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ヒ ト赤血 球 変 形 能 に及 ぼす 高 度不 飽 和 脂 肪酸 含 有 リン

脂 質 処 理(in vitro)の 影響

野 島 正 博,細 川 雅 史,高 橋是太郎,羽 田野六男,菊 池 佑 二

(1994年3月11日受付)

Effect of in vitro Treatment with Glycerophospholipid Containing Highly Polyunsaturated 
Fatty Acids on Deformability of Human Erythrocytes

Masahiro Nojima,*1 Masashi Hosokawa,*1 Koretaro Takahashi,*1
Mutsuo Hatano,*1 and Yuji Kikuchi*2

The flow rate of human erythrocytes on microchannels was measured to evaluate their deformability 
when treated with soy phospholipids, hydrogenated soy phospholipids, phospholipids containing icosape-
ntaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA). EPA-containing phosphatidylserine and 
DHA-containing phosphatidylcholine or phosphatidylethanolamine were observed to be the most effective 
lipid molecular species to improve the deformability of human erythrocytes, while hydrogenated phospho-
lipids tended to impair deformability.
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リノール酸 の過剰摂取 が発癌,胆 石,細 胞 膜の改質,

高密度 リポ タンパ ク質 の低下 とい った危 険性 を持つ こ と

が指摘 され は じめ て以来,他 の不 飽和脂肪酸 の健康維持

機能 への関心 が高 ま って きて い る。1)と りわ け魚 油 中に

多 く含 まれ てい るイコサペ ンタエ ン酸(EPA),ド コサヘ

キサ エ ン酸(DHA)な どの高 度 不 飽和 脂 肪酸(HUFA)

は,現 在 では広 く一般 に もその成 人病予 防効 果が知 られ

るよ う にな り,医 薬 品 へ の 応用 もす で に 行 わ れ て い

る。2,3)

HUFAを 生体 に投 与 した場 合,こ れ らは最終 的 に生体

膜の リン脂質画分 に取 り込 まれ,生 体 膜 の機能 に関与 し

て いることが示 唆 され てい る。2,3

)本研究で は,膜 機能 の変 化 に関 す る研究 において取 り

扱 いが簡単 で ある こ とか らよ く用 い られ て い る赤 血球

(RBC)をHUFA含有 リン脂質(HUFA-PL)で 処理(in

vitro)し,RBC変 形能 を毛 細血管 モデ ル4-6)によ り測定す

ることに よ り,HUFA-PLのRBCへ の影 響 につ いて比

較検討 した。

Table 1. Fatty acid composition of substrate lipids

実 験 方 法

試薬　 リゾホス フ ァチ ジル コ リン(LPC)は 協 和発酵

工業(株)よ り乳化剤 と して市販 されて いる リゾ型 リン脂

質(商 品名　 エ ルマイザーA)の 供与 を受 け,ク ロロホ

ル ムーメタ ノール系 ケイ酸 カ ラムク ロマ トグラ フィーに
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よ って精 製 した ものを用 いた。EPA, DHAは 日本化学飼

料(株)よ り供与 を受 けた純度90%, 88%の ものを用 い

た。 大豆PC (Soy PC)に はAvanti Polar-Lipids Inc

. (Alabaster, AL)製 の95%純 度 の もの を用 いた。 これ ら

の反応基質 の脂肪酸組 成 をTable 1に 示す。 ホ スホ リ

パー ゼA2は 協 和発酵 工業(株)よ り供与 を受 け た工業 的

に利 用 されてい るブ タ膵臓 由来 の ものを透析後,真 空凍

結乾 燥(35.0 units/mg powder)し てか ら用 いた。Lipo

-zyme IM 20 (27.5BIU/g)はNovo Nordisk Bioindustrials

 Inc.よ り供 与 を 受 け たMucor miehei由 来 の固 定 化 リ

パ ーゼを用 いた。ホ スホ リパ ーゼD (150 unit/mg pow-

der)は 旭 化 成 工 業(株)よ り供 与 を受 け たStreptomyces

 sp.由 来 の も のを 用 い た。水 素 添 加触 媒 に はKawaken

 Fine Chemical Co., Ltd.よ り入手 したRh-Carbonを 用 い

た。 その他の すべて の試薬 およ び溶 媒 は特 級 を用い た。

Fig. 1. Outline structure of the artificial capillary 
model.

(a) Outline structure. The silicon substrate 
surface has the compartments (wells) parti-
tioned by the banks. (b) Magnified view of the 
bank. The level areas (terraces) are placed at 
the two sides of the bank at the same level as 
the groove depth. (c) Blood passage. The 
contact of the upper surface of the bank with 
the glass plate can be made watertight with 
mechanical pressing alone because of the optical 
flatness of both surfaces.

リン脂 質の調 製　 リン脂質 の調製 は,す べて前報7)に

従 って行 った。す なわ ち,sn-2 EPA-PC, sn-2 DHA-PCの

よ うに,sn-2位 にEPAま た はDHAを 含 ん だホ スフ ァ

チ ジルコ リン(PC)の 調 製 はLPC 1.1g, EPAま たは

DHA 1.8gを グ リセ ロール55gに 分散後, 6mM CaCl2

含 有200mMト リスー塩 酸緩衝 液(pH8.0) 5mlにホ スホ

リパ ーゼA2 19.1 unit/mg LPCを 溶解 した酵 素液 を加 え

て反 応を開始 し, 600 rpmで撹拌 しなが ら25℃ で48h

反応 を行 った。反応 終了後,ク ロロホル ムーメタノ ールー

水(10:5:3, v/v/v)で 脂 質 を抽 出 し,さ らに抽 出 した脂

質 成分 を クロ ロホル ムーメ タノー ル系 ケ イ酸 カ ラム クロ

マ トグラフ ィー によ り精製 した。 回収 した リン脂質を調

製用TLCプ レー ト(DC-Fertigplatten, Kieselgel 60 F254,

 Merck)に 供 し,クロロ ホルムーメタノー ルー水(65:25:

4, v/v/v)で 展開 後,得 られたPC画 分 をメ タノールで抽

出 した。sn-1位 にEPAを 含 ん だPCの 調 製 にはSoy PC

 1.0g, EPA 6.0gを ヘキサ ン20mlに 溶解 後,Lipozyme

 IM20 3.0gを 加 え,75min-1で 振盪 しなが ら40℃ で48

h反 応 を行 った。反応終 了後,回 収,精 製 す る方 法は前記

と同様 に行 った。サ ケ卵(Salmon roe) PCの 調 製は,ま

ずBligh-Dyer法8)に よ りイ クラ(市 販品)か ら脂質を抽

出 し,こ れに20倍 量 の アセ トンを加 え,-20℃ に一晩

放置 し,ア セ トンに溶解 す る単純脂 質 を除去 した。 この

ア セ トン沈殿 に20倍 量 のエ タ ノールを加 え,-20℃ に

一 晩放 置 し,沈 殿 したホ スフ ァチ ジルエ タノールア ミン

(PE)な らび にホ ス フ ァチ ジル セ リン(PS)を 除 去 した。

この よ うに して得 られた脂質 を ケイ酸 カ ラム クロマ トグ

ラフ ィーに供 し,エーテルーエ タノール(1:1 , v/v)で 再

び残 存す る単純 脂質 を除去 し,エ タノ ールーメタノール

(9:1, v/v)でPC, LPC以 外 の脂質 を除去 した後,メ タ

ノールによ ってPC, LPC画 分 を回収 した。 以 後の精製

は前 記 と同様 に行 った。PCか らPEへ のホ スフ ァチジ

ル基転 移はPC 50mgを 酢酸 エチ ル2 .2mlに 溶解後,

 200mM酢 酸緩 衝液(pH 5.6) 1mlに エ タノール ア ミン塩

酸塩(Aldrich Chem. Comp., Inc.) 87.8mg(終 濃度0.3

 M),牛 血清 アル ブ ミン(和 光 純薬工 業(株))11 .9mg,ホ

スホ リパー ゼD 80 unitを 溶解 した酵 素液 を加 えて反応

を開始 し,1,200rpmで撹拌 しなが ら30℃
, 4h反 応を

行 った。 反応 終 了後,回 収 お よ び精 製 を前 記 と同様に

行 った。PCか らPSへ のホ スフ ァチジル基 転移 はPC 50

mgを 酢 酸 エチル1.7mlに 溶 解後, 200mM酢 酸緩 衝液

(pH 5.6) 0.8mlにL-セ リン(和 光純 薬工 業(株))250mg



(終濃度1.0M),ホ ス ホ リパーゼD 80 unit, CaCl2 5mg

を溶解 した酵素液 を加 えて反応 を行 った。以 後の操作 は

PEと 同様 に行 った。水素 添加 リン脂質(HPL)はSoy

リン脂質 を無水 エ タノールに溶解後,反 応触 媒 と してRh-

Carbonを 加え,こ れ に水 素 ガスを約2h通 気 し,水 素 添

加反応 を行 った。 反応終 了後,ろ 過 を行 い,さ らに溶媒

を クロ ロホ ルム に置換 して か ら0.45μmの フ ィル ター

(エキ クロデ ィスク13 CR, Gelman Sciences Japan, Ltd.)

に通 し,こ の触媒 を完全 に除去 した。 得 られた リン脂質

の脂肪酸組 成を以下 の条件 で分析 した。 装 置:日 立163

型ガス クロマ トグ ラフ,カ ラム:40m×1.2mm,膜 厚0.5

μm,G-300(財 団法人 化学 品検査協 会),キ ャ リアガ ス:

ヘ リウム,5ml/min ,カ ラム温度:185℃,イ ンジェ ク

シッン温度:250℃,デ ィテク ター:FID。

Table 2. Fatty acid composition of PCs prepared

Table 3. Fatty acid composition of PEs prepared

RBCの 調製　 前 報7)に 準 じた方 法 でRBCの 調 製 を

行った。 すなわ ち,ヒ トの静 脈 より採血 を行 い(ヘ パ リ

ン1,000IU/mlを 血 液 に対 して5%加 え凝 血 防 止),

3,000rpm, 15min, 4℃ で遠心分離 し,面 漿 お よびRBC

以外 の血球 を除去 した。 この時 得 られ る血 漿を後 ほ ど使

用 す るた め に別 の容 器 で保 存(4℃)し て お き,残 っ た

RBCをPBS (10mM Na2HPO3, 125mM NaCl, pH 7.4 at

 4℃)で3回 洗 浄 した。 洗浄RBCを 反 応用PBS (10mM

 Na2 HPO3, 125mM NaCl, 2mM adenine, 10mM inosine, 10

mM glucose, pH 7.4 at 37℃)に 懸濁 しヘマ トク リッ ト値

(Hct.)を2%に 調整 した。

RBCへ の リン脂質処理　 洗 浄RBC (Hct. 2%) 6mlに

対 して リン脂質懸濁 液(リ ン脂 質が4mMと な るよ うに

蒸留水 に超 音波懸濁 した もの と,ジ メチルスル ホキ シ ド

を1:1の 割合 で混合 し,さ らに超音 波処理 した もの)を

60μl加 えた。 これ らの反応 混液を37℃,3h振盪 恒温 槽

(80 min-1)中 で イ ンキ ュベー トし,再 びPBSで3回 洗浄

する ことによ って余分 な リン脂質 を除玄,PBSに 再懸濁



し,Hct. 10%に 調整 した。 このRBC懸 濁液0.5mlに

前記の血 漿0.2mlを 加 えて よ く混合 した後,ニ ュー

クリポアフ ィル ター(PC MEMB 13mm 5 micropore, Costa

r Corporation)に 通 した もの を毛 細血 管 モ デ ル に よ る

RBC変形 能測 定用 の試料 と した。

Table 4. Fatty acid composition of PSs prepared

リン脂質処 理RBCの 変形 能測定　 Fig. 1aに 示 した毛

細血管 モデ ルのbank上 には マ イクロ チャ ンネルが形

成されて おり(Fig. 1b),こ の断面積 は直径6μmの 円の面

積 に相 当す るので,ヒ トの平均的 な毛細血管 径であ る5

μmとほぼ 一致す る。 この毛 細血 管 モデルをFig. 1cの よ

うにガ ラスと圧 着 させ る ことにより マ イクロ チ ャ ンネル

以外 か らの漏 れを防止す るとともに顕 微鏡 によ る観察 を

可能 に した。 外部 か ら7.4mmHg (10cm H2O)の 引圧 を

か けて マイ クロ チ ャ ンネ ルにRBCを通 過 させ,試 料液

100μlが 流れ るの に要す る時間 を10μlご とに計測 した

。この マ イク ロチ ャンネ ル通 過速 度 と顕 微鏡 を通 してTV

モ ニ ターに映 しだ された画 像か ら,種 々の リン脂質 処理

がRBC変 形能 に及 ぼず影響 を比較検 討 した。す なわ ち,

マ イクロ チ ャンネル通過速度 が低下し た ものは 変形能 が

悪 化し,向 上 した もの は変 形能 が 改善 された と判 断 し

た。

Fig. 2. Reproducibility of deformability obtained by 

measurements with artificial capillary model. 

(Groove length of microchannel: 10ƒÊm; 

Negative pressure applied to the reservoir 7.4

mmHg (10cm H2O); Temp.: ambient (24•Ž)) 

Control (a) (b): red blood cell suspensions were 

prepared by incubation without phospholipid.

結果 およ び考察

リン脂質の脂肪 酸組成　 Table 2～4に 調 製 したリン

脂質(PL)の 脂 肪 酸 組 成 を 示 す。sn-2 EPA-PL, sn-

2 DHA-PLに は,い ず れ の脂質 クラスに もEPAま たは

DHAが45%前 後 含 まれてお り, sn-2位 に特異 的 に導 入

され た と考 え られ るこ とか ら,9) sn-2位 の脂肪 酸 の うち

90%前 後 がEPA, DHAで 占め られて いる ことにな る

。sn-1 EPA-PLには,い ずれの脂質 クラスに もEPAが

35%前 後含 まれて お り, sn-1位 の脂 肪酸 の うちEPAが

7%前 後 を占め てい る。HPLには ,ポリエ ン酸は全 く

含 まれてお らず ほとん どが飽 和脂肪 酸 であ ったが,水 素添加

に用いた溶媒 に対 す る溶 解性 の違 いか らHPE, HPS

ではモノエ ン酸 が20%程 度残 って い た。Salmon roe PL

に は,い ずれ の脂 質 ク ラスに もEPAが 約14% , DHAが

約28%含 まれ て お りEPA:DHA=1:2の 割 合で あつ

た。

毛細血 管モ デルを 用い た赤血 球 変形能 測定法 の再現性

の 検討　 毛細 血 管 モデ ルを用 い たRBC変 形能 測定法の

再現性に関 して検討 した結果 をFig. 2に示す 。

Fig. 2中 のControl (a), (b)は,異 なる 日に同 じヒトで

採血 を行い,その日 の うちに同じ条件 でRBCの 変形能

を測定 した ものである 。Control (a), (b)のflow curveは



ほぼ同一 線上で あ り,流 量 が10μlご とのマ イク ロチ ャ

ンネル通過時間 にお いて もControl (a), (b)間 の差 は

1秒以内に納 まっていた。 この ことか ら,本 毛細血 管 モ デ

ルを用 いたRBC変 形能 測定法 の再現性 はかな り高 い も

のであ ることが確認 された。

Fig. 3. Flow curves of RBC treated with various PC, PE and PS to evaluate deformability by artificial capillary

 model.

(Groove length of microchannel: 10ƒÊm; Negative pressure applied to the reservoir 7.4mmHg (10cm H2O);

 Temp.: ambient (24•Ž)) Abbreviations: RBC, red blood cells. See Table 1-4 for other abbreviations.

毛細血 管モデ ルを用いた赤血球 変形能 測定 による リン

脂質処理赤 血球 の変形 能の 評価　 RBCの マ イ クロチ ャ

ンネル通過 速度を測定 す ることに より,PL処 理RBCの

変形能 の評価 を行 った結 果をFig. 3に, PL処 理RBCが

マイ クロチ ャ ンネルを通 過 して い る様子 をFig. 4に 示

す。

いずれ の脂質 クラスにおいて も飽和脂肪 酸を主 な構 成

脂肪酸 とす るHPLで 処 理 したRBCの マ イ クロチ ャン

ネル通過速度 が遅 くなってお り,中 で も特 に,HPC処 理

RBCで マ イク ロチ ャ ンネル通過 速度 が著 し く遅 くな っ

てい るこ とがわか る(Fig. 3)。 マイク ロチ ャ ンネル を通

過 して いる様子(Fig. 4a)を 見 て も,HPC処 理RBCで

はマ イ クロチ ャンネル の 出入口 で の引 っ掛 か りが見 ら

れ,RBC変 形 能 が低下 して いる こ とが 明 白で あ る。 リ

ノール酸 を60%以 上 含むSoy PLで 処理 したRBCで

は,PLを 加 えず同様 に処 理 したControl RBCに 比 べ

RBC変 形能 に大 きな変化 はみ られなか ったの に対 し,

H UFA-PLで 処理 したRBCで はす べてがControl RBC

よ りもマイク ロチ ャ ンネル通過速 度が速 く(Fig. 3)な っ

て お り,RBC変 形能 が向上 してい るこ とが示 され た。ま

たその結果 は,マ イ クロチ ャ ンネル に引 っ掛か ることな

くスムー ズに通 過 してい るRBCの 様 子(Fig. 4b)か らも

確認 で きる。sn-2 EPA-PC処 理 によ る赤 血球 リン脂質 画

分の脂肪 酸組成 の変化 を分析 した結果(Table 5),PL未

処理 のRBCに 比 べパ ル ミチ ン酸(16:0)お よび オ レイ



ン酸(18:1)の 減少 とEPA(20:5)の 増加 が認め られ

た。す なわち, RBC変 形能 を低下 させ ると考 え られ る飽

和 脂肪 酸が 減少 しEPAが 増 加 した ことで膜 流動 性が 向

上 し, RBC変 形能が 向上 した と考え られ る。

Fig. 4. Microscopic observation of RBC treated 

with HPC (a) and sn-2 DHA-PE (b) in 

microgrooves of artificial capillary model.

(Groove length of microchannel: 10ƒÊm;

 Negative pressure applied to the reservoir 7.4

mmHg (10cm H2O); Temp.: ambient (24•Ž)

 Abbreviations: HPC, hydrogenated PC; sn-2

 DHA-PE, PE containing docosahexaenoic acid

 (at sn-2); RBC, red blood cells.

田村 らはEPAエ チル エス テルの投与 によ り血液 粘度

が有意 に低 下 し, RBC変 形 能 が有意 に上 昇す る ことを

報告 して いるが,10)本 実験 にお いて もHUFA-PLを 用 い

たRBC処 理に よ り同様 の結 果が得 られ た。 さ らに, PS

で はsn-1 EPA-PS, PC, PEの 脂質 クラスで はEPAよ り

DHA (sn-2)を 含 有す るPLに お いて赤 血球変形 能の向

上作用 が顕著 であ るこ とが示 された。

赤血 球変形能 の向上 は,膜 リン脂質脂 肪酸 のコ レステ

ロール との結 合性や細胞 内 タ ンパ ク質 との相互作 用な ど

様 々な要 因 に よ って引 き起 こ され る と考 え られ ている

が,11) EPAやDHA含 有脂質 の種類 に よ り効 果が異なる

こ とが予想 され る。 また,膜 リン脂質 へ の取 り込み速度

の影 響 も考 え られ るこ とか ら,今 後 よ り詳細 な検討が必

要 であ ると考え る。

Table 5. Changes in fatty acid composition in RBC

 before and after incubation with sn-2 EPA-PC
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