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　　　　　　　　　　　　　　α）irectoフ・：Prの札　ムrc）bt‘o　YA　IVAGISA　rVA）

　　　An　expe「im・nt・1・・im・1　m・d・1・f　lnultiple　scler・si・i・d・ced　by　imm・・i・ati。n　with、pi。。l

c°「dend・th・1i・1・ell　m・mb・an・is　st・di・d．　W・prepared・pi・，16。，d　micr。vesse1、　a。d、ultured

・pi・・1・・rd・・d・th・li・1　cell　m・mb・an・f・・m　rat・pi・・1…d．　B・th　wer・f，ee　f。。m　my，li。、。m．

ponents，　such　as　myelin　basic　protein　and　proteolipid　apoprQtein．

　　　Th・i脚・・ized・nim・1・d・v・1・P・d・h・・ni…u・・1・gical　ill…s．　Hi、t。1。gi，al，x。min、ti。n。f

the　spinal　c°・d・・d　b・ai・・t・皿i・th・a・ut・・t・ge　reveal・d　m。・・nu・1ear　cell・a。d　p。1ym。rph。．

nuclea「ce11・att・・h・d　t・the　end・th・li・1　cel1・nd　i・丘1trat・d…und　bl。。d　vessel、，。。d　i。　the

・h・。・i・phase　sh・w・d　widesp・ead　areas・f　d・my・1inati・n．　These　lesi。。、　w，，e　similar　t。　th。se

in　m・1tiple　sc1…si・・Th・1・v・1・。f・・ti－・・d・th・1i・1　cell・・tib・dy・・d，ircul。ti。g　imm。ne　c。m．

Plexes　in　the　se・a吻nim・1・with・h…i・一・1・gical・ympt・m・were　increased、ig。ifi，。。tly．

The　i・・id・n・e・f　th・di・ea・e　was　higher　i・the　a・im・1・immunized　with　end。th，1i、l　cell　m，m－

branes　than　in　those　immunized　with　microvessels，

　　　TIle「esults　suggest　that　the　cell　m・mbran・・f・ult・・ed・pi・・1…d・・d・theli。1　cel1　P。、－

sesses　a　demyelinating　encephalitogenic　activity．

．This　appea・・t・b・a・sef・1・・w・・im・1　m・d・1　f・r　th・inv・・tig・ti。・・f・h・h。ma。　d，m，，．

11natmg　disea・e・m・1tiple　scler・・i・．　Shinshu　Med．み86・869－881，ヱ988

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication　December　3，1987）

K・yw・・d・・m・ltiple　scler・si・，・pi・・1・。・d・nd・th・1i・l　cel1、，　d，my，li。。ti。。　　　　．

多発性硬化症，脊髄血管内皮細胞，脱髄

　　　　　　　　　　　　　1緒　言　　　　アレルギー性脳翻炎（以下EAE）カミ挙げられ・従来
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　抗原としてミエリンの主な構成タンパクの1つである

慢｛生の脱骸患である多発性硬化症（以下MS）は　・エリ・塩基性・・バク（肝MBP）等が鯨され

中榊経剰こ対する龍免嫉患拷えられているカ・てきている．しかしMSとEAEとでは懸の点で

その成因は棚である・・の囎モデ・レとして実験的　髄硯られる．組織学的tl・はMSで鷹過により
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黙るが基細繍騨繭髄雌の嚇である・　のH・pes加職力llリソゲ・レをi’n，Zよく麟し1・5°°

EAEで畷盤細胞の漫潤力・よ躇しく囎朋の　・9・1・分髄心し上髄除去して麟した・この操作

脱髄耀められない事・・多い1）…臨床的・・はMSカミを・回行吐清を除去し洗浄したの ｨ2樋の゜’25薯

寛解・増馳繰り返・徐・…tw化す・囎であ・のV・の騰中tr・て麟1・°／1・‘M蟹鞘度勾配上に

碧膿諜謙難欝箋巳灘濡聡撒響難晶諜
と、・多、、．近年灘再難EAE（CREA・）噺究・・し遠雌の底・・沈1殿した毛髄甑禦取り肌た・

進み階的にはMS噸似し破験モデルも作成さ　・れに・麗のペニシリソ・ストレフトマイシソ’．フ

れてきて、、る・・一…．・のCREAEは同鮪髄齢　・ンギーゾ・加H・・ks’balanced　salt　s°1”t’°n

を幼若，，，a、。、3・ルモ。・tr・感作す・・と・・よ・て（HBSS）（・・b・・製）棚え・・°°°xgにて遠心し上清

ひきお。され。．しかし他の動物他の系の・・レモ・を酷・瀞・た・・の瀞を2附い得た毛細囎

，、。CREAEをお。す・と離・く・R・A・の発症成分で感作・た鞭…up　1とした・暫方瀞

、。剛伽種，抗原の量，感作の際・・使用する・・m・した毛融甑分をHBSS中゜・°1％トリプシン゜コ

pl，，，　F，eun・，、　adj…n・（・FA）中の徽購の量・・ゲナーゼ・・て37°・・1分間靴させ毛細蝋内皮細

感働物の中繍蘇の成鞭など種・の要邸激胞を分離，・・％加禦・一不灘化ウシ胎児蛸・ヘニシリ

され鮒ればならない．また抗原の側も脊髄鍼分の　・一…プ・・イシ・一・・ソギ’ゾン・内蜘胞

中。ど。成分、鰻性化，症状の増悪と寛解に関与してい成長肝（・・11・b製）加199馳（Gib・・製）で鞭を

るのか棚である，一一一fi　MS　…おいて血液噸門（以行・・均一な醐雌麟田胞端た24）25’・この膿血

下BBB）カ・臓され，雌の透過性力・尤凱てV・る・管触細胞をD・u・ce　h・m・…ize「にて破砕した

とカ・知られて、、る11）12・．BBBは主に脳血管触鱒　のち・°C・灘水中・・1晩灘させてQsm°tic　sh°ck

，。より徽されてL・るがこの触髄・・噸麟・もを臓1・・…9…分間遠心・備を除去すること

のと異なり離鰭素融欄灘揃ち中枢擁系　によ岡離の細胞甑分を除いた・この鯉水によ
舶の毛融管蘭ける7X・b’よ縄顯の透過性の動　る瀞を・回繰り返し巌鳳分をHBSS中醇

態や脳血糧の繍など中繍縣のホ・オ・ターシ遊させ1・頒瀦灘購かけてから25・鰹9，5
ス踵動役害U課たしてL・る・とカ1明らか離。て　分醐遠心し鵜徽分（P・11・t）を除去し備中の

、、る13、－16・．またEAEでも発症初鼎・毛細血管の翻　血管触欄膜齢舷た26）27’・この雌触糸田繊

性が尤進し血漿中の蛋白質が血管外に漏出することが　　分で感作した群をgroup　2とした。

知られ17）－21）このBBBを構成する血管内皮細胞を免　　B　抗原の検討

疫学的レ。簾させ姻子を獺する事力・1蠣機序醐　毛髄甑分と血管触細月包鳳分はスラブ冒SDS一

らかV．する上種要である22）．近年塚麟はラ。ト脳　ポリアクリ・レアミ1’麟繭（SDS－PAGE）vuかけ

より分離，培養した血管内皮細胞膜成分をモルモット　　て検討した。SDS－PAGEはLaemmliの方法に従っ

聴作する・とはり灘の脱臓患モデルを作飢　て行・た28・・す姉ち試料をSDS化し・°・1％SDS

脳内砿範な脱髄をお・すと鮪し注目されて・・る23）。を含む13％ポリア・リルア・ドゲル（厚さ゜・4mm）

今回我・購髄血管内皮細胞の鰍分を用V・ることに　上の5％濃縮ゲル上端にのせトリス緩鰍（°・°2Mト

よりMSにきわめて類似した慢性自己免疫性脱髄疾　　　リス，　pH　8．3，0．192Mグリシソ，0．1％SDS）中25

患モデルを作成する・と戯功した．この実験モデル　mA舖流でゲル下端より・cmの所まで樋した・

にっいて組織学的，免疫学的に検索したので報告する。　固定は水：エタノール：酢酸（9：9：2，V／V／V）で行

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　い，水：エタノール：酢酸（83：10：7，V／V／V）中

　　　　　　　　llX　法　　　　　0．001％クマジーブリリアソ1・カレー色素にて染色し

A　抗原の調製　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た。In　vitroでの血管内皮細胞の存在は血管内皮細胞

生後、。哺後の0、b。r・・－M・・d・1ラ。ト（綱農　に特有な酵素とされるγ・グ・レタミ・レトランスペプチ

協）の脊髄を無菌的に取り出し，硬膜成分を除去した　　ダーゼおよびアルカリフォスファター一　vピ29）30）をカバ

後，Hepes加乳酸加リンゲルを脊髄1本あたり0．5m1　　一スリップに付着した細胞を染色して証明する事によ

加えホモゲナイズした。これを遠沈管にうつし4倍量　　　り行った。さらに培養脊髄血管内皮細胞およびその膜
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　成分は電顕標本を作り観察した。　　　　　　　　　　　た。

　　ミエリ塘灘”バク（My・li・b・・i・p・・t・i・・　G・・up　1，9…p2おのおの感作14畷のモ、レモッ

　MBP）の混入の可能性についてはenzyme　linked　　トの背部皮内に50P9の前記抗原を含む生食0．05ml

　immunosorbent　assay（ELISA）により検討した。　　をおのおの注射し，その部位を24，48および72時間後

　ELISAは25ngのミエリン塩基性蛋白まで検出可能　　　に観察した。

　な高力価の抗ラットミエリン塩基性蛋白モルモット血　　F　液性免疫の検索

　清を用いて行った。　　　　　　　　　　　　　　　　　　1：抗血管内皮細胞抗体価の測定

　C　抗原の実験動物への感作　　　　　　　　　　　　　抗血管内皮細胞抗体価は被検モルモット血清中の培

　　実験動物憾働物姓後2～3週齢・2009轍の　養血管1破細胞と儲するlgGの量を測定すること
　・・一トレイ株幼若モルモット（日本生物学研究所）80　　により表した。7日間培養した血管内皮細胞1，5×106

匹を使肌た・　　　　　　　　個を小試騰にとりPBSにて3回齢後5・・。9，
　　G・°up　1：上：vこて調製し硝髄毛細血甑分を1　5分聞遠心しぺ・。トを作。た．・れにPBSで4倍

匹あたり」「OOμ9を0・25mlの生理的食塩水中に浮遊　　希釈した被験血清O．　05mlを加えゆっくり混和した後

　させ等量のCFA（5mg／m1のMycobacterium　bo－　　37・C，30分間反応させた。　PBSにて3回洗浄後ペレ

・i・を含む）を加えホモゲナイズし40匹の・・一ト・イ　。トに1・・μ1の10倍希釈ア，レカリ。。ス。。ターゼラ

株モノレモ・ト硝部皮障注射した・　　　　べ・レヒ〃抗モ・レモ。トlgG（Ki，k，gaard　and　P，．

　G「oup　2；培養脊髄血管内皮細胞膜成分を1匹あた　　rry　Laboratories　Inc，）を加えてゆっくり混和したの

り250μ9を同櫛こして4°匹の！’一トレイ株モルモ・　ち37・C，1時間反応させた。・．・05％・Tween・20加PBS

とe：　CFAととも聴作した・感fFモ・レモ・トの瞭　にて3回瀞後ぺ・川・・．・5Mナトリウ。炭酸關

獄を蜘縣した・　　　　　　液（pH　9．8）中・・ラ。ト。フェニ，レフ，スフ。イト

1）組織学的および電顕的検索　　　　　　　　　　　　（Technicon）1血9／m1を11n1加え37。C，30分間反

　モルモットは死亡直前に心臓内にカテーテルを挿入　　応させた後1Mの水酸化ナトリウムを加え反応を停止

してmic「°mete「ing　Pum・を用いて1°°mmH・の　させた．・繊8…9，・1・分間遠心し備25・，1を

圧で゜・1M鍛緩衝生理的食塩水（PBS・pH7・2）中　ELISA用マイ・・プ。一ト（NUNC）に移しMTP．

3％グ”一ルアルデノ’イドにて灌流齪を行・た・　12・・ナ・激マイ・・プ・一・光度計（C。，。n。，

醗後・脳・脊髄・腎臓・月市などを臆深く取り出し　J・pan）にて吸光度（・ptica1　D，。、i，y、。．　D．値）を

た。脳は視床・中脳・橋および延髄の部分で切片を作　　　測定した。なお抗血管内皮細胞抗体価は0．D．値で

った。脊髄は上部頸髄・下部頸髄・上部胸髄・下部胸　　表した。

髄，腰髄，仙髄のレベルで切片を作成した・通常の組　　　2：Circulating　immune　complexの測定

織鞘検索で雌細乱たモノレモ・トの臓器は10％　Cunni・gh・m・R・nd1。，等が開発したR。ji細胞

燐礫働・レマリ職で齪して・ヘマトキシリソエ　・n・yme－1i・k・d・im・mun。、。，b，n・assay法を改良し

オシソ（HE）染色・・レクソー・レフ・ストブ・レー染色，て測定した31）。

ヴェルケ染色を行った・また電顕用標本は灌流固定後　　　Raji細胞（大日本製薬総合研究所）は，　RPMI　1640

さらに3％グノレタールアルデー一イド燐酸緩嫌で1時　培謙に胎児ウシ血清を・0％添加して麟液とし，3

醐定した・その後鍛緩磁（pH7・2）で3回購　日ごと略鎌絞換し，5％CO、インキ。ベータ
し・1％オスミウム酸にて1時間後固定した。以後ア　　ー中で37。Cで継代培養を行った。培養液交換後3日

’v　＝　“一ル蹴・エポ泡埋し・LKB　UIt・。t・m・で薄　肋R・ji細胞をトリパガ・レーで超生体染色し，細

肌一部はトノレイジガルHで染色し・光顕にて検索　胞が95％以上生存して・・る事擁訊た後燐酸緩衝

した・また超醐片はク＝ソ醐，酢酸ウラニー・レで　生願塩水（PBS，　pH7．2）で3回麟し，瀧用R。ji

染色し・電顕（日立HU・11A）にて観察した。　　　層　細胞とした。上記Raji細胞1．5×106個ずつを小試験

E　細胞性免疫の検索　　　　　　　　　　　　　　　　管に取り，低速遠心（400×G，5分間）後上清を除去しぺ

　各感f乍動物の毛細血管成分および血管内皮細胞膜成　　　レットを作った。これに4倍希釈被検血清0．05mlを

分，ミエリン塩基性蛋白，プロテオリピドアポ蛋白に　　加えて細胞を再浮遊させ混和したのち37°C，30分間反

対する細胞性免疫を調べるため皮内反応テストを行っ　　応させた。細胞を再びPBSで3回洗浄しそのベレッ
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トVc　100μ1の10倍希釈アルカリフォスファターゼ標識　　示しimmune　complexの定量に一般につかわれて

ヒツジ抗モルモットIgG（Kirkegaard　and　Perry　　いる単位である）で表した。

Laboratories　Inc．）を加え緩やかに混和した後37°

C，1時間反応させ0．05％Tween　20加PBSで3回　　　oD．　　　　sTANDARD　ouRvE

洗浄し400×g5分間遠心後上清を除去した。　　　　　L5

　ペレットに0。05Mナトリウム炭酸緩衝液（pH　9．8）

中パラニトロフェニルフォスフェイト（Technicon）

1mg／mlを1m1加えた．ゆっくり混和後37°C，30分　L°

反応させ1M水酸化ナトリウム1mlを加えて反応を

止めた。これを800×g10分間遠心し上清250μ1をE　　o，5

LISA用マイクロプレート（NUNC）に移しMTP－12

コPナ2波長マイクロプレート光度計にて吸光度（0．

D・値）を測定した・　　　　　　　　　1°　1°°　1°°°。，AGG謂゜
標準曲線の作成：

Circ。1。ti。9．immune　c。mp1。xの定量は加熱凝集　Fig…加熱変性糠モルモ・トlgGを希釈測

モ，レモ。，ガ。。グ。ブ，。（AGG）を用いて鮮曲　　定して得た標軸線・

線を作成して行った。AGGはTheophilopoulosら
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　皿　結　　　果
32）の方法に従ってモルモットIgGを63°Cの温浴中

　　tにて30分間加熱することにより作製した。このAGG　　A　脊髄血管内皮細胞の性状

を正常モルモット血清に加え0－4，000Pt9／mlの種々の　　　培養血管内皮細胞はアルカリフォスファターゼおよ

段階に調製した。これらAGG加正常モルモット血清　　びγ一グルタミルトラソスペプチダーゼ陽性に染色さ

をPBSで4倍希釈し0．05mlをRaji細胞のpellet　　れた。電顕では血管内皮細胞は特徴的なjunctional

に加え上記の方法に従って反応を進めおのおのO．　D．　　complexを有する細胞形態をとり（Fig．2）血管内皮

値を測定しサインカーブを描く標準曲線（Fig．1）を　　細胞膜成分は無定型な均質な膜状構造（Fig．3）とし

作製した。測定したcirculating　immune　complex　　て観察された・SDSポリアクリルアミド電気泳動で

の値は標準曲線に基づいてPgAGGeq／ml（1μgAGG　　は毛細血管成分では血管内皮細胞膜成分に比べband

eq／m1はAGGで1μg／ml相当の濃度であることを　　数が多くしかも分子量も大きい傾向にあった。いずれ

　　　　　　Fig．2培養血管内皮細胞の電顕像　　↑はjunctional　complexを示す。　×6，750
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Fig．3　培養血管内皮細胞膜成分の電顕像　×10，000
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　　　　　　　Fig．4　SDSポリアクリルアミド電気泳動図

もミエリン塩基性タソパク（BP）やプロテオリピドア　　B　中枢神経障害

ポタソパク（PLP）のbandは認めなかった。血管内　　臨床経過；

皮細胞膜成分では分子量8，000から12，000の間の3本　　　Group　1では40匹中20匹（50％）が感作後14～21日

のbandがみられた（Fig．4）。　　　　　　　　　　　後より徐々に脱毛，体重減少が出現し運動失調，両後

　またELISA法を用いてさらにMBPの混入の可能　　肢麻痺が認められた。2匹（5％）でミオクローヌス

性について検討した。毛細血管成分，血管内皮細胞成　　　もみられた。このうち10匹（25％）は数日以内に下痢，

分おのおの250μgずつをELISAにより検討したが　　失禁を伴い全身が衰弱し死亡した。8匹（20％）は発

いずれの0．D．値とも対照に検討した25ngのMBP　　症後20から30日の経過で徐々に後肢不全麻痺から完全

混入した毛細血管成分および血管内皮細胞膜成分250　　対麻痺，四肢完全麻痺へと慢性の経過を取り徐々に進

μgの0．D．値を大幅に下回りO．　Ol％以下の混入率で　　行しやがて痙攣などの症状を伴い呼吸麻痺を呈して死

あった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　亡した。2匹（5％）は途中で進行が止まり回復に向
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　　　　　　　　Fig．5初期病変：後毛細血管周囲の細胞浸潤

　　　　　　　　　　　　　　　　　感作30日後　HE　×300
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Fig．6　初期病変：小血管周囲の細胞浸潤

　　　　　　感作30日後　HE　×250
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Fig．7　慢性期病変：脳幹部白質の広範な脱髄（矢印）　　　感作60日後

　　　　　　　　　　　　ルクソールファストフルー十HE　　　x10

慶

：二臨　．、摂　靴，。Z’‘〆　　”．t　　鶴

　Fig．8　初期病変：血管内皮細胞（E）への多形核

　　　　　白血球付着を示す。　　感作20日後　×15，000
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　　Fig．9Fig．7の部分の電顕像
＊：脱髄線維　＊＊：再生線維　　×6，000

かった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　して本モデルの慢性期では炎症細胞はあまり見られな

　Group　2では40匹中38匹（95％）が感作後14～21日　　いが脱髄病巣は広範であり徐々に広がり形も不規則で

後より徐々に脱毛，体重減少が出現し運動失調，両後　　　あった。また新旧の病巣の混在はなかった。病変の性

肢麻痺がみられた。6匹（15％）でミオクローヌスが　　状はgroup　1，　group　2とも同一であった。病変の分

みられた。いずれも慢性に経過し麻痺は後肢不全麻痺　　布はgroup　1では小脳，脳幹部，上部頸髄の白質に主

から完全四肢麻痺へと徐々に進行し30匹（75％）は発　　として見られ特に上部頸髄で著しかった。これに対し

症後20から30日の経過で痙攣，呼吸麻痺などを伴い死　　てgroup　2では大脳，小脳，特に脳幹部の白質が主

亡した。8匹（20％）は途中で進行が止まり回復しこ　　で脊髄の病変は軽度であった。

のうち2匹（5％）は回復10日後より再び神経症状を　　　電顕所見：

呈して回復するという増悪と寛解を繰り返した。　　　　　病変部位の電顕所見は急性期では小血管周囲に単核

組織所見：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　細胞の浸潤，小血管内皮細胞への多形核白血球および

　急性期の初期の病理所見は大脳白質，小脳白質，中脳　　単核細胞の付着がみられた（Fig．8）。慢性期では病

から上部頸髄白質にかけてのpostcapillary　venule　　変部位での広範に脱髄線維および再生線維がみられた

周囲の単核細胞浸潤（Fig．5）が中心である。急性期　　（Fig，9）が細胞浸潤はめだたなかった。また一部軽

の後期ではこのpost　capillary　vellule周囲の単核　　度ではあるが血管内皮細胞内に免疫複合体をおもわせ

球主体の細胞浸潤に加え大脳，小脳の白質のミエリン　　る高電子密度物質の存在を認めた。

染色で軽度の淡明化が見られた。また小血管よりの軽　　C　腎臓および肺の所見

度の出血，小血管周囲の浮腫および細胞浸潤がみられ　　　腎臓では軽度の糸球体のメサンギウム細胞の増生，

た（Fig．6）。発症後40日の慢性期では小脳，脳幹部，　　　間質への単核細胞の浸潤が見られた。肺では単核細胞

頸髄白質を中心に脱髄が見られた（Fig．7）。脱髄は常　　の間質への浸潤，肺胞出血が見られた。

に血管を中心としてみられた。従来のEAEの病巣が　　D　細胞性免疫（皮内反応）

血管周囲の細胞浸潤が主で脱髄は軽度であるのに比較　　　皮内反応はgroup　1，　group　2ともにMBP，　PLP
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　　　Level　of　the　anti－endothelial　ce打antibody　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Level　ロf　tho　eitculating　in■une　cロaplex

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Level　of　the　circu【atlng　immune　complex
　　　　　　　　　　　　　　　　　group　1〔：コ

oD・　　Pくo．ol　　　　9「°up　2　ssssa　　μgAGG・q／m1　　　　　　9「・uP　1□
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　group　2　ZZZコ
　　　　　　　　　p〈0．OI　　　　pく0．Ol
l，5　　　　　　　　　　　　「一「　　　　　　　一「

　　感作前　　　　　　20日後　　　　　　40日後

Fig．10　抗血管内皮細胞抗体価の推移を示す。

lOO

50

　では陰性であったが毛細血管成分，血管内皮細胞膜成　　　　　　　感作前　　　20日後　　　40H後

分ではともに陽性であった。　　　　　　　　　　　　　　　Fi9・11　Ci「cUlating　immune　comPlex値

E液性免疫　　　　　　　　　　　　　の推移を示す・
　抗血管内皮細胞抗体価：

　血清中抗血管内皮細胞抗体価は感作前，感作20日後，　　し有意に上昇していた（p＜0．01）。なお　cireulating

40昧の血瀧測定した・　　　　　　immune　c・mp1・・廊9・・up・と9，。up　2と
　Group　1の抗体価は次のとおりであった（0．　D．値）。　の間に有意の差を認めなかった（Fig．11）。

感作前：0．124±O．　056（mean士SD），20日後：0．846

±0．148，40日後：0．753±0．134e　　　　　　　　　IV考　察
　G「・up　2の抗体価は感作前・O・・142±O・076・20日後　慢性の脱骸，患であるMSの動嫉験モデルとして

　：1・278±0・216・40日後：1・156±0・236であった。　　EAEが研究されてきたが両者の相違点は多い。　MBP

すなわち抗血管内皮細胞抗体価はgroup　1，　group　2　　は強いEAE起炎性を持つがMBPによるEAEでは

とも感作前に比較して感作後有意に上昇した（p＜　　組織学的には軽度の脱髄しか示さない。これに対し症

0・01）・また9…p2では9・・up　1　V・比較して感作　状の醸な経3畳をとるEAEでは脱髄が鰍的な所見

20日後および40日後の血清において抗血管内皮細胞抗　　である33）。しかしMSの組織所見は広範な遠心性の

体価は有意に高かった（p＜o．01）（Fig．10）。また　　脱髄斑であり炎症性細胞の浸潤があまりないのに対し

9「oup　1・9「Qup　2ともに臨床経過が重症なものほど　　EAEでは脱髄は小血管周囲の狭い領域に限られ多く

抗体価は高値の傾向にあった。　　　　　　　　　　　の炎症性細胞の浸潤をともなっており両者の病変を比

　Circulating　immune　complex：　　　　　　　　　較することは難しいとされてきた1）2）。　EAEは基本的

　Circulating　immune　complexも感作前，感作20　　には血管の障害であり脱髄は2次的なものにすぎなL、

日後，40目後の血清で測定した。　　　　　　　　　　　とする研究者もいる2）。

G「°up　1のimmune　c。mp1・x値（・g　AGG・q／ml）　近鞠若Strai・13モルモ。トに同鮪髄を騰す

は感作前：49・6±1°・6・2°日後・187±26…’4・畷　る・2tr・よりmVa的には増悪と購を繰り返彊動麻

：216±24・　8・ @　　　　　　　恥鰍とし繊学白勺には主として脊髄を中心に蹴
G「°up　2では感徽：51・8±12・8…畷・164縦髄狸する慢性再難EAE（CREAE）カlnvさ
±32．8，40日後：178±18．6とともに20日後より　　れるようになってきており現在のところこれがもっと

ci「cu1・ti・g・imm…　c・mpl・x値は感作前に比較　もMS・tl・近い鋤実験モデルとされてし、る，）－1。）3、）、5）
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しかし脊髄のどの成分がCREAEを慧起する因子と　　広範な脱髄が見られた。初期病変は単核細胞の浸潤の

なっているのかは明らかではない。これ迄検討された　　ほかに多核球および単核球が血管内皮細胞に付着する

MBP，　MBP＋Lipid，ミエリンについてはいずれも否　　のが特徴である。また慢性病変ではミ＝リソを貧食す

定的である36）。MBPとならんでミエリンの主要な構　　るマクロファージの浸潤は認められなかった。これら

成タンパクの1つであるPLPも慢性のEAEをおこ　　の組織所見はいずれもMSの組織所見にきわめて類

しうるとの報告もあるが37）凹39），我々が検討した限りで　　似しており本モデルが新たなMSの動物実験モデル

は発症率も低く脱髄の所見も軽度であった。一方最近　　となり得ることを示唆するものである。病変部位につ

Tsukadaらはラットの大脳より調製した脳血管内皮　　いては毛細血管成分感作群では，脊髄特に上部頸髄に

細胞膜成分の感作により新たな脱髄疾患モデルを作製　　病変が著しかったのに対し血管内皮細胞膜成分感作群

した23）。このモデルでは臨床的に慢性再発性の経過を　　では病変部位は脳幹部が主であるが脊髄にも軽度みら

とり組織所見ではMSに類似した広範な脱髄が特徴で　　れた。このことについては毛細血管成分感作群では抗

これはこれまでのEAEにはみられないものである。　　原に基底膜成分，血管周開結合組織成分その他種々の

今回の我々の研究で脊髄の血管内皮細胞膜成分にも同　　脊髄特有の成分が含まれていると考えられ，これらの

様な強い脱髄起炎性があることが証明された。臨床経　　影響により脊髄が選択的に冒されたのであろうと考え

過は毛細血管感作群では発症率は50％と低く10％は急　　られる。本モデルの免疫学的検討では皮内反応が陽性

性の経過をとって死亡したのに対し血管内皮細胞膜成　　であり初期の組織所見で脊髄血管内皮細胞への単核細

分感作群では発症率は95％と高く，しかも発症例は全　　胞の付着を認める事から細胞性免疫の関与が示唆され

例慢性に経過しておりこのことは血管内皮細胞成分中　　るが，血清中のcirculating　immune　complex，抗

に慢性EAEを引きおこす因子が含まれていることを　　血管内皮細胞抗体価も高値であり，液性免疫も同時に

強く示唆する。当然のことながら本モデルの感作に用　　関与しているものと考えた。Circulating　immune

いた抗原に従来より知られているミエリン中の脳炎起　　cornp！ex，抗血管内皮細胞抗体価は幼若Strain　13

炎物質の混入が問題となるが血管成分調製過程での庶　　モルモットを同種脊髄で感作することにより惹起され

糖密度勾配を用いた超遠心でミエリンは除去されてお　　るCREAEでも上昇すると報告されているが40），本

りさらに洗浄や7日間の培養をおこなっており混入は　　　モデルでは両者の値はより高値であった。また塚田ら

考えにくいがさらにSDSポリアクリルアミド電気泳　　は脳血管内皮細胞内にimmune　complexと思われ

動図でみると毛細血管成分，血管内皮細胞膜成分とも　　る高電子密度物質の存在を示しており23）今後本モデル

にMBPやPLPは含まれていず今回のモデルがこれ　　の液性免疫についてもさらに詳しい検索が必要である。

らのミエリン成分で発症したものではない。さらにも　　　血管内皮細胞は血液脳関門の主要な構成要素であり

っとも問題となるMBPについては高力価の抗MBP　　ブドウ糖，アミノ酸などの栄養素の選択的輸送に深く

抗体を用いELISA法にて検討したが存在したとして　　関与しているほか41）－44），イソスリソ，神経伝達物質，

も0，01％以下であり発症に関与したとは考えられない。　その他のホルモンのレセプターが存在するなど45）－48）

また毛細血管内皮細胞膜成分のクロロホルム・メタノ　　独自の高度な代謝機能をもっている。この血管内皮細

一ル（2：1）で抽出される成分を用いて発症実験をし　　胞は正常ではわずかなpillocytotic　vesicleを持つに

たがこの成分に起炎性はなく本モデルを発症させる物　　すぎないがMSでBBBが破壊され血管透過性が高ま

質はガラクトセレブロシド等の脂質成分でもなく血管　　　って来ると非常に多くのpinocytotic　vesicleが増え

内皮細胞膜成分に含まれるなんらかのタンパクが発症　　てくることが電顕で観察されている11）12）。さらにMS

に関与しているものと考えられる。なお毛細血管成分で　　においては抗血管内皮細胞抗体が高いという報告があ

はbandの数が多く培養血管内皮細胞膜成分に比べ基　　る49）。これらの知見はMSの発症機序において血管

底膜成分や血管周囲の結合組織などの種々の成分が含　　　内皮細胞膜がなんらかの免液学的機序を介して関与し

まれていると考えられる。組織所見は両群とも基本的　　ていることを示唆するものである。

に差は認められなかったが毛細血管成分で感作したも　　　今回の我々の検索により従来不明であった脊髄中に

のでは病変は脊髄を中心に認められたが培養血管内皮　　含まれる慢性の広範な脱髄を伴うCREAEを惹起す

細胞膜成分で感作したものでは脳幹部が主体であった。　る因子が脊髄血管内皮細胞膜成分中に含まれる可能性

慢性の経過をとった例ではMSにきわめて類似した　　が明らかになった。また脊髄毛細血管成分感作群で脊

3ア8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　Vo1，36



慢性自己免疫性脱髄疾患モデルの研究

髄により病変が強かったことはなぜ日本のMSが欧　　していた。血申の抗血管内皮細胞抗体価およびcir・

米のMSに比べ脊髄の症状が強いのかという問題を　　culating　immune　complex値は高値を示した。

解決する手掛かりになる可能性も有り興味深い知見で　　　病変部位の主体は毛細血管成分感作群では脊髄，血

ある。しかし脊髄血管内皮細胞中のどんな物質が脱髄　　管内皮細胞膜成分感作群は脳幹部であった。

起炎性を持つのかはまだ明らかではない。現在MSの　　　血管内皮細胞膜成分感作群は毛細血管成分感作群に

病因，再発の引き金となる因子は不明であり治療も症　　比べ発症率が高くまた慢性化する頻度も高かった。

状増悪時に副腎皮質ホルモン投与するのみにとどまっ　．　CREAEを誘導する脱髄起炎因子が脊髄血管内皮

ている。今後MSの病因を解明する上で脊髄血管内　　細胞膜成分中に存在すると考えられた。

皮細胞の感作による動物実験モデルの生化学的および　　　今後MSの病因を究明する上で本実験モデルの研

免疫学的な解析が重要であると考えられる。　　　　　　究は重要であると考える。

　　　　　　　　V結語　　　　 W謝辞
　ラット脊髄より毛細血管成分および血管内皮細胞摸　　　　御指導，御校閲いただきました信州大学柳沢信夫教

成分を特異的に調製した。両者ともプPテオリピド，　　授に深謝します。また研究に助言，協力して頂いた当

ミXリン塩基性蛋白などのミエリン成分は含まれてい　　教室塚田直敬講師，高昌星博士に深謝します。本研究

なかった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　に貴重な助言を頂き抗原の分析に協力して頂いた本学

　毛細血管成分および血管内皮細胞膜成分をモルモッ　　脂質生化学武富保教授，岡野照先生に深謝します。

トに感1乍することにより新たな慢性自己免疫性脱髄疾　　　本研究の要旨は第36回日本アレルギー学会総会（19

患モデルを作成しえた。この動物実験モデルは臨床所　　86年10月，岐阜）および第28回日本神経学会（1987年

見，組織所見ともにヒトの脱髄疾患であるMSに類似　　　5月）にて発表した。
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