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Summmツ Anefficient procedure was developed for the enrichment of Hb F (α2γ2) 

in human adult hemolysate by an alkali denaturation-salting out. The method can be 

applied to small amounts of blood with less than 1 % of Hb F， and provides a sufficient Hb 
F level to allow an accurate. high-periormance liquid chromatographic (HPLC) quantita-

tion of the three γchain isoforms， Gγ(136 Gly， 75 Ile)， Aγ1 036 Ala， 75 Ile) and AγT 036 Ala， 

75 Thr). CM -Sephadex chromatography can be combined to attain a further enrichment 

Hb F isolated from adult blood was essentially identical with the protein from cord blood 

in their physicochemical and physiological properties. Developmental changes in the γ 

isoform composition of Hb F were studied in 110 normal J apanese newborns， 297 infants 
within one year after birth and 121 adults， first by the γCB-3 peptide procedure and then 

by HPLC method. The average ratio of Gγ/Aγchanged from 7/3 at birthto 4/6 during 

the postnatal 4-to 5-month period， and thereafter settled down gradually to 3/7 in the 

adults. The most conspicuous finding was that the isoform composition and therefore the γ 

gene expression， which was kept within a strictly confined level in the neonatal period， was 

rendered gradually to show a highly extensive variation during postnatal development. The 

AγT gene frequencies in the newborns and the adults were estimated as 0.125 and 0.160， 

respectively， and the values were consistent with those previously reported for J apanese 
subjects， but quite different from those for Chinese and Afro-americans. The γisoform 

compositions were also studied in multiple pregnancies. The results suggested the presence 

of an "external" factor affecting the expression of the γglobin genes and also the possi-

bi1ity of using the γisoform compositions to determine the zygosity of twins， albeit under 

limited conditions. 

Index Terms 
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まえおき

出生時に血中ヘモグロビン(Hb)の約80%を占める胎

児ヘモグロビン(HbF)は，生後急速に減少し，一年後に

は1%以下となり生涯このレベノレを維持する.Hb Fは

ι鎖と y鎖から成るが(a2γ'2)，1968年Schroederら1)に
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より， y鎖にはN末から 136番目がGlyのGγ鎖と， Ala 

であるAy鎖のあることが報告された.その後Riccoら2)

により，更にAγ鎖にはN末から 75番目がIleの場合と

Thrの場合，すなわちAγ1鎖とAyT鎖のあることが見出さ

れた.したがって， y鎖には3種の異型体(isoform)，Gy 

(136 Gly， 75 Il巴)， AyI(136 Ala， 75 Ile)およびAγT(136

Ala， 75 Thr)が存在することになる.Gy鎖とAγ鎖の存

在比は生後しだいに変化し，新生児期における 7: 3か

ら正常成人での 2 33)へと有意に移行することが観察

されている.

しかしながら，正常成人血にはごく微量(1%以下〉し

かHbFが存在しないため，その十分量を分離すること

がきわめて困難である.そのため，従来サラセミア，鎌

状赤血球症，遺伝性高 HbF症など成人でも HbF含有

量が比較的高い血液についてはGyfAy鎖存在比につい
て多くの報告があるものの4，明，正常成人血についての

報告はごく僅かしかない7). そこで今固まず，アノレカリ

変性，半飽和硫安塩析およびCM-Sephadexカラムクロ

マトグラフィの組み合わせにより，成人血中の微量Hb

Fを高収率で単離，濃縮する方法を開発した.単離した

HbFについて，当初はシアノゲンブロマイド(CNBr)法

による yCB-3ベプタイドのアミノ酸分析川こより，

Gy， Ay両鎖の生後変化を追跡した.さらにその後，逆相

高速液体クロマトグラフィ法(RP-HPLC)により γ，

AyI， AyT鎖の生後変化を検討した.その結果，正常なヒ

トでは胎児から成人への発育に伴い， HbF生成(yグロ

ビン遺伝子発現〉の低下が起こるだけではなく，当該遺伝

子の発現制御に6ゆるみ'の生ずることを明らかにした.ま

た双生児の隣帯血について y鎖異型体の組成を分析し，

双生児における遺伝的背景〔卵性〉と γ鎖組成との間の

定量的関係を探る一方， y鎖異型体分析結果から，双生児

における卵性判定が可能か否かについても検討した.

実験材料および方法

l.試料血液

新生児血は奈良県立医科大学附属病院産婦人科および

聖パノレナパ病院産婦人科において，分娩時に隣帯より採

血した.乳幼児血としては，奈良県立医科大学附属病院

中央検査部における血液検査残余末梢血を，成人血には

奈良県赤十字血液センターにおける輸血不適格CPD保

存血および特志者よりの静脈血を用いた.いずれの場合

にも，血液疾患を有するものは除外し，抗凝固剤として

はヘパリンを用いた.

2. Hb試料の調製

血液は冷0.9%NaClで3回洗浄後，等量の脱イオン

水と1/2倍量のトノレエンを加えて振還し，溶血させた.

さらに冷却遠沈(12，000rpm， 20分， 0 'C)によって

はromaを除去し，澄明な Hb溶液を得た.溶液にはCO

を通気して HbCO溶液とし，使用するまで低温保存した

(4 'C). 

3.正常成人血からの HbF分離

成人血から約 10%の HbCO溶液を作製し，これに5

N NaOHを1/10量スターラーで援持しながら加え，

20'Cで2分間アルカノレ変性を行う. この段階で，溶液中

にあるほとんどの HbAは変性する. 2分後， 0.233 N 

HClを含む半飽和硫安溶液をl.95倍量加えて中和塩

析し，変性Hbを鴻紙(ToyoNo 7)漏過，または冷却遠

沈(15，000rpm， 20分， 0 'C)して除去した.この溶液〔ま

たは上清〉をViskingチューブに移し， CO飽和した冷却

脱イオン水に対し一夜透析し，さらにコロジオンパック

(Sartorius)で限外編過濃縮した.

以上の操作により RP-HPLC分析に十分な HbF含

量となるが，さらにHbF含量を増す必要のある時には，

Enokiらの方法川こより， 0.04 M NaCI-0.05 M リン酸

緩衝液で平衡した CM-Sephadex C-50(Pharmacia)カ

ラムを用い，塩勾配溶出により HbF画分を分離した.

Hb F回分は上述のように透析，濃縮して用いた.

4.新生児血および乳幼児血からの HbFの分離

これらの場合， HbF含量は十分高いので，上記Enoki

らの CM-Sephadexクロマト法8)により HbF画分を分

離した.

5 γCB-3法による γ鎖異型体の定量

Hb F溶液から， -20'C下に塩酸ーアセトン法川こより

グロビンを調製した.Nuteらの方法10)0こよりグロビンは

そのまま 70%ギ酸に溶かし，グロピンと等量の CNBr

を室温下16時間反応させた.反応生成物を凍結乾燥後，

1%ギ酸に溶かし(40mg/m1)，同溶液で平衡させた

Sephad巴xGー75(Pharmacia)カラム(1x180 cmを直

列2連一連結〕に添加し，展開分離した(Fig.5).溶出した

yCB-3画分を集め凍結乾燥後， 6 N HCl， 110'Cで24時

間加水分解し，目立KLA-3B型アミノ酸分析計で分析

しTこ.

6. RP-HPLC法による γ鎖組成の分析

co型で冷蔵保存した Hb溶液に， O2を通気しながら
光を照射して oxy型として(4 'c)， Milliporeフィノレタ

ー(SJHV004 NS，子L径 0.45μm)で漏過，試料とした.

ふつう 250μg(2.5%，1叩0μ1)の Hbを分析に使用した.

RP-HPLC法はHuωlismanらの方法

HPLC LC一4A装置により行つた.カラムはBondapak王

C'8〆〔羽7匂at民ers，4.6 x 250 mm)を，溶媒は， (A) :アセトニ
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トリル/メタノーノレ/!リン酸緩衝液(49mM  KH，PO.ー の残存が多くなり，また長過ぎると HbFの収率が低下

5.4 mM  H3PO.， pH 2.84)(53/ 5 /45， v/v)， (B) アセ するため，以下の実験では2分間とした.

トニトリノレ/メタノーノレ/リン酸緩衝液(49mM  KH，PO. 次にアルカリ変性処理に供する Hb溶液量の影響をみ

-5.4 mM  H3PO.， pH 2.84) (38/9.5/52.5， v/v)， (C) : るため， Hb溶液量を最大50mlから最少 1mlまで変化

アセトニトリノレ/H，O(50/50)を使用した.溶媒(C)は，毎 させ，y鎖組成比を同様比較したのがTable1である.

分析後のカラム洗浄に用いた.まずカラムを溶媒A/B 試料としては，正常成人でGγ鎖とAy'鎖をほぼ等量に合

(20/80)で30分間平衡した後，サンフ。ルを Hamiltonマ む試料溶液と， 3種の γ鎖をそれぞれもつ試料溶液を用

イクロシリンジで注入し，最初の 10分はisocratic溶 い，アノレカリ変性塩析法により得た試料を RP-HPLC

出，ついで134分後にA/B(63/37)となるよう直線勾配

溶出を行った(Fig.7).溶出流速はl.5ml/min，溶出液

の吸光度は220nmで測定，連続記録した(Fig.7). 3種

のγ異型体%は，島津Fロマトパック (C-R1 B data 

processor)で計算した.

7.血液HbF含量の測定

HbF含量の高い隣帯血，新生児血，および乳幼児血は

J onxis-Visser法1川こより， Hb F含量が 10%以下の幼

児および成人血についてはBetkeらの方法1内こより行

った.

8. 0，平衡測定および電気泳動

セノレ付きトノメータを用い，榎の分光学的方法13)によ

り測定した.電気泳動は，デンプン・ゲルを担体とする

Smithiesの方法'4)にほぼ準じ， Tris-EDTAホウ酸緩衝

液(pH8.6)およびギ酸緩衝液(pH1.9)15)下に行った.

試薬類は市販特級(NacalaiTesque)を用い，特にRP

-HPLC用には高速液クロ用規格品を使用した.

9.統計処理

有意差検定はunpairedtー検定を用い， p<0.05を以て

有意と判定した.

結 果

1 成人血中微量HbFの分離濃縮について

成人血中で微量にしか存在しない HbFのy鎖組成

を分析するためには，試料中の HbF含量を増す必要が

ある. この目的のため，アノレカリ変性一硫安塩析法の組

み合ぜについて検討した.

まずアノレカリ変性過程において，処理時間が y鎖組成

にどのような影響を与えるかを見たのがFig.1である.

3種の y鎖(GγAγ，AγT)から成る HbFをもっ成人血

の10% HbCO溶液について，変性時間を 30秒から 3分

まで変化させ，組成比に変化がみられるか否かを RP-

HPLC分析により比較した.図からわかるように，アル

カリ変性処理時聞による影響は少なくとも 3分以内では

みられず，この結果から各3種 γ鎖のアルカリに対する

感受性は，少なくとも今回の処理時間内では同じである

ことが判明した.変性時間は，余り短か過ぎると HbA 

(491) 

60 
Aγl 

てo40 
O、

ド.

f
γ
 

ハH

ハ
U20 

ロ

O 
2 3 

Denαturation Time (min.) 

Fig. 1. The y isoform composition of Hb F isolated 
from normal adult hemolysate by alkali 
denaturation(20'C) for various duration of 
time. Sample: 10gHb/dl-10ml. 

Tabl巴1.Percentages of the y-chain isoforms of Hb 
F enrich巴dby alkali denaturation-salting 
out of normal adult hemolysate. Starting 
volume of the hemolysat巴wasvaried 

Sample 1 Sample 2 b) 

Vol.(mI) Gy(%) Ay'(%) Vol.(mI) AγT(%) Gy(%) Ay'(%) 

50 52目5 47.5 50 20.4 17.3 62.3 
10 5l.9 48.2 10 20.8 15.3 63.9 
5 54目9 45.1 5 20目3 16.0 63.7 
2 52.6 47.4 2 20.3 15.7 64.0 
1") 56目9 43.1 20.0 13.9 66.2 
Average 53.8 46.3 Average 20.4 15.6 64.0 
土SD l.9 l.9 土SD 0.3 1目1 I目3

50-CMS') 51.9 48.2 50一CMS 20.6 17.6 61目8

a ; Sediment was washed with an appropriat巴amountof 
50%-saturated CNH.)，SO.. b; Sediments were washed 
with 1 ml of 50%-saturated CNH4)2S0. per 1 ml of sample. 
c; Further enriched by CM-Sephadex chromatography. 
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分析した.表から明らかなように，試料溶液量により結 Fig.2は隣帯溶血液，成人溶血液，アルカリ変性一塩析

果に差はなく，最少 1mlでも充分分析できることがわ 法によって得られた成人HbF襟品，さらにCM-

かった.なお，アノレカリ変性 塩析法の後，さらにCM- Sephadex !7ロマトグラフィを組み合わせて得た純化成

S巴phadexクロマトグラフィにより標品中の日bF含量 人HbF標品を泳動し， Amido Black 10 B染色した結

を上げても，結果には全く影響がなかった. 果である.アノレカリ変性一塩析法に加え，カラムクロマ

以上の結果から，正常成人血中に微量存在する HbF トグラフィを組み合わせることにより，成人血中の Hb

の濃度を増す方法として，アルカリ変性(2分〕一硫安塩 主成分である HbAは完全に除去できることがわかる.

析法はきわめて有用であることが結論される Fig.3は，成人溶血液，およびその溶血液からアノレカ

2.成人血中HbFの諸特性 リ変性塩析ーカラムグロマト法の組み合わせで得られ

次に，上記の方法により成人血から得られた HbF標 たHbF画分と，別途に得た HbA画分の紫外部吸収ス

品について，その諸特性を検討した.まずTris-EDTA- ベクトノレを示す.HbF画分には， γ鎖の分光特性である

ホウ酸緩衝液(pH8.6)およびキ守酸緩衝液(pH1. 9)によ 290 nmを中心としたいわゆる tryptophan fine struc勾

るデンプン・ゲノレ電気泳動特性をみた.ギ酸緩衝液下の tur巴bandが明らかに認められる.

泳動により， Hbはその構成サプユニットに解裂する 15). ついでO2平衡特性を見るため，隣帯血および成人血よ

Fig目 2.Enrichment of Hb F in normal adult 
hemolysate as shown by starch gel electro-
phoresis. Top: formate buffer syst巴m (pH 
1.9)， boUom目 0.04M Tris-EDT A -borate 
buffer syst巴m(pH 8.6)， Amido Black 
10B stain. (a) cord hemolysate， (b) adult 
hemolysate tr巴atedby alkali denaturation 
salting out-CM Sephad四 chromatography，
(c) adult hemolysat巴 treat巴d by alkali 
denaturation-salting out， (d) adult 
hemolysat巴目

り得た HbF溶液について， Bohr効果(pH6~8.5) と
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Fig. 3. Enrichment of Hb F in normal adult 
hemolysate as shown by ultraviolet 
spectroscopy目 0.1M potassium phosphate 
buffer (pH 7.0). (a): adult hemolysate， (b) : 
Hb Ao from adult hemolysate， (c) : Hb F iso 
lated from adult hemolysate by alkali 
denaturation-salting out一CM Sephadex 
chromatography 
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DPG効果を比較してみた.Fig. 4-aはBohr効果を0.1

M リン酸カリウム緩衝液下(20'C)にみたもので，両Hb

F聞で全くアルカリ性Bohr効果に差はみられず，また

Hb Aに比較しても全く差がみられなかった.Fig. 4-b 

はDPG効果を0.05M BisTris-0.1 M CI-(pH 7.3)， 

20'C下にみたもので， HbAに比し明らかにDPG効果の

減弱を認めたものの，両HbF間に差はみられなかった.

3. y鎖組成の生後変化について

1)γCB-3法による結果

Fig. 5にCNBr処理16)した Hb Fグロピンを

Sepbad巴xG-75カラムによってゲル漏過クロマトした

。
ぜ3a 

1.0 

宮0.5

( 0) 

結果を示す.HbFを構成する a，γ鎖にはそれぞれMet 0 
残基が2個ずつ存在し，したがって CNBr処理によって

両鎖それぞれについて3個のベプタイドが生ずるはずで

ある. 1 x 180 cmカラムの直列3連一連結により，これ

ら6個のベプタイドはほぼ完全に分離溶出するが(Fig.

5-b)，目的とする yCB-3ベプタイドの分離には， 2連

カラムで十分その目的を達しうることがわかる(Fig.5-

a).したがって，以下の実験では，全て 1x180 cmカラ

ムの直列2連連結によりベプタイド分離を行った.

Tabl巴 2に，それぞれ麟帯血由来(nニ10)および成人

血由来(n=15)HbFから分離した yCB-3ベプタイド

のアミノ酸分析結果を示す.γCB-3ベプタイドのアミ

ノ酸配列は，
140 

Val-Thr-GIy(or Ala)-Val-Ala -Ser-Ala -Leu-Ser-

Ser-Arg-Tyr-His 

であるから，以下に論ずる 136Glyおよび136Ala残基

を除き，アミノ酸組成の実測値は予想値と実験誤差内で

よく一致している.換言すれば， yCB-3ベプタイドの分

離は完全であると結論することができる.

Table 3に，正常成人血(n=21)および新生児血(n=

10)中の HbF含量，および，それぞれから調製したHb

FのγCB-3ベプタイドにおける Gly，Ala値，および

(Gly十Ala)値を一括表示した.Schroederら刊こよって

明らかにされたように， γ鎖にはGly残基が 1個(y

136)とAla残基が2個(γ138，y 140)含まれる場合(す

7.0 
pH 

8.0 

Fig.4目 Oxyg巴nationproperties of Hb F isolated from 
adult and newborn blood目 (a)Bohr effects in 
0.1 M potassium phosphate. Solid lin巴repr巴-
sents th巴r巴sultfor Hb A. (b) DPG eff巴ctsin 
0.05 M BisTris-0.1 M CI-(pH 7.3)目 0;HbF 
from newborn blood，・;Hb F from adult 
blood，口 HbA. [Hb] : 4.5XlQ-5M， 20.0'C. 
P回目 oxygen tension for half-oxygenation 
(torr). 

なわちGγ鎖〉と， Gly残基が O個でAla残基が 3個(y 比が約7/3であるのに対し，成人血では約3/7と全く

136， y 138，γ140)の場合〔すなわちAγ鎖〕の 2通りがあ 逆転していることがわかる.なお，ここで胎児血Gγ鎖が

る.したがって， (Gly+Ala)値は常に3となるはずで， 比較的狭い範囲の変動(65-81%)しか示さないのに対し，

このことはTable3に示した結果からも実証できる(す 成人血ではきわめて大きな変動(9-65 %)を示す事実が

なわち，成人HbFでは3.09土0.04，新生児では3.05:!: 注目される.

0.05).当然のことながら， γ136Ala値は，総Ala値か Fig. 6は，生後180日未満の健常乳幼児血28例につ

ら2をヲ|いた値になる.また，このようにして得られた いて，向上の如く測定，算出したGγAγ%およびHbF

Gly， Ala値はそれぞれGy鎖およびAγ鎖の存在比を示す %の生後推移を図示した結果で、ある.健常成人21例およ

ことになる.Table 3の結果から，胎児血で、はGγ/Aγ鎖 び健常新生児10例についての結果も，同時に示してあ
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Fig.5目 Separationof peptides from CNBr-treated globin F(60mg) on 
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comprisesγ134Val-147His residues. 

Table 2. Amino acid composition of γCB-3 p巴ptide 型4例川および再生不良性貧血l例からの HbFについ

ても，同様に yCB-3ベプタイドの Gly値を測定してみ

た.いずれも生後4年以降の成年であるにかかわらず，

それぞれ0.73，0.74， 0.68， 0.61， 0.58となり γ鎖は

新生児レベルにあった.

isolated from Hb F in normal cord and 
adult hemolysates 

Amino acid 
Cord Adult 

Anticipated 
(nニ10) (nニ15)

HIS 0.98土0.02 0.98土.0.03
ARG 0.94士0.07 0.94士0.04
THRキ l.00土0.05 0.98土0.02
SER* 3.17::1=0.10 3.03土0.06 3 
GLY 0.72土0.05 0.32士0.18
ALA 2.33土0.05 2.76土0.19
VAL l.94士0.12 2.02士0.08 2 
LEU l.01土0.02 l. 01::1= 0.02 
TYR 0.91士0.03 0.94士0.02

* : Corrected values from the 24h-hydrolysis results 

2) RP-HPLC法による結果

先に述べた γCB-3法は， Gy鎖とAγ鎖の 2種しか分

離定量することができない上，分析に要する血液量も正

常成人では約200ml，また全操作完了に数日を要する.

一方， RP-HPLC法では， Ay鎖を更にAyI(136Ala， 75 

Ile)， AγT(136 Ala， 75 Thr)鎖に分離定量することができ

(Fig目 7)，かっ正常成人の場合でも血液量が最少約 1ml 

で分析可能であった(Table1). Fig. 8は新生児 100名，

生後l年までの乳幼児269名，成人 100名(16-55歳〉に

る.HbF%の低下と平行して，Gy%の低下とAγ%の上 ついて， Gy鎖%と HbF%の推移を示したものである.

昇が起こり，やがて上述したGy/Aγ鎖比の逆転に至る時 乳幼児については，一ヶ月毎に平均値と標準偏差を算出

閉経過がよく理解できる.なお， HbFを種々の程度の高 し，成人については，年齢が 16才から 55才までの広範

レベノレ(3.0-66.9%)にもつ体質性再生不良貧血のー異 聞の結果を， 20年毎に一括して示した. Hb Fは新生児
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Table 3. Numbers of gIycyI and alanyI residues in y CB-3 peptides from Hb F in adult and newborn bood 

Adult blood Newborn blood 

Sample No. Hb F (%)'1 Gly Ala Gly十Ala Sample No. Hb F (%)bl Gly Ala Gly十Ala

2.30 0.24 2.84 3.08 l 89.5 0.81 2.27 3目08

2 0.37 0.15 2.83 2.98 2 80.9 0.78 2.20 2.98 
3 0.56 0.51 2.51 3.02 3 72.4 0.74 2.35 3.09 

4 0.41 0.33 2.77 3.10 4 8l.3 0.69 2.35 3.04 
5 0.37 0.60 2.50 3.10 5 78目2 0.65 2.35 3.00 

6 0.43 0.46 2.62 3.08 6 78.5 0.70 2.37 3.07 
7 0.40 0.13 2.97 3.10 7 85.1 。目79 2.36 3.15 

8 0.50 0.37 2.71 3.08 8 9l.2 。.69 2.31 3.00 

0.28 0.09 3.01 3.10 9 88目5 0.69 2.32 3.01 

10 0.36 0.52 2.56 3.08 10 74.1 0.69 2.37 3.06 

11 0.32 0.43 2.67 3.10 Mean 8l. 97 0.72 2.33 3.05 
12 0.44 。目09 3.00 3.09 士S.D. 6.1 0.05 0.05 0.05 
13 0.17 0.13 3.03 3.16 

14 l.07 0.63 2.45 3.08 
a ; by the method of Betke et al.ll1 

15 0.27 。目17 2.89 3.06 
b ; by the method of Jonxis and Visser同

16 0.34 0.12 2.98 3.10 

17 。.22 0.11 2.97 3.08 

18 0.22 0.10 3目。。 3目10

19 0.12 0.20 2.91 3.11 

20 0.13 0.17 2.98 3.15 

21 0.13 0.10 2.95 3.05 

Mean 0.45 0.27 2.82 3目09

士S.D. 0.46 0.18 0.19 0.04 

期には，総Hbのほぼ80%を占めるが，生後4ヶ月まで 少する生後1日目から 4ヶ月までの乳児における両者の

に急速に減少し，その後は徐々に成人値(平均)0.5%に 相関をみるに(Fig.9-a)，両者聞には明かな相関があっ

近づく.一方Gγ鎖%は，新生児期には約 70%であるが， た(r=0.68，nニ 155).次に，生後4ヶ月(HbF%が約20

Hb F%の変化に伴い生後4-5ヶ月までに急速に低下 %以下〕から I年までの期間についてみると， γ=

して約40%となり，生後1年まではほぼこの値を維持す 0.16(n=133)と両者聞にはほとんど相関はない(Fig.9ー

る.さらに注目されるのは，すでに γCB-3法による結果 b).以上の事実は，生後HbF生成が急速に減少し HbA

でもみたように(Fig.6， Table 3)，生後の日数経過につ に置換されるのと，Ay鎖によるGy鎖の置換とはほぼ向

れてGγ レベノレの低下だけでなく，個体差が著じるしく大 時に起こること，また， γ鎖(HbF)生成が高レベルにあ

きくなることである(13.3-66.2%).生後 l年以降もGγ る時には，yグロピン遺伝子の発現に厳密な制御が働い

レベノレの低下は徐々に進行し，しだいに成人値26%に収 ているが， γ鎖生成が低下するときには，この制御に4ゆ

飲していく.成人値についても大きな個体差がみられ， るみ'が生ずることを示唆する.

最低5%から最高 65%にわたって大きな変動を示した. 次に成人について，年齢とGγ鎖%との聞の関係をみる

また，新生児と成人におけるGy鎖分布を比較してみる と，両者間には全く有意の相関がみられなかった(r=

と，前者では平均値70%を中心にごく狭い範囲でほぼ正 0.01， nニ 100).すなわち，生後， HbFがHbAに置換

規分布を示すのに対L，後者では全体として 20%以下に された時点では Gγ鎖%と年齢との関連は無くなること

分布範囲が低下するだけではなく，正規分布から大きな がわかった.

ずれOeft-stewed)を示した.Gy鎖が 50%を下まわる例 今回，新生児血および成人血について得られた結果を

は，新生児では僅か1.2%に過ぎないが，生後1年の乳 各フェノタイプ別に分け，各 γ遺伝子の発現%を一括表

幼児では39%に増加し，成人においてはその過半(88 示したのがTable4である.標準偏差によって，両者に

%)を占めるに至る. おけるGy遺伝子の発現幅を比較してみると，後者におい

以上の結果，生後の HbF消失経過とGγ鎖減少経過の ては前者の約4倍に達している.また，新生児血および

よく似ていることがわかったので，生後における HbF 成人血におけるAyT鎖%の頻度分布をみると γ鎖%に

%とGγ鎖%の相関を見てみた.まず， HbFが急速に減 関してみられたのと同様に，新生児では分布がごく狭い
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Fig. 6. Postnatal changes in the percentages of Hb F and the numb巴rof glycine and 
alanin巴r巴siduesof theγCB-3 peptide of Hb F from newborns(n=10)， infants 
(nニ28)and adults(n=2I). The number of th巴r巴siduesr巴presentsthe Gy and 
Aγ%， resp巴ctively. .; Normal individuals， 0，口，ム， ... ; Four cas巴sof a 
variant of Fanconi' s anemia15>，・;aplastic an巴mia.

範囲に限局されるのに対し，成人にあっては比較的広い グノレープとして記載した.

範囲にわたって分布していた.また，AyT鎖の遺伝子頻度 4.双生児における γ鎖異型体組成について生体内た

(gene frequency)を計算すると，新生児と成人でそれぞ んぱくの生成は，いうまでもなく，各個体のもつ遺伝情

れ0.125，0.160となった.今回分析に供した血液試料 報の指令下に行われる.したがって，各個体の示す y鎖

が，成人と新生児のちがし、はあっては，何れも同一地域 異型体パターンは，それぞれのもつ遺伝基盤の反映で、あ

の住民集団に由来するものであることからすれば，本来 るということができる.そこで，一卵性と二卵性の双生

両者の値は一致するはずである. 児の場合，各個体ベア聞で y鎖異型体組成にどのような

なお，新生児血の場合，ごく僅少ながら(nニ 2)， 定量的関係がみられるか，さらにこのことから， γ鎖異型

Huismanのいう lowGy例18)がみられた.当該例が，遺 体の分離，定量結果に基づいて双生児の卵性決定が可能

伝的に特異なグループを形成するのか，あるいは単に集 か否かを検討してみた.得られた結果(Table5)から，一

団の下限に位置する個体にすぎないのかは必ずしも定か 般に一卵性双生児の場合には，ベア問で予想通り良好な

でないが，ここではHuismanら18)に従い，一応lowGy 一致がみられたが，時にM10-10'のように両者間で大き
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Tabl巴 5.Percentage of the three y-chain isoforms 

and Hb F% in hemolysates of newborn 

monozygotic and dizygotic twins 

MONOZYGOTIC TWIN DIZYGOTIC TWIN 

Hb F(出)AyT(%l Gγ(%1 'y'(出)耳bF(出)AyT(%l Gγ(%1ザ(出)

M1 89.1 26.9 73.1 一Dl82.4 67.4 32.6 

l' 77.9 26.8 73.2 l' 84.3 12.5 70.8 16.7 

M3 85.3 10.0 68.7 21.3 D8 85.9 13.3 7l.l 15.6 

M3' 81.3 14.1 68.2 17.7 8' 85.7 13.2 72.5 14.3 

M6 86.4 66.3 33.7 D5 79.2 70.4 29目6

6' 83.0 66.8 33目 5'83.4 80.3 19.7 

M10 90.8 66.6 33.4 M14 87.3 70.5 29.5 

10' 89.8 69.8 30.2 14' 85.8 69.5 30.3 

Tabl巴 4.The y chain isoform composition and the 
AγT gene fr巴quency，fCAyT)， in normal 
Japanese newborns and adults 

A1'1(%) f(A1'T) 

32 .l::t3.0 

59.7土0.7

16.7土5.00.125 。

N巴wbornBlood 

G1'(%) A1'T(%) 

67.7土2.9 0 

40.3士0.7 0 

70.4土3.7 12.9土2目2

73.1土0.1 26.9士0.1

67.8士5.1

Adult Blood 

24.9土18.3 0 73.7土18.9

27.0士14.924.0土8.548.6士13.60.160 

32.6土 3.767.4土3.7 0 

25.7土17目2

Phenotypes n 

A1"/G1' 75 

lowGγ2  
Aγ'/AγT /Gγ21 
AγT/G1' 2 

Total 100 

71 

26 

3 

100 

Aγ'/G1' 
Aγ'/AγT/G1' 
AγT /Gγ 

Total 結論を得るためには，今後さらに例数を集積して，統計

的検討を加えることが必要である.なお今回，一卵性一二

卵性の判定は，在来の産科学的規準(胎盤数，胎盤の循環

態様，両胎児聞の隔膜等〉に基づいて行われた.この場

合，実際には，時にかなり判定に苦しむ例のあったこと

も指摘しておかねばならない.一卵性，二卵性を通じ，

HbF%はベア間でさまざまな変動を示したCTable5). 

察

生体には，個体発生に伴い遺伝子発現に変化の生ずる

ものが多くみられる.Illi子一胎児一成人間で造血にみら

考

な差のみられる場合もあることがわかった.二卵性双生

児にあっては， D 1 -1'， D 5 -5 'のようにベア聞で明白

な差を示すもののある一方， D 8 -8'， D 14-14'の場合の

ように，一卵性の場合に変らぬ良好な一致を示す例もみ

られた.したがって，少なくとも現時点では， D 1-1'の

ように両者間で明らかな異型体組成の差がある場合，あ

るいはD5 -5'のように両者聞に歴然とした量的差のみ

られる場合を除けば，y鎖異型体分析だけから卵性の判

定を行うことには困難があるように思われる.最終的な
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れる一連の変化19)などは，その典型的な一例である.この

ような発育依存変化，いわゆる switchingの分子機構に

ついては，いまだ基本的理解にはほど遠い現状にある.

ところで，造血における switchingに伴い，生成する赤血

球中の Hbにも switchingが生じ，順次，H壬子日b(S2C2，

a2ε2， S2Y2)胎児 Hb(a2Y2)成人Hb(a2s2，出2O2)が生成

される20).したがって， Hb switchingの研究は，ひろく

生体における発育依存性遺伝子発現機構の解明に好個の

モデノレを提供するものといえる.

Hb switchingの中， JIE子 Hbに関するものは試料入手

に難があり，従来からさほど検討の対象とはなっていな

い21) 胎児期の末期から成人期にかけては，胎児Hb

(a2γ2)から成人Hb(a2s2)へのswitchingがみられ，試料

の入手し易さもあって従来から研究報告も多々ある 3，4，7)

ところでこの場合， Hb Fは成人期においても完全に消

失するわけではなく，生涯にわたJりごく微量ながら生成

し続けられる12).その後， Schroederら1>， Riccoら川こよ

りy鎖には3種の具型体のあることが見出され，さらに

各異型体の発現に発育依存性変化のあることが明らかに

された3，4，7).しかしここに一つの困難は，成人血中にHb

Fが微量しか存在せず，そのためswitchingの定量的な

検討が容易でないことである.その結果，正常成人に関

しては従来不十分なデータの蓄積しかない7).

今回，成人血中の微量HbFを単離，濃縮する確実，

有効な方法を開発し， これを用いて上記の問題に検討を

加え，従来の知見にさらに新知見を加えることができた.

1.成人血微量HbFの単離，濃縮法について

成人血中の微量Hb Fを単離する方法としては，
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Abrahamらのイオン交換クロマト法22)，Tsuchiyaらの

アノレカリ変性法η，Mancaらの等電点電気泳動(IEF)法6)

などが報告されている.しかしながら， これらはいずれ

も血液量，所要時間，分離効率，確実性，経済性などの

点で問題がある.Bakiogluら23)は最近， Abrahamらの

方法22)とTsuchiyaらの方法7)を比較して，両法とも時に

収率ゼロの場合のあることを報告しているが，著者らも

両法を実際に用いてこのことを確認した.今回の方法は，

Tsuchiyaらの方法7)と同様， HbFとHbAのアノレカリ

抵抗性差に依拠し，当教室で以前から常用，その有用性

については既に実証済みの方法である2哨 5) 今回，アルカ

リ変性のみならず，塩析，中和操作も加味して，収率，

確実性に関しさらに一段の改善がみられた(Table1， 

Figs. 1&2).特に成人Hb溶液1ml についても，確実に

RP-HPLC法による分析に十分なHbFを得ることが

で、きた(Table1). 

2.成人血より単離したHbFの諸特性

デンプン・ゲノレ電気泳動(Fig.2)および紫外部吸収ス

ベクトノレ(Fig.3)の結果からみて，アルカリ変性 硫安

塩析 CM-Sephadex !7ロマト法により，成人血中に微

量存在する HbFが，十分に単離，濃縮されていること

がわかる.O2平衡機能についてみると，新生児血と成人

血とではその HbFのy鎖組成に関し明らかな差があ

るにかかわらず(Figs目 6&8)，両者間でBohr効果およ

びDPG効果(Figs.4-a&b)に差はみられなかった.こ

のことは，今回研究対象とした γ136位における Gly-

Ala置換，y 75位におけるIl巴 Thr置換が，いずれも Hb

の機能に関しては“中立"であることを反映している.

3. y鎖異型体分析法について

当初用いた γCB-3ベプタイド法は，多量の血液試料

と長時間を要するうえ，Gy， Aγ両鎖の分析しかできな

い.その後RP-HPLC法の導入により，これらの難点、は

全て克服され，ごく少量の血液試料につき短時間で測定

することが可能となったため，今回，多数例について分

析することができた.

4. Hb Fおよび y鎖異型体の生後変化

加令につれ γ鎖(HbF)の生成が減少し， β鎖の生成

が増加するのに随伴して，Gy/Aγ比は7/3から 3/7へ

と全く逆転する(Figs.6&8， Tables 3&4).これらの結

果は，既報のいずれも少数例についての観察結果3，4，7)と，

大筋において一致した.ただし，生後1年以内で， 日数

を追うての推移を追求したのは，著者の知る限りこれが

最初の報告である.また， これまで論じられなかった点

として，加令にしたがい，y鎖組成(y遺伝子発現〉の変

動幅が著じるしく大きくなる事実(Figs.6&8)が注目さ

れる.この変動幅を標準偏差で示ぜば，成人では新生児

の約4倍となる(Figs.6&8， Tables 3&4). かつまた，

成人における γ鎖異型体の分布様式は，正規分布からの

大きなズレを示した.このような事実は，従来の少数例

の結果では全く認識されることなく， Schroederら3)の

得たGγ/Aγ比2/3がひろく考察の基礎として引用され

てきた.

今回の集団におけるAyT鎖遺伝子頻度は，新生児

0.125，成人0.160で，白人(0.224)に比し明らかに低く，

中国人(0.079)，黒人(0.099)よりは明らかに高い値を示

したが同， 日本人新生児について従来報告されている値

(0.128-0.190)7，26)とはよく一致した.なお，今回測定対

象とした新生児，成人は， ともに同一地域の同一集団に
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属する個体である.したがって，本来，両者聞に遺伝子

頻度の差はないはずで、，僅差ながらみられた 0.125，

0.160という値は，標本サンプリングの偏りによるもの

と思われ，標本数をさらに増すことにより解消できる，

と考えられる.

γ鎖遺伝子発現にみる生後変化の原因は，現時点では

不明といわざるをえない.近年， βグロビン遺伝子クラ

スター〔ε_Gγ_Aγ~ψβ-o-β〉およびその周辺の遺伝

子構造と γ鎖遺伝子発現との関連について，急速な知見

の進歩がみられる四，27，28，29) たとえば，遺伝性高胎児 Hb

症CHPFH)においては，遺伝子内特定部位での塩基置

換，たとえば，Gy遺伝子の 5'側202bp 位での C→ G置

換叩)， Aγ遺伝子の 5'側1l7bp位での G→A置換問など

がみられることから，この塩基置換と γ遺伝子発現との

関連が示唆される.また，新生児についての遺伝子マッ

ピング結果から，遺伝子聞の交差やハイブリッド形成に

より遺伝子構造の配列変化が起こり γ/Aγ比にも変化

の生ずる可能性が報告されている '6) しかしながら，正常

なヒトの発達段階で，グロピン遺伝子の構造に変化が生

ずるとL、う証拠はない問.また， Economouら聞は，正常

成人および鎌状赤血球症成人において， Hb F産生と y

プロモータ領域での塩基置換との聞に関連はないことを

報告している.いずれにせよ，これまでに得られている

結呆は， I発現ー遺伝子構造」関連を示すものではあって

も，最も枢要なる点，すなわち「なぜ、発育のある時点、で，

特定遺伝子の switch-offと他の遺伝子の switch-onが

起こるのか」については，何ら語るところがないと断ぜ、

ざるをえない.一方また，発育依存性の γ遺伝子発現変

化の原因を，遺伝子構造そのものではなく，何らかの“外

因"(液性因子〉に求めようとする考え方もあるが山5)，確

実なことは何ーっとして明らかにはされていない.この

ような状況下， Iγ遺伝子の発現低下時に，Gy/Aγ遺伝子

発現比変化と発現制御精度の低下が同時に起こる」とい

う今回の結果は，問題解決に向けての一つの手がかりを

与える事実であるといえる.

4.双生児における γ鎖異型体生成

今回，遺伝的に等価なはずの一卵性双生児においても，

γ鎖異型体組成〔γ鎖異型体遺伝子発現〉に二卵性の場合

と同様な量的差のみられる例のあることを示した

(Table 5). このことは，遺伝子の構造そのもの以外に

も，その発現に対し影響する“外因"の存在する可能性を

示すものといえる.事実， Youngら3叫土，一卵性双生児

において， G syndrom巴の症状発現程度に，ベア聞で差

のある症例を報告し，発現段階における環境要因の遺伝

子発現に対する影響を指摘している. これとは逆に，二

卵性双生児でありながら，一卵性の場合と同様に良好な

異型体組成の類似を示す例もみられた(Table5). もと

もと，新生児にあっては， γ鎖異型体組成の個体差変動が

きわめて小さいこと(Figs.6&8)，および両親の遺伝子

構造が良く類似する例であったこと，等によると思われ

る.しかし，従来の産科学的規準による限り，卵性の判

定には専門家を以てしでも時に困難な場合のあることか

ら考えて，今後，より“definitive"な判定法〔たとえば

DNAフィンガープリント法36.37))を用い，再検討を計画

中である.しかしながら，フィンガープリント法によっ

たとしても，たまたま両親が良く似た遺伝子構造のケー

スでは，稀に判定困難な例のある刊ことからして，今回の

方法も，場合によっては有用な補助判定手段となりうる

であろう.

車吉 吉署

正常成人血中の微量HbF分離法を確立し，日本人新

生児，乳幼児および成人血中 HbFのγ鎖異型体組成の

生後変化について検討した.

1.アルカリ変性(2分〉一半飽和硫安塩析法により，最

少 1mlの溶血液(10g/dl Hb)から，逆相HPLCによる

γ鎖異型体分析に必要な HbFを分離することがで、きた.

2.成人血中微量HbFのゲノレ電気泳動特性，紫外部吸

収スベクトルおよび0，平衡特性(Bohr効果およびDPG

効果〉は，新生児血中 HbFと差がなかった.

3 γCB-3ベプタイド法と逆相 HPLC法による γ鎖

異型体組成分析結果はよく一致した.生後の発育に伴い，

y鎖(HbF)から β鎖(HbA)への switchingのみなら

ず γ鎖からAy鎖への switchingを認めたが，生後 4

-5ヶ月以降においては，新生児期の4倍に及ぶ大きな

γ鎖異型体組成変動がみられた.これらの結果より，発育

に伴って γ遺伝子発現低下とともに，遺伝子発現制御精

度に低下の起こることが推定される • AyT遺伝子頻度の

値は，邦人についての既報値と一致した.

4.双生児における卵性と γ鎖異型体組成について検

討し，y遺伝子発現における“外的"要因関与の可能性を

示唆した.また，限定された場合については， γ鎖異型体

分析が双生児の卵性判定に有用であることを示した.

稿を終えるにあたり御指導，御校閲いただきました榎

泰義教授に深甚の謝意を表しますとともに，終始，御援

助いただきました教室諸兄姉に深謝いたします.また，

血液試料の入手に際し御助力いただし、た本学病態検査学

教室中野博教授，産婦人科学教室ー篠元彦教授および

聖バノレナバ病院植田充治博士，奈良県赤十字血液センタ
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