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研究成果の概要（和文）： 

個々の患者に対して適切な免疫抑制療法を実施するうえで多くのバイオマーカーが提案されて

きた。しかし、臨床結果に繋がる有用な方法はいまだに得られていない。そこで我々ははじめ

にカルシニューリンインヒビターによるIL-2の阻害効果について個々の患者でIL-2のｍRNA

をRT-PCRによりモニターした。次に各種免疫抑制剤（シクロスポリン、タクロリムス、ミコ

フェノール酸、プレドニゾロン）を用い個々のＴ細胞の増殖抑制効果をCFSEでラベルしたフ

ローサイトメトリー法により解析した。その結果シクロスポリンに対し感受性の高い患者では

ウイルスの再活性化が起きやすいことを明らかにした。これらの結果から移植前の薬力学的解

析により免疫抑制療法の適正な使用に有用な情報を提供できる可能性が考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

To optimize immunosuppressive treatment in individual patients, many biomarkers have 

been proposed, but there has been very little information about association to clinical 

outcome data.  The most effective immunosuppressive strategies in organ transplantation 

are based on the inhibition of IL-2 signal by calcineurin inhibitiors and we first evaluated 

the inhibition of IL-2 mRNA production for each patient by using RT-PCR method.  Then 

we examined individual T-cell sensitivity to each immunosuppressive agent (cyclosporine, 

tacrolimus, mycophenolic acid, predonisolone) using flow cytometry with CFSE labeling.  

Patients with high sensitivity to cyclosporine tended to experience viral 

reactivation. Pretransplant pharmacodynamics could provide useful information 

on optimal and safe immunosuppressive therapy.  
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１．研究開始当初の背景 

臓器移植後の患者状態は不安定であり適正

な免疫抑制療法を施行しうるかどうかが、移

植の成否の鍵となっている。免疫機能の解明

が目覚ましく進んでいる中で、種々の免疫抑

制剤が開発されてきた。これらの免疫抑制剤

は副作用も強力であり、治療域が狭いため、

カルシニューリンインヒビター（CNI: cyclo

sporine, tacrolimus）では血中濃度測定によ

り投与量を決定している。しかし、同じ濃度

でも薬効の発現には個人差があること、臓器

移植後の免疫抑制療法では多剤併用が一般

的であり個々の薬剤濃度情報だけでは総合

的な免疫抑制状態の判断が難しいことから、

薬力学を用いた新たなるモニタリング方法

の開発が望まれている。さらに、移植後安定

期には、薬剤の長期使用による副作用（腎毒

性、糖尿病、悪性腫瘍など）を考慮し、ドナ

ー特異的免疫寛容の鑑別と免疫抑制療法の

安全な軽減・中止が課題となっている。この

ように移植医療においても、画一的な治療か

ら個々の患者に最適の免疫抑制療法を提供

する個別化医療への変革が必要とされてい

る。 

 

２．研究の目的 

（１）移植後の免疫抑制療法にとって最

も重要な薬剤であるCNIの作用点であ

るインターロイキン２（ IL-2）の産生抑

制作用に着目し、そのmRNAの産生抑制

が個々でどの程度異なり、薬力学的なパ

ラメーターとして有用であるか検討す

る。  

 

（２）CNI以外の免疫抑制剤では IL-2の

産生は抑制しない。そこで末梢血単核球

を試料として免疫抑制剤によるT-リン

パ球の増殖抑制効果を carboxylfluoresc

ein diacetate succinimidyl ester（CF

SE）を用いたフローサイトメトリー法に

より解析した。  

 

（３）移植後の慢性拒絶反応では抗体型

拒絶が問題になっている。そこでB-リン

パ球における免疫抑制剤の効果に関し

て検討した。  

 

３．研究の方法 

（１）健常人および腎移植予定患者の全

血を試料として刺激剤phorbol 12-myri

state 13-acetateとcalcium ionophore

をcyclosporine (CSA；0,100,250,400,6

00,800ng/mL)とともに添加後4時間培

養し、mRNAを抽出した。その後 IL-2の

mRNAをreal-time RT-PCR法により-

actinを内部標準物質として定量し、CS

Aの添加濃度に対する IL-2のmRNA量を

プロットし、inhibitory sigmoid Emax

モデルに当てはめ各薬力学的パラメー

ターを算出した。各薬力学的パラメータ

ーはIL-2 mRNAの産生を50%抑制する

CSAの濃度（IC50値）および IL-2のmR

NA量を最大に抑制したときのCSAの濃

度（Bottom値）とした。  

 

（２）腎移植患者の末梢血から末梢血単

核球（PBMC）を分離し、CFSEにより

染色後各種免疫抑制剤（CSA、タクロリ

ムス ;TAC、ミコフェノール酸モフェチル

;MPA、プレドニゾロン ;PRD）を加えた



。その後phytohemagglutinin（PHA）

を加え3日間培養後フローサイトメトリ

ーによりT-リンパ球数を測定した。  

 

（３）健常人より得られた末梢血からP

BMCを分取し、CSAを加えCFSEにより

染色後抗IgM抗体またはCD40リガンド

によりB-リンパ球を刺激した。その後3

日間培養後フローサイトメトリーによ

りB-リンパ球数を測定した。  

なお、これらの研究は名古屋大学医学部

倫理委員会および名古屋第二赤十字病

院治験委員会の承認後行い、血液提供者

には文書による同意を得た後に実施し

た。  

 
４．研究成果 

（１）対象は健常人5名と免疫抑制薬服

用前の腎移植予定患者22名で実施した。

健常人5名から間隔を置き繰り返し4回

採血して全血から得られた IL-2のmRN

Aをreal-time RT-PCR法により解析し、

添加したCSA濃度とmRNA量をプロッ

トしたところ各薬力学的パラメーター

（IC50値、Bottom値）は良好な再現性

を示し、かつ個々で特徴ある値を示した

(一元配置分散分析で有意差有 )。また、

患者22名において同様な解析を行った

結果、薬力学的パラメーターに健常人で

見られたように個々で大きなバラツキ

が認められた。  

 

（２）腎移植予定患者 32 名の PBMC よ

り以下の 4 薬剤における CFSE を用いた

フローサイトメトリー法による薬剤感

受性試験を実施した。いずれの薬剤も添

加した薬剤の濃度依存的に細胞増殖の

抑制が認められた。（図１）他の免疫抑

制剤に比較し MPA では濃度に対する細

胞増殖抑制効果の薬力学的な個人差が

小さい傾向を示した。また、 CSA の

bottom 値が＜25%の患者群（高感受性

群）では 8 名中 5 名でウイルス再活性化

が認められたのに対し 25%以上の患者

群では 10 名中 1 名のみであった。これ

らの結果から移植前のフローサイトメ

トリー法を用いた細胞増殖抑制効果を

指標としたパラメーターは免疫抑制剤

による過剰に免疫を抑制する患者群を

予測できる可能性が示唆された。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１PBMCに各種薬剤を添加後3日間培

養しフローサイトメトリー法によりT-

リンパ球の増殖抑制効果を評価した。a:

cyclosporine（CSA）；b:tacrolimus（T

AC）；c:mycophenolic acid（MPA）；d:

predonisolone（PRD） . 

 

（３）Bリンパ球に対する免疫抑制剤の

感受性試験では健常人において腎移植

患者で用いたPBMCと同様な方法でB細

胞に対する薬剤感受性を調べたところC

SAではT細胞よりも低濃度で増殖抑制

効果が観察できた。しかし、刺激の方法

によりその抑制効果は異なり、抗 IgM抗

体による刺激に対しては十分な抑制効

果を発揮したがCD40リガンドを用いた

刺激に対しては十分な増殖抑制効果は

得られなかった。  
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