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Abstract 

It has been suggested that a high frequency of abnormal hemoglobin might reflect an 

advantage due to a reduced susceptibility to malaria. To evaluate this malaria 

hypothesis, we analyzed abnormal hemoglobin in two neighboring populations of 

Nepal: the Danuwar and the Tamang. It was hypothesized that the settlements of the 

former were biologically adapted to the malarial environment, whereas those of the 

latter were customarily adapted. We detected nine heterozygotes for the 6 E mutation 

generating HbE in four families in the Danuwar setllement by analysis of isoelectric 

focusing (IEF) and high performance liquid chromatography (HPLC). 
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緒 論

マラリアは古来人類を悩ま し続け、 さらに近年、地球温暖化に伴い、 その流行地域の拡大

が懸念されているマラリア原虫による感染症である。一方、 グロビン遺伝子の発現異常にもと

つく遺伝性貧血症であるサラセ ミアは、地中海沿岸域、アフリカ、中近東、インド、東南アジ

アなどのマラリア流行地域に高い頻度でみられ、マラリアに対する感受性を減少させることか

ら、ヘテロ接合体であるとの仮説が示唆されている(マ ラリア仮説)。

今回の研究では、すでに小林等により民俗学的な調査研究の蓄積がある1)カ トマ ンズから

1)九 州女子短期大学2)九 州大学3)大 阪大学
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東 へ約25kmは なれ たコテ ン地区の集団を対象 と した。 この地域 には、主 にタマ ン、パルバ テ、

そ して ダヌワール と呼ばれ る3っ の民族集団 が生活 してい る。 また この地域 の高度1,200m以

下 の地帯 は、亜熱帯 の酷暑 に加 えて、 モ ンスー ン季 の夏 には降雨 が多 く、 ハマ ダラカが媒 介す

る悪性 マ ラ リアが流行 し、住民 の健康 だけでな く生活形態 に重要 な影響 を与 えている。一方、

1,200m以 上 の高地 では、ハ マ ダラカは生息せず マ ラ リアの発生 は認 め られない。

タマ ン民族 は高度1,200m以 上 に生活 し、 低地 での農業を営む場合 は、ハ マダ ラカが活動 せ

ず感染 の危険度 の低い昼間に これをお こない、文化 的、生活習慣 的にマ ラ リアに適応 した集 団

とみ られ る。一方 ダヌワール民族 は、 マ ラ リア感染 危険地帯 であ る高度1,200m以 下 の谷沿 い

に生活 し、農業 や漁業 を営 んでお り、生物学 的な適 応が示 唆された。 このよ うに2っ の民族集

団は、 その生活地域 が隣接 してい るものの、 マ ラ リア感染 への適応能力 が異 な っている ことが

考 え られ、 マラ リア仮説 の実証 や マ ラ リアへ の適 応能 力 の多 様性 を研究 す る うえで適 してい

る2)。 今 回の研究 で は、上記 の2っ の集団 にっいてマ ラ リア抵抗性因子 と して のグロ ビン鎖 の

異常、特 にサ ラセ ミアの全貌 を明 らかにす ることを 目的 とし、異常 ヘモ グロビンの検索 を実施

した。 その結果、 数例 の遺伝 性の ヘモグ ロビンE(HbE(α2β226Glu一Lys))症 を 見 いだ したの

で報告 す る。 なお、本異常 ヘモグ ロビンは、 ドッ トハイ ブ リダイゼー シ ョンやダイ レク トシー

クエ ンシング法 によ り、 グロ ビンβ鎖 の26番 目のグル タ ミン酸 が リジ ンに置換 され たHbE

(α 、β、26Glu→Lys)であ ることを既 に報告 してい る3)。

実 験 方法

1.検 体

1998年 か ら2001年 の 間に健康診 断 に訪 れ たネパ ール中部 の タマ ン114名 お よ びダヌ ワール

437名(延 べ人数)か ら採血 した。現地 で採血 後、遠心 分離 により赤血球 と白血球 とに分離 し

た。前者 に関 しては3回 生理食塩水 で洗浄後、後者 に関 してはそのまま別 々に液体窒素 で冷凍

保存 し日本 に持 ち帰 った。

2.ヘ モグ ロビン(Hb)の 解 析

(1)等 電 点電気泳動(IEF)に よ る解析

Bassetら の 方 法 に 準 じて 行 っ た4)。 す な わ ちLKBmulti-phorunit(Amersham

Biosciences,UppsalaSweden)を 用 い、Ampholine添 加 によ りpHレ ンジを5.5-8.5に 調 整 さ

れたacrylamideslabgel(AnlershamBiosciences,UppsalaSweden)上 に て泳動 を行 っ

た。赤血球(血 漿を取 り除いた もの)5μ1を0.05%KCN溶 液50μ1に 溶解 し試料 とし、 コ

ン トロール として成 人正常抹消 血の同希釈液 を用 いた。 各々20μ1(Hb15～20μg)を 、5mm

×10mmの サ ンプル アプ リケ ー シ ョンろ紙片(ArnershamBiosciences,UppsalaSweden)

に しみ こませ電気泳動 に付 した。泳動後、12%の ト リクロロ酢酸 にて固定 し、 デ ジタルカメ ラ

(ニ コン製COOI.PIX5700)で 撮 影 、 コ ンピュータによ り記 録、 印画 した。 また、 デ ンシ ト

メ トリク解析 には、 アプ リケー シ ョン ・ソ フ トImageJ(NIHImage)を 使 用 した。 な お、

ス ク リーニ ングの場 合 は、 直径3mmの 円形 ろ紙 片 にて、一 度 に50検 体程度 を電 気泳動 に付 し
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た。

(2)高 速 液体 クロマ トグラフィー(HPI.C)に よ る解析`)

赤 血 球分画15μ1を1mlの30mMビ ス トリス ー酢酸(pH6.4、15mMKCN含 有)緩 衝

液 に溶解 し、 ミリポアフイル ターで ろ過後、吸光度計(ス ペ ク トロホ トメータ、UV-120-01、

島 津製作所)を 用 いて、415nnlに お ける吸光 度0.45～0.48(Hb濃 度 に換算 して58～62μg/

ml)に 希 釈調製 した ものを検体 とし、100μ1をHPLCに 供 した。分析には、ダブルプランジャー

式高速 ポ ンプCCPM(東 洋 ソーダ株式会社製)、 検 出器 は紫外 可視吸収計UV8010(東 洋 ソー

ダ株 式会社製)お よび記録計 はクロマ トコー ダ12(シ ス テム インス トル メ ン ト株 式会社製)

か ら構 成 され るHPLC装 置 を用 いた。Huismanら の 方 法 に準 じて、 陽 イ オ ン交 換 カ ラム

TSK-gelCM-3SWカ ラ ム(7.5mm×7.5cm、 東 洋 ソー ダ株式 会社 製)を 用 い、30mMビ ス トリ

ス ー酢酸(pH6.4、15mMKCN含 有)緩 衝液下 、酢酸 ナ トリウム0～150mM直 線 濃度勾

配140mlで 、 室温下、流速1.Oml/minで 展 開溶出 した。

(3)ヘ モ グロビン濃度 の測定

シア ノメ トヘモ グロ ビン法(ネ スコー トヘモキ ッ トーN、 日本商事株式会社製)を 用 いて、成

人 の正常末梢血 ヘモ グロ ビン(14.5g/dl)の 希 釈液 と415nmに お ける吸光度 との検量線(y-

0.007x+0.046、y:吸 光 度、x:Hb濃 度(μg/ml)を 作 成 し、各 々の試料 の吸光度 か らヘモグ

ロビン値 を換算 した。

結 果

一 度 に50検 体程度 のス ク リー ニ ングの等電点 電気泳動(IEF)を 行 い(図1a)
、 異 常 と認

め られ るかあ るい は疑わ しいと判断 され た検体 にっ いては精査 した。 泳動の結果 を図1bお

よびcに 示す。HbA2(α2β2)と 異 常 ヘモグロ ビンHbE(α2β226Glu一Lys)は 、 ほぼ同一 の等

電点 を有 してお り、本法 で分離 す ることはで きなか った。異常 ヘモグ ロビンを保有 する ヒ トの

HbA,(一 トHbE)の バ ン ドと正常 な ヒ トのバ ン ドを比較 した場 合、異常ヘ モグロ ビンを保有 す

るヒ トの方 が、HbEの バ ン ドの重 な りに よ り極 めて明瞭 に現 れ る。図1bに 示 す等電点電気

泳動 の泳動像 をImeageJ(NIHImage)に よ りデンシトメトリック解析 を行 った結 果、HbA、

に相 当す るバ ン ドは、異常 ヘモ グロビンHbE保 有 者の場合、単純面積百 分率 で8倍 程 度(2.76

%→22.76%)高 く、 その分HbAo(α 、β,)が 低 く(77.79%→55.10%)現 れ て いる(図2)。

高 速 液体 クロマ トグラフィー(HPLC)の 解 析 の結果 を図3に 示す。HbA,と 異 常 ヘモ グロ

ビンHbEは 、 ほぼ同一 の保 持時間を有 してお り、本 法で は分離す る ことはで きなか った。 図

3aは 、正常 な ヒ トの場 合で、単純面積百分 率で数%以 下 の低 いピークのHbA,が み られる。

図3bは 、異常 ヘモ グロ ビンHbEを 有 す るヒ トの解析結果 で、単純面 積百分率で20～25%と

非 常 に高 い ピー クを示 してい る。

図4は 、1998年 時 に判 って いる一家族 の家系 図であ り、赤字 のシ ンボルがHbE保 有 者 を示

してい る。表1は 、HPLCの 解 析の結果得 られた この家族 のHbA、 お よびHbEの 状 態 を比較

した もので、等電点電気泳動 か ら得 られた結果 と完全 に一致 している。
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図1等 電点電気泳動(IEF)解 析

a異 常ヘ モグロ ビンのス ク リーニ ング:T149が 異 常 ヘモ グロビ ン(HbE)保 有

者で ある。

b異 常 ヘモグ ロビンの精査:ControlのT112は 、 凡そ倍 のサ ンプル量 の泳動像

で ある。R100はHbEで はない異常 ヘモ グロビン保有者 と推 測 され る。

c異 常 ヘ モグ ロビ ンの精 査:511904(388)は 、HPLCでHbEで は ない異 常ヘ

モグロ ビン保有者 と推測 され るが、IEFで は検出 され ない。



図2等 電点電気泳動像デンシトメ トリック解析

図中の数字は、単純面積百分率を示す。

図3高 速液体 クロマ トグラフ ィー解析

a正 常 ヘモグロ ビン

b異 常 ヘモ グ ロビ ン(HbA2(+HbE))



図4HbE保 有家族の家系図

赤字 シンボル:異 状ヘモグロビン保有者

表1HbAoお よびHbA、(+HbE)の 比 較 と異常 ヘモグロ ビンの有無

+:異 状 ヘモ グロビン(HbE)保 有:正 常 ヘモグロ ビン

異常ヘモグロビンの有無HbA2(+HbE)

検出不能

検出不能

HbAo

75.9

検体名(家族関係)

(母)C-88

 74.1(長男)C-25

66.0(長女)C-9

76.4(次女)C-64

93.0(次男)C-89

72.4(長女の第1子)C-141

95.9(長女の第2子)C-96

95.6(長女の夫)C-40

90.6Control

死亡 してい る父親 の異常 の有無 を検証 す ることはで きないが、家族 内の世代 に渡 って、異常 ヘ

モ グロ ビンHbEを 保 有 す る者 と全 く正常 な者 とが存 在 し、かっ メ ンデルの法則 に従 って遺伝

してい る。等電点 電気泳動な らび にHPLCの 解 析 の結果、異常 ヘモグロ ビンHbEを 保 有 する

いずれの者 もHbAo(α,β,)を 有 して いる。以上 の ことか ら、染色体 の片方 に異常 の有 るヘ

テ ロ接 合型遺伝子 であ る。

2004年 現 在 、4家 族 の9名 が異常 ヘ モ グロ ビンHbEを 保 有 す る ことが判明 した。 全て高度

1,200m以 下 の マ ラリア発生帯 に居住す る ダヌワール民族 であ った。 さ らに、 同 じくダヌワー

ル民 族で、1例 はHPLCの 結 果 か ら、 も う1例 は等電点電気泳動 の結果か ら、 何 らか の異常

ヘモ グロビンを保有 してい ると推定 され る者2名 が存在 す るが、 グロビン鎖 のどのよ うな変異
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であるかは不明であり、今後ア ミノ酸配列や遺伝子等を解析する必要がある。

考 察

ヒ トヘモ グロビンの構成 単位 と しての グロ ビン鎖 は、 α、 β、 γ、 δ、 ε 、 ζ が知 られて

お り、 これ らグロビン遺伝 子 はα様遺伝子(ζ 一ψ ζ一ψα一α2一 α1)が16番 染 色体上 に、 β

様遺伝子(ε 一Gγ一Aγ一ψβ一δ一β)が11番 染 色体上 に存在す る。 ヘモグロ ビンは1対 の α様

グロビン分子 と同 じく1対 の β様 グ ロビン分子 か らな る4量 体 に4分 子 のヘムが結合 した複合

たんぱ く質 であ る。 サ ラセ ミアを始 め、 これ らグ ロビン遺伝子 の変異 による様 々な異常 ヘモグ

ロビンの研究 は広 く行 われてい る。

マ ラ リア感染症 に対 す る抵抗性 は、後天 的には主 として細胞性免疫 の獲得 によ って得 られる

が、先天 的に もヘモ グロビン異常者、 た とえば鎌状赤血球 を有 する者 では感染 しに くい ことが

知 られてい る。鎌状赤血球 のヘモ グロビンは、 グロビンβ鎖 の6番 目の グル タ ミン酸 がバ リン

に置換 された もので、 マ ラ リア原虫 の寄生 を受 けた結果、 ヘモ グロビンがゲル化 し、 マ ラ リア

原虫 に利用 されに くくな るとともに鎌状化 した赤血球 が血管壁 に粘着 し、細網上皮系 の細胞 に

捕食 され る為であ ると考 え られてい る。 また、 マ ラ リア原虫 がヘモグ ロビンを取 り込 んで消化

す るとき、 その食胞 内が酸性 の為、鎌状赤血球 のヘモグ ロビンは溶液 に不溶性 とな って消化 を

受 けに くくな る為であ るとの説 もあ る。 いずれにせよ、 これを支配 する遺伝子 がマ ラ リア、 と

りわけ悪性 マ ラ リアの流行地帯 に多 く分布 す ることは、上述 の事実 とよ く符合 する。

この ことか ら、 ヘモ グロビンに異常 が無 く正常 な赤血球 を有 する者 はマ ラ リアに感染 しやす

く死 に至 り易 い。 また、 ヘモ グロビン異常 が重篤 な者 は、 マ ラ リアに感染 しに くい ものの、悪

性 の貧血症 で これまた死 に至 る。 すなわち、比較 的軽度 の貧血症 で済 むヘテ ロ接合体 のヘモ グ

ロビン異常者 はマ ラ リアに感染 しに くく、長 い世代 を経 て生存 して きた と推定 される(マ ラ リ

ア仮説)。

等電 点電気泳動(IEF)お よ び高速 液体 クロマ トグ ラフィー(HPLC)に よ る解析 の結果、

異 常ヘ モグ ロビ ンHbEを 保 有す る9名 の者 は、 全て マ ラ リア発生 帯の高度 限界(1,200メ ー

トル)以 下 に居住 す るダヌ ワール民族 であ り、 この民族 のマ ラ リア感染症 に対 する生物学 的適

応、 すなわち変異 ヘモ グロビンの保有 によ るマ ラ リア感染 に対 する抵抗性 の獲得 を示 唆 してい

る。 しか しなが ら、 ネパ ールに隣接す るイ ン ドシナ半 島において は、異常 ヘ モグロ ビンHbE

の 保 有率 は極 めて 高率 で あ る(カ ンボ ジア、 タイ、 ベ トナ ムお よび 中国 の一 部 に おい て

13～30%)`)。 従 って、 長 い歴史 の間 にイ ン ドシナ半 島か らネパ ールへの民族 の移動、 ない

しは交流 の可能性 も否定 で きない。
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