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要

結膜関連 リンパ装置(CALT)の濾胞域における濾胞樹

状細胞 (FDC)の存在について組織学的に検討 した。実験

には,卵白アルブミンとフロイント完全アジュバントと

の等量混合液を乳化後,点眼して感作したハー トレイ系

モルモットを使用した.実験動物は,点眼を行わない群を

対照(A群 )と し,点眼後 1週間 (B‐ 1群),2週間 (B… 2群 )

経過した群,追加点眼した群 (C群)の 4群に分け,メチル

グリーンピロニン染色,α―ナフチルアセテー トエステ

ラーゼ 染 色 お よび S‐ 100蛋 白,major histocom‐

patibility complex class II(MHC class II)抗 原に対す

る酵素抗体法を行って検討した。また,ベルオキシダーゼ

抗ベルオキシダーゼウサギ抗体複合体 (pero対 dase‐

anti‐ peroxidase,PAP)を 点眼し,CALTに おける PAP
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の取 り込みについても組織学的に観察 した。A群を含む

すべての群において,CALT濾胞域で,α―ナフチルアセ

テー トエステラーゼ染色および S‐ 100蛋白に陽性の網

目状に染色される所見を認め,その陽性細胞は免疫電子

顕微鏡学的に樹状細胞であったこと,CALT濾 胞域で

PAPの取り込みがみられ,FDCと しての抗原抗体複合
体の捕捉・保持機能が推察されたことから,CALTの濾

胞域に存在する樹状細胞が FDCであると同定 し得た.
(日眼会誌 101:794-800,1997)
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Abstract
We histologically examined the existence of fol- alpha-naphthylacetate esterase staining, and

licular dendritic cells (FDCs) in the follicular area of enzyme-antibody methods against S-100 protein or
conjunctiva-associated lymphoid tissue (CALT). An- major histocompatibility complex class II (MHC

imals used in the experiment were Hartley guinea class II) antigen. Also peroxidase-anti-peroxidase

pigs sensitized with a topical application to the eyes (PAP) was applied to the eyes and the uptake of
nf an emulsion of a mixture of ovalbumin and PAP in CALT was observed histologically. In each

Freund's complete adjuvant in equal amounts. The group, positive reticular stains to alpha-naphthyl-
animals were divided into 4 groups : a group with no acetate esterase staining and S-100 protein were

eye drops administered (Group A), a group examined found in the CALT follicular area. The positive cells

I week after administration of eye-drops (Group were found to be dendrite cells by immunoelectron

B-1), a group examined 2 weeks after administra- microscopy. An uptake of PAP was seen in the
tion (Group B-2), and a group given booster admin- CALT follicular area, suggesting the function of
istration of eye-drops (Group C). These animals trapping and holding the antigen-antibody complex

were examined by methyl green pyronine staining, by FDCs. It was concluded that dendritic cells pres-
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ent in the follicular area of CALT were FDCs. (J Jpn
Ophthalmol Soc 101: 794-800, 1997)
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Conjunctiva-associated lymphoid tis-
sue, Lymphoid follicle, Follicular den-
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I緒  言

リンパ節の Bリ ンパ球領域,す なわちリンパ濾胞内に

は,Bリ ンパ球に対する抗原提示能を有する樹状細胞 と

して濾胞樹状細胞 (follicular dendritic cen,FDC)が 存

在 していることが報告
1)-3)さ れている.ま た,粘膜組織に

は粘膜関連 リンパ組織 (mucosaassociated lymphoid

tissue,1ヽ /1ALT)と 呼ばれる節外性 リンパ組織が存在する

が,MALTの 一つである腸管のパイエル板でも,Bリ ン
パ球領域である濾胞域に FDCの存在が報告4)さ れてい

る。

FI:)Cは ,follicular retictllar cel12)3),delldritic ret_

iculunl cel15)～
7)Al alltigell_retailling reticular cel12)3)な

}ビ

｀

の細網細胞 としての名称で呼ばれていた細胞である。

1982年 ,Tewら 8)は本細胞を樹状細胞の中の細胞 として

位置づけ,FDCと いう名称が一般的に使用されるように

なっている。また,本細胞は樹状細胞の分類において,B

細胞関連性樹状細胞に分類され,T細胞関連性樹状細胞
である相互連結樹状細胞 (interdigitating ceH)や ランゲ

ルハンス細胞 とは区別されている。これまでの FDCに

関する組織学的研究では樹枝状の形態を呈する細胞であ

り1)0,細胞質が α―ナフチルアセテー トエステラーゼ (α

―NAE)染色6)ぉ ょび s_100蛋 白9)～ n)が陽性 を示 し,細胞

表面には補体 レセブタ_7)12,,免 疫 グロブ リンレセプ

ター°が存在するとされている.ま た,抗原提示細胞であ

ることから,maior histoconlpatibility complex class II

(MHC class II)抗 原の発現が検討 され,陽性 とする報

告
1)5)13)11)が

多数みられる。しかし,こ れらの組織学的所見

は濾胞樹状細胞に特異的ではないことから,濾胞樹状細

胞を同定する際には,機能面での特徴 とされる抗原抗体

複合体の捕捉,保持能を検出する方法が一般的にとられ

ている5)15,～ 17)。

これまでに我々は,結膜に MALTに 相当する結膜関
連 リンパ装置 (coniunctiva‐ associated lymphoid tissue,

CALT)が存在することを免疫組織化学的に観察してき

た 18)～ 20)が,CALT内 に存在する樹状細胞についての報
告はほとんどみられていない。今回は,CALTの濾胞域
における FDCの存在について検討する目的で,α―NAE
および S‐ 100蛋 白,MHC class II抗 原を主なマーカーと

して使用して観察するとともに,抗原抗体複合体の捕捉 ,

保持能に関する検討を組織学的に行った。

II実 験 方 法

1.FDCに おける細胞マーカーの検索
1)感作動物および試料作製

実験には,350～600gの ハー トレイ系モルモットの雌

12匹 24眼 を使用した。抗原溶液 として,卵白アルブミン

(Signla)(5 mg/ml溶 液)と フロイン ト完全アジュバ ン

トとを等量ずつ混合した後,乳化して使用した。抗原の投

与方法は,モ ルモットの両眼に抗原溶液 50 μlを 1日 1

回,3日 間連続点眼した.実験動物は,3匹 6眼ずつ 4群

に分 けた。抗原の点眼を行わない群 を対照 (A群 )と し

た.ま た,点眼後,経時的に経過観察 した群を B群とし,B

群をさらに点眼開始後 1週間の B‐ 1群,点眼開始後 2週

間の B‐2群 とに分けた。また,初回点眼後 2週 目に同液

を 1日 1回 ,1日間追加点眼し,さ らに点眼開始後 1週間

経過した群を C群 とした。各群 ともに過量のペントバル

ビタールナ トリウム (ネ ンブタール0)を 腹腔内に投与

し,屠殺 した後,眼瞼および眼球を摘出した。摘出した試

米斗は直ちに periodate-lysin‐ paraformaldehyde(PLP)固

定液 もしくはザンボニ固定液中で 1時間固定後,OCT
conlpound(TISSUE‐ TEK ①,NILES)に 包ナ里し,ド ライ

アイスーイソペンタンで急速凍結 した。次に,ク ライオス

タットで約 8μmの凍結切片を作製 した。
2)細胞マーカーの染色方法

CALT内 における FDCの存在の有無を調べる目的
で,凍結切片を以下の方法により染色 した。

A)メ チルグリ‐―ンピロニン染色
凍結切片はメチルグリーンピロニン染色液 (武藤化学 )

で 10分間染色 した.そ の後,n‐ブタノールで分別,脱水

し,キ シレンで透徹後,封入して光学顕微鏡で観察した .

B)α―NAE染色
α―ナフチルアセテー ト93 mgをエチレングリコール

モノメチルエーテル 10 mlに 溶解 して 50 mM基質保存

液 を作 製 後,50 mM基 質保 存 液 0.2 ml,hexazotized
pararosanilin O.2 ml,1/15Mリ ン酸 緩 衝液 (pH 7.6)

9.6 mlを 混合 し反応液 とした。凍結切片を反応液に 30

分間浸漬した後封入し,光学顕微鏡で観察した。

C)酵素抗体法
酵素抗体法における一次抗体には,抗 S-100蛋 白ウサ

ギ抗体 (SEROTEC),抗 モルモットMHC class II抗 原
モノクローナル抗体 (SEROTEC)を 使用 した。また,間

接酵素抗体法 は Vectastain O ABCキ ット(フ ナコシ)

を用いて行った .

凍結切片をまずキットに含まれる正常血清で 20分間
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図 1  1B‐ 1君羊conjunctiva‐ associated lylnphoid tis‐

sue(CALT)。

ピロニン好性細胞により構成される濾胞域 (FA)と

周囲の円蓋域 (DA),傍濾胞域 (PFA)が観察される。
FA:fOHicular area l濾 胞域,PFA:parafonicular
area傍濾胞域,DA:dome area円蓋域 .メ チルグ
リーンピロニン染色,バーは 100 μm

図 2 B‐2群 CALT.

濾胞域 (FA)に は,網 目状の陽性像と大型で球形の陽性

細胞がみられる。円蓋域 (DA)に は樹枝状の形態をし

た陽性細胞を認める。α―NAE染色,バーは 100 μm

図 3 A群 CALT濾胞域 .
CALTに 濾胞域 (FA)が形成され,濾胞域内に限局し
て網目状に S‐ 100蛋白陽性を示す。S‐ 100蛋 自 (酵素抗

体法),バーは 100 μm

図 4 B‐ 1群 CALT濾胞域 1.
濾胞域 (FA)では,α―ナフチルアセテートエステラー

ゼ (α―NAE)染色および S‐100蛋白染色が網目状の陽
性所見を示す.A:α―NAE染 色,B:S■ 00蛋 自 (酵
素抗体法),バーは 100 μm

図 5 B‐ 1群 CALT濾胞域 2.
CALT内 には,一次濾胞の形態を示す濾胞域 (FA)が
増加し,濾胞域内はどれも網目状に S‐100蛋 白陽性像

を呈する。S‐ 100蛋白(酵素抗体法),バーは 100 μm

図 6 CttCALT濾胞域 .
濾胞域 (FA)内 には二次濾胞が形成され,二次濾胞の中

心は,S‐ 100蛋白が強陽性を示す。S-100蛋 白(酵素抗体

法),バーは 100 μm
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図 7 C群濾胞域内の濾胞樹状細胞 .
濾胞域 (FA)内の中心では,リ ンパ球の間隙がびまん性に染
まっているが,濾胞域の周囲では,樹枝状の陽性細胞が散在性
に認められる。S-100蛋 白 (酵素抗体法),バーは 100 μm

図 8 CALT濾胞域内 fonicular dendritic cell(FDC)。
濾胞域内には,核小体が明瞭な樹枝状細胞がみられ,細胞質は
全体が S‐ 100蛋 自陽性に染色される FDCを認める。S‐ 100蛋
白(酵素抗体法),バーは 2μm

●●

50Hm

図 11 抗原抗体複合物の捕捉・保持 2.
濾胞域 (FA)で はびまん性に顆粒状または線状の陽性所見を
認める。円蓋域では,斑状に限局した陽性所見を認める.ペル
オキシダーゼ反応,バーは 100 μm

図 12 陰性対照の FDC所見 .
明瞭な核小体を有する核を持った FDCが観察される。細胞
質 (矢印)は電子密度が低 く反応陰性であることが確認でき
る。S-100蛋 自(酵素抗体法)陰性対照,バーは 2μm

□

図 9 B‐ 2群 CALTの mttor histocompatibility complex
class II(MⅡ C class II)抗 原 .
濾胞域 (FA)が びまん性 に陽性所見を呈 している.MHC
class II抗 原 (酵素抗体法),バーは 50μ m
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図 10 抗原抗体複合物の捕捉・保持 1.
濾胞域 (FA)に peroxidase‐ anti― peroxidase(PAP)が 捕捉 さ
れ,濾胞域全体がびまん性に陽性像を呈している.ペルオキシ
ダーゼ反応,バーは 100 μm
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反応させ,非特異的反応をブロックした後,さ らに第一抗

体を 60分間反応させた。以下,キ ットの染色方法に従っ

て間接酵素抗体法 (ABC法 )を施行 した。発色には,ジ ア

ミノベ ンチジン(DAB)法 を用い,光学顕微鏡で観察 し

た。核染色にはメチルグリーンを使用した.さ らに,S‐ 100

蛋白に対する酵素抗体法を施行 した切片の一部は,DAB
で発色後,1%四 酸化オス ミウム酸で 60分 間,後 固定
し,上昇アルコール系列で脱水 し,エ ポキシ樹脂 (エ ポッ

ク8126で包埋 した。さらに,ミ クロ トームを使用 して

超薄切片を作製後,未染色または酢酸鉛で染色し,透過型

電子顕微鏡で観察した。陰性対照は第一抗体の代わ りに

リン酸緩衝液を用い,上記 ABC法で染色 した試料 を用
いた。

2.抗原抗体複合体の捕捉,保持能の検討

実験動物には,C群 と同様の方法で感作 したモルモッ

ト3匹 6眼を使用した。次に抗原抗体複合体として,ペ ル

オキシダーゼ抗ペルオキシダーゼウサギ抗体複合体

(perO轟dase_anti_perOxidase,PAP)(DAKO)を 点眼 し,

24時間後に眼瞼および眼球を摘出した.摘出した試料は

直ちに PLP固定液中で 1時間固定後,上記 と同様の方

法で凍結切片を作製した。凍結切片はビオチン化抗ウサ

ギ IgG抗体を 60分反応させた後,ア ビジン・ビオチン化
ベルオキシダーゼ複合体 (ABC)を 30分作用させ,DAB
法を用いて発色させ,光学顕微鏡で観察することにより,

切片中に存在する PAPを形態学的に検出した。

III 結  果

1.メ チルグリーンピロニン染色

A,B,C群のいずれにおいても,CALT内 には濾胞形
成 (濾胞域)と その周囲に傍濾胞域が,上方に円蓋域が観

察された。濾胞域は細胞質がピロニン好性に赤 く染色さ

れる中型の細胞で構成されていたが,そ の中にピロニン

好性の大型の細胞が混在していた (図 1)。

2.α―NAE染色
A,B,C群 ともに,濾胞域内にはマクロファージが大型

でかつ円形をした褐色の陽性細胞 として染色された他 ,

濾胞域を構成するリンパ球の間隙が褐色に染色され網目

状を呈した (図 2).

3.酵 素 抗 体 法

S‐ 100蛋自の染色結果として,ま ず,A群では濾胞域に

胚中心はみられず,濾胞域に限局 して S‐ 100蛋 自陽性像

である茶色の網目状構造が観察された (図 3).B群濾胞

域は,胚中心を持たない一次濾胞 と胚中心を持つ二次濾

胞 とが混在 していた。B群の一次濾胞は濾胞域全体に均
一な網目状の陽性像を認めたが,全体 として疎な網目状

所見 を呈 した (図 4)。 また,濾 胞 域 の連続切 片 で,α

一NAE染色で染 まる網目状の染色像は S‐ 100蛋 白染色
でも陽性像として観察された (図 5).C群の濾胞域は,胚

中心が形成されている二次濾胞が増加 していた。C群の
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二次濾胞の中心部における S‐ 100蛋 白陽性所見は,リ ン

パ球の間隙を埋めるように密な網目状所見を呈 し,濾胞

域がびまん性に染まったように観察された。濾胞域の周

囲には樹枝状の陽性所見を認めた (図 6,7).

S-100蛋 白による電子顕微鏡酵素抗体法では,濾胞域

に細胞質全体がびまん性に高電子密度に観察される陽性

細胞を認めた。陽性細胞の核は核小体が明瞭で,ク ロマチ

ンが核周囲に密に存在 した明るい核を有してお り,細胞

質は長い突起を出し樹枝状の形態をしていた (図 8)。

MHC class II抗 原に対する酵素抗体法では,A,B,C

群のどの群においてもCALTの濾胞域全体がびまん性
に染色された (図 9).

4.抗原抗体複合体の捕捉

結膜濾胞における PAPの 検出像としては,濾胞域全

体に茶褐色の陽性像が顆粒状または線状の形態で観察さ

れたが,細胞全体が樹枝状に染色されるような細胞は認

めなかった (図 10,11).

IV 考  按

CALTは外来抗原を認識 し,抗原特異的 IgA抗体を産
生する Bリ ンパ球を誘導する組織であると推察 されて

いるが,こ の機構が成立するためには,B細胞領域である

濾胞域内に抗原提示細胞 ,す なわち FDCの 存在が必要
であると考えられる。これまでに,眼組織に存在する抗原

提示細胞は,T細胞関連性樹状細胞であるランゲルハン

ス細胞が報告
21)さ れているが,CALTに おける抗原提示

細胞 についてはほとん ど報告がない。そこで今回は,

CALT濾胞域における FDCの 存在について種々の組織
学的手法を用いて検討 した。

メチルグリーンピロニン染色において,リ ンパ組織で

みられるピロニン好性細胞には,胚中心を構成する Bリ

ンパ球 (胚中心細胞)や形質細胞ならびに FDCが知 られ
ているが,今回 CALT濾胞域で観察された中型のピロニ

ン好性細胞が胚中心細胞 ,大 型のピロニン好性細胞が

FDCであると考えられる.ま た,酵素および免疫組織化
学的検索では,CALT濾胞域に網目状の α―NAE染 色お
よび S-100蛋 白陽性所 見が観察 された。Heusermann

ら0は ウサギの牌臓において,濾胞内にα―NAE陽 性の
dendritic reticulum cellが 出現し,胚中心が網目状に染

色されることを報告 した.一方,Carboneら 9)は ヒトのリ

ンパ組織 (リ ンパ節,咽頭,扁桃,虫垂,胸腺)を抗 S‐ 100蛋

白抗体 とヒトの FDCに 特異的なDCR‐ 1抗体 を用いて

免疫組織化学的に検討 した結果,両者ともリンパ組織の

濾胞域が網目状に染色された ことから,FDCは S‐ 100蛋

白陽性であると報告している.ま た,ラ ットの リンパ節や

牌臓
1°),パ イエル板

17)に おいてもFDCが S‐ 100蛋 白陽性
であったとの報告もある。今回得られた CALT濾 胞域に
おけるα―NAE染色陽性および S‐ 100蛋 白陽性の網目
状所見は,FDCが染色された過去の報告と同様の組織学
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的所見であると考えられた。さらに,免疫電子顕微鏡学的

観察でみられたCALT濾胞域内 S‐ 100蛋 白陽性細胞は,
核や細胞質の形態学的所見が Imaiら 5)ゃ cocchiaら 10)

の報告した FDCの電子顕微鏡学的特徴に一致すると考
えられた。

MHC class II抗 原の発現について,今回の染色では濾

胞域全体がびまん性に淡 く染色されたが,S-100蛋 自を

染色した際に観察されたような網目状の陽性像は観察さ

れていない。このため,周囲 リンパ球の陽性所見 とFDC
の陽性所見との区別が光学顕微鏡レベルでは判定不可能

であったと考えられる。Freemontら 13)は ヒトの リンパ

節において同様の染色性を報告しているが,MHC class
II抗原発現の組織学的な判定に関してはさらなる詳細

な検討が必要であると考えられた。

これまで,FDCに おける抗原抗体複合体の捕捉,保持

能を形態学的に観察する方法としては抗原抗体複合体で

ある,PAPを生体に投与 して観察した研究5)15)～ 17)がぁ
る。それらの報告では,FDCの細胞表面,特に樹枝状の突

起部位に抗原抗体複合体の捕捉がみられたとされ,投与

した抗原抗体複合体の動物種による差はなかったとして

いる。今回,CALT濾胞域に PAP陽性所見がみられたこ
とは,抗原抗体複合体がCALT濾胞域の FDCに捕捉さ
れたことを示していると考えられた。しかし,抗原抗体複

合体の捕捉は細胞突起表面で生じるため,PAP陽性所見
が顆粒状または線状の陽性像として観察されたものと考

えられ,細胞質全体がびまん性に染色される S-100蛋白

との間に染色性の差が生じたものと考えられた。以上の

結果から,CALTの濾胞域に観察された細胞を FDCと

同定した。

今回の実験で使用した体重 500g以上のモルモットで

は,対照群 (A群)においても,CALTの内部が濾胞域,傍
濾胞域,円蓋域に分別できた。また,CALT濾胞域は,抗
原投与に反応して一次濾胞から二次濾胞に変化したと考

えられる。このような濾胞域の変化に対して,S-100蛋白

の染色性は,一次濾胞では疎な網目状陽性所見であり,二

次濾胞では密な網目状陽性所見であった。一次および二

次濾胞内 FDCにおける形態の相違として,今井 ら5)17)は

FDCを突起の迷路様構造 (labyrinth structure)の 有無
により2種類に分類し,一次濾胞のものよりも二次濾胞

に存在する FDCに迷路様構造の発達がみられることを

報告している。今回,すべての群においてCALT濾胞域
に S‐ 100蛋 白陽性像がみられたことは,CALT濾胞域に
一次濾胞,二次濾胞に関係なくFDCが存在することを
意味すると考えられる。さらに,二次濾胞における S‐ 100

蛋自陽性所見の形態学的変化は,FDCが二次濾胞内には

密に存在し,かつ,FDCの迷路構造が発達したために染

色性が増強したものと考えられた。

以上の結果から,CALTの濾胞域にはB細胞関連性樹
状細胞であるFDCが存在していることが同定でき,結
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膜にはT細胞関連性樹状細胞であるランゲルハンス細
胞 とは異なる樹状細胞が存在していることが解明された

ものと考えられる.ま た,FDCは ,抗原投与に対して反応

したことから,CALTに おける免疫応答に関与 している
ことが示唆された。今後,結膜感染症やアレルギー性角結

膜疾患の病態解明においてもFDCの役割を検討する必
要があると考えられる。

本論文の要旨は第 100回 日本眼科学会総会 (平成 8年,京

都)で発表した。
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