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諸 言

Ciclosporinは 真 菌Tolypocladium inflatum

の代 謝産 物で,分 子量1202.6のcyclic undecape

ptideで あ り,水 あ るいはn-hexaneに は不溶

であ るが,脂 質 あ るいは 有機 溶媒 には溶 け る性

質 を有 し,強 力な免 疫抑制 効 果 を持 つ新 しい薬

剤 であ る1～3)1978年Calneら4)に よ り腎移 植 にお

いて免疫 抑制剤 と して最 初の 臨床報 告が な され

て以来,腎 臓5～8)だけ で な く,心 臓9),肝 臓10)膵

臓11),肺 臓あ るい は骨髄移 植12～13)に広 く欧米 に

て使用 され,移 植 臓器生 着 の画期 的 な成 績が 報

告 され てい る.

わが 国で は, 1982年 よ りCiclosprinが 腎臓 移

植の臨床 治療 に導 入 され,多 施設 協 同研 究 にて

その著 しい有 効性 が確 認 され てい る14).

免疫 抑制剤 と してCiclosporinの 投 与量 は,

血清 中の濃度 によ り決 定 され てい るが,免 疫 担

当細 胞で あ る リンパ球 へ の取込 み によ る評価 も

重要 であ る.そ こ で,今 回我々 は ラ ッ トを用 い

て血清 中濃 度 と リンパ 球 中濃 度 との 比較及 びK

 562細 胞 とラッ ト皮膚上 皮細 胞に対す るNK活 性

へ の影 響 を検 討 した.

方 法

1. 使 用 動 物

7～8週 齢 の近 交 系F344 (Rt1 1V1)ラ ッ ト

を 日本 チ ャー ルズ ・リバ ー社 よ り購 入 し,雌 雄

を一致 させ て使 用 した.

2. 培 養 液

PRMI 1640培 養 液 に25mM HEPES緩 衝 液 ・

10%ウ シ胎 児血清(FCS, Grand Island Bio

chemical Co., GIBCO, USA)及 び1%抗 生 剤

(Penicillin-Streptomycin solution, GIBCO)

を添 加 し た もの を培 養 に使 用 し た.

図1　 Isolation of skin epidermal cells.

3. 皮膚細 胞お よび脾細 胞浮遊 液 の作製

皮 膚細 胞の単離 は 田中お よび酒井 の 方法15)に

従 って行 った図1の 如 く, F344ラ ッ ト尾 よ り採

取 した皮 膚片 を0.5% trypsin-リ ン酸 緩衝生 理 食
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塩 液(PBS)中 に て 消 化 し た 後, 0.025% DNase

 (deoxyribonuclease 1, SIGMA)-PBS中 に

て 遊 出 させ た 単 離 皮 膚上 皮 細 胞 を150μ メ ッ シュ

フ ィル ター(池 本 化 学 工 業)に て 〓 過 し た 後,

洗 浄 して 使 用 した.単 離 皮 膚 上 皮 細 胞 の 生 存 率

は 約90%で あ っ た.

F344ラ ッ トよ り脾 を採 取 し,粉 砕 し て 脾 細 胞

を 単 離 し た 、浮 遊 液 中 の 赤 血 球 は0.75%NH4Cl

ト リス 緩 衝 液 処 理 に て 破 壊 し, 150μ メ ッ シュ フ

ィ ル タ ー に てIP:過 した 後,洗 浄 し て使 用 し た.

4. 試 験 管 内 殺 細 胞 試 験 法(図2)

標 的 細 胞 と して,ラ ッ ト皮 膚 細 胞 お よ びK562

継 代 腫 瘍 細 胞 を用 い た. F344皮 膚 細 胞(107個/

0.3ml)の 標 識 は,田 中16)の 方 法 に よ り, 300μCi

のNa51CrO4(科 研 化 学)とplastic tube (Falcon

 200, Falcon Plastics, USA)中 に 混 合 し, 37℃.

 5%CO2の 条 件 に て2時 間 標 識 し た.標 識 後

RPMI 1640培 養 液 に て3回 洗 浄 し残 存51Crを

除 去 し た.

K562細 胞 は,当 科 で 継 代 して い る株 を用 い,

同 様 に200μCiのNa51CrO4とplastic tube中 に

混 合 し, 1時 間 標 識 した.

殺 細 胞 試 験 は, U底 マ イ ク ロプ レー ト(Nun-

clon, A/SNunc, Denmark)中 に て, F344ラ

ッ ト脾 細 胞 とET比100:1に て, 37℃ ・5%CO2

の 条 件 に て,皮 膚 細 胞 は12時 間, K562細 胞 は4

時 間 培 養 の 後,遊 出51Cr量 を 測 定 し た.こ の 時

の 皮 膚 細 胞 お よびK562細 胞 よ りの51Crのspon

taneous releaseは,そ れ ぞ れ 全 標 識 量 の30%と

10%で あ っ た.ま た,活 性 は 次 式 に よ り算 出 し

た.

NK活 性=
exp.release-saont.release/

total-spont.release
×100

5. ラ ッ トへ のCiclosporin投 与 法

F344ラ ッ トの下 腿 に30mg/kgのCiclosporinを

筋 肉 内 投 与 し,連 日投 与 時 は 左 右 の 下 腿 へ 交 互

に 投 与 した.

図2　 Assay of Natural Cytotoxicity

6. 脾 細 胞 のCiclosporinに よ る 試 験 管 内 処 理

Ciclosporin濃 度 を5ng/ml～50kg/mlま で の

5段 階 に 調 整 し て107個 の 脾 細 胞 と 共 に, 37℃

 water bathに て1時 間 静 置 の 後, 3回 洗 浄 し て

溶 液 中Ciclosporinを 除 去 し,脾 細 胞 の 一 部 を
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北 里 ラボラ トリー に測 定 を依 頼 しCiclosporin濃

度 を測定 し,一 部 をNK活 性測 定 にお け る攻撃

細 胞 として使 用 した.

7. 腎移 植 患者 のCiclosporin濃 度 測定

岡 山大 学 医学部 附属 病 院第一 外科 に 入院 し,

腎移植 を施行 され た患者 で, Ciclosporin投 与後

採 血 し,血 清 中Ciclosporin濃 度 と リンパ球 中

Ciclosporin濃 度 を,北 里 ラボラ トリー に依頼 し,

 Radioimmunoassay (poly RIA)法 に て測定 し

た.

結 果

1. NK活 性 におけ るCiclosporinのin vivo

投 与の効果

in vivoに おけ るCiclosporin投 与に よるN

K細 胞へ の影 響 は,表1の 如 く, A群 で は30mg/

kgのCiclosporinを1回 投 与, B群 では2回 連

日, C群 では3回 連 日, D群 では4回 連 日投与

した.

図3はCiclosporin in vivo投 与 の典型 的 な

結果 であ るが,上 段 の如 くNK活 性 は, K562細

胞 に対 して も,皮 膚細 胞 に対 して も同様 に,投

与 回数 に比例 して抑制 がみ られ, 4回 投与 のD

群 ではほ とん どNK活 性 は消失 した.下 段 は血

清Ciclosporin濃 度 と脾細 胞 中のCiclosporin

濃度 であ るが,血 清 濃度 は投 与 回数 に比例 して

増加 した.脾 細胞 中の 濃度 にお いて は, A群 ・

B群 でCiclosporin値 は,測 定 限界濃 度以下 で

あっ たが,血 清 濃度 の変 化 とほぼ 同様 に投与 回

数 に比例 して 濃度 の増加 が認 め られ た.

表1　 Effect of in vivo administration of CyA on

 NK activity

図3　 Effect of in vivo administration of CyA on

 NK activity

図4　 Effect of in vivo administration of CyA on

 NK activity

図4は 同様 の実験 を4回 施行 した結果 で ある

が, NK活 性 を コン トロー ルに対す る抑制 率 で

見 る と,や は り投 与 回数 に比例 して抑制 された.
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更 に,下 段 の 如 く血清Ciclosporin濃 度,脾 細

胞 中Ciclosporin濃 度 の変化 はNK活 性 の抑制

率 の変化 と相 関 した.

2. Ciclosporin投 与 中止後 のNK活 性 の 回復

の程度 及 び血清 ・脾細 胞中 のCiclosporin濃

度の 変動

表2の 如 く,4群 に分 けて30mg/kg4回 連 日

投 与後, 1日 目, 4日 目, 7日 目, 10日 目のN

K活 性 を測 定 し, Ciclosporinの 抑制効 果 の変化

を検討 した.

図5の 如 く,投 与 中止 後1日 目では両 者の標

的細 胞に対 し,平 均50～60%の 抑制効 果 が認め

られ るが,投 与 中止4日 後のF群 ではNK活 性

は ほぼ 回復 した.ま た, NK活 性 の回復 に相応

し,血 清及 び脾 細胞 中 のCiclosporin濃 度 も著減

した.

3. in vitroに おけ るCiclosporinのNK活 性

に対 す る影響

Ciclosporinの 脾細 胞への 直接の影響 を検討す

る 目的 で,脾 細胞 を試験 管 内で処理 し,そ のN

K活 性 の変化 を測定 した.

5ng～50μg/mlのCiclosporinに て, 107個 の

脾細 胞 を37℃1時 間培養 し, 3回 洗 浄 した もの

をNK活 性の 攻撃細 胞 として用い た.ま た,一

部 の実 験 で は洗浄せ ず にCiclosporinを 混入 し

た ま まNK活 性へ の攻撃 細胞 として用 いた.

脾 細胞 中のCiclosporinの 取 込み は,図6-a

の如 く投 与量 に応 じて増加 し, 50μg/mlの 投与

で は162ng/107脾 細 胞 であ った.こ れ らの 脾細胞

のNK活 性 を抑 制率 でみ る と,図6-bの 如 く投

与量 に比例 して抑制 率 の増加が 見 られ,50μg/ml

で はK562細 胞 は63%,皮 膚細 胞で は46%の 抑制

効 果 が認 め られた.

表2　 Recovery of NK activity after CyA admin

istration

また,図6-cの 如 くNK活 性 測定 中 も継 続 し

て作 用 させ る と, NK活 性 の抑制率 は さ らに増

強 した.

4. 腎移 植 患 者 に おけ る血 中及 び リンパ球 中

Ciclosporin濃 度

図7は,腎 移 植前 後 にCiclosporinを 投与 し

た患者 の血 中Ciclosporin濃 度 と リンパ 球 中Ci

-closporin濃 度 で あ るが,ほ ぼ 比例 した増減 が認

め られ た.

次 に,同 時期 に血 中,リ ンパ 球 中濃度 が測定

で きた6名 の 腎移植 患者 にお いて,横 軸 に血中

濃度,縦 軸 に リンパ球 中濃度 を とって,表 を作

成 した ものが,図7で あ る.血 中濃 度 と リンパ

球 中濃度 は, Correlation Coefficient 0.834で 相

関 した.

図5　 Recovery of NK activity after CyA admin

istration

考 察

過 去,免 疫生物 学者 た ちは,異 常 な,あ るい

は非 自己の標的 細胞 を直接 に傷 害あ るいは溶解

し うる細 胞(キ ラー細 胞)が,宿 主 の生体 防御

機構 の 中で極め て重要 な役 割 を果 た してい るに

ちが い ない と考 えて いた. 1960年 に近代 的 な方

法論 に よって,キ ラー 細胞 の存在 が証 明 され,
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図6　 Effect of in vitro treatment of spleen cells with CyA on NK activity

図7　 腎移植 患者における血清及び リンパ球 中CyA濃 度

外 来抗原 に対 す る生体特 異免疫 応答 の明確 な一

形 態 であ るこ とが明 らか となっ た17).そ して,自

己腫瘍 や 同 じ組 織型 の腫瘍 に対 す る特異 的細 胞

障害 反応 を見 出だす こ とを期待 し,実 際 に あ る

種 の癌患者 や ウ イル スで誘導 した腫 瘍動 物 でそ

の様 な反 応 を観 察 した、 つづ い て, 1975年 に比

較 的幅広 い種 々の腫 瘍細 胞株 に対 して細胞 障害

活性 を示 し,し か も,特 定 の抗 原刺 激に よらず

して正常 リンパ系 組織 に存 在するNatural killer

 (NK) Cellが 報 告 され た18) 19).さ らに,近 年

Kiessling and Haller20)がnatural killer sys

temは 腫 瘍 細 胞 に 対 して 作 用 す る の み で な く,

生 物 学 的 に 増 殖-分 化 して い る細 胞 に 対 し て も

homeostasisを 保 つ 為 に 作 用 す る と示 唆 し て い

る. 1983年 に 教 室 の 田 中21)は,皮 膚 細 胞 が正 常 脾

細 胞 に よ り破 壊 され る結 果 を示 し,こ れはnatural 

killer systemに 属 す る反 応 で あ り,皮 膚 細 胞 に

対す るspontaneous cell-mediated cytotoxicity

に よ る も の で あ る と報 告 以 来,我 々 は皮 膚 細 胞

はNK細 胞 の 標 的 とな り得 る細 胞 と考 え,同 実
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験 系 を用 いてNK活 性 に つい て研究 して きた.

ここに述べ た結 果 は,真 菌 の代 謝産 物 であ る

Ciclosporinは,用 量依 存性 のNK活 性の低 下 を

お こす こ とを示 した. Humanに おけ る腎移 植患

者 で は10mg/kg程 が普 通 投与量 とされ ているが,

患 者血 清Ciclosporin濃 度 は 当科 で は50～200

ng/ml, Martinoら22)に よる と, 100～500ng/ml

が普 通 で ある と報告 されて い るが,今 回の ラ ッ

トを使用 したin vivo実 験 では,こ の程 度 では

ほ とん どNK活 性 の低下 を認 めず, 30mg/kg, 3

～4回 投 与 にて
,血 清Ciclosporin濃 度7～10

μg/ml,リ ンパ球 中Ciclosporin濃 度50～100ng/

107 cellsに て強 いNK活 性 の低 下 を認 め た.

M. Lefkowitz23)ら は,16人 のCiclosporin処

理 した 腎移植 患者 にお け るNK活 性 を測 定 し,

移 植 に続 く初 めの6ヵ 月 において はNK活 性 は

無傷 の ままで あった と報 告 して い る.こ れ らの

結果 は, M. Lefkowitzら の臨床 デー タ を支持

す るもの と考 え られ る.

また,近 年 腎移植 を行 ってい る多施設 にお い

て, Ciclosporin導 入以 来,移 植 後早期 の 感染症,

特 に重篤 な細 菌性 肺炎や 敗血 症,種 々 の ビー ル

ス感 染症,特 にCMVの 頻度 が減少 してい る と

い う報告 が 多数 な され て いる.リ ンパ球性 の グ

ロブ リン製剤 の使 用頻度 の増加,有 効 な抗 生剤

の進 歩 の よ うな諸 因子 がか らん でい るこ とも確

か であ るが, NK活 性 の抑制 が低 い とい うこ と

が,移 植 後 の種 々 の ビー ル ス疾 患 及び感染 症発

症 の頻度 減少 に寄 与 して いる重要 な 因子 で あろ

う と考 えて い る.

また, 30mg/kg 4回 投 与 で抑制 され たNK活

性 も投与 中止 後1日 目では,平 均50～60%の 抑

制効 果が 認め られ るが,投 与 中止4日 後 では,

 NK活 性 は ほ ぼ 完 全 な 回復 が 観 察 さ れ, Ci-

closporinのNK活 性 に対 す る阻害 作用 は迅速

に,可 逆 的 に変化 す るこ とが わか った.

KiesslingやHaller20)が, NK活 性は生体 の

Homeostasisを 保 つ ため に作用す る と示 唆 して

い ると同様 に,我 々 もNK活 性 は生体 のbasicな

活 性 で あ り,抑 制 され に く く,ま た抑 制 され て

もす ぐに 回復 しやす い活性 であ ると考 えて いる.

臨床 の場 に おい て,腎 移植 後Ciclosporin使

用 し,抗 原特 異 的 キラーT細 胞 が抑制 されて い

るに もかか わ らず拒絶 反応 が進行 す る例 があ る

が,こ の よ うな例 に おいてNK活 性 が抑制 され

て い ない事 が 拒絶 反応 の一 因 とな ってい る可能

性 も考 え られ る.

in vitro実 験 にお いて も, 50ng/ml以 上 では

Ciclosporin作 用濃 度に比例 してNK活 性の抑制

を認 め たが, 50ng/mlと5ng/mlと 比較 す る と5

ng/mlの 方が抑 制率 が高 か った.invivo実 験

に おい ては25ng/107脾 細 胞以下 は測 定 限界 濃度

以下 とな った. 5ng/mlの 方 が50ng/mlよ りも

NK活 性 の抑制 率が 高 くな った理 由は不 明であ

る.

また, in vivo実 験 にお いて, Ciclosporinの

投与 量 を増加 させ る と血清 中Ciclosporin濃 度

は比例 して増加 す るが,リ ンパ球 中濃度 は血 中

濃度程 増加 せず,リ ンパ球 中移行 に は限界が あ

る と考 え られ た.

Ciclosporinは 強 い免疫抑 制効 果 を持 ち, NK

活性 に関 して は前述 の如 くで あ るが,非 特異 的

な免 疫抑制 剤 であ るこ とには従 来の免 疫抑制剤

のAzathioprineと 変 わ る こ とは な く,治 療域

と中毒 域 とが接近 し,い わゆ る安 全域 が狭 い事

に よ り,過 剰 な免 疫抑 制 に よ り重 篤 な合併 症が

出現 す る.

副 作用 としては,免 疫抑制 剤 に不可避 の易感

染性 に加 えて,腎 障害,肝 障害,膵 障 害,高 血

圧,振 戦,多 毛,歯 肉肥厚 な どが存在 す ること

が知 られ てい る.腎 毒性 は,Calneの 報 告4)以後,

 Ciclosporinの 臨床応 用上 の最大 の 問題点 で あ

る.臨 床応 用 されて い る臓器 移植 の うち最 も症

例 の多 い腎移 植 にお いて は,移 植 後の最大 の難

関 であ る拒 絶反 応 とCiclosporin腎 毒性 のいず

れ もが腎機 能障害 を示 し,両 者 の治療法 が全 く

反対 であ るため,こ の腎毒性 の 問題は非常 に重

大 であ る.一 般 的に,薬 が効 果 を発揮す るため

に は,そ の作用部位 におけ る濃度 が あ る濃度以

上 に達 す るこ とが必要 条件 であ り,作 用部位 濃

度 とその薬理 作用 の強 さは あ る程 度の相 関があ

る と推 測 され る.し か し,実 際 には作用部位 濃

度の測 定 は困難 であ り,作 用 部位 濃度 と血中濃

度 はあ る程 度の相 関が あ る との前 提の もとに そ

の代用 と して,測 定 の容 易 な血液 内の 濃度測定

が現在行 われて い るが,薬 剤 に よ り,ま た組織
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に よ り,そ の薬 剤の組 織移 行性 は さま ざまで あ

る.

Ciclosporinの 至適 投与 量 は, Ciclosporinの

標的 であ る免疫 担 当細胞へ の集 積 濃度 と,免 疫

担 当細胞 の機能 抑制効 果 に よ り決定 され るべ き

であ るが,血 清 中Ciclosporin濃 度 測 定に よる

投与 量決定 の有 用性 を, NK活 性 の変動 を指 標

に検討 した.

血 清 中Ciclosporin濃 度変 化 と リンパ球 中

Ciclosporin濃 度 変化 とは,血 清 中約10,000ng/

mlに 対 し,リ ンパ球 中約100ng/107 cellsに て相

関 が認め られ た.ま た, NK活 性 も血清 中,リ

ンパ球 中濃 度 と比例 して抑 制 が認め られ,血 清

中10,000ng/ml,リ ンパ球 中100ng/107 cellsに

てほ とん ど抑制 され た.

血 清 中Ciclosporin濃 度 と リンパ球 中Ci-

dosporin濃 度 とは,ラ ッ トにお いて図4,図5,

 Humanに お いて 図8の 如 く相 関が 認め られ, N

K活 性 も同様 に相 関 が認 め られ た.血 清 中Ci-

closporin濃 度測 定 は,リ ンパ球 中Ciclosporin

濃度 の推測 に有用 と考 え られ,ま た,腎 移 植患

者 におい て も,血 清 中Ciclosporin濃 度 と リン

パ球 中Ciclosporin濃 度 とは相 関が 認め られ,

血清 中Ciclosporin濃 度 測定 は,リ ンパ球 中

Ciclosporin濃 度 の推 測 に有 用 と考 え られ た

.結 論

免疫抑 制剤 と してのCiclosporinの 至適投 与

量 は, Ciclosporinの 標 的 で ある免疫 担 当細 胞へ

の集積 濃 度 と,免 疫 担 当細 胞の機 能抑 制効 果 に

より決定 され るべ きであるが,血 液 中Ciclosporin

濃度 測定 に よる投与量 決定 の有効 性 を, NK活

性の 変動 を指標 に検討 した.

A) in vivo投 与

1. Ciclosporin投 与 量 に比例 して,血 清 中及

び リンパ球 中Ciclosporin濃 度 は増加 し

た.

2. NK活 性 抑制 効果 は, Ciclosporin投 与量

に相 関 した.

3. NK活 性 抑制効 果 は,投 与 中止4日 後に

は消失 した.

B) in vitro投 与

1. Ciclosporin投 与量 に比例 して リンノ球 中

Ciclosporin濃 度 は増加 した.

2. NK活 性 は,リ ンパ球 中Ciclosporin濃

度 に相関 して抑 制 され た,

C) Ciclosporinに よるNK活 性の抑制は, K562

細胞及 び皮 膚細胞 の どち らの標 的細 胞に対

して も有効 であ った.

稿 を終 えるにあたり,御 指導,御 校閲を賜 りまし

た岡山大学第1外 科折 田薫三教授に深甚なる謝意 を

捧 げるとともに,直 接御指導,御 校閲を賜 りました

田中信一郎先生 に深謝 いた します.

本論文の要旨は第23回 日本移植学会総会にて発表

した.
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Comparison of Ciclosporin dosage in serum and lymphocytes

 and suppressive effect on NK activity

Fumiyuki INOUE

First Department of Surgery,

 Okayama University Medical School,

 Okayama 700, Japan

(Director: Prof. K. Orita)

Ciclosporin is an effective immunosuppressant for kidney transplantation, although it has 

the side effect of nephrotoxicity. Ordinarily, the optimal dosage of Ciclosporin is determined 

by the serum trough level. However, it might be better to make the determination from the 

concentration in immunocompetent cells.

In this report, the serum level of Ciclosporin was compared with the lymphocyte concentra

tion along with the inhibiting activity to NK cells.

In in vivo administration, Ciclosporin levels in serum and lymphocytes increased in propor

tion to the dosage. The suppression of NK activity correlated with the dosage. The suppression 

of NK activity ceased within 4 days after cessation of administration.

In in vitro administration, the Ciclosporin level in lymphocytes increased in proportion to 

the dosage. The suppression of NK activity correlated with its level in the lymphocytes. 

Ciclosporin successfully suppressed NK activity against both K562 cells and skin cells.


