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Individuals vary in their susceptibility to adverse reactions to medications, some of which can be potentially life-

threatening. Idiosyncratic drug toxicity (IDT) has been shown to be strongly associated to speciˆc polymorphisms in

genes encoding human leukocyte antigens (HLAs) by recent genome-wide association studies. However, the pathogenic

mechanisms governing such reactions remain unclariˆed, at least in part because of a lack of suitable experimental

animal models to assess IDT. This review describes our work on the speciˆc allele/drug combination of HLA-B57:01

and abacavir, an antiretroviral drug targeting the human immunodeˆciency virus. As abacavir is known to trigger an

HLA-dependent immune response, we engineered a transgenic mouse model―HLA-Tg―by partially substituting the

mouse HLA sequence for the corresponding human sequence. Local abacavir exposure was found to trigger a signiˆcant

immune response in an HLA-dependent manner, and oral administration induced liver injury partially via concurrent

activation of the innate immune system. Additionally, we developed a technique for evaluating structural alterations in

HLA complexes resulting from drug exposure based on phage display to ensure speciˆcity. Further scrutiny of the

mechanism(s) underlying drug-induced immune reactions using the HLA-Tg model, as well as enhanced methods for

predicting adverse event incidence, are anticipated to help resolve issues surrounding HLA-associated drug hypersen-

sitivity.

Key words―abacavir; human leukocyte antigen (HLA); idiosyncratic drug toxicity; phage display; transgenic mouse

model

1. はじめに

医薬品による副作用には，特定の遺伝子・環境の

違いによって現れる個人差が存在し，中には死亡例

も報告されている．それらの副作用を特異体質薬物

毒性（idiosyncratic drug toxicity; IDT）といい，医

薬品の開発段階で見い出すことは極めて困難であ

り，市販後に臨床で広く使用されて初めて明らかと

なることが大きな問題である．1)

近年のゲノムワイド関連解析から，IDT の発症

とヒト白血球抗原（human leukocyte antigen; HLA）

多型との関連が示唆されている．2) HLA は他の脊椎

動物に認められる主要組織適合遺伝子複合体

（major histocompatibility complex; MHC）に相当

し，クラスⅠ抗原（HLA-A, HLA-B, HLA-C）と

クラスⅡ抗原（HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR）に

分類される．HLA には多くの多型が存在し，免疫

的に自己と非自己を特徴づける膜タンパク質として

重要な役割を担っている．一方で，特定の HLA 分

子は薬物と相互作用することがあり，それが異常な

免疫反応を惹起すると考えられている．その最も代

表的な例が，HLA-B57:01 と抗 HIV 薬アバカビル

との関連であり，この多型を保有していることでア

バカビルによる過敏症発症のオッズ比が 900 倍以上

高まる．3) アバカビルは HLA-B57:01 分子内のペ

プチド結合サイトに直接結合することで，提示され

るペプチドのレパートリーが変化し，それを CD8＋

T 細胞が認識することで免疫を活性化する可能性が

提唱されている．4) その他の例として，HLA-B

15:02 と抗てんかん薬カルバマゼピンによるス
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Fig. 1. Schematic Representation of the Complex Structure
of the Human-murine Chimeric Human Leukocyte Antigen
(HLA) Class I

Only the a3 domain of the HLA molecule represents the mouse se-

quence, whereas the other domains represent the human counterparts. TCR:

T cell receptor. Image reproduced from Drug. Metab. Rev., 52(4), 540567

(2020), upon permission.
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ティーブンスジョンソン症候群（Stevens-Johnson

syndrome; SJS)/中毒性表皮壊死症（toxic epider-

mal necrolysis; TEN）や，HLA-B58:01 と高尿酸

血症治療薬アロプリノールによる SJS/TEN も，

HLA の関与した重篤な薬物副作用として看過でき

ない．5)

IDT の発症リスクを考えるうえで，HLA 多型の

重要性は認識されているが，どのようなメカニズム

でそれらの副作用が発症するのかは十分に解明され

ていない．その原因の 1 つとして，HLA 依存的な

薬物性の免疫応答を評価可能なモデルが存在しない

ことが挙げられ，メカニズム解明への突破口が開か

れていない状態であった．そこで筆者は，HLA 依

存的な薬物性の免疫応答を再現可能なモデルマウス

の作製を通して，薬物副作用の前向きな評価を試

み，発症メカニズムの探求を開始した．本総説で

は，筆者が行ったモデルマウスの作出からマウス体

内での HLA 依存的免疫反応の惹起について，特に

HLA-B57:01 とアバカビルの組み合わせに焦点を

絞って概説する．さらに，in vitro における副作用

予測に向けた試みとして，ファージディスプレイ法

を用いた HLA の構造的特性解析についても述べる．

2. ヒトマウスキメラ型 HLA 遺伝子導入マウ

スの作出

HLA 遺伝子導入マウスの作出に際して注意すべ

きは，単に目的の HLA を導入するだけではマウス

体内でその機能が十分に発揮されないということで

ある．つまり，ヒトで発現している HLA をマウス

に存在する免疫系に認識させることがポイントとな

る．HLA 遺伝子導入マウスの歴史や展望について

は筆者が別に総説としてまとめているので，そちら

を参照されたい．6)

HLA の ク ラ ス Ⅰ は a 鎖 と b2-microglobulin

(b2m）のヘテロ二量体として発現し，そこに提示

されたペプチドは CD8＋ T 細胞が認識する．その a

鎖は，3 つの細胞外ドメイン（a1, a2, a3）と，膜貫

通領域及び細胞内領域から構成されている．その中

で特に，a3 ドメインは CD8＋ T 細胞による認識に

重要な領域であり，HLA の a3 ドメインをマウス型

に置換することで，マウス体内で HLA が免疫的に

機能を発揮することが可能となる．7) そこで，

C57BL/6 マウスの MHC 領域（H-2Kd）から a3 ド

メインをクローニングし，ヒトの対応する領域へ置

換することで，ヒトマウスキメラ型 HLA-B57:01

遺伝子を構築した．

さらに，導入した HLA をマウスの細胞表面上で

安定的に発現させるために，ヒトの b2m を導入す

る必要がある．8) そこで，キメラ型 HLA とヒトの

b2m を共発現・共導入する方法は複数考えられる

が，翻訳時に細胞内のエンドペプチダーゼによって

消化されるポリシストロン配列（2A peptide 配列）

でつなぐこととした．2A peptide 配列を用いるこ

とで，理論上，HLA と b2m タンパク質を等量発現

させることが可能となる．よって，キメラ型 HLA

遺伝子とヒト b2m をピコルナウイルス由来の 2A

peptide 配列によってつなぎ，最終的に pCAGGS

ベクターに組み込み，マウスの全身で HLA が発現

できるコンストラクトとした（Fig. 1）．9) また，陰

性対照のコントロールとして，アバカビルとは結合

せず免疫的な活性化は引き起こさない HLA-B

57:01 とは 2 アミノ酸（114 Asp→Ans, 116 Ser→Tyr）

のみ異なる HLA-B57:03 について，10) その発現ベ

クターも併せて作製した．そして，構築したキメラ

型 HLAヒト b2m 遺伝子をマウス受精卵にイン
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Fig. 2. EŠect of Abacavir Exposure on Lymphocytes from Mice Harboring the Chimeric Human Leukocyte Antigen (HLA)
Increase in the ratio of (A) lymph node weight and (B) BrdU uptake in lymphocytes from HLA-B57:01-Tg (57:01), HLA-B57:03-Tg (57:03), or littermate

(LM) mice upon treatment with 25 mg/kg/d abacavir in vehicle (70％ DMSO). The increased ratio was calculated from values of the right ear (treated) and left ear

(untreated). Each bar represents the mean±S.E. of three independent experiments using a total of 418 mice, with numbers indicated below each bar. p＜0.01,

p＜0.001. N.S.: not signiˆcant. Data reproduced from Arch. Toxicol., 92(3), 11771188 (2018), upon permission.

Fig. 3. EŠect of Abacavir Exposure on CD4＋ and CD8＋ T Cell Proliferation from Mice Harboring the Chimeric Human Leukocyte
Antigen (HLA)

Percentage of BrdU＋ subpopulations among (A) CD4＋ and (B) CD8＋ T cells isolated from the lymph nodes of abacavir- (25 mg/kg/d) or vehicle- (70％

DMSO) treated HLA-B57:01-Tg (57:01), HLA-B57:03-Tg (57:03), or littermate (LM) mice. Each bar represents the mean±S.E. of three independent experi-

ments using a total of 4 or 5 mice, with numbers indicated below each bar. p＜0.01, p＜0.001. N.S.: not signiˆcant. Data reproduced from Arch. Toxicol.,

92(3), 11771188 (2018), upon permission.
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ジェクションし，HLA 遺伝子導入マウスを作出し

た．9) 以降，このキメラ型 HLA 遺伝子導入マウス

を HLA-Tg と表す．

3. HLA-Tg を用いた薬物性免疫応答の再現

HLA-B57:01-Tg が HLA 多型特異的にアバカビ

ルに対する免疫応答を示すことを確認するため，局

所リンパ節増殖試験（local lymph node assay;

LLNA）を行った．LLNA は，薬物や化合物のブ

ロモデオキシウリジン（BrdU）の取り込みなどを

指標に，薬物や化合物の感作誘導期における局所リ

ンパ球の増殖性を評価する皮膚感作性試験法であ

る．11) そこで，HLA-Tg の右耳に 3 日間連続でアバ

カビル（25 mg/kg/d）を曝露し，最終投与の 2 日

後に BrdU（0.5 mg）を腹腔内投与した．その 24

時間後に耳介リンパ節を摘出し，未処置の左耳由来

のそれと比較して，重量や BrdU 取り込みの割合を

評価した．その結果，HLA-B57:01-Tg では，左と

比べて右耳介リンパ節の重量やそこでの BrdU 取り

込み量が有意に上昇したが，そのような変化は溶媒

のみの投与群や同腹仔（littermate; LM), HLA-B

57:03-Tg では認められなかった（Fig. 2）．9)

次に，BrdU 取り込みが亢進したリンパ球のサブ

セットを明らかとすべく，CD4＋ T 細胞，CD8＋ T

細胞についてそれぞれ BrdU 取り込み量の変化を評

価したところ，CD8＋ T 細胞については HLA-B

57:01-Tg でアバカビルの曝露時に有意に上昇する

ことが明らかとなった（Fig. 3）．9) また，これまで

の報告から，アバカビルに反応する CD8＋ T 細胞

クローンは，IL-2 や IFN-g といった Th1 型サイト

カインの放出が盛んであることが示されている．12)
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そこで，HLA-B57:01-Tg 由来の CD8＋ T 細胞に

対してもアバカビルの曝露時に同様にこれらのサイ

トカインの発現量が上昇するかフローサイトメト

リーによって評価した．その結果，確かに IL-2 や

IFN-g 陽性の CD8＋ T 細胞の割合が上昇している

ことが明らかとなり，9) ヒトで起こる免疫応答の再

現ができる環境が整ったものと考えられる．

HLA を介したアバカビルによる免疫応答に関す

るマウスモデルは筆者が世界に先駆けて報告した

が，その数ヵ月後には米国 NIH のグループも

HLA-B57:01-Tg モデルを発表し（筆者と同様にヒ

トマウスキメラ型 HLA を導入している），アバカ

ビルによる CD8＋ T 細胞の活性化に代表される顕

著な免疫反応の惹起に成功している．13) この研究か

ら，筆者の作製したモデルの妥当性が担保されたの

みならず，世界的に HLA-Tg を用いた薬物副作用

研究が行われつつあることが窺われる．

4. 自然免疫系の活性化を介した HLA-Tg にお

ける薬物性肝障害の惹起

上述の検討は，皮膚局所に曝露した際の影響を評

価したものであったが，アバカビルは経口投与され

る抗 HIV 薬であるため，経口投与時にも免疫的な

反応が認められるのか検討を進めることとした．

HLA-Tg に重量比として 1％のアバカビルの混餌を

一週間与え続け，獲得免疫の指標であるエフェク

ターメモリー CD8＋ T 細胞（CD44highCD62Llow）

の割合を評価した．その結果，HLA-B57:01-Tg で

は，アバカビルの経口投与によって有意にリンパ節

や脾臓中のエフェクターメモリー CD8＋ T 細胞の

割合が増加し，ナイーブ CD8＋ T 細胞（CD44low

CD62Lhigh）の割合が減少したが，そのような影響

は HLA-B57:03-Tg や LM では観察されなかっ

た．9) よって，HLA-B57:01-Tg 特異的にアバカビ

ルの投与によって獲得免疫が亢進したことが示唆さ

れた．しかし，ヒトで認められるような顕著な薬疹

様症状は認められなかった．消化管や異物の解毒に

はたらく肝臓などでは高用量のアバカビルにさらさ

れていると考えられるが，目立った症状は観察され

なかったことから，経口投与時の免疫反応の誘起に

は他の要因が必要であると考えられた．

免疫が介在した IDT の発症に自然免疫系が重要

な役割を担い，獲得免疫反応にもつながっているこ

とがよく知られている．自然免疫は一般に，

pathogen-associated molecular patterns (PAMPs）

や damage-associated molecular patterns (DAMPs）

といった因子を介して活性化され，病原体への感染

状態などが関与する．アバカビルの投与を受けてい

る患者は HIV に感染しているため，過敏症の発症

には炎症状態などの環境因子が関与する可能性もあ

る．よって，マウスモデルでヒトで生じる IDT を

再現するためには，そのような環境要因も考慮する

必要があると考えられた．

そこで着目したのが，Toll 様受容体（Toll-like

receptor; TLR）のリガンドである．中でも TLR4

リガンドや TLR9 リガンドは，炎症や自然免疫系

を活性化することで薬物反応や自己免疫疾患をマウ

スで誘発させることが示されている．14) したがっ

て，筆者の構築した HLA-B57:01-Tg において

も，自然免疫系を惹起させることで肝臓における免

疫活性化を確認可能か検証した．筆者は，TLR9 リ

ガ ン ド で あ る CpG-oligodeoxynucleotide ( CpG-

ODN）をアバカビルの経口投与初日から一日おき

に 3 回腹腔内に投与し，肝障害や肝臓における免疫

反応について評価した．その結果，アバカビルの投

与開始 7 日後付近で HLA-B57:01-Tg では顕著に

アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）の上

昇が認められ，肝障害が起きていることが示唆され

たが，HLA-B57:03-Tg では観察されなかった．15)

また，アバカビルの投与開始 7 日後時点での肝臓を

採取して免疫染色を行ったところ，HLA-B

57:01-Tg において CpG-ODN の併用群では CD8＋

T 細胞の浸潤が認められた．15) これらの結果から，

（特に TLR9 を介した）自然免疫系を活性化させる

ことで HLA 依存的な薬物性の肝障害反応を誘発で

きることが示唆され，自然免疫などの環境要因が

IDT の発症に重要となる可能性が想定された．

5. ファージディスプレイ法を用いた薬物曝露時

の構造変化した HLA の検出

HLA 依存的な薬物副作用の発症を予測する方法

論を確立することも重要な課題である．特定の

HLA 多型分子と薬物との相互作用が引き金となっ

て免疫細胞の活性化につながると考えられているた

め，特定の HLA 多型を保有していれば，標的とな

る組織・細胞に被験薬物が曝露されることで，通常

とは異なる抗原（異常抗原）の提示が起こり，それ

が毒性を惹起することが推察される．しかし，無数
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Fig. 4. Structure of a M13 Phage Expressing the Human Antibody Heavy Chain Variable Region (VH)
VH is genetically fused to gene III of the M13 phage. The amino acid sequence of the VH region is written below. Lowercase italics represent the variable amino

acid residues in the human antibodies. Underlined (solid) letters represent the variable amino acid residues in the phage library. Reproduced with permission from

Biol. Pharm. Bull., 43(6), 10071015 (2020). Copyright 2020 from The Pharmaceutical Society of Japan.

Fig. 5. Schematic Diagram of Flow Cytometric Evaluation of
the A‹nity of the Phage Antibodies to HLA-B57:01 Struc-
turally Altered by Abacavir

HLA-B57:01-transfected HeLa cells cultured with abacavir (100 mM,

ˆlled chart and solid line) or without abacavir (empty chart and dotted line)

for 24 h were incubated with the acquired phage antibody. Binding phages

were detected with an anti-M13 antibody using ‰ow cytometry. Overlaid im-

ages of the data with or without abacavir are shown. Modiˆed and

reproduced with permission from illustration on the cover of Biol. Pharm.

Bull., 43(6). Copyright 2020 from The Pharmaceutical Society of Japan.
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に存在する個々のペプチドを同定して副作用発現リ

スクを予測することは非現実的である．そこで，い

かなる HLA 多型・組織・薬物の組み合わせであっ

ても予測可能となる in vitro スクリーニング基盤が

必要ではないかと考えた．

そこで着目したのが，抗体スクリーニングに汎用

されているファージディスプレイ法であり，特定の

HLA 分子に異常抗原が発現しているか否かを，そ

れらを認識する特異的な抗体の出現可能性によって

評価しようと試みた．特定の HLA 分子に薬物が結

合することで HLA 複合体が構造的に変化するはず

であり，それを特異的なファージの濃縮によって捉

えることを目的とした．ここでは，抗体部分の相補

性決定領域（complementarity determining region;

CDR）がランダム化されたヒト抗体重鎖可変領域

フラグメント（VH）を提示する M13 ファージのラ

イブラリを使用した（Fig. 4）．16) まず，HeLa 細胞

に HLA-B57:01 を発現させ，そこから免疫沈降法

によって回収した HLA 複合体をビーズに固相化し

た．その後，ファージのライブラリから HLA に結

合するものをアフィニティパニングのサイクルを繰

り返すことで取得した．その結果，4 種類のファー

ジクローンが再現性よく回収されることが分かり，

そのうち 3 つは HLA-B57:01 複合体に対する親和

性を有していることがフローサイトメトリーによっ

て確認された．17)

次に，これらのファージ抗体がアバカビルの曝露

時に変化した HLA-B57:01 複合体に対してどのよ

うに認識性を変えるか検討した．すると，これら 3

つのクローンはすべて，アバカビルの曝露を受けた

HLA-B57:01 複合体に対してより高い親和性を示

すことが明らかとなった（Fig. 5）．17) 取得したもの

すべてにおいて親和性が増大した理由は不明だが，

結果として，ファージディスプレイ法を用いて間接

的に薬物曝露に伴う HLA 複合体の構造変化を捉え

ることが可能だと示唆された．一方で，陰性対照の

HLA-B57:03 を用いて同様の検討を行ったところ，

HLA-B57:01 を認識可能なファージ抗体と同一の

ものが取得されたが，これらはアバカビルの有無で

HLA-B57:03 に対する親和性が変化しなかったこ

とから，結合親和性の変化は HLA-B57:01 とアバ
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カビルの相互作用依存的であると考えられる．17) こ

れらの結果から，薬物曝露に伴う HLA 複合体の構

造変化を検出する上で，ファージディスプレイ法が

有用であることが示され，医薬品開発における副作

用発症の予測へと活用されることが期待される．

6. おわりに

HLA-Tg による IDT の再現モデルの作製や HLA

の構造変化を捉えることによる副作用予測法の立案

について，筆者の成果を中心に概説した．HLA-Tg

によって，HLA 依存的な薬物反応が認められるこ

とは明らかとなったが，解明しなければならない問

題点は山積みである．その 1 つとして，副作用発現

の組織特異性がある．HLA 依存的な薬物副作用は

SJS や TEN に代表されるように，皮膚組織を中心

として発症する．ゆえに，その背景には薬物動態

的・免疫的な理由があると考えられ，これからの検

討課題である．さらには，特定の HLA 多型を有し

ているからといって，かならずしも薬物副作用を発

症するわけではない点も考慮しなければならない．

アバカビルによる過敏症の発症頻度は HLA-B

57:01 保有の患者の約半数程度である．18) ゆえに，

HLA 以外の遺伝的要因や環境要因の関与が疑われ

る．アバカビルの投与を受ける患者は HIV を患っ

ており，背景として CD4＋ T 細胞の数が低下して

いることから，その程度の違いが発症の有無を分け

ているいるのかもしれない．ほかにも，免疫反応に

ブレーキをかける抑制性免疫（寛容系）の個人差も

考慮する必要があると考えている．多くの課題が残

されているが，HLA-Tg モデルを用いた副作用の

評価が前向きに可能となったことから，発症機序が

浮き彫りになるのもそれほど遠い未来ではないだろ

う．
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