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実験的エンドトキシン誘発播種性血管内凝固における

内因性ぶどう膜炎
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要  約

エンドトキシン2回投与により発症する家兎の実験的播種性血管内凝固 (DIC)モ デルで内因性ぶどう膜炎

発現の有無 とその発現機序解明のため前房フレアー値,末槍血白血球数,腫瘍壊死因子 (TNF)活性および眼

球,肺,肝,腎の病理組織変化を経時的に検討 した.初回エンドトキシン投与直後から末稽血自血球数の減少

とTNF活性の上昇がおこり,や や遅れて前房フレアー値が上昇 した。 2回 ロエンドトキシン投与後 も初回投

与時と同様の反応を示 したが,TNF活性は初回の20%であつた。病理組織では 2回 目投与 3時間後に各臓器に

フィプリン血栓がみられ,DICが発現 しており,ま た内因性ぶどう膜炎の発現も認められた.今回の実験では,

エンドトキシン投与後の DIC発症過程における末梢血白血球数 とTNF活性が血液房水柵の破綻に対 し重要

な作用を有する可能性が示 された。(日 眼会誌 95:152-157,1991)
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ing'the SeCOnd administration of eindotoxin.Endotoxill induced uveitis was induced in experimental

D}IC,and leukocytes and TNF aCtiVity lnay thuS perfOrnl important roles.(Acta Soc Ophthall■ 01 Jpn
95:152-157,1991)
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I緒  言

ウサギにエンドトキシンを全身投与すると実験的内

因性ぶどう膜炎を発症することが知られているが,発
現機序にはいまだ不明な点が多ぃ02)。 また,エ ン ドト

キシンがベーチェット病の発症に関与するという報告

もある3)._方 ,エ ンドトキシンの 2度の全身投与によ

り播種性血管内凝固 (disseminated intravaxular

coagulation,以下 DICと 略す)が発現することが知ら

れてお り,そ の機序については詳細な研究がなされて

いる4)～ 6)。 今回我々はベーチェット病をはじめ とする

難治性ぶどう膜炎の発現機序解明の手がか りになるこ

とを期待 して,エ ン ドトキシンを 2回全身投与 して

作った実験的 DICを用い,内 因性ぶどう膜炎の発現の

有無 と前房中の蛋白濃度,末槍血白球数お よび血清

tumOr necrosis factor(以下 TNFと 略す)活性を経

時的に検討 した.

II 実験方法

実験動物は体重約1.5～ 2.5kgの 有色家兎 9羽 を使

用した。エン ドトキシンは SalmOnella typhimurium

由来の lipopolysaccharide(Diた o,USA)で ,20mgを
生理食塩水100mlに溶解後,体重lkgあ た り200μ gの

投与量で耳静脈に静注し, さらに24時間後に同量静注

した7).

1.前房フレアー値の測定

エン ドトキシン初回投与0.5,1.5, 3, 6,12,24

時間後 と 2回投与0.5,1.5, 3, 6,12,24,48時間

後にレーザーフレアーセルメーター (ク リー ド1000,

興和社製)を用いて前房フレアー値を測定した8)。 測定

方法は, ミドリン P③散瞳下で 5回反復測定をおこな

い平均値をとった。

2.末梢血白血球数

エン ドトキシン初回投与0.5,1.5, 3, 6,12,24

時間後 と 2回 目投与0.5,1.5, 3, 6,12,24,48時

間後にエン ドトキシン静注の対側の耳静脈から採血し

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.

3.血清 TNF活性

エン ドトキシン初回投与0.5, 1,1.5, 2, 3, 6

時間後 と2回 目投与0.5, 1,1.5, 2, 3, 6時 間後

の血清を TNF高感受性細胞であるマウス由来 L-929

線維芽細胞 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分間固定染色し,

洗浄後 L‐ 929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9)～ 11).

4.病理組織学的観察

エン ドトキシン初回投与 3時間後, 2回 目投与 3時

間後に家兎を過量の 5%pentobarbital sodium(ネ ン

ブタール⑪)で屠殺 し,眼球,肺,肝,腎を摘出した。

10%ホ ルマリンで固定,パ ラフィン包埋の後,各臓器

の リンタングステ ン酸 ヘマ トキシ リン染色 (以 下

PTAH染 色と略す)と 虹彩毛様体のヘマ トキシリンエ

オジン染色 (以下 HE染色と略す)を行い組織切片を

光学顕微鏡で観察 した。

5。 統計的処理は t検定を用いておこなった。

III 結  果

1。 前房フレアー値

初回エン ドトキシン投与 1時間後から前房 フレアー

が増加 しはじめ, 6時間後に292± 115フ オ トンカウン

ト/msecと ピークに達 し,その後徐々に低下 した.2
回ロエン ドトキシン投与後は,30分後から急激に増加

しは じめ, 3時 間後 に1,230± 520フ ォトンカウン ト/

msecと ピークにな り,その後徐々に低下 し,約 5日 後

に10.9± 5.2と ほぼ正常値になった。初回投与時に比較

し, 2回 目投与時の前房 フレアー値の ピークは有意

(p<0.01)に上昇していた (図 1)。

2.末梢血白血球数

末槍血白血球数はエン ドトキシン投与前で3,725±

1,121個 /mm3で ぁった。初回エンドトキシン投与30分

後から減少しはじめ,1.5時間後には963± 266個 /mm3
と有意 (p<0.05)に低下 し,その後増加し投与12時間
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図 1 エンドトキシン投与後の前房フレアー値。初回

投与 6時間後と2回 目投与 3時間後にピークに達し

た。
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図3 エンドトキシン投与後のTNF活 性.初回投与

1時間後と2回 目投与15時間後にピークに達した。

図4A エン ドトキシン2回 目投与 3時間後の虹彩組

織所見.毛細血管内にフィプリン血栓 (矢印)が認

められる。(PTAH染色,× 160)

図4B エン ドトキシン2回 目投与 3時間後の肺組織

所見.毛細血管内に多数のフイブリン血栓 (矢印)

が認められる.(PTAH染色,× 160)

血管内,肝類洞内,腎糸球体毛細血管内に深青色に染

色されたフィブリン血栓が認め られた(図 4A～ D)。 す

なわち 2回 目投与 3時間後には各臓器にフィブリン血
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図 2 エンドトキシン投与後の末槍血自血球数.初回

投与1.5時間後 と 2回 目投与1.5時 間後に最低値を

とった.

後には6,845± 2,664個 /mm3(p<0.05)と なり投与前

の約 2倍 となった。 2回 ロエンドトキシン投与後も30

分後から減少しはじめ,1.5時間後に2,513± 1,107個 /

mm3(p<0.05)と 最低値をとり,そ の後増加 し投与24

時間後には6,838± 3,443個 /mm3(p<0.05)と なった

(図 2).

3.血清 TNF活性

エン ドトキシン投与前の家兎血清では検出限界以下

であった。初回エン ドトキシン投与30分後から検出可

能 となり, 1時間後には628± 3651U/mlと 最高値をと

り,その後急激に減少 して 6時間後には検出限界以下

であった。 2回 目のエン ドトキシン投与後も30分後か

ら検出可能 とな り,1.5時 間後には120± 1121U/mlと

最高値をとり,そ の後急激に減少 した。ただ, 2回め

の TNF活性の最高値は 1回 目の約20%に すぎなかっ

た (図 3)。

4.病理組織学的変化

眼球,肺,肝,腎 ともフィブリン血栓は初回エン ド

トキシン投与 3時間後には認められなかった.2回 目

投与 3時間後には,虹彩毛様体の毛細血管内,肺毛細
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図4C エンドトキシン 2回 目投与 3時間後の肝組織
所見.類洞内にフィブリン血栓 (矢印)が認められ
る.(PTAH染 色,× 160)
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図 5B エンドトキシン2回 目投与 3時間後の虹彩所

見.間質に好中球 (矢 印)が認められる。(HE染色,×

160)
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図4D エンドトキシン 2回 目投与 3時間後の腎組織

所見.糸 球体毛細血管内に多数のフィブリン血栓(矢

印)が認められる。(PTAH染色,× 160)

図 5A エン ドトキシン初回投与 3時 間後の虹彩所

見.間質に好中球(矢印)が認められる。(HE染色,×

160)

図 5C エンドトキシン2回 目投与 3時間後の毛様体

所見.間質に好中球 (矢 印)が認められる.(HE染
色,× 160)

図 5D エンドトキシン初回投与 3時間後の虹彩所見.

血管内皮に隣接 した好中球 (矢 印)が認められる。

(HE染色,× 400)
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栓が認められ,DICが発現 していた。

虹彩毛様体の HE染色では,エ ンドトキシン初回投

与 3時間後 も, 2回 目投与 3時間後も間質に好中球が

認められ,虹彩毛様体炎が起 こっていたが,細胞浸潤

の程度は 2回 目投与後がやや強いもののいずれも軽度

であった。また,初回投与 3時間後の虹彩には血管内

皮に隣接 した好中球が認められた。炎症細胞は,いず

れも多核球であ り単核球は認められなかった (図 5A

～D)。

IV考  按

実験的 DICにおける 2度のエン ドトキシン注射の

うち初回投与は準備注射, 2回 目の投与は惹起注射 と

呼ばれている12).DICにおける準備注射の意味につい

ては,従来から網内系をブロックすることにより惹起

注射後のフイブリン形成を容易にすると考えられてい

る,3)“ )。 我々の組織学的検索の結果でも,眼球,肺,肝 ,

腎とも準備注射後にはフイブリン血栓は認められず ,

惹起注射 3時間後にはじめてフィブリン血栓が認めら

れ,エ ン ドトキシンを 2回投与してはじめて DICが惹

起されている。

家兎にエン ドトキシンを 1回投与すると内因性ぶど

う膜炎が発症することは既に知 られているが0,エ ン

ドトキシン 2回投与による DIC発症時の眼症状は知

られていない。今回の実験では DICの発症に伴 って,

初回投与後よりさらに強いぶどう膜炎が発症 した.た

だこのぶどう膜炎は,前房 フレアーの高値に比 して虹

彩毛様体組織の炎症が軽度であり,実験的自己免疫性

ぶ どう膜炎のような強い組織破壊は認め られなかっ

た。現在のところ, これらの理由は不明であ り,今後

の検討を要する。

一方,末槍血白血球数は初回投与後から急激に減少

し始めた.こ のことは末槍血管への自血球の膠着が原

因と考 えられる。我々は前報15)で ラットの endotOXin

induced uveitisに おける末槍血白血球数減少は虹彩 ,

肝,肺,皮膚などの小血管への膠着によることを示し

た。今回も同様な膠着現象が起こっていた。白血球が

虹彩毛様体の小血管の内皮細胞に膠着すると, 自血球

とくに好中球から活性酸素, ライソゾーム酵素をはじ

めとするさまざまなケミカルメディエーターが放出さ

れる16)。 白血球の膠着現象には TNFが大 きく関与 し

ていることが知 られてお り17),今 回の結果でも自血球

数の減少とはぼ同時に血液中の TNF活性値が上昇 し

ていることからその関与が強 く考えられる。TNFは

日眼会誌 95巻  2号

エン ドトキシンによリマクロフア~ジが刺激されると

産生 され,血管内皮細胞の細胞間結合の解離,基底膜

のフィプロネクチンを減少 させ,血漿成分や細胞の血

管外漏出を引き起こし,血管内皮細胞に新しい抗原を

誘導する作用を有している°)1°)0.実際,TNFを硝子

体 中 に投与す る と虹彩毛様体炎 が起 こる こ とを

Ro"nbaumら が報告 してい る19)。 また最近 はベー

チェット病におけるTNFの関与についても研究が進

められており,ベ ーチエット病患者の培養単核球で高

い TNF産生量を示す例が認められている20).こ のこ

とはベーチェット病患者の血液房水柵破綻に TNFが

大きく関与している可能性を示してお り,ベ ーチエッ

ト病の眼発作の発生機序 として,何 らかの誘因により

マクロフア~ジ が刺激 され TNFを 産生 し,そ れに

よって白血球が血管内皮細胞に膠着して好中球が活性

化されケミカルメディエーターを放出し,血液房水柵

が破壊 されるのではないかと我々は考えている。

2回 目のエンドトキシン投与後は TNF活性が低い

にもかかわ らず前房中の フレアーはさらに強 くなっ

た。 1回 目投与24時間後には炎症が持続 しており,血

液房水柵の破綻が,機能的であれ一過性の器質的であ

れ,その修復がまだされていないことより, この時点

で再びエン ドトキシンを投与すると 1回 目よりも軽度

の自血球膠着でも破壊はさらに強 くなることが十分考

えられる.TNF活 性が 2回 目で低かった理由として

マクロフア~ジ がエン ドトキシンに反応 しなかったた

めか,あ るいは TNFが 1回 日で充分放出されて枯渇

してしまったことが考えられる。

マクロフア~ジ はまた, 刺激に よ りplasminogen

activatorゃ plasnlinogen activatOr inhibitor,2放 出

することが知られてお り,微小循環系でのフイブリン

析出・溶解の調節にかかわつていると考 えられてい

る21)。 今回の実験で DIC発症過程においてぶどう膜炎

も発症 しており,いずれの発症にもマクロフア~ジが

大きな役割を果たしていることが示唆された。

さらにベーチエット病患者では,微小循環系での血

栓が病理組織学的に認められており22),今回の実験の

病理組織所見を考え合わせると, この実験モデルが難

治性ぶどう膜炎のモデルとなる可能性があると思われ

た。

本研究は平成元年度厚生省特定疾患研究費「ベーチエッ

ト病調査研究」の補助を受けた。
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