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研究成果の概要（和文）：　本研究計画の目的は、自己免疫網膜症患者血清が認識する網膜特異抗原タンパク質
をプロテオーム解析法により網羅的に同定し、その発症機構を分子レベルで解明することにある。また、同定さ
れた抗原タンパク質に対する患者血清中の抗体価の変動と病態変化について検討し、バイオマーカーとしての有
用性を検証する。
　現在までに、既知の抗原タンパクを含め13個の抗原タンパク質をクローニングした。105例の患者血清につい
てこれらの抗原タンパク質との反応性を検討した。７例以上の患者血清が認識する６種類の抗原蛋白（既知の抗
原を含め）を見出し、エピトープ解析のために、抗原タンパクの欠失変異体を作製している。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to investigate the clinical and immunological 
characterization of autoimmune retinopathy (AIR) and to determine the retinal autoantigens 
recognized by sera of AIR patients. Serum samples obtained from 105 AIR patients were analyzed by 
Western blot and immunohistochemistry. We reported that AIR was associated with a variety of 
autoantibodies and the OCT and IHC findings showed some correlation. The 13 cDNA clones of retinal 
autoantigens were isolated from human retinal cDNA library by PCR and inserted into expression 
vector of E. coli. The recombinant proteins of retinal antigens were purified by affinity 
chromatography. The sera of AIR patients were examined reactivity against the recombinant proteins 
by WB analysis. We found that 6 retinal autoantigens were recognized with more than 7 sera from AIR 
patients. The retinal antigens may be a potential biomarker for diagnosis of AIR. Further 
investigations of the pathology associated with AIR are needed.

研究分野： 眼科学
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１．研究開始当初の背景 

 自己免疫網膜症（AIR）の一つである癌関
連網膜症（CAR）は原発の悪性腫瘍の直接の
浸潤や転移がないにもかかわらず、その遠隔
作用により網膜の変性をきたす稀な症候群
であることが１９７６年に初めて報告され
た（文献①）。１９８２年には患者血清中に
網膜特異抗原を認識する自己抗体の存在が
示唆され、自己免疫機構の関与が明らかとな
った（文献②）。１９９７年には非腫瘍型自
己免疫網膜症（npAIR）の症例が報告され、
AIR という用語が広く使われるようになっ
た（文献③、④）。しかし、その病態につい
てはその詳細は明らかになっていないのが
現状である。ARVO の免疫グループの会議で
は網膜電位図（ERG）とウエスタンブロット
（WB）の結果で診断した AIR 患者に対して
免疫抑制剤の投与試験の結果が報告され、そ
の効果にかなりのばらつきがあることから
診断基準の策定の必要性が議論されたが、現
在までのところ診断基準は明確になってい
ない（文献⑤）。 

 我々は過去１５年間 CAR 患者血清が認識
する網膜特異抗原遺伝子の同定とその遺伝
子の網膜における生理機能について分子生
物学、細胞生物学や組織形態学的研究を行っ
てきた（文献⑥—⑨）。従来の ERG および生
化学的検査（WB と免疫組織化学）等と高精
度光干渉断層計（SD-OCT）による患者網膜
の詳細な形態学的観察と組み合わせて総合
的に診断することが自己免疫網膜症の確定
診断において大変有用であることを報告し
た（文献⑩）。 

 

２．研究の目的 

 本研究課題では、１）患者血清が認識する
網膜特異抗原タンパクを単離・同定し、２）
その抗原タンパクの生理機能の解析、および 
３）網膜特異抗原に対する自己抗体が網膜組
織・視機能に与える障害の有無・程度につい
て電気生理学および組織形態学的な解析を
行い、発症機構および病態を分子レベルで解
明すること。また、これらの検討から得られ
る知見や経験をもとに、AIR に関する新しい
診断法の確立に向けて、既知の抗原を含む本
研究により同定された抗原タンパク質につ
いて WB 法や ELISA 法等を用いて抗体価の
定量分析を確立し、これら抗原タンパクの網
膜障害に関するバイオマーカとしての有用
性を検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）患者血清中に網膜特異タンパクに対す

る自己抗体の存在を検証するために、マウス
の各臓器（網膜、脳、腎臓、肝臓、脾臓）か
ら抽出したタンパク試料を用い、WB を行った。
また、これらの抗原タンパクの網膜組織内の
局在を検討するために、マウス眼のパラフィ
ン切片を用いた免疫組織染色を行った。 

（２）特徴的な網膜内局在を示す患者血清に
ついて抗原タンパクの同定を LC-MS/MS 質量
分析装置を用いたプロテオミクス解析法で
行った。マウス網膜から抽出したタンパク試
料を２次元電気泳動し、患者血清を用いた WB
により抗原タンパクを描出する。同じ位置の
タンパクスポットを切り出し、タンパク分解
酵素によるゲル内消化を行った後、分解産物
のペプチドを抽出し、LC-MS/MS にてペプチド
のアミノ酸配列を推定する。得られたアミノ
酸配列から抗原タンパクをデータベース検
索により推定した。 

（３）プロテオーム解析により推定された抗
原タンパク質について、ヒト網膜由来の RNA
から調整された市販の Marathon-Ready cDNA
を用い、抗原タンパクの全翻訳領域を含む
cDNA 断片を PCR 法により増幅し、大腸菌発現
ベクターに挿入し、大腸菌で大量産生させた。
この組換え融合タンパクにはHis-Tag部位が
存在するため、金属イオンアフィニティカラ
ムを用いて一段階での精製を行った。９０％
以上の純度の組換えタンパクを WB の試料と
し、患者血清が認識する抗原であることを最
終的に確認する。 

（４）確定した抗原タンパクについて組換え
変異体を作製し、エピトープ部分の領域を確
認する。狭めたエピトープ領域について合成
ペプチドによりエピトープ部位を同定する
とともに、合成ペプチドを用いた ELISA 法を
確立する。 

 

４．研究成果 

（１）１０５例の患者血清によるマウスの各
組織から抽出したタンパク試料を用いた WB
およびマウス眼のパラフィン切片による免
疫染色等の生化学検査の結果から、網膜特異
抗原が種々の分子量を示し、網膜内での局在
も多様性を示すことが明らかとなった。現在
までに、既知の抗原タンパクを含め１３個の
抗原タンパク質をクローニングした。１０５
例の患者血清についてこれらの抗原タンパ
ク質との反応性を検討した。７例以上の患者
血清が認識する６種類の抗原蛋白（既知の抗
原を含め）を見出し、エピトープ解析のため
に、抗原タンパクの欠失変異体を作製してい
る。また、WB で８２kDa に強いバンドを描
出し、免疫染色において両極細胞を認識する
２例の患者血清について、抗原タンパクの同



定を行っている。これまでに報告された抗原
タンパクと違っており、新しい CAR 抗原で
あることが推測される。 

（２）１例ではあるが、特定の抗原タンパク
質（リカバリン）に対する異常に高い抗体価
（32,000 倍希釈）を示し、生命予後の悪い症
例が見られた。通常、癌関連網膜症では生命
予後は比確的緩やかであることが知られて
おり、抗体価と生命予後との関係について精
査する予定である。 

 本症例は７９歳男性で、急激な両眼の視力
低下を訴え、各種の検査を施行した。光干渉
断層計では黄斑部網膜外層の著明な障害、網
膜電図の平坦化を認めた。胸部レントゲン写
真で右肺野異常陰影を認め、内科の気管支鏡
検査で腺癌の診断となった。血清抗リカバリ
ン抗体が強陽性であった。血清を用いたマウ
ス網膜に対する免疫染色では網膜全体が染ま
り、視細胞内節・外節が強陽性となった。典
型的なCAR症候群において、視力低下から6
ヶ月、治療開始から4ヶ月未満での死亡となり、
視力予後に加え、生命予後も不良であった。 
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