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実験的自己免疫性ぶどう膜炎 (EAU)における脈絡膜循環の研究

第 2報  Interphotoreceptor Retinoid‐ Binding Proteinン こより

惹起されたEAUの脈絡膜組織血流量 (図 7,表 1)
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要  約

Interphotoreceptor Retinoid‐ Binding Protein(IRBP)に より惹起 された実験的自己免疫性ぶどう膜炎

(IRBP‐ EAU)の 脈絡膜循環異常 を明らかにする目的で,IRBP… EAUを発症 した Lewisラ ットにおいて脈絡

膜組織血流量 を水素クリアランス法を用いて測定 し,病理組織学的に対比 して検討 した。その結果,発症直後

から炎症の極期にかけては脈絡膜への著 しい細胞浸潤による機械的圧迫のため脈絡膜血流量は減少するが,発

症 1週以後の消炎 した後には増殖 した線維芽細胞が減少するとともに脈絡膜血流量 もしだいに回復 し,発症 3

週および4週後には発症前の血流量に回復 した。前報の網膜 S抗原により惹起 された EAUで は発症 4週後に

も脈絡膜血流量の回復はみられず, この違いは脈絡膜血管に対する障害の程度の差によると思われた。 (日 眼

92:1904-1911,1988)

キーワー ド :脈絡膜循環,IRBP,網膜 S抗原,実験的自己免疫性ぶ どう膜炎,水素クリアランス法

Abstract
Choroidal blood flow (CBF) was measured by the hydrogen clearance method in rats with

experimental autoimmune uveoretinitis (EAU) induced by interphotoreceptor retinoid-binding pro-
tein (IRBP). CBF in several stages of EAU correlated with light microscopy histopathologic flnding
as follows : 1) CBF decreased significantly 0-3 days after onset, correlating with mechanical com-
pression of vessels by massive infiltration of inflammatory cells in the choroid, 2) CBF decreased 1-2
weeks after onset, correlating with moderate proliferation of the flbroblasts in the choroid,3) CBF
returned to a normal level 3-4 weeks after onset, correlating with a reduction in proliferation of the
fibroblasts in the choroid. In a preceding paper, CBF in EAU induced by retinal S-antigen did not
return to a normal level 1-4 weeks after the onset. The difference between these flndings may have
been caused by differences in the degree of damage to the choroidal vessels. (Acta Soc Ophthalmol Jpn
92 : 1904-1911, 1988)
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I緒  言

近年,網膜に含まれ視機能にとって重要なタンパク

質である網膜 S抗原,Interphotoreceptor Retinoid―

Binding Protein(IRBP), およびォプシンが自己抗原

となって,種々の実験動物に実験的自己免疫性ぶどう

膜炎 (Experimental Autoimmune UveOretinitis:

EAU)を生ずることが明らかとなり1)～ 3),ま た ヒトぶど

う膜炎 との関連性が示唆され4)～9)注 目を集めている。

そして網膜抗原の種類によって,EAUの 臨床像や組

織像が異なることも報告されている10)～ 12).

一方,炎症局所における循環異常は炎症を修飾する

重要な因子であるが,ぶどう膜炎における循環異常に

ついては 0'ROwkeら 13)。 AronsOnら“
)の報告がある

のみである。すなわち 0'Rourkeらは眼異種タンパク

質の硝子体内注入によって実験的ぶ どう膜炎を作成

し,眼血流量が減少していることを示した。ArOnsOn

らは眼外異種タンパク質の注入により実験的ぶどう膜

炎を作成 し,microsphere techniqueを用いて経時的

に眼血流量を測定し, さらに病理組織学的にも検討 し

た。その結果,軽度の炎症では急性期,慢性期 とも血

流量は増加するが,中等度あるいは激しい炎症におい

ては急性期から血流量は減少し血流量の増減は血管の

閉塞の程度 と相関していたと報告 した.し かしこれら

の場合の実験的ぶどう膜炎は眼外異種タンパク質の硝

子体内注入によって作成されたものである.

そこで前報 15)に おいて著者は,網膜 S抗原で惹起 さ

れたラットEAU(以下 S‐EAUと 略記)の脈絡膜組織

血流量を経時的に測定し, さらに病理組織学的に対比

し検討した。そして S‐EAUで は,発症直後には脈絡膜

血管の拡張により脈絡膜血流量は増加するが,炎症の

極期においては著しい細胞浸潤による機械的圧迫のた

め血流量は減少し,消炎後も脈絡膜の軽度の器質的変

化と網膜外層の変性による脈絡膜血流量の需要低下の

ため,減少が持続すると考えた。今回は,IRBPで惹起

されたラットEAU(以下 IRBP‐EAUと 略記)の脈絡

膜組織血流量を,前回と同様に水素クリアランス法を

用いて経時的に測定した結果,IRBP‐EAUでは発症直

後より発症 2週後までは減少するが発症 3週および 4

週後には脈絡膜組織血流量が発症前の状態に回復 して

おり,S―EAUと は異なった結果を得たので病理組織学

的に対比 し, さらには S‐EAUの 結果 と比較 し検討 し

た。
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II 実験方法

1.実験材料

10～ 15週齢,300～ 400gの Lewisラ ット29匹56眼を

使用した。その内訳は,脈絡膜組織血流量の測定用 と

して,EAUの 発症直後 (OD群)4匹 6限, 1～ 3日

後 (1～ 3D群)4匹 7眼, 1週後 (lW群 )4匹 7眼 ,

2週後 (2W群)3匹 6眼,3週後 (3W群 )6匹 12眼 ,

4週後 (4W群)6匹 12眼 , これら 6群の対照(Control

群)3匹 6眼である。

2.実験的自己免疫性ぶどう膜炎の作成

1)IRBPの 精製

Adlerら 10の 方法に準 じた。すなわち明室にて0.14

M NaClを含む0.05M pH 7.4ト リス緩衝液中でウシ

眼球より採取 した網膜を軽 く洗い,得 られた懸濁液を

超遠心 (4,0000g,30分)し た。 この上清について con

A‐Sepharose(Pharmacia Fine Chemical社 )を用い

てアフイニィティークロマ トグラフィーを行った。溶

出には前述 した トリス緩衝液に50mM α‐methyl‐ D‐

mannoside(Sigma社 )を加えたものを用いた。IRBP
はこの溶出液中に SDS‐ ポ リアク リルア ミドグル電気

泳動 (SDS‐ PAGE)で 分子量約140,000の単一な蛋白と

して溶出された.精製された IRBPは濃縮後 -80℃ に

保存 した。

2)IRBPの 動物接種

IRBP 30μ g/0.lmlを 等量の完全 フロイン ドアジュ

バン ト(Dito社)で乳化した後, ラットの両脈部に 1

回のみ接種 した。対照群にも0.lmlの 生食を等量の完

全フロイン ドアジュバン トで乳化 した後,接種 した。

接種後 5日 目より細隙燈顕微鏡にて毎 日観察し,臨床

的に結膜の充血,浮腫,虹彩細胞の出現,な どの虹彩

毛様体炎の所見を似って EAUの発症とした。

3.脈絡膜組織血流量の測定

その詳細は前報 15)を
参照されたい。すなわち塩酸 ケ

タミンを筋注することによリラットを半覚醒の状態に

麻酔 した後,背部皮下に皿型不関電極を埋没させ,上
耳側 と上鼻側の 2本の過静脈間の 3箇所で経強膜的に

眼球の接線方向に針状関電極を刺入し,輪部より4mm
の脈絡膜内に留置 し測定した。測定回数は 1つ の部位

で 3～ 5回 とし, これらを各々平均 しその部位の脈絡

膜組織血流量 とした。そして 3箇所の組織血流量をさ

らに平均 し,そ の眼の組織血流量 とした。測定装置に

は水素 ク リア ランス組織血 流計 とUHメ ーター用

LOG―AMPを使用 し,水素ガスを解放的に吸入させ
,
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得 られた水素 ク リアランス曲線 と片対数処理をした

LOG― AMP出 力を同時に記録 した。組織血流量は,

LOG‐ AMP出 力の最 も直線的に減少す る部分から組

織における水素濃度の半減時間を求め,Kety● の理論

式に代入することにより算出した。

4.統計学的処理について

脈絡膜組織血流量については,比較する 2群 の等分

散検定を行い, 2群 の母分散が等 しい (p<0.05)場 合

には通常の対応のない平均値の差の検定,母分散が等

しいとは言えない場合にはWelchの 方法を用いて平

均値の差の検定を行った。

5.病理組織学的検索

実験の終了後,眼球を摘出し,Zenker液 に固定した

後,パ ラフィンに包埋 し,ヘ マ トキシ リン・ エオジン

染色およびマッソン染色を行い,光学顕微鏡にて観察

した.

III 結  果

1.実験的自己免疫性ぶどう膜炎の発症

IRBPを 接種 してからEAUの 発症するまでの日数

は,最短 9日 ,最長17日 ,平均12.44± 1.90(平均±標

準偏差)であった。臨床的には,結膜の充血,浮腫 ,

虹彩の充血,前房細胞の出現,な どの虹彩毛様体の所

見で始まり,半 日から1日 後には炎症は急激に増悪 し,

角膜の浮腫,前房への■brinの 浸出,硝子体混濁などが

出現した。発症後 1日 から3日 で炎症は極期となり,

5日 後には前房の■brinは消失し, 1週後にはほぼ消

炎した。

2.脈絡膜組織血流量

各群の平均脈絡膜組織血流量を Table l,Fig.1に

不す。Control群 に比較 し,OD(p<0.05),1-3D(p<
0.05),lW(p<0.02),2W(p<0.001)群 では有意に

減少した。その後3W群で回復し,4W群では Control

群 と同程度となった。またODと 4W群 (p<0.02),1-

3D群 と2W群 (p<0.05),1-3D群 と3W群 (p<
0.005),1-3群 と4W群 (p<0.001),lW群 と3W群
(p<0.05),lW群 と4W群 (p<0.005),2W群 と3W
群 (p<0.05),2W群 と4W群 (p<0.005)の 間にも有

意差を認めた。結局,EAU発症直後 より減少し,発症

1-3日 後には最 も減少した後しだいに回復し, 4週

後には Control群 と同じレベルとなった。

3.病理組織学的所見

1)発症直後 (Fig.3)

脈絡膜には限局性に リンパ球,多核白血球の浸潤を
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Table 1 Choroidal blood flow in each group on
days after onset of experimental autoimmune

uveoretinitis (EAU) induced by IRBP.

0D : immediately after onset of EAU,
1-3D : 1-3 days, 1W : 1 week, 2W

3W:3 weeks, 4W:4 weeks.

Statistically significant difference : ***

'*:p(0.02, *:p(0.00I.

2、veeks,

p<0.05,

IRBP― EAU

12
!2

*='
6 7

Control OD l-30 lW 2W 3W 4W

Fig. 1 Changes of choroidal blood flow in time
course of experimental autoimmune uveoretinitis
(EAU) induced by IRBP. 0D: immediately after
onset of EAU, 1-3D: 1-3 days, 1W: I week,
2W: 2 weeks, 3W: 3 weeks, 4W : 4 weeks. Statis-
tically significant difference : *** : p(0.05, ** 

:

p<0.02, * : p(0.001.

認めた。脈絡膜血管には対照 (Fig.2)に比較して拡張

している部位や うっ血が認められる部位もあった。網

膜の粁体錐体層は限局性に破壊 され,外顆粒層も内顆

粒層の血管周囲より始まった変性 とともに,限局性に

（
Ｏ
Ｏ
〇

一ヽ

Ｃ
一Ｅ
ゝ
Ｅ

）

３
０
一一
　
Ｏ
ｏ
ｏ
一０
　
一ｏ
理

ｏ
」
ｏ
〓
０

6

300

〓

ｂ^
〓

『ｒ

00

Group Nurnber
of rat eyes

Choroidal blood fiO、v
(m1/min./100g)

Tvlean± SD

Control 3056± 7.8

OD 2712± 29.5林ネ

1-3D 2446± 210ネ
林

lW 25431ヒ 40.5*拿

2W 2692± 11.8・

3W 12 292.5± 31.7

4W 12 306.4± 23.6



昭和63年 11月 10日   実験的自己免疫性ぶどう膜炎 (EAU)における脈絡膜循環の研究・小山

Fig. 2 Normal rat eye as a control. (Masson stain, original magnification x50)

Fig. 3 Immediately after the onset of experimental autoimmune uveoretinitis
(EAU) induced by IRBP: The focal and mild infiltration with polymorphonu-
clear leukocytes and mononuclear cells are observed. The choroidal vessels are
partialiy dilated and partially reduce by focal infiltration. (Masson stain,
original magnification X50)
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Fig. 4 One-three days after the onset of EAU: The choroidal vessels reduce by

massive infiitration with polymorphonuclear leukocytes and mononuclear cells.

The choroid is thickened. (Masson stain, original magnification x50)

Fig. 5 One-two weeks after the onset of EAU: The choroidal vessels reopen.

The extent of the choroidal infiltration becomes markedly decreased and

disappears almost completely. The increase of fibroblasts are seen in the

choroid. A part or all of photoreceptor cells disappear. (Masson stain, original

magnification x 50)

,糠   t`

鶯

= 
■

'''‐

‐lS彎 111:摯 鸞 繭暉,1撃

0■―・よ、   ・
‐・ ・‐~.

餡由塾腱饉コ

1. 
‐
・・ いヽ|.._.  .■14,1 . _ ‐  _     ,‐ I.

姜 蝙 議 饉 醸 爾 由 鐵

‐      ■
' 

‐ . 
・



昭和63年 11月 10日   実験的自己免疫性ぶどう膜炎 (EAU)に おける脈絡膜循環の研究 。小山

破壊 されはじめていた。網膜下には, リンパ球と大食

細胞の浸潤を僅かに認めた。網膜血管の周囲には多核

白血球や リンパ球が浸潤 していた。

2)発症 1～ 3日 後 (Fig.4)

脈絡膜にはびまん性に多数のリンパ球 と多核自血球

が浸潤 し,特に著明な部位では脈絡膜は厚 くなり,血
管は毛細血管にいたるまで細 く認められた り,あ るい

は単位体積当りの脈絡膜血管量が少なくなっていた.

網膜の各層にはリンパ球や多核自血球の浸潤,出血,

浮腫, うっ血を認めた。外顆粒層は部分的に消失し,

粁体錐体層は広範囲に消失 していた。網膜下にはリン

パ球,多核白血球,大食細胞の浸潤を認めた。滲出性

の網膜剥離は僅かであった。網膜血管の周囲には多数

の多核 白血球や リンパ球が浸潤していた。

3)発症 1～ 2週後 (Fig.5)

脈絡膜には,一部に リンパ球と形質細胞の浸潤がみ

られるのみで,大部分の領域では殆ど細胞浸潤は認め

られず,線維芽細胞の増殖を認めた.脈絡膜血管はよ

く保存 されていた。網膜では,細胞浸潤,浮腫は消失

し,血管周囲には少数の リンパ球を認めるのみであっ

た。粁体錐体層は広範囲に消失し,外顆粒層 も部分的

に消失 していた.網膜下の細胞浸潤,滲出液は消失し,
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網膜剥離も消失 した .

4)発症 3～ 4週後 (Fig.6)

脈絡膜には浸潤細胞は認められず,一般的には脈絡

膜血管の保存 も良好で,ほι′ず対照の所見 と同様であっ

た。大部分の網膜色素上皮には変化を認めなかった。

粁体錐体層は殆 どが消失し,外顆粒層は広範囲に消失

あるいは薄くなっていた.内顆粒層 より内層の保存は

良好であった.

IV 考  按

脈絡膜組織血流量の測定に際しては,前報 15)と
同様

に再現性が非常によく安定した結果が得 られ, ラット

は,水素クリアランス法を用いて脈絡膜組織血流量を

測定する対象として適 していると思われる。ただ眼球

が小さいため若干の訓練を必要 とする.そ して EAU
以外にも藤本の報告 した SHR(高血圧 自然発症 ラッ

ト)18),SHRSP(脳 卒中易発生高血圧 自然発症ラット),

ALR(高血圧性動脈硬化易発症ラット),STR(血栓自

然発症ラット),糖尿病ラットなど多 くのモデルがあ

り,今後この方法を用いて種々の病態における脈絡膜

組織血流量の検討が可能である。

IRBPの精製については,Adlerら の方法10に
準 じ

Fig. 6 Three-four weeks after the onset of EAU : As compared with control eye
(Fig. 2), there are no apparent changes in most of the choroidal vessels. Nearly
all photoreceptor cells disappear. Most of retinal pigment epithelial celis are
intact. (Masson stain, original magnification X50)
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たが,Con A‐ Sepharoseに よるアフィニア ィークロマ

トグラフィーだけで SDS― ポ リアクリルア ミドグル電

気泳動において単一のタンパクとして精製 された。精

製に関 しては,採取した網膜を トリス緩衝波内で洗浄

する時に軽 く行 うことが重要で,こ れにより他のタン

パク質の混入を防げた。これは IRBPが細胞壁や細胞

内に存在するのではなく,網膜視細胞外節 と網膜色素

上皮層間にのみ存在するためと思われる。

IRBP‐EAUと 前報における S‐EAUを比較すると,

臨床的には EAUの発症 までの 日数は,各々12.44±

1.90(平均±標準偏差),15.0± 3.0日 で,IRBP― EAU
ではより短 く,ま た前眼部の炎症も軽度で,消炎まで

の経過 も短 い傾向があった。組織学的には,IRBP‐

EAUでは発症から1週 までの急性期に滲出性網膜景」

離の頻度が少なく,剥離を認めても軽度であった。発

症して 3か ら4週後には消炎し網膜外層が破壊 された

が,そ の程度は IRBP‐EAUの ほうが軽度であった。両

者におけるこれらの違いは,Broekhuyseら 10),Gery

らn),Foxら 12)の
報告 とよく一致していた。

脈絡膜組織血流量の経時的変化と病理組織所見とを

対比 し検討すると,発症直後から発症 1～ 3日 後の炎

症極期における血流量の減少は,発症 1週以後には脈

絡膜血管は著しい器質的変化をきたすことな く一般的

にはよく保存されていた ことから著しい細胞浸潤によ

る脈絡膜血管の機械的圧迫のため,そ して細胞浸潤に

より脈絡膜が非常に厚 くなっていることか ら単位体積

当 りの血流量が減少したためと考えた.

発症 1～ 2週後の減少は細胞浸潤が著 しく減少し線

維芽細胞の増殖による線維組織増殖が軽度ながらみら

れることから,脈絡膜血管抵抗の増大した ことが原因

と考えられる。そして次第に線維芽細胞の増殖による

線維組織増殖が少なくなることにより血管抵抗も減少

し,発症 3週, 4週には Controlと 同じ状態まで回復

した ものと思われる。

今回 の IRBP‐ERU結果 と前回報告“
)し た S‐EAU

の結果 (F慧 7)を比較すると次の点で相違を認めた。

すなわち,1)IRBP― EAUでは発症直後に既に血流量

は減少 しているが,S‐EAUではこの時期に血流量が増

加していた。2)IRBP‐ EAUでは発症 3週から 4週に

は血流量が回復したが,S―EAUでは発症 4週後 も血流

量の減少が持続した。

S―EAUにおける発症直後の血流量の増加は脈絡膜

血管の拡張が原因であったが,IRBP― EAUで も範囲は

狭いながら限局性に脈絡膜血管の拡張している部位が

8

Control OD l-30 lW 2W 3W 4W

Fig.7 Changes of choroidal blood flow in time

course of experimental autoimmune uveoretinitis
(EAU) induced by retinal Santigen. 0D: immedi-

ately after onset of EAU, 1-3D: 1-3 days, lW :

lweek, 2W: 2w weeks, 3W: 3 weeks, 4W: 4

weeks. Statistically significant difference: *** 
:

p<0.05, *'p(0.02, * : p(0.002.

み られ, この部位では血流量が増加しているものと思

われる。従って IRBP‐EAUでは発症直後に炎症の進

行,拡大が非常に早いため血流量が増加する時期を捕

らえられなかったものと思われた。

発症 3週から4週 にかけての相違については,S―

EAUでは発症 4週後に脈絡膜血管は光顕でよく保存

されているが,網膜外層には著しい変性,消失を認め

ることから,脈絡膜血流量の需要が減少 したことも血

流量が減少した原因の一つであると推測 した。しかし

IRBP‐EAUで も組織学的にはぼ同様の変化をきたし

網膜外層の変性,消失がみられ,それにもかかわらず

発症 3週以後に血流量が回復 した。Henkindら 19),

Ko■eら 20)は網膜色素上皮を選択的に障害 したモデル

について網膜色素上皮 と脈絡膜毛細血管板の関係を病

理組織学的に検討 した。そして,網膜色素上皮で vas‐

cular modulating factorが 産生され,脈絡膜毛細血管

板の構築と機能を調整 しているのではないかと推測し

ている。しかし大部分の網膜色素上皮は光顕では発症

4週後も異常がなかったことから,網膜色素上皮の障

害が両者における相違に大きく関与 している可能性は
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少ないものと思われる。従 って光顕では正常にみえる

脈絡膜血管 も炎症により器質的変化をきた しているの

かもしれない.ほぼ同様の病理組織変化をきたしなが

ら脈絡膜循環障害に相違を認めた原因については,今
後 さらに検討を要する。

IRBP‐EAUや S―EAUは特定のヒ トぶ ど う膜炎の

モデルである可能性があることから,特定の ヒトぶど

う膜炎 においても S‐EAUや IRBP‐EAUと 同様の脈

絡膜循環障害をきたしていることが予想される。そし

てこれ らの脈絡膜循環障害は単に炎症の 2次的変化と

いうだけでなく,網膜変性の進行あるいは予後に影響

を与える可能性があ り,軽視できない重要な問題 と考

えられる。

本論文の要旨は第92回 日本眼科学会総会において報告し

た。欄筆にあたり,ご懇篤なるご指導とご校閲を賜った恩師

松尾信彦教授に深謝いたします。また,暖かいご指導をいた

だきました岡山大学医学部附属癌源研究施設生化学研究部

門の小田琢三教授および池田正五博士に厚く御礼申し上げ

ます。さらに,ご協力いただいた教室の諸兄姉ならびに細田

彰,光岡建之,進 輝子氏の諸氏に感謝いたします。なお,

本研究には文部省科学研究補助金(課題番号60440081,研究

代表者小山鉄郎)の補助を受けた.付記して感謝の意を表す

る.
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