
緒 言

眼結膜のアレルギー疾患の発症機序にはⅠ型アレルギ

ー反応が主に働き，Ⅳ型アレルギー反応も関与している

と考えられている．Ⅰ型アレルギー反応を推定する報告

としては，アレルギー性結膜炎の結膜組織には IgEで

染色される好酸球が浸潤し ，涙液中ヒスタミン値が上

昇 しているなどがあり，Ⅳ型アレルギー反応を推定す

る報告としては，春季カタル(VKC)組織のハイブリダ

イゼーションでTh2様細胞が多く存在すること ，VK-

C結膜のT細胞を培養するとTh2細胞系サイトカイン

が上昇 しているなどがある．これらのアレルギー反応

に伴い，VKCの巨大乳頭内ではどのようなサイトカイ

ンが分泌されているのか明らかにするために，12種類

のサイトカインmessenger ribonucleic acid(mRNA)の

発現を調べた．
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要 約

背 景：春季カタルの発症には，サイトカインの関与

が考えられる．

対象と方法：春季カタル 例の結膜巨大乳頭内のサイ

トカイン；interleukin(IL)-β，IL- receptor anta
 

gonist(RA)，IL-，IL-，IL-，IL-，IL-，interfe-

ron(INF)γ，tumor necrosis factor(TNF)α，TNFβ，

transforming growth factor(TGF)β，TGFβ のm-

RNAの発現を reverse transcriptase-polymerase
 

chain reactionで調べた．

結 果：IL-βは 例，IL- RA，IL-，IL-，IL-

，TGFβ，TGFβ は 例，TNFαは 例，IL- と

INFγは 例で発現したが，IL- と TNFβは発現しな

かった．

考 按：春季カタルの病態には Th ，Th サイトカ

インが関与すると考えられた．(日眼会誌 ： ― ，

)

キーワード：春季カタル，サイトカイン，Reverse tran-

scriptase-polymerase chain reaction
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Abstract

：Cytokines play an important role
 

in chronic allergic eye disease.

：We examined how many kinds of
 

cytokines are in giant papillae of vernal keratocon-

junctivitis(VKC).

：We resected giant papillae from pa-

tients with VKC, and studied mRNA expression of
 

cytokines in them with the reverse transcriptase-

polymerase chain reaction(RT-PCR).The cytokines
 

were interleukin(IL)-β, IL- receptor antagonist

(IL- RA), IL-, IL-, IL-, IL-, IL-, interferon

(INF)γ, tumor necrosis factor(TNF)α, TNFβ,

transforming growth factor(TGF)β , and TGFβ .

：In cases, expression of IL- β was

 

positive. Expression of IL- RA, IL-, IL-, IL-,

TGFβ , and TGFβ was positive in cases. TNFα

was positive in cases.IL- and INFγwere positive
 

in cases. IL- and TNFβ were negative in all
 

patients.

：These results suggest that the Th

cytokines play more important roles than the Th

cytokines in VKC inflammation.(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )

Key words：Cytokines, Vernal keratoconjunctivi-

tis, Reverse transcriptase-polymerase
 

chain reaction



対 象

対象(表1)は，治療および研究目的に同意したVKC

患者6例(男性4例，女性2例)である．年齢は7～32歳

で，平均年齢は16.5歳であった．全例の上眼瞼結膜に

増殖性変化があり，角膜障害を有していた．角膜障害の

程度による重症度(日本眼科医会アレルギー眼疾患調査

研究班)で分類すると，3例は角膜潰瘍がみられる重症

例で，3例は点状表層角膜症が角膜全体にみられる中等

症例であった．アトピー性皮膚炎を合併したものは4

例，喘息の合併例は1例であった．

全例とも症状の悪化した時期に治療目的で巨大乳頭の

切除を行った．自覚症状の悪化から切除までの期間は

2～23日間であった．症例1～4は点眼治療や内服治療

をしていたにもかかわらず，悪化したため切除を行っ

た．症例5は点眼回数が不規則となり，症状が悪化し

た．本例は過去2回，巨大乳頭切除の既往があり，有効

であったので，今回も切除を施行した．症例6は症状悪

化後に点眼治療を開始したが軽快せず，切除を必要とし

た．切除は上眼瞼結膜を1％リドカインで局所麻酔後，

巨大乳頭をできるだけ一塊で切除した．得られた切片を

直ちに液体窒素中で瞬間冷凍し，－80℃で保存した．

対照として，アレルギー疾患のない23歳女性の結膜

弛緩症患者から治療目的に切除した球結膜を，同意を得

て用いた．また，この結膜の病理組織を観察した．さら

に，リンパ球系サイトカインの陽性対照として，アレル

ギー疾患のない健常人の血液からFicoll-Paqueによる

比重遠心法で分離した単核球細胞(peripheral blood mon-

onuclear cells, PBMC)に phytohemagglutinin(PHA)

を加え，培養した細胞を用いた．

方 法

1．RNAの抽出

得られた組織に ISOGEN(和光純薬-ニッポンジーン)

1mlを加え，凍結とホモジュネイトを繰り返し，細胞

塊がなく均一な溶液になるように細胞を破壊，変性さ

せ，acid guanidinium-phenol-chloroform(AGPC)法

を用いて total RNAを分離した．

2．Reverse transcription(RT)

Total RNA1μgをRT反応液に入れ，oligo dT-adap-

tor primerを加え，サーマルサイクラーを用い，30℃

で10分，42℃で30分，99℃で5分，5℃で10分の逆転

写を行い，complementary DNA(cDNA)を合成した．

3．Polymerase chain reaction(PCR)

RT後，cDNA1μlに各サイトカインの sence-prim-

er，antisence-primer(表2)各1μlと PCR用反応液を

加え，サーマルサイクラーを用いてPCRを行った．P-

CRの条件は initial denaturing step95℃で10分，次に

denaturing step 95℃で30秒，annealing step 55℃で

30秒，extension step 72℃で1分を30サイクル，final
 

step 72℃で15分，cooling 4℃とした．PCRを行った

サイトカインは，interleukin(IL)-1β，IL-1receptor
 

antagonist(RA)，IL-2，IL-4，IL-5，IL-6，IL-8，in-

terferon(INF)γ，tumor necrosis factor(TNF)α，

TNFβ，transforming growth factor(TGF)β1，TG-

Fβ2である．PCR終了後，反応液を染色し，アガロー

スゲル電気泳動を行い，紫外線下に写真撮影を行った．

RT，PCR反応液は宝酒造株式会社製TaKaRa RNA
 

PCR Kit(AMV)Ver. 2.1を，primer pairはエスペッ

クオリゴサービス株式会社製を用いた．

結 果

表3に各症例，結膜弛緩症，PBMCのサイトカイン

別の発現数をまとめて示した．IL-1βは症例1以外の5

例で，IL-1RAは全例で発現した．IL-2はPBMCでの

み発現し，症例では発現しなかった．IL-4は症例3～5

とPBMCで発現した(図1)．IL-5，IL-6，IL-8は全例

で発現した．INFγは症例2～4とPBMCで発現した

(図2)．TNFαは症例1～3，5とPBMCで発現した．

TNFβは症例での発現がなく，PBMCで発現した．

TGFはβ1，β2とも全例で発現した(図3)．

結膜弛緩症例では IL-6，IL-8，TGFβ2が発現した
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表 1 患者背景

症例 年齢 性別 重症度
症状悪化～切除
までの期間

合併症 使用薬剤

1 32 女 重症 7日間 ― トラニラスト，0.1％フルオロメトロン(ED)

2 13 男 中等症 2日間 AD
喘息

クモグリク酸ナトリウム，0.1％フルオロメトロン(ED)
トシル酸スプラタスト，オキサトミド(PO)

3 7 男 重症 23日間 AD トラニラスト，0.1％フルオロメトロン(ED)

4 11 女 重症 19日間 AD
クモグリク酸ナトリウム(ED)
塩酸エピナスチン，塩酸シプロヘプタジン(PO)

5 11 男 中等症 15日間 AD トラニラスト，0.1％フルオロメトロン(ED)

6 25 男 中等症 11日間 ― トラニラスト，0.1％フルオロメトロン(ED)

重症度は角膜障害の程度による重症度分類(日本眼科学会アレルギー眼疾患調査研究班)を用いた．

AD：アトピー性皮膚炎，ED：点眼薬，PO：内服薬
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(図4)．弛緩結膜の光学顕微鏡による病理所見は，間質

中に単核球とマクロファージの浸潤がわずかにみられた

が，結膜上皮細胞に悪性所見はなく，結膜炎と診断され

た．

考 按

免疫担当細胞であるT細胞やマクロファージから分

泌されるサイトカインは，免疫やアレルギー反応の調整

を担うと考えられている．マウス において，T細胞は

Th1細胞とTh2細胞に分類される．Th1細胞から分泌

されるサイトカインは IL-2，INFγ，TNFβなど，Th2

細胞から分泌されるのは IL-4，IL-5，IL-6など，Th1，

Th2細胞の両者から分泌されるのはTNFαなどであ

る．ヒトT細胞では明確にTh1細胞とTh2細胞に分

類できたとの報告はないが，自己免疫疾患やアレルギー

疾患では，T細胞サイトカインの産生，分泌が増減し

ていると考えられている．Metzら はVKCとアトピー

性結膜炎の結膜には IL-3，IL-4，IL-5で染色されるT

細胞が多く，特にアトピー性結膜炎では INFγで染色

されるT細胞もみられると報告し，Calderら はVKC

の培養細胞は IL-4，IL-5が増加したTh2細胞パターン

に，アトピー性結膜炎の培養細胞は INFγが増加した

Th1細胞パターンにシフトしたと報告している．

今回の結果では，Th1サイトカインの IL-2とTNFβ

はPHAで刺激したPBMCで発現していたのに対し，

症例の巨大乳頭においては1例も発現していなかった．

PBMCは活性化されたT細胞として，T細胞サイトカ

インの陽性対照となる．PBMCで IL-2，TNFβ，

表 2 各サイトカインの primer pair
 

Cytokine  Base pair  Primers
 

IL-1β 391 Ｓ：AAACAGATGAAGTGCTCCTTCCAGG

Ａ：TGGAGAACACCACCTGTTGCTCCA
 

IL-1RA 411 Ｓ：TCCAGCAAGATGCAAGCCTTC

Ａ：GACCATGACGCCTTCGTCAGG
 

IL-2 250 Ｓ：CAAGAATCCCAAACTCACCAGG

Ａ：CAATGGTTGCTGTCTCATCAGC
 

IL-4 350 Ｓ：TTCCCCCTCTGTTCTTCCTGCTAG

Ａ：ACGTACTCTGGTTGGCTTCCTTCAC
 

IL-5 294 Ｓ：TGGCCGTCAATGTATTTCTTTATTAAG

Ａ：GCTTCTGCATTTGAGTTTGCTAGCT
 

IL-6 295 Ｓ：AAATTCGGTACATCCTCGAC

Ａ：CAGGAACTGGATCAGGACTT
 

IL-8 294 Ｓ：ACTTCCAAGCTGGCCGTGGCTCTCTTGGCA

Ａ：TGAATTCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTC
 

INFγ 306 Ｓ：AGCCATCACTTGGATGAGTT

Ａ：TGCAGGTCATTCAGATGTAG
 

TNFα 381 Ｓ：GCCTGCTGCACTTTGGAGTGATCGG

Ａ：GCTCTTGATGGCAGAGAGGAGG
 

TNFβ 288 Ｓ：AAACCTGCTGCTCACCTCATT

Ａ：TGGATACACCATCTTCTGGG
 

TGFβ1 297 Ｓ：CAAGTGGACATCAACGGGTT

Ａ：GCTCCAAATGTAGGGGCAGG
 

TGFβ2 245 Ｓ：CCCACATCTCCTGCTAATGT

Ａ：GCTGAGTGTCTGAACTCCAT
 

S：sence-primer，A：antisence-primer，IL：interleukin，INF：interferon，

TNF：tumor necrosis factor，TGF：trasforming growth factor

表 3 由来細胞別サイトカインの発現数

サイトカイン

マクロファージ

IL-1
β

IL-1
RA

マクロファージ
T細胞

TNF
α

IL-6

Th1細胞

IL-2
INF
γ

TNF
β

Th2細胞

IL-4 IL-5

上皮細胞

IL-8
TGF
β1

TGF
β2

巨大乳頭 5/6 6/6 4/6 6/6 0/6 3/6 0/6 3/6 6/6 6/6 6/6 6/6

結膜弛緩症 － － － ＋ － － － － － ＋ － ＋

PBMC  ND  ND ＋ ND ＋ ＋ ＋ ＋ ND  ND  ND  ND

5/6：6例中5例で発現したことを示す． －：発現せず ＋：発現 PBMC：単核球細胞 ND：not determine
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INFγが発現したことから，PCR条件やprimer pair

に問題はなく，VKCの巨大乳頭内では IL-2とTNFβ

は発現していないと考えられる．また，INFγの発現し

た症例は2～4の3例のみであった．この3例でも電気

泳動のbandは淡く，発現量は少ないと考えられる．

TNFαは症例1～3，5で発現しているが，Th1細胞か

らかTh2細胞からか，またはマクロファージから発現

したのかは判断できず，症例1，5，6において，Th1

サイトカインの存在は証明できないと考えられる．Th2

サイトカインである IL-4は3例で発現していないが，

IL-5，IL-6は全例で発現した．アレルギーを持たない

結膜弛緩症例では IL-6以外のT細胞サイトカインの発

現はなかった．本症例の組織に単核球，マクロファージ

の浸潤があり，結膜炎と診断された．単核球はあるもの

の活性化していないため，T細胞サイトカインは発現

していないと考えられ，IL-6はマクロファージから発現

した可能性がある．巨大乳頭でも IL-6はマクロファー

ジから発現した可能性はあるが，IL-4，IL-5の両者が

発現していない症例はなく，全例でTh2サイトカイン

が存在していた．以上から，巨大乳頭ではTh1サイト

カインとTh2サイトカインの両者が関与する．しかし，

Th1サイトカインは発現数も量も少なく，Th2サイト

カインの方が重要な働きをしていると考えられる．

今回の症例は，症状の悪化後2～23日に巨大乳頭の切

除を行っているが，症例が少ないためか，重症度とTh

1サイトカイン，Th2サイトカインの発現の有無に関連

はみられなかった．VKC症例の涙液中T細胞はVKC

が悪化する季節にCD4が増加しているとの報告 や，

Th1サイトカインとTh2サイトカインの時期的な変動

についてアトピー性皮膚炎 やアレルギー性鼻

炎 ，喘息 で報告がある．アトピー性皮膚炎 では，

まずTh1サイトカイン優位の時期があり，病態が慢性

化するとTh2サイトカイン優位になると考えられてい

る．VKC巨大乳頭内でも季節や症状よって，T細胞の

推移が起きている可能性がある．今後，症例を増やし，

季節，症状の推移に合わせて切除を行い，real time
 

PCRを用いてサイトカインの定量を行い検討したいと

考えている．

マクロファージから分泌されるサイトカインは，IL-

1，IL-1RA，IL-6，IL-12，IL-18，TNFαが知られて

いる．今回の結果，IL-1は5例，IL-6は全例，TNFα

は4例で発現した．IL-1にはαとβの2種類あるが，

生物活性はほとんど同じで，特異的な作用はない．IL-1

RAは，IL-1と IL-1receptorの結合を特異的に阻害す

図 1 Interleukin(IL)- β，IL- RA，IL-，IL- の

発現．

M はマーカー，C1～C6はそれぞれ症例1～6を示

す．単核球細胞(PBMC)は正常対照である．

IL-1βは症例2～6で，IL-1RAは全症例で発現した．

IL-2は全例で発現していないが，PBMCでは発現し

ている．IL-4は症例3～5，PBMCで発現がみられ

た．

図 2 IL-，IL-，IL-，interferon(INF)γの発現．

IL-5，IL-6，IL-8は，全例で発現している．INFγは症

例2，3，4，およびPBMCで発現がみられたが，症例

のbandは淡く，発現量は少ないと考えられる．
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る．IL-1，IL-1RAの産生細胞は数多くあるが，アレル

ギー性結膜炎に関与する細胞としてマクロファージや好

中球が考えられる．IL-1βは症例1以外の5例で発現し

ていることから，IL-1βは重要な働きをしていると考え

られる．Leonaldiら は涙液や，巨大乳頭に IL-1の存

在を報告して，今回の結果と一致する．IL-1RAは全例

で発現しており，VKCの治癒に作用していると考えら

れた．エンドトキシンショック，リウマチなど に

おいて，IL-1や IL-1RAの測定が行われ，IL-1優位に

なると病状が悪化するといわれている．今回の症例は症

状の悪化した時期に切除を受けている．VKCでも IL-1

優位が症状の悪化になると考えられる．

IL-8は細胞遊走能を共通の生物活性とするケモカイ

ンを代表するサイトカインで，強力な好中球の浸潤促進

作用 で発見され，後にリンパ球の浸潤促進作用の亢

進 などT細胞に対しても作用があることが発見さ

れた．特発性肺線維症，サルコイドーシス ，喘息 な

ど種々の炎症性疾患で発現がみられる．今回の結果，

IL-8は全例で発現していた．巨大乳頭組織にはアレル

ギー反応で重要な作用を持つ好酸球だけではなく，好中

球も旺盛に浸潤しており，IL-8の作用が関与している

と考えられる．

TGFβは形態形成を制御するシグナル分子としての

役割を持つサイトカインである．多くの細胞に対して強

力な増殖抑制因子として働く他，細胞外マトリックスの

産生を促進する．ヒトの前眼部では輪部上皮，結膜や角

膜実質にTGFβが存在しているとの報告 と，結膜の

創傷治癒にTGFβが関与するとの報告 がある．今回

の結果，TGFβ1，β2は全例で発現がみられた．VKC

による結膜，角膜障害に対して治癒機能が働き，TGFβ

が分泌されていると考えられる．また，TGFβは線維

芽細胞に作用する．巨大乳頭組織では線維芽細胞の増殖

を起こしており，TGFβの関与が考えられる．

以上のように，VKCの巨大乳頭組織内では様々のサ

イトカインが分泌している．これらのサイトカイン同士

の関連をさらに研究する必要があると思われた．

稿を終えるに当たり，実験にご協力いただいた秋元一三先

生，小端哲二教授(獨協医科大学総合医科学研究所)に深謝い

たします．
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