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研究成果の概要（和文）：ハプトグロビン（HP）は、肝臓で作られ、遊離ヘモグロビンに結合しヘモグロビンの
喪失を防ぎ、その毒性を中和する機能を有する血清蛋白である。本研究では、病態による変動以外に個人差が存
在することが知られており、この個人差を説明する遺伝的背景を解明することを目的とし、様々な集団を対象と
し解析を行った結果、2つのSNPs、rs5472とrs2000999、HP欠失アリル（HPdel）のそれぞれが濃度に影響するこ
とを示した。さらに、輸血副作用原因遺伝子であるHPdelの生成年代を推定するためにシークエンス解析をおこ
ない、比較的最近生じた可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Haptoglobin (HP) is produced by the liver and it bind to free hemoglobin to 
prevent the loss of hemoglobin and neutralize the adverse physiologic effects of it. It is known 
that the serum HP concentration is influenced not only by various diseases or physical conditions 
but individual variability. In this study, we performed association study on various populations to 
explain the individual variability. Accordingly, 2 SNPs, rs5472 and rs2000999, and HP deletion 
allele, HPdel, independently influenced the serum HP concentration. In addition, we estimated the 
generation time of the HPdel by sequence analysis of the region flanking the junctions to be 
relatively recent because no substations in the analyzed sequence.

研究分野： 法医学、人類遺伝学

キーワード： ハプトグロビン　血中濃度　　遺伝子多型　関連解析　　アリルの生成年代

  ２版



 
１．研究開始当初の背景 
（１）ハプトグロビン（HP とする）は、主
に肝臓で合成される急性期蛋白で、溶血ある
いは赤血球の代謝により放出された遊離ヘモ
グロビンに結合し、遊離ヘモグロビンが発揮
する酸化障害を含む様々な生理学的な影響を
中和する機能を有する血清蛋白であると理解
されている。 
 3 つの主要なサブタイプ HP1-1, HP2-1, 
HP2-2 は common 多型とよばれ、HP 遺伝子
の 2 つの共優性アリルである HP1 と HP2 の
産物で、HP1 の遺伝子頻度には集団間に差が
認められる。 
 血清の HP 濃度は、感染症、悪性腫瘍、自
己免疫疾患、あるいは組織壊死などの様々な
病態を反映し変化することが知られている。
たとえば、炎症で 200~500%増加し、溶血、
無効造血、肝疾患、妊娠後期には減少する。 
（２）一方、血清 HP 濃度には病態に関与し
ない個人差も存在する。性別、年齢、喫煙、
ヘモグロビン濃度は HP 濃度に相関すること
が示されているが、これらに加え、遺伝的な
因子が影響していることも報告されている。
まず、集団によって結果は異なるものの、3
つの common多型間で異なることが分かって
いる。また、我々は、日本人集団で、HP 欠
失アリル（HPdel）のホモ接合体は、HP 蛋白
が全く作られないため無 HP 血症を呈し、さ
らに輸血による重篤な副作用であるアナフィ
ラキシーショックを来しうること、HP1 ある
いはHP2とのヘテロ接合体は低HP血症にな
り得ることを示した。また、ヨーロッパ人集
団を対象としたゲノムワイド関連解析
（GWAS）の結果、HP 関連遺伝子のイント
ロン 2 の一塩基多型（ SNPs ）である
rs2000999 が血清 HP レベルに強い相関を示
すことが報告された。 
プロモーター多型で HP の発現に影響する

多型としては転写開始点から 61 塩基上流の
SNPs が知られているが、分布がアフリカ人
とヒスパニック系集団に限られる。さらに、
日本人の去勢抵抗性前立腺がんの短期間生存
グループの末梢血単核細胞で-55 位の SNPs
（rs5472）が HP の発現量と相関することを
示されている。 

これらの多型と HP 濃度との関係を 1 つの
集団で調べた報告は存在しなかったことから、
日本人集団の HPdel のヘテロ接合サンプルを
用いた解析をおこない、それぞれの多型がHP
濃度に影響することをより鮮明に示すことが
出来た。また、HPdelのヘテロ接合群では HPdel

を持たない群に比べ有意に HP 濃度が低い結
果が得られた。 
 
２．研究の目的 
 上記のように、我々は日本人集団で HP 
common 多型、rs2000999、rs5472 更に HPdel

が HP 濃度に影響することを示した。 
本研究では、日本人以外の集団でも同様の結
果が得られるのか、さらに、これらの多型以
外に HP 濃度に影響する多型を探索しヒト個
体間に存在する血中 HP 濃度の差異を説明す
る遺伝的背景、さらに HP 濃度に影響する多
型に自然選択は働いているのか、東アジアと
東南アジアに分布する HPdel はいつぐらいに
生成したのか、を明らかにすることを目的と
する。 
 
３．研究の方法 

本研究計画の内容は、実施に先立ち、
Health Sciences University of Mongolia、自
治医科大学、University of Ghana Medical 
School、愛媛大学及び久留米大学の各倫理委
員会へ実施計画を提出し、承認を得た。 
（１）モンゴル人集団における、血中 HP 濃
度と遺伝子多型の関連解析 
①試料 
 HP common 多型及び HPdelの zygosity を
既に決定していたモンゴル人 927 人の血漿及
びゲノム DNA 
②血中 HP 濃度の測定 

100 倍、5000 倍、20000 倍に希釈した血漿
を試料とし、sandwich ELISA 法を用いて血中
HP 濃度の定量検査をおこなった。実験は
duplicate でおこなった。 
③多型解析 
ゲノム DNA を鋳型とし rs2000999 と

rs5472の遺伝子型判定はTaqMan probeを用
いたリアルタイム PCR 法でおこなった。 
④統計解析 

JMP® 10.0.0 でおこない、DnaSP version 



5.10 を用い連鎖解析を実施した。性別、年齢、
BMI で補正あるいは共変量とした。 
 
（２）血清 HP 濃度に関与する遺伝子多型に
働く自然選択の可能性 
①試料 
 ランダムに選択した日本人 47 人、アメリカ
在住のヨーロッパ人 48 人、ガーナ人 48 人の
ゲノム DNA 
②多型解析 
 HP 遺伝子の転写開始点の‐238 bp から
1543 bp の 1781 bp を PCR 増幅し、サンガー
法により塩基配列を同定した。 
③ハプロタイプの推定と中立性の検定 
 ハプロタイプの推定には PHASE version 
2.1、中立性の検定には DnaSP version 5.10.1
を利用した。 Fu and Li’s test で outgroup
として用いたチンパンジーの配列は、public 
database から引用した 
（http://asia.ensembl.org/index.html?redire
ct=no)。 
 
（３）ベトナム人集団における HPdel の遺伝
子頻度の推定 
①試料 
 ベトナム紅河デルタ地区（Hoa Hau, Liem 
Thuan, Thanh Vanh, Thach Hoa, Son Dong, 
Van Phuc）に居住する 293 名のゲノム DNA 
②多型解析 
 HP common 多型と HPdel の同時検出は、 
TaqMan probe 法に基づく、HP2に特異的な
配列とコントロール配列（HP のエクソン 1
の 5’領域）の比較 CT 法によりおこなった。 
 
（４）新たな遺伝子欠失アリルの探索 
①試料 
 HapMap project の database で HP 遺伝子
欠失が疑われた Yoruba 人サンプルのゲノム
DNA（Coriell Institue から購入） 
②遺伝子欠失の探索 
 欠失点近傍約 1.5 kb を増幅するプライマー
セットを作成し PCR をおこなった。 
 
（５）ガーナ人集団における、血中 HP 濃度
と遺伝子多型の関連解析 
 HP common多型及び rs5472を既に決定し

ていたガーナ人 121 人の血漿及びゲノム
DNA 
②血中 HP 濃度の測定 

100 倍、5000 倍、20000 倍に希釈した血漿
を試料とし、sandwich ELISA 法を用いて血中
HP 濃度の定量検査をおこなった。実験は
duplicate でおこなった。 
③多型解析 
ゲノム DNA を鋳型としリアルタイム PCR

法で rs2000999の遺伝子型判定をおこなった。 
④統計解析 

Microsoft Excel 2010 でおこなった。 
 

（６）rs2000999 近傍 3 kb あるいは 0.3 kb
のエンハンサー活性についての解析 
①試料 
 rs2000999 の遺伝子型が分かっている日本
人のゲノム DNA 
②クローニング 
 PCR 産物を pUC118 ベクターに組み込み、
得られたクローンのシークエンスを確認後、
HP 遺伝子の minimum promoter（rs5472 を
含む）を有するプロモーターレポーターコン
ストラクト pGL3 の、プロモーターの上流に
挿入した。 
③転写活性のアッセイ 
 lipofection 法により肝臓細胞株 HepG2 と
Huh-7 に pGL3 コンストラクトを導入し、2
日後細胞溶解液中のルシフェラーゼ活性を測
定した。 
 
（７）HPdelの生成年代の推定 
①試料 
中国人 16、韓国人 6、インドネシア人 2、

モンゴル人 17、日本人 207（秋田 4、沖縄 6、
福岡 197）のヘテロ接合体、日本人ホモ接合
体１ 
②シークエンス解析 
合計 250 の HPdelアリルについて、欠失点

周囲の 926 bp を PCR 増幅し、サンガー法に
より塩基配列を同定した。 
 
４．研究成果 
（１）モンゴル人集団における、血中 HP 濃
度と遺伝子多型の関連解析 
遺伝的にヨーロッパ人の影響を受けている



モンゴル人集団で、HP common 多型、rs5472
と rs2000999 は、いずれも Hardy-Weinberg
の平衡にあった。交絡因子を考慮した関連解
析の結果、 common 多型間、HP/HP と
HP/HPdelでは、いずれにも血中 HP 濃度に有
意な差があることがわかった。rs5472 と
rs2000999 はマイナーアリルの数が多いほど
HP 濃度が低く、HP common 多型はヘテロで
最も高かった。さらに、common 多型、rs5472
と rs2000999 は、性別、総コレステロールと
ともに HP 濃度の予測に有効な説明変数であ
ることが示された。 
（rs5472- HP common 多型-rs2000999）か
らなるハプロタイプを調べると、G-2-A はア
リル数に依存して HP 濃度が減少し、A-1-G
は増加する。2 つハプロタイプのセットで、
rs5472 が G の方が A より HP 濃度が低いと
言う結果が得られた。一方、rs2000999 につ
いては、サンプル数が少なく同様の比較がで
きなかった。 
以上のことから、モンゴル人集団では、HP 

common 多型、rs5472、rs2000999 の 3 多型
は、年齢と総コレステロールとともに、HP
量に影響すること、rs2000999 の効果につい
ては検討出来なかったが、 rs5472 そのもの、
あるいは連鎖する別の多型が HP 量に影響す
る可能性が示唆された。 
 
（２）血清ハプトグロビン濃度に関与する遺
伝子多型に働く自然選択の可能性 
日本人、アメリカ在住ヨーロッパ人、ガー

ナ人の 3 集団、286 染色体で HP 遺伝子の
1781 bp の配列を決定した。全体では、6 つの
シングルトン（1 染色体のみで認められる多
型）を含む 23 の SNPs を同定した。各集団に
ついて調べた結果、シングルトンの数はヨー
ロッパ人で最も多かった（5 SNPs）。塩基多
様性の指標であるπと、多型数から算出され
多型サイトの割合を示すθw/site を算出する
と、πはガーナ人集団、θw/site はヨーロッ
パ人集団で最も高い値を示した。この領域の
多型のあり方が、中立性に従うのか、もしく
は自然選択が関与しているのかについて検定
をおこなった。全体、あるいはそれぞれの集
団で、3 つの検定をおこなった結果、日本人
集団では、Tajima’s D と Fu and Li’s F の

2 つの検定で有意に中立性が棄却された。ま
た、ガーナ人集団では、Tajima’s D の結果
の p 値が、0.05 < p < 0.1 であり、人口動態を
考慮したシュミレーションでは有意な結果が
得られた。 
日本人集団では 2 つの検定で有意に中立性が
棄却された。ガーナ人集団の Tajima’s D の
結果は marginal であったものの、同検定は
集団構造の変化にも影響を受けることが知ら
れており人口拡大（population expansion）
のシナリオを考慮すると有意に中立性が棄却
され、この領域には自然選択（平衡選択）が
作用し多型が維持されている可能性が考えら
れる。 
最近、HP の common 多型である HP1 と HP2
が自然選択を受けて維持されているという報
告がなされたが、自然選択の対象は、common
多型ではなく、むしろ血清 HP 量に影響する
多型あるいはハプロタイプかもしれない。今
後、詳細な解析をおこない血清 HP 量に影響
する多型の同定ならびに HP 遺伝子の進化や
多型維持のメカニズムについて知見を得たい
と考えている。 
 
（３）ベトナム人集団における HPdel の遺伝
子頻度の推定 

HP 遺伝子型の頻度は Hardy-Weinberg の
平衡状態にあり、HP1 の頻度は、地理的に近
い他集団（0.294）に近かった。一方、HPdel

は 0.02 でこれまでの調査で想像される地理
的分布に矛盾しない結果であった。 

 
（４）新たな遺伝子欠失アリルの探索 

database 上で遺伝子欠失が疑われた
Yoluba人DNAで欠失点近傍約 1.5 kbの増幅
は認められなかった。 
 
（５）ガーナ人集団における、血中 HP 濃度
と遺伝子多型の関連解析 
 rs2000999 の頻度は低く（3.3%）、交絡因
子の影響は調べられなかったものの、他の集
団と同様、A アリルを有する方が低濃度にな
ることが示唆された（平均値 G/G 130 mg/dl, 
A/G 70 mg/dl）。 
 
（６）rs2000999 近傍 3 kb あるいは 0.3 kb



のエンハンサー活性についての解析 
 rs2000999 を含む長さの異なる領域がエ
ンハンサー活性を有するのかどうか、その活
性は多型によって異なるのかどうかを調べる
ために、HP プロモーターの上流に繋いだコ
ンストラクトのルシフェラーゼ活性の比較を
行った結果、3 kb に認められたエンハンサー
活性は 0.3 kb では消失した。しかしながら、
多型間でそのエンハンサー活性に差異は認め
られなかった。この結果から、活性の発揮に
は rs2000999 そのものは重要では無く 3 kb
のうち rs2000999を含まない他の領域が必要
であることが示唆された。 
 
（７）HPdelの生成年代の推定 
 今回調べた領域には全く多型が検出されな
かった。すなわち、プライマーを除いた873 bp
×250 アリル=218,250 bp に変異が 1 個も入
っていなかった。一方、チンパンジーの相同
領域の塩基配列と比較したところ、塩基置換
が 6 か所に認められたことから、ヒトとチン
パンジーが分岐した年代を 650 万年前である
と仮定すると、遺伝子置換速度は 5.3×10-10/
サイト/年と推定される。したがって HPdelは
最尤法で 8700 年以内に生成されたものと推
定され、比較的最近生じたものと考えられる。
今後、より広い領域について解析をおこない、
HPdelが生じた年代を推定する予定である。 
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