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論文内容の要旨

IgAにはIgAl,IgA2の2つのサブクラスが存在し,それらをコードするα1,α2遺伝子は極め

て相同性が高いが,ヒンジ領域においてα2鎖はα1鎖と比較し13個のアミノ酸配列が欠如してい

る｡IL-4,II:10,TGF-βなどのサイトカインがIgAサブクラスの産生において重要な働きをしてい

ることが報告されている｡

IgA欠損症は最も頻度の高い免疫不全症である｡日本人において約18,000人に1人と報告されて

いる｡IgA欠損症はIgAのみの低下を示し,他の免疫グロブリンやT細胞機能には異常が認められ

ないことが多い｡その病態にはIgAへのクラススイッチの障害等が想定されているが,不明な点も

多い｡一部の症例にα遺伝子の欠損やtransmembraneactivatorandcalcium-mOdulatorandcyclophilin

ligandinteractor(TACI)の遺伝子変異等の報告がされている｡IgA欠損症の病態を詳細に明らかにす

るためにIgAサブクラスの発現比を検討することは有用と考えられる｡そこで,IgA欠損症患者に

ついてIgAサブクラスの発現比をPCRとELISAを用いて解析した｡

1.研究対象および研究方法

1)3例の選択的IgA欠損症患者,5例の部分IgA欠損症患者,2例の二次性IgA欠損症患者,10例

の健常コントロールを対象とした｡

2)ヘパリンを加えた末梢血より末梢血単核球細胞(PBMCs)を分離し,Phorbolmyristateacetate(PMA)

とrecombinant human TGF-β1にて刺激を行う群と,刺激を行わない群(無刺激)に分け,24時間

の培養を行った｡

3)培養後のPBMCsを用い,2FLg RNAよりcDNAを合成｡α1,α2遺伝子の全く相同な部位にプ

ライマーを設定し,PCR法を施行した｡α1,α2のPCR産物の39塩基の差を利用し,これら

のPCR産物を4%アガロースゲルにて120分電気泳動を行った｡

4)ethidium bromideにて染色後,ゾーンデンシトメーターにてバンドのシグナルの強度の計測を行

い,α1/α2遺伝子の発現比を算出した｡

5)ELISAにて血祭中のIgA,IgAl,IgA2蛋白量の定量を行い,IgAl/IgA2比を算出した｡

2.結果

1)健常コントロールにおけるα1およびα2遺伝子の発現

電気泳動により,α1,α2,hetero-duplexformationの3つのバンドを認めた｡いずれの健常コ

ントロールにおいても,α1遺伝子優位の発現を認めた｡α1/α2遺伝子の発現比は無刺激とTGF-

β1およびPMAの刺激を比較した場合,有意差を認めなかった｡

2)IgA欠損症患者におけるα1およびα2遺伝子の発現

選択的IgA欠損症患者3例において,無刺激ではα1およびα2遺伝子の発現が認められなか

った｡TGF-βlおよびPMAの刺激により2例においてα1およびα2の遺伝子発現が誘導され

ー71-



た｡部分および二次性IgA欠損症患者においては,TGF-β1およびPMAの刺激下で,1例を除

きα1およびα2遺伝子の発現を認めた｡1例ではα2遺伝子の発現のみ認めた｡この症例のゲノ

ム遺伝子を解析した結果,本邦で2例目のα1,γ2,γ4,と遺伝子欠損症であることが判明し

た｡α1/α2遺伝子の発現比は選択的IgA欠損症患者においては,他のIgA欠損症患者と比較し

て高値であった｡

3)IgA,IgAl,IgA2の血衆中濃度

健常コントロールにおいてELISAにて計測した血祭中のIgAl/IgA2比は7.96±4.14に対し,

ゾーンデンシトメーターにて計測したPBMCsのα1/α2の遺伝子の発現比は無刺激にて2.56±

1.22,刺激で2.35±1.20であった｡ELISAにて計測したIgAl/IgA2比とα1/α2遺伝子の発現比

は,強い相関を認めた(pく0.05)｡IgA欠損症患者においてもIgAl/IgA2比とα1/α2遺伝子の発現

比は,強い相関を認めた｡

3.考察

IgA欠損症患者においては,ELISAでのIgAサブクラスのタンパクの計測は,その感度の点から

困難であることが多い｡また,PCRを用いて遺伝子発現を検討する場合,定量性が問題となる｡

この検討により,一つのプライマーセットを用いて,同一ゲル上で比較することで,健常コントロ

ール,IgA欠損症患者におけるサブクラスの遺伝子発現の解析が可能となった｡

健常コントロールにおいては,α1遺伝子優位の発現を認めた｡しかし,TGF-β1およびPMA

の刺激ではその比には変化なく,この刺激はサブクラスに特異的な刺激ではなくα1,α2遺伝子

とも誘導することが明らかになった｡選択的IgA欠損症患者3例中1例では遺伝子発現が誘導され

なかった｡また,部分IgA欠損症患者のうち1例は刺激存在下にて発現を認めず,さらに他の1例

においてはα1遺伝子発現の欠損を認めた｡これらのことより,IgA欠損症には様々な病態が存在

すると考えられた｡選択的IgA欠損症患者では,α1/α2遺伝子の発現比は他のIgA欠損症患者と

比較して高値であり,α1遺伝子の発現抑制がその病態に関与している可能性が示唆された｡α1/

α2遺伝子の発現を,それぞれ分けて,検討することはIgA欠損症の病態の分類に有用であると考
えられた｡

末梢血単核球細胞のα1/α2遺伝子の発現比と,血祭中のタンパクの発現比は強い相関を示した

が,その程度には帝離を認めた｡これは,末梢血B細胞と,リンパ節等の局所に存在するB細胞

とでは,IgAサブクラスの遺伝子またはタンパクの発現パターンが異なる可能性が示唆された｡今

後,さらにこの系を用いて多数例のIgA欠損症の患者での検討が必要と考えられた｡

論文審査の結果の要旨

申請者 鈴木啓子は,IgA欠損症患者の病態解明を行うため,PCRとELISAを用いてIgA欠損

症患者におけるIgAサブクラスの発現について検討を行った｡末梢血単核球細胞のα1/α2遺伝子

の発現比は,血祭中のサブクラスのタンパクの発現比と強い相関を示した｡TGF一β1およびphorbol

myristateacetateの存在下で,α1/α2遺伝子の発現比が高値を示す群と低値を示す群が存在し,IgA

欠損症の病態の多様性が明らかになった｡さらに,この方法を用いて本邦2例目のα1遺伝子欠損

患者を同定し得た｡

この成果は,小児病態学並びに免疫学の進歩及び発展に少なからず寄与するものと認める｡

[主論文公表誌]

Inductionofα1and
α2geneexpressioninselectiveimmunoglobulinAdenciency

MolecularMedicineReportsl,395･398(2008).

-72-


