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   To make the differentiation of kidney transplant acute rejection and ciclosporin (CS) nephro-
toxicity urine cytology by classical Papanicolaou with immunocytochemical stain has been perform-
ed. Increased numbers of renal tubular cells with lymphocytes and monocytes were found in 
both rejections and CS toxicities. CS toxicities were associated with increased numbers of proximal 
tubular cells. In immunocytochemical stain, increased numbers of CD25 and CD 8 positive cells 
as well as increased ratio of HLA-DR/cytokeratin positive cells were typically found in rejections. 

   It is concluded that the proposed analysis of urine cytology is a non-invasive and reliable 
method for daily graft monitoring of acute rejection and CS toxicity.

(Acta Urol. Jpn. 37: 1153-1158, 1991)
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緒 言

免疫抑制剤シクロス ポリソ(CS)は,移 植腎の生

着率は飛躍的に向上1)さ せたものの,そ の副作用であ

る腎障害により,拒 絶反応との鑑別診断が問題となっ

ている.腎 生検は拒絶反応,CS腎 障害の確定診断を

行う上で最も有効な手段であるが,日 常的にこれらを

鑑別する非侵襲的な診断法が望まれる.わ れわれは,

急性拒絶反応とCS腎 障害を非侵襲的に鑑別するこ

とを目的とした尿細胞診を,Papanicolaou染 色,免

疫細胞化学染色を用いて行った.

対 象 と 方 法

isss年 か ら1989年 にかけて・ミーゼル大学で行われた

腎移植37症 例,お よび1989年 か ら1990年 に兵庫県立西

宮病院にて行われた7症 例,計44症 例に発症した急性

拒絶反応17例,CS腎 障害20例 を対象とした.急 性拒

絶反応17例 中14例,CS腎 障害20例 中6例 は腎生検に

より診断し,そ の他は臨床的検査,症 状により診断し

た.腎 生検により診断した急性拒絶反応14例 中13例 は

間質型拒絶反応,1例 は間質型+血 管型拒絶反応であ

り,CS腎 障害は5例 が尿細管性腎障害,1例 が尿細

管型+血 管性腎障害であった。

新鮮な早朝第2尿 を入院中は隔 日に,退 院後は外来

診察日ごとに検査 した.50m1の 尿を7009に てio

分間遠沈し,Hank液 にて洗浄後,Tripanblue染 色

液にて染色し,計 算盤にて尿中細胞数を測定した.さ

らに,同 様に遠沈 した後,尿 中細胞数をlo,000/ml

に調整し,サ イ トスピソ(Shandon,Cytospin2)

を用いてPapanicolaou染 色(55g,2分 間),免 疫
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細 胞 化学 染 色(559,6分 間)用 の プ レパ ラー トを 作

成 した,Papanicolaou用 プ レパ ラ ー トは速 や かに,

固 定 用 ス プ レーCYTOSTAT400(SimatAG,Swi-

tzerland)あ る い は メ タ ノ ール に て 固定 し,Papani-

colaou染 色 を行 い検 鏡 した,数 を 測 定 した細 胞 は リ

ンパ球,単 球,尿 細 管 細 胞 集合 管 細 胞(Fig.1a!b/

c)で 扁 平 上 皮 細 胞 や膀 胱 由来 の移 行 上 皮 細 胞 は 測定

しなか った.最 終 的 に 尿lmlあ た りの細 胞 数 を 計 算

した.

免疫 細 胞 化 学 染 色 は,以 下 の通 り行 った.サ イ トス

ピンで作 製 した プ レパ ラー トを,1時 間冷 風 乾 燥 し,

室 温 に て]0分 間 のア セ トン固定 を 行 い,直 ちに 免 疫 細

胞 化学 染 色 を行 うか,後 日行 う際 は プ ラス チ ッ クに て

密 封 し,-70。 に て 保 存 した.染 色 法 は,alkaline

phosphataseanti-alkalinephosphatase(APAAP)

法 を用 い た.モ ノ ク ロー ナ ル抗 体 は,T11(CD11,

Dako120),T4(CD4,Dako,12),T8

(CD8,Dako,120),Tac(CD25,Dako,1

10),Lu5(cytokeratin,1:zoo,Loche),HLA-

DR(HLAclassllantigen,Dako,120)で あ

る。使 用 の際 は,0.05MTris-Naclbuffer液 で上

記 の濃 度 に 希 釈 した.

サ イ トス ピン プ レパ ラー トは,湿 室 内で1次 抗体 と

室 温 に て30分 反 応 させ,0.05MTris-Naclbuffer液

で 洗 浄 し,続 い て2次 抗 体(rabbitanti-mouse

globulin,ヒ ト血 清 で1=30に 希 釈)と30分 反 応 させ,

再 洗 浄 後,APAAP-c◎mplex(Dako,0.05MTris.

Naclbuffer液 で1:80に 希 釈)と30分 反 応 させ,

洗 浄後New-Fuchsinと の反 応 を20分 間行 った,洗

浄後,Hemalaun液 に て 対比 染 色 を 行 い,封 入 した.

400個 の単 核 細 胞 中 の 陽 性細 胞(Fig・2)を 数 え,尿

1mlあ た りの 陽性 細 胞 数 を求 め た.統 計処 理 は,急

性拒 絶 反 応 時,GS腎 障 害 時 の 値 を,全 症 例 と

Wilcoxon'sU-testを 用 い て行 った.
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Fig.1.Photomicrographof-ymphocyteand
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PhotomicrographofCD2positivecells.

Immunocytochemicalstain.

1)Papanicolaou染 色による結果

急性拒絶反応,CS腎 障害等の認められなかった症

例では,尿 中の単核細胞数,す なわちリンパ球,単 球,

および尿細管細胞,集 合管細胞等の腎由来細胞は,術

後4～5日 目の早期に増加,そ の後減少し,術 後13日

以後o=2,0001ml以 下 となる・同一症例においても日

々の変動が大きいため,術 後12日 以前については今回

の検討より除外した.

急性拒絶反応,CS腎 障害あるいは閉塞性尿路系合

併症を持つ場合は,ほ とんどの症例において,臨 床的

Table1.Theincreaseofurinarymononuclear

cellsinrejection,CSnephrotoxicity

andobstructivecomplication

ThsIncreaseofTotslMononuclearCellsinUrine

α10置cells!■Iurin●)

scutsrejection

(n=1T)

CSnsDhtotoxieity

(n=20)

beforetheepisode

18.2士14.7

18.5124.t

ob3truCtiY●cO,plic8rion

(n口2)2.6ヨ ヒ1.1

dsyofdispnosis

一ｺ93 .9±T5.0

→61.4±90.8

一咽レ231士44

診断時には尿中単核細胞数が増加 していた(Tablel),

急性拒絶反応症例の方がCS腎 障害症例よりも,増

加の傾向がやや大きいものの個体差が大きく,細 胞数

のみではその特徴を捉えるのは困難であった.CS腎

障害例では,臨 床的診断前後とも細胞数が1,000/ml

以下 で,ほ とんど変化がなかった例もi例 あった.閉
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Fig.3. Thepercentageofproximaltubularcellsintotal

urinarymononuclearcells

Table2. Mean(m),standarddeviation(SD),median(M)and75%valueofthepositive
cellsforeachantigen

CD2CD4CD8CD25LusHLA-DRHLA-DR/Lu5

(×102/n」)(×102/n」)(×102/ml)(×102/nU)(×102/・nl)(×102/ml)(・ad・)

Allcasesm

day>12SD

n=190Med

75%

4.7

6.0

2.4

6.2

2.0

3.O

o.s

3.0

z.2

3.置

0.9

3.4

1.6

3.3

0.0

2.4

18.0

36.3

6.2

is.s

且8.5

32.7

7.O

si.a

1.27

0.72

1.15

1.56

CS-Toxm

n=20SD

Med

4.2

5.9

2.0

1.6

2.2

0.s

1.9

3.1

0.2

0.5

1.3

0.o

且9.5

44.4

4.2

19.8

42.6

6.4

且.19

0.50

1.05

Ftx

n=17

m且2.3韓

SD且8.2

Med6.4

4.9.申 ゆ7.0.ゆ 寧

7.6且0.5

2.92.9

6.3.事"且4.2

6.0且2.6

6.89.8

24.2躰

2且.7

23.1

2.04・

1.53

1.67

Contro且m

n=17SD

Med

1.4

1.6

0.7

o.s

O,7

0.2

0.5

0.s

O.3

0.且

0.3

11

4.1

6.5

1.3

4.8

7.3

1.6

L3且

0.67

1.17

(.p<0.05,韓p<0.025,韓 事p〈0,005wil◎Oxon'sUtests)

塞性尿路合併症の時にも尿中単核細胞数は著明に増加

し,そ のほとんどは尿路上皮由来の尿細管細胞 ある

いは集合管細胞であった.

CS腎 障害の際の,尿 細胞診の特徴は,尿 細管細胞,

特に近位尿細管細胞が全単核細胞の中で優位性に認め

られることであった.こ の傾向は尿中細胞の数によっ

て若干異なり,尿 中単核細胞数が2,000/ml以 上であ

った8例 では,拒 絶反応例 よりも近位尿細管細胞の優

位性はやや高いが,50%を こえたのは2例 のみであり,

その傾向は比較的軽度であった.こ れに対 し,単 核細

胞数が2,0001mI未 満 であった12例 については,8例

が50%を こx,近 位尿細管細胞の優位性はより顕著で

あった(Fig.3).こ の ことから,近 位尿細管細胞が

尿中単核細胞の50%以 上を占める場合は,CS腎 障害

を疑う必要があると思われる.

一方,尿 中単核細胞数が2,000/m1以 上であっても,

臨床的に急性拒絶反応,CS腎 障害,あ るいはその他

の合併症が認められない症例が7例 あ り,こ れらの症

例の尿細胞診は多数の好中球が存在し,尿 路感染症様

のパターンを呈した.

2)免 疫細胞化学染色による結果

17例 の急性拒絶反応症例,20例 のCS腎 障害症例

について,免 疫細胞化学染色により染色した尿中の各

抗原陽性細胞数を検討 した,急 性拒絶反応例の値は,

各拒絶反応中の最高値を検討の対象とした.尿lml

あた りの平均(m),標 準偏差(SD),中 央値(Med),

お よびすべてのサソプルの75%値 をTable2に 示す.
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Table3.Sensitivity,specificityandpositiveand

negativepredictivevalueoftheanti-

Bensforthediagnosisofrejection

CD2CD/CD8CD25Lu5HLA-DRHLA-DR

/Lu5

RXSEO.520.470.520.BBO.250.410.58

(n=17)SPO.840.830.840.930.840.880.18

P暫pO.280.240.290.600.110.200.1τ

PYnO.930.930.930.990.930.910.95

SE=sensitivity;SP=speeificity;PV=Drsdicifivevslueof

positive(p)ornspativa(n)ceaes

急性拒絶反応時には,CD2,CD4,CD8,CD25

(p<0.005),HLA-DR(p<0.025),HLA-DR!

cytokeratin(p〈0・05)が,優 位の差をもって全症例

群より高値を示 した.急 性拒絶反応群とコソトロール

尿群との比較ではその差はさらに著明であった.一 方,

CS腎 障害症例では,全 症例群 と比較してどの抗原陽

性細胞に対しても,優 位の差は認めなかった.急 性拒

絶反応診断に対する感受性と特殊性の統計計算をする

上で,全 症例での75%値 を正常値の上限とした.感 受

性,特 殊性は,そ れ以外の抗原が25～58%の 感受性,

76%～86%の 特殊性を示すのに対 し,CD25抗 原 に対

する陽性細胞は88%の 感受性,93%の 特殊性を示 し,

す べての抗原の中で最も良好な成績を示した.CD25

以外 では,HLA-DRLu5(cytokeratin)陽 性細胞

比CD8,CD2が 比較的良好な感受性,特 殊性を示

した(Table3),

考 察

移植腎の急性拒絶反応は,血 清クレアチニソ値,

BUN値 の上昇,尿 所見,移 植腎の腫脹等の臨床的検

査,症 状に基づいて診断されることが多いが,臨 床症

状のない場合でも後から拒絶反応と診断された り,あ

るいは,拒 絶反応と診断され治療された腎機能低下が,

後に他の原因によると判明することもしば しばある.

それゆえ,拒 絶反応 と他の原因,特 に主免疫抑制剤と

して日常的に使用されているシクロスポリンによる腎

機能低下とを,日 常的,非 侵襲的に鑑別する手段が望

まれる,

客観的鑑別診断法としては,腎 生検,針 吸引腎生検

(FNAB),尿 細胞診がある.腎 生検は最も診断価値

があ り,生 検組織はすべての腎細胞内容,す なわち糸

球体,血 管,小 血管,閻 質尿細管領域を含むので,再

発あるいは新たに発生した病変の診断が可能である.

FNABは,主 に浸潤細胞,尿 細管細胞により間質尿

細管領域の病変診断に有効であるが,吸 引された細胞

が血液由来で ある可能性もあ り,こ の点が 問題とな

る2).ま た,細 い吸引針を使ったとしても,や は り患

老に対して侵襲的で不快な検査である.第3の 方法は,

尿細胞診で,移 植腎における細胞浸潤を,日 常的にモ

ーターするのに最も適した方法である.し かしながら,

尿細胞診もFNAB同 様,間 質尿細管領域しか評価で

きないという限界がある.ま た,時 には尿中細胞の保

存が問題になることもあるが,こ の点については新鮮

な尿を用い,す みやかに処理することにより解決しう

る.

腎移植患者の尿細胞診について,Papanicolaou3・4》,

Giemusa5)な どの一般染 色を用いたConventional

療法下V`け る検討はすでにされてお り,尿 中 リンパ

球3),あ るいは集合管細胞4)が,拒 絶反応の診断に対

し,有 用であることは既に報告されている,CSを 主

とした免疫抑制療法下においても,前 リソパ球6),あ

るいは集合管細胞7)の 拒絶反応の診断に対する有用性

が,同 様に報告されている.一 方,CS腎 障害の時は,

変性 した近位尿細管細胞の尿中への出現が特徴的であ

る8).わ れわれの経験でも,尿 中単核細胞中の尿細管

細胞の比率が50%以 上の時はCS腎 障害の可能 性が

高く,同 様の傾向を示 した.尿 中における尿細管細胞

の形態は,腎 生検 と同様にisometricvacuolization

やtubularinclusionbody9>が 認められることも

あるが,一 般的Yこは形は大きく,細 胞質は細穎粒状で

膨化し,核 は濃縮 偏心性に存在 し,こ れ らの所見に

ついてもStellaら8)の 報告 とほぼ同様であった.そ

こで,尿 中のこのような近位尿細管細 胞の割合が,

CS腎 障害を診断する上で重要であり,50%を こえる

時はCSに よる腎障害を疑 う必要がある.し かしな

がら,尿 中単核細胞数が2,000/ml以 上 では時に細胞

の混在性が認められ,そ の場合は近位尿細管細胞の割

450%未 満のことが多く,判 断が難 しくなる.そ こ

で,わ れわれはさらに免疫細胞化学染色による検討を

行った.

免疫細胞化学染色でモノクローナル抗体を使っての単

核球の同定は,特 に移植腎の浸潤細胞については,い

くつかの報告がある9,10).急 性拒絶反 応の際に は,

CD8陽 性細胞が,CD4陽 性細胞 に対し優位になる

との報告が多い910)が,そ の解釈について は一定して

いない.Tac抗 原(CD25,IL2receptor)は,活

性型T細 胞を示す細胞表面マーカーであるが12),こ

の抗原に対する陽性細胞が,強 い拒絶反応を示す腎生

検中に認められているL。,13).もう1つ の重要なマーカ

ーは,HLA-DR抗 原 の発現性である.正 常組織にお

いてHLA・DR抗 原 はマクロファージ,デ ンドリテ
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ノク細胞B細 胞,血 管内皮に限られるis)が,拒 絶反

応においてはHLA-DR抗 原は,腎 尿細管細胞にも

発現し15),興 味 のもたれるところである.

腎移植症例における尿中細胞のモノクP一 ナル抗体

を使っての検討では,Vangelistaらis)は,Flow

cytometryを 用いて解析を行い,急 性拒絶反応時に

は尿中にCD2お よびCD8陽 性細 胞の増 加が認め

られたと報告している.

また,Simpsonら17)は,溶 解性尿中IL2お よび

IL2receptorが,腎 移植患者の急性拒絶反応時に増

加するのに対 し,GS腎 毒性時vこは検出されなかった

と述べている。われわれの検討でも,急 性拒絶反応の

診断に対し,最 も良好な感受性,特 殊性を示したのは,

CD25陽 性細胞,つ いでCD8,CD2陽 性細胞であ

った.活 性化T細 胞マーカーであるCD25は,急

性拒絶反応をCS腎 障害から鑑 別す る上で最も有用

であると思われる.HLA-DR陽 性細胞については,

症例によっては尿細管細胞が尿中に非常に多 く逸脱す

ることがあるため,陽 性細胞を指摘することだけでは

拒絶反応の診断にそれほど有用はでなかった.し かし,

尿細管細胞のHLA-DR抗 原発現性増加を,ほ ぼ相

対的に示すと考えられるHLA-DR/cytokeratin陽

性細胞比は,HLA-DR陽 性細胞の絶対的な数よりも,

拒絶反応の診断に対 して より有用であった.Cyto-

keratin抗 原 としては,わ れわれはLu-518)を 用い

た.Lu-5はpan-cytokeratinマ ー カーで,拒 絶反

応,CS腎 障害を含むあらゆる腎障害に際して尿細管

細胞に強 く表現されるが,HLA-DR抗 原は拒絶反応

の時に発現され,CS腎 障害職 こは発現されない.こ

のことより,HLA-DR/cytokeratin比 は拒絶反応の

診断に対 して有用であると考えられる.

CytodiagnosticAlgorithm
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≧2x1031酬

1157

Papanicolaou染 色,免 疫細胞化学染色両方の結果

より,以 下のように急性拒絶反応を診断しうる(Fig・

4).ま ず,Papanicolaou染 色により,尿 中細胞の鑑

別,同 定を行 う。 リンパ球,単 球,尿 細管細胞,集 合

管細胞等の全単核細胞数が2,000/ml以 下なら,拒 絶

反応の可能性はほとんどない.尿 細管細胞が全単核細

胞の50%を 示 した場合は,GSに よる腎障害が考えう

る.細 胞数が2,000/ml以 上の時も,近 位尿細管細胞

が優位であれば,同 様にCS腎 障害の可能性が高い,

細 胞数が2,000/mlで 尿中細胞が混在 している場合に

は,免 疫細胞化学染色を施行する.CD25陽 性細胞

が25/m1以 上,cD8陽 性細胞が350/m1以 上,そ

してHLA-DR/cytokeratin比 が1.6以 上 の場合には

急性拒絶反応が強く疑われる.

われわれの17の 急性拒絶反応例中15例 が3条 件の2

つを満たした.以 上のごとく,Papanicolaou染 色,

免疫細胞化学染色による尿細胞診法は,腎 移植後の急

性拒絶反応とシクRス ポリソ腎障害を日常的,非 侵襲

的に鑑別しうる方法である.

結 語

1.急 性拒絶反応17症 例,CS腎 障害20症 例 につい

て,Papanicolaou染 色,免 疫細胞化学染色による尿

細胞診を行い,そ の結果を解析 した.

2.CS腎 障害時には,尿 中の近位尿細管細胞の優

位性が認められた.

3、 急性推絶反応時には,尿 中単核細胞の増加に加

え,免 疫細胞化学染色でCD25,CD8,CD2陽 性細

胞の増加,HLA-DR/cytokeratin陽 性細胞比の上昇

が認められた.

本論文の要旨は,第40回 日本泌尿器科学会中部連合総会に

て発表した.

文 献

<2xlO3ノ 耐

Imr

Othercases

9

Immunxyfxhembhy

NoreJecflon Redominanceof

pro>dmaltubular
cells(>50%)

1
CD25≧2.5xlO/rr圃

8;3.5xIO彩m

HしA-DR1しu5

CStoxicly ReJectlon

Fig.4.Cytoalgolismforthediagnosisofrejec-
lionandCSnephrotoxicity

1)CalneRYandWoodAI:Cyclosporinin
cadavericrenaltransplantation:3-yearfo1-

low-upofaEuropeanmulticentertrial.
Lancet8454:549,1985

2)DrozD,CamposH,NoelLH,etal.
Renaltransplantfineneedleaspiration

cytology.Correlationstorenalhistology.

InRenalTransplantCytology.Proceedings
ofthesecondinternationalworkshop.pp.

59-65,Paris,Milan,Italy,Wichtig,1984

3)TaftPDandFlaxMH:Urinarycytology
inrenaltransplantationAssociationof

renaltubularcellsandgraftrejection.
Transplantation4:194-204,1966



1158 泌尿紀要37巻10号1991年

4)SchumannGB,PalmieriLJ.JonesDB
Differentiationofrenaltubularepithelium

inrenaltransplantationcytology.AMJ

CIinPathol67:580-584,1977

5)SpencerESandPetersenVP:Theurinary
sedimentafterrenaltransplantation.Quan-
titativechangesasanindexoftheactivity

oftherenalallograftreactionActaMed
Scand182:73-82,1967

6)SandozPF,BielmannD,MihatschM,et
al.:Valueofurinarysedimentinthe

diagnosisofinterstitialrejectioninrenal

transplants.Transplantation41:343-348,
1986

7)EggenspergerD,SchweitzerS,FerriolE,
etal.Theutilityofcytodiagnostic

urinanalysisformonitoringrenalallograft
injury.AmJNephrol8:27-34,1988

8)StellaF,StellaC,BattistelliS,etal..
Monitoringofciclosporintoxicitybyex-

foliativeurinarycytologyinrenaltransplan-

tation.ContrNephrol.KargerBasel51:
152-155,1986

9)MihatschMJ,ThielG,BaslerU,etal.
Morphologicalpatternsincyslosporin-

treatedrenaltransplantrecipients.Tran-

plantProc17:101-116,1985
10)HancockWW,GeeD,MoerloosePD,et
al.:Immunohistologicalanalysisofserial
biopsiestakenduringhumanrenalallograft
rejection.Transplantation39:430-438,1985

11)SanfilippoF,KolbeckPC,VaughnWK,et
al.:Renalalograftcellinfiltratesassoci-

atedwithirreversiblerejection.Transplanta-
tion40:679-685,1985

12)UchiyamaT,BroderS,WaldmannTA:A

　
monoclonalantibody(anti-Tac)reactive
withactivatedandfunctionallymature
humanTcells.JImmunol126:1393-1397,

1981

13)SeronD,AlexopoulosE,RafteryMJ,et
al..Diagnosisofrejectioninrenalallograft

biopsiesusingthepresenceofactivatedand

proliferatingcells.Transplantation47:811-
816,1989

14)HallBM,BishopGA,DugginGG,etal.
IncreasedexpressionofHLA-DRantigens

onrenaltubularcellsinrenaltransplants:
relevancetotherejectionresponse.Lancet

8397:247-251,1984

15)HennyFC,WeeningJJ,BaldwinWM,et
al.:ExpressionofHLA-DRantigenson

peripheralbloodTlymphocytesandrenal
tubularepithelialcellsinassociationwith

rejection.Transplantation42:479-483,1986

16)VangelistaA,Nanni-CostaA,FatoneF,et
al.Flowcytometryanalysisofurinary
cytologyinrenaltransplantation.Trans-

plantProc19:1665-1666,1987
17)SimpsonM.MadrasP,CornabyAJ,etal.:
Sequentialdeterminationofurinarycytology

andplasmaandurinarylymphokinesinthe
managementofrenalallograftrecipients.
Transplantation47:218-223,1989

18)FrankeWW,WinterS,vonOverbeckJ,et
al.:Identificationoftheconserved,confor-

mation-dependentcytokeratinepitoperec-
ognizedbymonoclonalantibody(lu-5).

VirchowsArchA411:137-147,1987

(ReceivedonMarch1,1991¥AcceptedonApril22,1991)


