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研究成果の概要（和文）： 

 本研究は、浸透圧の変化に対して、壊れやすい赤血球と、壊れにくい赤血球との差異を、赤
血球を構成しているタンパクの差異から明らかにすることを目的として行った。SDS-PAGE に
よる解析の結果、分子量 120、80、66、60 (kDa)の 4 つのバンドで、強い赤血球膜に濃いバン
ドが認められた。LC-MS/MS 分析の結果では、アンキリンが強く検出された。すなわち、アン
キリンの一部が失われて、赤血球膜が脆弱化している可能性が示唆された。 
 

研究成果の概要（英文）： 
 The purpose of this study is to clarify the differences between fragile red cells and not 

fragile ones through the differences of proteins which compose those red cell. In the 

analysis of SDS-PAGE , thick bands are found in tough red cells in four bands such as 120 , 

80 , 66 , 60 , (kDa). Under the analysis of LC-MS/MS , ankyrin is clearly found . Thus that 

result suggests that the red cell membrane is fragile due to loss of a part of ankyrin. 
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１．研究開始当初の背景 

運動性貧血に関しては、吉村による研究

（1959 年）をはじめとして多くの報告がさ

れてきた。しかし現状においても、多数の持

久的競技者が貧血状態に陥り、成績の低下に

悩まされている（川原、2003）。当然日々の

トレーニングによって赤血球破壊が亢進し

ているのは間違いない（長嶺 1986）。足底

にかかる衝撃や、脾臓から出てくるリゾレシ

チンの増加、血中に増加する化学物質の増加

などによって血管内溶血が増加すると考え

られる（塚中 2005 年）。しかしながら長距離
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ランナーのように長期的にトレーニングを

継続している競技者において、実際にどのよ

うなメカニズムが赤血球膜の抵抗を低下さ

せ、赤血球破壊の亢進が生じているかについ

ては不明なままである（川原、1989）。ゆえ

に運動性貧血に対する予防策、あるいは対処

の方法に関しては、現在においても鉄剤の投

与が中心であり、赤血球膜タンパクに関して

どのように対処すればいいのかが全く分か

っていない。 

赤血球膜に関しては、これまで生理学の分

野で精力的に研究されてきた（八幡：赤血球

膜研究史 2007）。SDS-PAGE 法の発明によっ

て赤血球膜タンパク質の定性的、定量的検索

が可能となった（Laemmli 1970 年）。赤血球

膜の構造も明らかとなり、赤血球膜異常が原

因となっている遺伝的な病気に対して研究

が多くなされてきた（八幡 2007）。しかし

ながら運動性貧血に関して、それらの手法を

用いて研究されたものは現在ほとんど行わ

れていない。 

赤血球膜の脆弱性に関しては二重遠心分

離法によって、浸透圧の変化に対して脆弱性

の高い赤血球（弱い赤血球）と脆弱性の低い

赤血球（強い赤血球）に分けることが可能で

ある。これまでわれわれは、長距離ランナー

のトレーニングによる赤血球膜脆弱性への

影響を研究してきた（金尾ら、2000 年）。ヒ

トの赤血球の寿命はおよそ 120 日であるが、

日々のトレーニングなどの衝撃によって、赤

血球膜の浸透圧に対する脆弱性は増してい

ると考えられる。その強弱の差異は、赤血球

膜の骨格を構成している裏打ちタンパクに

何らかの変化が起きていることが原因であ

ると考えて研究してきた。 

 

２．研究の目的 

運動性貧血に悩むランナーは依然として

多い。日々のトレーニングによって、赤血球

膜が120日という寿命以前に壊れていくから

であろう。これまでわれわれは SDS-PAGE

法を用いた研究によって、浸透圧の変化に対

して、弱い赤血球膜では、分子量 62kDa と

240kDa のタンパクで、強い赤血球膜と比較

して濃いバンドが認められることを明らか

にした。本研究では、赤血球が壊れやすくな

るのは、膜構成タンパクの一つであるバンド

3 がフラグメント化して分子量 62kDa のペ

プチドになることと、バンド 3 がクラスター

を形成し老化細胞抗原となるということを

検証するのが 1 つの目的である。また、赤血

球膜を構成している裏打ちタンパクの何か

が失われることによって、赤血球が脆弱化す

ることは間違いない。そのタンパクの主たる

ものが何であるのかを明らかにすることが、

もう一つの目的である。以上のことが明らか

になることによって、運動性貧血改善への手

がかりとなる基礎的研究と考えている。 

 

３．研究の方法 

（1）研究方法の概略 

健康な被験者から、採血して、血液試料

（2ml）を得る。その血液試料に対し二重

遠心分離法を用いて脆弱性の高い赤血球

と低い赤血球に分離する。さらに、その試

料を SDS-PAGE および二次元電気泳動を

行い、差異のあるラインおよびスポットを

求める。その後予測しうる一次抗体を用い

てウエスタンブロティング法により差異

のあるタンパクの同定を行う。その方法で

同定できない場合にはさらにタンパク質

一次構造分析として質量分析などを行う。 

（2）浸透圧の変化に対して壊れやすい赤

血球膜と壊れにくい赤血球膜の分離方法 

内径 0.5mm 長さ 300cm のチューブを長さ
17cm のコイルの芯に巻き付けた製品を使っ
て、チューブの中に生理食塩水と水を 30 オ
スモルから 150 オスモルまで濃度勾配がつく
ように封入する。試料血液を高張側のチュー
ブに 25cm の長さまで入れ、37℃の温度条件



 

 

で 10 分間二重遠心分離し赤血球を溶血させ
る。それをもとに、溶血開始点、終了点を確
認する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 
 

そのチューブを溶血開始点から溶血終

了点まで 3 等分する、高張側のチューブに

残存している液体を 60 本分集める。同様

に低張側に残存している液体も 60 本分集

める。それぞれを 5mmol リン酸ナトリウ

ム緩衝液（pH8.0）で懸濁し、30,000×g で

遠心して、3 回洗浄した後、それぞれの赤

血球膜を得た。 

(3)電気泳動 

電気泳動はすべて BIO-RAD 社のミニプ

ロティアンゲルを使用して行なった。 

① SDS-PAGE 

得た赤血球膜を等量のサンプルバッフ

ァー（尿素、10％（W/V）TritonX-100 保

存溶液、2-メルカプトエタノール、バイオ

ライト 5/7、バイオライト 3/10）で溶解し、

赤血球膜を各タンパクに分解させる。 

それを、ミニプロティアンゲルを用いて、

各コ－ムへ、マーカーおよびサンプルを、

5μl 入れ、電流を 20ｍA で一定させて電

気泳動を行った。 

② 二次元電気泳動における一次元目の

泳動（等電点電気泳動） 

 ゲルモノマー溶液（尿素、一次元用アクリ

ルアミド保存溶液、10％（W/V）TritonX-100

保存溶液、バイオライト 5/7、バイオライト

3/10、10％過硫酸アンモニウム、TEMED）を

封入したキャピラリーチューブを作成し、ア

ルカリ側にサンプルを入れ、上置サンプルバ

ッファーを置いて 500V で 10 分、750V で 4

時間泳動した。 

③ 二次元電気泳動における、二次元目の

電気泳動（SDS-PAGE電気泳動） 

スラブゲルとして、BIO-RAD 社のレデ

ィ-ゲル J（2Ｄ）を用いた。一次元目の泳

動が終了したチューブゲルを、等電点が高

い方がマーカー側になるようにスラブゲ

ルの上に乗せ、電流を 20mA で一定にして

泳動させた。 

（4） 染色 

染色は Silver Stain Plus 染色（銀染色）

を行った。各泳動終了後 20 分間 Fixative 

Enhancer Solution で固定し、精製水で洗浄

後、Staining Solution で約 15 分染色し、十

分な発色強度が得られた点で停止させた。

その後に 染色されたバンドおよびスポ

ットの比較を行った。 

（5） ウエスタンブロッティング法によ

るタンパクの同定 

脆弱性の高い赤血球膜と低い赤血球膜

で得られた、異なったバンドあるいはスポ

ットに関し、もう一度同じサンプルを用い

て SDS-PAGE を行い、ウエスタンブロテ

ィング方法を用いてタンパクの同定を行

った。一次抗体として、バンド 3、プロテ

イン 4.1、プロテイン 4.2、グリコフォリン、

アンキリンを用いて行った。 

（6）質量分析手法（LC-MS/MS 分析） 

 SDS-PAGE を実施し、壊れにくい赤血球

膜サンプルにおいて、濃いバンドが見られ

た分子量、120、80、66、60（kDa）のバ

ンドに関して、LC-MS/MS 分析による、タ

ンパク質同定を実施した。この分析に関し

ては、株式会社アプロサイエンス社に依頼

した。 

弱い赤血球 強い赤血球 

図-1 CPC 法で分離した赤血球膜サンプル 



 

 

研究成果 

赤血球膜の浸透圧の変化に関して、強い

赤血球と弱い赤血球の SDS-PAGE による

解析の結果、分子量 66kDa あたりで、弱

い赤血球膜に濃いバンドが検出された。さ

らに赤血球膜の精製に関して、遠心分離の

回転速度を上げ、100,000g で 30 分間の遠

心を行い、赤血球膜の精製度を上げて分析

したところ、220kDa～200kDa あたりでも、

同様に弱い赤血球膜に濃いバンドが認めら

れた（図-2）。 

赤血球膜に濃く現れたバンドを、バンド

3、プロテイン 4.1、プロテイン 4.2、グリ

コフォリン、アンキリンをそれぞれ一次抗

体として用いウエスタンブロッティング法

によって検出を試みた。しかしながら現段

階でははっきりと特定することが出来なか

った。 

赤血球膜を横方向に構成するスペクトリ

ンやアクチン、4.1 タンパクあるいは、縦

方向のつながりを構成するバンド 3 やグリ

コフォリン（A～D）、アンカーとなるアン

キリンや 4.2 タンパクに何らかの変化が見

られて、脆弱性が増す可能性は高いのは間

違いない。しかし今回のように、脆弱化し

た赤血球膜の方に濃いバンドが認められる

場合には、ウエスタンブロッティング法で、

一次抗体として特定するのは困難であった。

試料の濃度の問題も考えられるが、何らか

のタンパクが赤血球膜から失われるのでは

なく、フラグメント化するか、何かと結合

して、違う生成物となった場合には特定で

きず、今回とった手法の限界なのかもしれ

ない。 

そこで、株式会社アプロサイエンス社に

赤血球試料を送り、分析を依頼した。まず

SDS-PAGE を行い、バンドの差異について検

討した。強い赤血球膜において、分子量 120、

80、66、60 (kDa)の 4 つのバンドで、弱い赤

血球膜と比較して濃いバンドが認められた。

その 4 つのバンドに対して、LC-MS/MS 分析

による、タンパク質の同定を試みた。 

分子量 120kDa においては、αスペクトリ

ン、βスペクトリン、アンキリン、バンド 3、

4.2 タンパクの順で検出された。80kDa では、

アンキリン、4.2 タンパク、αスペクトリン、

バンド 3 の順で検出された。66kDa では、ア

ンキリン、4.2 タンパク、αスペクトリン、

バンド 3 の順で検出された。最後の 60kDa

においては、アンキリン、バンド 3、αスペ

クトリン、4.1 タンパクの順で検出された。 
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図 2 SDS-PAGE の後の銀染色による強 

      い赤血球膜と弱い赤血球膜との差異 

 

 以上のすべてのバンドにおいて、アンキリ

ンが閾値をはるかに超えて高いスコアで検

出されたことから、アンキリンの一部が失わ

れることによって、赤血球膜が脆弱する可能

性が最も高いと考えられた。また、バンド 3

もすべてのバンドで認められたことから、バ

ンド 3 も、赤血球膜の脆弱化に大きく関与す

るタンパクである可能性が大きいことが、認

められた。 
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図 3 赤血球膜の基本構造（赤血球：三輪 

   史朗監修、医学書院 1998 年から引用） 
 
 図 3 に示したように、赤血球膜の裏打ちタ
ンパクの膜骨格は、いくつかのタンパク質間
の横方向のつながりからなる、網目状の構造
で、アンカータンパク質を介する縦方向のつ
ながりによって、脂質二重層と膜貫通タンパ
ク質からなる細胞膜に連結している（三輪
1998）。今回の結果はその中でも、アンカー
（碇）の役割を果たしているアンキリンと、
膜貫通タンパクであるバンド 3の一部が失わ
れることによって、赤血球膜の脆弱性が増す
原因となることは、図 3 に示された膜の構造
を考慮してみると、その可能性が高いと考え
られた。 
 また、弱い赤血球膜に濃く表れたバンドを
分析して、どのようなものが生成された結果
なのかを明らかにすることが、今後の課題と
して残った。 
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