
734

要

目 的 :モルモットのアレルギー性結膜炎モデルを用

い,局所免疫を利用 した粘膜免疫療法によるア レルギー

性結膜炎発症抑制の可能性について検討 した。

方 法 :前処置としてアレルギー性結膜炎作製のため

の感作前 にコレラ トキシン B(cholera■ oxin B,CTB)

(4 μg/30 ml)と 卵自アルブミン(ovalbumin)(10 μg/30

ml)と の混合液を点眼したCTB点眼群 6匹および非処

置群 5匹の 2群に分けて行った。アレルギー性結膜炎モ

デルは,卵 白アルブミン(100μノml)と 水酸化アルミニ

ウム(5 mg/ml)の混合液を2週間隔,2回 の腹腔内投与

で感作を行い,卵 自アルブミン(5mノml)を 点眼して作

製した。

日限会誌 103巻  10号

約

結 果 :CTB群 における臨床スコアは,点眼 30分後

において球結膜充血 (pく 0.01),球 結膜浮腫 (p<0.05),眼

瞼浮腫 (pく 0.01)と もに非処置群に比較 して有意に抑制

されていた。組織学的検討では,6,24時間 ともに CTB
群において好酸球の上皮内への浸潤および結膜上皮障害

が非処置群に比較 して軽度であった。

結 論 :CTBと 抗原の感作前点眼は,実 験的ア レル

ギー性結膜炎の発症を抑制する効果を有すると考えられ

た。(日 眼会誌 103:734-740,1999)
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Abstract
Purpose: To investigate the immunosuppressive tion. The allergic reaction was significantly less in

effects of mucosal immune therapy in experimental .score in the treated than in control group(Mann-

allergic conjunctivitis. Whitney U-test : p<0. 0l). The clinical findings sub-

Method.: We used 1l white Hartrey guinea pigs siced after 6 hours. The treated group showed less

divided into two groups. Six animals (treated group) eosinophilic infiltration in the conjunctiva and the

received pretreatment with topical in.stillation of limbus, particularly in the conjunctival epithelium'

cholera toxin B (4 ttC/lO ml) and ovalbumin (10 Ug/lO than in control group at 6 and 24 hours'

ml). The other group of 5 animals served as control. Conclusion : Pretreatment with topical cholera

All the animals received intraabdominal injection of toxin B and antigen suppresses clinical and histologi-

ovalbumin (100 g/ml) and aluminium hydroxide (5 cal findings in experimentally induced allergic con-

mg/ml) repeated twice 2 weeks apart. Allergic con- junctivitis. (J Jpn Ophthalmol Soc 103 :734-740,
junctiviti.s was induced by topieal instillation of oval- 1999)

bumin solution (5 me/ml) one week after the above
procedure. Key words: Cholera toxin B, Mucosal immunity, Al-

Result: Both groups developeil palpebral and bul- lergic conjunctivitis

bar edema with hyperemia 30 minutes after instilla-

I緒  言

粘膜免疫は,粘膜表面から侵入してくる抗原に対する

免疫学的生体防御反応の 1つ で,抗原の認識から抗原特

異的分泌型 IgA産 生までの過程がその主体 を成す
1)。

IgA抗体産生は粘膜組織に存在する粘膜関連リンパ組織
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(muCOSa― aSSOCiated lymphoid tissue,MALT)と 呼 ばれ

るリンパ組織によって粘膜局所に誘導される1)。

粘膜免

疫の特徴として,経粘膜的に抗原を投与すると,粘膜免疫

系では抗原特異的分泌型 IgAが増加 してくるのに対 し

て,全身免疫系には免疫寛容が誘導される現象が発見さ

れている 1)。

経粘膜的抗原投与法には,経鼻,経口,吸入な

どの方法があるが,抗原物質の性状によっては,抗原の単

独投与のみでは十分な抗体価の上昇が得られないとされ

ている。そのため,効果的に粘膜免疫を誘導するには,抗

原と同時にアジュバントを投与する方法が有効であると

されている2).粘
膜免疫を効率良く誘導するアジュバン

トは粘膜免疫アジュバ ントと呼ばれ,その代表例として

コレラ トキシン(CT)や コレラ トキシンB(CTB)が 報

告
1)～ 7)さ れている。一方,粘膜組織は生体防御反応以外に

アレルギー反応が関与する場であり,ア レルギー疾患に

おいて粘膜免疫からみた病態解明,治療が試みられてい

る。

結膜においても他の粘膜組織と同様に,結膜組織内に

結膜関連 リンパ組織 (conjunctiva‐ assOciated lymphOid

tissue,CALT)と 呼ばれる MALTに 相当する組織が存

在し,涙液中には多量の分泌型 IgAが存在している8)。

免

疫寛容については,以前から経口免疫寛容を用いた治療

法が眼科領域でも検討されている9)が
,抗原物質の点眼

により粘膜免疫を誘導してアレルギー疾患を抑制する方

法についてはこれまでに報告がほとんどない.

今回,我 々はアレルギー性角結膜疾患の発症予防の試

みとして,抗原とCTBの点眼による粘膜免疫を利用 し

たアレルギー性結膜炎発症抑制の可能性について検討し

た。

II実 験 方 法

1.ア レルギーモデルの作製方法

実験動物 には 480～ 550gの 自色ハー トレイ系モル

モットの雌を使用 した。抗原には卵白アルブ ミン(Oval_

bumin,Sigma)を 使用した.対象は,CTB群および非処置

群の 2群 に分けて検討 した。CTB点眼群は,ア レルギー

モデル作製のための感作 を行 う 1週 間前に CTB(List

Blological Laboratories)(4μ ノ30 ml)お よび卵白アルブ
ミン(10 μg/30 ml)の 混合液0.05 mlを ,1日 1回 ,3日 間
連続して両眼に点眼した群 とし,非処置群は CTB―卵白

アルブミン混合液の点眼処置を行わない群とした。モル

モットのアレルギー性結膜炎は,既報
10)～ 12)に

従って作製

した.感作は両群ともに卵白アルブミン(100 μg/ml)と水
酸化アルミニウム(5 mg/ml)の 混合液 l mlを 腹腔内注

射(初 回腹腔内注射)し ,さ らに同様の処置を2週 間後に

施行(2回 目腹腔内注射)し た。2回 目の腹腔内注射後,1

週間目に卵白アルブミン溶液(5 mg/ml)0.05 mlを 両眼
に点眼し,ア レルギー性結膜炎を発症させた。
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2.臨 床 所 見

CTB点眼群 6匹 12眼 ,非処置群 5匹 10眼の 2群にお

いて臨床所見を肉眼的に観察した。卵白アルブミン点眼

によるアレルギー性結膜炎惹起後,30分 ,6,24時 間に,球

結膜充血,球結膜浮腫,眼瞼浮腫について表 1に示した評

価基準に従ってスコア化し,臨床スコアとした。それぞれ

の所見について,臨床スコアは Mann― Whitney s U― test

を用いて検討を行った。また,球結膜充血,球結膜浮腫お

よび眼瞼浮腫の臨床スコアの合計を総合臨床スコアとし

た.

3.組織学的検討

組織学的検討は卵白アルブミン点眼によるアレルギー

性結膜炎惹起後,6時間および 24時間に施行した.点眼 6

時間後の ものは,臨 床スコアを観察する群 とは別に,

CTB点眼群 5匹 10眼 ,非処置群 5匹 10眼 の 2群を用い

て,卵 白アルブミン点眼後 6時間に過量のベ ントバルビ

タールナ トリウム (ネ ンブタール①
,ダ イナボット)を 腹腔

内投与して屠殺 し,眼瞼,眼球を摘出した.点眼 24時間後

のものは,卵 白アルブミン点眼後 24時 間の臨床スコアを

表 1 臨床スコア

臨床所見

以下 3項 目の総得点を総合スコアとした

球結膜充血

0:所見なし

1:部分的な結膜動脈の拡張

2:全域の結膜動脈の拡張

3:全域の結膜動脈の拡張と球結膜浮腫

球結膜浮腫

0:所見なし

1:限局性浮腫

2:びまん性浮腫

3:高度の結膜浮腫

限瞼浮腫

0:所見なし

1:僅かな眼瞼腫脹

2:限瞼腫脹があるが開瞼可能

3:眼瞼腫脹があり開瞼不能
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図 1 総合臨床スコア.

総合臨床スコアでは,点眼 30分および 6時間後に両群間
のスコアに差が生 じている。ChOlera tOxin B(cTB)点 眼

群 (● ),非処置群 (○ )
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判定後,同様の方法で屠殺し,眼瞼,眼球を摘出した。摘出

した片眼の組織は光学顕微鏡用として,他眼の組織は透

過型電子顕微鏡用として試料を作製した。

光学顕微鏡用の試料は,ザ ンボニ固定液で 1時 間固定

した後,OCT compound(Tissue― tek[,Mlles)で 凍結包埋

し,約 7μmの凍結切片を作製 した.染 色は Dtt Quick°

(ミ ドリ十字)を 用いて,酸性ギムザ染色を行った。

透過型電子顕微鏡用の試料は,2.5%glutaraldehyde

H眼会誌 103巻  10号

(0。 2mo1/L‐ cacOdylate buler,pH7.4)で 12時間固定後,

細切して1%オ スミウム酸で1時間,後固定した.次 に,

上昇アルコール系列で脱水,エポキシ樹脂(EPOK 812° ,

応研商事)に包埋し,超薄切片を作製した.超薄切片は,酢

酸鉛とウラニールアセテートの二重染色を行い,透過型

電子顕微鏡(JEM 1200 EX① ,日 本電子)で観察した。

ⅡI 結  果

1.臨床所見の検討

全例の総合臨床スコアを図 1に示す。総合臨床スコア

では,30分,6時 間に差がみられた。統計学的検討では,各

臨床スコアを図 2a～ cに示す。卵白アルブミン点眼後 30

分において,CTB点 眼群は非処置群に比べて球結膜充血

(p<0.01),球結膜浮腫 (p<0.05),瞼結膜浮腫 (p<0.01)

ともに有意に抑制されていた(図 3a,b).

2.組織学的検討

1)光学顕微鏡による観察

卵白アルブミン点眼後 6時間の結膜組織の所見は,非

処置群では結膜上皮直下に多数好酸球を主体とした細胞
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図 2a 球結膜充血の臨床スコア.

球結膜充血は点眼 30分後で両群間に優位の差 (*)がみ

られる.*:IM:ann― Whitney:p<0.01

CTB点眼群 (●),非処置群 (○ )

図 2b 球結膜浮腫の臨床スコア.

球結膜浮腫は点眼 30分後で両群間に優位の差 (**)が

みられる.料 :Mann― whitney:p<0.05

図 2c 瞼結膜浮腫の臨床スコア.

瞼結膜浮腫は点眼 30分で両群間に優位の差 (*)がみ ら

れる.*:Mann-lVhitney:p<0.01

図 3a 非処置群の 30分後の前眼部写真 .

球結膜充血,球結膜浮腫および瞼結膜浮腫が高度にある。

総合臨床スコア 5点である.

図 3b CTB点 眼群の 30分後の前眼部写真 .

球結膜充血,球結膜浮腫および瞼結膜浮腫が軽度にある

総合臨床スコア 0点である.

0

占
（

*

「

~~~¬

| 

ゆ ‰

“
。 〔B

‐ || ‐‐■‐||■ ||■‐●1凛
11,;`|

.｀:,

`|ド
|_|■

》::|‐‐‐‐≪讚



平成 11年 10月 10日

P

図 4a 非処置群の 6時間後の瞼結膜.

好酸球は結膜下組織に加え,上皮直下ならびに一部上皮

内に多数浸潤 している。酸性ギムザ染色,バーは 50 μm

図 4b CTB点眼群の 6時間後の瞼結膜 .

好酸球が結膜下組織に散在性にあるが,結膜上皮直下に

はほとんどみられない.酸性ギムザ染色,バーは 50 μm

浸潤がみられたのに対して,CTB点 眼群では結膜上皮下

の細胞浸潤は軽度であった (図 4a,b)。

卵白アルブミン点眼後 24時 間では,両群ともに結膜下

組織には,血管の拡張とその中に赤血球が充満したうっ

血像がみられ,好酸球の増加がみられたが,CTB点 眼群

では,非処置群に比較して好酸球の浸潤が軽度であった。

また,非処置群の結膜上皮では杯細胞の消失,上皮障害の

所見がみられたが,CTB点 眼群では杯細胞は保たれてお

り,上皮障害の所見もなかった(図 5a,b).

2)透過型電子顕微鏡による観察

好酸球は三分葉核と細胞質内にコーヒー豆様の特異顆

粒を有する点で,他の顆粒球と識別可能であった。卵白ア

ルブミン点眼後 6時間において,非処置群の結膜上皮下

には好酸球,好中球,リ ンパ球の浸潤があるが,CTB点 眼

群は非処置群に比べて上皮下の細胞浸潤は軽度であっ

た.

卵白アルブミン点眼後 24時 間において,非処置群では

結膜上皮内に好酸球が浸潤 している所見があり,そ の周

囲の上皮には細胞間隙の拡大および上皮細胞の脱落した
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図 5a 非処置群の 24時間後の瞼結膜 .

結膜上皮下および上皮に多数の好酸球があ り,goblet細

胞の消失や上皮細胞の脱落がみられる。酸性ギムザ染色 ,

バーは 50 μln

図 5b CTB点 眼群の 24時間後の瞼結膜 .

結膜上皮下に好酸球の浸潤がみ られる。CTB点 眼群で

は,非処置群に比較 して好酸球浸潤 と結膜上皮障害が軽

度である.酸性ギムザ染色,バーは 50 μm

所見がみられた.ま た,結膜下組織に多数の好酸球および

リンパ球の浸潤があった。CTB点眼群では上皮細胞にほ

とんど変化はなく,細胞間隙にも変化はなかった.ま た,

上皮下には軽度の好酸球浸潤があったが,上皮内にはほ

とんど好酸球はなかった (図 6a,b).

IV考  按

粘膜免疫の臨床応用 として,ウ イルス感染症に対する

粘膜ワクチン13)14),ア レルギー疾患に対する経口減感作

療法
15)-17),自 己免疫疾患に対する経口免疫寛容

18)な どが

これまでに報告されているが,今 回我々は粘膜免疫の臨

床応用の 1つ として粘膜免疫増強によるアレルギー性結

膜炎発症抑制の可能性について検討 した。

今回使用したモルモ ットアレルギー性結膜炎モデル

は,能動感作モデルとして報告されたものであり,ア レル

ギー性結膜炎の臨床所見としては,抗原点眼後 30分に著

しい結膜浮腫を主体 とした即時反応 (early phase reac―

コレラトキシンBのアレルギー性結膜炎の発症抑制・齋藤他
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図 6a 非処置群の 24時間後の瞼結膜電子顕微鏡写真 .

結膜上皮内に多数の好酸球浸潤があり(矢印),」 1皮細胞

の細胞間隙は拡大,」■皮細胞の脱落がみられる.

tion)が観察される他に,点 眼後 6～ 24時 間において好酸

球 とリンパ球 主体 の細 胞 浸潤 を伴 う遅発 反応 (late

phase rea“on)の 二相性の反応が観察 されるモデルで

ある
10'～ 12).本

実験では,こ の抗体価の上昇時期に合わせ

てアレルギー性結膜炎を発症させ,そ のために発症の 4

週間前に生体の感作 を行 った。観察時間の設定には,既

報
10)～ 12)で 30分～6時間の間では,組織学的所見にも臨

床所見にも変化がみ られないため,今回の検討 も 30分 ,

6,24時 間に観察を行 った。モルモ ットは雑種であ り,個

体差がみられることはヒ トにおける反応 と類似する点で

ある。そのため,個 々の症例について臨床症状をそれぞれ

スコア化 し,統計学的に検討する必要があった。今回,免

疫増強による反応を検討する意味からモルモット実験的

アレルギー性結膜炎モデルに対 して,抗原である卵 白ア

ルブ ミンとCTBの混合液を前処置点眼を行った群 と,

前処置点眼のない非処置群間のみで,臨床症状および組

織学的所見を比較 した.結果は抗原点眼後 30分の臨床症

状が CTB点眼群 において有意に抑制 され,点 眼 6～ 24

時間後における組織学的検討では,CTB点 眼群の方が非

処置群に比べて好酸球浸潤 と結膜上皮障害が軽度であっ

た。これらの結果から,モ ルモット実験的アレルギー性結

膜炎モデルでは,抗原 と CTBの混合液点限により,即 時

相から遅発相に至る一連のアレルギー反応が抑制された

と考えられた .

CTは コレラ菌の産生する菌体外毒素で,コ レラ菌感
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図 6b CTB点眼群の 24時間後の瞼結膜電子顕微鏡写真 .

上皮下に好酸球の浸潤が軽度みられる (矢 印).L皮 障害は

ほとんどみられない .

染による下痢症状の原因物質である。CTは ,Aサ ブユ

ニット1分子とBサブユニット5分子から成 り,分子量

約 84 kDaの 六量体蛋白質で構成される。Aサ ブユニッ

トは,コ レラの患者における下痢や脱水を惹き起こす物

質であり,Bサ ブユニット五量体を介して動物の有核細

胞表層上の GMIガ ングリオシドと結合 し,細 胞質内に送

り込まれることが知 られている19)。 この CTを 経目的に

抗原とともに投与すると,抗原特異的分泌型 IgAの著し

い上昇を生じることから,粘膜免疫アジュバントとして

も知られている3)が ,CTを 生体に使用する場合にAサ

ブユニットの毒性が問題になっていた。McKenzieら 1)

は,CTBと 西洋ワサビペルオキシダーゼ(HRP)を 化学的

に結合させた混合物をマウスに経口摂取させたところ
,

腸管粘膜と血清中に高レベルの抗体産生がみられたこと

から,CTB単独でもアジュバント活性が存在することを

初めて報告 した。また,Jertbornら
7,や

小川 ら20)は cTB
が有用な粘膜免疫アジュバントであること,ヒ トに対し

て毒性が少ないことを報告 している。今回,粘 膜免疫ア

ジュバントとしては CTBを 使用 し,経粘膜投与のルー

トとしては結膜を想定して点眼による投与法により検討

した。

抗原とCTBを 腸管以外の粘膜から投与する方法は,

Hirabayashiら 14)がマウスに対してインフルエンザウイ

ルスとCTBと の混合 ,′

「拠を経鼻的に投与する経鼻インフ

ルエンザ粘膜ワクチンとして行っており,経鼻的抗原投

・='・姜

‐■
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与は経口,経腹腔内および経皮的ワクチン投与に比べて,

血清と気管支洗浄液中の抗 IgA抗体が有意に増加して

いると報告 している。また,若盛21)は
局所 IgA抗体を人

為的に増加させることにより,IgA抗体がアレルゲンに

対する遮断抗体になり得ると考え,CTと 抗原の経鼻投

与で,抗原の再暴露に際して血清 IgE抗体産生が抑制さ

れたことを報告 している。一方,結膜組織に関しては,稲

田ら22)が モルモットを用い,抗原であるHRPを フロイ

ント完全アジュバントとともに点眼 して,抗原特異的

IgA産生形質細胞の結膜への出現を免疫組織化学的に観

察し,経結膜的抗原投与により粘膜免疫の誘導が可能で

あることを報告した。これらの報告は,抗原とCTBの 点

眼法が眼局所において遮断抗体として働 く抗原特異的

IgAを 誘導 しアレルギー反応を抑制したと考えられた。

しかも分泌型 IgAは ,抗原が免疫組織に侵入することを

阻止する生体防御も営んでいることから,即 時相の反応

を含めてアレルギー反応の全経過が抑制されたものと考

えられた。

一方,ア レルギー疾患の治療に粘膜免疫を利用した免

疫療法の有用性が報告
15)ヽ 17)さ れ始めている.経口減感作

療法はアレルゲンの経回投与により免疫寛容を誘導して

アレルギー疾患の発症を抑制することを目的とした免疫

療法の一法である.Sukoら r)は
成人喘息症例にダニ粗抗

原を経口投与 したところ,ダ ニ抗原吸入誘発による即時

型喘息反応と遅発型喘息反応の両者の抑制効果および末

梢血好酸球の減少やリンパ球の自発的インターロイキ

ンー5の産生低下を報告 している。また,小泉 ら。)は ラット

に経回免疫寛容の誘導を行い,ア レルギー性結膜炎にお

ける血清 IgE抗体価と結膜炎の抑制を報告 している.し

かし,投与する抗原の量によって免疫寛容が誘導される

場合とされない場合があるとされ,免疫寛容に関しては

まだ不明な点が多い。したがって,今回は卵白アルブミン

点眼のみの群は設定しておらず,今回の方法におけるア

レルギー性結膜炎発症の抑制が,免疫寛容の誘導による

のか,ま たは分泌型 IgAを 中心とした遮断抗体によるの

かとの作用機序の検討は行っておらず不明である.今回

の感作方法は粘膜ワクチンに準 じた方法であ り,CTBと

抗原の点眼投与法はアレルギー性結膜炎の領域において

も臨床の分野へ発展させることが可能な方法であると考

えられ,今後は本方法の作用機序の解明と臨床応用が検

討課題であると考えられた。
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