
緒 言

RhD抗原陰性（D陰性）のほとんどは RHD

遺伝子の欠失によるが，日本人ではD陰性者の約

10％が RHD 遺伝子を持っている．この RHD 遺

伝子を持つD陰性（D-RHD＋）はRhCe 陽性のD

陰性者で頻度が高く，また血清学的に精査すると

D-RHD＋はD陰性ではなく，極めて弱いD抗原

性を示すDel 型である可能性が高いことも報告さ

れている1）．Rh抗原の遺伝子タイピングは，血清

学的には困難な抗原の同定や精度の向上に有益で

あるが，確度の高い遺伝子タイピング法を確立す

るためにはD-RHD＋がD抗原を発現しない原因

を明らかにする必要がある．

今回日本人のD-RHD＋検体から頻度の高い遺

伝子変異を見つけ，その簡便なDNAタイピング

法を開発したので報告する．

検体および方法

Rh 抗原の血清学的判定，cDNA，genomic

DNAの調整，RHD の検出，塩基配列の決定法は

すでに報告した方法2）を用いた．Del 型の判定はモ

ノクローナル抗D抗体（Ortho Diagnostic KK）と

Elu-kit II（Gamma Biologicals）を用い，吸着解離

法にて行った．

今回用いたCe陽性D陰性 68 検体のうち，31

検体は RHD intron 4，exon 7，10 特異的プライ

マーを用いた PCR-SSP 法2）により RHD を持つ

（D-RHD＋）と判定された．吸着解離法の結果 25

検体はDel 型と判定された．Del 型と判定された検

体はすべて RHD 陽性であった．

結 果

D-RHD＋検体の cDNAの塩基配列の解析

D-RHD＋の 1検体から調整した cDNAを RH

遺伝子の 3’-，5’-非翻訳領域に設定したプライ
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Table 1　Phenotypes and genotypes of D-negative individuals

Del
 n.t.1227RHD

nPhenotype
AG＋－

16163191837C ＋ c ＋ E-e ＋

550516 ＊21C＋ c＋ E＋ e＋

46‡063†9C ＋ c-E-e ＋

010101C ＋ c-E ＋ e ＋

25283313768Total

＊ One individual who was negative in exon 7-specific PCR is included.

†  One individual who was negative in exon 4-specific PCR is included.

‡  G/A heterozygote（n ＝ 1）is included.

Table 2　Oligonucleotide primers used for the PCR-SSP

Final Conc.Nucleotide SequenceName

100nM5’-CACCCTAAATCTCGTCTGCT-3’Ex2f

100nM5’-CAGATCTTCTGGAACCTGTC-3’Ex2r

250nM5’-ATGACCAAGTTTTCTGGAAA-3’E9A

250nM5’-CAAGTCAACATATATACTCAGGTA-3’I9D56r

150nM5’-ATATGGAAAGCACCTCATGA-3’E9Df

250nM5’-CACGTTAATAGGTGAAAAATCTTAGC-3’I9DMr

マーで増幅し，完全長と予想される約 1.3kb の

PCR産物をクローニングして塩基配列を解析し

た3）．無作為抽出した 13 クローンの塩基配列はす

べて RHCE 由来であり，RHD 由来の配列は得ら

れなかった．cDNAの PCR増幅により，1.3kb

の産物以外に数種類のサイズの産物が得られる．

そこで 1.3kb の次に長い約 1.2kb の PCR産物を

同様に調べたところ， RHD 由来の配列を持つ 4

クローンが得られたが，いずれも exon 9 を欠失し

ていた．

RHD exon 9の塩基配列の解析

cDNAの塩基配列解析の結果，exon 9 を欠失し

ていた検体の genomic DNAを用いて，exon 9 の

前半（forward：5’-CTGTCGTTTTGACACACA-

CA-3’，reverse：5’-AAACTTGGTCATCAAA-

ATATTTAACCT-3’）および後半（forward：5’-

AATATGGAAAGCACCTCATGA-3’，reverse：

5’-TACTCATAAACAGCAAGTCAACA-3’）を

intron 8，intron 9 をそれぞれ含んで RHD 特異

的に増幅し，増幅したプライマーを用いて直接塩

基配列を決定した．exon 9 の 3’-端（1,227 番目）の

1塩基が GからAに変異（G1227A）していたこと

を除き，RHD の配列が得られた．その他のD-

RHD＋検体を同様の方法で調べた結果，31 検体

のうち，28 検体は G1227A変異を持っていた（Ta-

ble 1）．またこの 28 検体中 25 検体はDel 型であっ

た．31 検体のうちの残り 3検体は 1,227 番目が，D

陽性の RHD と同じGであり，血清学的にはDel

ではなくD陰性と判定された．

G1227A判定用 PCR-SSP（sequence-specific

primer）法

1227A特異的 forward プライマー（E9A）と RH

intron 9 特異的 reverse プライマー（I9D56r）で

1227Aを検出し，RHD exon 9 特異的 forward プ

ライマー（E9Df）と 1227G 特異的 reverse プライ

マー（I9DMr）で 1227G を検出する PCR-SSP 法を

デザインした．PCR反応の確認用内部標準として

RH exon 4 を増幅するプライマーセット（Ex2f，

Ex2r）を用いた．これらの反応が 1本の PCR

チューブで行えるようプライマー濃度（Table
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2）を調整した．PCRは 95℃，30 秒；61℃，40

秒；72℃，30 秒を 1サイクルとし，33 サイクル

行った．

この方法では 1227G，1227Aにそれぞれ特異的

なサイズ（90bp，100bp）の PCR産物が得られる

（Fig. 1）．また RHD からのE9Df と I9D56r プラ

イマーによる 135bp の産物が得られるが，RHD

遺伝子をまったく欠失している場合は内部標準に

由来する PCR産物のみが得られる（Fig. 1，lane

1）．

考 察

RHD 由来の cDNAクローンが exon 9 を欠失

していたことから，スプライシングシグナルの変

異を疑い，genomic DNAの exon 9 を含む塩基配

列を解析した．しかし，スプライシングシグナル

に変異はなく，唯一 exon 9 の 3’-端の G→A変異

（G1227A）が見つかった．

日本人のD陰性者の約 10％が RHD 遺伝子を

持つにもかかわらずD抗原を発現しない原因は

これまで明らかではなかった．今回これら RHD

遺伝子を持つD陰性者のほとんどはG1227A変

異を共有しており，この変異とDel 型が強く関連

することが確認された．

G1227A変異はすでにWagner ら4），および

Shao ら5）により，Del 型に共通の変異として報告さ

れている．しかし，G1227A変異はアミノ酸変異を

伴わず，またスプライシングシグナルでもないた

め，D陰性あるいはDel 型となる原因は説明され

ていない．

今回我々の解析で，G1227A変異はmRNAの

exon 9 欠失を引き起こすことが明らかとなった．

Shapiro ら6）はスプライシング効率がスプライシ

ングシグナルだけでなく，スプライシングシグナ

ル近傍の配列にも影響されることを報告してい

る．Huang ら7）は glycophorin A 遺伝子の exon 3

の 3’-端の GからAへの変異により，スプライシ

ング効率が低下して，エクソンスキップが起こり，

完全長のmRNA量が約 1�2 になることを報告し
ている．また，RH 遺伝子はアルターネイティブス

プライシングにより，サイズの異なるmRNAが

産生されることが報告されており8），我々の今回

の解析でも cDNAを PCR増幅するとサイズの異

なる何本かの PCR産物が得られた．これらの報告

および我々の今回の結果から，G1227A変異のD

抗原発現への影響は次のように考えられる．

RH 遺伝子はエクソンスキップを起こしやすい

性質があり8），G1227A変異によりスプライシン

グ効率が大きく低下し，生成したmRNAのほと

んどは exon 9 を欠損しているものと考えられる．

exon 9 はちょうどコドン単位で構成されている

ため，exon 9 が欠失してもフレームシフトは起こ

らず，exon 9 に相当する部分が欠けたペプチドが

産生される．しかし glycophorin A 遺伝子におい

て報告7）されているように，G1227A変異により完

全長のmRNAが全く生成されなくなるとは考え

られず，微量の完全長mRNAおよび完全長の

RhDペプチドが産生されると推測される．した

がってDel 型の D抗原性は微量の完全長RhDペ

プチドによる可能性がある．一方，Chan 等9）は Del

型の原因として genomic DNAでの exon 9 を含

む 1013bp の部分欠失を報告している．今回我々

がDel 型として報告しているアリルは genomic

DNAから RHD 特異的に exon 9 が増幅されるた

め，部分欠失型とは異なる．この部分欠損型では

完全長のmRNA，完全長のペプチドは産生されな

いため，exon 9 部分を欠いたペプチドがD抗原性

を示す可能性は否定できない．

今回解析した 31 検体のD-RHD＋のうち 3検

体は G1227A変異を持っていなかった．我々はす

でに exon 1 から exon 3 が RHCE に置き換わっ

Fig. 1 Multiplex PCR-SSP method for RHD exon 9 sub-
stitution.

1. D-RHD－（C＋c＋E-e＋）, 2. 1227A（C＋c-E-e＋）,
3. 1227A�G（C＋c-E-e＋）, 4. 1227G（C＋c＋E-e＋）,
5. RhD＋（C＋c＋E＋c＋）, M. size marker.
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たD陰性アリル，RHCD（1-3）-RHD（4-10）を報

告している2）．しかしこの 3検体は RHD exon 3

特異的 PCRにより増幅が見られたため，RHCD

（1-3）-RHD（4-10）である可能性は低く，現在のと

ころ，D陰性となる原因は不明である．このため

今回報告した PCR-SSP 法でも原因不明のD陰性

型（Fig. 1，lane 4）と D陽性型（lane 5）は区別で

きない．血清学的手法を必要とせず，独立して使

えるDNAタイピング法を開発するためには，さ

らにこれらD陰性型の原因を明らかにする必要

がある．

G1227A変異によるDel 型は頻度は異なるが

ヨーロッパ人4），中国人5）でも報告されており，人

種を超えて広く共有されていると考えられる．
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