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研究成果の概要（和文）：ABO式血液型亜型のうち日本人に最も多いBm型では、血球系細胞特異的エンハンサー(+5.8-k
b site）内に約5.8kbの欠失がある(Bm5.8)事を既に報告したが、本研究ではBm型の原因がB遺伝子の転写低下であるこ
とを明らかにした。さらに、異なる欠失領域に基づく新たなBm遺伝子(Bm3.0)を同定し、他の亜型のAmやA3型でも、こ
の領域内のRUNX1, GATA-1 and GATA-2等の認識配列に欠失や塩基置換があることを発見した。また、通常のABO式血液
型で+5.8kb siteに6種のハプロタイプを見出しABO遺伝子型と特異的なリンクを見出した。

研究成果の概要（英文）：Recently, we have identified an erythroid cell-specific regulatory element 
(+5.8-kb site) in the first intron of the human ABO blood group gene. In this study, we have concluded 
that Bm is caused by a reduction of B gene expression in bone marrow cells by in vitro erythroid culture 
of Bm-derived CD34+ cells. A 5.8-kb or 3.0-kb deletion including the +5.8-kb site was observed Bm and ABm 
individuals. Moreover, RUNX1, GATA-1 and GATA-2 are bound to the site through their recognition motifs, 
deletion or mutation of which were involved in subgroups Am, Bm and A3. Genetic studies of common ABO 
phenotype of Japanese have demonstrated six haplotypes of the +5.8-kb site consists of six SNPs. Each 
haplotype was mostly linked with specific ABO alleles with a few exceptions, possibly as a result of 
hybrid formation between common ABO alleles.

研究分野： 法医学分野
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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、ABH 抗原

生合成にかかわる糖転移酵素の cDNA の構

造が明らかにされた。我々は、ABO 式血液

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の現象を分子レベルで

解明するために、ABO 式血液型遺伝子の発

現制御機構の研究を進めてきた。これまで、

ABO 式血液型遺伝子の上流域についての

解析がなされ、プロモーターと上皮細胞に

おけるエンハンサーが同定された。近年、

転写調節領域を示唆する DNase I 

hypersensitive site(DHS)やクロマチン修飾状

況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

れた。最近我々は、赤白血病細胞 K562 を

用いて、ABO 遺伝子の周辺約 54Kb につい

て、DHS を基に検索を行い、第 1 イントロ

ン内の+5.8-kb site に血球系特異的な転写活

性化領域を見出した。更に、ABO 式血液型

変異型 Bm型では、第 1 イントロ内で+5.8-kb 

siteを含む約 5.8kbの塩基が欠損しているこ

とを発見し、+5.8-kb site が生体の血球系細

胞において機能している事が推測された。 
 
２．研究の目的 
ABO 式血液型は個人識別や輸血等でもっと

も重要な血液型であり、その遺伝子構造は解

明されたが、血液型抗原の発現が弱い変異型

Bm、Aｍ、B3、A3等にはエキソン部分に変異の

認められない型が存在することから、血液型

の遺伝子診断は実用困難である。その一つの

原因として、転写調節機構、特に転写活性化

領域についての知見が欠けていることが指

摘されてきた。最近我々は、血液細胞におい

て、第 1 イントロン内にエンハンサー+5.8-kb 

site を見出した。これらがどのようなメカニ

ズムで働いているのかを転写因子の同定や

シグナル伝達系を調べることにより、ABO 式

血液型遺伝子の発現調節機構を統合的に解

析することが、本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 

本研究においては、分子生物学的、細胞生

物学的手法を用いてエンハンサーに作用す

る転写因子やシグナル伝達機構を特定し、

それらがどのように統合されて ABO 遺伝

子の発現に至るかを調べる。 

(1)血清学的に変異型や亜型と判定された血

液からゲノム DNA を抽出し、エクソン 6、7

の塩基配列を調べ、ABO 遺伝子型を検査する。

次にエンハンサー領域の+5.8kb site の塩基配

列を調べる。また、日本赤十字血液センター

や、他機関からの提供された A3、Ael、Ax、

Bw、Bx 等の変異型のゲノム DNA を用いて、

同様に ABO と+5.8-kb site の塩基配列を調べ

る。更に、変異型特異的プライマーを設定し、

変異型検出用の PCR-SSP 法を開発する。 

(2)Peptide nucleic acid（PNA）-mediated PCR 

clamping 法を用いて、ABO アリル特異性を同

定する。これらのデーターをもとに、DNA か

ら ABO 式血液型の変異型、亜型を遺伝子判

定出来るよう工夫する。 

(3)ルシフェラーゼベクターにプロモーター

領域と目的領域を導入したプラスミドを作

製し、これらを血球系細胞 K562 や上皮系細

胞 KATOIII, MKN や繊維芽細胞等に導入し、

ルシフェラーゼアッセイを行って、プロモー

タ活性を測定することにより、転写活性の強

さを測定した。 

(4)ABO 遺伝子の発現に関与する転写因子の

同定は、ゲルシフトアッセイや ChIP アッセ

イ等を用いて行った 

(5)転写因子の同定に、転写因子発現阻害実験

として、siRNA を用いたノックダウン、ドミ

ナントネガティブ及びゲノム編集などを行

った。更に、コトランスフェクションを行い、



強制発現実験を行うことによって、転写因子

の関与を調べた。 

(6) 培養細胞に試薬を用いた細胞刺激実験

を行い、プロモーター活性の変化や RT-PCR

法で、ABO 遺伝子発現の変化を調べた。 
 

４．研究成果 
近年我々は、ABO 遺伝子第 1 イントロン内

5.8kb (+5.8kb site) に血球系特異的な転写活

性化領域（エンハンサ－）を見出し、この領

域にはGATA転写因子が関与している事を報

告した。また、日本人に最も多い ABO 式血

液型の亜型 Bm型では、領域内の約 5.8kb の塩

基が欠損(Bm5.8 遺伝子)している事を発見し、

通常の ABO 式血液型 1005 例にこの欠損は認

められず、調べた Bm型及び ABm型 112 例中

111 例に同じ欠損が認められ、この欠損は Bm

遺伝子に特異的であることが推測された。 

(1) 今回の研究で、欠損のない Bm型には、

+5.8kb site 中の GATA 転写因子結合サイトに

一塩基置換(Bm+5890T>G 遺伝子)が認められ、

これによって+5.8kb site への GATA1、2 転写

因子の結合が阻害され、転写活性が消失する

ことが確認された。 

(2）Bm型と同じ性状を持つ Am型では、エン

ハンサー内の Runx1 結合配列を含む 23bp の

欠損が認められ、Runx1 結合部位が欠損して

いるため、Runx1 が結合できず、転写活性が

消失している事が、ゲルシフトアッセイ及び

トランスフェクションによって確認された。

また A3型では、Aアリルの+5.8-kb site 内に新

規の 1 塩基置換（5893G>A または 5909A>G）

が、B3型では B アリルのプロモーター内の転

写因子 Sp1 認識配列近傍に新規の 1 塩基置

（−77C>G）がそれぞれ同定され、レポータ

ーアッセイの結果から、これらの変異が ABO

遺伝子の転写活性を低下させている事が確

認された。 

(3) ABO 遺伝子の Aや Bアリルのみをそれぞ

れ特異的に増幅する Peptide nucleic acid

（PNA）-mediated PCR clamping 法を開発した

事により、Bm型や Am型の一塩基置換が、其々

B や Aアリルに存在することが証明できた。

また、この方法を用いて、通常のダイレクト

シークエンス法では判定が不可能であった

B(0.3％)、O(99.7％)のキメラ型の DNA から、

B 遺伝子の型を判定することに成功した。 

(4) Bm型を 500 例以上調べると、殆どが Bm

型の+5.8kb 欠失(Bm5.8)であるが、新たに

+5.8kb site 内に 3.0kb の欠失をもつ Bm 型 1 例

(Bm3.0)を同定し、家族で遺伝していることを

確認した。Bm5.8 と Bm3.0 について ABO 遺伝

子第 1 イントロンの全塩基配列を比較した結

果、この 2 つの遺伝子は共通の欠失領域をも

つ 1 つの遺伝子から生じたものでなく、独立

した由来であると考えられた。 

(5) Bm、B、O 型の赤血球系前駆細胞（CD34

陽性細胞）の分化培養実験の結果、ABO 遺伝

子の発現はより未分化な細胞で最も強く、以

後減少し、FUT1 遺伝子は分化に伴い強く発

現している事が確認された。Bm型ではいずれ

の分化段階においても、アリル特異的

RT-PCR にて O 遺伝子は発現しているが、B

遺伝子の発現は認められず、細胞培養上清の

B 合成酵素活性も検出出来なかったことから、

Bm型の原因が B 遺伝子の転写低下であるこ

とを明らかにした。一方、FUT1 遺伝子は分

化に伴い強く発現している事から、分化に伴

い H 抗原の発現が増強するとともに、A/B 抗

原の合成が進むと考えられた。また、B 型赤

血球系前駆細胞を用いた ChIP assay で、

+5.8-kb site に Runx1、GATA-1/2 が共に結合

すること、GATA-1 は成熟に伴い発現が増強

するが、GATA-2 と Runx1 は成熟に伴い発現

が減少することを明らかにし、ABO 遺伝子の

細胞分化に伴う発現は GATA-1/2 と Runx1 の

増減によると考えられた。 

(6) 通常の ABO 式血液型で、+5.8kb site には

6 箇所の SNPs が存在し、そのため 6 種のハ

プロタイプが見出された（ABOInt1*01-06）。 

調べた 228 アリル中、218 アリルで、



ABOInt1*04 は A 遺伝子と、ABOInt1*06 は B

遺伝子と ABOInt1*01–03 及び ABOInt1*05 は

O 遺伝子とリンクしていると推測された。 

A および、B 遺伝子のアリル特異性は

PNA-clamping PCR と、クローニングにより、

直接証明された。例外のアリルも存在したが 

(8/226 アリル)、遺伝子組み換えにより生じた

ものと考えられた。 
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