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研究成果の概要（和文）：織抗原に対する炎症性サイトカインを含むThサイトカイン産生を解析し、その効果を検討す
ること．方法：対象は8名のぶどう膜炎を有するBD患者で、インフリキシマブ投与前、投与後1週目、および10名の健常
者の末梢血を採取し、in vitroにて網膜特異抗原であるIRBPで48時間刺激後、その上清中のサイトカインを測定した．
結果：ぶどう膜炎に関与するTh細胞関連サイトカインは、ぶどう膜炎を増悪させるものだけではなく寛解に働くサイト
カインもインフリキシマブ治療により抑制されていた．しかし、BD患者におけるサイトカイン産生は、インフリキシマ
ブ治療後も健常者より高値であった．

研究成果の概要（英文）：Purpose: To examine quantitative changes of cytokines produced by various Th 
cells specific for ocular tissue antigens before and after treatment with Infliximab (Inflix) in 
Beh&#231;et's disease (BD) patients with uveitis. Methods: Eight BD patients with uveitis during 
treatment with infliximab were recruited in this study. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were 
obtained before infusion of infliximab and at 1 week after the infusion. PBMCs were also obtained from 10 
healthy subjects as the control. Each sample was cultured for 48 hrs with IRBP, and produced cytokines 
were measured by Bio-Plex kit. Results: It was indicated that cytokines produced by Th cells stimulated 
with IRBP in BD patients were suppressed by Inflix treatment, which was not only cytokines promoting 
ocular inflammation but also the inhibitory cytokines, but that the levels of most cytokines did not 
reach to those of healthy subjects.
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１．研究開始当初の背景 
ベーチェット病（BD）は、眼、口、皮膚、

生殖器、脈管および神経に病変を来す再発性

慢性多臓器疾患である。眼には、両側性のブ

ドウ膜炎を生じ、BD患者の 60〜80%にみら

れる。BD ブドウ膜炎は、増悪、自然寛解を

繰り返す再発性炎症性発作によって特徴づ

けられ、繰り返す眼発作と進行性網膜血管炎

により永続的な眼組織障害（広範囲な網膜萎

縮、黄斑症、視神経萎縮など）を呈する。 

以前より、Th1/Th2アンバランス、Th1細胞

による自己免疫が BDの病因として指摘され

ているが、最近の研究により、IL-6、TNF-

α、および IL-17を産生し、IFN-γの産生は

みられない Th17 細胞が Th1 細胞と同様に

BD の発症に関与することが明らかになった。

Zhao らは、活動性ブドウ膜炎を有する BD

患者からの末梢血リンパ球を採取し、S 抗原

により刺激したところ、IL-2、IL-4、または

IL-17の産生は検出できなかったが、IFN-γ

および TNF-αの産生がみられたことを報告

した。我々も、BD 患者の末梢血単核細胞

（PBMCs）を光受容体間レチノイド結合蛋

白質（IRBP）および S抗原（S-Ag））により

刺激し、IL-6, IL-10, IL-17, IFN-γ, および 

TNF-αの産生量を測定したところ、IRBP刺

激による IL-6、IL-17、および IFN-γの産生

が健常対照者と比較して BD患者で亢進して

いることを認めた。特に IRBP 刺激による

IFN-γ産生は、活動性ブドウ膜炎を有する

BD患者で有意に高かった。 

これまで BDブドウ膜炎の治療には、コルヒ

チン、副腎皮質ステロイド、シクロスポリン

などの免疫調節薬が用いられてきたが、治療

に奏功せず重症な不可逆性の視力障害に至

る症例も少なくはなかった。しかし、生物製

剤を用いた分子標的療法が BDブドウ膜炎の

治療にも用いられるようになり、その視力予

後は大きく改善されつつある。インフリキシ

マブは可溶性および膜結合型の TNFαに対

する高親和性キメラ IgG1 モノクローナル抗

体であり、TNFαと受容体との結合を阻害す

る。そしてこれまでの様々な研究により、難

治性 BDブドウ膜炎におけるその有効性が示

されている。 
 
２．研究の目的 
今回我々は、インフリキシマブ治療中の BD

患者における PBMCsの IRBP刺激に対する

Th1および Th17サイトカインをインフリキ

シマブ投与前後で測定し、その抑制効果を免

疫学的に解析するとともに、インフリキシマ

ブ治療の定量的評価判定を確立することを

目的とした。 
 
３．研究の方法 
1） 対象 

2014年 1月から 12月の間に防衛医科大学

校病院眼科に通院し、インフリキシマブ治

療を受けている 8症例の BD患者、および

10例の健常人を対象とした。BDの診断は、

国際ベーチェット病研究グループが定め

た診断基準に則り施行された。平均年齢は

BD患者が 38.3 ± 9.1歳（範囲 16-51歳）、

健常者が 34.6 ± 7.6歳（範囲 28-49歳）、

男女比は BD患者 7：1、健常者 7：3であ

り、年齢および性差に有意差はみられなか

った。BD 患者におけるインフリキシマブ

治療期間の中間値は26.9 +/- 21.9ヵ月であ

り、すべての患者は 1年以上のインフリキ

シマブ治療を施されていた。本研究プロト

コールは、ヘルシンキ宣言に誓い、防衛医

科大学校内倫理委員会が承認したもので

あり、書面でのインフォームドコンセント

をすべての関与している患者および対照

者から得ている。 

2） IRBP 

ブタ網膜を 0.03Mの PBS (pH 7 6)にホモ

ジェナイズ後、遠心（10分間の 48,000g）

し、その上澄みを採取。飽和硫安（pH 7.2）

を加え、50％に飽和させ、さらに遠心分離



後、その沈殿物を PBS に融解させ、Con

Ａ-セファロース・アフィニティークロマト

グラフィーとイオン交換高性能液体クロ

マトグラフィにより IBBPを精製した。 

3） PBMCsの採取 

20ml の PBMCs を BD 患者からはインフ

リキシマブの注入前、そして注入 1 週後、

健常者からは任意時にヘパリン添加管に

採血した。フィコール®を用いた密度勾配

遠心沈殿法により単核球を分離し、2 x 106 

個/mLの濃度に調整後、10mMのHEPES, 

0.1 mM 必須アミノ酸, 1 mM ナトリウ

ム・ピルビン酸, 100 U/mL ペニシリン, 

100 μg/mL ストレトマイン, 1 * 10-5 M 

2-ME, そして 10%胎仔牛血清を添加した

RPMI1640に種々の濃度の IRBPを加え培

養を行った。 

4） サイトカイン測定 

培養開始後48時間目に培養上清を採取し、

上清中の IL-1β、IL-4、IL-6、IL-10、IL-17A、

IL-17F、IL-21、IL-22、IL-25、IL-31、IL-33、

IFN-γ、可溶性 CD40配位子（sCD40L）、

および TNFαを Bio-Plex Beads Array 

Th17 サイトカイン測定 kit®を用いて測定

した。 

5） 統計解析： 

連続変数の2群間比較はマンホイットニー

の U 検定、3 群間はスティール・ドワス検

定、文字変数にはχ2検定を用い、P < 0.05

を有意とした。 

 
４．研究成果 

ベーチェット病患者と健常対照者間の T

細胞活性化マーカーと炎症性サイトカイ

ンの比較 

可溶性 CD40リガンド（sCD40L）は活性

化した主に Th1 細胞から産生され、IL-1

β、IL-6は自然免疫において作用するマク

ロファージや好中球、樹枝状細胞などから

産生され、活性化 T細胞との相互作用によ

り、その産生はさらに増加する。我々は以

前に、健常者の PBMCsを IRBPで刺激す

ると IRBP反応性 T細胞が活性化され、サ

イトカイン産生がみられることを示した

が、IRBP刺激による PBMCsの sCD40L

産生量はインフリキシマブ注入前のBD患

者と健常対照者間でほぼ同等であった。イ

ンフリキシマブ注入後、BD患者のPBMCs

による sCD40L産生は低下したが、インフ

リキシマブ注入前後における統計学的有

意差はみられなかった。一方は、IRBP 刺

激による PBMCsの IL-1βおよび IL-6の

産生量は、健常者と比較してインフリキシ

マブ注入前の BD 患者で高く、特に IL-1

βの産生量は、IRBP 5µg/ml刺激において

有意差が見られた。インフリキシマブ注入

後、BD患者の PBMCsによる IL-1βおよ

び IL-6 産生は減少したが、健常者よりも

高く、インフリキシマブ注入前後における

統計学的有意差はみられなかった。 

 

ベーチェット病患者と健常対照者間の

Th1および Th17細胞関連サイトカインの

比較 

Th1および Th17細胞はぶどう膜炎の発症

に関与することが、実験的自己免疫性ぶど

う 膜 炎 （ experimental autoimmune 

uveoretinitis: EAU）をはじめとする内因

性ぶどう膜炎の動物モデルにおいて認め

られ、ヒトぶどう膜炎においても Th1細胞、

Th17細胞の活性化が報告されている。Th1

サイトカインである IFN-γ、マクロファ

ージや好中球、樹枝状細胞の他、Th1およ

び Th17細胞からも産生されるTNFαは、

健常対照者の IRBP刺激による PBMCsの

産生量と比較してインフリキシマブ注入

前の BD患者で高く、TNFα産生おいては

有意差がみられた。BD患者の IRBP刺激

による PBMCsの IFN-γおよび TNFα産

生は、インフリキシマブ注入後に減少した

が、健常者のそれらより以前高く、インフ



リキシマブ注入前と比較しても有意差は

なかった。Th1サイトカインとして同様に、

IRBP刺激による PBMCsの Th17サイト

カイン、IL-17A、IL-17F、IL-21 および

IL-22 の産生量は、健常者よりもインフリ

キシマブ注入前の BD患者で高く、IL-17F

と IL-22産生においては有意差がみられた。 

ベーチェット病患者と健常対照者間の

Th1および Th17細胞関連サイトカインの

比較 

IL-4、IL-10、および IL-31は Th2サイト

カインであるり、IL-10は regulatory T（T 

reg）細胞によっても産生される。ブドウ

膜炎における IL-31の作用はわかっていな

いが、IL-4および IL-10はブドウ膜炎の発

症を抑制することが知られている。しかし

想定外に、IRBP 刺激による PBMCs の

IL-4、IL-10および IL-31産生は健常対照

者と比較してインフリキシマブ注入前の

BD 患者で高く、5μg/ml の IRBP 刺激で

は IL-10産生に有意差がみられた。BD患

者におけるこれら Th2 サイトカインの産

生は、インフリキシマブ注入後に減少し、

IL-4および IL-10の産生量は健常者と同程

度であった。 

PBMCs が産生する Th サイトカインの中

でBDぶどう膜炎の活動性と最も相関する

サイトカインを同定すること、また精製困

難な IRBPの代わりとなる抗原の検索など、

さらなる研究が必要であるが、本研究成果

より、BD 患者において網膜特異抗原刺激

による PBMCsの Th細胞関連サイトカイ

ン産生を測定することは、BD ぶどう膜炎

に対するインフリキシマブ治療の中止を

決定する 1つのツールになり得るかもしれ

ない。 
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