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活動期ぶどう膜炎を有する患者の前房水のリンパ球サ

ブセットを 3重染色フローサイ トメトリーを用いて解析

した。サルコイ ドーシス 9例 ,原田病 6例,HLA(ヒ ト組

織適合抗原 )… B27陽性ぶどう膜炎 4例,ベーチェット病

2例,糖尿病に伴うぶどう膜炎患者 2例および特発性ぶ

どう膜炎患者 9例の合計 32例の患者の前房水,末梢血お

よび健 常成 人 10例 の末 梢血 において,CD3,CD4,
CD8,CD 29,CD 45 RA,CD 45 RO,HLA‐ DRに 対する

抗体を用いて染色し,サブセットを解析 した。前房水中で

はCD3陽性細胞が末梢血に比 し有意に増加 していた。
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サルコイ ドーシスではCD4サブセッ トが末梢血に比 し

有意に増加 していた。前房水 CD4細胞のほとん どが

CD 29陽 性,ま たは CD 45 RO陽 性の メモ リー細胞 で

あった。患者末梢血 と健常成人とは有意差がなかった.前

房水中の炎症担当細胞は活性化メモリーTリ ンパ球が主

体であると考えられた。(日 眼会誌 100:899-904,1996)
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ぶどう膜炎患者前房水中の Tリ ンパ 球サブセット

大 田 浩 一

信州大学医学部眼科学教室

′
I｀ I′yn■phocyte Subsets in AqueOus I― IurnOr frOrn Patients Ⅵrith I:Jveitis

Kouichi Ohta

Dψα″πクノグ (秒力′勿ノタ,夕 ο′οgッ,Sカグπs力%υ%グυι浴グか Sttθθ′θ/″″ι
・
ιttι

Abstract
We studied T lymphocyte subsets in the aqueous percentage of CD4* lymphocytes was significantly

humor (AH) and peripheral blood (PB) from higher in uveitic AH than in PB in SAR. While the
patients with active uveitis using three-color flow percentage of CD4+CD45RA* (naive) cells within T
cytometry. We assessed the number of T Iymphocyte cells was much lower in uveitic AH than in PB, the
subsets that stained with fluorescence-conjugated percentage of CD4+CD29* or CD4+CD4SRO+ (mem-
anti-CD3, CD4, CD8, CD29, CD45RA, CD45RO, and ory) cells was significantly higher. There was no
HLA (human leukocyte antigen)-DR monoclonal significant difference in these subsets in PB between
antibodies in the AH and PB from 32 patients: 9 patients and controls. The results suggest that an
with sarcoidosis (SAR), 6 with Vogt-Koyanagi- increase in the number of activated memory T lym-
Harade disease (VKH), 4 with HLA-827+ uveitis, 2 phocytes in AH is involved in the pathogenesis of
with Behqet's disease, 2 with diabetic iritis, 9 with uveitis. (J Jpn Ophthalmol Soc 100 : 899-904, 1996)

idiopathic uveitis, and 10 healthy control subjects.
The percentage of CD3* lymphocytes was signi- Key words: Uveitis, Aqueous humor, Lymphocyte
ficantly higher in uveitic AH than in PB. The subsets, Flow cytometry, Memory cell

I緒  言

ぶどう膜炎の発生機序は不明な点が多いが,実験的自

己免疫性ぶどう膜網膜炎においては細胞性免疫が重要な

役割を演 じているとされている1)2)。 ヒトのぶどう膜炎に

おいても,免疫組織学的研究3)4)や
前房水や末梢血におけ

るリンパ球サブセットの解析
5)～ 12)か ら,細胞性免疫,中 で

もTリ ンパ球の関与の重要性が考えられている。

近年,モ ノクローナル抗体やフローサイトメ トリーの

進歩により,リ ンパ球の詳細なサブセットの解析が可能

となっている。今回,い くつかのぶどう膜炎における前房

水中のリンパ球について,近年注目されているナイーブ

細胞,メ モリー細胞を含めたサブセットに関して解析を

行った。また,患者群の前房水と末梢血および患者群 と対
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表 1 対象の年齢

疾   患 症例数 (男性 女性)  年齢 (平均値±標準偏差)歳

サルコイドーシス

Vogt―小柳―原田病
ベーチェット病

HLA‐B27陽性ぶどう膜炎

糖尿病性ぶどう膜炎

特発性ぶどう膜炎

健常成人

9(3

6(2

2(1

4(4

2(1

9(2

10(6

50_4[士:23.4

51.8」二 2.6

57_0

27.8± 7.7

50.5

55.0」二19 9

45.3」二17.1

なお,健常成人からは末梢血のみを検査した

A                                  B
図 1 フローサイ トメ トリーによる細胞の分布の原表示 .

横軸は細胞内様物を反映する側方散乱光のパルスの大きさを示す。縦軸は細胞の大 きさを反映する前方散乱

光のパルスの大きさを示す .

A:原田病患者の末梢 リンパ球。Rlは リンパ球がほとんどを占める細胞集団.B:同 一患者の前房水中の細

胞分布。Rlが リンパ球の集団で,CD3陽性細胞 もほぼこれに含 まれる。

照群間でのより詳細な比較を行 うために,3重染色法を

用いてフローサイ トメ トリーを行った。

II 方  法

1993年 9月 から1995年 4月 までに信州大学医学部附

属病院眼科を受診したぶどう膜炎患者のうち,サルコイ

ドーシス患者 9例 ,原 田病患者 6例 ,ベーチェット病患者

2例,HLA(ヒ ト組織適合抗原であるhuman leukocyte

antigen)―B27陽性ぶどう膜炎患者 4例,糖尿病性の急性

ぶどう膜炎患者 2例 ,お よび全身的異常所見を伴わない

確定診断が不可能なぶどう膜炎患者 9例の合計 32例 を

対象とした。前房の炎症が 2+以上の活動性ぶ どう膜炎

を有していた。健常成人 10例 を対照 とした。対象の性別

は男性 14例 ,女性 18例で,平均年齢は 49.6± 18.2(平均

値±標準偏差)歳であった。対照は男性 6例,女性 4例で,

平均年齢は 45.3± 17.1歳 であった。疾患別の性別,年齢

を表 1に示す。

ぶどう膜炎患者に説明をして同意を得た後,1%塩酸

リドカイン(キ シロカイン①,藤沢)の結膜下注射後,麻酔

部 と対側の角膜輪部から27ゲージ針を用いて前房水を

50～200 μl穿刺吸引した。ほとんどの症例が新鮮例であ

り,未治療であった。ステロイドの点眼治療が行われてい

た症例では,3日 間中止した後に前房穿刺を施行した。遠

心後,前房水中の細胞層を得た。同時に,患者末梢血から

ヘパ リン加静脈血 を採取 し Ficoll―Conrey法 で単核球

細胞を得た。なお,健常成人からは末梢血のみを採取 し,

対照 とした。

得られた細胞をFITC(luorescein isothcyanate)標 識

の抗 CD3抗 体 (Becton‐Dickinson社 ),抗 CD 45 RA抗

体 (Coulter社),PE(phycoerythrin)標 識 の抗 CD 29抗

体 (Coulter社 ),抗 CD 45 RA抗 イ本(Coulter社 ),抗

CD 45 RO抗 体 (Becton‐ Dickinson社 ),HLA―DR抗 体
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表 2 末梢血サブセッ ト 表3 ぶどう膜炎患者サブセット

患者群   健常成人  者__
(n=32)  (n=10) 

′日屋9= 前房水  末梢血 有意差

CD3+
CD4+
CD8+
CD 3+内 の CD 41

CD3+内 のCD8+
CD 3+内 の CD4+IILA
DR+
CD3+内 の CD8+HLA
DR+
CD 4+内の HLA― DR十

CD 8+内 の HLA‐ DR十

CD4+内 の CD 45 RA+

CD4+内の CD 29+

CD 4+内の CD 45 RO+

(Becton‐ Dickinson社 ),お よ び PerCP(peridilnine

chlorophyH protein)標 識の抗 CD 4抗 体,抗 CD 8抗 体

(以 上 Becton‐ Dickinson社 )を 用 いて 3重 染色 した。

FACscan(Becton― Dickinson社 )を 用 い,既 報 と同様 に

解析 した12)。 CD 3陽性細胞あるいは CD 4陽性の細胞を

選択後,他の 2色により比率を解析した13)。

各症例の末梢血,前房水細胞のサブセットを解析後,患

者群の末梢血 と前房水細胞の比率を対応のあるt検定 ,

患者群 と健常成人の末梢血の比率を Mann‐ Whitney検

定を用いて解析した。

III 結  果

1。 フローサイ トメ トリーによる細胞の分布

フローサイ トメ トリーを用いると,末梢血単核球細胞

では前方散乱光 (FSC)と 側方散乱光 (SSC)に より容易に

リンパ球の集団が同定される(図 lAの Rl)。 一方,末梢

血に比 し細胞数が少ないものの,前房水の細胞 もリンパ

球の集団が容易に同定された(図 lBの Rl)。 32例 の患

者の前房水の細胞のフローサイ トメ トリーでは,リ ンパ

球あるいは単球 と考えられる細胞以外には,好 中球など

の細胞集団はほとんどみられなかった。

2.末梢血サブセッ ト(患者群と対照群 との比較)

Rl内 の CD 3+,CD4+,CD8+,CD4+HLA― DR+,
CD8+HLA‐ DR+に 関しては,患者群 と健常成人群間で有

意差がなかった (表 2).ま た,リ ンパ球群内の B細胞や

ナチュラルキラー(NK)細胞などの Tリ ンパ球以外の細

胞数の影響を除外するためにCD3+を 選択 し,そ の中の

CD 4+,CD 8+,CD 4+HLA‐ DR+,CD 8+HLA― DR+(の 上ヒ率

を比べたが,同様に有意差はなかった。また,Tリ ンパ球

サブセット中の活性化の程度の指標 として,CD4+細胞

中の HLA―DR十の比率および CD 8+細胞中の HLA―DR+
の比率を比べたが,有意差はなかった。また,CD4+細胞

のうち,ナ イーブ細胞を示す CD 45 RA■陽性細胞の比率

とメモリー細胞を示す CD 29+,CD 45 RO十 陽性細胞の比

6±:15

2± 24

7± 20

3± 25

5:±:24

1」
=27

5」=23

0± 18

4± 13

7± 2

8± 9

4± 1

63.8± 10

39.5:士 :11

16.1± 7

62.7:士:14

24.2± 11

12.0± 7

9.1± 7

18.9± 11

35.7± 18

39.6± 12

61.0± 13

69.2± 13

p<0.001(n=31)

p<0.001(n=29)

な し (n=29)
な し (n=29)

なし (n=29)

p<0.001(n=31)

p<0.01(n=31)

p<0.001(n=27)

p<0.001(n=26)

p<0.001(n=30)

p<0.001(n=27)

p<0.001(n=16)

率を比べたが,有意差はなかった。

3.患者群の末梢血 と前房水のサブセッ トの比較

リンパ球集団内(図 1の Rl)に おいては,CD3+細胞は

末梢血で 63.8± 10.4%,前房水で 82.6± 15.6%で ,前房

水において有意に増加 していた(n=31,p<0.001)(表

3)。 また,CD4+細胞 も有意に増加 していた。CD 3+細 胞

中の CD4+,CD8+細 胞 の比率は末梢血 と有意差がな

かった。以上から,全 リンパ球の中では,前房水において

はTリ ンパ球が有意に増加 しており,末梢血同様,CD4+
細胞が主体 となっていた。CD3+細胞中の CD4+,CD 8+

細胞の比率はぶどう膜炎全体では末梢血 と有意差がな

かったが,そ の比率は疾患により異なっていたので,4症
例以上の疾患について,そ れぞれを検討した (図 2).サル

コイ ドーシス,原 田病では前房水中の CD4+細胞が優位

であった。特に,サルコイ ドーシスでは末梢血に比し有意

に増加 していた。サル コイ ドーシス患者群 の前房水

CD 4+細胞の比率は他の 3疾患群より有意に増加してい

た。また,原 田病患者群 もHLA― B27陽性ぶ どう膜炎に

比 し有意 に増加 していた.CD8+細胞比率 はサルコイ

ドーシス患者群が他の 3疾患群より有意に低下してい

た。一方,HLA‐B27陽性ぶどう膜炎患者や特発性ぶどう

膜炎患者では各症例のばらつきが多かった。なお,末梢血

サブセットに関しては疾患毎の比較は行わなかった。

前房水 CD3+細 胞中の CD4+HLA― DR+,CD8+HLA―

DR+細 胞 の比率 お よび CD4+,CD8+細 胞 中 の HLA―

DR+細胞の比率は有意に増加 していた。以上から,前房水

中 CD 4・,CD8・細胞はともに末梢血に比べ,活性化状態

にあると考えられた。

CD 4+細 胞 中の CD 45 RA+,CD 29+,CD 45 RO十 の上ヒ

率を示す (表 3).CD4+細 胞中,CD 45 RA+は 前房水では

非常に少なかった。一方,CD 29+細 胞は90%以上,CD 45

RO+細胞は 100%近 くを占めていた。なお,前房水におけ

るHLA‐DR+細胞,CD 4+細胞 中の CD 45 RA+,CD 29+,

64.2± 10.4

39_7:士 :11.1

16.9± 8.0

62.8± 14.2

24.7=L12.1

12.0±  7.3

9_6」= 7.8

19_1」
=10.6

36.1± 17_4

40.3± 13.3

60.8± 13.5

69.9± 13.4

63.4± 12.7

38.5± 9.8

15_5土: 5.5

62.7± 11.3

24.8± 6.8

6.6± 2.7

16.2± 5.9

31.2± 14.1

45.5二士: 9.6

58.6± 8.8

68.1± 8_9

10.3± 4.6 なし

CD 3+         82
CD 4+         56
CD 8+         22
CD 3+内 の CD4+66
CD 3+内 の CD8+27
CD 3+内 の CD4+員 1

HLA‐DR+     J・
CD 3+内 の CD 8+。。
HLA‐DR+     ιι

3R単
+内 のHLA‐

72

8R阜
+内 のII LA~86

Rテl卓

+内 のCD45 1

CD 4+内 の CD 29+92

R3羊
十内のCD 4599

なし

なし

なし

なし

なし

な し

なし

な し

なし

な し

な し
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対照  サル コイ ドーシス  原 田病    HLA-327  特発性

A

CD 45 RO十細胞の比率は疾患毎の有意差はなかった。

IV 考  按

実験的自己免疫性ぶどう膜炎においては,細胞性免疫

がぶどう膜炎の発生および病態に深 く関与 している1)2).

ヒトのぶどう膜炎においても前房水の解析や交感性眼炎

などの摘出眼球の研究から細胞性免疫の関与が示唆され

ているが3)～ 12),多種多様の疾患により生ずるぶどう膜炎

すべてに当てはまるとは限らない。モノクローナル抗体

やフローサイ トメ トリーの進歩に伴 い,リ ンパ球サブ

セットの詳細な解析が可能 となり,ぶ どう膜炎の他,自己

免疫性疾患,感染性疾患など多 くの疾患における末梢血

あるいは局所におけるリンパ球の解析に応用されてい

る14)～ 17)。

フローサイ トメ トリーの手法を用いた解析では,活動

性ぶどう膜炎患者の前房水にはTリ ンパ球が多 く認め

られるとの報告5)-10)が 多い。そして,そ の Tリ ンパ球 は

活動性を示すマーカーであるHLA―DRや インターロイ

キン(interleukin:以 下,IL)-2の陽性率が末梢血に比べ

増加 している6)～ 8)12)。 また,末 梢血 にお ける検討で は,

ベーチェット病の眼発作期やサルコイドーシスの炎症期

に Tリ ンパ球の比率が減少するとされている18)19)。 今回

の解析では,前房水 リンパ球に占める成熟 Tリ ンパ球は

いずれのぶどう膜炎患者においても末梢血に比し増加 し

ていた。また,HLA―DR陽性率も末梢血に比 し増加 して

いた.一方,健常成人 と比較して,末梢血においては有意

差がなかった。

前房水中の Tリ ンパ球サブセットであるCD 4+細胞

とCD 8+細胞の比率に関しては,ぶ どう膜炎の原疾患に

より様々である5)～ 8)12)。 また,マ ウスの実験では,ぶ どう

膜炎の病初期には CD4・細胞が優位であり,病後期には

対照 サルコイドーシス  原田病

B

HLA― B27   特発性

CD8+細胞が優位になるとの報告
20)が ある。また,Wang

ら12)は
,前房水においては トキソプラズマ症やヘルペス

ウイルスぶどう膜炎など,外因性のぶどう膜炎において

CD8+細胞が優位になるとした。一方,末梢血ではサルコ

イドーシスの炎症期やベーチェット病の発作期に CD 4+

細胞が減少 し,CD 8+細 胞が増加するとされている18)19).

今回,Tリ ンパ球サブセットをより詳細に比較するた

め,3重染色フローサイ トメ トリーを用い,CD 4+細胞お

よび CD8・細胞のサブセットについて検討したが,ぶ ど

う膜炎患者群 と健常人間で有意差はなかった。これは疾

患群がいくつも含まれていたこと,各疾患群での年齢が

異なっていたことなどのためと考えられた。しかし,前房

水では末梢血に比べ,CD4+細胞がサルコイ ドーシスに

おいては,原田病においても有意に増加していた。これら

は,過去の報告例 と同様な結果であった8)12)。 _方
,HLA‐

B27陽性ぶどう膜炎および特発性ぶどう膜炎患者では

有意差はなかった。後者はCD 8+細 胞がほとんど存在 し

ないものからCD 8+細 胞が優位である症例 まで様々で

あった。

近年,Morimotoら 21)22)は Tリ ンパ球のサブセツトで

あるCD4・細胞 をCD 29陽 性 の メモ リー細 胞,CD 45

RA陽性のナイーブ細胞 とに分け,異 なる機能 を有する

ものとした。後に CD 45 RO陽 性細胞 もメモ リー細胞で

あるとされた23)。 メモリー細胞 とは,単 に抗原に暴露され

た後に体内を循環する“記憶"と いう機能を示すばかりで

はなく,抗原刺激を受けた antigen pFimed CeHを 示すこ

とにも使用されている。多発性硬化症やベーチェット病

などの炎症疾患では,末梢血においてナイーブ細胞が健

常者より減少し,メ モリー細胞が増加している14)15)。 さら

に,関節 リウマチ患者の関節液,サ ルコイドーシス患者の

肺胞洗浄液,多発性硬化症の脳脊髄液中にはメモ リー細

図 2 成熟 T(CD3陽性 )リ ンパ球サブセッ トの比率 (%).

Ai CD4サ ブセットの比率.*は p<0.01で有意差あ り.B:CD8サ ブセットの比率.*は p<0.01で 有意

差あり.

□ :末梢血,■ :前房水
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witll sarcoidosis.(Ξ)hest 105: 1474-1480, 1994.

18)中村昌生,高橋英則,大西和夫 :サルコイ ドーシスに

おける末梢血 リンパ球サブセツ トの変動 について.

日眼会誌 96:96-101,1992.
19)小暮美津子,吉川啓司,高橋義徳,酒井香子 :Behcet

病患者の末梢血 Tリ ンパ球サブセットの動態.臨眼

39: 121-126, 1985.

20):Barton K,Calder VL,Lightl■ an S: Isolation of

retinal lynlphocytes in experinlental autoiI11■lune

uveoretinitis: Phenotypic and functional charac‐

terization.Inlrnunology 78:393-398, 1993.

21)Morimoto C,Letvin NL,Distaso JA,Aldrich
マ7R,Schlossman SiF:  The isolation and charac―

terization of the llunlarl suppressor inducer′ I｀ cell

subset.J1lmnlunol 134:1508-1515,1985.

胞が多 く存在する16)17)24)。
今回の解析では,末梢血におい

ては健常成人 との差はみ られなかった。前房水中におい

ては全症例でナイーブ細胞がほとんど存在せず,大部分

がメモ リー細胞であった。

メモ リー細胞が局所 に進入 して くる機序 は不明であ

る。メモ リー細胞 は CD 29抗 原や CD 45 RO抗 原の他 ,

数多 くの接着分子を表出 しており,血管に接着 し,進入す

る説や CD 45 RA抗 原を有する細胞が血管 を通過する時

に CD 45 RA抗原を失い,抗原提示細胞 より刺激を受け,

CD 45 RO抗原を獲得するという説がある16)25)。
今回の解

析 で は サ ル コイ ドーシ ス,原 田病,ベーチェット病 ,

HLA―B27陽性ぶどう膜炎などの全身的炎症疾患ばか り

でな く,特発性ぶどう膜炎や糖尿病性のぶ どう膜炎にお

いても同様の結果であった。このことから,原因の異なる

ぶどう膜炎における共通の細胞浸潤の機序の存在が示唆

された。

本研究 において,活動期のぶどう膜炎患者の前房水の

Tリ ンパ球は,活性化の高いメモリー細胞が大部分を占

めていることが明らかになった。今後は,そ の他のぶどう

膜炎における解析 も必要である。さらに,こ れ らの細胞の

機能や浸潤のメカニズムの解明が必要であると考えられ

た。

本稿の要旨は,第 49回 日本臨床眼科学会,ぶ どう膜炎セッ

ションで講演した。
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