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要  約

培養 ヒト角膜上皮,実質および内皮細胞のインターロイキン6(IL‐ 6)の産生について, その培養上清中の

IL‐6を enzyme‐ linked immunOSOrbent aSSay(ELISA)キ ットでその抗原の量を測定することによって検

討 した。その結果,上皮細胞 は IL‐ 6を恒常的に産生することを確認 した。実質細胞 は lipopolysaccharide

(LPS)あ るいは IL‐ lα による刺激によって IL‐ 6を 誘導的に産生 し,そ の産生のピークは添加後 48時 間で

あった。一方,内皮細胞の培養上清中には無刺激でもIL‐6が認められ,LPSに よってその産生は増強された.

上皮,実質および内皮細胞が産生 した IL‐ 6のゲル濾過による分子量は何れもおよそ 30 kDaで あり,実質細胞

が産生 した IL‐6の分子量は Western b10ttingの 結果でも30 kDaで あつた。角膜の上皮,実質および内皮細

胞は IL‐ 6を 産生することによって角膜での炎症や免疫応答に関与 していることが推測 された。(日 眼会誌

96:702-7o9, 1992)
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Abstract

We have been investigating the production of cytokines in ocular tissues. In this paper' rile

demonstrated the ir uitro production of interleukin-G (IL-6) bV human corneal epithelial, stromal and

endothelial cells using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). In culture supernatant of the

stromal cells, the production of immunoreactive IL-6 was induced, depending upon the doses of

lipopolysaccharide (LPS) or IL-1a added into the culture. Detectable IL-6 activity in the supernatant

of the stromal cells was found 2 hours after addition of IL-1a and the activity increased to a peak level

at 48 hours. On the other hand, in the supernatant of the endothelial cells, IL-6 activity was found

even in unstimulated-culture, and induced further by LPS stimulation. The molecular weights (MWs)

of the IL-6 produced by the epithelial, stromal and endothelial cells were calculated by gel filtration

as about 30 kDa. From Western blotting analysis, the MW of IL-6 produced by the stromal cells was

also determined to be 30 kDa. (Acta soc ophthalmol Jpn 96 : 702-709' 1992)

Key words : Interleukin-6, Interleukin-1, Corneal epithelial cells, Corneal stromal cells,

Corneal endothelial cells

別刷請求先 :020 盛岡市内丸 19-1 岩手医科大学眼科学教室 坂本 真栄

(平成 3年 11月 27日 受付,平成 4年 1月 23日 改訂受理)

Reprint requests to: Shin― ei Sakamoto,NI.I).   I)epartinent ofく)phthal:nology,School ofヽ lediCine,

Iwate Miedical university.19-l Uchimaru,M:orioka 020,Japan

(Received Novelnber 27,1991 and accepted in revised fOrm January 23,1992)



平成 4年 6月 10日

I緒  言

炎症反応や免疫応答は免疫系および非免疫系の細胞

から産生されるインターロイキン (IL)な どの種々の

サイ トカインによってその発症や進行が制御 されてい

る。この うち IL‐ 6は 212残基のアミノ酸から構成され

る分泌蛋自で,そ の機能は細胞分化あるいはある種の

遺伝子発現の誘導,細胞増殖の誘導あるいは抑制など

多彩である。IL‐ 6は T細胞,B細胞,マ クロファージ

など免疫系の細胞からのみならず,線維芽細胞,血管

内皮細胞,脳星状グリア細胞,腎 メサンギウム細胞な

どの非免疫系の細胞からも産生される1)こ とが最近知

られるようになった。上皮系の細胞では,皮膚の角質

細胞がやは りIL‐ 6を 産生する2)3)こ とが報告 されてい

る。

以上のことから,眼組織,特に外界と接 している角

膜において,サイ トカインが生体防御や炎症反応の惹

起および進展に関与 していることが容易に想像 され

る。 しかし,角膜におけるサイ トカインの研究は少な

く,培養 したウサギ角膜上皮細胞が IL‐ 1様物質を産生

するとの報告4)が あるが, ヒト角膜での検討は比較的

最近まで行われていなかった。そこで著者 らは, これ

までに角膜におけるサイ トカイン産生について検討し

てきた.そ の結果,培養上皮細胞が IL‐ 1お よび IL‐6を

恒常的に産生すること5)6)を
明らかにした。

本研究では,実質および内皮細胞による IL‐ 6の産生

を検討 した。 さらに,上皮,実質および内皮細胞の産

生した IL‐6の分子量を決定す るために培養上清のグ

ル濾過分析を行い,実質細胞の培養上清についてはさ

らに WeStern blottingに よっても分子量の確認を し

た.ま た,サ イ トカインの特徴 として,あ るサイ トカ

インが他のサイ トカインを誘導する等の相互依存が存

在し,サ イ トカインネットワークを形成することが知

られてお り,角膜におけるサイ トカインネットワーク

の存在に関 しても考察した。

II 実験方法

1.培養液

培養液は TC‐ 199培地 (ニ ッスイ)に 1-グ ルタ ミン

(10 mg/ml), ペニシリンG(100 μg/ml)ス トレプ ト

マイシン(100 μg/ml),お よびウシ胎児血清(GIBCO,

USA)(10%)を 添加したものを用いた。

2.エ ン ドトキシンおよびサイ トカイン

サイ トカインの産生を誘導する幾つかの産生刺激物
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質の うち,本研究では IL‐6の産生を誘導する目的で
,

エン ドトキシンとして HpOp01ysaccharide(LPS)E.

θο″0111:B4(Difco,USA),イ ンターロイキンと

して リコンビナン トヒトIL‐ lα (R and D systems,

USA),あ るいは リコンビナン トヒトIL‐6(R and D

systems,USA)を 用いた。

3.実質細胞の培養および検体の採取

角 膜 に病変 が認 め られ なかった ヒ ト摘 出眼球

(68～ 79歳 までの 4眼)か ら角膜を採取 し,別 々に培養

してそれぞれの実験に用いた。培養方法は実体顕微鏡

下にデスメ膜と角膜内皮細胞を剥離,除去して上皮と

実質のみの標本を得た。 この角膜片の実質の中層に切

開を入れ,上皮を含んだ実質片と実質のみの組織片と

に分けた。実質のみの切片をさらに約 3mm角 の小片

にし,培養皿(Nunc 134673,直径 15 mm,Denmark)

に 1個ずつ静置,固着 させた。これに上記の培養液を

l mlず つ加え,37℃ , 5%C02,湿度が 95%以上のイ

ンキュベーターで培養 し,培養液を 3日 毎に交換した。

約 2週間後より紡錘形の細胞の増殖が認められ,約 4

週間でコンフルエン トになった。最初に接種 した実質

片を除去し, コンフルエン トとなった培養実質細胞に

0.25%ト リプシンを加えて,37℃ ,15分インキュベー

トしたのち,細胞をプラスチック製セルスクレーパー

(Co゛ ar,3010,USA)を用いて培養皿 より機械的に剥

離 した.こ の細胞浮遊液を 800 rpm,15分遠心し,得
られた細胞沈澄に新 しい培養液を加え,培養皿(Nunc
134673,直径 15 mm)に各 2× 106個 ずつ接種 し, コン

フルエン トになるまで培養 した.コ ンフルエン トに

なった約 1週間後,培養細胞に LPSを 1,10 μg/ml,

IL‐ lα を 1,10,100 pg/ml,あ るいは IL‐6を 1,10,

100 pg/mlの 濃度で添加 した (各濃度 ごとにn=4).
これ らを添加した実質細胞を 48時間,37℃ でインキュ

ベー トし,各穴の培養上清をそれぞれ採取 して,3,000

rpm,20分間遠心後,その上清を検体 しと,使用する

まで -80°Cで保存 した。

IL‐6産生の経時変化は,上記と同様な方法で実質細

胞を 3代継代し,IL‐ lα を 100 pg/mlの 濃度で添加 し

た実質細胞を用いて調べた。添加後 1, 2, 6,24,
48お よび 96時間後に各々の培養上清を採取 し (各時

間ごとに n=4),3,000 rpm,20分 間遠心 してその上

清を検体 とし,使用す るまで-80°Cで保存 した。

4.内皮細胞の培養および検体の採取

同一個体 (2か月児)か ら得た 2個 の正常角膜より

内皮細胞をデスメ膜ごと実体顕微鏡下で剥離 した。こ
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れを 0.25%ト リプシンーEDTAを用いて 37°C,30分

間処理 し,デ スメ膜より内皮細胞を単離 し,デスメ膜

を除去 した.内皮細胞の浮遊液を 800 rpm,15分間遠

心し,細胞沈湾に新 しい培養液を加え,培養皿(Nunc

134673,直 径15mm)に培養した。培養液は実質細胞の

培養の場合と同じものを用いたが,その他に リコンビ

ナン ト上皮細胞成長因子 (EGF,ChemicOn,USA)を

50 ng/ml加 えた。ほぼコンフルエン トな状態になった

時点で,こ れまでの EGFを含んだ培養液を EGFを 含

まない培養液に交換 し,LPSを 20 μg/mlの濃度にな

るように添加し (n=2),37℃ で 1週間インキュベー

トした。その後,各穴の培養上清をそれぞれ採取して,

3,000 rpm,20分間遠心 し,そ の上清を検体 として一

80℃ で保存 した .

5.上皮細胞の培養および検体の採取

上皮細胞の培養上清の採取方法は,既報。)に した

がった。概略を述べると,3。 で述べた方法で得られた

上皮を含んだ実質片を 3mm角の 10個の小片にし,上

皮側を上にして培養皿 (Nunc 134673,直径 15 mm)

に 1個ずつ静置,固着 させた。これに前述の培養液を

加え,37℃ ,5%C02,湿 度が 95%以上のインキュベー

ターで培養した。 コンフルエントとなった時点で上皮

を含んだ実質片を除去 し,そ の部位が上皮細胞によっ

て覆われるまで,さ らに数日間培養を続けた.再びコ

ンフルエントになった時点で培養液を交換 し, 2週間

培養後,そ の培養上清を 1つ にまとめて採取 し,3,000

rpm,20分間遠心 してその上清を検体 とし,使用する

まで -80℃ で保存 した。

6.IL‐ 6の定量

IL‐6の 定量には,enzyme■inked immunosorbent

assay(ELISA)を 応 用 した Interte"‐6(Genzyme,

MA,USA)を 使用 し,抗原 としての IL‐6を測定した。

本測定法は,IL‐ 6に対するマウスモノクローナル抗体

を用いたサウン ドウイッチ法で,特異性 と感度が高い

とされている.こ のモノクローナル抗体を 96穴プレー

トに固相化し,前述の上皮,実質あるいは内皮細胞の

培養上清を希釈せず原液のまま加えて反応 させた.ま

た,別に標準曲線を作成するための標準 ヒトリコンビ

ナン トIL‐ 6を培養液でそれぞれ 10～ 0.156 ng/mlま

で 2倍 6段階に希釈 したものを加えて反応させた。さ

らに抗 IL‐ 6ビオチン化家兎抗血清を反応 させ,次に,

アビジン化ベルオキシダーゼ標識抗家兎 IgG抗体を

反応 させた。この後,ベルオキシダーゼの基質である

0_フ ェニレンジア ミンを反応させ,各穴のベルオキシ

日眼会誌 96巻  6号

ダーゼ酵素活性を波長 492 nlnの マイクロプレー ト用

光度計(EAR 340,SLT,Austria)で計測 し,標準 IL‐ 6

の吸光度より標準曲線を作成した。各検体中の IL‐ 6の

濃度は, 2回測定 した値の平均値を標準曲線に当ては

め て 算 出 した.こ の 定 量 法 の IL‐6の 検 出域 は

10～ 0.156 ng/mlで ある.なお,陰性対照として10%

ウシ胎児血清を加えた TC‐ 199培地中の IL‐ 6量を求

めた。

7.培養上清の高速液体クロマ トグラフィー (Fast

Protein Liquid chrO〕 matOgraphy:FPLC):こ よるイガ

ル濾過

LPSで IL‐ 6の産生を誘導 した実質または内皮細胞

の培養上清,ま たは上皮細胞 の培 養上清 200 μlを

FPLCシ ステム (Pharmacia, Sweden)の Superose

12カ ラム (HR 10/30)に注入し, リン酸緩衝食塩水

(pH 7.4)を 30m1/hの 流量で流 してグル濾過を行っ

た。開始 10分後から分画された培養上清を 0.5 mlず

つ採取 し,各 分画 100 μlに つ いて IL‐6を 前述 した

ELISAによって測定 した。測定値は各分画ごとに 2回

測定した平均値で表 した.ま た,分子量を決定するた

め に ウシ血 清 アル ブ ミン (分 子 量 68,000:Phar‐

macia)と ,キ モ トリプシノーダン (分子量 25,000:

Pharmacia)を 標準マーカーとして用いた。

8.培養上清の Western blotthg

LPSで IL‐6の産生を誘導 した実質細胞の培養上清

について IL‐ 6の Wettem blottingを行った。検体 45

μlに 2%ド デシル硫酸ナ トリウム (SDS)45 μlを加え

て 90℃ で 3分加熱 し,SDS可溶化 した。 この SDS可

溶化された検体 45 μlを 10%ポ リアクリルアミドグル

(FUNA SDS‐ PAGE, フナコシ)で 25 mA, 1時 間電

気泳動した.尚 ,標準分子量マーカー(Low Molecular

vたight Caribration Kit,Pharinacia)を ワ|」 のレーン

で泳動 した。次に, このポ リアクリルア ミドグルを,

転写装置 (モ デル 88, フナコシ)を用いてニ トロセル

ロース膜 (A045A224D,東 洋濾紙)に 30V, 1時

間の条件で転写 した。転写後,標準分子量マーカーの

レーンを切 り離 しクマシーブルーで染色した。さらに

残 りのニ トロセル ロース膜を B10ck Ace ③ (大 日本製

薬)を用いて 24時間ブロッキングした後,ポ リクロー

ナル家兎抗 ヒトIL-6抗体 (Genzyme)を ニ トロセル

ロース膜上に重層 して 4時間反応 させた.5%Tween
20を含んだ リン酸緩衝食塩水で 3回洗浄後,2次抗体

としてビオチン化 ヤギ抗家兎抗体を 2時間反応 させ

た。 3回洗浄後, アビジン化ペルオキシダーゼを 1時
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IL^lα を添加 しない培養上清中の IL‐ 6は測定限界以

下であったが,IL‐ lα の添加により培養上清中の IL‐ 6

は,LPS添加の場合 と同様に量依存性に増加した (図

lB).貝口ち, IL‐ lα を 1, 10あ るいは 100 pg/mll恭カロ

した培養上清中の IL‐6はそれぞれ平均 0.18± 0.06,

1.46± 0.07あ るいは 2.10± 0.68 ng/mlで あった。一

方,IL‐6を刺激として加えたものの IL‐ 6は,すべての

濃度で測定限界以下であった。IL‐ lα 添加後の IL‐ 6産

生の経時変化は,図 2に示 したように,IL^lα 添加 2時

間後 より上昇し始め,48時間後にピークになった。IL‐

lα の添加後の 1,2,6,24,48お よび 96時間の IL‐ 6

はそれぞれ平均 0.394± 0.037,0.764± 0.033,4.452士

0.511, 13.56」
=1.741, 16.49=LO.367カ

S よ こド16.22=L

l.485 ng/mlで あった。

2)内皮細胞

内皮細胞の培養上清中の IL‐ 6を 図 3に示 した。IL‐ 6

は LPSを添加 しない培養上清中にも平均 0.610 ng/

ml検 出された。さらに,20 μg/mlの LPSの 添加に

よって IL‐ 6産生は誘導 され,培養上清中の IL‐ 6は平

均 3.614 ng/mlに 増加 した。

3)上皮細胞

刺激を加えない上皮細胞 の培養上清中の IL‐ 6は

460 pg/mlで あった。

3. FPLC

Superose 12カ ラムによる,実質,内皮および上皮細

胞の培養上清のグル濾過の結果を図 4に示 した。

間反応させた後,十分に洗浄,3-3'‐ ジアミノベンチジ

ンを 15分間反応させて発色させた。以上の操作はすべ

て室温で行 った。陰性対照 としては 10%ウ シ胎児血清

を含んだ培養液を用いて,上記 と同様の方法で発色さ

せた。

III 結  果

1.培養細胞の状態

1)実質細胞

培養 した実質細胞の形態は紡錘形を示し,継代培養

を行ってもその形態は変化 しなかった。また,LPSま
たは IL‐ lα を添加しても形態変化は生じなかった .

2)内皮細胞

培養 した内皮細胞の形態は,生体で見られるような

典型的な六角形を示さず,細胞は偽足様の突起を持っ

ていた。また,LPSを添加 してもその形態に著明な変

化は生じなかった。

2.培養上清中の IL‐6量

1)実質細胞

LPSを添加 して培養 した培養上清中の IL‐6の 測定

結果を図 lAに示 した。LPSを添加しない培養上清中

の IL‐ 6は測定限界以下であったが,LPSを添加する

ことにより,培養上清中に IL-6が 量依存性に増加 し

た。即ち,LPS添加濃度が1あ るいは 10 μg/mlの もの

の IL‐ 6は,それぞれ平均 0.285± 0.065お よび 0.96土

0.24 ng/mlで あった。つぎに IL‐ lα の添加実験でも,
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図 2 1L‐ lα 刺激による角膜実質細胞の IL‐6産 生の

経時的変化.

培養上清中の IL‐ 6は添加して 2時間後より増加し

始め,48時間後にピークになった。(平均値士標準偏

差)(n=4)

1)実質細胞

実質細胞の培養上清のグル濾過では,17お よび 18

番 目の分画にIL-6が それぞれ321お よび 435 pg/ml

認められ,18番 目の分画が最も強かった。分子量マー
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図 3 無刺激および LPS刺 激による角膜内皮細胞培

養上清中の IL‐ 6.

LPSを 添加 しない培養上清中に も IL‐ 6が検出さ

れ,LPSによって IL‐ 6産生は誘導 された。(n=2)

カーより求めた これらの分子量は,そ れぞれ 30お よび

35 kDaであった。従って,LPSで誘導 した実質細胞の

培養上清中の IL‐6の分子量は,お よそ 30 kDaと 推定

された。

2)内皮細胞

内皮細胞の培養上清のグル濾過では,17,18お よび

19番 目の分画に IL‐6がそれぞれ 400,490,お よび420

pg/ml検 出され,18番 目の分画が最 も強かった。分子
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図4 角膜上皮,実質および内皮細胞の培養上清のグル濾過.

いずれにおいても IL‐6は 18番 目の分画にピークがあり,標準分子量マーカーよりこ

れらの IL‐ 6の分子量はおよそ 30 kDaと 推定された。
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図5 角膜実質細胞培養上清の Western blotting.

30 kDaの 位置に抗ヒトIL‐6抗体と反応したバンドが

認められた。尚,図 には小していないがマーカーと培

養上清の原点の位置は同じである.

量マーカーよ り求めたこれらの分子量は,そ れぞれ

35,30お よび 27 kDaで あった.従 って,こ の内皮細胞

の培養上清中の IL‐6の 分子量は,お よそ 30 kDaで あ

ると推定された .

3)上皮細胞

上皮細胞の培養上清のグル濾過では,18お よび 19

番 目の分画に IL‐6が認められ,そ れぞれ 133.8お よび

102.2 pg/mlで あった。実質細胞 と同様に分子量マー

カーよりその分子量を求めた結果,IL‐ 6の 分子量はお

よそ 30 kDaと 推定 された,

4. 力音轟LL力寺σ)Western blotting

Western blottingの 結果を図 5に不 した。左のレー

ンは標準分子量マーカーで,それぞれ 94,67,43,30,

20,11.4 kDaの 6種類のバン ドがクマシーブルーで染

色された.一方,右のレーンの実質細胞の培養上清の

Westem blottingの 結果では,分子量約 30 kDaの 位

置に抗 ヒトIL‐6抗体 と反応したバン ドがあり,実質細

胞が産生した IL‐6の分子量は Western blottingで 測

定した場合も,お よそ 30 kDaであった。尚,陰性対照

として用いた 10%ウ シ胎児血清を含んだ TC‐ 199培
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地の Western blottingで は,抗 ヒトIL‐ 6抗体に反応

したバン ドはなかった。

IV 考  按

細胞か らのサイ トカインの産生を調べ る方法 とし

て,現在,細胞培養法を用いた実験系が多 く用いられ

ている。これは細胞を組織から単離することによって,

生体の複雑な細胞間相互作用を単純化できるからであ

る。今回, この細胞培養系を用いてヒト角膜実質およ

び内皮細胞の IL‐ 6産生を検討 した結果,こ れらの細胞

の培養上清中に IL‐ 6活性を認め,検討したこれらの細

胞が IL-6を産生することが初めて明らかになった。

IL‐ 6の 産生には,無刺激の状態でも産生される恒常

的な産生 と刺激によって産生される誘導的な産生 とが

ある7)。 すでに角膜上皮細胞からの IL‐ 6の産生は,刺激

を必要 としない恒常的な産生であることを報告6)し た

が,今回も恒常的な産生であることを確認した。 さら

に今回の結果 より,角膜実質細胞では LPSや IL‐ lα

の刺激によって,IL‐ 6が誘導的に産生されることが判

明した。また,内 皮細胞では IL-6が恒常的に産生され,

なおかつ LPSに よってその産生が増強され,誘導的産

生 も認め られた。これまでの報告7)で は,T細 胞株

(HTLV‐ 1),正常マクロファージ●単球,T24膀洸癌

細胞,血管内皮細胞などの細胞からの IL‐ 6産生は恒常

的な産生であ り,正常 T細胞,B細胞,線維芽細胞 ,

星状グ リア細胞などからの IL-6の 産生は誘導的産生

であるとされてお り,IL‐6の産生様式は細胞の種類に

よって異なっている.ま た,皮膚の角質細胞は IL-6を

恒常的に産生 し,な おかつ刺激によってその産生は増

強される2).皮膚 と角膜組織はいずれも体表層に位置

していることを考え,皮膚と角膜における IL-6産生を

比較 してみると,皮膚の角質細胞 と同じ外胚葉由来の

発生である角膜上皮細胞が,炎症や免疫応答に即応で

きるように角質細胞 と同様,恒常的に IL-6を 産生 して

いると考えられる。また,角膜では,上皮細胞での IL‐6

の誘導的産生は現在のところ認め られないが,中胚葉

由来の実質および内皮細胞が IL-6を誘導的に産生 し

た。このように上皮,実質および内皮細胞は IL-6を恒

常的または誘導的に産生して,機能的に IL‐ 6の産生を

分担していると思われた。

実質細胞による IL‐ 6産生を培養上清中の IL‐6活性

の経時変化で見ると,IL‐ lα による刺激によって添加

2時間後から革昇し始め,48時間でピークに達 した。

血管内皮細胞を LPSで刺激した培養上清中の IL‐6活
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性の経時変化を調べた報告
8)で も,お よそ 2時間後か

ら上昇し始めて 48時間後にはほぼ ピークに達 してお

り,実質細胞の IL‐ 6産生 と類似 した経時変化であっ

た.ま た,mRNAを指標にした IL‐6産生の経時変化を

調べた報告
1)7)に よると,単球あるいは線維芽細胞では

刺激後 5,6時間でmRNAは 最大 レベルに達するが ,

T細胞あるいは B細胞では 48時 間後に最大 とな り,

細胞の種類によりIL‐ 6転写の経過が異なることが示

されている.さ らに,同 じ線維芽細胞でも刺激の種類

によって も IL‐6転写の経過が異なる7)と 言われてお

り,実質細胞においても,IL‐ lα による IL‐ 6産生の経

時変化 と,そ の他の刺激による IL-6産生の経時変化が

違ってくる可能性も考えられる。

実質細胞が産生 した IL‐ 6の分子量は培養上清のグ

ル濾過の結果,お よそ 30 kDaで あった。Westem blot―

tingの結果でも,そ の分子量はおよそ 30 kDaであ り,

グル濾過の結果 と一致していた。また,角膜上皮およ

び内皮細胞 の産生す る IL‐ 6の 分子量をグル濾過 に

よって決定 した結果,どちらもその分子量はおよそ 30

kDaで あ り,実質細胞が産生す る IL‐ 6と はぼ同 じ分

子量であった。 リコンビナン トの IL-6の 分子量は 21

kDaと されているが,培養上清中の IL‐ 6の 分子量は

その産生細胞により異なる。)と 言われている。実際,皮

膚の角質細胞は分子量 24 kDaの IL‐ 6を 産生す る2).

また,著者 らは,ヒ ト網膜色素上皮細胞が IL‐ 6を産生

し,そ の分子量がおよそ 30 kDaで あることを明 らか

にした 10)。 この様な分子量の違いは,そ れぞれの産生細

胞によってシアル酸などの糖鎖や, リン酸による IL-6

の修飾の程度が異なっているため と報告9)さ れてい

る。同じ体表層の組織でも角膜が産生する IL‐ 6と 皮膚

が産生する IL-6と では,こ れらによる修飾が違 ってい

ると考えられる。

サイ トカインの重要な性状の 1つは,各サイ トカイ

ンの作用は各々独立した作用であると同時に互いに関

連した連鎖作用であることである.つまり,あ る 1つ

のサイ トカインが産生されると, このサイ トカインは

別のサイ トカインを誘導し,誘導 されたサイ トカイン

はさらに別のサイ トカインを誘導するように,サ イ ト

カインの産生には,各種サイ トカイン間での相互依存

性が存在 し,所謂サイ トカインネ ットワークを形成 し

ているH)。 実質細胞による IL‐6の産生は IL‐ lα によっ

て誘導された。しかし,IL‐ 6では実質細胞の IL‐6産生

は誘導されず,ま た,実質細胞は IL‐1を産生しないこ

と5)か ら,IL‐ 6の 自己分泌産生 (オ ー トクリン)機構は
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実質細胞 には認められない.こ れ らのことから,in

vitroで の結果を単純に in vivoに 当てはめて考 える

ことはできないが,角膜での IL‐ 6産生について次のよ

うに推論 した。上皮細胞は恒常的に IL‐ 1お よび IL‐6

を産生することから,IL‐ 1お よび IL‐6は正常な状態で

も上皮に存在 していると考えられる。上皮細胞が傷害

されると,上皮細胞から IL‐1や IL‐6が細胞外に放出

され,ボ ーマン膜が壊れていればこの IL‐ 1お よび IL‐6

は実質に浸潤 し,IL‐ 1は実質細胞の IL・ 6産生を誘導す

る。また,角膜にマクロフアージなどの免疫細胞が侵

入していれば,こ の細胞が産生する IL‐ 1を始めとす る

種力のサイ トカインによる刺激によって実質や内皮細

胞が IL‐6を産生するに至ることも考えられる。IL‐6は

IL‐ 1と 同様に,B細胞の抗体産生細胞への分化誘導 ,

キラーT細胞の活性化,お よび T細胞からの IL-2の

産生,IL‐ 2レ セプターの発現などT細胞の増殖や免疫

応答の重要なメディエーターである.上皮,実質およ

び内皮細胞が IL‐1や IL‐ 6を産生することから, これ

らの細胞が角膜での免疫応答に重要な役割を担ってい

ると推測 される.ま た,最近の免疫組織学的手法を用

いた報告
12)に よれば,正常角膜の実質細胞は IL‐ 1お よ

び IL‐ 6が陰性であるが,角膜ヘルペスに罹患した角膜

の実質細胞ではいずれも陽性であ り, この病変の発症

や進行に IL-1お よび IL-6が関与 している可能性を示

している。 この様に角膜においてもサイトカインネ ッ

トワークの存在が推測され,上皮,実質および内皮細

胞は IL‐1や IL‐6を産生することによって,角膜での

炎症や免疫応答に深 く関与 していると考えられた。

稿を終えるに当たり,御指導,御校閲を賜りました細菌学

講座,吉 田昌男教授,並びに眼科学講座,田澤 豊教授に深

謝します.
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