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ヒト赤血球膜タンパク質の生化学

琉球大学医学部第-生化学講座

(主任教授:中田　福市)

井上　文英

は　じ　め　に

ヒト成熟赤血球の細胞膜は, SingerとNico-

lsonの脂質二重層構造を基本とする袋(膜)

よりなっている.赤血球が他の細胞と異なる点

紘,無核で,独立して存在することである.こ

のことが膜調製に非常に便利であるがゆえに,

古くから細胞膜の研究材料として利用されてきた.

赤血球の膜が, biconcave discを呈してい

るdiscocytoであることはよく知られている.

これは,脂質二重層内側に,収縮性タンパク質

のspectrinとactm　の綱目が張りめぐらされ

て,その特異な構造を維持していることが,こ

こ数年の問に明らかにされつつある.一方,膜

の外表面には, sialic acidや血液型物質を有

するタンパク質が存在しており,膜面に陰電荷

を与えている,この度は,水, glucose,陰イ

オンを自由に通過させるが,陽イオンについて

は,選択性を保持している.それ故,赤血球内

容液の陽イオン含量(Na+ 16mEq/T, K+198

mEq/」)は血嚢中(Na+140mEq/f, K+5

mEq/i" )と著しく異なっていることからも判

る.これは,膜に存在する(N㌔-K )ATPase

がATPをェネルギー源にして,赤血球内部の

Na+を外部に汲み出し,逆にK+を汲み入れてい

るのである.一方,赤血球膜タンパク質の保全

には,活性StI基が必要であることも知られて

us

ところで,赤血球膜に関する研究は,ここ20

年の間に急速に発展したが, 1864年　Kolliker

らが,赤血球のfragmentationと云う赤血球膜

形態異常の発見に始まったと考えられる.その

級,電子顕微鏡の発達にともない, 1930年代

からは,赤血球の膜構造の解明が進んだ.さら

に, 1970年頃から,走査型電子顕微鏡による

赤血球膜の形態と膜構成成分の局在性について

の研究が盛んになった.

一方,生化学的方面からは,赤血球の形態保

持には,赤血球内解糖系で生産されるATPレベ

ルが重要な役割を担っていることを,中尾真ら

が明らかにした.以後,赤血球膜の可溶化の問

題が,赤血球膜構成成分の研究上,関心が高ま

り,陰イオン性界面活性剤のsodium dode-

cyl sulfate, (SDS)で膜タンパク質を完全に

可溶化することが判った.さらに, 1971年に

FairbanksらによるSDS存在下でのpolyacryl-

amide gel電気泳動での膿タンパク質分画法の

確立により,膜タンパク質の研究は急速に進展

した.また, 1980年以後は,赤血球膜形態および

膜構成成分と疾患との研究が盛んになってきた.

本論文では,歴史的記載も含め主に1970年

から1980年の10年間に発表された論文で,赤

血球膜タンパク質機能と構造,および赤血球膜

タンパク質異常について,以下の項目を中心に

全般的傾向について述べる.

I.膜モデルおよび赤血球形態

Ⅱ.赤血球膜標品および構成成分

Ⅲ.赤血球膜タンパク質

この他秀れた成書1-5%よび総説6-9)ゞあるの

であわせて参照していただきたい

I.膿モデルおよび赤血球形態

細胞膜の形態学的基本構造については,古く

から種々のモデルが提唱されている.もっとも
10)

古典的なものは, 1953年DanielliとDavson

による,細胞膜物質の物理化学的解析より導か

れた,脂質二重層仮説による膜モデルである

(Fig. 1).ついで, 1961年に- Robertson】1)

が神経線経の形質膜を電子顧微鏡的に観察して,
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Fig. 1. Danielli -Davson model of

membrane structure
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Fig. 2. Diagrammatic representation of

仇e unit membrane hypothesis of

Robertson

内外二層の電子密度の高い部分と,その間には

さまれた電子密度の低い部分とからなる三層構

造を保持していることを示した.この三層構造

が膜の基本単位(unit)と考えて,単位膜仮説

を呈示した(Fig. 2).以後,各種のモデルが
12)

示されたが, 1972年にSinger　とNicolson

が示した膜の流動性を取り入れた流動モザイク

モデルが,一般に膜モデルとして広く利用され

ている(Fig. 3).このモデルの特長は,膜は

静止した構造ではなく,平行な運動と垂直な方

向にも運動すると云うものである.さらに膜タ

ンパク質は,この脂質二重層内に埋め入まれて

いたり,膜の内外面を貫通したりして,局囲の

脂質の粘性ないし流動性に応じて並進拡散

translational diffusion Lうるものとされて

いる.赤血球膜についても以上のべたような膜

構造モデルが,一般に適応されてきた.

Fig.3.FluidmosaicmodelofSinger

andNicolson

5)
赤血球の形態はよく知られているように,中央

の凹んだ円板状,すなわちbiconcavediscを呈

している.赤血球の電子顕微鏡的観察によると,

比較的明るい中層をはさんで,外層と内層の二

つの暗層を認めるが,赤血球内部には,特異な

構造物はみあたらない.基本的には脂質二重層

:・;からなる膜表面に,直径60-90Aの小構造物が

観察され,中には内外層を貫いて存在している

ものも認められる.このものはglycophorinと

いわれるglycoproteinである.

このヒト成熟赤血球の直径は8.5pm,,中心部
の厚さIu-m,周辺部の厚さが2.4ymである1.)

前述したどとく,成熟赤血球には膜以外の構造

物が認められないことから,細胞核,ミトコン

ドリア等の細胞内小器管は存在しないので..

DNA合成,RNA合成およびタンパク質合成は

営まれない1,2)成熟赤血球の最大の構造成分は

他の生体細胞と同様に水で,残りの大部分は

hemoglobin分子である.

Ⅱ.赤血球膜棲晶および構成成分

1.赤血球膜標品

膜研究に使用されている赤血球膜(ghost又

はstroma)標品は,通常Dodget>または,
14)Fairbanksbおよびそれらの変法15)で調製

する.

膜標品調製は,通常遠心沈澱により血葉成分

およびbuffycoat(血小板および白血球両分)

を完全に除去することが肝要であるが,それで

も微量の白血球が混在する.これを完全に除去

するには,中尾らのSE-セルロースカラムク
ロマト法16)がある.一方,簡便な方法として,脱
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脂綿やセルロースを利用することもできる三7)微

量の血液を処理するには,中尾らの方法が優れ

ている.

一方,赤血球の寿命は,大体120日であるが,

とくに赤血球膜代謝を研究する場合には,赤血

球のageが重要な要件となる.この赤血球の

ageによる分画方法として,通常密度勾配遠心

法が広く用いられている18,19)

上述した方法により得られた赤血球浮遊液

packedcellから膜標品を得るには,通常低張

処理にて調製する.ここで赤血球膜系の酵素活

性,タンパク質の機能および構造について研究

する場合には,その目的により低張処理の回数,

緩衝液のイオン濃度,PH,種類等に注意する

必要がある.

低張処理回数の目安としては赤血球膜に存在

する(N㌔-K+)ATPase活性を調べること

により,その調製度合を知ることができる.揺

衝液のイオン濃度およびpHについては,膜に

細胞質物質が吸着したりして遊離されない場合

もある.以上により乳白色の赤血球膜標品を得

ることができる.

一方,赤血球膜内側に存在する物質の性質を

調べるなどの特殊な研究目的には,resealed
gh。sfO,21)や15)22,23)
inside-outvesicleが用

いられるinside-outvesicleの調製は,

Fairbanksら14)の方法で得られた膜標晶を,27

ゲージの注射針を数回通過させることにより得

る.この時,反転したinside-outvesicle以

外にrighトsideoutvesicleもできるので,

密度勾配遠心法で分画して用いる.得られた分

画がinside-outvesicleであるかの証明は,

赤血球膜内外面に局在しているmarkerを利用

すれば判が5)2ト29)(Table1).他方,resealed

ghostの調製30)は,packedcellを低張処理し

て細胞内物質を放出させた後,必要な成分を含

んだ溶液と交換して平衡化させ最後に浸透圧を

等張に戻してsealedする.得られたresealed

ghostは,未処理のpackedcellと同様な形態

を保持していることから,赤血球内容物とbi-

concave形とは直接関係していないと推定され

る.
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Table 1

Markers of human erythrocyte membrans

sideness

Outer surface

Acetylchol inest erase

Siahc acid

Nicotinamide adenine dinucleotidase

Ouabain binding site

Carbohydrates

Inner surface

NADH diaphorase

G3PD and its binding site

Cyclic AMP binding site

Protein kmase

ATPase

Table　2

Composition of intact erythrocyte ghosts

Component Intact ghosts (%)

Protein

Lipid ( total )

Phospholipid

Cholesterol

Carbohydrate ( total )

Neutral sugars

Hexosamine s

Sialic acids

49.2

43.6

32.5

ll.1

7.2

4.2

2.0

1.2

Adapted from Rosenberg and Guidotti

(1968).

2.赤血球膜の構成成分

赤血球膜横品の化学組成はよく調べられてい

る1131,32)ヒト成熟赤血球膜は,主としてタンパ

ク質(複合タンパク質を含む),脂質(遊離コレ

ステロール,複合脂質を含む),さらに無機イオ

ン等を含んでいる(Table 2)
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Ⅲ.赤血球膜タンパク質

赤血球膜に存在するタンパク質には,容易に

抽出されうる末梢性または辺縁性タンパク質

peripheralproteinと,内在性タンパク質

intrinsicprotein(あるいは,結合性タンパク

質integralprotein)とに区別されている.こ

こで後者は界面活性剤の存在下で可溶化され,

且つ界面活性剤を除去すると凝集して沈澱を生

ず忌2)という性質をもつものもある.

赤血球タンパク質の分離・同定には,Fair-

banksら14)の陰イオン性界面活性剤SDSによ

る膜タンパク質可溶化のpolyacrylamidegel

電気泳動法(PAGE)への応用により,広く一

般に用いられているが,Laemmliの方法33)も

利用されている.但し,Laemmliの方法では

gel内と泳動用緩衝液との間のpH勾配を利用

している関係上,泳動距離と分子量の間に直線

性が認めらたない.しかし分離能の面からは,

Fairbanksらの方法よりも優れている.さらに

2次元電気泳動法を用いて膜タンパク質を250

以上の分画した報告もある警)

Fairbanksらの方法に準じて赤血球膜タンパ

ク質のSDS-PAGEを行うと,8種類以上の

polypeptideに分画できる(Fig.4,5).この

時CoomassieBlueで染色されたbandの名称

は,Steckの方法9)に準じて分子量の大きい方

から順次分画番号を付けるのが,もっとも一般

的である.ヒト赤血球膜の主要タンパク質と

bandの関係をTable3に示した9)35)

以下,Fig.4に示した電気泳動分画の各band

についての現在までの知見を集約して述べる.
1.Bandlおよび,.36)2(spectrin)

本タンパク質はMarchesiら37)によりspectrin

と名付けられた末梢性タンパク質で,膜構成成

分の内で最大の分子量をもち,膜総タンパク質

の約15%を占めている14)さらに低いイオン強度

処理で膜から容易に抽出される.また,SH基

を多数有しており,その立体構造はmicrofila-

ment構造をとると考えられていたが,新しい

分析によりglobular構造をとっていることが判

っだ8,39厘史的にはペクチンAH40)と呼ばれたも

のと同一である.このタンパク質が単一である

Fig- 4. SDS-polyacrylamide disc gel

electrophoresis pattern of human

ery血rocyte membrane proteins.

The gel was run for 90mm.with

a current of　5 mA/tube.

The amount of protein in sample

was 25 jug. Gel was stained with

Coomassie Brilliant Blue R-250.

Fig. 5. Electrophotometric scanof Cooma-

ssieBlue stained bands on SDS-

polyacrylamide gel in Fig- 4.

Gel was scanned with a Fujiriken

densitometer at　550　nm.

か否かについては異論がある. Fairbanksらは

subunitの存在を認めていない14)がBjerrumら

は免疫的手法を用いてsubunitの存在を示唆41 )し

ており, isoelectrofocusingで幾つものband

に分離されるとの報告もある4.2-43)
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Table　3

The major ery仇rocyte membrane polypeptides

Component Mol. Wt.　　　　　Characterization

1

2

2.1

3

4.1

4.2

4.5

5

6

7

240,000

220,000

210,000

95,000

78,000

72,000

50,000

43,000

36,000

29,000

外

外

外

膜

外

外

外

外

外

霊芸(Ca"-Mg)ATPase
spectrin

在　性

貰通性

在　性

在　性

在　性

在　性

在　性

?

Anky nn

Amon transport etc.

( catalase )

Actin-like protein

G-3-PD

本タンパク質の機能面では,膜構造の維持に

特異的な立場を占めていることが,ここ数年の

問に判ってきたヲ9)

第-は赤血球膜形態の保持との関連である聖

典味あることは　stomatocyto451を生ずる条件

下で, vinblastinとのincubation　および加熱

などにより,本bandが減少あるいは消失する

ことである竺6-49)さらに,本bandのmonomer

が生理的には, dimerを経て, polymerize L,

tetramerを形成する.このtetramerにband

5のactinが結合して, spectrin-actin network

を形成し,膜内面を網目状に覆っていて,赤血

球の形態保持に重要な役割を担っていることが

判ってきたヲ5)50,51)

第二は,赤血球膜にはcyclic AMP依存性

protein kinase活性を有することから,膜タ

ンパク質のリン酸化機構との関係である29)52'~59)

本タンパク質のband 2への32Pの取り込みは,

全リン酸化の約60%を占めている.このリン酸

化は膜タンパク質の機能上重要である7)60)一方,

遺伝性球状赤血球症hereditary spherocytosis

(HS)の赤血球膜では,本タンパク質へのリ

ン酸化能が低下しているとの報告がある竺1-64)逆

に, HSの赤血球膜の方が由Pの取り込みが増

加しているとの報告もある65)しかしながら,

Beutler66と著者ら(臨床化学シンポジウム. 17,

1977年)の成績では, HSと正常との間には有意の

差は兄い出すことはできなかった.これらの事

実から, band 2へのリン酸化量は直接HSとの
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間に関連性が存在しないと示唆される.

第三は,bandlには(C㌃-M㌻)ATPase

が存在することである67,68)このATPase活性に

はcalmodulinを必要とする69-72)しかしcalmo-

dulin結合能で見る限りその数は,赤血球1個

あたり4500であって,spectrinのわずか2.25

%にすぎないが,calmodulinに対するKd値で

比較するとATPaseの方がはるかに大きい73)

2.Band2.1(ankyrin)

本タンパク質は1979年Benettによりankyrin
m
と命名されたpolypoptideでband2より分子

量がわずかに小さい.本タンパク質の機能とし

ては,赤血球膜内面にspectrin-actinneト

workが網目状に覆っているが,このnetwork

と膜の関連75~78)で膜の形態保持の面から重要で

ある.

3.Band3

本タンパク質は赤血球膜でもっとも多量(25

%)に存在する分子量95,000の内在性タンパク

質である.band3の機能としては,(N去-Kう

ATPaseの活性があり79)糖チャネ80,81)
to.陰イオ
ンチャネル㌘2-84加チャネノ誇,5)などの役割を演じ

ている.一方SDS-PAGEで泳動後,PAS-

Shiff試薬14)で染色される分画が,このband3

よりわずかに泳動距離の異な'るところに現われ

る.この分画された糖タンパク質をMarchesi

らは,glycopholinと名付けた.glycopholin
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の機能は,各種レクチンとの結合響,87)MN一抗

原性の保持88)などから免疫反応に関与している

と考えられる.glycophorinは赤血球膜の脂質

二重層を貫いて存在し,膜表面側の外側にNH2-

末端があり,中間の疎水性部分さらにC一末端

の親水性部位からなってい,89)この糖タンパク

質の欠損症の報告もあ-90,91]
蝣6.

4.Band4

Band4の領域には,band4.1,4.2それと

4.5が含まれている.各々のbandは赤血球膜

内側に存在している.

band4.1のpolypeptideは,赤血球の低張処理

時にCaイオンを作用させると,本bandは消失

する.また,spectrinを抽出する際に,ankyrin
(band2.1)と本bandも同時に抽出され得,92)

ことから,spectrin-actinnetworkと本band

'が,膜内側で相互作用があることが推定される.

しかし,膜機能面でどのような役割を演じてい

るかは,現在までのところ明らかでない.

band4.2のpolypeptideは,白血球性pro-

teaseで特異的に消失することができる.HS

の赤血球膜SDS-PAGEで,林ら?3)野沢ら94)ぉ

よび著者らは,HSの2家系4症例に本bandが

特異的に欠損していることを確認し,他の大部

分のHSでは,本bandが減少していることを明

らかにした(Fig.6).一方,閉塞性黄痘時の

末梢血に出現する小赤血球性の球状赤血球にお

いても,本bandの減少がみられる.このこと

から,赤血球の球状化に関連して本bandが何

らかの関与があることを示唆される.また,

cyclicAMPのbindingsiteが本bandである

ことも知られてい蝣595)

band4.5の領域には,分子量の異なる少なく

とも四種類のpolypeptideが含まれている.こ

のbandにはcatalase活性が認められているが96)

膜機能との関連怪は未だ明らかでない.

5.Band5

本タンパク質は分子量43月00で,赤血球膜内

側表面に存在するactin-likeproteinといわれ

ている.赤血球膜の形態保持に関与している

spectrin-actinnetworkを形成して,赤血球

If頚Il

Fig. 6. Comparison of SDS-polyacryl-

amide gel electrophoresis band

patterns of normal erythrocyte

membrane (left side) and of

membrane from patient with he-

reditary spherocytosis ( right

side).

膜内側に覆っている?0)97~99)

6. Band6

本bandは赤血球膜から等張緩衝液で容易に

抽出され得る分子量36,000の末梢性タンパク質

である.機能面では赤血球内解糖系Embden -

Meyerhof pathwayの酵素であるglyceraト

dehyde-3-phosphate dehydrogenase (G 3

PD)の活性を有し,本bandはG3 PDのmonomer

であることが報告されている100)

7. Band7

本bandに関しての知見は現在までのところ

無い.

以上,ヒト赤血球膜タンパク質に関する過去

10年間の研究の概要を説明した.今後さらに膜

に興味をもたれる臨床医が増え,臨床面から疾

患と赤血球膜の研究がさらに発展することが期

待さ.れる.

本稿の終りにあたり,終始研究の御指導巻いたft:

いた東京慈恵会医科大学　林伸一教授に輝謝します.

また,御校閲いただきました中田福市教授に感謝し

ます.
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