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網膜抗原の研究 (第 1報 )

一抗 IRBPモ ノクローナル抗体の作製一(図 7)
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要  約

ウシ網膜で免疫 した Lewisラ ット牌細胞と,マ ウス ミエローマ細胞 をポ リエチレング リコール法で細胞融

合 させた。HAT培地で選択 し, ウシ IRBPに対 しELISAで スクリーニングし,限界希釈法によるクローニ

ングで, 2ク ローン(TRA4,TRA5)の 抗 IRBPラ ットモノクローナル抗体が確立 した。immunoblottingで

ウシおよびラットIRBPの両者が,モ ノクローナル抗体 TRA4お よび TRA5に より,約 140Kdの bandと して

検出された。免疫組織学的に,ウ シおよびラット網膜の両者における IRBPは ,モ ノクローナル抗体 TRA4お

よびTRA5に より網膜外境界膜 から網膜色素上皮先端部の間に検出 された。精製 したモノクローナル抗体

TRA4を標識 し,モ ノクローナル抗体 TRA5と の間に競合 ELISAを試みた。モノクローナル抗体 TRA4お よ

びTRA5は 同一の抗原決定基に対応 していた。 (日 眼 92:541-548,1988)

キーヮー ド :interphOtOreceptOr retinOid_binding prOtein(IRBP),モ ノクローナル抗体,immunoblot‐

ting,免 疫組織化学,Lewisラ ット

Abstract

Spleen cells of Lewis rat previously immunized by bovine retina and mouse myeloma cells were

fused by polyethylene glycol. Hybridomas were cultured with HAT medium and screened against

bovine interphotoreceptor retinoid-binding protein (IRBP) by ELISA. Then hybridomas were cloned

by the limiting dilution-culture method and 2clones (TRA4, TRAS) of anti-IRBP monoclonal rat
antibodies were established. In immunoblotting, both bovine and rat IRBP were detected as about

140Kd single bands by both monoclonal antibody TRA4 and TRA5. In immunohistochemical studies of
the retina, both bovine and rat IRBP were detected from the retinal external limiting membrane to
the apex of the retinal pigment epithelium by both TRA4 and TRA5. Competitive ELISA was between

labelled monoclonal antibody TRA4 and native monoclonal antibody TRA5, against IRBP. Both
monoclonal antibody TRA4 and TRA5 corresponded to an identical antigenic site. (Acta Soc Ophthal-

mol Jpn 92 : 541-548, 1988)

Key words : interphotoreceptor retinoid-binding protein (IRBP), monoclonal antibody, immunoblot-
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I緒  言

interphotoreceptOr retinoid‐ binding protein

(IRBP)は網膜 A抗原と同一 と考えられ1),網
膜可溶成

分に含まれる。 この物質は,網膜におけるvitamin A

の代謝において重要な役割を持 ってお り2),ラ ット3)ぉ

よびサル4)な どに免疫することにより実験的自己免疫

性ぶどう膜炎を発症させ うる。IRBPお よび IRBPに
よる実験的自己免疫性ぶどう膜炎の詳細な研究に,抗
IRBPモ ノクローナル抗体 (MAb)の必要性は大 きい。

今回我々は,抗 IRBP MAbを作製 したので報告す る。

II方  法

1.IRBPの精製

IRBPの精製は,望月ら5)の 方法に準じておこなっ

た.ま ず, ウシ網膜可溶性成分を50%硫安で塩析 し,

塩析物を SephacryI S 300(Pharmacia:Sweden)で

グルろ過 した。次に,高野ら6)の 方法に従い,抗 ウシ網

膜可溶性成分 ウサギ血清 とdouble immunOdirusiOn

で反応する150kilodaltOns(Kd)前 後の gel■ltration

分画を IRBPを含む分画とした。 この分画を,Con‐A
Sepharose(Pharinacia)に より, Adlerら 7)のイ程件で

chromatographyを し,精製 IRBPを得た。精製 IRBP
を,Laemmli3)の 方 法 に 準 じ 7%gelで sodium
dodecyl sulfate‐ p01yacrylamide gel electroplleresis

(SDS‐PAGE)し ,銀染色した9).

ウシ網膜可溶性成分硫安分画の一部は,以下に述べ

る免疫にもちいた。

2.モ ノクローナル抗体作製

1)免疫

ウシ網膜可溶性成分硫安分画を等量の Freund完 全

アジュバン ト(ヤ トロン)と 混和 し,その0.2ml(タ ン

パク量1.Omg)を 約12週齢,オ スの近交系 Lewisラ ッ

ト1匹あた り (計 5匹)の皮下に 2週間間隔で計 3回

免疫した。すべてのラットが免疫後 8日 までに,激 し

い実験的自己免疫性ぶどう膜炎を発症 した。

2)細胞融合

最終免疫後 4日 目のラット牌臓 細胞 1× 108個 と

BALB/cマ ウス由来の P3‐ X63‐ Ag8-Ul(P3Ul)株 ミ

ユ ローマ細胞 1°)3× 107個 を混和 し,44.4%polyeth‐

ylen glyCol l,000(和 光純薬)で細胞融合させた。融

合後,Dalbecco's modtted Eagle medium(DMEM)

(ニ ッスイ)に , ウシ胎児血清 (FCS)(Flow: Aus‐

traha),ペ ニシ リンGカ リウム,硫酸ス トレプ トマイ
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シンおよび men nOn_essential aminO acid(Gibco:

USA)を 加えた培地に細胞を浮遊させ,96ウ エルマイ

クロプレー ト (COstOr:USA)に 散布した。

糸田胞融合翌 日より, hypoxanthine, aminopterin,

thymidine(HAT)を 含む培地を約 7日 間加え, ラッ

ト×マウス hybridOmasを 選択 した。

3)抗体産生 hybridomasの スクリーニング

抗原 として,精製ウシ IRBP(5μ g/ml)を ,enzyme
linked immunosorbent assay(ELISA)用 96ウ エルマ

イクロフ
°
レー トンこCOatingし スニ. bOVine Seruin albu‐

minで blocking後 ,細胞融合後約10日 後の培養上清と

反応させた。第二抗体 として,2,000倍希釈の horse‐

radish peroxidase(HRP)‐ cOnjugated anti_rat lgG

rabbit serum(DakOpatts:Denmark),基 質 として

0.003%H202,lmg/m12,2′ ‐Azino‐ bis(ABTS)を反

応させ,414nmの 吸光度で判定した。

4)ク ローニング

スクリーニング後,限界希釈法によるクローニング

を 2～ 3回おこない, 2ク ローン(TRA4,TRA5)が
確立 し,培養上清を遠心 して MAbを得た。たeder

layerと して生後 4週前後の BALB/cマ ウスの胸腺

細胞をもちいた。これまで述べた培養条件はすべて

5.0%C02,37℃ でおこなった。

3.作製モノクローナル抗体の特異性の検討

1)inlnlunoblotting

精製ウシ IRBP,ウ シ網膜可溶性成分硫安分画およ

び Lewisラ ット網膜可溶性成 分をサンプル として

7%gelで｀
SDS‐PAGEし ,0.45μ :mの ニトロセル ロー

ス膜に非電気的に転写 した。20%FCSで blockingし

たのち, ニ トロセルロース膜上の抗原とMAb培養上

清原液 と反 応 させ,第 二 抗 体 として200倍 希 釈 の

HRP‐ cOniugated anti.rat lgG rabbit serulll, 基質と

して0.005%H202,0・ 2mg/m13,3′ ‐diaminobenzidine

(DAB)を反応 させ発色させた。

2)免疫組織化学

ウシ網膜お よび Lewisラ ット網膜を 3%パ ラホル

ムアルデ ヒ ドおよび0.1%グ ルタールアルデヒ ドにて

4時間固定 し,洗浄後凍結切片を作製した。blocking

後,MAb培養上清原液と反応 させた。第二抗体 として

の500倍希釈 biotinylated‐ anti‐ rat lgG rabbit serum

(Zymed:USA), 2μ g/ml HRP‐ avidin D(VectOr:

USA)お よび DABを反応 させ発色させた.

3)モ ノクローナル抗体のタイピング

ラットモ ノク ローナル 抗 体 タ イ ピン グ キ ット
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(Mnes:UK)を 使用し,double immunodiffusionに

よりMAb TRA4お よび TRA5と 抗ラットimmunog―

lobulin(IgGl,IgG2a,IgG2b,IgG2C,IgiM:,お よてバIgA)

の反応について検索した。

4)モ ノクローナル抗体 TRA4の精製

MAb TRA4の 精製のため,培養上清を50%硫安で塩

析後,0.01MPB pH 7.6で 透析 し,あ らかじめ0.01M

PBpH 7.6で 平衡化したイオン交換グル DE52(What―

220k_

94k―

中

VX Y Z
Fig. 28

Fig. 2 Immunoblotting, antigen detected by

monoclonal antibody TRA 4 or TRA 5. (A) Lane

1, 3: purified bovine IRBP reacted with mono-

clonal antibody TRA 4 (lane 1) and TRA 5 (lane

3). Lane 2, 4: salted out bovine retinal supernate

reacted with monoclonal antibody TRA 4 (iane

2) and TRA 5 (lane 4). Arrow : bovine IRBP. (B)

Lane V, Y: rat retinal supernate reacted with
monoclonal antibody TRA 4 (lane V) and TRA

5 (lane Y). Lane X, Z: bovine retinal supernate

reacted with monclonal antibody TRA 4 (lane X)
and TRA 5 (lane Z). Arrow: rat IRBP (lane V,

Y), bovine IRBP (lane X, Z).

man:England)カ ラムに添加した。添加後,段階的溶

出により,pass throughの peak(分画 1),0.01MPB

O.05M NaClpH 7.6に よる溶出の peak(分画 2)お

よび,1.6M塩酸グアニジンによる溶出の peak(分 画

3)を それぞれ集めた。分画 2お よび分画 3を 0.01

MPBpH 7.6で 透析後,IRBPを 抗原 とする ELISAで

各分画の抗体価を測定 した。また各分画を10%gelで

SDS‐PAGEし ,さ らンこanti‐ rat lgGクこより,inlmunob‐

lottingをおこなった。

5)モ ノクローナル抗体の抗原決定基の検討

MAb TRA4お よび TRA5の IRBPにおける抗原決

定基の検討を競合 ELISAで お こなった.ま ず橋本

中

67
60
43k―

abc
Fig. I 7)dgel SDS-PAGE of bovine IRBP. Lane a:

molecular weight standards. Lane b: purified

bovine IRBP. Lane c: salted out bovine retinal
supernate. Arrow: bovine IRBP.
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らH)の 方法に準 じ,精製 MAb TRA4と N―hydroxy

succinimidobiotin(Pierce:USA)を 反応 させ, ビオ

チン化 MAb TRA4を作製 した.精製 IRBPを抗原と

し,あ らかじめ MAb TRA5を 培養上清原液から3倍

希釈で反応させ,plateを 洗浄後,3μg/mlの ビオチン

化 MAb TRA4を plateに加え競合させた。その後 ,

HRP‐avidin D,ABTSで 発色させた。

III 結  果

1. IRBPの 精製

精 製 ウ シIRBPは , SDS‐PAGE_L, 約140Kdに

main bandが 認められた(Fig.1)。 ウシ眼球50個 から,

約4mgの IRBPが 得 られた。なお,IRBPと 等量の

Freund完全アジュバン ドの混合物 (タ ンパク量50μ g)

を,Lewisラ ットに免疫することによって,ぶ どう膜

炎が発症することを確認 した。

2. 1lnmunob10tting

MAb TRA4お よび TRA5は,精製 ウシ IRBPお よ

び ウシ網膜可溶性成 分硫安分画を抗原 とした im‐

munoblottingに おいて,IRBPに 相当する約140Kdの

bandと 反応 した(Fig.2A)。 Lewisラ ット網膜可溶性

成分を抗原 とした immunoblottingに おいて,ウ シ

IRBPと ほとんど移動度 の等 しい bandと 反応 した

(Fig.2B).

3.免疫組織化学

ウシ網膜に対する免疫組織学的検索で,MAb TRA4
および TRA5は いずれ も,網膜外境界膜から網膜色素

上皮先端部までと反応 した (F暮 3A)。 色素の少ない

部位では,視細胞外節 と網膜色素上皮細胞 との境界部

で強い反応が認められた (Fig.3C)。 Lewisラ ット網

膜に対する免疫組織学的検索で,MAb TRA4お よび

TRA5の いずれも,網膜外境界膜から網膜色素上皮先

端部までと反応し,特に網膜色素上皮先端部で反応が

強 く,内節においてもやや強い反応が認め られた(Fig.

4)。

4.モ ノクローナル抗体のタイピング

MAb TMA4お よび TRA5の いずれ も,抗 ラット

IgG2aと のみ反応 した .

5。 モノクローナル抗体 TRA4の精製

イオ ン交換 グル DE52で chromatOgraphyを お こ

なった 3分画について,IRBPに対 しELISAを検討し

たところ,pass throughの peak(分画 1)の抗体価が

最 も高かった。次に,分画 1の 10%gelの SDS‐PAGE
では,約55Kdと 約28Kdの二つの主要な bandsを形成
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FiS. 3 Immunohistochemical studies of the bovine

retina reacted with avidin-biotin-peroxidase com-

plex technique. (A) Antigen detected by mono-

clonal antibody TRA 4, fixed with !% parafor-

maldehyde and 0.196 glutaraldehyde, frozen sec-

tion, stained with DAB and methylgreen, x200.

Monoclonal antibody TRA 4 reacted from the

external limiting menbrane ( * ) to the apex of

retinal pigment epithelium ( * * ). Arrows:

erythrocytes. Monoclonal antibody TRA 5 react-

ed identically. (B) P3U1 myeloma supernate

control. (C) High magnification between the

photoreceptor and retinal pigment epithelium, x

400. Monoclonai antibody TRA 4 strongly react-

ed in the apex of retinal pigment epithelium (*
*). Monoclonal antibody TRA 5 reacted identi-

cally. (D) P3U1 myeloma supernate control.

した(Fig.5).分 画 1を 10%gelで SDS‐ PAGE後 ,ニ

トロセルロース膜 |こ転写 し,biOtinylated_anti― rat lgG

rabbit seruin,HRP_avidin Dお よび DABを もちいて

immunOb10ttingをおこなったところ,約55Kd(heavy

chane)と 約28Kd Oghtchane)の二つの bandsが と

もに染色された (Fig.6)。 以上か ら,分画 1を精製

MAb TRA4と して採取 した。

6。 モノクローナル抗体の抗原決定基の検討

あらかじめ MAb TRA5と反応 させた IRBPに対し

て,MAb TRA4の反応は阻害されてお り,MAb TRA4

とTRA5は同一の抗原決定基に対す る抗体であるこ

とが確認され
'こ

(Fig。 7).

IV 考  按

KOhler & Milstein12)に よって,細胞融合による

MAb抗体作製法が確立 され,各分野の研究に多大な

恩恵をもたらしている.

今回我々が精製 した ウシIRBP(A抗原)は ,SDS‐

PAGE上約140Kdと ,過去の報告 13)と _致してお り,

さらに uveitogeniCな 性質を有していることも確認 し

た。免疫に用いたウシ網膜可溶性成分硫安分画および

hybridomaの スク リーニングに用いた精製 IRBPを

SDS・PAGE後 ,ニ トロセルロース膜に転写して両者を

抗原 としMAb TRA4お よび TRA5の immunoblot―

tingをおこなった。MAb TRA4お よび TRA5の 両者

とも, ウシ網膜可溶性成分硫安分画および精製 IRBP

の両抗原にたいし約140Kdの bandと 反応 した.さ ら

に, ウシ網膜をもちいて免疫組織学的検索をおこなっ

た.MAb TRA4お よび TRA5と も,網膜外境界膜から

網膜色素上皮先端部 までと反応し,過去に報告
14)さ れ
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Fig. 4 Immunohistochemical studies of Lewis rat
retina reacted with avidin-biotin-peroxidase com.
plex technique. (A) Antigen detected by mono-
clonal antibody TRA 4, fixed with 3o/o parafor-
maldehyde and O.lYo glutaraldehyde, frozen sec-
tion, stained with DAB, x200. Monoclonal anti-
body TRA 4 reacted from the external limiting
menbrane ( * ) to the apex of retinal pigment
epithelium (* *). Arrows: erythrocytes. Mono-
clonal antibody TRA 5 reacted identically. (B)
P3U1 myeloma supernate control.

た IRBPの 局在 と一致 している.し たがって,MAb
TRA4お よび TRA5は, ウシ IRBPに対す るMAbで
あることが確認された。

また,Lewisラ ット網膜におけるMAb TRA4お よ

び TRA5の反応局在は,ウ シ IRBPの局在 と類似して

いた。Gonzalez‐Fernandezら 15)の ラット網膜におけ

るIRBPの 局在の報告 とも一致 してい る.さ らに

Lewisラ ット網膜可溶性成分を抗原 とした immunOb_
lottingに おいて,ほぼ ゥシ IRBPと 移動度の等 しい

bandと 反応 しチこ. Gonzalez‐ Fernandezら 15)も ウシ

IRBPと ラットIRBPの 分子量はほぼ等 しいと報告し

ている.以上の二点から,MAb TRA4お よび TRA5と
反応するラット網膜の抗原は,ラ ットIRBPであると

考えられる。

今回作製 した MAb TRA4お よび TRA5が 2ク ロー

12 34 5
Fig. 5 l0% Sel SDS-PAGE of anti-IRBp rat

monoclonal antibody TRA 4 purified by DE 52

ion exchange chromatography. Lane 1: molecu-
lar weight standards. LaneZ; DE 52 0.0lMpB pH
7.6 pass through fraction. Lane 3 : DE 52 0.01MpB
0.05MNaCl pH 7.6 elution fraction. Lane 4: DE
52 1.6M guanidine hydrochloride elution fraction.
Lane 5 : DE 52 applied sample (salted out mono"
clonal antibody TRA 4).
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Fig. 6 Immunoblotting; antigen detected by rab.
bit antiserum to rat IgG. Lane: purified anti-
IRBP rat monoclonal antibody TRA 4. Arrows:
rat IgG heavy chain and light chain.
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Fis. ? ELISA ; bovine IRBP detected by biotinylated monoclonal antibody TRA

4. Bovine IRBP previously reacted with cultured supernate of hybridoma TRA

5 (mark +) or P 3U1 myeloma (mark *), concentration from l to 1/37'

ンとも,ウ シIRBP上の同じ抗原決定基に対する抗体

であることが確認 され,さ らに, 2ク ローンともに

IgG2aで あつた。つま りMAb TRA4お よび TRA5は ,

IRBPで 免疫 された ラットBリ ンパ球 の同一 クロー

ン由来である可能性が大 きい。一方,IRBPは高分子糖

タンパクであり,その抗原決定基は複数個存在すると

考えられている1)が ,IMAb TRA4お よび TRA5の 両者

が同一の抗原決定基に対する抗体であることにより,

この IRBPの抗原決定基は,強い抗原抗体反応を引き

起 こす 抗 原 決 定 基 か も しれ な い。さ らにMAb

TRA4(TRA5)は, ウシ IRBPと ラットIRBPに共通

の抗原決定基と反応 した。また,今回ウシ網膜可溶性

成分硫安分画で免疫 した複数の Lewisラ ットすべて

が免疫後 8日 以内の早期に激しい実験的 自己免疫性ぶ

どう膜炎を発症した。今回我々は検討 していないが
,

同じ網膜可溶性成分に含まれれるS抗原 に比較 し,

IRBPに よる実験的自己免疫性ぶどう膜炎の発症は早

い との報告が多 く16)3)MAb作 製に用 いた Lewisラ ッ

トに発症したぶ どう膜炎 もIRBPの 強い関与を受け

ていた可能性が大 きい。したがって,今 回確立 した

MAbに対応するウシ IRBPと ラットIRBPの共通抗

原決定基は,IRBPの uveitogeniCな 部位 との密接な

関係も推測され今後の重要な研究課題である。

さらに今回得られた。抗 IRBPラ ットMAbを用い
,

IRBPお よび IRBPに よる実験的自己免疫性ぶどう膜

炎の, より詳細な研究を検討中である。
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