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免疫電顕による脈絡膜におけるS 抗原の局在( 尚6)

長 谷 見 通 子(東京医袢大学眼科学教室)

The Localization of Retinal S-antigen in the Choroid

Michiko Hasemi

八ipartment of Ophthalmok擺v 石砂り訂edical College

要  約

酵素抗体直接法を用い, 正常Lewis ラットに3 種類の光条件(暗順応直後, 光刺激1.5時間, 光刺激30時間)

を与え, 脈絡膜におけるS 抗原の局在を電子顕微鏡観察した. その結果, 1. ChoriocapiUaris の内皮細胞およ

びBruch's 膜に陽性の反応産物を認めた. この傾向は30時間の光刺激を与えた群で顕著に観察された.2. 脈

絡膜実質の血管内皮細胞には, 陽性の反応産物が観察されなかった.( 日眼 91 : 260-269, 1987)

キーワード:S 抗原, 脈絡膜, 免 疫電顕, 明 暗順応

Abstract

The localization of S-antigen in the choroid of the rat eye was studied by using enzyme-labeled

antibody method observed by electron mycroscope under three conditions of adaptation : A)  24-hours

dark adaptation, B)  24-hours dark adaptation and 1.5-hours light adaptation and C)  light adaptation

for 30・hours.  The Fab fraction of rabbit IgG against the bovine S-antigen was labeled with horse-

radish peroxidase (HRP),  and chorioretinal tissue of the rat eye was stained by this marking antibody.

The results are as follows : 1. The marked reaction products were found on the Bruch's membrane and

the endothelial cells of choriocap Ⅲaris in group C, but a fair amount of the reaction products were

seen in the same portions in group A. There was no reaction in the control group stained by Fab

fraction of lgG of normal rabbit serum, nor was there any reaction in the block test. 2.  The positive

reaction for anti-S antibody labeled HRP could not observed in the endothelium of the vessels of the

choroidal stroma. From these results the S-antigen was noted to be located mainly in the endothelium

of the choriocap Ⅲaris and it appears to be influenced by light adaptation. (Acta Soc Ophthalmol Jpn

91 : 260-269, 1987)

Key words : S-antigen, Choroid,  Electron mycroscopy, Enzyme-labeled antibody method, Light and

dark adaptation

I 緒  言

実 験的 自己免疫性ぶど う膜網膜炎(Experimental

Autoimmune Uveoretinitis, EAU) を 誘発する網膜可

溶性抗原(S 抗原) の 局在の研究は, 光学顕微鏡によ

る検索1)̃3)も さることながら, 電子顕微鏡的 レベルに

おいても進み, 視 細胞特に外節円板膜に存在し, ま た

外節をshedding す る 網膜色素上皮 細胞内 にお卜 て

払 ある種の光剌激のもとで存在することが報告され

たo5). し か しこのS 抗 原が網膜内だけに とどまるの

か, あるいは網膜色素上皮細胞(RPE 八ことりこまれ,

脈絡膜との間のblood retinal barriar を 超 えて脈絡膜

にも存在するのかについてはいまだ不明である.

今 回, 標識抗体としてFab 分画を用いた酵素抗体直
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接法による電子顕微鏡観察6)を手段とし, 外節のshed-

ding との関係を見るために 光条件に変化を与えて実

験を行ない, 脈絡膜におけるS 抗原の存在を検索した

ところ, 対照との間には明らかな相違が認めら礼 S

抗原の脈絡膜における存在が確認された. このことは

EAU の発症機構を考える上で極めて重要な点てある

と思われたので報告する.

II 実験方法

1. 実験対照

12時 間毎の明暗 周期(8:00 点灯̃20 : 00 消灯) の

人工照明下で飼育された正常Lewis ラ ット(8 週 齢)

を 次の光条件を与えたグループに 分け て実験 に用い

た.

A 群 は24 時間 の暗順応直後のもの,B 群 は24時 間 の

暗順応後, 通常 の人工 照明下で1.5 時間 の明順応のも

の,C 群は通常の人工照明下で30 時問の明順応のもの

で, こ れらのラットをエーテル麻酔後, 眼球摘出し,

割面を入れ, 0.01M NaI04 ―0.075M リジ ソー0.0375

M リソ 酸緩衝液-3% パ ラ ホルムアルデヒド(PLP)

固 定液に4 ℃15 時 間 の浸漬固定を行なった. そ の後

10%,  15%,  20% の シ ョ糖を加えたリン酸緩衝食塩水

(PBS) で4 ℃計30 時 間, さらに5% グ リセリンを加え

た20% ショ糖加PBS で30 時 間 洗浄し, 眼 球ごとo.c.

T.  Compound 中 に凍結包埋し, -80 ℃に 保存した.

2. 抗体 の作製

高野らの方法7)で 得られた純化 された ウシS 抗 原

を, ウサギ背部皮下 及び足蹠部に完全 フロ イソド ア

ジュバソドと共に1 回1mg のタ ンパク量で,2 週 間隔

で3 回接種し, 抗S 抗体価の上昇, 並 びに特異性を確

認したのち, 全採血した. 得 られた抗血清を40% 飽和

硫安で塩析後, Sephadex G-100 を用 いてゲル濾過し,

lgG 分 画 を得 た. こ のlgG を0.05M 酢 酸 緩衝 液pH

4.5 で透 析し,2% ペ プシンを加37 °C 18 時間反応

させた. さ らに0.5M Na2HP04 を 加 え, pH 7.2 とし,

終濃度0.1M の2- タ ルカプトエ タノールを加え, 次に

終濃度0.12M の ヨ ードアセトアミドを加え, 各 々4 ℃

1 時間撹拌反応させた. こ れをSephadex G-100 で ゲ

ル濾過し, Fab 分 画を得た.

3. 標 識抗体の作製

Wilson とNakane の 方法町こ準じて, 得 られたFab

にHorseradish peroxidase  (HRP)  (TOYOBO,

RZ  = 3.6) を 標識した.

HRP 4mg を蒸 留水lml に溶 解し, 0.1M NaIO
 
を
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0.2m 口 日え, 室温で20 分間反応させた後, ImM 酢酸 ナ

トリウム緩衝液(pH 4.5) 中 に一晩透析した. こ の

HRP 溶 液 に0.2M 炭 酸 ナト リウ ム液20μ1加 え, PH

9.5 に 調整し, た だちにFab 溶液6mg/ml,  1ml  fこ加え,

2 時間 室温にて撹拌した. こ れに4mg/ml  N  aBH4 溶液

を0.1ml 加え て4 ℃2 時 間撹拌後, 0.01M PBS (pH

7.2) 中で 一晩透析した. さ らにSephadex G-100 で ゲ

ル濾過し, OD.  280mn! とOD.  403nm のピ ークに一致

した分画を濃縮し, HRP 標識 抗ウシS 抗 原ウサギlgG

Fab  C タンパ ク量0.  5mg/ml) を得 た.

4. 電 顕酵素抗体法

クリオスタットで10μm に 薄切した各ラット眼球試

料をアルブミソスライドガラスにのせ, 風乾後,冷10%

ショ糖加PBS で5 分 間3 回 洗浄し, 10% 正常 ウサギ

血清を滴下し,10 分後 軽く洗浄後, 標識抗体を滴下し,

湿潤箱中にて がC 18 時 間反応させた. これを冷ショ糖

加PBS で10 分 間3 回 洗浄し, 冷2% グル クールアル

デヒドで4 ℃ 5 分間 固定し, 冷PBS で5 分間5 回の

洗浄後, 1  %DMSO を 含む0.2%  3, 3' ジ ア ミノベソ

ジジソ4HC1-0.05M ト リス塩酸緩衝液(DAB) 溶 液に

30 分間, DAB-0.005%H202 溶液 に5 分間, 室温で反応

させた. さらに冷PBS で洗 浄し,2% 四 酸イ匕オスミウ

ムで1 時 間の後固定を行ない, エタノール系列で脱水

後, QY-1 に よる置換の後, エ ポキシ樹脂(Quetol-812)

に カプセル包埋した. 樹 脂重合後, ミクロドームにて

網膜, 脈 絡膜の部位を超薄切し, 得られた切片を電子

染色せずに, 電 子顕微鏡(HITACHI H-300) 観察 し

た6).

5. 対 照試験

1) 正常 ウサギ血清を用いて,3 の 方法でHRP 標識

正常 ウサギIgG Fab を得 たのち,4 の方法で観察し

た.

2) Block test, 抗 ウシS 抗 原ウサギlgG( タン パク

量lmg/ml) で ブ ロックさせた後, 標識抗体で反応させ

た.

3) HRP 溶液(0.5mg/ml) のみ の反応.

以 上3 つの対照試験を行ない, 本試験と比較検討し

た.

Ill 結  果

1. HRP 標識抗ウシS 抗原ウサギlgG Fab による

染色

1) 視細胞における観察

A, B, C群とも外節部に強い反応産物がみられた(図
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図1 C 群. HRP 一抗S IgG Fab による観察. 視細胞外節, RPE に強い反応産物がみ

られる.(- けμ)

図2 C 群. Control.  HRP 一正常ウサギIgG Fab による観察. 赤血球細胞のみが高電

子密度である.
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図3 A 群. choriocapillarisの内皮細胞, RBC に陽性

の反応を認める.

図5

す

A 群. Control 1). 全体的に低い電子密度を示
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図4 図3 の拡大写真. choriocap Ⅲaris の内皮細胞

膜に反応産物がみられる.

記 号 の説 明

OS : Outer segment, RPE : Retinal pigment epith-

elium,  N:Nucleus,  B's M : Bruch's membrane, C:

Choriocapillaris,  RBC : Red blood cell, V:Vessel,

Mi: Mitochondria
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図6 B 群. RPE,  Bruch's膜の一部, choriocapillaris

の内皮細胞に反応産物を認める.

8

図8

る

B 群. Control 1). 全体的に低い電子密度であ

日眼会誌 91 巻 2 号

図7 図6 の拡大写真. choriocap Ⅲaris の内皮細胞

に反応産物がみられる.

光環境

A 群:24 時間の暗順応直後,B 群:24 時間 の暗順応

後, 1.5 時間 の明順応,C 群:30 時間の明順応.
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図9 C 群. RPE,  Bruch's 膜, choriocapillarisの内

皮細胞に反応産物を認める.

Mg
 
 
 
 
Ｃ

図11 C 群Control 1). 赤血球細胞を除いて, 全体的

に電子密度は低い.
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図10 図9 の拡大写真. 全体的に強い反応産物がみら

れる.

12

図12 C 群Control 2).全体的に低い電子密度であ

る. 反応はブロックされている.
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図13 C 群Control 3). 赤血球細胞のみが

度である.

高電子密
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Control

Control 1):HRP 一正常ウサギIgG Fab,  Control 2)

Block test, Control 3):0.5mg/ml HRP 溶液

'V

図14 A 群, 脈絡膜実質の血管内皮細胞にはchoriocapillarisの内皮細胞に比べ,陽性

の反応産物は認められない.
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図15 B 群. choriocapi】larisの内皮細胞と比較して, 脈絡膜実質の.血管内皮細胞に反

応産物はみられない.

図16 C 群. 脈絡膜実質の血管像. 赤血球細胞に陽性の反応産物がみられる昿 血管

内皮細胞に反応産物は観察されない.

87-(267)
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1).  RPE に も対照( 図2) に比 較して, microvi Ⅲ, 細

胞質に反応産物が認められた.

2) RPE と脈 絡膜における観察

OA 群, 暗順応24 時間直後

RPE,  Bruch's 膜 に反応産物は観察 されないが,

choriocapillaris の 内皮細胞にわずかに認められた(図

3). 高 倍率の写真( 図4) で検索するとchoriocapill-

aris の内 皮細胞の細胞膜に存在していることが, 対照

(図5) に比較して観察された. また脈絡膜実質の血管

内皮細胞( 図14) に反応産物はみられなかった.

ii) B 群, 暗 順応24 時 間後, 通常の人丁照明下に1.5

時 間の明順応

対照( 図8) に 比較して, RPE の 細胞質 の 一部 と

basa 凵nfolding の一 部の末端に弱い反応産物を認 め

た( 図6  ). Bruch's 膜 の一部にもわずかに反応産物が

観察された. choriocap Ⅲaris の内 皮細胞では,A 群 の

ものと比較し, や や強めの反応産物がみられた( 図6,

7). さら に脈絡膜実質の血管内皮細胞( 図15) には,

反 応産物は認められなかった.

汨)C 群. 通常の人工照明下に30 時間の明順応

RPE の核, ミトコンドリアを除く細胞質, basal  in-

fo】dingに 多 くの顆粒 状の反応産物 が観察 された.

Bruch's 膜 にも強くみられた(図9  ). choriocap Ⅲaris

の内皮細胞には, 全体的に強い反応産物が対照( 図11,

12, 13) に 比較して認められた( 図10). 脈絡膜実質の

血管内皮細胞に,反 応産物は特に認められなかった( 図

16).

2. 対 照 実験

いずれの対照実験にも, 視細胞に反応産物はみられ

なかった. またRPE,  Bruch's 膜, choriocap Ⅲaris の

内 皮血管に反応産物の沈着はなかった. し かしchor-

iocapillaris の赤 血球にはHRP 陽 性 の反 応産物が認

められた.

IV 考  按

実験対象にLewis ラ ットを用い,3 種 類の光条件を

与 え, 抗 ウシS 抗 原 ウ サギIgG Fab にHRP を 標

識して, 電 顕酵素抗体法で実験を行なった. 実験動物

にラットを用いた理由は, 眼球ごと凍結包埋で きるた

めに, 実験操作過程での脈絡膜の破壊や, そ れによっ

て生じ るartifact を 最小限に押さえたかったためであ

る.3 種 類の光条件については, す でに矢島がこれら

の光条件を用いて, ウサギの視細胞外節や, RPE にお

けるS 抗 原の局在を観察し, 明 順応の経過に従って,
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shedding された外節部のS 抗 原は, RPE 内 へ 移行し,

消化分解され, さらに脈絡膜へ移動するだろうと述べ

ている5).この 光条件馘 脈絡膜のS 抗 原の存在にも変

化をもたらすものと考え, 実験の条件に加えた. そ の

結果, 脈 絡膜特にchoriocapillaris の内皮細胞におけ

るS 抗原の存在は,3 種 の光条件を反映したものとな

り, 明順応の経過に従ってHRP の陽 性反応産物が確

かめられた. こ の所見は対照試験と比較し明らかに相

違があり, 矢 島のPBS だ け の対照試験と異なり, よ り

一層S 抗原のchoriocap Ⅲaris にお ける存在を裏付け

るものとなった. ま たRPE のbasal infolding, Bruch's

膜 の反応産物の存在の変化は, 分子量約5 万 のタンパ

ク質であるS 抗原が容易にRPE を 通過できるか否か

の問題の残る点ではあるが, 視 細胞外節のshedding

の 活発化に伴ない, RPE 内 におけるS 抗 原の増加, さ

らにchoriocapillaris へ移 動して行く途巾 を捕えたも

のと推察され, ラ ットでもウサギでも同じ結果が得ら

れた.

一方, choriocapillaris の内 皮細胞にS 抗 原の存在が

確認されたが, 脈絡膜実質の血管内皮細胞には反応産

物が観察されなかった. こ れはS 抗原がchoriocapil-

laris の内 皮細胞よりすみやかに血中に流れ込んで, 肝

や腎などの臓器で分解, 排泄されるためではないかと

思われた.

こ のように主として視細胞外節に存在し, 一 種の隔

絶抗原と考えられていたS 抗 原が, わず かで はあ る

が, 脈絡膜に存在してい るので, EAU に おいては,S

抗 原の全身感作に引き続き, 全身と血行によって直結

している脈絡膜が眼内における最初の免疫反応の場と

な り, 免 疫に関与する細胞が浸潤9)してくることも容

易に理解できる.し かし,S 抗 原 が正常ラットの脈絡膜

に存在していても, EAU が 自然発症しないのは,S 抗

原が免疫学的 にlow zone tolerance の状 態にあるた

め と推察された.

尚, 脈絡膜実質にlamera 状に みられた沈着物は, 実

際の反応物かartifact かの判定が難しく, 今回は観察

の対象からはずした.

稿を終えるにあたり,御鞭撻, 御校閲頂きました松尾治亘

教授に深謝いたします. また直接御指導頂きました臼井正

彦助教授に深く感謝いたします. また御援助頂きました当

教室ぶどう膜班の諸先生に感謝いたします. そして高村健

太郎氏の御協力に対し深く感謝いたします.
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