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角膜移植術後に拒絶反応を回避することは，良好な手

術結果を得るために最も重要なことである．そこで術後

に拒絶反応のない角膜移植手術を目指した検討結果を，

ヒト角膜に関する知見も含めて報告する．マウス全層角

膜移植モデルにおける拒絶反応発生メカニズムから白血

球の移動に注目し，拒絶反応発生に機能的に関与する

CCR1 および CCR7 という 2 つのケモカインレセプ

ターを見出した．これらは全層角膜移植後拒絶反応抑制

法につながる可能性のある新しいターゲットである．正

常ヒト角膜には樹状細胞，単球系細胞などの骨髄由来の

白血球が構造的に存在し，これらが直接ホストの T細

胞に提示されることにより抗原の直接認識にかかわる可

能性が示唆された．水疱性角膜症のホスト角膜に培養ア

ロ角膜内皮を移植するモデルをマウスで確立した．経過

観察期間中に拒絶反応は発生せず，その理由として免疫

抑制や不応答ではなく，抗原の存在が認識されない免疫

無視によるものと考えられた．このことは培養アロ角膜

内皮移植術を臨床の場で実現すること自体が拒絶反応の

ない理想的な角膜移植手術により近づくことを意味する

と考えられた．(日眼会誌 112：266―278，2008)

キーワード：角膜移植，拒絶反応，ケモカイン，骨髄由

来細胞，培養アロ角膜内皮細胞移植
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Ⅰ 緒 言

全層角膜移植手術は約 100 年の歴史をもつ組織移植

で1)
，他の臓器，組織移植に比べ最も多く行われている

移植手術である．米国で年間 45,000 件，我が国におい

ても 2,000 件以上施行されている．米国における移植用

ドナー角膜は，概ね充足しているが，それ以外の世界中

の国々では深刻なドナー角膜供給不足の状態にある．移

植した角膜が手術後に混濁する原因としては，術後の拒

絶反応の発生による内皮細胞数の減少が最も多い2)
．し

たがって，移植角膜の透明性を維持するためには拒絶反

応の発生を予防することが最も重要な術後管理となる．

全層角膜移植後の拒絶反応発生機序の解明は主としてマ

ウスモデルを用いて検討されてきている3)〜5)
．その結果

として正常マウス角膜に免疫担当細胞が常に存在してい

ること，これらの細胞が角膜移植後の免疫反応にも関与

している可能性などが報告されている6)〜8)
．しかし，ヒ

ト角膜に関しては免疫担当細胞の存在を体系的に示す報

告はなく，角膜由来の免疫担当細胞が角膜移植後拒絶反

応にかかわる可能性があるのかについても未知である．

また，研究の進んでいるマウスにおいても移植後の拒絶

反応抑制の決め手になる治療法は開発されていない．

全層角膜移植手術は混濁した角膜を治療する切り札と

して今後も広く行われる術式であることは間違いない

が，臨床の場では内皮細胞数減少眼に対する全層角膜移

植手術に代わる術式として，深層角膜移植手術が行われ

るようになってきている9)〜12)
．この術式は内皮細胞だけ

が障害されている角膜に対して全層角膜移植手術を行う

ことで生じる術後の屈折異常の問題を大きく改善するた

め注目されている．しかし，乱視の大幅な軽減はなされ

るものの術後の矯正視力は必ずしも十分ではなく，また

一眼に一つの角膜を使用するためドナー角膜の供給不足

を補うものではない．これに対し実験的には，培養ヒト

角膜内皮細胞を家兎の水疱性角膜症の治療などに用いる

方法が報告されている13)〜18)
．この培養ヒト角膜内皮細

胞移植は，世界中のドナー角膜不足を一気に解決する可

能性をもつもので，近い将来実用化するものと考えられ

る．しかし，角膜内皮細胞だけを移植するという新しい
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Abstract

A Review

Treatment Strategy for Rejection-free Corneal Transplantation

―Transition from Full-thickness Corneal Transplantation to

Corneal Endothelium Transplantation―

The avoidance of allograft rejection is the most

critical factor for favorable surgical outcome after

corneal transplantation.We report experimental data

including distribution of white blood cells in human

corneas for rejection-free corneal transplantation.

We focused on leukocyte trafficking based on the

immunological mechanism leading to allograft rejec-

tion in a mouse full-thickness corneal transplantation

model.

We identified two chemokine-receptors, CCR1 and

CCR7 which are functionally relevant to the occur-

rence of allograft rejection. These chemokine recep-

tors can be new targets for the suppression of

allograft rejection after full-thickness corneal trans-

plantation. In the human corneas, bone marrow-

derived dendritic cells and monocyte-lineage cells

reside constitutively in the normal epithelium and

stroma, and may be associated with direct recogni-

tion of allo-antigen after corneal transplantation. We

established a mouse model in which cultured allo-

corneal endothelium was transplanted onto a bullous

keratopathy recipient cornea. During the follow-up

period, the transplanted cultured allo-corneal endo-

thelium did not show any sign of allograft rejection.

Our findings demonstrated that a rejection-free

mechanism is due not to suppression of immunity or

to lack of response, but to failure to recognize the

existence of resistance. Realization of the clinical

application of cultured allo-corneal endothelium

transplantation may be a shortcut to ideal rejection-

free corneal transplantation.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol Soc

112：266―278, 2008)

Keywords：Corneal transplantation,Allograft rejec-

tion, Chemokine, Bone marrow-derived

cells, Cultured allo-corneal endothelium

transplantation



手術に伴う免疫反応についてはこれまで検討されていな

い．

このような状況を背景に，マウス全層角膜移植後の拒

絶反応抑制法，ヒト角膜に存在する免疫担当細胞の存在

と角膜移植後免疫反応にかかわる可能性，およびマウス

培養アロ角膜内皮細胞移植の免疫反応の特徴について検

討した．

Ⅱ マウス全層角膜移植後の拒絶反応抑制法

�．拒絶反応の発生プロセス

拒絶反応の発生プロセスは，抗原提示・認識相，細胞

増殖相，効果相という 3 つの相に大きく分けられる(図

1)．抗原提示・認識相は，樹状細胞などの抗原提示能を

もつ細胞が，移植された角膜のもつ外来抗原をホストの

T 細胞に提示し，認識を促す過程である．抗原提示を

受けて活性化した成熟樹状細胞は遊走能を獲得し，リン

パ管を経てリンパ節に到達する．したがってこの反応

は，一般に各所属リンパ節で行われると考えられてい

る．細胞増殖相は，体に入った抗原にだけ反応する細胞

を増やす過程である．つまり抗原の提示を受けた T 細

胞は，2 番目のステップとして，Interleukin(IL)-2 や

Interferon-gamma(IFN-g)といういわゆるヘルパー T

(Th)細胞の出す Th1 サイトカインを分泌しながら，角

膜移植では主として頸部リンパ節で，T 細胞自身のみ

ならず他の T 細胞も活性化し，移植されたアロ抗原特

異的な T 細胞が増殖すると考えられる．効果相とは，

ヒトの角膜移植後の拒絶反応が起き，角膜浮腫，豚脂様

角膜後面沈着物，前房内細胞浸潤が起きている状態を意

味する．つまり移植された角膜抗原に特異的な T 細胞

は，移植片局所に移動し，拒絶反応を引き起こすと考え

られる．このとき角膜や前房水でも拒絶反応において重

要な役割を果たしているのは，Th 細胞の中のTh1 と呼

ばれる細胞群であり，未分化なTh0 から IL-12 や IFN-g

の誘導により分化し，IL-2 や IFN-gなどのサイトカイ

ンを分泌し，移植された角膜を拒絶に導くと考えられ

る19)20)
．これらの反応には，角膜や前房内局所の細胞移

動，角膜とリンパ節間の細胞移動，さらに全身の細胞移

動が必須であると考えられるため，我々は一連の細胞移

動にかかわる因子としてケモカインに着目した．

�．ケモカイン

ケモカインは，種々の原因によって引き起こされる炎

症反応において，局所臓器への特異的白血球浸潤を惹起

する主要決定因子である21)
．そもそも白血球の浸潤なく

して炎症反応は起きないことから，このケモカインの重
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頸部リンパ節

① 抗原提示，認識相

抗原提示細胞

単球・マクロファージ

樹状細胞

角膜移植
活性化T細胞浸潤

活性化T細胞

② 細胞増殖相

③ 効果相

図 1 拒絶反応の発生プロセス．

①抗原提示能をもった細胞が抗原情報を頸部リンパ節に運び抗原の提示，認識が行われる抗原提示・認識

相，②抗原特異的な T細胞の増殖活性化が起きる細胞増殖相，③活性化した T細胞が角膜局所に浸潤し

て拒絶反応に導く効果相，に分けて考えることができる．



要性は容易に理解できる．またケモカインの白血球遊走

特異性が，各白血球表面上のケモカイン受容体発現レベ

ルで決定されていることも明らかにされてきており，多

くの免疫現象との密接なかかわりが検討されてきてい

る．一方，治療という観点からは，特異的白血球浸潤を

抑制する安全な方法を提供できれば，従来の薬剤とは異

なる方法で多くの疾患治療が可能になると考えられる．

�．角膜移植後の抗原提示・認識相とケモカイン

／正常リンパ節には CCL21／secondary lymphoid-tissue

／chemokine (SLC) や CCL19／EBI1 ligand chemokine

(ELC)というケモカインが発現しており，成熟樹状細胞

やナイーブ T細胞が発現する CCR7 というレセプター

をもった細胞に対する遊走因子である22)23)
．そこでこの

ケモカイン，ケモカインレセプターの関係が角膜移植後

の抗原提示，認識相に関与しているとの仮説を立てた．

過去に我々は，マウスから予め頸部リンパ節を切除する

とマウス全層角膜移植モデルでは全く拒絶反応が起こら

なくなること，そのマウスと同種同系マウスのリンパ節

を切除直後に移植しておくと，そのマウスは正常に拒絶

／反応を起こすことを報告した24)25)
．また，Plt／plt マウス

／ ／ ／(BALB／c バックグラウンド)は CCL21／SLC や CCL19／

ELC の機能不全マウスでリンパ節のホーミングや樹状

細胞の局在の異常をもつマウスであることが知られてい

／た26)
．そこでこのリンパ節移植モデルに全身の CCL21／

／ ／SLC や CCL19／ELC の機能不全 Plt／plt マウスのリンパ

節を移植した後，全層角膜移植術を行った．結果として

対照として行った群での 50％の拒絶反応発生率に対し

／ ／ ／て，CCL21／SLC や CCL19／ELC の機能不全 Plt／plt マ

ウスのリンパ節を移植した群では拒絶反応が発生しな

／かった(図 2)．このことは頸部リンパ節の CCL21／SLC

／や CCL19／ELC が拒絶反応発生に重要な役割を果たして

いることを意味していた．

次に治療応用を目的として抗体によるブロッキングを

行った．まず結膜下注射による抗体投与が頸部リンパ節

への CCR7 陽性細胞の流入をブロックできるか否かの

検討を行うために，全層角膜移植後 0，1，3，5 日目に

／ ／抗 CCL21／SLC＋CCL19／ELC 抗体 4 mg または対照 IgG

4 mg をマウスの結膜下に注射し，移植後 6 日目に頸部

リンパ節での CCR7 mRNA の発現量および CCR7 陽性

成熟樹状細胞(CD11C＋ MHC クラスⅡ＋ CCR7＋細胞)数

をフローサイトメーターにて比較した．図 3A，B に示

すように抗体の結膜下注射により，CCR7 mRNA の発

現量および CCR7 陽性成熟樹状細胞数は有意に減少し

ていた(図 3)．そこで移植後 0，1，3，7，10，14 日目

に抗体を結膜下注射により投与し臨床経過を比較した．

術後 8週目に対照抗体投与群で 40％(n＝15)であった拒

絶反応非発生率は，抗 CCL21＋CCL19 抗体投与群で

83％(n＝18)に有意に上昇した．これらの結果は，

／ ／CCL21／SLC や CCL19／ELC が角膜移植後拒絶反応発生

に重要な役割を果たしており，新たな治療のターゲット

となる可能性があることを示している．さらに，ブロッ

キング抗体の結膜下注射で頸部リンパ節の CCR7 陽性
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正常リンパ節移植マウス
（n＝14）

Pltマウスリンパ節移植マウス
（n＝15）
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図 2 頸部リンパ節再建マウスの角膜移植後透明治癒率．

／ ／正常頸部リンパ節移植マウスをホストとしたマウスでは，通常の BALB／c マウスと同様に 50％の C57BL／6

マウスの角膜を拒絶したが，CCL21，CCL19 機能不全の Plt マウスのリンパ節移植マウスでは，拒絶反応

は起きなかった．



細胞数を減少させ，拒絶反応を抑制できたという事実

は，結膜下注射という投与法が頸部リンパ節に対する薬

剤投与法として治療効果をもつということも意味してい

る．頸部リンパ節の切除で角膜移植後の拒絶反応が全く

起きないことからも明らかなように19)20)
，所属リンパ節

である頸部リンパ節が拒絶に導く中心的な役割を果たし

ていることは間違いない．これまで一般に結膜下注射と

いう投与法は眼局所の薬剤濃度を上げるために用いられ

ているが，所属リンパ節に対する薬剤投与法としても有

用であると考えられた．

�．角膜移植後の効果相とケモカイン

次に拒絶反応発生の効果相，すなわち拒絶反応発生時

に着目した検討を行った．まず効果相において重要なケ

モカインレセプターを決定するため，以下の 4群の眼球

で発現量の多いケモカインレセプターを決定した．ホス

／ ／トは C57BL／6，グラフトは BALB／c を用いて，手術眼

は同種異系移植群で約半数が拒絶される術後 3.5 週目に

摘出した．

①正常マウス眼

②同種同系角膜移植後マウス眼

③同種異系角膜移植後の移植片生着眼

④同種異系角膜移植後の移植片拒絶眼

結果として図 4に示すように同種異系角膜移植後の移

植片拒絶眼においてのみ，CCR1 mRNA，CCR2 mRNA

および CCR5 mRNA が過剰発現していた27)
．そこで機

能的に重要なケモカインレセプターを決定するために

CCR1，CCR2 および CCR5 ノックアウトマウスをホス

トとする全層角膜移植術を行った．結果として CCR1

ノックアウトマウスをホストとした全層角膜移植の生着

率は，60％(n＝10)で対照の 20％(n＝10)に比し有意に

高かった27)
．この CCR1 ノックアウトマウスでは対照マ

ウスに比べて，CD3 陽性 T 細胞の浸潤が少なく(術後

12 日目)，角膜における Th1 サイトカイン(IL-2，IFN-

g)の mRNA発現レベルが低かった．角膜移植後の細胞

性免疫反応では，細胞障害性 T 細胞反応より遅延型過

敏反応が重要であるため28)遅延型過敏反応を検討したと

ころ低値を示した27)
．以上のことから CCR1 というケモ

カインレセプターは，全層角膜移植後拒絶反応発生に機

能的にかかわることが明らかとなった．

次に治療応用が可能かどうかを検討するために CCR1

アンタゴニスト(A4B7，Novartis 社)の経口投与(30

／mg／kg 術後毎日 1 日 2 回投与)を行って移植角膜の生

／着率を検討した(ホスト：C57BL／6 マウス，グラフト：

／BALB／c マウス)．基剤投与群で 17％(n＝6)であった生

着率が，CCR1 アンタゴニスト投与によって 52％(n＝

27)と有意に高い生着率であった(未発表データ)．この

結果から CCR1 が全層角膜移植術後拒絶反応抑制の治

療のターゲットとなりうるものと考えられた．本研究は

効果相に発現するケモカインレセプターから重要な因子

の絞り込みを行ったものであるが，CCR1 陽性樹状細胞
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図 3 頸部リンパ節の CCR7 mRNA発現量と CCR7陽性成熟樹状細胞数．

全層角膜移植後に抗CCL21＋CCL19 抗体投与群，対照抗体投与群での頸部リンパ節のCCR7 mRNA発現量

と CCR7 陽性成熟樹状細胞数を比較した．A：半定量的 polymerase chain reaction(PCR)法で比較した．

頸部リンパ節におけるCCR7 mRNA発現量は，抗CCL21＋CCL19 抗体投与群で対照抗体投与群に比し有意

に減少した．B：フローサイトメーターにより CCR7 陽性成熟樹状細胞(CD11C＋ MHCクラスⅡ＋ CCR7＋細

胞)数を比較した．頸部リンパ節における CCR7 陽性成熟樹状細胞数は，抗 CCL21＋CCL19 抗体投与群で

対照抗体投与群に比し有意に減少した．＊：p＜0.01．



は角膜移植後早期から発現しており27)
，CCR1 のリガン

ド の RANTES，macrophage inflammatory protein

(MIP)1a も術後早期から発現していることから29)
，

CCR1 というレセプターは効果相のみならず抗原提示，

認識相にも関与しながら拒絶反応発生にかかわっている

ものと考えられる．

Ⅲ ヒト角膜に存在する免疫担当細胞の存在と

角膜移植後免疫反応にかかわる可能性

�．ヒト角膜に存在する免疫担当細胞

マウスに関しては角膜移植モデルを用いた検討から上

述のような機序が明らかになってきているが，ヒトの角

膜においてはそもそも抗原提示能をもった細胞が正常の

角膜に存在するのか，最近進歩した各種細胞マーカーを

用いて系統立った研究は報告されていない．もちろんマ

ウスモデルでのような機能解析をヒトで行うことはでき

ないが，ヒトの角膜に存在している抗原提示能をもつ細

胞をまず明らかにすることでマウスモデルでの現象がヒ

トにも当てはまる可能性があるか否かが明らかになる．

そこでまず各種の白血球マーカーを用いて角膜に存在す

る白血球の同定，分類を試みた．結果としてヒト角膜上

皮層には，3 つのフェノタイプからなる未熟樹状細胞

が30)
，角膜実質層には，樹状細胞，マクロファージを含

めた単球系細胞が31)
，結膜下にはマクロファージ系細胞

を中心とした細胞32)が構造的に分布していた．

�．ヒト角膜実質免疫担当細胞の分布メカニズム

無血管の正常角膜実質における白血球がどのようにし

て分布するのかは明らかでない．しかし分化した白血球

が角膜で自己複製することは考えにくく，周辺部の血管

から遊走してくることに疑問の余地はないと考えられ

た．そこで角膜実質細胞と上皮細胞が何らかのケモカイ

ンを発現し，特異的ケモカインレセプターをもつ白血球

を角膜の中央部まで集めているとの仮説を立てた．まず

ヒト角膜実質細胞と単球系細胞を分離してそれぞれの細

胞を検討するため，米国アイバンクの研究用角膜実質か

ら磁気ビーズによる細胞の分離を行った．方法は，角膜

実質を一晩コラゲナーゼ処理して細胞成分を採取した．

磁気ビーズ付き抗CD45 抗体を反応させ，ヒト角膜実質

細胞と白血球を分離した．次にヒト角膜実質単球系細胞

のケモカインレセプター mRNA の発現を検討するた

め，multiplex polymerase chain reaction(PCR)システム

を用いて多数のケモカインレセプターの中から発現して

いるケモカインレセプターを検討したところ，ヒト角膜

実質単球系細胞はCCR2 mRNAと CCR7 mRNAを発現

していることが明らかになった33)
．またこれらの細胞

は，免疫細胞化学的に抗 CCR2 抗体陽性であったこと

から，CCR2 が角膜実質中の細胞分布を決定する候補因

子と考えられた．CCR2 は CCL2(monocyte chemotactic

protein-1, MCP-1)ケモカインのレセプターであるので，

今度は角膜実質・上皮細胞が，CCR2 の走化性因子の

CCL2(MCP-1)を発現するかどうかを検討した．結果と

してヒト角膜実質細胞，ヒト角膜上皮細胞は，CCL2

(MCP-1)mRNA を発現し，フローサイトメーターでも

角膜実質・角膜上皮細胞が CCL2(MCP-1)蛋白質を発現

していることが明らかとなった33)
．

そこで角膜由来の細胞がもつケモカイン・ケモカイン

レセプターが実際に機能しているかを明らかにするた

め，ボイデン・チャンバーによる走化性の検討を行っ

た．CCL2(MCP-1)に対するヒト角膜実質の CD45(汎白

血球マーカー)陽性細胞の走化性を検討したところ，ヒ

ト角膜実質の CD45 陽性細胞は有意に CCL2(MCP-1)に

対して走化性を示した(図 5A)．次にヒト角膜実質細胞

の培養上清に対するヒト角膜実質の単球系細胞の走化性

を同じくボイデン・チャンバーによって検討した．ヒト

角膜実質細胞培養上清に対して有意に高い走化性を示し

たヒト角膜実質の単球系細胞は，抗 CCL2(MCP-1)抗体

を加えたヒト角膜実質細胞培養上清に対しては走化性が
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図 4 Ribonuclease protection assay(RPA)法による

ケモカインレセプターのスクリーニング．

大きさの異なる複数のプローブを用いることで 1サン

プル中の複数のmRNAの定量を行う方法．同種異系

角膜移植後の移植片拒絶眼で，CCR1 mRNA，CCR2

mRNAおよび CCR5 mRNAが過剰発現している．

①正常マウス眼，②同種同系角膜移植後マウス眼，

③同種異系角膜移植後の移植片生着眼，④同種異系

角膜移植後の移植片拒絶眼



低下し，対照 IgG を加えたヒト角膜実質細胞培養上清

に対しては，ヒト角膜実質細胞培養上清と同程度の走化

性を示した(図 5B)．以上の機能解析から，単球系細胞

がヒト角膜実質中に分布するメカニズムに CCL2―

CCR2 が関与している可能性が考えられた．

�．ヒト角膜の免疫担当細胞による直接認識の可能性

抗原認識パターンには 2つある．それは移植片中のド

ナー由来の組織適合抗原(major histocompatibility,

MHC)分子を直接T細胞レセプターが認識する ｢直接認

識｣とレシピエント抗原提示細胞によって処理された抗

原ペプチドがレシピエントMHCによって提示され，T

細胞レセプターに認識される ｢間接認識｣の 2つである．

通常の臓器移植では臓器自体にMHC陽性細胞が多数存

在しているため直接認識が中心とされているが，角膜移

植では角膜自体にMHC陽性の細胞がほとんど存在しな

いとされていたこともあり間接認識が中心であろうと考

えられていた34)
．しかし，マウス角膜の中央部でも抗原

提示能をもつ細胞が存在することが報告された6)〜8)
．そ

のため角膜に存在するMHC分子をもった細胞を直接T

細胞が認識する ｢直接認識｣によるパターンもありうる

のではないかと考えられるようになってきた．実際にマ

ウス角膜移植後には頸部リンパ節でドナー角膜由来の

MHC クラスⅡ陽性の樹状細胞が検出され，抗原の直接

認識も実際に起こっていることが示された35)
．角膜移植

においてこのようなグラフトからホストに至る白血球の

動態が直接証明されたことはこれまでになく興味深い．
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図 5 ボイデン・チャンバーによる走化性の検討．

ボイデン・チャンバーは，ケモカインなどの走化性因子がどの程度の細胞を移動させるかをみることで走化

性を定量的に評価する方法．A：ヒト角膜実質由来 CD45(汎白血球マーカー)陽性細胞の CCL2(MCP-1)に

対する走化性．CCL2(MCP-1)は，CCL2(MCP-1)を反応させない場合に比べて有意にヒト角膜実質由来

CD45 陽性細胞を遊走させた．B：ヒト角膜実質細胞の培養上清に対するヒト角膜実質由来 CD45 陽性細胞

の走化性．以下の 4つの溶液の走化性を検討した．①Medium のみ，②ヒト角膜実質細胞培養上清，③ヒ

ト角膜実質細胞培養上清＋抗 CCL2 抗体，④ヒト角膜実質細胞培養上清＋対照抗体．ヒト角膜実質細胞培

養上清に対して有意に高い走化性を示したヒト角膜実質由来CD45 陽性細胞は，抗CCL2(MCP-1)抗体を加

えたヒト角膜実質細胞培養上清に対しては走化性が低下している．＊：p＜0.01．
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図 6 ヒト角膜上皮，実質由来 CD45陽性細胞の CCR7

mRNAの発現．

CD45 陽性磁気ビーズで分離した白血球と各組織由来

細胞のCCR7 mRNAの発現を reverse transcriptation

polymerase chain reaction(RT-PCR)法により検討し

た．すべてのサンプルで house keeping gene の

GAPDH は検出された．ヒト角膜上皮，実質ともに

CD45 陽性磁気ビーズで分離した白血球に CCR7

mRNAを発現している．



そこでマウスで示された抗原の直接認識がヒトの角膜

移植後にも起きる可能性があるのか否かを検討した．ヒ

トではもちろんマウスのような機能解析は不可能である

ため，角膜上皮，実質に存在する抗原提示細胞がリンパ

／ ／節に存在する CCL21／SLC や CCL19／ELC に対して遊走

能をもつ，すなわち CCR7 を発現するのか，また上皮

に存在する未熟樹状細胞が成熟樹状細胞化するかどうか

を調べることで，ドナー角膜由来の細胞がホストのリン

パ節に到達し抗原提示にかかわれるか否かを検討した．

図 6に示すようにヒト角膜からCD45 陽性磁気ビーズで

分離した角膜上皮，実質由来の白血球は，CCR7 mRNA

を発現していた．また同じく分離した角膜上皮の未熟樹

状細胞では，活性型表面マーカーの CD40，CD86 は陰

性であった．これをTumor necrosis factor(TNF)-a(20

／ ／ng／ml)およびリポ・ポリサッカライド(LPS，100 ng／

ml)で 3 日間培養刺激したところ CD40，CD86 陽性の

成熟樹状細胞に変化した30)
．これらはまだ証拠として十

分ではないが，ヒトの角膜においても角膜由来の抗原提

示細胞が抗原の直接認識にかかわる可能性があることを

示すものと考えられた．

Ⅳ マウス培養アロ角膜内皮細胞移植の

免疫反応の特徴

�．角膜内皮細胞移植

水疱性角膜症という角膜内皮細胞のみの障害に対して

これまで全層角膜移植が行われていた．これに対し最

近，臨床，研究の分野で内皮細胞のみを移植しようとい

う試みがなされてきている．臨床的には，角膜内皮に加

えてごく薄い実質をドナー角膜より除去して同様に内皮

細胞と実質を除去した水疱性角膜症眼に移植する方法，

Descemet 膜のみを除去した角膜に移植する方法が行わ

れている12)
．研究の分野では，ヒト角膜内皮細胞の前駆

細胞を注射で前房内へ入れてうつ伏せ姿勢を維持するこ

とで内皮面に貼り付ける方法，培養ヒト内皮細胞単独の

シートを作製し，全層打ち抜いた角膜内皮に貼り付ける

方法，薄いコラーゲンをDescemet 膜の代わりとしてそ

の上に培養ヒト角膜内皮細胞を播種し，シートを作製す

る方法13)〜18)などが報告され，臨床応用目前と考えられ

る．しかしながら内皮細胞のみを移植するという術式は

新しいもので，これまでアロ抗原をもつ内皮細胞のみを

移植した場合の免疫反応に関する知見は明らかになって

いなかった．そこでマウスの角膜内皮細胞のセルライン

をマウス角膜の裏面に接着させ移植するモデルを作製

し，マウスの全層移植モデルとの免疫反応の差を明らか

にする検討を行った36)
．

�．マウス培養アロ角膜内皮細胞移植モデルの作製と

拒絶反応発生率

まず 0.05％塩化ベンザルコニウムを前房内へ注入し，

ホストの角膜内皮細胞を除去することでホスト角膜が水

疱性角膜症となる病態モデルをはじめて作製した．これ

は従来の正常マウス角膜に移植するモデルとは異なり，

今回はじめて我々が行った臨床の水疱性角膜症に近いマ

ウス角膜移植モデルである．次に不死化した培養マウス

角膜内皮細胞(C3H マウス由来)を Pkh 染色し，内皮細

／胞を除去した BALB／c マウス角膜の Descemet 膜上に

播種，遠心後，2 日間培養し，再構築角膜とした．これ

／により内皮細胞だけが C3H で実質と上皮が BALB／c マ

ウス由来の角膜が作製できた．ホストはすべて水疱性角

／膜症の BALB／c マウス，グラフトは C3H マウス，

／BALB／c マウスおよびこれらのキメラ角膜を用いた．

グラフトとして以下の 5つを用いて全層角膜移植を行っ

た

／①ホストと同種同系の BALB／c マウス角膜を移植し

た同系全層群

／② BALB／c マウスの角膜内皮除去角膜を移植した同

系内皮除去群

③ホストと同種異系の C3H マウス角膜を用いたアロ

全層群

／④ BALB／c マウスの角膜実質と上皮に培養 C3H 角膜

内皮細胞を付着させ移植した培養アロ内皮群

⑤C3Hマウスの角膜実質と上皮に培養 C3H角膜内皮

細胞を付着させ移植したシャム手術群

拒絶反応発生の定義は，角膜実質の混濁のため虹彩血

管の透見困難な状態としたが，角膜浮腫のみで実質混濁

を伴わないものは，組織学的に単核球の浸潤を認めた場

合に拒絶反応発生とした．浸潤を認めない場合は内皮細

胞数減少による角膜浮腫として拒絶反応には含めなかっ

た．5 群の拒絶反応発生率を表 1 に示す．マウスの角膜

内皮細胞は除去しても再増殖を起こすため，まず同系内

皮除去群において何週間の経過で角膜浮腫が消失するか

を検討した．その結果，術後 6週までは全例で浮腫が持

続したが，7 週目以降で角膜浮腫の回復する角膜が存在

したため，本モデルでの臨床経過の観察期間を 6週間と

定めた．経過観察期間中，同系全層群ではすべて透明性
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シャム手術

15培養アロ内皮

19アロ全層

13同系内皮除去

14同系全層

眼数群

表 1 拒絶反応発生率(術後 6週目)

79

0

74

0

0

拒絶反応発生率(％)

同系内皮除去群の 7週目に移植片の浮腫

改善例がみられたため，術後経過観察期

間を 6週間とした．培養アロ内皮群では

3 眼で透明性の維持できない眼があった

が，組織学的に細胞浸潤を認めなかった

ため内皮細胞数減少による角膜浮腫とし

た．

14



を維持した．アロ全層群とシャム手術群はほぼ同様に拒

絶反応を起こしていたが，培養アロ内皮群では拒絶反応

が起きなかった．代表的なアロ全層群と培養アロ内皮群

の前眼部写真と培養アロ内皮群の組織所見を示す(図

7)．これらの群について術後 4週目に遅延型過敏反応を

検討し，さらに各群のマウスの脾臓を摘出し，C3H の

脾細胞に対する混合リンパ球培養試験を行ったところ，

培養アロ内皮群では角膜の臨床経過によく一致し，どち

らも陽性所見を示さない結果となった．以上のように，

培養アロ角膜内皮細胞移植では in vivo，in vitroともに

全層角膜移植とは異なり，拒絶反応発生を示す所見は全

く認められなかった．

�．培養アロ角膜内皮細胞移植後の拒絶反応非発生メ

カニズム

一般にアログラフトに対して拒絶反応が起きない主な

理由として以下の 3 つの可能性が考えられる．それら

は，アロ抗原に対し特異的な抑制をかける免疫抑制

(suppression)，アロ抗原を認識しているが反応を起こ

さない不応答(anergy)，アロ抗原を認識していない免

疫無視(ignorance)である．そこで培養アロ角膜内皮細

胞移植後の拒絶反応非発生メカニズムの検討を行った．

�) 養子移入法による制御性T細胞(免疫抑制能をもつ

T細胞)産生の検討

培養アロ角膜内皮細胞移植後 8週目および正常マウス

／の脾細胞由来の単一細胞を正常 BALB／c マウスの静脈

／に注射した(5×107個／匹)．これらのマウスに C3H マウ

ス角膜の全層移植を行い，両群の術後拒絶反応発生率を

比較した．培養アロ角膜内皮細胞移植後に制御性 T 細

胞(免疫抑制能をもつ T 細胞)が産生されていれば養子

移入マウスで拒絶反応発生率が低下するはずだからであ

る．結果として培養アロ角膜内皮細胞移植後の脾細胞養

子移入マウスで拒絶反応発生率は対照に比べて低下せ

ず，制御性(免疫抑制性)T 細胞は産生されていない，

すなわち培養アロ角膜内皮細胞移植により免疫抑制は起

きていないものと考えられた．この結果は免疫抑制がか

かるとされる全層角膜移植後長期生着眼における結果37)

とは異なっていた．また前房内に上皮を剝離した角膜を

入れると前房関連免疫偏位(anterior chamber-associated

immune deviation, ACAID)により免疫抑制がかかると

の報告38)を踏まえて培養アロ内皮細胞移植後にACAID

の誘導を検討したが，本モデルではACAID は誘導され

ていなかった．

	) アロ抗原感作後の培養アロ角膜内皮細胞移植

／予めアロ(C3Hの脾細胞)抗原感作(1×107個／匹の細胞

／を皮下に注射)を行った BALB／c マウスに培養アロ角膜

／内皮細胞移植術を行い，正常 BALB／c マウスに培養ア

ロ角膜内皮細胞移植術を行った群と拒絶反応非発生率を

検討した．結果として角膜内皮細胞に反応する T 細胞
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図 7 前眼部写真および組織所見(術後 4週目)．

A：アロ全層群の前眼部写真．移植角膜は浮腫により盛り上がって見え，前房内が透見困難となっている．

B：培養アロ内皮群の前眼部写真．角膜浮腫はなく透明性を維持している．C：培養アロ内皮群の内皮面の

組織所見．角膜内皮は Pkh 染色で赤く染色されている(矢印)．D：培養アロ内皮群のヘマトキシリン・エ

オジン(HE)染色所見．グラフト内に浸潤細胞はほとんどみられず，拒絶反応は発生していないと考えられ

る．



が予め存在しても拒絶反応は発生しないことから，培養

アロ角膜内皮細胞は移植されていてもその存在をホスト

角膜が認識していない免疫無視の可能性が高いと考えら

れた．しかし，まだアロ抗原感作後の内皮細胞移植に

よって不応答が得られた可能性も完全には否定できな

かったため，さらに術後 8週目に遅延型過敏反応の有無

を検討したところ，移植されたアロ角膜内皮細胞は拒絶

されていないにもかかわらず遅延型過敏反応は検出され

た．すなわち間違いなく抗原の認識された状態で細胞性

免疫反応が検出されたことから，本モデルにおいて不応

答は誘導されていないことが明らかとなった．

以上の結果より培養アロ角膜内皮細胞を移植して拒絶

反応が発生しない理由は，免疫抑制や不応答によるので

はなく，アロ抗原を認識しない免疫無視によっていると

考えられた．角膜内皮は前房水に面した角膜裏面という

特異な解剖学的な位置に存在している．この位置では

Descemet 膜を白血球が通過できない可能性が高いこと

を考慮すると抗原認識可能な経路は前房水だけとなるた

め，ホストに認識される確率が極端に下がる可能性がま

ず考えられる．また Fas をもつ浸潤細胞にアポトーシ

スを起こす FasL(CD95 L)39)40)や T 細胞の活性化を抑制

する B7-H1(PD-L1)41)を角膜内皮細胞がもつという細

胞自体の特殊性も，培養アロ角膜内皮細胞移植において

免疫無視という特殊な状態を起こしている原因ではない

かと考えられる．

Ⅴ まとめ

マウス全層角膜移植モデルにおける拒絶反応発生メカ

ニズムから白血球の移動に注目し，拒絶反応発生に機能

的に関与する CCR1 および CCR7 という 2 つのケモカ

インレセプターを見出した．これらは全層角膜移植後拒

絶反応抑制法につながる可能性のある新しいターゲット

として臨床応用が期待される．さらに結膜下注射という

投与法が単に眼局所の薬剤濃度を上げるだけでなく，所

属リンパ節に対するドラッグデリバリー法ともなってい

るということも付け加えておきたい．次に 2つめのテー

マとして取り上げた正常ヒト角膜に存在している樹状細

胞，単球系細胞をはじめとする白血球の存在は重要であ

る．今回述べた拒絶反応発生にかかわりうること以外

に，外来抗原のパターン認識レセプター，toll-like re-

ceptor を発現し31)
，無血管の角膜において細菌防御の

first line として重要な役割を果たしていると考えられ

る．細隙灯顕微鏡での前眼部観察という日常診療におい

ても意識しておきたい事実である．最後に取り上げた培

養アロ角膜内皮移植の免疫反応については，抗原の存在

自体が認識されない免疫無視により拒絶反応が起きにく

いことを報告した．角膜内皮細胞は角膜の透明性を維持

する最も重要な細胞であり，また角膜移植を必要とする

原因疾患も角膜内皮細胞数減少が最も多い．角膜内皮細

胞は，Descemet 膜と前房水に挟まれる解剖学的位置関

係やこの細胞のもつ免疫学的な性質から得られる全身の

組織の中でも類まれな細胞である．この特異な細胞の免

疫特権を最大限に利用するためにも，培養アロ角膜内皮

移植術を臨床の場で実現すること自体が今回の報告の

テーマである ｢拒絶反応のない理想的な角膜移植手術｣

により近づくことになるものと私は考えている．
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Comment：西田 輝夫

角膜移植に関する法体制が整備され，ほぼ現在と同じような角膜移植が我が国でも行われるよう

になって丁度 50 年が経過した．今日では，一つの確立した視機能回復手術として角膜移植が行わ

れており，その術後成績もある程度満足できるところに到達してきている．しかしながら，提供角

膜の絶対的な不足という社会的な問題に加え，拒絶反応や眼圧管理など，よりよい術後成績のため

にまだまだ解決せねばならない医学的問題が山積している．幸い角膜の移植に関しては，心臓や肝

臓など他の臓器の移植に比し拒絶反応の発生頻度は比較的少なく，またほとんどの例で副腎皮質ス

テロイドによりある程度抑制できるものの，今回の宿題報告で山上 聡氏がその演題名に掲げられ

ているように ｢拒絶反応のない理想的な角膜移植手術｣は，我々の夢でもある．いくつかの方策が

考えられるが，一つは全く人工的な角膜の開発であり，もう一つは拒絶反応の免疫学的な機序を明

らかにして術後に特異的な免疫反応の抑制をかけることである．また，現在急速に開発されている

ように，全層の角膜を移植するのではなく必要な角膜の部分のみを移植することも，拒絶反応の頻

度を下げることに役立つと考えられる．

山上氏は，マウス全層角膜移植モデルを用いてエレガントな方法で，拒絶反応には所属リンパ節

で発現されるケモカインであるCCL21 と CCL19 が関与していることを明らかにし，さらに角膜実

質中の関与するケモカイン受容体が CCR1 および CCR7 であることを示された．このように移植

された角膜実質中の細胞を中心に，ホストの所属リンパ節に至る白血球の動態およびその移動に関

与するケモカイン系を明確にすることにより，今後角膜移植後の拒絶反応の抑制という治療法を開

発する際の分子標的を示された．

今まで角膜実質の主たる構成細胞である線維芽細胞に加え，樹状細胞や単球系細胞などの生理的

な機能はあまり明確にされていなかったが，今回の報告で，所属リンパ節での抗原認識のみなら

ず，角膜内で直接抗原が提示され認識される可能性を示された．

一方，パーツ移植の一つの例として角膜内皮移植の動物モデルを確立され，きわめて興味深いこ

とに，培養アロ角膜内皮移植では拒絶反応が生じないことを示された．内皮移植では，その解剖学

的な特性から異種抗原を認識しない免疫無視であると考えておられる．角膜は皮膚とその発生を同

じにする組織であるが，透明性の獲得と交換にさまざまな生体防護反応を失っていると考えられ

る．今回示されたこともきわめて興味ある現象であり，今後より深くその機序を解明されていくこ

とを期待する．

山上氏は，角膜を中心とする前眼部における免疫反応を中心に，細胞のレベル，サイトカインの

レベルあるいは今回のようにケモカインのレベルで，今まで多くの業績を積み重ねてきておられ

る．今回，宿題報告で提示された知見をもとに今後さらに理想の角膜移植手術を目指して研究を深

めていかれ，いつの日か我々が実際の臨床の場で拒絶反応を克服して角膜移植を行う日が来ること

を心より希望する．

唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖唖
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