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要

従来マウスでは,S抗原や光受容体間レチノイ ド結合

蛋白 (IRBP)を フロイン ドの完全アジュバン トとともに

接種 しても実験的自己免疫性ぶ どう膜網膜炎 (EAU)が

容易に惹起 されないことが知 られている。本報告では,

C57BL/10(B10)由来で,第 17番染色体に位置するH‐

2のみ異なる数種のコンジェニックマウス (B10,B10
A,B10BR,B10D2)を 用いて IRBPと フロインドの

完全アジュバンド接種および百 日咳菌の腹腔内投与を併

用投与することで,B10A(38.5%)と ,B10BR(12.5%)
にEAUを惹起せしめることができた。その結果から,マ
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約

ウス主要組織適合遺伝子複合体の H‐2領域の K,I‐A,

I‐Eの遺伝子に kを 持つ B10Aと B10BRに EAU発

症が確認 された。B10由 来のコンジェニックマウスに

EAUを 惹起する際には K,I・ A,I‐ E領域の遺伝子 kが

EAU発 症機序に関与すると考えられた。(日 眼会誌 98:

760-764, 1994)
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Abstract

S-antigen or interphotoreceptor retinoid-binding EAU can develop in these mice that carry the k
protein (IRBP), when injected with Freund's com- genotype at the K, I-A, and I'E regions of the

plete adjuvant into mice, does not easily cause expe- major histocompatibility complex (MHC) H-2 locus.

rimental autoimmune uveoretinitis (EAU). In this We believe that the k genotype of the K, I-A, and

report, we describe the results of injecting IRBP I-E regions is important as a factor in the patho'

with Freund's complete adjuvant, together with the genesis of EAU in congenic B10 mice. (J Jpn Ophth-

intraperitoneal administration of Bordetella pertus- almol Soc 98 : 760-764, 1994)

sis, into several types of congenic mice (B10, 810A,

B10BR, 810D2). These congenic mice, of C57BL/10 Key words: Experimental autoimmune uYeore'

(B10) origin, differ at the H-2 locus on chromosome tinitis, Interphotoreceptor retinoid'

17. We were able to produce EAU in 38.5% of B10A binding protein, Mouse, Major his-

mice, and 12.5% of B10BR mice, confirming that tocompatibility complex

I緒  言

S抗原や光受容体間レチノイド結合蛋白(以下,IRBP)

を種々の動物に接種することによって惹起される実験的

自己免疫性ぶどう膜網膜炎 (以下,EAU)は , ヒトぶど

う膜網膜炎発症機序解明に役立つのではないかとの立場
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から,発症にまつわる因子の検討がなされてきた。従来

BALB/CI)な どのマウスに,S抗原や IRBPを 接種して

も他の動物に比べて EAUを発症し難いとされたが,近
年マウスにおいても種々の系を用い強力な免疫賦活剤や

免疫抑制剤と併用することでEAUを発症することが報

告されてきた1)～3).マ ウスの主要組織適合遺伝子複合体

(以下,MHC)である H‐ 2の関与は免疫応答の点から重

要である。我々はC57BL/10由来で,第 17番染色体に

位置す る H‐ 2の み異なる数種のコンジェニックマウス

に対 しIRBPを接種して,H‐2ハ プロタイプの違いによ

るEAU発現性について検討を行った。

II 方  法

1.動  物

約 12週齢,体重約 20～ 30gで雄の C57BL/10(以 下 ,

B10)(5匹 )と B10A(13匹),B10BR(8匹 ),B10
D2(8匹 )の 4種類のコンジェニックマウスおよびAマ
ウス (5匹)(日 本 SLC株式会社,浜松市)を用いた。

2.抗 原 作 製

既報4)～ 6)に
準じて,IRBPを精製した。すなわち,牛眼

100個 から網膜を採取 し,100 mlの 0.03M―燐酸緩衝液

(pH 7.6)を 加え,ホモジナイズを行った後,30分間,

12,000 rpm(15,000g)で 遠心分離を行って上清液を得

た。得 られた網膜抽出液を sephacryI S-300(Pharmacia

社,Sweden)を用いてグル濾過を行い,既存の抗ウシ

IRBPウ サギ血清と反応する分画を抽出したのちに, さ

らυこ, Con― A sepharOse夕'ル (Pharinacia社 , Sweden)

アフイニテイークロマ トグラフを行って分離精製した。

3.接 種 実 験

IRBPの 接種 :IRBP 50μgを PBSで 0.l mlに 調製
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し,等量の完全アジュバント(DIFCO社,USA)と とも

に混和し,マ ウスの背部皮下に接種した。さらに,不活

化百日咳菌混濁液(和光純薬工業)の菌体 101°個を生理食

塩水で l mlに調製し腹腔内注射した。

4.EAUの 観察

EAUの発症は全例接種 日から数えて 4週間後 (28日

日)に眼球を摘出し,組織学的検索によって検討を行っ

た。

5。 組織学的検索

眼球は,エ ーテル麻酔下で摘出し,10%中性緩衝ホル

マリン液で固定し,光学顕微鏡 (光顕)用切片を作成し

た。組織像はヘマ トキシリン・エオジン (HE)染色を施

して光学顕微鏡下で観察した。

6.免 疫 応 答

IRBPに 対する細胞性免疫能は以下の方法で検索 し

た。リンパ球増殖能 :IRBPの 接種から28日 後に,ユ ー

テル麻酔下で開腹し牌臓を摘出した。摘出された牌臓は

10%牛胎児血清加 RPM11640液 (GIBCO社,USA)内
でホモジナイズし,リ ンホライ ト‐M(CEDARLANE社

,

CANADA)を用いて遠沈し,分離されたリンパ球を主体

表 l H‐ 2(マ ウス主要組織適合遺伝子複合体)ハ プロ

タイプとEAUの発症率

マウス  K I‐ A I‐E  S  D EAU発 症率(%)

B10
B10A
B10BR
B10D2

ｂ

ｄ

ｋ

ｄ

ｂ

ｋ

ｋ

ｄ

0/5(0%)

5/13(38.5%)

1/8(12.5%)

0/8(0%)

A k k k d d O/5(0%)
EAU:実験的自己免疫性ぶどう膜網膜炎

図 1 光受容体間 レチノイド結合蛋自 (IRBP)免疫 4週間後の B10Aマ ウスぶどう膜網膜炎組織像 .

硝子体,網膜血管壁,網膜視細胞層および脈絡膜に小円型細胞を主体とする細胞浸潤が観察される。網膜に
は正常構築の破壊 と滲出性の剥離も見 られる.HE染色。

倒□目
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とする分画にIRBPを添加して培養した。培養プレー ト

は 96穴 (CORNING社 ,USA)を使用し,細胞は 1穴

に つ き 1.5× 105個 を 200 μlの 10%牛 胎 児 血 清 加

RPM11640液 (GIBCO社,USA)に浮遊させ,浮遊液

に IRBPが 40 μg/mlの 濃度に添加されているものを実

験群とし,抗原の含まれないものを対照群とした。5.2%

C0237℃ で,72時間培養を行い,6-carboxy― nuorescein

diacetate(以 下 6-CFDA)(CALBIOCHEM社 ,USA)
を加え,細胞内核酸への取 り込により発する螢光量を自

動 免疫反応 測 定 装 置 PATIMED O(LEITZ社 ,Ger‐

many)で測定した。測定条件は既報7)8)に 準じた。すなわ

ち,72時間培養を終えた培養プレー トを遠心後,培養プ

レートの各 ウェルに 6‐CFDA染 色液を 50 μlずつ加 え

37℃ で 15分間インキュベートした後,L2フ ィルターを

介して リンパ球細胞核から発する螢光量を測定した。

III 結  果

1. EAUの 発症

コンジェニックマウスにおけるEAUの 発症率は,

B10Aの 13匹 中 5匹 の 38.5%と B10BRの 8匹中 1

匹の 12.5%であった。発症例では全例両眼性であった。

また,B10,B10D2お よびAマ ウスではEAUの発症

は認められなかった (表 1)。

2.病理組織所見

IRBP接種によ りEAUを 発症 した B10Aマ ウスの

眼組織所見は,リ ンパ球を主とする細胞浸潤が角膜輪部,

虹彩,毛様体に認められた.ま た,前後房,硝子体にも

強い浸潤がみられた。網膜ではその血管内外と,視細胞

層を中心に炎症細胞が多数観察され,部分的に滲出性網

膜剥離も認められた (図 1, 2)。 また,B10BRでは,

組織への炎症細胞浸潤は軽度であったが,B10Aと 同様

に網膜血管炎が認められた (図 3)。

3.免 疫 応 答

リンパ球の IRBP 40μ g/mlに対する細胞性免疫応答

図 2 1RBP免疫 4週間後の B10Aマ ウスぶ どう膜

網膜炎組織像 .

網膜血管周囲に小円型細胞の浸潤が見られ,網膜血

管炎が観察される.HE染 色 .
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図 3 1RBP免疫 4週 間後の B10BRマ ウスぶ どう

膜網膜炎組織像 .

中等度の網膜血管炎が観察される.網膜,脈絡膜に

おける炎症細胞浸潤は軽度である.HE染 色 .

B10マウスくI謂鰈」激
B10A機〈I謂鰈」激
B10BR諄〈I∬誅」激
B10D2-〈 I謂路」激

AマウスくI謂躊」激
o   loo  200

螢光強度

図4 1RBPに対する細胞性免疫能。

IRBP刺激をした B10Aに最も強い免疫応答が認め

られ,B10BRがそれに続く免疫応答を認めた。

を検索 した結果,平均値は B10Aが最も高値を示した。

B10BRはそれに続 く結果を示した (図 4)。

IV 考  按

EAUについて様々な発症にまつわる因子の検討がな

されている。抗原接種により安定した発症率が得られる

Lewisラ ットは最も頻繁に使用されている。現在接種方

法は, フロインドの完全アジュバンドと抗原を乳化混和

し足遮部に接種し, さらに百日咳菌の投与を併用する方

法9)1°)が標準的となっている。マウスの場合,ラ ットの発症

しやすさに比較し,同様の方法で接種 してもEAUを発

症 し難いとされていた。ところが,近年 cyclophoSpha‐

midel)2)の追加投与や百 日咳菌の代わ りに,さ らに強力な

免疫賦活作用を有するklebsiena菌 3)を投与することで,

マウスでもEAUが発症することが報告されてきた。

今回著者らは,マ ウスに対して標準的方法でEAUの

発症を導くことが可能であることを確認した。発症が容

易なラットであってもすべての系で EAUが惹起される

のではなく,系の違いにより感受性の高いラットや,非

感受性ラットの報告
10)11)も あるが,マ ウスの場合,前述の

報告
1)2)に よりB10Aが感受性の高い系 として報告され
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ていることに注目した。すなわち,B10Aが B10由来の

マウスで H_2領域のみ Aマ ウスの H‐2ハ プロタイプを

有することから,B10由来の種々のコンジェニックマウ

スに IRBPを接種し発症を検討した。その結果,B10A
とB10BRが IRBPに対 し他の系よりも感受性が高い

結果であった。このことは,H‐2領域の違いによって発症

の有無が左右 された と考 えられ,実際 B10Aと B10
BRでは K,I―A,I―E領域に遺伝子型 kを共有すること

から, この遺伝子はEAU発症機序における一つの因子

と考えられた。一方,H-2ハ プロタイプdは疾患に対し

抵抗性を示 していると考えられ,事実,BALB/Cマ ウス

は,EAUを 発症し難いマウス1)で ,今回実験に用いた

B10D2においても,EAUは惹起されなかった。さら

に,H-2ハ プロタイプbを持つ B10においてもEAUが
惹起 され なかった ことか ら,マ ウスの EAU発 症に

MHC(マ ウス H_2)の関与が認められた.しかし,B10
Aと 同一の H‐2ハ プロタイプを有するものの,H‐ 2以外

の遺伝子は異なるAマ ウスでは全 くEAUの 発症は認

められなかった。つまりK,I― A,I‐ E領域に遺伝子型 kを

持つことは EAU発症に重要ではあるが,H‐ 2のみなら

ず他の遺伝子 (non―MHC)に も関与を受けて EAUが発

症したと考えられる。

実際, ラットMHCであるRTlハ プロタィプに注目

して検討した結果10)に よれば,抗原とアジュバントのみ

の接種では Lewisラ ットのみにEAUが惹起 されるこ

とが確認されたが,抗原アジュバンドおよび百 日咳菌を

加えた場合は Lewisラ ットのみならず,Lewis RT lハ
プロタイプを有するコンジェニックラット (WKAHl:
RT ll)ゃ 同ラットの由来するWKAH(RT lk)ラ ット

にもEAUが惹起されている。このことは,百 日咳菌のも

つ強力な免疫賦活作用12)に 由来するものであ り,MHC
のみならず,non‐ MHCを 介した働きによるものと考え

られる。一方,抗原に対する感受性の他に動物の種や系

による眼球組織,特に血管内皮の構造や色素上皮細胞層

におけるバ リアーの強度,さ らにIa抗原発現性の有無と

いった網膜血液棚の性質の違いについてもEAU発症に

まつわる因子 として検討がなされるべきであると考え

た。

MHCの 関 与 は臨床 的 に ベーチェット病 で HLA‐

B51,DR 52,原 田病や交感性眼炎ではDR4,DR 53,急
性前部ぶどう膜炎では B27にそれぞれ相関が認められ

ており13)～ 15), クラスI,II遺 伝子の関与が報告 されてい

る。今回,マ ウスでは特定のクラスI遺伝子型,ク ラスII

遺伝子型に kを持つことが EAUの発症に関与すること

が明らかとなったが,IRBPを Lewisラ ットに接種 し発

症機序を病期別に眼内浸潤細胞の様子を検討した報告16)

によれば,ク ラスII遺伝子に支配されるIa抗原陽性細胞

の浸潤に続 きCD4陽性細胞の活性によって眼内炎が発

症すると考えられている。仮に同様の機序でマウスにも
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EAUが発症するのであれば,ク ラスII遺伝子に属する

I‐A,I―E領域の遺伝子型 kは EAUの発症に重要な役割

を担っていると考えられる。しかし,B10Aと B10BR
の間の違いはクラスI,III遺伝子の dと k遺伝子の違い

である。今回の検索では例数が少なく有意差は認められ

なかったが,B10Aと B10BRの 間に発症率で差 が

あったことから,EAU発症に関わる遺伝子として Ia抗

原だけでなく,S,D領域にも存在する可能性が考えら

れ,ヒ トぶどう膜炎でもクラス I,II遺伝子の関与が認め

られたことから,マ ウスにおいてもクラスI,III遺伝子

の関与は否定できない。今後マウス H_2領域の遺伝子型

をさらに解析することは, こうした疾患の実験モデルと

して今後有用になると考えている。
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