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要  約

Interphotoreceptor retinoid-binding protein (IRBP) を完全 アジ ュバ ント と ともに ル イスラ ット に免疫

すると 実験 的 自己 免疫性 ぶ どう膜 網膜 炎(EAU) が 発症 す る. また, 胎齢15 日 の ラッ ト胸 腺原 基 をBALB/c

ヌードマ ウ スに移植(TG ヌード マ ウス) する と, IRBP を対 応抗原 とす るぶ どう膜網 膜炎 が自 然発 症 する.

そ こで, こ れらのモ デル を用 いてIRBP 惹 起ぶ どう膜 網膜 炎の発 症機 序 を検討 し た. EAU は局 所リ ン パ節 で

のIRBP 反応 性T リ ンパ球 の活 性化 か ら始 まるが, こ の活性化 は抗原 提示 細胞上 の 主要 組 織適 合 抗原 複 合体

(MHC) 分子 に結合 し た抗原ペ プ チド をT リ ンパ球 がT 細胞 レ セプ ター(TCR) を介 して認 識 す るこ とによ り

生 じる. EAU の場 合, IRBP のア ミノ酸 配列 の うちp 1182̃1191 の10 個 の抗 原ペ プ チド で も十 分 なリ ンパ球

活性 化能 が認 めら れた. ルイ スラッ トで は1182 位W( トリプ トフ ァン), 1185 位G( グリシ ン), 1186 位V( バ

リ ン) お よ び1188 イ立P( プ ロリ ン) がエ ピト ープ( 抗原 決定 基) も しく はアグ レト ープ(MHC 分子 との結合

部位) とし てEAU の発 症 に関与 してい る と考え ら れた. さら に, マ ウ スで は1182 イ立W と1194 位P をア グ

レト ープ と して, その 間に含 まれるア ミノ酸 の い くつ か をエピ ト ープ と してT リン パ球 に 提示 され るこ とが

分 力ヽつ た. また,p 1182̃1194 特異的T 細胞 株 を用い て, そのTCR の 可変 域 を検索 し たところ, そ の96% が

Vβ6 遺伝 子 を利用 し ており, 非 常に限定 され たレセプ タ ーで抗 原ペプ チド とMHC 分 子 の複合 体 を認 識 し て

い ると考 え られ た. 抗原 認識 一リ ンパ球 の活 性イ匕の過 程 にはintercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)

やlymphocyte function associated antigen-1 (LFA ・1) などの接 着分 子 も補 助因 子と して重 要 であ るこ と

も分 かっ た. こ の様 にし て活性 化 したT リンパ球 が 眼に到達 し, 眼 局 所で も免 疫反 応が生 じ, その結 果 ぶど う
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膜 網膜 炎が惹 起 さ れる と思 われ るが, その リ ンパ球 の組織 浸潤 にお いて もICAM-1 やLFA-1 などの接 着分子

が 関与 し てい るこ とが明 らか と なった. すな わち, 血 液眼 関門 を構成 する組織 にICAM-1, 浸 潤細 胞 にLFA-1

が 発現 してい るこ とを免 疫組 織染 色で認 め た. 最後 に, 内在 性のIRBP 自体 が寛 容原 と なるこ と も証 明 し, そ

の 自己 寛容 が破 綻し た結果EAU が発 症 する と推測 し た.( 日 眼会誌 96 : 1580-1607, 1992)

キーワード:EAU,  IRBP,  3 分子複合体, 接着分子, 寛容

The Onset Mechanism of E χperimental Autoimmune Uveoretinitis

Induced by Interphotoreceptor Retinoid-Binding Protein

Masahiko Usui

Depa八田ent of O,が・/力々 Imology, Tokyo Medical ca/か驟

Abstract

In order to analyze the onset mechanism of e χperimental autoimmune uveoretinitis (EAU),  two

experimental models were used ; one was EAU induced by one injection of purified bovine interphoto-

receptor retinoid-binding protein (IRBP)  with complete Freund's adjuvant in Lewis rat, and the other

was an IRBP-induced autoimmune uveoretinitis that occurred spontaneously in nude (nu/nu)  mice at

4 weeks of age reconstituted by the grafting of rat embryonic thymus (TG nude mouse).  EAU develops

when the IRBP-reactive lymphocytes in the regional lymph-nodes are activated. Activation begins

when the T lymphocyte recognizes the peptide for the epitope bound to a major histocompatibility

complex  (MHC)  molecule in the antigen-presenting cell by way of the T-cell receptor (TCR).  In EAU,

ten peptide residues pll82-1191 0f the IRBP amino acid sequence, were revealed to be sufficiently

capable of lymphocyte activation for EAU, and it was also shown that amino acid positions 1182W

(tryptophane),  1185G  (glycine), 1186V  (valine) and 1188P (proline)  of IRBP play important roles as the

epitopes or agretopes in developing EAU.  On the other hand, two amino acids of IRBP, amino acid

positions 1182W (tryptophane)  and 1194P (proline)  were shown to be the agretopes inducing autoim-

mune uveoretinitis in the TG nude mouse. A study of the variable region of the TCR with a residual

P1182-1194 specific T-cell  line from the TG nude mouse revealed that as many as 96%  utⅢzed the T-cell

receptor V β6 gene and that the peptide-MHC molecule comple χ was recognized by restricted rece-

ptors.  Adhesion molecules such as ICAM-1 and LFA-1 were also found to play an important role as

cofactors in activation of lymphocytes in the antigen-recognition process of EAU. Uveoretinitis

seemed to result from an immune reaction in the eye occurring when the T lymphocyte arrives there,

activating the immunological process. ICAM-1 and LFA-1 were also found to be involved in the

infiltration process of inflammatory cells : our immunohistological examination revealed that ICAM-1

was present in the retinal pigment epithelium and epithelium of the ciliary body composing the

blood-ocular barrier. In contrast, LFA-1 was e χpressed in the infiltrating cells. Finally, the tolerance

of IRBP was discussed and it was experimentally demonstrated that the absence of IRBP-induced

uveoretinitis in human beings and certain e χperimental animals resulted from endogenous IRBP

serving as a tolerogen ; we assumed that the breakdown of this self-tolerance would induce EAU due

to thymic dysfunction or IRBP antigen injection. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96 : 1580-1607, 1992)

Key words : EAU (experimental autoimmune uveoretinitis),  IRBP  (interphotoreceptor retinoid-

binding protein), Tri-molecular compleχ, Adhesion molecule, Tolerance
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I 緒  言

交 感性 隕炎 が穿孔 性限 外傷 に伴 って遊 離 され た抗原

物 質 に 対 す る 白 己 免 疫 に よって 発 疱 す る こ と を

Elschnig" が 提唱 して 以来, ぶ ど う膜 炎 の 発 疱 機序 に

おけ る免 疫反 応と の関わ りが 研究 され続 け て きた. そ

の成 果 とし て, 原田 病力い ラ ノサイト に対 する 自己 免

疫 に よって 発症 す るこ と が明 らか と な 回), 他 の ぶ ど

う膜 炎の 病像形 成 にも免 疫現 象が 何ら かの形 で関 与し

てい るこ とを示 す デ ータが発 表 されてい る. シ クロ ス

ポ リンやFK 506 な ど の免疫 抑制 剤 が ぶ ど う膜 炎 の 治

療 に用 い ら れ, そ の効 果 が 確 認 さ れて い る とい う事

実3)4)もぶ ど う膜 炎 と 免 疫 の関 わ りの 深 さを 示 唆 す る

も のであ る.

疾 患の 発症朧 序や 治療 法を 研究 す るには, 従来 よ り

モ デル動 物の 確立 が不可 欠で あ り, ぶ ど う膜炎 におい

て も古 くから 実験的 ぶ ど う膜 炎 の作製 が試 みら れて き

た. 全身 の免 疫応 答の結 果 とし て臓 器特 異的 に ぶど う

膜炎 を発 現 さぜる こ とに 初め て成 功し た報 告は, 1949

年 にCo Ⅲns5)に よって なさ れた が, そ れ,は ぶとう 膜抗

原 の全身 接種 によ る実験 的ぶ ど う膜炎で あ った. 当初,

ぶ ど 刎莫抗原 を対応 抗原 とす る研 究が 行わ れた のは当

然 の成 り行 きで あ ったが, 発 症頻 度に問 題 があ った.

1965 年 にWacker ら6)が 網 膜 抗 原 に 強 い ぶ ど う膜 網

膜炎 惹 起能があ る こ とを 報告 し, ぶ どう膜 抗原 によ る

実験 モ デルは 混入し た 網膜抗 原 によ る反 応 であ るこ と

が示 さ れた. 以来, 網膜 抗原 に よる剣 験的 自己 免疫性

ぶ ど う膜 鼾膜 炎(EAU) の研 究 が進 み, 網 膜抗 原とし

て 網膜可 溶性 抗原(S 抗原) と光受 容体 間レ チ ノイド結

合蛋 白(IRBP) が分離・精製 さ れた. さら に, これ ら

の 抗 原 の ア ミ ノ酸 配 列 が 相 次 い で 決 定 さ れ る に 至

り7)8),分子 レベ ルで の研 究へ と発展 して来 た.

本報告 では, 近年 急速 に進 歩し た 分子生 物学 や免疫

順 八 卜 賍12 号

学の知識に基づいて,T リンパ球が網膜自己抗原に

よってどの様に活性化されるのか, 眼局所での免疫応

答がいかなる過程で生じるのかなどについて合成ペプ

チドやモノクローナル抗体を川いて行った研究の成果

を示し, EAU の発症機序を考察してみたい. また, 正

常な個体では網膜の白己抗原に対する免疫寛容がいか

なる機序で成立しているのかについても検討したので

合わせて報告する.

II 網膜抗原

網膜 抽出 液を ゲル 濾過 す るとEAU 惹 起 能を 有 す る

コ.つの 分画 が得 られ る. その 各 々の 分¦画にS 抗 原お よ

びIRBP が 含 ま れ て い る が,S 抗 原 は 吸 着 カ ラ ム,

IRBP はCon A カラ ムで さらに 精製 され る. こ の様に

精 製 さ れ たS 抗原 とIRBP の 間 に 免疫 学 的 な交 叉 反

応 はな い.S 抗 原は 視細胞 外 節形質 膜 と松 果体 に 局在

す る 分子量48 kilodalton (kDa) の蛋 白質で, 光エ ネ

ルギ ーの情 報 交 換に 関与 す る と され てい る9'. 一 方,

IRBP は視 細 胞内 節で生 成 され, 視細 胞, 網 膜色 素上皮

(RPE) お よ び 外 境 界 膜 に 囲 ま れ たinterphotorece-

ptor matrix (IPM) に存 在し RPE と視 細胞 外節 の

間 での レチ ノイドの 移動 におけ る 担体 とし ての機 能を

もつ 分子 量140̃145 kDa の 糖蛋 白 質で あ る こ とが知

ら れ て い るlo'( 表1).  s 抗 原 と 同 様 に 松 果 体 に も

IRBP は存 在し て いる( 図1,  2).

ラ ッ1ヽ の眼球 切片を 間接 螢 光抗 体法で 染 色し た結果

(図3) から も明 ら かな 様に, 発 生 学的 に はS 抗 原 と

IRBP の 眼 球 内 で の 出 現 時 期 が 異 な る. す な わ ち,

IRBP は 出生 前 から 出 現す る のに 対し,S 抗 原は 生後

3[1 日よ り初め て出 現す る. なお,S 抗 原以 外の 網膜抗

原 とし て 高 野 ら11'が 報告 し たA 抗 原 はIRBP と 同一

のも のであ るこ とが すで に判 明し てい る12).

S 抗 原やIRBP を完 全Freund アジ ュバソ ト(com-

表1 EAU の抗原の特徴

抗原名
一
分子量

局 在

出 現

殷 能

EAU の発現

50 μg 十CFA

EAU の種に よる発 症

IRBP

140*145 kDa

視細胞開 基質
松果 体

胎生17 日目

Interphotoreceptor
retinoid-binding protein

10±0.5 日

モルモ ットで起きにくい

S 抗原

48 kDa

視細胞 外節
松果 体

生後3 囗

Light-induced
binding protein

13 ±1.0 日

モルモット でも起き易い
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plete Fredund's adjuvant ; CFA) と共に ル イス ラ ッ

囗こ接種 する と再 現性 の高 い 激しいEAU が 発症 す る

i、図4). しか し, モル モ ットで もS 抗 原に よ るEAU が

容 易に 発症 す る のに 対し, IRBP で はEAU が 発 症 し
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難い1气

網膜抗原のこれらの特徴を踏まえて以ドの実験を

行った. なお, 後述するようにマウス自然発疱モデル

の対応抗原がIRBP である関係から, 接種実験におい

てもIRBP を用いたEAU モデルを作製し, 必要に応

じてS 抗原と比較しながらその発症機序を考察した.

Ill EAU の発 症朧 序

1. 動物モデル

種々の臓器特異抗原に高感受性であるルイスラット

は, IRBP によるEAU も発症しやすい. EAU の発症

機序をより詳細に検討するためには免疫学的および遺

伝子学的解析の進んだマウスのモデルが不可欠である

が, 抗原をCFA と共に接種する通常の方法ではマウ

スにEAU が発症しにくい. 田口ら13)の開発した異種

胸腺移植フードマウスにIRBP を対応抗原とし, 慢性

図1 網膜におけるIRBP とS 抗原の局在.

免疫酵素抗体直接法. 抗ウシIRBP ウサギ血清と抗ウ

シS 抗 原 ウサ ギ血 清のIgG Fab プ ラグ.x ソ ト に

horseradish peroxidase を標識し, ウサギ網膜と反応

させた‥・L段に示すごとく抗IRBP 抗体による反応産

物がRPE と視細胞外節間隙, 外節間間隙, 内節部に認

められた.一一方,S 抗原は視細胞層特に外節部に著しく

局在していた.

図2 松果体におけ るIRBP,  S 抗原の局在.

免疫酵素抗体直接法. 抗IRBP および抗S 血清と反応する産物が松果体の細胞膜およ

び細胞内に認められた.
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図3 ラット胎仔18 日目(E-18 d) の網膜切片に抗ウシIRBP および抗 ウシS 抗原ウ

サギ血清を反応させた免疫螢光抗体間接法.

IRBP は胎生18 日目ですでに神経芽上皮細胞(NBC) と網膜色素上皮細胞(RPE)

の間に帯状の特異螢光像として認められた. 一方, 抗S 血清ではごく僅かな陽性所

見しか認められない.

図4 EAU の前眼部所見.

IRBP 50 μg をCFA とともにルイ スラット足蹠部に

1 回接種すると,10 日目に毛 様充血, 瞳孔領のフィブ

リン析出, 後房蓄膿を伴 うEAU が発症した.

の経過をとるぶどう膜網膜炎が自然発症することを筆

者らは見出した14).このモデルを用いた研究はEAU

の発症機序の解明に有用であるばかりではなく, 生体

の免疫系の異常によりぶどう膜網膜炎が発症すること

からヒトぶどう膜炎の発症機構解明にも繋がるものと

思われる. そこで, 上記の様なラットとマウスのモデ

ルを作製しその発症機序の解析を試みた.

1) 強化免疫によるモデル

IRBP 50 μgをCFA と共にルイスラットの足蹠部

に一回接種すると,接種後約10 日目(平均10 ±0.5 日)

に100%EAU が発症した. すなわち, 細隙灯顕微鏡所

見では,接種後約10 日目から両眼の毛様充血, トロピ

カミド点眼による散瞳不良が生じ, その翌日には前房

内フィブリン析出, 後房蓄膿を伴う急性虹彩毛様体炎

を認めた.前眼部炎症所見は発症後約7 日から10 日で

自然軽快した. 病理組織学的には, 発症時の虹彩毛様

体には多核白血球や単核球の浸潤が認められるもの

の, 網膜にはほとんど異常所見がない. しかし, その

翌日になると虹彩毛様体の細胞浸潤が増強すると共

に, 網膜血管炎や脈絡膜の細胞浸潤が認められるよう

になる. 視細胞層には単核球および多核白血球が散見

されるが, この時点では網膜色素上皮に異常がなく,

視細胞外節の構築も乱れていない. 発症後3̃5 日経

つと虹彩毛様体に多核白血球とともにマクロファージ

の浸潤が目立つようになり, 視細胞外節にも多数の細

胞浸潤が認められる. そして, 網膜色素上皮を含む網

膜全層でその構築の破壊が見られるとともに網膜剥離

もしばしば観察される. 一方, 松果体においても小円

形細胞がびまん性に浸潤し, 特に血管の周囲に強い浸

潤がみられた. 発症6̃8 日後には, 網膜ぶどう膜炎
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は消退 し, 視細 胞層 は限 局性 あ るいは びま ん性 に萎縮

あ るい は 消失し てい る が, マク ロフ ァ ージ 浸潤 は比較

的 後期 まで 見ら れ る( 図5̃8).

以上 の よ うな 病理 組織 所見 から 分か った こ とはい)

眼 炎症 は まず虹彩 毛 様体 か ら始 まり, 続 いて 網膜 血管

炎 や脈 絡膜 炎が 生じ, そ の後, 最 終的 な標的 組 織であ

る視細 胞層 の破 壊 が始 まるこ と.iO また, 浸潤 細胞

の動態 から 細胞 性 免疫 と体液 性免 疫が 混在し た組 織反

応 であ るこ とが 想 像で きるこ と. iii) さら に, 標的 と

な る網 膜に おけ る 浸潤 細胞 の 由来 は, 発症初 期で は網

膜 血管 であ り, 中 期以 降で は 網膜 色素上 皮層 の破 綻に

伴 う脈 絡膜血 管 由来 の炎 症細 胞がそ れ に加 わる と思わ

れ るこ とであ る. こ れら の病理 所見 は, EAU の発 症機

構 の解 明に おけ る基 礎 となる も0 で, 以 下 の実験 にお

い て も常 に その 所見を 念頭 に 置いて 検討 した.

2) ラ ット 胎 仔 胸 腺 移 植 スード マ ウ ス(thymus-

grafted nude mouse ; TG 7 - ドマ ウ ス)

胎齢15 囗のF 344 ラ ット から 採取し た 胸腺 原 基を,

4 週齢 の雌BALB/c リiu!nu  (y- ―ド) マウ スの左 側腎

図5 EAU 炎症初期.

虹彩, 毛様体(.lユ図) に多核白血球, 単核球を中心と

する細胞浸潤が認められた. 網膜( 下図) では血管炎,

外顆粒層の滲出性変化と脈絡膜の炎症細胞による部分

的な肥厚がみられた.
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皮膜下に2 葉移植しTG  * - ドマウスを作製した( 図

9). 移植された胸腺原基は正常な構築を保って発育

し, 胸腺上皮細胞のみがドナーラット由来で, リンパ

球, マクロファージさらに樹状細胞はすべてホストマ

ウス由来となる15)(図10).TG ヌードマウスはT 細胞

免疫能を獲得し, 感染症に陥ることなく長期の生存が

可能となる. このTG フードマウスには甲状腺や唾液

腺などに多発性の臓器特異的自己免疫病が自然発症す

る( 図11) が, 眼球においても胸腺移植後3 か月以降

に, 約70% のーウスでぶどう膜網膜炎が自然発症し

た. このぶどう膜網膜炎の病理組織像は網膜血管炎や

虹彩毛様体, 脈絡膜および網膜への単核球の浸潤, そ

れに伴う視細胞層の破壊,消失が特徴的で, IRBP を強

化免疫したラットのEAU の組織像と似ていた. しか

し, TG  2 - ドマウスでは肉芽腫の形成も観察され,慢

性炎症としての所見も呈していた(図12, 13). この相

違は動物種の違い, アジュバントの使用の有無, 抗原

感作の持続性が影響していると思われるが, 標的組織

を視細胞層とした自己免疫性ぶどう膜網膜炎である点

図6 EAU 炎症極期.

上図: 好中球, 単核球,Iマ クロファージを主とする強

い浸潤が虹彩毛 様体に認められた. 下図: 網膜には更

に強い乕出性変化と細胞浸潤により視細胞層の破壊が

みられた.
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図フ EAU 炎症末期.

虹彩, 毛様体にマ クロファ ージなどの炎症細胞が散 見

され(上図), 網膜の外節層は部分的に消失し, 一部は

グリオーシスを きたしていた( 下図).

図8 EAU 発症時の松果体炎.

小円形細胞が血管周囲に特に強く浸潤していた.

では同一であると思われた.

TG  * - ドマウスは何を対応抗原としてぶどう膜網

膜炎を自然発症するのかを知るために, ぶどう膜網膜

炎を発症したマウスの血清を用いて間接螢光抗体法,

ウエスダンプロッティンク法およびELISA を行っ

た. その結果, 正常マウスの眼球凍結切片を用いた間

日眼会 誌 96 巻 12 号

BALB/cヌードマウス

図9 ラット胎仔胸腺移植7- ドマ ウスCTG  * - ド

マウス) の作製.

胎齢15  n のF 344 ラット胎仔か ら胸 腺原基を採取

し,4 週齡のBALB/c 7- ドマウスの左側腎皮膜下

に2 葉移植する.

接螢 光 抗体法 で 視細胞 外節 部に 特異 螢光 が 認め られ,

ウエ ス ダンプ ロ ッテ ィン ク法 お よ びELISA で, そ の

自 己 抗 体はIRBP に対 す る抗 体 で あ るこ とを 既 に 報

告 した9( 図14,  15). また, あ らか じめ 眼球 と松 果体

を 摘 出 して 作 製 し たTG フ ード マ ウ スで は 特 異 抗 体

は 検出 され なか った( 図16). し たが って,TG スード

マ ウス で は内 在 性 のIRBP を 臓 器 特 異 抗 原 とし た ぶ

ど う膜 網膜炎 が 自然発 症す るこ とが 明ら か にな った.

次 に, こ のモデ ルの発 症機 序を 検討 した.

TG ヌ ード マ ウスの ぶど う膜網 膜 炎を 発 症 させ るエ

フ ェク タ ー細 胞を 同定 す る た め にadoptive transfer

(養子 免疫伝 達)を 行 った. ぶ ど う膜 網膜 炎を 発症 して

い るTG ヌード マ ウ ス の脾 リン パ球2 ×107個を 無 処

置7- ド マウ ス腹腔内 に 移入 する とぶ ど う膜 網膜 炎 が

発 症し た. さら に, 脾 リンパ球 を モ ノクロ ーナ ル抗体

を 用い た細胞 傷 害試験 に より サブ ポピ ュレ ーシ・ ソに

分画し て移 入し た ところ, 抗Thy 1, 2 抗 体あ る卜 は抗

CD4 抗 体で 処理 し た リン パ球 で は病 変 の 移 入 はで き

なか った が, 抗CD8 抗体 で 処理 し た リン パ球 で は病

変 の 移 入が可 能 であ っ た. し た が ってCD4 陽 性 細胞

がエ フ ェクタ ー細胞 とな ってい るこ とが明 らか とな っ

た( 表2). 一 方,TG フ ード マ ウスに正 常BALB/c マ

ウ スの脾 リン パ球を 移入 して お くと発病 が完 全 に予防

され, そ の能力 はCD4 陽 性 の リン パ 球分 画 にあ る こ
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図10 TG 7- ドマウス移植胸腺の螢光抗体二重染 色所見.

移植された胸腺を ラヴトの抗原に特 異的な抗 体とマ ウスのT リンパ球 に特異的な抗

thy 1.2抗体でl 亟染 色した所 兒であ る. 胸腺ll皮細胞の みが抗 ラヽ,卜抗原抗体にて

染色され八 左図) ラ・爿ヽ巾米であることを, リンパ球, マクロファージさらに樹状細

胞はすべて抗thy 1.2 抗体で染 色されマウス由 来であることを示している( 右図).

眼球

甲状腺

副腎

前立腺

精巣

四

万
 
 
 
 

゛

図11 TG 7- ドマウ スに 認めら れる 多発性臓 器特

異的自に兔疫病とその発症率.

眼球には約70% の頻度で ぶどうl莫網膜炎が 発生す

る.

ともわかった. すなわち, 正常マウスが保有するCD  4

陽性サプレッサーT リンパ球がTG  * -ドマウスで

漾欠如しているために慢性的な自己免疫が発症するも

のと思われたQ 表3).
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以 上 の様 に, ラ ットでは正 常 な個体 に 強化 免疫す る

こ とに よってEAU が発 症し, 一一方,TG フ ードマ ウ ス

で は生 体免疫 系 の変 化, 特 に免 疫の中 枢で あ る胸腺 の

異常 に よ りぶど う膜 網膜炎 が 自然発 症す るとい う違 い

はあ る もの の, 末 梢に 存在 するIRBP 反 応性T リンパ

球 クロ ーンが活 性化し, ぶど う膜網 膜炎 が発症 す ると

い う臓 器特 異的 自己 免疫病 とし ての 基本的 パタ ーンは

同 一 で あ る. す な わ ち, IRBP 反 応 性T リ ン パ球 が

IRBP を 認識し, 活性化 す るこ とか らこ れ らの モデ ル

で の免 疫応 答が 開始 する( 図17). そ こで, 抗原認 識,

T リン パ球活 性化, 眼内 免疫 応 答 の順でEAU の発 症

機 序に つい て, 以 下 の如 く検討 を 加えた.

2. 抗原 認識

T リン パ球 はそ の 細 胞膜 表 面 にあ るT 細 胞 レ セプ

タ ー(TCR) を 介し て抗 原を 認識 す る. こ の際, 大部

分 の抗原 は抗 原提示 細胞(antigen presenting cell ;

APC) に取 り込 まれ, 蛋 白 質 分 解 酵 素 に よって 処 理

(processing) され, ア ミ ノ酸10 数 個程 度の ペプ チド抗

原 とし てAPC の 主 要組 織適 合 遺 伝子 複 合 体 【major

histocompatibility comp 】ex; MHC) 分子 ととも に

APC 表面 に提示 さ れる必 要 があ る.この 様にMHC 分

子, 抗 原ペ プチ ド, TCR の3 分子 複合体 が形 成さ れ,

そ の結果 とし てT リン パ球 が活性イ匕す るl气 また, 最
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図12 胸腺移植後4 か月のTG  ?■ ―ドマウス眼組織像.

虹彩毛 様体部および周辺網膜部に単核球の浸潤と網膜下に肉芽腫形成がみられた.

コ.  .' ・` ‾ で'・iQ: 二 為..., 厂.
…

… …

ここ=E,. ノ..,. ミ…

……

… … …;… …….ごJ
………'

図13 胸腺移植後4 か月のTG  5! - ドマウス眼組織像.

網膜血管周囲に小円形 の単核球の浸潤がみられ, 外顆粒層は不規則となり網膜下には

小肉芽腫形成がみられた. 脈絡膜にも細胞 浸潤による肥厚が認められた.

近の知見ではAPC とT リンパ球の結合に接着分子も

不可欠であり,この接着分子を介したシグナルもT リ

ンパ球の活性化に重要である1气図18). そこで, EAU

において, これらがどの様に関与しているかを研究し

た.

1) 抗原決定基( エピトープ)
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図14 ぶ どう膜 網膜炎発症TG スード マウスにおけ

る対応抗原の検索.

ウエスダンプロッテ ィンク法を 施行した結果, TG

7- ドマ ウスの血 清は抗IRBP 抗体 と同じ140kDa

の位置にバンドを形 成した.
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図15 ぶ ど う 膜 網 膜 炎 発 症TG  y- ―ド マ ウ スに お け

る対 応 抗 原 の検 索.

ELISA で は, ぶ ど う膜 網 膜 炎 発 症TG  3i- ド マ ウ

ス の 血 清 はIRBP に対 し て1,600 倍 以 上 の 抗 体 価

を 示 し た. 対 照 の 正 常BALB/C マ ウ ス お よ び

BALB/c ヌ ード マ ウ スの 血 清 に はIRBP に 対 す る

抗 体は 検 出 さ れな か っ た( 左 図). また,S 抗原 に対

す る 抗体 も 検 出 され な か った( 右 図).
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TG

OCX+TG

Pix  +  TG

OCX+PiX+TG

胸腺移植              ( 月)

胸腺移植後の月数

図16 胸 腺 移 植 後1 か 月 か ら6 か 月 のTG ス ード マ

ウ スに おけ る 抗IRBP 抗体 価 陽 性率 の 推移.

TG 群 は 無 処 置 のTG  y- - ド マ ウ スを,0CX 十TG

群 は 両 眼 球 摘 出 後 に 胸 腺 を 移 植 し たTG ヌ ード マ

ウ スを, Pix 十TG 群 は 松 果体 摘 出後 に 胸 腺を 移 植 し

たTG ヌ ード マ ウスを,0CX 十PiX 十TG 群 は両 眼 球

お よ び 松 果 体 摘 出 後 に 胸 腺 を 移 植 し たTG  t- - ド

マ ウスを それ ぞ れ表 わ し てい る. Ocx 十PiX 十TG 群

以 外 のTG ヌ ード マ ウ ス に は 抗IRBP 抗 体 が 認 め

られ た.

表2 Adoptive Transfer によるぶどう膜網膜炎の

発症串

移入リンパ球

未処理リンパ球群

Thy・1.2陽性リンパ球除去群

CD4 陽性リンパ球除去群

CD8 陽性リンパ球除去群

ぶどう膜 網膜炎発症率

0
0
0
0

1
1
1
1

/
/
/
/

Q
)
0
0

只
)

表3 正常 マウス脾 リンパ球によるTG ヌードマ ウ

スEAU 発症の予防

移入 リン パ球

未処理リンパ球群

CD4 陽 性 リンパ球除去群

CD8 陽性 リンパ球除去群

ぶどう膜網膜炎発症率

只
)
7

只
)

/
/
/

0
4
0

3 分子複合体を形成する場合, 抗原がTCR と結合

する部位をエピトープ, MHC 分子と結合する部位を

アグレトープと呼ぶ. ウシIRBP は1,264 個のアミノ

酸からなり, 発生学的に約300 個のアミノ皷の複製に

よる蛋 白 で 形 成 さ れ て い る(4 fold repeat

structure)8'.第4 の領域に含まれるR14 と呼ばれる

1169 位から1191 位のアミノ皷配列は強いEAU 惹起

能を持つペプチドであることがすでに知られている18)
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I R  B P 反応性

T 細胞クローン

I R  B  P 接種

卜
4

匚
活性化4 自己免疫性ぶどう膜

網膜炎

自己のIRBP による感作
けG ヌードマウス)

図17 自己免疫性ぶど う膜網膜炎発症機序の概略.

図18 抗原ペプチド、MHC 分子、TCR の3 分子複合

体と接着分子の関係を示す獏式図.

302

610

911

R14

301

910

1 264

図19 ウシIRBP 内におけるR14 の存在部位とその

アミノ酸配列.

(図19). そこ で, その ア ミノ酸配 列の うち どの 部分 が

エ ピト ープや ア ダレト ープ とな ってい るか を合 成ペプ

チ ドを用 いて 検索し た.

R14 の ア ミ ノ酸 配 列 の 中 に はRothbard ら19)が 推

測 する とエピ ト ープに なり やすい ア ミノ酸 配列 が2 か

所存 在す る. す なわ ち, 1175 倥か ら1178 位 のGAAD,

n86 位 から1190 位 のGVVPD であ る. そ こで, 1182

位 のW の 部 分でR14 を2 分 した ペ プチ ド を 合成 し,

そ の50 nmol をCFA と共 に ル イス ラ ットに接 種 し た

ところ, 1175 位 か ら1178 位 のGAAD を含 む合 成ペ プ

チド(p 1169̃1182) で はEAU は 発症 せず, 1186 倥 か

ら1190 位 のGVVPD を 含 む 合 成 ペ プ チ ド

ペプチド

1161-1191

(R14)

アミノ酸配列

日眼会誌 96 巻 12 号

PT  ARSVGAADGSSWEGVGVV

n  69-1182 ←

1182-1191

1179-1191

1182-1194

1191

PDV

→

→

発症率

(%)

100
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リンパ 球

増殖 能

2 十

2+

2 十

づ 100  2 十

図20 R 14 のN 末端側とC 末端側のEAU 惹起能お

よびリンパ球増殖能.

1182 位のW( トリプトファン) よりN 末端側で は

EAU 惹起能 もリン パ球増 殖能 も認 めら れな かっ

た. しかし, そのC 末端側では強いEAU 惹起能お

よびリンパ球増殖能が認められた.

(p 1182̃1191) で は50% にEAU が発 症し た. また.

p 1169̃1182 は 鈿 嵒 抑 で もIRBP 反 応 性T リン パ

球 に対 す る刺激能 を欠 き,GAAD はIRBP-EAU の系

で は エ ピト ープ にな って い ない と 考 え ら れた. 1RBP

反 応 性T リンパ球 に対 す る刺激 能は, IRBP を ル イス

ラ ットに接 種し, そ の14 日目 の脾 リン パ球を 用い た リ

ンパ球 増殖 試験で 検討 し, さらに その脾 リン パ球 を当

該 抗原 とともに3 日間 培 養し たの ち正常 ル イ スラ ット

にadoptive transfer を 行 い 確 認 し た. 一 方,

p 1182̃1191 のN 末端,C 末 端で 各3 個ずつ ア ミノ酸

を 伸ば す とEAU 発症 率が100% にな った. こ れは,3

個 ア ミ ノ酸 を伸 ばし たこ とに より ペプ チド に安定 性が

で き, MHC 一抗 原闢 の親 和性 が高 まっ たた め と想 像で

きる. そこで, 以下 の実 験は こ のp 1179̃1191 あ るい

はp 1182̃1194 を 用い て行 った( 図20).

IRBP は4 fold repeat structure を形 成し てい るが,

図21 の如 く他 の領 域に もp 1179̃1191 に 相当 す る ア

ミノ酸 配 列があ り, そ の すべ ての リピ ート ペプ チドで

EAU 惹 起能が 認め られ た. しか し, こ れら の リピ ート

ペプ チド のすべて の ア ミノ酸 が共通 な わけで は なく,

全 く共 通 なのはw,  G, V, P の4 つ の残 基だ けで あり,

この4 つがEAU を 惹 起す る うえで 重要 な ア ミノ酸で

あ る こ とが 推察 され た. そ こで, 共 通 する4 つ の アミ

ノ酸 残 基を 他の フ ミノ酸 に置 換 した とこ ろ, EAU 発

症率, IRBP 反応 性T リン パ球 に対 す るin  vitroで の

刺激能 が著 明に抑 制 され た(図22). し たが って, ル イ

ス ラ ット で は 少 な く と もp 1182̃1191 中 の1182 位

W,  1186 位G,  1187 位V お よ び1189 位P がエ ピト ー

プ もし く は ア グレ ト ープ に なって い る こ と が示 さ れ
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図21 p 1179̃1191 とその繰返し配列.

相同性の高卜p  271̃283, p 579̃591,  p 880̃892 およ

びp 1179̃1191 のアミノ酸配列を示し, それぞれをル

イスラットに免疫しEAu 惹 起能を検索したものであ

る. 免疫はペプチド50 μmo1 と等量のcFA にて行っ

た. 四角で囲んだア ミノ酸残基は4 つのペプ チドにお

いて共通する残基であ る. これらの4 つのペプチドす

べてにおい てEAu 惹起能が認められた.

ペプチド

1182-1194

G(1182)

L  (1186)

G  (1187)

G(1189)

アミノ酸配列

1162         1194
[W]E  G V回0V@D  V A V P

圓 一-----------

--- 一回 一-------

--- 一‐腦-------

------ 一腦-----

発症率
(%)

100

0

40

0

0

リンパ球
増殖能

2 十

0
0

0
0

W: トリプトファンG: グリシンV: バリンP: プロリン
E: グルタミン酸D: アスパラギン酸A: アラニン

図22 強 いEAU 惹 起 能 が 認 め ら れ たp 1182̃1194

の主 要 ア ミノ酸 残 基を 置 換 し た ペプ チド と その 置 換

ペプ チ ド にお け るEAU 発 症 率 お よび リン パ 球増 殖

能.

す べ て の置 換 ペプ チ ドに お い てEAU 発 症 率 お よ び

リ ンパ 球増 殖 能 が 著明 に 抑制 さ れた.

た.

次に, ぶどう膜網膜炎発症TG スードマウスと

EAu 発症ルイスラットの脾リンパ球を用いて合成ペ

プチドに対する反応性を比較したところ,図23 の如く

IRBP 反応性ラットT リンパ球が反応を示したペプ

チドの多くにマウスT リンパ球も反応を示した. しか

し, 次の2 点でラットとマウスでは差異があった. す

な わ ち,p 1173̃1191 やp 1179̃1191 の 様 な

p 1182̃1191 のN 末端を伸長したペプチドはラット

が高い反応性を示しだのに対し,マウスの反応は低く,

特にp 1173̃1191 では全く反応しなかった. ところ

が,p 1173̃1191 のc 末 端 を3 個 伸 ば し た

p 1173̃n94 ではその反応性は回復し, 1192 位A,

1193 位V,  1194 位P を加えた他のペプチドでもマウ

スT リンパ球の反応性が高まった. この結果から,

p 1182̃1191 のN 末端を伸ばすことによりペプチド

ペプチド  TG ヌードマウス
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4.48     1169-1191   2.80

4.32     1173-1191 0.98
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3.67    1182-1194        6.31

3.22    1179 一口94         7.22

尚 尚
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3H- サイミジン摂取率

図23 IRBP 内の免疫 活性 領域を中心 に合成 した数

種 の ペプ チ ド に対 す る ル イ ス ラットお よびTG

7- ドマウスの りソパ球増殖反応.

3H-サイ ミジソ摂取率は, ペプ チド剌激培養におけ

る3H-サイミジソ摂取量/ペプチド刺 激のない 培養

における3H-サイミジソ摂取量を表す. ラットでは,

N 末端側を伸ばし たペプ チドにおい てより強い反

応が認められたのに対して, マウスではC 末端側を

1194 位まで伸ばし たペプチドにおい てより強い反

応が認められた.

抗 原 の ラットMHC と の 親 和 性 が 高 ま り,

p 1182̃1191 のC 末端を伸ばすことによりマウス

MHC との親和性が高まったと推測できる. そこで,

1192 位A,  1193 位V あるいは1194 位P を他のアミ

ノ酸に置換したp 1182̃1194 アナログを用いてその

推測を確認したところ,3 つのアナログペプチドでも

ラットのEAU 発症率は100% で, 置換による影響を

受けなかったのに対し,マウスT リンパ球の反応性は

1194 位P の置換で著明に低下した( 図24). 同時に

行った1182 位W の置換では, ラットにEAU が発症

しなかっただけではなく( 図22), マウスT リンパ球

の反応性も低下した.

以上の結果をカセットセオリーに当てはめ, また,

Kotake ら20)が同じくアナログペプチドを用いて行っ

た結果を参考にして考察すると, ラットではn82 位

W と1190 位D がアグレトープで, 1186位G,  1187位

V および1189 位P がエピトープであり(図25),一方,

マウスではエピトープは同様で, 1182位W,  1194位P

がアグレトープであると思われた(図26). しかし, こ

の結論を確実にするには,p 1179̃1194 を構成するす

べて のア ミノ酸 の置換実験 と競合抑制 試験を

p 1179̃1194 特異的T 細胞クローンおよびアナログ

ペプチド特異的T 細胞クローンを用いて行う必要が
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1182-1194

1182W →G

1192  A→G

1193V →G

1194 P→G

3H- サイミジン摂取率

図24 TG ヌードマウ スにおい て強い リン パ球 増殖

能 が認められたp 1182̃1194 の置換ペプ チドに対

するTG7- ドマウスの リンパ球増殖反応.

3H- サイミジソ摂取率は, ペプ チド剌激培 養におけ

る3H-サ イミジ ン摂取 量/ペプ チド刺激 のない培 養

におけ る3H-サイ ミジン摂一取量を表す.1182 W → G

は1182 位のW( トリプトファン) をG( グリソン⊃

に置換したペプチドであり, 1192 A →G は1192 位

のA( ・アラユンj をG に, 1193 V →G は1193 位の

V( バ リン厂をG に, そして1194 P →G は119リヽy

のP{. プロリン} をG に置換したペプチドである.

1182 位のW および1194 位のP をG に置換するこ

とに よりP 1182̃1194 の リン パ球増 殖能は か則こ

低卜した.

図25 ノしイ ス ラ パヽヽにお け る 免 疫 活 性 ペ プ チ ド

p 1182̃1194 の 卞要 アミノ酸残基の役割.

1182 位のW,  1186 位のG]187 位のV および1189

位のP がEAU を起こすためのエピトープもしくは

アグレト ープとして重 要であるとぢ・えられる.

あろう. 少なくと乱 マウスMHC のアダレトーブで

あると結論した1182 位W と1194 位P に関しては,

囗眼余誌 96 巻 12 廿

図26 TG 7- ドマ ウ スに おけ る免疫 活性ベ プ4-卜

p 1182̃1194 の卞卜要アミ ノ駿残基の役割.

1182 fヽ yのW と119-1位のP がフグレト‥ヅで,エピ

ト ープ は1186 のG.  1187  K'のV およ び1189

のP であると考えられる.

p 1182̃1194 とそ の1182 付.W あ る い は1194 位P ア

ナ ロ グハ プチ ド を川卜 だp 1182̃1194 特 異的T 細 胞

株に 対す る競 政抑佑¦』試験 で アナ に グペプ チ ドに 反 応阻

害能 がな かった こ とか ら確 認で きたQ図27). 実 験的 ア

レル ギ ー性脳脊 髄炎(EAE) では 対応 抗原 のエ ピ ト ー

プ が 動物 の種 や 系 に よ り 異 なっ てい る2111の に 対 し。

EAU で は, 少 な く と も ラ ット と マ ウ スが 同 じ エ ピ

ト ープ に より発 妬し てい る とすれ ば, マ ラ リアt な ど

の外来 抗原 と同 様にIRBP の様 な自己 抗 原で も, 特定

の 抗原 と反応 す るTCR が 種 間を 越 えて 保 存 され てい

るこ ととな り興味 深い.

また. R  14 お よびそ の リピ ート ペプ チド のア レ ノ酸

配 列 とは 全 く 別 の 部 分 す な わ ちDo  no soら23)が ヒ ト

IRBP で病 原性 が 高い と報告し た ア ミ ノ酸配 列 に 極め

て 相 同 性 が 高 い ウ シIRBP のp 518̃529 を ル イ ス

ラット に接種し た ところ, R  14 と 同等 のEAU( 発症 率

100%) が 発杣=1し,TG7- ド ー,ウ スのT リンゾ 球 に対

する 刺激能 も 高値(3H- サ イ ミジソ摂 取率SI  = 4-8うを

示し た. ところ が, こ の ペプ チドは ラ ットIRBP 反 応

性T リン パ球 に 対す る刺激 能を 欠 き, その リン パ球で

のadoptive transfer も成 功し なか っ た. このこ とは,

EAU 惹 起能 を 有 す る エ ピ ト ープ がR11 関 連 部 位 以

外に も存在 する もの の, ラ. 卜をIRBP で 免疫し か場

合, 抗原 提示 細胞 によ って 処理 され, MHC 分子 とと も

に 提示 され.るペ プチ ド の 大部 分はR14 関 連 ペ プ チ ド`

であ る こ とを 意味 する. リj. TG  -  - ドロ ウ スで は,

少な く と も異 な る2 つ の エ ピ ト ー-プ に 対 す る 活 性 化
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図27 p  1182̃1194 反 応 性T リ ン パ 球 株 を 用 い た

p 1182̃1194 と そ の 置 換 ペ プ チ ド1182 W →G お

よ び1194 P →G との リン パ球 競 合試 験.

3H- サ イ ミジ ソ摂 取 率 は, ペ プ チ ド 刺 徼 培 養に お け

る3H- サ イ ミジ ソ 摂 取 量/ ペ プ チ ド 刺 激 の な い 培 養

にお け る3H- サ イ ミジ ソ 摂 取 量 を 表 す. ペ プ チ ドの

濃 度 は1 μM に て, 置 換 ペ プ チ ドの み に よる1 時 間

の 前 培 養 後,p 1182̃1194 を 加 え90 時 間 培 養 を

行っ た.TI リン パ球 株 の有 意 な反 応 が1182 W →G

お よ び1194 P →G の ペ プ チ ド の 前 培 養 に おい て も

認め ら れ,p 1182̃1194 に よ る リ ン パ球刺 激 能 は阻

害 され な か った.
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図28 合成ペプ チドに対する抗体価(ELISAj.

各ペプチドをル イスラ ットにCFA と共に接種 し.

2̃4 週後の血 清を 用いて接種 ペプ チドに対 する

lgG 抗体価を測定した. R  14で僅かに抗体産生 が認

められた.

T 細 胞 クロ ーンが存 在し て いる こ とが示 された.

今回 合成 し た ペプ チド に対 す る 抗 体価 をELISA で

測定 し た ところ, どのペ プチ ドを 免疫 して も抗体 産生

を 殆 ど認め なか った( 図28). さら に, これ らの ペプチ

ド は ポ リ ク ローナ ル な 抗IRBP 抗 体 と も 反 応 し な

かった( 図29). すな わち, 細 胞性 免疫 に関 与す るT リ

ンパ 球 と 体液 性 免 疫 に 関 与 す るB リ ン パ 球はIRBP

ペプ チドの 異な る領 域を 認識し て おり, 今 回の合 成 ぺ

●●● ●●● ●●● ●●● ●●●

271-283 579-591 88H92 1179-1191 R14
(m9-11m
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図29 合成ペプチドの抗IRBP 抗体に対す る反応 性

(ELISA).

合成ペプチドを抗原として, IRBP 接種後5̃8 週

の抗IRBP lgG 抗体に対する反応をELISA で測定

した.p 1182̃1194 で僅かに反応が認められた.

プチ ドに は抗体 産生 を促 すエ ピト ープ は含 まれて いな

い と考え られ た.

2) 主要 組織 適合 遺伝 子複合 体(MHC) 分 子

APC とT リ ン パ 球 お よ び リ ン パ 球 相 互 間 に は

MHC 拘 束が あ り, 免 疫応 答 はMHC に よって 規定 さ

れてい る. 先に 述べ た ように, 抗原 はMHC と結 合し

た形 でAPC 表 面 に提 示 さ れ, 抗 原 認 識 の 過 程 で も

MHC が重要 であ る. そこ で, EAU とMHC の関 連を

調 べた.

実験 にはB10 系congenic マ ウ スを 用い, IRBP 50

μg とCFA を 一回 接種 し, 同 時に百 日咳 死菌 を腹 腔内

に注 射し た. EAU 発症 の 有無 を接 種 後1 か 月 目 の病

理 組織 所見 で確 認す る とと もに, 脾 リンパ球 を用 いた

リン パ球増 殖試 験を 行っ た. そ の結果, マ ウスのMHC

で あ るH-2 ハプ ロタ イプの うち, 表4 の 如 くI-A, と

I-E 亜 領 域 にk とい う遺 伝 子を もつBIO  A マ ウ スお

よ びB 10 BR マ ウ ス に そ れ ぞ れ38.5%,  12.5% の

EAU を 認め た. し かし,A マ ウスはH-2 ハプ ロ タイプ

がBIO  A マ ウス と同 一 であ るに も拘 ら ずEAU が 発

症 し なかっ た.A マ ウ スと10A マ ウスはcongenic で

は な い の でMHC 以 外 の 遺伝 子 が 全 く 共 通 で あ る わ

け では な く, こ のこ とがEAU 発 症 に影 響し た と 思わ

れる. なお, リン パ球 増 殖試験 の結 果 もEAU 発症 率と

相 関し, BIO  A マウ スで 高 い増 殖能 が示 された.

以上 のこ と より, マ ウ スEAU の 疾患 感受 性はI-A,

I-E 亜領 域 のk とい う遺伝 子 で規 定 され てい る可 能 性

が あ るが, MHC 以 外 の遺伝 子(non-MHC gene) も

強 く関 与し, いわば, polygene の支 配を受 け てい ると

思 われ る.
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表4 マウスMHC ハプロタイプとEAU 発症率
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1
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H-2  (マウ スMHO にはK,  I  (I-A.I-E),  S,  D 領域が存在してお り, それぞれ

の遺伝子型としてb,  d,  k な どがあ る.

I-A, I-E亜領域にk とい う遺伝子を もつ マウ スCB  10 A. BIO  BR) ではEAU が発

症する. しかし, BIO  A と同じH ・2ハプロタイプを持つA マウスではEAU が発症し

ない.

図30 T 細胞レセプター(TCR) の構造の模式図.

2 種類のポリペプチド鎖α, β 鎖からなるヘテロタイ

マーで, 各鎖は可変部(V) と定常部(C) からなる.

3)T 細 胞 レセ プタ ー(TCR)

TCR β 鎖遺 伝子 は, そ の可 変部(V), 多 様 部(D)

お よび 接合 部(J) 領 域遺 伝子 のat random な再構 成

によ り実 に1015 に も及 ぶ多 様性を 有し24), 数多 くの 抗

原 に対 応で きる よ うにな ってい る(図30). では, EAU

の場 合い か な るTCR β 鎖を 用い て 免 疫反 応 が生 じ て

い る のであろ うか.

まず, ぶ ど う膜 網膜炎 発症TG  5! - ドマ ウスの脾 リ

ン パ球 を ウ シIRBP で 選択 し, イ ン タ ーロ イ キ ン2

(interleukin 2 ; IL-2)にて維 持す るこ とに よりT リン

パ球株 を樹 立し, fluorescence activated cell sorter

(FACS) に よりそ のTCR を 解析し た. 樹 立さ れたT

リン パ球 株はそ の94.5% がCD4 陽 性細 胞 であ り, マ

ウ スβ 鎖V 領域 遺伝 子に対 す る11 種類 の モノ クロ ー

ナ ル抗体 に よる結果 で は, そのTCR の30.2% はV β6

を, 24.9% はV β8 を利 用 して いた( 図31). さ らに,

p 1182̃1194 特 異 的T リン パ球 株 を 樹 立 し, 同 様 に

FACS に かけた と ころ,V β6 を 利用 して い るTCR が

96.3% で,V β8 は陰性 であ っ た( 図32).

以 上 の こ と よ り, IRBP 特 異 的T リン パ 球 株 に は

Vβ6 あ る い はV β8 を 利 川 す る 少 な く と も2 つ の ク

ローン が 存 在 し,p 1182̃1194 特 異 的T 細 胞 株 は

Vβ6 の みを 利 用 して い る ク ロ ーン よ り なっ てい る可

能性 が高 い. この こ とは,T 細 胞株 をlimiting dilution

に よって クロ ーン化 し, さらに 多種 類 のモ ノク ロ ーナ

ル抗 体を 用い て検討 する 必要 が あ るが, IRBP に よっ

て 選択 され たTG ター ドマ ウ スのT リン パ 球 株 が2

つの 限定 さ れたTCR を もつ こ と は, 先 に エ ピ ト ープ

の項 で 述 べた2 つ の エ ピ ト ープに 対 す る 活 性化T 細

胞 ク ローン が存在 す る結果 と呼 応し 興味 深い. な お,

EAE を 始 め とす る多 く の 自己 免 疫病 で も 非 常 に 限定

さ れ たV 遺 伝 子 を 使 用 し てい る こ と が 知 ら れ て い

る25).

4) 接着 分 子

抗 原認 識 の場に おい て接 着分 子が 関与 して い るか ど

うか をEAU モデルを 用い て 検討 した.

図33 の如 く, IRBP 50 μg とCFA を接 種 した ル イ

ス ラ ット の 実 験 系 を 用 い て, 接 着 分 子 で あ る

lymphocyte function associated antigen-1 (LFA-1)

とintercellular adhesion mo 】ecu】e-1 (ICAM-1) のそ

れぞ れに対 す る モ ノク ロ ーナル抗 体 を投 与 しEAU の

抑制 を試 みた. す なわ ち, 抗原 接種1 日前か ら接 種後

12日 目 まで2 種 類 の モ ノ ク ロ ーナ ル抗 体 を そ れ ぞ れ

l mg/kg/day 連 日一 回投 与し た と ころ, EAU の発 症

が対 照に 比べ て遷 延 し, 一部 の ラットで はEAU は 発
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図31 ぶどう膜網膜炎発症TG スード マウスより樹立したIRBP 反応性T リンパ球

株のTCR におけるV β 遺伝子表現型の検索.

TCR のV β 鎖に対する11 種類の抗V β 抗体を用い て染 色し, FACS にて解 析を

行った. 第1 分画はCD  4 (-) ・Vβ( 十) を, 第2 分画はCD4( 十)・Vβ( 十) を,

第3 分画はCD4(-)V β(-) を, 第4 分画はCD  4 (十卜V β(-) を示す. 樹

立したIRBP 反応 性T リンパ球 株はCD4 陽 性の リン パ球であ ることは 既 にわ

かっている.そしてそのT リンパ球のTCR はV β6 を30.2%,  Vβ8 を24.9% 利用

していることが判明した.

症し なか った. し かし, 抗体 の投 与を 抗 原接種1 日前

から接 種 後6 日目 まで とし た群あ るい は 抗原接 種後7

日 目 から13 日 目ま で とし た 群 で はEAU の抑 制 は 認

めら れな かっ た.

以上 の こ とより, こ れら の 抗体 に よ るEAU 抑 制 の

作 用機 転は そ のeffector phase に あ る ので は なく,

induction phase にあ る と思わ れ る. し かし, 抗 体の投

与 を 抗原 接種1 日 前か ら接種 後6 日 目 まで とし た群 で

無 効 だっ たの は, CFA で 乳濁 液 にした 抗原 の場 合, そ

の抗 原が 長期 にわ たって 放 出さ れる から と思わ れ, 抑

制 のため には長 期 間の 抗体投 与 が必 要であ った. なお,
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その抑制が本当に抗原認識の過程で行われているかど

うかについては, この実験結果だけからでは不明であ

る. また, 予備実験で抗体の単独投与も試みたが無効

であり, それは接着分子相互のレセプター・リガソド

の関係は1:1 の対応ではなく,例えばLFA-1 のリガ

ソドにはICAM-1 以外にも数種類ある26'ことに起因

すると考えられる.

3.T リンパ球の活性化

3 分子複合体および接着分子を介したシグナルによ

りT リンパ球が活性化し,一連の免疫応答が始まる.

すなわち, 静止状態にあったT リンパ球がクローン増
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図32 ぶどう膜網膜炎発症TG  ―ドマウスより樹立したp 1182̃1194 反応性T リ

ソパ球株のTCR におけ るV β 遺伝子表現型 の検索.

Vβ8 は陰性となり, 96.3% のTCR がV β6 を有しており,ごく限られたTCR を利

用していることが判明した.

投与方法

二 二七 言三 二 コ

戸匹 昂
コ

回匝五三

口二二 有 匸]

EAU の発症

2/10 2/10 6/10 8/10

5/5

5/5

10/10

10 11 12 13

接種後日数

図33 抗ICAM ・1, 抗LFA ・1モノクp- ナル抗 体に

よるEAU 抑制実験.

対照(下段) に比べて両 モノクローナル抗体をIRBP

接種1 日前から接種12 日目まで連続投与した群(上

段)でEAU の発症が著しく抑制された. 接着 分子が

抗原認識過程において重要な役割を果たしていると

考えられる.

殖し, そ の際産 生 され る リンホ カイン が標的 細胞 障害

に関 わる エフ ェ クタ ー細 胞の 作用を 調 節す る. また,

B 細 胞が 抗体産 生す るの を補 助す る.T リンパ球 が活

性化 する とそ の細胞 表面 に様 々な 分子 が発現し, その

機能 に関 係す る. そ の分 子 とし て, イ ンタ ーロ イキン

2 レ セプ タ ーCIL-2 R), ト ラソ スフ ェリソレ セプ タ ー

(TfR) な どがあ り, 逆に, こ れら の分 子の発 現の 有無

に よ り,T リン パ球 の 活 性 化 状態 を 知 るこ とが で き

る27). EAU におい て も, IRBP 接 種後 の末 梢T リンパ

球が クロ ーン増 殖 し, IL-2 R やTfR を 発 現 して い る

か どうかを 自動 免疫 測定 装置で 調べ た.

ル イ ス ラット にIRBP 50 μg とCFA を 接 種 し,14

日後 に脾 リン パ球を 採取し た. リン パ球をIRBP 添 加

螢

光

量

p=0.036
厂 ¬

63

n=5  n=7

口EAU  (十), 抗原無刺激

S  EAU  (十), 40μg IRBP

図34 EAu ラットにおけるリンパ球増殖試験( 自動

免疫測定装置).

IRBP 反応性TI リンパ球が増殖している.

あるいは無添加培養液でそれぞれ3 日間培養し, 培養

終了時にcarboχyl-fluorescein-diacetate (CFDA) を

添加した.生細胞内に取り込まれたCFDA が代謝され

carboxyl-fluorescein (CF) となることを利用し, その

螢光発色の強さを自動免疫測定装置で測定することに

よりリンパ球増殖能を検討した. その結果, 図34 の如

くIRBP の刺激で有意の増加を認め,抗原特異的T リ
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ソパ球 の増 殖が示 さ れた.

次に, IRBP 接 種後14 日 目のル イス ラ ット と無 処置

ルイ スラ ット の脾 リ ン パ 球 をIRBP 添 加 培 養 液 で そ

れぞれ3 日間培 養後, 抗 ラ ットIL-2 R モ ノクロ ーナル

抗 体あ る い は 抗 ラ ットTfR モ ノ クp- ナ ル 抗体 を ウ

サギ補体 ととも に加 えた( 細胞 障害 試験). そ の後, 死

細 胞を螢 光染 色 させ るpropidium iodide (PD を 加え,

そ の螢 光発 色の 強さを 自 動免疫 測定 装置 で測定 し た.

そ の 結果, EAU が発 症 し てい た ラ ットの リン パ球 で

は螢 光 発色 が増 加し てい た( 図35). 以上 の こ とより,

抗 原接種 後, IRBP 特異 的T リン パ球 が クロ ーナルな

増 殖を 示 し, IL-2 R あ る いはTfR 分 子 を 発 現し た 活

性 化 リン パ球が 存在 する こ とが判明 した. EAE に おい

て, エフ ェ クタ ーT リン パ球 が血液 脳関 門を 通過 して

標的 組 織に 浸潤 する には 活性化 され てい なけ れば いけ

ない とい う報告28)もあ り,T リン パ球 の活性 化は 後述

螢

光

量

口 対照,20 μgIRBP

0  EAU  (十),20XXgIRBP

螢

光

量

p  =  0.121

「‾‾¬

口 対照,40μgIRBP

0  EAU  (+) , 40μgIRBP

図35 細胞障害試験( 自動免疫測定装置).

左図は抗ラットIL-2 レセプター抗体による, また, 右

図は抗ラットトランスフ ェリンレセプ ター抗体による

繼胞障害試験の結果で, 死細胞が発色する螢 光量で表

わした. EAU ラットのIRBP 反応性T リンパ球にお

い てはIL-2 レセプターお よびト ラソ スフェリンレセ

ブターが発現しており, 活性化が認められた.
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のEAU の組織障害に関しても必須の条件となるもの

と思える.

4. 眼局所での免疫応答

臓器特異的自己免疫病であるEAU が視細胞層を標

的組織とした病変を生じるには, 末梢で活性イ匕したT

リンパ球が血液眼関門(blood-ocular-barrier)を越え

て標的組織に至らなければいけない. そして, 眼局所

での免疫応答が生じ, その結果として眼組織の破壊が

起こる. その際, どんな免疫担当細胞が, いかなる経

路と機序で眼内に浸潤して免疫反応を起こすのかを知

る目的で, 免疫組織染色を行った.

1) 眼内浸潤細胞の種類と機能

ルイスラットにIRBP  50μg とCFA を接種後,経時

的に採取した眼球から凍結切片を作製した. 一次抗体

として, 抗ラットモノクローナル抗体であるOX6( 抗

Ia), W 3/25( 抗CD  4), O×8( 抗CD  8), RLN-9  D 3(抗

B 細胞表面抗原), ED  2あるいはED  3 (抗 マクロ

ファージ表 面抗 原), 1  A  29 (抗ICAM-1) お よ び

WT1( 抗LFA-1 α鎖)を用い, avidin-biotin complex

(ABC) 法で免疫組織染色を行った.

眼球各組織における陽性細胞をEAU の病期に分け

て検討した結果を表5 に示した.la 抗原陽性細胞およ

びCD4 陽性細胞が臨床的なEAU 発症前の虹彩毛様

体にまず認められ(図36), その後EAU の進展ととも

に虹彩毛様体の陽性細胞が増加し, 網膜や脈絡膜にも

多くの陽性細胞が認められるようになった( 図37,

38). そのla 抗原陽性細胞の一部はマクロファージで

あり, また, リンパ球だけでなく浸潤した好中球の多

くはLFA-1 陽性細胞で, ICAM-1 をもつリンパ球も

あった(図39, 40).視細胞層の破壊, 消失と共にEAU

は消炎に向かい(EAU 後期), 眼球各組織における

CD4 陽性細胞, LFA-1 陽性細胞およびICAM-1 陽性

細胞すなわちリンパ球や好中球の数は減少したが, 虹

彩毛様体や網膜, 特に網膜下のマクロファージはむし

ろ増加していた(図41). しかし, すべての組織でどの

表5 ルイスラットEAU における眼内浸潤細胞の推移

部 位      飢 彩 毛 様 体          網

浸潤細胞 Ia*  M φ'CD r CD 8 ゛ ICAM-1 LFA ・1 1a ゛ M φ゙ CDr CD  8*

牡 川 前

発症1 日前

炎症初關

夊丘極關

炎症.未閣

士

ナ

り

卜

一
 
‐
}
f

卜
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図36 虹彩毛様体におけるla 抗原陽性細胞.

EAU 発症1 日前より( 上段) 毛様体にla 抗原陽性細

胞が認められ次第に増加し, EAU の極期C 下段) では

虹彩, 毛 様体, 網膜にla 抗原陽性細胞が著明に認めら

れた.

日限会誌 96 巻 12 号

図37 EAU 極期におけ る虹彩毛様体 のCD4 陽性細

胞とCD8 陽性細胞.

CD4 陽性緡胞は前房, 虹彩, 毛様体, 網膜の浸潤細

胞に圧倒的に多く認められた. しかし. CDS 陽性細

胞は全体に少なく, 軽度であ った.

図38 EAU 極期における網膜のCD4 およびCD8 陽性細胞.

CD4 陽性細胞の浸潤が網膜, 特に網膜血管 周囲や視細胞層に多く認められた. 一方

CD8 陽性細胞は網膜血管周囲のみにごく僅かに認められた.
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図39 EAU 初 期の 虹彩毛 様 体にお け るICAM ・1陽

性細胞( 上段), LFA-1 陽性細胞( 下段).

浸潤細胞の多くに両モノクロ ーナル抗体と反応する

陽性細胞が認められた.
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病 期 に お い て もCD8 陽 性 細 胞 は 極 めて 少 な か った

( 図37,  38).

以上 の こと より, 虹彩毛 様 体で のla 抗 原陽 性細胞 に

よる抗 原提 示 とCD4 陽性 細胞 に よ る抗 原認 識 から 眼

局 所で の 免疫応 答が まずはじ まるも のと 思わ れる. そ

し て, リ ンパ球 は増 殖し, 活性化 し た リンパ球 やマ ク

ロフ ァ ージ から放 出 され るサ イトカ イン が好中 球な ど

の 炎症 細胞 の遊走, 作用の 調節 に関 わる. そし て, こ

の 場 で 起 こ る細 胞 相 互 間 の 情 報 伝 達 に もLFA-1 や

ICAM-1 など の接着 分子 が関与 して い る. CD  8 陽性 の

細 胞傷 害 性T リン パ球 が 網膜 の破 壊 に 働い て い る可

能 性は 少 ない. また, EAU の 後 期に 増加 する マ ク ロ

フ ァ ージは 免疫応 答 のdown regulation に 関与 してい

る と思 われ る.

2) 免 疫担当 細 胞や炎 症細 胞の 眼内 浸潤機 構

リン パ球や 好中 球 がどの様 に血 液眼 関門 を通過 す る

か につい ては, い くつ かの可 能 性があ る. その可 能性

の 大 前提 に な る のはIRBP の厳 密 な 局在, す なわ ち

taget finding がい かに 行われ てい るかで あろ う. し か

し, この点 に関 して は確実 な 情報は まだ ない. Wiggert

ら29)がIRBP の分 布につ いて 調べ た ところ, サ ルでは

IPM に最 も多 く, 次い で硝 子体, 前房 にも多 く認 めら

れた. さらに, ラットや マ ウスの 網膜脈 絡膜 に も分布

し て い る こ と を 報 告 し た. 筆 者 ら がHRP 標 識 抗

IRBP 抗 体 のFab プ ラ グ.x ソト を 用 い て 行っ た ラ ッ

図40 EAU 極期の網膜と脈絡膜におけるICAM-1 およびLFA ・1陽性細胞.

脈絡膜 と網膜外節層の浸潤細胞の一部と網膜 色素上皮細胞に両接着分子の発現が認め

られた.
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図41 EAU 末期の脈絡膜と網膜における接着分子.

抗ICAM-1 抗体に反応す る陽 性所見が脈 絡膜(Ch) の浸潤 細胞 と網膜 色素上皮 層

(RPE) に著明である. 一方, 抗LFA ・1抗体による陽性所見は主に網膜 色素上皮層に

認められた.

パ ノ厂=八卜t 煢 ……し,
ぐ …

…
べJ匸 匸;ご

……戸j
……:

す 轟 回 ジ ナノ1

……
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シ2 y ,=

万
万=jlこj

図42 ルイスラット網膜血管におけるIRBP の局在.

抗ウシIRBP ウサギ血清のIgG Fab プラグ) ントにhorseradish peroxidase を標識

し, 酵素抗体直接法による免疫電顕にて検索した. 抗IRBP 抗体による反応産物( 矢

印) が血管内皮細胞(vec) の一 部と基底膜(bm) 周囲に認められた.
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図45 EAU 発症 ラ ットの 虹 彩( 上 図), 脈 絡 膜( 下 左

図) な ら びに 網膜( 下 右 図) の 血管 内 皮 細胞 に 発 現

し た1CAM ・1接 着 分 子.

抗ICAM-1 抗 体 と反 応 す る 陽 性 所 見が 各 血 管 内 皮

細 胞に 認 め られ た.

介した細胞間の接着が生じていることが推測できた.

以上のことより, 免疫担当細胞や炎症細胞の眼内浸

潤機構には接着分子が最も重要な働きをしていると思

える. すなわち, ぶどう膜に至った活性化T リンパ球

がtarget findingによりサイトカインを放出し, 血液

眼関門の構成細胞が活性化されICAM-1 などの接着

分子が発現する. そして, 活性化によりリガソドヘの

親和性が高まったLFA-1 などの分子をもつリンパ球

がICAM-1 を介して血液眼関門の構成細胞に接着し,

その結果barrier を越えてリンパ球が眼内へ浸潤する

と考えられる. そして, この現象はまず毛様体でおこ

るものと思える. さらに, 浸潤したリンパ球は眼内で

抗原提示細胞( おそらくマクロファージ) を認識し免

疫反応が生じ, 産生されたサイトカインにより好中球

などの炎症細胞が眼内へ遊走し, さらに活性化され炎

症が拡大すると考えられる. なお, この好中球の浸潤

にも接着分子が関与しているとされている3气

5. 組織障害

網膜, ぶどう膜の組織障害に関与する因子として,

日限 会誌 96 巻 12 号

図46 EAU 極期 の網 膜にお け るICAM ・1の 発現 と

EDTA 処理標本におけ る変化.

網膜 色素h 皮層に認め られる抗ICAM-1 抗体に よ

る反応産物は, EDTA 処理切片において も影響を受

けず認められた. 色素士.皮細胞から発現したことを

示す.

細胞傷害性T リンパ球, natural kⅢer 細胞, マクロ

ファージ, 好中球, およびサイトカイン( リンパ球や

マクロファージ由来) や抗体などが想定され, おそら

くそれらが相互に関連しあって炎症性組織破壊を来す

ものと思われる. EAU の組織障害において, その重要

性が確認されている因子として好中球があり,S 抗原

によるEAU が抗好中球モノクローナル抗体により著

明に抑制された34>. IRBP によるEAU でもその組織

像から好中球の関与は十分推測される. また, 液性抗

体に関してもS 抗原によるEAU で, その病像形成に

関与しているとの報告がある气IRBP によるEAU

でも抗IRBP 抗体が産生されており(図48), 抗lgG 抗

体や抗C3 抗体を用いた螢光組織染色で標的組織であ

る視細胞層に特異螢光を認めた. したがって, 抗体も

組織障害に関与している可能性がある.しかし, Ⅲ.2.

の項で述べた合成ペプチドで発症するEAU では抗体

が産生されていないにも拘らず, 純化精製したIRBP
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図47 EAU 極期の網膜におけるLFA-1 の発現と

EDTA 処理標本における変化.

網膜色素上皮層に認められる抗LFA-1 抗体陽性所

見はEDTA 処理標本において消失しており, リガ

ンドであるICAM-1 に結合していたものであるこ

とを示している.

全 分子(whole  IRBP) を 接種し た 場合 と同 程度 の病変

が 発症 し, 抗lgG 抗体 や抗C3 抗 体を 用い た螢 光組 織

染 色で も視 細胞 層に 特異螢 光を 認 めた. こ のこ とは,

IRBP に よ るEAU の 組 織障 害 に は 抗 体 は 必 須 で な

く, 螢光 組織 染 色で の特異螢 光 もIRBP に 対す る特 異

抗 体 が沈着 した も のでは ない と思 わ れる.

さ らに, サ イト カイ ンに より活 性化 さ れた好 中球 か

ら放 出さ れる フ リー ラジカル に関し て も検 討が 加え ら

れて おり36),今回 筆者 らが 行っ た実験 で も,EAU 発 症

早 期 の網 膜で過 酸化 脂質 の有 意 な上昇 が示 され た( 図

49). つ まり, 活性化 好中 球由 来 のフ リ ーラジ カルが 過

酸化 脂質 反 応 のト リガ ーとな り, EAU にお け る 組 織

障 害 に関与 して い るこ とが示 唆 され た. サイト カ イン

とEAU の 組 織 障 害 の 関 連 を さ ら に 検 討 す る に は,

EAU が発 症し て い る網 膜 から サ イト カ イ ン( あ る い

はそ の遺 伝子) 自 体を 同定 する 必要 があろ う.
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フー11 12-16 19-23 26-30 32-38 38 一 日

図48 抗IRBP 抗体の推移(ELISA).

横軸にIRBP 接種後 日数を, 縦軸に抗IRBP 抗体価を

示す. 抗IRBP lgG 抗体価( 下図) はEAU 発症( 接

種後10 日) 後しばらくして上昇し てくる. IgM 抗体

(上図) はlgG 抗体に先行して上昇している.

MI) Λ

(n moI/eye)

2.0

5
 
0

1
 
1

0.5

0
対照 111

0 臼

新

18 接種後目数

図49 EAU 発症ラ ットの網膜における過酸化脂質 の

検索.

過酸イ匕脂質の測定にはTBA 法を用い, マロソジア

ルデヒド(MDA) 量に換算して表わした. 対照網膜

に比してEAU 発症早期の網膜では過酸化脂質の有

意な上昇が認められた.
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IV 免 疫 寛 容

強い 病 原 性 を 持つIRBP が 正 常 個 体 で は 通 常 病 的

な免疫反 応 を引 き起こ さな い のは, この 抗原 に対 する

免疫寛 容が 成立し てい るか らであ ろ う. 一 般的 に寛 容

の機序 とし て, 1)  clonal deletion, 2)  clonal anergy

お よび, 3)  active suppression が知 られ てい る37). そ

こ で, IRBP の寛 容 がい かな る機 序で 成 立し て い るか

を 検討 する ために 次 のよ うな実験 を 行っ た. 免疫能 の

欠 如し て い るBALB/c フード マ ウ スの 眼球 と松 果 体

を 摘出 する こと によ り体内 のIRBP を 全て除 去し, そ

の4 週 後に同 系 マ ウス胎仔 胸腺を 腎皮 膜下 に 移植し て

内 在 性 のIRBP に 感 作 さ れた こ と の な い 免 疫 系 を 持

つ マ ウスを作 製し た(図50). す なわ ち, この マ ウスの

T リン パ球 系は 胸腺 内で の 分化・成熟 過程 や 末梢 にお

い てIRBP に 接 触 し た こ と が な い 状 況 に な る. そ し

て, こ の マ ウスを 用い て 胸 腺 移 植後12 週でIRBP を

刺 激 抗 原 とす る 脾 リ ン パ球 増 殖試 験 を 施 行 し た と こ

ろ,IRBP 除 去 マウ スでは 高い反 応 性を示 し たが, 対 照

とした 正常BALB/c マ ウ スの 脾 リン パ 球で は 反 応 を

示 さな かった( 図51). なお, IRBP 除 去 マ ウスにお け

るT リソ ぷ球 のTCR αβ お よ び11 種類 のV β 陽 性 細

胞 の構成 比は, 各種 抗体 とFACS を用 いて 検討 した と

ころ 正常 マ ウス と差が なか った. した が って, この 実

験 結果 から正 常 マ ウスでは, そ の リンパ球 が内 在性 の

IRBP と接 触す るこ とに よりそ の 不応 答 性が 獲得 さ れ

る こと が分 かった. し かし, 上 記の3 つ の腴序 の うち

ど れが主 に働 いた のか につい ては 推論 の域を 脱し な卜

が, 正常 の ル イ スラ ットやB  10 A マ ウ スにIRBP と

CFA を接 種す るこ と によ りEAU が 発症 す る事 実は,

正 常 状 態で もIRBP 反 応 性T リ ン パ球 クロ ーン が 末

BALB/C ヌードマウス

BALB/C マウス胎児胸腺移植

↓

∠匸⊇j?
ニ
ド 气ご匸⊇2

厂,
おW ‰髷。

眼球(-)

松果体(一)

眼球(-)

松果体(-)

図50 内在性IRBP 除去後, 同系マウ刈治仟胸腺移植

マウスの作成,

スードマウスの隕と松果体の摘出により, 自己抗原

となるIRBP を除去し, 同系胎仔胸腺を移植するこ

とにより移佃胸腺内でT リン パ球の 分化誘導をは

がる.

IRBP  (十)

IRBP  (一)

口眼会誌 96 巻 12 号

10000

3H- サイミジン摂取量

図51 内在性IRBP 除去マウスにおけるリンパ球増

殖試験.

IRBP に対する強い増殖反応が脾細胞に認められ

た.

梢に 存在 する こ とを 意味 し, 少 なく とも胸 腺で 完 全に

deletion を受 け てい るわけ で はない 様で あ る. さら に.

TG タ ード マ ウスで は臓器 特 異的 な 自己 免疫 病 が高 率

に多 発す るこ とか ら, かな りの臓 器 特異 抗原反 応性 の

T リン パ球 はdeletion を 免 れてい ると考 えら れる. こ

れ ら の こ と か ら 末 梢 ト レ ラ ソ ス, す な わ ちclonal

anergy かsuppressor T リンパ 球が 不応 答性 の主体 で

あ る 公算 が強い. 事 実, 前 述し た よ うにTG  ―ドマ

ウ スに正常 一・ ウ スのT リン パ球を 移入 する と, 自己 免

疫 病 の発 症が 予防 され る こ とはsuppressor T リン パ

球 説を 支 持して い る(表3). ‥・方, 臓 器特異 抗原 であ っ

て も胸 腺 に至 れば リン パ球 に提 示 さ れ, positive あ る

い はnegative selection を うけ る と す る 考 え38)も あ

り, 寛容 導 入にはdeletion も重 要な 役割を 果た して い

るか も知 れない. Wiggert ら29)は前 房 水中にIRBP が

存 在 す る こ と を報 告 し て い る が, こ の こ と は 微量 の

IRBP が 胸腺 に 到達 し, deletion を受 け る可 能性 を示

し てい る. 今回 の実験結 果 からIRBP に対 す る寛 容 の

成 立 とそ の 破綻 につ い て 仮説 を 立て る と図52 の 如 く

に な る.

V ま と め

種 々の実験 結 果 よりEAU の 発症 機 序を 推定 す る と

そ の概略 は以 下 の如 くであ る.

正 常 の ル イ ス ラット にIRBP とCFA を 接 種 す る

と, clonal anergy もし くはsuppressor T リン パ球 に

より 不 応 答 に なって い る 】RBP 反 応 性T リン パ球 ク

ロ ーンがそ の抗 原刺 激 に よって 活 性化 す る. TG  * -

ド マ ウ スで はIRBP 特 異的suppressor T リン パ球 が
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図52 IRBP に対する寛容の成立 と破綻( 仮説).

正常マウスにおいては, 骨髄を出たPre T リンパ球

の多くは,胸腺に入り,成熟してT リンパ球 となり,

末梢へ出ていく.その過程で, IRBP などの自己抗原

と反応するT リンパ球の多くは, 削除 される. 一部

は末梢に出てくるが,その数は少なく,サプレ ッサ ー

T リン パ球 などによる抑制機 構によ り寛容は保 た

れている. しかし, TG  * - ドマウスでは, 胸腺機能

が不完全であ るため, 胸腺での自己反応性T リンパ

球の削除が うまく行えず, また 末梢で のサプレッ

サ ーT リンパ球に よる抑 制機構 も認められな いた

め. IRBP に対する自己免疫病が 発症す ると考えら

れる.

欠 如 し て い る た め に, 胸 腺 で のdeletion を 免 れ た

IRBP 反 応 性T リ ン パ球 ク ロ ーン が 内 在 性IRBP の

持続的 な 刺激 に より活 性化 する. リン パ球活 性化 の第

1 の ステ ップとし て, リン パ球 によ る抗 原認識 があ り,

APC 上 に 提 示 され た抗 原 ペ プ チ ド とMHC 分 子 複合

体 がTCR と と もに 三 分 子 複合 体 を 形 成 す る. IRBP

に おいて もその ア ミノ酸 配 列の 特定 の 部 分がEAU 惹

起能を 持つ 抗原 ペプ チド として 提示 さ れ, 非 常 に限定

されたV 遺伝 子を 使用 し たTCR で 対応 す る. また,

MHC 分子は 動物 の種 や系 の違い によ る疾 患感 受 性 の

差異を 遺伝 的に 規定 す る因 子の一つ として も重 要であ
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る. さ ら に,T リ ン パ 球 とAPC が 結 合 し 活 性 化 シ グ ナ

ル が 送 ら れ る た め に は, 抗 原 非 特 異 的 な 接 着 分 子 が 機

能 し な け れ ば な ら な い. こ うし て 活 性 化 し たT リ ン パ

球 は, 恐 ら く 毛 様 体 に 微 量 に 存 在 す る と 思 わ れ る

IRBP に 対 し て ま ずtarget finding を 起 こ し 眼( と 松

果 体) に 限 定 し た 組 織 障 害 を 起 こ す. そ し て, 免 疫 担

当 細 胞 が 血 液 眼 関 門 を 越 え て 標 的 組 織 で あ る 視 細 胞 層

へ 向 け て 浸 潤 す る 過 程 に も 接 着 分 子 が 重 要 と な る. こ

うし て 浸 潤 し たT リ ン パ 球 はla 抗 原 陽 性 細 胞 に よ っ

て 提 示 さ れ たIRBP 抗 原 を 認 識 し, 眼 内 で も 免 疫 応 答

が 起 こ る. そ の 結 果 と し て 産 生 さ れ た サ イ ト カ イ ン な

ど がEAU の 組 織 障 害 を 惹 き 起 こ す も の と 考 え ら れ

る.

今 回 の 結 果 を も と に, よ り一 層EAU の 発 症 機 序 の

本 質 に 迫 る こ と が で き れ ば, ヒ ト 難 治 性 ぶ ど う 膜 網 膜

炎 に 対 す る 新 し い 治 療 法 の 開 発 へ の 道 を 開 く も の と確

信 す る.
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