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pl，x。、．　Th，　increa・ed・i・c・1・ti・g　imm・ne　c。mpl・・1・v・1・and　th・d・p。・iti。・°f　the　immu皿e

。。mpl。xes　i。　th，　w。11・f・h・vessel・i・th・1esi・n・f　i・duced・xp・・im・…1・11ergic　encepha1°鱒

myelitis　suggest　a　possibility　that　the　tissue　injury　observed　might　be　caused　by　the　imrnune

complexes　besides　cellular　immunity．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　侭ecei・・d　f・r　publicati・n；S・pt・mber　12・1980）
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実験的アレルギー性脳脊髄炎におけるImmune　Complexの研多管

　　　　　　　　　1緒　言　　　　　　　Caninθ贈。9。n、ze
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十20volumes　CHCI3：GH30H（2：り
　実験的アレルギー性脳脊髄炎（以下EAEと略す）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Extraot　　　　　　　　　　　　　　　Residuθ

欝撚輪難よ謙蹴奪灘面一一一薦器：h　3t幅
とから鋤の結力・ある．EAEの発症機騨関して　一Watθ「ext「a°ti°n　l°v°lum・s

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Extraet　　　　　　　　　　　　　R　sidue
竃福細謙慧齢犠融｝凝i；1：：＿「一一誌1：e°IN　HC’　ext「act‘°n　1°瞭s

もあり，EAEは細胞1娩疫，灘免疫の耐力・鴎　　冒昌u囲lzati°n　　　、

しているといわれている・一方，最近EAEが実験モ　S・p・・na・an・　　　p，e，、p、，，，e

デルとされる多発鞭化症で・irC・1・・i・g　immU・・　講器lati°n

complex　leve1の高値が高率に認められ7）－10），その　　　　F「eezθ’d「ying

病因との関連が注目されている。一部のimmune　　　　　　　　図1　塩基性蛋白の抽出法

comp正exは細胞性免疫，液性免疫の両方に関与する

ことが知られている1D－14）。　EAEにおけるimmune　　11－hexane（2：3）で抽出後，さらにchloroform－

complexの研究はこれまでになく，immune　com・　　methano1（2：1）で再抽出したものを用いた。この

PlexのEAEにおける病因との関連性を検索する日　　中にはslab電気泳動法により（2）で得た塩基性蛋白と

的で，著者はEAEのcirculating　immune　com・　　まったく同じものが入っていることを確かめた。

Plexを定量し，組織中のimmune　complexを免疫　　　C　感作方法：EAE惹起性抗原液はすべて塩基性

組織学的に検索し・EAE惹起性抗原による差異にっ　　蛋白量1mg／mlとなるよう生理食塩水で希釈し，そ

いても比較検討した。　　　　　　　　　　　　　　　れそれ0．1mlを等量のcomplete　Freund’s　adjuvant

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（5mg／mlのmycobacterium　bQvisを含む）とと

　　　　　　ll実験材料および方法　　　　もにf…p。dセ。1圓注射した。

　A　実験動物：200～3009のHartley株幼若モル　　　D　Circulating　immune　complexの測定：Th・

モット（静岡strain）70匹を使用した。　　　　　　　　eofilopoulosらが開発したRaji細胞immunoassay

　B　EAEの惹起性抗原の作製：犬を屠殺後，即座　　17）18）を用い，螢光抗体法19）20）で測定した。

に大脳を採取，－2a°Cに凍糸吉し，抗原材料に供した。　　　1　Raji細胞

抗原はすべてこの犬大脳白質を用い，（1）白質乳剤，（2）　　　Raji細胞（大日本製薬総合研究所）は，　RPMI　1640

塩基性蛋白，（3）塩基性蛋白一酸性脂質複合体の3者を　　培養液に胎児ウシ血清を10％添加してtissue　culture

作製した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mediumとし，3日目ごとにculture　mediumを交

　1　白質乳剤の作製　　　　　　　　　　　　　　　　換し・5％CO，　incubator中で37°Cで継代培養を

　大脳白質に等量の蛋理食塩水を加えてhomogenize　　行った。　Culture　medium交換後3日目のRaji細

したものを用いた。　　　　　　　　　　　　　　　　　胞をトリパンブルーで超生体染色し・細胞が95％以上

　2　塩基性蛋白の作製　　　　　　　　　　　　　　生存していることを確諏した後，燐酸緩衝生理食塩水

　大脳白質を図1のごとく抽出し，その上清を透析，凍　　（phosphate　buffer　saline，　PBS　pH　7・4）で3回洗

結乾燥後，20倍量の1％酢酸を用いてCM－cellulose　　浄し，測定用Raji細胞とした。

のカラムにかけゲル濾過後，再び透析，凍結乾燥した。　　　2　Ci「culating　immune　comPlex

その後，20倍量の0．2M酢酸アンモニウム塩で再抽出　　　上記Raji細胞5×105個ずつを小試験管にとり，

し，SePhadex　G－75のカラムによるゲル濾過，透析，　低速遠心（約400G，5分）後，上清を除去し，細胞

凍結乾燥を繰り返した後，pureな塩基性蛋白を得　　pelletをつくる。　PBSで2倍段階希釈系列を作った

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　被検血清0．05m1を加えて，細胞を再浮遊し，4°C，

　3　塩基性蛋白一酸性脂質腹合体の作製　　　　　　　1時間被検血満と反応させる。細胞を再びPBSで2

　大脳白質からSunら15）の方法により，白質myelin　　回洗浄し，そのpelletにfiuorescein　isothiocya一

を調SrJし，　Kunishitaら16）の方法によりn－propanol－　　nate（FITC）標識抗モルモットウサギ1血清（Molar
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，ati。　F／P－3．3，　Miles　L・b，　ln・。）・．05ml力・え，　　表・EAEの発症日および発症率

4°C・塒甑応させた後，細胞をPBSで3回洗　　　　　　　発獺　発解
浄し，pelletを50％グリセリン1滴に浮遊し，無螢

灘繍総懲ll　ll畿脂質複講iiilii｝iili

百分率を算定し，陽性率が50％以下となる前段階の血

清希釈をもってend　point（titer）とした。　　　　　　　256×

E組織学的検索：モ・レモ・曙殺後・脳・脊髄，　128×

腎などを取り出し，燐酸緩衝ホルマリソ液で固定後，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　64×
hematoxylin－eosin染色およびperiodic　acid　Sc－

hiff染色を行った。同時にグルタールアルデハイド固　　　32×

定，オスミウム酸にて後固定後，アルコール脱水，エ　　　16X

ポ炮埋切片をt。1・idi・・bl・・で染色し，光顕にて　、×

検索した。

　F　免疫組織学的検索：F工TC標識抗モルモット　　　4×

IgGウサギ血清（Miles　Lab，　Inc・）およびFITC　　　2×

標識抗モルモットC3ウサギ血清（Miles　Lab・Inc・）　　i×

を用いた。モルモット屠殺後，即慰こ脳脊髄等を取

液と湿箱内で37°C，1時間反応させた後，PBS　pH

7．2で3回洗浄し，緩衝グリセリソ液で封入した。こ　　やがて回復に向かうもの（20％）があり，重篤な症状

れらの標本はNikon螢光顕微鏡で鏡検した。　　　　　を示すものは少なかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B　Circulating　immune　complex

　　　　　　　　皿成　績　　　　　Circu1。ti。g　imm。。e・・mpl・xは触後20日1三l

　A　発症日および発症率　　　　　　　　　　　　　　に測定し，1群10例，∬群11例，皿群7例において測

　感作後，白質乳剤投与群（1群）では10日～16日1ヨ　　定したがEAE発症全例に検出され，そのtite「は

より，塩基性蛋白投与群（H群）では10日～13ElF1，　　H群が最も高く32～64×（平均値32×），次いで工群が

塩基性蛋白一酸性脂質複合体投与群（皿群）では19　平均値16・を示し・　ma・epは最も低く4～16×（平均値

日～34日1三1より発症しはじめ（表1），体重減少（平　　　8×）　を示した。co皿plete　Freund’s　adjuvant

均値は1群859，E群769，皿群769）とともに運動　　のみを投与した対照群はたかだか2×であった（図

失調，後肢の麻痺症状が現れはじめ，同時に下痢，失　　　2）。

禁等を伴い畝鋤こ全身が衷弱していく．後肢の麻痺　　c中枢神経系の組織学的所見

は進行性で不全麻痒から完全麻痺へと移行していき，　　　3群ともに共通してみられた中枢神経系病変は単核

やがて痙攣などの症状を伴い，呼吸麻痺を呈して死亡　　球および多核白血球の浸澗を伴った脳実質内の血管炎

した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（写真1）を主体としており，その周闘にグリア細胞の

　工群と豆群では全例発症し，発症から死に至る経過　　増生がみられる。Virchow－Robin腔にも円形細胞漫

が短く，ほとんどの例で数日以内に末期状態を呈し，　　潤があり，所々にこれをとりまいた，あるいは一側に

長いものでも5日位であった。一方，皿群では発症率　　拡がったグリア細胞の増生がある。こうした病変は血

は50％と低く（表工），発症からの経過も長く，数日　　管に沿って拡がっていた。病変の中心をなす血管は静

以内に死に至るものもあったが，ほとんどの例で発症　　脈，毛細管～小血管がほとんどであり，特に脳室周囲

後10日以上の生存期間を有し，その後症状が停滞し，　　の血管で著明であった（写真2）。1群およびH群で
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は血管を中心とした強い円形細胞浸澗があり，動静脈　　後索の血管に著明であった。エポソ包埋切片のトルイ

腔は拡張し，これらの血管は充血あるいはうっ血し，　　ジンブルー染色標本では3群とも明らかな脱髄病巣は

脳実質は疎懸化し，特に1群では白質に血管を囲んで，　なく，わずかに発症後長期間生存したモルモットで白

かなり強い破壊性病変がみられた（写真3）。一方，　　質に軽度の脱髄を認めた（写．真6）。

皿群では前2者に比べ，病変は比較的軽い傾向にあり，　　D　腎臓

脳実質の疎懸化および多核白血球の浸潤は軽度で，組　　　腎臓では3群ともに軽度の糸球体メサソギウム細胞

織の退行性変化も軽く，perivascular　cu缶ngとそ　　　の増加を認めたものが多く，多くの例で間質，特に静

の周囲の軽度のグリア細胞の増殖がみられる程度であ　　脈周辺の間質にリソパ球の浸潤を伴い，focal　inter・

った。これら3群の中枢神経系における血管炎発現部　　stitial　nephritisの所見を塁した。

位は脳室周囲，髄膜，脈絡叢などであり，EAE発症　　　E　免疫組織学的所見

全例に同部位での病変を認めた（表2）。エポン包埋　　　3群ともに病変のみられた脳実質内の血管壁，脊髄

切片の1・ルイジソブルー染色標本では3群とも明らか　　の髄膜の血管壁，脈絡叢に一致して工gG，　C3の願粒

な脱髄病巣は認められず，わずかに炎症が強くみられ　　状沈着が認められた（写真7，8）。

た部位に軽度の脱髄を認めた。

　＜脈絡叢＞　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　IV　考　　　察

　3群ともに脈絡叢の血管の充血・うっ血，脈絡叢上　　　EAEの発現機序については不明な点が少なくなく，

皮細胞の腫大，漿液の滲出などがあり，血管周囲には　　脱髄が細胞性免疫のみか，または液性免疫が関与して

単核球，多核白血球，リンパ球の浸潤，線維芽細胞の増　　いるか，あるいは脱髄と血管炎との関連21）－24）などに

生があり・脈絡叢炎の所見を呈した。特に脈絡叢の脳　　っいても種々議論されている。本実験では白質乳剤投

室への付着部ではリソパ球の浸潤，線維芽細胞の増生　　与群および塩基性蛋白投与群では血管を中心とした強

が著明であった（写箕4）。1群，1群では脈絡叢上皮　　い滲出現象があり，充血，うっ血などがみられ，特に白

細胞の増生が著明で，リンパ球の浸潤，線維芽細胞の　　質乳剤投与群では脳実質内に血管を囲んだかなり強い

増殖を伴い，高度の肉芽腫性変化を形成していること　　破壊性病変をも形成していた。塩基性蛋白一酸性脂質

が多かった（写真5）。皿群では同様の脈絡叢上皮の　　複合体投与群ではこうした脳実質内の破壊的病変や強

増生性変化と，脳室付着部のリソパ球，線維芽細胞の　　い滲出現象はなく，perivascular　cuffngとその周

浸潤を認めたが，前2者に比べ軽度であった。　　　　　囲の軽度のグリア細胞の増殖がみられる程度であっ

　く髄漠〉　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　た。こうした抗原の差による病変の違いがいかなる機

　3群ともに髄膜の血管に充血，うっ血，巣状の1堀匠　　序でおこって来るかについては明らかでないが，塩基

などの循環障害を認め，クモ膜下腔の拡張，滲出物の　　性蛋白一酸性脂質複合体投与群では発症率も低く，か

貯留，浮腫，血管周囲の多核白血球，リンパ球および　　っ発症が遅れる傾向にあり，酸性脂質の主成分である

単核球の浸潤・menillgesの肥厚・macrophageの　　sulfatideの役割が注目される。　Nagai25）は，　sulfa一

浸潤がみられ，髄膜炎の所見を呈していた・　　　　　　tideで予め感作したモルモットに塩基性蛋白でさら

　く脊髄〉　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　に感作すると，塩基性蛋白単独投与群に比べ発症が遅

　脊髄の髄膜，白質内Virchow－Robin腔の血管周　　れるとしており，sulfatideが何らかの機序でEAE

囲の単核球および多核白1血球の浸潤があり，白質特に　　抑制因子として働いていることが推測される。塩基性

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　蛋白一酸性脂質複合体投与群のEAEはこのように発

　　　　　表2部働lj病変発現搬　　　　症が遅延し，またいったん発症した後，寛解がみられ

　　　　　　　　　　　＿、、、　　　　　　　　　　　　るものがあり，この点従来の急性EAEに比べ，寛解，
　　　　　　　　轡響脈雛髄膜　増悪嫌り返す。，⑫発性硬燃。より近い、、、え

白質乳剤投与吊羊　　20／20　　20／20　　20／20　　　　　る。

　　　　　　　　　（1°°％）（1°°％）（1°°A°）　＿方，，群に共肌燃本鍛舳管セ。沿。て拡力・

腿騒白蹴2 Q118％）2？！l8％）22118％）　。てお・，鞍求お、び多核麟の血管珊蝦潤

塩基性蛋白一酸性　10／10　　10／10　　10／10　　　　とともに，血管内皮細胞の膨化，血栓などがみられ，ま
脂質複合体　　（1°°％）（1°°％）（1°°％）　たMZ．isrfs｛’質の、謄のみならず1襟の鮒脈にも細包浸潤
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があり・さらにVirchow－Robin腔を通じ脳実質内に　　　してmigration　inhibition　testなどにより，imm．

浸潤している像もあり，EAEの発症に脳の血管炎が関　　une　c◎mplexによる細胞性免疫の成立することが報

与していることが推測される。また本実験では3群と　　告されており11）一‘14），こうした脈絡叢病変はimmune

もに脈絡叢炎ともいうべき脈絡叢の浮腫，漿液の滲出，　comlexの脈絡叢への沈着に続いておこるアレルギー

血管周囲の細胞浸潤があり，脈絡叢上皮細胞の増生，　　反応により生ずる可能性も考えられる。

線維芽細胞の増生などを認めたが，こうしたEAEに　　　本研究ではEAE発症全例にcirculating　immune

おける脈絡叢病変については宮崎26）が血管周囲の細　　complexを検出し，そのtiterは塩基性蛋白投与群，

胞浸潤，脈絡叢上皮細胞の増生などを指摘しているが，　白質乳剤投与群の順に高値であり，塩基性蛋白一酸性

その後の報告では脈絡叢病変についての記載はほとん　　脂質複合体投与群が最も低く，臨床症状の程度および

どなく，あまり注目されていない。本実験では病変の　　脳室周辺にある血管周囲の炎症所見の強さとほぼ正の

みられた脳実質内，髄膜の血管，脈絡叢に一致して　　相関関係がみられ，imrnune　complexがEAEの病

IgG，　C3の穎粒状沈着がみられ，　circulating　imm一　　因に何らかの関与をしていることが示唆された。本実

une　complexが高値であることから，脳血管および　　験で使用した抗原の共通抗原は塩基性蛋白であり，1

脈絡叢にimmtme　comPlexが沈着していると考え　　群の塩基性蛋r＝hは分子量約18，000から成る純化したも

られる。本実験でみられた基本病変は主として単核球，　の単独をFreundの完全adjuvantとともに皮下注

macrophage，多核白血球などの浸澗を伴った血管を　　射しており，本実験で検出した　immune　comPlex

囲んだ炎症「生滲出現象であり，EAEの病因tZe　myelin　　は塩基性蛋白を抗原とするimmune　comPlexであ

basic　proteinによる細胞性感作1）2），　cytophilic　　る可能性も考えられるが立証するには至らなかった。

antibody・antibody　dependent　ce11－mediated　　　Immune　complexはそれ自体が非常に多様性であ

cytotoxicity（ADCC）などの関与の他にimmune　　り，抗原と抗体の反応性，結合様式によってその性質

complexの血管への沈着によるimmune　complex　　を異にし，また多くの免疫病で　immune　complex

自体の組織障害が関与している可能性が考えられる。　　が関与すると考えられるがその本質についてはほとん

EAE　はこうした液性免疫3）－6），　細胞性免疫1）2），　　ど解明されていない。今後，　EAEの成因を究明する

immune　complex　など多因子の関与した複雑なア　　上でimmune　complexの研究は重要な課題と考え

レルギー過程であろうと推測される。　　　　　　　　　られる。

　一方，脈絡叢基底膜は元来その構造，機能が腎糸球
体基底膜にきわめて類似している27）－29）。薯者のEAE　　　　　　　　　　V　結　　　語

では腎に間質性炎がしばしば認められ，糸球体の病変　　　犬白質を抗原材料とし，白質乳剤，塩基性蛋白，

はimmune　complexによる糸球体病変と類似して　　塩基性蛋白一酸性脂質複合体の3つの抗原を用い，

おり，immune　complexの沈着により脈絡叢，腎糸　　EAEを作製し，　EAE　の病因における　immune

球体に病変がおきることは充分考えられる。AtkinS　　complexの関与および抗原による差異について比較

ら30）はsystemic　lupus　erythematosusの患嚢の　　検索し，以下の結論を得た。

脈絡叢にimmunoglobulinの局所的沈着および電顕　　　（1）Circulating　immune　complexは塩基性蛋

で脈絡叢にelectron　dense　materialを認め，　cir一　　白投与群，白質乳剤投与群，塩基性蛋白一酸性脂質複

culating　immune　complexが脈絡叢に沈着して病　　含体投与群の順に高値で，その平均値は各々32×，16

変をおこすのであろうとしており，Peressら31）は　　×，8×であった。

immune　complexをマウスに注射し，脈絡叢にIgG，　　（2）中枢神経系1丙変は3群とも単核球および多核白

C3の沈着を認め，脈絡叢にimmune　complexが　　1血球の浸潤を伴った白質の血管を囲んだ炎症性滲出現

沈着して病変がおきることを証明している。著者の　　象を主体とし，脈絡叢の増生性変化と脈絡叢の脳室付

EAEの脈絡叢病変は単核球およびmacrophageの浸　　着部のリンパ球の浸潤，線維芽細胞の増生を認めたが，

潤が著明であり，線維芽細胞の増生もあり，脈絡叢上　　塩基性蛋白一酸性脂質複合体投与群は他の2群に比べ

皮細胞の増生が認められた。Immune　complexは　　軽度であった。

リソパ球，マクロファージの出現，士皮細胞の増生を　　　（3）病変のみられた脳実質内，髄膜の1丘L管壁，脈絡

来すことが知られており，また，その生物学的活性と　　叢に一致してIgG，　C3の頴粒状沈着を認めた。
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　　　　　　　　　　　　写真1　塩基性蛋白投与群
　血管を囲んで，単核球，多核白血球の著しい浸潤を認める。（H．E．染色，　x200）
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　　　　　　　　　醗醗灘藻襲，

　　　　　　　　．・　　、．　購麟灘

　　灘醗購難蠣纐趨慶　　騨雛1難懸
　　　　　　　　　　　　写真3　白質乳剤投与群

　　　白質の血管を囲んで強い破壊性病変を呈している。（H．E．染色，×40）

　　　　　　　　　　　　写真4　白質乳剤投与群

　脳室，脈絡叢の脳室付着部にリンパ球が浸潤しており，血管周囲性円形細胞浸潤
　　も著明で，脈絡叢炎の所見を呈している。　　　　　　（H．E．染色，　x　100）
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　　ぱ　　　　　ny　ち

ド論騨雛、，ヒ糊ヒ

鍵蜷熱灘．

　　　写真6　塩基性蛋白一白質乳剤投与群

脊髄（腰髄）。白質に限局した小脱髄巣がみられる。

　　　　　　　　（エポン包埋。トルイジンブルー染色，×200）
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　　　　　　　　　　　　写真7　塩基性蛋白投与群

病変のみられた脈絡叢に一致して，FITC標識抗モルモッ1・IgGにより陽性を
示す穎粒状沈着物を示す。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（×200）

　　　　　　　　　　　　写真8　塩基性蛋白投与群

病変のみられた脈絡叢に一致してFITC標識抗モルモットC3により陽性を示
す穎粒状沈着物を示す。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（x200）
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