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マウス抗原誘導関節炎の発症 と進展におけるア レルギー反応の役割

野々垣常正 ・永松潔和 ・生田耕司 ・青木重久*

Role of allergic reactions on outbreak and development of antigen-induced arthritis in mice 

Antigen-induced arthritis (AIA) is produced by intra-articular injection of antigen in 

previously immunized animals. To study the role of allergic reactions of chronic 

synovitis in rheumatoid arthritis (RA), AIA was induced in mice using heat-killed E. 

coli 0: 14 (E. coli group) and egg albumin antigen (ovalbumin group), and immu-

nological comparative studies between both groups were undertaken using mouse 

monoclonal antibodies including anti-macrophage (Mac-1), anti-Lyt-1, and anti-Lyt-2. 

Within 1 day after challenging injection in both groups immunological tissue damages 

by immune complex had occurred and exudative inflammations were observed suggest-

ing Arthus reaction. At three days after challenging injection a local delayed hyper-

sensitivity reaction recognized by the method of macrophage migration test and immu-

nohistological examinations, and subsequent proliferative synovitis was observed in only 

E. coli group but not seen in ovalbumin group. Thereafter, persisting chronic synovitis 

with pannus formation was seen. These studies suggest that cytokines play an important 

role for establishment of persistent chronic arthritis like RA.
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抗原誘導関節炎(antigen-inducedarthritis,AIA)は,

感作された動物の関節腔内へ抗原惹起注射を行って発生

させるアレルギー性 関節 炎 で,慢 性 関 節 リ ウマ チ

(rheumatoid arthritis,RA)の 疾患モデルの一つ とされ

ている.RAは,非 化膿性炎症が,関 節を場 として寛解

と悪化を繰 り返 しながら慢性に経過する難治性疾患であ

る.そ の滑膜病変部には,滑 膜組織の増生 とリンパ濾胞

形成が認められ,こ の炎症が持続 して軟骨 ・骨破壊へ と

進展し,全 身の 関節に線維性強直や 関節の変形をきた

す.RAの 要因として,遺 伝的素因,感 染因子,代 謝異

常,自 己免疫異常などが考え られているが,い ずれもま

だ確立されていない1～3).

しか し,免 疫学のいちじるしい進歩とともに,RAに

ついての免疫学的知見が集積され,こ の慢性炎症の進展

に免疫反応が複雑に絡みあっていると考えられている.

そ して,こ のような炎症を初発させる因子として,感 染

説が有力視されている4・5).そこでRAの 慢性炎症にお

ける免疫機構の役割を研究する目的で,リ ンパ球subsets

の解析が可能なマウスを使って大腸菌抗原と,対 照とし

ての卵白アルブミンによるAIAを 発生させ,そ の発症

と進展におけるアレルギー反応の役割を免疫病理学的に

検討した.

材 料 と方 法

実 験 動 物 は,C57BL/6N(H-2bhaplotype)系,8週

齢,雌 マ ウスを 使 用 した.以 下,用 い た 感 作 抗 原 の種 類

に よ り,大 腸 菌 群 と 卵 白群 の2群 に わ け て 実 験 を 行 っ

た.

感 作 抗 原 と して,大 腸 菌 群 では 腸 内細 菌 共 通 抗 原(CA)

を豊 富 に有 す る大 腸 菌0:14株6)を 寒 天 培 地 に てcolony

を つ く り,特 異 抗 血 清 で 凝 集 したcolonyを 増 菌 した.

100QC2時 間 加 熱 処 理 後 窒 素 定 量 を 行 っ て,1,000

μg/1.Omlに 生 理 食 塩 水(生 食 水)に て 調 整 し,感 作 に

0.2ml/匹 腹 腔 内注 射 し た.卵 白 群 で は,ovalbumin

(albumin,chicken egg)(crystallized and lyophilized,

grade V,Sigma,USA)を1,000μg/1.0mlに 生 食 水 に

て 調 整 し,感 作 に0.2mlを 腹 腔 内注 射 した.

AIAの 作 製 は,Dumonde-Glynnの 方 法7)に 従 った.

大 腸 菌 群 で は,大 腸 菌0:14株 加 熱 死 菌 で133匹 の

C57BL/6Nマ ウス に 腹 腔 内感 作 を 週1回 の割 合 で連 続

注 射 し,感 作 月数 ご とに,抗 体 価 の上 昇 を 確 認 後,両 膝

関節 腔 内 に それ ぞ れ100μg/0.01mlの 抗 原 を惹 起 注 射

した.

卵 白群 では,卵 白 アル ブ ミンで72匹 の 同 マ ウス に,大

腸 菌 群 と同様 に腹 腔 内感 作 を行 い,抗 体 価 の上 昇 を 確 認

後,両 膝 関 節腔 内 に そ れ ぞ れ100μg/0.01mlの 抗 原 を

注 射 した.

両群 の 感 作 動物 は,い ず れ も 抗 原 惹 起 注射 後,8時

間,1,3,5日,1,3,5,8週 目に屠 殺 し,両 膝 関 節 を*愛 知医科大学第二病理学教室
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図1大 腸菌群(8時 間)

関節腔内から滑膜組織および関節周囲組織に強い好

中球浸潤がみられる.(HE染 色,×10)

図2大 腸菌群(同 滑膜組織)

組織内にIgGの 沈着と好中球のIgG貪 食がみられ

る.(酵 素抗体染色,×200)

図3大 腸 菌 群(5日 目,滑 膜 組 織)

滑膜細胞の増殖と表層下組織内の リンパ球,Mφ 浸

潤(HE染 色,×100)

採 取 した.採 取組 織 は,10%緩 衝 ホル マ リン,95%冷 ア

ル コー ル,PLP(periodate-lysine-paraformaldehyde)8)

にそ れ ぞれ 固 定 し,パ ラ フ ィン切 片 と凍 結 切 片 を 作 製 し

た.免 疫 組 織 学 的 検 索 では,モ ノ ク ロ ーナ ル 抗 体(MoAb)

を 使 った 酵 素 抗 体 法 を 利 用 し,抗 マ ク ロ フ ァ ー ジ(Mφ)

抗 体(Mac-1),抗Lyt-1抗 体,抗Lyt-2抗 体 を 用 い,

さ らに,IgGと 補 体 の 局 在 も 検 討 した.ま た,関 節 組

織 は脱 灰 し,ヘ マ トキ シ リン ・エ オ シ ン染 色 を 行 って,

経 時 的 に 病 理 組 織学 的 に 観 察 した .Mφ 遊走 阻 止試 験

(MIT)は,AIAの 惹 起 注射 後3日 目の 関 節液 お よび脾

臓 リンパ球 培 養 上清 に つ い て 行 った 。

成 績

大腸菌群において,抗 原惹起注射後1日 以内では,関

節腔内か ら滑膜組織および関節周囲組織に強い好中球浸

潤がびまん性にみられ,急 性滲出性 炎症像を 呈 した(図

1).そ の 滑膜下組織の強拡大像では,細 血管を中心に

フィブリノイ ド変性と強い好中球浸潤がみられた.免 疫

組織学的検索に より,細 血管壁にIgGとC3の 局在が

それぞれ陽性に染色された.ま た,滑 膜組織内にIgGの

沈着とIgGを 貪食した好中球が観察され(図2),C3も

同様に認められた.

また,1日 目の関節軟骨表層に補体が陽性に 認めら

れ,IgGも 同様に観察 された.惹 起注射後3～5日 目

では,増 殖性炎症反応を呈し,滑 膜表層細胞は数層に増

え,表 層下組織では,リ ンパ球とMφ の浸潤がみられ

た(図3).5日 目の滑膜組織を免疫組織学的に検討する

と,滑 膜表層下組織にMac-1陽 性細胞が多数み られた

(図4).Tリ ンパ球亜群(T亜 群)で は,Lyt-1陽 性 リン

パ球が多数認められた(図5)が,Lyt-2陽 性 リンパ球は

ごく少数であった.

3日 目のMITを 行 ったところ,図6の ように,右 の

controlに くらべ,左 の 大腸菌群でマクロファージ遊走

阻止因子(MIF)の 産生がみられた.3週 目では,リ ンパ

球浸潤に加えて,形 質細胞が多数出現し,慢性炎症が成立

した(図7).こ の時期では,形 質細胞の胞体内や間質組

織内にIgGの 局在が観察され,そ のときのT亜 群では,

形 質細胞に混じって,Lyt-1が 散在 して みられ,Lyt-2

はほ とんど認められなかった.

5週 目では,滑 膜組織の絨毛様増殖と滑膜表層細胞増

殖がめだち,滑 膜表層下組織では,リ ンパ球集簇を伴っ

た慢性増殖性炎症像を 呈 し,pannus形 成 による軟骨破

壊の所見を認めた(図8).8週 目も,5週 目とほぼ同様

の慢性炎症所見であり,パ ンヌス形成から線維化への進

展過程が観察された.

一方
,卵 白群では,惹 起注射後1日 目に,細 血管のフ

ィブリノイド壊死とその周囲にかけて好中球浸潤がみら

れ(図9),細 血管壁にC3が 細顆粒状に陽性であり(図
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図4大 腸菌群(5日 目,滑 膜表層下組織)

抗Mφ 陽性細胞が多数みられる.(酵 素抗体染色,

×200)

図5大 腸菌群(図4と 同組織)

リン パ球subsetで は,Lyt-1陽 性 の リンパ 球 が 多

くみ られ る.(酵 素 抗体 染 色,×200)

10),IgGも 同様に認められた.3日 目でもフィブ リン

沈着が滑膜表層部になお認められ,滲 出性炎症像を呈し

た.注 射後3週 目でも,滑 膜表層部にフィブリン沈着が

わずかにみられ,軽 度の好中球浸潤を伴っていた.5週

目では,炎 症所見がほとんど認められなかった.

考 察

AIAは,1962年,Dumonde-Glynnが,フ ィブリンを

抗原 として完全アジュバン トとのemulsionを 作製 し,

これで免疫 した ウサギの膝関節腔内に抗原を注射 して,

持続性の関節炎を発症させる方法で,以 来,RAの 疾 患

誘発モデルの一つとして病因解明の研究に使用 されてき

た.

図6大 腸菌群(3日 目)

マ ク ロ フ ァ ー ジ 遊 走 阻 止 試 験.controlに 対 し マ ク

ロ フ ァ ー ジ 遊 走 が 強 く阻 止 さ れ て い る.

a:E.coli O:14. b:control

この実験モデルは,免 疫的機序を背景にして関節炎が

惹起 され,関 節炎は,慢 性化 して 病理組織像がRAと

類似している.特 に,関 節炎が慢性化する機序について

種々研究されてきた9～19)。一般に,RAの 滑膜組織にお

いて,多 核 白血球の浸潤はほとんど認められず,リ ンパ

球の濾胞様浸潤がみられることから,RAの 発症と進展

過程に免疫反応が 関与すると考え られて いる15).し か

し,従 来のAIAは,ウ サギを使用したため,リ ンパ球

の解析が進展しなかった.そ こで,リ ンパ球亜群の解析

が可能なマウスを使用し,大 腸菌0:14株 加 熱死菌を用

いた青木ら16)の方法に従って,AIAを 発 生 させ,そ の

発症と進展におけるアレルギー反応の役割を中心に検索

した.

関節炎の変化を経時的に追求 した結果,抗 原惹起注射

後1日 以内に,血 管を中心 とした フィブリノイ ド変性 と

好中球浸潤がみられ,細 血管壁,好 中球内,軟 骨表層に

IgGや 補体が陽性であった.こ のことから,AIAの 早

期に抗原抗体結合物(immune complex,IC)に よる血管

を中心とした反応,す なわち,即時型過敏症反応(Arthus

型組織反応)が 生 じていると考え られる.こ の成績は,

大野 ら13),Cookeら19),清 水17)のウサギを用いた実験結

果と同様である.

一方,Cookeら18,19)は,関 節軟骨,半 月体,靱 帯など

にICの 沈着を認め,こ れが関節炎の慢性化を起こす と

考えた.

筆 者らも,関 節軟骨 表層にIgGと 補体の局在を観察

し,ICの 形 で関節腔内の硬組織に結合した抗原が,炎
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図7大 腸菌群(3週 目,滑 膜組織)

リンパ 球 浸 潤 に 加え,形 質 細 胞 が 多 数 出 現 し
,慢 性

炎症 が み られ る.(HE染 色,×100)

図8大 腸菌群(5週 目,膝 関節)

小 円形 細 胞 集 簇 が み られ,pannus形 成 が 認 め られ

る.(HE染 色,×10)

図9卵 白群(1日 目,滑 膜 組 織)

細 血 管 の フ ィ ブ リノ イ ド壊 死 と周 囲 に 好 中 球 浸 潤 が

み られ る.(HE染 色,×100)

症に対して持続的な刺激を与えるものと考えられる.大

腸菌群の3日 目の滑膜組織では,リ ンパ球の浸潤とMφ

の出現が顕著とな り,MITは 陽 性であった,こ れは,

滑膜組織の感作 リンパ球が,注 入された抗原 と反応する

ことにより,リ ンフォカイ ンの放出が起こったと考えら

れる.3～5日 目の滑膜組織の浸潤 リンパ球は,Lyt-1が

主体で,Lyt-2は ごく少数であった.こ のLyt-1は,

同 じ時期にMIFが 陽性であることか ら,遅 延型過敏反

応にかかわるTリ ンパ球(TD細 胞)と 考えられる.3週

目では,リ ンパ 球浸潤に加えて,形 質細胞が多数出現

し,慢 性炎症が成立した.こ の時期のLyt-1は,多 数

のIgG陽 性形質細胞を認めたことより,抗 体産生を促

すTリ ンパ球(TH細 胞)と 考えられた.さ らに,5週 目

では炎症の持続が観察され,pannusの 形成 と軟骨の破

壊像がみられ,RAに よ く類似していた.

一方
,対 照 としての卵白群では,惹 起注射後1日 目で

は,大 腸菌群 と同様のArthus型 炎症反応がみ られたが,

3日 目ではMITが 陰性であり,慢 性炎症はみ られず,

5週 目では,炎 症がほとんど消褪 して,大 腸菌群との明

らかな差異を示 した.

したがって,卵 白群では,IV型 反応を欠き,炎 症は持

続しなかったことから,RA類 似の慢性炎でパンヌス形

成から線維化への進展には,ICに よるArthus型 皿型

反応に加えて,Tリ ンパ球 とMφ の関与する遅延型

IV型アレルギーの関与が重要であることを示唆している.

組織が免疫学的機序による障害を受けた場合,免 疫活

性物質は,線 維芽細胞の走化性と増殖およびコラーゲン

の合成を促進あるいは抑制するが,そ のほとん どは,T

リンパ球 とMφ 由来のもので,線 維化過程にサイ トカ

イン(モノカイン,リ ンフォカイン)が重要な役割を演 じて

いる20),た とえば,抗 原依存性の線維化の動物モデルを

用いた研究として,溶 連菌細胞壁を感受性のあるラット

に注射 して,肝 肉芽腫から肝線維化を起 こさせている21)

が,胸 腺を欠如したヌー ドラットを用いたとき22)や,T

細胞増殖とサイ トカイン産生を抑制するcyclosporin A

で処理 した場合21)には,肉 芽腫形成 とその線維化が防御

されている.

RA滑 膜の早期では,血 管周囲性に リンパ球(helper/

inducerが 優位)と 活性化Mφ(HLA-DR陽 性)が 集簇 し

ている23).炎 症性滑膜組織におけるリンパ球やMφ は,

fibroblast activating factorを 含む免疫活性物質を 分泌

し24),滑 液中 にはインターロイキン(IL-1)活 性が同定

されている25).

この ような活性化されたMφ や リンパ球によるサイ

トカインの放出は,線 維芽細胞の増殖を誘起する.そ し

て,線 維芽細胞はパンヌスを構成 し,こ れか ら放出され

る酵素(コ ラゲナーゼなど)や活性酸素,プ ロスタグラン

ジンなどにより,軟 骨 ・骨破壊がもたらされると考えら
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図10卵 白 群(1日 目,滑 膜 組 織)

細 血 管 壁 にC3陽 性 であ る.(酵 素 抗 体 染 色,×200)

れている26).

マ ウスAIAの 研究 から,抗 原惹起 注射1日 以内に

ICに よる免疫学的組織障害が起こり,滲 出性炎症がも

たらされる.つ いで,3日 目には大腸菌抗原を用いた場

合のように,遅 延型アレルギー反応が誘導されると,T

リンパ球とMφ が出現 し,増 殖性炎症がみ られる.そ し

て,こ の慢性炎症が持続 し,パ ンヌス形成か ら線維化に

至るが,そ の際,リ ンフォカインやモノカインなどの液

性因子が重要な役割を演 じていると考えられる,

結 語

モノクローナル抗体によりリンパ球やMφ の解析が可

能なマウスを用いて,大 腸菌抗原によるAIAを 発症さ

せ,卵 白抗原による場合と比較検討した.

抗原惹起注射後1日 以内にICに よる免疫学的組織障

害が起こり,滲 出性炎症がもたらされた.つ いで,3日

目には大腸菌抗原を用いた場合のみに,遅 延型アレルギ

ー反応が発現し,増 殖性炎症がみられた.そ して,こ の

慢性炎症が 持続 し,パ ンヌス形成から線維化に至 った

が,そ の際,サ イ トカインが重要な役割を演 じていると

考えられる.
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