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研究成果の概要（和文）：グレーブス病発症に特異的な感受性アレルとして、HLA-DR14:03とDPB1*05:01を同定した。
さらにHLA-DRB1*13:02、DRB1*15:02、B*07:02がグレーブス病発症を防御することを明らかにし、抵抗性アレルが感受
性アレルに対して上位で機能することを明らかにした。ゲノムワイドでの相関解析により、橋本病感受性遺伝子VAV3遺
伝子を世界で初めて同定した。領域内共同研究により、スギ花粉症アレルゲンCriJ-1ペプチドとHLA-DP5分子複合体の
立体構造を世界で初めて解明した。

研究成果の概要（英文）：We identified Graves disease-specific susceptible HLA alleles, HLA-DR14:03 and 
DPB1*05:01, and protective alleles, HLA-DRB1*13:02, DRB1*15:02 and B*07:02 by association analysis for 
HLA-A, B, C, DRB1, DQB1 and DPB1 loci. In addition, we elucidated the epistatic role of protective 
HLA-DRB1*13:02 allele to susceptible HLA alleles in the incidence of Graves disease. We revealed a 
crystal structure of the CryJ-1-derived peptide, a major allergen of cedar pollinosis, and HLA-DP5 
complex, which would contribute to development of a chemical compound capable of regulating the allergic 
reaction.

研究分野： 免疫遺伝学・人類遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
これまでに世界中から100を超す免疫関連疾
患と HLA との強い相関が報告され、原因不詳
のこれら難治性疾患の病因の解明と、それに
立脚した治療法開発への大きな期待が寄せ
られた。しかし、HLA の他に類をみない遺伝
学的特徴(多重遺伝子族、高度の多型性、強
い連鎖不平衡)に加え、ゲノム解析とタンパ
ク解析の技術的限界のため、疾病と相関する
HLA の中で、どれが真の病因 HLA なのか、病
因HLAと結合する病因ペプチドは何なのかな
ど、根源的な課題が未解決のまま残されてき
た。一方、最近のゲノム解析、タンパク解析
に関する革新的技術開発が、この難問に挑戦
することを可能とし、HLA 研究が再び激しい
国際競争の時代を迎えようとしている。 
 申請者らは、スギ花粉症の病因 HLA は
HLA-DP5 であり、これと結合する病因ペプチ
ドは日本スギ（Criptomeria japonicum）花
粉の CriJ-1 タンパク由来であることをすで
に証明した（Hori et al. Tissue Antigen 
1996）。さらに自己免疫性甲状腺炎（グレー
ブス病と橋本病）がスギ花粉症と同じく
HLA-DP5 と強く相関することを見出した
（Dong et al. Hum Immunol 1992）。しかも
グレーブス病患者がスギ花粉症を併発する
と、グレーブス病が急性増悪を示すこと
（Takeoka et al. Int Arch Allergy Immunol 
2003）から、両疾患の間には HLA-DP5 を介し
た交互作用が存在することを推測させ、HLA
と疾病の相関の機序解明に絶好のモデルを
提供している。 
 これらのことから、スギ花粉症、グレーブ
ス病、橋本病を本計画研究課題の対象疾患と
し、これらの疾患を対象として病因における
HLA の意味の解明と、これを標的とした疾病
克服への道を拓くことを目指した。 
 
２．研究の目的 
(1)質の高い臨床情報が付与された、グレー
ブス病、橋本病、スギ花粉症患者を、各々約
500 名を目標に登録する。 
(2)上記症例を用い、同じ甲状腺を舞台とす
る自己免疫性疾患で、片や機能亢進、片や機
能低下を示すグレーブス病と橋本病につい
て、疾病原因 HLA 遺伝子、非 HLA 遺伝子を解
明する。 
(3)上記症例について、自己抗体価やスギ花
粉特異的 IgE 抗体価の経時変化を追跡し、疾
患関連 HLA 遺伝子型との関連を解明する。 
(4)領域内連携により、HLA-DP5 と CriJ-1 ペ
プチド複合体の高次構造を解明し、CriJ-1 ペ
プチドに対して免疫応答を阻止する低分子
化合物の同定を目指す。 
(5)結合モチーフ情報、甲状腺特異的に発現
する遺伝子情報、自己抗体情報をもとに、グ
レーブス病、橋本病の病因 HLA に結合する病
因ペプチドの同定を目指す。さらに、それぞ
れの病因HLAと結合するそれぞれの病因ペプ
チド複合体の構造解析と低分子化合物の同

定を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)患者登録と臨床データの収集 
最初の 4年間での目標をグレーブス病、橋本
病、スギ花粉症、それぞれ1,000人に設定し、
臨床情報を付与した患者登録を開始する。花
粉症による甲状腺機能変化を検討する試料
として、スギ花粉症およびカモガヤ花粉症非
飛散期（11 月）、スギ花粉症ピーク時（2－3
月）、カモガヤ花粉症ピーク時（6月）に採血
して血清を保存する。また、初回採血時にゲ
ノム DNA を抽出しゲノム解析に供する。グレ
ーブス病、橋本病については、岡村（建）研
究分担者および野田研究分担者、伊藤・吉村
研究協力者が担当する。また、花粉症につい
ては森研究分担者、岸川研究分担者が担当す
る。収集された血清を用い、共通の計測手法
を用いて以下の項目のデータを取得する。
[甲状腺機能関連]甲状腺刺激ホルモン受容
体、甲状腺ペルオキシダーゼ、サイログロブ
リンに対する自己抗体レベル、および甲状腺
関連ホルモンのレベル。[花粉症関連]スギ花
粉抗原、カモガヤ花粉抗原に対する特異的
IgE 抗体レベル。 
(2)患者登録管理 
検査データならびに臨床情報は、各施設で匿
名化の後、笹月研究代表者のもとに送付され
る。ID カードによる認識機能を付属した高セ
キュリティの格納書棚にデータを管理し、研
究代表者のもとで電子化する。 
(3)グレーブス病、橋本病における病因 HLA
遺伝子の同定 
これまでに収集しているグレーブス病、橋本
病検体に新たに収集される検体を加え、
HLA-A、B、C、DRB1、DQB1、DPB1 遺伝子座病
因 HLA アレルを確定する。解析は、笹月が A01
山本と連携して行う。 
(4)非 HLA 病因遺伝子の解明 
グレーブス病、橋本病を対象として、A01 山
本と連携し、各疾患に特異的な病因非 HLA 遺
伝子をゲノムワイド解析にて特定する。 
(5)HLA-DP5 と CriJ-1 ペプチド複合体の高次
構造解明 
A02横山との共同研究によりHLA-DP5・CriJ-1
ペプチド複合体の立体構造を解明する。 
(6)HLA-DR53、DP5 トランスジェニックマウス
の作成 
岡村（匡史）研究分担者が in vivo での免疫
応答解析に必須である上記トランスジェニ
ックマウスを作成し、吉開研究分担者、田中
研究分担者らが、笹月とともに免疫応答解析
を行う。 
(7)CriJ-1 ペプチドと HLA-DP5 の結合を阻止
する低分子化合物の同定 
A02 横山、西村との共同研究により、HLA-DP5
と CriJ-1 ペプチド複合体の高次構造情報に
基づき、CriJ-1 と HLA-DP5 との結合を阻止す
る低分子化合物を in silico およびケミカル
ライブラリーのスクリーニングで同定する。 



(8)CriJ-1 ペプチドに対して免疫応答を阻止
する低分子化合物の同定 
結合阻止分子を対象として、田中研究分担者
が、T細胞免疫応答阻止能をヒト in vitro 実
験系において検証する。in vitro にて有効な
化合物について、HLA-DP5 トランスジェニッ
クマウスを用いた in vivo 実験系での検証を
行う。 
(9)グレーブス病、橋本病の病因 HLA に結合
する病因ペプチドの同定 
それぞれの疾患の病因HLAと結合するペプチ
ドを、結合モチーフ情報、甲状腺特異的に発
現する遺伝子情報、自己抗体情報をもとに同
定する（笹月、田中）。 
(10)グレーブス病、橋本病それぞれの病因
HLA と結合するそれぞれの病因ペプチド複合
体の構造解析と低分子化合物同定 
グレーブス病と橋本病について、それぞれの
病因HLAとそれぞれの病因ペプチド複合体の
高次構造解明（A02 横山）と結合阻止化合物
スクリーニングを行う。以下スギ花粉症と同
様に研究を進め、免疫応答阻止低分子化合物
を同定する。 
以上のプロセスで得た、立体構造情報、結合
モチーフ情報、病因ペプチド情報、低分子化
合物情報を A01 今西研究分担者が開発する
HLA 統合データベースに登録する。 
 
４．研究成果 
(1)グレーブス病、橋本病の病因となる HLA
対立遺伝子の確定 
グレーブス病患者 547名、橋本病患者 444名、
健常人 481 名について、HLA-A、B、C、DRB1、
DQB1、DPB1 遺伝子座を対象に相関解析を行い、
グレーブス病は、HLA-DPB1*05:01 が第一の責
任 HLA であること、HLA-DQB1*03:02 が第二の
責任 HLAであること、HLA-DR14:03 と DPB1*05 
:01 はグレーブス病に特異的な感受性アレル
であること、さらに HLA-DRB1*13:02 、
DRB1*15:02、B*07:02 がグレーブス病発症を
防御することを明らかにした。次に、これら
感受性遺伝子と抵抗性遺伝子のエピスティ
ック（上下関係）解析から、抵抗性アレルで
ある DRB1*13:02、DRB1*15:02 が感受性アレ
ルである DPB1*05:01 に対して上位であるこ
とを明らかにした。下図Ａにあるように、 

HLA-DRB1*13:02 存在下では、HLA-DPB1+05:01
を有していても、グレーブス病発症に関する
オッズ比は 0.5 程度であり、抵抗性アレルが
感受性アレルの機能を抑制していることが
明らかとなった。 
(2)橋本病特異的感受性遺伝子 VAV3 の同定 
グレーブス病と橋本病の遺伝要因の差異を
解明するために、ゲノムワイドでの相関解析
を、グレーブス病 547 名、橋本病 446 名に対
して二段階スクリーニングにて実施し、最終
的に、P = 3.90 × 10(-8); OR = 1.77; 95%CI 
= 1.44-2.17 の有意差を示す SNPを VAV3 遺伝
子座に同定した（rs7537605）。コントロール
群 1363 名との比較から、VAV3 遺伝子座は橋
本病に特異的な感受性遺伝子であることを
明らかにした。下図にグレーブス病と橋本病
の直接比較での全ゲノム相関解析プロット
を示す。 
 

 
このように、グレーブス病と橋本病との間の
差異に置いても HLA 領域が際立っており、同
HLA 領域の重要性が理解できる。１番染色体
単腕部に第二のピークが観察され、この領域
に位置する VAV3 遺伝子内の SNP が、橋本病
に特異的に相関することが、二次解析によっ
て証明された。 
(3)HLA-DP5・CriJ-1 ペプチド複合体の立体構
造の解明（A03 横山計画研究代表者との共同
研究成果） 
HLA-DP5・CriJ-1(9mer)複合体の立体構造を
A02 横山らとの共同研究により解明した。
CriJ-1(9mer)は、HLA-DP5 の鎖と鎖から構
成される抗原結合ポケットに収容され、10 組
の水素結合と疎水的な相互作用により認識
されていた。一方、自己抗原を結合した
HLA-DP2 では抗原ペプチドとの間に水素結合
を 1組しか形成せず、殆どが疎水的な相互作
用によるものであり、認識機序の違いが明白
であった。さらに、HLA-DP5・CriJ-1(13mer)
複合体が示す新たな複合体間相互作用を同
定した。すなわち、DP5 分子から外側に伸び
たペプチド N 末端が、隣接する DR 分子と相
互作用することによって、DR5・ペプチド複
合体の直線的な集合体が形成され、さらにそ
れがDP5分子で保存されている残基をインタ
ーフェースとして互いに結合し、最終的にペ
プチドを一様にT細胞側に提示する形で平面
的に会合することを明らかにした。これは、
抗原ペプチドが細胞表面上でのHLA分子の物



理的性状を制御することを示唆し、免疫応答
制御機構の新機軸の発見である。HLA-DP5 拘
束性 9mer あるいは 13mer 特異的な T 細胞ク
ローンを樹立し、9mer と 13mer ペプチド、な
らびにそれらの変異ペプチドを利用して、本
研究で発見した立体構造の免疫制御におけ
る意義を細胞免疫学の観点から検討してお
り、これまでに以下の成果を得た。 
・20 名の HLA-DPB1*05:01(HLA-DP5)陽性スギ
花粉患者の末梢血単核球を用いた CFSE アッ
セイにおいて、CryＪ-1 ペプチド(9mer およ
び 13mer)抗原に対する特異的な細胞増殖が
みられ、9mer ペプチドよりも 13mer ペプチド
に対して強い増殖を示した。 
・HLA-DPB1*05:01 陽性のスギ花粉患者２名の
PBMC より HLA-DP5 + 13mer ペプチド抗原特異
的なTh2 cloneを7種類得た(Clone名： Su3-2, 
Su3-3, NKMR-T3, NKMR-T4, NKMR-T5, NKMR-T6, 
NKMR-T7)。同様に HLA-DP5 + 9mer 特異的な
Th2clone を１種類得た(NKMR-QT3)。いずれの
T cell clone も 13mer 刺激時にはサイミジン
アッセイにおいて細胞増殖がみられたが、
9mer 刺激時には細胞増殖がみられなかった。
NKMR 由来の T cell clones は 9mer および
13mer に対して同等量の Th2 サイトカイン産
生がみられた。 
・上記 T cell clones TCR を Tg40 細胞に移
入し、細胞増殖が得られなかった NKMR-T3 と
NKMR-T5 移入 Tg40 を除く 6 種類の TCR 移入
Tg40 細胞を用いて、以下の解析を行った。
TCR(+)Tg40 細胞に抗原提示細胞において、抗
原提示細胞に HLA-DP5(+)PBMC + 13mer ペプ
チド刺激において、ペプチド濃度依存的に細
胞表面活性化マーカーCD137 の発現の上昇が
みられた。9mer ペプチド刺激時では発現上昇
が見られなかった。構造解析予測に基づいた
変異ペプチド(K2067 と K2068、いずれもペプ
チドを介したHLA-DP5同士の結合に重要な個
所で、変異が入ることでその結合を弱める)
と、original 13mer ペプチド群と比較し、
Tg40(Su3-3)の CD137 発現上昇が弱いことが
観察され、この結果は、構造解析からの予測
を支持するものであった。 
(4)HLA 遺伝子型と自己抗体価の関連 
これまでに収集した約580名の自己免疫性甲
状腺炎患者臨床情報を用い、HLA 遺伝子型と
自己抗体価との関連を検討した。その結果、
グレーブス病において、HLA-DP5 が抗サイロ
グロブリンおよび抗TPO自己抗体産生に対し
て抑制的に作用することを明らかにした。こ
のHLA-DP5による上記自己抗体産生抑制作用
が、グレーブス病と橋本病発症にどのような
機序で関わるかは、本研究期間中に樹立した、
HLA-DP5 トランスジェニックマウスや野生型
および変異型HLA-DP5分子を発現する細胞株
などを用い、今後、分子細胞生物学的検討に
て明らかにする予定である。 
 なお、当初計画時に予定していた、グレー
ブス病と橋本病の病因ペプチド同定、免疫応
答阻止分子の開発は、研究期間中に達成し得

なかったが、これは、先に記した、HLA-DP5・
CriJ-1(13mer)複合体解析の結果、抗原ペプ
チドが細胞表面 HLA・抗原ペプチド複合体間
の相互作用を制御するという、当初予想し得
なかった免疫学上の新たな発見が研究期間
通になされたため、これを優先して研究を進
めたことによる。 
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