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フ 卜角膜全層移植における拒絶反応の免疫組織学的研究

大 塚 裕 子

東京医科大学眼科学教室

要  約

DAラ ット (RTla)か らLewお ラット (RTll)に 角膜全層移植を行い,拒絶反応における浸潤細胞の出現

を Vヽ3/25(helper T cell), OX8(suppressor/cytotoxic T cell), OX6(Ia antigen pOsitive ce11),

OX42(macrophage)の 抗ラットモノクローナル抗体 を用いて免疫組織学的に検討 した。検索 した全ての細胞

は 2～ 4日 で gra乱 周辺部に浸潤 していた.OX42陽性細胞は移植後早期より最も強い浸潤 を呈 した。拒絶反応

は術後12± 2日 で認められ,拒絶反応発症前は OX6陽性細胞,W3/25陽性細胞が優位であったが,拒絶反応時

にはOX8陽性細胞が著 しく増加 し優位 となった。しか し末槍血にはこれらの変化は反映 されなかった。また拒

絶反応時の内皮細胞伸展標本では本来の角膜内皮細胞には認められないとされている Ia抗原陽性細胞が認め

られた。 (日 眼会誌 95:809-816,1991)
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Abstract
Penetrating keratoplasty was performed on inbred rats (DA rat - Lewis rat) and the appearance

of infiltrating cells in rejection was studied immunohistochemically using anti-rat monoclonal anti-
bodies W3/25 (helper T cell), OX8 (suppressor/cytotoxic T cell), OX6 (Ia antigen positive cell) and

OX42 (macrophage). In all cells evaluated, infiltration around the graft occured between days 2 and

4. In OX42-positive cells infiltration was most intense in the early phase. Rejection occured on
postoperative day l2+2. Prior to the development of rejection, OX6-positive cells and W3/25-positive
cells were dominant. However, during rejection, OX8-positive cells markedly increased, becoming

dominant. These changes were not reflected in the peripheral blood. During rejection, the endothelial
flat preparation was Ia antigen-positive which not found in normal cornea. (Acta Soc Ophthalmol Jpn

95:809-816, 1991)
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I緒  言

角膜移植拒絶反応の機構は他臓器における拒絶反応

と同様に生体が移植片を異物 と認識 し, リンパ球の増

殖が起こり移植片に集合して破壊する細胞性免疫 とさ

れているが1)2),そ の実験的免疫組織学的研究は少 な

い.著者は拒絶反応発症前後の移植片での浸潤細胞の

出現形式を検討する目的でラットにて全層角膜移植を

行い,拒絶反応に関係する浸潤細胞の動態を抗 ラット

モノクローナル抗体を用いて免疫組織学的に検討 し,

同時に末槍血での リンパ球サブセ ットと比較 した.ま
た,主要組織適合抗原のclass II抗原は,拒絶反応に

重要な役割を果たしている。 しかし正常角膜細胞には

class II抗 原は認められないとされており,拒絶反応に

おけるその発現について詳細はわかっていない。拒絶

反応による移植片混濁は内皮細胞の障害によるところ

が大きい。そこでさらに,拒絶反応時の内皮細胞伸展

標本を作製 し,ラ ットの class II抗原である Ia抗原の

発現についても検討した。

II 実験方法

拒絶モデル群は, ドナーとして近交系 DA(Dark
Agouti)ラ ット(RTla雄 ,200～ 250g), レシピエン ト

として Lewisラ ット(RTll雄 ,200～ 250g)を用いた。
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コン トロールとしては Lewisラ ットで同系移植を施

行した.ト レパン操作時の虹彩損傷をなくすために術

前30分 よリトロピカミド(ミ ドリンPめ ,塩酸 フェニ

レフリン (ネ オシネジン③),塩酸シクロペン トレー ト

(サ イプレジン⑪)にて ドナー, レシピエントともに散

瞳した。またフィブリン析出防止のため術前に0.2%ヘ
パ リンナ トリウム点眼も用いた。移植手術はユーテル

吸入麻酔下にて手術用顕微鏡を用い以下のごとく行っ

た。まず ドナー角膜においては直径3mmの トレパンに

て角膜中央部をマークしながら一部全層に入 り,その

部位 よリヒアルロン酸ナ トリウム (ヒ ーロン③)を前房

内に注入しVannas剪 刀にて移植片を切 り抜いた。同

様の操作でレシピエン ト角膜を打ち抜き,水晶体上に

ヒアル ロン酸ナ トリウム (ヒ ーロン①)を滴下しその上

に ドナー角膜をのせ,10-0ナ イロン糸にて結節縫合を

8針行った。術後は抗生物質 と散瞳薬の点眼を 5回 /日

行い,細隙灯顕徴鏡にて移植片の透明性,血管進入 ,

前房,虹彩の状態などを観察 した。透明性については

以下のような基準にてスコアをつけた。すなわち,0:
完全に透明, 1:表層混濁 (軽度), 2:表層混濁 (中

等度), 3:全層混濁 (軽度 :瞳孔領透見可能), 4:

全層混濁 (中等度 :瞳孔領透見不可能), 5:全層混濁

(強度 :壊死性)である (図 1)。 術後 2日 , 4日 , 7

日,拒絶反応時,21日 に尾静脈より採血後,眼球を摘

14 21日
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図 1 移植片の細隙灯顕徴鏡所見

SCORE
O:完全に透明, 1:表層混濁 (軽度), 2:表層混濁 (中等度), 3

度 :瞳孔領透見可能), 4:全層混濁 (中等度 :瞳孔領透見不可能),

度 :壊死性)
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:全層混濁(強
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出した。それぞれにつき5眼を用い, 3眼 は-80℃ に

凍結包埋, 2眼 はホルマ リン固定しHE染色を行っ

た。凍結包埋したものは抗ラットモノクローナル抗体

を用い,PAP(peroxidase‐ antiperoxidase)法にて免

疫組織化学染色を行った。用いた 1次抗体 (Sera‐ Lab

社,England)は,W3/25(helper Tcell:Th),OX8(sup‐

pressor/cytotoxic T cell:Ts‐ c), OX6(Ia antigen

positive cen),OX42(macrophage)で ,染色手技は

以下の通 りである.ク ライオスタットにて6μm凍結切

片を作製 し,ア セ トン固定後,0.3%過酸化水素にて内

因性ペルオシキダーゼ処理を行い,正常山羊血清に20

分反応 させた。 1次抗体 (抗 ラットマウスモノクロー

ナル抗体)30分, 2次抗体 (抗マウス免疫グロブリン

山羊血清)30分 ,標識抗体 (ペ ルオキシダーゼ標識マ

ウス免疫 グロブリン)30分 の反応後,AEC(3‐ amino‐ 9‐

ethylcarbazole)基 質にて発色させ,ヘ マ トキシリンに

て核染 色 を行い鏡検 した。末槍血 につ いて は

'owcytometryに よりTh/Ts‐ c比を測定した。また,拒絶

反応時の眼球から強角膜片を作製し,直径2mmの トレ

バンを用いて縫合部位を含まないように注意しながら

移植片中央部を打ち抜いた。 リン酸緩衝生理食塩水中

にて内皮細胞をデスメ膜 とともに実質より剥離 し,伸

展標本を作製した。1次抗体に OX6を用い同様の方法

にて PAP法 による染色を行った。コン トロールには

正常眼球を用いた.

III 結  果

1.臨床所見 :術翌 日は移植片は軽度浮腫状であっ

たが透明で,2日 目には浮腫はほとんど軽減 していた。

術後約 2日 間は前房中にフィブリンが見られるものが

あった。 また,輪部結膜か ら徐々に血管が侵入し,約
7日 で移植片辺縁に達 した。 コントロール群では血管

の侵入は移植片内の縫合部までで停止したが,拒絶反

応群ではさらに中央部へ と伸びていき,10日 より移植

片の浮腫性混濁が見られるものがあり,混濁は 2日 内

にさらに増強した.術後14日 では全例にスコア 3以上

の混濁を認めた。透明 (ス コア 2以下)であった移植

片に生ず る急激な混濁を拒絶反応と判定し,術後12±

2日 で認め られた。明瞭な reiection lineは 見 られな

かった。21日 では透明性はやや回復する傾向にあった。

図 1に細隙灯検査による移植片の透明度をグラフに示

す.術翌 日より浅前房,前房出血,虹彩前癒着,自 内

障などを起 こしたものや,術後 7日 以前に混濁を呈し

たものは,すべて対象から除外した。
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図 2 拒絶モデル術後14日 の HE染色所見(× 40).移

植片は全層に浮腫をきたし,著明な細胞浸潤を認め

る.細胞浸潤は特に移植片周辺部に強い。

2.HE染色所見 :拒絶モデル群の HE染色による

組織学的所見は以下のようであった。術後 2日 では好

中球を中心 とした小円形細胞浸潤がすでに移植片周辺

部に散在性に認められた。移植片中央部の上皮,実質

には異常なく一層の内皮細胞 も観察されたが,創部で

は表層,深層に間隙が認められた.4日 には上皮細胞 ,

線維芽細胞などによリレシピエン トとの間隙はほぼ消

失した。細胞浸潤は 2日 よりわずかに強 く,移植片中

央部へも散在性に浸潤 していたが,移植片に浮腫は認

められず,前房にも異常なかった。10日 では浸潤細胞

は リンパ球が主体となり,移植片周辺部に最 も強い浸

潤が見 られた。14日 では移植片全層に急激な浮腫をき

たし,毛細血管が拡張 し, また著明な細胞浸潤が移植

片周辺部から中央部までびまん性に認められ,臨床的

拒絶反応を裏付ける所見であった。上皮の非薄化は特

に認められなかった.ま た内皮細胞は一部脱落 してい

ると思われる部位 と,前房側より浸潤細胞が多数付着

し内皮細胞の状態が不明瞭な部位とが観察された。炎

症細胞は角膜全層に浸潤 していたが,特に実質浅層に

強 く,移植片中央部よりも周辺部に多数浸潤 していた

(図 2)。 21日 ではこれらの浮腫,細胞浸潤は減少して

いた.コ ントロールでは術後 4日 までは同様の所見で

あったが10日 目でもその浸潤程度は変わらず,14日 以

降には速やかに減少した。

3.免疫組織学的所見 :PAP法にて検索 した細胞の

浸潤強度を 6段階に分け,その経時的変化を移植片周

辺部 と中央部について検討 した(表 1,図 3). どの細

胞 も 2～ 4日 で移植片周囲に達していた。W3/25陽 性

細胞は,移植後比較的早期より移植片全体に中等度の

|
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表 1 光学顕微鏡200倍 の観察にて 1視野中の

陽性細胞数

― :0     +:10～ 20

土 :1～ 2  ‖ :20～ 50

+:10以下  冊 :50以上

g plraft periph∝ y):移植片周辺部

go(raft ceier):移 植片中央部

拒絶反応モデル (DA→ LEW)

21日

OX24

浸潤を呈 し,拒絶反応発症前後でなだらかな増加,減

少を示 した。OX8陽性細胞は, 7日 目までは浸潤は

W3/25陽性細胞よりやや軽度であったが,拒絶反応時

より急激に浸潤が強 くなり,21日 目では速やかに減少

していた。OX6陽性細胞は,移植後早期の浸潤は軽度

であったが,拒絶反応時にピークとなり,21日 目でも

移植片周辺部にまだ強 く浸潤 していた。OX42陽 性細

胞は,初期より最も強い浸潤を全層に呈 していたが
,

拒絶反応後は急激に減少していた。また,浸潤部位で

は, どの細胞 も移植片周辺部で最 も強度であった。

W3/25陽性細胞 とOX8陽性細胞を比較すると,拒絶反

応発症前は W3/25が軽度優位に浸潤 していたが,発症

後には OX8陽性細胞が著しく増加し,W3/25陽性細胞

より優位 となっていた。コン トロールではどの時点で
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図4 内皮伸展標本の Ia抗原陽性所見.PAP法染色 ,

(× 400)

上 :拒絶モデル.同一平面上に並んだ内皮細胞に散

在性に陽性所見 (矢印)が認められる.下 :コ ント

も細胞浸潤 は中等度以下 で あった。特 に W3/25と

OX8陽性細胞については拒絶反応モデルに比 して非

常に軽度であった.OX6陽 性細胞は 7日 ,14日 で他の

細胞よりも多 く,特に創部周囲に強 く浸潤 していた .

OX42陽 性細胞は拒絶反応モデル と同様 2日 より最 も

強い浸潤を呈 していたが,そ の後特に著明な増加は見

られなかった。拒絶反応発症後の OX6に よる内皮細胞

の染色結果は,通常のtransverse sectionに おいても,

OX6陽性と思われる所見を認めたが,前房側に付着 し

ている浸潤細胞 と紛らわしく,鑑別は困難であった。

しかし3眼につき作製した伸展標本では,同一平面上

に並んだ一層の細胞が散在性に陽性所見を呈 し,位相

差顕微鏡にて内皮細胞層であることが示された。 コン

トロールである正常 Lewisラ ットの内皮細胞では陽

性所見は得 られなかった (図 4)。
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W3/25(%) OX8(%)

62 7

62 4

27.8

27.9

56 3

55.1

27.4

27 8

55.7

57.8

26.2

25.0

54.3

59.7

61.7

26.2

25.0

32.3

±

２

±

“
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2日

4日

7日

2 05

1.98

2 04

2 33

表 2 末梢血におけるリンパ球サブセット

W3/25/OX8比

2.26

2.24
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下 した との報告7)も ある。このように組織適合抗原 と

角膜移植拒絶反応 との関係は現在なお不明であるが
,

本実験のように組織適合性が完全に非適合である 2種

のラット間では移植片の混濁が100%拒絶反応によっ

て起こることが示された。

全層角膜移植における拒絶反応は,上皮 。実質 。内

皮のどの層にも起こりうるとされている。本実験では

組織学的には上皮基底細胞への軽度 リンパ球浸潤,実

質の全層特に浅層における強い細胞浸潤,及び内皮細

胞の脱落 と前房側での リンパ球の接着所見が認められ

た。そして臨床的には移植片の強い浮腫性混濁が認め

られ,拒絶反応は上皮 。実質・内皮の全層に起 きたと

考えられる。

免疫組織学的には,まず拒絶反応発症前は OX6陽性

細胞及び W3/25細胞が早期より浸潤 しており,拒絶反

応発症時には OX8陽性細胞 が著 しく増加 し優位 に

なった。これは抗原呈示細胞によリヘルパーT細胞が

誘導 され細胞障害性 T細胞が組織を障害するとい う

通常の拒絶反応の過程を反映 していると考えられた。

San■Hppoら 3)は 人眼の拒絶反応時に輪部の生検を行

い Ts‐c細胞が上皮 と実質に優位に浸潤 していた と報

告している。また Treselerら 4)は ラット角膜の異所性

移植を行 い拒絶反応時にやは りTs‐c細胞が優位 で

あったとい う結果を得ている。これらの報告は拒絶反

応の一時点についてのみの検討であるがわれわれの結

果 と一致している。ラットの心臓移植,肺移植など他

臓器の拒絶反応においては,末槍血の Th/Ts‐c比の変

動が拒絶反応の inductive phaseと erective phaseを

反映するモニターとして検討されている8)9)。 しかし今

回の角膜移植の結果からは,末梢血 Th/Ts‐c比は局所

の反応を反映しておらず,臨床応用は難しいと思われ

た.こ の理由としては,角膜が全身から見れば臓器 と

して非常に小さく,反応が局所に限局 し末槍血に影響

しにくいことが考えられ, また本来無血管組織である

ことも関係していると思われた。次に OX42陽性細胞

は移植後初期 より最も強い浸潤を呈 していた。OX42

は OX6陽性細胞 とかな リオーバーラップしていると

思われるが,OX42陽性細胞は OX6に比べて非常に強

く浸潤 していた。そして拒絶反応後は OX6に比 して速

やかに減少 していた。OX42は macrophageの 他 に

granulocyteも 認識するとされている.こ の結果 と浸

潤細胞の形態から陽性細胞は,macrophageと 好中球

の両者 と思われ,syngeneic modelで も早期から浸潤

していたことより,OX42陽性細胞の動態は小動物に
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4.末梢血におけるリンパ球サプセットについて :

正常ラットのW3/25/OX8比 は1.97± 0.14(平 均±S.

D.,n=5)で あった。拒絶モデル群での値は拒絶反応

前 (n=6),拒 絶反応時 (n=3)につき検討したが, ど

れも1.91～ 2.29と 常に1.0以 上であり,経時的にも一定

の傾向は見られなかった (表 2)。

IV考  按

角膜移植拒絶反応の免疫機構についてはこれまで数

多くの研究がなされてお り,近年ではモノクローナル

抗体を用いた局所での浸潤細胞の解析 も行われてい

る3)4)。 しかし人眼における拒絶反応では,試料は拒絶

反応から時間のたった再手術時のものであり,拒絶反

応発症前,発症時など組織の経時的な観察は不可能で

ある.実験動物では,免疫学的に安定なマウスやラッ

トが用いられるが,手術手技が困難なこともあり,表

層移植や層間移植がこれまでに主に行われており,全

層角膜移植においては十分に検討されているとは言え

ない。今回われわれは,ヒ アル ロン酸ナ トリウム(ヒ ー

ロン①)な どの使用によリラットに全層角膜移植を行

うことができ,機械的な内皮の障害を除外して拒絶反

応を免疫組織学的に検討することができた。またラッ

トの組合せについては,Katamiら 5)は 種々の近交系

ラットを用いて角膜移植を行い,拒絶反応の発生率を

検討し,組織適合性と拒絶反応の生着期間には関連が

認められなかったと報告している。 しかし,同 じラッ

トを用いた実験においても組織適合抗原が適合性のも

のより非適合性の組合せのほ うが拒絶反応の発生率が

高かった との報告6)が あ り,ま た臨床的には HLAを
マッチ` /グ させることにより拒絶反応の発生頻度が低

ッ
Ｄ

ラ

〓

常
師
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おける手術侵襲を反映 した非特異的炎症反応であると

考えられた。

主要組織適合抗原の うち特に class II抗 原 (Ia抗原)

は移植免疫に重要な役割を果たすことが知 られてお

り,OX6陽性細胞は抗原呈示細胞 として拒絶臓器に浸

潤 して くるとされている.著者の拒絶モデルにおいて

も拒絶反応時にコン トロールに比べびまん性に強 く浸

潤 していた ことは前述の ことを示唆する所見 と考え

る。また拒絶後に他の陽性細胞が著しく減少するのに

対し,Ia抗原陽性細胞が強 く残存している所見は再度

拒絶反応を起こす要素を示 しているとも思われる。一

方,同種同系モデルにおいても軽度にこの細胞が浸潤

していたが,特に創部の縫合部に強く浸潤 していた所

見より,縫合糸の影響 も大 きく関与していると思われ

た.茂沢10)は ラットの角膜を縫合し,ナ イロン糸をはじ

めプロリン糸においても Ia抗原陽性細胞が実質に浸

潤して くることを報告 している。また Tagawaら n)は

角膜の縫合糸に対し,輪部結膜からラングルハンス細

胞が浸潤 してくることをマウスにて確認している.こ
の点については縫合糸の影響を除外するために抜糸モ

デルを作製 し,今後長期の観察を行ってみる必要があ

る。

角膜移植拒絶反応時に内皮細胞が class II抗原を発

現す る とい うことに関 しては,臨床的には Pepose

ら12)が ,拒絶反応後に上皮,実質,内皮細胞全てに陽性

所見を得たとしているが,試料は時間のたった再手術

時の水疱性角膜症のものであ り,陽性細胞の起源につ

いては確かではない。今回の実験結果では,上皮層で

は基底細胞付近に周辺部から経時的に陽性細胞が観察

され,こ れは輪部からのラングルハンス細胞や Ia陽性

macrophageの 浸潤 と考 えられたが,上皮細胞の Ia抗

原発現の可能性についてはさらに検討を要すると思わ

れる。同様に実質においては,臨床的に血管の侵入し

ていない早期から移植片周辺部を中心に浸潤 してお

り,光顕所見と照らし合わせるとレシピエン トから浸

潤 してきた Ia抗原陽性の macrophageと 思われた。

内皮細胞層では transverse sectionに て褐色に陽性を

示す細胞は観察されたが,実質深部の浸潤細胞か前房

からの遊走細胞あるいは内皮細胞であるかは鑑別でき

なかった。 しかし作製 した伸展標本において内皮細胞

が明らかに陽性を呈していたことは注目すべ き所見と

考えられる。臨床的に拒絶反応による移植片混濁は内

皮細胞の障害に起因することは良く知られている。今

回の内皮細胞の Ia抗原の発現は内皮細胞が標的細胞
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とな りT細胞によ り障害 され ることを示唆する免疫

組織学的所見 と考 えられ る。今後経時的に伸展標本を

作製 し,Ia抗原の発現時期,そ して Ia抗原 とリンホカ

インの関係を手術による炎症 とい う観点か ら検討する

必要 もあると考えている。

稿を終えるにあた り,御校閲載きました松尾治亘教授に

深謝致します.ま た直接御指導戴きました自井正彦教授な

らびに村松隆次講師に感謝致します.

本論文の要旨の一部は第 5回 国際眼免疫学会にて発表 し

た。
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