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　小 児気管支喘 息 お よ び DF 特異 lgE抗体 陽性患者の 疾患感受性遺伝子 と HLA 　haplotypeと の 連鎖 を

検定 し，そ の 遺伝様式を推定す る た め ア レ ル ギー疾患を有す る患児の 26家系に つ い て家系分析 を行 っ た．

そ の 結果，罹 患 同 胞対 法 で 小 児 喘息家系 で は κ
2

＝ 4．9 （有意差 な し），DF 特 異 IgE 抗体 陽性患者 で は

κ
2 ＝ 6，2 （ρ〈O．05）で 後者 に お い て HLA 　haplotype と の 連鎖 が 証明 さ れ た ．さ ら に DF 特異 IgE 抗体

陽性患者の 遺伝様式 に つ い て 検討 した が
， 常染色体 優性 あ る い は 劣性 の ど ち ら と も と れ る 結果 で あ っ た．
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は じめ に 対象と方法

　ア レ ル ギー疾患は 家系 内集積性 が 認 め られ る た め，

古 くか らそ の 発症 に 遺伝的要因が関与 して い る こ と が

示唆され ，
ア ト ピ ー

素因，喘息 の 遺伝様 式 に つ い て 優

性遺伝説，劣性遺伝説な どい くつ か の 遺伝様式 が推定

され て きた．し か し，ア レ ル ギ ー疾患 の 発症 に は 多 く

の 遺伝要因 に 加 え環境因子 も重要 な因子 で あ り，そ の

遺伝様式を 推定する の は 困難な こ とで ある．今回我々

は 小児ア レ ル ギ
ー
疾患 児 の 家系分析を行 い

，
HLA と

小 児喘息お よ び DF 特異 工gE 抗体 産 生 に 主 遺伝子 効

果 を 示 す 感 受 性 遺 伝 子 の 分離 を 罹 患 同 胞 対 法

（affected 　sib 　pair　method ） に よ り検討 した の で報告

す る
1，．
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Abbreviations： DF 　Dermato汐hagoides　fan
’
nae ；

DP 　∫）ermatoPhagoides 　Pteronyssinus；　HI 」A

human 　leukocyte 　antigen ；　RAST 　radioaller −

90sorbent　test

　患者 は 国立 小児病院 ア レ ル ギ ー
科外 来通 院 中 の 喘

息，ア ト ピ ー性皮膚炎，ア レ ル ギ
ー

性鼻炎 あ る い は ア

v ル ギ ー
性結膜炎を有す る 小児26家系を対象 と した ．

問診，診察お よ び採血 は 患児，両親 と同胞 に つ い て 行

い ，血 液型，HLA 　haplotypeの 決定，血清 IgE抗体 の

測定を全員 に つ い て お こ な っ た ，発端者 で あ る 対象患

者 の 年齢は 2 歳 か ら16歳 ま で で 平均 8．2歳 で あ っ た ，26

家系中二 卵性双 生 児家系 を 14家系含 ん で い る．双 生児

の 卵性診 断 は 遺伝形 質 と し て ABO 式血 液型，　 MNSs

式血液型，Lewis 式血液型，　 Duffy式血液型 ，
　 Kidd 式

血液型 ， Kell式血 液型，　P 式血液型，　Rhesus 式血液型

お よ び HLA 　haplotypeを双生児 と両親，そ の 他 同胞

に つ い て 調 べ る こ と に よ り一つ 以上 血 液型 あ る い は

HLA 　haplotypeが あわ な い 場 合 の み を 二 卵性 と判定

し
， 今 回 の 対象患者 と した ．

　 ア レ ル ギ ー
疾患 の 診 断 は次 の よ うに お こ な っ た ．喘

息は臨床症状 よ り呼気性喘鳴 を伴 う呼吸困難発作を 繰

り返 し起 こ す もの ，ア トピ ー性皮膚炎は 皮疹 の 形態 は

様 々 で あ る が，掻痒を伴 う湿潤性 あ る い は 乾燥性 の 苔

癬化局面 を有す る もの と し た．ア レ ル ギ
ー

性鼻炎 は，

く し ゃ み ， 水様性鼻汁，鼻閉 を 主 徴 と し，下 鼻甲介粘

膜の 蒼白化と浮腫，腫脹 の あ る もの と した ．ア レ ル ギ ー
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赤 澤 　 晃他

性結膜炎 は 掻痒感 と流涙を繰 り返す もの と し た．

　 HLA の タ イ ピ ソ グ に は 10ml の ヘ パ リ ン 加静脈血

に 同量 の phosphate 　buffered　saline （PBS ）を 加 え 2

倍希釈 し，比重 1G17の Percol1に 重層 し て 比重遠 心 分

離法で リソ パ 球 を採取 した．得 られ た リソ パ 球を PBS

に て 洗浄 し， 5％ heat　inactivated　fetal　calf 　serum

（HIFCS ）加 MaCoy ’

s　5a　 medium に浮遊 し，ナ イ ロ

ン ・カ ラ ム 法 に よ り T リン パ 球，B リソ パ 球 に 分離 し

た ．さ ら に そ れ ぞ れ を モ ノ ク 卩
一

ナ ル 抗体で ある TIB

lympho−kwik，　 B　lympho・kwik （One −Lambda 社製）

を使用 して T リソ パ 球，B リ ン パ 球 の 純度 を 高 め た ．

それ ぞれ細胞 数が L5 〜2 × 106／個／m1 に な る よ うに

調整 し， microcytotoxicity 　assay に よ り HLA タ イ ピ

γ グ を 行 っ た ．

　 HLA ク ラ ス 1 抗 血清 は，　 Terasaki　 HLA ・ABC

Oriental　tray　Lot ＃4，＃5，0riental（72） well 　tray

Lot＃2，＃4，＃6，＃6A を使用 し ，
　 A 座抗原 9 種，　 B 座

抗原 18種，C 座抗原 4 種 に つ い て 測定 し た．　 HLA ク

ラ ス 正1抗原 は，Terasaki　HLA ・DRW 　tray　Lot ＃22，

＃23，＃24，＃27， ＃28を使用 し，DR 抗原 9 種，　 DQW 抗

原2種 ， DRW 抗原 2種 に つ い て そ れ ぞれ duplicateま

た は triplicateで 測定 し た ．

　血 清 IgE 抗体 の 測定 は 採 血 後冷 却 血 清分離 を 行 い
，

測定ま で 一4（1℃ で 保存 し た．血 清総 IgE 抗体 は RIST

法 で 測定 し，D ．F．，　D ．P，抗原特 異 IgE抗体 は RAST 法

に て測定 した ．

　罹患同胞対法 は 疾患発症 に 遺伝要 因と環境要因が複

雑 に 絡 み 合 っ た 多 因 子疾患 の 主 遺伝子効果 を 示す疾患

感受性遺伝子 の 分離 を行 う方 法 で あ る
1）−3）．つ ま りヘ

テ ロ 接合対 で あ る 両親 （a ， b）x （c，　 d）の 子供 の 遺伝

子型は （a，c），（a，　 d），（b，　 c ），（b，　 d）の い ずれ か

で あ り，患者 2 名 の 遺伝 子型 の 組 み 合わ せ は 16通 りに

な り ，
こ の うち 同一遺伝子型を 2個共有す る組 み 合わ

せ は 4通 り， 1個共有す る 組合わ せ は 8通 り， ま っ た

く共有 し な い 組 み 合 わ せ が 4 通 り と な る．主遺伝 子 と

標識遺伝子 と の 間に連鎖が な けれ ぽ罹患同胞 が 標識遺

伝子 を 2 個共有す る 場合 ， 1 個共有す る場 合 ， ま っ た

く共有 し な い 場合の 割合は 1 ： 2 ： 1 と な る が，主 遺

伝 子 の 標識遺伝于 が 密 に 連鎖 して い るな らば，疾患感

受性遺伝子 の 頻度 ， お よ び遺伝形式 に 依存 し て こ の 割

合 に 偏 りが生ずる．罹患同胞が 3 名以 上 い る 場合 は 乱

数表 を用い て 無作為 に 1 組 の 罹患同胞 を 選 び 出 し，仮

説 の 検定 は κ
2
検定を行 う．x2値 は 次 の 式 で 求 め た ．
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n ゴ 同
一

遺伝子型を 2個 共 有す る 組数

　n1 ： 同
一

遺伝子型 を 1 個共有する組数

　 n
。

：同
一

遺伝子型 を 全 く共有 し な い 組数

　n ＝ n2 十 nl 十 no

κ
2が 5．99以上 なら 5 ％水準で，9．　 ．21以 上 と な ら 1 ％水

準 で 有意 と な る．

結　果

　 1）疾患感 受性 遺伝 子 と HLA 　haplotype と の 連鎖

の 検討

　対 象 とした 26家系の 家系図 と HLA 　hap1Qtypeを父

親が ab ，母親 が cd として Fig．1 に 示 した 、黒丸 と黒

四 角は 喘息患者 を示 し，Fig．2 で eX　DF −specific 　IgE

抗体 の 陽 性 （RAST 　Score　2 以 上 ） の もの を示 し て い

る．喘息家 系 で は 15組 の 罹 患 同胞 対 の うち 2 個 の

HLA 　 haplotype を 共有す る 同胞 対 が 7 組 ，
1 個 の

HLA 　haplotypeを共有す る同胞対 が 7組 全 く HLA

haplotypeを共有 し な い 同胞対 が 1組 で あ り，期待値

か ら の 偏 り は x2 ＝ 4，9で 有 意 で は な か っ た （Table

1）．次 い で，DF −specific 　lgE 抗体 の 陽性 の 家系で は 13

組の 罹患同胞対 の うち 2 個 の HLA 　haplotypeを 共 有

す る 同胞対が 7組， 1個 の HLA 　haplotypeを共有 す

る 同胞対 が 5組，全 く HLA 　haplotype を 共有 し な い

同胞対 が 1 組で あり ， 期待値か らの 偏 りOt　X2 ＝6．2と

な り， 5 ％の 有意差を も っ て HLA と DF 特異 lgE抗
体 の 遺伝子 が 密 に 連鎖 し て い る こ とが 明らか と な っ た

（Table　1）。

　 ア ト ピ ー性皮膚炎，ア レ ル ギ ー
性鼻炎，ア レ ル ギ ー

性結膜炎罹患同胞 対 に つ い て は ， 罹患同胞対数が少 t

い た め 罹患同胞対法に よ る検定 は 行 え なか っ た ．

　 2）遺伝子様式 の 推定

　HLA と連鎖 が 明 らか とな っ た DF 特異 IgE抗体 の

遺伝子様式を 推定 す る た め ，HLA 　haplotypeを 2 個 ，

1個，0 個共有す る期待値 X ， Y ，
　Z を DF 特異 IgE 抗

体 の 遺伝子の 頻度 （p）別 に 求め ，観測値 と の 偏 りを計

算 した ．それぞれ の 期待値 は 次 の 式 で 求 め た ．劣性遺

伝 モ デ ル で は
，
X ＝N ／（1＋ p）

2
，　Y ＝2Np ／（1＋ p）

2
，　Z ＝

Np2 ／（1＋ p）
2
と な り優 性遺 伝 モ デ ル で は

，
　 X ＝ N （2−

p）／D ， Y ＝2N （1＋ p（ユ
ー
p））／D，　Z ＝ Np （2− p）

2
／D で 与

え ら れ る．た だ し N は 罹患同胞対数，D ； 4（1十 p（1
一
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is　zero ．
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Table 　l　Tests　of 　genetic 　hypothesis　on 　asthma

　　 and 　 on 　IgE　 antibody 　production 　to　DF

　　 　　　based 　on 　HLA 　haplotype

赤澤　晃他

Asthma DF 　positive
Two 　affected 　sibs
shared 　haplotypesOl

）servedRandomexpectedObservedRandomexpected

Tw 〔〕

OneNone

771 3．757
，53
、75

751 3．256
．53
．25

Tota1

　κ
2

15 王54

，9
13 136

．2懲

Φ

時
コ

σ
の

20

1G

0

Dominant　 model

車
　：p く 0．05．

Recessive　 model

　 　 0．5
Gene 　frequency

1．O

　 F三g．3．Inference　 of 　 mode 　 of 　 inheritance　 and

gene　 frequency　for　D ，F ．　spec 面c　 IgE　 antibody 　 by

a鉦ected 　sib　pair　method ．

p）ントp（1− p）
2
で ある ．DF 特異 IgE 抗体 の 遺伝子 の 頻

度 （p）を 0 か ら 1ま で 変化 さ せ た 場合 の 観測値 と期待

値 x ，Y ，　 z の 偏 りを κ
2
値 で み て み る と Fig．3 に 示す

よ うに な っ た ．適当 な 遺伝子頻度を想定 し て も劣性遺

伝 モ デ ル ，優性遺伝 モ デル の どち らも x2値は低 く劣性

遺伝仮説，優性遺伝仮説 と も に 棄却 で きな か っ た ．

考 　案

　 ヒ ト の MHC で あ る HLA は第 6 染色体短腕 に 位置

し ， そ の 多型性 か ら genetic　marker と し て も重要 で あ

り，強直性 脊椎炎 と HLA 　B27抗原 と の 連鎖 に 代表 さ

れ る よ うに 多 くの 疾患 で そ の 連鎖 が 検討 さ れ て ぎた．

ア レ ル ギ ー
疾患 に 関 し て も数多 くの population 　study

が 行 わ れ て ぎた が 特定 の HLA 抗原 と の 有意 な 連鎖 は

み い だ され て い な い
4｝−15 ）。family　study で は 同

一
家系
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で は 同
一

　haplotypeとの 関連が報告 さ れ て い る が そ

の 遺伝様式に 関す る 報告 は な か っ た．

　今回 我 々 は ア レ ル ギ ー
疾 患 の 疾患感受性 遺伝子 と

HLA の 連 鎖 を 検定 し，そ の 遺 伝様式 を 推定す る た め

26家系 の 家系調査を行 っ た．その 主遺伝子効果 を 示 す

疾患感受性遺伝 子 の 分離 に は 罹患 同胞対法 を 用 い ，小

児気管支喘息例 と DF 特異　lgE抗 体陽性例 で HLA と

の 連鎖を検 定 し た と こ ろ，喘息例 で は HLA と の 有意

な連鎖 は 認 め ら れ な か っ た ．小児喘息 の 発症 は HLA
と連鎖す る単

一
遺伝子 で は 説明 で きず，気道過敏性，

ア レ ル ゲ ン に 対す る 免疫応答 な ど遺 伝 的要因 と考 え ら

れ る 多 くの 因子が あ り，そ こ に 環 境要 因 が 複雑 に 関

わ っ て い る た め ，そ の 主 た る疾患感受性遺伝 子 の 分離

が で ぎな か っ た と考え られ る．し か し非常に 沢山 の 小

児喘息を集め 臨床症状で 分類 し，症例数を さらに増や

す こ と に よ っ て HLA と の 連鎖を見出す こ と も可能 と

考 えられ る．

　DF 特異 IgE 抗体陽性例 で は DF 特異 IgE 抗体産生

遺伝子 が HLA と有意 に 連鎖 して い る こ と が証明 さ れ

た が
， その 遺伝様式 に つ い て は劣性遺伝モ デ ル ，優性

遺伝 モ デ ル の い ず れ も当 て は ま り ど ち らか に 決定する

こ とは で きな か っ た．特異抗原に対す る免疫応答遺伝

于 ，免疫抑制遺 伝 子 と HLA と の 連鎖 を 検定 し た 報 告

は ス ギ 花粉抗原 に 対す る IgE 抗体産 生 ， 溶連菌細胞壁

抗 原 に 対 す る T 細 胞 増殖 反 応，HBs 抗原 に 対す る

IgG 抗体産生の 低応答性 が単純優性遺伝 す るとい う報

告が あ る 16）17）．さらに 北尾 らは ス ギ花粉症 ，カ モ ガ ヤ花

粉症患者 ，
ダ ニ に よ る ア レ ル ギ ー性 鼻炎患者 で は 健常

対象者 に 比 し て HLA 　DQw3 の 出現頻度 が 高 い こ とか

ら，DQw3 座あ る い は こ れ に 非常 に 近接 し て 特 異 抗 原

に 対 す る IgE 抗体 ク ラ ス の 免疫応答 に か か わ る遺伝

子が存在する 可能性を示唆 して い る ls）．今回 DF 抗原

に 対 す る IgE抗体 産生 能 の 遺伝様式を 決定 で きな

か っ た 要 因と し て ， 使用 し て い た抗原 に は 抗原性 を 示

す い く つ か の 蛋白質が含ま れ て い る こ と もあ げられ

る．今後 は 精製抗原 に 対す る 同様 の 解析も必 要 と考え

られ た ．

　稿を 終 わ る に あた り本 研 究 の 御 指 導，御 校 閲 を 頂 い た 東

京 慈 恵 会 医 科 大 学 小 児 科 学 教 室 前 川 喜 平 教 授 に 深 謝 致 し ま

す．さ らに 本研究 に 御協力頂 い た ，慈恵医大小児科勝沼俊雄

先 生，海老 澤 元 宏 先 生，元 国立 小 児病 院 二 宮 分 院 植 草忠 先 生

に 感 謝致 し ま す．本研 究 の
一部 は 文部 省 科研 費 No．
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  INVESTIGATION  OF  THE

-Family  Study to DetermineGENETICS

 OF
the Major  GeneALLERGIC

 CHILDREN,  THE  SECOND  REPORT
in Allergic Disease Using Affected Sib Pair Method-

                      Akira Akasawa

           Dopartment of Rediatrics, lileei Mladicat tiniversily

                       Niroku Koya

           Second DapartmentofR?diatric& lbho Universdy

                       YojiIikura

Dopartment ofAlletgy and  immunolqgy, IVdetional Children 's  Mladical Rlasearth Center

   Twenty-six families with  allergic  siblings  were  investigated to define the rnode  of inheritance of asthma  and

DF  specific IgE antibody production in children.  The  affected  sib pair method  was  used  to establish  the linkage
between disease susceptibility  genes  and  HLA  antigen$.  The  affected  sib pair method  revealed  that in asthmatic
families x2=4.9  (no significance)  and  in DF-specific igE positive families x2=6.2 (P<O,05). This study  suggests  that

the gene of DF-specific IgE antibody  production  is linked to HLA  haplotypes, but the mode  of inheritance of

DF-specific IgE antibody  production couldn't  be defined,
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