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研究成果の概要（和文）： 

ABO 式血液型は個人識別に重要な指標として法医学、犯罪鑑識において利用されている。しかし、ABO

式血液型遺伝子の転写調節機構は不明である。そこで我々は ENCODE プロジェクトから明らかにされた赤

白血病細胞 K562 における DNaseI 高感受性領域に基づき、レポータープラスミドを作製した。K562 細胞

を用いたプロモーターアッセイから、ABO遺伝子第 1イントロン内に赤血球特異的エンハンサーを同定し、

その領域に GATA 転写因子が結合することを証明した。また、Bm型および ABm型 112 例中 111 例に第 1イン

トロンのエンハンサー領域を含む約 5.8kb の欠失を見出したが、通常の血液型 1005 人において欠失はな

かった。また、欠失がない Bm型一個人ではエンハンサー内の GATA 結合サイトに一塩基置換があり、その

一塩基置換によりエンハンサー領域への GATA 転写因子の結合を阻害され、エンハンサー活性が完全に消

失していた。以上から、エンハンサーの欠失や塩基置換に基づくエンハンサーの機能喪失から転写活性が

低下し、血球系細胞における B 抗原量の産生低下から Bm型が生じたと考えられた。従って、上記の赤血

球特異的エンハンサーが細胞内において機能することが推測された。一方、Bm型は血液型亜型の半数を占

めるものであり、その遺伝子診断が可能となったことから、本研究は ABO 式血液型の遺伝子診断の実現に

貢献したと考えている。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The ABO blood group is of great importance in blood transfusion and personal identification.  However, the 
mechanisms regulating human ABO gene expression remain obscure.  On the basis of DNase I hypersensitive sites 
in and upstream of ABO in the human erythroleukemia cell line K562 in publicly available expression data from the 
UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu), we prepared reporter plasmid constructs including these sites.  
Subsequent luciferase assays indicated a novel positive regulatory element in intron 1.  This element was shown to 
enhance ABO promoter activity in an erythroid cell-specific manner.  Electrophoretic mobility shift assays 
demonstrated that it bound to the tissue-restricted transcription factor GATA-1 and GATA-2.  Mutation of the 
GATA motifs to abrogate binding of this factor reduced the regulatory activity of the element.  Thus, GATA 
transcription factors seem to be involved in the cell-specific activity of the element.  Furthermore, we found that 
Bm phenotypes were associated with a partial deletion in intron 1 involving the element as well as a single point 
mutation of GATA site leading to reduced activity of the element.  Therefore, it is plausible that deletion or a single 
point mutation of the erythroid cell-specific regulatory element could down-regulate transcription in the Bm allele, 
leading to reduction of B antigen expression in cells of erythroid lineage, but not in mucus-secreting cells.  These 
results support the contention that the enhancer-like element in intron 1 of ABO has a significant function in 
erythroid cells. 
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１．研究開始当初の背景 
ABO 式血液型は個人識別に重要な指標として法

医学、犯罪鑑識において利用されている。ABO 式

血液型は 20 世紀初頭に発見され、1960 年代に抗

原構造の解析、1980 年代後半から 1990 年代にか

けて血液型合成に関わる糖転移酵素の cDNA の構

造が明らかにされた。申請者らは、血液型抗原の

組織特異的発現、細胞分化に伴う発現、癌細胞で

の抗原の欠落、血液型抗原の発現が弱い変異型等

の現象を分子レベルで解明するために、ABO 遺伝

子の発現制御機構の研究を 18 年間にわたり進め

てきた。 

 
２．研究の目的 
ABO 式血液型の細胞特異的発現、コード領域に

変異を伴わない亜型等の原因は未だ解明されてい

ない。これらを解明するため、ABO 式血液型遺伝

子の転写調節機構を調べた。 

 
３．研究の方法 
近年、転写調節領域を示唆する DNase I 

hypersensitive site (DHS)やクロマチン修飾がゲ

ノムワイドに示され、ABO 遺伝子周辺にいくつか

のエンハンサー候補が示唆されている。申請者ら

は ABO 遺伝子の周辺約 35kb について、DHS を含む

６箇所の領域を PCR 増幅若しくはゲノム DNA クロ

ーン HG-1 から準備し、それらをプロモーター領域

上流に組み込んだレポータープラスミドを作製し

た。それらを赤白血病細胞 K562、胃がん細胞

KATOIII、胚線維芽細胞 OUMS-36T-1 に遺伝子導入

した。ルシフェラーゼアッセイにより各領域にお

ける転写活性を調べた。また、コード領域に変異

を伴わない亜型である Bm 型では、赤血球系細胞で

の発現減少が推測されていたので、転写調節領域

の遺伝子解析を行った。 

 
４．研究成果 
DHS を含む６箇所の領域を調べたところ、ABO 遺

伝子第 1イントロン内の+5.8 kb site に転写活性

化領域を見出した。また、その活性は赤血球系細

胞特異的であった。そこで、赤血球上では抗原量

が減少しているが、分泌液中ではその量に変化が

ない、血液型亜型 Bm において第 1イントロンの構

造を解析することとした。Bm 及び ABm 型 112 人及

び正常血液型 1005 人から、同意を得て DNA を採取

した。本研究は群馬大学医学部倫理委員会で承認

済である。Bm 型の+5.8 kb site の転写活性化領域

周辺を数種類のプライマーで PCR 増幅した結果、

Bm 型では+5.8 kb site を含む約 5.8 kb が欠損し

ていることが判明した。Bm及びABm型 112例中111

例に同様の欠損が認められ、1 例にはその欠損が

認められなかった。その例外の 1 例においては、

エキソン 1－7に変異はなく、Bアリル+5.8 kb site

内の GATA 結合サイトに一塩基置換を同定した。ゲ

ルシフトアッセイにおいて一塩基置換によりGATA

転写因子は+5.8 kb site への結合が阻害された。

プロモーターアッセイでは一塩基置換により+5.8 

kb site のエンハンサー活性が完全に消失した。

以上から、例外の Bm 型においては、血球系特異的

エンハンサーにおける GATA 結合サイトの一塩基

置換が GATA 転写因子の結合を阻害し、血球系細胞

における B 抗原量の低下をもたらしたと考えられ

た。以上より、+5.8 kb site が赤血球系細胞にお

いてエンハンサーとして機能している可能性が示

唆された。 
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