
4細 。o～∫◎

澄,P伽プ

毒

疾 患感受性 を規定 す るHLA-P領 域遺伝 子と

遺伝子産物 の検 出法の開発 ∫ 、一'∫

へ 　

一一『 一.⊆(課 題 番 号60870017)

昭梱 年度科学研究費補助金(試 験磯2))研 究成果報告書'

昭 『和62年3月 　

1ノ ー 一一

丁 ＼

～
一

..弓 一 ∫ て 一

研 究 栂 表 煮 片 一桐 一 一

ノ 嘩 科犬学幽 糊

}＼

、「
翫
、

開

、

≒

ー

著

,≧

ー

董

考

繋
{

鐘

毒

曇

零

/



卜

〆

は し が き

〆

『
.

単

}イ

L
ρ

ダ

r

昭和60年 度か ら文部省科学研究費補助金(試 験研究(2))の 助成の もとに行 なわれた

「疾患感受性 を規定 するHLA-D領 域遺伝子 と遺伝子産物の検 出法の開発」 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 たわけでないが、い くつかの新 しい検 出法が開発 された 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。

研 究 組 織
研究代表者 片 桐 一

(旭川医科大学医学部 ・教授)
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研 究 成 果

或る種 の 自己免疫疾患 の発症 には、HLA-D領 域 の遺伝 子産物 が重要 な影響 を与

えてお り、そ してその疾患発症 の内因(素 因)の 一つ をな している。HLA-D領 域

の遺伝子産物 としては、DR、DRw52・53、DQお よびDPの4種 類の抗原系が明らかに

されている。これらの抗原系の うちDR、DRw52.53お よびDQ抗 原系で は、互 いに類

似 した抗原特異法(強 い連鎖不平 衡の状態)を 示すため、 これ らの抗原分子 の識別 に

はラジオ ・イムノア ッセ イが用 い られている。遺伝 子 レベルの解析で は、現在 明 らか

にされているHLAク ラスH抗 原 よ りはるかに多 くの クラスH遺 伝子が明 らか にされ

ている。従 って末 だ検 出 されていない クラスH抗 原分子 が存在 し、それ らを明 らか に

してい くためにもっぱ らラジ オ ・イム ノア ッセ イが用 い られている。又、われわれの

作製 した抗HLA単 クロー ン抗体 の うちには、HLAタ イ ピング法 と して一般 に使用

されている細胞 障害性試験 では反応 しな く、 ラジオ ・イムノア ッセ イによ り抗原 を検

出 し得 る抗体 が多数存在す る。これ らの放射性 同位元素 を用い た検 出法 の利用 には、法

的規制 を含 めた諸種 の制 限が あるため、各研究室、検査室で広 く利用す る ことは困難

で ある。われわれが用 いてい るD領 域の遺伝子産物 の分子 レベルでの解析 を広 く臨床

病理へ応用 させ るために、 ラジオ ・イムノア ッセイにかわるHLA抗 原 の検 出法 の開

発が望 まれている。 われ われ は、細胞 および可溶化抗 原材料 を標的抗原 として用 いた

酵素免疫測定法の開発 をすすめ、以下のHLAク ラスH抗 原検 出法 を確 立 した。

塗 1.HLAク ラス 皿抗原を検出する3種 類の酵素免疫測定法

細胞 を標 的抗 原 と して用 いた2種 類 の酵素免疫測定法(EIA法)と 可溶化抗 原材

料 を標的抗 原 した1種 類 のEIA法 を確立 した。

(1)細 胞 を標 的抗原 と したCellular-EIA法

ミリタイターSVプ レー トを用い る方法(ミ リタイター法)と 平底 プ レー トを用 い

る方法(平 底 プレー ト法)を 開発 した(図1)。 ミリタイター法 に用 いた ミリタイ ター

SVプ レー トは底面が フ ィルター状 にな ってお り、 これ と吸引 ホル ダー、真空 ポ ンプ

を組合 わせ て(ミ リポア社)、 プ レー トの洗浄 をホルダー側 か ら吸引 によって行 な う
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特徴 を有 し、 ウェル中の細胞 が洗 浄によ り剥離す ることはない。 あらか じめ0.1%B

SAでcoatingし たプ レー トに細胞(1～10×105/well)と 抗体50μ2を 加 え、 室温60分

反応 させ た後、PBSを 加 えて吸引 による洗浄 を5～6回 行 う。適当量酵素(ペ ルオ

キシダーゼ)標 識抗体 を添加 し、 さらに室温60分 反応 させ、再 び吸引による洗浄 を行

った。3.7mMo-phenyldiamineを 基質 として加え発色 させ、 反応停止後、 反応液

を他 のEIAプ レー トに移 し、2波 長マ イクロプレー ト光度計(コ ロナ)(主 波長492

nm、 副波長655又 は630nm)で 吸光度 を測定 した。

平 底 プ レー ト法 で は先 ず 細胞 をプ レー ト底面 に接着固定 させる操作 を必要 とした

(図1)。96穴 平板 プ レー ト(イ ミュロン600、 グ ライナー社)の ウェルに200倍 に稀

釈 したPHA-P(デ イフコ社)600μ2を 入れ、37℃、60分放 置 した後数回洗浄 した。

次 いで細胞(2×105)を 加 え、2,000回 転5分 で細胞 を遠沈 させ た後37℃ 、15分 放置 し

た。次 いで0.25%グ ルター ルアルデ ヒ ドで各 ウェルを満た して室温 に5分 放置後各 ウ

ェルを洗浄 した。次 いでニ ワ トリ卵 よ り分離 した卵 白溶液(OD280nm=12/㎡)で

ウェルを満 た し37℃ 、60分 放置 して、 ウェル内 の糖蛋 白結合部位 をブロ ックした。 こ

の細胞固定 プ レー トを4℃ で保存 し(3ケ 月間迄保存可 能であることを確 めた)、 随

時抗体 との反応 に使用 した。抗体 との反応後の操 作 は、 ビオチ ン化抗体 とア ビチ ン化

ペ ルオキ シダーゼ を用 いた以外 は殆 んど ミリタイター法 と同様である。

(2)可 溶化抗原材料 を標的抗原 としたSolidPhase‐EIA法(固 相法)

可溶化抗原材料 を96穴 平底 プ レー トの ウェル に固相化 させ る操作 を必要 とした。培

養B細 胞 の10%浮 游液 と0.2%デ オキシコー ル酸(DOC)を 等量に混 じ、室温 に2時 間

放 置後 、超遠心 によ り可溶化抗原材料 を得 た。この可溶化抗原材料 を トリス塩酸バ ッフ

ァー(0.05M、pH8.0)で 透析 後、1%BSAを 含 む トリス塩酸 バ ッフ ァーで適当に稀

釈 し、各 ウェル当た り100μ4注 入 した。室温 に一晩放置後洗浄 し、次 いで1%BSAを

含 むPBS100μ4を 注入 し、室 温に2時 間放置 して、固相化 した プレー トを得 た。この固

相化 プ レートは、-40℃ で少 くとも3ケ 月 間保存可能である。固相化 プ レー ト使用時 に各

ウェルを洗浄 し、次 いで抗体 を加 え37℃ 、90分反応 させ、その後 の操作 は ミリタイ ター

法 とほぼ同様 の操作 によった(図1)。 界面活性剤 として、DOCの ほか にNonidetP‐

40、Renex30、Brij58等 を用いて抗原 を可溶化 し、そ して これ らの可溶化抗原材料 を

固相化 し、EIAを 試 みた。DOC可 溶化抗 原材料 を用 いた場合 にのみ再現性 ある結 果
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が得 られた。DOC可 溶化 抗原材料 を固相化す る際、炭 酸バ ッファー を用 いてみたが、

トリス塩酸バ ッフ ァーを使用 した場合 の方 が有意 に高い吸光度値 が得 られたので、上

述の ように トリス塩 酸バ ッフ ァー を用 いた。

'りL
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 1 Procedure of EIA

<Flat-bottom> 

96 wells flat plate 

 1 coating PHA-P 
   60 min, 37 C 

   wash 

1 + cultured B cells 
1 2,000 rpm, 5 min. 
1 15 min, 37C 

   fixed by glutaraldehyde 

5 min, RT 

1 wash 
1 blocking with egg white buffer 
1 60 min, 37 C 
itwash 
1 + antibody 
1 30 min, 37 C 
1 wash 
1 + biotinylated anti-Ig 
1 30 min, RT (or 10 min, 37 C) 

   wash 

1 + avidin-peroxidase 
1 30 min, RT (or 10 min, 37 t) 

   wash 

substrate

<Millititer)' 

Millititer SV 

1 + cultured B cells 
1 + antibody 

   60 min, RT 

1 wash by suction 
+ enzyme conjugated anti-Ig 

   60 min, RT 

   wash by suction 

substrate

<Solid Phase> 

96 wells flat plate 

1 coating DOC-antigen 
1 wash 
   + antibody 

   90 min, 37 C 

   wash 

1 + enzyme conjugated anti-Ig 
60 min, 37 C 

1 wash 
substrate
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2.各 種酵素免疫測定法による単クローン抗体の反応性の検討

'?L

われわれが作製 した単 クロー ン抗体(表1)とHLA-Dホ モ接合体培 養B細 胞(表

2)と の反応性 を3種 類 のEIA法 で検討 した。 ミリタイ ター法 を用 いて単 クローン

抗体Sh2及 びDI4と 各種培養細胞 との反応性 を検討 した(図2)。DR抗 原 に共

通の抗原決定基 を検 出す るDI4抗 体 は、HLAク ラスH抗 原 を発現 ていない培養T

細胞TALL-1以 外 の培養B細 胞 と抗体 の濃度依存性 に反応 した。Sh2抗 体はDQ

抗原 に特異性 を有 し、多型性エ ピ トー プを検 出する ことが確 かめ られている抗体 で

ある。 この抗体 はDQw3陽 性細胞 であるL-KT2、ER、JMeお よびEBV-

Isk細 胞 と濃度依存性 に反応 した。従 って ミリタイ ター法 は、抗体 の特異性 を充分

検出 し得 る方法 とみな される。

平底 プレー ト法 を用 いて同様 に検討 した(図3)。DQ抗 原 に共通の抗原決定基 を検

出する単 クロー ン抗体DW7『 は、 クラスH抗 原 を発現 してい ない培 養T細 胞Molt

4以 外 の培養B細 胞 と反応 した。DQ抗 原 の多型性エ ピ トー プを検 出するSh2抗 体

を用 いる と、 ミリタイター法 と同様 にDQw3を 有する培養B細 胞ER及 びEBV-

Kyと のみ濃度依存性 に反応 した(図4)。Sh2抗 体 と培養B細 胞ERと の反応 性

を、 この平底 プ レー ト法 と図2で 示 した ミリタイター法で比較す る と、最高A492値 の

50%を 得 るための抗体量 は、平底 プ レー ト法で は ミリタイ ター法 の約1/20量 であ っ

た。従 って平底 プ レー ト法 は、 ミリタイター法の約20倍 の高感度で単 クロー ン抗体 を

検 出 し得 る とみ なされ、 そ して この方法はわれわれが用 いて来 たラジオ ・イムノア ッ

セ イに優 る方法である。

固相法 を用いて同様 の検討 を行 った。DR抗 原 に共通の抗原 決定基 を検 出す るDI4

抗体 と固相化 したER及 びEBV-Sa抗 原 との反応 を検討 した(図5)。 これ らの

抗原 は、 ともにDI4抗 体 と抗体 の濃度依存性 に反応 した。 この固相法 の反応性 は、

図2で しめ した ミリタイ ター法 の約2倍 の感度 を有 していた。
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 X  1  MONOCLONALANTIBODY

Antibody Specificity

DI4 

KOP 

Sh2 

DI21 

DW7

common determinant of DR 

common determinant of DR 

molymorphic determinant 

polymorphic determinant 

common determinant of DQ

of 

of

DQ 

DQ

X 2 H LA CLASS 

   OF

II PHENOTYPE 

CELL LINES

Cell line

EBV-Sa 
EB-CMG 
PGF 
MAT 
WT49 
ER 
EBV-WA 
L-KT2 
LEIF-T 
JMe 
WT46 
HOR 
L-PITOTT 
MANN 
EBV-Ky 
EBV-Isk

 DR 

1/1 
2/2 
2/2 
3/3 
3/3 
4/4 
4/4 
4/4 
4/4 
5/5 

w6/w6 
w6/w6 

7/7 
7/7 

w9/w9 
w9/w9

 DQ 

wl/wi 
wl/wl 
wl/wl 
w2/w2 
w2/w2 
w3/w3 
wa/wa 
w3/w3 
w3/w3 
w3/w3 
wl/wl 
wi/wl 
w2/w2 
w2/w2 
w3/w3 
w3/w3
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 R3. Titration by Flat-bottom 

Antibody : DW7

EIA

A492 

1.0

0.5

0

O---10 
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ER 
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L- PITOTT 
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JMe 
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 1.0

0.5

0

E14. Titration by Flat-bottom EIA 

Antibody : Sh 2

4---------------------------4 4 4-------------4

o^o ER 
EBV- Ky 
WT 49 
EBV-Sa

10   5 

Antibody

2.5' 

Dil ution

0.125 

(x 10-4)

0.0625



 A  492

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0

g15.
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A

Titration by Solid Phase EIA

Antibody

 Reaction with

:D14

nomal mouse

0^0

Serum

ER 

EBV-Sa

2.5 1.25 0.625 0.312 

     Antibody Dilution

0.156 

(x 10-4)

0.0781



3.酵 素免疫測定法の阻止反応によるHLAク ラス 皿

抗原特異性の検討

これ迄示 した抗原 と抗体 との反応 を直接検 出する酵 素免疫測定法(直 接結合反応)

は クラスH抗 原の多型性 エ ピ トープを検出 し得 る。 さらに これ らの測定法の阻止 反応

によ りクラスH抗 原特異性(多 型性エ ピ トープ)を 検 出 し得 るか否か を検討 した。阻

止反応 は(図6)、 抗体50μ,2を 各種の培養細胞(1～4×105)や 末梢 リンパ球(1.3～

5×106)と 室温 で90分 反応 させ た後、遠心 し、上清中 に残 った抗体 活性 を酵素免疫測

定法で検 出 し、次式 によ り%inhibition値 を求めた。

(_B-CIA-C)X100=%inhibition

ただ し

A:吸 収操作 を行 な っていない抗体 を用いての吸光度値

B:吸 収操作 を行 な った抗体 を用 いての吸光度値

C:同 希釈率 のNMSの 吸光度値

ミリタイター法 を用 いて、 阻止反応 を行ない、直接結合反応 と比較 した。DR抗 原

に共通の抗原 決定基 を検 出す る単 クローン抗体KOPは 、使用 したすべての培養B細

胞 と有意 な反応 を示 した(図7A)。ER細 胞 を標的細胞 とした阻止 反応 では、吸収

に使用 した細胞 のクラスH抗 原特異性 と関係 な く抗体活性が吸収 された(図7B)。

又、各細胞 の直接反応 と阻止反応 の程度 は相関 した。

DQ抗 原 の多型性 エ ピ トー プを検 出す るSh2抗 体 は、直接結合反応で は、DQw3陽

性 の細胞 とのみ反応 した(図8A)。ER細 胞 を標的細 胞 と した阻止反応 では、DQw3

陽性細胞 であるLEIF-T、EBV-Kyお よびERで 抗体吸収がみ られ、DQw3陰 性 で

あるEB-CMGで は反応 の阻止 はみ られなか った(図8B)。

同様 に、DQ抗 原 の多型性 エ ピ トープを検出するDH1を 用 いた場合で も、直接結

合反応で はDQw2陽 性細胞 とのみ反応 し(図9A)、MANN細 胞 を標的細胞 と した阻

止反応 で はDQw2陽 性細胞で あるL-PITOTT、MANN、MATお み びWT-49細

胞で反応 の阻止 がみ られ、DQw2陰 性 であるEBV-Kyで は阻止がみ られ なか った

(図9B)。 以上 の ミリタイ ター法 の阻止 反応 の成績 か ら、この阻止 反応 を用 いてHLA
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クラスH抗 原の特異性 を検 出 し得 るこ とが明 らか になった。

平底 プ レー ト法の阻止反応 について も同様の検討 を行 った。DQ抗 原 の多型性 エ ピ

トープを検出するSh2抗 体 とER細 胞 との反応 は、DQw3陽 性細胞であるEBV-Ky

お よびERに よって阻止 され、DQw3陰 性細胞で あるEBV‐Saお よびWT49で は

阻止 されなかった(図10)。 ミリタイター法 と全 く同様の成績 であった。

固相法 の阻止反応 について検討 した。ER細 胞 か ら得 た可溶化 抗原材料 を固相化 し

たプ レー トを用い、DQ抗 原 の多型性エ ピ トー プを検 出す るSh2抗 体 との反応 の阻

止反応 を検討 した。DQw3陽 性細胞 のERで のみ阻止 がみ られ、DQw3陰 性のEB

V‐Wa細 胞 および培養T細 胞TALL-1で は阻止 されなか った(図11)。DR抗 原 に共

通 の抗原決定基 を検 出するDI4を 用 いた場合 には、 クラスH抗 原を発現 しているER

およびEBV-Wa細 胞 によ り阻止 がみ られ、 培養T細 胞TALL-1で は阻止 されな

かった。以上の成績 か ら固相法 を用 いた場合 も、 ミリタイ ター法の場合 と同様 に阻止

反応 によ りクラスH抗 原 の特異性が検出 され得 る ことが明 らかになった。

→

》
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 I6 Procedure of Inhibition 
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4.酵 素免疫測定法による末梢 リンパ球および可溶化抗原材料

のクラス 皿抗原検出の検討

先 に示 した成績 か ら、培養B細 胞の クラスII抗 原 の解析 に酵素免 疫測定 が有用 であ

る ことが明 らか にされた。次 いで、末梢 リンパ球 および可溶化 抗原材料 の クラスH抗

原の解析が可能か否 か を検討 した。

末梢 リンパ球のSh2抗 体 に対す る反応性 について検討 した(図12)。32名 のパ ネ

ルの うちDQw3陽 性者(NIH標 準法であるマイクロ細胞障害性試験:LCTに よ

り決 め られた)は24名 であ った。 これ らの ヒ トの末梢 リンパ球 とSh2抗 体 との反応

性 をLCTに よ り検討 する とDQw3陽 性者24名 中17名 が陽1生であった。同じリンパ球

を用 いて、 ミリタイター法 および固相法の阻止反応 によ り検討 する と、DQw3陽 性

者24名 の うち ミリタイター法 では4名 が、又固相法 では3名 が阻止 反応 陰性 であった。

ミリタイ ター法および固定法 の結果 はほぼ一致 し、両方法お ける%inhibitionの 値 は

よ く相 関 してお り、相 関係数 は γ=0.91で あ った。

次 に培養B細 胞EBV-Saか ら可溶化 クラスH抗 原材料 を精製する過程で、 クラス

H抗 原活性 を酵素免疫測定法 で検出 し得 るか否 かを検討 した(図13)。EBV-Sa細

胞 の膜性成分 を非イ オン系界面活性剤Renex30で 可溶化 し、可溶化 分画 をBio-gel

A1.5Mカ ラムで ゲル1戸過 を行 った。各分画 について、DOC可 溶化ER抗 原 とDI4

抗体 との固相 法 による反応 の阻止率(EIA)と われわれが これ迄用 いて来 た1251標 識

Brij58可 溶化Ky抗 原 とDI4抗 体 との ラジオ ・イムノア ッセ イ(RIA)の 阻止 率 を

比較検討 した。その結果 、固相法で検出 される抗原活性 のピークはラジオ ・イムノア

ッセイで検出 される ピーク とほぼ一致 してお り、 そ して固相法の阻止反応 の検 出感度

も良好で あった。
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5ま と め

これ迄 われ われが用 いて きたラジオ ・イムノア ッセイにかわるHLA抗 原系 を検 出

す る方法 と して、3種 類 の酵素免疫測定法 を確立 した。 これ らの方法 は、多型性 エ ピ

トープの解析 、可溶化抗原材料 の免疫化学 的解析等 に有用である ことを明 らかに した。
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