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緒 言

小腸は リンパ装置が豊富な臓器であ り,そ の

移植においては,移 植片拒絶 と共に移植片対宿

主病(Graft-versus-Host Disease (GVHD))

も重要な問題である.し か し,そ の免疫機構は

解明されておらずGVHDに お いて どの細胞集

団が免疫担当細胞であるかは,ま だ今の ところ

議論の途中である. GVHDに お いて主要 な細胞

集団と考 えられているのは, alloreactive T細

胞 とNK細 胞 の二つである. alloreactive T細

胞 を免疫担当細胞 と考え,移 植片か ら取 り除 く

ことによりGVHDを 予 防 しようとした報告が

ある.そ れらの報告では,移 植片へのradiation,

　 microdissectionやanti-lymphocyteglobulin

に よる移植片からの リンパ球の除去 を試み一応

の成果をあげている(1-4),しか し他の研究者 らに

よれば, alloreactive T細 胞 は, GVHDの 担

当細胞 としては本質的なものではない としてい

る(5-7). Lopezら の報告 によれば,人 の骨髄移植

後のGVHDの 発生 を予知するのには,レ シー

ピエン トのNK細 胞活性が重要であ り,移 植前

に正常または高いNK細 胞活性を示すレシー ピ

エン トにおいてはGVHDの 発 生率が高 く,低

いNK細 胞活性の レシー ピエ ン トではその発生

率が低いとされている(8).最近 のレポー トによれ

ばGVHDが 導入 されたマウスや ラットにおい

ていろいろな リンパ装置におけるNK細 胞活性

の増強が示されたり(9-13), NK細 胞 がGVHDに

関連 した皮膚病変や死亡率において重要な役割

をしていることが言われている(14,15).この よう

な報告から我々はNK細 胞に特に注目した.

臨床的にGVHDに は,発 熱,皮 膚紅斑,肝

障害,下 痢,汎 血球減少症,等 のように多 くの

症状が出現するが, GVHDの 標的臓器 としては,

大 きく分けると肝臓,小 腸,リ ンパ装置,そ し

て皮膚が考 えられている.田 中らの報告によれ

ば,皮 膚の上皮細胞はNK細 胞に対する感受性

があ り,ま た皮膚上皮細胞はmixed skin cell

 lymphocyte cultureに お い てallogeneic

 lymphocyteを 刺激 し,増殖 させ るこ とができる

としている(16,17).今回の我々の実験では,ラ ッ

トのparent→F1の 系 のコンビネーションを用

いて小腸移植を行 いGVHDを 作 製し,免 疫抑

制剤投与によるGVHD抑 制 効果 を,生 存期間

及びcutaneous GVHDの 発 生時期により検討

した.ま た,特 にGVHDの 皮 膚病変に着 目し,

免疫担当細胞 としてNK細 胞またはallogeneic

 Tリ ンパ球 のどちらが大 きな役割 をしているか

を検討 した.

材 料 と 方 法

1. 実 験 動 物

LEW (RT1')ラ ッ トおよびWKA (RT1k)

ラッ トを日本チャールス リバー社 と静 岡農協よ

り購入し,岡 山大学医学部附属の動物実験施設

にてspecific pathogen free (SPF)の 状 態で

飼育 した. (LEW×WKA)　 F1ラ ッ トは同施設
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に て 繁 殖 させ,同 じSPF下 に て 飼 育 し た .小

腸 移 植 に は雄 のLEWラ ッ トを ドナ ー と し,雄

の(LEW×WKA) F1ラ ッ トを レ シ ー ピ エ ン ト

と し た.ラ ッ トの 体 重 は300-400grの も の を用

い た. cytotoxic assayに は,体 重200grの 雄 の

LEW, WKA, (LEW×WKA) F1ラ ッ トを用

い た.

2. 手 術 手 技

ドナ ー ラ ッ トは6-8時 間 絶 食 と し,全 て の

操 作 は エ ー テ ル 麻 酔 下 に行 っ た. Monchik and

 Russellの 方 法 に 準 じ て 異 所 性 小 腸 移 植 を行 っ

た(1).そ の 方 法 は,グ ラ フ トの 上 腸 間 膜 動 脈 か ら

100i. u.の ヘ パ リン を含 ん だ冷 生 理 食 塩 水20ml

 (4℃)で フ ラ ッ シュ し,腸 管 内腔 は10mgの ゲ

ン タ マ イ シ ン を含 ん だ 冷 生 理 食 塩 水25ml (4℃)

に よ りイ リゲ ー シ ョ ン し,レ シー ピ エ ン トの 準

備 が で き る ま で 冷 生 理 食塩 水 の 中 で保 存 し た.

 micro surgeryに て8-0 proleneを 使 用 し て

移 植 片 のaorti ccuffを レ シー ピ エ ン トのinfrar

-enalaortaに 端 側 吻 合 し, portalveinを

infrarenal vena cavaに 端 側 吻 合 した.腸 管 の

口側 は 閉 じ,肛 門側 は レ シー ピエ ン トの 腹 壁 に

人 工 肛 門 と した.

3. 術 後 管 理

術 後 ラ ッ トの 食 餌 は 自由 と し,抗 生 物 質 の 投

与 は しなか った.術 後5日 以 内 の死 亡 はtechnical

 failureと し て 除 外 し た(除 外 率=10%以 下).

ラ ッ トは 毎 日観 察 さ れ,耳 や 鼻 の 発 赤 を確 認 し

た 日でcutaneous GVHDの 発 症 と した.

4. 免 疫 抑 制 剤

免 疫 抑 制 剤 に はCyclosporine A(サ ン ド社 製)

とanti-ASGM 1抗 体(和 光 社 製)をFig. 1

の プ ロ トコー ル で 投 与 した. Cyclosporine Aは

オ リー ブ オ イ ル で希 釈 し, 5mg/mlの 濃 度 と して

筋 肉 内 注 射 した. anti-ASGM 1抗 体 は マ ウ ス と

ラ ッ トのNK細 胞 に 対 す るmonoclonal anti

bodyで あ るが,今 回 は50μlを0.3mlの 生 理 食 塩

水 に 溶 か して 尾 静 脈 よ り投 与 した.

5. 皮 膚 上 皮 細 胞 浮 遊 液 作 製

こ の 方 法 は 田 中 ら に よ っ て1979年 に 報 告 され

て い る が,ラ ッ トのtail skinを70% ethanolで

消 毒 し,骨 格 よ り剥 し細 片 に す る.こ の 細 片 を

0.5% trypsin-salineに 浮 遊 させ37℃ で3時 間

incubationす る.次 に0.025% DNaseのphos

phate buffer solutionの 中 でdermisか らep

dermisを 剥 し, epidermisのbasal cell layer

を ガ ラ ス棒 で静 か に 擦 っ てepidermal cellを.単

離 す る.こ のcell suspensionを メ ッ シ ュ を通

し て毛 やdebrisを 取 り除 き, 2% fetal calf

 serumを 含 ん だphosphate buffer solutionで

3回 洗 浄 し た後, 25mM HEPE Sbuffer, 10%

 fetal calf serum, 1%抗 生 物 質 を含 ん だRPMI

-1640に 浮 遊 させ た(16-18)
.

6-レ シー ピエ ン トか ら のspleen cellの 分 離

assayの 為 のspleen cellの 分 離 は,小 腸 移

植 後7日 目に レ シ ー ピエ ン トの ラ ッ トを屠 殺 し,

無 菌 状 態 に てspleenを 採 取 し た. spleenは25

mM HEPES bufferを 含 ん だRPMI-1640の 中

で つ ぶ し, 0.75% anmonium chlorideで 赤 血

球 を 取 り除 き, 3回phosphate buffer solution

で 洗 浄 後,再 び25mM HEPES buffer, 10% fetal

 calf serum, 1%抗 生 物 質 を含 ん だRPMI-1640

に 浮 遊 させspleen cellを 単 離 した.

7. cytotoxic assay

51Cr-release assayに て レ シー ピエ ン トの

cytotoxic activityを 評 価 した.標 的 細 胞 に は,

 K-562 tumor cell lineと3系 統 の ラ ッ ト, LEW,

 WKA, (LEW×WKA) F1の 皮 膚 上 皮 細 胞 を

用 い た. 51Cr-labelling timeはK-562 1時 間,

 skin cell 2時 間 と し た. incubationは37℃ で

K-562 4時 間, skin cell 12時 間 でET ratio

 100:1に て行 っ た. % cytotoxicityを 次 の 式

か ら求 め た.

% cytotoxicity= 

experimental -spontaneous release/
maximum-spontaneous release

•~100

Fig. 1 Protocol of administration of CyA or

 anti-ASGM, ab on P-??-F, small bowel

 transplantation
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結 果

1-a.生 存 期 間 及 びcutaneous GVHD発 症 時

期(CyA protocol)

Table 1にCyA protocolの 生 存 期 間 と

cutaneous GVHD発 症 時 期 を示 し た.group 1

 (GVHDモ デ ル)の 全 症 例 にGVHDの 発 症 を

み た.ま ず 術 後7日 か ら9日 目にcutaneous

 GVHDが 発 症 し,つ い でsystemic GVHDへ

移 行 し19日 ま で に 全 例 がGVHDで 死 亡 し た.

平 均 生 存 日数(MST)は17.5±1.5で あ っ た.

 group 2 (CyA5mg/kg 0-2 pod)も 全 例 に

cutaneous GVHDの 発 症 をみ たが そ の発 症 時 期

は術 後11日 か ら14日 とや や 遅 延 し た.そ の 後 や

は り全 例 にsystemic GVHDが 発 症 し術 後25日

まで に全 例 がGVHDで 死 亡 した(MST=22.7±

1.6).し か しCyclosporine Aの 投 与 期 間 を延

長 したgroup 3 (CyA 5mg/kg 0-6 pod)で

は7例 の う ち3例 にcutaneous GVHDが 発 症

し,そ の 発 症 時 期 もgroup 1, 2と 比 べ か な り

遅 延 し術 後25, 30, 49日 で あ っ た.こ の3例 は

引 き続 きsystemic GVHDで 死 亡 した.残 る4

例 は2例 が 肺 炎 な どの 感 染 症 で 死 亡 し,そ の 他

2例 は 感 染 症 やGVHDも 無 く術 後200日 経 過 し

て い る が 生 存 中 で あ る(MST=>107.6±

106.9). Cyclosporine A 5mg/kg7日 間 投 与 は

cutaneous GVHDとsystemic GVHDの 両 方

に,そ の 抑 制 に お い て 有 効 と思 わ れ た.

1-b. 生 存 期 間 及 びcutaneous GVHD発 症 時

期(ASGM 1 protocol)

group 4 (anti-ASGM 1 50μl 2 day)で は,

全 例 にcutaneous GVHDの 発 症 は み ら れ な か

っ た.し か し6例 中4例 は 感 染 症 な ど と思 わ れ

る死 因 に て 術 後20日 か ら30日 の早 期 に 死 亡 した.

残 り2例 はcutaneous GVHDの 発 症 は 無 く100

日以 上 と長 期 生 存 が 得 ら れ た(MST=52.5±

41.9). ASGM 1の 投 与 はcutaneous GVHDの

抑 制 に は 効 果 的 で あ っ た が,生 存 期 間 の 延 長 に

は い た らな か っ た.

2. レ シ ー ピ エ ン トのspleen cellのcytotoxic

 activity

我 々 の ラ ッ トの 実 験 系 でGVHDに お い て は

小 腸 移 植 の術 後7日 目 に レシ-ピ エ ン トのspleen

 cellのcytotoxic activityはmaximumと な る

こ と を報 告 し て い る(“ 小 腸 移 植 及 び 脾 細 胞 移

入 に よ るGVHDに お け るNK活 性 動 態 の 意 義

につ い て ” 岡 田博 文,移 植(投 稿 中))-そ の た

め 今 回 の実 験 で も術 後7日 目のcytotoxic activ

ityを 比 較 し た. Fig. 2にCyA protocolを,

 Fig. 3にanti-ASGM 1 protocolのcytotoxic

 activityを 示 した. Fig. 2, 3が 示 す よ う に,

い ず れ のgroupのcytotoxic activityも 全 て の

ラ ッ トのskin cellとK-562に 対 して 同様 の 活

性 を持 っ て お り,標 的 細 胞 に よ る差 異 は な か っ

た.

Table 1 Survival times and onset of cutaneous GVHD of F, recipient bearing LEW small bowel

cytotoxic activityの 増 強 の 程 度 と 臨 床 の

cutaneous GVHDの 発 症 とは よ く相 関 し た.つ

ま り,術 後7日 目のcytotoxic activityの 高 い

もの ほ どcutaneous GVHDの 発 症 率 は 高 く,

ま た発 症 時 期 も早 か っ た. Fig. 2に 示 す よ う に

group 1や2の よ うに 全 例 にcutaneous GVHD

が 発 生 し たgroupで は 何 も し て い な い 同 週 齢 の

F1ラ ッ ト(正 常F1ラ ッ ト)のcytotoxic

 activityと 比 較 し て増 強 して お り, group 1で

は正 常F1ラ ッ トの約2倍 に 増 強 していた. group

 2で はgroup1に 比 較 す る と, cytotoxic activ

ityの 増 強 の 程 度 が 少 し低 い が, cutaneous

 GVHDの 発 症 時 期 も少 し遅 れ て い る. group 3
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Fig. 2 Cytotoxic activity of spleen cell in the F, recipient bearing LEW smal bowel (CyA protocol)

Fig. 3 Cytotoxic activity of spleen cell in the F, recipient bearing LEW smal bowel (anti-ASGM1
 protocol)
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の よ うにcutaneous GVHDの 発 症が回避 また

は著 し く遅延 した レシー ピエ ン トで はその

cytotoxic activityはgroup 1, 2と 比較 して

抑制 されてお り正常F1ラ ッ トのcytotoxic

 activityよ りも低い値 を示 した.次 に,選 択的

にNK細 胞活性を抑えるためanti-ASGM 1を

投 与 したgroup4で は臨床的にcutaneous

 GVHDは 抑制 されFig. 3の よ うに,そ の

cytotoxic activityは か なり抑制されてお り正常

F1ラ ッ トよりも低値 を示 した.

考 察

Graft-Versus-Host Diseaseは 今 までは主に

骨髄移植や大量輸血の合併症 として議論の対象

となってきたが,心,肝,腎 などの臓器移植 に

おいてはその可能性の低 さ故に大きな問題では

無かった.し か し小腸移植では移植片の中に多

くのリンパ球 を含むため, GVHDは 重 要な問題

である.人 間における小腸移植では まだ術後の

合併症 としてのGVHDは まだ報告されてはい

ないようだが,動 物実験ではGVHDが 発生す

ることが多数報告 されている(19-22),今回の実験

ではparent→F1の 移植 を行 なったが,こ れは

拒絶はおこらずにGVHDの み発症す る系の組

合 ぜである.我 々の系の組合せ では,ま ず7日

前後に耳の発赤などのcutaneous GVHDが 発

症 し,次 いで下痢や体重減少などのsystemic

 GVHDへ と移行 し19日 までに全例が死亡 した.

これに一般的な免疫抑制剤であるCyclosporine

 Aと 選 択的にNK細 胞を抑制す るanti-ASGM

 1を 投与 しGVHDに どの様 な影響 を与えるか

を検討 した.

最近の報告では,動 物実験におけるGVHDの

発 生予防や重症度の軽減にはCyclosporine Aの

投 与はあまり意味がないと言われている(21-23),

確 かに今回の実験でも完全 にGVHDを 抑制す

ることはできなかったが,今 までに報告された

Cyclosporine Aの 量 よ り低い量を使用 して

group 3で は7例 中4例 はGVHDは 回避 され

残 り3例 もcutaneous GVHDの 発症時期がか

なり遅延 した.こ の点 よりCyclosporine Aは

GVHDの 抑制に効果的 と思われ,以 前 より報告

されているものよ り少ない量の方が有効 と思わ

れ た.

次 に こ れ ら の レ シ ー ピ エ ン トのcytotoxic

 activityを 調 べ て み た. spleen cellのcytotoxic

 activityはcutaneous GVHDが 発 症 したgroup

 1, 2で は 正 常F1ラ ッ トと比 較 し て か な り増

強 して お り,そ の 活 性 は 標 的 皮 膚 上 皮 細 胞 に よ

る 差 異 は 無 く,み な 一 様 で あ っ た.も し こ の

cytotoxic activityがallogeneic T細 胞 に よ る

も の で あ れ ば, WKAと(LEW×WKA) F1

の 二 つ の 系 の 皮 膚 上 皮 細 胞 に 対 す る活 性 は 増 強

しLEWに 対 す る活 性 は 低 い と い う よ うに 標 的

細 胞 の 系 に よ り差 が あ るは ず で あ る.そ の た め,

このcytotoxic activityはMHC non-restricted

のNK細 胞 に よ る もの と考 え た.他 の 研 究 者 に

よれ ば, GVHDが 導 入 さ れ た マ ウ スや ラ ッ トの

リンパ 様 臓 器 に お い て 高 いNK細 胞 活 性 が あ る

こ とが 言 われて い る.ま たGVHDの 病 変 がsevere

また はmoderateで あ っ た マ ウ ス で は,導 入 後

8日 目にNK細 胞 活 性 はpeakを 迎 え る事 も言

わ れ て お り今 回 の 我 々 の 結 果 と一 致 す る(8-12).

 group 3で はgroup 2と 比べ てCyclosporine

 Aの 投 与 期 間 を4日 延 ば し た だ け に も関 わ らず

臨床 的 にcutaneous GVHDは 回避 また は遅 延 さ

れ た.こ のgroupのcytotoxic activityは,や

は り標 的 皮 膚 上 皮 細 胞 の 系 に よ る 差 異 は 無 く,

全 て の 皮 膚 上 皮 細 胞 に 対 す る活 性 とK-562に 対

す る活 性 は み な 一 様 に 減 弱 し て お り,正 常F1

ラ ッ トよ り低 値 を示 し た.こ の 結 果 よ り, NK細

胞 はcutaneous GVHDに お い て 主 要 な役 割 を

して い る こ とがin vivo, in vitroの 両 方 で 示 さ

れ た,ま た, Cyclosporine AはNK細 胞 活 性

を抑 制 す る こ とが 示 さ れ た が,こ れ は 以 前 の 報

告 と 一 致 す る と こ ろ で あ る(24,25).

そ こ で,よ り選 択 的 にNK細 胞 を抑 制 す る為

anti-ASGM1をin vivoに 投 与 して み た.ラ ッ

トのGVHDを 防 ぐ為 のanti-ASGM 1のin vivo

に お け る効 果 的 な 投 与 量 は 文 献 的 に は ま だ確 立

され て い な い 様 で あ る.マ ウ ス を使 っ た実 験 で

は, anti-ASGM 1をin vivoに 投 与 してGVHD

の 抑 制 に 効 果 的 で あ っ た と の 報 告 が あ る.こ の

マ ウ ス の 投 与 量 を 参 考 に し て(14,26-29),体 重 当 り

のanti-ASGM 1の 投 与 量 を考 え て ま ず 最 初 に

200μlを2回 投 与 して み た.し か し,全 例 が 消
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化管出血などで術後3-5日 で死亡 した.そ こ

で投与量 を半分 とし100μlを2回 投与 してみた

が結果は同 じであった.次 にもう半分 として50

μl, 2回 投与 してみたところ,今 回の様 な結果

を得 ることがで きた.今 回はこれより少ない量

は用いていないが,よ り少ない量で有効 な結果

が得 られるのか もしれない.今 回用いた量はマ

ウスへの投与量 と同 じ為,体 重当 りの量を考 え

るとNK細 胞活性 を抑制するのには不十分では

ないか と思 ったがFig. 3に 示す様にNK細 胞

活性を抑制することができた.しかし, anti-ASGM

 1は 高用量で用い るとNK細 胞だけでな く

mature T lymphocyteに も反応す ることが言

われているが,マ ウスの実験の投与量と比較 し

てみ ると,か な り低用量であるので今 回の量で

はNK細 胞だけ を抑えることができたと思われ

る.マ ウスの実験ではcutaneous GVHDだ け

でな くsystemic GVHDに もanti-ASGM 1の

投与は有効 であるとの報告があるが(28,29),今回

の我々の結果からはcutaneous GVHDの 抑制

には 有効であったが生存期間の延長にはあまり

効果的ではなかった.こ の理由としては,ラ ッ

トとマウス とい う種の違 い,小 腸 と骨髄 という

移植片の差異によるため移入されるcell popula

tionの 違 い, anti-ASGM 1の 毒性や,ま た投与

量 としてoverdoseで あ ったのか もしれ ないな

どのことが考 えられる.

NK細 胞はMHCの 拘 束なしに腫瘍細胞,感

染 した細胞, rapid dividing cellを 融解すると

定義 されて きた.今 回我々がGVHDの 免疫担

当細胞 としてNK細 胞に着 目したのは, GVHD

の標 的器官(皮 膚,肝 臓,小 腸)とNK細 胞 の

標的 と言われているrapiddividing cell (skin

 cell, hepatocyte, enterocyte)が 以 通っていた

からである.こ れに加 えて, NK細 胞 の様々な

機能が報告 されている.た とえば, cytokine (IL

-1
, IL-2, IL-3, IFN-γ, TNF-α, GM-CSF

等)の 産生(30-32),抗体 産生の統御(33-36)等である.

この ようにNK細 胞はprimitiveで は あるが多

種 多様な機能を持 っている.こ のような点か ら,

 NK細 胞 は宿主におけるauto self regulation

 systemの 一 躍を担っていて, GVHDや 拒絶に

関与する事が考えられる。 もちろん, NK細 胞

のみがGVHDの 免疫担当細胞であるとは考え

られないが, GVHDの 皮 膚病変に限って言えば,

今 回の実験でNK細 胞が直接的に皮膚細胞に働

いている事がin vivo, in vitroの 両方で示され

た.

GVHDは 様 々な免疫系の複合体であると思わ

れる.こ の様々な問題 を解決す るには,さ らな

る研究が必要である.

結 論

ラッ ト小腸移植後のGVHDに おいて, NK細

胞が大きな役割 をしている可能性があり,特 に

cutaneous GVHDに お いてはNK細 胞が直接

的に皮膚に作用 している事がin vivo, in vitro

の両 方で示された.
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Correlation between natural killer (NK) cell activity and graft-versus-host

 disease (GVHD) after small bowel transplantation of rat

-especially for cutaneous GVHD-

Masahiro FUJIOKA

First Department of Surgery,

 Okayama University Medical School,

 Okayama 700, Japan

(Director: Prof. K. Orita)

Using (LEW) parent to (LEW•~WKA)F1 combination, heterotopic total small bowel trans

plantation was performed in rats. We divided this GVHD model into four groups (group 1; 

control, group 2; Cyclosporine A (CyA) 5 mg/kg 0-2 pod, group 3; CyA 5 mg/kg 0-6 pod, group 

4; anti-ASGM1 antibody 50ƒÊltwice). All rats in group 1 developed cutaneous GVHD on 8 or 

9 pod, and developed systemic GVHD and died within 19 pod (Mean Survival Times (MST)= 

17.5•}1.5). All rats in group 2 developed cutaneous GVHD on 11-14 pod and died in 20-25 pod 

due to systemic GVHD (MST=22.7•}1.6). However, 3 of the 7 rats in group 3 and none of those 

in group 4 developed cutaneous GVHD and survival times were elongated (MST•†107.6•}106.9, 

52.5•}41.9). We also evaluated the cytotoxic activity of recipient spleen cells against three 

strains of rat skin cells (LEW, WKA, (LEW•~WKA)F1) and K-562 cell line on 7 pod. In group 

1 and 2, cytotoxic activity was augmented, compared with that in normal F1 rat, against all 

target cells. However, in group 3 and 4, cytotoxic activity was attenuated, compared with that 

in group 1 and 2, and lower than in normal F1 rat. We considered that this cytotoxic activity 

was due to MHC non-restricted NK cells, because there were no differences in any kind of 

target cells. 

 We concluded that the NK cell might play a great role in GVHD, especially for skin lesions.


