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論文内容の要旨

[目的]

血小板は生理的刺激の受容に引き続き，形態変化，分泌反応，プロスタグランディン合成を行い一次

止血血栓形成の主役をなす。この反応の進行に密接に関与するリン脂質代謝の解析には，主として放射

性同位元素 (R 1 )と薄層クロマトグラフィー (TL C) を用いられてきた。しかしながら各脂質分画

に取り込まれる R 1 の量は一定でなく，その結果は必ずしも真の動態を反映していない。そのため，よ

り正確な測定が必要であった。この研究は， HPLCを用いてヒト血小板リン脂質の簡便かっ迅速な分

析定量を目指したものである。特に phosphatidyl-inositol (P 1 )サイクルの重要なリン脂質の 1 つ

である phosphatidic acid (p A) の分離定量の確立，内部標準物質の選定，さらに HPLC によるヒ

ト血小板リン脂質分析時に出現する unknown peak (P X) の本態を明らかにする目的で以下の実験を

行っ fこ O

[方法ならびに成績]

1. HPLCによるリン脂質の分析定量法

カラムは順層系 L S -320¥& (東洋曹達製， 4.0mm 1 D x 300mm，粒径 5-....8μm) を室温で使用し，流速

1 ml/min，検出波長203mm，検出感度0.063AU/F S の条件で分析を行った。溶媒は P 1 , phospha 

tidylserine (p S) , phosphatidylethanolamine (P E) , phosphatidylcholine (P C) の分析には

acetonitrile/ methanol/85% phosphoric acid (130: 5 : 1.3 v / v )を使用し， PAの分析には

(130: 5 : 0.006 v / v )の溶媒を使用した。分析は30分以内に終了した。

SERDARY社製のリン脂質キットを標準品として標準曲線を作成した。 PA ， PI , PS , PE は
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10ngより， PC は150ngより定量可能であった。また検討の結果，内部標準物質としてfluorescein が

最も適切なものであることを明らかにした。

2. ヒト血小板リン脂質の定量

ヒト洗浄血小板500μl に [chloroform/ methanol / H C 1 / fluorescein (200μg / ml in 

methanol) 100 : 200: 2 : 1 v /v) 2 mlを添加順次chloroform 600μ2 を添加混和後有機層を

乾固したo methylenechloride に溶解後HPLCに注入した。この結果を標準曲線より計算すると，

ヒト血小板10 9

あたり P 1 : 19.9 士 2.7 ， P S : 7 1. 0 士 9.0 ， P E : 38.2 土 5.9 ， P C : 13.8:t20.3 (μg ， 

mean:t S D) であった。しかしながら使用した標準品はヒト血小板由来てないため，若干の誤差が

あるものと考えられる。

血小板に刺激剤を添加し一定時間毎に反応を停止， HPLCにて分析を行った結果では， thrombin 

(0.5U /ml) 刺激により 15秒以内に P 1 の著明な減少との PAの増加が観察され， A23187 (4μM) 

刺激により PI ， PE ， PC は減少したがPAの増加は認めなかった。

このHPLCにおける検出方法は主に不飽和二重結合の203nmにおける吸光よるものでがるが，そ

の変化により少なくともリン脂質の質的変化を把えることは可能である。

3. unknown peak (P X) の解析

ヒト血小板リン脂質の分析中， PC近傍に大きなピークを有する未知物質 (P X) の存在が認めら

れた。 PXを抽出し中性のTL C [chloroform/ methanol/ water (70 : 35: 7 v / v) J で展開

すると 2 -lysoP E に一致する spot を与えた。逆に 2 -lyso P E を HPLC にて分析すると PX に

一致するピークを与えた。次に，ヒト血小板より Bligh&Dyer (中性)抽出を行い，前述の TLC に

て展開分離後，各 spot をHPLCにて分析を行った。 PEの Rf に相当する spot より抽出した検体

のみPXのピークが出現した。以上の結果から， PX は PE分画中の一成分がHPLC分析中に分離

して出現するピークであり，構造が 2 -lysoP E に似た脂質であると考えられた。このHPLC溶媒

はリン酸を約 1%含有しており， PE分画中に存在する alkenyl基を有する P E plasmalogen (P E 

P) は，この濃度により容易に分解されることを明らかにした。以上の検討より， PXの本態は PE

P のグリセロール骨格の C 1 の alkeny 1 基がHPLC溶媒中のリン酸により分解された 1 -lyso P E 

であると結論された。

ヒト血小板中の PEP含量は PE分画の約50%であり，特にアラキドン酸含量も高いことから， 2 

03nmにおける吸収が強く，高いピークを与えていると考えられた。 また， thrombin (1 U / ml) 

刺激 5 分以内に PXの減少が観察されることから， PEP も他のリン物質と同様，血小板反応に密接

に関与していることが示唆される。

[総括]

1) H P L C によるヒト血小板リン脂質の高感度，迅速定量分析法を確立した。

2 )未知物質のピークがP E plasmalogen のリン酸による分解産物であり，ピーク面積値より従来分

析困難であった P E plamalogen の分析も可能となった。

3 )内部標準物質として fluorsceinが最も適切であることを明らかにし，これを用いることにより， P 

nu 



1 , PS , PE , PC , PA及びP E plasmalogen の分析定量が可能となった。

論文の審査結果の要旨

本研究は，高速液体クロマトグラフィーを血小板リン脂質の動態観察に応用したものである。ラジオ

アイソトープを薄層クロマトグラフィーを組み合わせた従来の方法では，真のリン脂質動態を観察する

ことは困難であったが， HPLCを用いた本法によって初めてリン脂質の絶対量の測定ができるように

なった。とくに， plasmalogen量の解析を可能とした点が高く評価される。
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