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要 約

目 的：ラット同所性角膜移植モデルを用いて，ul-

traviolet-B irradiation(UV-B)による前処置を行った

角膜と無処置の角膜を，第 眼，第 眼と順次行うこと

を組み合わせて，二次移植における角膜の抗原認識のあ

り方について考察した．

対象と方法：Albino Oxford(AO)ラットの両眼に

週の間隔で Dark Agouti(DA)ラット角膜片を同所性に

移植した．無処置のドナーの移植のみ行った群，いずれ

かの眼にUV-B前処置を行ったドナーを移植した 群

の計 群の移植片生着期間を検討した．

結 果：第 眼に無処置のドナーを移植すると急性拒

絶され，第 眼では無処置のドナーは第 眼より加速さ

れて拒絶される(p＝ )．UV-B前処置を行った

ドナーを第 眼に移植すると生着し，第 眼の無処置の

ドナーは無処置の第 眼と同じテンポで拒絶された．第

眼に無処置の角膜を移植し，第 眼にUV-B前処置

を行うと無処置と同じテンポで拒絶された．

結 論：UV-B前処置を受けたドナー角膜は抗原提

示の障害を起こしたために，二次移植において免疫学的

な特異性と記憶を不完全な形で呈したものと推察され

た．(日眼会誌 ： ― ， )
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Abstract

：To investigate the effect of ultraviolet-

B irradiation(UV-B)on the donor cornea in a se-

cond-set rejection model of rat orthotopic corneal
 

transplantation.

：Three patterns of fully
 

mismatched allogeneic bilateral orthotopic corneal
 

transplantations(DA to AO)after -week interval
 

were studied：Untreated primary corneal grafts
 

into the right eyes followed by untreated secondary
 

grafts into the left eyes, UV-B treated primary
 

corneal grafts into the right eyes followed by un-

treated secondary grafts into the left eyes,and un-

treated primary corneal grafts into the right eyes
 

followed by UV-B treated secondary grafts into
 

the left eyes.

：The rejection of untreated secondary

 

grafts was hastened in recipients who had previous-

ly rejected untreated primary grafts(p＝ ).

Recipients bearing long-surviving UV-B pretreated
 

corneal grafts rejected secondary untreated corneal
 

grafts at the first-set tempo. Recipients who had
 

previously rejected untreated primary grafts reject-

ed UV-B pretreated secondary grafts at the first-

set tempo.

：The UV-B pretreatment to donor
 

corneas may induce dysfunction of antigen presen-

tation so that the recipients’immune system fails to
 

be sensitized in second-set phenomena.(J Jpn Oph-

thalmol Soc ： ― , )
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緒 言

実質臓器を含めた種々の移植実験モデルにおいて，

ultraviolet-B irradiation(UV-B)が同種異系移植片の生

着延長に有効であることが示されている ．角膜はUV-

Bで均一な到達深度が得やすい透明な膜組織であり，異

所性 および同所性角膜移植モデル においてドナー

角膜へのUV-B前処置による移植片の拒絶の頻度の

減少 が報告され，著者ら はラットの同所性全層角

膜移植モデルにおいて，ドナー角膜移植片へのUV-B

前処置により拒絶が回避され観察期間中に完全に生着し

ていたことを報告した．さらに，新生血管を伴うhigh-

riskな角膜移植においても，拒絶の頻度の減少および

生着 が報告された．これらの報告では，いずれもレシ

ピエントが感作を受けていない状態でのドナー移植片に

対するUV-B前処置の効果の検討であった．

臨床的に全層角膜移植において，移植片拒絶は再移植

の予後を悪化させる因子であることが知られており，そ

の理由は主としてドナーの移植抗原に対しレシピエント

が感作されるためである，と理解されてきた ．しか

し，再移植というhigh-riskな角膜移植におけるUV-B

による角膜移植片の生着延長効果についての報告はこれ

までにない．

今回，我々は以上述べたようなドナー角膜に対する

UV-B前処置の効果を二次移植モデルにおいて検討し

た．すなわち，一定の間隔をおいて両眼に全層角膜移植

を行うラットのモデルにおいて，第1眼あるいは第2眼

のいずれかのドナー移植片にUV-B前処置を行い，そ

れらの生着期間の検討から，UV-B前処置によりドナー

移植片の抗原認識機構にもたらされた影響について考察

を行った．

実 験 方 法

1．動 物

今回の実験に先立ち，純系ラットによるmajor his-

tocompatibility complex(MHC)およびnon-MHCがと

もに異なるドナーとレシピエントの組み合わせ(fully
 

allogeneic strain combination)を 32種類設定し，同種

異系角膜移植片の同所性全層角膜移植を行い，急性拒絶

反応を生じる組み合わせ(acute rejection group)の中か

ら一組を選び本実験に用いた ．ドナーはDark Agouti

(DA)(RT1 )を，レシピエントはAlbino Oxford(AO)

(RT 1)を選択し，体重約300gで雄の純系ラットを用

いた．角膜はすべて無血管状態で処置された．

2．麻 酔 方 法

麻酔導入には酸素中に2～4％に調整されたハロセン

を用い，0.3mg/kgの fentanyl-fluanisone(Janssen,英

国)を一方の後肢に，2.5mg/kgの diazepam(Roche,

英国)をもう一方の後肢に筋注し手術操作可能な麻酔状

態を得た．

3．実 験 群

第1群：無処置のドナー角膜をレシピエントの右眼に

移植し，その10週後に無処置のドナー角膜をレシピエ

ントの左眼に移植した．

第2群：UV-B前処置を行ったドナー角膜をレシピエ

ントの右眼に移植し，その10週後に無処置のドナー角

膜をレシピエントの左眼に移植した．

第3群：無処置のドナー角膜をレシピエントの右眼に

移植し，その10週後にUV-B前処置を行ったドナー角

膜をレシピエントの左眼に移植した．

各群は10匹ずつで構成され(n＝10)，移植片として

角膜組織のみを用いた二次移植片拒絶反応モデルを提示

した(図1)．

4．UV-B前処置

UV-Bの線源には，1kW の xenon arcを用いた．

Oriel社製monochromatorおよび liquid light guideを

用いて300nmにピークを有する狭波長域(約10nm)の

UV-Bを1cmの距離から摘出眼球のドナー角膜に照射

した(図2)．UV-B前処置は80～100秒間の照射で総出

力が200mJ/cmになるよう調整し，ドナー角膜を移植

に供する直前に行った．

5．手 術 方 法

DAラットはCO下に窒息死させ，両眼球を全摘出し

実験に供した．直径3mmのトレパンを用いて角膜中

央部からドナー移植角膜片を採取した．レシピエントで

あるAOラットの術眼は1％アトロピンおよび10％フ
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図 1 実験群．

UV-B：ultraviolet-B
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ェニレフリン点眼で散瞳した．全身麻酔下に，6-0ポリ

プロピレン縫合糸を上下の直筋付着部に通糸して眼球を

固定した．レシピエント角膜中央部に直径3mmのト

レパンを用いてマーキングし，レザー刃で前房を穿刺し

そこからマーキングした創に沿って角膜剪刀で切開を完

成した．ドナー角膜片を10-0ナイロン糸でcontinuous
 

chain suture technique によりレシピエント角膜に縫着

した．糸の緊張が均等になるように調整した後，結紮を

内皮側に置くようにして縫合を終了した．

6．術後の処置および観察

術後観察期間を通じて縫合糸の抜糸は行わなかった．

術直後の1週間は1％アトロピンおよびクロラムフェ

ニコール眼軟膏を1日1回術眼に点眼した．それ以外に

は全身的にも局所的にも免疫抑制作用を有するものも含

め薬剤は一切使用しなかった．術後3週間は術眼の所見

を毎日手術用顕微鏡下に観察し，4週目以降は週に最低

4回は観察した．移植角膜片の混濁が進行し瞳孔および

虹彩大血管の透見が不能となった時点で拒絶と判定し

た．なお，両眼に拒絶が完成し全盲になったと判断され

た個体は直ちに殺処分された．

7．統計学的検討

生着期間(日数)は平均値±標準偏差において示し，各

群の第1眼と第2眼の生着期間の比較はWilcoxon符号

付順位和検定，各群の間の生着期間の比較はMann-

Whitney U検定を用い，two-tailで p＜0.05を有意差

ありとした．

結 果

第1群(対照群)：右眼に移植された無処置のドナー角

膜は10.2±1.2(平均値±標準偏差)日で拒絶され(図3)，

10週後に左眼に移植された無処置のドナー角膜は5.0±

0.5日と加速されて拒絶され，右眼に比較して有意差を

示した(p＝0.00507)．

第2群：右眼に移植されたUV-B前処置を行ったド

ナー角膜のうち，2眼に術後2～3週目に一過性の軽度

の角膜混濁があったが数日で消失し，10週後に左眼の

手術を行うまで全例で拒絶されずに透明に生着していた

(図4)．左眼に移植された無処置のドナー角膜は9.7±

0.9日で拒絶され，右眼に比較して有意差を示した(p＝

0.00507)．

第3群：右眼に移植された無処置のドナー角膜は11.3

±2.5日で拒絶された．10週後に左眼に移植されたU-

V-B前処置を行ったドナー角膜は11.7±3.2日で拒絶

され，第1眼と第2眼の生着期間に有意差はなかった．

なお，左眼の二次移植に注目すると，第1群と比較し

て第2群および第3群の角膜の生着期間は有意に延長し

ていた(p＝0.00011)．以上の結果の要約を表1に示す．

第2群の10匹において，6つの右眼の移植片は左眼

の二次移植後も10週(すなわち計20週)に渡り透明性を

維持して生着し，遺伝学的に全く同一の性質を有するド

ナーの角膜が右眼では生着し，左眼では急性拒絶された

状態が同一個体において出現している．一方，左眼の二

次移植後18日目に2つの右眼の一次移植片が拒絶され

た．また，残りの2眼に角膜後面沈着物と移植片最周辺

部での血管侵入があり，その後これらの所見は数日で消

退した．これらは二次移植片のドナーと同一の抗原性を

角膜移植モデルにおけるUV-B前処置・片見他

図 2 UV-B照射装置のシェーマ．

図 3 術後 日目に拒絶された移植片(第 群の右眼)．

縫合糸を中心に形成された新生血管は怒張し，角膜は拒

絶による混濁のため瞳孔領は不明瞭となる．

図 4 術後 日を経過して透明性を維持している移植

片(第 群の右眼)．

角膜中央部は混濁がなく，瞳孔領が明瞭に透見され

る．微小血管が縫合糸の周辺に残存する．
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一次移植片が生着後も一部保持していたために二次的に

拒絶反応を生じたものと考えられる．

考 按

本実験の同所性角膜移植モデルにおいて，同じドナー

からのともに無処置の角膜片による二次移植の拒絶反応

に免疫学的な特異性と記憶(immunological specificity
 

and memory)の機能が存在し，二次移植において角膜

は原則的に通常の移植の概念に従うことを本報は明らか

にしている(第1群)．一方で，UV-B前処置を行ったド

ナー角膜移植片がすでに長期生着したレシピエントに対

し，無処置のドナー角膜片を二次移植しても生着せず，

免疫学的寛容(immunological tolerance)は導入されて

いないことが示された(第2群)．また，無処置のドナー

角膜片の移植をすでに拒絶したレシピエントに対して，

UV-B前処置を行ったドナー角膜片を二次移植しても加

速された拒絶は観察されず，二次拒絶(second-set reje-

ction)は成立していなかった(第3群)．すなわち，第2

群および第3群においていずれかのドナー角膜に本報で

用いたUV-B前処置を行うと，免疫学的な特異性や記

憶に基づくdonor-specificな二次移植片の反応が起き

ず，その大部分はドナーとは無関係な第三者からの異系

移植(third party allograft)としてレシピエントによっ

て認識されていたことが示された．この現象はUV-B

がドナー角膜の本来の抗原性に何らかの変化をもたらす

ことによって生じたものと推定された．

今回ドナー角膜照射に用いたUV-Bが，ドナーの抗

原提示細胞(antigen presenting cells，APC)の機能を

障害することは良く知られた事実である ．近年，green
 

fluorescent proteinを用いたトランスジェニックマウス

の角膜移植において，移植前にドナーの角膜内では

APCの主体であるdendritic cells(DC)はMHC class

Ⅱ-negativeの形で存在するが，移植後数時間で頸部リ

ンパ節に移動してMHC classⅡ-positiveに変化し，術

後72時間はこの変化したDCがレシピエントのT細胞

のプライミングを優位に行うことが確認された ．この

ことにより，移植をnaiveのレシピエントに行う限り，

UV-B前処置を受けた角膜片の生着が延長する事実はド

ナー由来のAPCの不活化という機序によるものと思わ

れる ．しかし，今回の二次移植モデルの結果から示

されたUV-B前処置を受けた移植片が third party allo
 

graftとして拒絶されたことを説明するためには，UV-B

がもたらすさらなる影響について考慮する必要がある．

紫外放射(ultraviolet radiation)は，その波長が短い

ほどエネルギーレベルは高く，その電磁波エネルギーは

生体に波長特性に応じて異なる化学作用を引き起こす．

UV-Bの波長域(280～315nm)では，細胞内の分子を励

起状態にしフリーラジカルや活性酸素を産生したりする

ため，塩基の2量体形成などによるDNA損傷を起こし

突然変異や皮膚癌の発生に影響を与えることが知られて

いる ．物理的化学的刺激により発生した皮膚癌は移植

されてもそのまま増殖を続けるが，マウスの皮膚にUV-

Bを繰り返し放射して発生した皮膚癌は他の同系マウス

に移植しても拒絶され，多量のUV-Bにより本来の免

疫学的な自己特異性が変化する可能性が指摘された ．

本報の実験結果から，ドナー角膜への少量のUV-B

前処置によりドナーの抗原の特異性(donor-derived
 

peptides )の情報がMHCから喪失した か，あるいは

その免疫情報がレシピエントのT cell receptorに伝達

されなかった ため，ドナーのAPCからレシピエント

のT細胞への情報伝達が障害されdirect antigen pre-

sentation の機能不全が生じたことが推定された．対

照群ではMHCを伴ったドナー抗原を共通の免疫情報

としてT細胞に提示することで二次移植片に二次拒絶

が成立したが，実験群のようにいずれかの移植片に

UV-B前処置を施す場合には2つの移植片の間で異なる

T細胞の反応が惹起され，二次移植片の移植後は両移

植片の間ではdonor-specificな二次免疫応答が成立せ

ず，特異的な記憶の喪失(failed sensitization)という現

象が生じたと推定される．また，同じ推定に基づくなら

ば，一次移植がUV-B前処置により長期に渡って遅延

性拒絶反応が生じていない理由は，ドナーのMHC由

来の可溶性抗原(soluble MHC molecules) がその特異

性の情報をUV-Bによりすでに喪失していたため，レ

表 1 角膜移植片の生着日数

右眼(第1眼)への移植片 左眼(第2眼)への移植片 p p

第1群
(対照群)

9，9，9，10，10，10，10，11，11，13
(10.2±1.2)

4，5，5，5，5，5，5，5，5，6
(5.0±0.5)

0.00507 ―

第2群 ＞， ＞， ＞， ＞， ＞， ＞，
＞， ＞， ＞， ＞

(＞ )

9，9，9，9，9，10，10，10，10，12
(9.7±0.9)

0.00507 0.00011

第3群 9，9，10，10，10，10，11，13，15，16
(11.3±2.5)

， ， ， ， ， ， ， ， ，
( ± )

0.17754
(NS)

0.00011

イタリック：ultraviolet-B(UV-B)前処置を施行した移植片

：Wilcoxon符合付順位和検定(各群の第1眼と第2眼を比較)

：Mann-WhitneyU検定(第1群の第2眼と各群の第2眼との比較)

：平均値±標準偏差(日数)
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シピエントのAPCによる indirect antigen presenta-

tion が機能不全を起こしたものと考えられる．第2群

でUV-B前処置を施され生着した一次移植片がレシピ

エントにanterior chamber-associated immune devia-

tion(ACAID) を含む免疫学的寛容を二次移植角膜

片に導入しなかったのも，同様な理由と思われる．たと

え免疫学的寛容が一部導入されていても，non-MHCに

基づくドナー抗原の特異性の情報がレシピエントの

APCによる indirect antigen presentationを介してT

細胞に伝達され，二次移植時の十分に惹起された拒絶反

応の要因の方が大となり，二次移植片が通常の急性拒絶

の様相を呈したと推定された．

一方，UV-Bの角膜に及ぼす副作用については，電子

顕微鏡による形態学的な障害 や増加する放射量に伴い

培養された内皮細胞のviabilityが低化する傾向が報

告 されてきた．動物種による差はあるが，300nmの

UV-Bがヒトの生体の角膜上皮に障害を起こす閾値は7

mJ/cm，内皮では100mJ/cmとされ，ラットの閾値

データーはない ．本実験は，たとえ生理学的にはやや

劣悪な環境であっても，摘出されたラットのドナーの組

織に免疫学的な修飾を施すことによって再移植という

high-riskな角膜移植における拒絶反応を回避する可能

性を検討することを目的 として行われた．本報で提示

された現象は，角膜移植片の拒絶反応機構の解明の一助

になるものと考えられるが，今後さらにその機序の詳細

な検討が必要である．

擱筆に当たり，Chen Zonghua博士，平沢計介博士，古海

浩博士の貴重な助言に深甚なる謝意を表す．
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