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研究成果の概要（和文）：ABO式血液型が赤血球膜表面に発現している動物は我々ヒトと類人猿だけであり、そ
の他の哺乳類では発現していない。進化的に獲得したものと想像されるこの動物種に特徴的な発現メカニズムを
解明する目的で、血球系でのABO式血液型抗原の発現に関わるFUT1遺伝子の転写制御に着目し、赤白血病細胞株
を対象に、ヒトと類人猿に特徴的な配列の1つである3つあるプロモーターのうちの1つにあるAlu配列をターゲッ
トとし遺伝子改変ツールCRISPR-Cas9によるノックアウトを試みたが、現在までにFUT1プロモーター内Alu配列ノ
ックアウト細胞株は得られていない。

研究成果の概要（英文）：ABO antigens are histo-blood group antigens and these antigens are detected 
only on human and anthropoid apes, that is, ABO are not blood group antigens in other mammals. In 
this research project, to elucidate the mechanism of perhaps evolutionally acquired some 
species-specific tissue distribution pattern, we focused on the transcriptional regulation of the 
FUT1 that regulated the expression of the H and therefore A and B antigens in erythroid lineage. We 
tried to knock out an Alu element, that is one of specific repetitive sequences to human and 
anthropoid apes of those erythrocytes carried no ABO antigens, resided in the second one of three 
FUT1 promoters by CRISPR-Cas9 system in the erythroleukemia cell lines. However, we can not any Alu 
element knock-out clones so far.

研究分野：法医遺伝学

キーワード： ABO式血液型　　　転写調節　　FUT1　　ゲノム編集　種間変異

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ABO式血液型は、人で最初に見いだされたメンデル遺伝形質であり、輸血医学や法医学の分野で重要な役割を果
たしてきた最も代表的な血液型である。この血液型が血液（赤血球膜）に認められる動物が、実は自分たちヒト
を含む一部の動物種に限られているという現象は非常に興味深く、そのメカニズムを解明することが出来れば、
学術的にも社会的にも意義のある研究成果であると考える。しかしながら、今回用いた実験的なアプローチでは
残念ながら解明することが出来なかった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
(1)組織抗原としてのABO式血液型抗原 
ABO（H）抗原はヒトの赤血球膜表面に存在する、いわゆる「血液型抗原」として発見され
た後、唾液を含む多くの組織にも発現していることが示されたが、赤血球に存在するのは、ヒ
トとチンパンジー、ゴリラ等の類人猿だけである。興味深いことに、ABO 抗原は進化的にヒト
に近い種ほど発現する組織が多く（表１）、進化の物差しでみると赤血球での発現を獲得したの
はかなり最近のことであると考えられ、血液型抗原というよりは組織抗原として取り扱われる
べきという見解もある。 
表１ ABO抗原の組織発現の種間差 

脊椎動物種（例） 粘膜 上皮 神経受容
体 

血管内
皮 
赤血球 

両生類（カエル） + - - - - 
爬虫類（ヘビ） + - - - - 

サル以外の哺乳類（ネズミ） + + + - - 
新世界サル + + + - - 
旧世界ザル + + + + - 
ヒト・類人猿 + + + + + 

 
糖鎖抗原であるABO抗原は、いくつかの糖転移酵素が連続的に作用した産物である。A抗原と
B 抗原は O(H)抗原から作られるが、H 抗原は、我々ヒトでは、相同性は高いが基質特異性と
組織発現が異なる H 酵素と Se 酵素という 2 つのフコース転移酵素の働きで合成される。H 酵
素は赤血球と血管内皮、Se 酵素は唾液などの体液や外分泌上皮での発現を担っている。これら
はそれぞれ FUT1 遺伝子と FUT2 遺伝子によりコードされている。 
(2)FUT1 の転写調節機構について 
我々は、FUT1 の転写制御機構に着目し、3 つの転写開始点を利用した選択的スプライシン
グで生じる多様な cDNA が、組織・発生段階特異的に発現し、各転写開始点の上流の領域には
転写活性があり、赤血球系細胞では分化によって転写開始点が下流側に変化し、分化度に特異
的な FUT1 の発現が独立した 3 つのプロモーターによって制御されていることを報告した 1。
また、2 番目のプロモーター（プロモーター2、イントロン 1 にあたる）には、37 bp のミニサ
テライト、Alu 配列、Long Terminal Repeat (LTR)といういずれも繰り返し配列があり、転写
開始点は LTR の中にあった 2。我々は、種特異的な発現を理解するためにラットの FUT1 ホモ
ログについて調べ、ラットでも細胞の分化度によって転写産物が異なること、ラットホモログ
のプロモーター領域はヒトの赤白血病細胞株では転写活性を示さないことを報告した 3。 
 
２．研究の目的 
本研究では、なぜ、他の哺乳類では発現していないのに、ヒトと類人猿だけで ABO 抗原が



赤血球膜表面に発現しているのか、そのメカニズムを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) FUT1 の相同領域の種間相違について調べるため、NCBI が提供する HomoloGene 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene/)を用い類人猿の配列を抽出し比較した。 
(2) プロモーター内 Alu 配列のノックアウトについては、遺伝子改変ツール CRISPR-Cas9
（クリスパー・キャスナイン）を用いた。具体的には、Alu 配列に特異的に結合する４種類の
guideRNA をデザイン、合成し（図１）、それぞれあるいは２つの組み合わせで、Cas9 たんぱ
くと共に、リポフェクショ
ン法（Lipofectamine）ま
たはエレクトロポレーショ
ン法 (Neon)を用いて、赤
白血病細胞株 HEL に導入
し た 。 コ ン ト ロ ー ル
guideRNA として HPRT1 
(hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1)遺伝子を用いて条件検討をおこなった。シングルコ
ロニー単離前の標的部位での切断効率の確認は、専用キット（GeneArt Genomic Cleavage 
Detection Kit, Guide-it Mutation Detection Kit）を用いておこなった。 
 
４．研究成果 
(1) 霊長類の FUT1 の相同領域の種間相違については、以前予想していた 3 つのプロモーター
のうち、上流から 2 つ目のプロモーター内に存在するリピート配列である、ミニサテライト、
Alu 配列、LTR が赤血球での発現の有無と関連があるものと考えられた。この結果から、Alu
配列をノックアウトのターゲットとすることにした。 
(2) 赤白血病細胞株 HEL での CRISPR-Cas9 による Alu 配列のノックアウトについて、リポフ
ェクションでは切断効率が悪かったため、エレクトロポレーション法に切り替え導入をおこな
った。HEL 細胞を用いた CRISPR-Cas9 の導入条件は文献検索をおこなっても得られなかった
ため、コントロール guideRNA である HPRT1 を用い条件検討をおこなったが、調べた条件で
はほぼ同じ結果であったため、同じく血球系の細胞である K562 で最適とされている条件を用
いることにした。CRISPR-Cas9 による遺伝子改変では、一塩基の変異が一般的であり、Alu 配
列 318 bp 全長のノックダウンは困難であるため、いずれもAlu 配列の 5’端と 3’端に近い領域に
設計した guideRNA をセットで導入した。Alu 配列はゲノム中に散在しており、Alu 配列内に
guideRNA を設計すると、オフターゲット効果（標的配列以外のゲノム領域に、意図しない突
然変異が導入される問題）が生じるため、選択できる guideRNA には制限がある。現在までの
ところ、単一あるいは、どの２本の組み合わせでもシングルコロニー単離前の標的部位での切
断効率の確認で高効率を得られた guideRNA を見つけることが出来ず、FUT1 プロモーター内

TATCTAGGCCTGCCCGCAGTCATCCTGCTGTGCTGTGCTTCAATGGTCACGCTCCTTGTCCTCTTGCATT

TTCCTCCCGTACTCCTGGTTCCTCTTTGAAGTTCGTAGTAGATAGCGGTAGAAGAAATAGTGAAAGCCTT

TTTTTTTTTTTTTTTGAGGCGGAGTCTCGCTCTGTCCCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCGTGATCTCGGCT

CACTGCAATCTCCGCCTCCTGGGTTCACACCATTCTCCTGCCTCACCCTCCCAAATAGCTAGGACTACAG

GCGCCCTCCACCACGCGCCCGGATAATTTTTTGTATTTTTAGTAGAGACAGGGTTTCACCGTGTTAGCCA

GGATGGCCTCCACCTCCTGACCTTGTGATCCGCCCGCCTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCGT

GAGCCACCGCGCCCGCCCGAAATAGTGAAAGTCTTAAAGTCTTTGATCTTTCTTATAAGTGCAGAGAAGA

AAACGCTGACATATGCTGCCTTCTCTTTCTGCTTCGGCTGCCTAAAAGGGAAGGGCCCCCTGTCCCATGA 

図 1 FUT1プロモーター内のAlu 配列とデザインした４種類の guideRNA 



Alu 配列ノックアウト細胞株は得られていない。 
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