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酵素抗体法により正常結膜およびアレルギー性結膜炎

の結膜における S‐ 100蛋白陽性細胞の分布を観察 し検

討 した。実験動物としてハー トレイ系モルモットを用い

た。正常群は非感作群モルモットとし,ア レルギー性結

膜炎モデルは,卵白アルプミンと水酸化アルミニウムの

等量混合液をモルモット腹腔内に注入 し感作した後,卵
白アルプミン溶液点眼により発症 させた。免疫組織化学

法 として抗ウシ脳 S‐ 100蛋白ウサギ抗体を一次抗体 と

し,間接酵素抗体 (ABC)法で染色 した。両群の輪部上皮

内や,眼瞼皮膚上皮内の S‐ 100蛋白陽性細胞の分布はラ

ンゲルハンス細胞の分布と思われた。また,正常結膜で
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約

は,結膜濾胞の濾胞域にわずかに胚中心がみられたが,

アレルギー性結膜炎群では胚中心が多 くみられた。この

胚中心では S‐ 100蛋白陽:出細胞を認め,folhcular den¨

dritiC Cell,interdigitating cellの 存在が示唆された。

以上から,角膜輸部,結膜濾胞の濾胞域および傍濾胞域,

皮膚に抗原提示機能を有するantigen presenting cell

が存在 す る可能性が示唆 された。 (日 眼会誌 99:

873-877, 1995)

キーワー ド:S‐ 100蛋白,ラ ンゲルハンス細胞,嵌合細

胞,濾胞樹状細胞,抗原提示細胞
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Abstract
We compared the distribution of 5-100 protein In the allergic group, positive cells were also detect-

positive cells in normal conjunctiva and in an in- ed in palpebral conjunctiva and the germinal cen-
duced allergic conjunctivitis model using Hartley ters of conjuctival follicles. These cells were iden-
strain quinea pigs. The animals were sensitized by tified as follicrrlar dendritic cells or interdigitating
intraperitoneal injection of ovoalbumin solution cells. In conclusion antigen presenting cells were
with hydroxy aluminum, followed by topical applica- present in the limtral conjunctiva, follicular and
tion of the ovoalubumin solution. The primary anti- parafollicular area of conjunctival follicles, and
body was antibovine brain 5-100 positive antibody, palpebral skin in the allergic conjunctivitis models.
detected by the avidin biotin complex method. 5-100 (J Jpn Ophthalmol Soc 99:873-8?7, 1995)

positive cells were present at the Iimbal corneal
epithelium and on the skin of the palpebrae in both Key words: 5-100 protein, Langerhans cell, inter-
the normal group and the allergic conjunctivitis digitating cell, Follicular dendritic
group, indicating the presence of Langerhans cells. cell, Antigen presenting cell

I緒  言

S-100蛋白は当初,神経組織,特にグリア細胞に局在す

る特異蛋自と考えられていたため,グ リオーマの病理診

断マーカーとして基礎および臨床に導入された1)。 しか

し,その後の研究により神経組織以外にもS‐ 100蛋 白に

陽性を示す様々な組織や細胞が明らかとなり, リンパ系

組織でも,皮膚の Langerhans cell(LC)や リンパ節の

interdigitating cell(IDC)が S-100蛋白陽性であること

が知らオ■ている2)3)。 Follicular dendritic cell(FDC),

LC,IDCな どの樹状細胞は,抗原提示細胞 としての働き

があり,局所の免疫機構を考えるうえで重要である。特

にLCについては,田川ら4)5)に よって,角膜輪部に存在

する抗原提示細胞 としてその存在は既に報告されてい
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る。しかし,S‐ 100蛋白をマーカーとして結膜組織の樹状

細胞について検討した報告はまだなく,眼科領域では,

船田ら6)の ヒト虹彩における S‐ 100蛋 自陽性細胞につい

ての報告があるのみである。今回我々は,S-100蛋自の

結膜での抗原提示細胞のマーカーとしての役割について

注目した。ハー トレイ系モルモットを使用し,正常結膜

とアレルギー性結膜炎モデルにおける S‐ 100蛋 白陽性細

胞の分布について検討を行った。

II実 験 方 法

実験動物 には300～400gの 自色ハー トレイ系モル

モットを使用し,正常群 5匹 10眼 とアレルギー性結膜炎

群 5匹 10眼の 2群に分け検討 した。正常群は,末処置

(無点眼)のモルモットとした。アレルギー性結膜炎群

は,以下の処置を行った。卵自アルブミン (100 μg/ml)

と水酸化アルミニウム (5 mg/ml)の 混合液 l mlを モル

モットの腹腔内に注入し感作し,そ の後 14日 後に卵自ア

ルブミン (5 mg/ml)を 点眼し,ア ンルギー性結膜炎を発

症させた。アンルギー性結膜炎群は,ア ンルギー発症 24

時間後に,正常群は未処置のままペントバルビタールナ

トリウム (ネ ンブタール①)の過量腹腔内投与によって

屠殺し,眼瞼ごと眼球を摘出した。

摘出した試料は直ちに 2%Periodate lysin paraform―

aldehyde(PLP)溶液で 1時間固定後,OCT compound
に包埋 し, ドライアイスイソペンタンで急速凍結した。

凍結した試料は,ク ライオスタットを用いて約 6μm厚
に薄切 し,L‐ リジンコー トスライドに塗布 し風乾した後 ,

以下の染色を行い,光学顕微鏡で観察した。

1.酸性ギムザ染色法

標本 は 70%ア ル コールに 3分 間浸漬 した後,Diff

Quick ③ (ミ ドリ十字)を 用いてキットの染色法に従っ

て染色 し,結膜の炎症性変化を観察した。

2.酵 素 抗 体 法

抗 ウシ脳 S-100蛋 白ウサギ抗体 (Reserch develop_

ment corp.)を 一次抗体 とし,間接酵素抗体法 (ABC法 )

で染 色 した。ABC法 に はVectastain ABC kit ①

(Vector社 )を用い,ペルオキシダーゼの発色には 3,3′ "

ジアミノベンチジン四塩酸塩 (和光純薬株式会社)を用

いた。核染色はメチルグリーン染色を行った.

III 結  果

1.酸性ギムザ染色

正常群,ア レルギー性結膜炎群ともに結膜濾胞は下眼

瞼円蓋部に存在し,内部は濾胞域,傍濾胞域,円蓋域に

分れていた。正常群では,結膜上皮は結膜上皮細胞およ

び杯細胞が観察され,結膜下組織にはほとんど細胞浸潤

を認めなかった。アレルギー性結膜炎群の瞼結膜上皮に

は,杯細胞は殆ど認められず,結膜上皮は脱落もしくは

一部欠損していた。また,結膜下組織では, リンパ球 ,

日眼会誌 99巻  8号

図 1

上段 :ア ンルギー性結膜炎群の瞼結膜 (酸性ギムザ染

色)。 結膜下組織では,リ ンパ球,好中球,好酸球など

が浸潤し,上皮は一部脱落している。験結膜上皮 (矢

印)。 下段 :正常群の瞼結膜。上皮には杯細胞が認めら

れた (矢印)。

図 2 正常群眼瞼の皮膚面 (酵素抗体法).

上皮基底部のS-100蛋 白陽性細胞 (矢印)。
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図3 アレルギー性結膜炎群の験結膜 (酵素抗体法)

上皮下に S‐ 100蛋 白陽性細胞を認める。

図 4 アレルギー性結膜炎群の結膜濾胞 (酵素抗体法 )。

S-100蛋 自陽性細胞が融合 し,網 目状に濾胞域全体

が染色されている。FA:濾胞域 .

図5 アレルギー性結膜炎群の結膜濾胞強拡大 (酵素

抗体法).

好中球,好酸球などが主体の細胞浸潤を認めた (図 1)。

2.酵 素 抗 体 法

1)眼瞼皮膚

正常群,ア レルギー性結膜炎群 とも,上皮基底部に S―

100蛋白陽性細胞が並んで観察され,特に瞼縁付近の皮

膚では高密度であった (図 2)。

20μm
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図 6 アレルギー性結膜炎群角膜輪部 (酵素抗体法 )。

アレルギー性結膜炎の角膜輪部上皮付近に認められた

S‐ 100蛋 自陽性細胞 (*印 ).血管腔周囲にも存在する

S-100蛋 自陽性細胞 (矢印).
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図7 正常群角膜輪部 (酵素抗体法).

L皮基底部にS-100蛋 自陽性細胞が並んでいる
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2)結膜

正常群では,球結膜から瞼結膜にかけてのどの部位に

もS-100蛋自陽性の細胞は殆どみられなかった。一方,

アレルギー性結膜炎群では,瞼結膜の結膜下組織に細胞

浸潤が強く,一部結膜上皮が脱落 している瞼結膜では,
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図8 陽性対照 (酵素抗体法)。

虹彩根部の S‐ 100蛋 白陽性細胞 (矢印)。
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上皮直下に樹枝状をした S-100蛋白陽性の細胞を認めた

(図 3)。

3)結膜濾胞

正常群では結膜濾胞の濾胞域に胚中心が存在する場合

と,存在しない場合とがあり,胚中心が形成されていな

い濾胞域には S‐ 100蛋自陽性の細胞は認められなかった

のに対し,胚中心を形成している濾胞域では胚中心に網

目状の陽性像を示した。これに対し,ア ンルギー性結膜

炎群では濾胞内に胚中心の形成が殆どの例に認められ,

濾胞域内は S‐ 100蛋白陽性細胞が融合し網目状に濾胞域

全体が染色された (図 4,5)。 アレルギー性結膜炎群の

傍濾胞域の特に血管周囲にも樹枝状に染色される細胞が

観察された。

4)角膜輪部

正常群およびアンルギー性結膜炎群ともに,角膜輪部

上皮の基底部付近には 1列に並ぶ比較的大型で不規則な

形をした S-100蛋白陽性の細胞を認めた (図 6)。 また,

アンルギー性結膜炎群では角膜輪部上皮下の血管周囲に

は樹枝状の S-100蛋 自陽性細胞が存在し,細胞突起で血

管腔を取 り囲むように存在していた (図 7)。 さらに,輪

部付近の角膜実質内にも,S-100蛋 白陽性細胞を認めた。

5)虹彩根部

正常群,ア レルギー性結膜炎群 とも虹彩根部の実質内

に不規則な形をした S■00蛋 自陽性細胞を認めた (図 8).

IV考  按

S-100蛋白は,1965年 Moore7)に よって,ウ シの脳から

発見された酸性蛋自で,100%の飽和硫安に可溶性である

ことからその名前が与えられた。S‐ 100蛋白は神経細胞

やグリア細胞,特にアス トログリアに多量に存在し,末

梢神経系ではシュワン細胞に局在しているため,長年代

表的な神経系関連組織・細胞のマーカー抗原 として免疫

組織化学の分野で利用されてきた1)。 しかし,最近になっ

てメラノサイ ト,軟骨細胞,脂肪細胞,筋上皮細胞,汗

腺などの神経外組織にもS-100蛋自の局在が認められる

とともに1),リ ンパ系組織では,マ クロファージや皮膚の

LC,さ らに末梢 リンパ組織,胸腺髄質に存在するIDCが

S-100蛋 白陽性であることが判明した8)。 また,こ の蛋白

はα鎖とβ鎖のサブユニット組成を持つ 2量体であり,

その組み合わせによって,S-100 ao(α α),S-100a(αβ),

S-100b(ββ)の 3種類の S‐ 100蛋 白が存在す る9).LC

や,IDCは β鎖のみから成る S■00b蛋 白を持ち,単球/

マクロファージ系細胞には,α 鎖のみから成る S-100 ao

蛋白が局在している1)。

現在,S-100蛋 自抗体は数社から

市販されているが,どの抗体 も主としてβ鎖を認識する

抗体であるため,今回の実験では単球/マ クロファージ系

細胞を同定することはできなかったと考えられる。今回

の実験では,正常群,ア レルギー性結膜炎群の両群に見

られた虹彩根部実質内の S‐ 100蛋 自陽性細胞は,既に船

日眼会誌 99巻  8号

田ら6)が報告している虹彩のメラニン細胞であると推測

され, この細胞を陽性対照として参考にした。

今回実験モデルにモルモットを使用したが,モルモッ

トについては 1979年 Klareskogら 1°)が,モ ルモットに

は角膜輪部上皮中に抗 Ia抗体に染色 される樹状細胞が

あることを報告し,1980年 Chandlerら 11)に よって結膜

円蓋 部 に結膜 リンパ 装 置 (coniunctiva‐ assoCiated

lymphOid tissue,CALT)が 存在していることも報告さ

れているように,結膜の免疫応答に関与する細胞や組織

が解明されている。また,モルモットはアレルギーモデ

ルとしても有用な動物であり12),結膜の炎症性変化を観

察するため,今回はモルモットのアレルギー性結膜炎モ

デルを実験モデルとして使用した。

LCは ,ATPasel染色や non‐ specific esterase i染色,S―

100蛋 白に陽性を示す細胞で,酵素組織化学や免疫組織

化学的手法により観察可能であり,電子顕微鏡による観

察では細胞質内に Biぬeck顆粒 と呼ばれるラケット状

の構造物を持つことにより同定されるため,既に皮膚表

皮内に存在する抗原提示細胞として知られている。田川

ら4)は モルモットの角膜輪部および上皮中に皮膚表皮中

と同様 LCの存在することを電子顕微鏡およびATPase

染色により示し,角膜輪部実質中に少数ではあるが Bir―

beck顆粒をもつ典型的なランゲルハンス細胞が上皮直

下あるいは血管周囲にみられたことを報告している。以

上のことから,眼瞼皮膚表皮内および角膜輪部に認めら

れた S-100蛋 白陽性細胞は,そ の分布からLCが最 も考

えられた。LCは免疫細胞 として,表面抗原の主要組織適

合遺伝子複合体 MHCク ラスII抗原 を強 く発現 してい

ることから,体表面の組織において外界などからの抗原

情報をTリ ンパ球へ伝達する抗原提示細胞 として働い

ていると考えられている5)。 今回の実験でも,正常群 と比

較してアンルギー性結膜炎群の角膜輪部上皮下の血管周

囲や角膜輪部実質内などの場所で陽性細胞が多く認めら

れた。竹内らは13),春季カタルなどのアレルギー性結膜

疾患において,結膜上皮および実質内で LCが増加 して

いると報告し,遅延型過敏反応ばかりでなく,即時型ア

レルギーに対してもLCが関与していることを示唆 して

いる。今回の LCと考えられるS-100蛋 自陽性細胞の増

加は,ア レルギー反応によるLCの変化が組織学的に観

察されたものと考えられた。

樹状細胞と呼ばれる非貪食性の抗原提示細胞には, リ

ンパ組織中の B細胞依存性領域,特にリンパ濾胞の胚中

心に存在するFDC,T細胞依存性領域に存在する IDC

などがあり, これらIDC,FDCは Nakalimaら 2)3)に よ

り,S-100蛋 白陽性であると報告されている。粘膜組織に

は粘膜関連 リンパ組織 (mucosa―associated lymphOid

tissue,MALT)と 呼ばれるリンパ組織があり,そ の 1

つであるPeyer板では,B‐細胞領域である濾胞域,T―細

胞領域である傍濾胞域,さ らに円蓋域 と内部が細分化さ
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れている。IDCや FDCの分布はパイエル板 においても

例外ではな く,傍濾胞域 には IDC,胚 中心には FDCや
tingible macrophageが散在 していると報告

14)さ れてい

る。モルモットの結膜 において MALTに 相当する組織

として,結膜関連 リンパ装置 (CALT)が報告 されてお

り,臨床的には結膜濾胞に相当する組織であると考えら

れている。CALTは パィエル板 と同様に結膜上皮下に円

蓋域,濾胞域,傍濾胞域 に分かれてお り,傍濾胞域 は

T‐ceH領域,濾胞域は B‐ cell領域であることが報告
15)さ

れている。一方,田川 ら16)が
行った結膜濾胞の免疫組織

化学的検討では,濾胞内に LCは 認め られていない。

CALT内 の S‐100蛋自陽性細胞については,パイエル板

と同様 に胚中心には FDCが,傍濾胞域では IDCが存在

する可能性が示唆された。CALTは,IgAを 介 した生体

防御を誘導する組織であることから,正常群およびアレ

ルギー性結膜炎群 における,二次濾胞の形成がアンル

ギー反応 としてのものなのか,抗原侵入に対する防御反

応の結果であるかは不明であったが,二次濾胞形成 に

よって,FDCと 考えられる S-100蛋 白陽性細胞の増加が

みられたものと考えられた 17)。

今回の実験では細胞特異的マーカーや透過型電子顕微

鏡を用いての個々の S‐100蛋 白陽性細胞の同定には至っ

ていないが,角膜輪部では LC,濾胞域では FDC,傍濾

胞域では IDC,眼瞼皮膚では LCと 思われる細胞が染色

された。特に結膜濾胞内に LCと は異なる樹状細胞が存

在している可能性が考えられた。
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