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研究成果の概要（和文）：大腸がん細胞株およびBリンパ芽球様細胞株においてULBP4-5近傍のメチル化パターンおよび
ULBP遺伝子群の発現性を検討し、ULBP4遺伝子の発現性はメチル化の程度と逆相関することを明らかにした。また、自
己免疫疾患を対象とした関連解析では、グレーブス病とULBP４多型との間に関連傾向を見出した。一方、霊長類ULBP遺
伝子群の進化学的検討から、これまで解析されていない旧世界ザルのULBP5遺伝子の多様性の特徴を解明したが、ULBP
分子群のうち、膜貫通型タンパクであるULBP4およびULBP5では、可溶性分子をコードする多様性が観察された。

研究成果の概要（英文）：Natural-killer group 2 member D (NKG2D), a C-type lectin molecule, is an 
activating receptor. In human, UL-16 binding protein (ULBP) / retinoic acid early transcript 1 (REAT1) 
family are known to encode ligands for NKG2D. The human ULBP gene family is composed of six functional 
members, ULBP1-ULBP6. In the present study, we found that the ULBP4 expression in colon cancer cell lines 
were inversly correlated with methylation level of the ULBP4 gene, indicating that the difference in 
methylation pattern may differently contribute to the regulation of NK function. In addition, we 
identified polymorphisms in ULBP2 and ULBP5 genes from rhesus and crab-eating macaques. It was suggested 
that the Old World monkeys are good animal models for developping the immune regulation by ULBPs.

研究分野： 免疫遺伝学
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１． 研究開始当初の背景 
 自己免疫疾患などの難治性疾患克服には、
免疫応答個体差の形成機序の理解が必須で
ある。病態形成における個体差を規定する要
因としてのゲノム多様性の解析は、ヒトゲノ
ム研究の主目的のひとつとして、国内外で広
く研究が行われている。また、個々の疾患へ
の感受性・抵抗性を規定する免疫応答の個体
差は、発症や重症度、薬剤感受性などの治療
効果の有無を含めた予後にも関与している
ため、ことに自己免疫疾患の克服には、免疫
応答の個体差形成機序を理解することが必
須である。これまでの研究により、抗原特異
的免疫応答性の個体差形成には、主にαβT
細胞やB細胞の免疫応答性を遺伝的に制御す
る主要組織適合性抗原遺伝子座(MHC,ヒトで
は HLA)のゲノム多型性が深くかかわること
が明らかになっている。 
 一方、免疫応答には NK 細胞やγδT細胞が
関与すること、それらの機能には抑制性ある
いは活性性 NK レセプターが関与すること、
多くの NK レセプター群は MHC 分子あるいは
MHC 分子と構造的に類似した分子群
（CD1,MIC,ULBP など）をリガンドとすること
が最近明らかになり、特にここ数年は、NK 細
胞機能とそれを司る遺伝子群・分子群の同定
が進んでいる。 
NK レセプターおよびそのリガンドに関す

る研究は、主に国外の研究者によって行われ
ている。特に、唯一の活性型レセプターであ
る NKG2D のリガンドに関しては、ウイルス感
染細胞膜上でのMIC,ULBP1,ULBP2分子の強発
現が知られているが、最近、ULBP2 分子は
HIV-1 由来タンパクである Vpr により CD4 陽
性 T細胞上に過剰に発現誘導され、HIV 感染
後の CD4 陽性 T細胞の機能低下や NK 細胞の
機能障害に関わることが報告されている。ま
た、MICA, ULBP4,ULBP5 分子の過剰発現や膜
からの MIC 分子遊離分泌によって、がん細胞
が NK 細胞の認識から逸脱することなどが報
告されている。一方、マウスでは自己免疫疾
患における ULBP 各分子(RAE-1)の関与が
報告されており、さらに自己免疫疾患である
円形脱毛症では、全ゲノム網羅的解析により
ULBP 遺伝子領域多型との強い関連が見出さ
れ、発症早期における毛嚢真皮層での ULBP3
の過剰発現が当該多型と密に連関すること
が報告された。しかしながら、当該多型がい
かにして遺伝子発現制御と関わっているの
かは明らかではない。 
  NKG2 レセプター自体は多型に乏しいこ
とから、NKG2 による NK 細胞機能の個体差は
リガンド側の構造多型と発現多型によると
推定されていた。しかしながら、これまで各
種がん患者やいくつかの自己免疫性疾患患
者群においては、各 NKG2D リガンド分子の発
現量の差異と病態との関連が示され、さらに
NKG2D リガンドのゲノム多様性が一部報告さ
れているものの、リガンド遺伝子群多型と疾
患や病態との関連は未だ報告されておらず、

遺伝子発現制御機構や発現誘導に関する因
子も見出されていない状況にある。このこと
から、NK 細胞の機能制御にかかわる要因とし
てのリガンド側の多型と発現制御およびそ
れによる NK レセプターの機能制御機構を明
らかにすることが必要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、NK 細胞レセプター(NKG2D)の
リガンドである ULBP 分子群に着目し、自己
免疫疾患を対象として、ULBP遺伝子群の多型
と疾患感受性との関連を明らかにする。また、
疾患関連多型と ULBP 遺伝子領域の DNA メチ
ル化および個々の ULBP 遺伝子発現性との関
係を明確にし、それらが NK 細胞機能に及ぼ
す影響を明らかにする。さらに ULBP 遺伝子
群のゲノム多様性について進化学的な考察
を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 

日本人一般集団由来のBリンパ芽球様細胞
株 93種を用いて、ULBP 領域内に存在する CpG
アイランドのメチル化パターンをバイサル
ファイトシークエンシング法により解析し
た。また、上記細胞細胞株について ULBP 領
域内の tagSNP 群をタイピングし、連鎖不平
衡ブロック構造を検討した。これらの細胞よ
り mRNA を抽出、ULBP1～ULBP6 遺伝子発現パ
ターンの関係を体系的に解析し、特定の ULBP
遺伝子の発現更新ないし発現低下と密に関
連する ULBP 領域連鎖不平衡ブロックを検討
した。加えて、これらの tagSNP を用いて、
グレーブス病患者 83 例と健常者集団 190 例
のタイピングを行い多型頻度を比較検討し
た。 

旧世界ザル(アカゲザル、カニクイザル)の
ULBP遺伝子解析については、各個体の DNA を
抽出後、PCR にて増幅した産物をクローニン
グして塩基配列を決定した。これらの配列を
解析ソフトにて比較し、霊長類 ULBP 遺伝子
群を含めた系統樹を作成し、ULBP遺伝子群に
おける多様性の出現と維持について進化学
的に検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 日本人集団における ULBP 遺伝子領域の
多型とDNAメチル化パターンとの関連の検討 
 日本人一般集団由来の B リンパ芽球様細胞
株 93 種を用いて、ULBP 領域内の遺伝子多型
－DNA メチル化－遺伝子発現パターンの関係
を体系的に検討し、特定の ULBP 遺伝子の発
現性と関連する ULBP 領域連鎖不平衡ブロッ
クを特定した。また、ULBP 遺伝子群では、
ULBP4-ULBP5 遺伝子近傍において高頻度なメ
チル化が起こっていることを見い出した。さ
らに、特定の tagSNP が前述のメチル化部位
と連鎖不平衡にある可能性を見い出した。そ
こで、大腸がん患者由来細胞株を用いて同様
の検索を行ったところ、メチル化の頻度、発
現パターン共に日本人由来Bリンパ芽球細胞



株とは異なっていた。大腸がん細胞株では
ULBP4-ULBP5 遺伝子近傍が高度にメチル化さ
れており、ULBP4 および 5 の発現が認められ
た。また、B リンパ芽球様細胞株を用いてこ
の領域のメチル化と遺伝子発現パターンと
の関連を検討したところ、B リンパ芽球細胞
株では高度なメチル化は観察されず、ULBP5
は発現するもののULBP4の発現が検出されな
かった。これらのことから、本領域のメチル
化は ULBP4遺伝子の発現性と逆相関すると考
えられた。 
 
(2) 自己免疫疾患における ULBP 領域多型の
検討 
  グレーブス病患者 83 例および健常者 190
例について、ULBP 領域に存在する tagSNP 6
種のタイピングを行ったところ、ULBP4 遺伝
子近傍の特定のSNPのホモ接合型が患者群に
多い傾向が認められた (case 31.3% vs 
control 20.8%, p=0.06 OR=1.72)。このこと
は、ULBP遺伝子群多型が自己免疫疾患の発症
に関与する可能性を示す。 
 
(3) ULBP遺伝子群の進化学的意義の検討 
 ULBP遺伝子群の進化学的検討は、ヒトにお
ける ULBP 遺伝子群の構造と機能的意義に関
する示唆を与える。ULBP 遺伝子群の重複や多
型についての意義を検討するために、旧世界
ザル（アカゲザルおよびカニクイザル）の
ULBP 遺伝子群の多様性を決定するとともに、
霊長類における ULBP 遺伝子群の進化系統樹
を作成したところ、旧世界ザルでは ULBP2遺
伝子が重複していること、ULBP遺伝子群の祖
先型は旧世界ザルの ULBP2遺伝子より分岐し
たこと、ヒト ULBP6遺伝子はチンパンジーや
ゴリラと分岐した後に ULBP2遺伝子が重複し
て形成されたことなどが判明した。また、旧
世界ザルの ULBP2遺伝子群では NKG2D との結
合部位と推測されるアミノ酸残基に多型が
見い出されたことから、NKG2D との結合能へ
の影響を検討するための良いモデルになる
と考えられた。 
 さらに、ULBP5 遺伝子も ULBP2 遺伝子と同
様に 2個（ULBP5.1および ULBP5.2）存在し、
いずれも著明な多型性を示した。また、
ULBP5.1 ではフレームシフトをもたらす遺伝
子多型が存在し、アカゲザルでは 1種、カニ
クイザルでは3種のアリルにフレームシフト
が認められた。これらのアリルは、２本のα
ヘリクスで構成される通常のULBP5分子とは
異なり、αヘリクスが１つのみの細胞外ドメ
インで構成される ULBP5 分子（切断型 ULBP5
分子）をコードすると考えられた。 
ついで、旧世界ザルの ULBP 遺伝子群の多

様性を進化学的に考察することを目的とし
て、本研究で得られたアカゲザルおよびカニ
クイザルの ULBP5.1配列および ULBP5.2配列
を含めて霊長類 ULBP 遺伝子群ので系統樹を
作成したところ、ULBP5.1 は ULBP5.2 から分
岐していることが判明した。また、ULBP5.1、

ULBP5.2 ともアカゲザルのアリルとカニクイ
ザルのアリルが混在することより、これらの
多様性はアカゲザルとカニクイザルが分岐
するより以前に成立したものと考えられた。 
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