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要

目 的 :再発する口腔アフタや抜歯がベーチェット病
の眼炎症発作に先行することから,回腔に常在する溶血

連鎖球菌 (溶連菌)の刺激がこの疾患の発症に関与すると

考えられている。溶連菌の加熱抗原の接種で患者は眼炎

症発作や全身症状が誘発される。また,患者の血清に網膜

の熱ショック蛋白質 (HSP)60と 反応する自己抗体があ

り,こ れは Sιrep′οcocc“s pyοgθんes(S Pyο geれeS)の

HSP 60と も交差反応を呈する。さらに,網膜の HSP 60

を動物に接種すると実験的ぶどう膜炎が惹起された。し

たがって,網膜とS.P"geれ esの HSP 60は この疾患の

発症に関わると考え,そ の性状を分子生物学的に解析 し

た。

方 法 :S,P"geれ esか ら抽出した DNAと ウシ網膜
cDNA libraryを 鋳型に,HSP 60遺 伝子領域を polym―

erase chain reaction(PCR)法 で増幅 した。増幅 された

各断片について DNAシ ークエンサーで塩基配列を決定
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約

し,ア ミノ酸の配列を推定した。その解析結果を基にペプ

チ ドを合成した。そして,こ のペプチドを完全 Freundの

アジュバン トと混和 し,ラ ットに接種して実験的ぶどう

膜炎が発症するか否かを検討した。

結 果 :ウ シ網膜 および S.2"ge“s HSP 60に つ
いて,約 200残基の内部配列を決定した。その結果,両者

の配列は 47%相同 した。主として,ヒ トHSP 65の 245
～259番 に相当する網膜 HSP 60と 溶連菌 HSP 60のベ

プチ ドで実験的ぶどう膜炎の発症があった。

考 按 :網膜 とs.pyqャ
“
sの HSP 60の ア ミノ酸

組成を基に,ベーチェット病の発症機序を検討すること

は意義あるもの と考 えた.(日 眼会誌 104:328-333,

2000)
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蛋自質,ア ミノ酸配列,実験的ぶどう膜炎
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Abstract
Purpose: The observation of recurrent oral aph- quence. The synthetic peptide (50 nmol) was emulsi

tha preceding ocular inflammation in patients with fied with Freund's complete adjuvant and injected

Beheet's disease suggests a role of oral Strepto' into rats.

coccus in the etiology of this disease. Heat-treated Results:Comparison of the amino acid sequences

Streptoccus antigen can induce ocular inflamma- of Streptococcal and bovine retinal HSP 60 revealed

tion or systemic symptoms in Beheet's disease pa- about 200 residue regions with 47o/o homology. Ex-

tients. Furthermore, the presence of an autoantibod- perimental uveitis was mainly inducetl in rats inocu-

y against retinal heat-shock protein 60 (HSP60) has lated with retinal HSP60 derived peptide or Strep'
been detected in the sera of these patients. Injection tococcus HSP 60 derived peptide that is equivalent

of extracted retinal HSP 60 also induces experimen- to residues 245-259 of human HSP 65.

tal uveitis in treated rats. The characteristics of Discussion: The retinal and Streptococcal HSP 60

retinal HSP 60 and HSP 60 from S. pyogenes were amoino acid composition is thought to be important

evaluated using a molecular biological approach. and useful for investigating the mechanisms involv-

Method.s:The gene encoding HSP60 was isolated ed in the induction of BehQet's disease (J Jpn Oph-

by polymerase chain reaction (PCR) from a bovine thalmol Soc 104: 328-333, 2000)

retinal cDNA library and from S. pyogenes DNA.
The DNA sequence of the HSP60 coding region was Key words:Behgsl's disease, Streptococczs,Heat-
determined, and the amino acid sequences of the en- shock protein, Amino acid sequence,

coded proteins were predicted from the DNA se- Experimental uveitis
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ベーチェット病の原因は未だ不明である。その病因に

ついては,内因として遺伝的素因と,外因として環境因子

が注目されている.遺伝的素因として疾患感受性に関わ

るヒト自血球抗原(HLA)B511)や ,HLA― B領域から腫

瘍壊死因子 (TNF)遺伝子間に存在する主要組織適合遺

伝子複合体 (MHC)class l chain― related gene A(MICA)

遺伝子
2)が重要と考えられている。一方,環境因子として

は回腔アフタがこの疾患の眼炎症発作に先行すること

や,抜歯後炎症が起こるため,日腔に常在する溶血連鎖球

菌 (以下,溶連菌)の刺激が注目されてきた坤'.

ベーチェット病患者のγδT細胞がヒトリンパ球や結
核菌に由来する65 kDの熱ショック蛋白質 (heat― shock

protein,HSP)の あるアミノ酸配列に著しく反応
5)6)する

ことや,その配列を基に合成したペプチドで実験的なぶ

どう膜炎が惹起されることが報告
ア〕された。我々は患者

の血清に細菌性の HSP 60お よび網膜 HSP 60と 交叉反

応する自己抗体が存在
8'することを明らかにした.こ の

網膜 HSP 60に は実験的にぶどう膜炎を惹起する組成が

含まれていると推測される
。).さ らに,溶連菌&′θノοCο C‐

c“spッば
“
s(以下,S.pノο″れcs)や種々の細胞から抽出

したHSP 60に対する液性免疫応答を検討すると,患者

の血清は網膜とS.pyば
“
sの HSP 60に 対する抗体価

の上昇を示した
1“
.患者に加熱処理した溶連菌成分を皮

内に接種すると,高率に眼炎症発作が誘発され,全身症状

も悪化
n)す る。以上のことか ら,本報告では網膜や S.

ρyο

“

んθsの HSP 60が ベーチェット病の発症に重要と

考え,HSP 60の性状を分子生物学的に検討し,各 々のア

ミノ酸配列を明らかにした.ま た,幾つかのペプチドを合

成し,それらを動物に接種し実験的にぶどう膜炎が惹起

されるか否かを検討した。

II方  法

1.網膜および溶連菌 HSP 60の クローニングと合成
ペプチドの作製

1)Polymerase chain reaction(PCR)プ ライマーの作

製

ウシ網膜および S,pyο gθれesの HSP 60遺 伝子領域を

PCR増 幅するため,最初に幾つかの生物種間ω .Cοιじ,
sι″pιれy“s,human,ratの HSP 60)で保存性の高い領域

を検索 した。その結果,81AGDTTTA91領域 と275VKAPG―

FGD282領 域 (ア ミノ酸の位置は大腸菌 HSP 60を 基準)が

保存されていることから,以 下の PCRプライマーを合成
した。プライマーはN末端側,5'側 から増幅するものを
HSP 60-S→ と,C末端側 3'側 か ら増幅するものを HSP

60-AS← と表 記 した。す な わ ち,HSP 60‐ S→ :5‐ GCI

GGI GA(T/C)GGI ACI ACI ACI GC-3'(23 mer)と

HSP 60-AS← :5'― TCI CC(A/G)AAI CCI GGI GC(T/
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C)TTI AC‐ 3'(23 mer)で ある。

2)DNAの 調製
ウシ網膜cDNAラ イブラリー(Stratagene,米 国)500

μlに 対し,5 μg/mlの DNase 2.5 μlと 5 μg/mlの 2.5 μl

RNaseを 加えて,37℃ で30分間反応させた。その後,20%

polyethylen glycoノ 2.5 M NaClを 500μ 加えて,氷上で

1時間放置した。遠心によリファージを回収 し,500 μlの

SM burerに 再懸濁 した.さ らに,10 mM EDTA/0.1%
SDSを加えて,65℃ で 15分処理することによリファー

ジ DNAを 精製 した。8 ρyοgθ″sの ゲノム DNAは ,約
5 mgの 菌体 (OK-432,ビ シバ ニ ー ル,中 外製 薬)か ら

Sepa Gene(和 光純薬)を用いて調製 した。

3)DNAの 増幅
調製 した各 DNAを鋳型に 1)項 で示 したプライマー

を用いて PCRに よるクローニングを行った.

4)S.ρッο夕れas HSP 60の DNA解析
得 られた PCR断片を Microspin TM S‐ 400 HRカ ラ
ム (Pharmacia Amersham,ス ウエーデン)で精製 した

後,DNAシ ー クエ ンサー PRISM 377(PE Biosytems,

Foster,米 国)で塩基配列を決定した .

5)網膜 HSP 60の DNA解析
得 られた PCR断片をアガロースゲル電気泳動で分離
し,SUPREC-01(宝 酒造)で精製,SureCloneキ ット(Phar―

macia Amersham,ス ウエーデン)を 用いてプラス ミド

pUC 18に挿入 した.大腸菌 JM 109を 形質転換 した後 ,

増幅断片が挿入されたポジテイブクローンを選別 し,塩

基配列を決定した。ベーチェット病患者のリンパ球がヒ

トHSP 65や 結核菌 HSP 65の ある塩基配列と特異的に

反応 し,その配列を基に合成したペプチ ドで実験的ぶど

う膜炎を惹起したとの報告
7)が
ある.今回,それらの結果

を参考に,網膜 HSP 60や 溶連菌 HSP 60の ペプチ ドを合

成 した.な お,ペ プチ ドが S抗原や interphotoreceptor

retinoid― binding protein,rhodopsinや phosducinな ど動

物にぶどう膜炎を起こす既知の蛋白組成と相同性が高く

ないことはSwissProtデータベースで確認した。

2.接 種 実 験

1)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.合成ペプチ ド(各 50ま たは

100 nmol)を 生理食塩水で0.l mlに 調整し,等量の完全

Freundの アジュバント(DIFCO,米 国)と 混和した後,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(1010個 )も腹腔に投与した。対照群は生理食塩水

とアジュバントと百日咳菌を投与した群,百 日咳菌のみ

を投与した群および無処置の群とした。

2)眼症状と眼組織所見

接種後,細隙灯顕微鏡で前眼部症状を観察した。炎症の

みられたものは種々の時期に眼球を摘出した。眼球は

10%中性緩衝ホルマリン溶液で固定し,パラフィン包埋

平成 12年 5月 10卜 |
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表 1 網膜 と溶連菌熱ショック蛋自質 (ⅡSP)60のアミ
ノ酸配列

(1)網膜 HSP 60の アミノ酸配列

l。9AGDGTTTATVLARSIAKEGFEKISKGANPVEIRRGV卜 1-
LAVDAVIAELKKQSKPVTTPEEIAQVATISANGDKEIGN‐
ITSDAMIKKVGRKGVITVKDGKTLNDELEⅡ EGMiKFDRG‐
YISPYFINTSKGQKCEFQDAYVLLSEKKISSVQSIVPALEI―
ANAHRKPLVΠ AEDVDGEALSTLVLNRLKVGLQVVAVK―
APGFG∞ 6

(2)溶連菌 HSP 60の アミノ酸配列

■OGDGTTTATVLTQAIVHECLKNVTAGANPIGIRRGIET―

ATATAVEALKAIAQPVSGKEAIAQVAAVSSRSEKVGEY‐
ISEAlVIERVGNDGVITIEESRGlvIETELEVVEGIVIQFDRGY―

LSQYMiVTDNEKMVADLENPFILITDKKVSNIQDILPLLE―
EVLKTNRPLLIIADDVDGEALPTLVLNKIRGTFNVVAVK―
APGFG306

後,切片をヘマ トキシリン・エオジン染色し,光学顕微鏡

で観察した。

III 結  果

1.網膜,溶連菌 HSP 60の アミノ酸配列の解析

ウシ網膜 HSP 60は 198残基,溶連菌 HSP 60は 196残

基が推定 された (表 1)。 これ らの配列 を GENETYX―

MACを 用いて比較 した結果,互 いに 47.2%の 割合で相
同性があった.ウ シ網膜 HSP 60の 配列はヒ トリンパ球

HSP 65と 同領域において 99%相同した.ク ローニング

H眼会誌 104巻  5号

表 2 合成ペプチド

山来 表記  配列番け 塩基配列

網膜 HSP 60 RE-1

RE‐ 2

RE-3

136～150 NPVEIRRGVMLAVDA
180～ 198 KEIGNITSDAMKKVGR―
KGV

245～ 259 LLSEKKISSVQSIVP

,′「連菌 HSP 60 ST-1

ST‐2

136～ 150

176～ 195

NPIGIRRGIETATAT
SRSEKVGEYISEA卜 ,IER
VGN
LITDKKVSNIQDILPST-3  245～ 259

配列番号はヒトHSP65の塩米配列に準ずる.

の結果を基に網膜と溶連菌 HSP 60に ついて,各 3種類

(計 6種類)の合成ペプチ ドを作製した(表 2).

2.実験的ぶどう膜炎 (表 3)

合成したペプチ ドのうち,RE-1,RE-2,RE-3と ST-3

を接種したラットの前眼部に軽度の線維素の析出が接種

後約 2週間目に観察された。ヒトHSP 65の 254～ 259番

目に相当するRE-3と ST-3で比較的発症率が高かった。

3.眼 組 織 所 見

前房に線維素の析出や虹彩後癒着が観察された。虹彩

血管の周囲にリンパ球を中心とした炎症細胞浸潤があっ

た (図 1)。 対照群に炎症はなかった。

IV 考  按

本報告で明らかになったことは,ウ シ網膜と溶連菌の

HSP 60に ついてアミノ酸配列を部分解析し,それを基に

表 3 ぶとう膜炎の発症

接種抗原 接種量 (nmol) 前限部の線維素析出(n=ラ ット)  発症日

網膜 HSP 60

RE-1

RE‐2

RE‐3

50

100

50

100

50

100

12.0

13.0

12.7*

12.3*

溶連菌 HSP 60

ST-1

ST‐2

S′「
‐3

50

100

50

100

50

100

0/3

0/3

0/3

0/3

1/3

2/6

13.0

11.0*

対照群

生理食塩水

CFA+3.′・
Bpの み

無処置

力

月

力

力

前眼部の症状は軽度のものが多く,組織学的に炎症を確認した

対照群に炎症はなかった.

発症日は接種後日数, *印 は平均を示す .

CFA:完全 Freundのアンジュバンド,Bp:不 活化百日咳菌
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図 1 病理組織所見 .
a:RE‐ 3を接種したラツトの虹彩所見.前房内に線維素の析出や虹彩後癒着があり,リ ンパ球を中心とした炎

症細胞浸潤が虹彩にあった。バーは 100 μm
b:RE-3を 接種したラツトの虹彩毛様体所見.血管の拡張が著しく,好中球の浸潤も観察された.バーは 100

μm
c:ST-3を接種したラットの虹彩,毛様体所見.溶連菌由来のペプチ ドST-3を接種 したラットでも虹彩に軽

度の炎症細胞浸潤があった.バーは 100 μm

合成したペプチドをラットに接種すると実験的なぶどう

膜炎が惹起されたことである.ウ シ網膜 HSP 60は ヒト

HSP 65の配列と99%と 極めて相同性が高ったので,ウ

シ網膜のペプチ ドで虹彩炎を起こしたことは,ヒ トの

HSP 65でぶどう膜炎を惹起した既報 7)を 検証したこと

になった。一方,結核菌と40%相同する溶連菌 HSP 60の

ペプチ ドST-3で虹彩炎が確認されたことは,新 しい知

見と思われる。

溶連菌の先行感染によって,溶連菌の HSP 60に 反応

する免疫応答が誘導され,それが自己免疫疾患の発症に

関与するという報告
B)が
ある。こうした考え方にとって,

溶連菌 HSP 60の ペプチ ドで虹彩炎が惹起されたことは

重要と思われる。ベーチェット病患者に加熱処理した溶

連菌成分を接種すると,高率に眼炎症発作が誘発され,全

身症状も悪化口するので,患者はこの菌に強く感作され

ていると推察される。実際,ベーチェット病患者には扁桃

腺炎やう歯などの慢性,あ るいは再発性口腔感染症の既

往が多く,その回腔病変の周囲組織は溶連菌抗原の刺激

を受けている
12).

ベーチェット病患者のγδtt T細 胞はヒトリンパ球や

結核菌の HSP 65の 特定のアミノ酸配列に著しく反応
6)

する.健常者でも,弱毒化ウシ型結核菌 (Bacme de Cal―

mette et Guё rin,BCG)を 接種された者の単核白血球分

画を purified protein derivative of tuberculin(PPD)で

刺激すると,CD 4-CD 8-の γδtt Tリ ンパ球の増加
1・が
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ある。我が国では結核予防法に基づきBCG接種が行わ
れている。したがって,日 本人はBCG接種を受けない国
の人々と比較すると,γ δtt Tリ ンノ_ヾ球が誘導されやす

いと推測される。このγδtt Tリ ンパ球が結核菌の HSP

60のみならず,BCGに感染したマクロファージに由来

する内因性の HSP 60と も反応するか否かが,自 己免疫

疾患とHSP 60の関係で注目される点である。

BCGを接種しない米国 (カ リフォルニア州やハワイ

州)の 日系人に,本邦でみられるようなベーチェット病の

眼症状を呈する者はいないと報告
15)|"さ れている。同様

の観点で他の自己免疫疾患をみると,高安病もBCG接

種の行われない国では発生しないため,その発症にBCG
が関与するとの説

17)がある。したがって,BCGは 本邦の
ベーチェット病にも何らかの影響を及ぼしているのでは

ないかと推察される。種々の 60 kDの HSPは互いに相

同性が高いので,溶連菌と結核菌の HSPの 関係はベー

チェット病の発症機序や病像の形成にとって重要と考え

た。

ペプチ ドで虹彩炎が起こる機序は不明であるが,実験

的自己免疫性脳脊髄炎にぶどう膜炎が伴う場合,虹彩上

皮に抗 HSP 60モ ノクローナル抗体と反応する細胞が出

現
18)す る.したがって,接種したペプチドと相同性の高い

HSP 60のエピトープが何らかの機序で虹彩に発現した

ため,炎症が惹起されたと考えた。主にヒトHSP 65の

245～ 259番目の塩基配列に相当する RE-3と ST-3でぶ

a

1檬

鷲,,`

れ.、|

C

総
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どう膜炎があっが,発症率は高くなく炎症も軽度であっ

た.ヒ トHSP 65の 336～ 351番 目の配列 (HU 18ペ プチ

ド)と 思者リンパ球が著 しく反応するとの報告
1"も
あ

る。網膜あるいは溶連菌で HU 18に相当する配列に眼組

織に激しい炎症をもたらす性質があるかを調べてみるこ

とは興味深いと思われる。

臓器特異的自己免疫病を発症する新生時期胸腺摘出マ

ウスでは,65 kDの HSPに特異的なαβTリ ンパ球が増

加する。この Tリ ンパ球は自己のスーパー抗原に特異的

な受容体であるTcRVβ を有するため,HSP 60は 自己抗

原の認識を補助すると考えられる
20)。 また,慢性関節リウ

マチのモデルでは,HSP 60は 自己免疫応答を規制すると

の考え
21)が
支持されている。HSP 60のペプチドで虹彩

炎が惹起されることを考えると,自 己抗原としての働き

が想定されるため,機能的にみると前述の調節的な働

き20)21)と 矛盾するように思われる。今後,ペプチドの抗原

性や動物の免疫応答を検討し,ペプチ ドと虹彩炎の関係

にどのような特異性があるのかを明確にしたい。

本実験で明らかにした網膜とS,pγr喫
“
sの HSP 60

のアミノ酸配列は,ベーチェット病の発症機序を分子レ

ベルで検討することに役立つと考えた.

この研究は,平成10年度文部省科学研究費基盤研究Cの

助成を受け(課題番号 09671817)行 った研究成果の一部であ

る。
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