
平成 13年 3月 10日

要

目 的 :異種胸腺を移植 されたマウスには多臓器に自

己免疫病が自然発症する.こ のマウスに発症する角膜炎

が自己免疫病であるかの検討を行った。

方 法 :BALB/cヌ ー ドマウスの腎被膜下にF344
ラットの胎児胸腺を移植 (ラ ッ トTGヌ ー ドマウス)し

観察を行った。摘出した角膜の組織学的,免疫組織学的検

索および角膜炎の トランスファー実験も行った.

結 果 :組織像は単球や好中球の角膜実質表層への浸

潤と著明な血管新生である。病変の発症に伴って,血中に

は角膜上皮細胞や実質と特異的に反応する自己抗体の存

在が間接蛍光抗体法により証明された。同時に,角膜実質

143

約

や基底膜の周辺に免疫グロブリンや補体の沈着が観察 さ

れた。この角膜炎は,末梢の CD 4陽性細胞の移入によつ

て無処置ヌードマウスに トランスファーすることができ

た.

結 論 :本研究から,ラ ットTGヌ ー ドマウスに発症

する角膜炎には自己免疫が関与 し,本 モデルが自己免疫

性角膜炎を自然発症する最初のモデルであることが証明

された。(日 眼会誌 105:143-148,2001)

キーワード:自 己免疫性角膜炎,抗角膜抗体,ヌ ー ドマウ

ス,ラ ット,異種胸腺移植

ラット胎児胸腺の移植を受けたヌー ドマウスに発症 した
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Abstract
Purpose: The purpo.se of the present study was complements were simultaneou.sly observed in the

to examine the keratitis detected in these mice after corneal stroma and around the basement membrane.
the xenogeneic thymu.s gland transplantation. Corneal lesions of rat TG nude mice were therefore

Methods: The thymus glands were collected from successfully transferred into naive nude mice by
F 344 rat embryos and transplanted under the renal host splenic CD 4 positive cells.

capsules of BALB/c nude mice(rat TG nude mice) . Conclusion : The present study demonstrated
I-Iistological and immunohistological examinations that autoimmunity was involved in the development
and a transfer experiment of keratitis wa.s also con- of keratitis in rat TG nude mice and that these mice

ducted. were the first animal models to develop autoimmune
Results : The histological image was character- keratitis spontaneously. (J Jpn Ophthalmol Soc 105:

ized. by the infiltration of mononuclear cells and 143-148, 2001)

neutrophils and the marked angtogenesis . The
autoantibodies reacting specifically to corneal epi- Key words : Autoimmune keratitis, Anti-corneal an-

thelial cells and corneal stroma were recognized in tibody, Nude mice, Rat, Xenogeneic thy-
the blood. The deposits of immunoglobulins and mus transplantation

I緒  言

ヒトにおけるMooren's ulcerで 代表される角膜の潰

瘍性病変は,視力を損なう重篤な病変であり,眼局在病変

として,あ るいは全身性の自己免疫病に伴って発症す

る 1)～

".こ のような眼病変の病態はほとんど明らかにさ

れていないが,多 くの症例から自己免疫が関与 している

ことが推測されている.それを裏付けるように角膜炎の
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部位や隣接する結膜の組織学的検索から好中球,形 質細

胞やリンパ球の浸潤が報告
4)6)さ れている。このような患

者の病変部には免疫グロブリン(IgG)や補体の沈着も観

察されてお り,さ らに,患者の血中には角膜や結膜上皮と

反応する抗体が確認されている |)― 〕7)～ 12).ま た,角膜の慢

性病変をもつ患者においては,可溶性の角膜抗原に対す

る細胞性免疫反応も報告
3)13)さ れている。

このようなヒトの難治性角膜病変をさらに解析するた

めには,類 似 した病態を有する動物モデルが存在すれば

表 l TGヌードマウスにおける角膜炎の発症

胎児胸腺    月齢   匹数  角膜炎発症マウス(%)

‖眼会誌 105巻  3号

大変有用である.と ころで,マ ウスの胸腺を新生児期の生

後 2～ 4日 で摘出する (NTxマ ウス)と 多発性に臓器局在

性の自己免疫病が 自然発症する14).障
害を受ける主な臓

器は,卵巣,精巣,前 立腺,記 甲状腺や唾液腺である。この

モデルマウスは,ヒ トの早発性閉経症 ,男 性不妊,溶血性

貧血を伴 う胃炎,橋本甲状腺炎やシェーグレン症候群の

解析に成果をあげてきている。NTxマ ウスと同等かある

いはより激 しい病変の発症が,腎被膜下にラッ トの胎児

胸腺の移植を受けることにより免疫能を獲得 したヌー ド

マウス (ラ ットTGヌ ー ドマウス)に観察することができ

る 15)16).興
味あることは,こ のマウスには角膜にも炎症反

応が観察される。我々が知る限りにおいては,自 己免疫性

の角膜炎を自然発症するモデル動物の報告はない。本研

究ではラットTGヌ ー ドマウスに発症する角膜炎が自己

免疫病であることを明 らかにするとともに,ヒ トの病変

との類似性について検討 したので報告する。

F344ラ ツ |ヽ

NZBマ ウス

BALB/cマ ウス
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図 1 実体顕微鏡で観察した 7か月齢マウスの角膜 .

A:ラ ットTGヌ ー ドマウスに発症 した角膜炎.角膜表層の不整 と血管新生が著明に観察される

B:マ ウス(NZB)TGヌ ー ドマウスの角膜では病変は観察されない.

B

図 2 7か月齢マウスの角膜組織像〔ヘマトキシリン・エオジン(HE)染色〕.

A:ラ ットTGヌ ードマウスの角膜で上皮の肥厚や角質化,実質のリンパ球浸潤が観察される。

B:マ ウス(NZB)TGヌ ードマウスの角膜の組織像であるが正常の所見を呈している。
バーは 60 μrn
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II実 験 方 法

1。 モデル動物の作製

4週齢雌 の BALB/cヌ ー ドマ ウス (Charles River Ja―

pan)の 腎被膜下に胎児胸腺 2葉 を移植 した (TGヌ ー ド

マウス).胎 児胸腺は胎齢 15日 の F344ラ ットと胎齢 14

日の NZBマ ウス (静動協)お よび BALB/cマ ウスから採

取 した。手術はすべてジエチルエーテル麻酔下で行った。

動物 は愛 知 県が んセ ンター の specific pathogen free

(SPF)動物室で飼育 し,生後 3,5か 月あるいは 7か 月齢

で屠殺 した。飼育 と屠殺は当センターにおける動物実験

の内規に従って行った。

2.実体顕微鏡での観察と組織学的な検索

ジエチルエーテル麻酔下で実体顕微鏡を用いて角膜上

皮の状態,実 質の濁 りや新生血管の有無を観察 した。屠殺

時には心臓から直接採血を行い,血清を分離 し,蛍光抗体

間接法や enzyme― linked immunosorbent assay(ELIS―

A)の ために凍結保存した。眼球などの組織はブアン液で

自己免疫性角膜炎のモデル・浅谷他 145

固定 し,パ ラフイン包埋後,切片にしてヘマ トキシリン・

エオジン(HE)で染色 した。一部の組織は凍結 し,免疫組

織化学染色用に保存 した .

3.免疫組織化学

角膜を凍結切片とした後にアセ トン固定 し,リ ン酸緩

衝液 (PBS)で洗浄後,ロ ー ダ ミンを標識 した抗 マ ウス

IgGオ九イ本(Cappel,Durham,NC)と ■uorescein isothiocya―

nate(FITC)を 標識 した抗マウス C3抗体 (Cappel)で 二

重染色 して,蛍光顕微鏡で lgGと 補体の沈着の有無を観

察した。

4.間接蛍光抗体法

正常 BALB/cマ ウスの角膜を凍結切片とし,ア セ トン

固定後にPBSで洗浄 し,PBSで 40倍希釈 したマウスの

血清と反応させ,PBSで再洗浄した後にFITC標 識抗マ

ウス IgG抗体 (Cappel)と 反応させた。この特異反応を蛍

光顕微鏡で観察した。

5.抗体の吸収試験

角膜と反応する抗体の特異性を観察するために血清の

図 3 正常マウス角膜 を標的とし,ラ ッ トTGヌ ー ドマウスの血清を用いて施行 した間接蛍光抗体法 .

上皮細胞 (A)と 実質中 (B)に特異染色が観察される。血清の希釈はそれぞれ 640倍 である .

バーは 60 μrn

図 4 ラットTGヌ ー ドマウスの角膜炎発症部位における免疫グロブリン(A)と 補体(B)の 沈着 .

同一切片を■uorescein isothiocyanate(FITC)(A)と ローダミン(B)で二重染色 した。

バーは 60 μm
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吸収試験を行った。正常マウスの角膜,肝臓あるいは皮膚

のホモジェネー トをアセ トンで固定後,PBSで よく洗浄

した。PBSで 40倍希釈 した血清と等量のホモジェネー

トをよく攪拌し,37℃ で 30分間インキュベー トした。遠

心分離 した上清を用いて間接蛍光抗体法を行い,抗体の

特異性を検討した。

6.角 膜可溶性蛋自液の作製

正常 BALB/cマ ウスの眼球から角膜を採取 し,10 mM

トリス塩酸緩衝液(pH 7.4)お よび 0。 25M薦糖添加緩衝

液を加えてホモジェネー ト後,700 xGで 10分間遠心し,

上清を採集 した.こ れを7,000 xGで 10分問遠心 してそ

の上清を回収し,さ らに,こ れを 100,000 xGで 60分 間遠

心 して,得 られた上清を角膜可溶性蛋白液とした。

7.ELISA

角膜可溶性蛋自液を 20 μg/mlに希釈 して 96穴 の EL―

ISA用 プレー トに入れ,一昼夜冷蔵庫で静置させ角膜抗

原をプレー トにコー トした。マウスの血清を2倍希釈に

より200～ 3,200倍 まで希釈し,一次抗体としてプレー ト

に添加 した。そして,二次抗体にはペルオキシダーゼ標識

の抗マウス IgG抗体 (Cappel)を 用いた。O‐ フェニレンジ

アミンを用いてその酵素を発色させ,吸 光度 492 nmで

測定した。

8.抗角膜抗体の投与

角膜に対 して反応する自己抗体をもつラットTGヌ ー

ドマウスの血清 (ELISAで 1,600倍以上の抗体価を有す

る血清をプール)loo μlを 無処置BALB/cヌ ードマウス

の腹腔に週 2回 ,4週間投与 した。最終投与から3日 後に

屠殺 して角膜の組織学的な検討を加えた。

9.膊細胞の移入

TGヌ ー ドマウスの牌細胞 (2× 10')を 4週齢の無処置

雌ヌー ドマウスの腹腔に移入 し,2か 月後に屠殺 して組

織学的な検討を加えた。注射する牌細胞は無処置群と,抗

CD4あ るいは抗 CD 8モ ノクローナル抗体 とウサギ補

体により,CD4あ るいは CD8陽性細胞を削除 した群を

用いた。

III  結     ‐果

1.実体顕微鏡による角膜の観察

TGヌ ー ドマウスの角膜は,異種である F344ラ ット

胎児胸腺移植後 2か月で上皮に不整がみられ,血管の新

生と角膜実質の混濁が観察された(表 1)。 これらの病変

は胸腺移植後 4か月でさらに著 しくなった (図 lA,表

1)。 この病変は両側性に必発 し,慢性の経過をとった.対

照として用いた異系 NZBマ ウスや同系 BALB/cの 胎児

胸腺の移植を受けたマウス TGヌ ー ドマウスには,こ の

ような症状はなかった(図 lB,表 1).

2.角 膜の組織学的観察

ラットTGヌ ー ドマウスの角膜には上皮の肥厚や角質

化があ り,同 時に実質にリンパ球や好中球の浸潤が観察

|1眼 会誌 105巻  3号

された (図 2A,B)。 また,上皮直下の実質には炎症所見と

血管新生が高頻度に観察された(図 2A,表 1)。 同系や異

系の胎児胸腺の移植を受けたマウス TGヌ ー ドマウスの

角膜には形態学的な異常はなかった (図 2B,表 1).

3.間接蛍光抗体法とELISA

正常マウスの角膜を標的として,TGヌ ー ドマウスの

血清を用いて間接蛍光抗体法を行った。角膜に炎症があ

るラットTGヌ ー ドマウスのすべての血清が角膜上皮あ

るいは実質と反応 した (図 3A,B)。 多 くの血清では両者

と反応する抗体を有していた.それぞれの標的 (上皮と実

質)と 反応する抗体の強さは各血清により異なり,お よそ

7割 (25/36)は上皮,3割 (11/36)は 実質と強 く反応 した。

抗体価の測定をELISAで行った。その結果,病 変発症マ

ウスの血清は全例とも200倍希釈で陽性であった。さら

に400,800,1,600,3,200倍 の希釈によっても陽性であっ

た血清の頻度は,それぞれ 94,75,50,25%あ った。

これらの抗体の特異性を検討するために,い くつかの

臓器を用いて抗体の吸収試験を行った.肝臓あるいは皮

膚のホモジェネー トと血清とのインキュベー トによって

抗体価に影響を与えることはなかったが,角 膜のそれと

のインキュベー トでは抗体価は完全に消失 した。角膜に

炎症反応がないラットTGヌ ー ドマウスでは,角 膜 と反

応する抗体は産生 されていなかった.ま た,マ ウスTG
ヌー ドマウスにおいては同様の抗体産生はなかった。

4.免疫組織化学

角膜炎を発症したマウスの角膜を凍結切片として,病

変部にIgGや補体の沈着があるか否かを検討 した。その

結果,角 膜実質全体に,中でも特に上皮直下の実質に強い

IgGと 補体の沈着が観察された(図 4A,B).ラ ットTG
ヌー ドマウスの角膜でも,発病していない例では免疫沈

着物は観察されなかった。また,マ ウスTGヌ ー ドマウス

の角膜にも免疫沈着物は観察されなかった.

5。 角膜炎の トランスファー

病変が自己免疫性であることを明らかにするために,

角膜炎が発症しているラットTGヌ ー ドマウスの血清あ

るいは牌細胞を無処置ヌードマウスの腹腔に注入 した.

表 2に 示したように,抗角膜抗体を含む血清を注射され

たレシピエントマウスの角膜には組織学的に異常はな

かった.一方,牌細胞を注入されたレシピエントマウスに

は ドナーと同様の角膜病変が観察された。そして牌細胞

中の CD4陽性細胞を削除しておくと,病 変は トランス

ファーされないことから(表 2),CD 4陽 性細胞がエフェ

クターであることが明らかとなった。

IV 考  按

今回の研究において,ラ ットTGヌ ー ドマウスに発症

する角膜炎には自己免疫が関与し,そ して,本モデルマウ

スが自己免疫性角膜炎を自然発症する最初のモデルであ

ることが証明された。この病変は両側性に必発するとと
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表 2 無処置ヌー ドマウスヘの角膜病変の トランスファー

投与群 匹数   角膜炎発症マウス (%)

抗角膜血清

無処置牌細胞

CD4細胞削除牌細胞

CD8細 胞削除牌細胞

血清と牌細胞は角膜炎を発症しているラットTGヌ ー ドマウ

スから採取した。

もに慢性の経過をたどり,組織学的には血管新生 と角膜

実質におけるリンパ球や好中球の浸潤が顕著である.一

方,同 時に確認された涙腺炎の結果,角膜上皮の角質化の

進行が観察された。また,血 清学的にも病変を発症 した

ラットTGヌ ー ドマウスの血清には,角 膜の上皮細胞や

実質と特異的に反応する高力価の自己抗体が存在する。

さらに,免疫組織化学的検索により角膜炎の実質,特 に基

底膜の周囲にはIgGや補体の沈着が観察され III型 アレ

ルギーの様相を呈している。このような所見は,ヒ トにお

けるMooren's ulcerな どの角膜炎の報告
1)4)6)7)0)11)12)と

類似性が高い。Mooren's ulcer発 症の患者には胃や甲状

腺などと反応する自己抗体も検出されている2)5).ラ ット

TGヌ ー ドマウスにも同様の自己抗体が検出され,甲 状

腺炎,胃 炎や副腎炎などの自己免疫病が発症する 15)16).さ

らに,角膜炎の トランスファー実験で,抗角膜抗体を含む

血清を注射されたレシピエントマウスの角膜には組織学

的に異常はなく,牌細胞を注入されたレシピエントマウ

スにドナーと同様の角膜病変が観察され,ま た1卑細胞中

のCD4陽性細胞を削除すると病変はトランスフアーさ

れないことから,エ フェクター細胞が CD 4陽性 リンパ

球であることが明らかとなった。このことは角膜と特異

的に反応する自己抗体の検出と併せて,こ のモデルの角

膜炎が自己免疫で発症 していることを強く推定する結果

である。これらはラットTGヌ ー ドマウスが自己免疫の

関与したヒト角膜炎の発症機序解析に有用なモデルであ

ることを示すものである。

胸腺の最も重要な機能は自己と非自己を正確に認識す

るT細胞の教育である。この過程を正確に遂行するため

には,胸腺上皮細胞を基盤とし,樹状細胞やマクロファー

ジなどで構成される胸腺微小環境 と前駆 T細胞 との相

互作用が不可欠である。ヌー ドマウスに移植された後に

発育したラット胸腺では,ド ナー由来の細胞は胸腺上皮

細胞のみで,他 の細胞,例 えば T細胞,樹状細胞やマクロ

ファージはホス トの骨髄由来であることが報告
15)さ れて

いる。したがって,ラ ットTGヌ ー ドマウスではホス ト由

来の T細胞が免疫能を獲得し,SPFでない通常の飼育環

境でも長期間生存できるが,しかしながら,多臓器に臓器

局在性の自己免疫病が発症することが判明している 15).

ラットTGヌ ー ドマウスは細菌感染にも抵抗でき,外来

抗原 (羊赤血球や異系のリンパ球)に も十分反応すること
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から,か なりの免疫能を獲得 していることが推測される .

このことは,異種の胸腺上皮を基盤 として形成される胸

腺微小環境でも,生存に必要なホス トT細胞の免疫能は

十分獲得 されることを示 している。さらに,最近,胎児胸

腺をウサギ,ブ タやウシから採取 し,こ れ らを用いて TG
ヌー ドマウスを作製 してもホス トT細胞の免疫能が獲

得されることが明 らかになった 17)。

そ して,ラ ツトのみな

らず,他 の動物の胎児胸腺を移植 して作製された TG
ヌー ドマウスにおいても臓器特異性自己免疫病が多発す

るのである.と ころが,ラ ットTGヌ ー ドマウスに発症す

る自己免疫病は発病前に同系正常マウスの牌細胞を注入

しておくと予防することができる 18)。 このことは,正常マ

ウスの末梢には自己反応性の T細胞を抑制する働 きの

あるサプレッサー T細胞が存在 していることを推定 し

ているとともに,ラ ットTGヌ ー ドマウスではこの免疫

系の制御に関連 した T細胞が欠如 していることが考え

られる。胸腺におけるサプレッサー T細胞の教育のため

には,胸腺上皮細胞からT細胞へ何 らかの情報が送 られ

ていると考えられる。この情報は異系 NZBマ ウスの胸

腺上皮細胞とホス トの T細胞との間では良好に伝わる

ので,NZBマ ウス TGヌ ー ドマウスでは自己免疫病が発

症しないと考えられる.と ころが,F344ラ ットの胸腺上

皮細胞では異種であるために,こ の情報がホストの T細

胞にうまく伝わらず,あ るいはマウス T細胞に必要な情

報が欠如しているためにラットTGヌ ー ドマウスではサ

プレッサーT細胞が教育されず,自 己免疫病が発症する

ものと考えられる。

ラットTGヌ ー ドマウスはヒ トMooren's ulcerな ど

の発病原因が不明な角膜炎の研究に役立つモデルとして

有益な情報を与えてくれると考えられる。今後,こ のモデ

ルを用いて,角膜の上皮や実質における抗原の同定,発病

機序の解析,さ らに角膜炎の予防や治療法の開発に取 り

組む次第である。
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