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光受容体間ンチノイド結合蛋白で惹起される実験的

自己免疫性ぶどう膜炎の抗イディオタイプ

モノクローナル抗体による抑制

高木 武司,阿部  徹,玉田 浩郁,山木邦比古,櫻木 章三

秋田大学医学部眼科学教室

要  約

ルイス系ラットを用いた光受容体間レチノイ ド結合蛋白(IRBP)で惹起 される実験的 自己免疫性ぶどう膜

炎(EAU)に おいて抗イディオタイプモノクローナル抗体 (TRD 3)の 前投与により発症が抑制 された。TRD 3

投与群では抗 IRBP抗体価,イ ディオタイプ抗体価 は対照群 と比較 して低値 を示 し,抗イデ ィオタイプ抗体価

は逆に高値 を示 した。IRBPに 対する皮内反応 (DTH)も TRD 3投与群で抑制されていた。網膜の病理組織

像では,対照群で外顆粒層の破壊,外節の消失, リンパ球浸潤が見られたが,TRD 3投与群では炎症所見は,

ほぼ欠如 していた。イディオタイプ抑制のメカニズムについては,イ ディオタイプ特異的ない しイディオタイ

プと関連 したサプレッサーT細胞が誘導されるもの と推定 した。 (日 眼会誌 96:606-612,1992)
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Suppression of Interphotoreceptor Retinoid-Binding Protein (IRBP)-induced
Experimental Autoimmune Uveitis

by Pretreatment with Anti-Idiotypic Monoclonal Antibody
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Abstract
In an experimental model of interphotoreceptor retinoid binding protein (IRBP)-induced experi-

mental autoimmune uveitis (EAU) in Lewis rats, EAU onset was suppressed by pretreatment with
anti-idiotypic antibody (TRD3). In the pretreated group, the titers of anti-IRBP antibody and
idiotypic antibody were lower and the titer of anti-idiotypic antibody was higher than in the control
group, and the skin test (DTH) against IRBP was also suppressed. Histopathological flndings of the
control group showed destruction of retinal outer granular layer, loss of the outer segment and
lymphocytic infiltration, although no definite inflammatory signs appeared in the pretreated group.
We suppose that the mechanism of idiotypic suppression is via induction of idiotype-specific or
idiotype-related suppressor T cells. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96 : 606-612, 1992)
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I緒  言

免疫グロブリンの可変部内の特有の抗原構造は,イ

ディオタイプ (以 下 Idと 略)と 呼ばれ,Jernenに よる

と,生体内では Idに相補的な抗 Id抗体が産生され
,

Id‐ 抗 Idの間でネ ットワークを形成し免疫応答の調節

に重要な役割を果たしていると考えられている.

既に抗 Idモ ノクローナル抗体を用いて,ル ープス腎

炎や筋無力症のモデルで,抑制実験が報告 されてい

る2)3).

我 4々)は
抗光受容体間 レチノイ ド結 合蛋 白 (以 下

IRBPと 略)モ ノクローナル抗体(TRA 4,以 下 A4と

略)に対する抗 Idモ ノクローナル抗体 (TRDi)を 確

立 し,IRBPと A4の結合が TRDiに より阻害される

ことを報告 した。今回はこの抗 Id抗体の うちの 1ク

ローンである TRD 3(isotype;IgG2a,以 下 D3と 略)

が,IRBPに より惹起 されるEAUの経過に及ぼす影

響を検討した。

II 実験方法

1. IRBPの 精製

藤野ら5)の 方法に準 じて行った.すなわちウシ網膜

抽出液をセファク リル S‐ 300(フ ァルマシア社)で グル

濾過 し,enzyme linked immunosorbent assay(以 下

ELISA法 と略)で抗 IRBPモ ノクローナル抗体 A4
と反応する分面を集め,ConAセ ファロースカラムに

吸着 させた後,0.2 M methyl―α―D― mannopyranoside

で溶出し,精製 した。

2.抗 イディオタイプモノクローナル抗体 D3の精

製

D3産生 /ヽ イブリドーマを無血清培地で培養 し,そ
の上清を等量の飽和硫酸アンモニウム溶液で塩析 し,

遠心後,沈澱を 0.02 M PBSに 溶解 し,protein assay

kit(BioRad社 )で 吸光度を測定して蛋白濃度を調整

した。

3.免疫条件 (表 1)

4週齢の Lewis系 ラットを 5匹ずつ用い,IRBPを
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免疫する 3週間前に D3を 1匹あた り300 μg,2週間

前に 200 μgを等量のフロイン ト不完全アジュバン ト

(ヤ トロン社)と 共に腹腔内に注射した。対照群 として

D3の代わ りに,rat myeloma lgG2a(EIA社 )を D3
と同量注射した。IRBPは ラット1匹 あた り100 μgを

結核死菌量を 2 mg/mlに調整 した フロイン ト完全ア

ジュバント (ヤ トロン社)と 共に後足脈 (片足)に免

疫 した。

4.臨床経過の観察

IRBP免疫 5日 後から毎日,細隙灯顕微鏡で前眼部

の観察を行った。

5。 採血 と各抗体価の測定

IRBP免疫 14日 後に尾部静脈から,免疫 28日 後に

心臓から採血 し遠心 し血清を得た。各抗体価の測定は

ELISA法 を用いた。

1)抗 IRBP抗体価 の測定 ;ELISA用 96ウ ェルプ

レー ト(COstOr社 )に IRBPを 10 μgずつコーティン

グし,2%ウ シ血清アルブミンでブロッキングした後 ,

血清を 3倍ずつ稀釈 させて反応 させ,次いで 2次抗体

として,5,000倍希釈 ビオチン化抗ラットIgG(Zymed

社)を反応させ,2.5μg/ml HRPア ビジン (VeCtOr

社),0.005%過 酸化水素を含む l mg/mlABTS(和 光

純薬)で発色させ,ELISA reader(Mode1 2550,
BioRad社 )で 414 nmの 検出光で吸光度を測定 した。

2)Id抗体価の測定 ;ウ ェルに IRBPを コーティン

グし, ブロッキングした後,血清を反応させ, 2次抗

体 としてビオチン化 D3を反応させ,同様に発色させ

吸光度を測定した .

3)抗 Id抗体価の測定 :ウ ェルを A4で コーティン

グしプロッキングした後,血清を反応 させ, 2次抗体

としてビオチン化 A4を反応 させ,同様に発色 させ

た。尚,モ ノクローナル抗体のビオチン化は,橋本 ら6)

の方法に準じて行 った。

6.皮 内反応

IRBP免疫 14日 後に,剃毛 した側腹部皮下に IRBP

溶液 100 μg/0.l mlを 注射 し,24時間後に紅斑の直

径,即ちDTHを測定 した。

抗イディオタイプ抗体によるIRBP・ EAUの 抑制 。高木他

表 1 実験手順

3週前 2週前 2週後 4週後0

TRD 3+FIA
300 μg/rat

(腹腔内注射)

TRD3+FIA
200 μg/rat

(腹腔内注射 )

IRBP+FCA
100 μg/rat

(後足昧に免疫)

《5日 後から観察》

右眼球摘出

採血(→ ELISA)
皮内反応(DTH)

左眼球摘出

採血 (→ ELISA)

FIA:フ ロイント不完全アジュバン ト FCA:フ ロイント完全アジュバント
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7.病理組織学的検索

IRBP免疫 14日 後に右眼を摘出し,免疫 28日 後に

左眼と松果体を摘出した。摘出した組織は 2.5%グ ル

タールアルデヒドで固定後,Os04で後固定 した アル

コール系列で脱水し,エ ポンに包埋した。厚さ lμmの
切片を作成 しトルイジンブルーで染色し光学顕微鏡で

観察した。

III 結  果

1.臨床経過 (表 2)

前房に初めて惨出物が出現 した 日を発症 日とした場

合,対照群では IRBP免疫平均 10.2日 後に発症 した

のに対 し,D3投与群では,平均 13.3日 後に発症 して

おり,D3投与群で発症の遅延が認められた(p<0.02,

t検定).

EAU発症率は対照群が全例発症したのに対 し,D3
投与群では 5例 10眼中, 3例 5眼の発症に留まった .

臨床的重症度は,対照群が全例瞳孔閉鎖と虹彩後面及

び後房への滲出物の貯留 (我々は後房蓄膿 と呼ぶ)が
みられたのに対 し,D3投与群では,発症した 3例の う

ち後房蓄膿は 1例 2眼にのみ認められ,残 りの 2例 3

眼は,輪部及び虹彩の充血 と虹彩表面に結節状の滲出

表 2 臨床経過

発 症 日  発 症 率 重症度
(後房蓄膿)

日眼会誌 96巻  5号

(a)

(b)

図 1(a),(b).IRBP免 疫 11日 後の前眼部写真 :対

照例(a)で は強い虹彩充血,前房への惨出物,後房蓄

膿 (本文参照)がみられるのに対し,D3投与例(b)

では,軽度の虹彩充血がみられるのみである.

―  "口

“

TRD3投与群 13.3± 1.7(日 )

対照群  10.2± 1.2(日 )

3(5)/5(10)

5(10)/5(10)

1(2)/5(10)

5(10)/5(10)

414nm

吸

光

度

―・ 対■●

吸

光
度

'1血 清希釈倍率 。

抗 IRBP抗体価(14日 後)                抗 IRBP抗 体価(28日 後)

(a)                                                      (b)

図 2(a),(b).抗 IRBP抗体価は IRBP免疫 14日 後,28日後ともD3投与群が対照群と比較 し

て,有意に低値を示している.バ ーは平均値±標準偏差を示す。

血清希釈倍率

露

■

■

―

黎
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物が現れただけであった (図 1).

2.液性免疫

図 2～ 図 4の グラフは縦軸が吸光度,横軸が反応さ

せた血清の希釈倍率を示 している。IRBP免疫 14日

後,28日 後 とも抗 IRBP抗体価,抗 Id抗体価は対照群

と比較 して D3投 与群で有意に低値 を示 した (p<
0.01-0.05,t検 定).

抗 Id抗体価は免疫 14日 後,28日 後 とも対照群と比

較 して D3投与群で有意に高値を示 した (p<0.05,t

検定).

3.皮内反応 (図 5)

紅斑の直径は対照群が平均 26.lmm,D3投 与群が

41 4nm

H fr,,(74tt4/f+l*

抗イディオタイプ抗体による IRBP・ EAUの 抑制 。高木他 609

平均 18.2mmで IRBPに対す るDTHは D3投与群

で抑制されていた (p<0.05,t検定).

4.病理組織学的所見

1)網膜病変 (図 6,図 7)i対照群では免疫 14日 後

に,全例,外節の消失,外顆粒層の破壊, リンパ球を

中心 とした炎症性細胞浸潤が認められた。免疫 28日 後

には外顆粒層の消失がみられたが,急性期にみられた

細胞浸潤は消退 していた。これに対 して D3投与群で

は,免疫 14日 後には 1例を除いて外節,外顆粒層を含

め全 く炎症所見は見 られなかった。免疫 28日 後でも炎

症所見は欠如 していた .

2)松果体病変 (図 8):対照群では小葉内にリンパ

吸

光 t。

度

吸
光
度

血清希釈倍率    。

イデイオタイプ抗体価 (14日 後)              イデイオタイプ抗体価 (28日 後)

(a)                                                          (b)

図 3(a),(b).ィ ディォタィプ抗体価はIRBP免疫 14日 後,28日 後ともD3投与群が対照群と比
較して,有意に低値を示している.ノミ~は平均値±標準偏差を示す.

‐ 一*対 熙群

血清希釈倍率

吸

光
度

吸
光
度

,,

血清希釈倍率   。

抗イデイオタイプ抗体価 (14日 後)             抗イデイオタイプ抗体価 (28日 後)

(a)                                                (b)
図 4(a),(b).抗 イディオタイプ抗体価はIRBP免疫 14日 後,28日 後ともD3投与群が対照群 と

比較 して,有意に低値を示している.バ ーは平均値士標準偏差を示す .

血清希釈倍率
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図 5

る

30

pく(0.05

紅年の直径

(IRBP,夜 100μg/0.l ml,24hrs)

皮内反応 :D3投与群で DTHの抑制がみられ

バーは平均値士標準偏差を示す.

日眼会誌 96巻  5号

(b)

図7(a),(b).IRBP免疫 28日 後の網膜組織像 :対

照例(a)で は炎症細胞は消退したが,外節,外顆粒層

の破壊が目立つのに対し,D3投与例(b)で は 14日

後と同様に炎症所見に乏しい。(× 135, トルイジン

ブルー染色)

ン効果により抗原に対する免疫応答が修飾されること

が予想される。実験的自己免疫疾患ではループス腎炎

や筋無力症のモデルで抗 Idモ ノクローナル抗体の前

投与により発症が抑制 されることが報告 されている

が,今回行った実験からIRBPoEAUにおいても抗 Id

モノクローナル抗体の前投与により,発症率が低下し,

発症 した例でも発症 日が対照群 と比較 して遅延し,臨

床的な重症度が軽減した。病理組織像でも抑制効果が

裏付けられた。又 IRBPに対する液性免疫,細胞性免

疫応答の両者が抑制されていることがわかった。

液性免疫では IgG分画の抗 IRBP抗体産生 とId抗

体産生が抑制 されていたが, これらの抗体産生の抑制

が Id特異的なものかどうかは,先に作成 した抗 IRBP

モ ノクローナル抗体 TRA 4と TRA5が,同 じエ ピ

() 20

(a)

(b)

図 6(a),(b).IRBP免疫 14日 後の網膜組織像 :対

照例(a)で は外節は消失し,外顆粒層は破壊され,リ

ンパ球を中心とした炎症細胞の浸潤が顕著であるの

に対し,D3投与例(b)では炎症所見に乏しい。(×

135, トルイジンブルー染色)

球浸潤がみられたのに対 しD3投与群では炎症所見は

軽度ないしは欠如していた .

IV 考  按

抗 Id抗体は抗原エ ピ トープの mirror imageを も

つため,抗原を免疫する前に投与 しておくと, ワクチ

卜T=7r==▼ =π▼

「

T"
F::::::::::::::::1::::::::::::::::::::::::!主

1‐

‐~1

抗Id抗体投与蜻 隋 ∞ 余
I

, .●        _ _
_ ●    4^``

こ

．
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(a)

(b)

図 8(a),(b).IRBP免疫 28日 後の松果体組織像 :

対照例(a)で は リンパ球の浸潤がみ られるのに対

し,D3投与例(b)で は炎症所見は欠如 している。(×

270, トルイジンブルー染色)

トープを認識 しているため7)に検討はできていない。

抗 Id抗体価は,逆にD3投与群で有意に高値を示 して

いたが,こ の理由が D3を外部から投与 した為なのか,

あるいは Idネ ットワークを介して抗 Id抗体が産生さ

れた為なのかは定量的な検討を行っていないので不明

である。しか し,ラ ットに外部か らモ ノク ローナル

IgG2aを投与 した場合,その血中半減期は 4.4日 とい

われている8)の で,生体内で抗 Id抗体が産生 された可

能性が強い。

Id抑制は今までの報告によれば9)1°),投与する Id抗

体のサブタイプの違いや,抗原 とId抗体の結合に競合

するか否か,つ まり抗 Id抗体が抗原の内部イメージを

もつか否かには依存せず,投与量に依存すると言われ

ている。即ち ngレ ベルでは Id充進現象が起 こりμg

レベルでは Id抑制が起こるとい うことである.先 に引
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用 した実験モデルで も抗 Id抗体の投与量は 70～ 100

μgであった。我々もこれを参考にして投与量を決めた

が,投与量の違いやアイソタイプの違いによる差の有

無は検討 していない.

Id抑制のメカニズムについては詳細はわかってい

ないものの次の 2つが考えられている。一つは抗 Id抗

体が Id陽性前駆 B細胞に直接的に働 き,抗原刺激に

伴 う分化,成熟を阻害するという考え方H)で
,も う一つ

は抗 Id抗体によリサプレッサーT細胞が誘導される

とい う考え方である12)。 しかしサプレッサーT細胞が

誘導 される機序 も明らかではなく,Caulneldら 13)は
抗

Id抗体で修飾されたイディオ トープにより,Id特異的

調節細胞が誘導 されると考えているが,抗 Id抗体が T
細胞の表面 レセプターに直接働いて刺激するという証

拠は現在のところ出されていない。今回行った実験で

は,IRBPに対する液性免疫及び細胞性免疫応答の両

者が抑制 されたことから,Id特異的ないしは Idと 関

連 したサプレッサーT細胞が誘導 され るもの と推定

した。この考えを裏付けるには,抗 Id抗体により抑制

された動物の リンパ球を移入することで,抑制が伝達

されるかどうかを検討する必要がある.

用いる抗 Id抗体が抗原の pathogenic siteの mir‐

ror imageを もつか否かで Id抑制に差が生 じるので

あろ うか.現在 IRBPの uveitopathogenic siteが ,合

成ペプタイ ドを用いた実験でいくつか判明している14)

ので,今回用いた抗 Idモ ノクローナル抗体 D3が ,

uveitopathogenic siteの mirror imageを もつかどう

か,即 ち 抗 IRBPモ ノ ク ローナ ル 抗 体 A4が
uveitopathogenic siteを 認識 しているか どうかを調

べるのは,興味深いことだと思われる。

B細胞の認識する抗原エピ トープとT細胞の抗原

認識部位が同一 とは限らないので,IRBPの 代わ りに

上述の合成ベプタイ ドを免疫 した場合,抗 Id抗体によ

り,細胞性免疫,液性免疫の両者がどのように左右さ

れるかも,今後検討 したいと考えている。
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