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概要　Coil　 Planet　Centrifuge　System （CPC 法） を 用 い た 臍帯 血 の 動 的滲 透圧 抵 抗 を 測定 し ，臍帯血 中 の 脆 弱

赤 血 球 量 と生 後 に お け る最 高 総 ビ リ ル ビ ソ 値 と の 問 に 高 い 相 関 が あ る こ と を，既 に 報告 し て 来 た ．し か し な が

ら ， 臍 帯 血 並 び に 新生児 血 の 動 的滲透 圧抵抗 の 推移 の 解析過 程 に お い て，脆 弱 血 球量 が 同
一

で あ っ て も，そ の

血 中 に お け る 消 失 速 度 が 必 ず し も同
一

で は な く，例 外 的 に 脆 弱 血 球 量 に 比 例 し た 黄 疸 発 症を 見 な い 例 が 存 在 す

る こ と も認 め られ た ．そ こ で ，赤 血 球存 在 の 環 塊要 因 で あ る 血 漿 の 赤 血 球 動 的 滲 透 圧 抵 抗 に 及 ぼ す影 響 を検討

し ， 血 漿 中 に 赤 血 球 安定 化 因 干 （P・factor） の 存在を 確 認 す る と 共 IC，　 P−factor の 性 格及 び 物性 を 解析 し，以

下 の 結 果 を得 た ．

　  P・factor は 赤血 球膜 と 速 や か に 結合 し ，赤血 球膜 の 動 的 滲 透 圧 抵 抗 性 の 増 強 作 用 は ，　 dose　respS ）nsity を

有す る．

　  P・factor の 膜安定化 作 用 は ，同一
個体 の 血 球 に 対 し て ぽ か b で な く，他の 異 っ た 個体 の 血 球に 対 し て も

発現 す る，

　   　P−factorゐ 力価 ‘（生理的食塩水中浮遊赤血 球 の H ．S．P　 mOsM ）
一
（血 漿中浮遊 赤 血 球 の H ．S、PmOsM ）

と表現 し 得 る．

　  血 漿中 に は ，高 分 子 分 画 P
， （分 子 量 5．Ox104〜 7．O × 104）並 び に 低 分子 分 画 P 、 （分子量 1．5 × 104以

下 ） の 少 く と も 2 種 の P−factorが存 在 し，　 P 、 は 低 分 子 物 質 P ’

（分 子 量 1．5x104 以下 ） と蛋 白 質 と が 結 合 し

た もの で あ る こ と が，強 く示 唆 さ れ た ．

Synopsis　Mea §urement 　of
　the 　dynamic　fragility　of 　red 　blood じells　in　cord 　blood，　using 　the　coil　planet　centrifuge

syStem ，　has　revealed 　that 　there 三s　a　close 　relation 　between　the 　amount 　of 　fragile　cells　with 　hemolysis　startlng 　polnt　over

lIOmOsM 　and 　the　degree　of 　neonatal 　jaundice，　 However ，　there 　are 　some 　exceptional 　cases 　in　which 　the　degree　of

jaundice　dose　not 　seern 　to　corTespond 　with 　the 　amount 　of 　fragile　cells．
In　a　process　of 　＄tudying 　this　phenomenon ，出 ere 　were 　found　2　kinds　ofred 　blood 　cell　stabilizing 　factor　in　serum 　with

molecular 　weight 　below　l．5xlO歪 and 　5，0xlO4　to 　7．OxlO4 ，　which 　wa5 　contained 　in　cord 　blood 　serum 　as 　well 　as　in　adu 艮t

bioQd　serum ．　Presentry ，　a 　study 　was 　made 　of 　the 　nature 　of 　the 　above 　substances 　and 　the 　effects 　on 　the　red 　cell

membranes ．

　　　　　　　　　 緒 　　言

　新生児黄疸発症 の 要 因は ，そ の 1 つ を新生 児 の

肝解毒機構 の 未熟性 に 求め られ る が
5）

，
こ れ に 加

え て ， 赤血球過剰崩壊 に 起因す る ビ リ ル ビ ソ の 絶

対的あ るい は相対的生 成過剰 も重要 な因子 と し て

考慮 され ねば な らな い ．

　 こ の観点か ら，我 々 は Coil　Planet 　Centrifuge

Sysτem （CPC 法）を用 い て臍帯血 並び に 新生児

血 の赤血 球膜動的滲透圧抵 抗を測定し ，そ の 特徴

ある pattem の 推移 を明 らか に す る と共に ， 動的
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滲透圧抵抗 の 脆 弱な血 球 の 量が児 の 黄疸重症度 と

深い 関連を有す る こ とを認め ，本法 に よ る 臍帯

血の動的滲透圧抵抗測定 の 意義を明 らか に して来

た
1〕2）3〕4 ）．

　 し か し なが ら，膀帯血並び に 新生児血 の 動的滲

透圧抵抗性の 推移の 解析過程に お い て，脆弱血球

量 が 同
一

で あつ て も脆弱赤血 球 の 血 中に お ける消

失速度が必ず しも同
一

で は な く，例外的 に 脆弱血

球量に 比例 し た 黄疸発症を 見な い 例 が存在す る こ

とも認 め られ た ．

　 こ の 理 由 と し て ， まず児肝臓 に お け る ビ リル ビ

ン 処理能 の 問題 もあ る が ， 脆弱血球 の 生体内消失

の 速度が よ り重要で あ る と考 え ，こ の 点を 解明す

べ く，赤血球存在の 環境要因で ある 血漿が赤血球

の 動的滲透圧抵撫 如 こ どの 様 な影響を及ぼ し て い

る か に つ ぎ ， 検討を加 え た ．

　　　　　　 実験材料並び に 方 法

　 1． 試料

　大阪市立 大学付属病院に て分娩せ る胎齢 39週か

ら40週 の 児27例 の 臍帯血及び健康成人 10例 の 静脈

血を採取 し ヘ パ リ ン を加え ，以 下 の 実験 に 供 し

た ．

　 2． 試料 の 調製及 び動的滲透圧測定

　得 られた ヘ パ リ ソ 処理血 を 3，000rpm ， 10分間遠

沈 し て 血漿 を分離 した ．沈渣は ，まず白血 球層を

除去 した の ち ，生理的食塩水 で 5 同洗浄 し ，こ れ

に   血漿 ，   血漿 を 生理的食塩水 で 段階希

釈 し た 試料 ， お よ び   　血 漿を等張 コ P イ ド溶液

（Saviosol−3．O　Dextran　40，　pH8 ．2± 0．2） で 段 階

希釈 した試料 の それ ぞれ に ，ヘ マ ト ク リ ッ ト値50

％に な る様に 洗浄血 球 を加 え ，各種実験条件に お

け る赤血 球膜動的滲透圧抵抗を測定 し た ．尚，動

的滲透圧抵抗の 測定 は既報 の 如 く， C 。il　 Planet

Centrifuge　Syste【n 　（CPC 　法 ）　を 用 L ・た ．

　 3． 血漿の 限外濾過及び透析処理

　Dia 丘lter （冂本 真空 KK ）を用 い て CO2gas に

て （1．5kg！cm2 ）加圧 の も と に pore　 size 　 1・5 ×

104，5．0 × IO4，及び 7．0 × 104 の membrane 　 filter

を用 い て 血 漿 を 限外濾過 し ，得られ た 各残液及び

濾液 の そ れ ぞれに 洗浄赤 血球を ヘ マ ト ク リ ッ ト50

％に な る様 に 加え ， 動的滲透圧抵抗 を測定し た ．

尚，濾過残液 に は ，濾過前量 と等 し くな る様に 生

理 的食塩水 を加 えた ．また ，濾過残液並び に濾液

を visking 　tube を用 い て 生理 的食塩 水 に 対 し て 5

℃ ，24時閲透析 し ，透析前後に お け る試料 に つ い

て比較検討 した ．

　4． 試料液相 の Coi1 内移動状態の 検討

　試料血 に 少量の 色素 （サ フ ラ ＝一ン
ー 0 ）を加え

て試料液相を標識し，Coil 内移動状況 を 観察 し

た ，

　　　　　　　　 成　　績

　 1， 血漿 の 赤血球 膜抵 抗性 に 及 ぼ す影響

　血漿が赤血 球膜 の 動的滲透圧抵抗性 に 如何 な る

影響を及 ぼすか を検索す るた め ， 膀帯血及び成人

血 の 洗浄血球 に
， まず生理 的食塩水 で 段階希釈 し

た 血漿 を加えて動的滲透圧抵抗 の 変動 を 検討 し

た ．そ の 結果を図 1 に示す ．

1234567

図 l　 Dilution　 effect 　 of 　 Plasma　 on 　CPC 　 pattern
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　膀帯血球で は ， 全血漿浮遊血球 の 溶血 開始値

（H ．S．P）11LlmOsM ， 溶血終 r値 （H ・E ・P ）51・3

mOsM に 対 して ， 血漿 の希釈度の増加に 従 つ て膜

抵抗性が 減弱 し ，生 理的食塩水 （無 血漿成分）中

血球 の H ．S．P 及 び H ．E ．p は そ れぞれ 126・3mOsM

及び 53．3m （，sM とな っ た ．成人血球で も同様に

血 漿濃度が低下す る に 従 つ て膜抵 抗性 が減弱 し ，

全血漿中 の 赤lfrL球膜抵抗 の H ．S．P　 101・6mOsM
，

H ．E ．P　62．6mOsM に 対 し て 生 理的食塩水 中 で

は H ・S・P 及び H ．E ・P は そ れぞ れ 118 ．4mOsM
，

67．OmOsM とな り，臍帯血 及び 成人血共 に 4 倍
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図 2　 Dilution　 effect 　 of 　 plasrna　 by　iso−osmQtic

　colloidal 　 solution 　 on 　 CPC 　pattern
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希釈血漿中血球 の 動的滲透圧抵抗が ， 非希釈 血L漿

中で の 抵抗値 ， 並 び に 生理 的食塩水中で の 抵抗値

の ほ ぼ 中間値を示 した ．

　次に ，血漿を等張 コ ロ イ ド溶液で生理 的食塩水

の 場合 と同様に 段 階希釈 し，各種血漿濃度 に お け

る 血球 の 動的滲透圧抵抗 を測定 し た ．

　そ の結果，図 2 に 小 す 如 く生理的食塩水 に よ る

希釈 と同様 ， 血球の 膜抵抗性は 減弱 し ， そ の 減弱

の 程度は 血漿濃度 に 従 うこ とが 明らか とな つ た ．

　以上 の実験結果 か ら，血漿は 赤血球 の 膜抵抗性

を 増強さ せ る作用 を有 し ，
こ の膜抵抗増強作用は

血 漿 の コ ロ イ ド滲透圧 に 基づ くも の で は な く，血

漿中に 存在する他 の 因子 に よ る も の と 判断 され

た ．そ こ で ，血 漿 の 赤血球膜安定化因子 （RBC

stabilizjng 　factor　in　plasma，
　P −factor）を ， 更 に

詳細に検討 すべ く以下の 実験を行 つ た ．

　2． 赤 血球膜安定化因子 （P−factor） の 作用発

現機構 とそ の 力価

　 P−factor の 赤血球膜 に 対す る安定化作用 の発規

機構を解明す べ く以下 の検討を行つ た ．

　 まず， cpc 法 に お い て c ・ il内に 注入 した試

料血 の 赤血球並 び に 浮遊液相が相対的 に ど の様に

移 動す る か を 明 らか に す べ く ， 液相 を 色素標識

し，遠 心後の 溶血 pattem 並 び に 標識液相 の 位置

的関係を検討 した ．そ の 結果 ，図 3 に 示 す如 く ，

注入試料血 の 液相は 全 く移動せ ず ， 赤血球 の み が

coi1 内を移動す る こ とが 明 ら か とな つ た ．

　 次に ， 生理的食塩 水及び血漿 に ヘ マ ト ク リ ッ ト

値50％に な る様 に それ ぞれ洗浄血球を加え ， 血 球

浮遊液を調製 し ， あらか じめ高張側 より 8cm 分

の coil 内溶液を 除去 し た 3 本 の coil に ， そ れ

ぞ れ   生理的食塩 水 ，   生理 的食塩水，  

血漿 の 等量 （8cm 分）を注入 し，続 い て   の c ・il

に 赤血球 の 生理的食塩水浮遊液，   の c ・i1 に 赤

血球の 血漿浮遊液 ，   の coi1 に 赤血球の 生理 的

食塩水浮遊液を試料 と し て 入 れ，各 々 の CPC 法

に よる溶 血 patternの 検討を行つ た ．

　そ の 結果 ， 図 4 の 如 く  の coil と  の coil で

は 全 く同 じ溶血 pattern を呈 し ，
　 H ．S．P

，
　 H ．E ．P

ともに   よ り低値で あつ た ．即ち ，動的滲透圧 抵

抗が 強化 されて い る事が判明 した ．こ の こ と は ，

と りもな お さず，先 の 実験で 得 た 結果 と 同様 ，

CPC 法 に 於 て は 溶液は移 動せ ず，赤血球 の み が

図 3　Migration
　of 　liquid　and 　particle　in　the　counter 　current 　system

Hb dye

CPC 　 pattern
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図 4　 Binding　process　of 　erythrocyte 　 membrane

　and 　P−factor

a ：SaSi〔 e ，　 RBC 十Saline

b ：Saline，　 RBC 十P ｝asma

c ：Plasma ．　 RBC 十 Saline

c ・ il 内を移動 し，且 つ ，血漿中 P−fact・・ が赤血

球膜に 速や か に結合 して 赤血球膜 の 抵抗性が増強

さ れる こ とを推測 さ せ る もの で あ る．

　次 に ，同
一

血液型 の 個体間に お け る tilL球及 び 血

漿 をそれ ぞれ相互 に 交換 し ，動的惨透圧抵抗を測

定 し た ．その 結果 ， 血漿 の 膜安定化作用 は 同．・・個

体 の 血 球に 対 して ば か りで な く ， 他 の 異 なつ た 個

体 の 血 球に 対 し て も発現する こ と が 明らか となつ

た ．

　以上 の 実験結果 よ り，血 漿 の 膜安定化作用 の 発

現 は速や か で あ り，目．つ ，可逆的で ある こ と ， ま

た dosc　 responsity を示 す こ とが うか が わ れ た ．

さ らに ，こ の 血漿 中の 膜安定化因子 の 力価は ，生

理 的食塩水中に お げる赤血球の H ・S．P の 価 が ，

血漿添加 に よ りどれ位に 減少す る か で表現 し得 る

もの で ある ．す なわ ち ，P−facter の 力価 ＝ （生理

的 食塩水中浮遊赤血球 の H ・S・PmOsM ）
一 （血

漿 中浮遊赤血球 の H ．S．P　 mOsM ）と表現で き る ，

　 3． P−factorの 物性 の 検討

　 こ れ ま で の 実験に よ り ， 血漿 中 に は 赤血球 の 膜

抵抗 を増強 さ せ る物質 （P −fact・ r）が含有さ れ て

い る こ とが 明らか と な つ た が ，それが どの 様な物

性を もつ か を解析す べ く，以下 の 検 討を加 え た ．

　  P−factorの 分子量 の 検討

　血漿を各種 pQre　 size の membrane 　 filterで 限

外濾過 し ， 残液並 び に 濾液 の 洗浄赤 1in球に 対す る

膜抵抗増強作用の 有無か ら P−fact。・ の 分子量 を

測定 した ．

　 まず ， P。 re　 size 　7 × 104 の mernbrane 　filterで

得 ら れ た 残液 （R ，），並 び に濾液 （F 、） の 膜抵抗増

強作用 の 有無を検討 し た と こ ろ ，
R

， に は 殆ん ど

そ の 作用 は 認 め られず F
， に は 膜抵抗増強作用 の

存在 を認 め た ．そ こ で ，
F

、 を さ ら に pore　size

5 × IO4の filterに て限外濾過 し ， 得 ら れ た 残液

（R 、），並 び に 濾液 （F ，） の 目莫安定化作用 の 有無を

検討 し た と こ ろ ，R
， 及び F2 共に そ の 作用 を 有

す る こ とが認め られ た ．次 い で ，F2 を PQre　 size

l．5 × 104の filterに て 濾過 し，得 ら れ た 残液

（R ，），及び （F，）の膜安定化作用 の 有無を検索 し

た と こ ろ ，R
， は もは や 膜安定化作用は 無 く，

　 F
，

に 存存す る こ と を認 め た ．

　以上 の 実験結果 を図示 す る と ， 図 5 の 如 くな り

血漿中IU ：高分子分画 Pl （分 了量 5．0 × 104〜7．0

× 104）並 び に 低分子分画 P
， （分子量 1・5 × IO4以

下） の少 な く と も 2種 の赤血球膜安定化物質が存

在す る こ とが 明 らか とな つ た ．

　  　P−factor の 透 析性並び に 耐 熱性

　 こ の 様 に ，1亀漿中に は Pl 及び P2 の 少な くと

も 2 種 の 膜安定化物質が存在す る こ とが 明らか と

図 5　 Gravimetric　analysis 　of 　RBC 　 stabilizing 　 factors　 in　 plasma　 by   eans
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なつ たが ，さ ら に ，P1 及 び P
， の 透析性に つ い て

検討を行 つ た ．その結果，高分子分画 の P
、 は透

析 に よ り膜安定化作用が減弱 し ，
P

、 は 透析後膜

安定化作用は 消失し た ．

　次に ，P1 及 び P
、 を 56℃ ， 30分間及び 100℃，

10分間熱処理 し ， そ の 前後の 膜安定化作用 の 有無

を検討 し た ．そ の 結果， Pr 及び P
、 とも処理前

後 の膜安定化作用 に殆ん ど差は 認め られなか つ た

が ， 熱処理 し た P1 を再 度1．5xIO4 の membrane

filterに て 限外濾過 した と こ ろ ， こ の 残液 に は 膜

安定化作用は 認め られず ， 濾液 に そ の 作用が移 行

し て い る こ とが 明らか とな つ た （図 6 ）．

図 6　 Effect　 Qf 　heat　 treatment 　 with 丘ltrated

　plasma 　 on 　RBC 　stab 丑ity

　 Pl

　 P2PlFPIRR

十 SR
十 P

P
，　；　MN　5xユげ一　7x工oY

PI　；　MW　beマow 　1．5x109
Pr戸…　filtrate　of 　heated　Pl
PrR；　residue 　of 　heated　Pl
R＋S ；　RBC　＋　Sa了ine
R＋P ；　RBC 　＋　Plasma

　 以上 の 実験結果 か ら，P
， は 高分子で ある に も

拘ず透析 に よ りそ の 作用 が減弱 し ，ま た 熱処理 に

よ つ て 活性を有する分画が 低分子 分画 に 移行 し た

こ とは ，P1 は低分子物質 P1’

と蛋白質 と結合 し

た もの で ある こ とを強 く示 唆す るもの で ある ．但

し，P
， と こ の P

、

’

とが同一物質で ある か ど うか

は未だ不 明 で ， 現在 ，尚，検討中 で あ る ．

　　　　　　　　　考　　察

　赤血球を低張液中 に 浮遊 さ せ る と細胞 内に 水分

が流入 し，細胞は膨張 し て 球形 とな るが，さ ら に

水分 の 流入が続 くと逆 に ヘ モ グ ロ ビ ン が 溶 出す る

（溶血 ）．そ し て こ の 溶血 は ，赤血 球膜を通過 し得

な い 物質 ， 例 えば ア ル ブ ミ ソ ，デキ ス トラ ン
， 庶

糖 ，PVP 等を溶液中に 入 れ て お くと抑制 さ れ る

こ とが 知 られ て い る
6）7｝．従 つ て ， 赤血球 は 血漿

中に あつ て は ， 血漿中の 蛋白質 の 作用 に よ りそ の

膠質滲透圧は保持 され て ，生理 的食塩水中に浮遊

する よ りも滲透圧抵抗性が 強 くなつ て い る とも考

え られ る．

　 しか しなが ら本法 の如 く counter 　 currept の原

理 を用 い た system で は ，加えた試料中の 血 漿は

注入 点に と どま り ， 赤血球の み 滲透圧勾配 の つ い

た食塩水中を移動す る こ とか ら，血漿 の 膠質滲透

圧が赤血球 の 抵抗性を高め た とは考え難 く ， ま た

等張膠質滲透 圧溶液中に 於て も， 対照 とする生 理

的食塩水 中で の 動的滲透圧 抵抗 と有意差が認 め 得

られ な か つ た こ とは ，少な くとも動的滲透圧抵抗

に 関す る 限 り，血漿 の colloid 滲透圧の 差に 基づ

くもの で は な い こ と は 明らか で ある ．

　 さら に ， 作用発現機構解明 の 過程に 於て ， 血漿

を 通過 し た 血球が 血漿浮遊赤血球 と同様 の抵抗性

を獲得 した こ と は ， 膜抵抗増強因子 （P・factor）

が物質 と し て 存在 し ，しか もそ の 作用 の 発現過程

か ら赤血球膜 と容易 に 結含 し得 る物質で ある こ と

が 明らか とな つ た ．

　 又 ，今回の 実験成績に よ り  　血漿巾 の P−fac−

to ・ は ，高分子及び低分子 の 少な く と も 2種類存

在す る こ と，  　高分子物質を透析す る と そ の

作用 が 消失す る こ と ， 及 び  低分子物質単独 で

作用 を発揮する こ とか ら，膜抵抗増強作用 を 発揮

す る物質は ， 主 とし て 低分子物質で あ り， こ れ と

赤血 球膜 との 相互作用 の 結果 ， 膜抵抗増強作用が

発現する と考え られ る ．従 つ て ，高分子物質は 単

な る低分子物質 の 担体で あ り ， そ れ自体 ， 膜抵抗

増強作用に は 直接関与 しな い と考え る の が合理 的

で ある．こ の 様 に
， 膜 と本物質 とが接触するだけ

で膜抵抗増強効果が 出現する こ と は ，本物質が 赤

血球膜 と著 しい 親和性を有す る こ とを意味する も

の で あり， また血漿中 の 濃度に よ る dose　 respon ・

sity を 示 し ，且 つ ，洗浄操作に よ り抵抗性 を減弱

する こ とは ，赤血球膜側 に P−factorの receptor

が多数存在 し，し か もそ の 結合 の 様式 は ，赤血 球

側の energy を要 しな い 単な る物理化学的 な もの

で あ る こ とを強 く示唆す る もの で あ る 。
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　又 ， 赤血球膜 の 構造 に 関 し て は
， 現在な お 議論

の ある と こ ろ で ある が ，
Weed 　 et 　 aヨ・に よ れば蛋

白質及び 脂質の 三 層か らな り ， 赤血 球膜の 乾燥重

量 の 約40％が脂質だ とされ て い る ．また ，通常，

脂質 は膜に の み存在す る が，膜 の コ レ ス テ ロ
ール

は 12時間で 殆ん ど全 部が入 れ替 り， こ の 交替 は

energy を 要せ ず非酵素的 に お こ る 血漿 と赤血球間

の 平衡現象で ある と説明され て い る
8》．

　今回の 実験 で は ，P−factor の 同定に 迄ぱ 到 らな

か つ た が ， 今後の 問題 と し て ，血漿 と赤血球 との

接点に 於て ， 血漿中 の 脂質並 び に 脂質蛋白量が赤

血球膜の 動的滲透圧抵抗性に ， どの 様 な影響を及

ぼす か を中心 に ，検討を加え て 行 きた い ．
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