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A b s t r a e t

A ll o
- ti s s u e o r- o r g a n s u c h a s s k i n o r J Oi n t t r a n sf e r r e q u i r e s t o i n d u c t a n effi c i e n t

i m m u n ol o g l C a l s u p p r e s s i o n w it h l e s s sid e eff e c t s t h a n t h o s e o f t h e p r e s e n t v it a l o r g a n

t r a n sf e r . W e c o n d u ct e d all o - s k i n g r af ti n g u s i n g r a t s w it h m a j o r hi s t o c o m p a tib ilit y m i s -

m a t c h i n g .

A f u ll t h i c k n e s s a b d o m i n a l s ki n o f t h e L e w i s r a t
,
1 . 5 × 2 . O c m i n s i z e

,
w a s h a r v e st e d a n d

g r a ft e d o n t o t h e b a c k o r B r o w n N o r w a y r a t ･ W e i n d u c t e d i m m u n o l o g l C a l t ol e r a n c e u s i n g

d a il y i nj e ct i o n o f 2 m g/k g a n ti- C D 2 m o n o cl o n al a n ti b o d i e s t o t h e r e c ip i e n t B N r a t st a r t-

i n g f r o m o n e d a y b ef o r e s u r g e r y u n til 7 d a y s p o s t o p e r a ti o n e x c e p t t h e d a y or t h e s u r g e r y ･

W e a l s o t r e a t e d t h e i m m u n o g e n e c l t y O f th e g r a fti n g d o n o r s k i n w it h c r y o p r e s e r v a ti o n . T h e

d o n o r s k i n g r a ft s w e r e s o a k e d i n 1 . 4 m o l g l y c e r o l s o l u ti o n f o r ti s s u e p r o t e c ti o n a n d f r o z e n

i n s t e p w i s e u si n g p r o g r a m m i n g f r e e z e r a n d t h e n p r e s e r v e d i n li q u id n it r o g e n t a n k f o r 21

d a y s b ef o r e g r a fti n g .

T h e r e s u lt s w e r e e v a l u a t e d b y t h e c l o s e o b s e r v a ti o n of t h e g r a ft e d s ki n c o n d iti o n
,

a n d t h e

i m m u n o l o g l C a l c o n d iti o n s w e r e a s s e s s e d b y fl o w c y t o m e t r y a n d m i x e d l
y

m p h o c y t e r e a c-

ti o n ( M L R ) t e s t .

T h e g r a ft e d c r y o p r e s e r v e d s k i n w a s r ej e c t e d 1 7 d a y s p o s t o p e r a ti v el y l n a v e r a g e i n a n ti -

C D 2 M o A b a d m i n is t r a t e d r a t s a n d 1 4 d a y s i n r a t s w it h o u t a n ti- C D 2 M o A b a d m i n i s t r a-

ti o n . T h e r e w a s n o h ai r r e g r o w t h i n t h e s k i n g r a ft e d a r e a w h i c h u n d e r w e n t r ej e c ti o n a n d

r e
-

e p it b eli a li z a ti o n s u g g e sti n g t h e p r e s e n c e o f t h e d e r m i s o f th e g r a ft e d s k i n i n b a l一 of th e

r a t s t r e a t e d w it h c r y o p r e s e r v a ti o n
,

a n d o n l y o n e i n r a t s w it h o u t c r y o p r e s e r v a ti o n 4

m o n t b s p o s t o p e r a ti v el y . F l o w c y t o m e t r y a n d M L R t e s t s u g g e s t e d th a t i m m u n o l o g l C a l t o l-

e r a n c e w a s p a r tl y e s t a b li s h e d .

T h e s e r e s u lt s s u g g e s t s t h a t c o m b i n e d t r e a t m e n t o f t h e r e ci p i e n t u si n g a n ti - C D 2 M o A b

a n d t h a t o f d o n o r b y c r y o p r e s e r v a ti o n m a y e st a b li s h a n eff e cti v e i m m u n o l o g l C a l t ol e r a n c e

i n a ll o - s k i n g r afti n g .

K e y w o r d s : a ll o g r aft
,

s k i n g r a ft
,

a n ti - C D 2 M o A b
,

c r y o p r e s e r v a ti o n
,
i m m u n o l o g l C a l t o l-

e r a n C e

は じ め に

心臓 ･ 腎臓 ･ 肺臓 ･ 肝臓な どの 生命維持 に必要

な重要臓器移植と異なり, 皮膚 ･ 神経 ･ 関節 な ど

の組織 ･ 器官移植 を始め とするそれ以外の 同種組

織移植 に つ い て は
, 現在用 い られ て い る 免疫抑制

剤 の 投与を中心 にした方法に比 べ
,
よ り副作用 の

少な い 優 れた免疫抑制法を確立 する必要がある .

モ ノ ク ロ -

ナ ル抗体投与 によ る選択的免疫抑制

は副作用 の 少な い 方法 と して注目され て おり, ラ ッ

ト,
マ ウ ス な どにお い て は心臓 , 腎臓 , 神経 の 同種

移植 の 成功例 が報告され ,

一

部, 心臓移植 , 腎臓移

植 にお い て 臨床応用が試み ら れ て い る . また , ド

ナ
一 組織を有効に用 い る ため にはその 長期保存法

の確立が必要で あるが, 近年
,
進歩 が著 し い 腫凍

結保存の 手法を応用 した プ ロ グラ ミ ン グ フ リ
ー ジ

ン グ法 によ っ て移植用組織を凍結 し, 液体窒素 下

に超低温保存する こ とによ り, 長期保存 法を確 立

で きる可能性が ある . こ の 超低温保存法 に は , 級

織の 抗原性を低下 させ る効果が ある こ と が認め ら

れ て い る .

今 回, ラ ッ ト の M H C ( 主要組織適合抗原) m i s -

m a t c b m o d el を用 い て , 抗 C D 2 モ ノ ク ロ
-

ナ ル

抗体投与 により レ シ ピ エ ン トに選択 的免疫寛容を

導入する とともに, 超低温凍結保存した異系ドナ
ー

の 皮膚を移植 し, そ の 成績を検討 した .



陳他 : ラ ッ ト同種移植 に おけ る抗 C D 2 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体投与と移植皮膚片 の 超低温保存
法 の 併用効果 に つ い て の 検討

材料 と方法

実験動物 :

6 週齢 体 重 200 g の B r o w n N o r w a y ラ ッ ト

( 以下 B N
,
N - 19) を レ シ ピ エ ン トと し, 6 週齢

体重 250 g の L e w i s ラ ッ トを ドナ
ー

( 以下 L E W
,

N - 10 ) と して用 い た . レ シ ピ エ ン ト の B N ラ ッ

ト19 匹を抗体投与群 ( N - 10) と抗 体 非投 与 群

( N - 9 ) の 2 群に分けて 皮膚移植を行 っ た .

投与抗体 :

抗 C D 2 抗 体 の 産 生 ハ イ ブ リ ド
ー

マ 細 胞

( o X 34 ,
マ ウ ス Ig G 2 a ) を B A L B / c マ ウ ス の 腹

腔内に注射 し, 腹水を回収後, 常法 の 硫化 ア ン モ

ニ ウ ム 沈殿法によ り抗 C D 2 モ ノ ク ロ
-

ナ ル 抗体

を精製した . 作成 した抗体を, B N ラ ッ ト に 2 m g

/ k g 及び 4 m g / k g で 腹腔内投与 し,
C D 2 陽性細

胞の 除去効果を フ ロ ー サイ ト メ トリ
ー

に て確認す

る こ と によ り投与抗体量を決定 した . 本実験 で は
,

1 回に 2 m g / k g の 抗 C D 2 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗体

を腹腔内投与した .

皮膚の凍結及び解凍方法 :

L E W ラ ッ トにネ ン ブタ
- ル を腹腔 内投与 し て

麻酔 を導入 ･ 維 持 し, ラ ッ トを仰臥位 固定 し た .

消毒後 , 腹部 か ら 1 .5 c m X 2 .O c m の 皮膚片を 2

枚採取し た . 採取 した 皮膚 は 4 ℃の 生 食 で 洗浄 ,

減圧 下 に 1 .4 M の グリ セ リ ン 液 に20 分間浸潰 し

た . そ の 後,
4 ℃で 2 時間保存 し, 皮膚片をビ ニ

ー

ル シ ー

ト で 密封保護 した 後,
プ ロ グ ラ ミ ン グ フ リ

ー

ザ ー ( Pl a n e r K r y o 10 S e ri e s Ill ) を用 い て 段階的

に 冷却
,
凍結 し た ( 図 1 ) . 処置 した皮膚 片 は -

1 76 ℃ の 液体窒素 で21 日間保存 した . 移植直 前に
,

移植片 の 保存さ れ て い る ビ ニ ー ル シ ー トを水道水
ノ

に浸 し急速解凍後, 4 ℃ の生理的食塩水 で 皮膚片

の グリ セ リ ン を洗浄除去 し
,
移植 に用 い た .

皮膚移植の方法 :

B N ラ ッ ト の 左 右背部 に L E W ラ ッ ト の 皮膚

(1 .5 c m X 2 .O c m ) を 1 枚ず つ 移植 した .
こ の うち

右背部には , L E W ラ ッ ト の 腹部か ら採取 し た皮

膚片を生理 的食塩 水 で 洗浄後, 直ち に移植 した .

左背部には凍結保存 し てお い た皮膚 を移植 した .

移植後 の 皮膚 は tie- o v e r 法 で圧迫固定 を行 い
,

1

3 8 7

週間後に抜糸, 固定を除去 した .

抗体の投与方法 :

投与群に は移植前 1 日 から手術当日を除 い て 移

植 7 日後ま で
,

2 m g / k g の 抗体を 8 日 間連続 で

腹腔内に投与 した .

評価方法 :

1 . 皮膚移植 の 状態 : 移植皮膚片 が 拒絶 され るま

で の 期間と脱落後 の 創面が廠痕化 し て 完全 に化

皮化するまで の 期間, 及び移植皮膚片 の 発毛 の

状態を観察した .

2 . フ ロ ー サイ ト メ トリ
ー

によるリ ン パ 球の解析 :

抗 C D 2 モ ノ ク ロ
-

ナ ル 抗体投 与に よ る T 細

胞の 変動を測定 した . 移植後1 週 ,
2 週, 25 週目

に各群 レ シ ピ エ ン ト B N ラ ッ ト の 末梢 血 を採

取 し, 各種標識抗体( 抗 C D 3
,
抗 C D 4

, 抗 C D

8 ; P h a r M i n g e n 社) で 染色 し た後 , フ ロ
ー

サ

イ ト メ トリ
ー で 解析 した .

3 . リ ン パ 球混合試験 : 抗 C D 2 モ ノ ク ロ - ナ ル

抗体投与後にお ける レ シ ピ エ ン ト の T 細胞機

能を
,
リ ン パ球混合培養試験 ( M i x e d L y m p b o -

cy t e R e a c ti o n T e s t : M L R ) によ り検討 し た ･

R e s p o n d e r と し て は
,
正 常 B N ラ ッ ト及び移 植

25 週後 の 実験各群 の B N ラ ッ ト の 牌臓 細胞を

用 い た . s ti m ul a t o r と し て は
,
3 3 G y を照射 し

た ドナ
ー の L E W

,
B W 及 び t hi r d p a rt y と し

て の S D ラ ッ ト の 陣臓細胞 を用 い た .
1 0

5 個 の

r e s p o n d e r と s ti m ul a t o r 細胞を m i c r o c u lt u r e

pl a t e で 4 日間混合培養し, [
3
H] - tb y m idi n e

の取 り込み を測定す る こ と に よ り,
r e s p o n d e r

細胞 の増殖反応を調 べ た .

結 果

1 . 移植皮庸の結果 : 術後 7 日 目 で は
,
全例 と

も移植皮膚 の 拒絶 は認められ なか っ た ( 図 2 ) . 術

後1 4 日 目 で は, 抗体投与ラ ッ ト の 凍結皮膚移植 片

で70 % ( 7 / 10) , 非凍結片7 0 % ( 7 /10 ) , 抗体非投

与ラ ッ ト の 凍結片 66 .
7 % ( 6 / 9 ) , 非凍結片 33 .3

% ( 3 / 9 ) で 拒絶 が見 ら れ た . 術 後21 日 目 で は ,

抗体投与 の 凍結片 の20 % ( 2 / 10) で 移植皮膚 は

拒絶されなか っ た ( 図 3 ) . しか し
,
術後28 日 目で
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陳他 : ラ ッ ト同種移植 に おける抗 C D 2 モ ノ ク ロ
-

ナ ル 抗体投与と移植皮膚片 の 超低温保存
法 の 併用効果 に つ い て の 検討

表 1 移植皮膚片 が拒絶され る率

抗体投与群 ( N - 1 0) 非抗体投与群 ( N - 9 )

日 数 凍結 拒絶率 非凍結 拒絶率 凍結 拒絶寧 非凍結 拒絶率

7 0 0 0/o 0 0 % 0 0 % 0 0 0/o

1 4 7 70
0
/o 7 7 0 % 6 6 6 .7 % 3 3 3 .

3 %

21 8 80 0/o 1 0 1 0 0 % 9 1 00 % 9 1 0 0 0/o

2 8 1 0 1 0 0 % 1 0 1 0 0 % 9 1 00 0/o 9 1 0 0 %

表 2 移植皮膚片脱落後創面 が 壊 痕化 す る ま で の

平均 日数

秤 凍結皮膚 ( 日) 非凍結皮膚 ( 日)

抗体投与 4 9 45

非抗体投与 3 8 24

は全例で移植皮膚が拒絶され た ( 表 1 ) .

移植皮膚 の 脱落後創面が癒痕化する の に要 した

平均 日数は, 抗体投与 の 凍結 皮膚片で49 日 , 抗体

投与 の 非凍結皮膚片で45 日
,
抗体非投与 の 凍結皮

膚片 で38 日, 抗体非投与 の 非凍結皮膚片 で24 日 で

あ っ た ( 表 2 ) .

移植 4 カ月後で
,
移植片 の 大 きさ の 3 分 の 1 以

上 の 無毛療痕部を認めた例数は
, 抗体投 与 の 凍結

片で 5 例 , 抗体投与 の 非凍結片 で 6 例 , 抗体非投

与 の 凍結片 で 1 例 , 抗体非投与 の 非凍結片 は 0 例

で あ っ た ( 表3 ) ( 図 4 ) .

2 . フ ロ ー サイ ト メ トリ
ー

での 解析 : 抗体投与

ラ ッ トの 凍結処理皮膚片 移植後 ,
1 週,

2 週 間及

び25 週目で B N ラ ッ ト の 末梢 血 を採取 し解析 を

行 っ た . 1 週及び2 週 目 の解析 で は
,
C D 3 / C D 4 ,

c D 8 / C D 4 の い ずれ の染色でも T リ ン パ 球の 出

現が抑制され て おり, その 効果は皮膚移植後2 週

目で も維持され て い た . 移植2 5 週後 で は , 対照 で

ある末処置ラ ッ トと 同様にリ ン パ球 は回復 して き

た( 図5 ) .

3 . 混合リ ン パ球試験( M i x e d i +y m p b o e y t e R e -

a cti o n t e s t) : 移植後25 週以上経過した実験群ラ ッ

トより採取 した牌臓細胞 を用 い た混合 リ ン パ 球試

39 1

表 3 移植 4 ケ 月後,
無毛癒痕を認 め た例数 ( 移植

片 の 1 / 3 以上)

秤 凍結( 匹) 非凍結 ( 匹)

抗体投与 ( n
- 1 0) 5 6

非抗体投与( n
- 9 ) 1 0

験 により, 抗体非投与群で は d o n o r の L E W 及び

t hi r d p a r t y の S D ラ ッ ト牌臓 細胞 に対す る増殖

反応が見 られ た が , 抗体投与群 で は t hir d p a r t y

の S D ラ ッ ト牌臓細胞に対しては反応するが, d o n o r

の L E W ラ ッ ト肺臓細胞に対 して は優位 に抑 制さ

れ て い た .
こ の こ とは

, 抗体投与群 で は移植 皮膚

片は拒絶さ れる もの の
,
d o n o r に対 する 部分的 ･

選択 的な免疫寛容状態が成立 して い る もの と考え

られ た ( 図6 ) .

c D 2 分子は
,
T 細胞 と ヒ ツ ジ赤血球と の ロ ゼ ッ

ト形成に関与する こ とが知られ ,
ヒ トで は T 細胞,

N K 細胞, 胸腺細胞に, ラ ッ トでは牌臓 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ にも発現 して い る5 5 - k D a の 細胞膜 を貫通可能

な gly c o p r o t ei n である . その機能と して は
, 細胞

接着や T 細胞活性化 の 補助 シ グ ナ ル を伝達す る

こ とが報告 されて い る .

近年,
こ の 抗 C D 2 モ ノ ク ロ

-

ナ ル 抗体の 免疫

抑制作用が注目され , 審菌類を用 い て 心臓 な ど の

血管付き組織を含め た同種組織移植後にお い て 免

疫寛容導入作 用が ある こ と が報 告 さ れ て い る .
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図 5 フ ロ ー

サ イ ト メ ト リ ー に よ る リ ン パ 球解析

抗体投与群 の 末梢 血 を フ ロ ー

サ イ トメ トリ ー で 解析 し た . 抗体投与群 で は 皮膚移植後 1 週
,

2 週 め で

C D 3 陽性 で あ る T リ ン パ 球 が 顕著 に抑制 さ れ て い る ･ 移植後2 5 週 で は抑制 は 解 除さ れ て お り
,
C D 8 /

C D 4 の 分画比 か ら も機能的に T リ ン パ 球 は 回復 し て い る と判断さ れ る .

C h a v i n
l)

, H i r a h a r a
2)

ら は抗 C D 2 モ ノ ク ロ -

ナ

ル抗体投与により, 同種 の 心臓 を移植 した ラ ッ ト

が長期 間生 存 で きる こ と を報告 し , K ri e g e r
3) ら

は抗 C D 2 モ ノ ク ロ
-

ナ ル 抗体投与に より ラ ッ ト

同種血 管移植 にお ける免疫寛容状態 の 導入が可能

で ある こ とを示した .

一

方, 平瀬 4 ト 7)
, 武石 8)

, 内田
9) ら により, 皮膚,

血 管, 神経 な ど軟部組織を肱凍結保存法 に準 じた

方法 で凍結し, 超低温下 の 保存後に行 っ た 同種 移

植に与り,
こ れ ら軟部組織 の 正 常構造を維持 した

状態で移植可能な こ と
, 凍結保存によ り組織 の 抗

原性が低下する こ とを報告 した . しか し , 超低温

凍結保存 によ る免疫抑制効果 の み で は, 同種皮膚

移植 の系で真皮層 だけを拒絶せ ずに残存させ る こ

とは で きた が完全 に生 着させ る こ とは で きなか っ

たため , H i r a s e
7)

ら は超低温凍結保存 法と 免疫抑

39 3

制剤 タク ロ リ ム ス ( F K - 506) を併用 した .

久保田
10) ら は L E W ラ ッ トを レ シ ピ エ ン ト に

,

B N ラ ッ トを ドナ
ー と した M H C m i s m a t ch m o d el

を用 い て 同種皮膚移植を行 い
, 著者 ら と 同 じ方法

で作成 ･ 精製 した抗 C D 2 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗体 を

移植 の 前日よ り術後 7 日 まで合計9 回投与 した 群

にお い て , 移植片を平均 5 1 .3 日, 最長98 日 の 長期

間生者させ る こ と が できた
10)

今回, 著者ら は久保田 ら の モ デ ル と は逆 に B N

ラ ッ トを レ シ ピ エ ン トに, プ ロ グラ ム フ リ
ー ジ ン

グを用 い て段階的に凍結後 に超低温保存し抗原性

の 低下 した L E W ラ ッ ト の皮膚を ドナ ー と して用

い た
. 抗体投与は久保 田 らに 従 い

, 移植 の 1 日 前

か ら手術 当日を除 い た術後7 日まで の合計 8 匝I 行 っ

た . 凍結処理皮膚移植が拒絶され るま で の 平均 日

数は17 日 と抗体非投与群の14 日 よりは延長す るも
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図 6 皮膚移植後2 5 過日で リ ン パ 球混合試験を行 っ た ･ 抗体投与群で は 非投与群 に比較して ドナ
ー で あ

る L E W に 対す る レ シ ピ エ ン ト の B N の リ ン パ 球反応 が 有意 に 抑制 さ れ て い る ･ T h i r d P a r t y

で あ る S D に対 して は抗体投与群 にお い て も他 の 群 と 同様 に 反応 が 認 め ら れ る こ と か ら L E W

に 対す る 選択的免疫寛容 が 成立 して い る こ と が推測さ れ る ･

の の 有意な延長効果は認め られなか っ た . 移植皮

膚の 生着, 発毛に い た っ た例 は無か っ た が, 移植 4

カ 月後 に移植皮膚片 の 1 / 3 以上 の 無毛癒痕部 が ,

抗体投与 の 凍結皮膚移植片 で 5 例 , 非凍結片 で 6

例見 られた が, 抗体非投与 の凍結片で は 1 例 の み

で あ っ た .
こ の 無毛療痕部は移植真皮 が拒 絶 され

な い で 生着 しており, 抗体投与によ りあ る程度 の

免疫寛容状態が成立 したため と考えられ た . 久保

田 ら の 実験結果 と の 差 は , 同 じ M H C m i s m a t ch

m o d el の組み合 わせ を用 い て も, レ シ ピ エ ン ト の

選択 により抗 C D 2 モ ノ ク ロ -

ナ ル抗体 に対す る

応答性が異なるため と考えら れた . 著者 ら の モ デ

ル にお い て , 凍結皮膚移植片と非凍 結片 で の 差 は

抗体投与, 非投与 の い ずれ も凍結片 の 方が 拒絶や

癒痕化ま で の 期間や長 い 傾向が見られ た が , 有意

の 差 は認め られなか っ た .

フ ロ ー サイ トメ トリ
ー

で の解析結果 か ら , 抗体

投与群 で は投与 1 週後,
2 週後 の 拒絶急性 期に 明

らか に T リ ン パ 球が抑制さ れてお り, 従 っ て , 抗

c D 2 モ ノ ク ロ -

ナ ル抗体投与 によ り移植 皮膚 の

拒絶, 脱落が遅延 したと考えられる . しか し, 2 5 週

後には抑制状態が解除され , 抗体投 与群 と抗体非

投与群 で の 差は認め られ なか っ た . 抗体投与群 で
,

真皮が残存 し レ シ ピ エ ン ト の 発毛 に置き換わ らな

い 状態とな っ た の は, 抗 C D 2 モ ノ ク ロ
-

ナ ル 抗

体が残存 し て い たた めで はなく, 部分 的免 疫寛容
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が成立 したため と考えられる .

混合リ ン パ 球試験 からも抗体投与によ り部分的

免疫寛容状態が成立 し て い る こ とが示唆され て い

る .

まと めと結語

ラ ッ ト M H C ( 主要組織適合抗原) m i s m a t c h

モ デ ル を用 い て
, 抗 C D 2 モ ノ ク ロ

-

ナ ル 抗体療

法と超低温凍結保存法を併用し
,
皮 膚同種 移植 の

実験を行 っ た . 抗体投与群 に お い て , 移植 皮膚片

に発毛はみ られなか っ た が
, 真皮は生着 した と判

定され る例数が多か っ た . フ ロ ー

サ イ ト メ ト リ
ー

で は T リ ン パ 球の 機能が維持され て おり, リ ン パ

球混合試験 で ドナ ー に対する反応が減弱し て い る

こ とか ら部分 ･ 選択的免疫寛容が成立 した と考え

ら れた .

抗 C D 2 モ ノ ク ロ
-

ナ ル 抗体投与と 超低温凍結

の 併用療法 は同種皮膚移植 の 部分的免疫寛容誘導

に有効 で ある と考えられ た .

1 ) C h a v i n K D
, G i n L

,
L i n J

,
Y a g it a H a n d

B r o m b e r g J S l : C o m b i n e d a n ti - C D 2 a n d

a n ti- C D 3 r e c e p t o r m o n o cl o n a l a n tib o d i e s i n -

d u c e d o n o r- s p e c ifi c t o l e r a n c e i n a c a r d i a c
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