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原田病患者末梢血 リンパ球のサブセットと

インターロイキン2産生能
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要  約

Vogt‐Koyanagi‐ Harada病 新鮮例10症例および遷延例 5症例の末梢血 リンパ球のサブセットとインター

ロイキン2(IL‐ 2)産生能とについて検討 した。末梢血 リンパ球サプセ ットでは,新鮮例,遷延例 ともにCD4
陽性率は有意に高 く,CD8陽性率は有意に低 く,CD4/CD8比 は有意に上昇 していた。さらに,CD4‐ 2H4陽性

率および CD4‐ DR陽性率が高 く,CD4陽性細胞の増加は,CD4‐ 2H4陽性細胞,CD4‐ DR陽性細胞の増加によ

ると考えられた。末梢血 リンパ球 による IL‐ 2産生能 については,新鮮例,遷延例を問わず,正常コントロール

よりはるかに高い IL‐ 2産生を示す症例がみられた。 (日 眼会誌 93:1025-1031,1989)

キーワー ド !Vogt一小柳―原田病, 自已免疫疾患, リンパ球サプセット, インターロイキン 2(IL‐ 2)
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Abstract
The lymkhocyte subsets and the interleukin-2 (IL-2) production of peripheral blood lymphocytes

(PBL) in patients with Yogt-Koyanagi-Harada Disease (Y.K.H.) were studied. In PBL, increased
percentages of CD4* T cells and decreased percentages of CD8t T cells, which lead to high CD4/CDB
ratio were observed. In the CD4* T cells the percentage of CD4* 2H4' T cells and CD4+ DR* T cells
increased. PBL from 3 out of 9 cases with V.K.H. produced high amount of lL-2 in vitro after
stimulation with PHA, indicating IL-2 might be related to the pathogenesis of V.K.H. The difrerences
of the phenotypes of PBL and IL-2 production in vitro between the patients in the acute and
prolonged stages were not demonstrated. These results suggest that CD4* T cells, especially CD4+

2H4'T cells may play an important role in the pathological feature of Y.K.H. (Acta Soc Ophthalmol
Jpn 93 : 1025-1031, 1989)
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I緒  言

Vogt^Koyanagi‐ Harada病 (以下原田病と略す)は ,

これまでの多 くの研究報告から, 自己のメラノサイ ト

を標的 とした 自己免疫疾患である1)と の考え方が有力

である。 しかし,原田病の発症にかかわる免疫異常に

ついてはまだ充分に解明されていない.ま た,本症患

者の中には,遷延性経過をたどり長期間に亘って慢性

炎症を繰 り返すものがあるが, こうした遷延例ではど

のような免疫機構の異常が存在するのか,遷延化の要

因を考える上で興味がもたれる。

そこで,原田病新鮮例および遷延例の末槍血につい

て,第一に, リンパ球サブセ ットをモノクローナル抗

体を用い検索 し,第二に, リンフォカインの中で病態

形成に大 きくかかわることが予想されるインターロイ

キン2(IL‐2)の産生能を認べた。そして, リンパ球サ

ブセットと IL‐ 2産生能との関連性,さ らには,原田病

新鮮例 と遷延例 との比較検討を行ってみたのでここに

報告する。

II 実験方法

1.対象

原田病新鮮例10症例 (年齢は17歳から55歳までで平

均36歳,視力障害出現後 2日 か ら28日 までの患者),遷

延例 5症例 (年齢は41歳から57歳 までで平均47歳,発
症後数年を経過 してもなお慢性炎症が消退せず,炎症

が活動性である患者,平均罹病期間は約 3年)の末檎

血 リンパ球を用いた。採血は,新鮮例では10例 ともス

テロイ ド剤全身投与前に,遷延例ではステロイ ド剤全

身投与中止後充分な wash out期 間をおいた後 に施行

した。

リンパ球サブセットの検索で,single‐ color解 析は

全例について行ない,正常 コン トロールとしては健康

人55名 (平均年齢29歳 )の 末槍血を用いた。two‐color

解析は,15症例中,CD4‐4B4陽性率および CD4‐ 2H4陽

性率については 5症例,CD4-DR陽性率および CD8‐

DR陽性率については10症例に対 し行ない,正常 コン

トロールは健康人40名 (平均年齢29歳 )の末槍血 リン

パ球で施行 した。また,IL‐ 2産生能は,新鮮例 5症例 ,

遷延例 4症例について, リンパ球サブセットと同時に

測定した。正常 コントロールとしては,性一致,年齢

近似の健康人 9名 の同一条件下で採取した末槍血を用

い測定 した .

2.末槍血 リンパ球サプセ ットの検索
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各種モノクローナル抗体を用いて, レーザーフロー

サイ トメ トリーにより測定した。

使用 した抗体は,CD2抗体 (ヒ ツジ赤血球の リセプ

ターに対する抗体)で あるOKTll,CD3抗 体 (成熟 T
細胞 と反応する抗体)であるOKT3,CD4抗体 (ヘ ル

パー・ インデューサーT細胞 と反応する抗体)である

OKT4,CD8抗体 (サ プレッサー・細胞障害性 T細胞

と反応する抗体)であるOKT8(以上は Ortho社 ),そ

して,HLA‐ DR抗体 (Becton‐ Dickinson社)の 各モノ

クローナル抗体で,各抗体に対する陽性率を求めた。

最近にな り,two‐ color解析によって,CD4陽性細胞

を,ヘ ルパー機能を誘導するヘルパー・インデューサー

細胞 (CD4‐4B4陽性細胞)と サプレッサー機能を誘導

するサプレッサー・インデューサー細胞 (CD4‐2H4陽

性細胞)と に分画可能となった2)3)。 また,T細胞は活

性化を受 けると細胞上に HLA‐ DR抗原が発現 され

る5)が ,tw。 _c。 1。r解析によりHLA‐ DR抗原を保有す

るT細胞を認識する事が可能 とな り,T細胞の活性化

の有無を判別できるようになった。そこで,two‐ clolr

解析により,原田病患者末槍血における CD4‐4B4陽性

率,CD4‐ 2H4陽性率,そ して活性化 T細胞の比率を求

めてみた。なお,4B4抗体,2H4抗体は Coulter社のも

のを使用 した。

3.IL‐ 2産生能

1)mitogenの 添加と培養条件

肘静脈 よ り20～ 30mlヘ パ リン加採血 し,Ficoll‐

Conray比重遠沈法によリリンパ球を分離 した。得 ら

れた リンパ球を RPM11640で 3回洗浄後,10%FCS・

RPM1 1640に 浮遊させ,petri dish上 で37℃ ,5%C02
下 2時間 incubateし ,petri dishに付着 した単球を除

いた.こ の リンパ球を10%FCS・ RPM11640で 2× 106/

mlに調整 し,PHA‐ P(Difco Lab,Detroit)を最終濃

度15μ g/mlと なるように加え,37℃ ,5%C02 inCuba‐

tor中で24時間培養した後,上清中の IL‐ 2活性を測定

した。培養上清は,Minex‐ GS O.22μm■lterを通した

後,測定まで-80℃ で凍結保存 した .

2)IL-2活性の測定

IL-2活性の.測定ヤま, マウス IL‐2 dependent cell line

(CTLL:福井医大,星野博士 より供与)を indicator

cellと した micro assay法 で行 った。すなわち,1×

105/mlの CTLL 100μ lに倍数希釈されたサンブル100

μlを加え,24時間,37℃ , 5%C02 inCubatOr中 で培

養した。′ヽ―ベス ト4時間前に,マ イクロプレー トの

各 wellに 3H_thymidineを 0.5μ Ci加 えた。培養終了
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後,細胞に取 り込 まれた3H_TdRを 液体 シンチ レー

シ ョンカウンターで測定した.結果は,Ginisら の方

法4)に 準じて probit analysisに よりunit/mlと して算

出した。その際,標準活性として高純度精製ヒトIL‐

2(フ ジレビオ社,東京)を用い算定した.

III 結  果

1.末梢血 リンパ球サブセット

1)single‐ color解析

今回使用した各モノクローナル抗体に対する陽性率

は表 1に示すごとくである。原田病においては,ヘ ル

パー・インデューサーマーカーと考えられるCD4陽性

率が,新鮮例で44.0± 7.7%,遷延例で47.8± 7.8%で ,

いずれも正常 コン トロール :38.1± 6.9%に 比較 して

有意に高い値を示した。一方,サ ブレッサー・ 細胞障

害性マーカーと考えられるCD8陽性率は,新鮮例で

23.8± 4.5%,遷延例で19.2± 1.9%と ,いずれも正常

コン トロール :28.8± 6.5%よ り有意に低かった。それ

にともない,CD4/CD8比 は,新鮮例で1.96± 0.67,遷

延例で2.54± 0.63を示 し,正常コン トロール :1.35±

0.45と比較 して両者 とも有意の上昇を示 した。その他

のモノクローナル抗体に対する陽性率は,新鮮例遷延

例の順に,CD2;77.6± 5.1%,81.7± 2.6%,CD3:
70.6± 7.3%,65.0± 3.1%,HLA― DR(全末標血 リン

パ球)で :14.7± 6.9%,16.5± 6.6%で あったが,正

常 コン トロールは,CD2:79.2± 4.1%,CD3:69.5士

6.1%,HLA― DR;17.6± 6.1%で あ り,いずれもコン

トロールとの間に有意差はみられなかった。また,新
鮮例 と遷延例 とで,CD4陽性率,CD8陽性率,CD4/CD8
比について比較 してみたが,遷延例の方が上述 した異

常がより顕著であったが,両者間に有意差は得 られな

かった .

表 l single‐ color解析による原田病患者末槍血 リン

パ球サブセット

モ ノクローナル抗体 (MoAb)

HLA― DR

新 鮮 例 (n=|

遷 延 例 (n=5) 165■ 66

176± 61

(各 MoAbに 対する場性宰の平均値 士SDを %表 示 )
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2)two‐ color解析

1)CD4‐ 4B4陽性率ならびに CD4‐ 2H4陽性率

single‐color解析で,原 田病では新鮮例。遷延例 とも

に CD4陽性率が高かったが,さ らに,CD4‐4B4陽性率 ,

CD4‐ 2H4陽性率を検索可能であった新鮮例 2例,遷延

例 3例の計 5例で調べ,CD4陽性細胞のどちらのサブ

セ ットが増えているかを検討した(表 2).CD4‐ 4B4陽

性率は,こ の 5例の平均は27.3± 4.6%で あ り正常コン

トロールの25.8± 6.1%と 比較 して差がみ られなかっ

た.し かし,遷延例の 1例 で36.4%と 著明な増加が原

められた。これに対 し,CD4‐ 2H4陽性率は, 5例平均

が27.4± 3.2%であ り全体 としては正常 コン トロール

の20.9± 8.8%と 比較 して有意差はなかったものの,新

鮮例,遷延例 ともに高い傾向にあった。

ii)CD4‐ DR陽性率ならびに CD8‐DS陽性率

原田病末槍血 T細胞の活性化を検討するため,検索

し得た新鮮例 5例 と遷延例全 5例について,CD4‐DR
陽性率とCD8‐DR陽性率 とを調べてみた.図 1に示す

ように,CD4‐DR陽性率は,新鮮例 :3.2± 0.5%(p<

0.001),遷延例 ;2.9± 0.9%(p<0.01)と ,両者とも

正常 コン トロール :1.2± 1.0%に 比較 して有意に高

かった.ま た,CD8‐DR陽性率については,新鮮例 :

3.4± 1.4%,遷 延例 :5.0± 3.4%も ,症例全体として

は両者とも正常 コン トロール ;2.6± 2.1%と 比較 して

有意差はなかったが,新鮮例,遷延例 ともに高い症例

と正常範囲にある症例 とに分かれ,高い比率を示すす

症例は,両者同様に 5例中 2例であった。特に遷延例

の 2例は,8.5%と 9.6%で ,正常コン トロールと比較

表 2 原田病患者末槍血における CD4‐ 4B4陽 性率お

よび CD4‐2H4陽性率

症  例 CD4-2H4陽 性率

原田病患者末綸血 リンパ球のサブセットとIL‐2産生能 。岩田他

新 鮮 例

T.S

NI

遷 延 例  SA

22.1(%)

27.1

33.9

27.5

26.4

27.4± 3.2

T.N

Y.K

5例 の 平 均
(平 均値士SD%)

正常コントロール(n=40)

(平 均値±SD%)

CD2 CD3 CD4 CD8 C3‰
8

77.6± 51 706± 73 238■ 45 196± 0.67

650■ 31 478=78 1,2■ 1, 254± 063

792± 41 695■ 61 381■ 69 288■ 65 1.35■ 045

CD4-4B4陽性率

24.0(%)

25.1

25.2

26.0

36.4

27.3± 4.6

25.8± 6.l

正常コントロール (n‐ 55)

Pく 005

Pく 001

Pく 0.001
20.9± 8.8

「
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%%正常コントロール
(平均土SD)

表 3 原田病患者末綸血における IL‐2産 生能 とリン

パ球サブセットとの比較

症 例    IL-2産 生  CD4陽 性率 CD4-DR陽 性率 CD4/CD8

(%)
5.0

(%)
10.0

1.0

新鮮例  遷延例
0

新鮮例  遷延例

図 1 原田病患者末梢血における CD4‐DR陽性率および CD8‐DR陽性率
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図 2 原田病患者末槍血 リンパ球による IL‐ 2産生

して非常に高い値を示 した。

2.IL‐ 2産生能

原田病患者末檎血 リンパ球による IL-2産 生能の結

果は,図 2に示す。原田病新鮮例 5例,遷延例 4例 ,

計 9症例で IL‐ 2産生能を検討 したが,全体 としては
,

正常 コン トロールと較べて有意差はなかったが,正常

コン トロール平均8.7± 5.7U/mlに 対し,新鮮例で 2

例 (そ れぞれ26.8U/ml,29.2U/ml),遷延例で 1例

(71.8U/ml)に ,正常コントロールよりはるかに高い

IL‐ 2産生がみられた。活動性原田病としては,9例 中 3

例,30%の症例に IL‐2産生克進が認められたことにな

症例 Aは ,燿延例, 症例B,Cは新鮮例である。

症例A,B,Cで は,末梢血リンパ球絶体数に大きな差はみられない。

る.

3.IL‐ 2産生完進とTリ ンパ球サプセット

IL‐2産生の克進に末槍血 Tリ ンパ球サ ブセットの

変動が関係しているかどうかを知 るために,IL‐ 2産生

能 と末槍血 Tリ ンパ球サブセ ット,特に CD4陽性細

胞,CD4‐DR陽性細胞,CD4/CD8比 との間の相関性を

検討 した(表 3).検索し得たのは 3例で,遷延例 1例 ,

新鮮例 2例の うちわけである。IL‐ 2産生は,それぞれ

71.8U/ml,11.8U/ml,29.2U/mlで あったが,上記し

たTリ ンパ球サブセットとの間に関連は認められな

かった.

IV 考  案

免疫応答は,機能を異にするさまざまな細胞群 と細

胞から産生される種々のサイ トカインにより調節を受

けているが, 自己免疫疾患では,その調節機構に何ら

かの異常が生じ発症へ連がると考えられている。した

▲
　

　

▲
　

　

▲
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がって,自 己免疫疾患の一つである原田病においても,

免疫調節機構にどのような異常が存在するのかを検討

してみる必要があると思われる。今回,原田病患者末

檎血 リンパ球のサブセ ットと主要な リンフォカインで

ある IL‐ 2の産生能 とについて検討を行い,さ らに,新
鮮例 と遷延例 との比較検討を試みた。

IL‐ 2は ,1976年 Morganら によりT細胞増殖因子 と

して発見され6),そ の細胞増殖作用は,リ ンパ球表面上

に発現された IL‐ 2 receptorに結合することにより起

こることがわかっている7)。 また,すでに IL‐ 2の遺伝子

構造も明らかにされている8).さ らに,IL‐2の 持つ機能

についても,T細胞増殖作用のみならず,CTL(抗原

特異的キラーT細胞)や NK(ナ チュラルキラー)細
胞 の分化誘 導

9)1°),あ るい は,LAK(lymphokine‐

aCtiVated killer cell)の 誘導
H), さらには B細胞の増

殖分化12)13)と ぃったさまざまな免疫学的作用を持つこ

とが報告されている。

さて,今回我々の成績においては,原田病では,新
鮮例,遷延例 ともに,末槍血 リンパ球の CD4陽性率の

上昇とCD8陽性率の低下が存在し,さ らに,CD4‐2H4

陽性率が高いことが明らかとなった.そ してまた,新
鮮例,遷延例同様に,CD4-DR陽性率が高いことから,

CD4陽性細胞が活性化 されている可能性を明らかにし

た。以上の結果から,原 田病の発症あるいは病状の遷

延化をひき起こすことに,CD4‐ 2H4‐DR陽性細胞が重

要な役割をになっている可能性があると考えられる。

同時に,遷延例では,CD8‐DR陽性率が非常に高値を

示す症例もみられたことから(図 1参照),遷延化には
,

CD8‐DR陽性細胞 も CD4‐ DR陽性細胞 とともに重要

な役割をはたしていると考えられる。

原田病での末槍血 リンパ球サブセ ットについては
,

急性期無治療患者 (我 々の新鮮例に相当)を対象とし

たものでは,有賀 ら14)は,我々の結果 と同様にCD4/

CD8比の上昇がみられた と報告している。しかし,遷延

例のみを対象とした報告は見当らず,ま た,CD4‐ DR陽

性細胞,CD4‐ 2H4陽性細胞についてはこれまでに検討

されていない。一方で,CD4陽性細胞の減少を示す報告

も存在するが (大久保 ら15),鍬
先ら16)),今回の我々の

結果は,CD4陽 性細胞の増加が CD4‐ 2H4陽性細胞およ

び CD4‐ DR陽性細胞の増加によっていることを明ら

かにした。

代表的な自己免疫疾患 であるSLEで は,Bakke
ら17)が,CD4陽性細胞の著明な増加 とCD8陽性細胞の

減少,それに伴 うCD4/CD8比の上昇を報告しており,
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今回の我々の原因病での結果と同様であるが,末槍血

T細胞サブセ ットの変動については現在まだ見解の

一致をみておらず,そ の原因 として,SLEの 多様性

(heterogeneity),扱 う症例の活動性の差などがあげら

れている。また,CD4陽性細胞のサブセットについて,

佐藤 ら18)は
,CD4‐ 2H4陽性率に低下がみられ,特 に腎

症を有する症例で顕著であることを示 し,そ して,

CD4‐ 2H4陽性率の低下がシェーグレン症候群にも認

められることから,CD4‐ 2H4陽性細胞の減少は,疾患

特異的ではないが,臨床病像の形成には重要な役割を

はたしていることが考えられると報告 している.今回,

我 々は,原 田病では CD4‐ 2H4陽 性率の増加を示 した

が,SLEでの上記の報告とは異なる。したがって,各
種 自己免疫疾患における CD4‐ 2H4陽性細胞の機能,病

態形成にかかわる役割について興味がもたれる.

PHA刺激末槍血 リンパ球による IL‐2産生能につい

ては,新鮮例,遷延例を問わず産生克進を示す症例が

認められた。IL‐ 2産生克進を示した症例 と産生克進の

みられなかった症例 とについて,その臨床所見を比較

してみたが,両者の間に特に注 目すべ き違いは見いだ

されなかった。リンパ球サブセ ットとIL-2産 生能との

間には相関は認められなかったが,増加している CD4‐

2H4陽性細胞,CD4‐DR陽性細胞が本疾患における IL‐

2産生充進に関与 していることは充分に考え得ること

である。

ともかく,原 田病の症例で,今回の対象では30%に

ではあるが,末槍血 リンパ球で IL‐2産生克進が認めら

れたという事実は興味深 く思われる。

原田病では,メ ラノサイ トを特異的に攻撃するCTL
の存在が前沢ら19),野呂瀬ら20)に より報告 されてお り,

さらに,そ の CTLの pheno typeは CD4陽性,CD8陽
性の 2種類の細胞があることも報告 されている21).

我 々の結果では,減少している CD8陽性細胞の中で ,

CD8‐DR陽性細胞のみは比率として増加している症例

が新鮮例,遷延例 ともにみられてお り,CD4陽性細胞の

みならず CD8陽性細胞の一部 も本症 と関係 している

ものと推測される.CTLの誘導には,IL‐ 2と インター

フェロンγ(IFN‐ γ)が重要な役割を持つことが明らか

とされている22)。 特に大野ら23)は ,原 田病で mitogen

による末槍血 T細胞の IFN‐ γ産生克進がみられるこ

とを報告している.IFN‐γ産生と IL‐ 2産生 とはよく相

関 し,gene leVelで 同一のコン トロールを受けている

のではないかとも考えられている24)。 したがって,今回

我 表が示した原田病での IL‐ 2産生克進が,IFN‐γとと

原田病患者末拾血 リンパ球のサブセ ットとIL‐ 2産生能 。岩田他
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もにメラノサイ トを攻撃す る CTLの誘導に関与 して

いる可能性があ り, この両 リンフォカインが原田病の

病因に深 くかかわっているのではないか と考 え られ

る。現在 の ところ,IL‐ 2産生細胞 と IFN‐γ産生細胞が

どのよ うな pheno typeを持つのかは明らかではな く,

また,同一の細胞が両 リンフォカインを同時に産生で

きるのか も明 らかではない.一般に,CD4陽性細胞が

IL‐ 2の 主 な産生細胞 とされているが,一部では CD8陽

性細胞 も IL‐2を産生 し得 ることが知 られている26)26)。

今回我 々は,原 田病の発症 あ るいは遷延化 に CD4‐ 2

H4-DR陽 性細胞が重要な役割を持つ可能性 を示 した

が,こ の細胞が IL‐2産生,IFN―γ産生にどのよ うな関

与を しているのかは今後の問題 となる。 さらに,原田

病におけ る CD4‐ 2H4陽性細胞 のはたす機能 につ いて

検討 してい く必要があると思われる.

本研究の一部は,第 91回 日本眼科学会 (昭和62年 5月 14

日)お よび第41回 日本臨床眼科学会グループディスカッ

ションぶどう膜炎 (昭和62年 10月 2日 )にて発表 した.
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