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Short tandem repeat（STR or microsatellite）polymorphisms were analyzed using automated
fluorescence-based capillary electrophoresis and the method was applied to the detection of chimer-
ism in post-transfusion graft-versus-host disease（PT-GVHD）. Microsatellite DNAs in five loci（D6S
89, INT2, HGH, APOA11 and ACTBP2）were amplified by PCR with fluorescent-dye-labelled primers
and electrophoresed. After the electrophoresis, the sizes and signal intensities（peak heights）of the
amplified fragments were automatically determined using analysis software. Mixtures of two differ-
ent DNA samples at varying ratios were analyzed. Their peak height ratios were in good agreement
with the ratios of the DNA amount in the D6S89 and ACTBP2 loci, which allows us to measure the
degree of chimerism in PT-GVHD cases. Two alleles differing by 2 bp were clearly distinguished by
electrophoresis of mixed DNA samples containing these alleles. A population sample of 121 unrelated
healthy Japanese individuals were typed and their allele frequencies were calculated. The number of
alleles detected, their size distributions and the observed heterozygosity for each locus were similar
to those reported thus far in Caucasians except for the HGH locus. Seventeen cases suspected of PT-
GVHD were analyzed in 1999, and chimerism was detected in three cases. In these cases, microsatel-
lite analysis by automated capillary electrophoresis was shown to be very valuable in the diagnosis
and medical treatment of the disease because the proportion of contaminating lymphocytes from the
donor could be clearly determined.
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1．はじめに

輸血後移植片対宿主病（PT-GVHD：Post-

transfusion graft-versus-host disease）は輸血され

た血液に含まれるドナー由来のリンパ球が宿主に

おいて排除されずに，生着，増殖し，宿主を攻撃

することにより起こる致死率の高い重篤な輸血副

作用である．全国の医療施設から日本赤十字社中

央血液センター医薬情報部へ各血液センターを通

じて 1993～1998 年の 6年間で 273 例の輸血後

GVHD（疑い）の報告があり，その内 223 例を我々

が分析したところ 51 例で末梢血中にキメリズム

が確認された．1998 年の 4月に放射線照射血液が

承認されたことにより，キメリズムが確認された

例は 1997 年の 12 例から 1998 年は 2例，1999 年

は 3例（いずれも中央血液センターでの分析例の

み）に減少しているが，根本的な治療法が無いこ

ともあり，依然輸血における重大な問題となって

いる．

PT-GVHD検査ではその病因から明らかな様

に，患者末梢血中にドナー由来のリンパ球が存在

するキメリズム状態を証明する必要がある．また，

キメリズムが確認された場合，病態の把握や治療

効果を確認する上で患者とドナーのリンパ球の比

率を調べることが重要であり，我々は患者末梢血

中のキメリズムを検出するために，1993 年からマ

イクロサテライトDNA多型を利用した検査を

行っている1）．

マイクロサテライトDNA2）とはゲノム上に存

在する 2～6塩基の短い塩基配列が反復している

領域である．その反復回数は，個人により異なり，

高度な多型性を有している．このため，個人識別，

親子鑑定，遺伝病家系の解析，病気の原因遺伝子

の染色体マッピング等に利用されている3）～7）．マ

イクロサテライトDNAの多型は，その領域の外

側に特異的な塩基配列を持った一対のプライマー

を用いる PCR法による増幅と電気泳動により，増

幅されたDNA断片の長さの違いとして検出され

る．一般的には 300bp 以下の短い領域を増幅する

ため，保存状態の悪いDNAでも PCRによりマイ

クロサテライトDNAの検出が可能である場合が

多い．我々はこれまでポリアクリルアミドゲル電

気泳動と銀染色の組み合わせで検査を行ってきた

が，�10 塩基以下の差のDNA断片は識別が非常
に難しい，�検出感度が低い（キメリズムが軽度
の場合は判定が困難である），�患者とドナーの
DNA量比の推定が難しい，などの問題があった．

これらの問題点を解決し，さらに迅速な検査を行

うために，キャピラリー電気泳動によるマイクロ

サテライトDNAの多型解析を検討し，良好な結

果を得たので報告する．

2．材料と方法

2．1 DNAの調製

健常人集団として非血縁健常人 121 名から 10

mLの末梢血を採取し，赤血球を溶血後，白血球由

来 のDNAを 抽 出 し た（QIAamp Blood Kit，

QIAGEN）．

患者末梢血中のキメリズムの検査には末梢血の

CD8 陽性T細胞画分を用い，患者自身のマイクロ

サテライトDNAの遺伝子型の検査には爪由来の

DNAを用いた．CD8 陽性T細胞由来のDNAは

以下の様に抽出した．磁気ビーズ（Dynabeads

M―450 CD8，DYNAL）にて CD8 陽性T細胞を分

離した後，Proteinase K 処理を行い，DNA溶液を

得た8）．また患者の爪由来のDNAは以下の様に

抽出した．採取した爪 25～35mgを細片にした後

1.5mLのマイクロチューブに入れ，1mLの 0.5M

NaOH―0.5％sodium dodecyl sulfate で 1 回，次に

蒸留水で 2回洗浄したものを抽出材料とし，DNA

を抽出した9）（QIAamp Tissue Kit，QIAGEN）．

2．2 DNAの増幅

今回解析したマイクロサテライトDNAは

D6S89，INT2，HGH，APOA11 および ACTBP2

の 5 種類である．反復配列の種類，染色体上の位

置，プライマーの塩基配列および白人で報告され

ている増幅断片の大きさ，対立遺伝子数，ヘテロ

接合度等をTable 1 に示した．増幅産物をキャピ

ラリー電気泳動で検出するために forward

primer には 3種の色素（NED，6―FAMあるいは

HEX，PE Biosystems）のいずれかで蛍光標識した

ものを用いた．増幅は 10mM Tris-HCl（pH8.3），

50mM KCl，1.5mM MgCl2，各 50µM dNTP，0.4
µM Primer，1U Taq DNA polymerase（Ampli-
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Table 1　Short tandem repeat loci and primer sequences used in this study

Refs.H ＊N ＊Length ＊
(bases)

PrimerChromosomal
Location

Repeat
UnitLocus

SequenceName

160.9213199―2275'NED-CTTGTTCATCTGCCTTGTGC-3'
5'-ACCTAAGCGACTGCCTAAAC-3'

D6S89-1
D6S89-2

6p23ACD6S89

170.8469161―1775'FAM-TTTCTGGGTGTGTCTGAAT-3'
5'-ACACAGTTGCTCTAAAGGGT-3'

INT2-1
INT2-2

11q13TGINT2

180.82618201―2535'NED-TCCAGCCTCGGAGACAGAAT-3'
5-AGTCCTTTCAGAGCAGGT-3'

HGH-1
HGH-2

17q22-24AAAGHGH

5, 190.711400―450＊＊5'HEX-GGAGCAGTGCTAGGGCCGCGCCGT-3'
5'GTGACAGAGGGAGACTCCATTAAA-3'

APOA11-1
APOA11-2

11q23-qterCTTTAPOA11

200.9321234―3185'FAM-AATCTGGGCGCACAAGAGTGA-3'
5'-ACATCTCCCCTACCGCTATA-3'

ACTBP2-1
ACTBP2-2

5AAAGACTBP2

N  ：Number of alleles,　H  ：Heterozygosity,　＊ ：Caucasians,　＊ ＊ ：amplified with a different primer set

Taq，PE Biosystems），10～200ng Template DNA

の反応液中で総量 50µL で行った．反応はサーマ
ルシーケンサー（TSR―300，岩城硝子）を用い，95

℃2 分の熱変性の後，95℃30 秒，52℃30 秒，72

℃30 秒を 33 サイクル行い，最後に 72℃で 5分間

保持した．

2．3 キャピラリー電気泳動

PCR産物のうち 7µL を 5％ポリアクリルアミ
ドゲルにて泳動し，マーカーの濃度と比較して増

幅されたDNA量を推定した．キャピラリー電気

泳動用には peak height（蛍光強度）が 2,000RFU

（relative fluorescent units）になるように増幅産

物を蒸留水で希釈した．変成剤（Template sup-

pression reagent，PE Biosystems）12µL にサイズ
スタンダード（GeneScan 400HD ROXまたは

GeneScan 500 ROX，PE Biosystems）0.5µL と希釈
した増幅産物 2µL を加え，95℃で 5分間加熱し，
氷水中で急冷して泳動サンプルとした．キャピラ

リー電気泳動は長さ 47cm，内径 50µmのキャピ
ラリーと泳動用ポリマー（Performance optimized

polymer 6，PE Biosystems）を用い，キャピラリー

電気泳動装置（Model 310 Genetic Analyzer，PE

Biosystems）で行った．サンプルのインジェク

ションは 7kVで 30 秒，泳動は 15kV，50℃で 39

分間行った．泳動後，ソフトウェア（GeneScan

Analysis ver. 2.1，PE Biosystems）に よ りDNA

の検出と分析（アリルサイズの推定および定量）を

行った．

また定量性および検出感度を検討するために

121 名の健常人集団のDNAから 2名のDNAサ

ンプルを選び，それぞれ 100ng�µL の濃度に調製
し，1：1，1：3，1：5，1：7，1：9，1：20，1：30，1：

50 および 1：100 の量比で混合した．この混合物

を各 3組ずつ作り，ACTBP2 ローカスについて増

幅し，泳動を行った．

3．結 果

3．1 5つのローカスにおける DNA増幅断片

の検出

Fig. 1a～1e に 5 つのローカスにおける代表的

な泳動パターンを示す．全てヘテロ接合体であり，

D6S89 は 194bp と 200bp，INT2 は 167bp と

183bp，HGHは 239bp と 285bp，APOA11 は 280

bp と 291bp，ACTBP2 は 269bp と 304bp がそれ

ぞれ検出された．メインピークの左側に小さい

ピークが出現しているが，これはマイクロサテラ

イトDNAの PCR産物に特徴的な stutter であ

る10）．

3．2 定量性及び検出感度の検討

定量性を検討する第一段階として各アリルが理

論上 1：1の割合で存在するヘテロ接合体の解析

を行った．5つのローカス各々で stutter の影響を

避けるため，サイズ差が 4bp を越える対立遺伝子

の組み合わせを持つ個体（D6S89：n=71，INT2：

n=44，HGH：n=101，APOA11：n=82，ACTBP

2：n=99）を選び，DNA量を反映する Peak height

比とアリルサイズ比間の回帰分析を行った．相関
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はD6S89 と ACTBP2 の 2 つのローカスで認めら

れた（D 6 S 89： r2 = 0.86966 ，ACTBP 2： r2 =

0.79083）．INT2，HGHおよびAPOA11 の相関係

数は各々 0.66428，0.0057338 と 0.19558 となり相

関は認められなかった．Fig. 2 に ACTBP2 の例を

示す．この回帰直線により補正し，2種類のDNA

Fig . 1 Representative capillary electropherograms of five short tandem repeat

（STR）loci. Peaks represent the fluorescence intensities of dye-labelled STR DNA

products and the GeneScan 400HD ROX size standard（red）.（a）D6S89（black）：

194 bp, 200 bp；（b）INT2（blue）：167 bp, 183 bp；（c）HGH（black）：239 bp, 285 bp；

（d）APOA11（green）：280 bp, 291 bp；and（e）ACTBP2（blue）：269 bp, 304 bp.

The vertical and horizontal axes display the peak heights（relative fluorescence

units）and sizes in bases, respectively.
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の混合比を変えて定量性について検討を行った結

果をFig. 3 に示した．キャピラリー電気泳動にお

いて補正した peak height 比は元のDNA量比を

反映し，1：1から 1：30 までは定量性が認められ

た．1：50 のうち 2検体でDNA量の少ないアリ

ルが検出限界（50RFU）以下となった．1：100

では 3検体全てにおいてDNA量の少ないアリル

が検出限界以下となった．

3．3 分解能の検討

分解能を調べるためにD6S89 ローカスにおい

て 204bp と 206bp のアリルをそれぞれヘテロで

持つ 2個体由来の増幅産物を混合してキャピラ

リー電気泳動と 7％ポリアクリルアミドゲル電気

泳動を行った．キャピラリー電気泳動では 2bp

差断片も明確に識別できたが，ポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動と銀染色の組み合わせでは 204bp

と 206bp のバンドが 1本になり識別が不可能で

Fig. 2 Peak height ratios versus allele size ratios in

the case of ACTBP2. Heterozygous individuals pos-

sessing alleles differing by more than 4bp were ana-

lyzed.

Fig. 4 Comparison of the resolution between 7％non-denaturing polyacrylamide gel

（a）and capillary electrophoresis（b）of mixed samples with alleles differing by 2 bp

in the D6S89 locus.（1）Sample A：196 bp, 206 bp；（2）Mixture of samples A and B；

（3）Sample B：186 bp, 204 bp.

Fig. 3 Peak height ratios corrected by the fragment

size versus actual DNA ratios（1：1，1：3，1：5，

1：7，1：9，1：20 or 1：30）in the case of mixed tem-

plate DNA.
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Table 2A　D6S89 allele frequencies among 

121 unrelated Japanese individuals

FrequencynRounded average 
length (bases)Locus

0.169441186D6S89

0.00411 ＊188

0.090922194

0.078519196

0.144635198

0.03729200

0.086821202

0.074418204

0.190146206

0.090922208

0.01243 ＊210

0.01654212

0.00411 ＊216

0.02075＊ Classes pooled

Observed heterozygosity, 0.876 ; Expected heterozy-

gosity, 0.876
＊ all classes with less than four events were pooled

Table 2B　INT2 allele frequencies among 121 

unrelated Japanese individuals

FrequencynRounded average 
length (bases)Locus

0.01243 ＊165INT2

0.041310167

0.396796169

0.02075171

0.070217173

0.157038175

0.206650177

0.074418179

0.00832 ＊181

0.01243 ＊183

0.03318＊ Classes pooled

Observed heterozygosity, 0.736 ; Expected heterozy-

gosity, 0.762
＊ all classes with less than four events were pooled

Table 2C　HGH allele frequencies among 121 

unrelated Japanese individuals

FrequencynRounded average 
length (bases)Locus

0.00411 ＊227HGH

0.01243 ＊229

0.01243 ＊231

0.00832 ＊233

0.062015235

0.01243 ＊237

0.078519239

0.03318241

0.053713243

0.074418245

0.074418247

0.03729249

0.049612251

0.03318253

0.00411 ＊254

0.02897255

0.00411 ＊257

0.03729258

0.00411 ＊260

0.03729261

0.053713265

0.062015269

0.057914273

0.057914277

0.045511281

0.03318285

0.02075289

0.00411 ＊296

0.00411 ＊312

0.070217＊ Classes pooled

Observed heterozygosity, 0.934 ; Expected heterozy-

gosity, 0.944
＊ all classes with less than four events were pooled

あった（Fig. 4）．

3．4 日本人健常人集団 121名から求めた各

ローカスのアリル頻度

Table 2A～2Eに各ローカスのアリル頻度を示

した．D6S89 ではアリルの数 13，サイズ 186～

216bp，ヘテロ接合度 0.876，ホモ接合体は 15 人で

検出された．INT2 ではアリルの数 10，サイズ 165

～183bp，ヘテロ接合度 0.736 であり，121 人中 32

人がホモ接合体であった．HGHではアリルの数

29，サイズ 227～312bp，ヘテロ接合度 0.934，ホモ

接合体は 8人であった．APOA11 ではアリルの数

35，サイズ 260～306bp，ヘテロ接合度 0.884，ホモ

接合体は 15 人で検出された．ACTBP2 ではアリ

ルの数 26，サイズ 233～316bp，ヘテロ接合度

0.959，ホモ接合体は 5人と，5つのローカス中最も

少なかった．なお，Table 2C～2E．で示した 1bp

差のアリルは，個々に増幅した産物を混合し，泳

動することによりその差を確認している．
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Table 2D　APOA11 allele frequencies among 

121 unrelated Japanese individuals

FrequencynRounded average 
length (bases)Locus

0.041310260APOA11

0.066116271

0.00411 ＊272

0.02486273

0.01243 ＊274

0.02486275

0.00832 ＊276

0.02897277

0.03729278

0.01654279

0.01243 ＊280

0.057914281

0.00411 ＊282

0.01654283

0.049612284

0.03729285

0.03318286

0.02075287

0.03729288

0.00411 ＊289

0.103325290

0.03729291

0.02075292

0.01243 ＊293

0.095023294

0.053713295

0.00411 ＊296

0.00411 ＊297

0.066116298

0.03318299

0.00832 ＊300

0.01243 ＊302

0.00411 ＊303

0.00411 ＊304

0.00411 ＊306

0.099224＊ Classes pooled

Observed heterozygosity, 0.884 ; Expected heterozy-

gosity, 0.940
＊ all classes with less than four events were pooled

Table 2E　ACTBP2 allele frequencies among 

121 unrelated Japanese individuals

FrequencynRounded average 
length (bases)Locus

0.00411 ＊233ACTBP2

0.02486241

0.03318245

0.02075249

0.062015252

0.074418256

0.082620260

0.00411 ＊262

0.00411 ＊263

0.02897264

0.00411 ＊266

0.049612267

0.053713269

0.01243  ＊271

0.02486273

0.074418277

0.070217281

0.074418285

0.057914289

0.082620293

0.049612296

0.066116300

0.02486304

0.00832 ＊308

0.00411 ＊312

0.00411 ＊316

0.045511＊ Classes pooled

Observed heterozygosity, 0.959 ; Expected heterozy-

gosity, 0.939
＊ all classes with less than four events were pooled

3．5 PT-GVHD症例の検体での応用

Fig. 5．はタンパク分解酵素阻害剤であるメシル

酸ナファモスタット（nafamostat mesilate：MN）

等の治療により回復傾向が見られた症例を示し

た．輸血後 23 日目における患者のCD8 陽性T

細胞由来のDNAが 5％程度しか見られないのに

対し，輸血後 35 日目（MN等で治療 11 日目）では

患者由来約 27％，ドナー由来約 73％のDNA量

比となり回復傾向が見られた．Fig. 6．の症例は 2

つのローカス（異なる蛍光標識のプライマーで

個々に増幅）の増幅産物を混合して泳動を行った

ものである．補正したACTBP2 ローカスの peak

height から輸血後 24 日目では患者由来約 54％，

ドナー由来約 46％のDNA量比であったが，輸血

後 32 日目ではドナー由来が検出限界以下となり

回復傾向が認められた．しかし，輸血後 55 日目に

おいて患者由来約 30％，ドナー由来約 70％の

DNA量比となった．
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4．考 察

マイクロサテライトDNAとキャピラリー電気

泳動の組み合わせによる解析は高感度，高分解能

であるため個人識別，疾患原因遺伝子の連鎖解析

および人類学における集団調査等で広く使用され

ている11）～13）．本研究ではDNAmixture サンプル

とキメラにおける 2個体の識別だけでなく，混合

された各DNAの定量性について検討を行った．

我々は今回の実験において正常な体細胞から抽

出したDNAを使用しているので，父親由来のア

リルと母親由来のアリルのDNAは理論的に同量

存在する．従って，ヘテロ接合体の場合，2つの断

Fig. 5 ACTBP2 electropherograms of a PT-GVHD case. A PT-GVHD case in which

the patient recovered after treatment with protease inhibitors.（a）DNA derived

from the patient’s fingernail：P1, P2；（b）DNA derived from the CD8+ fraction on

day 23 after transfusion（before nafamostat mesilate（NM）administration）；

（c）DNA derived from CD8+ fraction on day 35 after transfusion（on day 11 after

NM administration）；（d）DNA derived from the donor blood：D1, D2.
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片の蛍光強度は等しくなるはずである．しかしな

がら，サイズの大きいアリルの方が小さいサイズ

のアリルに比べ蛍光強度が小さくなる傾向が見ら

れた．これは小さいアリルの増幅効率が大きいも

Fig. 6 HGH（black）and ACTBP2（blue）electropherograms of a PT-GVHD case.（a）

DNA derived from the patient’s fingernail：HGH（P1, P2），ACTBP2（p1, p2）；（b）

DNA derived from CD8＋ fraction on day 24 after transfusion；（c）DNA derived

from the CD8＋ fraction on day 32 after transfusion；（d）DNA derived from the

CD8＋ fraction on day 55 after transfusion；（e）DNA derived from the donor

blood：HGH（D1, D2）, ACTBP2（d1, d2）.
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のよりも良いことによると考えられる．そこで，

我々は peak height 比のサイズ比に対する回帰分

析を行い，得られた補正式で定量が可能かどうか

検討した．ACTBP2 と D6S89 については定量性

が認められた．しかしながら，残りの 3つのロー

カスではサイズのみの補正で定量性を得ることは

困難であった．これは，増幅効率はアリルサイズ

の違いだけでなく，その領域の塩基配列の組成の

違い等も関与していることによると考えられる．

ACTBP2 にはアリルサイズが同じ対立遺伝子

でも，多型性領域部の塩基配列が異なるアリルの

存在が報告されている14）15）．これらのアリルの識

別を行えば，より高度の多型性が得られるが，PT-

GVHD検査では塩基配列の確認は必要になるこ

とは少ないと考え，今回はその分析は行わなかっ

た．

検出感度について 1：1から 1：100 のうち 1：

30（少ないアリルの比率は 3.2％，以下同様）まで

は検出が可能であった．1：50（2％）で 2検体，

1：100（1％）で 3検体が検出限界以下になった．

ポリアクリルアミドゲル電気泳動と銀染色では

1：9でもバンドの確認が困難な場合もあり1），

キャピラリー電気泳動によって検出感度は確実に

向上したといえる．泳動するDNA量を増やすこ

とで，ごく少量（2％以下）混在するアリルを検出

することが可能になると思われたが，同時に非特

異的増幅等によるノイズも大きくなり，たとえレ

シピエントとドナーのアリルサイズが既知であっ

ても検出しようとするシグナルとノイズの区別が

困難になり実用的ではない．

白人と日本人の各ローカスにおけるアリルサイ

ズの分布とアリルの数はHGHとAPOA11 を除

きほぼ同じであった．HGHのアリル分布は白人

201～253bp であるのに対し 227～312bp と広く，

アリルの数も白人の 18 に比べ 29 と多かった．ヘ

テロ接合度については各ローカスにおいて大きな

違いは見られなかった．また，APOA11 は用いて

いる primer が異なるので比較はできなかった．

PT-GVHD検査における検査上の問題は，患者

由来のアリルとドナー由来のものが 5種のマイク

ロサテライトDNAで全て一致してしまう可能性

である．全て一致する最大の確率は，各ローカス

における genotype が最も出現頻度の高い場合で

あり，その値をTable 2A～2Eのアリル頻度から

計算すると 3.30×10－8 であった．この値に日本の

人口 1.25×108 を掛けると，5ローカス全てが一致

してしまう人数が得られ，その数は 4.13 人とな

る．この値は十分に低いと考えられ，上記の 5種

類のマイクロサテライトDNAによる PT-GVHD

検査の妥当性を支持する．

キャピラリー電気泳動を導入することにより，

これまで判定が困難であった近接した断片やごく

軽度のキメリズムも検出することが可能になっ

た．また，48 時間の連続泳動が可能であり，さら

に，サンプルのセット後は装置が自動的に泳動，

検出を行うので，検査時間を大幅に短縮すること

ができる．

キャピラリー電気泳動法により日本人集団にお

ける 5種類のマイクロサテライトDNAを解析

し，そのアリル頻度を求め高度の多型性を確認し

た．この方法は PT-GVHD検査においてキメリズ

ムの証明だけでなく，それを構成しているドナー

由来の白血球の量比の推定についても有用である

と考えられた．
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