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    学位論文題名
ラットの主要組織適合性複合体クラスH遺伝子

RTl-DOaおよび-DObの解析

学位論文内容の要旨

主要組織適合性複合体(Ma、OrHistocompatibilbCompIex：MHC）は，免疫調節機能の中心的役割

を担っており，クラス1，クラス‖遺伝子系に大別される．このうち，クラス‖遺伝子産物は，Q鎖お

よびB鎖の2量体からなる糖タンパク質で，抗原提示細胞で発現している．その機能としては，貪

食，消化した外来性抗原を結合してCD4陽性T細胞に提示し，それを活性化することが知られてい

る．第20染色体上に存在するラットMHC（尺丁7）クラスlI領域の遺伝子構成はヒトおよびマウスと

同様であり抗原提示能をもつR丁7―D們LAーDR相当）およびR丁7－BmLA―DQ相当）の遺伝子のほか

に，偽遺伝子になった尺丁7－H，輸送タンパク（m）などの遺伝子が存在する．本論文はクラス‖領

域に存在するR丁7―D〇aおよび尺丁7－D〇bの遺伝子構造と発現，ならびに，R丁7―D01bの多型を解析

した結果を纏めた．

［実験材料と方法］

  1．ラット：北海道大学医学部付属動物実験施設あるいは北海道大学実験生物センターから供給

された21系統（自然発生R丁7内組換えラット5系統を含む）の近交系ラッ卜を用いた．

  2．ライブラリ－，遺伝子クローニング，および，PCR：ゲノムライブラリーはAnmuraらがLEC

ラット（R丁7“）の腎臓DNAを入DASHファージに組み込んだもの，cDNAライブラリーはSpragueー

Da．wIey（SD）ラット（R丁76あるいはR丁7りの睥臓cDNAを塒10に組み込んだもの（Stratagene）を

用いた．ゲノムライブラリーはヒ卜のHLA－D尸｜Aプローブ，および，既に偽遺伝子として報告され

ていたWistarラットのR丁7―D〇bの部分的塩基配列をもとに，LECのゲノムDNAを鋳型にして

PCRで増幅した断片を用いてスクリ一二ングした．cDNAライブラリーはLECのR丁7一〇〇6のエ

クソン2を含むDNA断片でスクリーニングした．そのほかに，必要に応じてゲノム遺伝子の一部を

PCRで，あるいは，LECラッ卜の睥臓のmRNAをRT―PCRで増幅した．得られたDNA断片をプラ

スミドにサブクローニングした後に，それらの塩基配列を自動シークエンサ―373A（ABI冫で決定し

た．

  3．ノーザン解析：RNAは各種臓器からグアニジウム／フェノール／ク口口フォルム法で抽出し

た．全RNAあるいはオリゴテックス法で選別したボリ（A）十RNAをノーザン解析に用いた．

［結果］

  1．R冂一D〇a遺伝子の構造解析および発現

    Rn－H遺伝子をクローニングしたときに得られた陽性ファージクローンのうち，クローンC7Q



とC20．aはHLA－DPAプロ―ブにもハイブリダイズした．これらのクローンにはRT7―D〇aのエク

ソン1から細胞膜貫通ドメインの途中までが含まれていた，そこで，3’RACEを用いてRTI一D〇aの

3．部分のcDNAを合成し塩基配列を決定し，明らかになった3．非飜訳領域の塩基配列とエクソン3

との間でPCRを行い，3．側のエクソン，イントロン構成を決定した．RT7－DOaのエクソン，イント

ロン構成はヒ卜のHLA一DNAおよびマウスのH2―〇aと同じく，5つのエクソン，すなわち，5‐非翻訳

領域―シグナルペプチド，alドメン，a2ドメン，結合部一膜貫通部－・細胞内ドメイン，および，細胞内

ドメインの末端と引き続く3．非翻訳領域から構成され，225アミノ酸のボリペプチドをコードする

ことがわかった．予想される糖鎖付加部位およびa2ドメンにおけるル―ブ形成に必要なシステイ

ン残基は，マウスおよびヒトのホモログと同じ位置にあった．/―ザンブロット解析によりLECの

脾臓で2.Okb/3.0 kbの2種類のmRNAが検出された．

  2． RT7－DOb遺伝子の構造解析および発現

  RTI―DOb遺伝子は1985年に偽遺伝子Ap2としてゲノム遺伝子の一部が報告されたまま，その後

解析されていない．今回，RT7―DObを含むLECのゲノムDNA 8818bp，さらに，SDのcDNA1082

bpの塩基配列を解析した．RT1―DOb遺伝子はシグナルペプチドを除いて246アミノ酸のポリペプ

チドをコ―ドし，ヒトやマウス同様に6つのエクソン，すなわち，5’非翻訳領域一シグナルペプチド，

piドメイン，p2ドメイン，結合部―膜貫通ドメイン，細胞内ドメイン1，および，細胞内ドメイン2一

3．非翻訳領域の6つのエクソンからなり，約7kbに亘って存在する．予想される糖鎖付加部位およ

びp1，p2ドメンにおけるルーブ形成に必要なシステイン残基は，マウスおよびヒ卜のホモログと同

じ位置にあった，一方，cDNA塩基配列は翻訳開始コドンの10 bp上流から始まっていた‐LECのゲ

ノムDNAとSDのcDNAのコ―デイング領域の塩基酸配列を比較すると，シグナルペプチドは同一

で，p1ドメインには3塩基置換があったが，全て同義置換であった．これに対して，p2ドメインには

10塩基の置換があり，3アミノ酸置換を伴っていた．ノーザンブ口ット解析により睥臓で1．2 kb/1．9

kbの2種類のmRNAが検出された．

  3． RTI一DObのp1ドメインの多型解析

  21系統のラットのpiドメインの配列を比較した結果，塩基配列では6型に分かれ，アミノ酸レベ

ルでは4型に分類された．これをクラス‖領域の他の遺伝子との連鎖を考慮して分類すると，対立

遺伝子としてu′a，んb’‘a’nおよび，dが区別できた‐uと比べてaは同―，んおよび6は3つの同

義置換，／はL44Fと3つの同義置換，qはL44F，A58Tと3つの同義置換，一はL44Fと2つの同義置換，

dはL44FおよびV56Mと2つの同義置換があった．

［考察］

  1．  RT1―DO分子は遺伝子構造が完全に保たれ，マウスやヒトと同様におもに脾臓で発現してい

る．この分子のホモログの研究はヒト(HLAー〇NAノル〇B）で最も進んでおり，細胞表面には存在せず

に，細胞質でHLAーDM分子あるいはIi鎖と相互作用し，抗原ペプチドとは直接結合しないと報告さ

れている， RT1一DO｜bのp1ドメインが多型が少なく保存されてきたのは蛋白問相互作用がpiドメイ

ンで行われるためかもしれない・

  2． RT7―DObのp1ドメインの多型を利用して，クラスII領域内の組換えラッ卜，LEJ，KGH，WIN

における組換え部位をD〇aと〇〇りの間に特定できた．

3．ラッ卜のクラス‖領域の動原体から遠位の境界からTp7までの物理的地図はLundのグルー



プにようて作製されている．一方，近位の境界からRT7-HbまでのコスミドコンテイグがGunther

のグループによって報告された．本研究を含めて著者たちの研究室で作製された約37 kbのファー

ジコンテイグはGuntherらのコスミドコンテイグ約58 kbと連結し，動原体側の約80 kbがマップ

されたことになる．クラス‖領域の中間部D〇aからTap7まで約80kbの地図はまだ完成されてい

ないが，この間にはDM．a， D^ 伯およびむr雌の遺伝子座が存在するものと思われる．



学位論文審査の要旨
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    学位論文題名
ラットの主要組織適合性複合体クラスH遺伝子

々T1-DOaおよび-DObの解析

  主要組織適合性複合体(MaorHistocompatibilbComplex：MHC）は，免疫調節機能の中心的役割

を担っており，クラスI，クラス‖遺伝子系に大別される．このうち，クラスI｜遺伝子産物は，Q鎖お

よびp鎖の2量体からなる糖タンパク質で，抗原提示細胞で発現している．その機能としては，貪

食，消化した外来性抗原を結合してCD4陽性T細胞に提示し，それを活性化することが知られてい

る，第20染色体上に存在するラットMHC（R丁7）クラス‖領域の遺伝子構成はヒトおよびマウスと

同様であり，抗原提示能をもつR冂一D甜LA―DR相当）およびR丁7―BmLA―DQ相当）の遺伝子のほ

かに，偽遺伝子になったR冂―H，輸送タンパク（乃p）などの遺伝子が存在する，本論文はクラスIl

領域に存在するR丁7―DCほおよびRn－D〔めの遺伝子構造と発現，ならびに，R冂―D〇bの多型を解

析した結果を学位申請論文として纏めた‐

  ゲノムライブラリ―はLECラット（R丁7“）の腎臓DNAを入DASHファ―ジに組み込んだもの，

cDNAライブラリ―はSprague―Da．W｜e釟SD）ラット（R冂6あるいはRnりの脾臓CDNAを入gt11に

組み込んだものを用い，通常の分子生物学的手法によって解析した

  R丁7―DCほのエクソン／イン卜ロン構成はヒ卜のHLA―D～‘AおよびマウスのH2－Cほと同じく，5

つのエクソン，すなわち，5．非翻訳領域一シグナルペプチド，Q1ドメン，Q2ドメン，結合部ー膜貫通部

ー細胞内ドメイン，および，細胞内ドメインの末端と引き続く3．非翻訳領域から構成され，225アミ

ノ酸のボリペプチド鎖をコ―ドすることがわかった，

  R丁7―D〔めを含むLECのゲノムDNA8818bp，さらに，SDのCDNA1082bpの塩基配列を解析

した．R丁7―DCわ遺伝子はシグナルペプチドを除いて246アミノ酸のポリペプチド鎖をコ―ドし，ヒ

トやマウス同様に6つのエクソン，すなわち，5．非翻訳領域―シグナルペプチド，p1ドメイン，陀ドメ

イン，結合部，膜貫通ドメイン一知胞内ドメイン1，および，細胞内ドメイン2―3．非翻訳領域の6つ

のエクソンからなり，cDNA塩基配列は翻訳開始コドンの10bp上流から始まっていた，LECのゲノ

ムDNAとSDのcDNAのコーデイング領域の塩基配列を比較すると，シグナルペプチドは同―で，

p1ドメインには3塩基置換があったが，全て同義置換であった．これに対して，p2ドメインには10

塩基の置換があり，3アミノ酸置換を伴っていた‐

  /―ザンブロッ卜解析によりLECの脾臓で2．Okb/3．0kbの2種類のR冂―D〇amRNA，1．2kb/1．9



kbの2種類のRT1―DOb mRNAが検出された．

北海道大学実験生物センタ―および北海道大学医学部動物実験施設において維持されている21

系統のラットのRT1―DOb遺伝子のpiドメインの配列を比較した結果，対立遺伝子としてu’a，恕b

んa’n，および，dが区別できた.Uと比べてaは同一，んおよびbは3つの同義置換，fはL44Fと3つの

同義置換，qはL舛F，A58Tと3つの同義置換，nはL44Fと2つの同義置換，dはL44FおよびV56M

と2つの同義置換があった，

  公開発表に当たり副査の守内教授からLECラットを用いて遺伝子解析を行った理由，RT1―DOb

遺伝子がかって偽遺伝子と考えられていた理由，p1ドメインは多型が少ないので，他の部位の配列

を用いて対立遺伝子の分類を行う必要があるのではないか，GAリピ―卜は系統によって一定して

いるか，RT1－DO抗原の細胞内における存在部位について等の質問，また，小野江教授からはp2ド

メインではなくてD1ドメインの多型を調べた理由，マウスの胸腺においてRT1―［冫く冫が発現してい

る細胞について質問とコメントがあったが，申請者は自分の実験結果，および文献を用いて適格な

解答をなしえたと思われた．

  この論文はこれまでに解析されていなかったラットのR丁7―D（）aおよびRn―D〇b遺伝子が免疫

関連細胞において発現しており，それらは多型に乏しいこと，R丁7クラス‖領域の染色体地図の完

成に向けて大きく貢献したこと，さらに，これまで知られているクラス‖領域内遺伝子組換え点を

狭い範囲に収斂させたことなど多くの新知見がみとめられる．審査員―同はこれらの成果を高く

評価し，大学院課程における研鑚や取得単位等も併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充

分な資格を有するものと判断した．


