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ASkinTestforanEarlyDiagnosisofCanineLungAllograftRe].ection

Summary

Askinreactionwasassessedinadultmongreldogsasapredictorofmild

rejectionoftransplantedlungsandasanindicatorforearlytreatmentofthe

reJection･

Onthedayoftransplantation′anextractofthedonorlungwaspreparedwith

3MKClandstoredat-20℃untilitwasusedforskintest(ST)intherecipient･The

ST′chestx-rayexamination(CXP)′measurementofbronchialmucosalblood

flow(BMBF)andopenlungbiopsy(OLB)wereperformedseveraltimesafter

allotransplantationoftheleftlungs･Thelungrejectionwasconfirmedby

histopathologlCalfindingsofspecimensobtainedbyOLB･

Basedontheexperimentalprotocols′transplanteddogsweredividedintothree

differentgroups･Thefirstgroupofdogs(groupI,n=6)receivedno

immunosuppressivedrugsandweremonitoredevery2-3daysfortheparameters

associatedwithrejectionaftertransplantation･InthedogsshowlngmildreJection′

theSTwaspositiveatafrequencyof71･4%′whereasthepositivitiesofCXPand

BMBFwereonly14･3%and28･6%,respectively･Thesecondgroupofdogs(groupII,

n=6)receivedcyclosporineA(CsA′20mg/kg/day′p･o･)for1-2Weeksandwere

examinedfortheparametersasabovefrom2-3daysbeforeterminationoftheCsA

treatment･InthedogsshowingmildreJeCtion,thepositivityofSTwas72･7%,but

thepositivitiesofCXPandBMBFwere9･1%and54･5%,respectively･ nethird

groupofdogs(groupIII′n=6)receivedCsA(20mg/kg/day′p･o･)andazathioprine

(AZP′25mg/body/day′p･o･)fortwoweeksandwereexaminedfortheparameters

every3daysafterCsAandAZPadministration･TheST,butnotCXPandBMBF,

paralleledwithlungrejectionatmildgradesinfouroutofsixdogs･Assoonasthe

STbecamepositive′atreatmentwasinitiatedwithmethylprednisolone

(500mg/body/day,i･V･)for3days･nleearlytreatmentimprovedpathological

findingsofthetransplantedlungsinfivetosixdogs′asevidencedbyadiminution

ofrejectiongrades･

Inconclusion′theskintestwiththeextractofthedonorlunglSVeryusefulfor

predictingmildre)ectioninlungtransplantation･TLus′positiveSTcanbeutilized

asanindicatorforinitiationofearlytreatmentofthelungrejection･
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Ⅰ. はじめに

肺移植における拒絶反応は容易に不可逆的な肺機能低下を惹起 し,免疫抑制剤の使

用は感染症の合併や気管支吻合部の縫合不全をもたらす可能性を増加させる.肺拒絶反

応を肺機能上末だ可逆的な時期すなわち早期に的確に診断し,早期に集中的な治療を施

行することが肺移植の成功への大きな要因と思われる1-3).しかし,肺拒絶反応を的確に

診断する方法は現在のところ侵襲の大きい開胸肺生検による病理組織学的診断法以外に

はなく,しかも拒絶反応の進行が不可逆的になる以前に診断できる侵襲の小さい早期診

断法も確立されてはいない.

そこでベットサイ ドで容易に施行できるdonor肺抽出物を用いた皮内反応(sT)を肺拒

絶反応の診断法として考案し,同種左肺移植を施行 した雑種成犬において開胸肺生検に

よる病理組織所見を肺拒絶反応の基準として,STと胸部X線写真(cxp)(この方法は現在

最も普及している肺拒絶反応の診断法である)および気管支粘膜血流(BMBF)の減少をみ

る診断法4)の陽牲率を比較検討した.さらに臨床に近い状態としてcyclosporineAおよび

azathioprine投与の後,sT,CXPおよびBMBFを施行 した中でSTによる診断にもとずいて拒

絶反応の治療を施行 し,早期治療の効果について検討 した.

ⅠⅠ. 対象と方法

1.実験対象

veithらの方法5)に準 じて同種左肺移植を施行 した雑種成犬18頭(体重 :6.0-14.0kg)を以

下の3群に分けて検討 した.また,同種移植の雌雄の組み合わせは特に定めなかった.

第Ⅰ群(GroupI):免疫抑制剤 を投与しなかった6頭.移植後2-3日毎に皮内反市 sT),

胸部X線写真(cxp),気管支粘膜血流(BMBF)および開胸肺生検(OLB)を施

行 した.

第ⅠⅠ群(GroupII):移植後,免疫抑制剤としてcyclosporineA(CsA),20mgn(g/dayを1-2

週間経口投与 した6頭.移植後csA投与を中止する前2-3日,中止時および

中止後2-3日毎にSTをはじめとする諸検査を施行 した.

第III群(Groupm):移植後,免疫抑制剤としてCsA,20mgn'g/dayとazathioprine(AZP),

25mgn)ody/dayを2週間経口投与した6頭.移植後csA,AZP投与中止時から

STをはじめとする諸検査を3日毎に施行 し,sTが陽性を示した時点から

steroidpulse療法(methylprednisolone500mg/body/day,i.V.,for3days)を施行す

ると共にCsA,AZP投与を再開した.そしてsteroidpulse療法終了後1日から3

日の間に再びsTをはじめとする諸検査を1回施行 した.

以上の実験モデルを図 1に示す.

なお雑種成犬は宮崎医科大学動物実験施設より入手 し,実験動物に関する指針にもと

ずき実験を施行 した.
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2.3MKCl抽出法

実験で用いた抽出物はReisfeld法6)に準 じてdonor肺のほか,donorリンパ節,recipientリ

ンパ節より3MKCl溶液を用いて抽出した.

移植手術時にdonor肺,donor肺門リンパ節およびrecipient肺門リンパ節を一部採取し,

3V/Wのphosphatebufferedsaline(PBS),pH7.4にてhomogenateを作製し,KClを3MKClと

なるように加えて10時間撹拝 した.これを160000g,30分間で遠沈し､上清をpBS中で脱

塩した.以上の操作はすべて4℃下で行った.bicinchoninicacidproteinassayreagent

(BCA,Pierce社)を用いて蛋白濃度を測定し調整し,-20℃にて保存 した.

3.3MKCl抽出物によるリンパ球増殖反応

FicolLCoⅣayおよびpercoll(Phamacia社)を用いてrecipient末梢血からリンパ球と単球を

得た.さらにリンパ球よりナイロンファイバーカラム法にてT細胞を分離した.

次いで5×10-5M2-mercaptoethanolおよび10%FCS含有RPMI1640を培地としたT細胞

(emichTlymphocyte)を100FL1(1×104cells)ずつ平底96穴マイクロプレー トに分注した.一

万1×106cells/mi に調整した単球に3MKCl抽出液100FLg/miを10FIVhllとして加え37℃で

30分間放置,さらにmitomycinC(MMC)を25/′g/mJtなるように加えて37℃で30分間放置

の後,3回洗浄してRPMI1640単球浮遊液100〃l(1×103cells)を上記のマイクロプレー トに

加えて分注した.37℃,5%C02の条件下で3日間incubateL,0.25〃CiのPH]thymidineを加

えて8時間後に∝uhamesterにて細胞を採取し,液体シンチレーションカウンター (アロ

カ3500)を用いてcpmの単位で測定した.

3MKCl抽出物によるリンパ球増殖反応の値は抽出物を加えない自然リンパ球増殖に対

する比率(stimulationindex,SI)で表した.sI=lymphocyteproliferationwithanextract(cpm)/

lymphocyteproliferationwithoutextracts(cpm)

4.皮内反応 (skintest,ST)

donor肺(donorリンパ節,recipientリンパ節)の3MKCl抽出物(蛋白濃度 100FLg/ml)を

0.05mlそれぞれ皮内に注入し,24時間後に判定した.判定は注入部位の皮膚損傷と区別

するため,短径5mm以上の発赤,硬結,膿蕩あるいは潰虜の肉眼的炎症所見を呈すもの

をsTの診断による肺拒絶反応陽性とした.なお,皮内反応部位はイヌが噛んだり,掻い

たりすることを避けるために剃毛した背部および側腹部を使用 した.また,発赤,硬結

を示す所見は皮内注入後24時間前後に最もその反応が認められやすい傾向にあり(皮内

注入後6,24,48,72時間で観察した結果),さらに肺拒絶反応の進行速度とその診断の必要

性から,皮内注入後24時間を判定の時間とした.

図2に肺病理組織所見上,肺拒絶反応が存在するときの 3MKCl抽出物による皮内反

応(皮内注入より24時間後)でdonor肺,donorリンパ節の3MKCl抽出物が陽性を示した

ところを示す.

5.胸部X線写真 (chestxィayphotography,CXP)
イヌを正面腹臥位で200mA,75-85kV,0.02secの条件で撮影し,移植肺野の浸潤陰影の存
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在をcxpの診断による肺拒絶反応陽性とした.

6.気管支粘膜血流 (bronchialmucosalbloodflow,BMBF)
気管支鏡下にレーザー血流計 (ALF2100,アドバンス社)を用いて気管分岐部 (C)と

移植側の左気管支第1分岐部 (L)の粘膜血流を測定し,その比 (uc)が0.7以下を

BMBFの診断による肺拒絶反応陽性とした6).

7.開胸肺生検 (open山ngbiopsy,OLB)
開胸肺生検は左第7-9肋間で開胸 し,主として左下葉の一部を採取して,病理組織標

本を作製した.肺拒絶反応の程度はFujimuraらの肺拒絶反応の病理組織分類法7)に準じ

て以下の如く分類した.

0期(stageo):normalappearance.正常の肺所見.

Ⅰ期(stageI):perivascularcuffing(+).小血管周囲に軽度の浮腫と軽度の単核細胞浸潤を

認めるが,肺胞構造は正常なもの.

II期(stageII):perivascularcuffing(++)&alveolarinfiltration(+).小血管周囲にある程度の

単核細胞浸潤を認め,肺胞壁および肺胞内に単核細胞浸潤を軽度に認めるが,

肺胞構造は破壊されていないもの.

ⅠII期(stageHI):perivascularcuffing(+++)&alveolarinfiltration(++)&alveolarwall
destruction(+).小血管周囲に高度の単核細胞浸潤があり,肺胞壁および肺胞内に

もある程度の単核細胞浸潤を認め,肺胞構造は所々高度に破壊されているもの.

IV期(stageIV):alveolarwalldestruction(+).いたるところに単核細胞浸潤が高度となり,

肺胞構造は全く破壊されているもの.

8.統計処理

測定数値は平均値±標準偏差で表し,関連2項目の検定にはwilcoxon検定を用いた.

ⅠⅠⅠ. 実験結果

1.3MKCl抽出物によるリンパ球増殖反応

第ⅠⅠ群において移植後2-3日のCsA投与中にOLBより0期であったものを拒絶反応陰性

(n=6)とし,CsA中止後oLBによって明かに拒絶反応が認められるものを拒絶反応陽性

(n=6)として3MKCl抽出物によるリンパ球増殖反応と肺拒絶反応の関連性を評価 した.

donor肺抽出物によるSIは拒絶反応陽性時6.33±3.34,拒絶反応陰性時0.74±0.25

(p<0.05)であった.同様にdonorリンパ節抽出物によるSIは拒絶反応陽性時4.83±3.19,

拒絶反応陰性時l･08±0･45(p<0･05)であった.一方recipientリンパ節抽出物のSIは拒絶反

応陽性時1.40±0.35,拒絶反応陰性時0.53±0.28と共に低値であった.また,拒絶反応

陽性時のdonor肺とrecipientリンパ節およびdonorリンパ節とrecipientリンパ節の比較では,

donor肺およびdonorリンパ節がそれぞれ有意にSIが大きかった(p<0.05).しかしながら,
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拒絶反応陽性時のdonor肺とdonorリンパ節ではそれぞれのSIに有意差はなかった(図3).

また,donorとは異なる他の雑種成犬の肺抽出物,リンパ節抽出物を用いたリンパ球増

殖反応(n=3)を施行 したが,それぞれslは拒絶反応陽性時1.32±0.87,I.41±0.34,拒絶

反応陰性時0.90±0.30, 1.51±0.42とそれぞれ低値を示す傾向にあった.

2.肺拒絶反応の経時的変化

肺拒絶反応による肺病変が可逆的であると思われる早期肺拒絶反応の期間,すなわち

肺拒絶反応 Ⅰ期,Il期に留まっている期間を第Ⅰ群と第ⅠⅠ群で比較してみると,第Ⅰ群

は1.67±0.75日,第ⅠⅠ群は4.50±2.87日であった.csAを投与していた第ⅠⅠ群において

肺拒絶反応が早期である期間が延長していた(p<0.05)(図4).しかし,一旦 ⅠⅠⅠ期に陥る

と両群共に1日以内に肺拒絶反応IV期に移行する傾向がみられた.

3.肺拒絶反応の病理組織分類に対する皮内反応,胸部X線写真および気管支粘膜血

流の陽性率

第Ⅰ群と第ⅠⅠ群においてOLBによる肺拒絶反応の病理組織分類に対するST,CXPお

よびBMBFの陽性率を比較した.sTに用いた3MKCl抽出物においてdonor肺とdonorリン

パ節の3MKCl抽出物とも皮内反応の判定に差異はなく,recipientリンパ節の3MKCl抽出

物によるSTは仝例において陰性であった.また,donorとは異なる他の雑種成犬の肺抽

出物,リンパ節抽出物を用いて第ⅠⅠ群において3頭にSTを施行 したが,いずれも陰性で

あった.肺感染症については肺病理組織像をもとに検討したが仝例について感染症は認

めなかった.

sTをはじめとする諸検査の施行の回数は,肺拒絶反応の各病理組織分類期において第

Ⅰ群では0期に5回,Ⅰ期に3回,ⅠⅠ期に4回,ⅠⅠⅠ期に5回そしてⅠⅤ期に6回であり,第ⅠⅠ

群では0期に9回,Ⅰ期に5回,ⅠⅠ期に6回,ⅠⅠⅠ期に5回そしてIV期に7回であった.

第Ⅰ群ではsTは0期で陽性を示すものがなく,Ⅰ期 66.7% ,ⅠⅠ期 75.0%,ⅠⅠⅠ期 80.0% ,

lV期 83.3% の陽性率であった.cxpは0期で20.0%の陽性率が認められ,Ⅰ期,ⅠⅠ期 で

はそれぞれ0% ,25.0% と低値を示し,ⅠⅠⅠ期 ,IV期ではそれぞれ80.0(弘,100% と高い

陽性率であった.BMBFもo期で40.0% の陽性率が認められ,Ⅰ期,ⅠⅠ期 ではそれぞれ

33.3%,25.0% と低値を示し,ⅠⅠⅠ期,Ⅳ期でそれぞれ60.0% ,66.7%の陽性率であった.

第ⅠⅠ群においてもsTは0期で陽性を示すものがなく,Ⅰ期 60.0% ,ⅠⅠ期 83.3% ,1ⅠⅠ期

80.0%,IV期 85.7%の陽性率であった.cxpは0期で11.1% の陽性率が認められ,Ⅰ期,

ⅠⅠ期,ⅠⅠⅠ期,IV期ではそれぞれ0% ,16.7%,80.0% ,100% を示 した.BMBFは0期で

33.3% の陽性率が認められ,l期,ⅠⅠ期,ⅠH期,IV期ではそれぞれ60.0% ,50.0%,

40.0% ,85.7% を示した(図5).

肺拒絶反応による肺病変が可逆的であると思われる早期肺拒絶反応の期間すなわちⅠ

期+ⅠⅠ期と,不可逆的な変化である進行期肺拒絶反応の期間すなわち1ⅠⅠ期+IV期の2

つにまとめてみると,第Ⅰ群では,sTが早期 (Ⅰ期+ⅠⅠ期)の時に71.4% と高値を示すの
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に比して,BMBFおよびcxpはそれぞれ28.6%,14.3%と低い陽性準を示した.これに

対 して進行期(ⅠIl期+IV期)ではsT,BMBFおよびcxpはそれぞれ81.8%,63.6%および

90.9% とsT以外の検査法でも比較的高い陽性率を示した.第ⅠⅠ群においても,早期(Ⅰ期

+ⅠⅠ期)でSTが72.7% と高値を示すのに比して,BMBFおよびcxpはそれぞれ54.5%,

9.1%と低い陽性率を示した.これに対 して進行期(ⅠⅠⅠ期+IV期)ではsT,BMBFおよび

cxpはそれぞれ83.3%,66.7% および91.7% と比較的高い陽性率を示した(図6).

4.第‖群における皮内反応の陽性時期

sTが陽性になった時点でsteroidpulse療法を施行した第ⅠⅠⅠ群において,CsA,AZP投与

中止後にはじめてSTが陽性を示した時期と治療の施行前後の肺拒絶反応の動向について

観察 した.

3頭がcsA,AZP投与中止とした時点に一致 してST陽性を示し,2頭がCsA,AZP投与中止

後3日目に,残 り1頭が6日目にST陽性を示した.前の3頭は治療前にはoLBによりそれ

ぞれⅠⅠⅠ期,ⅠⅠⅠ期,lI期の肺拒絶反応所見を呈していたが,治療後はそれぞれⅠ期,ⅠⅠⅠ

期,Ⅰ期を示した.CSA,AZP投与中止後3日目にST陽性となった2頭の肺拒絶反応の程度

はそれぞれⅠⅠ期,ⅠⅠ期であり,治療後はそれぞれⅠ期,0期となった.CSA,AZP投与中

止後6日目にはじめてSTが陽性となったl頭は肺拒絶反応 Ⅰ期を示し,治療後は0期と

なった(表 1).

5.治療前後の肺拒絶反応病理組織所見と皮内反応,胸部X線写真,気管支粘膜血流

の推移

第ⅠⅢ群において,STがはじめて陽性を示した時点,つまり拒絶反応に対する治療

直前の時点では,oLBによる肺病理組織所見はIII期が2頭,II期が3頭,Ⅰ期が1頭であっ

た.治療によってもⅠⅠⅠ期を示 した1頚のみが変化なく,steroidpulse療法後より7日後に

拒絶反応にて死亡したが,他は治療によりⅠ期が3頭,0期が2頭と軽快 した(図7).図

8は肺病理組織所見上,steroidpulse療法後に拒絶反応が軽快した1例を示す(No.1犬).

STはsteroidpulse療法後1日から3日の間に1回施行 した結果,6頭共に陰性を示 した.

cxpでは治療前のST陽性時に陽性を示したものは2頭のみであり,それらは肺病理組織

所見上,肺拒絶反応ⅠⅠⅠ期であった.治療後は1頭のみがCXP陽性を示 し,肺拒絶反応

ⅠⅠⅠ期であった.BMBFは治療前1頭のみが陽性を示し,肺病理組織所見上,肺拒絶反応

ⅠⅠ期であった.′治療後は2頭がBMBF陽性を示し,それらの肺拒絶反応 はⅠⅠⅠ期およびⅠ

期であった(図9).

IV. 考 察

肺移植における拒絶反応は急速に進行 し,放置すれば約10日で死の転帰をとるといわ

れている8,9).また,未だ肺拒絶反応に対する予防法が確立されていない現況では移植

後に程度の差はあれ拒絶反応が出現する可能性は極めて高く,肺拒絶反応を可逆的な時
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期に早期診断し,早期に集中的な治療を施行することが必要である.現在肺拒絶反応の

確定診断は開胸肺生検による肺病理組織学的診断以外にはないが,この開胸肺生検は侵

襲が大きく,繰 り返しての施行が困難である.そのため,各種の肺拒絶反応の診断法が

報告10-12)されているが,いずれもある程度進行 した拒絶反応か､あるいは免疫抑制剤で

修飾されていない拒絶反応の診断に関するものが殆どである.

そこでベットサイドで容易に施行できるdonor肺抽出物を用いた皮内反応(sT)を肺拒絶

反応の診断法として考案 し,肺拒絶反応の可逆的な時期に発見すること,つまり肺拒絶

凪芯の早期診断の可能性,さらにその診断にもとずく早期治療の効果について検討 した.

まず,3MKCl抽出物とリンパ球増殖反応については,第ⅠⅠ群においてdonorの肺とリ

ンパ節およびrecipientのリンパ節の3MKCl抽出物を用いて,recipientのリンパ球増殖反

応を施行 し,またdonorとは異なる他の雑種成犬の肺組織とリンパ節の3MKCl抽出物に

ついても第ⅠⅠ群のrecipientのリンパ球増殖反応(n=3)を施行 した.その結果,肺拒絶反応

が明らかに存在する時に,donorの肺とリンパ節の3MKCl抽出物のみがリンパ球増殖反

応において高いstimulationindex(SI)を示した.recipientとthirdpartyの3MKCl抽出物では

肺拒絶反応時のSIがdonorの肺とリンパ節の3MKCl抽出物のSIに比して低値を示すこと

から,この条件でのrecipientのリンパ球増殖反応に関与するものは,donor特異性のある3

MKCl抽出物であり,また肺とリンパ節のそれぞれの臓器に存在する活性ではないと思

われる.実験に用いた3MKCl抽出物はReisfeldらによってと卜のリンパ節,牌,肺等に

高い同種組織適合抗原(majorhistocompatibilityantigen,MHA)活性が認められている6).罪

常に簡単に作製でき冷凍保存が可能であるため実験に使用 したが,しかし細胞膜の雑多

なperipheralproteinの混入を含め,種々の蛋白の混入が予想される3MKCl抽出物はMHA

活性のみならずその他の生物学的活性を持つ可能性が充分に考えられる.そのため,今

回の実験でMHAが関与 しているものとすれば,抗原提示能において抗MHA抗体による

細胞間相互作用の阻止実験とantigenprocessingの阻害剤を用いた阻止実験で確認する必

要がある.また,リンパ球増殖反応においてはT細胞を主日艮とした実験であるものの,

実際の増殖 したリンパ球については確証ができておらず,この反応においてのT,B細胞

の区別,さらにT細胞であればその主体がどのsubsetにあるのかが,STにおける機序の

推定にも必要である.

第Ⅰ群,第ⅠⅠ群においてはdonorの肺とリンパ節およびrecipientのリンパ節の3MKCl

抽出物をrecipientの皮内に注入 し,第ⅠⅠ群の3頭にはさらにdonorとは異なる他の雑種成

犬の肺とリンパ節の3MKCl抽出物をrecipientの皮内に注入 した.その結果,recipientの

リンパ節およびdonorとは異なる他の雑種成犬の肺とリンパ節の3MKCl抽出物による皮

膚の肉眼的な反応所見は認めなかった.そしてdonorの肺 とリンパ節の3MKCl抽出物は

肺病理組織上の拒絶反応所見 と一致 して70%以上に皮膚の肉眼的反応を認めた.このこ

とからdonorの肺とリンパ節の3MKCl抽出物が肺拒絶反応の診断法として,皮内に注入

することにより,肉眼的に判別できる反応を惹起できるものであると思われる.このST

はリンパ球増殖反応の結果よりアロ抗原が関与 しているのであれば細胞性免疫によるも

のと考えられ,その反応の経過すなわち24時間以上要するものであることから遅延型過
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敏症によるものとも予想できるが,浸潤細胞の詳細な検討と同系動物におけるリンパ球

移入実験での確認を必要とする.少なくとも,同時に採取 した対側背部の皮膚や死亡時

に採取した舌の血管炎が明らかでないため,GVH反応の関与は否定的と推測している.

また,肺拒絶反応時に約30%においてSTが生 じなかったこと,イヌ以外にも生ずる反応

であるかどうかを確かめるためにもsTの機序を解明することが重要と思われる.

肺拒絶反応は経時的に軽度の状態から不可逆的な重度の肺拒絶反応に至る経過をとる

が,軽度の拒絶反応を示す時期にその治療を行なうことが極めて重要である.強力な治

療により肺機能上にも障害を残さず治癒できる肺拒絶反応の時期が早期の肺拒絶反応で

あり,oLBによって得られた肺病理組織分類上Ⅰ期,ⅠⅠ期を示す期間がそれに相当する

10).この期間がcsAの影響で変化するかどうかを確かめるため,免疫抑制剤非使用時の

肺拒絶反応とcsAを投与していた後に生じた肺拒絶反応の程度を第Ⅰ群と第ⅠⅠ群におい

てⅠ期またはⅠⅠ期に留まる期間について比較 した.第ⅠⅠ群においてこの期間は4.50±

2.87日となり第Ⅰ群に比して有意に延長を示した.この期間が延長することは,診断上

24時間要する皮内反応であっても,臨床上csAが投与されている肺移植患者に活用でき

ると思われる.

現在肺拒絶反応を臨床的に診断する方法として最も普及しているものは胸部X線写真

(cxp)である.また気管支粘膜血流(BMBF)の減少をみる方法も報告されている4).そこ

で第Ⅰ群では免疫抑制剤を使用せず肺拒絶反応を惹起させ,第ⅠⅠ群では移植手術の影
響が少なくなると考えられる時期にCsAを中止し,csA前投与の影響下で肺拒絶反応を

惹起させる実験モデルを用いて,開胸肺生検(OLB)による病理組織所見を肺拒絶反応の

基準としてST,CXPおよびBMBFの陽性率を比較検討 した.また,第ⅠⅠⅠ群は臨床に近い
状態としてCsAおよびAZP投与の後,sT,CXPおよびBMBFを施行 し,その中でSTによる

診断にもとずいて拒絶反応の治療をおこなった.

第Ⅰ群,第ⅠⅠ群においてSTはoLBによる肺拒絶反応0期に陽性を示さず,これに対

してCXPおよびBMBFは第Ⅰ群でそれぞれ20.0%,40.0%,第ⅠⅠ群ではそれぞれ
ll.1%,33.3%の陽性率を示した.つまり,sTは肺病理組織上に拒絶反応を認めない時に

は陽性を示さず,cxpおよびBMBFはこの状態で陽性を示すものがあった.特に第Ⅰ群

で0期でありながらcxpおよびBMBFの陽性率が高かったのは手術の影響および

reimplantationresponse9)が関与しているものと思われる.肺拒絶反応による肺病変が可逆

的であると思われる早期肺拒絶反応の期間すなわちⅠ期とⅠⅠ期の期間でのSTは第Ⅰ群で

71.4%,第ⅠⅠ群で72.7%の高い陽性率を示した.一方,cxpおよびBMBFはⅠ期とⅠⅠ期

の期間で第Ⅰ群ではそれぞれ14.3%,28.6%,第II群ではそれぞれ9.1%,54.5%であった.
すなわち早期の肺拒絶反応時にSTが70%以上の陽性率を示したのに対 して,CXPおよび

BMBFはその陽性率が低下していた.また,既に肺拒絶反応が進行した状態のⅠⅠⅠ期と

IV期ではsT,CXPおよびBMBFは第Ⅰ群でそれぞれ81.8%,90.9%および63.6%,第ⅠⅠ群
ではそれぞれ83.3%,91.7%および66.7%となり,sTで80%以上,cxpで90%以上,BMBF

で60%以上の陽性率であった.sTの特徴として肺病理組織所見上,肺拒絶反応が認めら
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れない時には陽性を示さず,早期の肺拒絶反応時に高い陽性率を示すことが挙げられる.

肺移植後にCsAおよびAZPを投与LSTによる診断で治療を行なった第ⅠⅠⅠ群でも,sT

と同時にOLB,CXPおよびBMBFも施行した.この第ⅠⅠⅠ群においては第Ⅰ群,第ⅠⅠ群で

donorの肺とリンパ節の3MKCl抽出物がその反応に解離を認めなかったため,また今後

donorのものとしてrecipientに存在している肺を考慮 して,donorの肺の3MKCl抽出物の

みによるSTを施行した.第ⅠⅠⅠ群ではsTが陽性を示した時の肺病理所見上の肺拒絶反応

ⅠⅠⅠ期が2頭,ⅠⅠ期が3頭,Ⅰ期が1頭であったが,同時に施行したcxpおよびBMBFが陽性

を示したのは2頭および1頭のみであった.治療はcsA,AZP投与中の肺拒絶反応と考え

steroidpulse療法を3日間施行した.その結果,治療後oLBによる肺拒絶反応も6頭中5頭

に軽減を認め,III期が1頭,Ⅰ期が3頭,0期が2頭となった.steroidpulse療法後もIII期

を示したl頭はsteroidpulse療法後7日目に拒絶反応と思われる肺肝様変化,肺融解にて死

亡した.また,CSA,AZP投与中止時には3演がsT陽性を示したが,この時のOLBによる

肺拒絶反応は2頭が ⅠⅠⅠ期,1頭が lI期であった.このことはcsA,AZP投与中においても

肺拒絶反応が出現するとsTが陽性になり得ることを示している.臨床においても免疫抑

制剤を使用していても肺拒絶反応は出現するとされており,肺移植の成功のためには拒

絶反応の早期診断,早期治療がますます重要なものと考えられる.肺拒絶反応の診断法

として肺病理組織診断に代わる種々の診断法が報告10~12)されているが,CsA等の免疫抑

制剤を使用 している時の拒絶反応の早期診断の報告は殆どない.そのため,臨床上

CSA,AZP投与中の肺移植患者に対 して,STによる肺拒絶反応の早期診断法は有用である

と考えられた.第ⅠⅠⅠ群でSTが陽性を示した時期がcsA,AZP投与中止3日後,6日後であっ

たものは残 り3頭で,OLBによってⅠⅠ期が2頭,Ⅰ期が1頭と早期の肺拒絶反応であった.

しかし,steroidpulse療法後にはoLBによる肺拒絶反応ⅠⅠⅠ期が1頭,Ⅰ期が3頭いたのにも

関わらず6頭全てがsT陰性を示した.この原因としてはsteroidpulse療法による治療後1日

から3日の問での検査であるためsteroidの強力な抗炎症作用が強く関与し,STが陰性所

見を示した可能性が高いと思われた.

現象論的にdonorの肺の3MKCl抽出物によってSTによる肺拒絶反応の診断が可能であっ

たが,今後,その機序の解明が最も重要な問題である.また,機序が解明された上でも,

STとsteroidとの関係,sTが頻回に施行可能であるか,またその定量イヒや施行間隔等の問

題が種々残っているが,今回の実験でdonorの肺の3MKCl抽出物を用いたsTによって,

肺拒絶反応の診断が拒絶反応の未だ可逆的である時期に,CsA,AZP投与中においても可

能であることならびにSTによる診断によって早期治療が可能であることが示された.

以上,donor肺の3MKCl抽出物を用いた皮内反応によって,肺拒絶反応が軽度の時期

である早期診断が70% 以上に可能であった.また免疫抑制剤投与中においても肺拒絶反

応の早期診断が可能で,この診断にもとずき施行 した早期治療によって良好な結果を得

た.臨床においても本法の応用によって肺拒絶反応の早期診断とそれにもとずく早期治

療が期待できるものと思われた.

-10-



V.謝 辞

最後に実験考察に際し,御助言の御厚意を賜わりました木村贋光先生 (国立小児病院

小児医療研究センター実験外科)に深く感謝致します.

-ll-



文 献

1)MaurerJR:Therapeuticchallengesfollowinglungtransplantation･ClinicsinChest

Medicinell:279-290,1990

2)PattersonGA,CooperJD:Statusoflungtransplantation･SurgClinNorthAm68:545-

558,1988

3)HigenbottamT,StewartS,PenkethA,WallworkJ:TransbronchiaHungbiopsyforthe

diagnosisofrejectioninheartllungtransplantpatients･Transplantation46:532-539,1988

4)TanabeH,YadaI,NamikawaS,KusagawaM :Earlydetectionoflungrejectionby

measurementofbronchialmucosalbloodnowusinglaserdopplernowmeter･TramsProc21:

2590-2591,1989

5)VeithFJ,RichardsK:Improvedtechnicforcaninelungtransplantation.AnnSurg171:

553-558,1970

6)ReisfeldRA,KahanBD:BiologiCalandchemicalcharacterizationofhumaJl

histocompatibilityantlgenS.FedProc29:2034-2040,1970

7)FujimuraS,KondoT,HandaM,YamauchiA,OkabeT,SaitoR,IchinoseT,ShiraishiY,

NakadaT:HistologlCassessmentOfbronchialanastomotichealinglnCaninelung

transplantation.JThoracCardiovascSurg94:323-330,1987

8)GoldtxrgM,LukSC,GreysonND,GreenawayA:Caninelungallotransplantation.Ann

ThoracSurg24:462-473,1977

9)VeithFJ,KamholzSL,MoHenkopfFP,MontefuscoCM :Lungtransplantation1983.

Transplantation35:27ト278,1983

10)斎藤 亮,近藤 丘,藤村重文,半田政志,一ノ瀬高志,白石裕治,仲田 祐 :

ラット肺移植における気管支肺胞洗浄液リンパ球による拒絶反応早期診断の研究.

移植 24:262-269,1989

ll)OtulanaBA,HigenbottamT,FerrariLScottJS,IgboakaG,WallworkJ:Theuseofhome

splrOmetOryindetectingacutelungreJeCtionandinfectionfollowingheat-lung

transplantation.Chest97:353-357,1990

12)ChangSC,HsuHK,PemgRP,ShiaoGM,LinCY:Significanceofbiochemicalmarkers

inearlydetectionofcaninelungallograftrejection.Transplantation51:579-584,1991

-12-



Lungtransp一antation

Group暮
(∩-6)

Groupll

t t I

I JI JL -J

11日Im = ll= ト

ST,CXP,BMBF,OLBevery2-3days

Lungtransp一antation

IIHIILJltIlIILLIH-

(n=6) HIIHmHM""I"TL""""I"""""HtmHIHIHIH-

csA7-14days I l I
] ｣一

ST,CXP,BMBF,OLDevery2-3days

steroidpulse■■-■■

Group…LU,7__t_r?nsplantation, ____sT(･,-Yf-已 ..."""……‖ト
(n-6) ･竺川.I日.,llLIH1日.M.MH"… "I日日""""""■ - "mMI… MlJ=Im日日… IJ-

CsA,AZP14days
t A csA･AZPl
l_____∴｣ ｣｣

ST,CXP,BMBF,OLBevery3days l-3daysaftertheend

ofsteroidpu一setherapy

図 1 実験モデル

ST:skintest,ST(+):positiveresponseofskintest,CXP:chestx-rayphotography,

BMBF:bronchia一mucosalbloodnow,OLB:openlungbiopsy,

CsA:cyclosporineA,20mgnlg/day,p.0.,AZP:alathioprine,25mがbody/day,p･o･,
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図 2 3MKCl抽出物による皮内反応

肺病理組織所見上,肺拒絶反応が存在するときの 3MKCl抽出物 による皮内反

応 (皮内注入より24時間後)･左から順 にdonor肺,donorリンパ節,recipient

リンパ節 の3MKCl抽出物による皮内反応で donor肺,d｡｡｡rリンパ節が陽性
を示 した.
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図3 3MKCl抽出物によるリンパ球増殖反応

csA投与した第ⅠⅠ群において肺病理組織所見上,肺拒絶反応が存在するときとI

存在しないときのdonor肺,donorリンパ節,recipientリンパ節の3MKCl抽出物

によるリンパ球増殖反応.肺拒絶反応が存在するときのdonor肺,donorリンパ

節の3MKCl抽出物tのsIが高値を示した.

SI=1ymphocyteproliferationwithanextract(cpm)nymphocyteproliferationwithout

extracts(cpm)
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図4 早期肺拒絶反応の期間

肺拒絶反応が可逆的である肺病理組織所見上Ⅰ期,ⅠⅠ期に留まる期間を第Ⅰ群,

第Ⅱ群において比較すると,第Ⅰ群が1.67±0.75日､第ⅠⅠ群は4.50±2.87日で

あり,第II群が有意ド延長した(p<0.05).
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図5肺拒絶反応に対する皮内反応,胸部X線写真,気管支粘膜血流の陽性率∫

左 :第Ⅰ群,右 :第ⅠⅠ群を示す.∩:各肺病理組織分類期における皮内反応を
はじめとする諸検査の施行回数,sT:donor肺の3MKCl抽出物による皮内反応,

CXP:胸部X線写真,BMBF:気管支粘膜血流

第Ⅰ群,第ⅠⅠ群ともに皮内反応は0期で陽性を示さず,Ⅰ期より高､い陽性率を
示す.
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図6 早期および進行肺拒絶反応に対する皮内反応,胸部Ⅹ線写真,

気管支粘膜血流の陽性率

左 :第Ⅰ群,右 :第Ⅲ群を示す.h:各肺病理組織分類期における皮内反応を

はじめとする諸検査の施行回数,sT:donor肺の3MKCl抽出物による皮内反応,

cxp:胸部X線写真,BMBF:気管支粘膜血流,early:可逆的な肺拒絶反応の時

期,advanced:不可逆的な肺拒絶反応の時期

第Ⅰ群,第ⅠⅠ群ともに皮内凪芯は可逆的な肺拒絶反応時期に高い陽性率を示す･



表1 皮内反応陽性時期と肺拒絶反応の動向

No. 皮内反応陽性(CsA,AZP投与中止後) 肺拒絶反応の組織像治療前 治療後

1 中止時 Ⅲ 期 Ⅰ期

2 中止時 Ⅲ 期 ⅡⅠ期

3 中止時 Ⅱ期 Ⅰ期

4 3日後 Ⅱ 期 Ⅰ期

5 3日後 Ⅱ 期 0期

6 6日後 Ⅰ 期 0期

No.:第ⅠⅡ群の6頭の犬の番号.

第Ⅲ群においてdonor肺の3MKCl抽出物による皮内反応がはじめて陽性を示
した時期と,ster?idpulse療法前後の肺病理組織分類期の関係を示す.
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図7 治療前後の肺拒絶反応

preTx,ST(+):donor肺の3MKCl抽出物による皮内反応がはじめて陽性を示 した

steroidpulse療法前の時軌 postTx:steroidpulse療法後1日から3日の時期･

第Ⅲ群において§teroidpulse療法前後で6頭中5頭が肺病理組織所見上肺拒絶反∫
応の軽減を示した.
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図8 治療前後の肺癖勤鋤肢所見

左 :肺拒絶反応 ⅠⅠⅠ期(steroidpulse療法前).小血管周囲の単核用胞の浸潤 と壁の

肥厚(矢印 †)と,細気管支壁および肺胞壁の肥厚(矢印 †I),さらに単核JT:M邑

浸潤を認める肺胞構造の破壊(矢印 †††)を一部 に認めた(第ⅠⅠⅠ群,No.1犬,

H&E染色,×25).

右 :肺拒絶反応 Ⅰ期(steroidpulse療法後).用気管支壁に少量の単核用胞の浸潤

(矢印 †)とノJ＼血管周囲に少量の単核用胞の浸潤(矢印 †I)を認めるの.みで,

肺胞壁の肥厚および肺胞構造の破壊は認めなかった(第ⅠⅡ群,No.1犬,H&E

染色,×25).
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図9 治療前後の皮内反応,胸部X線写真,気管支粘膜血流の陽性率

sT:donor肺の3MKCl抽出物による皮内反応,cxp:胸部Ⅹ線写真,BMBF:気

管支粘膜血,ReTx:donor肺の3M'kcl抽出物による皮内反応がはじめて陽性

を示したste'roidpulse療法前の時期,postTx:steroidpulse療法後1日から3日の
時期. t∫

第Ⅲ群において皮内反応はsteroidpulse療法後には6頭全例陰性を示した.
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