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ABSTRACT

Analysis　of　pla亡elet　phospholipids　was　attempted　by　means　of
high　performance　liquid　chromatography　（HPLC）．　　工n　order　to
separate　phosphatidic　acid　（PA）　in　addition　to　phosphatidylinosi一
亡ol　（PI），　phosphatidylserine　（PS），　phosphatidylethanolamine　（PE）

and　phosphatidylcholine　（PC），　the　mobile　phase　of　Chen　and　Kou　（J．

＿，　227，　25－31，　1982）　was　modified．　　For　the　quantitative
analysis，　fluorescein　was　found　to　be　a　suitable　internal　standard．
With　these　inventions，　the　amount　of　phospholipids　could　be　deter－
mined　within　30　min　after　lipid　extraction　and　107　platelets　were

required　for　one　assay．　　Then．，　stilnulus　linked　phospholipids　break－

dom　was　studied　using　HPLC　and　the　results　were　compared　with
those　by　conventiona1　32P－thin　layer　chromatography　（TLC）method．

Similar　results　were　obtained　except　that　the　amount　of　PA　deter一
皿ined　by　TLC　was　much　higher，　probably　due　to　active　phosphoryla－
tion　process．　　These　observations　suggest　that　the　quantitative
analysis　of　phospholipids　could　be　achieved　by　our　Inethod　with
HPLC，　which　is　advantageous　over　conventional　methods　in　rapidity，
no　requirement　of　isotopes　and　determination　of　absolute　amount
of　phospholipids．

工NTRODUCT工ON

　　　　　Blood　platelets　undergo　secretion　of　granular　contents　upon　physiologi－
cal　stimulation　such　as　collagen　or　thrombin．　　And　as　seen　in　other　secretory
cells，　this　secretory　reaction　is　coupled　wi亡h　a　very　rapid　metabolism　of
membrane　phospholipids　in　part　to　supply　arachidonate　for　cellular　synthesis
of　pros亡aglandins　and　thromboxanes．　　These　reactions　have　been　studied　using
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st：imula亡ion．　　Therefore，　it　seelns　rather　dlfficult　to　study　actual　turnover

of　phospholipids　in　sti皿ulated　pla七elets　using　labelled　colnpounds．　As　an
alterna亡ive　method，　measure皿ellt　of　phosphorus　has　been　used　（9，10）　bu亡　亡his

method　is　time　consuming　and　with　inadequate　accuracy．　　Therefore，　we　have
attempted　to　separa亡e　major　phospholipids　of　platelets　by　means　of　HPLC　and
亡o　s亡udy　active　metabolism　of　I）1atelet　phospholipids　upon　sti皿ula亡ion．　　We
have　originally　applied　the　method、　of　Chen　and　Kou　（11）　and　modified　it　to

be　able　to　detect　PA，　an　ilnportant　in亡ermedia亡e　in　P工一cycle　in　addition　to

P工，　PS，　PE，　PC　and　we　ha▽e　also　found　fluorescein　as　a　suitable　internal

standard　to　quantitate　the　alnount　of　phospholipids．

radioisot二〇pes　and　conventional　TLC・　　工n　most　of　reports，　radioisotopes
tagged　with　arachidona亡e　（1－7），　glycero1　（1，2，7，8），　inosito1　（4）　or　ATP

（3－5）　were　incorporated　in　living　cells　by　means　of　incubation．　　These

labelled　compounds　might　be　selectively　incorporated　into　phospholipids
with　ac七ive　turnover　in　resting　state　and　less　alnount　of　isotopes　in七〇　1ess

active　turnover　pool　of　phospholipids，　which　would　play　a　vital　role　upon

MATER工ALS　AND　METHODS

Pre　arations　of　washed　latelet　sus　ension．
1ated　wi亡h　O．38％　trisodium　citrate　vas　obtained
not　received　any　皿edication　in　the　previous
（PRP）　was　then　obtained　by　centrifugation　of

13　1ninutes．　　Though　all　the　preparations　were
siliconized　or　plastic　tubes　to　avoid　亡he　activation
precaution　was　considered　employing　PGI2　for
the　method　of　Moncada　et　a1．　（12）．　　PG12　（5　ng！ln1）

皿ixture　was　centrifuged　at　850　g　for　15　minutes．
from　20　ml　of　PRP　were　resuspended　in　5　ml
mM　NaC1，　6．2　血M　KC1，　2．4τ血M　MgSO㎏，　6．5mM　HEPES，

second　addi亡ion　of　PGI2　（300　ng／ln1）　亡o　亡he　suspension，

1eted　by　centrifugation　at　670　g　for　10　皿inutes．

was　repeated　once　more　and　resuspended　in
The　final　pla亡elet　count　was　adj　usted　to　be

obtained　was　found　to　be　free　of　any　conta皿inants　by
亡ion　and　亡he　viabili亡y　of　cells　was　repeatedly　confirmed　by
ATP　secretion　upon　addition　of　an　agonist
LOG，　U．S．A．）．

　．．．．Fresh　hulnan　blood　anticoagu－

　　　　　　from　healthy　subjects　who　had

　　two　weeks．　　Platelet　rich　plasma
　　　the　citrated　blood　at　120　g　for

　　　　done　at　room　temperature，　using
　　　　　　　　　　of　platelets，　further

　　　cytoprotection　according　亡o
　　　　　　　　was　added　to　PRP　and　the

　　　　　　　Platelet　pelle亡s　derived

　of　a　modified　HEPES　buffer　（142
　　　　　　pH　7．4）．　　Then　after　the

　　　　　　　　　　　　Pla亡elets　vere　pe1－

　　　　　　　The　same　washing　procedure

the　HEPES　buffer　without　PG工2．
　　5×108！m1．　　The　suspension　thus
　　　　　　　　　　　　　　タ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　　amlcroscoplc　examlna－
　　　　　　　　　　　　　　　　　the　presence　of

using　Lumi－aggregometer⑧　（CHRONO一

一＿．．エn・rder　t・1・b・1　in・rg・・ic　32P　t・p1・t・1・t　ph・sph・－
1ipids，　300　μCi　of　32P　（acid　free，　A皿ersham，　JAPAN）was　incubated　at　37°C　for

60皿inutes　with　washed　p工atelet　suspension　under　gentle　shaking，　and　the　salne
washing　procedure　was　repeated　twice　as　described　earlier　to　remove　free　32P

fro皿　the　suspension．　　Salnples　for　HPLC　was　also　incubated　in　the　same　way．

一・・…　　The．　following　Procedure　was　performed　according　to　the
Inodified　method　of　Bligh　and　Dyer　（13）．　．Washed　platelet　suspension　with　or
vithou仁　32P　was　preincuba亡ed　at　37°C　for　2　π1inu七es　in　glass　tubes　and　then

platelets　were　stimulated　under　gentle　shaking　wit二h　bovine　thrombin
U／皿1）　or　calcium　ionophore　A23187　（4　μM）．　　And　at　designated　ti皿es，

reaction　was　terminated　by　adding　2皿10f　cold　extraction　medi㎝of
and　Dyer　［Chloroform　／　methanol　／　10　N　HC1　！　fluorescein　（200　μg／ml

methano1，　added　only　for　the　samples　for　HPLC　analysis）　100：200：2：1

and　the　following　procedures　were　done　at　O°C．　　After　vigorous　mixing
5　seconds，　600　μ1　0f　cold　chloroform　and　600　μ1　0f　2　M　KCI　were　added

succession　under　shaking　for　30　seconds　and　then　the　mixtures　were　kept

（0．5

the
Bligh
in
（v／v）］

　　for

　　in
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still　for　5　minutes．　　After　gentle　mixing　for　5　seconds，　the　Inixtures　were
centrifuged　at　1，700　g　for　10　minutes　to　separate　the　aqueous　and　organic
phase．　　工n　order　to　analyze　by　TLC，　1　ml　each　of　solution　was　taken　from
organic　phase，　and　for　HPI．C　analysis，　0．5　皿1　each　was　taken．　　Then　the

solution　was　dried　under　N2　flush　and　sealed　off　from　the　air　and　the
samples　were　kept　frozen　at　－20°C　until　assays．

TLC．．．．．Separation　of　platelet　phospholipids　was　perforlned　by　single－
dimensioII　TI、C　according　to　the皿ethod　of　Jolles　et　a1　（14）．　　TLC　plates

（LK6D，　Whatlnan，　U．S．A．）　were　impregnated　with　1％　potassium　oxalate　and　j　ust

prior　to　application　of　salnples，　they　were　activated　60　minutes　at　110°C．
The　samples　were　redissolved　with　35　μ1　0f　chloroform　／　methano1　（9：1　（v／v））

under　gen亡le　shaking　for　15　seconds．　　Twenty　lnicroliter　of　aliquots　was
applied　on　the　plate．　　Then，　chromatography　was　performed　at　room　temperature
using　the　solvent　system　［chloroform　／　acetone　／　methanol　／　glacial　acetic
acid　／　water　（40：15：13：12：8　（v／v））］．　　The　lipids　separated　were　visualized
with　iodine　vapor　and　the　plate　was　autoradiographed　on　SAKURA　3H－fi1皿

（Konishiroku，　JAPAN）．　　Each　spot　was　identified　by　comigrated　authentic
salnples　and　亡he　spots　were　scraped　off　and　the　radioactivity　was　皿easured

in　a　liquid　scintilation　counter．

HPLC．．．．．工he　equipments　used　colnprised　the　following　units：　solvent　delivery
system　B工P一工⑧，　inj　ector　VL－614⑧，　variable　wavelength　UV　detector　UV工DEC－100－

V⑪from　JASCO，　JAPAN，　integrating　recorder　CRIA－CHROMATOPA（◎from　Shilnadzu，
JAPAN．　　The　stainless－steel　columns　prepacked　with　silica，　LS－32（ゆ，　pore

size　5－8　μ皿，　were　purchased　fro皿TOYO－SODA，　JAPAN．　　For　column　elution，

different　solvent　mixtures　of　acetonitrile，　methano1，　and　85％　phosphoric
acid　were　used．　　The　solvent　was　delivered　to　the　column　at　a　flow－rate
of　l　ml／min　at　a　pressure　of　approxi皿ately　50　kg！cm2　at　room　temperature．

Absorption　determination　was　done　at　203　nm　and　absorbance　range　was　O．064．
The　samples，　platelet　lipid　extracts　and　authentic　phospholipids，　were
dissolved　in　10　μ1　0f　methylenechloride．　　After　mixing　vigorously　for
15　seconds，　an　aliquot　（3　μ1）　was　applied　to　HPLC．

Miscellaneous．．．．．The　following　authentic　phospholipids　were　purchased
from　SERDARY，　CANADA；　PA　fro皿　egg，　P工，　PE　and　PC　from　pig　liver，　PS　from

beef　brain．　All　the　chemicals　for　HPLC　were　of　highest　grade　available　and
obtained　frotn　NAKARA工，　JAPAN．　　PG工2　was　kindly　donat二ed　by　ONO，　JAPAN．　　Bovine

thrombin　was　also　donated　by　MOCH工DA，　JAPAN．　　And　A23187　was　purchased　from
CALB工OCHEM，　U．S．A．．

RESULTS

　　　　　Employing　the　HPLC　instruments　mentioned　above，　it　was　possible　to　sepa－

rate　P工，　PS，　PE　and　PC　of　human　platelets，　although　PI　was　eluted　very　close
to　the　solvent　front　（SF）．　　工n　order　to　study　the　active　metabolism　of　mem－

brane　phospholipids，　sepaで包tion　of　additional　phospholipids　and皿etabolites
were　desired，　such　as　PA　and　diacylglycero1　（DG）．　With　repeated　preliminary
experiments，　it　was　found　possible　to　separate　and　identify　PA　by　reducing
the　amount　of　phosphoric　acid　in　the　original　solvent　system．　With　this
modification，　P工was　also　clearly　separated　fro皿　SF．　　However，　it　was　unable
to　identify　DG　with　七hese　solvent　systems．　　工dentification　of　respec亡ive
peaks　of　phospholipids　was　carried　out　by　comparison　of　retention　time　with
that　of　authentic　lipids．　　Then，　phospholipids　frotn　resting　platelets　and
from　thro皿bin　stimulated　platelets　（0．5　U！m1）were　separated　and　compared
using　these　two　different　solvent　systems．　A　typical　pattern　was　shown
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in　F工G．　1．　　One皿inute　after　the　sti皿ulation，　the　amount　of　respective　phos－

pholipids　was　apparently　decreased　and　ヒhe　conco皿itant　for皿ation　of　PA　was
detected．

F工G．1

o－

lo－

20－

30一

min

一

　
一

5　
　

　

　
°
m

　

　

　

　

m

コ

b

HPLC　pattern　of　lipid　extracts　froln
resting　and　stimulated　platelets．
Lipids　were　extracted　as　described
in　MATER工AI、S　＆　METHODS　frotn　2．5×108

resting　platelets　and　from亡he　same
number　of　platelets　stimulated　by
O．5　U！ml　thrombin　for　l　min　at　37°C．

Each　extract　was　dissolved　in　10　μ1
0f　methylenechloride．　　After　mixing
for　15　sec，　an　aliquot　（3　μ1）　was

applied　to　HPLC．　　Chrolnatographic
conditions；　flow　rate－1　1n1／min，　UV

detection　at　203　nm，　absorbance　range
O．064，mobile　phase－acetonitrile　！
methano1　／　85％　phosphoric　acid
（F工G．　1－a　130：5：1．3　（v！v）；　F工G．　1－b

130：5：0．006　（v／v））；　SF－solvent　front，

工＆－internal　standard，　X－un㎞own　peak；

一一一一一　resting，　　　　　　stimulated

Calibration　curves．．．．．工n　order　to　quantify　the　alnount　of　phospholipids

separated　by　HPLC，　several　calibration　curves　were　obtained，　using　authentic
samples　of　known　amount　駆i亡h　or　without　extraction　procedUres．　　With　the
modified　solvent　syste皿，　calibration　curves　for　P工　and　PA　were　obtained　as
shown　in　F工G．　2－a，　b．　　Without　extraction　procedure　（F工G．　2－a），　as　low　as

10　ng　of　lipids　were　found　to　be　determined，　while　microgra皿order　of　lipids
were　required　for　the　assay　with　extraction　procedure　（F工G．　2－b）．　　Calibra－

tion　curves　for　PI，　PS，　PE　and　PC　were　also　ob亡ained　in　the　same　way　using
the　original　solvent　system　（11）　（F工G．　2－c，　d，　e）．　　Without　extraction　（F工G．

2－c，　d），　it　was　found　亡hat　as　lov　as　10　ng　of　P1，　PS　or　PE　can　be　quan亡ified

whereas　a　minimum　amount　of　150　ng　was　required　for　quantita亡ion　of　PC．　With

lipid　extraction　procedure，　Inicrogram　order　of　phospholipids　were　required
for　quantitation　by　HPLC・　　The　final　a皿ount　of　authentic　phospholipid　into
sample　was　about　10％　（P工：　12．51±0．01％，　PS：　10．84±0．01％，　PE：　12．39±0．01％，

PC：　7．90±0．01％，　PA：　14．06±0．02％；mean±S．D．，　n＝4）　due　to　dilution　and　lipid
　　　　　　　　

コ

extractlon．

工nternal　standard．．．．．Since　a　considerable　amount　of　phospholipids　of
original　salnple　was　lost　due　to　extraction　procedure　and　dilution，　a　suitable
internal　standard　substance　vas　searched　for．　　A皿10ng　several　candidates，　it
was　found　亡hat　fluorescein　may　be　used　as　an　ideal　internal　standard　because
it　possesses　sharp　spectrum　a亡　203　nm，　dissolves　easily　in　organic　compounds
and　does　not　overlap　with　other　peaks．
　　　　　Then，　analysis　of　phospholipids　of　resting　Platelets　was　co皿pared　with
or　without　the　internal　standard．　　The　results　from　2．5×108　cells　were　listed

in　TABLE　l　and　the　values　with　internal　standard　were　apparently　with　less
devia亡ion．
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Calibration　curves　for　authentic　PA　（o），　P1　（●），　PS．（▲），　PE　（■）　and　PC　（×）．

Extraction　was　performed　in　sa皿ples　of　F工G．　2－b，　e，　as　described　in　MATER工ALS

＆METHODS，　while　sa皿ples　dissolved　in　methylenech1ぴride　were　directly　applied
on　HPLC，　F工G．　2－a，　c，　d．　　Chromatographic　conditions　were　same　as　in　FIG．　1

except　that　internal　standard　was　omitted．　　L　C．一寸ntegrated　count

TABLE　1．　　Values　of　integrated　counts　of　respective　peaks　of　phospholipids
derived　from　2．5×108　resting　human　platelets　with　or　without　internal

standard．

工．C．★ 1．C．★with 工．S．★★

P工 57，712 ± 8，146 57，638± 888

PS 135，523 ± 17，285 135，556± 3，546

PE 211，576 ± 31，625 211，244± 5，199

PC 296，859 ± 45，017 296，319± 7，797

1．S． 49，588 ± 6，353 （49，588）

★1．C．

渋工．S．
integrated　count
internal　standard

（X　±　S．D．，　n＝3）
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Constituent　　hos　holi　ids　of　human
Inethod，　the　composition　of　phospholipids　per
the　results　in　Fig．　2　and　TABLE　l　as　follows；
μg，PE：　38．2±5．9　μg　and　PC：　138．1±20．2μg　（mean±S．D．

results　on　similar　studies　by　different　methods
determination　and　gas　liquid　chromatography　were
together　with　the　present　results　expressed　both
工．C．　percentage．　　Although　there　were　slight

results　expressed　in　weight　percentage　and　values
were　very　si皿ilar　when　the　present　results　expressed
co皿pared　with　the　reported　results．

1atelets．．．．．With　the　present　HPLC
　　　　　　　　　109　cells　was　calculated　using

　　　　　　　　　P工：　19．9±2．7　μg，　PS：　71．0±9．0

　　　　　　　　　　　　　　　，　n＝3）．　　The　comparative

　　　　　　　　　　　such　as　TLC　with　phosphorus

　　　　　　　　　　　　su㎜arized　in　TA肌E　2

　　　　　　　　　　　　in　weight　percentage　and　in

　　　　　　　　differences　between　the　present
　　　　　　　　　　　　　reported　by　others，　values

　　　　　　　　　　　　　　　　in　工．C．　percentage　were

TABLE　2．　　Constituent　phospholipids　of　human　platelets．

METHOD UNIT PI PS PE PC Ref．

HPLC 工．C．％

　　　★18．2

19．4 30．2 42．3 This　work
　
　
★
2
　
　
　
　
　
％
W
t 7．4 26．6 14．3 51．7 This　work

　　　★3GLC

mo　1％ 7．6 13．8 29．0 49．6 （15）

TLC
★
4
　
　
　
m
o
l
％
P

5．0 13．3 35．2 46．5 （9）

TLC Pmo1％ 3．9 11．1 33．5 51．6 （16）

★1．

★2．

★3．

★4．

P工　十　PS　十　PE　十　PC　＝　100％

Wt　％－weight　percentage
GI．C　－　gas　liquid　chromatography
P　－　phosphorus

Time　de　endent　chan　es　in　hos　holi　ids　of　stimulated　latelets．
pendent　changes　in　phospholipids　was　analyzed　by　using　thro皿bin
A23187　（4　］」M）　as　a　stimulant，　since　each　agent　activa亡es　platelets　well

in　the　absence　of　plasma　proteins．　　When　washed　platelets　were
O．5　U／ml　thrombin，　as　shown　in　F工G．　3－a，　rapid　decrease　in　the　amount

was　observed．　　On　the　other　hand，　with　4　μM　A23187　stilnulation
a　considerable　amount　of　P工，　PE　and　PC　was　decreased　in　the　similar

　．．．．Time　de－

　（0．5　U／皿1）　or

　　　　　　　　even

stimulated　by
　　　　　　ofP工

（F工G．　3－b），

　　　　　rate．

Stimulus　linked　h　drol　sis　of　P工　and　formation　of　PA　were　anal　sed　b　　both
HPLC　and　　p－TLC．．．．．工n　addition，　secretion　of　ATP　was　monitored　in　Lumi－
aggregometer⑧in　parallel　with　lipid　analysis．　　As　in　F工G．　4－a，　throtnbin

stimulated　hydrolysis　of　P］二was　observed　by　both　methods．　　The　gradual
formation　of　PA　was　de七ected　by　HPLC，　while　very　rapid　for皿ation　of　32P－PA

was　observed　by　TLC．　　Thrombin　sti㎜1ated　secretion　of　ATP　was　very　rapid
and　reached　plateau　within　15　secollds．　　When　similar　study　was　performed
with　A23187　as　a　stimulant，　which　evoked　slow　and　gradual　ATP　secretion　as
in　FIG．　4－b，　slight　decrease　in　P工without　any　formation　of　PA　was　observed
by　HPLC，　although　32P－TLC　analysis　revealed　sharp　decrease　in　the　a皿ount　of
P工　and　considerable　formatiQn　of　32P－PA．
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FIG．3

Time　dependent　changes　in　phospho－
1ipids　of　human　platelets．　stilnulated
by　O．5　U／ml七hrombin　（a）　or　by　4　UM

A23187　（b）．　　Extraction　of　lipids

and　HPLC　were　performed　as　in　the
text．　　The　results　were　expressed
as　percentage　o　f　the　amoullt　in

resting　Platele亡s．
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F工G．4

Analysis　of　hydrolysis　of　P工　and　for皿ation　of　PA　in　O．5　U／ml　thrombin　（a）

or　4　μM　A23187　（b）　stimulated　platelets．　Analysis　was　performed　by　HPI．C
（c－－o）　and　by　TI．C　（●ら一一●）　with　32P－incorporated　platelets　ATP　secretion

was　monitored　simultaneously　by　Lumi－aggregometer⑧．

D工SCUSSION

　　　　　Wi亡h　recent　advances　in　cell　biology，　the　significance　of　phospholipid
metabolis皿has　been　entertained，　which　are　the　Inajor　constituents　of　cellular
membranes．　　However，　it　has　been　rather　difficult　to　quantify　species　of
phospholipids　by　conventional　methods．　　Since　the　recent　improvement　on　HPLC
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syste皿s，　several　attelnp亡s　were　made　to　apply　HPLC　in　the　analysis　of　phospho一
ユipids．　　The　earlier　studies　using　silica　gel　coluπ1ns　（17－20）　or　ion　exchange

columns　（21－24）Were　not　satisfactory　to　obtain　rapid　and　reproducible　reso－
1ution　of　phospholipids　because　water　rich　mobile　phases　were　used　which
interfered　the　separation　of　P工　and　PS．　　工n　1982，　Chen　and　Kou　（11）　reported

successful　separation　of　major　phospholipids　employing　a　novel　solvent　systeln
which　was　essentially　devoid　of　water　and　use　phosphoric　acid　as　ion　suppres－
sion．　　工n　the　present　study，　we　have　modified　their　solvent　system　in　order
亡o　separate　PII　and　PA　sharply，　which　are　亡he　Inajor　components　of　PI　cycle．

Wi亡h　the　modified　solvent　systetn，　it　became　possible　to　analyze　P工　cycle

to　some　extent，　亡hough　further　modifications　are　necessary　to　identify
and　quantify　DG　and　polyphosphoinositides．
　　　　　Since　the　value　in　UV　（190－210　nm）　detection　of　HPLC　is　influenced　most－

1y　by　double　bonds，　and　slightly　by　carbony1，　carboxyl　residue　and　phosphate
（17，18），　quantitation　should　be　performed　by　comparing　integrated　count　of
known　amount　of　authentic　phospholipids　（17，20，21，24）．　　Although　the　con－

stituent　phospholipids　per　certain　n㎜ber　of　platelets　was　calculated　for
亡he　firs亡　titロe　as　in　RESULTS　using　standard　curves　obtained　with　authentic
substance，　the　values　might　not　reflect　the　actual　composition　because　it
was　impossible　to　obtain　calibration　curves　using　authentic　samples　of　plate－
1et　origin．　　Especially　the　curve　of　PE　was　apparently　deviated　from　those　of
other　phospholipids，　which　could　explain　the　difference　in　the　amount　of　PE
assayed　by　different　methods．　　Nissen　and　Kreysel　（20）　in　their　HPLC　analysis

obtained　a11nost　identical　standard　curves　for　PE　from　authen亡ic　subst二ances　of
different　species，　and　Briand　（24）　reported　also　iden亡ical　curves　for　four

major　phospholipids　by　his　HPI．C　analysis．　　The　reason　for　these　discrepancies
should　be　elucida亡ed　to　es亡ablish　quantitative　HPI．C　analysis　of　phospholipids
from　biological　specimens　by　performing　phosphorus　deterlnination　of　respec－
tive　peak　in　HPLC．　　工n　our　present　method，　however，　it　was　i皿possible　to

do　so　because　our皿obile　phase　is　composed　of　phosphoric　acid．
　　　　　A　solid　internal　standard　such　as　fluorescein　in　the　present　study　is

absolutely　required　for　quantitative　analysis．　With　our　IIlethods，　as　low　as
10　ng　of　authentic　phospholipid　was　required　for　the　analysis　of　PA，　PI，　PS，
and　PE　bu亡　abou亡　150　ng　vas　necessary　for　the　de亡ermination　of　PC　砲ich　has

longer　retention　time．　　When　biological　materials　such　as　platelets　were
used　as　samples，　10　times　lnore　anlount　was　necessary　because　90％　of　phos－

pholipids　were　lost　due　to　dilution　and　lipid　extraction．　　Therefore　at
least　107　platelets　per　assay　is　required　for　the　quantitative　analysis

of　phospholipids　in　our　HPLC　systeln．

　　　　　The　phospholipids　breakdom　in　thrombin　stimulated　platelets　studied
by　the且PLC　system　was　very　similar　with　those　by　TLC　in　several　literature
（2－5，8）．　　The　si皿ular　study　by　HPLC　with　A23187　stimulated　platelets　also
confirmed　亡he　reported　da亡a　using　TLC　（3－5）．

　　　　　Several　differences　were　observed　in　the　amount　of　P工　and　PA　by　the

simultaneous　study　of　stimulated　platelet　both　by　HPLC　and　TLC．　　The　alnount
of　PA　in　thrombin　stimulated　platelets　was孤uch　higher　than　that　by　TI．C
analysis，　which　was　probably　due　to　active　incorporation　of　32P－ATP　into　PA．

And　the　amount　of　PA　formed　in　HPI．C　was　much　less　than　that　of　P工hydrolysed，

which　could　be　due　to　different　UV　absorption　at　203　nm　or　to　consumption
in　DG　lipase　（7，25）　or　phospholipase　A2　（3－6）　mediated　pathway．　　In　A23187

stimulated　platelets，　the　difference　in　the　value　of　PA　was　also　noticed，
mos亡　1ikely　due　to　de　novo　ac亡ive　phosphorylation　of　PA．　　These　observations
suggest　that　HPLC　is　superior　to　TLC　in　the　quantitative　analysis　of　phospho－
1ipid皿etabolis皿．　　且owever，　further　improvements　are　required　to　separate
addi亡ional　lipid　such　as　DG　and　polyphosphoinositides　for　full　application
of　HPLC　in　亡he　study　on　cellular　phospholipid　metabolism．　　　　　　　　　　　　噛
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ABSTRACT
With　our　proposed　method　to　ana！yze　p］．atelet　phospholipids，　utiliz－
ing　a　normal　phase　high　perforlnance　liquid　chromatography　（HPI．C），

it　was　able　七〇　quantify　the　amount　of　niajor　platelet　phospholipids
（Throlnb．　Res．　36，　335－344，　1984）．　　A　prominen亡　peak　of　unknown

nature　（PX）　was　identified　close　to　the　peak　of　phosphatidylcholine
in　亡he　HPLC　analysis　of　platelet　phospholipids，　and　the　attempts
were　made　to　elucidate　the　na亡ure　of　PX．　　By　applying　several

addi亡ional　authentic　phospholipids　and　those　treat二ed　by　acids　on
both　the　HPLC　and　thin　layer　chroma亡ography，　it二was　concluded　that
the　major　component　of　PX　is　1－lyso　phosphatidylethanolamine　plas－
malogen　（PEP），　artificia！ly　degraded　from　PEP　by　the　acidic　HPLC
solvent二systeln．　　No　further　degradation　of　1－1yso　PEP　was　observed
and　the　absorbance　of　possibly　co－migrated　2－lyso　PE　in　activated
plaヒelets　was　negligible　because　it　was　devoid　of　C－2　double　bonds
sensitive　to　the　absorbance　used　ir1　亡he　assay．　　Therefore，　the　re－

1ative　amount　of　PEP　may　be　detected　based　on　the　number　of　double
bonds　in　platelet　PEP．　　The　amount　of　PEP　thus　measured　was　signifi－

cantly　decreased　in　thrombin－stimulated　platelets，　suggesting　a
possible　participation　of　PEP　in　stimulus－linked　platelet　reac亡ion．

工NTRODUCTION

　　　　　We　have　devised　a　simple　and　rapid　method　亡o　quantify　platelet　phospho一
ユーipids　by　a　norlnal　phase　high　performance　liquid　chromatography　（HPLC）　without
use　of　radioisotopes　（1）．　　During　the　study，　a　prominent　peak　of　unknown
nature　（PX）　was　identified，　which　was　eluted　just　after　the　peak　of　phospha－
tidylcholine　（PC）．　　It　was　not　possible，　however，　to　elucidate　亡he　nature　of
PX，　as　none　of　authent二ic　phospholipids　test二ed　yielded　亡he　corresponding　peak
to　PX　（1）．　　Therefore，　亡he　attempts　were　made　to　charac亡erize　the　nature　of

PX　and　the　resul仁s　were　presented　herein．

Key　words： Human　plate！et，　phospholipid，　plasmalogen，　TLC，　HPLC
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MATER工ALS　AND　METHODS

Pre　aration　and　stimulat二ion　of　hu皿an　latelet　sus
blood　anticoagulated　with　O．38％　trisodium　citra亡e　was　obtained
sUbjects．　　Preparation　of　washed　platelets　was　performed　as
viously，　using　PG工2　ξor　pla仁elet　cytopro亡ection　（1）．　　Washed　human　platelets
（4×108／m1）　were　finally　suspended　in　HEPES　buffer　（142　mM　NaC1，　6．2　mM　KC1，

2．4血MMgSO叫，　6．5πiM　HEPES，　pH　7．4）．　For　activation，　they　were　incubated

with　l　U／ml　仁hrombin　or　saline　（corltro1）　under　s七irring　for　designated　times．

Lipids　were　仁hen　ex亡racted　as　described　below．

ension．。．．．Fresh　human
　　　　　　　　　　　　from　heal七hy

　　　　　　　　　described　pre一

＿．．．．．All　lipid　extraction　procedures　were　performed　accord－
ing　to　the　slightly　Inodified　method　（1）　of　Bligh　＆　Dyer　（2）．　　The　extraction

mix七ure　was　composed　of　sample　（0．5　m1），　［chloroform／methano1／fluorescein
（100：200：1）］　（2．O　m1），　chloroforln　（0．6m1）　and　distilled　water　（0．6m1）．

HPI．C．．．．．Analysis　of　phospholipids　by　HPI．C　was　performed　as　described

previously　（1）．　　Briefly，　chromatography　was　run　on　a　JASCO　Model　liquid
chromatograph，　consisting　of　DG－3310⑱degasser，　VL－614⑧inj　ector，　BIP－1⑧
solvent　delivery　system　and　UV工DEC－100－V⑧variable　wave　length　UV　detector
（JASCO，　JAPAN）　and　supplemented　by　a　CR－1A　CHROMATO　PAC⑧integrating　recorder

（Shimazu，　JAPAN）．　The　colu㎜used　was　LS－320　packed　with　silica，0．4×30　cm，
5－8　耳mparticle　size　（Toyo－Soda，　JAPAN）．　　Before　analysis，　the　column　vas

conditioned　as　follows；　the　column　was　eluted　by　20　ml　each　ofπ1ethano1，
me亡hano1／water　（1：1）　and　mixture　of　acetonitrile－methano1－85％phosphoric　acid
（130：3：1．3v／v）at　a　flow　rate。f　O．5　m1／min．　The　colu㎜condition　was　set　up

more　than　ten　hours　before　running．　　The　eluate　used　was　a　mixture　of　acetoni－
trile－me亡hano1－85％phosphoric　acid　（130：3：1．3）．　　The　solvent　was　delivered　to
the　column　at　a　flow　rate　of　1．5m1／min　at　room　temperature．　Monitoring　of
column　effluent　was　done　at　203　nln　and　absorbance　range　was　O．064．　　The　sam－

ples　were　dissolved　in　25　μ1　0f　methylene－chloride．　　After　mixing　vigorously
for　15　sec，　an　aliquot　〈3　U1）　was　applied　to　HPLC．

TI。C．．．．．Separation　of　platelet　phospholipids　was　performed　by　single　dimension
TLC．　　TLC　plates　（LK6D，　Whatman，　USA）were　used．　　Chromatography　was　peτformed
at　room　亡emperature　using　the　solvent　system　［chloroform／lnethano1／water
（70：35：7）］．　The　lipids　separated　were　visualized　with　iodine　vapor．

Miscellaneous．．．．．The　following　authentic　phospholipids　were　purchased　from
Serdary，　CANADA；　phosphatidylethanolamine　（PE），　PC，　1yso－phosphatidyletha－
nolamine　（LPE）　and　lyso－phosphatidylcholine　（LPC）　from　pig　liver，　phospha－
tidylethanolamine　plasmalogen　（PEP）　from　beef　brain，　phosphatidylcholine
plasmalogen　（PCP）　from　beef　heart．　　All　the　chemicals　for　HPLC　and　TLC　were

of　highest　grade　available　and　obtained　from　Nakarai，　JAPAN．　　PGI2　was　kindly
donated　by　Ono，　JAPAN．　　Bovine　thrombin　was　also　donated　by　Mochida，　JAPAN．

RESULTS

　　　　　On　the　HPLC　analysis　of　platelet　phospholipids，　a　distinct　peak

was　always　eluted　with　retention　time　of　approximately　37　min　right
the　peak　of　PC　as　shown　in　F工G．　1．　　As　a　fixed　amount　of　fluorescein

μg／m1）was　always　premixed　wi亡h　samples
decrease　in　the　amoun亡　of　PX　as　well　as

was　observed　in　platele亡s　stimulated　by
　　　　　工n　亡he　previous　study，　none　of　the

any　peak　corresponding　to　that　of　PX．　　Taking

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　PX

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　after

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（200－800

as　an　internal　standard，　an　apparent
phosphat二idylinosito1　（P工），　PE　and　PC
l　U／ml　thro血bin　for　5　min　（F工G．　1－b）．

aut二hentic　phospholipids　test二ed　formed
　　　　　　this　fac亡　into　account，　a
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FIG．　1

A　typical　HPLC　pattern　of　lipid　extracts　from　human　platelets．　　Lipid
extrac亡ion　and　且PI。C　applica亡ion　were　described　in　MATER工AI．S　＆METHODS．

a）　contro1；b）　51nin　after　l　U／皿l　thrombin　stimulation：chromatographic
conditions；　flow　rate－1．5　ml／min，　UV　detection－203　nm，　absorbance　range－

0．064，mobile　phaseiacetonitrile／methano1／85％phosphoric　acid　（130：3：1．3
v／v）．　　SF－solvent　front，　P工一phosphatidylinositol，　PS－phosphatidylserine，

PEデphosphatidylethanolamine，　工告internal　standard，　PC・－phosphatidylcholine．

CHOLINE　PHOSPHOI」同D

PCP

PC

LPC

PC　PX

ETHANOLAMINE　PHOSPHOLIPID

PEP

PE

LPE

1 ‘

PE PX

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FIG．2

HPLC　patterns　of　different　classes　of　choline－　and　ethanolamine－phos－
pholipids．　　The　amount　of　phospholipids　applied　to　HPLC　was　as　follows．
PCP，　LPC　and　LPE－10　μg，　PEP75　μg，　PC－2　μg，　PE－1　μg．　　See　MATERIAI．S　＆

METHODS　fOr　details　of　chroma仁ographic　conditions．
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possibility　was　raised　that　PX皿ight　represent　different　types　of　we11－known
phospholipids　such　as　alkyl－　or　alkeny1－type，　if　retention　times　are　different
between　these　phospholipids．　At　the　same　time，　ano亡her　possibility　was
brought　up　that　PX　may　contain　degraded　phospholipids，　as　our　HPI．C　eluate
contains　weak　acid．
　　　　　Thereby，　additional　authentic　samples．including　alkenyl　type　and　lyso
phospholipids　were　analyzed　on　the　HPLC．　　As　shown　in　F工G．　2，　it　was　found
that　alkerlyl　type　choline－　or　ethanolamine－phospholipids　（PC　or　PE　plasmalogen
（PCP　or　PEP））　contains　two　peaks，　one　of　which　is　exactly　corresponding　to　the
peak　of　PX．　　Also，　1yso－PE　（LPE）　was　found　to　yield　a　small　peak　corresponding

to　that　of　PX，　while　no　peak　of　lyso－PC　（LPC）was　appeared　wi亡hin　40　min　after

the　apPlication．　　Then，　in　order　to　study　possible　degradation　of　various
phospholipids　by　phosphoric　acid　present　in　our　HPLC　eluat二e，　various　authentic
phospholipids　were　incubated　with　the　HPLC　eluate　for　201nin　at　room　tempera－
ture　and　after　neutralization　with　diluted　NaOH　in　me亡hanolic　solution，　the
products　were　analyzed　on　TLC．　　As　shown　in　F工G．　3，　亡he　product　of　PEP　yielded

an　additional　spot　of　the　saIne　Rf　value　as　PX　and　LPE．　　Untreated　PCP　con－

tained　the　same　peak，　which　was　not　altered　by　the　treatment．　　Furthermore，
these　alkenyl　type　of　phospholipids　were　trea亡ed　by　strong　acid　（3N　HCI　in
methanol）　for　20　min　and　the　produc七s　were　analyzed　by　HPLC．　　As　in　F工G．　4，

by　such　treatment，　both　peaks　of　PEP　were　slightly　lowered　and　only　PX　peak
of　PCP　was　disappeared，　suggesting　that　PX　may　contain　I、PEP　and　PCP．

NO　TREA㎜ENT
EXTRACT　FROM　HPLC

EFFLUENT　OF　PX

FRONT◆

PX　ZONE．

OR陥胴◆
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罵
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　　　　陀触「℃脚
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　　旺tPC 　P
X
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0　0

ミ鍛識Q惹、．：：、．．、．．：．．：L

0

　　　　陀陀P｝℃PCP

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FIG．3

1nstability　of　alkenyl　type　of　authentic　phospholipids　to　weak　acid　such
as　phosphoric　acid　in　the　HPI．C　elua亡e　was　shown　by　TI．C．　　The　solvent　used
was　a　mixture　of　chloroform／lnethanol！water　（70：35：7　v／v）．　　The　lipids

separated　were　visualized　with　iodine　vapor．　　Four　samples　on　the　right
side　were　pretreated　with　HPLC　eluate　containing　Phosphoric　acid　for　20
min．　　See　MATERIALS　＆　METHODS　for　details　of　chromatographic　conditions．
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CONTROL
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FIG．4

1ns亡ability　of　alkenyl　type　of　authentic　phospholipids　to　strong　acid　（3N
HCI　in　methanolic　solution）．　　After　alkenyl　phospholipids　were　treated　by
HCI　for　20　min　at　25°C，　products　were　neutralized　with　NaOH・　　Lipids　were

extract二ed　and　analyzed　by　HPLC　as　described　in　MATER工ALS　＆　METHODS．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FIG．5

HPLC　analysis　of　platelet　phospholipids　frac亡ionated　on　TLC・　　Platelet
extracts　and　authentic　samples　（PCP　or　PEP）　were　separated　on　TI．C．
Those　spots　corresponding　to　PE，　PC　or　PX　were　scraped　off，　extracted
in　chloroform／methano1　（8：2），　and　dried　under　N2　flush．　　An　aliquot　was

applied　to　且PLC．　　Details　of　chromatographic　conditions　were　described
in　MATERIALS　＆　METHODS．　　1．Pっhospholipid　extracted　from　intact　platelets．
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　　　　　Then　we　proceeded　to　study　亡he　con亡en亡　of　these　alkenyl　type　of　phospho－

1ipid　in　human　platelets．　　Platelet　phospholipid　extracts　were　separated　on
TLC　with　neutral　solvents　along　with　PEP　and　PCP　and　then　lipids　ex亡racted
from　these　zones　corresponding　to　PE，　PC　and　PX　were　analyzed　on　HPLC．　　As
in　F工G．　5，　PE　fraction　from　TI．C　yielded　two　peaks　on　HPLC　corresponding　to

t二hat　of　PE　and　PX，　respectively・　　Neither　PC　or　PX　fraction　formed　any　peak

on　HPLC　corresponding　to　PX．　　These　results　indicated　that　ma］or　consti亡uent
of　PX　is　LPEP　in　human　platelets．
　　　　　Since　we　found　亡hat　t二he　amount　of　PEP　in　human　platelets　皿ay　be　quanti－

fied　as　the　amount　of　PX　by　the　HPLC，　the　time　dependent　changes　in　亡he　amount
ρf　PEP　as　well　as　P工，　PS，　PE　and　PC　were　determined　in　platelets　stimulated　by
l　U／！nl　thrombin．　　As　shown　in　F工G．　6，　the　amounヒ　of　PX　was　decreased　within　5

1nin　as　P工，　PE　and　PC　（st二atistically　significant；　P＜0．05　in　Studentls　t　test），

§uggesting　the　possible　participation　of　PEP　in　stimulus－1inked　metabolis皿of
phospholipids．
（LC．）

×10’4

　　　5

4

3

2

OO 5 15 25（min）

F工G．6

Changes　in　phospholipids　of
throlnbin－stimulated　platelets．
Washed　human　pla亡elets　（5×108／ml

in　calci㎜free　HEPES　buffer）
were　stimulated　by　l　U／ml　throm－

bin．　　Lipid　extraction　and　HPLC
analysis　were　done　as　described
in　MATER工ALS　＆　METHODS．　　1．C．　＝

integrated　count二．　　Values　shown
are　means　±　S、D．　from　three
　　　　　　　ロ
experlmen亡s・

D工SCUSS工ON

　　　　　In　亡he　foregoing　Paper，　it　was　not　able　to　elucidate　the　nature　of　PX
just　by　running　Inaj　or　authentic　phospholipids　on　the　same　HPLC　（1），　though

it　was　suspect二ed　亡ha亡　PX　is　a　class　of　phospholipid　and　is　not　a　natural

metabolite　as　it　was　extracted　by　lipid　extraction　and　was　rich　in　resting
Platelets．　　工n　our　presen亡　s亡udy，　i仁　was　found　that　authent二ic　LPE　yields　sma！l

bu亡　exactly　the　same　peak　as　that　of　PX　on　the　HPLC．　　As　detection　of　peaks
in　our　HP工．C　is　based　on　the　absorbance　a亡　203　nm，　arising　mainly　from　double

bonds　of　unsa亡ura亡ed　fat亡y　acids　linked　to　C－2　position　of　glycerol　structure
in　phospholipids　（3，4），　lyso－phospholipids　lacking　unsa亡urated　fa亡ty　acid　in
C－2　position　should　yield　much　smaller　peak．　　Furthermore，　there　should　not　be
a　considerable　amount　of　lyso～phospholipids　in　resting　Platelets　（5）．　　Taking

these　facts　together　into　account，　it　was　further　speculated　that　PX　may　be
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1－1yso　PE　formed　during　the　HPLC，　which　is　rich　in　double　bonds．　　The　eluate
in　our　HPLC　con亡ains　phosphoric　acid　（1％），　which　could　degrade　cer亡ain　species

of　phospholipids．　　Among　them，　the　plasmalogens，　alkenyl　type　of　phospholip－
ids，　have　been　known　to　be　labile　upon　acid　treatment　（6）．　　And　as　demonstrat－

ed　in　the　present　study，　both　authenヒic　PEP　and　PCP　yielded　two　peaks，　respec－
tively，　one　of　which　was　most　likely　due　to　contamination　as　it　was　hardly
possible　亡o　separate　alkeny1－　or　alky1一亡ype　of　sin91e　class　of　phospholipid　by
conventiona1　皿ethods　（7－9）．　　Actually，　as　shown　in　the　present　study，　not　PCP

but　PEP　was　degraded　by　phosphoric　acid　present　in　the　HPI．C　elua亡e．　　And　in

the　separation　of　platelet　phospholipids　the　degradation　is　likely　to　be　proc－
essed　i㎜ediately　after　the　inj　ection　of　sample，　as　the　peak　of　PX　was　always・、

clearly　separated　without　interfearing　other　peaks．　　The　additional　fact　that
both　authentic　PEP　and　PCP　were　degraded　by　3N　HCl　in皿ethanol　may　be　explain－
ed　by　a　possible　con亡a孤ination　in　commercially　available　authentic　plasmalo－．
gens　of　cyclic　acetal　phospholipids，　which　are　resistant　to　weak　acid　（10）．
　　　　　Natarajan　et　a1．　（11）　reported　that　PEP　represents　45．3　mo1　％　of　etha－

no！amine　phospholipids　and　PCP　does　only　1．4　mol　％　of　choline　phospholipids
in　human　platelets．　　工t　was　also　reported　by　Mueller　et　a1．　（12）　that　PEP

and　PCP　represen亡　60．4　and　8．8　mo1　％　of　ethanolanline　and　choline　phospholip－

ids，　respectively．　　Therefore，　we　concluded　that　the　predominant　component　of
PX　is　1－1yso　PEP　formed　by　the　action　of　phosphoric　acid　during　the　HPLC　and
that　the　total　area　of　the　peak　is　propor亡ional　to　the　amount　of　PEP　in　plate－
1ets，　as　co－eluted　2－1yso　PE　（LPE）　possibly　formed　in　activated　platelets　may

be　negligible　because　of　the　lack　of　C－2　double　bonds　sensitive　to　absorbance
at　203　nm　（3，4）．　　In　the　foregoing　paper　（1），　we　reported　the　phospholipid

constituents　of　human　platelets　analyzed　by　the　HPLC，　where　the　amoun亡　of　PE
was　smaller　than　that　reported　by　other　investigators　（5，11－13）．　　This　Inight

be　well　explained　by　the　fact　亡hat　we　were　separating　PEP　from　PE，　While
others　were　not．　　工t　was　not　possible，　however，　to　quantify　the　absolute

content　of　PEP　in　platelets，　unless　the　pure　authentic　PEP　is　available．
　　　　　The　plasmalogen　was　firs亡　discovered　by　Feulgen　and　Voit　in　1924　（14）

and　it　was　roughly　quantified　in　human　platelets　in　1960　（15）．　　Until　present，

亡he　plasmalogens　have　been　measured　by　the　following　method；　　i）　assay　of　fat－
ty　aldehydes　（16，17）　or　phosphate　ester　（18）　of　HgC12　0r　acid　treated　samples．
ii）　assay　of　iodination　to　alkenyl　ether　bond　（19，20）．　　iii）　TLC　（21－23），　GI、C

（24）　or　HPLC　（25）　assay　on　enzyme　treated，　acetyla亡ed，　HCl－gas　treated　or

vitride　treated　samples．　　Comparing　our　method　with　above　listed　procedures，
it　might　be　concluded　that　our　method　is　advantageous　over　them，　especially負
in　simplicity　and　rapidity．　Using　the　HPI．C　assay　method，　we　have　also　demoh－

strated　that　the　amount　of　PEP　is　decreased　upon　stilnulation　of　platelets　by
throロ1bin，　sugges亡ing　Possible　participation　of　PEP　in　stimulus　linked　interて
mediary　reaction　of　platelets，　details　of　which　have　yet　to　be　elucidated，
though　Rittenhouse　suggested　亡he　active　me亡abolism　of　PEP　in　hu！nan　platelets
（26）．
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ABSTRACT

The　interrelationship　between　ATP－secretion，　protein　phosphoryla－
ti。n。。d　i。tra。ell。1。。　C。2＋。。。centrati。n（［C。2＋］i）wa合st。di。d

in　both　32P　and　quin　2　10aded　human　platelets　stimulated　by　throm－

bin　or　thromboxane　A2　analogue　（STA2）．　　工n　plate！ets　s亡imula七ed　by

thrombin，　the　degree　of　47，000　dalton　polypept二ides　（P47）　phospho－

rylation　was　observed　in　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　completely　dose－related皿anner，　regardless
of　the　amount　of　［Ca2＋］i．　　工n　the　salne　condition，　the　degree　of

myosill　light　chain　（P20）　phosphorylation，　however，　was　well　cor－
related　with　ATP　secretion　and　［Ca2十］i，　when　platelets　were　stimu－

1ated　by　lower　dose　of　thro皿bin．　　The　silnilar　resul亡s　were　obtained

in　platelets　stimula亡ed　by　STA2．　　These　findings　suggested　that
P20，　but　not　P47，　phosphorylation　in　activated　platelets　is　medi－
ated　by　a　rise　of　［Ca2＋］i　and　is　well　correlated　with　the　secretory

reaction．　　工t　was　unlikely　that　P47　phosphorylation　plays　any　role
in　promo亡ing　Platelet　activation．

INTRODUCT工ON

　　　　　Stilnulus　linked　phosphorylation　of　several　polypeptides　in　platelets
has　been　implicated　as　the　important　regulatory　mechanis皿of　the　platelet
reaction　（1）（2）（3），　though　亡he　physiological　significance　of　these　phospho－

rylation　has　not　been　fully　elucidated．　　Among．several　polypeptides　phospho－
rylated　in　stimulated　platelets，　it　has　been　well　known　that　P47　（4）（5）　and
P20　（6）（7）　（identified　as　myosin　light　chain）　are　phosphorylated　by　C－kinase
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　chain　kinase　（MLCK）　（6），　respectively．　　C－kinase　can（8）　and　myosin　ligh亡
be　activated　by　Ca2＋or　diacylglycero1　（DG）　（8）　and　MLCK　by　calmodulin　and
Ca2十　（9）．　　As　the　Ineasuremenヒ　of　intracellular　Ca2十　concentration　（［Ca2十］i）

in　smaller　cells　such　as　platelets　and　lymphocytes　becalne　possible　in　our
hands，　using　ingenious　device　of　quin　2　system　（10），　the　interrelationship

Key　words：　platelets，　inヒracellular　［Ca2＋］，　quin　2，　P20，　P47，　phosphorylation
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between　protein　phosphorylation，　［Ca2十］i　and　secretion　was　studied　in

lated　platelets　to　obtain　some　clues　to　elucidate　physiological　roles
protein　phosphorylation　in　platelet　reaction．

　　　の

st1㎜一
〇f

MATER工ALS　AND　METHODS

Pre　aration　of　washed latelets　（WP）　and　the　stud　of　platelet　reaction．．．．．
Human　WP　in　HEPES　buffered　saline　（145　mM　NaC1，　5τ飽【KC1，　1　mM　MgSO辱，　10　mM

HEPES，　5　mM　glucose，　pH　7．4，　at　37°C）were　prepared　from　fresh　human　blood

anticoagulated　with　O．38％　trisodium　citrate，　as　described　elsewhere　（10）．
The　final　platelet　count　was　adj　usted　to　be　1×108！m1．　　To　simulate　the　con－

dition　in　which　［Ca2十］i　was　measured　using　quin　2　syste皿described　hereafter，

WP　were　incubated　with　2．5　μM　quin　2　AM　for　25　min．　at　37°C　and　unloaded

quin　2　AM　was　removed　by　washing　with　the　same　buffer．　　Then，　quin　2－10aded

platelets　were　stilnulated　in　the　Lumi－aggregolneter⑧in　the　presence　of　varied
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（［C・2＋］・）and・g9・eg・ti・n　and畑一・e。・eti。nextracellular　Ca2十　concentration

were　monitored　simultaneously　as　described　pτeviously　（11）．
　　　　　Adesired　［Ca2十］e　in　suspending　buffer　was　prepared　using　strictly
adjusted　Ca2十一EGTA　buffer，　basically　as　described　previously　（12）．　　As　a

certain　amount　of　［Ca2十］i　had　been　chelated　by　quin　2－10ading　to　platelets
（10）（13），　［Ca2＋］iwas　elevated　to　about　90　nM　by　a　passive　influx　of　Ca2十

upon　addition　of　l　mM　CaCl2　to　the　suspending　medium　and　after　5　min．　［Ca2＋］e
was　then　adjusted　by　adding　a　fixed　amount　of　EGTA　in　order　to　adjust　［Ca2＋］e

strictly．

Determination　of　［Ca2十］i．．．．．WP　were　incubated　with　quin　2　AM　dissolved　in

O．25％　dimethylsulfoxide　in　the　condition　described　above．　　The　intピacellular
concentration　of　quin　2　was　estimated　to　be　1．2　mM　in　our　method　（10）．　　The
final　platelet　count　was　adjusted　to　be　7×107／ml．　　Fluorescence　of　quin　2

was　recorded　at　370C　in　HITACH工　fluorescence　spectrophoto孤eter　（mode1　650－40）

with　excitation　at　336　nm　and　emission　at　500　nm，　as　described　elsewhere
（10）．　　［Ca2十］iwas　calculated　from　fluorescent　signals　as　described　by

Rink　et　a1．　（14）．

32P　（Amersham　Japan，　200　μCi／m1）　for　60　min．

with　2．5　μM　quin　2　AM　for　25　min．　　Then，

were　removed　by　washing．　　Before　stimulation，
incdbated　with　1　血M　CaC12　for　5　min．　and　with
adj　ust　［Ca2十］e．　　工n　preliminary　experiments，

P47　phosphorylation　in　stimulated　platelets　was　studied
phosphorylation　of　both　polypeptides　was　obtained　at　30
for　thro血bin　and　STA2，　respectively．　　After　an　addition
sec．　or　STA2　（thro血boxane　A2　analqgue）　for　15　sec．，the

nated　by　an　addition　of　1．3　vol　of　4％　sodiu皿　dodecyl　sulfate
mercaptoethano1．　　The　mixture　was　heated　at　1000C　for　l
glycero1　（10％　in　final　concentration）　and　bτomphenol　blue

Then　solubilized　proteins　along　with　calibrations　proteins
170，000，　97，400，　55，400，　36，500，　20，100，　Boehlinger　Japan）

polyacrylamide　gel　electrophoresis　according　to　the皿ethod
Then　gels　were　s亡ained　by　O．25％　Coomassie　brilliant　l）lue．

the　gels　were　dried　by　vacuum　and　were　autoradiographed　on
film　for　oveτnight．　　Then，　the　degree　of　phosphorylation　was
tometrically・　　工n　preliminary　experiments，　the　gels　were

pieces　to　determine　the　radioactivity　by　scintillation　countlng
result　was　found　to　be　well　correlated　with　the　densitometric

　　　　　　　　　　　incubated　with　inorganic

　　　　at　370C　alld　at　the　same　t　ime

unincorporated　32P　and　quin　2　AM

　　　　　the　loaded　platelets　were
　　　　　a　fixed　amount　of　EGTA　to

　　　　time　dependency　of　P20　and

and　the　maximal
sec．　alld　15　sec．

of　thrombin　for　30

reaCtiOn　WaS　termi－
　　　　　containing　10％

min．　and　subsequently
　　（1％）　were　added．

　　　（Mr．340，000，

　　　were　apPlied　to
　　　of　Lae㎜li（15）．

　　　After　destaining，
　　　Sakura⑪X－ray

　　　　　皿easured　densi－

　sliced　into　several
　　　　’　　and　the

　　　　　　assay・
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Miscellaneous・・…　　Quin　2　AM　was　obtained　from　Doj　indo　Laboratories
（Kumamoto，　JAPAN）．　　STA2　was　kindly　donated　by　Ono　Pharmaceutical　Company
（Osaka，　JAPAN）．　　Bovine　thro血bin　was　supplied　by　Mochida　Pharmaceutical
Company　（Tokyo，　JAPAN）．　　AIl　other　che皿icals　weτe　of　highest　grade　availal）1e

and　obtained　from　Nakarai　Chemicals　（Kyoto，　JAPAN）．

RESULTS

　　　　　［Ca2十］i皿onitoring　in　platelets　stimulated　by　thrombin　or　STA2　are
shown　in　F工G．　1．　　1n　the　presence　of　l　InM　［Ca2十】e，　a　rapid　increase　in
［C・2＋］it・・ver　1μM　w・・alw・y・・bserv・d，　f・11・w・d　by　g・ad・al　decrea・e　in

fluorescent　intensity　when　platelets　were　challenged　by　O．5　U／皿1　thrombin．
工n　the　same　condition，　sti皿ulation　by　STA2　resulted　in　sharp　but　transient
increase　in　fluorescent　intensity　as　shown　in　F工G．　1．　　This　rapid　change

was　also　confir皿ed　by　the　image　of　fluorescence　by　memoryscope．

〔Ca2＋〕

1mM
2μM
1μM
500nM

200nM

100nM

50nM

0

Ca2＋〕i

1mM
2μM
1μM

500醐

200nM

100nM

50nM

0

監lti：濫謡t；三n；農農：蒜e：le、：3n詰゜；霊゜fC：：1：、1，1：al：1・♀｝：te－

was　also　shown．　　See　MATER工ALS　AND　METHODS　for　details　of　the　procedure．

　　　　　First，　we　investigated　the　interrelationship　of　agonist　concentration，
［C・2＋］iand［C・2＋］・．　Wh・n　quin　21・ad・d　WP　were　ch・11・ng・d　with　th・・mbin　in

th・presence。f　1㎜［Ca2＋］・，　max㎞・1［Ca2＋］i　w・・increased　in　a　d。se　re1。t。d

manner，　reaching　up　to　1　μM　with　a　high　dose　of　thrombin　as　in　F工G．　2．　　On
the　contrary，　in　the　presence　of　20　nM　［Ca2十］e，　maxima1　［Ca2十］i　of　about　250

nM　wa8　0btained　even　with　more　than　O．1　U！ml　thro血bin．　　Obviously，　the　incre－
ment　of　maxi皿a1　［Ca2十］i　in　the　presence　of　these　different　amounts　of　［Ca2十］e
may　be　considered　to　be　Ca2十　influx．
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［Ca2＋］i　of　quin　2　10aded　platelets

stimulated　by　varied　concentrations
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separate　experiments．

　　　　　Using　quin　2　10aded　WP　prepared　by　the　salne　way，　ATP　secretion　and

aggregation　by　varied　concentrations　of　thro血bin　were　studied．　　The　amount
of　ATP　secreted　by　3　min．　sti皿ulation　wi亡h　thrombin　in　the　presence　of　1
血M　［ca2十］e　was　increased　in　a　dose　related　manner　up　to　o．2　u！ml　thrombin

as　shown　in　F工G．　3．　　The　degree　of　aggregation　was　of　similar　pattern　as

ATP－secretion　but　values　were　not　consistent　because　of　relatively　low
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F工G．　3　　ATP－secretion　（●）

and　aggregation　（o）　of　quin　2

10aded　plate：Lets　stimulated　by
varied　amount　of　thrombin　in
the　presence　of　1　血M　［Ca2十］e．

Vertical　bars　represents　±　SD
（n＝3）．
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　　　　　工n　the　similar　condition　as　above，　phosphorylation　of　P20　and　P47　in
thro血bin　sti皿ulated　platelets　was　then　studied．　　As　shown　in　F工G．　4，　the

phosphorylation　of　both　polypeptides　was　increased　in　a　dose　related　manner
up　to　l　U／ml　thro血bin，　though　the　degree　of　phosphorylation　of　P47　was　Inore

than　twofold　of　that　of　P20　by　stimulation　with　thro血1）in　above　O．1　U／Inl．
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　30
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訳
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〉
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＝
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0．02　0．03　　0．05　　　　0．1

　　　　　　　　THROMBIN（U／ml）

0．5

P20

2

F工G．　4　　Phosphorylation　of　P20　（●）　and　P47　（o）　polypeptides　in　quin　2　10aded

Platelets　sti皿111ated　by　varied　a皿ount　of　thro血bin．　　The　degree　of　phospho－

rylation　was　expressed　as　relative　density，　100％　being　the　density　in
non－stimulated　platelets．

　　　　　Th・n，　P・・t・in　ph・・ph・ry1・ti・n，　ATP・ecreti・n・nd【C・2＋］i　in　quin　2

10aded　platelets　stimulated　by　thrombin　（0．03　U　or　O．5　U！m1）　were　studied
in　the　presence　of　varied　concentration　of　［Ca2十］e．　　As　illustrated　in

F工G．　5，when　platelets　were　stimulated　by　O．5　U／ml　thrombin，　the　degree　of

ATP　secretion　and　protein　phosphorylation　was　not　influenced　by　varied　con－
centration　of　［Ca2十］e，　though　maximal　［Ca2十］iwas　increased　in　proportion
to　［Ca2十】e．　　On　the　contrary，　when　they　were　stimulated　by　O．03　U／ml　thro皿一

bin，　ATP　secretion　and　P20　phosphorylation　were　proportionally　increased
as　［Ca2十］i，　while　P47　phosphorylation　was　not　influenced　by　［Ca2十］e　at　a11．
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F工G．　5　Phosphorylation　of　P47
（D）　in　quin　2　10aded　platelets
thrombin　in　the　presence　of　varied　［Ca2十］e．　　工n　（A）　and

densito皿etric　value　in　the　presence　of　l　mM　［Ca2十］e　was

phosphoryla亡ion．　Values　are　expressed　as　mean±　SD　fro皿3
Statistical　analysis　was　performed　by　Studenピs　t　亡est．
★★－P＜0．05）

（A）　and　P20　（B），　ATP－secretion

sヒ土mulated　by　O．03　U／m1

　　　　　　　（C）　and　［Ca2＋］i

（o）　or　O．5　U／m1　（●）

　（B），　the　Inaximal

designated　as　100％
　　　to　5　experi！nents．
　　（＊－Pく0．01，

　　　　　Si皿ilar　experiments　were　conducted　using　an　optimal　concentration　of
STA2　as　an　agonist．　　工n　preliminary　experiments，　the　concentration　of　STA2
for　maximal　ATP－secretion　and　phosphorylation　was　200　nM　（data　not　shown）．
As　shown　in　FIG．　6，　P20　phosphorylation，　ATP　secretion　were　irlcreased　in
proportion　to　the　amount　of　［Ca2十】e，　while　P47　phosphorylation　was　constant
regaてdless　of　varied　［Ca2十］e．
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FIG．　6　　Phosphorylation　of　P47　and　P20　（A），　ATP－secretion　（B）　and　［Ca2＋］i

（C）　in　quin　2　10aded　platelets　stimulated　by　200　nM　STA2　in　the　p℃esence
of　varied　［Ca2十］e．　　Values　are　expressed　as　mean　±　SD　from　3　to　5　experi・・

ments．　　Statistical　analysis　was　performed　as　in　F工G．　5．
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　　　　　F工G．　7　shows　a　typical　autoradiogram　of　SDS－solubilized　polypeptides
of　32P－，　quin　2－10aded　platelets．　　A　marked　phosphorylation　of　P20　and　P47

was　seen　in　platelets　stimulated　by　O．5　U／ml　thrombin．　　When　platele亡s　were
stimulated　by　O．03　U／ml　throlhbin，　the　degree　of　P20　but　no亡　P47　phosphoryla一
仁ion　was　proportional　to　［Ca2＋］e．

P47－一

　　　　　　　　　’磯

　　　　　　　　購

P20→レ　埠

・挿 蔭

㊨一P47

亭さ菖芝＿，、。

　　　　〔Ca2寸〕e

THROMBIN（u／mD

20nM　1μM　lmM　20nM　1μM　lmM　lmM
0．03 0．03　0．03 0．5 0．5 0．5 0

F工G．　7　Atypical　autoradiogra皿of　SDS－solubilized　polypeptides　of　32P　and

quin　2　10aded　platelets　stimulated　by　varied　concentration　of　thrombin　in
the　presence　of　varied　［Ca2十］e．

D工SCUSS工ON

　　　　　As　one　of　the　important　intermediary　reactions　of　platelet　activation，
stimulus－1inked　phosphorylation　of　polypeptides　have　been　extensively　studied
in　recent　years　（16）（17）（18）．　　工t　has　gained　unanimous　agreement　that　P20

phosphorylation　is　leading　to　generation　of　contractile　force　by　actin，　acti－
vated　myosin　ATPase　（6）（7）．　　A　possible　involvement　of　actin－binding　protein

（P260）　phosphorylation　in　cytoskeletal　motility　has　been　proposed　（19），but
it　was　not　possible　to　detect　any　significant　changes　in　P260　phosphorylation
in　our　present　study　（data　not　shown）．　　The　significance　of　P47　phosphoryla－

tion　in　promoting　Platelet　reaction　has　been　controversial　partly　because　the
nature　of　P47　has　not　been　fully　elucidated　yet　（5）．　　The　phosphorylation　of
P20　and　P47　has　been　shown　to　be　mediated　by　Ca2＋　at　least　in　vitro．　　Liヒtle
inf。。m。ti。n。n　the　rel・ti・n・hip　b・tweenヒh・ph・sph・ryl・亡i・n　and［C・2＋］i　in

platelets　is　available，　though　such　relationship　has　been　studied　recently
in　permeabili・ed　p1・t・1・t・（20）（21）．　It　i・p・ssib1・t・adj・・t［C・2＋］i・x－

actly　in　permeabilized　platele亡s　but　i亡　may　be　impossible　to　simulate　a　sharp
rise　in　［Ca2十］i　seen　in　intact　pla亡elets　stimulated　by　physiological　agonists

such　as　thrombin．　　Thereby，　the　present　study　was　conducted　to　elucidate　the
relationship　between　［Ca2十］i，　protein　phosphorylation　and　platelet　reaction，
utilizing　quin　2　syste皿．　　Though　［Ca2＋］i　determination　l）y　quin　2　system　is

fairly　accurate　and　reproducible，　this　may　exert　an　inhibitory　effect　on
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Platelet　reaction　by　chelating　an　excessive　amount　of　intracellular　Ca2十
（10）．　　Thus，　much　attention　was　paid　not　to　load　quin　2　excessively　and

platelet　reaction　and　protein　phosphorylation　were　studied　in　platelets，　to
which　the　same　amount　of　quin　2　was　loaded　as　that　used　for　［Ca2十］i　determi－

nation．　　工n、platelets　stimulated　by　thrombin，　the　degree　of　P47　phosphoryla－
tion　was　observed　in　totally　dose－related　manner，　regardless　of　the　amount　of
［Ca2十］e　or　［Ca2十］i．　　P20　was　also　phosphorylated　in　the　agonist－dose　related

manner　in　the　presence　of　1血M　［Ca2十］e．　　However，　in　platelets　stimulated　by

a　lower　dose　of　thrombin　（0．03　U！m1），　which　is　considered　to　be　more　physio－

10gica1，　the　degree　of　P20　phosphorylation　was　well　correlated　with　ATP－
secretion　and　［Ca2十］i，　while　no　such　correlation　with　P47　phosphorylation

was　observed．　　The　very　similar　results　were　obtailled　ill　platelets　stimulated
by　STA2．　　工hese　findings　suggested　that　P20，　but　not　P47，　phosphorylation　in
activated　platelets　is　mediated　by　a　rise　of　［Ca2十］i　and　is　well　correlated

with　the　secretory　reaction．　　P47　phosphorylation　in　stimulated　platelets　may
not　be　mediated　by　a　rise　in　［Ca2十］i　but　it　seems　to　be　agonist－dose　depend－

ent　phenolnena　such’as　polyphosphoinositides　breakdown　（13）．　　Though　the

degree　of　P47　phosphorylation　is　i皿pressively皿arked　among　polypeptides　of
platelets　phosphorylated　by　activation，　it　is　unlikely　亡hat　P47　phosphoryla－
tion　is　pro皿oting　platelet　activation．　　工n　supporting　to　the　aforementioned
idea，　platelet　activation　without　accompanying　P47　phosphorylation　has　been
reported　（16）（22），　and　other　roles　of　C－kinase　dependent　P47　phosphorylation

have　been　proposed　such　as　negative　feed　back　mechanis皿　in　phosphoinositide
metabolism　（23）（24）　and　in　P20　dependent　expression　of　myosin　ATPase　（17）

and　as　terminating　the　transduction　process　（24）．

REFERENCES

1．　LYONS，　R．M．，　STANFORD，　N．　and　MAJERUS，　P．W．　　Thrombin－induqed　protein

　　phosphorylation　in　hulnan　platelets．　　J．　Clin．　Invest．　56，　924－936，
　　　1975．

2．　LYONS，　R・M・　and　ATHERTON，　R．M．　　Characterization　of　a　platelet　protein

　　　phosphorylated　during　the　thrombin－induced　release　reaction．
　　　」≡エg≦二三≡三）こ，　ユ旦，　544－552，　1979．

3．　HASLAM，　R．J．　and　I．YNHAM，　J．A．　　Rela亡ionship　between　phosphorylation　of

　　　blood　platelet　proteins　and　secretion　of　platelet　granule　constituents：

　　　工．　Effects　of　different　aggregating　agents．　　＿
　　　Commun．　77，　924－936，　1977．

4．　HASLAM，　R．J．，1、YNHAM，　J．A．　and　FOX，　J．E．B．　　Effects　of　collagen，　iono－

　　　phore　A　23187　and　prostaglandin　El　on　the　phosphorylation　of　specific
　　　proteins　in　blood　platelets・　　Bioche皿．　J．　178，　397－406，　1979．

5．　工MAOKA，　T．，　LYNHAM，　J．A．　and　HASLAM，　R．J．　　Purification　and　characteri－

　　　zation　of　the　47，000－dalton　protein　phosphorylated　during　degranulation
　　　of　human　platelets．　J．　BioL　Chem．　258，　11404－11414，　1983．

6．　DAN工EL，　J．L．，HOI．MSEN，

　　myosin　phosphorylatioIl
　　　in　secretion．　　Thromb．

H．　and　ADELSTEIN，　R．S．　　Thrombin　stimulated

in　intact　platelets　and　its　possible　involve皿ent
Haemostas．　38，　984－989，　1977．

7．　DAN工EL，　J．L．，MOI．工SH，　工．R．　and　HOLMSEN，　H．　　Myosin　phosphorylation　in

　　　intact　platelets．　　J．　Bio1．　Chem．　256，　7510－7514，　1981．



Vo1．　41，　No．　6 PHOSPHORYLATION　IN　PLATEI＿ETS 769

8．　KAWAHARA，　Y．，　TAKA1，　Y．，M工NAKUCH工，　R．，　SANO，　1（．　and　N工SHIZUKA，　Y．

　　　Phospholipid　turnover　as　a　possible　transmembrane　signal　for　protein
　　　phosphorylation　during　human　platelet　activation　by　thro血bin．　　Biochem．

　　　］＿＿≦≧Z，　309－317，　1980．

9．　HATHAWAY，　D．R．　and　ADEL　STE工N，　R．S．

　　　kinase　requires　the　calciu皿　bindin
　　　Proc．　Nat1．　Acad．　Sci．　U．S．A．　76，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

　　Hulnan　platelet　myosin　light　chain
g　protein　calmodulin　for　ac亡ivity．
1653－1657，　1979．

　　　　　　　　　　　　　　　　，　KAMBAYASH工，　J．，　NAKAMURA，　K．，　OHSH工RO，　T．　and　MORL　T．10．HATAYAMA，　K．
　　　　Fluorescent　Ca2十一indicator　quin　2　as　an　intracellular　Ca2十　antagonist

　　　　in　platelet　reaction．　　Thrombosis　Res．　38，　505－512，　1985．

11．　KANASAK工，　T．，　KAMBAYASH工，　J．，　KOSAK工，　G．　and　MOR工，　T．　　Analysis　o　f

　　　　platelet　phospholipids　by　high　performance　liquid　chromatography．
　　　　Thrombosis　Res．36，　335－344，　1984．

12．　KOSAK工，　G．，　TSUJ工NAKA，　T．，　1くAMBAYASH工，　J，，MOR工MOTO，　K．，YAトIAMOTO，

　　　　K．，　YAMAGAM工，　K．，　SOBUE，　K．　and　KAK工UCH1，　S．　　Specific　cleavage　of
　　　　calmodulin－binding　Pro七eins　by　low　Ca2＋－requiring　form　of　Ca2十一activated

　　　　neu七ral　protease　in　human　platelets．　　Biochem．　工nt．　6，　767－775，　1983．

13．　NAKAMURA，　K．，　KAMBAYASH工，　J．，　SUGA，

　　　　Hydrolysis　of　polyphosphoinositides
　　　　Res．　36，　513－525，　1985．

K．，　HAKATA，　H．　and　MOR工，　T．

in　hulnan　p：Latelets．　　Thrombosis

14．　RINK，　T．J．，　SM工TH，　S．W．　and　TS工EN，　R．Y．　　Cytoplaslnic　free　Ca2＋in　human
　　　　pl・t・1・t・・C・2＋th・e・h・1d・and　Ca－i・d・p・nd・nt・・tiv・ti・n　f・r　sh・pe－ch・ng・

　　　　aロd　secretion．　　FEBS　Lett．　148，　21－26，　1982．

15．　LAEMML工，　U．K．　　Cleavage　of　structural　proteins　during　the　asse血bly
　　　　of　the　head　of　bacteriophage　T㎏．　　Nature　227，　680－685，　1970．

16．　DAN工EL，　J．1、．，　｝10L工SH，　工．R．，　RIGMA工DEN，　M．　and　STEWART，　G．　　Evidence

　　　　for　a　role　of　myosin　phosphorylation　in　the　initiation　of　the　platelet
　　　　shape　change　response．　　J．　Bio1．　Chem．　259，　9826－9831，　1984．

17．　1NAGAKI，　M．，KAWAMOTO，　S．　and　H工DAKA，　H．　　Serotonin　s　ecretion　from　human
　　　　P1・t・1・t・m・y　b・m・difi・d　by　Ca2＋－a・tivat・d，　ph。・ph・1ipid－d・p・nd・nt　my・－

　　　　sin　phosphorylation．　　J．　Bio1．　Chem．　259，　14321－14323，　1984．

18．　NUNEZ，　D．　and　LEVY－TOLEDANO，　S．　　Further　characterization　of　human

　　　　Platele亡　activat二ion　in　the　absence　of　aggregation：　　Phosphorylations

　　　　of　specific　proteins　and　relationship　with　platelet　secretion．
　　　　Thro血b．　Haemostas．51，　198－203，　1984．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

19．　CARROLL，　R．　C．　and　GERRARD，　J．M．

　　　　binding　protein　during　I）latelet
　Phosphorylation　of　platelet　actin－
activatior1．　　Blood　59，　466－471，　1982．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

20．　KN工GHT，　D．E．，　NIGGLI，　V．　and　SCRUTTON，

　　　　of　protein　kinase　C皿odulate　secretory
　　　　human　platelets　induced　by　Ca2十．　　Eur．

　　　　1984．

M．C．　　Thrombin　and　act：iva亡ors

responses　of　permeabilized
J．　Biochem．　143，　437－446，

2L　HASLAM，　R．J．　and　DAV工DSON，　M．M．L．　　Potentiation　by　thrombin　of　the

　　　　secretion　of　serotonin　from　per皿eabilized　platelets　equilibrated　with



770 PHOSPHORYLATION　IN　PLATELETS Vo1．　41，　No．　6

Ca2十buffers：　　Relationship　to　protein　phosphorylation　and　diacy191ycerol
formation．　Biochem．　J．222，　351－361，　1984．

22． R工TTENHOUSE，　S．E．　and　HORNE，　W．　C．　　10n◎mycin　can　elevate　intraplatelet
Ca2＋and　a・tiv・t・ph・・ph・1ip・・e　A　with・ut　activating　Ph・sph・1ipa・e　C．

＿＿　123，　393－397，　1984．
23． HALENDA，　S．P．　and　FE工NSTE工N，｝4．B．　　Phorbol　myristate　acetate　stimulaヒes

formation　of　phosphatidyl　inosito1　4－phosphate　and　phosphatidyl　inosito1
4，5－bisphosphate　in　human　platelets．
507－513，　1984．

24．　WATSON，　S．P．　and　LAPET工NA，　E・G．　　1，2－Diacylglycerol　and　phorbor　ester

　　　　inhibit　agonist－induced　formation　of　inositol　phosphates　in　human　plate－
　　　　1ets：　　Possible　implications　for　negative　feedback　regulation　of　inositol
　　　　phospholipid　hydrolysis．　Proc．　Nat1．　Acad．　Sci．　U．S．A．旦≧，　2623－2626，
　　　　1985．

25．　MAC工NTYRE，　D．E．，　MCN工COL，　A．　and　DRUMMOND，　A．H．　　Tumor－promoting　phorbol
　　　　esters　inhibit　agoni8t－induced　phosphatidate　formation　and　Ca2十　flux　in

　　　　human　platelets．　　FEBS　Lett．　180，　160－164，　1985．



い

　　　　妊娠期発症した先天性総胆管嚢腫

一自験3例と本邦集計28例についての考察一

辻仲　利政

平井　健清

　　　兵庫県立西宮病院外科

川崎　富夫　　別府　真琴

村井　紳浩　　谷口　積三

疋田　邦彦

　　　　　　　CONGENITAL　CHOLEI）OCHAL　CYST　IN　PREGNANCY

－ETIOLOGIC　CONSIDERATION　OF　OUR　3　CASES　ANI）ANAI．YSIS　OF　28　CASES

　　　　　　　　IN　JAPANESE　IJTERATURES　OF　PAST　10　YEARS一

To8hima8a題UJmA鳳，　To㎡o　I醐ASAKI，　Makoto　BEPPU，　Kunihiko　HlmA

　　　　　Tロgukiyo　mRAI，　Nobuhiro　MURAI　and　Sekizo　TANIGUCHI

　　　　　　　　Department　of　Surgery，　Nishinomiya　Prefectural　Hospital

日本消化器外科学会雑誌　第14巻　第12号　別刷



日消外会誌　14（12）　1708～1712，1981年

妊娠期発症した先天性総胆管嚢腫

一自験3例と本邦集計28例についての考察一
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To8hima8a　TSUJINAKA，　Tonlio　KAWASAKI，　Makoto　BEPPU，　Kunihiko　HIKITA

　　　　　Tugukiyo　HIRAI，　Nobuhiro　MURAI　and　Sekizo　TANIGUCHI
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索引用語：先天性総胆管嚢腫（拡張症），胆消’酸，胆道内圧

　　　　　　　　　　緒　　言

　妊娠期発症する先天性総胆管嚢腫（以後CC．C．と略

す）が存在することは，良く知られている．妊娠合併

率をAlonso・Lej　1｝は7％，田所2）らは成人発症例466例

中12例（2．6％）と，それぞれ報告している．妊娠期発

症の成因について，妊娠子宮の圧迫，分娩後の内臓下

垂に伴う総胆管の屈曲1）によると想定されてきたが，

それを実証した報告はみられない．今回われわれは，

妊娠期発症C．C．C．3例を報告しうち1例に対し，分娩

前後における嚢腫内圧，胆汁酸組成，胆汁粘度，およ

び胆汁排出量を比較測定し，妊娠期発症の成因につい

て考察を行なった．また自験3例を含む過去10年間の

本邦妊娠期発症28例を集計し，文献的考察をおこなっ

た．

　　　　　　　　　　症　　例

　症例1　24歳女性，第2子妊娠10ヵ月にて右上腹部

痛，嘔吐出現し入院した．眼球結膜の黄染，腹部膨隆，

右上腹部圧痛を認めたが，腫瘤を触知しなかった．第

6病日黄疸増強のため帝王切開術施行し，術中上腹部

に腫瘤触知した．第8病日全身状態の悪化，高熱のた

め化膿性胆汁管炎の合併を疑い，外胆汁痩術を施行し

C．C．C．と診断した．第74病日嚢腫十二指腸吻合術を

行った（図1）．

　症例2　24歳女性　初回妊娠9ヵ月に右上腹部痛，

ロ区吐出現し，妊娠10ヵ月に黄疸増強のため入院した．

眼球結膜の黄染，腹部膨隆，右上腹部圧痛を認めたが，

腫瘤を触知しなかった．第13病日黄疸遷延のため帝王

切開術施行し，術中C．C．C．と診断し外胆汁痩を造設し

た．第40病日嚢腫切除Roux・en・Y肝管空腸吻合術を

行った（図2）．

　症例3　26歳女性　初回妊娠6ヵ月にて嘔吐出現

し，7ヵ月に至り右悸肋部痛出現のため入院した．小

学生の頃から，自家中毒症状を繰り返していた．眼球

結膜の黄染を認めなかったが，上腹部圧痛および腫瘤

を触知した．第3病日起音波検査にてC．C．C．と診断

し，第6病日外胆汁痩造設した．第83病日満期自然分

娩し，第110病日嚢腫切除Roux・en・Y肝管空腸吻合術

をおこなった（図3）．

　症例1，2，3，ともAlonso・Lej　I型C℃℃．であ

り，症例2，3には膵胆管合流異常を伴っていた．

　嚢腫内圧

　症例3に対し分娩前後における嚢腫内圧を測定した

（図4）．5m1／5secの割合で生食を注入する定流潅流法

を用いた．嚢腫内容を可及的に吸引し測定を開始した

ため，必然的に基礎圧は0となっている．分娩前後で

の内圧曲線は類似した変化を示しながら上昇し，各変
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化点はそれぞれ十二指腸への排出開始，持続排出の時

期と一致し，分娩前後での差はみられない．その後の

直線的上昇は，注入量と十二指腸への排出量との差が

一定し嚢腫の受動的な拡張のもたらされる時期を表わ

している．この直続部での4V／P（コソプライアンス）

を比較すると，分娩前3，分娩後2．2ml／cmH20と分娩

前のコンプライアンスが高く，嚢腫壁の伸展性が高

まっている．総注入量は分娩前315，分娩後195mlであ

り，その時の最高内圧は分娩前後ともほぼ30cmH20

と近似している．200sec．後の残圧は分娩前4，分娩後

3cmH20と差を認めない．圧変化を比較する限りで
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は，妊娠子宮の影響は認められない．

　胆汁酸組成

　遠藤3）らの方法に従い分娩前後の胆汁酸測定を行っ

た．分娩前169mg／dl，　C㏄13％，　CA87％，分娩後

114mg／dl，　CDC24％，CA64％，その他12％と分娩前後

とも2次胆汁酸欠乏および腸肝循環のブロックを示す

ものの，外胆汁痩造設時の胆汁酸パターンと同様のも

ので有意差を認めず，また異常胆汁酸も検出されな

かった．

　胆汁粘度

　妊娠時に胆汁粘度に変化をきたし嚢腫発症の一因に

なるかも知れないと考え，分娩前後の胆汁粘度を測定

した（図5）．

　対照として総胆管結石術後，Tチューブを留置した

4例を用いた．化膿性胆管炎を合併していた対照4を

除き，分娩前後および対照1，2，3，に有意差を認
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めなかった．

　胆汁排出量

　症例3について，外胆汁痩造設後から根治手術まで

の期間の1日平均胆汁排出量を測定した（図6）．妊娠

月数とともに，外胆汁痩からの胆汁排出量は増加し，

分娩後も持続した．対照として総胆管切開術後の10例

を用いたが，10例の胆汁排出量と比較し有意に（p＜

0．005），妊娠期および分娩後の胆汁排出量は増加して

いた．

　本邦妊娠期発症先天性総胆管嚢腫集計

　過去10年間本邦妊娠期発症したCC．C．28例を集計

した（表1）．集計例よりその詳細を検討すると（表2），

腹痛（79％），黄疸（75％）の発現率が高く，異常分娩

様式（帝切28％，早産24％）をとるものが多い．結石

合併率は約20％であり，成人報告例2）4）の割合と同率で

ある．分娩前診断率は17％と低く，それゆえ手術時期

も分娩後手術例が19例と多く，うち12例が内痩術式を

うけている．症状発現時期と分娩経過との関係を比較

すると（表3），妊娠7ヵ月以降に症状発現のピークが

みられ，殆んどの例が異常分娩様式をとっている．分

娩後にも黄疸増強例，腫瘤触知例が増加し，症状発現

図5　分娩前後における胆汁の粘度変化

粘　度　　頁

先天性縄田管畜劇分続靭 1．00　0．98　0．990

の　　　（分続衡 0．97　0，93　0，950

対照1 0．99　0．94　0．965

対照2 0．91　0．90　0．905

対照3 0．鮪　0．94　0．940

対熊4偲管炎例｝ 1．44　1．37　1．405 ρ・0．05

酒定方法

慣　　■）

　粘度計：εLD型粘度計（頁京計括）

　　　　　　ローター準径：2．4C■

　　　　　　ローター円樋角；1°論’

　　　　　　スプリング：フルスケール・トルク674dy情．◎頂

　恒温循頂装書：クールニクスCTE310型（ヤマト科学）

（澗定条働

　　賦料量；1．2～1る5㎡

　　測定温度：菊．5℃±0．5℃

　　せん顧遼度：製閲5㏄一‘‘100’ρ．m｝

　サンプルカップ注入後放■時間17分

　粘度値：測定醐鎗2分後の他（的1分で一定の値を示す｝
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圭塁塵状発現聖

　図6　胆汁排出量の変化
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分娩後　　66％　　　“2／18例）

　　　　壷分桧後症状出填例を除く

手術方法

分娩碕廟＿一＿ 例　量 外章婿 内　冑　綱
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分貴繭
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（CCD　　1）
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分姪債 ，9 　　　12
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のもう1つのピークがある．

　　　　　　　　　　考

　1．妊娠期発症の成因

察

CCO・Chゆb6㊨6－“omγ
CCJ．Chob改応ho戸脚かt㎝y

G　；G“t口“㎝，

HJ．ぷtκo戸晒‘tひ7

CD・C…σc－“㎝，

　従来妊娠子宮の増大による物理的圧迫が，総胆管末

端部の通過障害を増加させ胆道内圧の上昇をもたら

し，発症に至ると考えられてきた．今回われわれは，

妊娠期発症の成因を検討するため，分娩前後における

嚢腫内圧，胆汁酸組成，胆汁粘度，および外胆汁痩よ

りの胆汁排出量を比較測定した．その結果分娩前後の

嚢腫内圧には変化が認められず，また胆汁酸組成，胆

汁粘度にも変化を認めなかったが，分娩前に嚢腫壁の

伸展性が高まっていた．一方外胆汁痩よりの胆汁排出

量は，妊娠月数とともに増加しており，妊娠期に胆汁

分泌が増加すると考えられた．従って今回の測定結果

からは，妊娠期発症の成因が妊娠子宮の物理的圧迫に

よるもののみとは考えられず，妊娠期に嚢腫壁の伸展
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表3　症例発現時期と分娩経過
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性が高まり，また胆汁分泌が増加することも成因の1

つであると考えられた．胆汁分泌が増加し，総胆管末

端部狭窄部位の通過障害を増強させた時，胆道内圧の

著しい上昇を伴わなくとも容易に嚢腫壁が伸展拡張

し，症状発現に至るのではないかと，推測された．わ

れわれの集計例中，3例（10％）の巨大嚢腫の合併を

みるため，妊娠期に嚢腫がより拡張しやすいと考えら

れた．

　2．妊娠時診断と治療

　妊娠期C．C．C．の診断には，　DIC，　ERCP，　PTC，シン

チグラムなどの補助診断法を用い得ないため，分娩前

診断率は低い．また腫瘤を触知される例が少なく特異

症状に乏しいため，妊娠悪阻，妊娠時膵炎，妊娠時肝

炎，および妊娠期胆石との鑑別診断が，必要である．

妊娠時膵炎の合併率は，Walker　O．007％6），　Wilkinson

O．034％6｝と低く，Berk7，は妊娠期膵炎のうち胆石症を

基礎疾患として有する例が，53．1％と高率であり，妊

娠後期および産褥期に好発すると述べている．Haem・

merli8｝によれば，妊娠時黄疸の合併率も0．067％と低

く，ウイルス肝炎によるものが最も多いと述ぺている．

妊娠期に膵炎および黄疸の出現する頻度は非常に少な

いが，鑑別診断時に常にC℃．C．を念頭におく必要があ

る．



58（1712） 妊娠期発症した先天性総胆管嚢腫 日消外会誌　14巻　12号

　妊娠期診断には，超音波検査が最も有効である．

Russe15，は妊娠期C．cC．2例に，超音波検査を行いそ

の有効性を示唆し，胆石症および肝内胆汁うっ滞症と

の鑑別が必要であると述べている．松永9，らは超音波

診断上，腫大した胆嚢，肝嚢腫，右腎嚢腫，水腎症，

膵嚢胞との鑑別を要すると述べ，その鑑別点を記載し

ているが，多くは臨床症状からその鑑別は困難ではな

い．

　CCC．の根治術式は，嚢腫切除胆道再建術1°川）であ

ると考えられている．妊娠期発症例についても，可能

なかぎり根治術式を選択すべきであるが，内癬術式が

多く用いられてきた．分娩後症状増悪し初めて診断さ

れ，外科治療をほどこされている例が多いため，手術

侵襲の比較的少ない内痩術式が適応されてきたためだ

と考えられる．全身状態の改善を得てのち，根治手術

を施行するため，われわれは外胆汁痩造設後根治手術

を行う2期手術方式を選択してきた．自験例では，外

胆汁痩の造設および長期間の外胆汁痩の存在は，妊娠

分娩経過に対しても，根治手術時においても何らの悪

影響をおよぼすことはなかった．この2期手術方式は，

妊娠期発症したC℃C、の治療方式として推奨される．

　なお本論文の要旨は第42回日本臨床外科医学会総会（昭

和55年11月）において，発表した．
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