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要

ベーチェッ ト病の病態には種々の細胞性免疫機序が関

与すると考えられている。近年,CD4陽性細胞がその産

生するサイ トカインの種類によ リヘルパーT(Th)細 胞

サブセットに分類されることが報告されている。我々は,

眼症状を有するベーチェット病患者 22例の末梢血 リン

パ球の Thサブセットを解析 し,正常対照群 19例 と比較

検討 した。また,患者群を眼症状の活動性により活動期患

者群 13例 ,非活動期患者群 9例の 2群に分類 した。患者

および対照群の末梢血 リンパ球を固相化抗 CD 3抗体で

6時間刺激 した後,抗インターロイキン(IL)‐ 2抗体,抗

IL‐ 4抗体を用いて細胞内サイ トカインを直接螢光標識

し,フ ローサイ トメーターで解析 した。その結果,ベー
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約

チェット病活動期患者群の CD4陽性細胞中の IL‐ 2産

生細胞の割合は,非活動期群および正常対照群に比べ有

意に上昇 していた(p<0.01)。 一方,IL‐4産生細胞の割合

には有意差はなかった。以上から,ベーチェット病の活動

性には,Th lサイ トカインである IL‐ 2を産生するCD4
陽性細胞が深 く関わっていることが示 され,今後のベー

チェッ ト病の治療,病態の把握に,Thサブセットの解析

が有用であると考えられる。(日 眼会誌 101:335-340,

1997)
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Atrstract

The cell-mediated immune response and disorders
of the cytokine-producing cells play an important
role in the pathogenic mechanisms of Behqet's
disease. Recently, CD4+ T helper cells have been

categorized into at Ieast two distinct subsets based

on their profiles of cytokine production. We ana-
lyzed the number of interleukin (IL)-2 producing
type I helper T (Thl) cells and IL-4 producing Th2

cells from 22 patients (male : 12, female : 10) with
Behget's disease and 19 normal controls (male : 9) by
flow cytometric analysis. The patients with Behqet's
disease were categorized into two groups by the
activity of ocular inflammation; one group com-
prised the active cases (13 patients) and the other
the inactive cases (9 patients). Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from patients and nor-
mal controls were stimulated with immobilized anti-
CDS mAb for 6 hours and immunostained with anti

IL-2 and anti IL-4 mAbs followed by fluorescein
isothiocyanate (FITC) conjugated 2nd Abs. The
mumber of IL-2 producing CD4* cells in Behget's

disease patients with active uveoretinitis was

significantly higher than that from both inactive
cases (p(0.005) and controls (p<0.01). In contrast,
the number of IL-4 producing CD4* cells showed no
significant difference among the groups. These

results may indicate that Thl cells play an impor-
tant role in the immunopathogenesis of ocular
inflammation of Behqet's disease. Thus, analysis of
Th subsets in Behqet's disease may be useful for
management of the disease. (J Jpn Ophthalmol Soc

101 : 335-340, 1997)
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I緒  言

ベーチェット病は回腔内の再発性アフタ性潰瘍,結節

性紅斑様皮疹などの皮膚症状,網膜ぶどう膜炎などの眼

症状,お よび外陰部潰瘍を主症状 とする慢性炎症性全身

疾患である。その病因は未だ明らかにされておらず,免疫

病態も不明な点が多い。ベーチェット病の皮膚病変ある

いは前房蓄膿中にみられる浸潤細胞が主に好中球である

ことから,好中球の異常が本疾患の本態であると考えら

れて きた1)2)。 _方
,ベ ーチェット病患者血清 中のイン

ターフェロ ン(IFN)‐ γ活性
3)お よび末梢 血 単核球 の

IFN―γ産生能0は ,健常人に比べ有意に上昇 していると

いう報告 もあり,近年,そ の病態形成には活性化 したT
細胞および,そ の産生するサイ トカインが重要な役割を

果たしていると考えられている5).

サイ トカインは様々な生物学的活性を有 しており,同

一のサイ トカインが種々の細胞から産生され,さ らに,多

種の細胞に作用してサイ トカイン産生を刺激する,い わ

ゆるサイ トカインネットワークを形成する6)。 従来から

Tリ ンパ球は主としてヘルパーT(Th)細胞 (CD 4+)と 細

胞障害性 T細胞(CD 8+)に 分 けられて きたが,1986年

Mosmannら 7)に よって,マ ウスCD4陽性細胞はその産

生するサイ トカインの種類 に基づいて,Thl,Th2の 2

つのサブセットに分けられることが報告された。Thlサ
ブセットはインターロイキン(IL)‐ 2,IFN―γおよび腫瘍|

壊死因子(TNF)‐βを産生するが,IL‐ 4や IL-5は 産生し

ない。一方,Th2サ ブセットは IL‐ 2,IFN― γを産生せず,

IL-4,IL‐ 5,IL-6,IL-9,IL‐ 10を 産生す る。機能的 にThl
サブセットは遅延型過敏症や CD 8陽性細胞の活性化に

関与 し,Th2サブセットは B細胞の増殖,抗体産生を助

けていると考えられる8).

これまで T細胞サブセットの判定には,抗原またはマ

イトージェンで刺激培養 した T細胞や T細胞クローン

の培養上清中のサイトカインを酵素抗体法で測定する方

法 や,細 胞 の サ イ トカ イ ン メッセ ン ジャーRNA
(mRNA)を reverse transcription‐ polymerase chain

reaction(RT― PCR)で検出する方法が用いられていた。

しかし,こ れらの方法は定性的なもので,T細胞の各サ

ブセットの比率を直接定量的に求めることは不可能で

あった。近年,マ ウスリンパ球内のサイ トカインを抗サイ

トカイン抗体を用いて標識 し,フ ローサイ トメ トリーで

解析する方法が開発され9),Th細 胞のサブセットの比率

を直接解析することが可能 になった。今回,我々はベー

チェット病の免疫病態解明の一環として,ヒ トリンパ球

内のサイ トカインを直接螢光染色し,フ ローサイ トメト

リーで測定する方法を用 いて,ベ ーチェット病患者の

Th細胞の Thl,Th2サ ブセットの割合 を検討 し,眼症

状を中心 とする臨床症状 との相関について解析を行った

ので報告する。
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表 1 対象患者の背景

症例 No. 年齢  性別  病型*  HLA‐B51
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非活動期患者
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不全型
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不全型
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不全型

完全型
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不全型

*病型は厚生省特定疾患ベーチェット病調査研究班による診

断基準 (1987年 )に よる。

HLA:ヒ ト白血球抗原,M:男性,F:女性

II 対象および方法

1.対  象

横浜市大病院眼科ぶどう膜炎外来通院中の眼症状を有

するベーチェット病患者で,免疫抑制治療を受けていな

い 22例 を対象 とした。その内訳は男性 12例 ,女性 10例

で,年齢は22～59歳 に及び,平均 39.0歳であった。ベー

チェット病の診断は,厚生省特定疾患ベーチェット病調

査研究班の診断基準(1987年)に 従った。ベーチェット病

の病型は完全型が 11例,不完全型が 11例で,う ちヒト自

血球抗原(HLA)― B51陽性は完全型 7例,不完全型 4例

であった (表 1)。 また,対照として健康成人 19例 (男性 9

例,女性 10例 )を 用いた。対照の平均年齢 は 32.4歳 で

あった。インフォームド・コンセントはすべての患者およ

び健康成人から得られた。

眼症状の活動性から,患者群を毎月 1回以上のぶどう

膜炎発作を 3か月以上繰 り返す活動性の症例 13例 (活動

期患者群)と ,3か月間以上ぶどう膜炎の発作を起 こして

いない非活動性の症例 9例 (非活動期患者群)の 2群に分

類した。活動期患者群の採血は眼発作から2週間以内に

行った。

2.抗体および試薬

末梢血 リンパ球内のサイトカインの染色は,一次抗体
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抗 CD 4抗体 を加 え,氷 上で 30分間反応 させ,2回洗浄

後 PBS 500 μlに 再懸濁 し,FACScan ①フローサィ トメ

トリー (Becton DickinsOn)で 測定,解析 した。前方散乱

光および側方散乱光強度によリリンパ球分画にゲー トを

かけ,1検体 につきゲー ト内 10,000個 を測定して解析 し

た。解析 ソフ トは CELL Quest sOftware(Becton Dick‐

inson)を 用 い,統 計学 的 な有 意 差 の検 定 に は Mann_

Whitney検 定を用いた。

5。 染色の特異性

染色 の特 異性 を確認 す るた め,末 本}ζ 血単核 球細胞

(PBMCs)を 6時間培養後,リ コンビナン トIL‐ 2あ るい

は IL‐ 4の存在下で抗サイ トカイン抗体で染色 し,サ イ ト

カイン特異的モノクローナル抗体の阻害試験 を行った。

また,細胞内サイ トカインおよび細胞表面抗原の標識は

螢光顕微鏡 (OLYMPUS ①)で確認 し,走査型 レーザ生物

顕微鏡 LSM― GB 200 UV(OLYMPUSO)を 用 いて撮影

した。

III 結  果

1.末梢血単核球中の CD4陽性細胞の割合

末梢血単核球中のCD4陽性細胞の割合を患者群 と対

照群 とで比較検討 した。ベーチェット病患者群の末梢血

リンパ球中の CD4陽性細胞の割合は36.9± 8.7%(平均

値土標準偏差)で,対照群の 36.0± 6.8%と比べ有意差は

なかった。ぶどう膜炎の活動性 と非活動性でも差はみら

れなかった。

2.染色の特異性

図 1に 各サイ トカイン産生 CD 4陽性細胞のヒス トグ

ラムを示す。リコンビナントサイ トカインを加えること

により細胞への抗サイトカイン抗体の結合が完全に阻害

され,染色の特異性が確認された。

螢光顕微鏡により螢光顕微鏡細胞内サイトカインの染

色および細胞表面抗原の螢光染色を確認した。図 2aは

共焦点レーザー顕微鏡で撮影 した FITC標識 IL-2抗 体

で染色した T細胞であり,細胞質内にIL-2の 存在が示

として抗 ヒ トIL‐2モ ノクローナル抗体 (mouse lgG l)

(Genzyme),抗 ヒ トIL-4モ ノクローナ ル 抗 体 (mouse

lgG l)(Genzyme)を 用 い,二 次抗体 と して ■uorescein

isothiocyanate(FITC)標 識 ヤギ抗マ ウス IgG lモ ノク

ローナ ル 抗 体 (Southern Biotechnology)を 用 いた。ま

た,リ ンパ球表面抗原の染色にはphycoerythrin(PE)標

識 マ ウ ス抗 ヒ トCD4モ ノ ク ローナ ル 抗 体 (Becton

DickinsOn)を 用いた。

リンパ球培養には 10%ウ シ胎児血清含有 RPM11640

培養液 (GIBCO)を 用い,培養中に細胞内で産生された蛋

自の細胞外への流出を阻害するため,0.lMモ ネンシン

(Sigma)を 加えた。

細胞内のサイ トカインを染色する際,細胞膜表面を開

窓 し抗体 を細胞内へ移行 させるために,サ ポニ ン含有 リ

ン酸緩衝液を用いた。

3.細胞調整および培養

末 梢 血 をヘパ リン採 血 し Ficoll‐COnray液 (比 重

1.077)(Sigma)を用いた比重遠心法により単核球を分離

した。これを 4× 106cells/mlに 調整 し,抗 CD 3抗体を固

相化 した 24穴培養プレー ト(FALCON ① No.3047)で

培養 した。実験 によ り 0,6,10,24,48時 間培養 を行っ

た。

4.染色 ,測定

培養後 の細胞をリン酸緩衝液 (PBS,0.01M,pH 7.2)

で 2回洗浄 し,2%パ ラフォルムアルデ ヒ ドで lo分間

固定 したのち,細胞内サイ トカインおよび表面抗原の染

色を行 った。1× 106個 の細胞 を 0.1%サ ポニ ン,10%AB
型 血 液 の ヒ ト血 清 と lμ g/mlヤ ギ IgG(ChemicOn

lnternational lnc)を 含む PBS 100 μlに 浮遊 させ,10分

後に抗 ヒ トIL-2モ ノクローナル抗体,抗 ヒ トIL-4モ ノ

クローナル抗体およびマウス IgG l(ChemicOn lnterna‐

tional lnc)を 加えて氷上で 30分間反応 させた。次に,サ

ポニ ン含有 PBSで 2回洗浄後,lμ g/mlヤ ギ IgGを 含

むサポニン PBS 100 μl中 で,FITC標識 した二次抗体 と

暗室室温で 30分間反応 させた.細胞 を洗浄 し,PE標 識
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図 1 細胞内サイトカイン染色の特異性 .

抗サイトカイン抗体の特異性を確認するために,CD 4陽 性細胞をリコンビナントサイ トカイン(lL‐ 2,IL-4)

の存在下(実線)ま たは非存在下 (黒塗 り)で染色し解析した。図のX軸は■uorescein isothiocyanate(FITC)
の螢光強度を,Y軸 は細胞数を表す.*:イ ンターロイキン(IL)‐ 2産生細胞,**:IL‐ 4産生細胞.
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a                                                    b

図 2 共焦点レーザー写真 .

a:FITC標識抗 IL-2抗体 によリリンパ球細胞質内の IL‐2を染色 した。b:FITC標識抗 CD4抗体によリリ

ンパ球細胞表面の CD 4分子を染色した。
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図 3 フローサイ トメ トリーによる末梢血 リンパ球の

解析 .

X線は FITC標識抗 IL‐ 2抗体の螢光強度を示す。Y
軸は phycoerythrin(PE)の 螢光強度,す なわち細胞

表面の CD 4抗原の有無 を示す。四分割 された右上

領域の細胞は IL‐ 2産生 CD 4陽性細胞である。

された。図 2bは FITC標識抗 CD 4抗体で染色 した T

細胞で,細胞表面の CD4分子の存在が確認された。

3.細胞内サイ トカインの染色

ベーチェット病患者の 2-カ ラーヒス トグラムの 1例

を図 3に 示す。X軸 は抗 IL-2抗体 に標識 した FITCの

螢光強度,Y軸 は抗 CD4抗体 に標識 したPEの螢光強

度を表す。細胞内のIL-2が FITC標識 された細胞が X

軸側に陽性に示 されている。図の四分割の右上部分が

IL‐ 2産生 CD 4陽性細胞を表 し,こ の症例の CD 4陽性

細胞中の IL-2産生細胞の割合は 25.5%で あった。

4。 CD4陽性細胞中のサイ トカイン産生細胞の割合の

経時変化

正常対照 12例の,各サイトカイン産生細胞の割合の経

時変化を観察した (図 4)。 ベーチェット病患者 10例でも

30

b
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培養時間       (時 間 )

図 4 CD4陽 性細胞中の IL‐ 2陽性細胞の割合の経

時変化 .

健康成人 7例の末梢血 リンパ球を用い,固相化 した

抗 CD3抗体刺激下で最長 48時間まで培養した。経

時的に細胞を固定 した後,細胞内サイ トカインの染

色を行い,フ ローサイ トメトリーで解析 した。培養の

最後の 6時間は 0.lMモ ネシンを加 えた。

a:CD4陽性細胞中の IL‐ 2陽性細胞の割合の経時

変化.b:CD 4陽性細胞中の IL‐ 4陽性細胞の割合の

経時変化.
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採血前 6か月間に眼発作を3～ 6回,平均 4.3回起こし

ていた。一方,非活動期患者群では,0～ 2回 ,平均 1.1回

眼発作がみられた。眼症状以外の全身症状では,外陰部潰

瘍は陰性の症例もあったが,皮膚症状,口腔内アフタはほ

ぼ眼症状の程度に比例 していた.活動期患者群の血液

データでは,平均で,自血球数 8,300/μ l,単核球数 2,020/

μl,CRP 2.l mg/dl,赤 沈 21 mmで あった。自血球および

単核球の絶対数は活動期,非活動期で有意な差はなかっ

た。

抗 CD3抗体刺激後 6時間におけるCD4陽性細胞中

の IL-2産生細胞の割合は,ベーチェット病活動期患者群

51.3± 18.5%で あ り,対照群の 36.5± 11.3%に 比べ有

意 に高値 を示 した (p<0.01)。 また,非 活動期患者群

(32.1± 7.9%)と 比 べ て も有意 に高値 を示 した(p<

0.005)。 一方,非活動期患者群と対照群 との間には有意差

がなかった (図 5a).

抗 CD3抗体刺激後 6時間における CD 4陽性細胞中

の IL-4産生細胞の割合は,ベーチェット病活動期患者群

では 3.6± 2.8%であ り,非活動期患者群 (4.4± 3.3%),

対照群 (2.2± 2.0%)と の間に有意差 はなかった(図 5

b)。

また,末梢血分離直後 0時間では,ベーチェット病活動

期患者群の CD 4陽性細胞中のIL-2産 生細胞の割合は

32.6± 21.6%で あ り,非活動期患者群 (11.2± 9.3%)に

比べ有意 に高値 を示 した(p<0.01)。 対照群 は 21.7士

12.6%で あった。IL-4産生細胞の割合 は,活動期患者群

1.9± 1.9%で ,非活動期患者群 (3.5± 3.6%)お よび対照

群 (2.5± 2.3%)と 比べ差はなかった。

IV 考  按

ベーチット病は全身諸臓器のリンパ球および好中球浸

潤を特徴 とする慢性再発性の炎症を来す疾患である。こ

の病態には,好中球の機能過剰に基づ く活性酸素の産生

克進による組織障害が重要であると考えられてきた10)。

近年,リ ンパ球などの免疫担当細胞が産生するサイ トカ

インについて研究が進み,活動性のぶどう膜炎を有する

ベーチェット病患者において,血中の高 IFN―γ活性
3)ゃ

PBMCの IFN― γ産生能の充進4)が
報告された。また,血

清中の可溶性 IL-2ン セプターがベーチェット病患者で

高値を示 したという報告
H)も みられ,ベーチェット病の

免疫病態の形成には,好中球よりもむしろリンパ球がよ

り重要であると考えられるようになってきた。さらに,

ベーチェット病患者の リンパ球はIL-6,TNF‐ α,IL‐ 8を

過剰に産生すること12)ゃ
,血清 IL-1,TNF― αの上昇も報

告されていることから,ベーチェット病では,リ ンパ球の

中でも特にThlサ イ トカイン産生細胞の数的増加,機

能克進が考えられてきた。

今回我々は,ベーチェット病患者の末梢血 リンパ球内

のサイ トカインを直接免疫染色 し,フ ローサイ トメ ト
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図 5 CD41易性細胞中のサイ トカイン産生細胞の割合.

固相化抗 CD3抗体刺激下で 6時間培養後の CD 4

陽性細胞中のサイトカイン産生細胞の割合および平

均値士標準偏差を示す.n=検体数,a:IL‐ 2産 生

CD 4陽 性細胞の割合,b:IL-4産 生 CD 4陽性細胞

の割合.*:p<0.01,料 :p<0.005.

同様の傾向が観察された。潜在的な Thサ ブセットを明

らかにするために固相化抗 CD 3抗体を用いてT細胞を

活性化し,細胞内にサイトカインを蓄えてから測定した。

ただし,こ の刺激によリリンパ球の増加や割合の変化は

なかった.IL-2産 生 CD4陽性細胞 の CD4陽性細胞 の

中での割合は,0時間で 21.7± 12.6%,6時 間で 36.5±

11.3%,10時 間 で 28.2± 16.7%,24時 間 で 22.1±

14.2%,48時 間で 21.9± 11.8%で,図 4aの ような経時

変化を示した。IL‐4産生 CD4陽性細胞については,図 4

bに示す通 り6時間において最 も高い値を示した。ベー

チェット病患者でも同様に検討 した ところ,刺激後 6時

間で同様にピークを示した。これにより抗 CD3抗体で

刺激した場合,刺激後 6時間において蓄積されるサイ ト

カイン産生量がピークに達すると考えられた。

5,ベーチェット病ぶどう膜炎の活動性とサイ トカイ

ン産生細胞の割合

ベーチェット病患者 22例 のうち,活動性の症例 は 13

例,非活動性の症例は9例であった。活動期患者群では,
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リーで解析することにより,CD4陽性細胞中の各サイト

カイン産生細胞の割合を検討することができた。その結

果,ベーチェット病活動期患者では,IL-2産生 CD4陽性

細胞の割合が非活動期患者群あるいは対照群に比べ有意

に高 く,ベーチェット病の眼症状の活動性 に Thlサ イ

トカイン産生 CD4陽性細胞が深く関与 していることが

示唆された。

採血直後 0時間の末梢血 リンパ球を同様に染色し解析

した ところ,ベ ーチェット病活動期患者群では,PBMC
中の IL-2産生 CD4陽性細胞の割合は非活動期群に比

べ有意に高かった。この 0時間での解析は生体内ですで

に活性化された Thサ ブセットを表し,生体内での状態

をよりよく反映するものと考えられる。ベーチェット病

活動期患者群ではCD 4陽性細胞が生体内においてすで

に活性化されており,Th lサイ トカインであるIL-2産

生を活発に行っていることが示唆される。中村 ら13)の
報

告で も,ベーチェット病患者末梢血 CD4陽性細胞上の

CD 25抗 原は対照群に比べ有意の高値を示 し,非活動期

の症例 と比べても有意差がみられた。この結果は,活動期

患者末梢血中のCD4陽性細胞の活性化を示 しているも

のと思われる。

一方,IL‐ 4産生 CD 4陽性細胞の割合は,刺激後 6時間

で活動期患者群,非活動期患者群,対照群で有意差はみら

れなかった。CD 4陽性細胞中のIL-4産 生細胞の割合は

通常でも10%以下であり,群間の差の判定は難 しいが,

IL-4は ベーチェット病の病態には直接関与 していない

ことが推察される。

以上から,ベーチェット病活動期患者では,Thlサ イ

トカイン産生細胞の割合が増加しており,眼症状の活動

性 と相関していることが明らかにされた。ベーチェット

病は繰 り返す炎症発作をいかに抑制するかが極めて重要

であり,視力予後はこの発作の頻度,程度を抑えることに

より改善される。今回の解析方法はベーチェット病眼症

状の活動性の判定に有用であり,今後の治療指針の目安

となり得ると考えられる。
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