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実 験 的 自 己 免 疫 性 ぶ ど う膜 網 膜 炎

(その1) 網膜抗原の分離精製法と病原性について( 図12,表3)
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要  約

IRBP とS 抗原を同一の網膜材料から一連の分離操作で精製する方法を開発し,その得られた両抗原の性状

並びに抗原性について調べた.S 抗原は網膜抽出液をゲルクロマトグラフィとハイドロキシアパタイトゲルを

経ることにより, また, IRBP はゲルクロマトグラフィとConA セフアロースカラムを経ることにより精製分

離した. 牛眼100個からS 抗原は約13mg,  IRBP は約7mg 得られた. この方法で得られた両抗原は免疫2 重拡

散法で交差反応を示さず, SDS ・PAGE により, それぞれの分子量はIRBP は約140K, S抗原は約50K で, 両

抗原の混入はなかった.各抗原で免疫したラットの脾細胞は免疫に用いた抗原刺激にたいしてのみ増殖反応を

示した. IRBP で免疫したラットの眼病変はS 抗原のそれに比べ,発症が早く,速やかに消退する特徴があり,

炎症の程度は弱かった. 松果体病変はIRBP のほうが顕著であった.( 日眼 91 : 498-508, 1987)

キーワード:Interphotoreceptor retinoid-binding protein (ⅢBP), 網膜可溶性抗原(S 抗原), 実験的自

己免疫性ぶどう謨網膜炎, 松果体炎, ラット

Abstract

It has been suggested that some uveitogenic antigens are present in the retina. Recently,  inter-

photoreceptor retinoid-binding protein (IRBP)  was found to have uveitogenic activity similar to S-

antigen  (S-Ag).  The present paper reports our purification method by which both IRBP and S ・Ag

were obtained in one process. E χtract from bovine retinas was applied to gel chromatography (AcA

34 Ultrogel)  and fractions positive to anti-IRBP serum or anti-S-Ag serum were collected by double-

diffusion・immuno-method.  The IRBP-positive fractions were treated with ConA sepharose affinity

chromatography and the S-Ag-positive fractions were treated with hydro χyapatite chromatography.

Then after each fraction was tested by the double  -diffusion - immuno  - method using anti-IRBP serum

or anti-S-Ag serum, only fractions with positive reactions were collected and used for IRBP or S-Ag,

respectively. Two antigens obtained by this procedure were shown to have no cross reactivities by the

double-diffusion-immuno-method.  SDS-PAGE showed that molecular weights of IRBP and S-Ag were
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approximately 140K and 50K, respectively.  Both IRBP and S-Ag caused expermental autoimm!ine

uveoretinitis and pinealitis in Lewis rats, but IRBP was shown to the more potent than S-Ag by its

earlier onset and higher frequency. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 : 498 ―508, 1987)

Key words : Interphotoreceptor retinoid-binding protein (IRBP), S-antigen (S-Ag),

Experimental autoimmune uveoretinitis (EAU),  Pinealitis, Rats

I 緒  言

内 因性 ぶ ど う膜 炎 の発生 機序は 不明 の点 が多い が,

発生 機構 の一 部 に免疫 異常あ るい は自己 免疫 機序 の関

与が 古 く よ り示 唆 さ れてい る. Elshnig ら は 交感 性眼

炎の 原因 とし て, ぶど う膜 ソラ ニン色 素に対 す る自己

免疫 説を 唱え1),そ の後, ぶど う膜炎 を惹 起し うる眼の

自己 抗原を 求め て, 様 々な眼内 組 織が抗 原 として 試み

られ て来 た. Wacker らは初 めて 網膜 抽 出液中 に 強い

病 原 性を もっ 抗 原が存 在す る ことを 見出 し2), そ の後,

彼らは 単一 のタ ン パク質 として 網膜可 溶 性抗 原(S 抗

原) の 分離精 製に 成功 した气 S 抗原 は主 とし て網膜 の

視 細胞 層と 第3 の眼 とい われ る松果体 に 局在 レ 川, 完

全 フ ロイソ ドア ジ ュバソト(CFA) にemulsify して 全

身的 に 免疫す る と モルモ ッ リ)5), ラット6)7),サ ル8)9)等

の 種 々の実 験 動 物 の 眼 と松 果 体 に 強 い 炎 症を 惹 起 す

る.S 抗 原 によ り惹起 され る実験的 自己 免疫性 ぶ どう

膜網 膜炎(EAU) の免疫 病理 機序 には, 細胞 性 免疫 お

よび 体 液性 免疫 の 両者 が 関 与し てい ると 考 え ら れ る

が, 胸 腺 欠 如 タ ード ラ ット にS 抗 原 を 免 疫 し て も

EAU が発 症し ない事 鵈S 抗 原感 作T リンパ球 に より

EAU が同 種同系 の動 物に 移 入で きる 事11),T リン パ球

を 選択的 に抑 制す るシ ク ロ スポ リン に よりEAU の 発

症 が完 全に抑 制 される 事12)な どの実 験結 果 より, EAU

の 発症 にはT リンパ球 が必要 不可 欠で あ ると考 えら れ

て いる. こ の様 に, 実験動 物に おけ るEAU の免 疫病 理

朧 序は多 く の点 が解明 さ れて きた が, 一方, 人 のぶ ど

う膜炎 との関 係 につ いて は不明 の点 が多い. 一 部の 動

物 にS 抗 原免 疫で 惹 起 され るEAU と, 人 のあ る種 の

ぶ ど う膜 炎の 病理 像が 類 似して い る事5)8)9)お よび, 一

部 のぶ ど う膜 炎患 者の 末梢 血 リン パ球 がS 抗原 に感 作

さ れてい る事13)な ど,S 抗原 が大 の ぶど う膜 炎 に関与

して い るこ とを 示唆 す る報 告があ るが, 人の ぶど う膜

炎を 自己 免疫 機序 の観点 か ら理解 す るに は不充 分であ

る. こ の点を 明ら かにす る には, 更 に多 くの研 究が な

さ れなけ れば なら ない が, そ の ひ とっ とし て,S 抗 原

の他 に も, 病 原性 のあ る抗原 を さがす 必要 があ る. ご

く 最近, Gery ら は, 網膜視 細胞 のmatrix に 存在 する

Interphotoreceptor retinoid-binding protein (IRBP)

が ラ ットにEAU を 惹 起す るこ とを報 告し た14), IRBP

は元 来, 視細 胞 のPhototransduction を 解明 する過 程

で1970 年 代半ば に 分離精 製さ れ, Vitamin A (retinol)

の 網膜 外 節 と 網膜 色 素上 皮 間 の 輸 送 をmediate す る

分子 量144,000 の糖蛋 白質 であ る昿 主 とし て生 化学 の

研究 の対 象とし て興 味を もた れて お り15)16) ご く最 近

ま で 免 疫 学 的 研 究 は な さ れ て い な か った. 我 々は

IRBP とS 抗 原が ゲル ク ロマ トダ ラ フ ィーで異 なっ た

フ ラクシ ョンに 分離 され るこ と, お よび, IRBP は糖 夕

ンパ クでS 抗原 はほ とん ど糖を 含 まない ので コン ガナ

バ リンA ク ロ マ ト グラ フ ィ ーに よ り 分 離 が 可 能 な こ

と, に注 目し て, こ の2 つ の網 膜抗原 を同 一 の網膜 材

料 か ら一 連 の分 離操作 で効 率 よく精製 す る方法 を開 発

し た ので, ここ に, 我 々 の分離精 製 法お よび, この方

法 で得 たIRBP とS 抗原 の免 疫学的 特性, 実験 動物 に

対 す る病 原性 等 につい て報 告す る.

II 実 験 方 法

1. 網 膜抗 原の分 離精 製方 法

ウ シ網 膜 よ りS 抗原 お よ びIRBP を 分離 精 製 す る

一 連の過 程をFig.  1 に示 す. ウシ網 膜は, 新鮮 な ウシ
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Fig. 1 Purification method of S ・Ag and IRBP
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眼球を入手し(芝浦臓器, 品川厂東京), 即日, 網膜を

分離して-80 ℃に凍結保存したものを用いた.100個の

ウシ網膜に, 0.01M リン酸緩衝液,PH 7.6  (緩衝液A)

を150ml 加え,4 ℃でスクーラーで30分間撹氾し,懸濁

液を遠心し(48,OOOg,10分間), 上清を採取した. 上清

に同量の飽和硫酸アンモニウムをゆっくり加えた後

に, 48,000g で10分闢遠心し, その沈渣を回収した. 沈

渣を10̃20ml の緩衝液A で溶解し, これを超遠心

(220,OOOg, 60分) し, その上清を採取した. 超遠心後

の上清をUltrogel AcA34 (LKB,  Villeneuve-la-Gar-

enne-France, 2.6×100cm) カラムを用いてゲル濾過

し分離した. 溶出には緩衝液A を用い,UV モニター

(吸収波長280nm) でモニターしながら, 5ml ずつの分

画で集めた. 溶出した各分画を抗ウシS 抗原ウサギ血

清と抗ウシIRBP ウサギ血清を用いて免疫2 重拡散

法を行ない, 各々の抗血清に対し沈降線を作るfrac-

tionを集め, それぞれをS 抗原分画およびIRBP 分画

とした.

S 抗原の精製はさらにDorey らの方法l脚こ従い,

Ultrogel HA  (LKB,  1.5×30cm) カラムを用いた吸着

クロマトグラフィー法にて精製した. 即ち,S 抗原分

画を上記カラムに流し,緩衝液A  500mlで洗った後,リ

ソ酸緩衝液の0.01M から0.12M を135ml ずつ用いて

連続濃度勾配による溶出を行ないながら5ml ずつの分

画で集めた. 溶出した各分画は再度, 抗ウシS 抗原ウ

サギ血清を用いて免疫2 重拡散法を行ない, 反応する

分画を集め, 35%polyethyleneglycol  (分子量20,000,

Sigma,  ST Louis, MO, USA) 溶液中で濃縮し, 最終

的にlmg/ml の蛋白濃度に調整してS 抗原として使用

した.

IRBP の精製は, Ultrogel AcA34 ゲル後のIRBP 陽

性分画を, まず, 0.15M NaCl, ImM CaCl2, ImM

MnCl2 を含有する0.05M Tris HCl 緩衝液(pH 7.6, 緩

衝液B) で一晩透析し, その後, ConA-Sepharose

(pharmacia,  Uppsala, Sweden, 1.0×20cm) カラムに

applyした. ConA-Sepharose に吸着しない蛋白をま

ず緩衝液B で溶出した後に, 0.2M methyl- α-D-man-

nopyranoside を含む緩衝液B をカラムに流して,

ConA sepharose カラムに吸着した糖蛋白質を溶出回

収した. 回収した各分画は再度, 抗ウシIRBP ウサギ

血清を用いて免疫2 重拡散法を行ない, 反応する分画

を集 め, 35%polyethyleneglycol  ( 分子 量20,000,

Sigma) 溶液中で濃縮し, 最終的にlmg/ml の蛋白濃度

に調整してIRBP として使用した.
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2. 実験 動物

8̃14 週齢, 雄性近 こ う系 ルイ スラ ヴト( 日 本チャ ー

ル ズ リバ ー, 厚木, 神 奈川) を用 いた.

3. 免疫2 重 拡散 法

Agar noble (Difco,  Detroit, Michigan,  USA) を

0.9% 含有 する リソ酸 緩衝 液を ガ ラ ス板上 に 流 し厚 さ

約1mm の ゲルを 作製し, ゲル・ パン チ ャ ーにて直 径2

mnl の小 穴を あけ た. 中央 の穴 に抗 ウシIRBP ウサ ギ

血 清 または抗 ウシS 抗原 ウサ ギ血 清を7μ1い れ, 周囲

の穴 に 試料を 同量 いれ て, 室温で24 時 間放 置後 の沈降

線を 調 べた.

4. SDS- ポ リア クリ ル ア ミド ゲ ル電 気 泳 動(SDS-

PAGE)

分 離 ゲ ル(0.375M Tris-HCl,  0.1%SDS,  12%

Acrylamide-Bis,  0.05%ammonium persulfate.

0.05%TEMED) の上 方 に濃 縮 ゲル(0.125M Tris-

HC1,  0.1%SDS,  4%Acrylamide-Bis,  0.05%amn!o-

nium persulfate, 0. ITEMED) を 加 え, 厚 さ1.5mm の

不 連続 ゲルを 作 製し, コ ー ムに よ り作っ た濃縮 ゲル の

溝 に, サン プル・バ ッファ ー(0.0625M Tris-HC 口%

SDS,  glycerol 微量, 5  %2 β-mercaptoethanol ス)に 溶

解 したS 抗 原, IRBP あ るい は 分 子量 の定 ま った標 準

蛋 白質(Molecular Weight Protein Standards, Bio

Rad,  Richmond,  CA,  USA) をapply し た. この不 連

続 ゲルを垂 直型 ス ラプ ゲル電気 泳動 装置( プIJ テ ィア

ソ11 ス ラブセ ル, Bio-Rad) の 所定 の位置 に セ ットし,

泳動 バ ッフ ァー(0.3%Tris base. 1.5%glycine,0.1%

SDS) を セルに 加えて, 10°C, 35mA で5 時 間 泳動し た.

泳 動後, 分離 ゲル を 酢 酸 タタ ノール 溶 液 で 固定 し,

0.1% クマシ ーブル ーで染 色を 行 ない,酢 酸 メ タノ ール

溶液 で脱染 色し た.

5. 免疫方 法 およ び疾 患の評 価法

不 完 全 フ ロ イ ド・ ア ジ ュ バ ソ ト(Difco) に

Mycobacterium Tuberculosis H37Ra を2mg/ml の

濃 度で 溶解 して 作製 した 完全 フ ロイド・ フ ジ ュバント

(CFA) と抗原 を同 容量 に まぜ, emulsion とし, ラ ッ

トの足 蹠 に0.1ml/ ラット の量で 免疫し た. 用 いた 抗原

はS 抗原あ る いはIRBP で あ り, その 用量は ラット1

匹 あ た り0.3,1,  3,7.5,15, 30μg であ っ た. 免疫後, 概

ね毎 日, 眼内 炎症 の有無 を 肉眼的 に観 察し, さ らに最

終的 には ド ライ アイ ス中 にて ラットを 殺し, 松果 体 と

眼球 を摘 出し て組 織学的 に検 討を 加え た. 摘 出眼 球お

よ び松果 体を 含む中 枢 神経 標本を2.5% グ ルタ ール・ア

ル デヒ ド2% ホル マ リンにて 固定 しパ ラ フ・1ソ に包埋
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した後, 厚さ3μm の切片を作製し, ヘマトキシリソ・

エオジン染色およびPAS 染色をおこなって光学顕微

鏡で観察した. EAU および松果体炎の有無の判定お

よび炎症病変の強さの評価は全て病理組織学的検査に

基づいて行なった. 即ち, EAU では,0: 炎症は全く

ない,+1: 虹彩毛様体炎あるいはその近くの周辺部

網膜に炎症細胞が見られる.+2: 網膜視細胞内外節

が主に炎症細胞により浸潤されている,+3: 炎症細

胞が外顆粒層およびそれより内層まで浸潤してい

る.+4: 炎症細胞が眼内組織全体に浸潤し組織障害

が著しい, 一方, 松果体炎はリンパ球浸潤が,0: 全

くない,+1: 被膜に接する松果体辺縁部にわずかに

認められる.+2: 松果体のやや内側まで浸潤してい

る,+3: 松果体の中心部近くまで浸潤している,に分

類した.

6. 網膜抗原に対する免疫反応

1) リンパ球増殖能

S 抗原またはIRBP を30μg の量で免疫したルイス

ラットを眼内炎症発症直後( 免疫後14日目) に殺し,

摘出した脾臓から脾細胞を分離した. 脾臓を2% 非働

化Fetal Calf Serum (FCS,  Behringer-Man りheim,

West・Germany) を 含むRPMI-1640 溶液(GIBCO,

Grand Island, NY, USA) に浮遊させ,ステンレスy ツ

シュ上でteasing を行ない, 濾過させ, 単離細胞にし

た. 赤血球を除去するため, 一度洗浄しペレットとし

た後に, Tris-NH4C1 を加え2 分間室温で放置し,その

後に3 回洗浄した. 脾細胞を5%FCS,  5 ×105M 2-

Mercapto-ethanol (2-ME),  lOOU/ml penic Ⅲin, 100

μg/ml streptomycin, S 抗原またはIRBP 5 μg/ml を

含むRPMI-1640 溶液中で,2 ×106/ml <iこ調整し,5%

C02, 37℃で培養を行なった. 培養は4 日間行ない. 培

養終了16時間前に1.0μCiの3H でラベルされたサイミ
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ジソ を加 え, 培養 終了 後, cell harvestar で細 胞を ガ ラ

スダッシ ュに吸 着し乾 燥さ せた 後に, 液体 シンチ レ ー

シ ョン カ ウ ン タ ーで 放 射 能 活 性 を 測定 し た. 測 定 は

triplicateで 行 ない, そ の平 均値 と標 準偏 差をcpm で

表 示し た.

2) 皮内 反応

眼 内炎 症発症 直後( 免疫後14 日目) の各 々の ラット

の腹 壁 の毛 を剃 り落とし, 100μg/0.1ml のS 抗原 また

はIRBP を皮 内 に注射 し,4 時 間の皮 内反応( ア ルザ

ス型) と24時間 後 のそ れ( 遅延 型) を測 定し, 皮 内反

応の直 径(mm) を 測定し た.

Ill 結  果

1. 網膜 抗原 の精製

AcA34 カ ラ ムで ゲ ル濾 過 を 行 な った 結 果 のI 例を

Fig. 2 に示す. 溶出 した 各分 画の うち, 免 疫二 重 拡散 法

で, 抗 ウシ網膜IRBP ウサギ血 清 とはNo.  58 からN0.

68が, 抗 ウ シS 抗 原 ウ サ ギ血 清 と はNo.  78 からN0.

98の 分画が沈 降 線を形 成し, 両 抗原 はこ の段階で 分 離

可 能で あ った.

更 に精製 を進 めるた めに, AcA34 カ ラム後のS 抗原

分 画をUltrogel HA カ ラ ム に通 し た 結 果 の1 例 を

Fig. 3に 示 す.S 抗 原 は リ ソ 酸 緩 衝 液0.07M か ら

0.106M の間, 即ち, No.  41 からNo.  61 の分画 に認め

られた. こ れら の分 画のみを 濃 縮してS 抗原 とし て実

験 に用 いた.

AcA34 カ ラ ム後 のIRBP 分 画 をConA Sepharose

にapply し て緩 衝液B で溶 出 す る と, Fig.  4 に示 すご

とく, 最初, 大量 の蛋 白質 が溶 出され た( フ ラクシ ョ

ン1̃30). これ はConA Sepharose に 吸着し な かっ

た 蛋白質 が 溶出 されて きた もので, こ の後, フ ラクシ ョ

ソ の溶 出曲 線は基 線に戻 り平 担 となっ た. こ れを 確認

anti IRBP-positive anti S-antigen-positive
←

0  40  50  60  70  80  90  100  110

Fraction Number

Fig. 2 Elution pattern of AcA34 gel chromatography



94―(502)

1.0

0

E
U
0
8
3
 
a
o
u
e
q

』
○
のａ
４

0

anti S-antigen-positive

日眼会誌 91 巻 4 号

1
2
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0
1

0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0

1

Fraction Number

Fig. 3 Elution pattern of HA ultrogel chromatography. Anti-S-Ag positive

fractions obtained from AcA34 gel chromatography (Fig.  2) were applied to

HA ultrogel. Fraction N0. 41̃61 had positive reaction to Anti-S-Ag serum.
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Fig. 4 Elution pattern of ConA sepharose chromatography. Anti-IRBP positive

fractions obtained from AcA34 gel chromatography (Fig.  2) were applied to

ConA sepharose chromatography. Anti ・IRBP positive fractions were found just

after loading buffer containing 0.2M methyl-α-D-mannopyranoside.

し た後 に, 緩衝液B に0.2M methyl- α-D-mannopyr-

anoside を加 え た溶液を カ ラ ムに流す と, そ の直 後 に,

シ ャープな ピ ークが みら れ, ConA Sepharose に吸 着

し た糖 蛋白 質が溶 出 され, これを 回収 した. Fig. 4 のご

と く, こ のピ ークに一 致 する フラ クシ 日ソの みが, 抗

ウシIRBP ウサ ギ血清 と沈降 線を形 成し た. この フ ラ

クシ 日ソを 集 め濃縮し, IRBP とし て実 験に 用い た.S

抗原 は100 個 の牛 網膜 か ら約13mg 精 製 さ れた. IRBP

は約7mg 精 製さ れた.

2. IRBP およびS 抗原の性状

1) 免疫二重拡散法

免疫二重拡散法の結果をFig. 5に示す. IRBP 抗原

は抗ウシ網膜1RBP ウサギ血清と一本の沈降線を形

成したが, 抗ウシS 抗原ウサギ血清とは全く反応しな

かった. また,S 抗原は抗ウシIRBP ウサギ血清とは

反応せず, 抗ウシS 抗原ウサギ血清と一本の沈降線を

形成した(Fig. 5). 即ち, 両者は免疫学的に交差せず

異なる抗原性を有すると考えられた.
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1

Fig. 5 Immuno-double-diffusion plate showing no

cross reactivity between S-Ag and IRBP.

2) SDS-PAGE

Fig. 6に精製した両抗原のSDS-PAGE の結果を示

す.S 抗原(lane l) は約50k に, IRBP  (lane 2) は

約140k の所に主なラインを形成していた. 両抗原と

も, 主なラインの前後にうすいラインの形成は認めた

が,しかしS 抗原サンプルにIRBP の, また, IRBP サ

ンプルにS 抗原の混入を示すラインは全くなかった.

3. 網膜抗原による眼病変および松果体炎

IRBP とS 抗原の種々の用量による, ルイスラット

における眼病変と松果体炎の発症率および炎症の程度

についての実験結果をTable l にまとめた.

1) 眼病変:S 抗原は30μg の用量で免疫した5 匹10

眼全てに平均12.3日目にEAU が発症し, 病理組織検

2 3
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200K

116K

Fig. 6 SDS ・PAGE gel of S-Ag and IRBP

(Coomassie-blue-staining). Lane 1 : S-Ag, Lane

2: 】RBP, Lane 3 : Molecular Weight Protein

Standards.

査でも炎症の程度は極めて強かった.15 μg, 7.5μgで

も各々8 眼中7 眼に極めて強いEAU を惹起した. 3.0

Table l EAU and Pinealitis induced by S-Ag and IRBP

Retinal Dose
antigen  (μg/rat)

EAU Pinealitis

Eyes with EAU/Total Intensity* Onsetb Rats with Pinealitis Intensity'

S-antigen 30

15

7.5

3.0

1.0

0.3

IRBP  30

15

7.5

3.0

I.0

0.3

10/10

7/ 8

7/ 8

6/ 8

4/ 8

3/ 8

10/10

8/ 8

8/ 8

8/ 8

8/ 8

0/ 8

3.6 土0.7

3.3 士1.3

3.1 土1.3

2.1 土1.5

1.3 土1.5

1.0

2.0 土0.6

1.8 土0.4

1.8 土0.4

1、8土0.4

2.5 土0.7

-

12.3 士1.2

12.5 土2.1

15.3 土2.5

13.6 土1.3

17.3 土0.9

N.D.*1

9.3 土0.4

9.5 土0.5

10.8 土0.4

10.5 士0.5

12.3 土0.8

3/5

2/4

3/4

1/4

1/4

0/4

5/5

4/4

4/4

4/4

4/4

0/4

0.6 土0.5

0.9 士1.0

0.8 士0.4

0.8 士1.3

0.3 土0.4

-

2.0 土0.6

2.5 士0.5

2.8 土0.4

3.0 土0

2.0 土l.0

-

intensity of EAU was evaluated by histological e χanimation  (see text).

onset of EAU was evaluated by c 】mica】eχamination.

intensity of pinealitis was evaluated by histo】ogical examination (see text).

ocu 】ar inflammation was not detected by macroscopically, but some changes found by histological

examination.
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Fig. 7 S-Ag-induced EAU, 3days after the clinical

onset of the disease.

丶

i

Fig. 8 S-Ag-induced EAU, lOdays after the clini

cal onset of the disease.

μg では8 眼中6 眼, 1.0μg で は8 眼 中4 眼に 炎症 が見

ら れたが, 炎 症の発 症 囗が少し 遅延 し, また, 炎症 の

病理 変化 の程 度も 高用量 の時 のそ れに比 べ軽 度であ っ

た. Fig.  7 に7.5μg のS 抗原 免疫 で 惹 起 さ れたEAU

の発 症3 日 目の病理 組織 像を示 す. 浸潤 細胞 は好中 球

が主 体で, そ の他, 単核 球が 少数認 めら れ, この よ う

な 浸潤細 胞が 網膜 の視細胞 内外 節層 の他 に, 視細胞 の

核層( 外 顆粒層) あ るい はそ れよ り内層 側に も認め ら

れ, 視 細胞 全体 が激し い障 害を受 け てい る. Fig.  8 に

は, 同じ く7.5μg のS 抗 原で 惹 起さ れたEAU の発 症

後10 日 目のそ れを示 す. 視細胞 の内 外節 層お よび核 層

全て が消失 して い る. 一方, 視 細胞 以外 の網 膜組織 お

よ び脈絡 膜は比 較的 きれい に保 た れてい る. 0.3 μg で

は 臨床 的 に は全 て の 眼 球 に炎 症 所 見 を 認 め な か った

が, 病理 検査 によ り8 眼 中3 眼 に軽 度 のEAU の所 見

を認 めた.

IRBP は30μg から1.0μg まで, い ずれ の用 量で も全

て の眼球 にEAU を 惹 起し た. 発 症 日は 同 用量 のS 抗

日限会誌 91 巻 4 号

Fig. 9 IRBP-induced EAU, 3days after the clini-

cal onset of the disease.

Fig. 10 IRBP-induced EAU, lOdays after the clini

cal onset of the disease.

原 に比べ, 常 に3̃5 日早 く発症 し, 臨床的 に 炎症 の

消退 もす みや かであ っ た. 病 理組 織学 的検 査で の組 織

障害 の程 度は,S 抗 原の それ に比 べて常 に 軽度で あ り,

また, 以下 に述 べる よ うな特徴 があ った. 即 ち, IRBP

免疫 で惹 起 された網 膜 病変 は, 炎 症細 胞の 浸潤 が主 に

視細 胞内 節層 に限局 し てお り,S 抗原 の時 のそ れの よ

うな 外顆 粒層 への 浸潤 はあ まり見 ら れない(Fig.  9).

発症 して 日数 の経 たも ので も,S 抗原 の場 合は 視細胞

全体 が消失 して い たの に対し, IRBP では, 視細胞 の核

層が 比較的 多 く残存 し てい る(Fig.  10). 浸潤 細胞 の

種類 は, 基本的 に はS 抗原 の場合 と同 じで あ るが, 単

核球 の割 合 がや や多 い 傾向 があ った. 0.3 μg のIRBP

では 眼病変 は生 じ なか った.

2) 松果 体病 変:S 抗 原免 疫に よる 松果体 病変 は, 松

果体 被膜 に接す る松 果 体の辺 縁部 に少 数 の リン パ球 浸

潤 を伴 う松果 体炎 で(Fig.  11), そ の発 症頻度 は高 用

量(7.5̃30 μg)で も50̃75% であ り, 低用 量(1.0̃3.0

μg)で は全 体の1/4 で あっ た. こ れに 比べ て, IRBP 免
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Fig. 11 S-Ag-induced pinealitis.

Fig.  12 IRBP-induced pinealitis.

疫 では,30 μg から1.0μg までの 用量 すべて にお いて,

全 例に 松果 体炎を 認 めた. 浸潤 細胞 はやは り リンパ球

で あっ たが, Fig. 12 に示 すご とく, リン パ球の 浸潤 が

松果 体 の中 心 部 近 く ま で みら れ, 浸 潤 病 巣 の 数 も多

か った.

4. EAU ラット の免 疫反応

IRBP あ るい はS 抗 原で 免疫 後, 眼内 炎症 を おこ し

た ラ ット の, リン パ球増 殖反 応を, Table 2 に 示 す.
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Table 2 Mitotic responses of spleen cells to retinal

antigens.

-

Immunizing
Antigens

- 一一 一
Stimulants in culture

- IRBP S-Ag

IRBP

S-Ag

1,535士127*

1,442士175

6,482土268
(4.2)

1,575土222
(1.1)

1,935土94
(1.3)

10,366土784
(7.2)

・Values are mean cpm of incorpolated 3H thymidine 土S.D

**S.I. = stimulation index

IRBP で 免疫 された ラ ット の脾細 胞 は特 異抗 原刺 激 の

ない 状 態で3H サ イ ミジ ソの 取 込 み は1,535 ±127cpm

で あ り, IRBP を培 養液 に加 えて刺 激す る とそ の取 込

みは6,482 ±268cpm でStimulation Index (S.I.) が4.2

と著明 な増 殖反 応を 示 した が, 免 疫に用 いな かったS

抗原刺 激で は1,935 ±94cpm でS.I.は1.3 で 増殖反 応 は

見ら れなか った. 一 方,S 抗 原で 免疫 された ラ ットで

は無刺 激の 脾細胞 の3H サイ ミジソ の取込 みは1,442 ±

175cpm だっ た が,S 抗 原 刺 激 で は10,366 ±784cpm,

S1 7.2 と著 しい増 殖反 応を 示し, IRBP 刺 激で は増 殖

反 応を示 さ なか った(1,575 ±222cpm,  S.I. 1.1).

眼内 炎症 をお こした 両 ラット の両抗 原に対 す る皮 内

反 応をTable 3 に示す.S 抗原 免疫 ラ ットとIRBP 免

疫 ラット とも両 抗原 に対し アル ザス型 過敏 性反 応を 認

めた が, 遅 延型過 敏性 反応 は,S 抗原 免疫 ラ ット はS

抗原 のみに 強い反 応 を, IRBP 免 疫 ラ ット はIRBP と

のみ反 応を 認め た.

IV 考  按

Ultrogel AcA34, HA Ultrogel, そしてConA Se-

pharose を 組合 わせ た今回 の我 々の方 法で 分 離精 製 さ

れたS 抗原 とIRBP は, 免疫二重 拡散 法で 各々 の抗血

Table 3 Skin responses of rats to retinal antigens 、

Immunizing
Antigens

No. of
rats

Skin responses*

Arthus DTH

IRBP S-Ag saline IRBP S-Ag saline

S-Ag

IRBP

1

2

3

4

5

6

7

9

10

7

15

15

16

14

23

20

25

8

7

8

5

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

15

12

22

24

20

20

23

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

* Diameter of edema, in mm.
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清との み沈降 線を形 成し, 相 互の 免疫学的 交 差反応 は

認 め ら れず, クマ シブ ル ー染 色を し たSDS-PAGE で

は,S 抗 原は 分子量 約50,000 の位置 に, ま た, IRBP は

140,000 の位置 にmain band が形 成 され, 相 互の混 入

は 全く 認め られな かった. 即 ち, 我 々の 方法で 分離 精

製 され た2 つ の蛋 白質は, 免 疫学的 抗原 性お よび分 子

量 が互い に異 なる 全く別 個の蛋 白質 と考 えら れ, また,

各 々の 分 子 量 は 従 来 報 告 さ れ て い るS 抗 原 お よ び

IRBP の 分子量 とほぼ『司一 であ った. 従来 の 網膜 抗 原

の分離精 製法 に関 する報 告は,S 抗 原につ いて は網 膜

材 料 か ら2 種 類 の カ ラ ム操 作 でS 抗 原 の み を 分 離

し17),また, IRBP につ い ては 網膜 から視細 胞外 節を 分

離 し た後 に 高速 液 体 クロ マ ト グ ラ フ ィ ーかConA セ

フアロ ースを 用いてIRBP のみを 精製18)̃20),あ るい は

IRBP と 同一 の物 質 と考 え ら れ るA 抗 原21)̃23)に つ い

て も, SDS-PAGE の ゲルを 切 断 分離 し て 抽出 す る方

法24)がとら れ, いず れも, 網膜材 料か ら1 つ の網 膜抗 原

の みを回 収す る方 法で あ った. 今回 の我 々の方 法は,

こ のよ うな従来 の方 法 と異な り,同一 の網膜 材料 から,

S 抗 原 とIRBP の2 つ の 網膜 抗 原 を 一 連 の 操 作で 同

時 に効率 よく簡 便 に分離精 製で き る特徴 があ る. そ の

回収 率は100 個 の牛網 膜か らS 抗 原が12̃15mg,  IRBP

が5̃7mg で あ り, 全 過程 が10 日間̃2 週間 で 終了 す

る. 実 験動 物にEAU を 惹起 する病 原 性がS 抗 原 だけ

でな くIRBP にもあ る事 が判 明した 現在, ぶど う膜炎

の 自己 免疫 機序 に関す る基礎 的臨床 的研 究 には,S 抗

原 とIRBP の 両抗原 が不 可欠で あ り, 従 って, こ れら

2 つ の網膜 抗原を 簡便 にかつ 効率 よ く分離精 製す る方

法が望 まれ るが, 今回 の我 々の方 法は, この よ うな必

要 性に 応え るもの と考 えられ る.

今回 の方 法で 精 製 さ れ たS 抗 原 とIRBP を ル イ ス

ラ ット に免疫 した ところ, い ずれ の網膜 抗原 仏 眼 内

炎 症 と松果体 炎を 惹起し た が,2 つ の網膜抗 原 の間 で

病 原性 の強 さが異 な り, また, 惹 起さ れた炎 症の病 理

組 織像 にも 差異の ある 事 が判 明し た. IRBP に よ り惹

起され るEAU は,S 抗原 のそれ に比 べ, (1) よ り低 い

用 量, 即 ち1μg/ ラット とい う低 用量で もEAU を全 例

に生じ る,(2) 発症 日が 早 く, また, 肉眼的 なEAU の

臨 床症 状の 消退す るの も早い, (3) し かし, 眼内炎 症

症 状は 臨床的 にも 病理組 織学的 に も軽度 であ る, な ど

の特徴 がみ られた. 特 に, IRBP に よるEAU とS 抗 原

に よるEAU の 病理 組織 像の相 違は興 味深い. 即 ち,S

抗 原の場 合は, 炎 症が生 じれ ば, そ のほ とん どの例 が

た とえ低 用量 の抗 原量で あっ ても, 眼内 組織 全体が 著
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し く浸 され, 特 に視細胞 は 内外 節胛 のみな らず, その

核 層( 外 顆粒 層) も炎 症細 胞に より 浸潤さ れ, 更 に,

発 症 後, 日数 を 経 る と 視細 胞 全 体 が変 性 消失 し て し

まった. 一 方, IRBP の場 合は,30 μg/ ラ ットの 高用量

であ って も, 一部 の例 外的 なヶ- スを 除い て, そ の大

多 数にお いて は, 炎症細 胞 の浸潤 は前 眼部 およ び網膜

の視 細胞 内外 節層 に限 られ,S 抗 原の 場合 のよ うに網

膜外 顆粒 層が 強 く浸さ れる ことは な く, 日数を経 たも

ので 乱 網膜 外顆 粒層 は比較的 よく保 存さ れてい た.

一 方, 松果 体 に 対 す る両 抗 原 の 病 原 性 も 対 照的 で,

IRBP は1μg/ ラ ット とい う低 用 量 で も 全 例 に 松 果 体

の中 心部 に までお よぶ リン パ球 浸潤を 生じ たの に対 し

て,S 抗 原で は, 高用量 であ って も常 に一 部の ラット

に, しか も松果 体 被膜 に接 するご く表 在性 の リンパ球

浸潤 が見 られ たの みであ っ た.2 つ の 網膜抗 原に この

よ うな病 原性 の差 異があ る理 由は 現在 のと ころ不明 で

あ るが, 視細胞 あ るいは 松果 体に おけ るこ れらの2 つ

の 網 膜抗 原 の 分布 が 異 な って い る可 能 性 が 考 え ら れ

る. 即ち,S 抗原は 視細 胞 の内外 節層 のみ ならず 外顆

粒層 に も多 く 局在し, IRBP は 主に 視細 胞 内外 節層 に

分布 して いる と示唆 さ れる. 一 方, 松果 体に おいて は,

IRBP の方 がS 抗 原 よりも多 く 分布 して い る可 能性 が

ある. こ の点に 関し ては 現在, 免疫 組織 学的研 究に よ

り検討 をお こ なって いる ところ であ る. また,IRBP で

惹起 され るEAU の発 症 囗が, 高用 量 のも ので は免疫

後8̃10 日であ った が, これは 通常 の能 動免疫 に より

惹 起 され る他の 自己 免疫疾 患 と比較し て非 常 に早い.

この原 因に つい て も不明 で あ るが, (1)  IRBP が リン

パ球を 感作 する過 程 が早い(2)IRBP 感 作 リンパ球が

血 液眼 関門 を通過 しや すい よ うな特 殊な構 造を 持つ,

(3) 網膜 中 や松果 体中 のIRBP の総 量 が多 く, 感作 リ

ンパ球を 抗 原局在 部位 に遊走 しや すい, などの いくつ

かの可能 性 が考 えら れる. これ らの点 につ いて は, 今

後, 感 作 リンパ球 を用 いた 移入 実験 等に より解 明して

い く予定 であ る.

S 抗 原あ るい はIRBP の免 疫 を受 け, EAU を 発症

し た ラット におけ る両 抗原 に対 する 免疫反 応につ いて

言及す る.S 抗原 免疫 ラ ッ 囗よ遅延型 皮内 反応 および

リン パ球 増 殖反応 のい ず れもS 抗原 に対し て のみ陽性

反応 を示 し, IRBP に対 して は反 応性 を示 さな かった.

同 様に,IRBP 免 疫 ラット は, IRBP に対し て のみ遅延

型皮 内反 応 お よび リンパ球 増殖反 応を 示し た. 即ち,

S 抗 原 あ るい はIRBP 免 疫 ラ ット は 各 々の網 膜 抗 原

に選択的 な 細胞 性免疫 反応 を呈 した. こ のこ とは,2
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つ の網 膜抗 原 の分離 が よく行 なわ れ両者 の混 入が ない

こ と, お よびin vivo の 免疫反 応系 に対 す る抗 原性 も

完全 に異 なっ てい るこ とを示 す もの と考え られ る. し

かし なが ら, アル ザ ス型 皮内 反応 は,S 抗 原免 疫ラ ッ

トでヽIRBP に対 す る弱い反 応 が, また, IRBP 免 疫 ラッ

トで はS 抗原 に対 す る弱い反 応 が見 られ た. どのよ う

な 理由で こ のア ルザ ス型 皮内反 応に おいて 両者 の交 叉

反 応が 生じ たか は現 在 のとこ ろ不明 であ る.

最後 に, こ れら の網膜 抗原 の生理 作用 につ卜 で言 及

し たい. 網 膜 に光が当 た ると網膜 視 細胞 層に存 在す る

ロ ドプ シ ン が レ チ ノール の形 で 網 膜 色 素 上 皮 に 運 ば

れ, エ ステ ル化さ れて貯蔵 さ れ25),暗 所で は逆 の現 象が

お きる とされ る. free の レチ ノ ール は不 溶性 で毒 性が

強い ため に担体蛋 白質 につ いて 輸送 さ れるが, そ の担

体蛋 白質 として血 原中 のserum retinol-binding pro-

tein,緇胞 内 のcellular retinol-binding protein な どが

あ る. IRBP は, 視細 胞層 の外境 界膜 と綱 膜色 素上皮 層

の 間 のintraphotoreceptor matrix26' 内 に 存 在 し

retinol の輸 送をつ か さど ると考 えら れ, カエル, ウ サ

ギ18),ウシ19)21)27)サル26),ヒ ト28)で そ の存在 が報 告 さ

れてい る. 一方,S 抗原 も視細 胞 におい て光 刺激 に よ

る ロドプ シン の生化 学反 応に 関与 する “48K 蛋 白" と

同一物 質で あ る ことが最 近に な り判明し た29). こ の よ

卵こ,視 細胞 に存 在し, phototransduction に重要 な生

理的 役割を 果 たすIRBP とS 抗 原が, い ずれ も, 完全

フ ロ イ トア ジ ュバ ソ ト と共 に 免疫 す る と 実験 動 物 に

EAU を 惹 起し, ぶ どう膜 網膜 炎 の 自己 免疫 機 序 に 深

くかか わって いる こと は, 自然の 摂理 に反 す るよ うで

あ るが, 大変 に興 味深 いこ と と考 え る. phototransduc-

tion に かかわ ってい る蛋 白質 は, 視細 胞 の中 にこの 他

に も数 多 くあ り, 従っ て, そ れ らの中 に はこ の2 つ の

網 膜抗 原 と同様 に病原 性を 有す る ものが存 在 する可 能

性 は大 きく, 今後 のこの方面 の研 究 の成果 が 期待 され

る.
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