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Summary

It is generally held that one of the recessive genes controlling diabetes in the NOD mouse 

is linked to the major histocompatibility complex (MHC). We therefore performed restriction 

fragment length polymorphism studies of MHC (class I, II, and III) in NOD mice in comparison 

with those of their nondiabetic sister strains, NON, CTS, and ILI mice which were derived from 

the same Jcl-ICR mice. When a minimum of four restriction enzymes were used, class II and 

III genes of NOD mice were indistinguishable from those of CTS and ILI mice but totally different 

from those of NON mice. While NON mice expressed the Ea gene, NOD, CTS, and ILI mice 

appeared to carry a deletion in the 5' end of the Eƒ¿ gene resulting in failure to transcribe the Eƒ¿ 

gene. When class I probe was used, CTS mice showed very different band patterns from those 

of the other ICR-derived mice.

Unique substitution of Asp57 with Ser in the AƒÀ chain is considered to make the AƒÀ gene the 

MHC-linked susceptibility gene. We therefore analyzed the nucleotide sequences of the AƒÀ 

second exon in ILI, CTS, and NON mice. The DNA sequence analyses revealed that the AƒÀ 

second exon sequences in the ILI and CTS mice, but not in the NON mouse, are identical to that 

of the NOD mouse. Taken together, these data suggest that ILI and CTS mice possess a reces

sive diabetogenic gene linked to the MHC.

We also examined the difference of VƒÀ usage between the NOD mouse and the ILI mouse 

spleen cells. No obvious difference, however, was evident.

緒 言

NODマ ウスは インス リン依存性糖尿病(IDDM)を

自然発症 し,ヒ トIDDMの 疾患 モデル として用 い ら

れ ている1).こ のNODマ ウスの糖尿病発症 には少 な

くとも3対 の劣性遺伝 子が関与 してお り,そ の うちの

1対 はH-2に 連鎖 してい ることが判 明してい る2).実

際,Acha-Orbea/McDevitt3)は,NODマ ウ ス の

1-Aβ鎖57番 目の残基 がSer(Ser57)で あるのに対

し,他 の現在 まで報告 され た マ ウ ス の1-Aβ 鎖 では

Asp57で ある ことか ら,Ser5?が 糖尿病 発症 に関与

す ると推論 してい る.こ れに加 えて,1-E抗 原分 子 も

糖尿病発症に関与 してい ると考 え られ る.NODマ ウ

スはEa遺 伝子 の5’ 末端 の欠失 のため,EQ遺 伝子

を転写 できず,結 果的にI-E抗 原が発現 していない4).

ところが,1-E抗 原を発現 させたNODト ラソスジエ

ニ ックマ ウスは膵 島炎 を発症せず,糖 尿病 も発症 しな

い5).こ の ことは,Eｫ遺 伝子 の発現不 全が膵 島炎発

症 に関わ る劣性遺伝子 の一つ として働 くと考 え られ

る.

わ れわ れは,H-2に 連鎖 した糖尿病 発症遺伝子 を解

明す るた め,NODマ ウス とそ の姉妹系統糖尿病発症

マ ウス,皿,1,CTS,NONマ ウスのH-2遺 伝子(ク

ラス1,皿,皿)の 解 析 をrestriction fragment

 length polymorphism(RFLP)で 行 った.ま た,こ



れ らの マ ウス のI-Aβ 第2エ ク ソ ンのDNA塩 基 配列

を 決 定 し,比 較 検 討 した.さ らに,こ れ らH-2抗 原

に よ って 決 定 され,膵 島 炎 に 関 与 す るT細 胞 の レセ プ

タ ー 玲 レパ トア の検 討 をNODとILIマ ウ スで 行

い 検 討 した.

材 料 と方 法

1)マ ウス

NOD,ILI,NONマ ウス は 本 学 実 験動 物 セ ン タ ー

で 維 持 され て い る.ILIマ ウス は 加 藤 秀 樹博 士(実 中

研)よ り供 与 され た.

ま た,CTSマ ウス は 牧 野 進 博 士(塩 野 義)よ り

供 与 され た.

2)RFLP解 析

マ ウス脾 細 胞 よ り高 分 子DNAを 得,こ れ を 制 限 酵

素 で切 断 後,そ の20ugを ア ガ ロ ース ゲル で 電 気 泳 動

し,こ れ を ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン(ア マ シ ャ ム)に 写

し,32P標 識 した プ ロー ブ に てhybridizeし た.

プ ロー ブ はM.Steinmetz(Basei Institute for

 Immunology)よ り供 与 さ れ たH下2領 域 由 来 コス ミッ

ドク ロー ン よ り得 た6).ま た,城 石 博 士(国 立 遺 伝 研)

よ り供 与 され た ジ ェノ ミ ッ ク ク ロ ーンpLd-4よ り

Xba Iに よ り,ク ラス1プ ロ ー ブを 得 た7).

3)Northern blot解 析

マ ウス 脾 細 胞 よ りグ ア ニ ジ ン法 に て全RNAを 抽 出

し,そ の20ugを1.0%ア ガ ロー ス/ホ ル マ リン ゲ ル

に て 電 気 泳 動 し,ナ イ ロン メ ン ブ ラ ンに 転 写 した 後,

32P標 識 した プ ロー ブ とhybridizeさ せ た .

4)DNA塩 基 配 列 の 決 定

ゲ ノ ムDNAよ りpolymerase chain reaction

(PCR)に よ り,I-Aβ 第2エ ク ソ ンを 増 幅,pGEM-3

Zに 挿 入 し,dideoxy法 に よ り,DNA塩 基 配 列 を 両

strand決 定 した.

5)Vβ 遺 伝 子 発 現 の解 析

脾 細 胞 よ り酸 性 フ ェ ノー ル/グ ア ニ ジ ン 法 に よ り全

RNAを 抽 出,random hexamerを プ ライ マ ー に用 い

て,cDNAを 作 製 した.こ のcDNAを19等 分 し,

これ らに対 して 表1に 示 したVβ1～Vβ19に 特 異 的 な

5’ プ ラ イマ ー,PMVB1～19と3’プ ラ イ マ ーMO3

CBを 用 い てPCRを 行 った.ま た,コ ン トロー ル と

してCα の5’ プ ライ マ ー(MO5CA)と3’ プ ラ イマ

ー(MO3CA)を 用 いた .な お,3’ プ ライ マ ー は32P

で5’ 末端 ラベ ル を行 い,増 幅 したDNAの 定 量 を 行

った.こ れ ら フ.ライマ ーを用 い たPCRで は30サ イ

クル まで増 幅 が 指 数 曲 線 を 示 す た め,PCRは28サ イ

クル行 った.増 幅 されたDNAは ポ リアク リルア ミ ド

ゲル電気泳動を行い,乾 燥後,オ ー トラジオ グラフ ィ

ーを行 った.得 られたパン ドを ゲルか ら切 り出 し,放

射線活性を測 定 し定量を行 った.

実験成績

1)H-2RF:LP解 析

(1)ク ラス 皿H-2遺 伝 子

NODマ ウ ス(Kd,Db)と そ の 姉 妹 系 統 糖 尿病 非 発

症 マ ウス,NON(Kb,Db),CTS(?),ILI(Kd,

Db)お よび コ ン トロ ール と して のBALB/c(H-2d) ,

C57BL/6(H-2b)を 用 い て ク ラス 皿遺 伝 子 のRFLP

解 析 を行 った.用 いた プ ロー ブ の遺 伝 子 座 を 図1に 示

した.こ れ らの プ ロー ブ と4種 の制 限酵 素,EcoRI,

Bam HI,Hind III,Kpnlを 用 い て行 われ たRFLP

の結 果 を 表1に 示 し,代 表 的 なSouthern blotの 実 際

の結 果 を 図2に 示 した.プ ロー ブ1(Aβ)を 用 い て

得 られ た 結 果 で は,NOD,CTS,ILIのDNAに 差 は

認 め られ なか った が,NONは これ ら姉 妹 系 統 マ ウス

とは 全 く異 な ったRFLPパ タ ーン を示 した.BALB/c

はNOD,CTS,ILIとHind III,Kpn Iを 用 い た と

きの み 異 な ったRFLPを 示 し,C57BL/6は4種 の酵

素 全 て で 異 な ったRFLPを 示 した.

プ ロ ー ブ2(Aa)で はHind IIIとKpn Iの み が

多 型 性 を示 した.そ の結 果,NOD,CTS,ILI,BALB/

cが 同 じRFLPを 示 し,NONは これ らの マ ウス お

よびC57BL/6と も異 な ったRFLPパ タ ーン を 示 し

た.プ ロ ーブ3(Eβ)で は,NOD,CTS,ILIが 全 く

同 じRFLPを 示 し,NON,BALB/c,C57BL/6は そ

れ ぞ れ 独 自のRFLPパ タ ー ソ を示 した.

プ ロー ブ4(Eaの5’ プ ロー ブ)お よび プ ロ ー ブ

5(Eα の3’ プ ロ ー プ)で は,NOD,CTS,ILI,

C57BL/6が 同 じRFLPパ タ ー ンを 示 した.NONと

BALB/cは 同 じRFLPパ タ ー ンを 示 した が,他 の マ

ウ スの そ れ とは 異 な って い た.

(2)ク ラスIH-2遺 伝 子

ク ラスIH-2遺 伝 子 のRFLP解 析 に は,Ld遺 伝

子 の1eader peptide,C1,C2領 域 を プ ロ ー ブ(プ ロ

ー ブL)と して用 い た .図3に は,Bam HIとEco RI

を用 い て 得 られ た結 果 が示 して あ る.こ こで 認 め られ

る よ うに,ク ラス1プ ロー ブ はK,D遺 伝 子 の み な ら

ずQα 遺 伝 子 と もhybridizeす る8)た め,Southem

blotで 多 くの バ ン ドが 検 出 され る.こ のた め,わ れ わ

れ は 得 られ た す ぺ て の ク ラ ス1バン ドをNODの そ れ

と比 較 し,%coincidenceと して 表 した.NODク
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表1PCRに 使用 したブライマー の塩基配列

PMVB1～PMVB19は マ ウスVβ1～Vβ19に 特 異 的 な5’ プ ラ イマ ー

で あ る.MO3Bは マ ウスCβ1とCβ2に 特 異 的 な プ ライ マ ー.MO5CA

とMO3CAは 各 々 マ ウスCα の5’,3’ プ ラ イ マー で あ る.

Hybridization Probes

図1H-2ク ラス 皿遺伝子領域 の地 図 とRFLP解 析 に用 い られた プ ローブ6)
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表2ク ラス皿,H-2プ ローブを用 いて得 られたRFLP解 析 の結果

a Fragment sizes are in kb .

ラス1に 対 す る%coincidenceはNON(88%),

CTS(39%),ILI(90%),BALB/c(57%),C57BL/6

(70%)で あ り,ILIが 最 もNODク ラ スIRFLPと

相同性が高か った.

(3)ク ラス 皿H-2遣 伝子

クラス皿RFLPを 解析す るため,わ れわ れはプ ロ
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図2Kpn I,Hind IIIで 切 断 した ゲ ノ ムDNA

と プ ロー ブ3(Es)を 用 い たSouthern blot

解 析

図3ク ラス1プ ロ ー ブLを 用 い たSouthern

 blot解 析

β4)露 HIとEcoRIで 切 断 した ゲ ノ ムDNAを 用

い た,

ーブ8を 用 いた.プRー プ8はc4,Slp遺 伝 子 と

hybridizeす る.図4に は,こ の プ ロ ー プ と4種 の 制

限 酵 素 を 用 い たRFLPの 結 果 を 示 す.NODマ ウス の

姉 妹 系 統 の中 で は,CTSとILIがNODと 同 じRFLP

パ タ ー ンを 示 した.し か し,NONはBam HIで 他 と

異 な ったRFLPパ タ ー ン を示 した.

図4ク ラス 皿 プ ロー ブ8を 用 い たSouthern

 blot解 析

制 限酵 素 はEco RI,Bam HI,Hind III,Pst I

を 用 い た.

BALB/cお よびC57BL/6は そ れ ぞ れ 独 自のRFLP

パ タ ー ンを 示 した.以 上 よ り,今 回 解 析 した マ ウス の

ク ラス 皿 遺 伝 子 は 次 の4グ ル ー プに 分 け る こ とが で き

た.(1)NOD,CTS,ILI,(2)NON,(3)BALB/c,

(4) C57BL/6.

2)ク ラII H-2遺 伝 子 の発 現

NODとNONマ ウス の ク ラ スH遺 伝 子 発 現 を

Northern bloに よ り解 析 し,図5に 示 した.NON

マ ウ ス脾 細 胞 は ク ラ スII遺 伝 子,Aα,Aβ,Eα,Eβ

をす べ て発 現 して いた が,NODマ ウ ス はEa遺 伝 子

の発 現 が 認 め られ な か った.こ の た め,NODマ ウス

は1-E抗 原 を 細 胞表 面 に 発 現 しな い と考 え ら れ る.

NODマ ウス のEQ発 現 不 全 の 機 構 を 次 に 検 討 した.

C57BL/6はEQ遺 伝 子 の プ ロモ ー タ ーか ら第1エ ク

ソン にか け て627bpが 欠 失 し て お り,こ れ に よ り

Eaの 転 写 が 阻 止 さ れ て い る9).Eaの5’ プ ロー ブ
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図5NON,NODマ ウ ス に お け るAα,Aβ,

EQ,Eβ 遺 伝 子発 現(Northern blot解 析)

(プ ロ ー ブ4)を 使 っ たRFLP解 析 に よ りNODは

C57BL/6と 同 じRFLPパ タ ー ンを 示 し た(表2).

この こ とは,NODがC57BL/6と 同 じ タ イ プ の遺 伝

子 欠 失 を 持 ち,こ のた めEa遺 伝 子 の 転 写 が 阻 止 され

て い る可 能 性 を 示 唆 す る.こ の た め,C57BL/6のEa

遺 伝 子 で 欠 失 して い る領 域 の遺 伝 子 を プ ロ ー ブ4よ り

準 備 し,プ ロ-ブ6と し,Southern blotに 用 い た.

図6に 示 す よ うに,プ ロ ー ブ6はNON,BALB/cマ

ゥス で4.0kb Kpn Iバ ン ドを 検 出 す る が,NOD,

CTS,ILI,C57BL/6で は パ ン ドを 検 出 で きなか った.

つ ま り,NODマ ウ ス そ し てCTS,ILIマ ウス も

C57BL/6と 同 様 の タ イ プのEQ遺 伝 子欠 失 を保 有 し,

この た めEα 遺 伝 子 の転 写 が 阻 止 され て い る と考え ら

れ る.

3)Aβ 第2エ ク ソンのDNA塩 基 配 列

RFLP解 析 に よ る と,NOD,ILI,CTSは 同 じク ラ

スII,III遣 伝 子 を 保 有 し,NONは これ ら とは 異 な る

遺 伝 子 を 保 有 して い る こ とが 示 唆 され る.と ころ で,

NODマ ウス のI-Aβ 遺 伝 子 は独 特 の 塩 基 配 列 を 示

し,こ れ が 糖 尿 病 発 症 の 感 受 性 に 関 与 す る との 報 告 が

あ る3).そ の た め,糖 尿病 非 発症 姉 妹 系 統 マ ウ ス,

CTS,皿,1,NONのI-Aβ 第2エ ク ソ ンの 塩基 配 列 を

決 定 し,NODの そ れ と比 較 した.図7に 示 す よ う

に,ILI,CTSのI-Aβ 第2エ ク ソ ンの塩 基 配 列 は,

NODの そ れ と全 く同 じで あ り,NONは これ らマ ウ

ス とは異 な る塩 基 配 列 を示 した.

4)NOD,ILIマ ウス のT細 胞 レセ プ タ ーVβ 遺

伝 子 レパ トア

図6プ ロー ブ6とKpn Iを 用 い たSouthern

 blot解 析

NODと その姉妹系統マ ウスのH-2遺 伝子の解析 を

行 って きた が,T細 胞 レセ プタ ーVpは 胸腺中で この

H-2抗 原に より,お よび負 の選択 を受け ることが知 ら

れ ている10).T細 胞 はまた,NODの 膵島炎 の発症 に

重要 な役割 を果た している.

これ らの理 由に より,わ れわれ はT細 胞 玲 遺伝子

の利用状況 につい て解析 した.NOD,ILIお よびそ の

F1マ ウスの脾細胞 よ り全RNAを 抽出,cDNAを 作

製 し,表1に 示 したVβ1～19に 特異的 なプライマー

とCβ に対す る アンチセ ンス3’ プ ライマー を 用 い

PCRを 行 った.コ ン トロール としてCaを 同時に増

幅 した.3’ プライマ ーを32pで5’ 末端標識す ること

に よ り,増 幅後,電 気泳動 し,オ ー トラジオ グラフ ィ

ィーが可能 とな る(図8).そ の後,ゲ ル よ りバ ン ドを

切 り出 し,放 射線活性を測定 した.玲 バ ソ ドのcpm

をCαバ ン ドのcpmで 除す ことに よ り補正 し,Vβ

1～19の 合計 を100%と して,各Vβ の%を 表 し

た.そ の結果,図9に 示 した ように,NOD,ILIお よ

びそ のF1マ ウスの間に 怖 遺 伝子 発現に 顕 著 な差

は認め られなか った.

考 案

ク ラ ス1,II,III H-2プ ロ-ブ と最 低4種 類 の制

限 酵 素 を用 い て 得 られ たRFLP解 析 の結 果 を ま とめ

図10に 示 した.

ク ラ スII,皿 プ ロー ブで は,NODはCTS,ILIマ

ウ ス と同 じRFLPパ タ ー ンを 示 し,NONは これ ら
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図7ILI,CTS,NOD,NONrマ ウスのI-Aβ 第2エ クン の塩基配列

矢 印はPCRに 使 用され た プラィマーを示す.ダ ッシ ュ(一)はILIの 塩基 と同Aで ある ことを

示す.ア ミノ酸 の番 号はN末 の最初 のア ミノ酸 か ら始 まる.

とは全 く異 なるRFLPパ ターンを示 した.

ク ラスIRF:LPに 関 してはNODに 最 も近 い もの

はILIマ ウスであ り,CTSマ ウスが最 も異な ってい

た.

NODマ ウスのI-Aβ は特異 的 な塩 基配列を示 し,

これが糖尿病発症に関与す ると示唆 さ れ て い る3)た

め,こ の姉妹系統 で 同 じI-AβRFLPを 示すCTS,

ILIのI-Aβ の塩基配列を決定 した.そ の結果,ILI,

CTSマ ウスのI-Aβ 第2エ クソンの塩基 配列 はNOD

マ ウス のそれ と同 じであ り,NONは これ らマウス と

は異な る塩基配列を示 した.NODマ ガスのI-Aβ 鎖,

56,57番 目の残 基はPro-Aspか らHis-Serに 置換 し

てお り,こ れが糖尿病発症 に関与 して いる と考 えられ

て い る3).白 人IDDMで は マ ウ スI-Aβ に 相 当す る

HLA-DQβ 鎖 のAsp57がnon-Asp57に 置換 して

い る こ とが 知 られ て い る11).こ の こ と よ り,NODマ

ウスI-Aβ に お け るAsp57→Ser57の 置 換 が 糖 尿 病

発 症 に 関 与 す る と考 え られ る.最 近,Miyazakiら12)

は トラン ス ジ ェ ニ ッ クNODマ ウ スでI-Ak(AαkAβk)

を 発 現 させ た と ころ,膵 島 炎 の 発 症 が 阻 止 され る こ と

を 認 め た.し か し,こ の ときI-Aβ のAsp57をSer

57に 置 換 して も膵 島 炎 の発 症 の阻 止 は 解 除 され な か

った.こ の こ とは,NODの 特 異 なI-Aβ は膵 島 炎 に

関 与 す るが,Asp→Ser57の1残 基 の置 換 は膵 島 炎 に

影 響 し ない こ とを 示 す.

また,ト ラ ソ ス ジ ェニ ヅクNODマ ウス で,1-Ea遺
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伝子 を発現 させ ると,膵 島炎 を阻止 できることが報告

され てい る5).こ の ことは,I-Ea遺 伝子の発現不全が

膵島炎発症に関与す る劣性遺伝子の一 つ と考え られ る

ことを示唆す る.わ れわれはNODの みな らずその妹

妹系統CTS,ILIマ ウスもC57BL/6マ ウス と同 じタ

イ プのI-Eα 遺伝子の欠失があ り,こ れがI-Ea遺 伝

子の発現を阻止 してい ることを示 した.

以上 よ り,H-2に 連鎖 した糖尿病 発症遺伝 子の候 補

としてはI-A避OD遺 伝子 とI-Ea遣 伝子発 現不全が挙

げ られるが,NODの 姉妹系 統糖尿病非発症 マ ウス,

ILI,CTSもNODマ ウス と同様 これ ら遺伝 子を共有

していた13).こ の ことは,こ れ らマ ウスがH-2に 連

鎖 した糖尿病発症 に関与す る劣性遺伝子をす でに保有

してい ることを示唆す る.わ れわれは,こ の ことを確

認す るため[ILI×NODI×NODマ ウスに よる交配実

験を行 った.そ の結 果,62%の マ ウスが膵島炎を起

こし,こ れはH-2(ク ラス)と 連鎖 しない とい う結 果

を得てい る.こ の結果は,ILIとNODマ ウスの間 で

は,H-2に 連鎖 しない1対 の劣性遺 伝子が膵島炎 発症

に関与す ることを示 唆 している.

図8ILIマ ウス 脾 細 胞 か ら得 られ たcDNAを 用

い たPCR

Vβ-Cβは 聾5’ プ ラ イ マ ー とCβ3’ プラ イ マ ー を

用 い て得 られ た バ ソ ドを 示 す.各 レー ンの下 に示

す 数 字 は使 用 した 玲 プ ラ イマ ー を 示す 。Cα は

同 時 に増 幅 され た5’Cα プ ラ イマ ー と3’Cα プ

ラ イマ ― で得 られ たCaパン ド.

つ まり,ILIマ ウスは膵島炎に関与す るH-2に 連

図9NOD,ILIと そのFiマ ウスに おけ る η

遺伝子発現

各 々のVβ の%はCaパ ン ドによって補正 され

たVβcpmに よって得 られた.

図10ク ラスII,III,IH-2プ ロー ブ と4種 の 制 限 酵 素 を 用 い て 得 られ た

RFLP解 析 の ま とめ
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鎖した劣性遺伝子を既に保有することを意味する.

膵 島炎 を引 き起 こす細胞 レセ プターの レパ トアは,

胸腺 中でH-2抗 原に よって正または負 に選択 される

ことが知 られている10).そ こで,H-2抗 原がほぼ同一

のNODとILIマ ウスに おけるT細 胞 レセプターVβ

レパ トアにつ いてPCRで 検 討 した.そ の結果,NOD

と 皿,1マ ウスのVβ レパ トア に 顕著な差は認め られ

なか った.こ の ことは,NODマ ウスにおいて膵島炎

を引 き起 こす特別な 怖 レパ トアの増加及 び欠失が存

在 しない ことを意味す る.

以上 よ り,皿,1マ ウスは糖尿病(膵 島炎)発 症 に関

与す る劣性遺伝子 の うち,H-2に 連鎖 した遺伝子 を既

に保有 してお り,他 の未知 の劣性遺伝子 を解析す るた

めに有用 なマ ウス と考 え られる.

総 括

IDDMの モデル動物 として知 られて い るNODマ

ウスの糖尿病発症 には3対 の劣性遺伝子 が関与 してお

り,そ の中の1対 はK-2に 連鎖 している.わ れわれ

はH-2に 連鎖 した糖 尿病発症遺 伝子を解 明す るため,

NODマ ウス とそ の姉妹系統糖尿病非 発 症 マ ウ ス,

ILI,CTS,NONの 比較検討を行 った.RFLP解 析に

よれば,ク ラス 皿,皿 遺伝子 はNOD,ILI,CTS間

に差がな く,NONは これ らマウスとは異 なって いた

.又,DNA塩 基配列で もNODマ ウスに特異的 とされ

るI-Aβ 第2エ クソソの 配列 はCTS,ILIの ものと

同一であ った.NODに 認め られ るI-E遺 伝子5’ 末

端 の欠失 もCTS,ILIマ ウスに認 め られた.以 上 よ

り,皿,1,CTSマ ウスは糖尿病 発症遺 伝子の うち,H-

2に 連鎖 した ものを既 に保有 している可能性 が示唆 さ

れた.

さ らに,T細 胞 レセ プターVβ レパ トア に 関 し,

NODとILIマ ウスでPCR法 に より検討 した が両者

の間に顕著 な差 は認 め られなか った.
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