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I.緒 言

一般に正常成熟赤血球は新鮮標本あるいは固定標

本で無構造に見えるのが普通であるが,一 定の病的

状態においては内部にある種の顆粒状小体の出現を

認めることがある. 1890年Heinz1)は 毒物による赤血

球の形態的変化と題する論文の中でphenylhydrazine

及びその誘導体により赤血球にもたらされる形態的

変化を観察し,そ こに出現する顆粒に対してHeinz

小体 と命名し,初 めて詳細な記載を発表した.即 ち

Heinzの 記載によるHeinz小 体 とは,犬 及び家兎

にphenylhydrazineを 注入して24時 間後にその赤血

球にあらわれ,強 く光を屈折 し,新 鮮標本において

も容易に見ることができる円形,卵 円形,又 は鋸歯状

を呈する小体で,そ の大 きさは1～2μ の直径があり,

 1～ 数個認められる.通 常この小体は赤血球の周縁

部に位置していることが多いが,時 として赤血球外,

即 ち血漿中に遊離 して存在することもあ る. Heinz

はこの小体が0.6%食 塩水methyl violet飽 和 溶液

による超生体染色によつて特に鮮明に紫青色に染ま

ることを発見した. Heinz小 体のような形態的変化

を示す顆粒の存在は,既 に1882年Riess2)が 塩素酸カ

リウム中毒患者 の赤血球 中に認 め,や や遅 れて

Marchand3)は ナ トリウム塩中毒の犬で
,ま た1889年

Lewin4)も 試 験 管 内 でhydroxylamine処 置 に よ る赤

血球 内 にや は り顆 粒 の形 成 を観 察 して い る.

Heinzの 報告 以後Heinz小 体 に関 す る 研究 は血 液

学 者 の注 目す る と ころ とな り,現 在 に至 る まで 多 数

の 研究 業 績 が 相 次 い で報 告 され て い る.特 に産 業 の

発 達 と共 に化 学 薬 品 の 中毒 に よ る血 液障 害 が増 大 し,

 sulfapyridine, nitroaniline, nitroglyceline, nitrobenzene

等 の 中毒 に際 してHeinz小 体 が 出現 す る こ とか ら産

業衛 生 的立 場 か ら も盛 ん に研 究 され,あ る種 の薬 品

の毒 性 判 定 に利 用 され た5).ま た生 理 的 な 赤 血 球 処

理機 構 の 研 究 上Heinz小 体 含有 赤 血 球 が 利用 され た

り6), Heinz小 休 の 出現 は血色 素分 解 を 伴 う赤 血球

内破 壊 を指 標 す る もの と して,赤 血 球 の寿 命 にむ す

び つ けて 考 え られ た こ と もあ る7).吉 田,河 村,直

等8)-13)はHeinz小 体 を 系 統 的 に観 察 し,試 験 管 内

形 成 促 進 法 を 用 い て疾 患 の 重 篤 度 測定 反 応 と して 臨

床 検 査 に利 用 し,草 加14)は 同様 微 量 促進 法 に よつ て

放 射 線 血 液 障 害 の 診 断 を試 みて い る.

初 期 のHeinz1), Ehrlich15), Huber16), Ehlich & Lin

denthal17)等,最 近 で はWebster18), Fertman19), Heu

bner20), Beaven21), Jandl & Allen22), Hjelm & Verdier23)

等Heinz小 体 を形 成 す る種 々の 薬 物 を用 い た動 物 実

験,試 験 管 内 実験 或 い は臨 床 報告 等 は非 常 に多 い.

ま たHeinz小 体 の 化学 的性 質 及 び そ の 形 成 機 構 に
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つ い て はItami & Pratt24), Hartwich25), Pappenheim

 & Suzuki26),青 木27), Fertman19)等 の業 績 が あ り,

 Jung28),東29), Rozsa & Spicer30)等 は電 子 顕 微鏡 を

用 いて 研 究 して い る. Heubner20), Kiese & Seipelt31),

 Schilling32), Fertman & Doan33),青 木27)等 はHeinz

小 体 と血 色 素, Heinz小 体 と造 血 臓器 と の 関係 に つ

いて 種 々の角 度 か ら実験 的 研究 を 行 い報 告 して い る.

更 に臨 床 面 で は近 年 先 天性 溶 血 性 貧 血 の1つ で あ る

遺 伝 性 ハ イ ン ツ 小 体 貧 血(hereditary Heinz-body

 anemia)の 報 告 例34) 35) 36)が 急 増 し,最 近 の 赤 血球 の

生 化 学 的.酵 素学 的知 見 の 急 速 な進 歩 に よ り,赤 血

球 の代 謝 機構,赤 血 球 膜 の 構 造 ・代 謝 と溶 血 等 多方

面 か ら病 因 が検 討 され 注 目 されて い るが,ま だ 明確

に なつ て い な い.

さて放射線のHeinz小 体形成に関する研究は1952

年山本が家兎にX線 照射を行い,或 る線量に達する

と流血中にHeinz小 体の出現することを発見報告37)

した ことに始まり,引 き続いて,山 本38) 39),草 加14),

西下40),重 信41),高 橋42),斉 藤43)等 に より実験的

研究がなされている.臨 床的には山本39)はビキニ環

礁水爆実験の被爆漁船員の赤血球内にHeinz小 体 の

出現を確認し,吉 田44),斉藤43)はHeinz小 体試験管

内促進法を行ない.健 康人に比し被爆者全例に促進

した価を認めたと報告している.

上述の如 くHeinz小 体に関する研究は多 くの学者

により種々な角度からなされ,現 在までおびただし

い数の業績が報告 されているにもかかわらずいまだ

不明な事が多い.特 にその化学的性状及び形成機構

など明らかにされていない.

そ こで私はHeinz小 体の生化学的性格を検索する

目的で放射線及び薬物によつて形成 したHeinz小 体

より脂質を抽出し,こ れを微量の試料を短時間で分

離分析する能力をもつ薄層クロマ トグラフィー及び

ガスクロマ トグラフイーを用いてその脂質成分を分

析し,脂 酸構成を測定 し,さ らに各々のHeinz小 体

形成法の間に脂質 ・脂酸構成上の差異があるか否か

を比較検討した.

II.実 験材料並びに実験方法

1.実 験材料

ヘパ リン添加により凝血を阻止した新鮮牛血 液

2000mlを 用い, 3000回 転, 30分 間遠心分離を行つ

た.上 部の血漿,白 血球及び血小板の層を除去し,

更にその赤血球成分を生理的食塩水で洗浄,遠 沈を

繰り返し赤血球粥得た.

2. Heinz小 休形成法

1)薬 物 に よ るHeinz小 体 形 成

Heinz小 体 形 成 は試験 管 内 で試 み,薬 物 と して は

苛 性 ソー ダ で 中和 した 塩 酸 ヒ ドロ キ シル ア ミンの生

理 的 水 溶 液 を用 い た,赤 血 球 粥 に約 倍 量 の生 理 的食

塩 水 を 加 え,元 の血 液 量 と等 量 に し,中 和 した塩 酸

ヒ ドロ キ シル ア ミンを ほ ぼ1/50M濃 度 に加 えた,

 37℃, 24時 間放 置 後100%のHeinz小 体 形成 を み た.

2) X線 照 射 に よ るHeinz小 体形 成

赤 血 球 粥 に生 理 的食 塩 水 を 加 え,こ れ を シ ャー レ

に入 れ,一 坐 全 量3000RX線 照射 し, 37℃, 24時 間

放 置 後 ほ ぼ100%のHeinz小 体 形 成 を確 認 した.

X線 照射 条 件:東 芝 製KXC-18型 深部 治 療装 置使

用,管 電 圧200KVp,管 電 流25mA,濾 過板0.5nmCu

+0.5mmAl,距 離50cm,半 価 層1,36mmCu,線 量率

72R/min.

3. Heinz小 体 並 び に赤 血球 礎 質 の分 離

対 照 と して 無処 置 の赤 血 球粥(Packed erythrocytes)

を 用 い,他 は前 述 のHeinz小 体 形成 法 によつ て ほぼ

100%の 赤 血 球 内 に1～ 数 個 のHeinz小 体 を産 出 し

た赤 血 球 粥 を 用 い た. Bernstein45)の 方 法 に従 つて 各

々の赤 血 球 粥 に その10容 な い し20容 の水 を加 えて溶

血 を お こ し,遠 心 分 離 に よつ て 赤血 球 礎質(stroma,

 ghosts)を 得 た.赤 血 球 礎 質 か らhemoglobinを で

き るだ け 除 くた め に大 量 の水 で 赤血 球 礎質 が ほ とん

ど純 白 にな るま で洗 浄 を繰 り返 した.

Itami & Pratt24),青 木27)は 得 られ た これ らの沈渣

が 遊 離 のHeinz小 体 お よ び これ を 含有 した赤 血球細

胞 膜 の 集 りで あ る と述 べて い るが,私 も これ らの沈

渣 をmethyl violetで 染 色 し鏡 検 し た と ころ全 く同様

の 結 果 を 得 た.

4.脂 質 抽 出 法

遊 離Heinz小 体 及 びHeinz小 体 を含 有 した 赤血球

膜 の 集 りで あ る沈渣 にFolch法46)に 従 つ て各 々20倍

容 量 のchloroform: methanol (2: 1, v/v)を 加 え,

室温 で 一 昼 夜 放 置 し, No. 5Aの 脱 脂濾 紙 にて濾過

した.濾 液 に0.2容 の0.73%食 塩 水溶 液 を加 えて激

し く振盪 混 和 し,一 昼 夜 静 置 して2層 に分 離 した.

非 脂 質性 の上 層(methanol水 層 及 び境 界 面 のfluff

層)を す て て 夾 雑物 を 除 去 し47),下 層(chloroform

層)を 窒 素 気 流下 で42℃ 減 圧濃 縮 乾 固 し総 脂質を

分 離 した.

5.薄 層 ク ロマ トグ ラフ ィー(TLC)

1)材 料 と装 置

吸 着 固定 相 と して 薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー用

Silica Gel G (Merck)を 用 い,薄 層 ク ロマ トグ ラフ
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イー装 置 はadjustable applicator (Stahl),ガ ラス板

20×20cm,展 開 槽29×27.5×10cm (YAZAWA製)

を使用 した. densitometerは デ ン シ トマ ス タ ー8型

(ア タゴ製)を 用 いた.

2)方 法

i)試 料　 試料 脂質 は 前 述 のFolch法 に よ り抽 出

した総 脂質 を 窒 素 中 に保 存 し使用 した.

ii)ク ロ マ トプ レー トSilica　Gel　G1容 に蒸 溜水2

容 を加 え均一 に な る よ うに攪 伴 し,そ れ をapplicator

を用 い て手 早 くガ ラス板 に 塗 布 した.薄 層 の厚 さ は

約250μ 前 後 と した.

一 夜風 乾 した もの を 使用 直 前 に120℃ , 1時 間加

熱 活性 化 し,放 冷 後試 料 液 を 着 点 して 溶 媒 で 展開 し

た.

iii)展 開 これ らの試 料 に対 し第1溶 媒chloroform:

 acetone: methanol:酢 酸:水(25: 12: 6: 6: 3,

 v/v),第2溶 媒n-hexane: ethyl ether:酢 酸(55:

 5: 0.34, v/v)が 最 もす ぐれ た分 離 能 を 示 したの で

展 開 溶 媒 と して こ れ ら を 使 用 し た.試 料 脂 質 を

chloroform: methanol (4:1, v/v)で 溶 液 と し,

 chromatoplateの 下 端 か ら2cm離 れ た原 線 上 へ 連続

して 帯 状 に ス ポ ッ トした.展 開槽 を十 分 溶 媒 で飽 和

して か ら展 開 槽 中 の展 開 溶 媒 にplateの 下 端 を つ け,

密 閉 して原 線 上 まず 第1溶 媒 で5cm展 開 後 風 乾 し,

更 に第2溶 媒 で10cmの 高 さ まで上 昇 法 で 二 重展 開

した.展 開温 度 は 室 温 と した.分 離 した ス ポ ッ トを

同 定 す るた め に市 販 の標 準 物 質 を 同一plateに 着 点

して展 開 した.

iv)検 出5% phosphomolybdate in ethanol溶 液

(w/v)を 使 用直 前 に調 整 して20×20cmのchromato

plateに 約20cc噴 霧 し, 150℃5分 間 加熱 して発 色 さ

せ た.

v)記 録　 発色 後のchromatoplateをFuji Minicopy

 Filmに 撮 影 し記 録保 存 した .

vi)定 量　 各 脂質 成 分 を 発 色 させ たchromatogram

を直 接densitometerに か け て 定量 した.

ま たFuji Minicopy Filmに 撮 影 し, SAKIURA

 GRAVURE FILMに プ リン トしてdensitometerに

か け る方 法 も試 み た.

6.ガ スク ロマ トグ ラフ ィー(GLC)

1)脂 肪 酸 の ケ ン化 及 び メ チル エ ス テ ル化

抽 出 した各 脂 質 に それ ぞ れ2N-AOH methanol溶

液 を試料 赤血 球 礎 質 の10倍 量 加 え,容 器 は高 純 度 窒

素 ガ スで 満 た し,還 流 冷 却 器 を つ けて 温 浴 上 で70℃

3時 間 水解 を行 なつ た.ケ ン化 後 ほぼ 等 量 の蒸 留水

を加 え,さ ら に石 油etherを 加 えて 激 し く振盪 し不

ケ ン化物 を 除 去 した. 6N-HCIで 酸 性 化(pH1～2)

した 後ethyl etherで 遊 離 した脂 肪酸 を抽 出 分 離 し

た,次 にnitrosomethylurethanに ア ル コー ル カ リを

作 用 させ てdiazomethaneを 合成 し48),ド ラフ ト中

でether溶 液 中の 遊 離脂 肪 酸 にdiazomethaneを 作

用 させ 常温 で メ チル エス テ ル 化 した49).

2)ガ ス ク ロマ トグ ラフ ィー に よ る分 析

装 置 は 島津 製GC-IB形,水 素焔 イ オ ン化 デ ィ テ ク

タ付 高 感度 ガ ス ク ロ マ トグ ラフ を用 い,分 析 条 件 は

下 記 の 如 くで あ る.試 料 の 送入 は メ チル エ ス テル 化

した脂 酸 をacetoneに 溶 か し, Hamilton製 マ イ ク

ロ シ リン ジを 用 いて1.0～1.5μl出 来 る限 り 瞬 間 的

に 刺入 した.

脂酸 の 同定 は市 販 標 準 物 質 を用 いて 試 料 と同一 条

件 で ガ ス ク ロマ トグ ラフに か け,保 持 時 間 を比 較 し,

ま た試 料 と混 合 して ガ ス ク ロマ トグ ラフ にか け て ピ

ー クが一 致 し,そ の成 分 の 比 率 が増 加 す る こ とを確

認 して行 な つ た.試 料 中の 脂 酸 相 互 の相 対 量 は半 値

幅 法 で測 定 計 算 した.

分 析 条件:

装 置:島 津GC-IB型,水 素 焔 イオ ン化検 出器 付

カ ラム: 4mmφ ×2.25m,充 填 剤 は60～80Meshの

CeliteにDiethylene glycol succinate poIyester

を15%coatingし した もの を使 用,窒 素 ガ ス90

ml/min.入 口 圧3.0kg/cm2,カ ラム恒 温 槽 温 度

200℃.

試 料 気 化 室 温度: 240℃.

検 出器 恒 温糟 温度: 220℃.

III.実 験 成 績

1.薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィー に よ る分 析成 績

X線 照 射 及 びhydroxylamineに よ つ て 形 成 し た

Heinz小 体 よ り抽 出 した 脂質,対 照 と して 無処 置 の

牛 赤 血球 膜 よ り抽 出 した脂 質 及 び 標 準 物 質 のthin

 layer chromatogramがFig. 1で あ る.

総 脂 質 は9成 分 に分離 す る こ とが 出来,そ の各 成

分 は,同 様 の方 法 で分 析 し硅 酸 カ ラム ク ロ マ トグ ラ

フ ィー,赤 外 線 吸収 スペ ク トル分 析 の 結 果 な どか ら

同 定 して い る荒 木 の 研 究58) 59)及 びRf値,標 準 物質

を 同一 プ レー トに 着点 して 展 開 し スポ ッ トを 比 較 す

る こ とに よ り次 の よ うに 同定 され た. Peak 2.コ レ

ス テ ロー ル エ ス テル, 3.ト リグ リセ リ ド, 4.非 エ ス

テル 型 脂 肪酸,5.コ レステ ロー ル, 6.ホ ス フア チ ジ

ル エ タ ノー ル ア ミン, 7.レ シチ ン, 8.ス フ イ ン ゴ
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Table 1 Percentage total lipid composition (I) 
and Phospholipid composition (II)

A: Lipids extracted from Heinz bodies (X-irradiation)
B: Lipids extracted from Heinz bodies (Hydroxylamine)
C: Lipids extracted from untreated erythrocyte ghosts

Fig. 1 Thin layer chromatogram

D: Cholesterol E: Fatty acid F: Cholesterolester

ミエ リン, 9.リ ゾ レ シチ ン.そ れ らのdensitogram

はFig. 2. 3. 4の 如 くで,各 々の脂 質 構 成 比 を 全 脂質,

リン脂質 中の 百 分 率 で 示 す とTable 1の 如 くで あ る.

主 な 脂質 構 成 比 を比 較 して み る と, Heinz小 体 よ

り抽出した脂質は対照に比し,リ ン脂質中のホスフ

ァチジルエタノールア ミン比の著明な減少が見られ,

リゾレシチン比は増加している.他 にレシチン画分

が増加 しているのが認められるが,ホ スファチジル
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Fig. 2 Densitometry of thin layer chromatogram (Fig. 1, A)

Peak 1. 2. fat, cholesterolester, Peak 3. triglyceride, Peak 4. free fatty acid, Peak 5. cholesterol, 

Peak 6. Phospatidyl ethanolamine, Peak 7. lecithin, Peak 8. sphingomyelin, Peak 9. lysolecithin.

Fig. 3 Densitometry of thir layer chromatogram (Fig. 1, B)



370 平 木 祥 夫

Fig. 4 Densitometry of thin layer chromatogram (Fig. 1, C)

セ リンとの分離が悪 く明らかでない. 2つ のHeinz

小 体形成法の間にも構成比において差が見られるが,

これらの差異は リン脂質中の百分率に著明で,全 脂

質中のリン脂質比は殆んど変動がない.

2.ガ スクロマ トグラフイーによる分析成績

Fig. 5. 6は それぞれX線 照射及びhydroxylamine

に よつ て 産 出せ るHeinz小 体 よ り抽 出 した 脂 酸 の

gas chromatogramで, Fig. 7は 対 照 と して無 処 置の

牛 赤 血球 膜 よ り抽 出 した 脂酸 のgas chromatogramで

あ る.そ れ らの 脂 酸 構 成 比 はTable 2の 如 くで ある.

い ず れ も構 成 脂酸 の主 な もの は パ ル ミチ ン酸,ス テ

ア リン酸,オ レイ ン酸,リ ノー ル酸,ア ラキ ドン酸

Table 2 Percentage fatty acid composition of Heinz bodies 

and untreated erythrocyte ghosts
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Fig. 5 Gas chromatogram of fatty acid, extracted from Heinz bodies (X-irradiation)

Peak 1. myristic acid, Peak 2. palmitic acid, Peak 3. palmitoleic acid, Peak 4. stearic acid, 
Peak 5. oleic acid, Peak 6. linoleic acid, Peak 7 . linolenic acid, Peak 8.9. unknown, Peak 

10. arachidonic acid.

Fig. 6 Gas chromatogram of fatty acid extracted from Heinz bodies (Hydroxylamine)
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Fig. 7 Gas chromatogram of fatty acid extracted from untreated erythrocyte ghosts

であり,パ ルミトオレイン酸は比較的少 く,ミ リス

チン酸,リ ノレン酸は更に少量である.

ほかにかなりの量のC20:0, C20:2 (unknown)と

考えられる脂酸が認められた.

主 な脂酸の構成比を比較検討してみるとそれぞれ

相異があり興味深い.対 照群とHeinz小 体群を比較

すると,特 に目立つのはパル ミチン酸比に全 く変化

なく, Heinz小 体群でステアリン酸比が著明に減少

し.オ レイン酸比,リ ノール酸比が増加 しているこ

とである. 2つ のHeinz小 体群の間では飽和脂酸の

構成比は殆んど同 じであるが,オ レイン酸,リ ノー

ル酸,ア ラキ ドン酸等の不飽和脂酸比に差が認めら

れる.

IV.考 察

実験的に放射線及び薬物でHeinz小 体を形成 し,

成 るべく純粋に分離採集 し,そ の脂質を分析,脂 酸

の構成を検討しようとする私の実験では僅かな量の

Heinz小 体を得るにも大量の新鮮血液を必要 とする

ので,実 験材料として溶血 し難 くまた大量の新鮮血

液が比較的容易に得 られる牛血液を用いた.

私の実験方法について文献的に考察するに, Heinz

小体の薬物による形成に関しては1890年Heinz1)が

phenylhydrazine及 びその誘導体の中毒において本

小体を発見 して以来幾多の動物実験,試 験管内実験

或 い は 臨床 報 告 等 が あ り,現 在 本 小 体を 形成 す る薬

物 と して 知 られ て い る もの は,初 期 の研 究 中で は無

機 物 で はhydroxylamineとchlorates,有 機 物 で は

anilne, toluidine, toluylene diamine, nitrobenzene,

 dinitrobenzene, phenylhydrazine and its derivatives,

 P-aminophenol等 で あ り,無 機 物 を 除 けば いず れ も

芳 香 族 ア ミノ及 び ニ トロ化 合 物 に 属 す る も の で あ

る.

そ の 後 報告 され た も の にはsulfonanides, guajacol,

 dinitroglycol, cobalt, ascorbic acid等 が あ り,近 年

で はWebster等50)に よ りstibine, arsine, saponin等

が 報告 され, Wingler51)は 発 癌 性 の染 料 でHeinz小 体

形 成 を 報 告 し,そ の 形 成 反 応 を用 いて 染 料 の 中で発

癌 性 を 有 す る もの を見 分 け る ことが 出来 る と示唆 し

て い る.

最 初Friedstein52)はHeinz小 体 はin vivoで のみ

形 成 され, in vitroで はmethemoglobinを 形 成 す る

の み で あ る と述 べ,こ の 説 は 長 く信 じられ て いたが, 

1929年 高 橋53)がhydroxylamineをin vitroの 血 液に

加 えHeinz小 体 形成 を 認 め,更 にMoeschlin54),最 近

で はWebster50), Buckell & Richardson55),吉 田10),

青 木27),草 加14)等 の 試 験 管 内形成 陽性 報 告 が あ る.

私 の 実験 に 用 い たhydroxylamineに よ るHeinz

小 体形 成 実験 はLewin4)が 試 験 管 内 でhydroxylamine

処 置 に よ る 赤血 球 内 に顆 粒 形 成 を 観 察 して 以来 多数



Heinz小 体の性格に関する研究 373

の報告があり, Webster50)等は無機物ではhydroxyla

mineが 最 も強力な形成作用を持つて おり, in vitro

よりもin vivoで 形成され易いのは生体 内の方 が

Heinz小 体形成により適 した状態にあるためであろ

うと述べている.青 木27)は試験管内実験では一般に

薬品添加後37℃ に保存することが本小体形成に効果

的であり,生 理的食塩水で充分洗滌した50%血 球游

遊液を用いた方が脱線維血液をそのまま用いるより

もHeinz小 体形成が促進せ られる傾向にあることを

認めている.私 も青木の方法を試み, Heinz小 体 を

形成する薬物として塩酸hydrozylamineを 用いたが,

 methyl violetで 染色検鏡したところ殆んど100%の

赤血球に1～ 数個のHeinz小 体 出現を確認 し得た.

放射線によるHeinz小 体形成に関する報告は私の

知り得た限りでは外国文献には全 く見当らず,た だ

1954年Fertman19)が 予備実験でマウスにX線700R全

身照射を行ない, 48時 間後にその末梢血をbrilliant

 cresyl blueで 染色 し検鏡している.し かしこの時に

はHeinz小 体形成は認められておらず,た だ放射線

照射の如き物理的な原因によつてもHeinz小 体形成

の可能性を示唆しているにすぎない.

1952年 山本が家兎 にX線 照射 を行い流血 中に

Heinz小 体の出現を発見 して以来,教 室ではHeinz

小体 と放射線の関係を主 として放射線障害とHeinz

小体出現率,放 射線血液障害の診断への利用の面か

ら実験的に研究し多数の業績を発表している.今 回

私はなるべ く多量のHeinz小 体を得る目的で3000

Rと い う大線量のX線 を牛赤血球游遊液にin vitro

で照射し, 24時 間後にmethyl violetで 染色検鏡 し

てHeinz小 体形成を確かめたところほぼ100%の 赤

血球にHeinz小 体 出現を認めた.

赤血球礎質の分離はBernstein45)の 方法で行ない,

赤血球礎質からhemoglobinを な るべく完全に分離す

るように注意した. Heinz小 体のみを全 く純粋に分

離するのは非常に困難であるが, Itami & Pratt24),

 Pappenheim & Suzuki26),青 木27)等 によればHeinz

小体 自身は水に不溶で,機械的抵抗力が強 く, Heinz

小体形成100%の 血液を数回生理的食塩水で洗滌後

蒸留水で溶血し,こ れを遠沈すればHeinz小 体成分

のみを集めることが出来るといつている.私 もこれ

らの沈渣をmethyl violetで 染色し,位 相差顕微鏡

で観察したところ遊離のHeinz小 体及びこれを含有

した赤血球膜の集りであることを確認し得た.

Ponder56)に よれば赤血球礎質の収量 は溶血液の

pHと 温度により影響され, pHは 約5.5 ,温度は低温

の方が収量が大であると述べてい るが,私 が得た

Heinz小 体含有赤血球礎質の収量は大体同一条件で,

 hydroxylamineに よるものの方が放射線照射により

Heinz小 体を形成 したものより多く,無処置のHeinz

小体を全 く含有 しない赤血球礎質が最少であつた.

これは1つ には形成されたHeinz小 体の容量の多少

によるものと思われる.

次 に脂質の分析方法について考察してみると,抽

出は現在最 も広 く利用され,総 脂質の定量的抽出に

適 しているFolch法46)を 用いた.

非脂質成分の除去に水洗法を用いたが,こ の方法

は比較的に非極性溶媒に難溶で水に可溶性の燐脂質

が水に溶解 し失われる可能性があるのが欠点とされ

ている.

Thin layer chromatographyに よる分析の際 には

適切な溶媒系の選定が分離性向上の大きな要件とな

つており57),分 離 しようとする脂質,分 離の目的,あ

るいは薄層の種類などによつて使用する溶媒系が異

なり,最 も安定した分離能を示す溶媒をそれぞれ経

験的に見出す必要がある.私 も非極性脂質を主体 と

する脂質各種と複合脂質群との分離に はn-hexane:

 ethylether:酢 酸(55: 5: 0.34, v/v)を 用い,複

合脂質の分離 にはchloroform: acetone: methanol:

酢酸:水(25: 12: 6: 6: 3, v/v)を 用 いて二

重展開する方法を試み,展 開溶媒中の各々の比率は

経験的に決定 したが,展 開法,検 出法,ス ポット定量

法などそれぞれ重要な諸条件が加わり再現性は必ら

ずしも良くない.し かし各試料間の大体の傾向はつ

かみ得たと考えている.荒木58) 59)はthin layer chro

matographyに よる血漿脂質の分析方法とその再現

性に関係している諸条件,定 量化への試みなどにつ

いて検討している.そ して血漿脂質の展開方法とし

て2重 展開法を行ない, 9つ の主要成分に分画 して

おり,私 も展開溶媒の比率をかえて応用したが,こ

の方法は各成分相互の量的関係を検討できる特長を

もつているがカロチノイ ドとコレステロールエステ

ル,コ レステロールとジグ リセ リドおよびレシチン

とホスファチジルセリンの分離は不十分であると述

べている.今 回の実験結果 もレシチンとホスファチ

ジルセリンの分離が悪い.さ らに定量に関しては一

定条件下で燐モ リブデン酸発色, densitometryを お

こない,試 料が約200μgま では直線的関係であつた

と述べており,成 末60)も荒木の方法を応用し脂質の

定量を試みている.私 は各 脂質成分を発色させた

chromatogramを 直接densitometerに かける方法 と
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Fuji Minicopy Filmに 撮 影 し,つ いでSAKURA

 GRAVURE FILMで 反転しposi-filmを 作成,こ れ

につきdensitometryを 行なつたが得られた結果はほ

ぼ同様であつた.

Gas chromatographyに よる脂質分析の際には脂酸

の抽出法,水 解条件,自 動酸化の有無等試料をgas 

chromatography装 置にかけるまでの種々の操作で

かなり高級脂酸に変動があるようである49) 61).私 も

脂酸の抽出,水 解は窒素気流下で行ない,試 料の保

存に際しても脂酸が酸化変質されぬ様注意 した.

さて私の実験成績を一見するに,同 じ染色性を有

し,染 色標本では全 く同一 の如 くに観察 され る

Heinz小 体 もその形成方法によつて脂質及び脂酸の

構成にそれぞれ相違があるのが認められる.即 ち,

 Heiaz小 体はある種の共通の性質を持つた類似の変

性産物で,必 らず しも同一なものではないと考えら

れる.こ のことはHeinz小 体の成因,化 学的組成あ

るいはその生物学的意義を考察する際にはなはだ興

味ある問題と思われる.

今回の私の実験の如 く, Heinz小 体の脂質,脂 酸

を分析検討した報告は私の知り得た限りでは,内 外

を問はずまた方法の如何にかかわらず全 く見当らな

いので,そ の脂質,脂 酸構成など比較検討すること

は不可能である.

しかし赤血球膜の脂質に関する研究は多く,生 化

学的な面から生体膜の構造と膜透過という重要な生

命現象を解明するため,最 近この方面の研究が活発

に行なわれている. Willams62)等 は ヒト赤血球礎質の

組成を分析 し, Dodge63), Reed64)等 はヒ ト赤血球礎質

の脂質について生化学的研究を行ない,リ ン脂質を

thin layer chromatographyを 用いて分析している.

分析方法や条件の違いで必 らず しも諸家の報告値は

一致していないが,大 体 リン脂質60%,コ レステロ

ール30%,中 性脂肪10%で ある.

Dowson65)等 は各種動物の赤血球礎質中の リン脂質

を分析 し, De Gier & Van Deenell66)もリン脂質の代

謝及び機能に関する一連の研究の中でヒト,ラ ット,

ウサギ,ブ タ,ウ シ及びヒツジの赤血球膜の脂質構

成を レシチ ンに注目 してpaper chromatographyで

分析 しているが,今 回の実験で対照群とした無処置

のウシ赤血球礎質の分析値は大体諸家の報告と一致

している.

Turner67)等は反芻動物の赤血球はごく僅かしかレ

シチンを含まないことを見出し,こ のために溶血毒

に対 し抵抗性か強いのだと論 じ, De Gierも この見

解を支持している,私 の成績ではレシチンとホスフ

ァチジルセ リンの分離が悪 く,こ の点に関しては不

明であるが注目すべき報告 と思われる.今 回の実験

も放射線照射による赤血球膜脂質 ・脂酸の変動,放

射線照射の際の溶血機序等の問題と関係し,赤 血球

膜 と溶血の面より検討すれば非常に興味深いと考え

る.

赤血球に大 線量(1×104R以 上)のX線, γ線

を照射すればin vitroで 溶血現象を起こし,溶 血に

至らない程度の線量で も赤血球寿命の短縮を認める

ことは今日よく知られた事 実で あり68) 69), in vivo

で もKahn70)等 は放射線貧血には溶血が関与してい

ると報告 しているが,そ の溶血機序は明らかでない.

 Lindemann71)はX線 溶血現象を詳細に検討している.

それによれば赤血球膜面に一次的な変化が起 り,こ

れによつて透過性の変化が起り溶血現象を呈すると

述べているが,い かなる変化かは不明である.

今回のHeinz小 体より脂質を分離分析した実験か

らは確証は得られないが,放 射線照射により主に赤

血球膜 リポ蛋白質の酸化的変性によりHeinz小 体を

形成 し,脂 質成分に変動を来たし溶血 し易い状態と

なり,更 に大線量の場合は溶血を起こすものと推察

される.ま た,放 射線障害の際に見 られる貧血は造

血機能の障害のみでな く赤血球膜脂質の変化による

溶血抵抗の減弱も原因と思われ る.こ の見解は,

 Kogl72)らが赤血球 リン脂質の構成脂酸をガスクロマ

トグラフィーにかけて分析検討し,種 々の溶媒によ

る溶血時間がネズ ミ,ヒ ト,ウ サギ,ブ タ,ウ マ,

ウシ,ヒ ツジの順に延長し,同 じ順に不飽和脂酸比

が多いことか ら,膜 の透過性に関係する因子に構成

脂酸の二重結合の数が影響するのではないかと述べ

ていることと一致する.私 の実験でHeinz小 体の脂

酸構成でステアリン酸比が減少 し.オ レイン酸比,

リノール酸比が著明に増加し全体として不飽和脂酸

比が対照群に比 し多いことは,脂 質分析においてホ

スファチジルエタノールアミン比の著明な減少と共

に赤血球膜 リン脂質の変化と溶血との密接な関係を

推察せしめるもので注目すべきことと考える,

一方放射線照射に伴なう脂質代謝の変化について

は多 くの報告があり,動 物に致死量のX線 照射を行

なうと血漿中の脂質が増加 し,脂 質代謝の障害を示

すことが知られている73).

Schwarz74)等 はX線 全身照射を受けたラットの肝

リン脂質を分析し,グ リセロリン脂質の増加を報告

している.妹尾・山本等75)は家兎に一座全量3000R全
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身照射し,肝 の脂酸構成をgas chromatographyで 分

析し,照 射後の肝は非照射対照の肝に比 し,パ ル ミ

チン酸比の減少,リ ノール酸比,オ レイン酸比の増

加を報告しており,勝 俣76)はβ線体内照射の際に各

臓器構成脂酸の変動を経時的に追求 し, Altman等77)

はX線 照射後の骨髄の脂酸合成について α-14Cアセ

テー トを追跡子として用い,共 に放射線照射によつ

て脂質代謝は変化し,脂 酸構成 も時間の経過と共に

複雑に変動することを報告している.又 照射を受け

た動物では血漿中の リン脂質,コ レステロール,脂 酸

などが増加するという多 くの報告があり, DiLuzio78)

らによれば照射によつて死亡するものでは脂質の増

加が強 く,死 亡するまで継続するが,生 き残つたも

のでは48時間位からコレステロール,リ ン脂質など

が正常値に近 く,全 脂質,中 性脂肪なども増加の度

が少なくなつて くる. 1000R照 射, 24時 間後のウサ

ギでは,血 漿中のコレステロールが70～80%,リ ン

脂質が140～19085増 加 していると述べている.私 の

脂質分析の結果では,な んら処置しないウシ赤血球

膜脂質とin vitroで3000R X線 照射後得た多量の

Heinz小 体を含む赤血球膜脂質の間に,脂 質成分構

成比ではリン脂質中のホスファチジルエタノールア

ミン比の著明な減少を認め,他 にレシチン+ホ スフ

ァチジルセリン比,リ ゾレシチン比の増加を認めた

が,リ ン脂質全体としては著明な変動はなく,コ レ

ステロール比も僅かに増加しているのみである.し

かし各脂質成分はX線 照射によりそれぞれ絶対量は

増加していることが推測される.

さて,上 述の如 く放射線照射と脂質代謝に関する

報告は多数見られるが,今 回の実験のように放射線

照射によりHeinz小 体を形成 し,そ の脂質を分析 し

た報告は全 く見当らず,ただ森等79)は,この実験と時

を同じくしてγ線照射(in vitro)に よる赤血球膜

脂質の変化と溶血との関係について学会報告を行な

つているが詳報はない.森 等によればウシ血球では

γ線照射によりホスファチジルエタノールア ミンの

著明な減少が見 られ,そ れと関連を有するオレイン

酸が影響を受けるらしいと述べており,私 の実験成

績と非常によく一致している,し かし60Coγ線 とX

線 との間にHeinz小 体形成に及ぼす影響に差異は認

められないことからもHeinz小 体 は当然形成されて

い,るはずであるが, Heinz小 体には全 く言及せず赤

血球膜脂質として分析を行なつている.

ところでHeina小 体の化学的性質及びその形成機

構に関する研究は多く, Itami & Pratt24)が血 液の礎

質 沈 渣 が水 に不 溶 で,そ の 中 にHeinz小 鉢 を含 む こ

とを 発見 し, Hartwich25)は 血 液 中よ りHeinz小 体 を

分 離 採集 す る方 法 を見 出 し,種 々の反 応 か らHeinz

小 体 は蛋 白質 と お そ ら く脂質 と思 われ るether, chlo

roformで 抽 出 され る物 質,鉄 等 を含 む と 述 べ て い

る. Pappenheim & Suzuki26)はHeinz小 体 の 存在 は

Heinz小 体 含 有 赤 血 球 の 溶血 抵 抗 を 増 加 させ る と述

べ て い るが,こ の点 に関 して は異 論 が 多 く,確 かで

な いが, Heinz小 体 その もの はsaponin等 の 溶血 毒

に対 して抵 抗 性 が 強 い. Warburg等80)はphenylhydra

zineに よ り生 じたHeinz小 体 は その 性 質 が 変 性 グ

ロ ビ ンに一 致 して い る こと を示 し, Heubnerも 本 小

体 は赤 血球 原 形 質 か ら出来 る もの で あ る と い い,

 Dustinも これを支持 し, Lemberg & Leggeも 変

性グロビン説を主張し, Jandl等 はHeinz小 体はヘ

モグロビンの酸化的変性産物であると述べている.

更にKiese & SeipeltはHeinz小 体は赤血球膜から

出来る変性蛋白であると述べ, Jungの 電 子顕微 鏡

による研究 も本小体が赤血球膜から生成する変性蛋

白であるということを支持 している.青 木は種々の

実験結果から赤血球膜蛋白質の酸化的変性であると

考えている. Rozsa & Spicerの 電子顕徴鏡による研

究でも変性グロビン説は否定されている.

最後に私の見解では, Heinz小 体形成という現象

は,薬 物,放 射線等の酸化作用により赤血球膜 リポ

蛋白質の酸化的変性により不可逆的に新 しく形成 さ

れた小体で,そ の作用が血球内部に及ぶ場合には,

原形質からも類似の変性産物が形成されるものと推

察される.

そ して今回の実験成績よりHeinz小 体 の組成は変

性蛋白のみでな く,脂 質成分を含有 し,そ の成因や

化学的組成は必らずしも一定のものでなく,種 々の

反応条件で類似の変性産物として作られたものであ

り,塩 基性色素の超生体染色により鮮明に紫青色に

染まる共通の性質を有するものである.又Heinz小

体の出現は,赤 血球膜 リポ蛋白質に変化のあること

を反映しているもので,更 に進めば溶血に至ること

を示していると考えられる.

V.結 語

放射線照射(X-ray, 3000R).及 び薬物(hydro

xylamine hydrochloride)に よつて形成したHeinz小

体を分離採集し,そ の脂質を抽 出 してthin layer

 chromatography及 びgas chromatographyを 用いて

脂質,脂 酸構成を測定,無 処置赤血球膜のそれと比
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較,さ らに各々のHeinz小 体形成法の間に構成上の

差異があるか否かを比較検討 し,次 の結果を得た.

1.染 色観察の際には全 く同一に見えるHeinz小

体 も,そ の形成条件で脂質,脂 酸構成が異なる.即

ちHein2小 体の組成は変性蛋白のみでなく,脂 質成

分を含有し,そ の成因や化学的組成は必 らず しも一

定のものでなく,類 似の変性産物として作られたも

のと考える.

2. Heinz小 体 より抽出した脂質の成分構成比は,

対照群の正常赤血球膜抽出脂質と比較すれば,リ ン

脂質中のホスファチジルエタノールアミンの著明な

減少が認められ,他 にレシチン+ホ スファチジルセ

リン比,リ ゾレシチン比の増加がみられた.

3. Heinz小 体 の脂酸構成ではステアリン酸比が

減少し,オ レイン酸比,リ ノール酸比が著明に増加

し,全 体として不飽和脂酸比が対照群に比較し増加

しているのが認められた.

4.放 射線貧血の発生は造血組織における赤血球

再生機転の抑制以外に直接末梢赤血球の破壊促進も

これに関与しており,そ の末梢赤血球の脆弱化は放

射線による赤血球膜脂質の変化に基 くものであるこ

とが示唆された.

稿 を終るにあたり終始御懇篤なる御指導と御校閲

を賜つた恩師山本道夫教授に深甚の謝意を表し,併

せて本研究に直接の御教示御援助を頂いた放射線医

学教室田辺正忠,勝 俣直躬講師に感謝します.

本 論文要旨は昭和42年4月 岐阜市に於いて開催さ

れた第26回 日本医学放射線学会総会に於いて発表し

た.
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Studies on the Nature of Heinz Bodies 

Part 1. Biochemical Properties of Heinz Bodies

By

Yoshio HIRAKI

Department of Radiology, Okayama University Medical School
(Director: Prof. Michio Yamamoto)

Heinz bodies produced in vitro by X-irradiation or hydroxylamine hydrochloride were 
separated and collected. The lipids extracted from these Heinz bodies were analyzed as to 

their lipid and fatty acid composition by thin layer chromatography and gas-liquid chromato

graphy. The purpose of the present experiment is to compare the composition of lipids and 
fatty acids in the Heinz bodies produced by the two different methods. In addition, the me

mbranes of the untreated red cells were similarly treated and analyzed for comparison.

1. It was found that there were differences in the composition of lipids and fatty acids 
derived from Heinz bodies under different circumstances in which they were formed, even 

though they might appear morphologically identical on stained preparations. Namely, Heinz 
bodies contained a lipid fraction whose chemical composition was not necessarily the same and 

it was suggested that they were the degenerative products having the same characteristics.
2. Analysis of lipids of Heinz bodies indicated a marked decrease of the phosphatidyl 

ethanolamine ratio in comparison with the lipid fraction of the normal red cell membranes.
3. With respect to the fatty acid composition of Heinz bodies, there were a decrease of 

the stearic acid ratio and an increase of the oleic and linoleic acid ratios, resulting in a mar
ked increase of the total unsaturated fatty acid ratio.

4. The development of X-irradiation anemia is due not only to an impaired erythropoiesis 
in the hematopoietic tissue but to an accelerated destruction of red cells in the peripheral 

blood. It is postulated that the peripheral red cells are rendered fragile by X-irradiation 
through an alteration of the lipid composition ratio of the cell membrane.


