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研究成果の概要（和文）：無処置ラットではタクロリムス投与により濃度依存性のTACの脳内移行性を認めるこ
とが示唆された。また、タクロリムスの神経症状発症の脳内タクロリムス濃度の閾値は870ng/gと推察された。
血中タクロリムス血中濃度と脳内濃度は有意に相関関係を示した(p<0.001)。神経症状を発症するタクロリムス
血中濃度は28.6ng/mLと推察された。急性/劇症型肝炎ラットモデルを用いて高ビリルビン血症モデルラットを作
成した。血清ビリルビン値、タクロリムス投与量、および脳内濃度、血中濃度を測定した。血清ビリルビン値の
上昇に伴い、血液脳関門が破綻し、低濃度のタクロリムスが脳内移行することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the correlation between neurotoxicity and the intracerebral 
concentration of tacrolimus using Rats. The levels of the whole blood and the corresponding 
intracerebral concentration were evaluated. The threshold concentration of tacrolimus in the brain 
resulting in neurotoxic events was therefore estimated approximately 870 ng/g. Using a linear 
correlation between the whole blood and intracerebral concentrations of tacrolimus, the 
pharmacological threshold for the whole blood level was estimated as 28.6 ng/mL. Next, we 
investigated the effects of higher blood bilirubin levels to the intracerebral concentrations using 
galactosamine-induced liver failure rats. There was very strong correlations between the blood 
bilirubin levels and the intracerebral concentration of tacrolimus. Thus, the prolonged higher 
levels of bilirubin may alter capillary endothelial cells of blood-brain-barrier, and consequently 
lead to tacrolimus-associated cytotoxic injuries in the brain.

研究分野：移植免疫学

キーワード： カルシニューリンインヒビター　中枢神経毒性　白質脳症　脳内移行　ビリルビン
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１．研究開始当初の背景 
タクロリムス（TAC）、シクロスポリン（CSA）
は、臓器移植における拒絶反応の抑制のため
に使用される免疫抑制剤のひとつであるカ
ルシニューリン阻害剤（CNI）である。CNI の
使用により臓器移植成績は飛躍的に向上し
た。成績向上が認められた一方で、免疫抑制
療法の中心的な役割を担うCNI製剤による副
作用、とりわけ中枢神経毒性は移植患者の生
活と質を著しく低下させる。臨床症状は、手
指の振戦から白質脳症に伴う痙攣や視野障
害、意識障害を呈し、移植後 1ヶ月以内の早
期に発症する。なかでも白質脳症は後頭葉白
質に可逆性の病変をきたすことが多く、
PRES(posterior reversible encephalopathy 
syndrome)と呼ばれている。不可逆性の白質
病変を認めることがあり、発症年齢が学童期
であると移植後の QOL（Quality of life）の
みならず、就学にも大きな支障をきたす。
1991 年より当科において肝臓移植後、中枢神
経障害を認め頭部画像検査にてCNIによる白
質脳症と診断された症例は、TAC で導入した
136 例中 10 例(7.4%)、CSA で導入した 24 例
中 1例(4.2%)であった。白質脳症と診断され
た 11 例は、移植時年齢が 8歳より 15 歳まで
の学童児に集中していた。1 歳未満では発症
例はなく、成人症例では軽微な神経障害を認
めた数例以外に白質脳症を発症した症例は
認めなかった。18 歳未満の症例(N=79)中、白
質脳症と診断された患児(N=11,13.9%)では、
移植後 3週以内に発症し、移植後早期の血清
総ビリルビン値が高く遷延し、TAC 血中濃度
（トラフ値）は同等あるいは低いにもかかわ
らず、体重で換算した TAC 総投与量が少ない
ことが明らかになった。多変量解析では、年
齢が 8－15 歳、移植後平均血清ビリルビン値
が 7 mg/dL 以上であることが危険因子と考え
られた。他施設では、による CNI 中枢神経障
害の発症が移植臓器別では肝臓が最も多く、
心臓、腎臓あるいは膵臓では少なく［Transpl 
Int 22 (3),269:2009］、肺移植では重症感染
等による敗血症を合併した子供の発症率が
高い［Neurology 53,1542:1999］と報告され
ている。幼児・小児は脳の大部分において血
液脳関門が未発達であり、その機能が不十分
である［J. Physiol 429,47:1990, Histochem 
Cell Biol 122(1),51,2004］。これらの報告
を考慮し、肝移植後早期のサイトカイン血症
あるいは肝機能低下に伴う高ビリルビン血
症がCNIの脳内移行に何らかの影響を及ぼし、
低濃度のCNIが脳内に移行することにより中
枢神経障害を惹起し白質脳症に進行させて
いる可能性が示唆された。実際の臨床的結果
およびこれまでの諸家の報告を踏まえると、
学童期の肝移植症例においては、移植後遷延
する高ビリルビン血症あるいは随伴する高
サイトカイン血症が学童期の脳での脳血液
関門(Blood brain barrier)での CNI の脳内
移行に影響を及ぼし、CNI による中枢神経障
害の発症の初期過程に関与していることが

示唆され本研究の発想に至った。 
 
２．研究の目的 
免疫抑制剤であるCNIによる中枢神経障害を
認めた肝移植症例について臨床検討した結
果、移植後早期の遷延する高ビリルビン血症、
CNI 投与量、移植時年齢が危険因子として考
えられた。この結果より、CNI による中枢神
経障害発症の機序のひとつとして、高ビリル
ビン血症あるいはビリルビン上昇に随伴す
る高サイトカイン血症に伴う血液脳関門機
能傷害によるCNIの脳内移行による直接作用
が原因と示唆された。動物実験モデルあるい
は培養細胞モデルにて、高ビリルビン血症あ
るいは高サイトカイン血症に伴う血液脳関
門の破綻に伴うCNIの脳内移行性について生
物学的研究をおこない、実際の臨床結果を検
証することが本研究の主題である。CNI によ
る中枢神経障害はCNIの血中濃度に関わらず
発症する。その機序は CNI の脳内移行による
CNI による直接的な中枢神経細胞障害と考え
られているが、CNI は通常の治療域の血中濃
度では血液脳関門の存在により、そのバリア
機能のため脳内に移行しない。本研究では臨
床結果より血清ビリルビン値に着目し、CNI
による中枢神経障害の機序のひとつとして、
動物実験モデルで血清ビリルビン値の上昇
に伴った高サイトカイン血症の状態では低
濃度CNIが脳内に移行しやすくなることを生
物学的に明らかにする点で独創的であると
考えられる。本研究にて CNI の中枢神経障害
の機序のひとつを明らかにすることにより、
肝移植をふくめた臓器移植後、高ビリルビン
血症を伴う高サイトカイン血症が遷延する
場合、学童期症例ではCNI投与を一時休薬し、
代替免疫抑制剤（抗 CD25 抗体、mTOR 阻害剤
等）を用いて免疫抑制療法をおこなうことに
より、CNI による白質脳症による中枢神経障
害の発症を回避できる可能性が期待され、移
植後の QOL を高めることが可能になる。急性
/劇症型肝炎ラットモデルを用いて高ビリル
ビン血症モデルラットを作成し、ビリルビン
値、CNI 投与量・脳内および血中濃度を測定
しCNIの脳内移行に関与している因子につい
て明らかにする。さらに、ビリルビン値上昇
に伴い、血液脳関門が破綻し、低濃度 CNI が
脳内移行することを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
４－５週齢 Winster ラット(270－300g)を用
いて以下の実験を行った。吸入麻酔下にて内
頸静脈よりシリコンチューブを留置しハー
ネスで固定し静注ラインとして使用し飼育
した。タクロリムス溶解液を TAC 濃度
0.075mg/kg 、 ｍ 0.150mg/kg, 0.300mg/kg, 
0.450mg/kg, 0.600mg/kg の 5群で精密シリン
ジポンプ（テルモ社）を用いて持続投与をお
こない以下の内容について検討した。ただし、
実験動物に痙攣を伴う呼吸抑制を認めたと
確認された場合、エンドポイントとして吸入



麻酔を用いて安楽死させた。 
剖検方法：剖検時期は痙攣を認めた時点でお
こなった。タクロリムス投与量は開始時より
エンドポイントまでの総量から算出した。剖
検は麻酔下に腹大動脈より採血を行い施行
し、血清および全血を保存した。開頭し全脳
を摘出し脳重量の測定後、脳サンプルを－4
度に保存し脳内タクロリムス血中濃度測定
に使用した。 
検討項目 
（１）神経症状の観察・スコア化：剖検まで
の神経症状の有無、程度について以下のよう
にスコア化（2回/日）し検討した。スコア：
症状なし（0 点）振戦 (1 点)、軽度痙攣（2
点）、持続する痙攣（3点）、呼吸抑制（4点） 
（２）血液・生化学検査およびタクロリムス
濃度測定：血清生化学検査（総ビリルビン、
直接ビリルビン、総蛋白、総コレステロール、
HDL-コレステロール、中性脂肪、アンモニア
等）を生化学自動分析装置（富士ドライケム
7000V）にて各々を測定する。脳組織をホモ
ジネートした試料を用いて脳内のタクロリ
ムス濃度および全血のタクロリムス濃度と
タクロリムス代謝産物濃度はARCHITECTアナ
ライザーi1000SRを用いてCLIA法にて検討し
た。 
（３）脳内タクロリムス濃度と神経障害発症
およびタクロリムス血中濃度と脳内タクロ
リムス濃度との相関関係を検討した。 
実験１）正常ビリルビン群では無処置ラット
においてタクロリムス（TAC）が脳内に移行
開始する血中 TAC 濃度、TAC 投与量より TAC
総投与量を算出した。 
実験２）混合型高ビリルビン群ではガラクト
サミンを腹腔内に投与した急性肝不全モデ
ルラットを用いてTACが脳内に移行開始する
血中 TAC 濃度、TAC 投与量より TAC 総投与量
を算出した。ガラクトサミンの投与量は
1500mg/kg、1000mg/kg、500mg/kg とした 3群
を設定した。 
 
４．研究成果 
実験１）無処置群では総ビリルビン値
(T-Bil) 
 は 0.3 mg/dL (0.4–0.9)、直接ビリルビン値
(D-Bil) 0.2 mg/dL (0.1-0.3)、血中 TAC 濃
度 49.3 mg/mL (39.2-60.1)、TAC 総投与量 
0.42mg (0.32-0.54)であった。神経症状のス
コアとタクロリムス脳内濃度の相関関係を
図 1に示す。神経発症インデックス値が上昇
するとともに脳内タクロリムス濃度は高く
認めた。今回の検討では神経症状発症のタク
ロリムス脳内血中濃度の threshold(閾値)は
870ng/g と推察された。次に、タクロリムス
血中濃度とタクロリムス脳内濃度の相関関
係を図 2に示した。タクロリムス血中濃度と
脳内タクロリムス濃度は有意に相関関係を
示した(p<0.001, r=0.912)。相関式より神経
症状発症のタクロリムス脳内血中濃度の
threshold(閾値) 870ng/g に対応する神経症

状を発症するタクロリムス血中濃度は
28.6ng/mL と算出された。 
実験２）急性肝不全モデルラットでは直接、
間接ビリルビン値以外の因子である総蛋白、
総コレステロール、HDL-コレステロール、中
性脂肪、アンモニアの血中濃度に関してはガ
ラクトサミンの投与量に関わらず各群間で
有意差を認めなかった。 
ガラクトサミン 1500mg/kg 投与群では T-Bil
は 16.1 mg/dL (13.2–25.9)、D-Bil は 15.1 
mg/dL (12.1-23.3)、血中 TAC 濃度は 23.3 
mg/mL (18.2-30.1)であった。TAC総投与量 は
0.23mg (0.15-0.34)と算出された、ガラクト
サミン 1000mg/kg 投与群では T-Bil は 10.7 
mg/dL (7.2–15.1) 、 D-Bil は 8.1 mg/dL 
(6.7-10.2)、血中 TAC 濃度 は 43.3 mg/mL 
(34.6-62.2)であった。TAC 総投与量 は
0.43mg (0.35-0.54)と算出された。ガラクト
サミン 500mg/kg 投与群では T-Bil は 6.2 
mg/dL (2.2–8.8) 、 D-Bil は 5.3 mg/dL 
(3.1-6.9)、血中 TAC 濃度 は 48.3 mg/mL 
(42.2-55.1)であった。TAC総投与量は0.51mg 
(0.43-0.61)と算出された。 
実験３）ビリルビン溶解液投与群ではガラク
トサミン誘発性肝不全モデルラットと同様
に T-Bil, D-Bil 値のみが有意差を認めた。 
ビリルビン溶解液 30mg/kg 投与群では T-Bil 
は 11.4 mg/dL (9.1–15.2)、D-Bil は 8.3 
mg/dL (6.4-11.3)、血中 TAC 濃度 は 42.5 
mg/mL (32.2-49.1)であった。TAC総投与量 は
0.53mg (0.43-0.59)と算出された。ビリルビ
ン溶解液 20mg/kg 投与群では T-Bil は 10.2 
mg/dL (7.8–13.4) 、 D-Bil は 7.5 mg/dL 
(6.1-9.7)、血中 TAC 濃度 は 43.9 mg/mL 
(37.9-53.2)であった。TAC総投与量は0.58mg 
(0.41-0.67)と算出された。ビリルビン溶解
液 10mg/kg 投与群では T-Bil は 9.1 mg/dL 
(8.1–10.1)、D-Bil は 7.1 mg/dL (5.6-8.3)、
血中 TAC 濃度 は 58.7 mg/mL (46.8-63.7)で
あった。TAC 総投与量は 0.59mg (0.49-0.68)
と算出された。 
以上の実験結果から、無処置ラットにおいて、
濃度依存性のタクロリムスの脳内移行を認
めることが明らかになった。タクロリムスに
よる神経障害発症を誘発する脳内タクロリ
ムス濃度の閾値は 870ng/g と推察された。タ
クロリムス血中濃度と脳内タクロリムス濃
度は有意に相関関係を示した(p<0.001, 
r=0.912)。神経症状を発症するタクロリムス
血中濃度は 28.6ng/mL と推察された。ガラク
トサミン誘発性急性肝不全モデルラットお
よびビリルビン溶解液投与モデルラットで
は各種の血清因子の中で総ビリルビン値お
よび直接ビリルビン値のみが有意差を認め
た。若年 Winster ラットでは血清ビリルビン
値上昇に伴い、血液脳関門が破綻し、低濃度
タクロリムスが脳内に移行し神経障害を発
症させていることが明らかになった。 
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