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　　　In　the　forensic　practice　of　paternity　testillg　and　personal　identificatio叫zygosity　of　the　RH

eryth・・cyte　sy・t・皿・nd・f　th・肌A　1・・k・cyte　sy・t・m・i・・f　great・ig・i且ca・・e　b・t　i・h・・d　t。

ludge，　because　these　systems　have　recessive　genes　of　blank　antigens　together　with　larger

numbers　of　dominant　alleles．　The　possibility　of　genotyping　was　studied　i皿these　systems　by

using　the　immuno且uorescence　fl碑cytometry（FCM）method　and　the　Southern　hybridizatio阜

analysis　of　DNA　polymorphism　in　the　HLA－D　region．

　1．　Rh1（Rho，　D），　HLA－A2，　HLA－A24，　HLA－Bw52　and　HLA－DR2　antigen　activities　have「been

analyzed　by　the　use　of　illd玉rect　FCM・Various　RH　blood　group　genotypes　including　rare　variants

，。pressi・g　D，1・nd　Du（high・grade　and　1。w・9・ad・）were・・cce・・f・11y　d・termi・・d　f・。m　th・

intensity　of且uorescence　detected　in　FCM　using　anti－D　IgG　fractionated　in　a　Protein　A　Sepha・

rose　CL－4B　cohlmn　as　the　primary　antibody．　Also，　the　HLA　gellotypes　could　be　successfuly

deterInined　from　the　different　degrees　of　fluorescence　intensity　detected　by　using　FITC（且uore－

scein　isothiocyanate）conjugated　anti・human　IgG　goat　F（ab）’2　serum　as　the　secondary　antibody・

　2．　Genomic　DNAs　from　12　normal　individual　cells　expressing　DR1，　DR2・DRIDR2・DR2

DRw8，　DRIDRw8，　DRw8，　DRIDRg　and　DRg　antigens　were　digested　with　3　different　restriction

endonucleases（EcoRI，　Mspl　and　Taql）and　hybridized　to　a　DQβcDNA　probe・Distribution　analysis

of　restriction　frag皿ent　Iength　polymorphism（RFLP）was　able　to　differentiate　the　zygosity　of

DR、。tig。。、． i。　DR　h・m。・yg。t…　aDR　h・t・・。・yg・t・inv・1ving　DR－9・n・）・Shi71・］・u　Med・ノ・・
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　太　田　正　穂

　　　　　　　　　　1緒　書　　　　”DQ各システムの抗原は・リ・パ球細胞蝋験
　　　　　　　　　　　　　　　　　」　　　　　　　　　．　（LCT：Lymphocyte　Cytotoxicity　Test）で決定さ

　　麺球膜軸購膜上醗現し雌伝的多型性赫　れ・・，．HLA－D抗原は，特異性の欺るア。嶽翻

す血鯉抗鵬法畔において紐鑑定や個人識別　識した蜘胞醐若化，増殖する性勲利肌た赦
にはきわめて有肋疏遺伝瀕である・権親子鑑　飴リン・・騰飯応（MLC　I　Mi。，d　L，mph。，y、e

定では・赤雌膜上にある樋赦球型・白購膜上　C・lture）によりタイピングされ・），またHLA．DP

のHLA型（H・m・n　L・・k。・yt・A・tig・・S・・t・m・）・抗原は一次MLC活｛生（D源灘）はな、、が，すで

血翫いし雌物血灘白型諮嫌中の赦騰　に感作されたT細駄対しては増勲講し得る抗
　素型など数十種類の血液型シXテムの検査結果から親　　原であり，クローン化T細胞を用いた二次混合リンパ

子関係の肯麟定醐附る・紐関係硲定されな　球膿（PLT・P・im・d　L，m，h。，y，。　Typi。g）9）1・・

い場合には父と疑われている男の父鮪定確率を算出　により決定される。

し鑑趨を械職判脈拙する・　　　近年，HLA－DRドDQ，－DP略クラ、、、ll抗原の
　　搬に麺灘よび舳馳どの灘細胞臨ける　・鎖とLβ鋤・DNA妨び囎伝子・，，．．一ソ醗離，

血鯉抗駄それぞ赫血糠集反応・および骸　解析され謎勅血瀞齢よび細騨鰯灘よ。
抗体と補体を用いたリンパ球細騰試駄よ舳瀞　て棚されてきたHLA抗原略。。タイ樋働多
鰍踏で判定される・しかし・・れらの矧蜘鹸　盤力・，　DNA・べ・レで明らか、・な。た11）一・4・。

舷ではあるシステムにおいて1簿の獺のみ級　本研究・・お・・てIM，　HLA－DR抗原につ、、て，徽

ど騰雛撒欝’函畿’麗瓢羅念講畿警響ン
齢体を擬できる型の血瀦が期されるまで醸　リダィゼーシ．ン（S・u・hern　hyb，idizati。。）を行。

狸しか判定できない・AB・システ・・RHシステ　て制限酵糊騎脹の鋼1生（RFLP、Res、，i．

ムなど劣髄箭鮪する磁型や・H・Aシステ・Lc・i・n・Fragm…L・ng・hP。1ym。，phi，m）襯察す

のようにブラソ殖肝ないしプラン・抗mを持つ血　るDNAタイ・・グを行う・とV・より，血酵軌

灘劉灘麟繋1犠讐繍離灘：磁難r子の検出・遣伝子
確率計箕に大きな影響を与える。

　細胞膜上のある種の血液型の抗原活性は，その遺伝　　　　　　　　　H　材料および方法

驚麟肇欝がヘテ蝋よりも強㌔諜縢灘慧禁鴛抗凝固剤入

RHおよびHLAシステムは・微の遣伝確力樒　りの試騨螺血し蜥鰍ものおよび徽のバネ、レ
接し，蔀子の組（ハブPタイプ）を形成し襯からセ・レ（Res・1・・P・n・i　A・・，・h。社）から腰耀の

子に遣伝する・また，1つの遺伝子座にをま多くの対立　もの腿んだ。

遣伝子が存在し遺伝的多聾略んでい・ため・れら　また，舳球蹴囎剤入りの試階に採血し，比

の蔀理を瀧することの重難は個人識別襯子軍1・・77の腫液（・・ホプ・。プ，第一化学）で分

鑑卸際して特繍感さ漁’る・　　　湾碓後蹴・使肌た．鰯醜舳球灘液中剛、
今回湘糠上の鯨の解棚よび趨が自動的か　板があると血小板上にあるHLAクラス蹴原が賄

喀観的に行えるフ・一・・イト・トリー（FCM・抗体蝦収するため，トpyビ・を餓血小伽完全

F1°w　Cyt・met・y）を用いて血液型抗原量を測定する　に除去した舳球浮遊液を胤・た。

ことにより蔀鯉瀧の可能隊つv・て翻した・　BFCM測定に使肌た赤血耽よびRIMbi。血液
白血球HLA抗原は非常ve遣伝的多型1生に窟むため・型

辮鑑定や個人識男1鳳力醗揮2’需5’し・第1・回鱗　舳球漱の・・麺遡・ものを用、、た．獺
適合性ワーク Mごでは・網148種類のア・抗原型・・R・陽性型のもので・…me伝子型、・CD，／CD、，

鯉生鱒つこと力撚れ焼・れらの・嚇異性CDe／cDE，・c卿cDE，　CD、・，d，，．，DE、，d、，．，De／

栃すHLA抗原のうち・　HLA’A・　－B・－C・－DR・cde・Rh陰1生型O…de／cd，，・Cde／cd，，．Rh　nX型と
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RHおよびHLAの遺伝子型判定

五層

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　抗Rh　1（D）血清をアプライし，3Mの尿素（0．05％

1　　　　2　　　　　　　　　　　　　　　　celsCOO｝1，0．5M　NaC1を含む）で溶lliさせ，すばや

，DE9、D、， Cdeceased）　　　　　　　、　　　　　　くトリス緩衝液（pH　7．2）で中和した。層

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HLA式血液型抗体は，抗HLA－A2，－A24，一一Bw52

H　　1　　2　　　3　　4　　　　　5　　　　　　（長野日赤より提供およびHQechst社）と抗HLA一

CDe／cDE丁ested
DN・・ @pei　D甜　　D　　　DR2（H・ech・t社）の単一型特異抗血清を用いtc．こ

cD　E／Cde　cD　E！Cde　　　　CDetcde

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　れらの抗体は，Protein　A　Sepahraose　CL－4Bヵラム
m
　　　　畝1読1、灘瀦甕鼎譜・酬　瓢謡盆鷲憾鯉協灘義讐驚鷺

Fig．1，，d・gree。・。f。mil，　d。m。。，t，a…g・h・・ジF（・b）’・鯖（躰タサ｝社）を用いた・

　　　the　Del　phenotype　is　expressed　by　the　　D　FCM法による抗原解析

　　　genotype　cl）uE／Cde・Black　symbol：cDπE・　　赤血球抗原解析のための試料作製は，・採血した血液

灘欝鎌躍畿謡1篇翻謙、諮畿：驚
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　回洗浄後，同緩衝液で3％赤血球浮遊液を作り，50μ1

してはhigh　grade　D・のcDE／Cde，　CDe／Cde，　　をフィシャーチu・・一一ブ（Labo・Science社）に分注し

1。w　g，ad，　D・の，D・E／cd・，　CD・le／・de，および　た・チ…一一一ブを遠’b後・上融捨て・一次抗体として

Fig．・に乱たD。1のcD・E／Cde。　　　髄濃度の抗Rh・（D）Ut血瀧1°°μ1添加し37°C

　白拍1球は，以下のHLA抗原既知のリソパ球を用い　　で1時間反応させた。反応後EDTA添加PBSで血

た。HLA－A2抗原解析のためにはA2遣伝子がホモ　　球を3回洗浄し，最適濃度に調整したF工TC標識二

接合体のA2A2，　Bw48Bw48，　Cw3Cw3，　DRgDR9，　次抗体100μ蛎加し22°Cで塒間反応させた・反

ヘテ噸合体のA2A24，・B7B44，・C－C－，　DRIDRw6，　応後血球をEDTA添加PBSで3回瀞し洞緩謙

A蹴廓・陰性であるA24A26，　Bw61Bw62，　Cw3　で1m1の髄灘作成し測定用の試料とした15）・

Cw3，　DR4DR9の各型。　　　　　　　　　　　　　　　白血球HLA型抗原解析のための試料作製は，t比重

　HLA－A24抗原解析のために用いた型はホモ接合体　　1．077の比重液にてリソパ球を分取し，T細胞とB細胞

のA24A24，　Bw52Bw52，　C－C－，　DR2DR2，ヘテロ接　　の分離はナイPソフィルター法を用いた。分離した細

合体のA24A26，　Bw61Bw62，　Cw3Cw3，　DR4DR9，　胞は，0・05％EDTA添加PBSで3回瀞し・細胞数

陰性対照としてA2Aw33，　Bw61B44，　C－－C－・，　DR9　　を3×10s個／μ1になるように緩衝液を加えte。’2，　OOO

DRw6の各型。　Bw52抗原解析のためにはホモ接合体　　回転1分間遠心し，上清を取り除いた後，最適濃度の

のA24A24，　Bw52Bw52，　C－C－，　DR2DR2，ヘテロ接　　一次抗体50μ1を加え，37°Cで1時間反応させた。

合体のA24A24，　B7Bw52，　Cw7C－，　DRIDR2，　Bw52　　反応後，細胞をEDTA添加PBSで3回洗浄し，最適

抗原陰性のA24A26，　Bw61Bw62，　Cw3Cw3，　DR4　　濃度に調節したFITC標識二次抗体100μ1を加え，

DR9の各型。　DR2抗原解析のためにはホモ接合体で　　室温で1時間反応させた。反応後細胞をEDTA添加

あるA24A24，　Bw52Bw52，　C－C－一，　DR2DR2，ヘテロ　　PBSで3回洗浄した。上清を取り除いた後，1mlの

接合体であるA24A24，　B7Bw52，　Cw7C－，　DRIDR2，　EDTA添加PBSに細胞を再浮遊し測定用の試料とし

DR　2抗原陰性であるA24A26，　Bw61Bw62，　Cw3Cw3，　た。

DR4DR9の各型。　　　　　　　　　　　　　　　　　　本研究ではエピックスV（Coulter社）プロ　一一サイ

C　FCM測定用の血液型抗体　　　　　　　　　　　　　トメーターを用いtc。細胞1，000個から得られた螢光

　RH式血液型抗体は，抗Rh　1（D）型判定用血清（Or・　　強度をヒスbグラムに描きその中央値を平均螢光強度

tho社）をProtein　A　Sepharaose　CL－4B（Pharm・　　として示した。本機器の検出感度は，0から255チャ

acia社）15　m1を充填した1，5×10cmのカラムに通　　ソネルを用いた。

してIgG分画に精製して使用した。すなわち，　pH8．4　　E　RFLP解析によるHLA・DNAタイピングのた

の100mMトリス緩衝液（0．02％NaN3，8mM　ED　　　めの材料

TA，0，5M　NaC1を含む）でゲルを洗浄後，10　m1の　　　HLA－D，－DR遺伝子がホモ接合体である5種類の
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太　田　正　穂

EBトランスフ。一ムBリソ・噂球様細胞株（HTC・　100・Ptg／m1　S・1m・・Sp・・m　DNA）で65°C5時間処理

h。m。zyg。。、　typi。g　ce11）搬肌た．これらのH　した．3・Pでラベ・レした・DNA断片を2・5×106　cpl・／

LA型は，　DR2・Dw2型かDR2・Dw12型である。　　　m1の濃度になるようにハイブリダイゼーショソ溶液

また，一般懸人の末梢血より得たリソ・・球でHLA－　（10％d・xt・an・ulf・t・，6・SSC・　5・D・・h・・dt’・溶

DRクラスn（DR2）遣伝子がホモ齢体，ヘテ・接　液，0．5％SDS，100μ9／m1　S・im・n・Sperm　DNA）

合体を示すものを用いた。さらに，家系調査でブラソ　　に加え，65°Cで16時間フィルター一と反応させた。フ

ク遺伝子を持つことが知られた2家剰こついて調べた。イルターは，3×SSC（0・1％SDS含）・2・SSC（0・1％

これらのHLA遺伝子型lt　DR2DR－，　DRIDR2，DR2　　SDS含）　溶液でそれぞれ5分間室温で洗浄後，1×

DRw8，　DRw8DR－，　DRIDRw8，　DRIDR9，および　SSC（0．1％SDS含），　O・2・SSC（0・1％SDS含）溶

DRgDR型であった。　　　　　　　　液でそれぞれ20分間65°Cでmaした・フィルターを
　抽出したDNAは各種制限酵素EcoRI，　Mspl，　　風乾した後，　X線フィルムXAR・－5（Kodak社）と

Pstl，およびTaql（宝酒造）を用いて処理した。　　　　増感紙Cronex　L1ghting　Plus（Dupont社）を用い

　ハイブリダイk一ショソに用いたプローブは1．2　　て一一70°Cでオートラジオグラフィーを行った。

秘鍵溜纏課勝コ孕緬尊塞　　喘果
る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A　FCMを用いたRH式血液型Rh1（D）抗原の

F　RFLPによるHLA・DNAタイピンゲ　　　　　　　解析

　1　高分子量DNAの抽出　　　　　　　　　　　　　FCMで赤血球膜上の抗原を間接螢光抗体法を用い

　6％デキスbラソを用いて末梢血から有核細胞を分　　て検査するときには，一次抗休で感作した赤血球が，

離し，50mM　Tris　HC1（pH　8．0），20　mM　EDTA，　　螢光物質をラベルした二次抗体で凝集をおこすと凝集

100　rnM　NaCl，1％SDSと150μ9／ml　proteiロase　　した面の抗原は測定されないため，凝集がおきないで

Kを含む溶液で50°Cで一晩反応させた。その後400　　かつ最強の螢光強度が得られる条件を設定する必要が

rnMトリスで飽和させたフェノール溶液で蛋白除去　　ある。cDE／cZ）E型赤血球にProtein　A　Sepharose

を3回行い，DNAを含んだ層を2。2m1のエッペソド　　CL－4Bを通した抗D一次抗体（抗グロブリソ法によ

ルフチュ・・一ブ（EpPendorf社）にとり，30　units／m1　　る抗体価：320倍）を生理食塩水で25倍，50倍，100倍

RNase　T1（Sigma社）と80μ9／ml　RNase　A（Sigma　　および200倍に希釈した溶液を反応後，　FITC標識抗

社）を加え　37°Cで2時間反応させた。高分子量の　　ヒトエgGヒツジ血清の10倍から640倍までの2倍連続

DNAは，全体量の1／10量の3M　potassium　acetate　　希釈液を反応させ，一次抗体と螢光抗体標識二次抗体

（酢酸カリウム）と2倍量の100　％冷エタノールで沈　　との最適比を検討したところ，一次抗体は50倍，螢光

澱させた。沈澱したDNAは，1μ9／Ft1の濃度になる　　標識二次抗体は40倍の希釈率が最もよい結果を示した

ように減菌水で溶解させた。　　　　　　　　　　　　　（Table　1）。

　2　プローブDNAの32Pによる標識　　　　　　　　これらの希釈率の抗体を用いて遺伝子型が，　Cヱ）e／

　用いたDQβcDNAプP　・一ブの32P標識には，　Fein－　　Cl）e，　cl）E／cDE，　Cl）e／cl）E，　cDe／cde，　Cl）e／cde，

bergとVogelsteinによるラソダムプライム法17）を　　cl）E／cde，　cde／cdeの赤血球の平均螢光強度を求めた

用いた。32P標識プローブは，1－3　×　109　cpm／μ9の　　結果をFig．2に示した。細胞1，000個における平均螢

比活性を示した。　　　　　　　　　　　　　　　　光強度の値は，z検定によりC．De／cdeとcヱ）E／cdeの

　3　サザソハイブリダイゼーショソ　　　　　　　　差以外は有意水準P＝O．OO5で有意差を示し，　D遺伝

　4種類の制限酵素（EcoRI，　Mspl，　Pstl，および　　子の接合体の違いにより，　Ddヘテロ接合体型よりも

Taql）で処理したDNA（7μg）を0．7％アガロースで　　DDホモ接合体型の方が強い螢光強度を示した。また，

電気泳動後，ナイロソフィルターのHybond・N（Am－　Rh　1（D）抗原の弱い変異型であるhigh　grade　Du

ersham社）に20　x　SSC（3M　NaCI，0，3M　s‘odiuM　　　（cDE／Cde），　low　grade　Du（CD”e／cde）｝こっいて

citrate，1M　NaoH）トランスファー緩衝液を用いて　　螢光強度を測定したところFig．3に示すように，　p

転写した18）19）。転写後，フィルターをプレハイブリ　　抗原の抗原量に順じCDe／cDE＞cl）E／Cde（high

溶液（6×SSC，5×Denhardt，s溶液，0，5％SDS，　　grade　Du）＞CD”e／cde（10w　grade　Du）＞cde／cde
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Table　l　Effect　of　the　coロcentration　of　aロtibodies　on　the

　　　　　strength　of　mean　fluoresce且ce

＼．、、、P．　A．

　　＼tt＼．
　　　　　－’L－
　S．A．　＼＼

×　10

×20
×　40

×　80

×160

×320

×640

×25　　　　　　　　　　　　　　×50　　　　　　　　　　　　　　×100　　　　　　　　　　　　　　×200

175±31＊　　　　　166±25＊　　　　　151±26☆　　　　　i31±22☆

164±28＊　　　　　155±28☆　　　　　132±23☆　　　　　108±20

134±25☆　　　　　129±28　　　　　　108±21　　　　　　95±22
108±17　　　　　　　　　　　104±21　　　　　　　　　　　　71：ヒ18　　　　　　　　　　　　64±18

81±18　　　　　　　　　　　　74：ヒ21　　　　　　　　　　　　50：ヒ15　　　　　　　　　　　　47±15

60±：14　　　　　　　　　　　　54：ヒ18　　’　　　　　　　　　34±13　　　　　　　　　　　　36±13

31：ヒニ12　　　　　　　　　　　　　29±11　　　　　　　　　　　　　27：ヒ11　　　　　　　　　　　　　28±12

Values　represent　mean　fluor6scence　inte且sity　in　channel　numbers　and　standard　devia－

tion．　P．　A．：anti・D　primary　antibody　with　antig玉obulin　titer　of　320　fractionated　by

Protein　A　Sepharose　CL－4B　af五nity　column．　S．　A．：FITC　conjugated　goat　antl・human

IgG　serum　as　a　secondary　aIltibody．　R2R2（ccDDEE）cells　were　used　for　the　measu－

rement　of伽orescence　intensity．＊very　strong　agglutiination☆strong　agglutination

☆weak　ag91utination

pく0．OO5

P＞0．OQ5

PくO．0◎5

PくO．005

PくO．OO5

PくO，005

十rr（ggde／虹e♪

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　150　　　　　　　　　　　200

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　channel　number

Fig．2Summary　of　the　fiuorescence　intensity（in　channel　numbers）for　1，000　cells

　　　　from　every　RBC　sample　within　each　phenotype．　The　bars　represent　the　ranges

　　　　of　standard　deviation　and　the　middle　of　the　bars　represent　the　mean。　The　p

　　　　values　are　shown　on　the　left　to　indicate　the　significance　in　difference　between

　　　　the　means　of　two　consecutive　samples。

の順に螢光強度が減少した。　　　　　　　　　　　　　に同じ　D，1型の∬－3と∬－4およびcZ）E／Cde型

　さらに，DU型およびDe1型を含む各種RH式表　　の皿一1と皿一2の間に差がない以外は，何れもFig．

現型を有する家系（Fig，1＞について，各人のRh　1　　4の左側に示した有意水準で有意差があった。また，

（Rho，　D）抗原の解析をFCMで行った結果をTable　　これら家族のヒストグラムをFig．5とFig．6に示し

2に示した。各赤血球で得られた平均螢光強度の有意　　た。測定された螢光強度は，次の順に減少し家系調査

差をz検定法により検定するとFig．4に示したよう　　で決定された遺伝子型とRh　1抗原の強さとの関係が
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　　　　．ト十一1　　　　　　　　　　　　　　　　　　：
DUゴow　grδde　DU‘UCIユL，／1；gde♪，　Ag’x8

一．

@D、RIR2（S；Qfi／gDgl，　Ag：x1024　　．

　　　　　　　　　　　　50　　　1。。・　　　15。　　　2°°
　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　chamel　number

Fig．3　Fluorescence　intensity（in　channel　numbers）and

　　　　　antigiobulin　titers　with　anti－D　against　erythrQcytes

　　　　　of　various　Rh　phenotypes．　Ag：arltiglobulin　titer

T。b1。2Rh1。。tig，n　actl。ity・n・fyth・。・ytes　f・・皿・f・mily・xpre・sed　i・・nti－91・b・1i・

　　　　（AG）agglutination　titer，　fluorescence　intensity，　and　relative　fluorescence．

P，dig，ee　Rh　ph…typ・　A合titer　　Flu・re・ce・ce　R・1・ti・・
n。mber　and　g，n。typ，　　　　　　i・t・n・ity　　flu・・e・ce・ce（％）

工一一1　　D（cDEソcl）uE）　　400　　　　　　　85，7±20。　8（SD）　　　68．2

五一1　　D（Cヱ）召／cDE）　　　800　　　　　　　92．9±20．1　　　　　76。0

H－3　　　　De1（cヱ）uE／0磁）　　　AG（一）．　　　　　　　　26。9±11．5　　　　　　　　3．8

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Elution（十）　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　．

豆一4　　　Del（cl）uEICde）　　　AG（一）　　　　　　　　26．0±10．3　　　　　　　　2、8

　　　　　　　　　　　　　圏　　　　　　　　　　Elution（十）

∬－5　　D（Cl）θ／cdの　　　 800　　　　　　　90．4±19．1　　　　　73．3

皿一1　　D（cヱ）E／Cde）　　　800　　　　　　　87．6±21．4　　　　　70．2

皿一2　　D（oヱ）E／Cde）　　　800　　　　　　　88．0±19．6　　　　　70．7

1［【－3　　　d（Cde／cde）　　　　　　－　　　　　　　　 23．4±12．0　　　　　　　0

皿一4　　　　10w・grade　Du　　　　　　1　　　　　　　　　　28．6±13．6　　　　　　　　5．7

　　　　　　　　　（cD”E／cdE）

皿一5　　　high・grade　Du　　　　100　　　　　　　　　77。4±14．1　　　　　　　59．1

　　　　　　　　　（Cl）θ／cae）

Positive　　D（cl）E／eヱ）E）　　　1，600　　　　　　114．8±32．4　　　　　100
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　脚
control

Negative　　D（cヱ）E／cヱ）E）　　　　－　　　　　　　12．8±9．2

control　　　No　primary　antibody
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P〈O．OOs

P＞o，03

PくO．005

PくO，005

PくO．OQ5

p＜O．025

P＞O．4

PくO．OO5

PくO．005

PくO．005

　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　　150

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　channel　number

Fig．4　Summary　of　the　fiuorescence　intensity　（in　channel

　　　numbers）for　1，000　cells　from　every　RBC　sample

　　　within　each　member　of　the　family．　The　bars　repre－

　　　sent　the　ranges　Qf　standard　deviation　and　the　middle

　　　of　the　bars　represent　the　means．　The　p　values　are

　　　shown　on　the　left　to　indicate　the　significance　in　diffe－

　　　rence　between　the　means　Qf　two　c◎nsecutive　samples，

笛

程

2
冠

o

lll　i，　　a　　　　　　　d：　－D’藪／S；1D21；ECcontrol）

　　　　　　　　50　　　　　　　　100　　　　　　　　150
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fluorescence、　　　　．　「　，

Fig，5　Histograms　of　the且uorescence　intensity　from　4　RBC
　　　samples　withill　a　part　Gf　H．　N．　family　and　a　healthy　donor．

　　　a：1－－1（cDE／cDμE），　b：II－1（CDe／cDE），　c：II－3（cDuE／Cde），

　　　d：controi　cells（cDE／cDE）

示された。CDe／cDE＞Cl）e／cde＞cDE／Cde＞cl）E／　　RF　＝＝（FI－23．4）÷（114．　8－23．4）×100

CDuE＞CD電／Cde＞cD”E／Cde＞Cde／Cde　　　　　　　ここでFI（FIUOreSCenCe　Intensity）は各被検血

　さらに，遺伝子型の違いによる相対的Rh　1⑨抗原　　球で得られた平均螢光強度を示す。114．8はRh陽性

活性を相対螢光強度の比率RF（Relative　Fluoresc一　　対照血球（cl）E／cDE）で得られたF工値を示し，また

ence）を求め比較した（Table　2）。　　　　　　　　　23，4はRh陰性対照血球（Cde／cdので得られたFI

RFは次に示す計鋒式を用いて求めた。　　　　　　　値を示す。
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お

程

2
零

o

…ld

iic

e

貼1　　　　・：一一〇e力坐／！2gttae

；爆ii　　：：：：ll：忽鋳雛

i　b　d・一’・・－gr・d・D・’雌／鎚

　　　　　　50　　　　　　　　100　　　　　　　150
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fluorescence

Fig．6　Histograms　of　the　fluorescence　intensity　from　5
　　　RBC　samples　wi七hin　a　part　of　H、　N，　family．　a：II－・4

　　　（cDuE／Cde），　b：工1－5　（CDe／cde）c；II工一3（Cde／cde），　d：

　　　III－4（cDwE／cde）e：III－5（CDe／Cde）

Table　3　Different　reaction　patterns　of　two　anti－HLA－A2

　　　　sera（26－674，　26－56）

Phenotypes Scores　of　LCT

Ce11　No HLA－A HLA－B HLA－C A2（26－674） A2（26－56）

22222

35．60

R8．48

S8

T4．61

U1

88888

188888

6

7

2

2

35，56

44，60

1，3

3

2

2

8

8

8

9

10

11

12

2，24

2，24

2，24

2，26

2，31

35，60

7，44

46，62

61

46，52

3

11，4

3

11

1

1

1

1

1

8

8

8

8

8

13

14

15

24

24，11

24，26

44，62

7，54

55，61

1

1，7

3

1

1

1

1

1

1

LCT：Iymphocytotoxity　test

　この結果D，1型赤血球（∬－3，ll－4）はそれぞれ　　　HLA－A2抗原解析のために用いた抗血清は，リンパ

3．8％と2，8％のRF値を示した。一方low－grade　D“　　球細胞毒試験（LCT）でA　2遣伝子がホモ接合体であ

（皿一4）は5．7％で，high・grade　Du（皿一5）は59．7　　るリソパ球と特に強く反応する（Table　3：26－674血

％であった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　清）。このときのヒス1・グラムはFig．7に見られるよ

B　FCMを用いた白血球HLA型抗原の解析　　　　　うにA2ホモ接合体リソパ球では，螢光強度が70チャ
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RHおよびHLAの遺伝子型判定

ソネルと155チャソネル付近に二峰性のピー一一クを示し　　10a），ヘテロ接合体は，110チャソネル付近に螢光強度

た（Fig．7a）。一方A　2　A24型のヘテロ接合体のリソ‘　を持つヒストグラムを示し掩（Fig，10b）。

パ球では，90チャンネル付近ee－一・峰性のピークを示し　　C　RFLP・DNAタイピンゲによるクラス皿i抗原の

た（Fig．7b）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　遣伝子型判定

　HLA－A24抗原ホモ接合体リソパ球は90チャンネル　　　今回検査したDR　2抗原を表現している細胞は，

付近に螢光強度を示すピークを示し（F1g．8a），ヘテ　　Dw　2，　Dw　12，　Dw　21，　Dw　22のいずれかを有してい

P接合体リソパ球では，55チャソネル付近に螢光強度　　る（Table　4）。クラス∬抗原のcDNAプ戸一ブ（DR

を示すぜ一クが得られた（Fig．8b）。　　　　　　　　　α，　DRβ，　DQα，　DQβ，　DNα，　DPα，およびDPβ）の

　HLA－－Bw　52抗原ホモ接合体リソパ球は30チャソネ　　中で，　DQβ鎖cDNAプローブを用いてRFLP－DNA

ルと95チャンネル付近に螢光強度を持つ二峰性のピー　　タイピングを行うときが最も遺伝的多型性をしめ

クを示し（Fig，9a），ヘテロ接合体リンパ球では，30　　し20）21），　DR，　DQ，　DアP抗原タイプのおおよそを決

チャンネル付近に螢光強度を示すピークが得られた　　定できる22）23）。ヒトBリソバ芽球様細胞（B－LCL：

（Fig．9b）。　　　　　　　　　Blymph。bl・・七・id・ce11　lin・）でDR　2抗原がHTC

　HLA－DR2抗原ホモ接合体リソパ球は130チャソネ　　細胞について各種制限酵素（EcoRI・Pstl・Mspl・

ル付近に螢光強度を示す一峰性のピークであり（Fig．　　Taql）を用いて切断し・DQβ鎖cDNAプPt　一一ブを用

歪

塁

三

8

　　　　　　　　　　　　　　　　　錘
a：A2A2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E

購ハ㌔融臨1

　　　　〔A2A2，Bw48Bw48，Cw3Cw3，DRgDR9》　　　　　獄

50　　　　　1QO　　　　　150　　　　　Fiuorescence

、，

a：A24A24
（A24A24，Bw52Bw52，　C－C－一．DR2DR2》

k

壼

塁

薫

8

ゑ

§

塁

8

噛50　100　15°　FIU。rescence

歪

言

雛総，1B．，2，。．、C鴫DR、DR、，　薯

　　　　　　　　　　　　　　　　　　謹

　　　　　　　　　　　　　　　　　　o

50　　　　　100　　　　　150　　　　　　Fluoreseence

b：A24A26
（A24A26，Bw6tBw62，Cw3Cw3，　DR4DR9》

　　　　　li，噛1・へ　　，

50　　　　　100　　　　　150　　　　　Fluor日so8noe

　　　　　C：A2Aw33
’　　　　　　　　（A2Aw33，Bw61B44，C－C－，DRgDRw6》

　　　　　50　　　　　100　　　　　150　　　　Fluorescence
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　100　　　　　　150　　　　Ffivorescence

Fig．7　Histograms　of　fiuoresce且ce　intensity　of　　Fig．8　Histograms　of　fluQresceロce　intensity　of

　　　the’different　lymphocyte　samples　within　　　　　　the　different　lymphocyte　samples　within

　　　3different　HLA　genotypes．　Anti・A2（25－　　　　　　3　differe且t　HLA　genotypes。　Anti・A24　mo・

　　　674）monospeci且c　alltibody　was　used　for　　　　　且ospeci且c　antibody　was　used　for　the　pri・

　　　the　primary　alltibody．　　　　　　　　　　　　　　　mary　antibody．
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Table　4　HLA　class　II（DR2，　DRw8，　DR9＞haplotypes　6）

HLA－DR　　　　　　　　HLA－D　　　　　HLA・－DRw52／w53　　　HLA・－DQ

DR2　　　DRw　15　　　　　Dw　2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DQw　6（w1）

　　　　　　　　DRw　15　　　　　Dw　12　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DQw　6（w1）

　　　　　　　　DRw　16　　　　　Dw　21　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DQw　5（w1）

　　　　　　　　DRw　16　　　　　Dw　22　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DQw　5（w1）

　　　　　　　　　　　　　　Dw　8，1　　　　　　　　　　　　　　　　　　DQw　4

　　　　　　　　　　　　　　Dw　8．2　　　　　　　　　　　　　　　　　　DQw　4

DRw　8　　　　　Dw　8．3　　　　　　　　．　　　　　　　　　DQw　l

　　　　　　　　　　　　　　Dw　8．3　　　　　　　　　　　　　　　　　　DQw　7（w3）

DR　g　　　　　　Dw　23　　　　　　DRw　53　　　　　　　　DQw　9（w3）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L
暮　　　9．i、篇鷹，．，、。－C、、、，DR、、　豊

”　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2：
ぼ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

言　　　　　　　　　　　　　　　　　8

臨，　　　・

a：DR2DR2
（A24A24，Bw52Bw52，C－C－，DR2DR2》

濯

　　　　　　　50　100．　15。　Flu。，escence　　　　　　5°・　1°0　150　F［u。，escenee
」

5° @1°°　15°Fl・。・escence　　　　　5・　1…　5・　Fl、。，esc。，ee
L3
E

z
6
0

1帆

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L
趨麟福62，C，，3。．叩　R、》1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぎ

鼎、Ai　pt

C：DR4DR9
（A24κ～6，Bw6tBw62，Cw3Cw3．DR4DR9｝

　　　　　　　　50　　　　　100　　　　　150　　　Fluorescence　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　100　　　　150

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Flロor6scenco

Fig・9Hi・1。9・am・・f　fl・。・e・ce・ce　i・t…ity・f　Fig・10　Hi・t・gram・・f且・。・e・cence　i・t…ity・f

　　　　　the．diffe・e・t　lymph・cyte　samples　withi・　　th・differe・t　lymph・・yte　samples　withi・

　　　　　3dlfferent　HLA　genotypes・Anti－Bw52　　　　　　3　differellt　HLA　genotypes．　Anti．DR2　mo．

　　　　　mgn°specifig．・・tib。dy　w・…ed　f・・th・　　…pecifi・a・tib・dy　w・…ed　f・・th・p・i・

　　　　prlmary　antlbody．　　　　　　　　　　　　　　　　　　mary　antibody．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　No

　　（＼」　　　　　CM　　　　　　ou　　　　　　　ov
c＼J　　H　　　ov　r→　　　（＼」　　一1　　　（＼」　　r→　　　　　　　　kb

o　　　o　　　a　　【⊃　　a　　a　　　a　　　a

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9．6．樋

123456789101112
≧　　≧　　≧　≧　　≧　≧　　≧　　≧　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　蜘

旨破ぎ鰭あ一ge－tT　9　・・一曽　・　　　　　…
』話　N　』　　　　話　　　6・6一麟　　　　　　　　　　　　鱒

璽

　　ロ」　3暖《　ト　　　ト“　3£　リトー　く」　g　くト＿　　　　　4．2一　　　　　　　　　婆｝

kb　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　し
25

9．6

6．6

5．0

3．6

2．3

1．6

1．0

O．6

矯●　　　　　　2．3－　．　　樋む　翻の
　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．6一

曾・9。・・；9°　　　－A一

●　　。・　　　　N・1234567891。、1、2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　kb鋭

　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　9．6．櫛藤

Fig・11。　A・…adi・9・am・・f　S・u・hem　bl・・hyb・ @　麟：撃群　・癒
　　　ridization　using　genomic　DNAs　from　B　　　　　　　，、、　　t－

　　　LCLs　with‘the　DQβprobe　after　EcoRI，　　　　　　　　　　　　　－B－

　　　PstI，　MspI，　and　TaqI　digestion．　　　　　　　　　No
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　123456789101112

＿．一，ブ，ダ。．＿ン後のオー，ラ∴象・蜘＿欝．

オグラムをFig．11に示した。　　　　　　　　　　　6・6－Pの　　　’　　一：．’i鋲

・。。RIで処理・た・きのRFLP・・ターンは，DR・・量：塁灘：

Dw　2抗原を有するHTC細胞（PGF，　Ms－7）では

9・　1　kbと2・　4　kbに特異的な・ミンドカミ現れ・DR2’Dw　鷺　緊

12抗原を有するHTC細胞（AKIBA，　TOK）では18

kbと10　kbに特異的なバンドが見られた。

　Pstlで処理したときには，　DR2・Dw12抗原を発現
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一C一
しているHTC細胞では，5．4kbに特異的なバンドが

噸
　i
　O

o

．爆

生じた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．12　Autoradiogramsof　Southern　blot　hybri－
M，pIで処理したときには，　4．。kb（DR　2・Dw2）　　dizati・n　u・i・g　DNA・f・・m　12・・「mal　indi’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　、　　　　　　　　　　vlduals　with　the　DQβprobe　after　EcoRI
と5・1kb（DR2’Dw12）に特異的なハンドが生じた・　　　　　（A），　MspI（B＞，　and　Taql（C）digestion．1：

　TaqIで処理したときには，3．2kb（DR2・Dw2）　　　　　DR2DRw8，2：DRw8DR－，3：DRIDRw8，

と6．8kb（DR2・Dw12），に特異的なパンドが見られ　　　　　4：DRIDR－，5：DR2，6二DR2，7：DR2，

た。　　　　　　　　　　　　　8・DRIDR2・9・DRgDR－・10：DRIDR－・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11：DRIDR9，12：DR9
　一般健康人12人から得たDNAをDQβ鎖cDNA

でサザンハイブリダイゼーションした結果をFig．12

に示した。この中には，家族内検査で細胞毒試験にょ　　型，レーン10：DRIDR一型）が入っている。2家族

るDR抗原がブランクを含むもの（レーン2：DRw8　　（レーン1～4；1：母，2：子，3：子，4：父，

DR一型，レーン4：DRIDR一型，レーン9：DRgDR一　　とレーソ8～11；8：父，9：母，10：子，11：子）
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Table　5　RFLP　patterns　in　HLA－D
　　　hQmozygous　B　cel1・1ines23）　　　　　　　　　　　　　　　IV　考　　　察

　　　kb

dnzyme

DR
cw

11 22 212 88．1 88．3 923

EcoRI

18

13．5

10

9．1

3．8

3，4

2．4

1　2　2　　　　　　　　　　　　優性形質を持つ血液型やブラソク遺伝子を持つ血液

1　2　12　8．1　8．3　23　　　型の遺伝子型を決定することは，法医学実務における

　　　　　　　　　　　　　　　　　親子鑑定や個人識別には非常に重要なことである24）。
一　　一　　十　　一一　　十　　一

＋一一　＋　一＋　特t／L・　ABOシステム・RHシステム，およびHLA各

＿＿
{　＋　＋＋　　システムなどの遣伝子型がその当事者の血液型を調べ

＿　＋　＿　　＿　　＿　＿　　　るだけで決定可能であれぽ，個人識別での識別能力25），

＋　＋　＋　　＋　　一　＋　　　親子鑑定での父権否定，父権肯定時における父権肯定

一　＋　＋　　一　　＋　一　　　確率に及ぼす影響はぎわめて大きい。本研究で試みた

一　十　一　　一　　一　一　　　FCM法および，　HLAクラスH抗原のDNAタイピソ

Taql

6．8

6．0

3．2

2．2

＿　＿　＋　＿　＿　＿　　グ法は・遺伝子型判定の可能｛生を示した・

＋　一　一　　一　　一　一　　　A　FCM法を用いたRh1（D）抗原の解析

一　十　一　　一　　一　一　　　　Rh式血液型の基本型は，抗Rh　1（Rho，　D）抗体で

一　一　一　　一　　＋　＋　　　赤血球が凝集するものをRh陽性（D型），凝集しない

　　　　　5．1＋　＿　＋　　＿　　＿　＿　　　ものをRh陰性（d型）と分類する。Rh陽性は優性に

Mspl　4．、0－＋・一　＋　＋＋　遺伝し，遣伝子型e・X・DDまたはDd，　Rh陰性は劣性

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　で遺伝子型はddである。特に，　DDかDdの接合体

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（遺伝子型）の区別は非常に困難で，そのため凝集反

　Table　61rregular　bands　detected　in　　　　応26），フェリチン27）や金28）を抗体に標識して細胞膜

　　　　　autoradiogram　by　comparing　　　　上の抗原を形態学的に調べる方法，およびアイソトー
　　　　　with　HTC　RFLP　patt・・n・　’　プ29）－31）を用いい方法などが試みられている．これら

lane

phen◎type

　DR
and（kb）

enzyme

EcoRI

1・

w8

3，8

T・qI「・．・

M・pIl・．1

5

2

2．2

・1・

2

2．2

9

3．4

2，4

10　　　の方法に比較してFCM法は・試料作成が簡単で危険

性もなく短時間に多くの細胞膜上の抗原を検査でき

1　　　る32）－35）。本実験で用いたように一次抗体をIgG分画

にし，FITCを標識した二次抗体との最適比を定めて

抗原解析を行うと，Bockstaeleら32）の行った直接法

では検出できなかったDUも検照でき，さらにD。1

…1

5。1

10・0　　　の検出も可能であった。本研究で行った間接法は，非

3’4 @　　常に鋭敏なうえに直接法に比べー次抗体に螢光物質を

2．4
　　　　結合させる煩わしさを必要としないため，目的とする

　　　　抗原の解析が簡単に行うことができる。

　　　　　DU表現型（Rh変樋型，　Rh　variant）については，

　　　　赤血球膜上のRh　1⑪抗原活性の低下したものとして

　　　　その抗原活性が様々な方法を用いて研・究されてい

のうちブランク抗原を持つ人には，Table　5で示し　　る31）35）－37）。　high　grac　de　D”，10w　grade　DU，およ

たホモ接合体のRFLPパターンの組合せから比較す　　びDにおける螢光強度を比較し，　D抗原の相対活性を

ると・幾つか矛盾したバソドが現れた（Table　6）。す　　求めるとhigh　grade　DuはDの83％，　low　grade

なわレーソ2では，EcoRI処理の3．8kb，　TaqIの6．　O　　DuはDの23％であった35）。

kb・およびMsplの5・1kb，レーソ9ではEcoRIの　　　D・表現型の遺伝的背景は複雑である。（i）Rh　2（C）

処理の3・4kbと2・4kb，　TaqIの6．　O　kbおよび　　抗原がRh　1〈D）抗原の活性を抑制する，すなわち一方

Msplの5・1kb・レーン10ではEcoRI処理の10．0　　の親からr，（Cde）遺伝子を受けてCde抗原が発現す

kb・3・4kbと2・4kbにそれぞれHTCで見られた　　るともう1種のRh陽性抗原の抗Rh　1（D）との反応が

パンド以外のバンドが観察された。　　　　　　　　　　妨害されて弱くなる。（ii）Rh　1（D）抗原を構成してい
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　るモザイク構造のうち少なくとも4つの部分38）冒41）の　　していると思われる。このような細胞毒試験で，HI，A

　1つあるいはそれ以上の部分が欠如しているとき抗原　　システムの遺伝子型を確認できる抗血清は抗A24抗

　活性が弱まる。（iii）Rh　1⑰抗原活性が弱いDU遺伝　　体47）の報告例があるが，一般には例外的なものであ

　子42）を持っている。　　　　　　　　　　　　　　　　る。細胞襟試験のみで非常に多くのHLA抗原につい

　　日本人で発見された非常にまれなDel表現型は，　　て遣伝子型を決定できるような抗血清を見つけ禺すご

　型判定用抗Rh　1（D）血清による検査では凝集反応陰性　　とは容易なことではない。本研究では一次抗体を

　でかつ抗グロブリン法によるDU試験も陰性である　　IgG分画にし，螢光物質を標識した二次抗体にヒト

　が・抗Rh　1（D）抗体の吸着解離試験で赤血球膜上に　　IgG羊F（ab）’2血清を使用したFCMによる解析を

　Rh　1（D）抗原の存在が証明される。日本人における　　考案，試行したところHLA抗原アPtタイプの識別お

D・1型はCde遣伝子を含んでいるものがほとんどで　　　よび遺伝子型の判定も可能となる児通しが得られた。

　あり，このCde抗原がDU型のD抗原活性を抑制し　　C　RFLP法を用いたDNAタイピンゲによる

D，1型の変異型を作ると考えられる43）。今回，FCM　　　HLAクラスll抗原の遣伝子型判定

法で調べたD・1蓑現型を持つ家系（Fig・1）は・非　HLA抗原の遺伝的多型1生｝・関しては血清学的ない

常にまれなDU遣伝子（cD”E）を持ち・それが3代に　　し細胞学的な検査とともにDNAレベルの検査がク

わたり遺伝し・この遺伝子に対立遺伝子Cdeが組み　　　P　一一ソ化されたcDNAを用いたサザンハイブリダ

合わされた人ではDU型のRh　1（D）抗原活性を減少　　イゼーションにより可能になった14）20）23）48）。　RFLP＿

させD，1型を示したものである。これらの遺伝的な要　　DNAタイピングは，現在血清法で検出される程多種

因によ膨響媛けた獄内のRh・⑪源灘の相　類のHLA遺伝子検出率｝ま得られていないカ・・9），ク

違は識加ブリソ試験では相勘二みられないものも　ラス蹴原ホモ齢体力、ら得られたRFLPスタソダ

FCM法では・有意な違いを示すことができた（Table　　L一ドパターソを組み合わせると血清学的および細胞学

2・Fig・4）・　　　　　　　　的噸出できるア・抗原の頒と約8割繊一致す
B　FCMを用いたHhA抗原の解析　　　　　　　　　る50）。このことから，被検細胞をRFLP－DNAタイ

　白血球型HLA各システムは非常に多くの遺伝的多　ピングで館すると，クラス蹴原のア。タイプ嗣

型性を示すため親子鑑定における有用性についてはい　　定できるうえにその接合体の区別の推定も可能である。

くつか報告がある5）44）－46）。細胞毒試験によるHLA　　今回プP一ブとして用いたDQβ鎖のcDNAはい窟

抗原の踏では・1抗原だけ陽性とな・湖合・ホモ　までク・一・ングされている、DNAのなかで最樋

接合体かブラソク遺伝子とのヘテロ接合体かの区別が　　伝的多型性を示すものであり，さらに密に連鎖してい

できない。Table　3に示した26－674抗血清の反応は　　るD，　DRおよびDQ抗原の推定も可能である23）49）。

鰍酬外で・A2蔀子がホ磯合体と思漁る細　穀験で繰RFLPパターンカ・らそれぞれの髄の
胞（Cell　No・1～5）とは細胞毒試験が陽性であるが・　　クラスll抗原のハプロタイプを推定するとレ＿ソ1か

A2ヘテP接合体（Cell　No・8～15）とは陰性であっ　　らレーン4の家族では，レ＿ン1（母）はDR2．Dw2．

た・湘されるのはC・11N。・6～7との反応で・A2　DQw・，　DRw8・Dw8．3・DQw3，。一ン4（父）は，　DR1

以外のAシステム抗原職出さ紘・・の畷灘であ　・Dw1・・Qw・カ・裁られたが，・．ン，（子）では，

った。このことからこれらの細胞はA2ホモ接合体で　　Table　5にしめしたRTCの標準パタ＿ソと比較すると

はなく・抗体で検出されないいわゆるプランク抗原を　DRw8・Dw8．3とは異なるいくつか不規則な．・ンド

作る遺伝子とのヘテロ接合体と推定される。一方，26－　　（EcoRI：3，8kb，　TaqI：6，0kb，　Mspl：5．1kb）

56抗血清は，A2抗原を持つ細胞とはいずれも陽性で　　が見られた。これは父（DRIDR－一）から遣伝した

あった。26－－674抗血清をProtein・A　Sepharose　4B　　ブランク遣伝子に相当するものがバンドとして見られ

で処理しフPt・・一サイトメ．トリーで解析すると，　A　2抗　　たものと思われる。レーン6は，　DR2・Dw2のホモ接

原がホモ接合体の細胞では，2峰性のピーク（Fig．7）　　合体の細胞である。レー・ン8（父），9（母），10（子）およ

が得られ，ヘテP接合体で得られたピークよりも右に　び11（子）の象族で得られたRFLPパターソでは，血

シフトしており，強い螢光強度を示す細胞群が確認で　　清学的な検査で明らかにブランク遺伝子の存在が示さ

きた。これらの結果から，26－674抗血清の中には，補　　れた母（レーソ9）と子（レーン10）にDR9とDR1

体依存性の抗体と非依存性の抗体が脳な割合で存在　で得られたRFLP・・ンド以外の・・ンドが見られた。
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すなわちEcoRIを用いたときの10　kb，3．4kbお　　Dtt，　Del型のD抗原貴の定量化も可能でありRh　1

よび2，4kb，　Taql用いたときの6．　O　kb，　Msplを　　（D）抗原の接合体の推定が可能であった。

用いたときの5，1kbバソドはブラソク遣伝子に相当　　　FCM法を用いた白血球HLA型抗原の解析は，一

し母から子に遣伝したものと思われる。さらにレーン　　次抗体をIgG分画にし，螢光抗体を標識した二次抗

12のRFLPパターソは，　DR9のHTCで得られたバ　　体に抗ヒトIgGヒツジF（ab）’2血清を用いることに

ンドパターンとまったく一致していることにより，　　より接合体の相違による螢光強度の違いがみられ型判

この細胞は，DR9・Dw23・DQw9のホモ接合体であ　　定が可能であった。

ると判定される。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2　HLAクラス　ll抗原についてサザソプロッテイ

　このように，サザソハイブリダイゼーショソにょる　　ソグを用いたRFLP－DNAタイピソグを行うことに

HLA型のRFLP－－DNAタイピングは，血清学的な　　より，ホモ接合体か，プラソク抗原を作る遺伝子との

検査では検出されないブランク遺伝子もバソドとして　　ヘテロ接合体かの判定ができfe。プローブにDQβ鎖

明確に示すこともできる（Fig．12）。血清学的な検査　　cDNAを使い，制限酵素にEcoRI，　Pstl，　Taqlお

では，DR2抗原だけが検出されるDR2細胞（ホモ接　　よびMsp工を用いてDNAのRFLPを調べて，ホモ接

合体）でもRFLP－DNAタイピソグを行うことにょ　　合体の培養B　ce11　lineから得られたRFLPと比較し

り・・プロタイプがDR2・Dw2（Fig．11，　Fig．12：レ　　異なったバソドを証明することにより血清学的検査で

一ン7）のみ，あるいはDR2・Dw12（Fig．11）のみ　　は検出できないブランク抗原の検出も可能であり・ク

のホモ接合体の細胞であるか，これら2種類のハブp　　ラス∬抗原の遺伝子型判定には有力な検査法であるこ

タイプをもつヘテロ接合体の細胞，あるいはこれらの　　とがわかった。

禦瑠磁懲饒駕嵐二撫　　Vl－：91辞
明が可能である。　　　　　　　　　　　　　　　　　　本論文の要旨は，第71次日本法医学会総会（1987年

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　4月，東京），第72次日本法医学会総会（1988年5月，

　　　　　　　V　結　　　語　　　　　　　　　　秋田），第73次日本医学会総会（1989年5月，岡山）

　各種の血液型のうち，劣性遣伝子ないしブランク抗　　で発表した。稿を終えるにあteり，ご指導ならびにご

原の存在が親子鑑定や個人識別に特に影響が大きい赤　　鞭撞を賜りました支倉逸人教授に深く感謝致し9す。

血球型RHシステムおよび白血球型システムについ　　また，本研究にご協力下さいました東海大学医学部第

て，その接合体同定の可能性を検討した。　　　　　　　1移植学教室　猪子英俊助教授，佐藤忠之技官：当大

　1　赤血球を間接螢光抗体法で染色するFCM法を　　学輸血部緒方洪之講師，長谷川康久技官，伊藤進技窟：

用いて細胞膜上の抗原定最を行うことにより，RH式　　長野日赤血液センター　斉藤敏氏：ならびに法医学教

血液型の遣伝干型によるRh　1（D）抗原の螢光強度に有　　室　福島弘文助教授，宮嶋親子技官に深く感謝致しま

為な差iが認められることが分かった。また，Rh；（D）　　す。本研究は文部省科学研究費一般A（No　61440040）

抗原の変異型であるhigh　grade　DU，10w　grade　　の助成を受けた。
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