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要

マウスの実験的自己免疫性ぶどう膜網膜炎 (マ ウス

EAU)は ヒトぶどう膜炎のモデルとして従来から種々の

検討が加えられてきた。今回,免疫抑制物質としての作用

を持つtransforming growth factOr_β l(TGF‐ βl)の

マウス EAUに おける発症抑制効果について,免疫学的
検討を行った。B10.Aマ ウスで樹立した光受容体間レ
チノイド結合蛋白(IRBP)特異的 T細胞株の IRBP抗
原刺激による反応は,TGF‐βlの添加で用量依存的な増

殖抑制傾向を示 した.こ の増殖抑制効果は,TGF‐βlに

よって抗原提示細胞を前処理しても有意な変化はなかっ

た。また,IRBP免疫マウスの腹腔内に TGF‐βlを投与

847

約

したところ,用量依存的にマウスEAUの発症率および
病理組織学的スコアの低下が認められ,TGF‐βl投与マ

ウス群から得たリンパ節細胞の IRBP特異的増殖能は
非投与群に比べて著明に低下していた。これらの結果か

ら,TGF…βlはマウス EAUに対して抑制性に働 くサイ
トカインと考えられた。(日 眼会誌 101:847-852,
1997)
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Abstract
Experimental autoimmune uveoretinitis (EAU) in injected intraperitoneally with TGF-81, dose-

mice, an organ specific autoimmune disease, has dependent suppression of EAU was obtained. The
been investigated as an animal model for human proliferation response of lymph node cells from
endogenous uveitis. In this study, we report on the TGF-BI injected mice with IRBP-induced EAU was
immunosuppressive effect of transforming growth suppressed compared with phosphate buffered saline
factot'Bl (TGF-81) on the development of EAU in (PBS)-injected mice. These findings suggest that
mice. Inhibition by TGF-pf of proliferation of inter- TGF-81 may be a cytokine that plays a role in
photoreceptor retinoid-binding protein (IRBP)- suppressing IRBP induced EAU in mice. (J Jpn
specific T cell lines in I310.A mice against IRBP Ophthalmol Soc 101 : 847-852, lgg7)
antigen was dose-dependent. However, when spleen
cells used as the antigen presenting cell were first Key words: Experimental autoimmune uveo-
cultured with TGF-BI, this anti-proliferation effect retinitis, TGF-81, IRtsp, Mouse,
was abolished. When lRBP-immunized mice were Antigen presenting cell

I緒  言

光受容体間レチノイド結合蛋白(interphotoreceptor

retinoid―binding protein,IRBP)や S抗原などの網膜抗
原をマウスに接種することにより発症する実験的自己免

疫性ぶ どう膜網膜炎 (マ ウス EAU)は ,ヒ トぶどう膜網
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膜炎の発症機序を解析するモデルとしてこれまで種々の

検討が加えられ,特にCD 4+T細 胞がその発症機序に大

きく関与していることが知 られている
1)～ 7)。 成長因子の

一種であるtransforming grOWth faCtOr― β(TGF^β )は

多種多様な機能を持ち合わせた分子量 25 kDの ダイ

マー構造を持つペプチドであり,哺乳類では 3つのアイ

ソフォーム(TGF―βl,TGF―β2,TGF‐β3)が あ る。

TGF―βは線維芽細胞などに作用して,細胞外マトリック

スを構成する蛋自であるコラーゲンやフィプロネクチ

ン,プロテオグリカンの産生を促進し,組織の線維化や損

傷の修復作用を持つことが知られている
8)。 また,TGF―β

にはT細胞,B細胞およびナチュラルキラー細胞増殖抑

制,ま たインターロイキン 2レセプター発現抑制,主要組

織適合遺伝子複合体 (major histocompatibility COm‐

plex,MHC)ク ラスII抗原発現抑制,お よび interferon‐

β(IFN‐β)産生抑制などの免疫抑制物質としての重要な

作用もあるといわれている
8)9)。 そこで今回,我々は免疫

抑制物質 としてのTGF―βに着目し,マ ウス EAUに お

けるTGF‐βlの発症抑制効果について病理学的および

免疫学的検討を行ったので報告する。

II実 験 方 法

1.動  物
日本 SLC株式会社か ら購入 した 5～ 8週齢の雌の

B10.Aマ ウス(50匹 )を 用 いぃpecific pathogen free

(SPF)で飼育した。

2.抗 原 作 製

IRBP抗原の作製は既報 1°)に準じた。すなわち,ウ シ網

膜に 0.03Mリ ン酸緩衝液 (phosphate buffered Saline,

PBS)(pH 7.6)を 加 え,ホ モジナイズ後,15,000gで遠

心分離を行い,上清液を採取 した。この上清液を sepha―

cryI S-300(Pharmacia LKB,Uppsala,Sweden)を用い

てゲル濾過を行い,既存の抗 ウシ IRBPウ サギ血清 と反

応する分画を採取し,Con―A sepharoseア フィニティー

クロマ トグラム(Pharmacia LKB,Uppsala,Sweden)を

用いて精製した。

3.IRBPの 接種
IRBP 100 μgを PBSで 0.05 mlに 調 製 し,2ノθθ‐

ιαι″ガππ ルろθκ%わs's H37Ra(DIFCO,DetrOit,MI,
USA)を 2.5 mg/mlに 増量 した完全フロインドアジュ

バン ト(DIFCO,Detroit,MI,USA)と ともに混和 し,総

量 0.l mlを 足脈に接種 した。さらに,不活化百日咳菌懸

濁液 (和光純薬工業)の菌体 1010個 をPBSで総量 0.2 ml

に調製し,腹腔内に注入した。

4.TGF‐βl投与によるリンパ球増殖反応

IRBP接種 28日後にマウスを屠殺し,膝富リンパ節を

摘出した。摘出されたリンパ節から既報
7)に
準じて IRBP

抗原特異的 T細胞の株化を行った。樹立された IRBP特

異的 T細胞株を96穴マイクロプレートに 5× 104cel1/

日11サミ会誌 101巻  11号

100μ 1/wenずつ入れ,同時に2,000 radで放射線照射し

た牌細胞 5× 105cel1/100μ 1/wellを抗原提示細胞として

入れた。そして,刺激抗原としての IRBP 5μ g/mlと と

もに TGF‐βlを 3穴同一条件で l ng/mlか ら段階希釈

して添加し,90時間培養した。培養終了 16時間前に[3H]

サイミジン(0.5μ Ci/10μ 1/WeH)を 加え,シ ンテレーシ

ョンカウンターでその取り込みを測定し,結果は,[3H]

サイミジン摂取率 (IRBP刺激培養における[3H]サ イミ

ジン摂取量/1RBP刺激のない培養における[3H]サ イミ

ジン摂取量)で表した。また,抗原提示細胞のTGF―βl投

与による影響を検討する目的で,次の実験を行った。牌細

胞を TGF‐βl(l ng/ml)で前処理した群および未処理群

を作製し,各々70時間培養後に2,000 rad放射線処理し

たものを抗原提示細胞とし,IRBP特異的T細胞株とと

もに前述の条件で培養した。この際,IRBP 10 μg/mlも

しくはコンカナバリンA(cOncanavalin A,con A)3μ g/

mlで抗原刺激を行い,TGF‐βlを 0.l ng/ml添 加 した

群および非添加群を作製した。それらの T細胞株をさら

に 90時間培養し,培養終了 16時間前に[3H]サイミジン

を加え,その取り込みを測定した。

5。 TGF‐βl投与によるマウス EAU抑制効果
3項 と同様の方法で B10.Aマ ウスにIRBPを 免疫

し,免疫当日からTGF‐βl(フ ナコシ)0.lμ gも しくは

0.5μ gを マウス 1匹当たり総量 0.l mlに 調整し,週に

3回 ,計 12回 腹腔内投与した。対照 としてPBSの みを

同様に投与した群を作製した。動物は接種日から数えて

28日 後に屠殺し,眼球を摘出した。眼球はブアン液で固

定後,ヘマトキシリン・エオジン染色を行った。また,同時

に膝富リンパ節細胞を採取し,リ ンパ節細胞 5× 105cel1/

100μ 1/weHを 放射線照射 した等量の牌細胞 とともに

IRBP5μ g/mlの 刺激下で 90時間培養した。培養終了

16時間前に[3H]サ イ ミジン(0.5 μCi/10μ 1/wen)を 加

え,そ の取り込みをシンチレーションカウンターを用い

て測定し,結果を[3H]サ イミジン摂取率で表記した。

6.病理学的評価

EAUの重症度評価はぶどう膜網膜炎を発症したマウ

スのみに行い,表 1に示すごとく視細胞外節の障害や眼

内 (毛様体,脈絡膜,網膜)細胞浸潤の程度,網膜血管炎の

程度を総合的に評価し,病理組織学所見を5段階にスコ

ア化した。視細胞外節の障害の程度は,一 :障害なし,

± :障害ははっきりしない,1+:軽度障害あり,2+:障

害ありとし,細胞浸潤の程度は,脈絡膜と網膜において

は,1+:軽度あり,2+:中等度あり,3+:多数ありとし

たが,毛様体の細胞浸潤についてはEAUを発症したマ

ウスのすべてで同程度であり,ス コアのいずれにおいて

も1+(軽度)であった。また,網膜血管炎の程度は,一 :

血管炎なし,± :は っきりしない,1+:軽度あり,2+:

中等度あり,3+:多数ありとした。
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表 1 マウス EAUにおける病理組織学的スコア
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図 2A TGF‐βl非処理の抗原提示細胞における
IRBP特異的 T細胞株への TGF‐βlの影響 .
IRBP特異的 T細胞株において IRBP存在下また
はコンカナバリンA(concanavalin A,con A)存 在
下のいずれの場合でもTGF―βl投与により増殖抑

制がみられた。グラフの中のバーは標準偏差を示す.
t検定

■ :IRBP束」激,M:con A刺 激

100,000
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図 2B TGF‐βl前処理後の抗原提示細胞における
IRBP特異的 T細胞株への TGF‐βlの影響 .
IRBP特異的 T細胞株において IRBP存在下 また
は con A存在下のいずれの場合でもTGF―βl投与
により増殖抑制がみられ,抗原提示細胞 となるマウ

ス牌細胞をTGF―βl(l ng/ml)で 前処理 しても,非

処理群 (図 2a)と 比較 して差は認められなかった。
グラフの中のバーは標準偏差を示す。t検定

■ :IRBP刺 激,廊 :con A刺激

71.4%で あったのに対 して,TGF‐βlを 0.lμg投与し

た群においては50.0%と 軽度低下しており,発症したマ

ウスの病理組織学的スコアも対照群の 2.2± 0.7(平均

値±標準偏差)に比べ 0.5± 0.2と 有意に低下していた。

TGF―βlを 0.5μ g投 与 した群 で は,EAU発 症率 は
16.7%と 対照群に比べ著明に低下しており,発症したマ

ウスの病理組織学的スコアも0.5と 低下 していた(表

2).TGF―βl非投与群の病理組織所見では網膜および

鋼
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スコア 視細胞外節
の障害 細胞浸潤の程度 網膜血管炎

の程度

毛様体  脈絡膜  網 膜
0.5 1+  1+ 1+

1.0 1-  1+  1+ 十

2.0   1+ 1-卜    1+ 1+ 1+

3.0 2+ 1+  2+  1+ 2+

4.0   2+ 1+ 3+  2+ 3+

マウスEAU:マ ウスの実験的自己免疫性ぶどう膜網膜炎

[3H]50,000

40,000

0   ().()625 0.125  0.25   0.5    1

TGF―βl(ng/ml)

図 l  lnterphotoreceptor retinOid_binding prO_

tein(IRBP)特 異的 T細胞株におけるtransform‐
ing growth factor(TGF)― βlの抑制効果 .
TGF‐βlの非投与群に比べ,IRBP特異的 T細胞株
の[3H]サ イ ミジン摂取量が投与群で用量依存的に

低下していた。グラフの中のバーは標準偏差を示す .

t検定

III 結  果

1.IRBP特異的 T細胞株におけるTGF‐βlの抑制
効果

B10.Aマ ウス由来の IRBP特異的 T細胞株 を樹立
し,TGF‐βl投与による IRBPに対するこの細胞株の増
殖反応を検討した結果,TGF―βlを添加 していない群に

比べ,用量依存的に増殖抑制傾向があることが示された

(図 1)。 また,con Aで IRBP特異的 T細胞株を刺激 し
た場合でも同様に TGF―βlに よる増殖抑制傾向がみら

れた。しかし,TGF―βlに よる抗原提示細胞の前処理の

有無に基づ く抑制効果の差はみられなかった (図 2A,
B).

2.TGF‐βl投与による IRBP免疫 EAUマ ウスの抑
帝」

B10.Aマ ウスに IRBPを免疫した当日からTGF‐β l
を 0.lμ gも しくは 0.5μ g,ま た,対照 として PBSを 腹
腔内投与し,EAUの発症率を検討するとともに表 1の
基準 に従った病理組織学的評価 を行った。その結果 ,

PBSを 投与 した対 照群 のマ ウス EAUの 発症 率 は
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TGF―βl l回投与量
(μ g/マ ウス)

EA tl発■:率
(°。)

5/7(714%)
4′/8(5().()%)

1/6(16.7%)

(組織学的 スコアの

平 均 値

水

)

表 2 TGF‐βl投与 による IRBP免疫 EAUマ ウスの
抑制

脈絡膜に主として単核球の浸潤がみられ,網膜血管炎を

伴い,網膜視細胞層は著しく破壊されていた (図 3A)。 一

方,TGF―β10.5μ g投与 したマウスでは炎症細胞の浸

潤を認めず,正常な網膜構造を保持していた (図 3B)。 さ

らに,IRBP免疫後 28日 目に採取した膝富 リンパ節細胞

を用いて,IRBPに 対するリンパ球増殖反応を検討 した

ところ,TGF―βl非投与群の[3H]サ イミジン摂取率が

31であるのに対 し,TGF―βlを 0.lμ g投与 した群では

2.3,0.5μ g投与 した群では 1.4と 著明に低下 していた

(図 4).
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図 3 1RBP免疫マウスにおける 28日 目の眼組織像 (ヘマ トキシリン・エオジン染色).
A:網膜および脈絡膜に主として単核球の浸潤がみられ,網膜血管炎を伴い視細胞層は著しく破壊されてい

る。バーは 200 μlll

B:網脈絡膜に炎症細胞の浸潤はみられず,正常な網膜構造を保持 している.バーは 200 μln
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していると思われる。このようなTGF―βによる免疫抑

制作用の機序として,TGF‐βにより生体内の免疫応答が

ヘルパーT細胞タイプ 2(Th2)に シフトして発症の抑
制に働 く可能性や,TGF‐β以外のサイトカインがネット

ワークとして働く可能性などが考えられているが,現時

点では明らかではない。

TGF‐βはT細胞レベルの抑制の他にMHCク ラス II
発現抑制 も行うという報告

19)が あり,マ ウスEAUに お
いても抗原提示細胞レベルでの抑制機構が関与している

可能性も考えられたため実験を行ったが,抗原提示細胞

とした同系のマウス牌細胞を TGF―βlで前処理しても
IRBP特異的 T細胞株の増殖反応に差はな く,TGF―β
による抗原特異的 T細胞の抑制は,抗原提示細胞レベル
ではなく,Tリ ンパ球レベルで生じている可能性が示唆
された。ただ し,図 1に 示 したTGF‐βl添加 による
IRBP特異的 T細胞株に比べ,図 2の 70時間培養 した
抗原提示細胞を用いた IRBP特異的 T細胞株の[3H]サ
イミジン摂取量の方が低い結果が得 られ,TGF‐βl処

理,未処理に拘わらず,MHCク ラス IIの発現が抑制さ
れている可能性が考えられ,今後検討が必要と思われる。

また,抗原の経口投与による種々の自己免疫疾患の抑

制に際してもTGF‐βの関与が示唆されている20).ミ エ

リン塩基性蛋自(myelin basic protein,MBP)の経回投

与によって EAEが抑制され,その抑制機序にはCD8+T
細胞や Th2細胞が関与するとされているが,そ の他に
経口投与で誘導されたサプレッサーT細胞が TGF‐βを
産生しており,こ のTGF‐βを含む細胞上清が抗原特異

的 CD 4+T細胞の増殖を抑制するという報告21)も ある。
マウス EAUにおいても網膜抗原の経口投与によるラッ
トEAUの抑制ではCD 8+T細胞が関与 しているとされ
ている22)23)が ,TGF―βをも含めた液性物質により網膜抗

原特異的 T細胞が抑制されるという可能性 も否定でき
ない。

今回の実験によりTGF‐βlは ′″υグ′η,効 υゎθのい

ずれにおいてもマウスEAUに対して抑制性に働 くサイ
トカインであることが判明したが,将来のヒト難治性ぶ

どう膜炎の治療に向けて,こ のような抑制性のサイトカ

インの研究は意義あるものと考える。
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IV考  按

TGF‐βは免疫抑制物質として最近注目されており,現

在 までラット膵移植H),実験的アレルギー性脳脊髄炎

(EAE)12)13),実 験的自己免疫性関節炎
14,な ど種々の動物

モデルにおいて発症抑制実験がなされている。今回検討

したマウスEAUは ,ヘルパーT細胞がエフエクター細
胞 として重要であり,自己免疫が病像形成に主要な役割
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特異的 T細胞を用いて TGF―βlの投与による効果を検
討したところ,用量依存的にT細胞株の増殖が抑制され
ることが示された(図 1)。 また,TGF‐βのメ″υ力θの投

与でも表 2に示すごとく,マ ウスEAUの発症が用量に
依存して抑制されることが認められた。

ラットEAEに おいてサプレッサーCD4+T細胞から
産生されたTGF‐βが脳炎の発症を抑制するという報

告
15)ゃ
,マ ウスEAEに おいて抗 TGF‐β抗体を投与する

ことにより発症が促進 したとの報告
16)が ある。また,

TGF‐βl欠損マウスでは多発性の炎症性疾患が発症し,

早期に死亡することからTGF―βlは 自然発症の自己免

疫病の抑制において重要な役割を担つていると考えられ
~て
いる17)。 さらに,allterior challlber assOciated iI■1lnune

deviation(ACAID)の 成立にもTGF―βの関与が知られ

ており18),眼内における免疫寛容にも重要な役割を果た
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