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は し が き

同所 性肝 移植 に お けるdonorとrecipientと の組 み 合 わせ(ラ ッ ト)

に よっ ては 移植 肝 の永久 生 着 が免疫 抑 制 剤 の投 与な しに得 られ、 さ らに一

度 肝 が生 着 す る と、 同 じdonorか らの 他 の臓 器 も受け 入 れ る よ うに なる

こと が 明 らか に さ れて きたo肝 以 外 の臓 器移 植 では 、 常 に急 性 拒 絶 さ れ

るの に、 なぜ移 植 肝 のみ が 生着 で きるかに つ い て は現 在 まだ解 明 され て い

ないoそ こで我 々は、 肝 の構 成 細胞 の抗 原 性 につ いて検 索 し、 肝 の免疫 原

性 の 観点 か ら、肝 の もつ 免疫学 的特 異性 を 明 らか に しよ うと したoす なわ

ち、minorお よびmajorな 組織 適合 抗 原 の違 うラッ ト間 にお いて 、種 々

の 免疫 抑 制 法 を移植 細 胞 お よびrecipientに 加 え、 そ れ らの 脾 内生着 の

成績 か ら肝 の構成 細胞 の免疫 原性 を検 索 し よ うと したo

研 究 組 織

研究代表者:江 端英隆(旭 川医科 大学 医学部 ・助教授)

研究 分担 者:及 川 巖(旭 川医科大学医学部 ・助 手)

研 究 経 費

昭和59年 度

昭和60年 度

計

3,400千 円

1,800千 円

5,200千 円

一1一



研 究 発 表

(1)学 会 誌 等(発 表 者 、 テ ー マ 名 、 学 会 誌 名 、 巻 号 、 年 月 日)

1・HidetakaEbata,MichioMito:IntrasplenicFetal

RatHepaticTissurIsotransplantation.

Transplantation,Vol.3y,No.1,p.77,1y85.

2.HidetakaEbata,IwaoOikawa,MichioMito:Reject

ofAllogeneisHepatocytesandFetalHepatisTissur

TransplantedintotheR,atSpleen.

Transplantation,Vol.3y,No.2,p.221,1y85.

② 口頭発 表(発 表 者、 テー マ 名、学 会等 名 、年 月 日)

1.江 端英 隆,水 戸 麹郎:細 胞 お よび組織 片 移植 の現 況 と問題 点;

肝細 胞 お よび組織 片 の移植.

第18回 日本 移植 学 会 総 会iン ポ ジウム、 昭和57年9月10日.

2.及 川 巖,江 端 英 隆,水 戸..郎,他:肝 の 免疫 学 的特異性 に 関す

る研究 一肝 細 胞 ・胎 児 肝 脾 内 移植 に よる一.

第83回 日本 外 科学 会 総 会 、 昭和58年3.月16日.

3.及 川 巖,江 端 英 隆.水 戸..郎,他:肝 の免 疫 学 的 特異 性 に 関す

る研 究 一肝 細胞.胎 児 肝 の脾 内移植 に よる一.

第19回 日本 移植 学会 総会 、昭 和58年9月16日.

4.澤 雅之,及 川 巖.江 端 英隆,他:胎 児肝 の 凍結 保 存 とそ の影

響 に 関す る研 究.

第20回 日本 肝臓 学 会 総 会、 昭 和59年7月6日.
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5.及 川 巖.江 端英 隆 。水 戸麺 郎,他:サ イ ク ロス ポ リンAと 術 前

紫 外 線 照射 血 液 輸 血 に 対 す る同 種肝 細胞 脾 内 移植 へ の生 着 延 命 効果

に つい て.

第20回 日 本移 植 学 会 総 会 、 昭和59年9月21日.

6.澤 雅 之.江 端 英 隆,及 川 巖,他:脾 内胎 児 肝移 植 法 を用 い た

肝 再 生 の研 究 一 宿 主 ラ ットEck痩 お よび肝 切除 の影 響 一.

第21回 日本 肝臓 学 会 総 会、 昭和60年6.月14日.

7及 川 巖,江 端英 隆,水 戸..郎,他:Majorな 組 織 不 適 合 ラ ッ

ト間 の脾 内 移 植 肝細 胞 お よび 胎 児肝 組 織 の 生 着 に対 す る サ イク ロス

ポ リンAの 効 果.

第21回 日本移植 学 会総 会 、昭 和60年9月19日.
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研 究 成 果

Minorお よびMajorな 組織 適 合 抗原 の異 な る ラ ッ ト間 にお い て、 種

種 の 免疫 抑 制 を移 植 す る肝細 胞,胎 児 肝 お よびrecipientを 行 い、 脾 内

移 植 細 胞 お よび組織 の 生 着状 態 を観 察 したoそ とで まず主 な実 験材 料.方 法 、

お よび実験 群 につ い て記 し、 そ の後 各 実験 群 の成績 について述 ぺ ることにするo

1.実 験材 料 お よび 方 法

1.実 験 動 物

Donorと し て はF344(RT11),Lewis(RT11),ACI(RTla)、

Recipi・ntと し て はWKA(RTlk),L,wi,(RT11),ACI(RT1・)を

種 々 の 組 み 合 わ せ で使 用 したo

2.肝 細 胞 の 採 取 法 と脾 内 移 植 法

肝 細 胞 の 遊 離 は 、BerryandFriendのcollagenase消 化 法 に よる

再 循 環 灌 流 法 に よ っ たo一 個 の 正 常 肝 よ り約5×108個 の 遊 離 肝 細 胞 が 得

られ 、 トリパ ン ブ ル ー一に よ るviabilityは80～90%で あ ったo移 植 は 、

こ れ ら の肝 細 胞 浮 遊 液0.2雇(約2～3x106個)をrecipientラ ッ トの

脾 実 質 内 に 直接 注 入 し行 ったo

3.胎 児肝脾 内 移 植 法

胎 児 の組 織 片移植 は 、妊娠18お よび19日 目 の胎 児 肝 を細 切 し・

recipient1匹 に つ き胎 児 肝 約1・5ケ に相 当す る量 を脾 内 に 直接 注 入 移
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植 したo

4.ReciPientへ のTota1LymphoidIrradiation(TLI)の

方 法

Recipientへ のTLIは 、 移 植2週 前 よ り1日250roads・11回 と

したoこ の 総 線 量 は 、 一 般 的 に 骨 髄 移 植 時 にTLIよ り 寛 容 を 誘 導 し う る

量 よPは る か に少 な い量 で あ るo

5.肝 細胞.胎 児 肝組 織 片 に よる 感作 状 態 の検 索.

肝細 胞.胎 児肝 組織 片 に よるrecipientの 感 作 状 態 の検索 は、 脾 内移

植2週 後 にdonorと 同系 ラ ッ トの皮 フ移 植 に ょ り行 ったo

6・ 移植肝 細胞 へ の紫 外線(UV)照 射 法.

肝細 胞へ のUV照 射 は・ 波 長304μ7π で 照射 量1,000J/㎡ を行 ったo

7.前 投 与 す るdonor血 へ のUV照 射 とrecipientへ の 輸 血 法 ・

前 も って 採 取 したdonor血 に 、 波 長304μ 祝で1,000J/㎡ の 量 のUV

を 照 射 し、 これ を ヘ マ トク リ ッ ト値 と して50%と し た 血 液im2を 、 移 植

前,週1回3週 に わ た ってrecipientに 静 脈 投 与 したo

8.サ イ ク ロ ス ボ リ ンA(CsA)の 短 期 投 与法 ・

CsAの 短 期 投 与は 、CsA30加9/kgを 移 植 日 ・移植1・2日 目の 計3

回 、 筋 肉 内 に 投 与 したo
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9.CsAの 長 期 投 与法.

CsAの 長 期 投 与法 は 、 移 植 日,移 植1,2日 の3日 間 は30η9/kgと

し 、 そ の 後 移 植14日 ま でCsA10況9/kgを 連 続 投 与 し たo

■.実 験 群

実験 群 は 以 下 の如 くと したo

1.Donorとrecipientの 種 々 の 組 み 合 わ せ に お け る肝 細 胞.胎 児

肝 の脾 内 生 着 期 間 の 観 察.

2.術 前recipientラ ッ トに 対 す るTLI(F344→Lewis).

3.肝 細 胞 へ のUV直 接 照 射(F344→Lewis).

4.donor血 のUV照 射 前 輸 血.

5・CsAの 短 期 投 与

6.CsAの 長 期 投 与

皿.成 績 お よび考察

1・3種 類 の組 み 合 わせ に おけ る肝 細胞,胎 児肝 の生 着期 間 の比較.

図1に 示 した ように、F344-→WKAで は肝 細胞 のみ の結果 で あ るが、

移 植 さ れた 肝 細胞 は24時 間 以内 に拒 絶 さ れ たo一 方、F344→Lewis問 で

は 胎児肝 は5～7日 、 肝 細 胞 は3～5日 で拒絶 され た。 さ らに近 い 関係 の

Wistar→F344で は 、 移 植胎 児 肝,肝 細 胞 と も移植 後3週 以 上脾 内 に生

一 一一6一
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胎 児 肝 の 拒 絶

肝 細 胞 の 拒 絶

F344→WKA

(RT11)(RTIk)

ND

24時 間 以 内

(N=10)

F344-一>Lewis

(RT11)ART11)

5～7日

(N=12)

3～5日

(N=15)

Wistar-一>F344

(RT11)(RT1も

3週

(N=30)

2週

(NX12)

(ND:notdone)

図1組 織 適 合 抗原 の差 異 に よる拒 絶 まで の期 間

肝細胞脾 内移植群

胎児肝脾内移植群

TLIH

TLIω

TLI←)

TLI(+)

皮 フ生 着 期 間

日

の

8

盟

～

N

6

(

15.8土3。2日

(N=5)

5日 目 には 全例拒 絶

(Nコ5)

14.5日

(N電5)

F344→ 無処置Lewisへ の皮 フ移植生着期間8～9日(N'-5)

F344→TLIの みのLewisへ の皮フ移植生着期間13.5土QO5日(N=⑤

図2TLIに よ る皮 フの生着 期 間
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着 した。 この結果 は 、脾 内移植 肝 細胞.胎 児 肝 の 生着 は 組 織 適 合 抗 原 の

差 異 に よ り左 右 され る こと を示 したo

2.Recipientに 対す る術 前TLIの 成 績.

最 も生 着.拒 絶期 間 の制定 が容 易 なF344→Lewis内 での 組 み 合 わせ

で実験 を行 った が、 肝 細 胞 の脾 内 生 着 は 正 常 ラ ッ トでは3日 ま でで あ るが、

TLIを 施 行 す る と7日 まで延 長 したo

また 、胎 児 肝 は 、 無 処置 ラ ッ トで は5日 ま での 生着 で あ るが 、TLIを

施 行 す る と肝細 胞 と 同様7日 ま で生着 延 長 した。

以 上 の よ うに、 この実 験 で照射 したTLIの 量 では 、 軽 度の肝 細胞,胎

児肝 の 生着 延 長 となっ たo

3.移 植3週 後 の皮 フ移 植 生 着期 間.

皮 フの生 着期 間 の成 績 は 、図2の 如 くで あ るoTLIを 行 うと、肝 細胞

移植 群 では 皮 フ生 着期 間 は15.8土3.2日 で あ り、肝 細胞 を移 植 して い ない

TLIの みの 皮 フ生着 期 間13.5土0.05日 と比較 し、有 意 の差 をも って生

着 は 延 長 したoこ の ～二とは 、TLIに より肝 細 胞 が 免疫 寛 容 をrecipient

に誘 導 した もの と考 え られ たoま た胎 児 肝 脾 内 移植 群 で は、TLI(→ では

皮 フ片は5日 目に全 例拒絶 され 、 無処 置recipientへ の 皮 フ移植 の生 着

期 間(7～8日)よ り明 らか に 短 か く、胎 児 肝 組織 片 移植 がrecipient

を感 作 して いたo

一 方、recipientにTLIを 行 う と、胎 児 肝 移植群 の 皮 フ片 の生 着 期

間は14・5日 と生着 延 長 した が、 ～二れ はTLIの み の 皮 フ生 着期 間13.5

日 と比較 し差 は ほ とん どな く、胎 児 肝 移 植 で はTLIに よ り胎児 肝 組織 に

一8一
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よ るrecipientへ の 感 作 状 態 が 抑 え られ た と 考 え られ たo

結 果1,2,3,の 小括

1)脾 内 に 移植 され た肝 細 胞,胎 児肝 組織 片 の 生 着期 間 は、Donor--

Recipient間 の組 織 適 合 度 に左 右 され る ことが示 さ れ た0

2)肝 細胞 は脾 内移 植 に よりrecipientを 感 作 しな い が 、胎 児 肝 組織

は感作 した0

3)TLIは 、移 植 肝 細 胞,胎 児 肝 組織 片 の生 着 を延 長 させ た0

4)TLIの 前処 置は 、脾 内 移 植 肝 細 胞 に よ り寛容 状 態 を誘導 し、胎 児

肝 組織 片 に よる感 作状 態 を抑 制 したo

4.UVの 肝細 胞 直 接照 射 に よる脾 内 生 着 へ の 影響.

DonorはF344、recipientはLewisを 用 い た(minorな 組 み 合

わ せ)oUV直 接 照 射 肝細 胞移 植4日 目では 、数 多 くの 生着 した肝 細胞 が

認 め られ たが 、 移植7日 目 では 生 着 した肝 細 胞は 認 め られ な か ったoす な

わ ち、今 回のUVの 照 射 法 で は 明 らか な肝 細 胞 の生 着延 長効 果 は 認 め られ

なか っ たo

5.UV照 射donor血 前 輸 血 に よ る効果.

DonorはF344、recipientをLewisと したoUV照 射F344ラ ッ

ト血 液 の 前輸血 群 の移植 肝 細 胞 は、 移植4日 目 には す で に拒絶 さ れ てお り、

非輸 血 群 に比 し よ り早 く拒 絶 され た。

y._



結果4.5の 小 括

1)UVを 直 接 照射 した肝細 胞 は、 移植4日 目まで 生 着 し た が 、無 処

置 群 に比 し長 く生 着 しなか っ た0

2)紫 外 線 照 射 血 液 の 前輸血 では 、移 植 肝細 胞 は 移植4日 ま で にす で に

拒 絶 さ れたoす な わ ち、今 回 の照射 量 の 輸血 はrecipientを 感 作 した可

能性 が あ るo

6.CsAの 短 期 投 与 に よ る効果.

1)minorな 関 係 で の結 果

DonorはF344、recipientはLewisと したo図3は 移 植7日 目の

組織 像 であ るが、 核 小 体,核 膜 の明瞭 な肝細 胞 が 多数認 め られ たoし か し、

一 部 核 の な い細胞 、 また 細胞 質 が 乏 し く細 胞 膜 がほ とん ど認 め られ ない肝

細 胞 もみ られ た。 す な わ ち、 移 植7日 目は 移 植 肝細 胞 は 拒絶 反応 に さ らさ

れ、健 常 な細 胞 と破 壊 され つ つ あ る細 胞 が混在 した像で あ るとい え るo図

図4は 移 植14日 目の組 織 像 で あるが 、 個 々の細胞 質 は 比較的=豊富 で 、細

胞 は一 部 列 を な して 生着 して い るoこ の ように、CsAの 短 期 投 与は 肝細

胞 の 生 着 に効 果 的 であ り、 現在 までの 観 察 では 移 植14日 目の 生着が証明されたo

図5はCsA投 与 移植7日 目の胎児 肝 組織 の像 で あ るが、 胞 体 は あ ま り

明瞭 で な い部 分 が 見 られ る が 、 核は よ く保 た れ て い る。 図6の 移植14日

目の 組織 像 では 、細 胞 質は エ オ ジ ン好 性 とな り充 実 し・ 細胞膜 も明瞭 と な

っ てい るo索 構 造 も 明 らか に認 め られ、 移 植胎 児 肝 組織 は確 実 に生 着 し分

化 した。 この よ うに、CsAを 投 与 し た 移 植肝 細胞 ・胎児 肝 組織 の生着

は 、 移植7日 目 よ り14日 目 の方 が よ り良好 で あ る よ うに考 え られ たoこ

れ は、 最 も拒絶 反 応 の 強 い1週 目よ り2週 目に な りや や立 ち 直 っ て き た
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こと を物 語 る もの で あ ろ う0

2)Majorな 関 係 に おけ る生 着.

Majorな 組織 適 合抗 原 の違 い の組 み 合 わせ と しては 、donorをLewis、

recipientをACIと したoLewis→ACI間 で の肝 細 胞 移 植 では 、

CsAを3日 間.30ng./kg投 与 して も、 移植 後4日 目に はす で に拒 絶 され

た肝 細胞 を取 り込 ん だ と思 わ れ る貧食 細胞 が み られ る のみ で 、生 着 した 肝

細胞 は 見 られ なか ったoそ こで、 採取肝 細 胞 に含 まれて い る と思 わ れ る1a

Positive細 胞 を修飾 す る ことを 目的 と して、 肝 細胞 浮 遊 液 に紫外 線 照射

を行 い ・移植 し、CsAと 併 用 さ せ たo図7は 脾 内移 植7日 目の組 織 像 で

あ るが 、拒絶 さ れ ず に生 着 した肝 細 胞 が認 め られ 、UV照 射 が効 果 的 であ

った と考 え られ たo

一 方 、胎 児肝 はCsAの 短 期 投 与が非 常 に効 果 的 で あ り、 移 植14日 目

に もほ ぼsyngenicの 胎 児肝 移植 と同 じ く らい鮮 明 に生 着 して い た○ す な

冨 丁?'民 、

ド.噂'』嘱

、ぴ 労 ,爾 匂'亀1'"4監

..'ノ 唱6

譲獅3艦2'轟
8'三

●

o亀 ●●9 葛搬
り 鮪 舘,曜
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影
猷

図7Lewis→ACI紫 外線 照射肝 細 胞.CsA短 期 投 与 移植7日 目
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わ ち、 個 々 の胞 体は 豊富 で、 索構 造 も明 らか であ った(Lewis→ACIに

ー7ける無 処 置 の胎 児 肝 組 織 は4日 以 内に拒 絶 さ れ る)o

以 上、majorな 関係(Lewis→ACI)で のCsA短 期 投 与で の移 植 結

果 より、明 らか に胎 児 肝組 織 の方 が肝 細 胞 に比 して生 着 が容 易 であ ったo

この理 由 と しては、 抗 原性 の違 い、肝 細 胞 と胎 児 肝 細胞 の増 殖 力 の違 いな

どが考 え られ た○

潅

込

長

胎 児 肝

肝 細 胞

CsA

H

(-H

o

ω

生 着期 間

4～5日

4週 以 上

3～4日

2週 以上

ま

9

図8MinorなF344→Lewis間 での 胎児肝,肝 細 胞

の脾 内 生着(CsA短 期 投 与群)

胎 児 肝

肝 細 胞

免疫抑 制

H

cSaE+一)

H

CsAω

紫外線 十CsA田

生着期間

4日 以 内に拒絶

2週 以 上

4日 以内 に拒絶

4日 以内に拒絶

1週 間 生着=

図9MajorなLewis→ACI間 で の胎 児肝,肝 細 胞

の脾 内生 着(CsA短 期 投 与群)
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結果6の 小 括

1)F344→Lewisのminorな 関 係 での 移 植 では 、肝 細 胞,胎 児 肝 と

も2週 以上 生 着 した(図8)0

2)Lewis→ACIのmajorな 関係 にお い ては 、CsA30ng/kgの 短

期 投 与に よ り、 胎 児肝 は コ ン トロー ル の4日 以 内 に 比 し2週 間以 上生 着 延

長 したが 、 肝 細胞 は4日 以 内 に拒絶 され た0

3)肝 細胞 へ のUV直 接 照射 とCsA短 期 投 与を併 用す る と、 移植1週

まで生着 を認 め、 肝細 胞 移植 にお い て もUV照 射 の効 果 が認 め られ た(図

9)0

7.CsAの 長期 投 与に おけ るmajorな 関係 での 肝 細胞,胎 児肝 の生

着.

実験 動物 の組 み 合 わせ は 、図10に 結果 とと も に示 したo

Lewis--SACI

ACI→Lewis

胎 児 肝

肝 細 胞

肝 細 胞

免疫抑制

H

CsA(-1-」

H

CsA(-y

H

CsA(一+一)

生 着 期 間

4日 以内に拒絶

5週

4日 以 内に拒絶

4日 以内 に拒絶

4日 以 内 に拒絶

1週

図10Major間 での 胎 児肝,肝 細胞 の脾 内生 着

(CsA長 期 投 与群)
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7日 目
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まで明

且織 が
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IV.ま と め

肝 の免 疫原 性 を明 らか にす る た めに、 肝 細 胞 お よび胎 児肝 を 脾 内 に移 植

し、種 々の免疫 抑制 法 をdonorお よびrecipientに 加 え、脾 内 で の肝

細胞,胎 児肝 の生着 状 態 を検 索 したQ

無処 置 で の種 々のdonorとrecipientの 組 み 合 わせ の 結 果、 肝 細 胞

と胎児 肝 の脾 内 で の生着 は 、他 の臓 器 移 植 と同様 にそ れ らの組 織 適 合性 の

差異に大 き く左 右 され て い る こ とが示 され たo

CsAを3pmg/kg3日 間投 与 す る と、F344→Lewisのminorな 関

係 では、肝細 胞,胎 児肝 と も2週 以 上 の 生 着 が認 め られ たoMajorな

Lewis→ACIの 関 係 では 、胎 児 肝 は2週 以 上 の生 着 を示 した が 、 肝細 胞

は移植4日 目まで に拒 絶 され たoす な わ ち、肝 細 胞 より胎児 肝 の 方 が生 着

が容 易 である ことが 認 め られ たoこ の胎 児肝 と肝 細胞 の生 着 の 差異 は 、 組

織 学的 検索 か ら胎 児 肝 の 旺盛 な増殖 力 に帰 因 す る こ とが 強 く示 唆 さ れ たo

Lewis→ACIの 肝細 胞 移 植 の際 、肝 細胞 へ の 紫外 線 直接 照射 とCsA

を併用 させ た結 果、1週 目ま での 肝 細胞 の生 着 が認 め られ たoこ の紫外 線

の生着延 長効 果は 膵 ラ氏 島移植 な どと同 様 、採 取肝 細胞 に 混 入 す るIa陽

性細胞 の紫 外線 に よる処置 に よ っ て もた らさ れ た も の と考 え られ たo

Majorな 関係 をACI→Lewisに 変 えてCsAの 長期 投 与 を試み た が、

この関係 では肝 細胞 に お いて は1週 間 の 生 着延 長 が み られ た(胎 児 肝 で は

5週 の生 着)oす なわ ち、majorな 違 いで もdonorとrecipientの 組 み

合わせ によって拒 絶 反応 に差 が あ る こ とが 明 らか に された 。

これ までの 種 々の実験 結果か ら、肝細 胞,胎 児 肝 とも免疫 原 性 を強 く所 有

する ～二とが示 されたoし か し一 方、CsAな どの 免疫 抑制 を強 く加 え た に もか
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か かわ らず、 移植 細胞 が早 期 に拒 絶 され る傾 向 にあ る と言 え るが 、 この 理

由 としては 免 疫担 当 細 胞が 非 常 に 多 い脾 とい う場所 を移 植 部位 に選 択 した

こ とが 大 き な要 因 と して考 え られ るoさ らに、 脾 内 移植 は も と もと肝 の宿

主 肝 が存 在 す る異 所 性 移 植 と同 じ状況 にある こ と も、 さ らに 生 着 を困"'i

しzい る要 素 と思 わ れ たo一 方 、 永久 生 着 が得 られ る組み 合 わせ での 同 所

性 肝移 植 に お い て も、移 植1週 に お いて は 強 い 拒絶 反応 が み られ、 そ の 後

移 植 肝 が立 ち直 り生 着 して い るo我 々の胎児 肝 と肝 細胞 の実 験 結果 は 、 こ

の様 な移 植 肝 の立 ち 直 りの機 序 が 、肝 の もつ旺盛 な再 生 能 力 に あ る ことを

示 した といえ るが、 肝 の免 疫学 的 特 異 性 の完 全 な解 明には ・ さ らに深 い研

究 が必 要 と考 え られ たo
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