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序論

近年 ､ 食生活の質的 争 垂的変化に伴い ､ 脳卒中､ 動脈梗他 ､ 糖尿病な ど ､ いわ

ゆる血栓性疾患に 関連深 い疾患が成人病の罷鹿率の上位を占めるよう に な
′
つ て き

1 )

た ｡ 本研究で 抜 この血栓牲疾患の発症および進展に重要な役割を演じる と考え

られる 血小板に注目し ､ その アラキドン醸代謝に的を絞っ て研究を進めて きた o

通常 , 血流申の血小板は凝集する こ となく流れ ており血栓形成は起こらない ｡

その ために垂栗な役割を担っ て いると考えられ て い るの が ､ 血小板および血管壁

で 藤生される
"

プ ロ スタ ノ イ ド
' '

と呼ばれる
一

連の生理活性物質で ある ｡ プ ロ

スタ ノイ ドは多価不飽和脂肪髄q)
一

種で あるアラキ ドン敢( A ra c b id o n i c a ci d ,

A A , C 2¢:4 , a)
- 6) から産生される こ とが知られ て いる o すなわ ち ､ 血小板で は

トロ ン ボキサ ンA 2 ( T h r o m b o x a n e A 2 , TXA 2) が産生され ､
一

方血管壁か らはプ ロ

ス タサイクリ ン( P GI 2 ) が産生され る o T XA 2 は強力な血小板凝集 ､ 血管収縮作

用 を有する
2 ) … 〉

の に射 し ､ PGI
之
はそ れと全く反対に血小板凝集抑制 ､ 血管拡張

作用 を有する o
5 )

い ずれ の物質も不安定で ､ T XA 2 は半減期3 0 秒ほ どで PGI 2 は

半減期5 分ほ どで それぞ れ不活性化されT XB 2 ､ 6
- k et oP GF . a となる o 従 っ てTX

A 2 とP GI 2 のバラン ス は ､ 血栓形成にきわ めて 重要と考えられ る o

血小板の血栓形成に際 して は ､ まず内皮細胞の 損傷により コ ラ
ー

ゲ ン に富む内

皮下甑接が露出する と ､ ここ に血小板の粘着がおこる B 粘着反応により活性化

され た血小板か ら ､ アデノシ ン 2 リ ン醸( A DP) ､ T XA 2 ､ セ ロ ト ニ ン等の血小板惹

起物質が放出され る o 種々 の刺激物質により血小板は さら に活性化され , 形荘

を変えながら血管壁損傷瀞に血小板の凝集塊を形成する ｡ さらに血小板から放

出された凝固促進因子 により ､ 凝固系が活性化され て トロ ン ビンが生成され る ｡

この トロ ン ビン に より フ ィ ブリ ノ
ー ゲンが フ ィ プリンとなり ､ 赤血球を取込み

6 )

ながら血栓が形成され る ｡

- ト



血栓形成に至 るまで の過程におい て ､ 血小板で 産生され る甘XA 2 と血管壁 か ら産

生されるPG I 2 のバ ラン ス が重要で ある こ とは既 に記 した が ､ 実際各種の動脈硬化

症や血栓性疾患におい て血祭申T X8 2 の増加､ 6
-

k e t oP GF l a の減少が報告されて い

る o

7 ) 8 )

従 っ て ､ こ れら各種の 疾患におい て血小板T XA 2 産生 の克進が重要な役

割を演じて い る と考えら れ るが ､ この血小板T XA 2 産生の 増加とそれ に 関連 して生

じる 血小板凝集反応の克進は どのように して起こ るの で あろう か ｡ こ れ に は ､

まずTXA 2産生の 過程に つ い て詳しく述べ る必要がある ｡

T XA
2 の前駆体で あるAA は ､ 血小板の膜を構成して いるリ ン脂質申に存在して お

り ､ 血小板が種々の刺激因子 により活性化され るの に伴い ､ 血小板膜に存在する

p h o sp h oJ J
'

p a s e A 2 ､ ならび にp h o sp h o Jjp a s e C が活性化をうけAA が遊離する ｡

遊離したAA はc y cl o o x yg e n a s e(C O) によ っ てP GG 2 を経てP G‖2 に代謝され る o P GH 2

は非常に不安定な物質で ただちにTX sy nth e t a s e によ っ てT XA 2 に変換さ れる o

産生され たTXA 2 は血小板内の カル シウムプ ー

ル ( d e n s e t ub ul a r sy st e m ) からの

2 ＋ 2 ＋

カル シウム (トC a ) 動員を引起こ すが､ このC a 動員 は これ にひ き続く血小板の

9 )

凝集 ､ さらに は放出反応に おいて最 も重要な因子で ある と考えられ て い る ｡

( Fig . 1)

一

方 ､ 遊離したAA はC O 系の みならず ､ 12
- = pd xy g e n a s e (12

-

LO) 系に よ っ て も

1 0 ) l l )

代謝をうけ争 o 1 2 - LO 系で は ､ A A の1 2 位にh yd r o p e r o x y 基の つ い た 12 -

h yd ｢ o p e r o xy ei c o s a t e t r a e n o j c a ci d(12 - H PE TE) が産生され ､ つ いで 安定な代謝産

物12 - hy d r o x y e i c o s at et r a e n oi c a c id (12
-‖ET E) となる o こ の1 2 - LO 系の 中間

代謝産物で ある12 - HP ET E は ､ TX A 2 と は反対に血小板凝集抑制作用がある とい わ れ
1 2 ) 1 3 )

､ 血小板凝集反応の
一

つ の調節因子 と して 働い て いる 可能性がある o

( F J
'

g . 2)

また既述の ご とく ､ 血小板で 産生 されるTXA 2 に対して ､ 血管壁か ら産生 され る

P G I 2 は強力な血小板凝集抑制作用 を有する が ､ その 機序と して は次の よう に考え

1

2 -
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られ てい る o 藤生され たP GI 2 が血小板厳に存在するP GⅠ2 r e C eP tO r に結合する と

､ ad e nyl a t e c yc Ja s e が活性放され cy c = c ad e n o s i n e m o n o ph o sph a t e (c - 舶岬) が

a d e n o s i n e t r J
'

p h o sph at e (A TP) より産生さ れる o この c -A M P は ､ TXA 2 と は反対
2 ＋ 2 ＋ 2 ＋

に血小板内で のC a 動員を抑制し ､ C a をC a 貯蔵プ
ー

ル に押 し戻す作用がある
1 ヰ) 2 十

｡ こ の ためC a を必要とする種々 の血小板内での 反応 ､ 例えば血小板膜か

らのAA 遊離を抑制 し ､ 結果と してTXA 2 産生を低下させ ､ さらに は嘩集､ 放出反応
2 ＋

に必要なC a を低下させ ること により ､ 血小板凝集能が低下する といわ れて い る
1 与)

｡ ちな 捌こ ､ PG I
2
の蔚駆体屯T XA 2 と同じくA A であり ､ CO反応後生成された

P G‖2 から血簡壁に存在するPGI 2 Sy nth e t a s e に よ っ て藤生される ので ある ｡

以上の よう に血栓症疾魔の発症進展に は ､ 血か坂内のA A代謝が重要な役割を示

して いる ｡ この ような観点から ､ T XA 2 産生克進に伴う血小板凝集克進の是正 の

一

手段として ､ 血小板のA A代謝に鮮轡を与えてT XA 2 産生を低下させ る薬物が注目

を浴びるようにな っ てきた o ある種の薬物や食事で 摂取する脂質の種類が ､ 血

小板の みに限らず ヒ 卜血管壁のプ ロ ス タノ イ ド代謝にも大きな影響を与え ､ 血小

板凝集能を抑制 しこ れら の疾患の予防治療上重要な位置を占める可能性があり ､

興味深い と考える o こ れらの薬物は抗血小板秦 と呼ば れ てい るが ､ 抗血Jj＼振薬

の 最たる 屯の はa c e tyJ s aJ i c = i c a c id( a spi ri n) で ある . ( Fig .
3) 古くか ら ､

広く抗炎症薬と して用い られて き

たa sp i rj n は抗血栓作用 も合せ持

つ こ とがわ かり ､ その作用横序と

してPG の 合成阻害 ､ なか で もCO の

s e r j n e 位を アセ チル 化する こ とに

より強力なC O 阻害作用を示す こ と

1 6 )

が明らか となっ た ｡

暑

⑳.e ⑳e M 3

汰 e o ⑳弼
%

F i g .
3 S t r u c t u r e O f a s p l r i n ･
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更 に ､ 非ス テ ロ イ ド性抗炎症薬の多くもC O 阻害剤と して 働き ､ 抗血小板作用屯

1 7 ) 1 8 〉

あわ せもつ こ とが明らか にされて いる o

このよう に ､ 血小板A A 代謝に影響を与え抗血 小板作用 ､ すなわち血か板凝集抑

制作用をあらわ す薬物は 多い o
'

簡単に分類すれぱ ①p h o sp h o Jip a s e ･A 2 反応を

抑制する
1 4 ) 1 5 ) 1 9 )

②c y c l o o x yg e n a s卑反応を抑制する( a sp i r J
･

n
.
j nd o m et h a c i n)

2 0 ) 2 1 )

③l h r o m b o x a n e s y n lh el a s e 反応を抑制する ( i m id a z oJ e , O KY
-

15 81)
2 2 )

2 3 ) 2 ヰ)

と い う こ とになる ｡

本研究で は上述した既存の抗血小板薬以外に も抗血小板作用 を有する 薬物が存

在すると考え､ 全く違っ た観点から種々 の薬物を とりあげ研究してきた o すな

わち ､ 古来より長 い間用 い られ て いる和漢生薬の主成分や ､ 日常の食事摂取に よ

つ て得うれ るよう な成分の なか に ､ ヒ ト血小板アラキドン離代謝に影響をおよぼ

すこ とによ っ て 血小板凝集抑制作用を有し ､ 血栓症疾患の発症 ｡ 進展に対して 予

防的役割を積極的に担う可能性のある もの が存在する ので は ない か ､ a spi ri n に

代わ りうるような有用な薬物がある ので はない か ､ という観点か ら研究を進めて

きた o この ような観点かう､ 本論文で は 3 つ の もの を とりあげた o 1 つ は ､

荏 ( C i n n a m o n u n C a si a BJ u m e) の樹皮( Ci n n a m o mi C o rt e x) の主成分で あるc i n
-

n a m i c
,
a Jd ehyd e ､ 2 つ めはキカ ラス ウリ ( T ri c h o s a nt h e s j ap o n ic a ) の種芋 ( 栢

楼仁) の主成分で あるt ri c h o s a n J
'

c a ci d ､ および3 つ めは魚脳中に多く含まれる

e ic o s a p e nt a e n o i c a c id(E PA) で ある o

桂皮は在校湯 ､ 大青竜湯 ､ 温肺湯 ､ 在校人参蕩等さまざまな漢方処方に用い ら

れ てい る和漢生薬で ある o 循環系に関 して は ､ 末梢血管障害に有効との 報告も

ある o 最近 ､ 桂皮及びその主成分で あるc j n n a mi c a [d ehy d e(C A)( Fig . 4) に血小

2 5 ) 2 6 ) 2 7 )

板凝集抑制作用の ある こ とが明らか にされ た ｡ しか し ､ そ の作用機序

につ い て は全く不明で あ っ た o

括楼仁の主成分t ri c h o s a n i c a c id(T CA) は ､ 炭素数1 8 で 二 重結合を3 ケ有す

- 6 -



る多価不飽和脂肪酸で あ

2 8 )

る o ( F ig , 5)

近年みられ る血栓性疾

患の増加の 一 因に ､ 動物

性脂肪摂取の増加が取り

2 9 )

ざたさ れ てい る ｡

そ の意味で もこの 植物

性不飽和脂肪酸が ､ 今ま

17 15

感産
伊

%
暑

既約 - 醍醐醍醐⑳
F i g .
4

S t r u c t u r e o f c i n n a m i c a l d e h y d e .

( C A )

1 2 10 9

W

F i g .
5 S t r u c t u r e o f t r i c h o s a n i c a c i d .

( T C A )

C O O H

で に報告されて いるい くつ かの 多価不飽和脂肪敢と同様に ､ ヒ 卜血小板凝集抑制

件用 を有L ' 血栓症予防の
一

つ の薬物となりうる 可能性があるかどうか興味深い と

思わ れる ｡

さらに別の 種類の 多価不飽和胎肪醸と して ､ AA と同 じく炭素数2 0 で 払あるが

､ 二 重結合がA A より
一

つ 多いe ic o s ap e n t a e n oi c a cid (EP A , C20 ; 5 , a
-

3) をとり

あげた o EP A は ､ 海産動物とりわ け ､ 魚胎申に多く存在する(Fig .
+6) o TCA

3 0 ) 3 1 ) 3 2 ) 3 3 )

と異なりEP A に関して は抗血小板作用の あるこ とが明らか にされ ､

3 4 ) 3 5 ) 3 6 )

またその作用横序につ い ても ､ いく つ かの仮説がすで に望示され て い

る ｡
3 7 ) 3 8 ) 3 9 ) 4 O )

本論文で は ､ 従来の報告に加え ､ EPA の12
- +O 系代謝産物

に注目し ､ EPA の12
-

LO 系代謝産物の血小板機能におよぼす件用 ､ さらに は実際

- 7 -



EPA 投与した と 卜の血か板において産生される EPA 代謝産物を測定する こ と によ

っ て ､ E PA の12
-

LO 系代謝産物がE PA の抗血小板作用発現に はた す可能性につ い

て検討を加え た ｡

こ れらの薬物の と 卜血小板ÅA 代謝に及ぼ す作用の研究を進めるに あた っ て ､ ま

ず と 卜血小板を用 いて血小板凝集能およびその時産生され る血小板プ ロ ス タ ノイ

ドの代謝産物車高速液体クJj マ トグラフ イ
- を用 いて測定する系を確立 し ､ つ い

で 各薬物の血小板凝集能およびA A 代謝に及ぼ す作用を明らかに し ､ 各轟物の作用

機作につ い て 検討を加えてきた ｡ こ れらの研究が ､ これ からの抗血小板薬にと

っ て 大きな示唆を与え る もの となれ ば幸い で ある o また
一 方で ､ こ れ らの研究

は血小板活性化機構の解明へ の多くの示唆を与え てくれ る もの と期待される ｡

H D .

･

H L

C O O H

F 土g ･ 6 S 亡r u c t u r e o f e 土c o s a p e n t a e n o i c a c i d ｡

( E p A )
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窮頂 車 乗験粛法

この 車で は ､ 本研究を進める にあた っ て の基本的な実験方法につ い て のみ 記述

したこ その他の実験方法に つ い て 紘その 都度記述した o

尚 ､ 本研究に用い た 血小板は ､ すべ て二 週間以上何の薬の 服用の ない 健常人の

空腹時採血に よ っ て得られた血小板を用いた ｡

1 - 1 ヒ ト血小板凝集能測定法

4 1 )

B o r n らの方法 に準じて血小板凝集能の測定を行ない ､ 凝集惹起剤添加によ

る血小板刺激彼の血小板浮遊液の光の透過度の変化か ら血小板凝集率を求めた ｡

本研究で用い た血小板浮遊液は ､ 多血小坂血襲(p l at e[ et ric h pl a s m a ; PEP)

および洗浄血小板液で 凝る Q 次節で 洗静血小板液調製弦につ いて記述するので

､ こ こで はPRP の 調教洗およびP RP を用い た血小板凝集能測定法を中心に記す o

採血 は採血魔の1 /1 0 容の3 . 8 w/ v % クエ ン酸ナトリウム溶液をあらか じめ封入し

た頁空採血管を用い て 行 っ た ｡ 採血後の血液は ､ 紗るやか に転倒混和後ただち

に室温で 1 0 分間の遠心分離操作(15 0 × g ) を行いP RP を得た o つ いで ､ さら

に室温で 1 5 分間の遠心分離 (18 00 × g ) を行い 乏血小板血祭( pl a te ( et p o o r

p l a s m a ; P PP) % * T= o

血小板数は ､ 血小板カ ウンタ
ー ( PC - 60 3A , エJL/ マ 光学株式会社, 東京) を用 い

5

て測定し ､ PR P の血小板数をPPP を用いて 3 ×1 O / 〃l に調整 した o

血小板凝集能は ､ 血小板凝集計(4 c h a n n e l a gg ｢ eg a o n e t e r , N KK H e m a t r a c e r

1 , 二光バ イ オサ イ エ ンス 社, 東京) を用い ､ a gg r eg O m e t e r C u V e t t e 申で血小板

浮遊液( PR P ある い は洗浄血小板浮遊液) を3 7 , 5 ℃ , 1 00 0 r p m で マ グネ ッ トスタ

ー ラ ー で 混和 しつ つ 測定 した o 血小板浮遊液の 光の透過率を 0 % ､ PP P ある い

- 9
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紘洗浄血小板浮遊液に 剛 ､ たb u ff e r の光の 透過率を 1 0 0 % と設定 した o 凝集惹

起剤を加える と ､ 血小板の凝集と共に光の透過度が増してく る o こ の光の 透過

度の変化を記録計に摘記させ , 刺激後の最大凝集率を屯 っ て血小板凝集率と した

( Fig . 1 - 1) o

BI o od s? m plin g. with s odiu m citr at e

i
.

c e ntrif ug atio n 1 5 0 ×g 1 O m舌n

plate一et rich pla s m a

( P R P)

(3 ×1 0 5/ p虚)

0 %

■

○ ● ■

.
･ / I

=
l
l

0

0

0

○

砂

○

r e sid u a W h a s e

c e ntrif ug atio n 1 8 0 0 ×g , 1LO min
■

息
plat elet p o or pla s m a

.(P P P)

1 0 0 %

拍ht t ra n s m is sio n

(L T)

a nt

L T首
Fi g . i - 1 P l a t e l e t

p l a t e l e t

7
‾

叫

tim e

a g g re g a nt

a g g r e g
■

a t 土o n s t u d y
r i c h p l a s m a ( p 氏p ) .

- 1 0 -

o 王



1
-

2 ヒ 卜洗浄血小板浮遊破調製法

■

ヰ2 )

ヒ 卜洗浄血小板浮遊液抜陀ad o m ski らの方法 を
一

部改良し ､ s od i u m p r o s t a -

g l a ndi n I 2( PGI 2
- 舶) を用いたc yt o p r ot e ct io n 詫によ っ て調製した ｡ 今回用い

た調製方法は 我々が新た に確立 した 屯ので ､ 従来法と比較して以下に詳述するよ

う に 多くの 利点がある ｡

2 十

すなわ ち ､ 従来用い られてい た洗浄血小板調製法は ､ C a のキ レ
ー ト剤で 凝る

ヰS )

e th y le n ed i a m i n e t e t r a a c e ti c a cid 2 触(E DT A
-

L
2 舶) を用い た方紘 が主流で お

2 ＋

っ たが ､ その欠点と して調教操作中 に血小板のC a レベル が著しく低下 しており

､ トロ ンビ ンの ような特定の 凝集惹起剤を用い た時のみ凝集反応がみられ ､ 他の

惹起剤た とえば コ ラ ー ゲン による凝集はほ とん どおこらない こ とが明らか にされ

て い る ｡ トロ ンビンに よる血小板凝集反応抜 ､ 血小板内のAA 代謝に対して はか

なり非依存性の反応で あり ､ 強力なC O 阻害剤で あるa sp i ri n によりあまり抑制さ

れない ことが報告さ れて い る o
1 2 )

- 方 ､ コ ラ ー ゲンによる血小板凝集反応は

K a i b u c h i ら により明らかに され た よう に , 血小板のAA 代謝特にT XA 2 産生に依存す

る ところ が大きい と考えられ る ｡
…

従 っ て ､ ある薬物の血小板A A 代謝と血小

板凝集能ヘ の 影響を同時に解析する こ とが可能となる た めに は ､ トロ ンビ ン以外

の凝集惹起剤( 例えばコ ラ
ー

ゲン) で 凝集を惹起するこ とがで き ､ なおかつ 血小

板機能をなる べ く失わず に保持で きるような洗静血小板浮遊液の 調製法の確立が

不可欠で あっ た ｡

1 98 3 年R a d o m s ki ら は ､ E DTA の代わ りに血小板凝集抑制作用を有するPG I 2
- M a を

ヰ2 )

用い る こ と による洗浄血小板浮遊液の調製方法を報告した ｡ PGI
2
は序論で

も記 した よう に ､ 血小板膜に存在するa d e ny la t e c y c l a s e を活性化し ､ 血小板内

2 ＋

のc
- A MP 垂を増加させ る o 増加したc 棚 P は ､ 血小板内で のC a 動員を抑制 し

2 ＋

､ c a をその貯蔵プ
- ル に押し もどすた め ､ 血か板の活性化が起こらない o
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この点を利用 して 洗浄血か振浮遊蔽を調製するわ けで ある ｡ 著者はR
ad o 掛Sk i

らの用い てい るPG I 2
- M a (2 LL g/ ml) 量を用い て洗浄血小板浮遊液を調製 したが ､

確か に血小板浮遊液は調製で きた もの の 10 0L L g/ m は い う高瀬度
コ ラ ー

ゲンを加

え て も全く凝集反応がみられなか っ た ｡ そ こで ､ 採血時ならび に遠心分離操作

直前に加え るP GI 2
- N a 量を漸次減少させ て洗浄血小板液調製の検討を行っ た o

2 ＋

また ､ 用い るT y r od e 液に関 して はC a の添加の有無が洗浄血小板の 凝集には ほ

とんど影響を与えない こ とを明らか に した o さら に ､ 用い るT y r od e 液に 関して

は1 0 mM のN
- 2 - h yd r o o x y e thy Jpi p e r a z j n e

-N
'

- 2 - e t h a n e s u lf o ri c a cid(H EP ES) を加

える と血小板凝集の最大凝集率が高くなるこ とを見出だ した o 以上の よう な基

礎検討を経て ､ 以下 の洗浄血小板浮遊液の調製法を確立 した ｡

採血は採血量のl/1 0 容の3 . 8 w / v % クエ ン醸ナトリウム溶液に採血垂1 m I に つ き

o . 1 jL g のP GI 2
- N a(小野薬品株式会社､ 大阪 ､ 5 0 mM T ri s

-‖C暮 b u ff e r pH 9 ･ 0 に溶

解) を加えた ものをあらか じめ封入 した真空採血管を用い て 行っ た ｡ 採血後紗

る やか に転倒混和し ､ た だ ちに室温で 1 0 分間遠心分離操作を行っ てP RP を得た

o 得られ たP RP に0 , 1 LL g / m J のPG I 2
- N a を加え緩や か に混和後､ 室温にて 1 0

分間の遠心分離( 900 × g ) を行う o 上清の血菜(pl a s m a) はd e c a nt a t i o n によ っ

て除き ､ P GI 2
- N a 0 . 1 F L g / m I を添加したT y r od e - H EPE S bu ff e r ( 組成; N aC J 13 8

m M
,
KC 1 2 . 69 mH , Hg C I 2

｡ 6H 2 0 0 . 5 mM
,

I N aH 2 PO 4
･ ‖2 0 0 . 36 m M , N aH C O 3 1 1 ･ 9

m M , g l u c o s e 5 . 5 6 m M , ‖EPE S I O mH) で血小板をゆるやか に浮遊させ る o こ の

血小板浮遊液を室温にて 1 0 分間の遠心分離(8 00 × g ) を行い ､ 血小板を洗浄す

る o 遠心分離後上清 は除き ､ PGI 2
- N a を添加 しないT y r od e -‖E PE S b u ff e r で 血

小板を再浮遊させ た ｡ 血小板カウンタ
ー により血小板数を測定後 ､ 血小板数を

5 8

5 × 1 0 / Ll f ､ 実験に よ っ て は1 0 / LL l に調整 し ､ 4 ℃ に 1 時間以上放置後実験

に供した( Fig . 1 - 2) o 洗浄血小板調製直後は操作中に添加したPGI 2
- N a により

血小板のc 一 州P 含量が増加 して い る ため血小板機能が低下 してい る が ､ 時間の 匪

- 12 -



過と と屯に血小板c
-

AM P 含 馴孟低下 し ､ 調製後約1 暗闇以後で安定な凝集反応が

認められ た ｡

B l o o d s a m p l i n g w ま七h

J
Ⅰ
I
I
I

I
I
V

C e n 七r i f u g a t i o n f o r

c y t o p r o t e c t i o n t e c h n i q u e
u s i n g p G I

2
- N a ( 0 ･ 1 u g / m 1 )

1 0 m ュn a t 1 5 0 Ⅹg

>

P l a t e l e t r i c h p l a s m a ( p a p )

V

A d d i t i o n o f P G I
2

- N a ( 0 ･ 1 リg / m 1 )

>

C e n t r i f u g a t i o n f ?
r 1 0 m i n a t 9 0 0 x g

l
l
V

s u s p e n s i o n o f p l a t e l e t s i n C a
2 ＋
f r e e T y r o d e

- H E P E S
b u f f e r ( ＋0 ･ 1 u g / m l o f P G =

2
- N a ) ( p H , 7 1 4 )

暮
l

l

c e n t r i f u g a t i o n f o
V
r 1 0 m i n a t 8 0 0 x g
t
I

I

s u s p e n s i o n o f p l a t e
V
l e t s i n C a

2 ＋
f r e e T y r o d e

- H E P E S

b u f f e r ( p H , 7 . 4 )

(
( 5 Ⅹ1 0

5
仙 o r 1 0

6
/ 川

F i g ･
1 - 2 P r e p a r a t i o n o f w a s h e d h u m a n p l a t e l e t

s u s p e n s 土o n .
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1
-

3 ヒ ト洗浄血小板刺 激暗 に 産 生 さ れ る

ア ラ キ ド ン 醸 代謝産物 の 高 速液体

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー を 用 い て の 測定 法

前記 のような方法で ヒ 卜洗浄血小板浮遊液を調製後 ､ まず血小板凝集計を用い

てP RP と同様な方法で コ ラ ー ゲン に よる血小板凝集能を測定した o 阻喪剤で 処

理 して い ない洗浄血小板をコ ラ ー ゲ ンで刺激する と 5 分間以内に最大凝集が認め

られ た ｡ そ こで血小板凝集反応を5 分間と し ､ 等量のメタ ノ
ー

ル を加え反応を

ヰ5 )

停止後 ､ H i ｢ ai らの方法 に基 づ いて高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

(H P LC) を用

い ､ 血小板で 産生さ れたA A代謝産物の分離測定を行っ た(Fig . ト3) o メ タノ ー

ルで 反応停止後 ､ 十分混和し ､ 4 ℃に て 1 0 分間の遠心分離を行 っ た ｡ 遠心分

離後の上清に ､ 内部梗準物質として
一

定量の1 5 - H ETE ､ PG E l を加えた ｡ 碗､ こ

れ らはコ ラ ー ゲ ン刺激の洗浄血小板で は産生 され ない こ とをあらか じめ確認して

ある o

内部標準物質を含むサ ンプ)i, のH PLC 分析はu J t ra v J
'

o I et (U V)2 35 n m の検出器(

U VI DEC - 10 8V , 日本分光株式会社, 東京r) を装着した逆相 ( r e v e r s e ph a s e , R P 卜

H P LC で15
-

=E TE を内部標準物質と してH HT , 12 -‖ET E の 産生量を測定 した o その

際､ ポンプ と して T ri R o t o r V ch r o m at o .g r a ph ( 日本分光) ､ カラム と して は

o c t ad e cy l si = c a(O DS) カラ ム ( D e v eJ o si ] , 5 f L m , 4 . 2 × 15 0 m m
, 野村化学 ､ 愛知

) を用い ､ 移動胡はア セ トニ トリル / メタノ ー

)i , / 蒸溜水/ 酢酸( 42 :2 8 :3 0 :0 . 0 1

, by v o f u m e) ､ 涜速 1 m f/ m i n で カラ ム温度は 3 0 ℃と した o この ときTX B 2 ､ PG

E
l を含む画分を分取 し ､ ODS ミ ニ カラ ム ( C 18

- B o nd E I u t , A n aJy ti c h e m l nt e 卜

n at i o n a l , H a rb o r cit y , CA , USA ) を用い て抽出後酢酸工 チJレで溶出させ た o
ヰ¢)

こ のT XB
2 ､
P GE
l
を含む酢酸エ チル 溶液をあらか じめY a m a u ch i らの方法

4 丁〉

で精

製 した9 -

a nt h F yfd i a z o m et h a n e(A DA M , フ ナ コ シ 薬品株式会社 ､ 東京) と室温 ､ 密

- 1 4 -



B l o o d s a m p l i n g w i t h c y t o p r o t e c t i o n t e c h n i q u e

‡ u s i n g P G I
2

- N a

V

W a s h e d p l a t e l e t s u s p e n s i o n
l
>

P l a t e l e t a g gr
e g a t i o n s t u d y

>

1 0 0 0 r p m , f o r 5 m i n a t 3 7 . 5
u

C

l

T e r m i n a t i o n b y
V
t h e a d d i t i o n
l
V

C e n t r i f u g a t i o n a t 1 8 0 0 x g f o r

‡ A d d i t i o n

'

; 1 5 一芸
G

E T

E

姦
[
V

H p L C a n a l y s ュs

o f m e t h a n o l

l O m 土n a 七 4
o
C

o f i n t e r n a l s t a n d a r d

l O O n g

l O O n g

i . R e v e r s e p h a s e ( R P )
- H P L C

a . C o l l e c t i o n o f t h e f r a c t i o n s c o n t a i n i n g
T X B
2
a n d P G E

l

b . D e t e r m i n a t i o n o f H H T a n d
9

1 2 - H E T E

u s i n g u v s p e c t r o p h o t o m e t a r

2
｡
D e r i v a t i z a t i o n o f T X B

w i t h 9 -

a n t h r y l d i a z o m ei h…:望ぷ誌)
(i n t e r n a l s t a n d a r d )

3
｡
G P C - H P L C

p u r i f i c a t i o n o f A D A M - l a b e l e d T X B
2
a n d P G E

1

4
. S t r a i g h t p h a s e ( S P ) - H P L C

D e t e r m i n a t i o n o f T X B
2

D A T A p r o c e s s o r .
･ C h r o m a t o c o r d e r l 1 ( S 工C )

F i g . i - 3

p r o c e d u r e o f t h e d e t e r m i n a t i o n o f a r a c h i d o n 土c

a c i d ( A A ) m e t a b o l 土t e s i n s t i m u l a t e d w a s h e d
h u m a n p l a t e l e 七s ｡

- 15 -



封 ､ 暗所に て 4 時間反応させた o g el p e rm e at i o n ch r o m dt o g r aPh y(G PC) カラム

( p G p a ck
- C , 7 , 5 ×5 00 m m , 日本分光) で未反応のAD 州と分離絡′劉稜 ､ N 2 ガス で

蒸発乾固させ 頗相( s t ra ig ht ph a s e , SP トHP LC 分析に用い る移動梱で あるイ ソ オ

クタン / 酢酸エ チル / エ タノ
ー

ル / 酢酸( 8 0 : 15 :5 :2 , by v o. u m e) に再溶解した

o この溶液を蛍光光度計( sp e ct r of ( u o r o m et e r , FP
- 2 10 , 日本分光) を装着

したS P
- H P LC に注入 し ､ TX B 2

- A DA M ､ P GE .
- ADA M を分離し ､ P GE l を内部標準物質

と してT XB 2 の産生量を測定 した . その際 ､ 上述した移動相で 流速
1 m けm i n t し

､ s i] ic a カ ラム ( D e v el o s iI 3 LL m , 4 . 2 ×1 50 m m , 野村化学) を用い カ ラム温度

は4 0 ℃ と した o こ の蛍光分析に用いた e x it a ti o n およびe mi s s i o n 波長はそ れ

ぞれ 365 n n ､ 412 n n で あ っ た( Fig . 1 - 4) o 以上の ような分析手段を用い て ､ 薬

物の血小板凝集能におよぼす作用の み ならず ､ この とき産生され た血小板A A 代謝

産物の産生 に対する 作用の検討が可能となっ た ｡

R C O O H ＋

C H N 2

○ ○ ○

R o o m

T e m p e r at u r e

4 .

h r ｡

9 - A n t わr y 5 d J
'

a z o m e t h a n e

( A D A M )

○

C H 2 0 C O 叫 R

○ ○ ＋N 2

E x : 3 6 5 n m , 臥 : 41 2 n m

F 土g ･
ト 4 D e r i v a t i z a t i o n o f t h r o m b o x a n e w i t h

9 -

a n t h r y l d i a z o m e t h a n e ( A D A M ) .
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尚 ､ この時 馴 ＼た溶媒 臥すペて‖PLC 純度の溶媒( 和光鈍重株式会社 ､ 大阪) 杏

開 い た o 標準物質として 剛 ､ た洲T ､ 12 ≠ r臣 はG o e tz ( らの方法
4 8 )

及びC a m p
4 9 )

らの方法 に従い ､ ヒ 卜血か板ホ
･

モジネ - 卜をA A ( 9 9 % p u r e , 恥c h e c k , P r e p

･
,
EJ y s i e n , MN , USA) t イ ンキ ュ ぺ -

シ ョ ンする こ とによ っ て生食成した o ま

た1 5
-

肝rE は ､ s oy b e a n 川) o xyg c n a s e(Si g m a Ch e m i c a l C o . . St . L o u i s . M O
.
US A

5 1 )

) を 剛 ヽてM o ng らの方法 に従っ て 集合成した ｡ これ らの物質はRP
- ある い

はS 州 P LC を 馴 ＼てさら に精髄し ､ g a s c h r o m a t og r ap hy
-

m a s s sp e ct ro m e t ry(GC -

M S = こよ っ て同定した (, これ ら標準物質の濃度は ､ それ ぞれの モル 吸光係数を

伺い SPe C t r O Ph ot o m e t ry に て決定した o 12 - H ETE と1 5
-

rfE TE に関して は30 000 ,

( a t 2 35 n 刑)
4 2 )

｢肝†
･
に関して は3 30 00 ( al 235 n m)

5 3 )

を 馴 ､ た o また標準物

質として用 い たTX B 2 及びP GE l は小野凍品株式会社より提供してい ただ いた .

さらに ､ 問い た轟物の い ずれ動こ れら‖P LC 分析に は何ら の妨害は示さ なか っ た

1
- -

4 ヒ ト洗浄血小板で の 外因 性

[
1 4

c ] ア ラ キ ド ン 醸 の 代謝 産物 の 測定法

薬物の 血小板cy cl o o x yg e n a s e( CO) および1 2 - 1 ipo xyg e n a s e(1 2 - LO) に対する作用

を解析する 方法に は ､ 洗浄血ホ板を用いる方法と各々 の酵素自身を用いる方法の

二通 りがあるが ､ 通常紘 前者の方法が用 いられ る ｡ すなわ ち ､ ヒ 卜洗浄血小板

1 4

浮遊液に外因性の【 C] AA を加えると血小板内で た だ ちにCO , 12
-

LO によ っ て代謝

1 4 1 4

をう け ､ それ ぞれC O 系か ら は【 C] TX B 2 と[ C] ‖H T が産生され ､ 1 2
- LO 系からは

[
1 4

c]12 - H [T f が産生され る o この 方法は これら二 つ のA A 代謝経路に及ぼ す薬物

5 4 ) 5 5 )

の 作用を検討するの に はす ぐれ た解析手段で すで に幾多の 報告がある o

- 1 ト



6 4 3 )

ヒ ト洗浄血小板浮遊液 ( 1 0 / LL = は ､ EDTA を 剛
ヽた採血後調製した o

L

1 4 1 4

の洗静血小板浮遊液に[ ト C] アラキドン酸( [ C]A A , 5 9 ･ 6 m Ci/I剛割O I , 馳w

E ng 一a nd N u c l e a r . B o st o n , 帆 US A) 0 . 1 L I C i とA A I LL g を加え 5 分間37 ･ 5 ℃ に

て イ ンキュ ベ - シ ョ シを行 っ た o 反応停止 には2 M クエ ン蔽を添加 し酸性と し た

のち ､ 酢酸エ チル を加え 各種代謝産物を抽出した ｡ 抽出液はN 2 ガス で蒸発乾燥

後少量の酢酸エ チルで 再溶辞し ､ s i = c a g e l G p? a t e(60 F2 54 , M e r c k , D a r m s t a lt

,
N e s t G e r m a n y) に塗布し酢酸エ チル / イ ソ オクタン / 酢酸/ 蒸溜水(1 10 :5 0 :2 0

:1 00 , by v o 一u m e) の上層を

展開溶媒とする薄層ク ロ マ

トグラ フ ィ
ー

( t h i n l ay e r

c h ｢ o m a t og r a ph y; T LC) で 分

離した( Fig . l - 5) o 分離

後､ a u t o r ad i o g r aphy で 各

種代謝産物の位置を同定し

､ そ れぞれの ス ポッ トをか

き とり ､ 液体シ ンチ レ
ー

シ

ョ ンカ ウンタ ー ( LKB , R a c k

β ,
T u ｢k u , Fi n[ a nd) で測定

した ｡

F i g . i - 5

A u t o r a d l o g r a p h o 王 七h 土n

n

i雪c:昌三c… d2
r

亨幣三三琵冨望冨; _

t

o l 土t e s o f h u m a n p l a 亡e l e t s ｡

- 1 8 -



㍗-< 5 [
1 4
(; : け ラ 二 紺 ン 醸瞭識血小板敵督

柑むヽ
■
て

1 4
c

E ラ - ゲ ン刺 激時 に 遊離苗 机 る

ア ラ 打
'

ン 蔽おdこ び

そ の 代謝 産物 の 測定法

序論に述べたように ､ 血巾坂で のA 鮮宅胡座物産生の砕適段僻は ､ 腰リ ン脂質か
b 6 ) b ア) 5 8 〉

らのA A の遊離と考えられる【, すなわち ､ 血か板の刺激に伴い帥o sp ho -

Ii p a s e A 2 及び(: が活性牝をうけ ､ 膜リン脂質に範込まれ て いるAA が切出され て

血小板に遊離L J ､ つ い'で
､

CO および12 -

LO により代謝されると考えられ ている o
5 9 )

この血か板膜リ ン勝鰐か らの 舶の遊離に及ぼす各様轟別の鮮轡の検討は ､ 抗血

小板轟の作用磯作解明の上
h
ごきわ めて重要と思わ れ る o 血小板膜リン脂質か ら

のA A の遊離の測定に 凱 通常放射 馴 陀 梗諭した血か扱が 剛 ､ られる ｡
8 0 )

す

1 4

なわ ち [ Cl
r

】A A を と 卜血か板膜リン脂質申に取込ませた標識血/Jt 板を調製後コ ラ

1 4
-

ゲンで刺激すると ､ 血小板凝集反応 と同時に膜リ ン脇質申に取込まれた [ C]
1 ヰ 1 ヰ

A A が遊離 し ､ CO および12 - LO によ っ て代謝をうけ [ C]TX B 2 ､ [ C]H HT ､ およ

1 ヰ 1 4

び [ C] 12 - H ET E が腐生 される o こ れらの [ C] AA 代謝産物の分析により ､
1 4

[ C]A A の遊離の測定が可能となる o

1 4 5

ヒ ト [ C] A A標識血小板浮遊液( 5 ×1 0 / LL f) の調製詫は ､ 既述のP GI 2
一 触 を

1 4

用 い た洗浄血小板液調製法とほ ぼ同 じで 凝る o PRP 調製後､ 1 LL C i/ mJ の【 C

] A A をPRP に加え 6 0 分間3 7 . 5 ℃ にて イ ンキ ュ べ -

シ ョ ンを行う ことにより血小

1 4 1 4

板膜リ ン脂質に[ C] AA を取込ませ た o I:R 下既述の ご とくの操作を行い ､ [ C

〕AA 標識血小板浮遊液を調製した ｡
1 4

血小板凝集計を伺い て a gg r eg O n e t e r C u V e tt e 申に調製した【 C]A A 標識血か板

5

浮遊液( 5 × 1 0 / LL l) を入れ ､ 37 . 5 ℃
,
1 80 0 r p m で 混和下 ､ 凝集惹起剤を加え て

-

19 -



血小板凝集能を測定した o 5 分間の血小板凝集反応後 ､ ク ロ
ロホ ル ム/ メタ ノ

ー ル ( 1 :1 , by v o l u m e) で 反応を停止させ ､ F o t ch 液 ( ク
ロ ロ ホル ム / メタ ノ ー

ル ( 2 :1 , by v ol u m e) ) を 加えて抽出を行っ た o
6 H

サ ンプル を超高波処理後

1 時間の抽出操件を行 い ､ 1 0 分間 4 ℃ にて遠心分離( 1 800 × g ) を行 っ た o

上清に 1/ 5 容の 0 , 9 % 舶C] % 加え ゆるやか に混和後4 ℃ にて 1 0 分間の遠心分離

( 180 0 × g ) を行 っ た o 上層の 水 ､ メタノ
ー

ル を含む層 は ､ N 2 ガス に より液輸

した後 ､ 2M ク エ ン顧を加えpH 3 . 5 とし酢顧エ チルで抽出 した ｡ この 酢酸エ チル

層 k川 2 ガス で蒸溜乾固させ た後 ､ 少量のF o J ch 液で再溶解させ た o 下層の有機

層はそのままN 2 ガス で蒸発乾固させ た後 ､ 少量の F oJ c h 液で 再溶解した o 上層

および下層の抽出液を合せ た後 ､ 既述の si = c a pL at e に塗布後､ T LC により展

開 しa ut o F ad i og r a phy に て同定 し ､ 各代謝産物の放射活性を液体シ ンチ レ
ー

シ ョ

ン カウンタ ー にて測定した ｡

- 20 -



務2 車 種皮の喜成労 ､ c岳m m a m岳c a邑舶約d e

(CA) のt: 終曲jj＼板凝集能及び

ア ラキドン髄代謝におよぼす件周

(岳n v豆t r o)

2 - l は じ め に

巌初にとり 捌ヂたの は ､ 古くより和漢生燕としてさま ざまな処方に用い られ て

きた桂皮( C i n n a m o mi C o rt e x) の主成分ci n n a m i c a lde hyd e(CA) で ある o 桂皮

8 2 ) 6 3 ) 6 4 ) 6 5 )

の 主成分で おるCA は ､ 解熱作用 ､ 抗炎症作用 ､ さらには血小板凝集
2 5 ) 2 6 ) 2 7 )

抑制作用を有するこ とが既に報告されてい る o しかしながら ､ その

作用機序に関して はは とんど報告がなく不明のままで あっ た o そこで ､ 本章で

は桂皮の主成分で ありベンゼン環を有する構造をもつ CA の ､ 血小板凝集抑制作用

に つ いて ､ ヒ ト血小板A A 代謝からみた作用磯序に関する研究成績につ い て述べ る

2
-

2 多 血 小板血 祭 ( p l a t e l e t ri c h pl a s m a ;

P R P) を 用 い た 血 小板 凝集 能 に 対 す る

c i n n a m i c a L d e h y d e ( C A) の 作用

【実験方法】

1 - 1 に既述した方法に従いC i n n a m i c al d e hyd e(C A , 和光純薬) の血小板凝集

能に およぼす作用を検討した ｡ C A は エ タ ノ
ー

ル に溶解したが ､ P RP 中の 工 タノ

-

21
-



- ル の終濃度は 0 . 4 % で あ っ た . エ タノ
ー

ル の み をP RP に加えて凝集惹起後5

分間の凝集反応に全く変化の ない こ とを確認 した上
で ､ CA の凝集抑制効果が最大

となるプ レイ ン キュ ぺ
-

-i ヨ ン時間を求めた とこ ろ 3 分間 とな っ たので ､ 凝集惹

起まで のCA とp RP との 7
'
レイ ンキ ュ べ

- シ ョ ン時間を3 分間 とした o

【結果】

Fig .
2 - 1( a) に示 したよう に ､ A DP( 2 ･ O F L = ; Si g m a ) を凝集惹起剤と した暗ci n

-

n a m i c a ld e hyd e(CA) は濃度依存的に血小板凝集能を抑制 した o
ヒ 卜PR P のADP

凝集 臥 通常
一

次凝集と二 次凝集とが存在する o
6 6 )

A A 代謝とりわけT XA 2 # 生

ヘ の依存度が高い といわ れ る二次凝集に対して より強い抑制作用が見
られた o
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∽
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. 望
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b)

4 0 0

4 5 0

5 0 0

7 5 0

F i g ･ 2
- i E f f e c t o f

.

c i n n a m i c a l d e h y d e ( C A ) o n

( a ) A D D ( 2 . 0 リM ) o r ( b ) c o l l a g e n

( 0 . 5 v g / m l )
- i n d u c e d p l a t e l e t a g g r e g a t i o n

o f p l a t e l e t r i c h p l a s m a ( p R p ) .

T h e p l a t e l e t s w e r e p r e i n c u b a t e d w i t h c i n n a m i c

a l d e h y d e ( C A ) ( t h e f i n a l ?
o n c e n t r a t i o n i n

リM b y e a c h c u r v e ) f o r 3 m l n b e f o r e t h e
s t 土m u l a t i o n .
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ま た コ ラ
ー

ゲン ( 0 ･ 5 LL g / m白) を凝集惹起剤と した場合において屯 ､ ADP 凝集

と同様にC A は淑度依存性の 凝簸抑制件用を示 した ｡ CA 添加過度の増加とと屯に

､ 凝集惹起まで の
` `

I ag ti m e
”

が延長してい るのが特徴的で ある o さらに750

jL M のC A添加で 紘 コ ラ
ー ゲン凝集はほ ぼ完全 に抑制され た o ( Fig . 2

-1(b))

一

方 ､ A A 4 0 0 LL M あるい は 80.O LL M を凝集惹起剤とした時 ､ 前屯っ て薬物を添

加しない コ ントロ
ー ル で は ､ い ずれの 淑鮭のAA による凝集惹起で も最大凝集率に

は ほ とんど変化なく平均 して6 5 % で 凝 っ た o こ の時 ､ cy cl o ox yg e n a s e(CO) 阻喪

剤で 凝る イ ンドメタシン ( i nd o m e th a ci n e ; IM P , Sig m a)1 0 LL M で前処理すると ､

40 0 LI M および 80 0f L M のA A凝無比完全に抑制された D しかしながら ､ 川D の

かわ り に 1 0 0 - 75 0 LL M のC A で 歯処理 した場合に は ､ 40 0 LJ M および 800L L M の

A A に よる凝集は全く抑制されなか っ た o

( a) ( b )

”

悔も
亀

e M - e 弼e 弼0

#

&
i

e M - e 弼e ⑳:..⑳M

F i g . 2 - 2 S t r u c t u r e o f ( a ) c i n n a rn i c a l d e h y d e

a n d ( b ) c i n n a m i c a c i d .

c A は反応液中で C i n n a mi c a c id ( Fig . 2
- 2) へ と代謝さ れる と考えられ るの で ､

c i n n a mi c a cid ( 和光純薬) につ い ても同様にPRP 凝集に つ いて検討を加えた o

しか しながら ､ c i n n a mi c a c id の血小板凝集抑制作用はC A に比較しはる か に弱

か っ た o ちなみ に ､ AD P( 2 . O fL M ) で 凝集を惹起させた場合､ 1 90 0JL M のc i n
-

n a m i c a c id を加えて もわず かに 7 % の 凝集抑制しか認められ なか っ た o

- 23 -



2
-

3 ci n n a m i c ald e h yd e (C A) の洗浄血小板凝集能

及びア ラキ ドン酸代謝物の 産生にお 屯玩ぼす作用

【実験方法】
5

1 - 2 に既述した方法により ヒ 卜洗浄血小板浮遊液( 5 × 10 / LL f) を調難 し ､

CA の洗浄血小板凝集およびA A 代謝産物の産生に およぼす作用を検討した o 2
-

2 と同様､ C Åと血小板と

の プ レイ ンキ ュ ベ ー シ ョ 1 0 0

ン時間は 3 分間とした ｡

凝集反応後 ､ 等量 のメ

タ ノ ー

ル を加え産生され

た代謝産物を抽出し ､ 1

- 3 で 既述した方法で血

小板A A 代謝産物を測定 し

T= o

【結果】

コ ラ
ー ゲン ( 5 0LL g / m J

) による 洗浄血小板凝集

は ､ CA 前処理 によ っ て濃

度依存的に抑制され ､

300 〃 M のCA で ほ ぼ完全

な凝集の抑制が認められ

た ( Fig . 2 - 3) o
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F ig . 2 - 4 に は ､ この時産生され た血小板A A 代謝産物の 分析の代表的 馴 PLC のク

ロ マ 卜グラムを示 した o Fig u r e に はC舟無添加およびC A IO OLL M 前処理の血小板

で のAÅ代謝産物の産生を示 した が ､ CA IOO 〟 M 前処理 により ､
CA 無添加時の コ ン

トロ ー

ル に比べTX B 2 ､ H ”T ､ 1 2
- HET E の産生が いずれ も低下 して いる o

c A未処理血小板をコ ラ ー ゲン ( 50 LL g / m ]) で 5 分間刺激 した際 ､ 産生され た

TX B
2 ､
=HT ､ 12

- HE TE の量 は ､ それぞれ 28 0 ･ 2 ±1 0 ･ 4 ､ 1 9 3 ･ 4 ±7 ･ 2 5
､
3 03 ･ 7 ±

8

17 . 4 ng/5 ×1 0 pl a t e l et s( m e a n s ±S . D .
,
n
- 3) で あ つ た ｡ つ ぎに ､ 各種洩魔のCA

の血小板AA 代謝産物の産生 に及ぼす作用をFig . 2 - 5 に示 した o Fig u r e に示 した
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よう に ､ C A 前処理塵の増加に伴いC O 系代謝産物で あるT XB 2 とH HT ､
1 2

-

LO 系代謝

産物で ある1 2
- ‖ET E の すべ て の代謝産物が浪度依存的に抑制され て いる こ とが明

らか とな っ た o さらに 注目すべ きこ とに は ､ CA による血小板凝集能の抑制と ､

TXA 2 の安定な代謝産物で あるTX B 2 の産生低下との 間に は ､ 正 の相関関係が認めら

た( Fig . 2 - 6) o
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2
-

4 c i n n a mi c ald e hyd 9 ( C A) の と 卜洗浄血小板

で の 外因性P
4
c ] ア ラキ ドン醸代謝に

およぼす作用

前節で述べ たCA によるTX A 2 産生の低下の機序を明らか にする ため ､ まず
T XA 2 産

生 に関与する 酵素で ある c y c l o o x yg e n a s e( CO) 系におよぼ す
C A の作用を検討した o

【実験方法】

1 - 4 の方法に従 っ て ､ ヒ ト洗浄血小板浮遊液をCA で 3 分間プ
レイ ンキ ュ べ

-

1 ヰ

シ ョ ン後 [ C]A A およびAA を加え 5 分間3 7 ･ 5 ℃ に てイ ン キ ュ べ
- シ ョ ン後 ､ 抽出

1 4

し [ C] AA 代謝産物をT LC およびa u t o r ad io g r ap hy で 分離同定し ､ 放射活性
を測

定した ｡

【結果】
1 4

T ab le 2
- 1 1土示.L J た よう に ､ 血小板を 0

- 3 00 LL M のC A で 前処理 して も[ C]

1 4 1 4

AA からの [ C]T XB 2 および [ C]1 2
- HET E へ の 代謝は何らの 阻害作用 を受けない

1 4 1 4

との成績が得られ た ｡ T abl e には示さなか っ た が､ 同 じく [ C]A A か ら [ C]

H HT へ の代謝もC A に よ っ て 全く阻害を受けなか っ た ｡
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T a b l e 2 - i

E f f e c t o f c i n n a m i c a l d e h y d e o n t h e m e t a b o l i s m o f

e x o g e n o u s l y a d d e d [
1 4
c] a r a c h i d o n i c a c i d ( [

1 4
c ] A A )

土n w a s h e d h u m a n p l a t e l e t s

c o n c e n t r a t i o n o f

c 土n n a m 土c a l d e b y d e
[
1 4
c ” x B

2
[
1 4
c ] 1 2 - H E T E

( p M ) ( % o f c o n t r o l ) ( % o f c o n t r o l )

1 0

5 0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

1 0 0 . 0 ＋8 ｡ 9 0

9 7 . 0 ＋3 ｡ 8 2

9 5 .
4 ＋3 .
6 0

1 0 6 . 8 ＋8 . 6 2

9 7 ｡ 3 ＋4 . 8 0

9 5 . 0 ＋6 .
6 0

1 0 0 . 0 ＋0 ｡ 1 0

1 0 2 .
0 ＋1

.
8 0

1 0 1 . 4 ＋9 . 4 0

1 1 1
.
6 ＋9 . 2 4

1 0 4 . 9 ±5 ･ 9 1

1 0 9 . 6 ＋8 ｡ 7 4

w a s h e d p l a t e l e t s ( 1 0
6
/ u l ) w e r e i n c u b a t e d w i t h [

1 4
c ] A A

a n d u n l a b e l e d A A f o r 5 m i n i n t h e p r e s e n c e o r a b s e
n c e

o f c i n n a m i c a l d e h y d e ( C A ) .
A f t e r i n c u b a t 土o n

′

A A m e t a b o l i t e s w e r e e x t r a c t e d a n d a n a l y z e d ｡

v a l u e s a r e m e a n s ! S ･ D ･ ( s t a n d a r d d e v i a t i o n s ) o b t a i n e d

f r o m t h r e e e x p e r 土m e n t s ｡

-

2 9
-



2
-

5 [
1 4
c ] ア ラキドン酸標識血小板液を 剛 ､ て

コ ラ
ー

ゲ ン刺激時の [
1 4
c ] ア ラ寺 ドン醸の

遊離とそ の 代謝に およぽ す

ci n n a ni c ald e hy d e ( C A) の 作岡

既に述べ たよう に ､ C A は コ ラ
ー ゲン刺激時のA A 代謝産物の産生を抑制したが､

その作用点はC O および12
-

LO のス テ ッ プで は なく ､ それ より前の ス テ ップで ある

可能性が考えられた ｡ そこで ､ 血小板活性化時にみ られる 膜リ ン脂質か らのA A

遊離におよぼすC A の作用 につ いて 検討を加えた ｡

【実験方法】

1 4 5

1 - 5 の方法に従い ､ [ C】AA で 標識した 血小板浮遊液( 5 ×1 0 / 〃I) を調製

しagg re g o m e t e r c u v e tt e中でC A と3 分間プ レイ ンキ ュ ベ
-

シ ョ ン した の ち ､ コ ラ

ー

ゲン ( 50 LL g/ m l) を加え凝集を惹起させ この 時の血小板凝集能を測定し ､ さら

1 4 1 4

に [ C]A A 遊離ならびに [ C】A A代謝産物の産生を測定 した ｡

【結果】

1 4

血小板リ ン胎質画分に取込ま れた
,

[ C]A A の 放射活性は ､ 3 4905 . 4 ±21 23 . 8d p

8

m/1 0 pJ a t e l e t s で あ っ た o C A 無添加の場合､ コ ラ ー

ゲ ン ( 5 0 LL g/ m り 刺激に

1 4 1 4

よる 血小板凝集率( % ) ､ [ C]A A 遊離( % ) ､ および [ C] TX B 2 産生 ( % ) 紘

それ ぞれ6 7 . 3 ±2 . 3 1( %) ､
l l

. 2 ±0 . 7 3( Ⅹ) ､ および2 . 5 6 ±0 . 4 19(%) で あ っ た o

T ab J e2 - 2 に示 したように ､ 前処理 に用い るC A の 量の 増加と ともに ､ 濃度依存的
1 4 1 4

血小板凝集の抑制がみ られ ただけで なく ､ [ C]A A 遊離の低下 ､ [ C] TXB 2 産

1 4

生の低下が認 められた o こ の時 ､ CA による血小板凝集の 低下と [ C] AA 遊離の

1 4

低下との 間( ド- 0 ･ 99 4) ､ また血小板凝集の 低下 と[ C] TX B 2 産生の 低下と の間( ド

- 30 -



T a b l e 2 - 2

E f f e c 亡 o f c 土n n a m 土c a l d e h y d e o n r e l e a s e a n d m e t a b o l i s m

o f [ 1 4 c] a r a c h i d o n i c a c i d f r o m h u m a n p l a t e l e t s

p r e l a b e l e d w i t h 【
1 4 c 】a r a c h 土d o n i c a c i d ( 【1 4 c ] A A )

c 土n n a m 土c p l a t e l e t

a l d e h y d e a g g r e g a 七土o n

(.1 朋) ( % )

亀r e l e a s e 亀f o r m a t i o

[
1 4
c

O

f A A [
1 4
c冒吉ⅩB
.
2

亀f o r m a t i o n

0 6 7 .
3 ＋2

. 3 1

2 0 6 4 . 5 ＋0 . 7 1

1 0 0 3 9 . 3 ＋4 ｡ 5 1 *

2 0 0 1 6 . 0 ＋1 .
4 1 ☆ ★

3 0 0 3
.
0 0 ＋0

☆ ☆ ☆

l l . 2 ＋0 . 7 3

1 0 . 9 ＋0 ｡ 2 1

6 . 1 0 ＋0 . 5 8 ☆ ☆

2
｡
2 0 ＋0 . 3 6 ☆ ★ ★

1
.
0 3 ＋0

. 0 7
* * *

2 ｡ 5 6 ＋0
.
4 1 9

2 . 3 3 ＋0 . 5 0 2

i . 1 1 ＋0 . 1 7 8 * * *

0 . 3 3 ＋0 . 1 2 7 * * *

0- . 1 6 4 ＋0 . 0 8
☆ ★ ☆

h u m a n p l a t e l e t s p r e l a b e l e d w i t h 【
1 4
c ] A A ( 5 Ⅹ

言敬呈w e r e s t i m u l a t e d b y c o l l a g e n ( 5 0 リg/ m 1 ) ,a n d i t s m e t a b o l i t e s w è r e e x t r a c t e d a n d

s e p a r a t e d b v T L C . A n d t h e n t h e r a d i o a c t i v i t y o f

e a c h w a s d e t e r m i n e d . T h e r e l e a s e o f [ 1 4 c ] A A f r o m

p r e l a b e l e d p l a 七e l e 七s s t 土m u l a

e x p r e s s e d a s
■ - -
亀 r e l e a s e o f 盲!g c字

y c o l l a g e n w a s

A A
7 Y

, w h i c h e q u a l s

七b e r a t i o o f 七h e r a d i o a c t l v 土七y i n A A p l u s 土七s

m e t a b o l i t e s t o t h e 七o 七a l r a d i o a c t 土Ⅴ土ヒy i n s 亡土m u l a t e d

rl!さ冒
l e t s . T h e c o l l a g e n

- i n d u c e d f o r m a t i o n o f

T X B 2 f r o m p r e l a b e l e d p l a t e l e t s w a s e x p r e s s e d

a s
n

% f o r m a t i o n o f [ 1 4 c ] T X B 2
'7

, w h i c h e q u a l s t h e

r a 七土o o f t h e r a d i o a c t i v i t y i n r
1 4 c 叩 ⅩB 2 t O t h e

t o t a l r a d l o a c t 土Ⅴま七y l n s t i m u l a t e d p l a 七e l e t s ｡

V a l u e s a r e m e a n s 士 S ｡ D . ( s t a n d a r d d e v i a t i o n s ) o b t a i n e d

f r o m t h r e e e x p e r i m e n t s . S i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e

f r o m c o n t r o l r e p r e s e n t s
*
p
< 0 . 0 5 ,

* *
p
< 0

. O 1 ,
* * *
p
<

0 ｡ 0 0 1 .
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- o . 96 3) に はそれ ぞれ有意の 正の相関関係が認 められ た ｡ さら に ､ C A による [

川

c] AA 遊離の低下 と [
1 4

c]T XB 2 産生の低下 との 間に も泰意の 正の相関関係が認め

られた( Fig . 2 - 7) 0

3 .00

N

CE)
〉く
ト ･

ES 2 .00
<

]

1 ト
･ ･

0

⊂
○
･ l J

d

巨 1 .00
0

u _

#

0

0

0

0

㌔ Y - 0 .24 X - 0 .2 0

r - 0 .9 76

P 〈O .0 01

5 .0 10 . 0

% R el e a s e of [
1 4
C ]A A

F i g . 2 - 7 C o r r e l a t i o n b e t w e e n % r e l e a s e o f

[ 1 4 c ] A A a n d % f o r m a t i o n o f [ 1 4 c ] T X B 2
f r o m p r e l a b e l e d p l a t e l e t s 土n d u c e d

b y c o 1 1 a g e･n ( 5 0 u g / m 1 ) .
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2
- 6 c i

.

n n a n i c a t d e h yd e ( C A ) の 血小板c -

A M P

c
- G M P 壷 に 及 ぼ す作 問

血小板内の c
- AM P 凝るい はc - GMP 塵を増加させ る薬物は ､ 膜リン脂質からのA A

遊離を抑制し ､ 結果 と して血小板T X A 2 産生の低下をもたらし ､ 血小板凝集抑制作

1 4 ) 1 9 ) 6 7 )

周を示すこ とが報告され て い る o そ こで ､ C A も血/j＼坂内cy c li c n u
-

cl e ot id e s 療を増加させ膜リン脂質からのAA 遊離を抑制して いる可能性があるの

で CA の血小板cy c li c n u c l e o ti d e s 含垂に及ぼす作用 につ い て検討を加えた .

【窯験方法】

¢

洗浄血小板浮遊液( 1 0 / LL l) をCA と 5 分間3 0 ℃でイ ンキ ュ ベ
- シ ョ ンした後

､ 等療の 0 . 1 N= Cl を加え凍結敵解を3 回線返し血小板内の c
- AMP 及びc - GMP を抽

出 した o 4 ℃に て 2 0 分間の遠心分離( 1 80 0 × g ) 後 ､ 上清申の C
- A M P ､ 及び

c
- G MP をサクシ ニ ル化 し ､ c - A MP ､ c

-

G MP 測定用 K J
'

t ( ヤ マ サ醤油株式会社 ､ 妹

チ) を用い ､ K u ni t a d a らの方法
6 8 〉

に従いC 棚 ? ､ 及びc
- GM P を測定した o

【結果】

T a b l e 2
-

3 に示 した様に ､ CA を 0 - 3OO LL M まで 添加 して も血小板c
-

A MP 及び

c
- G HP 垂に対して何らの作用も及ぼさない こ とが判明した o また ､ 洗静血小板

にP GI 2(1 ng) を加える とc
- AMP 鼻が増加するが ､ その際C A を添加し てもPG′Ⅰ2 によ

るc I AMP 垂の増加反応は何らの影響も受けなか っ た o
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T a b l e 2
- 3

E f f e c t o f c i n n a m i c a l d e h y d e o n b a s a 1 l e v e l s o f

c y c l i c A M P a n d c y c l i c G M P i n w a s h e d h u m a n p l a t e l e t s

●

C l n n a m l C

a l d e h y d e

(リM )

c y c l i c A M P c y c l i c G ”P

( p m o l e / 1 0
9
p l a t e l e t s ) ( p m o l e / 1 0

9
p l a t e l e t s )

1 0

5 0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

5 . 0 0 ＋ o . 1 4

4 . 5 5 ＋0 . 2 1

5 . 0 1 ＋0
.
2 6

4 . 6 0 ＋0 . 3 1

5 ｡ 2 0 ＋0 . 2 2

5 . 6 0 ＋0 . 5 6

0 . 5 0 ＋0 . 1 0

0 . 5 1 ＋0 . 1 0

0
.
5 8 ＋0 . 1 0

0 ｡ 5 8 ＋0 . 1 0

0 . 5 5 ＋0 . 1 0

0
. 5 6 ＋0 . 1 0

w a s h e d p l a t e l e t s ( 1 0
6
/ 岬) w e r e i n c u b a t e d w i t h v a r i o u s

c o n c e n t r a t i o n s o f c i n n a m i c a l d e h y d e ( C A ) f o r 5 m i n ,

a n d t h e n a s s a y e d ･
V a l u e s a r e m e a n s ‡ s . D . ( s t a n d a r d

d e v i a t i o n s ) o b t a i n e d f r o m t h r e e e x p e r i m e n t s .
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2
- 7 考 察

今回の研究におい て ､ C A は PR P の AD P ､ 及び コ ラ
-

ゲン凝集を濃度依存的に抑

制する こ と が明らかと な っ た ｡ こ の成続 馴 ub o ら ､
2 5 ) 2 6 )

桜川ら
2 7 )

の成績と

一 致する o C A は反応液* で ci n n a m i c a c id に代謝さ れる と考えられて いる o

しか しながら ､ 今回明らか となっ たよう に c i n n a m云c a cid は PR P凝集に対しC A と

比較 して抑制効果が著しく弱い ことから ､ C A 添加による凝集抑制の本体はC A自身

で あり ､ C A は C i n n anli c a ci d t なる ことにより ､ その作用か著しく減弱する と考

えられ た o = a r ad a らの モル モ ッ ト摘出心筋を用い ての 研究でも同様の ことが報

告され て い る o
6 9 )

すなわち披劉よ､ CA に は筋変力作用及び変時作用に対して

増強作用があるが ､ ci n n a m ic a cid に はそのような作用が認められない ことを示

して い る o

C A は AD P( 2 . 0 〃 M ) による PRP 凝集の なかで ､ AA 代謝ヘ の 依存性が高いといわ

れ る二次凝集
6 6 )

をより強く抑制 した ことか ら ､ C A が血小板AA 代謝に何らかの作

用をおよぽ してい るので は ないか と考えられた ｡ そこで ､ 本研究で はC A の血小

板凝集抑制作用の 横序を明らかにするために ､ 洗浄血小板を用い て コ ラ
ー

ゲン刺

激 (5 0 LL g/ m I) 時の 血小板凝集能及びAA 代謝に及ぼす作用の検討を行っ た o そ

の 結果 ､ C A は コ ラ
ー

ゲ ン刺激による血小板凝集を濃度依存的に抑制するの みなら

ず ､ 血小板A A 代謝代謝産物で あるTX B 2 ､ H‖T および 12
- H ETE の産生をいずれ も濃

度依存的に抑制するこ とが明らかに な っ た ｡ 特に ､ C A による血小板凝集能の抑

制とTX B 2 産生の低下 との 閤に は正の相関関係が認 められ た ｡ TXB 2 前駆体で ある

2 )

TX A
2
は強力な血小板凝集作用を有して い るこ とか ら ､ CA による血小板凝集能の

抑制にはT XA 2 の 産生低下 が重要な役割を果た して い る可能性が示唆された ｡

それ で は ､ C A によるT X A 2 産生の低下 はAA 代謝の どの ステ ップで おこ つ て いる の

1 4

で あろうか ｡ 4 節で 検討 した洗浄血小板に おける 外因性[ C】A A の代謝に対 し
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て ､ CA は何らの阻害作用 も示さなか っ た ｡ ま た 2 節で 触れたよう に ､ P RP を用

い てのAA 凝集に対して ､ CA は全く阻害作用を及ぼさなか っ た ｡ こ れらの 成横は

c A がA A の血小板における二 つ の代謝経路で あるC O 系､ 12
- LO 系の いず れに対して

も何らの作用を持たない こ とを示 しており ､ C A によるTX A 2 産生の抑制の作用点は

､
c o系および 12 - LO 系より上位で の ステ ッ プで ある可能性が大きい と考えられた

1 4

0 [ c]A A 標識血小板を用いて の軍験で は ､ 添加するCA 鼻の増加に伴い コ ラ
ー

1 ヰ

ゲ ン刺激による 血小板凝集能は抑制された が ､ [ C〕A A 遊離も低下 し両者の 閣に

1 4 1 4

は正 の相関関係が認められた o またCA による [ C]A A 遊離の低下と [ C]･TX B 2

産生 の低下 との間 にも正 の相関関係が認 められ た ｡ 以上の 成凍からC A によるT X

A
2 産生の低下は ､ CO 以下の代謝経路の抑制で はなく ､ 膜リ ン胎質からのAA の 遊離

の抑制による 可能性が最も大きい と考えられ た D

C A は膜リ ン胎質からのAA 遊離を ､ どの よう な機序で抑えた ので あろ うか ｡ 血

小板cy cl i c n u cl e ot id e s 童を増加させる 薬物 ( PG E l , P GI 2 . M o‡sid o mi n e ) は血

2 十

小坂内のC a 動員を低下させ て膜か らのA A 遊離を抑制し ､ 結果的にT XA 2 産生を低
1 4 ) 1 9 ) 6 7 )

下させ て血小板凝集抑制作用を示 すといわ れ る o しかしながら ､ C A

にはc y c li c nu c J e o t J
'

d e s 皐 ( c - AH P およびc - G HP 量) を増加させ る作用は認めら

れ なか っ た D 従 っ て ､ CA がc yc Ji c n u c J e o t id e s を介して 膜か らのAA 遊離を抑

え る可能性は少ない と思わ れる ｡

血小板が活性化をうけ膜リ ン脂質からA A が遊離する まで に はさまざまな反応を

程なければ ならない ｡ コ ラ
ー ゲン 凝集の 場合 ､ 血小板活性化物質で ある コ ラ

ー

ゲ ンが血小板膜のr e c e pt o r に結合する とp h o sp h o li pa s e C の 活性化に伴い ､ イ ノ

2 ＋

シ ト ー ル リン脂質代謝回転 ､ C a 動員が生 じ ､ つ いで Ph o sp h o = p a s e A 2 の 活性化

7 0 ) 7 1 ) 丁 2 〉

を経てAA の遊離がおこ る と考え られ てい る ｡ おそらくCA は ､ この よう

な
一

連の血小板活性化のご く初期の良階の どこかを阻害して いる と思わ れ る o

しか しながら ､ この点 につ いて は今後の 研究の発展を待ちた い ｡

-
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第3 章 栢楼仁の主成分 ､ t ｢岳c h o s a ni c a ci
'

d

叩C A) の t: 卜血伽板凝集能

及び アラキドン代謝におよぼす件周

(豆m v毒℃｢ o)

3
-

1 は じ め に

序論で も述べ たよう に ､ 日本人の血栓性疾患の 増加の
一

因と して食生活の質的

垂的変化があることは 否定しえない ｡ 特に食生活の欧米化に伴い ､ 動物性胎肪

2 9 )

の摂取の 増加が著しい とい われる ｡ 動物性脂肪の摂取の過多は血清コ レス

テ ロ
-

ル の 増加を屯たらすだけで なく ､ 血小板凝集能を促進させることも知られ

て おり ､ 動物性胎肪の 摂取の 増加と血栓性疾患の増加に は相互 に密接な関係があ

る と考えられる o
T 8 ) 7 4 ) 丁5 )

そこで ､ 食事で 摂取する脂質の 種類が問題 とな っ て

くる o

こ の寧で とりあげたの は ､ 第1 章と同じく和漢生薬の
一 つ で ある キカラ ス ウリ

( T ri ch o s a n th e s j a p o n i c a) の種子の括楼仁で ある o 括楼仁は古来より虚血性

心疾患 ､ 動脈硬化性疾患等の 処方申の主構成生薬と して用い られてきた ｡ こ の

生薬の主成分で あるの がt ri ch o s a n )
'

c a ci d (TC A , C1 8 :3 , a )
- 5) で あり多価不飽

和脂肪酸の
一

つ で ある o TC A は天然には トリグリ セリ ドに取込まれ た形で存在

し ､ 投与後体内で水餅され TC A が遊離されると考え られ て い る o ( Fig ･ 3 - 1)

2 8 )

TC A は枯楼仁の主成分と して すで に同定されて は いるが ､ その作用につ い て

は ほ とんど不明で ､ 特に 血小板機能に およぼ す作用 につ いて の報告は今まで全く

ない ｡

と ころで ､ い くつ か の 多価不飽和脂肪酸は血小板凝集抑制作用を有するこ とが
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17 】5

､
qt
b

i lip a s e

ク
′

ク
'
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7 6 ) 7 T ) 7 8 )

知られ て おり ､ TC A もそ の可能性を秘めてい る ｡ な力､ で も TC A と同じ

く C1 8 :3 の勝肪観で あるリ ノ レン轡 ( l i n ol e ni c a ci d; L 醐, a - 3) はすで に複

数の 研究者により ､ 血小板凝集抑制作用がありその作用機序と して血小板c y ct o T

o xy g e n a s e( CO) を阻害 し ､ TXA 2 産生を抑制する こ とが報告されてい る o
7 ¢) 7 8 )

( Fig . 3
-

2 )

そ こで 本研究に おい て は ､ TCA の ヒ 卜血小板凝集縫およびAA 代謝におよぼす作

用を解明する にあたり ､ 構造の瓶似した L 舶を比較対象と して用いた o

3
-

2 多 血小板血 祭( p l a t e l e t ri c h pl a s n a
･

,

P R P )
■

を 用 い た 血小板凝集能 に 対す る

t r i c h o s a n i c a c id ( T C A) の 作悶

-

リ ノ レ ン 醸 ( L N 氏) と の 比較 -

【実験方法】

TC A ( 津村臓天堂株式会社 ､ 東京) 及び LN A(Nu c h e c k P r ep . ) は ､ 工 タノ
ー

Jレ

に溶解して実験に用い た ( 終濃度 ; 0 . 4 % ) o
エタ ノ ー

ル のみを PRP に加えて

も ､ 凝集惹起後5 分間の 凝集反応に は全く変化がない こ とをあらか じめ確認 した

上で 実験を行っ た o T CA 及び LN A が示す凝集抑制効果 は ､ 薬剤とのプ レインキ

ュ べ
- シ ョ ン時間が3 分の とき最大で ある との 結果が得られた ので 以後 ､ プ レイ

ンキ ュ ベ ー

シ ョ ンを 3 分間行い ､ そ の後凝集惹た荊せ添加し ､ 1
- -･ 1 の方法で血

小板凝集能を測定した ｡

【結果】

A DP( 1 . O L L M ) ､
コ ラ ー ゲン(0 . 5 LL g/ mI) ･ を凝集惹起剤と した 時 ､ T CA は い ず

れ も濃度依存的に抑制した ｡ TCA による代表的な凝集抑制パ タ
ー ンをF ig ･ 3 - 3
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( a) ,( b) に示 した o A ロp( 1 . OL L M ) を凝集惹起剤と した 時､ TC A 紘
一

次凝集 ､

二 次凝集のうち ､
一

次凝集に比べ 二次凝集をより強く抑制 して いた o また ､ コ

ラ
ー

ゲン(0 . 5 LL g/ m I) を凝集惹起割と した 時､ TCA による凝集抑制は刺激後凝集

が起こるまで の時間 ､ すなわ ち
"

J ag ti m e
”

の 延長を伴 っ て い る こ とが特徴的で

あ っ た o LN A も AD P(1 . O f L M ) ､ コ ラ ー ゲ ン(0 . 5 LL g / m l) 凝集に対 して浪度依

存性の抑制が認められ た o Fig . 3 - 3( c) , (d) に示 すよう に ､ LN A に よる血小板凝

集抑制パタ ー

ンは TC A によるパ タ
ー ンとほ ぼ同様で あ っ た ｡

( a)
1 00

i
勇

1 00

萱
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$ 4;
(1加 M)

1
H

AD P
l m h

一oo

i

10 0

1ニ妻
2

4

m

m

垂

0
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(b)

1

c c k 芯
0 5 JL g/m &

(d)

ヽ ､
■ ー

＼
､

† 丁蒜
C d b ge n
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F i g . 3 - 3 E f f e c t o f t r i c h o s a n i c a c i d ( T C A ) a n d

l i n o l e n i c a c i d ( L N A ) o n p l a t e l e t

a g g r e g a t i o n o f p l a t e l e t r i c h p l a s m a

( P R P ) .

T h e p l a t e l e t s w e r e p r e i n c u b a t e d w i t h e i t h e r

T C A ( u p p e r p a n e l ) o r L N A ( l o w e r p a n e l ) ( t h e

f i n a l c o n c e n t r a t i o n i n tl M b y e a c h c u t v e ) f o r

3 m i n a n d s t i m u l a t e d b y A D P ( 1 ｡
01J M ) ( a , c ) o r

c o l l a g e n ( 0 ｡ 5 tl g / m 1 )
I

( b , d ) ｡

-
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3
- 3 t ri c h o s a ni c a cid(TCA) の洗浄血小板凝集能

及び アラキ ドン酸代謝産物の 産生に

およ ぼす作帽

- リ ノ レン醸 ( LN A) との 比較 -

【実験方弦】

5

1 - 2 に既述した 方法に 従い ､ ヒ ト洗浄血小板浮遊液(5 ×1 0 / FL l) を調製し ､

T CA および LN A の 血小板凝集能におよぼす作用 の検討を行い ､ さらに1 - 3 の方

法に従 っ て ､ その時産生された血小板AA 代謝産物の測定を行らた o 肖 ､ 血小板

凝集能の測定に あたり ､ 血小板と TC A あるい は LN A とのプ レイ ンキ ュ ぺ - シ ョ ン

時間 は前節と同様に 3 分間とした ｡

【結果】

T C A は コ ラ ー

ゲン ( 5 0LL g/ mI) による洗浄血小板凝集に対し ､ 濃度依存性の抑

制作用を示 した ｡ ( Fi g . 3
- 4( a)) 最近 ､ ある種の不飽和脂肪離が血小板とのイ

7 9 )

ン キ ュ べ -

シ ョ ンに より血小板凝集を惹起するこ とが明らか にされた o し

か し ､ 今回著者の実験系におい て洗浄血小板と TCA のみをa gg re g o m et e r c u v e tt e

申で 最長 1 0 分間まで イ ンキュ ぺ
-

シ ョ ンしたが ､ TCA を6 0 〟M まで 濃度を増加

させて も ､ 全く血小板凝集は認められなかっ た ｡

LNA に つ いて も ､ コ ラ
ー

ゲ ン ( 5 0 LL g/ m J) 凝集に対して濃度依存性の凝集抑制

作用が認められ た o ( Fi g , 3 - 4(b)) ま た洗浄血小板と LN A の み とのイ ンキ ュ ぺ
-

シ ョ ンで は ､ TC A と同様 ､ LN A を6 0 〃 M まで濃度を増加させ て も少なく とも1 0

分間の イ ンキ ュ ペ
-

シ ョ ンまで全く凝集反応は おこ らなか っ た o

洗浄血小板に おける コ ラ
ー

ゲン凝集に対する50 % 阻害に必要な濃痩( IC 5 0 ) 紘

T CA で 33 . 25 ± 6 . O LL M , LN A で2 8 . 3 ±2 . 8 3 LL M ( m e a n s ±S ,
D .

,
n - 3) で あり ､

- 4 ト
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室
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U)
tJ)

∈
tJ)
⊂

吋
L
- 1 J

ヰJ

- ⊂

b D

コ

0
ー

l min

”

2 0

6 0

(〃M)

b )

T C A 一oo

0
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c o = a g e n c o = a g e n

5 0 FLg/ rn[ 50 FLg/ m l

=

1 m in

1 0

2 0
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( 〃M)

F i g .
3 - 4 E f f e c t o f ( a ) t r i c h o s a n i c a c i d ( T C A )

a n d ( b ) 1 i n o l e n i c a c i d ( L N A ) o n
c o 1 1 a g e n ( 5 0 リg / m 1 ) - i n d u c e d w a s h e d

p l a t e l e 七 a g g r e g a t i o n .

T h e p l a t e l e t s w e r e p r e i n c u b a t e d w i t h T C A o r

L N A ( t h e f i n a l c o n c e n t r a t i o n i n ti m b y e a c h
c u r v e ) 王o r 3 m ュn a n d s t i m u l a t e d b y c o l l a g e n

( 5 0 リg / m 1 ) .

両者の 間には有意の 差は認められなか っ た ｡

洗浄血小板浮遊液を コ ラ ー ゲン (5 0 〃g / m り で 刺激し ､ 凝集反応後H P LC を用い

てそ の時産生されたAA 代謝産物を測定した ｡ そ の代表的なH P LC の ク ロ マ 卜グラ

ムを Fig . 3 - 5 及び Fig . 3 - 6 に示 した o 二 つ の F J
-

g u r e か ら明らか なよう に ､ T CA

5 LL M 前処理 によ っ てT XB 2 ､ ‖HT の産生量 が低下 L } ､ 反対に 12 -‖ET E の産生量が

増加した . T CA 前処理 しない血小板を ､ コ ラ ー ゲ ン ( 50 LL g / m J) で刺激 した と

き産生されたT XB 2 ､ HH T ､ 12
-‖E TE 量 は ､ そ れぞ れ 41 3 . 0 ±22 . 3 ､ 382 . 3 ±1 9 . 9

8

､ 42 8 . 8 ±4 9 . 4 ng/ 5 ×1 0 pl a t el et s ( m e a n s ±s . D . , n
- 3) で あ っ た o 次に添加

する TC A の濃度の増加に伴うA A 代謝産物の産生 量の変動をF ig . 3
- 7( a) に示 した o
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a b s e n c e ( l e f t) o r p r e s e n c e ( r i g h t ) o f

t r i c h o s a n i c a c i d ( T C A , S u m ) .
S a m p l e s

w e r e a n a l y z e d b y , R P
- H P L C ･

Fig . 3
- 7( a) か ら明らか なよう に ､ CO 系代謝産物で あるTX B 2 , ‖HT の産生 は ､ T

C A

に より濃度依存的に抑制され ､ 6 0 〃 M の TCA で は ､ これらの代謝産物の産生がほ

ぼ 完全に抑えられた ｡ さらに ､ TC 如こよる血小板凝集の低下とTX A 2 の代謝産物

で あるT XB 適 生量の低下 との 間に は正の相関関係が認められ た o (
Fi g 1 3 - 8)

一

方､ 12
-

LO 系代謝産物で ある 12
- H 亡T E の産生垂は ､ TC A の比較的低濃度( 約

3 0 〟 M まで) で は増加する こ とが認 められ た ｡ さらに TC A の濃度が増加する
と

､ 12
- H ET E産生皐 は次第に減少し ､ T CA 6 0 LL M で はほ とんど TC A 無添加

の レベル

まで 戻 っ た ｡
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-
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s a m p l e s i n t h e a b s e n ? e (
l e f t ) o r p r e s e n c e

( r i g-h t ) o f t r i c h o s a n l C a c i d ( T C A , 51J M )
w e r e a n a l y z e d b y S p

- H P L C
.

LN A の ､ コ ラ
ー

ゲ ン刺激時の血小板A A 代謝産物の産生 におよぼす作用 につ い て

検討した と ころ ､ TC A とほ ぼ同様の成績が得られ た o すなわちFig . 3 7 (b) に示

すご とく ､ LNA もCO 系代謝産物( T XB 2 及びH‖T) の産生を濃度依存的に抑制 した o

ま た ､ LN A の 比較的低濃度 ( 約3 0L L M まで) で 12 - H ET E の産生 は
一

過性に増加

した ｡ TC A のTX B 2 ､ ‖HT 産生 に対するⅠ･C 5 ｡ の 値はそれ ぞれ6 . 5 0 ±0 . 9 4 〃 M 及び

5 ･ 73 ±O 1 6 4 LL M ( m e a n s ±S ･ D ･ , n
- 3) で あり ､ LN A の対応する それぞれ のI C 5 . の値

は7 ･ 4 6 ±0 ･ 5 5 〃 M 及び4 ･ 8 6 ±0 . 2 0 〃 M ( m e a n s ±S . D ‥ ∩ -3) で あ っ た ｡ この よう

に ､ TX B 2 産生及び HH T 産生に およぽ す抑制力価 は ､ TC A と LN A のI C 5 O の 値に有意

差は 認められ なか っ た o
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きe三三至誓言ム

3
-

4 t rj c h o s a ni c a c id (T C A) の ヒ 卜洗浄血小板で の

外因性 [
1 4
c ] アラキ ドン酸代謝におよぼす作用

-

リ ノ■レ ン 酸 (LN A) と の 比較 -

TC A は血小板CO 系に 対して強い 阻害作用を有する 可能性が示唆された が ､ こ の

1 ヰ

点につ い てさらに詳報に検討する ため ､ 洗浄血小板に外因性に 削n した [ C】A A

の代謝におよぼ す TC A の作用 につ い て検討を加えた ｡

【実験方法】

1 ヰ

外因性の [ C] AA を加え る 削こ ､ TCA ある い は LN A と血小板との イ ンキ ュ ぺ -

シ ョ ンを3 分間行っ た ｡ さらに 1 - 4 で 既述した方法に従っ て実験を行い ､ [
1 4

C] AA 代謝産物を測定 した ｡

-
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【結果】

F ig , 3 - 9( a) に結果を示 した o TC A の添加過度の増加 に伴い ､ T CAIO O LL M まで

1 4 1 4

c o 系代謝産物で ぬる [ C] T X8 2 及び [ C] ‖= T の産生は ､ 淑鹿依存的に低下 した

1 4 1 ヰ

o しか し [ C]A 紬l ら [ C]1 2
-

=E †E の産生は ､ 逆にT CA IOO LE M まで濃度依存

的に増加した ｡

一 方 ､ TC A の代わり に LN A を用い た場合もほ ぼ 同様な成境が得られた a (Fig .

3 - 9(b))

a) b)

* *

＋＋

＋＋＋

* J4I

＋＋

20 0

0
+

･ ～

こ

く)

u 川0
一
◆
-

0

読

T C A

斗*

* *

* *

* * ＋
書* J?

* ＋＋

2 5 5 0 7 5

T ri c h o s a n ic a cid (fl u )

一oo

2 0 0

一oo

L N A

7k＋＋

～ : 12
- H E T E

o - ･ 勺 ; T X B 2

ム ー - A : H H T

♯* * *

＋＋＋

* 8 ＋

*● *

* ＋＋

＋JI～

25 5 0 T5 IO O

Li n o Je n i c a cid (FL M )

” P < 0 .0 5 , ＋ M P < 0 .01 ,
＋* ＋: p < 0 .001

( n = 3 )

F i g . 3 - 9 E f f e c t o f ( a ) t r i c h o s a n l C a c i d ( T C A )

a n d ( b) 1 i n o l e n i c a c i d ( L N A ) o n t h e

7 弼字
o

aき三諾i
O

d喜n
e

l芸
o g

a≡冒3
u

弼4昌詫言号I n●●

w a s h e d p l a 七e l e 七s ･

W a s h e d

w i t h 【
1拭三言

l

…三言l三三:'b Pe
l

lと
w e r e 土n c u b a t e d

a A A f o r 5 rni n i n

t h e a b s e n c e o r p r e s e n c e O f T C A o
r L N A ･

A f t e r i n c u b a t i o n ′ 【
1 4
c】A A m e t a b o l i t e s w e r e

e x t r a c t e d a n d a n a l y z e d ｡
V e r t i c a l b a r s m e a n

s t a n d a r d d e v i a t i o n s ( S .
D

. ) o b 七a 土n e d 王r o m

t h r e e e x p e r i m e n t s ･ S i g n i f i c a n t d i
f f e r e n c e

f r o m c o n t r o l r e p r e s e n t s
☆
p
< 0 ･ 0 5

′

…
p < 0 ･ 0 1

′

* * *
p < 0 . 0 0 1 .
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3
-

5 考 察

ある種の多価不飽和脂肪顧が血小板凝集抑制作用を有する ことは以前より明ら

7 6 ) T T ) 7 8 )

か にさ れて いる が ､ なかで も TC A と同 じく
.
C1 8 : 3 で ある LN A に つ い て

は ､ 血小板凝集抑制作用を示すことが古くか ら知られ ておりその作用槻序につ い

丁6 ) 丁8 〉

ても詳細に検討され て い る o そ =
'

で ､ 血小板機能におよぽす作用につ い

ての報告が今まで 全くない TCA の研究を進める に あた っ て ､ 構造の 頬似 した LN A

を比較対象とする こ とに より ､ TC A の血小板凝集及びA A 代謝におよぼす作用がよ

り
一

層明確に なるので は ない か と考え
一

連の 研究を行 っ た o

まず ､ A DP( 1 . O L L M ) 及び コ ラ
ー

ゲン(0 . 5 LL g / ml) に よる PR P凝集に対し て ､

T CA ､ LNA は い ず れも濃度依存性の抑制を示 し ､ しか も両者の血小板凝集抑制パ

タ ー

ン はほぼ 同様で あ っ た ことから ､ TCA は LN A と同じく血小板凝集抑制作用を

有する こ とが明らか とな っ た ｡ ま た この時 L M のみ ならず TC A は ､ A A代謝ヘ の

6 6 )

依存牲が高い といわ れ る AD P惹起の二 次凝集 を ､ 一 次凝集に比べ より強く抑

制 した o この こと は ､ TC Åが血小板AA 代謝に何らかの 作用 をおよぼ して い る可

能性を示唆して い る ｡

そこで ､ 3 節以下 におい て†CA の血小板凝集抑制作用の機序を明らか に する目

的で ､ 洗浄血小板を用い て 血小板凝集能及びA A代謝におよぼす作用をLN A の作用

と比較し検討した ｡ 洗浄血小板を用いた 場合におい ても ､ PRP 凝集と同 じく ､

TC A は LN A と同様に コ ラ ー ゲン凝集を濃度依存的に抑制した o しか も注目すべ

き こ とに は ､ 血小板A A 代謝産物のうちCO 系のT X B 2 , HH T の産生に対し て ､ い ずれ

も濃度依存性の抑制作用を示 した ｡ この と き血小板凝集能及びCO 系代謝産物の

産生に対する TC A のI C 5 0 の値は ､ LN A の それぞ れ に対するIC 5 0 の値と きわ めて近

似して おり ､ これ ら二 つ の多価不飽和脂肪酸が ほぼ 同等の力価をも っ て血小板凝

集だ けで なく ､
A A 代謝に対 し抑制作用を示す可能性が考え られた ｡ ま た

一

方､

- 4 8 -



T CA による血小板凝集の抑制とT XB 2 産生の低下との 閣に は正 の相関関係が認めら

れ た o TX B 2 の前駆体で あるTXA 2 は強力な血小板凝集作用を有することはすで に

ょく知られ て おり
2 )

､ 血小板凝集に磨く関わ っ て いる o
8 O )

従っ て ､ T CA 及び

LN A による血小板凝集の 抑制作用の機序の
一

つ として ､ T XA 2 産生の低下が非常に

重要な因子と して 働い て いる可能性が示唆さ れた o TCA 及び LNA は ､ コ ラ ー ゲ

ン刺激時に みられる血小板膜リ ン勝質のA A すなわ ち内因性のA A から産生されるTX

l ヰ

B
2
､ ‖HT の療を瀕度依存的に抑制しただけでなく ､ 外殿性の [ C]AA を血小板に

1 ヰ 1 ヰ

加えた時の [ C]T XB 2 及び [ C] HH T ヘ の代謝を淑度依存的に抑制した o 従っ

て ､ こ れら二 つ の多価不飽和脂肪酸は血小板C O 系を抑えて結果的にA A 代謝を抑え

て い るので はない か と考えられた ｡ と ころで LN A に つ い て は既に P a c e
- A s c i a k

8 1 ) 8 2 ) 8 3 )

ら ､ Zi b oh ら ､ S r i v a s t a v a ら により ､ LN A が血小板C O を阻害する こ

と によ っ てT XA 2 藤生を低下させ ､ 血小板凝集抑制作用を示すこ とが明らか にされ

て い る ｡ 今回 ､ TC A の 血小板凝集能及び血小板A A 代謝におよぼす作用は ､ LN A
I

と比較して抑制パタ
ー ン ､ 抑制力価の い ずれ を とっ てもほぼ同じで あ っ た o 以

上の 成襖から ､
T CA の血小板凝集抑制作用発現の横序も LN A と同様に血小板CO の

阻害で あり ､ この た めTX A 2 藤生が低下 したので あろうと思わ れる ｡

c o 系代謝産物の産生が抑制されたの とは反対に ､ T CA 及び LNA は血小板に外因

l ヰ 1 4

性に加えた [ C] AA か ら [ C] 12
-

,
H ET E ヘ の 代謝を濃度依存的

▲

に増加させた o

こ れ は ､ おそらく T CA 及び LN A がC O を抑制した ため ､ 代謝され なか っ た余剰の [

1 4

c]A A が 12
- LO 系に凍れ代謝された もの と考え られる o

一

方､ コ ラ
ー ゲンで刺

激した 血小板で は ､ こ の 12
-

H ET E 産生の 増加はT CA , LM A の比較的低濃度添加の時

のみ に認められ ､ 添加する脂肪酸の 濃度が増加する につ れ内因性AA からの 1 2
- H E

T E 産生はそれ以上増加せ ず にむしろ 低下 しTC A , L閃A 無添加の レベルまで戻 っ た ｡

こ の場合､ 12 - H ET E の 前駆体で あるAA は ､ 血小板膜リ ン胎質に存在して いた 内

因性のAA で ありコ ラ
ー

ゲ ン刺激により膜リ ン脂質力
､ ら遊離され 12

- LO で 代謝され
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1 4

た もので ある ｡ この点が外因性に [ C] AA を添加した実験 とは根本的に異なる

点で ある o この二 つ の 多価不飽和脂弧醸の高濃度添加に よ っ て ､ 内因性A A から

の 12
-H ET E産生の克進が見られなくな っ た理由は 未だ明らかで は ない

■
o 多価不

飽和脂肪酸の 一 つ である リ ノ ー ル 俄の 高濃度で は ､ CO のみならず血小板膜リ ン脂

質か らの 細道離を抑制す る との報告がある ｡
8 ヰ)

従 っ て ､ 高瀬魔の T CA 及び ､

L 舶 もまた ､ 血小板膜リ ン脂質からのA ^遊離を抑制して いるの で はない か と考え

られた ｡

TCA の構造は ､ 9 -

c i s ､ l l
-

t r a n s ､ 15
-

ci s 不飽和脂肪酸で あり ､ LN A は9 ､ 1 2

､ 15
-

a ]l c i s 不飽和脂肪酸で ある . M c I･nt y r e ら は ､ C1 8 :2 , C1 8 :3 を含む ci s

多価不飽和脂肪酸は ヒ 卜血小板において 血小板凝集抑制作用 を示しT XB 2 産生を低

下させ る が ､ t ｢ a n s 多価不飽和脂肪酸で はそ の ような作用の ない ことを報告して

8 5 )

いる ｡ 今回著者は ､ T CA が二重結合を
一

つ 含む t ｢ a n s 多価不飽和脂肪酸で

ある にもか かわ らず ､ a l l c i s 不飽和胎肪酸で ある LN A とほ ぼ同等の力価をもっ

て血小板凝集抑制作用 を有 して い る こ とを明らか に した o ここ にM cl nt y re らの

成績との矛盾点が存在 するが ､ こ の点につ いて は今後の研究を待たなけれ ぱ なら

ない ｡

今回の成績か ら ､ T CA は血小板凝集抑制作用を有し ､ そ の力価は LN A と ほぼ同

等で ある こ とが明らか とな っ た が ､ これ は おそ らく LNA と同様血小板CO を阻害す

る た めと考えられ た ｡ 血小板凝集抑制作用 を有する TCA は ､ 今後虚血性疾患の

予防や治療上 ､ 有用なもの に なっ て いく可能性を秘めて おり ､ TC A を用い て のi n

v j v o の 研究が必要 と考えられ る o

- 5(ド



第4 草 魚脂ゆに多塵各こ含ま耽る

エ イ コ サ ぺン歩 エ ン顧 (臣P晶) の

血か板凝集能及び

血か板アラキドン髄代湖に

およぼす件周

(岳n v竜W o および e x v毒v o)

4 - 1 は じ め に

強力な血小板凝集作用 を有するTXA 2 の前駆体で あるAA は ､ 血小板膜リン脂質中

に 存在する勝肪顧で あるこ とから ､ 摂取する脂質の種頬によ っ て は血小板のAA 代

謝が彩智をう け血小板凝集抑制作用を示す可能性がある o 本章で 取上げた
の は

､ 和漢生薬から得られる秦物で はなく ､ 自然界特に海獣頬魚頬の脂質申に多く含

まれ る多価不飽和脂肪酸の
一 種で あるエイ コ サペ ンタ エ ン酸( e i c o sa p e nt a e no i c

a c id , E PA) で ある ｡
EP A は近年 ､ 抗血栓､ 抗動脈硬化作用を有する薬物の

一 つ

と して注目をあび てい る o
3 0 ) 3 H 3 2 ) 8 8 ) 3 ヰ) 3 5 H 6 m 6 川 7 川 8 )

EPA の抗血小板作

用に つ い て は1 97 時 代よりD y e rb e rg らの ､ グリ
ー ンラン ドエ スキモ

ー

人に関する

疫学調査を中心に
一

連の報告がなされ てきた o
3 0 m 1 )

彼等 臥 海獣 臥 魚類を

多食するエ ス キモ
ー

人で は欧米の白人に比べ著 しく血栓性疾患の確鹿率
の低い こ

とをあげ ､ その 理由と して海産動物申に多く含まれ る EPA の摂取
により血小板凝

集能が低下 して いる 可能性を報告した ｡

E PA はA A と同様炭素数2 陀 あり ､ 5 つ の二重結合を有する
か 3系の 多価不飽和

脂肪酸で ある o 血小板で は ､ AA と同 じくC O及び 12
- LO によ っ て代謝をうける こ

- 5 ト



とが知られて い る
8 9 )

( Fig 1 4 - 1) o すなわ ち ､ C O 系からはTXA 3 を経てT XB 3 が産

生さ れる o またC O 系か らは ､ m al o nd i al d e hyd e と共に 12
- hy d r o x yh ep t ad e c a

-

t e t r a e n oi c a c id(H =T E) も産生され る o 1 2
-

LO 廉か ら は ､ 1 2
- hyd r op e ro x y -

e i c o s ap e nt a e n oi c a c id ( 12
-‖P EPE) を経て1 2

- hyd r o x y e i c o s ap e nt a e n o i c a ci d(12

- HE PE) が産生され る ｡
8 T ) 3 8 〉 3 9 ) ヰO )

EPA の抗血小板作用 の機序と して はい くつ か挙げられ る が ､ ER A

の代謝産物自身の血小板機能におよぼす作用 に つ い て は N e ed J e m a n らに よ っ て ､

E PA のC O 系代謝産物で あるT XA 3 は , A A由来のTX A 2 と異 なり血小板凝集促進作用を

3 8 )

もたない ことが挙げら れ てきた ｡ しか しながら ､ EP A の 12
-

LO 系代謝産物

の血小板機能におよぼ す作用 につ いて は今まで 全く報告がな い o

と ころで ､ EP A の 血小板で の代謝につ い て は ､ H a m b e rg ら によ っ て明らかにさ

れ たように ､ 主要な代謝産物はC O系代謝産物で は なく 1 2
- LO 系代謝産物で ある o

8 9 )

Ah a r o n y ら
1 2 )

,
s i eg e 帽

1 3 )

は ､ A A の 1 2
- +O 系の 中間代謝産物で ある1 2

- HP ET E が血小板凝集抑制作用を示す こ とを明らか に してい る ｡ そ こで ､ 血小板

における E PA の 主要な代謝産物で ある 12 - LO 系代謝産物が血小板機能に何らか の

作用をおよぼすので は ないか と考え以下の検討を行っ た ｡

まず ､ A EPA 及びA A由来の 12
- LO 系代謝産物を生合成し ､ 血小板機能に およぼ す

作用を検討した o 次に ､ 健常人に高純度に精製 した EP A エ チル エ ス テ ル ( EPA
-

E) を投与し ､ 血小板膜リ ン脂質申の EPA 量の変動 ､ ならび に血小板刺激時のAA 及

び EPA 代謝産物の産生量の 変化から ､ EPA の 抗血小板作用発現へ の 12
-

LO 系代謝

産物の寄与の可能性を探 っ た ｡

- 5 2 -
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4
-

2 E P A の 血小板 12 J ) ポキシ ゲナ
ー ゼ( L O) 蘇

中間代謝産物で あ る

1 2
- h yd r o p e r o x y e i c o s a p e n t a e n oi c a cid

( 1
r
2 - H P E PE) の 血小板凝集能

及びセ ロ ト ニ ン放出に およぼす作用

【実験方法】
4 8 )

AA 及び EP A由来の 12
-

L O 系代謝産物は ､ G o e t z l らの方法 に準じA A 及びEP A(

日本水産株式会社, 東京, p u rity > 99 % ) を基 質と して ､ ヒ 卜血小板ホ モ ジネ
ー

卜とのイ ン キ ュ ぺ -

シ ョ
,
ン により生合成した o メタ ノ ー ル にて生成物を抽出後

､ 逆相( RP) 及び願相(S P トHP LC に て分離精製し ､ A A由来の1 2
- = PET E ､ E PA 由来の

12
1 H PE PE を得た o ま た ､ A A 由来の1 2 -‖ET E , EP A由来め 12 - H EPE はC a n p らの 方法

4 9 )

に準じ ､ N a B‖. によ っ て12
- H PET E 及び1 2 - H PEP E の還元反応に より調製した後

､ SP
-H P LC を用 いて 精製した o こ れらの物質はジ アゾメタ ンによるメ チル 化反

5 0 )

応後 ､ トリメ チル シ リル化 し ､ g a s c h r o m a t og r a ph y
- m a s s s p e c t r o m e t ry(GC -

HS ) にて同定した ｡ Fig . 4
-

2 に は 12
-

H EP E の m a s s s p e c t ｢ u m を示 した o

血小板凝集能及び セロ トニ ン放出を測定する た めに ､ まずセ ロ トニ ン標識洗浄

5 9 0 )

血小板浮遊液(5 ×1 0 / LL l) をJ e r u s h a l my らの 方法 に準じて調製した o すな

1 ヰ

わ ち ､ PGI
2

- N a を用い ての 採血後得られ た ヒ 卜 PR P に ､ [ 2
- C] 5 - h yd r o x y -

1 4

t ry pt a m i n e bi n o x a 】a t e ( [ C]5
1

H T ､ セ ロ ト ニ ン ､ 5 0 m Ci/ m m o l , 柏e w E ng l a nd

N u c l e a r) を0 . 2 5 LL Ci/ m[ 加え て3 7 . 5 ℃ にて 3 0 分間イ ンキ ュ べ
-

シ ョ ンするこ と

1 4

によ っ て ､ [ C]5 -‖T を血小板に取込ませ た ｡ つ いで ､ 1 - 5 に既述した方法

1 ヰ 5 1 ヰ

に従い 【 C]5
- H T 標識血小板浮遊液(5 × 1 0 / LL l) を調製した o この [ C]5

- H T

標識血小板浮遊液をa gg r eg o m e t e r c u v et t e中で ､ A A(5 FL M .) ある い は コ ラ
ー

ゲ ン

9 1 )

( 10 LL g / m l) の凝集惹起剤を加え 血小板凝集能を測定後 ､ C o st a らの方法 に

1 5 4
-
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F i g .
4 - 2 M a s s s p e c t r u m O

f m e t h y l e s t e r t
r i m e t h y l s i l y l

d e r i v a t i v e o f 1 2
- H E P E ･

従 っ てホ ル ムア ルデ ヒ ド( 終濃度; 1 . 5 % ) で 反応停止させ ､ 4 ℃ にて 2 0 分間

遠心分離 ( 1 80 0 × g ) 後 ､ 上清の放射活性を測定するこ と によりセロ トニ ン放出

率を算出 した ｡

血小板凝集及び ､ セ ロ トニ ン放出へ の最大抑制効果は ､ 凝集惹起剤を加え る直

前に1 2 - HP ET E 及び1 2
- HP EP E を添加した蕩合に認 められ た o そこで 今回の実験で

は ､ 血小板凝集惹起の 直前にこ れら 12
- h yd r o p e r o x id e s ( エタ ノ

ー

ル に溶軌 終

濃度; O . 2 % ) を添加し た o
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【結果】

AA (5 FL M ) を凝集惹起剤と した時 ､ 1 2
- HP ET E 及び1 2 - HP EP E の いずれも 1 - 1 0 Lt

M の濃度で血小板凝集を濃度依存的に抑制した o ( Fig . 4
- 3) 1 2 - HP ET E ､ 及び12

+1P EP E は血小板凝集の み ならず ､ セ ロ ト ニ ン放出も濃度依存性の抑制作用を示し

た o ( Fig . 4 - 4( a)) 5 0 % 阻害に要する1 2
-

H PE TE ､ 及び12 - H P EPE の濃度 (IC s o) 杏

算出する と ､ 血小板凝集に対するI C 5 O の値は 5 . O LL M ( 12
- H PET E) と 4 ･ 8 LE M (12 -

H PE PE) で あり ､ また セ ロ トニ ン放出に対するI C 5 O の値は 1 ･ 8 LL M (12 -‖PE TE) i

1 . 5 E L M (1 2 - H P EPE) で あり ､ 両者に有意の差 は認められなか っ た o
一 方 ､ 安定
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な -1 2 - LO系の代謝産物で ある 12
- H ET E 及び 12

- H EP E の血小板機能におよぼす作用

を検討した とこ ろ ､ 血小板凝集に対するIC 5 ｡ の 値は2 4 〝 M (1 2
- H ET E) と2 5 〃 M (

1 2 - ‖E PE) で あり ､ またセ ロ トニ ン放出に対するIC 5 0 の 値は 8 LL M (1 2
-‖ET E) と

7 . 5 EL M (12
二H E PE) で あ っ た o 1 2 一門ETE 及び 12

- H EP E は ､･ 1 2
- =P ETE 及び1 2

- H PE

p E と比較して ､ か なり血小板機能に対する抑制作用の 削 ヽこ とが明らか とな っ た

o
コ ラ

ー

ゲ ン凝集( 1 0 LL g/ m [) を凝集惹起剤と した場合も ､ 1 2
-‖P ET E 及び12

-

H PE PE は血小板凝集及び セ ロ トニ ン放出を濃度依存的に抑制した ｡ (F ig .
4 - 4( b))

血小板凝集に対するIC 5
′
. の値は1 2

- =P ET E で 5 . 8 LL M ,
1 2 - ‖PEP E で 6 ･ O LL M で 凝

っ た o また セ ロ トニ ン放出に対するIC 5 . の値は1 2
- HP ETE で 9 . 3LL M , 12

-

= PEP E

で 9 . 5 LL M で あ っ た o いずれ の 場合も ､ 両者の 間に有意差は認められなか っ た

o

一

方､ 1 2 - ‖ET E , 12
- H EP E の抑制効果 はか なり弱 く ､ 12 - H ET E , 12

-

‖EP E のそ れ

ぞれのI C 5 0 の 値は ､ 血小板凝集に対して は2 8 FL M と2 6 LL M ､ セ ロ トニ ン放出に対

して は4 8 L L M と4 5 LJ M で あ っ た o

1 2 - H PET E 及び1 2
- HP EP E のAA 凝集及びブラ

ー ゲ ン凝集に対するⅠ･C 与O の値はほ とん

ど同 じで あっ た､が ､ セ ロ トニ ン放出に 関して は コ ラ
ー ゲンで凝集惹起 した場合の

ほう が ､ AA で 凝集を惹起した場合と比較して12 -‖PET E 及び1 2 - H PEP E のI C 5 0 の値が

高い と いう成績が得られ た ｡

-
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4 - 3 血小板凝集能及びセ ロ ト ニ ン放出に およぼす

A A 及び E P A 由来の5
-

, 1 2
-

, 1 5
- h yd r o p e r o xid e s

の作悶

前節に おい て EP A由来の1 2
- rIP EP E が ､ AA 由来の1 2 -‖P ET E とほぼ 同等の力価をも

っ て 血小板機能( 血小板凝集能及びセロ ト ニ ン放出) を抑制するこ とを明らか に

した ｡ これら両者の 共通点は ､ その 1 2 位にh yd r op e r o x y 卜00‖) 基が結合した

モ ノ ハ イ ドロ ペ ル オキ シ離で あると いう点にある o
一

方､ 1 2 位に hyd r o xy (

- 0‖) 基の結合した 12
-

hyd r o x id e s は抑制作用がかなり弱い ことか ら ､ 血小板機能

の抑制には hy d ｢ op e ｢ o x y 基が重要な役割を果た して いる ものと考えられる ｡ で

は ､ 他の 位置に hy d r op e ro x y基の結合したAA 及び EPA由来の モノハ イ ドEj ペル オ

キシ酸の血小板機能にお よぼす作用はい かなる屯ので あろうか o そこで ､ 1 2
-

h yd r o pe r o x id e s の他にAA 及び EP A由来の 5 位及び1 5 位に hyd ro p e r o xy 基を有す

るhyd r o p e ro xi d e s を生合成 し ､ 血小板機能に およぼす作用を検討した o

【実験方法】

5 - H PET E と 5 棚 EP は S hi m i z u らの方法
9 2 )

に準じ ､ p Ol at o から艶精製され た

5
- 1i p o x yg e n a s e を用い て ､ AA 及び E PA との イ ンキ ュ ベ

ー シ ョ ンによ っ て 生合成し

た o 15
- H P ET E と1 5

- H P EP E はu o n g らの方法
5 n

に準じ ､ s o yb e a n = p o xyg e n a s e (

s ig m a) を用い て ､ AA 及び EP A t のイ ンキ ュ べ
-

シ ョ ンによ っ て生合成した o +

れ らの物質は ､ R P 及び S P
- H P LC により分離精製した o さら に ､ これらのhyd r o

-

p e r o x id e s の同定はC a m p らの方法
4 9 )

に準じ 舶B= 4 により還元し各々hyd ro x id e s

と した後 ､ ジアゾメタ ンに よるメチル化反応後 ､ トリメ チル シリル化し GC
- MS に

ょり行 っ た o Fig . 4
-

5 に は5
-

H EP E の ､ Fig . 4 - 6 に は 15
-‖EPE の GC - MS の m a S S

s p e c t r u m を示 した ｡
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1 ヰ 5

前節と同様に調製したセ ロ トニ ン(【 C] 5
- H T) 標識血小板浮遊液( 5 ×1 0 / L L I)

を用 いて ､ 血小板機能( 血小板凝集能及びセロ トニ ン放出) に およぼす hyd r o -

p e r o x id e s の作用を検討した o

【結果】

い ずれ の5 -

及び 1 5
- hy d r op e r o xid e s も血小板機能( 血小板凝集およびセ ロ トニ

ン放出) を過度依存的に抑制した o T abl e4 - 1 に は ､ 血小板凝集及びセ ロ トニ ン

放出に対する5 0 % 阻害に必要なhyd r o p e r o xi d e s の 淑痩 (I C 5 .) を示L J た o 各種

h yd r o p e r o xi d e s の力価は ､ †a b[ e に示した如く hy d r o p e ro xy 碁の結合する位置に

よ っ て 異な っ ており ､ 12
-

,
15 -

,
5 -

位のh yd r o p e r o x id e s の俄 に抑制作用は滅弱 した

o 興味深い こ とに ､ A A 及び EP A由来のhyd r o p e r o xi d e s 抜 ､ hy d r op e r o x y 碁の位

置が同じならば前駆体の 脂肪酸の遠い にかかわ らず ､･ ほ ぼ同等の抑制力価を有し

て い た o

4
- 4 i n v i t r o の 系に おける1 2 - ‖PE TE , 1 2

- ‖P E PE の

血小板凝集抑制に対する相加効果

EPA の投与により ､ ヒ トの 血小板膜リン脂質中の EP A含量が増加する こ とが報

告され て い る o
3 8 ) a 9 )

[ ?A の増加した 血小板が活性化をうける と ､ 膜リ ン脂質

か らA A の み ならず EP A も遊離され ､ その結果A A由来の12
- HP 巨T E と ともに ､ EPA 由

来の1 2 -‖P EP E が産生され るこ とが考えられ る o そ の際､ これ ら 12
- hyd r o p e r

-

o xid e s が共存すると両者の 血小板機能におよぼす抑制作用は変化する可能性が考

え られ る B そこで ､
1 2 - HP ET E と1 2 - HP EPE が同時に存在した時の血小板凝集能に

およぼす作用 につ い て検討した ｡

-
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d e t e r m i n e d . D a t a a r e e x p r e s s e d a s t h e c o n c e n t r a t i o n

r e q u i r e d 王o r 七h e h a l 王 m a x i m a l i n h i b i t i o n o f p l a t e l e t

a g g r e g a t i o n a n d 5
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【実験方法】

血小板凝集に対 して約5 0 % の阻害作用を示 す 12 - hyd r o p e r o x id e s の 濃度は 5 LL

-
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M で あることか ら ､ 12
- h yd r op e r o xid e s の総塵 ､ すなわ ち1 2 -‖PET E と1 2 - H PEP E の

和を 5 LI M に保っ た条件で1 2
- 肝ET E 及び1 2 -‖PEP E の それぞれの比率を変え血小板

凝集能におよぼす作用を検討した o

【結果】

T ab ) e 4 - 2 に は ､ A A(5 LL M ) による血小板凝集におよぽす1 2
-

H PET E 及び1 2
- H PEP E 添

加時の阻害 ( % ) を示した o 1 2 JIP ET E及び12
- HPE PE の比率を変化させて も総量

に 変化がなければ ､ 血小板凝集の抑制効果は常に
一

定で あ っ た ｡ これは ､ 12
-

‖pE TE ､ 1 2
- ‖PEP E は お登 い に相加的に働くことを示してい る o コ ラ ー ゲンを凝

簸惹起剤と した暗も同様な成範が得られた o

T a b l e 4
- 2

A d d i t i v e e f f e c t o f 1 2
- fI P E T E a n d 1 2

- H P E P E o n A A -
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- H P E P E ( 岬) i n h i b i t i o n ( % )
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5 2 ＋2 ｡ 2
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m e a n s ＋ S ･ D ｡
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4
-

5 高純度に精製した E PA 工 チ]L , エ ス テ)L/ 杏

投与 した前後に おける ､ ヒ ト血小板刺激時に

産生されるアラ キドン醸( A A) ならび に

エ イ コ サ ペ ンタ エ ン酸 (巨PA) 代謝産物の変動

前節まで において ､ i n vit ｢ o の系で E PA の と 卜血小板で の 主要な代謝産物で あ

る12
- HP EPE には ､ AA 由来の12

- ‖PET E と同等の血小板凝集抑制作用のある こ とを明

らか に した o そ こで ､ EPA 投与時の血小板凝集能低下 の磯序の
一

つ と して12 -

‖pE PE が関与するか否か を明らか に する目的で ､ 健常人に
一

定期間高純度に精製

した EP A エ チル エ ス テル を投与し ､ その前後に おい て血小板刺激時に産生され る

AA 及び EPA由来の代謝産物の分析を行っ た ｡

【実験方法】

健常人男子1 1 名 に ､ ソラトカプセル に充填したEPA - エ チル エ ス テ ル(EP A 七

300 mg/ c ap .
, 純度 ; 90 % , 日本水産株式会社) を3 ,

6 g/d a y ､ 4 週間服用 させ た o
6

服用前後において 1
- 2 に既述した方法に従っ て洗浄血小板浮遊液 ( 10 / LL J)

を調製し ､ ト ロ ン ビ ン ( 1 U/ m l , 持田製薬株式会社 ; 東京) または ､ コ ラ
ー

ゲ ン

( 5 0FL g/ m l) で 5 分間刺激後､ 等量の メタノ ー

ル を加え 反応停止を行っ た o
4 5 )

H i r ai らの方法 に基づ いてA A 及び EP A の代謝産物 ( プ ロ ス タノイ ド) を= PLC

を用い て測定した ｡ また ､ ERA - E 投与前後に おける血小板リ ン脂質申の ホ ス フ

ァ チ ジル コ リ ン( p h o s ph at id yl ch o li n e , PC) ､ ホ ス ファ チジ)L' エ タ ノ ー

ル アミ ン

( p h o s ph a t id yl et ha n o l a mj n e ; PE) , ホ ス フ ァ チジル イ ノ シ ト ー

ル(ph o s ph at id y ト

i n o si t o f; P I) 分画の脂肪酸構成の変動は ､ 小沢 らの 方法
9 3 )

に従い
一

次元薄層

クロ マ トグラフ ィ ー (T LC) による分離後三 フ ツ 化ホ ウ素によるメチル化反応を へ

て ､ ガスク ロ マ トグラフ ィ
ー

によ っ て測定した o
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【結果】

EPA - E 投尊前後で の 血小板刺激暗に産生さ れるプロ スタ ノイ ドは RP -

及び S P -

‖P LC を 馴 ＼て測定された が ､ その際の代表的な RP - 及び SP - H PLC のクロ マ 卜グラ

ムを Fig ･ 4 - 7 に示した o RP -H P LC で は ､ AA 代謝産物のうち H= T と 12 - = ET E が ､

また EP A代謝産物のう ち州T E と 12 - H EP E が検出され る o Era -

E 投与後の血小板

刺激時の プ ロ スタノ イ ド藤生紘投与前と比べ ､ H= T と 12 - = ETE の産生低下と [PA

代謝産物のう ち 12
-‖EP E の 藤生増加が著しい( Fi g . 4 - 7( a)(b)) .

o SP
-

H PLC で は

TX (T X B 2 ＋TX B 8) が検出され るが ､ EPA
- E 投与によりT X の 産生 は低下して いる(Fig

. 4 - 7( c)(d)) o さら に ､ T XB 2 とT XB 3 は RP
-

‖P LC によ っ て分離､ 測定される o

E PA
-

E 投 射こよりTXB 2 の藤生は低下する が ､ E PA
- E 投与前のT XB 3 藤生 はTXB , 産生

に比べ かなり少藤で 凝り投与後の産生の増加もあまり顕著で はない( Fig . 4 - 7( e )

(f)) a E ra
-

E 投尊前後で の トロ ン ビン (1 U/ m事) 刺激時の 血小板プ ロ スタノイ ド

産生をT ab l e4 - 3 に示した o EP A - E 投与前後にみられ る ､ 血小板刺激時に産生さ

れる各種プ ロ スタ ノイ ドの 主な変動として 紘 ､ EPA 代謝産物につ い ては 12 - H EP E

産生 の著しい 有意の増加で あり ､ E PA のCO 系代謝産物で あるH=T E とTXB 3 の産生増

加は ごくわ ずか で 凝っ た o
一

方 ､ 産生されたA A 代謝産物につ いて は EPA
-

E 投与

によりCO 系代謝産物で あるT X B 2 と ‖= T 産生が有意に低下した ｡ また ､ 12
- HE T E

産生 は EPA - E 投与により低下 したもの のA A のC O系代謝産物の産生低下 に比べ ごく

わず かで あ っ た o EP A
-

E 投与による血小板プ ロ スタノ イ ドの産生の変動に伴い

､
T X B
3 / T XB 2 の比 ､ 及び 12

-‖EP E / 12 - H ETE の 比は有意′に増加 した o EP A - E 投

与前後における コ ラ ー ゲン ( 50 LL g / m I) 刺激時の プロ スタ ノイ ド産生をT ab l e 4
- 4

に 示したが ､ ほ ぼ同様の 成績が得られ た ｡

脂肪酸構成の 変動をT a bl e 4
- 5 に示 した ｡ 血小板リ ン脂質のうち ､ P C , P E , PI

の い ずれ の画分におい て も E PA垂 は EP A - E 投与により有意に増加した o AA 量 に

つ い て は ､ P C , PE 画分は 有意に低下 したがPI 画分で は不変で あ っ た ｡
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T a b l e 4 - 3
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2
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さら に血小板のP C , P E 両分の EP AノA A 比と ､ 血小板の刺激時に産生さ
れ たT XB 3

/ TX B 2 比 ､ 及び12
- H PEP E / 1 2 -‖PE PE 比との間に は , いずれも正 の相関関係が認め

られ た( Fig . 4 - 8 及びFig ･ 4 - 9) o F
･

[g u r e に は トロ ン ビン (1 U/ m[) 刺激の血小板に

ぉける成績を示 した 臥 同様の成鶴は コ ラ
ー ゲン ( 50 LL g/ mI) 刺激の 血小板に お

い て も認められ た ｡
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4 -

6 考 察

A A由来の 1 2
-

LO 系代謝産物で ある1 2
- H PETE に つ い て は ､ 血小板凝集反応及び ､

放出反応を抑制するこ とが既に報告され てい る o
1 2 ) 1 3 )

今回著者が行っ たi n

v it ｢ o の成鏡でも ､ 生合成した12
-‖P 口E はAA(5 〃 M ) 及び コ ラ

ー

ゲン (1 0 〟g/ m l

) による凝集及びセ ロ トニ ン放出に対し濃度依存性の抑制を示 した o

今回のi n vit r o 実験で 新た に明らか になっ た ことのう ち最も重要なこ とは ､

EPA の 12 - LO系中間代謝産物で ある1 2 - H PEP E もまた 血小板凝集やセ ロ トニ ン放出

に対して濃度頃存性の抑制作用を示 し ､ しか もその抑制力価がA A由来の1 2 - HP ET E

とほ ぼ同等で ある という ことで ある ｡ さらに ､ 1 2 -‖PE TE 及び12 - H PE PE の 安定な
/
′
一
ー
‾ ヽ
､
→

代謝産物で ある 12 - H ET E 及び 12 - H EP E は 12
- hyd ro p e r o x id e s (12 -‖PET E 及び 12 -

H PE PE) に比べ かなり抑制効果が弱い ことも明らか にな っ た ｡ 12 - H E TE が1 2 -

H P E

T E と比較して ､ 血小板機能に対する抑制効果が低い ことは ､ Ah a r o ny ら
1 2 )

や
5 3 )

C ｢ o s e t ら も報告して い る ｡ 彼等によれ ば ､ 12 - HE TE の 血小板凝集抑制の力

価は1 2 - H PET E に比べ 1/ 3 か ら 1/4 とい う o こ れらの成績か ら ､ 12
- h yd r o p e 卜

o xid e s が 12 - hyd ro x id e s ヘ
‾
と代謝され る こ とに よりその抑制の 活性が失わ れ ると

いう ことが推察される ｡ 今 臥 著者の実験で も 12 - h yd r o p e r o xid e s と血小板の

プ レイ ンキ ュ ぺ -

シ ョ ン 時間が延長する の にともなっ て凝集抑制効果が低下する

こ とが認められた o こ れ は ､ 12 - hyd r op e r o xjd e s が反応液中で 非常に不安定な

ため ､ ただ ちに 12
-

h yd ｢ o xid e s と なり ､ 凝集抑制効果が低下 した ためと考えられ

る ｡

1 2 -H PET E と12
- HP EP E の 血小板横能に対する抑制の力価は ほ ぼ同等で あ っ た こ と

から ､ 野道的に二 重結合の数は抑制効果を左右するための重要な因子 に はな っ て

い ない と思わ れる o と ころ で ､ 1 2 - HP ET E 以外のAA 由来の h yd r op e F O X id e ､ 例え

ば1 5 - HP E†E につ い て は血小板凝集抑制作用を示すこ とが報告され て い るが

-
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､ hyd r o p e r o x y 基の位置の違いが抑制効果に遠い をもたらすので あろうか ｡ +

の 点を明らかに するため ､ 1 2 位の他に
- OO‖基を有するAA 及び EPA 由来のL O代謝

産物を調熱して血小板機能におよぼす作 馴こつ いて検討を加えた o とこる で ､

h yd r op e r o xid e s の調製鴇と して は ､ 酵素的方法の他に自動酸化による方法
9 5 )

ヘ モ グ ロ ビンを用い る髄化反応法
9 6 )

､

-

垂項酸素を用い た方法
9 丁)

等が知られ

て い る o こ れらの非酵素的調教法を経て調教されたhyd ro p e r o xid e s はラセミ体

で あり ､ こ れらのS 一 体とト体の混合物で 凝ると考えられ てい る o C r o s e t らは ､

血小板凝簸抑制作用を発現するため にはhyd r op e ro x id e s がS 一 体で ある こ とが必要
5 3 )

で あると報告して いる o またS 一 体のみのhyd r o p e r o x jd e s は酵素的方法によ

9 2 ) 1 0 0 )

り調射されるこ とが報告されて いる o 従 っ て今回の実験で は ､ S
一

体の

9 2 )

hyd r op e ro x id e s を得るた め ､ 5
- hyd r o p e r o xid e s は Sh im i z u らの方法 に準じ ､

p ot a t o から艶精勤され た5
- I i p o x yg e n a s e を用い ､ 15

-

hyd r op e r o xid e s はu o ng らの

5 1 )

方法 に準じ s o yb e a n 15
- Ii p o x yg e n a s e を用い て生合成し ､ その力価を比較し

た Q その結果 ､ hyd r op e r o xy 基の 結合する位置によ っ て血小板機能におよぼす

抑制力価はかなり異なる ことが明らか となっ た ｡ すなわ ち ､ 血小板の凝集放出

反応に およぼすm o n oh yd ｢ o p e ｢ o x id e s の抑制作用 は hyd ｢ op e r o x y の位置 によ っ て左

右され るが ､ 二 重結合の数によ っ て 抜ほ とんど影響を受けないこ とが考えられ た

｡ すで に述べ たよう に ､ 血小板で 産生される 12
- hyd r o p e r o xi d e s が最も血小板

横能におよぼ す抑制効果 が高か っ たこ と は興味深 い成続と思われる o 尚､ A Å由

来の 12 - H ETE に つ い て は ､ 5
- HET E や 15 - H ETE より血小板凝集抑制作用が最も強い

1 2 ) 5 3 )

こ とが他の研究者により報告され て おり ､ 著者の成績とも
一

致してい る .

EPA 投与に より EP A 含量の増加した血小板が活性化をう ける と ､ 膜リ ン勝質か

らAA の みならず E PA も遊離し 12 - LO で 代謝をうけ ､ それ ぞれ1 2
- HPET E ､ 12

- HP EP E

が産生され ると考え られ
3 8 ) 3 9 ) 8 9 )

､ 両者が相互 に影響しあう可能性が考えられ

る o そこで ､ 12
- H PET E と1 2

-‖PE PE のi n v it r o で の共存効果を検討したが ､ 血小
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板凝集抑制に及ぼす両者の作用 払ヨ醐口約で あ っ た D これ ら
一

連のi n vi t r o の実

験か ら ､ EP A の 12
1 LO 系中間代謝産物である1 2

- H P EPE がA A由来の12 - = P ET E とほぼ

同等の力価をも っ て血小板磯能を抑制し ､ しかも12
- H PEP E は12

-‖PET E と相加的に

作用する との成績を得た ｡

そこで1 健常人に高純度に精製 した EPA
-

E ソ フ トカプ セル を 一 定期間服用させ

投与前後における血小板で のリ ン脂質画分申のA A垂及び EP A塵 ､ ならび に血小

板活性化時に産生されるA A 及びAA 由来q) 代謝産物を測定 し ､ i n v it r o の成範をも

と にEPA の抗血小板作用発現の機序の1 つ と して1 2
- H PE PE が関与する 可能性を検

討 した o その
㌍

､ E 恥 E

苧
与により血小板り

■

ン勝質(P C ･ PE , PI 沖 の EP 噌 豊

が有意に増加する とと もに ､ 血小板活性化時に産生され る E PA 代謝産物の 捻塵は

有意に増加した が+ なかで も 12
- H EP E の 産生量の増加は著 しか っ た o 血小板の

PC
,
P E 画分q) EPA / ÅA 比と 1 2 -‖EP E / 12 - H ET E 比との間に は いずれも正 の相関関

係が認められ たが ､ こ の こ とは EP A -

E 投与により血小板膜リ ン脂質中の EP A 垂が

増加する の に伴い ､ 血小板の活性化により血小板膜リ ン脂質からA A の み ならず ､

EPA も遊離しさらに代謝さ れる こ とを示 してい る o

一 方 ､ EPA - E 投与に より血小板リ ン脂質 (P C , PE 沖 のA A 含量は有意に低下 し ､

これ に伴い血小板活性化時に産生され るA A代謝産物の億量は 有意に低下 した が ､

なか でもTXB 2産生の低下 が著しか っ た ｡ E PA - E 投与によりTX B 2 ､ すなわ ちTXA 2

の 産生が低下 した携序と しては ､ T XA 2 の蘭駆体で あるA A 垂の 低下
9 B ) 9 9 )

､ ま た

E PA 自身によるCO レベ ル で のA A代謝の 阻害等が考えられ る ｡
3 8 〉1 0 0 )

と ころ で ､

E PA から産生されるT XA 3 は ､ A A由来の■T XA 2 と異なり血小板凝集促進作用を持たず

E PA の増加に伴いT XÅ3 産 生が増加し ､ 代わ りにTX A 2 産生が低下する た めに血小板

凝集能q) 低下をもたら すと の仮説が N e ed f e m a n らにより提唱され て いる .

3 8 )

今

回の研究でも EPA - E 投与後 ､ TX B 3 産生の増加と ともにT XB 3 / T XB 2 比の有意の増加

が認められ た . しか しながら ､
T XB
3 の産生量はAA由来のT XB 2 産生量 に比べEPA

-
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E 投与後に おい て 屯きわめて少轟にとどま っ た o 従 っ て ､ EPA による 血小板凝

集能低下の 機序の
- - つ と してTXA 3 塵生の 関与はあまり大きくないと考えられた o

EP良
一E 投毎により ､ 血小板活性他時に藤生されるTX B 2 塵が著しく減少したの に

対して ､ 12
-‖ET E と 1 2 -暮1 EPE 産生壁の総和は減少するよりむしろ増加する傾向が

み られ た o EPA
-

E 投与機 ､ 血小板活性化時に認められた 12
-H EP E産生の著しい

増加 は12
-

= PEP E 藤生の増加を意味して いる o i n vi t ｢ o の系において ､ 12
- H PE PE

は血小板凝集抑制件用を示し ､ その抑制力価はAA 由来の1 2
- H PET E とは ぼ同等で あ

り両者はお葺い に

相加的に作用する

こ とを先に明らか

に した o 従っ て

､ 健常人ヘ の EP A

-

E 投与実験に おい

て リン脂質画分ヘ

の EP A含奥の 増加

に伴い 1 2
-H E㌣E の

産生増加がみられ

た こ と は ､ E PA の

抗血小板作用発現

の磯序の1 つ と し

て1 2
- =P EPE が関与

して い る可能性を

示 して いる ｡

(Fi g . 4 - 1 0)

D l ot a r y l n 卵 S tl o n o
f E P A

/
/

↓ ＼
c bt P L r a ti o A A c o nt e nt i n

P L I S P A c o n t e n
t i n P L†

l rt p t a t 8l et s I

↓
榊 e nl b r a n e

Fl ui d rt y I

A A r e 一e a s e

f r o m P L l

c y c
l o o x y g e n

a S e T X A 3 †

12 ･ H P E P E†暮n h i bi t i o rl

T X A 2

F o r m at i o n l

pl at ｡ I e t A g 8 r O g at l o n l

F i g .
4 - 1 0

p r o p o s e d m e
c h a n i s m o f a n t i

-

a g g r e g a t O r y

e f f e c t o f d i e t a r y i n g
e s t i o n o f E P A ･

c h o l ; c h o l e s t e r o
l
y
P L ; p h o s p

h o l i p i d s ,

T X ,
･ t h r o m b o x a n e p H P E P E ; h y

d r o p e r o X y
-

e 土c o s a p e n 七a e
n o 土c a c i d
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縄 括

本研究で は ､ アス ピリ ンに代表され る既存の抗血小板秦と は全く違 っ た角度か

ら血小板凝集能を輸刺する と考えられ る種々 の薬物を とりあげ ､ そ れ らの 血ホ板

A A代謝におよぼす作用 を中心に研究を進め各薬物の抗血小板作用の磯序の
一

端を

明らか にして きた ｡ すなわち ､ 和漢生薬成分で あるC J
'

n n a m i c aJ d eh yd e とt ri -

c h o s a n J
'

c a c,id 及び ､ 食事で摂取される脂質の
一

種で あるエ イ コ サペンタ エ ン酸

( EPA) が ､ 血小板AA 代謝をか えるこ と により血小板凝集抑制作用を有する ことを

明らか にする とともに ､ これらの薬物が将来 ､ 血栓性疾患の予防､ ある い は治療

上有効な薬物にな っ てい く可能性を示唆し た o 本研究のま とめを ､ 以下 に要約

L J T= o

1 ) 今回新た にR ad o m ski らの方法を改良し ､ プ ロ スタ グラ ンジン王2
一 触 塩(P G I 2

-

N a) を用いた cy t o p r o t e c t io n 法により ､ 血小板機能を保持した ヒ 卜洗浄血小板を

調製する方法を確立 し ､ 各種薬物の血小板横能及びAA 代謝におよぼす作用を検討

する こ とを可能に した o

2 ) 桂皮の主成分で あるc J
'

n n a mi c aJd ehy d e が ､ 血小板凝集抑制作用を有して お

り強力な血小板凝集因子で あるTXA 2 の 産生を抑制する こ とを明らか に した o

t i n n a ni c ald eh yd e によるT XA 2 産生低下 の機序と して は ､ A 脚 らのT XA 2 の 産生 に

い た るCy C I o o xy g e n a s e の 阻害剤で はなく ､ む しろ血小板活性化に伴う膜リ ン脂質

からのA A 遊離の抑制が考えられ た ｡

3 ) 桔楼仁の主成分で あるt ri c h o s a n J
'

c a ci d が ､ 同 じく C 1 8 :3 の多価不飽和胎肪

酸で あるリ ノ レン 酸と同様に ､ 血小板凝集抑制作用を有して い る こ去ニを明らか に
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した o
'

[ ri c h o s a n i c a c J
'

d8法､ 血か板活性化時に産生され るA A代謝産物のうち ､

c y c t o o xyg e n a s e 茶代謝産物で凝るT X B か ‖‖T の 奥を濃度依存的に抑制し ､ 抑制の

力俄につ い て は リ ノ レン敢とはば 同等で 凝 っ た o リノ レン醸は ､ 血小板cy cl o
-

o x yg e n a s e の抑制作用 を有することが既に明らか にされて い る o 今回の
一

連の

成鶴より ､ t ri ch o s a n ic a c i は リ ノ レン顧と同様に ､ 血小板c y c l o o x yg e n a s e を阻

害した 結果T XA 2 塵生を低下させ ､ 血小板凝集抑制作用を発現していると考えられ

た o

4 ) エイ コ サ ペ ンタエ ン 酸(E RA) は抗血小板作用を有することが知られ ､ その 作

用機序に関して もいくつ か 報告され て い る D 今回新たに ､ i n vi t r o の系を用い

てEP A の1 2
- Ii p o x yg e n a s e 系中間代議産物で ある1 2

- H PEP E が血小板凝集抑制作用

を有して い ることを明らか にした o さらに高純度に精製したE PA エ チル エ ス テ

ル ソ フ トカプセル を健常人に
一

定期間投与したところ ､ 血小板リン脂質中のEPA

含盛が増加するとともに ､ 血小板の刺激にともない12
-

HE PE の著しい産生増加が

認められた o 以上に述べ たJ
'

n v J
'

t r o 及び e x v iv o の成績より , 12
- HP EPE は

E PA による抗血小板作用発現の機序の
一 つ として 関与して いる可能性が考えられ

た B
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抱敏雄誌目録

第二 車の内容は J ･ P ha r m ･ Dy n .

,
v ol

.
10 に下記表題で印刷中で ある ｡

川 VIT RO E FFE CT O F C INN A 削C A LD EHY DE , A MA 川 CO MPON EN T OF CINN AHO MI

C O RT EX
,
0柑 =U M^ N P LAT E

[

L ET A GG REGA TION AN D A RA CH IDONI C A CID HETA BO LISM

第三車の内容は Ad v a n c e s i n P r o s t ag l a nd i n , T hr o mb o x a n e a nd Le uk o t ri e n e

R e s e a r c h( R a v e n P r e s s i n N ew Y o r k) に下記表題で印刷中で ある o

IN VⅠ†RO E FFE CT O F OCT AD ECAT RI ENO IC A CI D ON H UMAN P LATE LET FUNCT ⅠON

また ､ これらの内容は J , P ha r n . D y n . に下記表題で投宿申で ある D

I N VI TR O EF FEC T O F T RIC =OS ANⅠC ACID , A HA 川 COM PONE NT O F T RICHO SAN THE S

J AP ONI CA , O N P LAT El _ ET AGG RE GAT ION AN D A RA CH IDON IC AC ID META BO LI SH I N

H U 舶N P LAT ELE TS

第四車の 4
- 2 , 4

- 3 , 4 - 4 の内容につ い て は ､ Th r o mb .
R e s . V OI . 3 7

p p . 373 - 38 4 (1 986) に下記表題で 掲載されたもので あるo

c oH PAR ISO N OF T= E 川 V ITR O EF FECT O F EI COSA PENT AE NO IC A CI D (EPA) -

D E RIV ED LI POX YG EN AS E ME TABO LI TES ON H UM AN P LATE LET FU NCT ION u IT‖ TH OSE

O F A RACH I DON ⅠC A CID

また ､ これ らの内容は ､ 下記表題で P r og . Li pid R e s . ,
v o l ･ 25

, pp ･ 4 61 - 46 6

( 19 86) の論文の中の
一

部 と して 掲載さ れて いる o

c LINI CA L AN D EP ID EM IO LOG ICA L ST UDIE S O F EIC OSA PEN TA EN OI C AC ID (EP A) IN

J A PA N

-

T9
-



さらに ､ 4 - 5 の内容につ いて 拭 ､ 下記表題で Ad v a n c e s i n P r o st ag 伽 d i n ,

T h r o n b o x a n e a nd Le uk ot ri e n e R e s e a r ch に 印刷中の論文の
一

部と して 掲載さ れ

て い る ｡

E FFECT O F S UP PLEM EN TA TION O F HI GH LY P URI FIE D EPA 鯛D D‖A O田 H EM OST ATI C

FUNC TI ON IM HE ALTH Y Su BJ EC T
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