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エンドトキシン誘発ぶどう膜炎における

自血球 と補体の動態 (図 4,表 1)

板東
松田

康
蝙 三里容 藻黛

福宿 宏英
(徳島大学医学部眼科学教室)

要  約

ラットのエンドトキシン誘発ぶどう膜炎 (EIU)に おける末梢血白血球数,房水白血球数および蛋白濃度 ,

血清および房水補体価 (CH50,Cl,C3,C5),血 清 tumor necrosis factor(TNF)お よび各臓器の病理組

織変化を経時的に検討 した.末梢血白血球数はエンドトキシン投与 3～ 6時間後対照の約1/3に 減少 しその後

房水白血球数および蛋白濃度に伴って増加 した。病理組織では 3お よび24時間後虹彩,肝,肺および皮膚で小

血管腔内に対照より多 くの自血球が見 られ血管内皮に付着 していると思われる像 も見られた。血清補体価は

C3の増加および C5の一過性減少などの変動 を認めた。血清 TNFは 30分後から検出可能となり,1.5時 間後に

3′ 5001U/mlと 最高値 をとりその後急激に減少 し6時間以後 は検出不能であった。EIUの発症には白血球の血

管内皮への膠着,補体の活性化,TNFの 出現が関与 している可能性が示唆された.(日 眼会誌 93:369-374,
1989)
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Abstract
The dynamics of leukocytes, complement and tumor necrosis factor (TNF) were studied in

endotoxin induced uveitis (EIU) in rats. Endotoxin was administered to footpads and the time courses
of the following were examined: 1) the number of leukocytes in peripheral blood 2) the number of
leukocytes and protein concentration of aqueous humor 3) complement (CH50, C1, C3, C5) in serum and
aqueous humor 4) TNF in serum 5) histological changes in the eyes, lungs, Iiver, and skin. The number
of leukocytes in peripheral blood decreased to one third that of controls during three to six hours after
endotoxin administration, but increased thereafter along with the number of leukocytes and protein
concentration in aqueous humor. More leukocytes were observed than in controls in the small vessels

of the iris, lung, Iiver and skin, some of which attached to the vascular endothelium. Serum CB

increased and serum C5 transiently decreased after endotoxin administration. Serum TNF reached a
peak (3500IU,/ml) at 1.5 hours and rapidly decreased sutrsequently. It is suggested that the adhesion
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of leulkocytes to vascular endotheliuin and the activatio■ of complement systeni may play ilnpOrtant

rOles in the deve10plnent of EIIU。 (Acta Soc()phthalinol Jp■ 93:369-374,1989)
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I緒  言

ラットにエンドトキシンを局所または全身投与する

と実験的ぶどう膜炎 (endoto対 n induced uveitis,以

下 EIUと 略す)を発症する事が知られている1)～ 3)。 ェ

ン ドトキシンを全身投与するとまず一過性の顆粒球減

少をきたし,それに続いて顆粒球増多
4)や 播種性血管

内凝固 (disseminated intravascular coagulation, 以

下 DICと 略す)5)6)を 生 じるが眼症状との関連について

の報告は少ない7)。 またエンドトキシンは補体の alter‐

native pathwayの 活性化を うながす ことも知 られて

い るが EIUと の関連 につ いては一 定 の見解 をみ

ず7)～10),詳細な機序はいまだ不明である。今回我々は

EIUの 発生機序を解明するために,特に自血球数と補

体価の経時的変化について検討した.

II 実験方法

実験動物は 8週齢の雌,体重約170gの 近交系ルイス

ラット (日 本チャールス リバー)を使用 した.エ ンド

トキ シ ン は Salmonella typhimurium由 来 の

lipOp01ysaccharide(Difco,USA)20mgを 生理食塩

水20mlに溶解後,体重 lkgあ た り500μgの 投与量で

ラットの後肢足脈に皮下注射を行なった。また,生理

食塩水を同様に投与 したものを対照群 とした。

1.末梢血,前房水の採取

エン ドトキシン投与後0.5,1.5, 3, 6,12,24,

48時間後に細隙灯および検眼鏡で前眼部 と眼底を観察

した後, 5%pentobarbital sodium (ネ ンブタール③)

0.lmlの 腹腔内投与で麻酔,開胸し直ちに心腔内から

採血 した。その後過量の pentobarbital sodiumの 腹腔

内投与で屠殺し,数分後前房水を26ゲージの注射針を

用いて約20μ l採取 した。

2.自血球数

採血 した末槍血に少量のヘパ リンを加えた後,直 ち

に自血球用 メランジュールを用い Turk液 で染色 し

Burker‐ Turk算定盤で自血球数を算定 した.前房水自

血球数は房水5μ lを等量の Turk液,染色 し同様の方

法で算定した。

3.補体価

血清及び房水の CH50,Cl,C3,C5に ついて Hong

らの方法H)に より抗 ウサギ赤血球抗体で感作した羊赤

血球(sensHzed sheep eryぬ rocytes,以 下 EAと略す)

に対する溶血活性をマイクロタイター法で測定した。

まずベロナール緩衝液 (Veronal buffer,以 下 VBと

略す)中で血清または房水を10倍希釈後マイクロタイ

タープレートで25μ 1/wenの 2倍 希釈系列を作成.

CH50の 測定は これ に l X 108個 /mlの EAを 25μ l滴

下 し37℃ で60分反応 させた.Clの 測定はこれに1× 108

個/mlの ラットC4付着 EAを 25μ l滴 下 し,37℃ で10

分間反応させた後,VBで 50倍 希釈 した ラット血清を

75μ l加 え,37℃ で60分間反応させた。C3の測定はこれ

に1× 108個 /mlの モルモットCl,4付着 EAを 25μ l加

え,VBで 10倍希釈 した C2, 5, 6, 7, 8, 9試薬

(Diamedix Corp,USA)を 75μ l加 え37℃ で60分反応

させた。C5の測定はこれに1× 108個 /mlの モルモット

Cl,4,2,3付 着 EAを 25μ l滴下 し,VBで 50倍希

釈 した C6,7,8,9試 薬を75μ l加 え37°Cで 60分反応

させた。その後これらを1,870gで 5分間遠心し,50%
溶血を生じる希釈率を補体価とした。

4.前房水蛋自濃度

ラット3匹 6眼分の前房水を一つの試料 として遠心

した後,上清の蛋白濃度を測定 した。測定には Bio‐

Rad Protein Assay I(it(BIO‐ RAD Chemical Divi‐

sion,USA)を 用い,ク マシーブルーG‐ 250の 蛋白質結

合時における吸光度を595nmで 比色定量 し標準曲線

から濃度を算出定 した。

5。 tumOr necrosis factor(TNF)活性

血清を TNF高感受性細胞であるマウス由来 L‐ 929

細胞 とともに37℃ ,5%C02中 で18時間培養後,ク リス

タルバイオレット液で15～ 20分間染色 し,洗浄後 L‐

929生細胞に取 り込 まれたクリスタルバイオレットの

吸光度からTNF活性を測定した12)。

6.組織学的観察

エンドトキシン投与 3時間および24時間後にラット

を屠殺 し,皮膚,腹筋,肝,肺の一部および眼球を摘

出した。10%ホ ルマ リンで固定,パ ラフィン包埋の後 ,

ヘマ トキシリンエオジン染色を行ない組織切片を光学

顕徴鏡で観察した。
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III 結  果

1.前眼部および眼底所見

エンドトキシン投与 3時間後から虹彩の充血が認め

られ,24時 間後に虹彩炎はピークとなった。個体によっ

て程度の差はあったが虹彩充血,縮瞳,お よびフィブ

リンの折出がみられた。48時間後にはこれらの変化は

減少した。一方眼底ではエンドトキシン投与 6時間後

から網膜血管の拡張が認められ,そ の後次第に増強し,

24時間後に最高に達した。この時,網膜および脈絡膜

血管の著明な拡張が認められ,一部に網膜出血も出現

した。48時間後にはこれらの変化は減少した。

2.末稽血自血球数

末槍血白血球数は対照群で2,600± 240個 /mm3で

あった。これはエンドトキシン投与30分後から減少し,

投与 3～ 6時間後には約700個 /mm3と 最低値をとり,

その後増加し投与12時間後には2,200個 /mm3と 対照

群 と同程度の値にな り,投与24時 間後 には3,800/

mm3,投与48時間後には5,000/mm3と なった (図 1).

3。 前房水中白血球数

房水中の自血球数は対照群およびエンドトキシン投

与1.5時間後までは10個/mm3以下であった.こ れは投

与 3時間後から増加し始め,投与24時間後には最高値

の6,300± 3,200個 /mm3と なり,そ の後減少した (図

1).

4.房水蛋白濃度

房水中の蛋白濃度は,対照群およびエン ドトキシン

投 与後 3時間以内では1.0～ 2.Omg/mlの 範 囲内で

あった。 これはその後増加 し,エ ン ドトキシン投与24

時間後にはピークの32.Omg/mlと なり,48時間後には

6.3mg/mlと なった (図 1)。

5.末稽血補体価

CH50,Cl,C3,C5と も,以下対照群 との比率で表

現す ると,CH50は エン ドトキシン投与30分後で対照

群の約1.4倍 に上昇し,そ の後減少し,投与24時間後に

は0.7倍 となった。Clはエン ドトキシン投与後1.5時間

後に対照群の1.6倍 に上昇した後減少し,投与24時間後

には0.7倍 となり,そ の後再び上昇し,48時間後には1.6

倍 となった。C3はエン ドトキシン投与後増加 し,6時
間後には対照群の3.0倍 ,24時間後には6.2倍 となり,

その後減少した。C5はエン ドトキシン投与直後から減

少 し 3時間後には対照群の0.7倍 とな り,そ の後増加

し,48時間後には2.0倍 となった (図 2).

6.前房水補体価
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図 1 エンドトキシン投与後の末槍血白血球数 (▲

一▲),房水白血球数 (●一●)お よび房水蛋白濃度

(○一〇)の経時的変化.結果は平均±標準偏差で表

す。(n=6～ 9)
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図 2 エン ドトキシン投与後血清補体価の経時的変

化.各補体価は対照群との比で表す。(○―O CH50,

●一● Cl, ■―・―・―■ C3, ▲―・・―・・―▲ C5)

対照群およびエン ドトキシン投与後 6時間後までは

ほとんど検出されなかった。CH50,Cl,C3,C5と も

24時間後にもっとも高値 となり,そ のときのそれぞれ

の血清値とに対する比率で表現するとそれぞれ,約 0.4

倍,0.2倍,0.1倍,0.1倍 と低値であった。

7. TNF

対照群では検出限界以下であった.エ ン ドトキシン

投与30分後から検出可能 とな り1.5時間後 には3,500

1U/mlと 最高値をとり,そ の後減少 して投与 6時間以

後では検出不能であった (表 1).

3. 0

2  0

1. 0



TiFne after Endotoxin
A.drninistration

(Ls)

Sertull TNF
(IU/ml)
n=3
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N.D.
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025± 009
N.D.
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N.D
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表 1 エンドトキシン投与後の血清TNF
値の経時的変化(N.D.:検出不能)

図 3 エンドトキシン投与 3時間後の虹彩組織所見 .

拡張した血管の内皮に隣接 した好中球 (矢印)が認

め られ る (ヘ マ トキ シ リンーエオジ ン染 色,×

1,000).

8.病理組織学的変化

眼球ではエンドトキシン投与 3時間後虹彩毛様体の

血管は軽度拡張し,虹彩や角膜輪部の血管腔に好中球

がみられ,血管壁に付着 していると思われる像 もみら

れた (図 3).24時間後には虹彩毛様体の血管拡張はさ

らにに著明となり,自血球の血管外浸潤 と虹彩浮腫が

みられた。肝では 3時間後血管腔および類洞内に対照

に比べ多数の自血球が見 られ,血管壁や類洞壁に付着

していると思われる像が多 く見られた(図 4).24時間

後も同様の所見を認めた。皮膚及び肺でも 3時間後お

よび24時間後の血管腔に対照より多くの自血球を認め

日眼会誌: 93巻  3号

図4 エンドトキシン投与3時間後の肝の組織所見.

類洞壁に隣接した好中球 (矢印)を認める (ヘ マト

キシリンーエオジン染色,× 1,000).

た.腹筋は血管成分が少ないため著明な変化は観察で

きなかった。

IV 考  按

エン ドトキシンの全身投与は DICや シュフルツマ

ン現象およびショックの実験モデルとして従来より研

究 されているが5),全身的変化とEIUと の関連につい

ての報告は少ない7).ェ ンドトキシンを全身投与する

と一過性顆粒球減少の後,著明な顆粒球増多が出現す

ることが以前から報告 されている4)。 この顆粒球減少

が生 じる際,細静脈内皮細胞への自血球の膠着現象が

生 じ,膠着した自血球から活性酸素や ライソゾーム酵

素が放出され,血管内皮障害の発生に重要な役割をは

たす とされている13)14).我 々の結果で もエンドトキシ

ン投与後末槍血の自血球数は減少し, 3～ 6時間後に

は対照群の約1/3と 著明に減少しその後増加し始め,24

時間後には対照群の約 2倍になった.組織学的にはエ

ン ドトキシン投与 3時間後,虹彩や角膜輪部の小血管

壁に自血球が付着 していると思われる像がみられた。

また肝,肺,皮膚など眼球以外の組織でも 3時間後小

血管や類洞に同様の所見がみられた。 このように上記

の膠着現象が各臓器の小血管に生じたため,循環血中
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の白血球数が減少したと考えられた。

一方 EIUに おける補体の関与については現在 まで

一定の見解をみないが7)9)10),今回血清および房水の

CH50,Cl,C3,C5を 測定 し,興味ある変動をみとめ

た。C3aは プロスタグランディン,血小板活性化因子 ,

ヒスタミン,セ ロトニンをはじめとする化学伝達物質

とともに血管透過性克進 に対 し重要な役割 を果た

す8)15)と 考えられている.今回の実験ではエン ドトキ

シン投与 6時間から24時間後で血清 C3の 高値を認め

C3が大量に産生された ことが うかがわれ血管透過性

を充進 させ炎症を持続させる因子のひとつ として重要

な働きをしていると考えられた。血清 C5は 30分後から

減少し3時間後に最低値を示 し,エ ンドトキシンによ

り補体の alternative pathwayが 活性化 され C5が消

費された ことが考えられる.C5aは ロイコトリエンや

TNF,局所の血流速度 とならび8)13)16)好 中球の膠着現

象を統御する因子として重要 とされてお り,現在 C5の

活性化を阻害する薬剤の EIUに対する影響を検討中

である。房水補体価はいずれも低値で血清から移行し

たと考えられる程度の値であった。

このように EIU発症の機序 として膠着白血球を介

する血管内皮障害ならびに血管透過性克進によって血

液房水柵の破綻を生じている可能性が示唆される。し

かし仮に早期に血液房水柵の破綻が生じたとしても,

この時期には循環血液中の自血球数が減少しているた

め前房へ移行する白血球数が限 られることが考 えら

れ,血中の自血球数の回復 とともに次第に前房への自

血球の移行が起 こることが今回の結果から推測 され

る.

最近 エ ン ドトキシンはマ ク ロファージに作用 し

TNF(tumor necrosis factor)の 産生をうながす こと

が報告 されている17).TNFが 血管内皮に作用す ると

好中球,単球,リ ンパ球が付着 しやすくなり16),さ らに

血管内皮細胞の細胞間連絡を解離させるとともに基底

膜のフィブロネクチンを減少 させ18),炎症反応におい

て重要な働 きをおこなっているとされている。家兎に

エン ドトキシンを静注すると血中 TNFは静注後15分

から上昇 し 2時間でピークにな りその後下降するとさ

れている19).我々の結果ではエンドトキシン投与30分

後には TNFは上昇してお り,90分 で最高値を示 し,3

時間後には低下していた.エ ン ドトキシン投与早期に

おける TNFの 出現は EIUの 発現に重要な役割を果

たすものと考えられる。今後 TNFと EIUと の関わ り

についてもさらに検討を加える予定である.
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