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ぶどう膜炎のあるベーチェット病 18例について,T細

胞の活性化 とアポ トーシスの様相を調べ,動物モデルを

使って抗サイ トカイン療法の可能性を検討 した。活動性

ぶどう膜炎のある患者の CD4陽性細胞の CD 69陽性率

は正常対照よりも有意に高 く,活性化状態にあると推定

された。これはOKT‐ 3刺激後に逆転し,24時間後に患者

群は対照群よりも有意に低値になった。CD4陽性細胞の

Fas抗原は,OKT‐ 3刺激で対照群では有意に増加 し,患

者群では増加がなかった。また,CD4陽性細胞の Fasり

ガンドは,刺激後対照群で有意に上昇し,患者群では変化

がなかった。この事実は,患者 T細胞はある程度に活性

化された状態にとどまり,リ ンパ球を活性化するような

刺激に対する応答性が低 くなっていることを示すもので

ある。さらに,活性化 したリンパ球にアポ トーシスを誘導

すると,活動性ベーチェッ ト病患者の T細胞はアポ トー

シス抵抗性であり,活性化誘導型細胞死 (AICD)が 起こ

りにくい結果が得られた。患者の可溶性 Fas抗原の血清

中濃度は,正常対照に比べ有意に上昇し,本病の免疫病態
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の異常に関与 していると考えられた。炎症早期のラット

実験的自己免疫性ぶどう膜炎(EAU)の組織に浸潤 して

いる糸田胞に TdT‐ nlediated dIJTP‐ biotin nick end

labelling(TUNEL)法 で染色 されるアポ トーシスが観

察され,消炎寛解に至る過程に浸潤細胞のアポ トーシス

が関与 していることが推定された。免疫後の腫瘍壊死因

子 (TNF‐ alpha)産 生が上昇するのに併わせて投与 した

抗 TNF‐ alpha抗体で,炎症は濃度依存性に抑制された.

以上の所見から,ベーチェット病ではT細胞の活性化,

ならびにアポ トーシスとAICDの機序に異常があり,こ

れが慢性炎症の原因になっていると推定された。動物実

験モデルから,TNF‐ alphaに 対する抗体投与が有効で

あることが推測 された。(日 眼会誌 101:975-986,
1997)

キーワー ド:ベーチェット病,活性化誘導型細胞死,アポ

トーシス,実験的自己免疫性網膜ぶどう膜

炎,抗 TNF‐ alpha抗体
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We studied the immune system in 18 cases of
Behget's disease with ocular involvement. The pro'
portion of CD69-Fcells in CD4*cells was signifi-
cantly higher in patients with active uveoretinitis
than in normal controls (p<0.01). After OKT'3
stimulation of cultured cells, the proportion was

significantly increased in controls (p<0.01) but not
in patients. Fas-ligand positive cells in CD8*cells in
patients did not increase after OKT-3 stimulation.
'fhus, the T cells in patients were in an activated
state in uiuo but were not further activated by

OKT-3 stimulation. Cultured lymphocytes of pa-

tients after OPT-3 activation and anti-Fas antibody
stimulation showed that the T cells in the active
stage of the disease were resistant to apoptosis and

unlikely to undergo regression by activation-
induced cell death (AICD). The mean level of soluble

Fas antigen was significantly elevated in sera of
patients with active uveoretinitis as compared with
normal controls (p<0.05). TdT-mediated dUTP-
biotin nick end labelling (TUNEL)-positive

日眼会誌 101巻  12号

infiltrating cells were present in the inflamed retina
and the posterior chamber in experimental autoim-
mune uveoretinitis (EAU) in rats, suggesting the
inyolvement of apoptosis of infiltrated cells in the
regression of inflammation. Serum concentration of
tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) was sig-

nificantly elevated after 9 days of immunization in
rats (p(0.02). The inflammation score was suppres-

sed by intravenous administration of anti-TNF-
alpha antibody from days 7 to 14. It is concluded

that intraocular inflammation in Behqet's disease is

associated with activation of T cells and abnormal-

ity in apoptosis and AICD mechanisms. Systemic

anti-TNF-alpha antibody promises to be of value in

the treatment of the disease. (J Jpn Ophthalmol Soc

101 : 975-986, 1997)

Key words : Behqet's disease, Activation-induced
cell death (AICD), Apoptosis, Experi
mental autoimmune uveoretinitis (EAU),

Anti-TNF-alpha antibody

Cell Iliology in Endogenous Uveitis

Satoshi Nakamura
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Abstract

I緒  言

免疫応答とは,微生物をはじめとする環境からの侵襲

(非 自己の抗原)を 排除する目的で起 こる一連の生体反応

であり,個体が生存するために必要欠 くべからざるシス

テムである。しかし,こ の反応は時に本来の目的から逸脱

し,自身に害を及ぼすような効果を持つ場合がある。ぶど

う膜炎は,こ の免疫応答の主として過剰な状態によって

引き起こされると考えられ,本研究はこの問題を細胞生

物学的に解析することを目的とする。

日本人に多い内因性ぶどう膜炎の一つであるベー

チェット病は,古 くは好中球の異常を基礎とする疾患で

あると考えられていたが,最近では炎症局所の病理組織

の解析から,好中球の浸潤に先立ってリンパ球が出現す

ることが知られている1)。 すなわち,結節性紅斑や前房蓄

膿などの形成に好中球が主に関与するとしても,実際に

その病態が成立するためには,前段階としてリンパ球の

活性化が起こっていると考えられる。これは,リ ンパ球の

活性化の抑制が主要な作用であるシクロスポリンがベー

チェット病に有効であることからも推測されることであ

る。したがって,ベーチェット病の病因,病態の解明には

リンパ球の免疫動態を解析することが重要であると考え

られる。

これ まで,我々はベーチェット病の疾患感受性遺伝子

についての研究成果 を幾つか報告してきた。このうち最

も新 しい成果 として,線維芽細胞や上皮細胞に発現 し,γ

δT細 胞 に抗 原 提 示 を行 う と され る maior histo―

con■patibility c()nlplex(NlllC)class l chain― related

gene A(MICA)遺 伝 子 の偏 りが 見 出 され た2).べ _

チェット病における γ δT細胞の関与 については,こ れ

まで病因の候補の一つであるレンサ球菌 との関わ りにつ

いて報告
3)4)し ているが,細 菌感染 とそれに続 くγ δT細

胞の活性化は発症機転 ,あ るいは発作の誘因 として有力

な候補であると考えている。

抗原提示細胞が Tリ ンパ球を活性化 させる際に主要

な役割を担うのが腫瘍壊死囚子 (tumor llecrosis factor―

alpha,TNF‐ alpha)と インターロイキン‐1(interleukin―

1,IL-1)で ある。我々は以前,活動性のぶ どう膜炎を有す

るベーチェット病患者の末梢血単球の TNF―alpha産生

能が克進 していること5),免疫抑制剤の治療 によりこれ

が低下することを報告
6)し た。これより単球 とリンパ球

のサイ トカイン,特 に TNF―alphaを 介 した相互作用が

ベーチェット病の病態形成に重要な役割 を果たしている

もの と考えられる。また,内因性ぶどう膜炎の動物モデル



である experimental autoimmune uveoretinitis(EAU)

で も疾患感受性,病 態形成にやは りTNF―alphaが関与

していることを報告
7)し たが,そ の後,Caspiら

8)は
免疫後

早期 に抗 TNF‐ alpha抗 体 を投与することでEAUの発

症が抑制されることを報告し,ぶ どう膜炎の抗サイ トカ

イン療法についての展望を示している。

ベーチェット病の リンパ球に関する研究 としては,ヘ

ルパーT細胞のサブセットに関す る研究 と表面抗原の

発現の偏 りについて報告 してきた。ヘルパーT細胞 は,

そのサイ トカイン産生パ ターンか ら Thlと Th2の 2

つに分 けられ ることが 1986年 Mosmannら 9)に よ り報

告 され,そ の後,こ れは相互に抑制的に働 きながら免疫応

答 を制御 し,病態を形成 していることが明 らかになって

きた 10)。
我々は活動性ベーチェット病患者の末梢血 リン

パ球 を細胞内のサイ トカインを直接染色 してフローサイ

トメータで解析 し,ヘ ルパーT細胞が Thl優位である

ことを明らかにした 11)。 また,こ の活性化 したヘルパーT
細胞が,CD 25な どの活性化マーカの発現の増強がある

にもかかわらず,や はり活性化マーカであ り自身にアポ

トーシスを誘導する抗原である Fas抗原の発現が不良

であることを報告
12)し ている。

これ らの結果 をもとに,我々はベーチェット病におけ

る T細胞の活性化の様相 とアポ トーシスを誘導する刺

激に対する感受性 を調べ,慢性炎症病態の解明を試みる

とともに EAUモ デルを用いて抗サイ トカイン療法の可

能性 について検討 を加えた.

II 対  象

1995年 6月 から 1997年 2月 までの 1年 7か月の間に

横浜市大医学部附属病院眼科ぶどう膜炎外来を受診 した

ベーチェット病患者のうち,活動性のぶどう膜炎,す なわ

ち過去 6か月間に 3回以上眼発作を起 こした 13例 と,6
か月以上眼発作を起 こしていない非活動性 5例 ,計 18例

を対象とした。症例の内訳は,男性 7例,女性 11例 ,平均

年齢 37歳 で,厚生省特定疾患ベーチェット病調査研究班

の診断基準に基づ く病型分類では,完全型 5例 ,不 全型

13例 であった。また免疫抑制剤による治療は,活 動性群

では 10例 ,非活動性群では2例が受けていた。また正常

対照 として,健康成人 10例,男性 4例,女性 6例,平均年

齢 32歳 を検索した。被験者については患者,対照ともに

実験の内容について事前に十分な説明を行い,同意を得

た。動物モデルはルイスラット6～ 8週齢の雄を用い,横

浜市大医学部の動物実験規約に則って飼育 し,実 験 を

行った.

III 方  法

1.単核球の分離,培養

正常対照 6例および活動性ベーチェット病患者 5例か

ら静脈血をヘパリン加採血し,比重遠心法で単核球を分
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離した.こ の単核球の一部はそのまま表面抗原の解析を

し(0時間),残 りは 10%ウ シ胎児血清添加 RPM1 1640

培養液 (日 研)に より2× 106cells/mlに 調整 して 24穴培

養プレー ト(FALCON ①,Becton and DickinsOn)で 5%
C02,37° C下で培養した。培養に当たっては単核球に対す

る刺激因子 として,9μ g/mlも しくは l μg/mlの 濃度で

固相化 した OKT‐ 3(横浜市大医学部寄生虫学教室南 陸

彦教授から供与)も しくは staphylococcal enterotoxin

B(SEB)900 μg/ml(Sigma)を 用い,24,48,72時 間の各

時点で回収 し,各種表面抗原の解析を行った。表面抗原の

うち,Fasリ ガンドに関しては培養条件をOKT-3(9μ g/

ml),培養時間 24時間のみで検討した。対照 として,刺激

因子を加えないで培養した系を用意した。

2.アポ トーシスの誘導

正常対照 4例,ベ ーチェット病活動性患者 3例 ,非活動

性患者 3例 それぞれから前項 と同様に単核球を分離し,

OKT‐ 3(9μ g/ml)刺 激 24時 間後,抗 Fas抗 体 (100 ng/

ml,clone―CH ll,MBL),も し くはTNF― alpha(10 ng/

ml,Boehringer Mannheim)を 添加し,さ らに 24時間培

養した後,ア ポ トーシス細胞の有無を表面抗原の解析に

より検討した。

3.表面抗原の解析

培養前後のリンパ球の表面抗原の解析にはフローサイ

トメータ(FACSCan ①,Becton and Dickinson)を 用い

た。染色 に用 いたモ ノクローナル抗体 はnuorescein

isothiocyanate(FITC)標 識 抗 Fas抗 体 (MBL),
phycoerythrin(PE)標 識 抗 CD 69抗 体 (Becton and

Dickinson)PerCP標識抗 CD4抗体 (Becton and Dick―

inson),PerCP標識抗 CD 8抗体 (Becton and Dickin‐

son),FITC標識抗 Fasリ ガンド抗体 (MBL)で ある。ま

た,ア ポ トーシスの有無に関しては早期アポ トーシス細

胞の表面に発現するホスファチジルセリン13)に 結合する

annexin V口 )(FITC標識,R&Dシ ステムズ)を 用いて検

討した。染色方法は既報
12)に

準じ,annexin Vに ついては

塩化カルシウム含有緩衝液を用いた。また,表面抗原の陽

性率の検定にはMann― Whitneyの U検定を用いた。

4.血清可溶性 Fas抗原の測定

活動性患者 13例および対照 10例の末梢血から血清を

分離し,enzyme‐ linked immunosorbent assay(ELISA)

法(sFas ELISAキ ット,MBL)で可溶性 Fas抗原の濃度

の測定を行った。検定は student t検 定を用いた。

5.EAUの作製

EAU惹起能を有することが知 られているペプチ ド

R1415)を用いて,既報7)に 準じてラットの足脈に完全フロ

インドアジュバントとともに免疫した。同時に百日咳菌

死菌 (和光純菌)1010個 を尾静脈から注射した。

6。 EAUの組織中のアポ トーシス細胞の観察

免疫後 9日 目に眼球を摘出し,4%パ ラフォルムアル

デヒドで固定し,TdT―mediated dUTP―biotin nick end

平成 9年 12月 10日 ぶどう膜炎の細胞生物学 。中村
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labening(TUNEL)法 16)で
染色 し,ア ポ トーシス細胞 の

有無 を観察 した。

7.EAUラ ットの Jれ υJυο TNF‐ alpha産生能の測定

免 疫 2,4,7,9,11,13,15日 後 に 50 μg/ラ ットの lypo―

polisaccharide(LPS)(Sigma)を 尾静脈 か ら注射 し,90

分後 に心腔採血 して血清 を分離 し,ELISA法 で TNF‐

alpha濃 度を測定 した (ラ ットTNF‐alpha測 定キット,

Genzyme)。 検定は student t検 定を用いた.ラ ットは各

群 5～ 6ン」を用いた。

8.抗 TNF抗体治療

ウ サ ギ抗 ラットポ リク ローナ ル TNF―alpha抗 体

(CentOcOr,USAの Dr.DJ Shealyか ら供与)を 用いて,

免疫 7日 後から14日 まで連 日2.0,も しくは1.O mg/

ラットを尾静脈から注射 し,免疫 14日 目に眼球摘出し病

理組織を観察した.対照 として,生理食塩水を注射した群

を用いた.ラ ットは対照群 4匹 ,抗体投与群は各群 6匹 と

した.摘出眼球の染色および炎症の重症度の評価は既報

に準 じた.

IV 結  果

1.培養に伴う表面抗原の変化

まず,CD4陽性細胞,CD8陽性細胞のリンパ球分画に

おける割合は患者群,対照群いずれも培養経過に伴って

変化せず,明 らかな増加,あ るいは減少は観察されなかっ

た(図 1,2)。 一方,CD4陽性細胞において,早期活性化

マーカーであるCD 69は ,正 常対照で はOKT-3(9μ g/

ml)刺激により培養 24時間後から有意に上昇 (刺激前=
5.82± 3.6(平 均値士標 準 偏差),24時 間=75.0± 13.0,

p<0.01)し たのに比べ,ベ ーチェット病患者群では培養

前は対照群 よりも有意に高値 (22.0± 11.7,p<0.01)で

あったが,非刺激の状態では減少し,刺激系でも軽度上昇

するにとどまり,24時間以降対照群 よりも有意に低値

(45.4± 9.7)と なった(p<0.01)(図 3)。 この傾向はCD 8

陽性細胞においてもみられ,培養前値は有意差はないも

のの患者群で高く,培養後は逆に対照群で高値 となった

(図 4)。 また,活性化マーカであリアポ トーシス関連抗原

で もあるFas抗原は培養前,CD4陽性細胞では患者群

で軽度上昇していたが有意差はな く(図 5),一方 CD8
陽性細胞では,患者群 (60.1± 18.9)は対照群 (23.0± 6.9)

に比べ有意に上昇 していた(p<0.01)(図 6).こ れは培

養後,CD4陽性細胞の Fas抗 原は対照群では有意に増

加 (OKT‐3 9μg/ml群 .刺 激前=41.3± 9.8,24時 間二

60.4± 10.2,pく 0.01)す るのに比べ,患者群では明 らか

な増加がみられず,24時間後には対照群の Fas抗原陽性

率が患者群よりも高 くなっていた(図 5)。 CD8陽性細胞

でもこの傾向は同様で,24時間以降対照群 と患者群に差

はみられなくなった (図 6).な お,OKT‐3の濃度による

差は,対照群ではいずれの系もほぼ濃度依存性に表面抗

原の変化があったのに比べ,患 者群ではOKT‐ 3の高濃
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時間 0 時 間

0      24:     48     172        0     24     48     72

対照          ベーチェット病

図 l CD4陽性細胞のリンパ球における割合 .

平均値 (%)+標準偏差.正常対照 6例,活動性ぶどう膜

炎を有するベーチェット病患者 6例 .

〇 :非束」激, E]:staphylococcal enterotoxin B 900

μg/ml, ● :OKT‐ 39μg/ml, ▲ :OKT-3 1μ g/ml

時間 o 時 間

0      24     48     72        0     24     48     72

対照           ベーチェット病

図 2 CD8陽性細胞の リンパ球における割合 .

平均値 (%)十標準偏差。正常対照 6例,活動性ぶ どう膜

炎を有するベーチェット病患者 6例。

時 間

0     24     48     72        0     24     48     72

対照           ベーチェット病

図 3 CD 69陽性細胞の CD4陽性細胞における割合.

平均値(%)十 標準偏差.正常対照 6例,活動性ぶどう

膜炎を有するベーチェット病患者 6例。
*:p<0.01.OKT‐ 3 9μ g/ml群における対照一ベー

チェット病患者比較。

度の系が高値を示す傾向があったものの,対照群のよう

な差はみ られなかった。また,SEBに よる刺激の系 も

OKT-3の 系と反応の乖離はみられなかった。

Fasリ ガンドについては,CD4陽性細胞ではOKT‐ 3
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時 間 時 間

0      24‐     48     72        0     24     48     72

対照          ベーチェット病

図 4 CD 69陽性細胞の CD8陽性細胞における割合.

平均値 (%)十標準偏差.正常対照 6例,活動性ぶどう

膜炎を有するベーチェット病患者 6例 .

*:p<0.01,OKT-3 9μ g/ml群における対照―ベー

チェット病患者比較.

時 間 時 間
0      24‐     48     72        0     24     48     72

対照          ベーチェット病

図 5 Fas陽性細胞の CD4陽性細胞における割合 .

平均値 (%)十 標準偏差.正常対照 6例 ,活動性ぶどう

膜炎を有するベーチェッ ト病患者 6例。

100

時 間

0      24     48     72        0     24     48     72

対照          ベーチェット病

図 6 Fas陽性細胞の CD8陽性細胞における割合.

平均値 (%)十標準偏差.正常対照 6例 ,活動性ぶどう

膜炎を有するベーチェット病患者 6例 .

*:p<0.01,対照―ベーチェット病患者比較。

による刺激前後で対照群 と患者群の陽性率に差はみられ

なかった(図 7)。 一方,CD8陽性細胞では対照群で 24時

間後に陽性率が上昇 (54.6± 15.6)し たが,患者群 (29_8土

7.1)で は変化がみられず,対照群のFasリ ガンド陽性率

979

時 間 時 間

0                24            0                24

対照          ベーチェット病

図 7 Fasリ ガン ド陽性細胞の CD4陽性細胞におけ

る割合 .

平均値 (%)士標準偏差.正常対照 6例 ,活動性ぶどう

膜炎を有するベーチェット病患者 6例 .

OKT-3 9μ g/mlに よる 24時間刺激 .

時 間 時 間

24 0                24
ベーチェット病対 照

図 8 Fasリ ガン ド陽性細胞の CD8陽性細胞におけ

る割合 .

平均値 (%)士標準偏差.正常対照 6例 ,活動性ぶどう

膜炎を有するベーチェット病患者 6例。

OKT‐ 3 9μ g/mlに よる 24時間刺激 .

ホ:p<0.01.対照―ベーチェット病患者比較 .

48
時 間 時 間 時 間

対 照 非活動性

24      48

活動性

ベーチェット病

図 9 抗 Fas抗体 による CD 4陽 性細胞の annexin

V陽性率の変化 .

平均値 (%)±標準偏差.正常対照 5例 ,ベーチェット

病患者活動性 4例,非活動性 4例 .

OKT‐3 9μ g/mlに よる 24時 間刺激後抗 Fas抗体

100 ng/mlを添加 し24時間培養 .

*:p<0.01,**:p<0.05.群
内 24～48時間比較 .

は患者群よりも有意に高くなった(p<0.01)(図 8)。

2.アポ トーシスの誘導

OKT-3に より24時間刺激 した後抗 Fas抗体存在下

で 24時 間 (計 48時間)培 養 した系の CD4陽性細胞 の

annexin V陽性率は,対照群(24時間=45.9± 15.1,48時

ぶどう膜炎の細胞生物学 。中村
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活動性対 照 非活動性
ベーチェット病

図 10 抗 Fas抗体による CD8陽性細胞の annexin

V陽性率の変化。

平均値 (%)± 標準偏差.正常対照 5例 ,ベ ーチェット

病患者活動性 4例 ,非活動性 4例 .

OKT-3 9μ g/mlに よる 24時 間刺激後抗 Fas抗 体

100 ng/mlを 添加し24時間培養.

*:p<0.01,**:p<0.05.群 内 24～ 4ド 時間比較 .

%

時 間 時 間
24      48

非活動性

対 照 非活動性 活動性

ベーチェット病

図 12 TNF‐ alphaに よるCD8陽性細胞の annexin

V陽性率の変化 .

F`均値 (%)± 標準偏差.正常対照 5例 ,ベ ーチェット

病患者活動性 4例,非活動性 4例 .

OKT‐ 3 9μ g/mlに よる24時 間刺激後 TNF‐ alpha

10 ng/1n]lを 添加 し 24時間培養後 .

早期 al)optosis細 胞υ)出 現を annexinヽ '陽
性率で

みた。
*:1)く ()()1.各群内 21～ 48時間比較 .

●

t
― ― ● ― ―

時 間
24      48 24      48 24      48 24      48

%Ю

１０

Э

‐

‐

‐

Ｉ

８

α

４０

２０

０

００

３０

６０

４０

２０

０

硼

∞

６０

４０

２０

０

ngノ ml

時 間

Ю

　
　

　
　

　

・
Ｏ

　

　

　

　

Ю

●

●

24 24      48 К

対 照 活動性

ベーチェット病

図 1l TNF‐ alphaに よる CD4陽性細胞の anne対n

V陽性率の変化 .

平均値 (%)±標準偏差.正常対照 5例 ,ベーチェット

病患者活動性 4例,非活動性 4例 .

OKT‐ 3 9μ g/mlに よる 24時 間刺激後 TNF― alpha

10 ng/mlを 添加し24時間培養 .

ネ:p<0.01,檸 :p<0.05,群内 24～ 48時間比較 .

″
I｀ N:F‐ alpha t tunlor necrosis factor‐ alpha

間=83.0± 8.9,p<0.01),非 活 動 性 患者群 (24時 間三

57.0± 11.3,48時間=85.0± 9.2,p<0.05)で いずれ も有

意に上昇したが,活動性患者群では有意な上昇はみられ

なかった(図 9)。 CD8陽性細胞 も同様に,対照群 (24時

間=54.1± 8.8,48時 間=84.3± 7.1,p<0.01)と 非活動

性 患者群 (24時 間=62.2± 10.3,48時 間=85.9± 3.0,

p<0.05)と 有意に上昇したが,活動性患者群では有意な

上昇はみられなかった(図 10)。 これは,TNF‐ alphaと と

もに培養した系でも同様であった (図 11,12)。

3.血清中可溶性 Fas抗原濃度

活動性ベーチェット病患者の末梢血から分離 した血清

における可溶性 Fas抗原の濃度 (1.72± 0.55,平均値土

標準偏差)は ,正常対照 (1.05± 0.81)と比べ有意に上昇し

ていた(p<0.05)(図 13)。

4.EAU組織中のアポ トーシス細胞の発現

免疫後 9日 目の組織において,網膜 (図 14),あ るいは

毛様体付近の後房に浸潤 しているTUNEL法陽性細胞

がみられた (図 15)。

警
●

対照   ベーチェット病

n=10       n=13

図 13 血清中可溶性 Fas抗原濃度 .

正常対照 10例 ,ベーチェット病患者活動性 13例
*:p<0.05.
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図 16 EAUラ ッ トの Jれ υわO TNF‐alpha産生能。

平均士標準偏差.50 μgの LPSを 尾静脈 よ り注射 し,

90分 後 に心腔 採 血 して血 清 を分 離,ELISA法 で

TNF‐alpha濃度 を測定した。
*:p<0.02,免

疫後 7日 の値と比較 .

ELISA: enzyl■ le― linked illllllunosorbent, 
′
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図 14 EAUの網膜 とアポ トーシス.

網膜浸潤細肌が TUNEL陽性 となっている。視細胞 ,

神経節細胞等は染色されていない.バーは 25 μm.
EAtI:experirnental autoinlrnune uveorerinitis

TUNEL: TdT― mediated dUTP― biOtin llick end

labelling

図 15 EAUの 虹彩毛様体 とアポ トーシス.

後房浸潤細胞が TUNEL陽性 となっている.虹彩,毛

様体細胞が染色 されていない。バーは 25μ m。

図 17 EAUの網膜浸潤細胞 .

免疫 7日後から14日 まで生理食塩水 100μ 1/日 連 日投

与 .

14日後に眼球摘出し固定後ヘマ トキシリン・エオジン

(HE)染色 .

著 しい細胞浸潤 と,網 膜剥離が み られ る。バーは 50

μm.

図 18 EAUに対する高濃度抗 TNF‐ alpha抗体治療

効果.

免疫 7日 後か ら 14日 まで抗 TNF― alpha抗体 2.0

mg/日 連目投与 .

14日後に眼球摘出し固定後 HE染色.

細胞浸潤は軽微で,網膜剥離はみ られない。バーは

50 μrn.

図 19 EAUに対する低濃度抗 TNF‐ alpha抗体治療

効果 .

免疫 7日 後 よ り14日 まで抗 TNF‐ alpha抗体 1.0

mg/日 連日投与 .

14日後に眼球摘出し固定後 HE染色 .

中等度の細胞浸潤 と網膜剥離がみられる。バーは 50

μm。

5。 EAUラ ッ トの れ υわO TNF‐alpha産生育ヒ

LPS刺激後の血中 TNF―alpha濃度は免疫 2日 (743±

240,平 均 値±標 準 偏 差),4日 (5,570± 2,670),7日

(4,090± 2,220)と 軽度上昇 し,さ らに 9日 以降は,9日

(15,900± 7,320),11日 (13,700± 70,401),13日

(14,000± 6,080),15日 (16,700± 3,250)と ,免 疫 7日 に

比べ有意に上昇 した (p<0.02)(図 16)。

6.抗 TNF‐ alpha抗体治療

LPS刺激後の血中 TNF―alpha濃度の推移をもとに,

免疫 7日 目か ら 14日 目まで連 日抗 TNF―alpha抗体 を

投与 したところ,EAUの炎症のスコアは 2.O mg/日 群で

対照群 に比べ抑制がみ られたが,1.O mg/日 群では軽度
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表 1 抗 TNF‐ alpha抗体によるラットEAU治療効果

炎症スコア*1

投与量

日眼会誌 101巻  12号

RO十細胞の Fas陽性率が対照に比べ有意に増加 してい

ることが SLEの活動性 を反映 していると報告 した.今

回 の 我々の 結 果 との相 違 は,そ の ま まSLEと ベー

チェット病の病態の相違に関連するものかも知れない。

次に,こ の細胞を T細胞全般に対する活性化刺激 とな

る OKT-3と ,ス ーパー抗原の一つであるSEBを 用いて

刺激 し,活性化マーカの陽性率の変化を解析 した。OKT‐

3は濃度による反応性の違いを検証するために 2濃度を

設定 し,ま た SEBの 系はベーチェット病の病態 に T細

胞の特定の Vβ が関わっているか否かをみるために設定

した。この刺激の結果,ま ず健康成人では各刺激に応 じて

CD 69,Fasい ずれ も24時間後には有意に上昇 した こと

か ら,通常の T細胞 は CD4陽性,CD8陽性いずれ も今

回の条件における刺激によって活性化されることが明ら

かとなった。一方,活動性ベーチェット病患者群では刺激

前の活性化マーカの陽性率は対照群 よりも高い傾向に

あったにもかかわらず,24時間の時点で同等 もしくは有

意 に低 くなっていた.こ れは,患者の T細胞が既 にある

程度活性化されているが,そ れ以上は活性化されに くい

状態になっている,と いうことである。すなわち,患者 リ

ンパ球はある程度活性化された状態にとどまり,通常の

刺激に対する応答性はむしろ低 くなっていると考えられ

る。この現象は,対照,患 者 ともに OKT-3の 濃度依存性

にみられることか ら,対照 とした健康成人 とベーチェッ

ト病患者の間に刺激に対する応答性の関値の違いが存在

する可能性は低い。また刺激の種類,す なわち OKT‐ 3と

SEBの間で明 らかな差がなく,少 な くともこの反応の違

いが実験的自己免疫性脳脊髄炎 (experimental autoim―

mune encepha10myelitis,EAE)な どで報告
22)さ れてい

るような SEBに反応する特定の Vβ の T細胞 に依存す

るものでもないと考えられる。

次にベーチェット病の免疫病態 を T細胞のアポ トー

シスという見地か ら解析 した。多細胞生物においては細

胞の生 と死の均衡が適切に調節 されることが必要であ

る.計画的細胞死 (programllled cell death)は ,虚血など

によって起 こる偶発的な細胞死である壊死 (necrosis)と

は区別され,細胞の生 と死の調節 を行 う機序を担 うもの

である。アポ トーシス23)は
,こ の計画的細胞死の一形態で

あ り,細胞質の凝縮,核 の濃縮,DNAの 断片化 な どの形

態学的特徴を有する。これまで,こ のアポ トーシスはネガ

ティブセレクションとの関わ りな どが報告
24)さ れ,広 く

免疫系の細胞の調節に関わっていると考えられている。

アポ トーシスを司るシグナルを伝達する分子である Fas

抗原 とFasリ ガンドの作用についての代表的研究 とし

て,Owen‐Schaubら 25)は IL-2に よる活性化の有無 によ

らず,リ ンパ球 には Fas抗原が発現 しているが,活性化

した細胞のみが抗 Fas抗体 によリアポ トーシスを起 こ

した と報告 している。また Sudaら 26)は
活性化 した牌細

胞 と胸腺細胞 に Fasリ ガンドが発現 し細胞傷害性 に働

n

0 2 3

2.O rng/日 *2

1.0*2

対象

1

3

0

0

2

4

*1:網
膜病変を細胞浸潤,網膜剥離の有無などから0-3の 4段

階に評価した7).

*2:免
疫 7日 後から14日 後 まで連 日ウサギ抗ラットTNF‐

alphaポ リクローナル抗体を尾静脈より注射

EAU:experinlental autoil■ 11■lune uveoretinitis

TNF―alpha:tumor necrosis factor‐alpha

抑制されるにとどまった (図 17～ 19,表 1)。

V 考  按

我々はこれまでベーチェット病の免疫反応を司るサイ

トカインについては,活動性のぶどう膜炎を有する患者

において血清中の interferon‐gammaが有意に上昇して

いること17),末 オ}争血単球の TNF―alpha産生能が克進 し

ていることなどを報告
5)し てきた。また他の研究者から,

免疫異常の指標としてリンパ球のサブセットの変化やナ

チュラルキラー(NK)細胞 についての報告
18)19)も ある。

ベーチェット病の病因,病態形成機序には未だに不明の

点が多いが,こ れまでの研究から,炎症性サイ トカインの

産生克進 とリンパ球の反応性の異常が基礎にあると考え

られる。一方で,近年の動物モデルの研究から,炎症細胞

は活性化して役割を果たした後にアポトーシスを起こし

て除去される可能性が明らかとなってきた20).

ベーチェット病によるぶどう膜炎は慢性の炎症が持続

し,こ れに急性の発作性炎症が加わって組織に重篤な障

害を与え視力予後を不良なものとする。この慢性の炎症

病態を形成しているベーチェット病の炎症細胞 と通常の

活性化した炎症細胞とは同じようにアポ トーシスを起こ

すのであろうか。また,種々の刺激に対する反応は通常の

細胞 と同様に起こるのであろうか。これらの問題を検討

するために,本研究ではまず活動性ベーチェット病患者

の免疫担当細胞のうち,CD4陽性細胞 とCD 8陽 性細胞

について刺激に対する反応性を解析した。まず,刺激前の

表面抗原の陽性率については患者のCD 4陽性細胞の

CD 69陽性率が有意に L昇 し,ま た有意差を持つには至

らないが,CD 8陽性細胞でも上昇がみられることから,

T細胞は活性化状態にあることが確認された。また,や

はり活性化マーカであるFas抗原については CD 4陽性

細胞では有意差はないがやや上昇,CD 8陽性細胞では有

意に上昇していた。これは既報
12)の 通 りであった。Fas抗

原 は TNF/nerve grOwth factor(NGF)受 容体 ファミ

リーに属する細胞表面抗原で,活性化した細胞に表出し,

アポ トーシスを誘導するシグナルを細胞内に伝える。

Amasakiら 21)は 全身性紅斑性狼療 (SLE)患者の CD 45



くとしている。そして近年,活性化誘導型細胞死 (AICD)

という概念が免疫応答を終息させる機序として注目され

ている27)。
今回の結果では,Fas抗原については既報12)の

ようにCD4陽性細胞における発現が CD8陽性細胞に

比べて不良であり,Fasリ ガンドの発現はOKT-3刺 激

により患者,対照 ともCD4陽性細胞では有意に増強す

るが,CD8陽性細胞では対照群のみ増強がみられ,患者

群では明らかな変化がみられなかった。また Fasリ ガン

ドは,活動性ぶどう膜炎を有するベーチェット病患者の

CD 8陽性のリンパ球で発現が抑制 されていて,こ れ と

CD 4陽性細胞の Fas抗原の発現が不良であることと併

せて,Fas/Fasリ ガンドの協調によるアポトーシスの系

が働 きにくくなっている可能性が明らかになった。

次に,OKT-3刺 激後 24時間の時点,す なわち対照群の

T細胞は活性化され,ベーチェット病患者でもCD 69陽

性率でみる限り最も活性化を受けている状態でアポ トー

シス誘導能を有する抗 Fas抗体あるいはTNF・ alphaに

よリアポトーシスがどの程度誘導されるか,と いう問題

について,ア ポトーシス細胞の割合を annexin Vを用い

て検討 した。anne対nVは初期のアポ トーシス細胞の細

胞膜上に出現するホスファチジルセリンに結合すること

が知 られ13)14),や はリアポ トーシスの検討で用いられる

ヨウ化プロピジウム (PI)に 比べ,よ り早期のアポ トーシ

ス細胞が検出されるという利点がある。これは,ア ポ トー

シスの進行とともにCD4な ど,他の細胞表面抗原の検

出が困難になることから,T細胞のサブセットごとのア

ポ トーシスの様態を解析するのにも適 していると考えら

れる。この検討は,対象を活動性ぶどう膜炎を有するベー

チェット病患者だけでなく,眼発作の 6か月以上みられ

ない非活動性の症例についても併せて行った。その結果,

正常対照と非活動性ベーチェット病患者ではOKT-3に

よる活性化の後,ア ポ トーシス誘導因子である抗 Fas抗

体28),TNF‐
alpha29)の いずれの刺激によってもannexin

V陽性細胞の割合が有意に上昇し,明 らかなアポ トーシ

スの誘導がみられた。しかし,活動性ぶどう膜炎を有する

患者群ではannexin Vの 陽性率に明らかな変化はなく,

この患者 リンパ球はこれらの刺激を受けてもアポ トーシ

スに陥 りにくいことが明らかとなった。Manganら 3oは

Thl細胞の産生するサイ トカインは単球のアポ トーシ

スを抑制すると報告 している。我々の以前の解析結果11)

でもベーチェット病の活動性症例は Thl優位であった

が,ベーチェット病 にお ける単球 の アポ トーシ ス と

TNF‐alpha産生克進 との関わ り,そ して,こ の TNF‐

alphaと T細胞のアポ トーシス抵抗性が互いにどのよ

うに影響を及ぼしているか,今後の研究課題であると考

えている。

一方,細胞にアポ トーシスを誘導する Fas‐ Fasリ ガン

ドの系は主に細胞表面に発現する抗原 として解析されて

いるが,近年分子生物学的な解析から膜貫通部を持たな
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いFas抗原,す なわち可溶性 Fas抗原の存在が明らかに

なり,例 えば SLE患者で上昇がみられ,こ の存在が リン

パ球のアポ トーシスを阻害している可能性があると報

告31)さ れている。そこで,我々は血清中の可溶性 Fas抗

原濃度を検討し,ベ ーチェット病患者で有意に上昇して

いることを明らかにした。可溶性 Fas抗原のアポ トーシ

スの系に対する関与には未だ不明の点が多いが,今回

我々が観察 した一連の免疫病態の異常は可溶性 Fas抗

原の血清中濃度異常を含むものであることが判明した。

以上の結果から,一般にベーチェット病のぶどう膜炎

は数年から数十年にわたって活動性を持続 し,視機能を

障害してゆくが,こ の病態形成機序の一つとして,活性化

リンパ球のアポ トーシス抵抗性,す なわちAICDを 介し

た自律的な消炎が起 きにくいことがあるものと考えられ

る。

なお,今回の一連の実験では厚生省の診断基準に基づ

く病型別,あ るいは免疫抑制剤による治療の有無による

差を検討していないが,こ れはこれまで我々が報告 して

きた実験結果から,免疫応答の違いはこれらの要素によ

らず,ぶ どう膜炎発作の頻度に相関するものと考えられ

るからである。

では,慢性炎症を起 こしているベーチェット病患者 T
細胞が活性化,ア ポ トーシスの両者について通常の T細

胞 とは異なる反応を示すと仮定して,逆 に通常の急性炎

症を起 こす眼炎症 (ぶ どう膜炎)では,こ れまでに報告さ

れている炎症細胞のアポトーシスは同様に起 こるのか,

という点をラットのEAUを 用いて検討した。EAUは一

般にラットでは免疫後 10～ 12日 後に炎症の極期を加え,

その後,消 炎寛解することが知られているが,今回EAU
組織中のアポ トーシス細胞の発現をみると,炎 症早期に

既に浸潤細胞はアポ トーシスを起 こしていることが明ら

かとなった。やはり,自 己免疫疾患のモデルであるEAE
ではミエリン特異的 T細胞が中枢神経系を急性に障害

し,数 日で寛解に至 る。Schmiedら 32)は この寛解期の病

変部に浸潤 しているT細胞の 49%が アポ トーシスを起

こしていたことから,炎症細胞の局所からの消退がアポ

トーシスによるものである可能性を指摘 している。さら

に,Tabiら 33)は このアポトーシスが特に疾患の発症に関

与する特定の T細胞クローンに対 して選択的に起 こっ

ていることを細胞移入実験により証明した。現在,我々は

このアポ トーシスの様相が,炎 症の慢性化によって異

なったものになるか否かを明 らかにするため,EAUの
慢性化モデルの作製を試みている。

次に,ベーチェット病の治療を考えた場合,シ クロスポ

リンによる治療効果はよく知 られているが,日 常臨床の

場でシクロスポリンによっても炎症を抑制できず,ぶ ど

う膜炎の発作を繰 り返す例が未だに多く存在する。この

ような例では末梢血単球の TNF‐alpha産生能が充進し

ていることを我々は以前に報告
5)し た。この TNF‐alpha
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の作用を抑制することが治療に結び付 く可能性を検討す

るた めに,ラ ットの EAUモ デルを用 いて TNF‐ alpha

の産生能 と,抗体による治療効果について検討 した。我々

は以前 TNF― alpha産 生能の遺伝的差異 とEAUの 疾患

感受性が関わっていること,TNF‐ alphaの 投与によって

EAUが 重症化 す る こ とを報告
7)し て い る。今回,ま ず

ラットの EAUの 免 疫 か ら発症 に至 る までの TN「‐

alpha産生能を メ″ ιザυοで検討したところ,免疫後早期 ,

induction phaseと 考 えられる時期に軽度の上昇がみ ら

れたが,後期,erecter phaseと 考えられる時期には著 し

く_L昇 し,早期に比べ有意差がみられた.EAUに おける

抗 TNF‐alpha抗体の投与効果については既に報告
8)が

あるが,そ こでは免疫後早期の投与は有効であったが,後

期の投与では炎症を抑制できなかった。すなわち,抗原に

よる primingを抑制することで発症の予防はできたが ,

治療 はで きなかった としている.し か し,今 回の我々の

TNF‐alpha産生能の測定結果から,問題 は後期の著 しい

TNF‐alpha産生能の L昇 に対 して十分 な抗体が投与 さ

れるか否か,と いう点にあると考えられたため,投与量を

増や して後期に連 日投与 したところ,濃度依存性に炎症

の抑制効果がみられた。すなわち,抗 TNF‐alpha抗体 は

炎症に対 して十分量を投与 されれば治療効果を発揮する

ことが明 らか となった。抗 TNF抗体 による炎症性疾患

の治療 については既 に慢性関節 リウマチ34)ゃ クロ_ン

病
35)に ついて報告 されているが,今 回の我々の動物モデ

ルの結果 と,こ れ までの TNF‐ alpha産 生能 に関する研

究結果から,ベ ーチェッ ト病のぶどう膜 炎治療について

も有効である可能性が強 く示唆される。

以上,我 々のこれまでの研究結果に今回の結果を併せ

て考察すると,活動性ぶ どう膜炎を有す るベーチェット

病 においてはリンパ球 は Thl細胞優位であ り,慢性の

活性化状態にあること,TNF‐ alphaの 産生能が克進 して

いること,Fas‐ Fasリ ガンドの発現系に異常があること,

AICDが 起 きに くい こ とが明 らか となった.因 み に,

TNF‐ alphaは 本来アポ トーシスを誘導する作用が知 ら

れているが,ベ ーチェット病 においては TNF‐ alphaの

産生能が克進 しているにもかかわらずアポ トーシスが起

きに くい。これは,TNF‐alphaを 始め とする炎症性サイ

トカインに慢性的に暴露 された結果,応答性が悪 くなっ

ているのか,そ れ とも何 らかの理由でアポ トーシスが起

きに くいため,ア ポ トーシスを起 こさせ ようとTNF‐

alphaの産生が逆に充進 してしまうのか,と いう全 く異

なる 2つ の仮説が考えられる.こ れは,現在予定 している

EAUの慢性化モデルの解析,あ るいは抗 TNF‐ alpha抗

体によるベーチェット病の治験において投与後の リンパ

球のアポ トーシスの動態を観察することで明らかになる

であろう。そしてその結果,ア ポ トーシスを制御する機序

が解明 され,Thl細胞 を抑制する,Th2細 胞 を誘導す

る,活性化 した炎症性細胞のアポ トーシスを誘導する,な

日眼会誌 101巻  12号

どこれ まで とは全 く異 な るベーチェッ ト病治療への新 し

いアプローチが生 まれ る もの と期待 され る。

稿を終 えるに当たり,宿題報告の機会を与 えて下 さいまし

た日本眼科学会評議員各位に心から感謝いた します。

本研究 の一部は文部省科学研究費基盤研究 B08457466,

C08672030,厚生省特定疾患ベーチェット病調査研究班の援

助を受けて行ったことを付記 します.
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網膜視神経障害による失明に対する治療法の確立に

は,失 われた網膜神経細胞を補った上で機能的シナプス

を作らせ,さ らに中枢との連絡を回復させなければなら

ない。このための基礎知識を得ることを目的として,成体

でもほぼ完全な網膜再生が起こるアカハライモ リを用い

て,網膜変性 。再生のメカニズムを解析した。眼球摘出・

再移植後の網膜変性過程では,ア ポ トーシスによる神経

網膜の変性 と貪食による変性細胞の処理,貪食細胞の挙

動について詳述 した。これに引き続 く網膜再生過程にお

いては,神経前駆細胞の誕生について,リ ボ核酸 (RNA)
結合タンパクである Musashiの 発現について解析する

とともに,前神経遺伝子群のクローニングと発現パター

ンの解析を行つた。これらの結果から,網膜色素上皮細胞

の増殖が起こると間もなく娘細胞に Musashiが発現さ

987

れ,網膜神経細胞の分化程度に応 じた一部の前神経遺伝

子 (proneural gene)が 発現されることが明らか となっ

た.網膜色素上皮細胞から網膜神経細胞への分化転換に

必要な遺伝子群を明 らかにすることにより,哺乳類など

の高等脊椎動物にも網膜再生を起こさせるための基礎的

知識や,網膜移植を成功させるための基礎的知識が得 ら

れ るもの と考え られた。(日 眼会誌 101:987-1000,

1997)

キーワー ド:アカハライモリ(θy“οps ttπ r力οクαsιθr),

分化 転 換Cransdirerentiation),不 均 等

分裂,Musashi,前 神 経 遺伝子(proneural

gene)
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Abstract
In order to otrtain the basic knowledge necessary following enucleation and reimplantation of the eye

to develop therapeutical intervention for blindness ball, evidence was found for active cell death of
due to the damaged retina and optic nerve, the neural retinal cells. As the degeneration pr<lceeded,
mechanism of retinal degeneration and regenera- Musashi, an ribonucleic acid (RNA)-binding pro-
tion in an amphibian model, Cgnops pyrrhogaster, tein, started its expression in the daughter cells of
was studied. In the retinal degenerative process proliferating retinal pigment epithelium (RpE)
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cells. messenger RNA (mRNA) expression of pron-

eural genes with basic helix-loop-helix motif was

then detected in the newly developing retina. These

results suggest that transdifferentiation of RPE

cells to neural retina involves at least partial cas-

cade, if not entirely, of neural induction from
unocommitted ectodermal tissue. Search for genes

that are required for transdifrerentiation of RPE

cells to neural retinal cells, in addition to those

日眼会誌 101巻  12号

for successful retinal transplantation and retinal
regeneration in higher vertebrates. (J Jpn Ophthal-

mol Soc 101 : 987-1000, 1997)

Key words Redbelly newt (Cgnops pgruhogas-

fer), Transdifrerentiation, Asymme'

tric cell division, Musashi, Proneural
gene

mentioned above, will provide the basic knowledge

I緒  言

網膜視神経疾患では神経細胞が障害され,多 くの場合,

それは不可逆的な変化として恒久的な視機能の低下・消

失を残す。特に変性疾患の場合は原因さえ不明なものが

多く,予防法確立のために,ま ずその原因を解明すること

は急務である。近年の分子生物学的研究手法の発達 と数

多くの研究者の努力により,網膜色素変性
1)～ 15)と 類縁疾

患16)～ 21)を 含む一部の遺伝性網脈絡膜変性疾患22)～ 29),停

止性夜盲30)～ 34),視神経症35),緑 内障
36)の 原因遺伝子が明

らかにされてきた。神経細胞に恒久的な機能障害や進行

性の変性をもたらすこれらの疾患のうち,こ れまでに原

因遺伝子が同定された代表的疾患を表 1に まとめた。こ

の中には多遺伝子性疾患12)13)も 含まれてお り,診断は必

ずしも容易ではないが,原発緑内障のように慢性進行性

であり,かつ治療法の存在する疾患に対して,原因遺伝子

の究明は非常に直接的な意義がある。すなわち,軽症また

は全 く無症状である罹患者を遺伝子診断によつて早期発

見することができれば,従来の治療法を駆使することに

より,長期視機能予後 という観点からすれば治療成績は

著 しく向上すると考えられるからである。しかし,綱膜視

神経の変性疾患には有効な治療法がなく,進行予防 とい

う点では将来の遺伝子治療に望みがかかるが,現在のと

ころ残念ながら遺伝子診断は直接的に治療法には結びつ

かない。また,予防的治療法が存在しても,神経細胞が二

度 と再生しない細胞である限り,神経細胞が障害を受け

る疾患では,失 われた視機能を回復するという根本的治

療は存在し得ない。

このような疾患に対 して根治的治療 を考えるとすれ

ば,三つの重要な目標を達成しなければならない。すなわ

ち,① 失われた網膜神経細胞を何らかの形で補うこと,

② 新 しい神経細胞がシナプスを介したネットワークを

表 1 神経細胞に機能障害や変性を来す代表的な遺伝性眼疾患の原因遺伝子

原因遺伝子座 タンパク産物の機能 表現型

rhoclopsin

peripherin./RDS

RONIl

β―PDE

α―PDll

α―cGMI)‐gated

cha111lel l)r()tein

α―ro(l transdticin

A´
「

I)-1)indi1lg cassette

(A13C)transporter

Arrcstin(S‐ antigen)

Rhodopsin kinase

CHヽ I

nlyOsin type VII

O´ I｀ A
N()1‐ rie gene

lllitOchOn(lria1 1)NA

TI(}R

7*ll2>7'f):ze> 常染色体優性遺伝型網膜色素変性症1-7)

常染色体劣性遺伝型網膜色素変性症1。 )

常染色体優性遺伝型先天停止性夜盲30)

常染色体優性遺伝型網膜色素変性症8-9)

常染色体優性遺伝型白点状網膜炎16)

常染色体優性遺伝型黄斑部変性症17-20)

二遺伝子性網膜色素変性症12-13)

二遺伝子性網膜色素変性症12~・ )

常染色体劣性遺伝型網膜色素変性症ll)

常染色体優性遺伝型先天停止性夜盲3"

常染色体劣性遺伝型網膜色素変性症11)

常染色体劣性遺伝型網膜色素変性症15)

常染色体優性遺伝型先天停止性夜盲
:'2)

Stargardtり丙
」1)

小口病33)

小日病")

コロイデレミア2ア )

Usher症候群
28-2,)

脳回転状網脈絡膜委縮22-23)

ノリエ病21‐ 26)

Leber視神経症36,

若年性縁内障と原発性開放隅角緑内障36)

視細胞外節円盤構造タンパク

視細胞外節円盤構造タンパク

フォトトランスダクション

フォトトランスダクション

フォトトランスダクション

フォトトランスダクション

細胞内輸送

フォトトランスダクション

フォトトランスダクション

細胞内輸送

鞭毛運動

アルニチン・アミノトランスフェラーゼ

ムチンP

酸化的 りん酸化

(不明)



形成 し,最終的に中枢 との接続を回復すること,③ 回復

したネットワークを通じて,中枢が利用することのでき

る有用な視覚情報 として入力信号を統合して送受信する

システムを回復することである。単純な網膜神経細胞の

移植によっても第一の目標だけは達成されるが,移植細

胞が移植先でシナプスを介したネットワークを形成せ

ず,二番目以降の目標は達せられない。何故ならば,神経

細胞は細胞分裂 と分化という過程の中で隣接あるいは遠

隔の他の神経細胞 との役割分担を明確に確立しながらお

互いを認識し合い,シ ナプスを介 してネットワークを形

成 し,さ らに不要な情報を与えるネットワークを除去 し

て有用な情報だけを残す洗練されたシステムを発達の過

程で構築して行 くからである.し たがって,① の目標 は

②,③ の目標 と切 り離して考えることはできず,個体発

生に極めて近い状況を再現することができなければ,こ

れらすべてを達成することはできないのである。しかし,

高度に機能分化 した眼球組織の中にあって,神 経綱膜だ

けにそのような現象を起こさせることは可能なのであろ

うか。

イモリやサンショウウオなどの一部の両生類では,成

体においても神経網膜を切除,ま たは変性させることに

より,新 しい神経網膜組織を再生させることができる。こ

の現象は,非神経細胞である網膜色素上皮細胞 (RPE)か

らすべての神経網膜細胞が作 られ る分化転換 (trans‐

direrentiation)37)と ぃう極めて稀有な現象であるとと

もに,こ れら限られた種に固有に見 られる現象であり,こ

れらの種が下等だからという単純な理由では説明できな

い(よ り下等な種で も,同様な現象を見ることはで きな

い。また,魚類においては,rod precursOr ceHと いう細胞

が網膜周辺部で継続的に分裂し眼球の成長に伴って神経

網膜の容積を補っているが,神経網膜自体が失われれば

新 しい神経細胞を作ることはできず,全 く異なる現象 と

考えられている)。 この再生は,形態学的な再生にとどま

らず,機能的な再生であり,上記のすべての目標を達成 し

て視機能を回復する。したがって,こ こに見られる網膜再

生のメカニズムを解明することは,成体において網膜の

個体発生を再現させる,す なわち機能的な再生を起 こさ

せるためには何が必要なのかという疑間に応えることに

なり,不可逆的な網膜視神経障害に対する治療法開発に

有用な基礎的知識を与えるものと考えられる。

これらの一部の両生類における網膜の再生という現象

は一世紀以上昔から知られていた38)。 多 くの研究が 1950

年 代 か ら70年 代 にか けて行 わ れ た が(Stone39)40),

Keefe41)～ 44)ら
),新 しく作られる神経網膜細胞の起源につ

いての論争が一段落 した後は,こ のモデルが神経発生学

や生物学のテーマ として扱われることが非常に少な く

なった。それは,同 じ両生類でもアフリカツメガエルのよ

うに純系に近い状態で飼育することが難しく,遺伝的に

異質な動物を用いなければならないことから遺伝学上の
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アプローチが困難であることに起因し,こ のことは,そ の

後の分子生物学を用いた研究を大変難 しくした。現在で

も,ア カハライモリやこれに近い種の遺伝子 DNA配列

の登録数は数えるほどに過ぎず,ま た当種の神経系で用

いることのできる抗体 も非常に少ない.「材料 (実験動物)

の手 に入 りやす さ」,「均一性」,「道具 (抗 体や DNAプ
ローブ)の充実性」という条件からすれば,研究者が対象

とするには無理の多い動物である。しかしながら成体に

おいても,すべての網膜神経細胞が失われた後に,新 しい

神経細胞が作られ網膜が再生するという現象は,こ れら

非常に限られた動物種にしかみられない現象である以

上,神経発生学的学問上の興味からばかりでなく,失明救

済 という眼科学上の研究対象として,こ の動物モデルは

我々眼科医にとって非常に重要な意味を持つ。

今回,ア カハライモリ(C″″s″渤 οtts′ι/)の 成体を

用いて,網膜再生過程 とそれに先行する変性過程の変化

を検討 した。変性過程については,RPEに よる変性網膜

細胞の処理に関して形態学的観察を中心に行った。網膜

再生過程については,RPEか ら網膜神経細胞の前駆細胞

が作 られる時期において,前駆細胞の誕生に深 く関わっ

ていると思われるリボ核酸(RNA)結合タンパクである

Musashiの 発現を検討 した.ま た,上述の研究方法論上

の困難を少しずつでも埋め合わせて行 くため,再生過程

の眼球の相補性デオキシリボ核酸 (cDNA)ラ イブラリー

の作製により,将来の各種遺伝子のクローニングの準備

を整え,実際に神経前駆細胞特異的遺伝子である前神経

遺伝子 (proneural gene)に 属するいくつかの遺伝子のク

ローニングに成功 し,そ の発現パターンの解析に取 りか

かった。本稿では,こ れらの研究過程から得られた基礎的

結果を報告し,考察を加えた。

II実 験 方 法

組織切片の作製 :ア カハライモ リ成体 を0.3%MS_
222に より麻酔 し,片眼を摘出後直ちに再移植 した。正常

眼お よび,一定時間経過後 (術後 2,5,8,10,12,16,20,

25,30,35,40,50,60,70,80,90日 )の 眼球を同様の方法で

摘 出後,4%パ ラホルムアルデ ヒ ドで 4° C一晩 また は

1.25%グルタールアルデヒドで 3時間固定後,パ ラフィ

ンまたはエポン樹脂包埋 し,6μ mま たは lμm厚の切片

を作製 した。ヘマ トキシリン・エオジン(HE)染色および

トルイジンブルー染色標本を用いて光学顕微鏡観察 を

行った。

免疫組織化学 :上記 と同様の方法で眼球 を摘出後,液

体窒素でオキシテ トラサイクリン(OTC)中 に冷凍 し,一

80°Cで保存 した。12～ 16 μmの凍結切 片 を作製 し,4%
パラホルムアルデヒドで 10分間固定 し,1× リン酸緩衝

液 (PBS)で 10分間 3回洗浄した。10%ヤギ血清処理 (30

分),1× PBS洗 浄 (10分 間 3回 )後 ,ラ ット抗 マ ウ ス

Musashiモ ノクローン抗体 (H Okano)を 4°Cで 16時

平成 9年 12月 10日 網膜の変性と再生 。梶原
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間反応 させた(1:100)。 lX PBS洗浄 (10分間 3回 )後 ,

抗ラッ トフルオレセイン・ イツチオシアネイ ト(FITC)

二次抗体 (BOehringer Mannhem)を 室温で 1時間反応

させた (1:250).1× PBS洗浄(10分 間 3回 )後,螢光顕

微鏡 (Nikon)で観察した。

ゲノム DNAラ ダーの検 出 :正 常お よび術後 1,2,

3,4,6日 の各 5眼球 を摘出 し,液体窒素中で乳鉢を乳

棒 を用 い て ホモゲ ナ イ ズ後,DNA ZOL(GIBCO)と

9,000 rpm× 15分 〕it沈 に よってDNAを 抽 出後,100%

ェタノール によって沈:″殺させた。lo mヽ4 Tris‐ HCl(pH

7.6)/1 nlλ 4 Ethylene dianline tetraacetic acid(1×
´
I｀E)

により約 l nlg/mlに 溶解後,1%ア ガ ロースゲル上 で

電気泳動 し,ェ チジウムブロマイドで染色 し観察 した。

cDNAラ イブラリーの作製 :正常および術後 20日 と

30日 のアカハライモ リ眼球から Pharmacia社 のプロ ト

コールに従って得たメッセ ンジャーRNA(nlRNA)の 5

μgを 鋳型!と し,oligo d(T)プ ライミングによりλZAP
Expressフ ァージをベ ク ターとして cDN Aラ イブ ラ

リーを作 製 した(Stratagene社 のプロ トコールに従っ

た).

cDNAプ ローブの作製 :ラ ット,マ ウス,ア フリカツ

メガ エ ル15)の ″
“
′′′

`,r″
′′″7遺 伝 子 bHLH(basic helix―

loop― heli、 )領域のア ミノ酸配列 (セ ンス側 :KTRRV‐

KA,ア ンチ セ ンス側 :NYlWALS)を 基 に それ ぞれ

肋 ′′′IIIと &ヽィ,RI制 限酵素認識配列を付加 した完全縮

F「 プラ イマー 1対 をデザ インした。上記の術後 20日 と

30 FIの 眼球 cDN Aラ イブラ リーを鋳型 としてポ リメ

ラーゼ連鎖反応 (PCR)に より下記の条件 でアカハライ

モリの ブ′″
`′

´
`ィ `り

″″相同遺伝子の bH LIl領 域 を増幅 し

た :混合溶液総ヒ1:5()μ l中 にテンプレー トDNA 20ng/

μl,各 プ ラ イマー2.OpM,dNTP(各 0.2 nlM),1.5 nlM

MgCし 5()nlM I(Cl,20 nlM Tris‐ 1lCl(pH 8.6),0.1

mg/nll BSA,lo%DMSO(dilnethy卜 sulfoxide),0.l μl

AmpliTa(1(Perkin EImer Cetus社 )(変性温度 94'C× 30

秒,ア ニー リング温度 55て ×30秒 ,伸 長 温 度 72て X30

秒,35サ イクル後,72°CX10分間で伸長 を終 了)。 増幅産

物を &″′7 HIと ■て,RIに よって切断後,3%ア ガロー

ス・ゲル電気泳動により単離 し,RPCカ ラム (Schleicher

&SchueH社 )に より精製後,pBIueScript SK(― )を ベク

ターと して ライゲ~ン ヨンを行った (Takara tt DNA

LigatiOn Kit Ver lの プロトコールに従 った)。 通常の

BItle/White selectionに より陽性 と思われるクローンを

無作為に選び,DNA lllini preparationを 行って,サ ブク

ローニ ングした PCR産物 について T3,T7プ ライマー

を用いて dideo、 y法によ り塩基配列を確認 した(UHted

States Bioche耐 cal社 のプロ トコールに従った)。

プロープの放射性同位元素による標識 :上記 PCR条

件に,以下の変更を加 えて標識を行った。鋳型 DNAと し

て,上 記 クローンのうち z′ピ′
“

)“力″相同ア ミノ酸配列

日眼会誌 101巻  12号

を もつ もの を 2 ng/μ l用 い た。dNTP混 合 ,1支 か らは

dCTPを 削除 し,反 応液中に 100 μCiの α_32P dCTPを

加えた。また,サ イクルは 20回 で終了 した.反 応終了後 ,

MicroSpin Column(Pharlllacia社 )に より未反応の放射

性同位元素を除去 した .

ライブラ リー・スクリーニング :術後 20日 と30日 の

眼球ライブラリーから合計 100万クローンを上記プロー

ブを用いてスクリーニングした (Stratagene社 のプロ ト

コールに従った).陽性 クローンに対 し,さ らに 2回 の単

離を行い,最終的に陽性 と判断されたクローンは メ′′7ι 'た
,θ

excisionに よ リプラ ス ミ ドとして 切 り出 した (Stra‐

tagene社のプロトコールに従った).

cRNAプ ローブの作製 :長 さが約 l kbと なるように

適当な制限酵素でプラス ミド・ クローンを直鎖化 し,

BOehringer Mannheim社 の プ ロ トコール に 従って

digOxygenin標識センス,ア ンチセンスの cRNAプ ロー

ブを作製 し,1%ア ガロース・グル上で確認 した.

ノ″ s〃″ hybridization:免 疫組織化学の項で述べた方

法で眼球切片を準備,固定後,ア セチル化 (0.15 M NaCl,

1.5%ト リエタノーラミン,0.3%無水酢酸混合溶液,室

,[盟 10分 )を 行 い,1× PBSで 洗 浄 後,42・Cで prehybrid‐

ization(1時 間),hybridization(16時 間)を 行った。Pre―

hybridization,hybridizationと もに以下の溶液組成 の

ものを 50%ホ ルムア ミド混合液 として用いた :1.2M

NaCI,20 nlM Tris― HCl(pH 7.6),2%BSA,2mM
EDTA,20%clextran sulfate,0.05%sodiunl pyrophOs―

phate,0.04%Ficoll(type 4()()),().()4%polyvinylpyl・

rOlidOne,o.l nlg/nll Yeast total RNA,0.l nlg/nll

Yeast tRNA,0.2 mg/mlサ ケ精 巣 DNA,0.l mg/ml

p01y(dA),0_02 nlg/ml DTT.

発色反応 :hybridization終了後,55°Cの 1× SCC溶液

(50%ホ ルムアミド)中 で洗浄じ(20分 4回 ),さ らに室温

TBS溶潔 0.l M Tris‐ lICl pH 7.5,0.15 M NaCl)中で

10分間洗浄後,ブロッキングと抗 digoxygenin抗体反応

を行った。ブロッキ ングにはTBS溶 液 に 3%BSA,
0.3%Triton X-100を 混合 し,ま た,抗 原抗体反応には

BSA濃度を 1%に落としアルカリフォスファターゼ標

識抗 digoxygenin抗体 (30ehringer Mannheim社 )を希

釈濃度 1:5,000で 混合し,4°Cで 16時 間反応 させた。

TBS溶液で 10分 間 3回洗浄後,ア ルカリ緩衝液(o.lM

Tris‐ HCl p11 9.5,0.l M NaCL50nlM MgC12)中で

0.45%Nitroblue tetrazoliunl(N Bl｀ ),().35%5-bromo‐

表 2 眼球摘出 。再移植後の過程

1.急速な網膜変性

2.網膜色素上皮細胞の増殖

3.神経前駆細胞の誕生

4.神経前駆細胞から神経細胞への分化

5.網膜層構造形成の完了
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図 1 眼球摘出 。再移植後の網膜変性 。再生過程の組織

学的変化 (ヘマ トキシ リン・エオジン,HE染色)。

A,B:正常アカハライモ リ眼球。C,D:術 2日 後.急

速な神経網膜の変性が見られる。神経節細胞層はほ と

ん ど消失し内顆粒層 も多 くの細胞 が変性 している。
E,F:術 10日 後.RPEは 極性を失 い増殖を開始 して
いる。G,H:術 20日 後。RPEの増殖が進み 4層 か ら

5層構造 となつている。I,J:術 30日 後。この時期増

殖 中の RPEは急速 に色素を失いは じめ,神経網膜 ヘ

の分化が始まっているものと考えられる。しかし,最下

層ではまだ細胞分裂が続いてお り,さ らにその下には

豊富な色素を含み本来の RPEの形態 を取 り戻 した細

胞が,平坦な一層を形成 している。虹彩からは水晶体が

再生 してきている。K,L:術 40日 後.網膜特有の層構

造が発達し,視神経 も明瞭に確認 される。この時期神経

網膜の層構造はほぼ完成するが,正常網膜 よりも厚 く,

視機能はまだ回復 していない。このあ と余分な神経細

胞が間引かれて正常な厚さに収束 し,さ らに 20～ 30日
かかって中枢 との接続が整い,視機能が回復する。

0

再移植後の日数

1 2346

600-bp

200-bp

100-bp

図 2 デォキシリボ核酸 (DNA)の断片化 .

術翌 日から,約 180-bpの整数倍の大きさに断片化 され
たゲノム DNAが ,い わゆるDNA Ladderと なって現
れている.
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図3 隅角 (A,B)お よび脈絡膜血管(C,D)中 の貪食細胞(ⅡE染色).

変性した神経網膜細胞の核が多数貪食されている(矢印)。 貪食細胞の細胞質にはメラニン顆粒が認められる。
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図 4 貪食細胞の移動 (ト ルイジンブルー染色).

A,B:メ ラニン顆粒陽性の細胞が Bruch膜 を貫通している。C,D:Bruch膜下に出た貪食細胞は,脈絡血管

内皮細胞の間隙から細胞体のほぼ半分を血管内に侵入させている。矢印 :貪食細胞.矢 じり:Bruch膜 .
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図 5 網膜再生過程における Musashiタ ンパクの発現 (術後 35日 ).

A:Musashi抗原は増殖中の新 しい神経網膜側 (NR)の みに局在 し(FITC陽性),最下層の網膜色素上皮細胞

(RPE)(*)に は認められない。B:Hoechst核 染色。C:位相差顕微鏡写真。
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RPEは この網膜変性に伴って次第に極性 を失い始める

とともに細胞増殖を開始する。術後 10日 には明瞭な分裂

像を呈するようになり,次第に多層構造をとり始める。術

後 20日 頃には4～ 5層 となるが,こ のころRPEは まだ

多くのメラニン顆粒を保持している。30日 後になるとこ

れらのメラニン顆粒は急速に失われ始めるが,最下層の

細胞は色素を失うことなく,次第に細胞体の嵩を縮ませ

始め,RPE本来の平坦な形態を取 り戻 して行 く。術後 40

日前後で網膜特有の層構造はほぼ完成するが,細胞の数

は正常に比べはるかに多 く,神経網膜 は厚い。その後,次

第に細胞数を減らして本来の厚さに戻る。

初期の神経網膜の急速な変性は虚血による壊死と考え

るにはあまりに急速であるため,細胞死プログラムによ

る能動的細胞死が疑われた。いわゆるprogrammed ceH

deathの判断基準 として最も重要なゲノム DNAの ラダ

リングの検出を試みたところ,典型的な階段上のバンド

がアガ ロース電気泳動上 に確認 され た (図 2)。 この

DNAの 断 片 化 は,TUNEL(TdT― mediated dUTP_

biotin nick end labeHng)法 によっても検出でき,ま たア

ポ トーシスを支持するアポ トーシス小体 も観察された。

これらの事実から,初期の急速な神経細胞変性は虚血に

よる壊死ではなく,主 にアポ トーシスによる能動的な変

性であると考えられた。

変性 した神経網膜の細胞はRPEに 貪食 される(そ の

他のマクロファージ様の細胞の関与も否定はできない)。

貪食細胞は増殖中の RPEの 層中にも認められ,ま た硝

子体中にも多数遊走 している。メラニン顆粒を豊富に

持ったこれらの貪食細胞は,眼 内に長 く留まることはな

く,変性 した神経網膜細胞の消失とともに眼内から消失

する。これらの細胞が眼外へ出るとすれば,隅角または脈

クロー ン

N24

EcORI EcOP1 3ss″ ||

Scal

S″ ,al

3.01、 1)

κρわ:

Ｎ

　

　

　

Ｎ

　

　

　

Ｎ

Psrl3stX

SaclPsaκρρl

1 :夕 kb

1.21く bSacl

1

kb

図 6 4種 類の遺伝子の制限酵素地図 (重複 してク

ローニングされたものについては,最長の相補性デ

オキシリボ核酸 (cDNA)を 示 してある).

左側が 5′ 端,右側が 3′ 端を示す.

4-chloro-3-indolyl‐ phosphate t01uidiniunl salt(B()IP)0こ

より発色を行 った。

III 結  果

1.網膜変性過程に見 られるアポ トーシス とRPEに
よる変性細胞の処理

両生類に見 られる網膜の再生過程は,そ の種によって

微妙な時間的差異がある。そこでまず,ア カハライモ リに

おける再生過程の組織学的概略を検討 した。眼球摘出・

再移植後の主な変化は,表 2の ごとくにまとめることが

できる。また,そ の典型的な形態像 として,正常および術

後 2,10,20,30,40日 の網膜再生過程 を図 1に示す。術後

2日 から,神経網膜の急速な変性が明瞭に観察される。そ

の後もこの変性 は急速に進み,10～ 12日 でほとんどの神

経網膜由来の細胞 は変性 し,RPEに よって貪食 される。

BA C

NR
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50 μm
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KLTKIETLRFAYNYIWALSET
KLTKIETLRFAHNYIWALSET
KLTKIETLRFAYNYIWALAET

New±  N24 KTRRLKANNRERNRMHNLNSALDTLRGVLPANPEAAPDTRLTKIETLRFAHNYIWALSET

XNGNR-la
XNGNR-lb
Mouse NGN

NeШ± N26          KVRRQKANARERNRMHDLNSALDNLRKVVPCYSKTQ   KLSKIETLRLAKNYIWALSET

Mouse NeuroD     KLRRQKANARERNRMHDLNAALDNLRKVVPCYSKTQ   KLSKIETLRLAKNYIWALSEI
Mouse NeuroD2    KLRRQKANARERNRMHDLNAALDNLRKVVPCYSKTQ   KLSKIETLRLAKNYIWALSEI
Mouse NeuroD3    RSRRVKANDRERNRMHNLNAALDALRSVLPSFPDD~T   KL~「 KIETLRFAYNYIWALAE~「

図 7 クローン N24と N26の bHLH領域のア ミノ酸配列,お よび各種動物 の
“
θ
“

rο″4れ,“
“

rο Dの

bHLH領域を比較 して示す。

下線部は,他種 と異なるアミノ酸を示す。Newt N 24と N26:ク ローニングされたアカハライモ リbHLII

遺伝子,XN(}NR_1:xenOpus′ マ
`′

′ィ
“
″″″i″ _related gene,MOuse NGN:mouse′ ′′″′7,`ギ″″.

A

50● μm

図 8・ クローンN24の術 30日 後 (A)お よび 40日 後

(B)の発現パターン.

A:個々の細胞 により発現 ンベルに大 きな差があ

る.こ れは,網膜神経細胞の分化程度の差を反映 して

いるものと考えられる。B:層構造が構築される直

前に相当する時期では,内 層での発現が減弱 してお

り,こ れは神経節細胞の分化が完了に近づいた こと

を反映していると考 えられた。

絡膜血管から静脈系へ入るものと考えられる。そこで,隅

角,脈絡膜の血管を観察した。隅角の線維柱帯に相当する

部位には,変性網膜細胞を貪食したメラエン顆粒陽性の

細胞が多数確認 された (図 3A,B)。 また,脈絡膜血管内

にも全 く同様な細胞が多数確認 された (図 3C,D)。 さら

に,貪食細胞が Bruch膜を通過 し(図 4A,B),脈絡膜血

管内皮細胞の間隙を通過する像 (図 4C,D)も 確認するこ

とができた。これらの結果から,RPE由来と思われる貪

食細胞は,ア ポ トーシスによって急速に変性 した神経網

膜を貪食によって処理 し,血管系を利用して眼外へ出る

ものと考えられた。

2.神経前駆細胞の出現と不均等分裂関与の可能性

上皮細胞 として分化したRPEか ら神経細胞 としての

網膜が作られる過程では,網膜の各細胞に分化できる多

機能な,そ して細胞分裂能を有した神経前駆細胞が作 ら

れる必要がある。再生過程における神経前駆細胞のマー

カーとして,Musashiタ ンパクの発現を検討 した。術後

35日 の螢光顕微鏡写真を図 5に示す。Musashi抗原は増

殖中の新しい神経網膜側のみに局在して認められ,そ の

起源である最下層の RPEに は求められなかった。再生

早期においてもMusashiは RPEに は認められず,増殖

した娘細胞のみに認められた。この結果から,も ともとの

RPEは神経前駆細胞 とはなり得ず,娘細胞がその後増殖

して神経前駆細胞 となるものと考えられた。Musashiタ

ンパクは細胞の不均等分裂にも関係 していると考 えら

れ,娘細胞のその後の分化過程はもとより,RPEか ら娘

細胞が産み出される段階でも不均等分裂が関与 している

可能性が示唆された。

3.再生過程 cDNAライブラリー

術後 20,30日 の cDNAラ イブラリーは,と もに 1.0×

109pfu/ml以 上の titerが 得られ,無作為に選んだ 10ク

ローンの挿入遺伝子断片の長 さは,2.O kb以 上であっ

た。

4.Proneral gene(前 神経遺伝子)群のクローニ ング

と発現パターンの検討

術後 20日 と30日 の眼球 cDNAラ イブラリーか ら,各

50万 クローン(計 100万 クローン)を アカハ ラ イ モ リ
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解πηg勿グηの bHLH領域の DNA配 列をプローブとし

てスクリーニングを行った (方法参照 )。 強陽性 18ク ロー

ン,弱陽性 36ク ローンを得,こ の うち強陽性 8ク ローン

の解析を行った結果,4種類の遺伝子が存在することが

明 らかとなった (そ の制限酵素地図を図 6に 示す).そ の

うち,解析 の進 んでいる二つの クローン,N24と N26
の bHLH領域 を,他種の ηιπ%θ

“

ηれ,κttη D遺伝子の

bHLH領 域 との比較 で図 7に 示 す。クローン N26の
bHLH領城は,他種の ηιπηDの同領域のア ミノ酸配列

と極めて近 く,こ のクローンは πιπttD遺伝子のアカハ

ライモリ相同遺伝子であると考 えられた。クローン N24
については,既知 の遺伝子の中で は 夕2ικ%θga″ との相

同性が最も高かったが,loop領域のアミノ酸が他種 に比

べ 3個多 く,ま た近傍のアミノ酸の種類 も異なってお り,

2zγθクηグη遺伝子 ファミリーに属する未だに報告のな

い未知の遺伝子である可能性が示唆された。

この 2種類の遺伝子の mRNAの 発現パターンを 効

sグ″ hybridizationに より検討 した。両 mRNAと も術後

25日 頃から再生網膜に発現が認 められた。その後,40日

後 まで再生中の神経網膜全層の細胞で発現が認められた

が,そ れ以降網膜 内層での発現 は減弱 した。クローン

N24の術後 30日 および 40日 の発現パターンを図 8に

示す。

IV考  按

1.眼球摘出・再移植後の神経網膜の変性 と変性細胞

の処理

イモリやサンショウウオでは,強膜を切開して神経網

膜をRPEか ら剥離 して網膜全摘出を行うか,あ るいは

眼球摘出 。再移植 によって神経網膜 を変性 させると,

RPEか ら新たな神経網膜全層が再生される。後者の場

合,網膜の再生 という現象に加えて,眼組織には死滅 した

神経細胞の速やかな除去という作業が課せられる。再生

に先行する神経網膜の変性は眼球摘出 。再移植による血

管の切断,す なわち虚血によるものと考えられている46)

が,虚 血 に よ る壊 死 で死 滅 した細 胞 は lysosomal

enzyme,そ の他の毒性のある物質を周囲に放出するた

め,他の眼組織,と りわけ新 しい神経網膜 を産 み出す

RPEに障害を与えないように,変性細胞は限られた時間

内に徹底して除去されなければならない。実際,当 モデル

における網膜変性は,摘出眼球を培養液中で器官培養し

た場合に比べて極めて速 く,む しろ能動的に起 こってい

ることが予測 された。すなわち,こ の綱膜変性 は pro‐

grammed Cell deathに基づいて起 こる現象と考え,ア ポ

トーシスの証拠を求めた。その結果,図 2に 不す DNAの
断片化がアガロース電気泳動上で証明されたことに加

え,TUNEL染色によってもこの断片化が陽性であ り,

さらにアポ トーシス小体の存在,電子顕微鏡による核濃

縮なども認められて,こ の変性過程が虚血による壊死で
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はなく,ア ポトーシスによるものであることを示すに十

分な証拠が得られた(投稿準備中)。

一般に,ア ポ トーシスによって死滅 した細胞は周囲の

細胞,ま たはマクロファージによって貪食 されることで

除去される。当モデルにおいても主にRPEに よって貪

食 されてい る。Keefe42)43)も ,こ の貪食 は主 にRPEに

よってなされるとしているが,後期にはメラニンのみを

処理するmelanophageと いう細胞の存在を想定 してい

る。しかし,メ ラニン顆粒は病的状態で47)48),あ るいは加

齢変化 として49)し ばしば autophagyに よって RPE自身

によって細胞質内で自己消化されることが知 られてい

る。また,イ モリの虹彩色素上皮細胞を 効 υttο で水晶体

細胞 に分化転換 させ る際 にも,上皮細胞 内での auto‐

phagyが認められている50)。 これまでの当研究過程では,

RPEがメラニン顆粒を細胞外に放出してそれを再び貪

食するmelanophageの ごとき細胞 は全 く認められな

かった。また,′πυグ′つ での実験が示唆するように,自 己

消化 したメラニンを細胞外へ放出するような像も全 く認

められなかった。しかしながら,変性した網膜細胞を貪食

した細胞は,術後 8～10日 以降急速に眼内での数を減ら

し始めている。これらの結果から,こ れらの貪食細胞は全

身血流に入って眼外へ出ていることが疑われ,そ の流出

口として隅角および脈絡膜血管系を詳細 に観察 した結

果,隅角および脈絡膜血管内に変性細胞の核を貪食 した

無数の遊走細胞を認めた (図 3).図 4に示したように,硝

子体腔内あるいは増殖中の RPEの 層内の貪食細胞が遊

走して Bruch膜 を貫通する像,脈絡膜下へ出た貪食細胞

が血管内皮細胞の間隙をぬって血管内へ侵入する像 も捕

らえることができ,ま た電子顕微鏡によりBruch膜 や血

管内皮細胞 との微細な関係 も明らかにすることができ

(投稿準備中),ア ポ トーシス後の変性網膜細胞の処理の

道筋が明らかとなった。ヒトの加齢変化 としてのdrusen

形成には,RPEが Bruch膜 へ向かって発芽することが

初期変化 として関わってお り49),RPEに は Bruch膜 の

基底膜を破って侵入する能力が潜在的に備わつていると

考えられるが,血管内皮細胞を認識して全身血に入ると

いう報告はなく,こ れらの貪食・遊走細胞がすべて RPE
で説明がつくかどうかを結論付けるためには,生物学的

マーカーを用いての詳細な検討を待たねばならないと考

えられた.

2.RNA結合タンパク Musashiの発現 と神経前駆細

胞の誕生

個体における神経発生では,神経前駆細胞または神経

幹細胞の誕生が必須であり,RPEか ら新しい神経網膜が

再生する過程においてもこの神経前駆細胞の誕生は不可

欠である。RPE増殖のきっかけは明らかに神経網膜の損

失または変性であるが,神経前駆細胞の誕生は細胞自律

的に定められた運命であるのか,あ るいは何らかの細胞

外シグナルにより誘導されるのかは重要な問題である。
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前者の例 として,シ ョウジョウバエの外感覚器の不均等

分裂に不可欠な Musashiタ ンパクの発現があげられる。

ショウジョウバエの外感覚器は一つの感覚器前駆細胞

(sensory organ precursor,SOP)が 不均等分裂を三度繰

り返 して 4種類の異なる細胞に分化する。このうちの 2

種類 は神経系の neuronと gliaで あ り,残 る 2種類 は

shaftと socketと 呼ばれる支持細胞である。Musashi遺

伝子の無発現変異体では,高率で neuronと gliaが 欠損

し,通常 より多 くの shaftと socket細 胞が生 まれるた

め,Musashiタ ンパクは神経系へ分化するための不均等

分裂に関与するものと考えられている51)。 マウス Musa―

shiタ ンパクは39 kDの RNA結合タンパ クで,中枢神

経系の幹細胞 とその娘細胞,す なわち分裂能を有する多

機能な神経前駆細胞に特異的に発現し,分化して分裂能

を失った細胞では,そ の発現が抑制されることから神経

前駆細胞の特異的なマーカーと考えられ る52)。 ショゥ

ジョウバエとマウスでの研究結果から,哺乳類において

もMusashiタ ンパクは,不均等分裂に関わる他の遺伝子

あるいは他の神経特異的遺伝子のmRNAに結合して,

標的 mRNAの安定性またはタンパクヘの翻訳レベルを

調節していることが類推されている。

図 5に示すように,Musashiタ ンパクは最下層のRPE

には発現せず,分裂中の娘細胞,す なわち網膜神経細胞の

前駆細胞あるいは網膜芽細胞 と呼ぶべき細胞に発現が認

められた。同様の局在は,さ らに早期の再生過程でも見ら

れ,も ともとの RPE自身は神経前駆細胞 とはなり得ず,

細胞分裂によって娘細胞にのみその可能性が生じること

が示唆された(投稿準備中)。 ただし,RPEか ら娘細胞ヘ

の分裂時に不均等分裂が関わっているかについては,今

回の結果からのみでは結論できず,細胞外からのシグナ

ルが関わっていることは否定できない。例えば,塩基性線

維芽細胞増殖因子(bFGF)は ,神経前駆細胞 を誘導また

は維持する機能が知られてお り53).ニ フトリ胎生では神

経網膜切除後の硝子体腔内 bFGF投与により神経網膜

を誘導するという報告54)55)が あり,ア カハライモリにお

ける神経網膜変性後の RPEか らの神経前駆細胞の誘導

にも,bFGF様の細胞外シグナルの関与を想定すること

には,何 ら矛盾が生じない。これらの問題を検証するため

には,Musashi遺伝子の mRNAが娘細胞だ けでなく,

RPE自身でも発現されているか否かを検討することと,

再生初期の RPEな どの眼組織中にbFGFあ るいはその

受容体 の発現が見 られ るか を検討す る こと,さ らに

BrdUの pulse labelingな どによって分化転換直前の

RPEの細胞系譜の追跡を行 うことが重要であると考え

られる。

一般的に,分化転換が起 こる場合には,ま ず脱分化過程

を経て本来の分化した機能や形態が失われ,そ の後に他

の表現型の細胞の機能や形態を獲得する再分化過程が起

こると考えられている。イモ リの網膜再生過程において
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も,RPEが上皮 としての形質を捨てて多機能な細胞へと

いったん脱分化したのち神経系への細胞へと再分化して

行 くものと考えられている。しかし,本稿で検討したモデ

ルにおける RPEは ,神経綱膜変性に伴う細胞増殖の段

階で基底膜側 。神経網膜側の明らかな極性が失われるも

のの,そ の後の大きな変化は増殖の結果生じた娘細胞側

を中心にみられ,RPEは直ちにメラニン顆粒を増やすと

ともに平坦な単層構造に戻って行 く。Musashiタ ンパク

の発現が RPE側 に見られず,娘細胞側だけに認められ

たことも,RPE自身の著明な脱分化よりは,RPEと は大

きく形質が異なる娘細胞を産み出している可能性を示唆

するものと考えられる。事実,マ ウス食道筋の発生過程で

起こる平滑筋から横紋筋への分化転換では,平滑筋特異

的なミオシン light chainを 発現している細胞がその発

現を停止することな く,横紋筋特異的 ミオシンheavy

chainを 発現 し始め,こ の分化転換過程にはほとんど脱

分化過程が生 じないことが示されている56)。 分化・脱分

化という現象自体が相対的なものであるので,指標 とす

るものによってその程度の評価は異なるに違いないが,

RPEの分化転換における脱分化の関与がどの程度のも

のか検討することは,網膜再生のメカニズムを知 る上で

重要である。現在,分化した RPEに 特異的な抗原 と神経

前駆細胞特異的な Musashiを 指標 として,こ の問題を検

討中である。

3.Proneural gene(前神経遺伝子)群の発現

上皮細胞 として最終分化を遂げた RPEが,神経網膜

という全 く異なる集団へと分化をやり直す分化転換 とい

う極めて稀有な現象が起こるためには,神経組織 を作る

ために必要な数多 くの遺伝子を統合して働かせる,強力

な「指揮官」が必要と考えられる。このような機能をもつ

転写因子は筋組織で初めて明らかとなり57),そ の後,様々

な転写因子がクローニングされ,そ の機能が明 らかにさ

れたが,こ れらの転写因子に共通する特徴は,ベーシック

・ヘ リックス・ ループ 。ヘ リックス(bHLH)と いう共

通のモチーフをもったDNA結合タンパクであるという

ことである。bHLHタ ンパクの機能は,HLH領域を使っ

て複数の転 写 因子 同士 で homodimerま た は heter‐

odimerを 作 り,ベーシック領域 を使って標的 DNAの
E―boxと 呼ばれる特定のDNA配列(CANNTG)に結合

して,そ の遺伝子の発現を調節することである。近年,神

経発生においても,筋組織の発生 とよく似たシナ リオが

明 らかとなってきた。すなわち,解Э れ45)と 呼ばれ

るbHLHタ ンパクの発現が始 まると,そ れより下流に

あるπιπttD53)を 含むbHLHに属する様々な転写因子

がカスケー ドとして活性化され,そ のそれぞれが神経細

胞への分化に必要な多くの遺伝子を発現させて行 くとい

うのである。これ らのbHLHは ,シ ョウジョウバエの

proneural gene(前神経遺伝子)群に相当する脊椎動物の

遺伝子であると考えられており,こ れが正しいとすれば,



RPEか ら神経前駆細胞が作 られる際には少なくとも部

分的に同じカスケー ドが使われるであろうという仮説が

成 り立つ。この仮説に基づいて,網膜再生過程にある眼球

組織 より作製 した cDNAラ イブラリーか ら,bHLHを
もつ遺伝子群をクローニングした。図 7に不すように,こ

の遺伝子群は 2%%θ

“

z″/πzttDフ ァミリーに属する

転写因子 と思われ,そ のタンパク産物は下流の数多 くの

神経特異的遺伝子のエンハンサー領域に結合 して,そ れ

らを選択的に発現させることにより「網膜の再生を指

揮」しているものと考えられる。術後 30日 の再生網膜で

は,発現 している細胞 と発現 していない細胞に明瞭な差

があり,こ の差は神経 としての分化程度の差を反映して

いると考えられた。術後 40日 では再生網膜全層に広く発

現が見られたが,最内層では発現の減弱が認められた。こ

れは,最 も早期に分化する神経節細胞の分化が完了に近

づいていることに伴う発現抑制を反映しているものと考

えられた。クローンN24と N26は ,ほ ぼ同様の空間的

発現パターンを示したが,時間的発現パターンとしては,

N26は既に術後 20～ 25日 頃からわずかながら発現して

いるのに対して,N24は この時期の発現がほとんど認め

られなかった。多 くのbHLH遺伝子が階層構造を成 し

ていることから考えると,N26は N24の 上流にある遺

伝子である可能性がある。しかし,今回 グ2 sグ物 hybridi―

zationに 使用した cRNAプ ローブは約 l kbと 比較的長

く,非特異的な塩基配列によると思われる高い背景発色

が解釈を困難にしているとも考えられるので,複数のプ

ローブを作 り直して上記の点に関して再度検討する必要

があると考えられた。

現在のところ,最 も早期に神経細胞への運命を決定す

るのに必要な遺伝子が 2ι%η″π物 と考 えられている

が45),2ι
%γ

“

勿グπ遺伝子の発現を調節している分子につ

いては何 も明らかになっていない。2ι%%θ酢勿グπ/解%幻D
よりも上流に他の転写因子が存在する可能性が高 く,そ

の転写因子 もbHLH型 の遺伝子であることは十分考え

られる。したがって,本研究のライブラリー・ スクリーニ

ング過程で,こ れまでにクローニングされている残 りの

遺伝子の解析を急ぐとともに,術後 20日 より以前の再生

早期の cDNAラ イブラリーを作製して同様なアプロー

チで bHLH遺伝子のクローニ ングを行 い,こ のカス

ケー ドの上流へ上流へと遡って,RPEか ら神経細胞への

誘導を起 こす最も重要な転写因子を同定する作業を始め

ている。

4.臨床応用への展望

冒頭で述べた通り,網膜視神経の障害に対して根治的

治療を考えるとすれば,① 失われた網膜神経細胞を何ら

かの形で補うこと,② 新しい神経細胞がシナプスを介し

たネットワークを形成し,最終的に中枢との接続を回復

すること,③ 回復したネットワークを通じて,中枢が利

用することのできる有用な視覚情報として入力信号を統

合して送受信するシステムを回復する,と いう三つの目

標を達成しなければならない。そして,こ の二つは通常切

り離して考えることができないことも述べた。アカハラ

イモリにみられる網膜の再生は,神経生物学で普通示す

軸索の再生ではなく,失 われた網膜神経細胞が RPEの

分化転換 によって補われ,し か も機能的なシナプスを

作って中枢へと視覚情報を送ることができるたぐいまれ

な神経再発生モデルであり,上記の三つの目標 を完全に

達成している。このような現象をヒトを含む他の動物に

起こさせたいと考えたとき,こ のモデルにおける神経誘

導のメカニズムを分子レベルで解明することは不可欠で

ある.特に,RPEか ら神経前駆細胞が産み出される過程

における初期の遺伝子発現が大きな鍵を握っているもの

と考えられる。本稿においては,こ れまでの研究過程の中

から特に不均等分裂の関与 とbHLH型の転写因子の発

現に焦点を絞ったが,こ の他にホメオボックス型の転写

因子や細胞表面・細胞外シグナルの関与も重要であると

考えられる。これらを綱羅するための一つの方法 として,

再生過程に特異的に発現する遺伝子をクローニングする

目的で,いわゆる subtractive hybridizationと direren―

tial display法 を検討している。

アカハライモリに見られるような完全な網膜再発生を

起こさせることは究極の理想であるが,そ の分子メカニ

ズムを明らかにしようとする研究過程の中で得られる知

識は,網膜移植にも応用可能であると考えられる。神経網

膜移植の最大の問題点は,移植細胞が移植先でシナプス

を作らないことである。それには神経細胞の分化過程が

大きく影響 しており,例 え分化度の低い胎児の視細胞を

移植しても,移植先の細胞の分化度が高くシナプス形成

に応じなければ,情報交換は行われない。移植によって神

経網膜を補うことを考える場合にも,こ れを成功に導 く

ためには,移植に適した網膜細胞の分化・脱分化程度を

遺伝子レベルで明らかにし,遺伝子レベルでの修飾を可

能にすることが必須である。通常,個体発生の過程におい

ては,胚葉を越えて多数の細胞がお互いに影響し合い,形

態形成が行われる。眼球の場合 も,神経外胚葉に加え,表

皮外胚葉と中胚葉,神経堤由来の細胞の関与が大きい。し

たがって,網膜の発生を研究する場合にも,純粋に網膜の

発生だけに必要な因子を扱うことは事実上不可能であ

る。しかし,当 動物モデルにおける神経網膜の再発生は,

神経網膜以外のすべての眼球構造は保たれたまま,神経

網膜だけの発生を追うことができ,こ の意味では通常の

網膜発生モデルに比べて焦点が絞 りやすい。この点を生

かして,こ れまでに述べた転写因子以外にも,細胞表面・

細胞外シグナルを同定して,こ れらを組み合わせて修飾

することにより,移植に適 した分化程度の網膜を得るこ

とが期待できる。

イモリという特殊な動物モデルを使うことによる研究

上の不利益は大きいが,上記の利点や網膜が再発生する
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という事実は,多 大な労力 と引き換 えにそれに見合 うだ

けの医学・ 科学上の知識 を与 えて くれるもの と思われ

る。DNAプ ローブや抗体などの研究道具を地道 に増や

して行 くことにより,そ の困難は克服できると考 えられ

る。
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