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輸血関連急性肺障害に関与した抗HLA Class II 抗体陽性血漿と末梢血単核細胞

及び血管内皮細胞の共培養による内皮細胞の透過性亢進
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【背景】輸血関連急性肺障害（transfusion-related acute lung injury：TRALI）の病因に，抗HLA Class II 抗体に
よる標的抗原陽性単球の活性化が関与していると考えられる．また，TRALI の特徴的な症状である肺水腫は血管透
過性の亢進により誘導される．
【方法】TRALI における肺水腫の形成に抗HLA Class II 抗体と単球が関与する可能性を調べるため，TRALI の原
因製剤となった抗HLA Class II 抗体陽性血漿（抗HLA-DR血漿）存在下で，ヒト末梢血単核細胞（peripheral blood
mononuclear cell：PBMNC）とヒト肺微小血管内皮細胞（human lung microvascular endothelial cells：HMVEC）を
共培養し，血管透過性亢進の有無を調べた．同様の実験を正常ヒト臍帯静脈内皮細胞（human umbilical vein endo-
thelial cells：HUVEC）を用いて行った．血管透過性は，共培養に添加した蛍光標識デキストランの透過性を測定す
ることにより評価した．
【結果】抗HLA-DR血漿存在下で PBMNCs と HMVECs またはHUVECs を共培養することにより，血管内皮細胞
の透過性が亢進した．この作用は抗体の特異性に依存していた．共培養に platelet activating factor（PAF）のアン
タゴニストであるCV-3988 を添加することにより，血管透過性亢進作用はほぼ完全に抑制された．抗TNF-α中和抗
体単独及び同抗体と抗 IL-1β中和抗体の両方を共培養に添加することにより，HMVECs と HUVECの透過性亢進作
用はそれぞれ部分的に抑制された．
【考察】抗HLA Class II 抗体の存在下で標的抗原を発現する単球と血管内皮細胞を共培養することにより，血管透
過性亢進が誘導された．この反応に PAF，TNF-αまたは IL-1βが関与していると考えられた．従って，抗HLA Class
II 抗体による単球の活性化は，TRALI における肺水腫の病態形成に関与することが示唆された．
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はじめに
輸血関連急性肺障害（transfusion-related acute lung

injury：TRALI）は，輸血後 6時間以内に急性呼吸困難，
低酸素血症及び非心原性肺水腫などの主症状を呈する
重篤な輸血副作用である１）．TRALI の特徴的な症状の
一つである肺水腫は，肺毛細血管の透過性の制御が破
綻して血管透過性が亢進し，血液の血漿成分や血球が
血管外の組織に漏出することにより引き起こされる２）３）．
TRALI は，患者細胞が血液製剤中に含まれるドナー

由来の抗白血球抗体や生理活性物質（biologic response
modifiers：BRMs）に暴露されることにより引き起こさ
れると考えられている２）３）．これまでの研究結果から，
抗HLA Class II 抗体がTRALI の病態形成において重
要な役割をしていることが示唆されており４）～１１），下記の
機序でTRALI が発症すると考えられている．抗HLA
Class II 抗体を保有する血液製剤が輸血されると，抗体
は標的抗原を発現している患者の単球を活性化し，TNF-
α９）１１），IL-1β９），tissue factor 及び leukotoriene B4１０）１１）等
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の炎症性メディエーターの産生を誘導する．さらにこ
れらのメディエーターがTRALIの症状を引き起こすと
いうものである．しかしながら，抗HLA Class II 抗体
による単球の活性化がTRALIにおける肺水腫の形成に
関与しているということの直接的な証明はなされてい
ない．
これまでに我々は，重篤な非溶血性輸血副作用（non-

hemolytic transfusion reactions：NHTRs）の原因製剤
となった抗HLAClass II 抗体陽性血漿が in vitroにおい
て抗体の標的抗原を発現するヒト末梢血単核細胞（pe-
ripheral blood mononuclear cells：PBMNCs）を活性化
し，サイトカインの産生・放出を誘導すること１２）１３），さ
らに，この抗体と単球との反応上清は，主に反応上清
中に放出されたTNF-αと IL-1βを介して正常ヒト臍帯
静脈内皮細胞（human umbilical vein endothelial cells：
HUVECs）及びヒト肺微小血管内皮細胞（human lung
microvascular endothelial cells：HMVECs）の透過性を
亢進させることを報告している１３）１４）．これらの結果は
TRALI症例由来の抗体を用いて行った検討によるもの
ではないが，抗HLA Class II 抗体が抗体の特異性に依
存して単球を活性化し，その結果，放出された炎症性
メディエーター（TNF-α，IL-1β）がTRALI に特徴的
な症状である肺水腫の形成に寄与する生理活性を有す
ることを示唆している．しかしながら，さらに輸血副
作用の状況を反映させた in vitroモデルを構築するため
に，以下の点を考慮する必要があった．（1）上述の検
討では，抗HLA Class II 抗体により単球を活性化させ
る操作と，得られた反応上清の血管透過性亢進作用を
調べる操作を別々に行ったため，抗体陽性血液製剤の
輸血開始から副作用が発症するまでの時間を正確に反
映していないこと．（2）TNF-α及び IL-1βといった比
較的安定なメディエーターが血管透過性亢進に関与し
ていることを見出したが，短い半減期のメディエーター
が関与している可能性も否定できないこと．これらの
点を考慮して，生体でのTRALI の状況を in vitro にて
模擬するには，抗HLA-DR血漿存在下で血管内皮細胞
とPBMNCsとを共培養する実験系が必要と考えられる．
我々は以前，抗HLA Class II 抗体陽性血小板製剤の

輸血によりTRALI が発症した症例を報告している１５）．
そこで本検討では，抗HLAClass II抗体によってTRALI
が発症する機序の解明に取り組むため，TRALI 症例由
来の抗HLA-DR血漿の存在下でPBMNCsとHMVECs
を共培養することにより，HMVECs 及び HUVECs
の透過性が亢進されるかどうかを検討した．さらに血
管透過性亢進作用を誘導する因子として，サイトカイ
ンの関与に加え，platelet activating factor（PAF）及
び cysteinyl leukotorienes（CysLTs）の役割について
調べた．

材料と方法
1．抗 HLA Class II抗体陽性血漿
抗HLA Class II 抗体陽性血小板製剤の輸血により

TRALI が発症した症例を経験し，既に報告している１５）．
本症例の原因製剤となった血液ドナーの血清と患者血
清について，抗HLA Class I，II 抗体，抗 human plate-
let antigen（HPA）抗体，抗Human neutrophil antigen
（HNA）抗体の有無をそれぞれ，Flow-PRA法１６）（One
Lambda 社），MPHA（mixed passive haemagglutina-
tion）法１７）（Olympus 社），GIFT-FCM（granulocyte im-
munofluorescence test-flow cytometry）法１８）でスクリー
ニングした．抗血漿タンパク抗体は，in-house の ELISA
で，抗 IgG抗体は passive haemagglutination（PHA）法
で検出した．血液ドナーの血清は抗HLA Class II 抗体
が強陽性であり，HLA-DR4 をはじめ複数のHLA-DR
抗原に反応したが，HLA-DR8 と HLA-DR12 には反応
しないことを見出している１５）．また，同血清は，A24
に対する抗HLA Class I抗体が弱陽性であった．TRALI
を発症した患者はHLA-DR1，4，HLA-A24が陽性であっ
た．血液ドナー及び患者血清のいずれにおいても，抗
HPA，HNA抗体及び抗血漿タンパク抗体は検出されな
かった．本検討では本症例の血液ドナーの抗HLAClass
II 抗体陽性血漿（抗HLA-DR血漿）を使用した．

2．PBMNCsの調整
健常人全血（へパリン加）から同意を得て，PBMNCs

を採取し１２）１４），RPMI に浮遊した（2.5×106�ml）．抗HLA-
DR血漿は，HLA-A24，31 と HLA-DR4，10 を有する
PBMNCs（subject 1），HLA-A2，26 と HLA-DR4，15
を 有する PBMNCs（subject 2），及びHLA-A2，11
と HLA-DR4，4 を有する PBMNCs（subject 3）の 3
人の被験者由来PBMNCsと交差反応するが，HLA-A2，
24 と HLA-DR8，12 を有する PBMNCs（subject 4），
及びHLA-A24，26 と HLA-DR8，12 を有するPBMNCs
（subject 5）の 2人の被験者由来 PBMNCs とは反応し
ないことをフローサイトメトリーで確認した．前者 3
人の PBMNCs を交差反応陽性 PBMNCs とし，後者 2
人の PBMNCs を交差反応陰性 PBMNCs とした．

3．血管内皮細胞の透過性アッセイ
血管内皮細胞は，HUVEC及びHMVEC（共に Cam-

brex Bio Science 社）を使用した１４）．
血管内皮細胞の透過性アッセイは，Seynhaeve ら１９）の

方法を一部改変して行った．血管内皮細胞をトランズ
ウェル（6.5mm diameter，0.4µm pore size，polyester
membrane；Corning 社）に播種し（2.5×104�上室），
5日間培養してコンフルエントとした．
抗HLA-DR血漿存在下にて血管内皮細胞とPBMNCs

を共培養する際，血漿の凝固を阻害するため，終濃度
0.25U�ml のへパリンを内皮細胞の培養液に添加した．
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Fig.　1　Effect of coculture of HMVECs with PBMNCs in 
the presence of anti-HLA-DR plasma on endothelial 
permeability.
HMVECs on transwell were incubated with cross-match-
positive (n＝3) or -negative (n＝2) PBMNCs, anti-HLA-
DR plasma or AB plasma, and FITC-labeled dextran for 
6 hours. After the incubation, the passage of FITC-la-
beled dextran into the lower chamber of the transwell 
was measured. The results of cross-match-positive 
PBMNCs are expressed as mean±SD of six independent 
experiments performed on three subjects in duplicate 
(A). The data from cross-match-negative subjects repre-
sent the mean of four independent experiments per-
formed on two subjects in duplicate (B).
. ＊p＜0.05

PBMNCs（1×105），抗HLA-DR血漿（終濃度 0.5％，
vol�vol）及び FITC―標識デキストラン（0.5mg�ml；

Sigma Chemical 社）をトランズウェルの上室に添加し，
下室は新鮮な培養液に交換して 6時間のインキュベー
ションを行った（37℃，5％ CO2）．陰性対照として，抗
体陰性ヒトAB型プール血漿（AB型血漿）を，陽性対
照として lipopolysaccharide（LPS）（1µg�ml）を用いた．
血管透過性亢進に対するサイトカイン，PAF及びCsyLT
の影響を見る場合には，各種サイトカイン中和抗体（100
µg�ml），PAFレセプターアンタゴニスト（CV-3988；
Biomol 社）またはCysLTレセプターアンタゴニスト
（BAY-u9773；Biomol 社）を共培養に添加した．上記の
阻害剤の使用濃度は，これまでに報告されている文献
データを基にした（サイトカイン中和抗体１４），CV-
3988２０）～２２），BAY-u9773２３）２４））．
血管透過性の変化を測定するため，共培養の後，上

室を除き，下室溶液の蛍光強度を蛍光プレートリーダー
（GMI 社）にて測定した．実験は全て duplicate で行っ
た．抗HLA-DR血漿及びAB型血漿のエンドトキシン
濃度は比濁時間分析法（Endotoxin-Single Test Wako，
Wako Cemical 社）にて行った．

4．統計学的解析
統計学的解析にはKareidaGraph 4.01（Sinergy Soft-

ware 社）を使用した．抗HLA-DR血漿または LPS
による血管内皮細胞の透過性亢進と陰性対照における
血管透過性との有意差検定は，paired Student’s t-test
にて行った．血管透過性亢進に対するサイトカイン中
和抗体，PAFレセプターアンタゴニスト，またはCysLT
レセプターアンタゴニストの影響を見る場合には，
Fisher’s protected least significant difference test にて
有意差検定を行った．有意差水準は p＜0.05 を用いた．

結 果
1．抗 HLA-DR血漿存在下で PBMNCsと HMVECs

を共培養することによる血管透過性亢進作用
はじめに，抗HLA-DR血漿存在下で PBMNCs と

HMVECs を共培養することにより，HMVECs の透過
性が亢進されるかどうかを検討した．抗HLA-DR血漿
及び陰性対照のAB型血漿のいずれも，それぞれ単独
でHMVECs に添加した場合には，透過性に影響を与え
なかった（Fig. 1）．抗HLA-DR血漿存在下で交差反応
陽性 PBMNCs と HMVECs を 6 時間，共培養すること
により，陰性対照のAB型血漿の場合と比較して，有
意な血管透過性亢進がみられた（Fig. 1A）．6時間未満
のインキュベーション（1.5，3，4.5 時間）では，有意
な透過性亢進は見られなかった（結果示さず）．一方，
交差反応陰性PBMNCsを用いて6時間の共培養を行っ
た場合には， 透過性亢進はみられなかった（Fig. 1B）．
抗HLA-DR血漿はA24に対する抗HLAClass I抗体も
弱陽性であったため，同抗体の血管透過性亢進反応へ
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Fig.　2　Effects of anti-cytokine neutralizing antibodies on increased HMVEC permeability induced 
by the coculture of HMVECs with PBMNCs in the presence of anti-HLA-DR plasma.
Anti-cytokine neutralizing antibodies or control antibody were added to the coculture of HM-
VECs with cross-match-positive PBMNCs, anti-HLA-DR plasma or AB plasma, and FITC-labeled 
dextran. After 6 hour incubation, the passage of FITC-labeled dextran into the lower chamber of 
the transwell was measured. The results are expressed as mean±SD of duplicate determinations 
of three subjects. ＊p＜0.05

の関与を考慮する必要があった．しかしながら，交差
反応陰性PBMNCsは 2例ともA24陽性であったのに，
血管透過性亢進はみられず（Fig. 1B），また，交差反応
陽性PBMNCsは 3例中 2例がA24陰性であったが，透
過性亢進が誘導された（Fig. 1A）．従ってA24 抗原と
抗体の特異性に依存したHMVECsの透過性亢進は見ら
れなかったため，共培養による血管透過性亢進に抗HLA
Class I 抗体は関与していないと考えられた．陽性対照
の LPSは，単独でHMVECs に添加することにより
HMVECs の透過性を亢進させたが（Fig. 1），LPS存在
下において交差反応陽性PBMNCsまたは陰性PBMNCs
と HMVEC共培養することにより，単独の場合よりも
有意に高い透過性亢進作用を示した（Fig. 1）．抗HLA-
DR血漿及びAB型血漿中のエンドトキシン濃度は6pg�
ml 以下で，共培養中の終濃度は 0.03pg�ml 以下である
ため，炎症性作用を引き起こさない，低いレベルに保
たれていると考えられた．

2．共培養によるHMVECsの透過性亢進に対する抗サ
イトカイン中和抗体の影響
我々及び他の研究者により，輸血副作用に関与した

抗HLA Class II 抗体が，抗体の特異性に依存して単球
を活性化し，TNF-α，IL-1β９）１２），IL-6，または IL-8１２）等
のサイトカインの産生を誘導することが示されている．
さらに我々は抗HLA Class II 抗体陽性血漿によって活
性化された PBMNCs の上清がHUVECs や HMVECs

の透過性を亢進させることを見出している１４）．この反応
上清にTNF-αと IL-1βに対する中和抗体の両方を同時
に添加すると，血管透過性亢進作用はほぼ完全に抑制
された１４）．そこで，本検討の共培養において血管透過性
亢進を誘導する因子を特定するため，サイトカインの
関与を調べた．抗HLA-DR血漿存在下における交差反
応陽性 PBMNCs と HMVECs の共培養にTNF-α，IL-
1β，IL-6，または IL-8 の中和抗体を添加し，血管透過
性亢進抑制作用の有無を測定した．IL-1β，IL-6，また
は IL-8 の中和抗体それぞれ単独では，血管透過性亢進
に対し，有意な抑制効果を示さなかったが，TNF-α
の中和抗体は部分的ではあるが，有意な抑制作用を示
した（Fig. 2）．抗TNF-α，IL-1β中和抗体の両方を同時
に共培養に添加しても，抗TNF-α中和抗体単独の作用
と比較して，抑制効果の増強はみられなかった．

3．共培養によるHMVECsの透過性亢進に対する PAF

または CysLTレセプターアンタゴニストの影響
抗TNF-α中和抗体は，共培養による血管透過性亢進

を完全には抑制しなかったため，TNF-α以外の因子が
血管透過性亢進作用に関与していると考えられた．PAF
は肺水腫の誘導において重要な役割を担うメディエー
ターである２５）２６）．また，CysLTs も血管透過性亢進に関
与することが報告されている２７）．PAFと CysLTs は活
性化された単球において合成される２６）～２８）．そこで，交差
反応陽性 PBMNCs 及び HMVECs の共培養に PAFレ
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Fig.　3　Effects of antagonists of PAF or CysLT receptor on increase in endothelial permeability 
induced by coculture of HMVECs with PBMNC in the presence of anti-HLA-DR plasma. 
CV-3988, a PAF receptor antagonist, or BAY-u9773, a CysLT receptor antagonist were added to 
the coculture of HMVECs with cross-match-positive PBMNCs, anti-HLA-DR plasma or AB plas-
ma, and FITC-labeled dextran. After 6 hour incubation, the passage of FITC-labeled dextran into 
the lower chamber of the transwell was measured. The results are expressed as mean±SD of 
duplicate determinations of three subjects. ＊p＜0.05

セプターのアンタゴニスト（CV-3988）または CysLT
レセプターアンタゴニスト（BAY-u9773）を添加して，
血管透過性亢進に対する影響を調べた． CV-3988（25，
50µM）はほぼ完全にHMVECs の透過性亢進反応を抑
制したが，BAY-u9773 は透過性亢進反応に影響を与え
なかった（Fig. 3）．

4．抗 HLA-DR血漿の存在下で PBMNCsと HUVECs

を共培養することによる血管透過性亢進作用
抗HLA Class II 抗体による単球の活性化は肺水腫だ

けでなく，発疹，蕁麻疹及び血管浮腫などの非溶血性
輸血副作用で頻繁にみられる症状にも関与している可
能性が考えられる．このことから，HMVECs 以外の血
管内皮細胞と PBMNCs とを抗HLA-DR血漿存在下で
共培養した場合にも血管透過性が亢進されると推測さ
れる．そこで，HUVECs を用い，共培養における血管
透過性亢進の有無を調べた．抗HLA-DR血漿及び陰性
対照のAB型血漿のいずれも，それぞれ単独でHUVECs
に添加した場合には，血管透過性に影響を与えなかっ
た（Fig. 4）．抗HLA-DR血漿存在下で交差反応陽性
PBMNCsとHUVECsを 6時間，共培養することにより，
陰性対照のAB型血漿の場合と比較して，有意な透過
性亢進がみられた（Fig. 4A）．6時間未満のインキュベー
ション（1.5，3，4.5 時間）では，有意な透過性亢進は
見られなかった（結果示さず）．一方，交差反応陰性
PBMNCs を用いて 6時間の共培養を行った場合には，
透過性亢進はみられなかった（Fig. 4B）．陽性対照のLPS

存在下におけるPBMNCsとHUVEC共培養は，PBMNCs
と抗 HLA-DR血漿との交差反応性に関係なく，有意に
高い血管透過性亢進を誘導した（Fig. 4）．LPS単独に
よる血管透過性亢進作用はわずかであった（Fig. 4）．
さらに，本検討でみられたHUVECs の透過性亢進に

対し，サイトカインに対する中和抗体及びPAFまたは
CysLTsのレセプターアンタゴニストが与える影響を調
べた．TNF-α，IL-1β，IL-6，または IL-8 の中和抗体そ
れぞれ単独では，血管透過性亢進に対し，有意な抑制
効果を示さなかったが，TNF-αと IL-1βに対する中和
抗体を同時に共培養に添加することにより，血管透過
性亢進は部分的ではあるが，有意に抑制された（Fig. 5A）．
CV-3988（50µM）はほぼ完全に血管透過性亢進反応を
抑制したが，BAY-u9773 は透過性亢進反応に影響を与
えなかった（Fig. 5B）．

考 察
TRALIにおける肺水腫は肺血管の透過性が亢進する

ことにより誘導される．TRALI の病態形成には，血液
製剤中の抗HLA Class II 抗体による患者の単球の活性
化が重要な役割を果たしている９）～１１），すなわち，抗体に
よる単球活性化が血管透過性亢進作用の誘導に関与す
ると考えられている．本検討において，我々は，TRALI
症例由来の抗HLA-DR血漿存在下で PBMNCs と
HMVECs またはHUVECs を共培養することにより，
抗体の特異性に依存して血管透過性が亢進されること
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Fig.　4　Effect of coculture of HUVECs with PBMNCs in 
the presence of anti-HLA-DR plasma on endothelial 
permeability.
HUVECs on transwell were incubated with cross-match-
positive (n＝3) or -negative (n＝2) PBMNCs, anti-HLA-
DR plasma or AB plasma, and FITC-labeled dextran for 
6 hours. After the incubation, the passage of FITC-la-
beled dextran into the lower chamber of the transwell 
was measured. The results of cross-match-positive 
PBMNCs are expressed as mean±SD of duplicate deter-
minations of three subjects (A). The data from cross-
match-negative subjects represent the mean of duplicate 
determinations of two subjects (B). ＊p＜0.05

を初めて示した．
我々の共培養モデルは，培養の開始から血管内皮細

胞の透過性亢進が誘導されるまでに 6時間を要した．
この反応時間は，一般的にTRALIにおいて肺水腫が出

現するといわれている輸血後 6時間の範囲内に入って
いる．しかしながら，多くのTRALI は輸血後 2時間以
内に発症するという見解もある．in vitro の我々の結果
と in vivo の副作用発症時間に乖離が生じることの理由
の一つとして，我々の共培養モデルはTRALIの「Two-
event model」で提案されている因子を含んでいないこ
とが考えられる．「Two-event model」は TRALI が発
症する機序を理解するために提唱されている説であ
る３）２９）．「Two-event model」の first event は，患者の原
疾患に起因して，肺血管内皮細胞が炎症の誘発につな
がる活性化状態にあり，好中球が肺に集積しているこ
とを指す．second event は，輸血により抗HNA抗体や
BRMsに患者細胞が暴露されることであり，肺血管で
プライミングされた状態にある好中球は second event
によって活性化される．引き続いて活性化好中球が血
管内皮細胞の障害及び血管透過性亢進を誘導し，TRALI
が発症すると考えられている．好中球は正常状態では
HLA Class II 抗原を発現していないため，同抗体は直
接好中球を活性化しないと考えられる．しかし，抗HLA
Class II 抗体によって活性化された単球から放出される
TNF-αやIL-1β９）１１）１２）が好中球を活性化する可能性がある．
したがって，抗HLA Class II 抗体による単球活性化が
「Two-event model」の second event になり得ることが
示唆される．我々の共培養モデルでは抗HLA Class II
抗体単独の刺激により，6時間のインキュベーションで
血管透過性亢進反応が出現したため，この実験系に血
管内皮細胞をプライミングする操作を加え，さらに好
中球を添加すると，血管透過性亢進が出現する時間が
早まる，あるいは反応が増強されると推測される．
本検討において，我々は PAFレセプターアンタゴニ

ストであるCV-3988 を共培養に添加することにより，
ほぼ完全にHMVECs及びHUVECsの透過性亢進が抑
制されたことを示した．PAFは様々な炎症反応を引き
起こす生理活性脂質であり２６）３０）３１），単球，マクロファー
ジ，顆粒球，肥満細胞及び血管内皮細胞等の種々の細
胞の活性化に伴って合成される２６）２８）３２）～３５）．その生理活性
は多様で，血小板や白血球に対する活性化作用，及び
血管透過性亢進作用を発揮する２６）３６）．急性肺障害の動物
モデルにおいては，PAFの投与によって肺の血管透過
性亢進による肺水腫が誘導されること２６）３０），さらに，LPS
投与による急性肺障害の動物モデルでは，CV-3988を投
与することにより，肺水腫の形成が抑制されることが
報告されている３１）．従って，我々の結果から，抗HLA-
DR血漿存在下で交差反応陽性PBMNCsと血管内皮細
胞を共培養することにより，PAFが産生され，血管透
過性を亢進させる因子の一つとなっている可能性が考
えられる．in vitro の実験は正確に in vivo の TRALI
の状況を反映することはできないが，本検討結果から，
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Fig.　5　Effects of neutralizing antibodies to cytokines anti-cytokine neutralizing antibodies and 
antagonists of PAF or CysLT receptor on the increase in HUVEC permeability.
Anti-cytokine neutralizing antibodies or control antibody (A), and CV-3988, BAY-u9773, or Etha-
nol (ETOH, a vehicle control) (B) were added to the coculture of HUVECs with cross-match-posi-
tive PBMNCs, anti-HLA-DR plasma or AB plasma, and FITC-labeled dextran. After 6 hour incu-
bation, the passage of FITC-labeled dextran into the lower chamber of the transwell was 
measured. The results are expressed as mean±SD of duplicate determinations of three subjects. 
＊p＜0.05

抗HLAClass II 抗体が原因となって誘導されるTRALI
に PAFが関与している可能性が示唆される．しかしな
がら，PAFの関与を裏付けるには我々の検討には以下
に記す限界があった．一つは，共培養における PAF
の産生の検出を市販のELISA kit にて試みたが，検出

できなかったことである．PAFは半減期が短いために
検出が難しい分子とされており３７）３８），我々の実験系にお
けるPAFの測定方法を改善する必要があると考えられ
た．二つめは，in vitro で PAFを HMVECs に添加し，
外因性 PAFの血管透過性亢進作用及び，この反応に対
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するCV-3988の競合作用の測定を試みたが，外因性PAF
によるHMVECsの透過性亢進及びCV-3988の競合作用
のいずれも検出できなかったことである．従って，今
後，TRALI 発症における PAFの役割を明らかにする
ため，さらなる検討が必要である．
本検討において，抗TNF-α中和抗体またはTNF-α

及び IL-1βの中和抗体の両方を同時に共培養に添加する
ことにより，HMVECs またはHUVECs の血管透過性
亢進が，それぞれ部分的に抑制されたことを示した．
共培養において，TNF-αまたは IL-1βが産生され，血
管透過性亢進の誘導に関与していることが示唆される
が，これらのサイトカインは共培養においては，中心
的なメディエーターとは考えにくい．以前に我々が報
告した結果は，本結果とは異なり，抗HLA Class II
抗体によって活性化されたPBMNCsの上清中に放出さ
れたTNF-αとIL-1βの作用によりHMVECsまたはHU-
VECs の透過性亢進が誘導された１４）．我々の今回の結果
と，前回の結果において，血管透過性亢進に対するTNF-
αと IL-1βの関与の程度が異なるのは，下記に記す実験
条件の違いが一因となっていると考えられる．前回の
検討では，予め，血管内皮細胞非存在下で PBMNCs
に抗 HLA Class II 抗体陽性血漿を作用させて反応上清
を採取し，この上清を血管内皮細胞に添加して 6時間
後に透過性亢進を検出した．透過性亢進作用を有する
反応上清を得るにはHMVECs の場合に 20 時間，HU-
VECs の場合には 3時間を要した．このことから，前回
の検討では，抗HLA Class II 抗体陽性血漿とPBMNCs
とのインキュベーションによって産生されたTNF-α
と IL-1βの濃度が，これらサイトカインの作用のみで血
管透過性亢進を誘導するのに十分な濃度であったのに
対し，本検討の 6時間の共培養で産生されたTNF-α
と IL-1βの濃度は，サイトカイン単独で透過性亢進作用
を誘導するには不十分であったと考えられる．もう一
つの理由として，本検討の共培養はTNF-αと IL-1β
などの比較的安定したメディエーターに加え，半減期
の短いPAFの関与を評価できる実験系であることが考
えられる．PAF，TNF-α及び IL-1βは急性肺障害の病
態を誘導する因子であることが知られている３９）．本検討
においてTNF-α及び IL-1βの血管透過性亢進反応に対
する寄与は部分的であったが，抗HLA Class II 抗体に
よって発症するTRALI の病態形成に，これらのサイト
カインとPAFが相乗的に働いている可能性が示唆され
る．
抗HLA Class II 抗体のTRALI 発症への関与を調べ

るため，本検討では，TRALI 症例の原因製剤となった
ドナー由来抗HLA-DR血漿を用いた．予備試験におい
て，我々は本検討で使用した抗血漿とは別の，TRALI
ではない輸血副作用症例由来の抗HLA Class II 抗体陽

性血漿１４）存在下にてPBMNCsとHUVECsを共培養する
ことによっても抗体の特異性（DR13）に依存してHU-
VECs の透過性が亢進することを見出している（データ
示さず）．この結果は，本検討でみられた血管透過性亢
進が，TRALI 症例由来の抗HLA Class II 抗体だけに限
定される作用ではないことを示している．また，本検
討では，HMVECs だけでなく，HUVECs の透過性亢進
も誘導されたことから，抗HLA Class II 抗体による単
球の活性化は，TRALI における肺水腫だけでなく，発
疹，蕁麻疹及び血管浮腫などの非溶血性輸血副作用で
頻繁にみられる症状にも関与する可能性が示唆される．
TRALI症例由来と他の輸血副作用由来の抗HLAClass
II 抗体との性質の違いは，現時点では不明である．ど
のような抗HLA Class II 抗体がTRALI を発症させる
のかを解明するためには，今後，TRALI 症例，他の輸
血副作用症例，経産婦由来の抗HLA Class II 抗体の性
質の解析が必要である．

おわりに
TRALI症例の抗HLA-DR血漿存在下にてPBMNCs

とHMVECsまたはHUVECsを共培養することにより，
抗体の特異性に依存して，血管透過性亢進反応が誘導
された．共培養において，PAF，TNF-α，あるいは IL-
1βが産生され，これらのメディエーターが血管透過性
亢進を誘導していると考えられる．我々の結果は抗HLA
Class II 抗体による標的細胞の活性化とTRALI発症と
の関連性を裏付けるものであると考えられる．
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