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緒言 

 四肢移植は腫瘍切除や交通外傷に伴う切断および先天的な原因などによる四肢欠損

患者への治療方針の1つとして考慮され、現在世界的に広く施行されている 1,2。機能

面でも整容面でも良好な結果を得ることができるが、急性あるいは慢性の拒絶反応を回

避するため生涯にわたる免疫抑制剤が必要となり、それに伴う生命を脅かすような重大

な副作用がおこりうる 3。この拒絶反応をより早期に認知することにより良好な免疫抑

制の調整を行うことができるのではないかと推測される。現在、拒絶反応の診断は視診

および病理組織診にて行われるが、これらは大いに主観的な要素を含んでいる。 

マイクロRNAは蛋白をコードしない短い1本鎖RNAで血液中にも比較的安定的に

存在し 4、メッセンジャーRNAの蛋白への翻訳を制御することでその機能を発揮する。

近年、さまざまな疾患でマイクロRNAの発現量が変化することが報告されている 5,6。

臓器移植後の拒絶反応時のマイクロRNA発現量の変化も報告されているが、四肢移植

の分野ではまだ報告はない。今回、ラット四肢移植モデルを用いて四肢移植急性拒絶反

応におけるマイクロRNAの発現量の変化について検討した。 

 

方法 

 実験群では、7匹のオスのBrown-Norwayラット（RT1n）をドナーとして用い、13

匹のオスのLewisラット（RT1ｌ）をレシピエントとして用いた。13例のレシピエント

のうち5例に対し組織採取を、残りの8例に対し皮膚観察および血液採取を行った。対

照群では4匹のオスのLewisラットをドナーとして、7匹のLewisラットをレシピエ

ントとして用いた。7例のレシピエントのうち2例に対して組織採取を、残りの5例に



対して血液採取を行った。 

 ラットに全身麻酔を施行したのち、ドナーラットの両側の後肢を大腿中央レベルで切

断した。へパリン化した細胞外液を灌流したのち、細胞外液中に保存した。ついでレシ

ピエントラットの一側の後肢を大腿中央レベルで切断したのちドナーの後肢を移植し

た。18Gの注射針で大腿骨接合を行い、背側の筋・皮膚を縫合し、大腿動静脈を吻合

した。そして腹側の筋・皮膚を縫合した 7。術後7日間は免疫抑制剤（FK-506 1mg/kg/day）

を投与した 8。 

 実験群において皮膚所見を連日観察し、腫脹・発赤・表皮剥離・脱毛の有無を評価し

た。両群から手術1~3日前に1回と術後7、10、14日目に血液を採取した。採取した

血液から血漿を分離し、mirVana Paris Kit(Applied Biosystem)を用いて total RNAを

抽出した。いくつかのマイクロRNAをTaqman miRNA reverse transcription kit 

(Applied Biosystem)を用いて cDNAに逆転写し、real-time PCRにて評価を行った。 

 実験群の残りの5例から術後7日目から14日目に足部皮膚組織を、対照群の残りの

2例から術後7、10、14日目に足部皮膚組織を採取し、20μmの切片を作成した。両

群の術後7、10、14日目の検体を用いてのHE染色を行い、各レシピエントの2か所

の切片をランダムに選出し評価した 9。また、CD4およびCD8に対する免疫組織染色

を行い、光学顕微鏡にて観察を行った。実験群の各検体から2か所の切片をランダムに

選出し陽性細胞数の計測を行った。 

 免疫組織染色および血漿マイクロRNAの結果は平均および標準誤差で示し、これら

の値はExcel 2013 を用いて t検定(Microsoft)を行った。 

  

結果 

 視診においては免疫抑制剤終了後まず腫脹と発赤を認めた。術後14日目には全例で

皮膚の腫脹・発赤を認め、8例中4例で表皮剥離を、3例で脱毛を認めた。何らかの皮

膚変化を認めるまでの平均日数は術後11.0日目、すなわち免疫抑制剤を中止して5.0

日目であった。 

 組織所見では、HE染色において実験群で術後7日目は10検体中7検体が、10日目

は6検体がGrade 0と判断されたのに対し、術後14日目には8検体でGrade Ⅲの強

い拒絶反応が生じていると判断された。免疫組織染色では実験群におけるCD4・CD8

陽性細胞数は術後7日目より次第に増加する傾向を認め、術後7日目と比較して、CD4

では術後11、13、14日目に、CD8では術後13、14日目において陽性細胞数の有意な

増加を認めた。 

 過去の文献を参考に4つのマイクロRNA（マイクロRNA-146a、マイクロRNA-155、

マイクロRNA-182、マイクロRNA-451）を選択して抽出した 10-12。血漿中のマイクロ

RNA-146aの発現量は術後7日目(1.17 ± 0.21)と比較して術後10日目（2.10 ± 0.52、

P < 0.05）、術後14日目（1.58 ± 0.30、P < 0.01）に有意な発現量の増加を認めた。



血漿中マイクロRNA-155の発現量も術後7日目(1.11 ± 0.23)と比較して術後10日目

（2.51 ± 0.61、P < 0.05）、術後14日目（1.70 ± 0.34、P < 0.05）に有意な発現量

の増加を認めた。対照群では、術後7日目と比較して、術後10日目あるいは14日目

に有意な発現量の変化を認めるマイクロRNAはなかった。 

 

考察 

 四肢移植では急性拒絶反応は比較的高頻度に生じるが多くは生着する 1。腎臓移植に

おいて、認知できない程度の拒絶でも移植臓器に機能障害をもたらすといわれ、拒絶反

応を早期発見して早期に治療することが機能の悪化の回避につながるといわれている
14-15。四肢移植でも急性拒絶反応を早期に認知して早期に治療することは四肢の機能温

存には重要と思われる。 

 今回の実験で、マイクロRNA-146aおよびマイクロRNA-155は術後10日目すなわ

ち免疫抑制剤投与終了後4日目に発現量の増加を認めた。一方、視診では何らかの変化

を認めたのは術後11.0日目であった。組織所見でも術後10日目の時点では半数以上で

拒絶反応は認められなかった。すなわち、マイクロRNA-146aおよびマイクロRNA-155

は視診・病理組織診より早期に変化すると思われた。 

 マイクロRNA-146aはサイトカインなどの刺激により誘導され、炎症性シグナルや

regulatory T細胞の分化や維持に重要な役割を果たしている 16-19。マイクロRNA-155

もサイトカイン等で誘導され、免疫細胞の活性化やサイトカインの分泌の誘導等を行う
5,6。これらのマイクロRNAは免疫系において重要な役割を持ち、過去の報告ではマウ

スからラットへの心臓移植における拒絶反応時にもこれらのマイクロRNAの発現量が

上昇したとされている 10。これらのマイクロRNAは免疫反応における初期の段階で関

与していると考えられるため、本実験でも皮膚所見や病理所見に先んじて変化したと考

えられた。 

 今回、すべてのレシピエントにおいて同様のプロトコールで実験を行ったが、拒絶の

程度にばらつきが生じた。これは免疫抑制剤の投与タイミングや多少のドナーとレシピ

エント間の体重差により生じたものと考えられる。また実験群の1例のレシピエントに

おいて、術後10日目から14日目にかけてマイクロRNA-155の発現量が低下したもの

がいた。この例ではすでに術後11日目に表皮剥離が生じており、すでにマイクロ

RNA-155の発現量のピークを越えていたものと推測された。Wangらもマウスの敗血

症モデルにおいて、マイクロRNA-155の発現量が12時間でピークを迎え、2日後に

は基線にもどっていると報告している 20。 

 マイクロRNA-146aおよびマイクロRNA-155は様々な疾患や炎症性変化で発現が

上昇することが報告されており、本実験においても特異度は高くはないと推測される。

またラットのマイクロRNAは必ずしもヒトのマイクロRNAと一致していないと考え

られるため、ヒトへの応用には更なる検証が必要と考えられる。 



 血漿中のマイクロRNA-146aおよびマイクロRNA-155は客観的でより早期の急性

拒絶のバイオマーカーとして有効である可能性があり、この方法は組織生検と比較して

低侵襲である。急性拒絶の早期診断・早期治療により移植肢の機能・予後を改善しうる

ではないかと考えられる。 
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