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アレルギー性結膜炎の際の角結膜および涙腺の病態を

解明するために,動物モデルを用いて,炎症細胞浸潤と
接着分子の関係を組織化学的に検討した。ハー トレイ系

モルモットに卵白アルプミンー水酸化アルミニウムの混

合液を腹腔内投与して感作した後,卵白アルブミン溶液
を点眼してアレルギー性結膜炎を誘発した。抗原点眼後,

経時的に角膜,結膜および涙腺の凍結切片を作製し,酸
性ギムザ染色で浸潤細胞を,酵素抗体法によって inter‐
Cenular adhesion molecule‐ 1(ICAM‐ 1)および vascu‐

lar Cell adheSion molecule‐ 1(VCAM‐ 1)に ついて検
討した。浸潤細胞は,抗原点眼後 6時間では好中球,12
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時間後では好酸球,24時間後では好酸球とリンパ球が主
体であった。また,ICAM‐ 1は 点眼 6時 間以後 に,
VCAM‐ 1は点眼 24時間以後に結膜下組織および涙腺の

血管に観察された。アレルギー性結膜炎の際の炎症細胞

の組織内浸潤に接着分子の関与が示唆された。(日眼会誌

99:129-134,1995)
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Abstract
We performed an immunohistochemical study on lenge with the antigen, eosinophils at 12 hours, and

the relationship between inflammatory cells and eosinophils and Iymphocytes at 24 hours, respective-
adhesion mollecules to investigate inflammatory ly. ICAM-1 and VCAM-1 were detected at 6 and 24
reaction in allergic conjunctivitis. Guinea pigs were hours in the vascular tissue in the subconjuctival
sensitized with an intraperitoneal injection of oval- tissue and lacrymal gland. There results suggest
bmin with hydroxyalminium. Ovalbmin was applied that adhesion molecules play a role in the infiltra-
topically to the conjunctiva 3 weeks after the initial tion of inflammatory cells in allergic conjunctivitis.
treatment. Then the cornea, conjunctiva and la- (J Jpn Ophthalmol Soc gg : 12g-184, 1g9b)
crymal gland were taken and processed for frozen
sections. The specimens were stained with acid Key words: Allergic conjunctivitis, Adhesion mo-
Giemsa for inflammatory cells and enzyme-labelled lecules, Immunoglobrin superfamily,
antibody for ICAM-I and VCAM-I. Neutrophils Eosinophils, Immunohistochemistry
were dominantly observed 6 hours after the chal-

I緒  言

アレルギー反応はCoombs&GeH分類で I～ IV型に
分けられている。アレルギー性結膜炎は I型アレルギー

(即時型アレルギー)反応によって起こる結膜炎であり,
肥満細胞の IgEン セプターに結合した IgEと アレルゲ
ンが反応し,IgEレセプターの bridging(架橋形成)が起
こると,肥満細胞からヒスタミン,セ ロトニン, トロン
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ボキサンA2な どの化学伝達物質が放出され,結膜充血 ,

結膜浮腫などの臨床症状を呈するものと考えられてき

た1).

気管支喘息患者にアンルゲンを吸入させると,吸入後
15～ 30分をピークとして観察される即時性の気道収縮

と, 4～ 6時間後から徐々に起こってくる持続性の長い

気道収縮とが観察される。前者は即時型喘息反応 (lmme‐

diate asthmatic response,IAR),後 者は遅発型喘息反

応 (late asthmatic response,LAR)と 呼ばれ,1972年

にはHargeaveら 2)に よりLARの病態生理学的特徴が

報告された。以来, I型アレルギー反応は,即時型反応

(early phase reaction,EPR)と 1遅発型反応 (late phase

reaction,LPR)に 分けられている。特に,LPRは , ア
ンルギー反応の遷延化および複雑化に関与する反応であ

り,組織に浸潤してくる好酸球,好中球,リ ンパ球を中

心とした細胞反応や浸潤細胞が遊離する組織障害性のメ

ディエーターなど種々の因子が LPRの病態に関与する

因子となり得るとして検討がなされている
3)4)。 また,ア

レルギー反応における好酸球を主体 とした細胞浸潤は,

炎症反応としての側面を持っており,そ の病態はアンル

ギー性炎症として検討されている。

アレルギー性炎症に関与する細胞は,好酸球をはじめ

として,好中球,好塩基球,肥満細胞,さ らにはリンパ

球,マ クロファージ,血小板などが報告されている
4)。 ま

た,サル喘息モデルにおいて抗 ICAM‐1抗体の投与に

よって気道への好酸球浸潤および過敏反応などの LPR

を抑制することが報告
5)さ れ,LPRに関与する炎症細胞

の病巣局所への選択的な遊走には,炎症細胞や血管内皮

細胞に発現されている接着分子が重要な役割を演じてい

ると考えられている
6)7)。

アンルギー性結膜炎におけるLPRについては,Anan―
smithら 8)に よってラットの実験モデルで,雑賀ら9)は臨

床研究によって報告している。しかし,ア ンルギー性結

膜炎の LPRにおける接着分子の関与,浸潤細胞の種類

や動態についてはまだ不明な点が数多く残されている。

今回我々は,腹腔内感作によるモルモットに抗原溶液を

点眼し,ア ンルギー性結膜炎に類似した臨床症状を発現

せしめ,こ の動物モデルを使用して,結膜における炎症

細胞の動態と接着分子の発現について組織学的に検討し

たので報告する。

II実 験 方 法

1.アレルギーモデルの作製

実験動物には,300～500gハ ー トレイ系モルモットを

使用した。抗原には卵白アルブミン(Sigma)を 使用した。

卵 白アルブ ミン 100 μg/mlと 水酸化アル ミニウム 5

mg/mlの混合液を作製し,そ の l mlを 1週間に 1回,合

計 2回の腹腔内投与を行った。卵白アルブミン5 mg/ml

の溶液を作製し,最終の腹腔内投与から3週間後にその
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0.05 mlを 点眼した。点眼後は,30分, 6,12,24時 間

後に肉眼的に臨床症状を観察した後,過量のペントバル

ビタールナトリウム (ネ ンブタール③)を腹腔内投与して

屠殺し,眼 1レ倉,眼球および涙腺を摘出し,以下の組織学

的検討を行った。

2.組織学的検討

摘出した組織は,2%periodate■ysis paraformal de―

hydeで 1時間固定した後,OCT compoundに 包埋し,

ドライアイスーイソペンタンで急速凍結した。凍結した

試料は,ク ライオスタットで約 8μmの連続切片に作製
した。

切片の一部は,70%エタノール溶液に 5分間浸漬した

後,風乾し,Di∬ Quick ③(ミ ドリ十字)を用いて,キ ッ

トの染色方法に従って酸性ギムザ染色を行った.

残 りの切片は,風乾した後,問接酵素抗体法に使用し

た。第一抗体には,モ ノクローナル抗ラットintercenular

adhesiOn m01ecule-1(ICAM‐1)抗体 (l A 29)(生 化学

工業)またはモノクローナル抗 vascular cell adheSiOn

m01ecule_1(VCAM-1)抗 体 (l G ll)(コ スモバィォ)

を用い,Vectastain O ABC― GOキ ット (フナコシ)を用

いて間接酵素抗体法 (ABCグルコースオキシダーセ法)

を施行した。発色には,グルコースオキシダーゼ基質キッ

ト (フ ナコシ)の nitroblue tetraZolium法 を使用し,核

染色にはメチルグリーンを用いた。組織標本の観察は,

光学顕微鏡で行った。

III 結  果

1.臨 床 所 見

肉眼的観察では,点眼 30分後に結膜充血と著しい結膜

浮腫が観察された(図 1).点眼 6時間後では,結膜浮腫

は消失していたが,結膜充血が観察されるとともに,眼

瞼腫脹を伴う高度の結膜肥厚を認めた(図 2)。 この所見

は点眼 6時間をピークとして点眼 24時間後まで観察さ

れた。

2.酸性ギムザ染色

点眼 30分後では,結膜上皮下組織の浮腫および血管拡

張を認め,拡張した血管内には好中球が観察されたが,

血管の周囲に浸潤細胞はほとんどみられなかった (図

3)。 点眼 6～12時間では,結膜下組織,輪部上皮下およ

び涙腺導管周囲を中心に好中球および好酸球の浸潤を認

めた。浸潤細胞は,点眼 6時間後では好中球が主体であっ

たが,点眼 12時間後では好酸球が主体であった(図 4)。

点眼 24時間後では,結膜下組織および輪部上皮下および

涙腺導管周囲に好酸球およびリンパ球が認められた。ま

た,好酸球は,結膜上皮や涙腺導管上皮内にも浸潤して

いたが,涙腺の腺房間にはほとんどみられなかった。ま

た,結膜下組織に,好酸球およびリンパ球の浸潤が強い

瞼結膜では,結膜上皮が層状に脱落していた (図 5,6)。
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あった。

IV考  按

今回,アレルギー性結膜炎の動物モデルを使用して,
その炎症反応を組織化学的に検討 した。Ovalbumin

(OA)を抗原としたモルモットのアレルギーモデルとし

ては,抗原特異的 IgEお よびIgG抗体を多量に含んだ同

種 OA血清を静脈内投与して感作 した動物を使用する
受身感作法と,ア ジュバントとともにOAを腹腔内に投
与し,抗体価の上昇した動物を使用する能動感作法とが

ある。喘息モデルで両者を検討した結果,受身感作法よ

りも能動感作法の方が強い好酸球浸潤と遷延性の細胞浸

潤が認められたと報告されており,受身感作法を用いた

場合には,late phase reaction(LPR)が 起こらなかっ

たと報告
10)さ れている。今回我々は,ア レルギー性結膜炎

におけるLPRの存在,細胞浸潤と接着分子の関与を検
討することを目的としたため,ア レルギーモデル作製に
は能動感作法を用いた。

臨床的観察では,抗原 (ovalbmin,OA)点 眼後 30分
をピークとして球結膜の浮腫および充血を主体とした結

膜炎症状と,点眼後 6時間以降に眼瞼の腫脹を伴った結
膜充血との二峰性の反応が観察され,前者が early phase

reaction(EPR),後者が LPRであると考えられた。一
方,組織学的に検討すると,点眼 30分後の試料では,組
織の浮腫および血管拡張がみられたが,浸潤細胞はほと

んど観察されなかった。また,点眼 6時間後では,好中
球が主体の細胞浸潤がみられ,点眼 12時間後では好酸球

主体の細胞浸潤に,点眼 24時間後では好酸球とリンパ球

主体の細胞浸潤へと変化し,結膜上皮にも障害がみられ
た。これらの所見 と喘息モデルとを比較すると,I」 ima

らH)は ,ア スカリス抗原感作モルモットではLPRの発
現時に好酸球と好中球の増加がみられたと報告し,阿久
津ら12)は卵自アルブミン能動態感作モルモットで LPR
時の好酸球の増加を報告している。また,浸潤細胞の中
でも,特に好酸球の浸潤と上皮障害に深い関係があり,
wardlaw13)は ,気管支肺胞洗浄で剥離上皮細胞数,好酸
球数および好酸球顆粒蛋自濃度との間に相関関係が認め

られることを報告している。皮膚科の領域では,Frew
ら14)が原因抗原を皮内に注射し,経時的に生検組織を検
討し,抗原誘発 6時間後の浸潤細胞は好酸球,好中球,
Tリ ンパ球であったのに対して,24時間後では,好中球
は消失し,好酸球 とTリ ンパ球になっていたこと報告し

ている。以上のことから,結膜に生じた好酸球,好中球
およびリンパ球を中心とした細胞浸潤の所見はアレル

ギー性結膜炎におけるアンルギー反応においてもLPR
ならびにアレルギー性炎症が起こっている可能性を示唆

する組織学的所見であると考えられる。

今回,接着分子に関してはイムノグロブリンスーパー

ファミリーに属する intercellular adhesion lnolecule―

図 1 点眼後 30分の臨床所見 .
著しい結膜浮腫を認める。

図2 点眼後 6時間の臨床所見.
眼瞼の腫脹および結膜充血を認める

3.免疫組織化学

点眼前および点眼 30分後では,ICAM-1陽性所見はほ

とんど観察されなかった。点眼 6時間後から,瞼結膜か
ら球結膜および輪部に至るほぼ全域の結膜下組織の血管

内皮に ICAM‐ 1陽性像が散見されたが,中でも,結膜濾
胞周囲,輪部および瞼縁付近の瞼結膜の血管に多数の陽
性所見を認め,点眼 12時間後では,血管周囲に浸潤した

一部の細胞もICAM‐ 1陽性であった (図 7, 8)。 また,
点眼 6時間以降の涙腺内の血管にICAM-1陽性の所見
を認めた (図 10)。 VCAM-1は ,点眼前から点眼 6時間
後までは,ほ とんど陽性所見を認めなかった.点眼 12時

間では,血管周囲に浸潤した細胞の一部に陽性所見を認
めたものの,輪部および結膜下の血管内皮にはほとんど
陽性所見を認めなかった。点眼 24時間では,瞼結膜から

輪部にかけてのほぼ全域で,上皮下の血管内皮に陽性所
見が観察された(図 9)。 また,涙腺内の血管では,点眼
24時間後にVCAM-1陽性の所見を認めた(図 10).連続
切片により,ICAM‐ 1ま たは VCAM‐ 1の 陽性所見を比

較検討すると,点眼 24時間後では,ほ ぼ同一の血管で
ICAM‐1お よびVCAM-1の両者とも陽性を示した (図
11)の に対して,点眼 12時間後ではICAM-1のみ陽性で
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図 6 点眼後 24時間の涙腺 (酸性ギムザ染色 )
涙腺導管周囲に好酸球の浸潤を認める。

図 3 点眼後 30分の瞼結膜 (酸性ギムザ染色 ).
結膜下組織に浮腫および血管拡張を認めるが,炎症細
胞はほとんど認めない。

ヽ く

図4 点眼後 12時間の験結膜 (酸性ギムザ染色 )。
結膜下組織に好中球および好酸球の浸潤を認める。

図 5 点眼後 24時間の瞼結膜 (酸性ギムザ染色).
結膜下組織に好酸球およびリンパ球主体の細胞浸潤を

認める。結膜上皮は一部脱落 し,goblet細胞も減少し

ている。
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図 7 瞼結膜の ICAM‐ 1(酵素抗体法).
点眼後 30分 (上段)では結膜下組織の血管は ICAM‐ 1

陰性であるが,24時間 (下段)では ICAM‐ 1陽性であ
る (矢印)。
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図 8 点眼後 12時間の輪部 (上段 :酸性ギムザ染色。
下段 :ICAM‐ 1).
輪部結膜 L皮下に好中球および好酸球の浸潤を認め,
血管内皮細胞には ICAM‐1が発現されている (矢印).
浸潤細胞の一部もICAM-1陽性である.C:角膜

'・
        ‐‐   :ヽ       ・    .  ‐‐ ‐」||:ふ

図 10 涙腺組織内の血管に発現された接着分子 .
11段 :点眼 6時間後ではICAM-1陽性の血管を認める。
下段 :点眼 24時間後ではVCAM-1陽性の血管を認める。
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図 9 験結膜の VCAM‐ 1(酵素抗体法 )。
点眼後 30分 (上段)では結膜下組織の血管は VCAM‐
1陰性であるが,24時間 (下段)では VCAM‐ 1陽性で
ある (矢印).

図 11 点眼後 24時間の瞼結膜 (連続切片 。酵素抗体
法 )。
ICAM‐1(上段)お よびVCAM-1(下段)は結膜上
皮下の同一の血管に発現されている (矢印).
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1(ICAM-1)お よび uascular cell adhesion molecule―

1(VCAM-1)に ついて検討を行った。ICAM-1お よび

VCAM-1は 血管内皮細胞に発現される接着分子として

知られている
15)。 ヒト膀帯静脈血管内皮細胞の培養によ

る検討では,無刺激の状態では軽度の ICAM-1が発現さ

れているのみであるが,interleukin_1(IL-1)や tumor

necrOtic factor‐α(TNF‐ α)な どのサイトカインで 24時

間刺激すると,ICAM‐ 1の 発現増加に伴ってVCAM-1

も発現されるようになると報告
16)17)さ れている。また,肥

満細胞およびマクロファージが放出するメディエーター

のうち,ヒ スタミン,platelet― activating faCtOr(PAF),

IL‐1,TNF‐αは血管内皮細胞の接着分子の発現を高め,

leukOtriene B4(LTB4),PAFは炎症細胞の接着分子の

発現を高めると報告
18)さ れている。今回の実験では,結膜

および涙腺の血管を中心にOA点眼 30分ではICAM-1

およびVCAM‐ 1と もに観察されないが,OA点眼 6～ 12

時間後からICAM_1が ,OA点眼 24時間からVCAM‐ 1
が免疫組織化学的に観察された。これらの所見は,結膜

や涙腺にアンルギー反応が生じることによって局所の肥

満細胞やマクロファージからサイトカインが産生され,

血管内皮細胞に ICAM‐1や VCAM-1の発現が増強した

ため,免疫組織化学的に観察されるようになったと推察

される。しかし,実際,結膜組織において,どの細胞が

どのようなサイトカインを産生しているかという点につ

いては今回検討していないため不明であった。

また, ICAM-1)ま lylnphOcyte  function― associated

antigen‐ 1(LFA‐ 1)を リガンドとし,LFA-1は ,7中球や

好酸球などの顆粒球系細胞に発現していると報告
15)さ れ

ている。また,VCANl‐ 1は very late activation antigen―

4(VLA‐ 4)を リガンドとし,VLA‐4は リンパ球,好酸球

やマクロファージに発現されていると報告
15)さ れ,こ れ

らの炎症細胞は,ICAM‐1/LFA-1経路またはVCAM‐ 1/

VLA‐4経路によって血管から炎症組織に浸潤していく

と考えられる。今回の実験で得られた浸潤炎症細胞と接

着分子 との関係 を検討 してみると,血管内皮細胞に

ICAM‐ 1の発現が増強することによって,好中球および

好酸球の結膜および涙腺への浸潤が増加し,VCAM-1の

発現によって好酸球およびリンパ球の浸潤が増加したも

のと考えられる。すなわち,ア レルギー性炎症が生じた

組織の血管では,経時的に発現される接着分子が変化し,

それに伴って浸潤細胞も変化したと考えられるが,は じ

めは好中球を含んだ非特異的な炎症反応であったもの

が,時間の経過とともにアレルギー反応に特異的な好酸

球とリンパ球の浸潤に変化していったものと考えられ

る。このような局所の変化に伴って,発現される臨床病

態も変わって行 くものと推察される。そこで今後は,個々

の細胞がどの経路を主に使用して局所に浸潤していくの

かを明確にしていくことが,ア レルギーの病態を解明し,
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治療へ と展開 してい くのに重要であると考 えられる。
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