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ドコサヘキサエン酸の赤血球変形能に及ぼす影響

顕微フーリエ変換赤外分光法を用い赤血球膜より得られた

　　　　　　　　　スペクトルの検討
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【要旨】n－3系多価不飽和脂肪酸の1つであるドコサヘキサエン酸（DHA）は血小板凝集抑制作用や赤血

球変形能を改善する作用をもつ．今回の研究ではDHAの赤血球変無能に及ぼす影響をSwankらの方法で

最大通過圧を測定して評価した．また，赤血球膜とDHAの結合を評価するためにFT－IRスペクトルを測定

した．動物は家兎を用い24週齢より20週間0．5％コレステロール含有食にて飼育，次いで44週齢から4週

間はDHA500　mg／kg添加0．5％コレステロール含有食にて飼育し実験に用いた．コレステロール食摂取前の

赤血球最大通過圧は1665mmHgであり，コレステロール食摂取後には264．3　mmHgと上昇．　DHA添加食を

給即した4週後には170．9mmHgとコレステロール食摂取前に復した．赤血球膜の組成の変化をFT－IRス

ペクトルにて評価すると，DHA添加食を給飼した家兎より得た赤血球膜では，　C－0－Cの吸光量がDHA添

加前に比べ約4倍増加した．DHAのCOOH基が赤血球膜と結合しC－0－Cの構造ができ，　C－0－Cの吸光

量が増えたと推定された．赤血球膜にDHAが結合し赤血球膜リン脂質の二重構造に変化を来す事より，

DHAは赤血球の変形能を改善する事がFT－IR法にて示唆された．

はじめに

　動脈硬化性疾患は生活習慣の変化，特に脂肪摂取量

増加と共に日本人に多くみられるようになった．脂肪

には飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸があるが，最近は動脈

硬化を防ぐ上で不飽和脂肪酸の意義が注目されてい

る．例えば，グリーンランド先住民は脂肪を多く食す

るが，心筋梗塞による死亡率は非常に低いことが知ら

れている．彼らは魚肉やアザラシなどを多く食するた

め，魚油に含まれるエイコサペンタエン酸（EPA），ド

コサヘキサエン酸（DHA）を多く摂取し，これらの作

用で心筋梗塞の発症率が低いことが報告されてい
る1）．

　本邦においてもEPAは抗血十薬として使用されて

おり，類似構造をもつDHAもその有用性に注目が集

まっている．EPAはn－3系多価不飽和脂肪酸であり，

血小板凝集抑制作用以外に膜の流動性を高めること

により，赤血球変形能を改善することも示唆されてい

る2－6）．

　今回著者らは高脂肪食を摂取させた家兎にDHA

を経口摂取させ，DHAの赤血球膜の変形能に及ぼす

影響を検討した．膜の流動性についての評価法には螢

光プローブ法による検討も行われている7）．一方，顕微

フーリエ変換赤外分光法（FT－IR分光法）は動脈硬

化部位の評価に用いられるようになってきた8）9）10）．今

回はFT－IR法を用いて赤血球膜へのDHAの取り込

みを検討し，赤血球膜の流動性との関連を評価した．
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対象及び方法

　1．使用動物

　実験動物は日本白色家兎（雄性24週齢）を用いた

（n＝10）．家兎は日本クレア二二標準飼料で飼育した．

24週齢より44週齢まで20週間，0．5％コレステロール

含有標準飼料に変更して飼育した．次いで44週齢よ

り48週齢まで，DHAが500　mg／kg／dayとなるように

05％コレステロール含有標準飼料を調整して飼育し

た（Fig．1）．

　2．赤血球の変形能の評価

　赤血球の変形能はSwankらの方法11）12）に従い，最

大通過圧（maximum　passage　pressure：MPP）を指標と

して評価した．血液は早朝空腹時に耳静脈よりヘパリ

ン添加スピッツに採取し，3㎜回転15分間遠沈して，

上清及び白血球層を除去した．赤血球層はPBS（phos－

phate－buffered　saline：pH　7．4）にて再度浮遊させ，遠

心・上清除去の操作を2回反復して，洗浄赤血球浮遊

層を得た．最終的に洗浄赤血球はPBSにて5×104個／

mlとなるよう調整し，　Swankの装置を用いて赤血球

の変形能を評価した．赤血球変形能はscreen丘ltration

pressure法（SFP法）を用い，フィルターはNuclepore

社製8μmとして，25℃の条件で最大通過圧を測定し

て評価した．赤血球変形能の測定は24週齢（通常飼

料食下取次），44週齢（高脂肪食摂取時）および45，

46，47，48週齢（DHA添加食摂取時）に行った．

　3．FT－IR法を用いた赤血球膜の評価

　赤血球変形能測定の為に得た赤血球浮遊液の一部

はDHA投与前及び投与後2週，4週について赤血球

膜の赤外吸光スペクトルの観察に用いた．浮遊赤血球

は蒸留水中にて膨化，破裂させ，蒸留水にて洗浄・遠

心を3回繰り返し，赤血球膜ゴーストを得た．ゴース

トはフッ化カルシウムのスライドガラス（応研東

京）に添付，付着，乾燥させた後，顕微FT－IRによる

吸光の測定に供した．顕微FT－IR分光器はMicro

FT－IR－100（日本電子社製）を用いた．　FT－IRスペク

トルの解析にはGRAMS／32（Galactic社）を使用し

た．標本を顕微鏡下に直径100μmのスポットに絞っ

た赤外光を照射し，FT－IRスペクトルを測定した．測

定波長領域は800～3140cm－1とした．

結 果

　1．赤血球最大通過圧

　赤血球の最大通過圧は24週齢では166．5±10．9

mmHgであった．高脂肪食摂取後である44週齢の最

大通過圧は264．3±13．7mmHgと24週齢に比し，有意

に増加した（P＜0．0001）．DHA添加後投与1週

（247．8±9．8mmHg），2週（224．8±10．8　mmHg），3週

（193．6±15。3mmHg），4週（170．9±7．8　mmHg）と最大

通過圧はDHA添加前に比べて，1週（P＜0．001），2週

（P＜0．001），3週（P＜0．001），4週（P＜0．001）で，有意

に低下を認めた．DHA添加4週後では24週齢と有意

差のない成績であった（Fig．2）．

　2．Fr－IR法を用いた赤血球膜の吸光スペクトル

　　の変化

　代表的家兎1羽について赤血球膜の吸光スペクト

ルの経時変化をFig．3a，3b，3cに示した．0．5％コレス

テロール食を20週摂取した時（44週齢）のFT－IR

による赤血球膜ゴーストの吸光はFig．　3aに示した．

800～3，140・cm“1で得た吸光スペクトルの各ピークは，

1，735・cm－iはエステル結合のC－0，1，650　cm－1は

amid　l，1，540　cm一1はamid　ll，1，070　cm一iはC－0－Cの

分子構造に依存している．赤血球膜の蛋白量を一定と

するために，1，650cm－1のamid　Iによる吸光を内部標

準物質と定め，その他の吸光をamid　Iに対する比で評

価した．DHA添加後2週の成績をFig．　3bに示す．1，

650cm－1のamid　Iを標準として，各分子構造の吸光を

評価すると，1，735cm－1のC＝0，1540　cm一1のamid　II

Standard　feed
Feed　containing　O．5％

モ?ｏｌｅｓｔｅｒｏ１

Feed　containing

n．5％cholesterol

≠獅пz）HA

　　　　　O　24　week　44　week　48　week
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T　　t　　t　　t　　t
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DHA－added　before　1　2　3　4　week
Fig．1　Experiment　method．　Japanese　white　rabbits　were　given　a　standard　feed　for　24　weeks　of　age，　followed　by　O．5％

　　　cholesterol－containing　feed　for　the　next　20　weeks．　DHA　（500　mg／kg／day）　was　added　to　feed　for　4　weeks　starting　at　44

　　　weeks　of　age．
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Fig．2　Changes　in　the　maximum　passage　pressure　（MPP）　of　erythrocytes　after　addition　of　DHA．　The　MPP　of　erythrocyte

　　　increased　significantly　after　giving　high－cholesterol　feed　（264．3±13．7　mmHg　at　44　weeks　ofage）　compared　to　the　baseline

　　　determined　at　24　weeks　of　age　（166．5±10．9　mmHg），　but　it　decreased　significantly　after　switching　to　DHA－added　feed

　　　（247．8±9．8　mmHg　at　45　weeks　of　age；　224．8±10．8　mmHg　at　46　weeks　of　age；　193．6±15．3　mmHg　at　47　weeks　of　age；

　　　and　170．9±7．8　mmHg　at　48　weeks　ofage）．　ln　4　weeks，　the　MPP　of　erythrocyte　almost　completely　returned　to　the　baseline

　　　determined　at　24　weeks　of　age．　Values　are　means±SD　（n＝10）．’：　Significant　differences　from　24　weeks　of　age．　’p〈O．

　　　OOO　I．　”：　Significant　differences　from　44　weeks　of　age．　”p〈O．OO　I．
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Fig．3a　FT－IR　spectrum　of　the　erythrocyte　membrane　before　feeding　with　DHA－added　feed　（44　weeks　of　age）．　The　spectrum，

　　　　determined　at　800－3，140　cm－i，　showed　peaks　at　1，735　cm－i　（C　一　O），　1650　cm－i　（amid　1），　1，540　cm－i　（amid　II），　and　1，

　　　　070cmNi　（C－O－C）．　Each　peak　was　shown　as　the　ratio　to　amid　1．

は不変であったが，1，070cm－1のC－0－Cの吸光は

DHA添加前（44週齢）に対して約2倍に増加した．

DHA添加後4週の成績をFig．3cに示す．1650　cm－1

のamid　Iを標準として，各分子構造の吸光を評価する

と，1，735　cm一’のC＝0，1，540　cm－1のamid　IIは不変

であったが，1070cm－1のC－O－Cの吸光はDHA添加

前（44週齢）に対して約4倍に増加した．スペクトル

を示した家兎のDHA添加前および添加後1から4

週のFT－IRスペクトルの経時的変化をFig．4に示し

た．1，070cm－1のC－O－Cのスペクトルは，　DHA添加

前から添加後4週まで経時的に順次増加を認めた．1，

735cm一1のC＝0，1，650　cm－1のamid　I，1，540　cm－1の

amid　IIの吸光に経時的変化は認められなかった．
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Fig．3b　FT－IR　spectrum　of　the　erythrocyte　membrane　2　weeks　after　feeding　with　DHA－added　feed　（46　weeks　of　age）．　The

　　　peaks　at　1，735　cm一1（C＝0）and　l，540　cm－1（amid　II）remained　virtually　unchanged　compared　to　those　befbre　feeding

　　　with　DHA－added　feed　（44　weeks　of　age），　but　the　peak　at　1，070　cm”i　（C－O－C）　nearly　doubled．
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Fig．3c　FT－IR　spectrum　of　the　erythrocyte　membrane　4　weeks　after　feeding　with　DHA－added　feed　（48　weeks　of　age）．　The

　　　peaks　at　1，735　cm－i　（C－O）　and　1，540　cm－i　（amid　II）　remained　virtually　unchanged　compared　to　those　before

　　　feeding　with　DHA－added　feed　（44　weeks　of　age）　，　but　the　peak　at　1，070　cmmi　（C－O－C）　increased　nearly　4　times．

考 案

　DHAの赤血球の変形能に及ぼす影響を検討し，か

つ赤血球膜に対するDHAの結合を評価した．赤血球

膜のバネのような性質は主に脂質二重層を裏打ちし

ている蛋白質に依存している．一方，リン脂質の二重

層も変形能に重要であることはLange　Y．らにより示

されている．リン脂質の二重構造は膜が折れ曲がると

きに抵抗性を示すことが報告されており13），DHAや

EPAなどの結合による膜構成成分の変化はこの抵抗

性に影響を与え，変形能に変化を与える可能性が考え

られる．

　EPAはn－3系多価不飽和脂肪酸で食物として摂取

した時に，心筋梗塞をはじめとした動脈硬化性疾患の

発症防止に有効なことが報告されている14）．その作用

は血管内では血漿コレステロールを低下させ，血液粘

着性を低下させることや，血小板を凝集させ，血管壁

を収縮させるエイコサノイド（トロンボキサンA2）

の合成を抑える為と考えられている15）．

　一方，赤血球膜に対してはリン脂質にとりこまれ，

その化学構造に由来する物理化学的性状から赤血球

膜の流動性を増し，すなわち赤血球変形能を増加させ

（4）
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Fig．4　Time－course　changes　in　the　FT－IR　spectrum　1　to　4　weeks　after　feeding　with　DHA－added　feed．　The　spectrum　at　1070

　　　cm－i　（C－O－C；　A）　increased　over　time　after　starting　feeding　with　DHA－added　feed．　The　spectrum　at　1，735　cm－i

　　　（C　一〇；　“），　1，650　cm－i　（amid　1　；　e）　and　1，540　cm－i　（amid　II；　一）　showed　no　significant　change　over　time．
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ることも推定されている16）．

　DHAの構造（Fig．5）はEPAと同様にn－3系多価

不飽和脂肪酸に含まれ，EPAと同じくアラキドン酸

の代わりに脂質膜に取り込まれると推定されてい

る17）．DHAの作用機序は不明な点が多いが，細胞膜リ

ン脂質にとりこまれ，細胞の膜流動性を高める事も報

告されている18）．

　佐藤らはn－3系多価不飽和脂肪酸であるEPAを用

いてヒトの赤血球膜に対する作用を，ヒト洗浄赤血球

を用いて最大通過圧を指標として評価し，EPAは赤

血球の変形能の改善することを示した2）．著者らは

EPAと同じn－3系多価不飽和脂肪酸であるDHAを

用い，佐藤らの方法に準じて家兎洗浄赤血球の最大通

過圧を測定した．高脂肪食にて増大した最大通過圧は

DHAを添加すると，高脂肪食摂取にもかかわらず4

週にて，通常飼料食の値まで復することを示した．今

回DHAを用いて最大通過圧が改善したことは，洗浄

赤血球を用いて評価しているのでコレステロール等

の血漿中の成分が影響している事は考えられない．著

者らはDHAが赤血球膜に直接に影響を与え，赤血球

の変形能を改善した事を推論した．

　　　AAA　co，H
　　　N＝IN＝A

Docosahexaenoic　acid（DHA）：（Cn，6）

　　　Fig．5　Structure　of　DHA

　DHAが赤血球膜のリン脂質に結合した事は顕微

FT－IR法を用いて検討した．　FT－IRの吸光はそれぞ

れの分子構造に応じて様々な吸光を示す．赤血球は生

きた細胞であり，細胞質内には様々な蛋白や糖，無機

質を含み，それぞれが持つ分子構造により，それぞれ

特有の吸光を示す．よって赤血球の吸光を直接測定す

ることは赤血球膜の性状を評価するには不適と考え，

赤血球膜ゴーストを作製し，膜成分のみの吸光にて評

価を行った．

　著者らは1，735　cmm1のC－0の伸縮振動，1，650

cm－1のamid　I（蛋白質），1，540　cm－1のamid　H（蛋白

質），1，070cm－1のC－0－Cの伸縮振動による吸光に着

目した．赤血球膜ゴーストはフッ化ソーダ板に付着さ

せて評価したが，フッ化ソーダ板に均一に赤血球膜が

添付されているとはかぎらないため，amid　Iの吸光を

赤血球膜の内部標準物質として用い，以下の吸光の評

価はamid　Iの相対値として示した．1，070cm－1のC－

0－Cの吸光はDHA添加食の期間に応じて，週数依存

的に増加していた．EPA・DHAはそれぞれ末端に

COOHを持ち，　COOH基は赤血球膜にC－0－Cの構1

造を形づくり結合していると推定される．これらのこ

とはMPPで評価した赤血球変形能とFT－IR法で評

価したC－0－Cの吸光とがほぼ時期を一致して変動し

ていた事により，DHAの添加はDHAが赤血球膜に

取り込まれ膜流動性を改善した事を示唆するもので

あった．よって，DHAが赤血球膜に結合することによ

り，赤血球変形能は改善したと推論された．

（5）
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結 論

　1）家兎赤血球最大通過圧は高脂肪食負荷にて増

加し，その後DHA含有食摂取にて有意に低下した．

DHA摂取は赤血球変形能を改善する事が示唆され
た．

　2）赤血球膜のFT－IRスペクトルを観測すると，1，

070cm一1のC－0－Cの吸光度はDHA添加により経時

的に増加していた．

　3）DHAは赤血球膜にとりこまれ，膜の流動性を

高めることにより赤血球変形能を改善すると考えら

れた．
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Abstract

　　Docosahexaenoic　acid　（DHA），　an　n－3　polyunsaturated　fatty　acid，　improves　eiTythrocyte　deformability　and　inhibits　platelet

aggregation．　ln　this　study　we　evaluated　the　effects　of　DHA　on　the　erythrocyte　deformability　by　measuring　the　maximum

passage　pressure　using　the　Swank　method．　We　also　determined　the　FT－IR　spectrum　in　order　to　investigate　the　binding

between　the　erythrocyte　membrane　and　DHA．　Rabbits　were　given　feed　containing　O．5Yo　cholesterol　for　20　weeks　from　24

weeks　of　age　and　feed　containing　O．5％　cholesterol　and　500　mg／kg　of　DHA　for　4　weeks　from　44　weeks　of　age．　Before　ingestion

of　the　cholesterol－containing　feed，　the　maximum　passage　pressure　of　erythrocyte　was　166．5　mmHg．　After　ingestion，　the

pressure　increased　to　264．3　mmHg，　but　it　returned　to　170．9　mmHg　after　four　weeks　of　feeding　with　DHA－added　feed．

Changes　in　the　components　of　the　erythrocyte　membranes　were　evaluated　based　on　the　FT－IR　spectrum．　The　absorbance　of

C－O－C　in　the　erythrocyte　membranes　from　rabbits　given　the　DHA－added　feed　increased　nearly　4－fold　compared　to　the

baseline　before　DHA　addition．　This　increase　was　thought　to　be　attributable　to　the　binding　of　the　COOH　group　of　DHA

to　the　erythrocyte　membranes　and　the　resulting　formation　of　a　C－O－C　structure．　Findings　obtained　by　the　FT－IR　method

suggested　that　DHA　improves　the　erythrocyte　deformability　by　binding　to　the　erythrocyte　membranes　and　altering　the　two－

layer　structure　of　the　phosphate　lipids　which　compose　the　erythrocyte　membranes，

〈Key　words＞　FT－IR　microspectrometry，　Erythrocyte　deformability，　Erythrocyte　membrane，　Docosahexaenoic　acid
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