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緒論 

 

眼球は、発生学的に三胚葉を起源とする細胞が複雑に分化し構築される感覚器であ

る［79, 91, 97］。複雑に分化し構築された各眼球組織における発生を理解するために、

胎児（仔）眼球と分化した健常眼球との組織学的特徴ならび免疫組織学的特徴におけ

る比較研究がなされ［62, 63, 66］、健常眼球組織の組織学的特徴や免疫組織化学的特

徴を把握することは眼球の発生の理解に際し基盤となり重要である。また、眼球にお

いても他の組織同様に、多種の動物に渡り多くの疾患が生じることが知られている

［25, 26, 30–34, 90, 93］。そして、様々な眼球疾患の病態の解明や理解において、疾患

と健常の眼球組織における比較研究は眼球疾患の病態理解の向上に大きく貢献して

いる［19, 21, 41, 57, 66, 126］。これらのことより、眼球における組織学的特徴と免疫

組織学的特徴を組み合わせた基礎知識は眼球発生や眼球疾患を理解するために重要

である。ウマの眼球においても、発生異常や全身性・局所性による感染性・炎症性・

免疫介在性・腫瘍性などに分類される多岐に渡る原因に分類される疾患が報告されて

いる［2, 5–10, 23, 26, 54, 59, 60, 76, 92］。しかしながら、健常ウマ眼球における研究は

少なく、ウマの眼球疾患を理解するための基礎知識は乏しい。多岐に渡る眼球疾患に

おける病態の理解の向上において、健常ウマ眼球組織についてのさらなる基礎知識の

向上が必要不可欠である。 

眼球は解剖学的に他の組織と隔離されているため、独自の免疫機能を備えた組織で

あり、免疫特権部位（組織）として知られている［80, 95］。眼球の免疫特権の形成に

おいて眼球組織に在住する抗原提示細胞は、局所的な免疫恒常性維持や全身性免疫寛

容機構に貢献し、重要な役割を担っていると考えられている［80, 95］。さらに、分布

する抗原提示細胞は局所性の炎症性、免疫介在性疾患の起爆や波及を担う細胞として

機能していることが考えられている［67］。眼球組織の中でも眼球血管膜（ぶどう膜）
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は、マクロファージと樹状細胞に分類される組織在住抗原提示細胞の分布が豊富な眼

球組織であることがヒト、マウス、ラットで明らかとなっており［81–83］、それらは

ぶどう膜や眼球全体の免疫恒常性機構に関与しているとともに、ぶどう膜炎の起爆や

波及に関与すると考えられている。ぶどう膜炎はウマの眼球疾患の中で最も認められ

る疾患であり［8, 26］、ウマ眼球組織に分布する抗原提示細胞についての詳細を明ら

かにすることは、ウマの眼球免疫恒常性機構の理解や眼球炎症性・免疫介在性疾患の

病態を理解するために必要不可欠であると考える。 

眼球の組織在住細胞の分布は、眼球組織の間質のみならず硝子体内腔にも認められ

ている。硝子体と眼球組織との境界層に分布する細胞は硝子体細胞と呼ばれ、ヒトや

実験動物の硝子体細胞はその免疫組織化学的表現型より、マクロファージであること

が示唆されている［4, 14, 15, 47, 96, 100, 106, 121, 123, 127］。そして、同細胞の硝子体

内増殖性疾患への関与、眼球内免疫への抗原提示細胞としての関与、さらには眼球内

組織傷害や修復過程における反応性の活性化が報告されている［40, 44, 58, 64, 68, 106, 

123, 127］。しかしながら、ウマの硝子体細胞における研究報告はない。そこで、ウマ

の後房内における疾患の病態の理解向上には、ウマ眼球における硝子体細胞の特徴を

明らかにする必要があると考える。 

慢性炎症反応に伴う腫瘍微小環境は、固形腫瘍の形成や進行において重要な役割を

果たしている［75, 116］。特に腫瘍に浸潤するマクロファージ（TAM）は、腫瘍微小

環境の形成に参画する重要な細胞である。近年、ヒトの数多くの固形腫瘍において、

その悪性度や予後不良と TAM の浸潤増加が相関していることが示されており［52, 

70］、TAM は腫瘍に有利な微小細胞環境を形成し腫瘍促進に関与していると考えられ

ている。TAM の多くは M2 への活性化を受け M2 マーカーの発現が増強しており［77, 

112］、M2 型腫瘍随伴マクロファージ（M2TAM）の浸潤程度を知ることは腫瘍の悪性

度を理解する上で重要な要素である。ヒトの眼球腫瘍における悪性度と M2TAM 浸潤

との関連性が検索されており、黒色細胞性腫瘍の悪性度や予後不良とその浸潤増加と
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の相関性が明らかになっている［17］。イヌにおいても眼球に黒色細胞性腫瘍が発生

し、それは組織学的に悪性であっても転移は稀で、臨床的な観点から良性であると理

解されている［101, 118］。一方で、口腔の黒色細胞性腫瘍は早期に遠隔転移すること

から悪性であると認識されており［50, 114, 134］、イヌの黒色細胞性腫瘍では異なる

発生部位が一つの予後指標になることが知られている。これらの異なる腫瘍発生部位

における異なる腫瘍悪性度については広く認知されているが、それについて腫瘍微小

環境、すなわち M2TAM の浸潤程度の観点からの研究報告は過去になされていない。 

本研究では、ウマ眼球疾患における病態の理解向上を目的として、ウマ眼球組織に

ついて以下の 3 章に分けられる検索を行った。まず第 1 章では、ウマ眼球組織（角膜、

虹彩、毛様体、網膜、脈絡膜ならび水晶体）の組織学的構造を把握し、細胞骨格・上

皮系・筋系・神経系/神経内分泌系マーカーに分類される各種の一次抗体を用いた免疫

組織化学的検索を行い、各組織の免疫組織化学的特徴を検索した。続く第 2 章では、

眼球免疫恒常性機構に重要な役割を担っている眼球組織の抗原提示細胞について、ウ

マぶどう膜に分布する組織在住マクロファージ、B細胞とMHC II陽性細胞の分布と、

それらの分布の特徴を検索した。そして第 3 章では、硝子体の免疫機構あるいは後眼

房の疾病に関与していると考えられている硝子体細胞について、ウマ眼球における硝

子体細胞の組織形態学的特徴、免疫組織学的特徴、さらにそれらの各眼球組織（毛様

体、網膜、視神経乳頭部）の硝子体皮質における分布の特徴を検索した。 

さらに、ウマ眼球の基礎研究に加え本研究の第 4 章では、眼球疾患における病態理

解を一つの目的として、イヌの眼球と口腔内の黒色細胞性腫瘍を用いて、それらの悪

性度と CD163 陽性 M2 マクロファージ浸潤との関連性の有無について検索を行った。 
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第 I 章 

 

ウマ眼球構成組織（角膜、虹彩、毛様体、網膜、脈絡膜ならび

水晶体）における組織学的および免疫組織化学的検索 
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１-１．序文 

 

多種の動物の眼球において、他の臓器同様に先天性や後天性の多岐に分類される疾

患が生じることが広く知られている［25, 26, 30–35, 90, 93］。それらの病態を理解する

ために、免疫組織化学染色は検索手法の一つとして汎用されおり［30–34］、眼球組織

における免疫組織学的特徴を把握する基礎知見は、健常と多様な眼球疾患との比較研

究は眼球疾患の理解向上に貢献している［30–34］。そのため、免疫組織化学的手法に

より眼球疾患の病態を理解するためには、眼球組織の免疫組織化学的特徴を理解する

ことは重要である。過去には、ヒト［37–39, 42, 48, 62, 63, 65, 85, 86, 98, 102, 108］、サ

ル［46］、マウス［98］、ラット［63, 98］、ウサギ［42, 63, 87］、ニワトリ［98, 140］、

モルモット［98］やウシ［42, 98］において眼球各組織に区分された中で、それらの

免疫組織化学的特徴の検索がなされ明らかになっている。これらに加え、イヌ［71］

やプレーリードック［84］の眼球組織全体における免疫組織化学的特徴が明らかにな

っている。 

ウマ眼球においても発生異常、炎症性・免疫介在性疾患・腫瘍性疾患などに分類さ

れる多岐にわたる疾患が知られており［2, 5–10, 23, 26, 54, 59, 60, 76, 92］、それらの原

因、病態あるいはその由来を把握するために免疫組織化学的手法は汎用されている。

しかしながら、ウマ眼球組織における免疫組織化学的特徴を検索した報告は見当たら

ない。ウマ眼球組織における免疫組織化学的特徴を明らかにすることは、ウマ眼球疾

患のさらなる理解や病態解明の向上に必要不可欠であると考える。 

本研究では、ウマにおける眼球疾患の免疫組織化学的手法を用いた病理組織学的理

解の向上を目的として、健常ウマ眼球組織（角膜、虹彩、毛様体、網膜、脈絡膜なら

び水晶体）における組織学的特徴を把握することに加え、健常ウマ眼球各組織におけ

る免疫組織化学的特徴を明らかにすることを目的とした。 
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１-２．材料と方法 

 

１-２-１．供試動物ならび組織学的検索 

 

臨床的に眼疾患を伴わないサラブレッド種 4 頭（雄 3、雌 1）の 5 眼球を使用した。

使用したウマの詳細は表 1 に示した。眼球の固定には、ダッビットソンの固定液を用

いた。固定に際し眼球背側中央部に前後約 1 cm の切込みを入れ、注射針付きシリン

ジを用いて約 0.5-1.0 ml の固定液を注入し、約 36 時間の固定液浸漬を行った。固定眼

球より、角膜、毛様体、網膜、脈絡膜を含有する厚さ 0.5-1.0 cm の組織片、ならび視

神経乳頭部を含有する厚さ 0.5-1.0 cm の組織片に切り出し、アルコール脱水とキシレ

ン浸漬後、パラフィンに包埋した。パラフィン包埋組織より、厚さ 5 µm のパラフィ

ン組織切片を作製し、HE 染色を施し組織学的検索を行った。 

 

表 1．試供動物の特徴 

No. 眼球 性別 年齢 診断 

1 右 雄 1 歳 ウォブラー症候群 

2 右 雄 4 歳 蹄骨炎 

3 左 雄 13 歳 ウォブラー症候群 

4 右 
雌 14 歳 水腎症 

5 左 

 

１-２-２．免疫組織化学的検索 

 

パラフィン包埋組織より、厚さ 5 µm のパラフィン組織切片を作製し、免疫組織化

学的検索を行った。尚、免疫組織学的検索は蛍光抗体法と酵素抗体法を併用し行った。 
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１-２-２-１．蛍光抗体法 

 

蛍光抗体法は間接蛍光抗体法により行った。細胞骨格を標的とした一次抗体として、

Vime、Pan-CK、Des、GFAP、NF を使用した。これらに加え、上皮系マーカーとして

CK 8 ならび CK 18、筋系マーカーとして αSMA、神経系・神経内分泌系マーカーとし

て NSE、Syna、Ch A、カルシウム結合型タンパクのマーカーとして S100 を一次抗体

として使用した。それぞれの一次抗体の詳細情報および抗原賦活化方法は表 2 に示し

た。作製パラフィン切片は、キシレンにて脱パラフィンし、エチルアルコールを通し

水洗した。前処置後、十分な流水洗を行い、非特異的反応除去の目的で、10% ヤギ

正常血清（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.）を切片上にマウントし、37℃ 30 分間

のブロッキング処置を行った。PBS でそれぞれの至適濃度に一次抗体を希釈し（表 2）、

希釈一次抗体を切片上にのせ保湿箱内で 4°C overnight 反応させた。一次抗体反応終

了後、PBS 洗浄と 0.05%トライトンへの浸漬を行い、二次抗体として PBS で 200 倍希

釈した二次抗体の Alexa Fluor® 488 蛍光標識ヤギ抗マウス IgG 抗体、または Alexa 

Fluor® 546 蛍光標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体（Molecular Probes, OR, U.S.A.）を用い、遮

光下室温 30 分間反応させた。二次抗体反応後、十分な PBS 洗浄を遮光下で行い、水

溶性封入材または ProLong® Gold Antifate Reagent with DAPI (Cell Signaling Technology, 

Inc., Danvers, MA, U.S.A.)で封入し、蛍光顕微鏡 (C2; Nicon Instech Co, Ltd., Tokyo, 

Japan) にて観察した。各一次抗体の陽性対象として、Vime、Pan-CK および CD31 に

は皮膚組織、CK 8 ならび CK 18 には肝臓組織、Des ならび αSMA には平滑筋ならび

横紋筋組織、NSE、Syna および Ch A には副腎組織、S100、GFAP ならび NF には脊髄

組織を用いた。これらの陽性対象はダッビットソンの固定液により固定された組織を

用いた。陰性対象には、一次抗体または二次抗体のそれぞれ混和の無い溶液を使用し

た。 
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１-２-２-２．酵素抗体法 

 

酵素抗体法は、ABC (ABC; Vectarstain Elite ABC Kit, Vector Laboratories Inc., 

Burlingame, CA, U.S.A.) 法により行った。蛍光抗体法と同様のウマ眼球組織における

免疫組織化学的特徴の検索を目的とし行った。それぞれの一次抗体の詳細、ならび抗

原賦活化方法は表 2 に示した。作製パラフィン切片をキシレンにて脱パラフィンし、

エチルアルコールを通し、水洗した。前処置後、十分な流水洗を行い、内因性ペルオ

キシダーゼの不活化の目的として、0.05% HIO4水溶液に室温15分間の浸漬を行った。

非特異的反応除去の目的で、ブロックエース（Block Ace® ; DS Farma Biomedical, Osaka, 

Japan）37°C 30 分間の浸漬を行った。PBS でそれぞれの至適濃度に一次抗体を希釈し

（表 2）、希釈一次抗体を切片上にのせ保湿箱内で 4°C overnight 反応させた。一次抗

体反応終了後、PBS 洗浄と 0.05%トライトンへの浸漬を行い、二次抗体としてビオチ

ン標識抗マウス IgG 抗体、またはビオチン標識ウサギ IgG 抗体（Vector Laboratories）

を用い室温 30 分間反応させた。二次抗体反応後、十分な PBS 洗浄を行い、西洋ワサ

ビペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（Vector Laboratories）に室温 30 分間反

応させ、0.05% DAB 水溶液を用いて発色反応を行った。すべての組織の対比染色には

Mayer のヘマトキシリン染色を行った。各一次抗体の陽性対象には、蛍光抗体法と同

様の組織を用いた。 
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表 2．免疫組織化学的検索に使用した一次抗体 

一次抗体 タイプ 前処置 希釈 クローン 製造元 

Vime MM Autoclave ―― V9 Dako 

Pan-CK MM Autoclave ―― AE1/AE3 Nichirei 

CK 8 MM Microwave 1: 20 Ks8.7 Progen 

CK 18 MM Microwave 1: 10 Ks18.04 Progen 

Des MM Autoclave 1: 80 D9 Progen 

αSMA MM Microwave 1: 300 1A4 Dako 

GFAP MM N.D. 1: 200 Nr.Z0334 Dako 

NF MM Microwave 1: 200 2F11 Dako 

NSE MM N.D. 1: 200 BBS/NC/VI-H14 Dako 

Syna MM Microwave 1: 400 SY38 Millipore 

S100 RP N.D. 1: 300 ――― Dako 

Ch A RP Microwave 1: 1000 ――― Abcam 

MM：マウスモノクローナル．RP：ウサギポリクローナル． 
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１-３．結果 

 

１-３-１．組織学検索 

 

ウマ眼球組織を構成する角膜、虹彩、毛様体、網膜、脈絡膜ならび水晶体は図 1 に示

す位置に認められた。また、各眼球組織における組織学的特徴は以下に記載する。 

 

角膜：明瞭な 4 層の組織による構築が認められた（図 2）。最外層は、十数層の非角化

上皮細胞により構成される角膜上皮細胞により覆われていた（図 3）。角膜上皮細胞層

における最表層は扁平で、中間層では各細胞の丈は高くなり、最下層では最大の細胞

丈を有する基底細胞層が認められた。また、前境界板は不明瞭であった。角膜構造の

中間層に相当し角膜全体の厚さの大部分を構成する角膜固有層は、規則的な間隔で細

胞が配列する線維性組織により構成されていた（図 4）。角膜中間層の最内層直下には、

厚い好酸性の膜（＝後境界板 / デスメ膜 ）を認めた。角膜最内層は、一層の角膜内

皮細胞（＝角膜後上皮）により内張りされていた（図 5）。 

 

虹彩：前側の虹彩支質と後側を覆う色素上皮細胞により構成されていた（図 6，図 7）。

虹彩支質は色素細胞や線維細胞、血管により構成される血管線維性組織により形成さ

れており、色素上皮領域には瞳孔散大筋が認められた（図 8）。また、虹彩先端領域に

は瞳孔括約筋が認められた（図 9）。背側上部の虹彩縁にのみ、虹彩色素上皮細胞層と

連続性を有し、豊富な色素含有細胞と血管に豊富な支質より形成される虹彩顆粒を認

めた。 

 

毛様体：前部の毛様体冠部と後部の扁平な毛様体輪部により構成されていることが特
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徴付けられた。冠部には多数の毛様体突起が形成され、硝子体内に突出し認められた

（図 10）。冠部ならび輪部共に虹彩色素上皮細胞層と網膜と直接的に連続性を有する

二層の毛様体上皮細胞層と、脈絡膜と連続性に構成される外側の血管膜毛様体部（支

質）により構成されていた。二層の毛様体上皮細胞は、内層は無色素細胞、外層は豊

富なメラニンを含有する色素細胞の層により構成されていた（図 11）。毛様体支質（間

質）は、虹彩支質（間質）と脈絡膜（脈絡膜血管板）と連続する豊富な血管形成を伴

う線維性間質により構成されていた（図 12）。 

 

脈絡膜：豊富な血管と無色素ならび色素含有細胞の間質への分布を認める線維性組織

により構成されていた（図 13，14）。タペタム領域には線維性輝板（図 13）が認めら

れた。 

 

網膜・視神経乳頭：網膜は毛様体輪部と連続性に、後房最内層を覆う 10 層から構成

される膜構造として認められた。網膜の 10 層構造は、内側より内境界板、視神経線

維層、内網状層、視神経（節）細胞層、内網状層、内顆粒層、外網状層、外顆粒層、

外境界層、視細胞層に相当する層構造により形成されており、視細胞直下と脈絡上板

間には網膜色素上皮細胞層が認められた（図 15）。網膜色素細胞層において、タペタ

ム領域の網膜色素細胞はメラニン含有に乏しいか無色素性であり、ノンタペタム領域

では同細胞に豊富なメラニン色素の含有が認められた。視神経乳頭は網膜神経線維層

から連続する軸索束として認められ、それらは線維性結合組織により構成される強膜

篩板により、視神経線維束としての細分化が認められた（図 16）。視神経乳頭部では

網膜中心動脈を認め、網膜中心動脈からの分枝は視神経乳頭部にのみ限局して認めら

れた（図 17）。 

 

視神経・髄膜：視神経乳頭部より連続性に視神経の形成が認められた。視神経の神経
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線維は、線維性結合組織により神経線維束に区画され軸索を形成し、視神経の最外側

は髄膜に相当する線維性結合組織により覆われていた。 

 

水晶体：両凸レンズ状の形態より、前極、後極、赤道、前面、後面に区別された。 

水晶体の最表層は、好酸性の均質無構造膜である水晶体包（嚢）で全周性に覆われて

いた。水晶体包直下の赤道部を含む前面には、一層の立方上皮により構成される水晶

体上皮細胞層を認めた（図 18）。赤道部において水晶体上皮細胞は、水晶体深部に向

かい紡錘状となり、水晶体線維への移行が認められた。水晶体皮質における赤道部の

浅層から中層にかけては、水晶体細胞の水晶体線維への移行細胞核が認められた（図

19）。水晶体核ならび水晶体皮質は、密な規則性を有する線維組織の配列により構成

されていた。 

 

１-３-２．免疫組織化学的検索 

 

本研究に用いたすべてのウマ眼球組織において、免疫組織化学的手法による個体差や

左右差は認められず、検索したウマ眼球組織の各染色性は各検体で類似していた。ま

た、ウマ眼球組織における各一次抗体に対する免疫組織化学的検索の結果は表 3 に示

した。 

 

角膜：角膜上皮全層は Pan-CK に陽性であった（図 20）。固有層を構成する細胞は Vime

に陽性であり、散在性に S100 陽性であった。角膜内皮細胞は、Pan-CK に陽性（図 21）

であり、Vime には陰性（図 22）であった。また、角膜内皮細胞は CK 8（図 23）、CK 

18（図 24）ならび S100 に陽性であった。 

 

虹彩：虹彩間質細胞、虹彩後上皮細胞ならび虹彩筋（虹彩括約筋ならび虹彩散大筋）
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は Vime に陽性であった。括約筋は αSMA（図 25）と Des（図 26）に陽性であり、散

大筋は αSMA（図 27，28）にのみ陽性であった。 

 

毛様体：毛様体無色素上皮細胞は、Vime（図 29）および NSE（図 30）に陽性であり、

Des（図 31）陽性を呈する細胞も時折認められた。毛様体色素上皮細胞は Vime（図

29）・Pan-CK（図 32）・CK 8（図 33）・CK 18（図 34）に陽性であった。毛様体筋、篩

状靭帯表層や小柱網表層細胞を含む間質構成細胞は Vime に陽性であり、毛様体筋は

αSMA・Des に陽性であった。 

 

脈絡膜：広範囲にわたる間質細胞は Vime に陽性であったが、タペタムは陰性であり

その他の抗体にもタペタムは陰性であった。また間質には S100 陽性細胞を散在性に

認めた。 

 

網膜：神経線維層は、Vime・GFAP（図 35）・NF（図 36）・NSE（図 37）・S100（図

38）に陽性であった。神経節細胞は Ch A・NSE（図 37）に陽性であり、また神経節

細胞の中には GFAP・NF・Syna・S100（図 38）に陽性であるものも認められた。内

網状層は GFAP（図 35）・NF（図 36）・NSE（図 37）・Syna・S100（図 38）に陽性で

あり、内顆粒層は Vime・NSE（図 37）・Syna・S100 に一部の細胞が散在性に陽性で

あった。外網状層は GFAP（図 35）・NF（図 36）・NSE（図 37）に陽性であり、外顆

粒層は Vime・NSE・Syna・S100 に一部の細胞が陽性であった。視細胞層は Syna に陽

性であり、一部 NSE 陽性細胞も認められた。網膜色素上皮細胞は、タペタムとノン

タペタム領域の両領域において Vime（図 39）・Pan-CK（図 40）・CK8・CK18 陽性で

あった。 

 

視神経乳頭・視神経・髄膜：軸索は Vime・GFAP・NF・NSE・S100 に陽性であり、
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グリア細胞は Vime・GFAP・S100 に陽性であった。髄膜は Vime に陽性であった。 

 

水晶体：水晶体上皮細胞は、Vim（図 41）・GFAP（図 42）・NSE（図 43）・S100（図

44）に陽性であり、細胞核の移行部や水晶体皮質では Vime・GFAP・S100 の陽性像を

認めた。 

 

その他の眼球組織：虹彩支質、毛様体支質、視神経乳頭部、脈絡膜血管層に分布する

血管の血管壁は Vime・αSMA・Des に陽性であった。また、ぶどう膜末梢神経は、Vime・

GFAP・NF・S100 に陽性であった。 
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表 3．各健常眼球組織における免疫組織化学的検索結果（1） 

  Vime Pan-CK CK 8 CK 18 αSMA Des 

角膜   

表皮層 － ＋ ＋ ＋ － － 

基底細胞層 － ＋ ＋ ＋ － － 

固有層（間質細胞） ＋ － － － － － 

デスメ膜 － － － － － － 

内皮細胞（層） － ＋ ＋ ＋ － － 

虹彩   

間質（支質）細胞 ＋ － － － － － 

括約筋 ＋ － － － ＋ ＋ 

散大筋 ＋ － － － － ＋ 

後上皮 ＋ － － － － － 

毛様体   

篩状靭帯（細胞） ＋ － － － ＋ ＋ 

小柱網（細胞） ＋ － － － ＋ － 

無色素上皮細胞 ＋ － － － － ＋ 

色素上皮細胞 ＋ ＋ ＋ ＋ － － 

間質（支質）細胞 ＋ － － － － － 

毛様体筋 ＋ － － － ＋ ＋ 

脈絡膜   

タペタム － － － － － － 

間質細胞 ＋ － － － － － 

＋：陽性．－：陰性． 
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表 3．各健常眼球組織における免疫組織化学的検索結果（2） 

  GFAP NF NSE Syna S100 Ch A 

角膜   

表皮層 － － － － － － 

基底細胞層 － － － － － － 

固有層（間質細胞） － － － － ± － 

デスメ膜 － － － － － － 

内皮細胞（層） － － － － ＋ － 

虹彩   

間質（支質）細胞 － － － － － － 

括約筋 － － － － － － 

散大筋 － － － － － － 

後上皮 － － － － － － 

毛様体   

篩状靭帯（細胞） － － － － － － 

小柱網（細胞） － － － － ± － 

無色素上皮細胞 － － ＋ － － － 

色素上皮細胞 － － － － － － 

間質（支質）細胞 － － － － － － 

毛様体筋 － － － － － － 

脈絡膜   

タペタム － － － － － － 

間質細胞 － － － － ± － 

＋：陽性．－：陰性．±：一部陽性． 
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表 3．各健常眼球組織における免疫組織化学的検索結果（3） 

  Vime Pan-CK CK 8 CK 18 αSMA Des 

網膜   

内境界板 － － － － － － 

神経線維層 ± － － － － － 

神経節細胞（層） － － － － － － 

内網状層 － － － － － － 

内顆粒層 ± － － － － － 

外網状層 － － － － － － 

外顆粒層 ± － － － － － 

外境界板 － － － － － － 

視細胞層 － － － － － － 

網膜色素上皮細胞（層） ＋ ＋ ＋ ＋ － － 

視神経・視神経乳頭   

軸索 ＋ － － － － － 

グリア細胞 ＋ － － － － － 

髄膜（視神経鞘膜） ＋ － － － － － 

水晶体   

包膜 － － － － － － 

水晶体上皮 ＋ － － － － － 

皮質 ＋ － － － － － 

核 － － － － － － 

＋：陽性．－：陰性．±：一部陽性． 
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表 3．各健常眼球組織における免疫組織化学的検索結果（4） 

  GFAP NF NSE Syna  S100 Ch A 

網膜   

内境界板 － － － － － － 

神経線維層 ＋ ＋ ＋ － ＋ － 

神経節細胞（層） ± ± ＋ ± ± ＋ 

内網状層 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － 

内顆粒層 － － ± ± ± － 

外網状層 ＋ ＋ ＋ － ＋ － 

外顆粒層 － － ＋ ＋ ＋ － 

外境界板 － － － － － － 

視細胞層 － － ＋ ＋ － － 

網膜色素上皮細胞（層） － － － － － － 

視神経・視神経乳頭   

軸索 ＋ ＋ ＋ － ＋ － 

グリア細胞 ＋ － － － ＋ － 

髄膜（視神経鞘膜） － － － － － － 

水晶体   

包膜 － － － － － － 

水晶体上皮 ＋ － ＋ － ＋ － 

皮質 ＋ － － － ＋ － 

核 － － － － － － 

＋：陽性．－：陰性．±：一部陽性． 
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図 1．成馬，眼球．ウマ眼球は写真に示した各組織に大別され構成されている（虹彩

顆粒は除く）．Co：角膜．I：虹彩．CB：毛様体．R：網膜．Ch：脈絡膜．S：強膜．

OP/ON：視神経乳頭・視神経．L：水晶体．HE．拡大図． 
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図 2．No. 3，角膜．明瞭な 4 層に分類される組織により角膜は構成されている．AE：

前上皮．LP：固有層（支質）．DE：デスメ膜（後境界板）．PE：後上皮（角膜内皮）．

HE．Bar=500 μm． 

図 3．No. 3，角膜．角膜上皮（＊）は十数層により構成される．前境界板は不明瞭で

ある（矢頭）．HE．Bar=100 μm． 

図 4．No. 3，角膜．固有層は線維性組織，線維細胞（矢頭）の規則的な配列により構

成される．HE．Bar=100 μm． 

図 5．No. 3，角膜．角膜最内層は一層の角膜後上皮（内皮）細胞により内張りされ，

直下内層にはデスメ膜（＊）を認める．HE．Bar=100 μm． 
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図 6，図 7．No. 2，虹彩．後面が色素細胞層（矢頭）に覆われた色素沈着を伴った線

維性間質（＊）により構成されている．図 6：基部，図 7：中間部．HE．Bar=100 μm． 

図 8．No. 2，虹彩．色素上皮領域（矢頭）において虹彩散大筋（＊）を認める．HE．

Bar=100 μm． 

図 9．No. 2，虹彩．先端部領域において虹彩括約筋（＊）を認める．HE．Bar=100 μm． 
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図 10．No. 2，前部ぶどう膜．虹彩（I）と毛様体（CB）は線維性間質によって連続性

に構築されている．毛様体（毛様体冠）は眼球内腔へ枝状，乳頭状に突出し形成され

ている．HE．Bar=500 μm． 
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図 11．No. 2，毛様体（毛様体冠部）．毛様体上皮は内層の色素上皮（矢印），外層の

無色素上皮（矢頭）の二層により構成されている．HE．Bar=100 μm． 

図 12．No. 2，毛様体（毛様体冠部）．毛様体間質は血管（BV）に豊富な線維性組織

（＊）により構築されている．HE．Bar=100 μm．  

 

 

図 13，14．No. 3，後部ぶどう膜ならび網膜．硝子体腔側（V）より網膜（R），脈絡

膜（Ch），強膜（S）により構成されている．網膜は明瞭な細胞層と無細胞層，脈絡膜

は血管と色素に富んだ線維性組織により構成される．タペタム領域（図 13）では線維

性タペタム（＊）を認め，網膜色素上皮層（矢頭）に色素沈着は認めない．ノンタペ

タム領域（図 14）では網膜色素上皮層（矢頭）に色素沈着を認める．HE．Bar=100 μm． 
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図 15．No. 3，網膜．明瞭に区分される 10 層により構成される．IL：内境界板．ONF：

視神経線維層．G：神経節細胞層．IP：内網状層．IG：内顆粒層．OP：外網状層．OG：

外網状層．OL：外境界板．VCL：視細胞体層．PL：色素上皮層．HE．Bar=50 μm． 
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図 16．No. 3，視神経乳頭・視神経．網膜神経線維層から連続する軸索束として視神

経乳頭部を認める（＊）．線維性結合組織で構成される強膜篩板（矢頭）により，視

神経線維束として細分化される（＊＊）．HE．Bar=500 μm． 

図 17．No. 3，視神経乳頭・視神経．多くの血管分枝（矢頭）を認める．HE．Bar=100 

μm． 

 

 

図 18．No. 3，水晶体前極．水晶体の最表層は水晶体包（＊）に覆われ，水晶体皮質

（＊＊）の間には一層の水晶体上皮細胞層（矢頭）を認める．HE．Bar=100 μm． 

図 19．No. 3，水晶体赤道部．水晶体赤道部において水晶体上皮細胞の水晶体線維へ

の移行（矢頭）ならび移行細胞核を認め，後極への水晶体上皮細胞の分布は認めない．

HE．Bar=100 μm． 
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図 20．No. 3，角膜．Pan-CK．角膜上皮層（＊）の全層に発現を認める．IHC．Bar=100 

μm． 
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図 21．No. 3，角膜．Pan-CK．後上皮（角膜内皮細胞）層（矢頭）に発現を認める．

IHC．Bar=100 μm． 

図 22．No. 3，角膜．Vime．後上皮（角膜内皮細胞）層（矢頭）に発現は認めない．

IHC．Bar=100 μm． 

図 23．No. 3，角膜．CK8．後上皮（角膜内皮細胞）層（矢頭）に発現を認める．IHC．

Bar=100 μm． 

図 23．No. 3，角膜．CK18．後上皮（角膜内皮細胞）層（矢頭）に発現を認める．IHC．

Bar=100 μm． 
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図 25．No. 2，虹彩．αSMA．括約筋（＊）に発現を認める．IHC．Bar=100 μm． 

図 26．No. 2，虹彩．Des．括約筋（＊）に発現を認める．IHC．Bar=100 μm． 

図 27．No. 2，虹彩．αSMA．散大筋（矢頭）に発現を認める．IHC．Bar=100 μm． 

図 28．No. 2，虹彩．Des．散大筋は陰性（矢頭）に発現を認める．IHC．Bar=100 μm． 
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図 29．No. 3，毛様体．Vime．無色素上皮ならび色素上皮に発現を認める．NE：無色

素上皮．PE：色素上皮．S：間質．IHC．Bar=50 μm． 

図 30．No. 3，毛様体．NSE．無色素上皮に発現を認める．E：無色素上皮．PE：色素

上皮．S：間質．IHC．Bar=50 μm． 

図 31．No. 3，毛様体．Des．無色素上皮に発現を認める．E：無色素上皮．PE：色素

上皮．S：間質．IHC．Bar=50 μm．  

図 32．No. 3，毛様体．Pan-CK．色素上皮に発現を認める．E：無色素上皮．PE：色

素上皮．S：間質．IHC．Bar=50 μm． 

図 33．No. 3，毛様体．CK 8．色素上皮に発現を認める．E：無色素上皮．PE：色素

上皮．S：間質．IHC．Bar=50 μm． 

図 34．No. 3，毛様体．CK 18．色素上皮に発現を認める．E：無色素上皮．PE：色素

上皮．S：間質．IHC．Bar=50 μm． 
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図 35．No. 5，網膜．GFAP．神経線維層，内網状層，外網状層に発現を認める．IHC．

Bar=50 μm． 

図 36．No. 5，網膜．NF．神経線維層，内網状層，外網状層に発現を認める．IHC．

Bar=50 μm． 

図 37．No. 5，網膜．NSE．神経線維層，内網状層，一部の内顆粒層の細胞，外網状

層，一部の外顆粒層の細胞に発現を認める．IHF．Bar=50 μm． 

図 38．No. 5，網膜．S100．神経線維層，神経節細胞層，内網状層，一部の内顆粒層

の細胞，外網状層，一部の外顆粒層の細胞に発現を認める．IHC．Bar=50 μm． 
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図 39．No. 4，網膜．Vime．網膜色素上皮（矢頭）に発現を認める．IHC．Bar=50 μm． 

図 40．No. 4，網膜．Pan-CK．網膜色素上皮（矢頭）に発現を認める．IHC．Bar=50 μm． 
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図 41．No. 1，水晶体．Vime．水晶体上皮（矢頭）に発現を認める．IHC．Bar=100 μm． 

図 42．No. 1，水晶体．GFAP．水晶体上皮（矢頭）に発現を認める．IHC．Bar=100 μm． 

図 43．No. 1，水晶体．NSE．水晶体上皮（矢頭）に発現を認める．IHC．Bar=100 μm． 

図 44．No. 1，水晶体．S100．水晶体上皮（矢頭）に発現を認める．IHC．Bar=100 μm． 

 



 

- 34 - 

１-４. 考察 

 

本研究は、ウマ眼球組織、すなわち角膜、虹彩、毛様体、網膜、脈絡膜ならび水晶

体、における組織学的特徴を明らかにした。そして、その結果は過去に報告されてい

るそれぞれのウマ眼球組織が有する特徴と概ね一致した［5–10, 30–34］。また、本研

究によりウマ眼球を構成する各組織の免疫組織化学的特徴が明らかとなり、ウマの眼

球組織が有する免疫組織化学的特徴とヒトを含めた他の動物種が有する免疫組織化

学的特徴との相違性が明らかとなった。 

角膜は発生学的に表層外胚葉に由来し、角膜を構成する各層へとそれぞれ分化する

と考えられている［79, 91, 97］。本研究における角膜の免疫組織化学的検索結果より、

ウマの角膜を構成する各層は、角膜上皮層は上皮系、固有層は間葉系、デスメ膜は無

細胞性に分類される層に分化し構成されていることが明らかになった。これらのウマ

の角膜上皮からでデスメ膜における分化の特徴は、ヒト、イヌやプレーリードックに

おいても同様に認められている［61, 71, 84］。また、角膜最内層を形成する角膜内皮

細胞は、ウマでは Pan-CK、CK 8、CK 18 に陽性を示し上皮系への分化を示す細胞で

あると考えられた。健常眼球における角膜内皮細胞の免疫組織化学的表現型の検索は

ヒトで数多くなされており［37–39, 48, 62, 85, 86, 102, 108］、様々な抗体の発現の組み

合わせで認められている。ヒトの角膜内皮細胞においては NF、神経性マーカー（neural 

cell adhesion molecule・NSE・S100）、間葉系マーカー（Vime）、上皮系マーカー（CK 8、

CK 18）の発現が報告されている。そのため、ヒトの角膜内皮細胞における免疫組織

学的特徴の確定は未だになされていない。イヌとプレーリードックの角膜内皮細胞は、

Vime に陽性を示し間葉系の性質を有していることが報告されており［71, 84］、ウマ

とそれらの角膜内皮細胞では異なる分化を成していることが示唆された。また、ウマ

の角膜内皮細胞では CK の発現に加え S100 の発現が認められた。S100 のタンパク質



 

- 35 - 

群は多様機能（カルシウム恒常性維持・タンパク質のリン酸化調節・細胞成長・細胞

運動性・細胞周期調節など）を有していることが証明、提唱されている［29, 107］。

角膜内皮細胞は眼球内腔（前房）と直接に面しており、角膜組織上層との介在細胞と

しての機能が S100 の発現から推察された。ウマの角膜内皮細胞における S100 の発現

は、角膜内皮細胞が角膜最内層を覆う上皮細胞としての機能のみならず、S100 を介

した多様な機能により角膜の恒常性維持に貢献していることを示唆しているのかも

しれない。 

本研究において、虹彩括約筋は αSMA と Des、散大筋は αSMA にそれぞれ陽性であ

った。これらから、筋系の特徴とその分化を示す組織であること考えられたが、両筋

にマーカーの発現性の違いが認められた。ウマと同様の散大筋と括約筋における筋系

マーカーの発現性の違いは、イヌの両虹彩筋においても認められているが［71］、ヒ

トにおいては両筋に αSMA と Des の発現が認められている［65, 125］。αSMA と Des

は筋系組織マーカーとして汎用され、平滑筋には通常両者の発現が認められる［18, 

24］。このことからウマの虹彩括約筋は平滑筋であるといえる。一方、本研究の散大

筋の結果からは同筋は、筋上皮細胞に近い免疫組織化学的発現性であると考えられた

［13］。αSMA は、機能学的に細胞収縮性に関与していると考えられており、ウマの

虹彩両筋における機能学的な特徴を反映するものであると考えられた。また、平滑筋

における Des の局在は暗斑に一致し認められており［73］、本研究の 2 つの虹彩筋に

おける異なる免疫組織化学的検索結果は、両筋の構造的違いを反映しているのかもし

れない。虹彩後上皮は、毛様体上皮細胞と共に神経上皮に分類されるが［31］、ウマ

の虹彩後上皮は Vime に陽性であったが神経系マーカーをはじめとする他のマーカー

に陰性であり、神経系の性質を有している特徴を示唆する所見は得られなかった。過

去のプレーリードックにおいてもウマと同様の免疫組織化学的特徴が虹彩後上皮に

認められているが、イヌにおいては NSE に陽性であり神経系の性質を有しているこ

とが示唆されている［71］。 
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ウマ毛様体上皮細胞において、無色素上皮細胞は Vime に陽性で間葉系、色素上皮

細胞は Vime、Pan-CK、CK 8、CK 18 に陽性で上皮系と間葉系の両者の性質をそれぞ

れ有しており、異なる免疫組織化学的表現型を有した細胞により二層構造が形成され

ていることが明らかとなった。ヒト、イヌやプレーリードックにおける毛様体上皮細

胞の両層では Vime の発現のみが認められており［65, 71, 84, 125］、ウマの毛様体上皮

はそれらの動物とは異なる免疫組織化学的特徴を有した細胞により構築されている

と考えられた。また、ヒトやイヌの毛様体無色素上皮では Des、NSE、GFAP、Syna

の発現、色素上皮では GFAP の発現も認められており、毛様体上皮におけるそれらの

発現は、毛様体上皮が神経提由来の神経上皮である性質を反映しているものであると

考えられている［65, 71, 125］。ウマの無色素上皮では Des、NSE の発現が Vime に加

えて認められ、神経提由来の神経上皮の性質を有していることが推察される免疫表現

型であると考えられた。しかしながら、ウマの色素上皮では CK 以外の発現は認めら

れず無色素上皮細胞とは異なる分化を成した細胞であることが推察された。 

ウマの網膜は、内・外境界板を除く網膜層は神経系・神経内分泌系マーカーに陽性

を示し、“神経膜”であることが特徴付けられた。組織学的に証明された各網膜層に

おける免疫組織化学的特徴が明らかとなり、各網膜層では各抗体に対して陽性細胞と

陰性細胞が混在しそれらを形成していることが明らかとなった。通常、網膜層構造は、

単一細胞により各層構造が形成されているのではなく、多くの細胞分布、すなわちミ

ューラー細胞、神経節細胞、アマクリン細胞、水平細胞、双極細胞、錐状体細胞、桿

状体細胞、により構成されていることが知られている［33, 124, 137］。ウマ網膜にお

いてもそれらに相当する細胞分布により網膜層が形成されており、他の動物とその構

造は類似していると考えられている［10］。網膜層の中でも、神経節細胞層、内顆粒

層と外顆粒層は網膜構成細胞の細胞体により構成されており、神経節細胞層では神経

節細胞、内顆粒層はアマクリン細胞、水平細胞と双極細胞、外顆粒層は錐状体細胞と

桿状体細胞により構成されている［33, 124, 137］。ウマ網膜の各層構造における神経
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系・神経内分泌系マーカーの各抗体における陽性細胞と陰性細胞の分布は、多数の異

なる細胞により網膜構造が形成されており、その免疫表現型が単一ではないことを反

映している結果なのかもしれない。また、ヒトの網膜神経節細胞では、機能的特性に

より少なくとも 5 種類のサブタイプに分類され、多様性を有していることが明らかと

なっている［12］。ウマの網膜神経節細胞における免疫組織化学的な多様性は、機能

的な多様性を反映している結果なのかもしれない。 

ウマの視神経における免疫組織化学的特徴は、視神経乳頭部と連続性に同様であり

その特徴は一般的に知られている中枢神経の特徴に類似するものであると考えられ

た。また視神経を覆う髄膜において、ウシやニワトリでは Vime と CK の両者の発現

が認められており、上皮と間葉の特徴を有していると考えられているが［1］、ウマで

は Vime にのみ陽性であり間葉系の免疫組織化学的特徴を有する線維性膜組織である

ことが特徴付けられた。 

網膜色素上皮細胞においても、異種動物間で異なる免疫組織化学的特徴が報告され

ている。本研究おいて、ウマの健常眼球における網膜色素上皮細胞は Vime、Pan-CK、

CK 8、CK 18 に陽性であり、上皮と間葉の両者の性質を有した健常眼球構成組織であ

ることが特徴付けられた。ウマと同様に網膜色素上皮細胞が間葉と上皮の性質を示す

免疫組織化学的特徴は、サル、イヌ、ウシ、ラット、モルモット、マウス、ウサギの

網膜色素上皮細胞においても認められている［41, 46, 71, 98］。しかしながら、ヒトの

健常眼球における網膜色素上皮細胞では CK のみの発現が認められており［65, 66］、

ニワトリの網膜色素上皮細胞における CK の発現は認められていない［98］。ウマの

網膜色素上皮細胞は、その免疫組織化学的表現型より多くの哺乳動物で報告されてい

る網膜色素上皮細胞の特徴と類似性を有した分化を示すことが明らかになった。 

ウマの水晶体上皮細胞は、Vime、GFAP、NSE、S100 に陽性であることが本研究に

より特徴付けられた。水晶体上皮細胞は発生学的に表層外胚葉由来であると考えられ

ているが［7, 80, 93, 99］、CK ではなく Vime 陽性であることは一つの特徴であると考
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えられた。また、ウマの水晶体上皮細胞が GFAP、NSE、S100 に陽性であることから、

免疫組織化学的に神経系の性質を有する間葉系細胞への分化を有していると考えら

れた。ヒト、イヌ、ウシ、ウサギ、ニワトリにおける水晶体上皮細胞の免疫組織化学

的特徴もウマ同様であることが報告されており［16, 42, 71, 87, 88, 105, 117, 140］、CK

の発現は水晶体の発生早期に消失することが知られている［63, 66］。ウマの水晶体上

皮細胞における Vime の発現は、胎仔期に CK から Vime への発現性の変化が生じてい

る結果なのかもしれない。これらの発現性に加え、他の動物の水晶体上皮細胞におい

ては、αSMA の発現が報告されている［42, 105］。αSMA の発現は、上皮細胞におけ

る上皮から間葉への移行を指し示す特徴の一つであると考えられており、水晶体上皮

細胞における αSMA の発現は、発生学的に上皮に由来する水晶体上皮細胞の間葉への

移行過程を示唆し反映するものであると推察されている［42, 71］。本研究において、

ウマ水晶体上皮細胞における αSMA の発現は認められなかった。ウマの水晶体上皮細

胞における Vime 陽性、CK や αSMA に陰性である免疫組織化学的検索結果は、ウマ

の水晶体上皮細胞がより間葉系に分化した性質を有していることを示し、異なる動物

種間における水晶体上皮細胞の分化程度に伴う発現性の違いを反映している可能性

が考えられた。 

眼球構成組織の免疫組織化学的特徴を知ることは、眼球疾患の病態理解の向上に

貢献している。眼球疾患に伴い眼球組織の免疫組織化学的特徴が変化することが報告

されており［19, 21, 41, 57, 66, 126］、眼球疾患の病態を理解する上で健常眼球組織の

免疫組織化学的特徴は重要な基礎知識である。また、健常眼球組織における免疫組織

化学的特徴を理解することは、眼球における腫瘍性疾患の由来の検索に際し必要不可

欠であり、様々な動物種に生じた眼球腫瘍の理解に際し貢献している［30–34］。ウマ

においても、眼球腫瘍が報告されており、免疫組織化学的検索は腫瘍細胞の由来を特

定するための手法として用いられている［2, 60, 76, 92］。本研究のウマ眼球組織にお

ける免疫組織化学的特徴を明らかにした検索結果は、ウマの眼球疾患における病態理
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解の基礎データとして、さらには眼球腫瘍性疾患の由来の特定に際しても有用である

と考える。また眼球疾患のみならず、発生過程における眼球組織の免疫組織化学的表

現型の変化が認められており［62, 63, 66］、眼球発生を理解する上でも健常眼球組織

の免疫組織化学的特徴を知ることは重要である。ウマにおける眼球発生の過程は、ヒ

トを含めた他の動物からの引用により、それらと類似あるいは同様であると理解され

ているが［5–10］、ウマ固有の眼球発生の詳細は未だに明らかになっていない。その

ため、ウマの眼球発生を理解するためにも、本研究で明らかになった健常ウマ眼球組

織の免疫組織化学的特徴を把握することは必要不可欠であると考える。 

本研究では、成馬の眼球組織における組織学的特徴を把握し、さらに細胞骨格・上

皮系・筋系・神経系/神経内分泌系マーカーを用いて、それらの免疫組織化学的特徴を

明らかにした。本研究により明らかとなったウマ健常眼球組織の基礎知識を理解する

ことは、多岐に渡るウマ眼球疾患との比較研究やそれらの病態の理解向上に際し一助

となると考える。さらに本研究の結果は、今後のウマ眼球の発生における細胞分化過

程の理解に際し一助になると考える。 
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１-５. 小括 

 

ウマ眼球の構成組織である、角膜・虹彩・毛様体・脈絡膜・網膜・脈絡膜ならび水

晶体における組織学的ならび免疫組織化学的検索を行った。組織学的検索では、網膜

血管が視神経乳頭部にのみに分布していることを含め、過去に報告されているウマの

眼球組織における特徴とほぼ一致した。免疫組織化学的検索では、角膜内皮細胞と毛

様体色素上皮細胞における CK の発現が特徴的に明らかになった。また、その他にも

ウマの各眼球組織とヒトを含めた他の動物の各眼球組織での各抗体の発現性につい

ての相違性が明らかとなり、それらからは他の動物との細胞分化の程度の違いが推察

された。 
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第 II 章 

 

ウマ眼球ぶどう膜における CD163 陽性細胞 

ならび MHC II 陽性細胞の分布 
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２-１．序文 

 

ぶどう膜に在住する抗原提示細胞は、局所的な免疫恒常性維持や全身性免疫寛容機

構に貢献し、眼球免疫特権形成に重要な役割を担っていると考えられている。ぶどう

膜は豊富な在住抗原提示細胞の分布組織であることが、健常ヒト［82］、マウス［81, 82］、

ラット［82, 83］において、免疫組織化学的手法を用いた検索により明らかとなって

いる。そして、ぶどう膜在住の抗原提示細胞はマクロファージと樹状細胞への分類が

なされている。これらの分類された健常ぶどう膜に分布する組織在住抗原提示細胞は、

健常組織における免疫恒常性維持に貢献しているのみならず、ぶどう膜の炎症性・免

疫介在性疾患の起爆や波及を担う細胞として機能していると考えられている［80］。 

MHC II の発現は、抗原提示を行う能力を有する細胞に認められる特徴であり、通

常抗原提示細胞に分類されるマクロファージ、樹状細胞と B 細胞に認められる［115］。

眼球組織に分布する MHC II 陽性細胞は免疫特権の形成に携わり、眼球免疫に重要な

役割を担っていると考えられている［95, 120］。さらに、眼球組織に分布する MHC II 

陽性細胞は、炎症や免疫応答に中心的役割を担っていると考えられている。 

ウマにおいても多様な原因によるぶどう膜炎の報告がなされている［8, 26, 53］。し

かしながら、ぶどう膜組織に分布する抗原提示細胞の詳細は十分に明らかとなってい

ない。ウマぶどう膜炎の発病機序や病態をさらに理解する上で、ぶどう膜における抗

原提示細胞の分布を理解することは必要不可欠であると考える。 

本研究は、ウマぶどう膜の免疫恒常性機構とウマぶどう膜炎の発病機序や病態の理

解向上を目的とし、それらの基礎知見となるぶどう膜組織在住細胞を CD163 と MHC 

II を用いて分類、さらにはそれらの分布と局在を明らかにした。 
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２-２．材料と方法 

 

２-２-１．供試動物 

 

臨床的に眼疾患を伴わないサラブレッド種 10 頭（雄 1、雌 9）のウマより採材され

た 11 眼球（1 歳～24 歳齢）を用いた。使用したウマの詳細は表 4 に示した。眼球固

定は、10% 中性緩衝ホルマリン水溶液による約 48 時間の浸漬により行った。固定に

際し、各々の眼球背側中央部に前後約 1 cm の切込みを入れ、注射針付きシリンジを

用いて約 0.5-1.0 ml の固定液の注入を行った。固定眼球は、前ならび後ぶどう膜組織

を含有する厚さ 0.5-1.0 cm の組織片に切り出し、アルコール脱水とキシレン浸漬後、

パラフィンに包埋した。5 µm の厚さのパラフィン組織切片を作製し、免疫組織化学

的検索を行った。 

 

 

２-２-２．免疫組織化学的検索 

表 4．試供動物の特徴 

No. 眼球 性別 年齢 診断 

1 左 
雌 1 歳 骨盤骨折 

2 右 

3 左 雌 1 歳 離断性骨軟骨症 

4 右 雄 1 歳 ウォブラー症候群 

5 左 雌 2 歳 左第三中手骨骨折 

6 右 雌 8 歳 転筋破裂 

7 右 雌 8 歳 結腸捻転 

8 左 雌 9 歳 脊髄損傷 

9 右 雌 15 歳 子宮動脈破裂 

10 右 雌 17 歳 結腸捻転 

11 左 雌 24 歳 乳腺癌 
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本研究では、間接蛍光抗体法による免疫組織化学的検索を行った。一次抗体には、 

単球・マクロファージ系マーカーとしてマウスモノクローナル抗ヒト CD163（AM-3K; 

Trans Genic Inc., Kobe, Japan）、抗原提示細胞マーカーとしてMHC II（HLA-DR; TAL.1B; 

Dako, Glostrup, Denmark）、B リンパ球マーカーとしてウサギポリクローナル抗ヒト

CD20（Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, U.S.A.）を用いた。一次抗体に対す

る抗原賦活化の目的として、CD163 には Proteinase K（Dako）によるタンパク分解酵

素処理、MHC II にはオートクレーブによる加熱処理を行った。CD20 には前処置は行

わなかった。作製パラフィン切片をキシレンにて脱パラフィンし、エチルアルコール

を通し、水洗した。前処置後、十分な流水洗を行い、非特異的反応除去の目的で、10% 

ヤギ正常血清（Sigma-Aldrich）を切片上にのせ、37ºC 30 分間のブロッキング処置を

行った。一次抗体は PBS を用いて、CD163 と MHC II は 50 倍、CD20 は 200 倍にそれ

ぞれ希釈し、希釈一次抗体を切片上にのせ保湿箱内で 4ºC overnight 反応させた。反応

終了後、PBS 洗浄と 0.05%トライトンへの浸漬を行い、二次抗体として PBS により

200 倍希釈した Alexa Fluor 488 蛍光標識ヤギ抗マウス IgG（Molecular Probes）、または

Alexa Fluor 546 蛍光標識ヤギ抗ウサギ IgG（Molecular Probes）を用い、切片上にのせ

遮光下で室温 30 分間反応させた。二次抗体反応終了後、十分な PBS 洗浄を行い、水

溶性封入剤で封入し蛍光顕微鏡（C2; Nicon Instech Co., Ltd.）を使用し観察を行った。

各一次抗体の陽性対象としてウマリンパ節組織を用いた。陰性対象には、一次抗体の

混和の無いそれぞれの溶液を用いて、上述した工程を同様に行った。 

 

２-２-３．統計学的検索 

 

ぶどう膜各部位（毛様体、虹彩、脈絡膜）における CD163＋細胞と MHC II＋細胞

の各々の出現頻度を明らかにするために、間接蛍光抗体法の結果を用いて統計学的検
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索を行った。両抗体陽性細胞数の計測は、無作為に選択された 400 倍視野で行い、画

像上の面積測定において 1mm2を超える視野数の計測を行った。ぶどう膜各部位で計

測されたそれぞれの陽性細胞数は、1mm2 あたりの平均陽性細胞数として算出した。

算出された平均陽性細胞数を用いて、ぶどう膜各部位間の比較検定を行った。比較検

定はエクセル統計 2012（Excel and Ekuseru-Toukei 2012; Social Survey Research 

Information Co., Ltd., Tokyo, Japan）を用いて行い、事前比較としてクラスカル・ウォ

リス検定、事後検定としてシェッフェの検定を行った。統計学的検索結果において、

p<0.01 で有意差ありとした。 
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２-３．結果 

 

２-３-１．免疫組織化学的検索 

 

２-３-１-１．CD163＋細胞 

 

毛様体：CD163＋細胞の大多数は色素上皮細胞直下の基底側に沿い認められた（図 45）。

それらは、主に長短の紡錘形あるいは伸展した形態であり、円形や類円形の陽性細胞

も認められた（図 46）。同様の形態を示す CD163＋細胞の毛様体間質における分布も

散在性に認められた。 

 

虹彩：前面表層や色素上皮細胞直下、間質全域に散在性に分布する CD163＋細胞を認

めた（図 47）。前面表層に認められた CD163＋細胞は類円形から半円形で虹彩前面と

前房の境界部に位置し認められた。間質に散在性に分布する CD163＋細胞は、主に円

形から類円形であり、時に紡錘形の形態で認められた。また、色素上皮間直下におい

て伸展する CD163＋細胞を認めた。虹彩根部では瞳孔縁領域から虹彩中間部と比較し、

より多くの CD163＋細胞の分布が認められた。 

 

脈絡膜：脈絡膜間質線維間に散在性に分布する CD163＋細胞を認め、それらは大多数

は円形から類円形の形態であり、時に長短の紡錘形の形態であった（図 48）。 

 

２-３-１-２．MHC II＋細胞 

 

毛様体：上皮細胞に隣接し多くの MHC II＋細胞を認めた。それらは毛様体冠から毛
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様体輪におよぶ色素上皮細胞間や無色素上皮細胞間に介在し散在性に認められ（図

49–51）、短紡錘形で樹状状の形態であった。さらに、多くの MHC II＋細胞は色素上

皮・間質境界部に位置し色素上皮下部に沿い位置して認められ、多形性に富み、伸展

した紡錘形、短紡錘形、類円形で、時に樹状状であった。毛様体冠間質の MHC II 陽

性細胞は僅かで散在性に認める程度であった。 

 

虹彩：前面表層や色素上皮細胞直下、色素上皮細胞間に介在し分布する MHC II＋細

胞を認めた。また、間質全域に散在性に分布する MHC II＋細胞を認めた。前面表層

に認められた MHC II＋細胞は類円形から半円形で前面と前房の境界部に位置し認め

られた。間質の MHC II＋細胞は、主に円形から類円形であり、時に紡錘形の形態で

認められた。色素上皮間に介在する MHC II＋細胞は長短の突起を有し樹状状の形態

であった。 

 

脈絡膜：間質線維間に散在性に分布する円形から類円形で時に紡錘形の MHC II＋細

胞を認めた（図 52）。また、樹状状の形態を呈する MHC II＋細胞も認められた。 

 

２-３-２．統計学的検索 

 

各検体におけるぶどう膜各部位での 1 mm2辺りの平均 CD163＋ならび MHC II＋細

胞数の計測結果は表 5-1 と表 5-2 にそれぞれに示した。ぶどう膜各部位間における 1 

mm2辺りの CD163＋細胞数の平均値の統計学的検索の結果、毛様体は虹彩と比較し有

意（p<0.0001）であり、脈絡膜との比較においても有意（p=0.0021）であった（有意

差＊＊p<0.01）。虹彩と脈絡膜との比較において有意差は認められなかった（図 53）。ま

た、ぶどう膜各部位間における 1 mm2辺りの MHC II＋細胞数の平均値の統計学的検

索の結果、毛様体は虹彩と比較し有意（P<0.0001）であり、脈絡膜との比較において
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も有意（P=0.0029）であった（有意差＊＊p<0.01）。虹彩と脈絡膜との比較において有

意差は認められなかった（図 54）。 

 

 

表 5-1．ぶどう膜各組織における 1 mm2あたりの CD163 陽性細胞数とその平均値 

No. 毛様体 虹彩 脈絡膜 

1 375 84 101 

2 375 110 110 

3 419 72 80 

4 429 66 117 

5 468 94 73 

6 381 72 112 

7 454 87 102 

8 356 85 100 

9 494 107 158 

10 433 65 83 

11 362 95 34 

平均値 ± 標準偏差 413 ± 47 85 ± 15 97 ± 31 

表 5-2．ぶどう膜各組織における 1 mm2あたりの MHCII 陽性細胞数とその平均値 

No. 毛様体 虹彩 脈絡膜 

1 656 114 73 

2 566 77 97 

3 556 51 74 

4 450 63 127 

5 445 63 127 

6 441 112 95 

7 602 65 104 

8 413 85 98 

9 710 100 144 

10 550 86 107 

11 436 44 53 

平均値 ± 標準偏差 550 ± 125 78 ± 23 100 ± 27 
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図 45．No. 3，毛様体．CD163．毛様体上皮に隣接して CD163 陽性細胞（矢頭）を認

める．CE：毛様体上皮．S：間質．IHC．Bar=100 μm． 

図 46．No. 3，毛様体．CD163．毛様体色素上皮の基底側直下に近接して分布する紡

錘状で伸長した CD163 陽性細胞（矢頭）を認める．NE：毛様体無色素上皮．PE：毛

様体色素上皮．S：間質．IHC．Bar=50 μm． 

図 47．No. 1，虹彩．CD163．虹彩間質に散在性に分布する CD163 陽性細胞を認める．

IHC．Bar=50 μm． 

図 48．No. 1，脈絡膜．CD163．卵円形の CD163 陽性細胞，時に伸長した CD163 陽性

細胞（矢頭）を認める．IHC．Bar=50 μm． 
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図 49．No. 9，毛様体．MHC II．毛様体色素上皮の基底側直下に近接して分布する

MHC II 陽性細胞（矢頭）を認める．毛様体間質においても散在性に MHC II 陽性細胞

を認める．NE：毛様体無色素上皮．PE：毛様体色素上皮．S：間質．V：血管．IHC．

Bar=50 μm． 

図 50．No. 11，毛様体．MHC II．毛様体上皮間に分布する MHC II 陽性細胞や，時に

毛様体上皮間に伸長し介入する MHC II 陽性突起を認める（矢頭）．NE：毛様体無色

素上皮．PE：毛様体色素上皮．S：間質. V：血管．IHC．Bar=50 μm． 

図 51．No. 11，毛様体．MHC II．毛様体上皮間に介在する樹状状 MCH II 陽性細胞を

認め，細胞質から MHC II 陽性突起の伸長を認める（矢頭）．IHC．Bar=50 μm． 

図 52．No. 1，脈絡膜．MHC II．卵円形の MHC II 陽性細胞，時に伸長した MHC II 陽

性細胞を認める．IHC．Bar=50 μm． 
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図 53．毛様体，虹彩および脈絡膜に分布する CD163 陽性細胞の各組織間における定

量的分析．毛様体と虹彩（p<0.001）ならび毛様体と脈絡膜（p=0.0021）間にそれぞれ

有意差を認めた．˟標準誤差．*統計学的有意差（p<0.01）． 

 

 

 

図 54．毛様体，虹彩および脈絡膜に分布する MHC II 陽性細胞の各組織間における定

量的分析．毛様体と虹彩（p<0.001）ならび毛様体と脈絡膜（p=0.0029）間にそれぞれ

有意差を認めた．*統計学的有意差（p<0.01）． 
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２-４．考察 

 

本研究により、はじめてウマぶどう膜組織に分布する CD163 陽性細胞が明らかに

なった。CD163 はウマを含めた様々な組織マクロファージにその発現が認められてお

り［136］、本研究で明らかとなった CD163 陽性細胞は、ウマぶどう膜組織在住組織

マクロファージであると考えられた。正常組織に分布する組織マクロファージは、侵

入抗原に対する最前線の細胞学的防御機構で有ると同時に、多様な生理活性物質を産

生することにより正常組織の免疫恒常性維持、組織リモデリングや血管新生に関与し

ている［27］。本研究でウマぶどう膜組織に検出された CD163陽性マクロファージは、

選択的活性化マクロファージに分類され、炎症や免疫反応に対し抑制性の免疫調節機

能を有していることが知られている［35］。CD163 は type B crystalline-rich scavenger 

receptor であり、の代表的な機能として haemoglobin-haptoglobulin complexes を貪食す

ることにより、正常組織の遊離 haemoglobin による酸化を防ぐことが考えられている。

さらに、このレセプターは細菌感染に対する免疫センサーとしての機能が報告されて

おり、CD163 陽性マクロファージは抑制性の免疫調節機能のみならず、局所炎症を誘

起する細胞としての機能することが明らかとなっている［36］。本研究では、健常ウ

マぶどう膜における侵入抗原に対する最前線の防御機構として参画し、抑制性の免疫

恒常性維持、さらにはぶどう膜炎を誘起する細胞として重要な役割を担う可能性を有

した組織マクロファージの分布が明らかとなった。 

眼球組織に分布する MHC II 陽性細胞は、免疫特権の形成に寄与していると考えら

れており［95, 120］、ウマぶどう膜組織におけるその分布、局在、陽性細胞数を認知

することは眼球免疫恒常性機構の理解に重要である。本研究では、ウマぶどう膜組織

に分布する MHC II 陽性細胞を蛍光抗体法によりそれらを評価した。過去の酵素抗体

法を用いたウマぶどう膜組織の MHC II 陽性細胞の検索では、間質に分布する MHC II
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陽性細胞が疎らで僅かに認められているのみであるとされており、その正確な MHC 

II 陽性細胞数は明らかとなっていない［104］。また、毛様体上皮細胞直下と上皮細胞

間の MHC II 陽性細胞は検出されておらず、ウマぶどう膜の MHC II 陽性細胞はごく

少数であると理解されていた。今後のウマぶどう膜組織ひいてはウマ眼球における免

疫恒常性維持機構、すなわちウマ眼球の免疫特権の理解に際し、本研究で証明された

一定数の MHC II 陽性細胞が毛様体を主体に分布しているということを考慮すべきで

あると考える。過去の免疫特権の概念として、ぶどう膜を含めた眼球組織に分布する

MHC II 陽性細胞はごく少数であると報告されていた［120］。そして、ごく少数であ

る MHC II 陽性細胞の分布が眼球の炎症や免疫応答を最小限に抑制し、眼球の組織を

保護していると考えられており、ぶどう膜に分布する MHC II 陽性細胞も僅かである

とされていた［3, 67, 129］。しかしながら、ぶどう膜組織に分布する MHC II 陽性細胞

の再評価がヒト、マウス、ラットでなされ、多くの MHC II 陽性細胞の分布が証明さ

れている［81–83］。現在では、それらのぶどう膜に分布する多くの MHC II 陽性細胞

による眼球免疫特権への関与が考えられている。 

抗原提示細胞はマクロファージに加え、樹状細胞と B 細胞の 3 種類に分類される 

［115］。本研究においては、ウマぶどう膜に分布する CD20 陽性細胞は認められず、

B 細胞の分布は示唆されなかった。しかしながら、CD163 ならび MHC II 陽性細胞の

局在と形態学的比較により、毛様体上皮細胞間に分布する樹状細胞の分布が示唆され

た。本研究で示唆された樹状細胞は、樹状状 MHC II 陽性細胞であり、その形態と免

疫表現型より樹状細胞であると考えられた。さらに、毛様体根部においても散在性に

樹状状 MHC II 陽性細胞が認められ、それらにおいても樹状細胞であることが推察さ

れた。樹状細胞における貪食作用は乏しいが、抗原提示能に極めて特化した抗原提示

細胞である［119］。また末梢組織在住の樹状細胞は内因性抗原の処理に関与し、内因

性抗原に対するセンサー機能や免疫機構変動の監視を担っていると考えられている

［119］。ウマぶどう膜組織に認められた樹状状 MHC II 陽性細胞は、ウマぶどう膜組
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織において免疫機構調節の重要な役割を担っていると考えられた。しかしながら、ウ

マぶどう膜に分布する樹状状 MHC II 陽性細胞の詳細な機能を明らかにするためには、

さらなる研究が必要である。 

統計学的検索により、ウマぶどう膜における CD163 陽性細胞と MHC II 陽性細胞の

毛様体を中心として広がる両陽性細胞の分布が特徴付けられた。この結果から毛様体

が両陽性細胞の最大分布組織であることが明らかになった。毛様体における両陽性細

胞の局在からは、両陽性細胞は血液硝子体関門の形成に関連した細胞学的防御機構の

役割を担っていることが推察された。さらに、毛様体が MHC II 陽性細胞の最大分布

組織であったことより、毛様体はぶどう膜に侵入した抗原認識の最大組織であること

が示唆された。ウマぶどう膜において毛様体は、ぶどう膜炎の起爆と波及に際して中

心的な役割を果たしていることや、それに引き続く抗原提示細胞による循環 T 細胞へ

の局所的な抗原提示による免疫応答が行われる場として虹彩や脈絡膜よりも重要な

ぶどう膜組織であることを暗示しているのかもしれない。また、マウス、ラットやヒ

トにおける MHC II 陽性ならび陰性マクロファージや樹状細胞に分類される組織在住

抗原提示細胞の分布はぶどう膜間質を主体とした網目状分布として検出されている

［80－83］。ウマとそれらの異なる組織在住細胞の分布は、ウマと他の動物では異な

るぶどう膜組織が眼球免疫の主体をなす組織であることを示しているのかもしれな

い。 

本研究では、健常ウマぶどう膜組織における免疫恒常性機構に参画する可能性のあ

るウマぶどう膜組織在住細胞として、組織マクロファージと MHC II 陽性細胞の分布

と局在を明らかにした。そして、ウマぶどう膜におけるそれらの毛様体を主体とした

分布を特徴付けた。本研究によるウマぶどう膜組織における抗原提示細胞のデータは、

健常ぶどう膜の免疫恒常性機構の理解向上や解明の一助になると考えられる。またウ

マぶどう膜炎は最も認められる眼球疾患であり、局所性や全身性の感染性や免疫介在

性に分類される多様な原因により引き起こされる［8, 26］。そして、それらの病態に
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おいて、免疫反応が重要な因子であると考えられている［53, 78］。本研究で明らかと

なった健常ウマぶどう膜における組織在住細胞の特徴を知ることは、ウマぶどう膜炎

の発生機序や病態を理解するための一助になると考える。 
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２-５．小括 

 

本研究では、ウマぶどう膜における組織在住 CD163 陽性細胞ならび MHC II 陽性細

胞の分布の検索を免疫組織化学的手法を用いて行った。ぶどう膜全体に両陽性細胞の

分布が認められ、統計学的検索結果より毛様体を主体とした両細胞の分布が特徴付け

られた。さらに両陽性細胞の免疫組織化学的形態と分布領域について比較した結果、

樹状状 MHC II 陽性細胞の分布が毛様体に認められた。これらのことより、本研究に

より健常ウマぶどう膜組織における毛様体を主体とした組織マクロファージの分布

が明らかになり、樹状細胞の分布が示唆された。本研究により得られた健常ウマ眼球

組織における組織在住細胞の検索結果は、ウマの眼球疾患、特にぶどう膜炎のさらな

る病態理解の一助になると考えられた。 
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第 III 章 

 

ウマ眼球における硝子体細胞の 

組織学的および免疫組織化学的検索とその分布 
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３-１．序文 

 

硝子体細胞は、単一の硝子体・後房眼球組織との境界部（硝子体皮質または網膜内

境界板上）に存在する細胞と定義され、ヒトや実験動物（マウス、ラット、モルモッ

ト）、ウマを除く様々な家畜や伴侶動物（ウシ、ヒツジ、シカ、イヌ、ネコなど）お

よび鳥類で報告されている［4, 14, 15, 47, 96, 100, 106, 121, 123, 127］。また、その形態

学的研究［4, 14, 15, 96, 106, 121, 123］と機能学的研究［4, 15, 100, 106, 121, 123］、お

よび免疫組織化学的研究［47, 100, 106, 127］から、硝子体細胞は骨髄由来で、硝子体

内で分化した組織マクロファージであることが示唆されている。 

ヒトやマウス、ウサギ、ニワトリの硝子体細胞では、自然発生眼球疾病ならび実験

学的にその動態の研究がなされ、同細胞の硝子体内増殖性疾患への関与、眼球内免疫

への抗原提示細胞としての関与、さらには眼球内組織傷害や修復過程における反応性

の活性化が報告されている［40, 44, 58, 64, 68, 106, 123, 127］。一方、ウマやウシなど

の家畜動物ならびイヌやネコなどの伴侶動物には様々な眼球疾患が知られ、研究がな

されているが［26, 31, 33, 90］、それらの病態に関与する眼球組織マクロファージの動

態についての報告は見当たらない。 

本研究では、ウマにおける眼球内疾患に関わる硝子体細胞の動態を明らかにする為

に、その基礎知見となる硝子体細胞の形態学的特徴を組織学的手法を用いて、免疫組

織化学的特徴を間接蛍光抗体法を用いて検索した。加えて硝子体細胞の分布と年齢別

の出現頻度の検索を行った。 
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３-２．材料と方法 

 

３-２-１．供試動物 

 

臨床的に眼疾患を伴わないサラブレッド種 18 頭（雄 8、雌 10）のウマより採材さ

れた 31 眼球（胎齢約 90 日～24 歳齢）を用いた。18 頭は年齢によって 4 グループ（G1：

胎齢約 90 日 6 眼球、G2：胎齢 300 日以上 6 眼球、G3：1～3 歳 8 眼球、G4：8～24 歳

11 眼球）に分類した（表 6）。眼球固定は、10%中性緩衝ホルマリン水溶液による約

48 時間の浸漬により行った。固定に際し、各々の眼球背側中央部に前後約 1 cm の切

込みを入れ、注射針付きシリンジを用いて約 0.5-1.0 ml の固定液の注入を行った。固

定眼球から、前部ぶどう膜組織（虹彩・毛様体・前部脈絡膜）、網膜組織と後部脈絡

膜、視神経乳頭組織のそれぞれを含有する厚さ 0.5-1.0 cm の組織片に切り出し、アル

コール脱水とキシレン浸漬後、パラフィンに包埋した。パラフィン包埋後、厚さ 5 µm

のパラフィン組織切片を作製し、HE 染色を施し組織学的検索を行った。また、同様

に作製されたパラフィン組織切片を用いて免疫組織化学的検索を行った。 

 

 

表 6．試供動物の特徴 

グループ 眼球 性別 年齢 診断 

 

1 

左右 

左右 

左右 

雄 

雌 

雄 

胎齢 90 日 

胎齢 90 日 

胎齢 90 日 

―――― 

―――― 

―――― 

 

2 

左右 

左右 

左右 

雄 

雄 

雄 

胎齢 310 日 

胎齢 318 日 

胎齢 320 日 

難産・早産 

難産・早産 

難産・早産 
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３-２-２．免疫組織化学的検索 

 

本研究では、間接蛍光抗体法による免疫組織化学的検索を行った。一次抗体には、

抗原提示細胞マーカーとして MHC II、単球・マクロファージ系マーカーとして CD163、

リンパ球マーカーとして CD3（T リンパ球）と CD20（B リンパ球）、グリア細胞の鑑

別として GFAP、Ca2+結合機能マーカーとして S100、上皮系細胞の鑑別として Pan-CK

用いた。一次抗体の詳細情報ならびそれぞれの前処置は表 5 に示した。作製パラフィ

ン切片をキシレンにて脱パラフィンし、エチルアルコールを通し、水洗した。前処置

後、十分な流水洗を行い、非特異的反応除去の目的で 10% ヤギ正常血清

（Sigma-Aldrich）を切片上にのせ、37ºC 30 分間のブロッキング処置を行った。一次

抗体は PBS を用いて、それぞれの適切濃度に希釈し（表 7）、希釈一次抗体を切片上

にのせ保湿箱内で 4ºC overnight 反応させた。反応終了後、PBS 洗浄と 0.05%トライト

ンへの浸漬を行い、二次抗体として PBS により 200 倍希釈した Alexa Fluor® 488 蛍光

標識ヤギ抗マウス IgG（Molecular Probes）、または Alexa Fluor® 546 蛍光標識ヤギ抗ウ

サギ IgG（Molecular Probes）を用い、切片上にのせ遮光下で室温 30 分間反応させた。

 

 

3 

右 

左右 

左 

左右 

左右 

雌 

雄 

雄 

雌 

雄 

1 歳 

1 歳 

1 歳 

2 歳 

2 歳 

離断性骨軟骨症  

ウォブラー症候群 

ウォブラー症候群 

ウォブラー症候群 

ウォブラー症候群 

 

 

 

4 

左 

左右 

右 

左 

左右 

左右 

左右 

雌 

雌 

雌 

雌 

雌 

雌 

雌 

8 歳 

8 歳 

9 歳 

9 歳 

15 歳 

24 歳 

24 歳 

結腸捻転 

内転筋損傷 

慢性蹄葉炎 

脊髄損傷 

慢性蹄葉炎 

扁平上皮癌 

乳腺癌 
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二次抗体反応終了後、十分な PBS 洗浄を行い、水溶性封入剤で封入し蛍光顕微鏡（C2; 

Nicon, Instech Co., Ltd.）を使用し観察を行った。各一次抗体の陽性対象として、MHC 

II、CD3 ならび CD20 にはウマリンパ節組織、CD163 にはウマ肺組織、GFAP ならび

S100 にはウマ網膜組織ならび眼球内神経線維と血管組織、Pan-CK にはウマ皮膚組織

をそれぞれ用いた。陰性対象には、一次抗体の混和の無いそれぞれの溶液を用いて、

上述した工程を同様に行った。 

 

 

３-２-３．統計学的検索 

 

硝子体細胞の分布と出現頻度を明らかにするために、以下の検索を行った。HE 染

色切片を使用し、硝子体細胞を 4 つの異なる部位（毛様体冠、毛様体輪、網膜、視神

経乳頭）においてそれぞれ 400 倍 5 視野で計測し、硝子体網膜境界部の 500 µm 長の

境界線上に分布する細胞数の平均値を算出した。算出された細胞数の平均値を用いて、

各部位におけるグループ間での検定比較、さらに各グループにおける各部位間の検定

比較を行った。前者の比較では、クラスカル・ウォリス検定を事前比較として、また

シェフェの検定を事後比較として行った。後者の比較では、マンホイットニーのＵ検

表 7．免疫組織化学的検索に使用した一次抗体 

一次抗体 タイプ 前処置 希釈 クローン 製造元 

MHC II MM Autoclave 1:50 TAL.1B5 Dako 

CD163 MM Proteinase K 1:50 AM-3K Trans Genic Inc. 

CD3 RP Microwave 1:5 ―― Nichirei 

CD20 RP Not done 1:200 ―― Thermo Scientific 

GFAP RP Microwave 1:100 ―― Dako 

Pan-CK MM Autoclave ―― AE1/AE3 Nichirei 

S100 RP Microwave 1:300 ―― Dako 

MM：マウスモノクローナル、RP：ウサギポリクローナル． 
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定を行った。比較検定はエクセル統計 2012（Excel and Ekuseru-Toukei 2012; Social 

Survey Research Information Co., Ltd.）を用いて行った。統計学的検索結果において、

p<0.01 または p<0.05 で有意差ありとした。 
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３-３．結果 

 

３-３-１．組織学的検索 

 

G3 および G4 において、毛様体冠および毛様体輪の無色素上皮細胞上に多くの硝子

体細胞を認め（図 55）、その形態は多型性に富んでおり 4 つの形態（type-1：円形か

ら類円形の核ならび細胞質を有し突起を有さない細胞、type-2：円形から類円形の核

ならび細胞質を有し複数の突起を有している細胞、type-3: 扁平から紡錘形の核なら

び細胞質を有し突起を有していない細胞、 type-4: 扁平から紡錘形の核ならび細胞質

を有し複数の突起を有している細胞）に大きく大別された（図 56a–d）。中でも、G3

ならび G4 では type- 2 および type-4 が多く認められる傾向にあった。また、毛様体輪

部における細胞は type-3 の形態を呈する傾向があった。網膜硝子体境界部（網膜内境

界板上）ならび視神経乳頭硝子体境界部では同細胞は認められなかった。毛様体冠周

辺部では type-1 および type-2 の形態を呈する遊離細胞を認めた。 

G2 では毛様体冠および毛様体輪の無色素上皮細胞直上に硝子体細胞を認め、G3 な

らび G4 同様に硝子体細胞は 4 つの形態に大きく分類された。中でも、G2 では type-1

および type-3 が多く認められる傾向にあった。網膜硝子体境界部ならび視神経乳頭硝

子体境界部では同細胞は認められなかった。毛様体冠周辺部では type-1 および type-2 

の形態を呈する遊離細胞を認めた。 

G1 では、毛様体冠および毛様体輪の無色素上皮細胞直上において硝子体辺縁部に

位置する細胞は認められなかった（図 57）。 

また、すべてのグループにおいて、網膜ならび視神経乳頭部の硝子体辺縁部に位置

する硝子体細胞は認められなかった（図 58）。 
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３-３-２．免疫組織化学的検索 

 

免疫組織化学的検索では、G2、G3 ならび G4 における組織学的に４つの形態に大

別された硝子体細胞は、CD163（図 59a，59b）と MHC II （図 60c，60d）に陽性を示

した。また、毛様体冠周辺部で認められた遊離細胞も同様に CD163 と MHC II に陽

性を示した。G1 においては硝子体辺縁部において、CD163 ならび MHC II に陽性を

示す細胞は認められなかった。G2、G3 ならび G4 において、CD3、CD20、GFAP、S100 

ならび Pan-CK に陽性を示す硝子体細胞は認められなかった。 

 

３-３-３．統計学的検索 

 

各グループごとにおける各部位間（毛様体冠、毛様体輪）の比較において、G2 と

G3 間ならび G2 と G4 間で有意差を認め、G3 と G4 間では有意差は認められなかった

（図 61）。また、各グループ内における各部位間（毛様体冠、毛様体輪）の比較にお

いて、すべてのグループで両者間に有意差を認め、毛様体冠は毛様体輪に対し統計学

的に有意であった（図 62）。 
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図 55．成馬，毛様体．毛様体突起周囲に隣接した硝子体細胞の分布（矢頭）を認める．

CP：毛様体突起．HE．Bar=100 μm． 
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図 56．成馬，毛様体．毛様体無色素上皮頭頂側表層上やその表層に隣接して，Type-1

（図 56a，矢印），Type-2（図 56b，矢印），Type-3（図 56c，矢印），Type-4（図 56d，

矢印）の硝子体細胞を認める．HE．Bar=10 μm. 
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図 57．G1 胎仔，毛様体．毛様体突起周囲に硝子体細胞の分布は認めない．CP：毛様

体突起．V：硝子体腔．HE．Bar=50 μm． 

 

 

図 58．成馬，網膜．網膜上や網膜硝子体皮質領域（矢頭）に硝子体細胞の分布は認め

ない．V：硝子体腔．R：網膜．Ch：脈絡膜．HE．Bar=50 μm． 
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図 59．図 59a：成馬，図 59b：G2 胎仔．毛様体．MHC II．毛様体突起に隣接して分

布する硝子体細胞において MHC II の発現を認める（矢頭）．CP：毛様体突起．IHC．

Bar=50 μm． 

図 60．図 60a：成馬．図 60b：G2 胎仔．毛様体．CD163．毛様体突起に隣接して分布

する硝子体細胞において CD163 の発現を認める（矢頭）．CP：毛様体突起．IHC．Bar=50 

μm． 
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図 61．各グループ間における毛様体突起（a）と毛様体輪（b）に分布する硝子体細胞

の定量的分析．毛様体突起において G2 と G3（p=0.0039）ならび G2 と G4（p=0.0060）

間，毛様体輪において G2 と G3（p=0.0006）ならび G2 と G4（p=0.0257）間でそれぞ

れ有意差を認めた．**p<0.01 または*p<0.05 で統計学的有意差ありとした． 

 

 

図 62．各グループにおける毛様体突起（CP）と毛様体輪（PP）に分布する硝子体細

胞の定量的分析．すべてのグループにおいて毛様体突起と毛様体輪の間でそれぞれ有

意差を認めた．G2: p=0.0065（a），G3: p=0.0356（b），G3: p=0.0001（c）．**p<0.01 ま

たは*p<0.05 で統計学的有意差ありとした． 
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３-４．考察 

 

ウマの毛様体冠および毛様体輪部で認められたウマ硝子体細胞における CD163 の

発現性より、同細胞は眼球組織マクロファージであると考えられた。マウスならびラ

ットの硝子体細胞においてもウマ硝子体細胞と同様に CD163 の発現が証明されてお

り、同細胞は眼球における組織マクロファージであることが証明されている［100, 

106］。CD163 は、骨髄由来で単球－マクロファージ系の末梢組織マクロファージに特

異的に発現しているマクロファージ表面抗原であり［35］、ウマを含めた多くの動物

で肺胞マクロファージや肝クッパー細胞などの組織マクロファージに特異的な発現

が証明されている［69, 72, 136］。さらに、ウマ硝子体細胞における MHC II の発現は、

同細胞が抗原提示細胞であることを証明した［115］。ウマ硝子体細胞において、リン

パ球マーカー、グリア細胞マーカー、上皮系細胞マーカーにそれぞれ陰性を示したこ

とは、同細胞がリンパ球由来、グリア細胞由来、さらには上皮系細胞由来の細胞であ

ることを支持しないものである。S100 は、Ca2+結合性タンパク質で樹状細胞やランゲ

ルハンス細胞などの他の抗原提示細胞での発現が認められるが［28, 110］、本研究で

はすべてのグループのウマ硝子体細胞において S100 の発現は認められなかった。し

かしながら、健常ヒト眼球における硝子体細胞では、他の組織マクロファージで発現

が認められる CD68 陰性であることに加え S100 の発現が認められており、その免疫

組織学的性状から他の組織マクロファージとは異なる単球－マクロファージ系の細

胞であることが示唆されている［74］。ヒト硝子体細胞におけるその免疫組織学的性

状が他の組織マクロファージとは異なる理由として、ヒト硝子体細胞は他の組織マク

ロファージとは異なる前駆細胞を起源としていること、その分化ステージによる発現

性への影響、さらには眼球内微小環境からの細胞分化への影響などが推察されている。

ウマとヒトでの S100 の発現性の違いは、硝子体細胞の機能の違いやその分化、さら
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には正常な眼球内環境の違いを反映しているのかもしれない。S100 における発現性

の違いの詳細な意義を明らかにする為には、今後の更なる研究が必要である。本研究

における免疫組織化学的検索の結果、ウマ眼球の硝子体辺縁部には CD163 の発現性

で証明された眼球組織マクロファージが分布していることが明らかになった。 

G2、G3 ならび G4 の毛様体冠および毛様体輪部におけるウマ硝子体細胞は、組織

形態学的に単一ではなく多型性に富んでおり、これらを 4 つの型に分類した。他の動

物における健常眼球の硝子体細胞もその形態は単一ではなく、様々な形態が存在する

ことが過去に報告されているが、その組織学的形態のタイプ別への分類はなされてい

ない［4, 15, 47, 96, 121, 123］。過去の報告においてマクロファージ型とされた硝子体

細胞は type-1 に類似し、その亜型とされている突起を有するマクロファージ型の硝子

体細胞は type-2 に類似していた［121］。また、線維細胞型とされている細胞は type-3

に相当するものと考えられ、その亜型とされている突起を有する線維細胞型の硝子体

細胞は、type-4 に相当する細胞と考えられた［121］。これらの硝子体細胞の特徴的な

形態は、前者では硝子体の産生［55］、後者では硝子体線維の産生 ［94］による硝子

体細胞の機能の違いを反映しているものと考えられていたが、それらが真実であるか

十分な裏付けはなされていない。本研究において、ウマ硝子体細胞が眼球組織マクロ

ファージであることから、突起形成という形態変化は細胞成熟に伴う形態変化である

ことや細胞活性化によるものであると考えられた。その意義としては、捕食作用をよ

り効率よく行うための形態的変化なのかもしれない。ヒトやマウスの硝子体細胞では、

網膜前膜形成における形質転換を伴う線維芽ならび筋上皮細胞様の細胞への形態変

化により瘢痕性収縮の病態へ関与することが知られている［58, 64, 68］。健常ウマ眼

球においては、4 つの異なる形態の硝子体細胞が存在することが明らかになり、組織

形態学的に type 別分類することにより、ウマの眼球疾患における硝子体細胞の組織

形態の変化という観点から病態への関わりが明らかになると考えられる。 

ウマ硝子体細胞の分布の特徴として，毛様体（毛様体冠＞毛様体輪）が主の分布領
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域として認められたことであり、視神経乳頭部を含めた網膜組織への分布が認められ

ないことである。毛様体冠部で認められた遊離細胞も、その形態と免疫組織化学的発

現性からウマ硝子体細胞であると考えられた。硝子体細胞の分布における検索は過去

に様々な動物で行われており、毛様体ではすべての動物でその分布が認められている

が［4, 47, 96, 121, 123］、異なる動物種やその異なる眼球構造においては分布領域の違

いが認められている。ニワトリでは、網膜血管を有さず視神経乳頭部より硝子体内へ

突出するペクチンがその役割を果たしているが、ウマ同様に網膜組織に硝子体細胞の

分布は認められていない［123］。しかしながら、モルモットもウマ同様に無血管の網

膜構造を有しているが、網膜への散在性の硝子体細胞の分布が認められている［96］。

網膜血管を有するヒトや実験動物さらには大型家畜では網膜組織上の分布が認めら

れており、ヒトやウシでは網膜血管に沿った多くの硝子体細胞の分布が特徴的に認め

られている［4, 121］。ウサギでは網膜での少数の硝子体細胞の分布に加え、硝子体内

においてより多くの硝子体細胞が認められている［47］。ウマでも認められた毛様体

冠部の遊離硝子体細胞はモルモットおよびウサギで認められている［47, 96］。本研究

ではウマ硝子体細胞の分布領域が明らかになったことに加え、ウマでは毛様体におけ

る硝子体細胞の最大分布数は毛様体冠部で認められた。硝子体細胞の最大分布は、多

くの動物では毛様体輪部であり［121］、ウサギでは硝子体内で認められている［47］。

ウマ硝子体細胞における分布領域および最大分布数の結果から、毛様体冠が硝子体細

胞の分布という観点から重要な部位であることが示唆された。ウマの毛様体冠は、硝

子体細胞の間質から硝子体内への移行や、あるいは硝子体細胞からの間質細胞への抗

原提示を行う部位として重要な役割を果たしているのかもしれない。 

ウマ硝子体細胞は G2 にも認められ，硝子体細胞が出生前から硝子体辺縁部に分布

を開始していることを証明した。また、G2 では硝子体細胞が認められ、G1 では硝子

体細胞が認められなかったことは、胎仔期における眼球成長に伴う硝子体細胞の分布

増加を示していると考えられた。G2 における硝子体細胞の分布部位は G3 および G4
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と同等であった。加えて G2 に分布する硝子体細胞も G3 および G4 と同等の免疫組織

化学的発現性が認められ、その G2 における硝子体細胞の免疫組織化学的性状から同

細胞はすでに出生前から分化していると考えられた。本研究では、硝子体細胞の分布

の差は G2 と G3・G4 間に認められ，G3 と G4 との間には認められなかった。こられ

の結果は，硝子体細胞が妊娠末期から出生後 1～3 歳齢の間に最も増加することを示

していることが考えられた。マウスでは加齢性の硝子体細胞の分布増加が証明されて

いるが［20, 127, 135］、今回の結果では出生後のウマ硝子体細胞の増加を支持する結

果は得られなかった。硝子体細胞の増殖をもたらす要因には、動物種差、眼球構造の

違い、その動物の寿命の長さ、さらには飼育環境など様々な因子が考えられる。 

ウマ硝子体細胞における馬眼球内での生物学的役割やその確定的な機能の詳細は

今までに報告されていない。今回の研究において、ウマの硝子体辺縁部位置する硝子

体細胞の存在を明らかにし、研究結果からはウマ硝子体細胞の免疫組織化学的発現性

や、同細胞は健常な胎仔および成馬の眼球組織内において多形性に富んだ形態を呈す

る細胞であることを証明した。ヒトを含めた他の動物では硝子体細胞の眼球疾病下の

動態が自然発生症例や実験的病態下において研究されている。ヒトやマウスにおける

網膜前膜形成［58, 64, 68］、マウスにおける実験的に誘起された眼球免疫疾患への抗

原提示細胞としての役割や、実験的眼球 LPS 暴露、実験的糖尿病網膜変性症などに応

答することが証明されており、それらとの関わりが示唆されている［58, 106, 127］。

さらにウサギにおける実験的レーザー網膜光凝固に対する分裂活性化や実験的硝子

体出血への反応性増殖［40, 44］、ニワトリにおける実験的眼球内細菌感染や異物注入

における貪食活性化なども知られている［123］。ウマ硝子体細胞も眼球疾患における

抗原提示細胞としての役割や眼球疾患におけるその病態への関わりを有することが

考えられ、さらなるウマ硝子体細胞の研究が必要である。本研究におけるウマ眼球で

の硝子体細胞の存在や分布、さらにはその形態や免疫組織化学的特徴などの基礎知見

の集積は、今後のウマ眼球疾患の解明における一端を担うと考えられる。 
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３-５．小括 

 

本研究では、ウマ（胎仔～成馬）の硝子体細胞について組織形態学的、免疫組織化

学的に検索し、異なる 4 箇所の硝子体皮質に区分しウマ硝子体細胞の分布についての

検索を行った。ウマの硝子体細胞は組織形態学的に 4 型に大別され、それらは免疫組

織化学的に CD163 と MHC II に陽性を示した。また、ウマの硝子体細胞の最大分布組

織は毛様体突起の硝子体皮質であった。これらの結果から、ウマの硝子体細胞は毛様

体突起部の硝子体皮質に最大分布する、多形性に富んだ組織マクロファージであり、

さらには抗原提示能を有した細胞であることが明らかとなった。 
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第 IV 章 

 

イヌの口腔および眼球黒色細胞性腫瘍における 

CD163 陽性腫瘍随伴 M2 マクロファージの 

免疫組織化学的および定量的検索 
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４-１．序文 

 

イヌの MT は腫瘍性疾患全体の 7%を占め、比較的一般的に発生する腫瘍である

［114］。イヌの MT において、腫瘍発生部位は悪性度を反映する基準となっており、

口腔 MT は悪性そして眼球 MT は良性であると一般的に理解されている［101, 119］。

口腔 MT はイヌの口腔腫瘍の中で最も多く発生し、その 70～80％は局所リンパ節や他

臓器への転移を引き起こし、術後の平均生存率は 3 ヶ月、1 年またはそれ以上の生存

率は約 25％と低値である［50, 114, 134］。組織学的特徴、例えば色素沈着程度、有糸

分裂数、腫瘍増殖形態、は腫瘍の悪性度や予後に関連しない［101, 113, 118］。一方、

眼球 MT、特に前部ぶどう膜黒色細胞腫は眼球腫瘍において最も多く発生し、組織学

的に悪性であっても術後の他臓器転移は稀で予後は良好である［43, 132, 133］。これ

らに加え、免疫組織化学的手法を用いた腫瘍増殖活性、すなわち Ki-67 陽性細胞数の

検出はイヌの MT における悪性度を反映していることが明らかとなっている［11, 89, 

103, 113］。 

慢性炎症反応に伴う腫瘍微小環境は、固形腫瘍の形成や進行において重要な役割を

果たしている［75, 116］。特に、腫瘍に浸潤するマクロファージ（＝TAM）は腫瘍微

小環境の形成に参画する重要な細胞である。TAM の多くは M2 型への活性化を受け

M2 型マーカーの発現が増強している［77, 112］。M2TAM の腫瘍浸潤増加は、ヒトの

固形悪性腫瘍において腫瘍悪性度や予後不良と相関性が明らかとなっており、腫瘍に

有利な微小細胞環境の形成に中心的役割を果たし腫瘍促進に関与していると考えら

れている［52, 70］。 

イヌの悪性と良性 MT において、M2TAM 浸潤と腫瘍悪性度との関連性についての

報告は見当たらない。本研究では、悪性と良性 MT における CD163 陽性 M2TAM 浸

潤の関連性と、CD163 陽性 M2TAM 浸潤と腫瘍増殖活性との関連性を検討することを



 

- 77 - 

目的とした。さらに、イヌの口腔 MT の異なる 3 組織型と CD163 陽性 M2TAM 浸潤

との関連性を検討することを目的とした。 
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４-２．材料と方法 

 

４-２-１．供試動物ならび組織学的検索 

 

口腔 MT 29 症例ならび眼球 MT 19 症例を使用した。試料は 4%パラホルムアルデヒ

ドにより 24 時間浸漬、または 10%中性緩衝ホルマリンによる 24～48 時間浸漬によっ

て固定した。固定された試料はアルコール、キシレンに浸漬され、パラフィン包埋後

4 µm の厚さのパラフィン切片を作成し、HE 染色を施し組織学的検索に用いた。口腔

ならび眼球MTは、World Health Organization classification of the alimentary system、ocular 

and optic tumors of domestic animals に従い悪性ならび良性に分類した［49, 131］。さら

に、口腔 MT は優位な増殖組織型により、上皮様型（epithelioid type）、紡錘形型

（spindle-cell type）、上皮様型と紡錘形型が混在する混合型（mixed type）の 3 つの組

織型に分類した。眼球 MT は悪性と良性に分類した。尚、豊富な黒色色素を有する組

織切片は、過マンガン酸カリウム・シュウ酸法による前処理した切片に HE 染色を行

い検索した。 

 

４-２-２．免疫組織化学的検索 

 

免疫組織化学的検索は間接蛍光抗体法で行った。一次抗体として、CD163（AM-3K; 

Trans Genic Inc.）と Ki-67（MIB-1; DAKO）を使用した。一次抗体に対する抗原賦活

化の目的として、CD163 には Proteinase K（DAKO）によるタンパク分解酵素処理、

Ki-67 にはオートクレーブによる加熱処理を行った。非特異的反応除去の目的で、10%

ヤギ正常血清（Sigma-Aldrich）を切片上にのせ、37ºC 30 分間のブロッキング処置を

行った。一次抗体は PBS を用いて、CD163 は 50 倍、Ki-67 は 30 倍に希釈し切片上に
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のせ、CD163 は 4ºC overnight、Ki-67 は室温 1 時間保湿箱内で反応させた。一次抗体

反応終了後、PBS 洗浄と 0.05%トライトンへの浸漬を行い、二次抗体として PBS によ

り 200 倍希釈した Alexa Fluor® 488 蛍光標識ヤギ抗マウス IgG 抗体（Molecular Probes）

と Alexa Fluor® 546 蛍光標識ヤギ抗マウス IgG 抗体（Molecular Probes）を CD163 と

Ki-67にそれぞれに用いた。二次抗体は切片上にのせ遮光下で室温 30分間反応させた。

反応終了後、切片は ProLong® Gold Antifate Reagent with DAPI (Cell Signaling 

Technology)で封入し、蛍光顕微鏡（C2; Nicon Instech Co, Ltd.）を使用し観察を行った。

各一次抗体の陽性対象として、CD163 にはイヌのリンパ節、Ki-67 にはイヌ皮膚組織

をそれぞれ用いた。陰性対象には、一次抗体または二次抗体のそれぞれを省いた各溶

液を用いた。口腔と眼球 MT における CD163 と Ki-67 の各々の陽性細胞数は、壊死領

域を省いた箇所による 400 倍視野で hot spot の 10 視野で計測し、それらを平均値とし

て算出し統計学的検索を行った。 

 

４-２-３．統計学的検索 

 

口腔 MT と眼球 MT、眼球 MM と眼球 MC の CD163 と Ki-67 のそれぞれの平均陽

性細胞数における有意差を検定するために Student-t 検定を行った。また、口腔 MT の

3 型間における CD163 と Ki-67 の平均陽性細胞数の有意差を検定するために、

Kruskal-Wallis 検定を事前比較として、また Scheffe の検定を事後比較として行った。

すべての統計学的検索は、エクセル統計 2012（Excel and Ekuseru-Toukei 2012; Social 

Survey Research Information Co., Ltd.）を用いて行い、p<0.01 で有意差ありとした。口

腔と眼球 MT における CD163 と Ki-67 の平均陽性細胞数の相関性を明らかにするた

めに、Pearson’s product-moment correlation coefficient を算出し評価した。 
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４-３．結果 

 

４-３-１．組織学的検索 

 

口腔 MT の 29 症例は、すべて MM と診断され、それらは epithelioid: 14 症例、

spindle-cell: 3 症例、Mixed: 12 症例の 3 つの組織型に分類された。Epithelioid type は、

線維性間質により区画された大小の腫瘍細胞巣を形成し、大型の細胞質を有する上皮

様腫瘍細胞により構成されていた。腫瘍細胞の核は大型の円形から類円形で、1 個～

複数個の明瞭な核小体を有しており、有糸分裂像が認められた（図 63）。Spindle-cell 

type は、帯状や束状に配列する紡錘形腫瘍細胞により構成され、腫瘍細胞の核は大型

の楕円形で、明瞭な核小体を有しており、有糸分裂像が認められた（図 64）。Mixed type

は、epithelioid ならび spindle-cell type で認められた腫瘍細胞形態と腫瘍増殖パターン

により構成されていた。また、多くの有糸分裂像を認め、色素沈着は無いものから中

程度のものまで様々であった。 

眼球 MT の 19 症例は、MM 5 症例と MC 14 症例の前部ぶどう膜黒色細胞性腫瘍に

診断された。眼球 MM は、卵円形、紡錘形または両者の形態が混在する腫瘍細胞によ

り構成され、腫瘍細胞は大小不同の異型核を有していた（図 65a，65b）。腫瘍細胞に

おける色素沈着の程度は、ないものから高度に沈着する症例まで様々であった。有糸

分裂像は、3-4 / 10 high power fields で認められ、局所的な壊死領域が認められた。眼

球 MC は 2 種類に分類される腫瘍細胞の形態から構成されていた。1 種類は、高度な

色素沈着により腫大した円形細胞質で、小型から中型の核を有し異型性に乏しい形態

であった（図 66a，66b）。もう 1 種類は、様々な色素沈着程度を伴う slender な紡錘形

細胞質で、小型から中型の核を有した形態であった。有糸分裂像は、非常に稀で有る

か認めることは出来なかった。 
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４-３-２．免疫組織化学的検索 

 

口腔 MT の epithelioid type において、腫瘍増殖巣周囲間質を主体に浸潤する多数の

CD163＋マクロファージを認めた（図 67）。それらの多くは、間質・腫瘍増殖巣境界

部に位置し腫瘍増殖巣に沿い認められた。また、腫瘍増殖巣内では腫瘍細胞間に介在

し認められた（図 68）。腫瘍浸潤 CD163＋マクロファージの形態は多形性に富み、類

円形、長短紡錘形であった。その形態の多様性の程度は、症例により様々であった。

Spindle-cell type において CD163＋マクロファージは、紡錘形腫瘍細胞間あるいは腫瘍

細胞束間に混在し認められた（図 69）。形態は主には長短の紡錘形、時に類円形の形

態であった。Mixed type では、epithelioid と spindle-cell type で認められた CD163＋マ

クロファージの形態と浸潤パターンが、各々の腫瘍増殖型の領域で認められた。 

眼球 MM では、腫瘍間質ならび腫瘍細胞間に浸潤する陽性細胞を散在性に認めた

（図 70）。それらの形態は円形から類円形、伸展状であった。眼球 MC では、腫瘍間

質ならび腫瘍細胞間に浸潤する少数の陽性細胞を散在性に認めた（図 71）。それらの

形態は円形から類円形であった。 

Ki-67 の陽性像は口腔 MT ならび眼球 MT のそれぞれの腫瘍内細胞の核に認められ

た（図 72–75）。 

口腔 MT 全体と各組織型および眼球 MT 全体と MM ならび MC における CD163 な

らび Ki-67 の平均陽性細胞数は、表 8-1 と表 8-2 にそれぞれ示した。 
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表 8-2．眼球 MT における CD163 ならび Ki-67 平均陽性細胞数（平均値±標準

偏差） 

 All MM MC 

CD163 13.77 ± 4.58 19.32 ± 2.81 11.63 ± 3.04 

Ki-67 7.95 ± 5.52 15.82 ± 2.5 5.38 ± 2.89 

 

４-３-３．統計学的検索 

 

口腔 MT と眼球 MT 間（図 76）、眼球 MM と眼球 MC 間（図 77）に CD163 マクロ

ファージと Ki-67 の各々の平均陽性細胞数の有意差を認めた。また、口腔 MT の 3 型

間における CD163 マクロファージ平均陽性細胞数に有意差は認められなかった。同

様に、Ki-67 陽性細胞数においても有意差は認められなかった。口腔 MT と眼球 MT

における CD163 と Ki-67 平均陽性細胞数に正の相関性を認めた（図 78）。 

 

 

 

 

 

 

表 8-1．口腔 MT における CD163 ならび Ki-67 平均陽性細胞数（平均値±標準

偏差） 

 All Epithelioid Spindle-cell Mixed 

CD163 52.84 ± 15.94 52.57 ± 13.01 52.37 ± 15.05 53.28 ± 20.13 

Ki-67 55.46 ± 23.9 52.56 ± 20.36 47.4 ± 8.32 60.85 ± 29.86 
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図 63．口腔 MT，Epithelioid type．線維性間質により区画された上皮様腫瘍細胞の増

殖により構成されている．有糸分裂像（矢頭）が認められる．HE．Bar=100 μm． 

 

 

図 64．口腔 MT，Spindle-cell type．帯状や束状に配列する紡錘形腫瘍細胞の増殖によ

り構成されている．有糸分裂像（矢頭）が認められる．HE．Bar=100 μm． 
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図 65．眼球 MM．色素沈着の程度が様々な卵円形と紡錘形腫瘍細胞のシート状増殖に

より構成されている（図 65a）．HE．Bar=100 μm．腫瘍細胞は大小不同の円形から類

円形の異型核を有し，有糸分裂像（矢頭）が認められる（図 65b）．脱色素 HE．Bar=20 

μm． 

図 66．眼球 MC．僅かな線維性間質を伴う高度な色素沈着により腫大した円形細胞質

を有する腫瘍細胞のシート状増殖により構成されている（図 66a）．HE．Bar=100 μm．

腫瘍細胞は小型から中型の円形から卵円形の異型性に乏しい核を有している（図 66b）．

脱色素 HE．Bar=20 μm． 
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図 67．口腔 MT，Epithelioid type．CD163．腫瘍増殖巣周囲間質を主体とした CD163

＋マクロファージ浸潤を認める．IHC．Bar=100 μm． 
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図 68．口腔 MT，Epithelioid type．CD163．包巣状の腫瘍細胞増殖巣に近接した CD163

＋マクロファージ浸潤（矢頭）を主体として認め，時に腫瘍細胞間に介在し浸潤する

陽性細胞（矢印）を認める．CD163＋マクロファージの形態は多型性に富み，円形か

ら類円形，長短紡錘形あるいはそれらの形態で突起を有している．IHC．Bar=50 μm． 

図 69．口腔 MT，Spindle-cell type．CD163．紡錘形腫瘍細胞間あるいは腫瘍細胞束間

に混在した CD163＋マクロファージ浸潤を認める．CD163＋マクロファージは主に長

短の紡錘形であり，時に円形から類円形の形態で認められる．IHC．Bar=50 μm． 

図 70．眼球 MM．CD163．腫瘍細胞間において散在性に CD163＋マクロファージ浸

潤（矢頭）を認める．CD163＋マクロファージは，円形から類円形，長短紡錘形ある
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いはそれらの形態で突起を有する形態で認められる．IHC．Bar=50 μm． 

図 71．眼球 MC．CD163．腫瘍細胞間においてごく僅かで散在性に CD163＋マクロフ

ァージ浸潤（矢頭）を認める．CD163＋マクロファージは主に円形から類円形の形態

で認められる．IHC．Bar=50 μm． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

- 88 - 

 

図 72．口腔 MT，Epithelioid type．Ki-67．多数の腫瘍内細胞の核において Ki-67 陽性

像を認める．IHC．Bar=50 μm． 

図 73．口腔 MT，Spindle-cell type．Ki-67．多数の腫瘍内細胞の核において Ki-67 陽性

像を認める．IHC．Bar=50 μm． 

図 74．眼球 MM，Epithelioid type．Ki-67．散在性の腫瘍内細胞の核において Ki-67 陽

性像（矢頭）を認める．IHC．Bar=50 μm． 

図 75．眼球 MC，Epithelioid type．Ki-67．2 つの腫瘍内細胞の核において Ki-67 陽性

像（矢頭）を認める．IHC．Bar=50 μm． 
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図 76．口腔 MT と眼球 MT 間における CD163（a）と Ki-67（b）の各々の平均陽性細

胞数による定量的分析．CD163 と Ki-67 の両者において口腔 MT と眼球 MT 間に有意

差を認めた（p<0.0001）．**p<0.01 で統計学的有意差ありとした． 

 

 

図 77．眼球 MM と眼球 MC 間における CD163（a）と Ki-67（b）の各々の平均陽性細

胞数による定量的分析．CD163（p=0.0002）と Ki-67（p<0.0001）の両者において口腔

MT と眼球 MT 間に有意差を認めた．**p<0.01 で統計学的有意差ありとした． 
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図 78．口腔 MT（a）と眼球 MT（b）における CD163 と Ki-67 の平均陽性細胞数によ

る相関図．口腔 MT と眼球 MT の両者において CD163 と Ki-67 の間に正の相関性を認

めた（口腔 MT; r=0.829119，眼球 MT; r=0.866462）． 
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４-４．考察 

 

腫瘍間質の炎症は、腫瘍拒絶に関与していると同時に腫瘍の形成や進行に関与して

おり、腫瘍間質におけるマクロファージはそれらに参画する重要な細胞である［75, 

111, 116, 130］。マクロファージは、その異なる活性様式により M1 型（＝classically 

activated）と M2 型（＝alternatively activated）マクロファージの二種類に大別される

［77］。M1 は、炎症誘起ならび反応促進・貪食を介した病源体除去・免疫活性化に機

能する。一方で、M2 は、抗炎症反応、組織修復、免疫抑制に機能する［77, 111, 130］。

TAM も同様に 2 型に大別され、その多くは M2 への活性化を受け M2 マーカーの発現

が増強している［77, 112］。M2TAM は、炎症性の腫瘍促進性微小環境の形成に多様な

機能により中心的役割を果たしており、抗炎症・血管新生・抗腫瘍免疫抑制により、

腫瘍増殖・脈管新生・転移などの腫瘍進行に貢献している［22, 75, 98, 116］。さらに

臨床病理学的に、ヒトの固形悪性腫瘍における M2 浸潤増加は腫瘍悪性度や予後不良

と相関することから、M2 は腫瘍悪性度と腫瘍促進に関与していると考えられている

［52, 70］。本研究において、イヌの悪性と良性 MT に浸潤する TAM を CD163 陽性

M2 として検出し、悪性 MT には良性 MT と優位な差のある CD163 陽性 M2 の浸潤が

証明された。CD163 は type B crystalline-rich scavenger receptor であり、M2 に極性を示

すマクロファージに発現が認められている［35, 45, 69］。本研究で優位差のある多数

の CD163 陽性 M2TAM が悪性 MT に認められたことは、悪性 MT において炎症性の

腫瘍促進微小環境が形成されていると考えられた。CD163 陽性 M2 の浸潤に伴うイヌ

MT における腫瘍微小環境形成が、イヌ MT の悪性度に影響を及ぼす重要な因子の一

つであると考えられた。 

イヌ MT に認められた浸潤 163 陽性 M2TAM は、細胞間相互作用により腫瘍増殖に

加担し腫瘍進行に貢献することが可能である。M2TAM は、炎症回路により様々なサ
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イトカインや成長因子（Ex. TNFα, IL-1, IL-6, EGF, TGFβ etc.）を産生・分泌する［75, 

116］。そして、M2TAM により産生・分泌されるサイトカインや成長因子は、腫瘍細

胞との細胞間相互作用により Sat-3、HIF、NF-κB 経路を介した腫瘍細胞増殖に関与す

る［52, 61, 138］。さらに、M2TAM は細胞周期を調節する G0/G1 switch gene 2 を開放

することにより、細胞増殖周期を早めることによっても腫瘍細胞増殖を促進する

［139］。本研究において、イヌ MT を悪性 MT と良性 MT に分類、すなわち口腔 MM、

眼球 MM と MC に分類した中で CD163 陽性 M2TAM 浸潤程度と Ki-67 を指標とした

腫瘍増殖との相関性が示された。イヌ MT の浸潤 CD163 陽性 M2TAM は腫瘍増殖に

貢献することにより、腫瘍進行に関与し腫瘍の悪性度に関与していることが考えられ

た。さらには、浸潤 CD163 陽性 M2TAM は、MT 腫瘍細胞の増殖促進に加担すること

により腫瘍進行に貢献している可能性が考えられた。 

イヌ MT ではその発生部位に加え、腫瘍内の Ki-67 陽性細胞数を検出することは、

腫瘍悪性度を反映するパラメーターである［11, 89, 103, 113］。しかしながら、過去の

イヌ MT の腫瘍内 Ki-67 陽性細胞数と組織学的悪性度との関連性を検索した報告にお

いて、口腔 MT と眼球 MM ならび眼球 MC を区分した正確な結果は示されていない。

本研究により、イヌ MT を発生部位と組織学的悪性度に分類した中で、Ki-67 陽性細

胞数とそれらの悪性度との関連性が明確となった。本研究は、イヌ MT の Ki-67 陽性

細胞数は、異なる腫瘍発生部位による悪性度の違いと組織学的悪性度に関連している

ことを新たな検索結果として提示した。 

イヌの口腔 MT は組織細胞型に関係無く悪性であり［101, 113, 114, 118］、Ki-67 陽

性細胞数の増加は臨床的予後不良に相関する［11, 89, 103, 113］。本研究において、3

組織型に関係性の無いKi-67陽性細胞数と相関性のある多くのCD163陽性M2TAMの

浸潤が口腔 MT に認められたことは、CD163 陽性 M2TAM 浸潤は口腔 MT が潜在的に

悪性であることに関連する知見の一つであると考えられた。ヒト MT においては、

M2TAM 浸潤と腫瘍細胞の悪性度との関連性が報告されており、さらに M2TAM 浸潤



 

- 93 - 

増加は臨床的予後に関連していることが明らかとなっている［17, 51, 56, 122, 128］。

Ki-67 陽性細胞数と相関する CD163 陽性 M2TAM の浸潤は、口腔 MT における浸潤

CD163陽性M2TAMが新たな予後検索の指標となる可能性を暗示しているのかも知れ

ない。さらに本研究の結果は、眼球 MT においても予後指標となる可能性を暗示して

いるのかもしれない。しかしながら、イヌ MT における CD163 陽性 M2TAM 浸潤と

予後との相関性を明らかにし、予後指標としての有用性を評価するためには、今後の

更なる研究が必要である。 

本研究において、初めてイヌの悪性と良性 MT における CD163 陽性 M2TAM 浸潤

の比較がなされた。そして、組織学的悪性度ならび腫瘍発生部位の違いにおける腫瘍

悪性度と CD163 陽性 M2TAM 浸潤との関連性が明らかとなり、CD163 陽性 M2TAM

浸潤はイヌ MT における悪性度を反映する一つの因子であることが示唆された。さら

には、Ki-67 を指標とした免疫組織化学的腫瘍悪性度との CD163 陽性 M2TAM の浸潤

増加の相関性が明らかとなり、浸潤 CD163 陽性 M2TAM は腫瘍増殖を活性化し、イ

ヌ MT の悪性度に関与していることが示唆された。これらのことから、イヌ MT 浸潤

する CD163 陽性 M2TAM は、腫瘍増殖に有利な腫瘍微小環境を提供することにより、

腫瘍進行に重要な役割を果たしていることが考えられた。 
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４-５．小括 

 

本研究では、イヌの眼球と口腔 MT におけるそれらの悪性度と M2TAM 浸潤との関

連性を検索した。眼球 MT では、組織学的に良性と悪性に分類された中で、組織学的

悪性度に相関する M2TAM の浸潤増加が認められ、良性と悪性で優位差のある

M2TAM 浸潤が認められた。口腔 MT では、組織学的に全て悪性である 3 組織型に分

類された中で、眼球 MT と優位差のある M2TAM 浸潤が認められた。さらに、眼球と

口腔 MT における腫瘍増殖活性指数と M2TAM 浸潤に正の相関性が認められた。これ

らのことより、イヌの眼球と口腔 MT における悪性度に M2TAM 浸潤が関連し、それ

らの腫瘍進行に重要な役割を果たしていることが示唆された。 
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総括 

 

ウマの眼球において、発生異常や全身性や局所性による感染性、炎症性、免疫介在

性、腫瘍性などに分類される多岐に渡る原因による疾患が報告されている［2, 5 –10, 23, 

26, 54, 59, 60, 76, 92］。それらの疾患の病態を理解するために、ウマ眼球組織における

組織学的ならび免疫組織化学的特徴や眼球組織在住細胞の特徴を明らかにすること

は必要不可欠な基礎知識であると考える。しかしながら、ウマ眼球疾患の病態を理解

するために基盤となるウマ眼球組織における基礎研究は乏しく、その基礎知識の蓄積

は過去になされていない。そのため、本研究の第 1 章ではウマ眼球疾患の病態理解の

基礎知見となる、ウマ眼球構成組織における組織学的ならび免疫組織化学的特徴を明

らかにし、第 2 章ならび第 3 章では組織在住細胞（組織マクロファージ、MHC II 陽

性細胞、硝子体細胞）について明らかにした。 

本研究の第 4 章では、イヌの眼球および口腔 MT における悪性度と CD163 陽性マ

クロファージ（＝CD163 陽性 M2TAM）浸潤との関連性について明らかにした。 

 

１．ウマ眼球組織における組織学的および免疫組織化学的検索について 

 

第 1 章により、ウマ眼球の構成組織が有する組織学的特徴と免疫組織化学的特徴が

明らかになった。組織学的検索では、過去に明らかになっているウマ眼球の組織学的

特徴と概ね一致する結果が示された。しかしながら、免疫組織化学的検索ではウマ眼

球の構成組織における各々の免疫組織化学的特徴が明らかとなり、過去に報告されて

いるヒトを含めた他の動物における眼球組織との相違性が明らかになった。本章によ

りウマ眼球を構成する各組織の免疫組織化学的特徴が示され、ウマ眼球組織における

新たな基礎データの蓄積の一端がなされた。眼球組織の健常と疾患の免疫組織化学的
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特徴における比較研究は、多岐に渡るヒトを含めた他の動物における眼球疾患の病態

理解に貢献している。本章により明らかとなったウマ眼球組織における基礎データは、

ウマ眼球の多岐に渡る眼球疾患の病態理解に際し、眼球疾患の比較対照として有用で

あると考えられた。 

 

２．ウマ眼球組織における組織在住細胞の検索について 

 

第 2章により、ウマぶどう膜における組織マクロファージと MHC II陽性細胞（MCH 

II 陽性樹状状細胞）に分類される一定数の組織在住細胞が分布していることが明らか

となった。さらに、両陽性細胞の最大分布組織は毛様体であることが明らかとなり、

毛様体を中心とした両陽性細胞の分布が特徴付けられた。そして本章において明らか

になったウマぶどう膜組織における両陽性細胞の分布の特徴より、ぶどう膜の中でも

毛様体がぶどう膜の免疫恒常性維持や、ぶどう膜炎の起爆や波及を中心的に担う組織

であることが考えられた。 

第 3 章では、ウマ眼球組織在住細胞として毛様体の硝子体皮質領域に分布する硝子

体細胞の存在が示された。そして、ウマの硝子体細胞は多型性に富んだ組織マクロフ

ァージであることが明らかとなり、さらに MHC II 抗原保有細胞であることが明らか

になった。ヒトを含めた他の動物の硝子体細胞では、眼球疾患の病態への関与が明ら

かにされているが、本章ではウマ硝子体細胞の詳細な機能については明らかではない。

しかしながら、ウマ硝子体細胞の免疫組織化学的特徴より、ウマ硝子体細胞はウマの

眼球疾患、特に後房内における眼球疾患の病態に関与する可能性を有する細胞である

と考えられた。 

両章を通じて、ウマ眼球の組織在住細胞についての基礎データの蓄積の一端がなさ

れた。そして、明らかとなったウマ眼球組織における組織在住細胞の基礎データは、 

今後のウマの眼球における免疫恒常性機構の理解や眼球疾患における病態の理解向
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上の一助になると考えられた。 

 

３．イヌの眼球および口腔 MT における悪性度と M2TAM 浸潤の関連性について 

 

イヌの眼球および口腔 MT において、腫瘍細胞の悪性度による比較研究はなされて

いるが［109］、腫瘍進行に重要や役割を果たしていると考えられる慢性炎症に伴う腫

瘍微小環境による比較検索は過去になされていない。第 4 章では、イヌの眼球 MT と

口腔 MT の悪性度と CD163 陽性 M2TAM 浸潤との関連性についてはじめて明らかに

なった。両 MT における組織学的ならび免疫組織化学的悪性度と CD163 陽性 M2TAM

浸潤との相関性が明らかになり、同細胞は腫瘍に有利な腫瘍微小環境の形成に加担し、

腫瘍進行に重要な役割を果たしている細胞であると考えられた。さらに、イヌの眼球

と口腔 MT における CD163 陽性 M2TAM は、眼球と口腔において異なる腫瘍微小環

境の形成に加担し、イヌの MT における発生部位による異なる腫瘍悪性度を反映して

いることが考えられた。また本章では、イヌの眼球疾患について眼球 MT の悪性度と

マクロファージ浸潤に着目した腫瘍微小環境との関連性が明らかになった。本章によ

りイヌの眼球疾患における病態理解の一端がなされ、今後のさらなるイヌの眼球疾患

における病態理解、特に眼球の腫瘍微小環境を理解するための一助になると考えられ

た。 
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