
福岡大医紀（Med.  Bull.  Fukuoka  Univ.）：42（1），153–160，2015

Sequential Analysis of Cytokines in Human Tears after Keratoplasty
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Abstract
Corneal graft rejection is one of the most significant complications of corneal transplantation. Presently, 

there is no quantitative method for predicting the signs of rejection. The purpose of this prospective study 

was to investigate the kinetics of cytokines in tears and determine the correlation with rejection. The subjects 

comprised 30 patients, including 24 eyes with penetrating keratoplasty （PKP） and six eyes with lamellar 

keratoplasty （LKP）. All subjects were followed for at least six months. Tear fluid was extracted according to 

the Schirmer method, and the concentrations of seven inflammatory cytokines （interleukin （IL）-2, IL-4, IL-6, 

IL-10, tumor necrosis factor （TNF）, interferon （IFN）-γ and IL-17A） were measured. Rejection occurred in four 

eyes after PKP: one eye in the first month, two eyes in the third month and one eye in the sixth month. The IL-6 

levels were higher postoperatively, although this increase did not correlate with the incidence of rejection. The 

preoperative concentrations of IL-2, IL-4, IL-10, TNF and IL-17A in the rejection group were significantly higher 

than those observed in the non-rejection group （P <0.01, respectively）, and the concentrations of IL-2, IL-4, IL-

10, TNF, IFN-γ and IL-17A spiked prior to rejection. The levels of these cytokines may be used as markers for 

predicting corneal rejection after keratoplasty.
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角膜移植術後症例における涙液中サイトカイン濃度の経時的解析
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要旨：角膜移植手術において拒絶反応は予後に影響する最も大きな因子の一つであるが，現在のところ拒
絶反応の出現を予測することは困難である．今回我々は，涙液中サイトカインの経時的変化を調べ，拒絶
反応との関係を調査した．術後６か月間の経過観察が可能であった連続症例 30 人 30 眼とした．全層角膜
移植手術（penetrating keratoplasty: 以下 PKP）24 例，層状角膜移植手術（lamellar keratoplasty: 以下 LKP）
６例および正常対象 18 例を対象とした．涙液採取および抽出方法は既報に従って行った．症例は，術前，
術翌日，術後７日，術後１か月，術後３か月，術後６か月にシルマー法による濾過法で涙液を採取した．
解析対象は，７項目のサイトカイン IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ, IL-17A とした．正常群では，IL-2, IL-4, 
IL-10, TNF は 5 pg/ml 以下と低い値であった．この７つのサイトカインの中では IL-6 と IL-17A が比較的高
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序　　　　　論

角膜移植手術において，拒絶反応は最も大きな予後に
悪影響を及ぼす因子の 1 つである 1）～ 5）．角膜における
免疫学的な研究がすすめられたにもかかわらず，同種間
角膜移植における拒絶反応の発症は今でも予後不良因子
の主要な原因である 6, 7）．現在のところ，拒絶反応を引
き起こしている精密なメカニズムは完全には解明されて
おらず，拒絶反応を予測する方法はない 8, 9）．

IL-2, IFN-γ, TNF-αなどの Th1 由来のサイトカインと，
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 などの Th2 由来のサイトカインの
相互関係のバランスが同種間移植の拒絶反応の発症に関
与している 10）．角膜移植における前房水や涙液中のサ
イトカイン濃度が間接的に調べられ，Th1/Th2 につい
て報告されている 11, 12）．角膜移植後のサイトカインと
ケモカインの発現が調べられているが，動物モデルでは
mRNA やたんぱく質での報告，ヒトにおいては前房水
のたんぱく質での報告がある 5, 11 ～ 17）．前房水を検体と
して採取するには，拒絶反応の誘因になる可能性や感染
症を引き起こす可能性があり危険をともなう．一方で，
涙液を検体とすれば安全性は高い．多くの種類の炎症性
疾患において，サイトカインの重要性や役割が報告され
ているが，拒絶反応におけるヒトの涙液中サイカインの
正確な濃度は明らかにされていない 13, 14）．最近の報告で，
PKP におけるヒトの涙液中サイトカインを調べたもの
がある 8）．しかし，この報告では健常人のコントロール
はなく，術前の基準値が不明であり，拒絶反応を引き起
こすサイトカインは明確にはならなかった．

本研究の目的は，安全で簡易な濾紙による涙液採取法
を用いて，拒絶反応と涙液中のサイトカインの関係があ
るのか調査することであった．我々は，過去の報告とは
異なる７つのサイトカイン；IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, 
IFN-γ, IL-17A について角膜移植における涙液中の濃度を

調査した．

対象と方法

福岡大学病院眼科で 2011 年８月から 2012 年９月に角
膜移植手術を受け，術後６か月間経過観察が可能であっ
た 30 症例を対象とした．コントロールは，点眼・内服・
コンタクトレンズの使用がなく，感染症・アレルギー性
結膜炎・免疫学的な疾患の既往がない健常人ならびに白
内障術前，硝子体術前の患者を対象とした．全ての症例
で，ヘルシンキ宣言に基づいたインフォームド・コンセ
ントを得た後に同意書を取得した．本研究は，福岡大学
病院臨床研究審査委員会による倫理委員会の承認を得て
行った．

患者についての詳細な背景は，表１に要約した． 
LKP ６例および PKP24 例，合計 30 例，男性 16 人，女
性 14 人であった．患者は 33 歳から 85 歳で，平均年齢
は 64.2±11.2（平均値±標準偏差）歳であった．拒絶反
応は PKP の術後１か月で１例，３か月で２例，６か月
で１例みられた．18 人 18 眼の正常な症例の涙液をコン
トロールとして使用した．コントロールの平均年齢は
39.4±10.3 歳であり，男性８人および女性 10 人であった．

すべての手術は同一の術者により実施された．すべて
のドナー角膜は，手術前は Optisol-GS（Bausch&Lomb，
NY）に保存されていた．術後は，６ヵ月間，ステロイ
ド点眼と抗生剤点眼による眼局所投与が行われた．術後
のステロイド点眼は，ベタメタゾン，デキサメタゾン，
フルオロメソロンの順に３か月おきに漸減した．拒絶反
応が起きた時のみ，ステロイド内服や免疫抑制剤の内服
加療を行った．

診断には細隙灯顕微鏡を使用し，角膜内皮所見や浮
腫，角膜中心厚の増加，臨床経過などを考慮し，同一の
医師により拒絶反応を診断した．涙液採取を行う 15 分
前には点眼は行わないようにした．涙液採取および抽出

い値であり，それぞれ 26 pg/ml, 21 pg/ml であった．PKP と LKP のすべての症例で拒絶反応の有無にかか
わらず，術翌日の IL-6 濃度が術前に比べ有意に上昇（p<0.01，p<0.01）したが，他のサイトカインは IL-6 の
ような術前後の有意な変化はなかった．拒絶反応は PKP の術後１か月で１例，３か月で２例，６か月で１
例みられた．涙液中のサイトカイン濃度は個人差が大きく濃度だけでの評価は困難であったが，経時的に
変化をみていくと拒絶反応群では類似した傾向が見られた．術前に IL-2, IL-6, IL-10, TNF, IL-17A が正常群よ
り高い症例は拒絶反応をおこしやすく注意を要する．術後，IL-2, IL-4, IL-10, TNF, IFN-γ, IL-17A と多種のサ
イトカインが上昇した場合には，数週間以内に拒絶反応が起こることが予測された．ステロイドや免疫抑
制剤の早期の投与を開始することができれば，拒絶反応が予防できるのではないかと考えられた．今回の
検討で涙液中のサイトカイン濃度の解析が拒絶反応の予測に有用であると思われた．今後，さらなる症例
の解析と免疫学的解明が必要である．

キーワード：サイトカイン，涙液，拒絶反応，全層角膜移植，表層角膜移植



Eyes LKP
/PKP Age Sex Cause of transplantation Previous  

rejection
Months before 

rejection

Initial visual
acuity

(log MAR)

Final visual
acuity

(log MAR)
1 LKP 58 M Dystrophy (-) (-) 0.4 0.16
2 LKP 62 M (-) (-) 0.4 0
3 LKP 77 M (-) (-) 0.4 0.7
4 LKP 43 M Acanthoamoeba keratitis (-) (-) 2.3 0.4
5 LKP 60 M Fungal keratitis (-) (-) 0.7 -0.08
6 LKP 75 F Bullous keratopathy (-) (-) -0.08 0.52
7 PKP 71 M (-) (-) 1.85 0.52
8 PKP 71 F (-) (-) 0.4 0.52
9 PKP 77 F (-) (-) 2.3 0.08

10 PKP 80 F (-) (-) 1.3 0
11 PKP 82 F (-) (-) 1.9 0.52
12 PKP 33 M Keratoconus (-) (-) 0.7 0
13 PKP 40 M (-) (-) 1.52 0.04
14 PKP 44 M , retinitis pigmentosa (-) (-) 1.85 0.52
15 PKP 45 F (-) (-) 1.3 -0.08
16 PKP 55 M (-) (-) 0.82 0
17 PKP 62 F Corneal opacity, post vitrectomy for proliferative diabetic retinopathy (-) (-) 2.3 2.3
18 PKP 73 F (-) (-) 0.7 0.7
19 PKP 79 M Corneal leukoma (-) (-) 1.3 1
20 PKP 81 F Traumatic  corneal opacity (-) (-) 2.3 1.3
21 PKP 52 F Transplant rejection (second PKP), bullous keratopathy, Behcet's disease (+) (-) 0.52 0.1
22 PKP 78 F , (+) (-) 1.22 0.3
23 PKP 79 F , (+) (-) 2.3 1.85
24 PKP 41 M , traumatic  corneal opacity (+) (-) 1.52 1.04
25 PKP 57 M , traumatic  corneal perforation (+) (-) 2.3 1.52
26 PKP 69 F , dystrophy (+) (-) 1.52 0.08
27 PKP 75 F Bullous keratopathy (-) 1M 0.7 0.08
28 PKP 57 M Transplant rejection (LKP, second PKP), Mooren�s ulcer (+) 3M 1.52 0.22
29 PKP 65 M Bullous keratopathy, retinitis pigmentosa (-) 3M 1.16 0.4
30 PKP 85 M (-) 6M 1.9 0.52 1.52

表 1　患者背景
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図 1	 コントロール群の各サイトカイン濃度
 コントロール群では， IL-2, IL-4, IL-10, TNF 濃度が 5 pg/

ml 以下で少なかった．IL-6 および IL-17A は，それぞれ
26 pg/ml，21 pg/ml であり，他のサイトカインより４～
５倍高値であった．
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方法は既報に従って行った 18）．検体は，術前，術翌日，
術後７日，術後１か月，術後３か月，術後６か月に，シ
ルマー法による濾過法で採取した．すべての検体は，
実験直前まで -80℃で凍結保存された．涙液抽出には，
シルマー紙に 0.01M リン酸緩衝液 pH7.2 （0.5mol NaCl, 
0.5%  Tween 20） 100μl を添加後，4 ℃にて一晩振盪し，
検体を作製した．サイトカインの測定はベクトン・デッ
キンソン（BD） 社の BDTM Cytometric Beads Array シス
テム（CBA） を用い，BDTM FACS Canto Ⅱにて蛍光抗体
法による多項目同時解析を行った．データ解析は BD 社
の FCAP Array 解析ソフトを使用した．解析対象は，7

項目のサイトカイン IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ, IL-
17A とした．統計学的検討は，Wilcoxon の順位和検定
もしくは Mann-Whitney の U 検定にて比較し，危険率 5 

％未満を統計学的に有意差ありとした．

結　　　　　果

コントロール群の各サイトカイン濃度を図 1 に示し
た．コントロール群では， IL-2, IL-4, IL-10, および TNF

濃度が 5 pg/ml 以下と少なかった．IL-6 および IL-17A は，
それぞれ 26 pg/ml，21 pg/ml であり，他のサイトカイ

ンより４～５倍高値であった．
拒絶反応群の術前値とコントロール群の比較では，

拒絶反応群は IL-2, IL-6, IL-10, TNF, IL-17A が有意に高
く（p=0.0023, 0.0025, 0.0025, 0.0015, 0.0025），IL-4, IFN-γ
は有意に低かった（p=0.0025, 0.0025）．拒絶反応群と拒
絶反応のなかった群での手術前のサイトカイン濃度の
比較検討では，拒絶反応群は IL-2, IL-4, IL-10, TNF, IL-
17A が有意に高かった（p=0.0014, 0.0014, 0.0016, 0.0011, 

角膜移植術後の涙液中サイトカイン濃度の解析　（淵上・他）
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図 2	 拒絶反応群と拒絶反応のなかった群の経時的変化
 手術前後で IL-6 のみ拒絶反応の有無にかかわらず術後高値となっていた（P< 0.01）．IL-6 は術後１か月で正常化していた．他のサ

イトカインでは手術前後での有意差はなかった．拒絶反応群となかった群で術後６か月間での有意差はなかった．
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0.0015）．特に IL-10 は拒絶反応のなかった群の５倍以上
の濃度であった．一方で，拒絶反応群は拒絶反応のなかっ
た群と比較して，術前の IL-6, IFN-γ の濃度が有意に低
かった（p=0.0016, 0.0016）．

拒絶反応時の濃度をコントロール群と比較すると，
IL-2, IL-6, TNF, IL-17A は有意に高く（p=0.0023, 0.0025, 
0.0016, 0.0025），IL-4, IL-10, IFN-γ は 有 意 に 低 か っ た

（p=0.0025, 0.0025, 0.0025）．
拒絶反応群と拒絶反応のなかった群の６か月間にお

ける経時的変化を図２に示した．今回の我々の結果で
は，既報 8）にあるような拒絶反応の有無での各サイト
カインの有意差はなかった．手術前後で IL-6 のみ，拒
絶反応の有無にかかわらず，術後高値となっていた（P< 
0.01）．術後１か月で，正常値にまで減少していた．拒
絶反応群となかった群で，術後６か月間での有意差はな
かった．

しかし，拒絶反応群では一定の傾向が出現していた．
拒絶反応群の発症時期による経時的変化を図３に示し
た．拒絶反応群を拒絶反応が発症した時期により，１か
月，３か月，６か月目の発症と３つの群に分けると，
IL-2, IL-4, IL-10, TNF, IFN-γ, IL-17A では，拒絶反応発症

前にスパイクがみられた．
拒絶反応群の拒絶反応前の変化を図４に示した．拒絶

反応発症時点を０とし，拒絶反応発症時点の１つ前の測
定点を -1，２つ前の測定点を -2 とすると，IL-2, IL-4, IL-
10, TNF, IFN-γ, IL-17A では，拒絶反応が起こる前に有意
に上昇し，拒絶反応が起きた時点で低下していた（各々，
P=0.028）． 特に，IL-4 と IL-10 のサイトカイン濃度は拒
絶反応がおこる前の 1/10 以下に著しく低下していた．
IL-6 のみスパイクがみられず，拒絶反応の出現前も出現
時も濃度が低下していた．IL-6 は拒絶反応後に拒絶反応
がない群と比較すると濃度が上昇していた（P=0.0016）．

サイトカインのバランスを調べるために，各サイトカ
インと IL-10 の比を調査した．拒絶反応が起きる 1 つ前
の測定点の IL-4/IL-10, IFN-γ/IL-10 は，拒絶反応群がな
い群より有意に低かった（P<0.01）．しかし，他の時点
での比較では有意差はなかった．

考　　　　　察 

角膜組織において，IL-6 は重要な役割を担っており，
角膜内皮の透明性を保つ役割や創傷治癒に関与してい
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図 3	 拒絶反応の発症時期による経時的変化
 拒絶反応群を拒絶反応が発症した時期により，１か月，３か月，６か月目の発症と３つの群に分けると，IL-2, IL-4, IL-10, TNF, 

IFN-γ, IL-17A では，拒絶反応発症前にスパイクがみられた．

図 4	 拒絶反応前の変化
 拒絶反応時点を０とし，発症時点の１つ前の測定点を -1，２つ前の測定点を -2 とすると，IL-2, IL-4, IL-10, TNF, IFN-γ, IL-17A では，

拒絶反応前に有意な増減，スパイクがみられた（*P<0.05）．
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る 19）．これらの機能が働いている時は，IL-6 が短期間
で急激に増加するが，PKP 後の角膜組織の IL-6 だけで
なく涙液中の IL-6 も急激に増加したとの報告 8）がある．
今回の我々の結果でも同様に，術翌日の涙液中 IL-6 が
有意に増加していた．IL-6 による創傷治癒の機能は継続
するので，今回の我々の結果では，正常化するのに術後
１か月の時間がかかっていた．IL-6 はその後５か月間減
少を続け，拒絶反応群でも減少していた．一方で，角膜
移植の拒絶反応時には，前房水中の IL-6 が増加したと
の報告がある 5, 14）．これらの結果から，IL-6 は前房水中
と涙液中では異なる役割があることが示唆された．

IL-1β, IL-8, TNF-α などのサイトカインは，新生血管の
過程に関与していると報告されている 18, 20）．TNF-α の
発現が促進されると，角膜移植の拒絶反応ハイリスク症
例では血管侵入がみられた 21）．同種間角膜移植の拒絶
反応時 22）には，前房水や血清中の mRNA13）とたんぱく
質21）でTNF-αの発現がみられた．我々の研究でも同様に，
角膜移植の拒絶反応の発症前に涙液中の TNF 増加をみ
とめた．TNF は，角膜内皮細胞や上皮細胞のアポトー
シスの感受性を増加させることが示唆された．

非炎症性サイトカインで最も特徴的な反応がみられ
た．IFN と IL-10 は拒絶反応前のスパイクでは 10 倍
以上に増加し，拒絶反応時に減少していた．涙液中の
IL-10 が減少していることが内皮型拒絶反応では重要で
ある．動物モデルでは IL-10 が拒絶反応を遅らせたり減
らしたりするとの報告がある 23 ～ 25）．IL-10 は，単球／大
食細胞の MHC クラス II の発現を減少させ，それらの
抗原提示機能を妨げる作用がある．IL-10 は，TNF-α，
IL-1β，IL-8 26）などの炎症を誘発するサイトカインの生
産を抑制し，単球も調整する．我々の研究において，
IL-10は過去の報告と同様に角膜拒絶反応時には減少し，
濃度は正常群の 3pg/ml より低かった．このことは，拒
絶反応時に IL-10 が急激に減少した原因として，このサ
イトカインによる防御機能を失ったことが示唆された．
IFN-γ は拒絶反応のなかった群ではコントロール群や正
常群の 10 倍以上の濃度であった．IFN-γ を注射するこ
とで PKP 後の拒絶反応を防げたとの報告もある 24）．そ
れゆえ，術前の涙液の解析で IFN-γ が 100 pg/ml 以上の
高値であることは PKP の術後経過を良好なものにする
と言えるであろう．

IL-17A は，最近いくつかの自己免疫性疾患の病因と言
われている炎症誘発性サイトカインである．IL-17A は
また，心臓および腎臓の同種移植拒絶反応に関与してい
ると報告された 27 ～ 30）．これらの報告によると，IL-17A

が枯渇したほうが角膜移植における拒絶反応が起こりに
くいとの仮説が成り立った．しかし，Cunnusamy らは，
IL-17A が角膜の免疫反応を維持するためには必須であ
り，IL-17A と CD4+CD25+ Tregs の間の相互作用が角膜

の同種移植で拒絶反応を起こさないためには必要であ
る 31）と示した．我々の研究でも，IL-17A は拒絶反応の
前に増加し，拒絶反応時に減少しており，このサイトカ
インの防御機能が損なわれたことが示唆された．

今回の研究における欠点は２つあげられ，今後の課題
となった．まず１点は，経過観察期間を６か月と短くし
たことで，６か月以降で拒絶反応が起きた症例が拒絶反
応のなかった群に入っていることである．長期的な比較
検討でも今回と同じ結果が得られるのか再検討が必要と
思われた．もう１点は，涙液採取時期が等しい間隔では
なかったので，スパイクの時期が正確に定義できなかっ
たことである．術直後は１日，術後６か月では３か月の
間隔であった．今回の結果を参考に，Th1，Th2 由来の
多種のサイトカインの増加をみとめたら今後拒絶反応が
おこると予測し，短期間に次の涙液採取を行う必要があ
ると思われた．

涙液中サイトカイン濃度は各症例で大きく異なってい
るが，今回の研究により，拒絶反応前に同様の傾向が観
察された．角膜移植における拒絶反応を予測し，早期の
ステロイド内服や免疫抑制剤内服等の予防的治療ができ
れば，同種間角膜移植での生存率は改善しうるであろう．

簡易で安全な方法で涙液中サイトカインを調べること
で，PKP 術前のハイリスク症例を同定でき，涙液中サ
イトカインを経時的に追うことで，PKP 後の拒絶反応
を起こす可能性を早期に発見できると考えられた．
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