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INDUCTION　 OF　 INDEFINITE　 SURVIVAL　 OF　 FULLY　 ALLOGENEIC　 CARDIAC

GRAFTS　 AND　 GENERATION　 OF　 REGULATORY　 CELLS　 BY　 INTRATRACHEAL

DELIVERY　 OF　 ALLOANTIGENS　 UNDER　 BLOCKADE　 OF　 THE　 CD40　 PATHWAY.

　　　　 (マ ウス心移植実験 におけるアロ抗原経気管投与とCD40経 路の遮断による免疫寛容の誘導)

内　田 智　夫

内容の要旨

　 臓 器移植におけ る拒 絶反応 の抑 制 には 、剛作用 の ない特 異的な免

疫寛容 を碍る方法 が理想 であ る。拒 絶反応 には丁細胞 の活性化 が必

要で、これにi3MHC　 cussOI二 よる抗原提示のほか に共刺激 シグナ ル

の ひとつであ るcoaon:naa　 ligand(CD40L)経 路が重 要な役創 を し

てい ると考 えられ ている。一方、従来 よt)　 ア ロ抗 原 の経 口投 与 に

よる免疫寛容 の誘 導が 知 られてい るが、経気 管投 与 による研究は ほ

とんど認 められない。 本研3$i3,マ ウスの異所 性心移植 実験にお い

て 、アロ抗原 の経気 管投与 と抗CD40L抗 体 の併mに よる、移植心生

着の延袋効 果を検討する ことを目的 とした。

　 生 後8、12週 の 雄性 マ ウスC57BL(10(H2h》 、CBA(H2k)、

BALBJc(Hld)を 使 用 した。　C5?3Umか ら取 り出 した心股の 一ヒ行 大

動脈 、肺動脈 をそれぞれ、CBAの 腹 部大動 脈 と下大静脈 に蹟微鏡 下

に端側吻合 し、移植心 の生荊状態 を触診 で判定 した。 無処置では 移

植心 は7日 で拒 絶 された("25)。 移植7日 前 にCBAにC57肌JlOの

脾細 胞液 を気管内投 与する と、移植心 のmedian　survival　time(MST)

は7413に 延艮 した。マ ウスCD40し に対す るハ ムス ターmAbで あ る

MR-1を 移植7日 前にCBAに 腹腔 内投 与す るとMSTは54日 であ った。

脾紬 胞液の気管内投 与 とMR・1を 併用す る と、MSTは2011　 fl以上 と著

明 に延長 した。 さらにそのCBAマ ウスにC57BL/10とBALB/aの 皮膚

移植 を同時 に行 った ところ、移植皮膚 のMSTはC579L110が>6011、

BALBIcdf14日 で 、右意 にC57BL'10が 延 艮 して お り、operations巳

toleranceが得 られたこ とが確認 された。移植心の病理標 本で!3200日

以 上経過 して も白血球 の泣潤 は軽度 で、冠動脈 の内膜肥厚 は認め ら

nな か った。前処置後7日 経過 したCBAマ ウス を犠牲死 させ、その

脾細胞 液 を新たに別のCBA'7ウ スの尾 静脈 よ り注入 する/(2115(Cfモデ

ル で も、移植 心 の 生着 延 撮効 果 が あ り、7日 聞 とい う短期 聞 で

爬guIaloτy　ce19が誘導 されるこ とが確認 され た。脾細 胞の 替わ りに ア

ロ抗原 と して紹pe凶{㎏ を経気管投 与 した場合で も、移植 心の授期 生

泊が欝 られた。CBAとC57BlJmの リンパ球混合試験 では、 コン トロ

ールに比 較 して前処置 した群 で有 意に増 殖が抑制 された
。 前処 置に

よ り培萱 液上清中のIL4、　IL一10は変化せず 」 レ2,　IFN-yが 低仙 を

示 し、rrh1細胞 の抑制 を介 した機 序が示唆 された。

　 我 々の 実験 にfiけ る免 疫寛 容 の醗導 には 、　bronchus　 associated

lymph{nd　liuve(BALT)力 欄 与 して いると推測 され る。粘膜免疫 の

機 序の解 明にかかわる興味あ る結果 であn、 また腹 器移植の臨凍 に

応 爾で きる可能性があ る。

論文審査の要旨

　移植免 疫に閲 して経 口免疫 寛容 を応用 した砺 究 は多いが、経 気管

免疫寛容 に着 目 した研 究は ほ とん ど認 め られ ない。 本研究で は、マ

ウスの心移植突験 モデルにおい て、donorの 脾細胞 を経気 管投 与する

ことによhdomr　 specificに免疫寛容 が誘導 され るこ とが発 見 された。

さらに抗原提示細胞 とT細胞 聞の共刺激 シグナ ルであるCD犯!igandに

対す る抗体 を併用 す ると、移植心の署 明な生漕延 長が得 られ た。脾

細胞の替 わ りにKりp叩 耐cを 用 いて も同様の効果が得 られアロ抗 原の

間接認織 を支持す る結 果であ った。 またII2115(Cfモデ ルで も免疫寛容

が誘導 され、regulatory　cellの存在 が確認 で きた。

　審査 では まず 、脾細 胞の経 気管投 与に より免疫寛容 が得 られ る メ

カニズムについ て質問が あ った。蛍光 色素で標識 した脾細 胞の追跡

では、気管 リンパ節や脾臆 には全 く集碩 せず 、蛍光 ビー ズの投 与実

験 では韮に肺胞 のマ クロフT一 ジ と樹状 細胞 に取 り込 まれる ことよ

り、経気管投 与 した碑 細胞 はす ぐに分解 されてそのcrudeがBALT内

の抗 原提示細 胞 に よ り処理 され る機 序 が考 えられ る と説明 され た。

さらに縫 静脈 投 与や経 口投 与ではMSTが14日 程度 に しかな らず、投

与経路が 重要であ る と補足 があ った。 また、Kｰpeptideの 投 与だけで

Dｰな ど他 のMHCの 反応 が な ぜ抑 制 され る の か との質 問 が あ り、

Iir山ed　s叩prcssionが考 えられ る と回答 された。　Regulatory　ce1113主1二

どの分 画か との 質問 に対 して,別 の実 験結果 よりCD40,　 CD25',樹

状 細胞 が 有 力 候 補 で あ る との推 論 が 述ぺ られ た。 さ らf;CD80,

CD86,　 crrLA4経 路 を抗 体 によ りブロ ックする と経気管投与 による免

疫箆容が抑制 され ると報告 されてい るが 、CD90,　 CD401ig3ndi経 蹟の

遮断 と幼 果が異 なる理由 について質問 され た。他 の動物 移植 モデ ル

で は両経 路 を同時 に遣断 して初めて拒 絶反応 が抑 制 される とい うw

告 もあ り、 まだ不 明 な点が多 い と説明 があ った。拒 絶 された場合の

所見 は前処 置に より逗いが あるのか との 質問が あ 〉〉.HE染 色 による

痢理検査 しか行 っていないが 、明 らかな差 はな く、一般 に リンパ 球

の浸 洞 と冠動脈 の 肥厚 が認 め られる と回答 さhた 。 経気 管投 与 と

MRIの 併用 での みIFNyが 抑 制 される理 由につい て質 問があ ったが 、

nlLの 抑制 が推 測 され るが 、細胞相 瓦 の作用 は不 明 な点が多 い と説

明 された。 また 、ELISA法 につい てBrduを 胴い た測 定で ある と確認

がな された。

　なお、移植心 の循環動態 について質問があn.冠 動脈 か ら冠龍脈 、

さらに右心房 、右心室 へ血液が還 流 し、心 拍幽最 は少量 であ る と回

答 された。 また移植心 の機 能評価 としてエ コーやECGに よる よ り客

観的な判定が望 ましい との助aが あった。

　一連の実験 は移植 免 夜に閲 して きわめ て興味 のあ る結果 を示 して

お り、 さらに発展 した研究が期待 される と高 く評 価 され た。

　飴文審査担 当者　主査　外科学 　北働　政樹

　　 　 　 外 科学　四泳 　良平 　　微生物学 　小 安　重夫

　　 　 微生物 学　石川　 博通

　学力確 認担 当者:北 島　政樹 、四津 　良平

　　 春査委貝 授=四 津 　良平

　　 　 　　 　　 　 　　 　 　　 　 　　 　 試問 日=平 戒15年7月1?日

一11一


