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1. 要旨 
オメガ 3 長鎖多価不飽和脂肪酸(ω-3)は海産魚や魚油に含まれる必須脂肪酸で、抗炎症効

果を有することから非感染性ぶどう膜炎の有効な治療になる可能性がある。多くのぶどう膜

炎でみられる獲得免疫による炎症反応は、樹状細胞（DC）、マクロファージ、および B リ
ンパ球を含む抗原提示細胞(APC)による抗原提示から開始され、炎症のトリガーとして重要
である。これまでに我々は ω-3長鎖多価不飽和脂肪酸（LCPUFA）が、実験的自己免疫性ぶ
どう膜炎モデル（EAU）の眼炎症を抑制することを示した。今回、ω-3による EAUの抗炎症
効果に対する APCの関与を検討し、その作用機構について解析した。  

C57BL/6マウスに等カロリーに調整した ω-3もしくは ω-6を含有した餌で給餌し、安楽死
後に回収した脾臓細胞をマイトマイシン C 処理して APC を調整した。これらを EAU 誘導
したマウスから単離した CD4 陽性 T 細胞と共培養し、種々の炎症性サイトカインの発現量
および 3H-チミジン取り込み量を指標とした増殖能を評価した。次に ω-3群の APCを DC、
マクロファージ、B 細胞を含む残りの細胞群（B 細胞他）に分離し、ω-3 の炎症作用を担当
する細胞を探索した。続いて、ω-3 で賦活化した DC による抗炎症効果を検討するため、ω
-3 群の DC を単離し、EAU を誘導したマウスに Adoptive transfer(養子細胞移植)し、臨床お
よび組織学的スコアを評価した。最後に ω-3が DCに直接作用して抗炎症効果を発揮するか
否かを検討した。 C57BL/6由来 DCと BALB/c由来 CD4陽性 T細胞を混合培養して混合リ
ンパ球反応 MLR(mixed lymphocyte reaction)を誘導した培養系に、代表的な ω-3脂肪酸である
DHAおよび EPAを投与し、T細胞増殖能を評価した。 

ω-3群の APCは、ω-6群に比較して IFN-γ、IL-17の発現量および T細胞増殖能を有意に
低下した。その抗炎症効果は APC から単離したマクロファージや B細胞他ではみられず、
DC のみで保存された。さらに、ω-3 群の DC を Adoptive transfer した EAU マウスでは、炎
症スコアが有意に低下した。DHA・EPAで賦活化した DCは MLRによる T細胞増殖能を有
意に抑制した。 
以上より、ω-3の経口摂取による EAUの眼炎症抑制効果は、APC、特に DCを介在して発

揮されることが示された。 
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2. 研究の背景 
ぶどう膜炎は眼内炎症性疾患の総称であり、若年者から高齢者まで幅広く罹患し、疾患原

因によっては生産年齢まで発症する。難治性ぶどう膜炎患者の炎症発作は、網膜と視神経に

不可逆的障害をもたらし、視力予後不良につながる可能性がある。ぶどう膜炎の炎症発作に

は、腫瘍壊死因子(TNF)–αやインターロイキン(IL)–6などの炎症性サイトカインの過剰産生
が関連していることがわかっている 1)。ぶどう膜炎は感染性ぶどう膜炎と非感染性ぶどう膜

炎があり、統計上その多くが非感染性ぶどう膜炎である。非感染性ぶどう膜炎は自己の過剰

免疫反応が病態に関与しており、全身性自己免疫性疾患であるサルコイドーシス、Vogt-小
柳-原田病、ベーチェット病などが知られている 2,3)。 
非感染性ぶどう膜炎の主な治療法は、コルチコステロイドの局所または全身投与である。

しかし、長期コルチコステロイド治療は多数の副作用・合併症の原因となり、眼局所ではス

テロイド緑内障、ステロイド白内障、全身では糖尿病、感染症、精神障害、高血圧、中心性

肥満、および骨粗鬆症など多岐にわたる。近年、ぶどう膜炎の治療として、免疫抑制剤や TNF
遮断薬が適応取得し導入開始されているが、これらは必ずしもステロイドほど急性炎症に効

果的ではなく、また高価であり、副作用もステロイドほど多数ではないが存在する。今後も

非感染性ぶどう膜炎の患者のための新しい安全で効果的かつ、できれば安価な治療法が必要

である。 
獲得免疫は、感染や腫瘍に対する防御に不可欠だが、過剰な免疫反応は自己免疫疾患を引

き起こす可能性も伴っている。樹状細胞（DC）、マクロファージ、および B リンパ球を含
む抗原提示細胞（APC）は、二次リンパ器官のナイーブヘルパーT細胞(Th0)およびキラーT
細胞に外来抗原を提示し、それによって獲得免疫応答が開始される。実験的自己免疫性ぶど

う膜炎（EAU）モデルにおいても、APCを介して Th0を刺激することで Th1細胞および Th17
細胞応答が主体となって炎症が惹起される 4)。いっぽうで APC は、共刺激分子の非存在下
においては T細胞アナジーの誘導、または自己免疫疾患における制御性 T細胞（Treg）への
分化を誘導し免疫寛容を促進させ免疫抑制効果を持つこともできる。このため APC への作
用は、ぶどう膜炎ならびに多発性硬化症、視神経脊髄炎、関節リウマチ、クローン病などの

他の炎症性または自己免疫疾患の治療のための治療の可能性を持っている 5)。 
天然由来のサプリメントには、薬剤と類似の効果がありながら、副作用が少ないものが存

在し、さまざまな病態の治療にアプローチできる可能性がある。ドコサヘキサエン酸（DHA）
やエイコサペンタエン酸（EPA）などのオメガ 3 長鎖多価不飽和脂肪酸（以下 ω-3）は、膜
リン脂質の成分であり、細胞内シグナル伝達、および細胞間相互作用に影響を与えることが

知られている。主に海産魚や魚油に含まれる必須脂肪酸であり、栄養補助食品としても利用

できすでに市場で広く販売されている。ω-3には、抗炎症効果 6, 7)及び血管新生抑制効果 8,9,10)

があり、動物モデルや臨床でも関節リウマチ発症からの予防効果がある 11, 12)。ω-3が含まれ
る魚や魚油においても、関節リウマチの疾患活動性と疼痛抑制効果が示されており 13, 14)、ω-
3が心臓病や癌などの慢性疾患の発症の危険を低下できる可能性があることも報告されてい
る 15, 16, 17)。 

ω-3 の抗炎症作用は、APC に対しても存在することが示されており、DC およびマクロフ
ァージへの影響を介して直接的・間接的に T 細胞の機能を抑制することが報告されている
18, 19)。我々はこれまでに ω-3の食事摂取が、EAUモデルにおいても Th1および Th17細胞の
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機能を阻害して眼炎症を抑制することを報告した 7)。これは、ω-3 の投与がヒトぶどう膜炎
患者においても炎症の改善に有効である可能性を示唆している。我々は今回、EAU におけ
る ω-3の抗炎症作用において、特に APCに対する役割を調べたので報告する。 
 
3. 目的 
本研究では、ω-3 の経口摂取による、EAU モデルにおける APC への眼炎症抑制効果を、

magnetic activated cell sorting: MACSを用いたうえで、リンパ球共培養試験を用いて in vitro
で検討した。また、ω-3 を経口摂取したマウスから MACS で DC を単離し、EAU マウスに
adoptive transfer することで、EAUの眼炎症スコアを in vivoで検討した。 
 
4. 方法 
1) 方法 
動物と飼料 

6〜8週齢、雌の C57BL/6および Balb/c マウス(千代田開発、東京都)から購入し、ケージ内
で最大 5匹飼育した。温度は 22〜24°C、相対湿度は 50％〜70％で、8:00～20:00までの 12時
間明期、20:00～8:00までの 12時間暗期のサイクルで飼育した。動物の状態は少なくとも 1日
1回監視され、処理時は頸椎脱臼により sacrificeを行った。マウスは、ARVO（眼科学研究協
会）の眼科学研究における動物の使用に関する声明に従って管理され、この研究は山口大学の

動物管理使用委員会によって承認された。ω-3 飼料については、1%DHA と 1%EPA を含むロ
トリガ粒状カプセルを武田薬品工業(東京都)から入手し、ひまわり油から調整した ω-6飼料と
同数のカロリーに置き換えてオリエンタル酵母工業(東京都)に特注で作成した。 
磁気細胞分離装置Magnetic-activated cell sorting: MACSシステム(MIltenyi Biotec, Auburn, CA)

を用いて、マクロファージ、樹状細胞、CD4 陽性 T 細胞を分離した。MACSおよびフローサ
イトメトリー用の CD3、CD19、CD11c、および F4 / 80に対する抗体は、Abcam（Cambridge、
MA）から入手した。EAU のためのヒト網膜抗原(Interphotoreceptor Retinoid-Binding Protein: 
IRBP)はスクラム(東京都)から、結核菌 H37Ra 6 mg / mlを含む完全フロイントアジュバントは
Difco（Detroit、MI）から入手した。APCの増殖能を失活させるマイトマイシン Cは、協和発
酵キリン株式会社(東京都)から入手した。EPA(シス-5,8,11,14,17-エイコサペンタエン酸、≥99
％）および DHA（シス-4,7,10,13,16,19-ドコサヘキサエン酸、≥98％）は Sigma-Aldrich (St.Louis、
MO）のものを使用した。細胞増殖能アッセイに用いるトリチウムチミジンは日本ラジオアイ
ソトープ協会（東京都、日本）から入手した。 
 
リンパ球共培養アッセイに用いる APCの準備 

C57BL / 6マウスには、ω-3LCPUFA（ω-3群）または ω-6LCPUFA（ω-6群）へ食餌変更し
た固形飼料を 2週間、脂肪酸の酸化を防ぐために毎日新鮮なものへ交換しながら給餌した。
2週間後にマウスを sacrificeし、攝子と剪刀を用いて脾臓を摘出した。リン酸緩衝生理食塩
水 PBS 下にスライドグラスで粉砕し、得られた細胞懸濁液中の赤血球を溶解させた。残り
の脾細胞をマイトマイシン C（50μg/ ml）とともに 37°Cで 20分間インキュベートした後、
2％ペニシリン-ストレプトマイシンと 10％ウシ胎児血清を添加した RPMI1640 培地で 3 回
洗浄し、得られた APC細胞をリンパ球培養に使用した。また実験によっては MACSキット
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を使用して以下に記す通りに単離した。①最初にマクロファージを単離するために F4 / 80
に対する抗体結合マイクロビーズを用いたポジティブセレクションで回収、②次に DCを単
離するために CD11c に対する抗体と mPDCA-1 に対する抗体結合マイクロビーズを用いた
ポジティブセレクションで回収した。③B細胞を含む残りの細胞も収集し、それぞれを単離
した APCとしてリンパ球共培養アッセイに使用した。 
 
EAUモデルと CD4 + T細胞の分離 

C57BL / 6マウスでの EAUの誘導は、既報を参考に実施した 7)。マウスの足底と鼠径部にそ

れぞれ IRBP(1-20) 50μgを皮下注射し、結核死菌を含む完全フロイントアジュバントを 100µg
腹腔内注射することで EAU を惹起した。14 日後(アッセイによっては 21 日後)にマウスを
sacrificeし、攝子および剪刀を用いて頸部リンパ節、腋窩リンパ節、上腕リンパ節、鼠径リン
パ節を摘出した。抗体結合マイクロビーズを用いた MACS によるネガティブセレクションに
よって、CD4 + T細胞を分離し、リンパ球共培養試験に使用した。 
 
APCと CD4 + T細胞とのリンパ球共培養アッセイ 
上記によってそれぞれ回収した APCと CD4+ T細胞を 96wellプレート上に、50µl RPMI 1640

内にそれぞれ 3×105の個数で散布した(DC、マクロファージ、B細胞を含む残りの細胞に単離
したアッセイについては APC を 3×104の個数で散布した)。これに IRBP の再刺激として 10
μg/ mlの hIRBP（1–20）を加え、37°Cで 48時間共培養した。培養後、細胞については下記
のトリチウムチミジン増殖アッセイへ、培養上清については回収して-80℃で保存し、サイト
カインの ELISAに使用した。 
 
In vitroでの混合リンパ球反応試験 
上記のリンパ球共培養アッセイは EAUを介した Tリンパ球で行ったが、より普遍的なリン

パ球アッセイとして混合リンパ球反応（mixed lymphoid reaction: MLR）も施行した。EAUマ
ウスで行ったアッセイ同様に、ナイーブ Balb/c マウスのリンパ節から CD4+ T 細胞を MACS
で回収し、96wellプレート上に 100ul RPMI 1640内に 3×105個散布した。いっぽうで、2週間
の ω-3または ω-6に食餌変更した C57BL/6マウスの脾臓から、マイトマイシン C処理しMACS
で単離した DC、マクロファージ、B細胞を含む残りの細胞を RPMI 1640 100ul内に 3×104個

散布し 48時間共培養した。培養後の細胞は T細胞の増殖能測定のためにトリチウムチミジン
増殖アッセイへ、培養上清はサイトカインのアッセイのために–80℃で保存した。 
また別アッセイとして、ω-6群 C57BL/6マウスからマイトマイシン C処理後に回収した DC

（3×104/well）を、ジメチルスルホキシド(DMSO)に溶解した 50μM の DHA または EPA と
48時間インキュベートし ω-3を作用させた。次に培養上清を廃棄し、付着した DCを、Balb / 
cマウスから分離された CD4 + T細胞（6×105/well）を含む MLRでさらに 72時間培養し、T
細胞増殖を再度測定した。 
 
培養 T細胞の増殖のアッセイ 

T 細胞の増殖能はトリチウムチミジン取り込みアッセイで測定した。APC との共培養から
回収した T細胞を、96ウェルプレートのウェル内で 1μCiの 3H-thymidine (5 Ci / mmol）とと
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もに 12時間インキュベートした。次いで、細胞をガラス繊維フィルターに移してシンチレー
ション分光法によってチミジン取り込みを測定し、増殖能を評価した。 

 
培養上清の炎症性サイトカイン測定 
培養上清中の炎症性サイトカインであるインターフェロン(IFN)-γおよび IL-17の濃度は、

酵素結合免疫吸着測定法（ELISA）キット（R＆D Systems、Minneapolis, MN）で測定した。 
 

DCの養子細胞移植を伴う EAUモデル 
ω-3を食餌させたマウス脾臓から DCを単離し、EAUマウスに Adoptive transfer(養子細胞移

植)することで、ω-3を作用させた DCによる抗炎症効果について EAUの炎症スコアによって
評価した。ω-3 または ω-6 を添加した食餌を 14 日間与えた C57BL / 6 マウスの脾細胞から
MACSで DCを単離し、DC（2.5×106）を、EAUを惹起させて 7日目の EAUマウスに腹腔内
注射した。 
 
EAUの臨床スコアリング 

EAUの臨床スコア評価は、疾患誘発後 7、14、17、23、および 28日目に行った。ケタミン
（90mg / kg）とキシラジン（10mg / kg）混合物の腹腔内注射によりマウスを麻酔し、間接眼
底検査による検査のために、0.5％トロピカミド・0.5％塩酸フェニレフリン配合点眼液の点眼
により瞳孔を拡張させた。EAU の臨床スコアは、直接眼底検査および眼底写真から網膜専門
医により、両群盲検のうえで 0から 5までの基準でスコアリングを行った（0：炎症所見なし、
1：限局性血管炎または 5か所未満の軟性白斑、2：網膜 1/2領域以下の線状血管炎もしくは軟
性白斑、3：網膜の 1/2領域以上の線状血管炎もしくは軟性白斑、4：網膜出血、重度の血管炎
または軟性白斑）。得られた臨床スコアを ω-3群と ω-6群で比較した。 
 
EAUの組織学的スコアリング 

EAU の組織学的評価は既報の如く実施した 7)。EAU の誘導から 17 日後（DC の adoptive 
transferから 10日後）にマウスを sacrificeし、眼球を取り出して TB固定液で固定し 20)、乳頭

-視神経面にパラフィン包埋切片（厚さ 5μm）を作製した。切片をヘマトキシリン-エオジン
で染色し、顕微鏡で観察することで EAU を 0 から 3 までの基準でスコアリングを行った（0
：網膜構造正常で異常所見なし、1：ぶどう膜・硝子体・網膜への軽度の浸潤、ならびに網膜
のひだ、血管炎、および 1つの小さな肉芽腫の存在、2：ぶどう膜・硝子体・網膜への中程度
の浸潤、ならびに網膜のひだ、血管炎、限局性の浅い網膜剥離、小さな肉芽腫、および限局性

の光受容体細胞の損傷、3：ぶどう膜、硝子体、網膜への中等度から重度の浸潤、大きな剥離
を伴う広範な網膜の折り畳み、網膜下血管新生、中程度以上の光受容体細胞損傷、および中型

の肉芽腫性病変の存在）。得られた組織学的スコアを ω-3群と ω-6群で比較した。 
 
DCの養子移入後の EAUマウスの T細胞からのサイトカイン放出のアッセイ 

EAU免疫の 17日後（DC移植の 10日後）に、MACSによって EAUモデルマウスから単離
された CD4 + T細胞(96ウェルプレートで 3×105/well)をナイーブマウスの APCとともに 200
μlの RPMI1640で 24時間培養した。次に、培養上清中のサイトカインの濃度を、Bio-Plex Pro 
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Mouse Cytokine 23-PlexPanelおよび Bio-Plex Manager (Bio-Rad、Hercules、CA）を使用して測
定した。 
 
DC移植後 EAUマウスの T細胞における免疫チェックポイント分子発現のアッセイ 

EAU免疫の 17日後（DC移植の 10日後）に、CD4 + T細胞を MACSにより 2×107細胞単

離し、緩衝液中で ELISAキット（Abcam）を使用して Programmed death receptor-1(PD-1)およ
び細胞傷害性 Tリンパ球抗原 4（CTLA-4）の測定を行い、ω-3群と ω-6群で比較した。 
 
研究の承認 
本研究における動物実験は山口大学大学院医学系研究科の動物倫理委員会の承認を得た。

また，すべての動物実験は山口大学医学部動物実験指針を順守して施行した。  
 
2) 解析 
定量的データは、平均±SD または平均±SEM として表され、Windows 用の Prism バージ
ョン 6 (GraphPad Software、CA, Sandiego）を使用して分析した。EAUスコアは、ノンパラメ
トリックな Mann-Whitney U 検定を使用してグループ間で比較した。サイトカイン濃度と細
胞増殖データは、Sidak の多重比較検定、または Tukey-Kramer 多重比較検定で統計処理し
た。P<0.05の値が統計的に有意であると考察した。 

 
5. 結果 
ω-3を食餌したマウス由来の APCは in vitroで Th1および Th17細胞の炎症を抑制した 

EAUにおける ω-3の食餌摂取による抗炎症作用メカニズムを調査するため、ω-3またはコ
ントロールとして ω-6の食餌を 14日間与えたマウスの脾臓から APCを分離し、細胞をマイ
トマイシン Cで処理して、DNA合成と細胞分裂を阻害した(図 1A)。その後、EAUマウスか
ら免疫 17日後に単離した CD4 + T細胞と共培養し、hIRBP（1–20）の存在下で再刺激した。
ω-6 を食餌したマウス由来の APC 存在下と比較して、ω-3 を食餌したマウス由来の APC 存
在下では、T細胞の増殖能（図 1B）、上清中の Th1関連サイトカインである IFN-γ(図 1C)、
および Th17関連サイトカインである IL-17(図 1C)のいずれにおいても有意に抑制された。 
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図 1.EAUマウスの CD4 + T細胞と、ω-3または ω-6を食餌したマウス由来の APCを共培養
させたときの T細胞増殖と IFN-γおよび IL-17産生。 
（A）実験シェーマ。マイトマイシン Cで処理した脾臓細胞（3×105）を、ω-3（n = 5）また
は ω-6（n = 5）の食餌を 14日間を与えられたマウスから分離した。EAU免疫 17日目のマウ
ス(n=5)のリンパ節から単離した CD4+ T細胞（3×105）とともに、hIRBP(1-20) (10μg/ ml)の
存在下で 48時間共培養した。（B）次に、T細胞の増殖を 3Hトリチウムチミジンの取り込
みで測定した。（C、D）共培養上清中の IFN-γ（C）および IL-17（D）の濃度を ELISAで
測定した。平均値±標準誤差(N=3)。* P <0.05：ω-6群と比較（Man-Whitney U検定）。 
 
ω-3を食餌したマウス由来の APCによる Th1/Th17関連の炎症抑制における DCの役割 
次に、ω-3を食餌したマウスの APCのうち、どの細胞が EAUマウスの T細胞増殖やサイト
カイン産生抑制に関与しているかを調べた。ω-3または ω-6を食餌したマウスのマイトマイ
シン C処理した脾臓細胞を、MACSによって DC、マクロファージ、およびその他の細胞に
分離した(図 2A)。ω-3食餌したマウスの DCは、T細胞増殖(図 2B)、および IFN-γ(図 2C)と
IL-17(図 2D)の産生を ω-6食餌したマウスに比較して有意に阻害した。対照的に、これらの
アッセイでは、マクロファージまたは B細胞を含む他の脾臓細胞においては ω-3と ω-6群間
に有意差は見られなかった。また、ω-3の食餌摂取が、脾臓の DC（CD11c +）、マクロファ
ージ（F4 / 80 +）、T細胞（CD3 +）、および B細胞（CD19 +）の細胞組成に影響を与える
かどうかを判断するために、フローサイトメトリーによる細胞表面メーカーの発現を調べ

た。これらの細胞型の割合は、ω-3を食餌したマウスの脾臓と ω-6を食餌したマウスの脾臓
の間で有意差がみられなかった（S1図）。これらの結果は、ω-3食餌摂取が特に DCに対し
て細胞数に影響を与えることなく、in vitroで Th1および Th17細胞によって媒介される炎症
を機能的に抑制することが示唆された。 
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図 2.ω-3または ω-6を食餌したマウス由来の APCを分離し、EAUマウスの CD4 + T細胞と
共培養したときの T細胞増殖と IFN-γおよび IL-17産生。 
（A）実験シェーマ。ω-3(n = 5)または ω-6(n=5)を食餌したマウスより脾臓細胞を採取して
マイトマイシン C処理し、MACSによって DC、マクロファージ、および B細胞を含むそ
の他の脾臓細胞に分離した。各細胞画分（3×104細胞）を hIRBP（1–20）（10μg/ ml）の
存在下で EAUマウス(n=5)から単離した CD4+ T細胞（3×105）と 48時間共培養した。
（B）（B）次に、T細胞の増殖を 3Hトリチウムチミジンの取り込みで測定した。（C、D）
共培養上清中の IFN-γ（C）および IL-17（D）の濃度を ELISAで測定した。平均値±標準
誤差(N=3)。* P <0.05、** P <0.01、*** P <0.001、NS有意差なし：ω-6群と比較（Sidakの
多重比較検定）。 
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図 S1.脾臓の細胞組成に対する ω-3食餌摂取は脾臓細胞の組成に影響を与えない。 
ω-3 または ω-6LCPUFA を添加した食事を 14 日間与えたマウスの脾臓細胞を、CD3（T 細
胞）、CD19（B細胞）、CD11c（DC）、または F4 / 80（マクロファージ）そしてフローサ
イトメトリーによって分析し割合を比較したが、APC の組成に大きな変化はみられなかっ
た。 
 
ω-3を与えたマウス由来 DCの養子移入による EAUマウスの炎症の抑制 

EAU 免疫の 7 日後に、ω-3 または ω-6 を食餌したマウス由来の DC を adoptive transfer(養
子移入)されたマウスにおいて、EAU の臨床的および組織学的スコアリングの両方を実行し
た（図 3A）。EAU免疫後 14〜28日での眼内炎症における臨床スコアは、ω-3を食餌したマ
ウス由来の DCを移植したマウス群において、ω-6群よりも有意に低かった（図 3B）。臨床
スコアが最大となる EAU 免疫後 17 日で sacrifice して作成した切片を用いた組織学的スコ
アリングでは、ω-6 食餌したマウス由来の DC を移植したマウス群の眼では網膜ひだや免疫
細胞浸潤が散見されたが、ω-3 群ではそれらの変化がみられず(図 3C)、ω-3 群の組織学的ス
コアは有意に抑制された(図 3D)。 

 
 

図 3.ω-3LCPUFAを与えられたマウスからの DCの養子移入後のモデルマウスにおける EAU
の臨床的および組織学的スコアリング。 
（A）実験シェーマ。ω-3(n=5)または ω-6(n=5)を 2週間食餌したマウスより MACSを用いて
単離した DC（2.5×106）を、EAU 免疫後 7 日目のマウスに養子移植した。（B）EAU の臨
床スコアは、EAU免疫後 7、14、17、23、および 28日目に評価した。（C）EAU免疫後 17
日での EAUマウスの網膜切片のヘマトキシリン-エオジン染色。赤い矢印は網膜の炎症細胞
を、黄色の矢印は炎症による網膜ひだを示す。GCL：神経節細胞層、INL：内顆粒層、ONL
：外顆粒層。スケールバー：200μm。（D）（C）の切片より測定した EAUの組織学的スコ
ア。* P <0.05：平均±標準偏差(n=10)。* P <0.05、** P <0.01：ω-6群と比較（Man-Whitney U
検定）。 
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ω-3食餌マウス由来の DCを養子移入後の EAUマウスの T細胞におけるサイトカインと免
疫チェックポイント分子の発現 
次に、ω-3または ω-6を食餌したマウス由来の DCを養子移入してから 10日後に、EAU

マウスから単離した CD4 + T細胞を採取した。24時間培養後、細胞上清にマルチプレック
スアッセイにより、炎症性サイトカインの量を測定し ω-6群と ω-3群で比較した。IL-1
β、IL-2、IL-3、IL-5、IL-6、IL-10、IL-12 p70、IL-13、エオタキシン、顆粒球コロニー形
成刺激因子(GM-CSF)、IFN-γ、Macrophage inflammatory protein (MIP)-1α、MIP-1β、
RANTES（regulated on activation, normal T cell expressed and secreted）、および TNF-αは ω-
3群で有意に抑制された。ただ対照的に、NK細胞刺激因子である炎症性サイトカイン IL-
12 p40の産生は、ω-3群で増加がみられた(図 4)。同 CD4+T細胞のライセートを用いた
ELISAにおいては、T細胞における免疫チェックポイント分子である PD-1および CTLA-4
の発現は、ω-6群と ω-3群で有意差を認めなかった。 

 

図 4.ω-3 または ω-6 を食餌したマウス由来の DC を養子移入した EAU マウスから分離され
た T細胞によるサイトカイン産生。 
ω-3（n = 5）または ω-6（n = 5）LCPUFAを含む食餌を与えられたマウスからの DCの養子
移入の 10日後に EAUマウスから単離された CD4 + T細胞（疾患誘発の 17日後）を 24時間
培養後、培養上清中の示されたサイトカインの濃度をマルチプレックスアッセイで決定し

た。EAUマウスの平均+標準誤差(n=4)。* P <0.05：平均±標準偏差(n=10)。* P <0.05、** P 
<0.01：ω-6群と比較（Man-Whitney U検定）。 
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S2図。ω-3を与えられたマウスからの DCの養子移入後の EAUマウスから分離された T 細
胞における免疫チェックポイント分子の発現。 
ω-3 または ω-6LCPUFA を含む食餌を与えられた C57BL / 6 マウスからの DC の養子移入の
10日後（疾患誘発の 17日後）に EAUマウスから単離された CD4 + T 細胞を溶解し、ライ
セートについて PD-1・CTLA-4の発現について ELISAで測定した。平均値±標準誤差(N=5)。
NS 有意差なし：ω-6群と比較(Man-Whitney U検定)。 
 
MLRでの T細胞増殖とサイトカイン産生に対する ω-3LCPUFA給餌マウスの DCの影響 

ω-3または ω-6を 2週間食餌した C57BL / 6マウスから脾臓を摘出しマイトマイシン C処
理した。これを MACSを用いて DC、マクロファージ、B細胞を含む残りの細胞に分離し、
それぞれを Balb/cマウスの CD4 + T細胞とともに培養することで MLRを行い、増殖とサイ
トカイン産生に及ぼす影響を調べた（図 5A）。T細胞増殖能（図 5B）、IFN-γ（図 5C）お
よび IL-17（図 5D）の産生は、DCを用いた MLRのみにおいて、ω-3群が ω-6群と比較して
有意に抑制された。対照的に、T細胞増殖能、IFN-γ、IL-17いずれにおいても、マクロファ
ージまたは B細胞を含む脾臓細胞で実施された MLRでは有意差はなかった。 
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図 5.MLRでの T細胞増殖と炎症性サイトカイン産生に対する ω-3を作用させた DCの影
響。 
（A）実験シェーマ。ω-3(n = 5)または ω-6(n=5)を食餌したマウスより脾臓細胞を採取して
マイトマイシン C処理し、MACSによって DC、マクロファージ、および B細胞を含むそ
の他の脾臓細胞に分離した。次に、これらの細胞分画（3×104細胞）のそれぞれを、Balb/c
マウス（n = 5）から分離した CD4 + T細胞(3×105)とともに 48時間共培養した。（B）次
に、T細胞の増殖を 3Hトリチウムチミジンの取り込みで測定した。（C、D）共培養上清
中の IFN-γ（C）および IL-17（D）の濃度を ELISAで測定した。平均値±標準誤差
(N=3)。* P<0.05、**** P <0.0001、NS 有意差なし：ω-6群と比較（Sidakの多重比較検
定）。 
 
MLRの T細胞活性化における DCのω-3LCPUFAによる直接阻害 
最後に、MLRにより in vitroでの DCに対する ω-3の直接曝露の効果を調べた（図 6A）。

ω-3 を含まない通常食を与えた C57BL/6 マウスからマイトマイシン C 処理した DC を採取
し、DMSO に溶解させた DHA または EPA（50μM）を 48 時間曝露させたうえで Balb/c マ
ウスの CD4 + T細胞と共培養を行い、T細胞増殖能を測定した。DHA、EPAともに有意な増
殖能の抑制を認めた(図 6B)。EPAの抑制効果は DHAの抑制効果よりも有意に大きかった。 

 

 
図 6.MLRの T細胞活性化における DCの ω-3LCPUFAによる直接阻害 
（A）実験シェーマ。ω-3を含まない食餌を与えた C57BL/6マウス(n=5)から分離したマイト
マイシン C 処理後の DC(3×104)を、DHA または EPA(50μM)、もしくは対照として DMSO
のみの存在下で 48時間暴露した。その後、細胞を CD4+ T細胞(6×105)と 72時間共培養し、
MLRで Balb/cマウス(n=5)から分離した。（B）T細胞の増殖を 3Hトリチウムチミジンの取
り込みで測定した。平均+標準誤差(N=2)。* P <0.05、** P <0.01、*** P <0.001、NS 有意差
なし（Tukey-Kramer多重比較検定）。 
 
 
6. 考察 
我々の結果は、ω-3を食餌したマウスの DCが、in vitroで EAUマウスの CD4陽性 T細胞

の増殖能、Th1関連サイトカイン、Th17関連サイトカインを減少させたことを示した。さら
に、ω-3を食餌したマウス由来の DCを養子移入することで、EAUマウスの眼内炎症は抑制
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され、また EAUマウスから採取した T細胞による炎症性サイトカインの産生も抑制された。
ω-3 のこれらの抗炎症効果は、ω-3 を食餌したマウス由来の DC を利用した混合リンパ球反
応、また in vitroで DHA・EPAに直接曝露させた DCで行った混合リンパ球反応でも示され
た。これらの結果は、ω-3 がぶどう膜炎の炎症を軽減することから、ω-3 を利用した新しい
治療法の可能性を示すことができた。 
炎症性疾患の予防または改善を目的とした補助療法としての食事療法の有用性について

は近年注目が集まっており、往来の薬剤療法と比較して薬剤費と副作用の両方を軽減する利

点がある。いくつかの研究では、αリノレン酸、DHA、EPAなどの ω-3が種々の疾患に抗炎
症効果をもつことが示されている 21, 22)。我々は ω-3の食事摂取で、Th1および Th17細胞の
炎症性機能を阻害してマウスのぶどう膜炎を抑制することを以前に示した 7)。今回の我々の

実験結果は、DC が EAU における ω-3 の抗炎症作用のメディエーターであることを示して
いる。 

DC を含む免疫細胞の活性化は、炎症性疾患または自己免疫疾患において重要な役割を果
たす。ω-3の摂取は、感染性の敗血症、歯周炎、腹膜炎、大腸炎などの疾患のモデルで保護
作用があることが示されている(23-27)ため、ω-3の免疫細胞への影響を理解することはこれら
の脂肪酸またはそれらの誘導体を利用した抗炎症治療薬の研究に重要である。機序として既

報では、DHAが DCの成熟を防ぎ、それによって Th1および Th17エフェクター細胞の分化
を阻害することが示されている 6)。これはマウス脾臓由来の DC が EAU における ω-3 の抗
炎症作用を媒介するという今回の研究の結果と一致している。今回 ω-3は、T細胞、B細胞、
DC、およびマクロファージの比率に関して、脾臓の細胞組成に影響を与えないことがわか
っており、数ではなく機能面に影響を与えていると考えられた。 
ヒト単球由来 DC を用いた in vitro 実験では、ω-3 が主要組織適合遺伝子複合体(MHC) II

型および共刺激因子(CD80、CD86、CD40)分子の発現とサイトカイン分泌の活性化を防ぐこ
とが報告されている 28)。免疫反応のトリガーとなる活性化した DCからはサイトカインが放
出され、これらは T細胞の分化に関与しており、IL-12 P70は Th1細胞の分化に、IL-6とト
ランスフォーミング増殖因子(TGF-β)は Th17細胞への分化に不可欠である 29, 30)。我々は、

ω-3 を食餌したマウス由来の DC を養子移入された EAU マウスで、T 細胞による IL-12p70
および IL-6産生が有意に低下することを示した。これらの結果は、ω-3が DCを介して CD4 
+による Th1 および Th17 サイトカイン産生を抑制することで、眼内および全身の炎症性変
化を抑制したことを示唆している。しかし今回の実験では、ω-3による DCを介した作用が、
炎症性サイトカインだけでなく、抗炎症性サイトカインである IL-10の産生をも抑制するこ
とが示され、既報として ω-3 が ex vivo でマクロファージによる IL-10 の産生を抑制した報
告と類似している 31)。ω-3 の抗炎症効果は単一の作用ではなく、少なくとも EAU では、炎
症誘発効果を上回っているようであった。 

In vitro の実験やこれまでの動物実験では、ω-3 での T 細胞増殖および IL-2 産生を阻害す
ることが報告されている 32-36)。ω-3の抗炎症作用に関する細胞内シグナル伝達経路は全容が
解明されているわけではないが、プロスタグランジン、ロイコトリエン、レゾルビン、ペル

オキシソーム増殖因子活性化受容体（PPAR）-γリガンド、およびシトクロム P450 代謝物
などによる抗炎症作用が示されている 8, 37, 38)。本研究では、in vivo・in vitroともに ω-3を作
用させた DCが T 細胞増殖を抑制しており、ω-3の DCへの抗炎症作用の一端を示したが、
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研究の限界として、ω-3と DCの直接のインタラクションを示すことはできなかった。EAU
における ω-3LCPUFAの DC依存性抗炎症作用の原因となる脂質メディエーターを特定する
には、さらなる研究が必要と考えられる。 

 
7. 結語 

ω-3 の経口摂取は EAU モデルマウスにおいて、APC の中でも特に DC を介して抗炎症効
果を示し、T 細胞の増殖や Th1/Th17 関連サイトカインを抑制することで炎症を抑制してい
ることを示した。 
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