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は し が き

昭 和56年 度 か ら文部 省科 学 研究 費補助 金(一 般 研究B)の 助 成 の も とに

行 なわ れた 「HLA-DR及 び一DR様 抗 原 分子 構 成鎖 の 分析 に よ るHL

A-D領 域 遺 伝子 群 の解 析」 は2年 間の研 究期 間 を終 了 し、 こ こ に研 究 成

果報告書 を まとめ る こ とにな った。研 究 計画 の 全 てが達 成 され た わけ で は

ない が、 い くつ かの 新 しい重 要 な知 見 が得 られ た と考 え られ る。 報告 書 を

ま とめ るにあた って、 各分野 の専 門家 の方 々 か ら率 直 な御 批判 を願 うもの

であ る。
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研 究 成 果

HLA-D領 域 には免疫 応 答 を制 御 す る遺 伝 子群 、疾 患 感 受性 を規 定 す

る遺 伝子群 等 が密 集 して存 在す る と考 え られて い る。 我 々は、 この遺 伝 子

領域 の遺 伝 子 産物 で あ るヒ トIa様 抗 原 を分離 精 製 し、 ヒ トア ロ血 清 を用 い

て 免疫 化学 的 及 び免疫 遺 伝 学 的検 索 を行 なっ た。 その結 果、 世 界的 に公認

されたDR抗 原 係以 外 に、 少 な くと も2種 類 の抗 原系(Hon5及 びHon7)

が存在す る ことが 明 らか となっ た(別 添1に 概 説)。

ヒ トのla様 抗 原 分 子 はマ ウ スの場 合 と同 様2つ の ポ リペ プチ ド鎖 か ら構

成 され てい るか ら、 少 な くと も6個 の ポ リペ プチ ドをコー ドす る6個 の遺

伝子 が この遺 伝子 領 域 に存在 す る可能 性 が あ る。HLA-D領 域 はマ ウス

の1領 域 と同 様 、 こ1τらの構 成鎖 を コー ドす る遺 伝 子 を単 位 として細 分 化

され るこ とが予 想 され る。 この観 点 か ら、 ヒ トla様 抗 原 の各構 成鎖 の 免疫

化学 的特性 を解 析 し、各構 成 鎖 に特異 的 な マ ー カーを明 らかにす る必 要 が

あ る。

我 々は、 ヒ トIa様 抗 原 を構 成す るα 鎖 及 びβ 鎖 を抗 原性 を保 った ま ま分

離 し、 ヒ トIa様 抗 原 と特異 的 に反 応 す る アロ血 清 及 び単 クロー ン抗 体 とla

様抗 原 の各 構 成鎖 との反 応 を検 討 した。 さらに、 ヒ トIa様 抗 原 に特 異 的 な

単 クロー ン抗体 の な かには ア ロ血 清 で は従 来検 出 しえ なか った特 徴 あ る抗

原分 チを検 出 す るもの が あ るこ とに着 目 し、 この 抗原 分子 の 免疫 化学 的 解

析 を行 な った。 その結 果、以 下 の 諸点 が 明 らか となった。

(1)ヒ ト培 養B細 胞EBV-Wa(DR4/DR4、DYT/DYT)か

ら界面 活性 剤Brij58を 用 いて可 溶 化 し、部 分 精製 した標識 抗 原 材料125j_

Brij-Waは 、3種 類 の 単 クロー ン抗 体(マ ウ ス抗 ヒ ト)7B6、12A5及 び

9C4と 反応 す る。これ らの抗 体 で検 出 され る抗 原 分子 相 互の 関係 、及 びす

で に明 らか に され て い る ヒi・アロ 前L清で検 出 され るla様 抗 原 分子(DR、

Hon5、Hon7)と の 関係 をsequentialco-precipitation法 によ り解 析 した。

9C4抗 体 及 び12A5抗 体 の検 出 す る抗原 分 子 は 互い に 異な って お り、しか

ちア ロ1(lli'(抗DR,抗Hon5,抗Hon7)の 検111す る既 知 のla様 抗 原 分fと



も異 な って い る。 しか しなが ら、 これ らの抗 体 の反応 す る抗 原 決定 基 は ヒ

トla様 抗 原 分子 に共 通 な抗 原決定 基 を検出 す る7B6抗 体 と分子 を共 有 し

てい るこ とか ら、 こ れ ら2種 類 の抗 原 分fは 既 知のla様 抗 原 と密接 な関連

を有す る新 しい抗 原分 子 で あ る と推 定 され る。9C4及 び7B6抗 体 で検出

され る抗 原 は、 検 討 した培 養細 胞 の うち全 てのB細 胞 に発現 され るが 、T

細 胞 に は検 出 され な い。12A5抗 体 で検 出 され る抗 原 は全 てのB細 胞 及 び

一部 のT細 胞 に発 現 されて い る(第11回 日本 免疫 学 会 、昭和56年12目 で発

表 し、 その 記録 を別添2と した),

(2)こ れ らの単 クロー ン抗 体 と1251-Bij-Waと の特 異的 免疫 反応 沈 降物 を

SDS-PAGEに よ り解 析 した。7B6及 び12A5抗 体 と反応 す る抗 原 分子 は、

35Kダ ル トンのα 鎖 と27Kダ ル トンのβ 鎖 よ り構 成 され るが、9C4抗 体 は

α鎖 及 びβ 鎖 の ほ か に、還 元状 態 でβ 鎖 よ り分子 サ イズの大 きい第3の 構

成鎖 を有 す る抗原 分 子 を検 出 す る(別 添3)。

(3)こ れ らの単 クロ ー ン抗 体 及 び アロ血 清 で検 出 され る抗 原決 定 基 が いず

れの構 成鎖 に存 在 す る か を検 討 した 。 その た め、抗 原性 を失 なわず に各 構

成鎖 を分離 す るこ と を試 み 、抗 原活性 を保 った ま まβ 鎖 を分離 す る こ とに

成功 した。 パパ イ ンを用 い て可 溶化 した標 識可 溶 化抗 原1251-pap-Waを

6M尿 素 存 在下 で高速 液 体 クロマ トグラフ ィー(G3000SWカ ラム使 用)で

分画 し、分 子 サ イ ズが30Kダ ル トン以Lの 分画1と30Kダ ル トン以 下 の分

画Hを 得 た。 分画Hは β 鎖 その もの で あ り、分画1は α 鎖 及 びα一β 鎖結 合

物 を含 む分 画 で あ る こ とが判 明 した(別 添2)。

(4)高 速 液 体 クロ マ トグラ フ ィー によ り分画 され た各 分画 との反 応 パ ター

ンか ら、 ア ロ血 清 及 び単 クロー ン抗 体 は、④ 分画1す なわ ちα 鎖 又はα一

β 鎖 結 合物 と反応 す る もの、 及 び③ 両方 の 分画 に反応 す る もの す な わ ちβ

鎖 に反応 す る もの 、の2群 に ノく別 され た。A群 には ヒ トアロ血 清 及 び3_ク

ロー ン抗体9C4、8B3及 び6B3が 含 まれ、B群 には7B6抗 体 が 含 まれ

る(別 添2及 び第12回 日本 免疫 学 会ff[757;=11月 で 発表 、その 記録 を別添

4と した)。

'5)A群 に属 す る単 クロ ー ン抗 体9C4及 び8B3と α 鎖 及びβ 鎖 を含む
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分 画1と の 反 応 物 をSDS-PAGEで 解 析 す る と 、:8B3抗 体 と の 反 応 物 は

32Kダ ル ト ン の α 鎖 フ ラ グ メ ン ト と22Kダ ル ト ン の β 鎖 フ ラ グ メ ン ト か ら

構i成 さ れ て い た の に 対 し 、9C4抗 体 と の 反 応 物 は 、25Kダ,レ ト ン の フ ラ

ゲ メ ン トの み が 認 め ら れ 、 α 鎖 及 び β 鎖 フ ラ グ メ ン トは 検 出 さ れ な か っ た

(男1」{,j4)。

(6)9C4抗 体 を結 合 し たSepharose4Bを 用 い た 抗 原 吸 着 法 に よ り 、パ パ

イ ン可 溶 化 抗 原 材 料 中 か ら こ の25Kダ ル ト ン フ ラ グ メ ン ト(9C4構 成 鎖)

を 分 離 し た 。 こ の25Kダ ル ト ン フ ラ グ メ ン ト は 、9C4抗 体 の ほ か に 単 ク ロ

ー ン抗 体7B6
、6B3と 反 応 し た 。こ れ ら の 抗 体 と1251-pap-Waと の 反 応 物'

は 、SDS-PAGEに よ る 解 析 で は α 鎖 とβ 鎖 以 外 に25Kダ ル ト ン の バ ン ド

を 有 し て い た 。 又 、1251-pap-Waか ら9C4構 成 鎖 を除 去 し た 材 料 と こ れ ら

の 単 ク ロ ー ン 抗 体 と の 反 応 で は 、25Kダ ル ト ン の バ ン ドは 消 失 し 、 α 鎖 と

β 鎖 の み が 検 出 さ れ た 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 単 ク ロ ー ン 抗 体 は 、 α 鎖 、

β 鎖 及 び9C4構 成 鎖 に 共 通 の 抗 原 決 定 基 に 反 応 し 、9C4抗 体 は25Kダ ル ト

ン の9C4構 成 鎖 と の み 反 応 す る と 考 え ら れ る 。

(7)パ パ イ ン 可 溶 化 抗 原 材 料 でsequentialco-precipitation1を 行 な っ た 。

6B3抗 体 及 び'iB6抗 体 は9C4抗 体 と 反 応 す る 抗 原 分 子 を 共 沈 させ る が 、9C

4抗 体 は こ れ ら の 単 ク ロ ー ン抗 体 と 反 応 す る 抗 原 分 子 を共 沈 さ せ な い 。 ま

た 、 こ の25Kダ1レ ト ン の9C4構i成 鎖 は 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 画 の

分 子 サ イ ズ の 大 き い 分 画 に の み 存 在 し 、 か つ パ パ イ ン 可 溶 化 抗 原 材 料 中 に

は25Kダ ル ト ン のhomodimerは 存 在 し な い 。 従 っ て 、 パ パ イ ン 可 溶 化 抗 原

材 料 中 に お い て は 、9C4構 成 鎖 は9C4抗 体 と 結 合 す る こ と に よ っ て 容 易 に

α 一β 構 成 鎖 か ら 解 離 す る と 考 え ら れ る(別 添4)。

Brij58可 溶 化 抗 原 材 料 を 用 い たsequentialco-precipitationで も 、パ パ イ

ン可 溶 化 抗 原 材 料 を 用 い た 時 と 全 く 同 様 な 結 果 が 得 ら れ た 。9C4抗 体 と の

結 合 に よ るgc4構 成 鎖 とα一β 構 成1鎖 と の 解 離 が 、Brij58可 溶 化 抗 原 材 料 に

お い て も 多 少 と も 発 生 し て い る か ど う か は 現 在 検 討 中 で あ る 。

18)9C4構 成 鎖 を2次 元 電 気 泳 動 に よ っ て 解 析 し た っ 一・次 元 目 非 還 元 状 態

:次 元 目 還 元 状 態 でSDS-PAGEを 行 う と 、9C4構 成 鎖 は 、S-S結 合 に よ



るheterodimer又 はhomodimerと して は 存 在 しない こ とが判 明 したO次 元

目等電 点 電 気泳 動 、 二次 元 目SDS-PAGEを 行 な うと、9C4構i成 鎖 はpI

5.2～5,4の 酸 性 ベ ブチ ドで あ るこ とが判 明 した(別 添4)。 以 上 の結 果 は 、

9C4構i成 鎖 がli分 子 や ア クチ ン等 の既 知 のla抗 原結 合物 質 とは異 なってい

るこ と を示 して い る。 現 在 この9C4構 成鎖 の遺 伝 的支 配、 生 合成過 程 及 び

生 物 活性 につ い て検討 中で あ る。

(9)我 々は 、 最近 、DR超 特 異 抗 原 で あ るHon5抗 原分 子 を検 出す る単 クロ

ー ン抗 体 を得 た。 この単 クロ ー ン抗 体 の検 出す る抗 原分子 の 免疫 化 学的 特

性 、遺 伝 子 支配 及 び生物 活性 につ い て現 在検 討 中 で ある。
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