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（H―2Akを持つマウスにおける実験的自己免疫性網膜ぶどう膜炎惹起ベプチドの同定）

学位論文内容の要旨

  実 験的 自 己免 疫 性網 膜 ぶど う 膜炎 （ EAU） はべ ー チェ ット 病などの内 因性ぶどう 膜

炎 の 実験 モ デ ルと さ れて お り、 我 々は こ れま で にラ ッ トの 系でEAUの 研究を行っ てき

た 。 しか し 現 在、 各 種研 究分野 においてマ ウスを使っ た研究が盛 んに行われ ており、

各 種 抗体 、 遺 伝子 導 入マ ウス、 欠損マウス などの実験 材料が豊富 であること から、ま

す ま すマ ウ ス での 研 究は 盛 んに な って き てい る 。EAUの分 野でも最近 になってマ ウス

の 系 での 研 究 が散 見 され るが、 その成果は 他の自己免 疫疾患の動 物モデルの 研究に比

べ て まだ ま だ 遅れ て いる 。 その 原 因の ひ とっ と して 、 マウ スでのEAU惹起抗原で ある

ウ シ 視細 胞 間 レチ ノ イド 結 合蛋 白 (IRBP)上 の抗 原 決定 基 が、マウ スのEAUで は同定さ

れ て いな い こ とが あ げら れ る。 そ こで 我 々は マ ウス に EAUを惹起する IRBPの抗原ベプ

チドの同定を試みることにした。

  以前に決定されたマウスMHC class IIであるHー2Ak分子結合モチーフ（ Dxxxxxxxx[A，

R，T])を参考にし て、ウシIRBP蛋白 のアミノ酸 配列より6種のべ プチド（Kl， K2，K3，

K4， K5， K6)を 選 択 し た 。 ペ プ チ ド は 自 動 ベプ チ ド合 成 機(Shimazu PSSM―8） にて

合成した。

  ま ず、 合 成し た それ ぞ れのべプチ ドに対する T細胞 増殖反応に ついて検討 した。H―

2Akを 有 す る BlO.BRマ ウ ス （ 6～ 8週 齢 、 雌 ） を 合 成 し た ぺ プ チ ド (50nmol)と CFA

と の emulsionで皮 下 に免 疫した 。免疫から 10日後にりン バ節を摘出 し、ナイ口 ンウー

ル カ ラム に 通 して T細胞 を 得た 。 96穴 プレ ー ト に、 T細胞 （4X105/wen） 、抗原提示 細

胞 と して 3000radの X線照 射 した 脾 細胞 （ 1Xl05/weu） 、 ベプチド （100ロMより10倍希

釈）を加え、72時間培養した。［3H］－TdRをパルスし、さらに24時間培養後［3H］―TdRの

取り込みをMatnx96にてカウントした。

  I－Ak結合性 を基に選択 した6種のぺプチ ドは、すぺ てぺプチド 抗原特異的 T細胞増殖

反応を誘導した。

  次 にこ れ らの ぺ プチ ド によ り EAUが 惹起 さ れる か どう か を検 討 した 。 B10． BRマ ウ

ス をぺプチド （50nm01冫とCF、Aのemulsionで皮下に免疫し、さらに同時に百日咳死菌懸

濁 液 1010を腹 腔 内に 注 射し た。免疫か ら28日後に眼 球を摘出し 、固定後HE染 色をして

組 織 学 的 に 診 断 し 、 EAUの 組 織 学 的 診 断 ス コ ア ー に 従 い 評 価 し た 。

  そ の結 果 6種 の ぺプ チ ドの う ち、 1種の ぺ プ チド ． K2． で免 疫 され た マウ ス の10眼



中8眼にEAUの発症が見られ、その平均重症度は2.8であった。他の5種のべプチド
Kl，K3，K4，K5，K6で免疫されたマウスではEAUの発症は見られなかった。
  次に他のH－2Akを持つ系統のマウスにおいてぺプチドK2によりEAUの発症が見られ
るかどうかを検討した。BlO.Aマウスは、class II分子はBlO.BRマウスと同じであるが、
ClassI分子の一部が違う系統であり、B10.A(4R)マウスは、classII分子のH―2Aはk夕
イプであるが、H－2E分子を持たない系統である。これらのマウスを先ほどと同様の方
法でK2を免疫することによりEAUの誘導を行った。BlO.BRでは発症率が6/10、平均
重症度は1.7であるのに対し、BlO.Aではそれぞれ8/10、2.3、B10.A(4R)ではそれぞ
れ6/10、1.2で、その間に有意差は認められなかった。このことからぺプチドK2は
ClassII分子の H－ 2Akに結合 してEAUを 誘導していることが示唆された。
  次にべプチドK2とIRBPとの交叉反応性について検討した。K2 20nmol、IRBP 100
UgでBlO.BRマウスをそれぞれ免疫し、T細胞増殖反応を調べた。K2を免疫して得たT
細胞は高濃度のIRBPに対して反応し、また、IRBPを免疫して得たT細胞は高濃度のK2
に対して反応した。このように両者は交叉反応性を示したが、このことはIRBPで免疫
すると、IRBPが抗原提示細胞内で処理されてべプチドK2が産生され、K2がH一2Akに
結合して抗原提示されていることを示唆している。
  ペプチドK2 (IRBP201－216)のアミノ酸配列を見るとH―2Akに結合するモチーフと
なりうる部分が2力所存在する。一っは202－210 (DKDVVVLTS)がモチーフとなる場合、
もうーっは204－212 (DVVVLTssR)がモチーフとなる場合である。そこで実際にどちらが
モチーフとしてH―2Akに結合しているのかを検討した。202残基のアスバラギン酸(D)
をりジン(K)に置換したアナ口グベプチドK2(202K)と204残基のDをKに置換したアナ
口グペプチドK2(204K)を作成し、BlO.BR?ウスを免疫してT細胞増殖反応を見た。
K2が抗原特異的にT細胞増殖反応を誘導したのに対し、K2(202K)はT細胞増殖反応を
誘導しなかった。このことは、202残基のDがMHCとの結合に非常に重要なアミノ酸
であったことを意味している。また、K2(204K)はT細胞増殖反応を誘導し、しかもそ
れはK2と交叉しない抗原特異的なものであった。このことは204のDがMHCとの結合
というよりはむしろT細胞との結合に重要なアミノ酸であることを意味している。以上
より、K2のアミノ酸配列の中でも202－210がモチーフとしての役割を果たしているも
のと推察される。
  この研究で我々はH―2Akを持っマウスにおけるウシIRBP由来のEAU惹起ペプチドを
同定することができた。これまでは、EAU惹起抗原として使われるIRBP蛋白を精製す
るには大量のウシの眼球が必要で、その精製も容易ではなく実験の遂行そのものが困
難であった。また、抗原が蛋白であるため、MHC分子との結合様式などの詳細な解析
には限界があり、さらにその後の発症抑制実験をデザインすることが困難であった。
今回IRBP中のEAU惹起ペプチドを同定できたことにより以上の問題が解決され、EAU
の研究が促進されると考えられる。今後はこのべプチドを使った発症のメカニズムの
解析、また、発症抑制研究を行い、最終的にはヒトの内因性ぶどう膜炎を含む自己免
疫疾患の治療に結びっけたい。



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

    Identification of a peptide inducing experimental

autoimmune uveoretinitis(EAU)in H_2Ak -carrying mice

(H―2Aを持つマウスにおける実験的自己免疫性網膜ぶどう膜炎惹起ベプチドの同定）

  実験的自己免疫性網膜ぶどう膜炎（EAU)は内因性ぶどう膜炎の実験モデルであるが、
マウスの系での研究は他の自己免疫疾患の動物モデルの研究に比べてまだまだ遅れてい
る。その原因のひとっとして、マウスでのEAU惹起抗原であるウシ視細胞間レチノイド
結合蛋白(IRBP)上の抗原決定基が同定されていないことがあげられる。そこで申請者は
マウスにEAUを惹起するIRBPの抗原ベプチドの同定を試みた。マウスMHC class IIであ
るH－2Ak分子結合モチーフ(Dxxxxxxxx[A，R，T])を参考にして、ウシIRBP蛋白のアミノ
酸配列より6種のべプチド（K1，K2，K3，K4，K5，K6)を選択し、合成した。合成した
それぞれのぺプチドに対するT細胞増殖反応について検討したところ、すべて抗原特異的
T細胞増殖反応をしめした。次にこれらのべプチドによりEAUが惹起されるかどうかを
検討したところ、6種のべプチドのうち、1種のべプチド．K2．で免疫されたマウスに
EAUの発症が見られた。他の5種のべプチドKl，K3，K4，K5，K6で免疫されたマウス
ではEAUの発症は見られなかった。以上よりH－2Akを持つマウスにおけるウシIRBP由来
のEAU惹起ベプチド．K2．が同定された。次に他のH―2Akを持つ系統のマウスにおいて
べプチドK2によりEAUの発症が見られるかどうかを検討した。Bl0 .Aマウスは、classII
分子はB10．BRマウスと同じであるが、ClassI分子の一部が違う系統であり、B10.A(4恥
マウスは、 cla ssII分子のH－2Aはk夕イプであるが、H-2E分子を持たない系統である。こ
れらのマウスを先ほどと同様の方法でK2を免疫することによりEAUの誘導を行った。
B10.BRでは発症率が6/10、平均重症度は1．7であるのに対し、Bl0 .Aではそれぞれ8/10、
2．3、B10．A(4恥ではそれぞれ6/10、1．2で、その間に有意差は認められなかった。この
ことからべプチドK2はCぬssII分子のH－2Akに結合してEAUを誘導していることが示唆さ
れた。次にべプチドK2とIRBPとの交叉反応性についての検討をT細胞増殖反応にて調べ
た。K2を免疫して得たT細胞は高濃度のIRBPに対して反応し、また、IRBPを免疫して得
たT細胞は高濃度のK2に対して反応した。このように両者は交叉反応性を示したが、こ
のことはIRBPで免疫すると、IRBPが抗原提示細胞内で処理されてべプチドK2が産生さ
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れ、K2がH－2Akに結合して抗原提示されていることを示唆している。K2にはH－2Akに結
合するモチーフとなりうる部分が2カ所存在するため、どちらがモチーフとしてH―2Ak
に結合しているのかを検討した。202残基、204残基のアスパラギン酸(D)をりジン(K)に
置換したアナログベプチドK2(202K)、K2(204K)を作成し、BlO.BRマウスを免疫して
T細胞増殖反応を見た。K2(202K)ではT細胞増殖反応が誘導されず、K2(204K)ではT細
胞増殖反応が誘導された。このことは202残基のDがMHCとの結合に非常に重要なアミ
ノ酸であり、204残基のDがMHCとの結合というよりはむしろT細胞との結合に重要な
アミノ酸であることを意味している。以上より、K2のアミノ酸配列の中でも202－210が
モチーフとしての役割を果たしているものと推察される。口頭発表にあたり、副査免
疫科学研究所病理部門小野江教授より、K2以外のべプチドでは病原性がみられな
かった事に対して、病原性にかかわる因子についての質問があり、申請者は病原
性については免疫原性の強さ以外に血液網膜間柵、マウス網膜との交叉反応性な
ど複雑な因子が関与している可能性を述べた。その後、副査眼科松田教授より、
ラットの系に加えて今回のマウスの系で実験をすることの意義についての質問と、
ヒトへの応用への考えについての質問があった。申請者は前者については種を越
えて同じ結果を得ることはヒトへの応用への可能性が高まるとの回答をし、後者
についてはヒトのブドウ膜炎の抗原蛋白が発見された際にはその中の抗原ベプチ
ドを決定することにより治療の巾が広がる可能性があるとの回答をした。次いで、
主査第1病理吉木教授より、MHC class IIE分子のEAU発症への関与の可能性につ
いての質問があった。申請者は、今回の結果からはH_2Akの関与は明らかであるが
H_2Ekの関与については完全に否定できない旨の回答をした。
  この論文は、これまでのマウスでのEAUでは抗原が蛋白であるため、MHC分子との結
合様式などの詳細な解析には限界があり、さらにその後の発症抑制実験をデザインする
ことが困難であったが、今回IRBP中のEAU惹起ベプチドを同定できたことにより以上の
問題が解決されるという点で評価される。今後はこのべプチドを使った発症のメカこズ
ムの解析、また、発症抑制研究がおこなわれ、最終的にはヒトの内因性ぶどう膜炎を含
む自己免疫疾患の治療に生かされることが期待される。
  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位等も
併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと判定した。


