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要

実験的自己免疫性網膜ぶどう膜炎 (EAU)発症 におけ

る主要組織適合抗原 (MHC)と non‐ MHC geneの役割

を明確 にす るために,視細胞間 レチノイ ド結 合蛋 白

(IRBP)由来の合成ペプチ ドR16を免疫抗原 として,コ

ンジェニックラッ トを用いて EAUの 発症率 と炎症の程

度,および リンパ球増殖反応について検討 した。EAU高
感受性 で RT lι (ラ ットMHC)を 持 つ LEW,EAU低
感受性 と考 え られ る RTlたの WKAH,LEWと 同 じ

RT lιで WKAHの non‐ MHCを 持 つ WKAH。lLを ,

それぞれ 2 nmolの R16で免疫 した。EAUの 発症率は
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約

LEWで 100%,WKAH.lLで 92.9%,WKAHで
18.8%で あった。EAUを発症 したラッ トの EAU平均

重症度は,LEWで 2.06,WKAH.lLで 1.23,WKAH
で 0.38であった。リンパ球増殖反応では,3系統とも有

意の反応を認めた。以上から,EAUの発症において,

MHCと non… MHC geneがそれぞれ関与 していること

が示唆された。 (日 眼会誌 99:537-540,1995)
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Abstract

Experimental autoimmune uyeoretinitis (EAU)
can be induced in rats by interphotoreceptor
retinoid-binding protein (IRBP), and served as a
model for human uveitis. Using IRBP-derived pep-

tide Rl6, we investigated the MHC and non-MHC
genes' efrect on the regulation and susceptibility to
EAU. EAU-high susceptible LEW (RTl), EAU-low
susceptible WKAH (RT1a), and WKAH.IL rats
which carry RTlr and WKAH background were
immunized with 2 nmol of R16. One hundred percent
of LEW rats developed EAU and 92.9%" of WKAH.
lL rats. Only, 18.8)( of WKAH rats developed EAU.
Among these strains tested, the severity of EAU

was 2.06 in LEW, 1.23 in WKAH.IL, and 0.38 in
WKAH. R16 evoked substantial proliferative
responses in all these strains. The present data
suggest that both MHC and non-MHC genes play
distinct roles in development of EAU. (J Jpn Oph-
thalmol Soc 99 : 537-540, 1995)
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I緒  言

実験的 自己免疫性網膜 ぶ どう膜炎 (experimental

autOimmune uveOretinitis,EAU)は,網膜可溶性抗原

(s01uble retinal antigen,S― Ag)1)～3)や 視細胞間レチノイ

ド結合蛋白 (interphotOreCeptOr retinOid‐ binding prO‐

tein,IRBP)3)～
5)な どの網膜特異抗原をラットなどの動物

に免疫することにより惹起される。このEAUは ,ヒ トと

ラットとの血液網膜柵の機能や,そ の炎症過程における

病理組織学的な類似性から,Vogt一小柳一原田病,交感

性眼炎,BirdshOt retinOchoroidopathyな どの内因性ぶ

どう膜炎のモデルとも考えられている1)～ 5)。 _方 ,内因性

ぶどう膜炎のうち,ベーチエツト病や Vogt一小柳一原

田病,強直性脊椎炎などはmajor histocompatibility

cOmple(MHC)の特定のハプロタイプと相関
6)～9)す るこ

とがよく知られており,特に原田病は特定の class IIハ

プロタイプを持つヒトに発症すると考えられている9)。

ラットの EAUの発症においても,S‐Agや IRBPの免疫

に対して,EAU感受性 と抵抗性を示す系統があり10),こ

のような違いに対して MHCま たは nOn‐ MHC geneが

どのように関与しているかを明らかにできれば,内因性

ぶどう膜炎発症機序の解明に役立つと考えられる。すで

に,S―Agの免疫に対するEAUの発症については,MHC
class II geneと non‐ MHC geneが ともに関与している

ことが幸長告
H)さ れている。しかし,S‐Agは 48 kDa,IRBP

は 145 kDaと 大きな蛋自質で,そ の内部に複数の抗原決

定基を持つ可能性があ り,異なる抗原決定基が MHC
class II分 子 と結合することによつて,EAUの発症に差

を生じていることも考えられる。そこで今回,抗原決定

基を 1個 しか持たないと考 えられるIRBP由 来の小さ

なペプチ ドR1612)を 免疫抗原 として,EAU発症におけ

るMHCと non_MHC geneの 役割を明確にするための

検討を行った。

II実 験 方 法

1.実 験 動 物

北海道大学医学部附属動物実験施設で維持されている

生後 8～12週齢の雄のラット3系統 (LEW,WKAH,
WKAH.lL)を用いた。LEⅥrは R16に対 してEAU高

感受性 ラットで,WKAHは LEWに比べて低感受性

ラット13),WKAH.lLは MHCが LEWと 同一で,non―

MHC geneは WKAHと 同 じ とい うコ ンジェニック

表 1 各系統のラットの主要組織適合抗原 RTlのハプ

ロタィプおよび class II遺伝子座
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ラットである。各系統のラットのMHCであるRT lと

class II亜 領域の RT l_H,B,Dを 表 1に示した14)。

2.抗  原

抗 原 は ゥ シIRBPの ア ミノ酸 1177-1191(ADGS―

SW‐EGVGVVPDV)(R16)を合成して用いた。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 Applied 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。

3.免 疫 方 法

2 nmolの 抗原を″夕θθbαθιιη
・
π%減ιικ〃θsグs H 37 Ra

を含む完全フロインド・アジュバント (Difco Lab,

Detroi,MI)に 1:1に乳和し,ラ ットの左後肢足脈に

免疫,B″滋′ι滋 ″淋 sグs(BP,和光純薬)の死菌 1×

101°個を同時に腹腔内投与した。

4.病 変 の評 価

免疫後 14～21日 にラットを屠殺 し,眼球を摘出した。

これから切片を作製し,ヘマ トキシリン・エオジン染色

を行い,光学顕微鏡で Geryら 5)の
報告に従ってEAUの

発症の有無と重症度 (0～ 4)を評価した。

5.リ ンパ球増殖反応

免疫後 14～21日 に所属 リンパ節を摘出し,こ れから単

核細胞を得た。次に,2× 105の リンパ節細胞を抗原とと

もにLEWの 1%新鮮 ラット血清を加えた培養液 0.2

mlに浮遊させ,72時間培養後,3H_TdR(18.5 kBq/20

μ1/weH,ICN B10medicals lnc,COsta Mesa,CA)を

加えて 16時間培養した。
3H_TdR uptake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

index:抗原添加 cpm/対象 cpm)で示した11)。

III 結  果

1.各系統のラットの EAU発症率

各系統のラットの EAU発症率を図 1に示した。LEW
ラットは 16眼 中 16眼 (100%)に EAUを 発 症 し,

WKAH

″ヽKAH.lL

ラット

LEW |

0 20 40     60     80     100

EAU発症率 (%)

LEヽV
VヽKAH.lL
WKAH

LEW
子ヽKAH

WKAH

ラッ ト    BackgrOund  RTl  H   B   D 図 l R 16免 疫による各系統のラットの実験的自己

免疫性網膜ぶどう膜炎 (experimental autOimmune

uveOretinitis,EAU)発 症率 .

■†:p<o.ol(Fisher正 確確率検定,両側検定)
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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;16眼 ,WKAH.1
L;13日長, VヽKAH:3日長).

*■ :p<0.05, **:p<0.01(student'st検定)
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である。また,non‐ MHC geneだ けが関与しているので

あ れ′ば, 同一 の non―MHC geneを 持 つWKAHと
WKAH.lLに 同程度の EAU発症率および重症度 とな

るはずである。

結果は,発症率においてはLEWと WKAH.lLが同

程度で,WKAHに 比べて有意差を持って高かった。ま

た,重症度においてはWKAH.lLは LEWと WKAH
のほぼ中間値で,各系統間に有意差がみられた。すなわ

ち,EAUの発症において,MHCと nOn_MHC geneは

ともに関与しており,特にMHCは その発症率に大きく

関与 していると考えられる。

同様の結果は,S‐Agを用いた Hiroseら H)の実験や,

マウスを使った Caspiら 16)17)の
実験でも示されており,

今回の実験はこれらの報告を支持するものである。

ところで Happら 18)は,EAUと似たメカニズムが想

定されている,ラ ットの実験的アレルギー性脳脊髄炎

(eXperimental allergic encephalomyelitis, EAE)の 実

験で,EAE発症におけるMHCと non―MHC geneの 役

割について報告している。 この中で,脳,脊髄特異抗原

に対するリンパ球の増殖反応はMHCに よって規定さ

れ,最終的にEAEを発症するか どうか は non‐MHC
geneに よって決定されるとしている。今回の実験で,リ

ンパ球増殖反応については,3系統いずれ もSIで 2.0

以上の反応があり,MHCに よって規定 されるという

Happら の報告とは異なる結果 となった。これには,

EAUと EAEの違いの他に,R16の 強い EAU惹起能と

免疫原性
12)19)が

関与していると考えられる。すなわち,

Sanuiら 19)は ,LEWで は R16を 0.02 nmol免疫しただ

けでもEAUが発症したと報告してお り,今回用いた 2

nmolと いう免疫はかなり強力であったと思われる。

また,R16は ,15個のアミノ酸から成る小さなペプチ

ドであるにも関わらず,異なるRTlを 有する多 くの系

統にEAUを 惹起できる12)。 もし,同 じlocusの 異なる

class II分 子に結合 して増殖反応を意起で きるとすれ

ば, この小さなペプチド抗原に複数の抗原決定基がある

と考えるよりは,一つの決定基が異なる class II分子に

結合できるという可能性が強いと考えられる20)。 これを

確かめるためには,さ らに R16ペプチ ドアナログを用い

て実験をすすめる必要があると考えられる。

EAUの 発症においてMHCが果たす免疫学的機序に

ついては, これまで多 くの研究がなされているが,non‐

MHC geneに ついての報告は少ない。その一つに,Caspi

ら16)に よって,サイトカインやホルモン,特定の T細胞

ンパー トリーなどの関与の可能性を指摘 した報告があ

る。また,吉川ら21)に よって,LEWの EAU発症に関与

する non―MHC geneは ,常染色体上に存在する単一の遺

伝子領域である可能性が強いとの報告もある。しかし,

non― MHC geneが関与する免疫遺伝学的メカニズムに

ついてはまだ十分解明されておらず,今後の研究が期待

EAU発症におけるMHCと non‐ MHC geneの 役割・古館他
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図 3 R16免疫によるリンパ球増殖反応 (平均値士標

準 誤 差,n=LEW:8匹 ,WKAH.lL;7匹 ,

WKAH:8匹 ).

白丸 :LEW,三角 :WKAH.lL,黒丸 :WKAH

WKAH.lLラ ットは 14眼 中 13眼 (92.9%),WKAH
ラットは 16眼 中 3眼 (18.8%)の 発 症 率 で あった。

WKAHの 発症率は,LEW,WKAH.lLと比べて有意差

を持って低かった。

2。 EAUの重症度

EAUを 発症 した眼のみについて,そ の重症度を調べ

た結果,図 2に示すように,LEWの平均重症度は 2.06,

WKAH.lLは 1.23,WKAHは 0.38で,各系統間に有

意差を認めた。

3.各系統のラットの免疫反応

R16で免疫 したラットから得 られた リンパ球の増殖

反応の結果を図 3に示す。 3系統 ともR16の刺激によ

り,SIで 2.0以上のリンパ球増殖反応を認めた。3系統

の中では,LEWの増殖反応が最も強かった。

IV考  按

今 回用 い た WKAH.lLラ ットは,R16に 対 して

EAU高 感受性 であるLEWラ ットの MHCを 持 ち,

EAU低感受性であるWKAHラ ットの non‐ MHC gene
を持つコンジェニックラットである。 したがって,R16
の免疫に対するEAUの発症にMHCだ けが関与してい

るのであれば,同一のMHCを持つ LEWと WKAH.1
Lに同程度の EAU発症率および重症度がみられるはず

~~¬
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され る。

稿 を終 えるにあた り,実験動物 を御提供 いただ きました

PALM研 究所名取 孝先生 に深謝いたします。
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