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角膜移植での DNA解析 による主要組織適合性抗原

(human leukocyte antigen:以 下,HLA)ク ラス II抗

原タイビングの有用性について検討を行った。始めにア

イバンク眼球の各組織か らDNAの 抽出,polymerase

chain reaction(PCR)法
`こ

よるDRB l,DQBl,DPBl

抗原 の増 幅,お よび restriction fragment length

polymorphism(RFLP)法 による各抗原のタイピングを

行った。その結果,水晶体を除 くすべての組織からDNA
の抽出,増幅,タ イビングが可能であったが,虹彩,脈絡膜

では反応液を希釈する必要があった。次に,角膜移植に使

用された ドナー,レ シピエン ト角膜 7組でのタイビング
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を行った.全例でタイビングが可能で,角膜を材料 とした

DNA‐ HLAタ イビングは,リ ンパ球からのタイピング

の結果 と完全 に一致 した。以上か ら,眼組織 において

DNA‐HLAタ イビングが可能であることが示 された。

本方法は,ド ナーからの採血を要せず,溶血に影響 されに

くく,かつ精度が高いことから,角膜移植における HLA
マッチングを検討する上で有用 と思われた。(日 眼会誌

99: 1248-1253,1995)
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Abstract
DNA-HLA (human leukocyte antigen) typing was used for the corneal transplantation (n:7). HLA

performed for ocular tissues in order to determine class [I antigens can be determined in both the
the usefulness of the method in corneal transplanta- donor and recipient corneal samples, and the results

tion. Each type of ocular tissue was dissected from of recipients' HLA typing were the same as those

eye bank eyes (n:3). DNA was extracted, and determined using the blood samples. These results

HLA-DRBI, DQBI, and DPB1 genes were amplifled indicate that the DNA-HLA typing can be used for
using PCR (polymerase chain reaction) method. ocular tissues. Since DNA-HLA typing is more

DNA can be extracted and amplified from each accurate than the conventional serological typing,
ocular tissue except for the crystalline lens, but the method is promising for the study of HLA class

DNA from iris and choroid can be amplified only II typing in corneal transplantation. (J Jpn Oph-

after diluting the samples 10 to 100 times. HLA class thalmol Soc 99 : 1248-1253, 1995)

II antigens were successfully determined in these

ocular tissues by the RFLP (restriction fragment Key wards: Corneal transplantation, HLA, DNA,
length polymorphism) method. The method was PCR-RFLP analysis

applied to the corneal tissues of donor and recipient
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I緒  言

角膜移植後の移植片混濁の最大の原因は拒絶反応であ

り,現在までのところ,そ の予防はステロイド剤点眼を中

心 とした免疫抑制剤により行われている。他臓器移植で

は,免疫抑制療法と並んで主要組織適合抗原 (human leu―

kocyte antigen,HLA)の マッチングが有用であること

が報告
1)2)さ れている。角膜移植においてもHLAの マッ

チングの有用性についての検討がなされているが,そ の

効果については相反する結果が報告されている。すなわ

ち,HLAク ラス I,ク ラスII抗原のマッチングにより拒

絶片の透明性維持が促進されたという報告
3)～ 8)が ある半

面,こ れを否定する報告9)～ 11)も ある。

これまでの角膜移植におけるHLAタ ィピングは,す

べて血清学的な方法によって行われてきた。この方法は

技術的にはかなり完成されているものの,角膜移植に応

用するにはいくつかの欠点がある。すなわち,① 20～30

ccの採血を必要とする。レシピエントの採血は容易であ

るが,ド ナーからの採血は技術的にも難しく,ま た,現在

アメリカでウイルス感染の検索のために行われている心

臓や大腿部からの採血は遺族の了承を得る上でも支障が

ある12).② 血清学的なタイピングは,溶血によって精度

が低下する。角膜移植の場合には,死亡してから眼球摘出

まで 12時間以上 となることも珍しくなく,か なりの頻度

で溶血を起こす。③ 溶血がなくとも,血清学的なタイピ

ングでは判定できない抗原がある。特に,D related HLA

locus in human(DR)抗原などのタイプII抗原の判定は

精度が落ちる。

近年,組織のDNAか ら直接 HLA抗原を判定する方

法が開発された13)14)。 この方法は,わ ずかな材料からタイ

ピングが可能で,血液に限らずあらゆる組織に応用可能

である。また,そ の精度は血清学的方法より優れてお り,

腎移植における報告では,そ の差は25%に も及ぶとされ

ている15)。

我々は,角膜移植におけるHLAマ ッチングの

意義が明らかにならない原因の一つが,上記の血清学的

タイピングの欠点に起因するのではないかとの仮説を立

てた。今回は第一段階として,眼組織を材料とした HLA―

DNAタ イピングの有効性について検討を行った。

II実 験 方 法

1.材  料

1)ア イバンク眼球を用いての検討

3例 5眼のアイバ ンク眼球 を用いて,ど の眼組織が

DNA―HLAタ イピングを行 う上で適 しているかを検討

した.ア イバンク眼球は,米国アイバンクか ら内皮細胞の

不良などのために移植 に適 さないと判定 され,モ イス ト

チェンバーで 4°Cで保存,搬 送 された もの を用いた。ド

ナーの年齢 ,性別は 71歳男性,87歳女性,55歳男性で,保

存時間 は各々156,109,173時 間であった。これ らの眼球

を無菌条件下で結膜,角膜上皮,角膜実質 (内皮細胞 を含

む),強膜,外眼筋,虹彩,水 晶体,硝子体,脈絡膜,網膜,視

神経の各部分に分け,そ れぞれをマイクロチューブに入

れて-80° Cで保存した.

2)ド ナー,レ シピエン トの HLAタ イピング

実際に角膜移植に使用 された ドナー,レ シピエン トの

角膜およびその周辺部組織か ら HLA‐DNAタ イピング

が行えるかを検討した。ドナーは,角膜移植 に使用する目

的で強角膜保存で米国アイバ ンクから輸送 された 7眼

で,レ シピエントはその ドナー角膜を移植 されたもので

ある。各々の年齢,性別,そ の他の所見を表 1に示す。今回

検討 した レシピエントで術後に拒絶反応を発症 したのは

症例 1の みであった。

ドナー強角膜片の中央部 を移植に使用 した後,周辺部

組織をマイクロチューブに入れ,-80℃で保存 した.レ シ

ピエン トに関しては,角膜移植の際に打ち抜かれた中央

部角膜 を 1/4に 分割 した ものを同様に冷凍保存 した。こ

れらの組織から,DNAの 抽出 と増幅,お よび HLAタ イ

ピングを行った.ま た,レ シピエン トの採血 を行い,末梢

血中の リンパ球を材料に DNAタ イピングと血清学的タ

イピングの双方を行い,結果 を比較した.

2.HLA‐ DNAタ イピング

1)DNAの 抽出と増幅

各々の組織の重量を測定 した後,常温下で細切 し,プ ロ

テイナーゼ Kで除タンパ クした。その後,ク ロロホルム/

エタノールで DNAの抽出を行い,得 られた DNA量 を

測定し,各組織ごとの重量あた りの DNA量 を求めた。解

表 1 ドナー,レ シピエントの臨床所見

ド   ナ レ シ ピ エ ン ト
症例

年齢 性別  保存液 保存時間 (時間)年齢 性別  原 疾 患  拒絶反応
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析 に十分なDNA量 が得 られた場合には,HLAク ラス

II遺伝子であるDRB l,DQBl,DPB lの 各遺伝子領域

を polymerase chain reaction(PCR)法 により増幅 した。

PCRの条件は,96°C,1分 ,56°C,1分 ,72° C,2分を 30サ

イクル繰 り返 した。得 られた PCR産物 をアガロースゲ

ルで電気泳動を行って,目 的 とする領域の増幅が行われ

ているかを検討した。

2)Restriction fraglllent length polyl■ orphism(RF‐

LP),去

HLAタ イピングは,RFLP法 により行った。この方法

は,各遺伝子領域に対 する PCR産物 に対 して行 うタイ

ピングで,anele特異的な塩基配列を認識,切断する制限

酵素 を用いて,切断されるパターンを電気泳動によって

検出 してタイプを決定する方法である13)“ ).今 回用いた

制限酵素を以下に示す。

DRB l:Hac II,SfaNI,Ava II,Sac II,Fok I,Pst I,

KpN I,Bsp 1286 1,Hph I,Cfr 13 1,Hinf I,Mnl I

DQBl:Hae III,BssH II,Apa I,Acy I,Hae II,Hpa

II,Rsa I,Bsp 1286 1,SfaN I

DPB l:Bsp 1286 1,BssH II,Cfr 13 1,Dde I,EcoN I,

目限会誌、 99巻  11号

Fok I,Rsa I

III 結  果

1.アイバンク眼球を用いた検討

表 2に各組織ごとおよび組織重量あたりの抽出 DNA
量を示す。水晶体では十分なDNAが得られなかったが,

その他の組織では十分な量のDNAが得られた。重量あ

表 2 各眼組織からの抽出 DNA量

組織
平均組織重量

(g)

平均 DNA量
(μ g)

DNA量 /組織重量
(μ g/g)

結膜

角膜上皮

角膜実質

外眼筋

強膜

虹彩

水晶体

硝子体

脈絡膜

網膜

視神経

0.06
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図 1 各眼組織での DPBl遺伝子の増幅 .

ほとんどの組織では polymerase chain reaction(PCR)で遺伝子増幅が可能であったが,水晶体および虹彩 と

脈絡膜においては増幅できなかった.

l 脈絡 膜 l.虹 彩 2.脈 絡 膜 2.虹 彩
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図 2 ぶどう膜組織からの DNA抽 出液の希釈 とDPBl遺伝子の増幅 .

虹彩では 10倍以上,脈絡膜では 50～ 100倍に希釈することで遺伝子の増幅が可能 となった。
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表 3 アイバンク眼球からの HLAク ラス II DNAタ イ

ビング

角膜移植とDNA‐ HLAタ イピング・島崎他 1251

いたものが 1例であった。

IV考  按

今回,眼組織 を材料 とするHLAの DNAタ イピング

を行い,角膜を始めとする各組織からタイピングが可能

であることが示された。今回用いたDNAタ イピングは,

遺伝的多型性を塩基配列レベルで直接調べるために,従

来のエピトープを認識する方法に比べてより鋭敏で正確

な方法である。本方法では,ド ナーからの生前または死後

の採血が不要であり,眼球摘出の際に通常の業務 と変わ

らない手間で材料の採取が可能 となる。本方法は,2日 以

内で解析が可能であり,強角膜保存 と併用すれば,実際の

角膜移植に応用するための時間的制限は十分にクリアー

できる。費用の面では,今回行った方法では 1つの抗原タ

イピングあたり1万円程度を要した.当然ながら,1例ず

つ解析するよりも多数例を一度に解析する方が経済的で

あることから,将来実用化される際には各アイバンクで

解析するよりも 1か所に材料を集めて行う方が効率的で

あると思われた。

DNA‐HLAタ イピングの材料 としては,細胞成分の少

ない水晶体を除いてすべての組織が使用可能であった。

ただし,虹彩,脈絡膜には比較的多量のDNAが含 まれて

いたのにもかかわらず,PCRに よる増幅には材料を希釈

する必要があった。これは組織に含まれているメラエン

色素が PCRに 対 して阻害的に働いたためと推測 され

た。メラニンが PCR反応を阻害するという報告は,眼科

領域では著者の渉猟 した限りこれまでないが,法医学で

毛髪からの HLAタ イピングについて検討した論文で同

様の報告16)が ある。実際にアイバンクの業務 として本方

法を行うにあたっては,結膜を含む眼周囲の結合組織を

用いるか,手術用セルローススポンジに血液を吸着させ

て材料とするのが実際的ではないかと思われた。

今回,HLA‐ DNAタ イピングでは血清学的タイピング

に比べ,ク ラスII抗原を全例で解析可能であり,か つ,各

M1234
ら
∠

6 TssM5

● 299bp

図 3 PCR‐ RFLP(restriction fragment length polymorphism)法 による HLAク ラス IIタ イビング.

角膜実質組織を材料としてDPB l遺伝子のタイピングの 1例 を示す。制限酵素による反応から,こ の例で

は0401/0901の タイプであることが示された.

20

サ ンプル DRBl DQBl DPBl

1304/1304

1501/1501

0407/0408

0301/0301

0602/0603

0301/0302

0401/0402

0401/0901

0401/0402

たりの DNA量では,網膜が最も多く(2,100 μg/g),次 い

で脈絡膜,虹彩の順であった。

DNAが 採 取 された各組 織 について,PCRに よ り

DPB l遺伝子の増幅を行ったところ,虹彩 と脈絡膜では

増幅が行 えなかった(図 1)。 しかし,材料を希釈 して再度

PCRを 行った ところ,虹 彩 で は約 10倍,脈 絡膜 では

50～100倍 に希釈することで増幅が可能 となった(図

2).角 膜実質を材料として RFLP法 によるタイピング

を行った ところ,い ずれの眼球からもタイピングが可能

であった (図 3,表 3)。

2.ド ナー,レ シピエン トの HLAタ イビング

表 4に 検討 した ドナー,レ シピエン ト角膜 か らの

HLAタ ィ ピングの結果 を示す。いずれの材料 からも

HLAタ イピングが可能であった。レシピエ ン ト角膜を

材料 とした HLA‐DNAタ イピングの結果 は,末血 リン

パ球を材料 としたDNAタ イピングの結果 と全 く同じで

あった。末血 リンパ球を材料 とした 7例での DR,DQ全
14抗原の血清学的タイピングの結果をDNAタ イピン

グの結果 と比較すると,血清学的方法でのミスタイピン

グが 3抗原 (DRl,DQ2)あ り,血清学的タイピングで決

定できなかった抗原が 1抗原 (DQ)あ った。

ドナー とレシピエン トの DNAタ イピングによる

HLAマ ッチングの結果を比較すると,対立遺伝子のう

ち,2つ が一致していたものが DR抗原で 1例,1つ が一

致していた ものがDR,DQ,DP抗 原で,そ れぞれ 1,1,

3例であった。拒絶反応を発症 した症例 1を含め,全 く

マッチングのないものが 3例,DR抗原が完全一致 して

いたものが 1例,DR,DQ,DP抗 原が 1つ ずつ一致して
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表 4 ドナー,レ シピエン トの DNAお よび血清学的 HLAタ イピング

DNAタ イピング
(上 :末梢血,下 :角膜 )

末梢血よりの血清学的タイピング ドナーHLAタ イピング -?v1->7'
症例

DRB DQB DPB   A   B   C  DR DRw DQw  DRB    DQB    DPB   DR DQ DP

1405/1502 05031/0601 05031/0901

1405/1502 05031/0601 0501/0901
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抗原のサブタイプの決定を行 うことができた。腎移植な

どにおいては,こ のサブタイプの差が移植成績に影響を

与えることが明らかとなってお り17),角 膜移植において

もDNA‐HLAタ イピングによる精密な解析により,従

来明らかとならなかった HLAマ ッチングの有用性が明

らかとなる可能性がある。角膜移植においては,HLAの
マッチングによる移植片生着の効果がはっきりせず,か

つ,ク ラス I抗原とクラスII抗原のうち,どの抗原をマッ

チングさせることが有用なのかについても定説がない。

一般に移植免疫では,HLAク ラス II抗原が Tリ ンパ球

(CD4+)に認識されることが拒絶反応の発症に重要で

あるとされてお り,ク ラスII抗原をマッチングさせるこ

とが理論的に有効 と考えられる。角膜移植においては,こ

れまでクラス Iマ ッチングの効果について検討した報告

が多 く,ク ラスII抗原はDR抗原での検討が行われてい

るに過ぎなぃ18)。 これは,従来の血清学的なタイピングが

クラスII抗原のタイピングについては十分な精度をもっ

て行えないことに起因している。先頃発表された HLA
マッチングの効果を否定するアメリカでのプロスペク

ティブスタディーにおいても,ク ラスII抗原はDR抗原

のみしか調べられておらず,し かもその一部は溶血のた

めに判定が困難であったと報告
11)さ れている。そのため,

本当にHLAク ラスII抗原のマッチングが角膜移植にお

いて有用性がないかどうかの判定には,本研究で用いた

DNA‐HLAタ イピングの結果 を待たなければならない

と思われる。

今回は,実際の検体については少数例で解析 したのみ

であり,HLAク ラスIIマ ッチングと拒絶反応発症 との

関連については,今後の多数例での結果を待たなければ

N/T:not tested,BL:blank
*:DNAタ イピングで検出されたのに対し,血清学的には検出されなかったタイプ

料 :DNAタ イピングの結果と異なる血清学的タイピングの結果を得たもの

ならない。現在当施設において,こ れまでに角膜移植を施

行 した症例のサンプルを基に検討中である。

この論文の要旨は,第 98回 日本眼科学会総会において発表

した。本論文は,平成 5年度厚生省厚生科学研究「DNA解析

を用いたアイバンクにおける組織適合性抗原の有用性」(班

長 :島崎 潤),お よび日本眼球銀行協会「角膜移植について

のシステム作り」(班長 :木下 茂)の研究補助を受けた.
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