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Ⅰ　緒 言

最近生体 の蛋 白質 の多元性(multiplicity)あ るい

は不均質性(heterogeneity)の 問題 が生物学上 多大

の関心 を もってみ られ るよ うにな った1)2).

このよ うな領域 で種 々動物 のヘモグロ ビンは好個

の研究材料 として従来最 もよ く用い られ,か つ最 も

深 く研究 されで きた ものの一つ であ る3)4).

ところで,マ ウスは実 験動物 として最 も繁用 され

る動物 であ りなが ら,そ のヘ モグ ロビンについての

検索 は本邦 においては殆ん ど行 われていな い.し か

も,マ ウスヘモ グロビンは蛋 白合成 の1つ のモ デル
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として有用であ り,そ の合成は遺伝的 に規制 されて

い るので5)6),著者は腫 瘍 とウイルス に関す る研究の一

環 としてRauscherウ イルス性白血病 にお ける血色

素 の 性 格 を 明 らか にす る ことによ り,本 症の血 色

素 合 成 が異 常 な遺伝 的 支 配下 にあるか どうか を検

索 し,白 血病 ウィルス と宿主 との関係 を明 らかにせ

ん とした7)。以下の研究 は正常 マウスの血色素 にっ き,

Rauscherウ イルス性白血 病マ ウスの血 色素の変

化 を観察 するためのcontrolと して検索 した結 果で

ある.

Ⅱ　実験材料及び実験方法

1 実験材料

実験材料 としてcb系 の胎児,新 生児,成 熟 マウ

ス及 びRF C57BL成 熟 マウス を用 いた. cb系 マウス

はHoustonのBaylor大 学 よ り本学へ分譲 され た も

のでmilk agentを 保有 しないBALB/C系 マウス

であ る.

2 溶血液の作製

新生 児及 び成熟 マウスでは眼窩静脈叢 を穿刺 し採

血 した。胎児 マウスよ りの採血 は,妊 娠 マウスの腹

部 を切 開後羊膜 を露出切開 し,胎 児 を胎盤か ら分離

して と り出 し,生 食水で洗 った後頚部及 び胸部 を切

開 して採血 した.採 取 した血液 に直 ちに二重蓚酸塩

を加 え,等 張食塩水で反復洗滌 し,脱 イオン水 で溶

血後, 0.5倍 容の トルエ ンを加 えて激 しく振盪 し遠沈

濾過 によ り澄明 なOxgHb溶 液を得 た8). COHbは

OxgHb溶 液 にCOガ ス を通 して作 製 した.更 に

Cyanmet HbはOxgHb溶 液 に5% Potassium

 ferricyanide及 び2% Sodium'cyanideを 加 えて

得 た9).

3 吸収 曲線

日立Spctrophotometer 124に よ り溶血 液の吸

収曲線 を描 いた.

4 アルカ リ変性試験

Jonxisら の分光学的方法10)を用 い,測 定 は576mμ

において行 つた.

5 澱粉 ゲル電気 泳動法

泳動 は溶血 液作製後24時 間以内 に行 った11)。泳動条

件 はSmithiesの 水平法12)に準 じ,緩 衡 液 とし て

Poulikの 不連続系13)を用いた.ゲ ル作製 用 澱粉 は

Starch-Hydrolysed (Connaught Laboratories,

 Tronto, CANADA)及 び加 水分解澱粉Amylan(常

光 産業)を 使用 した.泳 動 は低温室 内(0～2℃)

で白金線電極間9V/cmの 電圧勾配下4時 間行 った.

泳 動 終 了 後 ア ク リル樹 脂製guide stripと 細 鋼 線 に

ょ って ゲ ル(5mm厚)を 厚 さ2mmと3mmの もの に薄

切 レ, 2mmの もの はbenzidine試 薬14)で 染色 した後,

 Glycerolに 浸 漬し15)透 明,弾 力 化 してdensitomet

ryに 供 した.他 の1枚 はAmidoblac 10B染 色 を 行

った.

6 カ ラム ・ク ロマ ト法16)

1.5×30cmの ガラス ・カ ラムの27cmの 高 さ まで あ ら

か じめ0.05 MTris-Hcl緩 衝液(pH 8.6, 25℃)と よ く

平 衡 させ て お い たDEAE-Sephadexを 充填 した後,

カ ラ ム を低 温 室(0～2℃)に 移 し,同 上 緩 衡 液 を

さ らに数 日 間流 入 液 と流 出 液 のpHが 一 致 す るに い

た る ま で流 した.次 い でO2-Hb液0.8ccを カラム に

添 加 し,前 記 緩 衡 液 に よ り展 開 溶 出 した(流 速15

ml/hr).溶 出液 の採 取 は3ml毎, Toyo fraction

 collector type SF200Aに よ って 行 っ た.約400ml

の 溶 出 液 が 流 出 し終 った ところで, Nacl添 加 に よ り

〔Na+)を0.3Mと しpH 7.4に して カ ラム に 吸着 され

て い るHbを 一 挙 に 溶 出 させ た.各 溶 出液 は280mμ

及 び415mμ にお いて 吸 光 度 を測 定 した.

7 末 梢 血 のBetke染 色17)18)

末 梢 血 塗 抹 標 本 を80%ア ル コ ー ル で5分 間 固 定 後

蒸 留 水 で 洗 い,直 ち に ま たは1～2時 間 氷 室 に入 れ

た 後,あ らか じ め37℃ に15分 間 保 存 したpH 3.4の

Citrate phosphate緩 衡液(0.2M Na2HPO426.6ml

+0.1M Citric acid 73.4ml)中 に5分 間浸 した後 蒸

留 水 で 洗 った が,そ の 間1分 後 及 び3分 後 に ス ラ イ

ドグ ラス を入 れ た容 器 を数 回軽 く振 盪 した.以 上 の

操作 の終 った 塗 抹 標 本 に直 ち にEhrlichのacid he

matoxylin液 を被せ て3分 間 放 置 し,さ らにMerk社

製 の0.1% Erythrosinで3分 間 重 染 色 した.最 後 に

水 洗 乾 燥 し鏡 検 した.な おacid hematoxylin染 色

操 作 終 了 後 軽 く蒸 留 水 で 洗 った 方 が 染 色 され た 細 胞

と染 色 され な い細 胞 との コ ン トラス トが 明 確 で あ っ

た.塗 抹 固 定 後 長 時 間 経 た標 本 で は 鮮 明 な コ ン トラ

ス トが 得 られ な い の で採 血 塗 抹 後 出 来 るだ け早 く染

色 した.ま たacid hematoxylin液 は作 製 後1ヶ 月

以 上 経 た もの を用 い た.

Ⅲ　 実 験 成 績

1 吸 収 曲 線

cb系 マウス末梢 血 の ヘ モ グ ロ ビ ン溶 液 の 吸収 曲 線

はOxyHb型 を呈 し, α band (576mμ), β band

 (541mμ)及 び γ band (Soret band) (414mμ)

を示 し た(図1).
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図1.　 cb系 マ ウス溶血 液の吸収曲線

(
450mμ 以 下 は 試 料 を10倍 稀 釈 して測 定,

 pH 6.5, 0.1M Phosphate Buffer使 用)
2 ア ル カ リ変 性 試 験

図2にcb系 マ ウ ス のO2-Hbの20℃, 0.06N NaOH

中でのアルカ リ変性曲線 を示 した.単 一成分 のみ存

在 し,か つ当該成分 が1次 反応の型式 に従 って変性

す るもの とすれば濃度変化の対数 を時間に対 して プ

ロッ トした ときの変性経過 は直線 とな る筈であるか

ら,こ こに得 られた曲線 は明 らか に2個 あ るいはそ

れ以上 の成分 が系 内に存在 していることを示唆 した.

図2.　 cb系 マ ウス 溶 血 液 の ア ル カ リ変性 曲 線

(20℃, 0.06N NaOH使 用)

3 澱粉ゲル電気泳動法

図3.　 cb系 成 熟マ ウスのシアン メ トヘモ グロビンの

澱粉ゲル電気泳動

(
泳動時間4時 間, Poulikの 不連続

緩衝系使用,ベ ンチ ジン染 色施行 )

図4.　 cb系 マ ウ ス の シ ア ン メ トヘ モ グロ ビ ンの

澱 粉 ゲ ル 電 気 泳 動

(
泳動時間4時 間, Poulikの 不連続
緩衝系使用,ベ ンチ ジン染色施行 )

図5.　 ヒ ト及びCb系 マ ウスの シア ンメ トヘ モグロビ

ンの澱粉 ゲル電気泳動

(
泳動時間4時 間, Poulikの 不連 続緩衝 系

使 用,ア ミドブ ラック10B染 色施行 )

成熟マ ウスでは主分画 よ り速 く移動す る2分 画 及

び主分 画よ り遅 く移動 す る1分 画計4つ のベ ンチヂ

ン陽性 ゾーンを認 め(図3)(陽 極側 より Ⅰ, Ⅱ,

 Ⅲ, Ⅳ分画 と命 名す る),い わゆ るdiffuse pattern

を示 した.胎 生早期 マ ウスの溶血液 では成熟 マウス

と同 じ4つ の分画 の他 に,成 熟 マウスで最 も遅れて

移動す る分画 よ りも更 に遅れて移動 し,成 熟 マウス

には存在 しない し分画が あ り(Ⅴ 分画)計5つ の分

画 を示 した(図4最 下段).こ のⅤ分画 は胎生 後期,

新生児で は既 に消失す る.マ ウス及 び ヒトHbの 主

分画 は全 く同 じ移動度 を示 したが,胎 生早期 のみ出

す るⅤ分画は ヒ トHbFよ りもかな り遅 く移動 した.

(図5).図6は 成熟及 び胎生 早期 マ ウスのDensito

metryの パター ンで陽極 よ りⅠ～ Ⅳ分画 を認 め,胎

生早期 マウスではⅣ分画の 陰極側に明瞭な1つ の分

画(Ⅴ 分画)が 存在す る.表1は これ らの泳動のSub-
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componentの 百 分 率 で 成 熟 マ ウ ス で は Ⅰ分 画5.9±

1.8%, Ⅱ分 画14.4±2.5%, Ⅲ分 画50.6±5.0%, Ⅳ 分

画29.1±4.4%で あ り,新 生 児 マ ウス で は Ⅰ分画6.1

±2.1%, Ⅱ分 画17.8±0.6%, Ⅲ分 画45.8±7.0%, Ⅳ 分

画30.3±4.3%で 成 熟 マ ウス と略 同 様 の 分 布 を 示 し

た.胎 生 早 期 マ ウ ス で は Ⅰ分 画10.7%, Ⅱ分 画14.8

%, Ⅲ分 画25.5%, Ⅳ分 画16.4% Ⅴ分 画32.6%を 認

め た.胎 生 後 期 マ ウ ス で は Ⅰ分 画7.6±2.0%, Ⅱ分 画

22.5±3.3%, Ⅲ 分 画42.8±0.8%, Ⅳ 分 画27.2±6.0%

で あ っ た(表1).な おCb系 以 外 のC57BL, RF

マ ウ ス溶 血 液 の 電 気 泳 動 は 図7の よ うに, Ⅰ分 画 の

み を示 すsingle patternで あ っ たが, Cb系 マ ウ ス

の 主 分 画 と同 じ移 動 度 を示 した.

図6.　 澱 粉 ゲル 片 の デ ンシ トメ トリック・トレー シン グ

Cb成 熟 マ ウス Cb胎 生早期 マ ウス

図7.　 マ ウスシアンメ トヘモ グロビンの澱粉 ゲル電

気泳動

(
泳動時 間4時 間, Poulikの 不連続系
緩衝液使用,ベ ンチジン染色施行 )

4 カ ラ ム ・ク ロ マ ト法

図8.に 示 した の は 陽 イ オ ン交 換剤DEAE-Sep

hadexを 用 いて得 た結 果で, 4個 の ピークがかな り

明瞭に分離 してい る.澱 粉ゲル電気泳動 にお けるⅣ

分画 に相 当す る分 画が最初に分離 し,以 下 Ⅲ, Ⅱ及

び Ⅰ分画 が分離 した.紫外部(280mμ)で の吸収 によ

って得 た結果 とSoret帯(414mμ)で の吸収 によ

って得 た結果 を比較す るとクロマ トグラム全域にわ

た ってSoret帯 吸収が紫外部吸収 を上まわっている.

図8.　 Cb系 成 熟 マ ウ ス の オ キ シヘ モ グ ロ ビン の カ ラ

ム ク ロ マ トグ ラム

(陽 イ オ ン 交 換 剤DEAE-Sephadex使 用)

5 末稍血 のBetke染 色

表1　 Cb系 マ ウスのヘモ グロビン分画比

※ シア ンメ トヘ モ グロ ビンに て泳動,そ の他はQxyHbに て泳動

()内 は マウス数

Betke陽 性赤血球 は成熟赤血球1000に 対 し胎生 後

期 では400,新 生児(3日)で は392,以 後急速に減少
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し,生 後3週 で96, 2ヶ 月 で40,成 熟 マ ウ スで は18

～27を 示 した(図9 , 10)

図9.　 Cb系 マ ウ ス のBetke染 色 ×1,000.

図10.　Cb系 マウスのBetke陽 性赤血球の経時的変化

総 括

1 cb系 マ ウス末梢血 のモ グロビン溶液 の吸収曲

線はOxyHb型 を呈 し α band (576mμ), β band

 (541mμ)及 び γ band (Soret band) (414mμ)

を示 した。

2 アルカ リ変性試験 ではcb系 マウス末梢血 の

溶血液には2個 あるいはそれ以上の成分 が存在 して

い ることを示唆 した.

3 溶血液 の電気泳動 において成熟 マウスでは4

分画,胎 生早期 マウスでは5分 画,胎 生後期 マウス

では成熟マウス と同様4分 画 を示 した.分 画比 は成

熟マウスでは Ⅰ分画5.9±1,8%, Ⅱ分画14.4±2.5%,

 Ⅲ分画50.6±5.0%, Ⅳ分画29.1±4.4%,新 生児 マ

ウスで は Ⅰ分 画6.1±2.1%, Ⅱ分 画17.8±0.6%, Ⅲ分 画

45.8±7.0%, Ⅳ 分 画30.3±4.3%胎 生 後 期 マ ウス で は

Ⅰ分 画7.6±2.0%, Ⅱ分 画22.5±3.3%, Ⅲ分 画42.8±0.8

%, Ⅳ分 画27.2±6.0%胎 生早期 マゥ ス で は Ⅰ分 画10.7

%, Ⅱ分画14.8%, Ⅲ分 画25.5%, Ⅳ分 画16.4%,

 Ⅴ分 画32.6%で あ った.

4 陽 イ オ ン交 換剤DEAE-Sephadexを 用 い て

溶血 液 中 の ヘ モ グ ロ ビ ン分 子 を 分 離 した 結 果 で も4

個 の ピー クが か な り明瞭 に 分 離 し た.

5 Betke陽 性 赤 血 球 は成 熟 赤 血 球1000に 対 し胎

生 後 期 に400.生 後3日 で392.以 後 急 速 に 減少 して 成

熟 マ ウ ス で は18～27を 示 した.

Ⅳ　 考 按

〔Ⅰ〕　実 験 方 法

1 実 験 材 料 につ いて

マ ウ スヘ モ グ ロ ビン は遺 伝 的統 御 を うけ る蛋 白 合

成 の 好 個 の 材 料 と して 注 目 され,主 と して電 気 泳 動

法 によ って二 大別 され19), single typeとdiffuse type

に分 け られ るが, single typeと は 電 気 泳 動 上'dis

crete single band'を 示 す も の で あ り, diffuse

 typeと は'two or more components'を 示す も

の で あ る.20) single typeと し て はC57BL/6, C57

BR/cd, C57L/He, C58, SEL/RE, SWR及 び

WKマ ウ ス が含 ま れ, diffuse typeに は, A/He,

 A/Jax, AKR, BALB/C, C3H/Jax, C3HeB,

 DBA/1, DBA/2, MA/MY, REM, 129, WB,

 WC, WH及 びCBAマ ウ ス が 含 まれ る19).しか もdi-
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ffuse typeの 内で も系統 間 にかな り異 ったパターン

を示 している11)21). diffuse typeはsingle typeに

比べ疾患 による変化 を検索す る場合,そ の変化が複

雑 にな る可能性 があるが,一 方 その変化 を敏感に反

映 する場合 も考 えられ る.著 者 はRauscherウ イル

スに最 も感受性 のあるBALB/C系 マウス(cb系

マウス)を 使用 したが,こ の系統の マウスの血色 素

は前述 のよ うに泳動上diffuse typeに 属す ること以

外 にそのHeterogeneityに 関す る詳細 な報告は末だ

認 め られない.

2 溶血液の作製 につ いて

一般に ヒトヘモグロ ビンの場合OxyHbよ りCOHb

及 びCyanmet Hbは はるか に安定 であるとされて

い るが22),マウスヘモ グ ロビンは ヒトヘモ グロビンよ

りはるかに不安定で あ り,変 性 しやす く11),著者は最

初Cyanmet Hbに 変換 して泳動 を行 ったが, Cya

nmet Hbで も割 合早 く変性 しやす く,泳動 してみ る

とapplicationの 陽極側 に変性 したヘモ グロビンが

沈着 し,あ たか も異常分画の 出現 したかの ようなパ

ターンを示 し,そ の後 のDensitometryを 不正確に

す る恐 れがあったの でOxyHbの まま溶血 液作製後

24時 間以 内に泳動 を行 った.こ の変性 しやすい こと

がマウスヘモグ ロビンの分折 を困難 にし,ヒ トヘモ

グ ロビン程深 く研究 されて いない一因 と思われ る.

3 溶血液 の電気泳動法 につ いて

電気泳動 には澱粉 ゲル電気泳動法 を用いたが, 19

55年Smithies12)は 澱粉ゲ ルを電気泳動 の支持体 と

して使用 して驚 くほ ど見事 な成績 を報告 した.そ の

長所 としては蛋 白分子 の大 きさや形状の相異に よる

分子 フル イ効果 によ り易動度 に影響 を与 え,こ の分

子 フル イ効果 と荷電 に よる分離が複合 されて最 も優

れた分離能 を有す る.一 方 短所 としてはゲルを作 る

際の加 熱方法が むつか しい こと,各 分画 の抽出が完

全 にで きない上,定 量的な扱 いをす るのに困難があ

る こと,分 離は よいが分離 した成 分の同定には一層

困難な問題が残 ってい ること等で ある.し か し著者

は澱粉 ゲル,セ ル ロース アテ テー ト膜,寒 天ゲル,

シアノガ ム等 の支持体 を用い たが マウスヘモ グロビ

ンの場 合,澱 粉 ゲルに比べて他の方法で は分離能が

低 く,定 量的取 扱いにた え られなか った.

4 末梢血 のBetke染 色 について

元来Betke染 色 は ヒ トHbA含 有赤血球 とヒトHbF

含有赤血球 を識別す るた めに考案 された方法 である.

即 ち, HbFは アルカ リに対 してHbAよ りも強 い抵

抗 性 を持 って容易 に変 性 しな い22).この性質 を利用 し

てHbAとHbFの 混 合液内のHbF含 量 を測 定で き

るが(Singer23), Brinkmann-Jorxis24)或 い は

Betke法25))HbFは 酸 に対 して もまた強 い抵抗性

を有 して いる. Betkeは この性賓 を利用 して血液塗

抹標本 を鏡検 してHbFを 含有す る赤血球 をHbA含

有の もの と識別す る方法 を考案 した.そ の結果HbF

含有赤血球 は赤 く染色 され, HbA含 有赤血球 は殆ん

ど染色 されずあたか もghost cellの よ うに見 える.

さて近年腫 瘍細胞 にお け名 胎児性蛋白の合成の問題

が注 目されてい るが著者 は第2編 に のべ るよ うに

Rauscher白 血 病 にお ける赤血球系細胞の増殖の腫

瘍性 を研究す る一方 法 としで本 白血病 にお ける赤血

球系細胞の胎児性血色素 について検討 したが,第1

編で はまず正常マ ウスの末梢血 塗抹標本 にこれ を応

用 した.しかしマウスの胎児性血色素の証明 にBetke

染色 を応用す るには,そ の アル カ リお よび酸抵抗性

の性格 を明 らか にす る必要が あるが と もか くマ ウス

において もBetke染 色 では陽性 と陰性の対照は明瞭

であ り胎児期には陽性率が高 く生後急激に減少 した

点よ り陽性赤血球 はヒ トの場合 と同 じく胎児性の性

格 を有す る血色素 を含有す ることが推定 され る.し

か し上記の問題点 については今後の検討 が必要 であ

ろ う.

〔Ⅱ〕　実験成績

1 吸収曲線,ア ル カ リ変性試験

cb系 マウス末梢血 の溶血液 の吸収曲線 はOxyHb

に特 有の吸収曲線 を示 した.

アル カ リ変性試験で は成熟 マウスヘモ グロ ビンは

図2の よ うに曲線 とな り数 ケの不均質成分の存在 を

示唆 した.し か し胎生後期 マウスヘモ グロビンのア

ル カ リ変性試験 はその血液 を多量採取す ることが出

来 なか ったので実施 し得 なか った.従 って胎児,新

生児,成 熟 マウスでアルカ リ変性試験 に差異が ある

か どうか不明で あるが, CBAマ ウスでは, Barro

wmanは 新生児,胎 児では,成 熟マ ウス と全 く差異

はなか った と述べてい る26).

2 澱粉 ゲル電気泳動 法, Betke染 色

cb系 マウスヘモグロビンは澱粉 ゲル電気 泳動上 い

わゆ るdiffuse typeを 示 し, 4分 画 を示 した.し か

しdiffuse typeの 間に も系統 間で変化があ りAKR,

 C3Hは2 major bandsと1 minor slowly mov

ing band, Swiss, DBA 2は3 major bandsと

2 minor bandsを 示 し11), CBAで は少 くと も3分 画

を有 す ることが報 告 されて いる36).又cb系 の胎生早

期 マ ウスで は成熟 マウスには存在 しない最 も遅 く移
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動 す る分画(Ⅴ 分画)が あるが,こ の分画 は胎生 後

期 に既に消失 す る.マ ウスの胎児性ヘモ グロビンに

ついてはC57BL/6J, AKR及 びCBAに ついて報

告があ る. C57BL/6Jでは 妊娠12日 には3分 画 で

あ るが13日 には主分画 が出現 し,出 生時には主 分画

のみ とな り20)27), AKRで は妊娠14日 には4分 画が 存

在 し,成 熟 マウスでは2分 画 とな り28), CBAで は胎

生早期 には4分 画 であ るが次 第にslowest moving

 bandは 不規則 とな り16日 にはadult patternに な

る20).

以上の如 くマウスの胎児 ヘモグ ロビンにつ いて も

各系統 によって かな りパ ター ンは異 ってい るけれ ど

も, single typeで もdiffuse typeで も胎生早期

に 出現す る小分画 は次第 に消失 した り,相 対的濃度

の変化 を きた し,胎 生 後期 にはadult patternに な

り,成 熟 マウスにな ると主分画 が最 も増量 するよ う

である.

さらにcb系 マウスのヘモ グロビンとヒトヘモ グ

ロビンを比較す ると類似点 としてはcb系 マウスの

主分画 は ヒトHb A1と 全 く同 じ移動度 を有す る 佐

藤4)に よれ ば主分画 を構成す るポ リペ プチ ッ ドの ア

ミノ酸組成が マウス とヒ トでは殆 ん ど同 じであ り,

泳動にお ける正味の荷電以外 に分子 の大 きさ,形 も

殆 ん ど同 じた めで あろ うと推定 している.相 違点 と

してはⅰ) cb系 マウスでは胎生早期 に出現 した分

画 はHbFよ りか な り遅 く移動 し,胎生後期 に既 に消

失 し成熟マ ウスのパ ターン となる. ⅱ)ヒ トヘ モグ

ロビンの場合fast moving componentは 主分画 で

あ るが, cb系 マウスではCBAマ ウスと同 じよ うに
26)主分画 よ り速 く移動す る2つ の小分画 があ りヒ ト

ヘモゲ ロビンとは全 く異 って いる. ⅲ)ヒ トヘモグ

ロビンの小 分画 はA2及 びA3で あ りいすれ も2%以 下

の微量 であ るがcb系 マウスでは表1の よ うにか な

りの量比 で小 分画が存 在す る.

以上 の如 く澱粉 ゲル電 気泳動法 では4個 の分画 が

認 め られ るがHb (Fe〓)のMetHb (Fe〓)化 に

よって見 かけ上 の不 均質 成 分 が 出現 して いる可能

性がある4).しか し溶血液作製後24時 間以内 にOxyHb

のまま,或 いはCyanmet Hbに 変換 し両者間 に泳

動上全 く差異の ない ことを確認 して いるの でこの よ

うな懸念 は全 くない とい える.又 ヘモ グロ ビン分子

の会合 や脱会合に よ り泳動上,一 見不均質成分の存

在を疑 わしめ る像 を呈 す る可能性 があ り,事実Riggs

29)39)はBALB/CJマ ウスヘモ グロビンの中 には4

量体分子 中のβ 鎖 の13番 目のCysteinのS-S結 合

による8量 体分子 も含 まれて いると指摘 してい る.

しか し著者 のBALB/C系 マウスの主分画 を形成 す

るα鎖 にはCysteinがN末 端 よ り104番 目に位置 し

て いるが31)β鎖の ア ミノ酸配 列 につ いては末 だ報 告

がな くCystenに よ るヘモグロビン分子 の会 合が存

在す るか否 か不 明であ る.更 に小分画 間の会 合や脱

会合 につ いては更 に全 く不 明で ある.

以上述べ て きた ところか らcb系 マウスのヘモ グ

ロ ビンには,そ れ ぞれ物理化学 的性状 を異 にす る4

種の不均質成分 が互 いにかな りの量比 で存在 してい

るこ とが明 らか になった.そ こで次 にイオン交換 カ

ラムクロマ ト法 を用 いて これ らの成分の分離 を企 図

し, 4個 の ピークがかな り明瞭に分離 し,澱 粉 ゲル

電気泳動像 と一致 した.

従 って正常 マウス血色素 のアルカ リ変性試験,澱

粉ゲ ル電気泳動及 びカ ラム クロマ ト法等の定性的 な

らびに定量的検索 の結果 か らも,最 終的結論 は各成

分 を単離純化 し,そ の一 次構造 を決定 す るまで待 た

ね ばな らぬ ことはい うまで もないが, cb系 マウス

ヘモ グロ ビンにみ られた4個 の分画 は2次 的 な もの

で な く,そ れぞれ別個 の遺伝 子の支配下 に形成 され

る別個の分子種 である と推定 され る31)32).

最後 に著者 はcb系 マウスの末梢血の塗抹標本 に

Betke染 色を実施 したが, Meier33)は 母 を酸溶 出性

ヘモ グロ ビンを有 するC57BL/6及 びBALB/Cと

し,父 を酸抵抗性 ヘモ グ ロビンを有す るA/J及 び

DBA/2と す るhybridは2つ の タイプの赤血球 を

もつ ことを明 らかに した.す なわ ち胎生15日 の胎児

(C57BL/6 ♀ ×DBA/2♂)の 塗抹標本 を37℃, 

11/2分間, pH 3.5のacid phosphate bufferで 処理

後, ferric ferricyanide redactionに て染色 した

と き陰性(溶 出性)の 赤血 球 は母(C57BL/6)由

来で あ り,非 溶 出性 の赤血 球 はDBA/2由 来 の胎児

赤 血球 と して い る.

著者 は酸溶 出性ヘモグロビンを有 す るBALB/C系

のcb系 マウスのBetke染 色 にお いて,溶 出性及 び

非溶出性の2種 の赤血球 の存在 を認 めたが,著 者が

用いたBetke染 色 もMeierの 実験 と同 じphosph

ate bufferを 用 いてお り,た だ その後 の染色 方法が

異な るだ けで あ り本質 的差異 はない.従 って この2

種類 の赤血 球の存在 は遺 伝的 に統禦 されてお り,非

溶 出性のBetke陽 性赤血 球 は胎生後 期 に多 く,生

後急速 に減少 し ヒトHbFを 構成 す るγ鎖 と同 じ傾向

を有す るので胎児赤血球 と考 えて い る.
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結 語

Rauscherウ イル ス性 白血 病の血色素 の変化 を観

察す るためのcontrolと して,正 常 マウスの血色素

を検索 し,溶 血液の 吸収 曲線 を描 き, OxyHb型 の

吸収曲線 を認め,ア ル カ リ変 性試験 では2つ 又 はそ

れ以上 の成分の存在 を示唆 し,溶 血 液の澱粉 ゲル電

気泳動 では胎生 前期 には5分 画,胎 生後期,新 生児,

成熟 マウスでは4分 画 を示 し,そ の分画比 を計算 し

た結果 Ⅱ分画 は胎生 後期 に比較 し成 熟マウスで減少

したがⅢ分画 は増加 が認 め られた.ヒ ト血色素 との

比較で は電気 泳動上 マウスの血色素 の主分画 は ヒト

HbA1と 同 じ移動度 を有 す るが,胎 生早期 に出現す

る分画 はHbFよ り遅 く移動 した.又溶血液の カラム

クロマ ト法では4分 画の存在 を確認 し, Betke染 色

ではBetke陽 性赤血球 は胎生後期,新 生児 に多 く,

以後急速 に減少 した.

稿 を終 るに臨 み終始御懇篤 な る御指導 と御校 閲を

賜 った恩師平木潔教授 に深甚 の謝意 を表 します.又

終始多大の御援助 と御指導 をいただいた平木 内科入

野昭三講師,瀬 崎達雄講師及 び川崎大学紫 田進教 援,

山口大学 宮地隆興教 授 に深謝 いたします.

(本論文の要旨 は昭和44年 第31回 日本血液学会総

会及 び昭和44年 第20回 電気泳動学会総会 にお いて発

表 した.)
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Studies on Hemoglobin in Rauscher Leukemia

Ⅰ. Studies on Hemoglobin in the Normal Mouse

by
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When hemoglobin of the normal mouse was studied as a control to observe the changes 

in hemoglobin of Rauscher Leukemia, the absorption curve of hemolysate was drawn and an 

OxyHb type of absorption curve was observed.

In alkali denaturation test the existence of two or more components was suggested.

 By means of starch-gel electrophoresis of hemolysate five components were observed in early 

fetus and four components in late fetus, newborn and adult mice and then their component 

ratios were calculated.

By column chromatography of hemolysate the exisitence of four components was certified 

and by Betke's staining Betke positive erythrocytes were found numerous in late fetus and new

born mice and they decreased rapidly in number afterwards.


