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(54)【発明の名称】 組織適合性の試験方法

(57)【要約】
増殖が不可能となるように処理されている潜在的な器官
移植片のドナーもしくはレシピエントのリンパ球である
刺激体細胞を、増殖が可能でありかつ細胞傷害性のエフ
ェクター細胞を包含する潜在的な器官移植片のレシピエ
ントもしくはドナーのリンパ球である応答体細胞と共培
養し、そして前記細胞傷害性のエフェクター細胞の脱顆
粒を決定する、機能的組織適合性試験。細胞傷害性Ｔリ
ンパ球およびナチュラルキラー細胞のような細胞傷害性
のエフェクター細胞の脱顆粒は、共培養物上清でのイム
ノアッセイによってグランザイムもしくはパーフォリン
のような顆粒の構成成分を測定することにより決定して
よい。機能的な組織適合性のこの新たな試験方法を、Ｈ
ＬＡ型分類によってのドナー－レシピエント対の予備選
択後に使用してよい。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  刺激体細胞を、細胞傷害性のエフェクター細胞を包含する応

答体細胞と共培養すること、および前記細胞傷害性のエフェクター細胞の脱顆粒

を決定することを含んで成る、機能的な組織適合性の試験方法。

    【請求項２】  前記刺激体細胞が潜在的な器官移植片ドナーからのリンパ球

でありかつ前記応答体細胞が潜在的な器官移植片レシピエントからのリンパ球で

あるか、もしくは、前記刺激体細胞が潜在的な器官移植片レシピエントからのリ

ンパ球でありかつ前記応答体細胞が潜在的な器官移植片ドナーからのリンパ球で

ある、請求項１記載の方法。

    【請求項３】  前記刺激体細胞が潜在的な器官移植片ドナーからの末梢血単

核細胞（ＰＢＭＣ）でありかつ前記応答体細胞が潜在的な器官移植片レシピエン

トからのエフェクター免疫細胞であるか、もしくは、前記刺激体細胞が潜在的な

器官移植片レシピエントからの末梢血単核細胞でありかつ前記応答体細胞が潜在

的な器官移植片ドナーからのエフェクター免疫細胞である、請求項１記載の方法

。

    【請求項４】  前記器官移植片が固形臓器移植片、骨髄移植片および幹細胞

移植片よりなる群から選択される、請求項２もしくは請求項３記載の方法。

    【請求項５】  前記刺激体細胞が増殖の能力を欠く、請求項１－４のいずれ

か１つ記載の方法。

    【請求項６】  前記刺激体細胞が、それらの増殖能力を破壊するよう照射さ

れている、請求項５記載の方法。

    【請求項７】  前記応答体細胞が細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）および／

もしくはナチュラルキラー細胞（ＮＫ）である、請求項１－６のいずれか１つ記

載の方法。

    【請求項８】  細胞傷害性のエフェクター細胞の脱顆粒が、共培養物上清中

の顆粒の構成成分を測定することにより決定される、請求項１－７のいずれか１

つ記載の方法。

    【請求項９】  前記顆粒の構成成分がグランザイムである、請求項８記載の

方法。
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    【請求項１０】  前記グランザイムがグランザイムＡおよび／もしくはグラ

ンザイムＢである、請求項９記載の方法。

    【請求項１１】  前記顆粒の構成成分がパーフォリンである、請求項８記載

の方法。

    【請求項１２】  前記顆粒の構成成分がイムノアッセイにより測定される、

請求項８－１１のいずれか１つ記載の方法。

    【請求項１３】  前記イムノアッセイが酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）であ

る、請求項１２記載の方法。

    【請求項１４】  ＨＬＡの型分類、次いで選択されたドナー－レシピエント

対についての機能的組織適合性試験を含んで成り、ここで、前記機能的組織適合

性試験が請求項１－１３のいずれか１つ記載の方法により実施される、潜在的な

器官移植片のドナーとレシピエントとの間の組織（不）適合性の評価方法。

    【請求項１５】  前記ドナー－レシピエント対がＨＬＡの血清型分類に基づ

き選択される、請求項１４記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （発明の分野）

  本発明は移植免疫学の分野にあり、そして、移植片のドナーとレシピエントと

の間の主要およびマイナー組織適合性の不適合の新規評価方法を記述する。前記

不適合は器官移植後の重大な合併症、すなわちレシピエントの細胞傷害性Ｔリン

パ球（ＣＴＬ）によるインビボの移植片の拒絶、もしくはレシピエント中でのド

ナーのＴリンパ球による対宿主性移植片病を引き起こすかもしれない。本発明の

応用は、固形臓器、骨髄もしくは幹細胞の移植のための至適のドナー－レシピエ

ントの組合せの選択を助長することができる。

      【０００２】

    （発明の背景）

  本発明は、移植免疫学、および器官移植片を受領する患者における移植片拒絶

もしくは対宿主性移植片病（ＧＶＨＤ）の危険のインビトロの評価方法に向けら

れる。こうした患者は、固形臓器、骨髄もしくは幹細胞移植片を受領するものを

包含する。

      【０００３】

  ヒト白血球抗原（ＨＬＡ）系ともまた呼ばれる主要組織適合遺伝子複合体（Ｍ

ＨＣ）は、多様なＴリンパ球サブセットへの抗原ペプチドの提示に関与する多数

の膜タンパク質よりなる。ＭＨＣ分子の２種の主要な分類が識別されており、ク

ラスＩは身体中の全部の有核細胞および血小板上に存在し、そしてより制限され

た分布を有するクラスＩＩ分子は主としてマクロファージ、単球、Ｂリンパ球お

よび樹状細胞のようないわゆる抗原提示細胞（ＡＰＣ）上に存在する。これらの

ＡＰＣはＴ－ヘルパーリンパ球（ＴＨ）に抗原を提示することにより特異的免疫

応答を開始する。双方のＭＨＣのクラスは、適合する特異的抗原受容体を含有す

るリンパ球に抗原のペプチドを提示する特性を共有する。ＭＨＣクラスＩ分子は

、ＣＤ８陽性Ｔ細胞（細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）である）上の抗原受容体

にペプチドを提示する一方、ＭＨＣクラスＩＩ分子は、ＣＤ４陽性リンパ球（Ｔ

Ｈである）にペプチドを提示する。細胞上のクラスＩ分子により提示されるペプ
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チドへのＣＴＬの結合は、後者の溶解につながる、そのＭＨＣクラスＩを担持す

る細胞に対するＣＴＬの細胞傷害性の活性を誘導する。ＨＬＡクラスＩＩ陽性の

ＡＰＣにより提示されるペプチドへのＴＨの結合は、とりわけＡＰＣが同様に他

の分子を介して後者の細胞と相互作用する場合に（例えばＴＨ上のＣＤ２８分子

とＡＰＣ上のＢ７分子）、これらのＴＨの増殖および分化を誘導するかもしれな

い。ＡＰＣにより適切に誘導されたＴＨは、他の免疫細胞が特異的抗体およびＣ

ＴＬを生成させかつマクロファージを刺激するのを効果的に助けることが可能で

ある。従って、ＭＨＣ分子は、特異的免疫応答の誘導（ＭＨＣクラスＩＩ）なら

びにＣＴＬのエフェクター機能（ＭＦＣクラスＩ）において決定的に重要な役割

を担っている。

      【０００４】

  ＭＨＣクラスＩ分子は、別のタンパク質すなわちβ２－ミクログロブリンと一

緒になって４ドメイン構造（２ドメインがペプチドの結合部位としてはたらく溝

様構造に寄与する）を形成する単一のペプチド鎖よりなる。対照的に、ＭＨＣク

ラスＩＩ分子は２本のペプチド鎖すなわち１本のαおよび１本のβ鎖よりなり、

これらもまたＭＨＣクラスＩ分子に同様に４ドメイン構造を形成する。クラスＩ

Ｉ分子の場合もまた、これらのドメインの２個（一方はα鎖からかつ他方はβ鎖

から発する）が一緒にペプチド結合溝を構成する。ＭＨＣクラスＩおよびＩＩ分

子は、それぞれ、ヒトにおいてそれぞれＨＬＡ－Ａ、－Ｂおよび－Ｃ、ならびに

ＨＬＡ－ＤＰ、－ＤＲおよび－ＤＱ分子を生じさせる第６染色体上に配置される

最低３種の異なる遺伝子によりコードされる。

      【０００５】

  ＭＨＣ分子は、とりわけペプチド結合溝に寄与するアミノ酸に関して、集団内

で広範なアロタイプの変動を表す。これゆえに、大部分の個体は各ＭＨＣ分子に

ついてヘテロ接合性であり、そしてそれらの細胞上に６種の異なるＭＨＣクラス

Ｉ分子および最低６種の異なるＭＨＣクラスＩＩ分子を有する。一個体のＭＨＣ

分子の正確な組成はＨＬＡ表現型と呼ばれる。注目すべきことに、２個の関係し

ない個体が同一のＨＬＡ表現型を共有する可能性は事実上ゼロである。移植の設

定において、ＭＨＣ分子はしばしばＭＨＣもしくはＨＬＡ抗原と呼ばれる。それ
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らが頻繁にレシピエント中で免疫反応を生じさせるからである。これゆえに、こ

れらの分子はＨＬＡクラスＩもしくはＩＩ抗原とさらに称される。

      【０００６】

  多数の疾患、とりわけ腎不全、心不全、多様な血液学的疾患、充実性腫瘍のよ

うな多様な悪性病変、ならびに自己免疫疾患は、現在、疾患に罹っていない個体

すなわちドナーから患者すなわちレシピエントへの器官の移植により治療する。

移植される器官は、腎、心、肺、肝、膵、ランゲルハンス島もしくは骨髄を包含

する。上に述べられたとおり、２個の関係しない個体が正確に同一のＨＬＡ抗原

を有する可能性は事実上ゼロである。これゆえに、移植される器官、もしくは同

種移植片は、レシピエントにより共有されない１種もしくはそれ以上のＨＬＡ抗

原を頻繁にもつ。すなわち、ドナーとレシピエントとの間にＨＬＡの不適合が存

在する。これらの不適合はＨＬＡ分子のアロタイプの変異（主要ＨＬＡ抗原の不

適合）によるのみならず、しかしまたＨＬＡ分子により提示される内因性ペプチ

ド間のアロタイプの差異（いわゆるマイナー組織適合性抗原［ｍＨａｇ］の不適

合）にもよる。結果として、同種移植片の細胞上の異なるＨＬＡ分子がレシピエ

ントのＴリンパ球により認識され、そしてこれらの細胞に対するＣＴＬ応答を惹

起する。レシピエントのＣＴＬが同種移植片の細胞上の異なるＨＬＡ分子に結合

しかつこれらの細胞を溶解して、移植片の拒絶および機能不全に至ることができ

る。１人の人から別の人への骨髄もしくは幹細胞の移植（同種骨髄移植［ＢＭＴ

］）は、レシピエントのＴＨおよびＣＴＬを包含するリンパ球が除去されかつド

ナーのリンパ球により置き換えられているために特別の情況を生じさせる。骨髄

移植片のドナーとレシピエントとの間の主要もしくはマイナー組織適合性抗原の

不適合の場合、ドナーのリンパ球は宿主の細胞に対する免疫反応を誘導すること

ができ、これはこれらの細胞の破壊につながることができる。宿主の細胞に対す

るドナーのリンパ球のこの反応は、臨床上対宿主性移植片病（ＣＶＨＤ）として

明らかになり、そして同種ＢＭＴの重症かつときに致死的な合併症である。現在

、ＧＶＨＤはＢＭＴの大きな障害を形成する。

      【０００７】

  移植片拒絶およびＧＶＨＤの治療において有意の進歩がなされているとは言え
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、現代の免疫抑制療法はこれらの合併症を常に予防することができるわけでなく

、また、しばしば重症の免疫抑制につながり、それはときにレシピエントにおい

て重症の病的状態およびときに同様に死亡につながるかもしれない。これゆえに

、同種移植片拒絶およびＧＶＨＤの予防は移植医学における大きな一懸念である

。

      【０００８】

  最近数十年間の研究は、同種移植片拒絶もしくはＧＶＨＤの発生がドナーとレ

シピエントとの間のＨＬＡの不適合の数、すなわちドナーとレシピエントとの間

で似ていないＨＬＡ分子の数に関係することをはっきりと示した。これゆえに、

日常の実務においては、レシピエントおよびドナーのＨＬＡの表現型および遺伝

子型を、多数の標準的な血清学的および分子組織適合性型分類技術を使用して最

初に決定する。その後、可能な限り多くのＨＬＡ  ＩおよびＩＩ分子を共有する

ドナー－レシピエント対を選択する。

      【０００９】

  ＨＬＡ型分類は、以下の理由から、適するドナー－レシピエント対を選択する

のに十分でない。すなわち、１）関係しない対はめったに同一のＨＬＡの表現型

／遺伝子型を有しない。これゆえに、ドナーとレシピエントとの間の１個もしく

はそれ以上さえの不適合が日常の実務において頻繁に起こる。２）遺伝子型変異

体は必ずしも免疫応答を誘導することが可能である必要はない。３）ＭＨＣクラ

スＩおよびＩＩの差異に加えて、マイナー組織適合性抗原と命名される多様な他

の抗原が移植片拒絶もしくはもしくはＧＶＨＤを誘導するかもしれないことが十

分に確立されている（Ｇｏｕｌｍｙら  １９９６、Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．

３３４：２８１）。これゆえに、ドナーとレシピエントとの間のＭＨＣ  Ｉおよ

びＩＩの完全な適合でさえ、移植片拒絶もしくはＧＶＨＤがレシピエントで発生

することができないことを保証しない。これらの理由から、ＨＬＡ型分類を使用

して多様なドナー－レシピエント対を選択し、これらの対をそうしてその後機能

的組織適合性について試験し、そして最良に合致する対を最終的に移植に選択す

る（Ｌｉｅ  ＪＬＷＴら、“Ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ  ｔｙｐｉ

ｎｇ  ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ  ｆｏｒ  ｓｅｌｅｃｔｉｎｇ  ａｌｌｏｇｅｎｅ
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ｉｃ  ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ  ｓｔｅｍ  ｃｅｌｌ  ｄｏｎｏｒｓ”、Ｃ

ｌｉｎｉｃａｌ  ｂｏｎｅ  ｍａｒｒｏｗ  ａｎｄ  ｂｌｏｏｄ  ｓｔｅｍ  ｃ

ｅｌｌ  ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ、Ｋ．Ａｔｋｉｎｓｏｎにより編、ケ

ンブリッジ大学出版局（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｐｒｅｓ

ｓ）、第２版、２０００中、１０５７－１０７２）。機能的組織適合性について

の試験は困難、高価であり、そしてそれらの有用性は未だ論争の余地がある。増

大する数の関係しないドナー－レシピエントの組合せと組み合わせられたなお拡

大するＨＬＡの多形に鑑み、単純かつ迅速なドナー選択手順が必要とされる。本

発明はこうした手順を提供する。

      【００１０】

  本発明を詳細に説明する前に、機能的組織適合性試験の現在のアッセイの背景

を最初に示す。ドナーとレシピエントとの間の組織適合性はいくつかの機能的試

験を用いて試験する。最も古い方法はいわゆるリンパ球混合反応もしくはリンパ

球混合培養（ＭＬＣ）である。固形臓器移植の場合、このアッセイは、ドナーの

照射された末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）、例えば２０Ｇｙに暴露された５×１０

4個の細胞を、レシピエントの等しい数の照射されないＰＢＭＣとともに３７℃

で数日間培養することにより実施することができる。照射された細胞は、照射に

際してそれらが今後増殖できずかつレシピエントの細胞すなわち応答細胞（ｒｅ

ｓｐｏｎｄｉｎｇ  ｃｅｌｌ）を活性化されたようにしかつ増殖するよう刺激す

るようにのみはたらくため、刺激体（ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ）細胞と呼ばれる。

このインキュベーション後に、レシピエントの細胞の増殖応答を、3［Ｈ］－チ

ミジンとの数（例えば１２～１６）時間のインキュベーションにより測定する。

ＭＬＣ中の刺激するリンパ球と応答するリンパ球との間のＭＨＣクラスＩもしく

はＩＩ分子の差異の場合、後者が活性化されたようになることができ、そしてと

りわけインターロイキン（ＩＬ）－２のようなサイトカインの産生を介して増殖

することができ、それは3［Ｈ］－チミジンの取り込みにつながることができる

。この放射活性同位体の取り込みは液体シンチレーション計数器により評価する

ことができる。ドナーとレシピエントとの間のＭＨＣ分子の差異が大きくなるほ

ど、3［Ｈ］－チミジンが多く取り込まれる。ＢＭＴの場合、レシピエントのＰ
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ＢＭＣを照射しかつレシピエントの細胞に対するドナーのＰＢＭＣの応答を測定

することを除いて、類似の種類のＭＬＣを実施する。

      【００１１】

  ＭＬＣアッセイは、何十年もの間、組織不適合性を評価するための最高基準で

あった。しかしながらこのアッセイはいくつかの欠点を有する。すなわち、１）

それは細胞の性質に依存しない培養系での増殖を測定する。関連性のない細胞の

増殖が測定される可能性を低下させるために、いくつかの困難な制御が包含され

る。２）主としてＴＨ細胞の増殖がＭＬＣ中で応答していると一般に想定される

。これらの細胞の活性化および増殖は細胞傷害性のエフェクター応答の発生に不

可欠であるとは言え、後者の集団（すなわち細胞傷害性のエフェクター細胞）の

活性化および増殖の測定は、移植後に臨床的合併症を発症する可能性に関してよ

り有用な情報を提供するかもしれない。３）実務において、ＭＬＣは、細胞培養

施設ならびに放射活性同位体を用いて作業するための施設を必要とする困難なア

ッセイである。

      【００１２】

  ＭＬＣの欠点のいくつかを緩和するために、研究者たちはこのアッセイを改変

することを試みた。改変は、細胞により産生されるｍＲＮＡを評価すること、ま

たは細胞もしくはＭＬＣの上清中のタンパク質の測定のいずれかによる、ＭＬＣ

中のＩＬ－２もしくはインターフェロン－γのようなサイトカインの誘導の分析

を包含する（Ｔａｎａｋｉら、１９９４、Ｂｒ．Ｊ．Ｈａｅｍａｔｏｌ．８７：

４１５）。これらのアプローチは、それらが放射標識された同位体のための特別

の施設を必要としないという利点を有するが、しかし、ＰＢＭＣが例えば低濃度

のエンドトキシン（培地中に頻繁に存在する）のような多様な刺激により誘導さ

れることに際してサイトカインを産生するかもしれないという欠点を有する。

      【００１３】

  別の改変は、ＭＬＣの間の細胞のセリンエステラーゼ活性の発生の組織化学的

測定を包含する（Ｍａｉｏｃｃｈｉら、１９９８、Ｈａｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａ

  ８３：６８６）。このアプローチはいくつかの欠点を有する。すなわち、１）

このアッセイで使用される組織化学的基質は、いくつかの細胞内プロテアーゼを
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包含する多くのセリンプロテアーゼにより変換される可能性がある。２）該アッ

セイは細胞の（困難な）分析を必要とする。３）とりわけ、ＮＫ細胞およびより

少ない程度までＣＴＬはバックグラウンドレベルのグランザイムを含有し、それ

はインビボならびにインビトロで存在するかもしれないようなＩＬ－２のような

多様なサイトカインの存在下で増加することができる。これゆえに、バックグラ

ウンドの発現および合成の非特異的誘導が、この改変されたＭＬＣの結果を不鮮

明にするかもしれない。おそらく上に概説された理由から、該改変されたＭＬＣ

は3［Ｈ］－チミジンの取り込みを測定する古典的ＭＬＣに取って変わっていな

い。

      【００１４】

  ＭＬＣの一代替として、ＣＴＬ前駆細胞（ＣＴＬ－ｐ）もしくはＴＨ前駆細胞

（ＴＨ－ｐ）の頻度の測定が、ドナーとレシピエントとの間の組織適合性を評価

するために提言されている。これらのアッセイにおいて、ＰＢＭＣの希釈物を刺

激細胞とともにインキュベートする。応答を、ＴＨ－ｐの頻度を測定する場合に

3［Ｈ］－チミジンの取り込みとして測定する。よりしばしば、刺激細胞の溶解

を51［Ｃｒ］放出アッセイ（ＣＴＬ－ｐの頻度の尺度を提供する）を用いて測定

する。3［Ｈ］－チミジンの有意の取り込みもしくは51［Ｃｒ］の放出が観察さ

れる応答細胞の希釈が大きくなるほど、患者（もしくはドナー）中のＴＨ－ｐも

しくはＣＴＬ－ｐの頻度が大きくなる。

      【００１５】

  これらのアッセイの欠点は：１）それらは実施するのが非常に困難でありかつ

多数の細胞を必要とする。２）それらはとりわけ放射活性同位体を使用するため

に特別の実験室施設を必要とする。３）これらのアッセイの結果は、レシピエン

トにおける移植片拒絶もしくはＧＶＨＤの発生と一致しない関係を示す、である

。

      【００１６】

  結論として、ドナーとレシピエントとの間の組織適合性を評価するための完全

な試験は存在しない。

      【００１７】
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  本発明は、上で論考された懸念の大部分を未然に防ぐ機能的な組織適合性の試

験方法を記述する。すなわち、１）それは移植片拒絶もしくはＧＶＨＤに関与す

るエフェクターの機構、すなわち細胞傷害性の細胞の活性化および脱顆粒を直接

かつ特異的に測定する。２）それは特別の実験室施設を必要とせず、かつ、単純

なＥｌｉｓａ読取り器で測定することができる。３）それが３７℃で９６時間の

細胞の培養を必要とすることを除き、それは実施するのが容易である。

      【００１８】

  古典的なＨＬＡの血清型分類と組合せの本アッセイの応用は、移植のための適

するドナー－レシピエント対の新たな迅速かつ安価な選択方法を提供するかもし

れない。すなわち、対を古典的ＨＬＡ血清学により（高価なＨＬＡ遺伝子型分類

なしで）選択し、そして新たなアッセイ、すなわちＭＬＣの間のグランザイムの

放出の測定により組織適合性について機能的に試験する。

      【００１９】

  ドナーとレシピエントとの間の主要およびマイナー組織適合性抗原の不適合の

場合、レシピエントのＣＴＬは同種移植片の細胞上の多様なＨＬＡ分子を認識し

、活性化されたようになり、そしてこれらの細胞を殺す。同種ＢＭＴ後のＧＶＨ

Ｄの場合は、ドナーのＣＴＬおよびおそらくナチュラルキラー（ＮＫ）細胞が、

類似の様式でレシピエントの多様な器官の細胞と相互作用する。本発明の原理を

説明する前に、ＣＴＬの殺傷機構の分子機構を論考することが必要である。

      【００２０】

  活性化された細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）は、少なくとも２種の異なる機

構によりそれらの標的細胞中でアポトーシスを誘導することができる（Ｌｏｗｉ

ｎら、１９９４、Ｎａｔｕｒｅ  ３７０：６５０；Ｋaｇｉら、１９９４、Ｎａ

ｔｕｒｅ  ３６９：３１）。標的細胞中でのアポトーシスに至る一経路はＦａｓ

に媒介される経路を、他者は顆粒エキソサイトーシス経路を伴う。

      【００２１】

  第一の経路は、Ｆａｓリガンド（Ｆａｓ－Ｌ）と命名される活性化されたＣＴ

Ｌの膜上の適切な対分子による、Ｆａｓ（もしくはＡＰＯ－１）と呼ばれる標的

細胞上の膜タンパク質の誘導を必要とする。標的細胞において、これは、Ｆａｓ
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分子の細胞内部分に配置されるいわゆる死のドメインのオリゴマー化につながる

ことができる。このオリゴマー化が、いくつかの他の分子を介して、標的細胞中

のエフェクター、カスパーゼ（特別の特異性をもつシステインプロテイナーゼ）

の活性化につながり、これがその後多様な不可欠の細胞内タンパク質を切断し、

それがＤＮＡの分解およびアポトーシス性の細胞死につながる。

      【００２２】

  脱顆粒経路は、パーフォリン、グランザイム（顆粒関連酵素（Ｇｒａｎｕｌｅ

－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ  ｅｎｚｙｍｅ）を表す）、およびＣＴＬの細胞傷害性

顆粒中に貯蔵されるＴ細胞に制限される細胞内抗原（Ｔ  ｃｅｌｌ  ｒｅｓｔｒ

ｉｃｔｅｄ  ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ  ａｎｔｉｇｅｎ）（ＴＩＡ－１）を

包含する多数のタンパク質を含んで成る。標的細胞とのＣＴＬの接触に際して、

これらの細胞質顆粒が接触領域に向けられ、その後それらの構成成分が細胞内空

隙に放出される。細胞外カルシウムの存在下で、パーフォリン分子は標的細胞の

膜中に挿入する膜貫通チャンネルに重合し（ＭａｓｓｏｎとＴｓｃｈｏｐｐ、１

９８５、Ｊ  Ｂｉｏｌ  Ｃｈｅｍ  ２６０：９０６９；Ｐｏｄａｃｋ、１９８５

、Ｉｍｍｕｎｏｌ  Ｔｏｄａｙ  ６：２１）、それにより他の顆粒タンパク質、

とりわけグランザイムを標的細胞に進入させる。標的細胞の細胞質中で、グラン

ザイムは直接（すなわち付加的なシグナル伝達過程に対する必要なしに）エフェ

クター、カスパーゼを活性化し、それが順にアポトーシスを実施する。これゆえ

に、ＣＴＬによるグランザイムの放出は大部分の細胞傷害性反応における重要な

事象である。

      【００２３】

  われわれは、ここで、ＭＬＣの上清中のグランザイムＡもしくはＢの放出がド

ナーとレシピエントとの間のＭＨＣの不適合の数と相関し、そしてＢＭＴ後の重

症のＧＶＨＤの発生を予測することを示す。さらに、ドナーおよびレシピエント

のリンパ球の共培養の間のグランザイムの放出を、定量的かつ感受性の酵素免疫

測定法（Ｅｌｉｓａ）により測定することができる。これゆえに、本発明は、実

施するのがより容易であり、より少なく特殊化された施設を必要とし、かつＭＬ

Ｃ試験および広範囲の分子のＨＬＡ型分類より少なく高価である方法を提供する
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。

      【００２４】

  本発明は、幹細胞レシピエントとそれらの潜在的ドナーとの間の主要およびマ

イナー組織適合性抗原の差異を同定することを可能にし、そして同種ＢＭＴで治

療された患者におけるＧＶＨＤの発生を予測することができる。

      【００２５】

    （発明の要約）

  本発明は、ドナーおよびレシピエントのリンパ球の共培養物中のＣＴＬの脱顆

粒の評価が、ドナーとレシピエントとの間のＭＨＣの不適合の数と相関し、そし

て同種ＢＭＴを受領する患者における重症のＧＶＨＤの発生を予測するという知

見を使用する。本発明は、これらの共培養物中でのＣＴＬの前記脱顆粒の測定方

法を企図する。

      【００２６】

  本明細書で、ドナーおよびレシピエントのリンパ球を、ドナーの末梢血単核細

胞（ＰＢＭＣ）をレシピエントのＰＢＭＣと混合することにより共培養していわ

ゆるリンパ球混合培養物もしくはＭＬＣを生じさせることが好ましい。例えば腎

移植のためにドナー細胞に対するレシピエントのリンパ球の反応性を試験しなけ

ればならない場合には、ドナーのＰＢＭＣを照射する（刺激リンパ球）一方、レ

シピエントのものは照射しない（応答リンパ球）。ＢＭＴでそうであるように、

レシピエントの細胞に対するドナーリンパ球の反応性を評価しなければならない

場合、レシピエントのＰＢＭＣを照射する。その後、ドナーおよびレシピエント

のＰＢＭＣを例えば３７℃で９６時間インキュベートする。その後、ＣＴＬの脱

顆粒の間に放出される構成成分の測定のために上清を収穫する。

      【００２７】

  本発明によれば、ＭＬＲの間のＣＴＬの脱顆粒を決定するための好ましい態様

は、上清中の可溶性グランザイム、とりわけ可溶性グランザイムＡもしくはＢの

量を定量することである。しかしながら、活性化されたＣＴＬにより放出される

他の化合物、例えばパーフォリンもまた測定することができる。あるいは、例え

ばいわゆるＥｌｉｓｐｏｔアッセイにより、グランザイム放出細胞（もしくは他
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の細胞傷害性顆粒成分放出細胞）の数を評価することができる。

      【００２８】

  ＭＬＣの上清中のグランザイムＡもしくはＢの濃度の便宜的かつ好ましい一評

価方法は、Ｓｐａｅｎｙ－Ｄｅｋｋｉｎｇら（Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９９８；

１６０：３６１０－６）により記述されるＥｌｉｓａである。多くのグランザイ

ムがＭＬＣの間に放出されるほど、照射されないＣＴＬの活性化および反応性が

強くなる。

      【００２９】

  本発明は、本発明の以下の記述の考慮後により完全に理解されるであろう。

      【００３０】

    （発明の詳細な記述）

  本発明は、細胞傷害性のエフェクター細胞を包含する応答体細胞と刺激体細胞

を共培養すること、および前記細胞傷害性のエフェクター細胞の脱顆粒を決定す

ることを含んで成る、機能的な組織適合性の新規試験方法を提供する。

      【００３１】

  前記刺激体細胞は潜在的な器官移植片ドナーからのリンパ球である一方、前記

応答体細胞は潜在的な器官移植片レシピエントからのリンパ球であるか、もしく

は、前記刺激体細胞は潜在的な器官移植片レシピエントからのリンパ球である一

方、前記応答体細胞は潜在的な器官移植片ドナーからのリンパ球であるかのいず

れかである。

      【００３２】

  問題の器官移植片はとりわけ制限されず、そして、固形臓器移植片、骨髄移植

片および幹細胞移植片よりなる群から広範に選択してよい。固形臓器移植片は、

腎、肝、心、肺、膵、ランゲルハンス島などの移植片を含んで成る。

      【００３３】

  刺激体細胞として使用される細胞は増殖の能力を欠く。細胞の増殖の能力を破

壊するいかなる処理も適用してよい。実務上、こうした処理は適切な量のγ放射

線を用いる照射を含んで成る。

      【００３４】
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  本明細書で使用される「細胞傷害性のエフェクター細胞」という用語は、とり

わけ細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）および／もしくはナチュラルキラー細胞（

ＮＫ）を指す。該用語は、とりわけＴヘルパーリンパ球のような他の型のリンパ

球と区別する。

      【００３５】

  本発明によれば、細胞傷害性のエフェクター細胞の脱顆粒は、好ましくは共培

養物上清中で顆粒の構成成分を測定することにより決定する。顆粒の構成成分は

、好ましくはグランザイムＡもしくはグランザイムＢのような１種のグランザイ

ム、または双方である。しかしながら、例えばパーフォリンのようないずれの顆

粒の構成成分を代わりに測定してもよい。実務上、顆粒の構成成分は酵素免疫測

定法（ＡＬＩＳＡ）によるようなイムノアッセイにより測定する。

      【００３６】

  本発明はまた、ＨＬＡ型分類、次いで選択されたドナー－レシピエント対につ

いての機能的組織適合性試験を含んで成る、潜在的な器官移植片のドナーとレシ

ピエントとの間の組織（不）適合性の評価方法も提供し、ここで、前記機能的組

織適合性試験は本明細書に記述される方法により実施する。ドナー－レシピエン

ト対の選択は、ＨＬＡ遺伝子型分類を包含するいかなるＨＬＡ型分類法に基づい

て行ってもよいとは言え、ＨＬＡ血清型分類に基づき選択を行うことが実務的根

拠から好ましい。

      【００３７】

  本発明は、ＣＴＬもしくはＮＫ細胞の顆粒からの構成成分がＭＬＣの間に上清

中に放出されること、また、こうした放出は刺激体（レシピエントもしくはドナ

ー）の細胞に対する応答体（ドナーもしくはレシピエント）の細胞傷害性の活性

を緊密に反映することの理解に基づく。ＭＬＣの上清中のこれらの構成成分の測

定は、ＨＬＡ不適合の数、ならびに骨髄同種移植片のレシピエントにおけるＧＶ

ＨＤの発生および重症度に関係する。これはグランザイムの放出を評価すること

により具体的に説明されるが、しかし、本発明は決して、グランザイムのみが本

発明の範囲内にあると意図しているほど狭く解釈されるべきでない。細胞傷害性

の顆粒からＭＬＣの間に放出される事実上すべての構成成分が本発明の範囲内に
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あることを意図している。

      【００３８】

  ドナーとレシピエントとの間の組織適合性の最も広範に許容できる試験方法は

、前の段落で論考されるＭＬＣである。ＭＬＣにおいては、ドナーおよびレシピ

エントからの細胞を３７℃で９６時間共培養し、その後、3［Ｈ］－チミジンの

取込みを評価することにより応答細胞の増殖を測定する。応答細胞は、この系で

増殖しているいかなる細胞であることもできる。本発明はまた、刺激および応答

リンパ球の共培養も含んで成るが、しかし、（ＥＬＩＳＡを用いて）評価するの

がより容易であるのみならずしかしまた細胞傷害性Ｔ細胞（インビボで拒絶もし

くはＧＶＨＤを引き起こす細胞である）の活性化もより直接的に反映するパラメ

ータを測定する。従って、従来の方法に比較して、本発明は、実施するのがより

容易でありかつ移植片拒絶もしくはＧＶＨＤの根底にある基礎的な発病の機構を

より特異的に反映する方法を提供する。

      【００３９】

  本発明は今や、いくつかの実施例を用いて具体的に説明することができる。こ

れらの実施例は、同種ＢＭＴのドナーとアクセプターとの間の組織不適合性を評

価するための本発明の応用に焦点を合わせている。

実施例

材料および方法

  末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）の調製：血液サンプルを、インフォームド・コン

セントの後に、ドナー、および彼らの疾患の治療後しかしＢＭＴのためのいずれ

かの調整の前の患者から得た。ＰＢＭＣは密度勾配遠心分離（ニコメド  ファル

マ  ＡＳ（Ｎｙｃｏｍｅｄ  Ｐｈａｒｍａ  ＡＳ）、ノルウェー・オスロ）によ

りヘパリン処理された静脈血から分離した。細胞を２回洗浄し、そして、２ｍＭ

／ｌ  Ｌ－グルタミン（ギブコ（Ｇｉｂｃｏ））、１％抗生物質（ギブコ（Ｇｉ

ｂｃｏ））および２０％熱不活性化ヒト血清を補充されたＲＰＭＩ  １６４０培

地（ギブコ  ＢＲＬ（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ）、ライフ  テクノロジーズ  リミテ

ッド（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ  Ｌｔｄ）、スコットランド・ペー

ズリー）よりなる培地に再懸濁した。
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      【００４０】

  ＭＬＣ：ドナーのＰＢＭＣ（５×１０4個）を、加湿された５％ＣＯ2／９５％

空気雰囲気中３７℃で２００μｌの培地中、５×１０4個の照射された（２０Ｇ

ｙ）患者のＰＢＭＣと共培養した。第４日に、ＧｒＡおよびＧｒＢ測定のための

上清を各ウェルから収穫し、そして使用まで－２０℃で保存した。その後、細胞

を２μＣｉの3［Ｈ］－チミジン（４０～６０Ｃｉ／ｍＭｏｌ、アマーシャム（

Ａｍｅｒｓｈａｍ）、イリノイ州アーリントンハイツ）に１２～１６時間暴露し

、収穫し、そして3［Ｈ］－チミジンの取り込みを液体シンチレーション計数器

（ベックマン（Ｂｅｃｋｍａｎ）、アイルランド・ガルウェイ）で測定した。結

果は三重の値の１分あたりのカウントの中央値として表す。ＭＬＣのＲＲ％は以

下のとおり計算した。すなわち、古典的ＭＬＣでのＲＲ％を、式：応答体のｃｐ

ｍ［レシピエント］：刺激体のｃｐｍ［ドナー］－応答体のｃｐｍ［レシピエン

ト］／応答体のｃｐｍ［レシピエント］：刺激体のｃｐｍ［プール］－応答体の

ｃｐｍ［レシピエント］：刺激体のｃｐｍ［レシピエント］×１００％に従って

計算した。プールは３種の異なるＨＬＡが不適合のドナーに対するレシピエント

の細胞の応答を表し、ＲＲ％の計算のためにこれら３回の分析の中央値を使用し

た。参照値は関係しない対照による刺激に対する応答の中央値である。

      【００４１】

  ＨＬＡ型分類：全部の患者およびドナーを、ＨＬＡクラスＩおよびクラスＩＩ

について血清学により型分類した。ＨＬＡ－Ａ、－Ｂ、－Ｃ型分類は標準的なＮ

ＩＨリンパ細胞傷害性アッセイを使用して行い、また、ＨＬＡ－ＤＲおよび－Ｄ

Ｑ型分類は、同種抗血清を使用する２色蛍光アッセイを用いて実施した。ＨＬＡ

遺伝子型は、ＨＬＡ－ＤＲＢ１、３、４、５および－ＤＱＢ１に対する配列特異

的プライマーを用いるポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅により決定した。Ｈ

ＬＡ－ＤＰＢ１の型分類はＰＣＲ配列特異的オリゴヌクレオチドを用いて行った

。

      【００４２】

  ＧｒＡおよびＧｒＢについてのＥＬＩＳＡ：モノクローナル抗体（ｍＡｂ）の

精製、ならびにＧｒＡおよびＧｒＢについてのＥＬＩＳＡは記述されたとおり（
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Ｓｐａｅｎｙ－Ｄｅｋｋｉｎｇら  １９９８、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６０：３

６１０）実施した。簡潔には、マイクロタイタープレートを、グランザイムＡも

しくはＢに対するモノクローナル抗体（ｍＡｂ）、好ましくは０．５μｇ／ｍｌ

のｍＡｂ  ＧＡ  ２９（ＧｒＡに対して）もしくはＧＢ１１（ＧｒＢに対して）

の濃度のそれぞれｍＡｂ  ＧＡ２９もしくはｍＡｂ  ＧＢ１１（Ｄｅｐｔ．ｏｆ

  Ｉｍｍｕｎｅ  Ｒｅａｇｅｎｔｓ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ｃｅｎｔｒａｌ  Ｌａｂｏ

ｒａｔｏｒｙ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ  Ｒｅｄ  Ｃｒｏｓｓ  

Ｂｌｌｏｄ  Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ  Ｓｅｒｖｉｃｅ（ＣＬＢ）、オランダ・

アムステルダム）で４℃で１６時間被覆した。残余の結合部位をＰＢＳ／２％（

ｖ／ｖ）牛乳との４５分のインキュベーションによりブロッキングした。その後

、ＭＬＣの上清の小量のアリコートを高性能Ｅｌｉｓａ緩衝液（ＣＬＢ）と混合

し、そしてｍＡｂ被覆されたプレート中で１時間インキュベートした。最後に、

結合されたグランザイムＡもしくはＢを、１％（ｖ／ｖ）正常マウス血清中の適

切なグランザイムに対するビオチニル化ｍＡｂ、好ましくはｍＡｂ  ＧＡ２８も

しくはｍＡｂ  ＧＢ１０（ＣＬＢ）とのインキュベーション、次いでストレプト

アビジンに結合された重合されたワサビペルオキシダーゼ（ＣＬＢ）とのインキ

ュベーションにより検出する。反応を、０．１１Ｍ酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ

５．５）中のペルオキシダーゼ基質、好ましくは３，３’，５，５’－テトラメ

チルベンジジン（１００μｇ／ｍｌ；メルク（Ｍｅｒｃｋ）、ドイツ・ダルムシ

ュタット）および０．００３％（ｖ／ｖ）Ｈ2Ｏ2とのインキュベーションにより

可視化する。等量の２Ｍ  Ｈ2ＳＯ4を添加することにより反応を停止した後に、

４５０ｎｍの吸光度を、タイター－テック  マルチスキャン（Ｔｉｔｅｒ－Ｔｅ

ｋ  Ｍｕｌｔｉｓｃａｎ）プレートリーダー（ラブシステムズ（Ｌａｂｓｙｓｔ

ｅｍｓ）、フィンランド・ヘルシンキ）により測定した。

      【００４３】

  統計学的分析：記述統計学は中央値および第一～第三四分位数範囲として示す

。Ｓｐｅａｒｍａｎ相関係数を使用して、ＧｒＡ、ＧｒＢ、ＲＲ、およびＨＬＡ

クラスＩＩの不適合の総数の相互の相関を評価する。Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ

の検定を使用して、不適合もしくはＧＶＨＤにより定義されるサブグループ間の
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ＧｒＡ、ＧｒＢおよびＲＲのレベルを比較する。

      【００４４】

  測定の対内の相関により引き起こされる統計学的分析における問題を回避する

ため、各対におけるＧｒＡ、ＧｒＢおよびＲＲの「平均」値をコンピュータ計算

し、そしてさらなる分析に使用した。データの歪度を鑑み、幾何平均をＧｒＡお

よびＧｒＢの「平均」として使用した。

      【００４５】

  ＲＲのゼロ値を取り扱うために、われわれは最初に全部のＲＲの測定値に１％

を付加し、次に幾何平均をとり、そして最後に再度１％を差し引いてそれを元の

尺度に戻した。

結果

  ６例の兄弟姉妹および２４例の関係しない患者／ドナー対の１コホートにおい

て、ＧｒＡおよびＧｒＢの産生レベルを移植前のＭＬＣの上清中で測定し、そし

てＭＬＣのＲＲ、およびＨＬＡクラスＩＩの不適合の数と相関させた。患者／ド

ナー対のこのコホートから、ただ１つの組合せがＢＭＴのため実際に選択された

。１６例のＨＬＡが同一の兄弟姉妹の患者／ドナー対の別のコホートにおいて、

ＧｒＡおよびＧｒＢの産生レベルを移植前のＭＬＣの上清中で測定し、そして急

性ＧＶＨＤの発症と相関させた。

      【００４６】

  ＭＬＣのＲＲとのＧｒＡおよびＧｒＢの産生レベルの相関。各患者／ドナー対

からのＭＬＣを、移植片対宿主および宿主対移植片の方向で確立した。双方の後

者の方向で、ＭＬＣのＲＲ、ならびにＭＬＣの上清中のＧｒＡおよびＧｒＢの産

生レベルを測定した。図１は、ＭＬＣのＲＲとの３０例の患者／ドナー対の平均

のＧｒＡおよびＧｒＢの産生レベルの相関を示す。ＧｒＡおよびＧｒＢの産生レ

ベルは、相互と（ｒ＝０．７８、ｐ＝＜０．００１、図１Ｃ）ならびにＭＬＣの

ＲＲと（ｒ＝０．５３、ｐ＝０．００３、図１Ａ、およびｒ＝０．７９、ｐ＝＜

０．００１、図１Ｂ）有意に相関する。

      【００４７】

  ＨＬＡクラスＩＩの不適合の数とのＧｒＡおよびＧｒＢの産生レベルの相関。
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研究された３０例の患者／ドナー対からの６例の兄弟姉妹および３例の関係しな

い患者／ドナー対が、ＨＬＡクラスＩＩ抗原中にいかなる不適合も表さなかった

。ＨＬＡクラスＩＩの不適合を表す２１例の患者／ドナー対のうち、８例の患者

／ドナー対が１個のＨＬＡクラスＩＩの不適合（ＨＬＡ－ＤＲＢ１、－ＤＱＢ１

もしくは－ＤＰＢ１のいずれか）を、８例の患者／ドナー対が２個のＨＬＡクラ

スＩＩの不適合を、そして５例の患者／ドナー対が３個のＨＬＡクラスＩＩの不

適合を示した。図２は、ＨＬＡクラスＩＩの不適合の数とのＧｒＡおよびＧｒＢ

の産生レベルの相関（それぞれｒ＝０．６０、ｐ＝０．００、Ｒ＝０．８１、ｐ

＝＜０．００１）、ならびにＨＬＡクラスＩＩの不適合の数とのＭＬＣのＲＲの

相関ｒ＝０．８７、ｐ＝＜０．００１を示す。詳細には、ＧｒＡ産生レベルの中

央値は、ＨＬＡクラスＩＩの不適合を伴わない患者／ドナー対のＭＬＣの上清中

で４９ｐｇ／ｍｌ（第一～第四四分位数：４０～１６９ｐｇ／ｍｌ）であり、１

個のＨＬＡクラスＩＩの不適合を伴う患者／ドナー対で３９７ｐｇ／ｍｌ（第一

～第四四分位数：３２０～４６０ｐｇ／ｍｌ；ＨＬＡクラスＩＩの不適合なしに

対してｐ＝０．２７）に増大し、そして２個のＨＬＡクラスＩＩの不適合を伴う

患者／ドナー対で４６９ｐｇ／ｍｌ（第一～第四四分位数：３１８～１３０６ｐ

ｇ／ｍｌ；ＨＬＡクラスＩＩの不適合なしに対してｐ＝０．００５）にさらに増

大する。３個のＨＬＡクラスＩＩの不適合を伴う患者／ドナー対のＧｒＡレベル

（中央値４６６ｐｇ／ｍｌ  ＧｒＡ、第一～第四四分位数：４３５～８２６；Ｈ

ＬＡクラスＩＩの不適合なしに対してｐ＝０．０１４）は、２個のＨＬＡクラス

ＩＩの不適合を伴う患者／ドナー対のＧｒＡレベルより高くなかった（図２Ａ）

。

      【００４８】

  類似の結果がＧｒＢ産生レベルについて得られた。ＨＬＡクラスＩＩの不適合

を伴わない患者／ドナー対のＧｒＢ産生レベルは低く（中央値４６ｐｇ／ｍｌ  

ＧｒＢ、第一～第四四分位数：２７～５１ｐｇ／ｍｌ）；１個のＨＬＡクラスＩ

Ｉの不適合を伴う患者／ドナー対（中央値１０３ｐｇ／ｍｌ  ＧｒＢ、第一～第

四四分位数：５９～１２５ｐｇ／ｍｌ；ＨＬＡクラスＩＩの不適合なしに対して

ｐ＝０．００７）、および２個の不適合を伴う患者／ドナー対（中央値３７４ｐ
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ｇ／ｍｌ  ＧｒＢ、第一～第四四分位数：１９５～５８７ｐｇ／ｍｌ；ＨＬＡク

ラスＩＩの不適合なしに対してｐ＝０．００１）でより高かった。３個のＨＬＡ

クラスＩＩの不適合を伴う患者／ドナー対においては、６２３ｐｇ／ｍｌへのＧ

ｒＢレベルの中央値のさらなる上昇（第一～第四四分位数：４８３～９７７ｐｇ

／ｍｌ；ＨＬＡクラスＩＩの不適合なしに対してｐ＝０．００３）が観察された

（図２Ｂ）。

      【００４９】

  ＨＬＡクラスＩＩの不適合を伴わない患者／ドナー対におけるＭＬＣのＲＲの

中央値は低く（１％、第一～第四四分位数：０．４～１．８％）、１個のＨＬＡ

クラスＩＩの不適合を伴う患者／ドナー対で６．１％（第一～第四四分位数：３

．０～１７％；ＨＬＡクラスＩＩの不適合なしに対してｐ＝０．００２）、２個

のＨＬＡクラスＩＩの不適合を伴う患者／ドナー対で１６％（第一～第四四分位

数：１０～２９％；ＨＬＡクラスＩＩの不適合なしに対してｐ＝０．００１）に

有意に増大し、そして、３個のＨＬＡクラスＩＩの不適合を伴う患者／ドナー対

において７８％（第一～第四四分位数：７５～８５％；ＨＬＡクラスＩＩの不適

合なしに対してｐ＝０．００３）にさらに増大した（図２Ｃ）。

      【００５０】

  急性ＧＶＨＤの発症とのＧｒＡおよびＧｒＢの産生レベルの相関。１６例のＨ

ＬＡが同一の患者／ドナー対の別のコホートにおいて、ＧｒＡおよびＧｒＢの産

生レベルを、移植片対宿主の方向で確立されたＭＬＣの上清中で測定し、そして

急性ＧＶＨＤの発症と相関させた。図３Ａは、急性ＧＶＨＤを伴わない（等級０

－Ｉ）３例の患者、等級ＩＩの急性ＧＶＨＤを伴う５例の患者、等級ＩＩＩの急

性ＧＶＨＤを伴う５例の患者および等級ＩＶの急性ＧＶＨＤを伴う３例の患者の

ＧｒＡの産生レベルを示す。

      【００５１】

  急性ＧＶＨＤを伴わない（等級０－Ｉ）患者のＭＬＣの上清中のＧｒＡレベル

の中央値は低く（中央値１３７ｐｇ／ｍｌ  ＧｒＡ、第一～第四四分位数：１０

０～４７５ｐｇ／ｍｌ）、そして等級ＩＩ－ＩＶの急性ＧＶＨＤを伴う患者で有

意に上昇した（中央値１１０３ｐｇ／ｍｌ  ＧｒＡ、第一～第四四分位数：８８
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０～１８９３ｐｇ／ｍｌ；ｐ＝０．００４；図３Ａ）。

      【００５２】

  同様に、急性ＧＶＨＤを伴わない（等級０－Ｉ）３例の患者のＭＬＣの上清中

のＧｒＢ産生レベルの中央値は低く（１１ｐｇ／ｍｌ  ＧｒＢ、第一～第四四分

位数：７～１０４ｐｇ／ｍｌ）、そして等級ＩＩ－ＩＶの急性ＧＶＨＤを発症し

た１３例の患者で有意に増大した（２０７ｐｇ／ｍｌ  ＧｒＢ；第一～第四四分

位数：１０５～３４８ｐｇ／ｍｌ；ｐ＝０．０２５；結果は示されない）。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  発明にかかる、６例の兄弟姉妹および２４例の関係しないドナー／レシピエン

ト対におけるＭＬＣの相対的応答（ＲＲ）との、ＭＬＣの間のグランザイム産生

の相関。3［Ｈ］－チミジンの取り込みで決定されかつＲＲのパーセンテージ（

％）として表されるところのＭＬＣの結果は、グランザイムＡの放出（図Ｂ）も

しくはグランザイムＢのもの（図Ｃ）に関係していた。これらのＭＬＣ中でのグ

ランザイムＡとＢの放出の間の相関を図Ａに示す。

  ＭＬＣにおいて、刺激細胞集団（末梢血単核細胞；ＰＢＭＣ）を照射した（２

０Ｇｙ）。古典的ＭＬＣにおいて、３７℃で４日間のインキュベーション後に、

細胞を２μＣｉの3［Ｈ］－チミジン（４０～６０Ｃｉ／ｍＭｏｌ、アマーシャ

ム（Ａｍｅｒｓｈａｍ）、イリノイ州アーリントンハイツ）に３７℃で１２ない

し１６時間暴露し、その後、チミジンの取り込みを液体シンチレーション計数器

（ベックマン（Ｂｅｃｋｍａｎ）、アイルランド・ガルウェイ）で測定した（１

分あたりのカウント数、ｃｐｍとして）。陰性対照は培地もしくは自己のＰＢＭ

Ｃ（応答体［レシピエント］：刺激体［レシピエント］）単独よりなった。改変

されたＭＬＣにおいて、細胞は3［Ｈ］－チミジンに暴露しなかったが、しかし

、上清を収集し、そしてグランザイムＡおよびＢの存在についてＥｌｉｓａで試

験した。

    【図２】

  発明にかかる、ＨＬＡクラスＩＩの不適合の数（ｘ軸上）との、ＭＬＣの間の

グランザイムＡ（図Ａ）およびＢ（図Ｂ）の産生レベルの相関。グランザイムレ
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ベルは、対数で変換された幾何平均値としてｙ軸上にプロットする。不適合の数

は、アロタイプ特異的抗血清を使用する２色蛍光アッセイを用いるドナーおよび

レシピエントのＨＬＡ型分類、もしくは配列特異的プライマーを使用したポリメ

ラーゼ連鎖反応を使用するＨＬＡ遺伝子型分類から生じさせた。図Ｃに、ＭＬＣ

中でのＲＲとのＨＬＡの不適合の数の間の相関を、比較のために示す。

    【図３】

  発明にかかる、ＨＬＡが同一のドナーからの同種ＢＭＴ後の１６例の患者にお

けるＧＶＨＤの発症との、ＭＬＣの間のグランザイムＡ（図Ａ）の産生レベルの

相関。ＧＶＨＤ発症とＭＬＣ中でのＲＲとの間の相関を、比較のために図Ｂに示

す。患者におけるＧＶＨＤの重症度はＧｌｕｃｋｓｂｅｒｇら（Ｔｒａｎｓｐｌ

ａｎｔａｔｉｏｎ  １９７４；１８：２９５－３０４）に従って等級付けした。
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【図１Ａ、１Ｂ】
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【図１Ｃ】
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【図２Ａ、２Ｂ】
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【図２Ｃ】
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【図３Ａ、３Ｂ】
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【国際調査報告】
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