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再生不良性貧血患者にお ける疾患感受性遺伝子の 検討 :

熱シ ョ ッ ク蛋白質70 遺伝子お よび腫瘍壊死因子 α 遺伝子 の

多型性と免疫抑制療法に村する反応性

金沢大学医学部医学科内科学第三講座 ( 主任 : 松田 保致授)

山 崎 宏 人

再生不良性貧血は , ほ と ん どの 患者 が 免疫抑制療法 に反応して改善す る こ と か ら ,
最近で は, 骨髄 と い う臓器 に特異的

な自己免疫疾患 の
一

つ と 考え られ て い る . 多くの 自己免疫疾患 で は ,
ヒ ト白血 球抗原 Ol u m a n l e u k o c yte an ti g e n , H I 却 遺伝子

や熱シ ョ ッ ク 黄白質遺伝子な どの い く つ かの 遺伝子 が疾患 の か か りやす さ (疾患感受性) を決定 し て い る こ と が 示さ れ て
い る ･

再生不良性貧血で は ,
H L むD R 2 抗原の 保有率が高 い こ と 以 外, 疾患感受性遺伝子 に つ い て 十分 に は検討 さ れ て い な い ･ そ こ

で 本研究で は, 再生不良性貧血 に お ける疾患感受性遺伝子を明 らか にする た め , 再生 不 良性貧 血 の 病態
へ の 関与が 知 られ て い

る熟 シ ョ ッ ク 蛋白質 Ol e at S h o c k p r o t ei n , H S P) 7 0 遺伝 子の H S P 7 0
-2 及び H S P 7 0 - H o m と , 腫瘍壊死 因子 (t u m o r n e c r o si s f a c t o r ,

T N F) α 遺伝子 の 対立遺伝子 (ア
1) ル

,
all el e) 型を, 再生 不 良性貧血患者80 名 に つ い て 決定 した ･ 再 生 不良性貧血患者群 に お

ける H S P 7 0 -2 ア リ ル の 構成は
,
8 .5k b ホ モ 接 合体が 29% , 8 .5 k b と9 .O k b の ヘ テ ロ 接 合体が 54 % , 9 ･O k b ホ モ 接合体 が17% で あり ,

これ ら は健常人群の 構成 と同様であ っ た . H S P 7 0 - H o m に つ い て は H o m ql ホ モ 接合体 が再生不良性貧血患者群の 85% を 占め て

い た が
,
や は り健常人群の 構成 と同様であ っ た .

一 方
,
再生 不良性貧血患者群 で は ,

T N F l ホ モ 接 合体の 割合が健常 人群 より

有意 に低く , 逆 にT N F l とT N F 2 の ヘ テ ロ 接 合体 の 割合が有意 に高か っ た . 免疫抑制剤の シ ク ロ ス ポ リ ン が 奏効 し た 再生 不良

性貧血患者で は , 無効 に終わ っ た 患者 に比 べ て ,
9 .O k b の ア リ ル を持 つ 頻度が 有意 に高 か っ た b < 0 ･0 0 0 3) ･

一

方 , H S P 7 0 - H o m

や T N F α 遺伝 子 に つ い て は, 免疫抑制療法に対す る反応性と ア リ ル と の 間に 明 ら か な 関係 は見 ら れ なか っ た ･ また
,
シク ロ

ス ポ リ ン 高反応性 の マ
ー

カ
ー

で ある H L 虹D R B l * 1 5 0 1 が 陽性 の 再生 不良性貧血例 の 中で も, 9 ･O k b の ア
T) ル を持 た な い 例で は,

シク ロ ス ポ リ ン の 有効率が低か っ た . した が っ て こ の H S P 7 0
-2 の ア リ ル は

,
免疫学的機序 に よ る 再生 不良性貧血 の 病態 に関与

して い る こ と が 示唆 さ れ た . ま た
,
再生不良性貧血 の 家系内発症 の 4 家 系に つ い て , 各家系 の 患者同士が共有す る ア リ ル を検

索 し た と こ ろ , 3 家 系6 症例 が H L A - D R B l * 1 5 0 1 また は H S P 7 0 -2 の 9 .O k b ア
1
) ) V を 共有 して い た ･ 以

--
との 結果 か ら , H L A -

D R B l * 1 5 0 1 と は 別 に
,
H S P 7 0 -2 の 9 .O k b ア リ ル は 免疫学的機序 に よ る再生 不良性貴血 の 疾患感受性 に関与

･ し て い る こ と が示唆

さ れ た .

E e y w o r d s a pl a sti c a n e m i a , h e at s h o ck p r o t ein 7 0
- 2
,
t u m O r n e C r O Sis f a c t o r α g e n e , p Oly m o r p hi s m ,

C y Clo s p o ri n e

慢性 関節リ ウ マ チ や イ ン ス リ ン依存性糖尿病 な どの 自 己免疫

疾患で は
,
主要組織適合遺伝子複合体 ( m aj o r h i st o c o m p atib ility

c o m p l e x) で あ る ヒ ト白血 球抗原 (h u m a n l e u k o c yt e a n ti g e n ,

H I J郎 遺伝子の 多塑性 が そ の 疾患の か か りや す さ を決定 して い

る
1)

. 再生 不 良性貧血 は汎血 球減少と骨髄低形成を主徴 とす る

原因不明の 症候群であ るが , その 大部分が免疫抑制療法 に反応

して 改善する こ とか ら, 最近で は自己免疫疾患 のⅧ
一

つ と と らえ

られ て い る
2)

. こ の た め
,
再生不良性貧血 に お い て も疾患感受

性 と H L A と の 関係 が検索さ れ て き た. その 結果 , 再生 不良性

貧血患者で は H L 虹D R 2 の 保有率 が高 い こ と や
3) 4)

,
H L むD R 2 の

対立遺伝子 (ア
l
) ル

,
a11 el e) の

一

つ で ある H L A - D R B l * 1 5 0 1 が
,

シ ク ロ ス ポ リ ン療法 に 対す る高反応性 と関係す る こ と な どが 示

さ れ て きた
5)

. しか し
,
そ の 他の 遺伝子 に つ い て は 十分 な検討

は行わ れ て い な い .

熱 シ ョ ッ ク蛋白質(h e at s h o c k p r o t ei n , H S P) 7 0 遺伝f
･

や 腫瘍

壊死 因子 (t u m o r n e c r o si s f a ct o r , T N F) α 遺伝 子は HI J A の 遺伝

子領域 の 近傍 に位置 し て い る
6)7)
( 図1) . こ の た め ,

H I A 遺伝子

と 同様 に
,
こ れ ら の 遺伝子 の 多型性 が自己免疫疾患 の か か りや

すさ に 影響 を及 ぼ し て い る 可 能性があ る. 実際 に 全身性 エ リ テ

マ ト
ー デ ス

8) 9)
や イ ン ス リ ン 依存性糖尿病

1 0 卜 13)
,
強直性脊椎炎

1 4)

な どに お い て , こ れ らの 遺伝子の 特定 の ア リ ル が 疾患感受性 に

関与 して い る こ とが 示 さ れ て い る .
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再生不良性貧血 と H S P 7 0 , T N F α 遺伝子の多塑性

H S P 7 0 は H S P 7 0
-1
,
7 0 - 2

,
7 0 - H o 皿 の 3 種類の 遺伝子 に よ り コ

p

ド さ れ て い る
15)

. H S P 7 0 - 1 と H S P 7 0 - 2 は
, 熱 ス ト レ ス に より

強く誘導 され る H S P 7 0 (H S P 7 2) を主 に コ
ー

ド して い る . p
A)j

,

ⅢS P 7 0 - H o m は , 定常 状態 に お い て も わず か に 党規 し て い る

H S P 7 0 (H S P 7 3) を コ
ー

ドし て い る . H S P は
,
熱 シ ョ ッ ク の み

な らず, 低酸 素状態, 低 グ ル コ
ー ス 状態

,
重 金属イ オ ン , ア ル

コ
ー ル

,
ウ イ ル ス 感染 な ど

,
生 命 に危険を及ぼす さまざま な ス

ト レ ス に よ っ て 細胞洒 に誘導 さ れ る 蛋t
ニ
ー偶 のLJ■▲▲L

一

群で ある
16)

. ス

ト レス~1､ で は 変伸 した 蛋白質 に, ま た 生 矧捌犬態 で は成熟過程

の 不完全 な蛋F･l 質 に山
一

過性 に結合 し, そ れ ら の 再生や 成熟 を助

け て い る
1 7) 1 即

,
こ の よう な,

あ

祁川包内の 恒常性 を維持す る分子シ

ャ ペ ロ ン と し ての 機能を通 して , H S P は 細胞内に お け る外来抗

原の 処理 ･ 輸送 ･ 提示 な どに 関与する こ と か ら ,
免疫系に お い

て も重要 な役割を担 っ て い る と 考え られ て い る
川)

. さ ら に H S P

に つ い て は , 自 己免疫疾患に お け る 標的抗原と して の 役割も報

告 さ れ て い る
2("

.

最近 C o r z o ら
21)
は
,
向精神嫡薬 の ク ロ ザ ピ ン に よ っ て起 こ る

無顆粒球症の 疾患感受惟 が , H S P 7 0 -2 の 多型性と 関係がある こ

と を報告 した . --▼
一)j T a k a m i ら

22)
は
,
シ ク ロ ス ポ リ ン が 有効な

再生不良性貧血患者で は ,
熱 シ ョ ッ ク を 与え た末梢血T リ ン パ

球 中の H S P 7 2 の 発現 が 尤進 し て い る こ と を 明 ら か に し た .

H S P 7 0 -2 の 多型性 は, 臼S P 7 2 の 発現 に 影響を及ぼす吋能性も指

摘 され て い る
1:う)

. し た が っ て
,
H S P 7 0 - 2 の 多型性 は, 再生 不 良

性貧血 の ような自己免疫性 の 造血障害の 発症に影響 を及ば し て

H L A C L A S S ll = L A C L A SS 川 H L A C L ASS l

Fi g . 1 . L o c a ti o n o f th r e e g e n e s e n c o d i n g H S P 7 0 ( H S P 7 O- 1 ,

H S P 7 0 -2 a n d H S P 7 0 - H o m ) a n d th e T N F g e n e s (T N F u a n d

T N F
J
ヲ) i n th e H t A cl a s s Ⅲ r e gi o n ･

T a bl e l . C h ar a c t e ri sti c s o f p atie n t s w it h LIPILt Sti c とI n e m ii l

C h a r a ct e ri stic s

N o . o f p a tie n t s

M : F

A g e ( m e di a n) ( y e a r s)

S e v e r lty

S e v e r e

M o d e l
･

at e

D is e a s e d u r ati o n ( m o n t hs)

1e s s th a n 6

丘o m 6 to 1 2

什o m 1 2 to 2 4

R e s p o n s e t o th e r a p y

R e s p o n s e

N o r e s p o n s e

2 5

い る可能性がある . そ こ で 本研究 で は , 免疫抑制療法を受け た

再生 不良性貧血患者に つ い て H S P 7 0 遺伝子 と T N F α 遺伝 子の

ア リ ル 型 を決定 し
,
こ れ ら の ア リ ル の 種類が 再生 不良性貧血 の

か かり やす さ と関係がある か 否か , ま た ,
シク ロ ス ポ リ ン の よ

う な 免疫抑制剤 に対す る 反応性に影響を及ぼすか否か を検討 し

た . また , こ れ らの アリ ル の 疾患感受性遺伝子 と して の 意義を

明ら か にす る ため , 家系内発症を認め た 再生不良性貧血例に つ

い て
, 各家系が 共有する ア リ ル の 有無 を検索 した .

対象お よび方法

1 . 対象

金沢大学医学部附属病院第三内科お よ び厚生 省特定疾患特発

性造 血障害調査研究班の 参加施設で診断 され た再生 不良性貧血

患者80 例 を対象と し た . 重症 度分輯は C a mi tt a ら
23 ) の 基準に し

た が っ た . 対象患者 の 特徴を表1 に示す .
こ の うち

,
発症 後2

年以 内 に シ ク ロ ス ポ リ ン 3 ～ 6 m g / k g/ r 二ほ 3 ケ 月間以 上 投与さ

れ た再生 不良性貧血患者で , 治療効果の 判定が l
､

`

され て い る55

例 を シ ク ロ ス ポ リ ン投 与▲群 と し た . また , 発症後2 年以 内 に抗

胸脈拍椚包グ ロ ブリ ン ( a n tith y m o c y te gl o b uli n , A T G) 1 5 m g/ k g を

連続5 日 間投与さ れ た 再生 不良性貧血患者で , 治療効果 の 有無

が明ら か な24 例 をA r G 群と した . シ ク ロ ス ポ リ ン とA T G をErTj

時 に投与･ さ れ た 症例 (2 例) は A T G 群 に 分類 し た .
シ ク ロ ス ポ

リ ン が 無効 で あ っ た症例 の う ち, そ の 後A r G を投与 さ れ た症

例 (5 例) ほ そ れ ぞ れ の 治療群に含め て 解析 し た . 治療後 に輸Irll

が 不要 となり ,
か つ 治療前と 比 較 し て ヘ モ グ ロ ビ ン 値が 2 g/ dl

以 仁上 昇 した例 を 反応良好と判定 した .

1l . D N A の 抽出

恩肯か ら 同意を得 た の ち , E D T A 加末梢JrlL 2 m l を採 取 し, ス

マ イ テ ス トD N A 抽出 キ ッ ト (住 友金属 工業, 東 京) を用 い て

D N A を細川 し た . 吸光度計を飼 い て D N A 回収量 を測定 し, 濃

度を0 ,1
′
′∠ g/ ′

′∠ = 二調整 した ･

11l . P C R

l . H S P 70 -2

H S P 7 0 - 2 は1 2 6 7 番lI の 塩基が ア デ ニ ン か グア ニ ン で あ り ,
グ

A T G一打e とIt e しI p a li etユーS O tl-e I
･

S

2 4 6

1 7 : 7 3 : 3

1 - 72 (2 9) 1 5 ＼ 7 2 ( 5 2)

16

8

1 6

6

2

1 6

8

′

0

‖
)

0

Fi v e p ati e n ts t h at w e r e s e q u e n ti ally t re at e d b o
t h w ith C y A a n d A T G w er e i n c lu d e d i n e a c h p a

tie n t g r o u p ･

C y A ,
C y Cl o s p o ri n e A ; A T G ,

a n tith y m o c yt e gl o b u li n ; N E , n Ot e V al u a ble; M , M al e; F ,
fe m al e ･
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ア ニ ン の 場 合
,
制限酵素 乃才Ⅰに認識 され る塩基配列 となる .

こ

の た め H S P 7 0 -2 は
,
乃f I に よ る認識部位の 有無 に よ り, 乃≠Ⅰで

消化さ れ る8 .5 k b と , 消化 され な い 9 .O k b の 2 種 類の ア リ ル に 分

け ら れ る ･ 図2 A にお い て , 乃f = 削ヒに より113 9 b p と9 3 6 b p の 2

本 の バ ン ド に 分 か れ る も の が 8 . 5 k b ア リ ル
, 消 化 さ れ ず に

207 5 b p の
バ ン ドが 残 る もの が9 . O k b アリ ル を示 して い る . その

結 果, 全て の 個体 は 8 .5 k b ア リ ル の ホ モ 壕合体
,
8 ,5 k b と9 .O k b

ア リ ル の ヘ テ ロ 接合体 ,
9 月k b ア リ ル の ホ モ 接 合体 の い ず れ か

に 分け られ る
24)
( 図2A) .

H S P 7 0 -2 の 乃t I 認識 部位を含むD N A 断片 を増幅す る た め に
,

H S P 7 0 -2 に特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドプ ラ イ マ ー を 作成 し

た
2 車
(衷2) . なお

, 結 果の 再現性を確認す る た め
,
表2 の よう

に異な る2 組 の プ ラ イ マ ー

(わ , 匝) を作成 し た .

0 ･1 FL g
の 被験 D N A を10 倍濃 度 の P C R 反応嬢衝液 (10 0 m M

T ri s - H C I p H 8 ･3 , 5 0 0 m M K Cl , 1 5 m M M g C1 2) (宝酒造, 東京) 2 FLl ,

各2 . 5 m M の 4 種 類 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド三 リ ン 酸 混合液

(d A T P , d C T P
,
d G T P

,
d T T P) (宝 酒造) 1 .6 〃1 , 1 / j M の 各プ ラ イ

マ ー 1 /Ll ず つ , 1 単 位の T a q D N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ (宝 酒造) と混

2 0 7 5 b p

8 .5 k b H et e r o 9 .O k b

h o m o h o m o

+ ｢ ■-

1 1 3 9 b p ■ ■ ■■■■

9 3 6 b p ■1 - ■

1 2 3 1
｣

--一
二

=

1 8 5 b p ■ ■■

( a) T N F l h o m o

≒ = = ±

合 し
,
さ ら に純水 (和 光純薬, 大阪) を加え, 総量を20 /∠l と し

た ･
こ れ を

,
0 .5 m l の チ ュ

ー

ブ m e ff A G , B e rn
,
S w it z e rl a n d) に

入 れ
,
蒸 発を防ぐた め に ミ ネ ラ ル オ イ ル (Si g m a , S t . L o w i s ,

U S A) を
一 滴 重 層 し た の ち ,

サ
ー

マ ル サ イ ク ラ
ー

(C et u s / P e rk i n - E l m e r , N o r w alk , U S A) を 用い て P C R を行 っ た .

D N A 変性
,
ア ニ ー

リ ン グ
,
プ ライ マ

ー

伸張 の た め の そ れ ぞ れ

の 反応温度 と反応時間 に つ い て は
, 表3 の よう に各遺伝子 ご と

に至適条件を設定 し た .

2 . H S P 7 0 - H o m

H S P 7 0 t Ⅲo m は 2 4 3 7 番 目 の 塩 基が シ ト シ ン か チ ミ ン で あり ,

チ ミ ン の 場合 , 制 限酵素 〃cβ Ⅰに認 識 さ れ る 塩基配列 とな る .

こ の た め
,
H S P 7 0 月 o m は

,
肋 ∂Ⅰに よ る 認識部位 の 有軌 二 より,

腑 〃Ⅰで 消化 さ れ る H o m -1 と
, 消化 さ れ な い H o m - 2 の 2 種類 の

ア リ ル に分 け られ る . 園2 B に お い て , 〃 川 Ⅰ消化 に よ り324 b p

と3 0 2b p の 2 本 の バ ン ドに 分か れ る もの が H o m -1 ア リ ル
, 消化

さ れ ずに 626 b p の バ ン ドが 残る もの が H o m -2 ア リ ル を示 して い

る . そ の 結 果 ,
全 て の 個 体 は H o m - 1 ア リ ル の ホ モ 接 合体 ,

H o m -1 と H o m - 2 ア リ ル の ヘ テ ロ 揺 合体 ,
H o m -2 ア 7) ル の ホ モ 接

B
H o m _ l H e t e r o H o m - Z

h o m o h o m o

6 2 6 b p ■ ■

3 2 4 b p ■ ■ ■

3 0 2 b p ■ -

2 3 1 2 3

茎 幸≠ ≠≠ ≠≒ i ･ ･ ･ ･ ･ 一

… … … 二 二二 二

( b) H e t e r o ( C) T N F 2 h o m o

Fi g ･ 2 ･ S c h e m e f o r th e d e t e r m i n a ti o n of all el e s i n th e H S P 7 0 -2 , H S P 7 0 - H o m a n d T N F α g e n e S . (A 巨細1 eli c p att e r n s o f H S P 7 0 -2 . T h e
H S P 7 0 -2 P C R p r o d u ct s w e r e di g e st e d w ith P b t I ･ T h e cl e a v e d p r o d u ct s s h o w i n g l 1 3 9 b p a n d 9 3 6 b p 血

･

a g m e n t S a fte r di g e s ti o n c o r r e sp o n d

t o th e 8 ･5 k b all el e
,
W h il e th e 2 0 7 5 b p p r o d u c t s afte r di g e s ti o n c o r r e s p o n d t o th e 9 ･O k b all el e ･ 8 ･5 k b h o m o

,
8 ･5 k b h o m o zy g O te S; h e te r o ,

8 ･5 k b /9 -O k b h e t e r o zy g O te S; 9 ･O k b h o m o , 9 ･O k b h o m o z y g o t e s . (B) A ll eli c p a tt e r n s of H S P 7 0 - H o m . T h e H S P 7 0 - H o m P C R p r o d u ct s w e r e

d ig e s te d w ith N c o I ･ ¶ 1 e Cl e a v e d p r o d u ct s sh o w i n g 3 2 4 b p an d 3 0 2 b p 血
･

a g m e n ts C O r r e S p O n d t o th e H o m
- 1 all el e

,
W h il e th e 62 6 b p

P r O d u ct s afte r dig e sti o n c o r r e s p o n d t o th e H o m
-2 all el e ･ H o m -1 h o m o

,
H o m -1 h o m o z y g o t e s; h e t e r o , H o m

-1 / H o m -2 h e t e r o z y g o t e s; H o m - 2

h o m o
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H o m - 2 h o m o z y g o t e s ･ (C ) A ll eli c p a tt e r n s of th e T N F α g e n e . G e n o ty p e s w e r e id e n ti 鮎d a s T N F l o r T N F 2 h o m o zy g O te S , if th e

Si n gl e 1 8 5 b p fr a g m e n t a p p e ar e d e x cl u si v e けi n th e C l - C 2 0 r C l r C 3 p ri m e r s et s
,

r e a c ti o n s . G e n o ty p e s w e r e i d e n tin e d a s
′

m F l / T N F 2
h et e r o z y g ot e s , if t h e 1 8 5 b p 血

･

a g m e n t a p p e ar e d i n b oth C l
q C 2 an d C l - C 3 p ri m e r s e ts

,

r e a c ti o n s ･ T h e 5 3 2 b p 血
･

a g m e n t , a m pli 鮎d wi th C l
-
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h o m o z y g o te s; l a n e l , am pli 鮎d p r o d u ct of T N F l all e l e; 1 an e 2 , a m pliB e d p r o d u ct o f T N F 2 all el e; 1 an e 3 , i n t e r n al c o n t r ol .
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一
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■
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一
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n e C r O Sis fa c t o r; S , S e n S e P r l m e I
･

; A , a n ti s e n s e p r l m e r; C l ,

3
一
一

P rl m e r; C 2 , 5
I
-

P r l m e r , C O m Pl e m e n t a ry t o t h e T N F l all el e ; C 3 , 5
I

-

P r l m e r ･ C O m Pl e m e n t a ry t o th e T N F 2 a11 ele ; C 4 , in te
ll ユal c o n tr oI p r l m e r; b p ,

b a s e p a lr ･

T a bl e 3 . C o n ditio n s f o r P C R

G e n e
[T e m , ｡ r at£?芸3需a.i ｡ n ( S ｡ ｡,] [ T ｡ m P e r a t u r 詣畿 ･

a ti ｡ n ( S e ｡ )】 [ T ｡ m pe , a t｡ r 諸悪rati ｡ n ( s e ｡)] Sy CIC

H S P 7 0 - 2 ( a)

H S P 7 0 - 2 ( b)

H S P 7 0 - H o m

T N F α

9 4/ 6 0
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95/ 9 0

H S P
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h e a t s h o c k p r ote i n; T N F , t u m O l

●
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M I Z 3 4 5 6 7

J
Z O 7 5 b p

← 1 1 3 9 b p
十

＼ 9 3 6 b p

F i g . 3 . A ll eli c p a tt e rn S O f H S P 7 0
- 2 i n p a ti e n t s w ith a pl a s ti c

a n e m i a . M
,
m Ol e c ul a r w ei g h t m a rk e r; 1 a n e s l t o 7 , P ati e n t s

N o .3 1 t o 3 7
,
r e S p e Cti v el y . b n e s l a n d 3 , 8 .5 k b h o m o zy g Ot e S;

1 a n e s 2
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5 a n d 6

,
8 .5 k b / 9 .O k b h e te r o zy g O t e S;1 a n e s 4 a n d 7 , 9 .O

k b h o m o zy g O te S .

7 2/ 1 8 0

7 2/ 1 8 0

7 2/ 1 8 0

7 2/6 0

5

5

ハ

U

1

つ
J

つ
J

つ
J

て
｣

合体の い ず れか に分け ら れ る
2 4)
掴 2 B) .

H S P 7 0- H o m に つ い ても, H S P 7 0-2 と 同様 に特異的 な オリ ゴ

ヌ ク レ オ チ ドプ ラ イ マ
ー

を作 成し
紺

(表2) , 肋 βⅠ認識部位を含

む D N A を増瞞 した .

:う . T N F (r 過丁ムJ
'

･

T N F (一 遇行け は-3 0 8 番I l の 塩基が グ ア ニ ン か ア デ ニ ン か に よ

/ , てT N F l . T N F 2 の 2 樺規の ア リ ル に分 け られ る .
こ の た め 令

て の 個体 は, T N F l ア 1) ル の ホモ 接 合軋 T N F l と T N F 2 ア リ ル

の ヘ テ ロ 撞 什 軋 T N F 2 ア リ ル の ホ モ 接 合体の い ず れ か と な

る
狗
掴 2C) .

こ] L ら の ア l) ル を増幅す る た め , T N F l , T N F 2 に 共過す る3
'

側の プラ イ マ
ー

(C l) と , T N F l また は T N F 2 に特異的 な5
'

側 の

プ ラ イ マ
ー

(C 2 , C 3) , さ ら に.
内部対照 と し て の プ ラ イ マ

ー

(C 4) を作成 し, C l と C 2 , C 3 , C 4 と を組み 合わ せ て P C R を 行

っ た
2 5)

. T N F l お よ び T N F 2 アリ ル は ど ちら も185b p の バ ン ドと

し て 示 さ れ , 内 部対照 は5 32 b p の バ ン ド と して 示 さ れ る (図

2 C) .

Ⅳ . 制限酵素に よ る P C R 増幅産物の消化

H S P 7 0 -2 の 制限酵素切断片長多型 (r e s tri cti o n 血
･

a g m e n t l e n g th

p ol y m o r p h is m , R F L P) を検 出す る た め ,
0 .5 m l の エ ツ ベ ン ドル

フ ナ ュ ー ブ m efE A G , B e r n , S w it z e rl a n d) に増幅産物8 FLl を取

り, 制限酵素 乃f I (東洋捌乳 束京) 1 〃1 , 1 0 倍濃度 の反応液

(50 0 m M T ri s - H C I p H 7 .5 , 1 0 0 m M M g C12 , 1 0 0 0 m M N a C l , 1 0 m M
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再生不良性貧血 と H SP 7 0 , T N F a 遺伝子 の多塑性

ジチ オ ト レ イ ト
ー

ル) (東 洋紡績) 1 /Jl を加え, 3 7 ℃ の 恒温槽で

2 時 間保温 し た . H S P 7 0 - B o m の 増幅 産物 に対 し て は制限酵素

肋 ∂Ⅰ(東 洋紡績) を用い て 同様 の 処理を行 っ た ･

Ⅴ . 電気泳動に よ る R F u
} の 検出

P C R に よ る 増幅産物お よ び制限酵素 に よ る消化産物を, 電気

泳動装置 (ミ ニ ゲ ル ス ラ ブ電気泳動装置 ,
日本 エ イ ド

ー

,
束京)

と1 .5 % ア ガ ロ
ー ス ゲ ル を 用い て , 1 0 0 V 走電圧 下 で40 分間電気

泳動 した .
エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドで 染色後 トラ ン ス イ ル ミネ

一

夕 ー ( U V P , フ ナ コ シ , 東京) 上 で 写真撮影 した ･ 分子量 マ
ー

カ
ー

と して≠Ⅹ174 2 本鎖 D N A
の H a e Ⅲ消化物 (マ

ー カ
~

4
,
ニ

ッ ポ ン ジ
ー ン

, 東京) を用しきた .

Ⅵ .

一 本鎖 D N A 高次構造多型( Si n gl e st r an d c o n fo r m a ti o n

p o l ym O r p h i s m ) に よ る P C R 増幅産物の解析

一 本鎖 の D N A は そ の 塩 基配列 に した が っ て独 自の 立体構造

をと る . こ の た め
,

一 塩基で も異な るもの が あれ ば ,
た とえ同

じ長 さ の D N A 断片で あ っ て も, 非変 性 ゲ ル で電気泳動を行う

と異 な る 泳動度を示す
2 (う)

.
こ の 原理 を利月ヨして 既知の R F L P 以

外 に, H S P 7 0 -2 に多塑性 があるか どう かを検討 した･

5 /Ll
の P C R 増幅産物 に95% ホ ル ム ア ミ ド･ 1 0 m M E D T A , 0 ･1

% ブ ロ モ フ ェ ノ
ー ル ブ ル

ー

,
0 .1 % キ シ レ ン を 含む溶液5 /ノ1 を加

えて
,
9 5 ℃で2 分間保温 した . 氷上 で 急速 に冷却 した検体を5%

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル を用 い て , 1 3 V / c m で2 時間電気泳動

し た . 泳 動 終 了 後 の ゲ ル を サ イ バ
ー グ リ

ー ン (F M C

B i o P r o d u ct s
,
R o c kl a n d

,
U S A) で 染色後 トラ ン ス イ ル ミネ

一 夕 ー

上 で写真撮影 した.

Ⅶ . 統計学的解析

2 群 間の 比較 は フ ィ ッ シ ャ
ー

法 (F i s h e r
'

s e x a c t p r o b a bili ty

t e st) お よ び x
2

独立性 の 検定 を用い て 行 っ た ･

成 績

表4 に 全症例 の H S P 7 0 -2 , H S P 7 0 - H o m お よ び T N F α 遺伝子

の多塑性 の 解析結果を示す.

Ⅰ . H S P 7 0 - 2 の 多塑性

H SP 7 0 -2 の 多塑性を解析 した ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル 電気泳動像の
一

部 を国3 に 示す.

1 . 再生 不良性貧血患者に お ける H SP 7 0 -2 アリ ル の 頻度

各症例 の H S P 7 0 -2 ア リ ル の 組 み 合 わ せ を決定 し た と こ ろ ,

8 .5 k b ホ モ 接合体 は23 例 (29 %) , 8 .5 k b と9 .O k b の ヘ テ ロ 接合体

は43 例 (54 %) , 9 .O k b ホモ 接合体 は14 例 (17 %) で あ っ た ･ そ れ

ぞ れ の 割 合を健常人3 1 例に つ い て の 報告
1 2)
と比 較 した と こ ろ,

有意な 差は認 め ら れな か っ た (表 札

2 . H S P 7 0 - 2 の 多型性 と シク ロ ス ポ リ ン 療法 に対する反応性

H S P 7 0 _ 2 の アリ ル と シ ク ロ ス ポ リ ン に対す る反応性 と の 関係

を検討 し た . シ ク ロ ス ポ リ ン を 投 与 し た 患者5 5 名 の う ち ,

8 .5 k b ホ モ 接合体は 18イ軋 8 .5k b と9 .O k b の ヘ テ ロ 接合体 は29 例 ,

9 .O k b ホ モ 接合体 は 8 例 で , シ ク ロ ス ポ リ ン の 奏効率 は そ れ ぞ

れ2 2%
,
7 2 %

,
8 8 % で あり, 8 .5 k b ホ モ 接合体例 は他の 群 に比 べ

て 有意に奏効率が低か っ た b < 0 .0 0 0 6
,
フ ィ ッ シ ャ

ー 法) (図4 凪

全 て の 患者を9 .O k b ア リ ル を持 つ 群 (9 . O k b ホ モ 接 合体 お よ び

8 月kb と9 .O k b の ヘ テ ロ 接 合体 ,
3 7 例) と 9 .O k b ア リ ル を持 た な

い 群 (8 .O k b ホ モ接 合体, 1 8 例) と に分 けて比較 した と こ ろ, 前

者 に お ける シ ク ロ ス ポ リ ン の 奏効率は後者 に比 べ て 有意 に高か

っ た (それぞ れ76% と2 2 % , p < 0 .0 0 0 3 , フ ィ ッ シ ャ
ー

法) (図4 B) ･

ま た
,
シ ク ロ ス ポ リ ン 有効群 に お け る 9 . O k b の ア リ ル 頻 度

29

(5 5 %) は , シ ク ロ ス ポ リ ン 無効群 に お ける9 ･O k b の アリ ル 頻度

(22 %) に比 べ て 有意に高か っ た b < 0 .0 0 0 6 , ズ
2

独立性の検定) ･

ⅢL & D R B l
* 1 50 1 陽性の 再生 不良性寛血症例 は , シク ロ ス ポ

リ ン 療法 に反応 して 改善 しや す い こ と が知 られ て い るが , 全て

の 症 例 が 高反応性を示す わ けで は な い
5 )

, こ の た め H L A -

D R B l * 1 5 0 1 陽性 の 再生不良性貧血 の 中に は, 免疫抑制療法 に

対 す る 反 応 性 を 規 定 す る 他 の 因 子 に つ い て 異 種性

(h e t e r o g e n e it y) が あ る こ と が 予想 さ れ た ･ そ こ で H L A
-

D R B l *1 5 0 1 陽性 の 再生 不良性貧血患者を対象 と して , ■H S P 7 0
れ2

の アリ ル の 組み 合わせ に よる , シク ロ ス ポ リ ン療法の 効果の 遠

い を検討 し た. 園5A に示すよう に , 9 .O k b ホ モ 接 合体例 お よ び

8 .5 k b と9 .O k b の ヘ テ ロ嶺 合体例 は仝例 シ ク ロ ス ポリ ン に反応 し

て改善 し たが , 8 .5 k b ホ モ 接合体例で は7 例中4 例が 反応せず無
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A
T

W ith 9 .O k b a11 el e W ith o u t 9 ･O k b atl eL e

Fi g . 4 . R a t e of r e s p o n s e t o c y cl o s p o r
i n e th e r a p y l n a Pl a s ti c

a n e m i a p a ti e n t s . (A ) A ll p a ti e n t s w e r e di vi d e d i n t o th r e e

g r o u p s a c c o r di n g t o th e all e li
c c o m b i n a ti o n

,
8 ･5 k b

h o m o z y g o t e s (8 .5 k b h o m o
,
n = 1 8) , 8 ･ 5 k b / 9 ･ O k b

h et e r o zy g o te s Ol e te r O , n
= 2 9) a n d 9 ･O k b h o m o z y g ot e s (9 ･O k b

h o m o
,
n : 8) wi th r e g a r d to H S P 7 0 - 2 , an d th e r at e of r e s p o n s e

t o c y cl o s p o ri n e th e r ap y
w a s c o m p ar e d ･

*

p < 0 ･0 0 0 6 b y Fi s h e r
f
s

e x a c t p r o b a bility t e st . (B) A ll p a ti e n ts w e r e di vi d e d
i n to t w o

g r o u p s , th e p a ti e n
ts p o s s e s si n g th e 9 ･O k b a11 e

l e (n = 3 7) o f

H S P 7 0 - 2 a n d th o s e n o t p o s s e s s i n g th e all e l e (8 ･ 5 k b

h o m o z y g o t e s , n
= 1 8) , an d th e r a te o f r e sp o n s e t o c y cl o s p o ri n e

th e r a py w a s c o m p a r e d ･
* *

p < 0 ･0 0 0 3 b y th e
c hi sq u a r e t e st ･
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効と 判定 さ れ た . 逆 に
,
H L むD R B l * 1 5 0 1 陰性 の再生不良性貧

血患者を対象 と して シ ク ロ ス ポ リ ン に対す る反応性 の遠 い を比

較 し た と こ ろ ,
8 .5 k b ホ モ 接 合体例 の 全例 で シ ク ロ ス ポ リ ン が

無効であ っ た (図5 B) .

H L むD R B l 串1 5 0 1 ホ モ 接合体の 健常人お よ び患者を対象 と し

て H S P 7 0 -2 の ア リ ル を決定 した と こ ろ
,
9 .O k b ア リ ル の 頻 度 は

62%
,
8 .5 k b ア リ ル の 頻度 は3 89らで あ っ た . し た が っ て

,
H I A

D R B l * 1 5 0 1 と H S P 7 0 -2 の 9 .O k b アリ ル と の 間に は
,
明 ら か な連

鎖不平衡はない と考え ら れた .

9 .O k b ア リ ル を有す る シ ク ロ ス ポ リ ン 反応例お よ び 不応例 に

つ い て
,
脅t l 認 識部位以外 の多塑性 が ない か 否 か をSS C P 法を

用い て解析 した と こ ろ
,
す べ て が 同 じ泳動 パ タ ー ン を示 した

(図6) . し た が っ て , H S P 7 0 - 2 の 9 .O k b 陽性 例 にお ける シク ロ ス

ポ リ ン療 法の 効果 の 差 は
,
乃f I 認識部位以外の多塑性 に よ るも

の で は な い と考えられ た.

A

S

U

S

巾

U

-

〇
.

O
Z

0

9 ･ O k b h o m o H e t e r o 8 ･ 5 k b h o m o

Fi g ･ 5 ･ R e s p o n s e t o c y cl o s p o ri n e th e r a p y i n p a ti e n t s

p o s s e s s in g H L A
- D R B l

★
15 0 1 W an d i n th o s e n o t p o s s e s si n g

th e D R B l all el e ( B ) . ■ , r e S P O n Si v e t o c y cl o s p o ri n e ; □ ,

r e fr a ct o ry t o c y cl o sp o ri n e . 9 .O k b h o m o , 9 .O k b h o m o z y g o t e s;
h e t e r o

,
8

.
5 k b / 9 .O k b h e t e r o z yg o t e s; 8 .5 k b h o m o , 8 .5 k b

b o m o 野 g O t e S .

3 . H S P 7 0 - 2 の 多塑性 と A T G 療法 に対す る反応性

A T G を投 与 し た患者24 名の うち
,
8 .5k b ホ モ 接合体例 は6 例

,

8 .5 k b と9 .O k b の ヘ テ ロ攫 合体例 は13 例 , 9 .O k b ホ モ 接 合体例 は

5 例 で あ っ た . H S P 7 0 -2 の ア リ ル と A T G に 対す る反応性 の 関係

を検討 した と こ ろ
,
各群 に お ける A r G の 奏効率 は そ れ ぞ れ83% ,

5 8 ‰ 75 % で あり
,
各群間で有意差 は み ら れ なか っ た (図7A) .

全て の 患 者を9 .O k b ア リ ル を持 つ 群 (9 .O k b ホ モ 接 合体お よ び

8 .5 k b と9 .O k b の ヘ テ ロ 接 合体
,
1 8 例) と9 .O k b ア リ ル を持 た な

い 群 (8 .51くb ホ モ 接 合体, 6 例) と に分 けた場合も, 各群 の A T G

の 有効率 は61% , 8 3 % で あり, 有意 差は み られ なか っ た(図7 B) .

ま た
,
8 .5 k もア リ ル を持 つ 群 (8 .5 k b ホ モ 接 合体 お よ び 8 .5 k b と

9 .O k b の ヘ テ ロ 接 合体 ,
1 9 例) と 8 .5 k b ア リ ル を持 た な い 群

(9 .O k b ホ モ 接合体 ,
5 例) と に分 けた場合で も, 同様 に 有意差は

み ら れなか っ た .

4 . 末梢 血単核細胞 に お ける H S P 7 2 の 誘導性 と多型性 の 検

討

フ ロ ー

サ イ ト メ ト リ
ー

に よ り
, 末梢血 単核細胞内の ⅢS P 7 2

の 発現 に つ い て 報告
22)
さ れ て い る28 例 の 再生 不良性貧血患者

に つ い て
,
H S P 7 0 - 2 アリ ル 型と の 関係を調 べ た と こ ろ , H S P 7 2

の 発現 が 克進 して い る割合は
,
9 .O k b ホ モ 接 合体 が 50% (2/4) ,

8 .5 k b と9 .Ol(b の ヘ テ ロ 接 合体が 53 % (9/ 1 7) , 臥5 k b ホ モ 接合体

が 57 % (4 / 7) で あ っ た . し た が っ て
,
今回検索 し た範囲で は ,

アリ ル 型 の 違 い は H S P 7 2 の 発現 に 影響を及 ぼ さ な い と考え ら

れ た .

Ⅰ . H S P 7 0 - H o m の 多型性

H S P 7 0 - H o m の 多塑性を解析 した ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気泳動像

1 2 3 4

Fig . 6 . S S C P a n aly si s of th e a m plifi e d p r o d u ct s of H S P 7 0
-2

afte r 乃t I di g e s ti o n . A ll s am Pl e s ar e d e ri v e d 血
･

O m A A p a ti e n t s

p o s s e s si n g 9 .O k b all el e . L a n e s l a n d 2
,
a pl a s ti c a n e m i a

P a ti e n t s r e s p o n si v e t o c y cl o s p o ri n e; 1 a n e s 3 a n d 4 , a Pl a sti c

an e m i a p ati e n t s r e愈
･

a C t O r y t O C y Cl o sp o ri n e .



再生不良性貧血と H SP 7 0
,
m F α 遺伝子 の 多塑性

の
一

部を 図8 に示す .

シク ロ ス ポ リ ン を投 与 さ れ た 症例 の うち46 例 に つ い て , 各

症例 の H S P 7 0 - H o m ア リ ル の 組 み 合 わ せ を決定 した と こ ろ ,

E o m -1 ホ モ 接合体 が39 例 (85 %) , H o m -1 と H o m -2 の ヘ テ ロ 接合

体が7 例 (15 %) で , Ⅲ0 皿
-2 ホ モ 接 合体 は検出 され なか っ た . 健

常人50 例 にお ける H S P 7 0 - H o m の ア リ ル 型は , H o m - 1 ホモ 接合

体が93% , H o m -1 と H o m -2 の ヘ テ ロ接 合体が 7% , H o m -2 ホ モ 接

合体が 0 % で あり
2 7)
, 今回の 再生 不良性貧血症例 の 分布 と同様

であ っ た . また
,
シク ロ ス ポリ ン に対す る反応の 有無 に よ らず

患者 の 大部分が H o m -1 接合体で あ っ た こ と か ら
,
H S P 7 0 - H o m

の 多塑性 は シ ク ロ ス ポ リ ン に対す る反応性 と は無関係 と考え ら

れ た .
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1

9 .O k b h o m o H e t e r o 8 . 5 k b h o m o

B

W it h 9 . O k b a‖el e W it h o u t 9 .O k b a H el e

Fi g . 7 . R a t e o f r e s p o n s e t o A T G th e r a p y i n a pl a s ti c a n e m i a

p a ti e n t s , (A) A ll p a ti e n t s w e r e d i vi d e d i n t o th r e e g r o u p s

a c c o r di n g to th e all eli c c o m b i n a ti o n , 8 .5 k b h o m o z y g o t e s (8 .5

k b h o m o
,
n = 6) , 8 .5 k b / 9 .O k b h e t e r o z y g o t e s (h et e r o , n = 1 3)

a n d 9 .O k b h o m o z y g o t e s (9 .O k b h o m o , n = 5) w ith r e g a r d t o

H S P 7 0 -2
,
an d th e r a t e o f r e s p o n s e t o A T G th e r a p y w a s

C O m p a r e d . (B) 瓜I p a ti e n t s w e r e di vi d e d i n t o t w o g r o u p s , th e

p ati e n t s p o s s e s si n g th e 9 .O k b all el e o f H S P 7 0
-2 an d th o s e n o t

p o s s e s si n g th e a11 el e (8 .5 k b / 8 .5 k b h o m o zy g O t e S) , a n d th e

r a t e o f r e s p o n s e t o A T G th e r a p y w a s c o m p a r e d . N S
,
n O t

Si g n iR c an t .
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Ⅶ＼ T N F α 遺伝子の 多型性

T N F α 遺伝子の多型性を解析 した ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動像

の
細

部を囲9 に示す.

1 . 再生不良性貧血患者 にお ける ア リ ル 頻度

80 例 の う ち , 7 1 例で T N F α 遺伝子 の ア リ ル の 組 み合 わせ を

決定 し た. T N F l ホ モ 接合体 は17 例 , T N F l と T N F 2 の ヘ テ ロ

接 合体は 52 例 ,
T N F 2 ホ モ 接 合体は2 例 で あ っ た (表5) . 健常

人 に つ い て の 報告
2 8)
と比 べ て

,
T N F l ホ モ 接合体 の 頻度 は有意

に低く (p < 0 .0 0 0 1 , X
2

独立性 の 検定) , また , T N F l と T N F 2 の

ヘ テ ロ授 合体 の 頻度 は有意 に高か っ た (p < 0 .0 0 0 1 , 方
2
独立性の

検定) .

2 . T N F α 遺伝子の多塑性と免疫抑制療法に対す る反応性

T N F α 遺伝子の ア リ ル 型に よ る, シク ロ ス ポ リ ン療法の 奏効

率の 差を検討 した と こ ろ , シク ロ ス ポリ ン を投与さ れ た患者48

例の うち, T N F l ホモ 接合体例 は9 例 ,
T N F l と T N F 2 の ヘ テ ロ

接合体例 は38 例 , T N F 2 ホ モ 接合体例 は1 例で あ っ た . シク ロ

ス ポ リ ン に 対する反応率 はそ れ ぞ れ 56% (5/ 9) , 5 8 % (2 2/ 3 8) ,

1 0 0 % (1 / 1) で , こ れ らの 間に 有意差 は み ら れ なか っ た .

一 方 ,

A T G を投与さ れ た患者23 例の うち, T N F l ホ モ 接合体例 は6イ軋

H 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2

イト ー 6 2 6 b p

f
.……;≡≡

Fig . 8 . All eli c p a tt e r n s o f H S P 7 0
- H o m i n p ati e n ts wi th a pl a sti c

a n e m i a . D N A o f p ati e n ts N o .1 9 a n d 2 0 (1 a n e s 4 a n d 5) c o uld

n o t b e a m pli丘e d . M
,
m Ol e c ul a r w ei gh t m a rk e r; l a n e s l t o 1 2 ,

p ati e n t s N o .1 6 to 27 , r e S p e C ti v el y . I J a n e S l , 2 , 3 , 6 , 7 , 8 , 1 0 a n d

l l
,
H o m -1 h o m o z y g o t e s; 1 a n e s 9 a n d 1 2 , H o m -1 / H o m

- 2

h e t e r o z y g o te s .

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5

イ
ー 5 3 2 b p

｣ - 1 8 5 b p

Fi g . 9 . All eli c p a tt e r n s of th e T N F α g e n e i n p a ti e n ts w it
h

a pl a sti c a n e m i a . I . a n e s l t o 3 , p a tie n t N o .1;1 an e S 4 t o 6 , p ati e
n t

N o .2; l a n e s 7 t o 9 , p a且e n t N o .12 ;1 an e S l O t o 1 2 , p ati e n t N o .3 7;

1 a n e s 1 3 t o 1 5
, P a ti e n t N o . 3 8 . P a ti e n t s N o .1

,
2 a n d 3 7

,

T N F l / T N F 2 h e t e r o z y g o t e s; p a ti e n t N o . 1 2
,
T N F 2

h o m o z y g o t e s; p a ti e n t N o .3 8 , T N F l h o m o z yg o t e s .
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T ab le 5 ･ F r eq u e n ci e s o
f H S P7 0 - 2

,
H S P 7 0 - H o m a n d T N F α allel e s in a pl as ti c a n e m i a p atie n ts a n d

th e c o ntr o I

S ubj e cts

F r e q u e n c ie s

G e n o ty p e

C o n t r o Is P ati e n ts

H S P 7 0 - 2

8 ,5 k b/8 .5 kb

8 .5 kb/9 .O kb

9 .O k b/9 .O k b

H S P 7 0 - H o m

H o m - 1/ H o m
- 1

H o m - 1/ H o m
- 2

H o m - 2/ H o m
- 2

T N F α

T N F l/ T N F I

T N F l/ T N F 2

T N f
-

2 汀 N F 2

( N = 3 1)
*

0 .1 3

0 .5 2

0 .3 5

( N
= 5 0)

* *

0 .9 3

0 .0 7

0

( N = 8 0)

0 .29

0 .5 4

0 .17

( N = 4 6)

0 .8 5

0 . 15

0

(N = 1 3 9) * * * ( N = 7 1)

0 .7 1 0 .2 4

0 .2 7 0 .7 3

0 .0 2 0 .0 3

p < 0 .0 0 0 1

p < 0 ･0 0 0 1

N S

H S P
,
h e at sh o c k p r o t e in ; T N F , t u m O r n e C r O Sis f a ct o r; N S ,

n O t Sl g n ific a n t ･

* K a w a g u c hi et al ･
1 2)
;
* *Is hih a r a et al ･

2 7) ･ * * *
K u b o ta e t al ･

2 8)
▼

T ab l e 6 . P o ly m o rp his m a n al ys I S O n H L A
- D R B l

,
H S P 7 0 - 2 , H S P 70

- H o m a n d th e T N F α g e n e O f 4 p al r S O f

p a ti e n ts
w ith a p la s ti c a n e m ia in 4 di ff b r e n t f a m ili e s

A ll ele ( S) s h ar e d b y e a c h p ati e n t p air

F a m ily N o . R e la tio n s hip
H L A _ D R B I H S P7 0 q2 H S P 7 0 - H o m T N F α

l

つ
一

つ
J

4

M o th e r/S o n 1 5 0 1 8 .5 k b/ 8 .5 k b H o m - 1/ H o m - 1

M o th ern ) a u g hte r 15 0 1 8 ･5 k b/ 9 ･O k b H o m - 1/ H o m
- 1

Sis te r s 1 5 0 1/0 10 1 8 .5 k b/9 .O k b H o m - 1/ H o m
- 2

B r o th e r s 14 0 3/ 15 0 2 8 .5 k b/9 .O k b H o m - 1/ H o m
- 1

A b s e n t

T N F I

T N F lr r N F I

T N F l ｢r N F 2

H L A
,
h u m a n l e u c o cy t e a ntlg e n ; H S P , h e a t s h o c k p

r ot ein ; T N F , t u m O r n e C r O Sis f a c t o r ･

T N F l と T N F 2 の ヘ テ ロ 接 合体例 は17 例で , T N F 2 ホ モ 接 合体

例 はなか っ た .
A T G に対する 反応率は そ れ ぞ れ 83 % (5/ 6) , 5 3 %

(9/ 17) で , これ ら に も有意差 は なか っ た ･

Ⅳ . 家系 内発症例 に お ける解析

今回解析 した 80 例 の 中に , 家系 内発症 を認め た例 が4 家系8

症例含まれ て い た . 各家系の 患者同士が共有す る アリ ル は , 疾

患 感受性遺伝子 と し て 働 い て い る 可能性 が 高 い . そ こ で
,

H L 虹D R B l を含 め た H L A 領域 の遺伝子 の うち, 各家系 が共有

する ア リ ル を比較し た (表6) . その 結果, T N F α 遺伝子 は家系

1 の 患者間で共有し て い る アリ ル が ない こ とか ら , 疾 患感受性

と の 関係 は否定的であ っ た . H S P 7 0 - H o m の H o m - 1 ア リ ル に つ

い て は
,
4 家系す べ て が 共有 して い たが , H o m - 1 ア リ ル の 保有

率は健常人でも93 % と 高率で あ る ため , 疾患感受性遺伝子 と し

て の 意義 は不明であ っ た . H S P 7 0 -2 の 9 .O k b ア リ ル は 4 家 系中3

家系が共有 して い た . こ れまで 述 べ た よう に , 9 .O k b ア リ ル は

再生不良性貧血患者の 免疫学的発症機序 に関与 して い る 可能性

がある こ とか ら, これ ら の家系内発症例 にお い て も, 造血 障害

の成立 に影響 して い る 可能性が ある . しか し, 9 .O k b ア リ ル を

保有する頻度 は健常人でも80% 以上で あ るた め ,
家系内発症例

に お け る 疾患感受性遺伝子 と し て の 意義 は や は り不明で あ っ

た .

一 方
,
H I A D R B l * 1 5 0 1 に つ い て は

,
4 家系中3 家系 (7 5 %)

の 患 者が 共有 して い た . 本邦の 健常人に お ける こ の HI A D R B l

遺伝 子の 保有率 は高々 10% で ある こ と か ら, 再 生 不良性貧血 の

家系 内発症例 に お け る 疾患感受性遺伝子 と し て は ,
H L A -

D R B l
* 1 5 0 1 が も っ と も重要 と考え ら れ た .

考 察

再 生 不良性貧血患者 で は ,
H I A - D R 2 を保 有す る割合が健常

人に比 べ て 有意に高い こ と が過去の 研究に より示 され て い る
3) 4)

.

ま た
,
Ⅲ A D R 2 を決定す る遺伝子 の うち H L むD R B l

*
1 5 0 1 を持

っ 患 者で は シ ク ロ ス ポ リ ン 療法 の 奏効率 が高く ,
また , 造血能

の 維持 に シ ク ロ ス ポ リ ン を必要 とす る例 が多い
5)

.
こ の た め

,

H L むD R B l
* 1 5 0 1 は

! 自己免疫性 の 再生不良性貧血 の 疾患感受

性遺伝子 と し て 重要 と考 え ら れ て い る . し か し ,
E L A -

D R B l
* 1 5 0 1 を持 つ 再生不良性貧血患者 は全体 の 2 割に 過ぎず ,

H L 虹D R B l
* 1 5 0 1 を保有 して い て も シ ク ロ ス ポ リ ン に全く反応

しない 症例もあ る. ま た
,
逆 に こ の 遺伝子を持 た な い 患 者の 中

に もシ ク ロ ス ポリ ン療法 が奏効す る例 は多い . した が っ て
,
免



再生不良性貧血 と HS P 7 0 , T N F α 遺伝子の 多型性

疫学的機序 に よ る 再生不良性貧 血 の 疾患感受性 は ,
E L A -

D R B l 串1 5 0 1 以 外 の ,
別 の 遺伝子 の 影響も受け て い る 可能性が

ある .

Y u n i s ら
2 9)
は
,
向精神病薬の ク ロ ザ ピ ン に よ っ て 発症する無

顆粒球症 の 疾患感受性 が H L A
- B 3 8

,
D R 4

,
D Q 3 や H L A - D R 2 ･

D Q l な どの 特定 の Ⅲ 山 型 の 影響を受け る
こ と を見 い だ し た ･

一 方 ,
こ の 疾患感受性を規定する H L A ア リ ル の タ イ プ は民族

に よ っ て異 な っ て い た . こ の た め
,
実際 に疾患感受性 と関連が

ある の は, Ⅲ 通 過伝子 に連鎖 し た別 の 遺伝子 である可 能性が考

えら れ た . そ こ で , 彼 ら が B S P 7 0 - 2 の ア リ ル を調 べ た と こ ろ,

無顆粒球症 を起 こ し た患者で は, E S P 7 0
- 2 の 9 ■O k b ア リ ル が 人

種を問わず高率 に検出 さ れ た
21)

. し た が っ て , ク ロ ザ ピ ン に よ

る無顆粒球症 の 疾患感受性を実際 に規定 して い る の は ⅢS P7 0
-2

の 9 .O k b ア リ ル と 考え られ た .

H S P 7 0
-2 の 多塑性が H S P 7 2 の 党規 に 影響を与える か 否か に

つ

い て は まだよく分 か っ て い な い . こ の た め 9 .O k b ア リ ル が 無顆

粒球症 の 疾患感受性を決め る 鳳事 に つ い て は推論 の 城 を出な
い

が
,
C o r z o ら

21】
は , ク ロ ザ ピ ン に よ っ て造血 細胞 に誘導 さ れ た

H SP 7 0 が
,
骨髄 中の 顆粒球前駆細胞 の 増殖抑制

3 '̀)
,
リ ン パ 球 の

アポ ト
ー シ ス の 誘導

:う1)
, 顆粒球の 産生や ア ポ ト

ー

シ ス か ら の 保

護 に重要 なサ イ ト カイ ン で ある顆粒球 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ コ ロ ニ
ー

刺激因子 k r a n ul o c yt e
-

m a C r O p h a g e c ol o n y s ti m ul ati n g f a c to r) や

イ ン タ
ー ロ イ キ ン 2 (i n t e rl e u ki n 2) の 産生抑制

32 ) Ⅷ )
,
な ど を介

して 顆粒球系造 血を抑制する可能性を指摘 し た .

一 方
,
8 ･5 k b

ホ モ 接 合体の 個体 で は ,
9 . 肱b ホ モ 接合体の 個体 より H S P 7 2 の

発現が 弱 い と す る報告もある こ と か ら
1 3)
,
9 .O k b ア リ ル を持 つ

患者 は , こ の ア リ ル を 持 た な い 患 者 よ り ⅢS P を 強く発現 し,

その 結果, 無顆粒球症を引き起 こ し て い る 可 能性 がある ･ し た

が っ て
,
H S P 7 0 -2 の ア リ ル は , こ の よ う な薬剤起因性 の 無顆粒

球症 だけで なく , 特発性 の 造 血幹細胞 の 障害, す なわ ち再生不

良性貧血 の 発症 にも影響 を及ぼすの で は な い か と考え ら れ た ･

そ こ で , 再生 不良性貧血患者全体 に つ い て E S P 7 0
-2 の ア リ ル の

頻度を決定 した と こ ろ, 正 常 コ ン ト ロ
ー ル と比 べ て ア リ ル の パ

タ
ー

ン に 有意な 差は み ら れ なか っ た . しか しシ ク ロ ス ポ リ ン療

法を受 け た患者 に つ い て ア リ ル 頻度 を み た と こ ろ , 9 ･O k b ア リ

ル をも つ 例 は
,
こ の ア リ ル を 持た な い 8 .5k b ホモ 接 合体 の 患者

に比 べ て シ ク ロ ス ポ リ ン に有意に反応 しや すい こ と が 明ら か に

な っ た . し たが っ て 当初予想 し た よ う に , H S P 7 0 - 2 の 9 .O k b ア

リ ル は
,
免疫学的機序に よ る 再生 不良性貧血 の 発症 に関与 して

い る可 能性 がある と思 わ れ た .

一 方
,
A T G 療 法を受けた患者で

は
,
H S P 7 0 -2 ア リ ル の 違 い に よ る有意 な奏効率の 差 は認め られ

なか っ た . シク ロ ス ポ 1) ン と A T G は ,
と も にT 朝川包を選択的に

抑制す る薬剤 である が ,
A T G の 場合, 免疫抑制作用 と は 別に ,

直接 また は間接的 に造血 を刺激す る作用の ある こ と が 知 られ て

い る
35)

.
こ の た め

,
あ る 再生 不良性貧血症例が A T G 療法 に 反

応 した場合, 必ず しも免疫学的機序が関与 し てい た と はい えな

い
. 再生 不良性貧血 の A T G に対す る反応性 が , 9 .O k b アリ ル の

影響を受けな い の は , こ の よう な A T G の 造 血 刺激作用 の た め

か も しれ ない .

こ れ まで に さま ざま な自己免疫疾患 に お い て , H S P 7 0
-2 の 多

塑性 とそ の 疾患の か か り やす さ と の 関係 に つ い て検討 が行 わ れ

て きた . その 結果,
一

部 の 疾患 で は特定の ア リ ル と の 関係 が示

さ れ た が
, 実 際 に は ,

′そ れ は H L A 遺伝 子 と の 連 鎖不平衡 に よ

る もの で あ っ た
10 卜 14)

. した が っ て , H S P 7 0
-2 の 9 .O k b ア リ ル が

33

再生不良性貧血の 免疫学的な発症機序 に関与す る メ カ ニ ズ ム と

して , こ の H S P 7 0
-2 ア リ ル と

,
自己 免疫性再生不良性貧血 の 疾

患感受性遺伝子 である H I A D R B l
司く1 5 0 1 と の 間 に連鎖不平衡が

あ る こ とが 考えら れ た . 日 本人に お い て は ,
こ れ ら の ア リ ル 間

に連鎖不平衡があ るか どうか に つ い て は ほ と ん ど調べ られ て い

な い . 今回 ,
H L A - D R B l

*
1 5 0 1 の ホ モ 接 合体 4 症例 に つ い て

H S P 7 0 _2 の アリ ル を決定 した と こ ろ, 8 .5 k b ア
1
) ル が4 例 中3 例

に検出さ れ た t し たが っ て , H I A D R B l
* 1 5 0 1 と9 .0 肋 アリ ル の

間に 明ら か な連鎖不平衡 は ない と 考え られ た .
シク ロ ス ポ リ ン

反 応例 の 中で H I A - D R B l * 1 5 0 1 を持 た ない 例 は仝例9 .O k b ア リ

ル を有 して おり ,
8 月kb ホモ 接合体例 は

一 例も なか っ た . した

が っ て
, 再生不良性貧血患者 にお ける9 .O k b ア リ ル は 免疫学的

機序 の 存在 を示唆する , H L 虹D R Iミ1
*
1 5 0 1 と は独立 した マ

ー カ

ー の 可 能性が ある .

H S P 7 0 _2 の 9 .O k b ア リ ル は H S P 7 2 の 高発現を介 して , 再生不

良性貧血 の 免疫抑制療法 に対する高反応性 に影響を及 ぼ して い

る 可能性があ る.
P o ci o t ら

13)
ほ
,
H S P 7 0 -2 の 9 .O k b ホ モ 接合体

の 個体 は8 .O k b ア リ ル を持 つ もの より B S P 7 2 の 発現が 高 い こ と

を報告 して い る . ⅢS P 7 0 は細胞を ス ト レ ス か ら守る働きを担 っ

て い るが , T 細胞 にお い て は, 特異的な抗原刺激を受 け た際 に

ア ポ ト
ー

シ ス を促進す る こ と が 知 ら れ て い る
36)

. T a k a m i ら
22)

は
,
シ ク ロ ス ポ リ ン 有効群 で は E S P 7 2 を発現して い るT リ ン

パ

球 の 割 合が , 無効群 に比 べ て 有意 に高い こ と を 明ら か に した ･

した が っ て
,
こ の よう な H S P 7 0 - 2 高発現の T 細胞 は, 免疫抑制

剤 の 存在下 で は さ ら に アポ ト
ー

シス を受 けや すく なり ,
そ の 結

果 丁 馴包に よ る 造血 の 抑制が解除さ れ る 可能性 があ る ･ ま た

H S P 7 0 は , シク ロ ス ポ リ ン の 細胞内 レ セ プタ
ー と して 機能する

こ と が知 ら れ て い る
3 7)

. し た が っ て , H S P 7 0
-2 の 9 .O k b ア リ ル

を持 つ 再生 不良性貧血例 に シ ク ロ ス ポ リ ン が 投与さ れ た場合に

はT 細 胞 へ の シ ク ロ ス ポリ ン の 移行量が多くなり, こ れ に よ っ

て 造血 を抑制す るT 細胞 に アポ ト
ー

シス が 誘導 され , そ の 結果

造血因循 が起 こ る 叶能性が考えら れ る .

T N F ｡ は 造血幹細胞の 増殖 ･ 分化 を抑制する働きが あ り, 再

生不良性貧 血患者で は そ の 産生 が 克進 して い る例 が多い
:靭 3tり

こ の た め T N F ｡ 遺伝子
･ も再生 不良性貧血 の 病態 に関与し て い

る可 能性が あ る . さ まざま な自己免疫疾患 にお い て, T N F α 遺

伝子 の多型牲と そ の 疾患感受性 と の 関係が調 べ ら れ て い る が ,

ほ と ん ど は 否定的 な も の で あ っ た
4()卜 4 2)

. 今 回の 検討で は , 再

生 不良性貧血 にお ける T N F l とT N F 2 の ヘ テ ロ 接 合体 の 割合 は,

幸踏 され て い る 健常者群の 割合
2 8)
よ り有意 に 高か っ た ･ T N F 2

の ア リ ル を持 つ 個体 はT N F l ホ モ 接合体 の 個体 より , 同種骨髄

移植後 に急性移植片対宿主病 を起 こ しや す い こ と が 報告さ れ て

い る
43)

. 今回の 結果 か らT N F 2 ア リ ル はT N F α を介 した 造血 の

抑制 に関与して い る 可 能性が考 えられ る .
しか し

,
m F α 遺伝

子の ア リ ル は免疫抑制療法に対 す る 反応性に は影響 を及ぼ さ な

か っ た .
し たが っ て

,
再生 不良性貧血の 免疫学的機序と の 関連

性 は否定的と思わ れ る .

何 らか の 遺伝子 が疾患 の 感受性 に関係 して い る か 否かを調
べ

る上 で
,
も っ と も都合の 良い 対象 は家系内発症例である ･ 多塑

性 に富む遺伝子の 中 で , 家系 内発症 の 患者同士が共有する ア リ

ル があ れ ば
,
そ れ が 疾患感受性遺伝子 である可 能性が高い ･ さ

ら に
,
そ の よう な共通の ア リ ル が , 異 なる 家族間で

一 致 して い

れ ば
,
疾患 と の 関連性が強い こ と が予想 さ れ る ･ 今 回検討 した

4 家系8 症例 の 中で も っ と も特徴的な所見 は, 共有 する ア リ ル
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の 中で H L A - D R B l * 1 5 0 1 の 頃度が 健常者群と比 べ て著 しく高 い

こ と で あ っ た . し た が っ て , 現在 の と こ ろ再生 不良性貧血 の 疾

患感受性 を決 め る 遺伝子 の 中で も っ と も重要 なも の は H L A -

D R B l * 1 5 0 1 と考 え られ た . し か し , H S P 7 0 -2 の 9 .O k b ア リ ル も

4 家系中3 家系が 共有 して い た こ と か ら ,
こ の ア リ ル も, 再生

不良性貧血の 家系内発症 に関与 し て い る可能性が ある .
こ れ を

明 らか にす る た め に は
,
さ ら に多 数の 家系内発症例 に つ い て

,

H S P 7 0 -2 の ア リ ル 頻度 を調 べ る 必要がある .

再生 不良性貧血 は多種多様の 病態 を示す症候群で ある た め ,

疾患 の 原因を明ら か に し
,
よ り良い 治療法 を開発す るた め に は ,

共通 の 特徴 を持 つ 亜 群 を明 らか にす る必要が ある . 今 回行 っ た

ような疾患感受性遺伝子 の 検索 は
,
再生不良性貧血 の 治療法 の

選択 に役立 つ 可 能性 があ る. 再生 不 良性貧血患者 の 治療法 を選

択す る際 に は ,
B I A - D R B l や H S P 7 0 - 2 の タ イ ピ ン グ を行 い ,

D R B l * 1 5 0 1 ヤ9 .O k b ア リ ル が検 出 され た場合 に は
,
シ ク ロ ス ポ

リ ン療法 を行 な う べ きで あろう . こ の よ うに
,
病態が多様な再

生不良性貧血 を遺伝的 に亜 分類す る こ と は , 再生不良性貧血 の

免疫学的な病態を明 らか に して い く 上 で も重要と考え られ た .

結 論

再生不良性貴血患者 の H S P 7 0 遺伝子 ,
T N F α 遺伝子 の 多型

性を解析 し
,
以 下 の 結果を得た .

1 . 再生不 良性貧血患者に特 に頻度が高い H S P 7 0-2 の ア リ ル

は存在 しなか っ た .

2 . H S P 7 0 -2 の 9 .O k b ア リ ル を持 つ 再生 不良性貧 血患者 は
,

こ の ア リ ル を持 た な い 8 .5 k b ホ モ 接合体 の 患者 に比 べ て 有意 に

シク ロ ス ポ リ ン に反応 しや すい .

3 . H S P 7 0 - 2 の ア リ ル の 組み 合わ せ の 遠い は , A T G 療 法 に対

す る反応性 に は影響を与えな か っ た .

4 . 再生不良性貧血患者 の 中で T N F l と T N F 2 の ヘ テ ロ 接 合

体 の 占め る割合は
, 健 常者群 より有意 に高か っ た が , 免疫抑制

療法 に対す る反応性 と T N F α 遺伝 子の ア リ ル 型 と は 無関係で

あ っ た .

5 . H S P 7 0 - 2 の 9 .O k b ア リ ル は
,
H L A - D R B l * 1 5 0 1 と は 別 に,

再生 不 良性貧血の 免疫学的機序 に関与 して い る可能性 が示唆 さ

れ た .

6 . 再生不良性貧血 の 家系内発症例 の 解析か ら
,
本疾患 の 疾

患感受性遺伝子 と して は H L むD R 月1 * 1 5 0 1 が最 も重要で あ る が
,

H S P 70 -2 9 .O k b ア リ ル も関与して い る可 能性が示唆 さ れ た .

7 . 再生 不 良性貧血患者の H S P 7 0 -2 ア リ ル や H I A D R B l ア 1)

ル を決定す る こ と は , 治療 法を選択す る 上 で 有用 と考え ら れ

た .
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