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単純ヘルペス角膜炎の免疫学的研究

一感染マウスリンパ球サブセ ット移入の及ぼす影響について一

山  代   浩  人
広島大学医学部眼科学教室

要  約
HSV角 膜感染 6,12日時に採取 したマウス牌細胞に,in vitroで抗原刺激を行って得られた細胞群 (抗体非

処理群)と ,そ の細胞群を抗 L3T4抗体あるいは抗 Lyt‐ 2抗体で処理 して各サプセットに分けた細胞群 (抗 L3

T4抗体処理群あるいは抗 Lyt‐ 2抗体処理群)を ,そ れぞれ HSV角 膜感染マウスの結膜下に移入 して,お のお

のの角膜炎に対する影響について検討 した。HSV角 膜感染12日時に採取 したリンパ球を移入 した場合,抗体非

処理群と抗 L3T4抗体処理群の移入が角膜潰瘍の縮小に有効であったが,抗 Lyt‐ 2抗体処理群の移入では効果
が認められなかった。ⅡSV角 膜感染 6日 時に採取 したリンパ球を移入 した場合は,どの群にも移入効果は認め

られなかった。HSV角膜感染12日 時には,感染からの回復にCTLが有効に働いているものと思われる。(日 眼

会誌 94:462-468,1990)
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Effects of T Cell Subsets on Mouse Herpetic Keratitis
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Abstract

Immune splenocytes were obtained from C3H/He mice, which had been inoculated with herpes

simplex virus (HSV) type 1 by the corneal route 6 or 12 days previously, and restimulated by
lipopolysaccharide-induced lymphoblasts infected with HSV. These cells were either not treated or
treated with anti-LBT4 antibody plus complement/anti-Lyt-2 antibody plus complement, and were

transferred to subconjunctiva of mice with HSY corneal infection. Adoptive transfer of non-treated
cells diminished corneal ulcers, when the splenocytes were transferred from mice inoculated 12 days

previously This efrect was reduced by depletion of Lyt-Z bearing cells, but not reduced by depletion of
L3T4 bearing cells. Adoptive transfer of splenocytes from mice inoculated 6 days previously did not
diminish cornal ulcers. These findings demonstrate that HSV specific cytotoxic T lymphocytes (CTL)

play an important role in the late phase of recovery from HSY corneal infection. (Acta Soc Ophthal-
mol Jpn 94 : 462-468, 1990)
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I緒  言

単純ヘルペスウイルス (HSV)感染からの回復に,
細胞性免疫が重要な役割を果たしていることはよく知

られている1)。 しかしTリ ンパ球のうち,いかなるサブ

セットがより有効に働いているかについては一致した

見解は得られていない。筆者は既報2)で,HSV特異的
な細胞障害性 T細胞 (CTL)を主体とする細胞群の移
入により,HSV感 染によって生じた角膜潰瘍が速や
かに縮小することを報告した。続いて前報3)で は,マ ウ

スリンパ球の表面抗原に対する各種モノクローナル抗

体でそれらの細胞群を処理した後,そ の CTL活性を
求め,CTLが Lyt‐ 1+2+で表わされることを述べた。
今回は前報 3)と 同様に,HSV角膜感染12日 時のマウ
スから得られた リンパ球を in vitroで 抗原刺激を行っ

た後,モ ノクローナル抗体で処理して,CTLな らびに
サプレッサーT細胞系サブセットと,遅延型過敏細胞
(TDH)な らびにヘルパーT細胞系サブセットとに分
け,それらを HSV角膜感染マウスの結膜下に移入し
て,おのおのの角膜潰瘍に対する影響について検討し

たので報告する.

II 実験方法

1.ウ イルスとウイルス接種方法

ウイルスは,角膜ヘルペス患者から分離した HSVI
型 (Moto株 )を SIRC細胞で継代培養したものを使用
した。感染力価は10●4TCID50/mlで あつた。ウイルス

の接種は,pentobarbital(Nembutal ③)0.01mlで マ

ウスを麻酔した後,手術顕微鏡下に27G針で両眼角膜
を乱切して HSV液 を0.05ml滴下し,眼球マッサージ
をすることによって行った。

2.実験動物

6週齢,雄性 C3H/Heマ ウスを使用した。
3.移入細胞の作製
1)Stimulator細 胞の調整

HSV非感染マウスの牌臓を無菌的に摘出し,teas‐
ingを 行い単離細胞とした.その後 リンパ球比重分離
液 M‐SMF(日 本抗体研究所)上に重層し,得 られた単
核細胞を tett medium(10%FCS,100ug/ml drepto‐

mycin,100U/ml penicilHn,25mM HEPES,5× 10-5

M2‐mercaptoethan01を加えた RPMI液)に浮遊 さ
せ,HSVを 2時間感染させた。さらに,1,500radの コ
バルト照射を行い,test mediumで 細胞数を 4× 105/

mに調整した。

n¬ ixed with rnonocilonal antibOdy

at  4°C  for  lhr.

(anti― L3T4, anti― Lyt 2)
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mixed with complement at 37"C for lhr
(Low― Tox― M)

adjust cell number at 1X l06ceils,/m1

図 1 モノクローナル抗体処理

2)Responder細 胞の調整

HSV角膜接種後12日 時 (あ るいは 6日 時)の感染マ
ウスの牌単核細胞を無菌的に採取し,test mediumで

細胞数を 2× 10。/mlに調整した。

3)4日 間混合培合養群 (抗体非処理細胞群)の調整
Responder細 胞 とstimulator細 胞を,細胞数比が
5:1に なるように 6 wen plateに 分注し,37°Cの炭
酸ガス培養器で 4日 間混合培養したものを3.5× 107/

mlに調整した。

4)モ ノクローナル抗体処理 (抗体処理細胞群の調

整,図 1)

前述のように作製した 4日 間混合培養群に,マ ウス

リンパ球の表面マーカーに対するモノクローナル抗体

を用いて抗体処理を行った。使用したモノクローナル

抗体は,抗 L3T4抗体 (Becton Dickinson,USA)あ
るいは抗 Lyt‐ 2抗体 (Cedarlane,USA)で , これらを

前報1)で求めた至適最終希釈である×10に希釈 して,

前述の 4日 間混合培養群 (抗体非処理細胞群)に加え
て, 4℃ で60分間反応させた。つぎに最終希釈が×10

になるように調整した補体,Low・ Tox‐ M(Cedarlane,

USA)を 添加して,37℃で60分間反応させ,抗体処理
細胞群 (抗 L3T4抗体処理群,抗 Lyt‐2抗体処理群)を
作製した。

4.細胞移入 (図 2)

1)HSV角 膜感染12日 時のマウスから得 られた細
胞群の移入

4日 間混合培養細胞

(抗 体非 処理 細胞群 )

抗体処理細胞群



日眼会誌 94巻  5号

CY   CY
HSV
機種 Photo Pho to

1週 lol

Recipient
48時間前 24時間前

① 抗体非処理群   :3“ ×106個

② 抗L3T4抗 体処理群 :① の40～ 45%個

③ 抗Lyt-2抗体処理群 :① の55～ 60%個

図 2 移入のスケジュール

24時間後胞

入

細

移

マウス本来の移入初期の免疫能を抑制するために,

被移入マウスに HSV角膜接種の24時間と48時間前に

601ng/kgの cyclophosphamide(EndOxan n CY,

USA)を腹腔内に投与した。移入に用いた細胞は,前

述の抗体非処理細胞群と抗体処理細胞群 (抗 L3T4抗

体処理群あるいは抗 Lyt‐ 2抗体処理群)で,HSV角膜
接種の 2時間後に結膜下に細胞移入を行った。移入細

胞は,3.5× 107/mlに調整した細胞を0.lml結膜下に

移入したため,抗体非処理細胞群では3.5× 106個 と

なった.抗体処理細胞群では抗体処理によって細胞数

が減少するため,抗 L3T4抗体処理群では抗体非処理

細胞群の40～ 45%(0.4～ 0.45× 3.5× 106個 ),抗 Lyt‐

2抗体処理群では55～ 60%(0.55～ 0.6× 3.5× 106個 )の

細胞数となったが,そ のままをそれぞれ結膜下に移入

した。

2)移入細胞について

移入細胞数 (HSV角膜感染12日 時のマウスから得

られた膵細胞)を変えることによって,角膜炎が影響

を受けるかどうかを各群について検討した.抗体非処

理細胞群では 1× 107個,1× 106個 ,5× 105個 と移入細

胞数を変えた。抗体処理細胞群では,抗体非処理細胞

群の各数値の細胞に対して,抗体で処理した後に残っ

た細胞を移入した。

3)HSV角 膜感染 6日 時のマウスから得られた細

胞群の移入

HSV感染 6日 時のマウスから得 られた牌細胞を
1)と 同様の操作をした後,得 られた細胞を HSV角膜

感染マウスの結膜下に移入した.移入細胞数は,1)と

同様に抗体非処理群では3.5× 106個で行った。抗 L3

T4抗体処理群 で は抗体非処理細胞群 の40～ 45%

(0.4～ 0.45× 3.5× 106個 ),抗 Lyt‐ 2抗体では55～ 60%

(0.55～ 0.6× 3.5× 106個 )の細胞数をそれぞれ結膜下

に移入した。

5.角膜スコア (表 1)

移入後,毎 日角膜の観察を行い,角膜所見の評価に

は角膜スコアを用いた。すなわち,角膜をフルオンセ

表 1 角膜スコア

0.角膜が全く染まらないもの

1.角膜が点状に染まるもの

2.角膜に 1象限未満の樹枝状潰瘍が認められるもの

3.角膜に 1象限以上の樹技状潰瘍が認められるもの

4.角膜に地図状潰瘍が認められるもの

インで染色し,手術顕微鏡下に16倍で観察して,表 1

の角膜スコアに従って点数をつけて行った。なお,1)
2)3)の 実験項 目すべてにおいて,細胞移入をまっ
たく行わない HSV角膜感染マウスを対照としておい

た。

また, マウスの角膜実質の厚さは薄 く,実質病変の

判定が困難であったため,実質病変については検討し

なかった。

III 結  果

1.HSV角 膜感染12日 時のマウスから得られた細
胞群の移入と角膜スコア (図 3)

抗 L3T4抗体処理群と抗体非処理群の角膜スコア

は,移入後の各時点ではぼ同じ値を示した。この 2群

と細胞非移入群 とを比べると,移入後 3日 時から前 2

群の角膜スコアが減少し始め (すなわち角膜炎が軽快

し始め),移入後 6,7日 時では有意の差が認められた

(p<0.05).抗 Lyt‐ 2抗体処理群では角膜スコアの減少

が遅く,細胞非移入群との間には角膜スコアに有意の

差はなかったものの,抗体非処理群 と抗 L3T4抗体処

理との間には移入後 3日 時以後で角膜スコアに有意の

差が認められ (p<0.05), 4群 の中で角膜炎の回復が

もっとも遅れた .

2.移入細胞数と角膜スコア

1)抗体非処理群 (図 4)

抗体非処理を移入した場合,移入細胞数が多いほど

角膜スコアの減少が速やかな傾向があり,1× 107個 の

移入では,移入後 3日 時以後で細胞非移入群との間に

角膜スコアの有意の差が認められた (p<0.05)。
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△ 非移入群    (n=22)

● 1× 107個 移入 (n=8)

0 35X10`個 移入 (n=19)

□ l x 106個 移入 (n=8)

× 5× 105個 移入  (n=6)
*pく 005

△ 非移入群      (n=22)
O 抗体非処理群移入  (n=19)
□ 抗L3T4抗体処理群移入(n‐ 19)

● 抗 Lyt‐2抗体処理群移入(n=18)
*pく 0.05
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2    3   4   5   6   7(日 )
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図 3 HSV角 膜感染12日 時のマウスから得られた細
胞の移入と角膜スコア

△ 非移入群    (n=22)

0 1× 10′ 個零多入  (n=8)

0 35X106個 移入 (n=19)

□ 1× 10S個 移入  (口 =8)
X 5X105個 移入  (n=6)

*pく 0.05

数

図5 抗 L3T4抗体処理細胞の移入細胞数とスコア

△ 非移入群    (n=22)
● 1× 107個 移入 (n=8)
0 35× 106個 移入 (n=19)
□ 1× 106個 移入  (n=8)
× 5× 105個 移入  (n=6)
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図6 抗 Lyt‐ 2抗体処理細胞の移入細胞数と角膜スコ
数

図4 抗体非処理細胞の移入細胞数と角膜スコア
ア
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日    1数

図7 HSV角 膜感染 6日 時のマウスから得られた細
胞の移入と角膜スコア

2)抗 L3T4抗体処理群 (図 5)

抗 L3T4抗体処理群では 1)と はぼ同様の傾向が認

められ, 1× 107個 の移入では,移入後 3日 時以後で細

胞非移入群との間に角膜スコアの有意の差があった

(p<0.05).

3)抗 Lyt‐ 2抗体処理群 (図 6)

抗 Lyt‐2抗体処理群では, どの細胞数の移入におい

ても角膜スコアの減少が遅 く,移入後 5日 時以後では

有意差が認められないものの,細胞非移入群の角膜ス
コアを下回るものはなかった。

3.HSV角膜感染 6日 時のマウスから得 られた細
胞群の移入と角膜スコア (図 7)

HSV角 膜感染12日 時の場合と異なり感染 6日 時の
マウス牌細胞では,全時点を通じて,抗体非処理群 ,

抗 L3T4抗体処理群,抗 Lyt‐ 2抗体処理群,細胞非移入

群の角膜スコアに有意の差は認められなかった。

IV 考  按
HSVの排除に直接関わっているTリ ンパ球サブ
セットの うち,よ り有効に働いているのは CTLであ
るのか,TDHで あるのか議論のあるところである。今回

の筆者の実験結果では,HSV感染12日 時の場合,抗体

日眼会誌 94巻  5号

非処理群と抗 L3T4抗体処理群の角膜スコアが,細胞

非移入群および抗 Lyt‐ 2抗体処理群のそれと比べて速

やかに減少し,ま た,前 2者の間で比べると,そ の角

膜スコアは移入後の各時点でほぼ差がないというもの

であった。今回の実験では,いずれの群においても

cyclophosphamideで 前処置をして免疫抑制状態をも

たらしている。この場合,cyclophosphamideの 免疫抑

制作用がどのくらいの期間持続するかが問題となる.

今回の実験で,細胞非移入群の HSVの 角膜接種後 3
日時以後の角膜スコアが徐々に減少していったこと,

また cyclophosphamideは 投与後 2～ 4日位でその大

半が尿中に排泄されるとされていること
4)か ら,おそ

らくその作用期間は処置後 3日 程度と考えられる。 し
たがって,本実験において,cyclophosphamideの処置

後 4日 時以降では,マ ウスが本来持つ免疫機構によっ

て角膜炎が軽快している部分があると推定される.し

かし,抗 L3T4抗体処理細胞の移入マウスと細胞非移
入マウスの角膜スコアの間には有意差があることか

ら,抗 L3T4抗体処理細胞の移入効果は明らかにある
と思われる。

抗 L3T4抗体は CTL前駆細胞を障害せずヘルパー

T細胞 とTDHを 障害し,抗 Lyt‐ 2抗体は CTLと サプ
レッサーT細胞,それに Lyt‐ 1+2+3■ で表わされる
T細胞前駆細胞を障害する3)12)と されているので,今
回用いた移入細胞の抗 HSV作用の主体となっている
のは CTLであると考えられる。CTLが優位に働くと
するこれまでの報告の多くでは5)-7),今回と同様に in

vitroで 抗原刺激をした感作 リンパ球が移入細胞 とし

て用いられている。これに対して,in vitroで の抗原刺

激を行っていない細胞中に含まれるCTLは ,活性化
していない,いわゆるCTL前駆細胞 (CTL‐P)の状態
のものが多く。)～ 10),移 入効果も in vitroで 抗原刺激を

した細胞群に比べて弱いことが知られている2)7).し か

し,風見ら11)12)は HSVを結膜下に接種したマウスの

局所 リンパ節細胞を HSV角膜感染マウスに移入した

場合には,in vitroでの抗原刺激を行わなくても,その

中に CTLの抗 HSV作用を認めたとしている。HSV
感染において局所 リンパ節中の CTLは ,牌臓のそれ
と比べてその細胞数や CTL活性が高いことが報告さ

れており8),in vitroの 抗原刺激がなくでも,あ る程度

の HSV作用を持つものと考えられる.
一方,こ れまでに TDH(Lyt‐ 1+あ るいは L3T4+細

胞)が有効であるとする報告は,全身的には,HSV感
染 リンパ球を HSVを耳介に接種 したマウスに移入

△ 非移入群       (n=22)

O 抗体非処理群移入   (n=8)

□ 抗 L3T4抗 体処理群移入(n=8)

● 抗 Lyt‐ 2抗体処理群移入(n=8)

角  2

膜
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ス
　
　
コ
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5   6 7 (日 )
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れた細胞が真 に TDHで あるのか ど うかは確定で きな

い。

HSVの 感染経路が異なると,優位に働 くリンパ球
サブセットも異 なると考えられているがn)“ )17)18), こ

れに加えて,同 じ HSV角膜感染でもリンパ球の採取
部位,感染 日数, また移入細胞の誘導の条件の違いに
より実験結果が異なってくるのが分かる。言葉を換 え

て言えば,CTLも TDHも それぞれ,あ る条件下で有効
に働いている可態性がある。今回の実験結果から,少
くとも HSV角 膜感染12日 時には CTLが HSV感 染
からの回復に優位に働いているものと考えられる。

稿を終えるにあたり,ご校閲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。

本論文の要旨は,第93回 日本眼科学会総会 (講演)で発表
した。
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