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網膜視細胞間基質に対するモノクローナル抗体の作製 (図 4)

冨  宿  紀  夫 (鹿児島大学医学部眼科学教室)
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要  約
網膜視細胞間基質 (interphotoreceptor matr破,IPM)は ,網膜視細胞機能に重要な役割を果たしている
事が知られてきている.本研究では,IPMの 詳細な解析の手がかりとするために,IPMを抗原としたモノク
ローナル抗体の作製を試みた。ウシ網膜 IPMを 抗原として,2種類のモノクローナル抗体 (IPMA■ 7,IPMA‐
2)が得られたが, このうち IPMA‐ 17は免疫組織学的に視細胞粁体の内節と強 く反応し,免疫電気泳動上, 9
万 5千の分子量の物質を認識した。IPMA‐ 2は錐体,粁体の両者に反応 した。 (日 眼 92:670-675,1988)

キーワー ド :網膜視細胞間基質,モ ノクローナル抗体,視細胞層,粁体内節

Abstract
Interphotoreceptor matrix (IPM) has been assumed to be involved in the functional organization

of retinal photorecepters. We attempted to establish monoclonal antibodies against IPM in order to
elucidate the function of IPM, and as a result succeeded in establishing two monoclonal antibodies
(IPMA-l7, IPMA-2). IPMA-17 reacted with rod inner segment, and recognized a 95,000 molecular
weight substance of bovine IPM, and IPMA-2 reacted with both rods and cones. (Acta Soc Ophthal-
mol Jpn 92 : 670-675, 1988)
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I緒  言
の単離へと進むためには,IPMを 抗原 としたモノク
ローナル抗体の作製が重要であると考え,今回の実験
をおこなった。網膜視細胞間基質 (interphotorecepter matrix,

IPMと 省略)は,網膜視細胞と色素上皮との接着,色
素上皮による貪食作用, レチノール運搬,視細胞の形
態保持など種々の役割を果たしていると考えられ,重
要な研究対象となっている1)～ 4)。 レクチン組織化学を
用いた方法5)～ 8)や酵素処理を応用して組織染色性の違

いをみる方法9)1° )で IPMの 成分や構造の多様性が検
討されてきたが,IPMは均一な物質ではなく,組織学
的に異なる部位の IPMは成分や構造が異なる事が予
想される。そこで,IPMの徴細構造の解析や構成成分

II 実験方法

1.IPMの 調整
新鮮なウシ眼球を赤道部に沿って 2分割,硝子体を

除去し眼球後半部を得た。網膜血管を軽く圧迫して血

液をできるだけ除き,神経網膜をおだやかに色素上皮
から剥離した。得 られた網膜片の視細胞層の面を,

Dulbeccoリ ン酸緩衝液の中で軽くすすぎ,得られた水

溶液を8,000回転で10分間遠心し,不溶性不純物を除い
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た上清を抗原として用いた。以上の操作は4℃ でおこ

なった。20個の眼球から蛋自量90mg(Lowry法
11)に よ

る定量)が得られた。
2.免疫

6週齢の雄マウス (Balb/C, 日本クレア)を用いた.

2週間おきに合計 4回の免疫を行った.1回 目から3

回目まではマウス背部皮下に,最終回は腹腔内に,そ

れぞれ IPM蛋 白量180μ gを注射した.1回 目は完全
フロインド・アジュバントを,それ以後は不完全フロ

インド・ アジエバントを抗原とそれぞれ等量混合し,

懸濁液 として注射した。

3.細胞融合と選択

標準的方法を用いておこなった
12).すなわち,最終免

疫後 3日 目に牌臓を摘出,牌細胞と骨髄腫細胞 (NS‐ 1)

を 5:1の 割合で混合,1,500回 転で 5分間遠心し細胞

塊を得た.こ れにポリエチレングリコール4,000(和光

純薬)を加え,攪拌・振盪し細胞融合を行った。ハイ

ブリドーマを96穴 マイクロテス トプレー ト (Falcon

3072)に まき込み,培養器中 (37°C,10%炭酸ガス)

で15%FCS‐RPM1 1640培地を用いて培養 した。スク

リーニングは,抗原 とした IPM 400ng/wellず つを

コー トしたアッセイプレー ト(FalcOn 2184)を用いた

ELISA法 ,お よびグルタールアルデヒド固定したサル

網膜を直接染色する方法を併用して行った。 これによ

り抗体価陽性 wellを選び,限界希釈法でクローニング

した。このようにして得られた 2種類のクローンを便

宜的に, interphotoreCeptOr matriX antibOdy‐ 17, 2

(IPMA‐ 17,IPMA‐ 2)と 名付け,その培養上清を実験

に使用した。

4.免疫組織化学
ニホンデル (Macaca iscata)の 眼球を摘出し3%
グルタールアルデヒドで固定した。網膜のパラフィン

切片を作 り,型のごとく脱パラし, 3%過酸化水素水

に 5分間浸して内因性ペルオキシダーゼ活性を阻止し

た。抗体を 4°C,16時間反応させ,次ぎにビオチン化

IgGお よびアビジン・ビオチン・ベルオキシダーゼ複合

体をそれぞれ室温で 1時間反応させた.各反応後に組

織を PBSで充分に洗浄 してジアミノベンチジンで発

色させた。これらの組織染色は Vector社の ABCキ ッ

トを用いて行い,光学顕微鏡により観察した。なお,
コン トロールとして,一次抗体の代わ りに NS‐ 1培養

上清を用い,それ以外の染色操作は全く同様に行った

試料を観察した。

5。 免疫電気泳動
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IPM l.2ml(蛋 白量1.8mg/ml)を エタノール沈澱

し,SDS可溶化緩衝液 (2.3%SDS,10%glyc∝ 01,

5%2-mercaptoethanol,6.25mM Tris‐ HCl,pH 6.8)

1.Omlを加え,室温で一晩静置,可溶化 した。サンプル

を 5分間,100°Cで加熱しグルに載せた。10%ア クリル

ア ミド分離スラブグルと5%ア クリルアミドスタッキ

ンググルを用い,Laemmliの 方法に準 じて泳動 し

た13).すなわち,15mAで 30分,30mAで 1時間通電し,

グルの一部はそのままクーマジーブルーで蛋白染色 ,

残 りはニ トロセル ロース膜に トランスフアーさせ

た14).ニ トロセルロース膜を0.05%Tween 20,0.9%

NaCl,10mM Tris‐ HCl(pH 7.5)で 処理したのち ,

一次抗体としてモノクローナル抗体を,二次抗体とし

て100倍希釈の西洋 ワサビペルオキシダーゼ標識抗マ

ウス IgGをそれぞれ60分ずつ反応させた。発色基質に

は 4-ク ロロー1-ナ フトール (和光純薬)を使用した。

6.モ ノクローナル抗体の免疫グロプリンクラス決

定

抗原をコートしたアッセイプレート (Falcon 2184)

を使用 した.Zymed社 のモノクローナル抗体 EIA

キットを用いてクラスの決定を行った .

III 結  果

1.免疫組織化学

1)IPMA‐ 17(図 la,lb)

視細胞層 :粁体内節の先端近くが濃 く染まり,錐体

内節では基部がうっすらと染まるが内節上半は染色さ

れていない。外節は両者とも染まっていない.ただし,

色素上皮近くでは,線維状に密に見え内節寄りの下半

分では空胞状に淡 く見える。また,色素上皮は細胞質

が濃 く染まっている。

外顆粒層 :外境界膜が点状に連なって染まっており

特に粁体の部分で濃 く染まっている。顆粒層では細胞

の周囲 (膜もしくは間質)が染まり,細胞質もうす く

染まっている.ま た,粁体細胞の細胞質に相当する部

分が濃く染まっている。

外網状層 :網膜各層の中で,一番強く染まっている.

外顆粒層寄りに濃 く染まった部分が点在しているが ,

錐体根足と粁体小球では異なる染色性を示している。

前者は偏平で大きく均一に染まり,後者は顆粒状で不

均一に濃く染まっている。

内顆粒層 :外顆粒層と同じような染色像を呈してい

る。内層の所々に濃 く染まった細胞があり,その細胞

質が染まっている.
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a.IPMA‐ 17を 4°C,16時間反応後,ビ オチン化 IgGを
室温で 1時間,ア ビジン・ ビオチン・ベルオキシダー
ゼ複合体を室温で 1時間反応させ,ジ アミノベンチジ
ンで発色した。視細胞層において外節部分は帯状に自
くぬけて染色されていないが,内節部分は濃く染まっ
ている。

b。 強拡大でみると,梓体内節の先端近くが濃く染ま
り(矢印①),錐体内節は基部がうっすらと染まる(矢
印②)。 それ以外は染まっていない.外顆粒層では,粁
体細胞の細胞質に相当する部分が濃く染まっている
(矢印③).

図 1 3%グルタールアルデヒド固定サル網膜 (a:
100倍 ,b i 200倍 ),PE:色素上皮層,OS:外節,IS i
内節,ONLi外顆粒層,OPLi外網状層,INL三 内顆
粒層,IPL:内 網状層,GCL:神経節細胞層
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a.IPMA-2を 用い図 1と 同様の操作で染色した。視細
胞層は,外節,内節ともほぼ均―に染色されている。

b.強拡大で見ると,拝体内節は内部が染まり (矢印
①),錐体内節は先端近くが淡く染まっている (矢印
②).外顆粒層では細胞質が染まっているが,IPMA‐ 17
と異なり汗体細胞と錐体細胞の染色性に差はない。

図2 3%グ ルタールアルデヒド固定サル網膜 (al
100倍 ,b:200倍 )

内網状層 :外網状層ほどではないが染色されてい

る。線状に染まって見えるので膜 もしくは間質が染

まっていると考えられる。

神経節細胞層 :かなり濃 く染まっている。細胞質が

染まり,核もある程度は染まっている。
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図 3 3%グ ルタールアルデヒド固定サル網膜 (100
倍).コ ントールとして一次抗体の代わりに NS-1培

養上清を反応させた.色素上皮が濃く見えるが,そ
の他の網膜は全く染まっていない。

神経線維層 :淡いが染まっている。内網状層と同じ

程度の染まり具合である。

その他 :脈絡膜では色素細胞が濃く染まっている。

2)IPMA‐ 2(図 2a,2b)

視細胞層 :粁体内節は内部が染まり錐体内節は透明

なキャップをかぶせたように見える.外節は全体に濃

く染まっているが,粁体外節内部は染まっていない。

外顆粒層 :外境界膜は強く染まっている。細胞質が

染まっており核は染まっていない。

外網状層 :外顆粒層側の線維が染まっている。粁体

小球もしくは錐体根足と考えられる。

内顆粒層,内網状層 :び漫性に染色されている。

神経節細胞層 :細胞質も核も染まっている。核が淡

くそまったものもある.

3)コ ントロール (図 3)

色素上皮が黒色にみえるだけで網膜は,全層にわた

り染まっていない.

2.免疫電気泳動 (図 4)

A,Bレ ーンはクーマジーブルーによる蛋自染色を

示す。Aレ ーンは,標準とした分子量マーカーである.

Bレ ーンは,抗原とした IPMの 泳動像で,分子量15万
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36K

図 4 ウシ網模 IPMの 免疫電気泳動.Aレ ーン :標

準とした分子量マーカー.チ ログロブリン (TH)33万
グル トン,アルブミン(AL)6万 7千 ,カ タラーゼ(CA)

6万,乳酸脱水素酵素 (LA)3万 6千 .Bレ ーン :ウ
シ網膜 IPMの クーマジーブルー染色.分子量15万 か

ら3万付近まで多くのバンドをみとめる。Cレ ーン :

ウエスタンブロッティング.ウ シ網膜 IPMを 泳動後 ,
グルからニトロセルロース膜に移し,IPMA‐ 17を反応

させた。分子量 9万 5千の位置にシングルバンドを形

成している.Dレ ーン :ウ エスタンブロッティング.
IPMA-2を 用いて Cレ ーンと同様の操作を行った。分

子量 3万 6千の位置にシングルバンドを形成してい

る.

から 3万付近まで多くのバン ドを含んでいた。C,D
レーンは,実験方法に記載した如く, ニトロセルロー

ス膜にウエスタンブロッティングによリトランス

ファーした IPMの 抗体反応像である.Cレ ーンは

IPMA-17,Dレ ーンは IPMA‐ 2を反応させた結果で,

IPMA‐ 17は分子量 9万 5千 ,IPMA・ 2は 3万 6千の物

質と反応し,シ ングルバンドとして検出された .

3.免疫グロプリンのクラス決定

抗体はいずれもIgMに属していた。

IV 考  按

まず使用した抗原について述べたい。抗原としたウ

シ網膜すすぎ液は, クーマジーブルー染色の電気泳動

像で,分子量15万から3万付近まで多くのバンドを含

んでおり,そ のパターンは Ueharaら
6),Adlerら 15)の

報告とほぼ一致していた.こ の事から,今回の実験に

用いた抗原は,彼 らの言 うIPMと 同様の蛋白成分を

含み,得 られたモノクローナル抗体は IPMに対する

ものであると考えてよいであろう。

網膜視細胞間基質に対するモノクローナル抗体の作製・冨宿
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上記の抗原を用いて得られたモノクローナル抗体の

うち,IPMA‐ 17は粁体内節の先端近 くと強く反応して

おり,錐体とは内節基部がうすく染まるのみではとん
ど反応しなかったことが注目される.IPMが粁体,錐
体の周囲でそれぞれ異なる成分,構造を持つであろう
事 は,レ クチ ン組 織化学 に よ るい くつ かの実
験 5)～ 7)16)17)か ら示唆されている。すなわち,PNAレ ク
チンが錐体周囲の IPMと 特異的に反応し,WGAレ ク
チンが粁体周囲の IPMと 特異的に反応する事が示さ
れている。さらに,Sameshimaらにより初めて電子顕
微鏡的にそれが確認された8)。 また,錐体周囲の IPM
が翰状の特殊な構造を持っているという報告7)も 併せ

て考えると,視細胞の種類により,そ の周囲の IPMが
異なる特性を持つ事が強く示唆され IPMA-17の 染色

性の特徴はこのことと矛盾しない。

外顆粒層で粁体細胞の細胞質に相当する部分が濃 く

染まり,外網状層では錐体根足と粁体小球が異なる染
色性を示した。これは粁体内節と同様の抗原決定基が

顆粒層,網状層の特に粁体と関係の深い場所に存在し
ている事を示唆する。換言すれば,一つの視細胞とそ
れに対応する情報伝達路の細胞が同一もしくは類似し

た抗原物質を保持していることを意味する。このよう

な共通抗原物質の役割,意義については不明であるが,

視細胞層では梓体内節に特異的に存在し,顆粒層,網
状層では特異性が弱 く粁体に連なる細胞以外にも広

がっていると考えると,視細胞層から外顆粒層,外網
状層へとこの抗原物質が視覚情報伝達路に沿って (も

しくは視覚に関係する神経細胞の軸索流に乗って)中
枢の方へ移動している事を示唆する所見と考えられ

る。 これは,網膜下腔に注入したレクチンが軸索流に
乗って中枢側へ移動するという所見 18)と も合致する結

果である。

一方,IPMA‐2は電気泳動上 IPMA‐ 17よ りも小さな

分子量の物質を認識する抗体であり,組織との結合特
異性が弱かったが,各組織に共通する抗原物質,た と
えば血液成分などに対する抗体である可能性も強い。

IPMは ,網膜視細胞と色素上皮との間に存在し,視
細胞と色素上皮との接着,色素上皮による視細胞外節
の貪食, レチノールの運搬,視細胞の形態保持などに
関与し,近年とみにその重要性がクローズアップされ
ている0～4).IPMの成分についてイオン交換クロマ ト
グラフィーとアフィニティークロマ トグラフィーによ

る分析結果19)がある.こ れは IPM全体を対象としたも
ので,IPM内部の成分の局在は表していない。今回得

日眼会誌 92巻  4号

られたモノクローナル抗体 IPMA‐ 17は ,そ の染色性の

特徴から,IPMが 視細胞の種類や部位に依存 した成
分,構造を持つ とい う報告 5)～ 10)を さらに支持するもの
である。また,IPMの 産生,分解を含めた動態に視細
胞から中枢へ続 く情報伝達路を介 した流れ (軸索流 )

が大きな役割を果たしている可能性を示 しているもの

といえるであろ う。

稿を終わるにあたり,御指導いただきました鹿児島大学
医学部眼科学教室,大庭紀雄教授,上原文行講師,鮫島宗文

講師,な らびに第二生化学教室,村松 喬教授,村松寿子助
手に感謝いたします。

本論文の要旨は第91回 日本眼科学会総会で発表した.
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