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ベーチェット病と連鎖球菌抗原

吉川 '告二,小竹  聡,松田 英彦

北海道大学医学部眼科学教室

要  約

ベーチェット病の病因としての微生物感染は古くから

研究がなされている。本病患者は連鎖球菌抗原に対する

抗体価の上昇および遅延型過敏反応の元進がみられるこ

とから,発症との関連が調べられてきた.中 でも Sιたp―

ιοθοccas s吻滅sは 患者の口腔内か ら高率に分離 さ

れ,そ の血清型は健常人 とは大きく異なっており,こ の菌

に対する患者の免疫反応が強いことから,特に注目され

ている。一方,自 己免疫疾患の発症因子として熱ショック

蛋白質 とγて,T細胞が重要な役割を果たしていることが

示唆され,ベーチェッ ト病においてもこれらの因子 と連

鎖球菌との関係が研究されている.さ らに,連鎖球菌の具

体的な抗原部位の検索が行われており,こ れらの外来抗

原とヒト組織との分子相同性および抗原特異的免疫反応

の解明により,本病の発症における自己免疫機序の意義

が明らかにされると思われる。(日 眼会誌 100:173-
180,1996)
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Abstract
Many studies have been carried out concerning and that human ycl T cell lines recognize streptococ-

microbial infections and the occurrence of Behqet's cal antigens. These results suggest that an autoim-
disease. Recently, attention has been focused on the mune response might be implicated in the etiology
streptococci. The serum antibody titer and delayed of Behqet's disease. To make clear autoimmune
type hypersensitivity of patients with Behqet's dis- mechanisms of Behget's disease, we have analysed

ease against streptococcal antigens were signi- immunogenic antigens of S, sanguis. (J Jpn Ophth-
ficantly higher than those of controls. We also almol Soc 100 : 173-180, 1996)

found that the oral flora of patients with Behqet's
disease was dominated by Streptococcus sanguis, Key words : Behget's disease, Streptococcal antigen,
whose serotyaes were difrerent from controls. Streptococctts sanguis, Heatshockprotein,

Recent studies have revealed that some streptococ- 7d T cell
cal antigens are associated with heat shock protein

I緒  言

ベーチェット病の原因は未だに不明であり,そ のため

決定的な治療法もない。現在,本病は内因 としての病因遺

伝子が存在 し,あ る特定の外因が作用 したときに発症す

る多因子性疾患であり,病態 として種々の免疫異常を示

すことが知 られている。病因遺伝子 としてはHLAが調

べられている。HLAは遺伝的多型性を示す白血球抗原

を支配 し,様々な疾患に対する感受性を規定 していると

いう特徴 をもってお り,HLA‐B51がベーチェット病の
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代表的な遺伝子マーカーとして知 られている1)。 これは,

健常人でも本邦においては 10～20%の陽性者がみられ ,

逆に本病患者の40～50%で陰性である。それ故,HLA―

B51がベーチェット病 を規定する内因遺伝子かどうか

は不明である。HLA自身ではなく,HLA― B遺伝子座近

傍に本病を規定する因子があるとの仮説 もあり,TNF^β

遺伝子などの検索が行われている2)。

本病の病態 として

の免疫異常については,好中球機能,リ ンパ球の活性化 ,

サイ トカイン産生能などの研究が行われているが,病因

と結びつ くものは見出されていない。しかし,こ れは非特

異的免疫療法として,現在行われている主な治療に直接

結びついている。すなわち,本病患者では好中球の機能充

進があるため,そ の遊走抑制作用のあるコルヒチンが使

われている3).最近では活性化 T細胞がより本質的な役

割を果たしていることが明らかとな り,ヘルパーT細胞

を選択的に抑制するシクロスポリン4),FK 5065)な どの免

疫抑制剤が使われている。しかし,と もに根治的治療では

なく,眼発作を完全に抑制するには至っていない。一方 ,

外因についてはこれまで微量金属や有機塩素系農薬など

の環境汚染物質,細菌・ウイルスなどの微生物などが調べ

られてきたが,現在 までに確定したものはない。もし,こ

れが明らかになれば発症機序の解明から治療へと進展す

ることが期待できる。近年,外因の一つとして連鎖球菌が

注目されており,様々な側面から検証が行われている。本

稿では,こ れまでのベーチェット病における微生物感染

の関与の研究を紹介 し,特に連鎖球菌に関しては,我々の

研究成績を含め,将来の展望についても述べる。

II歴 史 的 背 景

ベーチェット病と微生物感染の関係は以前から調べら

れてきた。1920年 ,Gllbert6)の ブ ドウ球菌感染説に始 ま

り,1937年 には Beh9et7)が本病を一つの疾患概念 として

まとめ,原因としてウイルス説を提唱した。ウイルスにつ

いては前房水,ア フタ抽出液からのウイルス分離
8),神

経

ベーチェット病患者の髄液からのウイルス分離
9)の

報告

があるが,いずれも再現性の乏しいものであった。日本で

は,1958年 に氏原1° )は ブ ドウ球菌に対 して本病患者の感

受性が克進し,抗体が増加 していることを報告し,1959

年に萩原11)は 眼症状はブドウ球菌や連鎖球菌による抗原

抗体反応によるものであろうと述べ,1960年 に浦山ら12)

は皮膚テス トにより連鎖球菌に対する過敏性を示した。

その後,再発性口腔 内アフタの分野 で連鎖球菌,特 に

'多
″αθ

“
パ (S.)sαπgπたが注目されるようになった。

1963年 Barileら 13),Graykowskiら 14)は 回腔内アフタ患

者の病変部からα―勤の わσθιθ鶴は sαπgπな prototype 2

A)の trans通 onal L― fromを 分離 し,そ れに対して患者

が皮内反応で遅延型過敏反応を呈することを示 した。

1974年 にDonatskiら 15)は
再発性口腔内アフタ患者で S

sαπgttsに 対する遅延型アレルギー反応の克進および血
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清抗体価が上昇していたことを報告し,再発性口腔内ア

フタに自己免疫のメカニズムが関与しているのではない

かという仮説を提示した。原因不明の再発性回腔内アフ

タとベーチェット病によるアフタとは臨床的に鑑別不可

能であり,再発性口腔内アフタがベーチェット病の初発

症状であり,両疾患が同一の範疇に入る疾患であるのか,

あるいは Sw械 が両疾患の triggerと なっているの

かについてはわかっていない。

こうした中,1972年には日本で厚生省特定疾患研究班

が始まり,ベーチェット病がまず第一に取 り上げられる

ようになった。発足した当初は電子顕微鏡や螢光抗体法

などを駆使 してウイルスの検索が行われたが,い ずれも

陰性であった16)。 その後は細菌,特 に連鎖球菌を中心に研

究が行われるようになった。1977年 に杉浦ら17)は 連鎖球

菌(A群,D群 )か ら抽出 した抗原を用い,自 血球遊走阻

止試験 と皮内反応を行い,と もに患者で反応が克進 して

いることを示した。1978年 に金子 ら18)は 病変部か らS
υグπαα2s群を分離し,患者がこの菌に対して異常に強い

遅延型皮膚反応を示す ことを報告 した。1983年 に難波

ら19)は 溶連菌由来抗原価を測定し,患者で有意に高 く,患

者血漿中に多数の L型菌を発見した。以上から,少 なく

とも本病患者が連鎖球菌により感作された状態にあるこ

とは間違いないと考えられる。しかし,anti‐streptolysin

O(ASO),anti‐ streptokinase(ASK)は 低イ直を力ヽ し18)20),

抗生物質による治療も皮膚病変に対してある程度の効果

がみられるのみで21),本
病を単純な感染症 としては説明

できない。

III 口腔内細菌叢の検索

ベーチェット病患者では回腔内アフタがほぼ全例に認

められる上,他の主症状にさきがけて出現することが多

く,ま た,扁桃炎や歯周疾患などの既往が高率にみられる

ことから22),口 腔内細菌が本病の病因に何 らかの役割を

果たしていることが推測 される。そこで,1986年 に我々

はベーチェット病患者の回腔内細菌叢の検索を行った。

表 1に歯垢での検査結果を示したが,患者では対照 と比

較 して S ttπ影たの比率が著明に増加 していた。この

他,検査 した舌表面,頼粘膜,唾液でも同じようにS"π―

gzな が有意に増加していた23)～ 25)。 これまでベーチェット

病患者での口腔内細菌に関する報告はみられなかった

が,再発性口腔内アフタの分野で注目されているS wπ―

μたが多 く分離されたということは,少 なくともS w2-
gzた と口腔内アフタとの間には何らかの関係があるこ

とは確実 と考えられる。

S sαηgttsは ,こ れまで血清学的に標準株の serotype

I～IVと 川崎病由来の MCLS-1,MCLS‐ 2が知 られてい

た。MCLS-1,MCLS‐ 2は 1984年 に川崎病患者の歯垢か

ら分離された新しい血清型で,川 崎病の病因との関連性

が注目されている26)。 我々がベーチェット病患者から分
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表 1 ベーチェット病患者および対照における口腔内細

菌の比率 (文献 25から引用)

吉川他

MCLS-1   113-20   MCLS-2  114-23
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Gram-positive bacteria
StrePtococcus

S. sanguis

S. saliuarius

S. mitis
S. mutans

Other streptococci
Enterococcus

Staphylococcus

Lactobacillus

Enbacterium

Gram-positive rods
Gram-negative bacteria

Bacteroides

Black pig. Bacteroids

Fusobacterium

Veillonella
Enterobacteriaceae

Others

Molds

66.7:± :3.6*

53.3± 4.1

26.7± 3.71

7.4」二1 4

14.9± 2.1◇◇

4.1± 1.11

0.2± 0.1◇

0.25[± :0.11

0.26[士 :0.19

1.6± 0.6

0.36[士 :0.17

110± 19◇

33.2± 3.5

16.5± 2.21

3.1± 0.7‡

2.6[士[0.6

3.3± 1.1

<0.001

7.5」二1.1

().15:士:0.08

69.0:士 :6.2

48.1二L4.6

9.4:上 0.6

6.6± 2.4

25.9」二4.5

0.2+:0.1

6.0± 2.5

0.011± 0.01

0.02± 0.01

0.38± 0.02

0.23:士 :0_28

22.3± 2.4

29.2± 7.1

6.4± 1_9

0.9± 0.2

1.9:± 0_7

7.8± 3.1

ND**
6.8=上 2.8

ND
*:総菌数に占める割合 (%,平均値土標準誤差)

**:not detected l:>,p<0.01 ‡:>,p<0.05
◇:<,p<0.01 ◇◇ :<,p<0_05

表 2 Streρ わ COCCυs sangυlsの分 類

血清型 一般的名称

標準株

ABCDE ABCDE  ABCDE ABCDE

図 l S″″′οεοccぉ s″り
“
お(KTH株 )に対する血

清抗体価。

A:ベーチェット病,B:原 田病,C:サ ルコイ ドーシ

ス,D:そ の他のぶどう膜炎,E:健常人.*:p<0.01
(文献 25か ら引用)

免疫反応が検討されている。我々は S sακgπ z怒 に対する

血清抗体価を生菌による凝集反応により調べた。その結

果,患者ではすべての血清型で健常人およびサルコイ

ドーシス・原田病などの他のぶどう膜炎患者に比べ高い

抗体価を示した。特にKTH-1～4に対 しては,患者の抗

体価は対照に比較 して危険率 1%以下で有意の上昇を

示した (図 1)24)25)29).

次に,細胞性免疫能を連鎖球菌抗原に対する皮膚反応

によって調べた。抗原として,S″θg例容,Eη″知θθθtts

(a)力ι
“
′簿,S."πgz・s,S sα″υα/グzs由来のものを用い

た。はじめにS″昭″ぉ,E力θ
“
施 抗原を各 0.l ml皮

内注射 した。注射した 3例 とも注射部位に大きな紅斑を

作 り,2例では膿疱を形成した。また,1例では皮内反応

の翌日に 7か月ぶりに左眼前眼部発作を起 こし,も う 1

例では 2日 後に 3か月ぶ りに右眼眼底発作を起 こした。

幸い発作は後遺症を残すことなく治まったが,こ のこと

は図らずも連鎖球菌抗原が症状増悪因子の一つであるこ

とを証明することになった30)。 同じ抗原は全国の数か所

の施設で使用されたが,他 にも症状の増悪が報告されて

おり,1例は両眼眼底発作を起こし,1例では結節性紅斑

が多発 し,2例で回腔内アフタが多数出現 した31)。 次に,

抗原量を0.02 mlに 減 らして皮内注射 を行ったところ,

S ″昭
"盗

では患者 と対照の間に差はなかったが,E
力ι

“
騰 においては患者で対照に比 し著明に反応が克進

していた。

S sαπg%た ,Sw″υα/z・パ,E力ιια騰 を用いてプリック

テス トを行った結果では,患者ではすべての抗原で反応

非標準株

ATCC 10556

ATCC 10557

ATCC 10558

ST-7

卜ICLS-1*

MCLS-2*

BD-1(114-23)†

BD-2(118-1)†

serotype I

serotype II

serotype III

serotype IV

KTH-1
KTH-2
KTH-3
KTH‐ 4

*:川崎病患者由来株

†:ベーチェット病患者由来株

離 した S sα 7ば
`′

俗 の血清学的性状 を調べた ところ,標準

株ではな く,MCLS-1と 同 じ血清型の もの と,こ れ まで

知 られていない全 く新 しい血清型の 2種類が検出され

た。その後,厚生省特定疾患ベーチェット病調査研究班に

より標準株以外の S sαπ多″isは KTH-1～4に 分類 され

た (表 2)。 KTH-1,2は それ ぞれ MCLS-1,2と 同 じで,

KTH‐3,4はベーチェット病患者由来の新 しい血清型で

ある27)。 なお,KTH株 は S sαπ♂法 よりもS θπ″sに分

類されるという報告
28)も あるが,結論はでていない。

IV 連鎖球菌に対する免疫反応

ベーチェット病患者が連鎖球菌に対して感作された状

態にあることは以前から報告されていたが,最近ではよ

り的を絞って S sαπンた,特 にKTH株に対する患者の
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が充進 していた。S′″カタあθθ
`ヽ

θπs α
`ィ

π%s,働αクわ′θ
`ヽ

θ
`ヽ

ιπs

ιクグ″ι,´ηzグ″た,Es6カιγz・

`力

zα σθ″,κ″みs″′″ ρηθ%ποπηθ,

スεグηθ′θbαθ′θ,´  ιヽα′ιθασθ′たπs s%bsp`σ ′ιs αηグ′%α′%s,

37吸″あαιヽ′ι″ι
・
z″ αιη ω で もプ リックテス トを行った

が,患 者 と対照の間で反応 には差がなかった。また,S.

sαηg%′もの各血清型に分 けて抗原を作製 しプ リックテス

トを行った ところ,標準株 もそれ以外の血清型 も同じよ

うに患者で反応が充進 していた30)32)。 このことは,細胞性

免疫 を引 き起 こす抗原については S wη多法 のすべて

の血清型に共通抗原性が存在することを示す と考えられ

た。

V 病態成立過程における

連鎖球菌抗原の役割

連鎖球菌がベーチェット病の発症に具体的にどのよう

な役割を果たしているのかについてはわかっていない

が,最近の免疫学の進歩に伴い断片的にではあるが,徐々

にその病態が解明されつつある。近年その中で,熱ショッ

ク蛋白質 (heat shock protein,HSP)が 自己免疫疾患と

細菌感染を結びつける蛋白として注目されている。HSP
は熱刺激などのス トレスにより生じる細胞内蛋自であ

り,生体の防御や機能維持に重要な働きを持ち,原核細胞

から哺乳類細胞に至るまでアミノ酸配列の相同性がよく

保存されている。それにも関わらず,HSPは非常に免疫

原性が強 く,微生物の感染 に対する免疫反応が細菌の

HSPと ヒトの HSPの間で交叉反応を起 こし,自 己免疫

反応を引き起 こしているのではないかと推測 されてい

る。このことは,すでに動物モデルにおいては証明されて

いる。結核菌を含むアジュバントを投与すると関節炎の

起こるアジュバント関節炎ラットにおいて,抗原 と反応

するT細胞クローンを分離 したところ,こ の T細胞ク

ローンは結核菌抗原のみならず,関節軟骨のプロテオグ

リカンと交差反応を示し,プロテオグリカンとアミノ酸

構造 においてホモロジーを持つ ことが明 らか となっ

た33)。
後に,こ の蛋自の遺伝子をクローニングし塩基配列

を調べた ところ,65 kDaの HSPで あることがわかっ

た34).さ らに,こ の 65kDa HSPを 前投与 してお くと,溶

連菌などの別の物質を用いた実験的関節炎をも予防でき

ることが示された35)。

同様 に,ベーチェット病においてもHSPに 対する反

応性が調べられている。まず 1991年,ベーチェット病患

者の血清に連鎖球菌や抗酸菌の HSPに 反応する抗体が

存在することが示された36).1993年 には″

"θ

bαθιιγグ%π

(1イ.)励みι鶴 わs'sの 65kD HSPと ヒト60kD HSP由

来の特定の合成ペプチ ドにベーチェット病患者 T細胞

が高反応を示すことが報告
37)さ れた.さ らに,こ の HSP

由来のペプチ ドをルイスラットに投与すると,ぶ どう膜

炎を誘発することができた38)。 また最近,結核などの種々

の感染症においてγδ T細胞が増加することが報告
39)さ
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れており,ヒ トγδ T細胞の中には″夕θθια
`′

ι/z・ク%ιθυz憑

由来の65kD HSPに 反応す るもの も見出されてい

る40)。 べ_チ ェット病患者でもγδ T細胞が浸潤 リンパ

球の主流を占め,末梢血中でも増加 していることが明ら

かとなり41),本
病の病態成立過程 においてHSPと とも

に グ T細胞が重要な鍵を握っている可能性がある。一

方,慢性関節リウマチ患者の関節液中から確立された 65

kD HSPに 反応するγδ T細胞クローンが MHC拘束性

を受けないことが示され41),同
様 に S sα%g%な KTH-1

に特異的なヒ トγδ T細胞が樹立 され,そ の反応性 に

HLAに よる拘束が認められないことが報告
43)さ れた。

よって,連鎖球菌抗原が通常の抗原刺激の経路を通さず,

γδ T細胞を介してそれ自体が直接免疫異常を起 こさせ

る可能性,す なわち,ス ーパー抗原 として働いている可能

性 も考えられる。

VI 連鎖球菌抗原の遺伝子クローニング

ベーチェット病患者が連鎖球菌に対して免疫克進状態

にあることは明らかとなったが,具体的な抗原の同定は

行われていない。この抗原同定へのアプローチ として,

我々は連鎖球菌の発現する抗原蛋自のうち,ベ ーチェッ

ト病患者血清と強 く反応する蛋自の遺伝子クローニング

を行った。方法はイムノスクリーニング,DNAク ローニ

図 2 患者血清に反応 した連鎖球菌抗原 DNA.
1%アガロースゲルによる電気泳動写真.m:分子量

マーカー,1,2:連 鎖球菌 抗 原 DNA.イ ム ノ ス ク

リーニングにより得 られた陽性プラークのなかから特

に反応の強い 2つ のプラークを選択 したところ,と も

に約 1.5 kbpの DNAが得 られた。
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蛋白質結合部位をブロックした後,患者血清を一次抗体 ,

アルカ リフォスファターゼ結合抗 ヒ トIgG抗体 を二次

抗体 とするイムノスクリーニングを行った。1回 目のス

クリーニングでい くつかの陽性プラークが得 られた。そ

のうち,特 に反応の強いプラークを取 り出 し,再度スク

リーニングを行い,プラークが単一になるまで同 じ操作

を繰 り返 した。その結果,こ の抗原を発現 している菌体由

来 DNAは 約 1.5 kbpの 大 きさで あった (図 2)。 また ,

ング,DNAシークエ ンシングの順 に行った。まず,ベー

チェット病患者 由来 の S.sttg蒻《KTH-1)か ら菌体

DNAを抽出し,制限酵素 Eco RIで ランダムに切断し,

えgt llベ クターに挿入 しDNAラ イブラリーを作製 し

た。この λgt llを 大 腸 菌 に感染 させ,プ レー ト上 で

IPTG(isopropyl‐ β―D―thiogalactopyranoside)で 飽和 し

たニ トロセルロースフィルターを被せ,フ ィルター上 に

β̂ガ ラクトシダーゼ融合蛋白質を発現 させた。非特異的

EcO Ri site

CAATTCCAAGGTTCAAGTCCTTGAGGCTTCCCACGGTATCAAGCTGGATCGAGTCGCTGGCTTGGAACATGTCCAACCGGGAGAGGGAGTGGAT
AsnSerLysValGlnValLeuGluAlaSerGlnGllytte]LysLeuAspArgヽ/alA■ aGlyLeuGluAspValG■ rLAlaClyGltlGlyVa■ Asip

GAGAAGACGCTCTATCACCCCCATACCTCGTTGGATCCTCAGAACCCTCCCGACCAACCCCAAATTATCCCTCACAGACTGTCGCATCTCCAT
GluLysThrLeuTyrH■ SProHisThrTrpLeuAspProGlnLysAlaAlaCluGluAlaClnllelleAlaAspArgLeuSerAspLeuAsp

AGCCACCATCGGGAAATTTATCAAGCCAATCCTCCAAAATTTCAACAAGAGGCCAAGGAGCTGAACGACCGTTACCACAAGATTTTCGACAAA
SerAspHisArgGlulleTyrClnAlaAsnAlaArgLysPheClnGluGluAlaLysGluLeuAsnGluArgTyrGlnLysllePheAspLys

GTGCCCAACAAGACCTTTGTCACTCACCATACAGCCTTTTCTTATCTAGCTAACCCCTTCGGGCTCACCCACCTCGGTATTGCTGGTATTTCA
ValProAsnLysThrPheValThrGlnH■ sThrAlapheSerTyrLeuAlaLysArgPheClyLeuThrGlnLeuGlylleA■ aClylleSer

CCCGACCACGACCCTAGTCCCCGTCAACTGACACAGATAGAACACTTTGTCAACGACCATCAGGTCCAGACCATTTTTGTGG,ピ AヽCCAATCCT
ProGluProSerProArgGlnLeuThrGlulleGluAspPheValLysGluH■ sGlnValGlnThrllePheValGluSerAsnAlaSerSer

TCTTCCAAAGTGGCTCAAACCTTGGTCA」 GヽGCGACTCGTGTACA′ AヽTCAAAGAACTCAATCCTCTCGAACCAGATCCAGCTAACCAACTATCT
LysValAlaGlnGlnGluThrLeuValLysAlaThrGlyValGlnlleLysGluLeuAsnProLeuGlmlaAspProAlaAsnGlnLeuSer

TATTTAGAAAATTTAGAAAAAAATCTAGCAGTTTTACCTAAAGATTTGAAAGGATAAAACACAATCATCAAAAACAAATATTTCCTTGTTTCA
TyrLeuGluAsnLeuGluLysAsnLeuAlaValLeuAlaLysAspLeuLy百 て電ζF「

T★ LysThr工 ldEE三ヨLysLysLysTyrPheLeuValSer

GCACCTGTATTACCTCTTGGCGTCGGAACTTATGGGCTTATCCAATCCCAACCTCACCCCCAGACCAAAAATAACAAAGTAGCCTATATTCAG
AlaAlaValLeuAlaLeuGlyValGllyThrTyrGlyLeulleGlnTrpGlnAlaGlnProGlnThrLysAsnAsnLysValAlaTyrlleGlu

GACAAGACTTCGGGTGACAAGACGGATAAAAATTTGACATCTGACCAAATCAATGATCAGGAAGGTATTCAACCACACCAGATTGTCGTGAAA
AspLysThrSerGlyAspLysThrAspLysAsnLeuThrSerAspGln■ leAsinAspGluCluClylleClmlaGluClnlleValValLys

ATCACAGATCAGGGCTATGTCACTTCTCATCGACACCATTATCATTACTTTGATGGAAAGGTCCCTTTTGATGCTATTATCACCGAAGAGCTG
IleThrAspGlnGllyTyrValThrSerH■ sGlyAspH■ sTyrH■ sTyrPheAspGlyLysValProPheAspAlallelleSerGluGluLeu

94

31

187

62

280
93

373
124

466
155

559
186

652
217

745
248

838
279

931
310

ATTATCCGAGATTCTAACTACACCCTGCACGAACCACATATTGTCAATGAGGTCAAGGATGGTTACATCATCAAGGTGGACGGGAAGTATTAT 1024
11e■ leArgAspSerAsnTyrThrLeuGlnGluAlaAsplleValAsnGluValLysAspGlyTyrllelleLysValGluGlyLysTyrTyr  341

CTCTACCTCAAGGATGCCAAACATACCACCAATGTCCGCTCGGTGGATGACATTGCCCGGCACAACAACCTCCATAACACCAAACAACAAGGC ll17
LeuTyrLeuLysAspAlaLysH■ sThrSerAsnValArgSerValAspGlulleAlaArgGlnLysLysLeuHisLysThrLysCluCluCly  372

GATAGTGGCA′ uヽTCTTCCACTGCAAAATCAAGCACGACTCGCGATTTCAGCCAGCCTAGTAAGTCCCTACCTCCGGGA′ uヽGACACCCGCAGAC 1210
AspSerGlyLysSerSerThrAlaLysSerSerArgThrArgAspPheSerGlnProSerLysSerLeuAlaAlaGlyLysThrAlaAlaAsp  403

CTTGCAGGAGTTTCATACCAAGGCCAAGGGGGATATACGACCGATCATCGTTATACGTTTAGTCCGTCTGACGTCATCGAGGATACTGCCGAT 1303
LeuAlaGlyValSerTyrGlnGlyGlnClyG■ yTyrArgThrAspAspClyTyrThrPheSerProSerAspVal■ leGluAspThrGlyAsp  434

GCTTTTATCGTACCGCATCGCGCCCATTTTCACTATATTCCTAACAGCGACCTGTCACCACCAGAATTGGCTCCCCCTCACACCTACTCGAAT 1396
AlaPhelleValProH■ sGlyGlyH■ sPheH■ sTyrlleProLysSerAspLeuSerProAlaGluLeuAlaAlaAlaClnSerTyrTrpAsn  465

AGCACCCGGACCGCCGGAAGTGTCAATCCGCCTAACTACGGTAGGACAATACCTTCTTCCAACACATGGAATCAGAATAGTCCTATCAATCAG 1489
SerArgArgThrGlyGlySerValAsnProProAsnTyrGlyArgThrrleAlaSerSerAsnThrTrpAsnGlnAsnSerAlalleAsnGln  496

EcO RI site

GGTGGACTCGTCTC,じ AヽTCCGTCTCCACACCTCCCAAATCATTCFυ AヽCATTCACCACCCAAGTCCTCCCTTACCCGTTACTCACCCCAATTC  1582
GlyClyLeuValSerAsnProSerProGlnLeuProAsnH■ sSerLyslleGluClnProSerProClyLeuAlaValThrG■ nProAsn?'   526

図 3 クローニング した 1582 bpの 塩基配列.

患者血清に反応 した連鎖球菌抗原の全塩基配列 および予想 され るア ミノ酸配列 を示 した.四 角で囲んだ

ATG(methionine)で 始まる 2つ の open reading frameと 考えられる部分が見 られた。二重下線で示 した部

分が Shine‐ Dalgarno配列 と考えられた。
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western blottingか らこの DNAの発現する蛋白は分子

量 33～ 35 kDaで あった
.“

)。

ここか ら得られた DNAの 塩基配列 を決めるために,

DNAを pUC l18 plasmidに サブクローニ ングした。ジ

デオキシ法を用い,オ ー トラジオグラフィーで塩基配列

を解析 した。明らか となった塩基配列 を基 にしてい くつ

かのプライマーを設定 し,シ ークエンシングを繰 り返 し

た.ま た,最 後 にすべ て の プライマーを用 いて,自 動

DNAシ ークエンサー (373A,Applied Biosystems)に よ

り塩基配列を確認 した.塩基配列から予想 されるア ミノ

酸配列 をみたところ,ATG(methionine)で 始まる 2つ の

open reading frame(ORF)と 考えられ る部分が存在 し

ていた (図 3)。 大きさは 590 bpと 950 bpであり,そ れぞ

れ蛋 自の分子量 に換 算 す ると約 21 kDaと 34 kDaで

あった。Western blottingか ら患者血清 と反応 した抗・原

蛋白は分子量 33～35 kDaで あり,後者の ORFに 相当す

る大 きさであった。さらに,そ の 16b上 流 にはリボゾー

ム RNAの 結合部位 で ある Shine‐Dalgarno配 列 (図 3

二重下線)と 思われる部分を有していることから,後者の

ORFが抗原蛋白を発現 している可能性が高いと考えら

れた45).

VII 抗原特異的免疫反応の解析

連鎖球菌の具体的な抗原部位が明らか となれば,今後

ベーチェット病の発症機序の解明に向 けて,新 たなス

テップが期待できる。一つは自己免疫機序の解明で,も う

一つは抗原特異的 T細胞 を標的とした治療への応用で

ある。自己免疫疾患を説明するうえで molecular mim‐

icryが想定されており46),先 にも述べたように,最近では

HSPが共通抗原として注目されている。今回,我々が分

離した連鎖球菌抗原について,データベース BLASTに
よ リホモロジーサーチ を試みた。最初 の ORFで はS
sαπgzな (adhesin B presursor),S gθ %グθπ″(adhesin),S.

クα%αsαπgπグs(■m A),E2″知θθθι%s .2ιθα″s(endocar―

ditis specinc antigen),s. ρπι%夕″zθκz・αι(adhesion pr。 _

tein),ノ7′′()`力θz″ガθπ ル′ακ力α%′グα 夕θ夕2θ ,φ力α(atpA

intron l protein),後 の ORF‐Cは pig(bone sialoprotein

II)と 相同性がみられた。これまでの ところ,ヒ ト組織 と

のホモロジーは確認できなかったが,今後 EιθRI site以

降を調べ,wholeの 抗原を解析する予定である。現在ヒト

ゲノムの解析が世界的に進められてお り,こ れがデータ

ベース化されれば近い将来,すべてのヒト組織 とのホモ

ロジーが検索可能になるであろう。

免疫疾患の病因・病態を解明するためには,抗原特異的

免疫反応を理解することが重要である。抗原認識の中心

になるのはT細胞 とB細胞であり,T細胞はT細胞 レ

セプター(T cen receptor,TCR)を 介 し,B細胞は免疫

グロブリンを介して特異抗原を認識する。B細胞に関し

ては抗原抗体反応としてよく理解されてお り,そ れに基
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づいて フクチ ン療法が 開発 された。しか し,T細胞 に関

しては病 原抗原の同定が難 し く,治療 として は非特異的

な副腎皮質 ステロイ ド剤や免疫抑制剤が使われているの

が現状 で ある.こ れ らは特異性の面か ら十分 とはいえず ,

正常 に存在 す る免疫機能 に も影響 を及ぼ してい るので副

作用の点が問題 となっている。動物実験 レベルで は,自己

抗原特異 的 T細胞 の活性 化 を起 こす外来抗原 がわかっ

てお り,抗原特異的 T細胞 抑制療法 として,抗 TCR抗

体,抗 MHC抗 体,抗 CD 3・CD4抗体 ,抗接着分子抗体 な

どの様々 な治療が考 え られている
47).べ_チ ェ ッ ト病 に

おいて も病 因 としての外来抗原が明 らか となれ ば,TCR
の Vβ 鎖 の解析 ,γδ T細胞 の反応,活性化 T細胞 の産生

するサイ トカインな どについて検討す ることに よ り,病

態の解明が可能 とな り,さ らにはよ り特異性 の高 い治療

法の開発が期待できる。

本研究 は,文部省科学研究費 (課題番号 06671746)の 補助を

受けた。

文  献

1)大野重昭,広瀬茂人,吉田 篤,一林泰彦,市石 昭 ,

小熊淑記,他 :ベーチェット病における疾患感受性

および疾患抵抗性因子の検討.日 眼会誌 90:767-
770, 1986.

2)llizuki N,Inoko H,Sugimura K,Nishimura K,

Nakamura S,Tanaka II,et al: :RFLP analysis

in the′
「

N:F‐β gene and the susceptibility to allor‐

eactive NK cells in Behget's disease.Invest()ph‐

thalnlol Vis Sci 33:3084-3090, 1992.

3)Miatsumura N,lMizushima Y: Leucocyte move‐

Inent and colchicine treatnlent in〕 BehCet's disease.

1:_′ancet 2、 813,1975.

4)Nussenblatt RB,Palestine AG,Rook AII,Scher

I, Wacker VヽB, Gery I:  
′
I｀reatment of intra‐

ocular innainlllatory disease ,7ith cyclosporin A.

:Lallcet 2 1 235-238, 1983.

5)MiochizukilM,IMasuda K,Sakane T,Inaba G,Ito

K,Kogure lM[,et al:  A inulticenter clinical open

trial of iF｀ K 506 in refractory uveitis, including

13ehcet's disease. 
′
I｀ranspl 'Proc 23: 3343-3346,

1991.

6)Gilbert W: Ober die rezidivierende eitrige lrid‐

ozyklitis und ihre 13eziehungen zur septischen

Allgerneinerkrankung.Arch f Augenh 86:29-49,

1920.

7)Behcet H: i〕 ber rezidivierende,Aphthё se,durch

eill Virus verursachte Gesch、 vure alll lヽund, anl

Auge und an den Genitalien.:Dermatol VVochensch

105: 1152-1157, 1987.

8)Sezer N: Further investigations on the virus of

Behcet's disease.Anl J Ophthalmo1 41:41-60,

1956.

9)Evans AD,Pallis CA,Spillane JD: Involvernent

of the nervous systern in iBehCet's syndrorne.

II′ancet 2:349-353, 1957.

10)氏原 弘 :Bchcet氏 症候群の細菌学的研究。東京医

学会雑誌 66:414-424,1958.



平成 8年 3月 10日 ベーチェット病と連鎖球菌抗原・吉川他 179

鶴水 隆,清水晴美,小此木博,橋本 喬,星 恵子 ,

水島 裕 :ベ ー チ ェ ッ ト病患者 か ら分離 され た

Sング
“

0“%s wπg%"の諸性状.厚生省特定疾患ベ

ーチェット病調査研究班,昭和63年度業績 :20-21,

1989.

成川新―,鈴木康夫,長内麻子,坂根 岡1,水島 裕 :

ベ ー チ ェ ッ ト病 患 者 由来 S′/グο
`ヽ

ο
“
πs ο″法

β′%″′OιO“αs sαπgtts)の heat shock protein(HSP)

の精製.厚生省特定疾患ベーチェット病調査研究班 ,

平成 3年度研究業績 :80-82,1992.

Yokota K,Hayashi S,Fujii N,Yoshikawa K,
Kotake S,Isogai lEl,et al: ノゝntibody response to

oral strept()cocci lll :Beil■9et's disease. lVIictr()biol

lnlllltlllo1 36: 815-822, 1992.

吉川浩二,大野重昭,笹本洋一,松田英彦 :ベーチェ

ット病患者の連鎖球菌皮膚テス トの検討。日眼会誌

94: 181-185, 1990.

水島 裕,星 恵子,松田隆秀,大野重昭,小暮美津

子,櫻木章三 :抜歯および連鎖球菌皮膚テス トによ

る症状誘発.最新医学 43:279-283,1988.
星 恵子,松田隆秀,柳川 明,水島 裕 :菌体抽出

成分による皮膚反応.最新医学 43:275-278,1988.
van iEden W, IIoloshitz J, Nevo Z, Frenkel A,

Klajman A,Cohen IR: Arthritis induced by a

T‐ lymphocyte c10ne that responds to lイ y`:θια
`セ

γ―

グz,,2 ″%ιθγθ%ノοs,s and to cartilage proteoglycans.

Proc Natl Acad Sci USA 82:5117-5120,1985.

Young D,Lathigra R,Iendrix R,Sweetser D,

Young iRA: Stress proteins are inllnune targets

in leprosy and tuberculosis.Proc iNatl Acad Sci

lJSA 85:4267-4270,1988.

van den Broek■ IF, IIogervorst iEJ,van Brug‐

gen MC, van ]E】 den W,van der lZee iR, van dein

Berg WIBI:  IProtection against streptocOccal cell

、vall―induced arthritis by pretrcatn■ ent with the

65‐ kE)nlycobacterial heat shock protein.J :Exp

Med 170: 449-466, 1989.

Lehner T,Lavery E,Sntith iR,van der Zee iR,

1′Iizushilna Y,Shinnick T: ンヽssociation between

the 65-kilodaltoll heat sh()ck pr()tein,S′ /σ少′Oιοιθπs

sαηマg″ιs, and the correspollding antibodies in

]3eh9et's syndrorne.Infect linlllul1 59 i 1434-1441,

1991.

Pervin iK, Childerstone A, Shinnick T, Ⅳ【izu‐

shima Y,van der Zee R,Ⅱasan A,etali T ceH

epitope expression of Mycobacterial and
homologous hurnan 65‐ kilodalton heat shock pro―

tein peptides in short ternl cell lines fronl patients

アヽith Bech9et's disease. J IInrnunol 151: 2273-

2282, 1993.

Stanford PIR,Kasp E,ヽVhiston R,Hasan A,
Todryk S,Shinnick T,et al: Heat shOck prOtein

peptides reactive in patients、アith:BehCet's disease

are uveitogenic in Le、 7is rats.Clin:Exp lrnlnun01

97: 226-231, 1994.

Janis Ell,Kaufinann SIIE,Schwartz RII,Par‐

doll DM: Activation of γδ T censin the primary

immune response to″ ycοみαιヽ″η%″ ″みικzあ s,s_

11)萩原 朗 :ベ ーチェッ ト症候群の就て。日眼会誌

63: 1504-1517, 1959.

12)浦山 晃,涌沢章郎,朝岡 力,福士 克,山 田酉之 ,

阿部信博,他 :葡萄膜炎の病院と病理―主 として病

因について.日 眼会誌 64:2263-2301,1960.
13)Barile MF,Graykowski EA,Driscoll EJ,Riggs

I)B:  L forrn of bacteria isolated frorn recurrent

aphthous stonlatitis lesions.(3)ral Surg 16:1395-

1402, 1963.

14)Graykowski EA,Barile MF,Stanley IIR: Per―

iadenitis aphthae: Clillical and llistopathologic

aspects of lesions in a patient al■ d of lesions

produced in rabbit skin.J Am Dent Assoc 69:118

-126, 1964.

15)Donatsky O,Dabelsteen E: An ilnn■ unonuor―

eSCence study on the hunloral iininunity to S｀ ′/ιρ.

2A in recurrent aphthous stonlatitis.Acta Pathol

Microbiol Scand(B)82:107-112,1974.

16)宍戸 亮,山内一也,福田朗子,小船富美夫,加藤茂

孝,吉川泰弘 :ウ イルス感染 とベーチェット病 との

関連性についての研究.厚生省特定疾患ベーチェッ

ト病調査研究班,昭和48年度研究業績 :23-25,

1974.

17)杉浦清治,大口正樹,大野重昭 :ベ ーチェット病 と連

鎖球菌アレルギー,自血球遊走阻止試験による検討 .

厚生省特定疾患ベーチェット病調査研究班,昭和52

年度研究業績,58-60,1978.
18)金子史男,金田孝道,大西 修,岸山和敬,高島 巌 ,

福田 博,他 :Behcet病における細菌アレルギー.

アンルギー 27:440-451,1978.

19)難波克彦,沖田美智,弓 田 彰J林 清文,上野忠彦 ,

松見富士夫 :ベ ーチェット病 と溶連菌感染―溶連菌

由来抗原価の測定。日眼会誌 87:1112-1120,1983.

20)難波克彦,沖田美智,山下英俊,村尾元成 :ベーチェ

ッ ト病の抗ス トレプ トリジン0と 抗ス トレプ トキ

ナーゼ.眼紀 38:565-568,1987.
21)金子史男 :Behcet病 の治療一Minomycin capsule

を中心 とした抗生物質療法による治療成績 について

一。西 日皮膚 43:850-856,1981.
22)青木功喜,大野重昭 :ベーチェット病患者の体質 と

既往歴.日眼会誌 76:1608-1612,1972.
23)大野重昭,小竹 聡,吉川浩二,磯貝恵美子,藤井暢

弘,小熊恵二,他 :ベーチェット病における口腔内細

菌叢の検索.厚生省特定疾患ベーチェット病調査研

究班,昭和61年度研究業績 :139-141,1987.

24)Isogai E, Ohno S, Takeshi K, Yoshikawa lK,

Tsurunlizu T,Isogai II,et al: Close association

Of S′ %ι少わθο
`α

ιS Sαπg%お uncommon serotypes with

13ehcet's disease.Bindobact卜4icronora 9:27-41,

1990.

25)吉川浩二,小竹 聡,笹本洋一,大野重昭,松田英彦 :

ベーチェット病における口腔内連鎖球菌の意義。日

眼会誌 95:1261-1267,1991.
26)橋本 喬,鶴水 隆,佐藤 誠,中村 亮,坂上正道 ,

八代公夫,他 :MCLS患 者および母親 な どの歯垢

(プラーク)か ら分離される S′%″ノοεθθιtt sαπμ たの

性状 と同菌に対する血中抗体.小児科 25: 221-
225, 1984_

27)

28)

29)

30)

31)

32)

33)

34)

35)

36)

37)

38)

39)



180 日眼会誌 100巻  3号

Science 244: 713 716, 1989.

40) Haregewoin A, Soman G, Hom RC, Finberg
RW : Human 7rl' 'l cells respond to r-nycobac-

terial heat-shock protein. Nature ll10 : ll09 31'2,

1989.

41) Fortune F, Walker J, Lehner T : 1'he expres-

sion of yd'I' cell receptor and the prevalence of
primed, activated and IgA-bouncl 'l' cells in
Behget's syndrome. Clin Exp Immunol 82: !126

332, 1990.

.12) Holoshitz J, Koning F, Coligan JE, Bruyn JD,
Strober S : Isolation of CD4 CDB mycobac-

teria-reactive 'l- lyrlphocyte clones from
rheur.natoicl arthritis synovial fluid. Nature 339 :

2'26 229. 1989.

4ll) Mochizuki M, Suzuki N, Takeno M, Nagafuchi
H, Harada T, Kaneoka H, et al : Fine antigen

specincity of hurllan γδ T cell lines(vγ 9+)estab_

lished by repetitive stirnulatioll Ⅵアith a serotype

(KTH‐ 1)of a gram‐ positive bacterium,S′ γι夕わθθσ‐

θtt sαπg%な Eur J Immuno1 24:1536-1543,1994.

44)小竹 聡,吉川浩二,藤井暢弘,木村浩一 :ベーチェ

ット病患者血清に反応する連鎖球菌抗原の遺伝子 ク

ローニング.厚生省特定疾患ベーチェット病調査研

究班,平成 5年度研究業績 :70-71,1994.

45)小竹 聡,吉川浩二,笹本洋一,木村浩―,藤井暢弘 :

ベーチェット病患者血清に反応する連鎖球菌抗原の

遺伝子解析.厚生省特定疾患ベーチェット病調査研

究班,平成 6年度研究業績 :74-76,1995.

46)01dstone MBA: Molecular mimicry and autoim―

n■■ne disease. Cel1 50:819-820, 1987.

47)小竹 聡,松田英彦 :自 己免疫疾患に対する新たな

治療の可能性。 日眼会誌 98:121-129,1994_


