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急性拒否反応の補助的診 断 としてのfine　 needle

aspiration　 cytologyの 有 用性 に関 す る実験 的 研 究
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   The value of fine-needle aspiration cytology (FNAC) for the diagnosis of acute rejection in 
canine allotransplantation was determined. To reduce the surgical stress associated with repeated 
anesthesia and operations, the  contra-lateial kidney was left intact. FANC, open biopsy and 

peripheral blood sampling were performed on day 0, 3, 5, postoperatively.Cytocentrifuged cell 
smear was prepared from each FNAC specimen, and stained with Giemsa.Specimen on day 3 
had an increased number of mono-nuclear cells mainly composed of monocytes, and plasmacyte 
like cells appeared in the specimen on day 5. Also blastoid cells and atypical lymphocytes 
appeared, but they were not clearly identified. To exclude the contamination of peripheral blood 
from the specimen, we established an index, increased infiltrate score, to evaluate the percentage 

gap between the transplanted kidney and the normal own kidney. This score revealed that some 
kind of mono-nuclear cells increased on day 3, prior to the appearance of plasmacytes which 
were usually seen on day 5.On the other hand the specimen from the open renal biopsy on 
day 3 showed little change. We concluded that the FNAC is valuable in the early diagnosis of 
acute rejection of canine renal allotransplantation.

(Acta Urol' Jpn. 36: 247-251, 1990)
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緒 言

同種 腎移 植術 後 の急 性 拒 否反 応 の診 断 に は,現 在種

々の方 法 が用 い られ て い るが,移 植 腎 組 織 のneedle

biopsyは,最 も確 実 な診 断 方法 の 一 つ と考 え られ て

い る,し か し この方 法 に は組 織 挫 滅や 出血 な どの 様 々

な合 併症 が あ り,頻 回 に繰 り返 し行 うこ とが で きな い

とい う欠 点 が あ る.こ の 点fineneedleaspiration

cytology(FNAC)は 侵 襲 が 少 な く,移 植 腎 の経 時 的

な 変 化を と らえ るた め に繰 り返 し施 行 す る こ とが 可能

で あ る.今 回わ れ われ は,同 種 腎 移 植 を 行 った雑 種 成

犬 に 経 時的 にFNACとopenbiopsyを 行 い,急 性

拒 否 反応 に対 す る補 助 的 診 断 と して のFNACの 有 用

性 を 検討 した の で報 告 す る.

方 法

体 重11.5～13.5kgの 雑 種 成 犬を 用 い,2頭 間 で計

6頭 に ネ ンブ タ ール麻 酔下 で 同種 腎 移 植術 を お こな っ

た.術 中,気 管 チ ュ ーブを 挿入 しroomairで 補 助 呼

吸下 に 管理 した.手 術 はdonorの 左 腎 を摘 出後,冷

却 した ヘ パ リ ン加 ユ ー ロ コ リ ン ズ 液 に て灌 流 し,

recipientの 右 腸 骨 窩に 腎 静脈 は 右 総 腸骨 静 脈 と端 側

吻合,腎 動 脈 は 右外 腸 骨動 脈 と端端 吻 合 した.吻 合に

は6-0ネ ス ピ レ ン両 端 針を 用 いた.数 度に わ た る麻

酔 手 術 の ス トレスを軽 減 す る ため 対 側 の 自己 腎 は摘

除 せ ず に 温 在 した.術 中 ラ ク テ ッ クGで 補 液 を した

が,輸 血 は行 わ なか った.実 験 期間 を 通 じて免 疫 抑制

剤 は用 い なか った.術 当 日,第3日 目,第5日 目に そ
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れ それ 移 植腎 、残 存 自己 腎 よ りFNAC,openbiopsy

を 行 い,ま た末 梢 血採 血 を 行 った.FNACはRPMI

1640medium5m且 に ヘパ リン50単 位 を混 合 した溶

媒 を 満た した10m1デ ィスポ ー ザ プル シ リソ ジに0,6

mm径 カ ラテ ン針 を接 続 し,こ れ を 直視 下 に 穿 刺 し

て組 織 を 吸引 した.検 体 は サ ク ラ精 器Autosmear

にて900rpm,10分 間 でcytocentrifugedce11smear

を作 成 した 後 メタ ノー ル固 定 して,Giemsa染 色 し

た.openbiopsyに よる検 体 は ホ ル マ リン固定 して,

H-E染 色 を した.各 々か ら得 られた 標 本 は400倍 光学

顕 微鏡 下 で1検 体 につ き4ヵ 所 以 上 カ ウ ソ トし,そ の

平 均の 百分 率 を 求め た.し か しな が ら リンパ芽 球 や,

単 芽球,変 形 リンパ球 な どの判 別 は,一 部 に 明確 に 判

定 で きた ものが あ る もの の,多 くは 単球 を 含め そ の 鑑

別 が 困難 で あ った た め,今 回は 形 質細 胞,組 織 細 胞 を

除 くこれ ら全 てを 一 括 して 結果 を 解 析 した.形 質細 胞

は 核 の遍 在 性 とそ の 周 囲の 明堤 お よび細 胞 質 の色 調 か

ら,ま た 組 織細 胞 は 核 の大 きさ と核 お よび細 胞 質 の独

特 の 形態 に よ り他 の 単核 球 と区 別 しえた た め,こ れ ら

を別 に分 類 した.す な わ ちFNACに よる検体 は,

① 穎 粒 球(桿 状 核球,分 葉核 球),② 単球 や リンパ球

を 含む 一 部の 単核 球(形 質細 胞 お よび 組織 細 胞 を のぞ

く),③ 形 質 細 胞,④ 組織 細 胞 に分 類 した.こ の よ う

に して 同種 腎 移 植 を した雑 種 成 犬1頭 に つ き,移 植腎

と残 存 自己 腎に 分 け,術 当 日,第3日 目,第5日 目ご

とにそ れ ぞれFNACに よるcytocentrifugedcen

smearの 百分 率 を求 め た.今 回の 実 験 では 実験 例 が

6例 と少 数 で あ る こと よ り統計 検 定に よる棄 却 や誤 差

を 求 め る こ とを せ ず,粗 計 算 の ま ま とした.

結 果

実験期間を通 して生存 しえた雑種成犬では,第3日
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目のopenbiopsyは いずれも移植腎の変化は軽微で

正常ネフロンの形態を維持し,間 質への細胞浸潤も一

部にごく軽度見られるのみであったが(Fig.1),第

5日 目になるとネフロンの形態は比較的維持されてい

たものの,尿 細管間質,特 に血管周囲に単核球を中心
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Table1,PercentageofcentrifugedcellsmearfromFNACspecimen
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検体
番号

術後 穎粒球 穎粒球
日数(桿 状球)(分 葉球) 単核球 形質細胞球 組織細胞

1

残在自己腎

移植腎

O

z

5

{Z5

18.6

20.5

17.3

17.7

?6.6

77.ユ

66.3

52.9

76.1

62.2

4,2

3.3

1.6

2

6.6

0

0

0

0.z

1.2

0

9.8

zs.2

2.4

3.4

2

残在自己腎

移植腎

0

3

5

13

s

17.2

22.3

51.3

24.3

35.6

58.6

31.9

28.7

36.4
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10.3

11.7
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14.2

0

6.4
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2.3
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13.8
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iz.s

8.4

6.7

3

残在自己腎

移植腎

0

3

5

{:

35.9

41

6G.2

31.7

55.5

37.2

51.2

23.5

40.5

22.5

20.5

6.1

6.5

12.3

11.4

2.6

0.7

0,7

3.4

5.2

3.8

i.z

3.1

11.8

5.5

、 残在・己・{ll:::

移植腎337.8

20
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0

0

0.z

29.1
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is

残在 ・己腎{:3443'7

5

移植腎{:1:
.3

33.1

40.4

28.7

30.5

8.9

10.5

13.9

24.2

1.6

0

1.8

5.3

zi.s

6

2.6

13.7

残在 自己腎3306

移植腎341.5

52.5

31.7

7.5

12.2

2.5

0

7,5

14.6
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とした細胞浸潤が顕著にみられ,mildか らsevere

な急性拒否反応を示していた(Fig.2).一 方FNAC

では,第3日 目より単球を中心とした単核球がめだっ

ようにな り(Fig.3),第5日 目では形質細胞系 と思

われる細胞の出現が明らかとなった(Fig.4).こ の

ため拒否反応を起こしていない残存自己腎から得た標

本とは明かに鑑別することができた.一 方FNACに

よる検体から移植腎と残存 自己腎に分け,術 当日,第

3日 目,第5日 目ごとにcytocentrifugedcellsmear

の百分率を求めた(Table1).さ らに末梢細胞の混

入を除く方法として両者間の百分率の差をとり,in-

creasedinfiltratescoreを 求めて評価の指標とした

(Table2).こ れ を グラフ化したものがFig・5で

あるが,形 質細胞系統の細胞(形 質細胞,お よび形質

芽細胞など)の 増加は第3日 目では6例 中わずか1例

にのみ認められるだけであるが,こ の時点で単核球の

増加は6例 中すでに5例 に認められてお り,こ れによ

り第5日 目より著明になる形質細胞系の細胞の出現に
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先立ち,す でに第3日 目より単核球の増加がみられる

という前述の傾向を比較的明瞭に示す ことができた

(Fig.5).

考 察

F¥TACがcoreneedebiopsyな どの組 織生検に

比べて有利な点は,侵 襲度の違いにより移植腎に対し

ても繰 り返 し安全に施行することができ,こ のため短

い間隔での経時的な変化をとらえることが可能な点に

ある.反 面FNACの 欠点の一つは,グ ラフトに活動

性に浸潤している細胞のみでな く末梢血細胞も混入す

るため,そ の影響をできるだけ除いて評価しなければ

ならないことがあげられる.こ のためわれわれは,正

常自己腎からもFNACを 施行してコントロール群と

し,両 老の差として活動性の浸潤細胞を捉える方法を

とった.し かし臨床の場ではこの様なコントロール群

を設定することはできない.こ のためvonWilleb-

randら1,21は,FNACに よって得られた移植腎の百

分率分画 より末棺血液の百分率分画を引いたものを

incrementと して評価する方法をとっている.しかし

ながらこの方法もFNACの 検体への末梢血の混入が,

浸潤細胞より遥かに多いという前提のもとで近似的に

成立するもので,必 ずしも問題がないわけではない.

また今回の実験は雑種成犬を用いて行ったため,各

種の免疫染色を施すことが困難であ り,お のおのの細

胞をその形態学的特徴のみで分類しなければならない

とい う欠点があった.か りに各種抗原に対するモノク

ロナール抗体が利用できれば,移 植腎浸潤細胞の リン

パ球サブセットを解析することも可能であると思われ

る.

検体採取の方法については,Hammererら3》 は皮

質と随質では結果に有意の差があり,皮 質から採取し

なければ急性拒否反応やサイクRス ポリンによる腎障

害を正確に反映しないとしてお り,こ の点も考慮すぺ

きであろ う,わ れわれの実験系では,移 植腎および自

己腎に対し直視下に穿刺を行ったため,採 取部位や穿

刺の深度を自由に調節することができた.一 般に炎症

牲細胞の浸潤には集籏性があって,FNACに よる炎

症細胞の数の大小がそのまま拒否反応の程度 とは平行

しないとの説4)が あ り,今 回の実験では少なくとも2

ヵ所以上の部位よりの採取をおこなった.こ れ らより

作成 した標本は,検 体番号をブラインドとしてカウン

トしたが,判 定が不能であった不適切な標本を除け

ば,今 回の実験では同一検体の中で明らかに相反する

結果をもたらすものはなかった.し かし単独では拒否

反応の診断を下すのは難 しいと思われる標本も多く,

これが浸潤細胞の集籏性の差のためであるかについて

は断定はできない.

臨床応用を考える際,移 植腎に対 して直視下に

FNACを 行 うことができないため,採 取され た検体

が実際に移植腎から得られたものかどうかの判断が必

要となってくる.こ れについては,手 技的には超音波

ガイド下の穿刺が考えられ,ま た得られた検体に関し

ては,組 織細胞が一定の割合で混入しているかなどが

判断の基準になると考えられる.

FNACの 結果の定量化には困難な点も多いが,今

回のわれわれの結果からFNACを 経時的に反復検査

することによって急性拒否反応の早期診断が可能にな

ると考xる.す なわち第5日 目に特に顕著にみられる

組織生検に よる病理 像は,Porterに よる分類Q

acuterejectionreactionのpredominantlycel-

lularreactionに 当たると考xら れ,病 変は主に間

質,尿 細管や小血管にあ り,単 核球主体の細胞浸潤が

みられ,い わゆるtubulitisの 像を呈している.一 方

FNACで は第5日 目より著明になる形質細胞系統の

細胞の出現に先立ち,組 織生検上は未だ軽微な変化に

とどまっている第3日 目よりすでに一部単核球の増加

がみられはじめている.つ まり今回のFNACに よる

細胞の動きは組織生検による移植腎の変化にほぼ平行

し,こ のような急性拒否反応の成立に関わる移植腎へ
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の浸欄鍵の纈総の饗きを反映Lた ものとみることがで

きる.以 上のacと か らFNACに よって得 られた細

胞分画の変化が場合に よっては摂否及応の成立を臨

床的,血 清学的診断に先立ち,よ り早期から明確に示

す可艇性もあり得ることが示駿された.

結 語

1.雑 種成犬に嗣種腎移植術を行ない,FNACに

よる急性拒否反応のモニタリソグとしての有期性を検

討した。

2.FNACの 結果の定量化には困難な点も多いが,

急性擁否反慈を定盤的にとらえる蓼こは有用であ 参,経

時的に反復検査することによって臨床的,血 清学的診

断に先立つ可能性も示竣された.

木研究の一部 は文部省科学 研究費一般研究B(62480341)

か らの紡戒金 によって行われた.
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EditorialComment

VonWillebrand,P.Hayryら により導入された

移植腎へのFNACに ついては,そ の後多くの研究者

により検討され,こ れについての国際シソ濯ジウムも

開催され,そ の有用性と共に欠点や限界も指摘されて

いるが,今 や欧米の多くの施設で日常的に行われてい

るmonltoringの 一つである.し たがって,こ の論

文で取 り扱われている内容もすでによく知られている

ものであるが,FNACと 移櫃腎バイオプシーを同蒔

に行い,病 理組織学的変化とFNACの 結果を対比し

て経蒔約に観察するとい う著表らの実験方法は,初 歩

的,古 典的な方法ではあるがFNACの 臨床病理学的意

義を挨讃三する方法とも.てはきわめてよい実験系といえ

る.わ が国に黙いては,FNACに 関する検討はまだ

少なく臨床的にもまだ確立したものとなっていないの

で,こ うした研究も意叢があるものと考えられる.

移憩後3H譲 にgpenblopsyに よ ウ得られた懇織

において嬬 極 く経徴な懇質への総飽浸潤を認めるだ

けであるのに対 し,FNACで は単核球の鵬現が闘立

つという飯見は重要で,こ れと同じような所見が賢移

植後の尿中細胞診でも得られることが知られているi)・

このことはFNAC(あ るいは景申纈鞄診)が 必ずしも

そのときの固定された器質的な病理組織学的変化をそ

のまま反映するというものではなく,も っと動的で機

能麹な病理学約変駕を表甕している可能{生があるもの

と考えられる.従 って,こ の研究において免疫染磁に

ょる浸潤縮飽およびFNACで 得られた細胞の分類が

行われなかったことが非常に残念である.今 後の発展

をぜひ期待したい.

東京女子医科大学泌尿器科

東闘 紘
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