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要  約

網膜A 抗原をラットに接種することによってEAU の発症が確認された. Lewis ラットでは抗原接種後約10

日目前後で両眼性に, 急性に発現し,5μg以上の抗原量で100% の発症が確認された. そのEAU の特徴は強い

虹彩毛様体炎と網膜血管炎を主病像とするもので,同時に松果体炎も併発していた. Wistar ラットでは14眼中

5 眼にしか発症が認められず, ラットの系においても発現に相違がみられた. Hartley 系モルモットでは肉眼

的EAU の発症はみられなかった.( 日眼 91 : 145-150, 1987)

キーワード: 実 験的自己免疫性 ぷどう膜網膜炎(EAU), 網膜抗原,A 抗原, 松 果体炎

Abstract

Experimental autoimmune uveoretinitis (EAU)was induced by retinal A-antigen (A-antigen)  in

rats. The EAU showed hyperacute inflammation in 100%  of Lewis rats in the anterior portion, and

appearanced in both eye at 10 days after immunization of at least 5 μg of A・antigen. Iridocyclitis and

retinal vasculitis were seen in ocular lesions with H-E staining through a light microscope. Concern-

ing effect on systemic organs was observed inflamation only in pineal glands at the same time as EAU

in onset. 0n the other hand, EAU occur  ed in 36% with Wistar rats following immunization with 30 μg

A・antigen.  The inflammatory ocular lesion and pineal gland in Wis  tar rats showed the same clinical

and pathological changes as in the case of Lewis rats. Hartley guinea pigs were all negative following

immunization with 30 μg A-an  tig-en for EAU. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 : 145-150, 1987)

Key wards : E χperimental autoimmune uveoretinitis (EAU),  Retinal antigen, A-antigen,  Pinealitis

I 緒  言

網膜抽出液より網膜S 抗原( 以下S 抗原) をゲル濾

過法にて精製する際に,S 抗原とは異なる分画に可溶

性の網膜A 抗原( 以下A 抗原) が存在することを1980

年Faure" が報 告した. そ の後高野ら2)に よって, こ の

A 抗原の純化, 精 製法が確立されたが,S 抗原で実験

的自己免疫性ぶどう膜網膜炎(Experimental Autoim-

mune Uveo-retinitis : EAU) を惹 起することの出来る

動 物として 頻繁 に用 い られて いたHartley 系 モ ル
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モ ットにA 抗 原を接種し て乱 肉 眼的なEAU が 発症

しなかったと報告された. そ れ故に, 現在までEAU に

つ いての研究はS 抗 原によるものが主であった. し か

し, 最近このA 抗原がInterphotoreceptor Retinoid-

Binding Protein ; IRBP3> と 免疫学的に同一であ るこ

とが著者 ら4)に よって証明され, ま たラットにIRBP

を 接種する事 によってEAU が 発 症することも報告5)

さ れた. 今回, 我 々はA 抗原を用いて ラットにEAU を

誘 発せしめることができたので, そ の特徴などについ

て報告する.

II 材 料 お よ び方 法

1. 抗原の精製

A 抗 原は高野の方法2)に準じて精製した. す なわち

牛眼100 個 か ら採取した 網膜78.6g に0.3M の リン酸

緩衝液(pH 7.6)  100ml  C1 眼あ たりlml) を 加え, ホ

モ ジュナイ ズを 行った後, そ の懸 濁 液を 高 速遠 心

(12,000rpm,  30 分) し た. そ の後, 上 清液について

Sephacryl,  S-300 を用いたゲル濾過を行い, 既 存の抗

ブタA 抗 原ウサギ血清と免疫二重拡散法で沈降線を形

成し た分子量150,000 前 後 の分画を採 取し た. 更 に

純化A 抗原を得る為に ゲル濾過 分画A 抗原 を分取用

PAG デ ィスク電気泳動( 直径2cm,  5%polyacrylamide

gel, 1. 5mA/ 本,4 °C,6 時間 泳動) にかけ, ゲルを5

mm 間隔 に緇切し生理的食塩水3ml 内にて24 時間 含有

抗原を抽出した. 抽 出液の一部を更に抗ブタA 抗 原ウ

サギ血清と免疫二重拡散法で反応させ, 沈降線の認め

られた抽出液を採取し純化A 抗 原を得た. こ れを300

μg/ml に調 整したのち分注し,-80 ℃にて保存した.

2. 接種 実験

接種動物は7 週齢雄のLewis ラット31 匹, 及び7 週

齢雄のWistar ラット7 匹 と, 体重200̃300g のHart-
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ley 系モルモット5 匹を用いた.

接種量はLewis ラットについては,1̃60 μg の抗原

量を接種し,30μg接種群を代表例とした. Wistar ラッ

ト及び, Hartley 罘モルモットについては一匹あたり

30μg の抗原量を接種した. また対照としてLewis

ラットにリソ酸緩衝生理的食塩水0.1ml を接種した.

接種方法はすべて, 抗原液0.1m1 に等量のFreund

完全アジュバント(FCA) を混和し動物の両足蹠部に

接種した.

3. EAU の観察

接種後, 経時的に細縢灯顕微鏡により眼炎症所見を

観察し,接種量による発症様式,30μg接種群を代表と

する炎症経過について検索した.

4. 眼球及び, 全身諸臓器に対する病理学的検索

抗原接種後, 経時的に眼球を摘出した. また全身諸

臓器については, 脳, 松果体, 口腔粘膜, 甲状腺, 頷

下リンパ節, 肺, 心筋, 肝, 腎, 小腸, 腸間膜, 精巣

を接種後各時期に摘出した.摘出組織は2.5% ホルマリ

ン加2% グルタールアルデヒド液にて固定した後,

Hematoxylin Eosin 染色し, 光学顕微鏡での観察を

行った.

Ill 結  果

1.A 抗原の収量:

網膜約76.8g( 牛眼100個) より最終的に, 純化A 抗

原としてll.lmg が得られた.

2. 抗原量とEAU 発症:( 表1)

Lewis ラット群では,5 μg 以上の抗原量でEAU が

100% に両眼性に発現し, 急性発症した. 発病は接種後

約10日前後であった.1 μg の接種群では10眼中6 眼に

炎症が確認された. また7 匹のWistar ラットでは2

匹4 眼,1 匹1 眼に炎症が認められた. これらは接種

表1 A 抗原によるEAU の発疱様式

種
接 種量
(μg)

発症眼 数 罹患眼 前眼部所見
発症に要した 日数
平均値 土標準偏差値

Lewis ラット 60

30

20

10

5

1

6/6

16/16

10/10

10/10

10/10

6/10

両

眼

性

急

性

発

症

9.0

10.0 土0.5

9.6 土0.7

9.8 土0.8

10.4 土I.0

15.0 土0.7

Wistar ラット 30 5/14
片 眼性1

両 眼性2
12.4 士0.9

Hartley モルモット 30 0/10 - -
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表2 A 抗原30μg接種群の発症経過

Lewis
ラ ット

接 種 後 囗 数

N0  .眼

← ●●●●●―7 日間 …………… →

9  10  11  13  15  17  19  21

1
R

L

一  丑  卅  卅  十  土  -  一

一  卅  冊  丗  十  土  士  -

2
R

L

一  冊  卅  卅     十  -  _十  _

―  冊  卅  卅  +  +  -  -
-

3
R

L

-  一  土  卅  卅  十  一  一

一  一  十  卅  卅  士  一  一

4
R

L

一  ―  斗  胼  卅  十  一  一

一  十  卅  卅  丑  十  土  -

「D
R

L

-  H  佃  佃  +  一  一  -

H  衵  衵  出  丑  十  一  一
-

爿; 超 高度( 蓄膿, フ4 プ リン, 前房出血)

斗; 高度( フィブ リン, 細胞多数)

十; 巾篤度( 細 胞軽度)

土; 軽度( 充 血)

図1 EAU 発症眼の前眼部所見( 発症期). 虹彩血管

は拡張並びに蛇行し,虹彩後面に蓄膿が観察された.

後約14日目に発症した. Hartley系モルモット及び,対

照には発症は認められなかった.

3. 30μg接種Lewis ラットの発症経過:( 表2)

接種後約10日目に球結膜充血, 虹彩血管の拡張, 蛇

行, 前房のフィブリン析出をもって急性発症し, 約1

ないしは2 日目で極期に達した. 発症極期( 図1) で

は虹彩の充血, 血管拡張, および蛇行を示し, 瞳孔領

にはフ・1プリン析出による膜形成が認められた. また

虹彩後面の後房には蓄膿が観察された. この蓄膿は体

位変換によって易移動性を示す事が特徴であった. 尚

眼底の変化は,強い前眼部症状の為,透見が困難であっ
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た.

4. 病理学的検索

30μg接種, Lewis ラットの病理所見は下記のごとく

であった.

1)EAU 発症眼

i) 前房所見( 図2)

EAU 発症初期より極期にかけて前房には, 多数の

細胞が浸潤しフィブリン析出を伴う極めて強い変化が

図2 虹彩の組織像( 発疱期). 単核球が主体をなし,

多数の多核白血球の浸潤も認めた.HE 染色×160

図3 毛様体, 隅角部の組織像( 発疱期). HE 染色×

160
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認 められた. 時には虹彩側の血管破綻に伴う前房出血

も見られた. また角膜内皮には細胞や, 色素の沈着が

認められた.

iD 虹彩毛様体所見( 図3)

虹彩毛様体では血管を中心として著明な細胞浸潤が

炎症早期 より認められた. 浸潤細胞はリンパ球などの

単核球が主体を成し, 同 時に多数の多核白血球を伴っ

ていた. さ らにマクロファージ, 形 質細胞, 少 数の好

酸球も混在していた.

iH) 網 膜脈絡膜所見

EAU 発 症 時網膜では, 網膜血管炎 としての所見が

主であった( 図4). すなわち血管周囲に細胞浸潤が著

明で, 浸潤細胞の主体は虹彩毛様体と同様, 単核球と

多数の多核白血球で占められていた. また発症期より

極期にかけては, 外顆粒層まで及ぶ著明な浮腫を とも

図4 網膜組織像(発症期). 網膜血管周囲炎が著明に

認められた. 視細胞外節の構造はこの時期には保だ

れていることが特徴であった.HE 染 色×160

図5 視神経乳頭部組織像(発症期). 視神経乳頭部の

動静脈周囲より硝子体腔にむけて著明な細胞浸潤を

認めた.視神経組織への浸潤は軽度であった.HE 染

色×63
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なう炎症性変化を認めたが, 視細胞外節層の構造は良

く保たれていた. 発症期の視神経乳頭部( 図5) には,

強い網膜中心動静脈血管炎が認められ, 炎症細胞は視

神経乳頭から硝子体腔中に浸潤していた. しかし視神

経組織には軽度の細胞浸潤しか見られなかった. 発症

より約一週間後では( 図6) 浸潤細胞は急激に減少し

た. そして単核球が主体を成し, 多核白血球はごく軽

度にしか認められなくなった. 一方, 細胞浸潤による

視細胞外節の破壊はこの時期に散見された八 外節層

の変化をほとんど伴わずに炎症が消退していく症例も

多く観察された.

また網膜血管では周囲炎が進行し, 肉眼的にも白鞘

化か観察され(図∩, 白鞘化した部位の組織像(図8)

は閉塞性血管炎の像を呈していた.

2) 全身諸臓器について

全身の諸臓器のうち, 免疫学的的交叉性が認められ

た松果体恆こ炎症像が認められたが他の組織には特異

図6 網膜組織像(発症後, 約1 週間九 この時期に視

細胞外節の破壊が認められた.HE 染色×160

図7 眼球割面所見(発症後, 約1 週間). 血管周囲に

白鞘化を認めた.( 矢印)
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図8 已鞘化した血管周囲の組織像. 網膜血管は閉塞

性血管炎の歟を呈した.HE 染色×160

図9 松果体の組織像. 炎症は接種後約10日目, EAU

発症と同時に認められた. 松果体実質の血管に沿っ

た細胞浸潤が著明であった.HE 染色×63

図10 松果体の組織像. 浸潤細胞の主体は眼球同権単

核球で, 多数の多核白血球も認められた.HE 染 色×

160

的変 化は観察されなかった. す なわち松果体では( 図

9, 図10)EAU 発 症 と同時に松果体実質の血管に洽っ

て炎症細胞が浸潤していた. 眼 球の所見と同様に浸潤
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細胞 はリンパ球を主とした単核球で, 多 核白血球, マ

クロファージ, 形 質細胞も多数認められた. また炎症

後期, 発症後約7 日 目にはこれらの浸潤細胞は減少す

る一方, 松果体細胞は変性していた.

尚, EAU 並 びに松果体炎が誘発されたWistar ラッ

トでは臨床的にも病理組織学的 にもLewis ラ ットの

所見と同様であった.

IV 考  按

A 抗 原は網膜抽出液に含まれる可溶性臓器特異抗原

であり, 分子量は約150,000, 等電点はpH 5.0 を示 し,

電気的易動度はアルブミン1.0 に対して0.9 であ り, 免

疫二重拡散法でsingle line を 形 成する事が知られて

いる2). またA 抗原は網膜の視細胞外節の先端部から

網膜色素上皮の絨毛突起部にかけて局在し, 外 節の

shedding 機構 に関与するものではないかと報告6)さ れ

ている. 一方, 眼 内Retinol 代謝 の点から, Retinoid と

特 異的に結合する機能をもち, し かも網膜視細胞外節

と網膜 色素 上皮 層間(Interphotoreceptor Space ;

IPS) に のみ存在する蛋白をChader31,  Wiggert ら7)が

注目し, こ の物質をIRBP として報告している. 最 近

Gery5)は こ のIRBP を 用いてFCA と百 日咳菌を混合

し, Lewis ラ ットに接種したところEAU の 発疱をみ

たと報告している. こ のIRBP とA 抗原が最近, 免 疫

学的に同一の抗原性を示し, 生化学的にも極めて近似

してい ることが報告された力≒ 今回の接種実験の結

果もGery ら5)の報 告と極めて類似していた.

ま た今回, Lewis ラ ットのほ か, Wistar ラット,

Hartley 系 モ ルモットについて も接種 を行ったが,

Wistar ラ ットでは約36% に発 疱が認められ, Hartley

系 モ ルモッ 冂こは発症が肉眼的に全く確認できなかっ

た. Broekhuyse ら7)はIRBP をWistar ラ ットに接種

したところEAU は発症しなかったと報告しており,

Wistar ラ ットではIRBP で もA 抗 原でも発症しにく

い事は一致する. 一 方, Vistica ら9)はIRBP をHart-

1ey 系 モ ルモットに接種した ところ, 我 々の結果と同

様に発症は認め られなかった と報告している. し た

がって, Hartley 系 モルモットにおいて払 A 抗 原と

IRBP に対 す る感受性が低い とい う点で一致した.

従って以上のことから,A 抗原 とIRBP はEAU 発 現

性において 乱 ほぼ同一の性格を有するものと考えら

れた.

A 抗原によるEAU と, 従来より数多く報告されて

いるS 抗 原によるEAU と の相違を30μg 接 種した場



150―(150)

表3 A 抗原とS 抗原によるEAU の相違

抗原接種量30 μg

A-EAU S-EAU

Lewis ラット

発症日
(接種後 目数)

10 14

病理学的所見

網膜I血管炎

視細胞外節変化

卅

(-)̃ 十

+̃ 丑

卅

榻による発現性

Lewis ラット

Wistar ラット

Hartley 系モルモ ット

卅

(-)̃ 刪

卜)

卅

卜)

卅

合を例にとって調べてみると(表3), 抗原 接種後発症

に要した日数はA 抗原によるEAU の方 が2̃3 囗短

かった. また病理学的所見ではA 抗原によるEAU で

は発症時より強い網膜血管炎が生じるのに対し,S 抗

原によるEAU では 発症時より著明な視細胞外節への

細胞浸潤や破壊が全例に見られることが, 主な相違点

となっていると思われた. ま たA 抗 原によるEAU で

も 視細胞外節層の破壊は炎症後期に至ってみられる

が, 症例によっては極めて軽度の障害しか受けないも

のもあり, 外 節の破壊を主とするS 抗 原によるEAU

とは 明らかに異なった所見であった. こ の両EAU に

みられる外節の変化はS 抗 原が視細胞外節の膜に存在

するのに対し,A 抗原は視細胞外節間隙に存在すると

いう解剖学的な局在の相違が発症機転や障害にも関与

しているのでぱないかと思われた.

他 臓器における変化としては,S 抗原をモルモット10)

や ラット11)に 接種すると松果体炎を生じることが確認

されている.A 抗原によってもラットで松果体炎が確

認され, またGery ら5)によ ってIRBP で も確かめられ

ている. 眼の臓器特異性抗原と交叉性を有する松果体

にEAU と同様に自己免疫性炎症を誘発することを確

認した事は, 光 伝達機構としての松果体の役割をA 抗

原やIRBP を 用いて探求する点から も今後解明され

るべき問題を多く含んでいると考えた.

本論文の要旨は, 第90回日本眼科学会総会(昭和61年5 月

23 囗四日市市) にて発表した.

稿を終えるにあたり御指導, 御校閲賜りました松尾治亘

日眼 会 誌 91 巻 1 り

教 授 に 深 く感 謝 致し ま す.
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