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内因性ぶどう膜炎のエンドトキシン 0モ デル

2.生化学的研究 (図 6,表 1)
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要  約

さまざまな動物に対 し,エ ンドトキシンを全身または局所に投与することによって眼炎症が引 き起 こされる

ことが報告 されている。今回,我々はルイスラットの足瞭皮下 にエンドトキシンを注射することにより惹起 さ

せた眼炎症モデルを用いて,そ の炎症の動態や血液眼関門の破壊 について検討 した。エンドトキシン注射 3

～ 6時間後には,前房水中タンパク濃度や細胞数の増加,縮瞳が見 られ始め,こ れらの所見は18～24時間後に

は最大 となった。その後タンパク濃度 と縮瞳の程度は減少 していったが,細胞は 1週間後でも認められた。ま

た,前房水中のロイコ トリエンズ (LTs)を HPLC法にて定量 した結果, 6時間後からLTD4を検出 し,24時
間後にて最大 となった。以上の結果より,眼 に直接触れないで炎症 を起こすことができるこのモデルは,内因

性ぶどう膜炎のモデルのひとつとして,血液眼関門の破壊の機序 などを解析する上で有用であると思われる。

(日 目艮 91:1147-1153, 1987)
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Abstract
Inflammation induced by systemic injection of endotoxin can be a convenient model for en-

dogenous uveitis since ocular inflammation can be induced without manipulating the eye, We examined
the dynamics of various inflammatory parameters following injection of various endotoxins in the
footpad of rats. The inflammatory pattern of three difrerent endotoxins were found to be essentially
the same Shigella flexneri, Escherichia coli, and Salmonella typhimurium. Protein contents of aqueous
humor began to increase from 3 hours after the endotoxin injection, reached a peak level at 24 hours
and returned to a normal level in the following several days. On the other hand, cells in the aqueous
humor increased 3 hours after the injection, reached a peak level at 24 hours and maintained a high
level even one week after the injection. Concerning the pupillary size immediately after the death of
the rats, animals injected with endotoxin showed a miotic response. This miotic response was
maximum between 18 and 48 hours after the endotoxin injection. Furthermore, we examined aqueous
homor samples to evaluate leukotrienes (LTs) by high-pressure liquid chromatography. LTD. was
detected in the aqueous humor at 6 hours and reached a peak level at 24 hours. The present data
indicate that the systemic injection of endotoxin caused the disruption of the blood-ocular barrier
soon after the injection. This model is useful for analyzing the pathophysiology of endogenous uveitis
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I緒  言

グラム陰性菌の リポ多糖体 (Lipopolysaccharide;

LPS),いわゆるエン ドトキシンの全身投与により,補

体系の活性化
“

,血小板凝集因子の放出3)4)な どの諸現

象が認められることが報告 されている。眼科領域にお

いては,従来よリウサギの耳静脈や眼内にエンドトキ

シンを注射し,眼に炎症を惹起させた動物モデルにつ

いての研究が行われて きた。しかし,Bhattacheriee

ら5)は ラットを用いて,エ ン ドトキシン全身投与後に

血液眼関門の破壊が起 こることを,標識アルブミンの

漏出及び蛍光眼底像により確認 した。眼に直接触れる

ことなく眼内炎症を惹起し得るこの動物モデルは,内

因性ぶどう膜炎の実験モデルとして有用であると考え

られる.ウ サギに比べ, ラットの場合は採取 し得る房

水量が少ないとい う欠点があるものの, ラットの抗原

に対する種々のモノクローナル抗体が市販されている

ので,免疫学的検索を詳細に行な うことが可能である

とい う点において大 きな利点がある。我々は前報
6)に

おいて, この実験モデル,すなわちラットの足脈皮下

にエン ドトキシンを注射することにより生 じる眼内炎

症の経時変化についての形態学的研究を行ない報告 し

た。今回は,こ の炎症モデルを用いて種々の炎症パラ

メーターについて主に生化学的な検討を行なったので

ここに報告する.

II 実験材料及び方法

1。 実験動物

8～ 10週齢,雄,近交系ルイスラット (日 本チャー

ルズ リバー,厚木市,神奈川県).

2.エ ンドトキシン注射

動なι′ιαノι%%ιガ, Es働″た力π ω″ 055:B5ま たは

Sα′%οπι′″

`〃

)力′π%π%2(DIFCO, Detroit, U.S.A.)

のエンドトキシンを生理食塩水に溶解して,1～ 1,000

μg/ratの 範囲の用量でラット両後肢足疎皮下にそれ

ぞれ0.lmlずつ注射した.ま た,コ ントロールラットに

は生理食塩水のみを注射した.

3.実験計画

エンドトキシン注射後, 0,1,3,6,12,18,24,

48,72時 間及び 1週間後の各時点において, ラットを

C02にて殺処分 した。直ちに,手術用顕微鏡下にて瞳孔

径の長径 と短径を測定 し, さらに27G針にて前房水を

約20μ l採取 した。 このうち2μ lを タンパク濃度測定用

に,2μ lを 細胞数計数用に,残 りを ロイコトリエン測定

用に供した。また,各時点で測定に供 したサンプル数

はいずれも 6ま たは 8であった。

4.前房水中のタンパク濃度

前房水中のタンパク濃度の測定は,Blo‐ Rad Protein

Assay Kit(BIO‐ RAD Chelnical Division,Richmond,

California,U.SADを 用いて行なった7)8).

5,前房水中の細胞数

前房水中の細胞数は,採取 した房水をマイクロシ リ

ンジを用いスライ ドグラス上に塗布 し, 自然乾燥後に

ライ ト染色を行ない,光学顕微鏡下にて全視野の青 く

染まった細胞を計数した。

6.ロ イコ トリエンの定量

ロイコ トリエ ンの定量は高速液体 クロマ トグラ

フィー法 (HPLC)と ラジオイムノアッセイ法 (RIA)

にて検討 した.除タンパクを行な うために,採取 した

一定量の前房水 に 2～ 4倍量 の エ タ ノールを加 え

て,-80℃ にて保存 した.一昼夜放置 した後に, 4°C,

15,000回 転で10分間遠心し,上清を回収した。その上

清を窒素ガス下にて濃縮し,エ タノールを蒸発させた。

この残湾を少量の下記の溶出液 に再溶解 して HPLC
に注入し測定 した。分離カラムには,Nucleosi1 5C18

(4.6mm× 150mm)を 用い,溶出液 としてアセ トニ ト

リル/水 /メ タノール/酢酸 (300:400:10010.6,pH
5.6)を 室温下0.7m1/minの 速度で流 した。ポンプは

LC‐6A(島津製作所,京都)を用い,検出器には紫外

分光光度計 SPD‐ 6A(島津)を用いて270nmの 吸光度

をモニターした。また,ク ロマ トパ ック C‐ R3A(島津 )

にて記録計算を行なった,標準 ロイコトリエンとして

用いた LTC4,LTD4,LTE4に ついては和光純薬工業

(株)よ り,LTB4は PaeSel社のものを入手した。また ,

LTC4,LTD4,LTE4は各々100ng,LTB4は 50ngを用

いて標準クロマ トグラムを作成 した。HPLCにて分離

定量後に, ロイコ トリエンに相当する分画を回収し,

RIAを行なった.RIAは New England Nuclear社 の
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ロイコトリエン測定用キットを用いて行なった

III 結  果

1.瞳孔面積の経時変化

殺処分直後の眼球を,手術用顕微鏡を用い一定光量

のもとで観察 した ところ,生理食塩水のみを注射した

コン トロール ラットでは強 く散瞳 していたのに対 し

て,シ グラエン ドトキシン(lmg/rat)を 注射したラッ

トでは,Fig.1の ごとく時間経過に伴って強い縮瞳が

見 られた。すなわち,注射 6時間後でやや弱い縮瞳が

見られ,12時間後では中程度の,そ して18時間後では

最も強い縮瞳が見 られた。これは48時間後まで持続 し

たが,その後は縮瞳 も弱 くなり, 1週 間後には縮瞳は

見られなかった .

2.細胞数の変化

1)上記の瞳孔径の測定を行なった ラットから得た

前房水サンプル中の細胞数の変化について検討した。

コントロールラットの前房水中には,細胞は全 く検出

されなかった。 シグラエンドトキシン注射 3時間後で

は600± 139個 /ml(mean± SE,n=6)の細胞が見ら

れ,24時間後には2× 106± 6.9× 104個/ml(n=6)の 値

のピークに達した。その後,細胞数はタンパク濃度の

場合と異なり, 1週 間後でも2× 104± 2.9× 103個 /ml

(n=6)の細胞が見られた (Fi3 2)。

2)次 に,S′ιχπι″以外のエンドトキシン,すなわ

ちEω″,S"滋 ・%%ra%2についてもパターンが同

じであるかどうかを検討するために,同様の実験を行

なった.各々100μg/ratを注射した後に採取した前房

水中の細胞数を調べた結果,用いた 3種類のエンドト

キシンの間で全 く相違が見られず,エ ンドトキシン注

10

0 二_ユ
036 12 18 24      48       72 hr '' lw

Time after Endotoxin lnjection

Fig. 1 Changes in the pupillary size following the
injection of S. fierneri endotoxin (1mg/rat) into
the hind footpads.
Results are expressed as the mean+S.E.. (n:8)

036 12 1824 48 72 hr

Time after Endotoxin lnjection

Fig.2 Protein concentration (.-.) and the
number of cells (o---o) in the aqueous humor
following the injection of S. fiexneri endotoxin (1
mg/rat) into the hind footpads.
Results are expressed as the mean+S.E.. (n:6 or
8)

（
しヽ
ヽ
０
〓
０
０
）

」
。
Ｆ
一っ
〓

０
う
ｏ
ｏ
っ
０
●

Ｃ
一
０
〓
ｏ
（）

ル

′

５０

４０

３０

２０

‐０

（
ヽ
Ｅ
ヽ
∞
Ｅ
）

´
Ｃ
Ｏ

“
Ｃ
Ｏ

Ｏ

Ｃ

一ｏ

一
ｏ

Ｌ
ｎ
一

8_______ふ ｀｀` ｀`
えヽt

タ ｀ヽ
も

l″

0

び

　

　

　

ｒ

　

　

　

ｒ
　
　
　
０

（
ヽ
Ｅ
＼
０
〓
ｏ
Ｏ
）

」
ｏ
ｒ
Ｃ
コ
エ

゛
ぅ
ｏ
ｏ
っ
σ
ｏ

Ｃ
一
０
〓
ｏ
い
）

（・亡
Ё
）
ｏ
Ｎ
一●

〓
。
コ
」^

Oi36 12 18 24 48 72

丁ime after EndOtoxin injection(hr)

Fig. 3  
′
I｀ he dynarnics Of the null■ ber of cells in the

aqueOuS huinOr fO110Wing the SyStemiC inieCtiOn

of three different kinds of endotoxin (100μ g/

rat);● ―● S4)少力′π%πZ″,O――OEω ′ち▲―°

一▲ Sノ0,πι″.

Results are expressed as the rnean」 IS.E¨

射24時間後には細胞数は最大 とな り,72時間後でもこ

の細胞数は依然 として高い値であった (Fig.3).

3.前房水中のタンパク濃度

1)上記の実験を行なったラットから得た同じ房水

サンプル中のタンパク
,′農度について検討した。シグラ

エ ン ド トキ シ ン注 射 前 に は 平 均1.3± 0.lmg/ml

(mean± SE.,n=8)で あったものが,注射 3時間後に

は少量ではあるが有意な増加を示 し,そ の後時間の経

過 とともに上 昇 し,24時 間後 には38.9± 3.5mg/ml

(n=6)の ピークに達した。しかし,48時間後にはピー

クの約半分に減少し, 1週間後には注射前の値に戻 っ
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Fig. 4 The dynamics of protein concentration in
the aqueous humor following the systemic injec-

tion of three different kinds of endotoxin O00pg/
rat); o-o S. ttfhimurium, o- o E. coli, t-'
-t S. fiexneri.
Results are expressed as the mean+S.E..

た (Fig.2)。

2)次に,先 に述べた 3種類 とエン ドトキシンを用い

た場合のタンパク濃度の変化について検討した.タ ン

パク濃度の変化は,用 いた 3種類のエンドトキシンの

間で大きな相違はなく,エ ン ドトキシン注射 3～ 6時

間後より増加が始まり,そ の後時間経過とともに上昇

し,24時間後には最大となった。その後は減少し始め ,

72時間後にはほぼ正常の値に戻った。ただし,Eω ″

を用いた場合には他のふたつのエンドトキシンと異な

り,エ ン ドトキシン注射 1時間後からタンパクの増加

が認められた (Fig.4).

3)エ ンドトキシン注射による炎症の強さの用量依

存性を検討した。3,10,30,100,300,1,000μ g/rat

のシグラエンドトキシンを注射し,24時間後に採取 し

た前房水サンプル中のタンパク濃度を炎症の指標とし

た。3μ g/ratの エンドトキシンを注射した時には,前房

水中のタンパク濃度は, コントロールラットと比べて

ほとんど変わ りなかった。その後は,エ ンドトキシン

の濃度に比例して増加し,300μ g/rat以上の濃度で最

大に達した (Fig.5).

4.前房水中のロイコトリエン定量

標準ロイコトリエンをHPLCにて分析した結果 ,

LTC4,LTD4,LTE4,LTB4のサ順に溶出した(Fig.6a).

生理食塩水を注射したコントロールラットの前房水の

クロマトグラムでは,前述の各種ロイコトリエンに相

当するピークは検出されなかった (Fig.6b)。 しかし,

エンドトキシン注射 6時間後には矢印に示すような

ピークが検出され,その溶出時間は標準 LTD4の ピー

クと一致した(F尊 6c)。 時間経過とともにこのピーク

Siigelro endotoxin (tg/rat)

Fig. 5 The dose-dependent effect of endotoxin on

the protein concentration in the aqueous humor.

The sample was obtained 24hours after the sys-

temic injection of S. flzxnei endotoxin.

Results are expressed as the mean-FS.E.. (n=6)

は大きくな り,エ ンドトキシン注射24時間後には最大

となった (Fig.6d).ま た,標準 ロイコトリエンのクロ

マ トグラムを基準として定量計算を行ない,Table l

の結果を得た.すなわち, コン トロールラットでは検

出限界以下であったのに対 して,エ ンドトキシン注射

6時間後には6.4± 1.3ng/ml,24時間後には51.0± 5.3

ng/mlと 有意に増加していた。しかし,LTD4以外の ロ

イコトリエンに相当するピークは,単眼より得た房水

サンプルでは検出されなかった。以上の結果は 1眼か

ら採取 した房水を測定したものであるが, 5眼の房水

をプールして測定してみると図には示さないが,エ ン

ドトキシン注射24時間後に LTB4に相当するピークが

わずかながら検出された。また,HPLCによりLTD4

と判断された分画を回収した後に,一部の検体を RIA

キットを用いて測定した結果, この分画には免疫学的

に見て LTD4と 判断される物質が含まれていることが

確認された。

IV考  按

エン ドトキシンによる眼炎症 についての研究は,今
まで実験モデルとして主にウサギを用いて行なわれて

きたが,炎症 という現象の解明に免疫学的な解析が必

要不可欠 となってきている今 日では,モ ノクローナル

抗体の利用が役に立つと考えられる.し かしながら,

ウサギは遺伝的背景が充分に解明されていないので ,

ウサギに対するモノクローナル抗体の種類は限られて

いるのが現状である.その点, ラットはウサギに比べ

ると遺伝的背景もはっきりしていて,モ ノクローナル

3     10    30    100
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↓
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a)

Table 1 Leukotriene Dr in aqueous humor

measured by HPLC

´
「 inne(hr)

COncentratiOn Of LTI).
(ng/ml) N

０

３

６

Ｐ

■

％

囀

″

NDネ

ND
6.4± 1.び

*

14.8± 2 9

26.5:± [6.5

51.0:」=5.3
ND
ND

ホND:NOt detected by HPLC
**Results are shOwn as the nlean± S.E

15 20

抗体の種類も多い。また,モ ノクローナル抗体の利用

に限 らずいろいろな免疫学的手法を行な う上で, ラッ

トを用いた場合の方が多岐にわたる実験を行なうのに

適 している。採取できる房水量が少ないとい う欠点は

あるものの,こ のエン ドトキシンによる眼炎症モデル

を確立 し,今後さらに詳 しく解析を進める上で, ラッ

トを用いたモデルの方が有用性が高いと考えられる。

すでに我々は, ラットを用いて内因性ぶ どう膜炎の実

験モデルを作製 し,眼及びその他の諸臓器の病理変化

の動態について形態学的考察を行ない報告 した。.病

理組織像を見ると,眼以外の諸臓器にはほとんど大き

な変化が認められなかった。この理由については前報

でも述べたように明らかにはされていないが,眼組織

0  5  10  1

Retention Time (min) Retention Time (min)

Fig. 6 Elution patterns of aqueous samples by HPLC following the systemic

injection of S. fiexnei endotoxin (1mg/rat) into the hind footpads'

a) Standard LTC., LTD4, LTE, and LTB.. b) Aqueous sample from saline-

injected control rats. c) Aqueous sample from endotoxin-injected rats (6hr

after the intection). d) Aqueous sample from endotoxin-injected rats (24hr

after the injection).
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が少量のエンドトキシンに対 して感受性が特に高いも

のと考えられる。また,眼に起こった炎症は主に前眼

部に強い変化が見られた。

今回,我々は炎症の指標 として,前房水中のタンパ

ク濃度,細胞数,瞳孔面積, ロイコトリエン濃度の変

化について検討した。前房水中のタンパク濃度及び細

胞数は,注射後 3～ 6時間で両者共に急激な増加を示

し,18～ 24時間でピークに達 した,そ の後,前房水中

タンパクは急速に減少するのに対し,前房内の細胞数

は高いレベルを 1週間以上維持していた.ま た,F暮 2

および Fig.3に おいて Sメタπι″注射後の前房水中

細胞数の立ち上がリパターンが異なっていることにつ

いては,ち ょうどエン ドトキシン全身注射の 3時間後

あた りを境にして細胞が前房水中に現れて くるものと

考えられる。前房水中タンパク濃度の変動について,

Bhattacherieeら 5)は
注射後 4時間後 と24時 間後の 2

峰性のピークを報告 しているが,今回我々の実験では
,

3種類のエン ドトキシンのいずれを用いて も,注射

18～ 24時間後に単一のピークを認めた。

瞳孔面積の変化について,一般的に動物の死後は散

瞳状態 となるが,今回の実験でもコン トロールラット

では,殺処分直後に散瞳が観察された.一方,エ ンド

トキシンを注射したラット眼においては,殺処分直後

に強い縮瞳が観察された.こ の縮瞳は,エ ン ドトキシ

ン注射18～ 24時間後に最 も強 くなったが, 1週間後に

はコン トロールのレベルに戻った.こ こに述べた結果

と前報の組織学的考察 とを考え合わせると, この血液

眼関門の破壊は一時的かつ可逆的なものであると思わ

れる。

上述のごとく,エ ン ドトキシンの足脈への注射によ

り,前房水中のタンパク増加,細胞増加,及び縮瞳な

どの炎症反応が,注射後18～ 24時間をピークに生じる

ことが明らかにされたが, これがどのような機序によ

り生 じるかについては,未だ一定の見解がない。今回,

微量 しか採取できないラットの房水を用いるこの実験

系において,感度の上では RIAに劣るが,一度に数種

類の物質を定量できる可能性を持つ HPLCを使 うこ

とができれば有用であると考え,HPLCに よる測定を

中心にロイコトリエンズの定量を行なった。その結果 ,

LTD4が 眼内炎症の増強 とともに前房水中に検出され

た。他のロイコトリエンズについては, 1眼から得た

サ ンプルを用いた場合 には HPLCで は測定不能で

あった。 しかし,今回のデーターでは示めさなかった

が予備実験で数眼から得た房水をプールした検体では
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LTB4が微量ながら検出された。LTD4は血管透過性克

進を起 こすことが知 られてお り°)1。 ), したがって房水

中のタンパク増加の原因の一部は LTD4に よるものと

考えられる。また,LTB4は好中球遊走活性を促進する

ことが知られてお りH)12),今 回検出された LTB4が エ

ン ドトキシン注射後の細胞増加に関与 していることを

否定できない。今回の実験では, ロイコトリエン以外

の化学伝達物質,例えばプロスタグランジンズ,サ ブ

スタンス P,ブ ラジキニン,VIP(血 管作用性腸管ポ リ

ペプチ ド)な どについての測定は行なっておらず, し

たがってエン ドトキシン注射後の眼内炎症 と化学伝達

物質 との相関については, これらを総合的に検討した

後に明らかにされるものと思われる。現在我々の研究

室では, これらの化学伝達物質について総合的に検討

を進めている。

以上のような化学伝達物質の他に,エ ンドトキシン

による眼内炎症を mediateす ると考 えられる系 とし

て Ia抗原の関与が考えられる。すなわち,Kimら 13)の

報告によると,眼内に炎症を生じないような少量のエ

ン ドトキシンによっても,網膜血管内皮細胞や網膜色

素上皮細胞に Ia抗原が発現されることが明らかにさ

れている。網膜血管内皮細胞や網膜色素上皮細胞は
,

血液眼関門のバ リアーの存在する部位であり, さらに

Ia抗原は免疫応答及びそれに引 き続 く炎症反応に必

要不可欠な免疫応答遺伝子抗原である14)-16)こ とから,

Ia抗原の発現が血液眼関門の破壊に関与 しているこ

とが示唆される。さらに最近,Chanら 17)に より,S抗
原によるラットの実験的自己免疫性ぶ どう膜炎モデル

においてもIa抗原の発現が報告されてお り,ま すます

眼炎症 とIa抗原 との関連性が重要なものになると考

えられる。ラットはすでに述べたごとく, さまざまな

免疫学的な解析が可能である実験動物であるので, こ

れらの諸点について今後詳しく検討を加える予定であ

る。

稿を終えるにあたり,御助言を下さった東京大学医学部

眼科学教室三島済一教授,及びロイコトリエンの測定に関

して御助言を下さった東京大学医学部栄養学教室清水孝雄

助教授に深謝いたします。

なお,本論文の要旨の一部は,第 7回国際眼研究会議にて

発表した.
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