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Ⅰ.　緒 言

臓器移植成功の鍵は拒絶反応を早期にみつけ,早

期に至適の免疫抑制法を行い,早 期に維持量におと

す点にある.

従来の腎移植後の急性拒絶反応の診断は,拒 絶反

応が起 こってその結果生じる腎機能の低下を,臨 床

的に測定 しているものが殆どである.拒 絶反応が成

立する以前の免疫動態,就 中細胞性免疫の動 きを定

期的に,と くに臨床的に急性拒絶反応を多少疑わし

める場合, checkし てやれば,拒 絶反応を開始以前

にみつけ,少 くとも拒絶反応の開始早期で免疫抑制

療法にもちこめるものと思われる.か かる方向での

研究がいわゆる免疫生物学的診断法といわれている

ものであるが,リ ンパ球混合培養試験1)や,免 疫細

胞癒合試験2)や,マ クロファージ遊走阻止試験3)や,

移植組織に対する抗体の出現に関する試験4)な ど多

数の ものがある.癌 患者の術前,術 後を通 しての免

疫状態をcheckす る細胞性免疫テス トの中,マ クロ

ファージ遊走阻止試験が再現性が高く,容 易に臨床

レベルに組み込まれることから,阪 上5)は本試験を

腎移植後の細胞性免疫の指標 として用い,ラ ット腎

移植で拒絶反応を事前に予知することを明 らかとし

た. Eidemiller6)ら もラット皮膚および心臓移植で

同様の報告をしている.

ラ ットでは拒絶反応の臨床検査で,検 体を連続的

に採取するには困難が伴う.そ こで,本 論文では雑

犬を用い,免 疫抑制剤としては最近人で好んで用い

られるメチルプレドニゾロン(MPSS)を 使用 し,

マクロファージ遊走阻止活性(MI-活 性)を 指標 と

して,移 植後日を追って検索した. MI-活 性 は急性

拒絶反応を臨床検査成績に先きだってしめし,拒 絶

反応が制御できれば, MI-活 性 もまた陰転すること

を明らかにした.す なわちMI-活 性 は移植後の拒絶

反応のcheckerと して有用なことを明らかとしたの

で報告する.

Ⅱ.　実験材料および実験方法

1, 犬:体 重10～30kgの 雑 種成犬71頭 を用いた.

2, 腎移植

a. 腎 摘:麻 酔は静脈麻酔剤 ネンブタール15～

20mg/kgを 用 い,気 管内挿管し呼吸状態が悪い場合

にはレスピレーターを使用した.腎 を摘出する時,

動脈の〓縮を予防するために,腎 動脈周囲を剥離す

る前に, 2%プ ロカイン2mlで ブロックした .腎動静

脈を充分に剥離 し可動性をもたせ,尿 管は腎盂から

約10cm剥 離 した.腎 摘出の約20分 前にラシックス

40mg静 注 し,利 尿を促進 させた.動 脈結紮の2, 3

分前 にヘパリン1mg/kgを 静 注し結紮後,硫 酸プロ

タミン1.5mg/kgを 静 注した.腎 動脈は大動脈に近

く切断 し,腎 静脈は可能な限り下空静脈に近 く切断

,した.尿 管 は約10cm残 して切断した.た だちに腎動

脈にポリエチレンチユーブを挿管し,潅 流液で潅流

した.潅 流液は約4℃ に冷却 し,乳 酸加 リンゲル液
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500mlに ヘパリン5000単 位,プ ロカイン80mg,ラ シ

ックス80mgを 混 じた ものを使用した. 100cm H2Oの

圧で, 100～150ml流 した状態で,腎 から流出してく

る液に血液が残らな くなるまで潅流した.な お,温

阻血時間は平均3分 で,潅 流に要した時間は平均4

分 であった.

b, 腎移植:摘 出腎を受腎犬の腸骨窩に移植 した.

腎動脈は総腸骨動脈に6-0テ フデックQ1で 端側吻

合し,腎 静脈は総腸骨静脈に6-0テ フデックQR

で端側吻合した.尿 管はPacquinの 変法で膀胱に吻

合した.な お,冷 阻血時間は平均40分 で初発尿は平

均15分 であった.

3. 移植後処置:全 例移植後3～5日 間,抗 生物

質 リラシリン500mgを 筋注した.

a. 未処置対照群: 12例 中MI-活 性 を充分に追跡

しえた6例 について検討する.

b. MPSS投 与群:移 植後イムラン3mg/kgを 毎

日投与 し, MPSSは20mg/kg/日 を急性拒絶反応と

判定 してか ら3日 間連続静注した. 23例中MI-活 性

を充分に追跡 しえた14例 について検討する.

4. 臨床検査:移 植後毎 日尿量を測定 し,隔 日に

血清 クレアチニン,血 清尿素窒素を測定する.移 植

後死亡した ものはその都度解剖に付し,移 植腎を摘

出する.

5. マクロファージ遊走阻止試験

a. 末梢血 リンパ球の調製: Boyuum変 法,即 ち,

 Ficoll-Conray比 重遠心法である.ヘ パ リン加血5

mlに0.9%生 食10mlを 加 えて混合する.ついでFicoll

-Conray混 合液3mlを 入れて生食血液を重層 させ,

 2000廻 転/分 で30分 遠沈する.リ ンパ球層をとり0.9

%生 食10mlを 加 え, 2000廻 転/分 で10分 遠 沈する.

沈渣 に培養液(TC-199) 10mlを 加 え, 1000廻 転/

分で10分 遠 沈する.沈 渣に培養液を1ml加 え,リ ン

パ球数を数 える.

b. 抗原 の調製:抗 原はリンパ球より作成する.

末梢血20mlか らFicoll-Conray比 重 遠心法で分離

した リンパ球を, 3～4×106個/mlに 調製 し全体で

5mlと し, 7mmチ ップ, 160mA, 3分 で超音波破

壊して作成する.これを0.5mlず つアンプルに分注し

-20℃ で保存する.抗原の平均蛋白濃度は80.5mg/dl

であ った.遊 走阻止試験を施行するとき,過 剰な抗

原による非特異的遊走阻止を起さない至適な抗原量

を決定するために,腹腔浸出細胞に種々な濃度(100

%, 50%, 25%, 10%)の 抗原を添加して, 24時 間

培養後の遊走阻止率を算定した.遊走阻止率が100%

を示す抗原の蛋白濃度を至適な抗原量として使用し

た.至 適抗原濃度は80～150μg/mlで あった(図1).

c. マクロファージの調製:腹 腔浸出細胞は300

～500gめ モルモットの腹腔から採取する.滅菌 した

流動パラフィン20mlを 腹 腔に注入し, 4～6日 後エ

ーテル麻酔後頚動脈切断により脱血 した後,腹 腔内

にHanks液 を入れ腹腔浸出液を採取する.これを900

廻転/分 で5分 遠沈し,パ ラフィン層を吸引除去 し腹

腔浸出細胞を採取 し, Hanks液 で2～3回 洗滌する.

腹腔浸出細胞は70～90%が マ クロファージで他はリ

ンパ球,多 核白血球などである.

抗 原 濃 度(%)

図1　 抗原添加によるMIの 変化

d. マクロフ ァージ遊走 阻止試 験手技:秋 山の

変法に従った.腹 腔浸出細胞とリンパ球を4:1の

割合で混合 し, 900廻 転/分 で5分 遠沈す る.沈 渣に

0.6～0.7mlの20%仔 牛血清加TC-199を 入れ,一 端

を閉 じた75×0.7mmの 毛細管に,水 流ポンプの陰圧

を利用 して吸い上げ,こ の毛細管 を別の短試に開口

部を上にして移 し, 900廻 転/分 で5分 遠沈する.沈

殿した細胞層 と上清 との間で切断する.容 量1mlの

極 小シャーレの底に円形カバーグラスを置 き,シ リ

コングリスを用いて各々2本 ずつ毛細管を固定する.

対照として抗原を加 えない培養液(20%仔 牛血清加

TC-199)を 入れ,こ れを抗原非添加群とする.抗原

添加群は抗原を培養液で稀釈して適正抗原濃度とし

て添加している.角 型カバーグラス(27×24mm)で

中に気泡が入らないようにふたをする. 5%炭 酸 ガ

ス培養器中で37℃, 24時 間培養し遊走面積を測定す

る.

e. 判定:遊 走面積の測定は顕微鏡で40倍 に拡大
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し,縦 径と横径を測定しその積で面積をだし

抗原添加群の遊走面積
/抗原非添加群の遊走面積

×100

を遊走指数 とする.結 果は80%以 下 を陽性, 81%以

上 を陰性(正 常)と する.表1.　 未処置群

表2.　 MPSS投 与 群

Ⅲ.　実 験 結 果

1.未 処 置 対 照 群:平 均 生 存 日数 は8.8±2.4日 で

あ る(表1).急 性 拒 絶 反 応 を臨 床 所 見 で 判定 す る

と,平 均4.5±0.9日 で ある.こ の時 のMI-活 性 は77.0

±15.6%で,血 清 ク レ ア チ ニ ン6.3±3.1mg/dl,血

清 尿 素 窒 素82.8±37.6mg/dlで あ る. MI-活 性 を経

日 的 に測 定 す れ ば, 3日 目 にす で に65.2±15.7%と

強 陽 性 を示 した.こ の 時,血 清 ク レア チ ニ ン5.0±

3.2mg/dl,血 清 尿 素 窒 素68.5±7.6mg/dlで あ った.

 MI-活 性 を測 定 す れ ば,一 般 臨 床 所 見 で 判定 す る よ

りも36時 間 早 く拒絶 反 応 を予測 す る こ と を明 らか と

した(図2).

移 植 後 日数

図2　 未処置群

2. MPSS投 与 群:平 均 生 存 日数 は17.5±2.6日
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で あ る(表2).未 処置 群 よ り もは る か に延 長 して

い る(図3).急 性 拒 絶 反 応 は通 例 の臨 床 所 見 で 判

定 す る と,平 均6.3±1.1日 と未 処置 群 よ り も延 長 し

て い る.こ れ は イ ム ラ ンの 効 果 に よ る もの で あ る.

この 時 のMI-活 性 は74.9±7.0%と 陽 性 で あ る.血

清 ク レア チ ニ ンは3.4±0.7mg/dl,血 清 尿 素 窒 素 は

58.0±22.5mg/dlで あ る.急 性 拒 絶 反 応 の2日 前 の

MI-活 性 は85.1±14.0%で あ るが, 14例 中6例(43%)

に 陽 性 を示 し早期 診 断 に有 効 で あ っ た.こ の時 の血

清 ク レ アチ ニ ン は2.9±1.0mg/dl,血 清 尿 素 窒 素 は

39.4±13.0mg/dlで あ る(図4).

生 存 日 数

図3　 未処置群とMPSS投 与群の生存曲線

急 性 拒 絶 反 応 に対 してMPSS 20mg/kgを3日 間

投 与 した結 果,そ の 前 後 のMI-活 性 は75.9±6.1%

か ら94.3±6.1%へ と有 意 差(P<0.001)を もって

正 常 域 に 回 復 してい る.血 清 ク レ アチ ニ ン も3.7±

0.7mg/dlか ら2.4±0.7mg/dlと 低 下 し,血 清 尿 素

窒 素 も68.5±23.5mg/dlか ら49.2±18.8mg/dlと 回

復 して い る(表3).こ の よ うにMPSSは 急 性 拒

絶 反 応 に対 して 著 明 な効 果 を発 揮 して い る.ま た,

 MI-活 性 は急 性 拒 絶 反 応 に対 す る治 療 の効 果 判定 に

も有 力 な 指 標 を与 えて くれ る.

Ⅳ.　考 案

本 実 験 に お いてMI-活 性 を経 日的 に測 定 す る と,

通 常 の臨 床 所 見 よ り判 定 した急 性 拒 絶 反 応 の36～48

時 間 前 に 陽性 とな るこ とが明 らか と な った. Turni

pseed7)は マクロファージ遊走阻止試験は不可逆性組

織損傷の起こる前に,細 胞性免疫を検出するのに有

用であると述べている.こ の試験は急性拒絶反応に

関連 してお こる細胞性免疫を検出するのに,特 異的

で感受性が高 く再現性のあるものとして臨床によく

使われている.ま たEidemiller6)も 免疫抑制剤非使

用動物において,臨 床上拒絶反応がおこる24～48時

間前にマクロファージ遊走阻止試験で移植抗原に対

する細胞性免疫の程度を測定することができると述

べている.

急性拒絶反応の早期診断は移植抗原に対する,特

異的な細胞の存在を証明することにある.証 明する

方法には直接顕微鏡的に明らかにするか,感 作 リン

パ球 と特異抗原 との反応を間接的に定量するかであ

る.直 接に移植抗原に対する特異的な細胞を証明し

たのはHayry8)ら で ある.急 性拒絶反応の時,組 織

所見の特徴は単核細胞の高度浸潤である.拒 絶反応

の極期には単核細胞の35%ま でが芽細胞であ る.免

疫抑制剤を使用するとき,使 用中は移植組織の中に

稀 に芽細胞 をみる程度で, 0.2%を こえることはな

い.中 止すると1～2日 で芽細胞が出現 して,そ れ

から2～3日 で血清クレアチニンが増加 してくると

述べている.感 作 リンパ球 と特異抗原との反応を証

明する色々な方法がある.感 作 リンパ球は特異抗原

との接触によって,い ろいろな生物活性を有する可

溶性物質を培養上清に放出することが知られている.
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生存日数

図4　 MPSS投 与 群(↑=MPSS 20mg/kg静 注)

表3.　 MPSS投 与前後の拒絶反応の変化
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可溶性物質には,マ クロファージ遊走阻止因子,皮

膚反応因子9),リ ンパ性毒素10),お よび,マ クロフ

ァージ凝集因子11)などがある.本 実験ではマクロフ

ァージ遊走阻止因子を利用して試験を行ない,急 性

拒絶反応時の変化を経日的に測定した.

本 実験において,急 性拒絶反応に対 してMPSS

 20mg/kg/日 を3日 間連続静注すると, MI-活 性は

投与前の75%か ら投与後 の94%へ と有意差(P<

0.001)を もって,正 常域に回復した. Falk12)らは

急性拒絶反応の治療に大量のステロイドを使った時,

遊走阻止はすばや く陰性化すると述べている. Wood13)

らはステロイド治療で急性拒絶反応が改善 され,白

血球遊走阻止試験 も正常になると述べている.し か

し,ス テロイ ド治療をした後,拒 絶反応が続いてい

るのにMI-活 性 が正常域にあることがある.こ れは

ステロイ ドによってリンパ球が変化 したためか,感

作 リンパ球が末梢血中で減少 し,移 植組織の中に濃

縮するためではないだろうかと述べている. Dorm

ont14)らも急性拒絶反応 に対 して大量のコルチコス

テロイドを投与す ると, MI-活 性 は短時日に抑制 さ

れ,通 常7日 目,早 くは1～3日 以内に正常化する

と述べている. Turnipseed7)ら も拒絶反応に対して

免疫抑制療法を行なうと,遊 走が迅速に阻止 されな

くなると述べている.最近, MPSS 20～30mg/kg/日

を2～3日 間連続点滴静注すると,腎 移植後の急性

拒絶反応は90～95%逆 転可能であると報告され,多

くの施設でMPSSの 治 療が行なわれるようになっ

た.

マ クロファージ遊走阻止試験施行上注意すべきは,

抗原含有液の抗原濃度,特 に過剰な抗原によるマク

ロフ ァージの非特異的阻止の問題である.腎 移植後

に通常使用される抗原源は,供 給者 リンパ球,リ ン

パ節,脾 抽出物,腎 抽出物,肝 抽出物等である.生

体供給者の場合は リンパ球を,屍 体供給者の場合に

はリンパ節や脾抽出物を使用するのが一般的である.

抗 原濃度に関しては通常蛋白濃度で表現され, 100

μg/mlか ら2mg/mlま で種々の報告 がみ られる.

 Wood13)ら は12例 の屍体腎移植における白血球遊走

阻止試験において,抗 原源として肝,脾,リ ンパ節

を使用 し,抗原含有液の蛋白濃度は50～100μg/mlを

至 適濃度であるとし, 200～400μg/ml以 上の抗原を

使用すれば非特異的阻止がみられたとし,仮 性陽性

の少なかった原因は比較的低い蛋白濃度の抗原 を用

いたためと述べている.

Dormont14)ら は74例 の腎移植における白血球遊走阻

止試験において,抗 原に脾抽出物 と腎抽出物を用い,

脾抽出物はあらかじめHL-A抗 血清でタイピングし,

抗原含有液のHL-A特 異性を決定 して使用している.

脾抽出物では1～2mg/ml,腎 抽 出物は125μg/ml

が至適抗原濃度であるとしている.ま た脾抽出物と

腎抽出物 との抗原 としての感受性を比較 し,拒 絶反

応における遊走阻止陽性率は脾抽出物使用群85%,

腎抽 出物使用群45%と 脾抽出物がより感受性が高い

とし,両 方の抗原を同時に使用 した場合の陽性率は

95%に 上昇 したと述べている. Falk12)らは供給者 リ

ンパ球を1×108個/mlに 調製後超音波破壊 し,そ の

上澄液を-20℃ に保存 して使用している. Turnip

seed7)ら はヒト腎移植においてマクロファージ遊走

阻止試験 を応用し,抗 原源として供給者 リンパ球

25×106個/mlに 調製後, -30℃ にて凍結溶解を7回

行って,細 胞破壊しその浮遊液を抗原含有液 とし,

蛋 白濃度は0.8～1mgが 至適抗原濃度 として使用し

ている.阪 上5)はMPラ ッ ト(供 給者)腎 由来の粗

製可溶性抗原では180μg/mlを 非特異阻止を起さない

至適抗原濃度として使用している.本 実験ではリン

パ球を3～4×106個/mlに 調製 し,全 体で5mlと し

3分 間超音波破壊し,そ の上澄液を抗原含有液(平

均80.5mg/dl)と して用い,至 適抗原濃度は80～150

μg/mlで あ った.

今後の臨床上の問題 として,急 性拒絶反応の早期

診断を確実に,簡 潔に,短 時間で行なえ,患 者の負

担にならない方法を考えなければな らない.そ の1

つ としてHarrington15)ら の寒天培地法がある.こ

の方法によれば容量は0.25mlで 充 分で,マ クロファ

ージの浮遊液は2μlで よく,技 術 も簡弁である.マ

クロファージ遊走阻止試験では培養時間が24時 間か

か り,こ の間拒絶反応は進行する可能性をもってい

る.倉 持16)らは 白血球遊走阻止試験において次のこ

とを明らかにしている.毛 細管に詰められた白血球

は培養開始1時 間後には管外に遊出 し,陽 性の場合

4～6時 間後には抗原添加群 と抗原非添加群との間

に相違が観察で き,そ の後21時 間 まであまり大 きな

差を認めていない.ま た,早 期診断のためにはマク

ロファージ遊走阻止試験の他,諸 種の免疫生物学的

診断法を行ない,総 合的判定を下す ことが必要であ

る.

Ⅴ.　結 語

犬同種腎移植後,急 性拒絶反応の診断法の1つ で

あるマクロファージ遊走阻止試験を経 日的に測定し

た.

未 処置群では通常の臨床所見よ り急性拒絶反応と
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診断した時, MI-活 性は77%と 陽性であった.拒 絶

反応と診断 した36時 間前にすでに65%と 強陽性 を示

した.

MPSS投 与 群では急性拒絶反応 と診断 した時 ,

 MI-活 性 は75%と 陽 性であった.拒 絶反応 と診断し

た48時 間前に14例 中6例(43%)に 陽性を認めた.

イムランを投与したにもかかわらず急性拒絶反応

が出現 した14例 に対 し, MPSS 20mg/kgを3日 間

連続静注したところ,血 清クレアチニンは3.4mg/dl

か ら2.4mg/dlと 減少 し尿量 も増加 し, MI-活 性 も75

%か ら94%へ と有意差 をもって(P<0.001)正 常

域に回復した.

以上よ りマクロファージ遊走阻止試験は腎移植後

の急性拒絶反応を判定する免疫学的診断法として有

用であるばか りでなく,免 疫抑制の効果の判定にも

有用であると考 えられる.

稿を終 るにあたり終始御指導を載いた田中早苗教

授,折 田薫三講師に感謝の意を表する.

(本論文の要旨は昭和49年11月 第10回 日本移植学

会総会において発表 した)
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Part 1. Clinical results and change of macrophage migration 

inhibition activity at the administration of methylprednisolone in a large dose
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(Director: Prof. Sanae Tanaka)

ABSTRACT

After kidney homotransplantation in dogs we pursued daily the macrophage migration 
inhibitory (MI) activity, which is one of the diagnostic parameters, and obtained the following 
results.

At the time when it was diagnosed to have an acute rejection from routine clinical findings 

in the untreated control group, MI-activity was positive in 77% of the cases. The MI-activity was 

positive in 65% already 36 hours prior to the diagnosis was clinicaly made as of acute rejection 
case.

With the test group treated with MPSS (methylprednisolone) MI-activity was positive in 75% 
of the cases at the time when diagnosed as of acute rejection. In 6 cases (43%) out of 14 the MI-

activity was positive 48 hours prior to the diagnoses of acute rejection.
When 20mg/kg/day of MPSS was injected intravenously to 14 cases that had shown acute 

rejection despite Imuran administration for 3 consecutive days, serum creatinine decreased 

from 3.4mg/dl to 2.4mg/dl, urine excretion increased, and MI-activity also recovered to the 
normal range from 75% to 94% by a significant difference (P<0.001).

These findings seem to indicate that the macrophage migration inhibitory activity test after 
kidney transplantation is not only an effective, immunological diagnosis to assess the acute 

rejection after kidney transplantation but also useful in determining the effect of immuno
suppression.


