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S滋グθθθ
“
%SS“gaた の抗原性の検討

I・ S′π″θθθθθtt SαηgttS分画の抗原性の有無について

笹本 洋一,広瀬 茂人,大野 重昭,松田 英彦

北海道大学医学部眼科学教室

要  約

ベーチェット病の病因に SわρわcOccus β.り sang″たの関与が示唆されているため,そ の抗原性について検

討 してみた。S.sangυ′sの 菌体抗原分画 Mechanical Braun Extract(MBE)と Crude Cell Wall(CCW)

を作成 しLewis ratに 免疫 して抗血清 を得,Ouchterlony法 および ELISA法 にて検討 したところ MBEのみ

に抗原性が存在 した。さらにMBEの亜分画では,Membrane Fraction(MF)と Cytoplasmic Fraction(CF)

に抗原性が存在 し,吸収試験よりCFに より強 く存在することが判明 した。一方,Cen Wall Fragment(CWF)
や Lipoteichoic Acid(LTA)に は抗原性は認められなかった.S sangυ に と他抗原 との共通抗原性の検索で

は S.ρyοgenes以外は, EnteЮcOccυsゐeca″s, S‐ Ag, IRBP, 網膜可,容性分画, 網膜リト可溶1生分画 とも認め

られなかった。 (日 眼会誌 94:377-382,1990)
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Immunological Analysis of Streptococcus Sanguis Antigens
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Abstract
The exact eause of Behget's disease is still unknown. Recently, advanced bacterial studies revealed

that Behget's disease was related to Streptococcus (S.) sanguis. However, the antigenicity of S. sanguis
has not been fully studied. In this study, we clarifled the antigenicity of S. sanguis. We made S. sanguis
antigens: Mechanical Braun Extract (MBE) and Crude Cell Wall (CCW) from the whole cells,
Membrane Fraetion (MF) and Cytoplasmic Fraction (CF) from MBE, Cell Wall Fragment (CWF) and
Lipoteichoic acid (LTA) from MBE. We found that the major antigenicity of S. sanguis was present
in CF by use of the Ouchterlony method and the ELISA method. However, apart from S. pyogenes, we
could not recognize a common antigenicity among S. sanguls and several other antigens, such as S-Ag,
IRBP, retinal soluble fraction, retinal insoluble fraetion and Enterococcus faecalis, by the Ouchterlony
method. Since we have clarified the antigenicity of S. sanguis in this study, we can now perform
detailed examinations with samples from patients with Behget's disease for S. sanguis antigens. (Acta
Soc Ophthalmol Jpn 94: 377-382, 1990)
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I緒  言

ベーチェット病の病因については,Behcetの提唱し

たウイルス説をはじめ,細菌感染・ アレルギー説,免

疫異常説,環境汚染説などが知 られているが,いずれ

も病因 として証明はされていない1)。 日本人や トルコ

人などで HLA‐B51陽性者に本症が多いことはよく知

られている2)が ,ハ ヮイや米国西海岸に居住す る日系

人には本症が少ないことから,内因のみで本症の発症

を説明することは難しく,外因の関与が強 く推定 され

ている。

近年,ベ ーチェット病の病態解明が進み,連鎖球菌

など細菌 との関連が注目を集めている。これは,本病

患者に扁桃炎などの連鎖球菌感染の既往が多 く,扁桃

摘出を経験 しているものが多いこと3),離 歯の患者が

多 く3)歯 科治療などで発作が誘発されることがあるこ

と4),再
発性 口腔内アフタに連鎖球菌が関与 している

らしいこと5),血漿中に連鎖球菌の L型菌 と思われる

構造体が観察されたこと6)な どのためである。一方,本

病患者で抗ス トレプトリジン0(ASO)な どが陰性で

あること。)が,連鎖球菌説に対する反論 としてあげ ら

れていたが,ASOは限局 した感染の場合や抗生剤の使

用によって陰性 となることが知 られてお り7)連鎖球菌

説を否定する根拠とはならないと思われる。

ベーチェット病患者の口腔内細菌叢に占める各種細

菌の割合を検討した結果 S′″″″θιο
“
郷 6,sαπg%た の

割合が有意に高いこと8)が 判明し,連鎖球菌の中で も

S sαπg%た に対する関心が高ま り, しかも,本病患者

群 で S sαηg%た に対 す る血 清 抗 体 価 が 高 い こ

と9)～H),S wπg%た を中心 とする連鎖球菌抗原に対す

る遅延型過敏反応が克進 していること:2),連 鎖球菌抗

原による皮膚テス トでベーチェット病発作が誘発 され

ること12)な ど,本病における免疫学的異常に対 して連

鎖球菌 とりわけ S sαπμなの関与を示唆する所見が

得 られるようになった。 しかし,報告によっては本病

患者の S sαπg%な 血清抗体価が低いとい う成績 もみ

られ13)～ 15),リ ンパ球幼若化試験などでは必ず しも陽性

所見が得 られているわけではなぃ16)17)。 このように,一

定の結果が得 られないことは,S sαπg%′sについてま

だ不明の点が多 く,その抗原性 もよく解明されていな

いため と考えられる。

われわれは,S.sαπクなの抗原性を明らかにするた

め各種の菌体分画を作製し, どの分画が抗原性を有す

るかを明かにし,さ らに他の連鎖球菌や網膜抗原 との
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共通抗原性の有無についても検討を加え,S wπ多た

の抗原性について詳細な検討を行ったので報告する。

II 対象・方法

1.実験動物 :8～ 10週齢の近交系 Lewis rat,雄 14

匹を用いた .

2.細菌及び菌体抗原の作製方法 :S wπ♂法 は標

準株 (ATCC10556),川崎病患者由来株 (MCLS‐ 1,

KTH‐ 1),ベ ーチェット病患者由来株 (114-23,KTH‐

3)を用い,その他 Sρ
"g″

6(ATCC19618),Eπ ″多

οω
“
郷 ρリカι

“
騰 (478)を 使用した。S sαπ多おの

菌体抗原の作製は全菌体を超音波破壊 し2,000× Gに

て20分間遠心し,そ の上清を20,000× Gにて40分間遠

心し,上清を Mechanical Braun Extract(MBE),

沈澱物を Crude Cell Wall(CCW)と した。MBEは
さらに100,000× Gで超遠心 され,上清 Cytoplasmic

Fraction(CF)と 沈澱1物 Meinbrane Fraction(MF)

に分離 された.ま た,MBEは chloroform‐ methanolな

どで脱脂後80%phenolを 加え遠心し,沈澱物を0.1%

Triton X‐ 100含有0.02M sodium acetate burerで 透

析,遠心後上清に DNaseI,RNaseを 加え,25°Cにて

3時間反応 させ,遠心後上清を Sephalose CL‐ 6B col‐

uinn,I)EAE―Sephalose coluinnに 流 し,Lipoteichoic

Acidを含む分画を回収 し,Octyl・ Sephalose CL‐ 4B

columnを 流して,Cell Wall Fragment(CWF)と
Lipoteichoic Acid(LTA)を 分離した18)19).sク

″多%ω

とEヵι
“

′isは MBEを用いた .

3。 その他の抗原の作製 :S‐Ag,IRBPは牛網膜よ

りDorey20),藤野らの方法21)に したがって作製し,網膜

可溶性分画 と網膜非可溶性分画はその過程で得 られた

ものを使用した。

4.免疫方法 :免疫抗原は S sαπg%た ATCC 10556

および114‐ 23の MBEと CCW,IMCLS‐ 1の MBEを用

い,そ れぞれを等量 の完全 フロイ ドアジュバ ン ト

(BCTO― ADJUVANT COMPLETE,DIFCO LABO‐
RATORIES Detroit Michigan USA)と まぜエマル

ジョンとし,ラ ットの足瞭に0.25mg/0.25m1/ratの 量

で免疫 した.3週間後,同量を追加免疫 し,初回免疫

より6週間後に心腔内より血清を採取 した。

5,Ouchterlony法 :ス ラ イ ドグ ラ ス に1.2%J‐

agarを滴下 し,固 まったのちバンチにより穴を開け1

mg/mlの 抗原及び非希釈の血清を各々10μ l滴下 し,

沈降線形成の有無を観察した。

6.ELISA法 :抗原を10μ 1/mlに 調整 し,96穴のマ
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ル チ プ レー トに100μ lず つ コーティン グ し 4℃ で

OVer nightし た.ブ ロッキングは 1%牛血清アルブミ

ンを用いた。1次抗体の免疫ラット血清は1,000倍 に希

釈 し室温で 1時間反応させた。 2次抗体はベルオキシ

ダーゼ標識抗ラットIgGやぎ血清 (Jackson lmmunO

Research LABORATORIES,INC)を 5,000倍 に希釈

したものを用い,0‐phenylendiamineを 添加後490nm
の吸光度を測定 した.

さらに,吸収血清を作製するため,免疫ラット血清

を CFと ともに室温で 1時間反応させた。対照は,S‐

Ag免疫 ラット血清 と S‐Agを反応 させたものを用い

た .

III 結  果

表 1に,S sαπgzな 分画に対する血清抗体価を示す。

Ouchterlony法 では10556の MBEで免疫 された ラッ

ト血清は免疫抗原のみと沈降線を形成 したが,他の抗

原 とは沈降線を形成 しなかった。MCLS‐ 1の MBEで
免疫されたラット血清は免疫抗原のみでなく114‐ 23の

MBEと も沈降線を形成した.し かし,114‐ 23の MBE
で免疫されたラット血清は免疫抗原のみとしか沈降線

を形成しなかった。CCWで免疫されたラット血清は
,
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表 3 MBEの 各種分画に対する吸収値 (ELISA法 )

抗  原

免 疫 ラ ッ ト血 清

PBS 10556卜 {BE
(Rat l)

10556 NIBE
(Rat 2)

Membrane Fraction
Cytoplasmic Fraction
Cell Wall Fragment
Lipoteichoic Acid

0 227

0.134

0.056

0.226

0.677

1 081

0.127

0.286

0.648

1.041

0.092

0.276

数値は490 nmの 吸収値._:0400以 上.

いずれの抗原 とも沈降線を形成しなかった。

一方,表 2に示す ELISA法 では MBEで免疫 され

たラットの血清は10556,MCLS‐ 1,114-23と も免疫抗

原に対 して高い吸収値を示 し,し かもMCLS-1,114‐ 23

で免疫された血清は互いの MBEに対しても高い吸収

値を示 した。しかし,CCWで免疫されたラット血清は

免疫抗原を含めいずれの分画に対しても低い吸収値 し

か認められず抗原性は認められなかった。

表 3に,MBE免 疫 ラット血清の各種 S wηg%な 分

画に対する吸収値を示した。10556の MBEで免疫され

た 2匹 のラット血清は,MFに 0.677,0.648と 中等度の

吸収値を示 し,CFに対 しては1.081,1.041と 高い吸収

S′″ρわω
`ι

tt Sα″g%%の抗原性の検討・笹本他

表 l S Sαπ影雰分画に対する血清抗体価 (OuCher10ny法 )

+:沈降線形成, 非形成

表 2 Sw″多簿分画に対する吸収値 (ELISA法 )

数値は490 nmの 吸収値._:0400以 上

抗 原
免 疫 ラ ッ ト 血 清

10556卜IBE 卜lC-1ヽ lBE 114ヽ4BE 10556 CCW 114 CCW

10556 NIBE

IVICLS-1ヽ 4BE
l14-23卜IBE

10556 CCヽV
MCLS-l CCW
l14-23 CCヽV
PBS

+

+
+ +

抗 原
免 疫 ラ ッ ト 血 清

PBS 10556ヽlBE NIC‐ l MBE 114 MBE 10556 CCヽ V 114 CCW

10556ヽ4BE
MCLS-1 14BE
l14-23 MBE

10556 CCヽ V

l14-23 CCヽ V

0.035

0 037

0 039

0.071

0.039

0 429

0.255

0 275

0 061

0 183

0 261

0.615

0.540

0.221

0.114

0.339

0.509

0.562

0.287

0.146

0 171

0.080

0.153

0.189

0.103

0.121

0.132

0.150

0.208

0.138



抗  原

10556ヽ4BE S― Ag

CF
(― )

(+)
S―Ag

(― )

(+)

Membrane Fraction
Cytoplasmic Fraction

SAg

0.517

0.806

0 095

0.353

0.303

0.126

0.077

0 030

0 491

0.099

0.032

0.251
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表 4 CytOplaSmiC FractiOnに よる吸収後の吸収値

(ELISA法 )

数値は 490 nmの吸収値._:0.400以 上.

:0.400未満0.200以 上.

表 5 S ttη多 6と 細菌及び網膜抗原との共通抗原性

(Ouchter10ny法 )

抗  原

免 疫 ラ 卜血 清

10556 MBE MC‐ l MBE 114卜IBE

S′ッοg′ %(夕 S

E力´
`ク

あ

S― Ag
IRBP

網膜可溶性分画

網膜非可溶性分画

十

　

一
　

一
　

一
　

一
　

一

十 Ｄ

Ｄ

Ｎ

Ｎ

ND
ND

十 :沈降線形成, 一 :非形成

値を示した。しかし,CWF,LTAに は抗原性は認め

られなかった。

表 4に CFに よる吸収後の吸収値を示す。免疫 ラッ

ト血清は CFで 吸収後 MFに対 して0.517か ら0.353

に吸収値が低下 し,CFに対 して0.806か ら0.303に 低

下 した。Positive contr01と して S‐Ag免疫ラット血清

を S―Agに 吸収 させ た ところ,吸 収値 は0.491か ら

0.251に低下 した .

表 5に S sαπ″ た と細菌及び網膜抗原 との共通抗

原性を示す。Ouchterlony法では10556お よび MCLS‐

1の MBEで免疫 したラット血清は,Sp″
“

π6と 強

い沈降線を形成 したが,E.faecaHs,S‐ Ag,IRBP,網

膜可溶性分画,網膜非可溶性分画とは沈降線を形成 し

なかった。

IV 考  按

細菌抗原作製の方法は Rantz‐ Randal法 ,Mechani‐

cal Braun法 などが知 られている。Rantz‐Randal法は

菌体抗原を加熱処理 して作製するため,蛋白抗原など

は熱変性を受 けやす い可能性がある。今回用 いた

Mechanical Braun法 は超音波による菌体の機械的破

壊のため抗原性の変化が比較的少ないと考えられる。
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今 回 の 実 験 で,S′″″′οθο
“
%S β.り 能電 %asの

ⅣIechanical Braun Extract(lИ BE)は Lewis ratンこ

対 して強い免疫原性を有 していることが,Ouchter‐

lony法 ,ELISA法 で判明した。 しかし,ELISA法 で

MCLS-1と 114‐ 23は共通抗原性が強 く認められたが
,

Ouchterlony法では異なる結果が得 られた。MCLS‐ 1

と114‐ 23は標準株由来の10556と は異 なった抗原性を

有し,その両者は多くの共通抗原性を持つことが考え

られるが, まった く同一ではな く異なる抗原性を有す

るためと考えられる.一方,Crude Cell Wall(CCW)

は完全 フロイン ドアジュバン トとともに免疫する今回

の方法では,Ouchterlony法 ,ELISA法のいずれでも

抗体を証明できず,抗原性がないか非常に弱いと考え

られた。

近年,細 菌 の新 しい菌体 抗 原 として LipOteicho

Acid(LTA)が 知られるようになった22).こ れを含め

MBEの 抗原性がどの亜分画に存在するか Membrane

Fraction(MF), CytOplasinic Fraction(CF), Cell

Ⅵrall Fragment(CWT), LipOteichoic Acid(LTA)

を用いて ELISA法で調べた結果は,MFと CFの両者

に抗原性は存在 し,CFに より強 く存在することがわ

かった。結果には示さないが,CWFと LTAは可溶性

のため,ELISA法でコーティングされない可能性もあ

りOucherlony法 でも検討 したが沈降線は形成され

なかった。さらに,CFと 抗血清を反応させ,十分に吸

収させた結果では,MFと CFは大部分が吸収され ,

S―Agと 同程度まで吸収されていることから,MFの抗

原性は大部分が CFの抗原性 と同一であることが予想

された。したがって,S WπgZた の抗原性はMBEの う

ち,CFに含まれることが判明した .

自己免疫疾患,特 に SLEや 原発性胆汁性肝硬変

(PBC)な どでみられる自己抗体が,外来性の抗原物質

と反応することが知られ23)24),experimental autOim_

mune uveitis(EAU)を 発症 させ る S‐Agは Yeast菌

な どと共通抗原性を有す る ことが明かになってお

り25),s wπ
μ た と連鎖球菌,網膜抗原などとの共通抗

原性を検討することはたいへん重要 と考えられる。

今回の検討では10556お よび MCLS‐ 1,114‐23の それ

ぞれの MBEで 免疫 したラット血清は,Ouchterlony

法で S″ θgιπ6と 強い沈降線を形成 した。これは S.

ρ
"多

π

“

が S wηg%た と強い共通抗原性を有するた

めと考えられる。しかし,他の抗原 とは沈降腺を形成

せず共通抗原性は認め られ なかった。特に S‐Ag,

IRBP,網膜可溶性分画,網膜非可溶性分画とは共通抗
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