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ヒト血液型のA，B抗原の合成は，H物質に α
1-3N-acetylgalactosaminyltransferase（A型糖転

移酵素）が作用し，N-acetylgalactosamine（Gal-
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NAc）を α1→3 結合するとA型抗原になり，α1-
3galactosyltransferase（B型糖転移酵素）の作用に

より galactose（Gal）が α1→3 結合してB型抗原
となる．1990 年，Yamamoto らによってABO

血液型糖転移酵素の cDNA塩基配列が決定され

た1）2）．A遺伝子とB遺伝子の差は，タンパク質の

コーディング領域内の 7カ所の塩基置換と 4カ所

のアミノ酸置換であることが明らかにされた．一

方，O遺伝子はA遺伝子の一つの塩基欠失が示さ

れた．これらの遺伝子の多形性を利用して，ABO

血液型の遺伝子診断が行われている3）．

ABO血液型不適合同種骨髄移植（BMT）におい

て，BMTレシピエントのABO血液型抗原の推移

をフローサイトメトリー等を用いて検討した報告

はある4）が，ABO遺伝子型を用いて検討した報告

は少ない．今回，私達はABO血液型不適合BMT

を受けたレシピエントにおいて，末梢血単核細胞

または赤芽球バーストのABO遺伝子型，赤血球

表面上のABH血液型物質の存在，血清中の糖転

移酵素活性，ABO式血液型以外の血液型変化を検

討したので報告する．

対象および方法

対象

1998 年 10 月から 1999 年 10 月，当院血液科で

ABO血液型不適合BMTを受け，長期観察可能で

経過中再発がなかった 4例を対象とした（Table

1）．メジャーABO不適合 BMT3 例とマイナー

ABO不適合 BMT1 例．

方法

1．コロニー

末梢血からFicoll-Hypaque（Lymphoprep；Ny-

comed Pharma）を用い比重遠心法によって単核

細胞（MNC）を分離した．1×105 個のMNCを 30

％牛胎児血清，1％牛アルブミン，3U rh Erythro-

poietin，10－4M 2-Mercaptoethanol，2mM L-gluta-

mine，50ng rh Stem Cell Factor，10ng rh GM-

CSF，10ng rh IL-3 を含む 1ml のメチルセルロー

ス培地（MethoCult GF H4434；StemCell Techno-

logies Inc.）に浮遊させ，5％CO2，37℃の条件下で

14 日間培養した．倒立顕微鏡下に，ピペットを用

いて形成された赤芽球バースト（BFU-E）を測定

日当たり約 5個吊り上げ，1本のマイクロチュー

ブに混和し－80℃で保存した．

2．Flow cytometry（FCM）

赤血球をグルタールアルデヒド固定し，抗A

および抗Bモノクローナル抗体（Ortho Diagnos-

tic Systems Inc．）と 4℃30 分 反応 後，PBSで 2

回洗浄した．抗ヒト Immunoglobulin を加え 4℃

30 分反応後，PBSで 2 回洗浄し，FCM（Cytoron；

Ortho Diagnostic Systems）を用いてA抗原陽性

およびB抗原陽性の赤血球を測定した．

3．Aおよび B糖転移酵素活性の測定

測定用試薬（ガルサーブAB；三光純薬）を用い

て，血清中のAおよびB糖転移酵素活性を測定し

た．血清をUDP-GalNAc あるいはUDP-Gal の存

在下で，新鮮なO型赤血球と混和した．血清中の

AまたはB糖転移酵素によって，赤血球表面に形

成されたA型抗原またはB型抗原の抗Aおよび

抗B抗体の被凝集価を求め，それぞれA，B糖転

移酵素活性の力価とした5）．

4．PCR-SSP（Polymerase Chain Reaction

With Sequence Specific Primers）

末梢血MNCまたは赤芽球バーストからグアニ

ジン法を用いてDNAを抽出した．高分子DNA

をテンプレートとし，A型，B型およびO型にお

いて塩基配列の異なった部位にプライマーを設定

し，PCRを行った．福森らの方法6）に従ってプライ

マーの組み合わせは，GA23-GA13（B），GA23-GA

14（A），GA24-GA14（O）の 3組で行い，それぞ

れでB，A，O遺伝子を別々にアリル特異的に増幅

し，増幅断片の有無でABO遺伝子型を判定した．

PCRの条件は，以下のごとく改変した．最終濃度

0.4µM primers，50mM KCl，1.5mM MgCl2，10
mM Tris-HCl（pH8.3），0.01％w�vgelatin，0.2mM
各 dNTP（dATP，dCTP，dGTP，and dTTP），

のバッファー中に 0.4 U Taq DNA polymerase

（AmpliTaq；Perkin Elmer）， 100～300ngDNA，

を加え 10µl とした．増幅条件は，denaturation 94

℃1 分，anealing 63℃1 分，extension 72℃1 分で

30 cycles とし，thermal cycler（GeneAmp PCR

System 9600；Perkin Elmer），を用いて施行し

た．PCR産物は 2.0％アガロースゲル電気泳動後
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Table 1　Characteristics of recipients and donors

DonorRecipient
No.

ABO genotypeSexAgeABO genotypeInfused cells（× 107/kg）ConditioningDiseaseSexAge

AOF22BO 5.03 ※TBI/VP16/CYALLM211

OOM41AO50.49 ¶TBI/CA/CYCMLM262

AOF25BO 6.13 ※TBI/VP16/CYLBLM183

AAM22BO 6.73 ※TBI/CA/CYCMLM224

※ , mononuclear cells; ¶ , nucleated cells; ALL, acute lymphoblastic leukemia; CML, chronic myelogeneous leukemia; LBL, 

lymphoblastic lymphoma; TBI, total body irradiation; VP16, etoposide; CA, cytarabine; CY, cyclophosphamide.

B A O M B A O B A OM

day 14 day 371

Before BMT After BMT

エチジウムブロマイド染色し，UV照射により検

出した．

5．ABO式血液型以外の血液型検査

BMT前のレシピエントおよびドナー赤血球の

ABO以外の血液型抗原（Rh，Diego，MNSs，P，

Duffy，Kidd，Lewis 式血液型）を市販抗体試薬を

用い，試験管法にて反応させ凝集の有無にて判定

した．またBMT後，長期間経過したレシピエント

赤血球を同様な方法にて検討した．

6．抗体吸着解離試験

赤血球表面のABH血液型物質の存在を，抗体

吸着解離試験にて測定した．抗Aおよび抗Bモノ

クローナル抗体（Ortho）をレシピエント赤血球と

陰性対照である健常人のO型赤血球に，1昼夜 4

℃にて吸着反応させ，Landsteiner & Miller 法7）の

熱解離を行った．解離温度条件は，モノクローナ

ル抗体ではポリクローナル抗体に比べ加熱操作に

よる影響を受け易いため，52℃，10 分間抗体を定

期的に振とうし解離した．解離した抗体の存在は，

ABO血球に対する反応を食塩水法を用いて測定

した．

結 果

1）BMT 14 日後，レシピエント 4症例で BFU-

E の ABO遺伝子型を PCR-SSP 法を用いて測定

した．4症例すべてにおいて，BFU-E の ABO遺伝

子型はドナーのABO遺伝子型に変換していた

（Table 2，Fig. 1）．また，4症例の長期観察におい

ても，末梢血MNCのABO遺伝子型は，ドナーの

ABO遺伝子型に変換されていることが確認でき

た（Table 2，Fig. 1）．

2）BMT後，レシピエントABO血液型が完全

にドナー型に変換したのをFCMを用いて確認

後，ABO血液型以外の血液型抗原を検査した（Ta-

ble 3）．4症例ともRh式血液型はドナー型に変換

していた．MNSs と P式血液型（症例 2），Duffy

と Kidd 式血液型（症例 3），Diego 式血液型（症例

1，3）もドナー型に変化していた．一方，Lewis

式血液型が検査された（症例 4）では，BMT後 126

Fig. 1 ABO group genotyping of a patient（No. 3）by the PCR-SSP method.

Before BMT, the ABO genotype of MNC was BO. After BMT, the ABO genotype of

BFU-E on day 14 and that of MNC on day 371 were converted to AO. M, molecular

weight maker.
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Table 2　Genotypic analysis of ABO blood group antigens after BMT

ABO
genotype

ABO primersDays after
BMTDNANo.

GA24 � GA14（O）GA23 � GA14（A）GA23 � GA13（B）

AO
＋＋－ 14BFU-E

1
＋＋－188MNC

OO
＋－－ 14BFU-E

2
＋－－ 83MNC

AO
＋＋－ 14BFU-E

3
＋＋－371MNC

AA
－＋－ 14BFU-E

4
－＋－166MNC

Table 3　Red blood cell antigens excluding ABO antigens

After BMTBefore BMT
No.

Days after BMTRed cell antigensRed cell antigens

153Dia（＋）CCDeeDia（－）CcDeeRecipient
1

Dia（＋）CCDeeDonor

356P1（＋）MSMsCCDeeP1（－）MsNsCcDeeRecipient
2

P1（＋）MSMsCCDeeDonor

371Fy（a ＋ b －）
Jk（a ＋ b ＋）Dia（－）CcDEeFy（a ＋ b ＋）

Jk（a － b ＋）Dia（＋）CCDeeRecipient

3
Fy（a ＋ b －）
Jk（a ＋ b ＋）Dia（－）CcDEeDonor

166Le（a － b ＋）CCDeeLe（a － b ＋）CcDEeRecipient
4

Le（a ＋ b －）CCDeeDonor

日と 166 日においてもBMT前のレシピエント型

が示され，ドナー型に変換することはなかった．

3）BMT後 97 日から 371 日にかけて，レシピ

エントの赤血球表面上のABH血液型物質の存在

を感度の高い抗体吸着解離試験を用いて測定した

（Table 4）．メジャーABO不適合 BMT 3 例（症例

1，97 日より 188 日；症例 3，238 日より 371 日；

症例 4，126 日より 166 日）とマイナーABO不適

合 BMT1 例（症例 2，97 日より 356 日）でどの観察

時点においても解離液中に抗体の存在が確認され

た．すなわち，4症例ともBMT前のレシピエント

型のABH血液型物質の存在が示唆された．また，

FCMを用いて，ABO血液型は完全にドナー型に

変換したのを確認した（Table 4）．

4）レシピエント血清中のAおよびB糖転移酵

素活性を，BMT後経時的に測定した（Table 4）．

症例 1と 2は，BMT後もレシピエント型の糖転

移酵素活性を示した．しかし，症例 2については，

97 日，132 日に 128 倍と BMTの経過に伴いレシ

ピエント型の酵素活性を示したが，356 日におい

ては活性反応が消失した．症例 3と 4は，BMT

後ドナー型とレシピエント型の両方の糖転移酵素

活性を示した．

考 察

4 症例において，BMTを受けてから長期間経過

後，ABO，Rh，MNSs，P，Duffy，Kidd，Diego

式血液型はドナー型に変化していた．しかし，ド

ナーとレシピエントの Lewis 式血液型が異なっ
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Table 4　Analysis of ABO antigens on red blood cells after BMT

Elution
method

Secretion
 type

Tansferase activiityFCM methodDays after 
BMTNo.

B transferase（Cont.）A transferase（Cont.）B%A%

Bsecretor（×  64）× 16（× 128）00.196.3 971

B（× 128）× 32（× 128）00.097.8111

B（× 128）× 32（× 256）00.198.9139

B（×  64）× 32（× 128）00.998.7153

B（×  32）× 32（×  64）00.199.4188

Asecretor（×  64）0（× 128）× 1280.6 1.6 972

A（×  64）0（× 128）× 1280.3 0.4132

A（× 128）0（× 128）00.3 0.3356

Bsecretor（× 128）× 16（×  64）× 80.498.92383

B（×  64）× 32（× 128）× 16NTNT371

BsecretorNTNTNTNT1264

B（× 128）× 32（× 128）× 160.398.6138

B（× 128）× 32（× 256）× 640.199.4166

NT, not tested

た症例 4では，BMT後もドナー型に変換せず，

BMT前のレシピエント型の Lewis 式血液型を継

続的に呈した．Lewis 式血液型抗原の生合成は，

Le 遺伝子が産生する α1-4fucosyltransferase（α1-
4Fuc-T）によってH1型前駆物質の糖鎖末端より

2番目のN-acetylglucosamine（GlcNAc）に L-fu-

cose が結合し，Lea 抗原が合成される．分泌型（se-

cretor）の場合 α1-2fucosyltransferase（α1-2Fuc-
T）によって，Se 遺伝子の支配下で産生されたH

1型物質（Fucα1-2Galβ1-3GlcNAcβ1-R）に，α1-4
Fuc-T によって L-fucose が結合し，Leb 抗原が合

成される8）9）．Le 遺伝子と Se 遺伝子の両者が Le-

wis 抗原の発現に関与している8）10）．このように，

Lewis 式血液型抗原は赤血球で産生されるのでは

なく，消化管組織で合成された Lea，Leb 抗原エピ

トープをもつ糖脂質が血漿から赤血球表面に吸着

した抗原である8）～12）．したがって，症例 4が BMT

後もドナー型に変換されないのは，消化管組織で

産生された抗原が赤血球表面に吸着したためと考

えられる．

BMT長期間経過後，ABO式血液型でも，Le-

wis 式血液型と同様な機構が存在するか否かを確

認するため，抗体吸着解離試験，PCR-SSP 法を用

いてABH血液型物質の存在を検討した．今回用

いた抗体吸着解離試験，B，A，O遺伝子を別々に

増幅する PCR-SSP 法は感度が高く，人工的に作

製したABOキメラ検体を用いての検討では，と

もに千分の一の微量ABOキメラが測定可能であ

ると報告されている6）13）．4 症例とも，BMT前の

レシピエント型のAまたはB血液型物質が微量

存在していることが，抗体吸着解離試験により観

察された．これに関して，次の 2つの可能性があ

る．（1）移植後も長期間に渡りレシピエントの赤

血球が残存し，キメラを形成した．（2）移植後も

レシピエントの非血液細胞から血液型物質が産生

され，ドナー由来の赤血球表面に吸着した．

（1）については，van Leeuwen ら14）は，BMT

後の末梢血または骨髄細胞を cell sorter を用いて

ソーティングし，レシピエントの細胞の有無を検

査したところ，ドナーとレシピエントの混合キメ

ラを呈する場合があることを報告した．最近，古

川ら15）はマイクロサテライトDNAを PCRを用

いて解析し，34 例中 14 例で造血幹細胞移植後 1

カ月以上経過してもレシピエントの細胞が存在す

ることを報告した．BMT後の混合キメラには，一

過性にT細胞においてのみレシピエントの細胞

が検出される状態（transient mixed T-lymphoid

chemerism）と，1年以上に渡ってmulti-lineage

の造血幹細胞にレシピエント細胞が検出される

（stable mixed chimerism）の 2種類が知られてい
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る14）16）17）．古川らの例では，混合キメラを呈した 14

例はすべて 6カ月を越えた時点でドナー型の完全

キメラに変化した15）．従って，BMT後に tran-

sient mixed T-lymphoid chemirism を呈する例は

少なくないものの，stable mixed chimerism を呈

する例は多くないと考えられる．BMT後に混合

キメラを形成しやすい条件として，移植前処置の

軽減やT細胞を除去したBMTが知られている．

（2）については，ABH血液型物質は赤血球以外

に消化管組織，各分泌液中，各種臓器にも存在す

ることが知られている12）18）．ABH血液型物質に重

要なH物質は，第 19 染色体上のH遺伝子と Se

遺伝子によってコードされた α1-2Fuc-T により
合成される10）19）．H酵素は赤血球においてH2型

物質（Fucα1-2Galβ1-4GlcNAcβ1-R）を合成し，Se
酵素は消化管組織においてH1型物質（Fucα1-2
Galβ1-3GlcNAcβ1-R）を合成する10）12）．Aおよび B

糖転移酵素が，H1と H2 型物質に作用してABO

式抗原を合成する12）20）．Dunstan らは，O型血小

板とA型血漿，B型血漿をそれぞれ反応させ，抗

体吸着解離試験を行い，血漿中のA型およびB

型の 1型糖鎖が，O型血小板に吸着することを報

告した21）．今回検討した 4症例の Lewis 式血液型

は，Le（a－b＋）の分泌型で，非血液細胞に Se

酵素が存在すると考えられる．従って，BMT長期

間経過後，4症例の赤血球に認められたレシピエ

ント型のABH血液型物質は，非血液細胞由来の

H1型物質の可能性がある．BMT後のレシピエン

ト末梢血MNCのABO遺伝子型は，一貫して完

全にドナー型に変化したことは上記の可能性も否

定できない．しかしながら，これらの点に関して

はキメラなのか，吸着なのか，または未発見の機

序によるものか最終的な結論については，今後，

基礎的検討を行い明らかにする必要がある．

今回の 4症例において，糖転移酵素活性は

BMT後もレシピエントの糖転移酵素活性を示し

ていた22）．この理由として，BMT後においても，

レシピエントの非血液細胞よりレシピエント由来

の糖転移酵素活性の分泌が続くためと考えられ

る．しかし，症例 2において，BMT後 97 日，132

日に 128 倍と糖転移酵素活性を示していたが，356

日においては活性反応が消失した．この原因とし

て，マイナーABO不適合 BMTにおいてO型ド

ナーに由来するBリンパ球が，レシピエントのA

型合成酵素に対する抗体を産生したことによる報

告もあり23）～25），その反応による可能性は否定でき

ない．一方，ABO血液型不適合BMTにおいて，

BMT後のどの時期においてもドナー型の糖転移

酵素活性は認められないとする報告もある26）．し

かし，今回の検討では症例 3と症例 4において，

BMT後にドナー型の転移酵素活性が確認され

た．症例 1においては，BMT後どの時期において

もドナー型の糖転移酵素活性は認められなかった

が，これはO型赤血球の型変換を利用したA,B

型合成酵素活性の測定方法のためかもしれない．

この方法は定量性に乏しく，感度が悪く微弱な酵

素活性を検出し，型判定することは不可能との報

告もある27）．

今回検討した結果は，症例数が 4例と少ないた

め，さらに多数例を用いてABO血液型不適合

BMT後の赤血球を解析する必要がある．
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