
緒 言

結膜組織には結膜関連リンパ組織(conjuctiva-associ-

ated lymphoid tissue,CALT)と呼ばれるリンパ組織が

存在しており，結膜の局所免疫において重要な役割を

担っている ．CALTは，結膜下組織にリンパ球の集

簇を主体として形成されるリンパ濾胞様組織で，組織学

的には濾胞域，傍濾胞域，円蓋域，リンパ上皮に大別さ

れる．また，CALTは結膜囊内に侵入する外来抗原に

対して抗原特異的 IgA産生前駆B細胞を誘導する機能

を有するとされている ．

これまでにCALTの存在は，ヒト ，サル ，ウサギ

およびモルモット で報告されている．モルモットに

おいては，下眼瞼の瞼結膜から円蓋部にかけて，肉眼で

も視認可能な大型のCALTが存在することから，これ

までに様々な組織学的，免疫学的検討が加えられてき
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要 約

目 的：マウスの結膜関連リンパ組織を組織学的に検

討した．

方 法：正常マウス(～ 週齢)結膜での濾胞様組織

の存在部位を組織学的に検討した．次いで，濾胞の抗原

刺激による形態的変化を観察するために卵白アルブミン

とコレラトキシン Bの混合液を点眼し，経時的に検討

するとともに，抗 CD 抗体，抗 CD 抗体，抗 S- 蛋

白抗体で免疫組織学的に検討した．

結 果：濾胞様組織は瞬膜に存在する所見が得られ

た．濾胞様組織は抗原投与により拡大，増加した．免疫

組織学的検討では濾胞様組織内に CD ，CD 陽性細胞，

S- 蛋白陽性細胞があった．また，上皮間ポケット内

にも CD 陽性細胞があった．

結 論：マウス瞬膜の濾胞様組織は結膜関連リンパ組

織であることを示す所見が得られた．(日眼会誌 ：

― ， )

キーワード：結膜関連リンパ組織，濾胞，免疫組織，マ

ウス，瞬膜
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Abstract

：To investigate conjunctiva-associated
 

lymphoid tissue(CALT)in mouse conjunctiva.

：We examined normal mice, ranging in
 

age from to weeks,to investigate the presence of
 

follicular tissue histologically.Next,we treated mice
 

by topical instillation of ovalbumin and cholera
 

toxin B,and then examined conjunctival follicles by
 

immunohistological methods.

：Follicular tissue was present at the
 

nictitating membrane. Both size and amount of
 

follicular tissue was increased by the topical oval-

bumin treatment. Immunohistological examination

 

revealed CD ,CD , and S- protein positive cells
 

in follicular tissue.The epithelial layer,correspond-

ing to follicular tissue, had intraepithelial pockets
 

and CD positive cells in the pockets.

：It was concluded that the follicular
 

tissue at the nictitating membrane is CALT in mice.

(J Jpn Ophthalmol Soc ： ― , )
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た．サルにおいては，高内皮細静脈(high endothelial
 

venule, HEV)や鎖状構造を有するリンパ管を伴う結膜

濾胞の形態学的研究の報告 があり，ヒトにおいてはび

まん性あるいは濾胞状CALTの免疫組織学的研究が報

告 されている．

一方，マウスでは鼻咽頭におけるnasopharyngus-as-

sociated lymphoid tissue(NALT)や，腸管におけるパ

イエル板や孤立リンパ小節などの gut-associated lym-

phoid tissue(GALT)の存在が既に明らかにされ，マウ

スのNALTおよびGALTを含めた粘膜関連リンパ組

織を介した免疫応答に関する研究がなされている ．

しかし，CALTに関する報告はこれまでにない．

今回，我々はマウスにおけるCALTの存在について

組織学的に検討した．

実 験 方 法

実験動物には，specific pathogen free(SPF)下で飼

育した4～6週齢BALB/c雌マウス18匹36眼を使用し，

以下に述べる検討項目について組織学的に検討した．

1．正常マウス結膜の組織学的検討

非処置マウス3匹6眼を頸椎脱臼により屠殺後，眼球

を眼瞼とともに摘出し，カルノア液で固定した．上昇ア

ルコール系列で脱水後，Tecnovit 7100 (Heraeus社)

で包埋した後，ミクロトームで約7μmの連続切片を作

製した．染色はヘマトキシリン・エオジン染色とギムザ

染色で行い，光学顕微鏡(BH-2，オリンパス)で観察し

た．

2．濾胞様組織の抗原投与による経時的変化

処置群9匹18眼と非処置群3匹6眼とに分けて検討

した．抗原として卵白アルブミン(ovalbmin,OVA)(Si-

gma Chemical社)0.25μg/ml，およびアジュバンドと

してコレラトキシンB(cholera toxin B,CTB)(List Bio-

logical Laboratories社)0.1μg/mlを含有したOVA点

眼液を作製した．処置群は，OVA点眼液0.05mlを 1

日1回，両眼に実験開始日，および実験開始後1，7，8

日目に点眼することで抗原投与を行った．そして実験開

始後2，9，14日目にそれぞれ3匹6眼ずつ眼球，眼瞼

を摘出し，上記検討項目1．と同様の方法で連続切片を

作製し，検討を行った．また，非処置群はOVA点眼液

の点眼を行わない群とし，14日目に眼球，眼瞼を摘出

し，ギムザ染色による同様の検討を行った．

3．濾胞様組織の免疫組織学的検討

3匹6眼に対し，OVA点眼液を実験開始日，および

実験開始後1，7，8日目に点眼し，9日目に眼球，眼瞼

を摘出した．2％ periodate lysin paraformaldehyde

(PLP)溶液で1時間固定後，Tissue-Tek (サクラ精

機)に包埋し，ドライアイスイソペンタンで急速凍結し

た．凍結した試料は，クライオスタットを用いて約7

μm厚の連続切片を作製し，抗マウスCD4モノクロー

ナル抗体(Immunotech社)，抗マウスCD8モノクロー

ナル抗体(Immunotech社)，抗ウシ脳S-100蛋白ウサギ

抗体(Serotec社)を一次抗体とし，間接酵素抗体法(avi-

din-biotin complex法，ABC法)で染色した．ABC法

にはVectastain ABC kit (Vector社)を用い，ペルオ

キシダーゼの発色には3,3’-ジアミノベンチジン四塩酸

塩(和光純薬)で作製したKarnovsky液を用いた．核染

色はメチルグリーン染色を行い，光学顕微鏡で観察し

た．

結 果

1．正常マウス結膜の組織学的検討

軟骨組織を伴った瞬膜が内眼角部側に存在していた．

瞬膜は結膜で覆われ，結膜下組織には，リンパ球の集簇

を主体とする濾胞様組織が1か所のみ存在していた(図

1)．周囲の結膜上皮には胚細胞(goblet細胞)があった

が，濾胞様組織を覆う上皮には goblet細胞はなかった

(図2)．

2．濾胞様組織の抗原投与による経時的変化

処置群では，処置群2日目において，瞬膜に加え円蓋

部にも濾胞様組織が存在していた(図3)．処置群9日目

において，連続切片で観察したところ濾胞様組織が瞬膜

の複数か所に存在していた(図4)．非処置群では検討1．

と同様1か所のみであった．また，処置群9日目におい

て，濾胞様組織を覆う上皮には上皮細胞の細胞質の変形

および浸潤細胞の集簇により形成された上皮間ポケット

が存在した(図5)．処置群14日目においても瞬膜の複
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図 1 正常マウスの濾胞様組織(ヘマトキシリン・エオジ

ン染色)．

軟骨組織を伴った瞬膜(＊)が円蓋部からのびている．

瞬膜には濾胞様組織(□)が存在している．図上方は眼

瞼，下方は角膜(C)．バーは500μm
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数か所に濾胞様組織があったが，個々の濾胞様組織は処

置群9日目と比較して小さかった(図6)．

3．濾胞様組織の免疫組織学的検討

濾胞様組織とその周囲に細胞膜表面が陽性に染色され

るCD4，CD8陽性細胞が存在していた(図7，8)．CD4

陽性細胞とCD8陽性細胞の分布領域に明確な違いはな

かった．また，濾胞様組織の直上にあった上皮間ポケッ

ト内にはCD4陽性細胞が存在していた(図9)．一方，

抗S-100蛋白抗体を用いた検討では，網目状に染色され

るS-100陽性像が濾胞様組織の中心部と考えられる領域

にあった(図10)．

考 按

現在までにCALTが存在すると報告されている動物

種では，その組織学的証明手法は研究者により若干の差

異はあるものの，おおむね次の3点が共通のものとなっ

ている．すなわち，①濾胞域，傍濾胞域，リンパ上皮

マウスの結膜関連リンパ組織・﨑元他

図 2 濾胞様組織の拡大図(ヘマトキシリン・エオジン染

色)．

図1□の強拡大写真．濾胞様組織直上の結膜上皮に胚

細胞(goblet細胞)はない．バーは100μm

図 3 処置群 日目の濾胞様組織(ギムザ染色)．

円蓋部および瞬膜に濾胞様組織(＊)が存在している．バ

ーは200μm

 

A  B

図 4 日目の濾胞様組織(ギムザ染色)．

濾胞様組織(＊)が複数か所ある(同一眼)．

Ａ：円蓋部，バーは100μm Ｂ：瞬膜中央部，バーは200μm

図 5 処置群 日目の上皮間ポケット(ギムザ染色)．

上皮間ポケットの形成がある(矢印)．バーは50μm
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など，CALTを構成する各組織の証明 ，②CA-

LT内の各種リンパ球の証明 ，③リンパ上皮内の

抗原提示の場である上皮間ポケットの証明 ，である．

1．CALTを構成する各組織の証明

腸管においてはGALTの概念が確立する以前から，

パイエル板などの末梢リンパ組織の存在が証明されてお

A  B

図 6 処置群 日目の濾胞様組織(ギムザ染色)．

濾胞様組織(＊)が複数か所あるが，縮小傾向にある(同一眼)．

Ａ：瞬膜の円蓋部側，バーは100μm Ｂ：瞬膜先端，バーは100μm

図 7 抗 CD 抗体(間接酵素抗体法)．

細胞周囲がCD4陽性に染色されており，一部は上皮間

ポケット内にも存在している．バーは100μm

図 8 抗 CD 抗体(間接酵素抗体法)．

細胞周囲がCD8陽性に染色されている．バーは100μm

図 9 抗 CD 抗体(間接酵素抗体法)．

上皮間ポケット内の細胞が陽性に染色されている(矢

印)．バーは100μm

図 10 抗 S- 蛋白抗体(間接酵素抗体法)．

濾胞様組織の中心部に網目状のS-100陽性像がある．

バーは100μm
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り，SPF環境下や生下時のGALTにおいては，リンパ

組織の発達，特に濾胞域の胚中心や傍濾胞域で未熟であ

ること ，それら未熟リンパ組織は抗原投与により活性

化されること が明らかにされている．NALTでは，

生下時のマウスにおいて I region associated antigen(Ia

抗原)陽性樹状細胞を伴うBリンパ球領域がまず発達

し，生後7，14日と成長するにつれHEVを伴うTリン

パ球領域が遅れて発達すると報告 されている．しかし，

マウスNALTは生後4週間でほぼ成熟するものの，明

らかな濾胞域，傍濾胞域は形成しないとされている．ヒ

トCALTにおいても同様に明らかな濾胞域，傍濾胞域

は形成しない ．今回の我々の検討では，まず，正常マ

ウスを用いた実験では，瞬膜に濾胞様組織があったもの

の，その組織はモルモットCALTなどにおいてあるよ

うな濾胞域，傍濾胞域，円蓋域といった分節構造を有し

ない，小規模なものであった．今回の抗原投与は，イン

フルエンザワクチンなどで使用されている投与方法 に

準じて，OVA＋CTB溶液を点眼するという方法で行っ

た．抗原投与により，濾胞様組織は増大傾向を示すとと

もに，複数か所出現したが，その増大した濾胞様組織に

おいても濾胞域と傍濾胞域との区別はつかなかった．ま

た，いったん増大した濾胞様組織も抗原投与から日数を

経るに従い，縮小するとの結果となった．つまり，マウ

スのGALTとNALTで組織学的構造が異なるように，

マウス結膜の濾胞様組織はNALT類似の構造で，濾胞

域と傍濾胞域が明確には区別されない組織であると考え

られた．

一方，抗S-100蛋白抗体を用いた免疫組織学的検討で

は網目状の陽性染色像があった．濾胞域はBリンパ球

に対する抗原提示能を有する濾胞樹状細胞(follicular
 

dendritic cell, FDC)が網目状の三次元構造を形成し，

その中にB細胞が存在する形態をとっている ．高浦

ら はモルモットアレルギー性結膜炎モデルにおいて，

抗S-100蛋白抗体を用いて，CALT胚中心におけるS-

100蛋白陽性細胞を証明し，FDCの存在を推定してい

る．つまり，今回のS-100蛋白陽性像は，FDCの存在

を示す所見であるとともに，濾胞域に相当する領域が存

在していることを意味するものであると考えられた．

2．CALT内の各種リンパ球の証明

今回，抗CD4抗体，抗CD8抗体の2種類の抗体を選

択した．パイエル板ではCD4陽性Tリンパ球やCD8

陽性Tリンパ球などのTリンパ球は傍濾胞域，円蓋域

を中心に存在している．マウスNALTやGALTでは，

T細胞領域においてCD4，CD8陽性細胞が存在し

ているが，その存在比率はおよそ4：1とされている ．

今回の我々の検討では，抗CD4抗体，抗CD8抗体は濾

胞様組織内で陽性像を示し，濾胞様組織内にT細胞領

域が形成されていることが示されたと考えられた．

3．リンパ上皮内の上皮間ポケット

リンパ上皮は，上皮内に上皮間ポケット(intraepithe-

lial pocket)と呼ばれる細胞質のくぼみが存在すること

が組織学的特徴とされている．庄司ら はモルモットの

CALTを覆うリンパ上皮内にその存在を報告している．

今回の我々の検討でも，9日目に摘出した群において上

皮間ポケットの形成を確認しており，免疫組織学的検討

でも上皮間ポケット内にCD4陽性細胞が存在した．こ

の陽性像は，抗原物質が上皮内に取り込まれることによ

り上皮間ポケットが形成され，それに向かいリンパ球が

遊走してきていることを示していると考えられ，この濾

胞様組織上に存在する上皮はリンパ上皮であると考えら

れた．

今回の我々の検討では，抗原投与による濾胞様組織の

拡大，増加傾向が示された．また，濾胞様組織がリンパ

球の集簇した組織であったこと，S-100蛋白陽性の網目

状構造により濾胞域と考えられる領域が確認でき，加え

て，T細胞領域や上皮間ポケットを形成するリンパ上

皮が観察できた．以上の結果から，マウスの瞬膜に存在

する濾胞様組織はCALTであると考えられた．
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