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ロイコトリエンB4の実験的,臨床的ぶどう膜炎における

意義について (図 6,表 5)
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要  約

ロイコ トリエンB4(LTB4)は,ア ラキ ドン酸代謝経路の リポキシゲナーゼ産物である。著者は,実験的ア

レルギー性眼内炎の際にリポキシゲナーゼが活性化 されることを示 した。今回は リポキシゲナーゼ産物のう

ち,自血球集積作用,自血球走化性の強い LTB4がぶどう膜炎において如何なる意義を有するかについて検討

したので報告する。

LTB4を成熟白色雄家兎の硝子体に注入 し,前房水中の蛋白と自血球数を測定 した。また,エ ン ドトキシンを

硝子体 に注入 し実験的ぶどう膜炎をおこし,虹彩及び前房水中の LTB4を 測定 した。ぶどう膜炎患者血清中の

LTB4及 び白内障手術前に採取 した房水中の LTB4を 測定 した。結果は次のとお りである。LTB4は眼組織で生

合成 され,眼組織においてもLTB4は 白血球集積作用がある。LTB4は 実験的ぶどう膜炎の眼組織において増加

する。ベーチェット病患者血清では LTB4値は高い.ぶ どう膜炎患者の LTB4の血清 レベルは,ベーチェット病

患者で特に重要である。 (日 眼 92:209-214,1988)
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ロマ トグラフィー併用の RIA

Abstract
We previously confirmed that lipoxygenase is activated in experimental allergic endophthalmitis.

In this study, we investigated the role and signiflcance of Leucotriene B. (LTB.) in uveitis, which is

one of the lipoxygenase products in the arachidonic acid pathway and causes strong leucocyte

accumulation and chemotaxis. After LTB. was injected into the vitreous cavity of rabbits, protein and

leucocyte level in the anterior chamber were estimated. Experimental uveitis was induced by injecting
endotoxin into the vitreous cavity of white rabbits and the LTB, level in the iris and aqueous humor
was measured. Serous LTB, levels were measured in patients with uveitis. LTB, levels from aqueous

humor obtained from cataractous patients during operation were measured. The result showed that
LTB. is biosynthesized in ocular tissues, in which it induced leucocyte accumulation. LTB. levels were

elevated in aqueous humor and iris tissues with experimental uveitis induced by lipopolysaccharide.
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LTB4 1eVel l″aS alSO inCreaSed in the Serunl of patients with iBchcet's disease.The level of LTIB4 iS an

ilnp° rtant parameter in patientS With uVeitiS,eSpeCially With Behget'S disease。
(Acta SOc Ophthalmol

Jpn 92:209-214,1988)
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Seru mI緒  言

ロイコ トリエンB4(LTB4)は アラキ ドン酸代謝経

路の リポキシゲナーゼ産物である。 リポキシゲナーゼ

は主 として血液細胞に豊富に存在 し,そ の代謝物質は

細胞遊走促進作用を持つ ものが多い。前報においてア

ルサス型眼内炎において,眼組織での リポキシグナー

ゼ代謝物質が増加することを示 した。.今回は リポキ
シゲナーゼ産物のうち, 自血球集積作用,自血球走化

作用の強い LTB4がぶどう膜炎において如何なる意義

を有するかについて検討 したので報告する。

II 実験方法

1.実験材料

体重1.5～ 2.Okgの 自色成熟雄家兎を用いた。また ,

正常人及びぶどう膜炎患者の血液,手術前に採取 した

老人性白内障患者の房水を用いた。

2。 実験方法

1)LTB4の 家兎房水蛋 白と白血球集積に及ぼす作

用の検討

Prostaglandin E2(PGE2)(フ ナコシ), LTB4(フ
ナコシ)を250ng,lμ gを家兎硝子体に注入し,炎症の

極期である24時間後に房水を採取 した。房水中の蛋白

を Blo Rad Protein Assayに て測定した.ま た
,

Neubauer chamberに て白血球を計測した。

2)家兎における実験的ぶ どう膜炎の際の LTB4の

動向についての検討

LipOp01ySaCCharide from E.C011(Siglna)`D5μ g/

50μ l生食を硝子体に注入 し,24時間後に房水及び虹彩

組織を切除しLTB4を 測定 した。

3)正常人及びぶどう膜炎患者の血液,手術時に採取
した老人性白内障患者の房水中の LTB4の 測定

採取にあたっては,採取後の LTB4の 生合成の進行

を阻止す るため, リポキシグナーゼ阻害剤であるカ

フェイン酸 (Sigma)で 処理 した器具を使用 した。

4)LTB4の 測定

虹彩組織,房水及び血清の LTB4の 測定法を図 1に

Aqueous humor and lris tissue

add 4 volumes of acetonitrile
homogen ize
centrifuge at 3,000rpm for
5 min

S u pernatant

COnCentrae and O.5m1 0f O.2M

NaH2P04 adjuSt tO pH 3.5-4.0
add 2 volumes of dhyl acdae

evaporate to dryness
disolve in 0.5 ml of 50% mobile
phase

R:A(NEN)

図1l Assay of LTB4 in the iriS tiSSue,aqueOuS

lluinOr and serum of rabbit

示した.4倍量のアセ トニ トリル (和光純薬)を加え,

組織はホモジナイズし,3,000rpmで 5分間遠沈し,上
清を試料 とした.試料を濃縮し,0.2M NaH2P04を 0.5

mlを加え pH 3.5～ 4.0に調整した後,2倍量の酢酸エ

チルを加えた。酢酸エチル層をとり減圧乾固し,後述
の高速液体クロマ トグラフイーの移動相(0.1%ト リフ

ルオロ酢酸を含む50%ア セ トニ トリル,0.05%ト リエ

チル ア ミンpH 5.6)の 50%溶 液 を0.5ml加 えて
,

HPLCの 試料 とした。

5)HPLCの 条件

装置は Mode1 6000A(WaterS)で Iniectorは Model
U6K(Waters), カラムは COsmOsi1 5C18‐ P(半井化

学)φ 4.6× loommで 移動相 は50%ア セ トニ トリル

(0.1%TFAを 含む)+0.05%ト リエチルア ミン,pH
5.6で あった。DetectOrは shimadzu sPD-2A(島 津)

で UVは 270nmで 検 出 した.Recorderは Shimadzu
CR‐2A chromatOpac(島 津),ODは 0.3であった。

6)RIA
HPLCに よって LTB4分画を得,〔

3H〕 LTB4 RIA
kit(NEN)を 用いて LTB4の 測定を行った。
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表 l The effect of LTB4 and PGE2 0n aqueOuS
protein and leukocytes in aqueous hunlor

Aqueous Protein(ng/m′ )Leukocytes/.1'
LTB4 250ng(N=3)     31.5± 14.8    22.5■  1.8・

l μg(N=4)    34.7± 19     179.3± 30.7'
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Apparatus
I n jeclor

Column

Mobile phase

Model“∞A(Waers)
MOdel U 6 K(Waers)
Cosmosil 5Crs-P (Nakarai chemicals)
slZe  φ4.6x100 mm
50%Acetonitrile{o.1%TFA)
0・ 5%trは 町lamin

,H  5.6
l ml′ min
ShimadZu SPD-2A
270 nm
ShimadZu CR-2A Chromatop¨

0.3

PGE2 250n3(N=3)
l μg(N=4)

Control(saline O.lm′ )

(N=4)

38.3±  6.4
43.8± 11.9

6.8±  1.6

4.4±  1.9*
53.5± 33.0・

2.2±  2.5

図 2 Analysis of LTB4 by RP‐ HPLC

III 実験結果

1.LTB4と PGE2の房水蛋白と白血球 に対する効果

LTB4と PGE2は 硝子体注入によ り房水中の蛋白を

増加させるが,両者では有意差はな く, 自血球集積作

用は LTB4が 有意差をもって強 く作用 した (表 1,図
3)。

2.エ ン ドトキシンによる実験的ぶ どう膜炎におけ

る眼組織中の LTB4値

白色雄家兎の硝子体にLipopolysaccharide from E.

Aqueous protein

(“/記 )

24hr after intra vitreal injection
Mean i SD
*P(0.01

表 2  L´
「

B4 1eVelS in aqueOuS humOr and iriS Of

rabbit 、vitll experirnental uveitis induced by

lipopolysaccharide

control We   lnlamedり e

Aqueous hu mor   423.6± 102.5  539.0± 82.2

{pg′ ml}

lris tissue       "鷹 0±  98.2* 1332.5± 237.2*
(pg′ ww9)

N・ 4

mean± SE

*Pく 0.1

coliを 注入すると房水中の LTB4は上昇したが,硝子

体に生食を注入 した群 とは有意差は認め られなかっ

た.しかし,虹彩組織ではぶどう膜炎発症群に有意に

LTB4は上昇した (表 2,図 4).

3.正 常人及びぶどう膜炎患者血清及び老人性白内

障患者房水の LTB4値

Leukocytes in
Aqueous humor

(.')
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図 3 The effects ofintra vitreous injectiOn of LTB4 and PGE2 0n alueOuS prOtein

and accuinulation of leukocytes
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表 3 LTB4 1eVelS Of Serum in nOnnal SutteCt

NO    A9e    SeX      LTB4 p91ml

1    31    M         70

2  47  F     
“3      50     F            76

4   28   M       19

5   33  F      
“

55.8■ 23.5

{19-76)

表 4  L´
「

B41eVelS in aqueOuS hurnOr

(Aqueous humor of preoperaive palents)

No A9e Sex Diagnosis    CompHcaion    LTB4 p9′ ml

Pく 0 1

I ris tissue

pg/g

‐1000

Steroid within previous I month
(topical, periocular, sistemic)

topical bdamethasone

periocular injecllon of

dexamethasone

none

topical betamethasone

topical b€,tamethasone

topical betamethasone

topical bdamethasone

systemic and topical
( predinisone and betamethasone )

systemic and topical
( predinisono and betamethasone)

syst€mic and topical
( dexamethasone and betamethasone )

topical betamethasone

lopical betamethasone

toplcal betamethasone

n0ne

Anterior chamber reaction

I controt eve

@ ianama eye

tr 4 LTB. levels in experimental immunologic
uveitis in rabbit

正常人の血清 LTB4値 は19～ 76pg/mlで あった (表

3).

それに対 し房水中の LTB4値 は280～ 1,440pg/mlで

あり血清中より房水中に高い値を示 した (表 4)。

次にベーチェット病 7例 (完全型 2,不完全型 5),

Vogt一小柳―原田症候群 5例 ,intermediate uveitis

2例の血清中の LTB4値 を表 5に示 した。 1カ 月以内

表 5

Diagnosis

COmplde BOhOま

COmplae 3eh9帆

diabdes

Rdinitis pigmentosa

714■ 526.7

(280-1切 )

に全身性 ステ ロイ ドが使用 されたのは Vogt一小柳

一原田症候群の 3例のみであった。正常人とぶどう膜

炎患者血 清 中の LTB4値 を グ ラフに示 した。ベー

チェット患者血清中の LTB4値は正常人のそれとくら

べ有意差をもって高値を示 した (図 5).

ぶどう膜炎患者の血清 LTB4値 と白血球数との相関

をみたが,相関関係は認められなかった。

IV考  按

LTB4は アラキドン酸代謝経路のリポキシゲナーゼ
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100

Normal Behcet VKH lnterm€diate U.

tr 5 Leukotriene B. levels of serum in normal
subjects and in patients with uveitis

スこ.

以上よりLTB4は 眼内炎の際には眼組織で生合成さ

れ,炎症における白血球集積現象に重要な役割をはた

していることが明らかである.

一方,人眼においては Parkerら 6)は ぶどう膜炎患者

房水中のロイコトリエンを測定している。ぶどう膜炎

患者の房水中のロイコトリエン値は, コン トロール群

のそれより50～ 66%程 高い値を示したが,推計学的有

意差を認めていない.

著者 らは,房水中の LTB4値が血清中の LTB4値 よ

り高いことを明らかにした。これは,眼組織局所にお

いて LTB4が合成されるためと考えられた。

著者 らは,倫理上の理由からぶどう膜炎患者の房水

を採取することは不可能であったが,血清中の LTB4
を測定 し正常人のそれと比較 した。ベーチェット病患

者においては,正常人に比 し,有意差をもって血清中

の LTB4の高値が認められた。

ベーチェット病の病理組織学的特長の一つ として好

中球の浸潤があげられている。

ベーチェット病では,眼発作前後に静脈血中の白血

球 とくに好中球の数が著明に増加し, また好中球の遊

走活性が克進することが明らかにされている7)。 また,

前房水中の自血球遊走活性も眼発作前に克進するとい

われている8).

そ してベーチェット病患者の好中球機能の異常が

blue nitrOtetra zollumの 還元能の充進
9)や ライソゾー

ム酵素活性の異常1° )と して指摘されている。

自血球遊走能の活性因子は血清と白血球それ自体の

両方に存在するとい う考えH)や,自血球の細胞質分画

に存在するという考えがある12).

また,ベ ーチェット病患者の多核自血球の微小管数

が正常人のそれに比較 して有意に増加しているという

報告 もある13).

今回ベーチェット病患者の血清中の LTB4値 の上昇

を認めたが,そ の由来は不明である。おそらく多核白

血球 と考えられるが, 自血球数とは相関はなかった。

著者 らは自血球を分離 して LTB4を 抽出し自血球中の

LTB4を測定 したが,血清中の値と余 り差違は認めら

れなかった14).LTB4は
好 中球 によ りω酸化 され,

20-OH― LTB4,次 いで20‐ C00H‐ LTB4へ と変換 される

といわれる15).白 血球分離操作中にそれらの変化は十

分起 り得ると考えられ,LTB4 ω水酸化酵素の抑制剤

が発見されていない現段階では,血清 LTB4の高値の

由来は推察の域を出ない.

(pg′ ml)
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図 6  L′rB4 1eVelS Of Serunl and leukOCyte COuntS in

patients、 vith uveitis

代謝産物であ り, きわめて強い白血球誘引作用ならび

に自血球活性化作用がある.炎症時におこる血管透過

性の克進や自血球遊走能の克進は重要な現象であ り,

LTB4の 炎症への関与は十分考慮 されるところであ

る。

LTB4は リポキシゲナーゼ代謝産物ではもっとも強

い白血球走化性を有するとされ2),眼
組織においても

前房水中の自血球集積作用がもっとも強いことが明ら

かにされている3)4)。 しかし,血管透過性克進には関与

しないとされる5).

今回 LTB4を家兎の硝子体中に注入すると前房水の

自血球の著明な集積作用が認め られ,PGE2と は著明

な差違が認められた。

著者は,前報 1)に おいて家兎のIII型 アレルギー炎症

の際に眼組織において リポキシグナーゼ代謝産物が増

加することを示 したが,今回エン ドトキシンによる眼

内炎の眼組織 において LTB4が増加することを示 し
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ベーチェット病患者の血清中の LTB4の高値は,本

症の自血球遊走能の充進を説明出来 る一つの要素 と考

えられ るが,今後発作時,寛解期などにおける動向に

ついて解析が必要である。

この論文の要旨は第91回 日本眼科学会総会にて講演 し

た。なお,こ の研究は昭和62年度文部省科学研究費(課題番

号62570804)の 援助をうけた。記して謝意を表す。
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