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黒 毛和種牛 の遺伝性バ ン ド3 欠損症は ､
新生子期に 重篤な溶血性貧血 を引き起こ し ､

獣医臨床上重要 な疾患 で ある｡ また , 赤血球膜構造の基礎研究の点で ､ 赤血球膜蛋白質異常の

一

つ の モ デル と して位置 づ けられて い るc 本論文 で は ､
こ の バ ン ド 3 欠損牛 にお ける赤血球表

現型の 個体間 の 相違を明 らかに し､ こ の原 因の
一

つ と して 考えられ た膜骨格蛋 白質ス ペ ク トリ

ン に つ い て検討 したもの で ､ 緒論ならびに総括を除い た以下 の 3 牽から構成され て い る｡

第 1 章で は ,
バ ン ド3 欠損牛にお ける赤血球表現型 に つ い て ､ 例数は少 ない ものの ホ

モ 接合型牛 2 頭 (H o l ならびに H o 2) を用 い て 検討して い る｡
一

般血液検査 で は ､
H ol は - マ ト

クリ ッ ト値が 2 3% と H o 2 (3 3 %) に比 べ 低値で あり､ 走査型電子顕微鏡による赤血球形態の観察で

はとくに H ol の大小不同が著 しか っ た. また僻置 6 時間後にお ける赤血球の小胞形成率で は ､
H o 2

の 2
.
0% に対 し H o l で は 6 3 . 5 % と著 し い 高値を示 したo

一 方
､

エ クタサイ トメ トリ ー による赤血

球膜 ゴ
ー

ス トの変形能 の 測定で は ､
H o l の変形能が Ⅲo2 に比較 して低下 しており ､

日o1 における

膜骨格構造の保持能力 の低下が疑われたo こ の H ol 赤血球に おける主要赤血球膜骨格蛋白質( ス

ペ ク トリ ン + ア ン キリ ン ､ プ ロ テ イ ン 4 . 1
､
ア クチ ン) 含量を解析 したと ころ ､

とくに H ol ス ペ

ク トリ ン + ア ン キリ ン含量が H o 2 の 4 5 . 6% と著 しく減少して おり ､
さらにイ ム ノブ ロ ッ トに よる

解析で は､ H o l ア ン キリ ン含量は H o 2 に比較 して変化が認 められなか っ たが ､
H o l ス ペ ク トリン

含量が H o 2 より減少 して い た ｡
したが っ て

､

バ ン ド3 欠損牛ホ 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 とを明ら

かに し ､ さら にそ の原因 の
一

つ には膜骨格蛋 白質で ある ス ペ ク トリ ン含量の減少が関連するも

の と考えられ た｡

第 2 章で は､ 前章で 注 目された H ol ス ペ ク トリン 蛋白質に つ い て解析して い る . 原 子

間力顕微鏡(A t o m i c F o r c e M i c r o s c o p y : A FM) を用い て 主に ス ペ ク トリ ン から成る赤血球膜の 膜

骨格網目状構造を観察 した とこ ろ ､
H o l の網目状構造は H o 2 に比較 して粗で あ っ たo しか しな

が ら ､
ス ペ ク トリ ン含量 を減少 さ せ る機能異常と して多く の 報告が ある ､

ス ペ ク トリ ン の α β

ダイ マ -

､ ある い は( α β) 2 テ トラ マ
- 形成能､ ならびに膜との 結合能には ､

臼o1 と H o 2 との 差



は 認 められ なか っ た ｡
したが っ て ､

H o l 赤血球 に認 め られ る ス ペ ク トリ ン含量 の 減少 は ､
これ

らス ペ ク 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 とを明

らか に して い る｡

第 3 章で は ､
H o l ス ペ ク トリ ン 蛋白質に つ い て の よ り詳細 な検討を目的と し ､

ス ペ ク

トリ ン 蛋白質を コ
ー

ドする遺伝子 の 面か ら解析を行 っ て い る｡ まず､ 牛 の α - ならび にβ- ス ペ

ク トリ ン ｡ D N A 配列の全長を決 定し､ つ い で ､
こ の c D N A 配列 をもとに H o l の 骨髄中ス ペ ク トリ

ン m R N A 量 を定量 p c R 法 に より測定 したとこ ろ､ H o l の 骨髄中 m R N A 量 は ､
α - ならびに β- ス ペ

ク トリ ン ともに H ｡ 2 と比較 して 差は認 められ なか っ た o

一

方 ､
H o l の α - ならび にβ

-

ス ペ ク ト

リ ン の ｡ D N A 配列 を H ｡ 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 ク トリ ン 9 1 番

目の グル タミ ン酸の リ ジン - の 置換( E 91 K) の 存在が明 らか とな っ たo また H ol に は ､ 健常個体

にも認 められる α- ス ペ ク トリン 1 0 カ所(A 1 7 E , H 8 7 N , W 1 3 9Q , E 1 5 7 G , E 1 7 9 K ,
K 5 4 3E

･
A 74 1 V , S 7 4 8Ⅰ,

H 7 8 5 Y
,
E 8 0 4 V) ならび にβ- ス ペ ク 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o こ

の H o l に 認 められ た α- ス
ペ ク トリ ン の 1 1 カ所の アミ ノ酸置換に注目 し､ E 9 1 K ､ E1 7 9 K(1 7 9 番

目 の グルタ ミ ン 酸がリ ジン に置換) な らび に E8 0 4 V (8 0 4 番 目 の グノ
レタ ミ ン酸が バ リ ン に置換) の

計 3 カ所に つ い て ､ 健常個体 1 9 3 頭を用い て遺伝子型 の 発現頻度を検討 したと ころ ､
E 9 1 K 変異

は 1 1 個体がホ モ 接合型(K/ K) ､ 6 3 個体が
- テ ロ 接合型(E/ K) と ､ 他 2 カ所 と比較 して 最も低い

発 現頻度で あり ､
また 3 カ所とも に黒 毛和穐牛 の 集団で は ポリ モ ル フ ィ ズ ム と して存在す るこ

と を明 らか に して い るQ つ い で ､
1 9 3 個体の うち 8 0 個体 の α- ス ペ ク トリ ン遺伝子型 と ､ 赤血

球膜ス ペ ク トリ ン + ア ン キリ ン含量に つ い て 検討して い るo E 1 7 9 K 変異 ならび に
E 8 0 4V 変異の 遺

伝子 型 とス ペ ク トリ ンーア ン キリ ン含量と の 間に相関は認
められなか っ た が ､

E 9 1 K 変異 をホ モ

(K/ K) ならび に - 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 ク

トリ ン 十ア ン キリ ン含量に約 1 0% の有意な減少 が霞められ たo した が っ て ､
E 9 1 K 変異は赤血球膜

ス ペ ク トリ ン量の 減少に強く関与する遺伝子変異で あると推定して い るo

こ の よう に ､ 本論文は牛 バ ン ド 3 欠損牛ホ モ 接合型個体に おける赤血球表現型
の 異な

る個体の 存在を明らか にすると ともに ､ そ の 原因の
一

つ と して赤血球膜骨格蛋 白質で ある ス ペ

ク トリ ン の遺伝子変異(E
.
9 1 K) がも たらす量的な減少 で ある こ とを見 い だ し ､

バ ン ド 3 欠損牛 に

ぉ ける ス ペ ク トリ ン の 新た･な異常の 存在を明らか に したもの で あるo そ
の 内容は ､ 獣医学の 学

術 上貢献する もの で あ り ､
よ っ て ､ 審査委員

一 同は ､ 本論文が博士 ( 獣 医学) の 学位論文

と して 価値あるもの と認めた ｡




