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実験的角膜ヘルペスの免疫学的研究

一マウス頚部 リンパ節 と牌臓における cytotoxic T lymphocyte

活性について一 (図 8,表 1)
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要  約

マウス角膜にHSVを接種 した後,in vitrOで 牌臓および頚部 リンパ節から,CTLを誘導 し,接種後 2週時

までの経時的なCTL活性および3H_thymmineの取 り込みについて比較検討 した。CTL誘導後の細胞生存率 ,

CTL活性,3Ⅱ _thymidineの取 り込みのいずれにおいても,脱臓では, 7日 時から増加あるいは出現 し10日 以

後一定に達 したが,頚部 リンパ節では,牌臓 よりも2日 早 く5日 時から増加あるいは出現 し7日 以後一定に達

した。CTL誘導後の細胞生存率と3H_thymidineの 取 り込みは,5日 以後,頚部 リンパ節の方が牌臓に比べて

有意に増加 していたが,10日 以降の CTL活性には有意差 を認めなかった。これらの結果から,角 膜の単純ヘル

ペスウイルス感染においては,局所 リンパ節である頚部 リンパ節細胞のほうが牌細胞よりも,CTLを 主体 とし

た感染防御反応を強 く反映 していることが示唆 された。 (日 眼 91:1296-13ol,1987)

キーヮー ド:ヘルペス性角膜炎,細胞性免疫,キ ラーT細胞,牌臓,頚部 リンパ節

Abstract

After inoculating the cOrnea Of C3H/He nlice with herpes simplex virus(HSV), Cytotoxic

T_lylmphOcyte(CTL)activity and 311_thymidine uptake Of lymphocytes in CerViVal lymph nOdeS and

sipleen 、vere assayed at various time points. Iin the cervical lylnl)h l10des,(〕
TL activity and 3H_

thylnidine uptake were detected earlier tllan in tlle sipleen。 (〕

7rL activity in the spleellマ vas at the same

level、″ith that in the cervicallymph inodes at days lo and 14,but 311_thynlidine uptake in the cervical

lymph nodes was significantly increased conlpared、
rith that Of the spleen。 (Acta Soc()phthall■ ol Jpn

91:1296-1301, 1987)

Key lⅣ ords: IIerpes silnplex keratitis, Cell‐ lnediated immunity, Cytotoxic′1l lymphocyte, Cervical

lymph nodes, SPleen

, ″   =_           再感染の防御には,T細胞が主に働いていると考えら

二 月"   
口            れている1).ま た,HSVは Cell tO Cellの 伝搬を主体と

単純ヘルペスウイルス (HSV)の感染からの回復や  する感染様式をとるため2)3),T細 胞の中でも感染細胞
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の除去に働 くキラーT細胞 (CTL)が有効に働いてい

るとされ,細胞移入実験においても,そ の効果が実証

されている4)。 HSV特異的 CTLの 誘導については ,

Pazenmairら 5)が
最初に報告して以来,HSVの皮下お

よび腹腔内接種 についての報告 が数多 くみ られ る

が4)～9),HSVの
角膜接種については,当教室の平川 10)

が牌臓から誘導 した報告を見るのみであり,局所 リン

パ節である頚部 リンパ節から誘導 した報告は私の調べ

た範囲内ではない。今回,平川 1°)と 同様な方法を用い

て,HSVを 角膜に接種した後,頚部 リンパ節から経時

的にCTLを誘導 し,ま た3H_thymidineの
取 り込みを

合せて行ない,牌臓のそれと比較検討 したので報告す

る。

II 実験材料 と方法

1.ウ イルス

角膜ヘルペス患者から分離 した MotO株 を SIRC細

胞で継代培 養 した ものを使用 した。感染価 は1070

TCID50/mlであつた.

2.実験動物

6週齢,雄性 C3H/He(H‐ 2K)を使用した。また ,

H‐ 2 restrictiOnに は,BALB/c(H‐ 2d)を併用した。

3.ウ イルス接種方法

生理食塩液で10倍に希釈 した pentobarbital(nem‐

butal ③)0.15mlの 腹腔内注射による麻酔下で,27グ ー

ジ針で手術顕微鏡下にマウスの両眼角膜を乱切 した

後,HSV液0.005mlを 滴下し,眼球マ ッサージをおこ

ない感染させた。

4.実験期間

HSV接種前 (接種後 0日 )と 接種後 3,5,7,10,
14日 の各時期において,角膜の観察 と免疫に関する実

験を行なった。なお,各時期ともに 6匹ずつのマウス

を使用した。

5。 角膜の観察

上述の各時期において,角膜をフルオレスセインで

染色した後,125倍拡大の手術顕微鏡下で下記のスコア

に従って病変の程度を判定した .

スコア0:フ ルオレスセインによって全 く染まらな

いもの。

スコア1:点状に染まるもの
.

スコア2:小 さな樹枝状潰瘍 .

スコア3:大 きな樹枝状潰瘍。

スコア4:地図状潰瘍 .

6.StimdatOr細 胞の準備 (図 1)

T
incubate at 37"C, 5% COz for 5 days

図 l EIectOr細 胞の準備

非感染マウスを頚椎脱臼死させた後,牌臓を摘出し,

2.5%fetal calf serum(FCS,GIBCO)を 含む Hanks'

balanCed Salt S01utiOn(HBSS, 日水)5ml中 で,

teasingを 行ない単離細胞 とした.HBSSで洗浄後,3
mlの リンパ球比重分離液 M‐SMF(日 本抗体研究所)

上に重層 し,2,600回転,20分間遠沈 し単核細胞を得た.

次に,HBSSで ,2回洗浄を行ない,10%FCS,100U/
nll penicillin, 251nNI HEPES, メもよこバ5× 10-5N1 2‐

■lerCaptoethanolを カロえた RPiM1 1640液 (GIBCO)に

細胞数が2× 106/mlと なるように浮遊 させ,6well cuト

ture plate(FAL CON)に 5mlずつ分注した。 これに
,

Hpopolysaccharide(LPS,DIFCO)を 最終濃度が5μ g/

mlと なるように加え,37℃ で 3日 間炭酸 ガス培養 し

た。培養後,HBSSで 2回洗浄 し熊谷 ら11)の
方法に準

じて作製 した peКoll不連続密度勾配液に重層 し,最
上層の fractiOn_0を 回収した。HBSSで洗浄後,HSV
を,37℃で 2時間感染させ (約 lm.o.i.)さ らに HBSS
で 2回洗浄 した。その後,1,500radの コバル ト照射を

おこない,RPM11640液 で細胞数を4× 105/mlに 調整

した .

7.Responder細胞の準備および erector細胞の誘

導 (図 1)

Stimulator細 胞と同様の方法で,感染各時期のマウ

スの牌臓 と頚部 リンパ節の単核細胞をそれぞれ分離

し,RPM11640液 で細胞数 を2× 106/mlに 調整 し re‐

Sponder糸田胞 としスこ. 6well culture plateへ 、, respOn_

der細胞数 とStimulatmr細 胞数が 5:1と なるよう

に分注し,37°Cに保った炭酸ガス培養器内で 5日 間培
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label with'H― pro‖ ne
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↓
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↓
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I
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I
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養 した.培養終了後,HBSSで 2回洗浄 し,さ らに

trypan blue法 で生存細胞数を算定 した後,RPM11640

液で生存細胞だけを取 り上げて細胞数を1× 106/mlに

調整したものを erector細 胞 として用いた。また,生

存細胞数の培養開始時の細胞数に対する比率 (%)か

ら細胞生存率を算定した。

8.標的細胞の作成 (図 2)

細胞障害試験の標的細胞には L929細胞 (H‐ 2k)を用

いた。これ らの細胞液を培養 フラスコ (CORING)に

培養し,非必須ア ミノ酸を含まない Eagle's MEMで

20μ Ci/mlに稀釈 した3H_ProHneを 加え2日 間培養 し

た。培養終了後,ト リプシンとEDTAで細胞を単離 さ

せ,HBSSで 2回洗浄した。つぎに HSV(3m.o■ )で

2時間感染 させた後,HBSSで 2回洗浄し,RPM11640

液で細胞数を5× 104/mlに調整 した。

9.細胞障害試験

E“ector細胞 と標的細胞の浮遊液を96well micro‐

plate(NUNC)に 100μ lずつ加えたものを1,200回転で

5分間遠沈 した後,炭酸ガス培養器内で 4時間培養 し

た.培養終了後,上清を100μ l採取 し,濾紙に吸収 させ

た。濾紙を乾燥 させた後,液体シンチレーションカウ

ンターで放射能活性を測定した。erector細 胞数 と標

的細胞数の比は20:1と した。

Percent lysisは 次式から求めた。

Percent lysis=(A― C)/(B/2-C)

A:標的細胞 とefector細 胞を混合培養した培養液

の100μ l中 に含 まれる3H放射能活性 .

B:5× 103個 の標的細胞に標識 された3H放射能活

性 .

Cl標的細胞のみ培養 した培養液の上清100μ l中 に

incubate in mlcroplate at 37° C, 5%C02 fOr 4 days

add O.4μ Ci 3H― thymidine

|

incubate for 24 hrs at 37° C′ 5%C02
|

count radloactivity

図 3 3H_thymidine取 り込みの測定方法

含まれる3H放射能活性.

loo Stimulator細 胞に対する responder細胞の反

応の測定方法 (図 3)

Stimulator細 胞に対する responder細 胞の増殖 に

及ぼす影響 を3H_thymidineの 取 り込みを指標 として

判定した。すなわち,96we11 lnicroplateに respOnder

細胞数 とstimulator細 胞数 を 5:1の 割合で100μ l

分注し,37℃ で 5日 間培養 した.培養終了24時間まえ

に0.4μ Ciの 3H_thymidineを 各 wellに 加え,培養終了

後,液体シンチレーションカウンターで細胞に取 り込

まれた3H_thymidineの 放射能活性を測定した.

11. II‐ 2 restriction

HSV接 種10日 時 のC3H/Heマ ウス (H‐ 2k)と

BALB/cマ ウス (H‐2d)か ら誘導したerector細胞を

使用した。

III 結  果

1.角 膜所見 (図 4)

図 4は,HSV接 種後の角膜病変の経時的変化を示

している。感染 7日 時から角膜病変は著明に軽減 し,

10～ 14同 時には治癒した。

2.単核細胞数 (図 5)

図 5は,局所 リンパ節と牌臓のそれぞれから採取 さ

れた単核細胞数の HSV接種後の経時的変化を示 して

いる.月卑臓では,感染 7日 時 と10日 時にばらつきを認

めるが細胞数はほぼ一定であった。これに対し頚部 リ

ンパ節では,感染 3日 時には非感染時の3.5倍 に増加

し, 7日 時 と10日 時では 5～ 6倍 と最 も増加したが ,

14日 時にはやや減少し, 3日 時 と同程度になった .

3。 CTL誘導後の細胞生存率 (図 6)

図 6は,CTL誘導のための培養終了時の細胞生存率

を示している。牌臓では,感染 7日 時から増加し,10

日時以後にはぼ一定になった.頚部 リンパ節では, 5

日時から著明な増加がみられ, 7日 以後は一定になっ

た。すなわち,頚部 リンパ節は牌臓に比べて,生存細

=5:1
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図 6 CTL誘導後の細胞生存率

胞数の増加を 2日 早 く認め, また, 5日 以後の細胞生

存率は有意 (p<0.05)に上昇 していた。

4.CTL活性 (図 7)

図 7は,HSV接 種後の細胞障害性の経時的変化を

図 8 3H_thymidineの 取 り込みの経時的変化

示している。牌臓では,感染 7日 時から細胞障害性が

認められ,10日 時以後はば一定に達 した。頚部 リンパ

節では, 5日 時から細胞障害が認められ, 7日 以後ほ

ぼ一定に達 した.すなわち,頚部 リンパ節は牌臓に比

べて,細胞障害性は 2日 早 く出現するが,10日 以後の

細胞障害性には有意差は認められなかった.

5.3Ⅱ _thymidineの取 り込み (図 8)

図 8は,HSV接 種後の3H_thymidineの
取 り込みの

経時的変化を示 している。牌臓では,感染 7日 時から

増加し,10日 以後は一定に達 した。頚部 リンパ節では
,

5日 時から増加 し, 7日 時以後に一定に達 した。すな

わち,頚部 リンパ節は牌臓に比べて,2日 早 く増加 し,

おたがいの最大値は有意 (p<0.05)の 差があった。

6。 H‐ 2restriction(表 1)

C3H/Heマ ウス (H_2k)か ら誘導された erector細

胞は,HSV感 染 L929細胞 (H‐ 2k)に対して強い細胞

性を示 した一方,BALB/c(H‐ 2d)か ら誘導 された

I Ceruical lymph ndes

{sptoen

X Pく 005

1'Pく 001

57
D€ys sfter inoculEtion
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表 l Effector細胞と標的細胞の H-2 restriction

Mice
Percent lysis

L929(H-2り +HSV L929(H-2k)

C3H/He

(H-2k)

BALB/C

(H-21)

Spleen

Ceruical lymph nodes

Spleen

Cewical lymph nodes

28.3± 4.8

31.2± 5.1

2.0± 1.0

22± 1.2

15± 0.6

13± 0.4

13± 0.5

1.5± 0.4

erector細 胞は,HSV感染 L929細 胞 (H‐ 2K)には細胞

障害性を示 さず,erector細胞 と標的細胞との間に H‐

2 restrictionが あることがわかった。

IV考  按

採取された単核細胞数の HSV接種後の経時的変化

については,頚部 リンパ節では,角膜所見の最も高度

な 3～ 5日 時には非感染時の3.5～ 4倍 と上昇し,角膜

所見が軽減 した 7日 時には 5～ 6倍 とピークに達 した

後,角膜所見が治癒 した14日 時には3.5倍 と減少した。

すなわち,局所 リンパ節である頚、部 リンパ節の単核細

胞数は,角膜所見の消長に数日遅れたパターンとな り,

ほとんど変動のない牌臓のそれに比べて眼局所におけ

る炎症反応をよく反映していると思われる。

CTL活性の出現 と3H_thymidineの 取 り込みの時期

については,眼局所の感染部位に近い頚部 リンパ節で

は,牌臓よりも2日 早 く出現し,感染 5日 時に認めら

れた。この早期出現の理由として以下の 2つ が考えら

れる。

1)眼局所で増殖 したウイルスがまず頚部 リンパ節

に到達した後,そ れに遅れてウイルスが牌臓に到達 し,

それぞれの部位 において ウイル ス抗原に反応 して

CTLが誘導 された .

2)眼局所で誘導 された CTLが ,最初に頚部 リンパ

節に達して増殖 した後,全身的に移行 し牌臓に達 した。

1)については,ハ ムスターの角膜に HSVを接種 し

た後,牌臓を含む全身臓器にウイルス抗原が認め られ

たという報告があるため12),可能性 として十分に考え

られることであるが,今回は,頚部 リンパ節と1卑臓に

おけるウイルスの存在を調べていないので断定はで き

ない。また,2)についても,あ る部位に存在するCTL
がどの部位の細胞から誘導されるかを決定するのは手

技的に困難であるので,現在の ところ1)と 2)の可能

性が共に考えられる。

平川9)は ,マ ウスを使用して HSVの角膜接種時 と腹

腔内接種時の1卑細胞における CTL活性の出現時期を

日眼会誌 91巻 12号

比較し,活性の出現は牌臓に近い腹腔内接種のほ うが

角膜接種よりも2日 早かったと報告 している。また ,

Meyers‐Elliottら 13)は,家兎を使用 して HSV角膜接

種後に,頚部 リンパ節細胞と,牌細胞におけるHSV抗

原に対する3H_thymidineの 取 り込みを観察し,頚部 リ

ンパ節では牌臓 より9日 も早 く,接種後 5日 時に上昇

したとしている。すなわち, どちらの報告も,今 回の

私の結果 と同様に,感染部位からの距離が近い リンパ

節 (あ るいは牌臓)は ど細胞性免疫が早期に認められ

ることを述べている。皮下に HSVを接種した後,経時

的に局所 リンパ節からCTLを誘導 した報告
6)8)で は,

2～ 4日 時になって始めて軽度の CTL活性を認めた

としてお り,今回の HSV角 膜接種 に比較 して 1～ 3

日早い結果 となっている。おそらく,こ れは HSVの接

種部位の違いによるものと考えられる。すなわち,皮

下接種では,十分なウイルス量を確実に局所に投与す

ることが可能である上に,皮下組織は血管が豊富に存

在するために,早期からウイルス抗原 と免疫担当細胞

の接触が可能である。一方,角膜接種では,角膜乱切

部位に取 り込 まれるウイルス量は接種量のうちのごく

一部であ り, さらに,無血管組織である角膜では,免

疫担当細胞が ウイルス抗原に接触 してこれを認識する

のに多少の時間を要すると思われ,皮下接種に比べて

CTL活性の出現時期が遅れて出て くる可能性が考 え

られる。

頚部 リンパ節 と牌臓のそれぞれの CTL活性の強 さ

は, ともに活性の最大値を示す感染 10日 時以降では ,

両者の間に有意の差を認めなかった。しかしながら,

頚部 リンパ節では牌臓に比べて,erector細胞である

CTL誘導後の細胞生存率が約 2倍ほど高いこと,お よ

び,3H_thymidineの 取 り込みが有意に増加しているこ

とを考え合せ ると,頚部 リンパ節 の方が牌臓 よりも

HSV抗原に反応する単核細胞の出現頻度が高 く, し

たがって,CTLの 絶対数は多い可能性がある.

ここで, なぜ,同数の細胞から同じ誘導法を用いた

にもかかわ らず,CTL誘導後の細胞生存率が頚部 リン

パ節の方が牌臓 よりも約 2倍高いかが問題になる.一

般的ンこ, CTLIま CTL.precursOr(CTL― P)か ら分化 し

てくると考えられている。Rouseら 14)15)は
,限界希釈法

を用いて,マ ウスの局所 リンパ節 と牌臓におけ る

HSV特異的 CTL・ Pの出現頻度を測定し,牌臓では ,

HSVの腹腔内投与後に採取された単核細胞中,CTL―

Pは 1/3,500～ 1/15,670の頻度で認め られるのに対 し

て,局所 リンパ節では,HSVの足昧皮下接種により1/
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1,200～ 1/4,750の 頻度で CTL‐Pが存在す るとしてい

る。HSVの接種部位が Rouseら の腹腔 と皮下,私の角

膜 と異なるため,単純 には比較 で きないが,今回の

CTL誘導後の細胞生存率が頚部 リンパ節の方が牌臓

に比べて高かったのは,頚部 リンパ節 と牌臓 との間で

CTL‐Pの 出現頻度 に差があるためか も知れない。

HSV感 染においては, リンパ球性脈絡髄膜炎 ウイ

ルス16)や インフルエンザウイルス17)な どのウイルス感

染 とは異な り,in vivoにおいて CTL活 性は低 く
14),

cyclophosphamideに 感受性 の あ る suppressor細 胞

に よ りCTL‐Pか ら CTLへ の分化が抑制 されてい る

ため とされている6)18)19)。 しか し,in vivoでの CTL活

性が低いのは,あ くまでも感染部位そのものではな く,

そ こから離れた局所 リンパ節 と牌臓のデータであ り,

感染の主場であ る眼局所で CTL‐Pの ままで存在す る

かどうかは不明である。ただ,細胞移入実験において ,

in vitroで の誘導 をせず HSV感 染 マウスから取 り出

したままの牌細胞で も,あ る程度の感染防御効果を示

す
4)こ とか ら考 えて,in vitroで CTL‐ Pが stimulate

され CTLへ と誘導 されるように,局所 リンパ節ある

いは牌臓に存在す る CTL‐ Pが眼局所 に移動 し,多数

の ウイル ス抗 原 や 分化 に必要 な マ ク ロファージ
,

helper T lymphocytesに 接 した時,in vivoに おいて

もCTLに分化 してい く可能性はある。

稿を終えるにあた り, ご校関いただきました調枝寛治教

授に深謝いたします。終始ご指導いただきました坂田広志

講師に深謝いたします。また,第 2内科の山木戸道郎助教

授,検査部の高石雅敏博士のご指導に深謝いたします。

本論文の要旨は,第 52回 日本中部眼科学会 (講演)にて発

表した.
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