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研究成果の概要（和文）：赤血球は血漿中もしくはある種の高分子存在下で面と面を合わせた連銭と呼ばれる可
逆的な集合体を形成する．生体内での赤血球集合の亢進は血流に大きな影響を与える。連銭の形成については，
高分子が赤血球間を架橋する「架橋集合」と高分子が赤血球間から排除される「枯渇集合」の競合する二説があ
り，未だ解決されていない．本研究は赤血球－フィブリノゲン間の相互作用を水晶振動子マイクロバランスを用
いて直接測定し，連銭形成のメカニズム解明を目指した．赤血球とフィブリノゲン間には相互作用が認められ，
架橋集合を示唆する結果が得られた．

研究成果の概要（英文）：When erythrocytes are suspended in a plasma or other macromolecular 
solutions, they form face-to-face aggregates called rouleaux, which are easily broken up by 
mechanical shearing.  It has been pointed out that enhanced erythrocyte aggregation affects in vivo 
blood flow.  There are two models for erythrocyte aggregation: the bridging model and the depletion 
model.  The bridging model assumes the adsorption of macromolecules onto the erythrocyte membranes. 
 On the other hand, the depletion model assumes the osmotic attractive forces due to macromolecular 
depletion near the erythrocyte surface.  In this study, the interaction between erythrocytes and 
fibrinogen molecules was measured by quartz crystal microbalance.  The results suggested that 
erythrocyte aggregation was caused by the mechanism of macromolecular bridging.

研究分野： 血液レオロジー

キーワード： 赤血球　フィブリノゲン　糖鎖　グリコシダーゼ　赤血球集合　水晶振動子マイクロバランス　赤血球
沈降速度　トリプシン
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１．研究開始当初の背景 
血液は典型的な非ニュートン流体であり，

その原因の一つが“連銭”と呼ばれる赤血球の
集合体形成である．連銭は静脈などの低ズリ
領域で形成されるが，高ズリ領域では再び分
散する可逆的な現象である．連銭形成は健常
人でも見られる現象であるが，異常亢進する
と血流障害や酸素供給量の不足を招き致命
的なものになる．連銭の形成メカニズムにつ
いては，高分子が隣接した赤血球間を架橋す
る「架橋集合」と，接近した赤血球の間隙か
ら高分子が排除され，生じた浸透圧勾配によ
って形成される「枯渇集合」の二説がある．
これまでにそれぞれの説を間接的に支持す
るいくつかの実験結果や理論が報告されて
いるが (S. Chien et al., J. Supermol. Struct., 
1973, B. Neu et al., Biophys. J., 2002, など) 
未だ解決には至っていない．赤血球の集合能
は，① 集合因子の種類（表１），② 赤血球
の由来（表２）によって大きく異なる．また，
本来集合能がない牛赤血球もトリプシン処
理を施すことにより，集合体を形成すること
が見出されている（M. Kaibara, Biorheology, 
1983）が，その原因は明らかにされていない． 

 
表 1 
集合因子の種類 特徴 ﾒｶﾆｽﾞﾑ 

ﾌｨﾌﾞﾘﾉｹﾞﾝ 生体内の主な集合因子 不明 

ﾃﾞｷｽﾄﾗﾝ， 

ﾎﾟﾘｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ 

閾値以上の分子量を持つも

のが集合能を有する 

不明 

ｺﾝｶﾅﾊﾞﾘﾝ A 糖に対する結合部位を有す

る 

架橋集合 

 
表２ 
赤血球の由来 特徴 

人，豚 ほぼ同程度の集合能を有する 

馬 ヒトやブタに比べて強い集合能を有する 

牛 集合能がない 

 
２．研究の目的 
水晶振動子マイクロバランス法を用いて

赤血球表面と集合因子となる種々の高分子
との相互作用を直接測定し，連銭形成のメカ
ニズム解明を目指す． 

 
（１）赤血球と種々の集合因子との相互作用
測定 
赤血球はフィブリノゲン以外の高分子（例

えば，ポリエチレンクリーコルやデキストラ
ンなど）存在下でも集合体を形成する．これ
までの研究の多くは，赤血球集合の形成メカ
ニズムを高分子の種類によらず，すべて同一
のメカニズムで説明しようと試みている．申
請者は高分子の種類によってそのメカニズ
ムは異なるものと考えており，相互作用の測
定により明らかにする． 
 
（２）由来の異なる赤血球とフィブリノゲン
との相互作用測定 
赤血球の集合能は牛や馬など由来により

大きく異なる．この違いが赤血球表面とフィ
ブリノゲンとの相互作用，あるいは赤血球表
面の電気的性質や糖鎖などの立体障害によ
るものか否かを調べる．例えば，牛赤血球は
集合能を持たないが，フィブリノゲンとの相
互作用が認められれば，牛赤血球にはこの相
互作用に打ち勝つだけの斥力が働いている
ことになる． 
 
（３）赤血球表面の物理化学的性質が与える
影響 
赤血球表面には糖蛋白や糖脂質から伸び

る糖鎖が糖衣として赤血球表面を覆ってい
る．また，糖鎖の先端にはシアル酸に由来す
る負電荷が存在し，赤血球集合に影響を与え
ている．事実，集合能を持たない牛赤血球を
トリプシン処理することにより集合が惹起
される．この原因は明らかにされていないが，
膜表面に存在する蛋白質や糖鎖の切除など
が考えられる．酵素処理により赤血球表面の
糖鎖や蛋白質を切断し，表面電荷に与える影
響を調べる．  
 
３．研究の方法 
水晶振動子マイクロバランス（QCM）法を

用いて，赤血球表面と集合因子との相互作用
を直接測定する． 

 
（１） 種々の集合因子を用いた実験 
フィブリノゲン以外の集合因子であるコ

ンカナバリン A（Con A）およびポリエチレ
ングリコール（PEG）と赤血球との相互作用
を測定する． 

 
（２） 由来が異なる赤血球を用いた実験 
集合能は赤血球の由来の違いによって大

きく異なる．ヒトやブタ赤血球よりも馬赤血
球の方が集合能は大きく，牛赤血球は例外で
集合能がない．これら由来の異なる赤血球と
主要な集合因子であるフィブリノゲンとの
相互作用を測定する． 

 
（３）赤血球表面の物理化学的性質を変させ
た実験 
赤血球表面の蛋白質や糖鎖に由来する電

気的性質や立体障害は，赤血球集合に大きな
影響を及ぼすことが考えられる．酵素処理に
よる赤血球表面の物理化学的性質の変化が
集合能に与える影響を調べる． 
 
４．研究成果 
（１）馬赤血球と Con A および PEG との相
互作用測定 
図１に馬赤血球と Con A の QCM 測定の結

果を示す．振動子表面に Con A を固定化した
後，赤血球を添加すると周波数が著しく減少
し，赤血球と Con A との間には強い相互作用
があることが分かった．赤血球表面にはたく
さんの糖鎖が存在するため，Con A がこれら



様 式

の糖と特異的に結合したものと考えられる．
この結果は，
集合であることを支持するものである．図２
に馬赤血球と
振動子表面に
添加しても有意な周波数の変化は見られな
かった．従って，
互作用はほとんど存在せず，
球集合は枯渇集合であることが示唆された．
 

（２）馬および牛赤血球とフィブリノゲンと
の相互作用測定
図３と
ノゲン間の
面にフィブリノゲンを固定化後，赤血球を添
加するといずれの赤血球においても周波数
の増加を示した．比較的弱い相互作用がある
場合には，強い相互作用がある場合とは逆に
周波数が増大することが報告されている（
Pomorska et al. Anal. Chem., 2010
増大は，馬赤血球で
と強い集合能を有する馬赤血球と集合能の
ない牛赤血球において有意な差は見られな
かった．
 
（３）
i）酵素処理が赤血球表面電荷に与える影響：

図１
①Con A
加，④媒質にて洗浄

図２
① 
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の糖と特異的に結合したものと考えられる．
この結果は，Con A
集合であることを支持するものである．図２
に馬赤血球と PEG
振動子表面に PEG
添加しても有意な周波数の変化は見られな
かった．従って，
互作用はほとんど存在せず，
球集合は枯渇集合であることが示唆された．

（２）馬および牛赤血球とフィブリノゲンと
の相互作用測定 
図３と図４に馬および牛赤血球とフィブリ
ノゲン間の QCM
面にフィブリノゲンを固定化後，赤血球を添
加するといずれの赤血球においても周波数
の増加を示した．比較的弱い相互作用がある
場合には，強い相互作用がある場合とは逆に
周波数が増大することが報告されている（
Pomorska et al. Anal. Chem., 2010
増大は，馬赤血球で
と強い集合能を有する馬赤血球と集合能の
ない牛赤血球において有意な差は見られな
かった． 

（３） 赤血球表面の物理化学的性質
）酵素処理が赤血球表面電荷に与える影響：

１ 馬赤血球－
on A 固定化，②媒質にて洗浄，➂赤血球添

加，④媒質にて洗浄

２ 馬赤血球－
 PEG 固定化振動子に赤血球を添加
質にて洗浄 
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の糖と特異的に結合したものと考えられる．
Con A による赤血球集合が架橋

集合であることを支持するものである．図２
PEG の QCM 測定の結果を示す．
PEG を固定化した後，赤血球を

添加しても有意な周波数の変化は見られな
かった．従って，PEG と赤血球との間には相
互作用はほとんど存在せず，PEG
球集合は枯渇集合であることが示唆された．

（２）馬および牛赤血球とフィブリノゲンと
 

４に馬および牛赤血球とフィブリ
QCM 測定結果を示す

面にフィブリノゲンを固定化後，赤血球を添
加するといずれの赤血球においても周波数
の増加を示した．比較的弱い相互作用がある
場合には，強い相互作用がある場合とは逆に
周波数が増大することが報告されている（
Pomorska et al. Anal. Chem., 2010
増大は，馬赤血球で 117Hz，牛赤血球で
と強い集合能を有する馬赤血球と集合能の
ない牛赤血球において有意な差は見られな

赤血球表面の物理化学的性質
）酵素処理が赤血球表面電荷に与える影響：

－Con A 間の相互作用測定
固定化，②媒質にて洗浄，➂赤血球添

加，④媒質にて洗浄 

－PEG 間の相互作用測定
固定化振動子に赤血球を添加
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の糖と特異的に結合したものと考えられる．
による赤血球集合が架橋

集合であることを支持するものである．図２
測定の結果を示す．

を固定化した後，赤血球を
添加しても有意な周波数の変化は見られな

と赤血球との間には相
PEG による赤血

球集合は枯渇集合であることが示唆された．

（２）馬および牛赤血球とフィブリノゲンと

４に馬および牛赤血球とフィブリ
測定結果を示す．振動子表

面にフィブリノゲンを固定化後，赤血球を添
加するといずれの赤血球においても周波数
の増加を示した．比較的弱い相互作用がある
場合には，強い相互作用がある場合とは逆に
周波数が増大することが報告されている（
Pomorska et al. Anal. Chem., 2010）．周波数の

，牛赤血球で 130Hz
と強い集合能を有する馬赤血球と集合能の
ない牛赤血球において有意な差は見られな

赤血球表面の物理化学的性質の影響
）酵素処理が赤血球表面電荷に与える影響：

相互作用測定 
固定化，②媒質にて洗浄，➂赤血球添

相互作用測定 
固定化振動子に赤血球を添加，②媒
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の糖と特異的に結合したものと考えられる．
による赤血球集合が架橋

集合であることを支持するものである．図２
測定の結果を示す．

を固定化した後，赤血球を
添加しても有意な周波数の変化は見られな

と赤血球との間には相
による赤血

球集合は枯渇集合であることが示唆された． 

（２）馬および牛赤血球とフィブリノゲンと

４に馬および牛赤血球とフィブリ
振動子表

面にフィブリノゲンを固定化後，赤血球を添
加するといずれの赤血球においても周波数
の増加を示した．比較的弱い相互作用がある
場合には，強い相互作用がある場合とは逆に
周波数が増大することが報告されている（A. 

）．周波数の
130Hz

と強い集合能を有する馬赤血球と集合能の
ない牛赤血球において有意な差は見られな

の影響 
）酵素処理が赤血球表面電荷に与える影響：

馬および牛赤血球をノイラミニダーゼ，トリ
プシンおよび
処理した後
NANO
れた結果を表
 
表３

馬赤血球
牛赤血球

馬赤血球
牛赤血球

馬赤血球
牛赤血球

 
馬および牛赤血球ともにノイラミニダーゼ
処理した赤血球のゼータ電位は未処理赤血
球に比べて負電荷が減少した．一方，トリプ
シン処理した赤血球のゼータ電位は未処理
赤血球に比べて負電荷が増大した．また，ト
リプシンと切断部位が異なる
シンではトリプシンと同様に未処理赤血球
と比べて負電荷が増大した．

 
  

固定化，②媒質にて洗浄，➂赤血球添

 
 
②媒

図
①フィブリノゲンの固定化，②媒質にて洗浄，
➂赤血球添加，媒質にて洗浄

図
測定
洗浄，➂赤血球添加，媒質にて洗浄

ＣＫ－１９（共通）

馬および牛赤血球をノイラミニダーゼ，トリ
プシンおよびα
処理した後，
NANO-ZS（MALVERN
れた結果を表 3

表３ 
 

馬赤血球 -24.2
牛赤血球 -22.3

 
馬赤血球 -16.3
牛赤血球 -22.3

 
馬赤血球 -28.5
牛赤血球 -17.0

馬および牛赤血球ともにノイラミニダーゼ
処理した赤血球のゼータ電位は未処理赤血
球に比べて負電荷が減少した．一方，トリプ
シン処理した赤血球のゼータ電位は未処理
赤血球に比べて負電荷が増大した．また，ト
リプシンと切断部位が異なる
シンではトリプシンと同様に未処理赤血球
と比べて負電荷が増大した．

図３ 馬赤血球
①フィブリノゲンの固定化，②媒質にて洗浄，
➂赤血球添加，媒質にて洗浄

図４ 牛赤血球
測定 ①フィブリノゲンの固定化，②媒質にて
洗浄，➂赤血球添加，媒質にて洗浄

（共通） 

馬および牛赤血球をノイラミニダーゼ，トリ
α-キモトリプシンの各酵素で

，ゼータ電位を
ALVERN）にて測定した．得ら
3 に示す． 

未処理 
24.2±1.2mV 
22.3±0.8mV 

 
未処理 

16.3±0.5mV 
22.3±0.8mV 

 
未処理 

8.5±0.5mV 
17.0±0.8mV 

馬および牛赤血球ともにノイラミニダーゼ
処理した赤血球のゼータ電位は未処理赤血
球に比べて負電荷が減少した．一方，トリプ
シン処理した赤血球のゼータ電位は未処理
赤血球に比べて負電荷が増大した．また，ト
リプシンと切断部位が異なる
シンではトリプシンと同様に未処理赤血球
と比べて負電荷が増大した．

馬赤血球－フィブリノゲン
①フィブリノゲンの固定化，②媒質にて洗浄，
➂赤血球添加，媒質にて洗浄

牛赤血球－フィブリノゲン間の
①フィブリノゲンの固定化，②媒質にて

洗浄，➂赤血球添加，媒質にて洗浄

馬および牛赤血球をノイラミニダーゼ，トリ
キモトリプシンの各酵素で

ゼータ電位を ZETA SIZER 
）にて測定した．得ら

ﾉｲﾗﾐﾆﾀﾞｰｾﾞ
-19.7±0.7mV
-20.9±0.3mV

ﾄﾘﾌﾟｼﾝ 
-20.7±0.7mV
-24.7±1.1mV

α-ｷﾓﾄﾘﾌﾟｼﾝ
-34.5±0.9mV
-23.0±0.3mV

馬および牛赤血球ともにノイラミニダーゼ
処理した赤血球のゼータ電位は未処理赤血
球に比べて負電荷が減少した．一方，トリプ
シン処理した赤血球のゼータ電位は未処理
赤血球に比べて負電荷が増大した．また，ト
リプシンと切断部位が異なるα-キモトリプ
シンではトリプシンと同様に未処理赤血球
と比べて負電荷が増大した． 

フィブリノゲン相互作用測定
①フィブリノゲンの固定化，②媒質にて洗浄，
➂赤血球添加，媒質にて洗浄 

フィブリノゲン間の相互作用
①フィブリノゲンの固定化，②媒質にて

洗浄，➂赤血球添加，媒質にて洗浄 

馬および牛赤血球をノイラミニダーゼ，トリ
キモトリプシンの各酵素で

ETA SIZER 
）にて測定した．得ら

ﾉｲﾗﾐﾆﾀﾞｰｾﾞ 
.7mV 
.3mV 

 
.7mV 
1mV 

ｷﾓﾄﾘﾌﾟｼﾝ 
.9mV 
.3mV 

馬および牛赤血球ともにノイラミニダーゼ
処理した赤血球のゼータ電位は未処理赤血
球に比べて負電荷が減少した．一方，トリプ
シン処理した赤血球のゼータ電位は未処理
赤血球に比べて負電荷が増大した．また，ト

キモトリプ
シンではトリプシンと同様に未処理赤血球

 
相互作用測定 

①フィブリノゲンの固定化，②媒質にて洗浄，

 
相互作用

①フィブリノゲンの固定化，②媒質にて



様 式

ii）酵素処理による赤血球表面からの遊離糖
の定量：
ており，
る．また，赤血球膜に存在するタンパク質
も糖鎖が結合しており，赤血球が集合体を形
成する時の立体障害
験は馬および牛赤血球を酵素処理
により
硫酸法によって定量
赤血球集合能に与える影響について調べた．
それぞれの酵素処理により遊離された還元
糖濃度を次の表に示す．
 
 

馬赤血球
牛赤血球
 
 

馬赤血球
牛赤血球
 
ノイラミニダーゼ処理した赤血球から遊

離したシアル酸量を馬と牛で比較すると，両
者で有意な差は見られなかった．これより，
赤血球表面に存在する糖鎖末端のシアル酸
の量は馬と牛で
認され
阻害している要因ではないことが分かった．
トリプシン処理，
グリコシダーゼ処理，
した赤血球から遊離した還元糖濃度の値を
馬と牛で比較すると，両者で有意な差は見ら
れなかった．このことから，赤血球表面に存
在する糖鎖の量は馬と牛で差がないこと
分かった
を比較すると，トリプシンや
ン処理した赤血球の還元糖濃度は，
シダーゼや
球の還元糖濃度に比べると
とが分かった．赤血球の集合能と比較すると，
O-グリコシダーゼや
した馬および牛
体を形成しないが，トリプシン処理した
血球は未処理の赤血球と同様に集合体を形
成した．一方
を形成しないが，トリプシン処理によって集
合体を形成した．また，
理では，馬および牛
への影響はほとんど見られなかった．従って，
プロテアーゼの基質特異性の違いによって
影響が異なることが分かった．また，グリコ
シダーゼ処理により赤血球表面からより多
量の糖が
の集合体形成
血球表面にグリコカリックスとして存在す
る糖鎖の立体障害が赤血球集合を阻害する
ものでないことが分かった．
iii）酵素処理した赤血球とフィブリノゲン間

式 Ｃ－１９

）酵素処理による赤血球表面からの遊離糖
の定量：赤血球表面には多量の糖鎖が存在し
ており，O-結合型および

また，赤血球膜に存在するタンパク質
糖鎖が結合しており，赤血球が集合体を形

成する時の立体障害
馬および牛赤血球を酵素処理

により赤血球表面から遊離糖をフェノール
硫酸法によって定量
赤血球集合能に与える影響について調べた．
それぞれの酵素処理により遊離された還元
糖濃度を次の表に示す．

ﾄﾘﾌﾟｼﾝ処理

還元糖濃度

馬赤血球 
牛赤血球 

O-ｸﾞﾘｺｼﾀﾞｰｾﾞ処理

還元糖濃度（

馬赤血球 
牛赤血球 

ノイラミニダーゼ処理した赤血球から遊
離したシアル酸量を馬と牛で比較すると，両
者で有意な差は見られなかった．これより，
赤血球表面に存在する糖鎖末端のシアル酸
の量は馬と牛で有意な
認され，シアル酸が牛赤血球の集合体形成を
阻害している要因ではないことが分かった．
トリプシン処理，
グリコシダーゼ処理，
した赤血球から遊離した還元糖濃度の値を
馬と牛で比較すると，両者で有意な差は見ら
れなかった．このことから，赤血球表面に存
在する糖鎖の量は馬と牛で差がないこと
分かった．次に，酵素ごとに還元糖濃度の値
を比較すると，トリプシンや
ン処理した赤血球の還元糖濃度は，
シダーゼや N-グリコシダーゼ処理した赤血
球の還元糖濃度に比べると
が分かった．赤血球の集合能と比較すると，
グリコシダーゼや

した馬および牛赤血球では両者
体を形成しないが，トリプシン処理した
血球は未処理の赤血球と同様に集合体を形

た．一方，牛
を形成しないが，トリプシン処理によって集
合体を形成した．また，
理では，馬および牛
への影響はほとんど見られなかった．従って，
プロテアーゼの基質特異性の違いによって
影響が異なることが分かった．また，グリコ
シダーゼ処理により赤血球表面からより多
量の糖が切除されたのにも関わらず
集合体形成は見られなかった

血球表面にグリコカリックスとして存在す
る糖鎖の立体障害が赤血球集合を阻害する
ものでないことが分かった．

酵素処理した赤血球とフィブリノゲン間

Ｃ－１９，Ｆ－１９

）酵素処理による赤血球表面からの遊離糖
赤血球表面には多量の糖鎖が存在し
結合型および N-結合型の糖鎖が

また，赤血球膜に存在するタンパク質
糖鎖が結合しており，赤血球が集合体を形

成する時の立体障害となる可能性がある．実
馬および牛赤血球を酵素処理

赤血球表面から遊離糖をフェノール
硫酸法によって定量し，赤血球表面の糖鎖が
赤血球集合能に与える影響について調べた．
それぞれの酵素処理により遊離された還元
糖濃度を次の表に示す． 

ﾄﾘﾌﾟｼﾝ処理 

還元糖濃度（g/ml） 

α

還元糖濃度（

6±1 
5±1 

ｸﾞﾘｺｼﾀﾞｰｾﾞ処理 

還元糖濃度（g/ml） 

N

還元糖濃度（

2±1 
1±1 

ノイラミニダーゼ処理した赤血球から遊
離したシアル酸量を馬と牛で比較すると，両
者で有意な差は見られなかった．これより，
赤血球表面に存在する糖鎖末端のシアル酸

有意な差異がないことが確
シアル酸が牛赤血球の集合体形成を

阻害している要因ではないことが分かった．
トリプシン処理，α-キモトリプシン処理，
グリコシダーゼ処理，N-グリコシダーゼ処理
した赤血球から遊離した還元糖濃度の値を
馬と牛で比較すると，両者で有意な差は見ら
れなかった．このことから，赤血球表面に存
在する糖鎖の量は馬と牛で差がないこと

．次に，酵素ごとに還元糖濃度の値
を比較すると，トリプシンや
ン処理した赤血球の還元糖濃度は，

グリコシダーゼ処理した赤血
球の還元糖濃度に比べると極めて少ないこ
が分かった．赤血球の集合能と比較すると，
グリコシダーゼや N-グリコシダーゼ処理

赤血球では両者
体を形成しないが，トリプシン処理した
血球は未処理の赤血球と同様に集合体を形

，牛赤血球は未処理では集合体
を形成しないが，トリプシン処理によって集
合体を形成した．また，α-キモトリプシン処
理では，馬および牛赤血球ともに集合体形成
への影響はほとんど見られなかった．従って，
プロテアーゼの基質特異性の違いによって
影響が異なることが分かった．また，グリコ
シダーゼ処理により赤血球表面からより多

されたのにも関わらず
は見られなかった

血球表面にグリコカリックスとして存在す
る糖鎖の立体障害が赤血球集合を阻害する
ものでないことが分かった．

酵素処理した赤血球とフィブリノゲン間

Ｆ－１９－１，Ｚ－１９

）酵素処理による赤血球表面からの遊離糖
赤血球表面には多量の糖鎖が存在し

結合型の糖鎖が
また，赤血球膜に存在するタンパク質

糖鎖が結合しており，赤血球が集合体を形
となる可能性がある．実

馬および牛赤血球を酵素処理すること
赤血球表面から遊離糖をフェノール

，赤血球表面の糖鎖が
赤血球集合能に与える影響について調べた．
それぞれの酵素処理により遊離された還元

α-ｷﾓﾄﾘﾌﾟｼﾝ処理 

還元糖濃度（g/ml

9±3 
14±5 

N-ｸﾞﾘｺｼﾀﾞｰｾﾞ処理

還元糖濃度（g/ml

0.4±0.2 
2±1 

ノイラミニダーゼ処理した赤血球から遊
離したシアル酸量を馬と牛で比較すると，両
者で有意な差は見られなかった．これより，
赤血球表面に存在する糖鎖末端のシアル酸

差異がないことが確
シアル酸が牛赤血球の集合体形成を

阻害している要因ではないことが分かった．
キモトリプシン処理，

グリコシダーゼ処理
した赤血球から遊離した還元糖濃度の値を
馬と牛で比較すると，両者で有意な差は見ら
れなかった．このことから，赤血球表面に存
在する糖鎖の量は馬と牛で差がないこと

．次に，酵素ごとに還元糖濃度の値
を比較すると，トリプシンや α-キモトリプシ
ン処理した赤血球の還元糖濃度は，O-グリコ

グリコシダーゼ処理した赤血
極めて少ないこ

が分かった．赤血球の集合能と比較すると，
グリコシダーゼ処理

赤血球では両者ともに集合
体を形成しないが，トリプシン処理した馬
血球は未処理の赤血球と同様に集合体を形

は未処理では集合体
を形成しないが，トリプシン処理によって集

モトリプシン処
ともに集合体形成

への影響はほとんど見られなかった．従って，
プロテアーゼの基質特異性の違いによって
影響が異なることが分かった．また，グリコ
シダーゼ処理により赤血球表面からより多

されたのにも関わらず，赤血球
は見られなかった．従って，赤

血球表面にグリコカリックスとして存在す
る糖鎖の立体障害が赤血球集合を阻害する
ものでないことが分かった． 

酵素処理した赤血球とフィブリノゲン間

Ｚ－１９，ＣＫ－１９

）酵素処理による赤血球表面からの遊離糖
赤血球表面には多量の糖鎖が存在し

結合型の糖鎖があ
また，赤血球膜に存在するタンパク質に

糖鎖が結合しており，赤血球が集合体を形
となる可能性がある．実

すること
赤血球表面から遊離糖をフェノール

，赤血球表面の糖鎖が
赤血球集合能に与える影響について調べた．
それぞれの酵素処理により遊離された還元

 

/ml） 

ｸﾞﾘｺｼﾀﾞｰｾﾞ処理 

/ml） 

 

ノイラミニダーゼ処理した赤血球から遊
離したシアル酸量を馬と牛で比較すると，両
者で有意な差は見られなかった．これより，
赤血球表面に存在する糖鎖末端のシアル酸

差異がないことが確
シアル酸が牛赤血球の集合体形成を

阻害している要因ではないことが分かった．
キモトリプシン処理，O-

グリコシダーゼ処理
した赤血球から遊離した還元糖濃度の値を
馬と牛で比較すると，両者で有意な差は見ら
れなかった．このことから，赤血球表面に存
在する糖鎖の量は馬と牛で差がないことが

．次に，酵素ごとに還元糖濃度の値
キモトリプシ

グリコ
グリコシダーゼ処理した赤血

極めて少ないこ
が分かった．赤血球の集合能と比較すると，

グリコシダーゼ処理
ともに集合

馬赤
血球は未処理の赤血球と同様に集合体を形

は未処理では集合体
を形成しないが，トリプシン処理によって集

モトリプシン処
ともに集合体形成

への影響はほとんど見られなかった．従って，
プロテアーゼの基質特異性の違いによって
影響が異なることが分かった．また，グリコ
シダーゼ処理により赤血球表面からより多

赤血球
．従って，赤

血球表面にグリコカリックスとして存在す
る糖鎖の立体障害が赤血球集合を阻害する

酵素処理した赤血球とフィブリノゲン間

の相互作用測定
グリコシダーゼ処理した馬および牛赤血球
とフィブリノゲン間の相互作用を
いて測定した．それぞれの結果を図
に示す．
ッファによる洗浄，➂で赤血球添加，④でバ
ッファによる洗浄を行った．
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５
リノゲン間の

図
リノゲン間の

 

図
フィブリノゲン間の

 

図
フィブリノゲン間の

ＣＫ－１９（共通）

の相互作用測定
リコシダーゼ処理した馬および牛赤血球

とフィブリノゲン間の相互作用を
いて測定した．それぞれの結果を図
に示す．①でフィブリノゲン固定化，②でバ
ッファによる洗浄，➂で赤血球添加，④でバ
ッファによる洗浄を行った．

図５ トリプシン処理
リノゲン間の相互作用測定

図 6 トリプシン処理
リノゲン間の相互作用測定

 

図 7 O-グリコシダーゼ処理した馬赤血
フィブリノゲン間の

 

図 8  O-グリコシダーゼ処理した牛
フィブリノゲン間の

（共通） 

の相互作用測定：トリプシン，
リコシダーゼ処理した馬および牛赤血球

とフィブリノゲン間の相互作用を
いて測定した．それぞれの結果を図

①でフィブリノゲン固定化，②でバ
ッファによる洗浄，➂で赤血球添加，④でバ
ッファによる洗浄を行った．

トリプシン処理した馬赤血球
相互作用測定 

トリプシン処理した牛
相互作用測定 

グリコシダーゼ処理した馬赤血
フィブリノゲン間の相互作用測定

グリコシダーゼ処理した牛
フィブリノゲン間の相互作用測定

：トリプシン，O-および
リコシダーゼ処理した馬および牛赤血球

とフィブリノゲン間の相互作用を QCM
いて測定した．それぞれの結果を図 5－図

①でフィブリノゲン固定化，②でバ
ッファによる洗浄，➂で赤血球添加，④でバ
ッファによる洗浄を行った． 

馬赤血球－フィブ
 

した牛赤血球－フィブ
 

グリコシダーゼ処理した馬赤血
相互作用測定 

グリコシダーゼ処理した牛赤血球
相互作用測定 

および N-
リコシダーゼ処理した馬および牛赤血球

QCM を用
－図 10

①でフィブリノゲン固定化，②でバ
ッファによる洗浄，➂で赤血球添加，④でバ

 
フィブ

 
フィブ

 
グリコシダーゼ処理した馬赤血球－

 

赤血球－



様 式
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
フィブリノゲンと

QCM
ターンとは異なり，赤血球を添加すると周波
数の増加が見られた．これは，赤血球と強く
相互作用することで知られているコンカナ
バリン
動子金表面に赤血球が吸着し，周波数の減少
が見られる．これに対して，周波数の増加は
固定化したフィブリノゲンと赤血球間の相
互作用が比較的弱いことに起因すると考え
られる．
 通常，強い相互作用が見られる場合，振動
子と赤血球が強く結合しているため，水晶振
動子の振動運動に対して赤血球が追随し，周
波数は減少する．その一例がコンカ
A との相互作用である．一方で，フィブリノ
ゲンの場合は，振動子金表面に吸着したフィ
ブリノゲンに添加した赤血球が近づくと，赤
血球とフィブリノゲンとの相互作用により
フィブリノゲンが赤血球に引きつけられる．
この時の赤血球とフィブリノゲン間の相互
作用は比較的弱く，赤血球は振動子の振動運
動に対して追随することができない．そのた
め，振動子に固定化されたフィブリノゲンが
赤血球に引きつけられることで，見かけ上の
質量の減少を示す周波数の増加が見られた
ものと考えられる．従って，周波数の増減に
対する閾値は赤血球が振動子の動
できるかどうかであり，明確な周波数変化が
確認されれば，周波数の増減に関わらず，そ
の物質間には相互作用が存在しているもの
と考えられる．本実験の

図 9
－フィブリノゲン間の

図 10
－フィブリノゲン間の

 

式 Ｃ－１９

フィブリノゲンと
QCM 測定では，典型的な相互作用を表すパ
ターンとは異なり，赤血球を添加すると周波
数の増加が見られた．これは，赤血球と強く
相互作用することで知られているコンカナ
バリン A を固定した場合は，図
動子金表面に赤血球が吸着し，周波数の減少
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