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要

実験的ぶどう膜網膜炎の,眼炎症局所における多核白
血球由来スーパーオキサイ ドの存在を明らかにした。同

モデルの眼球を経時的に摘出し,病理組織学的に検索を

行い,網膜過酸化脂質を測定したところ,過酸化脂質値
は炎症による網膜組織障害が著しい時期に高値を示 し

た。一方,正常神経網膜を活性化させた多核白血球とと

もに培養し,その組織学的変化の検索と,網膜過酸化脂

質の測定を行った。その結果,視細胞外節の変性と過酸
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約

化脂質の上昇がみられ,この過酸化脂質の上昇は super‐

o対de dismutaseの添加によって抑制された。多核白血

球の浸潤を伴う眼炎症性疾患では,スーパーオキサイド

を介した過酸化脂質反応が網膜組織障害に関与している

ことが示唆された。 (日眼会誌 98:1019-1026,1994)

キーワード:実験的ぶどう膜網膜炎,多核白血球,スー
パーオキサイド,過酸化脂質,組織障害
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Abstract
The presence of superoxide generated by polymor- was inhibited by superoxide dismutase (SOD). These

phonuclear leukocytes (PMNs) was demonstrated in data suggest that lipid peroxidation reaction involv-
an experimental autoimmune uveoretinitis (EAU) ing superoxide may play an important role in the
model. Histopathological examination of the eyes, pathogenesis of retinal tissue damage in ocular
enucleated sequentially after the onset of EAU, and inflammatory disease characterized by the
determination of retinal lipid peroxidation (LPO) infiltration of PMNs. (J Jpn Ophthalmol Soc 98:
revealed an increase in LPO products with proges- 1019-1026, 1994)

sive retinal tissue damage. In addition, histopatho-
Iogical changes, predominantly degeneration of the Key words: Experimental autoimmune uveore-
retinal outer segments, and increased retinal LPO tinitis, Polymorphonuclear leuko-
were confirmed iz uitro by culturing naive neural cytes, Superoxide, Lipid peroxidation,
retina with activated PMNs. This increased LPO Tissue damage

I緒  言

多核自血球やマクロファージなどの食細胞の浸潤を伴

う炎症性疾患では,こ れらの細胞から産生されるフリー

ラジカル (活性酸素)が,炎症の化学伝達物質として,
また,組織障害因子として重要な役割を果たしているこ

とが知られている1)2)。 眼科領域においてもぶどう膜網膜

炎や視神経炎などの炎症性疾患では,酸素フリーラジカ
ルが様々な形で病像形成に関与していることが明らかに

されつつある3)～ 6)。 ぶどう膜網膜炎では,多核白血球を中

心とした食細胞から産生される過剰なフリーラジカルに

よる直接的な障害に加えて,フ リーラジカルを引き金と
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して生じると考えられる過酸化脂質反応が,よ り組織障

害を修飾し,増強させている可能性がある。その理由と

して脊椎動物の網膜,と くに視細胞外節には,脂質酸化

を生じやすいドコサヘキサエン酸やアラキドン酸などの

高級不飽和脂肪酸が極めて豊富に存在することが挙げら

れる7)。 しかしながら,こ の過酸化脂質が組織障害の原因

として病態に関与しているのか,あるいは組織障害の結

果として増加しているのかを実験的に明らかにすること

は非常に困難である
8)。 ぶどう膜網膜炎においても,網膜

に浸潤した食細胞由来のフリーラジカルが過酸化脂質反

応を引き起こし,組織障害を来すか否かは明らかでない。

そこで今回,実験的自己免疫性ぶどう膜網膜炎 (expe‐
rimental autOirnmune uveoretinitis,EAU)の 眼局所に

おける多核白血球由来のフリーラジカル,と くにスー

パーオキサイドの存在を確認した上で,網膜過酸化脂質

を経時的に測定し,組織障害との関係について検討した。

さらに,効 υみ0に おいて,正常神経網膜に対する活性化

多核白血球由来のスーパーオキサイドの影響を,組織学
的な変化の検索と網膜過酸化脂質を測定することにより

検討したので報告する。

II実 験 方 法

1.EAUにおけるフリーラジカルおよび網膜過酸化
脂質

1)ラ ットEAUの作製
Redmondら 9)の 方法に準 じて,ウ シ網膜から inter―

phOtOreceptOr retinOid binding protein(IRBP)を 精製

し,その 50 μgを完全 Freundア ジュバントとともに,生

後 8週齢の雄 Lewisラ ットの片足脈部皮下に接種 して

EAUを惹起せしめた。
2)EAUの病理組織学的検索
EAU発症後, 2～ 4日 ごとに経時的にラットをエー
テル麻酔下に屠殺し,眼球を摘出した。眼球は 10%ホル

マリンで 24時間固定後,パラフィンに包埋して切片を作

成,さ らにヘマ トキシリン・エオジン染色を施し,光学
顕微鏡による観察を行った。また,4%グ ルタールアル
デヒドと1%四酸化オスミウムによる二重固定後にエ
ポンに包埋,切片を作成し,電子顕微鏡による組織学的

検索を行った。

3)EAU眼内のフリーラジカルの検出
EAU発症後の眼球から網膜下に浸潤した細胞を採取
し,こ の細胞 のスーパーオキサイ ド産生能 を Ryer‐

Powderら 10)の 方法に従って検索した。すなわち,ス ライ

ドグラス上に浸潤細胞を採り,そ の上に0.1%ニ トロブ

ルーテトラゾリウム (NBT)10 μlを滴下し,カ バーグラ

スを乗せて 37°C,5%C02の 条件のもとで 1時間培養し
た。顕微鏡下にスーパーオキサイド産生を示す青黒色の

細胞,すなわち不溶性ホルマザン陽性細胞の有無を観察

した。
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4)EAUに おける網膜過酸化脂質の測定
EAU発症後, 2～ 4日 ごとに経時的に眼球を摘出し,
輪部からlmm後方の鋸状縁部で眼球壁の全周に切開
を加え,水晶体,硝子体 とともに前眼部を切離した。残
された眼杯から神経網膜を静かに剥離し,視神経乳頭部
で切断した。この得られた網膜をホモジナイズし,これ

を試料として過酸化脂質を測定した。測定にはチオバル

ビツール酸 (TBA)反応 n)を行い,吸光係数 1.56× 105か

らマロンジアルデヒド量に換算して表した。

2.Iん υJιЮ における多核白血球由来フリーラジカル

と網膜過酸化脂質

1)ラ ット多核自血球の調整

Lewisラ ットの腹腔内に 0.2%グ リコーゲンを注入

し, 4時間後にHanks緩衝液で灌流,FicoH―Hypaque

法12)で多核白血球を回収 し,2.5× 106/mlに 調整した。こ

の多核自血球を0.1%グ ルコースおよび 0.25%ス ク
ロースを含んだ 0.lMト リスーマレイン酸緩衝液13)

(pH 7.4,以後 TM緩衝液)l ml中で培養し,60分後の
生存率をトリパンブルーを用いて調べた。

2)多核白血球由来スーパーオキサイドの検出

得られた多核自血球を 20 mg/mlの オプソニン化ザイ

モサンで活性化し,1-3)と 同様,その細胞浮遊液 (1.0×

106/ml)10 μlと 0.1%NBTを 10 μlを プレパラート上
で混和, 1時間培養した。顕微鏡下にホルマザン生成を

観察し,ス ーパーオキサイドの産生を明らかにした。ま

た,細胞浮遊液にスーパーオキサイ ドジスムターゼ

(SOD,Sigma)10Uを 添力日して同様に培養を行い,ホル

マザンの生成に対する影響を観察した。

3)活性化多核自血球 とラット神経網膜の培養
正常雄 Lewisラ ットから1-4)と同様にして神経網膜

を採取し,オ プソニン化ザイモサンによって活性化させ

た多核白血球 2.5× 106/mlと ともに,TM緩 衝液 l ml
中で 60分間培養した。対照として,正常神経網膜をTM
緩衝液で同様に培養したものを用いた。培養後,それぞ

れの網膜組織に対して,電子顕微鏡による組織学的検索
とTBA反応11)に よる過酸化脂質の測定を行った。さら
に,活性化多核白血球に SOD 10 U, もしくは 100Uを

加えて 60分間培養した網膜の過酸化脂質を測定した。

III 結  果

1.EAUに おけるフリーラジカルの産生 と網膜過酸
化月旨質

図 1に正常ラット(図 lA)と ,IRBPに よって惹起さ

れた EAUラ ットの組織像の経時的変化を示した。EAU
はIRBP接種後,10日 目にほぼ全例が発症した。組織学

的には,ま ず毛様体や脈絡膜への細胞浸潤と網膜血管炎

がみられた (図 lB)。 発症後 1～ 2日 もすると,網膜内

層の血管から遊出した多核自血球や単核球などの炎症細

胞は網膜外層に向かうように浸潤していき,外顆粒層に
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A

図 l EAUの 組織像の経時的変化 .
A:正常 Lewisラ ットの網脈絡膜組織像.B:EAU発
症時.網膜血管炎と脈絡膜への細胞浸潤がみられる。
C:発症後 1～ 2日 目には網膜内層の強い細胞浸潤 と
外層の滲出性変化が現れる。D:発症後 2～ 4日 目に
炎症は最盛期を迎える。網膜内外層の強い細胞浸潤や

滲出性変化により,網膜層構造は破壊されている。と
くに視細胞層に細胞浸潤が著 しい。E:炎症は次第に
治まり,滲出液も吸収されている.F:発症後 7～10日
目には炎症細胞はほとんど消失し,視細胞層と外顆粒
層の一部は欠落している。バーはいずれも40 μm
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図 2 EAUの 炎症最盛期における網膜電子顕微鏡
像.

視細胞層に多核白血球 (矢印)の浸潤が観察される。

OS:視細胞外節,RPE:網膜色素上皮,Ch:脈絡膜

は滲出液の貯留が認められた (図 lC)。 EAU発症後 2
～ 4日 目に炎症は最も激しくなり,視細胞層を中心とし

た網膜外層の細胞浸潤が著明となって,網膜層構造の破

壊が観察された (図 lD)。 やがて炎症は鎮静化し,網膜
滲出液も吸収された (図 lE)。 その頃からマクロファー

ジを中心とした細胞が視細胞層に集積し,視細胞層と外

顆粒層は部分的に消失し,EAU発症後約 7～10日 で炎
症は完全に消退していった (図 lF).

IRBP接種後 12日 目の炎症最盛期において,多核白血

球の網膜視細胞層への浸潤を電子顕微鏡で確認した (図

2)。 同時期に網膜下から採取された多核自血球は,NBT
との反応によって青黒色のホルマザンを生成し,スー
パーオキサイドを産生していることが明らかとなった

(図 3).

EAUの 各病期における網膜過酸化脂質の測定結果を

図 4に示した。対照である正常網膜と比較して,EAU発
症初期に網膜過酸化脂質は上昇し,組織学的に網脈絡膜

の炎症,網膜外層の障害が極期を迎える頃に最も高い値

を示した。網膜外層, とくに視細胞層が破壊,消失して

しまう炎症消退期には,過酸化脂質は低値となった。
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図 3 EAUの網膜下より採取した多核白血球のスー
パーオキサイド産生。

NBTと の反応により,ホ ルマザンの生成がみられ
る (矢印).
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EAUの各病期 における網膜過酸化脂質の推

p<0.01(t‐ test)

2.Iん υ
"rο

における多核白血球由来フリーラジカル

と網膜過酸化脂質

TM緩 衝液中の多核 白血球は,60分 間の培養後も
90%以上の生存率を示した。ラット腹腔から得られた多

核白血球とNBTと の反応の結果を図 5に示した。活性
化していない多核自[f[球はホルマザンの生成がなく (図

5A),オ プソニン化ザイモサンによって活性化された多

核自血球では不溶性,青黒色のホルマザンが多量に生成
され (図 5B), これは SODの添加によって抑制された

(図 5C)。 以上の結果から,活性化多核白血球からスー

パーオキサイドが産生されることが確認された.
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比較して,有意に網膜過酸化脂質が上昇し, この増加は
SODを加えることによって抑制された (表 1).なお,ザ
イモサンにより活性化させた多核自血球そのものは過酸

化脂質の値にほとんど影響しないことが確認された。

A B'
, ||十

*
図 5 1れ υ″rο における多核白血球のスーパーオキサイド産生 (NBT反応 )。

A:無処置多核自血球.B:オ プソニン化ザイモサンによる活性化多核自血球.ホルマザンの生成が著しい
C:Bに スーパーオキサイドジスムターゼを添加した際の多核自血球.ホルマザンの生成が抑制されている

OⅢ2pF71

図 6 培養網膜の視細胞外節の電子顕微鏡像.
A:ト リスーマンイン酸緩衝液による培養 (60分後)。 外節の構造は比較的よく保たれている.B:活性化多
核白血球とともにトリスーマレイン酸緩衝液で培養 (60分後).外節円盤膜の肥厚,層構造の乱れがみられる。

一方,正常ラット神経網膜をTM緩衝液で 30～ 120分
間培養したところ,少なくとも60分間は視細胞外節を含

めて,組織学的にほぼ正常な構築を維持し得ることが確
認された (図 6A)。 正常神経網膜を,上記のごとくスー
パーオキサイドの産生が確認された活性化多核白血球と

60分間培養したところ,視細胞外節円盤膜の肥厚や配列

の乱れが観察された (図 6B)。 さらに,同 じ条件で網膜
を培養した際には,TM緩衝液のみで培養した対照群と

炎症に伴う組織障害因子としては,細胞障害性 T細

胞,ナチュラルキラー細胞,細胞障害性マクロファージ

IV考  按
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表 1 培養神経網膜の過酸化脂質
一活性化多核白血球との培養一

日眼会誌 98巻  10号

化脂質の上昇については,以前に報告した S抗原を用い

た EAUの実験結果20)と も一致し,多核自血球の浸潤を

伴いながら網膜組織障害を来すEAUでは,接種抗原の

違いによらず同様の反応が生じていることが示された。

これらの結果は,EAUに おいては,多核白血球由来の酸

素フリーラジカルがきっかけとなって過酸化脂質反応を

生じ,組織障害を来している可能性を示唆するものであ

る。しかしながら,こ の炎症局所におけるフリーラジカ

ルの存在が,本当に過酸化脂質反応を開始する引き金と

して働いている確証はない。そこで,効 υグυθの実験結果

をもとに,グπυ″θにおいても活性化多核白血球由来の

フリーラジカルが網膜過酸化脂質反応を来し得るか否か

を検討した。その結果,ラ ット神経網膜はスーパーオキ

サイドを産生する活性化多核白血球と培養することによ

り,視細胞外節に組織学的変化を生じるとともに,その

過酸化脂質値が上昇することが明らかとなった。さらに,

この上昇はスーパーオキサイドのスカベンジャーである

SODに よって抑制される結果が得られた。一般的には

スーパーオキサイド自身はラジカルとしての反応性は高

くないことが知られ,ス ーパーオキサイドが脂質の水素

原子を引き抜き,直接脂質ラジカルを生成して過酸化脂

質反応を開始する可能性は低いとされている
17)。 した

がって,ス ーパーオキサイドに端を発して生じた,水酸

化ラジカルなどのより反応性に富んだラジカル群が過酸

化脂質反応を引き起こし,ペルオキシラジカルなどを経

てさらなる反応を生じていく過程が想定されている
21)。

ただし,水酸化ラジカルについては,こ れによる過酸化

脂質反応の開始を疑間視する考えもあり,眼科領域にお
いてもれ υグ′旬 における視細胞外節の過酸化脂質反応

は,水酸化ラジカルでは生じないことを示す実験結果も

報告されており
22),今後もなお検討の必要がある。

過酸化脂質が細胞膜に対して障害作用を有することは

広く知られており
8),眼
科領域においても網膜組織障害

や自内障などに関する数多 くの報告がみられるもの

の20)23)24),実際,効 υ′υθで生じた過酸化脂質の隣接組織

に及ぼす影響や,生体内における意義については不明な

点が少なくない。Armstrongら
25)は ,硝子体腔に過酸化

脂質を注入した家兎の網膜を電子顕微鏡で観察し,視細

胞外節の乱れや円盤膜における高電子密度の変化を示

し, とくに後者は過酸化脂質による特異的な組織変化で

あろうと推論している。しかしながら,人為的に眼内ヘ

過酸化脂質を注入したり,培養眼組織に過酸化脂質を添

加した場合と,光刺激や炎症などをきっかけとして生体

内もしくは培養組織そのものから産生された過酸化脂質

産物では,量的な問題も含めて,組織に対する作用が異
なる可能性が考えられる。今回のグπa′′知 の実験では,

網膜過酸化脂質の増加とともに視細胞外節円盤膜の肥厚

所見や配列の乱れが観察されたが,こ の組織学的変化が

本当に多核白血球由来のフリーラジカルをきっかけとし

試 料
MDA

(nn■ole/eye)

神経網膜 (対照)

神経網膜十PMNs
神経網膜+PMNs+SOD(10U)
神経網膜十PMNs+SOD(100U)
PMNs

2.50+0.43

3.79± 0.67

2.85+0.63

2.47」=0.28
0.36」=0_05

~¬

_」
*

~¬ ~¬

■ 」

*:p<0.01(t‐ test)

MDA:マ ロンジアルデヒド,PMNs:活 性化多核 白血球 ,
SOD:ス ーパーオキサイ ドジスムターゼ

などの浸潤細胞そのものや,細胞から産生されるサイト

カイン,食細胞由来の蛋自分解酵素,さ らには免疫複合

体など様々な要素が考えられるが,その具体的な機序に

ついては不明な点も多ぃ
14)～ 16)。 食細胞の浸潤を伴う炎症

局所では,サイトカインや免疫複合体などの刺激により,

多核 白血球やマクロファージなどの細胞膜上にある

NADPH酸化酵素が活性化され,細胞内外にある酸素分
子が一電子還元を受けてスーパーオキサイドが産生され

る1)14)15)。 このスーパーオキサイドは不均化により過酸化

水素となり,二価鉄の存在のもと,フ ェントン反応によっ

てヒドロキシラジカルを生じたり,あ るいは,ハ ロゲン

化物とともにミエロパーオキシダーゼの基質となってヒ

ポクロライドなどの,よ り反応性に富んだ一連のラジカ

ル群を生じることが知られている
1)16)。 これらのラジカル

群は蛋自分解酵素の活性化を促したり,血清中の走化因
子を活性化して多核白血球を引き寄せるケモタキシス作

用があり2),ま た,プロスタグランディン合成に関与する

など,直接,間接的な組織障害因子として働 くことが明
らかにされている。臨床上,眼内局所に多数の多核白血

球の浸潤を伴い,視機能に障害を及ぼす可能性のある疾

患としては,ベーチェット病や細菌性眼内炎などが考え

られる。 とくにベーチェット病においては,正常対照人
と比較して末梢血多核白血球のスーパーオキサイド産生

能が克進しているために, この過剰なフリーラジカルが

組織障害や病像形成の一因を担っている可能性が指摘さ

れている18)19)。 _方,ベーチェット病に限らず炎症局所に

食細胞の浸潤を伴うぶどう膜網膜炎では,間接的な組織

障害の原因としての過酸化脂質反応は極めて重要と考え

られる。なぜならば網膜, とくに視細胞外節には,脂質

酸化を起こしやすい高級不飽和脂肪酸が豊富に存在する

からである7)。

今回の実験で,IRBPに よって惹起されたラットEAU
の視細胞層に,スーパーオキサイドを産生する多核自血

球が浸潤していることが明らかとなった。そして,EAU
の初期から極期にかけて,すなわち,視細胞を含む網膜

外層の組織障害が著明となる時期にほぼ一致して,網膜

過酸化脂質が上昇することが明らかとなった。この過酸
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て生じた過酸化脂質によるものであることを明確にする

ためには,SOD以外のスカベンジャーについての抑制効
果についても調べるとともに,さ らに詳細な組織学的検

索が必要であろう。

酸素フリーラジカルの寿命は非常に短いため, これを

きっかけとして過酸化脂質反応を生じたり,一次的,二

次的に組織障害を来すには,ラ ジカル種が標的細胞に極

めて近く, もしくは標的細胞内に存在することが重要な

一つの条件と考えられる
15)。 ぶどう膜網膜炎では,フ リー

ラジカルを産生する多核自血球が不飽和脂肪酸の豊富な

視細胞層を含む網膜外層にまで浸潤することが,過酸化
脂質反応を生じるための一つの条件 と思われる。実際,

EAUで は大量の多核白血球が視細胞層にまで直接到
達,浸潤していることが確認された。一方で,活性化多

核白血球がその病態に大きく関与していると考えられて

いるベーチェット病患者
18)19)が,眼底の炎症発作を繰 り

返しながらもEAUの ように短期間のうちに網膜の著し
い組織障害を来さずに,一定の期間視機能を維持し得る

ことの理由としては,ヒ トの眼内にもともと備わってい

るSODや トコフェロールなどの抗酸化因子の存在だけ
でなく,発作時における活性化した多核自血球をはじめ

とする炎症細胞の浸潤がEAUほ ど広範囲で激しくない
ことや,炎症の主座が網膜の比較的内層にあるために,
EAUの ように網膜視細胞層での過酸化脂質反応が起こ
りにくいためかも知れない。過酸化脂質はそれ自体が組

織障害性を有するばかりでなく,プロスタグランディン

の生合成に関わったり,スーパーオキサイドと同様,炎

症細胞に対して走化性作用を発揮するため
26),EAUの よ

うに局所において産生された過酸化脂質は,炎症や組織

障害をさらに増幅していくものと考えられる。

今回の実験結果からも明らかなように,多核白血球由

来フリーラジカルの眼組織への暴露をできるだけ少なく

することは,視機能の保持のためには意義のあることと

考えられる。ベーチェット病のように完全に眼炎症発作

を抑制し得る薬剤がない現状では,組織障害を最小限に

押さえるためにも,よ り副作用の少ないラジカルスカベ

ンジャーなどの開発,臨床応用が期待される。
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