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論文内容要旨

目的

 胎児型ヘモグロビン(HbF)はα2r2のグロビン鎖より構成され,特に7グロビン鎖はその

 アミノ酸組成の第136番目がglycineのもの(Gr)とalanineのもの(Ar)が存在し,こ

 の2種類のグロビン鎖の構成比率から胎児型と成人型に区別されている。すなわち,胎児血HbF

 のGr:Arの割合は3:1(胎児型)であり,成人末梢血HbFでは2:3(成人型)である。本

 研究はinvitroの条件下で赤芽球系前駆細胞(BFU-E;burstforminguni・t-erythroid)

 の7鎖合成が増加することを利用し臍帯血,成人血中の個々のburst(BFU-Eコロニー)中の

 Gγ,A7,鎖合成比率の分析を行ないBFU-Eレベルでのhemoglobinswitchingの様態を検

 討した。

 方法_

 1.BFU-Eの培養

 臍帯血あるいは成人末梢血をヘパリン加採血しFico11-Isopaqueにより有核細胞を分離

 し,α一medium,0・8%methylcellulose,30%牛胎児血清,1%脱イオン化牛血清アル

 ブミン,1.OU/ml羊血漿エリスロポエチンに細胞を混ぜ(臍帯血の場合1×105cells/m1,成

 人末梢血の場合3×105cells/m1)1m1とし35㎜ペトリ皿に入れ,37℃,5%CO2,100

 %湿度で14日間培養した。

 2.個々のburst中のグロビン鎖分析

 培養終了2日前に2μCiの14C一アミノ酸を培養皿に添加しさらに48時間培養を続け,

 この間にburst中で生合成されてくるグロビン鎖を標識した。培養14日目にburstを培養

 皿よりつり上げm1crocentrifugetubel乙移し,PBSを用いてburstを洗浄し,上清を除

 き一70℃に凍結保存した・グロビン分析に際しサンプルを融解し5μ1のdetergentsolu-

 tion(8M一尿素,10%2-mercaptoethano1,3%NonidetP-40)を入れ30分間室

 温に放置した。グロビン鎖の分離は8M一尿素,3%NonidetP-40,ampholine(pH6-

 8とpH3.5-10)の含まれたpolyacrylamideslubge1を用いた等電点電気泳動法により

 行った。次いでfluorogramを作製しdensitometrictracingを行ない個々のburstにお

 ける各グロビン鎖の生合成比率を測定した。

 3.統計学的処理

 個々のburst中のr鎖生合成比率〔r/(7+β)〕およびG7鎖生合成比率〔Gτ/(Gr+Ar)〕
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 について統計学分析を行った。すなわち,少数のサンプルデータからその分布の正規性を推定

 するためprobit変換(図形解析)とD'Agostino検定(有意性の検定)を行った。

 結果および考察

 臍帯血4例135個のburstと成人血3例102個のburstについて個々のburstにおける各グ

 ロビン鎖生合成比率を分析した。

 ∫(1)すべてのburstはr鎖とβ鎖の両グロビン鎖を含んでいた。またr鎖対β鎖,Gr鎖対Ar鎖

 の生合成比率はburst間で異なっていた。

 (2)個々のburst中の7鎖合成比率(mean±SD)は成人血3例のBFU-Eの場合,0.23±0.08

 (36;分析したburst数),0.17±0.06(38),0.20±0.05(28)であり,臍帯血4例の場合,0.56

 ∫
・

 ±0.15(32),0.47±0.13(38),0.56±0.16(28),0、71±0.14(37)であった。

 階(3}個々のburstの全7鎖中のG7鎖合成比率(mean±SD)は成人血BFU-Eでは,0.35土0.08

 (36),0.39±0.06(38),0.37土0.05(28)と成人型を呈したが,臍帯血BFU-Eでは,0.57±0.07

 (32),0.52±0.05(38),0.52±0・05(28),0.59±0.07(37)と成人型と胎児型の中間値を示した。

 従ってこれらのことは臍帯血中BFU-EはHbFがGr鎖合成優位からAr鎖合優位へと変換する

 switchingの移行の段階にあることを示唆した所見である。

 14)成人血および臍帯血中の個々のburstの〔7/(r+β)〕と〔Gr/(Gr+Aの〕についてprobit

 変換による分析の結果,各データが直線的分布傾向を示した。これは各データの分布が正規性を

 有する所見である。さらにD'Agostino検定より結果の有意性について検討した結果これらのサ

 ンプルデータの分布は有意に正規型分布を示していることを認めた(α<0.05)。

 (5)成人血および臍帯血の分析したすべてのBFU-Eにおいてr鎖とGr鎖合成比率との間に有

鈎
 意(p<0.02～p<0.001)な正の相関関係が認められた。

結論

 成人末梢血および臍帯血由来BFU-Eコロニー個々についてGr鎖,Ar鎖合成比率の分析を

 行ないBFU-Eレベルでのhemoglobinswitchingの様態について検討した。

 (1)Hemoglobinswitchingあるいは出生後のHbFreactivationにおけるHbFの調節は

 F-cellcloneの増減によるものではなくBFU-F内での7鎖合成のgeneexpressionの優

 位に依存している

 (2)胎児型あるいは成人型7鎖を合成するBFU-Eは個々に存在するのではなく同一のBFU-E

 内での連続的かつ質的変化(geneexpressionの変化)に基づいてswitchingが進行する。

 {3)r鎖からβ鎖およびG7鎖からA7鎖への合成率優位の変換はBFU-Eレベルにおいて共通の

 調節機序が関与していると思われる。

L
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 審査結果の要旨

寺沢崇

 胎児ヘモグロビン(HbF)のグロビンはα2r2といわれるように,r鎖をもつのが特徴であり,

 r鎖にも第136番目のアミノ酸がglyeineのもの(Gr)とalanineのもの(Ar)がある。GrとAr

 とは同一人のなかでも混在しているが,その割合(GrとArとの比)は,胎生期にはG7が多く,

 成人になると舟の方が多い。これは,胎児から出生後にかけてHbFがHbA(成人ヘモグロビン)

 に変換されると同時に,且bFのr鎖もG7からArに変換されていく,と考えられる。本研究で

 は,その2つの変換がどのように関連しているかを明らかにしている。研究方法としては,r鎖

 合成の盛んな赤芽球前駆細胞(BFU-E;burstformingunit-erythroid)を培養し,各burst

 におけるグロビン鎖の合成をみている。胎児血としては臍帯血を用い,成人血としては成人末梢`

 血を用いている。

 その結果をまとめると,つぎの点が明らかとなる。

 (11個々のburst内のr鎖合成率は臍帯血の方が成人血より大である。すなわ・ち,出生に伴っ

 てr鎖からβ鎖へと合成の変換が進行する。

 12)個々のburst内では,7鎖内でのGr鎖の合成比(Gr/全r)は出生に伴って減少していく。

 すなわち,全rはGrとArの和であるから,出生と共にGrからA7へと合成の変換が進行す

 ることが明らかである。

 ③r鎖からβ鎖への変換と,GrからArへの変換とはほぼ平行して進行することから,これ

 らに共通している調節機序があるものと推定される。

 (4)この共通した変換は・同一のBFU-E内での連続的かつ質的な変化(geneexpressionの

 変化)であって,特定のcellcloneの増減によるものではない,であろうと推定できる。

 以上の成績から本論文は学位授与に値するものと考える。
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