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外来抗原に対する結膜 リンパ装置の反応
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要  約

ocular surfaceの 局所免疫は,主 として conjunctival‐ assodated lymphoid tissuc(CALT),分 泌型 IgA

および免疫担当細胞によってつかさどられている。今回我々は,モ ルモットにhorseradお h peroxidase(HRP)

を点眼することによって,ocular surfaceに 抗原が侵入 してきた際の CALTの 変化をPAS染色,perox遍 ase

染色およびアルカ リフォスファターゼ染色を用いて組織学的に,経時的に検討 した。CALTの リンパ上皮細胞

は,HRP点眼 30か ら60分後に HRPを貪食 し,24時間経過するとintraepithelial pocketを 形成 した.ⅡRP
点眼 2週間後では CALTの濾胞域がアルカリフォスファターゼ反応強陽性 を示 した。これらの変化は,oc」ar

surfaceに おける局所免疫発現の最初のステップであると考えられた。また,各染色法においてリンパ上皮 と

結膜上皮の間に相違が見られ,リ ンパ上皮は結膜上皮 とは異なった性質を有 していると考えられた。(日 眼会誌

96:432-439, 1992)
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Abstract
The local immunity of the ocular surface is governed by conjunctival-associated lymphoid tissue

(CALT), secretory IgA and immunocytes. The authors performed a histological investigation of the
time-course changes in CALT caused by invasion of antigen to the ocular surface through the
instillation of horseradish peroxidase (HRP) into the guinea pig eye. W'e used PAS staining, peroxi-
dase staining, alkaline phosphatase staining. The lymphoepithelial cells of CALT phagocytozed HRP
30-60 min after the instillation, and formed intraepithelial pockets 24 hours after instillation. The
follicular area of CALT was strongly positive for alkaline phosphatase 2 weeks after instillation.
These changes were considered to be the first step in the manifestation of local immunity on the ocular
surface. Each staining technique revealed difrerences between the lymphoepithelium and conjunctival
epithelium, suggesting that lymphoepithelium has characteristics difrerent from those of conjunctival
epithelium. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96 z 432-439, 1992)
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I緒  言

全身の粘膜組織は,常 に異物,異種蛋白,細菌など

種々の外来抗原 と接 しているが, これらの抗原が粘膜

内に侵入しないように粘膜組織には第一線生体防御機

能 (■rst defense line)と 呼ばれる防御機能が備わ って

いる1).第一線生体防御機能の中の一つに,局所免疫 と

呼ばれる防御機構が存在するが,こ れは,分泌型 IgA,

mucosal‐ associated lymphoid tissue(MALT)と 総

称 される リンパ装置,お よび免疫担当細胞の働 きに

よって外来抗原が粘膜に侵入するのを免疫応答によっ

て防御する機構であり,生体内に侵入した抗原に対す

る免疫応答である全身免疫 とは区別されている。局所

免疫 に よる免 疫 応答 が行 わ れ るためには,ま ず

MALTに よって抗原が認識 されることが不可欠 とな

る.そ して一度,抗原が認識されれば,その抗原に対

する特異的な免疫応答が IgAな どを介して行われる

とされている。

MALTに は,腸管におけるバイエル板や孤立 リン

パ 小 節 な ど の gut‐associated lymphoid tissue

(GALT), 気 管 支 に お け るbronchia卜 associated

lymphoid tissue(BALT)な どの リンパ装置が含まれ

ているが, ocular surfaceに おいても同様の リンパ装

置 が 発 見 さ れ,1980年 Chandlerら 2)に よって

cOttunctival‐ associated lymphoid tissue(CALT)と

呼ばれる結膜 リンパ装置として報告された。

今回,我 々は,モ ルモットに抗原を点眼して実験 し,

形態学的に検討 した結果,ocular surfaceに 抗原が侵

入してきた際の CALTの 変化を組織学的にとらえる

ことができたので報告する。

II 実験方法

実験動物 には,350～ 500g白 色 ハートレー系 モル

モットを使用 した。また,抗原には,horseradish per‐

o対dase(和光純薬工業 :HRP)10 mgを l mlの 生理

食塩水に溶解 して用いた (HRP溶液).

HRP溶液 と Freund's complete adiuvantの等量混

合液を乳化後,モ ルモットの両眼に 1回 ,0.l mlを 点

眼した。点眼後,30,60分 , 3,12,24時間, 1, 2,

3週間と経時的に眼険および眼球を摘出した.ま た ,

無処置のまま摘出した試料を対照 として用いた。各試

料は,下記のごとく固定,染色し,光学顕微鏡および

透過型電子顕微鏡にて観察した。
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1.Periodic acid Schir染 色 (PAS染色 )

試料は, 4%パ ラホルムアルデヒド 〔0.l M phos‐

phate burered salne(PBS)pH=7.4〕 にて 12時間

固定 した後,ア ルコール系列にて脱水,キ シロールに

て透徹し,パ ラフィンに包埋 した。パラフィン包埋さ

れた試料を ミクロトームにて薄切 し,脱パラフィンを

行った後,染色を行った。染色は,ま ず,0.5%過 ヨウ

素酸水溶液中で 5分反応 させた後,洗浄し,さ らにシッ

フ試薬で 15分反応 させ,亜硫酸水で 3分間,3回洗浄

し, さらに流水にて洗浄 した。核染色には,マ イヤー

のヘマ トキシリンを用いた .

2. Peroxidase染 色

試料は, 2%グ ルタールアルデヒドおよび 2%パ ラ

ホルムアルデヒドの等量混合液 (0.lM PBS pH=
7.4)にて 1時間固定 した後,細切 し,0.lM PBSに
て洗浄 した。その後,試料を Graham‐ Karnovsky法

〔0.005%H202加 3,3′ ‐diaminobenzidine(DAB)溶 液・

Tris/Hci bu“er pH=7.6〕 にて発色させた。内因性

peroxidaseを 阻止するために,DAB溶 液に,65 mg/

dlの アジ化ナ トリウムを加えた。さらに, 1%オ ス ミ

ウム酸にて 1時間後固定 した後, アルコール系列にて

脱水し,ユポキシ樹脂 (エ ポ ック812)にて包埋後, ミ

クロトームにて薄切した。光学顕微鏡用切片は, トル

イジンブルー染色し,透過型電子顕徴鏡用超薄切片は
,

ウラニールアセテー トおよびクエン酸鉛の二重染色を

行った。

3.アルカ リフォスファターゼ染色

言式米斗|ま , periodate‐ lysin parafornlaldehyde(:PLP)

溶液にて 12時間固定後,OCT compoundに 包埋 し
,

ドライアイスイソベンタンにて急速凍結 した。凍結 し

た試料は, クライオスタットにて薄切 し, アルブミン

スライ ドに塗布した後,風乾 した.染色は, アゾ色素

法〔naphthol AS‐ MX phosphoric acid(disodium salt)

10 mg,0.05 mo1/′ AMP緩 衝液 (pH=9.8)20 ml,

fast red vlolet LB salt 10 mgの 混合液〕を用いて行っ

た。

III 結  果

対照および HRP点眼処置を行ったどの試料におい

ても,下眼険の験結膜から円蓋部にかけて,主に鼻側

に大きな濾胞構造が認められた。組織学的に濾胞は
,

リンパ濾胞様の構造を呈してお り,中心には,胚中心

を持った濾胞域,そ の側方には傍濾胞域,上方には円

蓋域を認め,表層は上皮によって被われていた(図 1).



図 1 結膜 リンパ装置.験結膜から円蓋部にかけて リ

ンパ濾胞構造を認める (光学顕微鏡写真・ トルイジ

ンブルー染色,× 90).
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1.PAS染色

リンパ濾胞に隣接する結膜上皮には,細胞質が赤 く

染色 されるPAS反応陽性の goblet細 胞を多数認め

た。一方,リ ンパ濾胞を被 う上皮には goblet細 胞はほ

とんど認められなかった (図 2).

2. Peroxidase染色

HRP点 眼 30か ら60分後の試料を,透過型電子顕

微鏡にて観察 してみると, リンパ濾胞を被 う上皮の最
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表層の上皮細胞は,microviniが 長短不規則で,細胞質

内には,vesicleや mitochondriaが 多数存在する大型

の細胞が大半をしめていた。また,最表層の上皮細胞

のv∝icle内 に electron denseな 顆粒が認められ,per―

o対dase反応は陽性であったが,上皮細胞の細胞間隙

は,peroxidase反 応陰性であった(図 3)。 また,最表

層の上皮細胞直下には, 1～ 2個ずつ散在性に リンパ

球が認められた (図 4)。 さらに,上皮の基底部では,

円蓋域 と基底膜によって境 されていたが, リンパ球が

基底細胞の間隙を通過している所見が所々に認められ

(図 5),そ の部位より上方の上皮層内には,塊状になっ

た リンパ球の浸潤を認めた(図 6)。 また,隣接する結

膜上皮細胞の中に,細胞質内に peroxidase反 応陽性

の顆粒を認める細胞が少数ながらも存在した。

図3 HRP点 眼 30分後の リンパ上皮細胞。 リンパ上

皮細胞 の細胞質には多数の vesicleが 認められ,

vesicle内 に はpinocyteし た :HRPが peroxidase

反応陽性として観察される(矢印).細胞間隙は per‐

oxidase反 応陰性である (透過型電子顕徴鏡写真 。

peroxidase染 色,× 8,115).

図2 対照のリンパ上皮 (上段)。 結膜上皮 (下段).

結膜上皮にはPAS染色陽性の goblet細 胞を多数

認めるが, リンパ上皮にはgoblet細胞は認められ

ず,上皮内には多数のリンパ球の浸潤を認める (光

学顕微鏡写真・PAS染色,× 880).
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HRP点眼後 24時間を経過する頃になると, リンパ

濾胞を被 う上皮の最表層の上皮細胞直下には多数の リ

ンパ球が認められるようになり, リンパ球は上皮細胞

によって包みこまれたようになっている所見が得 られ

(図 7), さらに, 1週間後では, リンパ球を包みこん

だ上皮細胞の部分はこぶ状に突出してきている像が認

められた(図 8)。 これに対 して, リンパ濾胞に隣接 し

た結膜上皮には, リンパ球や形質細胞の浸潤が散在性

に認められたが, リンパ濾胞を被 う上皮に認められた

ような上皮細胞直下に多数の リンパ球が集族 している

ような所見は認められなかった。

3.アルカリフォスファターゼ染色

対照の試料では,ア ルカ リフォスファターゼ反応陽

性細胞が,傍濾胞域に比較的多 く存在 してお り,濾胞

域には,僅かにしか認められなかった(図 9).HRP点

図 6 HRP点 眼 60分後の リンパ上皮.リ ンパ上皮の

基底細胞間隙をリンパ球が通過しており,上皮内に

は浸潤した リンパ球が一塊となって認められる (矢

印)(透過型電子顕微鏡写真 。pero対dase染色,×

1,545).

図4 HRP点 眼 60分後の リンパ上皮.リ ンパ上皮細

胞 (lymphOepithelium:LE)内 にはpinocyteし た

HRPが認められ (矢印), リンパ上皮細胞の細胞間

隙には リンパ球が認められる (透過型電子顕徴鏡写

真・ peroxidase染‐色,× 3,130).

図 5 HRP点 眼 60分後の リンパ上皮(基底部).リ ン

パ上皮の基底細胞 (basal celll BC)の細胞間隙を

リンパ球が通過している(矢印)(上段 :光学顕微鏡

写真 。トルイジンブルー染色,× 825,下段 :透過型

電子顕微鏡写真・peroxidase染 色,× 3,070).

篠



図 7 HRP点 眼 24時間後の リンパ上皮.リ ンパ上皮

細胞には,intraepithelial pocketが形成され,そ こ

にリンパ球が多数遊走してきている (透過型電子顕

微鏡・peroxidase染色,〉〈2,230).

眼処置後 3時間では,円蓋域にアル カ リフォスファ

ターゼ反応陽性細胞が軽度増加していたが,濾胞域で

は対照 とほぼ同様であった。HRP点眼後 2～ 3週間

経過 した試料では,濾胞域にアルカ リフォスファター

ゼ反応陽性細胞が増加 し,濾胞域のアルカ リフォス

ファターゼ活性は強陽性を示した (図 10。 11).

また,対照および HRP点眼後の全ての試料におい

て,結膜上皮のアルカ リフォスファターゼ反応は陽性

であったが, リンパ濾胞を被 う上皮ではアルカリフォ

スファターゼ反応は陰性であった (図 11).

IV 考  按

Chandlerら 2)3)は,結膜に存在する結膜 リンパ装置

を,cottunctival― associated lymphoid tissue(CALT)

として報告し,こ の CALTに よって抗原が認識される

と,抗原によって感作された B‐ cellは CALTを離れ,

所属 リンパ節,胸管を経て,大循環に入 り,分化成熟

しながら涙腺に IgA形質細胞 として帰還 し,そ の抗原

に特異的な IgAを分泌すると述べ,ocular surfaceに

も腸管や気管支などと同様に局所免疫が存在すること
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を示唆した,そ こで今回我々は,ocular surfaceに お

ける局所免疫の中で も特にCALTにおける抗原認識

の過程に注目し,組織学的に検討 した。

今回,実験動物にはモルモットを使用したが,そ ル

モットには,結膜の円蓋部から険結膜にかけて大きな

結膜濾胞が存在す ることが知 られてお り4)5),こ れが

CALTに相当す るものであると考 えられた.CALT
は,組織学的には リンパ濾胞の構造をとっていた。す

なわち,中心には胚中心を持った濾胞域,そ の外側に

は傍濾胞域,上方には円蓋域が存在 し,表層は上皮に

よって被われてお り,gut‐ associated lymphoid tissue

(GALT)6)ゃ bronchial_associated lymphoid tissue

(BALT)7)の構造 と同様であった。

GALTや BALTな どの リンパ濾胞を被 う上皮は一

般的に リンパ上皮 と呼ばれ,隣接する粘膜上皮とは区

別 されている.Owen8)は マウスのパイエル板を観察

し, リンパ上皮細胞の中に microviniを 持たず細胞表

面 には不規則 な microfoldを 出 し,細 胞質内 に は

micro‐ vesiclar systemが発達 している特徴的な細胞

を認め M‐cellと して報告している。この M‐ cellは ,腸

管内に侵入して来 る外来抗原を pinocytosisに よって

細胞質内に取 り込むことからantigen trapping cellと

して働 くことが明らかになっている8)9)。 また,M‐ cell

には,細胞質の くぼみによってできた細胞間隙が存在

し intraepithelial pocketと 呼ばれている。細胞質内

に抗原 を取 り込 んだ M‐cellは ,貪 食 した抗原 を

intraepithelial pocketに 放出し,そ こに遊走して来て

いるリンパ球やマクロファージなどに抗原を提示する

とされ, M‐ cellが antigen presenting cellと して
`D性

質を持っていると考えられている1° )。 このような M‐

cenの働 きによって GALTは外来抗原を認識してい

る。

一般に, リンパ上皮には,goblet細 胞は認められな

いと言われているが,CALTにおいても隣接する結膜

上皮 と異なり,CALTを覆 う上皮には,goblet細 胞が

認められないことは,今回の実験や Franklinら 11)の 報

告から確認されている。また,LatkOvic5)は ,モ ルモ ッ

トの結膜 リンパ濾胞を被 う上皮を観察 し,上皮細胞の

microvmiや細胞内小器官が結膜上皮細胞のものと異

なっており, リンパ上皮と同様の特徴を有しているこ

とを報告している。今回の実験では, アルカリフォス

ファターゼ染色にても,CALTを覆 う上皮と隣接する

結膜上皮 との間に染色性の相違がみ られた。M‐ cell

は, アルカ リフォスファターゼ活性 は低いがエ ラス
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図 9 :対照の リンパ濾胞.傍濾胞域 (parafolliCuar

area:PFA)に アルカリフォスファターゼ反応陽性

の細胞が多数認め られ るが,濾胞域 (follicular

area:FA)にはほとんど認められない (光学顕微鏡

写真 :ア ルカリフォスファターゼ染色,× 215).

ターゼ活性は高いとの報告')も あ り,今回の実験でみ

られた,CALTの リンパ上皮のアルカ リフォスファ

ターゼ活性が低かったことと一致する。このように,

CALTを覆 う上皮は,リ ンパ上皮と形態学的には類似
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の組織であると考えられ,CALTの リンパ上皮にも

M‐cell類似の細胞が存在することが示唆された。

今回我々が行った透過型電子顕微鏡 による観察で

は,HRP点 眼 30か ら 60分後の試料において,リ ンパ

上皮細胞のvesicle内が,peroxidase反 応陽性であっ

た。これは,リ ンパ上皮細胞の pinocytosisに よって抗

原であるHRPが リンパ上皮細胞内に取 り込 まれた所

見 と考 えられ,CALTの リンパ上皮細胞にもantigen

trappingの 働 きが存在す ることを示唆 している。ま

た,HRP点 眼後 24時間を経過するころより,最表層

の リンパ上皮細胞下には リンパ球や免疫担当細胞が増

加 し,あたかも遊走 して来た リンパ球が リンパ上皮細

胞によって包みこまれたようになっていた.こ のよう

な,パ イエル板 の M‐cellに 生 じ る intraepithelial

pocketと 同様な変化が CALTの リンパ上皮にも生 じ

たこと,ま た, リンパ上皮の基底膜を通過 し, リンパ

球が リンパ上皮内へ と遊走 してきていることより,

CALTにおいても,一度, リンパ上皮細胞が抗原を貪

食すると, リンパ上皮下 よリリンパ球や免疫担当細胞

が intraepitheHal pocketに 遊走し,抗原を認識するの

外来抗原と結膜 リンパ装置・庄司他

図8 HRP点眼 1週間後のリンパ上皮.リ ンパ上皮細胞の ittraepithelial pOCketに は,多数のリ

ンパ球が遊走してきており,表層はこぶ状に突出している (透過型電子顕微鏡写真・peroxida∞

染色,× 4,270).
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図 10 リンパ濾胞の濾胞域(上段 :対照,下段 :HRP
点眼 2週間後).HRP点眼後 2週間経過 した濾胞域

ではアルカリフォスファターゼ染色陽性の細胞が増

加してきている (光学顕微鏡写真 :ア ルカリフォス

ファターゼ染色,× 875)。

ではないかと考えられた.こ れに対し,険結膜の上皮

細胞にも,HRPの 取 り込みと考えられる所見が認め

られたが,こ れは,我 々12)が以前にも報告 したように,

多量の抗原である HRPを投与 したため と考 えられ

る.し かし,今回の実験では,結膜上皮には intrae―

pithelial pocketの 形成は認められなかったことから,

結膜上皮 よりもリンパ上皮のほ うが,intraepithelial

pocketを 介して,抗原情報が効率よくリンパ球やマク

ロファージヘ と伝達 されるのではないか と考えられ

た。

次に,ア ルカリフォスファターゼ染色による観察を

行ったところ,HRP点眼 2～ 3週間のものでは,結膜

濾胞 のアルカ リフォスファターゼ活性が増強 してい

た。田川ら13)は
,ヒ ト結膜濾胞を免疫組織化学的に検討

し,濾胞を構成する リンパ球が中心の B細胞領域とそ

日眼会誌 96巻  4号

図 1l HRP点 眼 2週間後のリンパ濾胞.濾胞域(FA)

には多数のアルカリフォスファターゼ染色陽性細胞

が認められるが傍濾胞域 (PFA)に はほとんど認め

られない。結膜上皮Ooniunctival epithelium i CE)

はアルカリフォスファターゼ反応陽性なのに対し,

リンパ_L皮 (LE)|まアルカリフォスファターゼ反応

陰性である (光学顕微鏡写真 :ア ルカリフォスファ

ターゼ染色,× 410).

の周囲のT細胞領域にわかれることを示し,さ らに結

膜濾胞が腸管のパイエル板や孤立 リンパ小節と類似の

リンパ球構成を もつ ことを明 らかに した。Franklin

らH)は ,CALTの 濾胞域の細胞をポークウィー ド●マ

イ トジェンにて刺激するとIgA産 生形質細胞に分化

することを証明した。また,渡辺14)は
,感作動物の リン

パ節を経時的に観察 し,抗原刺激後, アルカリフォス

ファターゼ活性局在の観察を行 うことは,抗原と反応

して抗体産生細胞 に分化する B細胞系の細胞を検出

するのに有効な手段であると述べている。これらのこ

とより,HRP投 与後の濾胞域におけるアルカソフォ

スファターゼ活性の増強は,抗原情報が濾胞域に伝わ

り抗体産生を行 う形質細胞へ と分化 しようとする B

細胞の機能的変化を酵素組織化学的にとらえたものと

考えられた.
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troenterology 72: 440-451, 1977.

9)木原 彊 :M細胞,腸管の抗原侵入門戸.医学の

あゆみ 147:354-358,1988.

10)赤保内良和,小林壮光 :粘膜における抗原処理機

構.臨床免疫 22:495-502,1990.
11)Franklin RM, Remus LE: Conjunctivaト

associated lymphoid tissue:Evidence fOr a role

in the secretory iminune systern. Invest(:)ph‐

thaln■ ol Vis Sci 25:181-187,1984.

12)庄 司 純,藤沢秋子,江波戸文秀,他 :結膜 リンパ

組織を被 う上皮細胞の特徴.あ たらしい眼科 6:
1181-1185, 1989.

13)田 川義継,斉藤 学,小阪 貴,他 :ヒ ト結膜濾胞

のリンパ球サブセ ット.臨眼 40:239-242,1986.
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以上 の ことより,CALTに おいて, リンパ上皮細胞

による抗原の取 り込み と,濾胞域における B細胞の分

化が,ocular surfaceに おける局所免疫発現の最初の

ステ ップであると考えられた .

本論文の要旨は第 94回 日本眼科学会総会において発表

した。本研究には文部省科学研究費 (課題番号 01480422,

北野)の補助を受けた。
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