
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２３０１

基盤研究(B)（一般）

2016～2014

iPS細胞を用いたABO遺伝子の発現調節機構の統合的な理解の深化

Integrated elucidation of the transcriptional regulatory mechanisms of human ABO
 blood group gene using iPS cells

３０２０５５１２研究者番号：

小湊　慶彦（Kominato, Yosihhiko）

群馬大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２６２９３１６１

平成 年 月 日現在２９   ６   ２

円    10,300,000

研究成果の概要（和文）：ゲノムアノテーションデータを利用し、遺伝子下流約2.6-kb（+22.6-kb site）を転
写活性化領域と想定し、ルシフェラーゼアッセイにより転写活性を測定し、ゲノム編集技術を用いて+22.6-kb 
site欠損胃癌培養細胞を作製し、遺伝子発現が約半分に低下することを観察した。+22.6-kb siteに上皮細胞特
異的転写因子ELF5が結合することをゲルシフトアッセイ、ChIPアッセイ等を用いて証明し、ルシフェラーゼアッ
セイやshRNAを用いたノックダウン実験により、ELF5が+22.6-kb siteにおいて機能することを示した。以上よ
り、ABO遺伝子上皮細胞特異的エンハンサーを同定した。

研究成果の概要（英文）：The human ABO blood group system is important in blood transfusion. However,
 the mechanisms regulating ABO gene expression remain obscure in epithelial cells. On the basis of 
DNase I-hypersensitive sites and histone modifications in and around ABO in epithelial cells, we 
prepared reporter plasmids including a putative enhancer downstream from ABO. Subsequent luciferase 
assays indicated a novel positive regulatory element (+22.6-kb site) in an epithelial cell-specific 
manner. Expression of ABO and B-antigen was reduced in gastric cancer KATOIII cells by biallelic 
deletion of the site using the CRISPR/Cas9 system. Electrophoretic mobility shift assay and 
chromatin immunoprecipitation assay demonstrated that the site bound to an epithelial cell-specific 
transcription factor Elf5.  ELF5 knockdown with shRNA reduced both endogenous transcription from ABO
 and B-antigen expression in the cells. ABO expression seems to be dependent upon an enhancer bound 
by Elf5 in epithelial cells.

研究分野：法医学

キーワード： ABO式血液型
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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き

た。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 式血液型遺伝子の細胞非

特異的プロモーターと血球細胞特異的エン

ハンサー（+5.8-kb site）を実験的に特定し、

変異型においてそれらの領域に塩基欠失や

置換が見出されたことから、それらが重要な

転写調節領域であることが判ってきた。 

上記の研究結果から、ABO 式血液型抗原

の組織特異的発現や細胞分化に伴う発現は、

+5.8-kb site に結合する細胞特異的転写因子

GATA­1/2やRUNX1発現に依存するもので

あり、変異型にはそれらの転写因子認識サイ

トの塩基欠失や置換によるものがあり、癌細

胞での抗原の欠落は遺伝子欠損やプロモー

ターのメチル化であることが判ってきた。 

しかし、未だに原因となる突然変異が同定

されない変異型が存在することから、さらな

る転写調節機構の解明が求められており、ま

た、上皮細胞における転写制御機構は未解明

であった。 

２．研究の目的 

上皮細胞における ABO 式血液型遺伝子の

転写調節機序を明らかにして、高次の、統合

的な転写制御機構の解明が目的である。 

３．研究の方法 

高次の、統合的な転写制御機構の解明のた

めに、iPS細胞を用いた遺伝子発現解析を試

みることにしたが、iPS細胞から分化させた

赤血球細胞においてはABO式血液型抗原の

発現が見られず（未公表）、ABO 式血液型

遺伝子の転写調節機序を研究することはで

きなかった。 

ところで、転写調節領域を示唆する

DNase I hypersensitive site(DHS)やクロマ

チン修飾状況等のゲノムアノテーションデ

ータが公表されており、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。

我々は、上皮細胞の情報を用いて、ABO 遺

伝子の周辺約 100-kb について、DHS やク

ロマチン修飾を基に検索を行い、遺伝子下流

2.6-kb（+22.6-kb site）に上皮細胞特異的な

転写活性化領域を見出した。その領域を含む

ルシフェラーゼプラスミドを準備し、レポー

ターアッセイを行った。また、CRISP/Cas9

システムを利用し、+22.6-kb site を欠失し

た胃癌培養細胞を作製し、遺伝子発現や抗原

発現を定量 PCRやフローサイトメトリーを

用いて調べた。また、+22.6-kb site に結合

する転写因子として、上皮細胞特異的転写因

子Elf5を想定し、ゲルシフトアッセイ、ChIP

アッセイを行った。shRNAを用いて Elf5を

ノックダウンし、遺伝子発現や抗原発現を定

量 PCRやフローサイトメトリーを用いて調

べた。 

４．研究成果 

 レポーターアッセイの結果から+22.6-kb 

siteには上皮細胞特異的転写活性を有するこ

とが判った。+22.6-kb siteを欠失した胃癌培

養細胞では遺伝子発現量の減少と抗原量減

少が認められた。ゲルシフトアッセイ、ChIP

アッセイから+22.6-kb siteに Elf5が結合す

ることが判った。Elf5をノックダウンすると

胃癌培養細胞では遺伝子発現量の減少と抗

原量減少が認められた。 

 以上から、上皮細胞における ABO 式血液

型遺伝子は、+22.6-kb siteに上皮細胞特異的

転写因子 Elf5が作用し、発現調節が行われて

いることが判った。 
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