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異系角膜移植における細胞接着分子の役割を明らかに

するため,マ ウス異系角膜移植モデルにおいて抗 leu‐

kocyte function‐ associated antigen(LFA)‐ 1,抗 very

late antigen(VLA)‐ 4各モノクローナル抗体 を投与

し,ホス ト牌細胞の T細胞機能を検討した。直径 2mm
の BALB/c(H‐ 2d)の角膜片を C3H/Ⅱe(H‐ 2k)に 11‐ 0

ナイロン糸で 8針単結紫縫着 し,抗体は手術 日の-2,

0,1,3,5,7日 目に腹腔内投与 した。術後 3週目にホ
ス ト牌細胞の ドナー抗原に対する細胞障害試験およびT

細胞サプセットの解析を行った。無治療マウスの牌細胞
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の cytotoxic T lymphocyte(CTL)活 性は正常マウスよ

りも有意に高値を示したが,抗 LFA‐ 1抗体単独または,

抗 LFA‐ 1/VLA‐ 4抗体併用投与されたマウスの CTL活

性は正常マウスレベルまで抑制されていた。角膜移植後

の拒絶反応に CTLが深 く関与し,抗体治療によりCTL

活性が抑制されることが明らか となった。(日 眼会誌

100:582-586,1996)
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Abstract
Corneal transplantation was performed by graft- CTL responses were depressed in mice treated with

ing C3H/He donor corneas into BALB/c corneal either anti-LFA-l alone or a combination of anti-
beds. The allografted mice were injected either with LFA-1 and anti-VLA-4 antibodies as compared with
0.5 mg/day of anti-very late antigen (VLA)-4 anti- splenocytes from allografted mice without treat-
body, anti-leukocyte function-associated antigen ment. These data suggest that CTLs play significant
(LFA)-l antibody, or 0.25 mg/day each of both roles in eliciting immune response to corneal allo-

antibodies on days -2, 0, 1, 3, 5, and 7. After 3 grafts. (J Jpn Ophthalmol Soc 100 :582-586, 1996)

weeks, cytotoxic T lymphocyte (CTL) responses to
donor alloantigens were assessed. Splenocytes in the Key words: Corneal allograft transplantation,
allografted mice without treatment demonstrated LFA-I, VLA-4, Rejection, CTL
greater CTL responses than those in naive mice.
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I緒  言

角膜移植は,臓器移植のうちでは最も成功率が高く,現

在広く行われている。臨床的に角膜移植は,同種異系移植

いわゆるアログラフト移植が行われているが,他の臓器

移植と異なり成功率が高く,これは角膜組織自体の特殊

性と血液循環と隔離され,前房という特殊な環境をもつ

ことに深く関わると考えられる。しかしながら,ハイリス

ク患者においては角膜移植後に移植片不全となることが

多く,その主な原因は拒絶反応である。角膜における移植

免疫のメカニズムについては未だ不明な点が多 く,従来

の免疫抑制剤の効果も不十分であるのが現状であるが,

最近,新 しい免疫抑制治療の可能性として注目されてい

るのが抗細胞接着分子抗体を用いた治療である。細胞接

着分子は,免疫応答におけるT細胞と抗原提示細胞間の
効率の良い抗原認識とT細胞の活性化を調節している
ことが知られており1),中 でもleukocyte function― asOci―

ated antigen(LFA)-1,intercenular adhesion molecule

(ICANl)‐ 1,very late antigen(VLA)-4,vascular cellu‐

lar adhesion molecule(VCAM)-1な どの接着分子の機

能を調節することにより,さ まざまな臓器移植モデルに

おいて抗原特異的な免疫抑制が誘導できた ことが報

告
2)～ 7)さ れている。LFA-1と VLA‐ 4は ともにインテグリ

ンファミリーに属する細胞接着分子で,T細胞や他の自
血球細胞上に発現し,それらの細胞の遊走を調節してい

る。一 方,ICAM‐ 1と VCAM‐ 1は それ ぞれ LFA‐ 1と
VLA-4の カウンターレセプターであり,免疫グロブリン

ファミリーに属し,主 に血管内皮細胞上に発現 して,T

細胞と内皮細胞の接着に関与していることが知られてい

る。これらの分子は,抗原提示細胞とT細胞間の接着に
はじまる免疫応答において,T細胞の活性化に必要なシ

グナル (cOstimulatOry signal)を 産生することが知られ

ている。したがって,これらの分子の抗体を用いて分子間

の接着を阻害し cOStimulatory signalの産生を抑制し

て抗原提示におけるT細胞の不応答を誘導することに
より,ア ログラフト移植に引き続 く免疫反応 (拒絶反応)

を抑制することが可能と考えられる.

既に著者ら8)9)は ,マ ウスの異系角膜移植モデルにおい

て抗 LFA-1,抗 VLA‐4各モノクローナル抗体投与によ

り長期にわたる拒絶反応抑制効果が得られたことを報告

した。一般にアログラフトに対する急性拒絶反応は細胞

性免疫反応が主体であり,特にドナーのアロ抗原に対す

る抗原特異的な細胞障害性T細胞 (cytotoxic T lympho‐

cyte,CTL)と 遅延型過敏反応 (delayed type hypersen―

sitivity,DTH)の 2つが移植片の組織障害に関与してい

ることが知られている。そこで今回は,マウス異系角膜移

植モデルを用いて牌臓におけるCTL活性の変化と,そ
れに対する抗細胞接着分子抗体の影響について検討した

ので報告する。
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II実 験 方 法

1.実験動物とモノクローナル抗体

生後 8～10週の雄の BALB/c(H‐ 2d)マ ウスとC3H/
He(H‐2k)マ ウスを用い,動物 はARVO(The Associa_

tion for Research in VisiOn and Olphthalln010gy)の )規

定に従って扱われた。抗体は,抗マウス LFA‐ 1抗体であ

る KBA10)(抗 CD lla,ラ ットIgG 2 a)と 抗 マ ウ ス

VLA‐ 4抗体であるPS/2H)(ラ ットIgG 2 b)を 用いた。

2.マウス全層角膜移植術と抗体投与方法
マウスの異系同所性全層角膜移植術は既報

9)に
詳述し

た。すなわち,レ シピェントを BALB/c,ド ナーをC3H
/Heと して,直径 2mmの移植片を 11‐ 0ナ イロン糸で 8
針単結索し,角膜抜糸は8日 目に行った。

レシピエントマウスは,抗体投与方法により,無治療マ

ウス群,PS/2単 独投与群,KBA単独投与群,PS/2と
KBA併用投与群に分類した。抗体は,単独投与では 0.5
mg,併用投与では 0.25 mgず つ混合して術日の 2日 前,

当日,1,3,5,7日 目に腹腔内投与された。なお,未手術
かつ抗体非投与の正常の BALB/cマ ウスを対照群 とし
た。

3。 キラー T細胞機能の測定
測定は,放射線照射により不活化した細胞 (刺激細胞)

でキラーT細胞を混合培養することで刺激し,こ れにラ
ジオアイソトープを標識した標的細胞を加えると,キ

ラーT細胞により標的細胞が破壊され,こ の時に標的細
胞から放出されるラジオアイソトープの放射能活性を測

定することにより,キ ラーT細胞活性 (CTL活性)の程度
を知るというものであり,以下の方法で行った。

1)混合リンパ球培養試験
レシピエント(BALB/c)の 牌臓を術後 3週に摘出して

NH4Cl中で 1分間撹伴して溶血し,洗浄の過程を経て得
られた牌細胞を反応細胞 とし,一方,放射線照射 (3,000

rad)に より不活化したドナー(C3H/Hc)の 牌細胞を刺
激細胞として,そ れぞれ 10%ウ シ胎児血清 (FBS)添加
RPMI-1640培養液中に5× 106ceH/mlと なる細胞浮遊

液を作成した。両者をl mlず つ混和し,37°C,5%C02
インキュベーターで5日間培養した。

2)標的細胞の51Cr標識

標識細胞 として株化培養細胞であるRDM‐ 4を 用い

た。RDM‐4は ,ド ナー(C3H‐ He)と 同じハプロタイプ

(H‐ 2k)を もつマウス胸腺腫瘍細胞であり,CTLア ッセ

イの標的細胞として用いられた。1× 106cel1/mlに 調整し

た RDM‐4浮避 夜l mlに 100 μCiの Na51Cr04溶液を加

え,37°C,5%C02イ ンキュベーターで 60分培養して標
識した。

3)細胞障害試験 (CTLア ッセイ)

1)の混合リンパ球培養で得られたエフェクター細胞浮

遊液を段階希釈し,エ フェクター細胞 :標的細胞が 40:
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図 1 レシピエントマウス牌細胞におけるドナーアロ
抗原特異的細胞障害性 T細胞 (CTL)活性.
術後 3週にンシピエントマウスから摘出した牌細胞

を,ド ナーアロ抗原と混合リンパ球培養をした後に

細胞障害試験を行った。エフェクター細胞数と標的

細胞数の比 (E/T比 )が 40:1の ときの無治療マウ
ス(n=5)の 牌細胞のCTL活性は,正常マウス(n=
5)のそれに比較して有意に高値を示した(student t‐

test,pく 0.01)。 無治療群とPS(抗 VLA‐ 4抗体)単独

投与群 (n=5)の 間に有意な差はなかった。それに対

して,KBA(抗 LFA‐ 1抗 体)単独投与群(n=4)と ,
PS/KBA併用投与群(n=4)の CTL活性はともに,
無治療マウスに比べて低くほぼ正常マウスのレベル

まで抑制された(student t―test,p<0.05)。 (*:p<
0.05,‐ :p<0.01)□ :正 常 マウス ■:無 治療

◇ :PS/2 △:KBA ● :PS/2+KBA

1～ 5:1に なるように,2)で得た51Cr標識 RDM-4浮
遊液と0.l mlずつマイクロプレートのウェルに混和し

た。自然解離値測定用として標的細胞 0.l mlに 培養液

0.l mlを 加 え,最 大解離値 用 として 0.l mlの 3%
Triton水溶液を加えた。プレー トを遠心 し,37° C,5%
C02イ ンキュベーターで 4時間培養した後,上清採取装

置 (Skatron社 )を用いて上清のみを採取し,ガ ンマカウ

ンターで解離値を測定した。反応指数は下記のように計

算した。

%51Cr解離率=:嚢癸標:言|:層壬1言1徐馨離堰|× 100
4.フ ローサイ トメトリー

抗体投与が T細胞サブセットの比率に影響を与える
かどうかを明らかにするため,フ ローサイトメ トリーに

よる検討を行った。前述の各群のレシピエント(BALB/
c)マ ウスか ら術後 3週 に摘出して得られた牌細胞に

FITC標識抗マウスCD4モ ノクローナル抗体および抗

CD8モ ノクローナル抗体 を直接法で反応させ,nuor‐
escein_activated cell sorter(FACScan,Becton Dickin―

son社 )を用いて牌細胞全体に対するCD 4陽性細胞 と
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CD8陽性細胞それぞれの比率を解析した。

III 結  果

術後 3週の各群の拒絶反応の発生率は,無治療群で

100%,PS/2単 独投与群で 60%,KBA単独投与群および
PS/2と KBA併用投与群では0%であった。各群の牌
細胞の CTL活性を図 1に示す。対照群である正常マウ
スの牌細胞は,ド ナーアロ抗原との混合 リンパ球培養後

の細胞障害試験の結果,ほ とんどCTL活性 を示さな
かった。一方,無治療マウスの牌細胞の CTL活性は,正
常マウスのそれに比較して有意に高値を示した(student

t―test,p<0.01)。 それに次いで,PS/2単独投与群が高値

を示し,無治療群とPS/2単独投与群の間に有意差はな

かった。それ に対 して,KBA単 独投与 群 とPS/2と

KBA併用投与群のCTL活性は,無治療マウスに比べて
有意に低 く,ほぼ正常マウスのレベルまで抑制されてい

た(student ttest,p<0.05)(図 1)。 なお,リ ンパ球混合

培養前の CTL活性は無治療マウス群と抗体投与群の間
に差はなく,いずれも正常マウスと同様にCTL活性を

示さなかった。

各群の牌細胞全体に対するCD4陽性細胞 とCD 8陽

性細胞それぞれの比率を図 2に示す。CD4陽性細胞と
CD8陽性細胞ともに各群間での比率に差がなかった(図
2a,b)。 また,CD 4/CD8に ついても各群間に差はなかっ

た(図 2c).

IV 考  按

前報で著者らは,マ ウスの異系角膜移植モデルにおい

て抗 LFA-1,抗 VLA-4各 モノクローナル抗体がそれぞ

れ単独でも拒絶反応抑制効果を示し,その効果はLFA-1

抗体の方がより強く,さ らに,両者の併用投与によりそれ

ぞれの単独よりも,さ らに強力な免疫抑制効果が得られ

たことを報告
9)し た。今回のCTLア ッセイの結果は,こ

の前報の免疫抑制効果と良く一致している。すなわち,混

合リンパ球培養によリドナーアロ抗原で刺激した無治療

マウスの牌細胞のCTL活性は,正常マウスのそれに比
較 して有意に高かったのに対して,KBA(抗 LFA‐1抗

体)単独投与群および PS/2(抗 VLA-4抗体)と KBA併

用投与群の CTL活性は,無治療マウスに比べて著しく

低 く,正常マウスのレベルまで抑制されていた。これは,

抗 LFA‐ 1抗体と抗 ICAM-1抗体を用いたマウスの心移

植モデルにおいての CTL活性の変化に類似した結果で

ぁった2)。 このことは,角膜移植においても心移植と同様

に全身的なキラーT活性が高まっており,決 して角膜局
所のみの免疫応答で拒絶反応が生じているのではないこ

とを示している。アログラフトに対する拒絶反応は,主に

CTLと DTHの 2つ の細胞性免疫反応が組織障害に関
与していることが知られているが,角膜のアログラフト

に対する拒絶反応での CTLと DTHの 関与について
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ナーと して C57BL(H-2b),レ シ ピエ ン トと して
BALB/c(H-2d)の 系を用いた同所性角膜移植モデルに

おいて,ア ロ抗原特異的なDTHの抑制がアログラフト
の生着延長に深 く関わ ると報告 した。また,最近 Joo

ら15)は ,Streileinら と同じ系のマウスモデルを用いて,

無治療で拒絶反応を生 じたマウスは,正常マウスより

CTL活性もDTHも ともに有意に高いが,無治療でも拒
絶反応を生じないマウスと比べると,CTL活性に有意差
がないのに対してDTHは有意に高いことを報告してお
り,角膜移植において直接移植片にダメージを与える拒

絶反応の主役がCTLではなくDTHで あると結論し,
ドナーとレシピエントの系が非主要組織適合抗原 (non‐

MHC)不適合である場合にDTHが高 くなると考察し
た。このように主要組織適合抗原(MHC)不適合か,non―
MHC不適合かという系の組み合わせによって免疫応答
のメカニズムが影響されるということは大変興味深い

が,その詳細は未だ不明である。今回の実験で用いたマウ

スの組み合わせは,MHC,non‐MHCと もに不適合であ
り,こ の最 も拒絶されやすい組み合わせ16)に おいて,

CTLが 拒絶反応 に深 く関与 している こと,ま た,抗
LFA-1抗体単独投与および抗 LFA-1抗体 と抗 VLA-4

抗体の併用投与によりCTL活性が抑制されることが示
された。また,今 回,T細 胞 サブセットの比率 (CD 4,
CD8)は 無治療群,抗体投与群ともに正常マウスと比べ

て有意な変化がなかったが,こ れは抗細胞接着分子抗体

を用いた他の臓器移植モデルの報告 と一致 した報

告
2)3)17)でぁった。細胞性免疫におけるエフェクター機構

については,CTLの みならず,遅延型過敏反応 (DTH)や
NK細胞の関与も考えられる。アポトーシスの存在も最
近報告されている。今回はCTLに 関する検討を中心に

行い,DTHその他についての検討は行っていない。した
がって,こ の抗体投与が DTHに 与える影響については
言及できないが,以上の実験結果は,角膜移植の拒絶反応

において少なくともCTLが深く関わっていること,細
胞接着分子の機能を阻害することによりT細胞サブ
セットに影響を及ぼすことなくT細胞機能を調節し,免
疫抑制を誘導できることを示すものである。

LFA-1/VLA‐ 4抗体によりCTL活性が抑制される機
序について文献的に考察すると,抗原提示細胞からT細
胞に移植抗原が提示されると,ヘルパーT細胞 (Th)は未
分化なThO細胞からThlと Th2に分化する。Thlは
IL-2,IFN― γなどを産生 して細胞性免疫を,Th2は IL―

4,IL-loな どを産生して液性免疫を調節し,両者の分化

誘導はIL-4,IL-12な どのサイ トカインによって抑制

(cross‐ regulation)し合っていることがわかっている18)。

拒絶反応において,浸潤した CD 4陽性細胞はThl細胞
優位であり19),Thl細 胞が産生するIL-2や IFN―γによ

りCTL前駆細胞からCTLへの分化が誘導されること
がわかっている20).LFA-1/VLA‐ 4抗体は前述のとおり,

抗体

A
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Ｃ
Ｄ
８
陽
性
細
胞
の
比
率

0
正 常 マ ウ ス  無 治療    PS/2   KBA Ps/2+KBA

木
・
掘

Ｂ

(%)
4

Ｃ
Ｄ
４
／
Ｃ
Ｄ
８

0
正常マウス  無治療   PS/2   KBA PS/2+KBA

抗体

C

図 2 レシピエントマウス碑細胞の T細胞サブセット.
術後 3週にレシピエントマウスから摘出した牌細胞
について■uorescein― activated cell sOrter(FACS)

解析を行った。A:各群の牌細胞全体に対するCD4
陽性細胞の比率 (平均値±標準偏差)を示す。各群間

に有意差がなかった。B:牌細胞全体に対する CD 8
陽性細胞の比率 も各群間に有意差がなかった.C:
各群の CD 4/CD 8を 示 した。各群間に有意差はな
かった。各群のマウスの数は,正常マウス群,無治療

群,PS単 独投与群で各 n=5,KBA単 独投与群 と
PS/KBA併用群で各 n=4であった。

は,意見の別れるところである。Niederkornら 12)13)は ,マ

ウスの異系異所性角膜移植モデルとラットの異系同所性

角膜移植モデルで,と もにCTLが DTHよ りも拒絶反
応に直接関わると結論 した。一方,Streileinら

14)は ド

正 常 マ ウ ス  1無 治療:  PS/2   KBA PS/2+KBA
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免疫応答の始まりであ る抗原提示細胞 と T細胞間の接

着の際の costimulatory signalの産生 を阻害するが,マ

ウス心移植モデルにおいては ICAM-1/LFA-1の 接着阻

害 に よ りThlか らの IL-2,IFN― γの mRNA転 写活性
が抑制 され,相対的な Th2の 活性化が もた らされた こ

とが示唆 される結果が確認 されている
21)。 これ らの こと

か ら,LFA-1/VLA-4抗 体 によりTh lか らのサイ トカイ

ン産生が抑制 され,CTL前駆細胞か ら CTLへ の分化が

抑制 されると説明で きる。

今 回の結果で,VLA-4抗体 よりも LFA-1抗体 の効果

が特 に強かったことについては明確な説明 はで きない。

現在 までに両者 を投与 して効果を比較 した実験 は,ラ ッ

トの心移植モデル
22)と ラットの膵臓移植モデル

23)の 2つ

のみである。いずれのモデルにおいて も,VLA-4抗 体 よ

りも LFA‐ 1抗体 の効 果 が強 い ことが示 されて お り,

LFA-1の方が リンパ球増殖の誘導 によ り深 く関与する

ことが一因であるとの考 えもある
23)。
細胞接着分子 と角

膜 の移植免疫の関連 は未だ不明な点 も多 く,角膜移植の

拒絶反応の発生,進展のメカニズムについてはさらに多

くの検討が必要であるが,細胞接着分子が重要な役割 を

担っていることは明 らかであり,将来,角膜移植の臨床に

応用 されることが期待 される。

この研究の一部は,文部省科学技術研究費の助成を受けた。
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