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網膜色素上皮細胞の組織特異抗原に対する

モノクローナル抗体 (図 5)

加 藤  秋 成
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卜lonoclonal Antibody to Tissue― Specinc Antigen

of the Retinal Piglnent Epitheliurn
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要  約
網膜色素上皮細胞 (RPE)に 組織特異抗原が存在することを明らかにするために,抗 RPEモ ノクローナル
抗体 (MoAb)を 作成 した。MoAbの 作成はウシ RPEの不溶性成分を免疫 した BALB/cマ ウスの牌細胞と
BALB/cマ ウス, ミエローマ細胞を用いた hybridoma法 で行なった。抗 RPE MoAbは免疫螢光抗体法直接
法により,ウ シ,ブタ,ウ サギ,モルモット,ラ ット,マ ウス, ヒトの RPEを特異的に染色 し,他の組織に
陽性反応を認めなかった。ウシ,ブタ,ヒ トの RPEを SDS‐ PAGEで泳動,分離 し,Western blot法 で転写
した後,抗 RPE MoAbと 酵素抗体法にて反応させた。その結果,分子量約10万の位置に陽性バンドが検出さ
れた。抗 RPE MoAbに よりRPEに ある組織特異抗原の存在がより明らかになった。(日 眼 92:638-645,
1988)

キーワー ド:網膜色素上皮,組織特異抗原,モ ノクローナル抗体,不溶性蛋白質

Atrstract
To clarify the presence of tissue-specific antigen in the retinal pigment epithelium (RPE), an

anti-RPE monoclonal antibody (MoAb) was prepared. The anti-RPE MoAb was made by fusion of
spleen cells from BALB/c mice immunized with insoluble components of cattle RPE and nonsecreting
myeloma P3X63Ag8U 1. The anti-RPE MoAb speciflcally stained cattle, swine, rabbits, guinea pigs,
rat, mice, and human RPE by the direct immunofluoresent technique, but no reaction was observed in
other ocular and extraocular tissues. Cattle, swine, and humans RPE were electrophoresed and
isolated by SDS-PAGE, then transcribed by Western blotting. When it was reacted with anti-RPE
MoAb by the enzyme antibody technique, a positive band was observed at a molecular weight of 101K.
These results show that the presence of a tissue-specific antigen was more clearly demonstrated by
using anti-RPE MoAb. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92 :638-645, 1988)

Key words: Retinal pigment epithelium, Tissue- speciflc antigen, Monoclonal antibody, Insolble
protein

緒  言

網膜抗原に対する免疫学的研究は,実験的自己免疫

性ブドウ膜・網膜炎 (EAU)の 発症に関連して急速な

進歩をとげている。 また,網膜色素上皮細胞 (RPE)
に関しては,近年その機能の重要性が認識され,主に
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生理学的,生化学的アプローチで研究が進んでいるも

のの免疫学的研究は,ほ とんどなされていない。これ

は従来 RPEが ,Uveaと 共に処理,実験されてきたた

め,正確な情報が得られなかったことと,RPEには貪
食作用があるため RPEの 抗原性はある1)2)と しながら

も網膜抗原の contaminationに よるもの
3)4)と ,解釈さ

れてきたので,それ以上の免疫学的研究が積極的に展

開されなかったと考えられる。我
5々)は 1985年に,RPE

に組織特異抗原の存在することを明らかにし,ま た同

時に RPE抗原は RPEの不溶性成分にあることを示
した.しかしながらRPE抗原は不溶性成分にあるた

め,抗原の精製が難しく,前報5)においては爽雑抗体を

多量に含む,ポ リクローナル抗体を作成した上で吸収

操作をおこない,RPEの特異抗原の存在を証明するに

留まった。RPEの免疫学的研究を今後発展させる上に

は,通常の方法により得られる抗血清では特異性,力

価,再現性などに限界がある。このため方法論の転換

が要求され,モ ノクローナル抗体の作成が不可欠と考

えられた。

このたび,RPE抗原に対するモノクローナル抗体の

作成を試み成功し,ま たこれによる新たな知見を得る

ことができたので, ここに報告する。

実験方法

1.抗 RPEモ ノクローナル抗体 (RPE MoAb)の
作成

1)RPE抗原の作成
ウシ眼球を角膜輪部より約8mmの所で全周切開し,
眼杯を前眼部より分離した.眼杯から注意深く硝子体

と網膜を除去した後,約2mlの 0.lM燐酸緩衝生理食

塩水 pH7.2(PBS)を 眼杯に注ぎ,シ リコンラバーで

軽く擦過しつつピペッティングを繰 り返して RPEを

剥離採取した。これを PBSに浮遊させ1,200rpm,10分

間, 3回遠心分離し洗源した。

上記操作で得られた RPEを 0.03M PBS pH7.6に

再浮遊させた後,凍結融解し,氷冷下で50W,1分間 ,
3回,超音波破砕した。その後,15000× G,30分間 ,

2回遠心分離をおこない。RPE抗原を含む沈湾成分を

得た。

2)マ ウスヘの免疫

BALB/cマ ウス 1匹当り, ウシ 3眼分の RPE沈溢

成分を0.5mlの PBSに浮遊させ,こ れを腹腔内へ接種

した。 2週間後,再免疫し,その 3日 後無菌的に牌臓

を摘出し,細胞融合に用いた .
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3)ミ エローマ細胞

BALB/cマ ウス由来,P3X63Ag8U。 1(P3UI)株

(Japanese Cancer Research Resources Bank)を あ

らかじめ培養増殖させ, コンディショニングしておき

き,細胞融合に用いた .

使用培地……基本培地 (D‐MEM,10%FCS,2mM
L‐ グルタミン,100U/mlペ ニシリン,100μ g/mlス トレ

プトマイシン,(免疫生物研究所)),に 8‐azaguanine

100μ M(大 日本製薬)を加えた。
4)細胞融合

2)で得 られた牌臓から牌細胞を取 り出し浮遊細胞

とし,ナ イロンメッシュを通して組織片を除いた。こ

れを溶血試薬 (免疫生物研究所)を加えた培地に浮遊

させ,1,200rpm,5分間遠心した後,培地で 2回,同

じ条件で遠心洗族した。培地は全て FCSを含まないも

のを使用した.細胞数を数え,2× 108個に調整した。

3)の P3Ul細胞を37℃ で温めた FCSを 含まない

D‐MEMで 遠心洗渫後,2× 107個 に調整し,牌細胞と共
に50mlチ ューブに入れ,よ く混和した。1,200rpm,5

分間遠心洗淡し,上清を完全に吸引除去し,細胞ペレッ

トをたたいてほぐした。

細胞ペレットに0.5mlの 45%ポ リエチレングリコー

ル4000(PEG,半 井化学)を軽くチューブを振盪しな

がら, 1分間かけて少しづつ加えた。その後 1分間,

37℃ 温浴中でゆっくり回 しながらPEGを 浸透 させ

た。37℃ に温めておいた D―MEMを 初めゆっくりと滴
下し,そ の後最終的に10mlを加え,反応を止めた。す

みやかに1,200っm,5分間遠心の後,基本培地20mlに

浮遊させた。これを24wellブ レートにlm1/wenで 分

注し, 5%炭酸ガス中,37℃ で培養した。
翌日HAT培地をlm1/well追 加し,以後 3日 ごとに

半量づつ HAT培地を交換した.
HAT培 地
基本培地100mlに以下の100倍 アミノプテ リン保存

液lmlと ,100倍 HT保存液lmlを溶解し使用 .
100倍 アミノプテリン保存液 (大 日本製薬):ア ミノ

プテリン1.76mg/100ml再 蒸留水

100倍 HT保存液 (大 日本製薬):ヒ ポキサンチン

136.lmg,チ ミジン38.8mg/100ml再 蒸留水

HT培地
基本培地100mlに 100倍 HT保存液lmlを溶解し使
用。

5)融合細胞のスクリーニングとクローニング

スクリーニングの方法はあらかじめブタRPEを塗
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抹し,ア セ トン固定した標本を用意し,免疫螢光抗体
法間接法にておこなった。 1次抗体は融合細胞培養上

清を, 2次抗体は FITC標 識抗マウス IgGヤ ギ IgG

(Mlles社 )を用い,37°Cで各45分間反応させた。

第 1回 目のスクリーニング後,抗 RPE抗体産生株
の存在するwellか ら 5細胞/200μ lと なるよう稀釈

し,96wellプ レー ト5枚に分注,増殖させ,ク ローニ

ングした。

2回 目のスク リーニングを行なった後,24wellプ

レートに移し替え,更に第 3回 目のスクリーニングを
ウシ網膜切片に対し,螢光抗体法間接法で行なった。
その後再び限界稀釈法によるクローニングをし,96
wellプ レート2枚に培養し,よ く増殖している物を選
び24wellブ レー トに移し替えた。

第 4回 目のウシおよびラット眼球切片に対する螢光

抗体法間接法によるスクリーニングで最良の物を 3つ

選択した。これを24wenプ レートで増殖させ,200ml
培養フラスコで更に増殖させた。

6)腹水抗体の作成,粗精製,FITC標識抗体の作成
プリスタン (半井化学)0.5mlを BALB/cマ ウス腹
腔内に注射し,その 1週間後に増殖させた 3系列のハ

イブリドーマをそれぞれマウウス 1匹 当た り2× 106

個,腹腔内に注射した。 2週後, マウスに腹水が多量
に溜まったことを確認し,腹水を回収した。

採取した腹水に等量の PBSを加え1,500rpm,10分

間遠心し,さ らに上清に等量の飽和硫安溶液を加え

50%飽和とし,一夜 4℃ で静置後12,000rpm,30分 間遠

心した.沈澄に5mlの蒸留水を加え 4℃ で PBSに よる
透析を一夜おこない,蛋白量を280nm紫外吸光度から

測定した。

得 られ た抗 体 分 画 の一部 は FITC(Research

Organic lnc.)を Riggs6)の方法で標識した。

2.抗 RPE MoAb免疫グロプリンの検定
5)で得られた雑種細胞株が,モ ノクローンであるこ

とを確認するために,得 られた抗体の免疫グロブリン

を検定した。融合細胞培養上清と,マ ウス ●免疫グロ

ブリンの各クラス,サ ブクラス,L鎖 タイプ抗血清
(ICN ImmunO Bi010gicals)を免疫 2重拡散法により

反応させた。

3.抗 RPE MoAbの 検定 (特異性の証明 )
得られた抗 RPE MoAbが,1)動物の種に関わりな
く,2)組織特異的に,RPEのみと特異的に反応するか

否かを検定した .

1)各種動物眼球切片に対する螢光抗体法直接法 .
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前報5)と 同様の PLP固定,凍結包埋 したウシ,ブ タ,
ウサギ,モルモット, ラット,マ ウス, ヒトの凍結眼

球切片に対し,螢光抗体法直接法をおこなった。
非特異的な反応を抑制するために,前処置として
BALB/Cマ ウスの正常血清 (PBSで 1:20に稀釈)を
37℃ ,20分間反応 させた.次 に FITCで標識した抗
RPE MoAb(1:10)を 37℃ ,45分間反応させた。そ
の後,冷 PBSで 4回洗鞣し,グ リセ リン封入後,螢光
顕微鏡にて観察した .

2)ウ シ各種組織に対する螢光抗体法直接法

眼球と同様の方法で固定,凍結包埋 したウシ脳,肝 ,

甲状腺,胸腺,膵の凍結切片に対し, 1)と 同様の方
法で螢光抗体法直接法をおこなった。

4. SDS‐ PAGE,Western b10ttingに よるRPE抗
原の検出

1)SDS‐ PAGE
Laemmli7)の不連続緩衝液系のポ リアクリルアミド

グル電気泳動に準拠しおこなった .

使用グルはアクリルアミド4～ 20%の濃度勾配を有

する,SDS― PAGプ レート4/20(第一化学薬品)を使用
した。

電気泳動条件は

サ ン プル 処 理 液・……0.0625Mト リスー塩 酸
(pH6.8),2%SDS,10%グ リセロール,5%2-メ ルカ
プトエタノール,0.001%BPB.
泳動緩衝液・……0.025Mト リス,0.192Mグ リシン,
0.1%SDS(pH8.4)。 これを60mA定電流で,60分間泳
動した。

試料

① ウシRPE…… 5眼分を超音波破砕し,サ ンプル

処理液に加え全量lmlと した。これを100℃ ,30秒加熱

し,0.45μmの ミリポアフィルターで炉過した後サン
プルとした。

② ウシRPE不溶性成分……1.1)の RPE抗原の
作成と同様にし, 5眼分のRPEか ら不溶性成分を得
た.その後①と同様にサンプル処理液に加え,加熱源

過し,全量をlmlと した。

③ ブタRPE不溶性成分……15眼分RPEを②と同
様に処理し,全量lmlと した.

④ ヒトRPE不溶性成分……2眼分のRPEを②と
同様に処理し,全量0.5mlと した。
⑤ FL細胞 (ヒ ト羊膜単層上皮細胞 :東京医科大学
微生物学教室,ルナール純子氏より分与)……50ml培

養フラスコfull layer分を①と同様に処理し全量を
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0.5mlと した。

⑥ 分子量マーカー(BIORAD社 )・……1!20に稀釈
し①と同様の処理後使用した.

①～⑥の試料を1枚 のスラブグルに各レーン10μ l

づつ 2セ ットとして入れ,一部は泳動終了後銀染色を
おこない,一部はそのままニトロセルロース膜へ転写
をおこなった。

2, VVestern biotting

マリソル産業製の転写装置を用い電極間lcm当 り

7Vの電圧で 2時間泳動した。
抗原の検出は,以下のように酵素抗体法にておこ

なった。

ニ トロセル ロース膜を0.05%Tween20-0.05Mト

リス塩酸緩衝液 (TBS)(pH7.2)で 5分間, 3回洗牒

し, 3%BSA― TBS(PH7.2)を 37℃ , 1時間反応さ
せ膜の蛋白非吸着部分をすべて BSAで覆った。非特
異的反応を抑制するために, 5%正 常 ウサギ血清
一TBSを マウントし37℃ ,30分反応させた.1次抗体
として抗 RPE MoAb(マ ウス腹水抗体より精製)を
3%BSA― TBSで 50倍に稀釈したものを使用し,37°C,
1時間反応させた。洗族後,BSA‐ TBSに て1000倍 に稀
釈 したベルオキシダーゼ標識抗 マウス IgGウ サギ

IgC(Miles社)を加え,室温にて 1時間半振盪しなが

ら反応させた。さらに洗族後,使用直前に調整してお
い た0.02%3,3'‐ Diaminobenzidine(和 光 純 薬 )

-0.05%H202液 8)に ニトロセルロース膜を入れ反応さ

せた。発色を確認し,蒸留水にて洗淡し反応を停止し

た。

結   果

1. 抗 RPE MioAbの 作成

1)抗 RPE MoAb産生雑種細胞株
細胞融合後14日 目より, コロニーが認められるよう

になり,19日 目に初回スクリーニングをおこなった。

24well中 ,lwenの みが,陽性であった。この陽性 wen

の細胞の一部は凍結保存し,一部は限界稀釈法により
クローニングをおこなった。すなわち,融合細胞を 5

個/200μ lに稀釈し,96wellプ レート5枚に分注した。

このうち92の wenで,細胞増殖が認められ,第 2回 目
のスクリーニングで55wellが陽性を示した。さらに増

殖の良いものを35well選択し, 1つの wellか ら 1つ

のコロニーの細胞を選び,24wellプ レートに移し替え

た.第 3回 目のスクリーニング後,良いものから7well

を選び凍結保存し,一方このうち最良のもの2wellに
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ついて,第 2回 目のクローニングをおこなった。すな

わち融合細胞10個 /200μ lに稀釈 し,96wellプ レートに

それぞれ 2枚づつ計 4枚に分注した。よく増殖 してい

るwellを 50選 び,lwellか ら 1つのコロニーの細胞を

取るようにして24wellプ レー トに移し替え,増殖させ

た後,第 4回 目のスクリーニングをおこなった。その

結果最も良いもの3wellを 最終的に選択した。

得られた 3つ の雑種細胞株にそれぞれ No.6816,

9220,9222と 開発ナンバーをつけた。

2)腹水抗体

プリスタンで前処置した BALB/cマ ウスの,腹腔内
に上記3Hneの雑種細胞をそれぞれ 4匹ずつ接種 し,2

週間後に,いずれも多量に腹水を得ることができた .

腹水は塩析後,透析し,蛋白量2mg/mlに調整,分注し,

凍結保存した .

FITCを標識した抗体の F/P比 は3.5であった。

2.抗 RPE MoAb免疫グロプリンの検定
得られた 3つの雑種細胞株の産生する免疫グロブリ

ンは,いずれも IgG2b,L tt χタイプであり,それぞ

れモノクローンであることが確認された。

3.抗 RPE MoAbの 検定 (特異性の証明
1)各種動物眼球切片に対して

FITC標識抗体 (No.9222)を 用いて,螢光抗体法

直接法をおこなった.抗 RPE MoAbは ウシ, ブタ,
ウサギ,モ ルモット,ラ ット,マ ウス,ヒ トの RPEを

特異的に染色した (図 1, 2, 3, 4).

2)ウ シ各種組織に対して

上記と同様にウシ脳,肝,甲状腺,胸腺,牌に対し

螢光抗体法直接法を行なったが,いずれの組織とも陽

性反応は認められなかった。

4. SDS‐ PAGE「Western blottingに よるRPE抗
原の検出

ウシRPE全成分, ウシ。ブタ・ ヒトの各 RPE沈澄
成分は抗 RPE MoAbと の反で分子量101Kの 位置に

それぞれ一本の共通した蛋白バンドが認められた (図

5)。 また,ヒ トFL細胞には陽性反応を認めなかった.

考  按

RPEの抗原性については従来定説がなく,Reich‐D'

Almeidaら 1)は ,自 色家兎の RPEを組織培養したもの

をモルモットに接種した実験で,RPEに は retinaの
visual cellに ある抗原とは全く異なった抗原性がある

としながらも,毛様体上皮および脈絡膜にも同じ抗原

性を示すものが存在すると報告している。
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図 1 ウシ眼球切片.aは位相差顕微鏡像
色されている。×160
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bは同一部の螢光像,RPEが特異的に染
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図2 ブタ眼球切片.aは位相差顕微鏡像.bは 同一部の螢光像,RPEが特異的に染
色されている.× 160
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図3 ウサギ眼球切片.aは位相差顕微鏡像.bは同一部の螢光像,RPEは特異的に
染色され,毛様体扁平部に移行する部位で特異螢光は消失する.× 160
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図4 ヒト眼球切片.aは位相差顕微鏡像.bは同一部の螢光像,RPEは顆粒状の自
発螢光と共に特異的に染色されている。×160
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また meyersら 2)は RPEに よるEAU発症に関する
最初の報告として,RPEは EAUを発症させるとして
いるが,RPEの抗原性の詳しい分析はおこなわれてい

ない。

そ して Faureら "は RPEに よるEAUの 実験で,
RPEの pathogenic effectは 外節抗原が貪食あるいは
contaminationの ため残存しているからであろうと述

べている。

一方,RPEの抗原性と切 り離すことができない問題

点はぶどう膜の抗原性との関連である.従来歴史的に
RPEは choroidと 一緒に uveaと して処理 されてき
た。WaCker9)1°)は uveal specnc antigenと して U抗

原 の存 在 を主張 して い る。U抗 原 は particulate
antigenで あり,局在は Bruch膜 または RPEの 基底
にあるようだとし, またその同種の uveaに より感作

さオtスこdelayed hypersensitive response‐ で`|まレζlと
｀
う

膜に種特異性を示すとされている.

U‐ antigenはその螢光像を見ると,一見 RPE抗原と
類似しているのでそその異同が問題となる。Wacker

は choroidと RPEを 一緒にして接種しているため,

日眼会誌 92巻  4号

彼の言 うU‐antigenは 単一なものではなく,RPEと
choroidに含まれる抗原の総体での話 ということにな

ろう。

RPEは その細胞の性質上,貪食の機能があり,ま た

解剖学的にも視細胞外節と密着しているため,RPEを
採取する時に他の各種抗原の混入は不可避である。ま

た一方 RPE抗原は不溶性であるため,抗原を多量に

精製することは容易でない。以上の事柄が原因し,

RPEの 抗原性については緒説がある。

我々は前報において,RPEの みをウサギに感作さ
せ,抗血清を得, これから全ての網膜抗原を吸収操作
により排除することにより初めて,RPEには組織特異
抗原が存在し,そ れは RPEの不溶性成分にあること

を明らかにした。そして更に研究を一歩進めるために,

RPEの MoAbを 作成することは,当然の帰結であっ
た。今回作成した抗 RPE MoAbは ,前回得た組織特
異抗原であるという結果を活用し, スクリーニング法

に,種の異なるブタ RPEを使用し,有効なスクリーニ

ング法を確立した。得られた MoAbの グロブリンの検
定では,モ ノクローンであることが証明された.ま た,

SDS― PAGE Western b■ Otting

200K

■■6K O日■

93K

66K

45K

。゙静が'ヽレ寧ノ。Oだが鷲ギ
図 5 左半分はSDS―PAGE後 ,銀染色をしたもの.右半分は SDS― PAGE,West―
ern blotting後 ,酵素抗体法をおこなったもの.ウ 4ブ タ,ヒ トの RPEで は約101
Kの位置に陽性バンドを認めるが, ヒト羊膜上皮細胞 (FL cell,で は陽性反応を認
めない。
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得られた MoAbが,RPE抗原を認識するそのもので
あるか否かを検定した結果,各種動物眼球切片に対し

RPEの みと特異的に反応し,他のウシ各種組織 とは反

応 しない ことか ら,正 し くRPE抗 原を認識 す る

MoAbであることが証明された。またこのことは裏返
してみて,前報において主張 した RPEの組織特異抗
原の存在を再確認したことになる.

RPE抗原が発生学的に同一の毛様体色素上皮に存
在するか否かは,興味ある問題である.実験に用いた

いずれの動物眼球切片においても抗 RPE MoAbは 毛
様体と反応ししなかった。したがって毛様体色素上皮

にRPE抗原は存在しないと思われた。このことは
sensory retinaと その代謝に必要な物質を供給する脈

絡膜側 との間に存在する或る意味でのinterface的 な

役割を演ずる RPEの機能に,なんらかの関係がある

のかも知れない。

SDS― PAGE, We"ern blottingに よるRPE抗原の

検出はその検出に成功し,ウ シ,ブタ,ヒ トに共通し,

この条件下で抗 RPE MOAbは 分子量101Kの物質に

ある抗原決定基を認識した。 このことは一方で RPE
抗原の種を越た組織特異性を裏ずけ,ま た一方で,SDS
で可溶化することができ,泳動・転写後も,その抗原
性を失わず,精製の可能性があることを示した。
RPE抗原は RPEの不溶性成分にあり,おそらくそ
の膜成分にあると思われるが,その正確な局在,生理

的な意義は,現在のところ不明である。
これまで RPEを 含む疾患におけるRPEの 免疫学

的な関与は疑われながらもほとんど研究されていな

い。実験動物におけるEAUに関しては日井らn)の報
告 が見 られ,最 近 に な りUveitis12)ゃ ,retinitis
pigmentosa13の 患者 の眼組 織 切 片上 で RPEに ,

HLA‐DR antigenが 発現されるという報告がなされ,

RPEの 免疫学的な関与が研究され始めている.RPE
抗原がはた して病理的な役割をはたすものであるの

か,ま た EAUの実験モデルとなりうるのか,はたまた
生理的な意義はいかなるものか,多 くの興味ある問題
に対する解答が今後の研究に待たれる.

稿を終えるにあたり,ご校閲いただきました松尾治亘教
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授,ま たご指導ご教示いただきました臼井正彦教授,高村健

太郎先生に深謝致します。

なお,本論の要旨は第91回 日本眼科学会総会において発

表 した。
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