
緒 言

透析患者に関する医学統計調査の結果によると 感染症

およびそれに伴う合併症は 常に死亡原因の上位を占めて

いる 。この事実は 透析患者の免疫能 特に感染防御

の観点からは自然免疫能に欠陥が存在する可能性を示唆し
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ている。さらに 連続携行式腹膜透析( )患者の感染

症罹患率および死亡率は血液透析( )患者に比較して統

計的有意差をもって高いことも指摘されている 。こう

した 患者の感染症罹患率とそれに関連した死亡率

の高さの原因としては 腹膜カテーテル留置の不利益性

貯液される腹膜透析液の腹腔免疫細胞毒性 小分子尿毒素

クリアランス低値 低アルブミン血症などの栄養不良状

態 透析導入前からの全身状態合併症の相違などが考えら

れるが その根底には透析療法の方式( )の違いに

より生じる生体防御機構の差が存在していることを推察さ

せる。そこで 本研究は透析患者の自然免疫能の中心とな

る細胞機能を調べることを目的とした。特に 透析

によるそれらの相違に焦点を当てて検討を加えた。

高等生物は早期から作動する非特異的抗原に対する自然

免疫と 自然免疫発現に誘導され遅れて作動してくる抗原

特異的な獲得免疫の二つの機構を併せ持っている 。自

然免疫とは 非特異的な侵入病原体に対して最も早期から

迅速に働く生体防御機能である。生体の自然免疫機構に

は 補体活性系 急性期蛋白系も含まれるが 免疫のネッ

トワーク確立の側面からは 単球 顆粒球のもつ貪食能

殺菌能などと単核球が病原因子の侵入に対して反応的に分

泌する炎症性サイトカインが中心的な役割を果たしてい

る。これらサイトカインのなかでも 単球の産生する

-αと -βおよび 細胞が産生する -γ

が自然免疫成り立ちの主役を演じていることが知られてい

る 。

本研究では 透析患者の自然免疫能の主役とも言える

顆粒球・単球のもつ貪食能と生体外刺激に対する末梢血中

の単球および 細胞におけるサイトカイン産生の

反応性を検討することとした。後者を的確に評価する方法

として 細胞内サイトカイン染色/フローサイトメトリー

解析の手法を用いた 。今回の研究結果は 患者

の単核球は 患者 健常成人のものに比べ 生体外刺

激に対してのサイトカイン産生反応の低下を示していた。

対象および方法

対 象

外来通院中で安定した を施行されている患者

名 を施行されている患者 名を対象とした。ま

た年齢 性比を一致させた健常成人 名をコントロール

とした。 に対象のまとめを示した。 患者の

平均透析期間は 患者に比べ有意に短かった。急性お

よび慢性炎症性疾患 糖尿病 悪性疾患 自己免疫疾患

- 陽性 免疫系に影響をもつスタチン系抗高脂

血症薬 免疫抑制剤内服中の患者は除外した。 は全

例 週 回 回 時間で施行し 抗凝固剤はヘパリンを

用いた。ダイアライザーは 名がポリスルフォン膜( -

. ＝ -. ＝ -. ＝ ：フレ

ゼニウス川澄 - ＝ ：旭メディカル) 名が

セルローストリアセテート膜( - ＝ -

＝ ：ニプロ社)を使用していた。透析液は重曹透析液

( ソリタ ：扶桑薬品工業)を使用した。透析液中のエ

ンドトキシン濃度は . ± . /(エンドスペーシー

法)であった。 患者は 回 .～ . の腹膜透析

液を 日 ～ 回交換していた。なお すべての対象患者

に研究の主旨を十分に説明し同意を得た。

採血方法

血液は 患者では週初めの透析時の開始時にシャン

ト血管静脈側から 患者は外来受診日に肘静脈か

ら採取した。サイトカイン解析用にはヘパリン加採血管(

)を用い を単球細胞内サイトカイン測定に

を の測定に使用した。

単球細胞内および 細胞内サイトカインの

測定

細胞内サイトカイン測定の原理は または

の刺激により細胞内で産生されたサイトカインを

の働きによりすべて細胞内に封じ込め それらを特異

的抗サイトカイン抗体で細胞内染色し フローサイトメト

リーにより定量的に解析するものである 。単球の刺激

は 細胞の刺激は -

( )と により行った。ヘパリン加採血

をした全血 , μに ( )を
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HD
 

patients
 

CAPD
 

patients  Controls
 

Subject number 20 15 10

Gender(M/F) 12/8 8/7 6/4

Age(years) 55.5±2.3 52.8±11 52.7±3.9

Dialysis duration(years) 11.0±4.3 3.8±2.1 ～

Genesis of renal failure
 

CGN 14 11

PKD 1 0

Nephrosclerosis 2 1

Unknown 3 3

Data are expressed as mean±SD.

p＜0.05vs.HD patients



, μと (. μ/ ： )

- ( μ/ ： )または

/ の ( )および μ/ の

( )を加え °

下で 時間刺激した。刺激後 検体を μずつに分注

し これに単球表面抗体である 標識抗 抗体

( - ： )または 標識 抗

体( - ； )を μ加え 常温 暗

所にて 分染色した。

次に ( ) を

加え 分間赤血球を溶血させ . ウシ血清アルブミ

ン( )加 で洗浄後

( ). を添加し 分間常温

暗所に置き 細胞膜の透過性を亢進させた。その後 種

類の抗ヒトサイトカイン抗体を μずつ加え 室温 暗

所で 分間反応させた。特異抗体として 標識抗

-α抗体( - -α- ) 標識抗

- β抗体( - -β- )と 標識抗

-γ抗体( - -γ- ) 標識抗 -

抗体( - -- )を 非特異抗体として

標識抗 抗体( - - ) 標

識抗 抗体( - - )を用い二重染色し

た。非特異抗体に関しては 倍希釈で感度調整を行っ

た。

最後に . ウシ血清アルブミン(

)加 で洗浄後 ホルムアルデヒド(

： )を μ加え細胞を固定し

直ちにフローサイトメトリー( / -

Ⅱ： )を用いて測定した。まず

陽性細胞または 陽性細胞 , 個をターゲッ

ト細胞として - 画面上でゲートし( 健常

者例) この細胞集団で それぞれのサイトカインを発現

している陽性細胞の割合を 分画図上で解析した(

)。解 析 に は 解 析 用 ソ フ ト (

)を用いた。検体の測定はすべて 回ずつ施行し

た。 細胞は 陽性・ -γ陽性・ - 陰性とし

細胞は 陽性・ -γ陰性・ - 陽性とした。

に健常者単球での測定図(フローサイトメトリー画

面)を示したが 細胞も同様のものである。

顆粒球および単球貪食能の測定

末梢血中の顆粒球・単球の貪食能( )を

定量的に検討するため 市販のキット

( 社 和光)を使用した。まず ヘパリ

ン加採血をした全血 , μを 分間氷中に置き その
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-

Monocytes were stimulated by LPS.The representative data in a healthy subject are shown.Cells positive
 

for anti-CD14 were gated as R1 on the diagram of SSC-FL3.Ten thousand monocytes within the R1 gate
 

were targeted on cytokine analysis(A).The cells labeled with specific anti-TNF-αor anti-IL1βmAbs were
 

profiled in the diagram of FL1-FL2.Cutoff markers were set individually for each measurement using a
 

negative control(B).The percentage of cells positive for each cytokine antibody(％ positive cells)was
 

calculated on the quadrant diagram.Th1 and Th2 polarization of helper T cells after stimulation by PMA
 

and ionomycin were analyzed by almost the same method.



μに 標識されたオプソニン化 μを加

えてよく撹拌し °の で 分間培養した。

またコントロールとして °で - を 分間

培養した全血 μを用意した。培養終了時にすべての

検体を同時に より取り出し 反応を止めるた

め直ちに氷中に冷却した。その後すべての検体に

を μずつ加え よく撹拌した。 の

で 回洗浄後 を

加え 分間赤血球を溶血させた。最後に の

で洗浄後 μの

を加え 分間氷中で培養し 分以内にフローサイトメ

トリー( / - Ⅱ：

)により の取り込みを測定した。 に健

常者血球での測定図を示した。検体の測定はすべて 回ず

つ施行した。まず バクテリアや死細胞を区別するため

( 染色)画面上で白血球をゲートし

( ) この細胞集団を - 画面上に展開し(

) 顆粒球または単球をゲートし(この例は顆粒球) そ

れら細胞中の - 取り込みを で

解析した( )。結果は取り込み陽性細胞の百分率( )

と 細胞当たりの 取り込み活性を反映する

( )により評価した。

一般血液検査項目

血液透析患者において上記採血時に同時に採取した血液

(血清)より末梢血単球数 リンパ球数 ヘマトクリット

総蛋白 アルブミン値 尿素窒素値 クレアチニン値

- ( )を院内検査室にて測定した。

統計学的解析

すべてのデータは平均値±標準偏差で示した。統計処理

は ( )を用いた。 群間の有意差検定

は により 群間の検定は

により行った。 ＜ . をもって有意差ありとした。

結 果

一般血液検査データ

対象群および健常者群の一般検査所見を に示し

た。総白血球数 単球数 リンパ球数は 群間に有意差は

なかった。 値は 患者のなかに軽度陽性を呈

する者もみられたが正常範囲内にとどまっていた。

刺激下での単球細胞内 -αおよび - β

陽性細胞率

群 群と健常者群の 刺激により産生さ

れた単球内 -α -β産生をサイトカインの陽性細

胞率で評価した。結果を に示した。なお

非刺激下では 両サイトカインとも細胞内測定量は

きわめて微量であり 対象細胞群間の有意差は評価不能で

あった(これは 後述の 細胞においても同様で

あった)。 群と健常者群の 群間では いずれの細胞

内サイトカイン陽性細胞率にも有意差は認められなかった

が 群では 群 健常者群に比して有意に低

下していた( -α .± . .± . .±

. ； -β .± . .± . .± . )。

サイトカイン陽性細胞絶対数(陽性細胞率×単球絶対数)

During data acquisition,a“live”cell gate is set in the FL2 fluorescence histogram on those events which have at least
 

the same DNA content as a human diploid cell,to exclude becterial aggregates having the same scatter light properties
 

as leukocytes(A).Typical dot plots FSC/SSC(B)and FL1 histograms of the phagocytosis test.Histograms for the 0℃

control samples are presented on the left(as an M1 bar in C).
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においても同様の結果が得られた。また 群

群いずれにおいても血中尿素窒素 クレアチニン アルブ

ミン ヘマトクリットとサイトカイン産生反応の間には有

意な相関関係は得られなかった。

( と )刺激下での

細胞内 -γおよび - 陽性細胞率

に測定結果を示した。 群では刺激に対する

細胞の への分化は両者とも有意に低下

していた( 細胞の増加を意味する)。一方

群では 細胞の への分化は有意に亢進して

おり / バランスは 優位に傾いていた。 群

群いずれにおいても血中尿素窒素 クレアチニン

アルブミン ヘマトクリットとこれら 細胞の分化

能との間に一定の相関関係は認められなかった。

HD patients

(n＝20)

CAPD patients

(n＝15)

Controls

(n＝10)

WBC counts(/μl) 5,399±1,745 8,171±1,865 5,388±1,347

Monocytes(/μl) 338.6±64.1 450.2±306.9 335.4±48.0

Lymphocytes(/μl) 1,323±221 1,138±785.1 1,523±998

Hct(％) 31.6±1.4 32.7±6.7 43.5±3.7

Serum data
 

TP 6.8±0.2 6.7±0.5 7.3±0.3

Alb(g/dl) 3.8±0.1 3.8±0.3 4.4±0.1

BUN 73.5±10.4 54.9±13.3 12.8±2.2

Cr(mg/dl) 13.8±1.5 12.6±3.0 0.94±0.1

TC 138.4±18.9 196.4±24.2 236.5±66.9

TG(mg/dl) 79.4±22.8 169.4±137.9 84.5±20.3

GRP(mg/dl) 0.0 0.3±0.2 0.1±0.1

Data are expressed as mean±SD.

WBC：white blood cell, TP：total protein, Alb：albumin, BUN：blood urea
 

nitrogen, Cr：creatinin, TC：total cholesterol, TG：triglycerides, CRP：c-

reactive protein

-

Data of TNF-αand IL-1βare shown in(A)and(B),respectively.Intracellular cytokine syntheses
 

were assessed by the percentage of cells positive for each cytokine antibody(％ positive cells).Data
 

are shown as mean and standard deviation.p values are for comparisons between the HD patients,

the CAPD patients,and the controls. p＜0.05vs.controls, p＜0.01vs.controls,and##p＜0.01vs.

HD patients.
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顆粒球および単球の貪食能

群 群 健常者群における末梢血顆粒球の

貪食能(貪食細胞陽性率および取り込み活性)の結果を

にまとめた。 群の顆粒球貪食能のうち 取り

込み活性( 値)は健常者群に比べ有意に亢進していた

( .± . .± .)が 群のそれは健常

者群と差はなかった。 群と 群間には顆粒球の

貪食能に有意差は認められなかった。単球の貪食能に関し

ては 群 群 健常者群に差はなかった。

考 察

本研究は 透析患者の自然免疫能を評価するという観点

から 外的刺激に対する単球および 細胞の炎症

性サイトカイン産生の反応性と顆粒球および単球のバクテ

リア貪食能の 点について検討を加えた。今回得られた結

果から これら自然免疫に関わる各細胞の機能は 患

者では健常者と同程度に保たれているものの 患

者では健常者 患者に比べて減弱していることがわ

かった。これは 患者のもつ自然免疫機構上の一

つの弱点であるかもしれない。

感染症に対する宿主防御機構(因子)は 種々のものが知

られており また患者の年齢 栄養状態 透析効率 合併

症の有無も関係しているであろう。しかし われわれは生

体が侵入病原体に曝露した際に真っ先に作動する非特異的

免疫系である自然免疫力がかなりの部分で重要な意義を持

つものと考えた。多くの因子が自然免疫の成立に関わって

いるが 特に単球/マクロファージ系細胞の産生する炎症

性サイトカインが生体防御上中心的な役割を果たしてい

る 。自然免疫はまず病原因子が血中の単球由来の樹状

細胞に発現する - ( )に認識されるこ

とから始まる。樹状細胞ではその にスイッチ(病原

体認識)が入ると そのシグナルは細胞内 -κ の活性

化を介して 自然免疫システム構築に必須な多くのサイト

カインを分泌させる 。分泌されたサイトカイン 特に

-

Data of Th1,Th2,and Th1/Th2 ratio are shown in(A),(B),and(C),

respectively.Intracellular syntheses of IFN-γand IL-4 were asses
 

sed to differentiate helper T cell subsets(Th1 and Th2)by the
 

percentage of cells positive for each cytokine antibody(％ positive
 

cells).Data are shown as mean and standard deviation.p values
 

are for comparisons between the HD patients,the CAPD patients,

and the controls. p＜0.05vs.controls, p＜0.01vs.controls, #

p＜0.05vs.HD patients,and##p＜0.01vs.HD patients.

-

Subjects  G(％) G(MFI) M(％) M(MFI)

Controls 84.0±7.86 102.5±20.3 48.2±8.78 57.6±17.6

HD patients 81.8±12.9 123.9±25.6 50.1±14.6 59.2±20.7

CAPD patients 89.8±6.27 114.4±31.6 47.5±14.2 68.6±21.9

Data are expressed as mean±SD.

p＜0.05vs.Controls and CAPD patients.

G(％)：％ phagocytizing cells in granulocytes,M(％)：％ phagocytizing cells in
 

monocytes, G(MFI)：mean fluorescence intensity in granulocytes, M(MFI)：

mean fluorescence intensity in monocytes.
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-αと - は他の多くの免疫細胞(単球 マクロ

ファージ リンパ球)に働きそれらを活性化する。この活

性化された免疫細胞が多彩なサイトカインを分泌すること

で自然免疫が成立する。また -α -βは 直接

病原体に働き 迅速で強力な病原体排除活性を持っている

点でも重要であり この つのサイトカインは自然免

疫最前線で最も生体防御的に働くサイトカインである 。

今回の研究の大きな目的は 宿主の自然免疫機能の中心

となる免疫細胞におけるサイトカイン産生反応を評価する

ことである。そのため 外的刺激に対する個々の細胞の持

つサイトカイン分泌反応を精緻に知ることが必要であり

その方法として細胞内サイトカイン測定に基づく解析法を

採択した。細胞内サイトカインの測定は 最近 免疫学の

分野で確立された方法であり 現時点では 最も生体内に

近い形で個々の細胞における外因刺激に対するサイトカイ

ン分泌の潜在能力を推定できる実験方法であるとされてい

る 。さらに 血中濃度や培養実験とは異なり 体液増

加による希釈の影響 透析膜からの除去(特に分子量が

, 以下の -β - では考慮されるべきであ

る)の影響や少数の高濃度サイトカイン産生細胞クローン

の存在による修飾などを受けにくいことが利点である。こ

うした点は透析患者を対象とした研究においては好都合で

ある。また 複数のサイトカインを単一細胞で同時に多重

染色することが可能であり 個々の細胞が同一条件で産生

するサイトカイン発現の様相を同時に解析できるという利

点を持つ。

本研究結果においては 患者の持つ単球は

患者由来単球 健常者由来単球に比べて - の特異

抗原である 刺激に対する -α -β産生反応

が低下していた。細胞内サイトカイン染色の方法で

患者の単球サイトカイン産生能を調べた報告は幾つかあ

る が 患者血中の単球での産生を調べたもの

はない。われわれの検討は 樹状細胞を直接用いたもので

はないが 末梢単球は樹状細胞の元細胞であり -

を発現するなど類似性が高いことから しばしばそのアナ

ログとして利用されている 。本研究で単球を用いたの

はそのためであるが もちろん単球そのものとしてのサイ

トカイン産生反応も自然免疫上重要な因子であることは上

記の通りである。われわれの結果は 患者が自然

免疫系の中心をなす単球系細胞のサイトカイン反応性の面

で弱点を持っていることを十分推察させるものである。

さらに自然免疫上重要な細胞として 単球以外には

細胞があげられる。特にそれの分泌する -γ

の活性は重要である。 細胞は抗原認識された樹状

細胞の分泌する - - の作用などにより

( -γ分泌)細胞と ( 分泌)細胞の つのサブ

セットに分化することが知られている 。今回の研究か

ら 患者では 細胞レベルにおいても刺激

に低反応を示し 宿主免疫の維持に不可欠な -γ分泌

細胞( )の発現が 患者 健常者に比較して有意に低

下していることが示された。これまでの幾つかの報告のな

かには 患者では の上昇により / バラン

スは 寄りになるとするもの そうでないとするも

の 患者の / バランスは の有意な上

昇により 側に偏位しているとするものがある 。こ

のうち 患者の報告はわれわれの結果と基本的には矛

盾していない。 / バランスは いわゆる 病と

呼ばれるもののように極端な偏位に至らなければ 宿主免

疫の側面からは好ましいと考えてよかろう。 患者

に関する他者の報告では 有意な の低下が示されて

いない点でわれわれの結果とは異なる。 患者のリ

ンパ球( 陽性細胞)で サイトカインの産生反応が

低下していることを示した論文 もあるが われわれの

データでは 患者の 細胞の分化は

両者とも低下しており / 比には有意な変化

がみられていなかった。これらの結果の相違についての明

確な理由づけは困難であるが 患者の選択 細かい実験手

技の違いなどが一部関係しているかもしれない。例えば

これまでの報告の多くは糖尿病患者を含んでいるが 糖尿

病自体が細胞の免疫機能に影響している可能性がある 。

また 透析患者に多い 型肝炎ウイルス保有者は免疫細

胞の活性に異常を持つことが知られており 厳格に研

究対象から除かれるべきである。しかし 他者の論文では

これらの点が明瞭にされていない。さらに 細胞内サイト

カインの染色手技は精緻であるため データのばらつきが

出やすい。われわれの実験は で行われ データ

測定間の変動( 値)は - - とも 未

満であったことから より信頼性の高いデータを呈示でき

たと思われる。代表的 サイトカインである -γ

は マクロファージ 好中球の活性化 それらの貪食能の

賦活をはじめ いわゆる特異的細胞性免疫への橋渡しもす

るなど 自然免疫 獲得免疫両面にわたって中心的役割を

担う重要なサイトカインである 。 患者の

細胞が外的刺激に対して への分化が不良であるこ

とは 少なくとも 患者の持つ自然免疫の確立およ

び獲得免疫への移行の面で不利益があると考えられる。
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患者と 患者では 単球 細胞のサ

イトカイン産生反応に違いがあったが 今回の実験結果か

らは この理由を明確にすることはできなかった。今回の

対象とした 患者間では透析前の血中尿素窒

素値 クレアチニン値などの臨床データに有意差は認めら

れていない。また 血中尿毒素値 ヘマトクリット値 ア

ルブミン値とサイトカイン反応性に相関関係は得られな

かった。しかし 患者では 後にこうした尿毒素値

は 患者に比べ確実に低下しているはずである。こ

うした の違いから生まれる透析効率 尿毒素変

動の差が長期的に細胞機能に影響している可能性はあるか

もしれない。また 今回の研究では 患者の透析期

間は 患者に比べ有意に短期間であり 透析期間と細

胞機能との関連性についても検討の余地を残している。わ

れわれは すでに 回の 操作では単球の -αの

産生能がやや亢進するが その他の単球サイトカインや

細胞のサイトカイン産生反応には影響が出ないこ

とを報告している 。しかし 中の単球 リンパ球

と透析膜など異物との接触 各種サイトカイン分泌の増減

と相互作用や 中に出入りする微量の やその

が 長期的には単球 リンパ球の性格に影響を

与えていることは否定できない。例えば 単球の持つ

は 刺激による単球の -α産生に大きく関

わりを持つが その発現やそのシグナル伝達を慢性的

な 治療が刺激している可能性があるかもしれない。

しかし 今のところ 発現と の関与についての情

報は皆無であり 前後で の発現が変化している

かどうか 透析効率の低下した患者や 患者で

の発現の低下が認められるかについては 現在われ

われが行っている研究の結果を待たねばなるまい。

顆粒球および単球の貪食能はサイトカインと同様自然免

疫における生体防御機構の要をなしている 。顆粒球 単

球の持つ貪食作用は大きく つの過程に分かれる。すなわ

ち 貪食細胞の標的への遊走 接着 取り込み そして殺

菌処理である。さらに 血清因子である補体( )や免疫

グロブリン( )による細菌のオプソニン化の働きが修飾

的に関与する。今回の研究では 顆粒球 単球の貪食能を

定量的に評価するため 市販の を用いた。こ

のキットは オプソニン化された大腸菌を ラベル

したものを標的にして その大腸菌を取り込んだ貪食細胞

の陽性比率と活性( 細胞当たりのバクテリア数)を評価す

るものであり 生体のもつ細菌オプソニン化能や貪食後の

殺菌処理能力については評価できていない。したがって

今回の結果は 患者とも貪食細胞の遊走 接

着 取り込み能に関しては ほぼ健常者なみに保たれてい

たことを示していた。むしろ 患者では 顆粒球のこ

うした機能はやや亢進傾向にあり( 中の 値)

患者の が高かったこととの関連を疑わせた。測

定法の異なる従来の報告でも 細菌取り込み能は保たれる

が その後の殺菌活性が障害されていることを示したもの

がある 。今後は 腎不全患者の血清オプソニン化能 取

り込み後の殺菌処理能の面からも検討を加える必要が残さ

れている。

結 語

患者では 単球 細胞とも生体外刺激

に対するサイトカイン産生反応は 患者 健常者に比

べて低下している。 患者ではこれらの機能はほぼ正常

に保たれている。顆粒球 単球の細菌貪食能は

患者ともに障害されていない。 患者単核球

のサイトカイン分泌反応の低下は 患者が 患

者に比し 自然免疫機構の一面において弱点を持っている

可能性を示唆するものである。
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