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ま` し が き

昭和59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 「特異 な構造 を有す るヒ トIa様抗原の解析」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-DR座 を含 む遺 伝 子領 域 は複 数 のIa様 抗 原 をコー ドし、 そ して こ

れ らの抗 原 は免疫 応 答 にたず さわ る細胞 群 の細 胞 間相 互作 用 にそ れ ぞれの

役割 を担 って い る とみ な され る。現 在 ヒ トIa様 抗 原 と しては、血 清 学的 手

法 を用 い て検 出 され るDR及 びDQ抗 原、 そ して第2次MLRに よ り決 め

られてい るDP抗 原 の3種 類 の抗 原 系 が 明 らか に されて い る。我 々は、DR

及 びDQ抗 原以外 の ヒ トIa様 抗 原 と してHon7抗 原(DRw53抗 原 の名 称 に

統 一 され た)及 び単 ク ロー ン抗体9C4に よ り検 出 され る9C4抗 原 が存 在 す

るこ とを明 らか に して来 た。 これ らの抗 原 につ いて免疫 学的解 析 をすす め

以下 の諸点 が明 らか に なった。

(1)ヒ ト培養B細 胞Wa(DR4/DR4,DQwWa/DQwWa)及 びKy(DRw

9/DRw9,DQw3/DQw3)か ら界面 活性剤Brij58又 はRenex30を 用 いて可

溶 化 し、部 分精 製 した標 識 抗原 材 料1251-Brij(又 はRenex)-Wa及 び1251-Brij-

Kyは 、単 クロー ン抗 体(マ ウス抗 ヒ ト)9C4と 反応 した。 これ らの反 応 物

をSDS-PAGEに よ り解析 す る と、35Kダ ル トン構 成鎖(α 鎖)と26～28K

ダル トン領域 に2峰 性 の放射 活性 を示 す構 成鎖 が認 め られ、9C4抗 体 はIa

様 抗原 を検 出 した。 両標 識抗 原 材 料 を用 い て、この9C4抗 体 と反応 す る抗

原分子(9C4抗 原)と 既 知 のDR及 びDQ抗 原 分子 との 関係 をsequential

coprecipitation法 によ り解析 す ると、9C4抗 原 はDR及 びDQ抗 原 とは異

なる抗 原分 子 で あ るこ とが明 らか にな った(別 添1に 詳述 して あ る)。

(2)9C4抗 体 はDR及 びDQ抗 原以 外 のIa様 抗 原 を検 出す る。DP抗 原 を検

出す る可能性 が示 唆 され て い るB7/21抗 体 が検 出 す るFA抗 原 と この9C4

抗原 との関 係 を解析 した。Wa細 胞 か ら分 離 した1251-RenexWaを 抗 原 吸

着 カ ラム9C4-Sepharoseを 用 いて、9C4-Sepharose結 合 分 画 と素 通 り

分画 に分離 した。結 合 分画 は9C4抗 体及 びB7/21抗 体 と反応 した が素 通 り

分画 は反応 しな か った。 この結 合 分画 を用 いて9C4抗 原 とFA抗 原 との 関

係 をsequentialcoprecipitation法 で解析 す る と、9C4抗 体 とB7/21抗 体

は同一 分子 を検 出 す る可能性 が明 らか にな った。 更 に両 抗体 に よ り検 出 さ



な

1

れ る抗 原分 子 を2次 元 電気 泳 動 によ り比較 す る と、 両抗 原 の α鎖 間及 びβ

鎖 間 には分 子 サ イ ズ、pI上 の差異 は認 め られ な かっ た。従 って9C4抗 体 と

B7/21抗 体 は 同一 の抗 原 分子 を検 出 す ると考 えられた(別 添2に 詳述 して

あ る)。

(3)FA抗 原 はDP抗 原 に相 当 す る可能性 が報告 され て い る(Linner,K.M

andBach,F,H.:HLA-FA:Anon-DR,non-DQHLAclassIIproduct,

p538～539inHistocompatibilityTesting1984,Springer-Verlag)。

9C4抗 体 はFA抗 原 分 子 を検 出す る とみ な され、従 って この9C4抗 体 はDP

抗 原 を検 出す る可 能性 が推 察 され る。DP抗 原 に関 してホモ接合 体 で しかも

特 異性 の異 な る培 養B細 胞(WT46,Sa,L-KT-2等)を 用 いて、9C4抗

原 各構 成鎖 の異 同 を2次 元電 気泳 動 で解 析 した。

35S-methionineで 標 識 した細胞 か ら得 た9C4抗 原 の α鎖 の主要 な スポ

ッ ト間 には差 異 は 明 らか で なか った。 これ に対 しβ鎖 の ス ポ ッ トで は各種

細 胞 間 で荷電 上 の差 異 が認 め られた。 この差 異 はDP抗 原 特異 性 と必 ず し

も一 致 しな く更 に解析 中 で あ る(別 添2に 一部 記 載 して あ る)。

9C4抗 体 はDP抗 原 を検 出す る可 能性 が推 測 され、DP抗 原 α鎖 及 びβ鎖

に対応 す る遺伝 子DNAを トランス フェクシ ョンした培 養T細 胞CCRF-CEM

におけ る9C4抗 原 の発現 を解析 して い るが、現 在迄9C4抗 原 の発 現 は検 出

されて い ない。 更 らに既 に分離 され てい るDP遺 伝 子DNAと9C4抗 原遺

伝 子 との関係 を解析 中で あ る。

(4)DR及 びDQ抗 原 分子 以外 に も ヒ トア ロ抗血 清Hon7に よ り検 出 され る

Ia様 抗 原 分子(DRw53抗 原 の名称 に統 一 され た)が 存 在す ることをWa細 胞

(DR4/DR4,DQwWa/DQwWa)を 用 いて 明 らか に して来 た。 さ らに培 養

B細 胞LG10(DR7/DR7,DQw2/DQw2)か ら可 溶化,部 分 精製 した標 識

可溶 化抗 原 材料 を用 いて解 析 した。標 識 可溶 化抗 原 材料1251-LGIOは 、DR

抗 原 を検 出す る とみ な され る8C4及 びISCR3抗 体 と反応 し、それ ぞれは総

放射 活性 の19.5%及 び14.9%を 反応 沈降 させ た。DQ抗 原 を検 出す るBV-3

抗体 及 びDRw53抗 原 を検 出 す るHon7血 清 と も反応 し、 そ れ ぞれは総 放射

活性 の7%及 び10%を 反応 沈 降 させ た。
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Hon71血 清 に よ り検 出 され るDRw53抗 原 分 子 がDR7抗 原及 びDQw2抗 原

とは異 なった抗 原 分子 として存 在 す る こ とはsequentiolcoprecipitatnion

によ り証 明 され た(表1)。

1251
-Renex-LG10preparation表1RemainingBindingActivityof

AfterRemovalofAntigenMolecules.

BindingactivityofantigenpreparationWith

Depleting

antibody

Hon78V-3

(Anti-DRv53)(Anti-DQ)

Xbindinobindin

8C41SC只3

(Anti-DR)(Anti-1-E)

XbindinaXbindin

H・・70.56コ

Norm.HumanS.10.?

6.8

1.3

16.5

17.5

1.2

10.1

BV-310.3

8C43.8

Norm.MouseS.10.4

囮
5.9

7.1

17.O

io.48
19.5

13.・1

0.861
14.9

BV-3抗 体 と反応す る抗原 分子 を除去 した抗原材料 は、他の単 クロー ン

抗体及びアロ抗血清 とは、正常一血清処理抗原材料 と同様 に反応 し、逆 に他

の抗体又は抗血清で前処理 した抗原材料は依然 としてBV-3抗 体 と反応 し

た。従ってBV-3抗 体 は抗原材料中のDQw2抗 原分子のみ を検出す るとみ

なされた。Hon7血 清で前処理 した抗原材料は、他の抗体 との反応性 を殆 ん

ど減少 させないが、8C4抗 体で前処理 した抗原材料 は、Hon7血 清 との反応

性 が減少 した。 この ことは8C4及 びISCR抗 体 は大部分のDR7抗 原分子 と

反応 し、 しかもDRw53抗 原分子 とも反応 す るため とみなされ る。以上 の結

果から、Hon7血 清で検 出 され るDRw53抗 原 は、DR7抗 原及 びDQw2抗 原

とは異 なった分子 として存在す るとみな さられる。この ことは2次 元電気

泳動 による解析 によ り確 かめ られた。35S-methionineで 標識 したLGIO細

胞から得た可溶化抗原材料 と抗血清又は抗体 との反応物 を2次 元電気泳動

で解析 した(図1)。
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α鎖 の ス ポ ッ トにつ い て比較 す る と、DRw53抗 原 α鎖(α ・)とDR7抗 原 α

鎖(α ・)との 間 には 明 らか な差 異 は認 め られ なか った。 これ らに対 しDQw

2抗 原 α鎖(α ・)は 、α・ス ポ ッ トよ りも分子 サ イズの小 さい位 置 に認 め ら

れ た。 β鎖 ス ポ ッ トの位 置 は、 これ ら3種 類 の抗原 間 で異 なって い た。即

ちDR抗 原 β鎖(β ・)はIiと それ に近 接 す る第2のIiス ポットとの 中間部 の

下 方 か ら酸性 側 の方 向 にス ポ ッ トを形 成 し、DRw53抗 原 β鎖(β ・)は 第2
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一 一

のIiス ポ ッ トの真下 よ り酸性 側 の方 向 にス ポ ッ ト形 成 してい る。DQw2抗

原 β鎖(β ・)ス ポ ッ トは、Iiよ り塩 基性 側 に認 め られ た。

従 って3種 類 の抗 原 間 におい てβ鎖 は明 らか に異 なっ てい るが、 α鎖 に

関 してはDRw53抗 原 α鎖 はDR抗 原 α鎖 と区別 し得 な か った。

(5)3H-phenylalanine,14C-Tyrosine又 は3H-valineで 標 識 した可 溶化

抗原 材料 と各 種単 クロ ー ン抗体 又 は ヒ ト抗 血 清 との反応 物 をSDS-PAGE

によ りα鎖 とβ鎖 に分 離 した。 そ れ ぞれの構 成鎖 のN末 端部 分 ア ミノ酸配

列 をBechman890Cス イ クエ ンサ ー によ り解 析 した。 表2にLGIO細 胞 を

用 いた成績 を既 に報告 され てい る成績 に対比 して示 して あ る。

o-chain12345

i撫 麟:叢 調 轟 騨 調iiiぎ,

OQw2(LC10,DV-3)

OQw2(O$)CluAsplle
r・

DQwl(OC1)`CluAsplle圏ValAlaAspNisValAIAIaAspSerValAl:TyrAlaTyrClnLeu:1;圓

表2Dl～7.UI2w53h'cびDQw21κ}盛;i各1釦 蜘 の γ ミノ網 六 ノ酸紀 夕ll

6189101112131415161718192021_2223242526

LeuA:∵ ㎝鍬鉤伽圏 囑
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食:nLeunLcu團:lnln::1團::yPryPr:ロ::::;::::
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OR2clyA6p1'iirAご 鴎Pr・ ・Ar麟

DR7(LG10,8C4)

ORw53(LG10.Hohl・ ゴ・}鼻雑 ヤ び ア「 π り 驚

DQw2(LC10,BV-1)

Dpw2(DS)*
##を ウ

pDR-p-1ArgAspSerProGluAsp

12345618910_11121314151617181920_212223242526

Phc

Phe

Phe

Phe

Phe

Phc

しouTrpClnProLysArgCluCysIlls

Tyr

、聯 ∫ブ疑囎 暖¥1騨 磐 ヅツー 喫.警}'

ValTyrPiicTyr

Phe

ValTyrClnPhcLysClyMetCysTyr

Phc

Phe

Phe

Plc

Phe

Phc

PheAsn.ClyThrCluArgVnl

PhePhc
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DRw53抗 原 α鎖 は、検討 した範 囲 内 にお・いてDR7抗 原 の α鎖 に一 致 して お

り、両者 間 に差 異 は認 め られ なか った。 しか しDRw53抗 原 β鎖 とDR7抗 原

β鎖 の間 には差 異 が存 在 し、DR7抗 原 β鎖 が有す る13Tyrと18PheはDRw53

抗原 β鎖 で は検 出 され なか った。従 ってDRw53抗 原 β鎖 の アミノ末 端 か ら

第13番 及び18番 目のアミノ酸 はTyr,Phe,Val以 外 のア ミノ酸 である。DQw2抗

原の ア ミノ酸配 列 は明 らか にDR7及 びDRw53抗 原 の ア ミノ酸 配 列 と異 なり、
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これ迄報告 されているDQ抗 原のア ミノ酸配列 に類似 の配列 をしめ した。

培養B細 胞Ky(DRw9/DRw9,DQw3/DQw3)を 用いた解析 においても、

DRw53抗 原 β鎖 のN末 端 アミノ酸配列 がDRw9抗 原β鎖及びDQw3抗 原β

鎖 と異 な り、DRw53抗 原β鎖の独立法が証明 された(別 添3に 詳述してある)・

現在、DR抗 原構成鎖 に対応す るcDNA及 び遺伝子DNAの 解析 により、

1種 類のDRα 鎖遺伝子 と3種 類のDRβ 鎖遺伝子の存在が 明 らか にされ

てい る。従 って1種 類のα鎖遺伝子産物 とそれぞれのβ鎖遺伝子産物 の組

み合わせか らなる抗原分子の存在が推定 され る。今回の解析結果か らDRw

53抗 原 とDR7又 はDRw9抗 原 とはα鎖 を共有 しβ鎖 を異 にしている可能性 が

考 えられ、この両抗原間の関係はDNAレ ベルの解析結果 に合致す るもの と

思 われた。
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