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要旨

脊椎動物網膜色素上皮細胞は視機能の維持に不可欠な様々な機能を持ち、そ

の機能に適応して多織な形態分化を遂げている。この網膜色素上皮細胞の形態

分化と特異的機能との関連を探るため、網膜色紫上皮細胞の特異的精進上に局

在する分子を単クローン抗体法により抽出し、免疫組織化学的解析によりその

機能を抑定した。また、 cDNAクローニングにより抗原蛋白質の問定を試みた。

主韓関(Eしたニワトリおよびウシ網膜色素上皮細胞を抗原として BALB/cマウス

を免疫し、単クローン抗体を作成した。得られた単クローン抗体を用いて種々

の脊機動物種の網膜における抗体の反応性を蛍光抗体法により検討した。得ら

れた抗体のうちの3種は、検索した多くの動物の網膜色素上皮細胞の細胞質を

微細な頼粒状に染めた。免疫電子顕微鏡法で訪日べると、いずれの抗体において

も免疫反応産物は、網膜色素上皮細胞の形態学的特徴のひとつである、細胞質

中に非常に豊富に一存在する滑面小)J包体の!度上に局在していた。これらの抗体の

認識する抗原蛋白質はいずれもニワ トリおよびウシ眼球の他の部位(神経網膜、

毛様体、虹彩、水晶体、角j段、強膜)や、 眼球以外の組織(ニワトリ脳‘肝臓、

腎臓、小j場、精巣、副腎、心臓、砂襲、骨絡筋;ウシIJ菌、松果体、肝臓、腎!版、

l州、小勝、大腸、骨格筋)には存在しないことを蛍光抗体法により確認した。

また、多くの脊機動物にわたって存在することから、網膜色素上皮細胞に特異

性の高い分化抗原蛋白質であると判断した。ニワトリにおける発生学的出現を

検討すると、

した。脊維1IlJJ物全綱(軟骨魚類を|徐く)の動物における抗原蛋白質の発現をこ

れら 3穏の単クローン抗体を用いて免疫組織化学的に検索した結果、単クロー

ン抗体Y3Hはヤツメウナギを除いて、検索したすべての動物の網膜色楽上皮細

胞と反応し、 Y3Hの認識抗原エピトープが動物穣を越えて非常に保存されてい

ることが明らかとなった。他の抗体S5D8‘S5H8は動物種により反応性が異な

り、特にS5D8はビタミンAlを視物質の発色回として用いる動物において反応

し、ビタミンA2を用いる動物においては反応しない傾向がみられた。網膜色素
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上皮細胞小11包体におけるビタミンA代謝機能、ビタミ ンAの種類による反応の

依存性、および、発生時における発現時期、RPE細胞特巣的であること等、S5D8

の認識抗原と RPE細胞内でall-transretinyl esterから 11・cisretinolを生成す

る、isomero-hydrolaseの活性とは共通点が多 く、S5D8の認識抗原は

isomero-hydrolaseの活性と与を緩に関連した機能を持つことが示唆された。

これらの抗体はいずれも網膜色素上皮細胞内に存在する 63kDaのタンパク

質を認識することを Westernblot法により確認した。ニワトリ RPE細胞より

抽出したpoly(A)+RNAより cDNAライブラリーを作成し、単クローン抗体を用

いて発現スクリーニングすることにより 533アミノ酸よりなる、分子量約61kD

の蛋白質をコードする cDNAクローンを得た。得られた cDNAを培養線維芽細

胞に導入すると、発現した蛋白質は3磁の抗体すべてにより認識され、3穂の

単クローン抗体はいずれも同じ抗原蛋白質分子を認識することが強く示唆され

た。cDNAより推定されるアミノ酸配列には既知lの機能ドメインやl漠貫通部位

は存在しなかった。ホモロジー検索によると、ウシ、ヒトおよびラットの網膜

色素上皮細胞特異的蛋白質、 RPE65とアミノ駿配列で、それぞれ約 90%の高

い相向性を示した固

キーワード :網膜色素上皮車UlH包、滑蘭IJ、j泡体、単クローン抗体、免疫組織化
学、免疫電子顕微鏡法、 cDNAクローニング、ビタミンA代謝
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1.研究目的

網膜色素上皮 (RPE)細胞は、脊椛動物網膜において、光受容細胞と脈絡腕

IllI管の閣に介在する単厨の上皮細胞であり‘過剰な光線の吸収、神経網膜と脈

絡膜血管聞における物質代謝のイ中介、 ビタミンAの代謝および貯蔵、脱落した

視細胞外節の食食、血液網膜関門の形成、等の;儀々な機能をもっ (Youngand 

Bok， 1979)。これらの機能に適応して、この単層のRPE細胞は多機な形態分

化を遂げている。自11ち、調sJj包表而l撲においては、 interphotoreceptormatrix巾

に突出し視細胞外節を阻む頂部細胞質突起、脈絡l践血管と面する基底部の深く

豊富な基底|拘凹、等の形態学的特徴をもち、隣接する RPE細胞聞には細胞間結

合複合体 (junctionalcomplex)がよく発達しており、特に、ギャップジヤンク

ションは豊富で、細胞聞の情報伝達の発達が示唆される。細胞質内には豊富な

滑間小Il包体、ファゴゾーム、メラニン頼粒および細胞骨格系繊維がよく発達し

ている。このように、 RPE細胞は単層ではあるが、多様な機能をその形態に反

映させており、形態分化と機能との関連を研究するよいモデル系である (Porter

and Yamada， 1960; Hudspeth and Yee， 1973; Kuwabara， 1979)。このような

RPE細胞の形態分化と機能局在との関連については従来より活発に研究されて

きた。例を挙げれば、レチノール結合蛋白質受容体は基底部、側部の細胞膜に

存在しており (Bokand Heller， 1976; Pfefferら，1986)、脈絡j良血管から RPE

細胞内へのビタミンAの取り込みに働く。Na+.K+.ATPaseは多くの他の上皮細

胞と異なり、頂部細胞)換に存在してinterphotoreceptormatrixのイオン環境を

調節する (Okamiら，1990)。ある種のインテグリンの subunit， (α3，α6，s1) 

は基底部細胞l撲のみに存在して基底膜 (Bruch膜)中のフィプロネクチンと結

合する ほizzoloら， 1994)とともに、他のインテグリン (αVs5)は細胞頂昔I1

1煤に存在し、脱落した悦剤IHI包外節の、 RPE細胞による食食への関与が怨定され

る (Linand Clegg， 1998)。同織にマンノース受容体、 CD36も頂部細胞艇に

存在し、視細胞外節の食食へ関与するといわれる CBoyleら，1991; Ryeomら

1996)。頂部細胞!漢にはN.CAM(neural cell adbesionmolecule)が存在し、
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規制)j包l換上のN-CAMと結合するといわれる (Gundel'senら，1993) .トラン

スフェリン受容体およびグルコース担送体は細胞膜全般に存在し、 d江波・網膜

関門における物質の選択的透過に働く CHunt，Cewey and Dowis， 1989; 1'akata， 

Hirano and Kasahara， 1997)。

単クローン抗体法のIJiJ発により網膜色素上皮細胞に特集的な抗原タンパク質

を検系'する事が可能になり、数種の動物のRPE細胞に対する単クローン抗体の

作例が報告されている。 Kato(1987)は、ウシ RPE細胞の不溶性成分を抗原

として単クローン抗体を作成し、 101kDのRPE組織特集抗原の存在を示した。

Donosoら(1988)は，RPE細胞肢の生化学的特徴を検索する目的で、ウシRPE

細胞の網11胞膜分画を抗原として単クローン抗体を作成し、 RPE細胞と水晶体細

胞の細胞膜上に存在する 72.kDの抗原蛋白質を認識する 2穫の単クローン抗体

を得た。 Morioka，Sawada and Hirosawa (1989)は、 RPE細胞の形態形成の

解析の目的でニワトリ RPE細胞に対する単クローン抗体を作成し、 RPE細胞

および、Mull巴r細胞の細胞膜上に存在する40.kDの抗原蛋白質の発生過程におけ

る発現を解析した。 Hooksら (1989)は、 ヒト RPE細胞の分化 ・成熟の解析

のためのプローブとして単クローン抗体を作成し、 42.kDのRPE細胞に特J1的

な抗原蛋白質を認識する 2種の単クローン抗体を得た。 Sagaraand Hirosawa 

(1990a， b， 1991)は、ニワト 1)RPE細胞の形態分化と機能の関連を傑る目的

で、 RPE細胞のf母国小JJ包体上に存在する 63kDの抗原蛋白質を認識する 2穐の

単クローン抗体を作成した。 Neillらは、ラット網膜を抗原として、 RPE細胞

膜上に存夜する 50-55.kDの蛋白質を認識する単クローン抗体RE1'-PE2(Neill 

and Barnstable， 1990)を、また、 ヒトRPE細胞を抗原として、 RPE細胞質

中に存在する 61.kDの蛋白質を認識する単クローン抗体RE1'-PE10(NeiDら，

1993)を作成した。 Chuand Grunwald (1990a，b)はニワトリ附卵 10日目の

RPE細胞を抗原として用い、発生の特定のl時期にのみ発現する分子を認識する

4種の抗体を作成した。 Klein，Macleish and Wiesel (1990)は、イモリの限

球の正常発生および再生過程の解析を目的としてイモリの RPE*!ll}胞に特典ー的
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に発現する抗原蛋白質を認識する単クローン抗体を作成した。Kobayasbi，

Ueda andHonda (1991)は、培養RPE細胞の分化転換過程を解析する目的で、

ニワトリ卿卵8日目l径の RPE創11胞を抗原として7種の単クローン抗体を作成

した。 Janssenら (1994)は、実験的自己免疫性ブドウ膜炎の原因蛋白質を同

定する目的で、ウシRPE細胞の可務化成分を抗原として7磁の単クローン抗{4i:

を作成した。 Philpら(1995)は、 RPE高UlJI包の分化および極性決定に関連する

マーカーづっ¥子を得る目的でニワトリ目玉の RPE細胞を抗原として単クローン抗

体を作成し、 RPE細胞の基底部細胞膜上に存在する約 50kDの膜タンパク質を

認識する抗体を得た。 Yoshimotoら (1998)は、 RPE細胞の生理的機能を担う

分子を採る目的でウシRPE細胞を抗原として数種の単クローン抗体を作成し、

RPE細胞による細胞外基質のリモデリングに関与する分子を同定した。

我々の研究室ではかねてより RPE細胞の分化とその機能維持の、形態および

機能における特徴的側面を探索しており、本論文の単クローン抗体の開発もそ

の研究の一環である。本研究においては、ニワトリおよびウシRPE細胞を抗原

とした数騒の単クロ」ン抗体、特に、 RPE細胞の小胞体l漢に局在する抗原蜜仁l

質を認識する 3種の単クローン抗体の作成、脊維動物全般を視野に入れた免疫

組織化学的解析、および抗原タンパク質の分子生物学的解析の結泉について報

告する。

に
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2.材料と方法

材料

ニワトリは、勝化当日のオスの白色レグホンを業者より入手した。ニワ トリ

受精卵および、その他実験用動物は(株)崎玉実験動物供給所より入手した。

Freundの完全および不完全アジュパン卜はDfFCO社(Detr・oit，USAl製のも

のを用いた。polyethyleneglyco14000はMerck社(Darmstadt，Germanyl製、

FITCラベルしたヤギ由来抗マウス 19G、西洋わさびパーオキシダーゼ(I王RP)

で標識したヤギ由来抗マウス IgG(Fab') は MBL社(名古屋、日本)、アル

カリフォスファターゼ標識した抗マウス IgGはBioRad(California， USA)、

DMEM (D叫becco'smodified Eagle's medium)は日水製薬(東京、日本)の

ものを用いた。プロテインGカラム、RNA抽出キット、cDNA合成キット、EcoR

lで消化し、 ClAPCcalfintestinal alkaline phosphatase)処理済みの λgtll

ベクターアーム、および、DNAシークエンスキットは PharmaciaBiotech 

(Uppsala， Swedenl より入手した。オリゴdTセルロース、ジコ・キシゲニン

(DJG) DNAラベリ ングキットおよび、アルカリフォスファターゼ標識抗 DlG

抗体は Boehri.ngerMannheim GmbH (Mannheimm， Germany)より入手し

た。モノ クローナル抗体アイソタイピングキッ ト、ニトロセルロース 11英

(Hybond-C extra)、λ-DNAin vitroパッケージングモジュールはAmersham

(Buckinghamshire， England)、プラスミドベクターpBll1escriptrr SK(+)は
Stratagene (La Jolla， CA) のものを用いた。 BCIP/NBTphosphatase 

substrate kitは、 KPL(Maryland， USA)製のものを用いた。すべての制限

酵素はTAKARA(大津、日本)より入手した。遺伝子の納l胞内導入の媒体には

GIBCO BRL (New York， USA)製のLipofectAMINETMを用いた。蛋白質発現

ベクタ一CMV321-FLおよび、GHE-L(golden hamster embryonic lungl細

胞は菅野純夫博士(東京大学医科学研究所・癒ウィルス研究部)よりわけてい

ただいた。他の試薬はSigma(St.Lol1is， USA)または和光純草案(大阪、日本)

製のものを使用した。

-6-



単クローン抗体の作成

過剰量のぺントパルピタールナトリウム投与により屠殺した白色レグホンひ

なより限球を摘出した。赤道官官にて半切した限球後半部より硝子体、神経網膜

を除き、 2mMEDTAを含むPBS中で先の剤11いピンセットを用いてRPE細胞

をシート状に剥臨し、パスツールピペットで数回ピペッティングするととによ

り個々の細胞に単雌した。 0.5mlのPBSに浮遊させた 2X10 s個の RPE細胞

をFreuudの完全アジュパン卜 0.5mlと混合して懸濁液を作成し、 Balb/cマウ

スの!J反股内へ投与することによりマウスを免疫した。三週間後、同数のRPE網n

胞を腹腔内投与することにより最終免疫をおこなった。最終免疫の三日後、マ

ウスを屠殺し、 IJ刺臓を摘I:l:l した。単向I~ したJJ単細胞を polyethyleueglyco14000を

用いてミエローマ細胞 (Ag8-653)と融合した。得られた融合細胞より RPE細

胞の特定の構造上に局在する分子を認識する抗体を産生するものを選別するた

め、機養上清中の抗体のRPE細胞に対する反応性を、ニワトリ限球の凍結切片

を用いた蛍光抗体法により検討し、 RPE細胞に対して反応性を示すものを選別

した。 RPE細胞および神経網膜に対し、さまざまな反応を示す抗体が得られ、

数種類の融合細胞を限界希釈法によりクローニングした。クローニングした融

合細胞を pnstaue処理を施した Balb/cマウスへ腹腔内注入することにより単

クローン抗体を含む腹水を得た。これらの腹水より、プロテインGカラムを用

いて単クローン抗体を精製した。屠畜場より入手したウシ限球のRPE細胞を用

いて、間後の方法によりさらに数種の単クローン抗体を作成した。得られた抗

体のうち、本研究の主な対象とした、 RPE細胞の品ITIJl包質とのみ反応する 3種の

抗体による蛍光抗体法所見はほぼ問ーのパターンであった。これら 3種の抗体

は、便宜上、 S5D8，S5H8 (ニワトリ RPE細胞を抗原としたもの)、 Y3H(ウ

シRPE細胞を抗原としたもの)と名付けた。単クローン抗体のアイソタイプの

同定は、市販のアイソタイピングキットによりおこない、S5D8、S5H8、Y3Hは

いずれも 19G1であった。
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光磁免疫組織化学

光学顕微鏡レベルでの免疫組織化学的解析には主に蛍光抗体法を用いた。ニ

ワトリ、ウシ、モルモット、ラット、マウス、アカミミガメ、イモリ、ウシガ

エルの11艮球および、ニワ トリ、ウシの限球以外の組織 ・器官(脳、松果体、 11下

l城、腎臓、小脇、大腸、 JI市、粕こ巣、副腎、心臓、 1沙王室、骨格筋)を、 4%ホルム

アルデヒドを含む O.lMリン駿緩衝液 pH7.4 にて、室視で4-6時間固定し

た。その後、 PBSで洗浄し、 30%サッカロースを含む PBSの浸透により氷品

を防止し、 OCTコンパウンド中に凍結包埋した。厚さ約 10μnの凍結切片を作

成し、 poly-L-lysineまたは、シランコー トを施したスライドグラスに貼付した。

PBSによるf先浄ののち、非特異的な抗体の結合を防ぐため.1% glycineをふく

むPBSで 30分、 2%ウシIrrlY育アルブミン (BSA)をふくむPBSで30分、プ

ロッキング処理を行った。その後、切片を一次抗体 (S5D8、S5H8、Y3H:2% 

BSAをふくむPBSにより lμg/mlに希釈)で室温1時間、または、 4tにて一

晩、反応させ、 PBSで3巨l洗浄の後 FITCラベルしたヤギ由来抗マウス IgG

(1/100希釈)で1時間、室温にて反応させた。 PBSで3回洗沖した後、 マウ

ントし、蛍光顕微鏡 (ZeissA氾oplan)で観察した。一次抗体を除いて同様の反

応処埋を行った様本を対照とした。

一部の、 RPE細胞周辺に自家蛍光をもっ動物(リスザル、マダイ、コイ、カ

ワヤツメ)においては、間接酵素抗体法により解析した。蛍光抗体法と同機の

方法で回定・包埋・薄切した網膜の切片を PBS で洗r.(~ した後、 1 0%過般化水素

水中で室ilf.，6時間処理することによりメラニン色素を脱色した。PBSによる洗

浄の後、蛍光抗体法と同綴の方法によりプロッキング.1次抗体の反応・洗絡を

おこない、 2次抗体として、西洋わさびパーオキシダーゼ但RP)で原識した

ヤギ由来抗マウス IgG(Fab') (11100希釈)で、室温にて 1時間反応させた。

洗浄の後、 0.025%ジアミノペンチジン<DAB)、0.0025%過酸化水索、 0.05M

Tris (pH7.31、および、 0.04%犠化ニッケルを含む溶液中で発色反応を行い、

洗浄 ・封入の後、微分干渉顕微鏡 (ZeissAxioplanlで観察した.
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免疫電子顕微鏡法

抗原タンパク質の RPE細胞内における局在の検索には間接酵素抗体法によ

る免疫電子顕微鏡法を用いた。0.1%グJレタールアルデヒド、 4%ホルムアルデヒ

ドを含む O.lMリン酸緩衝液 pI-I7.4中で 4"C、2時間固定したニワトリおよ

びウシ網膜を PBSで洗沖した後、 1%アガロースに包埋しビプラトームでj寧さ

約 50μmの切片を作成した。切片は 0.05%サボニン、 1% glycineを含む PBS

および、 2%BSAを含む PBSでプロッキング処理を行い、プロッキング液

(2%BSAIPBS)にて 1μg/mlに希釈した前述の精製単ク ローン抗体で4"C、一

晩反応させた。PBSで数回洗浄した後、西洋わさびパーオキシダーゼ(I-IRP)

で様識したヤギ由来抗マウス 19G(Fab')で6-8時間反応させた。洗浄の後、 1%

グルタールアルデヒドを含むO.lMリン酸緩衝液 (pI-I7.4)にて、室i鼠15分間

再固定し、 DAB反応を行った。その後、リン酸緩衝 1%オスミウム酸で 111寺問、

後固定し、脱水、エポン樹脂包耳Hを行った。 70"C3日間の重合の後、超薄切片

を作成し、 JEOL1200EX電子顕微鏡で観察した。粗面小胞体と滑面小)]包体の

区別には、0.1%酢自主ウランの 70%エタノール溶液で一分間染色した切片を用い

?と。

発生学的解析

ニワトリ RPE細胞の発生分化の過程における抗原蛋白質の発現を蛍光抗体

?去により検索した。勝卵 8日目、 15日目、 19日目のニワトリl任より11艮球を摘

出し、前記、光顕免疫組織化学の方法により固定、凍結切片を作成し、蛍光抗

体法により免疫組織化学を行い、蛍光顕微鏡 (ZeissA泊oplan)で観察した。

培養RPE細胞における標的蛋白質の発現の変化

ニワトリ限球より RPE細胞を単雌・培養し、指養条件下における標的蛋白質

の発現の変化を検討した。解化当日のニワトリ11艮球を摘出し、滅菌したPBSに

て洗浄した後、 200Upenicillin， 200μg streptomycinlmlを含むDMEMに室温
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で111寺閲浸せきした。赤道部にて半切した眼球後半音gより硝子体および神経網

膜をピンセットをにて取り除き、DMEMで11良球内商を洗浄することにより RPE

細胞を露出させた。露出した RPE細胞は0.05%trypsin， 0.02% EDTAを含む

Hanks' balanced salt solution (HBSS)で37"C15分間処理し.パスツール

ピペットを用いてピペッティングすることにより基底膜 CBruchI漢)より剥雌

させた。遊間!tしたRPE細胞を 10%ウシ11台児血清を含むDMEMにて洗浄し、 1直

径 35mmのプラスチックシャーレ (FALCON，PRTh在ARLATM)にまき、炭鮫ガ

ス府養装置中で5%C02の条件下で地養した。培養開始後3日自および7日目に、

細胞をPBSにて洗浄し、4%ホルムアルデヒドを含む0.1M リン酸緩衝液で4t:

1時間闘定した。 PBSによる洗浄、 2%BSAを含むPBSによるプロッキング処

理の後、単クローン抗体 S5D8(1同Iml)で室温11時間 反応させ、PBSで 3

回洗浄の後FITCラベルしたヤギ由来抗マウス !gG(1/100希釈)で111寺f旬、 2霊

視にて反応させた。 PBSで 3巨i洗浄した後、マウントし、蛍光顕微鏡 (Zeiss

Axioplan)で観察した。

ウエスタンプロッティング

単クローン抗体作成時の抗原として用いた動物の RPE細胞を用いてウエス

タンプロット解析を行い、抗原蛋白質の分子量を推定した g すなわち、単クロ

ーン抗体の作成の項と同綴の方法により単離したニワトリおよびウシ RPE細

胞を9倍量の緩衝液 (20mMTris、5mMMgCb、lmMEDTA、lmMDTTJ 

中でホモゲナイズし、 100Xgで5分間遠心して核、および、破li半されなかった

細胞を除いた。上清をさらに 10000Xgで 10分間遠心し、ペレットを二巨l洗浄

した。等量の2Xサンプルバッファー (124mMTris pH6.8、4.6%SDS、50mM

DTT、60%glyceroDと混合し、が1¥騰水中で2分間熱処JAをおこない、 10000

Xg、15分の遠心により非可溶化成分を除いた後、SDSポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動 (SDS-PAGE、12%ポリアクリルアミドゲjレ)をおこなった。一部

のゲルはCoomassieBrilliant Blue染色を行い泳動像を観察した。他の泳勤務
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みゲルは、分離したタンパク質をニトロセルロース膜(Hybond-Cextra™) に

転写し、 2%スキムミルクを含むトリス緩衝嵐溶液 (TBS; 100mM TrislHCl 

pH7.3， 150mM NaCl)にてプロッキング処理を行った後、同液で lllg/mlに希

釈した単クローン抗体と一時間反応させた.TBSによる沈滞の後、アルカリ フ

ォスファターゼ様殺した抗マウス IgG(11100希釈)と一時間反応させた。抗体

反応|湯性のバンドの検出にはBCJP(5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) 

を基質とし、NBT(nitro blue tetrazolium)を発色剤として用いた。

cDNAクローニング

RNAの総出

cDNAライブラリ ーの作j或に用いた totalRNAは、RNA羽H出キッ ト

(Pharmacia Bio七ech)を用い、キットの説明書に従ってニワトリ RPE細胞よ

り摘出した。すなわち、前述単クローン抗体の作成の項と同様の方法で単慨し

たニワトリ RPE細胞をguanidiniumthiocyanate、N-laurylsarcosinおよび、

EDTAを含む緩衝液中でポリトロンホモゲナイザーを用いて破砕し、 5000Xg 

室潟1分間の遠心操作により非可溶化成分を除いた。上清を CsTFA(cesium 

trif1uoroacetate)溶液のクッション上に重層し、 15"Cで25，000Xg20 I時間逮

心した。チュープ底に沈降した RNAを TE(Tris-EDTA)緩衝液(lOmM

Tris-HCl pH8，0、1mMEDTA)に溶解し、フェノール ・クロロホルム抽出の後、

使用時まで-80"Cで凍結保存した。ノーザンプロット解析に用いた totalRNAは、

acid guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform (AGPC)法 (Chomczynski 

and Sacchi， 1987)を用いてニワトリ RPE細胞および神経網膜より抽出した.

すなわち、単隊したRPE細胞または神経網膜を変性熔液 CsolutionD; 4Mグ

アニジンチオシアネー 卜、 25mMクエン自主ナトリウム、0.5%サルコシル.0，lM

2-メルカプトエタノーJレ)中でポリトロ ンホモゲナイザーを用いて破砕し、

5 .000 X g、 20 分遠心して色索願粒および~ I，可溶化成分を除いたe 上清に 111 0

量の酢酸ナトリウム (pH4.0)を加え、酸性の条約ー下でフェノール ・クロロホル

1
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ム-lill出することにより totalRNAを拍出した。拍出したRNAは、イソプロパ

ノール沈殿を2回繰り返すことにより不純物を除き、T.E緩衝液に溶解し、使用

H寺まで-80tで凍結保存した。

cDNAライブラリーの作成

RNAflJj出キットを矧いて州出した totalRNAより、オリゴ dTセルロースカ

ラムを用いてポリ(A)+RNAを分離した。ニワトリ 20羽分の RP.E細胞より得ら

れたポリ(A)+RNA約5同を templateとして、オリゴdTプライマーを用い、

百meSavercDNA Synthesis Kit (Pharmacia)により cDNAを合成した。す

なわち、新J5μgのポリ(A)+RNAを20μlのRt、Jase-freeH20に溶解し、 65tlO

分間熱変性を行い、 0.5刊のオリゴ dTプライマー (l2-18mer)、逆転写酔素.

dNTPs、BSA、DTTを含むバッファーに熱変11したポリ(A)+RNAを加え、37t

で 1時間逆転写反応を行った。その後、反応液を RNaseH および DNA

polymerase [、dNTPsを含むバッファーに加え、 12t30分、 22"C1 I時間反応

させることにより、 RNAの分解およびSecond-strandDNAの合成を行った。

合成した 2本鎖cDNAの一部を.EcoR 1 I N ot 1アダプターを介して λgtl1ベ

クターアームに結合させ、 λDNAin vitro packaging modtue (Amersham)によ

りpackagingを行った。 3本の同種のライブラリーを作成したが、その力佃iは

いずれも約 1X 10llpfuであった。

cDNAライブラリーのスクリーニング

ライブラリーのスクリーニングは、単クローン抗体S5D8，S5H8の混被を使

って発現スクリーニング法 (Sambrook，Fritsch and Maniatis， 1989)により

行った。宿主大腸菌Y1090に前項で作成したライブラリー中のファージを感染

させ、 1X 104 pfu I plateの濃度でアガロースとともに LB-agarプレート上に重

層した。約 2時間 37'Cに保温してプラークの出現を確認した後、

isopropylthioglycol (lPTG、0.2μg/ml)を浸透させたニトロセルロース膜を豆

。，dl
 



ね、 37tで約31待関係泊することにより、蜜由貿の発現を誘導するとともに発

現した蛋白質をニトロセルロース)皮に吸着させた。ニトロセルロース肢にl及活ー

した蛋白質は、単クローン抗体S5D8，S5H8の混液(それぞれ 1附 Iml)で1

I1寺問、アルカリフォスファターゼ標識抗マウス 19Gで1lI寺問、それぞれ反応さ

せ、 BClP/NBTphosphatase substrate kit日CPLlにより検出した。約5X10. 

個のプラークより 9個の反応陽性のプラークが検出された。反応陽性のプラー

ク中のファージはさらに2回のスクリーニングをくり返すことによりクローン

化した。この過程で l倒のプラークは偽陽性反応であったことが判明し、最終

的に 8穫のクローン (λERl-4、6-匂9ω)が得られた。5綴主終のスクリ←ニングには

I単柱ク口一ン抗体S5D8とS5H8をそれぞ

クロ一ン化したフア一ジDNAをEc∞oR1でf消!肉司化することにより、挿入された

cDNAを切り出し、比較的短いインサー トを含む2クローン (λER2、6)と比

較的長いインサー 卜を含む3クローン (λER7、8、9)のインサー トcDNAを

プラスミドベクターpBluescrictIl SK(+)にサプクローニングして.プラスミ ド

クローンpER2、6、7、8、9を得た。得られたプラスミドクローンのインサー

トcDNAの盗基配列は蛍光プライマーをもちいた DNAシークエンスキット

(Pharmacia Biotech)を用い、キットの説明書に従い、ジデオキシ法により解

析した。

より完全長に近い cDNAをもっクローンを得るため、発現スクリーニングで

得られた cDNAの一部をプローブとしてハイプリダイゼーションスクリーニン

グを行った。発現スクリーニングで得られたク ローン、 pER8のイ ンサー ト

cDNAの5'末端に近い部位(BamHllXba 1断片、 397bp)をtemplateとし

てDlGDNA labeling kit (Boehringer Mannheim)によりジゴキシゲニンで係

議されたプローブDNAを作成した。 1X 10" pfuのファージDNAをナイロン膜

1::転写し、アルカリ溶液による変性、洗持の後、紫外線照射によりナイロン膜

に固定した。50%ホルムアミド、5XDenhardt溶液、5XSSC、0.1%SDS、100μg

I mlのサケ精子 DNAを含むハイプリダイゼーション総液にて 42t 211寺院jプ

司。
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レハイブリダイゼーションを行った後、 ジゴキシゲニン標識プロープ

(20日g/ml)を含むハイプリダイゼーション溶液中で42'C一晩ハイプリダイゼ

ーション反応を行った。 2XSSC、O.l%SDS溶液により室瓶 20分、 3回、 0.1

xSSC、0.1%SDS熔液で 50'C15分、 2図の洗滞の後、アルカリフ元スファタ

ーゼ標識抗DlG抗体で 11時間反応させ、 BCJ:PI NBT phosphatase substrate 

kitをもちいて反応陽性プラークを検出した。反応陽性プラークはさらに2回の

スクリーニングによりクローン化し、発現スクリ一二ンク零時と同様の方法でサ

ブクローニングし、 cDNAの寝基配列を決定した。cDNAおよびアミノ酸の配

列の解析は東京大学医科学研究所ヒトゲノム解析センターの計算機システム上

で、 GCGCGenetic Computer Group)パッケージ、 FASTA、BLAST等を用

いて行った。蛋白質の親水性・疎水性領域の解析にはKyteand Doolittleのパ

ラメータ (Kyteand Doolittle， 1982)を用い、ウイ ンドーサイズは9で行った。

ノーザンプロット解析

前述 AGPC法によりニワトリ RPE細胞およびニワトリ神経網膜より抽出し

たtotalRNA 20mgをホルムアルデヒド変性ゲル (1%アガロース)司:で電気

泳動により展開した後、ナイロンl漢に転写し紫外線照射により固定した。 3Zp_

dCTPでラベルされたプローブをクローン pERh6のインサー 卜cDNA全体を

テンプレートとしてランダムプライム法により作成した。 RNAを転写したナイ

ロン膜を洗浄した後、 50%ホルムアミド、 5XDenhardt熔液、 5XSSC、0.1%

SDS、100時 Imlのサケ精子DNAを含むハイプリダイゼーション溶液にて、

42'Cで6時間、プレハイブリダイゼーションを行ったーその後、問溶液にプロ

ープを加えた液で42'C一晩、ハイプリダイゼーションを行い、 highstringency 

(OlXSSC、O.l%SDS、65'C)の条{牛で洗浄した後、イメージングプレー ト

に露光し、 FUJJBAS2000イメージアナライザーで解析した。解析後、ナイロ

ン膜上の totalRNAを0.04%メチレンブルーにて染色し、正常なRNAの存在

を確認した。
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GHEL細胞における標的蛋白質の発現

クローン pERh6を制限静索 EcoR 1とApa1で二重消化することにより.

ORF (open reading frame)全長を含む cDNA断片を切り出した。 pUCベクタ

ーを改変してサイトメガロウィルスのimmediateearly (IE) mRNAのエンハ

ンサー遺伝子、およびポリペプチド鎖延長因子のプロモーター逃伝子を組み込

んで作成した発現ベクタ一CMV321-FLに、上記の EcoR[ I Apa 1 cDNA断片

を組み込み、際的蛋白質を発現するベクタ一、 CMV-FLh6を作成した。カバー

グラス上で指養した線維芽細胞 (goldenhamster embryonic lung cell; GHEL 

細胞) (1五gashiら， 1990)に、リポフェクション法により CMV-FLh6を導

入した。遺伝子導入の煤体にはLipofectAMINETM(GmCO BRL) を用い、方

法は説明書;のプロトコールに従った。すなわち、 600μlの無血清DMEM崎地中

で60阿の CMV-Flh6 DNAと12μ1のLipofectAMIN ETM，溶液を混合すること

により DNA-リボソーム複合体を作成し、無1(11清DMEM!宮地で 20μg/mlDNA 

に希釈した DNA-リポソーム複合体溶液中で、 GHEL細胞を 37'C、 5時間保rMl

することにより DNAを細胞内に導入した。遺伝子導入後、 10%ウシ胎児IIll前

を含むDMEM培地中で3TC、50I時間培養して際的蛋白質を発現させた後、 4%

ホルムアルデヒド、 O.lMリン酸緩衝液 (pH7.4)を含む固定液にて 4t:、 30分

間間定し、培養RPE細胞における免疫組織化学と同様の蛍光抗体法により発現

蛋白質を検出した。 cDNAを含まないベクターのみを導入し、同様の処理を行

った試料を対照とした。

Fh

u

 



3. 結果

単クローン抗体の作成

ニワトリおよびウシRPE細胞を抗原として免疫したマウスの)J単純I!包各約2X

108個と、ミエローマ細胞 2X107個を融合させ96wellのマルチウェルプレート

7枚(約 650well)に分注、地養することにより、それぞれ約 400の融合細胞

コロニ一陽性 wellがえられた。各wellの惰養上清中の抗体の反応性をニワトリ

およびウシ網膜凍結切片を用いた蛍光抗体法により検討すると、以下のような

反応様式に分類された。

1) . RPE細胞とのみ反応するもの

この機式に分銅されるものはニワトリ、ウシRPE細胞を抗原として用

いたもの共に、コロニ一陽性well約400のうち約 20wellで観察され

た。すべてRPE細胞全体に反応がみられ、 RPE細胞の細胞表面のみ、

あるいは基底部のみのような特定の部位のみに反応がみられるものは

得られなかった。図 1にク ローン化したものの例を示す。図 1a、単ク

ローン抗体S5D8; b、同S5H8; e、同 Y3H

2) . RPE刺i胞とも反応するが、網膜内の他の部域にも反応を示すもの

2) -1 主に RPE細胞表面、および神経網膜全体に反応がみられるも

の。RPE細胞における反応の強度と神経網膜における反応の相対的

強度は抗体により機々なパターンを示した。コロニ一陽性 wellの

多くはこの反応綴式を示し、 コロニー陽性 well400のうちニワト

リで約 50wellウシでは約 60wellにおいて観察された。例、図 lf、

単クローン抗体 Y6H(RPE細胞表面が強く、神経網膜全体が弱く

反応) ; g、同 Y5H(RPE細胞表蘭および、神経網膜全体が同綴に

強く反応) ; b、同 Y8H(RPE細胞基底部および、神経網膜全体、

特に内境界j煤周辺に強い反応)

2) -2. RPE細胞頂部から視細胞外節にかけて、 illte叩hotoreceptor

matrixに反応がみられるもの。ニワトリ、ウシ共に 5wellのコロ

ハ
Ol
 



図1.得られた単クローン抗体によるニワ トリ およびウ シ網膜の蛍光抗体像。

a、単クローン抗体S5D8; b、S5H8; c、S3DI0; d、S5F4(以上、ニワトリRPE
細胞を抗原として用いて作成したもの) 0 e、単クローン抗体Y3H;f、Y6H;g、
Y51-I; h、Y8H; i、Y2H;j、YIH(以上、ウシIミPE細胞を抗原として用いたも

の)。多くの抗体はRPE細胞のみならず、 神経網膜内にも反応を示す。

(bar=100μm) 
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ニーで観察された。例、図1i、単クローン抗体Y2H

2) -3. RPE細胞基底部および視細胞外貨I部、外境界l段周辺、外網状

層に反応がみられるもの。ニワトリ RPE細胞を免疫原とした 1well 

のみにみられた。例、図 1c、単クローン抗体S3D10

3) . RPE細胞にはほとんど反応がみられず、仙の組織のみに反応がみられ

るもの。

この織式に含まれるものは少数であり(各 1コロニー)個々のコロニ

ーにおける反応様式も様々であった。図 1に2例をあげる。図 1d，単

クローン抗体 5F4、 (外網状層内に不連続な反応がみられる。ニワ ト

リRPE細胞を免疫原としたもの)図 1j、単クローン抗体YlH、 (神

経網膜全体、特に内境界娘、外網状層に反応がみられる。ウシRPE細

胞を免疫原としたもの)

これらの各々の反応性を示すW巴IIより、特に反応性が強く、安定して増殖する

wellを選択し、限界希釈法によりクローン化することにより図 1に示す 10極

の単クローシ抗体を得た。クローン化した抗体のうち、 3)のRPE細胞に反応

を示さないものは免疫に用いた RPE細胞中に不純物として混入した神経網膜

によるものとも考えられ、本研究の目的には合致しないため、以後の解析の対

象から除外した。 2)に分類される種々の抗体のうちY5H(図 1g)については、

その後の解析により extracellularmatrix metaroproteinase inducer 

(EMMPRIN)のウシにおけるホモログであることを明らかにし、眼球内におけ

る細胞外基質の調節機械のひとつとして論文を発表した (Yoshirnotoら、

1998)。また、 Y2H(図 l、1)については、すでに詳細に研究がなされている

interphotoreceptor matrix retinoid binding protein (lRBP)を認識しているこ

とが同定された(未発表)。他の抗体についても角草析が進行中である。1)に分

類される、 RPE細胞のみに反応がみられた3種の抗体、 S5D8、S5H8、 (ニワ

トリ RPE細胞を抗原として作成したもの)およびY3H(ウシRPE細胞を抗原

一18-



として作成したもの)は、後述のごとく、|眼球内においてRPE細胞のみに特呉

的に反応し、神経網膜や毛様体 ・虹彩の色素上皮細胞には反応がみられなかっ

た。また、他の数種の動物種のRPE細胞においても反応がみられた。これらの

結果より、これらの抗体の認識抗原はRPE細胞に特異的な機能に倍援に関連す

ると判断し、これらの抗体が認識する抗原分子の、形態学的 ・分子生物学的特

徴を詳細に検討することとした。

免疫組織化学

光学顕微鏡による抗原蛋白質の局在の検索

単ク ローン抗体S5D8、S5H8および、 Y3Hを用いて‘それぞれ免疫原とし

て用いた動物の網膜内における抗原蛋白質の局在を蛍光抗体法により検索したe

単クローン抗体S5D8、S5H8は共にニワトリ RPE細胞の細胞質を微細な頼粒

状に染めた。頂部突起にも弱い反応が認められたが、核には反応が認められず、

反応陽性の細胞質中の穴のように見えた(図2b、c)。網膜の他の部分には反応

は認められなかった。これらの抗体の反応は、日艮球後極部より、亦道部、鋸:1*

縁部へむかうにつれてやや滅弱する傾向を示し、鋸状縁部においては.反応は

視細胞と接するRPE細胞のみに認められ、毛様体・虹彩の色素よ皮剤1I)J包には認

められなかった(図2e、。。単クローン抗体Y3Hを用いてウシ網膜内における

反応性を検索すると、 Y3HもRPE細胞の細胞質を微縦な頼粒状に染め、頂音g

突起にも反応が認められた(図2h)0 Y3Hによるウシ網膜の免疫染色では抜に

おける染色性の有無は明らかでなかった。

ウシRPE細胞を免疫原として作成した単クローン抗体Y3Hを用いて、ニワ

トリ網膜RPE細胞に対する反応性を検索すると、抗体Y3Hはニワトリ RPE細

胞を認識し、その染色様式(図2i)は、抗体S5D8・S5H8による染色様式(図

2b， C) と類似していた。逆に、ニワトリ RPE細胞を抗原として作成した抗体

S5D8・S5H8を用いてウシ網膜を免疫染色すると、やはり両抗体ともウシRPE

細胞を認識し、その染色様式(図2j、k)もY3Hによる染色隊式(図2h)と類

-19ー



ニワトリ

ニワトリ
鋸状縁部

微分干渉像 S508 

S508 

Y3H 

S5H8 

7......~"'~.-:-<O"._， 

S5H8 

ウシ i | 
ニワトリ1Y3H ウシ/S508 ウシ/S5H8

ト「11li ゴl-U 
図 2. 単クローン抗体S5D8、S5H8、Y3I-Iによる蛍光抗体像

いずれの抗体を用いたものでも、即E細胞の細胞質全体および、頂部突起に微細な

頼粒状の反応が認められる (b、c、h)。鋸状縁部においては、反応は視細胞に接す

る網膜の色素上皮細胞のみにみられ、毛様体 ・虹彩の色素上皮細胞にはみられない

句、 f)。ウシRPE細胞を抗原として作成した単クローン抗体Y3HはニワトリRPE

細胞、ニワトリRPE細胞を抗原として作成した単クローン抗体S5D8・S5H8はウシ

のRPE細胞もそれぞれ認識し、染色像も類似する (i、j、k)0 a、d、gはそれぞ、

れ、 c、e、hの同一視野の微分干渉像 (bar=50μm)
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似していた。

S5D8、S5H8、Y3Hいずれの抗体も、限球内の他の組織 (神経網膜、色級体、

虹彩、水晶体、角l旗、強)膜)には反応は認められず、また、 1I艮球以外の組織 (ニ

ワトリ大脳、小脳、肝臓、腎l減、小JJ場、精巣、高IJ'湾、心臓、砂袋、 骨絡筋、お

よび¥ウシ大lJi語、小m語、松架体、肝臓、 l問機、 JI市、小!湯、大脇、骨格筋)にお

いても反応は認められなかった(表 1)。また、 一次抗体を除いた対照の切片

においては反応は認められなかった。

免疫電子顕微鏡法による抗原蛋白質の細胞内局在の検索

RPE剤[JJI包内における微細局在の検索には|醇素抗体法を用いた。ニワトリ RP8

細胞内における抗原蛋白質の局在を抗体 S5D8を一次抗体として用いて検索す

ると 、 DAB 反応産物は主に細胞内の小JI包状の構造物のJr~上に観察された (位13 b 、

c)。免疫反応|側主の構造のほとんどは RPE細胞に非常に豊富に存在する消而

小胞体 (sER)であると思われた。 DAB反応産物は反応陽性の sER周辺の細胞

質にも認められたが、これは試料作成過程における DAB反応産物の移動による

ものと思われる。 RPE細胞には純面小!自体 (rER)は少なく.核問部および細

胞頂部に少数みられる。無染色切片上で rERとsERとを区別するのは困難であ

ったが、切片を酢酸ウランで短時間染色することにより rERのリボゾームが染

色され、識別が可能となった。染色切片においてはrERも免疫反応陽性である

ことが確認された。

核膜はニワトリ RPE細胞においてはほとんどリボゾームはついていないが、

反応陰性であった(図 3b，矢頭) 0 核内(図 3b，N)、ゴルジ装置、ミトコ ン

ドリアも反応陰性であった。いくつかのミトコンドリアの外膜においてDAB反

応産物が観察されたが、この反応は免疫反応陽性の sERに近接した部位に限ら

れ、近傍の sERにおける DAB反応産物の拡散によるものと思われた。I頁昔日突

起の基部には小さなj習板小体 (myeloidbody)がみられ、これらにも反応が陽

性であった。しかしながら、細胞質中にみられる大きな属板小体はその辺縁部
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組織 5508 S5H8 組織 Y3H 

ニワトリ限組織 ウシ眼組織

角膜 角膜

水晶体 水品体

虹彩 虹彩

毛様体 毛織体

神経網膜 神経網膜

網膜色素上皮 + + 網膜色素上皮 + 

強膜 強膜

限以外の組織 限以外の組織

大脳 大脳

小脳 小脳

松果体

肝臓 肝践

腎臓 腎臓

肺

小腸 小腸

大腸

精巣

副腎

心臓

砂のう

骨格筋 骨格筋

表 l 単クローン抗体の反応の組織特異性

各組織の凍結切片に対する、各単クローン抗体の反応性を蛍光抗体法を

用いて検索した。いずれの抗体も RPE細胞以外の組織には反応が認め

られない。
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図3. 抗原蛋白質の細胞内局在

a 、 RPE細胞~視細胞領域の模式図。図中の b~e は免疫電子顕微鏡写真、 b~e

に相当する部位を示す。 b~d 、ニワトリ RPE細胞を単クローン抗体S5D8で免疫染

色した試料。 e、ウシRPE納胞を抗体Y3Hで免疫染色した試料。いずれの抗体を用
いた免疫染色においても、反応産物は滑商小胞体の膜上に認められる。矢印、基底

部細胞l換;矢頭、核膜 ;N‘核 Cbar=lμm) 
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のみに反応産物が認められた。この現象は一次抗体、もしくはE王RP標識した二

次抗体が屑板小体の屑板fI，司へ不十分な浸透をした結果であると忠、われる。

RPE細胞頂部からは多くの突起がsubretina1spaceに伸び、視細胞外itriを取

り閥んでいる。この突起中にもsERが存在し、抗体反応陽性であったが、細胞

表面l換には反応は観察されなかった (閲 3d)。細胞基底部においては.細胞i肢

が陥入し、複雑な基底陥凹を形成するが、この基底|焔凹をふくむ基底部細胞11英

にも反応は見られなかった(図 3b矢印)。単クローン抗体S5H8のニワトリ

RPE細胞内における局在を問傑に検索した。S5H8による免疫反応産物もS5D8

同様、 sERの!漠上に観察された。同綴にウシRPE細胞内における Y3H認識抗

原の局在を齢素抗体法により検索した。ウシRPE細胞におけるY3H免疫反応

産物もsERのl漠上に観察され(図3巴)、細胞膜には反応は見られなかった。

ウエスタンプロット法による解析

ウエスタンプロット法により、これらの抗体が認識する抗原蛋白質の分子量

を推定した。ニワ トリおよびウシRPE細胞の、核を除いた全蛋白質を SDS-

PAGE法により展開した後、ニトロセルロース肢に転写し、それぞれ対応する

単クローン抗体で、反応|湯性のバンドを検出した。検索したすべての抗体は約

63孟DのI:ia-のバンドと反応した(図 4)。この反応陽性のバンドは Coomassie

blue染色により強染する約 63kDのバンドとほぼ一致した。

RPE細胞の発生と抗原蛋白質の発現

この3種類の抗体による RPE細胞における染色性の発現制時期を、発生の特

定しやすいニワトリを用いて検索した。ニワトリの限の発生は、鮮卵 29-33JI寺

|甘lにおける11艮胞の出現にはじまり、解卵 50-5311寺聞における限杯の形成を経て.

m卵 15日自には視細胞の外節の基となる線毛が分化する (Hamburgerand 
Hamilton， 1951; Olson， 1979) • RPE細胞の発生をみると、鮮卵8日目で頂部

突起、基底陥凹の形態分化がはじまり、勝卵 19日目には核は扇平でやや基j底部
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ニワトリ ウシ

Coomassie 

blue S5H8 S5D8 

Coomassie 

blue Y3H 

63kD一 -

図4 ウエスタンプロット法による解析

ニワトリおよびウシRPE細胞の粗膜分画中の蛋白質を

SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動法により展開し、

ニトロセルロース膜に転写、抗体との反応を行った。い

ずれの抗体においても約63kDの単一のバンドに反応が

認められる。
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へ寄り、ミトコンドリアは側 ・基底部に集まる傾向があり、隣接するRPE細胞

聞には細胞間結合複合体がよく発達するという、!まぽ完成した形態をとる

(Morioka and Hirosawa， 1989) 0 S5D8、S5H8、Y3Hの3種類の単ク ロー

ン抗体による免疫染色を行ったところ、いずれの抗体もほぼ同ーの染色性を示

した。すなわち、これらの抗体による染色性の発現は鮮卵8日目のRP8細胞で

は認められず(図 5a)、解卵 15日目に限球後極部のRPE細胞基底部において

弱く認められ(図 5cl、その後次第に強度を上旬し、勝]ilJ19日目では、解化後

と同様、細胞全体に反応が認められた(図 5e)。網膜後極部における免疫反応

の強度のi菌加とともに、 11良球内における発現部位も赤道官fl、前IJ良部へと広がっ

た。発現部位の広がりは解化後も継続し、鋸状縁部の RPE細胞においては、

解化後約 10日で初めて反応が認められた。

}者養RPE細胞における標的蛋白質発現の変化

RPE細胞は培養条件下においても単層の分化した形態をとることが知られて

いる(Dunnet a!， 1996)。この様な分化した形態をもっ培遂RPE制胞におい

て、 RPE細胞の生体内における分化した機能がどの程度維持されるのかを検討

する指標として抗原蛋白質の発現を蛍光抗体法で検討した。 培養3日目のRPE

細胞は、生体内におけると同様、細胞質中に多くの色素綴粒をもち、特有の多

角形の形態をもっ(図6bl。培養3日目のRPE細胞においては、すべての細

胞の細胞質全体に免疫反応産物が認められた(図6al。培養7日目のRPE細

胞は色素頼粒が減少しており、培養基質上に細長く線維芽細胞状に伸びる形態

をとるものが多くみられる(図6dl。培養7日目の RPE細胞では、ほとんど

の細胞において細胞質全体の免疫反応はみられず(図 6cl、少数の細胞におい

て反応陽性の!穎粒状の構造物がみられるのみであった。
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ED15 

ED8 

ED19 

図5.ニワトリ網膜の発生過程における抗原蛋白質の発現

限球後械部における抗原蛋白質の発現を抗体S5D8を用いた蛍光抗体染色により検

索した。鮮!!ll8日目 (a)、15日目 (c)、19日目 (e)における抗原蛋白質の発現
を示す。抗原蛋白質は鮮卵15日目より発現がみとめられる。 b、d、fはそれぞれ、

a、c、eの微分干渉像。 OLM、outerIirrutting membrane (外境界膜)

(bar=50μm) 

勾，
O
4
 



03 

07 

図6.培養RPE細胞における抗原蛋白質の発現の変化

mr.f化当日のニワトリ眼球より単離したRPE細胞をプラスチックシャーレ中にて
培養し、 3日目および7日目における抗原蛋白質の発現を蛍光抗体法により検

討した。培養3日目では、ほとんどの細胞において細胞質全体に反応がみられ

たが(a)、培養7日目では、反応陽性の頼粒状の構造を含む細胞が少数見られる

のみで、細胞質中の反応はみられなかった(C)ob、dはそれぞれ、 a、Cの|買l視野

の微分干渉像 (bar=50μm)
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他の脊維動物種のRPE綴胞における抗体の反応性

これら 3種の単クローン抗体はいずれも鳥類(ニワトリ)と補乳類(ウシ)

という系統発生的にはなれた同様のRPE細胞において反応陽性を示す。これは、

これら 3穫の抗体の認識する抗原分子中の認識エピトープが穫を越えて保存さ

れていることを示す。そこで、より多くの動物種における認識エピトープの保

存を検討するため、脊機動物の.軟骨魚類を除くすべての綱の動物の RPE細胞

における 3種の単クローン抗体S5D8、S5H8、Y3Hの反応性を蛍光抗体法およ

び酵素抗体?去により検索した ( lgl 7-1~3、表 2 ) 。

3種の抗体のうちもっとも穣特築性が低かったのはY3Hであった。単クロー

ン抗体Y3Hは、検索した動物種のうち、最も下等な脊推動物であるカワヤツメ

を|徐くすべての種の RPE細胞において反応l陽性であった(図 7・ 1~3、表 2) 。

単クローン抗体 S5H8は、ほ乳類、鳥類、限虫類においては検索したすべての

動物積の RPE細胞において反応が見られたが、間生類、魚類においては反応が

みられなかった(図 7-1~3、表 2) 0 S5D8においては、穏による反応性の迷

いが複雑であり、ほ乳類においてもリスザル、ウシ、マウスでは反応|場性であ

ったが、 モルモットでは反応がみられなかった。鳥類のニワトリ、 l腿虫類のア

カミミガメでは反応がみられたが、両生類のウシガエル、イモリにおいては反

応はみられなかった。魚類においては海水魚のマダイでは反応がみられたが、

淡水魚のコイおよび、門口類のヤツメウナギにおいては反応がみられなかった

(図 7- 1 ~3、表 2) 。

これらの3種の抗体の反応は、ほ乳類、鳥類、!随虫類においては、モルモッ

トの RPE細胞に反応がみられなかったS5D8を除いて、すべての動物、すべて

の抗体において RPE 出Ul JI包のみに特異的であった。しかしながら.~虫類、両生

類、魚類においては、抗体との組み合わせによっては、 RPE細胞以外の網膜組

織においても反応が認められた(区18、表 2*印)。これらの反応は主に内境界

膜周辺にみられ、動物によっては内網状層、外網状層などにもみられた。その

反応部位および形態から、これらの反応はMuller細胞によるものと忠われた。
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S5D8 S5H8 Y3H Control (リスザル)
微分干渉像(その他)

リスザル

ウシ

モルモット

マウス

図7-1 他穫の動物における単クローン抗体の反応性(I時乳類)

リスザル、ウシ、モルモット、およびマウス網膜の凍結切片に対する 3穂の単クロー

ン抗体の反応性を、酵素抗体法(リスザル)および蛍光抗体法(ウシ、モルモット、

マウス)により検討した。モルモッ卜RPE細胞にS5D8が反応しないことを除いて、す

べての抗体が、すべての動物のRPE細胞に特異的に反応した。 Cbar=50μm)
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S508 S5H8 Y3H 微分干渉像

ニワトリ

アカミミガメ

ウシガエル

イモリ

図7-2 . 他種の動物における単クローン抗体の反応性(鳥類、~虫類、両生類)

ニワトリ、アカミミガメ、ウシガエル、および、イモリの網膜の凍結切片に対する 3種の

単クローン抗体の反応性を蛍光抗体法により検討した。抗体Y31-1はこれらすべての動物の

RPE細胞に対して反応がみられた。 S5D8、S5H8は、ニワトリ、アカミミガメにおいては
RPE細胞に反応がみられたが、ウシガエル、イモリにおいてはRPE細胞には反応がみられ

なかった。 (bal~50μm)
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S5D8 S5H8 Y3H control 

マダイ

コイ

カワヤツメ

図7-3.他種の動物における単クローン抗体の反応性(魚類)

マダイ、コイ、カワヤツメ網膜の凍結切片に対する 3穫の抗体の反応性を酵素抗体法

により検索した。抗体Y3Hはマダイおよびコイ、 S5D8はマダイのRPE細胞において
反応が認められたが、 S5H8はいずれの動物のRPE細胞においても反応が認められな
かった。カワヤツメのRPE細胞においては、いずれの抗体も反応性を示さなかった。

(bar=50μm) 
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S508 S5H8 Y3H 

リスザル + + + 

ウシ + + + 

モルモット + + 

マウス + + + 

ニワトリ + + + 

アカミミガメ +* + + 

ウシガエル * + 

イモり * * + 

マダイ +* +* 

コイ 司* ー* +* 

カワヤツメ ー* * * 

表 2 種々の動物のRPE細胞における単クローン抗体の反応性

3磁の単クローン抗体のRPE細胞に対する反応性を蛍光抗体法および酵素抗体

法を用いて検索した。+、反応陽性;一、反応陰性.*、 RPE細胞以外の網膜

組織において反応が認められたもの。

no 
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図8. RPE縦II胞以外の網膜組織における反応

a、ウシガエル (S5D8/蛍光抗体法)外頼粒層から内境界膜にかけて、網膜の各層
に対して直角方向に縦走する繊維状の反応が認められる。視神経細胞層および内境界

膜昔日においては、横走する側校 (a矢印)がみられる。b、マダイ c、コイ d、カ

ワヤツメ (S5D8/酵素抗体法) ・いず、れの動物においても、内境界膜付近において縦

走する繊維状の反応がみられる。カワヤツメ (d)においては、それに加え、横走す

る繊維状の反応が外網状層内にみられる (d矢1=11)0 (bar=100μm) 
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cDNAクローニング

これらの単クローン抗体が認識する抗原分子の RPE細胞内における機能を

明らかにするためには分子の同定が不可欠である。本研究においてはcDNAク

ローニングによる分子の同定を試みた。

5X10'プラークのニワ トリ RPE細胞 cDNAライブラリーを、 単クローン抗

体 S5D8およびS5H8を用いてスク リーニングすることにより 9個のポジティ

ププラークが検出された。反応陽性のプラークはさらに 2回のスクリーニング

を繰り返すことによりクローン化した。この過程で l個のプラークは偽陽性反

応であったことが判明し、最終的に 8クローン (λERl-4、6-9)が得られた。

これらのクローンは約 1.5Kbpから 2.5KbpのインサートcDNAを含んでいた。

S5D8は得られたすべてのクローンと反応したが、 S5H8は最も長いイ ンサー卜

cDNAを含むクローン、 λER8とのみ反応した。Y3Hはいずれのクローンとも

反応しなかった。得られたクローンのうち、比較的長いイ ンサー トを含む 3ク

ローン (λER7，8，9)と比較的短いインサー トを含む2クローン (λER2，6)の

インサート DNAを、プラスミドベクターpBluescript1Iにサプクローニングし、

それぞれプラスミ ドクローンpER7，8， 9， 2， 6を得た。インサー 卜cDNAの底

基配列をジデオキシ法により決定したととろ、すべてのク ローンは単一の

cDNAの異なる一部を含んでいた(図 9)。長主も長いインサート C2，499bp)は

pER8に含まれ、 1596bpのopenreading企ameCORF)と思われる領域を含

んでいたが、開始コドンは含まれていなかった。 ORF全長を含むクローンを得

るため、クローン pER8のBamHIIXbaJ断片(図 9)をプロープとしてハイ

プリダイゼーションスク リーニングを行った。 2X104プラークのcDNAライブ

ラリーをスクリーニングし、陽性プラークをクローン化することにより、12il1!l 

の反応陽性クローンλERhl-16が得られた。最も長いインサー 卜cDNA(全長

2，510bp)はクローン pERh6に含まれ、 5'末端より 8塩基の 5'非翻訳領域、 第

9-11楓基の ATGに始まり第 1607-1609瓜基の TGAで終わる 1602組基の

ORF、それに続く 900嵐基の 3'非翻訳領域を含んでいた(区110)。開始コ ドン
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。

B K X N H N N N 
pERh6 

pER8 

pER7，9 
pER2 

pER6 

0.5 1.5 2 2.5 kB 

図9. ニワトリ cDNAクローンのマッピング

ハイブリダイゼーションクローニングで得られた最長のクローン

pERh6の制限酵素地図を上に示す。 (B、BamH1 ; K、Kpn1 

X、XbaI; N、Nco1 ;目、 HincIl)太線はopen readil1g f1"白羽e

(ORF)。単クローン抗体による発現スクリーニングで得られたクロー

ンpER2、6、7、8、9、はすべて同ーのDNAの一部をインサー卜

DNAとして含んでいた。 pER8の下線部はハイブリダイゼーションス

クリーニングのプローブとして用いた部位を示す。
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より 5'側3境基自にアデニン(A)が存在するととは、開始コドンに関するKozak

の contex七sequence(ANNAUG) (Kozak， 1983)と一致する。また、この

ORFより挑定されるペプチドの分子監は約61kDであり、前述のウエスタンブ

ロットの結果(約63kD)ともよく一致することから、おそらく ORF全長を含

むものであると思われた。 ORFに統く 890塩慕(ポリ Aを除く)の 3'非翻訳

領減には、第 1950-1955塩基、および第 2352-2356境基のふたつのポリアデ

ニレーションシグナル (AATAAA) (図 10、下線)、 また、3'末には 11Ji.l基

のポリ Aを含んでいた。この配列は DDBJIEMBLlGenB ank 核酸配列データ

ベースに accessionN o.ABO 17594として登録されている。

アミノ酸配列

得られたcDNAのORFより推定される蛋白質は533アミノ般よりなり、推

定される分子量は約60，929Da、等電J点はpH6，38であった。 PROSITEデータ

ペースによるモチーフ検索によると、 3カ所のpotentialN-glycosylation site 

(図 10、O印)、 7カ所の potentialprotein kinase C phosphorylation site 

(図 10、。印) • 4カ所の potentialcasein kinase D phosphorylation site 

(図 10、口印)，2カ所の potentialtyrosine kinase phosphorylation site (図

10、マ印)， 6カ所の potential N -mytistoylation site (図 10、ム印)等の修

飾可能部位が検出されたが、他の、既知の機能ドメインは検出されなかった。

Kyte & Doolittleの疎水悦 ・親水性領域の解析によると、アミノ末端部には疎

水性の強い領域は存在せず、シグナルペプチドはもたないと考えられた。また、

膜貫通部位と考えられる疎水性領減も蛋白質全長にわたって存在しなかった

(図 11)。

FASTAおよび BLASTプログラムによる、 Genbank， swissplot等のデー

タベース中の既知の配列とのホモロジー検索により、本研究で得られた cDNA

にコードされる蛋白質のアミノ酸配列と高いホモロジーをもっ蛋白質、ウシ、

ヒト、ラットのRPE65が検出された(図 12)。本研究で得られたニワトリ cDNA

月
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図10. S5D8，S5H8により認識されるニワトリ抗原資自質のcDNA配列、および、予想

されるアミノ酸配列。 ハイブリダイゼーションスクリ ーニングにより得られたク ローンpEJ~h6
の全長を示す。図5で示したそれぞれのクローンに含まれるcDNAの開始点制+で示す。O印、
pot巴ntialN-gl，rcosylaLion site く〉印、 potentiaJprotein kinase C phosphorylation剖te;口
印、 potential 切 符 inklnas巴 IT phosphorylation site;マ印、polenti剖 lyrosinekinas巴

phosphorylation site ; 6印、 potentialN一lllyrisLOylationsite.下線、 ポリアデニレーション
シグナルe この配列は DDBJ/EMBL/GenBank紘酸配列データベースt::accessionnumber 

A13017594として登録されている。
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図11. f長自質のa!t7)<性 ・親水性領域の解析

cDNAより予想されるアミノ酸配列中の疎水性 ・親水性領域をKiteand 

DoolittJe法により解析した (Windowsizeは9)。シグナルペプチ ドおよび

膜貫通部位と予怨される疎水性領域は蛋白質全長にわたって存在しない。
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Ch i ck prote i n 1 :MYSQVEHPAGGYKKLFETVEELSSPVTAHVTGR 1 PTWLRGSLLRCGPGLFEVGAEPFYHL 60 

Bovi ne RPE65 1・S.. • . . .. . . •• .• • . •• • . .. .. L. .... .... L. . T.. .• .. .. ••• . . . S... .•• 60 
Human RPE65 1:. SI.. . • •. . . ......ーーーー ..L.........L.. T..............S...... 60 
Rat RPE65 1:. S 1. 1.ー・・..............T. L....‘.... L.. T......ー.......S..ー・・.60 

Chick 61・FDGQALLHKFDFKEGHVTYHRRFVRTDAYVRAMTEKRIVI TEFGTYAYPDPCKN 1 FSRFF 120 

Bovine 61:.......................I.....................C.F............120 

Human 61・......................1.....................C. F............ 120 

Rat 61・ ..................Y...I.....................C.F............120 

Ch i ck 121: SYFKGVEVTDNALVNVYPVGEDYYACTETNF ITKI NPDTLET 1 KQVDLCKYVSVNGATAH 180 

Bov i ne 121目...R.噌 .........I..................V..E...........N.......... 180 
Human 121 :. • . R. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . E. . . . . .‘.... N.......... 180 
Rat 121・.. . R. . • • . • . . . . • 1. • • • . . . . • • . . • • . • • • . . . E. • . • • . . • • . • N. . • • . • • . •. 180 

Chick 181 :PHVENDGTVYNIGNCFGKNF~孔.AYN1 1 R 1 PPLQADKEDPMNKSEVVVQFPCSDRFKPSYV 240 

Bov i ne 181・ 1. ・・ ・・・ ー・・ ・・・1....VK........... IS... 1............... 240 
Human 181:..1...... ............1.... VK........... IS... 1....... • • • ••. .. 240 
Rat 181:..I.S............... TV.....K....K......I.................... 240 

Chi ck 241: HSFGLTPNY 1 VFVETPVK 1 NLLKFLSSWSLWGANYMDCFESNETMGVWLHVAEKKKGRLL 300 

Bovine 241・・・ー・・・ ・ー・ーー・ .... F......ー・ ー・・・ ・・ーー ......1. D.. RKKYI 300 

Human 241・ ・・・・・ー・ ・ー ・・・F・ー・ ・・・・ー・・・ ・・・ー ー・..1.D.. RKKY. 300 
Rat 241:..................... F..................... S........ D.. RRKYF 300 

Ch i ck 301 : N 1 KYRTSAFNLFHH 1 NTFEDNGFLI VDLCTWKGFE刊YNYLYLANLRANWDEVKKQAEKA360 

Bovine 301:. N. .•.• ~.. . •.•... Y.. HE....... C. .•.• . .. ..S...... E.. E.... N. R.. 360 
Human 301・.N. .•. • P.. . • ..... Y... ........ C. . • .... . .•....... E.. E.... N. R.. 360 
Rat 301 :. N..... P......... Y........... C................. E.. E... RN. M.. 360 

Ch i ck 361: PQPEARRYVLPLR 1 DKADTGKNLVTLPYTTATATLRSDETVWLEPEV 1 FSGPRHAFEFPQ 420 

Bovine 361:ー・ ・V..・・・.. N. . . . . • • . • . • . • . N. . . .. 1. C. . . . 1. . . . . . L. • . . • Q. • . . •. 420 
Human 361:.... V....... N.............. N..... 1. C..... 1...... L..... Q...... 420 

Rat 361・ .V... .. . • T.. .. .. . R... . • . H. .. .. 1. C.. . • 1.. .. .. L. .... Q. • . ... 420 

Chick 421・1NYKKYGGKPYTYTYGLGLNHFVPDRLCKLNVKTKETWVWQEPDSYPSEP 1 FVSHPDALE 480 

Bovine 421:...Q.........A.............................................. 480 

Human 421 :... Q.. C...... A.......ー・ ・ーー・ー ・ー・ ーー ・・ーー・ー・・・・・ ・・......480 
Rat 421 :... Q. C....... A・・・ー ・ ・K..........I.M・ー・・ ・ー・・・Q..... 480 

Ch i ck 481 : EDDGVVLS 1 VI SPGSGPKPAYLLI LNAKDMSEVARAEVEVN 1 PVTFHGLFKRA 533 

Bov i ne 481・・ ーーー.V.V...A.Q............L.........I....ー・ ーーー.KS 533 

Human 481・...•.•.. V. V... A. Q.. .••..••. •• L. .. . •• . .. 1... .•.. . ••. KS 533 

Rat 481 :........ V. V・ー.A. Q...... V..... L. . 1.. .. .. T. ・・・ーー・.KP 533 

図12 得られたニワトリ cDNA配列より予想される蛋白質のアミノ酸配列とホ

モロジーをもっ既知の蛋白質のアミノ酸配列とのアラインメント

ニワ トリcDNAにコードされる蛋白質のアミノ般配列はウシ、ヒト、ラットのRPE65

蛋白質のアミノ酸配列とそれぞれ、 89%、90%、87%のホモロジーをもっ。 (Bovine

RPE65， prf:1922337A; Human RPE65. prf:2110307A; Rat RPE65. 

gp;AF035673_1) 
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より予怨されるアミノ酸配列と、ウシ、ヒト、ラットのRPE65蛋内質との問の

ホモロジーは、ウシで 89%、ヒトで90%、ラッ トで 87%にのぼり、この高いホ

モロジーより、得られた cDNAによりコードされる蛋白質はRPE65のニワト

リにおけるホモローグであることが判明した。

ノーザンプロッティ ング

ニワトリ RPE制胞および神経網膜より totalRNAを抽出し、プラスミ!とク

ローンpERh6のイ ンサー トcDNA全体をプロープとしてノーザンプロッティ

ング法により解析した(図13)0 RPE細胞のRNAにおいては単一のバンドが

検出され、リボゾームRNAの移動度より計算すると、約2.9kbaseであった。

これは得られた cDNAクローンの長さ、 2510baseと比べるとやや長いが‘

intactな mRNAにおける長い poly(A)ta社の存在を考慮すると、得られた

cDNAはほぼ全長に近いと恕われる。また、ウシ、ヒト、ラッ トのホモローグ

のアミノ酸配列との比較により、 ORFは、全長が含まれていると考えられる。

神経網膜のRNAにおいては反応陽性のバンドは検出されなかった。メチレンプ

ルーによるtotalRNAの染色におけるリボゾームの像より判断すると、RPE細

胞より摘出した RNAと神経網膜より抽出した RNAの量はほぼ等量であり、

RNAの強い分解も起こっていないと忠われた。

GHEL総胞への遺伝子導入

ORF全長を含むcDNAを発現ベクターに組込み、リポフェクション法により

GHEL細胞に導入して、発現した蛋白質の単クローン抗体に対する反応性を蛍

光抗体法により検討した。本論文で用いたS5D8、S5H8、Y3Hのいずれの抗体

を用いた試料においても、反応陽性の細胞が細胞100-200個に 1個の割合で認

められた(図 14)。ベクターのみを導入した対!被実験では反応陽性の細胞はみ

られなかった。このことから、導入したcDNAにコードされる蛋白質は3種の

抗体すべてにより認識されるととが確認された。
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図13 ノーザンプロット解析

ニワトリRPE細胞、および神経網膜より抽出した tolalRNAを1%アガロース・

フォルムアルデヒド変性ゲル!こて電気泳動することにより展開し、ナイロン膜に

転写した後、クローンpERh6のインサートcDNA全長をプロープとしてハイプリ

ダイゼーションを行った。 RPE細胞のRNAにおいて、約2.9kbの単一のバンドが

検出された (pan巴1B， Lane 1)。神経網膜のRNAにおいては反応陽性のバンド

は検出されなかった (p剖lelB， Lane 2) 0 panel A、ナイロンIJ英に転写した

total RNAのメチレンブルー染色像(Lane1， RPE細胞;Lane 2，神経網膜)
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8508 

85H8 

Y3H 

図14培養線維芽細胞における抗原蛋白質の強制発現

ORF全長を含むcDNAを組み込んだ、発現ベクタ一CMV-FLh6をリポフェクション法

によりGHEL細胞に潜入し、発現した蛋白質の、単クローン抗体に対する反応性を

蛍光抗体法により検討した。いずれの抗体においても反応陽性の細胞がみられるB

a、S5D8; b、S5H8; c、Y3H Cbar=50μm) 
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4.考察

組織特異的分子の抽出法

細胞の機能を論ずる上で、その機能を司る蛋白質分子を同定することは避け

て通れない固すでに仙の細胞において機能の同定された蛋由貿分子に関しては、

その蛋白質分子に対する抗体を用いて免疫組織化学的に局在を検索する、ある

いはin-situhybriclization法により mRNAの存在を検索する等により、特定の

細胞における当該機能の局在をある程度推定することができる。特定の既知の

機能の存在を論ずる場合にはこのような方法が有効であるが、ある組織・細胞

に特典的な未知の機能を論ずる場合にはこのような方法をとることはできない.

従来、ある細胞に特巣的に発現する蛋白質を抽出する手段として、 subtractive

hybriclization 法 (Scottら、 1983)、clifferentialclispJay 法(Liangand Pardee. 

1992)などの分子生物学的手法、あるいは、本研究で用いた単クローン抗体法

と形態学的手法を組み合わせた方法等が用いられてきた。乙れらのうち分子生

物学的方法は、類似した2種類の細胞聞の発現蛋白質の違い、すなわち、正常

な細胞と癌化した細胞における発現蛋白質の変化、あるいは、特定の刺激によ

り発現誘導された少数の蛋白質、を抽出するような場合には非常に有効な方法

である。しかしながら、正常な細胞において特異的に発現する蛋白質を刷出す

る目的には、互いに分化した2極類の細胞を比較することになるため対照を，複

数とる必裂があり、また、 clifferentialclisplay法の場合には多くのpnmerの組

み合わせを用いる必要があるなど、煩雑にならざるをえず、今日ではあまり片!

いられない。単クローン抗体法はすでに確立された方法であり、免疫組織化学

的手法を用いてスクリーニングすることにより、特定の細胞に発現する分子を

認識する抗体を容易に抽出することができる。製!H士、本研究で対象としている

RPE細胞は、瓜l液 ・網膜関門を形成する細胞であり、免疫系から隔離されてい

るため免疫原として認識されやすいことが予想され、また、 RPE細胞は単一種

の釧胞よりなる上皮を形成するため、免疫原として用いるための比較的純粋な

細胞を容易に得ることができる、など、単クローン抗体法を適用するうえで大
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きな利点をもっ。

単クローン抗体法は 1975年に Kohleraud Milsteinにより開発されCKohler

and Milstein， 1975)、以来、均一な抗体を大量に作成できる、また、抗原とし

て用いる5}-子を厳密に精製する必要がない、などの利点により急速に多く の研

究に応用されるようになった。Reiuherzsらはこの単クローン抗体法を用いた

一連の研究において、ヒトTリンパ球の細胞表面分化抗原を解析し、 ?リンパ

球のサブセットの存在やその分化過程を明らかにし、その後の免疫学の研究に

多大な貢献をした (forreview Reinherzs， 1983)。形態学の分野においても、

組織 ・細胞特異的抗原の同定に単クローン抗体法が応用され、細胞特奥的マー

カーとして、また、抗原分子の機能解析を通じて、特定の刺胞の機能の解明へ

むけてさかんに研究が行われている(Tnoueら，1993;Keonら，1996など).網

膜においても、 Barnstableにより作成された、ラットの視調lIJI包、 Muller前fI胞

を特異的に認識する数;障の単クローン抗体 CBarnstable，1980)をはじめとし

て、多くの単クローン抗体が作成されている CYoungand Dowling， 1990; 

Schlosshauer aud W立d，1991; Distlerら，1996など). RPE細胞においては、

申請者らが研究を始めた 1990年頃 (Sagaraら，1990a， b)にはほとんど報特

がなかったが、その後多くの研究室より報告がなされ、近年ではアメリカ合衆

国における国際限科研究会において独立したふたつのセッションが組まれるな

ど、非常に注目されている CKato，1987; Donosoら， 1988; Morioka， Sawada 

a且dl五rosawa，1989; Hooksら，1989; Sagara and Hirosawa， 1990a， b， 1991; 

Neill ancl Barustable， 1990; Neillら，1993; Chu日ndGrunwalcl， 1990a，b; 

Klein， Macleish ancl Wiesel， 1990; Kobayashi， Ueda and HOl1da， 1991; 

Janssenら，1994; Philpら 1995;Yosimotoら，1998)。単一の組織において

単クローン抗体法がこれほど多くの研究者により用いられるのは他の組織では

あまり例がなく、これは前述のRPE細胞の特殊性、すなわち、免疫原として認

識されやすいこと、単一種の細胞を比較的容易に得ることができること、など

の利点によるもの思われる。
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挙クローン抗体の作成

単クローン抗体作成時のマウスの免疫にはその目的に応じて精製蛋白質、細

胞分菌、細胞全体、あるいは組織のホモジェネート等、J隊々な状態の免疫原が

用いられる。 RPE細胞という特定の細胞の、機々な音1I位に存在する多綴な分子

からある特定の分子を他出するという本研究の目的には、一部の分子の無期の

消失を|釣ぐためにも細胞全体を免疫原とする必要がある。また、細胞の特定の

精進上に局在する分子を抽出するという目的から、スクリ ーニングには網膜の

凍結切片を用いた免疫組織化学的手法を用いた。

本研究において、申請者らはまずニワトリ RPE細胞を免疫原として4積類の

単クローン抗体を作成した。これらの単クローン抗体のうち、 S5D8、S5H8の

2穣の抗体の認識抗原は、ともにRPE細胞に非常に特異的に存在し、他の数種

の動物のRPE細胞内にも存在する、組織特異性が高〈穆特異性の{氏い:5-;'-子量約

63kDの分子であった。また、これらの分子はRPE細胞の形態学特徴のひとつ

である.細胞質内に非常に豊富に存在する滑面小!泡体sERのj摸上に存在するこ

とを明らかにし、 RPE細胞の形態学的特徴と RPE細胞に特異的な機能を関連

させる分子として、 Exp.EyeRes に発表した CSagaraand Hirosawa， 1991)。

これら 2種の抗体の認識抗原は、そのRPE細胞内における局在(図3)‘WesLern

blot 法による分子量 (I~ 4)など、共通点が多いが、これらの抗体のニワトリ

以外のの動物種のRPE細胞における反応性を検紫すると、動物種によって奥な

る反応性を示した(図 13-1，2，3、表2)。ウシRPE細胞を免疫原とした単クロ

ーン抗体の作成により、やはり約63kDのRPE細胞特異的分子を認識する単ク

ローン抗体、 Y3Hが得られた。この抗体についても他の動物種の RPE細胞に

おける反応性を検索すると、さらに異なる反応性を示した。ニワトリ RPE細胞

cDNAライブラリーを、単クローン抗体S5D8および、S5H8を用いてスクリー

ニングすることにより得られたcDNAクローン、pERh6、にコードされる蛋白

質を地養線維芽細胞に発現させ、これらの単クローン抗体を一次抗体とする免

疫組織化学を行うと、すべての抗体において反応陽性細胞が観察された。この

-46一



ことから、これらの単クローン抗体が同ーの分子の具なるエピトープを認識し

ている可能性は高いと思われるが、その線認には免疫沈降の競合試験、エピト

ープマッ ピング、あるいは精製抗原のアミノ酸配列の解析等による1確認が必要

であろう。 Y3Hと同H寺に作成した、イ也の単クローン抗体についても解析を行い、

うち 一 種 Y5H は、 extracellular matrix metaroproteinase inducer 

(EMMPR硲.J)の、ウシにおけるホモログであることを明らかにし、Il良球内にお

ける細胞外基質の調節機構のひとつとして、論文を発表した CYoshimotoら?

1998) 

発生学的解析

ニワトリ肢の発生過程において、 RPE細胞の特異的分化の開始はすでに勝卵

4日目においてメラニン頼粒の存在により確認できる CMoriokaand Hirosawa、

1989)。本研究で得られた3穣の単クローン抗体の認識抗原蛋白質の発現はい

ずれも鮮卵 15日自になって初めて限球後極部において確認された(図的。こ

の時期は神経網膜において視細胞の外飾が分化を始めるl時期にあたる

CMorioka and Hi.l'osawa， 1989)。さらに発生が進むに従い、抗原蛋白ffの発

現部位は周辺部へと鉱がり、lJ!字化後 10日で鋸状縁部へ透した。事1I経網膜におけ

る視細胞の分化も同様に11艮球後極部より始まり、周辺部へと広がる CCoolombre.

1955)。このように、 S5D8、S5H8、Y3Hの抗原蛋白質は視細胞外節の分化

と同調して発現し、視細JJ包外節の形成時における関与が示唆される。

活養RPE細胞における S5D8の認識抗原の発現の変化

RPE細胞の初代培養において、単クローン抗体S5D8による免疫反応は急速

に失われ、培養7日自にはほとんどみられなくなった(図的。 RPE細胞にお

いては、 Na+-K+-ATPaseおよびN-CAMは、生体内では頂部細胞!践に局在する

が、 I者養条件下ではそれぞれ細胞表面j皮全体、基底部細胞膜へとその局在が変

化することが知られており (Nabiら，1993)、これはRPE細胞が網膜との後
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触を失った結果であると考えられている。同様のRPE細胞の形態および分子の

局在における神経網膜の関与は、実験的網膜剥離 (lmmelら，1986 ; Marcら，

1998)、および、網膜発生時のインテグリンの局在変化 CRizzoloら，1994)な

どの研究においても報告されている。本研究の培養RPE細胞における S5D8の

認識抗原分子の発現の消失も視細胞との接触を失った結果と考えられる。この

ことからも、 S5D8の認識抗原蛋白質の、視細胞の形成・維持に関連した機能が

示唆される。

ビタミンAの代謝と抗原蛋白質の機能

単クローン抗体S5D8、S5H8、Y3Hの認識抗原分子はいずれもRPE細胞の

形態学的特徴のひとつである、細胞質内に非常に輩富に存在する滑而小11包体

(sER)の股上に局在した(図 3)0 sERは肝臓や‘副腎皮質剤[Js包、精巣のSertori

細胞、卵巣の卵胞膜高U1J1包および黄体細胞、などにおいても発達しているが、そ

の機能はそれぞれの細胞に特有で一定していない.肝臓における sERはグリコ

ーゲンの代謝 (CardellJr，1977)および薬物代謝 (JonesandFawcett， 1966) 

に関与し、副腎l支質細胞、 Sertori細胞、卵胞膜細胞、黄体細胞においてはステ

ロイ!との合成 (Nussdorfer，1980; Naray-Fejics-Toth and Fejics-Toth， 1996)、

などに関与するといわれる。 RPE細胞においては、特に視物質ロドプシンの発

色団として用いられるビタミンAの代謝および貯蔵に関与するといわれ、それ

に関連する数種の商事索の活性が RPE細胞のミクロソーム分聞に存在すること

がま口られている (forreview， Bok， 1993)。

ロドプシンはその蛋白質成分であるオプシンに、発色団としてビタミンAの

誘導体である ll-cisretinalが結合したものである。発色団としてよ'fJいられるビ

タミンAにはその日一イオノン環の構造の異なる、ビタミンAl(retinal)と.

ビタミン A2(3-4・dehyむoretinallがあり(図 15A)、動物種の違いにより汗l

いられるビタミンAの種煩が異なることが匁]られている。 Waldは積々の魚類、

門口類、両生類、~虫類などの網膜中の視物質がビタミン Al 系かビタミ ン A2
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A 

B 

Vitamin A1 'x  _人〈人 ~CH.OH
/、、/、~、/、:，.....-、、J

(AII-trans retlnol) 

Vitamin A 2 >< ~ ./ふ~ノド/CHρ"/' 'v"、』〆 、与/、ヤ〆、ヤF

(AII-trans 〓1
2同 dehydroretinol)-y 一

S508 

リスザル + 
ウシ + 
モルモッ卜

マウス + 
ニワトリ + 
アカミミガメ + 
ウシガエル

イモリ

マダイ + 
コイ

カワヤツメ

図15.視物質ロドプシンの発色団として用いられるビタミンA誘導体

の種類と単クローン抗体S5D8の反応性

A:ビタミンAJおよびビタミンA2の構造。 B:各々の動物種の視物質の発

色団として用いられるビタミンA誘導体の種類と単クローン抗体S5D8の反

応性との相関。ビタミンAlを用いる動物を黄色で、ビタミンA2を用いる動

物を水色で示した。
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系かを詳細に調べ、動物の進化と視物質に附しての総説を発表している (Wald，

1958) • Waldによると、隆生脊稚動物および海洋生動物の視物質発色団はビ

タミン A)であり、淡水生動物のものはビタミンA2である。一生を淡水と海水

の両方で過ごす魚類(サケ、ウナギなど)や、i，/J生J却を淡水中で過ごし、生体

は|笹生となるヒキガエル等の両生類では、淡水生の聞はA2で、海水生および|楼

生の間はAlへと変化する。軟骨魚類を除く脊椎動物全綱の動物の RPE細胞に

おける、単クローン抗体S5D8、S5H8、Y3Hの反応性を蛍光抗体法および酵素

抗体法により検索すると、 l翰羽L瀬、鳥類、 l限虫類においては、検索したほぼす

べての動物においてすべての抗体が反応性を示した。しかしながら、両生類、

魚類においてはそれぞれ巣なる反応性を示した(表2)。特に、 S5D8は両生類

のウシガエル、イモリの RPE細胞においては反応性が認められないにもかかわ

らず、系統発生的により下等と考えられる魚類のマダイの RPE縦11包において反

応が認められた。 S5D8の反応性と発色町!として用いられるビタミン Aの種頼

とを比べると、抗体の反応性と用いられるビタミンAの種類との聞に相闘が認

められる(図 15B)。すなわち、発色団としてビタミンAlを用いる動物(リス

ザル、ウシ、マウス、ニワ トリ、アカミミガメ、マダイ)の RPE細胞において

はS5D8は反応陽性を示し、ビタミンA2を用いる動物(イモリ、コイ)のRPE

細胞においては反応陰性である。また、カワヤツメは淡水 ・海水の両環境で生

活するが、入手できるものはビタミンA2を用いる昇流期のものであり、反応陰

性である。 モルモット、ウシガエルの例外はあるものの、 S5D8はビタミン Al

を視物質の発色団として用いる動物の RPE細胞と反応する傾向がある。すなわ

ち、単クローン抗体S5D8の認識抗原分子はビタミンAl特異的に機能する分子

であることが示唆される。 他のl晴乳類がすべて反応|場性である中で峨一反応陰

性のモルモットについては、 モルモットの RPE細胞の機能が仙の哨乳類と巣な

ると考えるよりも、同じ機能を有する似た構造の分子は存在するが、 S5D8が認

識するエピトープ内に偶然変異が起きたと考えるほうが自然であろう。ウシガ

エルは成体ではビタミンAlを用いることが報告されているが、Y;)J生時にはピタ
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ミン A2を用いることが知られている。このような動物におけるビタミン AI、

A2の切り答えの機織は明らかではないが、あるいはビタミン A2の代謝に関与す

る分子がそのまま、あるいは何らかの調節を受けてビタミンAlの代謝も行うの

かもし~1.ない。

脊機動物網膜において、視物質ロ!とプシンは、そのre:白質成分である opsin

に、ビタミ ンA誘導体である 11・cisretinalが結合することにより視細胞内で合

成される。この 11・cisretinalは、 RPE細胞内において、図 16のような経勝で

合成されるといわれる (B也、 1993; Bridgesら、1984)。すなわち、組織液

中をpRBP、t1'日nsthyretin(TTR)とともに移動する all-transretinolは、 RPE

細胞の基底部細胞表面Jl免上に存在すると想定される、 RBP受容体を介して、

RPE細胞内に移行する (Bokand Heller， 1976; Pfefferら，1986) 0 RPE細胞

内に移行した all-transretinolは、細胞内レチノ ール結合蛋白質(cel1ular 

retinol binding protein， cRBP)と結合し、 RPE細胞内に豊富に存在する滑面小

I1包体 (sER)へと運ばれる (Saari，Bredberg and Gar、mn，1982) 0 sERのl段
上で、 all-transretinolはlecitin-retinol acyl transferaseによりエステル化さ

れ、 al1-transretinyl esterの形で sERのl換ー上に貯蔵される (Saariand 

Bredberg， 1989) ，all-trans retinyl esterは、必要に応じて、isomero-hydrolase 

により加水分解されると共に、そのエネルギーを利用して、 11・cisretinolへと

異性化される (Deignerら， 1989) 0 11・cis1'etinolは、ll-cisretinol特奥的

dehydrogenas巴により11-cisretinalへと酸化され (Lio且ら，1975)、cellular

retinaldehyde binding protein (CRALBP)と結合して細胞質中へと移行する

(Bunt-Milam and Saari， 1983) 0 11-cis retinalは、米知1の機械により RPE

I東部細胞膜より interphotoreceptormatrix中へ輸送され、 interphotoreceptor 

retinoid binding protein (lRBP)と結合して視細胞へ運ばれ (Pepperbergら3

1993)、ネ見細胞中でOpSlllと結合し、 rhodopsinとなる。また、厳近では ll-cis

retinolから 11・cisretinyl esterが合成され、何らかの機械により細胞表面膜へ

l
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alHrans retinol 
CRI:!P 

(L円AT) I 

all-trans retlnyl ester 

(isomerohydrolase) I 

I 11'-…tinol 
CRALsP 

dehydrogenase I 
， (LRAT) 

l1-cis retinal 三二竺I11-cis retinyl ester 
GRALBP.. -一一一 l

(hydrolase) 

t 1-cis re¥lnal 

てP
all司transretinol 

IR日P

/ 

l頚16.RPE細胞内におけるビタミンAの代謝緩路

血液中をall-lransI乱 inolの形で移動するビタミンAは、 RBPreceplorを

介してRPE細胞中に取り込まれる。取り込まれたal]-transretinolは、消商

小胞体の!段上に存在する各穏醇素により叫l-transretinyl est町、 ll-cis

relinol、ll-cisretinalへと変換される。 ll-cisretinalは網膜下腔中の

IRBPを介して視細胞へ運ばれ、視細胞中でopsmと結合し、 rhodopsinと

なる。(詳しくは本文参照)

52ー



と移行、そこで貯蔵され、 11・cisretinyl esterから l1-cisretinol， 11・cisretinal 

が合成される系も報告されている (Mata，Villazana and Tsin， 1998)。これ

らの、 RPE細胞内におけるビタミンA代謝系において直接機能する酵素のうち、

LRAT、isomerohydrolaseおよびdehydrogenaseは、 ERの!撲上にその静索活

性が存在することがまIIられているが、現在まで商事素分子が同定されているのは

dehydrogenaseのみであり、 LRAT、isomerohydrolase 活性を持つ分子は同定

されていない。ウシRPE細胞の膜分随iを用いた生化学的研究において、 LRAT

による all-transretinolのエステル化はビタミンAの種類にかかわらずおこな

われるが、 isomerohYdrolaseによる異性化、および加水分解は AI特異的であ

る (Canada，Law and Rando， 1990)。また、マウスの発生の過程において.

OpSlllおよび、all-transretinylesterは誕生直後から検出されるが、 11-cisretinol 

は視細胞外節が分化を始める生後 6-7日より検出される (Carter-Dawsonら，

1986)。これらの特徴は S5D8の認識抗原の特徴とよく一致する a また、

isolllerohydrolaseの生化学的活性の局在はRPE細胞のミクロゾーム分画に特

異的であり、 S5D8の抗原蛋白質の免疫組織化学的局在も RPE細胞のミクロゾ

ーム分画の大半を占めると考えられる sERに特異的である。このように、共に

RPE細胞の sERに特異的であるとと、網膜の発生過程における発現開始時期の

一致、 isomerohydrolaseの活性はビタミンAl特異的であり、 S5D8はビタミン

ムを視物質の発色団として用いる動物のRPE細胞と反応する傾向があること、

等isomerohydTOlaseの生化学的活性と S5D8の認識する抗原蛋白質は、独立し

たいくつかの側商からみて共通点が多い。とのことから、 S5D8の認識抗原は

isomerohydrolaseと密接に関連した機能をもっ分子である可能性が高いと考え

る。

ビタミン A2を視物質の発色団として用いる動物においても

isom erohydrolaseは必要であり、ビタミンAI特異的isomerohydrolaseと少な

くとも部分的には似た階造を持つと考えられる。単クローン抗体Y3HはS5D8

と悶ーの分子を認識している可能性が高いにもかかわらず、検索した動物のう

。。
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ちカワヤツメを除くすべての動物の RPE細胞と反応した。あるいは、Y3Hは

そのような両者に共通したエピトープを認識するのかもしれない。ヤツメウナ

ギにおいては、他の動物のrhl中においてビタミンAの輸送体として働くビタミ

ンA結合蛋白質 (serumretinol binding pl'otein; sRBP)が存在しないなど、

ビタミン代謝系が特殊であるととが報告されており (Shidojiand Muto、

1977)、RPE;WlJ胞におけるビタミン A代謝系も他の動物と具なることが予怨

される。単クローン抗体 S5H8は系統発生的により後期に分化したと考えられ

るl限虫類、鳥類、晴乳類にのみ反応することから、より後期lに変化したエピト

ープを認識するのかもしれない。しかしながら、 Y3H、S5H8については、 S5D8

と全く異なる分子を認識している可能性も皆無ではなく、さらなる解析が必要

である。

cDNAクローニング

本研究で得られた、ORF全長を含むcDNAを組み込んだ発現ベクターを陪ー養

線維芽細胞 (GHE-L細胞)に導入し、発現した蛋白質分子の、伺々の単クロー

シ抗体に対する反応性を検索すると、すべての抗体において反応性が認められ

た(図 14)。線維芽細胞中で発現した蛋白質が単クローン抗体と反応すること

は、このcDNAにコードされる蛋白質が、生体内で単クローン抗体により認識

される抗原物質であることを必ずしも意味しないが、このORFの庖基配列より

予想されるアミノ駿配列から計算される分子量が約 61kDで、ウエスタンプロ

ット法(図4)により娩定されたRPE細JI包内における抗原蛋白質のわに子量63kD

とほぼ一致すること、また、ノーザンプロット法による解析(図 13)では、 RPE

細胞のRNAにのみ反応がみられ、神経網膜のRNAには反応がみられないこと

等は、いずれも、待られたcDNAクローンが求める抗原蜜由貿をコードするも

のである可能性を支持するものである。これらのことから、このcDNAクロー

ンが 3種の単クローン抗体により認識される抗原蛋白質をコードするものであ

る可能性がきわめて高いと考える。しかしながら、その確認には更なる解析が
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必~ーである。

アミノ後配?Uの解析

得られたcDNAの埠基配!il)より予想されるアミノ酸配列のモチーフ検索の結

果、 potentialN-glycosylation site (図 10、0印)、 potentialN-myristoylation 

site (図 10、ム印)、および3種のphosphorylationsite、すなわち potelltial

protein kinase C phosphorylation site (図 10、。同p)、potentialcasein kinase 

Il phosphorylaもionsite (図 10、口印)、 potentialtyrosine kinase 

phosphorylation site (図 10、マ印)の修ft(ii可能音fl位が検出された。この蛋白

質はシグナルペプチドをもたない(図 11)ことから、 N-glycosylationを受ける

とは考えられず、ここで検出されたpotentialN -glycosylation siteは意味を持

つものではないであろう。同様に、蛋自分子のN末昔日位に存在して初めて意味

を持つN-mYl'istoylatioll siteも、本蛋自分子においては意味を持たないであろ

う。 3種のphosphorylationsiteについては現在のところデータがないが、あ

るいはリン酸化による何らかの機能制御を受けているのかもしれない。

cDNAの鹿基配列および、鹿基配列より予想されるアミノ酸配タ1)のホモロジ

ー解析の結果、コー ドされる蛋白質はウシ、ヒト、およびラットにおいてその

アミノ般配列が報告されている 、RPE65と名付けられた蛋白質と高い

homologyを示した(図 12)。この結果から、得られたcDNAにコードされる

蛋白質は RPE65のニワトリにおけるホモログであることが明らかとなった。

RPE65は、本研究と同様の手法によりウシ RPE細胞を抗原として作成された

単ク ローン抗体 (9B)により認識される、分子量約 42kDaの分子として初め

て報告された CHooksら、 1989)。その後の研究により、当初 42kDaであっ

た分子量は 65kDaに訂正され CHamelら、1993a)、cDNAクローニングに

よりそのアミノ酸配列も決定された (Hamelら、 1993b)。ヒ卜におけるホモ

ログもまた単クローン抗体により認識される分子として同定され、その巡伝子

の嵐基配列も報告されている (Nicolettiら、 1995)固また、 RPE65遺伝子の

に
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異常によると考えられる逃伝的限科疾患も報告されている (Marlhensら、

1997; Guら、 1997、Morimuraら、 1998)。これらの遺伝疾患はいす£れも

重篤であり、誕生時より盲目であるか、あるいは若年l侍に失I]JoJに至る。これら

の研究を通じて、視機能の発現・維持における RPE65分子の重要性が明らかに

なってきたが、その直接的機能は不明であった。最近になって、 Rpe65遺伝子

のノックアウトマウスによるftJ平析の結果が報告された (R巴白londe七a1，1998)。

それによると、 Rpe65遺伝子を欠損させたマウスにおいては、RPE細胞内{;:

all-trans-retinyl esterが過剰に蓄積し、 ll-cis-retinylesterを欠く。R色合nond

らはその原因を RPE65遺伝子の欠損による all-trans-retinylesterから 11-

cis-retinalへの転換機能の消失によるものだと主張している。この結果は本研

究で形態学的解析により椛定した、単クローン抗体 S5D8の抗原俊白質の

lsom巴rohydrolaseと関連した機能と一致するものである。また同時に、本研究

で得られた cDNAクローンにコードされる蛋白質、ニワトリ RPE65が、単ク

ローン抗体S5D8の認識抗原であることを強く支持するものである。

Bavikら (1993)は、ウシ RPE細胞において血策レチノール結合蛋1:=1質

(pRBP)と複合体を形成する蛋白質の cDNAクローニングを行い、 RPE65の

塩基配列と 1痕碁のみ異なる配列を報告し、 pRBPの受容体であると主張して

いる。この分子が凶l築中のpRBPの受容体として働くためには細胞表商、特に

基底部制lIJ泡肢に局在する必袈があるが、本研究の免疫電子顕微鏡法による細胞

内局在の検索によると、抗原蛋白質(おそらくはニワトリ RPE65分子)は‘

RPE細胞中に豊富に存在する小JJ包体(主に滑国小JJ包体)のl瑛上に存在し、細胞

表面l換には存在しない.このことから、 RPE65がpRBP受容体として機能する

とは考えにくい。また、 Rpe65遺伝子のノックアウトマウスにおいて、 RPE細

胞内に all-trans-retiny1esterが蓄積する (Reぬnondet a1， 1998)ことは、

all-trans retino1がRPE細胞内に取り込まれる際に働くと考えられる pRBP受

容体の欠失によるとは考えにくい。 BavikらはpRBPの受容体の分隣に pRBP

との結合能を利用した (Bavikら，1992) • RPE65もpRBPの受容体問機ビタ
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ミンAの代謝に|関連すると考えられ、あるいはpRBPと結合しやすい分子構造

を持つのかもしれない。

神経網膜における反応

同生類、魚類などにおいては、抗体との組み合わせによっては神経網膜内に

も反応が見られた。この反応はその反応部位から考えてM叫ler細胞内に存在す

る先に子によるものと恩われるが、その意義は不明である。 Dasらはニワトリ網

膜において錐体細胞の視物質は Muller細胞により再生されると報告している

のasら， 1992)。また、 Muller細胞内には CRALBPが存在することも知ら

れており (Buntゐ1ilanand Saari， 1983)、あるいはMuller細胞内においても

RPE細胞内と同様のビタミンAの代謝が行われているのかもしれない。また、

近年、規制J]包以外の網膜細胞においてオプシンのホモログが相次いで発見され

ており (Jiang，Pandey and Fong， 1993; Pandyら 1994;Sunら，1997; 

Provencioら，1998)、これらの蛋白質とビタミンA、RPE65とのlUi連も興味

あるところで巴ある。

まとめ

本研究において申請者らは RPE細胞の形態学的特徴のひとつである sERの

膜上に特異的に局在する分子を単クローン抗体法により刷出し、その免疫組織

化学的特徴より、 isomerohydrolase活性への関与を提唱した。また、 cDNAク

ローニングにより、この分子は視機能の維持に不可欠なRPE65と名付けられた

蛋白質のニワトリにおけるホモローグであることが示唆された。今後、この分

子の機能に関する直接的証明を検討すると共に、他の機能分子の RPE細胞にお

ける局在を検索することにより RPE細胞の形態分化と機能の関連について追

求していきたいと考える。
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