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実験的角膜ヘルペスの免疫学的研究

―マウス頚部 リンパ節における cytoto対 c T lymphOcガeに

及ぼすステロイ ド点眼の効果について一 (図 5)
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要  約

マウス角膜にⅡSVを 接種 した後,種々の濃度のデキサメサゾン点眼を行ない,角膜病変および頸部 リンパ

節の CTLに及ぼす効果について検討 した。角膜病変は,ス テロイ ド濃度に応 じた治癒の遷延化を示 した。頸部
リンパ節における細胞数,CTL誘導後の生存細胞数,そ れにCTL活性は,0.05%以上の濃度のデキサメサゾ

ン点眼により,コ ントロール群 に比べて有意に低下 していた。以上の結果からステロイイ ド点眼は,眼局所だ

けでなく局所 リンパ節の CTLを含めた免疫防御反応 をも抑制することが示唆 された。(日 眼 92!676-681,
1988)

キーワー ド :ヘルペス性角膜炎,細胞性免疫,キ ラーT細胞,頸部 リンパ節,ス テロイ ド

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

of dexamethasone in four difrerent concentrations on cytotoxic T lymphocyte (CTL) activity in the
cervical lymph nodes in experimental murine herpetic keratitis, and to estimate the degree of
keratitis. There was a correlation between the concentration of dexamethasone used and the duration
required for healing of keratitis. In the group receiving topical application of dexamethasone solution
in 0.05% or 0.L)( concentration, the number of cervical lymph node cells, the percent of viable cells
after in vitro CTL induction, and CTL activity were significantly lower than those in the control
group which had no dexamethasone application. These results suggest that dexamethasone eyedrops
suppress immunological reactions, including CTL, not only in ocular sites but also in the cervieal
lymph nodes. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92 :6?6-681, 1988)
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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。

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

生理食塩液で10倍 に稀尺 したペントバル ビタール

(ネ ンプタール①)0.15mlを腹腔内に注射した後,27
ゲ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.デキサメサゾン点眼

ステロイ ドは0.1%デキサメサゾン点眼液 (デ カ ドロ

ン③)を生理食塩液で各種必要濃度に希釈 した ものを

使用 した。HSV角膜接種後マウスを 4つ の実験群に

分けて,第 1病 日から第 7病 日まで昼間 3時間ごとに

1日 4回 ,そ れぞれの群 に0.1%,0.05%,0.01%,

0.001%の 各濃度のデキサメサゾン点眼を 1回約0.005

mlずつ行なった。なお,コ ントロールとして生理食塩

液を点眼したものを使用 した .

5.角 膜の観察

角膜病変は,HSV接 種後 7日 まで毎 日角膜をフル

オン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,

マウス角膜は小さく実質病変の観察は困難であったの

で,半」定には上皮病変だけをとりあげた .

スコア 0:フ ルオン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 2:小さな樹枝状潰瘍 .

スコア 3:大 きな樹枝状潰瘍 .

スコア 4i地図状潰瘍 .
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6.CTL誘導

HSV特異的 CTLの 誘導は,前報2)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 7日 時に種々の濃度のデキサメサ ゾ

ン点眼を行なったマウスから頸部 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。なお,実験に必要な

responder細 胞数 (1× 107)は,0.001%と 0.01%の デ

キサメサゾン点眼群では 1匹のマウスから得ることが

できたが,0.05%と 0.01%の デキサメサゾン点眼群で

は少数の細胞数しか採取できなかったために,それぞ

れ 2～ 3匹 , 4～ 5匹のマウスから得 られた細胞を合

わせて使用した。次に,stimulator細胞 とresponder

細胞を 6 wen culture plateに 5mlずつ分注し,37°C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 efector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。

E“ector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3H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 eFecor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

スこ.

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 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。

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,ス テロイ ド剤の各濃度の点眼において,角膜

病変の観察は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。

I緒  言

さ きに教室の末広
1)は ,単純 ヘルペ ス ウイル ス

(HSV)の 感染防御に重要 と考えられているキラーT

細胞 (CTL)の 活性が,in vitroに おいてステロイ ド

により抑制 されることを示 した。今回,マ ウスの実験

的角膜ヘルペスにステロイ ド剤の点眼を行なった時,

局所 リンパ節のCTL活性が どのような影響を受ける

かについて検討したので報告する.

II 実験材料と方法
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図2 頸部 リンパ節の単核細胞数
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図 1 角膜病変の経時的変化

III。 結  果

1.角 膜所見 (図 1)

図 1は,角膜病変の経時的変化を示している.コ ン

トロール群を含め各群 ともに第 1病 日には,ほ とんど

のマウスに樹枝状潰瘍を認め,第 4病 日まで病変は持

続 したが,第 5病 日からコン トロール群では治癒傾向

を示 した。一方,デキサメサゾン点眼群では0.1%の も

のが第 5病 日から,0.05%の ものが第 6病 日から治癒

の遷延化を認め,第 7病 日には0.01%デ キサメサゾン

点眼群 においてもコン トロール群に比べ て有意差

(p<0.05)を 認めた。0.001%デ キサメサゾン点眼群で

は遷延化を認めなかった。

2.単核細胞数 (図 2)

図 2は ,第 7病 日に採取 された頸部 リンパ節の単核

細胞数 (× 107)を 示 している。コン トロール群では

1.64± 0.68であったが,デキサメサゾン点眼群ではそ

れ ぞ れ0.1%は 0.24± 0.12, 0.05%は 0.48± 0.12,

0.01%は 1.26± 0.62,0.001%は 1.42± 0.74で あった。

これ らの結果は,デキサメサゾン濃度に比例 して細胞

数が減少する傾向を示 してお り,0.05%以 上の濃度で

はコン トロール群に比べて有意 (0.1%は p<0.001,

0.05%は p<0.01)に減少していた。

3。 CTL誘導後の細胞生存率 (図 3)

図 3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。 コン トロール群では56.3± 15.0で

あったが,デ キサメサゾン点眼群ではそれぞれ0.1%は

25.0± 8.9,0.05%は 30.0± 6.0,0.01%は 45.0± 7.6,

0.001%は49.2± 9.8で あった。これらの結果 も,頸部
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図3 CTL誘導後の細胞生存率

リンパ節の単核細胞数 と同様に,デキサメサゾン濃度

に比例 して細胞生存率が減少する傾向を示しており,

0.05%以 上の濃度ではコントロール群に比べて細胞生

存率が有意 (p<0.01)に減少していた。

4.CTL活性 (図 4)

図 4は,CTL活性 (%)を示している.コ ントロー

ル群では38.1± 6.3で あったが,デ キサメサゾン点眼群

ではそれぞれ0.1%は 13.1± 6.3,0.05%は 18.8± 5.9,

0.01%は45.4± 15.9,0.001%は 40.4± 7.5でああった.

有意差検定をすると,0.05%以 上の濃度では,CTL活
性はコントロール群に比べて有意 (p<0.01)に低下し

ていたが,0.01%以 下の濃度では, コン トロール群 と

の間に有意差を認めなかった。



昭和63年 4月 10日

(%)

実験的角膜ヘルペスの免疫学的研究・梶原

に対する

115- (679)

CDF

●■く,,,
マ ク

25

抗原

(X)

プ ター 出現

|

IL-2

|ｐ
●
´

ｔ

８

一

/~＼
/aK/D

り
刺激部胞

キラー T IL-2
前駆細胞 レセプ タ

control 0.1 0.05 0.01

Concentration of dexamethosone eyedrops
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IV 考  按

免疫系への作用の発現に要するステロイ ド剤の濃度

については,全身投与の場合, ヒトにおいて10-8M前

後の血中濃度でマクロフアージや T細胞の体内再分

布が起こり, また,細胞性免疫 と液性免疫の抑制が認

められることがこれまでに知 られている0)4)。 _方,in

vitroに おいては,10-7～ 10-9Mの濃度でマクロファー

ジ,T細胞,あ るいは B細胞の種々の機能を抑制する

ことが示 されている5).T細 胞の うちCTLに関 して

は,教室の末広
1)が ,マ ウス角膜に HSVを接種 し,感

染10日 時の牌細胞を用いて検討 している。すなわち,

今回 と同様の実験手技を用いて in vitroに おける

HSV特異的 CTL誘導系において,CTLの 培養開始

時に各種濃度のデキサメサゾンを添加 した ところ,

CTL活性は10-8M濃度から有意に抑制が認め られ ,

10-6Mでは著明に抑制されたと報告 している。

ステロイ ド剤の点眼における眼組織移行濃度につい

ては,Yamauchiら 6)は,家兎に0.1%のデキサメサゾ

ンを 1回点眼した場合,球結膜,角膜 ともに点眼 5分

後に,それぞれモル濃度に換算 して約 2× 10-5M,1×

10-5Mの 最高濃度に達し,点眼 3時間後においても,

それぞれ約 1× 10-6M, 2× 10-6Mの濃度を維持 して

いたと報告 している。Yamauchiら の正常家兎のデー

タを,そ のまま今回の実験のマウス角膜にあてはめる

ことはできない。しかし,今回のマウス角膜は,舌L切

をおこなった上,HSVを感染させているので,種が違

うとはいえ,Yamauchiらの報告 した正常角膜の濃度

よりも高 くなっている可能性がある。

|  1分
化

キラー活性

図5 マウスにおけるCTL誘導機構 (文献 7か ら引

用)

今回の実験結果では,角膜病変は0.01%以上の濃度

のステロイ ド剤点眼によリコン トロール群に比較 して

治癒の遷延化を有意に認めたが,0.001%で は全期間を

通じて有意差を認めなかった.一方,頸部 リンパ節の

単核細胞数,CTL誘導後の細胞生存率,そ れに CTL
活性は0.05%以 上の濃度でコン トロール群に比較 して

有意に減少あるいは抑制 されていたが,0.01%以 下で

は有意差は認められず,角膜病変に直接さらされる角

膜 。結膜 と,点眼後,一度体内に吸収されたステロイ

ド剤に リンパ行性あるいは血行性にさらされる頸部 リ

ンパ節とい う解剖学的な違いに求められるかもしれな

い.いずれにせよ,頸部 リンパ節で CTL活性を抑制 し

た0.05%以 上のステロイ ド剤は,眼局所で働いている

CTLに よる感染防御反応をより強 く抑制 しているこ

とが十分に想像される。なお,今回は,角膜治癒の遷

延化の原因 として CTLだ けをとりあげて検討 してい

るが,ス テロイ ドは,そ の他の免疫担当細胞を抑制し

ウイルス増殖をひきおこしている可能性もあ り,ま た ,

コラーダン繊維やムコ多糖類の代謝にも影響を与える

ことがわかっているので7)8),こ れらの点についても角

膜治癒の遷延化の原因 として考慮 してお く必要があ

る。

マウスにおけるCTL誘導機構は,山下9)の説明を引

用すると図 5に示すようになる.すなわち抗原 (こ こ

では HSV抗原)を取 り込んだ Ia抗 原陽性のマクロ

ファージ (角膜輪部 。結膜上皮ではラングルハンス細

胞)は,Lyt■+の ヘルパーT細胞に抗原を提示 し,ヘル

バーT細胞は抗原十1a抗原の形で抗原を認識 し,その

0001(%)

ラ′́
IL-1_＼

ヘルパー T
細胞

IL ll
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結果としてインターロイキン 1(IL‐ 1)に対するレセプ

ターを出現 させる。このような状態のヘルパーT細胞

にマクロファージ由来の IL‐ 1が作用すると,ヘ ルパー

T細胞の活性化が起こリインターロイキン 2(IL‐ 2)を

産生するようになる。一方,Lyt‐ 2+の CTL前駆細胞

(CTL‐ P)は ,刺激細胞 (こ こでは HSV感染細胞)か

ら H‐ 2K/Dの 産物十抗原の形で抗原情報を受取 り,

IL‐ 2に対するレセプターを出現させる。このような状

態の CTL‐Pは,ヘ ルパーT細胞由来の IL‐ 2の 作用を

受けて活性化 され,増殖・分化 して成熟 した細胞障害

性をもつ CTLと なる.ま た,CTLの 誘導には IL‐ 1,

IL‐ 2以外に他の誘導因子 (図 5の 中では CDF)が必要

と考えられてお り10),さ らに,γ―インターフェロンが

IL‐ 2と ともに相加的に働 くと考えられているH)12).

ここで,ス テロイ ドが CTL活性を抑制する機序 と

しては,主に以下の 2つが考えられる。

1)ス テロイ ドが IL‐ 2産生を抑制する.

2)ス テロイ ドが直接 CTLを抑制する。

1)については,末広は,マ ウス角膜に HSVを接種

し,感染10日 時の牌細胞を用いて,in vitroで 今回と同

様の HSV特異的 CTL誘導系の培養開始時にデキサ

メサゾンを添加 し,培養 4日 時の培養液中に含まれる

IL‐ 2産生量 とCTL活性を比較 している。その結果,デ

キサメサ ゾン濃度に相関 して IL‐2産生量 とCTL活
性が抑制 され13),ま た,IL‐ 2を 添加す ることによ り

CTL活性の抑制が改善された14)と 報告 している。ま

た,Ginisら 15)も
,マ ウスあるいは ヒトでの anogeneic

miXed lymphocyte culturesに おいて末広と同様な結

果を得ている。マクロファージ系に対するステロイ ド

の効果としては,Snyderら 16)は,マ ウス腹腔内マクロ

ファージの Ia抗原の出現を抑制す ることにより抗原

提示能が低下 し,ま た,IL‐ 1の産生を抑制することを

報告している。また,田川ら17)は ,正常マウスに0.1%
ベタメサゾンを 1日 5回 4日 間点眼することにより角

膜輪部。結膜上皮の Ia陽性ラングルハンス細胞がほぼ

消失し,ま た,0.01%濃 度でも正常の約20%ま で減少

したと報告している。ヘルパーT細胞に対するステロ

イ ドの効 果 と して は,Palaciosら 18)は, ヒ トで の

aut010gOuS iniXed lyn,phocyte reaction lこ おい‐
て:IL―

1に対する反応を抑制すると報告 している。以上の報

告を統合すると,ス テロイ ドはマクロファージに対 し

ては Ia抗原の出現の抑制による抗原提示能の低下 と

IL‐ 1産生を抑制 し,ま たヘルパーT細胞に対 しては

IL‐ 1に対する反応性を抑制することにより,CTLを
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誘導するのに必要な補助細胞の種 々の段階に作用 して

最終的に IL‐2の 産生を抑制 してい ることが推察で き

る。 2)については,ス テロイ ドは成熟 した細胞障害

性 を もつ CTLに 対 して は ほ とん ど抑制 を示 さな

ぃ1)15)と され ているが,CTL‐Pを 抑 制す る可能性 は

残ってお り,今後の検討が必要である。

ステロイ ド点眼は臨床的に種 々の疾患に使用 され ,

角膜ヘルペスの実質型に対 して も繁用 されるが,今回

の実験結果か ら,そ の影響は眼局所だけでなく,局所

リンパ節である頸部 リンパ節における免疫防御反応を

も抑制す る可能性があることをその使用にあたっては

理解 してお く必要がある。

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。

本論文要旨は,第 24回 日本眼感染症学会で発表した。
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