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関線

1 k:計六

11損傷決死因 r(Tumor Necrosis FaCIOI民 朴JF伸 α) は主として活性J_¥;Jマクロフ 7ージ

や T細胞から Jlìl'J.:されるサイトカインであり，リーダーペプチド 76 残)-~'I'Jii.!iノ州生

の 1llJ い 20 残 Jムを ~t 通領域として車Ul J泡朕に結合した 26.5kDa の 11英司1 ，あるいは

51kDaの二三主体分泌、製として侮在している。TNF-a は 1975年，BCGあるいはリ

ポポリサ γ カリド (LPS)などの免疫系賦活斉1)で処用した動物の[JJI中に存住する，服

務t災死芯起物質として発見されたためこのように命名された (1)0 しかし，実際に

その生体|人lにおける活性として報告されているものは，抗1Iill.jJ)j， lJL微生物，炎症，

組織修復，免疫系賦前，食欲低 I~ ， 1(;熱，雌1Il~導入，ホルモン分泌 . i'f. II~調節など

多岐にわたり ，機有なLI::.則的・病的状態，例えばIE1j!;'免疫反応，急性 慢性炎症お

よび免疫疾忠 C!lXr(ll痕， Ili~マラリア，移 M-tEi絶反応 . r.伝血性 l障害，感性 11重:[JJ~ r 忍i伝

1't)において屯~な役割を果たすことカf匁| ら れている (2-5 ) 。

-)i.祢 JFα の受容体としては 2偲の児なるものがJLI.Hされており (5)，それ

ぞ「れ Type1 (p55)， Type 11 (p75) とされ，前者はとくに J~皮系の細胞を中心として広

い組織分布を示し，後者は造曲l組織 (とりわけ的性化B細胞 .1'細胞)に強〈発現

している。換言すれば，赤Ifll球. ~I三 iltit't Jí~ T細胞， .1血小仮をi徐く始どの細胞JI英ょに

いずれかの受存体が存干Eし，加えて近年.吋溶性のTNF-α の革!?1合蚤(1の存(Eが報侍

されている (6)。

このような'I=.HWJでの広範聞にわたる分布と多極多線の作111を考えると， TNF-a 

がIIII組織においても何らかの作In を前し，極々の lIN. l~!J:. に l均わっ ている可能性は卜

分舵iJ!iJされる。ゲ長これまでに。TNF-a が綱脈絡IJ英によ ってj)r，A::されることが篠認

され (7)， 1'1 L.'.免疫悦ぶどう IJ失炎の )E! li~ に|見J ';・しうることについては多数の桜告が

なされている (8-10)ロ -)T， fl] IJ克組織における TNF-α の I11RN A の~.fJì，は椛汗さ

れているものの (7，11，12) ， IUi\'ないし附)~された ilJJI実による 行~F-α の片ri'tある

いは分泌についてJI'Hk検討されたものはなし、。 またTNF-aがj(J)J良品11M世にどのような
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作日lをt:fdますのかについてはほとんど知lられていないのがm状である。

以 1:の.~~をふまえ，炎出の j戎\/_および免疫 ílJllijll に閃 Ij.するi]i;安なサイトカインと

しての TNF-α の役割を考慮し. 1)s々 な炎J，'，''1'1:I:夫jよlのぬとなる ffJ朕組織においても

TNF-α が院生され，それらの病18の i::必る:弘u.としてj/l'JTIしうるという仮説をιて

た frJ 11民組織内において TNF-a をJlE'r: することが i~怨される細胞は，向脱周辺高lí

に多く存住することが主fIられているランゲルハンス羽11胞である (13.14)内しかしな

がり. fiJII支をf{~成する問有の細胞，すなわち|二11改III H包，実質細胞， 内皮細胞 (1体に

TNF-α のilELJ三能力があるかどうかということは主11られていなし、。

このlxをゆ]らかにするために本研究ではマウス fiJI肢の'1'央部より得られた組織Jt

の構益を行ないsη~F-α の mRNA の発J}}.と政'1:について検討したっこの際，強

みな η~Fα I生生刺激物質としてしばしば月1 ~、られる制的山米の')ボポリサ y カリ

i'< (LPS)でマウス角膜)¥の刺激を1jなっ七 5 マウス'1':たj'ifSfy11具には TNF-α をilIf'j:.

しうる lilLJ;k系細胞がほとんど存住しないことかり.このhilにより trJ)j英問.tJの細胞

におけるTNF-α の発現 ・慌'1:の検討が可能であると与えられた。4qiJf究では，実際

にrl"央自I1角)j失が 行-iF-α の mRNAを発現し，η，F-α をlをIJ三 分泌ーする能)]をイ守す

ることを示した。 さらに 54 1除疾忠に刈して日~;;~.臨床仁しばしばmいられる副腎皮質

ステロイド(グルココルチコイド) .および代}((I(jな免疫抑制1:疑として i的IJされる

シクロスボリン Aの.TNF-α 1VJ}. . 分泌に及ぼす幼~~も険，).1 した。

4 
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2 JJil、と材料

1)マウス中央部trJ1I史j干の採取とそのI庁長

生後 4-6迎の雌 C57BL/6マウスより， The ."osocialion for Research in Vision and 

Ophlhalmology (ARVO)の規定に従し、，滅的操作 Fにトレパンを用いてi.f: 1.3 mll1k 

の切開組織片を採取した。上奔養11主主しては Hall1 12 および Dulbecco'育 Mocliti巴d

Essential Medium (DMEM) 1 1混合楠j也をIIJい， 10% ウシ!I台児Jfll消，マ ウスヒ皮成

長因子 (EpidermalGrowlh Factor.. 1 ng/ll1l) ，ペニシリン (200U/ml)，ストレプトマイ

シン (200μg/rnl)を添加lした。ifJI民片はまず阿倍長1夜中で 1IEIi'ki$し，後 18mmの

よ者養ITIウエル内に設置された後 10mmのフィルヂ-1::.に，上皮1fl1Jを上にした状態

で置いた (1却し lフィ 1レターにつき RT-PCRi去のためには 5f毘T それ以外の実験

の場合には 10個) 。このフィルターは.fiJ股11の緩后例定のため，およびf1j膜細

胞の佐竹を 一定に似つためのものである (15) r. fiJ)j英片がフィルターに十分161定さ

れるまで約 15分間J. 37"C，滅的 nこ欣置した後. lmlの府議液を注意深く加え 1

37"C， 5% CO， -95%大気に似たれたインキュベーター内に府去をした。 211後，よきJ血

を析鮮な府主主ia380μl と交換し， 白11には E.coli 055:B5由来の LPS 1 ~lg/mlを添

加|した。 さらにそれぞれの笑験に応じ定のlJ'j f/日清~を行なった (RT-PCR のた

めには 61時1m，その他の場合には言，.24 11.¥'問， 1刈2)。

TNFα の mRNAの発現を検討するためには，角膜)'iはプラスチ .;;クチューブに

収め， -80"Cに保存した。 また TNF-α の分泌iJlII，主のため，培養上drを保集し -20"C

1、にj行政した。免疫組織学的検討のためには後述のように.戸lJ挺片を治安終 n愛Ul

ちに Tissuc-TekOCT compouncl rtに包却 し，液体3E.素をIIJ¥'、て凍結， -20"C fにl行li:ま

した。 ~(:;J支 P:)J 1Iil)~を!円いた実験においては . 各柴t斉剤?刊1リJtは止上mi汚干hヨ炎、主引l!IJf別f](l飴台11ιl江:2i後愛よ lり)l昨;庁?地lけ|ド1にそ

れぞ

宇名十d楽主高却剤lりlの司澗司盤は以下のように行な つた。プレドニゾロン ・プデゾニドは 10.1M に

なるように 100% エタノールに溶解した。 またシクロスボリン Aはエタノールに溶

解し (10mg/ml) . ):荷主主i夜で 11l1g/1ll1の淡j正に市釈した後 '1"cに似イJーした(16)。

。
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凶 l マウス11111見片の保l伐と晴Jlf

在〉和

じ3mm 

③十一-----....、
medium 

イ/一

cornea 
filter 

図 2 1主jij莫片培養プロトコール

トープヂ

判

色

町

染
α
織

州

姐

/

」

凶

佑

一
R
d
f
|
l
F
 

48 h 6 h 18 h 

ーー一ーー一一 LPS 一一ー一一~
免疫抑制薬

6 



関根

2)角1)英*111胞の消納とやか，fさの，;'F1uli

実験系を確、zーするにあたり ，j:百五ーされた 1()1I呉川，'，の細胞が実際にT:'I9iI[能をイIし，

生存していることを確認することは主従である。そのfJ的で，まず111111'[能の倹討を

子bromo-2可ーdeoxy-uridine(BrdU)によるラベリングで評価liした。克際には， di販のキ

γ ト (BoehringerMannheim Biochcmica社製)をiHいj:庁J血，r'に BrdU (10 u.M)を加

え一昼夜 37"Cに静位後， リン酸緩衝 if~ で 3I!iJ 洗浄，さらにエタノール凶定 (-

20"C )を行な った。それにTris-グリシン緩衝液を加え，マウスjfcBrdU 抗体存在下

に 45分間j泣いた後，同ノ〈ツファーで 3ful洗浄し，ベJレオキシダーゼ際法jJcマウス

IgG 抗体と反応させた。制j泡I別立は顕微鏡下に ペルオキシダーゼ染色された細胞の

伎を観察することにより判定した。

また本研究ではf()1)英細胞における行ザーα の発現 i室生に汁する来高IJの効果を倹

討したが，その際特集剤の1I)1)長細胞の生イFに'jえる影枠を， 3-(4.5-dil11elhyhhiazol-2-

yl)-2，5 telrazoliul11 bromide (M了r)を色ぷとして川いた比色法 (MTIア yセイ )

( 17)によ って評旬liした。このfiil;の原Jlgは，え下存する細胞内の酸化的代謝iifi1tをp

それに併とって坐じる MTIi玄J[:反応を定品ーすることによ ヮて.間後的に細胞の生存率

を判定するというものである a 押守護された 5r闘の fiJlI英片をリン酸緩衝if~ で 2 問洗浄

した後， 0.5 I11gJml MTIを添加した Krebs-Ringer液 (101llJV! HEPES. pH 7.4司0.5mM  

NaH'pO，・ 2mM  NaHCO" 140 mM  NaCI， 3.6 mM  KCI. 0.5 111M MgSOJ' 1.5 mM  CaCI，. 

0.1% bovine serulll albumin司 I1.2 mM  glucose) qlに37'C， 30分間インキュベートし，

20% ~odium dodecyl sulfar巴/50% N， N-dimelhylJ'onmtmideを含む液を加えて向IJ英細胞を

的解させ， tJ抽111出Hされた途J必亡印E思担!リ1Mπ(巾1'0口rl11η111泣 a叩nC口ry戸ste.'ζa州1

Lab協、y戸SIぼemsMu川u川11山川11川lis鈴canMS m川11にcr悶opla臼nほer悶eaωde引r (BiωoConc巴p似Jt社z製1υ)を刑いて乱制測!阿IJi定主しfたニ→

7 
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3) ELlSA Y.去を)JJ¥.、た TNF-α 分泌のiWJ定

マウス TNF-α のiJ!Jj定は 1nnogenetics f 1による ELJSAi.去を応川したア ッセイキ ッ

トInnobasics-IO をJlJし、てiJ!iIAした。この)j法は.サンドイ .;1チタイ プの酔ぷイミュ

ノアッ セ イr去にltづいたものである(図 3)。 倹体'-1'のマウス 廿叫Fα は，マ イク

ロプレートにコーテイングされたウサギ抗マウス TNF-α ポリクローナル抗体と結

合する。その後さらにピオチンを結合させた抗マウス TNF-α抗体を添加すると ，

この抗体はマイク ロプレー ト'i'で形成された TNFα 一抗体複合体に結合すること

になる。過剰なピオチン結合抗体をi先行干によって除き .horseradisb peroxidaseに結合

したス トレ プ トアビジンを 加え，やはり余剰分を除いた後，最後に j，Effとして

tetTumelhylbenzidine-chromogenを添加する。この醇素反応は 2N H，SO.を添加するこ

とによって停止させ，1'.}1主した発色物質を自動ELlSAスキャナーを 111v、て甘え長 450

nm にて定量した。この場介のマウス TNFーα の倹出限界は 15pg/mlである

8 
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4)バイオア ''/セイ法をJlJIt、た TNFα分泌の測定

i氏当主角 IJ~1)'l-か ら分J必された TNF-α の '1:， 物乍 (1り ii~' 1'I=.を. TNF-α に"うiい!~受性を Jう:

つ舗をIt土庁長級品ft肉JJ電車rUIJ包株 WEHl164 (ぉlIbclone13) (18)をJ円いた M吋 アγセイ

(上述)で測定したo6 x 10‘悩Imlに調jさされた|司細胞を，検体 10μlあるいはマ

ウス TNF-aスタンダードとともに転写阻書物質アクチノマイシン D 1μg/ml存在

下で. 18時|官L37'(;に培益した さらに MTT(1 mg/ml)とともに 41時liリ静附した後

上清を除き，細胞を lsopropanoトHCI液'"で溶解したc浴液中に得られた還元型

MTTを波長 570nmで ELlS A readerにより測定したoこの}j法では 1pg/mlまで

のマウス TNF-αの検出古河]能である。

5)マクロフ ァージからの TNF-α 分泌

目立l庄内マクロファージを lh旧glycoll31eを投ワされた C57sL/6マウスより既報

(19)のごとく採取した。マウス 11庄あた り 200μ l の lhiog lycollale を版JJ"~内注入

し. 3日後JJj:[水I-J"の細胞を DMEMで洗浄することにより採集し マイクロ プレー

トl付に 4時間培養した。このH守点でなおi'f.遊している細胞は洗浄により除き，プレ

ートに付話したマクロファージ (約10.celb/w巴11)を 24時間土庁主主した。やはり TNF-

α分泌の刺激のため lμg/1l11LPSを添加し場合により免疫抑制告とを同11，¥，に加え府

去をしたv Ui'f'I'に分泌された TNF-α は l二述のELlSA法でiliIJ定した。

6) Reverse Tran~cripli on-PoJymerase Chain Reaclion (1ミT-PCR)法をmいた TNF-α

mRNAのf子』庁

培長後の角以)'，ーより RNAを Trizol試泌を 111~‘て jllllH した。 DNA の浪人を避け

るべく RNAihWに DN出 C 処正引を加え .ランダムプライマーをJ1Jl、て辺転写醇素

反応を行った。さらに RN，闘で処J'Hした後 フェノール'1'に布lilJ¥，沈殿物としてf司会

られた cDNA をJlj:びi停泊干し比色法によ 1)ii: :i"::. L以込は一J終ち引l自的1均守に 0.2μgν;.門川1

PCR J反又L応乙に月汀川'jれUい、たプライマ一は， 276 bpの TNFα フラグメン トをJ'i]111日版物とすべ

10 
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く作成された以下の 2H¥であ る 5'-ATGAGCACAGAAAGCATGATC，グー

TACAGGCTTGTCACTCGAATIo スタンダードとしてはJアクチン (230bp)，あるい

はグリセルアルデヒドリンl喰JJii_JKlA目撃ぷー (GAPDH，260 bp)をJIlいた。ハイブリダイ

ゼーシヨンを行なう際の混l支は Baldi円。 ら (20) のJii去に従ってt'I:出した結果，

55"Cを適温として採月]した ヒ記3隠のそれぞれの RNAを， PTC-IOOサーマルコ

ントローラー (MYResearch. BioConc巴pl)を用い 5サイクルのインターノfルをもっ

て 20-40サイク ルで増幅 し，反応が直線的に生じる範四を確認した。mRNAの定

量にあたっては， cDNA 溶液 (5μ1)， dNTPs (0.2 mM)， 1苅プライマー (0.25μM)， 

[α-3:P)ATP (2μCi)， DynaZyme DNAポリメラーゼ (2U) を含む溶液(総量 50μ1)

を，ホットスタート法を用いて 32サイクルの嶋中高を行なった。最終的に得られた

サンプルはグリコーゲン ・キャリアーの存イJニ下に沈殿させ 2% アガロースゲJレ上

に泳動した3 その後.ゲルをエチジウムブロマイドで染色し，写真倣影したロまた

定量:のためにバンドを切り出し， Opliphaseトli児島 日 シンチレーターでカウン卜した。

7)免疫組織染色

主音去をされた中央部角膜片を小ト レイに満たした TisSlle-TekOCT compollnd 中に包

埋し，ISO閃nta問 中で液体qn誌に より2.速に凍結させたeクリオスタットを用いて待

られた尽さ 7μmの凍結切j十を，ポリーしリジンでコーテイングしたスライドグラス

上に設置した。同定は冷ア セ トン (-20"C)をJlJいて行なった。 同切片を 0.1%

s ~ponin を含む Tris 級f並行夜 行BS ， 30 mJVt Tris・HCI.pH 8， 150 mM NaCI) '-1'に 3%

bovine serum albuminで 30分間プロ yキング，さらにラッ ト抗マウス 廿サFα モノ

クローナル IgM抗体 (6.6μg/ml，ref. 21)を添加 した同緩衝液中に'l"cで 径佼イ

ンキユベー卜した。その後，ヒツジ抗 ラット IgG-IgM 抗体(1 :400 1ii平氏、JacKson

Immunoresearch 社)を IIJ し、てマウス 廿~F-α のイï: {I:を検出した。検出はまず切片を

Mowiol 4-88中に.lH人し，Zeiss Axiophol蛍光顕微鏡で観疑 I "Jj:t!.l最i形した。コン ト

ロールには，抗マウス TNF-α 抗体 (第一抗体)を加えずに行なったものの他， ラ

11 
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γ トj;'cマウスインターロイキン 1(ILー1)lgM j/C体を第寸A(~ といl じ I g サ ブクラス の

コントロール抗体としてJlJ~、た の 後お を JI J ， 'た場介.本'U9!の条件ではj旬以におけ

る lし1は検出されなかったが，このjiL休のウエスタ ンブロ 1 卜あるいは ELlSAに

おける検出限界は 1ng とされてお り.ごく微泣の iしlがfiJs呉に作在する可能性li

ifi定できない。事実他の報告では，fiJ 11失組織における Iしlの存在あるいは角膜単

純へルベス後の Iしlの発現などが認められている (22， 23) 0 1111佼片における各細

胞はそれぞれを認識する特異的抗体でE在認した。すなわち，角膜上皮細胞はVtサイ

トケラチン 14モノクローナル抗体 (LL002) (24) • Tリンパ球は抗 Thy-I.2モノ

クローナル抗{本 (30-1-112)(25) . Bリンパ球は坑マウス μaJlモノクローナル抗体

(LO-MM-9) (26) .ランゲルハンス細胞は抗 l-A"モノクローナル抗体 (25-9-17S)

(27) .マクロファージは抗 Mac-Iモノクローナル抗体 (28)で縫認された。この

うち LL002 のコン トロ ールとして同 ーの サ ブクラス (lgG，)をイTする tiL

dinitrophenylモノクローナJレ抗体 (29)を日!いた。ランゲルハンス細胞を染色する

際には， よりその確認を用意にするため .20 mM EDTAを含むPBS1"に角膜片を

30分間.37"(;下に浸し，上l支を剥離除去した条1'1ーでも倹，Hした (30)。

8)統計学的解析

結果:は平均値士 SEM で示した。統計処埋は unpairedStudenl' S Hestで行ない、 P

<0.05の場合にイI意差ありと判定した。

12 
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3 結決

1)中央自IIfIJn英Hの高1111抱型の分析

培養 3 口後の中央部角 1]史片においては，上皮細胞が何J~ にもj:~殖し，さらにはト

レパンによる切断而と内皮1111]縁を完全に覆っ ていた 。 角膜J十の辺縁~illにおいて角 1]史

上皮細胞の増継が~{~んであることは，同部{立において BrdU による核のラベ リング

が著明であることにより確認された。この所見は角膜片中央部には認められなかっ

た。角膜片において上皮細胞はサイトケラチン 14を認識する抗体 LL002でf;IE明さ

れた (1苅4a， b)。この抗体の特異性は， コントロールとして抗 dinitrophenylモ

ノクローナル抗体を使用することにより確認された(図 4c)。一方組織学的に明

らかに内皮細胞と同定されるものは認められず，電子顕微鏡による分析でも t-_皮細

胞がデスメ l撲を越えて噌殖し，内皮細胞限1]にも多数存在している所見が待られた。

このように本研究において用いられた壊建3円後のマウス中央部角膜片は，実際に

はほぼ2筏類のみの角脱細胞，すなわち上皮細胞と実質細胞から構成されているこ

とがわかった。

しかしながら E その他の TNF-α を産生する可能性がある細胞としてTリンパ球.

Bリンパ球，ランゲルハンス細胞，マクロファージなどが角膜組織にも存在しうる

ため，それらの有無について各々の細胞に特異的な抗体を用いた免疫組織染色によ

り検討した。 うちT細胞と B細胞のそれぞれに対する抗体の特異性は.マウスJIキ臓

切片の染色 (図 5a. b)により，またマクロフ 7 ージのそれについてはマウス肺

切片の染色によって確認した。このようにしてマウス角膜片の凍結根本を 20切片

微認したうちでは， T細胞(図 5c)およびランゲルハンス細胞は各 5個確認され，

マクロファージの存イモは認められなかった。

13 
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凶 4 J:P;長 311i長マウス rl'~市í ffJ 11見nの免疫染色。fiJ11民111土3IJ II¥J LPS て' ~ul i~í: 

し， J-_)5<:細胞を特I史的に訟，ii'&するjj(サイトケラチン 14抗体 (しし002)で免佼染色を

行った。 (a) ffJJI~ 仁成細胞 (EP ) は切別紙 と i~ 1I知人J}ぷ細胞 ( 巳N ) 紋を被いつつ In

~している ， S =角膜実質。 (b)aをさらに7f庁拡大。 (c)tA DNP抗体をJ1J

いたコントロール染色。sars= 100μm。

14 
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1"15 マウスIi'Jn蹴切)'rおよびjlJII央片における B. T'!ンパJ，Rの免佼染色η (a) 

マウス 11'判l般における B リンパ球を *.ï')~的に認識する抗マウス fl ]j'[モノクローナル抗

体 (しO-MM-9)をJTJいた免疫染色。Bリン JU;R(欠向 J ) は骨;fî 誌に~~'i ' して染色され

る。 (b)マウス 11車l臓における T リンパ球を特 J)~的に必泌する lic Thyl.2モノクロ

ーナル抗体 (30-HJ 2)をよ11いた免疫染色。Tリンパ球 (欠J:II)は1'1Jj'J，'.倣に集'1'して

染色される。 (c)培養マウス角膜片 (LPS車IlitUrJ 後j における 30-H12による

T細胞 (矢印)の染色。 EP=角膜上皮細胞， ST=角1史実質， EN=内J支s!IJ結。

a 

b 

.、・
.• • 

・
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2) 1J]}J英片からの TNF-α 分花、およ び TNF-α5ti必に丸lする各線免疫抑制柴の効果

培養 1(J)J長 n か ら の η可F-α の分泌を， IiT淀川， 'í" I' に イF イE する TNFα を，:'~ ~創立

ELlSA i去をj↓J¥'、たアッセイで測定することにより I余計 した。LPS~H-?{t Fに 24時

!日j培養された角膜片からのTNF-α の分i必は ELlSA法で検出されなかった (反16

a)。一方 1μg/mlLPSにより刺激された 10個の角IJ史片の府主主上消中には， 122 

土 10pg/ml (サンプル約 300μl中)の TNF-α が検出された。

ここで測定されたTNF-α が実際に生物学的活性を持っているかどうかを陥認する

ため，同ーのサンプルを月iいて， 朴~Fα に感受性のある WEH J 164細胞 (subcJone

13)を利用したハイオア ァセイを行なったっこの )i法によ っても非刺激角膜片よ り

の廿刈Fα の分;.g、は検出 しえなかったが， LPS刺激によ って廿ぜF-α の分泌I.j:刺激さ

れることが示された (表 1)。 しかし， バ イオアγセイによ って測定された，LPS 

で刺激された角IJ刻午から分泌されたT;-.JF-α i，5-1'1:は. ELlSA法によ ってiJ!IJ定されたそ

れの約 6分の lに相.tlする 20.2土 1.5pg/1ll1であった (長 1，図6a)。

次に免疫抑制柴の角膜組織からの 祢IF-α の分泌に，qする勾j巣を調べた。本研究

で使用した薬剤は 2極類のグルココルチコイ ド，すなわちプデゾニド，プレドニゾ

ロン，およびシクロスポリンAである。 このうち後 2-1";は非化膿性炎症 (ぶどう膜

炎，強IJ莫炎，視神経炎)，アレルギ性疾忠，その他の免疫疾患あるいは角JJ史移他

|時なと極hの11良疾患のI台療に使JIJされている。LPS車IJi!iX開始 48時間IjIiより添加さ

れたブデゾニド，プレドニゾロンぱl苅訴とも しPS刺激による TNFα を，それぞれ

ー71%， -4 1 % と若 I~] に減少させた ( [;I[ 6 a) これにあjしてシクロスポリンA は.

10-1 
- 10々 M のいかなる淡!交においても， LPSによって刺激されたffJlJ.英細胞からの

TNF-α の分j必に有意な影響をおよぼさなかった (1兎[6 a ) 。 これら免疫抑制1~の効

果はバイオアァセイによる制|仏Eによ っても脱かめられた (去 1)。その抑制のf'E1.立

は阿測定法においでほぼ問機であった(区16a，ぷ 1)。

17 
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医16 高 1~~J:i[ ELlSA 法によるマウス向11見n.(a) ，マウスマクロファージ

(b)よりの廿-JF-α 分j必の測定 門 ( a) 10 iI却のJlllI史nを 48 11年川上市長後.1 

μ.g/ml LPS刺激 2411抑¥jにおけるI荷主主 1:.i，'i '1'への TNF-α 分;必をお感度 ELlSAi.去に

より iWJ定した。また言l'72 11寺IlIJの倍長'1'，免疫抑制l袋 (sud プデゾニド ;PSL プ

レドニゾロン;CsA.シクロスポリン r¥)を添加lし， }I三添加1(No addi!io円)Iげと比較

した。#Pく 0.05YS. Control (No addi!ion + LPS)o (b )マウス腹腔内より採取したマ

クロファージ(1 0' cells/well)を4時間活養し崎長プレートに媛着させた後， 24時

間 lμg/mlLPS刺激を行った。また(a )同様に免疫抑制l楽の効果を検討しf二o*p 

<0.05.帥 Pく 0.01YS. Con!rol (No addi!ioll + LPS)。
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衣 l バイオア Iノセイによるマウスf[JJJ長)'，からの活性/¥'1TNF-α のiJ!1J定

CuJture conditiorげ TNF (pg/ll1l)↑ P value# 

No addition < 1.0 

LPS alone 20.2 :t 1.5 

LPS + Bud (10.7 M) 4.8 士 1.2 < 0.01 

LPS + PSL (10.6 M) 8.1 土 0.8 <0.01 

LPS + CsA (10.7 M) 15.8 :t 1.1 NS 

LPS + CsA ( 1 0.6 M) 16.+ 土 0.8 NS 

LPS + CsA (10.5付。 16.8 土 0.8 NS 

十示された数値は， 1 0 他!の角 11英 J十 を r~\.- 、て独立に行われた 3 回の実験よ り flJ られ

た結架を ll1ean土 SEMで表したものである。

* B ud = budesonide、PSL= P悶 dnisolone;CsA = cyclosporin A 

# NS， not significanr vs. "LPS alone" 
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以ヒの角膜における各必却jの似U!.li:がi也の TNF-(X/)民'1:.組織においても認められる

ものであるかを検討するため，保体|人l における ì~. It2な TNF-α1宿生訓111抱であるマク

ロファージをJHいて同級の倹討を行なった勺 マクロフ 7ージにおいてはJI:刺激の状

態でもTNF-(Xの分館、が検U'rされたが， LPS の添加により JHil)ilY，(1I干の 16.5併にま で

その分泌が増加した(区16b) c .Jド刺激IIJj'にはプデゾニド，プレドニゾロン，シク

ロスポリン Aいずれによっても，マクロファージからの TNF-α 分泌に有立の効果

はみられなかった。 しかし LPSによ って刺激された TNF-aの分泌に対しては 2

種のグルココルチコイド埼玉明らかに抑制作用をIJミした (1叫6b)。これに反して角

膜において認められたと阿係.シクロスポリンA は 10-1M で効果がみ られず， ま

た 10-6 および 10.;M て、わずかに甘サF-α 分泌を抑制した(a:16b)。このように

シクロスポリンAの効果には切らかな科批依仔t'1:が認められなかった。

この場合，プデゾニド，プレドニゾロンによ ってみられた行仔 α の分泌例J~JI]効果

が角膜細胞に対する直後の細胞議刊:を介するもので~いことを l確認する日的で， 同

一の条件で M打 アツセイを路行した。ます LPSのみを添加した場合には非添加

H寺に比して有意差はなかった。 したがって，本実験で)fJいられた量の LPSには細

胞毒性が認められなかった。さらにプデゾニド，ブレドニゾロン，シクロスボリン

Aのいずれの添加によっても，角膜Jtによる Mγrj辺元能に影響は見られなかった。

(表2) 
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表 2 免疫抑11，1}袋のマウスifJ11英細胞のf川Iーにおよ lます;形科 :rvrrrア Jセイによる

評仙l

Culture condition* M1T reduction (OD"ox 1 O')t P valuelt 

No addition 73.7土 2.3

LPS alone 78.7 土 4.2 NS 

LPS + sud (10・'M) 72.0 土 3.2 NS 

LPS + PSL ( 1 0'.ルn 68.0 土 1.5 NS 

LPS + CsA (10.6問 73.3 :t 3.3 NS 

↑示された数イl白は 5個のjfJ}I%!守を用いて独立に行われた 3回の実験より得られた

結果を mean:!:: SEMで表したものである。

事 BlId= blldesonide; PSL = prednisolone; CsA = cyclosporin A 

ItNS.円01signi日canivs. control ("No addition") 
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3)ffJIJ失)1における TNF-αmRNAのずと現

ffJIJ災訓!l包における TNF-α の，W:'I::司郎Iiが転'1)・レベルにおいて行なわれているのか.

また TNF-aのi草生にJ:i[lilll)的に作mするグルココルチコイドが TNF-α の転'ザにど

のような影響を及ぼすかを検討するために，TNF-α の mRNAの角l民組織における

発現を RT-PCR法により検討した。先現泣の定目的解析は.しPSによってその発

現が影響されない戸アクチンもしくは GAPDH をスタンダードとして刑い，その

mRNAの発現主ーをTNF-α のそれと比較検討することによって行なった。キャリプ

レーシヨンのために行なった検討では.いずれの mRNAとも cpmとしてカウン卜

された増幅産物が少なくとも 35サイクルまでl任線的に比例増加することカ叩在認さ

れた。 したがって実際に派別された 32サイク Jレは卜分この範IJHIλjに合まれている。

さらにマウス角脱における TNF-αmRNA発現の同一!日J(l~.j住移を臨認するために予備

実験を行なったところ.LPSによる刺激開飴後 611寺院1でその発現誘導が F衡状態に

迷することが確認されたため，以後の倹討はすべてこの時点でわーなった 3

アカロースゲル上で認められる TNF-α の mRNAIj: LPS刺激によってゆlらかに

地加した(図 7a)。その mRNAの発現最を比絞検討したものを図 7b に示す。

ここでは TNF-α の mRNAの発現は.同時に検討した，3 アクチンのそれに九lす

る比をとって表わされている。また表3にはうた|捺に行な ったすべての実験のそれぞ

れにおけるカウントをィ、す。非刺激下のマウス向II先における TNF-αm貯M の俗説

は億めてわずかであったが， LPS刺激によってその5Uはなは 5倍以ヒに噌JJnした

(図 7b)。さらにブデゾニドを|百l骨折添加した場合には，ほLi:'JI'刺激 FI百l織のレベ

ルにまで TNF-αmRNAの1V見カZ存[1市1)された (p<O.OOI，f::l[i b) 
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|究17 RT-PCR i去によるマウス 11j!l失)'rにおける TNF-α mRNA発現の検，;-t0 ~1' 1以

後 4811与I:¥j.t庁長したマウス ffJ11史)~ーを， さらに日 II，¥'I:ULPS (1 ~g/ml) ~illJJì した後の

TNF-(X mRNAの1UJ!("6")を RT-PCR il~ を 111 1，、て， )H!ljiWdIJ lj~)'， ('0")および係

収後プデゾニド存在下で培養した LPS刺激{iJ11災)~，' (“6 bud")と比較検討した。

( a )実験 3Aおよび 3Bにおいて認め られた TNF-α mRNA 1e現。 スタンダー

ドとして，9アクチン (s-ACT)， GAPDH を附いた。(b)マウスjlJIIÇ~片における

ηサF司α 円1貯-lA 発現の時間的推移。 TNFα I，5アクチンの mRNA 1ヒを mean 土

SEMで示す。

a TNF 日ACT GAPDH 

3A ・・・・・・.圃圃-.圃・・・・・
o 6 6 bUd 0 6 6 bud 0 6 6 oua 

38 -圃. -
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ぷ3 RT-PCR iょによる TNFαmRNAの発現の定lit

a Cpl11* per sample 

Seri巴s

ー一一一一一一一一一一一一ー'一一ー一一 一 一 一 一 一 ー ー ・ ・ ・ ー ー ー ー ー ー ー ーー幽ー一一一一一一一一一ーーー一一一一ー一一一一一

2A 2B 3A 3B 

TNF 

No addition 3079 5515 5198 1809 1148 

LPS alone 19090 14376 13541 20000 24214 

LPS + Bud 7827 10103 11626 8217 4630 

日-ACT

No addition 3387 5119 4029 4011 4300 

LPS alone 5915 3412 2962 4679 4663 

LPS + Bud 3942 4354 5910 4218 3942 

ネcpmは totalcpm of the series Imean toral cpm 01' all seriesを釆ーすることによ って算出

したもlL

。-ACT= s-actin; Bud = budesonid 
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b ratios TNF / s-ACT 

Sel'i巴お

一一一ー一一一一一一一一一ーー一ー一ー一ー一一 一事'ーーー-ーーーーーー一一一一一一ーーーーー一一 一一

2A 2B 3A 3s 

No addition 0.91 1.08 1.29 0.45 0.27 

しPSalon巴 3.23 4.21 4.57 4.27 5.19 

しPS+ Bud 1.99 2.32 1.97 1.95 1.17 

s-Aσ= s-actin; sud = budesonide 

Mean土 SEM

0.80 :t 0.19 

4.30 土 0.32

1.88 :t 0.19 

関線

LPS (1μg/ml)刺激引時間後の上告長マウス#1JI長)"1-における TNF-αmRNAの発現を

RT-PCR法を用いて定呈した。 3つの飯、7に{早られたサンプル (1.2. 3)をJfI¥，、て行

ったすべての実験ごとにデータを不すc サンプル 2.3については各 2回 (A s) 

の RT-PCR をhl!ifi'した。
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4) TNF-α のマウスfijll災組織における )，.;jイ1-の免佼キ11織'7:1'1')1食品l

本研究でh私認された fllJJ兵組織により分泌された TN F-α が fり /J史J;- のどの ~IJJ l胞から

慮中されるのかを訓べる[JI' I~ で，免疫細l~~'& fヒγ:のTi_去を1/)し、て TNF-aのfllll史組織

における局花を検討した。まず しPS非刺激 Fでのj[JIl山十においては，t/G TNF-α モ

ノクローナJレ抗体による染色はみられなかった (1主18 a) 。これに刈してLPS で

72時間刺激した後の-j:!Jl煤片では， 十皮キ/ll胞の分布に一党して TNF-<y.に対する明ら

かな染色が認められた(図 8b)。ー)J，tlJll史実質細胞であるケラトサイトにおい

ては 祢iF-α染色は認められなかった。さらにノド笑l換においてもブデゾニドの行.jF-

αの発現に対する効果を検討したところ ，プデゾニド同時添加により角膜上j支に発

現された TNF-α がほぼ完全に消失した(/主18c) 。本検討で認められた染色が実

際にTNF-α である ことを確認するために ，コントロールとして抗 TNF-α 抗体と問

ーの [g サプクラスを有する抗マウス fL-1α 抗体をllh、た免疫染色を試みた。この

場合には確かに染色がみられなかった (1五18d) 。
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Ibl8 "ウスsl脱J，における TNF-α 蛍1・|の発JJl・免疫キ"織化学による険d']。嶋

養3t:1後のマウス州 知における 刊 F-(l f，lil'lの1t:JJLを， LPS (1附 ml)刺t放 (b，

c， d) ， ~ I，刺激( a )のそれぞれにおいて， tJLマウス TNF-α IgM モノクローナ

Jレ抗体を用いた免疫染色により検討した内 (b) TNF-α は しPS ~ílJ激によって角 JJ長

皮細胞(矢1=11)に強く染色された。 (c)プデゾニド (107M)添加によるTNF・0.

染色の消失。 (d)抗凡ーIlgMモノクローナル抗体を用いた コントロール染色。
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4 考按

I ) TNF-α のマウス j1J II史組織における jUJJ. とJ)f~*

生体内に広く分布し，多彩な作mをイJすることが知lられている TNFα が，URk.1l 

織における免疫反応の成立に主妥な役割を果たしている 可能性がifl11首されている

(針。この仮説は主として自己免疫性ぶとう収炎における TNF-α の役割という観

点から提唱されている。軍事歯類i)J)J物をfflいて作成された実験的ぶどう膜炎モデルで

の検討では， 廿~F-α の mRNA は11良組織中のM磁類かの細胞において検出されてい

るものの (7. 11， 12) ，その蛋白産生についてはl藍筏確認されていなし、。しPSを全

身投与されたラ yトでは TNF-α の mRNAは虹彩・毛機体において迷やかに培加

し，網膜ではより遅れて TNF-αmRNA の誘導が認められる (7，12)。しかしなが

ら .~lfi 1血管組織である角I1英においては同様の現象は認められなかった。この成総か

らは，jiJ肢による 朴.JF-α の産生 ・分泌の可能性はあっても ，服組織の中では少な

くとも主要な産生組織ではないことが示唆される。 しかしこの実験系においては

LPS が全身的に投与されており，実際に角 1I史組織に η~F-α の発現を誘導するに十

分な しPSが到達していなかった可能性もある。

本研究では，台]11災組織における TNF-(Xの産生をより[白;接的に検討するためにマウ

ス角膜片の m VI町o培長系を縫立し，さらに LPSによる角膜組織の直後刺激を行な

った。 したがって細胞は朴~F-α の産生 - 分泌を刺激するに十分な il:.Þ. J!の LPS にさ

らされることになり ， また fiJ )悦組織から分 I必された 朴.J F-α の絶対査を正確に定lí;~

できる。また invivo実験では他の組織系の影響，伊IjえばIfll流あるいは涙液によっ

て角膜に到達する様々な車111Jj包(リンパ王，Rなど TNF-α 産生細胞)やif~性凶 r (ホル

モン 増鎚因子 ーサイト カイン)などの関 Jチが生じうるが，本実験系においてはそ

れらを排除できることが利点である 。 ただしこの 旧 v llr口 実験系でÎ~j られた成績が

実際に生体の角)J失組織において1:.じうる現象をどこまで同mするものであるかにつ

いてのj解釈に'J:tl'lA:を援する。
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本研究で服、Zされた実験系により p 内I1先における LPSによる TNFαrnRNAのI9J

らかな誘導か'1i(fi，i2された。さらに向感度 乱 ISA11をJlJ¥'、ることにより ， LPSで刺

激された角膜よりの TNF-a の分泌を初めて測定することができた。しかしJI;:j1tji~i 

角膜からの TNF-α の分泌は検出されず， 'U']!的状態においては角IJ史における TNF-

α のE量生はむしろわずかであることが，fll交された。この点については invivoでの

より詳細!な検討によって確認されるべきものと忠われる。

さらに本研究では角膜片より分i.Q.ーされた TNF-α の生物学的活性を，同時にバイ

オアッセイ法を行なうことにより検討した。その結果，ELlSAで測定された TNF-a

のうち 10-20% のみが活性を有していることがわかった。この理由として考えられ

るのは， ELISAで検討された TNF-α の多 くが可浴性 TNF-α 受容蛋白に結合した

すなわち生物活性をもたない形で存在している uf能性である。 甘吋F-a には 2径の

異なる細胞膜受容体が存在することが主nられているが，うち Type1の受容体の細胞

外ドメインと同ーの術迭を示す可溶性 腎~F.α 受容蛋白の存花が確認されている

(6)。したがって木実験系においても LPS刺激が角膜組織に存住する 廿ザーα の

受容体細胞外 ドメインの流出を引き起こし，それが分i必された TNF-α と結合して

倹体中に存在し，フリー(活性型)の TNF-α と同時に ELISAによ って倹出された

可能性が考えらる(図 9)。引jの説明としては p アッセイを行なうまでの段階で

TNF-α の俄壌が生じ，免疫学的活性を保持しつつも生物学的活性が失われた可能性

や，角11臭から非活性型のTNF-α あるいは (米知lの)TNF-a類似の構造を有する因

子が同時に分i必された可能性などJ伝説11されるが その縫認のためには検出された

朴~F-α の併造の詳細l な倹討が必~である 。 いずれにせよ本研究の結果から，中央苦部日

角膜組織が LP内S車刺11iZ訪激Iに反応して7実E際に生物1活汚剖'1性|

うる能カをもつこ とカf初めてlゆ別y列lらカか‘になつた。
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図 9 可溶性 TNF-α 紡{tf安['[と TNF-α の'Io物的'1'1との関連
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~)マウス刈 11英組織において TNF-α を，li'i'1'.する*'1lI胞のH7r::

次に角膜における TNFα の j章生がどの *IIIJI担によ るものかという l!. に ~Yt rIし，免

疫組織学的な倹討を行な った。TNF-α にあjする特W(J0モノクローナル抗体を月Iいて

検討した結果， ηぜF-α の~佐l は角 I1英上皮細胞に局在することが確認された。一方角

膜実質細胞においては検出されず，これらの細胞は TNF-α のJ警生に関与しないも

のと考えられた。本研究で用いた角膜組織J-¥ーには角膜内皮細胞がほとんど存在しな

いことから，同細胞によるTNF-α のJ室生については明らかにしえなかった。 さらに

角膜固有の細胞以外のものが TNFα を分泌 していたuj'能性も考慮し，マクロファ

ージ.Tリンパ球 (2)，ランゲルハンス細胞 (11)などの存伝をそれぞれに対する

特異的抗体を用いた免疫組織学的に検討したが.これらの制胞はごくわずかの数認

められるにすぎなかった。 したがって本僻究において ELlSAi:去により測定された

TNF-α は， 実際にfil)換上皮細胞よ り分泌されたむのであると考えられた。

3) TNF-α の角膜組織における生理的および病態生J虫的役割

3)ー1.サイトカイン産生細胞あるいはあるいは免疫調節細胞としての角膜細胞

角膜組織のうち上皮細胞が TNFーα の産保 ・うナi在、に機わっていることに関係して

特記すべきことは，表皮の主要構成細胞であるケラチノサイトによ っても TNF-α

が産生され，分t，e，されることである (31，3:1) ，これら!こl削空中III胞が，ともに単なる

外界に対する防御組織としての物主11的立花をも つのみならず， TNF-aあるいはその

他サイトカインの産生という機能を有するこ とはs これらの細胞の新たな生思的意

義を示唆して興味深い。事実最近の被告では 1 1:fJf養角Jl失上皮細胞および角線実質細

胞がいくつかのサイトカイン， fJlJえはインターロイキ ン (lL)る (33)あるいは lL-

(34，35)を産生しうることが示されている。さらに興味深いことに，これらのサイ

トカインは TNF-a仰 IJ激に反応して誘導されることが舵認されてし、る (33-35) 。

このことから、資JJI某細)抱は自身 TNF-α をilli'J-::し，分if‘された TNF-α がオートク



関~H

リン作用により IL-6， IL-8など他のサイト力インをも lif~ .i与するという， -Htのサイ

トカイン ネ Y トワークが角 IJ史 ~il織においてもイI イ1: する "J 能性が舵測される 。 これ

らの鰍告と考え合わせ，本li)f究でf~} られたがi来は f11/.政組織がサイトカイン産生総Tf

として免疫反応に街侮的に関与し，生llQ的あるいは免疫性|浪疾忠の成立に ーì::~な役

割を有するー磁の免疫調節細胞である 11]'能tlを強く示唆するものである。

3)-2. TNF-α の角膜組織に及lます作用

実際に廿ぜFーαが角膜細胞白身に及lます作用については，上述した角膜上皮細胞

およびケラトサイトにおけるサイトカイン産生誘導を除けばほとんど知りれていな

し、。

Leibovich らは η~ F-α で直後処理したラ ッ ト州民組織に胤管新生が出現するとい

う現象を見いだした (36)0 またRosenbaum らの倹討によれば，ウサギの限内に

廿'Ifーαを注入した場合. Illl液・房;Jc怖の破綻によると考えられる前房木中の蛋白増

加とともに，角膜輪部の Ifll管侵入および新~I~ lfll色・の出現が確認されている (37)。角

膜血管新生は外傷， コンタクトレンズ降客，細凶性 兵l適切!角膜炎，実質lt!角膜ヘ

ルベスなど機今な角JI英疾患において認められるが，これらの所見は他の炎疲惹起因

子例えばエンドトキシンや lL-1 などを注入することによって誘発されるもの (38.

39) とは区別されるものである (37いしたがって血管新生を生ずる種々の病態にお

ける血管新生促進因子 (40)のひとつとして TNFーα が関与している可能性は十分

に考えられる (36，37)。

ごく最近， TNF-α は角膜内j支細胞の;!過性を /Gj隼させることが報告された (41) 0 

同作用はおそらく fーアクチンフィラメントの依岐によるものと考えられ， r血管内

皮細胞におけると|斤l様，角/1知人Jl支細胞においても行.JF-α がそれらのバリア一機能

を消失させうるという点で意義をもつものと-Ifl:i)Wされる。 しかしこの現象が実際に

ftl IJ長上皮より分it.、された TNFα によって生じうるかどうかは不明である。TNF-α

が角JI良の他の細胞 (J--皮および実質剥11胞)にいかなる影響を及ぼすのかについては

今後さらに検討が必裂である。
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以上に}JIlえ， TNFα 古河也のサイトカインと十L!J史的にイ判IJして，ある位のMJ淫を起

こしうることがJ:ilられている。とりわけ TNF-α と lしlの相来作J日についてはいく

つかの組織で報告され (42) ， IJ民組織もその例外ではない 附子体内に何者を同H寺

に注入すると炎症反応が悲起きれ，前部ぶとう!氏 IÌÎiJ.万・水中に炎1Îí~性細胞の噌 }JIlが

認められる (37，39， 43， 44)。同線の効梨はまだタlJJ良については報告されてはいな

いが，fiJn莫組織における 正ーlの存在や角膜単純へルペス後の Tしlの会現がg;Eめら

れている (22，23) ことと考え合わせ，角映においても阿サイトカインが初来的に作

用して何らかの病態の成立に関与しうる可能t'tは否定できなし、。

3)-3.各種免疫性角)J英疾患における TNF-α の意義

木研究では， LPS によ って角股ーにおける 行~F-α の産生・分泌が箸月~j に刺激され

ることがl明らかにされたが，他の刺激によっても下lF-α が隆生 ・分泌されるかと

いう点については今のところ明らかではなu、
TNF-α の産生光進が臨床的に意義を持ちうると推測される例のひとつは，角膜移

権における移植f'íl'~絶反応である 。 同病態においては， r首主制1)の要因としてインタ

ーフエロン yや Iしlなど佐々のサイトカインが関与することが報告されているが

行仔ーαについての報告はまだなし、。本研究で符られた結果は，移植角膜片自体から

もサイトカインの産生が生じうることを示11変しており ，これが実際の移航片m絶反

応に作用しうるのかどうかについてさらなる険，y.jが必~である 。 この点に関連して，

ドナー由来抗原提示細胞すなわちランゲルハンス細胞を合んだ角膜移他片を移摘し

た場合には遅延型過敏反応が生じ， t巨絶反応がより必〈起こりやすいことが報符さ

れている (45)。加えて興味深いことには.サイトケラテン 14プロモーターを刷

いて廿~F-α を扇平上j支に発現させたトランスジエニックマウスでは，皮 l内に炎 tl)~

細胞浸i問，線維化， 壊死など， Graft-verSllS-ト10SI反応に矧似した変化が現れるとい

うことであり (46)，移他n-m絶反応における朴-1Fα の関与の可能性をさらに支持

する証拠と考えられる。
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またすでに述べたようにfIJlJ良Ijt純へルベスの病態における TNF-α の関う・につい

ては，いくつかその可能刊をぷl唆する "Ji')~が111 ら れている 。 riíi房内に Ijt純ヘルベス

ウイルス (HSV-l)を注入し，その後のサイトカインの党税を緋11)実グ')ア細胞で、検討

した結果，IL-6および廿サFα の発現が誘導されたという搬告がある (47)。従って

角膜の代表的なウイルス感染症のひとつであるslI)英単純へルペスにおいても，すで

に角膜細胞でii!i.が報告されている 江る および TNFーα がその病態の進展に大きな

役割を果たしうることは卜分考えられる 。実際，単純ヘルベス角膜炎後の三叉神経

節へのウイルス授i問に関わるサイトカインの意義について Liuらが検討している

(48)。彼らの検討によれば，ナチユラルキラー細胞あるいは yoT細胞より産生

されるインターフエロン yが三叉神経節における HSV-l増舶に抑制約に作用する

のに対し， CD8-T細胞あるいはマクロファージより産生される η~Fα は同ウイル

スの不顕性持続感染の維持に働きうるという (..8)。

最後に，本研究においては LPSによる η.JF-α の明らかな産生 ・分泌刺激が認め

られたことから， 細 菌性角膜炎の少なくとも 部にはエンドトキシンによ って誘づき

されるTNF-α の分泌がその病態成立に関与している可能性が考えられる。

4)免疫抑制l薬の角lJ英組織における TNF-aの産生に及ぼす効果とその作用機序に

ついての考察

日常臨床上免疫抑制楽として用いられている蒸物，グルココルチコイドおよびシ

クロスポリンAの作用機序に関して，角II具よりの 行-fF-α ii生という点から倹討し

た。これらの薬物は免疫性角膜疾患あるいは角膜移仙術時の恒絶反応のIWIIこのため

に綴繁に用いられるものの，その作用機序および標的組織については不明の部分も

多い。そこで，その作用機序のひとつとしてサイトカイン分泌の抑制lを介して作川

するのではないかという仮説をたて，検討を千lなった。

その結果，グルココルチコイドはマクロ ファージおよびtjiJ，kにおけると同線 (49.

50， 51) ，角膜による TNF-α の'-1性 ・分泌をイl立にfJllijjl)した。[i'i)作川が制1)のf叫英
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細胞に対する事長↑'j:によるものではないことは Mア「ア yセイによる viabilityの，汗・仰li

4こよって縦認された。さらに，グルココルチコイドは向IJ呉川ーおよびマクロファージ

の η可F-α の mRNAのヲVh!を抑制lすることが明らかにされた。同線の紡*1止 しPS

または抗ヒトイミユノグロプリン抗体で刺激された可1球 (51)，あるいは腎皮賃上

皮細胞においても報告されている (52)。角膜においてプデゾニドは η可F-α の

mRNA発現を約 70% 減少させた。したがって同:薬剤jの作用機序として，少なくと

も一部には TNFーα 遺伝子の転写レベルでの抑制作)fIがあることがわかった。

これに対し，シクロスポリン Aは LPS によ って刺激された角膜における亦lF-α

の発現 ・分泌を抑制lしなかった。問機の結果は他の組織でも報告されており (53). 

上述のグルココルチコイドの抑制作用と合わせて， η可F-α の発現・ ill生調節が異な

る組織において共通の機序で行なわれていることを示唆するものである 。ここで興

味深いことに単筏球を川いて行なわれた検討では， シクロスボリン Aおよび同級の

作用機序を有する免疫抑制楽 FK506が， ブドウ球菌エンテロトキシンAによって

刺激された TNF-α の産生には抑制的に作用するという事実である (53)。同ーの

系において LPS を刺激物質としてJtlいた場合には抑制は認められないことから，

これらの薬剤lの作用は 下lF-α の産生 分泌~i/J 激によって異なることがわかる 。 お

そらくはエンテロトキシン Aによる TNF-α のl芝生刺激機序としPSによるそれとは

黙なるものであり，前者を特異的にシクロスポリン Aあるいは FK506が抑制する

ものと考えられる。

グルココルチコイドによるサイトカイン発現抑iliリ作用の機序として提唱されてい

ることは，その受容体が細胞内で NF凶 その他の'I!i;写凶子の機能を問答しうるとい

う点である (54，55) 0 TNF-u のi立伝子のプロモーター領域には NFKBの DNA

結合部位である KBsil巴がイT-{正することが知られており (56)，おそ らくグルココ

ルチコイドは NFKBの機能問答という機序によって TNF-α の発]見を抑f!ll]するもの

と思われる。事実，LPSは他の系において NFkBの約1"1:化を引き J包こすことが示

されている (57)。
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シクロスポリン Aの作用機ri';については近年の研究の/1日況がJな進渉により，多 く

の新しい釘lえが待られている (58.59) 0 シク ロスポリン A は ~jlll抱 l人jでシクロフイリ

ンに結合して複合体を形成し，さらにタンパク fTセリン/スレオニンIJiiリンi唆化酵

素であるカルシニュー'}ンに総合することによ ってその1Jli.リン酸化活性をI:[l古ーする。

このことはカルシニューリンによる転写因チ NF-ATcの細胞質内から伎内への修行

を抑制することにつながり，その結呆，泣伝子 (サ イトカインのそれを含むjの転

写が阻害される。カJレシニューリンが TNFーα の遺伝子e 発現に関与することは，す

でに活性化されたTおよびBリンパ球において知られている (60)が，角膜片ある

いはマクロファージにおいて LPS によ って刺激された TNFα の産生がシクロスボ

リンAで抑制されなかったことは，それがシクロスポリン AJF感受性の機序，すな

わち上述のごとくおそらく NFkBの活性化によ ってもたらされるためと考えられる ヲ
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5 結祁

本研究では，マウス中央部ftjll英片の組織土庁長系を<<(~立し，角 Jj失組織における η~F

αの発現・産生を検討することが可能であった。この )j法にょ うて明らかにされた

ことをまとめると以下の点に要約される。(1)マウス角線組織を LPSでl直後刺激す

ることにより同組織から TNF-aが分泌されることが，高感度 ELlSAi去を用いたア

ッセイで測定しえた 。 (2) マウス角膜組織には非刺激下においても朴~F-α の

mRNAの存在カTZEめられ， LPSの刺激によ ってその発現が著明に増加した。 (3)

免疫組織学的検討によって，マウス角膜組織において実際に TNFーα の遊中を行な

う細胞は角膜上皮細胞であることが判明した。(4) 日常臨床において免疫抑制l薬とし

て汎用される 2径のグルココ jレチコイド(プレドニゾロン・プデゾニド)およびシ

クロスポリン Aのうち， Hii者が角膜による TNF-uの発現および分泌を明らかに阻

害したのに対し，シクロスポ 1)ンAはそれらに影響を与えなかった。従って.グル

ココルチコイドの角l院における免疫抑制作用機序のひとつとしてサイトカイン産生

の抑制によるものが考えられ， またグルココルチコイドおよびシクロスボリン Aの

作用機序が TNF-α の産生という点について兵なることが示された。

以上本研究で得られた結果と，最近の角膜組織におけるいくつかの他のサイトカ

インl室生の報告をあわせ考えると，角Jj長細胞がljiにIIN.組織の防御機憐を担う i構成

成分としての役割を来たすだけでなく，ある磁の生五Jl(19.病的車Iji放に応じてサイト

カインを産生することによって同組織における免疫の成立 調節に債依的に関守ーす

る機能を有していることが強く F示唆されたo このように本研究は， r免疫担当細胞

としての角膜細胞の役割Jという新しい概念の縦立に2好守しうるという点で興味深

く，謹;義深いものと忠われる。

今後さらに角!肢によってl窓生されるサイトカインを含む係々な因子が1!fJらかにさ

れその意義が解明されれば，角 JI英組織における免疫・炎痕反応の調節機序のJ.II1~早，

ひいては免疫 ・炎I.;i:性ftj脱疾忠‘の病態の把J援と治療の目'在、工に多大な買献がなされる

ものとJ!lHlされる。
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