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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
monocyte(a),tubularcell(b)and
collectingductcells(c).Papanicolaou
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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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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.



1156 泌尿紀要37巻10号1991年

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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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.
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