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33kDa蛋白に対するモノクローナル抗体の作製及び

33kDa蛋自の臓器特異性 (第 1報 )

玉田 浩郁,阿部  徹,高木 武司,山木邦比古,櫻木 章三
秋田大学医学部眼科学教室

要  約
牛網膜を抗原として33kDa蛋 白 (33K)に対するモノクローナル抗体 TS‐ SC6を作製した.TS‐SC6を 用いて

ラット網膜,松果体,大脳,肝臓,腎臓,大腸各臓器を抗原とした immunoblottingを 行ったところ,網膜と

松果体だけが約33kDaの バンドに陽性反応を示した.免疫組織学的検索をラット,マ ウス,牛,モルモット,

人網膜及びラット松果体に対しておこなった。TS‐ SC6は ラット網膜では外網状層,外顆粒層,内節と反応し,

マウス,モルモット網膜では外顆粒層,内節と反応 した。また,牛網膜では外顆粒層,外節と,人網膜では外

顆粒層,及び内,外節と反応していた。また,TS‐ SC6は ラット松果体の切片とびまん性に反応 していた。(日

眼会誌 95:854-860,1991)
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Abstract
We produced monoclonal antibody TS-SC6 specific for 33kDa protein (33K) from bovine retina and

studied the localization of 33K in mammalian retinas (rat, mouse, bovine, guinea pig and human) and

pineal gland of rat. An immunohistochemical study showed that TS-SC6 reacted with the outer
plexiform layer (OPL), outer nuclear layer (ONL) and rod inner segments (IS) in rat, ONL, IS and

IS in mouse and guinea pig. It reacted with ONL and rod outer segments (OS) in bovine, ONL and OS

in human. Immunoreactivity was seen in the pineal gland, but there was no immunoreactivity in the

central nervous system surrounding the pineal gland. Immunoblot analysis was carried out with
soluble fractions prepared from the retina, pineal gland, cerebrum, liver, kidney and intestine of rats.

TS-SC6 reacted with 33K of the retina and pineal gland, respectively. However, it did not react with
soluble fractions from the other tissues. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 95:854-860, 1991)
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I緒  言

網膜視細胞は光を受けると, この刺激を電気信号に

変換し脳に伝える。この光情報変換機構 (phototrans‐

duction)に は ロ ドプシン, トランスジューシン,

cGMP,ホ スホジエステラーゼ(PDE),S抗原などの
網膜に特異的な蛋白が関与している。光により活性化

された 1個 のロ ドプシン分子により約500個 の PDE
が活性化され,活性化 PDEに よりcGMPは加水分解
される。こうして拝体細胞外節形質膜に存在するNa
チャンネルが閉鎖し細胞は過分極状態となる。

今回,我々が報告する33kDa蛋白 (33K)は MEKA
蛋白1)あ るいは phosducin2)3)と も呼ばれ光情報変換機

構に関与すると考えられており,網膜梓体細胞に存在
しトランスデューシンのβ,γ subunitと 結合し

4)5),暗

状態でリン酸化され,明状態で脱 リン酸化されること
が報告されている6)。 しかし33Kが光情報変換機構に
おいていかなる役割を果たしているのか,その詳細は

未だ解明されていない.

我々は33Kに関してさらに詳細に検討する目的で,
抗33Kモ ノクローナル抗体を作製した。今回,抗33K
モノクローナル抗体を用いて,33Kが網膜視細胞のみ
ならず松果体にも局在することが初めて免疫組織学的

に確認されたので報告する。

II 実験方法

以下に述べる実験操作はすべて室内灯下にて行っ

た。

1.実験動物

実験動物としてラット(Lewis),マ ウス(BALB/c),
モルモット (Hartley),牛を用いた。 これらの動物の
飼育管理,実験操作,及び処理については秋田大学医
学部動物実験指針に則って行った.また,人網膜は角
膜移植のために提供された眼球 (69歳男性,肝臓癌に
て死亡)よ り得た。

2.モ ノクローナル抗体作製

冷凍牛眼球を入手し,室温にて解凍したのち網膜を
分離した。 これに0.01M PBS(pH 7.4)を加え 4℃
にてマグネテイックスターラーで 1時間攪拌し,得 ら
れた懸濁液を20,000rpmに て60分遠心し,上清を採取
した。こうして得られた網膜可溶性成分を50%硫酸ア
ンモニウムにて塩析し,0.01M PBSに て透析したの
ち,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
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の近交系 Lewisラ ットの皮下に 2週間隔で計 3回免
疫した。最終免疫後 4日 目のラット牌細胞 1× 108と

BALB/cマ ウス由来の P3‐ X63-Ag8‐Ul(P3Ul)株 ミ
エ ローマ細胞 3× 107を 混和 し,44.4%polyethylen

glycol 1000(和 光純薬)で細胞融合させた。融合後 ,
Dalbecco's modified Eagle mediuin(D卜 IE:M)(ニ ッ

スイ)に牛胎児血清 (FCS)(Flow:Australia),ペ ニ

シリンGカ リウム,硫酸ストレプ トマイシン及びmen
non―essential amino acid(Gibco:USA)を 加えた培

地に細胞を浮遊させ,96ウ ェルマイクロプレート(COS‐

tor: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×マウスハイブリドーマを選択 した。

抗体産生′ヽイブリドーマのスクリーニングには牛網

膜凍結切片を用いた。牛眼球を摘出後,直ちにPLP液
で 4°C,12時間の固定を行った。固定終了後,網膜を
剥離 し10%sucrose加 PBSに て洗浄 した後,OCT
compound中 に凍結包埋した.こ れをクライオスタッ
トにて5μmの厚さに薄切し,こ の切片を卵白アルブミ
ンスライドガラスにのせ以下の方法で酵素抗体法によ

るスクリーニングを行った。酵素抗体法にて外節及び

外顆粒層に陽性反応が認められる抗体を産生している

ハイプリドーマに対し,限界希釈法によるクローニン
グを行いモノクローナル抗体 TS―SC6を確立した7)8)。

3.作製モノクローナル抗体の特異性の検討
1)immunoblotting

ラットの網膜,松果体,大脳,肝臓,腎臓,大腸を
摘出し,それぞれの可溶性成分をサンプルとして13%
gel‐でSDS‐ polyacrylanlide gel  electrOphoresis

(PAGE)を 行い,0.45μ mの ニトロセルロース膜に電
気的に転写した。10%正常山羊血清で 1時間 blocking

した後ニ トロセル ロース膜上の抗原 と 1次抗体 TS‐

SC6と を 1時間反応させ,TBS tweenで洗浄後 2次抗
体として1,000倍希釈 biOtinylated― anti‐ rat‐ IgG rab‐

bit serun(ZYMED:USA)と 1.5時間反応させた。
洗浄後 HRP‐ avidin D(2.5μ g/ml)(VECTOR:USA)
と20分反応させ,再び洗浄し,基質 として0.005%H2
02,0・ 2mg/m13,3′―diaminobenzidine(DAB)を反応
させ発色させた。

2)免疫組織化学
ラット,マ ウス,モ ルモット,牛それぞれの眼球 ,
及びラット松果体を使用した.人眼球は,摘出後約24
時間保存液中にて保存されていた。 これらを PLP固
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定液にて12時間固定を行い,10,15,20%sucrose加
phOsphate bu“erに て各30分,次いで20%sucrose,

5%glycerol加 phosphate burerに て12時間洗浄 し

た。その後 OCT compoundに 包埋し,厚さ5μmの切

片を作製し, ラット,マ ウス,モルモット,牛網膜組

織は酵素抗体法で,人網膜, ラット松果体は螢光抗体

法で検索した。

酵素抗体法は TBS tweenにて15分間洗浄後, メタ

過ヨウ素酸ナトリウム (114mg/100ml H20)に て10分

間反応させ内因性ベルオキシダーゼを阻止した。洗浄

後10%正常山羊血清で 1時間blockingを 行い,次いで

1次抗体 TS‐SC6と 1時間反応させた。洗浄後 2次抗

体として500倍希釈 biOtinylated anti‐ rat lgG rabbit

serumと 1.5時間反応させた。洗浄後 HRP avidin D

(2.5μ g/ml)と 20分反応させ,再び洗浄し基質として

0.005%H202,DABを反応させ発色させた。

螢光抗体法は 1次抗体との反応後,500倍希釈 FITC

anti‐RatlgG(KPL:USA)と 12時間反応させ洗浄後 ,

螢光顕微鏡で観察した。

3)モ ノクローナル抗体のタイビング

ラットモノクローナル抗体タイピングキット(ICN:

USA)を使用し,double immunodi“usionに より抗体

TS‐ SC6と 抗 ラットiminunogloblin(IgGl, IgG2a,

IgG2b,IgG2C,IgA及 びIgM)の反応について検索し
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た

III 結  果

1. ilnmunoblotting

ラット各臓器の immunoblottingで は TS‐SC6は 網

膜及び松果体とのみ反応し,その対応する抗原の分子

量は約3.3万であった.その他の臓器では陰性であった

(図 1)。

2.免疫組織化学

ラット網膜では外網状層,外顆粒層,内節と反応し

(図 2b),マ ウス,モ ルモット網膜では外顆粒層,内節

と反応した (図 2c,d)。 また,牛網膜では外顆粒層 ,

外節と反応した(図 2e)。 人網膜は視細胞がかなり傷ん

でいたが外顆粒層及び内,外節と反応していた (図 2

f)。

また, ラット松果体においても隣接する脳組織に比

べて明らかな陽性反応が認められ松果体が一様に染色

されていた (図 3b)。

3。 モノクローナル抗体のタイピング

TS‐ SC61ま 抗 ラットinllnunogloblinの IgG2aと の

み反応した。

IV考  按

我々は以前,網膜視細胞及び松果体の臓器特異抗原

67 ‐

43-一

30-→ト

20-一

14-一

12345678

図 1 ラット各臓器のimmunoblotting.lane l.分 子量マーカー,lane 2. ラット網膜
SDS‐PACE,lane 3.網 膜,lane 4。 松果体,lane 5.肝臓,lane 6.腎臓,lane 7.

大腸,lane 8。   大脳。網膜,松果体にのみ33kDa付近に陽性反応が認められる。
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(分子量約 3万 )に対するモノクローナル抗体 TS‐SC6

を作製したことを報告 したが
8),そ の後の研究でこの

モノクローナル抗体が33Kに 対するものであること

が確認された"~H)。 つまり,抗体 TS‐ SC6を プ
ローブと

した cDNAの 解析では MEKA蛋 自のア ミノ酸シー

クエンスとほぼ同一であり
。),生化学的に MEKA蛋 白

は33Kと 同じ特徴を有すること1)が確認されている。

ま た ,網 膜 蛋 白 と 抗 体 TS‐ SC6を 用 い て

immunOprecipitationに より得られた蛋白が cAMP

dependentに リン酸化をうけること
10)も 判明してい

る。

今回,こ のモノクローナル抗体を用いて33Kの臓器

特異性および免疫組織学的検索をおこなった。

ラット網膜,松果体,大脳,肝臓,腎臓,大腸を抗

原 として,抗体 TS― SC6を 用いて immunOblottingを

おこなったところ,網膜の他に松果体においても33

kDa付近にバンドが認められた(図 1).さ らにラット

日眼会誌 95巻 9号

松果体に33Kが局在することを免疫組織学的にはじ

めて示した。ところで,最近 Reigら
11)は松果体の燐蛋

白の中で,33kDa付 近に cAMP dependentに 燐酸化

される蛋白を同定したが, この蛋自が我々の抗体 TS‐

SC6と結合することが確認された。さらに,ラ ットの網

膜と松果体の cDNAがそれぞれクローニングされ,33
Kの一次構造は松果体と網膜において同一であるこ

とも我 9々)は示しており,今回の結果を支持している。

抗体 TS‐ SC6を用いてラット,マ ウス,牛および人網

膜における33Kの局在を調べたところ視細胞の内,外

節,外顆粒層及び外網状層に陽性所見が認められた。

抗体 TS‐ SC6は モノクローナル抗体であリーつのエピ

トープしか認識 しないと考えられるが,今回調べた動

物種の網膜において酵素抗体法及び螢光抗体法で陽性

所見が認められたことから抗体 TS‐ SC6は33Kの 種特

異性の少ない保存された部分を認識するものと思われ

る.一方,人 ,ラ ットおよび牛の33Kの cDNAか ら演

図2 網膜酵素抗体法及び螢光抗体法(OPL i外網状層,ONLi外顆粒層,IS:内節,
OSi外節)
a.ラ ット網膜酵素抗体法コントロール (× 150),b.ラ ット網膜酵素抗体法.外網状

層,外顆粒層,内 節に陽性反応が認められる。(× 150),c.マ ウス網膜酵素抗体法(メ

チルグリーン核染色)。 外顆粒層,内節に陽性反応が認められる。(× 300),d。 モルモッ

ト網膜酵素抗体法,外顆粒層,内節に陽性反応が認められる。(× 300),e.牛網膜酵

素抗体法.外顆粒層,外節に陽性反応が認められる.(× 150),f。 人後極部網膜螢光抗

体法.外顆粒層,内 ,外節に陽性反応が認められる。(× 150)
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図 3a ラット松果体螢光抗体法コントロール
(pl松果体,bi脳組織).(× 450)

繹される蛋白一次構造は, カルボキシ末端を除くと非

常によく保存されている。)。 以上の結果から考えると,

33Kの アミノ末端から中央部にかけて,抗体 TS‐ SC6
に対するエピトープが存在する可能性が高い。われわ

れの結果では動物種により33Kの 網膜局在に多少の

差異が認められた。ラット網膜では外網状層,外顆粒
層,内節と反応し,マ ウス,モ ルモット網膜では外顆

粒層,内節と反応した.ま た,牛網膜では外顆粒層 ,
外節と,人網膜では外顆粒層及び内,外節と反応した .

過去のポリクローナル抗体を用いた報告でも動物の種

により33Kの局在は異なっており,Leeら 5)の 免疫組
織学的検索によるとマウスでは内節に強い陽性所見が

認められ外顆粒層,外節に中等度の陽性所見が認めら
れたと報告している。また Kuoら 12)に よると,33Kは
ニフトリでは内節及び外節に, ラット,マ ウスでは内

節に,そ して牛では外節に局在すると報告している.
これらは我々のモノクローナル抗体をもちいた結果と

矛盾せず,ま た人網膜においても33Kは外顆粒層及び

内,外節に局在することがはじめて明らかになった.
爬虫類以下の下等脊椎動物の松果体には光受容機能

があるのに対し14)15)哺乳類では内分泌器官としての働

859

10.0ツm

図 3b ラット松果体螢光抗体法.隣接する脳組織に比
べて松果体には明らかな陽性反応が認められる

(× 450)

きが主 となっている.し かし,哺乳類でも網膜からの

光情報が交感神経を介して松果体の酵素活性を制御 し

ており,ハ ムスターでは生殖機能の光依存性が顕著で
これに松果体が関与 しているとされている16).っ まり

松果体 も光によりその働 きが制御 されてお り,そ こに

S抗原17)18),33Kな どの光情報変換機構に関連す る蛋

白が存在するとい うことは, これ らの蛋白が日周 リズ

ムに関係して働いていることも考えられ,非常に興味

深いことである.

今後,作製 したモノクローナル抗体を用いて網膜及
び松果体における33Kの機能についてさらに詳細 な

研究を予定 している.
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