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目 的：日本人 Behçet病(BD)患者の HLA-Aおよ
び -B遺伝子のアリル(対立遺伝子)タイピングを行い，

病型，症状別に解析した．

対象と方法：患者 389 人と健常者 254 人を対象に，

PCR-SSOP-Luminex法を用いて HLA-Aおよび -B遺伝
子のアリルタイピングを行い，各々のアリル保有率を両

群で比較した．

結 果：HLA-A および -B 遺伝子の複数のアリルが
本病と有意に相関した．HLA-B＊51アリルによる遺伝
的連鎖不平衡の影響を除外するため，HLA-B 51抗原陰
性者を対象にアリル保有率を比較したところ，HLA-A＊

2601が患者群で有意に増加していた．特に完全型患者

群および眼症状を有する患者群で顕著に相関していた．

また，HLA-A＊2602が眼症状を有する患者群，皮膚症

状を欠く患者群で有意に相関していた．

結 論：HLA-A＊26アリル(特に A＊2601)が HLA-B
51抗原陰性の患者群で有意に増加しており，本病の病

態修飾に影響を与える HLA-B＊5101以外の第二の疾患
感受性遺伝子である可能性が示唆された．(日眼会誌
112：451―458，2008)

キーワード：HLA-A＊2601，Behçet 病，PCR-SSOP-
Luminex法，アリルタイピング

Purpose：High resolution(four-digit) allele geno-
typing was used to determine the association of the
HLA-A and -B alleles with Behçetʼs disease(BD) in
Japanese patients. We also analyzed our results for
the association of these alleles with the individual
clinical features of BD.

Subjects and Methods：We enrolled 389 Japanese
BD patients and 254 healthy controls in this study.
Genotyping of the HLA-A, -B alleles was performed
by the PCR-SSOP-Luminex method and the phenotype
frequencies of the HLA-A, and -B alleles were esti-
mated.
Results：Some HLA-A and -B alleles were signifi-

cantly associated with BD. When we recalculated the
phenotype frequencies for the HLA-B＊ 51-negative
subjects to exclude the effects of the linkage disequilib-

rium with the HLA-B＊51 allele, HLA-A＊2601 was most
strongly associated with BD. In addition, we observed
a significant association between several clinical
features and some alleles, including HLA-A＊2602.

Conclusion：The significant increase of HLA-A＊

26 in the BD patients without HLA-B＊51 suggests that
this allele itself might be one of the primary suscep-
tibility genes involved in the development of BD
independently of HLA-B＊51.
Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol Soc
112：451―458, 2008)

Keywords：HLA-A＊ 2601, Behçetʼs disease, PCR-
SSOP-Luminex method, Four-digit allele
genotyping
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Abstract

Four-digit Allele Genotyping of HLA-A and HLA-B Genes in Japanese

Patients with Behçetʼs Disease(BD) by a PCR-SSOP-Luminex Method and

Stratification Analysis According to Each Major Symptom of BD



Ⅰ 緒 言

Behçet 病(BD)は全身の諸臓器に急性の炎症を繰り返

す原因不明の難治性炎症性疾患であり，再発性口腔内ア

フタ，眼症状，皮膚症状，外陰部潰瘍を 4 主症状とす

る．本病の病因はいまだ明確ではないが，本病は特定の

内的遺伝素因のもとに何らかの外的環境要因が働いて発

症する多因子性遺伝疾患であると考えられている1)2)
．

本病は人種を超えてヒトの主要組織適合抗原である

HLA(human leukocyte antigen)の特定のタイプ，HLA-

B 51 抗原と顕著に相関することが知られている3)〜5)
．

HLA-B 51 抗原は遺伝的に HLA-B＊5101〜B＊5148 のア

ミノ酸変異を伴う 47 種類のサブタイプ(アリル：対立遺

伝子，HLA-B＊5125 は抹消)に分類されるが，日本人で

は本病と相関するアリルは主に HLA-B＊5101 であるこ

とが報告されている6)7)
．

近年，配列特異的なオリゴDNAプローブを蛍光ビー

ズに固相することで最大 100 種類の変異の有無が同時に

検出可能な技術である蛍光マイクロアレイビーズシステ

ム(Luminex システム)が開発された．HLA の遺伝子型

判定法は PCR-SSO(polymerase chain reaction-sequence

specific oligonucleotide)法，PCR-SSP(PCR-sequence speci-

fic primer)法，および PCR-SBT (PCR-sequence based

typing)法など多様な方法を用いたキットが製品化され

ているが，従来のキットでは日本人の遺伝子型に対応し

ていないものが多く，2 桁レベル(抗原レベル)の型判定

では問題とならないが，4 桁レベル(対立遺伝子レベル)

では日本人に存在する遺伝子型で判別不能な場合があ

る．また，4 桁判定が可能なキットにおいても，まれな

遺伝子型との識別不能(ambiguity)の問題がある．蛍光

ビーズを用いた Luminex 法は，簡便，正確かつ短時間

で多検体処理が可能な新しい遺伝子多型判別法であ

り8)〜10)
，我々は，Luminex システムを応用することで，

大量検体をハイスループット化して日本人の HLA-A，

- B，-C および-DRB1 遺伝子型を高精度で判定する

PCR-SSOP-Luminex(PCR-sequence specific oligonucleo-

tide probes-Luminex)法を開発した．共同研究者の Itoh

らは，この方法で日本人 BD 患者の HLA-A および -B

遺伝子の 4桁アリルタイピングを行い，その結果を報告

している11)12)
．この PCR-SSOP-Luminex 法を用いるこ

とで，HLA-A および -B 遺伝子の 4桁アリルタイピング

を 99.9％以上の正確な確率で迅速に行うことができ

た11)12)
．本研究では，Itoh らの報告をもとに，より多く

の BD 患者群および健常群を対象にして，PCR-SSOP-

Luminex 法を用いたHLA-A，-B 遺伝子のアリルタイピ

ングを行い，病型別(完全型，不全型)および症状別(眼

症状，皮膚症状，外陰部潰瘍)のアリル保有率を比較検

討した．

Ⅱ 対象と方法

横浜市立大学眼科または北海道大学眼科ぶどう膜外来

他にてBDと診断された患者 389 例を患者群として用い

た．対照には血縁関係が確認されない健常日本人 254 例

を用い健常群とした．患者群の内訳は男性 223 検体，女

性 166 検体，完全型 156 検体，不全型 212 検体，眼症状

316 検体，皮膚症状 326 検体，外陰部潰瘍 239 検体で

あった．HLA-B51 抗原陰性群でのアリル保有率の比較

ではアリルタイピングの結果において，HLA-B＊51 アリ

ル陰性と判定された検体を使用した．

本研究はすべての患者および健常者に対して，本研究

の趣旨および安全性と危険性について十分説明し，文書

による同意を得たうえで行った．また，本研究は横浜市

立大学医学部倫理委員会および北海道大学医学部倫理委

員会においてヒトゲノム・遺伝子研究として承認を受け

たものである．

末梢血よりゲノム DNA を抽出後，我々の既報11)の

PCR-SSOP-Luminex 法プロトコールに基づき，日本人

BD 患者と健常者の 4 桁アリルタイピングを行った．

BD 患者と健常者のアリル保有率を病型別(完全型，不

全型)，症状別(眼症状，皮膚症状，外陰部潰瘍)に分類

し，比較，検討した．また，BD と顕著な相関が報告さ

れている HLA-B＊51 アリルによる連鎖不平衡の影響を

除外するため，HLA-B＊51 アリルを保有しない患者と健

常者を対象にして再集計し，同様にHLAアリル保有率

を病型，症状別に比較，検討した．統計処理は Bonfer-

roni 補正法を用いFisher の p 検定により行った．

Ⅲ 結 果

�．患者群全体での比較(表 1，2)

患者群全体を健常群と比較すると，B＊5101 が従来の

報告どおり患者群で顕著に増加していた〔Pc(corrected

p value)＝8.09×10−13，OR(odds ratio)＝3.65〕．一方，

A＊3303，B＊5401 は患者群で有意に減少していた(A＊

3303：Pc＝0.031，OR＝0.46．B＊5401：Pc＝0.00086，

OR＝0.36)．

病型別でみると，完全型患者群では，A＊2601 と B＊

5101 が有意に増加しており(A＊2601：Pc＝0.0016，OR

＝2.54．B＊5101：Pc＝1.18×10−11，OR＝4.32)，A＊3303

と B＊5401 が有意に減少していた(A＊3303：Pc＝0.012，

OR＝0.29．B＊5401：Pc＝0.0072，OR＝0.27)．不全型

患者群では，B＊5101 が有意に増加し(Pc＝1.33×10−8，

OR＝3.38)，B＊5401 が有意に減少していた(Pc＝0.018，

OR＝0.36)．

症状別では，眼症状を有する患者群においてA＊2601

と B＊5101 が有意に増加し(A＊2601：Pc＝0.016，OR＝

2.03．B＊5101：Pc＝1.38×10−13，OR＝3.91)，A＊3303，

B＊5401 が有意に減少していた(A＊3303：Pc＝0.0060，

日眼会誌 112 巻 5 号452



OR＝0.38．B＊5401：Pc＝4.80×10−5，OR

＝0.26)．眼症状を欠く患者群では，B＊5101

が有意な増加を示した(Pc＝0.011，OR＝

2.70)．皮膚症状を有する患者群では，B＊

5101 が有意に増加しており(Pc＝1.36×

10−13，OR＝3.91)，B＊5401 が有意に減少

していた(Pc＝0.0016，OR＝0.35)．皮膚

症状を欠く患者群では，A＊2602 と B＊

5101 が有意に増加していた(A＊2602：Pc

＝0.010，OR＝5.48．B＊5101：Pc＝0.038，

OR＝2.63)．外陰部潰瘍を有する患者群で

は A＊2601，B＊5101 が有意に増加し(A＊

2601：Pc＝0.035，OR＝2.01．B＊5101：

Pc＝3.27×10−11，OR＝3.74)，A＊ 3303，

A＊5401 が有意に減少していた(A＊3303：

Pc＝0.029，OR＝0.41．B＊ 5401 ： Pc＝

0.024，OR＝0.39)．外陰部潰瘍を欠く患

者群では B＊5101 が有意に増加し(Pc＝

8.03×10−8，OR＝3.52)，B＊5401 が有意

な減少を示した(Pc＝0.017，OR＝0.30)．

�．HLA-B51 抗原陰性群での比較(表

3，4)

HLA-B51 抗原陰性群における比較では，

患者群で A＊2601 が有意に増加していた

(Pc＝0.0097，OR＝2.27)．HLA-B 遺伝子

では，有意な相関(増減)を示すアリルはみ

られなかった．

病型別でみると，完全型患者群で A＊

2601 が顕著に増加していたが (Pc＝

0.00067，OR＝3.30)，不全型患者群では，

A＊2601 は相対的に増加はしているもの

の，統計学的に有意には至っていなかっ

た．HLA-B 遺伝子では，病型別にみても，

HLA-B51 抗原陰性群の比較では有意な相

関を示すアリルはみられなかった．

症状別では，眼症状を有する患者群で，

A＊2601 が顕著に増加していた (Pc＝

0.0011，OR＝2.63)．皮膚症状および外陰

部潰瘍を有する患者群でもA＊2601 は有意

に増加していたが，HLA-B51 抗原陰性患

者群全体での有意差と同等であった(皮膚

症状：Pc＝0.014，OR＝2.32．外陰部潰

瘍：Pc＝0.025，OR＝2.33)．また，HLA-

A＊26 アリルのサブタイプである A＊2602

が眼症状を有する患者群および皮膚症状を

欠く患者群で有意に増加していた(眼症

状：Pc＝0.049，OR＝3.63．皮膚症状欠：

Pc＝0.0088，OR＝6.82)．一 方，HLA-B

遺伝子では，眼症状を有する群で B＊5401
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が有意に減少していた(Pc＝0.021，OR＝

0.34)．

Ⅳ 考 按

ヒト第 6染色体短腕部セントロメア側に位

置する HLA領域の各遺伝子座は，ヒト遺伝

子の中で最も多型性に富みアリル数が多い．

その主な構成遺伝子である HLA-A 座では

28 抗原 545 アリル，HLA-B 座では 59 抗原

894 アリル，HLA-DR 座では 24 抗原 580 ア

／リルが報告されている(IMGT／HLA Data-

／／ ／ ／ ／base：http:／／www.ebi.ac.uk／imgt／hla／)．

血清学的検査法を用いた HLA抗原の新たな

検出はもはや限界に近いが，遺伝子検査の普

及による遺伝子レベルの検索ではアリル数が

今もなお増加し続けている．HLAは自己-非

自己を識別する細胞膜表面分子で，抗原ペプ

チドを T 細胞に提示することで，免疫担当

細胞間の相互作用やその活性化に重要な役割

を担っている．そのため HLAは疾患発症の

感受性を規定する要因の一つと考えられてお

り，BD，1 型糖尿病，関節リウマチなど多

くの疾患でその感受性との関連が示唆されて

いる13)〜15)
．

HLA クラスⅠ遺伝子(HLA-A，-B，-C 遺

伝子)は，血清学的レベルでの多型性が高く，

DNA タイピング方法は不可避的に煩雑とな

る．HLA の各抗原およびアリルは人種や民

族によってその頻度が異なっている16)
．日本

人集団を対象とした HLAの各抗原やアリル

頻度の報告も多く，日本人に特徴的なアリル

やハプロタイプも報告されている17)〜19)
．こ

のため，世界中で報告されているすべてのア

リルを対象としてアリルレベルの判定を行う

には，多数のプローブが必要となり，PCR-

Luminex 法を用いた場合でも非常に複雑な

方法となってしまう．しかし，対象とするア

リルを日本人集団で報告されているものに限

定することにより，日本人の 4桁レベルのア

リルタイピングを迅速かつ高精度に行うこと

が可能となった11)
．

本研究において，HLA-A では 17 アリル，

HLA-B では 34 アリルが同定された．今回の

日本人の BD患者群および健常群のアリル頻

度は過去の報告と同様であった．日本人の BD 患者は

HLA-B＊5101 と顕著に相関していることが再確認され

た．また，患者群全体で有意に減少していた HLA-A＊

3303，HLA-B＊5401 は，HLA-B51 抗原陰性群で比較す

ると，その有意差は消失した．したがって，これらのア

リルと BD の有意な相関は HLA-B＊51 アリルとの遺伝

的連鎖不平衡による二次的な結果と考えられた．一方，

HLA-A＊2601 は HLA-B51 抗原陰性群の比較で，患者群

において有意な増加を示し，HLA-B＊51 アリルに連鎖す

ることなく BD 発症のリスクを上げていた．したがっ

平成 20 年 5 月 10 日 PCR-SSOP-Luminex 法を用いたBehçet 病患者の症状別HLA遺伝子解析・上石他 455
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て，HLA-A＊2601 は BD の発症および病態形成に関与

する HLA-B＊5101 以外の第二の疾患感受性遺伝子であ

る可能性が示唆された．近年，Mizuki らはギリシャ人

BD患者を対象にしたHLA遺伝子解析において，HLA-

A26 抗原陽性率が患者群で有意に上昇することを示し

ており，Mizuki らの結果は本研究の HLA-A＊2601 と

BDの有意な相関を支持するものである20)
．

患者群全体でみると，病型別解析で，完全型，不全型

ともに HLA-B＊5101 が有意に増加していたが，完全型

の方が顕著に増加していた．一方，HLA-A＊2601 は完

全型で有意に増加していたが，不全型では相関を示さな

かった．症状別解析では，HLA-B＊5101 は各症状の有無

にかかわらず有意に増加していたが，眼症状を欠く患者

群，皮膚症状を欠く患者群での相関は，他の患者群に比

して相対的に弱かった．一方，HLA-A＊2601 は眼症状

または外陰部潰瘍を有する患者群で有意に相関してい
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た．皮膚症状では，その有無にかかわらず HLA-A＊

2601 は相対的に増加していた．HLA-B51 抗原陰性群で

みると，HLA-A＊2601 は，完全型患者群や，眼症状を

有する患者群で特に有意に増加しており，それぞれの有

意差は HLA-B51 抗原陰性患者群全体での相関よりも強

固であった．また，HLA-A＊26 アリルの他のサブタイ

プである HLA-A＊2602 が眼症状を有する患者群および

皮膚症状を欠く患者群で有意に増加していた．

以上のことより，HLA-B＊5101 は，病型別，症状別解

析で若干の違いはあるものの，各病型，各症状群で同様

に増加しており，本病の発症および病態形成に本質的に

関与していると考えられた．一方，HLA-A＊26 アリル

(特に A＊2601)は特に完全型患者群や，眼症状を有する

患者群でより強く相関しており，本病発症および病態修

飾に影響を与えている可能性が考えられた．

Ⅴ 結 論

HLA-A＊26 アリル(特にA＊2601)は HLA-B＊5101 と遺

伝的連鎖不平衡はなく，HLA-B51 抗原陰性患者群で有

意に増加していた．特に完全型患者群や，眼症状を有す

る患者群で強く相関しており，本病の発症および病態修

飾にかかわる HLA-B＊5101 以外の第二の疾患感受性遺

伝子である可能性が考えられた．
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