の 最 大値 を 示 し た .

( 表1 ) こ の 濃度 の とき . 新鮮弁感作群で は 2 濁 後 :

5 . 80 ±1 . 8 4 . 1 カ月 : 5 .5 4 ±0 .7 4 , 2 カ月 : 2 . 9 4 ±

0 .5 1 , 3 カ月 : 2 .83 ±0 .2 4 t 6 カ月 : 1 . 4 5 ±0 . 0 1 と

特に 2 カ月 以 後は有意 に 減少 した . と こ ろが . G
-

A 処

理弁感作群 で は2 過後 : 1 . 57 ±0 . 21 . 1 カ月 : 1 . 5 4

±0 .2 4 , 2 カ月 : 1 . 2 5 ±0 . 1 0 , 3 カ月 : 1 . 80 ±0 .1 3 .

6 カ月 : 1 .0 7 ±0 .16 で t 全経過申 . 無 感 作対 照 群 と

の 差は余り 著 しく なか っ た . ( 図3 )

こ れ ら よ り , 新鮮弁感作群 はG
-

A 処理 弁感作群 に 比

し , 非特異的 P . H .A . 刺激 に 対 して も明 らか に 高反 応

を示し , 無感作対照群 との 差 も有意 に 認 め られ た . こ

の P 且 A . 刺激時に は , P . H , A . 濃度が 増加す る に 従

い
､ 濃度1 .5 〃g / m l時 より も反応値 は低く な る 傾向 を

示 した が , 全経過 の パ タ ー

ン と して は1 . 5 〝g / m l 時 と

同 一

で あ っ た . ( 図4 )

(iii) フィ シ ン お よ ぴ フィ シ ンG
-

A 処理 弁感作群 との

比較

血管移植 の 際 フ ィ シ ン 処理 法が 用 い ら れ て い る の

で
. G

-

A 処理 と比較し て 更 に 効果 あ る結果 を期待 して

本実験を行 っ た . 各群 は2 ～ 4 匹宛使用 し た .

フ ィ シ ン お よ び フ ィ シ ンG
-

A 両処理 弁感作後 1 カ月

に お い て , 各特異抗原 お よ び P . H . A . 刺激 に よ る
3
H

-

サ イ ミ ジ ン取り 込み率 を測定 し た . ( 表 2 )

a) 特異抗原 に 対する反応で は , 添加 し た抗原蛋白

濃度が1 地g / m l とな る時 に各処理弁感作群 に お け る差

の 特徴が明確 で あ っ た .
こ の 時 , 新鮮弁感作群 で は1 .

3｡6
±0 .26 , G - A 処理弁感作群0 . 78 ±0 .0 5 ,

フィ シ ン 単

独処理弁感作群1 . 22 ±0 .3 2 , フ ィ シ ン + G
-

A 処理 弁感

作群1 .19 ±0 .22 の S .Ⅰ. で あ っ た .
こ れ よ り , G

-

A 処

理 弁感作群が最も低 い 値を示 し , 次 い で フ ィ シ ン + G

- A
,
フ ィ ン ン 単独処理弁感作群 の 順 で あ っ たが , G

-

A 処理弁感作群以外の 差は有意 で は なく , か く て フ ィ

シ ン処理の 相加的効果は な い と い え る で あ ろう .

2 W I M 2 M 3 M 6 M

図 2 特異抗原刺激 に 対する 反応 (1 0 ′(侶 ′
′
′

m l)

9

8

丁

6

5

4

3

2

1

S .I .

2 W I M 2 M 3 M 6 M

感 作 後 擾 過

図3 P H A (1 . 5 ′噌/ I n l) 刺激に 対す る反応
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b) P . H , A . に 対する反応で は , P .H .A . 濃度 と し て

1 .5 〃g /
′

m l を用 い た時 に 取り 込 み値 は 最大 を示 し た .

その 濃度 に お い て , 新鮮弁感作群 は5 . 5 4 ± 0 . 7 4 で あ

り , G
- A 処理 弁感作群 : 1 .5 4 ±0 .2 4 , フ ィ シ ン 単 独

処理 弁感作群 : 6 .0 6 ±0 .67 ,
フィ ン ン + G

-

A 処 理 弁

感作群 : 3 .8 9 ±0 . 56 で あ っ た . 即ち , P . 比 A . 刺 激 試

験で もG
-

A 処理 弁感作群が最 低値 を示 し . フ ィ シ ン 処

5

4

3

2

1

S .l .

2 W I M 2 M 3 M 6 M

感 作 後 経 過

図4 P H A (1 5 〃 g ハ111) 刺激に 対する 反応
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図5 各感作1 ケ 月モ ル モ ッ ト脾細胞の各対応特異
抗 軌 こ対す る反 応

各特異抗原 : 10 〃 g ′血1

3 0 9

理 の 特別効果 はみ ら れ なか っ た . ( 図6 )

2) モ ル モ ッ ト腹腔内遊出細胞 に よる マ ク ロ フ ァ ー

ジ遊走阻止試験

新鮮弁感作後2 カ月 の 感作 モ ル モ ッ トで . M i g I
･

a t -

i o n I n d e x ( M .I .) は特異抗原濃度1 . 0 〟g / m l 時1 , 0 8

±0 ･09 , 1 0 〃g ′
′

m l 時1 .7 9 ±0 .3 0 . 1 0 仙 g ′ m l 時2 . 0 2 ±

0 ･25 で あ っ た .

一 方 , 対席と して の触感作群で は, 抗 原

渥度1 . 地g / m l で1 .2 8 ±0 .26 . 10 〝g / m l で1 .5 8 ±0 .2 2 ,

10 0 〟g / m l で1 . 79 ±0 .3 2 で あり . 新鮮弁感作群 で 若干

高値を示 す傾向 はあ るが . 両群 間に 有意差は認 め られ

なか っ た . ( 衷3 )

3) 感作 モ ル モ ッ ト リ ン パ 節 の 組織細胞変化 の 検索

感作後2 カ月 か ら6 カ月 の モ ル モ ッ ト前上縦隔内 リ

ン パ 節 を採取し . 新鮮弁感作 , G
-

A 処理 弁感作 に よる

組織変化を検索 し た . そ の 結果 . 新鮮弁感作動物で は

芽中心の 発達 が や や優勢で , 網内系の 増殖が多い 傾向

を示 して い た . しか し . 感作抗原の 差 に 起因す る と思

わ れ る著明な所見 は見 出せ なか っ た . ( 写真1 ) こ の

こ と は
, 感作6 カ月 ま で の リ ン パ 節 に お い て も 同様で

あ っ た .

Ⅲ 臨 床例検査 : 異種生物弁置換臨 床患者例 の リ

ン パ 球 が H -

サイ ミ ジ ン取 り込 み 試験

1 . 検査対象

表2 F i ci n 及 び Fi c in G - A 処理弁感作 モ ル モ ッ ト
牌細胞が H -

サイ ミ シ ン 取り込み率(S .Ⅰ｡)

＼ 感作抗原

激

原
｢
r e Sh o . 1

1

1 0

Ci n o
. 1

1 . 2 4 士 0 . 30

1 . 1 2 士 0 . 1 4

1 . 0 5 士 0 . 1 1

1 . 0 9 ± 0 . 1 6

1 . 2 2 士 0 . 3 2

1 . 3 7 ± 0 . 1 1

6
.
06 ± 0 . 6 7

2 . 8 2 ± 0 . 3 4

(S ti m u l a ti o n I n d e x に て 表示)

F i ci n G M A

1 . 1 3 士 0 . 22

1 . 40 ± 0 . 2 9

l . 3 0 士 0 . 3 2

1
. 2 7 士 0 . 2 6

1 . 4 5 士 0 . 2 8

1 . 1 9 士 0 . 2 2

1 . 4 5 ± 0 . 38

3 . 8 9 士 0 . 5 6

2 . 5 9 ± 0 . 3 3
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日a n c o c k 弁置換22例 の う ち , 術後 2 週 間 か ら 最 長

2 年 5 カ月 に お ける 心臓弁疾患患者1 7 人 を 対象 と し

た . 男11 人 . 女6 人で . 年令 は1 5 才か ら5 5 才に わ た っ

て い る . こ の う ち3 人 は時期を か え て 2 回検 査を 施行

し た . 疾患別 に み ると , 僧 帽弁狭窄 又 は閉鎖 不全症 2

例 , 大動舵弁狭窄又 は閉鎖不全症 3 例 . 僧帽弁お よ び

大動脈弁疾患 4 例 . 僧帽弁 お よ び三 尖弁疾患 2 例 , 僧

帽弁. 大動脈弁お よ び三 尖弁疾患 1 例 , 偽総動脈管症

1 例 , フ ァ ロ ー 四徴症 1 例 ,
マ ル フ ァ ン 症 候群 に よ る

a n n u l o a o r ti c e c t a si a l 例 ,
エ プ シ ュ タ イ ン 症

+ W .P . W . 症候群1 例 , 心 筋硬塞 1 例 で あ っ た .

又 . 手術 う ちわ け は, 僧帽弁置換術2 例 , 僧帽弁置

換術 + 三 尖弁輪形成術3 例 , 大動脈弁 置換術4 例, 大 動

脈弁償 換術 十僧帽弁交連判除術2 例 , 僧 帽弁 お よ び三 尖

弁置換術 1 例 , 弁付人工 血管に よ る石室流出路形成術

2 例 , 弁付人工血管 に よる 上行大動脈形成術 ( B e n t
-

a ll 手術) 1 例 , 三 尖弁置換 + 異 常刺激伝導路切断 1

例 , 僧帽弁置換術 + 心 筋 梗塞割切除 1 例 で あ っ た .

( 表 4 )

又 , 対照 と して , 健常者11 名 , 術前 リ ウ マ チ 性心 臓

8

7

6

5

4

図 6 各感作1 ケ月 モ ル モ ッ ト脾細胞の P . H , A .

(1 . 5 /ノg 加1) に 対す る反 応 (fi ciIl 処理効果の

影響)

弁疾患患者12 名 , 弁置換以外の JL ､臓弁膜症手術後患者

5 名 に つ い て も 検索 し た .

2 . 検査方法

H a n c o c k 弁置換患者お よ び 対 照 者 の 末梢血 を採

取 , 辻 ら
3 8 -
の 方法に 準 じ て コ ン レイ ｡ フ ィ コ

ー ル 故に

よ り分離 し た リ ン パ 球細胞 1 ×10個 を2 0 % 年 胎児 血

清加培養液 ( R P M I 1 6 40 ) 2 m l に 浮遊 し . 5 % C O 2 , 3

7
0

C に て 培養 し た . G
- A 処理弁抗原刺激 と し て 蛋 白 量

10O JJ g /

/

試験管を ,
P .H .A . 刺激と し てP . H .A .- P l O O 〟g /

試験 管を そ れ ぞ れ加え , さ らに48 時 間培養し た . その

後 ,

3
H

-

サ イ ミ ジ ン ( T R A
-

1 20) 1 p i c / 試験 管を 添加

して2 4 時間取 り込 ませ た後 ,

ハ ー ベ ス ト し , 小動物に

お け る 実験 と同方法 に て 取り 込 み 量 を測定 した . 結果

は カ ウ ン ト数 お よ び S ti m u l a ti o n l n d e x に て 表示

し た . ( 表4 )

3 . 検査成績

1) G- A 処理 豚弁特異抗原 に 対す る反応

健常者群の 刺激指数 ( S .Ⅰ.) は0 .6 1 ±0 . 2 0 か ら 最高

1 .32 ±0 . 13 . 平均0 .91 ±0 .2 4 で あ っ た . 術前JL ､臓弁膜

症患者 は0 .56 ±0 .04 か ら1 .7 1 ±0 . 1 0 , 平均1 . 03 ±0 .3 6

で あ っ た . 弁置換術以外 の 心 臓弁手術 を う け た患者で

は0 .6 4 ±0 . 1 4 か ら1 . 2 1 ±0 .1 1 . 平均0 . 89 ±0 .2 4 で あっ

た .

一 方 t 弁置換患者で は , 0 .6 8 ±0 . 0 4 か ら1 . 96 ±0 ,

1 8 , 平 均1 .1 8 ±0 .39 で あ っ た . (図 7 ) すな わ ち , こ

れ ら各群間の 全体 と して の 差 は比 較的少 な か っ た .
こ

れ を弁 置換患者 の 術後経過を お っ て み る と . 例数は未

表 3 新鮮弁抗原感作 モ ル モ ッ ト腹腔遊 走細胞の

M . Ⅰ. 試験
■

感作モ ル モ ッ1 H

刺激
抗原_払g ′

/ m リー
＼

＼
C o n t r ol F r e sh (2竺～｣

F r e sh O . 1 1 . 61 ± 0 , 21
n

ロ 1 . 2 8 ± 0 . 26
円

1 . 0 8 ± 0 .0 9 巨
弓

10 1 . 5 8 ± 0 . 2 2 1 . 7 9 ± 0 . 3 0 】
u

1 0 0 1 . 7 9 ± 0 . 3 2 2 . 0 2 ± 0 . 25 !

G 【A O . 1 1 . 4 9 ± 0 . 2 7
nH
u

口 1 . 53 ± 0 . 1 5
■

1 . 9 1 ± 0 . 25 毒

10 1 . 37 士 0 . 2 5 1 . 8 8 ± 0 . 03
!

1 0 0 0 . 91 士 0 . 0 6 1 . 26 士 0 . 1 8

( M ig r a ti o n I n d e x に 表示)
C o n t r ol : 無感作対照群
F r e sb (2 M ) : 新鮮弁感作後2 カ月 の モ ル モ ッ

ト腹腔遊 走細胞
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だ少な い が t 特 に 術後 1 年以 内の 症例 に 比 較的高値 を

示すも の が み ら れ た .

2 ) P . H .A . 刺激 に 対する 反応

同検査で は採取 リ ン パ 球 数不足 例が あ っ た ため , 術前

弁膜症患者8 例 . 弁 置換患者13 例 に 対 し て の み しか 検

索を行え な か っ た . しか し , そ の 刺激指数値( S .Ⅰ.) は

健常者群で , 2 2 .26 ±2 .25 か ら7 8 ,73 ±7 . 89 , 平均50 .0

±1 8 . 4 で あ っ た . 術前心臓弁膜症患者で は46 . 4 5 ±7 .3

2 か ら11 4 . 7 1 ±8 .2 7 , 平均78 . 4 ±25 .6 で あ. っ た . し か

し ,
こ の 群 に は健常者 に 近 い 値を示 す も の と , よ り 高

値を示す2 群が 区別 さ れ た . 弁 置 換 以 外 の 心 臓弁手

311

術を う け た患者で は43 . 03 ±1 0 . 50 か ら86 . 9 3 ± 0 . 4 0 ,

平均63 . 80 ±18 .7 3 で あ っ た .

弁置換患者群で は術後2 週 間で6 . 粥 ±1 . 53 と 著 しい

低値を示す症例が存在し た が . こ の 例 を除く と . 3 4 .2

3 ±2 .76 か ら11 4 .0 9 ±2 5 .3 2 , 平均71 . 3 ± 2 9 . 0 で あ っ

た . ( 図 8 )

こ の 試験 で は弁置換患者群で 高値を示す症例 も存在

し たが
t 術前弁膜症患者 で も高値を示す例が あ り , 必

ず しも弁置換 に 対する反応 と は考え ら れ なか っ た .

3 ) G
-

A 処理 弁特異抗原刺激と P . H . A . 刺激 に 対 す

る反 応 の 相関

表 4 H a n c ∝ k 弁置換患者 リ ン パ 球 の ㌔ト サイ ミ ジ ン 取り込み試験

性
年

令
術 後 診 断 手 術 無 刺 激

特 異抗 原

(10 0 〃息血1)
S . Ⅰ.

(1㍊意 s ･Ⅰ･

廟
2

3

4

5

田

7

四
8

田

10

湖

F

F

M

M

M

F

F

F

F

M

M

M

M

F

M

M

M

M

M

M

24

4 6

5 2

5 0

2 9

21

24

5 4

5 4

5 2

3 0

団

34

3 4

5 4

1 5

4 1

5 0

34

5 5

2 Y 3 M M . 王. M
.
Ⅴ. 軋 10 2 0 ± 7 0 1 4 3 3 土 99 7

1 . 4 1
± 0 . 1 9

81 0 5 3 7 9 . 4
± 1 0 8 9 6 + 1 0 6

2 Y 2 M M ｣ . M . Ⅴ . R . 9 8 6 ± 1 4 7
4 5 9 84 4 6 .盲
± 99 1 8 ± 1 0 . 0
31 5 75 1 02 . 3
十 1 0 2 3 十 3 3

2 Y A S I 十 M S A V R + M C 3 0 8 士 6 24 2 土 4 0
0 . 7 9
士 0 1 3

1 Y l l M M I 十･ T I M V R + T A P 3 55 士 14 48 5 ± 49
1 . 20
± 0 1 5

3肩38 1 1√1
+ 1 1 01 9 ± 25 3

1 Y 3 M A S I + M S I A V R 1 9 8 5 ± 2 58 2 3 8 2 ± 2 鮎
1 . 20 田

1 Y 2 M
P s e u d o

T m n c u s
.
墓誌.

三 `

3 3 6 ± 3 0 28 0 ± 1 3

士 0 . 1 4
0

. 8 4
士 0 04

2 2 6 30 6 7 . 2
士 1 7 3 3 ± 5 . 1

1 Y I M M I . M
. Ⅴ. R . 5 2 3 3 ± 5 7 6 41 8 6 ± 6 冴

0 . 80

± 0 ユ2

1 Y M I + T I M V R + T A P 6 38 士 8 0 9 9 5 土 2 1 2
1 . 56
十 0 33

お79 6 4 0 . 3
+ 1 6 6 2 ･ 十 2 6

1 1 M A SI A V R 9 66 ± 1 4 7 1 1 1 0 ± 2 7 0
1 , 義

■

十 0 28 空喜233 4 6阜5二4ぎ9 M A Sl 十M S A V R + M C 2 9釦 ± 29 8 33 3 8 ± 5 6 7
1 . 冠･

■

+ 0 1 9

凹 7 M T
′

/ F 描晋
l

講評
托
189 0 士 1 3 2 37 0 4 ± 3 3 4

1 . 9 6

士 0 1 8

四
( 射

7 M M I + T I M V R + T A P 2 9 7 5 ± 23 8 5 6 5 2 ± 9 0 4
1 . 9 0
十 0 3 0

13 7 M M S I 十 A I A V R + M V R 1 5 97 士 1 4 2 1 1 5 6 ± 2 34
0 薫

■

十 0 1 4 讐去671 年
0 ･

呈 ｡ 2
14 5 M M a r fh n s y n d . B e n t a ll . 1 0 3 0 ± 6 2 1 7 8 2 土 1 73

1 .毛
▲

+ 0 1 7
5 9 4 78 5 7 . 7
±

ヂ
16l 士 6 ･ 6

⊇
15

‖
4 M A S I + M S A V R + M C 21 21 ± 8 5 30 5 8 ± 2 4 4

1 . 4 4
+ 0 1 1

匹 4 M
l

E b st ein w p w
T V R

K e n t 束切 断
179 7 ± 弘

一

12 1 5 ± 9 2 l
0 .高

一

± 0 0 4
1 7 4 M j M I S ｣･･ T I + A I M V R + T A P 7 7 4 ± 4 8 8 9 4 士 2 6 1

. 1 5

1
1 8 2 M

M y o c a rd 硬塞 部切 除
120 8 ± 3 6 1 2 9 2 ± 9 0 0

± 0 . 0 3
1 . 0 7

I n ねc tl O n M V R
± 0 0 7

･
･

･･

ワ幸
●

;

･

i

･

1 9 1 M A .Ⅰ. A V R 6 7 5 ± 1 32 71 9 ± 9 1
1 . 0 6

± 0 1 3

田 2 W A . 工. A V R 8 8 7 ± 19 69 1 ± 1 3
0 . 7 8
士 0 . 01

M I = 僧帽弁閉鎖不全症
-~ ■

◆ ヽ ~一一 ′ ､ ノ l し巳 i
⊥:フ
く
: r 】1

T I ニ

三 尖弁閉鎖不全症 A V R ニ 大動脈弁置換術 A I = 大動脈弁閉鎖不全症
M V R = 僧帽弁置 換術 A S = 大動脈弁狭窄症 T A P = 三 尖弁輪形成術
(1 = 3 = 4 ) は , それ ぞれ ( ) 内例 と同 一 症例で ある こ とを 示すo S ･ Ⅰ･ 以外 は C ･ p . m . に て 表示

M S = 僧帽弁狭窄症 T V R = 三尖弁置換術
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図7 (ユー A 処理 弁特異抗原刺激 に よ ろ と ト リ ン パ 球の
3 日 - サ イ ミ ジン 取り込 み 試験

図8 P , 日 . A . 刺激に よ る と トリ､
ン パ 球の

3‡i- サ イ ミ ジ ン取 り込 み試験



異種心臓弁移植の 研究 313

著者は更 にG
-

A 処理 弁特異抗原刺激 に 対す るリ ン パ

球与十 サ イ ミ ジ ン取 り込 み反応と , P 月 .A . 刺激 に 対 す

る反応か ら得 られ る刺激指数値間の 相関 を み る た め .

両反応値 をそ れ ぞ れ ∴廣 , 縦 に ス ケ ー ル し
. 健 常 者 ,

術前尤､臓弁膜症患者 . 弁置換患者 , 弁置換以 外 の 心 臓

弁手術後患者 に お い て 個々 の 症例 の 反 応値の プ ロ ッ ト

を試み た . ( 図 9 ) 更 に , 全体 の 分布 より みて , か り

に刺激指数値で特異抗原反応1 . 4 1 P . H . A . 反応7 5 の 点

から グ ラ フ上に 垂線 を ひ き .
A
, B . C , D , の 4 象 限

に分 けた ･
こ の 際･ 特異抗原お よ び P 且 A . とちに 最

高の
3
H - サ イ ミ ジ ン取 り込み 反応 を起す ( 最 高の S .Ⅰ.

を与え る) 至通則激濃度を決め る実験 が行え ず , そ れ

ぞれ100 〟g/ m l の 一 点の み に より 得 られ た S .Ⅰ. を 用 い

ざる を得な か っ たの で . 両者の 相関 はあ く ま で ,
か か

る条件下で の もの と 限定 せ ざ るを得 な い . しか し な が

ら, か か る条件下でも, 健常者群 は はと ん ど がA . す

なわち , 両刺激 に対 し て比較的低反応 の 領域 , に 属 し

て い た ･ 術前弁膜症患者 はA に 入 る グル ー プ とB ( 特

異抗原刺激は低 い が , P . H .A . 刺激 に は高 い 反 応 を 示

す領域) に 入る グ ル ー

プの 2 つ が 区 別さ れ た . 弁置換

以 外の 心臓弁手術後患者も同じく , A , B い ず れ か に

属し た .

こ れ に射 し , 弁 置換患者 は全象限 に広 く 分布す る傾

向が あ っ た . 即 ち . A , B に 属する もの が多 い が t 他 の

群で はみ られ な いC 群 に も存在し た . 更 に ト
C 象 限 の

2 例 はい ずれ も術後 1 年以 内の 症例 で , 図 7 で 論 じ た

例と同 一 で あ っ た .

以上 より
, 弁置換患者に はC 象限 , 即 ち , P . H . A . 刺

激に対する反応 は低 く t 特異抗原刺激 に 対す る反 応 の

高い もの が , 術後1 年以 内 に は存在する こ と もあ る と

P H

.A に よ る S.
l

.
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1 .8 2 . 8 特異抗原に よもS I

図9 ヒ トリ ン パ 球の P . H . A . と G . A . 処理 弁

特異抗原刺激 に 対す
,
る
3 H- サ イ ミ ジ ン取 り こ み

反応の相関性

い う特徴 を示 した ･ か くて , か か る解析法 は , 至 適条件

下で 例数 をふ や し . 又同 一 患者 で 経過 を追 え ば . G - A

処理 弁の 特異抗原性追求 に は は な はだ有効 で あ る こ と

を示唆 して い る .

考 案

心臓弁置換 に 用 い ら れ て い る生物組織を利用 した生

体弁と は . 他 の 臓器移植 の 様な単 な る組織 の 移植 で は

な い ･ そ の 概念 は生物組織 を素材 と して 利用 す る弁 と

い う こ と で あ り
3 川
＼ そ の 耐久性 を さ さ え る も の は .

移植片の H o s t c e11 に よる 置換 , 又は移植片申 の

d o n o I
■

C ell の 生存 に よる組織再生で はな く , 純粋 に

素材 と して の 生物組織の 性質. 即 ち , 構成 々 分 の 物理

的, 器械的性質が主 であ る . い い か え れ ば , 素材と し

て 生物組織を用 い るが , そ れ は出来る だ け人工 合成物

質 に近く , 生物学的お よび免疫学的に 安定し. それ 自

身 は不 活性 で あ る こ と が 望ま し い . 従 っ て こ の 点 で

は ･ 弁の Vi a b ili ty を D u r a b ilit y の 必 要 条件 と

す る新鮮弁移植
… 2 L

と は全 く異 っ て い る .

H a n c o c k 弁 は , 新鮮豚大動脈弁 に0 . 2 % グ ル タ
ー

ル ア ル デ ヒ ド処理を はど こ す こ と に よ り , 弁 を 強化

し ･ 生物学的活性を低下さ せ る こ と を可能に した . 大

動脈弁尖 の 構成々 分は コ ラ ー ゲ ン 線鯉が 主で あ り t
こ

の ほか に 弾力線維 , 基質お よ び細胞構成々 分 と して の

ム コ 多糖軌 グリ コ プ ロ テ イ ン お よび 可溶性蛋白等 で

あ る
431

･ H a n k s 液浸演に よ り . 強 い 抗原性 を持 つ

可溶性蛋白 を除去し た後の 弁 尖 に お い て , G
-

A は更 に

隣接す る膠原線維 の 側枝 で あ る ア ミ ノ 基問 に 架橋結合

を形成 し･ 同線椎問の 結合を強化 す る こと に よ り , 弁

尖自体 の 強度 を増す
か
と い わ れ て い る . 同時に こ の

側枝 に 由来す る抗原性 も低下さ せ る と 考え ら れ て い る .

著者 ら はま ず , 弁 尖中 に 含ま れ る 出 自量 を 知 る た

め
･ F o li n - L o u r y 法 に て 高速回 転粉砕装置 を用 い て

ホ モ ジ ネ ー

トと し たG
-

A な ど 各種処理 弁尖 ( 0 . 5 g )

に つ い て 蛋白量 測定 を行 っ た . それ に よ ると 新鮮弁 :

7 ･8 5 m g/ 1 m l ホ モ ジネ ー ト , G
-

A 処理 弁 : 5 . O m g /

m l ･ フ ィ ン ン 処理 弁 : 6 . 5 m g / m l , フィ ン ン + G
- A

処理 弁 : 5 .O m g / m l で , 明 らか に 各処理 に よ り蛋 白 の

除去が み られ た . 更に , ホ モ ジネ ー トを 高速 嵐 山 こか

け た後 の 上帝申 へ 抽出 され る蛋白量,を同方法 に て 測 定

し た結果で は , 新鮮弁 : 7 .O m g / 弁尖1 g , G - A 処 理

弁 : 2 ･2 m g/ g , フィ シ ン処理 弁 : 1 .5 m g / g , フ ィ シ

ン + G
-

A 処理 弁 : 1 . 2 m g/ g で あり , G
-

A 処 理 を 行 っ

た弁尖で は新鮮弁の 約3 1 % に 可溶性蛋白量 が 低下 して

い た ･ こ れ は勝原線維問の 架橋結合 に より . G
- A 処理

弁の ホ モ ジ ネ ー トは新鮮井 ホ モ ジ ネ ー

ト分子 の 大ささ
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まで 砕屑 さ れ 得な か っ た た めと 考え られ る . 以 前 , 教

室 の 土屋
30 )
が 行 っ た実 験で は , 0 . 2 % G

-

A 処理 弁か ら

の 溶出蛋白量 は新鮮弁 に 比 べ . そ の 9 .9 % と僅少 で あ

っ た .
こ れ は

一 部固定液 中 へ 溶 出し た もの を除き t 多

く が架橋結合で 薗定 さ れ た 形と な っ て 上着申 へ の 蛋白

成分溶出を妨 げる た め で あ る .

こ れ ら の 結果か ら , 生体内 へ 同 処 理 弁 を 移植 し た

際 , 蛋白溶出量 は僅少で あ る し , 更 に 豚弁尖全重量 は

0 ･5 g 程度で あ る の で , 長期 に わ た っ て 蛋 白溶出 が お

こ っ た と して も, は とん ど問題 に な らな い 程 の 微 量 で

あ る と い え る .

次に , G
-

A 処理 に よ っ て も た らさ れ る抗原性 の 変化

を検索す るた め に 行 っ た感作 モ ル モ ッ ト脾細胞 に お け

る
3
H

-

サ イ ミ ジ ン 取 り込み 試験 で は , ま ず特異抗原刺

激 に対す る反応 に お い て , 感作後3 カ月 を 除 い て は ,

刺激抗原蛋白濃度1 .0 お よ び 仙J g / m l の い ず れ に お い

て も, G -

A 処理 弁感作群は新鮮弁感作群 に比 し て 有意

の 低 い 反応値 を示 した .

一 方 , 前者 は . こ の 観察期間

を通 じて 多少 の 変動 はあ る も の の , ほ ぼ
一

定 に 近 い 低

反応値を示し , 又 , コ ン ト ロ
ー ル ( 無感作群) と の 間

に も明確 な差 を認 め な か っ た . ( 図 1 お よ ぴ 2 ) こ れ

は , 新鮮弁 の 方が より 高い 抗原性 を有 し , 逆 に G
-

A 処

理 弁 は殆 ん ど抗原性 を持 た な く な っ た た め と解釈出来

よう .

刺激抗原濃度100 〟g / m l で は , 特 に G- A 処 理 弁 感

作群に お い て コ ン ト ロ ー ル よ りもか なり低値 を示 して

い る . こ れ は高濃度 の 刺激抗原が . 培養 モ ル モ ッ ト 脾

細胞増殖 また は生物学的活性維持 に 対 し , i n h i b i t o r

と し て 働 い たた め と考え られ , 同様の 傾 向は何 れ の

刺 激抗原又 は P 且 A . に つ い て も観察 さ れ た .

こ の 実験 より 刺激抗原の 至適濃度 は モ ル モ ッ ト脾細

胞 の 場合 , 1 .0 ～ 10 〟g/ m l と考 え ら れ た . そ し て こ の

濃度で は . G -

A 処理弁感作群 の 反 応値 ( S .Ⅰ.) は無感

作群と差が な く , G
-

A 処理 に よ り豚大動脈弁 の 抗原

活性 は著明に低下する こ とが 示 さ れ た .

P ･ H .A . 刺激時 にお い て は , 新鮮弁感作群 の 刺激指

数値低下 は2 カ月 後か ら認め られ t 以 後減少傾向を示

して い る点 を除 き . 前述 の 特異抗原刺激の 場合 と同 じ

現 象が 一 段 と明確に 示 さ れた . 即 ち , 新鮮弁感作群 に

お ける反応 は明 らか に G -

A 処理 弁感作群の そ れ を 上

回 っ て お り , や や誤差 の 大き い 傾向 はあ るが . P .H . A .

1 .5 〟g / m l 濃度の 時, 特 に両群の 差 は顕 著 で あ っ た

( 図3 お よ び 4 ) .

一

方 , G
-

A 処 理弁感作群 の 反応値

は無感作群の 上限付近 に 観察さ れ た .

以 上 より , 新鮮弁感作群で は , P . H . A . 刺激 反 応

( 掛 こ T 型リ ン パ 球 を中JL ､ と す る反応
仰

) は 2 カ 月 ま

で は高 い 値を示 す が . 以 後 は急速に低下 す る こ とが示

さ れ た
･ 又 - G

-

A 処理 弁感作群に お け るか か る 細胞

性免疫誘発 は皆無 と は い え ない が . 極め て 僅少 なも の

で あ る と 結論 さ れ よう .

一

方 , 特異 抗原刺激 に 対する

反応 は ･ 新鮮弁感作群で 6 カ月 ま で 高値 で あ り
, 抗体

産生能 を含む上記免疫反応誘発が長期 に わ た り保持さ

れ て い る こ とが 判明 した ( 図1 ～ 4 ) .

以 上 の ごとく , 新鮮弁と 比 べ た時 t G
-

A 処 理 豚 大

動脈弁 に お い て は著 しい 抗原性 の 低下が 認 め ら れ た
.

そ こ で 著者 は同処理以 外 の 斬 ら し い 弁処理 法 に つ い て

検索 し ･ 血管移植に際し用 い られ て い る フ ィ ン ン 処理

方法
拙
に 着目 ,

フ ィ シ ン 単独処理 お よぴ フィ シ ン + G
- A 処理 を ほ ど こ し た豚大動脈弁尖 に つ い て も検討 を

加え た .

その 結果 , 確か に 刺激抗原作製時の 蛋白量 は, フィ

シ ン 処理 の み で は新鮮弁 の21 . 4 % , フ ィ シ ン + G
-

A

処理 で は17 .1 % と低下 し て い る が . 特異抗原刺激 に対

す る 感作 モ ル モ ッ ト脾細胞 の 反応試験 で は , 刺激抗原

濃度10 〟g / m l に て も G -

A 処理 弁感作群 の み が低 い値

を 示 して い る以 外 . 他 の 3 者問に 有意 な差 は認 められ

な か っ た
. P . H , A . 刺激 に 対する反応 で も . 著 明 な 低

値 を示す G - A 処理 弁感作群に 次い セ, フ ィ シ ン + G

-

A 処理 弁感作群が残 り2 者 に 比 し 低反応値 で あ っ

た .

従 っ て , こ れ ら フ ィ シ ン を用 い た 処理 法 は い ず れも

G
-

A 処 軌 こ比 し , 特 に 優 れ た効果 は 見 出 せ な か っ

た . フ ィ ン ン処理 後更 に G -

A 処理 を は ど こ した群に

お い て も G
-

A 単独 に 及 ば な い 結果と な っ たが . こ れ

は フィ ン ン処理 に よ り t
G - A の 作用す る部位 の 変化

が生 じ , こ の た め に充分作用 し きれ な か っ た もの と推

察され る ･

G- A 処理 豚大動朕弁 は臨床的に1 96 8 年 , C a r p e n t
･

i e l
･

ら
封刃甘
に よ り使用開始 され て い る . そ の 成 績 は低

血栓発生率を含 め , 従来の 人工 弁置換 に 比 し て す ぐれ

た も の で あ り . 教室の 経験 で も 同様良好 で あ っ た
2 9

-

彼 らの 考案 し た弁処理法は , 弁尖 中 の 可溶性 蛋白 を

H a n k s 液 に て 洗浄後 ,
ム コ 多糖類 お よ び糖 蛋 白 を メ

タ過 ヨ ウ素酸 ナ トリ ウ ム で 酸化 し , こ の 余分 の メ タ過

ヨ ウ素酸 ナ ト リ ウ ム を エ チ レ ン グリ コ ー

ル で 中和した

後 に . 0 .65 % G
-

A 液 中に浸膚 し保存す る もの で ある

25)
. しか し , こ の 方法 に て 処理 し た弁の 移植後の 組絨

学的所見 で は , 免疫学的反応 は認 め られ な い と い う も

の の , 膠原線維の 変性 に 起因す る弁尖穿孔 . 石灰沈

着 , 非特異的炎症反応等 の 惹起が報告さ れ て い る
拙

土屋
30 )
の 研究で も こ の 処理 法 で は , 弁 の 硬 化 が 強過

ぎ
, 弁閉鎖 不全 を き たす傾向を認 め て い る .
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こ れ に 対 し , H a n c o c k ら26
1

は1 96 9 年以 来 , 豚 大 動

舵弁を0 . 2 % G- A の みで 処理 し , 臨床 に 用 い , 現 在 ま

で その 良好な成績 を示す数多く の 報告 が さ れ て い る .

1 9 76 年6 月現在 , 世界257 施設 で の 最長6 年 の 経 過 例

を含む , 2 方個 の H a n c o c k 弁置換例 の 集計 で は .

血栓発生率は 2 % 以 下 , 弁機能不 全 は わず か19 個 に し

か認 め られ て い な い . こ の う ち , 血栓形成 , 並 びに 感

染後に 続発し た弁機能不全例を除く と , 弁穿孔例 は 4

例の みで あ る
帖

. 又 , 摘出さ れ た弁 の 組織学的変化 に

つ い て 検索 した 報告 に お い て も , 免疫学的所見 を は じ

めと して著変 は認め ら れて い な い26
■

臨床使用 に お け る こ の 様 に優 れ た成績 に 着目 し , 教

室は こ の H a n c o c k 弁を 初 め て わ が 国 に 導入 し た

が . 19 7 4 年以 来 . 1976 年12 月現 在で は22症 例 に23 個 の

H a n c o c k 弁置換 を行 い , 生存 3 年を 有す る 教室 例

で も , 同弁 は機能に お い て も d u r a b ili t y に お い て

もき わめ て 良好な成績 を示 して い る2g
l

.

しか し , こ の 異種生物弁 の d u l
･

a b ilit y t弁 機能 に つ

い て検討を加え た結果 , 今後の 経過 を 予測 す る に は異

種弁 に起因する弁置換患者の 特 に 細胞性免疫反応 の 有

軌 程度 を知る必要 が ある . そ の 検索法 と し て 著者 は

患者リ ン パ 球培養 に よ る
3
H

-

サ イ ミ ジ ン取 り込 み 試験

を行っ た次第で あ る .

その 結果, まず特異抗原 に よ る刺激 を行 っ たもの で

は , 弁置換患者群平均刺激指数値 は健常者 , 術前心臓

弁膜症患者, 弁置換以外 の 心臓弁手術後患者の い ず れ

より も若干高か っ た . 特 に 弁置換後 1 年を 経て い な い

症例13例 の 平均は 高く , 1 . 2 2 ±0 . 朋 で あ り , 術 後 1 年

以上の6 例 の 平均1 . 0 4 ±0 .26 よ り も高値 を 示 す こ と が

判明した .

即 ち .
H a n c o c k 弁置換患者で はわ ず か なが ら 弁 に

対する細胞性免疫反応が術後 1 年以 内 に 認 め られ , 以

後は減少 し. 健常者 , そ の 他 の 対照例 に 近づ く 傾向を

持っ て い た . 従 っ て 弁 置換後何 ら問題 なく 1 年以上 を

経過し た症例で は. 置換弁 の 免疫学的抗原性物質と し

ての 役割は , ほぼ無視 で き るも の と し て さ し つ か え な

いと思わ れる .

P ･ H ･A ･ 刺激を行 っ た実験で は , 健常者群平均 刺 激

指数値50 ･0 ±18 . 化 対 し , 弁置換患者群 で は平均71 . 3

±29 ･0 であ り
, 特晃抗原に 対す る反 応 と同様 , 弁置換

患者群でや や高 い 値を 示し た . しか し こ の 場合 , 症 例

数の少 ない こと に も よ る が
. 術後1 年未満と 以 後で 明

確な差 は見出せ な か っ た . 又 . 術前弁膜症患者平均が

73 ･2 ±22 ･ 8 と弁 置換患者群 に 近似 し た 値を 示 し , 弁 置

換患者で認 めら れ た P . H . A . 刺激 に対する高反応値 は

H a n c o c k 弁置換 に 由来す るもの で は な い 可能性 が示
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さ れ た ･ 即 ち . こ れ ら の 反 応 はリ ウ マ チ 等, 弁病変 を

ひ き お こ す原因自体と関連 して い る可能性が あ る .

更に . D o w n s y n d l
･

o m e で は P .H .A . に よ る bl _

a st o id tl
'

a r l Sf o r m a ti o n は 高反 応を 呈す る こ と
町
な

ど が知 られ て お り , 免疫以 外の 状態が関与す る こ と も

あ り得 ると考 え ら れ る .

弁置換患者群 で 術後間も な い 時期 ( 2 過前後) の 本

反応低値 に つ い て は
. 手術侵強か ら体力が充分 に 回復

して い な い こ と
榔

, 抗生物質を は じ め と して 多種多 量

の 薬剤 が投与 され て い る こ と など が原因と し て 考 え ら

れ た
.

生物弁 の 抗原性 に つ い て は , 種 々 の 報告 が な さ れて

お り t 犬お よ び人大動脈弁 に お ける 蛍光抗体法 で は は

と ん ど検出さ れ得 な い程 度 の も の と さ れ て い る 頼

又 , 犬
5 8＼ ラ ッ ト

5 卜
に お け る新鮮同種弁移植に お い て

も免疫反応 は見出さ れ て い な い . 人の 新鮮同種弁移植

に お い て も多 く の 場合. d o n o l
一

と の H L
-

A 抗 原 は

異な る52
1

に もか か わ らず , そ の 抗体 は検出さ れ て い な

い
53)

･ こ の ため に
, 同種弁移植 に 凱 ､ て は そ の 抗 原性

は無視する こ と が で き ると思 われ る .

しか し長年月 の 間 に 一 般 に R o s s ら の 同 種新鮮弁

で は移植弁 の 老化 を起 し, 弁尖の 罪 薄化 , 穿孔 を き た

し ･
こ れ に 対 し自己肺動脈弁移植で は こ れ を起 さ ぬ こ

とが 示さ れ て い る帥 . こ れ はむ し ろ弁 の 生育 . 再 生 の

重要性 を示す もの で あ る .

一 九 B a r r a tt -B o y s e
55 一
の

同種処理 弁が 同種新鮮弁の 様 な移植弁の 弱化 を来 し て

い な い と の 報告 は, こ の 移植弁 の 物理 的強度 の 重要性

を示 して い る . ( 勿論 , 自 己肺動脈弁 . ま た 同 種処 理

弁 は同種新鮮弁 よ り も抗原性 は弱い 筈 な の で , こ の 点

の 有利性 は考慮 に 入れ て おく 必 要が あ る .)

こ れ に 対 し , 異種弁の 場合 に は免疫反応に 起 因 す る

と 思わ れ る移植弁の 石灰化 . Fq 捌田胞浸 軋 弁 へ の 血

栓沈着等 の 所見が報告さ れて お り
58 15T l

. 羊弁 に 対 す る

犬の 液性抗体の 存在 も認 めら れ て い る師
. 従 っ て , 異

種生物弁を臨床に 剛 ､ る に は何 ら か の 処 理 を は ど こ

し ･ 以 上の 変化を押え る こ と が必 要 で あ る . こ の 点

で ･ ダ ル ク ー ル ア ル デ ヒ ド処理 法 は諸家 の 報告 に み ら

れ る ごと く弁移植後の 組織変化も少 なく
5g
＼ 弁機能 の

保持に も す ぐ れ抑 . 現 在 まで . 世界例で も 教室例 で も

充分臨床応用 に 耐え る もの で あ っ た･.

又 ･ 今回の H a n c o c k 弁に 対する 実験 的 感 作 モ ル

モ ッ ト牌細胞 お よ び臨 床的に は人 リ ン パ 球 と い う ごと

く ･ 反 応細胞 が若干異な る も の を用い た 著者 の 実験 に

お い て も , 特 に 移植拒否と関連す る細胞性免疫反 応 は

極 めて 微量 な もの で あ り , 臨床使用上 ほ とん ど問題 に

な らな い こ と が 示さ れ た . 特 に 1 年以 上経過 し た も の



3 1 6

で は対照例 と全く差を見出せ なか っ た .

結 語

ダル ク ー ル ア ル デ ヒ ド ( G
-

A ) 処理 豚 大動脈弁 に よ

っ て 感作 した モ ル モ ッ ト牌細胞お よ び H a n c o c k 弁

置換術 をう け た計17 人の 患者の 末梢血リ ン パ 球 に お い

て , G
-

A 処理弁抗原 お よび P .H . A . 刺激 に よ る
3
H

-

サ イ ミ ジ ン 取り 込み率を 測定 し , 細 胞性免疫反応を検

索 した結果 . 以 下の こ とが 観察さ れ た .

1 . モ ル モ ッ ト感作実験 に お い て , 新鮮弁感作群と

対比し た場合 ,

3
H

-

サ イ ミ ジ ン 取り 込 み率 は 特異抗原

刺激 , P . 旺 A . 刺激い ずれ に お い て も新鮮弁感作群 で

は高値 を示す の に 対し て . G
-

A 処理 弁感作群 で は 無

感作 に 近似 し た値を示 し た t
こ れ は検索 し た感作後 6

カ月 迄継続 し た ,

2 . 臨床応用実験に お い て t
H a n c o c k 弁置 換患者

の 痕-

サ イ ミ ジ ン 取り 込 み率 は , 健常者 , 術前心 臓弁

膿症患者. 弁 置換以 外の 心 臓弁手術後患者 に く ら べ て

や や高値を示す傾向に あ っ た .
こ れ は , 弁置換術後 1

年以内の 患者 で こ の 傾向が あ り , そ れ以後は減少 し ,

健常者の レ ベ ル に 達する こ と が判明 した .

以上 より , グル タ
ー ル ア ル デ ヒ ド処 理 豚大動脈弁

は, 新鮮弁 に 比し て 免疫学的抗原性 は著 しく低下 し て

お り , 生物学的に も安定 し , 臨床応用 に お い て , 物理

的強靭性と相ま っ て l 移植 弁の 免疫学的反応 に よ る劣

化 , 弱化 をきた すこ と な く. 長期 の 耐久性が期待 され る .

摘を終え る にあた り . 終始御恕 筒な る御指導 と御校閲

を賜わ りま した恩師岩義教授 に 衷心よ り深甚 の謝意 を表

します . また , リ ン パ 球培養 ,
そ の他 免疫学的 渚検 査法

につ き卸教示 い ただきま した癌 研究所 ウイ ル ス 都政 田野

基 一

教授並 び に技術的協力 をい ただき ま した小倉寿先 生に心

より感謝い た します
｡

終始御助言をい た だき ました 第
一

外科土屋和 弘 博 士 ,

並び に実験 に御協力い ただ い た 教室員各位に 心 より感謝

い た します .
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