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Detection　 of　IL-2　 Receptor　 Gene　 Expression　 in　Peripheral　 Blood　 from　 Renal

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Transplant　 Patients

　　　　　　　　　 (腎 移植 患者 末梢 血 にお け る1L・2　receptor遺 伝 子発 現 の検 出)

内容の要旨

清　水

　移植患者の治療には、拒絶反応の早期かつ安全な発見が重要である

が、理学所見、臨床化学検査所見の異常は特異的でなく、実際の免疫

反応より遅れておこってくるし、グラフ ト生検には出血などの合併症

がある。移植後の病態では、グラブ ト内に浸潤している免疫細胞が1L

・1、1レaなどのサイ トカインを産生し免疫反応を脚節 している。そこ

で、これ らのサイ トカイン遺伝子発現を検出できれば拒絶反応の早期

発見に有用であると考えられる。サイ トカインを検出する方法とし

て、末梢血中のタンパクレベルを測定するのが一般的であるが、サイ

トカインはautocrine、pnraerine的に局所で働いているため、末梢血中の

タンパクの レベルはその局所の変化を必ずしも反映 していない。移植

グラフ トの生検組織などから直接局所のサイ トカイン遺伝子発現を

検出する試みもあるが,侵 襲性である。末梢血には局所で活性化され

た免疫細胞が一部流入 しておn,こ れらの細胞における遣伝子発現を

検出すれば、末摘 レベルで局所の変化を知ることができると考えられ

る。しかしこれには従来単核球の単離が必嬰とされお り.人 工的な越

伝子活性化が惹起されることが問題である。二れに対 し、もし末楢血

全血より直接の検出が出来れば、遺伝子活性化を防ぐことができ臨床

的にも有用と考えられる。本研究では.開 腹手us.賢 移植症例におけ

るIL-1、TNF、　IL-2,　IL・2R遺伝子発現のprofileを明 らかにし、サイ トカ

インモニタリングの可能性を検討した。対象は健康人3例 、開腹手術

例8例 、腎移植4例 であった。移植の1例 は術後53日 目に拒絶反応が

み られた。末梢全血よ%acid　guanidini皿thiocyanele・phenol-chloroform

(AGPC)法 に準 じTom且RNAを 抽出し、　RT・PCRを お こなった。末哨

血中の【L-1、'fNF、　lL-z、　IL・2R遺伝 子発現pm価leの 検 附では、健概人、

開腹手tss前、腎移植前にはこれらのmRNAは 検出されなかった。開腹

手術後には.IL・且、TNFが 検出されたが、　IL-2,　IL・2Rは検出されなかっ

た。腎移植後および拒絶反応時には、IL-1、TNP、　IL-2Rが 検出された

が,IL・2は 検出されなかった。この結果より、本方法で移植思者と開

腹手術患者とのサイ トカインprofileの違いを謝1で き、移植後のモニ

タリングの可能性が示唆された。IL-2が検出されなかった理由として

は、免疫抑制剤によって抑制されている可能性、術後遅れて発現して

いる可能性があり.経時的な検討が必要と考えられた。1L。2Rの上昇を

きたす とされるサイ トメガロウィルス(CMV〕 感 染などでは,　CMV自

体をPCRで 検出することやIL・2R　mRNAレ ベルを定鼠することが必要

で.今 後の検討躁題と考えている。

壮　一

論文審査の要旨

　サイ トカインが移植後の免疫反応に重要な役割を果たしているこ

とはよく知られている。本研究は、末梢血全血からのRT・PCR法 を用

いたサイ トカインmRNA微 最検出法の確立と、その免疫学的モニタ

リングの可能性にっき腎移櫨例で検討したものである。本方法で開

腹手術例ではlL・1,　TNFが 検 出されたが、腎移植例、拒絶反応例では

これらに加え1レ2Rが 検出された。本方法は非侵襲性で頻回の検査が

可能.ま た遺伝子発現を人工的な活性化なしに検出しうる点でモニ

タリングに適 している。また移植 と開腹手術 とのサイ トカイ ン

profileの違いを識別できたことは、移植息者のモニタリングに有用

である可能性を示唆する。

　征査ではまず、開腹手術例でIL一],TNFが 検出され、移掩倒で1レ2R

が検 出されたことの意味について質問がなされた。 これに対 してnu

腹例では侵襲に対する生体反応として炎症性サイ トカインが誘導 さ

れ関与していること、また移植例ではこれに加え細胞性免疫の活性

化が起 こっているものと推測されると回答された。また心、肝移瓶

ではどうかとの質問があn,い ずれも拒絶反応でlL-2Rの 上昇の綴告

が有 り、本研究は肝移植への準備 として泌尿器科の協力を得て行わ

れたものであることが述ぺ られた。次いで、末梢血中のmRNAが タ

ンパクレベルより局所の変化を反映するとの考え方への説明が求め

られ、これに対 し末梢タンバクレベルは必ず しもグラフ ト組繊の遺

伝子発現と相関 しないとの紐告があること、末楕では局所に棺関 し

た遺伝子発現が検出された例があることより末梢の遺伝子発現がよ

り局所を反映する可能性があると説明された。1レ2Rの 上昇を本法の

ように定性的に見ることの意味について質問がなされたが、これに

対 しては、今回のPCR条 件 下では開腹 と移櫛が定性的に識別可能で

あったが、将来的には定量的 な検討が必要であ り、本研究で も

AWIO8をimemal　 s㎞daIdに 用いた定量化を賦みたが不成功であった

と回答がなされた。また今回の結果からは拒絶反応を早期に発見す

るとの結論は得 られないのではないか との指摘には、矩絶反応例に

特異的な所見は得 られなかったがサイ トカインprofileで病 態を識別

できたことは研究の第一歩 として今後の可能性を示唆するものと考

えられ、今後経時的な検討に加えIL-4,　IL-10,　IL・12,　IFNyな どの他の

サイ トカインについても細べる必要があると説明 された。また方法

の具体的な手順については、日常の採血検体の一部、全血1mlか ら

行 うことができ、簡便で小児例にも適 した方法であると述べられ

た。さらに肝移植例での検討も行えば興味深いとの助言をうけた。

　以上、本研究は今後検討すべき躁題が少なからずあるものの、臨

床応用上有用なサイ トカインの免疫学的モニタリングの方法を示 し

た点で有意義な研究と評価された。
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