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抗原を経口投与することにより,その抗原に対する免

疫寛容が誘導され得ることが知られている。卵白アルブ

ミンを抗原とする実験的アレルギー性結膜炎ラットに経

口免疫寛容を誘導 し,その結膜炎の抑制を検討 した。受

動皮膚アナフィラキシー反応で測定 した血清中の抗卵白

アルブミンIgE抗体価は,免疫前から,および免疫直後

から抗原内服を始めた両群ともに抗原内服しない群に比

べ有意に抑制されていた。免疫前から抗原内服 した群の

実験的アレルギー性結膜炎の強度は,惹起 30分後の結膜

血管からのエバンスブルー漏出量,および惹起 6時間後
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の好中球の浸潤数の点で,有意に減弱していた。免疫後

内服群でも色素漏出量は有意に抑制 されていた。血清

IgE抗体価 とエバンスブルー漏出度 との間に正の相関

がみられ (r=0.90,p<0.001),経 口免疫寛容による特

異的 IgE抗体産生抑制が結膜局所の炎症反応抑制に関

与 したことが示唆された。 (日 眼会誌 99:515-520,
1995)
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Abstract
Immunological tolerance can be induced by the challenge and the neutrophil infiltration 6 hours

oral administration of antigen. We induced oral after. The dye leakage of the group which had
tolerance rats to experimental allergic conjun- started feeding after immunization was also
ctivitis by ovalbumin and investigated the suppres- significantly suppressed. There was a positive corre-
sion of inflammation. In groups which had started lation between the serum IgE level and the leakage
eating antigen both before and after the immuniza- of Evans Blue (r=0.90, p(0.001). These results sug-
tion, the serum anti-ovalbumin IgE level measured gest that the suppression of antigen-specific IgE
by passive cutaneous anaphylaxis reaction was antibody production caused by oral tolerance afr-
significantly lower than in a group that had not ected the decrease of local inflammation on the
been fed antigen. The intensity of experimental conjunctiva. (J Jpn Ophthalmol Soc 99:515-520,
allergic conjunctivis in the group which had started 1995)

eating antigen before immunization, was signifi-
cantly suppressed in regard to the leakage of Evans Key words : Allergic conjunctivitis, Oral toleran-
Blue from conjunctival vessels 30 minutes after the ce, IgE, Ovalbumin, Rat

I緒  言

免疫原性をもつ物質を経口投与した時に,その抗原に

対して免疫寛容が成立する場合が知 られており, これを

経口免疫寛容1)と いう。この現象の発見は古く,実験系と

しては,1911年に Wells2)が モルモットの全身的なアナ

フィラキシー反応の予防を,1946年 には Chase3)が遅延

型過敏症の抑制を報告 してお り,後者 は Sulzberger―

Chase現 象として知られている.そ してこの現象を臨床

面に,つ まり,すでに抗原に感作されているヒトに応用

したとも考えられるものが経口減感作療法で,ヨ ーロッ

パを中心に,花粉,ハ ウスダス トなどを抗原 とした報
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告
4)5)が

多数なされている。その結果はおおむね良好で,

特にアンルギー性鼻炎患者において合併 している結膜炎

症状の改善をみた報告
5)も あったが,効果の確実性の点

で注射法による減感作療法には及ばず,治療法として広

く普及はしていない現状である。しかし,抗原の投与量,

期間,投与方法を工夫することによって,よ り良い結果

が得 られた報告
6)7)が みられ,特異的免疫療法の一つとし

て注目されている。

そして近年,多発性硬化症にその抗原物質と推測され

ているミエリン塩基性タンパクを経口投与 した臨床治

験8),お よび慢性関節 リウマチに対するII型 コラーゲン

経口投与の治験9)も 報告されている。一方,ヒ トにおける

アレルギー性結膜炎においては, これらの自己免疫疾患

の場合に比し,明 らかにアレルゲンを証明できる場合が

多 く,経口免疫寛容が期待できるものと思われる。しか

し,現在までアンルギー性結膜炎の動物モデルでその効

果を定量的に比較,検討した報告はない。今回我々は,

臨床応用のための基礎実験 として,能動免疫による実験

的アレギー性結膜炎ラットを作製し,抗原である卵自ア

ルブミン (ovalbumin,OVA)の 経口投与による影響を,

結膜血管の透過性の測定 と組織学的変化を定量化して検

討した。

II実 験 方 法

実験動物 :日 本エスエルシー船橋農場から購入した 8

週齢,体重およそ200gの Wistar系 雄 ラットを使用し

た。

抗原 :卵 白アルブミン(ニ フトリ)5回結晶 (生化学工

業)を 生理食塩水に溶解して用いた。

抗原の経口投与 :10 mgの OVAを含む生理食塩液 1

mlを ,ラ ット用経ロゾンデ (日 本クレア (株))を用いて

連日投与した。投与の開始時期は,① 免疫の1か月前か

ら,② 免疫の2週間前から,③ 免疫直後から,の 3群を

設定した。また,こ れら3群 と比較するための,抗原の

経口投与を受けない群にも免疫 2週間前から同じゾンデ

で生理食塩水の投与を行った。

免疫方法 :2.5 mgの OVAを含む生理食塩液とフロ

イント完全アジュバント (ヤ トロン)を 1:1に乳和し,

ラットの後足足脈皮下に注射,同時に Bθγttιιル クι″雰―

s′s(和光純薬)の死菌 2× 1010個 を静脈内投与することに

より能動免疫した。

血清の抗体測定 :免疫 2週間後,頸静脈から採血し,

48時間受動皮質アナフィラキシー (passive cutaneous

anaphylaxis,PCA)反 応10)で測定した。すなわち,感作

ラット血清の希釈系列を体重約 200gの未感作ラットの

背部皮膚に各 0.l ml皮 内注射し,48時間後にOVA l

mgと 0.5%エ バンスブルー液 l mlを静注,30分後に直

径 8mm以上青色化したものを陽性 と判定 し,陽性を示

す最大希釈倍率を抗体価 として表した。
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実験的アレルギー性結膜炎の惹起,お よび炎症の程度

の定量化 :免疫 2週間後に 100 μg/mlの 濃度の OVA
溶液 0.05 mlを 球結膜下注射し結膜炎を惹起し,Isoら

H)

の方法に準じて炎症の程度の定量化を行った。すなわち,

同時に1%エバンスブルーを l ml静注し,そ の 30分後

に心臓から放血致死させた後,球結膜から円蓋部,眼瞼

結膜までを摘出した.摘出組織を0.5%硫酸ナ トリウム

水溶液とアセ トン混合液 (3:7)l mlで 48時間暗所,

室温に浸漬 してエバンスブルーを抽出し,波長 600 nm

で吸光度を測定,あ らかじめ作成した検量線から漏出色

素量を求めた。

組織学的検討 :上記の条件で結膜炎を惹起させ,その

30分後,お よび 6時間後に眼瞼を含めて眼球摘出した。

10%ホルマリン固定し,パ ラフィン包埋後,眼球の最大

割面 (垂直方向)で 4μmに薄切 し,ヘマトキシリン・エ

オジン (HE)染色およびヘマ トキシリンーハンセル染

色を行い,光学顕微鏡で浸潤細胞の同定およびカウント

を行った。細胞の計測部位は球結膜,円蓋部結膜,眼険

結膜の固有層 とし,算出は一辺が 0.25 mmの 正方形を

1視野として,倍率 200倍で 1標本につき任意の 8視野

を計測し,そ の平均を単位面積当たりに換算した。

統計 :有意差の検定はすべて studest'st― testを 用い

た。数値は平均値士標準偏差で示した。

III 結  果

1.血清の抗 OVA IgE抗体価

免疫 2週間後に 48時間 PCA反応で測定した血清中

の抗 OVA IgE抗体価は,生理食塩水投与群,つ まり抗

原内服を受けない群 (n=18)で は 9.3± 2.6倍であった。

これに対し,免疫直後から抗原内服を受けた群 (n=7)で

は 2.4± 1.9倍 (p<0.005),免 疫の 1か月および 2週間

前から抗原内服を受けた群 (n=13)ではすべて希釈 しな

い血清でもPCA反応は検出されず, 1倍未満であった

(図 1)。

2.結膜エバンスブルー漏出量

1%エバンスブルーl mlを静注すると,粘膜面や眼瞼

縁で若干青色化がみられる。加えて,結膜下注射による

非特異的な色素漏出がデータに介入することも考えられ

たため,生理食塩水結膜下注射 30分後のエバンスブルー

漏出量を測定したところ,4.50± 0.67 μg/ml(n=18)で ,

各個体間で大きなばらつきはみられなかった。また,免

疫を行わなかった未感作群 (抗原経口投与もなし)に前述

の濃度のOVA溶液 を結膜下注射 した場合 も4.17士

0.71 μg/ml(n=6)と ほぼ同量の色素漏出がみられ,タ ン

パク質の注射による非特異的な刺激は無視し得るもので

あった。

結膜炎惹起 30分後のエバンスブルー漏出量は,抗原内

服を受けない群 (n=11)では 15.91± 5.63 μg/mlであっ

た。これに対し,免疫直後から抗原内服を受けた群 (n=
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受動皮膚アナ フィラキ シー反応抗体価

図 3 血清 IgE抗体価と結膜エバンスプルー漏出量
の相関.

黒四角 :抗原内服 (― ),自四角 :免疫後から内服,

自丸 :免疫 2週前から内服.r=0.903,p<0.001

潤数は好中球,好酸球ともに各群間で有意な差はなかっ

た (表 1,2)。 惹起 6時間後では,抗原内服を受けない群

で好中球数は 30分後の約 15倍に増え,固有層の厚さの

増大が著明であった。これに対 し,免疫 2週間前から抗

原内服した群は, 6時間後の好中球の数において有意に

抑制されていた (p<0.005)。 免疫直後から内服 した群で

は,抗原内服 しない群より好中球の数の平均値は少ない

ものの,統計学的に有意な差は認められなかった。好酸

球の数は 6時間後においても各群間で有意差はなかっ

た。

IV考  按

抗原を内服した後,その抗原に対して特異的に免疫応

答が低下または消失している状態,つ まり,経口免疫寛

容の成立にはいくつかの条件が影響を与える。まず第一

に,内服する抗原の量であるが,過去の報告では用量依

存的に免疫反応を抑制する傾向がみられた, とするもの

が多ぃ12)13)。
例えば,今回の実験 と同じOVAを ,異なっ

た量でマウスに単回投与 し比較 した報告14)で も,IgEお
よび IgG抗体価の抑制効果は,20 mg,10 mg内服群に比

べ l mg内服群において弱かったことが示されている。

しかしながら, このような単回投与では十分な抑制効果

を示さない量でも,投与を反復することにより,よ り強

い効果が得られることが知 られている14)15)。 Nganら 15)

はマウスに 2週間隔日で経口投与し,PCA反応を有意に

抑制 し得 る最小のOVAの 量 は 1日 当た り100 μgで

あったと報告している。今回我々は,結膜炎の炎症の強

さ,特に血管透過性克進の程度を定量化するため実験動

物をラットとしたが,上記の知見から,1日 当たり10 mg

のOVAの連日投与は経口免疫寛容を誘導するのに十分

な量と考えた。当然のことながら,こ の免疫寛容を誘導

し得る抗原量は抗原の種類により異なり,こ れはその夕
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図 1 血清中抗原 (OVA)特異的 IgE抗体価 .
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図 2 結膜エバンスプルー漏出量。
*:p<0.05,**:p<0.005,ns:有意差な し (p>
0.05)。

10)で は 8.91± 3.10 μg/ml(p<0.005),免疫の 2週間前

か ら受 け た群 (n=10)で は 7.98± 1.41 μg/ml(p<

0.001),免疫の 1か月前から受けた群 (n=3)で は 7.58±

1.42 μg/ml(p<0.05)と 有意に抑制されていた。抗原内

服群の間で,内服開始時期による有意な差は認められな

かった (図 2)。

3.血清の抗 OVA IgE抗体価と結膜エバンブルー漏

出量の相関

血清 IgE抗体価 と結膜炎強度の指標であるエバンス

ブルー漏出量 との相関係数 rは 0.903で,有意な正の相

関がみられた(p<0.001,図 3)。

4。 組織学的検討

図 4に抗原内服を受けない群の,結膜炎惹起 30分後と

6時間後の光学顕微鏡像を示す。惹起 30分後の組織像で

は,固有層の間質の浮腫,血管の拡張がみられ,一部で

は血管周囲に炎症細胞の浸潤が始まっていたが,その浸

「

~~~~¬
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図4 抗原内服を受けない群の結膜炎の光学顕微鏡像 (ⅡE染色).

A:結膜炎惹起 30分後.固有層の浮腫,血管の拡張を認めるが,炎症細胞の浸潤は一部の血管周囲にとどま

る。B:結膜炎惹起 6時間後。著明な好中球の浸潤と固有層の腫脹を認める。

p:眼験結膜,f:円蓋部結膜,b:球結膜,バーは 200 μm

表 1 結膜組織中の好中球数 表2 結膜組織中の好酸球数

結膜炎惹起    結膜炎惹起
30分後 (個/mm2)6時間後 (個/mm2)

結膜炎惹起    結膜炎惹起

30分後(個/mm2)6時間後 (個/mm2)

抗原内服 (― )群

免疫後から内服群

免疫 2週前から内服群

4,273:士:1,447

2,387=ヒ 1,780 1ls

735± 470  Ⅲ

それぞれ n=4,ネ :p<0.005(抗 原内服 (― )群 との比較 )

ンパクが胃を通過後,腸管粘膜から吸収されパイエル板,

あるいは腸管隣接 リンパ組織で抗原として処理される,

という一連の過程があるためと理解される。ちなみに,

注射法による減感作療法が一般的に行われている花粉症

抗原内服 (― )群

免疫後から内服群

免疫 2週前から内服群

それぞれ n=4

などのアレルギー疾患においては,有効であった内服量

は皮下注射する場合の量の 100～ 200倍が必要であった

とする報告
5)7)が多い。いいかえると,経口減感作の有効

性が示されなかった報告ではアンルゲン溶液を 1滴ずつ
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今回の実験では,結膜炎惹起数分後に生じてくる結膜

血管の透過性克進は,肥満細胞が持つヒスタミンをはじ

めとする pre―formed mediatorsの 放出によるもの,つ
まりI型アレルギー反応の強弱の指標 と考え,それぞれ

のラットの血清中の抗 OVA抗体価 との関係をみたとこ

ろ,正の相関関係がみられた(図 3)。 このことは,抗原

特異的 Tsが IgE抗体の産生を抑制 し,その結果 として

結膜局所の炎症が減弱したことを示唆すると考えられ

る。

今後は,臨床的に問題となつている花粉などによるア

レルギー性結膜炎に経口免疫寛容を誘導し得る抗原の精

製方法,投与量,期間についての検討をするとともに,

結膜炎抑制の機序についてより詳細に検討していく予定

である。

本論文の要旨は,第 98回日本眼科学会総会で発表した.
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