
昭和63年 10月 10日 107- (1675)

実験的角膜ヘルペスの免疫学的研究

―マウス頸部 リンパ節の cytotoxic T lymphocyteに 及ぼす

インターロイキン2点眼の効果について一(図 5)

梶 原  良 (広島大学医学部眼科学教室)

The Effect of lnterleukin‐2 Eyedrops on′ rhe CytOtOxic′ I｀

Lylmphocyte Activity in′
「

he Celvical Ly]mtph Nodes of

RIice with Corneal IIerpes lnfection

Ryo Kajiwara

'″
α″″′″ノο/(ンカ″α′%οノοり,πグ″sカグ,2η びπグυι知・″Sιλοο′げ Z″グιグπ′

要  約

マウス角膜に単純ヘルペスウイルス(HSV)を接種 した後,生理食塩液 を点眼 したコン トロール群,イ ンター

ロイキン 2(IL‐ 2)点眼群,デキサメサゾン (DMS)点眼群,DMS・ IL‐ 2点眼群の 4群 について角膜病変 と

HSV特異的キラーT細胞 (CTL)活 性 を比較検討 した。DMS点眼を行なっていない正常免疫状態では, コン

トロール群 と IL‐ 2点眼群を比較 した場合,IL‐ 2点眼群 はコントロール群 に比べて角膜病変の早期軽減 とCTL
活性の早期出現 を認めた。DMS点眼による局所免疫抑制状態においては,DMS点 眼群 と DMS・ IL‐ 2点眼群

を比較 した場合,DMSoIL‐ 2点眼群 はDMS点眼群 に比べて第10病 日におけるCTL活性の上昇を認めた。 こ

の場合,両者の角膜病変の間には有意の差は認めなかった.以上の結果から実験的角膜ヘルペスの初感染にお

いては,IL‐ 2点眼,CTL活性および角膜病変の 3者 の間にかなり密接な関係がある可能性が示唆 された。(日

眼 92i1675-1681,1988)

キーワー ド:ヘルペス性角膜炎,頸部 リンパ節,キ ラーT細胞,イ ンターロイキン2,ステ ロイド

Abstract
The present investigation was undertaken to evaluate the influence of topical ocular application

of interleukin-Z (lL-Z) on cytotoxic T lymphocyte (CTL) activity in the cervical lymph nodes in
experimental murine herpetic keratitis, and to estimate the degree of Keratitis. In the group receiving
lL-2, the degree of keratitis was milder, and CTL activity was higher on day 4 than in the control
group. In dexamethasone-treated mice, CTL activity in the group receiving IL-2 was higher on day l0
than in the group which received no IL-2. These results suggest that there is a relatively close relation
between IL-2 application, CTL activity, and the degree of keratitis. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92:
1675-1681, 1988)
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I緒  言

さきに教室の平川1)は,イ ンターロイキン 2(IL‐ 2)

が in vitroに おける単純ヘルペスウイルス (HSV)特

異的キラーT細胞 (CTL)の 増強を促進することを示

した。また,教室の末広2)3)は,HSV特異的 CTL活性

が,in vitroに おいてステロイドにより抑制され,イ ン

ターロイキン 2(IL‐ 2)の 添加により軽減されることを

示した。今回,HSV角膜感染マウスに対して,ス テロ

イドとIL-2の点眼を行ない,角膜病変,in vivoにおけ

る頸部 リンパ節細胞数および HSV特異的 CTL活性

に及ぼす影響について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 用 いた。感 染 価 は106`

TCID50/mlで あつたo

2.実験動物

6週齢,雄性 C3H/Heマ ウスを使用した。

3.ウ イルス接種方法

生理食塩水で10倍 に稀尺 したベン トバル ビタール

(ネ ンブタール○)0.15ml(7.5mg)を 腹腔内に注射 し

た後,27グ ージ針で両眼の角膜を乱切した.その後 ,

HSV液0.005mlを滴下し,眼球マッサージを行ない感

染させた .

4.ス テ ロイ ド点眼とIL‐ 2点眼 (図 1)

点眼には,ス テロイ ドは0.05%デキサメサゾン点眼

液(DMS, デカ ドロン①)を ,IL-2は シオノギ製薬のヒ

ト・リコンビナントIL‐2(1万単位/バ イアル)を生理

食塩液5mlに 溶解し力価2000U/mlと したものを使用

した。また, コントロールとしては生理食塩液を使用

した。なお,点眼の種類により,a)コ ントロール群 ,

↓HSV角 膜接種

↓各種類の点眼4回 /日

,頸部リンパ節採取

9 10(日 )

,

図l HSV接種,各種点眼投与および頸部 リンパ節

摘出の時期
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b)IL‐ 2点眼群,c)DMS点 眼群,d)DMS・ IL‐ 2点眼

群の 4群にわけた。以上の 4群のそれぞれについて第

1病 日から第10病 日まで0.005mlの各点眼液を昼間 3

時間ごとに 1日 4回の点眼をおこなった。

なお,予備実験で 1回 /日 , 2回 /日 の IL‐ 2点眼 2群

についても検討 したが,コ ン トロール群との間に角膜

病変に有意差を認めなかったので 4回 /日 を用いた。ま

た,前報15)で,0.05%以上の濃度 DMSを 4回 /日 の点

眼をすると,頸部 リンパ節におけるCTL活性を抑制

することがわかったので,0.05%DMS濃度を今回の

実験に用いた。

5。 角膜の観察

角膜病変は,HSV接 種後10日 まで毎 日角膜を フル

オレセインで染色した後,手術顕微鏡下で観察を行な

い,下記に示すように 5段階に分けて評価した。なお ,

マウス角膜の厚 さは薄 く実質病変の観察が困難であっ

たので,半」定には上皮病変だけをとりあげた。

スコア 0:フ ルオレセインによってまったく染まら

ないもの.

スコア 1:点状に染まるもの。

スコア 21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。 CTL誘導

HSV特異的 CTLの誘導は,既報
4)に

従い,stimula‐

tor細 胞 としては,非 感染 マ ウスの牌単核細 胞 を

lipopolysaccharideで 3日 間幼弱化 させた後,Percon

不連続密度勾配液を用いて幼弱化細胞を分離し, さら

に HSVを 2時間感染させ,つ ぎに1,500radの コバル

ト照射を行ない細胞数を 4× 105/mlに 調整した もの

を用いた。また,HSV接種後 4, 7,10日 時に各種点

眼群のマウスからそれぞれ頸部 リンパ節を採取 し,単

核細胞を分離 した後,細胞数を 2× 10。/mlに調整 した

ものを responder細 胞 とした。

次に,stimulator細 胞 とresponder細 胞を6 well

culture plateに 5mlずつ分注し,37℃ で 4日 間培養 し

て CTLを誘導 した。培養終了後,trypan blue法 で生

存細胞数を数えた後,標的細胞数に応じた必要な細胞

数に調整したものを e“ector細胞 とした。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。

7.細胞障害試験

細胞障害試験には,標的細胞 として3H_pr。lineで標

識 し,HSVを 感 染 させ た L929細 胞 を使用 した。
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Effector細 胞と標的細胞を 4時間混合培養 した後,上

清に放出された。H放射能活性を液体 シンチレーショ

ンカウンターで測定 した。なお egector細胞数と標的

細胞数の比は40:1と した。

細胞障害率は percent lysisで 示 し,次式から求め

た。

Percent lysis=(A― C)/(B/2-C)

A:標的細胞とerector細胞を混合培養 した培養液

の100μ 中に含まれる3H放射能活性.

Bi5× 103個 の標的細胞に標識された3H放射能活

性.

C:標的細胞のみ培養 した培養液の上清100μ l中 に

含まれる3H放射能活性 .

なお,各種点眼群についてそれぞれ,角膜病変の観
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E : > 1tr-JLf+

f:iil,l rL-2H[8ffi

4        7        10  (日 )

感染後日数

a)IL‐ 2点眼群とコントロール群の比較

2ZZ DMS点 服群

E毯日 DMS・ lL-2点 眼群

* P<005

察は10匹20眼について行ない,CTL誘導および細胞障

害試験は 6回の実験を行ない,それぞれの平均値を比

較検討した。

III 結  果

1.角 膜所見 (図 2)

図 2は ,角膜病変の経時的変化を示 している.図 2a

は,コ ントロール群とIL‐ 2点眼群の,図 2bは,DMS
点眼群とDMS・ IL‐2点眼群の結果を表わしている.各

群 ともに第 1病 日には,ほ とんどのマウスにおいて樹

枝状潰瘍がみ られた。IL‐ 2点眼群では,コ ントロール群
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b)DMS・ IL‐ 2点眼群とDMS点眼群の比較

図 2 角膜病変の経時的変化
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b)DMS・ IL‐2点眼群とDMS点眼群の比較

図 3 頸部 リンパ節細胞数
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に比べて第 1病 日を除いて角膜病変は軽度であ り,第
6病 日では統計学的有意差 (p<0.05)を 認め,早期治

癒の傾向がみられた。DMS・ IL‐2点眼群では,DMS点
眼群に比べて角膜病変の経過に有意差はなく,両群と

もにコン トロール群,IL‐2点眼群に比べて角膜病変の

治癒の遷延化を認めた。

2.単核細胞数 (図 3)

図 3は, マウスから採取 された頸部 リンパ節細胞数

(%)

f-1 => l. tr -lrfl+
ffi t-zHane+

50

4        7        10  (日
)

感染後 日数

a)IL‐ 2点眼群とコントロール群の比較

(%)

厖4コ
.OMS点

眼群

隈笙】 DMS・ IL-2点 眼群

4 7 10(日
)

感染後 日数

b)DMS・ IL‐ 2点眼群 とDMS点眼群の比較

図 4 CTL誘導後の細胞生存率
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を示 している。図 3aは ,コ ントロール群 とIL-2点 眼群

の,図 3bは,DMS点 眼群とDMS・ IL‐2点眼群の結果

を表わ している。コン トロール群 と IL‐ 2点眼群 との間

には全経過を通 して有意の差を認めなかった。DMS・

IL-2点眼群はDMS点眼群に比べて第 7病 日と第10病

日において細胞数が増加しており,第 7病 日には有意

差 (p<0.05)を 認めた。

3。 CTL誘導後の細胞生存率 (図 4)

図 4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。図 4aは ,コ ントロール群 と IL‐ 2点眼群

の,図 4bは,DMS点 眼群 とDMS・ IL‐2点眼群の結果
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DMS点眼を行なっていない正常免疫状態では,IL―

2点眼群ではコン トロール群に比べて頸部 リンパ節細

胞数の増加は認められなかったが,角膜病変の早期軽

減化を認めた。CTL活性については,CTL活 性の最大

値を示す感染 7,10日 時には有意差を認めなかったが
,

CTL活性が出現 し始める感染 4日 時においては有意

の上昇を示 し,CTL活性の早期上昇を認めた。これら

のことは,角膜病変の早期軽減に,IL‐ 2に よって活性化

された CTLがある一定の役割を果たしていることを

示唆している。 しかし,そ の他に角膜病変の早期軽減

に関わっている因子は,い くつかあるものと思われる。

Weinbergら 12)16)は HSV type 2(HSV-2)を 用いたモ

ルモットの性器ヘルペスの初感染モデルに IL‐ 2の 皮

下投与を行ない,臨床症状の軽減化と牌細胞中の NK
細胞活性の上昇および血中の IFN‐ γの上昇を認めた

と報告 し,感染早期におけるNK細胞 とIFN‐ γの重

要性を指摘 している。一方,マ ウス角膜ヘルペス初感

染においてもマクロファージとともに早期の非特異的

感染防御の一端を担なっている NK細胞活性が感染

3日 時に牌細胞に上昇することが示されている17).こ

れらの報告から,IL‐ 2点 眼により眼局所における NK
細胞活性や IFN― γの上昇がもたらされ,そ の結果,早

期にウイルスが排除されて角膜病変の軽減化が導かれ

た可能性も考慮 しておく必要がある。さらに,IFN― γ

は CTL活性を増強させることが知 られてお り11),IL‐

2点 眼によって引き起こされ上昇 した内因性の IFN‐ γ

が,点眼によってもたらされた IL‐2と ともに,CTLの
早期出現を誘導した可能性がある.ま た,感染 7,10
日時におけるCTL活性がコン トロール群のそれに比

べて有意差が認められなかった理由として,次のよう

に考えられる。すなわち,感染早期における内因性の

IL‐ 2産生が少ない時期には外囚性の IL‐ 2を加えること

によりCTL活性の早期出現が得 られるが,感染 7,10

日時においてはすでに内因性の IL‐2が十分に産生 さ

れていたためにCTL活性には差を認めなかったのか

も知れない。

DMS点眼を行なって局所免疫抑制状態をもた らし

たマウスでは,全経過を通 じて角膜病変の程度には

DMS・ IL‐ 2点眼群 とDMS点 眼群の間には有意差を認

めなかったが,DMS・ IL‐ 2点 眼群の方が感染 7日 時に

おいて頸部 リンパ節細胞数が有意に増加し,ま た,感
染 10日 時において CTL活性が有意に上昇した。 この

点は,DMSを 点眼 しない正常な免疫状態では感染 4

日時に IL‐ 2点 眼群 と非点眼群 との間に CTL活性に有

を示している.IL-2点 眼群 とコン トロール群 との間お

よび,DMS・ IL‐ 2点眼群とDMS点眼群との間には全

経過を通 して細胞生存率には有意の差を認めなかっ

た.

4.CTL'舌 l性
(図 5)

図 5は,HSV特 異的 CTL活性を示している。図 5

aは,コ ン トロール群とIL-2点眼群の,図 5bは,DMS
点眼群 とDMS・ IL‐ 2点 眼群の結果を表わしている.IL‐

2点眼群では,コ ントロール群 と比べて第 7病 日と第10

病日には差を認めなかったが,CTL活性が出現 し始め

る第 4病 日には有意 (p<0.05)の CTL活性の上昇を

認めた。DMS・ IL‐ 2点眼群では,DMS点眼群 と比べて

第 4病 日と第 7病 日には CTL活性には差を認めな

かったが,第 10病 日には有意 (p<0.05)の CTL活性

の上昇を認めた。

IV考  案

IL‐ 2は,主 としてヘルパーT細胞が特異抗原あるい

はマイ トジェンの刺激により産生するリンホカインで

あり,in vitroで の生物学的活性 としてT細胞の分化

増殖5),CTLの
機能発現

5),NK細
胞 (natural killer)

の活性化6),T細
胞からの IFN‐ γ誘導

7)な どに関与す

ることが知 られている.ま た,最近では B細胞の増

殖8),分化9)を
誘導することが明かにされている。IL‐ 2

の in vivo投与においてもウイルス10)～ 12),細
菌感染防

御に対する効果 13)や
免疫細胞の併用投与による抗腫瘍

効果14)が報告 されている。実験的角膜ヘルペスに対す

る IL‐ 2点眼の効果を検討 した報告は当教室の平川 10)

の報告がある。平川は今回の実験 とほぼ同様な方法で

角膜病変 と牌臓 におけるCTL活性を検討 している

が,そ の結果は IL‐ 2点眼により角膜病変の早期治癒を

認めたが,牌臓におけるCTL活性はコン トロール群

と比較 して有意差がなかった と報告している。 しかし

ながら,すでに報告4)し たように,実験的角膜ヘルペス

においては感染の主場である眼部に近い局所 リンパ節

すなわち頸部 リンパ節の方 が牌臓 に比べて早期 に

CTL活性が出現 しており,眼部における免疫反応をよ

り強く反映 していることがわかったので,今回,マ ウ

ス角膜の HSV初感染に及ぼす IL‐2点眼の効果を検討

する目的で,頸部 リンパ節細胞数 と頸部 リンパ節にお

けるCTL活性および角膜病変について経時的変化を

調べた。さらに,DMS点眼をおこなった局所免疫抑制

状態とDMS点 眼をおこなっていない正常免疫状態の

2種の状態において IL‐ 2点眼の効果を検討した。
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意の差が認められてお り,DMS点 眼を したマウスで

はより遅 くCTLが上昇 したことになる。しかし,現在

のところ,こ の両者の時期の差がなぜ生じるのかは不

明である。DMS・ IL‐2点眼群とDMS点眼群との間に

角膜病変に差を認めなかった理由として,ス テロイ ド

剤がその薬理学的作用によって角膜に影響を与えてい

た可能性も考えてお く必要がある。た とえば,家兎を

用いた正常角膜に対するステロイ ド点眼においても散

在性に表層細胞の壊死がおこり18),さ らに,ス テロイ ド

はコラーダン繊維やムコ多糖類代謝にも影響を与える

ことが19)20)知 られている.し かしながら,ス テロイ ド剤

による免疫系に対する作用も大きな役割を果たしてい

るものと推察される.すなわち,今回使用した IL‐ 2の

点眼濃度 と点眼回数では,ス テロイ ド剤による限局所

における免疫系への抑制を解除できなかった可能性が

ある。末広3)は
,in vitr。 での HSV特異的 CTL誘導系

においては,各種濃度の DMSに よって CTL活性が

抑制されるが,10-3M濃度のDMSでは培養液中に50

U/mlの IL‐ 2を添加することにより,そ の抑制が完全

に解除されるのに対 して,10-7M,10-6Mと DMSの濃

度を上げていくとCTL活 性は対照の レベルまでには

達 しなかった と報告 している。今回使用 した0.05%

DMS点眼液はそル濃度に換算す る と約1.2× 10-3M

に相当することや,今回の実験が in vivoで あること

を考慮すると,ス テロイ ドによる免疫系の抑制 うち,

少なくともCTLへの抑制を IL‐ 2の添加 (2000U/ml)

によって解除されなかったことは十分に予想される。

最後に,IL‐2の投与方法については,マ ウスに静注投

与 したときの半減期は 3～ 4分にすぎず,腹腔あるい

は皮下に投与 した場合でも, 4～ 6時間で血中からほ

とんど消失することが知 られてお り21),IL‐ 2は投与 し

た局所でしか作用 しないと推測されるために,局所に

頻回に投与するほ うが効果的と思われる。

稿を終えるにあたり, ご校閲下さい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。

本論文の要旨は第92回 日本眼科学会総会で発表した。
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