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ぶどう膜炎は様々な全身疾患に合併することが知られ

ているが,そ の病因は未だ不明である。今回我々は,多発

性硬化症の動物モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎

(experimental autoimmune encephalomyelitis,EAE)

に合併 す る虹彩炎 に発現するス トレス応答蛋 白質

(Stress‐ response protein,srp)に ついて,免疫組織化学

的に検討 した。EAEは Lewisラ ットに,モルモット脊髄

と完全 Freundアジュバン ト(complete Freund's adju‐

vant,CFA)の乳化物を感作 して作成 した(EAE群 )。 対

照には,CFAの みで感作 したラット(CFA群 )と 無処置

ラット(正常対照群)を 用いた。CFA群では,虹彩炎は発

症 せ ず,そ の 虹 彩 に は srpで あ る ubiquitin,α B‐

crystalhn,srp 27,srp 60,srp 72の 発現 をすべてみな
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約

かった。それに対 しEAE群では,すべてのラッ トに虹彩

炎が発症 し,そ の虹彩炎ピーク時の虹彩上皮に srp 60が

22眼 中 20眼 (90.9%)に 発現 していた。また,ubiquitin

とαB‐ crystallinは ,そ れぞれ 22眼 中 4眼 (18.2%)お

よび 3眼 (13.6%)に 発現 していた。正常対照群の虹彩上

皮では,ubiquitinの発現が 6眼中 1眼 (16.7%)に みられ

た。以上から,EAEに合併する虹彩炎の発症に分子量 60

kDaの srp 60が 関与していることが示唆された。(日 眼

会誌 101:299-304,1997)
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I緒  言

ぶ どう膜 炎 は,多 発性 硬 化 症 (multiple sclerosis,

MS)1)～ 5)や
糖尿病,リ ウマチ性疾患,サルコイドーシス,

炎症性腸疾患など,様々な疾患に合併することが知 られ

ている°)。 その発生機序は未だ明らかではないが,自 己免

疫機序の関与が示唆されている。MSは 中枢神経系の自

質に脱髄病巣の多発する疾患であり,そ の動物モデルで

ある実験的自己免疫性脳脊髄炎 (experimental autoim―

mune encephalomyelitis,EAE)に おいても,家兎7)8)ゃ サ

ル9),ラ ット10)11)な どを用いた実験で,前部ぶどう膜炎の

一つである虹彩炎が合併することが報告されている。

一方,ス トレス応答蛋自質 (stress‐ response protein,

srp),heat shock proteinと 同義であるが,本稿では srp

を用いる)は,有害なス トレスに対面 した細胞が,普遍的

な防御反応 として急速に産生す る一群の蛋自質であ

る12)～ 14)。 srpは 原核細胞から哺乳類に至るまでアミノ酸

配列の相同性がよく保存され,特 に分子量 60 kDaの も

の (以下,srp 60)は それ自体の抗原性が強 く,MS15)16),若

年性関節 リウマチ17),Behcet病 18),自 己免疫性肝炎
19)な

どの自己免疫疾患の発症に関与していることが注目され

ている20)21)。

今回我々は,EAEに合併する虹彩炎の発生機序を解明

する目的で,主病変の存在する虹彩組織を対象に各種

srpの発現を免疫組織化学的に検討 した。

II 方  法

1.EAEの作成

実験動物は 8週齢の雌 Lewisラ ットを用い,取 り扱い

は総理府「実験動物の飼養および保管等に関する基準」

(昭和 55年 3月 )に 基づ く「鳥取大学医学部実験動物指

針」(昭 和 63年 12月 )に 従った。EAEの 作 成 方 法 は

Feurerら 22)の 方法を一部改変 した23)。 すなわち,感作抗

原 としてモルモット脊髄 lg当 た り0.01Mリ ン酸緩衝

加生理食塩液(phosphate burered saHne,PBS,pH 7.4)

l mlを 加え均質化 したものに,加熱結核死菌 (H37 Ra)

20 mg/mlを 含む完全 Freundア ジュバ ン ト(complete

Freund's adiuvant: CFA,:Difco Laboratories,

Detroit,MI)2 mlを 混和して総量 6 mlの 乳化液を作成

し,27匹 のラットの後肢足底部 に各 0.2 ml接 種 した
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(EAE群).対照には,PBS l ml当 たりCFA l mlを 混和

した ものを各 0.2 ml接 種 したラット10匹 (CFA群)と

無処置ラット3匹 (正常対照群)を用いた。

2.動物実験における症状の評価

EAEの 脊髄症状はKatoら 24)の 方法に従い評価した。

すなわち,0度 :無症状,1度 :尾下垂,2度 :軽度後肢

麻痺あるいは軽度失調,3度 :中等度後肢麻痺あるいは

重度失調,4度 :失禁を伴う重度後肢麻痺,5度 :重度四

肢麻痺あるいは瀕死状態の 6段階にスコア化 した。眼症

状は以下のごとく評価 した。すなわち,0度 :無症状,1

度 :虹彩血管拡張,2度 :局所の虹彩前面の自色膜様物

(フ ィブリンなど)出現,3度 :虹彩前面の自色膜様物が

増加 し,浸潤部分が虹彩面積の1/4以下にみられるもの,

4度 :同所見が虹彩面積の 1/2以下にみられるもの,5

度 :同所見が虹彩面積の 1/2以上にみられるものとし

た。

3.組織学的および免疫組織化学的検索

後述する実験動物の症状の経過から,EAE群の病期を

虹彩炎期,初回脊髄発作期,1回 目寛解期,再発脊髄発作

期,2回 目寛解期に分類できたので,こ れら各病期 (虹彩

炎期および初回ならびに再発の脊髄発作期は各ピーク

時,脊髄寛解期はその開始数日後)に おける眼球を検索し

た。すなわち,各病期ごとに動物をペントバルビタールナ

トリウム (ネ ンプタール③)50 mg/kg腹 腔内注射による

全身麻酔後に4%緩衝パラホルムアルデヒドで経心的

に灌流固定し,そ の後摘出された眼球はパラフィンに包

埋した。6μm切片を作成 し,ヘマ トキシリン・エオジン

染色および免疫組織化学的検索に供した。

組織学的検索は,虹彩実質の炎症細胞浸潤の程度 (一 か

ら‖の 4段階)と ,前房内へのフィブリン析出の有無を

もって評価した。免疫組織化学的検索では,一次抗体とし

て表 1に 示す抗体
25)26)を 用い,ア ビジンービオチン複合

体法 (Vectastain ABCキ ット①,Vector Laboratories,

BurHngame,CA)で 反応させた後,ジ アミノベンジジン

で発色させた。

III 結  果

1.実験動物における症状

EAE群の脊髄症状および眼症状の経過を図 1に 示す。

脊髄症状は,以前の報告
23)と ほぼ同様,感作後平均 13日

表 1 使用した一次抗体

抗  体   クローン  希釈倍率 入手元 (参考文献 )

srp 60

ubiquitin
aB-crystallin
srp 27

srp 72

Ｍ

Ｐ

Ｐ

Ｍ

Ｍ

1:800    Clone LK-2,StressGen,Canada

l:800   Yen S‐ HC25)

1:500  Goldman JE26)

希釈調整済み Clone G 3.1,Biogenex,USA
l:500   Code 3 B 6,AfFinity BioReagents,USA

srp:ス トレス応答蛋白質,M:モ ノクローナル,P:ポ リクローナルを示す
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■ :脊髄症状 (被検匹数

7    9    11   13   15   17   19   21   23   25   27   29   31   33

感作後日数

実験的自己免疫性脳脊髄炎 (EAE)ラ ットの症状経過.

27～ 2),◆ :眼症状 (被検眼数 :54～ 4),値は平均値±標準誤差を示す

図 2 虹彩炎ピーク時の前眼部写真.

虹彩前面に自色の膜様物 (フ ィブリンなど)を認める

目(平均症状スコア :3.8)お よび25日 目(平均症状スコ

ア ;2.7)に 症状のピークを持つ二峰性の経過 をとった.

眼症状 は,27匹 中 27匹 (100%)に 虹彩炎 (図 2)が発症

し,感作後平均 11日 目(平均症状スコア ;3.7)に 症状の

ピークを持ち,以後徐々に軽快 していく一峰性の経過を

とった。CFA群では,脊髄症状 も虹彩炎も発症 しなかっ

た。

2.組織学的所見

EAE群では,主 な眼病変の存在する虹彩を検索 した.

EAE群の各病期 における虹彩の組織学的所見を表 2に

示す。虹彩炎期では,検索した 11匹 22眼すべてに高度の

虹彩炎を認めた。すなわち,無処置 ラット虹彩 (図 3a)と

比較 し,虹彩実買に高度の単核細胞浸潤を認め,前房側に

はフィブリン析出 と単核細胞浸潤がみられた (図 3b)。

初回脊髄炎発作期以降では,虹彩に中等度または軽度の

単核細胞浸潤 を残す ものが数例みられるのみであった。

CFA群では組織学的にも虹彩炎 を示す所見を認 めな

かった。

3.免疫組織化学的所見

EAE群の各病期 ならびに CFA群および正常対照群

の虹彩上皮における各 srpの 発現頻度を表 3に 示す。srp

27,srp 72の 発現は,い ずれの群においてもみられなかっ

た。Ubiquitin,α B―crystaHinは正常対照群で前者のみご

く軽度発現 していたが,EAE群では両者が虹彩炎期 にご

く少数みられるのみであった。これ らに対し,srp 60は正

常対照群 (図 4a)お よび CFA群 では発現 していなかっ

た.し かし,EAE群では虹彩炎ピーク時 (図 4b)に 高度 ,

かつ高率に発現 していた.

表 2 実験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)群 虹彩の組織学的検索結果

虹彩炎期
(n=22)

初回発作期
(n=10)

1回 目寛解期  再発発作期
(n=4)    (n=10)

2回 目寛解期
(n=8)

単核細胞浸潤

＝

十

＋

一

22(100)

3(30.0)

4(40.0)

3(30.0)

2(50.0)

2(50.0)

3(30.0)

7(70.0)

2(25.0)

6(75.0)

フィブリン析出

十

10(100) 8(100)

22(100)

10(100) 4(100)

n=検索眼数.括弧内は%
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表3 EAEの各病期ならびに完全 Freundアジュバント(CFA)群 および正常対照群の虹彩上皮におけるス トレス

応答蛋白質 (srp)の発現頻度

正常
*沐

(n=6)
虹彩炎期  初回発作期
(n=22)    (n=10)

―回目寛解期
(n=4)

i発作期
=10)

2回 目寛解期
(n=8)

再発
(n:

srp 60

ubiquitin
a B-crystalliu
srp 27

srp 72

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

1(1(D.7)

0(0)

0(0)

0(0)

20(9()9)

1(182)

3(13.6,

0(0)

(|(0)

6(60.0)

1(10.0)

1(10.0)

0(0)

0(0)

2(200)

()(|)'

] ( 1()  {))

(,( 1))

0(0)

1(12.5)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

CFA群の虹彩上皮.料 :正常対照群の虹彩上皮.n=検索眼数.括弧内は%
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図 3 ラッ ト虹彩のヘマ トキシ リン・エオジン染色像 .

a:無処置ラット,b:EAEラ ット虹彩炎ピーク時 .

bでは虹彩実質に高度の単核細胞浸潤 と前房内フィ

ブリン析出 (F)を認める。AC:前房,PC:後房 ,

矢印 :虹彩上皮を示す。バーは20μ m

虹彩上皮以外の虹彩組織や炎症細胞にはsrpの発現は

みられなかった。

IV考  按

EAEに虹彩炎を合併するという報告は散見されるが,

その発生機序 については様々な説がある。Verhagen

らH)は ミエ リン塩基性蛋 白質 (myeHn basic prOtein,

MBP)に 特異的に反応するT細胞クローンによって虹

彩炎を惹起させることに成功 し,虹彩の有髄神経が中枢

神経系におけると同様,MBP特異的 T細胞の標的にな

り得ることを示唆している。しかしながら,Shikishima

ら10)は Lewisラ ットを用いた EAEの虹彩炎において,

.PC

図 4 ラット虹彩のス トレス応答蛋 自質60kDa(srp

60)に よる免疫染色 .

a:無処置ラット,b:EAEラ ット虹彩炎ピーク時 .

aでは虹彩上皮 (矢印)に srp 60の 発現はみられな

いが,bでは虹彩上皮 (矢印)に srp 60の 発現が著

明である。AC:前房,PC:後房を示す。バーは20μ m

虹彩の有髄神経は障害されていないことを電子顕微鏡的

観察で報告した。さらに彼 ら10)は
,虹彩炎の発症には,リ

ンパ組織で認められる特殊な構造を有する血管内皮細胞

(high endOtheHal venules,HEV)に類似 し,リ ンパ組織

以外での炎症組織におけるリンパ球集篠に関与している

血管内皮細胞,す なわちhigh endotheliaHike venules

(HELV)が 関与 していることを示唆 している。今回の

我々の実験において,虹彩の有髄神経や血管内皮細胞に

srpの 発現はみられなかった。以上のように,EAEに 合

併する虹彩炎の発生機序は複雑で,未 だ不明であるとい

わざるを得ない。

|
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Stanfordら 27)は mycobacterial srp 65お よび,そ れと

相同のヒトsrp 60由 来の特定の合成ペプチ ドをLewis

ラットに投与することにより,ぶ どう膜炎を惹起するこ

とに成功 している。今回我々の実験において,srp 60は 正

常対照群 およびCFA群の虹彩上皮では確認で きず,

EAE群の虹彩炎のピーク時に高率に発現 し,徐々に消退

していく傾向にあった。特に,炎症細胞浸潤が持続してい

る場合には,srp 60の 発現 も持続する傾向がみられた。こ

のことか ら,EAE群の虹彩上皮におけるsrp 60の 発現

は,虹彩炎の発生と遷延化に関与していることが示唆さ

れる。すなわち,EAEで は虹彩上皮に何 らかの機序に

よって srp 60が発現し,こ れをターゲットにした単核細

胞浸潤が起 きる可能性が考えられる。また,虹彩炎ピーク

時 に は srp 60の み な らず,ubiquitinお よ び αB―

crystallinも 各々18.2%お よび 13.6%と 低率ではある

が発現 していた。これら 2種のsrpの うち,ubiquitinは

無処置ラットにも16.7%に発現していたことから,必ず

しも虹彩炎に伴って発現 したものではな く,実験環境下

でのス トレスに対する防御反応によって発現 したものと

考えられる。αB‐crystalhnに ついては,srp 27の アミノ

酸配列 と高い相同性を有 し,蛋白質の高次構造を維持,修

復する分子シャペロンとしての機能を持っている28)こ と

から,炎症細胞の攻撃に対する防御反応のために発現し

た可能性が考えられる。

EAEの 脊髄病巣では,srp 60は 急性期 には炎症細胞

に,慢性期にはグリア細胞に発現していることが報告
29)

されている。これは,EAEに伴う虹彩炎における srp 60

の発現が,病期を問わず常に虹彩上皮に限局 しているこ

とと異なっている。この違いが脊髄症状 と眼症状の発症

様式の相違,す なわち眼症状は脊髄症状に先行 し,かつ再

発しないということに関与 していると思われる。

CFAを ラットに注射することにより惹起 されるア

ジュバント関節炎(adiuvant arthritis,AA)は ,ヒ トのリ

ウマチ性関節炎の動物モデル として考えられている。

AAに おいてもぶどう膜炎が合併するという報告があ

り,そ の 合 併 率 は,Waksmanら 30)に よ る Sprague―

Dawleyラ ットにお い て は 13.5%,Pettyら 31)に よ る

Lewisラ ットでは24.4%である。しかしなが ら,今回の

我々の実験のCFA群ではぶどう膜炎の所見は認められ

なかった。この相違 は,ラ ットの系や CFAに 含 まれる

″ノθθみαθ′ιγz%2の種類や量,感作方法の違いによるもの

と考えられる。AAは ,mycobacterial srp 65と 関節軟骨

のプロテオグリカンとの間の分子相同により惹起される

と考 え られ て お り32)33),AAの 関節 滑 膜 に お け る

mycobacterial srp 65 related antigenの 発現 も報告34)さ

れたが,mycobacterial srp 65そ のものには関節炎惹起

能はないことが後に報告
35)さ れている。これに対して,前

述のようにmycobacterial srp 65お よび,そ れと相同の

ヒトsrp 60合 成ペプチ ドにはぶどう膜炎惹起能があ
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る27)。 したがって,関節炎 とぶ どう膜炎の発生機序 におけ

る srp 60フ ァミリーの役割は異なることが示唆 される。

さらに,EAEと AAに おける AU発症率の相違,す なわ

ち EAEでは高率 (今回の実験では 100%)で,AAで は低

率 (13.5～ 24.4%)30)31)で あることは,虹彩上皮 における

srp 60の 発現頻度の差に起因する可能性 を示唆 してお

り,脊髄抗原 とCFAの相乗作用が,虹彩上皮により高率

にsrp 60を 発現 させる可能性が考えられる。

今回の我々の実験から,各種 自己免疫疾患の発症 に関

与 していることが知 られている srp 60は ,EAEに 合併

する虹彩炎の発症にも密接に関与 していることが示唆さ

れる。今後,srp 60が どのような機序で虹彩上皮 に発現

し,炎症を引き起 こすのかを解明する必要がある。

御助言,御校閲を賜 りました本学眼科学教室の玉井嗣彦教

授および技術的補助をいただいた同脳神経病理部門の田村邦

彦先生,抗 ubiquitin抗 体を供与いただいた Albert Einttein

医科大学病理学教室の Dr S‐HC Yen,抗 αB‐crystallin抗体

を供与頂いた Columbia大学病理学教室のDr JE Goldman

に深謝いたします。

本稿の要旨は,第 100回 日本眼科学会総会(1996年 ,京都)

において報告した.
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