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要

翼状片 38例の切除組織に浸潤する肥満細胞の密度,表

現型および肥満細胞増殖因子としての stem cell factor

(SCF)の 局在について検討 した.翼状片組織を トルイジ

ン青染色および抗 トリプターゼモノクローナル抗体免疫

組織化学染色により検討すると,肥満細胞密度は正常結

膜の 2倍多 く認められた。翼状片組織中 トリプターゼ陽

性肥満細胞のうち,94%以上はキマーゼ陽性 ,c‐ kit陽性

であり,正常結膜と比較 し肥満細胞表現型の差は認めら

れなかった.翼状片最先端部の観察が可能であった症例
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翼状 片 と肥満細胞

―肥満細胞数,表現型,stem cen factor局 在の検討一
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約

中のすべてにおいて,免疫組織化学的に最先端部上皮下

に浸潤した線維芽細胞にSCFの発現が認められた。こ

の部分の SCF異常発現が翼状片組織の肥満細胞増加に

関与していると考えられた。(日 眼会誌 101:662-668,

1997)

キーワー ド:翼状片,肥満細胞,Stem ceH factor,c‐ kit,

肥満細胞表現型

Pterygium and Mast Cells

-Mast Cell Nr-rmber, Phenotype, and Localization of Sten.r Cell Factor-
Tetsushi Nakagamir), Akira Murakami", Shigekuni Okisaka')

and Nobuyuki Ebihara'?)

'tDcltartntettl o-f O/tltlholntoltryy, ltlnTlrrnl Da./'ense lltrliul Collegc
2)Daprtrlruaul o_f Ofltlltolntologt',.fttnlcntlo (lnircrsit)' Stlnol oJ' Mctlicitrc

Abstract

We examined the number and phenotype of mast

cells, and the localization of stem cell factor (StlF)

as a growth factor of mast cells in the excised tissue

of .38 cases of pterygium. In histopathology with
toluidine blue stain and immunohistochemistr5, with
a monoclonal antibody to tryptase, the mean mast

cell count in pterygium specimens was twice as high
as in normal conjunctiva. In pterl'gium specimens

more than 94% of tryptase-positive mast cells were

found to express chymase and c-kit. There was no
phenotypic difference between mast cells in pte-

rygium and normal conjunctiva. In all immunohisto-
chemical specimens in which we could examine the
head of the pterygium, SCF was expressed in sub-

epithelial fibroblasts at the central edge of pter-
ygium. The results suggest that overexpression of
SCF was accompanied with the augmentation of
mast cells in the pterygium. (J Jpn Ophthalmol Soc

101 : 662-668, 1997)

I(ey words: Pterygium, Mast cells, Stem cell fac-
tor, c-kit, Phenotype of mast cells

I緒  言

肥満細胞は,ア レルギー性炎症反応を引 き起 こす主要

な細胞の一つであるが,創傷治癒,線維化を伴う慢性炎症

や腫瘍においても数多 く観察され,ア レルギー反応のみ

でなく非アンルギー性の慢性炎症や線維化への関与が注

目されている1)。 翼状片組織には,肥満細胞をはじめ リン

パ球,形質細胞浸潤が認められる2)～ 4)。 また,線維芽細胞

の増殖,膠原線維,類弾性線維の蓄積
2)5)が認められ,線維

化を伴う慢性炎症像を呈していると考えられる。この点

から,翼状片の発生機転においても肥満細胞が重要な役

割を持っていることが推測される.肥満細胞は造血幹細
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表 1 -次抗体
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(マ ウ スモ ノク ロー
体        抗体沼t度
ナル抗体)   (μ g/nll) 供給源 反応条件

抗 ヒ |ヽ 肥満細胞 トリフターゼ抗体

抗 ヒ |・ 肥満細胞 キマーゼ抗体

抗 ヒトc‐ kit抗 体

|九 ヒ |ヽ stcnl c(ヽ l11‐actor(SCF)|九千本

マウス Ig()1(険性対照 )

0.5

()5

()5

1()

()5,10

Chemicon

Chelmicon

ニチレイ

(〕enzyrne

l)AKO 一次抗体と同じ

1)一次抗体反応 :常温 2時間,内因性ベルスキングーゼの除去 :一次抗体反応の前に

3°。過酸化水素水 5分問

2)一次抗体反応 :1.C, ‐晩,内 1人1性 ベルオキシダーゼの除去 :一次抗体反応の後に

0.3°。過酸化水素水|メ タノール 3()分 |lll

´  ●́

図 1 翼状片最先端部の光学顕微鏡像.

角膜上皮細胞とボウマン膜との間に線維芽細胞様浸潤 (矢 印)が認められる。この部位に隣接した輪部寄 りの

部分ではボウマン膜が消失し,上皮下に類弾性線維変性塊(*)が みられる。症例は60歳女性.ト ルイジン青

(pH 4.1)染 色.バーは 100 μm

胞を母細胞 とし,成熟細胞でありながら分化・増殖能を

持つとされる6).こ の肥満細胞の増殖や成熟,遊走および

化学伝達物質の産生・放出の調節 を司 る因子 として,

stelll cen factor(SCF)お よびその受容体 c‐ kit遺伝子産

物 (c― kit)が 明らかにされ,正常および病的状態における

肥満細胞の集積や機能に影響を与える最も重要な因子で

あろうと考えられている7).今
回我々は,こ の翼状片に浸

潤する肥満細胞に注目し,そ の密度を正常結膜組織 と比

較した.ま た,免疫組織化学的に肥満細胞の表現型を検索

し,そ の増加の要因 として SCFの局在について検討 し

たので報告する。

II実 験 方 法

平成 6年 7月 から平成 8年 7月 までに,防衛医科大学

校病院で切除された翼状片および鼻側輪部付近の正常結

膜 を対象とし,組織化学的および免疫組織化学的に検索

した。組織片の作製に当たって,固定前に標本を十分伸展

し,病変の先端部から基底部まで観察できるように中央

部を長軸に沿って細切した。

1.組織化学的検討

切除された組織を2.5%ホ ルマリン。1%グルタール

アルデヒド混合固定液で常温 24時間固定,エ タノール系

列脱水後,グ リコールメタクリレー ト(JB‐4 kit Q Poly‐

sciences)包 埋し,lμmで薄切 した。切片を 1%ト ルイジ

ン青(pH 4.1)で 10分間染色し,光学顕微鏡で観察した。

また,肥満細胞密度の計測は0.5N塩酸に溶解 した 1%
トルイジン青8)で 10分間染色した切片で,赤紫色にメタ

クロマジーを起こした細胞を陽性細胞 として計測した。

2.免疫組織化学的検討

切除された組織をザンボニ固定液 4°Cで一晩固定後,

OCT compound O(Miles)に 包埋 し,急 速 凍 結 した.5

μmの 連続薄切切片 を作製 し Labened Streptavidin

Blotin,去 (LSAB kit① ,DAKO)に より免疫組織化学染

色を行った。一次抗体として,ト リプターゼとキマーゼお
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よび c―kitに 対する抗体を用いて肥満細胞の表現型を検

討 した。また,抗 SCF抗体 を用いて SCFの 局在を検討

した。表 1に使用した一次抗体と反応条件を示す.

3.陽性細胞密度の計測法

組織切片を写真撮影 し,200倍 に拡大 した写真上で,切

片全範囲上皮下組織中の陽性細胞数を計測 した。陽性細

胞の同定には切片を40倍対物レンズ下で観察 しながら
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確認した。また,明 らかな凝血塊および正常角膜部分を除

いた上皮下組織の面積を画像解析装置 Spicca II(日 本ア

ビオニックス)を用いて計測し,細胞密度を計算した。

III 結  果

1.組織化学的検討

翼状片,正常結膜 とも全症例において肥満細胞 はすべ

図 2 翼状片体部類弾性線維塊,硝子体様変性物質塊周囲にみられた肥満細胞 .

肥満細胞顆粒 (矢印)は メタクロマジーにより濃染 されている。症例 は 60歳女性.ト ルイジン青(pH 4.1)染

色.バーは 50 μm

図 3 翼状片体部毛細血管周囲にみられた肥満細胞。

毛細血管周囲にメタクロマジーにより濃染された多くの肥満細胞 とともにリンパ球,形質細胞浸潤もみられ

る。症例は58歳女性.0.5N塩 酸に溶解したトルイジン青染色。バーは 200 μm
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表 2 肥満細胞密度 (ト ルイジン青染色)

翼状片と肥満細胞・ 中神他

平均値士標準偏差

て上皮下組織に認められ,上皮内には認められなかった。

翼状片最先端部では,角膜上皮基底細胞とボウマン膜 と

の間に,お よびボウマン膜直下に線維芽細胞様細胞の浸

潤が認められたが,こ の部に肥満細胞はまれにしか認め

られなかった (図 1)。 これに続 く翼状片の体部では,類弾

性線維塊,硝子様変性物質塊がみられ,こ の周囲に比較的
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多くの肥満細胞浸潤が認められた (図 2)。 また,翼状片で

は正常結膜に比較し,血管周囲組織にリンパ球,形質細胞

の浸潤が多 く認められ,肥満細胞はこれら他の炎症細胞

浸潤がみられる部分に比較的集族して認められる傾向が

あった (図 3)。 l mm2当 た りの肥満細胞数の平均は,表 2

に示すごとく有意に翼状片に多く認められた.

2.免疫組織化学的検討

1)肥満細胞の表現型

翼状片,正常結膜 ともトリプターゼ陽性細胞およびキ

マーゼ陽性細胞は,全症例で上皮下組織 にみられた。c―

kit陽性細胞の一部は上皮基底細胞層にもみられた。肥

満細胞特異的とされる9)ト リプターゼ陽性細胞の密度

は,有意に翼状片に多 く認められた (表 3).連続切片にお

ける検討から,同一細胞が トリプターゼ,キ マーゼとC―

kit陽性 となることが確認された(図 4)。 翼状片,正常結

症例数
(男性/女性 )

年齢
(歳 )

肥満細胞密度
(個 /mm2)

翼状片

正常結膜

(9/21)

11

30

(5/6)

345± 18.0

15.5± 9.01

有意差な
(t― test)

し p<0.01
Ran

(Mann-Whitney
k Surn test)

表 3 肥満細胞表現型の検討結果

症例数
男性/女性

年齢
(歳 )

トリプターゼ陽性
細胞密度

オ
(個/mm2)

_二三募¥竺咤鍵
細胞数*

トリアターゼ陽爾罰爾匪頭
~× 100(%)―

「
丁ファ.を蕩死画面亜函

「

×100(%)

翼状片

正常結膜

48.8[士 [5.22

61.8 illl.5

50.7± 6.89

24.1± 8.91

94_2」
=5.32

96.7± 4.56

97.8± 5.77

103.6:± 8.38

t‐ test 有意差なし p<0.01 有意差なし 有意差なし

平均値土標準偏差,*:各症例 とも異なる3切片での測定値の平均

図 4 翼状片体部肥満細胞の免疫組織染色像.

a:抗キマーゼ抗体,b:抗 トリプターゼ抗体,c:抗 c‐ kit抗体による連続切片での染色所見.血管 との位置

関係からいくつかの同一細胞 (矢印)で 3種抗体での陽性所見が確認 される。

a,bで は細胞質が染色 されているが,cで は細胞膜が染色 されている。症例は 49歳女性。発色 は 3-amino―

9-ethylcarbazole(AEC),核 染色はマイヤーのヘマ トキシリン.バーは 50μ m

53.4:士 :7.47

51.5± 15_3

|=

b ′ヽ

し
/
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1長 とも トリプターゼ陽性細胞のほとんどはキマーゼ,C‐

kitと もに陽性であ り,両者の肥満細胞表現型 に丼はな

いもの と考えられた (表 3)。

2)SCFの局在

表 3に 示す症例に加え,最 先端部の観察が可能であっ

た翼状 片 3例〔翼状 片症例計 8例 ,平 均 年齢 50.5±

5.63(土 標準偏差)歳〕で検討 した.こ の結果,翼状片最先

端部の観察が可能であった 5例すべてにおいて,最先端

部角膜 ヒ皮基底細胞 とボウマン膜 との間,お よびボウマ

ン膜直下に抗 SCF抗体での免疫組織染色で陽性所見が

得られた(図 5).最先端部の観察ができなかった翼状片

3例 を含め,す べての翼状片体部および正常結膜症例に

おいて,一部の血管内皮細胞,間質に散在する細胞に淡い

染色が疑われたが,明 らかな陽性所見 とは考 えられな

かった。

IV 考  按

翼状片組織には正常結膜に比較し肥満細胞をはじめリ

ンパ球 (特 にヘルパーTリ ンパ球),形質細胞の浸潤が多

く認められ,翼状片の発生に何らかの免疫反応の関与が

推測されている2)～ 4)。

今回の組織化学的検討からも同様

の傾向が認められたが,肥満細胞はアレルギー疾患のみ

ではなく,非アレルギー性の慢性炎症や線維化を伴う病

変にも多 く認められ,こ れらの疾患の発症に肥満細胞は

重要な役割を持つとされている1)。

今回,我々は翼状片を

線維化を伴う慢性炎症像 としてとらえ,翼状片組織に認

められる炎症細胞のうち肥満細胞に注目した。

翼状片組織に浸潤する肥満細胞は,血管周囲や変性物

質周囲に集族している傾向が認められた。このため,肥満
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図 5 翼状片最先端部における抗 stem cell factor(SCF)抗体染色による組織像 .

翼状片最先端部角膜上皮とボウマン膜の間およびボウマン膜断裂部の周囲に陽性所見(矢印)が認められる.

症例は 46歳男性。発色は AEC,核染色はマイヤーのヘマ トキシリン.バーは 200 μnl

細胞密度の比較は組織全体で行う必要があると考え検討

したが,そ の結果 は正常結膜組織の肥満細胞密度の約 2

倍 と従来の報告
4)10)～ 12)と ほぼ同様であった。肥満細胞の

メタクロマ ジーは組織 の固定法 によって も影 響 を受

け帥),ま た,メ タクロマジー陽性細胞数の検討では,肥満

細胞以外に好塩基球 を計測 している可能性がある°)。 こ

のため,肥 満細胞 特異的 といわれ る トリプ ターゼ9)を

マーカーとして陽性細胞数を比較 したが,翼状片組織に

は正常結膜の約 2倍の トリプターゼ陽性細胞密度が認め

られ,明 らかに翼状片には正常結膜に比 11′父して肥満細胞

密度が高いことが確認 された.

ヒ トの肥満細胞 は,中 性プロテアーゼであ る トリプ

ターゼとキマーゼの有無により,主 に肺や小腸粘膜 に分

布する トリプターゼ陽性,キ マーゼ陰性肥満細胞 (tryp―

tase_pOsitive,chymase― negative llnast ceH,MCI)と ,主

に皮膚や小腸粘膜下組織に分布する トリプターゼ陽性 ,

キ マーゼ 陽 性 肥 満 細 胞 (tryptase‐ positive,chymase―

pOsitive nlast ceH,MClc)の 2つ の表現型 に分 け られ

る6).こ の表現型 により薬剤に対する反応性の違 いが認

められ,MCIで は disOdium cromoglycate(DSCG)に よ

リヒスタミンの放出が抑制 されるが,MiC icで は抑制 を

受けないとされ る6).ヒ ト正常結膜組織の肥満細胞のほ

とん どが MCIcで あ るが 13)口 ),春 季 カタル嘲や ア レル

ギー性結膜炎 14)に おいて MCTの増加が認められている.

これらの疾患においては DSCGが有効であるが,こ のI[里

由として増加 した MClに 対 して DSCGが より効果的に

作用する可能性があると推測 されているい)。 翼状片組織

においても増加 した肥満細胞の表現型を明らかにするこ

とは治療においての参考になると考え検討 したが,肥 満

・
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・  _II      .|

―

―
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，

．



細胞の表現型に正常 との差は認められず,そ のほとんど

はMClcであった。ヒトの肥満細胞表現型の違いによる

機能的役割については明らかではないが,主 に MCTcは

組織の再構築や線維化に関与 し,MCIは アレルギー反応

に関与するとの推測もあり15),結
膜組織における肥満細

胞表現型の変化 も病態により影響を受けている可能性が

あると思われる。

ラットとマウスにおいて,SCFは 前駆肥満細胞の遊走

作用,未熟肥満細胞の細胞接着や走化性作用,成熟および

未熟肥満細胞の増殖促進作用,肥満細胞の分化や脱顆粒

誘導などの調節作用を持つことが証明されてお り,ヒ ト

においても同様の作用が推測 されている7)。 肥満細胞お

よびその前駆細胞 はSCF受容体である c‐kitを 発現 し

ている16).肥
満細胞の増加をみる一部の疾患で,SCFの

過剰発現によりc― kit発現が抑制 される可能性が報告 17)

されているが,翼状片組織においては正常組織
16)や

他の

肥満細胞増加をみる疾患lo18,同
様,す べての肥満細胞に

c‐ kit発 現が認められ,正常結膜 との差はみられなかっ

た。上皮基底細胞の一部が c― kit陽 性であったが,c― kit

はメラノサイ トの遊走や成熟にも関与するとされてお

り7),上皮メラニン保有細胞に関与 しているもの と推測

された。SCFは ,線維芽細胞,血管内皮細胞,皮 膚角質細

胞などで産生され,正常組織における肥満細胞の維持に

必須な要因の一つと考えられているが1)7)16),肥
満細胞の

増加をみる疾患においてSCFの異常な発現が免疫組織

化学的17)19,に
,あ るいはメッセンジャーRNA(mRNA)

の発現から20,報
告されており,病的状態においてもSCF

は肥満細胞集積の重要な要因であると考えられる。翼状

片組織において,SCFは最先端部上皮下組織に発現が認

められた.こ の部は樹脂包埋切片での観察からも形態的

に線維芽細胞浸潤部分であると考えられた。線維芽細胞

および血管内皮細胞はSCFを産生する主要な細胞であ

り,正常結膜組織,翼状片体部における線維芽細胞,血管

内皮細胞においてもSCFが発現 している可能性がある

が,今 回の検討においてはこの部分に明らかな陽性所見

は得られず,翼状片最先端部上皮下の線維芽細胞浸潤部

分にのみSCFの局在が確認 された。肥満細胞増加の要

因 としては,SCFの みではなく,リ ンパ球など他の炎症

細胞の関与 も重要 と考えられるが,翼状片城先端部上皮

下の SCF異 常発現は,翼状片組織の肥満細胞増加の一

因としてだけではなく,翼状片進展の要因としても重要

な意味を持つと思われる。先端部の線維芽細胞から放出

されたSCFは ,そ の走化性,増殖促進作用により結膜側

から肥満細胞の移動 と増殖を引き起 こす.増加 した肥満

細胞はSCFの 刺激により様々な化学伝達物質の産生 と

放出を引き起 こすが,こ のうちヒスタミンは線維芽細胞

の増殖と血管新生作用を持ち,ヘパ リンは強い血管新生

作用,線維芽細胞増殖作用を持つ塩基性線維芽細胞増殖

因子 (b― FGF)な どとの結合を介して作用する.ま た,各種
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のサイ トカインの中で も,イ ンターロイキン 4(IL-4),

tranSfOrming growth factor―β(TGF‐β)は線1維
:芽細胞増

殖や細胞外基質の代謝 に関与 し,腫瘍壊死因子 α(TNF―

α)は 血管新生作用を持 つ とされるり5)21)。 これ らの作用

により翼状片体部での線維芽細胞が増殖 し,膠原線維や

異常な弾性線維が産生 され5),類
弾性線維変性,硝子様変

性を形づ くり,ま た,血管増生を引き起 こし翼状片で認め

られる組織学的変化
2)の

形成に関与 している可能性があ

る。

それでは翼状片先端部角膜上皮下に線維芽細胞の浸潤

してい く要因は何であろうか。翼状片の病因 として,様々

な要因が推測されているが2)22),こ れ らの中でも,紫外線

の照射による慢性刺激が疫学的研究や前眼部の光学的な

構造か ら有力視されてお り22),紫
外線 などの刺激によ り

瞼裂部輪部角膜上皮細胞が障害を受 け,上皮下に線維芽

細胞浸潤を引き起 こす可能性が示唆 されている2)。 また,

翼状片先端部の線維芽細胞が紫外線刺激により活性化 さ

れ,SCFの 発現が増強 されている可能性 もある。線維芽

細胞浸潤に関与する因子の 1つ として b―FGFが角膜上

皮細胞で産生され,外傷 によって細胞質か ら漏出しボウ

マン膜 に沈着することがウシ角膜で報告
23)さ れてお り,

今後,他 の因子 も含めて翼状片での関与 を検討する必要

があると考えられる。

翼状片の発生病理 としては,そ の病因 とともに一元的

に説明可能なものではないと思われるが,今回の検討か

ら肥満細胞,線維芽細胞の相互作用は翼状片の発生,進展

に重要な役割を持っているものと推測された。

本論文の要旨は第 100回 日本眼科学会総会 (平成 8年 4月 ,

京都)で発表した。
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