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外毒素誘発ぶどう膜炎家兎眼における網膜中心動脈血流速度の解析
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要

目 的 :ブ ドウ球菌外毒素 (staphylococcal enterot―
oxin B,SEB)を 家兎硝子体内に接種後,網膜中心動脈流

速を測定し,病理学的所見との関連について検討した。

対象と方法 :家兎片眼硝子体内に50nノkgの SEB
を接種した。瞳孔径,超音波パルスドプラ法を用いた流

速,心拍数の測定を行った。

結 果 :瞳孔径,平均流速は徐々に減少 して 3～5時
間後に最低点に達したのち増加し,14日 日以降は再び減

少した。末梢血管抵抗指数は 3～ 5時間目および 14日 目

以降に上昇した.接種早期からリンパ球,形質綱胞,多核

自血球を中心とした細胞浸潤が前房内,結膜輪部,毛様
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体,網膜視神経線維層に出現 し,5日 日前後にはいったん

軽快した。晩期は毛様体,硝子体内の炎症の再燃と網膜粁

体錐体層への細胞浸潤の拡大が観察された。

結 論 :SEB接種により早期,晩期ぶどう膜炎が誘導
された。ぶどう膜炎は早期および晩期で異なる発症機構

によって惹き起こされている可能性が考えられた.(日 眼

会誌1103:591-596,1999)

キーワード:ブ ドウ球菌エンテロトキシンB,ぶ どう膜
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Abstract
Purpose : Exotoxin - induced uveitis in rabbit eyes macytic , and polynuclear leukocytic infiltrations

was established by intravitreal inoculation of sta- around the anterior chamber, limbal conjunctivae,
phylococcal enterotoxin B (SEB). Association be- ciliary body, and nerve fiber layer of the retina, fol-

tween findings of pulsed Doppler assessments and lowed by recovery after about 5 days. At the late

histological features were evaluated. phase, recurrent inflammations in the ciliary body

Material and Methods : Eyes of rabbits were and intravitreal space were observed in addition to
unilaterally inoculated with 50 nC/kC, of intravitreal invasion into the rod and cone layer.

SEB. Pupil diameter, blood flow velocity in the cen- Conclusion: Early and late phase uveitis was es-

tral retinal artery in both eyes and heart rate were tablished by intravitreal SEB. It is considered that
measured using an ultrasonic diagnostic apparatus the uveiti.s may be caused by two different regula-

after inoculation. tory mechanisms. (J Jpn Ophthalmol Soc 103 : 591-
Results : The pupil diameter and the mean blood 596, 1999)

flow velocity in central retinal arteries decreased

and reached a trough 3--5 hours after the inocula- Key words : Staphylococcal enterotoxin B, Uveitis,
tion, then increased. Pulsatility index showed recip- Pulsed Doppler technique, Asialo GM,

rocal fluctuations. Histological features at the early positive cell, T cell receptor
phase after inoculation revealed lymphocytic, plas-

I緒  言

黄色ブドウ球菌が産生する外毒素 staphylococc』 en

terotoxin B(SEB)は食中毒I)や toxic shock2)な どの病因

となる他,ヒ トやマウスのT細胞受容体(TCR)Vβ 領域

と反応するスーパー抗原3)と して知られている.近年,川
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原との関連が浮上してきている4)。 ヒト結膜感染症の起

炎菌として検出頻度の高いブ ドウ球菌は,molecular

mimic diseaseと してある種のヒトぶどう膜炎と何らか

の関連がある可能性が考えられる.これを仮説として,こ

れまでブドウ球菌由来のスーパー抗原 SEBを 家兎に接

種して角膜浸潤病変
5)と ぶどう膜炎を誘導し,その病態

について検討してきた。

眼症状を合併する多くの膠原病は閉塞性血管炎を病態

とすることが知られており,進行すれば眼循環障害を来

し,視機能の低下を招く.に もかかわらず,こ れまで各種

ぶどう膜炎における眼循環動態についてあまり知られて

いない。

我々はベーチェット病の眼病変のある患者を対象に,

眼嵩内動脈の血流速度を超音波 ドプラ法を用いて測定

し,網脈絡膜の閉塞性血管炎の著明な症例では末梢循環

抵抗の増大と流速・流量の減少がみられることを報告
6)

した。さらに,エ ンドトキシン誘発ぶどう膜炎において

は,眼寓内動脈の血流速度の上昇がみられることを報

告
7,した。今回は,各種ぶどう膜炎の眼循環動態と組織所

見との関連を検討する一貫として,家兎にSEB誘発ぶど

う膜炎を誘導し,本病態における眼循環動態を解明する

ため,眼宙内動脈の血流速度を超音波パルスドプラ法を

用いて測定し,興味ある知見が得られたので組織所見と

の関連で報告する。

II実 験 方 法

1.動  物
雌 Dutch種家兎 10匹 [体重平均 1.9± 0.1(平均値±標

準偏差)kg]を用いた。

2.方  法
ブドウ球菌の外毒素はSEB(Sigma,St Louis,米 国)を

pyrogen― freeの O.9%塩化ナ トリウムに溶解して 2 μg/

mlと して用いた。30ゲージ針とハ ミル トン注射筒を用

いて,左眼硝子体内に毛様体扁平部から50 ng/kgの

SEBを接種した 5)。 右眼には同量の0.9%塩化ナ トリウ
ム溶液を接種し対照とした。接種前,接種後 30分 ,1,3,5,

18,24,48,54時 間,5,7,8,10,12,14日 目に瞳孔径,超音波

診断装置 SSA‐ 260A(探触子周波数 7.5 MHz)を 用いた

両側網膜中心動脈 (CRA)の血流速度,心拍数の測定を

行った。流速の測定は,無麻酔下,ヒ ドロキシメチルセル

ロース点眼剤を音響媒体として直接法で行った。CRAの
拍動性脈波は水平方向の走査で視神経乳頭の後方約 3

mmのカラードプラ画像を検出して測定した。
1,3時間後に各 1匹 2眼 ,1,2,7,14日 目に各 2匹 4眼

の前房水塗末および摘出眼球の病理学的所見の変動を観

察し,血流動態との関連を検討した。瞳孔径は常に照度

50 1uxで カリパスを用いて測定した。
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3.拍動性血流シグナルの解析

拍動性血流シグナルは内臓コンピュータにより,高速

フー リエ変換 (fast Fourier transformation,FFT)を 行

い,最 高 流 速 (Vmax),最 低 流 速 (Vmin),平 均 流 速

(Vmean)を求めた.各種測定誤差を最小限に止め末梢循

環抵抗 を類推する指標 となる指数として知 られる RI

(Resistancc lndex),PI(Pulsat皿 ty lndex)を 以下のよう

に算出した。

RI=Vmax― Vmin/VInax

PI=Vmax― Vmin/Vmean

血管閉塞性の変化の参考となるATI(Acceleration Time

lndex)6)は ,流速脈波の立ち上がり時間を一心拍の時間

で割って算出した.

ATI=AT/PT
AT(Acceleration Time),PT(Periodic Time)

4.病理学的検索

眼球摘出は前房穿刺,房水採取直後に,10 mlの 5%ペ
ントバルビタールナ トリウム(ネ ンブタール0)を耳介静

脈から注入して屠殺したのち実施した。採取 した前房水

はライト・ギムザ染色を行い観察した.

摘出眼球は 10%緩衝ホルマリンで固定し,パ ラフィン

包埋したのち薄切し,ヘマ トキシリン・エオジン染色を

行い観察した。

5。 統計学的方法

接種前,接種後 30分 ,1,3,5,18,24,48,54時 間,5,7,8,

10,12,14日 目における血流速度,脈拍,瞳孔径の測定値

は,時間を因子とした推移および病理所見から以下 7群

に分類して,前値と合わせて検討した.前値 (n:10),接種

後 1時間(30分,1時 間 ;n:20),3～5時間(3,5時 間 ;n:

18),1日 (18,24時間 ;n:14),2日 (48,56時間 ;ni10),7

日(5,7,8日 ;n:10),14日 (10,12,14日 ;n:6)。 群間の

平均値は分散分析で有意差検定し Fisher法 を用いて多

重比較検定を行った。繁雑になることを避けるため,今回

はすべて前値との比較結果についてのみ検討した。

III 結  果

1.SEB接種後の両眼瞳孔径の変動
両眼瞳孔径は徐々に減少して 3～5時間後に最低点に

達し,以後徐々に増加 し,7日 日以降は再び減少した (図

1)。 SEB接種眼は,1時間 (p<0.010),3～ 5時間 (p<
0.005),1日 目(p<0.050),7日 目(p<0.010),14日 目(p

<0。 005)が有意な変動がみられた.

2.SEB接種後の心拍数の変動
心拍数は徐々に低下し5時間後に最低値に達し,以後

徐々に前値に回復した.前値〔248.3± 19.8(平均値±標準

偏差)/分〕と比べ,5時間後(231.5± 18.2/分 )のみ有意な

(p<0.0025)低 下を示した.

3.CRAの拍動性シグナルの解析
接種眼の CRAの Vmeanは徐々に減少して 3～5時間
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図 5 3時間後,毛様体への細胞浸潤 .
毛様体,輪部結膜にリンパ球,形質細胞などが浸潤してい

ス::.バーは 50 μrn

図 6 1日 日,網膜への浸潤 .
網膜血管,視神経線維層,神経節細胞層にリンパ球,形質

細胞,多核白血球 (PMN)な どの浸潤を伴う閉塞性血管炎

を呈していた。バーは 50 μm

後に最低点に達し,以後徐々に増加して2日 目に頂点に

達したのち低下し,7日 日以降は再び減少した(図 2)。 前

値と比べ,3～ 5時間後 (p<0.050),2日 目(p<0.033),14

日目(p<0.050)が 有意差を示 した。Vmaxお よびVmin

は同様に減少,増加,減少と三相性の変動を示したが,前

値との比較では有意な変動を示さなかった。CRAの PI
は徐々に増加して 3～5時間後に頂点に達し,以後徐々に

減少して2日 目に最低点に達したのち増加し,7日 目以

降は再び増加 した (図 3)。 前値と比べ,3～ 5時間後 (p<

0.010),14日 目(p<0.004)が 有意差を示した。RIは 同様

に増加,減少,増加と三相性の変動を示したが,前値との

比較では有意な変動を示さなかった.CRAの ATIは

徐々に減少して 1,3～5時間後に最低点に達し,以後徐々

に増加して2日 目に頂点に達したのち低下し,7日 日以

降は再び減少 した(図 4)。 前値 と比べ,1時 間後(p<

瞳
孔
径

mm

前  1時間 3～5時間 1日   2日   7日   14日 時間

図 l Staphylococcd enterotoxin B(SEB)接 種後の瞳

孔径の変動 .

エラーバーは標準誤差,科
*:p<0.005,‐ :p<0.01,

沐
:pく(0.05

図には前値と比較検定した結果のみ記入した。

一
:SEB接種眼,一―‐:対照眼

前  1時間 3～ 5時間 1日   2日   7日   14日

図 2 SEB接種後の網膜中心動脈平均流速の変動 .
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図 7 2日 目,網膜血管の拡張 .
網膜への浸潤はニューロン層へと波及し,網膜血管は拡

張性の変化を示した。バーは 50 μm

図 8 2日 目,輪部血管の拡張と浸潤 .
輸部結膜細胞浸潤病巣近位血管は拡張していた.バーは

100 μrn

0.000),3～5時 間後 (p<0.015),14日 目(p<0.042)が 有

意差を示した。

4。 前房水塗抹所見

SEB接種 1時間後から前房に多核白血球 (PMN)を 主

体とした細胞が浸潤していた。

14日 目ではリンパ球,形質細胞,PMNがみられた。
5.病 理 所 見

3時間後,毛様体,輪部結膜にリンパ球,形質細胞など

が浸潤していた (図 5)。 1日 目,網膜血管,視神経線維層,

神経節細胞層にリンパ球,形質細胞,PMNな どの浸潤を

伴う閉塞性血管炎を呈していた (図 6)。 2日 目,網膜への

浸潤はニューロン層へと波及し,網膜血管 (図 7),輪部結

膜細胞浸潤病巣近位血管は拡張 (図 8)していた.7日 目,

図 9 7日 目,網膜への浸潤.
7日 目,網膜への浸潤はいったん軽快 した。バーは 20 μm
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図 10 14日 目,毛様体への浸潤 .
14日 目,毛様体,硝子体内への細胞浸潤は再燃 した。バー

は 50 μrn

網膜への浸潤はいったん軽快 (図 9)した。14日 目,毛様

体,硝子体内への細胞浸潤は再燃 (図 11)し ,網膜へのリ

ンパ球,形質細胞,PMN,マ クロファージなど細胞浸潤は

再燃,増強し粁体錐体層へと波及し(図 12),再 び閉塞性

血管炎を生じていた。

IV考  按

ブドウ球菌外毒素はアクセサリT細胞8)の maJor his‐

tocompatibility complex(MHC)ク ラス IIと 結合 してT
細胞を活性化する

9).活
性化 T細胞は細胞増殖 1。 ),inter―

leukin(IL)‐ 29),γ―インタフェロン11)な どの産生作用を誘

導する。これらのリンフォカインが作用して,マ クロ

ファージはIL-1を産生する
12)。 アシアロ(ガ ングリオシ
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図 11 14日 目,網膜粁体錐体層への浸潤 .

網膜へのリンパ球,形質細胞,PMN,マ クロファージなど

細胞浸潤は再燃,増強し粁体錐体層へと波及し,再び閉塞

性血管炎を生じていた。バーは 20 μm

ド)GMl陽性細胞 13)の lymphokine activated klller
(LAK)が介在して IL-2な どによる生体障害作用

14)が生

じる。このようなSEBに よるLAKの活性化は接種後早

期に発現され,無菌性の炎症像を多臓器に生じることが

知られている.ま た,SEBは T細胞受容体 と結合 して

c10nal deletionを生ずること
15,も
知られている。

今回はSEBを硝子体内に接種し,外毒素あるいはスー

パー抗原誘発ぶどう膜炎を家兎眼に誘導できるかどうか

を,瞳孔径の変動,超音波 Bモー ド,Mモー ド所見,組織

所見から検討した。その結果,接種早期からリンパ球,形

質細胞,PMNを 中心 とした細胞浸潤が前房内,結膜輪

部,毛様体,網膜視神経線維層に出現した.早期ぶどう膜

炎は閉塞性血管炎で始まり,接種 1時間後,瞳孔径の異常

にみられる変化として観察された.7日 日前後にはいっ

たん軽快した。晩期ぶどう膜炎は毛様体,硝子体内の炎症

の再燃と,網膜粁体錐体層への細胞浸潤の拡大と閉塞性

血管炎を病態として,14日 目には観察された。

各種ぶどう膜炎における血流動態の変動を分析するこ

とは,血管炎の性質と程度の判定や治療方針の決定,お よ

び治療効果の判定に有用である可能性が考えられる.

これまで,超音波パルス ドプラ法を用いて正常家兎

CRAの拍動性シグナルの分析を行い,家 兎でもヒ ト

CRAと ほぼ類似の流速が観察された 1“ .

血管内を血液が流れる力源は,心室の収縮によって内

圧が高められて得られる圧エネルギーによって血液に直

接運動エネルギーが付与されることにあり,こ れらが血

流エネルギーに変わる。血流速度は駆動圧差に比例 して

変化し,血管中の血流,血圧および流れに対する抵抗,こ

れら3つの関係は,ち ょうど電気回路における電流,電圧

と電気抵抗との間のオームの法則と類同であることが知

られている
17).

(流量)=(駆動圧差)・ (血管抵抗)

超音波 ドプラ法では血流量の絶対値は測定できない
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が,血流速度と末梢循環抵抗指数が算出されるので,血流

量の変動が類推できる。また,中枢側の血管の狭窄ないし

は閉塞性病変に伴い流速脈波の立ち上が り間隔が延長

し
18),末
梢側の拡張部において,FFT波形の ATIが増加

することが報告
19)20)さ れている。

SEB接種後,CRAの 流速,ATIは早期から減少し,3～

5時間目を最低点として上昇し,2日 目を頂点として以後

減少するため,3相性の変動を示した。2日 目の上昇時は

結膜輪部や網膜視神経線維層にみられるように血管拡張

が観察された。また,末梢血管抵抗指数 PIは 3～ 5時間目

および 14日 日以降に上昇しており,こ のことから早期お

よび晩期炎症時には CRA血流量が減少していることが

推測された.ま た,ATIの 減少は血管の閉塞性変動を推

測するものであり,血管の閉塞性,拡張性病変を示す組織

所見との一致がみられた。また,炎症は 14日 日以降も継

続していることが考えられ,よ り長期にわたる観察が必

要であることが考えられた。さらに,SEB接 種に伴 う血

圧の変動についても併せて検討することが必要であると

考えられた。

以上のことから,SEB接 種により早期,晩期ぶどう膜

炎が誘導されることが推測された。また,早期ぶどう膜炎

はLAKが介在する生体障害作用ない しは毒性が関連
し,晩期ぶどう膜炎は T細胞受容体の clonal deletionが

関連 して,各々異なる機序で発症している可能性が考え

られ,よ り詳細な検討が必要であることが考えられた。超

音波 ドプラ法による眼宙内動脈流速測定は,縮瞳や中間

透光体の混濁のため眼底が透見できない状況下において

も非侵襲的に実施でき,循環動態に変動がみられる実験

的疾患の経過観察に有用な検査法である。
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