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概要

正常成人の ABO式血液型を DNA解析で決定するために，ABOallelesの PCR-RFLP法と PCR-SSCP
法を行った。Yamamotoらの報告した primerを用いて261付近のPCR増幅を行った。 0alleleは増幅領域に
Kpn I酵素の切断点を持ち，KpnIで消化反応した後， PCR-RFLPを行うと 0alleleとA,B allelesを区
別できた。同じ増幅物に PCR-SSCP法を応用すると， A,B, 0各 alleleをそれぞれ区別できた。0allele 
は2種類の SSCPパターンを示すことから，増幅範囲に塩基置換 (polymorphism)による suballeleが存在

することが解った。今回の遺伝子によ る解析結果は，従来の免疫反応による ABO式血液型判定法の結果とよ
〈一致し，ABO式血液型の DNA解析法の簡易判定法として適当と思われた。ABO式血液型の追伝子解析
を学生実習に取り入れるために今回検討した追伝子解析は，これまでに行っている免疫反応（表現型）と比較し

て，理解しやすいものであった。

はじめに

ABO式血液型決定基は赤血球表面の糖鎖で

あり ，通常 ABO式血液型判定用抗血清および

標準血球を用いた被検血球，血清との赤血球凝

集で判定される。1990年 Yamamotoらは ABO

式血液型遺伝子のクローニン グに成功し， ABO

遺伝子座の 3つの主要対立遺伝子[A,B, 0追

伝子 (alleles)]のDNAのそれぞれの alleleの

塩基配列を明らかにした。それによると 0allele 

はAalleleに対して261番目の塩基が欠失してい

るため，それ以後にフレームシフトを起こ し，
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コドン118に終止コドン (TAAの配列）か出現し

て117アミノ酸が翻訳されるにすぎない。酵素ア

ミノ酸の配列が正常の配列 (A allele からの

tanseferase-Aは355アミノ酸から成る）と異な

るため，酵素活性を持たす，H抗原 (0型）の

ままであると説明された (Fig.1参照）。 そのは

かは Aalleleと同様である。BalleleはAallele 

よりも 7ヶ所(nt297,526, 657, 703, 796, 803, 

930)で塩甚置換がみられ，アミノ酸では 4アミ

ノ酸の違い (Fig.1参照）かあるこ とがわかっ

た1,2)。Yamamotoらの報告した Primer(fy-46 

とfy-57)J)を用い nt261および nt297を含む範

nt:nucreotide position 
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Fig. 1 The structure of the ABO gene locus'" and nucleotide sequences of the A, B and O alleles 

* entirely different deduced amino acid sequencing of O allele due to frame-shifting caused by a single base 
deletion 
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CGTGGTGACCCCTT 

~SG冠戸言~CCTT
Kpn I digestion 

Fig. 2 Restriction site of Kpn I to the product including 261 region of ABO alleles, which amplefied by using the 

primer fy46 and fy57, and the size of the DNA fragments produced by the digestion 

* Position of Polymorphic s ite"·•H•> on O allele which was amplified by PCR. (See Fig. 1.) 
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囲の DNA を PolymeraseChain Reaction 

(PCR)増幅すると， AおよびBallelesは249

bp, 0 alleleは248bpの増幅物が得られ， Kpn

I酵素で消化するとA,B allelesは未消化で249

bpの， 0alleleは 84bpと164bpに切断 (Fig.

2参照）される 2.4.5)。消化物を Polyacrylamide

gel (PAG)電気泳動ー銀染色 (silverstain)を

行うか5)または，アガロースゲル電気泳動ーエチ

ジウムプロミド染色4.6)をして，各fragmentを

検出する (PCR-Restriction Fragment Length 

Polymorphism (RFLP)法）。 また， Balleleで

は同様の増幅物では297かAalleleと異なる(Fig

1参照）ため， SingleStrand Conformation 

Polymorphism (SSCP)法で，各 alleleの確認

を行うことにした。SSCP法では，電気泳動条

件（温度，泳動時間およびゲル楼度）の調節でA,

B, 0各 alleleの区別か可能であった。0allele 

には増幅領域に polymorphismか存在する 7-12)

ため，複数のパターンが認められた。正常人の

血液について PCR-RFLP法と PCR-SSCP法

による DNA解析と通常の免疫反応による血液

型決定法とでよい一致がみられ，DNA解析は簡

易な ABO血液型決定法として有用であった。

学生実習に採用することは学生にとってDNA（遣

伝子）に対する知識を身につける上でよい機会

となると考えられた。

材料と方法

用いた血液は通常のABO式血液型の判定法

（おもて， うら反応）で血液型の判定を行った。

1. DNAの抽出： DNAはEDTA-2Na抗凝

固血液2叫より Protease-K-7ェノール，ク

ロロホルム抽出法で抽出し， TE(lOmrnol/1 

Tris-1 rnrnol/ 1 EDT A pH 7. 4)溶液に溶解

した。DNA濃度は260nmでの吸光度を測定し

て求めた。

2. DNAの PCR増幅と増幅物の単離 ：

1) primerの作成： Yamamotoらの実験を

参考にし， fy57(5'-GAATTCATGTGG-

GTGGCACCCTG CCA-3'）と fy46 (5' 

-GAA TTCACTCGCCACTGC CTGG-

GTCTC-3')の2種類の primer作成し

た3)。

2) PCR 増幅： 500µ€ エ ッ ペンチュープに ，

抽出した DNA溶液 (150-300pg／成） 1 

μ£, dNTPs（各l.25nmo]／叫）：8 μ£, 10 X 

buffer : 5 μ£, fy 57 Primer (lOpmol/ μ£) 

2.5μ£, fy 46 Primer (lOpmol /μ£): 2.5 

成， Taq酵素： 0.3μ£ (1. 5unit), H心 (30.7

成）を加えて合計50μ£ にし，mineraloil 

(Sigma 社製）を重層した。増幅反応は

Thermal Controllerを用い， 94℃ 1min, 

62℃30sec, 72℃2minを30サイクル行い，

さらに72℃lOmin反応を行った。

3)増幅物の単離 ：oi]をクロロホルムで除い

た後，4 mol/]酢酸アンモニウム溶液 (0.5

倍量： 25μ£)とイソプロパノール(2.5倍量：

187 μ£）を加えて一20℃に置いた。遠心して

沈殿物を集め，80％エタノールで洗浄し，

TE浴液20成に溶解した。

3. PCR-RFLP法と PCR-SSCP法による A,

B, 0 allelesの判定：

1) Kpn I消化による PCR-RFLP法 ：増幅

精製した PCR産物0.5μ£,H,O 3.5成， lOX

buffer O. 5μ£, Kpn I酵素0.5μ£ (25unit) 

を37℃ 1-2 hrs反応させた。

2) Polyacrylamide gel (P AG)電気泳動

6 %, 0. 75mm厚， PAG を作成した。40%

Aery I amide（アク リルアミド ：ビス＝49

1 ; C 2% ) 溶液l .5m€, 1 xTEA溶液

(5 XTEA緩衝溶液 ：Tris24.2g,酢酸ナ

トリウム (CH3COONa・3 H心）13.6g,

EDTA 3.65gを比0に溶解し，酢酸でpH

8.3に調整後1000m€に調整し，滅菌した 。 滅

菌 比0で希釈して 1Xあるいは0.5X溶液

等を調整して使用する。） 5 m€, H,03.5m€ 

にTEMED溶液20μ£,25％過硫酸アンモニ

ウム溶液20成を混和してゲル作成キ ットに

流し込み， 重合させた (30-60min静覆）。

M 4 marker (Waka Co.)を碁準分子量

マーカーとし， PCR産物の酵素消化物 5

成に BTB色素溶液 1μ£を加えた浴液を

PAGの各ウエルにロー ドした。0.5xTEA 

bufferを使用して，室温で100V, 60-75 

min通電した。泳動後は銀染色し，判定し

た［ラピダス ・ミニスラブ電気泳動装置

(ATTO製）と定電圧装置 (-1000V) 

を使用した］。
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Digested with Kpn I, Undigested 

Sample M 1 

281 

271 

234-己凶員~~~ . -. ~w心』 .3,il-1， -19←→.← -己- ⇒ビ ←2~9bps
1 1 8ーシ～ ｀ 4 164bps 

，螂疇 ↓
72-二ゞ ー£・:f9‘ 

，ュ如臼

, r "ぷ
し 、マゞ<84bps 

+／—+／—+／—＋た＋／＋ー／一 undigested

AO AO AO BO 00 ABIAO AO --

Fig. 3 PCR-RFLP patterns of A, B and O alleles 

iVI : Maker4, Sample 1-5 (AO and BO type), Sample 6 : 00 type, 
Sample 11 : AB type 

Sample 

Digested with Kpn I Undigested 

~l<E-一一
M 1 2 3 5 6 11 

ヒE—`~ --雰 1{, 

出己臼＝玉咀記

臼-f... 9 - - -唖日
ピ A

 

疇⇒全

・" ・-
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Fig. 4 PCR-SSCP patterns of A, B and O alleles 

Sample 6 : 00 type, Sample 11 : AB type, Sample 1 & 2 : AO type, 
Sample 5 : BO type, Sample 6 : 00 type, Sample 11 : AB type 

Sample 3 4 5 6 7 9 1 0 11 16 17 

白-- ＊ -9--ーニ三＝ーニ9ヨ-Y1=^-
AO 00 BO 00 AA 00 BO AB AO BB 

Fig. 5 SSCP patterns of A, 8, 0, alleles on the PAG Silver staning 

Sample 3, 16 : AO type, Sample 4, 6, 9 : 00 type, Sample 5 : BO type, 
Sample 7: AA type, Sample 10 : BO type, Sample 11 : AB type, 

Sample 17 : BB type 
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3) PCR-SSCP法 ：CPR産物0.2-0.25成に

ホルムアミド色素溶液 5直 (10-20倍）を

加え，沸騰水中で10分加熱し，氷中で冷却

した。8%PAGで電気泳動(200V, 70-90 

min)し，銀染色した。電気泳動装盟にはレ

ゾルマ ックス ・ニ連ミニスラブ電気泳動装

置 (AE-6410型； ATTO製）と循環冷却装

置 (AB-1600;スーバースタ ッ トミニ，

ATTO製）を使用し，温度調整した。

結果および考察

1. 0 alleleとA,B allelesの PCR-RFLP法

での判別 ：先の primerで 0261を含む範囲

の DNAを増幅し，制限酵素KpnIで処理し

た後， 6 % PAG上で泳動すると，すでに報

告のあるように酵素処理の結果249bp, 184 bp 

と64bp'・5)が認められた (Fig.3)。Sample1, 

2, 3, 5はAalleleまたは Balleleと0allele 

とのヘテロ接合体， Sample6は 0alleleの

ホモ接合体，Sample11は Aalleleか， また

は Balleleのホモ接合体，あるいは Aallele 

とBalleleのヘテロ接合体と考えられた。こ

れにより通常の ABO式血液型判定法では判

別できない 0alleleの関与 (A 型や B型に

対する AO 型や BO型）が簡単に判定でき

た。

Table 1 The list of DNA analysis of ABO Blood Groups and the ABO Blood Typing by Serological Test 

Sample NO Sample 
DNA analysis of ABO 

Kpn I d1gest1on 
ABO Blood Typing by 

counts 
Blood Group Serolog1cal Test 

11 NT  AB AB 1 

1 y y AOf 士 A 6 

2 K 0 AOf 士

3 T.T AOd 士

7 RT  AA 

8 MA  Undetected Undetected 

16 K. I AOf 土

5 MS  BOf 土 B 5 

10 E I BOf 土

12 A Y. BOf 土

15 R. M BOf 士

17 A y BB 

4 K D OdOd ＋ 

゜
3 

6 E F OfOf ＋ 

， y s OdOf ＋ 

ABO group type or other groups Counts 

Od 3 

Of ， 
Numbers of O allele (heterozygote) 11 (1) 

AO 4 

BO 4 

AA, BB, AB 3 

゜
3 

Total No of detected sample 14 

Undetected sample 1 
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2. PCR-SSCP法での判定 ：8% PAGで

15℃,200 V, 75分での SSCPの結果を Fig.

4に示した。 AalleleとBalleleはnt297の

塩基の違い (A→G)のため，泳動像が明らか

に異なり ，SSCP法での判別か可能と考えら

れる。通常の抗原抗体反応での判定(A型， B

型，O型，AB型）と照し合せて， Aallele, 

B alleleおよび 0alleleの泳動像を判定し

た。また，実際に，AA, BB型を SSCP法

で解析すると A型は B型よりも泳動距離は

長く，両者ははっきり区別された (Fig. 5. 

Sample 7 ; AA, Sample 17 ; BB）。 しかし，

O型は泳動像が異なる 2種類が存在した(Fig.

5. Sample'・6・9)。0alleleには増幅した 0261 

付近に polymorphicsite (A 297 G)を持つ

変異体か7,8,11)最近報告されており ，普通の O

allele (0'allele)に対して Qlvarlant(O'v) 

alleleと呼ばれている。さらに，Qlvよりも

1/10と出現率は低いが，261に欠失がなく A

297 G置換のあるび変異体9,10)も知られてい

る。これらの事実から，0alleleの泳動像に

複数例があったことは，suballeleの存在が影

孵していると考えられた。 Fukumoriら12)に

よれば日本人にも 01および〇＂が存在して

おり， SSCPでは 2種類の 0suballeleを対

照にして，泳動縞の判定の必要性を感じた。

Olssonらは 0lvは261G の欠失以外に 01

alleleに比べて 9ヵ所の塩基罹換（対照領域

では 0lvは A297 G)を報告8)している。使

用した primerはexonVIとその前後の intron

を含んで増幅し 48)，01と0lvが存在する可

能性か考えられる場合，nt261は欠失し，nt297 

は Aまたは Gの配列を持つ 2種類が考えら

れ，このため 2種類の SSCP像が出現したと

考えられる (Fig.2, 5参照）。 また， 0allele 

は261にGの欠失を持たない変異〇韮lleleも

報告9~ll）されているが，今回用いた Sampleは

全て KpnIで消化される 0alleleであった。

A alleleは今回は 1種のみであったが，O型

と同様な p,olymorphismも考えられる。学生

実習を目的 とした簡易判定法であるため，

primerの作成部位の変更などにより，これら

の影響のない部位を作成し，明瞭な解析の出

来る方法に改良すべきと感じた。SSCPの結

果は PAG濃度，電気泳動時の温度，泳動時

間にも影響されるため，実際に SSCP結果が

解っている 00(2種）， AA, BB型の DNA

をコントロールとして判定する必要があった。

さらに10, 12, 15, 17℃で泳動して SSCPを

判定すると各A, B, 0 allelesの泳動縞は区

別されたが， 室温での泳動像ではその区別は

困難であった。また，10%グリセリンを加え

て同様な実験を行ったか，全て明瞭に区別さ

れる泳動縞は得られなかった。これらの結果

を総合すると261付近の CPR増幅物の最適な

PCR-SSCP条件は， 8%PAG(0.75mm),15℃, 

200 V, 75分～90分泳動し，銀染色する方法で

あった。Fig.5に本条件での結果を示した。

左より AO (A型），00(0型），BO型 (B

型），00(0型），AA(A型），00(0型），

BO(B型），AB(AB型），AO(A型）， BB

(B型）［（ ）内は表現型］と判定された。

また，暫定的に Fig.5.中の Sample4 (0 

型の SSCP像）を Odとし， Sample6のそ

れを Ofとして Table.1にまとめた。0allele 

保因者は14人のうち11人に認められ，Od型：

3, Of型： 9,Od型と Of型の hetero接合体

1であ った。また，Od型Of型は先に述べた

〇！ 型，01v型に相当すると思われるか， どち

らに相当するか検討していない。 AB型： 1'

AA型 ：1,AO型 ：4,BB型： 1,BO型：

4, 0型： 3であった。Sample8は抽出が

不完全で要再検査とした。

遺伝子解析 (PCR-RFLP法と PCR-SSCP

法）による ABO式血液型の判定は従来から

の血清学的な検査法と良く 一致していた。正

確な A型 B型 alleleを解析するには数種類

の Primerを使用してさらに526, 703, 796, 

803付近の解析を行う必要がある。

学生か，多くの遺伝子解析技術法を学ぶこ

とは限られた実習時間内では困難である。狭

い領域での PCR-RFLP法と PCR-SSCP法

の両法を応用して， A, B, 0 allelesの同定

とABO式血液型判定を目的とした実習内容

に組み立てた。ABO式血液型の決定因子に

Suballelesが存在するので，精密な検査が必

要な型式もあるが，従来の家系調査によらな

ければ決定できない AO, BO, AA, BB型
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の簡易的な型区分が可能と考えられる。今後

はprimerの設定部位等に一部改良を加えて，

学生の学習に役立つ方法としてゆきたい。免

疫反応による ABO式血液型の決定は，臨床

検査科学生にとって大切なテーマであり ，追

伝子解析法の応用によ っても ABO式血液型

の判定が出来，遺伝子およびその解析法の理

解の一助としたい。
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