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Abstract :To identify the possibility of antigen presentation in the retina, we
 

studied the production of various cytokines and the expression of cell surface molecules
 

in the retina by Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).
Lipopolysaccharide(LPS)or inactivated Bordetella pertussis(BP)was injected into the

 
vitreous cavity of C57BL/6J mice. The retinas were collected 3,6 and 24 hours after the

 
injection. Expression of mRNA for MHC class II,CD11c,CD80,CD86,toll-like receptor
(TLR)4, TLR9, IL-12p35, IL-2, IFN-γ, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-1β, TNF-α and

 
TGF-βwas analyzed by semi-quantitative RT-PCR. Expression of mRNA for MHC

 
class II,CD11c,CD80,CD86,TLR4 and TLR9 was found in the untreated retina. The

 
amount of expression of MHC class II,CD11c,CD80 and CD86 increased after injection

 
of either LPS or BP. Expression of TLR4 mRNA increased only following injection

 
with LPS,whereas TLR9 increased following injection with BP or LPS,not clear. The

 
expression of cytokines,IL-12p35,IL-2,IFN-γ,IL-4,IL-5,IL-6,IL-10,IL-1β,TNF-α
and TGF-βincreased after injection with either LPS or BP. A time course of mRNA

 
expression indicated a peak at 3 hours after injection,which then gradually subsided.

These results suggest that proinflammatory cytokines related to antigen presenta-
tion were upregulated by stimulation of TLR4 and TLR9.

Key words:Semi-quantitative RT-PCR, Toll-like receptor, Antigen-presenting
 

cells,Immune privilege site

緒 言

高等動物の生体防御は自然免疫と獲得免疫から構成

されている．獲得免疫はB細胞やT細胞などリンパ

球に担われており，一般に自然免疫はマクロファージ

や樹状細胞などの抗原提示細胞によって担われてい

る．我々の体内には種々の感染症など侵入異物を排除

するための自然免疫による生体防御システムが存在し

ており，自然免疫を担当する細胞はToll-like rece-

ptor(TLR)ファミリーと呼ばれる一群の膜蛋白質を

介して病原体を認識し，感染の初期防御に重要な役割

を果たしていることも明らかになってきている ．ま

た樹状細胞は感染の初期防御ばかりではなく成熟する

とmajor histocompatibility complex (MHC)class
 

II分子やCD80,86などの共刺激分子を介してナイー

ブT細胞を活性化することのできる唯一の細胞とな
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り，獲得免疫を誘導する ．抗原提示されたナイーブ

T細胞はTh1やTh2細胞へと分化し，様々なサイト

カインを放出して免疫反応のネットワークが形成され

る ．一方，未熟な樹状細胞は免疫寛容を誘導するなど

免疫反応を抑制性にコントロールする役割をもつこと

も最近明らかになってきている ．

抗原提示細胞は全身の各臓器に常在していると考え

られており，眼内においても虹彩，脈絡膜に樹状細胞

が存在するという報告があるが ，網膜に樹状細胞

が常在しているという報告はない．現在，網膜には網

膜ミクログリア（microglia）と perivascular cells

(PVCs）というphenotypeが異なる二つの細胞集団が

存在しており，これらの細胞が網膜における免疫担当

細胞だと有力視されている ．

脳内に存在するミクログリア (microglia;小神経

膠細胞）は，中枢神経系を構成するグリア細胞 (glial
 

cell;神経膠細胞）の1つであるが，他のグリア細胞と

は異なり，骨髄由来の単核細胞の前駆細胞が血液脳関

門の不完全な幼若期の脳内に移行した細胞と考えられ

ている．ミクログリアは正常時にはラミファイド

（ramified）型として静止状態にあり，一定の間隔で整

然と配置し，かつ長い細胞突起を周囲に張り巡らせて

いる組織像をしているが，炎症時あるいは虚血時には

活性化されアメボイド（ameboid）型へ形態変化を起こ

して傷害部位へ遊走し，様々なサイトカインや生理活

性物質を放出して傷害細胞断片を貪食してしまうこと

が知られている．また，ミクログリアはマクロファー

ジなど骨髄由来の単球系細胞とMHC class IIなど多

数の表面抗原が共通していることが示され，その機能

も極めて類似していることから，脳の免疫担当細胞と

して機能していると考えられている ．網膜に存在

するミクログリアも同様に血液眼関門の不完全な幼若

期に眼内に移行し，網膜における免疫担当細胞として

働いていると考えられている ．一方，PVCsもまた

中枢神経系においてMHC class IIを発現しており，

機能的にもマクロファージに類似しているため同じく

免疫担当細胞として考えられている ．

眼は免疫学的特権部位（immune privilege site）と

して知られている．Immune privilege siteは眼の他に

も脳，精巣などが知られているが，眼内では前房関連

免疫偏位（anterior chamber-associated immune
 

deviation;ACAID）と呼ばれる特異な免疫寛容を誘

導されることが報告され ，眼内には過剰な免疫反

応を抑制する機序が存在していることが証明されてい

る．近年，網膜の immune privilege siteに関する研究

も報告されている ．しかし，眼内における Immune
 

privilege siteとしての特異な免疫反応の機序，網膜で

のミクログリアおよびPVCsの役割に関しては未だ

明らかではない．

Endotoxin-induced uveoretinitis (EIU）はグラム

陰性細菌の細胞膜要素である lipopolysaccharide

(LPS）などを全身あるいは局所投与することによりマ

ウスおよびラットに急性の眼内炎症を惹起させる動物

モデルである ．

今回私達は，LPSおよび不活化した百日咳死菌

（Bordetella Pertussis;BP）をマウスの硝子体腔内に

注入し，網膜におけるTLRを介する抗原提示からサ

イトカインの誘導までをRT-PCR法により半定量的

に測定することによって，網膜での抗原提示機能の存

在する可能性および病態について推測した．

材料および方法

1. 実験動物

動物種は6～8週齢の雄性C57BL/6Jを使用した

（日本SLC,Japan)．本実験における動物の使用はすべ

て秋田大学医学部動物実験指針に則って行った．

2. LPSおよび BP硝子体内注入マウスの作成

C57BL/6Jマウスに対して lipopolysaccharide

(LPS)250 ng (0.125 mg/ml)あるいは百日咳死菌

（BP)(2×10 個/ml）を含む無菌の生理食塩水溶液2

μlを角膜輪部から1～2 mm後極側で100μlハミルト

ンシリンジ，30 G 1/2注射針を用いて硝子体腔内に注

入した ．また，硝子体腔内注射による直接外傷との炎

症と区別するためにコントロールとして無菌の生理食

塩水溶液のみ2μlを同様の方法にて硝子体腔内に注

入した．

3. 網膜からの RNA抽出

眼球はLPS，BPおよびコントロールの生理食塩水

溶液を硝子体腔内に注入3時間，6時間，24時間後に

摘出した．摘出した眼球は角膜輪部で半割，前眼部，水

晶体および硝子体を除去した後に網膜を分離した．ま

た網膜内に含まれる血液成分以外の混入はないように

採取した．網膜はサンプル50 mgに対して1 mlの

RNA抽出試薬（TRIzol;Invitrogen, Gaithersburg,

MD）を加え，懸濁した．懸濁液は5分間室温に放置，
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0.2 mlのクロロホルムを加えて混合，室温で2分間放

置．その後，サンプルを4℃，12,000×gで 15分間遠心．

遠心後，水層を回収，イソプロピルアルコールを0.5 ml

加えて混合．室温で2分間放置したのち，4℃，12,000×

gで 10分間遠心，RNAを沈澱させた．上清を捨て，

75%エタノールで洗浄，RNAペレットを55～60℃の

100μl RNA Preparation Water (TaKaRa,Tokyo,

Japan）に溶解．溶解したRNAサンプルは260 nmの

吸光度を測定することにより総量を定量した．

4. 1st strand cDNAの合成

First  strand cDNAの合成にはSuperScript

秋 田 医 学
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Table 1 Primer Used for RT-PCR Analysis
 

Primer  sequence(5′-3′) Position  Size of Product (bp)

β-Actin  forward  CACAGCTTCTTTGCAGCTCC  27-46  1033
 

reverse  TCTTCATGGTGCTAGGAGCCA  1059-1039
 

MHC class II  forward  TTCTACCAATCTTACGACGC  127-146  407
 

reverse  TTCCGGAACCTGTGGTTAGG  533-514
 

CD11c  forward  TGTGACGGTGTCTAATGATGG  2461-2481  513
 

reverse  AGTTGATGCTGACTGGCACG  2993-2974
 

CD80  forward  CATTCTTCTCTTTGTGCTGC  63-82  526
 

reverse  AGGATCCTGGGAAATTGTCG  588-569
 

CD86  forward  GTCTTGCTGATCTCAGATGC  139-158  610
 

reverse  TTTCCAGAACACACACAACG  748-729
 

TLR4  forward  GAACCCTCTATCATGGAAGG  835-854  520
 

reverse  CAAGGGATAAGAACGCTGAGA  1354-1334
 

TLR9  forward  AACATGGTTCTCCGTCGAAGG  104-124  543
 

reverse  GTAGTAGCAGTTCCCGTCC  646-628
 

IL-1β forward  TGAACTCAAATGTGAAATGC  83-102  438
 

reverse  TGTCCATTGAGGTGGAGAGC  520-501
 

IL-2  forward  TTGTGCTCCTTGTCAACAGC  88-107  452
 

reverse  GATGATGCTTTGACAGAAGG  539-520
 

IL-4  forward  CATCCTGCTCTTCTTTCTCG  114-133  377
 

reverse  TGATGCTCTTTAGGCTTTCC  490-471
 

IL-5  forward  CAGAGTCATGAGAAGGATGC  37-56  368
 

reverse  ACTCTTGCAGGTAATCCAGG  404-385
 

IL-6  forward  GCTATGAAGTTCCTCTCTGC  29-48  536
 

reverse  AGCTTATCTGTTAGGAGAGC  564-545
 

IL-10  forward  AGCCGGGAAGACAATAACTG  145-164  407
 

reverse  TTCATGGCCTTGTAGACACC  551-532
 

IL-12p35  forward  TCCAGCATGTGTCAATCACG  153-172  466
 

reverse  CCTTGTCTAGAATGATCTGC  618-599
 

IFN-γ forward  TCTGAGACAATGAACGCTAC  101-120  457
 

reverse  GCTTCCTGAGGCTGGATTCC  557-538
 

TNF-α forward  CTATGTCTCAGCCTCTTCTC  247-266  353
 

reverse  CAGCCTTGTCCCTTGAAGAG  599-580
 

TGF-β1  forward  TGCTCGCTTTGTACAACAGC  1097-1116  458
 

reverse  ATCTTTGCTGTCACAAGAGC  1554-1535

Akita University



 

First-Strand Synthesis System for RT-PCRキット

（Invitrogen, Gaithersburg, MD）を用いた．Total
 

RNA (4μg）に各10 mM deoxynucleoside triphos-

phate(dNTP）混合液1μl, オリゴ（dT）プライマー

（0.5μg/μl)1μlおよび無菌の脱イオン水を加えて10

μlの反応液とし，65℃，5分間加温した．1分以上氷中

で急冷後，10 x Reverse Transcription (RT)buffer
 

2μl,25 mM MgCl 4μl,0.1 M dithiothreitol(DTT)

2μl,RNaseOUT Recombinant RNase Inhibitor 1

μl(Invitrogen）を加えた．42℃，2分間インキュベー

ト後，逆転写酵素 50 U (SuperScript II RT ;

Invitrogen）を 1μl加え，42℃，50分間および70℃，
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Fig.1 βactin 1/2希釈系列によるサンプルcDNA量の補正．
(A) βactin 1/2希釈系列によるLPSおよびBP注入後24時間経過したマウス網膜におけるサンプル

cDNA量の補正前．

C:コントロールの生理食塩水注入群 (コントロール群)，B:不活化百日咳死菌（BP）注入群，L:LPS注
入群．

Lane 1:希釈倍率1倍，Lane 2:1/2倍，Lane 3:1/4倍，Lane 4:1/8倍，Lane 5:1/16倍，Lane 6:1/32
倍，Lane 7:1/64倍を示す．
(B) LPS注入後3,6,24時間経過したマウス網膜におけるβactin 1/2希釈系列によるサンプルcDNA量
の補正前．

C:コントロール群，B:BP注入群，L:LPS注入群．

Lane 1:希釈倍率1倍，Lane 2:1/2倍，Lane 3:1/4倍，Lane 4:1/8倍，Lane 5:1/16倍，Lane 6:1/32
倍，Lane 7:1/64倍を示す．
(C) LPSおよびBP注入後24時間経過したマウス網膜サンプルcDNA量の補正後．
各Laneは以下の増幅条件下でのPCR生成量を示す．

Lane 1:28サイクル後，Lane 2:32サイクル後，Lane 3:36サイクル後，Lane 4:40サイクル後のサンプ
ルを示す．
(D) LPS注入後3,6,24時間経過したマウス網膜サンプルcDNA量の補正後．
各Laneは以下の増幅条件下でのPCR生成量を示す．

Lane 1:28サイクル後，Lane 2:32サイクル後，Lane 3:36サイクル後，Lane 4:40サイクル後のサンプ
ルを示す．
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15分間インキュベートし，氷中で急冷．さらにRNase
 

H (Invitrogen)1μlを加えて37℃，20分間インキュ

ベートした．

5. Reverse Transcription-Polymerase Chain
 

Reaction (RT-PCR)

使用したオリゴヌクレオチドプライマーをTable 1

に示した．Polymerase Chain Reaction (PCR）は

KOD-Plus-DNA Polymeraseキット（TOYOBO,

Osaka,Japan）を用い，使用説明書に推奨されている

条件にて行った．PCRによる目的DNAの増幅は以下

の条件で行った :94℃，2分 (pre-heating)，94℃，15

秒 (denaturation)，56℃，30秒 (annealing)，68℃で

30秒 (extension)，サイクル数は必要に応じて変化さ

せた．各々のPCR生成物10μlを 2%アガロースゲル

上に電気泳動し，エチジウムブロマイドで染色，解析

した．

6. 半定量的 PCR

目的遺伝子の発現量を定量する方法として半定量的

RT-PCRを行った．内部標準遺伝子としてβ-actinを

用い，サンプルDNA量を1～1/64倍までの1/2希釈

系列を作成してPCRを行い，各希釈率のPCR生成量

を比較することでサンプルDNA量の補正を行った．

DNA量を補正したサンプルのPCR反応液を用いて

PCRを行った．PCRサイクル数は各サンプルごとに

28,32,36,40サイクルと4サイクルごとずらして

PCR生成物を回収し，各サイクルごとのPCR生成量

を相対的に比較することによって定量した．

結 果

1. 内部標準遺伝子による DNA量の補正

β-actinを内部標準遺伝子としたサンプルの1/2希

釈系列のPCR生成量を比較することでサンプル

DNA量の補正を行った（Fig.1A,1B)．1/2希釈系列

の結果より，24時間後のLPS, BPおよびコントロー

ルの生理食塩水注入群における補正後のサンプル

DNA量は，ほぼ等量であることが示された (Fig.

1C)．さらにLPS注入群において注入後3時間，6時

間，24時間経過してから採取した各サンプルに含まれ

る補正後のサンプルDNA量も，ほぼ等量であること

が示された（Fig.1D）．

2. 正常マウス網膜における細胞表面分子mRNA

の発現

無処置，正常マウス網膜での検討ではMHC class II
 

mRNA,CD11c CD80,CD86,TLR4,TLR9 mRNAの

発現が確認された (Fig.2A,2B)．

3. 細胞表面分子mRNAの発現量変化

LPSあるいはBP注入 24時間後のマウス網膜では

MHC class II,CD11c,CD80,CD86 mRNAの発現量

はいずれも増加していた (Fig.3)．
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Fig.2 正常マウス網膜における細胞表面分子の発
現．
(A) 無処置群マウス網膜におけるMHC class II,
CD11c,CD80,CD86 mRNA発現．

Lane 1:100 bp DNA marker. Lane 2:MHC IIは

MHC class II mRNA, Lane 3:CD11cは CD11c,
Lane 4: CD80は CD80, Lane 5: CD86は CD86

 
mRNAそれぞれの発現を示す．
(B) 無処置群マウス網膜におけるTLR 4および

TLR 9mRNA発現の有無．

Lane 1:100 bp DNA marker. Lane 2:TLR4は

TLR4, Lane 3:TLR9 は TLR9 mRNAそれぞれの
発現を示す．
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4. Toll-like receptor (TLR)mRNAの発現量変

化

LPSあるいはBP注入 24時間後のLPS注入群で

はコントロールの生理食塩水溶液を注入した群と比較

してTLR4 mRNAの発現量は有意に増加していた．

BPを注入した群ではコントロール群と比較して

TLR4 mRNAの発現量に有意な差は認められなかっ

た．TLR9 mRNAの発現量はLPSおよびBP注入群

のいずれもコントロール群と比較して有意に増加して

いた (Fig.4)．

5. サイトカインmRNAの発現量変化

サイトカインの検討では，LPSあるいはBP注入 24

時間後のマウス網膜で，interleukin(IL)-12p35,IL-2,

interferon (IFN)-γ,IL-4,IL-5,IL-6,IL-1β,tumor
 

necrosis factor(TNF)-α,transforming growth fac-

tor (TGF)-β, IL-10 mRNA発現量の増加がみられ
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Fig.4 LPSおよびBP注入 24時間後のマウス網膜におけるTLR4,TLR9 mRNA発現量変化．

TLR4,TLR9 はそれぞれの mRNA発現を示す．

C:コントロール群，B:BP注入群，L:LPS注入群．
各Laneは以下の増幅条件下でのPCR生成量を示す．

Lane 1:28サイクル後，Lane 2:32サイクル後，Lane 3:36サイクル後，Lane 4:40サイクル後のサンプ
ルを示す．

Fig.3 LPSおよびBP注入 24時間後のマウス網膜におけるMHC class II,CD11c,CD80,CD86 mRNA発
現量変化．

MHC class II,CD11c,CD80,CD86はそれぞれのmRNA発現を示す．

C:コントロール群，B:BP注入群，L:LPS注入群．
各Laneは以下の増幅条件下でのPCR生成量を示す．

Lane 1:28サイクル後，Lane 2:32サイクル後，Lane 3:36サイクル後，Lane 4:40サイクル後のサンプ
ルを示す．
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た．これはLPSおよびBP注入群共にみられた (Fig.

5A,5B,5C)．

6. 細胞表面分子およびサイトカインmRNAの経

時変化

LPS注入群における3時間，6時間，24時間後の

MHC class II,CD11c,CD80,CD86,IL-2,IFN-γ,IL-

5, IL-10 mRNAの経時的発現量の変化では，MHC

 

class II,CD80,CD86 mRNAの発現は3時間後に既に

増大し，その後の経時的変化は認められなかった．CD
 

11c mRNAの発現量は3時間後が最も多く，6時間

後，24時間後と経時的に減少していた．IL-2,IFN-γ,

IL-5は 3時間後にmRNA発現量が最も多く，時間の

経過とともに漸減していた（Fig.6)．IL-10は処置後3

時間で発現の増加がみられ，24時間後にも変化はみら

れなかった．
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Fig.5 LPSおよびBP注入 24時間後のマウス網膜におけるサイトカインmRNAの発現量の変化．
(A) Th1型サイトカインmRNAの発現量変化．

IL 12p35,IL 2,IFN γそれぞれのmRNA発現を示す．
(B) Th2型サイトカインmRNAの発現量変化．

IL 4は IL 4,IL 5,IL 6それぞれのmRNA発現を示す．
(C) IL 1β,TNF α,TGF β,IL 10 mRNAの発現量変化．

IL 1β,TNF α,TGF β,IL 10はそれぞれのmRNA発現を示す．

C:コントロール群，B:BP注入群，L:LPS注入群．
各Laneは以下の増幅条件下でのPCR生成量を示す．

Lane 1:28サイクル後，Lane 2:32サイクル後，Lane 3:36サイクル後，Lane 4:40サイクル後のサンプ
ルを示す．
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考 案

抗原提示細胞は全身の各臓器に常在していると考え

られており，眼内においても虹彩，脈絡膜に樹状細胞

が存在するという報告があるが ，網膜に樹状細胞

が存在しているという報告はない．現在，網膜に存在

する抗原提示機能を持つ細胞として網膜ミクログリア

とperivascular cells(PVCs）というphenotypeが異

なる二つの細胞集団が有力視されており，眼内での炎

症時には血液中の循環マクロファージも炎症部位に浸

潤するため，網膜ミクログリア,PVCsおよび循環マク

ロファージが眼内炎症を誘導すると考えられてい

る ．しかし，網膜ミクログリアおよびPVCsの役

割，免疫反応の機序は未だ明らかではない．

私達は免疫組織染色手法によって網膜での抗原提示

機能の存在を証明しようと試みたが，他の組織では通

常染色される抗原提示細胞マーカーあるいは本実験で

も用いたTLR4，TLR9 などに対する抗体では証明が

困難であった．また網膜での抗原提示機能を持ってい

ると目されるミクログリアを直接特定できる細胞マー

カーがまだ存在しないなど細胞レベルでの同定は困難

であると考えられた．このため最初にマウス網膜で抗

原提示が行われているかを網膜全体として検討するた

めに半定量的RT-PCRにて抗原提示過程の存在を間

接的に解析した．検討は抗原提示機能を持つ細胞の

マーカーとなるMHC class II，骨髄由来の単球系マー

カーであるCD11c，抗原提示細胞の共刺激分子である

CD80,CD86，抗原提示細胞に存在し，自然免疫を誘導

するToll-like receptor(TLR)mRNAが無処置・正

常マウス網膜に発現しているのかについて解析した．

その結果，MHC class II,CD11c,CD80,CD86,TLR4

およびTLR9 mRNAすべてが正常マウス網膜にも発

現していた (Fig.2A,2B)．これに加え，LPSあるい

はBPの硝子体内注入により，MHC class II,CD11c,

CD80, CD86 mRNAの発現量はいずれも増加した

(Fig.3)．TLRについてはLPSあるいはBP注入後，

LPS群ではコントロール群と比較してTLR4, 9
 

mRNA両者の発現量が有意に増加していた．しかし，

BP群ではコントロール群と比較してTLR9 の発現増

加はみられたが，TLR4 mRNAの発現量に有意な差

はみられなかった (Fig.4)．このようにLPSを特異

的に認識するTLR4のmRNAがLPS注入群でのみ

発現量が増加していたことは，この実験系が機能して

ることを示していると考えられた．このことから正常

マウス網膜に抗原提示機能を持つ細胞が存在し，LPS

あるいはBP刺激によってTLRを介する自然免疫に

よる生体防御機構が誘導されている可能性が推測され

た．

次に私達はマウス網膜で自然免疫反応が誘導されて

いるのならば，次のステップとして獲得免疫反応も誘

導され，各種サイトカインも産生されていると推測さ

れたので，各種サイトカインのmRNA発現および発

現量の変化についても解析した．本研究ではTh1型サ

イトカインである IL-12p35, IL-2, IFN-γ, Th2型サ
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Fig.6 LPS注入後 3,6,24時間のMHC class II,CD11c,CD80,CD86,IL 2,IFN γ,IL 5,IL 10 mRNA
の経時的発現量変化．

MHC class II,CD11c,CD80,CD86,IL 2,IFN γ,IL 5,IL 10はそれぞれのmRNAの経時的変化を示す．

L:LPS注入群．βactinは内部標準遺伝子βactin mRNAの発現量を示す．

Lane 1:3時間後，Lane 2:6時間後，Lane 3:24時間後を示す．
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イトカインである IL-4,IL-5,IL-6，炎症性サイトカイ

ンである IL-1β，ミエロイド系の炎症性サイトカイン

であるTNF-α，免疫調節性サイトカインである

TGF-βおよび IL-10 mRNAにおいてLPSあるいは

BP注入後の発現量変化について解析した．LPSある

いはBP注入後，24時間のマウス網膜においてTh1

型サイトカインである IL-12p35, IL-2, IFN-γ，Th2

型サイトカインである IL-4, IL-5, IL-6，両系統とも

mRNAの発現量が増加していた．また，IL-1β,TNF-

α, TGF-β, IL-10 mRNAの発現量も増加していた

(Fig.5A,5B,5C)．このことからLPSあるいはBP注

入によって，各種proinflammatoryサイトカインが誘

導され，自然免疫系に引き続き，獲得免疫系も網膜で

働いていることが示唆された．

LPS注入 3時間，6時間，24時間後のMHC class II,

CD11c, CD80, CD86, IL-2, IFN-γ, IL-5, IL-10
 

mRNAの経時的発現量の解析では，MHC class II,

CD80,CD86 の発現量に経時的変化はなかったが，CD
 

11cの発現量は3時間後が最も多く，6時間後，24時間

後と減少した．サイトカインでは IL-10を除く IL-2,

IFN-γ,IL-5全てのサイトカインで3時間後に発現量

が最も多く，時間の経過とともに漸減していた (Fig.

6)．

生体内では免疫学的恒常性を維持するために免疫寛

容を誘導するメカニズム (中枢性および末梢性免疫寛

容）が存在している．中枢性免疫寛容は胸腺における

自己反応性T細胞を排除し，一方，末梢性免疫寛容は

免疫抑制性の regulatory T 細胞が抗原特異的なT細

胞のanergyを誘導することによると考えられてい

る．近年，未熟樹状細胞が regulatory T 細胞を分化誘

導し，末梢の免疫寛容を制御する働きを持つことが注

目されている ．GrouxらはヒトとマウスのCD4陽

性T細胞を IL-10で反復刺激を行うと免疫反応を抑

制する新しい subsetである regulatory T 細胞（Tr1）

が分化誘導されること，その作用はTr1細胞から産生

される免疫抑制作用を持つ IL-10と TGF-βによるも

のであることを報告した ．また，WakkachらはIL-

10によってTr1細胞への分化が誘導される作用は抗

原提示細胞を介したものであることを報告してい

る ．さらに Jonuleitらは in vitroにおいてナイーブ

CD4陽性T細胞を未熟樹状細胞で反復刺激をすると

抗原特異的CD4陽性T細胞のanergyおよびTh1反

応を抑制するCD4陽性Tr1細胞が誘導されることを

報告した ．Dhodapkarらは in vivoにおいて抗原を

パルスした未熟樹状細胞を投与すると IL-10産生

CD8陽性T細胞が誘導されることを報告している ．

眼内においても Jiangらは培養した骨髄由来の未熟樹

状細胞をマウスに投与するとexperimental autoim-

mune uveoretinitis (EAU）の発症を抑制できると報

告している ．

眼は immune privilege siteとして知られており，上

記の免疫寛容機序に加え，さらなる免疫寛容機序が考

えられている．特に前房においてanterior chamber-

associated immune deviation (ACAID）と呼ばれる

特異な免疫寛容を誘導する機序が存在することが既に

報告されている ．Wilbanksと Streileinらは

ACAIDの誘導に血液中のF4/80陽性細胞が関与して

いること，さらに虹彩および毛様体実質細胞には骨髄

由来のF4/80陽性抗原提示細胞が存在しており，抗原

を貪食した抗原提示細胞が血液循環を介して脾臓に到

達することを報告している．また，脾臓に移入した抗

原提示細胞が regulatory T 細胞を誘導することも報

告している ．しかし，その作用機構についてはい

まだ不明である．ACAIDの機序に関しては上記以外

にも IL-10,TGF-β,α-Melanocyte growth hormone

(α-MSH), Carcitonine gene related protein

(CGRP),Fas-Fas Ligandの系など，様々な機序が報

告されている ．近年，Streileinらは網膜下腔が

immune privilege siteであることを報告し，網膜色素

上皮および神経網膜が immune privilege tissueであ

る可能性などが報告されている ．現在，網膜におけ

る免疫反応の機序，ミクログリアおよびPVCsの役割

は明らかになっていないが，炎症時に免疫抑制サイト

カインである IL-10およびTGF-βmRNAが網膜に

多く発現していたことは，網膜において過剰な炎症を

抑制する免疫反応のネットワークが働いている可能性

が推測された．

私達は LPSあるいはBPの眼内注入により網膜で

のTLR4，TLR9 などの表面分子とこれに引き続く，

proinflammatoryサイトカインの誘導の解析により，

網膜でも抗原提示機能が存在する可能性を示した．こ

れに加え，眼内炎症惹起時には免疫抑制性サイトカイ

ンである IL-10およびTGF-βの発現が増加していた

ことは，網膜が過剰な免疫反応を抑制する機序を持つ

可能性も推測された．しかし，今回は網膜という組織

全体を解析したものであり，網膜における抗原提示細

胞自体を同定したものではない．網膜における抗原提

示細胞を同定し，免疫反応の機序を明らかにしていく
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ためには，さらに免疫組織学的手法や培養細胞を用い

た細胞レベルでの研究が必要不可欠であると考えられ

た．
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