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研究成果の概要（和文）： 
本研究は、眼内液中に分泌型の熱ショック蛋白が存在し、その中には炎症性眼内浸潤細胞に対

して抗原性を示すもの、逆に免疫抑制活性を有するものがあると仮説を立て、それを検証する

ために行った。まず、白内障およびぶどう膜炎患者から採取した前房水における各種熱ショッ

ク蛋白の存在の有無について検索を行った。その結果、前房水中における HSP27 の発現が検出

された。一方、HSP10、HSP60、HSP70 は検出限界以下であった。次に、眼内液中に検出された

HSP27 のリコンビナント蛋白を、ぶどう膜炎患者眼局所より樹立した T 細胞クローンと共生培

養し、HSP27 が T 細胞の増殖能やサイトカイン産生能に与える影響を解析した。その結果、HSP27

はぶどう膜炎患者眼局所浸潤細胞由来の T細胞クローンの持つインターフェロンγ産生能を亢

進させる事が明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）：  
The present study was aimed at investigating the role of heat-shock proteins (HSPs) in 
the immune regulation in the eye. We hypothesized that the intraocular fluids contain 
secreted form of HSPs, and that the HSPs act as antigens targeted by ocular 
infiltrating cells, or as immune suppressive agents. We first tested if aqueous humor 
from patients with cataract contain HSPs. We detected HSP27 in the aqueous humor, 
whereas HSP10, HSP60, or HSP70 were not detected. We then co-cultured 
recombinant HSP27 with T cell clones (TCCs) and tested if HSP27 has effects on the 
proliferation or cytokine production of TCCs. As a result, HSP27 up-regulated 
interferon-gamma production by TCCs. 
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１．研究開始当初の背景 
1) 眼局所免疫防御機構についてのこれまで
の研究 
 眼内への細胞浸潤を伴う炎症性疾患は、ぶ
どう膜炎と総称される。その原因は多岐に渡
り、ヘルペスウイルスや寄生虫等の病原微生
物の感染性ぶどう膜炎と、ベーチェット病、
サルコイドーシス、Vogt-小柳-原田病等の非
感染性ぶどう膜炎に大別される。一般に炎症
性疾患は、炎症細胞による組織破壊による瘢
痕を伴い終息するが、眼内における炎症性瘢
痕は、視力の維持に重要な眼内組織の不可逆
性変化、すなわち角膜や水晶体等の透明組織
の混濁、眼房水の流出路障害による緑内障の
発生、網膜や視神経等の神経組織障害を来た
し、炎症は終息してもその後に視力障害を残
す。このような眼内炎症による不可逆的な視
覚障害からを回避するために、眼は炎症に対
して抑制的に作用する独自の免疫防御機構
を持つ事が知られている。このような、眼が
自然に備える免疫防御機構の詳細を明らか
にする事は、炎症性疾患に対するあらたな抑
制治療分子の開発に繋がる重要な研究と言
える。 
 我々はこれまでに、Vogt-小柳−原田病、サ
ルコイドーシス、ベーチェット病などの代表
的な各種ぶどう膜炎患者の眼局所から採取
した眼内浸潤細胞から T細胞クローンを樹立
し、これを標的細胞として眼内の免疫調節分
子の活性や（ Takase H, et al. Invest 
Ophthalmol Vis Sci. 2002;43:2691-2696.）
病気特異的抗原の解析を行った。(Sugita S, 
et al. Invest Ophthalmol Vis Sci. 
2006;47:2547-2554) その結果、前房水や硝
子体液などの眼内液は、炎症性眼内浸潤細胞
に対する抑制作用、すなわち浸潤細胞のサイ
トカイン産生抑制作用と細胞死（アポトーシ
ス）誘導能を持つ事、そしてその活性を担う
分子の候補として、眼内液中に TGF-βや VIP、
α-MSH、可溶性 CD95(Fas)リガンドの存在を
明らかにしてきた。しかし眼内液の持つ免疫
抑制活性はこれらの分子のみでは十分に説
明出来ず、未だ同定されていない免疫活性分
子の存在が推定されている。 
 
2) 眼内における熱ショック蛋白の発現 
 近年、Missotten らは HSP27 や HSP70 など
の熱ショック蛋白がヒトの眼内組織（虹彩毛
様体上皮、水晶体上皮、神経網膜など）に構
成 的 に 発 現 し て い る 事 を 報 告 し た 。
(Missotten GS, et al. Invest Ophthalmol 
Vis Sci. 2003;44:3059-3065.) また眼内組
織の多くの容積を占める水晶体は低分子熱
ショック蛋白であるαクリスタリンを多く
含む事が知られている。眼内組織は、眼内を
満たす前房水や硝子体などの眼内液成分に
接しているため、これらの熱ショック蛋白は

眼内液中にも一定の濃度で分泌される事が
想定される。 
 
3) 細胞外に分泌された熱ショック蛋白の免
疫シグナル作用 
 熱ショック蛋白(HSP)は、熱発や外傷、酸
化ストレス、ウイルス感染等の生体に加わる
様々なストレスに応答して発現、分泌される
蛋白質群で、その分子量に応じて異なる多く
のファミリーを形成する。熱ショック蛋白は
細胞内蛋白質として働き、分子シャペロンと
して蛋白質の構造維持や、アポトーシスのシ
グナル伝達に関与している。近年、このよう
な細胞内での働きに加え、いくつかの熱ショ
ック蛋白 （HSP27, 60, 70, 90, 110, GRP 78, 
94, 170 など）はストレスに応じて細胞外に
分泌され、細胞表面受容体に結合する事で、
シグナル分子として生体の免疫応答に強い
作用を持つ事が明らかとなってきた。例えば、
低分子熱ショック蛋白である HSP27は抗炎症
作用を持ち、逆に HSP60 は炎症促進作用を示
す。(Calderwood SK, et al. FEBS Letters. 
2007;581:3689-3694.) その他にも、熱ショ
ック蛋白—抗原複合体の貪食、抗原提示によ
る免疫調節性 T細胞の誘導や、腫瘍免疫の標
的分子としての作用など、細胞外に分泌され
た熱ショック蛋白には、強い免疫応答作用が
あると考えられる。 
 
4) 眼内炎症と熱ショック蛋白に関するこれ
までの報告 
 熱ショック蛋白と眼内炎症の関わりにつ
いては、実験動物において幾つかの報告がな
されている。Kitamei らは HSP70 の誘導作用
を持つゲラニルゲラニルアセトンをマウス
に経口投与する事で、眼内の HSP70 の発現が
上昇し、実験的自己免疫性ぶどう膜炎 (EAU) 
の重症度が有意に低下する事を報告した。
(Kitamei H, et al. Immunobiology. 
2007;212:11-8.) 一方 Rao らは EAU 発症直前
の網膜視細胞層に低分子熱ショック蛋白の
α-A クリスタリンが発現上昇する事、そして
α-A クリスタリンのノックアウトマウスで
EAU が早期発症する事を報告している。(Rao 
NA, et al. Invest Ophthalmol Vis Sci. 
2008;49:1161-1171.) これらの報告から、少
なくとも実験動物においては、眼内に発現、
誘導された熱ショック蛋白が、眼内炎症に対
して抑制的に作用していると考えられる。し
かしながら、ヒトの眼内における熱ショック
蛋白の免疫調節作用については、ベーチェッ
ト病患者における HSP60の抗原性を示唆する
報告が散見されるのみであり (Direskeneli 
H, et al. Clin Exp Rheumatol. 
2003;21:S44-8)、その多くは未だ不明のまま
である。また、眼内に発現する熱ショック蛋
白の、眼内浸潤細胞に対する直接的な作用に



関する研究は、国内外でも未だ行われていな
い。 
 
２．研究の目的 
 本研究は前房水または硝子体液などの眼

内液中に分泌された熱ショック蛋白が存在

し、その中に炎症性眼内浸潤細胞に対する抑

制活性を有するものがあるとの仮説を立て

た。それを検証するために、研究期間内に以

下の実験を行う。 
① 眼内液中の熱ショック蛋白の発現を、定

性的、定量的に解析する 
② 眼内液中に存在する熱ショック蛋白のリ

コンビナント蛋白を用いて、眼内浸潤細胞

の細胞増殖、サイトカイン産生、アポトー

シス誘導などに対する作用を解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) 前房水、硝子体液、虹彩の採取 
 学内倫理委員会の承認を得て、患者からイ
ンフォームドコンセントを得た上で、以下の
検体を採取する。 
 老人性白内障患者から白内障手術時に、本
来は吸引、破棄される前房水を収集する。ま
た特発性黄斑円孔患者から硝子体手術時、こ
れも本来は切除、吸引後に破棄される硝子体
を収集する。それぞれの検体は−８０℃で保
存する。これらは、免疫学的には正常な眼内
液検体と位置づけ、以後の研究に用いる。 
 各種ぶどう膜炎患者（ベーチェット病、
Vogt-小柳-原田病、サルコイドーシス、急性
網膜壊死など）の前房を少量採取する。得ら
れた検体は遠心分離を行い、液生成分と細胞
成分に分ける。液生成分は−８０℃で保存す
る。細胞成分に対しては、次項の方法を用い
て T細胞クローンを樹立する。 
 ぶどう膜炎等の眼内炎症性疾患の既往の
無い緑内障患者の手術時に切除される虹彩
を収集し、以下の方法を用いて虹彩色素上皮
細胞株を樹立する。 
 これら眼内検体の採取については、同意が
得られた患者に関しては、東京医科歯科大学
附属病院眼科にて行われる全ての眼手術に
おいて各執刀医師の協力を得て全例で検体
採取を行うため、短期間で多くの検体が収集
される事が期待される。 
 
(2) 眼内液中の熱ショック蛋白の発現解析 
 前房水および硝子体液中の熱ショック蛋
白の発現を、市販のキットを用いてスクリー
ニング検索を行う。測定対象は、αクリスタ
リン、HSP27, HSP60, HSP70, HSP90αとし、
正常（白内障、特発性黄斑円孔）、および各
種ぶどう膜炎患者の眼内液（前房水、硝子体
液）それぞれにおける濃度を ELISA 法で測定
する。検出された各熱ショック蛋白の存在は、

Western-blotting 法で確認し、以降の実験に
用いる。 
 上記に挙げた以外にも、２０種類以上の熱
ショック蛋白に対する各種抗体が商業的に
販売されているため、研究の進展に応じて適
宜検索対象を拡大する可能性がある。 
 
(3) 各種標的細胞の樹立 
 各種ぶどう膜炎患者眼内から採取した浸
潤細胞から、限界希釈法を用いて T細胞クロ
ーンを樹立する。(Takase H, et al. Invest 
Ophthalmol Vis Sci. 2002;43:2691-2696.) 
対照として眼内組織由来細胞を用いるため、
緑内障患者から採取した虹彩を酵素処理を
行い虹彩色素上皮細胞株を樹立する。
(Sugita S, et al. J Exp Med. 
2003;198:161-171.) 
 我々のこれまでの研究の過程で、上記細胞
の多くは既に樹立、培養され、液体窒素中に
凍結保存されているため、それらを用いる事
も可能である。 
 
(4) 熱ショック蛋白の、眼内浸潤 T細胞クロ
ーンの増殖能およびサイトカイン産生能に
対する作用 
 市販のリコンビナント熱ショック蛋白を、
眼内浸潤 T細胞クローンと共生培養し、それ
ぞれの細胞分裂を 3H Thymidine 取り込み試
験で解析する。この際に培養上清を一部回収
し、各種サイトカイン(IFN-γ, IL-4, TGF-
β, IL-17)の産生変化をフローサイトメトリ
または ELISA 法を用いて解析する。同様な実
験を、ヒト白血病由来 T細胞株である Jurkat
細胞、対照としてヒト虹彩色素上皮細胞株、
またはヒト RPE 細胞株である ARPE-19 を用い
て行う。抗体による中和実験が可能であれば、
施行し結果を確認する。 
 
(5) 熱ショック蛋白による、眼内浸潤 T細胞
クローンに対する細胞死（アポトーシス）誘
導実験 
 眼内液には、炎症性眼内浸潤細胞にアポト
ーシスを誘導する一方、眼内組織に対しては
その作用を持たない事が報告されている。眼
内液中の熱ショック蛋白がこの作用を担う
か否かを検討する。市販のリコンビナント熱
ショック蛋白と上記に用いた各種表的細胞
を共生培養し、早期アポトーシス細胞膜表面
に発現するフォスファチジルセリンの有無
をフローサイトメトリーを用いて解析する。
アポトーシス誘導が確認された細胞につい
ては、RT-PCR 法を用いてアポトーシス関連遺
伝子の発現検索を行う。 
 
 
４．研究成果 
 白内障患者より得られた正常前房水に対



して ELISA法による各種熱ショック蛋白濃度
を測定した結果、正常前房水中には HSP27 が
平均 6.3 ng/ml の濃度で検出された。一方、
HSP10、HSP60、HSP70 は全て検出限界以下で
あった。HSP27 リコンビナント蛋白をぶどう
膜炎患者眼局所浸潤細胞由来 T細胞クローン
と共生培養し、48 時間後に培養上清を回収し
た。これを ELISA 法でインターフェロン
(IFN-)γ濃度を測定した所、T 細胞クローン
より産生される IFN-γ濃度は添加した HSP27
の濃度依存的に増加していた。上記より、正
常前房水には HSP27 が存在し、これが眼内浸
潤T細胞のIFN-γ産生を亢進させる事が明ら
かとなった。現在、HSP27 の眼内組織への作
用、加えて眼内浸潤 T細胞のアポトーシスに
対する作用を検討中である。 
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