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ぶどう膜炎を惹起する光受容体間レチノイド結合蛋白 (IRBP)

由来ペプチドの免疫反応の解析

讃井 浩喜
*,Igal Gery**

*九州大学医学部眼科学教室,**米国国立眼研究所

要  約

光受容体間レチノイド結合蛋白 (IRBP)の ぶどう膜炎惹起部位の解析からIRBP由来の人工合成ペプチ ド

であるR4と R14は ぶどう膜炎を惹起する.さ らに R4は 弱い炎症をR14は網膜剥離を伴 う強い炎症 を起 こす

ことが知 られている。今回はこの R4と R14の 二つのペプチ ドを用い,ぶ どう膜炎惹起能,免疫反応および感作

細胞によるぶどう膜炎の移入の三点についてR4と R14を 比較検討 した。その結果,R14は R4に 比べて約 1′ 000

倍ぷどう膜炎惹起能が高かった。また リンパ球若幼化反応および感作細胞によるぶどう膜炎の移入において,

R14と IRBPの 間には抗原交叉があったが,R4と の間にはなかった。抗体産生においては,R4,R14と もに

IRBPと の間に抗原交又はなかった。これらの結果から,R14は IRBPに おける免疫優位部位であるといえる。

IRBPを 免疫 した時に見られるぶどう膜炎や免疫反応において,炎症反応の主体 となるのは,IRBP分子全体

の中で R14に 相当する部位であると考えられる。 (日 眼会誌 95i147-151,1991)
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Abstract
We reported that R4 and Rl4 are uveitogenic synthetic peptides derived from bovine IRBP

(interphotoreceptor retinoid-binding protein) in rats. R4 induced mild uveitis, while R14 induced
severe uveitis with retinal detachment. In this experiment, a comparison of uveitogenicity, immune
responses and capacity of uveitis transfer was made between R4 and R14. R14 was found to be

approximately 1,000 times more uveitogenic than R4. RL4 showed cross-reactivity with IRBP, original
antigen, but R4 did not in lymphocytic proliferation assay and adoptive transfer experiment. Neither
R4 nor R14 exhibited cross-reactivity with IRBP in antibody production in sera. Therefore, R14 is
found to be an immunodominant site in the whole sequence of IRBP. It is conceivable that R14 plays
an important role in uveitis induction and immune responses in rat immunized with IRBP. (Acta Soc

Ophthalmol Jpn 95 : 14?-151, 1991)
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I緒  言

光受容体間 レチノイ ド結合蛋 白 (Interphotorece‐

ptOr retinOid‐ binding protein, IRBP)|ま , 眼 と松果

体に存在 し,光受容体間の主な構成成分である。眼で

は IRBPは 視細胞外節 と網膜色素上皮の間で レチノ

イ ドの移動に関係していると考えられている1)。 IRBP

を完全 フロイントアジュバン トに混ぜて,免疫すると,

ラット2),マ ウス3),ゥ サギ4)お よびサル5)に おいて眼に

直接触れずに網膜ギどう膜炎が惹起 される。 さきに

我々は,IRBPの どの部位がぶどう膜炎を惹起するか

を検討 した。ウシの IRBPの 全アミノ酸配列が決定さ

れているので6),そ れをもとにして,人工的に14個 のペ

プチ ドを作成 し,Rlか らR14と 名付けた。それ らを

ラットに免疫したところ,R4,R9,R13お よび R14が

ぶどう膜炎を惹起することを見出した7).R4,R9お よ

び R13に よって惹起されたぶどう膜炎は弱 く,R14に

よるそれは網膜剥離を伴 う強い炎症であった .

今回我々は, ともに23個のア ミノ酸よりなる R14と

R4を取 り上げ,こ の二つのペプチ ドにより惹起された

ぶどう膜炎の組織学的所見の違いが,二つのペブチ ド

間のいかなる違いによるかを検討した.さ らにペプチ

ドとIRBPの免疫反応における関係を調べ,それぞれ

のペプチ ドが IRBP全 体の中でいかなる役害」を果た

しているかを考察した。

II 実験方法

動物

8ないし12週齢の雄の純系ルイスラットを用いた.

抗原

IRBPは 牛の網膜より精製 した8)。 R4の R14の 二つ

のペプチ ドは,Apphed Blosistems社 (Foster City,

CA)にて合成した.それらのペプチ ドのア ミノ酸配列

は表 1に示す通 りである。

免疫

R4,R14あ るいは IRBPを リン酸緩衝液 (phosphate

burered sahne,PBS)に 溶かし,等量の完全 フロイン

トアジュバントに混ぜ,懸濁液を作 り, ラットの右足

脈に0.lml接種した。免疫は,種 々の濃度で行った。抗

原接種時に百 日咳死菌 (10H/ml)を 0.lml静 注 した。

免疫後毎 日細隙燈顕微鏡にて眼を観察した。

組織学的検索

免疫後種々の時期に眼球を摘出し,グ ルタールアル

デヒドで固定 し,グ リコールメタクリレー トに包埋 し,
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表 l R4と R14の アミノ酸配列

R4

R14

HVDDTDLYLTIPTARSVGAADGS

PTARSVGAADGSSVVEGVGVVPVD

アルファベ ットはそれぞれ以下のア ミノ酸を表す .

A:ア ラニン,D:ア スパラギン酸, E:グ ルタミン酸 ,

G:グ リシン,H:ヒ スチジン, I:イ ンロイシン
,

L:ロ インン, P:プ ロリン, R:ア ルギニン
,

Siセ リン,T:ス レオニン,V:バ リン
,

Wiト リブ トファン,Y:チ ロジン

ヘマ トキシリン・ エオジンで染色して観察 した。

リンパ球幼若化反応

ラットに免疫後 2～ 3週間目に所属 リンパ節 (膝富

および鼠径 リンパ節)を取 り, リンパ節をつぶして細

胞浮遊液を得た。 3× 105の 細胞に R4,R14あ るいは

IRBPを 10な いしlμ g/mlの濃度で入れ 4日 間培養 し

た。細胞回収16時間前に3H_thymidineを 入れ,細胞回

収後3H.ぬymidineの 取 り込みを測定 した。結果 は

Stimulation indexつ まり抗原添加群 と非添加群の比

で表 した。

血清中の抗体産生

ラットに免疫後 2～ 3週間目に血清を取 り,ELISA

法で調べた。 1穴 当た り0.3μ gの抗原をコーティング

したプレー トに血清を入れ,反応 させたのち,ベルオ

キシダーゼをラベルした抗体を反応 させ,分光光度計

で測定した。結果は410nrnの 吸光度で表 した。

感作細胞によるぶどう膜炎の移入

ラットを免疫 し 2～ 3週間後に所属 リンパ節を取

り,R4,R14あ るいは IRBPを 入れ, リンパ球を3日

間培養した。回収 した リンパ球を正常 ラットの腹腔内

に50～ 100× 106個 注射 して,毎 日眼を観察した。

III 結  果

ぶどう膜炎惹起能

R4と R14のぶどう膜炎惹起能を調べるために,種表

の濃度のペプチ ドを免疫 した。結果を表 2に示す.R4
のぶ どう膜炎惹起最小濃度はラットー匹当た り67μ g

で,R14の それは60ngで あった。したがって,R14の方

が R4に比べると約1,000倍 ぶどう膜炎惹起能が高いこ

とになる。また R14で惹起 した時の方がぶどう膜炎発

症 日も早 く,炎症の強さも低濃度で R4に よる炎症と同

程度のものであった .

ペプチ ドに対するリンパ球幼若化反応

R4あ るいは R14で免疫 した ラットの所属 リンパ節
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表 2 種々の免疫量のペブチ ドによる網膜

ぶどう膜炎惹起能

網膜ぶどう膜炎

免疫抗原 炎症の強さ
(平均)

R4

R14

R4あ るいはR14を完全フロイントアジュバントに混ぜ足

脈皮下に免疫 した。同時に百日咳菌を静脈内に投与 した。

R14は , R4に 比べ低濃度で網膜ぶどう膜炎を惹起する.

表 3 ペプチドおよびIRBPに対するリンパ球

幼若化反応

刺激物質(μ g/ml)

`(」

,1■原 IRBP
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表4 ベブチドおょび IRBPに 対する抗体産生

血清希釈
免疫抗原

1 :40

R4

R14

1RBP

013
0.19

0.91

0.12

0.11

0.14

0.90

*:ELISA法 による 410nmに おける吸光サ'リ

R4お よびR14と もに IRBPと の間に抗原交又が 見

られない
.

表 5 細胞移入実験による網膜ぶどう膜炎の誘導

綱膜ぶどう膜炎

免疫抗原
炎症の強さ

(平均 )

R4

R14

1RBP

1.3

0

1.5

12
0

18
2.0

R4

R14

1RBP

1.1

1.3

7.2

=; Stin■ ulation index.

R14と IRBPと の間に抗原交叉が見られるが, R4と の間

には見 られない.

の リンパ球によるリンパ球幼若化反応の結果を表 3に

示す。R4で発作された リンパ球は免疫抗原である R4

とは反応するが,IRBPと は反応 しなかった.R14で感

作された リンパ球は,R14のみならず IRBPと も反応

した。一方,IRBPで 感作された リンパ球は,IRBPだ
けでなくR14と 反応したが,R4と は反応 しなかった。

R4お よび R14を 免疫した場合,そ れぞれのラットから

取られた リンパ球は免疫抗原に反応した。 このことは

ラットにおいて R4,R14と もに免疫原性を持 っている

ことを意味する。さらに R14は IRBPと の間に抗原交

叉があったが, R4に はなかった。

ペプチ ドに対する抗体産生

それぞれの抗原で免疫した血清の抗体価は,表 4に

示す通 りである.R4で免疫したラットにより取 った血

清は,R4お よび IRBPに 対して,低い抗体価 しか見ら

れなかった。R14で免疫したラットより取った血清は,

免疫抗原である R14に対しては,高抗体価を示 したが
,

細胞は正常 ラ ントの腹腔 内に注射 した.

R14と IRBPと の間に抗原交叉が見られるが, R4と の間

には見られなtヽ
.

IRBPに対 しては示 さなかった.一方,IRBPで免疫し

たラットより取った血清は,IRBPに対 して高い抗体

価を示 したが,R14および R4に対しては,低抗体価で

あった。以上の結果から,R4および R14は,IRBPと
の間に抗体産生において抗原交叉を認めないことがわ

かった。

細胞によるぶどう膜炎の移入

ぶどう膜炎の移入実験の結果を表 5に まとめた.R4
で感作し,R4で in vitroで 刺激された リンパ球は,ぶ

どう膜炎を惹起したが,IRBPで 刺激 して もぶ どう膜

炎は惹起できなかった.R14で 感作し,R14あ るいは

IRBPで刺激すると,いずれもぶどう膜炎を移入でき

た.一方,IRBPで感作 した リンパ球は,R14で 刺激す

るとぶどう膜炎は移入できたが,R4の刺激では移入で

きなかった。移入実験において,R14と IRBPは リンパ

球幼若化反応に見られたように抗原交叉が見られた。

リンパ球を移入されたラットに見られたぶどう膜炎の

測定抗原
1 : 10
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1RBP
R14

1RBP
R4

R14

1RBP

()32*

0 35

1 20

()25

017
()20
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10 10 10

4.2*
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1.1
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0.9
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0.5
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0_9

8.0
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1.0
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5.0

培養中抗原
―

た
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■
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”

”
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40
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発症 日および炎症の程度は,R4と R14の 間には差はな

かっテこ.

IV 考  按

蛋白を構成するペプチ ド鎖の多くは,元の蛋自で免

疫された動物において,免疫反応を引き起こさないが,

限られた一部のペプチ ド鎖は反応を引き起こし,そ の

ペプチ ド鎖に一致す る抗原決定部位を免疫優位部位 と

い う9)。 今回の実験で,R14は元の抗原であるIRBPで

感作された リンパ球に対 して,免疫反応を引き起こす

ので,免疫優位部位にあた り,R4は非優位部位にあた

る。免疫優位部位である R14は非優位部位である R4に

比べて,約 1,000倍高いぶどう膜炎惹起能があることが

証明された。その理由として,R14は抗原提示細胞表面

における組織適合性抗原 との結合が強 く,反応が効率

よく起こる可能性があることが考えられる。また R14

は単一ではなく複数の T細胞群を誘導することも考

えられる.

ぶどう膜炎を惹起するもう一つの抗原 として,S抗
原が知 られており,S抗原でもぶどう膜炎惹起部位が

決定されている1°).ぶ どう膜炎を惹起するS抗原由来

のペプチ ドMおよび Nは ともに R14と 異なり,ぶ ど

う膜炎を惹起するのに比較的高濃度を免疫する必要が

ある10)n)。 すなわち,S抗原では免疫優位性については

述べ られていないがn),ペ プチ ドMお よび Nは,非免

疫優位部位 と考えられる。実験的自己免疫性脳脊髄膜

炎の実験では,モ ルモ ット髄翰塩基性蛋自由来のペプ

チ ド68～ 88が ,免疫優位部位であることが報告されて

いる12).蛋 白を接種 し免疫反応を惹起できた場合,免疫

優位部位を持つ蛋自と持たない蛋自の 2種類があるの

か否かについては,今後いくつかの蛋自の解析から明

らかにされると思われる。

R14の ぶどう膜炎惹起最低濃度は,一匹当た り約20

pmolで IRBPの それは約2pmolで あるので13),R14は

IRBPと 比べると約1/10の ぶどう膜炎惹起能である。

一方,R4と 比べると約1,000倍ぶどう膜炎惹起能が高

い。その理由として,IRBP全体に R14と 同様の優位な

ぶどう膜炎惹起部位がほかにいくつか存在することが

考えられる。またぶ どう膜炎惹起部位以外の部位に反

応を強めるアジュバン ト効果を示す部位があることが

考えられる.

R14は 低濃度でぶ どう膜炎を惹起するが,ぶ どう膜

炎移入実験に見られるように,い ったん R14あ るいは

R4で感作された リンパ球のぶどう膜炎惹起能の間に

日眼会誌 95巻  2号

差は見 られない。このことから R14と R4の 差は,免疫

反応の導入期 (Induction phase)に あ ることがわかる.

免疫反応 では リンパ球幼若化 反 応 において R14と

IRBPに は抗原交叉が見られたが,抗体産生において

は,交叉が見 られなかった.こ の ことは, リンパ球幼

若化反応 と抗体産生に関す る IRBPに おける抗原決

定部位が異なることを意味す る。細胞移入の実験か ら

ぶ どう膜炎発症には,細胞性免疫 が主体をなしている

ことが知 られている14).R14は IRBPと リンパ球幼若

化反応 に お いて抗原交叉 を示 す こ とか ら,R14は

IRBPが惹起す るような強い炎症 を引 き起こす と考 え

られる。

R14に よ り惹起 されたぶ ど う膜 炎 は,IRBPに よる

それに似てお り,ま た R14は IRBPと 抗原交叉が見 ら

れるので,IRBPに より惹起 されたぶ どう膜炎および

免疫反応において,R14に 相当す る部位は重要な働 き

をしていることが考えられる。一 方,R4に相当する部

位は,それのみで もぶどう膜炎を惹起できるが,IRBP
との間に抗原交又がない。したが って,IRBPで 惹起 さ

れた炎症の際には,R4に相当す る部位 は,炎症に関与

していないと考 えられる。しか し,軽い炎症の際には ,

R4が働いている可能性も考えられ る。

猪俣 孟教授のご校閲に深謝致します .
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