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要

目 的 :実験的自己免疫性網膜ぶどう膜炎 (EAU)に

おけるロイコ トリエン BI受容体拮抗薬 (LTBI RA)の 抗

炎症効果を検討 した。

材料と方法 :ラ ットを LTBI RA投 与期間別に免疫後

0～ 10日 目,0～ 5日 目および 6～ 10日 目の 3群 に分 け

た。またさらに,0～ 10日 目投与の群を薬剤投与量別に3

群に分 けた。眼球は組織学的に評価 し,牌臓 CD4 T細
胞における CD 45 RCの 発現を解析 した。

結 果 :全 LTB4 RA投与群で眼組織への好中球およ

び リンパ球浸潤が軽減 し,濃度依存性に EAUは 抑制 さ

目眼会誌 104巻 6号

約

れ た。投与期間別 治療 では,0～ 10日 目投与群 が最 も

EAUを抑制 した。治療群では EAU誘導期に牌臓細胞の

CD 45 RCIⅢ
hサ

ブセットが非治療群と比べて減少 した。

結 論 :LTBlRAの EAU抑 性機序 は好 中球 とCD
4・T細胞両者の抑制による可能性が推定 された。(日 眼

会誌 104:396-401,2000)
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Abstract
Purpose : We evaluated the potential of leukot- tion achieved much higher uveitis suppression. The

riene B, receptor antagonist (LTB4 RA) as an anti- infiltration into eye tissues by neutrophils and lym-

inflammatory agent on experimental autoimmune uve- phocytes was decreased by treatment with LTB, RA.
oretinitis (EAU). In treated groups, the CD 45 RC "'*" subset decreased

Materials and. Methods : LTB,r RA was admini.s- in the induction phase of EAU as compared with the

tered to Lewis rats twice a day on days 0-10,0-.5, untreated group.

and 6-10 after immunization. Rats treated on days Conclusion : The suppressive mechanisms of LT-
0--10 after immunization were subdivided into three B, RA on EAU may be dependent on suppression of
groups according to the dosage of LTB, RA. The the activation of neutrophils and CD 4nT cells. (J Jpn
eyes were examined histopathologically, and the ex- Ophthalmol Soe 104: 396 401, 2000)

pression of CD 45 RC in CD 4'T cells was analyzed.

Results: The inflammatory changes in the eyes of Key words: Experimental autoimmune uveoretinitis,
EAU were decreased in all groups treated with Leukotriene B{ receptor antagonist, CD

LTB., RA in a dose-dependent manner. The treat- 4+ T cell, Flowcytometry, Rat
ment with LTB, RA on days 0*10 after immuniza-

I緒  言

実験的自己免疫性網膜ぶどう膜炎(experimental auto‐

immune uveoretinitis,EAU)は ,網膜可溶性抗原 (soluble

retinal antigen,S‐ Ag)や 光受容体間レチノイ ド結合蛋自

(interphoto― receptor retinoid― binding protein,IRBP)な

別刷請求先 :236Ю004 横浜市金沢区福浦 3-9 横浜市立大学医学部眼科学教室 鳥111 聖子

(平成 11年 10月 25日 受付,平成 12年 1月 11日改訂受理)

Reprint requests to:  Satoko Toriyalna, 4ヽ.I).  Departinent of Ophthallnology, Ybkohama City University School of

4ヽedicine. 3-9 Fukuura, Kanaza、 va― ku, Yokohanla 236--0004, Japan

(Received October 25, 1999 and accepted in revised fornl January ll,2000)



平成 12年 6月 10H 397

表 1 ラット実験的自己免疫性網膜ぶどう膜炎(EAU)の組織学的重症度評価表

判llll包 浸,問

スコア
虹彩・毛様体 硝子体 率|]月莫 月晨畜各‖典

細胞浸潤 (― )

僅かな細胞浸潤 (+)

前房の細胞浸潤を伴う
軽度～中等度細胞浸潤 (+)

前房の重度細胞浸潤と
滲出を伴う
重度細胞浸潤 (+)

細胞浸潤 (― )

軽度細胞浸潤 (+)

中年度細胞浸潤(+)

滲出を伴う
重度細胞浸潤 (+)

糸田胞浸,関 (― )

軽度細胞浸潤 (+)
肉芽腫 0～ 1個 (+)

中等度細胞浸潤 (+)
肉芽腫 2～ 3個 (+)

重度の細胞浸潤 (+)
肉芽腫 4個 以上 (+)

細胞浸潤 (― )

軽度細胞浸潤 (+)

中等度細胞浸潤 (十 )

肉芽腫 (+)

重度細胞浸潤 (+)
肉芽腫 (+)

どの網膜蛋白抗原を哺乳動物に免疫することにより発症

する臓器特異的な自己免疫疾患である1)2).そ の発症機序

には抗原特異的 CD 4+T細胞が重要な役割を担ってお

り,特 にタイプ 1ヘルパー T細胞(Thl)の 活性化が関与

している3)。 ロィコトリエンB4(leukOtriene B4,LTB4)は

アラキ ドン酸代謝産物であり,好中球の炎症組織への遊

走,浸潤や脱顆粒を強力に誘導する炎症性 メデイエー

ターであるが・ ,T細胞クローンの増殖や,T細胞からイ

ンターロイキン(IL)-1,IL-2,イ ンターフェロン(IFN)― γ

などThlサイトカインの産生を増強するといった薬理

作用 も有 しい6),Thl誘 導の炎症に関わっている可能性

が考えられる。

EAUの臨床症状は汎ぶどう膜炎であり,ヒ トの内因性

ぶどう膜炎に類似する病態を示すため2),新
治療薬の開

発における動物モデルとして用いられている。これまで

T細胞の機能を抑制するシクロスポリンなどの免疫抑制

薬が,EAUの 実験的治療でその有効性が確認 され7)8),

ベーチェット病などヒト内因性ぶどう膜炎の治療にも応

用されるようになった9).し かし,重症な眼炎症の治療に

当たっては長期にわたる治療薬の投与が必要であり,既

存の免疫抑制薬では肝腎毒性や神経毒性などの副作用が

現在問題となっている 10)。 したがって,ヒ トのぶどう膜炎

治療に用いることが可能で,重篤な副作用のより少ない

新たな治療薬の開発が求められている。近年開発された

新しい抗炎症薬であるロイコトリエンB4受容体拮抗薬

(leukotriene Bl receptor antagonist,LTB4 RA)は ,LTB4

に対する特異的受容体措抗薬であり,実験的炎症モデル

において LTB4の 作用による好中球の炎症局所への遊走

や脱顆粒を著明に抑制することが報告
H)さ れている。

そこで今回は,LTB4 RA経 口投与によるラットEAU
の抑制効果について検討 した。

Ⅱ 実 験 方 法

1.実 験 動 物

6～8週 齢,体 重 140～ 160gの 雄ルイスラ ッ ト(日 本

チャールス・リバー)を 58匹用いた。

2.抗原および免疫方法

ウシIRBPの短縮ペプチ ドである合成 R14(ア ミノ酸

配列番号 1169-1191)(ペ プチ ド研究所)を抗原 として用

いた。抗原 5 μgを ″ヵοbαcた rじ

“
″,2ι

“
barc“ Zοsお H37

RAを含む完全 フロインド・アジュバ ント(Difco社 ,米

国)に 1:1に 乳和 し,ラ ットの後肢足脈に皮下接種 し,続

けて百 日咳菌死菌 1× 1010個 (和 光純薬工業)を 尾静脈注

射 した .

3.薬  品

LTB4 RA(ONO-4057)は小野薬品工業か ら供与 され

た。LTB4 RAは 0.5%carboxy methyi celulose水 ,容液 (Si―

gma社 ,米国)に用時溶解 して用いた。

4.治  療

ラットを治療期間により免疫後 0～10日 目(A群 ,n=
12),0～ 5日 目(B群 ,n=6),6～ 10日 目(C群 ,n=6)お よ

び 0日 目か ら経時的に牌臓を摘 出 した群 (D群,n=33)

の 4群 に分 けた。さ らに,LTB4 RA投 与量別 に A群 を

100(Al群 ,n=3),200(A2群 ,n=3)お よび 400(A3群 ,

n=6)mg/kg/日 の3群に分けた.B,Cお よびD群のラッ

トは400 mg/kg/日 を投与した。LTB4 RAは 経口で 1日

2回投与した。この他に対照として生理食塩水を与えた

群 (対照群,n=7)と 免疫をしていない群 (非免疫群,n=5)

を用意した.非免疫群とD群はフローサイトメトリーに

よる解析に用いた。

5。 組織学的炎症の評価

免疫後 10日 目にラットを屠殺 し,眼球摘出を行った。

眼球赤道部の組織切片を 1眼 につき6枚作製し,ヘ マ ト

キシリン・エオジン染色(HE染色)を 行った。光学顕微

鏡でスコア表 (表 1)12)に 従って眼球各部位の合計スコア

を算出し,6枚の組織切片中最も高いスコアをその眼球

の組織学的スコアとしてEAUの発症の有無と重症度を

評価 した.

6。 フローサイ トメ トリー

免疫後 3,4,8,10日 目に牌臓を摘出し,リ ンパ球分離液

(Lympholyte― Rate,Cedarlane社 ,カ ナダ)を 用いて比重

遠心法によリリンパ球を分離した。リンパ球浮遊液に 1

×105細胞数当た り l μgの phycOerythrin(PE)一 標識抗

ラッ トCD4モ ノクローナル抗体 (Serotec社 ,英 国)と

■uorescein isothiocyanate(FITC)一標識抗 ラッ トCD 45

RCモ ノクローナル抗体 (PharMingen社 ,米 国)を 混和



し,30分間4℃ で反応させた。反応液をリン酸緩衝液 (phos―

phate burered saline,PBS)で 2回洗浄した後,フ ローサ

イトメータ(FACScan system,Becton Dickinson,米 国)

を用いて細胞表面のマーカーを解析 した。CD 4+細 胞に

おけるCD 45 RC発現の変化は CD 45 RC出 /CD 45 RCl°
W

比を算出して評価した。

7.血漿中 LTB4濃度の推移

非免疫群と,免疫後4,8,10日 目のラットの心腔からヘ

パリン採血した。高速液体クロマ トグラフイ(Waters社 ,

米国)に よ りLTB4を 抽 出 し,酵 素免疫測定法 (Amer‐

sham社 ,米 国)に よりLTB4濃度を測定した。

8.統 計 処 理

結果の数値を平均値±標準偏差で示 した。非投与群に

対する各投与群間の有意差は Mann― Whitney検定,ま た

日眼会誌 104巻 6号

はStudent'st― testに より評価した。

III 結  果

1.組織学的評価

EAUの組織学的評価 を図 1と 表 2に 示 した。免疫後

10日 目に R14で免疫 したすべてのラッ トに EAUが発

症 した。対照ラットには重症の EAUが惹 き起 こされ,高

い組織学的スコアを示 した。濃度別に LTB4 RAを 投与

した Al,A2群 ,お よび A3群の 3群 は対照群 と比べて

低いスコアを示した.特 に最も高い
iサ豊度である400 mg/

kg/日 のLTB4 RA投与を行ったA3群では最も著明に

EAUが抑制され,LTB4 RA治療は濃度依存性にEAU
を抑制 した。B群 と対照群の間には有意差はなかった。C

群の組織学的スコアは A3群 と比べやや高かったが,対

図 l R 14免疫後 10日 目のラット網膜ぶどう膜炎組織像 (ヘマ トキシリン 。エオジン染色,ⅡE染色 ).

A:対照ラツト.毛様体と後房への著明な炎症細胞浸潤が観察 される。B:対照ラツ ト.網膜剥離,網膜への炎

症細胞浸潤,網膜外層の破壊像および脈絡膜への細胞浸潤が観察される.C:ロ イコ トリエンB4受容体拮抗

薬(LTB4 RA)治療ラット(400 mg/kg/日 ).後房への軽度細胞浸潤が観察される。D:LTB4 RA治 療ラット

(400 mg/kg/日 )。 中等度の網膜細胞浸潤と浅い網膜剥離が観察される.網膜破壊像は対照ラットに比べて軽
減している。バーは20 μm
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101     102     103
CD45RC―FITC蛍光強度

101

図 3免 疫後 4日 目の EAUラ ッ トにおける,牌 臓 CD
45 RCi CD 4+細 胞の典型的ヒス トグラム.

実線 :対照ラツ トの蛍光強度.影つ き :LTB4RA治 療

ラットの蛍光強度.LTB」 RA治療 は,明 らかな CD 45

RC high蛍光の減少 とCD 45 RCいW蛍光の増加を惹 き起

こした.

表 3 EAUの血漿ロイコトリエンBl(LTBl)濃

度

抗原免疫後の |1数 血漿 LTBl
(平均値±標準偏差 pg′mL)

251.3± 132.6

180.0± 96.6

357.0:■ 95.2

110.8± 65.7

徴 とする・ )。 今回用 いたLTB4 RAは ,ロ イコ トリエ ン

C4,ロ イコ トリエ ン D4,種 々の prostaglandins,platelet―

activating factor(PAF)な どの交差性はなく,[3H]LTB・

の各種動物好中球に対する結合を競合的に阻害し,そ の

特異性は高い 1い.本 研究で,LTBl RAは 濃度依存性 に

EAUを抑制し,ま た,EAU誘導期後半から発症初期の期

間を含む免疫後 0～ 10日 目と6～ 10日 目の投与で EAU
眼組織への炎症細胞浸潤を軽減させることが示された。

LTB4は 好中球の遊走に際し,好中球細胞表面のCD l1/

CD 18発現を増加させ,好中球の血管内皮細胞への接着

を誘導する作用を有するい).CD l1/CD 18は 炎症細胞が

循環血流中から血液網膜柵を越えて眼へ浸潤するのに重

要な接着分子であり,ま た,CD llの リガンドの一つであ

るintercellular adhesiOn molecule-1(ICAM-1)が EAU
の眼組織に発現 していることが報告

16)さ れている。この

LTB4の作用とEAU発症前後を含む時期の投与が有効

であったことから,LTBI RAに よるEAU抑制機序の一

つとして,発症初期に炎症細胞が眼組織へ遊走するのを

抑制 し,眼炎症局所での組織障害を軽減させた可能性が

考えられる。

今回,リ ンパ球に対するLTB4 RAの 作用を検討する

ために,CD 4‐T細胞の機能的サブセットである CD 45

RCの牌臓 T細胞 における発現を解析 し,対照群で CD
45 RC high/CD 45 RCI°

W比が抗原免疫後4日 目に上昇する

ことを明らかにした。ラットでは Thlお よびTh2細胞

表 2 ロイコトリエンB:受容体括抗薬(LTB4RA)治 療

の EAUの組織学的評価

ラット
LTB4RA
(mg/kg/

濃度
日)

治療期間
(日 )

スコア

(平均値 ±標準偏差 )

細
胞
数
（個
）

対照群

Al群

A2群
A3群
B群
C群

0

100

200

400

400

400

0-10

0-10

0-10

0-10

0-5
6-10

9.7± 1.1

5,7± 0.6a

5.7± 1.2a

3.3± 2.Oab

7.5± 2.8

5.3± 2.9 10。

abc Mann‐Whitney i検 定
ap<0.01(対照群 との比較),bp<0.01(Al群 との比較 )

Cpく(0.01

コ
一
卜

，
０
鶴
い
゛
∩
Ｏ
ヽ
塩
■
０
∝
い
ゃ
∩
〇

非免疫群

|

抗原免疫 抗原免疫後の時間

図 2 実験的自己免疫性網膜ぶどう膜炎(EAU)経 過中

の CD 4.T細 胞 にお け る CD45RC M/CD 45 RCl°W

比の変化 .

対照 ラ ツ トでは免疫後 4日 目に最 も高値 を示 した。

○ :対照ラット,● :LTB4 RA 400 mg/kg/日 治療

ラット.*P<0.01(免 疫後 0日 目との比較).

照群 と比べると有意に低かった(p<0.05).

2.フ ローサイ トメ トリー

CD 45RC m/CD 45 RCbW比 は対照群では免疫後 4日

目に有意に (p<0.01)上 昇 した。一方,LTB4 RA治療群に

おける CD 45 RC high/CD 45 RChW比 は EAUの 経過中有

意な変化 はなかった (図 2).免疫後 4日 目の対照群 と治

療群の CD4+細胞における CD 45 RCの 典型的な蛍光ヒ

ス トグ ラム を図 3に 示 した。対照群 で は CD 45 RC igh

CD 4+細胞が優位であったが,治療群では対照群 と比べ

CD 45 RChigh CD 4+細 胞 は減 少 し,CD 45 RC()WCD 4+細

胞が増加 した。

3.血漿 LTB4濃度

血漿 LTB・ 濃度を表 3に示 した.非免疫群 と免疫 した

ラットの間には有意差はなかった.

IV 考  按

EAUは急激に発症 し,発症初期の眼組織ではメデイ

エー タ細胞である CD 4+ヘ ルパー T細胞の浸潤が優位

であ り
3)13),それに引き続 く好中球の著明な組織浸潤を特

6 8 10(日 )
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を明確に区別する細胞表面マーカーはまだ解明されてい

ないが,ラ ットの活性化 CD4・ T細胞におけるCD 45 RC

のアイソタイプはその発現程度からnegative,high,low

の 3群に分けられる.Iれ 妨Ю で活性化した CD 45 RC high

CD4+T糸田胞はIL-2と IFN― γを産生し,ま た,CD 45 RCb｀

CD 4・T細胞はIL-4を 産生 して B細胞に対するヘル

パー機能を有する.す なわち,CD 45 RChい 細胞,CD 45

RC bW細胞の 2つ のサブポピュレーションは,産 生サイ

トカインの種類からTh l like cel,Th 2 1ike celと 一致

することが報告
]7)嘲 されている。今回の実験は Th l like

cellsで ある CD 45 RC hth cellsが EAU免 疫早期の 1卑 臓

において優位な細胞であることを示し,LTB4 RA治療に

よりその CD 45 RCア イソタイプの変化が抑制された。

このことから,LTB4 RAは LTB4の薬理作用である T細

胞からの炎症性サイトカイン産生促進を調節することに

より,エ フェクター T細胞の活性化を抑制している可能

性があると考えられる。

また,強力な炎症性サイ トカインである tumor necro―

sis factor― alpha(TNF―α)は ,リ ンパ球に対する種々の生

理活性を有するが,ヒ ト好中球においてはLTBr recep―

torの 発現の調節に関わっている 19)。

最近では Jれ υわοで

モノサイ トか らのTNF‐ α産生が,IRBPで 誘導 された

EAUで増加 してお り,TNF‐ αが EAUの 炎症過程に関

与していることが指摘されている12).EAUの
眼炎症を形

成する複雑な炎症性サイ トカインのネットワークに

LTB4も 関与 している可能性があり,LTB・ RAの抗炎症

効果は複数の免疫学的機序にわたって発揮された可能性

が考えられる.

今回,ラ ットEAUに おける血漿 LTB4濃 度はEAUの
経過中有意な変化はなく,血漿 LTB4濃度とEAU臨床

症状との相関はなかった.EAUに 対するLTB4 RA治 療

が有効であったことから,眼炎症局所での LTB4i,豊度は

上昇している可能性があると考えられるが,LTBlは 局

所において産生されて直ちにその場で代謝されるた

め2o),血
漿 LTB4濃度は眼炎症局所でのLTB4濃度を反映

しなかったと考えられる。

眼組織への著明な炎症性好中球浸潤を特徴とするベー

チェット病などのヒト内因性ぶどう膜炎は,そ の多 くが

重症で難治性であり,眼炎症を繰 り返すうちに眼組織は

荒廃 していく。その治療には副腎皮質ステロイ ド薬や免

疫抑制薬などの長期にわたる薬物療法が必要とされる

が,その副作用のために抗炎症効果が得られる十分量を

使い難いのが実情である。LTB4 RAは その副作用につい

てはまだ検討の余地があるが,こ れまでの動物に対する

投薬では肝腎毒性などの重篤な副作用は現れていな

ぃn)21).シ クロスポリンやシクロフォスファミドなどの

免疫抑制薬が EAUの 発症 を高率に抑制する8)の に比

べ,LTB4 RAの EAU抑制効果は眼炎症の軽症化にとど

まった。しかし,組織学的に有意に浸潤細胞が減少したこ
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とか ら,炎症による組織破壊 を軽減 させ るのに有用では

ないか と考 えられる。以上 か ら,LTB4 RAは ヒ トぶ どう

膜炎の治療 に応用で きる可能性 を有 し,LTB4 RA単独投

与で は劇的な効果 は生 じな くとも,併用薬 として用いれ

ば,重篤 な副作用 を生 じやすい治療薬の減量 に有益であ

る と考 えられる。

稿を終えるに当たり,ご指導,ご校閲を賜 りました横浜市立

大学医学部眼科学教室大野重昭教授,杉 田美由紀助教授およ

び中村 聡講師に深 く感謝いたします。
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