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要

培養 ヒトメラノーマ細胞 を用いて,原田病 を惹起する

自己免疫性物質の解析 を行った。初めに培養 ヒ トメラ

ノーマ細胞から抽出 した可溶性蛋白をゲル濾過 し,分子

量ごとに分画 した抗原 を作成 し,原田病患者 リンパ球 と

増殖試験 を施行 した。次に, この可溶性蛋白を液体等電

点電気泳動によって分離 し,等電点別の抗原 を作成 し,

患者 リンパ球 と増殖試験 を施行 した。その後,反応の見

られた等電点の分画 を SDS‐ポ リアクリルア ミドゲル電

気泳動 し, さらに,ゲルから電気泳動的に単一の蛋白を

抽出 して,患者 リンパ球 と増殖試験を施行 した。その結
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果,培養ヒトメラノーマ細胞 G… 361蛋 自の中の等電点約

6.0,分子量約 75 kDaのペプタイ ドに対 して原田病患者

リンパ球の増殖が見 られた。以上から, このペプタイ ド

が原田病に特異的な抗原性物質と推測 された。(日 眼会誌

98:596-603, 1994)
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Abstract

The candidate antigen for Yogt-Koyanagi-Harada's
(VKH) disease was isolated from cultured human

melanoma cells (G-361). First, the soluble protein

from the melanoma cells was separated into several

fractions according to the molecular weight by gel

filtration. In each fraction, the antigenicity was

analysed by lymphocyte proliferation assay using
peripheral blood lymphocytes (PBLs) from VKH
disease patients. Then the positive fractions were

further separated by liquid isoelectrofocusing fol-
lwed by SDS polyacrylamide gel electrophoresis. In
the liquid isoelectrofocusing fractions, the fraction
at about pH 6.0 contained the antigenic protein. The

protein from the 75 kDa band on the SDS.PAGE of
this fraction was able to cause proliferation of the
PBLs from the VKH disease patients. Thus, it
appears that the 75 kDa protein of pH 6.0

isoelectrofocusing point was the specific autoim-
mune antigen for YKH disease. (J Jpn Ophthalmol
Soc 98 : 596-603, 1994)
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I緒  言

原田病は脈絡膜および全身のメラノサイ トに対する細

胞性免疫を主体とした自己免疫性疾患と考えられている

が1),そ の起因物質,すなわち抗原物質の解析は未だ全く

行われていない。原田病だけでなく自己免疫疾患を研究

するうえで, これを惹起する抗原の解析は極めて重要な

位置を占めている。以上の目的から,原田病を惹起する

抗原物質の解析を培養ヒトメラノーマ細胞を用いて行っ

たので報告する。
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II方  法

1.培養ヒトメラノーマ細胞における抗原性物質の存

在

1)対  象

秋田大学医学部眼科を受診し,臨床的に本症の診断を

受けた男性 7例,女性 3例の計 10例 (平均 51.1歳)を
対象とした(表 1)。 全例ステロイ ド剤の全身投与前に採

血した。また,正常対照群として健常人 5例を用いた。

2)抗原性物質の作成

培養ヒトメラノーマ細胞は G‐ 361と WM■ 15を 用い
,

それぞれ 10%ウ シ胎児血清 (Hyclone社,USA)加
McCoy5 A培地 (Flow LaboratOries社 ,USA),10%
ウシ胎児血清加 Ecagl MEM培地 (日 水製薬)で 37℃ ,

5.0%C02の条件下で培養した。回収した 1.0～ 2.0× 108

個の細胞を 0.15 M NaCl-0.01Mト リス緩衝液 (TBS,
pH 7.4)で洗浄し,細胞浮遊液を作成した。この浮遊液

を数回凍結,融解を繰 り返した後,超音波破砕装置で細

胞を破壊し,得 られれた懸濁液を 18,000 rpmで 90分間

遠心し,その上清を採取した。上清を SephacryI S‐ 300

(Pharmacia社 ,Sweden)カ ラムでグル濾過し,各分画

を分子量ごとに集め濃縮して,G‐361,WM■ 15そ れぞれ

の分子量分画抗原とした。

3)リ ンパ球の分離

原田病患者および健常人から採血したヘパ リン加静脈

血からFicoll―COnray lヒ :重遠心法 (Fic011_Paque, Phar‐

macia社,Sweden)2)で リンパ球を分離し,15%ウ シ胎児

血清加 RPM1 1640培 地 (日 水製薬)に浮遊させ,半量は

リンパ球増殖試験に直ちに使用した.残 りは, ヒトイン

ターロイキンー2(IL-2,Collaborative Research社
,

USA)を 加えた培地で 2週間培養した後, リンパ球増殖

試験に用いた。IL-2の添加は,24ウ ェルプレート(COSter

社,USA)の各ウェルにリンパ球が 1.0× 105個/ml培地

となるように調整したのち,初回刺激量として 1ウ ェル

あた り300U加 え,3日 後に維持量 として 30U/ml培地

となるようにした培地に交換し,以後同様の操作を繰 り

返す方法で行った。

表 1 対象患者
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4)リ ンパ球増殖試験

リンパ球 と抗原を 96ウ ェルマイクロプレート (Fal‐

con社,USA)に分注し,37℃ ,5.0%C02の 条件下で 4

日間培養した.各 ウェルにリンパ球は 1.0～ 3.0× 105個 ,

抗原は 30～ 50 μgと なるようにし,培養終了 24時間前

に3H_チ ミジンを l μCiずつ添加した。培養終了後,cen
harvester(Labo Mash社 ,USA)を用いてリンパ球を

ガラスファイバーフィルター上に採取 し,シ ンチレー

ションカウンターで3H_チ ミジンの取 り込みを測定 し

た3)。 各症例ともtripHcateで測定し,その平均値で判定

した。

2.培養 ヒトメラノーマ細胞 G‐361に おける抗原性物

質の解析

1)G‐361の SDS― ポ リアクリルアミド電気泳動

G-361蛋 自の SDS―ポ リアク リル ア ミド電気泳動

(SDS― PAGE)と 二次元電気泳動を行った。SDS―PAGE
は,SOdium dodecyl sulfate(SDS)を 含む 10%グル (サ

イズ 160× 160× lmm)で行った。二 次元電気泳動 は

0'Farrelの 方法4)に
従い,一次元 目は直径 2.5mmの ガ

ラス管を用いて 2%ア ンフォライン (pH 5/7:pH 3/
10=4:1,Phttmacia社,Sweden)を含む 4%グルで

iSoelectic focusingを 行い,二次元 目には SDS‐ PAGE
(サ イズ 160× 160× 2mm)を 行った。

2)抗原性物質の等電点

G‐361(約 1.0× 109個 )を TBSで洗浄し,前述の方法

でホモゲナイズし,上清を採取した。さらに,純水 30 ml

を加え,総量約 50 mlと した (蛋 自量 200 mg)。 これに

Bio‐ Lyte amph01ytes pH 3/10(BIO‐ RADえ土, USA)
を 2.5 ml加 え, ロトフォア (BIO‐RAD社,USA)を用

いて液体等電点電気泳動を行った.陽極に 0.l M H3P04

を,陰極に 0.lM NaOHを電極液として用い,12W定
電力で電圧がプラトーに達するまで行った。泳動終了後,

付属の分取装置で 20本の試験管に回収し,各分画の蛋白

量およびそれぞれの pHを測定した。次に,こ の 20分画

について SDS‐PAGEを行い,SDS‐ PAGEパ ターンに従

い,で きる限り同じ成分が同一の分画中に含まれるよう

に,上記の 20分画を 8分画 (No.1～ 8)へ再分画した。

こうして得 られた 8分画を濃縮した後,ampholメ esを

除去するため,始めに l M NaClで ,次に TBSで数回液

を交換しながら透析 し,G-361の等電点別抗原とした。こ

の抗原と IL‐2刺激を行った リンパ球を用い,増殖試験を

行った。

3)抗原性物質の分子量

2)の実験で反応の見られた等電点別抗原から,分子量

50～ 70 kDa近傍のバン ドをグルから抽出するために以

下の操作を行った。反応が得られた等電点別抗原の全量

について SDS‐PAGE(10%グル,サ イズ 160× 160× 2

mm)を施行し,泳動終了後,0.25%ク マシーブルーで

10分間染色,50%エ タノールで脱色してバンドを検出し
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た。グルを蒸留水で洗浄し,バ ンドを切 り出し,同一の

バ ン ド を 採 取 し て ,eleCtrOphOretiC Sample COn‐

centrator(model 1750,ISCO社 ,USA)を 用いてグル

からバン ドを電気泳動的に抽出した。抽出は 3W定 電力

で 6～ 8時間行い,電極液には SDS‐PAGEと 同じ電極

液を使用 した。また,各バン ドが抽出されていることを

確認するため,抽 出された溶液について SDS―PAGEを

行った。溶出された各バン ドについて SDSを除去する

ため,セ ン トリコンー30(Amicon社 ,USA)を 用いて

TBSを加えながらバ ッファー交換 と濃縮操作を行い,そ

の後 TBSに対して透析を行って,G‐361の単一ペプタイ

ドごとの抗原 とした。この抗原 とIL‐2刺激を行った患者
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リンパ球を用いて増殖試験を施行した。

III 結  果

1.培養ヒトメラノーマ細胞における抗原性物質の存

在

IL‐ 2刺激を行わなかった患者 リンパ球のG-361の 分

子量分画抗原,WM‐ 115の 分子量分画抗原に対する

stimulation index(以下,SIと 略す)を表 2, 3に示し

た。前者では 6例,後者では4例で施行したが,いずれ

の抗原に対してもSIの 有意な上昇は認められなかっ

た。また,正常対照群においてもSIの上昇は見られな

かった(表 4, 5)。 なお,陽性対照としてPHA(15 μg/

表 2 G‐ 361分子量分画抗原 とIL‐2刺激 を行わない患者 リンパ球での proHferation assay

G‐ 361分子量分画抗原  分子量(10 kDa)
症例

30～ 20  20～ 15  15～ 10  10～ 8   8～ 6   6～ 4   4～ 2   2-    PHA   ConA

0.85

0.67

0.51

0.73

0 67

0.71

0.89

0.47

0.65

0.62

0.54

0.71

1_21

1.25

0.67

0.66

0.55

0.61

1.15

1.11

1.10

0.71

0.43

0.53

0.65

0.58

1.02

1.26

10.1

15.7

7.5

21.5

58.7

19.5

19.0

13.7

21.2

9.2

17.3

39.7

21.9

11.5

0.73

0.68

0.53

0.76

0.96

0.87

1.28

0.91

0.46

0.48

0.73

0.73

1.03

1.16

1.18

0.62

0.52

0.58

0.96

0.90

1.02

0.93

0.66

0,71

0.59

0.80

0.85

0.92

表 3 WM‐ 115分子量分画抗原 と IL‐ 2刺激 を行わない患者 リンパ球での proliferation

assay

WM-115分子量分画抗原  分子量(10 kDa)
症例

PHA   ConA30～ 20  20～ 9   9～ 6   6～ 4   4～ 3   3～

0.94

0.70

0.87

0.88

0.73

0.93

1.11

1.03

0.78

0.79

1.05

0.89

0.65

0.58

0.94

1.06

0.93

0.55

0.72

0.80

0.59

0.54

0.85

0.79

10.1

8.5

9.3

6.8

17.2

11.9

10.5

8.8

表 4 G‐ 361分子量分画抗原 とIL‐2刺激 を行わない健常人 リンパ球での proHferation assay

G・ 361分子量分画抗原  分子量(10 kDa)
健常人

30～ 20  20～ 15  15～ 10  10～ 8   8～ 6   6～ 4   4～ 2   2～     PHA   ConA

1.11

1.15

1.05

1.18

1.22

0.75

0.59

1.41

0.91

1.25

0.98

0.93

1.28

1.27

1.18

0.67

0.77

1.36

0.67

0.88

0_69

0.64

0.93

0.66

0.75

0.86

0.57

0.98

1.31

0.85

0.73

0.66

0.80

0.63

0.64

31.5

27.9

49_1

44.5

69.3

28.7

19.7

50.1

32.9

33.9

0 62

0.81

0.75

0.79

0.68

表 5 WM‐ 115分 子量分画抗原 と IL‐ 2刺激 を行わない健常人 リンパ球 での prolifera

tion assay

WM‐ 115分子量分画抗原  分子量(10 kDa)
健常人

30～ 20  20～ 9   9～ 6   6～ 4   4～ 3   3～     PHA   ConA

16

19

11

14

12

52.6

54.8

46.6

39.5

66.5

1.11

0.67

1.50

1.57

1.34

0.64

0.57

0.63

1.20

1.24

1.09

1.14

1.28

1.37

1.34

0.77

0.63

0.98

1.36

0.99

0.80

0.67

1.19

1.05

0.71

33.9

29.9

18.9

27.7

18.0
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表 6 G‐ 361分 子量 分 画抗 原 と IL‐ 2刺激 を行った 患者 リンパ球 での prol娩 ration

assay

G‐ 361分子量分画抗原  分子量(10 kDa)
症例
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30～ 20  20～ 9   9～ 7   7～ 5   5～ 3   3～     PIIA   ConA

1.25

0.90

1.12

0.70

0.61

1.14

1.08

0.80

1.71

1.49

η

”

∞

Ю

1.05

1.46

1.09

0.68

0.79

0.94

1.39

1.01

1.67

1.22

1.23

0.69

0.90

1.44

1.02

1.20

1.21

1.33

1.23

1.51

0.86

75.3

86.3

75.5

87.6

52.7

27.7

42.1

51.5

20.5

53.7

46.9

60.4

17.2

35.4
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表 7 WM‐ 115分 子量分画抗原 と IL‐ 2刺激 を行 った患者 リンパ球 での proliferation

assay

WM■15分子量分画抗原  分子量(10 kDa)
症例

30～ 10  10～ 8   8～ 6   6～ 4   4～ 3   3～     PHA   ConA

1.50

1.26

1.23

1.11

0.84

0.85

0.74

1.02

1.46

1.16

1.51

1.43

0.96

1.18

0.98

1.90

1.02

2.60

0.89

1.19

0.96

0.88

0.94

1.24

0.85

1.21

1.63

1.19

1.40

1.08

1.31

1.01

95.4

50.2

53.2

93.7

87.3

42.5

61.9

73.9

39.9

62.1

47.0

83.7

50.2

47.2

1.40

1.17

1.12

2.52

1.32

0.67

0.73

0.94

2.97

1.05

表 8 G‐361分 子量分画抗原 と IL‐2刺激 を行った健 常人 リンパ球 での proliferation

assay

G-361分子量分画抗原  分子量(10 kDa)
健常人

30～ 20  20～ 9   9～ 7   7～ 5   5～ 3   3～     PHA   ConA

0.89

1.51

0.99

1.25

1.41

0.61

1.03

0.59

1.21

1.00

0.69

0.88

0.79

1.09

0.95

0.91

1.34

0.81

1.56

0.86

0.77

0.75

1.23

0.91

0.77

1.33

1.45

0.81

0.88

0.94

34.9

50.1

61.0

63.3

49.1

18.9

46 8

21.5

54.3

48.3

表 9 WM‐ 115分子量分画抗原 と IL‐ 2刺激 を行 った健常人 リンパ球での proliferation

assay

WM-115分 子量分画抗原  分子量(10 kDa)
健常人

30～ 10  10～ 8   8～ 6   6～ 4   4～ 3   3～     PHA   ConA

1.01

1.52

1.33

1.21

0.94

1.34

1.36

0.96

1.51

1.33

1.52

1.37

0.92

0.71

1.21

1.80

1.09

0.98

0.85

0.92

0.99

1.01

0.99

0.83

0.84

1.31

1.33

1.39

0.69

0.98

68.9

55.0

63.2

35.5

71.2

56.3

49.3

61.9

30.9

60.9

ml),ConA(50 μg/ml)添加時の SIを示したが, とも

に著明な上昇が見られた。

一方,IL‐ 2刺激を行った リンパ球では,G-361の 分子量

分画抗原に対して,患者 7例中 5例において,いずれも

分子量 50～ 70 kDaの 分画で リンパ球の増殖が見られ,

SIは 2.0以上であった(表 6).5例の内訳は,新鮮例が

2例,再発例が 1例,遷延例が 2例で病型による差は認

められなかった。WM■ 15の 分子量分画抗原についても

患者 7例で検討 したが,1例が分子量 60～ 80 kDaの 分

画で, 2例が分子量 40～ 60 kDaの 分画で反応を示 した

(表 7)。 また,正常対照群では,G‐ 361,・WM■ 15の いず

れの分子量分画に対 しても反応は認められなかった (表

8, 9).

2.培養 ヒ トメラノーマ細胞 G‐ 361に おける抗原性物

質の解析

1)G‐ 361の電気泳動パターン
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図 l G‐ 361か ら抽 出 した蛋 白質 の可溶性成分 の

SDS‐ PAGE′ くターン.

G‐361蛋 自の SDS― PAGEと 二次元電気泳動パターン

を図 1,2に示した。G‐361蛋 白は酸性域からアルカリ域

まではぼ均一に分布していた。

2)抗原性物質の等電点

液体等電点電気泳動によって得られた分画の等電点と

SDS‐ PAGEパ ターンを図 3に示 した.各分画の蛋白量

は 1.0～ 10.O mg/mlで あった.再分画した No.1～ 8の

SDS‐PAGEパ ターンを図 4に示 した。IL‐ 2刺激を行っ

た患者 リンパ球での増殖試験の結果, 7例中 4例におい

て,No.4と No.5の両方の等電点別抗原に対して リン

pl 3.4 5.5

MW
KDa

94‐・・

67・―・

43・‐・

30ロロ

図 2 G‐ 361か ら抽出 した蛋白質の可溶性成分の二次

元電気泳動パターン.

パ球の増殖が認められ,さ らに, 1例 が No.4の 分画に

対して反応を示し,その SIは 2.0以上であった(表 10)。

等電点別抗原 No.4と No.5の pHは それぞれ 5.5,

6.4であったことから,等電点は 6.0付近 と推測された。

また,正常対照群では,いずれの分画に対しても有意の

上昇を示さなかった (表 11)。

3)抗原性物質の分子量

等電点別抗原 No.4と No.5に おいては,分 子量

50～ 70 kDa近傍には 9個 のバンドが存在することを確

認した(図 5)。 それぞれ a～ iと し,こ れらのバンドをグ

ルから抽出した。各バンドの蛋自の回収量には差があり,

それぞれ 30～ 100 μg/mlであったため,増殖試験に必要

67

43

30
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図 3 ,夜体等電点電気泳動によって分離 された各分画の SDS‐ PAGEパターン.
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表 10 等電点別抗原と IL‐ 2刺激を行った患者 リンパ球での proliferation assay

601

G‐ 361等電点別抗原
症 例

No.l   No.2   No.3   No.4   No.5   No.6   No.7   No.8   PHA   ConA

0.79

1.41

0.95

0.74

0.91

0.91

0.79

0.78

1.06

1.01

0.76

0.80

0.92

0.84

0.85

1.09

1.06

0.81

0.89

0.87

0.81

1.34

0.75

0.89

0.91

1.08

0.74

1.04

1.16

0.94

0.86

0.94

0.96

0.69

1.15

0.94

0.79

0.63

0.69

0.71

0.78

0.83

79.1

141.0

43.5

49.1

150.0

32.1

41.3

32.3

53.2

21.2

17.3

49.2

20.5

20.5

2.32      2.33

2.41

2.03

0.89

2.64

0.92

2.42

0.73

2.55

0.87

2.47

表 11 等電点別抗原 とIL‐ 2刺激 を行った健常人 リンパ球での proliferation assay

G‐ 361等電点別抗原
健常人

No.l   No.2   No.3   No.4   No.5   No.6   No.7   No.8   PHA   ConA

0.89

0.92

0.89

0.94

1.05

0.74

0.79

0.88

0.86

1_21

0.91

0.98

0.65

0.99

1.26

1.24

1.34

1.20

0.87

0.83

1.07

1.25

0.93

0.76

0.86

0.94

1.18

1.14

0.79

0.89

0.95

1.16

0.91

0.84

0.76

0.89

1.07

0.76

0.97

0.73

55_3

71.9

79.9

64.0

35.4

39.1

59.9

46.7

20.9

27.1

表 12 G‐ 361分子量別抗原 と IL‐ 2刺激を行った患者 リンパ球での prohferation assay

G‐ 361分子量別抗原
症例

a b d e f g h PHA   ConA

0.85

2.64

24

0.94

1.01

1.01

1.42

1.15

0.98

0.87

0.95

1.23

0.81

1.09

0.99

0.99

1.05

0.94

1.24

0.93

1.03

0.74

0.89

0.67

0.97

1.11

0.89

0.87

0.81

0.79

0.72

0.99

0.84

0.74

0.87

0.79

0.85

0.93

0.78

0.80

0.81

0.69

0.99

71.4

94.9

45.2

57.5

39.9

28.5

18.5

30.3

21.6

17.9

MW
KDa

12345678

MW
KDa

43ロロ

5

図 5 等電点別抗原 No.4と No.5に 存在する分子

量約 70～50 kDa近 傍のバンド9個 (a～ 1).
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図 4 再分画 された等電点別抗原の SDS‐ PAGEパ
ターン.

(No.1は分画 2～ 5に,No.2は分画 6に ,No.3
は 7分画に,No.4は分画 8～ 9に,No.5は 分画

10～ 12に,No.6は分画 13～ 15に,No.7は 分画

16～ 18に ,No.8は分画 19～ 20に相当する)

な量を得るため同様の操作を数回繰り返し行った。また,

各バン ドが単一バンドとして抽出されたことを SDS‐

PAGEで確認した(図 6)。 等電点別抗原で反応が見られ
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a b o d e f g h i
図 6 単一バン ドとして抽 出 された G‐ 361の 分子量

別抗原 (a～ 1).

た患者 5例を選び,増殖試験を施行した結果, 5例中 3

例がバンド(a)に対してのみ反応を示し,SIは 2.0以上

であった (表 12)。 SDS‐PAGEパ ターンからバンド(a)

の分子量を推定すると約 75 kDaで あった。

IV 考  按

原田病は細胞性免疫を主体 とするメラノサイ ト特異的

自己免疫疾患と考えられてお り1),原 田病患者 リンパ球

によるヒト脈絡膜メラノサイ トおよび培養ヒトメラノー

マ細胞への直接的な細胞障害活性が示されている5)6)。 原

田病の病因および発症機序に関しては,患者の リンパ球

サブセットの検討7),各種 リンホカインの測定3),メ ラノ

サイ ト障害性実験9),患者の主要組織適合抗原 (MHC)
の詳細なタイビング10)H)な ど多方面からの研究が進めら

れているが,その起因物質,すなわち抗原物質の解析は

未だ行われていない。最近の分子生物学的手法の進歩に

より抗原物質,主要組織適合抗原,Tリ ンパ球間の相互

作用が分子レベルで解明されようとしており, 自己免疫

性疾患の研究を進めるうえで,抗原物質のクローニング,

抗原部位の決定およびその構造の解析は,そ の基礎を成

すものである.こ のような目的から,今回最初のステッ

プとして,原田病を惹起する抗原物質の分析を培養 ヒト

メラノーマ細胞を用いて行った。

初めに,培養ヒトメラノーマ細胞中に原田病に特異的

な抗原性物質が存在するか否かについて検討した。この

実験では,メ ラノーマ細胞 G‐361,WM‐ 115の可溶性成分

を SephacryI S‐ 300カ ラムを用いてグル濾過 し,分子量

ごとに分画し, これを抗原 として原田病患者 リンパ球と

増殖試験を行った。Sephacryl S-300カ ラム単一での分

離であるため,完全に分子量ごとに分画されているとは

みなし難いが,抗原性物質の有無およびそのおおよその

分子量を解析することができると考えられた。IL‐2刺激

日眼会誌 98巻  6号

を行わなかった患者 リンパ球では,G-361,WM‐ 115い ず

れの分子量分画抗原に対してもリンパ球の増殖は認めら

れなかったが,それは末梢血中に活性化された リンパ球

の比率が少ないためと考えられたので, リンパ球を分離

後,T細胞増殖因子である IL‐ 2を添加した培地で 2週間

培養 してから反応を行った。その結果,表 6の ように G―

361の 分子量分画抗原では, 7例中 5例 において分子量

50～ 70 kDaの分画に対してリンパ球の増殖が見られ,SI

は 2.0以上であった。W・M■15の分子量分画抗原では
,

一部の症例が分子量 60 kDa付近で反応を示したが,有

意な変化とは考え難かった。IL‐2で リンパ球を刺激して

いるため,非特異的な抗原による反応 との区別が必要 と

なるが,健常人 5例の IL‐2刺激を行った リンパ球では全

く変化が見られなかったので,非特異的な反応の可能性

は低いものと思われた。したがって,G‐ 361の 分子量分画

抗原では,分子量 50～ 70 kDaの 分画に原田病に特異的

な抗原物質が存在するものと推測された.

次に,G‐ 361の可溶性蛋自から特異的な抗原性物質の

単離を行った。ロトフォアによる液体等電点電気泳動で

は,比較的大量のサンプルが使用でき, また再現性も高

いので十分な量の等電点別抗原の作成が可能であった。

等電点別抗原では表 10に示すように No.4と No.5に

おいて リンパ球の増殖が見られ,SIが 2.0以上という結

果が得られた。次いで,反応の見られた等電点別抗原 No.

4と No.5に ついて SDS― PAGEを 行い, グルから分子

量 50～ 70 kDa近傍のそれぞれのバン ドを抽出し,IL‐ 2

で刺激を行った患者 リンパ球 (等電点別抗原と反応した

症例)と 増殖試験を施行した.その結果,表 12に示した

ようにバンド(a)に対してのみリンパ球の増殖が認めら

れ,SIは 2.0以上であった。以上の結果から,G‐361の

可溶性蛋白の中の等電点約 6.0,分子量約 75 kDaの ペプ

タイ ドが原田病に特異的な抗原性物質 と推測された。

以下,問題点について順次考察を加える。今回行った

方法による増殖試験では,培地に含まれている特異抗原

が 10～ 100 μg/1ウ ェル必要とされている3)。 方法,結果

には示さなかったが,予備実験として G‐361か ら抽出し

た蛋白に精製操作を加えず粗標品の状態で,IL‐ 2刺激を

行った患者 リンパ球に添加して増殖試験を行った系で

は, リンパ球の増殖は起きなかった。これは,粗標品の

蛋白をそのまま培地に添加したのでは特異抗原の濃度が

上記に達せず,反応が生じなかったものと考えられた。

次に,分子量別に分画し同様の反応を行ったところ,陽

性の結果が得られた。さらに,等電点ごとの分画,単一

ペプタイドヘと精製が進むに従い,少量の蛋自質 (ペ プ

タイ ド)の添加で陽性の反応が得られた。このことは,

粗標品の状態から段階的にある特定の蛋白が精製されて

きたことを示している。次に,特異的な抗原性物質と反

応 しているのではなく,抗原性物質として強いと考えら

れる HLAを認識 して反応が生じているのではないかと

■
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いう点である。HLA classI抗 原は,分子量 45 kDaの α

鎖と分子量 12 kDaの ん ミクログロブリンが非共有結合

で会合した膜抗原であり,ま た,HLA class II抗 原は分

子量 33～ 35 kDaの α鎖 と分子量 27～ 29 kDaの β鎖が

非共有結合した膜抗原である11)。 グル濾過した抗原での

実験で得られた抗原性物質の分子量 50～ 70 kDaと い う

値は,HLA class Iお ょび class II抗 原の分子量と近似

しており,そ の可能性が考えられた。しかし,SDS‐ PAGE
によって確認された分子量も75 kDaで あって,HLA抗
原は SDS‐PAGEによりそれぞれ α鎖,β 鎖,ん ミクログ

ロブリンに分離され,分子量の小さなバンドとして検出

されるので, この点は否定できる。

今回の研究では,培養 ヒトメラノーマ細胞 G‐ 361にお

いて原田病に特異的な抗原物質と考えられるペプタイ ド

の等電点,分子量が示されたわけであるが, これを原田

病を惹起する自己免疫物質であると断定するには, さら

に検討すべき課題が残されている。第一に,さ らに多数

の症例での増殖試験による検討が望まれるが,それには

今回得られたペプタイ ドが大量に必要であり,分子生物

学的な手法によりこの特定の蛋白質を純粋に大量に得る

方法を考えなければならない。第二に, この蛋自の患者

(お よび健常人)の ぶどう膜組織における局在について検

討することである。

最近,原田病患者の脈絡膜毛細血管と脈絡膜メラノサ

イ トに MHC class II複合体が発現されていることが免

疫組織化学的に示された12)。 通常は class II抗原が発現

されていない脈絡膜メラノサイトにおいて,何らかの作

用によりその発現が誘導され抗原提示能を有するように

なったということは,ぶ どう膜組織で class II抗 原,抗
原物質,Tリ ンパ球の三者によるMHC拘束性の細胞免

疫性反応が起きているものと考えられ,今回行った抗原

性物質の解明の意義は大きいものと思われる.


