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約

彩,毛様体および網膜に認められた。また,炎 症 を発症 し

たラットの免疫応答をリンパ球増殖試験で検討 したとこ

ろ,接種抗原である網膜 HSP 60に対 して高い免疫応答

を示 し,同 時にエルシエア HSP 60に も交差反応 を示 し

た。しかし,他の網膜抗原である S抗原や interphotore―

ceptor retinoid― binding proteinと は交差反応 を示 さ

なかった。本実験から細菌 と網膜の HSP 60は 相同性が

極めて高 く,ま た,ぶ どう膜炎患者血清には綱菌 と網膜の

HSP 60に 反応する抗体が存在することが確認 された。

さらに,網膜 HSP 60は ラッ トにぶどう膜炎を惹起する

ことも確認 された。したがって,細菌の HSP 60に生体が

大量暴露 されると,交差抗原性 を有するため抗体や感作

リンパ球が網膜 HSP 60を 障害 し,炎症が発現する機序

が想定 されることから,網膜 HSP 60は ぶどう膜炎発症

における一つの抗原 として重要 と考 えた。(日 眼会誌

1021411-416,1998)
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Abstract
Heat-shock protein 60 derived from Yersinia en- develop ocular inflammation. Lymphocyte prolifera-
terocolitica (Yersinia HSP 60) and bovine retinal tion assay was performed to investigate cellular im-
HSP (Retina HSP 60) were previously identified by munoresponses in the rats that developed oeular in-
immunological cross-reaction and a high degree of flammation after immunization with Retina HSP
common antigenicity, and a specific antibody against 60. The results showed significantly higher response
both proteins was detected in the sera of uveitis pa- to the RetinaandYersinio HSP60 than to either S-

tients. We report here an attempt to isolate and pu- antigen or interphotoreceptor retinoid-binding pro-
rify Retina HSP 60 and Yersinio HSP 60. Both Ret- tein (IRBP), which are known to induce ocular in-
ina HSP60 and Yersinia HSP60 showed an en- flammation. Cross-reaction between Retina and
riched content of glycine of approximately 60 to 80 Yersinia HSP 60 is suggested. This study suggests
%. Lewis rats were inoculated with 50 or 100 gg of that the HSP 60 molecules may be involved in the
purified Retina or Yersinia HSP 60 emulsified in pathogenesis of intraocular inflammation. (J Jpn
complete Freund's adjuvant. In 50 to 607o of those in- Ophthalmol Soc 102:4ll 416, 1998)

oculated with Retina HSP 60, uveoretinitis was ob-
served about 13 days after inoculation, with massive Key words : Heat-shock protein 60, Uveoretinitis,
infiltration of lymphocytes and polymorphonuclear Autoimmune desease, Amino acid com-
neutrophils in the iris, ciliary body, and retinal tis- position
sue. Rats inoculated with Yersinio HSP 60 did not
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要
ベーチェット病などの原因不明なぶどう膜炎患者の血

清 IgGは ,綱菌(yerstttα eれたrocο Jttcα )性熱ショッ

ク蛋白質 (エ ルシエア HSP 60)や 網膜中の 60 kDa蛋 白

質 (網膜 HSP 60)と 高頻度に反応することがわかり,ま

た両者は互いに特異抗体を介 して交差反応を示すことも

明らかとなったため,我 々はそれらの共通抗原性や特徴

について既に報告 した。この網膜 とエルシエアの HSP
60が どのような性質を有するのか興味深 く,今回それら

の分離抽出を試み,さ らにアミノ酸解析を行い性状を検

討 した。また,抽 出された HSP 60を 動物に接種 し,ぶ ど

う膜炎が惹起 されるか否かを検討 した。アミノ酸組成で

はエルシニア HSP 60な らびに網膜 HSP 60は ともにグ

リシンの占める割合が約 60～80%と 大きいことが特徴

で,構成成分に関しても両者の相同性は高かった。抽出さ

れた 2種類の HSP 60を 各々完全 Freundの アジュバン

トとともにラッ トに接種 したところ,網膜 HSP 60を 接

種 した半数以上にぶどう膜炎が平均 13日 目に認められ

た。しかし,エ ルシエア HSP 60の接種では炎症は発現 し

なかった。ぶどう膜炎を惹起 した眼球の組織所見では リ

ンパ球 と多核自血球 による炎症細胞浸潤が,前後房,虹
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I緒  言

原因不明のぶどう膜炎患者血清に,眼組織に対する抗

自己抗体の存在することが報告
1卜 3)さ れてから,そ の成因

が自己免疫の立場から検討されてきた。そして,網膜自己

抗原の検索によって S抗原
|)が

発見され,こ れを動物に

接種すると実験的自己免疫性ぶどう膜網膜炎(EAU)が

惹起されることがわかった。その後,retinol代 謝に関わ

る interphotoreceptor retinoid‐ binding protein(IRBP)

でもEAUを意起すること"が明らかとなり,各 々の抗原

によるEAUの 発症機序にまつわる研究が発展 した。し

かし,臨床上のぶどう膜炎とS抗原や IRBPの 関連性に

ついての研究は,散弾銃様網脈絡膜炎の報告
6)を

除けば

乏しいのが実情と思われる。

今回我々は原点に戻 り,抗網膜自己抗体についてぶど

う膜炎患者を検索 したところ,イ ムノブロット法におい

て患者血清と網膜抽出液が約 60 kDaの位置で高頻度に

反応することを確かめた。一方,結核菌やエルシニア菌か

ら抽出される約 60 kDaの 細菌性熱 ショック蛋白質は

種々の自己免疫性疾患 と関連するとの報告
7)8)が なされ

ているため,網膜抽出液と同時にエルシエアの熱ショッ

ク蛋自質(HSP)60も 泳動し,患者血清との反応を観察 し

たところ,各 々60 kDaの 位置で反応することがわかっ

た.さ らに,ぶ どう膜炎患者では細菌性 HSP 60に 対する

血清抗体価も上昇することが確認され,その詳細を既に

報告"し た。

これらの観点から,HSP 60は ぶどう膜炎の発症にまつ

わる重要な因子ではないかと考え,今回,網膜やエルシニ

アか らHSP 60の 抽出を試み,ア ミノ酸解析で性状を検

討 した。また,各 々の HSP 60を ラットに接種 し,ぶ どう

膜炎が惹起されるか否かについても検討した。

II実 験 方 法

1.熱ショック蛋自の分離

1)網膜 HSP 60の 分離精製

100眼分のウシ網膜 をホモジナイズした後,高速遠心

分離 し,採取 した上清の可溶性分画を得た。次いで,分取

用電気泳動装置 (ア ジノキ,愛知)で sodium dodecyl sul―

fate(SDS)― polyacrylalnide gel electrophoresis(SDS―

PAGE)し ,約 60 kDaの 分画を採取 した。さらに,抗 hr―

sじ滋α θれたЮcο′″jcα HSP 60モ ノクローナ ル抗 イ本(3C

8,和光純薬)を結合 させた吸着カラム (Pierce,米 国)を 使

用 し,網膜 HSP 60を 精製 した。

2)エ ルシエア HSP 60の分離精製

既報
1。 )に

準 じて,yersttα  aれι2ЮcοJttcα をブ イヨン

培地 (DIFCO,米 国)で培養 し,42℃ で熱ショックを 3時

間与えた菌体 を超音波破砕 (20 kHz,20分 )し ,高 速遠心

分離 した。その上清を前述の泳動装置および吸着カラム

で HSP 60を 精製した。
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2.ア ミノ酸組成の解析

網膜 HSP 60と エルシエアHSP 60を 各々 SDS― PAGE
にかけ,ニ トロセルロース膜へ転写 した。さらに,膜 を

0.1%フ ェノール加 5.7規定―塩酸による気相加水分解

で処理 し,高速アミノ酸分析計(L-8500形 ,日 立)で 各々

の組成を分析した。

3.イ ムノプロット法

ウシ網膜抽出液,網膜 HSP 60お よびエルシエアHSP

60を SDS― PAGE後 ,ニ トロセルロース膜へ転写 した.膜

は3%ス キムミルク添加 トリス緩衝液で処理 した後,血

清(50倍希釈)と の反応をアビチン・ビオチ ン法で検出

した。

4.接  種

接種動物は,15週齢,体重約 280gで 雄の Lewisラ ッ

ト(日 本クレア)を 用いた。抗原として,50ま たは 100 μg

の網膜 HSP 60,ま たはエルシエアHSP 60を リン酸緩衝

食塩水(PBS)で 0。 l mlに 調整 し,等量の完全 Freundの

アジュバント(DIFCO,米 国)と 混和 し,足脈、部に接種 し

た.同 時に不活化百 日咳菌混濁液 (和 光純薬)l ml(10Ю

個)も 腹腔に投与 した.対 照群にはPBSと アジュバント

を接種 し,百 日咳菌も腹腔に投与した群,百 日咳菌のみを

投与 した群および無処置の群の 3群を用いた。

5。 臨床経過および組織学的検索

接種後,細隙灯顕微鏡で前眼部症状を観察した.炎症の

あったものは種々の時期に眼球を摘出した。眼球は20%

中性緩衝ホルマリン溶液で固定し,パ ラフィン包埋後,切

片をヘマ トキシリン・エオジン染色(HE染 色)し ,光学

顕微鏡で観察した。

6。 リンパ球増殖試験

50 μgの 網膜 HSP 60を 接種 してぶどう膜炎を発症 し

たラットのうち,5匹 について膝嵩リンパ節からリンパ

球を採取 し,リ ンパ球の増殖試験を行い免疫応答を検討

した。培養は96穴 のマイクロプレー トを用いて,10%ウ

シ胎仔血清加 RPM1 1640液 中に細胞を 1穴 当た り2.5

×105個 浮遊させ,90時 間培養した.ま た,0.1,1,10 μg/

mlの濃度の網膜HSP 60,エ ルシニアHSP 60,IRBPお よ

びS抗原を抗原として用いた。培養終了6時 間前に3H―

チミジン(0.5 μCi/穴 )を 加え,その取り込みを液体シン

チレーションカウンターで測定した。結果は刺激指数(抗

原刺激群の平均cpm/非刺激群の平均cpm)で判定した。

III 結  果

1.HSP 60の収量

網膜 HSP 60は ウ シ網 膜 100眼 (約 90g)か ら約 3.3

mg分離で き,エ ルシエア HSP 60は 菌体 lgか ら約 10

mg分離で きた。また,精 製 された両 HSPの 分子量 は

SDS― PAGEで ともに約 60 kDaを 示すことも確認でき

た(ク マシーブリリアントブルー染色,図 1).

2.ア ミノ酸組成
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図 1 網膜中の 60 kDa蛋 自質 (網 膜 HSP 60)と 綱菌 工

ルシニア性熱ショック蛋白質 (エ ルシエア HSP 60)の

sodiurn dodecyl sulfate― polyacrylalllide gel electro‐

phoresis(SDS― PAGE).
1:分 子量マーカー,2:網膜 HSP 60,3:エ ルシニア

HSP 60.分子量はともに約 60 kDaを示 した。

表 1 各熱ショック蛋自質(HSP)60と 網膜抗原における

アミノ酸組成の比較

413
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図 2 イムノブロッ ト法におけるぶ どう膜 炎患者血清 と

HSP 60の反応 .

A:健 常 人,B:ベ ーチ ェ ッ ト病,C:サ ル コイ ドー シ

ス .

1:分子量マーカー,2:網膜抽出液,3:網 膜 HSP 60,

4:エ ルシエア HSP 60.

ミン6%と いう割合で,ま たエルシエア HSP 60で はグリ

シン80%,ト レオニン7%,ア ラニンが 4.7%と いう割合

で検出された。

3.イ ムノブロット法

ベーチェット病,サ ルコイドーシス患者血清について

網膜抽出液,網 膜 HSP 60,エ ルシエア HSP 60と の反応

を観察すると約 60 kDaの 部位に反応が観察された (図

2)。

4.ぶどう膜炎の発症

網 膜 HSP 60を 50 μg接 種 した ラ ッ トの 60%(平 均

12.7日 ),100 μg接種 したラットの 50%(平均 13.0日 )に

炎症があった(表 2)。 細隙灯顕微鏡所見では,結 膜充血 ,

角膜輪部と虹彩血管の拡張,前房に線維素の析出があっ

た。発症から2～ 3日 後に炎症は極期に至 り,時 に後房蓄

膿を伴う激しい炎症もあった。病理組織学的所見では,リ

ンパ球と多核白血球の浸潤が前後房,虹彩,毛様体にあっ

た(図 3)。 網膜では視細胞外節および脈絡膜にリンパ球

を主体 とする浸潤がみられ,網膜血管炎や滲出性網膜剥

離が観察されるものもあった(図 4).エルシエアHSP 60

を接種 した群および対照群 (ア ジュバ ントとPBSお よび

百日咳菌を接種した群,百 日咳菌のみを接種 した群なら

びに無処置群)に はぶどう膜炎の発症はなかった。

5。 免 疫 応 答

ぶどう膜炎を惹起 したラットのリンパ球は,接種 した

網膜 HSP 60に 対 して高い免疫応答を示 した。同時にエ

ルシニア HSP 60に 対 しても著明な応答を示 し,各 濃度

で各々交差反応を示した.ま た,S抗原や IRBPに 対する

反応 は乏 しかった (図 5,網 膜 HSP 60と S抗 原は 1,10

1    2    3
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網膜 HSP 60と エルシニア HSP 60の アミノ酸組成の

解析結果を表 1に示す。
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表 2 ぶどう膜炎の発症率

接種抗原    接種量(μg)ア ジュバンド 匹数  発症|1  発症率(%)

∞

∞

∞

ｍ

０

０

０

CFA+B.p.

CFA+B.p.

CFA+B.p
CFA+B.p.

CFA+B.p.

B.p.

13.0」=1.0

12.7± 1.2

50

60

図 3 前後房,虹彩,毛様体の組織所見 (接種後 15日 目)

ヘマ トキシリン・エオジン(HE)染色 .

図 4 網膜の組織所見 (接種後 21日 目)

HE染色 .

μg/mlで
*P=0.04,**P=0。 002,網 膜 HSP 60と IRBPは

10 μg/mlで
料*P=0.002,Fisher― protected least sign迂 ト

cant dⅢerence(PLSD)に おいて有意差があった).

IV考  接

原因不明なぶどう膜炎の成因が自己免疫の立場から研

究されてきた。そして,自 己抗原が検索され,S抗原
1)が

発

見された。これを動物に接種するとEAUが惹起される。

その後,IRBPに もぶどう膜炎惹起能
5)が

あることが確認

され,S抗原や IRBPは病因の解明につながる抗原物質

として注目された.そ して,EAUの発症機序にまつわる

CFA:完
`ゝ

Freundの アジュバンド,3p.:不活化百日咳菌

0.1 1 10 0.1 1 10 0.1 1 10 0.1 1 10 (μ g/nl l)

綱膜HSP60 エルシニア  s抗原    IR8P
HSP60

図 5 リンパ球の免疫応答。

網膜 HSP 60と エルシニア HSP 60に 対 して著 しい免疫

応答が認め られ,ま た,互いに交差反応を示 した。S抗原

や interphotoreceptor retial― binding protein(I:RBP)|こ

対する反応 は乏 しかった (網 膜 HSP 60と S抗原 ;1,10

μg/mlで
十P=0.04,料P=0.002,網 膜 HSP 60と IRBP;10

μg/mlにおいて***P=0.002,Fisher―
protected least sig―

nincant difference).

研究は分子生物学的な解析方法で行われるまでに発展し

たが,臨床的に S抗原は散弾銃様網脈絡膜炎という稀な

疾患に関連するとの報告・ はあるものの,そ れらの抗原

が日常遭遇するぶどう膜炎に関与するとの報告は少な

く,不 明な点が多い。

一般にぶ どう膜網膜炎患者は難治例が多 く,例 えば

ベーチェット病では EAUに おける種々の検討か ら,現

在では免疫抑制剤
H)の

投与など画期的な治療法が導人さ

れた。しかし,副 作用を抑えるための低量投与の治療で

は,頻回に繰 り返す眼発作を管理することは実験動物の

ように容易ではない。

我々は原点に戻 り自己抗体の関与を想定し,再 検討を

試みた。そして,イ ムノブロット法において患者血清はヒ

トやウシ網膜抽出液と高頻度に約 60 kDaの 位置で反応

を示すことを確認 した。一方,細菌性 HSP 60が 自己免疫

性疾患に関与するという報告
7,8)が

相次いだことから,エ

ルシニア菌の HSP 60を 網膜と同時に泳動し血清と反応

させたところ,細 菌性 HSP 60に も反応することが確認

された(図 2).ま た,エ ルシエア HSP 60を 抗原として酵

素免疫吸着法でぶどう膜炎患者血清の抗 HSP 60抗体価
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８
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を測定すると,患者群では有意な抗体価の上昇を示す"こ

とも明らかとなった.

このような事実か ら,網 膜 60 kDaの 物質は網膜の

HSP 60で はないかと考えた。そ して,こ の HSP 60は 何

らかの形でぶどう膜炎の発症機序に関与するのではない

かと考え本実験を策案した。

HSP 60の 分離に際しては,摘 出されたウシ網膜に熱

ショックを与 えてもHSP 60は 十分に発現 しないため,

加温して HSP 60が 容易に発現されるエルシエアに比べ

て,網膜からHSP 60を 抽出する効率は悪かった。また組

成を比べると,表 1の ごとく,網 膜 とエルシエアの HSP

60は ともにグリシンが約 60～80%と 多数を占めている

点で類似 した.ま た,網膜 HSP 60を 一種の網膜抗原と考

え,S抗原や IRBPの 組成を文献的
12,13)に

検索 し,こ れを

比較したところ組成は大きく異なることが判明した。

接種実験の結果では,網膜 HSP 60を 接種 した約半数

のラットはぶ どう膜炎を発症 した。S抗原や IRBPに よ

るEAUで は,抗原提示細胞を介し,細胞性免疫応答が主

体を成す CD 4陽性の細胞障害性 T細胞による組織障

害
●,15)が 考えられているが,本実験におけるリンパ球の

免疫応答からも同様の機序が考えられた.と ころで,接種

した網膜 HSP 60に 対する応答以外にエルシエアHSP

60に対する著 しい反応も確認され,網膜 HSP 60に 感作

されたリンパ球は網膜 HSP 60と エルシニア HSP 60に

交差反応することも確かめられた.こ れは二つの HSP 60

が極めて高い相同性を有している事実に基づ く結果と考

えられる。しかし,エ ルシニア HSP 60の 接種では炎症が

発現しないことから,エ ルシエア HSP 60に は immuno―

dominantな アミノ酸配列は存在するものの,ぶ どう膜網

膜炎を惹起 し得るimmunopathogenicな アミノ酸配列

がないという可能性も考えられた,

自己免疫性疾患の定義
16)と しては,自 己抗体の検出,自

己抗体と特異的に反応する抗原の証明,動物に抗原を接

種して免疫応答を確認し,感作動物でヒトと同様の病変

を確認す る こととされているが,網 膜 HSP 60だ けに

よってぶどう膜炎が惹起されたのであれば真に興味深い

結果である.

網膜 HSP 60を接種してぶどう膜炎が認められたラッ

トの眼組織所 見 と,従 来か ら知 られている S抗原や

IRBPに よる EAUの 眼組織所見を比較すると明らかな

相違がみられないため,炎症が,網膜 HSP 60と 分子量が

48 kDaと 近似するS抗原か,砕片化されたIRBPの混入

によりもたらされたものなのかが議論されるべ き点であ

る。しかも,接種に用いるアジュバントの免疫賦活化作用

により,EAUの組織所見は非常に激しい炎症性変化を呈

し,接種抗原の違いによる特異的炎症所見を指摘するの

は難しい.し たがって,同 様の理由から,網膜 HSP 60の

接種による組織変化の特異性を指摘することは困難と考

えた。
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ところで,結核菌 HSP 65と ヒトHSP 65の 構成ペプチ

ドで,し かもベーチェット病患者で免疫応答を示すベ プ

チ ドをラットに接種すると,ぶ どう膜炎が発症するとの

報告
17)が

ある。本来,HSPは 種が異なっても相同性が高

いことから,我 々が抽出 した網膜 HSP 60も 上述の報告

と共通するエピ トープを有 している可能性がある。一方 ,

S抗原や IRBPに 関 して,そ れぞれ分子 レベルで EAUを
惹起す るエ ピ トー プ も同定

18)19,さ
れているため,網 膜

HSP 60の 免疫原性の解析あるいは S抗原や IRBPの 関

与については,今後,分子生物学的手法で検討される必要

がある.そ して,網膜 HSP 60の 特徴が分子生物学的に明

らかになると,原 因不明であったぶどう膜炎の発症機序

の解明に役立つと思われる.

難治性ぶどう膜炎の中でも,ベ ーチェット病は従来か

ら溶連菌の関与が原因の一つに挙げられ,その HSPに 特

異的なo十T細胞の関与が報告
2。 )さ れている.今後,我 々

の抽出した網膜 HSP 60や エルシエア HSP 60が溶連菌

のそれとどのような関係があるのか興味深い。また,ベ ー

チェット病では回腔内アフタや抜歯を契機に眼炎症発作

を来すこともあるため,何 らかの契機において HSP 60

に生体が大量暴露 されると,感作 白血球や抗体が網膜

HSP 60を 障害する機序が想定される。以上のことか ら,

網膜 HSP 60は 眼球側の抗原の一つとして極めて重要な

物質であると考え,そ の特徴について報告した。
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