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bま し 力釜 き

平 成2年 度 か ら 文 部 省 科 学 研 究 補 助 金(一 般 研 究(B))の 助 成 の

も と に 行 わ れ た 「疾 患 発 症 に 内 因 と し て 関 与 す るHLAク ラ スII遺

伝 子 と そ の 発 症 へ の 役 割 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 す べ て が 達 成 さ れ た 訳 で は な い が、 い く っ 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 の 率 直 な 御 批 判 を 願 う も の で あ る。
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研 究 成 果

種 々 の 疾 患 の 発 症 に 果 た す 内 因 の 解 明 が ク ロ ー ズ ア ッ プ さ れ て い

る。 内 因 の 一 つ と し て 著 名 な 多 型 性 を 示 すHLA遺 伝 子 群 が 注 目 さ

れ 、 諸 種 疾 患 とHLAと の 相 関 が 明 ら か に さ れ て き た 。 我 々 は イ ン

シ ュ リ ン 依 存 性 糖 尿 病(IDDM)、Vogt一 小 柳 一原 田 病(原 田 氏 病)

の 発 症 が 特 定 のHLAク ラ スII抗 原 と 相 関 す る こ と を 明 ら か に し て

き た 。 又 、 北 海 道 地 方 に 多 い 白 樺 花 粉 症 の 発 症 に 、 特 定 のHLAク

ラ スII抗 原 が 関 与 す る 可 能 性 を 明 ら か に し て い る。 今 回 我 々 は 、

IDDM発 症 に 関 与 す るHLAク ラ スII遺 伝 子 と 白 樺 花 粉 症 発 症 に

関 与 す るHLAク ラ スH分 子 の 役 割 に つ い て 解 析 し、 加 え てHLA

ク ラ スII遺 伝 子 導 入 細 胞 と ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 作 製 し、 そ

し てHLAク ラ スII分 子 の 発 現 増 強 機 構 を 解 析 し た 。

1,日 本 人 のIDDM発 症 に関与す るHLAク ラスH遺 伝 子及 び

ア ミノ酸配列 の解析

日 本 人 のIDDM発 症 は 、HLAハ プ ロ タ イ プDR4-DQw4及

びDR9-DQw9と 相 関 す る。 こ れ は 白 人 のIDDM発 症 に 相 関 す

るHLAハ プ ロ タ イ プDR3-DQw2及 びDR4-DQw8と は 異

な っ て い る 。 白 人 で 明 ら か に さ れ た 「IDDM発 症 にHLA-DQ抗

原 β 鎖 の57番 目 ア ミ ノ 酸 が 非 ア ス パ ラ ギ ン 酸 の 時 感 受 性 が 増 す 」

と の 説 明 が 、 日 本 人 に も あ て は ま る か 否 か を 患 者 のHLAク ラ スII

遺 伝 子 を 分 離 し て 検 討 し た 。

日 本 人IDDM患 者(DR9-DQw9/DR1-DQw1)及 び

患 者 と 同 じHLAハ プ ロ タ イ プ を 有 す る 健 常 同 胞 のDQw9に 対 応

す る ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 分 離 し、 そ の 全 エ ク ソ ン の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。
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そ の 結 果 、 患 者 と 健 常 同 胞 のDQw9抗 原 β 鎖 に 対 応 す る 遺 伝 子

DQB1※0303の 全 塩 基 配 列 に 差 異 は 認 め ら れ な か っ た 。 又 、 日 本

人 のIDDMと 強 い 相 関 を 有 す るDR4-DQw4パ フ ロ タ イ フ に つ

い て も 、 ホ モ 接 合 体B細 胞 か らDQw4抗 原 β 鎖 に 対 応 す る ゲ ノ ム

遺 伝 子DQB1※0401を 分 離 し、 そ の 全 エ ク ソ ン の 塩 基 配 列 を 決 定

し た 。 こ れ ら のDQB1※0303及 びDQB1※0401の 塩 基 配 列 か ら

推 定 さ れ るDQ抗 原 β 鎖 の57番 目 の ア ミ ノ 酸 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で

あ っ た 。

次 い で 、IDDM患 者11名 の 遺 伝 子DNAを 鋳 型 に し て 、PC

R法 に よ りDQA1,DQB1及 びDRB1遺 伝 子 の 第2エ ク ソ ン

部 分 を 増 幅 し、 分 離 し、 そ し て そ の 塩 基 配 列 を 決 定 し た(表1)。

こ れ ら の 患 者 の 少 な く と も1っ の ハ プ ロ タ イ プ に は 、 常 にDQB1

※0401又 はDQB1※0303遺 伝 子 が 存 在 し♪ そ れ ら の 塩 基 配 列 か ら

推 定 さ れ るDQ抗 原 β 鎖 の57番 目 の ア ミ ノ 酸 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で

あ っ た 。 従 っ て 白 人 のIDDMで 明 ら か に さ れ たDQ抗 原 β 鎖 の

57番 目 ア ミ ノ 酸 が 非 ア ス パ ラ ギ ン 酸 の 時 、IDDM発 症 感 受 性 で

あ る と の 説 明 は 、 日 本 人 に は 当 て は ま ら な い こ と が 明 ら か に な っ た 。

HLAク ラ スII抗 原 β 鎖 の57番 目 の ア ミ ノ 酸 は 、T細 胞 を 活 性 化

す る 抗 原 ペ プ チ ド がHLAク ラ スII分 子 に 結 合 す る 溝 の 形 成 に 関 わ

る 重 要 な ア ミ ノ 酸 と 推 測 さ れ て い る。 こ の57番 目 の ア ミ ノ 酸 に 注

目 し て 、DRB1遺 伝 子 の 第2エ ク ソ ン に っ い て 解 析 し た 。 我 々 が

決 定 し た11名 のIDDM患 者 のDRB1遺 伝 子 の 塩 基 配 列 か ら 推

定 さ れ るDR抗 原 β 鎖 の57番 目 の ア ミ ノ 酸 は 、 常 に1つ の ハ プ ロ

タ イ プ に 非 ア ス パ ラ ギ ン 酸 が 認 め ら れ た 。 ク ラ スII抗 原 の 立 体 構 造

モ デ ル で の57番 目 の ア ミ ノ 酸 の 重 要 性 を 考 慮 す る と 、 日 本 人 で は

DR抗 原 の β 鎖 がIDDM発 症 に 関 与 し て い る と 推 定 さ れ る。

又 、 検 討 し た11名 のIDDM患 者 のDQA1対 立 遺 伝 子 に は 、

少 な く と も1つ の ハ プ ロ タ イ プ と し てDQA1※0301を 有 し て い た 。

IDDM発 症 に こ のDQA1※0301遺 伝 子 が 関 与 す る 可 能 性 が 指 摘
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表1

今 回 の11例 の 患 者 に お い て 同 定 され たDRB1,DQA1,DQB1の 各 遺 伝 子 と

そ れ ぞ れ の塩 基 配 列 か ら推 定 され るDRβ 鎖,DQβ 鎖 各 々57番 目 の ア ミノ酸.

Patient

Number

DNAalleleAminoacidat57

HLA-DRB1*HLA-DQA1*HLA-DQB1*DRβDQβ

DM1 0405

0901

0301

0301

0401

0303

D
▲
D
4

S

S

A

A霧
DM2 0405

1302

0301

0102

0401

1・/

匡 亙 コA
Asp髪 劣グ

DM3 0402

0405

0301

0301

0302

0401 鎧Asp

DM4 0405

0901

0301

0301

0401

0303

P

P

S

S

A

A蟹
DM5 0405

0901

0301

0301

0401

0303

D
・
D
^

S

S

A

A霧
DM6 0405

11

0301

0301

0401

0302
.〃

A

多響
DM7 11

0901

0401

0301

0402

0303

Asp鋤 Asp

DM8 1601<:注>0102

04050301

0602

0401

AspAsp

唖 ヨAsp

DM9 0101

0405

0101

0301

0501

0401 鐡 響
DM10 1201

0901

0501

0301

0301

0303
P

P

S

S

A

A鐡
DM11 11

0901

0401

0301

0402

0303

Asp戯 Asp

〈 注 〉 は ア ミノ酸 配 列57番 でGAT→GACの 塩 基 の 置 換 が 認 め られ た が,

ア ミノ酸 レベ ル で は と も にAspで 変 異 を 認 め な か っ た.

璽 は 非 ア スパ ラギ ン酸 ア ミノ酸.
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7

さ れ て お り、 こ の 遺 伝 子 産 物 とDR抗 原 β 鎖 の ア イ ソ タ イ プ 非 適 合

分 子 が 日 本 人 のIDDM発 症 に 関 与 し て い る 可 能 性 が 推 定 さ れ た。
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2,HLAク ラ スHト ラ ン ス ジ ェ ニ ックマ ウ スの作 製 とHLA

ク ラ スH分 子 発 現 増 強 機 構 の 解析

HLAと 強 い 相 関 を 示 す 疾 患 に っ い て 、 こ れ ら の 疾 患 の 発 症 に 関

わ るHLA分 子 の 役 割 を 解 明 す る 上 で 、HLAク ラ スII遺 伝 子 を 導

入 し た 細 胞 及 び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 利 用 し た 解 析 が 重 要 で

あ る。 我 々 はHLA-DR9分 子 及 びHLA-DQw9分 子 に 対 応 す

る ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 分 離 し、 こ れ ら を リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 澱 法 に よ り

マ ウ ス 線 維 芽 細 胞L細 胞 に 導 入 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ 後 、DR9分 子

ま た はDQw9分 子 を 安 定 し て 発 現 し て い るL-DR9及 び

L-DQw9細 胞 を 作 製 し た 。 図1は こ れ ら の 細 胞 のHLAク ラ スII

分 子 の 発 現 を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で 検 討 し た も の で あ る。 こ れ ら

の 細 胞 は 、3で 述 べ て あ る 白 樺 花 粉 症 の 発 症 に 関 わ るHLA-DR9

分 子 の 解 析 に 用 い た 。

L細 胞 で 発 現 が 確 認 さ れ た こ れ ら のDRA1及 びDRB1遺 伝 子 、

DQA1及 びDQB1遺 伝 子 をB6マ ウ ス の 受 精 卵 に 導 入 し て ト ラ

ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製 を 試 み た 。 現 在 ま で 、DRA1及 び

DRB1遺 伝 子 が10コ ピ ー 以 上 導 入 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ

ウ スB6-DR9が 得 ら れ て い る 。 こ のB6-DR9マ ウ ス で は 、 無

処 置 状 態 で はDR9分 子 が 発 現 さ れ て い な い 。 こ れ 迄 に 行 っ て き た

HLAク ラ スH分 子 の 発 現 増 強 の 解 析 で は、B細 胞 を 用 い た 場 合 、

IL-4に よ りHLAク ラ スII分 子 の 発 現 が 増 強 し、 そ し て 細 胞 内

Caイ オ ン の 移 動 が そ の 発 現 機 構 に 関 与 し て い る こ と を 明 ら か に し

た 。 又 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 用 い た 場 合 、 細 胞 内cAMP濃 度 を 増 強

さ せ る フ ォ ル ス コ リ ン がHLAク ラ スII分 子 の 発 現 を 増 強 さ せ た。

こ れ ら の 知 見 を 基 に し て 、B6-DR9マ ウ ス の 脾 細 胞 をIL-4を

添 加 し て 培 養 す る と。DRA1及 びDRB1遺 伝 子 のmRNAが 検

出 さ れ 、 そ し てDR9分 子 が 発 現 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
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図1Lcelltransfectantの 肌A-classII抗 原 の 発 現
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DR9遺 伝 子 を 導 入 し た レDR9細 胞 お よ びDQw9遺 伝 子 を 導 入 し た

L-DQw9細 胞 と,単 ク ロ ー ン 抗 体(L243,SPV-L3,7B6)と の 反 応 を

flowcytometryで 解 析 し た 。



次 い で 疾 患 感 受 性 の 研 究 に 利 用 す る た め に、

良 いDR分 子 の 発 現 を 検 討 し て い る。

各 種 薬 剤 を 用 い て 効 率
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3,白 樺花粉症 の発症 に関わ るHLAク ラスH分 子 の解析

白 樺 花 粉 症 は 北 海 道 に お い て 高 頻 度 に 認 め ら れ る。 我 々 は 白 樺 花

粉 症 の 発 症 が 特 定 のHLA抗 原 と 相 関 す る こ と を 明 ら か に し、 そ し

て こ の 疾 患 と 相 関 す るHLAク ラ スII分 子 の 役 割 を 解 析 し た 。

白 樺 花 粉 症 患 者13名 のHLAク ラ ス1及 び ク ラ スII抗 原 を 検 討

し た 。192名 の 健 常 人 のHLA抗 原 の 頻 度 と 比 べ る と 、 患 者 群 で

はDR9及 びDQw9抗 原 が 有 意 に 高 頻 度 に 認 め ら れ た 。 こ れ ら の

HLAク ラ スII分 子 の い ず れ が 発 症 に 関 与 し て い る か を 、 白 樺 花 粉

抗 原 に 対 す る 患 者 の リ ン パ 球 増 殖 反 応 に よ り 解 析 し た 。 市 販 さ れ て

い る 白 樺 花 粉 抗 原 は 欧 米 産 の 白 樺BirchWhite-BetulaPendulaか

ら 得 ら れ た 抗 原 で あ る た め 、 先 ず 日 本 の 白 樺BirchWhite-Betula

Platylavar.Japonicaの 花 粉 か ら 抗 原 を 抽 出 し た 。 患 者 リ ン パ 球

は 、 健 常 者 の リ ン パ 球 に 比 べ て 、BetulaPendula抗 原 とBetula

Platylavar.Japonica抗 原 に 同 様 の 高 い 反 応 性 を 有 し て い た 。 こ

の 患 者 リ ン パ 球 の 増 殖 反 応 に い ず れ のHLAク ラ スH分 子 が 関 与 し

て い る か を 、 反 応 系 に 抗HLAク ラ スII抗 体 を 加 え て 検 討 し た 。

BetulaPendula抗 原 に 対 す る リ ン パ 球 増 殖 反 応 に 抗HLAク ラ スH

フ レ ー ム ワ 抗 体7B6及 び 抗HLA-DR抗 体L243を 加 え る と 、

検 討 し た す べ て の 患 者(10入)で 増 殖 反 応 が 抑 制 さ れ た 。 そ の 一

部 に っ い て 図2に 示 し た。 こ れ に 対 し、3種 類 の 抗HLA-DQ抗 体

(D12,Dw7,SPV-L3)に よ っ て は 、 検 討 し た す べ て の 例

で 抑 制 は 認 め ら れ な く、 そ の 一 部 に っ い て 図3に 示 し た 。 さ ら に

BetulaPlatylavar.Japonica抗 原 に 対 す る リ ン パ 球 増 殖 反 応 に っ

い て も 同 様 の 検 討 を 行 う と、 抗HLA-DR抗 体 に よ る 抑 制 が 認 め ら

れ 、 そ し て 抗HLA-DQ抗 体 に よ る 抑 制 は 認 め ら れ な か っ た 。 次 に

HLAク ラ スII遺 伝 子 の ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を 抗 原 提 示 細 胞 と し

て 用 い 、BetulaPendula抗 原 に 対 す る 患 者 末 梢 血T細 胞 の 増 殖 反 応
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を 検 討 し た 。 そ の 結 果HLA-DR9分 子 に 対 応 す る 遺 伝 子 を 導 入 し

たL細 胞(L-DR9)を 用 い た と き に 増 殖 反 応 が 認 め ら れ 、HLA

-DQw9分 子 に 対 応 す る 遺 伝 子 を 導 入 し たL細 胞(L -DQw9)

で は 増 殖 反 応 が 認 め ら れ な か っ た 。

以 上 の 成 績 か ら、 白 樺 花 粉 症 の 発 症 にHLA-DR9分 子 が 関 与 し

て お り 、 そ し てHLA-DR9分 子 がT細 胞 活 性 化 過 程 に お け る 白 樺

抗 原 の 抗 原 提 示 に 重 要 な 役 割 を 担 う こ と が 明 ら か に な っ た 。
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