
234

要

BALB/cヌ ー ドマウスにF344ラ ット胎仔胸腺 を移

植 し,免疫能を獲得 させると (TGヌ ー ドマウス),眼球

および松果体に局在するinterphOtoreceptor retinoid

binttng prOtein(IRBP)を 標的抗原 としたぶどう膜網

膜炎,松果体炎が自然発症 し,そ の血中には抗 IRBP抗

体が認められる。今回我々は,そ の眼球および松果体に

存在するIRBPの病変発症への関与について検討する

ために,眼球および松果体の単独あるいは併合摘出した

TGヌ ー ドマウスを作製 し,そ の抗 IRBP抗体を測定 し

た。その結果,眼球および松果体の IRBPは ともに惹起
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約

抗原 として働いていること,そ して眼の IRBPの方が松

果体の IRBPよ り免疫原性および発病性が高いことが

明らか となった。また TGヌ ー ドマウスにおいて,松果体

を摘出することにより,免疫系への影響なしにぶどう膜

網膜炎の発症率が増加 す ることを認 めた。 (日 眼会誌

98:234-239, 1994)

キーワー ド :ぶ どう膜網膜炎,IRBP,抗 IRBP抗体価,

松果体炎,TGヌ ードマウス
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Abstract

Autoimmune uveoretinitis and pinealitis have the TG nude mice, but the IRBP from the eyes was

been shown to develop spontaneousty in BALB/c found to be more immunogenic and pathogenic than

nude mice after their T cell function has been recon- that from the pineal body. We also found that the

stituted by embryonic F344 rat thymus grafting (TG incidence of uveoretinitis increases with pinealec-

nude mice). Because anti-IRBP antibodies were tomy in TG nude mice, even though the immune

detected in these mice, it was concluded that IRBP system is not afrected. (J Jpn Ophthalmol Soc 98:

was the target antigen. In this study, we removed 234-239,1994)

the eyes and/or the pineal body from TG nude mice,

and examined anti-IRBP antibodies in their sera. It Key words: TG nude mice, Uveoretinitis, Pinea-

appeared that IRBP originating from the eyes and litis, IRBP, Anti'IRBP antibody

the pineal body were the immunogenic antigens in

I緒  言

ラット胎仔胸腺移植ヌードマウス(以下,TGヌ ードマ

ウスと略す)に は1),涙腺,甲状腺,胃 などの内分泌臓器

における臓器特異的自己免疫病に加えて, 自己免疫性ぶ

どう膜網膜炎が自然発症する。移植されたラット胎仔胸

腺では TGヌ ードマウス内で正常な発育を示 し,ラ ッ

ト,マ ウスに対する特異抗体で染色したところ,胸腺上

別刷請求先 :160 東京都新宿区西新宿 6-7-1 東京医科大学眼科学教室 竹内  大

(平成 5年 6月 14日 受付,平成 5年 10月 21日 改訂受理)

Reprint requests tO: lヽasaru 
′
rakeuchi, NI.I).   :Departinent Of()phthalln010gy, 

′
rOkyO 14edical College. 6-7-1

Nishishiniuku,Shiniuku‐ ku′
「

okyO,160,Japan

(Received June 14,1993 and accepted in reviSed fOrm (DctOber 21,1993)



平成 6年 3月 10日

皮のみラット由来であり,髄質の樹状細胞,マ クロファー

ジ, リンパ球はすべてマウス由来であった。これにより

胸腺内での Tリ ンパ球の分化成熟が正常に行われず,機

能異常な Tリ ンパ球が多 く出現したため,ま たはサプ

レッサーT細胞が成熟できなかったため,自 己免疫病が

発症したと考えられている1)2)。 しかし,こ のような Tリ
ンパ球の異常による自己免疫病であるにもかかわらず ,

その血中には自己免疫病の発症とともに自己抗体が検出

されることが明らかとなり,ぶどう膜網膜炎を発症して

いるTGヌ ードマウスの血清中には IRBP(interphotO―

receptOr retinOid_binding protein)3)～ 5)と 反応する自己

抗体が存在することが確認された2)。 IRBPは S抗原 と

ともに,眼に存在する自己抗原とされており,完全フロ

イン ドアジュバン ドとともにマウス6), ラット7), ゥサ

ギ8),サ ル9)な どの動物に免疫するとぶどう膜網膜炎を引

き起 こすことが知 られている。近年,IRBPと 同様のタン

パクが松果体にも存在することが報告され,IRBPの 免

疫を行った Lewisラ ットにおいては,ぶ どう膜網膜炎の

他 に松果体炎 も発症 していることが明 らか となっ

た10)11)。 TGヌ ードマウスにおいても,ぶ どう膜網膜炎を

発症しているマウスの一部には松果体炎も発症していた

ため,網膜および松果体に存在するIRBPが ともに TG
ヌー ドマウスに認められるぶどう膜網膜炎および松果体

炎の惹起抗原となっているかどうかについて検討を行っ

た。さらに,松果体の機能には, 日周期における神経内

分泌系の調節12)な どの他,神経内分泌による免疫系の調

節にも関与していることが知られている。松果体を摘出

した TGヌ ードマウスにおける抗 IRBP抗体およびぶ

どう膜網膜炎の変化が,松果体内の IRBP除去によるも

のであるのか,松果体摘出による免疫系の変化によるも

のであるのか,ま たはその両方によるものであるのかを

明らかにするために,TGヌ ードマウスと松果体摘出を

行った TGヌ ードマウスの免疫能を比較検討したので,

惹起抗原の検索と合わせて報告する。

II実 験 方 法

1.動  物

Chales River Japanか ら購入した 1～ 2か月齢の

BALB/cヌ ードマウスを用い,移植胸腺に用いたラット

胎仔胸腺は F344ラ ットの 14～ 15日 齢胎仔の胸腺を用

いた。そして,以下の方法で表 1に示す 5群を作製した。

1)眼 球 摘 出

ピンセットで眼球を引き出し,は さみで視神経,眼動

静脈を切断した後,綿球および軟膏で圧迫止血を行った。

そして,眼球摘出を Ocxで表した。

2)松 果 体 摘 出

頭部皮膚を切開剥離 し,頭蓋骨を露出させ,大泉門を

中心に頭蓋骨を三角形にカミソリ刃で切 り出した。大泉

門下の松果体をピンセットで摘出し,摘出後は切 り出し
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た頭蓋骨で覆い,皮膚を縫合した。そして,松果体摘出

を Pixで表した。

3)ラ ット胎仔胸腺移植

左側腹部の皮膚および腹膜を切開し,左腎臓を露出さ

せ,腎皮膜に小切開を加えて, ラット胎仔から取 り出し

た胸腺を 2葉腎皮膜下に移植した。そして,胸腺移植を

TGと 表 した。

手術はすべてペントバルビタールナ トリウム (ネ ンブ

タール③)0.001m1/gの腹腔投与の麻酔下にて行われ,眼

球,松果体の摘出術は胸腺を移植する2週間前に行った。

2.抗 IRBP抗体

胸腺移植群のマウスに対しては,胸腺移植後 1か月目

から6か月目まで 1か月間隔にて採血を行った。そして

無処置のヌードマウス群である I群に対しても同時期に

6回採血を行った。各血液中の抗 IRBP抗体価は,牛の

眼球から精製した IRBPを抗原 として用いた enzyme‐

linked immunosorbent assay(ELISA)に て判定した。

すなわち,牛 IRBPを 96穴の micro―plateに 2μ g/ml,

200m1/wenの 条 件 に て 吸着 させ,5%fetal cows
serum(FCS)に よリブロッキングさせた後,被検血清を

200～ 12,800倍まで希釈し, 3穴洞一条件にて反応させ

た。そして,ベ ルオキシダーゼをラベルした抗マウス IgG

ヒツジ抗体を 4,000倍希釈にて反応させ,分光光度計に

て測定した。結果は 3穴同一条件の 492 nrnに おける吸

光度の平均が,同時期同希釈倍率の I群のマウス血清の

平均より3倍以上高いときを陽性とした。

3.組織学的検索

動物はすべて 7～ 8か月齢で屠殺した。眼球および松

果体を摘出し,パ ラフィンにて包埋後,切片をヘマ トキ

シリンとエオジンで染色した。そして,組織学的検索を

行った。

4.リ ンパ球増殖反応

胸腺移植後 2～ 3か月経過したTG群,Pix+TG群 の

マウスを用いて,Tリ ンパ球の増殖因子である con‐

canavahn A(Con A)お よび Bリ ンパ球の増殖因子で

あるlipopolysaccharide(LPS)に 対するリンパ球増殖反

応を行った。すなわち,それぞれのマウスの牌臓を取 り

出し,ス リガラスを用いて細胞懸濁液 とした後,ナ イロ

ンメッシュを通し, トリス塩化アンモニウムで溶血を

行った。RPM1 1640に て 3回洗浄後,培養液 としては

RPM11640に 2mMの L‐ グルタミン,0.lmMの 非必

須アミノ酸,100 μg/mlの ス トンプトマイシン,5× 10-5

Mの 2-MEを加え,さ らに牛胎仔血清を 10%になるよ

うに加えたものを用いた。細胞を 96穴 のマイクロプレー

トに 5× 105/200μ 1/wellずつ入れ,Con Aは 2μ g/ml,

LPSは 20 μg/mlの濃度で刺激した。 3穴同一条件にて

72時間培養し,培養終了 6時間前に3H_TdR(0.5 
μCi/10

μ1/wen)を 加え,シ ンチンーションカウンターで測定し

た。そして結果は,Stimulation index(SI:抗 原添加群
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におけるcpmの平均/抗原非添加群におけるcpmの平

均)で表した。

III 結  果

1.各群における血液中の抗 IRBP抗体価陽性率

ELISAにて解析を行った各群の胸腺移植後 6か月日

における抗 IRBP抗体陽性率は表 2の ごとくであった。

眼球 と松果体の両方を摘出したOcx+Pix+TG群 のマ

ウスには抗 IRBP抗体は認められなかったが,眼球のみ

を摘出したOcx+TG群および松果体のみを摘出した

Pix+TG群 のマウスにおいては,抗 IRBP抗体が認め

られた。次に,胸腺移植後のその抗体陽性率の推移をみ

たのが図 1である。Ocx+TG群 のマウスにおける抗

IRBP抗体の出現時期は胸腺移植後 5か月日と遅く, ま

た 6か月日の抗 IRBP抗体陽性率も20%と 低かった (図

100
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表 2 各群における胸腺移植後 6か月日の抗 IRBP抗
体陽性率

群 抗体陽性マウス/各群マウス(%)

TG
Ocx+TG
Pix+TG

Ocx+Pix+TG

14/32(43.8)

4/18(22.2)

8/10(80.0ネ )

0/8(0)

胸腺移植

図 1 ラット胎仔胸腺移植マウス群における抗 IRBP
抗体陽性率の推移 .

ラット胎仔胸腺 を移植 しただ けの メー ドマウス

(TG群 )における抗 IRBP抗体は,胸腺移植後 2か

月日から出現しはじめ,6か月目においては 43.8%

のマウスに認められている。眼球摘出後にラット胎

仔胸腺を移植した ヌー ドマウス (Ocx+TG群 ),お
よび松果体摘出後にラット胎仔胸腺を移植したヌー

ドマウス (Pix+TG群)においても抗 IRBP抗体が

認められているが,眼球および松果体摘出後にラッ

ト胎仔胸腺を移植 した ヌードマウス (Ocx+Pix+
TG群)においては認められていない。

白丸 :TG群,黒丸 :Ocx+TG群 ,自四角 :Pix+

TG群,黒四角 :Ocx+Pix+TG群

表 1 各マウス群およびその匹数

群 匹数

I

TG
Ocx+TC
Pix+TG

Ocx+Pix+TG

ネTG群に認められた抗 IRBP抗体陽性率と比較して,t検定

によりp<0.05で有意に上昇していた。

2∞  4∞  8∞  16∞  32∞  
“

∞  128∞

血清希釈倍率 (倍 )

図 2 抗 IRBP抗体 陽 性 マ ウス群 に お け る各 抗

IRBP抗体価陽性率 .

ラット胎仔胸腺 を移植 しただけの ヌー ドマ ウス

(TG群),お よび松果体摘出後にラット胎仔胸腺を

移植 した ヌードマウス (P破 十TG群)における抗

IRBP抗体価は,高抗体価であるにもかかわ らず,眼

球摘出後にラット胎仔胸腺を移植 したヌー ドマウス

(Ocx+TG群)におけるその抗体価は低抗体価であ

る。

黒 :TG群,薄網 :Ocx+TG群 ,濃網 :Pix+TG群

1,表 2). しかし,Pix+TG群のマウスにおける抗

IRBP抗体は,胸腺移植後早期から急激な上昇を示し(図

1),胸腺移植後 6か月 日のその抗体陽性率は 80%と

TG群のマウスに比べてかえって高い傾向 (p<0.05)を

示した(図 1,表 2)。 そして,胸腺移植後 6か月日にお

ける各群の抗 IRBP抗体陽性マウスの抗 IRBP抗体価

を示したのが図 2である.Ocx+TG群 のマウスにおけ

る抗 IRBP抗体価は,200～ 800倍 と抗体価自体も低い傾

向を示 したが,Pix+TG群 のマウスにおける抗 IRBP

抗体価は,TG群 のマウスと同様に 10,000倍 以上の高抗

体価を示すマウスが80%近 くに認められた.

2.TGヌ ー ドマウスに認められるぶどう膜網膜炎お

よび松果体炎と各群におけるその病変発症率

胸腺移植後 6か月目の TGヌ ードマウスに認められ

たぶどう網膜炎を図 3aに,そ して松果体炎を図 3bに

示す。ぶどう膜網膜炎は,網膜からぶどう膜にかけての

リンパ球を主とした細胞浸潤,網膜血管周囲炎,網膜剥

離,脈絡膜の肥厚などの多彩な病変を呈していたが (図
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3a),松果体炎は局所の リンパ球浸潤に限局していた(図

3b).各群におけるぶどう膜網膜炎および松果体炎の発

症率を表 3に示す。TG群においては,血中抗 IRBP抗体

陽性マウスのすべてにぶどう膜網膜炎が認められ,ぶど

う膜網膜炎陽性率は抗 IRBP抗体陽性率 と一致してい

た。そして,そのうちの 11.2%には松果体炎も合併して

いた。しかし,ぶどう膜網膜炎がなく松果体炎のみを発

症していたマウスは認められなかった。
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Pix+TG群 においてはぶどう膜網膜炎が,Ocx+TG
群においては松果体炎がともに抗 IRBP抗体陽性率に

一致して認められ,その組織像も図 3a,bに類似したも

のであった。また,Pix+TG群 におけるぶどう膜網膜炎

発症率も,抗 IRBP抗体陽性率に一致してTG群より高

値であった。

3.松果体摘出による免疫系への影響

松果体摘出によるTGヌ ー ドマウスの免疫系への影

平成 6年 3月 10日 内在性IRBPの病変惹起能について 。竹内他

â

図 3 TGヌ ー ドマウスにおける胸腺移植 6か月日のぶ どう膜網膜炎および松果体炎の組織像 (Ⅱ‐E染色 )。

a:ぶ どう膜網膜炎の光学顕微鏡像。網膜からぶどう膜炎にかけての広汎な リンパ球を主 とした浸潤,網膜
血管周囲炎,網膜剥離,脈絡膜の肥厚などが認められる.b:松果体炎の光学顕微鏡像.局所的な リンパ球
浸潤のみが認められる。
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表 3 各群におけるぶどう膜網膜炎および松果体炎の

発症率

発症数(%)
群

ぶどう膜網膜炎   松果体炎

により生体内の IRBPがなくなり,IRBP反応性 T細胞

が活性化できなくなったためと考えられた。またこの結

果は,IRBPと いう自己抗原が眼球および松果体のみに

存在するという報告 と一致するものである。

TG群のマウスにおいては,抗 IRBP抗体陽性率 と一

致してぶ どう膜網膜炎は認められたが,松果体炎はその

約 1/4の マウスにしか認められず,松果体炎のみを発症

していたマウスは認められなかった(表 3)。 また,ぶ ど

う膜網膜炎のみが認められるPix+TG群 のマウスの方

が,松果体炎のみが認められるOcx+TG群のマウスに

比べて,表 2,図 2に示すように,抗 IRBP抗体の陽性

率,抗体価ともに高い傾向を示した。そして組織像にお

いても(図 3),眼病変は網膜から脈絡膜にかけての広汎

なリンパ球浸潤を呈していたのに対して,松果体病変は

血管炎を中心とした局所的なリンパ球浸潤に留まってい

た。この原因に関しては今後のさらなる検討を要するが
,

眼の IRBPの 方が松果体の IRBPよ り免疫原性および

発症性が高いことが明らかとなった。

松果体には,メ ラトニンをはじめとしたホルモンによ

り細胞性免疫および液性免疫を調節する作用があるとい

う報告がされている13)14)。 また,松果体摘出による免疫系

への影響についてもいくつかの報告がされているが,免

疫能を充進するというものもあれば15),抑制するという

ものもあり16),さ まざまである。しかし今回,TGヌ ード

マウスと松果体を摘出した後に胸腺を移植 した Pix+

TGヌ ー ドマウスの免疫能を比較検討したところ,T細
胞増殖能およびB細胞増殖能に差異は認められなかっ

た (表 4)。 また,結果には示さなかったが,TGヌ ード

マウスにおける甲状腺炎,胃 炎,卵巣炎などの他臓器に

おける自己免疫病の発症率 も,TGヌ ー ドマウス と

Pix+TGヌ ードマウスとの間で有意差は認められな

かった。これらのことから,松果体を摘出した Pix+TG

群における抗 IRBP抗体陽性率ならびにぶどう膜網膜

炎の発症率が TG群に比べて明らかに高かったのは (表

3),松果体摘出による免疫系の変化を除外した何らかの

因子による可能性が高いことが示唆された。

今回の研究により,眼球および松果体の IRBPは どち

らも惹起抗原として働いていること,眼球の IRBPの方

が松果体の IRBPよ り免疫原性および発病性が高いこ

とが明らかとなった。 また,TGヌ ー ドマウスにおいて

は,松果体を摘出することによっても,免疫系への影響

を起こすことなくぶどう膜網膜炎の発症率が増加するこ

とを認めた。
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表 4 TGヌ ー ドマウスおよび P破 +TGヌ ー ドマウス

におけるリンパ球増殖反応 (SI)

TGヌ ー ドマウス   PiX+TGヌ ー ドマウス

Con A LPS    Con A    LPS

実験 1

実験 2

30.1± 2.38* 15.4± 1.28 28.4± 3.12 17.2± 1.42

25.5± 1.66 13.6± 1.12 26.3± 2.01 14.3± 1.31

ホi平均値±標準偏差 (SI:抗 原添加群におけるcpmの 平

均/抗原非添加群におけるcpmの 平均)

各実験の抗原非添加群におけるcpmの平均は 3,000～ 4,000

であった。

響を調べるために,Tリ ンパ球の増殖因子であるCon A

および Bリ ンパ球の増殖因子であるLPSを用いて,TG
ヌードマウスおよび松果体摘出後に胸腺移植を行った

TGヌ ードマウス (Pix+TGヌ ードマウス)の リンパ球

について増殖試験を行った。その結果を表 4に示す。結

果は両マウスともに強く増殖因子に反応を示し,両増殖

因子に対する反応には有意差は認められなかった。

IV考  按

TGヌ ードマウスに認められる自己抗体は, 自己免疫

病を惹起する自己反応性 T細胞が各種臓器の標的抗原

を認識し,その活性化に伴 うサイ トカインの分泌からB

細胞も活性化され,産生される。したがって,抗 IRBP抗

体は IRBP反応性 T細胞の活性化を反映していると考

えられる。今回, この抗 IRBP抗体が,眼球を摘出した

後に胸腺を移植した TGヌ ー ドマウス(OcX+TG群 )お

よび松果体を摘出した後に胸腺を移植した TGヌ ード

マウス(P破 十TG群)においても認められ,ま た抗 IRBP

抗体陽性率に一致してOcx+TG群のマウスには松果体

炎が,そ して Pix+TG群 のマウスにはぶどう膜網膜炎

が認められた(表 3).こ れらのことから,抗 IRBP抗体

はぶどう膜網膜炎および松果体炎の発症を反映 してお

り,ま た眼の IRBPはぶどう膜網膜炎における,松果体

の IRBPは松果体炎における惹起抗原 となっているこ

とが明らかとなった。一方,眼球および松果体の両方を

摘出した後に胸腺を移植した TGヌ ードマウス (OcX+

Pix+TG群)において抗 IRBP抗体が認められなかっ

たのは(表 2),眼球および松果体の両方を摘出したこと
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