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実験的自己免疫性ぶどう膜網膜炎における

網膜組織障害と過酸化脂質

後  藤   浩

東京医科大学眼科学教室

要  約

網膜 S抗原により惹起 される Lewお ラットの自己免疫性ぶどう膜網膜炎の動物モデルを用い,発症後各病

期における病理組織学的検索と,組織内浸潤多核白血球 (PMNs)の量的マーカーとして知られるMyeloprox‐

idaseの定量を試みた。同時に網膜過酸化脂質の測定を行った。その結果,過酸化脂質の発生は,PMNsの浸

潤 を中心としたぶどう膜網膜炎の進行及び組織障害 と密接な関係があることが明らかとなった。このことは眼

内炎症における網膜組織障害の一因 として考えられている過酸化脂質の発生が,活性化 した PMNsか ら生 じ

るフリーラジカル (活性酸素)に よって引き起こされるという説を裏づけるものかもしれない。 また,眼内に

生 じた過酸化脂質が組織に与える障害を確認するために,網膜内,特に視細胞に豊富に存在すると言われる高

級不飽和脂肪酸,docosahexaenoic acid(22:6)の 酸化物を硝子体内に注入 し,網膜に対する障害を組織学

的に明らかにした。 (日 眼会誌 95!455-461,1991)
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Abstract
Retinal lipid peroxidation products were measured at various stages of experimental autoimmune

uveoretinitis (EAU) induced in Lewis rats by retinal S-antigen. Histopathologic examination and
measurement of myeloperoxidase, which is a quantitative marker of polymorphonuclear leukocytes
(PMNs) in tissue, were also performed. The results showed that lipid peroxidation is closely implicated
in the progression of uveoretinitis, and is related to the cellular infiltrate, which consisted primarily
of PMNs, and to the retinal tissue damage. These findings may support the theory that oxygen-free
radicals liberated from activated PMNs play a role in retinal tissue damage via peroxidation of
membrane lipids. To ascertain the tissue damage caused by the lipid peroxidation products generaated
in the eye, intravitreal injection of an oxidized docosahexaenoic acid, a major polyunsaturated fatty
acid in the photoreceptors of the retina, was performed and its toxicity in the retina was proved
histologically. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 95 :455-461, 1991)
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I緒  言

眼疾患 と活性酸素 (フ リーラジカル)及び過酸化脂

質の関わ りは以前より指摘 されており,殊に自内障や

ある種の網膜疾患の発症機序に関して精力的な研究が

行われてきている1)2)。 フリーラジカルによる組織障害

の一因は細胞膜脂質の過酸化によるとい う根拠 2)～ 4)の

もとに網膜疾患がしばしばこの分野における研究の対

象となる背景には,1.脊椎動物の視細胞梓体には,高

級不飽和脂肪酸が生体の他のどの組織よりも豊富に存

在する5)為 に様 々な因子が引き金 となって過酸化反応

が起こり易い状態にあり,2.視細胞内節には多数の ミ

トコン ドリアが存在し,酸素代謝が活発で, しかも隣

接する脈絡膜や網膜血管から豊富な酸素の供給が得 ら

れること。)な どが挙げられる。一方,炎症局所に現われ

る食細胞,即ちマクロファージ,多核白血球 (PMN)
にはフリーラジカル産生能があることが知 られ7),眼

内炎症においてもこのラジカルが網膜に及ぼす影響は

容易に想像がつ くが,炎症 と網膜組織障害,殊に過酸

化脂質について言及した研究は数少ない。

本研究では,Lewisラ ットを用いた実験的 自己免疫

性ぶどう膜網膜炎 (experimental autoimmune uveo‐

retinitis,以下 EAU)に おける網膜組織障害の経過を,

浸潤 多核 白血球 の量的 マーカーで あ るMyeloper‐

oxidaseの 動向とともに病理組織学的に検索 し,各 ス

テージにおける過酸化脂質の定量を試みた。また,眼
内に生 じた網膜由来の過酸化脂質が正常網膜に与える

影響を確認するために,網膜,特に視細胞外節に豊富

に存 在 し,主 要 な脂肪酸 で あ るdocosahexaenoic

acid5)を 酸化 した状態で硝子体内に注入し,そ の影響

を組織学的に検討 した。

II 実験方法

1.EAUに おける網膜組織障害 と過酸化脂質

高野 ら9)の 方法に準 じウシ網膜より得られた網膜可

溶性抗原 (以下 S抗原)50μg/0.05mlを 等量の Freund

完全 アジュバ ン トとともに生後約 1カ 月の Lewis

ラットの片足昧部に接種 した。同時に百 日咳菌 (per‐

tussis toxin)lμ g/0.3mlの静注を施行した。抗原接種

後は経時的に眼炎症の観察を行った。

1)病理組織学的検索

S抗原接種後 7日 ,9日 ,12日 ,15日 ,及 び18日 にラッ

ト眼球を摘出し,10%ホ ルマ リンにて固定後,ヘ マ ト

キシリン‐エオジン(H&E)染色を行い,光学顕徴鏡に
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て観察 した。

2)Myeloperoxidase(MPO)活性の測定

EAUを 生じた両眼球を経時的に摘出,輪部後方に

切開を加え,水晶体ならびに硝子体を含む前眼部と後

眼部に分け,後者より網膜を採取 し,Bradley10)ら の方

法に従って MPO活性を測定した。また,MPO活性と

浸潤多核白血球数の相関関係を調べるため, グリコー

ゲンの腹腔内注射に よって得 られた ラット多核白血

球 11)を それぞれ適当な数に調整し,そ の各々について

MPO活性を測定した.更に,EAU眼 におけるMPO
活性の局在を確認するために,4‐ chloro‐ 1-naphtholと

過酸化水素による迅速染色法12)を OCT compoundに

包埋 された S抗原接種後 12日 目のEAU眼の凍結標本

を用いて行った。

3)過酸化脂質の測定

1)Coniugated dieneO:2)と 同様に して網膜を採

取後,Folchら の方法14)に
準じて脂質を抽出した.即ち

0.05%の b■ylated hydroxy toluene(BHT)を 含む

20倍容量のクロロホルム/メ タノール (2:1)に て網

膜をホモジナイズした後,0.2倍容量の蒸留水を加え十

分に振盪し,更 に3,000rpmにて15分間遠心 した。2層

に分離 した試料の下層を集め, これを窒素ガス下に蒸

発 させ,最終的に得 られた脂質をlmlの エタノールで

溶 解 し,波 長235nmに お け る吸光 度 を cojugated

diene量 として表した。

ii)Malondialdehyde(MDA)‐ TBA反応15):得 ら

れた網膜を,10倍容量の1.15%KCl溶 液でホモジナイ

ズした。 1%リ ン酸3ml及 び0.67%チ オバルビタール

酸 (TBA)lmlを 加え振盪後,95°Cの水槽内で加熱し

た。45分後に試料を取 り出し冷却後,4mlの n‐ ブタ

ノールを加え激しく振盪 し,3,000rpmにて15分間遠

心 した。ブタノール層 (上層)を取 り,535nmと 600nm

における吸光度の差を測定値とした。

2.過酸化脂質の硝子体内注入

ラット片眼硝子体内に,酸化させた Methyl docosa―

hexaenoate 10mg/mlを 10μ lを ,30G針を用いて注入

した。30G針に接続 したツベルクリン針を用いて注入

した。希釈は リン酸緩衝液にて行ない,超音波で処理

した。他眼には同濃度で未酸化のものを注入 した。

Docosahexaenoateの 酸化は室温,遮蔽下で72時 間空

気にさらす ことによ り行われた。酸化 による脂肪酸

hydroperoxideが 生じたことを確認する為に薄層クロ

マ トグラフィーを,石油 エーテル :ジ エチルエーテ

ル :酢酸 (70:30:1)の 溶媒下で行った。24時間後
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膜全層に拡が り,視細胞は破壊 され,出血やより多 く

の滲出性変化が認められた(図 2).15日 目になると網

膜層構造の破壊,壊死はさらに進行しているものの
,

浸潤細胞の数はやや減少傾向を示 し(図 3),18日 目に

は外顆粒層も完全に崩壊,消失 し,多核白血球 もごく

少数が散見されるにとどまり,脈絡膜を中心 とした肉

芽腫性の変化が認められた (図 4).

2)MPO活性

迅速染色法により,MPO陽 性細胞が網膜から脈絡

膜にわたって確認された(図 5)。 これらの細胞は図 2

で得られた所見から,主に多核 白血球に一致するもの

図3 接種後15日 目.外顆粒層を含めた網膜層構造の

破壊,壊死は更に進行しているが,浸潤炎症細胞の

数は12日 目に比べ減少 している.(H&E染 色,×

450)

図4 接種後18日 目.炎症細胞は明らかに減少し,網
膜外層は萎縮,消失している。脈絡膜には肉芽腫の

形成が認められる。(H&E染 色,× 450)

に眼球を摘出し,組織学的検索を行った

III 結  果

1.EAUと 過酸化脂質

1)EAUの 時間経過に伴 う病理組織学的変化

S抗原接種後 7日 目まではいかなる炎症所見も見 ら

れなかった。その後の典型的な経過 は以下の通 りで

あった.ま ず 9日 目に網膜外顆粒層の滲出性変化と炎

症細胞の網膜浅層への浸潤がみられ,同 時にごくわず

かな多核白血球の浸潤が視細胞層 に認め られた (図

1).12日 までに多核白血球を主体 とした細胞浸潤は網

図 l S抗原接種後 9日 目,EAU発症 日,網膜内に多

核白血球,マ クロファージ及びわずかなリンパ球の

浸潤を認め,外顆粒層には限局性の滲出性変化が観

察される。視細胞は比較的よく保たれている.(H&
E染色,× 525)

4ロ

図 2 接種後12日 目.網膜内外層にわた り多核白血球

を中心とする炎症細胞が無数に拡がって,視細胞は

変性,崩壊している。(H&E染色,× 250)
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と思われた。図 6に示すようにラット腹腔内より得ら

れたPMNの数とMPO活性の間には直線的な相関関

係が得られた。対象正常ラット網膜からMPO活性は

検出されず,EAUラ ットでは S抗原接種後 9日 目よ

り明らかな活性の上昇がみられ,12日 目には一気に高

値を示し,以後15日 ,18日 目と次第に低下していった

(図 7).

3)過酸化脂質

1)Coniugated diene(図 8A):Controlに おける吸

図5 EAU眼 に浸潤したMPO陽性細胞 (矢印).網
膜,脈絡膜にみられるこれらの細胞は主に多核白血

球に一致する。(× 700)R:網 膜,Ci脈絡膜,S:
強膜

*Pく 0005

日眼会誌 95巻  5号

光度は網膜から抽出された脂質の末端吸収によるもの

である。 7日 目には有意な変化がみられないものの
,

炎症初期の 9日 目には明らかに高値 となり,12日 には

01  02      04      06      0.8      ,0

PMNs Xlo6

図 6 多核白血球数 とMPO活性 との関係.相関係

数 :0.996
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A

1      2

図 9 薄層 クロマ トグラフィー

1. Unoxidized rnethyl docosahexaenoate,2.(E)xid‐

ized rnethyl dOcOsahexaenOate

A. llnchanged fatty acid,B. iFatty acid hydroper‐

oxide

ピークを迎え,以後減少していった。

il)MDA(図 8B):Coniugated dieneと 同様 MDA
も9日 目より上昇し,以後 も似たような推移を示 した

が,その変動幅は比較的小さく,ま た18日 目には con‐

trolよ りも低い値を示した。

2.過酸化脂質の網膜に及ぼす影響

脂肪酸 hydroperoxideの 発生は薄層クロマ トグラ

フィーによって確認された(図 9).硝子体腔内注人24

時間後,網膜神経線維層は破壊され,そ の他の内層構

造も変性,浮腫をきたしていた(図 10).外顆粒層は比

較的よく保たれているものの,視細胞にも変性がみら

れ,多核白血球の浸潤が散見 された。未酸化の methyl

docosahexaenoateの影響は,網膜内層の浮腫性変化

をみるにとどまった.

IV考  按

網膜の変性,障害と過酸化脂質の研究は,平光 らに

よる一連の報告やいわゆる light damageと の関連に

おいてこれまで数多く行われているが1),眼 内の炎症

との関係についてはまだ不明な点も多い。内因性ぶど

う膜炎の動物 モデルとされ るEAUを用いた実験で

は,Raoらが各種ラジカルスカベンジャーが網膜過酸

化脂質の発生に抑制的に働 くことを示しているのみで

図10 過酸化脂質の硝子体内注入24時 間後の組織像.

網膜内層のみならず視細胞層にも変性がみられる。

多核白血球 (矢 印)も 散見される。(H&E染 色,×

575)

ある16)。
今回著者はある程度一定 した炎症の推移が期

待できるS抗原によるEAUモ デルを用いて,その病

期ごとに過酸化脂質を測定 し,病理組織像との比較検

討 を行 なった。S抗 原 の接種 に よって惹起 され る

Lewisラ ットの EAUは,Tリ ンパ球によって介達 さ

れる遅延型過敏反応によるとされてお り17),50μ g以上

の比較的大量の S抗原を使用した場合には,特にその

病初期から中期にかけて PMNsを主体 とした炎症細

胞浸潤 と網膜構造の破壊がみられる18).こ の細胞浸潤

は抗原接種時に百 日咳菌の静注を併用することで増強

されることが知 られてお り19),今 回はフリーラジカル

の産生をより多 くの活性化 した食細胞から期待するた

めに, このような激症型の動物モデルを利用した。ま

た活性化 した PMNsは 他の食細胞 に比べ数倍の フ

リーラジカル産生能を有する20)こ とから,今回はこの

PMNsに 注 目し,組織 内に浸潤 した PMNsの 量的

マーカーとして知 られるMPOを測定 し,炎症の程度

をより明確ににす る試みを行なった。MPOは多核白

血球のアズール顆粒内に多量に存在する酵素で,細胞

重量の 5%を占め,他の炎症細胞にはほとんど或いは

全 く存在 しないとされている21)。 そして実際,結果に示

したように MPO活性の推移 (図 7)は病理組織所見 と

も矛盾がないように思われた。即ち網膜内,網膜下の

PMNsの 浸潤は S抗原接種後 9日 目にはごくわずか
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であったものが,12日 目には無数に拡が り,以後減少

していく様子が観察された。ただしこの MPO活性 レ

ベルはあくまで各病期における浸潤 PMNsの程度比

較の指標 としてのみ利用されるべきで,検索組織の種

類によってはこの酵素はすみやかに分解 されてしま

い,適切な値が得 られないことが報告 されている22)こ

とから,今回の結果においても,図 6の ような相関図

から直ちに組織内の多核白血球の数まで推定するには

無理があると思われる。実際,図 5にみ られるように

MPOの存在は炎症局所の多核白血球中に明らかであ

るが,その染色は脈絡膜内では強 く,網膜内の血管外

浸潤 自血球中ではやや減弱しているようであった。

過酸化脂質の測定には従来より様々な方法が行なわ

れているが,いずれの方法 も一長一短があ り,特に in

vivoに おいては非特異反応等を除外 しきれない為に

その絶対量を把握することは不可能である23).ま た,過

酸化脂質は脂質の hydroperoxide,endoperOXide等 ,

多 くの前駆体,誘導体,分解物を含んだ “動的不均一

系"で あるので24),発 生段階の異なる複数の産物を測定

することが望ましい とされている4)。 そ こで今回は過

去の報告
4)16)に 準 じ,過酸化脂質反応の初期段階を反

映する conugated dieneと ,hydrOperOXideの 分解産

物であ り,チ オバル ビツール酸 (TBA)と 反応する

MDAの 両方を測定 した.結果はぶどう膜炎の発症 日,

即ち,S抗原接種後 9日 目には過酸化脂質の有意な上

昇を認めた(図 8).同 日における炎症の程度は,組織

学的にもMPOの レベルの上でも非常に軽度のもので

あることを考えると,網膜内における過酸化脂質は炎

症のごく初期でも生 じうることが伺えた.こ の過酸化

脂質反応開始の トリガーが,本 当に浸潤細胞から放出

されたフリーラジカルによるものかどうかはなお不明

であるが,いずれにしても以後12,15,18日 目と,MPO
活性を含めた炎症,組織障害の程度 と並行するかのよ

うに過酸化脂質 レベルが推移していったことは非常に

興味深い(図 1～ 4, 7, 8).脂質の過酸化反応は一

種の連鎖反応であるので,ひ とたび何 らかの トリガー

が反応の開始にあずかれば,その後は次々と生成反応

が起 こりうる。ところが生体には数々の抗酸化機構 ,

即ちビタミンE,superoxide disumitase,catalase等 ,

の存在が知 られてお り,網膜において も例外ではな

く6),通常わずかな “トリガーの存在"に対 してはこれ

らが必要以上の反応の進行を阻止しているものと考え

られる。今回の S抗原による炎症モデルではこれらの

防御機構では阻止できないほど急激に, しかも次々と
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現われるPMNsを 中心 とするフ リーラジカルの供給

源が,網膜脂質の過酸化を推進 していったのであろう。

一方,活性化した PMNsそ れ自体は過酸化脂質の値に

影響しないことが既に報告されている4)16).S抗 原接種

後 18日 目には炎症はかなり鎮まると同時に網膜外層が

完全に消失し, この時期になると過酸化脂質も急激に

減少 した。これはフリーラジカルの影響の減少の影響

もさることながら,過酸化脂質の発生源である高級不

飽和脂肪酸が,網膜の著しい変性,壊死,疲痕化とと

もに枯渇していったためと思われる。

過酸化脂質の硝子体内注入による網膜への影響はこ

れまでにも報告 されているが25)26),今 回は視細胞外節

の主要な脂肪酸である,docosahexaenoic acidか ら得

た hydroperoxideに よる網膜障害 を組織学的に確認

することができた。過酸化脂質の崩壊産物は,連鎖反

応の生じた局所から離れた所にも拡が り,細胞の浮腫 ,

血管透過性の克進を引き起こす とされてお り27),図 10

に示 したように硝子体側から最も離れた視細胞層にま

で影響がみられたことは,こ のことを支持するものか

もしれない。一方,S抗原による動物モデルについても

言えることは, このような組織障害がほとんど常に網

膜外層に顕著であ り, これは高級不飽和脂肪酸を大量

に含んだ視細胞層がフリーラジカルの恰好の標的とな

るとともに,局所に生じた過酸化脂質が更に隣接する

組織を破壊 してい くためであろう。

過酸化脂質が組織障害に対して原因であるのか,結

果であるのか,今だに明確ではなく,in vivoにおける

フ リーラジカル との関係も不明な点が残 されている

が,眼科領域にはベーチェット病や感染による眼内炎

など,多核白血球の浸潤を伴いなが ら,網膜に致命的

な障害を与えるケースは少なくなく, これら炎症性眼

疾患と網膜過酸化脂質の関係について今後更に検討を

加えていく予定である。

御校閲を賜 りました松尾治亘教授,自井正彦教授に感謝

致します。また,実験に際し,御指導いただいた南カリフォ

ルニア大学 Narsing A Rao教 授に感謝いたします。
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