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要

視細胞 間 レチノイ ド結合蛋 自由来の合成ペ プチ ド

R16を用いて,同一のペプチ ドが異なる主要組織適合抗

原 class II分 子に結合 し,異 なる系統のラットに実験的

自己免疫性網膜ぶどう膜炎 (EAU)や リンパ球増殖反応

を惹起できるか検討 した.R16を 完全フロイン ドアジュ

バントとともに免疫 したところ,EAUは ラッ トの主要

組織適合抗原 RTlが ノのLEWで 100%,κ のWKAH
で75%,υ の SDJで 0%,ノ の LEJで 75%,わ のBUF
で19%に 発症 した.リ ンパ球増殖反応では,pwined
protein derivative(PPD)に 対しては全系統のラット

で反応がみられたが,R16に 対する反応はEAUを発症

した LEヽ浮, VヽKAH,LEJ, BUFで みられ, SDJでは

みられなかった。さらに,ラ ットの抗 class II抗体のう
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ち, 抗 RTl‐ Bオ尤イ本の OX6と 〃[RTl‐ D才尤イ本の OX 17

を用いたところ, LEⅥrと LEJで は主 として OX6:こ よ

り増殖反応は抑制 された。以上から,R16は 異なるRTl
を有するラットの系統にEAUを 惹起でき, しかも同 じ

locusの 異なる class II分 子に結合で きることが明 らか

となった.こ のことは,異 なる系統 においても,同一の

ペプチ ドが病気や免疫反応を誘導する可能性を示 してい

る。 (日 眼会誌 98:357-361,1994)
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Abstract

Interphotoreceptor retinoid-binding protein
(IRBP) can induce experimental autoimmune uyeo-
retinitis (EAU) in different rat strains. This is

because IRBP has many epitopes, each of which
binds to a specific class [I molecule. However, there
is the possibility that one epitope can bind to
different class II molecules. In this study we

attempted to examine this postulate, by checking
uveitogenicity and immunogenicity of IRBP-derived
peptide R16. We used rat strains LEW, WKAH,
SDJ, LEJ, and BUF, which have RTI haplotype l, k,
u, i, and. b, respectively. Immunization with Rl6
caused EAU in LEW (100%), WKAH (75%), SDJ
(0%),LFJ (75%), and BUF (19%). We also examined
the immunogenicity of R16 by lymphocyte prolifera-
tive assay in which lymph node cells from rats of

each strain immunized with R16 were stimulated
with the immunogen peptide. Rl6 evoked substantial
proliferative responses in. LEW, WKAH, LEJ, and
BUF, but not in SDJ. An inhibition test with anti-
class II monoclonal antibodies showed that OXG
(anti-RTl-B) could inhibit the proliferation against
R16, but OX17 (anti-RT1-D) could not. These experi-
ments demonstrated that the same peptide induces
the disease and immunity in different strains of rats.
(J Jpn Ophthalmol Soc 98:357-361, 1994)
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I緒  言

実験的 自己免疫性網膜 ぶ どう膜炎 (experimental

autoimlnune uveoretinitis,EAU)は , ラット, モルモッ

ト,マ ウス,サルなどに S抗原や視細胞間レチノイド結

合蛋 :ヨ  (interphotoreceptor retinoid‐ binding protein,

IRBP)な どの網膜特異抗原を免疫することにより,免疫

部位とは離れた網膜,ぶ どう膜に惹起される炎症で, ヒ

トの内因性ぶどう膜炎のモデルと考えられている1)～ 5)。

免疫された S抗原や IPBPは,細胞外酵素などにより断

片化され,マ クロファージなど抗原提示細胞 (antigen

presenting cen,APC)に 取 り込まれ,プ ロセシングを

受け,ア ミノ酸 11～ 15個程度のペプチドとなる。これら

は次に主要組織適合抗原 (major histocompttibility

complex,MHC)の class II分 子と結合して,APC上 に

発現し,CD4陽性のhelper T細胞を活性化する6)7)。 こ

れらの活性化されたT細胞が分裂増殖して眼の網膜,ぶ

どう膜組織に移動してEAUを惹起すると考えられてい

る。S抗原や IRBPは ,異なる class II分子を有する種々

の系統のラットにEAUを 誘導できることが明らかと

なっている8)～ 11)。 それは,こ れらの抗原がその内部に複数

の抗原決定基を持ち,それぞれ異なるclass II分 子と結

合可能のため,すなわち,異なるclass II分子に異なる

ペプチ ドが結合してT細胞を活性化するため と考えら

れてきた。しかし,同一のプペチ ドが異なる class II分

子に結合できることも考えられる。今回, この点を明ら

かにする目的で,IRBP由来の合成ペプチ ドの中で抗原

性が最も強いと考えられる12)13)R16を
用いて,すでに主

要組織適合抗原 (RT l)が 明らかとなった14),異 なる系

統のラットに対するEAUの 惹起能と免疫反応について

検討した。

II実 験 方 法

実験動物 :北海道大学医学部動物実験施設から供給さ

れた, 8～ 12週齢の雄のラット5系統を用いた。各系統

のラットの RTlを表 1に不 した14)。

抗原 :抗原はウシIRBPの ア ミノ酸配列 1177-1191

(ADGSSWEGVGVVPDV)の 合成ペプチ ドR16を用い

た。ペプチ ドの作製は, レジンでの固相法により自動ペ

プチ ド合成機 (430 A Apphed Biosystem lnc,Foster

City,CA)を用いてOgasawaraら 15)の方法により合成

し,逆相高速液体クロマ トグラフィー (Waters Japan,

Tokyo,Japan)に よ り精 製 し,ア ミノ酸 分 析機

835(Hitachi Ltd,Tokyo,Japan)に より確認した。

免疫方法 :100 nmolの抗原を,″夕ωttθ″γ′ππ ′励ιγ―

6π′θsな H37 Raを 含む完全 フロイン ドアジュバン ト

(Diたo Lab,Detroit,MI)に 1:1に乳和 し, ラット

の左後足足脈に免疫,Bο %滋″ι滋 ″物ぶた(和光純薬)の

死菌 1× 1010個 を同時に静脈内投与した。
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病変の評価 :免疫後 16～ 18日 にラットを屠殺し,眼球

を摘出,切片を作製,ヘ マトキシリンーエオジン染色を

行い,光学顕微鏡で EAUの 発症の有無と重症度を Gery

ら16)の 報告に従って評価した.

リンパ球増殖反応 :免疫後 16～ 18日 に所属 リンパ節

を摘出,こ れより単核細胞を得て3H_TdR取 り込みを既

報のごとく行った10)。
簡単には,2× 105個の細胞を LEW

の 1%新鮮ラット血清を加えた培養液 0.2 mlに 抗原 と

ともに浮遊させて,72時間培養後に3H_TdR(18.5 kBq/

20μ1/wen,ICN Biomedicals lnc,Costa Mesa,CA)

を加えて,さ らに 16時間培養した。3H_TdR取 り込みは

液体シンチレーションカウンターで計測し,結果は SI

(Stimulation lndex,抗原添加 cpm/対照 cpm)で示し

た。刺激抗原には R16, または purined protein deriva―

tive(PPD,ビ ーシージー製造)を用いた。さらに,抗 class

II抗体による増殖反応の抑制効果を検討するため,培養

液中の R16 10 μlMに抗 RTl‐ B抗体の OX6(Pharmin―

gen, San Diego, CA), または抗 RTl‐D抗体の OX―

17(Pharmingen,San Diego,CA)を 加え反応抑制率

を測定した。

III 結  果

1.各系統のラットのEAU発症率

R16の 免疫による 5系統のラットのEAU発症率を

図 1に示す。RT lが ′のLEWは ,20眼中 20眼のすべ

てに EAUを発症した。RTlが 力のWKAHは 16眼中

12眼,75%に EAUを発症した.RTlが %の SDJは
,

免疫 したラット (12眼)の いずれもEAUを発症 しな

かった。一方,RTlは ノだが RT l‐H,B,Dに %/aa
bを持つ LEJは (表 1),12眼 中 9眼の 75%に EAUを
発症した。しかし,RTlが らで,H,B,Dに あabを
持つ BUFは,16眼中 3眼の 19%し か EAUを発症しな

かった。

2.EAUの重症度

R16によりEAUを発症した眼のみについて,その重

症度を図 2にまとめた。LEW(20眼 )で は,平均重症度

が 2.35と 最も大きかった。WKAH(12眼 )は 1.67であ

り,LEJ(9眼 )は 1.11,BUF(3眼 )は 0.83であった。

発症率の低い系統ほどEAUも軽症の傾向が見られた。

3.各系統のラットの免疫反応

R16と 完全フロイン ドアジュバントで免疫した,ラ ッ

トの所属 リンパ節から作製された浮遊 リンパ球を PPD
25 μg/mlを用いて刺激した反応では,すべてのラットの

系統で リンパ球増殖反応が見られ,最 も低かった SDJで

も SIで 8.0以上を示した (図 3).ま た,こ れらのラッ

トにおけるR16刺激によるリンパ球増殖反応は,図 1で

EAUを発症が認められたすべての系統,LEW(3匹 ),

WKAH(3匹 ),LEJ(6匹),BUF(3匹 )でみられた

(図 4)。 しかも,EAU発症率の低い BUFも LEWと 同
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LEW  WKAH  SDJ   LEJ   BUF

ラットの系統

図 l R16免疫による各系統のラッ トの EAU発症率 .

表 1 各系統のラットの主要組織適合抗原 RTlの ハ

プロタイプおよび class II遺 伝子座

IRBP由 来合成ペプチドによるEAUと 免疫反応・笹本
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図 3 PPD 25μ g/ml刺 激 による各系統のラットの

リンパ球増殖反応 (平均値±標準誤差,n=LEW:
3匹,WKAH;3,SDJ;3,LEJ;6,BUF;3).
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図 2 R16免 疫 によ り発症 した EAUの 平均重症度

(平均値±標準誤差,n=LEW;20眼 ,WKAⅡ ;12,

SDJ:0,LEJ;9,BUF;3).

程度の反応が見られた。また,こ れらの系統では,EAU
を発症 したラットばか りでな く,EAUを 発症 しない

ラットでもリンパ球増殖反応が認められた。一方,EAU
を全く発症しなかった SDJ(3匹)では,PPDに対して

リンパ球増殖反応が見られたが,R16に対しては全 く増

殖反応を示さなかった。

4.抗 class II抗体によリリンパ球増殖反応の抑制

抗 class II抗体による物 υ′″θでの R16に対する リ

ンパ球増殖反応の抑制実験をLEWお よびLEJで行い
,

その結果を図 5, 6に示した。LEW(4匹 )におけるリ

ンパ球増殖反応は,OX6に よって濃度依存性に強 く抑

図 4 R16(10μ M,100 μM)刺 激 による各系統の

ラットの リンパ球増殖反応 (平均値±標準誤差,n=
LEW;3匹 , lVKAⅡ ;3,SDJ;3,LEJ;6,BUF;
3)。

刺激 R16濃度 (μ M)
濃い網部分 :10,薄い網部分 :100

制されるが,OX 17に よっては,ほ とんど抑制されない

ことが示された (図 5)。 また,LEJ(5匹 )で もR16に

よるリンパ球増殖反応はOX 17よ りも,主 としてOX6
によって著明に抑制されることが示された(図 6)。 した

がって,R16は少なくとも同じlocusの RT l― B領域に

存在する異なる class II分子,すなわちLEWの持つ J

分子と,LEJの持つ b分子に結合し,増殖反応を起こし

ていることが明らかとなった。

IV考  按

これまで IRBPや S抗原などの大きな蛋自質は多 く

の抗原決定基を持つため,異 なる系統の ラットにも

EAUを惹起できることが知 られていた8)～ H)。 しかし,抗

原決定基が恐 らく1個 しかない R16の ような小さなペ

プチ ドによって,遺伝的背景が異なるラットにEAUを
惹起できるとする報告は認められなかった。今回,R16

Ｚ
■
■
■
■
一

・〓〓
一

二

十√
―

―



360 日眼会誌 98巻  4号

今回,R16の 免疫によってEAUを発症 しなかった

SDJは,免疫によって足昧が強く腫脹し,所属 リンパ節

から得られた リンパ球による抗 PPD反応も高いことか

ら,免疫は成立していると考えられる。しかし,EAUの
みでなく,R16の抗原刺激によるリンパ球増殖反応も全

く示さないことから,R16を抗原提示できるAPCが存

在しない (R16が結合できるclass II分 子を持たない),

または抗原提示されても,R16を 認識できるT細胞が

存在しない (R16を認識できるT細胞 ンセプターがな

い)た めと考えられる。リンパ球増殖反応において,R16
はLEWだけでなく,WKAH,LEJ,BUFの ラットから

得られた リンパ球に対しても強い増殖反応を誘導できた

ことは,EAUの誘発 とともに R16がそれぞれの系統の

class II分 子と結合して抗原提示され,helper T細 胞を

活性化できることを示 している。これまで,LEWにおい

ては Class II分子に対する抗体,例 えば,抗 RTl―B抗体

であるOX6によって,R16免疫 リンパ球に対する増殖

反応が抑制されることが示されている18)。 しかし,同 じ

class II分子抗体の抗 RTl―D抗体,OX 17は抑制効果が

極めて少ない。したがって,R16は APC上の class II分

子のうち,RTl‐D領域の分子よりも,主 として RTl‐B
領域の分子と結合し,増殖反応を起こしていると考えら

れる。今回もLEWについては全く同じ結果であったが,

LEWと異なるclass II分 子を持つ LEJで も,RTl―Bに

対する抗体であるOX6によって増殖反応が抑制される

ことが示された。このことから,R16は複数のラット

class II分子に親和性を持つ抗原性の強いペプチ ドであ

ると考えられる.

R16は,異なるRTlを有する系統にEAUを惹起で

き,し かも同じlocusの 異なるclass II分 子に結合し,増

殖反応を惹起できることが明らかとなった。このことは
,

異なる系統においても同一ペプチドが病気や免疫反応を

起こす可能性を示している。R16の ような強力な免疫力

およびEAU惹起能を持つペプチ ドが,多数の異なる

class II分子を持つ系統に EAUを惹起できることは,ヒ

トのようにheterogenicityが高い動物においても,特定

のペプチ ドが病因となっている可能性を示す。さらに

LEWに おいて,R16の 静脈 内投与に よって R16や
IRBPに よるEAUの発症を抑制できることが報告され

ており19), ヒトにおいてもこのようなペプチ ドが特定さ

れれば,病気の抑制や治療を可能とする道が開けると考

えられる。
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図 5 抗 cla“ II抗体 によるLEWの R16刺 激 リン

パ球増殖反応の抑制率 (平均値±標準誤差,n=4
匹 )。

抗 class II抗体濃度 (希釈倍率)

黒部分 :1:200,網部分 :1:800,白 部分 :1:3,200
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図 6 抗 Class II〃 Lイ本によるLEJの R16刺 i敷 リンパ

球増殖反応の抑制率 (平均値士標準誤差,n=5匹 ).

抗 clas II抗 体濃度 (希釈倍率)

黒部分 :1:200,網部分 :1:800,自 部分 ■ :3,200

を 100 nmol免疫したが,こ れは大変強力な免疫であり,

Sanuiら 12)は ,LEWで は R16を 0.02 nmol免疫しても

EAUが発症すると報告している.我々はEAU惹起能を

明確にするため,強力な免疫を行ったが,20 nmol,2
nmol免疫 した実験でも100 nmol免 疫 と同じ結果を得

た (未発表データ)。

この実験で用いた LEJと BUFは,RTl‐B,Dに同じ

ハプロタイプ bを持ち,RTl‐Hの み z/bと うと異な

る。図 6の結果から,R16は主として RT l‐ B。 と結合す

ることが明らかとなっいるので, この点からは LEJと

BUFは同じEAU感受性を持つと考えられる。しかし,

EAUの発症率が大 きく異 なるのは,EAUの 発症 に

RTlな どのMHC領域だけでなく,non‐MHC領域も強

くかかわっているためと考えられる。同様のことは con―

genic strainを 用いた実験でも報告されている10)17)。

6面渉召
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