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要

力ロリー制限が実験的自己免疫性ぶどう膜炎(EAU)

に及ぼす影響について検討 した。7週齢の雄のルイス

ラットを用い,く実験 A〉 :対照群,免疫 日から50%力 口

リー制限 した群,50%2週間力ロリー制限後に免疫 した

群の 3群に分けた。く実験 B〉 :対照群,25%4週間力口

リー制限後免疫群,50%4週間力ロリー制限後免疫群の

3群に分けた.す べてのラットを光受容体間 レチノイ ド

結合蛋白(IRBP)で 免疫 した。く実験 A〉 において 50%2
週間力ロリー制限後に免疫 した群,お よびく実験 B〉 にお

いて50%4週間力ロリー制限後免疫群は有意差をもっ
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約

て,対照群よりもEAUの発症日が遅延 し,有病期間も短

く,IRBPに よる遅延型皮内反応も減弱していた。臨床的

ならびに組織学的重症度も低かった。50%4週間力口

リー制限後免疫群では血清抗 IRBP抗体価 も有意に低

力価であった (日 眼会誌 100:698-704,1996)

キーワー ド:カ ロIJ―制限,実験的自己免疫性ぶどう膜

炎の抑制,光受容体間レチノイ ド結合蛋白,
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Abstract

The effects of energy restriction on experimental
autoimmune uveitis (EAU) were investigated.
Seven-week-old, male Lewis rats were divided into
three groups. Experiment A) A control group was

fed ad libitum, a second group was given 50ft calorie
restricted food from the day of immunization, and a
third group was given 50o/o calorie restricted food
from 2 weeks before immunization. Experiment B)
A control group was fed ad libitum, a second group
was given 25)( calorie restricted food from 4 weeks
before immunization, and a third group was given
50?6 calorie restricted food 4 weeks before immuni-
zation. All rats were immunized with interphoto-
receptor retinoid-binding protein (IRBP). In experi-
ment A), in the group given 50ft calorie restricted
food from 2 weeks before immunization, and in

experiment B), in the group given 50)( calorie
restricted food from 4 weeks before immunization,
the onset of EAU was significantly delayed, the
clinical symptoms were lessened, and delayed hyper-
sensitivity against IRBP was suppressed. Clinically
and histologically, the severity was also low. In the
group given 50%, calofie restricted food from 4

weeks before immunization, the titer of anti-IRBP
antibody was also significantly lower than in the
control group. (J Jpn Ophthalmol Soc 100 : 698-704,
1996)
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I緒  言

カロリー制限による老化遅延や悪性腫瘍増殖抑制など

の効果が知 られている1)～5).ヵ ロリー制限による自己免

疫疾患の抑制については,寿命の延長はもとより,主 とし

て動物の自己免疫疾患自然発症系モデルにおいて,免疫
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学的 に も,全 身性 エ リテマ トーデス(SyStemiC lupuS

erythematosus,SLE)自 然発症モデルマウスにおいて抗

DNA抗体産生の抑制,免疫複合体増加の抑制6)な どの

他,種々の報告
6)～ 15)が なされている。最近 ヒトにおいて,

自己免疫疾患である慢性関節 リウマチの,カ ロリー制限

による治療的効果も報告16)さ れた。我々は,同様に自己免

疫疾患である実験的自己免疫性ぶどう膜炎 (experimen―

tal autoimmune uveitis,EAU)の治療効果も期待できる

のではないかと推測 した。今回,我々は予備実験で 50%
のカロリー制限を4週間施行後に免疫すると,光受容体

間 レチ ノイ ド結合蛋 白Cnterphotoreceptor retinoid―

binding protein,IRBP)に よるEAUが抑制されること

がわかったため,EAU抑制に必要なカロリー制限の期

間およびカロリー制限量を検討するため,以下に述べる

2つ の実験を施行した。

II実 験 方 法

1.IRBPの精製

藤野 ら17)の 方法に準 じて行った。ウシ網膜抽出液をセ

ファク リル S‐ 300(フ ァル マ シア社)で ゲ ル濾 過 し,

enZyme linked immunosorbent assay(ELISA)法 で抗

IRBPモ ノクローナル抗体 と反応する分画を集め,ConA
セファロースカラム (フ ァルマシア社)に 吸着させた後 ,

0.2 M methyl― α―D―mannOpyranOsideで 溶出し,精製 し

た。

2.免疫条件および力ロリー制限施行法

1)〈実験 A:EAU抑制に必要なカロリー制限の期間

を検討する実験〉7週齢の雄のルイスラットを3群 7匹

ずつに分けた。1群を対照群 とし,他の 1群には免疫日か

ら50%カ ロリー制限を施行 し,残 りの 1群 には50%2
週間のカロリー制限後に免疫した。

2)く実験 B:EAU抑制に必要なカロリー制限量を検

討する実験〉7週齢の雄のルイスラットを,対照群,25%
4週間カロリー制限後 に免疫 した群,50%4週 間カロ

リー制限後に免疫した群の 3群 8匹ずつに分けた。

同週齢 ラットの飼料の自由摂取量が 12g/日 /匹 なの

で,両 実験 とも 1ケージに 1匹 ずつ飼育 し,25%カ ロ

リー制限群は9g/日 /匹,50%カ ロリー制限群は6g/日 /

匹で,2日 に 1回飼料を投与した。両実験 ともカロリー制

限は,ラ ットを屠殺する実験終了日まで施行した。

免疫 は,す べてのラットに 200 μg/匹 の IRBPを フロ
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イント完全アジュバント(ヤ トロン社)に乳化混和 して,

片側後足脈に免疫し,尾静脈から 1× 1010個 /匹の百日咳

死菌 (和光純薬)を静注した。

3。 臨床経過の観察

免疫後 6日 から毎日,細 隙灯顕微鏡で前眼部 を観察し

た。後房蓄膿を認めたラットをスコア 2点 とし,そ れより

炎症の軽度なものは 1点 とし,各群の平均点を出した。少

なくとも片眼の前房中に滲出物の出現した日を発症日と

し,発症日から両眼の前房中の滲出物の消失した日まで

を臨床的に有病期間とした。

4.採血 と抗体価の測定

免疫後 17日 に頸静脈 か ら採血 し,血 清分離 し,抗

IRBP抗体価を ELISA法 で測定 した。

抗 IRBP抗体価の測定 :ELISA用 96ウ ェルプ レー

ト(Costor社 )に IRBPを 10 μgずつコーティングし,ス

キムミルクでブロッキングした。血清を2,000倍希釈か

ら始め,3倍 ずつ希釈 して反応 させ,二 次抗体 として

2,000倍希釈 ビオチン化抗 ラットIgG(Zymed社 )を 反

応させた。2.5μ g/mlの ワサビペルオキシダーゼアビジ

ンD(VectOr社),0.003%過 酸化水素 を含 む l mg/ml

の 2,2′ ‐Azino― bis(3‐ ethyl― benzothiazoline-6-sulfonic

acid)(ABTS)(和 光純薬)で 発 色 させ,ELISA reader

(Mode1 2550,BloRad社 )で 414 nmの 検出光で吸光度

を測定した。吸光度が平坦化 し始めた血清希釈倍率を抗

IRBP抗体価 とした。

5.皮 内 反 応

免疫後 19日 に剃毛 した腹部皮下にIRBP溶 液 100

μg/0.l m1/匹 を注射 し,48時 間後に硬結の面積 (長径 X

短径)を測定 し,遅延型過敏症を検討した。

6。 病理組織学的検索

免疫後 27日 に眼球摘出して半割 し,10%ホ ルムアル

デヒドで固定 した後,パ ラフィン包埋,切片を作成 し,ヘ

マ トキシリン・エオジン染色 して光学顕微鏡で観察した。

内顆粒層への炎症の波及の程度により病理組織学的重症

度をスコア化 した。内顆粒層の脱落の軽度なものを 1点 ,

中程度の脱落を認めるものを 2点 ,内顆粒層がほぼ脱落

してしまったものを3点 とし,各群の平均点を出した。

7.検  定

t検定,p<0.05を有意とした。

表 1 臨床経過く実験 A〉

発 症 日     有病期間
(日 )     (日 間)

重 症 度
(点 )

対照群 (n=7)

免疫日から 50%カ ロリー制限群 (n=7)

50%2週間カロリー制限後免疫群 (n=7)

8.9± 0.4

9,7± 1.0

10.6」10.5

7_1±
=0.4

6.3± 0.5

6.1± 0.4

2.0± 0

2_0」
=0

1.4」
=0.5

¬

」 ∃ ]

*p<0_005 Ⅲ*p<0.05
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表 2 臨床経過く実験 B〉

発 症 日     有病期間     重 症 度
(日 )       (日 間)       (点 )

対照群 (n=8)

25%4週間カロリー制限後免疫群 (n=8)

50%4週間カロリー制限後免疫群 (n=8)

7.9± 0.4

9.3± 0.5

11.4± 0.5

¬¬

∃

7.1± 0.4

6.4± 0.9

4.3」=0.5

2.0± 0

1.8± 0.5

1.3± 0.5

¬

」 ]

III 結  果

1.臨床経過 (表 1,2)

全実験期間を通 じて,各ケージでの飼料の食べ残 しは

なく,飼料の投与量は正確と考えられた。また,皮膚の状

態,行動などに異常はみられず,明 らかな栄養不良はない

と思われた。

1)体重

く実験 A〉 実験開始 日は全グループとも175± 3g,終

了 日(抗原免疫後 27日 )は 対照群 は 274± 3g,免 疫 日か

ら50%カ ロリー制限をした群は 225± 4g,50%2週間

のカロリー制限後に免疫した群は 210± 5gであった。

〈実験 B〉 実験開始 日は全グループ とも199± 8g,終

了日(抗原免疫後 27日 )は対照群は 306± 5g,25%4週

間のカロリー制限後に免疫した群は 184± 3g,50%4週

間のカロリー制限後に免疫した群は 136± 6gであった。

2)発症日

すべてのラットにEAUの発症を認めた。発症日は,

〈実験 A〉 対照群 は 8.9± 0.4日 ,免疫 日か ら50%カ

ロ リー制限 をした群 は 9.7± 1.0日 ,50%2週 間 カ ロ

リー制限後に免疫 した群は 10.6± 0.5日 であった。50%

2週間カロリー制限後に免疫した群では,対照群 より有

意に遅延していた (p<0.005)。

く実験 B〉 25%4週間カロリー制限後に免疫した群 は

9.3± 0.5日 ,50%4週 間カロリー制限後に免疫した群は

11.4± 0.5日 と,対照群の平均 7.9± 0.4日 に比較 して有

意に遅延していた(50%4週 間カロリー制限後に免疫 し

た群―対照群間,25%4週 間カロリー制限後に免疫 した

群一対照群間ともに p<0.005)。

3)有病期間

〈実験 A〉 対照群が 7.1± 0.4日 ,免疫 日か ら50%カ
ロ リー制限 を した群 が 6.3± 0.5日 ,50%2週 間 カ ロ

リー制限後に免疫した群が 6.1± 0.4日 で,各制限群 とも

に対照群より有意に短縮していた(p<0.005).

く実験 B〉 対照群が平均 7.1± 0.4日 ,25%4週間カロ

リー制限後に免疫 した群は 6.4± 0.9日 ,50%4週 間カ

ロリー制限後に免疫 した群は4.3± 0.5日 で,50%4週
間カロリー制限後に免疫した群は,対照群に比較 して有

意に短縮していた (p<0.005)。

4)重症度

く実験 A〉 対照群 と免疫 日か ら50%カ ロリー制限 し

た群が 2.0± 0点,50%2週 間カロリー制限後に免疫 し

傘p<0.005 精p<0.01

5

4

3

対照群   免疫日から  50%2週間
駅)%カ ロリー カロリー制限後
制限した群  免疫群

図 1 く実験 A〉 抗光受容体間レチノイ ド結合蛋自抗

体価。

Enzyme linked immunosorbent assay法 で各群間

に有意差はみられなかった。

た群が 1.4± 0.5点で,50%2週 間カロリー制限後に免

疫 した群では,対 照群 よ りも有意に重症度が低かった

(p<0.05)。

く実験 B〉 対照群が 2.0± 0点,25%4週間カロリー制

限後に免疫 した群が 1.8± 0.5点,50%4週 間カロリー

制限後に免疫 した群が 1.3± 0.5点で,50%4週間カロ

リー制限後に免疫した群 は,対照群より有意 に重症度が

低かった (p<0.01)。

2.液 性 免 疫

抗 IRBP抗体価は,

〈実験 A〉 各群間で有意差はなかった(図 1)。

く実験 B〉 25%4週 間カロリー制限後 に免疫 した群

一対照群間には有意差 はなかったが,50%4週 間カロ

リー制限後に免疫した群は,対照群に比較 して有意に低

値を示した(p<0.005)(図 2).

3.遅延型過敏反応

硬結の面積は,

〈実験 A〉 対照群 が 444± 174 mm2,免 疫 日か ら50%

カロリー制限をした群が 396± 89 mm2,50%2週 間カロ

リー制限後に免疫した群では 186± 77 mm2で ,50%2週

間カロリー制限後に免疫 した群は,対照群 より有意に低

値であった(p<0.005)(図 3)。

く実験 B〉 25%4週間カロリー制限後に免疫 した群が
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500
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対照群  25%4週間    50%4週間
カロリー制限後  カロリー制限後
免疫群     免疫群

図 4 く実験 B〉遅延型過敏反応 (光受容体間 レチ ノイ

ド結合蛋白 100 μg/0.l ml皮 下注射 48時間後)。

硬結の面積は,25%4週間カロリー制限後免疫群,

50%4週間カロリー制限後免疫群 とも,対照群に比

較して有意に低値であった(25%4週間カロリー制

限後免疫群―対照群間,50%4週間カロリー制限後

免疫群―対照群間ともp<0.005).

図 5 く実験 A〉対照群網膜のヘマ トキシ リン・エオジ

ン染色 .

視細胞層,外顆粒層および外網状層の脱落を認め,

視細胞は完全に破壊 され,消失している.内顆粒層ヘ

も炎症が及び,そ の破壊が目立つ。バーは 5μm

限後に免疫 した群が 2.1± 0.8点,50%4週間カロリー

制限後に免疫した群では 1.4± 0.5点で,制限群が有意に

組織学的重症度が低かった(対照群-25%4週 間カロ

OOOOOCO  ●●●●

〇 ●●● 000

@珍@O②

対照群  25%4週間   50%4週間
カロリー制限後 カロリー制限後
免疫群     免疫群

図2 く実験 B〉抗光受容体間レチノイド結合蛋白抗体価.

Enzyme linked immunOsOrbent assay法 で 50%4
週間カロリー制限後免疫群 は対照群に比較 し,有意

に低値 を示 した(p<0.005)。

800

600

400

対照群  免疫日から  50%2週間
50%力 ロリー カロリー制限後
制限した群  免疫群

図 3 く実験 A〉遅延型過敏反応 (光受容体間 レチ ノイ

ド結合蛋白 100 μg/0.l ml皮 下注射 48時間後 )。

硬結の面積 は,50%2週間カロリー制限後免疫群 は

対照群に比較 し,有意に低値であった(p<0.01)。

81± 28 mm2,50%4週 間カロリー制限後に免疫 した群

が 40± 24 mm2であり,対照群の 321± 121 mm2に比較 し

て有意に低値 (25%4週間カロリー制限後に免疫 した群

一対照群間,50%4週間カロリー制限後に免疫 した群

一対照群間ともp<0.005)で あった (図 4)。

4.病理組織学的検討

〈実験 A〉 対照群が 2.9± 0.4点,免疫 日か ら50%カ
ロリー制 限 を した群が 2.4± 0.5点 ,50%2週 間 カロ

リー制限後 に免疫 した群が 1.6± 0.5点で,50%2週間

カロリー制限後に免疫した群は,対照群より有意に組織

学的重症度が低かった(p<0.005)(図 5～ 7)。

く実験 B〉 対照群が 3.0± 0点,25%4週間カロリー制
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図 6 く実験 A〉免疫 日か ら 50%カ ロリー制限 した群

の網膜のヘマ トキシリン・エオジン染色 .

内顆粒層の破壊が目立つ。対照群 との差は目立たな

い.バーをま5 μrn

リー制限後 に免疫 した群 間 ;p<0.05,対 照群-50%4
週間カロ リー制限後に免疫 した群間 ;p<0.005)(図 8

～ 10)。

IV考  按

カロリー制限の施行法には開始時期と施行期間の組み

合わせにより次の 4つ ,す なわち,① 離乳直後 (3～ 4週

齢)の早期に開始,半年から 1年以上の長期間施行,② 成

長後の後期に開始,長期間施行,③ 早期に開始,3か月以

内程度の短期間施行,④ 後期に開始,長期間施行,の実験

報告6)～ 10)がある。ヒトヘの応用を考えれば,ぶ どう膜炎は

生後間もない発症はほとんどないので,後期に開始し,短

期間施行 した方が実際的 と考え,今回我々は,7週齢の

ラットに抗原免疫 2な いし 4週間前からカロリー制限を

開始 した。つまり,カ ロリー制限を後期に開始 し,短期間

施行 し,EAUへの影響を検討 した。免疫 日か ら50%カ

ロリー制限した群,25%4週間カロリー制限後に免疫し

た群ではEAUの抑制効果は少なかった。2週間 50%カ

ロリー制限後に免疫した群では対照群 と比較 して,発症

日,有病期間,遅延型過敏反応は有意に抑制 されており,

重症度および病理組織学的にも抑制されていたが,有意

な抗 IRBP抗体価の低下は認めなかった。しか し,IRBP

によるEAUの組織障害には抗 IRBP抗体は必須ではな

ぃ18)。 また,免疫抑制剤であるシクロスポリンは,S抗原
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図 7 く実験 A〉 50%2週 間力ロリー制限後免疫群の

網膜のヘマ トキシリン・エオジン染色 .

内顆粒層はほぼ保たれていた。バーは 5μm

によるEAUラ ットにおいて,通常の投与量では抗体価

は全 く抑制 しないが,細 胞性免疫 反応の抑制 によ り

EAUを抑制する19)。 このことと,EAUの 病態が主 とし

て Tリ ンパ球を中心 とする免疫反応 による18)19)こ とを

考慮すると,抗 IRBP抗体価に有意差がなくとも,EAU
が抑制されたことと矛盾しない。50%4週間カロリー制

限後に免疫 した群では,抗 IRBP抗体価 も含めて,明 ら

かな抑制効果が得 られた。したがって,EAUの 発症を抑

制するには,よ り長期のより厳重なカロリー制限が必要

であると考えられる。しかし,過去の多 くのカロリー制限

の研究において,制限量は40～50%程度であり1)～ 15),栄

養不良による悪影響を避けるためには,今回以上のカロ

リー制限は困難 と思われる.し たがつて,長期にカロリー

制限を施行することが,現実的には最 も重要と考えられ

る。

我々の実験において,カ ロリー制限群では,IRBP抗体

価および遅延型過敏反応が抑制されており,B細胞およ

び T細胞の両者 を抑制することによって,EAUが抑制

されたものと考えられる。カロリー制限の開始時期につ

いては,早期に開始 した場合でも,長命マウスの中年期以

後のような後期に開始した場合においても,と もに有益

な効果があることが報告6)～ 9)さ れている。また,カ ロリー

制限の施行期間は,短期間でも長期間でも程度の差はあ

るものの,有益な効果があることも報告
10)さ れている。現

在,我々はカロリー制限を早期に開始 し,長期間ラットに
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図 9 く実験 B〉 25%4週 間力 ロリー制限後免疫群の

網膜のヘマ トキシリン・エオジン染色 .

内顆粒層の破壊 は対照群 に比較 して軽度である。
バーは 5 μrn

連 した T,B細胞の異常な活性化のみを抑制する可能性

を示唆 している14)。 なぜ,こ のように自己免疫疾患の治療

予防上,都合のよいことが起 こるのかはまだ解明されて

いない。

これ らの報告は,我々の実験でカロリー制限群 におい

て細胞性免疫能を反映する遅延型過敏反応が低下 してい

た こととも共通点があると思われ る。カロリー制 限が

IRBPの感作成立 の過程 を抑制するのか,あ るいは感作

成立後の活性化 された免疫系を抑制するのかは,今回の

研究では不明であ り,今後,こ の点に関しても研究が必要

である。

ヒ トに関する報告では,近年,徹底 した菜食開始 1か月

後か ら,自 己免疫疾患である慢性関節 リウマチの臨床症

状および検査データが著 しく改善 した との報告
16)が

出て

いる。

ヒ トの自己免疫疾患患者に対するカロリー制限の影響

についての報告はまだ少ないが,カ ロ リー制限は副作用

も少な く実施 も容易であるため,自 己免疫の関与が推測

されるヒト内因性ぶ どう膜炎の補助療法の一つとして期

待できる。

本論文の要旨は第 99回 日本眼科学会で発表した。
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図 10 く実験 B〉50%4週間カロリー制限後免疫群の

網膜のヘマ トキシリン・エオジン染色 .

内顆粒層 はほぼ保たれていた。バーは 5μ m。 なお,

組織写真 (図 5～ 10)に おける網膜剥離は人為的なも
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