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緒 言

血液 を保存 すると種々の生化学的変化 を生 じ

るが,そ の中には カリウム1,2),ア ンモニア1～3),

ヒス タ ミン4)な ど輸血用血液製剤 にとって望 ま

しくない物質が蓄積す る場合 がある.特 にアン

モニアは中枢神経系への影響 とい う面からも注

意 を要する物質の一つである.著 者は前報にお

いて,血 小板製剤が室温 で保存 されるため,ア

ンモニアの蓄積が特 に大 きいことを示す ととも

に,そ の発生源は一部 ア ミノ酸代謝 と関連す る

ことを示 した5).

ところで,最 近尿毒症の発症 に関係する物質,

いわゆるuremic toxinと してグアニジノ化合

物 が注目されている6).グ アニジノ化合物の中

には,ア ンモニアと同様 に中枢神経系 に毒1生を

示すものがあると言 われており7～10),ま た これ

らの物質の代謝 は尿素サ イクルなどアンモニア

の代謝 と関連することも示唆 されている11),し か

し,血 液製剤の保存中におけるグアニジノ化合

物の動態 についてはこれ まで全 く知 られていな

い.そ こで,著 者は血液製剤の品質管理の観点

から,濃 厚赤血球や濃厚血小板 などの血液製剤

の保存条件 においてグアニジノ化合物が蓄積す

るかどうかにつ いて調べた.さ らに,グ アニジ

ノ化合物の動態が血液製剤の保存状態 に及ぼす

影響 について検討 した,

方 法

1.血 液 製剤の調製

血液製剤の調製は日赤業務標準12)の 方 法に従

って行った.最 初に, 28mlのcitrate-phos

phate-dextrose(CPD)液 を含むプラスティッ

ク製 トリプルバッグ(テ ルモ社, BB-TC 207 J)

を用 い,健 常者より200ml採 血 する.こ れを

2,000rpm(1,149×g)5分 間遠心 し,上 層の

血小板 に富んだ血漿(PRP)約100mlを 第1子

バ ッグに移 した後,親 バ ッグを切 り離す.親 バ

ッグ中 には, Ht 65～70%の 濃 厚赤血球 が残る.

次 に,第1子 バッグのPRPを3,500rpm(3,519

×g)で5分 間遠心 し,血 小板 をペレット状 に沈

降 させる.血 漿約20ml残 し,上 清の血漿 を第

2子 バ ッグに移 した後,切 り離 して液状血漿 を

得る.第1子 バッグの血小板ペレットを22±2℃

で1時 間静置 した後,穏 やかな攪拌 によって血

漿 中に再浮遊 させ,濃 厚血小板を得 る.

濃 厚赤血球 と液状血漿は5±1℃ で静置保

存し,濃 厚血小板は22±2℃ で水平振盪(50

cpm)を 加 えて保存 した.

2.グ ア ニジノ化合物の測定
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表1.濃 厚赤血球の5℃ 保存におけるグアニジノ化合物の血漿濃度(μmol/l)

n=5. ND=Not detected.

表2.濃 厚赤血球の5℃ 保存におけるグアニジノ

化合物の赤血球内濃度(μmol/l)

n=5. ND=Not detected.

グアニジノ化合物の測定は山本等の方法13)に

準 拠 したphenanthrenequinone蛍 光 検出 器

を組 み込んだ高速液体 クロマ トグラフィー(日

本分光製G-520型 グアニジノ化合物 自動分析装

置)14)を 用 いて行った.分 離カラムは μ-Guani

dinopak(日 本分光製, 6mm I. D. ×35mm L.)

を使 用 した.

測定用検体 として,保 存中の各血液製剤から

適時3～5mlサ ンプリングし,遠 心 によって

細胞成分 を完全 に除去 した後, 35%ト リクロロ

酢酸(TCA)で 除 蛋白 した上清を用いた.ま た,

赤血球中のグアニジノ化合物の測定においては,

濃 厚赤血球5mlか ら遠心によって血漿 を除去 し,

さ らに生理食塩液で1回 洗滌 し,凍 結融解 を3

回繰 り返 した後, 35% TCAで 除蛋 白した上清

を検体 として用いた.

3.赤 血 球のin vitro検 査

赤血球のATP値 及 び2.3-DPG値 は,そ れ

ぞれATPキ ット(BMY社, No. 123897)及 び2.3-

DPGキ ット(Sigma社, No. 35-UV)を 用 いて測

定 した.ア ンモニアの測定は微量拡 散法15)を 応

用 したアミテス トメーター(中 外製薬)を 用い

て行った.遊 離 ヘモ グロ ビン濃 度 はtetra

methylbenzidine法16)で 測定 し,溶 血率(%)

に換算 した. Morphology scoreはUda等17)

の方法 に従い,赤 血 球 の形 態 をdiscocyte,

 echinocyte-I, echinocyte-II, spherocyteの

4群 に分け,そ れぞれの存在率(%)に3, 2,

 1, 0点 を与 えてscoreを 算 出 した.

結 果

表1に,濃 厚赤血球 を5±1℃ で保存 した時

のグアニジノ化合物の血漿濃度 を示す.グ アニ

ジン(G)及 びメチルグアニ ジン(MG)は21日 間 の

保存中全く検出 されなかった.グ アニ ジノコハ

ク酸(GSA)は,保 存当初 においては検出 され

なかったが, 14日 後 から若干検出 された.グ ア

ニジノ酢酸(GAA)は 低 濃度 であるが,保 存中

ほぼ一定量検出 された.ク レアチニン(CRN)と

アルギニ ン(Arg)は 比 較的高濃度に検出された

が, CRNが 保存中ほぼ一定濃度 を示すのに対 し,

 Argは 保存 により急激 に減少 した.

表2に,濃 厚赤血球 を同条件で21日 間保存 し
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表3.濃 厚血小板の22℃ 保存におけるグアニジノ化合物の血漿濃度(μmol/l)

n=3. ND=Not detected.

表4.液 状血漿の5℃ 保存におけるグアニジノ化合物の濃度(μmol/l)

n=3. ND=Not detected.

た時 のグアニジノ化合物の赤血球中の濃度 を示

す. G, MG, GSAは ほ とんど検出 されず,ま

たGAA, CRN濃 度 も大 きな変化 はなかったが,

 Argは 著明 に減少 した.

表3に,濃 厚血小板 を22±2℃(常 法)で 保存

した時のグアニジノ化合物 の血漿濃度 を示す.

いずれの化合物 も3日 間の保存中ほぼ一定の濃

度 を示 し,大 きな変化は認め られなかった.

表4に,液 状血漿 を5±1℃ で保存 した時の

グアニジノ化合物の濃度 を示す. Argが 経 日

的 に若干上昇 したが,他 の グアニジノ化合物は

21日 間の保存 中ほ とん ど変化 がなかった.

濃 厚赤血球 の保存 において特 に顕著な変化 を

示 したArgの 影 響 を検討す るため, Argの 分

解産物であるオルニチン(Orn)及 び尿素の濃度

を測定 した(表5).さ らに,赤 血球の保存状態

の判定のための代表 的指 標 であるadenosine

 triphosphate(ATP)レ ベ ル, 2, 3-diphos

phoglycerate(2, 3-DPG)レ ベル,及 びmor

phology scoreを 同 時に測定 した(表5).そ

の 結果, Argの 減 少度 とOrn及 び尿素の上昇

度 にほぼ逆相関傾向が認め られた.ま た,こ の

傾向はArgを 外 部か ら添加 した場合にもみ ら

れた(表6). ATP, 2, 3-DPG及 びmor

phology scoreは いずれも経 日的に減少 し,特

に2, 3-DPGが 顕 著であった(表5).

濃 厚 赤血球 にArgを1mmol/l(終 濃 度)添 加

した時のアンモニア値(図1), 2, 3-DPGレ

ベ ル(図2), ATPレ ベル(図3), morphology

 score(図4)及 び溶血率(図5)を 示 すArg
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表5.濃 厚赤血球の5℃ 保存におけるArg及 びその関連物質の濃度変化

n=5. * Maximum: 300.

表6. Arg*を 添 加 した濃 厚 赤血 球 の5℃ 保 存 に おけ る

Arg, Orn及 びUreaの 濃 度 変 化(μmol/l)

n=5. NT=Not tested.

* Argの 終 濃 度: 1mmol/l
.

図1.濃 厚 赤血 球 の5℃ 保存 に お け る ア ンモ ニ ア

値 に及 ぼすArgの 影 響(Mean±SD).

○: control

●: Arg添 加 群(終 濃 度: 1mmol/l)

の添加 によ りアンモニア値 が若干高

くなる傾向が認められたが(7日 以降

の2群 の差は有意: p<0.05), ATP

レベルはほとんど影響 を受 けなかっ

た. 2, 3-DPGレ ベ ルでは,個 体差

が大きく統計学的有意差はなかったが

平均値 を比べるとArg添 加 群が非添

加群より若干高くなる傾向を示した.保

存28日 以後において, Arg添 加群が

非添加群よりmorphology scoreで

は有意に高値 を示 し(p<0.05),溶 血

率では有意に低値を示した(p<0.05).

図2.濃 厚 赤 血 球 の5℃ 保 存 に おけ る2, 3-DPG

レベ ル に及 ぼ すArgの 影 響(Mean±SD).

○: control

●: Arg添 加 群(終 濃 度: 1mmol/l)
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図3.濃 厚 赤 血球 の5℃ 保 存 に お け るATPレ ベ ル

に及 ぼ すArgの 影 響(Mean±SD).

○: control

●: Arg添 加 群(終 濃 度: 1mmol/l)

図4.濃 厚 赤 血 球 の5℃ 保 存 に お け る赤 血 球 の

morphology scoreに 及 ぼ すArgの 影 響

(Mean±SD).

○: control

●: Arg添 加 群(終 濃 度: 1mmol/l)

考 察

哺乳動物 の生体内にはG, MG, GSA, GAA,

 CRN, Argな どのグアニジノ化合物 が存在する

ことが知 られている,そ れ らはいずれの化合物

も分子中にNH2-C(=NH)-NH-基 を有するの

で強 い塩基性 を示 し,分 解す ると尿素 とアンモ

ニア,ま たはアミノ化合物 になる.そ のうち, G,

 MG, GSA, GAAな どの グアニジノ化合物 は

通常尿毒症など腎不全時の血中に増量する物質

であるが,ア ンモニアが血液製剤の保存中に蓄

図5.濃 厚 赤血 球 の5℃ 保 存 にお け る溶 血 率 に及

ぼ すArgの 影響(Mean±SD).

○: control

●: Arg添 加 群(終 濃度: 1mmol/l)

積することを考慮す ると,血 液製剤の グアニジ

ノ化合物の動態 について把握 してお くことは品

質管理の面から重要であろう.

本研究では,主 な血液製剤である濃厚赤血球,

濃 厚血小板及び液状血漿のそれぞれの保存条件

においてグアニジノ化合物の濃度 を測定 した.

その結果,い ずれの製剤 においてもグアニジノ

化合物 の大 きな変動はみられないことがわかっ

た. Uremic toxinと して特 に毒性の強いもの

はMGとGSAで あるが, MGは 血 液製剤の保

存中全 く検出されないか,ま たは痕跡程度検出

されるに過 ぎなかった.腎 不全患者では, MG

の濃 度は血漿中よ り肝臓や筋肉などの細胞内濃

度が高いことが報告 されてい るので18).著 者 も

赤血球内の濃度 を測定 したが,こ の場合 もMG

は検出 されなかった.

一方
, GSAは 濃厚赤血球の保存 において2

週 間後から0.8～1.1μmol/l検 出 されたが,他

の研究 における健常人の血漿濃度(1.1±0.2μ

mol/l)19)と ほぼ同等の値であり,慢 性血液透析

患者の濃度(14.9±5.9μmol/l)19)に 比 べると

極めて低いレベルに留 っていた.そ の他, GAA,

クレアチニ ンなどは保存初期 からMGやGSA

よ り高濃度 に検出 されたが,保 存 によって増加

する傾向は認められなかった.以 上のことから,

グアニジノ化合物はアンモニアのように血液製
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剤の保存 によって蓄積する傾向は示 さないので,

血液製剤の使用時 においてグアニジノ化合物 に

よる輸血副作用 を危惧 する必要はない と考 えら

れる.

今 回の研究 では,血 液の保存 によって顕著 に

増加す るグアニジノ化合物は認め られなかった

が,反 対に濃度 が著明 に減少 した グアニジノ化

合物 にArgが あ る.特 に濃厚赤血球の保存 に

おいて. Argは1週 間後ですでに初期値 の約20

%ま で低下 した.こ のArgの 減 少傾向は濃厚

血小板や液状血漿の保存においてはみ られなか

ったので,赤 血球の代謝 と関係す ると思われる.

生 体内では,腎 不全時においてArgがMG,

 GSAの 前 駆体 となることが推測 されている20).

しか し,血 液の保存 においてはMGやGSAの

増 加は認め られなかったので,こ のよ うな反応

は起 こっていないと考 えられる.赤 血球には肝

臓ほど高 くはないがarginase活1生 が存在するこ

と21,22),ま た 今回の実験 からArgの 減 少に伴

ってOrnと 尿素が増加 したことなどから, Arg

の減 少は恐 らくarginaseに よ る分解反応に基

づ くと推定 される.こ こで生成す る尿素は溶液

中では一部 シア ン酸とアンモニアに自然分解 さ

れ得るので23),こ れ がアンモニアの発生源 とな

る可能性がある.実 際 に, Argを 濃厚赤血球

に加 えて保存すると,ア ンモニア濃度が若干高

くなる現象が認められた(図1).

Argの 減 少が及ぼす影響として考慮すべ きも

う一つの問題は,赤 血球の機能への影響である.生

体内では赤血球は通常一定量のArgを 含む血漿

中に浮遊 されていると思われるが,保 存においては

1週 間後からArg濃 度の希薄 な血漿 にさらされる

ことになる.と ころで,赤 血球の最も重要な機 能

の一つである酸素運搬能は2, 3-DPGに よって第

一義的にコントロールされている.こ の物質はpH

の低下に特に敏感であるので,塩 基性物質である

Argの 減 少によって影響 を受ける可能性は十分推

測 される.実 際に, Argを 外部 から添加すると,

保 存1～2週 間後における2, 3-DPGレ ベ ルが若

干高値 に維持 されることがわかった(図2).

これ に加 え, Argを 添加すると赤血球の形態

の維持や溶血率の減少にも大きな効果 を有するこ

とが認められた.す なわち, Argは 赤血球の酸

素運搬能に関与する2, 3-DPGレ ベ ルだけでなく,

赤血球のviabilityの 指標であるmorphology

scoreや 溶血率の改善にも有効であることが示 さ

れた.赤 血球の保存法における現在の基本的な

考 え方は, adenineを 加 えて赤血球のATP合 成

系 を活発化 し,そ の結果赤血球 のviabilityを 延

長できるようにすることである29).し か し,こ の方

法の問題点はadenineが2, 3-DPGレ ベ ルの維

持 に対 しては効果がなく,む しろ悪影響を及ぼす

ことである.こ れまでに,こ の両者を同時 に改善

する物質としてphosphoenolpyruvate(PEP)が

報 告されている25)が, PEPは37℃ でincubate

しないと効果 を示 さないこと.熱 に不安定であるこ

と,高 価であることなど,実 用的な問題 が多い.

このような観点から, Argは 新 しい血液保存剤 と

しての有用性 が示唆 される.

Argを 血 液保存剤 として使用する際の問題点

の一つは,先 に指摘 したよ うにアンモニアが若

干増加することである.ま た, Argの 作 用機構

についてもまだ不明な点が多い.従 って, Arg

を血 液保存剤 として実用化するためには,今 後

これらの点の解明が重要な課題 となろ う.

結 語

血液製剤の品質管理 を目的 とし,濃 厚赤血球

や濃厚血小板の保存におけるグアニジノ化合物

の動態 について検討 し,以 下の結果 を得た.

1)い ず れの血液製剤の保存においても,毒

性の強いMG, GSAな どの増加はほとんど認

められなかったので,こ の種の化合物 による輸

血副作用の問題はない と考 えられる.

2)濃 厚赤血球の保存中にArgが 著明に減少

した.こ の時, Argを 外部から添加すると,赤

血球の2, 3-DPGレ ベ ル及び形態が良好に維持 さ

れ,溶 血率も減少したので, Argを 血 液保存液の

一成分として使用することの有用性 が示唆 された.
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Changes in substances affecting the central nervous system

 in stored blood products

II. Analysis of guanidino compounds in blood products

Akio ISHII
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 Okayama University Medical school

(Director: Prof. A. Mori)

Guanidino compounds in blood products, including red cell concentrate, platelet 

concentrate and liquid plasma, were fluorometrically analyzed with a guanidino com

pound analyzer. Highly toxic guanidino compounds such as methylguanidine and 

guanidinosuccinic acid were not found in any blood product under usual storage condi

tions. The levels of guanidinoacetic acid and creatinine in these products changed little 

during storage. On the other hand, the concentration of arginine decreased markedly 

over storage time and reached approximately 20% of the initial value after 7 days of 

storage. Addition of arginine at a final concentration of 1mmol/l to the red cell con

centrate resulted in better maintenance of the 2, 3-DPG level and morphology score of 

red cells. Moreover, arginine showed a protecting effect against hemolysis. These data 

indicate that adverse reactions due to guanidino compounds may be neglected in blood 

transfusion, and that arginine should be useful as a blood preservative.


