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1．はじめに

　ぶどう膜炎は、眼の中膜を構成する組織である虹

彩、毛様体、脈絡膜に起きる炎症の総称である。しか

し、近年ではぶどう膜に限局する炎症性変化ばかりで

なく、ぶどう膜に隣接する眼内組織、例えば網膜、硝

子体、強膜などの炎症を含めてぶどう膜炎といい、特

に最近では内眼炎と呼称する傾向にある。

　ぶどう膜炎はその原因により外因性と内因性に大

別される。一般にぶどう膜炎といった場合は、内因性

のぶどう膜炎を指しており、古くからその発症機序に

ついて多くの研究がなされてきた。考えられるぶどう

膜炎の発症機序としては、1）寄生虫、真菌、細菌、ウ

イルスなどによる感染、2）アレルギー・免疫異常、3）

全身疾患の部分症、4）原因不明、が挙げられる。とり

わけ、感染性ぶどう膜炎を除く非感染性ぶどう膜炎で

は、免疫異常やアレルギーなどが密に発症機構と関連

しており、難治なぶどう膜炎が多く、治療が困難で失

明に至ることがしばしばある。特に本邦では、サルコ

イドーシス、Vogt一三柳一原田病、べ一チェット病と

いった免疫異常による汎ぶどう膜炎が三大ぶどう膜

炎として占められており’）、ぶどう膜炎の発症機序の

解明や新治療の開発は眼科医にとって極めて重要な

課題である。中でも、べ一チェット病による網膜ぶど

う膜炎は最近減少の傾向にあるが、今尚原因が全く不

明で難治な疾患の一つである。

　これまで長年にわたり、筆者らはぶどう膜炎の動物

実験モデルを作成し、臨床に於ける治療の実用化に結

び付けるトランスレーショナルリサーチを行ってき

たので、その研究結果について述べてみたい。

II．実験モデルの確立

　1910年にElschnigが、交感性眼炎は穿孔性眼外傷

に伴って遊離された抗原物質の自己免疫によって発

症すると提唱して以来2）、ぶどう膜炎の発症における

免疫反応の関与が研究されてきた。通常、疾患の発症

機序や治療法を研究するには、モデル動物の確立が不

可欠であり、ぶどう膜炎においても古くから実験的ぶ

どう膜炎の作製が試みられてきた。それらの中で免疫

応答の結果として臓器特異的にぶどう膜炎を発症さ

せることに初めて成功したのは、1949年のCollinsの

報告3）であり、ぶどう膜抗原の接種によって実験的ぶ

どう膜炎が発症した。このような経緯から当初、ぶど

う膜抗原を誘発抗原とした研究が行われてきたが、そ

の発症頻度に問題があった。

　1965年にWackerらが網膜抗原に強いぶどう膜網

膜炎惹起能があることを報告し、それまでのぶどう膜

抗原による実験モデルの発症は、混入した網膜抗原に

よる反応であることが示された4）。その後、網膜抗原で

あるS抗原や光受容体問レチノイド結合蛋白質

（interphotoreceptor　retinoid　binding　Protein；IRBP）カ§

精製され、これらを免疫強化剤である完全フロインド

X本論文は2007年1月19日に行われた最終i溝義の要旨である。
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アジュバンド（complete　Freund’s　adjuvant；CFA）と

ともに感受性の高い動物に免疫すると高頻度にぶど

う膜炎が発症することが判明した。発症したこのぶど

う膜炎は、実験的自己免疫性ぶどう膜網膜炎（experi－

mental　autoimmune　uveoretinitis；EAU）と名付けら

れ5）、ヒトぶどう膜炎の動物モデルとして用いられる

ようになった。

III．　EAU誘発自己抗原と発症メカニズム

　1．実験動物：S抗原やIRPBのような網膜特異抗

原の接種により惹起されるEAUは、ヒト難治性ぶど

う膜炎の動物モデルとして広く用いられてきた。トラ

ンスレーショナルリサーチでは実験動物モデルの作

製が不可欠であり、EAUを起したマウスやラットは

適切なヒトの疾患モデル動物として試用できる。

　2．網膜抗原と特性：網膜抽出液をゲル濾過する

と、ぶどう膜炎惹起能を有する2つの可溶性分画が得

られ、その内の1つの分画からはS抗原が6）、そしても

う一つの分画からはIRBPが分離・精製された7）。この

ように精製されたS抗原とIRBPの問には、免疫学的

な交叉反応はない。また、田中らが報告したA抗原は

IRBPと同一のものであった8　10）。

　S抗原は視細胞外節の形質膜と松果体に局在する分

子量48kDaの蛋白質で、光エネルギーの情報交換に

関与するとされている。一方、IRBPは視細胞内節で生

成され、視細胞、網膜色素上皮および外境界膜に囲ま

れた光受容体間々質（interphotoreceptor　matrix；

IPM）に存在し、網膜色素上皮と視細胞削節との問で

レチノイドの輸送における担体として働く機能を有

している。その分子量は140～145kDaで糖蛋白質で

あることが知られている11）。S抗原と同様に松果体に

もIRBPは存在している。発生学的にもS抗原と

IRBPの発現時期が異なり、IRBPは出生前から出現す

るのに対し、S抗原は生後3日目より初めて現れる12）。

　3．EAUの発症とその機序：これらの網膜抗原を

マウス、ラット、モルモット、家兎、サルにCFAと

ともに免疫すると、抗原接種後およそ10日～14日経

過して、虹彩毛様体炎、網膜脈絡膜炎、網膜血管炎が

発症する。この機序はCFAによる抗原非特異的免疫

反応と網膜抗原による抗原特異的免疫反応が惹起さ

れることに始まる。抗原非特異的免疫反応はマクロ

ファージ、好中球などの免疫担当細胞に担われ、これ

らの細胞はIL－1、　IL－6、　TNF一αなどのサイトカイン

と呼ばれる液性因子を産生し、血管の透過性充進、炎

症反応、他の免疫担当細胞の活性化を促すと考えられ

ている13　15）。

　一方、抗原特異的免疫反応は、マクロファージ、好

中球の産生するサイトカインで活性化した樹状細胞

などの抗原提示細胞、およびT細胞により担われる。

活性化した抗原提示細胞が網膜抗原を取り込み、輸入

リンパ管を介して免疫部位の所属リンパ節、または脾

臓に達する16）。取り込まれた抗原は、蛋白分解酵素で

ペプチドに分解され、組織適合性抗原クラスII（MHC

クラスII）分子とともに、細胞表面に提示される。細

胞表面に提示された網膜抗原ペプチドーMHCクラス

II分子複合体は、その複合体と特異的に結合すること

ができるT細胞受容体（Tcell　receptor；TCR）を有

するCD4陽性ヘルパーT細胞（helper　T；Th細胞）

により認識される17）18）。網膜抗原ペプチドーMHCク

ラスII分子複合体を認識したTh細胞は活性化し、分

化・増殖する19）。リンパ節、または脾臓にて分化、増

殖した網膜抗原ペプチド特異的Th細胞は、輸出リン

パ管、血管を介して眼内に浸潤し、眼内に局在するマ

イクロダリアなどの抗原提示細胞が提示する網膜抗

原ペプチドーMHCクラスII分子を認識することに

より再活性化し、IFN一γなどのサイトカインを産生す

る13）20＞21）。眼内に浸潤した好中球、マクロファージも

IL－1、　TNF一αなどを産生し13）、これらのサイトカイン

により眼内で炎症が惹起され、また、マクロファージ

から産生されるNOなどにより眼内組織の障害が引

き起こされる22）。

IV．　EAUとべーチェット病の網膜ぶどう膜炎

　　　　　　　　との類似点

　実験動物モデルのEAUと全く同じ病態を呈する

ヒトぶどう膜炎は存在しない。また、EAUでは全身症

状は起きないが、眼炎症はべ一チェット病の網膜ぶど

う膜炎に類似する点がいくつかある。

　1．眼症状と病理学的所見

　EAUの病態をラットやサルで観察した報告を見る

と23）24）、網膜血管炎を伴うぶどう膜網膜炎が惹起され

ており、病理学的にはぶどう膜や網膜、特に網膜血管、

視細胞層に炎症反応が強く生じ、最終的には視細胞が

破壊され、網膜の荒廃が認められる（図1）。一方、ヒ

トのぶどう膜炎の中で網膜血管炎を主体とする代表

的な疾患はべ一チェット病であり（図2）、病理学的所

見もEAUと極めて似ている。また、　EAUでもべ一

チェット病でも前房中の浸潤細胞は好中球が多く25）、

（2）
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図1サル、ラットのEAU病理組織像（A，　Bはサル、　C，　Dはラットで、共に網膜血管炎と視細胞層の炎症性破壊像が著明）

図2　ベーチェット病網膜ぶどう膜炎の眼底病変と病理組織像。網膜血管炎と視細胞層の破壊像が著明、矢印は出血を示す。

（3）



2007年7月 臼井：ぶどう膜炎とトランスレーショナルリサーチ 一　233　一

特に、再発性前房蓄膿性虹彩炎は後者における特徴の

一つである。従って、口腔内アフタ、結節性紅斑様皮

疹、陰部潰瘍などの全身症状を伴わない点は異なる

が、EAUとべ一チェット病の網膜ぶどう膜炎には類

似した眼所見が認められた。

　2．抗網膜抗原抗体の存在

　EAUでは抗原接種後10日前後から眼炎症が発症

し、14日ないし16日でピークとなり以後漸次消退す

る（図3）。抗網膜抗原抗体は14日ないし21日頃から

上昇しはじめ、4週ごろピークとなりその後炎症の推

移と共に減少する26）。

　一方、ヒトのぶどう膜炎患者の血清中に、EAUの抗

原が局在する視細胞外節に対する自己抗体が有るか

否かについて検討した論文がある。それによると、

べ一チェット病では19人中4人（19％）、Vogt一小柳一

原田病では15人中1人（6．7％）、サルコイドーシスで

は6人中1人（16．7％）の患者に抗視細胞外節抗体が

認められた27）。従って、EAUとべ一チェット病には抗

網膜抗原抗体が存在する。

　3．網膜抗原に対する白血球遊走阻止

　S抗原に対する白血球遊走阻止試験を行ったEAU

の報告では、免疫後1週間後に遊走阻止率はピークと

なり、その後比較的急峻に低下し6週後には正常域に

戻る。一方、べ一チェット病患者では、健常者と比較

してS抗原に対する白血球の遊走阻止率は有意に強

く、特に眼炎症発作期で著明に充忙していることが明

らかになった28）。このようにEAUとべ一チェット病

は網膜抗原に対する白血球遊走阻止率においても同

様の結果が認められた。

　4．共通の網膜抗原

　近年開発されたプロテオミクスと呼ばれる新しい

手法を用いて、べ一チェット病患者の特異的網膜抗原

の同定を行った。方法を概説すると、マウスの網膜か

4

侵・

2

1

x一

ズ

．．ズ

ざ．

OS）臨床スコア
×・…×抗網膜抗原抗体

←一鱒一一一一一一甲一帽鱒一一一鰍蝋一葉

4

　學
2：攣

1　降

　　　　　　　　　　　　　　n一“‘’rr一’一一一一一一r”一一“一“

　　　　12345678　12　16　20　24
　　　　　　　　　　免疫後置数

図3　EAUにおける臨床スコアの経過と抗網膜抗体の推移

ら凍結融解法にて蛋白を抽出し、二次元電気泳動にか

け、泳動後のゲルをニトロセルロース膜に転写した

後、これにべ一チェット病患者（13名）と健常人（15

名）の血清を反応させた。発色されたスポットを患者

群、健常人群で比較し、患者群で4例以上かつ健常人

群で1例以下、または患者群で3例かつ健常人群で0

例であった陽性のスポットを、べ一チェット病患者血

清中の自己抗体が認識する網膜抗原として選出した。

そして、該当する蛋白スポットをゲルから切り出し、

質量分析装置（matrix－assisted　laser　desorption／

ionization－time　of　flight　mass　spectrometry：　MALDI－

TOF　MS）．　MASCOT（Matrix　Science．　London．　UK）

によりその蛋白質を同定した。6個のスポットが抗原

候補として選出され、そのうちの3個が解析可能で

あった29）。3個の蛋白質のうち2個は、S抗原（べ一

チェット病で30．7％陽性30）、健常人では陽性なし）と

alpha－enolase（べ一チェット病で30．7％が陽性であ

り、健常人は6．7％陽【生）31）であり、これまでにべ一

チェット病の自己抗原として報告されている蛋白質

であった。

　今回検出された最後の一つの蛋白質は、selenium

binding　proteinであり、べ一チェット病で23．1％が陽

性であった。この蛋白質は健常人にはみられず、新た

に同定されたべ一チェット病の自己抗原と考えられ

た。また、selenium　binding　proteinが他の自己免疫病

において報告されたことも現在までのところない。解

析できなかった3つのスポットは、スポットの濃度が

薄いため同定に至らなかった。

　5．好中球の異常、特にアポトーシスの異常につい

　　　て

　ラットEAUの病理所見をみると、前房、虹彩毛様

体、網膜とその視細胞層に浸潤する炎症細胞のうち好

中球の占める頻度が多い。そこで、ラットを網膜抗原

で免疫した後に、抗好中球抗体を投与すると、EAUの

発症が抑制されることが報告され、EAUの眼炎症発

現に好中球の役割が大きいことを明らかにした25）。

　一方、べ一チェット病では、病変部位に好中球とリ

ンパ球の強い浸潤があり、眼局所で生じる前房蓄浜中

には多数の好中球が認められる32）。また、末梢血の好

中球を用いた研究では、健常人に比べ好中球の遊走能

や活性酸素産生能がべ一チェット病で充領している

こと33）をはじめ、サイトカインに対する反応性の低

下、さらにサイトカインの産生充進がみられるな

ど34）35）、べ一チェット病患者における好中球の機能異

（4）
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常が指摘されてきた。これらの研究に基づいて、べ一

チェット病のぶどう膜網膜炎の治療として好中球遊

走能を抑制するコルヒチンの投与や好中球を除去す

る療法（穎粒球除去療法）が行われ、炎症の発作回数

が減少し、治療効果のあることが報告された36）。

　このようにEAUとべ一チェット病では眼炎症の

発現に好中球の関与が大である。一般に、好中球の生

体内寿命は1～2日であるにも関わらず、このような

病態発現に関与することから、EAUとべ一チェット

病患者における好中球の細胞死（アポトーシス）の感

受性について検討した。

　1）EAUの好中球アポトーシス

　EAUの炎症前、眼炎症期、眼炎症寛解期における好

中球のアポトーシスに抑制がみられるか否かについ

て検討した。実験方法の概要は、ヒトIRBPPペプチド

アミノ酸残基1－20位（以後ヒトIRBPと略す）で

C57／BL6マウスを免疫すると、免疫後14日目頃から

EAUの炎症が誘発され、21日目以降に炎症が徐々に

消退する37）。そこで、免疫前、免疫後14日目と35日

目にマウスを屠殺し、その脾臓から好中球を分離しア

ポトーシスについて実験した。採取した好中球をin

vitroで12時間、　LPS刺激下または非刺激下で培養

し、AnnexinV－Cy5　Apoptosis　Detection　Kitで染色し

た後アポトーシス細胞を解析した。その結果、EAUに

おける好中球アポトーシスは眼炎症消退期の免疫後

35日目で、免疫前、免疫後14日目と比較して統計学的

に有意にアポトーシスが抑制されていた（図4）。LPS

刺激により免疫前、すなわち正常マウスの好中球アポ

トーシスは抑制されたが、免疫後のマウスのアポトー

シスは抑制されていなかった。しかし、LPS刺激下で

も免疫後35日目の好中球アポトーシスは免疫後14
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年4　EAU発症マウスの好中球アポトーシス解析・A（無徳
　　激）：炎症消退期に好中球アポトーシスは有意に抑制さ

　　れていた。B（LPS刺激下）免疫前の好中球アポトーシ
　　スは抑制されたが、EAU発症マウスでは抑制されな
　　かった。

日目の好中球のそれに比較して有意に抑制されてい

た。

　2）べ一チェット病患者の好中球アポトーシス

　眼症状を持つべ一チェット病患者29名、健常人15

名から承諾書に同意を得た後、末梢血を採取し、好中

球を分離し、in　vitroで培養した。培養開始後12時問

目にEAUの実験と同様に行った。そして好中球のア

ポトーシス細胞の割合を、眼炎症発作期、寛解期、健

常人の3群問で比較したところ（図5）、寛解期の好中

球アポトーシスは、健常者のそれと比較して有意に抑

制されていた。しかし、発作期と健常者との問に有意

な差は認められなかった。LPS刺激により好中球のア

ポトーシスはどの群でも抑制されたが、寛解期の患者

好中球アポトーシスはさらに抑制されていた。このこ

とから、眼炎症寛解期における好中球のアポトーシス

に対する抵抗性は、好中球の活性化に依存するもので

はないことが示された。また、同一ベーチェット病患

者（9名）で発作期、寛解期における好中球のアポ

トーシスレベルをそれぞれ測定したところ、すべての

患者で、寛解期の方が発作期より好中球のアポトーシ

スが抑制されており、両群間において有意差がみられ

た（p＝0．007）。興味深いことに、寛解期のべ一チェッ
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図5べ一チェット病患者末梢血好中球のアポトーシス解
　　析・A（無刺激）炎症寛解期の好中球は有意に抑制され

　　ていた。B（LPS刺激下）寛解期の好中球は健常者に比
　　べ有意に抑制されていた。
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スと次回発作までの期間
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ト病患者の好中球アポトーシスを測定した日から次

の発作が起きるまでの期間と好中球アポトーシスと

の問に相関がみられるか否か検討したところ（図6）、

両者には正の相関があり、有意差をもって認められた

（r＝1．84、p＝0．03）。つまり、寛解期の好中球アポトー

シスが抑制されていればいるほど、次の眼炎症発作ま

での期間が短いことが判明した。

　6．Th1優位な免疫反応

　Th細胞は、その産生するサイトカインにより機能

が異なり、少なくとも2つのサブセットに分類されえ

ることが知られている38）。Thタイプ1細胞（Th　l細

胞）はIL－2、　IFN一γ、　TNF一βを産生し、遅延型過敏

反応に関与するのに対して、Thタイプ2細胞（Th2

細胞）は、IL－4、　IL－5、　IL－6、　IL－10を産生し、アレ

ルギー性疾患に関与し、互いに拮抗作用を有する。他

の自己免疫病の動物モデルと同様に、EAUはThI細

胞により惹起されることが報告されている39一41）。そこ

でマウスEAUにおけるTh　l、　Th2細胞が産生するサ

イトカインの経時的変化について検討した37）。Th　1サ

イトカインであるIFN一γはIRBP免疫後2週目から

EAUの発症とともに産生がみられ、眼炎症の重症度

に従い免疫後4週目にピークに達し、その後は減少し

た。一方、Th2サイトカインであるIL－4は、免疫後4

週目から産生がみられ、眼炎症が消退傾向を呈した免

疫後6週目にピークに達し、徐々に減少した（図7）。

このような眼炎症時のThl細胞優位なサイトカイン

産生がべ一チェット病患者においてもみられるか否

かについて末梢血T細胞におけるmRNAの発現を

オリゴマイクロアレイで網羅的に解析した。東京医科

大学倫理委員会で認可された承諾書に同意が得られ

た眼炎症発作期のべ一チェット病患者8名、眼炎症寛

解期の患者8名、健常者7名の末梢血から単核球を分

離し、mRNAを抽出後、約2万個の遺伝子発現を測定

可能なCode　Link　Bioarray（Amersham　Biosciences⑪）

を用いて解析した。その結果、Thlサイトカインであ
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図7EAUにおけるThl，　Th2サイトカインの経時的推移

1週目）

るIFN一γmRNAの発現は眼炎症発作期のべ一チェッ

ト病患者で充慨しておらず、またTh2サイトカインで

あるIL－4、　IL－6、　IL－10mRNAの発現も、各群問で差

が認められなかった。

　先に述べたように、Th　l細胞とTh2細胞ではその産

生するサイトカインにより機能が異なるが、その生体

内遊走を司る液性因子、ケモカインもいくつかを除い

ては異なることが知られている。代表的なものとし

て、Thl細胞は、ケモカイン受容体にCXCR3と

CCR5を発現し、CXCR3はCXCL9、　CXCLlOと結合

することにより、CCR5はCCL3、　CCL4、　CCL5と結

合することによりその生体内遊走は促進される。一

方、Th2細胞はケモカイン受容体にCCR3とCCR4

を発現し、CCR3はCCL5、　CCLll、　CCL15と結合す

ることにより、またCCR4はCCL17と結合すること

により、Th2細胞の遊走が促進される。IRBP免疫後の

マウスの後眼部におけるケモカインの発現を解析す

ると、Thl細胞遊走促進ケモカインであるCXCLlO、

およびその受容体であるCXCR3の優位な発現が確

認された42）。サイトカインは炎症局所で働くのに対

し、ケモカインはより遠隔的に働き、Th　l、　Th2の病態

理解に適していると考えられる。そこで、べ一チェッ

ト病患者の末梢血を用いたマイクロアレイデータに

おけるTh　l、Th2ケモカインmRNAの発現をみると、

CCL3、　CXCLlOおよびCXCR3のmRNA発現レベ

ルはべ一チェット病患者で強く、特にCXCLIO

mRNAは眼炎症発作期の患者でもっとも強く、つい

で眼炎症寛解期の患者に認められ、最後が健常者の順

となり、眼炎症に伴うThlの優位性がべ一チェット病

でも確認された。

　以上の結果から、EAUにはべ一チェット病の網膜

ぶどう膜炎に見られる下記の病態、すなわち、1）眼所

見と病理学的所見、2）抗網膜抗原抗体の存在、3）網膜

抗原に対する白血球遊走阻止、4）共通の網膜抗原、5）

好中球の異常、6）Th　1優位な免疫反応、の項目におい

て類似点があることが明らかになった。従って、EAU

はべ一チェット病の網膜ぶどう膜炎を標的としたト

ランスレーショナルリサーチに適したモデルである

と考えた。

VI．　EAUを用いた新たな治療法の開発

　べ一チェット病の網膜ぶどう膜炎に対する効果的

治療法の開発を目的として、D全身的な副作用を最

小限にする免疫抑制薬の眼内投与、2）ぶどう膜網膜

（6）
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炎の発症に関与するThl細胞（悪玉細胞）の抑制、3）

ぶどう膜網膜炎を抑制する制御性T細胞（善玉細胞）

の活性化という3つのアプローチをテーマにEAUの

発症に対する抑制実験を行った。

　1）免疫抑制薬（タクロリムス：FK506）の硝子体

　　　内投与

　タクロリムスは、その作用機序としてT細胞の細胞

質内に存在するFK結合蛋白質（FK　binding　protein、

FKBP）と結合し、　FK506－FKBP結合体がT細胞の核

内でIL－2産生に関するmRNAの発現を制御し、その

結果T細胞の機能が抑制されるといわれている43）44）。

臓器移植における拒絶反応の抑制や種々の自己免疫

疾患の治療に幅広く使用され、EAUに対する抑制効

果についても報告されている45）46）。しかし、日本で行わ

れた難治性ぶどう膜炎に対するタクロリムスの治験

では、腎機能障害や神経症状、胃腸症状などの副作用

の発現頻度が高く、未だヒトぶどう膜炎に臨床応用す

るには至っていない47）。このようなタクロリムスの全

身的な副作用をできる限り回避し、眼局所的に抗炎症

効果を誘導する試案として、強膜内にタクロリムス徐

放用プラグの留置実験が報告され、結核菌の免疫で誘

発される家兎ぶどう膜炎が抑制された48）。我々もま

た、牛血清アルブミン（BSA）で免疫し、硝子体に

BSAを注入することにより誘発した家兎の実験的ぶ

どう膜炎が、タクロリムスの硝子体内投与で眼内組織

に影響を与えず抑制されることを認めた49）。これらの

結果を踏まえ、上記のようなぶどう膜炎だけではな

く、網膜に強い炎症所見を呈するEAUにおいてもタ

碩

選

望

潮

n
X

6

5

4

3

2

1

o

硝子体内注射

　　旦 一▲一：基剤

一〇一：タクロリムス

＊
＊

＊

　　　　IO　12　14　16　18　21
　　　　　　　　　　免疫後日数

図8　タクロリムス硝子体内投与ラットのEAU前眼部臨床
　　スコアの経時的変化

基剤投与群 タクロリムス投与群

　　　　　　　　●　　　　　曜　　　　　、　　　　．鴨　　　　　　　　　　　臓

　　’・’．　・　　　　　　　’・馳．　　　　　　　　　　　　　　　　　蝕
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　e　　　S　b　　　　S　．　．　　b”’“一J－i’itr’一一tbi－A．一“　

噛譲戴無難藻麟
　　　　　　　　F　　　　　　　　　　　　臆

図9　タクロリムス硝子体内投与後ラットEAUの病理組織像（A：左上下段は基剤投与群、　B：右上下段はタクロリムス投

　　与群）タクロリムス投与群において炎症所見が軽微であった。
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表1　FK506硝子体内注入後の遺伝子発現（網膜）の

　　変動

炎症関連遺伝子（発現比） FK506　Rinderon＠

基剤投与群　タクロリムス

　　　　　投与群

図10　タクロリムス硝子体内投与ラットの眼局所における炎

　　　症［生サイトカイン産生。タクロリムス投与群ではINF一

　　　γもTNF一αも有意に産生抑制されていた。

IL－1受容体タイプ1　　　　　　0．Ol↓

iNOS（NO産生酵素）　　　　　　021↓

IL－6　O．23　J
RANTES　O．31　JCD3　antigen（T細胞発現分子）　0．32↓

CCR7（抗原提示細胞発現分子）　0．35↓

IL－1　O．46　U

ND
ND
ND
o．21　s

O．40　S

ND
O．40　」

クロリムスの硝子体内投与が有効であるか否かにつ

いて検討した50）。Lewisラットの足底部にウシIRBP

のR1451）ペプチド（ペプチドアミノ酸残基1169

～1191位）0．2μgをCFAとともに免疫し、12日目に

タクロリムス10μg／5μ1を左眼の硝子体内に投与し

た。対照には基町のみを投与した。細隙灯による前眼

部炎症所見について比較したところ、免疫のみ、ある

いは基剤を投与した群では瞳孔領にフィブリンの析

出、全周の虹彩後癒着を認めたが、タクロリムス硝子

体内投与群ではフィブリンの析出はみられず、明らか

な虹彩後癒着も認められなかった。さらにタクロリム

ス10　Pt　g投与群は基剤投与群と比べて前眼部炎症ス

コアが有意に低値であった（図8）。免疫後14日目の

EAU病理組織学的所見においても、基剤投与群では

前眼部、後眼部ともに炎症性細胞の著明な浸潤や網膜

血管炎、網膜視細胞層の著しい破壊が観察されたが、

タクロリムス投与群では炎症性細胞の浸潤は軽微で

あり、網膜の層構造は保たれ、有意な病理組織スコア

の軽減がみられた（図9）。タクロリムス非投与眼の右

眼は、免疫のみの群と同様の炎症を呈し、EAUの抑制

はみられなかった。次に、免疫後14日目の摘出眼球か

ら水品体を除去し、腹内の炎症性サイトカイン、IFN一

γおよびTNF一αをELISA法にて測定したところ、基

質投与眼と比較してタクロリムス投与眼ではIFN一γ、

TNF一αともに有意に低層であった（図10）。また、タ

クロリムス投与眼と対照眼の網膜からRNAを抽出

し、DNAマイクロアレイを用いた遺伝子解析を行っ

たところ、タクロリムス投与眼では対照眼に比較して

IL－1受容体タイプ1、　iNos、　IL－6などの炎症関連遺伝

子は軒並み減少し、NF－kappaB抑制分子やFKBPな

どの炎症抑制遺伝子は増加していた（表1）。さらに、

R14免疫後12日目にタクロリムスおよび基剤を硝子

体内投与後、R14（l　mg／20　ml／rat）をラットの耳介皮下

Inhibitor　of　kappa　B　alpha

（NF－kappa　B抑制分子）

FK結合蛋白質（FKBP）

3．40　fi

3．01　ff

ND

ND
ND：検出限界値以下

に接種し、その48時間後に遅延型過敏反応を測定す

ることにより、タクロリムス硝子体内投与による全身

免疫系への影響についても検討したところ、タクロリ

ムス硝子体内投与群においてはR14に対する遅延型

過敏反応がみられ、基剤投与群との問に有意差はみら

れなかった。以上の結果から、タクロリムスの硝子体

内投与は全身の免疫系を抑制せず、眼局所の炎症性サ

イトカインの産生を制御することによりEAUを軽症

化すると考えられた。

　2）ぶどう膜網膜炎の発症に関与するThl細胞

　　　（悪玉細胞）の抑制

　Th細胞は抗原提示細胞との相互作用によりTh　lま

たはTh2細胞に分化するが、その分化を制御する因子

として抗原提示細胞から産生されるサイトカインが

知られているので、サイトカインによるEAUの制御

について述べる。

　IL－12は樹状細胞、マクロファージから産生される

サイトカインであり、その産生はIFN一γの刺激によ

り促進され、Th　1細胞分化を誘導することが知られて

いる52）53）。EAUの発症を惹起するT細胞はTh　lタイ

プであることから39－41）、IL－12の作用を阻害する中和

抗体を投与することによりIRBPの免疫によるEAU

の発症を抑制できるか否かについて検討を行った。

BlO．AマウスにIRBPを強化免疫し、同時に抗IL－12

抗体をlmg投与し、30日後にEAUの発症を観察し

た。その結果、抗IL－12抗体を投与しなかったコント

ロール群のマウスでは、IRBPの免疫により13匹中9

匹（69％）にEAUの発症が病理組織学的にみられた

のに対して、抗IL－12抗体投与群では12匹0匹（0％）

とEAUの発症は完全に抑制されていた（表2）54）。ま

（8）
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表2抗IL－12抗体投与によるEAUの抑制
　　（文献54より許可を得て改変、転載）

表4CD25＋制御性T細胞除去マウスにおける臓器特
　　異的自己免疫病の発症率（文献62より改変）

コントロール群　抗IL－12抗体投与 自己免疫病を発症したマウス数（％）

発症率 9／13＊ O／12
マウス（数）

胃炎　　涙腺炎　甲状腺炎
ぶどう膜
　　　前立腺炎網膜炎

＊EAU発症数／IRBP免疫数

表31RBP刺激に対する抗IL－12抗体投与マウス脾臓
　　T細胞のサイトカイン産生（文献54より許可を
　　得て改変、転載）

ttt”撃魔戟jx一　（，？，）　（，2，i．，）　o　o　（75eo）

CD25＋制御性
　　　　　　　20T細胞除去マウス
　　　　　　　（66．7）
　　（30）

30
（100）

4　　　　　6　30
（13．3）　（20．0）　（100）

Th　1 Th2

pg／ml IL－2　IFN－7　IL－4　IL－5

コントロール群　　　 3065　　34L9　　＜50　39．0

抗IL－12抗体投与群　　　33．0　　＜10　　＜50　195．9

た、IRBPの刺激に対するT細胞の産生サイトカイン

を測定したところ、抗IL－12抗体投与群ではコント

ロール群と比較して、Th1サイトカインであるIL－2、

IFN一γ産生が低下し、　Th2サイトカインであるIL－5

産生が増加していた（表3）。この結果から、抗IL－12抗

体の投与により、IRBP反応性Th細胞がTh　l細胞優

位の状態からTh2細胞優位に生体内でシフトし、

EAUの発症が抑制されたと考えられた54）。

　3）ぶどう膜網膜炎を抑制する制御性細胞（善玉細

　　　胞）の活性化

　免疫系は、生体を侵襲しょうとする様々なウイル

ス、細菌、異物を認識し、排除する一方、自己の組織

に対してはその免疫応答を“負”に制御するメカニズ

ムにより、生体の恒常性が維持されている。ある種の

T細胞にはこのように免疫応答を負に制御する機能

があり、制御性T細胞と名付けられ、これまでに数種

の制御性T細胞が報告されている。その中でも特に注

目されているものにCD25＋CD4＋制御性T細胞
（CD25＋制御性T細胞）がある55）56）。　CD25とはIL－2

受容体α鎖のことであり、通常のT細胞は活性化さ

れたときにのみIL－2受容体を発現するのに対して、こ

の制御性T細胞は恒常的にIL－2受容体α鎖を発現

し、マウス末梢血Th細胞全体の5～10％を占めると

いわれている。ヒトの末梢血中においても類似した制

御性T細胞の存在が報告され57）58）、自己反応性T細胞

と接触することにより抑制作用を表すとされている。

一型糖尿病、多発i生硬化症ではその機能異常が報告さ

れている59）60）。

　一般に、CD25＋制御性T細胞は胸腺で成熟し、生

後3日目から末梢に出現するので61）、実験ではB6A
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図11CD25＋制御性T細胞除去マウスにおけるT細胞のS
　　　抗原、IRBP刺激に対するIFN一γ、　IL－10コ口能

（C57BL／6×A／J）マウスの胸腺を生後3日目に摘出

し、抗CD25抗体投与によりさらにマウス生体内の

CD25＋制御性T細胞を除去した。その結果、甲状腺

炎、胃炎、精巣炎、卵巣炎の発症に加え、ぶどう膜網

膜炎の発症が認められた（表4）62）。また、このぶどう

膜網膜炎を発症したCD25＋制御性T細胞除去マウス

では、その血清中に抗網膜抗原抗体がみられ、そのT

細胞はS抗原およびIRBPの刺激によって増殖や
IFN一γ産生をすることが示された（図ll）62）。そこで、

生体内のCD25＋制御性T細胞を移入し増やすことに

よりEAUの発症をその活動期で抑制できるか否かを

検討した。

　ヒトIRBPをC57BL／6マウスに免疫した後、7日目

に無処置の正常マウスの脾臓から採取したCD25＋制

御性T細胞を静脈内投与し、15日目、18日目、21日

目に眼底検査を行った。免疫のみ、またはCD25＋制御

性T細胞以外のCD25一T細胞を投与されたマウス群

と比較して、CD25＋制御性T細胞を投与されたマウ

ス群ではEAUの有意な抑制効果が検眼鏡的に全ての

観察日で認められた（図12）。また、免疫後21日目にマ

ウスを屠殺し、EAUの重症度を病理組織学的に評価

したところ、検眼鏡所見の結果と同様に、CD25＋制御

（9）
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図12CD25＋制御性T細胞移入後のEAU眼底スコアの推
　　　移
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図13　CD25＋制御性T細胞存在下におけるリンパ球増殖反
　　　応とThlサイトカイン産生（CD25＋制御性T細胞と
　　　共培養するとリンパ球増殖反応、サイトカインの産生

　　　は有意に抑制された）

して、網膜抗原の免疫によるEAUが確立され、これ

を用いてぶどう膜網膜炎の病態が実験的に検証され

ている。EAUは全身症状を欠くもののヒトぶどう膜

炎のなかではべ一チェット病の網膜ぶどう膜炎に極

めて似ており、いくつかの病態や免疫反応にも類似性

の存在が認められてきた。今なお原因や発症機序が不

明で、かつ種々のヒトぶどう膜網膜炎のなかで最も失

明する頻度が高いべ一チェット病を解明し、克服する

治療法を発見あるいは開発するには、今後も積み重ね

られるEAUに対する基礎研究がトランスレーショナ

ルリサーチとして臨床でも十分検討されることを期

待してやまない。

　（稿を終わるにあたり、本論文の作製にご協力いた

だいた順天堂大学医学部免疫学教室の奥村康教授、秋

葉久弥講師、聖マリアンナ大学難病研究所所長の西岡

久寿樹教授、加藤智啓助教授、日本赤十字社医療セン

ター増田寛治郎院長、そして東京医科大学免疫学教室

の水口純一郎主任教授、高田栄子講師、病理学教室黒

田雅彦助教授に心から感謝し御礼を申し上げます。ま

た、教室のぶどう膜炎研究班の諸先生と本特別講演の

作成に参加し、実験および指導をした坂井潤一、後藤

浩、田中孝男、竹内大、毛塚剛司、横井秀俊、藤盛圭

太、慶野博、鈴木潤、塚原林太郎、大谷壮士、臼井嘉

彦、竹内礼、服部貴明、大井圭子、奥貫陽子、山川直

之の各氏に心から御礼を申し上げます。）

性T細胞投与群においてEAU発症率の低下、有意な

炎症スコアの減少がみられた。

　次に、CD25＋制御性T細胞がすでに活性化したヒ

トIRBP反応性T細胞の増殖、およびTh　lサイトカイ

ン産生を抑制できるか否かについてin　vitroで検討を

行った。まず、ヒトIRBPで免疫後、14日目に所属リ

ンパ節である頚部リンパ節を採取し、ヒトIRBPの刺

激下で無処置のマウスのCD25－T細胞またはCD25＋

制御性T細胞とともに共培養した。CD25＋制御性T

細胞と共培養した群ではT細胞増殖反応は有意に抑

制され、ThlサイトカインであるIL－2およびIFN一γ

産生も著明に低下していた（図13）。これらの結果か

ら、CD25＋制御性T細胞はすでに活性化している網

膜抗原特異的T細胞に作用し、EAUをその活動期で

抑制できることが示された。

V．おわりに

約半世紀をかけてヒトぶどう膜炎の動物モデルと

（　10　）
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