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はじめに

現在,わが国で臨床応用されている静注用脂肪

乳剤は,大豆油を原料 としているため,ω 3系脂

肪酸を十分に補えない。そこで,精製魚油を大豆

油 に添加 す る こ とでエ イ コサペ ンタエ ン酸

(EPA)を 含有 した静注用脂肪乳剤が開発 され

た1～ 5)。 しかし,そ れらはEPAが脂肪中の量 とし

てわずかに 25%と 少量であったので,術後の絶

食期間に早期から欠乏するEPAを補充するため

には,こ の脂肪乳剤を 7日 間も連続投与 しなけれ

ばならないという問題を残 している。

本研究では,ω 3系脂肪酸の 1つ であるEPA

を化学的に合成 した トリグリセリド (EPA・ TG)
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を用いて,高濃度に EPAを含有する 10%大 豆油

乳剤を試作 した。 この脂肪乳剤を投与 した際に,

それに含まれている EPAが血中で どのように水

解されて,細胞の構成脂肪酸に如何なる変化を与

えるかについて,赤血球 よりlife spanの 短い好中

球のリン脂質脂肪酸分画を指標 として解析 し,そ

の代謝に関する基礎的検討を行った。

対象 と方法

1.EPA含有 10%脂肪乳剤の作成

最初に,乳化剤である卵黄レシチン 12gに グ

リセ リン 2.5gと 蒸留水 25gを 混合 した後に,

用手攪拌し,ラ メラ液晶層を作成 した。 これに,

EPA・ TGと 大豆油を合わせて 10gを 少量ずつ攪

拌 しながら加え,液晶中油滴分散層を作成 した.

さらに,蒸留水 833gを 少量ずつ攪拌 しながら加

え,水中油型エマルションを得た。

これらをウル トラホモ ミキサー (特殊機化工業 )

にて初乳化後,マ ン トゴオ リー高圧ホモジナイ
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われわれは,ω 3系脂肪酸の 1つ であるエイコサペンタエン酸 (EPA)を 化学的に合成

した トリグリセ リドを用いて,高濃度に EPAを含有する 10%大豆油予L剤 を試作 した.こ れ

を Wistar系雄性ラットに 2.5m1/kg静 脈内投与 し,好 中球のリン脂質中脂肪酸分画を指標

として解析 し,そ の代謝 と機能について検討 した .

投与 した EPAは,脂肪中の量 としてその 10%以上であれば静注後すばや く好中球の リ

ン脂質中脂肪酸に移行 した。それ故,30%と いう高濃度の EPAを急速静脈内投与すると,

好中球のスーパーオキサイ ド産生能は可逆的に抑制されることが半」明した。

ω-3系脂肪酸,エイコサペンタエン酸 (EPA),ス ーパーオキサイ ド産生能
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ザーで精乳化して,脂肪におけるEPAの含有量

がそれぞれ 3%,10%,30%,60%の 10%脂肪乳

剤を作成した。これらの月旨肪乳斉Jを 0.lN NaOH

で pHを 7.40に 調整し,3μm,1.2μ m,0.45μm
のメンブランフイルターで順次濾過後,窒素ガス

を封入 してオー トクレーブにて 121°Cで 20分滅

菌し,作成後 10日 以内に実験に供した。

2.脂肪乳剤の安定性試験

遮光のうえ保存温度を 4° Cと して,脂肪茅L剤作

成後 10,30,60日 目に乳剤のpH(岩城ガラス

社,225型 )と 遊離脂肪酸濃度 (酵素法)を演1定 し

た。

3.EPA含有 10%脂肪乳剤の脂肪酸分画の測

定方法

新 しく作成 した脂肪茅L剤 に内部標準のマル

ガ リン酸 エ タ ノール溶液 を添加 し,水 酸化

カ リウムで脂肪酸 に水解 した後 に

'こ

れ らを

2=nitrophenylhydrazine hydrochloride (NPH)

でラベル化して高速液体クロマ トグラフイーで測

定した。

4.EPA含有 10%脂肪乳剤の単回末槍静脈投

与時の体内動態

1)実験動物

体重 230～250g,8週齢の Wistar系雄性ラッ

ト (日本チャールズリバー)を 24時間絶食 とした

後に実験に供した.血液および好中球の脂質分析

には,実験動物をそれぞれ 3%,10%,30%,60%
EPA含有の 10%脂肪乳剤投与の 4群に分けた。

一方,好中球のスーパーオキサイド産生能と貪食

能の測定は,10%大豆油単独乳剤,10%,30%EPA
含有の 10%大豆油乳剤投与の 3群に分けた。試料

採取時間は,それぞれ脂肪茅L剤投与 5,30,60,

120分後とし,各群,各時間にそれぞれ 6匹ずつを

用いた。

2)脂肪乳剤の投与方法および試料採取法

エーテル麻酔下にラットの尾静脈から脂肪乳剤

25m1/kgを 1分で投与し,そ れぞれの試料採取時

間に再度エーテル麻酔下に開腹して腹部大動脈か

ら採血した。

3)血清脂質と遊離脂肪酸分画の測定方法

① 血清中性脂肪 :遊離グ リセロール除去後

GPO酵素法

② 遊離脂肪酸 :ACS・ ACO酵素法

③ 遊離脂肪酸分画 :血清 50 μlに 内部標準の

マルガリン酸エタノール溶液を添加 して,NPH
で直接,遊離脂肪酸をラベル化して高速液体クロ

マ トグラフイーで測定した。

4)好中球総 リン脂質中脂肪酸の源1定方法

① 好中球の採取法

全血 7 mlを, Ficoll Paque液  (1ヒ 重 1077,

Pharmacia)を用いて好中球を採取した6,つ
。

この好中球の一部をチュルク液 (和光純薬)で

染色し,Burker―Turk型計算板 (Erma)を 用い

て細胞数を測定した。この方法では96%が好中球

であった。また,細胞の宙abilityは 98%で あっ

た。

② 好中球の総脂質の抽出法

山川らの方法0に 従って,蒸留水 l mlに浮遊さ

せた好中球から総脂質を抽出し,窒素気流下に蒸

発乾固した。

③ 好中球の総リン脂質の分取法

乾固 した総脂質 を 0 5mlの クロロホルムに溶

解 し,Bonde Elute(ユニフレックス)を用いてカ

ラム法で総 リン脂質を分取 した。

④ 好中球総リン脂質中の脂肪酸分画の測定方法

蒸発乾固した好中球の総 リン脂質を内部標準の

マルガリン酸エタノール溶液に溶解し,水酸化カ

リウムで水解後,NPHで脂肪酸をラベル化して

高速液体クロマ トグラフイーで測定した。

⑤ 好中球スーパーオキサイド産生能,貪食能

検査

スーパーオキサイド産生能は無螢光物質である

2-7-dichlorOfll10rescein diaceate(DCFH― DA)を

好中球に取 り込ませた後,活性酸素によって酸化

された dichlorOfluorescin(DCF)を サイ トロン
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遊離脂肪酸濃度

図 l EPA含有脂肪孝L剤 の安定性試験 (4° C保存)
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で測定した。貪食能は,好 中球に貪食された FITC

標識 ビーズをサイ トロンで測定 した。

統計学的処理は,student tを 用いて検定を行

い,危険率 p<0.05を 有意 とした。

成 績

1.EPA含有の 10%脂肪乳剤の安定性

EPA含有脂肪茅L剤 は外見上従来のイン トラリ

ピッド① と全 く差がなかった。それぞれの脂肪ジL

剤の平均粒子径は,光散乱法で 3%EPA乳 剤 202

nm, 10%EPA予 し斉」203 nm, 30%EPA ttL斉 1202

nm,60%EPA乳斉1202 nmと ,従来のイントラリ

ピッド⑪ と同様に小さく作成できていることを確

認 した。

EPAの含有量が,10%以 内で作成後 60日 以内

であれば,脂肪乳剤の pHは 6.5～ 8.0,遊離脂肪

酸濃度 は 2 mEq/ml以下の安全域 にあることも

確認 した.一方,EPAを 高濃度に含有する 30%

EPA乳剤では,pHは 作成後 60日 で 64,60%

EPA乳剤は作成後 30日 に 65と 安全域の下限ま

で低下した。60%EPA乳剤では,遊離脂肪酸濃度

も作成後 30日 ですでに 2 mEq/ml以上 と安全域

を逸脱することがわかった (図 1)。

2.EPA含有脂肪乳剤の脂肪酸分画

3%EPA乳 剤は,リ ノール酸が 494%を 占め,

その他はオレイン酸が 20%,パ ル ミチン酸が 13%

であった。10%EPA乳剤は,リ ノール酸が 40%を

占め EPA含有量の 4倍 となった。30%EPA乳剤

では, リノール酸が 345%で ,EPAと ほぼ 1:1

の脂肪酸構成 となった.し かし,60%EPA乳 剤は

リノール酸が 17%と な り, 3%EPA手し斉1によヒベ

てリノール酸は,約 1/3と 少なかった (表 1)。

3.EPA含 有脂肪乳剤単回投与時の血清脂質

中性脂肪は,いずれの脂肪乳斉」も静脈投与後 5

分にピークを認めたが,血中濃度の半減期は,10%

大豆油乳剤が 17分,3%EPA乳 斉lが 43分,10%
EPA ttL剤 が 47分 , 30%EPA ttL斉 」力'67分, 60%

EPA ttL斉」が 113分 と,EPAの 合有量が高いほど,

血中からの脂肪乳剤の消失速度が緩徐 となった。

一方,遊離脂肪酸は 10%大豆油乳剤 と3%お よ

び 10%EPA乳剤投与後のピークは,そ れぞれ 5

分であつたのに対 して,30%,60%と 高濃度 に

EPAを含有する脂肪予L剤では 30分 と延長 した。

また,30%EPA乳剤投与時の遊離脂肪酸の血中濃

度の半減期は 36分であるのに対 して,60%EPA
乳剤は 76分 と中性脂肪 と同様に著明に延長 した。

―- 97 -―
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表 l EPA合有脂肪乳剤の脂肪酸組成

EPA-TG *Ei* tO%tntralipid EpA3

(mol%)

EPA30  EPA60
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図2 EPA含 有脂肪乳斉」投与後の血清EPA濃度

120(チ〉)

5。 EPA含有脂肪乳剤単回投与時の好中球 リン

脂質脂肪酸分画

好中球のリン脂質中の EPAは ,lo%EPA乳剤

では 3%EPA乳 剤のそれ と比べて,投与後 5分 と

30分でそれぞれ有意に高値を示した。一方,30%
と60%EPA乳剤では,投与後 5分から60分で有

意に高値を示 した (図 4)。 しかし,好中球 リン脂

質 リノール酸分画では,今回作成 した脂肪乳剤の

中で リノール酸含有量が最 も多い 3%EPA乳 剤

でも変化 しなかった (図 5)。

好中球の リン脂質中の EPA/ア ラキ ドン酸比

(EPA/AA)は,lo%EPA乳 斉」では投与後 30分

4.EPA含有脂肪乳剤単回投与時の血清遊離脂

肪酸分画

EPA含有脂肪予L剤投与後のEPA濃度は,30%
と60%EPA乳剤は投与後 30分で,それぞれピー

クを示した。また,10%EPA乳 剤は投与後 5分

で,30%と 60%EPA乳剤はそれぞれ投与後 5分

から120分のいずれの時間でも,3%EPA乳剤投

与 と比べて有意に高値を示した (図 2).

一方,10%大豆油乳剤,3%と 10%EPA ttL剤投

与後のリノール酸のピークはそれぞれ 5分である

のに対 して,30%と 60%EPA乳 剤 の ピークは

EPA分画 と同様に投与後 30分 と遅延 した (図 3)。
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国国 大豆油単独

■■ 3%EPA
‐ 10%EPA
■■ 30%EPA
囲 60%EPA

(n=6)
０

脂
肪
酸

脂肪乳剤

非投与

０

間

３
時

図 3 EPA脂肪手し斉J投与後のI血 清リノール酸濃度

で 0.5と なり3%EPA乳剤のそれ と比べて有意

に高値を示した。一方,EPAが高濃度となる30%

と60%EPA乳剤では,投与後 5分から120分 の

いずれの時間でも高値を示した (図 6).

6.EPA含有脂肪乳剤単回投与時の好中球の

スーパーオキサイ ド産生能と貪食能

スーパーオキサイド産生能は,市販の大豆油単

■  3%EPA
■ 10%EPA
■ 30%EPA
EE 60%EPA

* pく 005
**p〈001

meanttSD

(n=6)

独乳剤でも静注後 5分で有意に低下したが,その

後徐々に回復し120分で対照レベルとなった。

一方,10%EPA乳剤でも静注 5分後に有意に低

下し,その回復は大豆油単独乳剤と比べて遅かっ

た。30%EPA乳剤では静注後 60分でもなお,ス ー

パーオキサイド産生能の低下を認めた (図 7)。

貪食能は,大豆油乳剤では静注後 5分で低下し

脂
肪
酸

]旨肪乳剤    5         30       60        120(分 )

非投与         時間

図4 EPA含有脂肪乳剤投与後の好中球リン脂質中EPA

(nmol/1)



-100- 福ら :EPA含 有脂肪乳斉」の代謝に関する研究

5        30        60
時 間

EPA含有脂肪子L斉」投与後の好中球リン脂質中リノール酸

脂

肪

酸

■  3%EPA
■110%EPA
■日30%EPA
匿ヨ60%EPA

(n=6)

120(分 )脂肪乳剤

非投与

図5

たが,30分で回復 した。

一方,10%EPA乳剤でも静注 5分後に低下した

が,そ の回復は大豆油単独乳剤 と比べて緩やかで

あった。また,30%EPA乳 剤では静注後 30分で有

意に低下したが,そ の回復は速やかであつた (図 8).

考 察

脂肪乳剤は,外科における栄養管理において,

■   3%EPA
■  10%EPA
■  30%EPA
E1 60%EPA

* pく005
**p(001

mean± SD

(n=6)

術前の栄養状態の改善や,術後の侵襲期,あ るい

は長期絶食を強いられる場合に,単にエネルギー

源 としてだけでなく,欠乏した必須脂肪酸を供給

できるので,極めて有用であると考えられてきた。

しかし,現在,わが国で臨床応用されている脂

肪乳剤は,大豆油を原料としているために投与す

る脂肪の 53%も リノール酸が占め,ω 3系脂肪酸

は,α―リノレン酸がわずかに7%含 まれているに

月旨肪乳斉1     5        30       60       120 (分 )

非投与         時間

図6 EPA含有脂肪予L剤投与後の好中球リン脂質中脂肪酸
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図7 EPA含有脂肪乳剤投与後のスーパーオキサイド産生能
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(n=6)

脂肪乳剤   5
非投与

30        60
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図 8 EPA含有脂肪乳剤投与後の好中球貪食能

120(男卜)
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meanttSD
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脂肪乳剤
非投与

６

３。
Ｍ

過 ぎない。その上,ヒ トでは α―リノレン酸か ら

EPAへの変換酵素が乏しいため",市販の脂肪乳

剤では EPAを十分に補 うことができない.

今回,われわれは化学的に合成 された EPAの

トリグリセリドと大豆油を混合 して,投与脂肪に

おけるEPAの含有量が比較的高濃度の 10%脂肪

亭L剤 を試作 した。

脂肪乳剤の製剤学的安全域は,そ のpHが 6.5

以上で遊離脂肪酸濃度が 2 mEq/1以 下 とされて

いるlQllヽ
今回作成 した EPA含有脂肪乳剤は,

EPAの含有量が 30%以上の高濃度では,遮光下

で低温保存 したにも拘 らず,30日後には乳剤の

pHは 6.5以 下に低下 し,遊離脂肪酸濃度 も 2

mEq/1以上になった。しかもぅ過酸化脂質は,市

-101-
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販の脂肪乳剤の規定範囲内であるとはいえ356

nmo1/mlと 上昇 していたので,こ の脂肪乳剤の劣

化の原因のひとつには,そ こに含まれているEPA

の自動酸化が考えられた。

われわれの作成 した脂肪乳剤には,抗酸化剤 と

して α―トコフエロールを03%添加 しているの

で,EPAの濃度が脂肪の 10%以下であれば,EPA
の酸化を少な くとも作成後 60日 間は防止できる

ことがわかった。

静脈内投与 した脂肪乳剤は,人工脂肪粒子であ

るため血中で HDLか らアポ蛋自 CⅡ ,C III,Eを

受け取ってカイロミクロン様 となって溶存する12).

その後, 一部は lipoprotein lipase(LPL)|こ よっ

て水解され,残 りの乳剤粒子は直接肝臓に取 り込

まれる13)。 ゎれわれの作成 した EPA含有脂肪乳

剤静注後の血清中性脂肪は,EPAの含有量が高い

ほどその血中からの消失速度が低下 し,血清の遊

離脂肪酸濃度 も,中性脂肪 と同様に,そ の脂肪酸

の細胞内取 り込み速度が遅延 した。さらに,演l定

しえた EPA以外の遊離脂肪酸分画 も,脂肪乳斉1

の EPAの合有量が高いほど,EPAそ のものと同

様に遅延 した。 この理由として,(1)脂肪乳剤は

その脂肪酸組成に EPAを含有することで,大豆

油単独乳剤 とは異なる種類のアポ蛋白を血中で受

け取 り,そ の結果,中性脂肪の体内での分配が変

わると同時に,脂肪乳剤の LPLに対する感受性

が変化した。 (2)EPA含 有脂肪乳剤のリン脂質は

市販の大豆油乳剤 と同様に卵黄レシチンを使用 し

たにもかかわらず,そ の膜構造が異なったために

代謝が変化 した。以上, 2つ のことが推測される。

さて,好中球のリン質中の脂肪酸分画をみると,

投与 した EPAはすばや く好中球の リン脂質中の

脂肪酸に移行 し,そ れと同時に,EPA/AA比 も上

昇 した.し かし,リ ノール酸を 50%も 含有 してい

る3%EPA乳 剤でも,投与 したリノール酸は好中

球のリン脂質に十分に移行 しなかった。 これらの

脂肪酸の細胞膜への移行は,主 に de novoで合成

された リン:旨 質のβ位の脂肪酸がdeacylation―

reacylationを 行って置換 す る と考 え られてい

る14)。

特に,reacylationは ,そ の酵素に脂肪酸持

異性があるため15～2o,EPAは
好中球の リン脂質

へすばや く移行できたのであろう。

細胞のリン脂質に置換された脂肪酸 |ま ,炭素=
延長化反応や不飽和化反応を受けて種 その生三活

性を持つエイコサノイ ドとなる。 二llら ,一連
「

反応は,互換性がなく,不飽和化又■ |ま 三 ,こ 董

合する。特に,ω 3系脂肪酸は,ω
`系

モ菱k几

他の多価不飽和脂肪酸 と比べて,そ し]更
=」

]蘇素

系に親和性があり21-23),し かも,こ ll=二 肇責■

応は,そ れぞれの代謝経路で共通で,そ
「

三
==

は他の酵素反応を抑制すると言わオlて 1を 二` 1・

.

したがって,そ の欠乏や過乗1投与 |ま ,二  =ニ

イドを介して免疫能や炎症反応に重大な討誓 を■

える。

さて,大豆油乳剤が好中球のスーバー
=ニ

ー

ド産制能や貪食能などの機能に及 13~す 影響 二■ ‐

ては異論が多い。その投与量が多 く投与遠責■I三

いほ ど,好中球 の根綸旨は抑制 され るttこ 二

る2■ 28)。
今回,わ れわれは脂肪乳剤の 1三費与量

`
投与速度をそれぞれ同じ条件にして, 予 .`こ 幸

脈内投与 した結果,EPAを 30%と 高浸責 こき言

した脂肪乳剤を静注 したラットで 1ま ,大三 生三二

乳斉」や 10%EPA乳剤を静注 した時 よヴ.=士
=

のスーパーオキサイ ド産生能は長時間
=寺

:き 7_こ

ことがわかった。これは,半減期が延長 して長

血液中に停滞 した遊離脂肪酸による経≡≧喜 二
=

中球の リン脂質に置換 した EPAが産生すこニ メ

コサノイ ドが一因 と考えられる。

一方,貪食能は今回の脂肪乳剤の投与量 ヒ投与

速度では遊離脂肪酸のピークと一致 して低下 した

が,回復は速やかであった.

以上より,静脈投与 した EPAは短時間で好キ

球のリン脂質中の脂肪酸に移行 し,そ のスーバー

オキサイ ド産生能を可逆的に抑制することが判要

した。

今後,TPNと して EPA含有脂肪乳剤を連続投

与 した際に,投与 した EPAが好中球の リン]旨 質

中脂肪酸 と機能に如何なる影響を与えるかを検討
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し,さ らに,好中球のスーパーオキサイ ドが過剰

に産生されている敗血症や重症熱傷症に対 して,

この抑制を目的 とした場合に,EPA含有脂肪乳剤

の EPAの合有量や,単回か連続か と言った投与

方法の違いに対する影響を検討する必要があろう。

結 語

1)化学的に合成された EPA・ TGを用いて高

濃度にEPAを含有 した 10%大豆油乳斉1を 試作 し

た。

EPA含有脂肪乳斉1の 単回末槍静脈内投与では,

2)脂肪乳剤の EPA含有量が高いほど,中性

脂肪 と遊離脂肪酸の血中消失速度が緩徐 となった。

3)EPAの 含有量が脂肪の 10%以 Lを 占める

脂肪乳剤では,投与 した EPAは静注後 5分 とい

う極めて早い時期に好中球に移行 した。

1)好中球 t7_lス ~バ ーオキサイ ド産生能は,脂

肪手L斉 1の EPAの含有量が高いほど長時間抑制 さ

れたが,そ の低下は可逆性であった。

本論文の要旨は,第 16回 日本栄養アセスメント

研究会 (横浜),第 94回 日本外科学会総会 (東

京),第 9回 日本静脈。経腸研究会 (福岡)に て発

表 した .
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