
はじめに

Rh 抗原は RHD と RHCE 遺伝子にコードさ

れ，それぞれの遺伝子はD抗原，Ce, ce, cE, CE

抗原を産生する．すでに多数の RHD バリアント，

RHCE バリアントが報告されており，その多くは

RHD 遺伝子と RHCE 遺伝子間で組み変わった遺

伝子構造をしている．

D抗原陰性（D－）表現型のほとんどは RHD

遺伝子を欠損している．しかし RHD 遺伝子を持

つD陰性（D-RHD＋）も報告されており1），この

表現型の存在がRh抗原の遺伝子検査法開発にお

いて最大の障害となっている．日本人のD-RHD

＋は正常なmRNAを産生していると報告されて

いる1）が，最近，黒人2），白人3），中国人4）から，D

陰性アリルが報告されている．

そこで，日本人のD-RHD＋のmRNAの塩基配

列を調べたところ，D陰性の原因となると考えら

れる変異を見出したので報告する．

方 法

Rh 抗原は通常の血清学的検査により決定した．

1検体のD陰性検体（C＋c＋E-e＋）から網状赤

血球を遠心法5）により分離し，mRNAを抽出，

cDNAに変換して用いた．5’-，3’-非翻訳領域に設

定した RH 遺伝子特異的プライマー6）を用いて

cDNAを PCR増幅し，増幅産物をクローニング

後，塩基配列を決定した．

また 56 検体の Ce 陽性D陰性バフィーコート

から抽出した genomic DNAを用い，RHD 遺伝子

報 告

日本人RhD抗原陰性検体から見つかった

RHD-RHCE ハイブリッドアリル

石川 善英 常山 初江 内川 誠 佐竹 正博
東京都赤十字血液センター

（平成 15 年 2 月 4 日受付）

（平成 15 年 5 月 21 日受理）

RHD-NEGATIVE ALLELE FOUND IN JAPANESE

Yoshihide Ishikawa, Hatsue Tsuneyama, Makoto Uchikawa and Masahiro Satake
Japanese Red Cross Tokyo Blood Center

RH transcripts from an RhD-negative Japanese individual were subjected to nucleotide se-
quencing. An intact RHD sequence was not obtained from the RT-PCR fragments amplified with a
primer set designed on the 5’- and 3’-untranslated regions of RH genes. Three sequences, intact
RHcE, intact RHce and hybrid-sequence，（RHc（exons 1-3）-RHD（exons 4-10）with no additional mu-
tation）, were obtained. The hybrid sequence was identical to that of DKK , which we reported as an
RHD variant. As the propositus carrying DKK was heterozygous for RHD and DKK , the RhD anti-
genicity of DKK was not clear. The presence of DKK in an RhD-negative individual indicates that
DKK is an RhD-negative allele and that RHD exons 1-3 include a nucleotide sequence which is
needed for expression of RhD antigenicity.
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の intron 47），exon 78），109）特異的プライマーに

よる PCR-SSP（polymerase chain reaction-seque-

nce specific primer）法により，RHD 遺伝子の有

無を確認した．3種類の PCR-SSP 法すべてで増幅

がみられた検体をD-RHD＋とした．さらにD-

RHD＋の genomic DNAを用い，RHD exon 3 特

異的プライマー10）による PCR-SSP 法により，RHD

遺伝子の exon 3 の有無を調べた．

結果と考察

今回用いたプライマーで cDNAを PCR増幅す

ると，完全長の RH cDNAからは約 1.3kb の産物

が得られる．この産物をクローニングして，12

クローンの塩基配列を決定したが，intact な RHD

由来のクローンは得られなかった．完全長のク

ローンは 3種類得られ，RHCE 由来の 2種類

（RHCe：5クローン，Rhce：1クローン）と，もう

ひとつは RHD と RHCE のハイブリッドアリル

（6クローン）であった．このハイブリッドアリル

は exon 1 から 3が RHCE（RhcE or Rhce），exon

4 から 10 が RHD 由来（RHc（1-3）-RHD（4-10））で

あり，その他に変異はなかった（図）．RHD 特異

的 exon，intron の PCR-SSP 解析から，今回調べた

Ce陽性D陰性 56 検体のうち，31 検体は RHD

遺伝子欠損ホモ接合と判定され，RHD 遺伝子欠

損の頻度はおよそ 75％となる．したがって今回見

つかったハイブリッドアリルを持つ検体は RHD

遺伝子欠損とのヘテロ接合の可能性が高いと思わ

れた．

このハイブリッドアリルは我々がすでに RHD

のバリアントとして報告した DKK 6）と同じもので

あった．DKK の発端者はD陽性，すなわち RHD

と DKK のヘテロ接合であったため，DKK のD

抗原性は不明であった．cDNAクローン数から

mRNA量を推定することは危険であるが，RHc

（1-3）-RHD（4-10）クローンが容易に得られたこと

から，RHc（1-3）-RHD（4-10）の発現量はD抗原を

消失するほど低いとは考えられない．また DKK

のRhc 抗原性は血清学的に検出できる6）ため，

RHc（1-3）-RHD（4-10）の産物がD抗原性を有する

のであれば，血清学的にD陽性と判定されるはず

である．しかし RHc（1-3）-RHD（4-10）が D陰性の

検体から見つかったことから，RHD 遺伝子の

exon 1 から 3の領域にD抗原性の発現に必須の

領域があり，この領域の欠失あるいは RHCE 遺伝

子との置換はD抗原性の消失の原因になると考

えられた．

RHc（1-3）-RHD（4-10）の頻度を推定するため，

D-RHD＋の genomic DNAを用い，RHD exon 3

特異的 PCR-SSP 法により，RHD exon 3 の有無を

調べた．この方法では特異的増幅が見られなかっ

た場合，その検体はハイブリッドアリルを持つ可

能性がある．24 検体のD-RHD＋（C＋c＋E-e＋：

14 検体，C＋c-E-e＋：7検体，C＋c＋E＋e＋：2

検体，C＋c-E＋e＋：1検体）の内，増幅がみられ

なかった検体は 1検体（C＋c-E-e＋）のみであっ

た．RHD exon 3 特異的 PCR-SSP 法ではハイブ

リッドアリルとその他のD抗原を発現しない

RHD アリルとのヘテロ接合の場合，PCR増幅が

みられるため，ハイブリッドアリルの存在を確認

できない．しかし，RHD 遺伝子欠損の頻度から，

増幅された 24 検体の多くは，RHD 遺伝子欠損と

D-RHD＋のへテロ接合と考えられる．したがって

ハイブリッドアリルの頻度は比較的低いものと推

定された．

RHc（1-3）-RHD（4-10）はRHD遺伝子にもかかわ

らず，c抗原を発現している．ハプロタイプ推定や

親子鑑定などにおいて矛盾が生じた場合には

RHCE 遺伝子だけでなく RHD 遺伝子の検査も考

慮すべきと考える．

図 Gene structure of a D-negative allele found in a

Japanese Individual.

Open and shaded squares show exons derived from

the RHD and RHCE genes , respectively . The

D-negative allele was identical to that of DKK ,
which we reported as an RHD variant.
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