
はじめに

血液型キメラは，血液細胞のみにキメリズムが

見られる twin chimera と，血液細胞だけでなく体

細胞にもキメリズムが見られる dispermic chi-

mera とに大きく 2 種類に分類される1）．した

がって，体細胞にキメリズムが見られるかが両者

を区別する 1 つの根拠となる．従来，血液のキメ

リズム検出には，主として赤血球血液型，赤血球

内酵素，HLA，血清型，核型による染色体分析が

利用されてきた．血液型キメラを分類するには，

双子歴，半陰陽などの特徴の有無に加え，体細胞

として線維芽細胞の核型，唾液の血液型物質など

から判断されてきた．しかし，双子歴，半陰陽な

どの特徴がなく，核型でのキメリズムがみられな

い例では分類は困難であり，また線維芽細胞の採

取は生検を伴い容易ではない．
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近年，血液型遺伝子をはじめとして種々の遺伝

子が解明され，PCR（polymerase chain reaction）

による遺伝子解析が可能となった．このため，血

液細胞はもとより体細胞試料として爪，口腔粘膜

細胞，毛髪などからのゲノム DNA を用いること

によって，遺伝子レベルでキメリズムを容易に検

出することができる．

ABO 血液型の表検査で部分凝集を示した本例

は，A 血球と AB 血球が混在する血液型キメラと

判明した．そこで，キメリズムをさらに調べるた

め体細胞試料として爪，および末梢血からのゲノ

ム DNA を用いて遺伝子を解析したところ，爪に

おいても血液型遺伝子の混在を認めた．この結果

は，本例が dispermic chimera であることを示唆

した．

材料および方法

血液型キメラを示した日本人女性（S.I.）は，28

歳未婚で，子宮筋腫のため受診した産婦人科医か

らの依頼で血液型を精査した．本人，両親から末

梢血および唾液を，また体細胞試料として爪を採

取した．対照に健常人からの末梢血を使用した．

彼女の双子兄弟姉妹の存在，出生状況，輸血歴な

どを面談により確認した．赤血球を抗 B 血清で凝

集する小集団と凝集しない大集団の 2 種類に分

け，それぞれ血液型を調べた．唾液検査，血清中

の A 型，B 型転移酵素も測定した．

2 集団の ABO 血球混合比は，1 次抗体として抗

A 血清（ヒト由来ポリクローナル，Ortho）とセラ

クローン抗 B（マスウ由来，大日本製薬）を，また

2 次抗体として R-phycoerythrin conjugated anti-

human Ig（Southern BA）と FITC-conjugated

anti-mouse immunoglobulins（Dako）を用いて 2

重染色し，EPICS XL（Coulter）を使用するフロー

サイトメトリーで求めた2）．

白血球および爪からのゲノム DNA 抽出は，フ

エノール・クロロホルム法で行った3）．爪からの

DNA 抽出前処理は，細かく切った爪に 10mM

Tris�HCl―0.1M NaCl―10mM EDTA（pH 8.0）0.32

ml ，10mg�ml proteinase K（Merk）10µl ，0.4

M dithiothreitol 40µl，10％SDS 40µl を添加し，56

℃で終夜加熱した．

ABO 血液型の遺伝子解析は，PCR-RFLP 法4），

および 261 番目塩基を挟む領域を増幅するための

primer GA16 4），GA17 4）を 使 用 す る PCR-SSCP

（polymerase chain reaction-single strand confor-

mation polymorphism）法で行った．PCR は，Gene-

Amp 9700（Applied Biosystems）装置を用い，10

mM Tris�HCl―50mM KCl―1.5mM MgCl2―0.01％

gelatin（pH 8.3），40µM GeneAmp dNTP Mix（Ap-

plied Biosystems），20～200ng genomic DNA，

AmpliTaq Gold（Applied Biosystems）2u，0.2µM
GA16 primer，0.2µM GA17 primer から成る反応

液 13µl で行った．PCR 条件は，95℃ 8 min，30

cycles 95℃ 30 sec―64℃ 15 sec―72℃ 30 sec，72℃ 2

min とした．増幅産物を 20 倍に 10％ sucrose―0.1

％ xylene cyanol FF で希釈し5），95℃ 5 min 加熱

して試料とした．この試料 4～6µl を 12.5％ poly-

acrylamide gel（90×80×0.75mm，架橋度 2％）に

添加し，AE6510 型レゾルマックス・2 連ミニスラ

ブ装置（アトー）を使用して 10℃ に恒温化した 25

mM Tris―25mM boric acid―1mM EDTA（pH 8.3）

緩衝液中で，20 mA�gel，100 min，電気泳動を行っ

た．DNA バンドを銀染色液（第一化学）で染色し

た．

本人の末梢血中の B 遺伝子を半定量するため，

803 番目塩基において B 遺伝子を特異的に増幅

さ せ る allele specific primer GA13 4）と GA01N 4）

を用い，上記の PCR 条件で B 遺伝子のみ増幅さ

せた．AB 型の健常人ゲノム DNA を彼女の母親

のそれで任意に希釈した試料も同時に増幅させ

た．7％polyacrylamide gel で増幅産物を電気泳動

し，バンド強度を比較して，B 遺伝子の混合比を

求めた．

Rh 血液型の遺伝子解析で，RHE�e および RHc

対立遺伝子検出のために primer MTHR5 5’-GT-

TCTGGCCACGTGTCAAC-3’，THR76）5’-CAT-

GCTGATCTTCCTTTGGG-3’と，primer MRHP

3 5’-GGCCAAGATCTGACCGTGATG-3’，MRH-

P4 5’-CAGTGTGATGACCACCTTCCC-3’を，そ

れぞれ使用する PCR-SSCP 法で行った．基本的

に，ABO 遺伝子解析と同様の条件で行ったが一部

変更した．すなわち，PCR 条件では annealing
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Table 1　Blood groups of the subject and her parents

XgKiddPLewisDuffyMNSsRhABO

Xg（a ＋）Jk（a ＋ b －）P1Le（a － b ＋）Fy（a ＋ b －）MMSsCCDeeASubject（95%）

Xg（a ＋）Jk（a ＋ b ＋）P1Le（a － b ＋）Fy（a ＋ b －）MMSsCcDEeAB　　　   （5%）
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温度を 65℃ に，また SSCP 泳動条件では，gel

と泳動緩衝液に10％ gel�25mM Tris―25mM bo-

ric acid―1mM EDTA（pH 8.3）あるいは 10％gel―

5％glycerol�50mM Tris―50mM boric acid―2mM

EDTA（pH 8.3）を用いて 50～90 min 泳動するこ

とのみ変更した．

マイクロサテライト多型性7）も，PCR-SSCP 法で

調べた8）．ABO 遺伝子解析での PCR-SSCP 法と

同じであるが，von Willebrand factor gene（12p）9）

に存在するマイクロサテライトに対し，PCR 条件

のannealing 温度を52℃に，またGSN locus（9q）10）

と D1S102（1q）11）のそれに対し 57℃ にそれぞれ変

更し，反応液組成の緩衝液に 50mM Tris�HCl―2

mM MgCl2―0.02％ gelatin―10mM（NH4）2SO4（pH

8.3）を使用した．また SSCP 泳動条件は Rh 血液型

の遺伝子解析と同様に行った．

HLA 多型性の検討は，DNA タイピングで行っ

た12）13）．性染色体に特有のアメロゲニン遺伝子領

域を増幅することで性別を判定した（検出感度 5

％）14）．末梢血のリンパ球核型は，G 染色法で行う

解析を SRL に依頼した．

結 果

両親および本人に面談した結果，本人に双子歴

はなく特筆する病歴・輸血歴もなかった．また外

見的特徴も見うけられなかった．ABO 血液型判定

で抗 B では部分凝集を示し，抗 A ではすべて凝集

を示す 2 つの血球集団が存在した．裏試験では，

A 血球，B 血球で凝集を示さなかった．そこで抗

B 血清で凝集・非凝集を示す 2 集団の血液型をさ

らに調べると Table 1 に示すように，A�AB，

CCDee�CcDEe，Jk（a＋b－）�Jk（a＋b＋）と異なっ

ていた．ABO 血液型での 2 集団の混合比をフロー

サイトメーターで確認すると A 血球，AB 血球

が，それぞれ 95％，5％ であった（Fig. 1）．唾液に

A，B，H 型物質を認めた．血清中には A 型，B

型転移酵素がほぼ等量（被凝集価 1：8）みられた．

ABO 遺伝子の B 遺伝子に特有の 803 番目塩基

において B 遺伝子を特異的に増幅する allele spe-

cific primer を用いて，末梢血由来のゲノムにおけ

る B 遺伝子の混在を半定量すると約 5～10％ 程

度存在していた（Fig. 2）．これは血球の混在率と同

程度であった．

primer GA16 と GA17 で増幅される領域での

ABO 各遺伝子は，それぞれ異なっている15）．した

がって，この領域の増幅産物を用いる PCR-SSCP

法で，ABO 遺伝子型を決定した．本法は A，O，

B 遺伝子を正確に検出でき，PCR-RFLP 法と一致

した結果がえられた．父親は BO，母親は AO で，

本人の末梢血，爪，いずれにも A，O，B 遺伝子

Fig. 1 Ascertainment of two red blood cell popula-

tions by flow cytometry.

Anti-B and anti-A positive cells were 5％ in whole

cells. The others showed anti-A positive cells.
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が混在していた（Fig. 3）．さらに，バンド強度から

A，O 遺伝子が B 遺伝子より多く存在しているこ

とを示し，これは，赤血球の混合状態に対応して

いた（Table 1）．本人は，AO 遺伝子と AB 遺伝子

のキメラと推定された．

RhE と Rhe 表現型に関与する exon5 内の 676

番目塩基を挟む領域6）を primer MTHR5，THR7

で増幅した断片を泳動すると，RhE と Rhe 表現型

に，それぞれ特異的なバンドを認めた．本人の爪

と末梢血は同様のパターンを示し，RHE 対立遺伝

子の示すバンド強度は RHe のそれより弱かった

（Fig. 4A）．さらに Rhc 表現型に関与する exon2

内の 178，201，203，307 番目塩基を挟む領域6）を

primer MRHP3，MRHP4 で増幅して調べた．この

領域内で，相同性があるため RHc 対立遺伝子に特

異的なバンドだけでなく RHD と RHCE 遺伝子

のバンドも増幅される．本人の爪と末梢血で，RHc

対立遺伝子の示すバンド強度が，RHD と RHCE

のそれよりも弱いことを示した（Fig. 4B）．これら

のことから，RH 遺伝子解析でも，赤血球の混合状

態に対応する結果がえられた（Table 1）．

データは示してないが，末梢血リンパ球核型は，

Fig. 2 Semi-quantitative determination of B gene in

the subject’s peripheral blood.

The concentration of DNA except C1 and C2 was

adjusted to 100ng�µl . Samples for calibration were

made by diluting an AB type control DNA with her

mother’s DNA from 50 to 0.5％. After amplification,

PCR products were eletrophoresed on 7％ poly-

acrylamide gel. The gel was stained with ethidium

bromide . Sub indicates the subject ； M , her

mother；C1, C 2, normal donors with AB blood

type；m, Marker 9（φX174�Hinf I digest, Nippon

Gene）.

Fig . 3 Analysis of ABO genes by a PCR-SSCP

method with genomic DNA from peripheral blood

and nail.

Amplified fragments containing the nucleotide posi-

tion 261 were electrophoresed as described in the

text. Four µl of the heat-denatured fragments from

normal donors, AA , OO , BB genotype were electro-

phoresed at the same time as 6 µl from peripheral

blood and nails in the subject and her parents. M in-

dicates her mother；F, her father；SubN, the sub-

ject’s nails；SubPB, the subject’s peripheral blood.

Fig. 4 Analyses of Rh blood group genes.

（A）Detection of RHE�e allele genes . The PCR

products were electrophoresed on 10％ poly-

acrlyamide gel containing 5％ glycerol in 50mM

Tris―50mM boric acid―2mM EDTA（pH 8.3）buffer.

（B）Detection of RHc allele gene. Electrophoresis

with 10％ poly acrylamide gel in 25mM Tris―25mM

boric acid―1mM EDTA（pH 8.3）buffer was carried

out. Four µl of each sample was applied to the gels.

CCDee, ccDEE, CcDEe shows serologically pheno-

typed normal controls. M, her mother’s peripheral

blood；SubN, the subject’s nails；SubPB, the sub-

ject’s peripheral blood；F, her father’s peripheral

blood.
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Table 2　HLA DNA typing in the subject and her 

parents. Genomic DNA from peripheral blood was 

used for HLA typing.

DPB1 ＊DQB1 ＊DRB1 ＊B ＊A ＊

0201/05010302/04010405/040735/5402/24Subject

0201/04020302/05020407/140107/3502/02Mother

0201/05010401/06020405/150154/5524/24Father
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M�

F
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F

M�

SubN�
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F

A B C

46，XX，100％ の正常核型で，XY 細胞の混在は認

めなかった．本人の爪から性染色体特有のアメロ

ゲニン遺伝子増幅で，Y 染色体遺伝子は検出され

なかった（Fig. 5）．

マイクロサテライトおよび HLA を用いて，両

親，本人の多型を調べると，両親から，それぞれ

の対立遺伝子を受け継ぎ，親子関係に矛盾はな

かった（Table 2）（Fig. 6）．親からの対立遺伝子の

2 重寄与（double contribution）が，dispermic chi-

mera に見られる16）17）．検討したマイクロサテラ

イトのなかで，D1S102 に存在するマイクロサテ

ライトで末梢血および爪のいずれにおいても父親

からの 2 重寄与を示唆した（Fig. 6C）．しかし，母

親からの 2 重寄与は，これらの解析からは認めら

れなかった（Fig. 6）．

考 察

血液型キメラ以外に，血液型表検査で部分凝集

を示す原因には，血液型亜型，後天的変化がある．

しかし，本例において，A 型，AB 型血球の 2 集団

が確認されたこと，また輸血歴，後天的変化をも

Fig. 5 Detection of Amelogenin genes specific for

sex chromosomes.

Electrophoresed PCR products on 7％ polyacr-

ylamide gel were stained with ethidium bromide .

Arrows show the genes on X or Y chromosome. F,

her father’s peripheral blood；M, her mother’s pe-

ripheral blood；SubN, the subject’s nails.

Fig. 6 Analyses of microsatellite polymorphism in the subject and her parents.

DNA bands were detected by a silver staining method. Microsatellite markers used

to examine polymorphism are located in von Willebrand factor gene（A）, GSN locus

（B）and D1S102（C）. SubPB and SubN represent the subject’s peripheral blood and

nails, respectively. M, her mother’s peripheral blood；F, her father’s peripheral

blood；Polyacrylamide gel used in the case of（A）was 10％ gel, and those in the

cases of（B）and（C）were 10％ gel containing 5％ glycerol.
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たらす病歴も考えられないため，これらの可能性

は否定された．

血液型キメラは 2 種類に大きく分類されてい

る．すなわち，胎生期段階において 2 卵生双生児

間で血管吻合が起こり，造血組織に造血幹細胞が

混合して生着し，2 種類の血液細胞が産生される

ことで生じる twin chimera と，卵子形成段階での

2 母体核と 2 精子とが受精するか，または 2 つの

胎芽が早期に融合し，1 個体として発育すること

で生じる dispermic chimera とである．dispermic

chimera は，造血細胞の混合だけでなく全身のキ

メリズム，いわゆる whole body chimerism を呈

する1）18）．したがって，dispermic chimera が twin

chimera と相違する点は，口腔粘膜細胞，線維芽細

胞など，血液以外の体細胞でキメリズムが存在す

ることである．

双生児の一方が胎生時に吸収されることもあ

り，双子でないだけで twin chimera を否定できな

い．しかし，本例が twin chimera ではなく，dis-

permic chimera であろうと推定する根拠は，第一

に，末梢血だけでなく，体細胞試料の爪からの

DNA にも，A，O，B 遺伝子が混在していたこと，

第二に，PCR-SSCP 法での泳動像で，赤血球の混合

状態に対応して，爪と末梢血のいずれも A，O

遺伝子よりも B 遺伝子が量的に少なかったこと

である．このことは，RHE�e および RHc 遺伝子解

析からも確かめられた．

XX�XY 細胞の混在が，末梢血リンパ球と線維

芽細胞の染色体分析で認められる dispermic chi-

mera では，真性半陰陽，皮膚色素沈着，虹彩異色

などの身体的特徴が見られることがある1）19）．し

かし，本人の外見は普通の成人女性であり，検査

依頼した産婦人科医とも接触したが，dispermic

chimera の特徴的な，これらの様相は見られない

ようであった．線維芽細胞での核型を検討してい

ないが，爪からの性別判定で末梢血と同様に XX

の女性型を示したことから，Y 染色体の混合はな

いと判断した．末梢血リンパ球と線維芽細胞で，

XX�XY 細胞の混在を全く認めない dispermic ch-

imera 例もある20）．XX�XX の dispermic chimera

は，XX�XY の混在する場合よりも上記の特徴が

見られるのは少ないと思う．本例は，このような

例に分類できるだろう．

dispermic chimera では，血液型遺伝子以外の多

型マーカーで，本人への父または母親からの対立

遺伝子の 2 重寄与がある1）16）17）．von Willebrand

factor gene（12p），GSN locus（9q），データは示

していないが D7S440（7q），D5S107（5q）のマイ

クロサテライト，さらに HLA 遺伝子（6p）のいず

れにおいても，母親からの 2 重寄与は認められな

かった．これとは，対照的に D1S102（1q）のマイ

クロサテライトで父親からの 2 重寄与を示してい

ると考える．なぜならば，本人の爪および末梢血

のパターンは父親と同じで，バンド強度の強いバ

ンドはキメラを構成する大集団の細胞に由来し

（母親由来のバンドと同一），他方はバンド強度が

弱く，父親に特異的で，小集団の細胞に由来する

と考えるからである．このことは，ABO 遺伝子型

で父親からの 2 重寄与（B，O 遺伝子）の推定と合

致し，本例が dispermic chimera であることを示

唆した．

本例の dispermic chimera の生成機序を考察す

ると，Ford が理論的に提案した説のうち 1 から 6

の 6 タイプが考えられる18）21）．本例は父親からの

2 重寄与があり，母親からのそれは見られないと

いうことから，6 タイプの中で最も可能性の高い

タイプ，すなわち卵子と第 2 極体が，2 精子で同時

に受精し一体となった dispermic chimera 例であ

ろう．

この dispermic chimera の生成機序と本例の A

血球と AB 血球混合率の成因との関連は不明であ

る．A 血球と AB 血球混合率（95％：5％）と血清

中の A 型，B 型転移酵素量（A 型，B 型ともにほ

ぼ同量）とに相違がみられた．これは，本例が血

球混合率と A 型，B 型転移酵素量とは相関しない

例と考える．なぜならば，dispermic chimera にお

いて，両者が同様の比率を示さない反対の例22），

さらに，XX�XY 細胞の混合比が組織によって異

なる例もある23）．これらのことから，造血組織と

血清中へ両型転移酵素を分泌する組織とで，A，B

遺伝子を含む細胞の混合比が異なっていると解釈

できるからである．
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爪，末梢血で A，B，O 遺伝子の混在が，実験

室内において両親のゲノム DNA の混入によらな

いことを次の理由で確認できる．von Willebrand

factor gene と GSN locus にあるマイクロサテラ

イト解析で，両親と全く同一の泳動像を示してい

ないことから両親のゲノム DNA の混入を，さら

に性染色体アメロゲニン領域の遺伝子増幅で，Y

染色体遺伝子バンドが末梢血および爪でも検出さ

れないため父親からの DNA 混入を否定できる．

最後に，本研究において 261 番目塩基を挟む領

域を増幅する PCR-SSCP 法での，ABO 遺伝子の

検出は RFLP 法に比較して簡便・迅速にでき，血

液型キメラの判定に有用であることを示した．ま

た本例が XX�XX を示す dispermic chimera であ

ることを，末梢血および体細胞試料として爪から

の DNA を用いる遺伝子解析から推定した．Tip-

pett が unestablished type に分類しているような

双子歴不明で分類できないキメラがあるが18），こ

のような場合に本法が応用されることが期待でき

る．
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