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網膜不溶分画中 の 網膜特異抗原

金沢 大学が ん研 究所病態生 理 部 (主任: 倉 田自尊教授)

北 川 和 子

( 昭和5 8 年7 月1 8 El 受付)

本論文の 内容 の 1 部は, 第 5 回ぶ どう膜炎研究会 (19 7 9 , 東京) に お い て発表した
.

ウ シ 網膜よ り不溶性 リ ボ蛋 白分画 を抽出 し
,

デ オ キ シ コ
ー ル 酸塩で 可溶化 して得 た 蛋白分 画か ら

affi n it y c h r o m a t o g r a p h y に よ っ て混在 す る血清蛋白や非特異抗原を 除去する こ と に よ り網膜特異性の

ある抗原分画を得た .
この 抗原 は免疫電気泳動上 βl の泳動度 を示 し

, 分子 量 は約 62
,
0 00

-

6 3
,
0 0 0 で あ

る . 免疫螢光法 に よる と抗原は視細胞の細胞膜 に存在 し
,
双極細胞の細胞膜 にも そ の存在が 認め られ る .

なお異種動物網膜 に は この 抗原に 類似す る抗原が存在す る . S 抗原が網膜可溶性 分画 中の組織特異抗原

で あ るの に 対 して
, 本抗原は不溶性分画す なわ ち P 抗原分画中に 存在す る組織特異抗原と 考え られ る .
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K e y w o r d s ウ シ 網膜, 網膜特異抗原, P 抗原

交感性眼炎の 動物実験モ デ ル と して ぶ どう 膜 を抗原

とする実験的ア レ ル ギ
ー 性ぶ どう 膜炎 ( e x p e ri m e n t al

all e r gi c u v eiti s
,以 下 E A U と 略) の研 究が古 く か ら す

すめられ て い る
1 卜 3)

.
し か し

,
W a c k e r ら

4)
が ぶ どう膜

より網膜 を抗原 と した 場合 に E A U の 発症率が より 高

い こ と を指摘 し て以 来,
E A U の 抗原と して 網膜が よ

り注目され る よ う に な り
,

その 分析 ･ 精製 に関す る研

究が活発 に 行わ れ る よ う に な っ た .
W a ck e r ら

5)
は網

膜抗原 を可溶性 抗原 ( s ol u b l e a n ti g e n
,以下 S 抗原 と

略) と不溶性抗原 ( p a r ti c u l a t e a n ti g e n
,
以 下 P 抗原 と

略) に 分け
,
S 抗原 に 強 い ぷ どう膜炎発 現作用の あ る こ

と を示 した .
つ い で 彼等は S 抗原の 精製 に 成功 し

,
そ

の性質を明ら か に して い る
6)

.

その 後
,
S 抗原 に 関す る研究は極 めて 活発 に 行わ れ

てき たが
7)

, P 抗原に 関 して は ほ と ん ど研究 が行 わ れ

ず
,

わ ず か に ホ モ ジ ネ
ー

ト の 沈査 を 用 い た W a c k e r

らS)8 ) 9)の 研究や 表面酒性剤 を使用 して 沈査 を可溶化 し

て分析し た G r e g e r s o n ら
1D)

の 研究が あ る の みで
, その

性状 はば とん ど解明 さ れ て い な い
.

そ こ で
, 著者は網膜よ り不 溶性分画 を抽出 し, デ オ

キ シ コ ール 酸塩 で 可溶化 した分画に つ い て免疫学的 な

分析を行 っ た と こ ろ, 特異性の 高い 1 抗原の存在 を見

い だ した
. 同抗原の 精製方法 な らび に その性状 と既知

抗原と の関連 に つ い て知見を得た の で 報告す る .

材料お よ び方法

Ⅰ . 抗原 の 作製

屠場よ り水冷 して 運んだ ウシ 眼球よ り網膜 を採取 し

た . 角膜 輪部 よ り 5 m m 後方で 全周切開 して o p e n sk y

と し
, 眼杯 に 硝子 体が残 らな い よ う に 注意 しなが ら,

水晶体と硝 子体 を除去 した . 眼杯 中の 網膜 を色素上 皮

層よ り注意深く剥離 し, 用 暗 まで - 8 0
0

C で保存 した
.

不溶性 リボ 蛋白分画の 作製 を倉 田 ･ 岡田の 方法1 1)1 2)

に 準じ て行 っ た
.

す なわ ち
, 網膜の約 2 倍量の

"

S o l u
･

ti o n I
" 1 3)

を加え, 水冷 しなが ら ワ ー

リ ン グ ブ レ ン ダ ー

に 約 10 分間か け て ホモ ジネ
ー ト を作 り

,
1 0

,
0 0 0 × G 3 0

分間遠心 した
.
その 沈査 に 再び 2 倍量 の S ol u ti o n I を

加 えて テ フ ロ ン ホ モ ジ ュ ナイ ザ 一 に よ り h o m o g e n i z e

し たの ち
, 同様 に 遠心 して沈査 を得た

. 以 後は
,

"

S ol u -

ti o n II
" 1 3 ) に よ る h o m o g e ni zi n g と遠 心 を 8 回く り か

え した . 最後 の 沈査 (i n s ol u b l e li p o p r o t ei n , 以 下 L P

と略) に 0 .2 % デ オ キ シ コ
ー ル 酸ソ ー ダ(以下 D O C と

A R e ti n a - S p e cific A n tig e n i n t h e I n s ol u bl e E x t r a c t of t h e R e tin a . K a z u k o Ki t a g a w a ,

D e p a r t m e n t of P a t h o p h y si ol o g y ( D ir e ct o r : P r of . Y . K u r a t a) ,
C a n c e r R e s e a r c h I n stit u t e

,

K a n a z a w a u ni v e r sit y .
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略) を5 倍量加え て ホモ ジ ネ ∵.
卜 と し,

つ い で4
0

C -

8
0

C で 1 夜渡拝し た . 10 , 0 0 0 × G 2 0 分間遠心 し

l

て 得た

上 帝に 10 倍量 の 冷 ア セ ト ン を加 え
,

-

2 0
0

C に 1 夜 お

い て生 じた沈澱 を遠心 して集 め た . こ の 沈澱 を少量の

蒸留水 に溶 か し , 冷室内で S e ph a r o s e 4 B (P h a r m a ci a

Fi n e C h e mi c al s
,
S w ed e n ) の カ ラ ム で ゲル 濾過 を行 っ

た . 酒 出に は 蒸留水を使用 した . 28 0 n m の 吸収 を測定

す る と , V Oi d v ol u m e に お け る ピ ー

ク と 低 分子 畳の

ピ ー ク が 認 め ら れ る が
, 後 者 の 低 分子 量 分画 (l o w

q

m ol e c u l a r
p

w ei gh t p r o t ei n f r a cti o n
,
以 下 P f r と 略)

をプ ー ル し
, 必 要に応 じて濃縮 して抗原 と した

. 可溶
l

性抗原の蛋白量 は L o w r y ら の方法14)
で測定 した`

別に
,

ウ シ網膜 ･ 角膜 ･ 水晶体 その他 の 各臓器 5g ( 湿

量) に
,

0 .01 M リ ン 酸バ ッ フ ァ
ー 生食水, p Ⅲ7 .4 ( 以下

P B S と略) を 20 m l 加 え水冷下 ホモ ジ ュ ナイ ザ
一

に か

け , 2 0 % ( W / V) ホ モ ジネ
ー

ト を作成 した .

対 照抗 原 と して
,
S 抗 原 を W a c k e r ら

6) の 方 法 に

従っ て作製 した
.

す なわ ち
,

ウ シ 網膜 ホモ ジネ
ー

トの

80 , 0 0 0 ×G 遠心 上 清か ら硫酸 ア ン モ ニ ウム 50 % 飽和

に よ る沈澱を と り,
S e ph a d e x G -1 5 0 ( P h a r m a ci a)

カ ラ ム に よ る ゲル 濾過で
"

F II
"

分画 を集 め
,

D E A E

B i o
-

G el A ( B i o
-

R a d L a b o r a t o ri e s
,
U S A ) に よ るイ

オ ン 交 換 ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー で

, 塩 化 ナ ト リ ウ ム

0 . 0 2
-

0 . 0 3 M で溶 出 す る
"

D 3
"

分 画 を プ ー ル して, S

抗原と した . 抗原活性の存在 は, 抗網膜 ホ モ ジ ネ
ー

ト

抗血清 (後述) を用 い
,

G r e g e r s o n ら
1 0)の 方法に よ る

e n z ym e
-1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y を 行 っ て 確認

した .

ⅠⅠ . 抗血清の 作製

体重約400 g の モ ル モ ッ ト 2 匹 に
,

1 匹 あ た り ウ シ

網膜 Pf r 液 0 . 5 m l (蛋白量2 m g) を同量の F r e u n d
,

s

C O m pl et e a dju v a n t ( 以下 F C A と 略) で 乳化 して
, 肩

甲骨下脛 ･ 背部筋肉お よ び足既 に 分割注射 した . 2 週

間隔 で 4 回 同様の 注射 を行い
, 最終注射後 7 日目 に 全

採血 し
,
そ の血 清を少量 に 分け使用 時ま で

-

2 0
0

C に保

存 した .
こ の抗血清を

"

A
-

P f r
"

と名付 け た .

モ ル モ ッ ト 2 匹 に 1 匹 1 回あ た り ウ シ 網膜 ホ モ ジ

ネ
ー

ト 0 .5 m l を 同 量 の F C A で乳化 して
,
上 記同様

分割注射 した .
1 週間隔 4 回 ,

つ づ い て 2 週 間隔 3 回

注射 し
, 最終注射後7 日目に 全採血 した

.
こ の 抗血清

を
"

A
-

h g
"

と名付けた .

な お, モ ル モ ッ ト に 同 じ ス ケ ジ ュ
ー ル で P B S を

F C A で 乳化 して 注射 を行 い
,
ア ジ バ ン ト コ ン トロ ー ル

血清 を作製 した .

ⅡⅠ. 抗血 清の 吸 収

A
-

P fr ある い は A
-

h g l m l に つ き
,

ウ シ の肝 ･ 腎 ･

脾 ･ 肺 の 組織 片各々100 m g (湿量) を加 え て b o m o
･

g e n i z e し ,

. 室
温 1 時間放 置後,

1 夜 4 - 8
0

C で ロ ー

タ
ー

に よ る極低速回転 を行っ た後, 軋 000 × G 2 0 分間

遠心 した . 得ら れ た上 清 をそれ ぞれ A -P f r- a b s , A - h g

-

a b s と名 付け寒天内 二 重 拡散法 に 使用 した
.

免疫 螢光法 に は A
-

P f r- a b s を S 抗原分画 で 吸収し

た も の を使用 し た .
A - P f r

-

a b s 2 0 0 〟1 に S 抗原液( 1

m g/ m l) 8 0 0 /`1 と P B S 6 0 0 JLl 加 えて
,
室温 1 時間放置

後, 4
-

8
0

C で 1 夜低速 回転 し
,
そ の 10

,
0 0 0 × G 20 分

間遠心 後 の 上 清 に 800 /Jl の S 抗原液 を再度 加え て同

様 に 吸収 を 行い
,
1 0

,
0 0 0 ×G 遠心 上帝 に P B S を加え

て 3 . 2 m l(1 : 1 6) と して使用 した . ま た A～Pf r
q

a b s l

m l あ た り 1 g (湿量) の ウ シ網膜あ る い は 角膜を加え

て作 っ た ホモ ジネ ー ト を室温 1 時間静置 後,
4 】8

0

c

l 夜低速回 転 し, 遠心 して 得た吸 収抗血 清も作製した
.

1 V
. 抗原 の 精製

精製 の 第 1 段階と して P f r 中に 混 在す る ア ル ブミ ン

を除去 す るた め に
, Bl u e S e p h a r o s e C し6 B ( P h a r m a

･

ci a) の カ ラ ム を通 した
. 溶出綾 と して

,
0 .1 M K C l を

含む 0 . 0 1 M トリ ス 塩 酸 バ ッ フ ァ
ー

( p H 7 .0) を用 い

た . 2 80 11 m 吸 収 の ピ ー ク を 集 め
,

0 . 1 M 炭 酸 バ
ッ

フ ァ
ー ( p H 8 .5) で透析後,

セ ロ フ ァ ン チ ュ
ー

ブ に 入れ
,

冷室内で 風乾 に て 漉締し た .

つ づ い て af fi n it y ch r o m a t o g r a ph y に よ る r e v e r s e

i m m u n o a b s o r p ti o n を以 下の よう に 行 っ た
.

吸収用抗

血 清 (後述) か ら硫酸ア ン モ ニ ウム 33 % 飽和 に よ っ て

分離 した グ ロ ブ リ ン 分画 を P BS で 1 夜 透析 し, その

1 8 0 m g を C a m b i a s o ら
1 5) に 従 っ て 2 g の A H

-

S e p h a r o s e 4 B ( P h a r m a ci a) を膨潤さ せ た もの に結

合させ
,
1 . 5 × 4 c m の カ ラ ム と した . 脱ア ル ブ ミ ン処理

を した Pf r 約 20 m g を負荷 し
, 室温 に 1 時間お い たの

ち , 0 . 1 M 炭酸 バ ッ フ ァ
ー

( pI1 8 .5) に よ り溶出 を行っ

た ｡
2 8 0 Il m 吸収 に よ る ピ ー ク 部 分 を 集 め

,
つ い で

P r o t ei n A - S e p h a r o s e C し4 B ( P h a r m a c i a ) の カ ラ

ム (1 . 5 × 4 c m ) を 0 . 1 M リ ン酸 バ
ッ フ ァ

ー

(p H 7 .4)

を溶 出液 と し て通 し
, 混 在 する グロ ブ リ ン を除去 した.

2 8 0 n m 吸 収 の ピ
ー

ク を プ ー ル し , P D- 10 ( A mi c o n
,

U S A ) に よ り脱塩 ･ 濃縮 を行 っ た .
こ の 分画 を精製Pf r

と した .

吸収 用 抗血 清 は以 下の よう に 作 製 し た .
ウ シ 血清

0 . 5 m l , ウ シ 肝 ･ 肺 の 20 % ( W / V ) ホ モ ジ ネ
ー ト各0 ･5

m l をま ぜ
, 同量 の F C A で 乳化し

,
ウサ ギの 肩甲骨下

腔 ･ 背筋内に 2 週毎 4 回注射 し た . 最終 注射の 1 週間

後 に 全採血 し, 使用 時 まで - 20
0

C で保 存し た
.

Ⅴ
. 免疫学的分 析法

寒天 内二 重拡散法( O u c h t e rl o n y 法) を1 % A g a r o s e

L E ( M il e s L a b o r a t o ri e s ,
I n c . , U S A ) の 寒天 板を用

い , 抗原 ･ 抗体 孔の 直径 を3 m m
, 間隔 を5 m m とし
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て行い
,

4
0

C
, 湿 潤状態 で 反 応させ た .

免疫電気泳動法 は, 1 % A g a r o s e H E ( M il e s)

の プレ
ー

トを用 い
,

パ ル ビ タ ー ル バ ッ フ ァ
ー

(p H 8 .6
,

FE
= 0 ･ 0 5) を溶媒と し て

,
P f r を 1 2 ･5 V / c m で 2 時間泳

動後, 抗体槽 を作り AM P f r- a b s を加え
,

4
O

C 湿 潤状態

で反応させ た
.

免疫螢光法 は 間接 法 に よ り行 っ た
.

瞬 間凍 結 後

M

8 0
0

C に 保存 した ウ シ 網膜お よ び 0
. C . T . C o m p o u n d

(D i v i si o n M il e s L a b o r a t o ri e s
,
I n c .

,
U S A ) に 包唾 し

て
-

40
O

C に保存 した ウ シ の 各組織か ら c r y o st a t 切片

(厚さ 5 / ∠) を作製 した
.

16 倍希釈 の 吸 収済抗血 清 を

室温1 時間反応さ せ た後洗浄 し
,
24 倍希釈の Fl tl O r e S ･

c e in 標識 ウサ ギ抗 モ ル モ ッ トI g G ( M B L 社
, 名古屋)

を室温30 分反応さ せ た
. 洗浄後バ ッ フ ァ

ー ･ グリ セ リ

ンで封入 し
,

オ リ ン パ ス 螢光顕微鏡 B H - R F し B で 観

察 ･ 撮影 した . 生体膜免疫螢光法 は以 下の よ う に 行 っ

た. 新 鮮 な ウ シ 網 膜 を ウ シ 胎 児 血 清 20 % 含 有

M ed i u m 1 9 9 中で細 片に し
,
3 0 ×G で 3 分間遠心 した

.

沈査約50 F L = こS 抗原吸 収済 の A -

P f r- a b s (1 : 1 6) を

20 0 〟l 加 え て 渡 拝 し
,

0
0

C で 1 時 間お い た
. 上 記 の

M ed i u m で 2 回 流 っ た の ち Fl u o r e s c ei n 標識 ウサ ギ抗

モル モ ッ トIg G ( M B L ) (1 : 5) を 20 0 FLl 加 え て O
O

C

30 分反応さ せ
,

2 回 洗浄後 バ ッ フ ァ ー ･ グリ セ リ ン で

封入 し, 観察を行 っ た .

ⅤⅠ. 化学的分 析法

酵素 ･ 化学分解試験 は
,

ウ シ網膜の 未固定乾燥切片

(厚さ 5 /J) に 以下 の(1) 一(4) の 酵素ま た は過 ヨ ウ素

酸塩溶液 を37
O

C 3 0 分反応さ せ
,

P B S で 2 0 分洗浄 し

たの ち間接螢光抗体法を行 っ た . (1 ) ト リ プ シ ン(T y p e

III
,
S i g m a C h e m i c a

.

1 C o m p a n y ,
U S A ) , 0 . 8 5 % の 塩

化ナトリ ウム を含 む トリ ス 塩酸 バ ッ フ ァ
ー

( p H 7 ,4) に

0 ･00 2 5 % に 隋晩 (2) ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー

ゼ (S i g m a )
,

0 .1

M ク エ ン 酸 バ ッ フ ァ
ー

( PIi 5 .0) に 2 m g / m l に 溶

解. (3)β- グル コ シ ダ ー ゼ(S i g m a)
, 還元 グル タ チ オ ン

(Si g m a) を 2 m g/ m l に 含 む O . 1 M ク エ ン 酸 バ ッ

フ ァ
ー

(p H 5 . 0) に 2 m g/ m l に 溶解. (4 ) メ タ過 ヨ ウ

素酸ナト リ ウム の P B S に よ る 0 . 01 M 溶液 .

分析用 ディ ス ク 電気泳動 はポ リ アク リ ル ア ミ ド ゲル

(7 ･ 5 % ) を使用 し て 行 っ た
. 分離 ゲ ル に は トリ ス 塩 酸

バ
ッ フ ァ

ー

( p H 8
.9)

,
濃 縮 ゲ ル に は 同 バ ッ フ ァ

ー

(P H 6 .7) を使用 して
,

4 m A / t u b e で 1 時間泳 動後
,

C o o m a si e B rilli a n t B l u e R- 2 50 ( S i g m a ) で 染色

した .

スラ ブ電気泳動 は ミ ニ ス ラブ ･

デ ィ ス ク電 気泳 動装

置 (SJ- 1 0 6 0 M S D
,
A tt o 札 東京) を用 い

,
7 . 5 % ポ

リア ク リ ル ア ミ ド ゲル プ レ
ー

ト(8 8 ×5 5 ×2 m m ) を作

製し て行 っ た
. 染色に は Sil v e r S t ai n i n g ( B i op R a d)
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を用 い た
.

分 子量測 定 に は
.
P ol y a c r yl a m id e G r a di e n t G el s

P A A 4/3 0 ( 7 5 ×75 ×2 . 7 m m
,
P h a r m a ci a ) に よる電

気泳動 を用 い た
. 試料に 同量の 試料バ ッ フ ァ

ー 礼 01 25

M ト リ ス塩酸 バ ッ フ ァ
ー

, ( p H 6 .8
, 3 0 % グリ セ リ ン

,

1 % ド デ シ ル 硫酸 ソ ー

ダ : 以 下 S D S と略,
0 . 0 0 4 % ブ

ロ モ フ ェ ノ ー ル ブル ー ) を加 え 100
0

C 3 分間加熱後ゲ

ル に 負荷 し
,
1 2 5 V で 2 時間泳動 した . 泳動バ ッ フ ァ

ー

に は 0 ･0 4 M ト リ ス ア ミ ノ メ タ ン
, 0 . 0 2 M 酢 酸 ソ ー

ダ
,

0 . 2 % S D S
, p H 7 .4 の 溶液 を用 い た . 分子 量 マ ー

カ ー に は チ ト ク ロ ー ム 系の M W - M a rk e r P r o t ei n s
,

S D S 月ヨ( オ リ エ ン タ ル 酵母社, 大阪) を用 い
,

ゲ ル の

染色 は C o o m a si e B rilli a n t B l u e R - 2 50 に よ っ た .

成 績

Ⅰ . 抗 原 の 抽 出

ウ シ 網膜 の 不 溶 分 画
"

L P
,,

を D O C で 可溶 化 し て

S e p h a r o s e 4 B で ゲ)t/ 濾過 を行う と Fi g . 1 のよ う な パ

タ
ー ン が得 られ る

. 低分子 蛋白ピ ー ク
"

P f r
,,

をプ ー ル し

て以後の 実験 に 便周 した . ウ シ 網膜100 g (湿量) か ら

約 45 m g の P f r が得 られ た . D O C 可溶化処理 で残 っ

た 残査 を再度 0 . 2 % D O C で 処理 す る と 再 び Pf r が 得

2 0 ヰ8

F r a c ti o n N u m b e r

F i g . 1 . G el filt r a ti o n c h r o m a t o g r a p h y o f th e

d e s o x y ch ol a t e- S O l u bili z e d f r a c ti o n f r o m i n
-

S Ol u bl e e x t r a c t o f th e b o v i n e r e ti n a . C ol u m n si z e
,

2 .5 × 4 5 c m ; fl o w r a t e
,

8 m l/ h r ; el u e n t , di still ed

W a t e r ; f r a c ti o n si z e
,
5 m l . T h e l o w

-

m Ol e c u l a r

-

W ei gh t f r a cti o n s (b a r
,
t e r m e d P f r) w e r e c o11 e c t -

e d .
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ら れ るが, 本実験で はそ れ ら は使用 しな か っ た
.

抗庶 精製 に は ウ シ 網膜 Pf r 溶液 を Bl u e S e ph a
-

r o s e c L
-

6 B カ ラ ム を通 し て 脱 ア ル ブ ミ ン 後, A E

-

S e p h a r o s e 4 B に よ る affi ni t y c h r o m a t o g r a ph y で

混在す る抗原 を除去 し, さ ら に P r o t ei n A - S e p h a r o s e

C L
-

4 B を通 して脱グロ ブ リ ン を行 っ たが
,
2 0 m g の ウ

シ 網膜 Pf r か ら約 5 m g の 精製 P f r が 得 られ た .

ⅠⅠ . ゲ ル 内 二 重拡散法

ウ シ網膜 Pf r は A - h g に 対 して 3 本, A
-

P f r に 対 し

て も複数の沈降線を生 じ るが
,

吸収抗血清 A
-

P f r- a b s

お よ び A - b g
-

a b s に 対 して 1 本 の沈 降線 の み を生 じ
,

両沈降線 は完 全 一 致 を示 し た
.

こ の こ と は ウ シ 網膜

P f r は , 網膜ホ モ ジネ ー ト と少 な く と も 1 つ の成分 を

共有す る こ と を示 し
,

両吸収抗血清は ゲル 内拡散法の

感 度 内で ウ シ 網 膜 Pf r の 1 成 分 の み を 認 識 す る

m o n o s p e cifi c な抗血 清 で あ る こ と を意味 して い る
.
ウ

Fi g . 2 . D o u b l e g el d iff u si o n d e m o n s t r a ti n g th e

r e a cti o n s b e t w e e n r e ti n al a n ti g e n s a n d a n ti- P f r

a n ti s e r a . A & D
,
b o v i n e r e ti n al h o m o g e n a t e ;

B & E
, p u rifi e d P f r ; C

,
a b s o rb e d a n t トP f r

a n ti s e r u m ; F
,

u n a b s o r b ed a n t 卜P f r a n ti s e r u m .

F i g . 3 .
D o ub l e g el d iff u si o n d e m o n st r a ti n g th e

r e a c ti o n b et w e e n v a ri o u s b o v i n e ti s s u e s a n d

a b s o rb e d a n ti
-

P f r a n ti s e r u m . 1
,

r eti n a ; 2
,
b r ai n ;

3
,

a d r e n al gl a n d ; 4
,

C O r n e a ; 5■,
1 e n s e ; 6

,
u V e a ･

U v e a al s o p r o d u c e d a f ai n t li n e w h i c h s e e m ed t o

b e d u e t o c o n t a m in a ti o n o f r e ti n a l ti s s u e s .

シ 網膜 の 精製 P f r は 両吸収抗血 清に 対 して は も とよ

り, 未 吸収 A
-

P f r お よび A
-

h g に対 して も 1 本の 沈降

線 を示 す 均 一

な抗原 とな っ て い る ( Fi g . 2)
.

A - P f r
-

a b s を使用 し
,

ウ シ の 網膜
,

ぷ どう 膜
, 矧乳

水晶体, 肝, 脾 , 腎, 肺 ,
副腎, 脳 , 章丸の各 ホ モ ジ

ネ
ー

トお よび 血清に 対 してゲ ル 拡散 を行 っ て みる と
,

網膜 が 1 本の 強い 沈 降線 を生 じ
,

ぶ どう膜は かす かな

1 本 の沈降線 を生 じたが
, 他臓器 や血清 はい ずれも沈

降線 を生 じな か っ た ( Fi g . 3) .
ぶ どう膜 との 沈降線は

同標品 に 混入 した網膜成 分に よ るも の と推定さ れる
.

従 っ て 網膜特 異 な 1 抗原 が 網膜 ホ モ ジ ネ
ー

ト お よび

Pf r に 存在す る と考 え られ る . な お
, 同

一

個体 の網膜と

牌 の ホ モ ジネ
ー

トを反 応さ せ た場合, 前者の みが沈降

線 を示 した の で
,

こ の網膜特 異抗原 と組織 適合抗原の

関連 は
一 応否定さ れ る .

ウ シ 網膜に 対 す る A - P f r
-

a b s と 異種動物 の 網膜ホ

モ ジネ ー トと の反応 で は
,

ウサ ギ ･ ブ タ
･ ヒ ト網膜の

ホモ ジネ
ー

トはい ずれ も 1 本の 沈降線 を生 じたが
, ウ

シ 網膜 に よ る 沈降線 と は完 全
一

致像 を 示 さ な か っ た

( Fi g . 4) .

な お
,

こ こ で 注目され る こ と は A -P f r が網膜S 抗原

に 対 す る抗体 を含有す る こ と
,
す なわ ち

,
ウ シ網膜Pf r

に S 抗原が 多少と も混在す る こ と で あ る .
F i g . 5 に示

す よ う に
,

未吸収 の ウ シ 網膜P f r はS 抗原に 対して1 本

の 沈降線 を生 じた が
,

それ は同血 清が P f r に対 して生

じ る沈降線 と は無関係 で ある . したが っ て 円r 中の網

膜特異抗原 は S 抗 原と は無 関係 な 抗原 と 見な しえる

が
, 免疫螢光法に 際 し て は A -P f r に 混在 す る抗S 抗原

抗体 を吸 収除去 す る必 要の あ る こ と が こ れ か ら明らか

で あ る .

Fi g . 4
.

D o u bl e g el d iff u si o n sh o w i n g th e e x i s te n c e

o f c r o s s て e a C ti n g a n ti g e n s i n th e r e ti n a of o th e r

S p e Ci e s . A
,

r a b b it ; B
,
b o v i n e ; C

, pi g ･



網膜不 溶分画 中の 網膜特異 抗原

免疫電気泳動 で は
,

ウ シ 網膜 Pf r は βユーグ ロ ブ リ ン

の 泳動度 に
一 致す る 1 本 の ア ー ク を 形 成 し た( Fi g . 6 )

.

ⅠⅠⅠ. 免疫螢光法

ウシ 網膜の 末固定C r y O S t a t 切 片 は色素上 皮層 に 強 い

夢色の 自発螢光を示 し
,

ア ジ バ ン ト コ ン ト ロ
ー

ル 血 清

を第 一 次抗体と し て 間接蛍光抗体法 を行 っ て も上 記の

自発螢光以外 に網膜 に 螢光染色 は認 め られ な い
. A- h g

- a b s や A- P f r- a b s で 染色 を行う と
,

い ずれ も網膜外

層すな わ ち外顆 粒層や 内 ･ 外節部が 最も よ く染ま り
,

押顆粒層は 同様,
あ る い はや や弱く

,
そ れ よ り内層で

はびま ん性で 弱 い 蛍光 が み ら れ た
. 外顆粒層 は細胞膜

Fig . 5 . D o u b l e g el d iff u si o n sh o wi n g a n o n-i d e n ti -

C al r e a c ti o n b e t w e e n P f r ( A) a n d S a n ti g e n ( B) .

C e n t e r w ell
,

u n a b s o rb ed a n tiq P f r a n ti s e r u m ; C
,

th e i n s ol u bl e r e ti n al f r a c ti o n
.
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の 染色が顕著 で
, 細胞質は ほ と ん ど染色さ れず核 は陰

性で あ っ た .
S 抗原で 十分吸収 した AM P f r

-

a b s を用 い

た場合も 染色結果は上 記と ほ と ん どか わ ら ず, 内 ･ 外

顆粒層や 内･ 外節部の 細胞膜 が特異螢光 を示 した (Fi g .

7) .
以 上 の よう な 網膜染色は抗血清を網膜 ホ モ ジネ

ー

トで 吸 収す る こ と で 消失した
.

なお
,

これ らの 吸収抗

1f11 清で は脈絡膜 ･ 毛様体 ･ 虹彩 ･ 水晶体 ･ 視神経や肝
･

腎 ･ 脾 ･ 肺 ･ 脳 は陰性 で あ っ た
. 時に 角膜の 上皮 ･ 内

皮が軽度に 染色 され る こ とが あ っ たが
, 抗血清 を角膜

ホ モ ジネ
ー

トで 吸収 した もの で 染色 を行 っ て み ると
,

角膜は陰性化 し, 網膜･の 染色 に は全く変化が起 こ ら な

か っ た .

生細胞膜免疫螢光法で は
,
酵素処理 や強い プ レ ス を

加 えて ウ シ 網膜 の 遊離細胞浮遊液 を作る試み が 不 成功

Fi g . 6 . I m m u n o el e c t r o p h o r e si s o f P f r .
A

,
n O r m al

h u m a n s e ru m ; B
,

a n t トn o r m al h u m a n s e r u m

a n ti s e r u m ; C
,

P f r ; D
,

a b s o rb e d a n t 卜P f r a n ti -

s e r u m . P f r s h o w e d a n a r c w hi ch w a s c o n si st e n t

wi th P l- gl o b u li n .

F i g . 7 . I n d i r e c t i m m u n o fl u o r e s c e n c e of a f r o z e n s e cti o n o f th e b o vi n e

r e ti n a . S p e cifi c s t a i ni n g i n al1 1 a y e r s o f th e r e ti n a i s s e e n . T h e

St ai n l n g i s di s ti n c ti v e i n th e o u t e r p o r ti o n o f th e r e ti n a . × 6 00 .
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で あっ た の で
, 組織細片の ま ま染色 を行 っ た .

一 次抗

血清に は S 抗原で 吸収 し た A- P f r- a b s を用 い た ･ 視

細胞の垂直断面 に お い て 杵体 や錐体 の 細胞膜が染色さ

れ (Fi g . 8) , 膜面か らの 観察 に お い ても 錐体 (直径約

4 - 8 〟) ,
杵体 (直径 1 ･ 5 〟 以下) の細胞膜の リ ン グ

状染色が 認め られ た ( Fi g ･ 9) . 稀に 遊離 した双 極細胞

が 認め られ た が
,

同細胞は均
一

また は点状の や や弱い

細胞膜染色と 思われ る染色性 を 示 し た ( Fi g ･ 1 0) ･ な

ぉ , ア ジバ ン トコ ン トロ
ー ル 血清で は上 記陽性染色は

全く認 めら れな か っ た
.

ⅠⅤ . 抗原 の 化学的性質

ウ シ 網膜 の切片に トリ プ シ ン処理 を した もの は以後

の螢光抗体法で陰性と な っ たが ,
ノイ ラ ミ ニ ダ ー ゼ

,

β
- グル コ シ ダ ー ゼ

,
過 ヨ ウ素酸処理 で は陰性化は起こ

らな か っ た
.

なお そ れ ぞ れに 用い た バ ッ フ ァ
~ の みで

切 片を染色 した場合 に は 陽性所見に 変化 はな か っ た ･

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に よ る デ ィ ス ク 電気泳動で

は, ウ シ網膜 の ホ モ ジネ ー ト , D O C 可 溶化 L P , P f r と

精製 の段階が す す む に つ れて 蛋白 の バ ン ドは減少して

い っ たが
,

しか しな お P f r で も教本 の バ ン ドが存在し

Fi g . 9 . L i v i n g c ell m e m b r a n e i m m u n o fl u o r e s c e n c e (t r a n s e v e r s e pl a n e) ･

L a r g e c e11 s ( c o n e) a n d s m all c ell s (r o d ) a r e s e e n ･ × 1
,
6 0 0 ･



網膜不溶分画中の 網膜特異抗 原

Fi g . 1 0 . L i v i n g c ell m e m b r a n e i m m u n o fl u o r e s c e n c e ,
A w e a k l y st a i n e d

b i p oI a r c ell is o b s e r v e d .
× 1

,
6 0 0 .

二

=ニ･

_ 萱 ≡

碗

l
隋

戦

Fi g ･1 1 ･ G r a di e n t g el el e c t r o ph o r e si s ･ A
, P u rifie d

Pf r ; B
,
S a n tig e n ; C , m Ol e c ul a r w ei g h t m a r k e r s .

T h e m o l e c ul a r w ei gh t of P f r w a s 6 2
,
0 0 0～63

,
0 0 0

(l o w e r a r r o w ) ･ = e a v y p r o t ei n ( u p p e r a r r o w ) ,

W hi c h s e e m e d t o b e a d i m e r of P f r
,

W a S S O m e-
ti m e s o b s e r v e d ･ T h e m ol e c u l a r w ei gh t of S
a n tlg e n w a s 5 1

,
0 00 ,

5 8 1

た . P f r の
一 層の 純化は affi ni ty c h r o m a t o g r a ph y に

よる非特異的物 質の 除去に よ っ て行われ , 泳動上 1 本

の バ ン ド を示 す の みの 精製抗原分画が得られ た
.

し か

し濃縮 に よ っ て抗原の 凝集が お こり , 泳動上 濃厚な バ

ン ドを得 る こ と が困難で あっ た
.

G r a d i e n t G el P A A 4/ 3 0 に よ る分子量 測定で は
, 精

製 Pf r の 分子 量は約 62
,
0 0 0 - 6 3 ,

0 00 で あ っ た . 測定 は

数回 行っ たが
,
分子 量 12 万 前後に も バ ン ドの 出現す る

こ とが あ っ た .
こ れ は恐ら く こ の 抗原の di m e r で あろ

う と推測 され る
.

な お 比較の た め同時に 泳動 した S 抗

原の 分子量 は約51
,
0 0 0 の 値 を示 した (Fi g . 1 1) .

考 接

ウ シ 網膜 の 不溶性沈査を D O C で 可溶化 した 分 画に

は
,

ゲル 内拡散法で網膜特異と 思わ れ る蛋白性抗原の

存在が 認め られ た
.
その 抗原 に は種族特異性が ある が

,

他 の 哺乳類網膜 に も 交叉反 応性 の 類似抗原が 存在 す

る
. 免疫螢光法 に よ ると

, 抗血 清の 吸 収が 適当な場合,

網膜外層部特 に 視細胞膜が よく 染色さ れ
, 眼球内の 他

組織や 他臓器 に は陽性染色は見られ な か っ た . 生 細胞

膜免疫螢光法 でも網膜の 錐体 ･ 杵体の 細胞膜染色が 認

め られ
,

双極細胞膜 に も や や弱 い なが ら陽性所見が 得

ら れ た .

この よ う な網膜抗原 と 既知の 網膜抗原との 関係が 問

題で ある が
,

こ の 抗原が 網膜の 不溶性沈査か ら得 ら れ

て い る こ と よ り , ま ず W a c k e r ら
5)
の P 抗原との 関係

が注目さ れ る
.

これ ま で G r e g e r s o n ら
1 0) が P 抗原 を表

面活性剤 で可溶化 して分析し て い るが
,

そ の 可溶化部
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分は著 しく 不均質で あ り
,

そ れ ぞれ の 成分 の 分離や 分

析は不十分 で筆者の 抗原と の 関係は 不明 で あ る
. 筆者

の 抗原は恐 らく不溶性成分に 含まれ る唯 一

の 網膜特異

抗原で は ない か と思われ る が
, その 検討 は今後 の 問題

で あ る
.

つ ぎに S 抗原との 関係で あるが
, 筆者の 抗原の 分布

は S 抗原の それ に 多少 とも 類似 して お り
,

ま た使用 し

た抗血清 に 抗 S 抗体の 含ま れ て い る こ と が ゲ ル 内拡

散法で認 め られた た め, そ れ との 鑑別は とくに 重要で

あ る . そ こで充分量の S 抗原で吸 収 した抗血清に よ り

免疫螢光法 を行 っ た と こ ろ
, 抗原分布 が視細胞に 限 ら

れ ない 点 で S 抗原と は異な っ て い た . つ い で 本抗原分

画 か ら非特異的抗原を吸収除去 して 得た ほ ぼ均質な標

品を用い ス ラブ ゲル 電気泳動 を行 っ て み る と
,
S 抗原

と は わずか なが ら泳動上 に 善が あり
,

S D S 存在下 の

g r a di e n t g el に よ る電気泳動で は 62 , 0 0 0
-

6 3
,
0 0 0 の

分 子 量 を 示 した
.
S 抗 原標 晶 で は W a c k e r ら

6)や 原

田
1 6)

の 得 た値に 近い 51
,
0 0 0 の値 が得 られ た た め

,
両抗

原 は分子 量 の上 で も差が 明ら かで あ る
. 免疫電気泳動

で はS 抗原は高野ら
1 7)

に よる と α 位 で ある が
,

こ の抗

原 はβ 位で あ っ た . S 抗原は視細胞膜や視細胞質の
山

部 に 分布 し
8)1 8)1 9)

,
rh o d o p s in k i n a s e 活性 を持つ 膜蛋

白2 0)
と考 え られて い る が

,
そ の可溶性の性 質か らみ て

,

膜蛋白で ある と して も膜 の p e ri p h e r al p r o t ei n
2 1) で あ

ろうと推定で きる . それ に 対 して筆者の 抗原 は不溶あ

る い は難溶性 であり, 同様な 抽出法 を用 い た他臓器抗

原 に つ い て の 実験成績
22) か ら み て も細胞膜 の i n t e g r a l

p r o t ei n
2 1) で ある可能性が 高い

.

筆 者の 抗 原 に は S 抗原 の よ う な 強 い u v ei t o g e n i c

a c ti vit y はな い が (未発 表) , 長 期大量免疫 を行 え ば

徐 々 に ぷ どう膜炎が起 き る可 能性が ある . 精製抗原を

大量 に得 る こ と の 困難 さか らそ の 実証 は難 しい が
,

そ

の よう な成績が ウ シ 腎臓の 場合に 認 め られ て い る
2 2)

.

S 抗原に 近い 抗原分布 を もつ 細胞膜抗原で あ りな が ら

強い 起炎性 を持たな い こ との 原因は
,

こ の 抗原性の 弱

さ
,

その量 的な少な さ , その 膜内位置 な どに あ るか も

しれ ない . た だ し
,

そ の よう な抗原 でも ウイ ル ス 感染

に よ る抗原の 異種化の よう な現象が起 き ると した ら
,

病 因的意義が 生まれ る 可能性が あ る
. 各種の 眼疾患に

お ける こ の 抗原の 役割の 検討 は こ れ か ら の 問題 で あ

る
.

結 論

ウ シ網膜 の不溶性沈査を デ オキ シ コ
ー ル 酸塩で可音容

化 し, S e p h a r o s e 4 B で ゲ ル濾過 を して得 た低 分子 蛋

白分画 を免疫抗原 と して作 製 し た異種抗血 清 を利用

し
, 免疫学的分析 を行 っ て 以下の 結論を えた .

1 ) 抗血 清 をウ シ肝 ･ 腎 ･ 脾 ･ 肺の 組織 片で 吸収す

ると f u n c ti o n all y m o n o s p e cifi c な抗血清が 得られ
,

ゲ ル 内拡散法 で網膜抽 出物ま た は ホ モ ジネ ー トに 対し

て 1 本の沈降線 を生 じるが
, 他臓器組織の ホ モ ジネ

ー

ト に た い し て 全く 沈降線 を生 じな か っ た
.

2 ) 本抗原 に は種 族特異性が あ るが , 他の 哺乳類( ヒ

ト
,

ウサ ギ
,

ブタ) の 網膜 に は交 叉反 応性抗原が存在

した .

3 ) 本抗原 は βl の 泳動度を も ち , 分子出 は g r a di e nt

g el 電気泳動 で
,

S D S 存在下約 62
,
0 00 M 6 3

,
00 0 を示

した . 抗原活性 は トリ プ シ ン 感受性 が ある が
, 糖分解

処理 に抵抗 した
.

4 ) 螢光抗体法 に よ る と
, 抗原の 所在 は網膜外層部

と く に 視細胞 の細胞膜が 主 で あ っ た が , 双 極細胞に も

存在 した
.

5 ) 粗抗原液を脱ア ル ブ ミ ン 後, 抗 ウ シ 肝 ･ 肺 ･ 血

清抗 血清の 免疫 グ ロ ブ リ ン を結合 さ せ た A HAS e ph a
･

r o s e 4 B の カ ラ ム を通 し
,

さ らに P r o t ei n A - S e ph a ･

r o s e C L
-

4 B を通す と , ほぼ 均
一

な抗原標晶 が得られ

た
.

以 上
, 本抗原 は既知 の S 抗原と は異 なる 抗原で

, 視

細胞 を主 とす る網膜外層部細胞の 細胞膜 内蛋 白の 1 つ

と 考え ら れ るが
,

u V eit o g e n i c a cti v it y は 明 ら か でな

く , ア レ ル ギ ー 性 ぶ どう 膜炎成立 に 対す る関与は今後

検 討の必要が ある
.
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