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研究成果の概要（和文）：糖転移酵素遺伝子 FUT2と FUT3 は ABO式及びルイス式血液型抗原の合

成を制御している。これらは集団に特徴的なものを含む多型に富み、さまざまな生体内作用や

疾患感受性に関与していることが示されつつある。当該研究では、こうした研究を推進するた

めの多数検体解析を目的とし、一塩基多型のみならず遺伝子コピー数多型を検出する新規解析

法を開発し新たな遺伝子多型を見出した。さらに培養細胞を用いた転写調節領域の解析と生活

習慣病との相関解析を実施した。 

 
研究成果の概要（英文）：The FUT2 and FUT3 regulate the synthesis of the ABO and Lewis blood 
group antigens. Recent studies have shown these genes were rich in polymorphisms with 
population-specific manner. We developed new methods to determine not only SNPs but copy 
number variations of the FUT2 to promote such studies. In addition, we performed analysis 
of the transcriptional region of the FUT2 and association study of polymorphisms and 
lifestyle-related diseases. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、糖鎖構造は様々な生体内作用に関与
することを示すデータが報告されており、血
液型は血球、呼吸器、消化管粘膜に存在し、
病原体あるいはそれに関連した生命現象へ
の感受性の個人差の原因になりうる。ABO 式
或いはルイス式血液型抗原の合成に関与す
る FUT2と FUT3は多型性に富むことが分って
いる。さらに FUT2 には構造上組換え体が生

じやすく、我々は現在までに幾つかの組換え
体アリルを報告している。一方で、近年遺伝
子多型解析法の開発が進み、短時間で多検体
を処理できる簡便で正確な多型解析が可能
になった。また、FUT3については、転写制御
領域についてエピジェネティックな解析が
行われているものの、FUT2についてはなされ
ていない。我々はこうした背景から、新規組
換え体の探索を含む新たな多型解析法の開
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発と、転写制御領域の解析、ならびに相関解
析を実施したいと考えた。 

 

２．研究の目的 

ABO、ルイス式血液型抗原の合成に関与す
る糖転移酵素遺伝子 FUT2 と FUT3 について、
多型の成り立ちと転写調節機構を解明し、さ
らに多量解析を目的とした多型検出法の開
発と疾患との相関解析をおこない、フコース
転移酵素とその合成産物の生体内での機能
について理解を深めることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) TaqMan 法を用いた FUT2 のコピー数多型
(Copy Number Variation, CNV)検査法の確立
と新規アリルの同定 
①試料 

検査法を確立するための鋳型には FUT2 の
遺伝子型が既に分かっている DNAサンプルを
使用した。またスクリーニング用の鋳型には
従来法で sefus, sedel, sedel2が検出されなかっ
た中国（瀋陽）人の DNA91 サンプルを使用し
た。なお、本研究計画は久留米大学倫理委員
会の承認を得ておこなった。 
②real-time PCR 

FUT2のプロモーター領域(FUT2prom)、タン
パクコード領域の約 100 bp 上流(FUT2_5’)、
コントロール領域としてアルブミン遺伝子
(Alb)にそれぞれプライマーとプローブをデ
ザインしリアルタイム PCR反応をおこなった。 
③FUT2 CNV型の判定 

従来法で CNVが検出されなかったサンプル
群の、FUT2prom、FUT2_5’とコントロール領
域である Albの閾値に達するまでに要するサ
イクル数の差の平均値(ΔCtaverage)から、各サ
ンプルの ΔCtsample を減じ ΔΔCt とした。
FUT2prom、FUT2_5’の Albに対する相対的コ
ピー数は 2-ΔΔCtにより算出し遺伝子型を決定
した。 
④新規欠失アリル同定のための PCR 増幅と
DNAシークエンス解析 

新たに検出された欠失アリル（sedel3と命名
した）を同定するためにプライマー数セット
を作成し、PCR反応と DNA シークエンス解析
をおこなった。 
⑤ 新規欠失アリル sedel3のスクリーニング 

sedel3のスクリーニングプライマーを合成
し、PCR反応をおこない、産物をアガロース
ゲル電気泳動に供し増幅を確認した。 
 
(2)FUT2, FUT3 多型とモンゴル人集団におけ
る生活習慣病の関連解析 
①試料 

モンゴル人集団 946サンプルについて、採
血、各種測定、検査を実施した。本研究計画
は、モンゴル科学大学、自治医科大学、久留
米大学各大学の倫理委員会の承認を得た上

で実施した。 
②多型解析 

 モンゴル集団の FUT2、FUT3 の主要な不
活性化責任 SNPsを TaqMan法により判定した。
FUT2の 385A>T ならびに 216C>T の解析には
TaqMan predesigned SNP genotyping assay
を用いた。FUT3の 58T>G、202T>C の解析は、
Bioserch technologies 社にデザインと合成
を依頼した TaqMan probe と primer を用いて
おこなった。 
③統計解析 

有意差検定には、Fisher’s exact test を
用いた。 
 
(3)FUT2 の発現調節機構の解析 
①発現解析 
 ヒト腫瘍細胞 COLO201, HT29, MCAS, WiDr, 
HEL, HeLa 細胞から抽出した total RNA から
cDNAを合成し、FUT2とコントロール領域と
して GAPDH を選び、それぞれの TaqMan Gene 
Expression Assays を用いて比較定量法によ
り発現解析をおこなった。 
②メチル化解析 
 上述の細胞からゲノム DNA を抽出し、
Bisulfite 変換をおこなった。塩基の変化を
考慮しデザインしたプライマーセットによ
り、転写開始点から 294 bp 上流から 33 bp
下流までを増幅した。増幅産物をベクターに
組み込み、得られたクローン各 12～16 個に
ついてシークエンス解析をおこない 8つの
CpGサイトのメチル化の程度を調べた。 
 
(4)ベトナム人集団における FUT2の多様性と
High-resolution melting （HRM）法による
多型解析法の開発 
①試料 

ベトナム人 DNA294 サンプルを使用した。
研究計画は、愛媛大学ならびに久留米大学倫
理委員会の承認を得ておこなった。 
②蛋白コード領域の多型解析 

94 サンプルについて蛋白コード領域を増
幅し、シークエンス解析をおこなった。主な
不活性化アリルである 385A>T は前述と同じ
方法で解析した。 
③HRM 解析 
 新たに見出された低頻度の多型を検出す
る方法として FUT2のタンパクコード領域の、
545～687 bp 及び 778～893 bp を増幅するプ
ライマーセットを作成し HRM解析をおこなっ
た。 
④ハプロタイプ解析 
 新たに見出された多型のハプロタイプは
PCRクローニングにより決定した。 
⑤FUT2アリルの一過性発現 
 新規多型を含むアリルを真核細胞発現ベ
クターに組み込み、COS-7細胞に導入した。2
日後に細胞を回収し、細胞表面の H type 1



 

 

の発現を免疫染色し、フローサイトメーター
で調べた。導入効率は、同時に導入し発現さ
せたルシフェラーゼの活性で確認した。 
⑥ソフトウェアによる SNPs の酵素活性に与
える影響の予測 
 新たに見出されたアミノ酸置換の影響を、
PolyPhen-2ならびに SIFT を用い推定した。 
 
(5)SEC1との duplex PCRによるハイブリッド
アリルのスクリーニング 
①試料 

これまでに FUT2の遺伝子型判定を行って
いる既存試料を用いた。 
②duplex PCRの条件検討 
 FUT2の組換え体に共通の領域と SEC1 の両
方を増やすプライマーセット、両者を区別す
るそれぞれに特異的なプローブをデザイン
した。 
③組換え体の同定 
 sefus同定用の PCRをおこない、さらに FUT2、
SEC1のコード領域を増幅し、シークエンス解
析をおこなった。ハプロタイプを決定するた
めに、プラスミドに組み込んで得られたクロ
ーンについてシークエンス解析をおこなっ
た。 
 
４．研究成果 
(1) TaqMan 法を用いた FUT2 の Copy Number 
Variation (CNV)検査法の確立と新規アリル
の同定 
①既に FUT2 の表現型と遺伝子型の分かって
いる日本人 50サンプル、バングラディシュ
人 50サンプル、サモア人 24サンプル合計 124
サンプルのゲノム DNAについて解析をおこな
い、Albに対する FUT2prom および FUT2_5’
の相対的コピー数を推定した。なお実験は 4
回繰り返しおこなった。その結果、表 1 に示
すように、3 種の CNV(sefus, sedel, sedel2)の
へテロ接合体の FUT2_5’は全例で 0.45-0.50
となり、sefusのへテロ接合体では FUT2prom
の相対的コピー数も 0.45-0.52となった。ま
た sedel, sedel2のへテロ接合体では FUT2_5’
の FUT2prom に対する相対コピー数が
0.47-0.56であった。なお、今回は、領域の
コピー数のみを解析しているため Se（分泌型
アリル）には nondeleted se（遺伝子組換え
タイプ以外の非分泌型アリル）、すなわち
SNPsや数 bp の欠失の多型を原因変異とする
不活性型アリルも含まれている。 
定量 Real time PCR により推定した遺伝子型
の結果は、従来法の PCR 解析により得られた
結果と完全に一致した。これらの結果から本
法を用い FUT2の相対的コピー数の推定によ
り CNVの有無の判別が可能なことが示唆され
た。 
 
 

表 1 さまざまな遺伝子型のサンプルを用い
た比較 Ct法による FUT2の 2領域の CNV解
析結果 

 
②Triplex PCR による FUT2の CNVの検出 

従来法で sefus、sedel、sedel2が検出されてい
ない中国（瀋陽）人の DNA91 サンプルについ
て比較 Ct法による FUT2の CNV検査法を実施
したところ、sedelあるいは sedel2のヘテロ接
合体と同様の結果を示す、つまり FUT2_5’シ
グナルが Albのシグナルの半分になっている
サンプルを 1つ認めた。4回の解析で、この
サンプルの Prom/ALB 比は 1.02 ± 0.01、
FUT2-5′/ALB 比は 0.51 ± 0.02 であった。
なお、他の 90サンプルの平均値は Prom/ALB
比が 0.70から 1.17で、FUT2-5′/ALB 比は
0.77から 1.17であった。同サンプルついて
は、以前の解析では 3つの組換え体アリルを
検出しなかったので、遺伝子型を
se357,385/se357,385と判定していた。このサンプ
ルに見出された新規欠失アリルは、プロモー
ター領域は存在していることから sefusタイ
プではなく sedelや sedel2タイプであるものと
予想され、sedel3と命名した。 
③sedel3の接合領域の同定 

  幾つかのプライマーセットを用いた PCR
増幅とシークエンス解析により、新規アリ
ルの欠失は、FUT2のイントロン 1817 bp と
エクソン 2の 2136 bp（エクソン 2 の全長は
2984 bp）からなる 3953 bp の領域であるこ
とが分った（図 1）。また、5′と 3′の両欠
失点は Alu配列内にあることから、この欠
失は Alu 間相同組換えによって生じたもの
であることが示唆された。 

 
図 1 FUT2、SEC1の構造、sedel3を始めとする

組換え体アリルの欠失領域 

 

遺伝子型 サンプル数 

PROM/ALB 

平均値 ± SD 

5’/ALB 

平均値 ± SD 

5’/PROM 

平均値 ± SD 

se
del2

/se
del2

 1 0.93 0 0 

Se/se
del
 

Se/se
del2

 
12 0.97 ±0.06 0.48 ±0.02 0.51 ±0.03 

Se/se
fus
 9 0.48 ±0.02 0.48 ±0.01 1.00 ±0.03 

Se/Se 102 1.00 ±0.06 1.00 ±0.04 1.02 ±0.05 



 

 

④sedel3のスクリーニング 
 接合領域を挟むプライマーセットを用い
sedel3のスクリーニングをおこなった。sedel3

を同定したサンプルには予想される 589 bp
の産物が検出されたが、他の 90 サンプルに
は検出されず頻度の低いアリルであるもの
と考えられた。 
 今回見出された sedel3を含め、これまでに
報告された FUT2の組換え体アリルはゲノム
領域の減少を伴うものであるが、本法を用い
れば、従来法の PCR では検出不可能であった
コピー数の増加も検出可能である。FUT2 の構
造を考慮すると、さらに他の組換え体アリル
が存在する可能性があり、FUT2は遺伝的多様
性を生み出す原動力である遺伝子組換えを
理解するために適したモデル遺伝子である
ということができる。また、スリランカのタ
ミル人集団では、sedelが 28.5%と無視できな
い頻度であり、集団遺伝学的な解析を行う上
で、本法は有用であるものと考えられる。 
 
(2)FUT2, FUT3 多型とモンゴル人集団におけ
る生活習慣病の関連解析 

モンゴル人集団の主な FUT2、FUT3の不活
性化多型（あるいはそれとリンクした多型）、
遺伝子型から推定されるルイス式血液型、分
泌型と、2型糖尿病の罹患率、その他体脂肪
率、血圧、コレステロール値、血糖値等の生
化学的検査結果の間には有意な関連を認め
なかった。一方、これらの多型は他の集団で
は関連が認められており、より多検体、多集
団での検討に加え、関連解析の対象となる疾
患、検査値の再考の余地があるものと考えら
れる。 
 
(3)FUT2 の発現調節機構の解析 
 培養腫瘍細胞の FUT2mRNA の発現のレベル
と Bisulfate変換によって検出した CpG site
のメチル化レベルの関係を検討した結果、発
現が高い細胞株ではプロモーター領域のう
ち、転写開始点に近位の CpG サイトがメチル
化されていないことがわかった。この結果か
ら、FUT2の発現にプロモーター領域のメチル
化が関係している可能性が示唆された。 
今後、メチル化の人為的な制御や、メチル化
による転写因子の動向、あるいは、がん関連
抗原との関連を調べることにより、さらに理
解を深めたいと考えている。 
 
(4)ベトナム人集団における FUT2の多様性と
High-resolution melting （HRM）法による
多型解析法の開発 
①ベトナム人集団における FUT2の多様性 

94 サンプルのシークエンス解析により、2
つのアミノ酸の変化を伴う SNPs（818C>A, 
853G>A）を見出し、ハプロタイプ解析の結果、
818C>A は Se357アリル上に、853G>A は野生型

アリルに存在することが分かった。 
②多型解析における HRM解析の有用性 
 今回設定したプライマーセットと反応条
件では、se853/Se、se357,385/se849（図 2、領域 2、
グループ A）、se357,818/se357（グループ B）、
reference の 3 つのグループにグループ分け
が可能であったが、853G>A と 849G>A の 2 つ
を区別することはできなかった。この解析に
より、200 のベトナム人サンプルの中にグル
ープ A に分類されるものが 2 つあったので、
シークエンス解析をおこなったところ、いず
れも se849 のヘテロ接合であり、628C>T も見
出された（図 2、領域 1）。そこで、この多型
を検出可能なプライマーセットを用い HRM解
析をおこなったところ、628C>T を検出するこ
とが可能であった。このことから、特に頻度
の低い SNPs のスクリーニングを目的とした
HRM解析は有用であるものと考えられる。 
 

 
図 2 FUT2の 2 領域(545～687 bp、778～893 

bp)の HRM解析による多型検出 
 
③新規 SNPs の機能解析 

コンストラクトを導入した細胞の H type I
の発現の検出系により 818C>A, 853G>A の産
物の酵素活性への影響を調べた結果、いずれ
のアリルもベクターのみを導入したものと
同レベルの発現を呈するのみであり、両塩基
置換が産物である酵素の活性に大きく影響
することが示唆された。これらの結果は、2
つのソフトウェアを用い置換の影響を in 
silico で予想した結果と矛盾がなかった。 
 
 ベトナム人の FUT2 の遺伝的多様性は、地
理的に近隣の集団に類似しており、これまで
示唆されていた FUT2 の帰属集団マーカーと
しての有用性を更に裏付けるものとなった。
一方、HRM 解析は多検体が対象の場合の変異
スクリーニング法として、FUT2 のような GC
含量の高い遺伝子座においても有用である
ことがわかった。 
 
(5) SEC1 との duplex PCR によるハイブリッ
ドアリルのスクリーニング 
①duplex PCR 法の確立とスクリーニング 

デザインした duplex PCR により、sefus を

領域 1 領域 2 



 

 

4     444 44    4 4    4 

1     333 44    4 4    5

7     678 01    6 8    3

SEC1 G-----CGC-GT----A-C----G

組替え体 G-----GAG-AC----G-T----G

FUT2 A-----GAG-AC----G-T----C

3     333 33    4 4    4

7     999 99    0 0    1

5     456 89    4 6    1

含む既知の遺伝子型を正確に判定すること
が可能であった。そこで、これまでに解析を
おこなった既存試料を対象にスクリーニン
グをおこなった結果、南アフリカ在住のヨー
ロッパ人を祖先とする 1サンプルのヘテロ接
合を認めた。 
②組換え体の同定 
 Sefus同定用の PCR を行った結果、同サンプ
ルは、以前モンゴル人サンプルに同定された
SEC1-FUT2-SEC1 と同様であったため、FUT2、
SEC1を増幅し、シークエンス解析をおこなっ
た。FUT2の遺伝子型は Se357/se428であり、SEC1
の中央部にヘテロ接合領域を認めた。ハプロ
タイプを決定するために、プラスミドに組み
込み配列を決定した結果、その領域は FUT2
に置き換わる SEC1-FUT2-SEC1 と同様のハイ
ブリッドであるが、その領域は短く別のアリ
ルであった（図 3）。 
 
 

 

 
 
 
図 3 新たに見出された SEC1-FUT2-Sec1ハイ
ブリッドと、SEC1、FUT2 の配列の比較 
 

本アリルの頻度は低いものの、こうしたア
リルにより FUT2の遺伝子型を誤判定する可
能性があり、今回開発した方法を導入すれば、
その危険を軽減することができる。なお、
FUT2はその遺伝子構造から、PCR による組換
え体を生じやすい、つまり、本来組換え体が
存在しないサンプルに再現性に乏しい増幅
産物が検出されることがある。本法はサイク
ル数を 50サイクルに増やしてもこうした現
象を経験せず、信頼性の高い方法である。 
さらに、新たなハイブリッドアリルを同定し
たことにより、この領域が組換えを起こしや
すいホットスポット領域であるというエビ
デンスが蓄積する結果となり、またその領域
の範囲を狭めることになった。 
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