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短報

Ichiro T AKEHARA 1970 Freezing of Red Cell :1¥在embranes: Reactivity of Phospholipase 
C on Red Cell Membranes. Low Temperature Science， Ser. B， 28. 

ウサギ血球膜の凍結: 血球膜に対する

ホスホリパーゼCの反応性÷

竹原一郎

(低温科学研究所)

(昭和44年 9月受理)

凍結によって，細胞膜がどのような傷害を受けるかを知るために，先に血球膜に対する凍

結の影響を， ATPase活性の変化を目安として調べた1-3)。その結果，ウサギとヒトの血球膜で

多少様子は異なるが， pH5.8の燐酸緩衝液で作った膜 (pH5.8-血球膜)では，冷却速度が増す

に従って， ATPas巴活性が高まることを見出した。 しかし，凍結による膜の傷害が，血球膜の

内面に局在すると考えられている ATPase4，5)に，基質である ATPを近づき易くさせることを，

この結果は推測させるに過ぎ、なかった。従って，このような実験から，溶血度をもって赤血球

の凍結傷害の程度を調べた今までの多くの実験結果と比べ，特に新たな知見が得られることは

期待し難い。我々の目的とするところは，細胞膜を構成している各成分の状態、や，成分間の相

互作用が，凍結によって，何らかの変化を受けるか，もし受けるならそれはどのようなものか

を知ることである。

以下述べる実験は，血球膜にホスホリパーゼCを作用させた時，凍結によって，その反応

性に差を生ずるかどうかを調べたものである。その結果によって，凍結による膜の状態変化，

特にホスホリピッドのそれについて，何らかの推測を可能にするかも知れないと考えたのであ

る。ホスホリパーゼCは，ホスホリピッドをヂ、グリセライドと水溶性のホスホリル塩基に分解

する酵素であり，ヒトの血球膜から，その燐の 70%前後を遊離することが知られているへ

この実験では， ウサギの血球から作った pH5ふー血球膜のみを用いた。 この膜の調製は，

前報3)同様， Dodge等の方法7)にしたがった。ホスホリパーゼ Cは，Clostridium welchiiか

ら調製された市販のものを，そのまま用いた (SigmaChemical Co.)。反応混液は，血球膜浮

遊液0.5ml， 0.2Mヒスチジン・イミダゾール緩衝液 (pH7.2) 0.5 ml， 50 mM CaC12 0.1 ml，適当

な濃度の酵素液 0.4mlから成る。反応温度は 25
0
Cで，反応は 105もトリクロル酷酸1.5mlを加

えて止めた。上n著に遊離した燐は， Bartlettの方法的で定量した。酵素濃度が 0.2mg/mlのと
き， 25

0

C， 10分間の反応で，膜の燐の大部分は遊離され， 60分までの間に徐々に最高値に達し

た。凍結は，血球膜浮遊液0.5mlを試験管にとって， -lOoCのアイス・ストッカーに入れるか，

液体窒素に浸して行ない，適当な時間の後， 30
0

Cの水中で融解した。凍結前後の血球膜に対
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第1表 凍結血球朕に対するホスホザパーゼ Cの反応

酵素 j良度

(0.2 

1/2 

1/3 

1/4 

未凍結

9.18 
12.54 
13.11 

2.91 
2.64 
1.95 

1.86 
1.04 

0.18 

-lOOC料

11.61 

2.97 

1.92 

* 250C， 8分間に lmlの凪球膜浮遊液から遊離された燐
料 -lOOCのアイス・ストツカーで 15時間凍結

1X 

15.51 

4.44 

3.33 

x3 

11.52 
11.64 

4.19 
9.36 

2.85 

0.36 

*判 液体窒素に浸して凍結， 2分後， 3:JoCの水中で刷l解。 x3はl司じ操fドを 3)交繰返したこと
を示す

するホスホリパーゼCの反応性は，種々の酵素濃度で 25CC，8分間に遊離する燐の値で比較し

た。尚，各測定値は， 2つの同一実験の平均である。

第 1表に示したように，液体窒素の温度で凍結した膜では，米凍結の膜に比べ，ホスホリ

ミーゼ、Cに対ーする感受性が高まっている。それは，低濃度の酵素のとき，特に著しい。この結

果は， -196
0Cでの凍結によって，膜のホスホリピッドが酵素と反応し易い状態になったこと

を暗示しているように思われる。比較的高濃度の酵素の場合，両者の差が小さくなっているが，

それは反応時間内に，大部分の燐(全燐の 50~60%) が遊離してしまうためであろう。又，充

分時間反応させると，凍結した膜と未処理の膜との差は全く認められなくなった。例えば，酵

素濃度 0.2mg/mlで， 250C， 2時間反応させると，禾凍結の膜で 18.78μg，液体窒素でl度凍結

した膜で 18.60μg の燐が遊離した。これは膜の全燐の 77~78% に相当し，これ以上の燐は，反

応時間をのばしても，殆んど遊離してこない。

-lOOCで凍結した膜で、は，未凍結の膜と比べ，その反応性に殆んど差は認められなかっ

た。 これらの結果は， pH 5.8-血球膜を -1960Cで凍結したとき，その ATPase活性が増大す

るが， -lOoCの凍結では余り変化が見られなかったことめと何らかの対応を示しているように

思われる。又，以上の結果から， -196DCでの凍結によって， )J莫のホスホリピッドの約 3/4は，

ホスホリパーゼCvこ対する感受性を増すような何らかの状態変化を蒙るが，残りのものは全

く影響を受けないことが分った。 Singer 等9 ， 10) の膜のモデルに従えば，ホスホリピッドの 25~

30%は膜の蛋白質と固く結合しており， 残りのホスホリピッドとは異なる物理的状態にある

という。この考え方によれば，凍結によって影響を受けるのは，その極性基が外仮~の水と接し

ているホスホリピッドであってラ蛋白質と結合している残りの部分は全く状態、変化を蒙らない

か，或いは少なくとも蛋白質とホスホリピッドとの聞の結合は影響を受け旬なかったものと考え

られる。凍結によって，ホスホリピッドが受けたと考えられる状態変化が，どのようなものか

現在のところ分らない。凍結によって膜の感受性が高まるのと向じ傾向の結果は，血球膜を超

音波で壊した時にも得られた。この場合，ホスホリパーゼCの反応性が高まるのは，この処理
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によって，膜は小胞体又は細片になり 5，11)，その結果として，基質であるホスホリピッドの濃

度が高まった為と思われる。しかし，凍結によって，膜はそれ程ひどく壊れない。もし，ホス

ホリパーゼ Cvこ対する膜の透過性が凍結によって増すとすれば，その反応性の高まることを一

応説明出来るが，我々の知る限りでは，その証拠はない。叉，蛋白質と結合していないホスホ

リピッドの凡ての極性基が一様にホスホリパーゼCの近づき易い状態にあるのではなくて，凍

結によって，より多くの部分が酵素と反応し易い状態に変るのかも知れない。

終りに，採血に御協力下さった浅田実氏に感謝する。
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