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臓器移植の研究
一同種腎移植の研究，，ことに移植抗原を中心として一

金沢大学大学院医学研究科外科学第一講座（主任

　　　　　　　　山．　田　　紀　　彦

　　　　　　　　　（昭和46年3月20日受付）

ト部美代志教授）

本論文の要．旨は昭和43年11月・第4回，昭和44年i1月第5回，昭和45年11こ口6回

’日替移植学会総会において報告された，

　最近の臓器移植，なかんづく，腎移植については，

著しい成績の向上はみとめられるが，その完成までに

は，なお幾多の未解決の問題を残している．

臓器移植を成功させるには，donor－recipien傭｝め

移植抗原の相異によってひき・おこされる抗原抗体反

応，いわゆる，拒否反応の防止策を工夫するか，ま

たは，まったく拒否反応が起らないようなdonorと

recipientの組み合わせを選択しなサればならない．

前者の問題に関して・は，免疫反応抑制法として，x腺

照射法1）や，steroid2），6－MP　3），および，6－MP．3）

のimidazol化合物であるazathioprine（lmuran）

4）等が次々と開発され，それらを投与する方法，さら

に最近では異種抗リンパ血清5）を投与する方法など

が行なわれているが，なお最良の方法をみいだすには

至っていない．後者に関しては，1963年Brentら6）

により組織適合性検査が試みられ，たとえ赤血球型が

完全に一致しても，なお拒否反応が招来する事実を認

めてより，Terasakiら7）は，組織内の移植抗原を端

的に表現できるのは，むしろ赤血球型よりも白血球型

にあるのではないかと考えた，かくして白血球型8），

または，その他の血小板型9）が検討されるようにな

り，1968年NIH（USA）において人白血球型（HL－

A）が，ほぼ完全に分類されるに至った．また，移植

抗原そのものの解析も，Gorer　lo）により純系マウス

のH－2抗原が発見されて以来発達し，ラットでは相

沢11），ニワトリではSchierman　12），ヒトではvan

Roodら13）によって行なわれ，　Colombaniら14）に

より移植抗原の抽出精製分析まで試みられるようにな

った．

　それにもかかわらず，未だに腎移植は完全というに

は濯遠い状態である15横岬1‘おい騨瀞櫨
ことに，腎移植の成功例としての生存年数は，漸く3

年目をむかえる状態である．まして組緯適合摩穣査は

未だ確立されておらず，さらに，移植督に対する言忌

恥の機構め二三轍原の解析につし・ても現段

階では甚だ不十分である．

　著者は白血瑳抗原を中心とした組織適合性検査の腎

移植成績に対する関連性と意義を検索するために，犬

による実験的同種腎移植を行ない，移植腎機能め推移

や，その免疫病理組織学的変化を，組織適合性検：査と

対比しつつ検索し，臨床への応用を行なつ允，さら

に，移植腎内における免疫反応め場と，その機序を解

明するために，免疫組織化学的検索を光学顕微鏡レベ

ルおよび電子顕微鏡レベルで行ない，また，純系マウ．

スを用いてその移植抗原を可溶化し，精製，分析を試

みるとともに，抗原の各臓器内でめ分布局在性を免疫

組織化学的に検索’し，若干め知見を得たので報告す

る．

　　〔1〕　1）onorrRecip茸ent間に導ける移植抗

　　　原差と，移植腎の免疫反応，およが，その，

　　　生着成績との相関関係について

dOnOr－reipient間の免疫遺伝学的因子，すなわち，r

移植抗原の臓器移植におよぼす意義を検索するため，

兄弟犬を用いて，比較的monospecificに近いと思

われる抗リンパ球血清を作製それを用いで，非血縁

犬のlymphocytotoxity　testによ・る組織適合性検：査

を行ない，犬のリンパ球型の分類を試み，mixed

lymphocyte℃ultureの成績と対比して，二うの検

査法め相関関係について検：起した．さらに犬による実

　Studies　on　Renal　Homografts　with　Special　Reference　to　Apalysis　of　the　Transplanta・

tation　Antigen．　Toshihiko　Yamada，　Department　of　Surgery（1）（Director：Prof．　M．

Urabe），　School　of　Medicine，　Kanazawa　University．
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導的同種腎移植を行ない，移植腎機能の推移や，その

生着成績，拒否反応の強弱を，上記組織適合性検査の

結果と対比しつつ検討した．また，人の腎移植予定患

者とその姉兄弟の供腎予巧者について，lymphocyt・

otoxity　testによる，リンパ球型の分類を行ない，さ

らにmixed　lymphocyte　cultureの結果と併せて，

最も適合度のよい供腎者の選挟を行ない，人兄弟間に

おける移植抗原差を，Iymphocytotoxity　testオ5よ

びmixed　lymphocyte　cultureがそれぞれどのよづ

に反映しうるかを検索した．なお著者は白血球の中の

真の免疫担当細胞である．ウン穴球を純枠に分離し

て，リンパ球による組織適合性検査，型分類を行なっ

た．

　1．輿験材料および実験方法

　1．実験動：物

　体重1σんi5　kぎめ栄養良好な雑種成犬の雌雄をと

わず，52頭に組織適合性検査，または，同種腎移植を

施した。さらに，2組の4頭つつの兄弟犬と，1組め

2頭の兄弟犬を用い，野饗リンパ球血清の作成に使申

した．

　2；実験方法

　1）　互y灯1phocytotoxity　test

　i）検査対象

　実験動物として，同種腎移植を行なったもののう

ち，31頭のdonor犬，およびrecipient犬のそれぞ

れについて検討したこ

　臨床的として，慢性糸球体腎炎で長期人工透析中

で，腎移植が予定されている23歳男子と，その供腎予

定者である人の姉兄弟，および，controlとして著者

の5人を対象として検討した．

　ii）リンパ球

　a）リン・ぐ球分離角カラムの作製

　辻ら16）の方法により，テトロシファイバー（東洋レ

ーヨン，＃241，長さ3．0，デニ三ノレ51mm）を，

Haemosolでよく洗瀞後，乾燥させてから，木ぐし

とヘアーブラシで線維をときほぐし，0．7grづっ小

ガラスカラムにつめ，上部をruber　stoPPerで閉鎖

し（図1），120。C，60分乾熱滅菌したのち使用した．

　b）末梢血よりのリンパ球の分離

　人，または，犬末梢静脈血より，ヘパリン添加注射

器で15～20m1採血した．血液を試験管にうつし，

plasmage1（Laboratoire　Roger　Bellon）を血液の

％容添加し，損：尊した後，室温に1～2時間静置し，

各血液成分の比重差を利用して赤血球を沈降させ，上

清め。亀11hch　p1飴㎡aをもhffy℃oatを含めて他

の試験管にうつし，それを再び注射器で吸引し，上記

田’

図1．リンパ球分離用カラムの作製法

図2気リγパ球分離用カラムで得た9ρ％純
　粋なウシパ球（Giemsa染色×400）

カラムに滴下させ，カラムに穎粒白血球を吸着させ

て，リンパ球浮遊液を得た．カラム内に残ったりンパ

球を採取する目的で，生理的食塩水でカラムを1回洗

浄した．次に，微量に混んじている赤血球を破壊する

目的で，0．28％の低張食塩水を加えて800～1㎜回

転，5分間遠心し，洗饗した．洗瀞後上清をすて，新

しい生理的食塩水に，リンパ球が106／ml以上になる

ように再浮遊させた．その1部をGiemsa染色法で

染色，鏡検し，さらに2㎜倍trypanblue　dye　exc・

1usion　methodでviabilityを測定した．この結果

図2の如く95～99％純粋で99～100％viableなリンパ

球を得ることができた．

　iii）抗血清

　a）犬における抗リンパ球血清の作成

　兄弟犬を2頭つつ組み合わせて，それぞれの鼠径部

より，リンパ節を摘出し，steel　meshを通して得

たりンパ細胞浮遊液を1．0×108／mlになるように調

整し，その2mlを等量のFreunds　complete　Ad・

juvant（Difco）とともに相手犬の背部皮下に注射し

た．10日毎にこの免疫操作をくり返し13ん4カ月目

たそれぞれの犬から採實nし，血清を分離し，tit駈を
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検定したのち分押しで一20。Cに保存し，出血リンパ

球血清として適宜用いた．

．b）．NIH．幅uc，　t魎曝．　a砿画a・

　HL－A系33種，　non　H亭一A系32種を，使用した．

（慶大，放射他科辻留より．）

iρ．構体

　正常ウサギ耳静脈より採血し，0。Cで血清を分離

し・AB型ρヒトより血液を採血してpacked　cell

を作成し，これで，0。Cで5分，1紛，と2回血清

の吸収操作を行なったのち・うの徳体血清1を小試験管

に分注し，一70。Cに保存し，適時使用に供した．

　Y）cytot畔ity　testの実施

　a）器　具
　反応板とレてmicrotit甲血球凝集板を使用した．

リンパ球浮驚液，抗血清，および，補体の滴下には，

ツベノヒクリン注射器（lCC）とマ．とッr注射針を用い，

1滴0．01mlの割合で滴下し，検定を行なつ．．た．

　b）検査法

　抗血清1滴，リンパ球浮遊液（1．Ox106／ml）1滴，

補体1滴の割で，上記te§ting　trayに滴下し，よく

混合した後矩分間．五nguba斡する．その後，小孔内

の上清をすて，2000倍trypanblue溶液を2滴混じ，

染色されたリンパ球の100分比を顕微鏡下で算定した．

　c）判定方法

塑鵬叢鶉亀纏x…として，そり数イ直

を％で表わし，14％以下（一），15窄19％（±），2Q％

以上（＋）．のごとく除陽性を記載した，なお．1回

の検戸毎に対照とし．てリンパ球浮導液＋平常人皿璋＋

補体の組合竺を殺証し：，ζれらの判定砿常に陰性で～ち

る，ことを正解した．

　2）mixeU　ly葛nphoρytΩcμ1tμr（訊

　D歯噛対象
　検査対象は2・1）と同じ．

　無〉培養液
　培養液は・TC－199　medium（Difco）に仔牛三滝

を1Q％・≡な；弓よう，に加え・pe垣cillin　loounit／皿1・

stre煎omyc恥1Qρμg／mlを加えて用い牟．

　3）培養方法および検奪方法

　B毎aら17），Bachら18）｝¢）方法に改変を加えて行奮

った．すon、or，却よび，　reg義pient（犬，人：）、よりヘパリ・

ン加末梢静脈血約15㌍3q叫を擁卑し，前節2項で

透飛た方法で軽易ムを通してリンパ球を分離した⑱

ち・培養液中に浮遊させ・細胞数与qx　lq5／叫ζなる

ように調医した．夙：イパ球浮難液信用意した滅薗培薬

試験管内に，4qnqrのそれを2叫，　re¢ミpientのぞ

れを．2m1ずつ総量、毎1、になるよう、に入れ，　cρptrol

群では，それぞれ単独で4rplつつ入れたのち，37？C

でi典cubate．された．

　培養は全部の例についてではないが，次の3群に分

けて行なわれた．

　a）PHArM；、添加群，1n揺el舜1y：mphQ¢y．te．¢ul傾壌

および，そのcoptrρ1．群、

　b）PHA一年非添加1p媛ed、1y！np典Ωgyte．　cql‡壁e、

群，および，そのcqnt軍Ql，群

　c）P耳A－M非添加3耳r垣ymlα1鴫添加．1p寧Oα

Iy1pphocy：tβ、culture群，および，そのcontτ01、群，

　第．i、群では，　Bacto－Phytohe典口agg1叫ipip7M｝（Dl：

fco）（PHA－M）を用い，この粉末に．　TC499阻Ωdi2

u；nを加え溶解させて100％（v／v）PHA一息液とし・

培養液中に最終濃度1％（V／v）で加えたのち，72時1

間培養した，

　第ii群では，そのまま5日間焙養した．第。　i群，第
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　も　　　じ
i群では規定期間適薬終了後・それぞれの試験管、に・

Hanks液を加えて卵。回転，　IQ分間遠心し・《の沈折

をスラ、イドグラ客に伸展し・Gie⑳sa染色肇検鏡レ

て，at　randomに30Q個のリ1ンペ球を数へ，り酔§中1感

cellと分裂像をもつ細胞（写真1）の出現率脅％で表

示した．

　第iii群では，策i豊群の場合と同様，　PエLA一㎎｝を趣

えないで廷日露培養したのち，R∠u401P甑ら駅，の立

脚こ改変を加えて，培養最終i日1に各試験鴛に『罫rt恥ひ

midine（第一化学薬品製spe．　act．5C／mM）を1C／

mlになるように添加し2時間incubateしたのち，

2000回転，10分間遠心し，この沈渣に2．o、耳・NaQH

O．5mlを加え，37。Cで1晩静躍したのち，琢ON

HCI　O．5mlを加え中和した．これに最終5％になる

ようにTrichlor　Aceticへ¢夏φ、（TgA》磯礪を加

え，20分間4。Cでincubateしたのち，試料を

glass　filter　membrane　glassを通レて縣養～ミせ・

さらに3～4倍の5％TCA液で洗い，琢heτ一Et・

hanol（1：3）混合液で3回洗給してから、乾燥ミせ

る．計測にあたっては，十分乾燥したmem壌御e
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ずきレ　オも　　も
91・鴨を瑠0．璽9鱒。液（耳鼠q㎏ψQluene　1L）

10m1のvialの中に入れたのち，検定用箪夙Uζ移

しかえて，liquid　sqiOtil恥tiQ典Cqup斡rで，　P1評A

がとり込んだ3H－thymidineの停．　p，！p．を試価し，

次にmembrane　glassを除去して，　Yi4中の液の
　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ
。．p．　m．を計測し．その量を差し引いノζものを実際の

。．p．　m．として記載した．

　3）犬における同種腎移植

　i）同種腎移植寒卑手並
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　まず，Raマonal（30　mg／kg）静脈麻酔下に，　donor

犬の主として左腎を，十分な長さの尿管，動静脈をつ

けたまま，腹膜外的に摘出したのち，直ちに5％プロ

カイン，および，ヘパリンを加えたcold　Iactat6d

Ringer液500mlで灌流した．灌流圧は120cm　H20

とし，灌流時間は60分を越えないようにした．次に，

Ravona1静脈麻酔下にrecipient犬に右傍直腹筋切

開を施し，経腹腔的に後腹膜に達し，外腸骨動静脈を

十分露出したのち，中山式血管吻合器を用いて，移植

腎を：recipient犬の血管に吻合した．まず，腎静脈

と，外腸骨静脈とを吻合し，次に，腎動脈と外腸骨動

脈とを吻合し，尿管は全例ともPaouinの術式に従

って膀胱内に埋め込んだ．　　　　　　　　・

　実験耳当に従って腎移植犬は次の2群に分けられ

た．

　a）免疫抑制剤投与群

　b）免疫抑制剤非投与群

　i群では，腎移植後直ちに両自己腎の摘出を施行し

た．一方，ii群では，必らずしも，自己腎の摘出を行

なわず，術後7日目に移植腎を摘出して拒否反応の検

査や，病理組織学的検：査に供した．

　ii）免疫抑制剤・

　免疫抑制剤投与群の移植犬には，主としてazathi・

oprine（Imuran）2～5　mg／kg／da立およびsteroid

20～50mg／dayの併用投与を行ない，また感染防止

のため術後penicillin　40万単位の注射を毎日行なっ

た．

　宝ii）検：査項目

　a）血液検査

　冒赤血球数，白血球数，血色素数，

　b）血清腎機能検査

　　血中尿素窒素（BUN）

　　血中creatinine

　c）血清蛋白分画

　　血清蛋白

　dプ血清電解質

　6）面清酵素

・　amylase，　alkaline＿phosphatase，　acid－phosp・

　hat包se，

　f）血清transamina6e活性値

　　GOT，　GPT．

　g）」般血清学検査

　　血清cholestero1，

　　LDH，　ZTT．

　h）尿検査

　　尿量，尿蛋白，尿電解質（1部）

田

下1．兄弟七二の抗白血球血清Titer
　　　　　　　　（リンパ球）

抗血　清 Titer Lot．No．

DA群

DA1抗DA2白血球 1：8 DL－1

DA2抗DA1白血球 1：16 DL－2

DA3抗DA4白血球 1：4 DL－3

DA4抗DA3白血球 一 一

DB群

DB1抗DB2自血球 1：8 DL－4

DB2抗DB1白血球 1：8 DL－5

DB3抗DB4白血球 一
　噛
p

DB4抗DB3白血球 一 脚

DC群

DC1抗DC2白血球 一 一

DC2抗DC1白血球 一 一

＊trypanblue染色細胞比20％以上を陽性とした。

　iv）移植腎摘出後の処理

　摘出腎について肉眼的所見を観察した後，これをホ

ルマリン液で固定し，パラフィン包埋後，hematoxy－

eosin染色を行なった．

　一方，移植腎の一部は5mm四方の大きさに細切

されたのち，　ドライアイスアセトンーn・ヘキサン

で，急速凍結し，一20。Cに保存された．曽

　さらに別の一部は，1mm四方に細切されたのち，

2．5％glutaraldehyde（4。C）で1時間固定し，さ

らに電子顕微鏡検査に供されるべき処置が施された．

　皿．実験成績

　1．lymphocytotoxity　test　lこよる犬のリンパ球

型分類

　兄弟犬における相互リンパ球免疫の結果，表1に示

すごとく，・DA群4頭のうち3頭が相手の犬のリン

パ球に対して，cytotoxic　antibodyをつくり，　titer

は1：4～1：5であった．DB群では4頭のうち2頭だ

けが相手の犬のリンパ球に対して，cytotoxic　anti・

bodyをつくりtiterは1：8とあまり高くなかっ

た．またDC群では2頭とも，　cytotoxic　antibody

はつくることができず，結局10頭のうち5頭だけが，

相手犬のリンパ球に対するcytotoxic　antibodyを

つくるのに成功したことになる．なお，hemaggluti・



臓器移植 179

図3。非血縁犬に対する抗白血球）リン

　パ球）血清のCytotoxicity　Panel．

　　　　　　　　　　　　　　（1／69～10’70）
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縦軸（W）偉白血球提供犬番号（移植犬も含む）

横軸（S）は犬抗白血球血濤番号名．，
）黒丸は蒐抗血清稀釈下で20％＝以上 ﾟCyto・
oxicityを示したことを表わす．

．犬抗リンパ球血清の相関関係

　　　　　　　　　P＜0，005

　　　　　　　　　z2＞12，8381

清番号

13．7798 1－DL3
6967

5505

7755

1545

1315

0867

0343

0197

0153

4－DL5
3－DL4

1－DL4
1－DL5
2－DL5

2－DL3
3－DL5
1－DL2
2－DL4

tion　antibodyはつくられなかった．図3は，こ

リンパ球抗体陽性の五つの抗血清と，31頭の

norまたは，　recipient予定犬の聞で行なった31

需155回の1ymphocytotoxitγtestの結果，　try夕

nblue染色リンパ球が20％以上のもの，いいかえ

，cytotoxityの判定が（＋）のもののみを記載

もので，（＋）を黒丸で表わしたパネルである，

軸に血清番号を，縦軸に被検：白血球を採血した犬

号を記してある．このパネルから抗リンパ球血清

の相関関係を検討し，相関関係のある血清ヵ燭れ

それを1グループとし，そのグル」プによって，

するリンパ球抗原を分類告別化することを目的と

，亀次のごとき統計学的操作を行なった．すなわ

5個の抗血清すべてについて，二つづつ組合わせ

，5C2－10通りの組合せができるが，この総ての

せについて，Fischerの2x2分割表によ・るκ2一

を行ない，相関関係をもとめた．実際の計算は次

うiにして行なった．例えば，DL－1とDL－3の

関係をもとめるには図3において，DL，一1，　DL－

両者ともに（＋）の場合の数（a）が10，DL－1

七）でDL－3が（一）の場合の数（b）が2，

、：DL＝1が（一）でDL－3が（＋）の場合の数

）が3，両者ともに（一）の場合の数（d）が16

るので，次の2×2分割表より計算式に入れて

十b）　（c十d）

＋c）

＋d）

十b十。十d）

＝＝

dl－bc）　（a十b十・c十d）

十。）　（b十d）　（a十・b）　（c十d）

60－6）　×　31

13　18　12　19

3．7798

値を求めた．

値を12．8381より大にとるとpは0．005以下

り，その組合せは200分の1の例外を除いて

の型に属するものと考えることができる、表2は

のパネルから，各対血清の相関関係をZ2値で示

ものである．その結果抗血清DL－1，どDL－3

合せのz2値：は12．8381以上であり1）L－1と

3は同じリンパ球型に属するものと考えられる，

他の抗血清は互に相関関係がなく，それぞれ別の

パ球型を示すものと考えられる．そこで表3に示

うに，DL－1－DL－3をまとめてDW－A1．3型と

DL－2，　DL－4，　DL－5をそれぞれDW－B，
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DW－C，　PW戸P・型1と整理心，一応犬のリ、ンパ堅甲

をDW－Af）D竃での4種類に分類した．

　2．六にお，ける、lymphocytotoxity　test，および，

m敏ed．　ly⑳phocy麓qq迦鵬、と，．犬、移植抗原差との

関運性，

　1）リンパ乳型，1および，mixed、恥鱒車oqyte　c耳1・

tureにおけ1るリッパ球幼若化率と移植腎拒否反応と

の関係

　donor，　recipieht江北のmixed・ly魚phocyte　cql・

ture（MLqと略す）によるリンパ域幼着化率，およ

び，その際の，DNA　3耳一thymidine；、］取込夢率や1ym・

ph・cyt・t・x妻壁t舞§tによるリンパ球適合魔と，免疫

抑制剤非投与群移植瞥の7日目の拒否反応度との比較

を行ない，表・4，表5，に示した．17例の移植腎の拒

否反応度・をCaln⇔．らの判定規準20）に従って分類する

と，（惜）；7例，．（朴）；5例，（＋）；，菟｛邪，（一）；1

例1（autogr鴫）と．なる，まずMLqにホる幼若化率

との関係をみると，PH．A付加群においては．，拒否．反

応度（柵）ではNo．39の幼若化率19．5％を除く，

すべてが，20％以上の幼若化率を示し，（粁）では15

～20％，（＋）では10～15％，（一）では10％以下を

示して，qρptrQl培養群の．それとほぼ伺じ値奉示し

た．すなわち，拒否反応度と．PHA←M添加MLCの

幼若化率との間には，有意の相関がみられた．一方

PHA胃M非付加群MLCにおいては，　PHArM付加

群におけるとことなり，幼若化率と拒否反応度とは全

く相関しなかった．また6，例のMLC　PHA－M非付

加群にお炉て，DNAの3H－thy：mi中ne，取り込み率

と拒否反応度との相関をみると，拒否反応度．（柵）の

3例においては，3H－thylηidine取り込み量のcon・

　　　　　　　　　　　　　　しtrol培養，の、3耳r蜘ymid頬。取、り込み慰ζ対する比が，

表3．犬白血球型と対応する抗血清群
　　　　　（リ・ンパ球〉

白血球型
吟　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

@抗血清名　　　L 　　　　→搓ﾅ小X2値　　　　‘

：D皿一一A oみ．1rDL　3
『　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　，

P2・83q1

1PW－B，　DW一．C・　　　　，

@DWIr．　D　，

9　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7

J　DL，2
ﾃ砿lP－L5，

　単一白血球　
@■　9　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　脳　嗣齢　，

Fとρみ反応

表4．免疫厘応抑制非処置群移植腎（7日目）の病理組織所見

移植犬症例1番号 23 30 3
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2．20，3．19，2．11，であって2倍以上を示すが，拒否

反応度（＋）の2例においては，その比が，1．28，

1．49，であって2倍以下である．したがって，両者の

聞には相関があるように考えられる．次に，拒否反応

度と1ymphocytotoxity　testによる型適合度との相

関をみると，リンパ球型が，一実．く同一であっても，拒

否反応度が（惜）であり，不適合であっても，拒否反

応度が（＋）であ．るものもあっ．そ，これには正の相関

がみられなかった．

　2）リンパ球面，およびMLCにおけるリンパ球
　　　　　　　　　　　　　　　’幼若化率と，腎移植成績との関係，

　免疫抑制処置を施した移植犬群について，その生存

日数，および，移植成績と，donor，　recipient犬の

それぞれのリンパ球型とを調べた8例において，その

両者の相関をみると，表6に示すように，多くの例

は，3～4個の不適合を示し，したがってリンパ球型

適合と，生存日数との間の相関関係はみとめられなか

った．しかし80日間生存したNo．24例においては，

donor，　recipient間の不適合数はわずかに一個であ

った．またNo．49は両腎摘出後腎移植を受けたも

ので，また全く免疫抑制処置を施されなかったもので

あるが，このものは15日間の長期にわたうて生存．し’

た．この場合リンパ球型は，A1，とA1，3，が異なっ

ているだけであり，しかもA3はdonor犬にはな
く，recipient犬にのみあるので，適合度は一致して

いるといえる．これら2例の結果に限って判断ずる・

と，リンパ自計の適合度がよいと，訓諭植生着期間が

延長するといえるようである，

　またMLCによるリンパ球幼芽化率と，賢移植成績

との関係を20例の免疫抑制処置を施した腎移植犬群と

免疫反応抑制処置を施さずに腎移植をした1例とにつ

いて調査した．その結果，表．6に示すごとく，25～80

日の長期生存犬においては，，Hみ添加群⑱幼寄宮率

は，平均20．25％（標準偏差±5．27％）であり，25

日以下の生存犬においてはP宜A添加群の幼芽化率

は，平均25・45％（標準偏差±引5・97％）であり，昂期生

存犬における，donorとrebipientとの間のMLC
のPHA添加群の幼芽化率は，短期に死亡した腎移

植犬馬におけるそれよりも，朋らかに低い率を示し

た．なお，免疫抑制処置を施すことなく15日間生存し

たNo．45犬の場合，　donorとrecipientとの間の

MLCのPHA添加培養の幼芽化率は，15％であっ
て，かなり低いので両者の組織適合性のよいことがう

かがわれる．なお，PHA非添加群ではMLcの幼

芽化率について長期生存犬群，および，短期に死亡し

た群との間に有意の相関関係はなかった．なお，心移

図4．Relationship　between　the　rate　of　blastfo・

　rmation　by　mixed　leucocyte　culture　and　the

　result　of　kidney　transplantation　in　dog　tre・

　ated　with　immunosupression　drugs．

％
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（7r÷一〇．6）

植成績（腎移植犬生存期間）とMLCにおけるPHA

添加群幼芽化率との相関関係をより明確にするため

に，両者の相関散布図（図4）をつくると，プ÷一〇．6

という，かなり高い両者の逆相関関係が示された．

　ζのように，・腎移植成績や，尊意腎拒否反応に密接

な相関を’もうPHA添加群MLCにおける幼芽化率

と，リンパ球型適合度との間の関連を調査するため

に，図5のごとく，縦軸にリ、ンパ球型不適合数，横軸

に幼芽化率の％をとって，症例をプロットしたが，正

の相関は全くみとめられなかった．

・図5．犬におけるMixed　Lymphocyte　Cultureと

’上ymphocytotoxicity　Testとの相関関係
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3）腎移植例の術後経過と組織適合性．

臓器移植の術後経過から組織適合性を窺うことは，
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ある意味で最も本質的に移殖抗原差をみることになる

といえる．

　そこで以下組織適合性の悪かった症例，組織適合性

のよかった症例のそれぞれ代表的な2症例について検

討した．

　症例No．49（図6），リンパ四型は，　donorが，

DW－C，τecipientがDWA1，3，　B，C，D，であっ，て

四つの不適合があり，またMLO・のPHA添加の幼

若率は28．0であって，組織適合性はincompatibleで

ある．腎移植経過をみると，図に示すごとくゴ移植後

2日目より利尿があり，二期鋒9日目まで尿量は毎日

500～600m1あったが，10日目より減少し，13日目に

は無尿状態になり15日目に死亡した．BUN（血中）は

　　　　　　　　　　　　　　　ボ尿量と逆比例して上昇し，移植後3日目に60mg／d1，

6日目に40mg／dlとなって，一旦下降したが，その

後上昇し，14日目には272mg／dlとなった．　creati・

nineも術後同様に増加し，移植後14日目には15を示し

た．拒否反応による腎機能の低下につれて，移植後14

日目における血清電解質は，Na＋が128mEq／L，　K＋

が6．8mEq／Lを示し，異常な低Na＋血症，高K＋

血症をみとめた．白血球数は術後25，000を示したが一

旦正常に復し，10日目頃，拒否反応の発現とともに増

加した．拒否反応の出現とともにpredonineを増量

投与したが，進行を停止させることができなかった．

さらに移植免疫反応に随伴する，非特異的な変化とし

て，血中酵素の異常や，肝機能，膵機能の変化がみら

れた．　移植後6日目頃よりamylase値，　alkaline－

phospatase値，　GPTの異常増加がおこり，14日目

にはLDHが450単位に上昇した．血清蛋白分画も，

拒否反応に伴なって変化を示した．alubuminは移植

後6日目33％，14日目に29％と減少し，一方，α2－

globulinは6日目に17％，14日目に23％と増加を示

した．γ一globulinはやや減少気味ではあるが変化が

少なかった．

WBC　30，000
／㎡

　　20，000

　　10，000

　　　　　500Urinary
Vol（m1）
　　　　　250

図6．No．49　犬　腎移植後臨床経過
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　15日目に摘出した移植腎は腫大し，組織像では，糸

球体の破壊と，間質へのPlas血a細胞，リンパ球の

浸潤，浮腫および出血像がみられ，尿細管のatroρhy

があって，典型的な拒否反亦像が示された（写真2）．

　症例No．24（図7），　donor－recipient間のリンパ

球の，MLCの適合度は良好で，移植後1日目より利

尿がみられ，その後，毎日平均500～700mlの排尿

があ・2た．BUNは術後3日目に・62mg／d1に上昇し

たが，5日目には26mg／dlになり，その後25～30

mg／d1前後を維持しつづけた．　BUNは移植後70日目

の死亡時は，80mg／d1であった．　creatinine値も術

後1時上昇したが，その後3～4前後を保ち，80日目

には8であり，死亡当日ま’で移植腎機能は比較的よく

保たれていた．白血球数も術直後30，000／mm3に増

加したが，Imuran投与によって10，000前後を維持し

つづけた．predonine投与を28日目に打切．つたが，

術後34日目に食欲減退，，尿量減少がおこったので，拒

否反応の出現と判断し，直ちにpredonine投与を再

開したところ，再び尿量は正常にもどり，食欲も回復

した，血清電解質は全経過を通じて余り変化しなかっ

た．血中・my1・＄・値は術酵過摩に上昇：し鳩

のち正常値を保ち，74日目に再び高値を示した．

Imuran投与の影響かジーGO＝TダGPTは全経過を通

じてかなり高値を示しつづげた．，alkaline－phospha

W．B．C　30，000
／闘，

　　20，000

　　10，000

taseも術後8日目以後全経過を通じて：70～100を示

し，正常値の40～50倍の高値を示しつづけた．血清蛋

白分画では，α2－globulinが術前11％であり．，8日目

7．5％，16日目25％，40日目18％，64日目20％，74日

目21．5％であって，移植後20臼以後には，20％前後の

一定した高値を示した．γ一globulinはむしろ低値を

示した．recipient犬は術後74日目に急に嘔吐，’食：

欲不振の状態となり，白血球数は20，000／mm3に，

BUNは65に上昇したので，拒否反応と考え，　predo・

nineを40mg注射したが，ますます全身衰弱が甚し

くなり・嘔吐などカゴ悪化して尿は最後まで排泄され

ていながら，80日目に死亡した．剖検所見では腹腔内

に多量の膿が存在し，死因は化膿性腹膜炎とみなされ

た．移植腎は外見上腫大もなく異常所見はみられなか

った．病理所見では、（写真3）糸球体，血管周辺に軽

度の細胞浸潤がみられ，血管内膜もやや肥厚している

が，糸球体の細胞増加や膨化もなく，尿細管も’よくそ

の構造が保たれ七おり，軽度の拒否反応はあるが死因

にむすびつくものとは思われなかった．

　3．臨床例におげるリンパ球（HレA）型分類と

MLCにもとつく供腎者の選択，

　1）lymphocytotoxity　tes£による人リンパ球型

（HL－A）分類

　本学第二内科において，尿毒症で2年間人工透析

図7．No24　犬　腎移植後臨床経過

R大（69－W－01）DW－B

D’、（69－W－02）DW－BC

MLC　PHA（←）140％

BUN；1：

剛1。㍗

Ur15・ry

Voho1／day

．八　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一一《
／　’・涛一…ご讐鮮＿一一一一一み一…も．．一一堕一一一噌一一　一
群

臨、，，e9騰1碧1唱1糊lll121：；

6難1　911望：1011111i19甥　11灘
（mg／dl）　P・3．83736218（96ゲ　3．7（59）．，

l
l
ll
鷺

38

1
1
11
1
1
2．8

8
2
7
8
0

3
　
・
0

・繭論1臨、、溜l179↑l193饗　1あ6
　　にヨ

…船脚1ム1愚、王61％1㍑　瀞

1，：5

；2，1「

30．8↑

38①

80．9τ

O．88

誰　ll　lll　llll肖；1　－lll；

を♀￥1警1鷲　120　111：

l
l
l
響

謝
纏

s一　 倉lb　411彗41：黙31↓曇ず・
臨舅1提、ili％）、；il（％｝

40S．P．

767
18
18tつ。）

15↓

ヨ　　　　コ

，言↑1考）

｝
1
二

36↓S．P．

75　5．8
21．5↑（96）

195亀
15，5↓

0 10 20　　　　　　30　　　　　　40　　　　　　ぎO

days’after　transplantation

60 70 80



186 山 田

（Kolf型人工腎臓）中の23歳男子（Y．　M．）について

社会復帰のため腎移植が計画され，姉（N．M．），兄

（K．M．），弟（M．　M．）の3入が腎提供を希望した．

4人は赤血球型ではすべて，0型，Rh（一）と一致し

た，これに対し，1969年6月，1970年5月の2回にわ

たっ・て，1ymphocytotoxity　testによるHL－Aリン

パ球型の分類を行なった結果を，表7に示す．　reci－

pientのリンパ三型については，第1回試験，　HL－A

2，4，5，6であり，non　HL－A抗原は二つであった．

第2回試，験，HL－A　2，5，6，9であり，　non　HL－A抗

原は八つであった．HL－A　4の成績が第1回と第2

回目とで異なった．　HL－A　9については，：第1回に

は抗血清がなく調べ得なかった．K．　M．（兄）のリン

パ球については，第1回，HL－A　2，4，であり，　non

HL－A抗原数は0であった．第2回，　HL－A　2，4，5，

であり，non　HL－A抗原数は九つであった．ここで

もHL－A　5の成績が第1回目と第2回目とで異なっ

た．M．M．（弟）のリンパ白骨については，　HL－A　2，

表7．LYMPHOCYTE　TOXITY　TESTによる人HL－Aリンパ球型分類の臨床応用例

HLA　＃　TISSUE　TYPING　ANTISERA
　　　　　（N．LH．一KEIO　UNIV／TSUJI）

　　　　　§1　HLA　ANTISERA　　　　　　’

　CYTOTOXITY　　　　CYTOTOXITY
　　5／28／1970．　　　　　　　6／16／1969，

餐￥甥誉￥饗　　響竪饗
1m　70　2－50－6－03－23－03　Morτison 0 0 0

1m　34　2－50－6－04－13－01　Morrison 0 0 10 10

1m　　8　　1－01－8－12－22－02　Gaulier　J 0 0 0 10 （一） （一） （一）

1m　22　2－50－8－04－24－01　Torres 0 0 10 10 （一） （一） （一）

1　　　6　1－03－8－12－10－05　D66－170581X 9 0 0 ・0 （一） （一） （一）

1　　20　1－03－8－12－10－06　D66－17058　X 0 0 0 10

HLA－1 （一） （一） （一） （一） （一） （一） （一）

2m　　71　2－50－6－03－01－04　Pinquette 40 50 20 20

2m　　2　1－01－8－12－22－03　Bibot　G 0 0 0 0 （一） （一） （一）

2m　　　7　　1－01－8－12－22－10　　Piquard　l」 50 10 30 80 （＋） （＋） （升）

’2m　16　2－50－6－11－01－01　Madrid ⑩ 0 ⑳ 0 （一） （一） （一）

2m　26　1－01－8－12－22－09　Meunier　M 80 20 0 40 （一〉 （一） （一）

2　　27　1－01－8－12－22－19　Tabaran　R 40 10 60 50 （一） （一） （一）

HLA－2
（＋） （＋） （＋） （＋） （＋） （＋） （＋）

3m　　72　　2－5Q－6－09－23－01　　Stor塒 0 ⑳ 0 0

HLA－3　　　　　　　　　　7 （一） （±） （一） （一）

4　　36　2－52－6－05－25－01　1）．Kesler （一） （一） （一）

4　　　　37　　2－52－6－05－25－01　　K．’HipP （＋） （一） （一）

4　　　40　2－52－6－07－24－01　J．Taylor （一） （一） （一）

4　　　41　1－02－6－10－28－13　To－28－1 （一） （＋） （一）

4　　　43　1－02－6－11－01－02　To－28－i11 （一） （一） （＋）

4a　11　1－01－8－12－22－01　Chamard　P（Da） ⑳ 0 10 10 （一） （一） （一）

4b　　9　2－55－8－12－10－04　0shita　A（Yo） ⑳ ⑳ 10 0 （一） （一） （＋）

，4b　53　1－04－9－07－12－01　12van　Tongereロ
HLA－4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、 （＋） （±）、 （一） （一） （＋） （＋） （＋）

5　　39　2－52－6－09－18－01　S．A盃os （一） （一） （一）

5m　73　2－53－9－02－20－03　Abruzzo　C ’80 80 60 90

5　　　4　1－03－8－12－10－01　D68－616111 30 0 20 80 （一） 〈一） （一）

5　　　5　1－03－8－12－10－02　D66－62221X 40 10 80 80 （一） （一） （一〉

HLA－5 （＋〉 （＋》 （＋） （＋） （一） （一） （一）

6b　13　1－03－8－12－10－04　D65－147151X（Eng） 0 0 10 20 （一） （一） （＋）

HLA－6 （一） （一） （一） （±） （一） （一） （＋）

7m　74　2－58－9－02－28－07　McCutcLen　M 0 0 0 10

、7　　　　　　1－06－9－07－22－Ol　Struwig

HLA－7
8　　　75　　2－50－6－06－21－02　Shayra 0 0 0 0

8　　　43　1－03－7－08－22－06　D－66一エ7910 （一） （一） （一）

HLA－8 （一） （一） （一） （一） （一） （一） （一）

g　　　　　　1－01－9－07－17－06　Dandre

g　　　　　　1－01－9－07－17－03　Petrau！t ＝　　　　　　　「

二

g　　　　14　　2－50－8－02－19－01　　Jones 0 0 40 20

HLA－9 （一） （一） （＋） （±）

10　　　　　2－61－9－04－10－Ol　Beegle
一
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3，4，5，．であり，non　HL－A抗原は七つあった．

N．M．（姉）のリンパ三型については，　HL－A　2，5，9

であり，non　HL－A抗原は八つであった．非血縁で

ある著者のリンパ球型については，HL－A　2，4，5で

あり，non　HL－A型は一つであった．第2回目の試

験の方が信頼度が高いものとして，2回目の試験にも

とづいて，3人のdonor予定者とrecipient予定者

の適合度を，donor，　recipientがともに（一）の場

合を絶対適合，donorが（一）または　（十）で，

recipientが（＋）の場合を相対的適合，　donorが

§2　NON　HLA　ANTISERA
1　　2－55－8－12－10－01　1．ee　C（Yo） 0 0 0 0

3　2－55－8－12－10－03　Winkleman　K（Yo） （一） （＋） （＋）

10　　2－55－8－12－10－02　0kawa　I．（Yo） 0 ⑳ 0 0 （一） （一） （一）

12　　2－55－7－11－10－01　UeRo　S（Yo） 10 0 0 0 （一） （一） （一）

15　　2－55－7－12－05－01　Valentine　C（Yo） ⑳ ⑳ 0 0 （一） （一） （一）

17　　2－54－7－02－17－01　Jackso皿0（Goodm） （一） （一） （＋）

18　2－55－7－04－12－01　MacDona孟d　B（Yo） 80 10 80 80 （一） （一） （一）

19　　1－01－8一」03－06－01　Dupont　（Da） 40 0 40 50 （一） （一） （一）

21　　2－55－7－03－15－02　Apana　B（Yo） 50 40 100 80 （一） （一） （一）

23　　2－55－7－03－31－01　Abcede　J（Yo） 10 20 10 20 （一） （一） （一）

24　　2－53－8－067－24－01　759．1　（Tera）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　▽ 20 20 30 50 （一） （一） （一）

25　2－55－7－12－08－01　Fulinaka　M（Yo） 0 0 0 0 （一） （一） （一）

28　　2－55－7－12－19一一〇1　Jones　P（Yo）　　　　　　　　　　　　　　．

0 0 0 0 （一〉 （一） （一）

29　　1－03－8－02－10－01　D67－124111（Eijs） ⑳ ⑳ ⑳ 10

31　2－50－6－03－24－02　Williams（H．＆W） 0 0 10 20

32　2－50－6－03－16－02　Wimams（H＆W） 0 0 0 20 （一） （＋） （一）

33　2－50－6－04－12－01　Siah（H＆W） 0 10 0 0

35　2－50－6－04－13－04　Harris（H＆W） 0 40 50 20

30　　2－50－6－04－21－01　Tho：npson 0 10 10 10

49c 0 0 ⑳ 0

49h 0 0 0 10

51 ⑳ 0 0 10

53

54 10 10 0 10

56 ⑳ 0 10 0 ㌧

57 0 0 0 0

62 ⑳ 10 0 0

63 10 10 ⑳ 0

22　　　　50－8－04－24－01　Torres
（一） （一） （一）

28　　　　　55－7－12－19－01　Jones　P． （一） （一） （一）

29　　　　　　　03一．8－10－10一一〇4　　67－124－111 （一） （一） （一）

35　　2－52－6－12－11－03　E．Davis （一） （一） （一）

§3　F－MATCH　TEST．　5／28／1970．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　KM（耳1）MM（B2）NM（S1）4YM（R）

　　　　　1｝ECIPIENT　SERA　　　（LYMPHOCYTO　TOXITY）
　　　　　COMPLEMENT（十）　　　0　　20％　　　　　　0　　　　0

　　　F－MATCH　TEST．　6／16／1969．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　KM（B1）TY（0）　　　　　　YM（R）

　　　　　RECIPIENT　SERA　　　（LYMPHOAGGLUTINATION）
　　　　　　COMPLEMENT（一）　　　14％　　0　　　　　　　　　0

0印は絶対不適合を示す。
　　　　　　　　　　　　　　　ノ　　　　氏　名　　　　関　　係　　　　　　　　　　　　　　　　赤血球型
　　　KM（B1）……ELDER　BROTHER．………………・…・・………0．Rh（十）
　　　MM（B2）……YOUNGER　BROTHER，………………・…・・…0．Rb（十）
　　　NM（S1）……SISTER．………………・…・・……………・…・…・…0．Rh（十）

　　　TY（0　）……UNRELATED／T．YAMADA．…………………A。Rh（十）
　　　YM（R　）……RECIPIENT（NOT　YET　OPERATED）…0，Rぬ（十）
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（＋）でrecipientが（一）の場合を絶対不適合とし

て検討した，

　K．M．（兄）とredipient

　絶対適合は．HL－A　1で6，　HL－A　2で1，　HL－

A3で1，　HL－A　7で1，　HL－A　8で1，計10．

non　HL－Aで11個である．相対的適合はHL－A　2で

4，HL－A　5で3，　HL－A　6で1，　HL－A　9で1，

計9個，non　HL－Aで4個である．絶対不適合は，

HL－A　2で1，　HL－A　4で2，計3個，　non　HL－A

で4個である．

　M．M，（弟）とrecipient

　絶対適合はHL－A　1で6，　HL－A　2で2，　HL－

A4で1，　HL－A　7で1，　HL－A　8で1，計11個，

non　HL－A　14個である。相対的適合は耳L－A　5で

3，HL－A　2で4，　HL－A　6で1，HL－A　9で1，

計9個，non　HL－Aで8個である．絶対不適合は．

HL－A　3で1，　HL－A　4で1，計2個，　non　HL－A

3個である．

　N．M．（姉）とrecipient

　絶対適合はHL－A　1で6，　HL－A　2で1，　HL－A

3で1，HL－A　4で2，　HL－A　7で1，　H：L＿A　8で

1，計12個，non　HL－Aで14個である．相対的適合

は，HL－A　2で4，　HL－A　3で3，　HL－A　6で1，

HL－A　9で1，計9個，　non　HL－Aで8個である．

絶対木適合は，HL－A　2の1個だけでありnon　HL’

一Aで3個であった．

　移植で実際に問題になるのは，これらのうち，HL－

A型絶対不適合の数である．Kl．　M．（兄）と　reci・

pientとの間の絶対不適合のHL－Aの数は3個であ

り，M．　M．（弟），との間のそれは2個，　N．　M．（姉）

との間のそれは1個である．したがって姉との間に最

も不適合数が少ないといえる，NIH組織適合度の判

定規準2D22）では，姉とrecipientとの間の適合度は
‘‘

b”；であり，兄，弟とrecipientとの間の適合度は
‘‘ c’ジである．

　次にrecipient（予定）の血清を用いて，各donor

予定者のリンパ球に対するcytotoxityの有無を調査

した（f－match　test）．表7の下方に示すように，兄，

，姉に対するf－match　testは（一）であったが，弟

のリγパ球に対するcytotoxyが20％を示し，弟（M．

M．）とrecipientとの間のf－match　testは陽性で

あった．

　2）MLCによる組織適合度の検討

　上記の腎移植予定患者とその3入の姉兄弟について

MLC（PHA非添加）を行なった（表8）．3H－thy・

midine取込み量では，　M．M．（弟）＋R（受腎者）の

場合2850．Oc．p．m．で最も多く，　K．M．（兄）＋Rの場

合，1832．4c．p．m．，　N．M．（姉）十Rの場合，1452．4

c．p．m，で取込み量が最も低かった．　また幼芽化率で

も同様にM．M．＋Rの場合3．5％，　K．　M．＋Rの

場合1．6％ジN．M．＋Rの場合1．2％であり，姉と

recipientの間に最も抗原差の少ないことが知られ
た．

　1）のHL－Aリンパ球型による組織適合度の順位

とf－match　testの結果にもとづいて判断すると，姉

（N．M．）の場合HL－A適合魔‘℃”，　f－match　test

（一），であることから姉が3人の中で最もrecipient

とcompatibleであるといえる，　2番目を選ぶとす

れば兄（K．M．）である．　その場合HL野A適合度で

は3番目であるが，f－mat6h　testが（一）であり，

MLCの成績が2番日によ’いことからそのよう・に判定

した．弟（M．M．）’の場合，　f二match　testが（＋）で

ありMLCのIH－thymidine取込み量，幼芽化率が

最も多いので，inCQmpatibleであり，移植禁忌と判

定される．

皿［．小　　括

　兄弟犬を互にそれぞれのリンパ球浮遊’液で頻回免疫

して，10頭のうち5頭の血清中に相手犬のリンパ球に

対するcytotoxic　antibodyをつくることができた．

この五つの血清の相関関係を，31頭の犬のリンパ球と

の間で，それぞれ155通りのcytotoxic　testを行なっ

たのちz2検：定を用いて調べると，同一兄弟犬群（D．

表8． Mixed　Lyinphocyte　Culturg（PHA非添加）の臨床応用例
噌

「

lKM＋、R MM十R， NM＋R KM 珂M NM
H。t弛ymidine
謐桙ﾝ量（c．P．m．）

i）一誤差％　　　　　　脚

c芽化率（％）

1832．4

i3％）

@1．6

2860．0

ifつく）

@3．5

1452．4

i3％）

@1．2

986．2

i3％）

@0．5

1001．4

i3％）

@0．7

842．7

i3％）

@0．5
「　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド

，KM：兄　MM弟　NM：姉　R：国分者
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A．）のうちで得られた二つの抗リンパ球血清DL－1，

Dレ3は同じリンパ球型に属することが判明し，他の

三つの抗血清は，それぞれ別のリンパ球型を示すこと

が判明した．そこでその四つのリンパ球型に対応する

血清を，DW－A　1，3，　B，　C，　D，として犬のリンパ

球型の分類に用いた．次に犬において，同種腎移植を

行ない，1群では免疫抑制処置を施さずに腎移植を行

なったのち，7日月に，移植腎を摘出して，その拒否

反応の程度を，Calneら10）の基準に従って分類し，

donor－recipieht犬め商で術前に施行した，1ympho・

cytotoxity　testおよびMLCの成績との相関を検討し

た．その結＝果，・PHA添加MLCの幼芽化率と，7日

目の移植腎の拒否反応とには相関関係かみられるが，

PHA非添加MLCではそのDNA　3H－thymidine
の取込み量において，拒否反応度と相関を有するが，

その幼芽化率，および，リンパ球型適合度においては

拒否反応度と相関しなかった．従って，犬における組

織適合性検：査としてのMLCを用いるにあたり，　PHA

添加培養法が最もよく，donor－recipient昼間の移

植抗原差を現わすものと思われる．次に免疫抑制処置

を施して行なった犬の腎移植成績，その生着期間と，

donor－recipient犬間の組織適合度との間にも相関が

みられ，長期生存犬ではPHA’添加MLCの幼芽化

率は，』低く，短期間に拒否反応を招来した群では高値

を示した．また，リンパ球型不適合度が少ない例で

は，長期生存犬（80日差が得られ，拒否反応が少なか

った．実際の腎移植犬の術後経過を各種の臨床検査

dataを指標として追ってみると，短期間に拒否反応，

腎機能の低下・途絶を来した例では，リンパ球茎の不

適合数が多く，またMLCにおける幼芽化率も高かっ

た．一方，長期にわたって生存し，腎機能がよく保た

れ，拒否反応も少なく，死亡原因も移植腎の拒否反応

によるものでなく，感染等の合併症による死亡であっ

た例などでは，donor－recipient犬間のリンパ球型不

適合数は少なく，MLCのリンパ球幼芽化率も低かっ

た．犬においては，lymphocytotoxity　testとMLC

（PHA添加）の両検査成績の間には，明瞭な相関の成

立がみられなかったが，それぞれの検査法は，qonor

－recipient間の移植抗原差をかなり正確に示し，そ

の結果は移植成績やgraftの拒否反応度などと正の相

関を有することが明らかにされた．

　f臨床例では，尿毒症で人工透析中の腎移植予定患老

と，その姉兄弟3人について，NIH　tissue　typing

seraを用いて，　lymphocytotoxity　testによるHL

－Aリンパ球型分類を行なった．その結果recipient

とdonorとの絶対不適合が，姉において一つ，弟に

おいて二つ，兄において三つ存在し，適合度順位は，

姉が適合度‘‘C”で1位，弟，兄がそれぞれ適合度

“D”で，2位，3位と判定された．．MLCではDNA

3H：一thymidine取り込み率および，幼芽化率は，姉に

おいで最も低く，次に兄において低く，弟においては

他の2人にくらべて，はるかに高い値を示し，HL－A

リンパ球型分類による順位と逆の関係になった．しか

もf－match　testでは，姉，兄において陰性であるが

弟において陽性であった．したがって弟は移植禁忌と

いうことになる．　この場合MLCの方がより端的に

donor－recipient間の組織適合度を反映したものと判

断された．　したがって，Iymphocytotoxity　testお

よび・MLCはそれぞれ若干異なった立場から組織適

合性抗原差を反映し得るもので，両者は臓器移植の際

の組織適合性検査として，必須の検査であることが示

唆された．

〔皿〕　移植腎内における抗原抗体

　　　complexの局在

移植腎における免疫反応の場と，その機構を解析す

るために，犬による同種腎移植を行ない，，まず，免疫

抑制非処置群において，移植腎内における抗原抗体

complexの局在部位，および免疫反応patternの変

化を，螢光抗体法をもちいて，経日的に観察し，次い

で，免疫抑制剤投与群において，長期雨着移植腎の病

理組織学的所見と，免疫反応のpatterrとの相関に

ついて検討した，次に，免疫反応の場を，さらに詳し

く解明するために，酵素（peroxydase）抗体法によ

る免疫電子顕微鏡法を用いて，移植腎内における抗原

抗体complexの局在部位を，超徴構造レベルで観察

した．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

工．実験材料，および，実験方法

　1．実験動物　　　　　　，　　　　・

　前章で用いた同種腎移植犬のうち，免疫抑制剤非投

与群より8例，免疫抑制剤投与群より18例を，本章の

実験に用い，また新たに4頭の犬に免疫抑制創立投与

による同種腎移植を行なった，

　2．実験方法

　1）犬IgG（immunoglobulin　G）の分離精製

　Soberら23）の方法に改変を加えて，下記のように行

なった，犬血清に等量の0．1M　phosphate　buffered

saline（PBSと略す）（PH　7．5）を加え，さらに｝6

量の飽和琉安を加えて擬饗した後30分静置し，10，000

回転，4。Cで30分置心して得られた沈澱を．少量の

PBSで溶解した後，透析用セロファンチューブで1

夜，0．1M　PBS（PH7．5）液を3回とりかえて透析
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し硫安を除いた．最後に0．01M　phosphate　buffer

（PBと略す）（PH　8．4）で透析したのち，　DEAE

cellulose　columnで0．01　M　phosphate　buffer

（PH：8．4）をeluentとして，　stepwise　elutionに

よるcolumn　chromatographyを行ない，0．D．280

計測により第1ピークを集め，陰圧濃縮を行なって，

犬IgG液とした，蛋白濃度は2mg／mlとした．

　2）抗犬IgG抗体の作製

　精製した犬IgG，2mg／m1）2mlに等量のFreund’s

complete　adjuvantを加えてemulsionとし，家兎

の背部皮下に分割投与した，免疫は2週過に3回行な

い，最終免疫より1～2週間時に耳静脈から採血し，

分離した血清は，560C　30分非動化した後一20。Cに

保存した．

　3）大IgGおよび抗犬IgG抗体の免疫学的検定

法

　i）分析用寒天電気泳動法24）

　萱垣医理化Co．（東京）の電気泳動装置を使用し

た．緩衝液としてPH8．6（μ＝0．1）veronal　buffer

を用いた．　object　glassはveronal　buffer（PH

8．6，μ＝0．025）で1％になるようにagarose（和光）

をとかしたものを流して固まらせて，寒天板を作製し

た．陰極より3．5cmの点で試料孔をつくり，試料を

注入．した．object　glassを裏返して寒天面を下にむ

けて，分析用電気泳動装置の石油エーテル液でひたし

た寒天bridgeに接触連絡させて，150　V定電圧で

object　glass　2枚につき20～37mAの条件で25分

間泳動した．固定液（methanol　9：氷酢酸1）で5分

閾固定し乾燥した後，amidoblack　10B液で染色し

た．、

　ii）i寒天内免疫電気泳動法25）

　上記電気泳動装置を用い，1％agarose　16m1をと

かして，object台上の四つのoblect　glassの上に

流して固め，寒天板を作製した．穴あけガイドに従

い，吸引管により径2mmの試料用小節をあけ，試

料を注入した．oblect台1個につき200V，15　mA

で45分間泳動し，終了後泳動方向に平行に溝をつく

り，抗血清を入れて20。Cで1～2日間，　incubate

した．生食水で反応を止め洗源後，水洗　乾燥し，

amidoblack　10Bで染色した．

　4）螢光抗体法

　抗犬IgG家兎血清より硫安％飽和により得た粗γ一

globulinを，0．5M　PH9．5　carbonate　bufferで透

析した．Marshallら26），川村27）の方法に従って，抗

体蛋白量の駈ooのfluorescein　isothio　cyanate（FI

TC）（BBL）と6時間conjugateしたのち，0．01M

田

PB（PH　7．5）＋0．1M　salineをeluentとして，

Sephadex　G25を通して未結合色素を除去した．次

いで，同じbufferでDEAE　cellulose　columnを

通して標識抗体の精製を行なった．標識抗体の0．D．

492の値をA，0．D．280の値を8として次の式によ

りF／Pモル比を計算した．

A（0．D．492O．175）／FITC一　
一F／P

（B（・．D．28・）一・．・53×。義）／1・蹄．モノレ比27）

M。W．；molecular　weight

　この計算の結果F／Pモル比が1～2の間にあるこ

とを確かめたうえで，使用に供した．

　被検組織は，ドライアイス・アセトン内に浸したヘ

キサンで急速凍結したのち，cryostatで6μの凍結

切片をつくり，アセトン固定後FITC標識抗体と1

夜4。Cで反応させたのち，　staining　bufferで十分

野瀞し，PH　9．5緩衝グリセリン液で封入して，螢光

顕微鏡で観察した，

　5）酵素（peroxydase）抗体法

　i）酵素（horse　radish　peroxydase）と抗体の

標識

　抗体として抗犬IgG家兎粗グロブリン（硫安％飽

和による），および，抗家兎IgG羊IgG（金大がん

研高橋氏より）を用いた．

　標識は，Avrameas　28），　Suzukiら29）の方法に準じ

て行なった．0．1MPBS（PH　6．8）に調整した抗体

液に，horse　radish　peroxydase（Sigma，　type　ll

RZ　1．37）を等量加え十分溶解した，1％glutaralde－

hyde　lm1を抗体液1mlあて0．05m1つつ加え，

2時間室温で撹拝してconjugateしたのち，直ち．に

Sephadex　G200で，0．01M　PB十〇．15M　saline（PH

7．5）をeluentとしてゲル濾過した．　column　chro’

matographyにより分画採取し，0．D．280μで蛋白

量をはかり，0．D．403μでperoxydase値をはか

り，両ピークの一致した部分を標識抗体として集め，

陰圧濃縮後小試験管に分注し，一70。Cで保存した，

　ii）peroxydase標識抗体の免疫学的検定

　a）免疫電気泳動による抗体活性と酵素活性の検

定．

　寒天板中央に，抗体溝をつくり，両側に抗原液を入

れて泳動したのち，一側には，amidoblack　10B液

による蛋白染色を加え，一側は，Grahamら30）の処

方により，0．001％H202加3，3’一diaminobenzidine

液で発色させて，酵素染色を加えた．

　b）Avrameasの方法31）に改変を加え，羊血球を
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gelatin　veronal　buffer（GVB＋＋）液で洗即したの

ち，packed　ce110．4m1と，抗原蛋白20mgとを加

えた0．15M　PBS（PH　7．5）10mlとを十分混和し，

それに2．5％glutaraldehydeを1ml加え，1時

間概排しなから室温てincubateし，さらにGVB＋＋

て十分三智した後，5mlのGVB＋＋にsuspendす

る．microtiter　trayを用いGVB＋＋による倍々希

釈抗血清0．025mlつつに対して，さらに6倍に希釈

したglutaraldehyde処理羊赤血球0．025　mlを加

え，37。C，30分反応させたのち，4。Cに1夜静置し，

凝集反応（図8）により抗休価を検定した．

図8．Glutar　Aldehyde　Passive
　Hemaggiutination　Test．点

して発色させる．再度十分洗源を行ない，最後に2％

オスミウム酸で後固定を2時間行ない，さらにethanol

で順次脱水後，eponに包埋し，　ultramicrotomeて

超薄切片を作製し，電子染色を施さないで電子顕微鏡

で観察した．

　7）一般電子顕微鏡法

　免疫電子顕微鏡法では組織の超微細構造の破壊が

さけられないのて，controlとして移植腎の一般的電

子顕微鏡法による観察を併用した，組織前固定は，

2．5％　glutaraldehyde　十2％paraformaldehyde

液で行ない，洗丁丁1％オスミウム酸で2時間固定

し，ethanolで脱水後，　eponで包埋し超薄切片は，

酢酸ウラニール＋混合鉛二重電子染色32）を施し，電子

顕微鏡による観察を行なった，

u．実験成績

　1．犬IgGと家兎抗犬IgG血清の免疫学的特異

性の検討

　免疫組織化学の研究ては，用いる抗原，抗体が

purifyされmonospecificなものであることが前も

って確かめられなければならない．DEAE　cellulose

column　chromatography（図9）の第1ピークより

　c）光点レベルでの酵素（peroxydase）抗体法に

よる組織染色

　組織は急速～東結を行ないcryostatて6μの凍結切

片を得，アセトンで周翻したのち4。Cで，1夜標識

抗体とincubateする（直接法），次に，0．10M　PBS

（PH　7．5）て洗翻したのち，0．001％H202加3，3’一

diaminobenzidine液て酵素を発色させ，　xylorで

封入し検鏡した．

　6）酵素（peroxydase）抗体法（関接法）による

免疫電子顕微鏡法

　被検組織摘出後，直ちに1mm角に細切して，

0．05％　glutaraldehyde，　4％　paraformaldehyde

液で4。C，1時間固定し，　washing　buffer（0．05　M

PB（PH　7．2）＋0．2M　saccharose）て1夜洗卜した

のち，10％dimethyl　sulfoxide（DMSO）を加え

て，一700Cに凍結する．凍結組織をcryostatて20μ

に切り，この薄切片に，家兎朝拝IgG血清（2～4

倍希釈）を加え，48時間，4。Cてincubateしたの

ち，再びwashing　bufferて2411寺i用洗下し，次に標

識前唄液（抗家兎IgG，羊peroxydase標識IgG）

と48時間4。Cて反応させる．再びwashing　buffer

て洗煙し，2．5％glutaraldehydeで25分再固定を行

ない．再び6セ瀞（24時間，4。C）したのち0．001％

H202・3，3Ldiaminobenzidine液で30分間incubate

OD

！o

図9．犬血清｝6飽和硫安分画DEAE－cellulose

　　　　column　chromatography
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得た犬IgGを，分析用電気泳動，および，免疫電気

泳動（図10）て検定すると，対照の犬全血清のIgG

部分に対応した部分に流れ，沈降線も犬全血清のIgG

部分に一致して1本てあり，得られたIgGはほぼ

pureなものであることが判明した．次に，この犬

IgGを家兎に3回免疫して得られた，家兎抗犬IgG

血清と，犬血清の間で免疫電気泳動（図11）を行なう

と，対照のIgGと一致して1本の沈降線が得られ，

この抗体がmonospecificなものであることが確認

された．
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図10．犬精製の分析用寒天電気泳動①および免疫電気泳動②

　θ　　　　　　　　　　　　　　　㊥
①

←DS

←DIgG（Fr・1）

②
θ ㊥

←DS

←RADS

←DIgG（Fr・1）

DS：正常犬血清，　RADS：家兎抗犬血清，　DIgG（FrI）；犬精製IgG（第1分画）

犬精製IgGは①，②とも対照の犬IgG部分に一致した泳動像・沈降線を示す，

図11．家兎抗犬IgG血清の免疫電気泳動

θ・ ㊥

←DlgG

←RADIgG

←D．S

D．IgG：犬IgG，　RAD　IgG：家兎抗犬IgG，　D．　S：犬血清

抗血清によってできる沈降線は，IgG部分の一本である．

　2．免疫抑制剤非投与群における，犬移植腎内抗原

抗体complexの経日的観察

　移植前の正常犬腎内には，IgGの存在を示す螢光反

応はみられないが，移植後2～3日目頃より，小動

脈，輸入細動脈，糸球体血管砥部などに，IgGの出現

を示す螢光反応がみられるようになる（写真4）．　し

かしIgG含有細胞はみられず，また問質，尿細管，

中以上の動脈には螢光がみられなかった，この時期，

病理組織学的変化は，perivascular　spaceに1ym・

phocyteやplasma　cellの浸淵がみられ，小血管の

mediaに多少の空胞化が出現する．移植後5日目に

なると，ほぼ糸球体毛細管係蹄全体に螢光反応が発現

し，plasma　cellに似た陽性細胞（写真5）が糸球体

周辺，および，perivascular部分に出現するように

なる．病理組織学的所見では，皮質部全体に，単核細

胞浸潤や，成熱Plasma　cellがこれに加わり，小中

血管の空胞形成が目立つようになり，血管内膜の

endothelial　cellの肥厚がみられ，糸球体は，その

cellularityが増大し，毛細血管の肥厚が起こる．

　移植後7日目になるとIgG陽性細胞はさらに多く

なり，糸球面血管係蹄は広範囲に強い螢光を発し（写

真6），　とくに，mesangiumのある部分に螢光が強

かった．糸球体毛細血管の螢光所見では，5例中3例

では線状を示し，2例では穎粒状に近い形態を示した

（写真7）．また，小動脈の基底膜から中膜にも沈着を

示す螢光がみられた（写真8）。一方，尿細管，間質

には全く螢光がみられなかった．この時期の病理組織

学的所見では，1ymphocyteやplasma　cellの糸球

休周辺，血管周囲への激しい浸潤像を示し，小血管の

media，内膜の肥厚がつよく，血管の閉塞像や内膜炎

尿細管の萎縮，変性がつよい．糸球体はcellularity

やdensityに富み，毛細血管壁の肥厚，腫大を示し，

問質には出血や浮腫のみられる例もあった．なおこの

場合のhost犬の血清蛋白の変動をみると，α2－glo・

bulinは移植後7日目に最も増加しγ一globulinは減

少するが，移植腎を摘出したのち1週間後に調べると

α2－globulinはやや滅少し，7－globulin量が再び増

えていた（図12）．
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図12．免疫抑制剤非投与腎移植犬の血清蛋白分画の変動例（分析用寒天電気泳動）

　　　　　㊥　　　　　　　　　　　　　　θ

㊥

↑

♂・globulin6？増加
∈∋

①Nα51犬

←移植前

←移植後3日目

←禾多才直そ麦7日目

②Nα52犬

←移植前

←移植後7日目
　（移植腎摘出）

←移植後14日目

　　　　　　　　↑　↑　↑　　　　↑　↑
　　　　　　　Albα：α2　 βγ
移植後7日目には，α2－910bulin増加とAlbumin，γ一globulinの減少がみられるが

移植腎を摘出すると，Albumin，7－910bulinは再び増加する，

　3．免疫抑制剤投与群における，長期生着移植腎内

の抗原抗体complex局在patternと病理組織学的

所見との関連性について

　免疫抑制処置を施して，14～515日にわたって長期

間生着をした移植腎について，螢光抗体法による，移

植腎内IgG局在patternを観察し，さらにhema・

toxylin　eosin染色による病理組織学的所見の変化を

観察し，相互の所見の関連性について検討した（表
9）．

　螢光染色をほどこした移植腎18例中6例ではその糸

球体毛細血管係蹄の螢光像は，線状型を示した．1例

ではほぼ糸球体全体に広範囲に螢光反応がみられ，仙

の5例では糸球体の1部のみに螢光反応がみられ，線

もやや太く穎粒型に近い形態を示した．糸球体毛細血

管附近には，IgG陽性plasma様細胞が螢光を発し，

小血管内膜にもIgGによる螢光がみとめられた．し

かし，尿細管には全例螢光はみとめられなかった（写

真9），

　別の4例では糸球体毛細血管螢光像が穎粒型を示

し，糸球休には限局性にIgG沈着がみとめられた．

Bowmans　capsuleにもIgGの沈着がみとめられ

た．また4例中2例には尿細管基底膜に螢光陽性を示

すものがあったが，他の2例では尿細管には全く螢光

をみなかった．　螢光陽性plasma様細胞は，前述の

6例におけると同様に，多数存在した．動脈の螢光像

は症例により，また，血管の種類により強弱種々であ

ったが，血管内膜に螢光をみるのみでなく，perivas・

cular　areaにも螢光がみられた．

　糸球体毛細血管螢光像が，線状型を示す群と，穎粒

型を示す群との間に，とく1と病理組織学上の差異はみ

とめられなかった．

移植後515日間生存した犬より摘出した移植腎の螢

光所見（写真11）では∫糸球体毛細血管が欄密均等に

螢光物質で満たされ，形態の変化を示した．周囲の尿

細管基底膜の一部もうすい螢光を発した．病理組織学

的所見では（写真12，13），糸球体構造はかなりよく

保たれており，間質には線維化が著明ではあるが，単

核細胞浸潤は少数であった．血管は内膜肥厚，内発狭

小化，fibrinoid変性などを著明に示し，慢性拒否反

応の所見はかなり存在したが，直接の死因となるほど

のものとは断じられない，

　18例中7例の移植腎は糸球体毛細血管に，螢光が全

く陰性であるか，または極めて軽微であり，IgG陽性

plasma牽款II胞のみが螢光を発していた（写真14）．こ

れら7例における病理組織学的変化は，前述の11例の

糸球体毛細血管螢光反応陽性群におけるそれとくらべ

て，とくに著しい差異を示すことはなかった．従っ

て，移植腎糸球体の移植免疫反応による病理組織学的

変化の強弱と，螢光反応の強弱とは全く無関係である

ことが判明した，また螢光染色のspecificityを調べ

るために行なった，二段式阻止試験，抗マウスIgG

FITC標識抗体による染色が陰性であることを確認し

た．

　4．酵素（peroxydase）標識抗体の免疫学的特異

性の検定

　酵素抗体法33）は未だ開発途上にあり，peroxydase
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標識抗体を予めその抗体活性，酵素活性，および，そ

の特異性について検討しておくことが必要である．

　Sephadex　G200によるcol叫lm　chromatography

を行なったperoxydase標識抗体から，0．　D，280，

0．D．403で計測すると，1図エ3の如く3つのピークが

得られた，そのうち抗体蛋白のピークと酵素のピーク

とが一致した第1ピークにglutaraldehy墳e　passi章e’

hemagglutination　testで最高4096倍希釈の抗体価

があることが判明し，これが標識抗体であることが明

らかになった．第2ピークは抗体蛋白のdimerであ

り抗体活性を有するがperoxydaseが結合．していな

い分画であり，第3ピー、クは未結合のperoxydaseで

ある．

　第1ピークの分画を濃縮して，その抗体活性，抗体

特異性，および酵素活性について，免疫電気泳動を行

なって，酵素染色，蛋白染色を行なった結果（図14），

家兎血清との沈降線は1本だけであり，しかも酵素活

性，抗体活性を共有していることが知られた．

　5．光顕レベルでの酵素（peroxydase）抗体法に

よる移植腎の免疫組織化学的検討，

　螢光抗体法と比較するために，光顕レベルで移植腎
　　　　　セヨし　　　 い　

の酵索抗体法によるIgG局在patternの観察を行

なった．その結果，糸球体毛細血管IgG局在像（写

真15），血管内IgG局在像（写真16）は螢光抗体法に

比べて戸やや不鮮明であり，鋭敏度も劣っていた．し

かし，IgG陽性細胞（写真17）は，螢光抗体法によ

表9，免疫抑制処置・犬移植腎の螢光抗体染色所見と十三組織学的変化

移植犬症例番号 47 24 25 43 21 19， 11 20 49 9
，T 36 41 40 44 6 27 28

移植腎生疵日数 29 80 26 23 16 15 40 23 15 14 38 36 28 16 13 9 5
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図13，Horse　Radish　Peroxydasel標識抗家兎IgG羊IgGの
　　　　Sephadex　G－200　columnによるゲルろ過
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図14．H・R・P標識羊抗家兎IgG・IgGの免疫電気泳動による検定

　　　　e　　　　　　　　　　　　　　㊥’

酵素染色→

蛋白染色→

←R，S．

←P、S．A。R。lgG

←R．S．

R．S．；塚兎血清」P・S・A・RlgG；peroxydase標識羊抗家兎IgG・IgG

沈降線はIgG　1本であり酵素染色，蛋白染色ともに反応し抗体がmonospecific
であり，しかも酵集活性，抗体活性を共有していることが明らかである．

るよりも鋭敏に染色されている．しかし，白血球等に

endogenousに存在するperoxydaseも同時に染色

されるので，特異性にはやや欠けるものと思われる．・

　6，酵素（peroxydase）抗体法による移植腎内抗

原抗体complexの超徴構造レベルにおける観察．

　拒否反応を惹起した移植腎の超徴構二造の変化は（写

真18～20），糸球体では，endothelial　cellの肥厚と

capillary　Iumenの狭小化，および，　basement

membraneの拡大であり，　electron　dense　material

の散在である，foot　processの配列は著しく乱れる．

また，小血管におけるendothelial　cellも変性し，

intimaが拡大し，なかにelectron　dense　materia1

を含むようになり，周辺に単核細胞の浸潤，接触が観

察された，酵素標識抗体と反応させた移植腎切片は途

中の操作による超徴構造の破壊がはげしく場所の同定

が，やや固難であった．peroxydaseで標識された

IgGの局在部位は糸球体血管の表面，　basement

membrane，また，　electron　lucid　areaに散在性に

あることが，電子染色を施さないにもかかわらず，発

色したperoxydaseが黒く表われることにより観察

された（写真21，22），

風小　　括　　　　　　　　　　　　　1

　螢光抗体法，および，酵素（peroxydase）抗体法

を用いて光顕レベル，および，電顕レベルで移植腎内

の，抗原抗体complexの局在部位を，免疫組織化学

的に検索した．免疫抑制剤非投与群の犬移植腎では，

糸球体の血管極，小血管等に，移植後3日目頃から

IgGの沈着がはじまり，次第に糸球体毛細血管全体
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にIgGの沈着が拡大し，移植後5日目頃には，　IgG

陽性のplasma様細胞が出現する．、移植後7日目に

なると，上記の所見はさらに著明になった．一方尿細

管には，IgG沈着を示す螢光が全くみられなかった．

これらの事実から判断して，hostの血液，および，

免疫担当細胞と最初から，かつ常に接触している．小

血管，糸球体毛細血管から移植免疫反応が，開始され

るものと推定される．r方，免疫抑制剤投与群におけ

る移植腎では，糸球体毛細血管のIgG沈着pattern

は線状，あるいは，穎粒状をなし，またIgG沈着を

示さないものもあってその所見は様々である．　しか

も，IgG沈着の様相と，移植腎拒否反応の強弱，病

理組織学的変化の強弱との間には，相関関係が全くみ

られなかった．拒否反応をおこした移植腎の罷申構造

として，糸球体毛細血管のbasement　membraneの

肥厚，辛酸の狭小化，foot　processの乱れ，小血管

のendothelial　ce11の異常，　intima・の拡大等が著

明にみられ，酵素標識抗体によるIgGの沈着部位の

検索では，IgGの存在を示すperoxydaseの早り

が，糸球体毛細血管，小血管表面にみられ，さらにそ

の中のelectron　Iucid　areaにまで散在性に侵入し

ているのがみられた．

　　　　　　　〔皿〕　移植抗原の解析

　　　　　一マウスH－2抗原について一

　移植免疫を誘発させ，移植における適合性に関与す

る三襟誰抗薗菰わち，移植撒の噺を行な

うため，純系マウスを用いてその代表的な移植抗原で

あるH－2抗原について種々の検：索を行なった．まず，

H－2抗原の抽出と可溶化とを試み，その物理化学的性

状や，可溶化された移植抗原の形態を電子顕微鏡で観

察し，さらに，純系マウスのstrain間のH－2抗原

差による，移植抗原のアミノ酸組成の差異を検索し，

最後に螢光抗体法によりマウスH－2抗原の臓器内分

布について観察した．

1．実験材料，および，実験方法

　1．実験動物と抗原臓器

　船橋農場（千葉）に依頼して東大医科研が繁殖：させ

たC3H／He．（H－2k），および，武田薬品より分与さ

れたC57BL／6．（H－2b）の二系統の純系マウスを1968

年より飼育繁殖させ，随時，脾，肝，リンパ節，肺を

切除して一20。Cで保存してプールした．

　2．実験方法

　1）H－2抗体血清の作製

　C3H／Heマウス，および，　C57BL／6，マウスの

脾，および，リンパ節をとりだし，等量のFreunds

田

complete　adjuvantとともに相互に互の腹腔内に隔

週毎，7～8回にわたって注射した．平均注入細胞数

は，5x107～1×108個であった．最終注射後1週間後

に，眼静脈，または，尾静脈より採血（ヘパリン加）

し，さらに，菟疫をくり返しては，採血をくり返し

て，なるべく多量の抗血清を得るようにした．

　2）H－2抗体価の検定

　i）dextran　micro　hemagglutinat圭on法，

　中村34）の方法に従って行なった．面crotiter用ピ

ペットを用いて，microplate小孔内にD。　S．　S．液

（0．01M　EDTA－25％dextran－0．15　M　saline十

300倍マウス血清）を，0，025mlずつ滴下した．抗血

清0．25mゴを加えて，階段希釈を行ない，そこへ

microtiter甫ピペットで，0，5％被検々ウス赤血球

D．S．S．浮遊液を0．1m1滴下した，したがって，抗

血清希釈は10倍から始まることになる峡次に，37。C，

15分二尊後，4。C，1夜incubateし，凝集パターン

を観察した．

　ii）　cytotoxity　teSt．　　　　　　　　　　、

　第1章に述べた方法によった．

　iii）immune　adherence（1．A．）test，

　Nishiokaら35）の方法によって次のように行なっ

た．被検マウス腹腔リンパ節をとり出し，steel　me＄h

を通して細胞をバラバラにしたのち，sp－GVB＋＋36）

で数回洗い，最終的に，sp－GVB＋＋で1x106／mlに

調整する．次に，抗血清0．5mlをsp－GVB＋＋で希

釈し；そこへ1×106／mlのリンパ節細胞を0，1mlつ

つ加え～37。Cで30分振盤したのち，0。Cに60分静置

し，さらに，反応細胞をsp－GVB＋＋で洗い，1，600

回転，8分遠心し，上清をすて，そこへ｝イ。～％oに希

釈したモルモット補体（極東製薬眠製）を加える，こ

れは予め，0。C，10分間マウス脾細胞で吸収したもの

である．その0．4mlを加えて，37。C，20分置盈し，

そこへ2×108／mlの人赤血球の0，1mlを加え，37

。Cで10分振紛し，20～30分静置険スライドグラスの

上で，1．A．　patternを観察した，

　判定法　（写真23，24）

1．A．陽性細胞95％以上の時

〃

〃

！ノ

〃

75％以上の時

50％以上の時

25％以上の時

5％以上の時

0％　　の時

3）抗原の抽出と可溶化

十
＋
±

Smithら37），　Okadaら38）の方法に従って以下のよ

うに行なった．マウス脾，リンパ節，肝，肺細胞を細
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切し，2倍量のsolution　I（KC111．03　g／L，　ICH2

COOH　186mg／L，　Sodium　Citrate　59／L）を加え，

waring　blenderで15分間砕き，ガーゼでくり返し

濾：過した．濾液を9，000回転，4。C，30分遠心し，沈

渣に10倍量のsolution　1を加え，　teflon　homogeni・

zerで15分間砕き，9，000回転，4。C，30分遠心した．

その沈渣にsolution皿（KCI　74．5g／L，　ICH2　CO

OH　186　mg／L，、Sodium　Citrate　10g／L，　PH　4．7）

を10倍量加え，teflon　homogenizerで15分間砕く．

同様の操作を8回行ない遠心上清の蛋白反応が陰性で

あることを確かめる．得られた沈渣は不溶性lipopro・

teinであり，低温乾燥する．　乾燥lipoprotein　200

mgと0．5％sodium　desoxy　cholate（DOC）溶液

30mlとを乳鉢内でよくすり，9，000回転，10分間遠心

し．上清に5倍量のacetonを加え，一20。Cに24時

間冷却すると，薄茶色の沈澱が生ずる．これを3，000

回転，10分閥遠心して沈渣を集め，蒸溜水，または，

生食水に溶かし，9，000回転，4。C，10分間遠心して得

られた上清を可溶分画くLP－sol）とする．

　4）可溶化H－2抗原の分画

　LP－solをSepharose　4Bを用いて0．15　M　PBS

（PH7．5）をeluentとして，　column　chromatogra・

phyにより分画採取した．カラムは内径2．5cm，長

さ40cmとし，3ml（10mg／1η1）の試料をapplyし

て，eluentの溶出速度は20ml／hr．とし，5mlずつ

fraction　tubeに採取した．

　5）三mmune　adherence　inhibitioll　testによる

LP－sol各分画のH：一2抗原活性の検出35）．

　被検：LP－solを得たマウスstrainの正常リンパ節

細胞に対して，1．A．（冊）を示す抗血清の最終希釈倍

数と同じ希釈にまで，抗H－2血清をsp－GVB＋＋で

うすめたものを作製しておく．各fraction液0．5ml

に対して，それを0．025mlずつ加え，37。C，30分で

incubateしたのち，　OoC，60分静置する．　これを10

分間，3，000回転で遠：心し，吸収反応物を除き，上清

に残った吸収抗血清を，2）のiii）で述べた方法で，

叩一GVB＋＋によって倍々希釈を行ない，これに同じ

strainのリンパ節細胞浮遊液を加えて，1．A．　pattern

を観察．し，抗体価を計測する．この際，1．A．陽性率が

＋から一になるtiter部を各fraction毎にplottす

れば，inhibitionの起ったfractionの1．A．（＋）の

titerは低く落ち込み，　inhibitionのないfraction

では，高いtiterが得られる．この最も高いtiter部

分に基線を引いて逆に落ち込んだ部分を上にしてみる

と，これがそのまま1．A．　inhibition　gradeとして

表わされ，すなわち，H－2抗原活性を示すことにな

る．

　6）：LP－sol　fraction皿の物理化学的処理．

　LP－sol　fraction皿のNo．40，　No．42分画より計

7m1を使用し，それぞれ試験管に分注した0．5ml、ず

つについて，下記の項目に関する物理化学的処理を施

したのち，1，A．阻止試験を行なって，　H－2抗原性活

性の変化を検討した．

　i）温度処理

　各試験管について，それぞれ100。C，760C，60。C，

56。C，4。Cで30分静置したのち，1．A．阻止試験を行

なった．また，一20。Cに凍結後融解した後，同じく

LA．阻止試験を行なった．

　ii）有機溶媒処理

　各試験管につき，ether，　aceton，　chloroformを

それぞれ1m1つつ加えて，15～60分静置したのち，

陰圧evaporatorにより再び有機溶媒を除去してか

ら，1，A．阻止試験を行なった．

　iii）trypsin処理

　trypsinを・10μg，100μg，500μgずつ各試験管に

粉末のまま加えて溶解したのち，30分後に，1．A，阻

止試験を行なった．

　vi）酸，アルカリ処理

　1N　HCl，1N　NaOHを0，025m1ずつ各試験管

に加え15分後，交互に中和した褒に1．A．阻止試験を

行なった．

　7）ILP－soflraction　1，11によるマウス感作と，マ

ウス皮膚移植，

　C57BL／6マウスより得たLP－sol　fraction　1，皿

濃縮液（500μg／ml）を0．2ml，1．Omlずつ等量の

Freund’s　complete　adjuvantとともに　C3H／He

マウスの腹腔内へ注射し5日後に，C57BL／6マウス

からC3H／Heマウスに対して皮膚移植を行なった．

皮膚移植はBillinghamら39）の方法に従って行ない，

移植後創面をソフラチュールガーゼで被い，4日間絆

創膏で固定したのち，5日目より生着状況を観察し
た．

　8）マウスH－2抗原L，P－sol第】1分画の塩酸加水

分解によるアミノ酸分析法40）

　LP－sol廊廟分画濃縮液6ml（蛋白量3mg）に等

量の濃塩酸を加えて，加水分解用肉厚試験管に移し，

N2　gasで十分試料内の空気を置換して封忘する．加

水分解は110。Cで，22時間行ない，冷却後，　evapo・

ratorで塩酸を除いたあと，蒸溜水1～2　m1で洗い，

真空ポンプで乾潤させて保存する．分析時には，PH

2．2の希釈用クエン酸緩衝液2mlに定容し，　KLA－

3B型日立アミノ酸自動分析計で，それぞれ1mlず
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つ塩基性カラム，および，中酸性カラムにaPPlyし

てアミノ酸分析を行なった．　　　、

　9）最適加水分解条件差によるアミノ酸実測値の補

正，

　加水分解によるpeptideから個4のアミ．ノ酸への

分解速度は，そのpeptideにより一様ではなく，ま

た，遊離したアミノ酸の加水分解中の破壊も一様では

ない40）41）．そこでアミノ酸配列の判明しているinsu・

lin　novo　rapitard（豚結晶insulin　1．275　mg＋牛

結晶insulin　1．275　mg）1，70　mg／mlの塩酸加水分

解を経時的に行ない，得られた実測値と，実際値の比

を求め，この比にもとづいてLP－sol，五分画のアミ

ノ酸組成実測値の補正を行なった．ただし，methio・

nineについては，　insulineに含まれていないので補

正ができなかった．

　10）LP－sol．第∬分画の　negative　staining

technique　42）による電子顕微鏡的検索法．　、

　LP－sol第皿分画を0．01M　PB（PH、7．5）で透析

したのち濃縮し，それに，等量の2％phosphotung・

stic　acid（PTA）液（PH7．5）を加え，2～3分混合

したのち，コロヂオン膜をはったmeshにcarbon蒸

着を行なったのち，その上へdroplet法でのせ，乾

燥後，電子顕微鏡高倍率で観察した．

　11）螢光抗体関接法

G第1次抗体は，マウス抗H＿2血清を4倍希釈して

1夜，4。Cで作用させた．　，

　第2次FITC標識抗体は，家兎抗マウスIgG血

清（Behringwerke）を前章に述べた方法に従って

FITCをconjugateし，　Sephadex　G25，　D．EAE

celluloseを通して精製したものを用い，同じく，1

夜，4。Cで作用，させた．

　マウス組織固定法は前章の方法に従った．

∬．実験成績

　1．マウス抗H－2血清抗体価（表10～12）

　hemagglutination　titerはC57BL／6マウスでつ

くった抗C3H／He（抗H－2k）血清では．320～640倍

であり，C3H／Heでつくった抗．　C57BL／6（抗H－2b）

血清では1280～2560倍を示した，cytotoxic　titerは

抗H－2k血清群では，32倍，抗H－2b血清群では，

32伊64倍である．immune　adherence　testの成績

は，抗H－2k血清群では，128～256倍，抗H－2b血清

群では1032～2064倍を示した」．A．陽性95％限界希

釈倍数は，抗H－2kでは8倍，抗H－2bで8倍であっ

た．　　　　　　　　　　　　　　　　、

　2．可溶化H－2抗原の免疫学的・物理化学的検索

　C57BL／6マウスの脾，リンパ節，肝，肺組織より

得られた，0．5％DOC処理LP－sol（8　mg／ml）3

m1をapplyし，　Sepharose　4　BIで0．15M　PBS

衰101抗H－2血清のHemagglutination　Titers

10 20 40 80 160 320 640 1280 2560 5180

C57BL／6　anti¢3H／He．1 十 廿　． 柵 帯 柵 十 十 ± 一 一

C57BL／6　anti　C　3H／He．2 升 柑 辮 惜 管 十 十
一 ｝ 一

C57BL／6　anti　c　3H／He．3 升 帯 仔 併 十 十 十 一 一 一

C3H／He　anti　C57BL／6。1 十　、 十 珊 冊 柵 旺 十 十 十 土

C3H／He　anti　C57BL／6．2 十 柵 耕 冊 帯 帯 冊 升 十 一

C3H／Heanti　C578L／6，3 十
骨
卜 柵 柵 掛 柵・ 升 十 ±

一

表11．抗H－2血清のCytotoxicTiters

1：4 1：8 i：16 1：32 1：64 1：128 1：256
‘

C57BL／6　anti　C3H／He．1 100 100 82 51 7．0 4．0 5．0

C57BL／6　anti　C3H／He．2 98 80 60 34 3．0 4．0 0
｝

C57BL／6　anti　C　3H／He．3 100 72
　
6
8
1

28 0 2．0 2．0

C3H／He　anti　C57BL／6。1 100 100 76 80 56 14 2．0

C3H／He　anti　C57BL／6．2 100 88 82 51 30 6．0 6．0

C3H／He　ant量C57BL／6．3 98 78 74 58 18 3．0 3．0
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表12；抗H－2血清のImmune　AdLerbnceTiters

1’／8 1／16 1／32 1／64 1／128 1／256 1／518 1／1032 1／2064 1／4028 1／8056

C57BL／6　anti　C　3H／He．1

@　　ンb57BL／6　anti　C3HγHe∵2

b57BL／6　antl　C3H／He，3

b3H／Hea。tic5季B勧6・．並

b3H／Heanti　C57BL／6．2
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（PH　7．5）をeluentとレてグル濾過を行なうと，図
15のような2つのpeak’縮弗1溶昌1曲線が得られ

た．次に各fraction　tube毎に，抗H－2b血清No．

1群（1．A．　titer　2064，1。A，（冊）限度titer：8）を

1管分だけ安全度を考慮して4倍希釈し売ものと反応’

させて，1．A，　inhibition　testを行なった結果，試験

管番号10～13，22～24，38～44においてinhibition

がみられ，F ﾆぐ1としP一忌61　fracti6nHでinhibition

gradeが高かった．1．　A．　t6sぜには，非特異反応もか

なり関原ずるので H二2抗原活性がまちがいなく存在

するのは，LP－601　fraとtiob　I，∬であると考えら

れる．LP－sol心病分画を濃縮高分析用寒天電気泳動

（図16）を行なうと，α嶺域に一致した泳動像を示：し

た．家兎抗マウス全血清（Rehringwerke）による免

疫電気泳動では，沈降線をだすととに成功しなかつ

、㌧た．

　　次にLP－sol第皿分画の物理化学性質を検討し

た，図17のヒストグラムで表わされている棒の長さ

は，1．A．　inhibitionの成立した試験管数および1．A．

inhibition　gradeを示している∴・この結果，温度に

　よる影響では，70。C，30分以上では抗原活性が失われ

　るが，それ以下では比較的安定であって，わずかに凍

結融解により，活性が下るのみである．蛋白変性剤で

　ある有機溶媒によっては，etherを除いて他のもので

　は活性を失った，trypsin処理によると，100μg以下

では抗原性に変化ばなかった．酸、アル1カリ処理によ

　っては，抗原活性は完全に失われた．ご57BL／6マウ

　スより得た・・LP－sol第1，第皿分画液を，　adjuvant

　とどもにへC3H／貝e．の腹圏こ注射したのち，5日目

　にC57BL／6の皮膚をC3H／Heに移植すると，平均

点15．o．5％Do¢処理LPS6iのsepharose　4　Bカラムによるゲルろ過（c57BL／6・（臼＿2b））
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図16．LPsol第皿分画の分析用寒天電気泳動

　　　　　　　　　　　　　　　　e

←M．S．

←LPsoトn

Alb　　α　　　　　　β　　　　γ　　　　幽

●●■■■■圏膨・一一・一■●■一一■■■圏臨
←M．S．

○

←LPso1●II

　　　　　M．S．：マウス．血清

LP－so1第皿分画液は，α一globulin領域に一致した泳動度を示す，

脱P→沁O下療羅町
曲
惜
工A
十

L一
　
十

十十十±

100℃30分

70℃30分

60℃30分

56℃30分

4℃30分

凍結融解

ether　60分

　　aceton　60分

cMorofom！15分

trypsin　500μg

　　　　1・・申■■

　　　　・10μ9

漏NHCI

漏NNaOH
未処置

三冠日数が8．2日であるのに対して，LP－sol　1500μg

注射群では平均生出日数は，7．4日となり，1日短縮

される．またしP－solπ100μg，500μg注射群では

平均生存日数は，それぞれ7．4日，7．0日目なり，明ら

かに移植皮膚拒否反応が促進された（表13）．

　LP－so1竜北分画を2％PTA－negative　staining

を行なったのち電子顕微鏡による観察を行なうと，ほ

ぼ円形，または，桿状の大小不同のparticleが観察

された．大きさは直径100～200Aである（写真25）．

　3．マウスH－2抗原LP－so1第皿分画のアミノ酸

組成について．

　LP－so1第π分画のアミノ酸組成をなるべく正確に

計測するために，予めアミノ酸組成の判明している

novo　rapitard　insulin（novo社）1．7mg／mlを用

いて塩酸加水分解法による最適加水分解時聞，およ

び，経時的変化を検定した．すなわち，それの加水分

解を行ない，それぞれのアミノ酸について得られた実

測値と，実際値との比較を行なった結果，図18，表

14に示すように，22時間加水分解の条件の時に，100

％分解率を示すアミノ酸が最も多く，したがって22時

間を最適蛋白加水分解時閤と決めた．　しかし，tyro－

sine，　cystine，　arginine，　histidine，　isoleucine，

proline，　glutamic　acid，　valineの加水分解率，ま

たは，破壊率は，17～70％とかなり悪いことが判明し

たので，計算による実際値（μmole）を22時間加水分

解時の実測値（μmole）で除して，アミノ酸22時間加

水分解量に対する100％アミノ酸分解量を得るための

補正率を得た．

　次に，C57BL／6マウス，および，　C3H／Heマウス
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より得たそれぞれのしP－so1第∬分画（3　mg）の塩

酸加水分解22時間におけるアミノ酸組成値は，表15に

示’すように，両strainとも，ほぼ近似のアミノ酸組

成比（％mole）を示したが，　alanine，　valine，　leu・

cine，　serineについてはC57BL／6とC3H／Heマ

ウスとのstrain間のLP－so1三朔分画のアミノ酸

組成比で，1％mole以上の差異がみられた．また補

正率による計算を行なった結果，さらにtyrosineも

両strain間で構成比が1％以上異なることが判明し

た．補正率によって補正した，両strainマウスのア

ミノ酸構成比の共通の特徴としては，aspartic　acid，

glutamic　acidなどの酸性アミノ酸が，全構成アミノ

酸の約30彩を占めることがあげられる．一方，塩基性

アミノ酸の組成率は，約20％でありやや少い．また，

■

表13．五Pso1分画投与後のMouse皮膚移植上着期間へめ影響
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

donor 　　．　　　　o
窒?曹olent LPsol LPS・1量（μ9）　、 ．平均 着日数．．上着日 ’範囲

C57BL／6
iH－2b）

C3H／He
iH－2K）

｝LPsol　I

kPsol　I

kPsol　II

kPsol　II

　　　｝
`djuvant＋100μ9

`djuvant＋・500μ9

`d∫uvant＋100μ9　　　　　　　」

`djuvant＋500μ9

6
5
5
’
5
：
5

　　8。2

|　7．6
@　　　　、@　7．4

@　7．4

@　7．0

7．0～9．0

@7．0～9．0

V．0～9．0

@7．0一’8．O

@rU．0～8．0’　　　　　、

表14．Novo　Rapitard　lnsulin　l　m1の加水分解の経時的変動

Novo　Rap！tard　Insu［inのアミノ酸構成 Novo　Rapimrd　Insullnり力11水分解

混合北に

ｷ算した

¥成数

混合インンユリン

P泌（1．7解）の構

ｬ重量　（㎎）

混合インシュリン

P頑0．226）moD

ﾌ構成μmo1

加水分解

P0時間
i岡μmol

加水分解

Q2時間
i1泌）μmoI

加水分解

S8時間
i1冠）μm・i

加水分解

P00時間
i1泌）μmoi

22時間
ﾁ円く分解

lの補コ三

ｳ
Lysin 1 0。0329　　マ 0，226　　　　　L

（44．2％）　010 （53．1％）　012 （79．6％）

@0．18

（88．5％）　0，20

×1．88

Histidine 2 0．0700 0．451　　－
（33，2％）　0．15 （44．3％）

@0．20
（734％）

@0．33

（98．8％ン

@0，41
『》ぐ2．11

@　’
Argi慨ine 1 0．0393 0，226

（30。996）　0，07 （39．9％）

@0．09

　‘i39．8％）　0．09　　　噛 （35．4％）一一〇∵G8一

Aspartic　Acld 3 0．0901 0，677
（88．6％）　0．60 （99．0％）　0．67

（94．0％）

@0．64

（90，1％）　0．61

　　　6一竦ｳ木要「　　　4　　　　　　　　9　　讐　　囲

Threonine ＊1．25 0．0313
FO，281 （99．6％）

@0．28

（103％）

O，290

（85．4％）0，241 （78，3％）　0．22 翻剣’　＝　　，

Serine 3 0．0711 0，676
（99．0％）

@0．67

（96％）

O．65

（91．7％＞
@0．62｝　　1

（88．8％）・0，60　1 一
×
1
．
0
4
　
　
ら
F

G1凹tamic　Acid　「 7 0．2749　　　ノ L579
（76．2％）　L20 （63．5％）　LOO （62．2％）　0．98　　　「 （72．4％）

@1．14
×1．β7　・

Proline 1 0．0259
　　　　1
O，225

（57．8％）

@0，ユ3

（66。7％）　0．15 （63．2％）　0．14 （62．2＾り

@0，14
×1．50「　　　　”

Glycine 4 0．0677 0，901
（77．7％）　0．70 （94．3％）　0。85 （88．8％）　0．80　、 （78．8％）．0．71

×1；06

Alani鵬e ＊2．75 0．0552 0，620
（00．6％）　0．50 （98％）　0，61 （85．4％＞　0．53 （67。8％）　0．42

補止不要

Cysti塊e 6 0．0352 1，355
（5L6％）　0，70 （28．0％）　0．38

（36．9％＞

@0．50，

（38．4％）．

@0．52
σ×3．56

Valine ＊4．25 0．1255 1，071
（28．0％）　0．30 （70％）0．75 （74．7％＞　0．80 （93．4％）　1．00

×1．43

Meしhionine 0 0 　　　　　0
I

0 0 0 0
　回　　　　　；
i補正不要　　　‘

Iso　Leucine ＊L25 0．0369 0，281
（17．8％）　0．05 （53．3％）　0．15

（64．0％）

@0．18

（74，7％）

@0．21
×1．87

@　≡
Leucine 6 0．1775 1，353

（85．2％）　1．15 （100％）

C1．35

（90，1％＞

@1．22　、

（73．9％）

@1．00

補正不要　’　　　　　　　　　　　▼

Tyrosine 4 0．1635 0，902
（68．7％）　0．62 （1L2％）

@0．10

（5．5％）

O．05

（0％）　　0、
x4．51　　●

Pke－Alani蹴e 3 0．1118 0，677
（82．4％）　0．55 （95．9％）

@0．64

（88．6％）

@0．60

（86．9％）　0．58

×1．06‘　　，て一

（1）＊印はウシとブタで異なるアミノ酸を橘成比に換算したもの

（2）Novo　Rapita「d　Insuli轍1・7姻（ご灘1致

（3）《　）内％は計算値を100％とした計測量の率

　　　　　　　　　　　し．；1：劣；霧綴1認ll髪〉
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・図18．Novo　Rapitard　Insuユinの加水分解過程

　　　　Novo　Rapitard　Insulin　1，m1、（0．7苅og）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨボ　ドロ　　　　　　計算構成μ卑01値を10Q％とする．
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他のアミノ酸の占める割合に此べて，環状アミノ酸

や，芳香族アミノ酸，硫黄含有アミ層ノ酸の組成比は低

いことが判明した．tryptophan．ついては計測しなか

っ・た．・　　　　　　　　　　　　　　　’，ドヒ

　4．，マウス移植抗原（H－2抗原）の各臓器内局在部

位．　　　　　‘　　　　　　　　、鳴・

　1）リンパ節，および，リンパ球，（写真26，27）

　リンパ節内のリンパ球は，100％その細胞膜が螢光

を発しring　reactionがみられた．　リンパ球の核，

細胞質は螢光反応陰性であった，リンパ節皮質部，髄

質部におげる螢光反応所見の差はとくにみとめられな

かった．強拡大でリンパ球の螢光所見をさらに詳細に

観察すると，・螢光はring　reactionを示してはいる

が，細胞膜が山様にring状に光るのではなくて，細

胞膜上で螢光が集中して強く光る部分と，螢光がほと

んどみられない部分があることが分った．　したがっ

て，抗原はリンパ球細胞膜表面に一様に存在するので

はなく、r細胞膜表面の約与0～70％ぐらいの面積に数カ

所にわかれて限局性に存在しているものと推定され

た．

表15．C57BL／6　mice及びC3H／He　mice　LP　sol第皿分画の’アミノ酸組成（mole％）

．　1

アミノ酸 C57BL（1）LPII 補正値（1）’ C3H／He（2）LPII
補正値（2γ　　騙　　　「 差位（1）一（2）　　’ 補正値差位

i1＞’一（2）’　　　　　1

Lysin 8。13±0．57 10．69 7．95±0．50 10．23 0．18 0．46

Histidi職e 4．55±0．26 6．49 4。01±0、31 5．79 0．54 0．70　　’

Arginine 2．34±0．35 4．10 2．28±0．30 3．91 0．06 0．19
1

F
♂

1

Aspartic　Acid 12．27±0．26
　F
W．45 11．73±0．24 8．71 0．54 一〇．26

Threo腱ine 囁4．11±0．05 ・　2。88
14．30±0．30 ．2．94

一〇．19

7　　　　　　　　　　　　　　　　　顧
@　「　　　　　　　　　　　　L
@　「　　　　・

黶Z．06

Serine 7．48±0．33 脚5．44 9．05±0．05
　　匡
U．61 一1．57 　　　　’黷P．17

G1団円a㎜ic　Acld 18．09±0．88 21．23 18．08±0．32 20．46 ・0．01　1 0．57’

oroline 4．24±0．16 4．45 4．59±：0．35 1『S．80 一〇．35 一〇．35㌦

一 一

Glyci籠e　’ 7．48±0．21 5．54 7．75±0．50 5．72 一〇．27 0、．18

Alanine 12ゼ46±0．18 358 9．67±0．20 6．72 2．79
一1．861　　　L

b
モ

Pystine 2．30±0．12 5．95

2
．
6
4
±
0
．
1
6
L

6
．
7
2
監

0．34

　
0
．
7
7
、
，

Valine 4．69±0。20 4．67 ’2．10±0．12 2．09 2．59 L58
・
1

噌

‘　　P

@　　　　　　，Methionine 0．05±0．58 0．03 0．08土0．15 0．05 一〇．03 一〇．02

Iso　Leuc董ne 3．26±0．18 4．26 4．01±0，31 5．13 一〇．75 一〇．87

　　5
keucine

　　　　　　　」
@　　　　rT．92±0．24 4．05

‘貞8．58±0．30 　　タ

T．87
レ2．66

1．82

Tyrosine呪 0’52二と0．30 1．63 0．94±0．20 2．68 fO．42 　　　「
@　1P．25

随
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2．11＋0．21　　6「一
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0
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冨

・士値は両者の差をあらわすg ・それぞれ2虫ずつ調査した。
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　2）脾臓（写真28）

　脾臓内リンパ球は，リンパ節のそれと同じように，

ユ00％、細胞膜のring　reactionを示した．　reticUlar

cellは細胞質も螢光反応陽性であった．　trabeculae

には螢光反応はみられず，・時にうすいautofluor6s・

cεnceが観察された．　したがって，　trabeculae等に

はほとんど抗原はないものと思われる．レ

　3）　肝且蔵・（写真29）

　肝臓では51・間質は染まらず，肝細胞が散在性にring

r6actionを示した．　Kupffer細胞は核を除いて細胞

質全体が螢光を発した．

　ゼ4＞駐腎臓　（寓意30）

　腎臓では，H－2抗原はかなり特徴的な分布を示すこ

とが判明．した．すなわち，糸球体毛細血管は，一様に

H－2抗原の存在を示し，とくに糸球体内のmesan・

gium細胞が強いring　stainingを示し，糸球体全

体が100％強い螢光を発した．それに反し，尿細管は

一般的に螢光陽性部分に乏しく，わずかに尿細管内の

細胞が尿細管1個につき，4～51固の程度に，rin禽

staihingを示した．すなわち尿細管全体の’10％くら

いの部分にH－2抗原が存在するものとみられた．ま

た～尿細管基底膜はわずかに螢光陽性であった．

∵5）肺臓（写真31）　一丁・　　　、

・・ x組織は他のどの組織に比べても，全体的に強い螢

光反応が観察された．とくに肺胞の肺胞上皮細胞や，

肺胞壁細胞では，その細胞膜が100％強いring　rea

読i6n・を示した．　また，　alveolar　sacやその壁も螢

光反応陽性であった．しかし，わずかに存在する間質

部分には螢光が陰性であった．

　6う心筋（写真32）

　心筋には，H：一2抗原の存在を示す螢光反応が，殆

んど．みとめち・れなかった．し，かし，所々，限局性に僅

かの螢光反応が，証明された．陽性部分は，全体の約

10％くらいの面積であった．

　・7）’甲状腺；（写真33）

　用状腺では濾胞腔を囲む，濾胞上皮細胞が一層をな

℃て，その細胞膜が螢光を発しているが，コロイ、ド部

分は陰性を示した．小葉閥結合組織部分は，ところど

ころ線状の螢光を発する・ところがあるが，概して陰性

であ・つた．

　8）脳（写真34＞

　脳は皮質，髄質ともほとんどH－2抗原の存在を示

す螢光がみられなかったが，所々に散在性に神経細胞

と，その神経突起が，かなりはっきりした螢光反応を

示した．

　g）各臓器の螢光陽性部分の比較

　H－2抗原の各臓器内局在面積，および，局在形態は

一様ではない．100％螢光陽性を示したのは，リッパ

節，脾臓であり，次に強い陽性を示したのは肺臓，肝

臓である．腎臓，甲状腺，筋肉などは限局的に組織内

に螢光陽性部分のあることを示すが，全体としては，

螢光陽性反応は中等度である．脳はほとんど螢光陽性

を示すことなく，僅かに数％位の割合で，神経細胞が

反応を示すだけであった．

亘．小　　括

　二系統の純系マウスC57BL／6（H－2b），　C3H／He

（H－2k）を用いて抗H－2k，抗H－2b抗体を作製し，

dextran　microhemagglutination　test，　cytofoxity

test，　imrhune　adherence　test　lこよってtiterを検

定したところ，immune　adherence　test・の感度は，

cytotoxity　testの10倍以上の感度を持ち，　he血ag”

glUtination　testと同等程度の感度を示した．従って

immune　adherence・testは，　H－2抗体価の検定方

法として，最も鋭敏な方法であることが分った．♂

　次に，二系統のマウスの各種臓器よりそれぞれ細胞

膜系不溶陸1ipoρroteinを抽出し，さらにそれを0．5

％DOC処理，　aceton沈澱操作を加えて可溶化し

て，Sepharose　4Bのゲル濾過で抗原を分画し，各

分画部分について，‘immune　adherence，　inhibition

testによ・り抗原活性をassayしたところ，　LP－so1

第1分画部，中間部，LP－so1第皿分画部にH－2抗

原活性がみられ，とくにLPrso1第皿分画に多くH－

2抗原活性がみとめられた．この部分は分析用寒天電

気泳動によって，α領域に，やや幅広い泳動度を示し

た．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

　物理化学的性状では，70rC以上で不活化され，

trypsin高濃度消化，有機溶媒，酸，アルカリ処理に

よって，抗原性を央う。　このことから，H－2抗原の

major　det¢rminantが蛋白質性である・ことが示唆さ

れた．・またしP－so1液をマウズに注射したのち，5

日目に皮膚移植を行なうと，移植皮膚の促進拒否反応

がおこり，LP－so1には明らかにH－2移植抗原活性

が含まれていることが判明した．

　LP－so1：第11分画を：，2．0％PTA　negative　stai・

ning’により電子顕微鏡で観察すると，球状，もしく

は，桿状の大小不同のparticleで，100～200Aの大

きさを示した．

　次に二系統のマウスの遺伝学的因子の差異に基づ

く，H－2抗原の重要部分を構成すると予想される蛋白

質43）44）部分のアミノ酸組成の差異を調べるために，そ

れぞれの系より得たLP－sol第皿分画の塩酸加水分

解を行なって，それぞれのアミノ酸組成を，アミノ酸
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自動分析機で検索した．その結果，alanine，　valine，

leUCine，　Serine，　tyrOSineなどにおいて，両Strain

の間に差があり，また，両者に共通の特徴として酸性

アミノ酸が嬉を，塩基性アミノ酸が％を占め，環状ア

ミノ酸，芳香族アミノ酸，S一アミノ酸は，わずかで

あることが判明した．なお試料の加水分解にあたって

は，予め組成の分っているnovo　rapitard　insulin

の加水分解を同一条件で行なっておいて，その実測値

と実際の組成値とから計算して得た各アミノ酸の補正

率に基づいて，試料のアミノ酸組成量の補正を行なっ

た，

　最後に螢光抗体関接法を用いて，マウス各臓器内の

H－2抗原の分布形態，ならびに，分布：量を検索した．

その結果H－2抗原は，細胞膜上に存在し，特有の

ring　reactionを示すが，しかし細胞膜表面に一様に

存在するのではなく，細胞膜の一部に限局性に存在す

ることが観察された．臓器内H－2抗原分布量として，

リンパ節，脾，肺，肝には極めて多く，腎，甲状腺，

心筋等には中等度であり，脳では神経細胞に僅かに存

在するのみで，その他の部分は，H－2抗原の存在を全

く欠くことが明らかとなった．

考察および総括

　臓器移植，ことに腎臓移植は免疫抑制方法1）即5）の発

見以来飛躍的な発展をとげたが，未だに臓器移植の成

功を阻害する因子である免疫学的拒否反応の問題を解

決できないでいる．この移植の不成立をもたらす拒否

反応の機序はhostが自らに欠ける抗原を含むgraft，

または，organを非自己と認識して応答する免疫反

応，すなわち，transplantation　immunity　45）の結

果であり，したがって，臓器移植を成功させるには，

recipientの組織適合性抗原（移植抗原）にcompa・

tibleなdonor，あるいはincompatibleを最小限に

とどめるような組織適合性抗原を有するdonorを選

択しなければならない．換言すれば臓器移植の解決

は，一に組織適合性検査にかかっているといっても過

言ではない．

　組織適合性検：査法については，種々の方法が試みら

れ実施されてきた．Rapaport　46）はrecipient予定

者の皮膚片を，移植とは関係のない第3者に植え，そ

の後その第3者に数人のdonor予定者の皮膚片を同

時に移植することによって抗原性が似ているかどうか

を推察できると報告した．この方法はその後Mery47）

により確定され，third　man　skin　grafting　testと

いわれるようになったが，この方法は第3者の抗原性

が関与することにより，dQnor－recipient間の抗原性

田

の相異を表現できない場合があり，現在ではほとんど

利用されなくなった．

　Brentら48）が始めたnormal　lymphocyte　transfer

testは，その同種リンパ球皮内反応の強弱と移植皮

膚片の生着期間や，腎移植の生着期間と相関関係があ

るという報告49）がある．しかし，本法は重症患者や尿

毒症患者では反応が低下する50）ことや，判定方法が粗

であって，鋭敏でなく，とくに予定donorを感作す

る危険性があるという欠点50）がある．Ramseierら51），

は，donor，　recipient末梢リンパ球を，致死量のX一

線照射を行なったハムスターの皮内に注射し，その遅

延型過敏型応で両者の適合性をみる，irra“iated　ha・

mster　testを提示している，本法はかなり高い感度

を示すといわれているが，臨床応用されることが少な

いようである52）．

　そこで，著者は上記の組織適合性検査法を除外し

て，mixed　lymphocyte　culture（MLC）と1ym・

phocytotoxity　testの二つの組織適合性検：査法につ

いて検討した，

　まずMLCについては，　Bainら53）は血縁関係の

ない2人の末梢白血球を混合培養して，数日後blast・

formation　mitosisがおこることを報告し，Chalmers

ら54）はそのblastformationの程度：が一卵性双生児間

では極めて少なく，兄弟間，親子間になると次第に強

くなり，他人同志では最もつよくなると報告した．

Bachら55）はMLCと皮膚移植との関係をみてお

り，MLCの幼芽化率が高い場合には，皮膚生着期間

が短いことを報告している．これらの事実からMLC

はその幼若化リンパ球の出現率が，両者間の組織適合

性の差を表わすものと考えられ，移植時の組織適合性

検査として応用されるようになった．

　著者は，犬においてMLCと同種腎移植を行ない，

両者の成績の相関々係を検索した結果，PHAを添加

しないで行なったMLCの幼芽化率は移植成績と全

く関連性をもたなかったが，判定をDNA　3H－thy・

midine取込み率に基づいて行なうと，わずかに，

Calneら20）の基準による拒否反応度との間に相関

をもつことがわかった．このことは，Caromら56），

Huemerら57）が14C－thymidineまたは，3H－thy・

midineの取込み率で判定した方がMLCの成績をよ

り定量的に正確に反映するという報告に合致するよう

である．

　次に，PHAを添加してMLCを行なった場合の
幼芽化率は，PHAの非特異的リンパ球幼芽化作用58）

により，非添加MLCの場合の5～10倍の高さを示

し，Calneら21）の基準による移植：腎拒否反応度と密
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接な相関・々係を示した．ま．た，PHAを添加してMLC

を行なった場合の幼芽化率と，免疫抑制処置群におけ

る腎移植犬生存日数との関係において，25～80日の長

期生存犬の場合の幼芽化率は，平均20．5％（標準偏差

5．27％）であり，25日内で死亡した犬の場合の幼芽化

率は，平均25．45％（標準偏差5．94％）である，PHA

添加MLCの幼芽化率が低ければ，免疫抑制処置が

効果的に作用して，比較的長い移植腎の密着が得られ

るが，PHA添加MLC幼芽化率が高い組合せでは，

移植腎生心成績が悪くなるという結果を得た．PHA

添加MLCの成績の方が，　PHA非添加MLCのそ
れにくらべてはるかに良くdonor～recipient　59）聞

の組織適合差を反映するという事実は，Tanakaら59）

の純系マウスにおけるH－2抗原虫が，PHA非添加

MLCでは証明されないが，　PHA添加MLCでは
よく証明できるということと合致する，また，著者が

行なったMLCは，いわゆる，　two　way　60）である．

白血球型の判別している集団の組合せでMLCを行な

う場合，two　wayの方法は得られた結果の分析に繁

雑さを伴うが，一つ一つの組合せについて順次作業を

進めて行くことにより，その結果の分析が可能であ

る．一方，MLCのone　wayの方法はMMC処理
61）や放射線照射による方法62）を用いているが，いずれ

にしても，処理された細胞の抗原刺激以外の非処理細

胞に対する影響の問題が残されている63）．

　次に，lymphocytotoxity　testについてみるに，

ヒトでは，1958年Dausset64）のMac抗原に始まり

van　Roodら『13），　Amos　8），　Terasaki7），　Brentら65）

により，独自に，幾種類かの白血球（リンパ球）抗原

が報告されている．1967～8年，WHOにおいて，こ

れらいくつか報告一された繁雑な白血球抗原を統一化せ

んとして，ヒトHL－A．白血球抗原系8）を提唱し，こ

のHレA系は，マウスのH－2系10）や，ラットのR

抗原系11）と同じく，ヒトにおけるmalor　histocom・

patibity　systemを演じているものとした．　Amos66）

はHL－A適合度と庫膚移植成績との間に相関があ

り．，Leeら67）はヒトの腎移植成績，および，腎移植後

の臨床経過のrank（A～D）67）とH：L－A適合度の

rank（A～D）67）との間には完全な相関関係があった

と報告している．

　著者はイヌにおいて1ymphocytotoxy　testによる

犬白血球（リンパ球面）分類を試み，10頭中5頭の兄

弟犬の間に，蝋涙リンパ球血清をつくることができ

た．さらにz2検定で，四つの犬リンパ如法を定め，

犬による腎移植成績や，拒否反応度との相関をしらべ

た，しかし，リンパ球型適合度と．Calneら20）の規

準による拒否反応度との間には相関がみられなかっ

た，　リンパ球型適合度と免疫抑制処置群の生着期間

の期間の長短と一部の例では相関するものもあった

が，全体としては有意の相関をみとめなかった，また

イヌにおけるリンパ球型の適合数とMLCの幼芽化率

との問にも，PHA添加，非添加を問わず，相関がみ

られなかった．Epsteinら68）は，兄弟犬を用いて，

イヌのリンパ球型分類を行ない，親犬，仔犬のリンパ

球型の関係は，完全に遺伝的に伝達されることを報告

し，Storbら69）は，イヌの白血球型適含度と，骨髄

移植成績とは完全に相関することを観察し，また，

Rudolphら70）は，1ymphocytotoxity　testによる犬

組織適合性抗原適合度と，MLCのDNA　3H－thy・

midine取込み率とは，完全な相関をもつと報告して

いる．したがって，著者の例では，抗血清を得る時に

症例が少なかったため，major　histocompatibility

antigenを一部しか反映するにすぎなかったので，上

記のような結果となったものと思われる．しかし，リ

ンパ球不適合数が四つあり，免疫抑制処置を施したに

もかかわらず，15日目に拒否反応，尿毒症で死亡した

No．49犬における移植後経過と，リンパ球不適合数が

一つだけであって，80日目に，拒否反応以外の原因で

死亡したNo．24犬における移植後経過とを比較する

に，この二つの例では，リン：パ球不適合数と，MLC

（PHA添加）の幼芽化率，および，．腎生計成績との

聞に相関関係がみられるのである．また，拒否反応時

に，α2－globulinの増加と，　alubuminの減少，　LDH

や各酵素値の異常増加がみられたが，これらは拒否反

応の判定に関接的に役立つと思われた．

　これら二つのリンパ球抗原を中心とした，組織適含

性検査の臨床応用例として，23歳（男）の腎移植予定

患者と，その3人の姉，兄，弟についてMLCと

HL－A系リンパ球型分類とを行なった．　MLC　bは

PHAを添加しないで行ない，幼芽化率と，　DNA

3H－thymidine取込み量で成績を判定した．その結

果，姉については，HL－A系適合度は‘℃”67）であ

り，MLCの3H：一thymidine取込み量も低く，両検

査法の成績が一致した．兄と弟とについては，HL－

A適合度は両者とも‘‘D”67）であるが，弟において

不適合数が少なく，したがってHレA系では弟が第

2位であった．MLCでは，弟のH－thymidine取

込み量，幼芽化率が異常に多く，したがって，MLC

では兄が2位ということになった．このくいちがいの

原因として，弟からrecipientに対し頻回の輸血が

くり返されていたという事実があげられる．すなわ

ち，recip隻ent患者が，弟のリンパ球で感作さ’れ，
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cytotoxic　titerが陽性になった（f－match　test陽

性）ものと思われる．それでMLCにおいてreci・

pient・の感作されたリンパ球とdonorのリンパ球と

の間に，何らかの免疫学的なinteractionが起った

ために高い幼芽化率を示したものと思われる，また，

Moyhihan　72），　Bachら73）もdonorとrecipient

との間に互に皮膚移植を行なったのちに，両者のリン

パ球のMLCを行なうと，移植前の幼芽化率に比べ

て，3倍もの高いblastformationがみられ，また，

DNA　3H－thymidineの取り込みが増強されたとい

う報告17）をしており，MLC反応が移植免疫反応の一

端であることを推定せしめるものである．

　したがって，HL－Aリッパ球型では弟は第2番目

の適合度をもつが，f－match　testが陽性であるから，

もし弟の腎臓をrecipientに移植すると，　hyper

acute　rejection　74）の危険があり移植禁忌である．し

たがって組織適合性抗原の適合度のみの検査によ・るこ

とは，本例にみる如く，移植成功を導く組織適合性を

求める方策として必らずしも正しく十分のものとはい

えない．少なくともdonor～recipientの移植抗原

同志が，直接に，interactionをおこすtwo　way・法

によるMLCの結果と総合しで判断すべきものであ

ると考えられる．著者のイヌ，および，ヒトにおい

て行なった結果では，MLCと1ymphocytotoxity

testとは完全な相関を示．さなかったが，　Bachら一55）

はリンパ球型の適合度とMLCの成績とは，密接な
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ関連性があると報告している．したがっで，lympho・

cytotoxity　test，および，　MLCは互に密接な相関を

もつが，全く同じ面から組織適合性抗原差を反映する

のではなく，それぞれ少し異なった立場から，互に補

うような形で組織適合度を反映しうるもので，両者と

も臓器移植の際の組織適合性検査として，必須の検査

であることが示唆された．

，また，人の赤血球型の組織適合性抗原としての意義

については，著者の例では，4人とも0型，Rh・（「）

型を示し，一致させてあり，また，L犬における，

donor～recipient犬相互の赤血球交互凝集反応試験

では，’全て陰性であることを確かめたが，Gleason

ら75），Murrayら76）は，505例の腎移植例で，　ABO

型不適合85例，適合380例を比較したところ，ABO

不適合例の成績は明らかに悪く，A因子，　B因子は移

植抗原としての作用があると報告した．これとは別

に，Ceppellini　76）は，　P抗原が，移植抗原としての

作用があると述べている．したがって，1ヒトにおける

赤血球型は，マウスのH二2系，ラットのR抗原系な

どのように∫組織適合性抗原が赤血球内にもその形質

田

をもっている6）ような例とは異なり，赤血球抗原の

形質とHL－A系リンパ球抗原の形質とは全く一致は

していないが77），別の意味で，ヒト赤血球抗原は主要

な移植抗原の一つと考え，臓器移植にあたっては，ま

ず，赤血球型を合わせ，その一致したもの同志の中か

ら，．さらに組織適合性検査によってdonorを撰択す

るのが，妥当「と思われる．

　さで，graft．3または，　organ移植の不成立をもた

らす移植免疫反応の本態や機序については種4の報告

がある78）霞81）が，現今でもその本態や機序が，必ずし

も明らかになったわけではない．　　　　　　・

　著者は移植免疫反応め一表現形態であるIgGの移

植腎における発現状況と，その局在部位についで螢光

抗体法により光顕レベルで，また酵素抗体法により電

顕レベルで観察した．その結果，免疫抑制処置を施こ

さない場合の移植腎は，そのIgGの発現は移植後3

日目頃よりまず輸入細動脈や，糸球体毛細血管二部な

どにおいてはじまり，移植後5日目頃よりIgG陽性

のplasma様細胞が出現するとともに，、糸球体毛細

血管全体にIgGの沈着が拡大し，移植後7日目に・

は，さらにその程度を増す．しかし尿細管には19G

沈着がおこらなかった82）．この所見は，・Horowitzら

83）の所見ともほぼ一致した．

　次に，免疫抑制剤処置を施した18例の移植後14～

515日の正着二二を示した移植腎の病理組織学的変化

と，螢光抗体法によるJg（弘局在形態との相関関係を

検索した，その結果，長期生着移植腎の・IgG局在所

見は，その糸球体毛細血管に線状に沈着するもの，穎

粒状に沈着するもめ，また，糸球体に全く螢光所見の

みとめられないも…のなど様々であ：ることが判明し，ま

たこれらの所見と，病理組織学的に観察した拒否反応

による変化の強弱どの閥には，何の相関関係もないこ・

とが判明した．拒否反応をおこした移植腎の二二構造

として｝糸球体毛細血管のbasement　membrane『の

肥厚，foot　processの消失や乱れ，血管のendo出e・

1ial　cellの変性，　intimaの拡大等が特徴的であっ

た．さらに，酵素抗体法による電子顕微鏡的観察によ

って，IgG’はゴ小血管や，1糸細血管の表面のみなら

ず，その・s痩挽ndothelial　space，　electro血」lucid

areaにまで進入していることが明らかになった．一こ

の所見は，・ferritin・抗体法を・もちいて，　Andresら『84）

が観察した所見とも，ほぼ一致ずる，移植腎における

ごのような様々の形態をもつIgGの出現と存在が．

移植免疫反応上どのような意義をもつかということに

ついて，最も大胆な仮説は，この移植腎に枕着した

19Gが，　hostの’grafポの抗原に対してつくった体液
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性抗体そのものであるとする83）84）ものである．同種腎

移植において，そのgraftの拒否反応は主として細

胞性抗体によるものであることは，Mitchisonら78）

の実験で示されている．すなわち同種組織の移植によ

って生ずる免疫は，そのリンパ球を別の個体に移すこ

とによって，容易にtransferされるが，血清を移し

てもtransferされないという事実が明らかにされた

ことである．また，Weaveら80）が，同種の動物の組

織をdiffusion　chamberのなかに入れ，それをあら

かじめ感作しておいた動物の腹腔内に移入しても，

chamberの中の組織は全然傷害されなかったが，感

作された動物のリンパ球と一緒にして，chamber内

に入れた場合には，組織が破壊されるという実験結果

も，細胞性抗体の第1義的な関与を示している．しか

し，一「方，SteinmulIer　81）は，　BN系ラットにLewis

系ラットの皮膚を植え，その拒否反応の極期に採取し

た抗血清を別の正常のBN系ラットに注射したうえ

で，Lewis系の皮膚片を植えたところ，　accelerated

rejectionがおこることを明らかにした．また，　diff・

usion　chamberを用いた実験において，　chamberの

なかに細胞は通さないが，十分な量の抗体や補体は通

すようにすると，同種組織は体液性抗体によって破壊

される85）ことが判明した．また，マウスH－2抗原が

異なる系より皮膚移植をうけると，そのrecipient血

清には，donor・の細胞に対する，　cytotoxic　antibody

が出現することはよく知られた事実である86），したが

って，同種移植免疫に，体液性抗体が関与しているこ

とを否定する根拠は，なお薄弱である．著者が行なっ

た移植腎におけるIgG沈着部位の螢光所見の中で，糸

球体が線状の螢光を示した例が，6例あった．この所

見は，・Goodpastures　disease　84）の時に糸球体base・

ment　me恥braneの膜抗原に直接作用する液性抗体

が，basement　membraneに線状に附着している像

によく近似している．また酵素抗体法による電顕所見

で，IgGがsubendothelial　spaceにまで侵入して

いることが判明しているが，このことから，移植腎に

おいてIgGが糸球体毛細血管に線状に附着している

場合には，IgGが単に沈着したのではなくて，　graft

め移植抗原に対するhostの液性抗体が，移植抗原・

液性抗体complexをその場所につくっていること

を，示唆している87）．また糸球体毛細血管のIgG沈

着形態が穎粒型を示す例では，graftから遊離した移

植抗原が，hostの液性抗体と反応し，補体の関与に

よってつくられた，circulating　antigen　antibody

complex　88）として沈着したものであるとも考えられ

る．著者は，IgGのみに関連して螢光染色を施した

が，Jonassonら89），　Andresら84）は，　IgM，　IgG，

β1Cを用いて検索を行ない，β1Cの局在部位が，　IgG

の局在部位と一致することを報告した，したがって，

移植腎内に出現するIgGは，少なくとも，抗原抗体

complexであり，しかも，　graftの抗原に対する液

性抗体そのものである可能性もつよい，また，Fujii

らgo）は，細胞性抗体と体液性抗体とは本来一元的なも

のであると考えて，同種移植においては，donorと，

recipientが同種に属するために，”たがいに共通する

抗原構造を有する組織抗原をもち，産生される抗体

は，交叉反応によって，recipientの細胞に結合し，

cell　bound　antibodyになるという事実を実験的に

証明している．そうすると，移植腎においては，液性

抗体が主体をなしているという推定もなりたつ．いず

れにせよ，小血管，糸球体毛細血管壁に固着したIgG

は，補体の作用により，血管壁内膜を刺激破壊し，そ

のために，拒否反応時の病理組織像でよく観察され

る，thrombosisやendoarteritisをおこすものと

思われるgo）．同様なことは，　Stastny9ユ）が，移植心

において拒否反応時に．IgG，β1Cの沈着がおこり，

myocard　ceUやmembraneの傷害をおこしている

という報告にもみられる．著者もまた，hostの血清

中のγ一grobulinは，　graftが拒否反応をおこした

時にはむしろ減少しているが，graftを摘除して1週

間経ると再び増加することを，よく経験している（図

12）．拒否反応時に体液性抗体であるIgGが大量に

消費されていると考えれば，この現象を説明すること

ができよう．さて，このような，移植免疫反応を誘導

する組織適合性抗原については，多くの研究10）即15）が

なされている，

　Gorer　lo）によってマウスのH－2系抗原が見出さ

れて以来，現在では，H－1からH－13までの組織適

合系抗原が発見されている，またX，Y染色体上の違

いも発見されている．臓器移植の場合，malor　histo・

compatibility　systemが大きな役割を果たしてお

り，minor　histocompatibility　systemはあまり主

要な働きをしていない．従ってマウスではmajor

histocompatibility　systemであるH－2抗原につ

いて多くの研究がなされている92）一95）．1・

　ラットに関しては，Bogdenら96），　Stark　97），相沢

11）によって，R－Ia（BC），　R－Ib（Bc），　R－Ic（bc）の

三つのallereが発見され，ラットでは，　R－I　factor

がマウスのH－2抗原系と同じ，major　histocompa・

tibility　systemであるといわれている．ニワトリに

関しては，Schiermanら12）が，ウサギに関しては，

：Harrisら97）が，そしてヒトに関しては，　HL－A系
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が，major　histoc6mpatibility　antigenとして定め

られている．著者は，二系統の統系マウスC57BL／6

（H－2b），　C3H／He（H－2k）を用いて，それぞれのマ

ウスの各種臓器より，細胞膜系不溶性1ipoprotein

38）を抽出し，さらにそれを0．5％DOC処理で可溶

化し，immune　adherence　inhibition　test　35）で

assayして，　H－2抗原活性をしらべて，なるべく純

粋なH－2抗原分画を得ようと試みた．H－2抗原の

抽出法にほ，Davies　95）の低張液を用いる方法，、遠心

分画法99）などがあるが，マウスの臓器を大量に必要と

するため，少しずつ集めて一20。Cに保存するSmith

ら37）の方法によった．またH－2、抗原の可溶化の方法

にも，蛋白分解酵素のficin　loo），　papain　lo1）自己消

化102），phospholipase　A　lo3），音波処理104），化学的

修飾剤処理法105），表面活性置処理法106）などがある

が，著者はOkadaら38）の方法に従って，表面活性剤

である，DOCを用いた．　H－2抗原の抗原決定群が，

蛋白質部分にあるか，脂・糖質部分にあるかについて

は，未だ結論は得られていないが，70。C以上の熱処

理で失活し，有機溶媒などでも失活し，proteolytic

enzymeでも失活することなどから，蛋白部分が重要

な役割を果しているものと考えられる44）．そこで，

C57BL／6（H－2b），　C3H／He（H－2k）の二系統のマ

ウスより得た，それぞれのしP－so1第H分画のアミ

ノ酸組成を調べたところ，両系統の間で，serine，

alanine，1eucine，　valine，　tyrosine，において差異

がみられた．Shimadaら44）もpeptide　mapによ

り，H－2bとH－2dのアミノ酸およびpeptide組成

の聞に，5～6カ所の差異のあることを報告、してい

る，従って，少くとも，その組成に差のみられるアミ

ノ酸が，そのH－2抗原の免疫特異性に参加している

可能性がつよい．しかし，H－2可溶抗原は，　perio・

dateによるoxidationで失活するという報告107）も

あり，炭水化物のH－2抗原活性に対する作用も否定

できない．粗精製を行なった，マウスH－2抗原の，

negative’stainingによる電子顕微鏡による観察で

は，直径100～200Aの，円形または桿状の大小不同

の粒子であった．Kandutschら1D3）は，　H－2抗原活

性物質の最小単位は分子量200，000以下であると報告

している．

　螢光抗体法によるH－2抗原の各臓器内分布について

は，特徴があり，リンパ節，脾，肺，肝に多く，腎，

甲状腺には中等度，筋肉，脳に少なかったが，これは

う，ットのR抗原分布とも11），よく似ている．またH＿2

抗原は，細胞膜表面に一様に存在するのではなく，限

局して存在することが判明した．また腎臓凶における

田

H－2抗原の分布は，糸球体毛細血管，mesangium

細胞に多くみられ，間質や尿細管にはわずかしか存在

しないことが判明したが，このことは，移植腎におけ

る抗原抗体complexの局在部位が，小血管，糸球体

毛細血管に多く，尿細管にはほとんどみられないこと

と相応する．したがって，hostの抗体（体液性）が

移植腎の抗原性のつよい部分とよく反応し，抗原性の

弱い部分とは余り反応しないことが示唆されて，興味

深いものがあった．

結 論

雑種成犬52頭に実験的同種：腎移植を行ない，移植腎の

拒否反応の程度，生着日数と、mixed　Iymphocyte

culture，　lymphocytotoxity　testによる組織適合性

検査成績との相関関係について検索し，さらにその結

果を臨床例に応用した．また，移植腎の免疫組織化学

的検索を行ない，移植免疫反応の機序について検討

し，さらに移植抗原の解析を純系マウスを用いて行な

い，次のような知見を得た．

　1，イヌにおいてPHA添加mixed　lymphocyte

cultureの幼芽化率は，　donor，　recipient間の組織

適合度を最もよく反映し，移植腎拒否反応の程度，移

植腎生着日数との間に，密接な相関を示すことを明ら

かにし，また，PHA非添加mixed　lymphocyte

cultureにおけるDNA　3H－thymidine取込み率も

組織適合度をかなりよく反映したが，その場合の幼芽

化率は移植腎拒否反応度や，移植腎生下期聞との間

に，相関を示さなかった．

　2．兄弟犬相互リンパ球免疫により5種類のイヌ

1ymphocytotoxic　antisera（titer　4－16）を設定し，

これを用いて，イヌリンパ球型を4種類に分けて，

lymphocytotoxity　test　lこよる組織適合性検査を行

なった．その結果，抗血清数が少ないためにlymph・

ocytotoxity　testの成績は，移植腎拒否反応度と必

ずしも相関しなかったが，移植腎の生野日数とは相関

する傾向がみられた．

　3，腎移植予定患者と，3人のdonor予定者の間

で》mixed　lymphocyte　culture（PHA非添加），

および，NIH，・HL－A　typing　seraによるlympho－

cytotoxity　testを行なった．その結果，　HL－Aリン

パ球型を適合させるだけでは組織適合性検査として不

十分であり，hyper　acute　rejectionの恐れのあるよ

うな場合には，むしろmixed　lymphocyte　culture

による，DNA　3H－thymidine取込み率の方が，よ

り鋭敏に組織適合性を反映しう・ることが判明した．し

たがって，現在，臨床的に腎移植を行なう場合の組織
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適合性検査としては，まず赤血球型（ABO，　R：h，　P）

を適合させたのち，lymphocytotoxity　testによる

リンパ球型（HL－A）のtypingと，　mixed　Iymか

hocyte　cultureのDNA　3H－thymidin¢取込み率

の二つの検査に基づいて，総合的に判定することが，

最も正確にdonor～recipientの適合度を反映するこ

とが明らかになった．

一一 S。螢光抗体法で移植腎内のIgG局在部位を検索

しだ結果，移植後3日目頃より輸入細動脈や糸球体血

管極にIgGが出現し，次第に大きい血管，糸球体毛

細血管全体に拡大してゆ．き，IgG陽性plasma様細

胞も，一5日面に出現することがわかった。一方1尿細

管にはIgGの存在はみとめられなかった。

　長期生辰移植腎におけるIgGの局在は種々であっ

て，糸球体毛細血管のIgG螢光所見は線状型をなす

もの，穎粒型をなすもの，また，糸球体内の螢光反応

陰性のものなど，種々な．型があり，しかも，同部に

はち尿細管に螢光をみる例もあった，そして，それぞ

れのtypeと，移植腎の病理組織学的所見，拒否反応

の強弱どの間には，相関のないことが判明した」　1

　5．光顕レベルでのPeroxydase酵素抗体法によ

る移植腎のIgG局在部位の所見は，螢光抗体法のそ

れと比べてぽとんど同rであったが，鋭敏度がやや不

良であ㌔）1た．　　　　　　　　　　　・

　電子顕微鏡レベルでの，面内IgG局在部位とし

て｝・・IgG¢）存在を示すperoxydase活性部分が，毛

細血管内膜の表面や，その中のelectron．lucid　area

に浸入していることが観察された．したがって，移植

腎に出現するIgGは，　hostのgraft抗原に対する

体液性抗体そのものであることも，示唆された．い

　なお，拒否反応時の移植腎の超徴構造所見は，糸球

体毛細血管のbasement　membraneの肥厚，　foot

processの乱れおよびその消失，血管endotherial

cellの変性，　i益timaの肥大，　electron　dense　mater・

iralの出現などである．
一一 U．C3H／He（H－2k），　C57BL／6（H－2b』）の二系

統のマヴス．の各臓器より，細胞膜系不溶性1ipopro・

teinを抽出し，さらにそれを0．5％DOCで可溶化

して，Sephrosb　4Bのゲル濾過で分画して學各分画

について，immune．adherence　inhibition　testに

よりH－2抗原活性をassayしたところ，第1分画，

および，第皿分画に，H－2抗原活性がみられ，とく

に第皿分画の可溶化IipoproteinにH－2抗原性が

強かった．

　7．可溶化．lipoprotein第皿分画部の物理化学性

状として，・ワ0。C以上で不活fヒされ，　trypsin消化，

有機溶媒，酸，アルカリ処理で抗原活性を失い，この

ことから，H－2抗原のmajor　determinantが脂質

蔀や糖質部ではなく，蛋白質部分にあることが示唆さ

れた．

　8．・可溶化1ipoprotein第皿分画部を，2・0％PTA

negative　stainingにより電子顕微鏡で観察すると，

それは，桿状，または，円形の大小不同の物質で100

～200A，の大きさを示す粒子であった．

　9．二系統のマウスより得た．細胞膜系可溶化

1ipoprotein《第皿分画部分）を塩酸で加水分解した

のち，そのアミノ酸分析を行なうと，二系統の可溶化

H－2抗原1ipopr6teinの間にはalanine，　valine，，

leucine，　serine，　tyrosineなどの組成比差がみとめ

られた．

　また共通の特徴として，アミノ酸組成のうち，酸性

アミノ酸が30％を占め，塩基性アミノ酸が25％を占

め，環状アミノ酸，ヒ芳香族アミノ酸，・S一アミノ酸の

含有は少ないことが知られた．

　10．螢光抗体間接法によるマウス各臓器内H－2抗

原の検索を行なった結果，まずH－2抗原は細胞膜に

存在し，特有のringレreactionを示すが，1個の細

胞の細胞膜表面全体に一様に存在するのではなぐう細

胞膜の一部に限局性に存在することが分った．また，

H－2抗原は，リンパ節，脾，肺，肝などに大量に分

布し，腎，甲状腺，筋肉には中等量に存在し，F脳には

神経細胞以外には存在しないことがわかった．腎臓に

おいては」H－2抗原は糸球体毛細血管，mesangium

細胞に多く存在するが，間質，尿細管には，わずかに

存在するのみであることがわかった．
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田

写　真　説　明

　1．mixed　lymphocyte　culture　donor－recipi・

ent犬の末梢血中リンパ球混合培養（PHA－M添加）

3日目，核の分裂像を示す大型細胞の出現がみられ

る．　　　　　　　　　　　　　　　（Giemsa×400）

　2．免疫抑制剤投与犬No．49の死亡時の移植腎組

織像，糸球体周辺および血管周囲に著明な細胞浸潤が

みられ，尿細管の変性，菱縮がつよく，典型的な拒否

反応像を示す．移植後15日目．　　　（H，E．×200）

　3．免疫抑制剤投与犬No．24の移植後80日目，死

亡時の移植腎組織像．軽度の細胞浸潤と糸球体の膨化

腫大，尿細管変性が目立つが，間質の線維化，浮腫は

なく，拒否反応は，軽度，または，中等度．

　　　　　　　　　　　　　　　　　（H，E．×200）

　4．免疫抑制野物投与犬，移植後3日目の移植腎

IgG局在部位，糸球体血管極において出現がみられ

る．　　　　　　　　　（FITC・螢光抗体法×400）

　5．移植後5日目，移植腎におけるIgG陽性細胞

の出現．　　　　　　　（FITC・螢光抗体法x400

　6．移植後7日目，移植腎間質における，IgG陽

性細胞浸潤と，diffuseに螢光を示す糸球体毛細血管

を示す．　　　　　　　　（FITC・螢光抗体法×200）

　7．移植後7日目，糸球体毛細血管におけるdiff・

useなIgGの沈着像，

　　　　　　　　　　　（FITC・螢光抗体法×400）

　8，移植後7日目，小血管の内膜への強いIgG沈

着と中膜にdroplet状に存在するIgGを示す．

　　　　　　　　　　　（FITC・螢光抗体法×400）

　9．免疫抑制剤投与犬　No．47の移植後29日目，

死亡時の移植腎糸球体IgG沈着像，　IgGの沈着は

広範囲にわたっており，線状型を示す．

　　　　　　　　　　　（FITC・螢光抗体法×750）

　10．免疫抑制剤投与犬　No．11の移植後40日目，

死亡時の移植腎糸球体IgG沈着像，　IgGは穎粒状

に存在する．　　　　　（FITC・螢光抗体法×400）

　11．免疫抑制剤投与犬，移植後515日，長期生存犬

の死亡時の移植腎内IgG局在部位，糸球体毛細血

管，尿細管にIgGの存在がみとめられる．

　　　　　　　　　　　（FITC・螢光抗体法×400）

　12．免疫抑制剤投与犬，移植後515日，長期生存犬

の死亡時の移植腎組織像，糸球体毛細血管の細胞増

加，密度増加，尿細管の変性，菱縮がみられるが，構

造はよくたもたれている．　　　（H．E．染色×200）

　13．免疫抑制剤投与犬，移植後515日，長期生存犬

の死亡時の移植腎組織血管像，血管内膜，中膜の肥厚
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がみられ，血管外周に，Fibrinoid変性がみられる，

単核細胞浸潤は軽度　　　　　　（H．E，染色×200）

　14．免疫抑制剤投与犬，No．40の移植後，28日目，

死亡時の螢光染色所見．IgG陽性細胞が，闇質に浸

潤している．

　　　　　　　　　　　　（FITC螢光染色×200）

　15．Horse　Raddish　Peroxydase酵素抗体法によ

る移植腎7日目の糸球体IgG沈着像，糸球体に限局

性にPeroxydase活性がみられる．

　　　　　　　　　　（H・R・P酵素抗体法x100）

　16．Horse　Raddish　Peroxydase酵素抗体法によ

る移植腎7日目の小血管へのIgG沈着像，血管全体

にPeroxydase酵素活性がみられる．

　　　　　　　　　　（H・R・P・酵素抗体法x400）

　17．耳orse　Raddish　Peroxydase酵素抗体法によ

る，Plasma細胞様IgG陽性細胞の証明．　（移植腎

7日目）　　　　　　　（H・R・P・酵素抗体法x400）

　18，No．52移植腎7日目拒否反応像glomerulus

内腔の狭小化，foot　processの乱れ，消失等がみら

れる．　　　　　　　　　　（電子顕微鏡×3，900）

　　　　　　　　　　　　　　　　染色（＋）

　19．No．52移植腎7日目拒否反応像，血管endo・

th』1ial　cellの破壊，血管壁への単核細胞浸潤，及び

その血管壁への接触がみられる．

　　　　　　　　　　　　　　（電：子顕微鏡×5600）

　　　　　　　　　　　　　　　　染色（＋）

　20．No．52移植腎7日目拒否反応像，血管intima

の拡大がみられる，　　　“　（電子顕微鏡×7700）

　　　　　　　　　　　　　　　　染色（＋）

　21，Peroxydase酵素抗体法，血管表面にPero・

xydase小町が附着している．

　　　　　　　　　（電子顕微鏡，無染色x37，000）

　22．Peroxydase酵素抗体法，血管表面，及び，血

管内部のelectron　lucid　areaに・Peroxydaseの

小腰が散在性に存在する．

　　　　　　　　　（電子顕微鏡，無染色x45，000）

　23．1．A．（一）例，マウスリンパ球，人赤血球：が

バラバラに存在ずる．　　　　　　　　　（x400）

　24．1．A．（惜）例，マウスリンパ球表面に人赤血

球が吸着している．　　　　　　　　　　（×400）

　25．2％P．T．A．　negative　stainingによるLP－

sol第皿分画像，大小不同の，程状または，球状の

Particleである，　　　（電子顕微鏡×136，000×2）

　26．マウスリンパ節におけるH－2抗原螢光像，リ

ンパ球全体の細胞膜に螢光陽性である

　　　　　　　　　　　（FITC螢光抗体法×200）

　27．マウスリンパ球表面のH－2抗原螢光像，いわ

ゆるring　reactionを示す．

　　　　　　　　　　　（FITC螢光抗体法×750）

　28．マウス脾臓におけるH－2抗原螢禅門，リンパ

様細胞は，ring　stainingを示すが，　trabecullaeに

は螢光陰性である．　　（FITC螢光抗体法x200）

　29，マウス肝臓におけるH－2抗原螢光像

　　　　　　　　　　　（FITC螢光抗体法x400）

　30，マウス腎臓における，H－2抗原螢光像，糸球

体毛細血管，mesangium　cellにつよいH－2抗原

性がみられる．　　　　（FITC螢光抗体法×200）

　31．マウス肺臓における，H－2抗原螢光像，肺胞

上皮，肺胞壁細胞のring　staining

　　　　　　　　　　　（FITC螢光抗体法×400）

　32．マウス心筋における，H－2抗原螢光町，心筋

では，限局性に螢光陽性を示す．

　　　　　　　　　　　（FITC螢光抗体法×200）

　33．マウス甲状腺におけるH－2抗原螢光像，濾胞

上皮細胞に螢光陽性を示す．

　　　　　　　　　　　（FITC螢光抗体法×400）

　34．マウス脳におけるH－2抗原螢光耀，神経細胞

がわっかに螢光陽性を示す．

　　　　　　　　　　　（FITC螢光抗体法x200）



                                  Abstracf

  A trial of experimental"renal homotransplantation was done, using 52 pairs of mon-

grel adult dogs. Histocompatibility was successfully proved between the donor and

the recipient by means of the mixed lymphocyte culture in vitro as well as the Jym-

phocyte toxity test, These mcthods of the histocompatibility test were applied to a

clinical case.

  The renal homograft was investigated in the immunocytochemical aspect and an
attempt was made to clarify the mechanism of transplantation immune response. In
the end, ,transplantation antigens were analysed, using the inbred mouse strains. The

results obtained were as follows:
  1) Percentage of large blast-like transformed cells which appeared in the mixed

culture of allogenic dog lymphocytes with an addition of PHA represented significant

histocompatibility between the donor and the recipient. It was in a close correlation

with the survival and rejection of the renal homograft.

  When mixed lymphocyte culture was done without any addition of PHA, incorpora-
tion ratio of the tritiated thymidine to DNA of the cells had a correlation, but the
degree of appearance of blast-like cell transformation had no correlation to the survival

and rejection of renal allograft.

  2) Five kinds of dog lymphocyte toxic antisera were obtained as the result of mutual

immunization with the lymphocyte among the related animals and the dog lymphocyte
was classified into 4 types, employing these antisera. Lymphocytotoxity test in relation

of typing was available for selection of the donor, referred to histocompatibility. That

is, when matched on the type, the longer survival period of renal homograft was
obtained, however, no slightening wap seen in the intensity of the rejection phenome-

  3) Typing by lymphocytotoxity test employing HL-A sera (NIH) and mixed
lymphocyte culture without PHAwere done on a candidate of human renal transplanta-
tion and 3 donors from the family. The following result was obtained.

  Lymphocyte typing alone by HL-A was not sufficient, but together checking the
ratio of incorporation of the tritiated thymidine in mixed lymphocyte culture was
neces'sary to know an adequate histocompatibility.

  4) Distribution of fluorescein labelled antibody to IgG :was traced in the renal
allograft. On the 3rd day after transplantation, IgG began to appear on the wall of

small arteries or the wall of afferent arterioles of the glomeruli and gradually came

to deposit on the large arterial wall as well as the entire glomerular capillaries, On

the 5-7th day, IgG containing plasma cells appeared in the cellular infiltration and

IgG was also seen in glomerular'capillaries as diffuse staining. Distribution of IgG

showed various patterns in the renal allograft of the long-term survival (for 15-515

days); they appeared in the linear or granular but none appeared in the glomerular
capillaries. No correlation was seen between the distribution pattern of IgG and the

histological evidence of the graft as well as the intensity of rejection phenomenon.

  5) Ultrastructural pictures of the renal homografts through the peroxydase labelled
antibody method showed a particular deposition of IgG on the vascular wall, the base-

ment membrane and the electron lucid area.

  6) Transplantation antigen H-2 of the inbred mouse were extracted with O.5%
DOC. Water soluble fraction of DOC extracts appeared in two different major peaks
of lipoprotein fraction I (LP frl) and lipoprotein fraction II (LP frll) on Sephairose

4B gel filtration. H-2 antigenic activity was assayed by the immune adherence
inhibition test. The lipoprotein fraction I as well as the lipoprotein fraction II were

of antigenic activity and the latter was of stronger activity.

  7) The lipoprotein .fraction II was inactivated by heating at 700C or freezing at
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-200C. It was also inactivated after treatment with organic solvent, acid, alkali or

trypsln.
  8) The lipoprotein fraction II preparation was negatively stained with phosphotung-

stic acid and examined by the electron microscopy. The configuration of the princi-

pal substance of the lipoprotein fraction II was a short rod like particles. Some crude

                         ,oestimates yielded about 100A in width and about 200A in length.

  9) Aminoacid analyses were done on the inbred mouse H-2transplantation antigen

which had been extracted with DOC and purified by gel filtration. Composition
of the antigens which were extracted from two histoincompatible lines of mice revealed
            Aa significant difference in their content of serine, alanine, leucine and tyrosine.

  10) Distribution of mouse H-2 antigens on criostat section of the mouse normal tissue

had been examined by immunofluorescence. H-2antigen existed on the cell membrane,
and looked like ring reactionL AI! of the lymphocyte of the spleen and lymphnode
had strong peripheral staining. Almost all of the cells of the lung and liver showed

ring reaction-like staining figure on the membrane. H-2antigen was moderately
present in the kidney, thyroid gland, muscle, however, scarcely any in the brain. In

the kidney, the glomerular capillaries and mesangium cells had strong staining, but
the tubular me,mbrane had weak staining.
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