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視細胞間レチノイド結合蛋白に由来するぶどう膜炎

惹起ペプチ ドの免疫学的解析
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要  約

視細胞間 レチノイド結合蛋白 (IRBP)由来のペプチ ドR14(牛 IRBPア ミノ酸配列番号 1169～1191)は ル

イスラットにぶどう膜炎惹起能が きわめて強 く,免疫原性も強いことが知 られている。この R14の短縮ペプチ

ドである 1184～ 1191(8 mer),1183～ 1191(9 mer),1182～ 1191(10 mer),1181～ 1191(1l mer)の 免疫学

的性質を検討 した。その結果,8 merと 9 merの 間および 10 merと 1l merの間には免疫学的交差反応性が認

められたが,8 mer,9 merと lo mer,1l merの 間には交差反応が認められなかつた。10 mer,1l merは IRBP
とも交差反応性を持つ主要決定基 と考えられ,ぶ どう膜炎惹起能 を持っていた。さらに,1182位の トリプ ト

ファンの置換ペプチ ドの免疫学的検討では,フ ェニルアラニンヘの置換ペプチ ドのみが病原性,免疫原性 を

保っていた。以上より,R14は 2つ のまった く異なる抗原決定基 を内在するユニークなペプチ ドで,1182位が

抗原性,病原性を決める重要部位であることが明 らかになった。 (日 眼会誌 96:600-605,1992)
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Interphotoreceptor retinoid-binding ,."-:li'iffiLp) induces experimental autoimmune uveo-
retinitis in a variety of animals. We have previously shown that sequence 1169-1191 of bovine IRBp
has strong uveitogenicity and immunogenicity in Lewis rats. In this study, two completely distinct
antigenic sites were detected within a short form of this peptide. One site is localized in sequence 1182

-1191. The second site localizes within sequence 1183-1191 and becomes detectable only when
tryptophan at ll82 is deleted. Lymphocytes sensitized against the first determinant recognized a
longer peptide as well as whole IRBP. Lymphocytes sensitized against the second determinant
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recognized only two peptides 1184-1191 and 1183-1191. No cross reactivity was detected between

these two determinants. Amino acid substitution of tryptophan with alanine or glutamic acid at 1182

in peptide 1182-1191 caused complete loss of uveitogenicity and immunogenicity, while substitution

with phenylalanine did not change any immunological activities of the original peptide. The unique

immunological properties of IRBP-derived peptides were discussed. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96 :600

-605, 1992)

Key words: Immunological response, Antigenic determinant, Peptide, Interphotoreceptor retinoid

binding protein, Experimental autoimmune uveoretinitis

I緒  言 II 実験方法

視細胞間 レチノイ ド結合蛋白 (interphotoreCeptOr

retinOid_binding prOtein,IRBP)は 網膜および松果体

に特異的に存在する分子量約 14万 の糖蛋自であ り,各

種動物に免疫することにより,実験的自己免疫性網膜

ぶ ど う膜 炎 (experimental autOimmune uVeO‐

retinitis,EAU)を 引 き起 こす こ とが知 られ て い

る1)～3).IRBPで 起こるEAUは抗原特異的 リンパ球に

より誘導 される4).す なわち抗原提示細胞 (antigen

presenting cens,APC)に より処理され,主要組織適

合抗原系(ma,Or histOcOmpatibility cOmplex,MHC)

のクラスII分子に結合 した形の IRBPの 部分的ペプ

チ ドを認識するヘルパーTリ ンパ球が病気を引 き起

こしていると考えられる。一般に,Tリ ンパ球のペプ

チ ドヘの反応はきわめて抗原特異性が高 く,ベ プチ ド

のた とえ 1個 のア ミノ酸の切断,追加,置換でもしば

しば反応性が大きく変わる5)～ ?).我 々は,牛 IRBP由 来

の合成ペプチ ドを用いて, ラットおよび猿に EAUを

引き起こすことができることを報告した8)～ 12).特に牛

IRBPの ア ミノ酸配列番号 1169～ 1191(R14)はルイ

スラットに対してきわめてぶどう膜炎惹起能にとみ,

免疫原性 も強いペ プチ ドであることがわ かってい

る3)9)。 し か も R14の 23個 の ア ミ ノ酸 の うち

1182～ 1190の 9個 のア ミノ酸からなるペプチ ドが最

短の病原ペプチ ドであることまで研究されている13).

今回は病原ペプチ ドR14の N端短縮ペプチ ドを用い

て免疫学的性質を検討し,こ の短縮ペプチ ドが Tリ ン

パ球に認識 されるうえで, きわめてユニークな性質を

持っていることが明 らかになったので ここに報告す

る.

1.抗原

IRBPは牛の網膜 より分離抽出した。IRBP由 来ペ

プチ ドは Borstら “
)の 牛 IRBPの ア ミノ酸配列の報

告ヤこ基づき, Applied Biosystems社  (Fo"er City,

CA)に て合成したものを用いた。本研究で使用された

合成ペプチ ドのア ミノ酸配列は表 1に示す通 りであ

る。 以 下, ペ プ チ ド1184～ 1191, 1183～ 1191,

1182～ 1191,1181～ 1191を それぞれ 8 mer,9 mer,10

mer,1l merと 呼び,10 merの 1182位置換ペプチ ドを

1182位 のアミノ酸をもとに (F)lo mer,(A)10 mer,

(E)10 merと 呼ぶ .

2.動物

生後 8～ 12週 の雄の純系ルイスラットを用いた。

3.免疫方法

各合成ペ プチ ドあ るいは IRBPを リン酸緩衝液

(phOsphate burered saline, 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,

ラットの左後足足昧 に 0.l ml(抗原量 はペプチ ドは

100 nmol,IRBPは 10 μg)を皮下注射 した。

4.病変の評価

ぶどう膜炎の発症は動物を毎 日観察 し評価 した。さ

らに免疫後 21日 目には動物より眼球を摘出し,組織学

的にも検討した。病変の強さはその程度に応 じて, 0

から4ま での数字で示 した 1)。

5。 リンパ球増殖反応

ラットを免疫後 12日 目に所属 リンパ節 (膝富および

点径 リンパ節)を採取 し, リンパ球を分離した。 3×

105の 細胞に刺激抗原 として IRBPあ るいは合成ペプ

チ ドを加え, 4日 間培養 した。細胞回収16時間前に

3Hthymidineを 培養液に加え,細胞への取込を測定し

た.結果はstimulatiOn indeX(S.I.),す なわち抗原添

加群 と非添加群の比で示 した。



602

6.抗体によるリンパ球増殖反応の抑制

リンパ球増殖反応の測定の際,抗 ラットMHCモ ノ

クロナール抗体 (Accurate Chemical and Scientinc

Corp.Westbury,NY)を 加えて培養 し,抗体を加え

たことによる抑制を検討 した。使用 したモノクロナー

ル抗 体 は OX3(抗 ラットMHCク ラス II抗 体),

OX6(抗 ラットI―A抗体),OX 17(抗 ラットI‐E抗体)

である。

III 結  果

1.R14の 短縮ペプチ ドの病原性

今回用いた R14の 短縮ペプチ ド8,9,10,1l merの

ぶどう膜炎惹起能は表 2に示すごとくである。10 mer

および 1l merに は EAU惹起能があ り,病原性が認め

られるのに対 し,8 merお よび 9 merに は病原性は認

められなかった。すなわち 1182位 の トリプ トファンの

存在がペプチ ドの病原性を保つのに重要であることが

確認された。

表 1 本研究で用いられたペプチドのアミノ酸配列

本報での呼び名   アミノ酸配列   IRBP内 の位置

日眼会誌 96巻  5号

2.R14の 短縮ペプチ ドの免疫原性

次に R14の短縮ペプチ ドの免疫原性を検討した。8,

9,10,1l merの すべてに免疫原性が認められた.ま た
,

ここには示さないが,1185～ 1191の 7 merに は免疫原

性は認められなかった。8,9,10,1l mer(表 ,1)で

免疫されたラットから得た リンパ節細胞のそれぞれの

ペプチ ドあるいは IRBPに 対する in vitroで の反応を

表 3に示す。10あ るいは 1l merに 感作 された リンパ

球はこの 2つのペプチ ド,さ らに IRBPに もよく反応

する.し かし,9 merよ り短いペプチ ドには反応 しな

かった。逆に, 8あ るいは 9 merに感作された リンパ

球はこれらペプチ ドにのみ反応 し, これより長いペプ

チ ドや IRBPには反応 しなかった。すなわち, 2つの

表 3 1RBPあ るいはペプチ ドで免疫されたラット

のリンパ球増殖反応

刺激抗原拿

免疫抗原 __________三 二 二 ___________
8 iner  9 1ner  10 iner  ll mer  IRBP

8 mer
9 mer

10 mer
11 mer

(F)10 mer

(A)10 mer

(E)10 mer

9.9…

8.4

1.2

12
1.0

4.4

3.6

0.9

0.9

1.0

1.1

1.4

6.3

5.3

3.3

1.2

1.3

10.8

7.2

5.3

1.0

0.9

5.4

4.3

11.2GVGVVPDV
EGVGVVPDV

WEGVGVVPDV
SWEGVGVVPDV
WEGVGVVPD
WEGVGVVP
EGVGVVPD
GVGVVPD

FEGVGVVPDV
AEGVGVVPDV
EEGVGVVPDV

8 mer
9 mer

10 mer

11 mer

IRBP1184-1191

1183-1191

1182-1191

1181-1191

1182-1190

1182-1189

1183-1190

1184-1190

ホ刺激抗原の in vitroで の濃度はベプチ ドは 10 μM,
IRBPは 10 μg/ml

+拿 S.I :stinlulatiOn index

■

∽

12

10

8

6

4

2

アルファベットはそれぞれ以下のアミノ酸を示す。

A:ア ラニン,D:ア スパラギン酸,E:グ ルタミン酸 ,

F:フ ェニルアラニン,G:グ リシン,Piプ ロリン
,

S:セ リン,V:バ リン,Wiト リプトファン

表 2 8,9,10,1l merの EAU惹起能

~― ―‐ 一

―

_―

-2  -1   0   1   2   3
抗原濃度 (log″ M)

図 1 8 mer(1184～ 1191)で 免疫されたラットからリ
ンパ節を採取し, リンパ球を分離後,刺激抗原とと

もに in vitrOで 培養した.横軸は刺激抗原の対数濃
度 (log μ:M),縦軸はstimulatiOn index(sI)を

示している。8 merで 感作された リンパ球は9mer
(1183～ 1191)を 認識するが,1191位 の取り除かれた
1184～ 1190あ るいは1183～ 1190を 認識することはで

きなかった.

1184-1191

1183-1191

1184-1190

1183-1190

ペプチ ドネ
EAU

発症率    発症日   炎症の強さ
(平均)   (平 均)

8 mer

9 mer

10 nler

ll lller

た

た

た

μ

11.0

9.5

1.0

1.5

ネラット1匹あたり100 nmolの ベプチドを完全フロイン

トアジュバントとともに免疫した.
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特異性をもつ反応パターンが認め られた。さらに,

IRBPで感作された リンパ球は 10 mer,1l merは 認識

したが,8 mer,9 merは認識できなかった.

反応特異性の詳細を検討するため,8 merあ るいは

10 merで免疫 されたラットより得た リンパ節細胞の

反応 を さ らに検討 した.図 1に 示 す通 り,8 mer

(1184～ 1191)に 感 作 さ れ た リ ン パ 球 は 9 mer

(1183～ 1191)は認識できるが,1184～ 1190あ るいは

1183～ 1190は 認識できなかった。すなわち,こ の抗原

特異性には 1183位 のグルタミン酸は必須ではないが ,

1191位 の バ リン は 必 須 で あ る。ま た,10 mer

ぶどう膜炎惹起ペプチ ドの免疫学的解析・小竹 603
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10

8

(1182～ 1191)に 感作された リンパ球は図 2に示す通

り,1182～ 1190は認識するが,1182～ 1189は 認識でき

なかった。すなわち,こ の抗原特異性には 1182位 の ト

リプ トファンと 1190位 のアスパラギン酸が必須であ

ることがわかった。

3. 2つの抗原性部位に対するMHC拘束

さきに述べた 2つ の抗原部位 の反応 が異 なった

MHCに 支配 されている可能性を検討するために,

ラットMHCに 対するモノクロナール抗体を用いて,

これら抗原に対するリンパ球の反応を in vitroで 抑制

した。表 4に示すように 8 mer,あ るいは 1l merペ プ

チ ドに対する反応は両者 とも抗 ラット1‐A(OX‐6)抗

体,お よび抗 I‐Aかつ I―E抗体 (OX‐ 3)で抑制 された。

しかし,両者 とも抗ラットI‐E抗体 (OX-17)で は抑制

されなかった。

4。 1182位 置換ペプチ ドの病原性および抗原性

病原性,抗原性においてきわめて重要な 1182位 の ト

リプ トファンのフェニルアラニン,ア ラニン,グルタ

ミン酸への置換ペプチ ドの病原性 (表 5),抗原性 (表

6)を示す。置換ペプチ ドの うちではフェニルアラニ

ン置換 プペチ ドのみがぶ どう膜炎惹起能を持ってい

た。さらに, フェニルアラニン置換ペプチ ドのみが抗

表 5 1182位のトリプトファンを置換したペプチド

のEAU惹起能

-2  -1  0   1   2   3

抗原濃度(log μM)

図 2 10 mer(1182～ 1191)で免疫されたラットから

リンパ節を採取し, リンパ球を分離後,刺激抗原と

ともに in vitroで 培養した.横軸は刺激抗原の対数

濃度 (log μM),縦軸は stimulation indeX(SI)

を示している。10merで感作された リンパ球は1191

を取 り除いた1182～ 1190は 認識できたが,1190位を

除いた1182～ 1189は認識できなかった。

表 4 8 merお よび 1l merの MHC拘束

抗体 8 mer 11 mer

∽  6
1182-1189

1182-1190

1182-1191

―
~~‐ ―― →

免疫抗原拿

10 mer

(F)10 mer

(A)10 mer

(E)10 mer

ネラット1匹あた り100 nmolの ペプチ ドを完全 フロイン

トアジュバントとともに免疫した。

表 6 1182位置換ペプチドで免疫されたラットのリ

ンパ球増殖反応

免疫抗原
刺激抗原・

10 mer (F)10 mer(A)10 mer(E)10 mer

EAU

発症率    発症日   炎症の強さ
(平均)   (平 均)

4/4

4/4

0/4

0/4

10.8

11.0

1.0

1.0

23,9701上 :1,084'

6,031± 273

6,926+475

25,413± 282

°CPM(平均土SE)

8 merあ るいは1l merで 免疫したラットより採取した

リンパ節細胞をin vitroで 免疫抗原とともに培養した

(8 merは lμM,1lmerは 0.lμ M).こ の培養系に

抗ラットMHC抗体を加えたときの増殖反応の変化を

みた.

抗ラットMHC抗体は1:3,200に 希釈 して用いた。

抗原なしのときのカウント (バ ッタグラウンド)は

8 mer:5,098± 338, 11■cr i2,011± 350.

6.3"
7.0

1.1

1.0

3.6

8.8

0.9

0.9

1.1

0.9

0.9

0.9

なし

OX 3

0X6
0X17

10,095+393

3,233± 159

2,806± 444

10,009± 1,367

10 mer
( F)10 mer
(A)10 mer
(E)10mer

拿刺激抗原の in vitroで の濃度は 10μM
ネⅢS.I.:stimulation index

1.3

0.9

1.2

1.0
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原性をもち,こ のペプチ ドと1182～ 1191に は交差反応

性が認められた。アラニ4グ ルタ ミン酸置換ペプチ

ドは病原性も抗原性も認められなかった .

IV考  按

IRBP由 来の多数のペプチ ドのぶ どう膜炎惹起能が

検討されてお り,そ の うち R14についてはルイスラッ

トにおいてきわめて病原性も免疫原性 も優れているこ

とが知 られている8)9)13)。 我々は本研究で,こ の R14の

短縮ペプチ ドに 2つのまったく異なる,交差反応性を

持たない抗原決定基が内在することを示 した。しかも

この 2つの抗原性はわずかひとつ (1182位 の トツプ ト

ファン)の ア ミノ酸を含むか,含まないかで決まるこ

とが明らかとなった。本実験で 10 mer(1182～ 1191)

あるいは 1l mer(1181～ 1191)で 示 された長い方のペ

プチ ドは病原性,あ るいは免疫原性においてもプペチ

ドR14の 主体 となっている決定基 である。これ は

IRBPで免疫 されたルイスラットから採取 した リンパ

節細胞が 10 merよ り長いペプチ ドは認識するがそれ

より短いペプチ ドは認識できないとい う10 merよ り

長いペプチ ドの immunodominance15)に も示されてい

る.

これに対 して,短いほうの 8 mer,9 merは異なった

性質を持っていた。まず,抗原特異性はこれらふたつ

のペプチ ドだけにみられ, これより長いペプチ ドとも

短いペプチ ドとも交差反応性は認められない。また ,

8 merはそれよ り長い 9 merよ りも抗原性が強 く,9
merで免疫 された ラットより採取 した リンパ節細胞

も 9 mer自 身よりも8 merに よく反応 した(表 1).逆

に 1l merは 10 merよ りも刺激抗原 としての抗原性

に富んだ (表 1)。

このようにわずか 10個 のア ミノ酸からなるペプチ

ド1182～ 1191の 中にふたつの抗原決定基が含まれる

ことはきわめてめず らしい現象であ り, このメカニズ

ムを説明するのは難 しい。まず考えられるのはそれぞ

れの抗原決定基が異なった MHCに 拘束 されている

ことであるが, この考えは今回の我々の実験で否定さ

れた。すなわち両決定基とも表 4に示すごとくI‐Aに
拘束されている。次に考えられることは 8 mer,9 mer

が抗原提示細胞上の MHC分子に長 いペプチ ドと異

なった様式で結合 しているということである。結果 と

して 2種類の異なった抗原,MHC複 合体が形成され ,

異なった T細胞 クローンを誘導することとなる。ペプ

チ ドが MHCに 空間的に異なった形で結合するとい
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う報告
16)17)も

あ り,我々の仮説 を支持 している。この仮

説が正 しい とす ると,1192位 の トリプ トファンを取 り

除 くことによ り,8 mer,9 merが MHCに 長いペプチ

ドと異なった形で結合するのを可能 にしていることと

なる。

病原性,抗原性に大きく関与 していると考えられ る

1182位 の トリプ トファンを他 の ア ミノ酸に置換 した

実験では フェニルアラニンヘの置換ペプチ ドは病原性

も保たれ,免疫原性において も 1182～ 1191と 交差反応

を持つが, アラニン,グ ルタ ミン酸への置換では病原

性 も免疫原性 も失われた。1182位の トリプ トファンは

MHCと の結合に重要 と考 えられている13)が , トリプ

トファンとア ミノ酸側鎖の似ているフェニルアラニン

は同様に MHCの 中にはま りこめ るが,ア ラニンや グ

ルタミン酸の よ うな側鎖の大 きく異なるアミノ酸では

うまくはま りこめないもの と推定 される。いったんペ

プチ ドが同 じ位置のア ミノ酸 で MHCと 結合す る と

同じア ミノ酸配列が T細胞側 に提示 され,病原性のあ

る T細胞を刺激すると考えられ る。また,ア ラニンや

グルタ ミン酸 に置換 されたペ ブチ ドが 1182～ 1191と

交差反応性を持たないのみならず , まったく免疫原性

を持たない ことは 8 merや 9 merが 免疫原性を持ち ,

しか も 8 merの 方が 9 merよ り免疫原性が強い こと

も考 えあわせ る と N端がのび る ことは 8 merの 免疫

原性には不利 で,すなわち 8 merは かなり空間的にひ

ね られた状態 で MHCに 結合 して い ることが想像 さ

れる。
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