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論文題目

遺伝性バ ン ド3 欠損牛に おける

赤血球表現型に 及ぼす膜骨格蛋白質ス ペ ク トリ ンに 関する研究

黒毛和種牛において認められて いるバンド3 欠損症は ､
バンド3 遺伝子のナンセンス変異(R 6 6 4 ×変

異) により､ 赤血 球ならびに腎の組織･ 細胞のバンド3 が欠損する常染色体性塵性の遺伝性疾患であ

る｡ バンド3 を完全に欠損するホモ接合型午で は､ 溶血性葺血 ､ 球状赤血球症を示す｡ こうした赤血球

膜の安定性と形態の保持には ､ 膜骨桔構準が重要な役割を果たして いる ｡ 膜骨格はそれ自体が網

目状の構造をとることで｢ 横方向のつ ながり｣ を保持すると同時に､ 膜貫通蛋白質と連結し｢縦方向

のつながり｣ によっ て赤血球膜を内側から裏打ちしている ｡ この｢ 横方向のつ ながり｣ に最も主要な

役割を果たしている蛋白質は ､ スペワトリン( α とβ) と呼ばれる 2 4 6 k D a
- 2 8 0 k D a の線維状の蛋白

質である ｡ またスペワトリンは ､ アンキリンを介して主要な膜貫通蛋白質であるバンド3 蛋白質と結合

し､ ｢ 縦方向のつ ながり｣ を構築する｡

一方､ バンド3 欠損午の赤血球形態や赤血球膜の安定性には個体問に相違のあることが認められ

ており､ これらの個体で はバンド3 蛋白質の欠損にbD え ､
さらに何らか0) 異常が存在する可能性が示

唆されてい る｡



そこで本研究では ､ 膜骨格蛋白質であるスペワトリンに注目し､ まず第一葺において ､ バンド3 欠損

午であるホモ接合型2 個体について その赤血球表現型の評価と解析を行った｡ つ いで ､ 第二章では

スペワトリン蛋白質の構造ならび に機能につ いて解析し､ さらに第≡章ではスペワト｣ ンの遺伝子 解

析を行い ､ 遺伝性バンド3 欠損牛における赤血球表現型に及ぼすスペワトリン遺伝子 型につ いて検討

した ｡

莱
-

章 バンド3 欠損牛における赤血球表現型

バンド3 欠損午ホモ接合型2 頭を用い ､ 赤血球形態 ､ 赤血球膜の物理白g '1隻状と安定性､ ならびに膜

骨格蛋白質の量的異常について検討した｡

1) 赤血球形態､ ならびに赤血球膜の物理的性状および安定性の相違

バンド3 欠損牛(H ol およぴ H o 2) ならびに健常個体につ いて ､ 一般血液検査による赤血球恒数など

を測定したところ ､ H o l は平均赤血球容積ならびに平均ヘ モグロビン濃度では差は認 められなかっ

たが､
ヘマトク｣ ット値が 2 3 % とH o 2 ( 3 3

0

/.) 亡比べ低値であった ｡ 走査型電子顕微鏡による赤血球形態

の観察ではいずれも南口球状で大小不同で あったが､ と< に H o l の大小不同が著しかった｡ ついで

赤血球の小胞化や断片化の生じ易さを観察したところ､ 賠置 6 時間後における小胞形成率では ､
H o 2

の 2 . O
o

/o に苅し H ol では 6 3 . 5 % と著しい高値を示した ｡ また､ メソブL/ ソフィルター( 孔径 0 .4 5 ll m) を

通過させ た赤血球溶出で得られた H o l の小胸膜蛋白質で は､ H o 2 には認められないスペワトリン､ ア

ンキリン､ プロテイン 4 .1
､ ならびにアクチンの膜骨格成分が含まれて いた｡ 一方 ､

= ワタサイトメトリ ー

による変形能の測定では ､ 赤血 球をそのまま用いた場合には両者に差は認められなかったが ､ 赤血

球膜コーストを用いた場合には H ol の変形能が H o 2 に比較して減少して いた｡

2) 赤血球の膜骨格蛋白質

赤血球数あたり､ あるい は赤血球容積あたりの主要赤血球膜骨格蛋白質(スペワトリン+ アンキリン ､

プロテイン 4 .1 ､ アクチン) 含量を解析した ｡ H o 2 では健常個体と差は認められなかっ たが ､
H ol ではス

ペワトリン十アンキリン ､ プロテイン 4 ･1 ､ アクチン含量はそれ ぞれ H o 2 の 4 6 % ､ 7 4 % ､ および 6 0 % と明ら

かな低値を示し､ と< にスベワトリン+ アンキリン含量の減少が著明で あった｡ さらに膜骨格蛋白質を

低張バッファーで赤血 球膜から遊離させ ､ 抗スペワトリンあるいは抗アンキリン抗体を用いてイムノ

ブロットにより検討したところ､ アンキリン含量に変化は認められなかっ たが ､ 遊離した膜骨格蛋白質､

また膜骨格を遊離させた後の反転小胞 (i n sid e
-

o u t v e si cl e s d e p一e t e d f o r s p e c t ri n , IO V △S p) の

いずれにおいても､ スペワトリン含量の減少が認められた｡

したがっ て ､
バ ンド3 欠損午ホモ接合型個体には赤血球形態､ 赤血球膜の物理 的性状および安定

性において異なる表現型を呈する個体の存在することが明らかとなり､ さらにその原 因の一 つには

膜骨格蛋 白質であるスペワトリン含量の減少が関連するものと考えられた｡

第二章 スペワトリン蛋白質の解析

バンド3 欠損午における赤血球表現型の多型に関連すると考えられた H ol のスペワトリン蛋白質に



つ いて ､ その網目状構造ならびに赤血球膜との結合能などにつ いて検討した｡

1) 膜骨格の網目〕犬構造

H ol ならびに H o 2 赤血 矧こついて ､ 原子間力顕微鏡(A t o mic F o r c e Mi c r o s c o p y : A F M) を用いて主

にスペワトリンから成る赤血球膜の膜骨椙網目状構造を内側から観察したところ､ H ol の膜骨格網目

状構造は H o 2 に比較して低密度で不規則な配列を示 した ｡

2) スペワトリンの分子形成能ならびに赤血球膜との結合能

スペワトリンの α βダイマ
ー あるいは( α β) 2 テトラマ

ー 形成離を H o l ､ H o 2 ､ な らびに健常個体の

赤血球膜につ いてゲル漬過クロマトグラフィーによりスペワトリンを精製して比較検討した｡ H ol のダ

イマーおよぴテトラマ ーの形成能はいづれも H o 2 ならびに健常個体と比較して明瞭な差異は認め

られなかった｡ つ いで ､ 各個体赤血球膜から､ 膜骨椙蛋白質の大部分を除いた反転小胞(EO V △S p) と､

これをアルカリ処理するこ とでさらにその末梢蛋白質をほぼ完全に除去した反転小胞(E O V Alk) とを

それぞれ調製し､ 精製スペワトリンとの結合能を検討した｡ H o l の精製スペワトリンは ､ いず れの小胞

との結合においても H o 2 ならびに健常個体と善は認 められなかっ た ｡

したがって ､ H o l 赤血球膜の膜骨格網目状構造は低密度で不規則な構造ではあるものの ､
その主

要構成成分で あるスペワトリンのダイマ
ー あるい はテトラマ ー形成能､ ならびに赤血球膜への結合

能に H o 2 と差は認められず､ H ol 赤血球に認 められるスペワトリン含量の減少は ､ これらスペワトリン

の分子形成能および赤血球膜との結合能の異常によるもので はないことが明らかとなった｡

第三章 スペワトリン蛋白実の遺伝子解析

バンド3 欠損牛の赤血球表現型の多型は主に赤血球膜のスペワトリン含量の減少が関与すると考

えられるため､ 午スペワトリン遺伝子配列､ 骨髄中 m R N A 量､ な らびに H ol に特異的なスペワトリン遺伝

子型の特性について検討した ｡

1) 午スペワトリン遺伝子配列､ ならびに骨髄中スペワトリン m R N A 量

矧 こ同定されてい ると卜のスペワトリン c D N A 配列からプライマ
ー

を作成し､ 健常個体の骨髄中

m R N A を鋳型として ､ 午の α - ならびにβ- スペワト1｣ ン c D N A 配列の全長を決定した｡ つ いで ､
こ の

c D N A 配列をもとにα - ならびにβ- スペワトリンの H o l の骨髄中 m R N A 量を定量 P C R 法で測定し､ H o 2

と比較検討した｡ H o l の骨髄中 m R N A 量は､ α - ､ β- スペワトリンともに H o 2 と比較して差は認められ

なかった｡ 一方､
H ol の α- ならびにβ- スペワトリンの c D N A 配列を H o 2 ならびに健常個体と比較した

とこ ろ､ H o l のみに α - スペワトリン 9 1 番目のグ)L ,タミン酸のリジンヘ の置換(E 9 1 K) の存在が明らかと

なった｡ また H o l には ､ 健常個体にも認められる α - スペワトリン 1 0 カ所( A 1 7巨, H 8 7 N , W 1 3 9 0 , [1 5 7 G ,

El了9 K , K 5 4 3 E , A 了4 1 V , S 了4 8I , H 7 8 5 Y , E 8 0 4 V) ならびにβ- スペワトリン 2 カ所( M 5 2 6 T , R 1 5 7 6 Q) の

アミノ酸置換が存在した｡ この α
-

スペワトリンの 1 0 カ所のアミノ酸置換は全て 同じアL/ ル( aLl el e S p

α b) 上に存在していた｡ また ､
H o l のみに認 められた E 91 K 置換も同

一

のアL/)L /状に存在していた｡ し

たがって H ol の赤血球膜スペワトリン含量の減少には ､ これらアミノ酸置換を引き起こす遺伝子異常

が関与すると推測された｡

2) 健常牛における α -

スペワトリン遺伝子型の発現頻度



H ol に認められる α - スペワトリンのアミノ酸置換に注日し､ E 91 K ､ E1 7 g K(1 7 9 番目のグルタミン酸

がl｣ ジンに置換) ならびに E 8 0 4 V( 8 0 4 番目のグルタミン酸がバリンに置換) の計3 カ所について ､ 健

常個体 19 3 頭を用いて遺伝子 型の発現頻度を検討した ｡ E 9 1K 変異は ､
1 9 3 個体中11 個体がホモ接合

型(K/ K) で ､
6 3 個体がヘ テロ接合型(E/ K) であった ｡ また E1 7 9 K 変異は 5 8 個体がホモ接合型(K/ K)

で 9 6 個体がヘテロ接合型(E / K) ､ E 8 0 4 V 変異は 6 5 個体がホモ接合型(〉/ V) で 9 2 個体がヘ テロ接

合 型(E/ V) であった｡ E 9 1K 変異を含め α - スペワトリンのアミノ酸置換は ､ 黒毛和種午の集団ではポリ

モルフィズムとして存在することが明らかとなった｡

3) α
-

スペワトリン遺伝子型とスペワトリソーアンキリン含量

ついで ､ 1 9 3 個体のうう 8 0 個体の α -

スペワrJ ｣ ン遺伝子型と､ 赤血球膜スペワトリンヤアンキリン含

量について検討した｡ E 1 7 9 K 変異ならびにE 8 0 4 V 変異の遺伝子型とスペワトリン- アンキ1｣ ン含量との

間に相関は認められなかったが､
E 91 K 変異をホモ(K / K) ならびにヘテ ロ( E/ K) で保有する個体は ､ 保

有していない個体に比較して赤血 球膜スペワトリンヤアンキリン含量に約 1 0 % の有意な減少が認めら

れた ｡ したがっ て､ [ 9 1 K 変異は赤血球膜スペワトリン量の減少に強< 関与する遺伝子変異であると考

えられた｡

以上の結果､ 年バンド3 欠損午ホモ接合型個体には赤血球表現型の異なる個体が存在し､ その原

因の一 つは赤血球膜骨格蛋白質で あるスペワトリンの遺伝子変異(E 91 K) による量的な減少である

と考えられた ｡




