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論文内容の要旨

〔目的〕

ドナー抗原特異的な細胞傷害性T細胞 (Tc :Cytotoxic T lymphocyte) の前駆細胞頻度( f 

(Tcp) : Tc precursor f requency) を測定する方法として，限界稀釈法 (L DA : Limi ting 

Dilution Assay) がある。本研究は乙のLDAを用いて，移植前後のレシピエントの牌細胞ならびに

急性拒絶反応時にグラフトへ浸潤する細胞(G 1 C s : G r a f t i n f i 1 t r a t i ng c e 1 1 s )の f (Tcp) を

測定し，さらにG 1 Cs のクローニングにて得られた細胞を用いて急性拒絶反応の制御機構を解明する乙

とを目的とした。

〔方法〕

実験モデル:ドナーに BUFFALO (BUF) ラット (RT ー 1 b) を， レシピエントにWI STAR 

-FURTH (WFu) ラット (RT-I U ) を用い，腹剖漠所性心移植モデルを作成した。

免疫担当細胞の分離調整:牌細胞は牌臓を圧挫にて浮遊細胞とした後， またG 1 Cs は移植後 5 日自に

摘出したグラフトを酵素処理にて浮遊細胞とした後， rabbi t 抗 rat IgG 抗体で、 coating した

Degalan beads column を通過させて， Ig- 細胞を分離してT細胞とした。

L DA: 6 段階に限界希釈したWFu ラットの responder cell に， 2000 radX線照射した BUF

ラットの stimulator ce115xI04 個と rat purified 1 L 2 10U/ml を加え， 37
0

C59ぢ

COz 下で 8 日間培養した。 LDAのTc による細胞傷害性は， B U F tumor ce 11 1 ine 7 3 1 6 A 

を target cell として用い， 51Cr release assay にて測定した。無処置の対照牌T細胞j 移植後 5
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日目の牌T細胞及びG 1 Cs-T細胞ならびに移植後 3-4週目の牌T細胞(感作牌T細胞)において f

(Tcp) を測定した。 f (Tcp) の算出方法は， responder cell を含まない対照we 11 の 51 Cr 

release 値の平均値+ 3 S. O. を越えるものをTcp を有する positive well と定義して回帰直線を

作成し， Poisson分布のゼ、ロ限界点 (zero order t erm) より計算した。

GI Cs ，と含まれるアロ抗原特異的抑制活性:対照WFu ラットのリンパ節T細胞 (2 x 105 個)を

responder としたMixed lymphocyte cul ture (ML C) の系に，移植後 5 日目のG 1 Cs -T 

細胞 (2 x 10 5 個)を加えて 4 日間培養し，その抑制活性をみた。

G 1 Cs のクローニング:移植後 5 日目の G 1 Cs を BUF牌細胞にて 2 回刺激し，比重遠心法にて生

細胞を分離したo responder ce 11 0.5 個 Iwe 11 の限界稀釈下で， 1 L 2 10 U Iml , s ti mu 1 aｭ

tor cell 5 x 10 4 個 /we 11 を加えてクローニンク守を行った。

T細胞クローンの免疫学的特性:得られたクローン 1 x 10 4 個に BUF または BNの stimulator

4 x 10 5 個を加え ， 3 日間培養し増殖応答を求めた。クローン 2 x 10 5 個を MLCの系に加えて 4 日間

培養し，その抑制活性をみた。モノクローナル抗体OX 19 , W3/25 , OX8 , OX22 を用いて flow

cytomet ry ，とより，クローンの表面マーカーを検討した。

〔成績〕

① BUF グラフトは平均 6.1 士 0.6 日 (n = 8) で拒絶された。

② 移植後 5 日目の牌T細胞の f (Tcp) は 1 I (195 :t: 123) と，対照牌T細胞の 1 / (2343:t: 

591 )に比して有意のクローンサイズの拡大をみた。グラフトが拒絶された感作牌T細胞の f (Tcp) 

は 1/ (696 :t: 243) であった。一方，移植後 5 日目のG 1 Cs-T細胞における f (Tcp) は 1 I 

(84 :t: 53) であった。

③ 移植後 5 日自のG 1 Cs-T細胞は， ドナー抗原特異的にMLC を抑制(労 suppression: 73.3 

第) した。

④ 移植後 5 日目のグラフトから得られたクローンはOX 19+ , W3/25+ , OX8- , OX22+ すなわ

ち C 04+, C 08 -, C045R+ のT細胞クローンであった。また乙のクローンはドナー抗原に対して

特異的に増殖し， MLCのドナー抗原特異的な増殖応答を抑制(箔 suppress i on : 92.5 猪)した。

〔総括〕

移植後 5 日目の急性拒絶反応時のグラフトには，拒絶反応を促進させる Tc のほかに， その無制限な増

殖に対して抑制する方向に作用する T細胞が存在しており，急性拒絶反応の制御の一つの機構が示唆され

た。
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論文審査の結果の要旨

本論文は， ラット心移植モデルを用い，急性拒絶反応の主たる effector 細胞と考えられている細胞

傷害性T細胞の前駆細胞頻度を測定できる限界稀釈法lとより 急性拒絶反応時のひとつの制御機構を明ら

かにしたものである。移植後 5 日目の牌臓では細胞傷害性T前駆細胞頻度は急速に増大したが，拒絶後 2

~3週自には縮小した。また 移植後 5 日目のグラフトには拒絶反応に促進的に働く細胞傷害性T細胞の

他に，乙の細胞の増殖を抑制すると考えられる T細胞を認め，急性拒絶反応における一つの制御機構の存

在を示唆したものである。
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