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研究成果の概要（和文）：本研究は、HLAクラスIIと関連する疾患のメカニズムを解明することを目的として行い、以
下の知見を明らかにした。まず、HLAのタンパク質安定性の測定系を確立し、多数のHLAクラスIIアリル産物についてタ
ンパク質安定性を推定した。その結果、自己免疫疾患(1型糖尿病)感受性と関連するHLA-DQアリルがコードするHLAタン
パク質安定性が、他のアリル産物と比較して顕著に低いことを見出した。従来の研究ではHLAと自己免疫疾患との関連
は、HLAタンパク質とペプチドとの結合性で説明されている。本研究で得られた知見は、自己免疫疾患発症の過程に、
これまでの定説とは異なる発症機序が働いている可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Variations in human leukocyte antigens (HLA) are strongly associated with 
immune-related disorders including autoimmune diseases and infections, among others. However, underlying 
mechanism has remained elusive for most of HLA-associated diseases. In this study, we aimed to uncover 
the mechanism of HLA association with autoimmune and other HLA-associated disorders. We have established 
a protocol to estimate allelic differences in the protein stability of HLA. Using this method, we 
analyzed the stability of diverse HLA-DQ allele products and found that HLA-DQ alleles that are 
associated with susceptibility to type 1 diabetes encoded extremely unstable proteins. Our finding 
suggests that a novel mechanistic basis might operate in the development of autoimmune diseases.

研究分野：生化学、免疫遺伝学

キーワード： ヒト白血球抗原(HLA)　主要組織適合性抗原(MHC)
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１．研究開始当初の背景 
ヒト白血球抗原(HLA)は、体の免疫システ
ムが自己・非自己を認識し、病原体などの異
物を認識して免疫応答を開始する役割を担う
分子である。HLA遺伝子の多型は 1型糖尿病
などのさまざまな自己免疫疾患や、感染症な
ど、多様な免疫系疾患感受性と強く関連する
ことが 1970年代より報告されており、近年、
ゲノムワイド関連解析により、HLAが多くの
自己免疫疾患における最も強い遺伝要因であ
ることが明らかにされた。しかしながら、HLA
が疾患感受性に関わる仕組みは十分に解明さ
れていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、HLA多型と疾患の関連メカニズ
ムを明らかにすることを目的として行った。
従来の研究では、HLA遺伝子多型と自己免疫
疾患との関連は HLAタンパク質とペプチド
との結合性で説明されているが、実際の発症
機序については不明な点が多く残されている。
そこで、本研究では、HLAタンパク質とペプ
チドとの結合性を解析すると共に、HLAタン
パク質の安定性が、疾患感受性に関わる可能
性に着目して研究を行った。 
 
３．研究の方法 
HLA-ペプチド結合測定系の構築： 

1型糖尿病、ナルコレプシーに対する感受
性・抵抗性と有意に関連を示す HLA-DR, -DQ
アリル、および、関連を示さない中立性アリ
ルcDNAをHLA標準細胞株よりクローニング
し、昆虫細胞株、および哺乳類線維芽細胞株
を用いて組換え HLAタンパク質として発現
した。これらの組換え HLAタンパク質を、
His-tagを介してプレート上に固定し、ビオチ
ン化ペプチドと HLAタンパク質との結合を
ELISAにより検出した。また、HLA class II β
サブユニットの N末端にペプチド配列を融合
して発現させ、細胞表面への HLAタンパク質
発現量を定量することで、HLAとペプチドと
の相互作用の有無と、その強さを推測した。 
解析対象としては、1型糖尿病、ナルコレプ
シーの自己抗原候補である、インスリンペプ
チド、オレキシンペプチドに由来する合成ペ
プチドを用い、HLA-DR, -DQタンパク質との
結合を測定した。 
 
HLAクラス IIタンパク質安定性の解析： 
主要な HLA-DQアリル産物について、哺乳
類細胞株において安定発現株を構築し、細胞
表面へのHLAタンパク質(DQα/DQβ)ヘテロダ
イマーの発現量を測定することにより、
HLA-DQタンパク質の安定性を推測した。
DQB1-ペプチド融合タンパク質を用いる事な
どにより、細胞表面発現量が HLAタンパク質

の安定性を反映している事を確認した。この
方法を用いて、欧米人、日本人集団において
主要なHLA-DQアリル産物についてタンパク
質安定性を推定し、安定性の高さと自己免疫
疾患（1型糖尿病）感受性との関連の有無を
解析した。 
 
４．研究成果 
 
1型糖尿病に関連する自己ペプチドの探索： 

DRB1*04:05, *08:02, *08:01, *15:01の組換え
タンパク質を発現し、ペプチド結合アッセイ
系を確立した。ZnT8タンパク質について合成
ペプチドライブラリーを作製し、コントロー
ルペプチド（ビオチン標識ペプチド）に対す
る、非標識ペプチドの競合アッセイを行い、
DRB1*09:01タンパク質に結合する可能性が
ある領域をZnT8中に見出した。 
 
ナルコレプシー感受性のメカニズム： 
ナルコレプシー感受性・抵抗性に関連する

HLAアリル（DQB1*06:01, *06:03 (抵抗性)、
DQB1*06:02（感受性）、DQB1*06:04（中立
性））を哺乳類細胞株で発現し、これらのDQ
タンパク質に対するオレキシンペプチドの結
合性を調べた。オレキシンのシグナルペプチ
ドについて、先行研究と一致する結果
(DQB1*06:02への強い結合)を確認した。また
、細胞表面発現系を利用してHLA-ペプチド結
合性を推測し、オレキシンタンパク質中に、
DQ06タンパク質に、アリル特異的に結合しう
る領域を複数箇所見出した。 
 
HLAタンパク質安定性と疾患感受性との関
連： 
欧米人、東アジア(日本人)集団における主要

HLA-DQアリル産物を対象としてタンパク質
安定性を解析し、アリル間で安定性が著しく
異なることを見出した(図 1)。 
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図１ HLA-DQ タンパク質安定性の解析結果 
横軸に DQA1, DQB1 アリルをそれぞれ示し、縦
軸(z)に安定性の指標（相対値）を示す。 



 
さらに、HLA-DQタンパク質安定性の制御
に関わるアミノ酸多型を同定した。 
また、HLA-DQタンパク質安定性プロファ
イルと、欧米人・日本人における 1型糖尿病
関連解析データを基に、HLA-DQタンパク質
安定性と、1型糖尿病感受性との関連の有無
を解析し、1型糖尿病感受性と関連する
HLA-DQアリルが顕著に低安定なタンパク質
をコードすることを見出した。これら一連の
結果を論文発表した (Miyadera, et al. JCI 
2015)。 
 HLA-DQタンパク質安定性がアリル間で多
様であることは、HLAの分子進化を考察する
上でも重要な知見であるため、HLA-DQヘテ
ロダイマー安定性のアリル間多様性と
HLA-DQハプロタイプの進化過程との関係に
ついても解析を行った（投稿準備中）。 
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