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（Tokai University１，Terumo Corporation２）
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○小島潤也，木村哲寛，後藤　博，上田　努，筒井洋治，岡本　武，稲葉勝利，金田伸一，緒方嘉貴
（テルモ株式会社研究開発センター）
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テルモ株式会社研究開発センター４，東北大学院医学研究科環境保健医学５）



ARTIFICIAL BLOOD Vol. 12 , No.1, 2004 5

一般-12 脳局所微小循環レベルにおける酸素代謝の光学的解析法
○塚田孝祐１，末松誠１，南谷晴之２

（慶應義塾大学医学部医化学教室１，慶應義塾大学理工学部物理情報工学科２）

一般-13 Liposome-encapsulated hemoglobin limits area of cerebral infarction in the rat 
○Akira T. Kawaguchi１，Munetaka Haida１，Hideo Tsukada２，Yoshitaka Ogata３

（Tokai University１，Hamamatsu Photonics２，Terumo Corporation３）

一般-14 Liposome-encapsulated hemoglobin suppresses vulnerability and improves reversibility of ventricular
fibrillation in ischemic canine myocardium
○Akira T. Kawaguchi１，Kazutane Usui１，Teruhisa Tanabe１，Yoshitaka Ogata２，Munetaka Haida１

（Tokai University School of Medicine１，Terumo Co Ltd２）

15：00～17：00 ワークショップ2「人工免疫グロブリン，リコンビナントアルブミンの開発状況」
司会　阿岸鉄三（板橋中央総合病院血液浄化療法センター）

笠井正晴（特定医療法人北楡会札幌北楡病院内科）

W2-1 ヒト血清アルブミンの消失に関与するアミノ酸残基の解析～Site Ⅱに存在するArg-410の重要性～
○岩尾康範１，安楽　誠１，山崎啓之１，川井恵一２，丸山　徹１，小田切優樹１

（熊本大学大学院医学薬学研究部１，金沢大学医学部保健学科２）

W2-2 組換えヒト血清アルブミンの構造及び機能解析
○中島和幸１，岡村　宏１，小田嘉明１，柴田伸一１，宮津嘉信１，溝上　寛１，船津昭信１，Peter Kiessling２

（財団法人化学及血清療法研究所１，ZLB Behring２）

W2-3 リコンビナントアルブミンの開発状況
○小林　薫
（三菱ウェルファーマ株式会社蛋白医薬研究所）

W2-4 治療薬としてのヒト抗体開発の現状
○黒澤良和
（藤田保健衛生大学総合医科学研究所）

W2-5 免疫グロブリンの血管炎抑制効果と人工化
○鈴木和男
（国立感染症研究所生物活性物質部）

W2-6 抗体工学の進歩と癌治療
○太田　聡
（協和発酵工業株式会社東京研究所）

参加費 １万円（懇親会費を含む）

総会事務局 特定医療法人北楡会　札幌北楡病院
第11回日本血液代替物学会年次大会　事務局長　中尾康夫
〒003-0006 札幌市白石区東札幌６条６丁目５-１
電話：011-865-0111 FAX：011-865-9719
e-mail：11jbs@hokuyu-aoth.org
http://www.hokuyu-aoth.org/11jbs



三菱ウェルファーマ株式会社　創薬本部・研究部門・蛋白医薬研究所　〒573-1153 大阪府枚方市招提大谷2-25-1 Protein Research Laboratory,

Research and Development Division, Mitsubishi Pharma Corporation, 25-1, 2-choume, Shodai-ohtani, Hirakata, Osaka 573-1153

論文受付 2004年5月12日　受理日 2004年5月21日

和文抄録
約20年前の臨床試験において，Fluosol-DAを投与した患者でショック様症状がまれに出現することから，イヌを使って循環動態

に及ぼす影響を検討した．その結果，0.5～1mLという少量投与で，投与後１分以内に白血球数及び血小板数の急激な減少と，それ

に伴う肺動脈圧の上昇及び全身血圧の低下が全例に観察された．この反応は補体の活性化に基づくことが報告されている．すなわ

ち，補体活性化に基づくショック反応とみなされている，移植時の超急性期の拒絶反応並びにセロファン透析膜によるショック反

応に関する文献を参考に，Fluosol中のPFC粒子の界面活性剤の膜が循環血液中で剥がされ，剥き出しとなったPFC界面が生体不適

合な素材として補体を活性化するという仮説を立て，Fluosolの補体活性化の機序に関して，回顧的な考察を行った．

Abstract

Two decades ago, Fluosol-DA had been reported to induce shock-like adverse reactions in clinical experiments, although they

were rare cases.  Whereas, anaphyalactic reaction was happened in all dogs injected with 0.5 to 1.0 mL of Fluosol.  The transient

and severe reaction in dog was featured by pulmonary hypertension and systemic hypotension accompanied with leukopenia

and thrombopenia within a minute after injection.  The activation of serum complement seemed to act as a trigger of this chain-

reaction.  Both hyperacute rejection in guinea pig-to-rat xenoplantation and first use syndrome by cellophane membrane

dialyser seemed to be of typical examples intrinsically-linked to complement activation.  Refer to these reports, a hypothesis was

set up, which the surfactant layer around the PFC particles would be easily removed in the circulation and the boundary face of

the PFC particle might lose something biocompatible to activate serum complement.

Keywords

Fluosol-DA, Perfluorochemicals, Emulsion, Initial shock, Complement activation.

Fluosol-DAの補体活性化に関する回顧的考察

Retrospective discussion on complement activation by Fluosol-DA

津田良夫

Yoshio Tsuda
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総説

始めに
今から20年近く前に実施した，酸素輸液に関連した研究デー

タの一旦を紹介したい．当時，ペルフルオロ化合物を使った酸

素輸液を何とか世に出したいと考え，様々な検討を実施してい

たが，製剤的な問題，薬効上の問題あるいは副作用の問題等の

障壁が高く，十分な成果が得られないまま終了した．その後，

過去の経緯を振り返って，何故失敗したのか，どこに問題があ

ったのか，それらの問題点は次の研究テーマに活かせないかを

考えることもない訳ではない．しかし，酸素輸液の研究から遠

ざかり，最新の研究成果をフォローしていない状況では，当時

の疑問点は未解決のまま放置されているのが実情である．今回，

取り上げたinitial shockについては，過去の問題として既に解

決されているか可能性もあるが，識者の方々より，実験の解釈

の仕方及び考察について，ご教授いただければと考え，まとめ

てみた．

ペルフルオロ化合物(以下，PFCと略す)に関しては，本誌に

東北大学・仲井の総説により，詳しく紹介されている１）．我々

が研究していたPFC乳剤（Fluosol-DA，FC-43 Emulsion）は

第一世代とみなされるものである．PFCは酸素を良く溶かし，

生体内において不活性であることから，赤血球の代用としての

利用が考えられた．PFCは水に溶けず，投与に際しては乳化剤

で乳化する必要がある．製剤的な問題点として，静脈内投与可

能な程度の粘度で，安定な乳剤を作るためには，PFC濃度を25

ｗ/v%程度に抑える必要があった．PFCの比重は約２なので，

v/v％で表すと10～15％程度の濃度であった．原液の酸素溶解

能は水の20倍と高くとも，PFC乳剤中の溶存酸素量は水の３倍



程度にしかならなかった．その結果，十分な酸素運搬能を与え

るために，吸入酸素濃度を高める必要があり，このことは緊急

時の使用にとって，面倒な操作や準備が必要であることを意味

していた．一方，投与された乳剤は異物として網内系組織に取

り込まれ，循環血液中から比較的速やかに消失した．長時間の

酸素運搬能を期待するには，投与量を上げる必要があるが，

PFCは網内系組織に長期間蓄積する問題もあった．PFCは化学

的・生物的に不活性であり，代謝されないことから，尿・胆汁

中への排泄がまったく認められず，呼気からのみ排泄されるこ

と２）より，体外への排泄に時間を要した．

上に列記した問題点はPFCの根幹に係わる問題ではあった

が，予測された問題点であった．一方，予測していなかった臨

床での問題点として，Fluosol投与直後，ショック様の反応が

認められた点である．Tremperにより，0.5mLのFluosolのtest

doseで，一例に一過性の息切れ，胸部痛，徐脈，また他の一例

に胸部圧迫感，白血球数の減少等のショック様の反応が報告さ

れた３）．日本における臨床試験でも，OhyanagiはFluosol投与

により，白血球数，血小板数の低下を認めた４）．この反応に関

して，渡辺はイヌを使って補体の関与したアナフィラキシー反

応が起きていることを報告している５）．すなわち，Fluosolをイ

ヌに少量投与するだけで，補体が活性化され，それが引き金と

なり，血小板，白血球が凝集し血中における血小板，白血球数

が低下する．凝集した白血球は肺毛細管内に沈積し，その結果，

肺動脈圧の上昇，さらには全身血圧の低下に繋がる．これらの

一連の反応は一過性であり，１時間程度で回復したと報告して

いる５）．但し，何故，補体が活性化されるのか，その機序につ

いては言及していなかった．このショック様反応は，ステロイ

ドの前投与により，補体活性化の cascadeのきっかけが抑えら

れたこと６）から, 臨床試験においては, 制御できない副作用では

なかったが，上市後の緊急時に使用される場合，この副作用の

出現は大きな懸念点であった．

Fluosolによる補体の活性化という問題に対して，我々は製

剤的な検討を行っていた．同時に，PFC乳剤そのものの酸素運

搬能や，体内からの消失の遅さから，失血時の赤血球の代替物

としての利用は難しいものと判断し，新しい適応症の模索を行

っていた．すなわち，放射線や抗がん剤と併用した酸素増感剤

としての適応の可能性であり７），経皮的冠動脈拡張術（PTCA）

施行時の酸素補給剤としての役割である８）．最終的に，Fluosol

は米国FDAより，PTCA時の自己血の代わりの酸素供給用輸液

として承認を受けた．但し，臨床治験での目標とされた，PTCA

後の再狭窄の予防に関しては，残念ながら明確な効果を証明す

ることができず，酸素輸液の研究はストップすることになった．

その結果，製剤的な検討課題となっていた補体の活性化という

懸念点も決着を着けずに終了した．

以下に，各種乳化剤で乳化したPFC乳剤を使って，補体の活

性化に伴うイヌ循環動態に及ぼす影響を比較した実験，並びに

補体の活性化に伴うショック反応に関連した文献報告を基に，

補体活性化の機序について考察した．

実験方法
１．イヌ循環動態試験
（株）ケアリーより購入した体重８～14 kgの雌雄雑種成犬

を用いた．sodium pentobarbitalを25.6mg/kg静脈内投与によ

り麻酔後，0.5mg/head/minで維持麻酔を行った．動物を背位

に固定後，血圧測定のため右頚動脈にポリエチレンカテーテル

を挿入留置した．肺動脈圧測定並びに混合静脈血採血のため，

右大腿静脈よりSwan-Ganzカテーテル（５F）を挿入し，その

先端を肺動脈内に留置した．さらに，動脈血採血のため，右大

腿動脈にカテーテルを挿入留置した．動脈圧及び肺動脈圧は，

圧トランスデューサー（日本光電，AP620G）を介して，呼吸

数は気管内チューブに装着したサーミスタ呼吸ピックアップ

（日本光電）を介して，心電図は第Ⅱ誘導法にてポリグラフ上

に記録した．被検薬剤の投与は右大腿静脈に挿入したポリエチ

レンカテーテルより，0.5～1.0mLの投与量を30秒間で投与した．

循環系パラメータの測定は薬剤投与後30～60分まで行った．赤

血球数，白血球数及び血小板数（TOA microcell counter CC-

120及びPL-100）は薬剤投与前，投与後３，10，30，（60）分に

測定した．30～60分の観察終了後，血圧等の変動の認められな

かった動物個体については，最後にFluosolを投与し，血圧反

応性を確認した．

２．乳剤の調製
卵黄リン脂質（YPL）又はPhosphatidylcholine（PC）15g

に水約100mLを加え，窒素ガス気流下，ホモゲナイザー（Bio-

tron）で混合攪拌する．得られた乳化剤の懸濁液に，ペルフル

オロ化合物（PFC）を125g 加え，さらに温水を加えて，500

mLとし，ホモゲナイザーで攪拌する．得られた粗乳化液を

Gaulin homogenizerに移して乳化した．乳化条件は第Ⅰ段圧

460kg/cm2，第Ⅱ段圧100kg/cm2とし，液温を50℃以下に冷却

しながら，30分間乳化した．乳剤は0.65μmのメンブランフィ

ルターでろ過後，50mL容バイアルに分注・密栓し，121℃，５

分間のオートクレーブ滅菌を施した．滅菌後は冷蔵保存した．
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Table 1. The emlusions used in the dog hypotensive study and the
hyperacute rejection study.



旧ミドリ十字（株）が製造したFluosol -DA及びFC-43

Emulsionはいずれも上記とほぼ同様の方法により，製造規模

で調製され，500mL容器に400mLずつ分注したものである．使

用直前に添付された塩溶液を100 mLずつ加えて等張化した．

実験に供した乳剤の種類と，その組成をTable１に示す．

実験結果
１．イヌ循環動態試-実験１（YPL乳剤とPluronic乳剤の比較）
最初に，乳化剤としてYPLで乳化したPFC乳剤を，麻酔下の

イヌに0.5mL静脈内投与したが，Figure１に示すように，血圧

及び肺動脈圧に対して，全例（４例とも）何ら影響を及ぼさな

かった．次に，何ら反応を示さなかった同一個体にFluosolを

投与すると，投与直後より肺動脈圧の急激な上昇及び動脈血圧

の低下が全例に認められた．Fluosol投与によるイヌ血圧降下

は投与後1分で最大となり，前値の20％にまで低下した．以降，

徐々に回復し，投与後30分で前値の75％にまで回復した．肺動

脈圧の変動は投与後30秒～１分で急激に上昇しピークに達し，

以降速やかに低下し，投与後３分ではほぼ前値に戻った．心拍

数に関しても，リン脂質乳剤では影響が認められなかったが，

Fluosolでは持続性の心拍数の低下（Figure１）及び投与直後

に呼吸困難が認められた．

典型例として，動物番号１－１の呼吸・循環器系パラメータ

推移をFigure２に示す．0.5ｍLのFluosol投与により，投与直後

より１分以内に循環動態の急激な変化が起き，まさに生命の危

険を窺わせるようなショック症状が惹起された．なお，このよ

うな反応はイヌでは明確に認められたが，ラットでは動態の変

動までは再現できなかった．

白血球数，血小板数，赤血球数の推移をFigure３に示した．

卵黄リン脂質乳剤では血球数には何ら影響を及ぼさなかった

が，Fluosolの投与により，白血球数及び血小板数が著明に低

下した．白血球数は投与後３分で前値の10％程度にまで低下し，

投与後10分までそのまま持続した後，徐々に回復し，投与後30

分では前値の約50％にまで回復した．血小板の推移も白血球数

の推移とほぼ一致した．

２．イヌ循環動態試験-実験２（YPL乳剤と PC 乳剤の比較）
市販のYPLをアルミナ処理により，Phosphatidylethanol-

amine（PE）を除き，Phosphatidylcholine（PE）を精製した．

精製の目的は，酸化されやすいPEを除くことによって，安定

な製剤を調製するために検討したものである．

YPLで乳化した乳剤は実験１で示したと同様に，全３例とも，

血圧，肺動脈圧，白血球数，及び血小板数には，変化は認めら

れなかった（Table２）．一方，PC単独で乳化した乳剤を投与

したところ，３例中２例に血圧及び肺動脈圧の変動が認められ
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Figure 1. Changes in blood pressure, pulmonary arterial pressure and heart rate after
the successive injection of PFC/YPL emulsion and Fluosol-DA in four dogs.
(White column: PFC/YPL emulsion, Black column: Fluosol-DA)

Figure 2. Typical changes in circulatory dynamics after injection of PFC/YPL
emulsion and Fluosol-DA in a dog (No.1-4).



た（Table２）．Fluosolの場合には，投与直後より急激な降圧

反応が見られたのに対して，PC乳剤の場合には，投与後10分

から30分にかけて低下し，その後回復する推移を示した．典型

的な例では10分後，血小板数及び白血球数の50％以上の低下に

連動して，肺動脈圧の上昇，全身血圧の増加が認められた．肺

動脈圧はその後，前値よりも低下した（Figure４）．

PEを除く際，アルミナで処理したが，アルミナから血圧降

下性の不純物が混入した可能性を考え，シリカゲルによるPC

の精製も試みた．しかし，シリカゲル処理PC乳剤も，血小板

数，白血球数等の低下が認められた（データ不掲載）．一方，

乳化剤そのもの，すなわちPC suspensionを単独で投与したが，

循環動態の変動はまったく認められなかった（Table２）．

考察
上記した実験結果の考察に移る前に，補体の関与したショッ

ク様症状に関連する２つの実験データを紹介したい．

１）異種間移植時の超急性拒絶反応９）

異種間移植時の超急性拒絶反応を抑える目的で，このInitaial

shockが利用できないかという試みが，医療法人北楡会・人工

臓器・移植・遺伝子研究所の田中・玉置らのグループで実施さ

れ，興味ある結果を報告している９）．サンプルの提供者として，

少々長くデータを引用する．FC43 Emulsionを前投与すること

によって，異種（モルモット-ラット）間の心肺移植における

生着延長効果を検討した．無処置の場合には，0.19時間で拒絶

されたが，FC43 Emulsionを投与した群では11.67時間となり，

著明な延長効果があった．同時に，正常ラットを使い，FC43

Emulsion投与後の補体活性の推移も検討しているが，投与直

9 人工血液 Vol. 12 , No.1, 2004

Figure 3. Changes in red blood cell counts, white blood cell counts and platelet counts
after the successive injection of PFC/YPL emulsion and Fluosol-DA in four
dogs. (White column: PFC/YPL emulsion, Black column: Fluosol-DA)

Figure 4. Typical changes in circulatory dynamics after injection of PFC/YPL
emulsion in a dog (No.2-1) and PFC/PC emulsion in a dog (No.2-5).

Table 2. Summay of response in circulatory dynamics after injection of
PFC/YPL emulsion, PFC/PC emulsion and PC suspension to
each three dogs.



後よりACH50値が顕著に低下した．

次に，FC43 Emulsion（FC43/ Pluronic）の代わりに，

PC43/YPL乳剤，大豆油をPluronicで乳化した乳剤（SOB/Plu

ronic），大豆油をYPLで乳化した乳剤（市販の脂肪乳剤：

SOB/YPL）を投与したときの生着延長効果を検討した．その

結果，無処置群，FC43/ Pluronic群，PC43/YPL群，SOB/

Pluronic群及びSOB/YPL群の生着時間は，それぞれ0.19時間，

10.75時間，0.66時間，1.11時間及び0.23時間であった．また，

ACH50値はそれぞれ1.04，0.15，0.67，0.61及び1.14であった．

延長効果はFC43/ Pluronicで際立っていたが，PC43/YPL及び

SOB/ Pluronicでも，僅かに血漿中の補体活性の低下があり，

生着延長効果も無処置群とは有意差があった．なお，Pluronic

溶液を単独に投与した場合には，補体の変動は認められなかっ

た．

超急性拒絶反応の機序として，補体，特に alternative

pathwayの活性化が惹起されることが知られている．この活性

化経路を抑制する薬物によって，生着時間が延長することは知

られており，田中の結果でも，循環血中の補体を除くことによ

って，生着時間が延長した．また，興味深い結果として

PC43/YPL乳剤あるいはSOB/ Pluronic乳剤でも補体への影響

が認められた．

２）セロファン膜透析装置による白血球減少症10,11）

Craddock10,11）は，セロファン膜を使った透析装置で透析開始

後30分以内に，急激で一過性の白血球数の低下を認め，呼吸機

能の低下を観察している（First use syndromeと名付けられて

いる現象12）．）これは，白血球が肺に集まるために起こる現象

と判断され，この臨床症状を再現するために，予めセロファン

膜とインキュベートした自己血を戻したウサギやヒツジにおい

て，白血球（好中球，単球）の著名な減少と肺毛細管内に蓄積

していることを確認した．このような白血球の凝集の原因とし

ては，セロファン膜に接触することによって補体の活性化が起

き，それが引き金となっていることを報告している．なお，こ

の報告では，血小板数は変動しなかった．白血球の凝集と血小

板の凝集には別の因子が関与しているものと考えられる．

透析膜による白血球減少症は日本においても報告されてい

る13）．ただし，欧米人に比べてその頻度は少ないようである．

阿岸らは，セルロース系透析膜を用いた血液透析における

First use syndromeと同じような現象を，ABO血液型不適合者

間における腎移植手術時に経験している13）．すなわち，免疫吸

着を応用する抗体除去カラムにレシピエントの血液を通過させ

た際，補体の活性化が観察された．腎移植患者27名中４名はア

ナフィラキシー様症状のために，抗体除去を断念した．

補体の活性化は膜材料の生体不適合性を示す一つの指標と考

えられている．また，First use syndromeは透析膜の初回使用

時に起こり，再使用によってその症状が次第に軽減する．透析

膜によるFirst use syndromeに関しては，1960年以降盛んに研

究され，透析膜の改良研究が進められている．セルロース膜の

遊離の水酸基を三級アミノ基で置換する方法や，合成高分子系

膜が多数開発されている．現在、生体適合性に優れていると言

われている合成高分子系のポリスルホン膜でも，生体不適合の

患者もゼロではないとのことである14）．

３）実験動物に関する考察
透析時のFirst use syndrome発現率に人種差が示唆されてい

た13）が，補体の活性化，あるいはその後のショック症状への頻

度と症状の激烈度には種差が存在するようであった．Fluosol

投与によるイヌにおける激烈なinitial shockは再現性良く，ほ

ぼ全例で認められた．ヒトではFluosol投与により，少数例で

一過性の息切れや胸部痛が観察され，白血球数の低下等が報告

されているが，血圧降下やアナフィラキシー様ショックの報告

はない．異種間移植実験のラットで補体の変動が示されていた

が，Fluosol投与後のラットでは，必ずしも全身血圧には影響

までは認められていなかった．

一方，透析膜の評価に，ウサギ及びヒツジで実験した例10）を

引用したが，ヒト血液を使ったex vivoの評価系を構築し，補

体の変動を指標に透析膜の材質比較，すなわち生体適合性を検

討している報告は多い15）．ヒトで確かめるのがもっとも確実な

方法と思われるが，乳化剤のリン脂質組成比較のような微妙な

循環動態への影響を調べるためには，イヌ（あるいは，ウサギ，

ヒツジ）を使うことがもっとも感度が良いのではないかと推測

している．

４）生体適合性に関する文献的考察
国立循環器病センター・松田の総説16）によると，人工材料の

表面で補体系が活性化されると，アナフィラトキシンが生成し，

好中球やマクロファージが集まり活性化される．血液との比接

触面積が大きい人工臓器，例えば人工肺や人工透析の場合には，

アナフィラキシーショックが観察されることがある．これは活

性化された好中球が凝集塊をつくり，末梢で血行障害を引き起

こすためと考えられている16）．また，補体の活性化に先立って，

材料表面へのタンパクの吸着が引き金となることが知られてい

る．タンパク質を吸着させ難い材料として，非イオン性の親水

性高分子が表面に移植されており，この鎖が大きな易動性を有

して，全体として散漫構造を有していることが必須である16）．

松田の透析膜の表面修飾に関する文献17）では，親水性・疎水性

ブロックのコポリマーを修飾することによって，血小板の粘着

を抑えることを報告している．疎水性部分が膜に錨となり，親

水性部分が表面に存在する形が考えられている．

材料表面にタンパク質が結合して被覆した場合に，補体の活

性化が抑えられることが考えられる．透析膜の再使用により，

ショック様症状が次第に軽減されることの説明となる．このよ

うな，生体適合性に関する説明からは，タンパク質のPEG修飾

のことが念頭に浮かぶ．血中滞留時間を延長させるために，タ

ンパク質のPEG修飾が盛んに試みられているが，生体適合性を

上げるための作用が働いている可能性がある．

５）乳剤投与後の血中存在状態についての仮説
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イヌ血圧低下作用はPFC乳剤を少量投与することにより生起

された．乳化剤を単独で，すなわちPluronic水溶液（データ不

掲載）やPC suspensionを投与しても，循環動態は変動しなか

った．また，異種間移植においても，Pluronic溶液ではまった

く生着延長効果を認めなかった９）．界面活性剤の種類によって

は，単独で投与するだけで，激烈な血圧降下作用を示す例もあ

る18）が，今回の補体活性化とは異なる機作によるものと考えざ

るを得ない．

PFC/Pluronic（Fluoso l）乳剤を投与後，界面活性剤

Pluronicの尿中への排泄は非常に速やかである．適当な発表

データはないが，乳剤の形で投与した場合も，単独でPluronic

溶液を投与した場合も，尿中へのPluronicの排泄は一定で，速

やかである．血中においては，乳剤の分散相（PFC）の周りに

はPluronicは存在せず，粒子は剥き出しの状態で存在している

可能性が考えられる．Fluosolの場合には，0.5％のYPLが乳化

剤として添加されているが，PFCの全表面を覆いつくすには不

十分な量と考えられる．すなわち，大豆油脂肪乳剤にとっては，

10～20％の分散相の濃度に対して1.2％のYPLが必要であり，

脂肪乳剤に比較しさらに小さな粒子径のFluosolにとっては

0.5％YPLは少なく，Pluronicが界面膜上に存在しなければ，粒

子は剥き出しの状態と考えられる．例えば，脂肪乳剤のリン脂

質膜は比較的安定であると思われるが，脂肪粒子が循環血液中

のリポプロテインからアポ蛋白やコレステロールを引き抜くと

の報告がある19）．乳剤粒子の界面膜は固定された一定の存在で

はなく，剥がれたり，二重に折重なっていることも考えられる．

一つの仮説として，剥き出しになった分散（PFC）相が補体

活性化の原因と考えられないだろうか？　剥き出しの粒子表面

は疎水性であり，タンパク質が吸着しやすい状態と考えられる．

Pluronicの場合には分散相PFCとの親和性が小さく，容易に剥

がれるために，補体関連蛋白が結合し，補体の活性化を引き起

こすことが考えられる．また，大豆油／Pluronic乳剤や，

PFC／YPLとの組み合わせでも，生着延長効果が多少認められ

た．このことは，PFCそのものが補体の活性化を示すと考える

よりは，物理的な存在状態に依存して，言葉を変えるならば，

生体適合性を持たない素材が剥き出しとなったため，反応が惹

起されたと考えられる．当然，分散相の差，すなわち，大豆油

と比較してPFCのような高比重の液体は，より生体適合性に乏

しい素材である可能性は高いだろう．

イヌ循環動態試験（実験２）においては，YPLとPC乳剤で

反応性に差が生じた．この場合も，上の仮説を当て嵌められる

かもしれない．生体内のPE（Phosphatidyletanolamine）はPC

よりも高度不飽和脂肪酸（DHA等）の含有率が高い．乳化性

にはYPLとPCとでは差はなかったが，循環血液中での安定性

には差があるのかもしれない．YPLは生体膜と似通った組成比，

脂肪酸の種類を含有するのに対して，PEを除いた場合，高度

不飽和脂肪酸の含有率が低下し，乳剤の界面膜が不安定となる

ことが考えられる．例えば，高度不飽和脂肪酸の少ないPCの

界面膜はYPLに比較しもろく，循環血流中で剥がれ落ちるよう

なことが想像できないだろうか．PFC／PC乳剤投与後10～30

分のタイムラグの後，血圧の変動が認められたことも，粒子が

剥き出しになるまでの時間と考えれば頷ける現象かもしれな

い．

６）投与量と補体活性化の可能性
イヌ循環動態試験における際立った特徴として，Fluosolの

投与量が0.5～１mLと体重約10kgの動物への投与量としては，

非常に少ない投与量で反応が起きることである．少なくとも失

血の補いのためには，数百 ｍLの投与量が必要であり，非常に

少ない投与量と言わざるを得ない．このような少量の投与量で

“剥き出しのPFC粒子”が補体活性化の引き金となるのか試算

してみた．計算を簡単にするために，PFC粒子の半径を0.1μ

ｍとし，乳剤として１mL，すなわちPFCとして0.1mLを投与

すると，全PFC粒子の表面積は３m２と計算される．当然，す

べての粒子が剥き出しの状態では存在せず，また，投与された

粒子の一部は速やかに網内系組織に取り込まれ，循環血液中か

ら除外される場合もあるだろう．これほど大きな表面積（３m２）

が補体成分とが接触する訳ではないが，血液透析膜（0.2～2.3

m２）14）に匹敵する表面積であり，補体の活性化にとっては十

分な表面積と考えられる．

このような仮説を本来ならば実験で確かめていく必要がある

のだが，生体適合性という観点から想像をたくましく仮説を立

ててみた。最後に，20年近く前の実験の紹介であり，当時の研

究担当者はほとんど職場が変わり，残っているのは我一人とい

う状況である．イヌ循環動態の実験は，かっての研究仲間であ

った渡辺正弘，花田秀一，久保佳史，結城隆，村島良一郎，嶋

原正一の各氏が実施したものであることを付記する．
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和文抄録
血小板は, 血管壁の損傷部位に集積し一次止血に関与する. 血流条件下では, 血管壁損傷部位で血流に暴露されたコラーゲンと血小

板の相互作用, コラーゲンに結合する血漿蛋白であるvon Willebrand因子（VWF）と血小板の相互作用が血栓形成に必須の役割を果

たす. そこで, 血小板表面上に存在するコラーゲン受容体であるGPIa/IIa（recombinant GPIa/IIa : rGPIa/IIa）,VWF受容体である

GPIbα（recombinant GPIbα: rGPIbα）を結合させたアルブミン重合体を作成し止血機能におよぼす効果を検討した. 
血管壁の損傷部位で血流に曝露されるマトリックスであるコラーゲンを固相化したガラス表面上に抗凝固処理した全血を灌流する

モデルを用いた. あらかじめnative血小板, rGPIa/IIa, rGPIbαと結合したアルブミン重合体を蛍光標識して赤血球の存在下における観
察を可能とした. 蛍光顕微鏡により観察される, 1,500 s－1のずり速度における血小板血栓の２次元的成長は, rGPIbα結合アルブミン重
合体により促進した. 一方, 100 s－1のずり速度下ではrGPIbα, rGPIa/IIa結合アルブミン重合体はいずれも血小板血栓の形成を促進す
る効果を呈した. 高速共焦点レーザー顕微鏡による３次元イメージング法により, rGPIbα結合アルブミン重合体は1,500 s－1のずり速
度の条件における血栓の３次元的成長を促進することが確認された. コラーゲン, VWFの受容体機能を有する血小板膜糖タンパクを

結合させたアルブミン重合体は, 血流条件下におけるマトリックス表面の血小板血栓の形成を増強させる人工血小板としての効果を

有することが確認された. 

Abstract

Platelet plays an important role in hemostasis by accumulating at sites of vascular injury. Interaction between exposed

subendothelial matrix such as collagen or von Willebrand factor with their corresponding platelet surface receptors of GPIa/IIa

and GPIbα are essential for platelet adhesion and thrombus formation. We tested the effects of albumin polymers bound with
GPIa/IIa and GPIbαin supporting platelet thrombus formation occurring under blood flow conditions. 
Blood specimens containing reduced number of platelets, which were rendered fluorescent by addition of mepacrine, were

perfused on the immobilized type I collagen surface at wall shear rates of 100 s－1 and 1,500 s－1 in the presence or absence of

fluorescinated albumin polymers bound or not bound with GPIa/IIa or GPIbα. Effects of those albumin polymers in supporting
two-dimensional and three-dimensional growth of platelet thrombi were detected by fluorescent microscopy and ultra-fast laser

confocal microscopy equipped with piezo-motor control unit. Albumin polymer bound with GPIbα enhanced both two-

血小板膜タンパク結合アルブミン重合体による
血流条件下コラーゲン表面における血小板血栓増強効果

Enhancing Effects of Albumin Polymers Bound with Functional
Recombinant Fragment of Platelet Specific Membrane
Glycoproteins on Platelet Thrombus Formation on the

Immobilized Collagen Surface Under Blood Flow Conditions.

田村典子1），後藤信哉1），石田英之2），半田俊之介1），田邉晃久1），武岡真司3），Athar Sadiq1），池田康夫4）

Noriko Tamura1), Shinya Goto1), Hideyuki Ishida2), Shunnosuke Handa1), Teruhisa Tanabe1), Shinji Takeoka3), 
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１．緒言
血小板は, 血管壁の損傷部位に集積して一次止血栓の形成に

重要な役割を果たす. 様々な疾患, 病態で血小板の量的減少, 質

的障害に基づく出血傾向が報告されている.１） 血小板の量的, 機

能的障害による失血を防ぐために, 医療現場ではしばしば血小

板輸血が施行される. 他人の血液由来の血小板を輸血成分とし

て用いる限り, 肝炎, AIDSなどの致死的なウイルス感染の危険

を完全に回避することはできない. 感染リスクのない人工物を

用いて止血機能を回復することができれば医療上の利益は大き

い. 止血機能を回復させる人工血小板として現在までに様々な

人工物が検討された.２-10）体内に安全に投与できる物質を担体と

して用いなければ臨床応用はできない. そこで, 血漿蛋白として

元々生体内に存在するアルブミンを担体として用いれば安全性

の問題が比較的少ないと考えられた.６）

血小板は, １）血管壁損傷部位への粘着, 凝集による直接的止

血血栓の形成,11） ２）フィブリノーゲン, von Willebrand因子

（VWF）などの凝固促進蛋白の放出,12）３）凝固に必要なリン脂

質の供給,13）４）microparticleの放出,13）その他さまざまな機能

を介して止血と血栓形成に関与する.12）われわれは, 血管壁損傷

部位における粘着, 凝集による直接的止血血栓の形成を補助す

る人工物の作成を目指した. 担体としてはアルブミン重合体を

用いた. 血管壁の損傷により血流に曝露されるマトリックス, マ

トリックスと結合する血漿リガンド蛋白, あるいは血小板血栓

に結合する機能を保持させるために, 代表的な血管内皮下マト

リックスであるコラーゲンと結合するGPIa/IIa, コラーゲンと

結合する血漿蛋白であるVWFと結合するGPIbαをアルブミン
重合体に結合させた.３,４,14）血小板は血流の存在下で血管壁の損

傷部位に結合して粘着, 凝集することにより止血に関与するた

め,11,14）flow chamberを用いた人工的な血流条件下におけるマト

リックス表面上への血小板血栓を指標としてアルブミン重合体

の血栓形成補助効果を検討した. 血小板は単に血管壁の損傷部

位に粘着するのみでなく, 血小板同士が結合して３次元的に血

小板血栓を成長させることにより血流のうっ滞を惹起させ凝固

血栓の形成を容易にする作用もある.15）高さ成分も含めた血小

板血栓の３次元的成長におよぼす人工血小板の効果を検討する

ために高速レーザー共焦点顕微鏡によるイメージング法を用い

た.16）

２．方法
１）アルブミン重合体の作成, 血液サンプルの準備
recombinant GPIa/IIa（rGPIa/IIa）, recombinant GPIbα

（rGPIbα）結合アルブミン重合体の作成法は既に報告した.３,５）

作成に当たってはアルブミン重合体の分子径が1000nmとなる

ように重合度を調整した.３,５）

健常成人より血液を採取した. 採取した血液は選択的抗トロ

ンビン薬であるアルガトロバン（Mitsubishi Chemical Corp;

Tokyo Japan, 終濃度100μM）にて抗凝固処理した. 血液中の血

小板数を減少させ, 血小板減少症モデル血液サンプルを作成す

るために, 100 x g, 15分間の遠心にて多血小板血漿を分離した.

多血小板血漿を取り除いたのちの, 赤血球を含む血液細胞分画

を1,500 x gにて10分間遠心した. 血漿と赤血球成分の中間に集

積した, 血小板と白血球よりなる白色部分（buffy coat）を取り

除き赤血球成分を分離した. 

多血小板血漿をさらに1,500 x g にて10分間遠心し血小板を

取り除き乏血小板血漿を作成した. 前節の方法で分離した赤血

球成分と, 乏血小板血漿を混合して再構成血液を作成した. 再構

成血液は主に赤血球と血漿よりなる. 再構成血液中の血小板数

は10,000/μl以下であることを粒子計測法にて確認した. 再構成

血液にメパクリン (quinacrin dihydrochloride; Sigma, St Louis,

MO, 終濃度10μM) を添加し, 血小板を蛍光標識した. 

２）Flow Chamberによる血小板血栓の評価
牛アキレス腱由来のI型コラーゲン（Sigma, St Louis, MO）

をガラス板上に固相化した. 乾燥させたのち平行平板flow

chamberに組み込んだ. 方法の詳細は既に報告した.17,18）メパク

リンにて蛍光標識した血小板を含む全血をシリンジポンプ

（model 935; Harverd Apparatus, South Natick, MA）を用い

て, 116.1ml/hrの速度にてflow chamber内に灌流した. 流路の幅

が連続的に変化するUsami式のGascketを用いることにより,

flow chamber内における観察位置を変化させるだけで血流量

を変化させることなく異なる壁ずり速度の条件における血栓形

成の評価が可能である.19）コラーゲン上の血小板血栓の形成と

その２次元的成長を倒立蛍光顕微鏡（DM IRB, Leica Microsys

tems Wetzlar GmbH）にて連続的に観察した. 蛍光顕微鏡によ

る画像をCCDカメラ（L-600, Leica）によりデジタル変換しデ

ジタルビデオレコーダー（SVO-1500, SONY）に記録した. 画

像をパーソナルコンピューター（PowerBook G4, Machintosh,

USA）に取り込み, NIH Image 1.63 （シェアウエア）を用いて

解析した. 

３）高速レ―ザー共焦点顕微鏡イメージングシステムを
用いた血小板血栓の３次元構造の解析

dimensional and three-dimensional growth of platelet thrombi occurring under a shear rate of 1,500 s－1, while those bound with

GPIa/IIa tend to enhance only in two-dimensional growth occurring at relatively low shear rate of 100 s－1. Our results suggest

that albumin polymer bound with platelet surface receptor proteins, especially GPIbα, will be useful as artificial platelets
supporting platelet thrombus formation under blood flow conditions. 

Keywords

platelet, albumin polymer, GPIbα, GPIa/IIa, confocal microscopy
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高速レーザー共焦点顕微鏡を用いて血小板血栓の３次元形態評

価を行った（Fig. 1）. 方法の詳細は既に報告した.16）略記する

と, 20,000のピンホールを有する円盤を高速回転させ共焦点ユ

ニット（CSU 10高速タイプ, 横河電機）と画像増強システム

（SRUB GEN III+, Solamer, インターメディカル）を用いるこ

とによりビデオレートでの共焦点画像の撮影を可能とした. ピ

エゾモーターユニットを用いて対物レンズを２μm/秒の一定速

度で上下させ底面から上面までの血栓の断層イメージを連続的

に記録した. 血栓の成長過程で観察部位を一カ所に固定するこ

とにより, 血小板血栓の３次元的成長におよぼすアルブミン重

合体の効果を検討することが可能となった. 血小板血栓の断層

像を重ね合わせて３次元投影像を再構成した. 

3．結果
１）血小板血栓の２次元的成長におよぼすアルブミン重合体の

効果
単位時間の血液灌流によりコラーゲン表面に形成される血栓

は, 血液中の血小板数を減少させることにより著減した（Fig.

2）. 結合した血小板膜蛋白の種類, 有無にかかわらず, また, 壁

ずり速度の高低にかかわらずアルブミン重合体は単位時間の血

液灌流による血小板血栓の形成を促進させた（Fig.３, Fig. 4）.

血栓形成促進効果は, アルブミン重合体に結合した血小板膜蛋

白の種類, 有無により大きな影響を受けた. すなわち, 1,500 s－1

の壁ずり速度の条件では, コラーゲン受容体であるrGPIa/IIa,

VWF受容体であるrGPIbαを結合させたアルブミン重合体を含
む血液灌流後の血小板によるコラーゲン占有率は, これらの蛋

白と結合しないアルブミン重合体を含む血液灌流後の1.4倍に

達した（Fig.３）. 100 s－1の壁ずり速度の条件でも, rGPIbα,
rGPIa/IIaを結合させたアルブミン重合体の血栓増強効果が, こ

Fig. 1. Three-Dimensional Imaging of Platelet Thrombi by Ultra-Fast
Laser Confocal Microscopy. 
Objective lens was moved up and down at a constant speed of
2μm/second by piezo-electric motor control unit to obtain
scanning images of platelet thrombi from the bottom to the top.
Then, the scanning confocal images were projected from the
top to the bottom at every 10 degrees to obtain three-
dimensional projection images. The projection image from the
top, which demonstrated two-dimensional surface area
coverage by platelet, and the image from the side, which
demonstrated the height of thrombi, were shown in Figure 5. 

Fig. 2. Two-Dimensional Growth of Platelet Thrombi on the Surface of
Collagen in the Presence of Normal and Reduced Platelet
Count. 
Platelets (white particles) adhered and made thrombi on the
surface of collagen under blood flow condition in the presence
of blood obtained from healthy donor having platelet count
300,000/μl. On the other, only few platelets adhesion, without
thrombus growth, could be detected when blood with reduced
platelet count (less than 10,000/μl) was perfused.

Fig. 3. Effects of Albumin Polymer Bound with Various Platelet
Membrane Receptor Proteins on the Two-Dimensional Growth
of Platelet Thrombi Formed on the Surface of Collagen at a
Wall Shear Rate of 1,500 s－1.  
Twenty ml of Blood samples with reduced platelet count was
mixed with the 400μl PBS solution (pH 7.4) containing or not
containing various fluorescinated albumin polymers at a
concentration of 10 mg/ml. Then, the blood specimens were
perfused on the surface of collagen at a wall shear rate of 1,500
s－1 for 6 minutes. Albumin polymers, especially those bound
with rGPIbα enhanced two-dimensional growth of platelet
thrombi.
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れらの蛋白と結合しないアルブミン重合体の効果を上回った.

しかし, その差は小さく, rGPIa/IIa, rGPIbαを結合させたアル
ブミン重合体を含む血液灌流後の血小板によるコラーゲン占有

率は, これらの蛋白と結合しないアルブミン重合体を含む血液

灌流後のそれぞれ1.2倍, 1.4倍であった（Fig. 4）. 

２）血小板血栓の3次元的成長におよぼすアルブミン重合体の
効果
高速レーザー共焦点顕微鏡を用いることにより血小板血栓の

3次元投影像を作成した. 血小板数を減少させた再構成血液を灌

流した場合には単層の血小板の接着が見られるのみであった.

アルブミン重合体の存在下で血液を6分間灌流したのちに形成

された血小板血栓の３次元投影像をFig.５に示した. 1,500 s－1の

条件では, 血栓の直上からの投影像（血栓の２次元的成長を示

す）ではサイズに差を認めない場合であっても, rGPIbαを結合
させたアルブミン重合体の存在下で血液を灌流した時に形成さ

れた血栓では, 側法からの投影により観察される血栓の高さが

より高く見える場合があった. 100 s－1の条件でも, rGPIa/IIa,

rGPIbαを結合させたアルブミン重合体の存在下で形成された
血栓は, ３次元的により速く成長する傾向を認めた. 1,500 s－1同

様rGPIbαを結合したアルブミン重合体の存在下の血栓がより
３次元的に高さの高い血栓となる傾向であった. 

４．考察
血小板減少症症例に投与して止血機能を回復させる人工物と

してアルブミン重合体の性質を検討した. 止血における血小板

の性質として, １）血管壁の損傷部位に結合する（粘着）, ２）

血小板同士が結合する（凝集）, ことが重要であるとされる. 実

際に, 血管壁が損傷され, 血流に曝露されたコラーゲンなどの血

管内皮下血栓性マトリックスに血小板が粘着し, 局所で凝集す

ることにより止血が始まる. これらの反応は血流の存在下で惹

起される. そこで, 代表的な血管内皮下マトリックスであるコラ

ーゲンを固相化したガラス板上に, 血液を灌流して惹起される

血小板血栓を指標としてアルブミン重合体の止血補助機能を検

討した. 血小板数を減少させた血液にアルブミン重合体を加え

るとコラーゲン表面の血小板血栓の形成は促進された. コラー

ゲン受容体, VWF受容体を結合させたアルブミン重合体は顕著

な血小板血栓増強効果を呈した. 特に, 高ずり速度下ではVWF

受容体であるrGPIbαを結合させたアルブミン重合体による血
小板血栓の２次元的, ３次元的成長促進効果が顕著であった. こ

れらの血小板膜糖蛋白と結合しない単独のアルブミン重合体も

血栓形成を補助する効果を示した. コラーゲン表面, 血小板への

アルブミン重合体の非特異的結合が血栓形成促進効果の原因と

推察される. 

コラーゲン受容体としてはGPVIとGPIa/IIaが知られる.

GPVIは血小板を活性化させるシグナル蛋白としてnative血小

Fig. 4. Effects of Albumin Polymer Bound with Various Platelet
Membrane Receptor Proteins on the Two-Dimensional Growth
of Platelet Thrombi Formed on the Surface of Collagen at a
Wall Shear Rate of 100 s－1.  
The experiments were performed in a similar manner as
described in the legend for Fig.３ with only difference in the
perfusion wall shear rate of 100 s－1. Albumin polymers, no
matter whether they bound with platelet receptors or not,
enhanced two-dimensional growth of platelet thrombi. Albumin
polymers, bound with rGPIa/IIa rather than those bound with
rGPIbα, showed strongest enhancing effects on the two-
dimensional growth of platelet thrombi.

Fig. 5. Effects of Albumin Polymer Bound with Various Platelet
Membrane Receptor Proteins on the Three-Dimensional
Growth of Platelet Thrombi Formed on the Surface of Collagen.  
The experiments were performed in a similar manner as
described in the legend for Fig. 3 and Fig. 4. The enhancing
effects of albumin polymer on the three-dimensional growth of
platelet thrombi were detected by newly developed laser
confocal microscopic imaging system. The 0 degree
demonstrated the projection images from the top of thrombi,
while 90 degree demonstrated the projection images from the
side of the thrombi. At the shear rate of 1,500 s－1, three-
dimensional size of platelet thrombi, especially the height of
thrombi, was enhanced by the presence of albumin polymer
bound with rGPIbα. 
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板の血栓形成に関与する.17）一方, GPIa/IIaは直接コラーゲンに

結合して血栓の成長を補助する効果を呈するが, その有効性は

比較的壁ずり速度の低い条件に限られると理解されていた.20）

われわれの実験結果も, rGPIbα結合アルブミン重合体は高ずり
応力下の血栓形成を, rGPIa/IIa結合アルブミン重合体は比較的

低ずり応力下の血小板血栓の形成を促進させる効果を有するこ

とを示唆した. 血小板減少症の症例に対して投与した時に, 高ず

り速度下の血管内径が狭く血流のずり速度が大きい小血管での

止血にはGPIbαと結合したアルブミン重合体が, 比較的太く血
流の遅い血管における一次止血にはGPIa/IIa結合アルブミン重

合体が人工血小板として有効に作用する可能性を示唆した. 

５．結論
血小板膜糖タンパク受容体を結合させたアルブミン重合体

は, 血小板の減少した条件において止血機能を増強させる人工

血小板として機能し得る可能性が示唆された. 
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海外文献紹介

訳者のコメント
現在開発が進められている修飾Hemoglobin（Hb）のうち主

なものとしては，北米企業による

１．glutaraldehyde重合ヒトHb（PolyHemeTM, Northfield社）

２．glutaraldehyde重合ウシHb（HemopureTM, Biopure社）

３．o-raffinose重合ヒトHb（HemolinkTM, Hemosol社）

が挙げられる．いずれもさかんに臨床試験が行われており，そ

の成績が報告されてきている．今回はそのうちHemolinkにつ

いて，今年Journal of the American College of Surgeons誌に

発表されたPhaseⅢstudyの成績を紹介したい．

Hemolinkは，三糖類のo-raffinoseを酸化して開環し，アルデ

ヒド体とし，これを架橋剤としてヒトHb分子の表面リジン残

基と反応させて分子量を大きくしたHb重合体である．

尚，本文のあとに後記を付けたので一読して頂きたい．

緒　言
冠動脈バイパスグラフト術（CABG）は，北米，西欧で一般

的に行われている外科手術のひとつであり，米国では年間約60

万例にのぼる．CABGによって生命予後は延長，改善されてい

る．通常CABGは人工心肺の補助のもとに行われているが，そ

れは外科手術における総輸血量のかなりの部分を消費してお

り，心臓外科手術で全貯蔵血の10～20％を消費していると見積

もられている．不足した資源の供給により，同種血，血液製剤

の使用が減少すれば，それに伴う感染症，免疫反応へのriskも

減少し，社会的利益を生む．

Intraoperative Autologous Donation（IAD：術中の自己血

輸血，手術開始時に自己血液を採取し，必要時に返血する．）

は，中等度の出血が予想される外科手術患者の，同種血輸血へ

の曝露を減らすという考えのもと導入された．IADは，患者自

身の新鮮な全血を使用可能にする．新鮮な自己血は質が高く，

酸素運搬能も保たれており，赤血球の寿命も通常通り，血小板

も含まれており凝固能にも問題がない．IADでは輸血に伴う血

液検査も不要であり，非常に魅力的である．

IADは人工心肺を用いた心臓外科手術に適している．人工心

肺はヘパリンによる抗凝固を必要とし，その結果出血量が増大

し，血液の人工心肺の回路への曝露により血小板の消費や白血

球の活性化，赤血球の溶血といった有害反応が起こる．人工心

肺導入前に患者より採取された血液は，その回路に曝露されて

おらず，返血時にもその凝固能や他の機能は保たれている．

IADは有用であると証明されてはいるが，広く実用化には至

っていない．その理由のひとつに，この技術を用いた際にもた

らされる貧血に対する懸念が挙げられる．血液採取，それを補

う輸液によって，酸素運搬能はかなり低下する．心機能に障害

があり，血管病変を伴っていることが多く，状態の良くない心

臓外科の患者においてそれは重大なことである．人工心肺の間，

安全なHb濃度，酸素運搬能を保ちつつ，IADによって得られ

る血液量を増やし，その適応を拡大することは望ましいことで

ある．

Hemolink（Hb raffimer ; Hemosol Inc.）のような酸素運搬能

Journal of the American College of Surgeons 2004 Mar;198(3):373-83

冠動脈バイパスグラフト手術患者における輸血低減のための
術中自己血投与補助としての酸素運搬体の使用
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をもつ輸液が，膠質，晶質の代わりに使用され，術中の自己血

液の採取が促されれば，IADをより多くの患者に適応すること

ができるだろう．Hb raffimerはHbを基にした酸素運搬体であ

る．この酸素運搬体は，人工心肺導入前により多くのIADの血

液採取を可能としながらも，心臓，他の組織に十分な酸素を供

給する．動物のCABGモデルでは，膠質を投与した群に比し，

Hb raffimer投与群では，同種血を必要としたcaseが少なかっ

たとの研究報告がある．PhaseⅠstudy（C-HLK-101-SAF-

CP312）では，Hb raffimerの投与で，血圧の一過性上昇，腹痛，

嚥下障害，若干の酵素上昇を認めたが，大きな問題には至らな

かった．二つのPhaseⅡstudy（C-HLK-203-CVS,Protocol204）

では，CABG手術患者にIAD促進のため1000mlまでのHb raffi

merが投与され，術中そして術後早期に高い総Hb濃度を維持し

た．Starch溶液の対照と比較し，Hb raffimerは安全で，同種

血の輸血を減らすということが明らかとなった．

今回のこの試験では，CABG手術患者において， IADと組み

合わせたHb raffimer投与の効果を，同種血，血液製剤の使用

に関して，starch対照群と比較する．

方法
HLK-302study
初回CABG手術患者における，IADと組み合わせて投与され

た際の，Hb raffimer，対照として10％pentastarchの，効果，

安全性を評価するための多施設，無作為二重盲検のphaseⅢ

clinical trialである．インフォームドコンセント取得後，299人

の患者が無作為化され，人工心肺開始時に自己血を500ml～

1500ml採取後， 750mlの Hb raffimerあるいは 750mlの

pentastarchを投与した．採取する血液の総量は，公式に基づ

きHb濃度７g/dlを目標として計算された．もし輸血が必要と

なった場合，患者はまずIADによる赤血球輸血を受ける．さら

に必要になれば同種血が投与された．輸血はプロトコールに則

って行われた．赤血球以外の血液製剤にはプロトコールはなか

った．

患者は，入院期間中の赤血球および他の血液製剤の投与回避，

投与量に関して評価された．副作用，末梢血，生化学，尿分析，

血液ガス，バイタルサイン，そして抗hemolink抗体に関しても

評価された．

抗hemolink抗体
この臨床試験の患者の血清はHb raffimer投与前後につき，

ELISA法にて抗Hb raffimer IgG，IgM活性が測定された．投

与されていない人々の平均から+3SDまでは陰性と判断された．

陽性のものはSepharose4B吸収法により確認され，ELISA法に

より再検された．

臨床検査の阻害作用
Hb raffimerの存在は，Hbの吸光スペクトルの特徴により，

臨床検査結果を阻害する可能性がある．この試験の分析を行う

全ての検査室において，全てに適確な補正がなされた．阻害作

用は血清酵素，ビリルビン，総タンパク，アルブミンに認めら

れた．他は補正を必要としなかった．

Historic controls
ミリアム病院は，プロビデンスにある247床の非営利の病院

である．年間約700人が心臓外科の手術を受け，そのほとんど

がCABGである．比較を目的として，Hb raffimer群（HR群），

対照群と同様な人数で一連の，人工心肺を伴うCABG初回手術

の患者150人が病院のデータベースより選ばれた．この病院で

は，血液，血液製剤は標準的な臨床判断に基づき投与されてい

る．

結果
被験者統計
386人の患者がこの試験に登録された．このうち45人はスク

リーニングで不適と判断され，無作為化されなかった．残る

341人のうち169人がHR群，172人が対照群となった．このうち

37人は無作為化されたものの投与を受ける前に中止となった．

これらの人々は両群に均等に存在した．無作為化されるも５人

が導入後に中止となり，残る299人が調査された．148人がHR

群，151人が対照群．３人が術後に死亡，残る296人が調査を終

えた．147人がHR群（１人死亡），149人が対照群（２人死亡）

であった．

患者の平均年齢は61.5歳，body mass indexは28.1．両群に有

意差はなし．Historic groupよりの150人も，年齢，性において

調査群と同様であった．

効果
HR群では，56％の患者が同種血輸血を受けた．対照群では

76.2%，historic control群では95％であった．投与された赤血

球総量はHR群で49単位，対照群で104単位，historic control群

で480単位だった．

赤血球以外の血液製剤の投与は，HR群で21.6%，対照群で

22.5%，historic control群で50％であった．これらの輸血総量

はそれぞれ，150，238，270単位であった．

安全性
この試験の副作用はCOSTART辞書第五版を用いてコードさ

れた．HR群の重大な副作用は全ての臓器にわたり，対照群と

同様のものであった．299人のうち３人が死亡した．１人はHR

群（多臓器不全），２人は対照群（低血圧，脳梗塞）．副作用に

よる試験からの脱落はなかった．

この試験の患者全てに少なくとも一つの副作用があった．副

作用の総数は，HR群が対照群より10％以上多かった．報告さ

れた全ての副作用のうちHR群の4.3%，対照群の3.3%が重大な

副作用であると評価された．HR群で顕著に発生が多かったの

は，高血圧，高ビリルビン血症，アミラーゼ上昇，泌尿器系の

副作用であった．

高血圧はHR群（65.5%）で対照群（35.8%）より多かった．

この一過性の高血圧はβ-blocker，Ca-blockerによりコントロ
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ール可能であった．心筋梗塞が14人の患者にみられた．９人

（6.1%）がHR群，５人（3.3%）が対照群．この差は統計学的に

は有意ではなかった．CK-MB，troponin I の上昇は両群にお

いて同様であった（それぞれ21.6%，17.9%）．心筋虚血，心電

図上の虚血性変化（ST上昇，ST低下，逆T）は両群において

同様の頻度であった（HR群12.8%，対照群11.3%）．

消化器の副作用で最も多かったのは，嘔気，嘔吐であった．

これらは全身麻酔からの回復時に一般的に認められるものであ

り，両群とも同様の頻度であった．phaseⅠstudyで認められた

腹痛，腹部不快感は今回はみられなかった．これは疼痛管理に

よるものと考えられる．

一過性黄疸，高ビリルビン血症，あるいは両方は対照群

（1.3%）よりHR群（36.5%）に多く認めた．これはHb raffimer

投与によるポルフィリンの代謝によるものである．ビリルビン

の上昇は肝障害との関連はなく，平均のγ-GTPは正常であっ

た．

膵酵素の上昇もHR群でより多く認めた．HR群では148人中

33人（22.3%），対照群では151人中20人（13.2%）にアミラーゼ

の上昇を認めた．HR群で1人の患者に膵炎を認めたが，慢性に

移行せず寛解した．CABGの患者に，原因不明の膵炎が3％ほ

ど合併するとの報告がある．

泌尿器系の副作用の発生もHR群（31.1%）の方が対照群

（14.6%）より多かった．

血尿等尿の異常も，HR群にて多く報告されている．HR群の

これらの報告の大部分は，尿中へのHb raffimerの少量の排泄

によると考えられる，尿の変色の様々な記載である．４例の腎

不全の報告があった．２例はHR群，２例は対照群．６例の脳

血管障害の報告があった．それぞれ３例．２％という発生率は

以前に報告されたCABGにおける脳血管障害の発生率と一致し

ている．

感染はHR群で21例（14.2%），対照群で24例（15.9%）であっ

た．HR群の４例，対照群の３例は重いものであった．30例の

再入院があった．11例はHR群，19例は対照群であった．

Hb raffimerに対する試験前の免疫反応は１％．投与後のHR

に対する抗体活性は，HR投与患者139人中26人（18.7％）で高

値であった．対照群では142人中２人（1.4%）で免疫反応が高

く，これは試験前と同様であった．

論考
IADの効果を評価するため，この試験では，IADが通常的に

は施行されていない病院の輸血に関する統計と比較した．この

比較は，IAD単独，あるいは酸素運搬体との組み合わせが，標

準的臨床成績と比較し，同種血輸血の減少に寄与しているかを

決定するものである．750mlという量は， CABG手術における

IADを用いた以前の臨床試験をもとにしている．

historic control群，対照群と比較して，IADと組み合わせた

人工酸素運搬体投与は，CABG周術期において輸血の需要の減

少につながることを結果は示している．historic control群に比

し39％，対照群に比し20.2%の輸血の減少があった．赤血球投

与単位数にも違いを認めた．多い方ではhistoric control群の

150人で480単位（１人あたり3.2単位），少ない方ではＨＲ群の

148人で49単位（１人あたり0.3単位）であった．

赤血球以外の血液製剤の使用量，使用頻度においてもHR群で

少なかった．Historic control群では50％，HR群では21.6%であ

った．その量は，HR群で最も少なく148人で150単位，対照群

では151人で238単位，historic control群では最も多く150人で

270単位であった．

これらの結果は，中等度の出血を伴う外科手術においてHb

raffimer投与が，IADの利点を増大させるという仮説を支持す

るものである．同種血輸血に伴う危険への暴露は減少し，全体

の血液の供給に対する需要も減少する．大きなriskもなく安全

であった．これらの事実は，riskとbenefitのバランスからみて

も好ましいということを，理論的にも支持する．また同種血輸

血，血液製剤の使用の回避，減少により全体のコストも減少す

る可能性がある．

IADは，更なるインフラ，周術期の計画を必要としない．そ

して術中輸血に迅速に対応可能な、患者自身の全血の十分な供

給ができる唯一の手段である．更に，酸素運搬体投与を伴う

IADの使用は，人工心肺導入中の血管内Hb濃度を上げ，臓器

への血流を改善し，術中の赤血球喪失量を減らし，同種血輸血

にたよる前に，より大きな出血にも耐えることを可能にする．

死亡は，CABGにおいて重大なリスクである．１％程から，

リスクの高い患者では10％以上と見積もられる．この試験では

３例の死亡があった．HR群148例中１例，対照群151人中２人

である．この試験における死亡率は約1％，これは予期される

範囲内のものである．

副作用の数では，いくつかの臓器ごとの副作用の分布に注目

すべき違いは認めるが，両群同様であった．対照群に比較して，

HR群における血圧上昇の発生頻度の増加，黄疸，ビリルビン

上昇などのようなこれらの違いの多くは，Hb raffimerの特性

に基づいたものによると説明され得る．

HR群ではビリルビン値は予想されたように上昇したが，対

照群ではそうではなかった．この上昇は，溶血のあとに見られ

るような，直接，間接ビリルビン両方の上昇からなっていた．

これは予想されることで，網内系によるHbの代謝排泄は，ポ

ルフィリンのビリルビンへの転換を含むからである．

黄疸は，ほとんどHR群の患者にだけ起こった．これは，通

常の分解経路への大量のポルフィリン負荷による通常の代謝の

結果と考えられる．黄疸の発生はこのクラスの生成物において

は共通の所見で，心臓手術での他のHb由来の酸素運搬体使用

でも報告があった．それはHb raffimerを投与された患者の約

40％に起こり，程度は軽く，一過性で，一般的に1日から3日続

き，血清ビリルビンの上昇を伴う．他の肝機能を示す検査にお

いては臨床的に有意な変化はなく，肝機能障害を示すものでは

ない．

血圧の上昇は，CABG術後の患者においては一般的な所見で，

15％～60％との報告がある．多くの原因，疼痛，低酸素，低換

気，低体温，麻酔深度が浅い，などが一因となっているかもし
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れない．血漿中の遊離Hbに関係する知られた効果の一つとし

て，血管収縮作用があり，動物，ヒトにおいて高血圧を引き起

こすことが示されている．正確な機序はまだ解明されていない

が，その効果は部分的には，遊離Hbが血管内皮のNOと結合す

るという性質の結果，血管収縮に至るためと考えられている．

この効果はしばしばNO scavengingと呼ばれ，NOの量を減じ，

血管収縮へと至らしめ，血圧が上昇する．しかしこのNO結合

だけで全ての血管収縮効果が説明できるとは考えにくい．

endothelin放出の増加，あるいはアドレナリンレセプターを介

した血管の収縮調節の結果によるものかもしれないという報告

もある．

この試験では，報告された平均血圧上昇の発生率はHR群

（66％）の方が，対照群（36%）よりも高く，以前の報告と一

致している．この試験，そしてphaseⅠ,Ⅱtrialにおいて，平均

血圧の上昇は５～15％の範囲だった．この試験でみられた血圧

の上昇は，以前報告されたデータとも一致し，プロトコールに

よる積極的介入にてβ-blocker，Ca-blockerの使用頻度が増加

したことに関係している．

CABGの手術において，血圧のコントロールに最も一般的に

使用される薬剤は，ニトログリセリンとニトロプルシドナトリ

ウムである．これらの薬剤はNOのドナーであり，血管抵抗を

減じ，血圧を下げる．この試験において，肺血管抵抗の評価は

なされていないが，何人かの患者において，Hb raffimer投与

後，望ましい血圧を得るために投与されたニトログリセリンと

ニトロプルシドナトリウムの量が通常より多くを必要とした．

この血管拡張剤投与量の増加は，多分に，よく知られたHb，

ここではHb raffimerのNO scavenging効果によるものであろ

う．HbはNOに対して非常に高い親和性をもち，酸素，そして

一酸化炭素に対する親和性よりも高い．血圧コントロールのた

めの血管拡張のために他の薬剤を用いた違うアプローチが必要

となった患者もいる．このようなケースで最も投与されたのは，

β-blocker，Ca-blockerで，次いでACE inhibitor，平滑筋弛緩

のためのhydrazineであった．もし，Hb raffimerのような合成

物の昇圧作用が，実際に，部分的にはendothelinの放出を介す

るものであるのなら，β-blocker，Ca-blockerの投与は，その

endothelin放出，合成の抑制という作用よりみると，妥当であ

ると考えられる．

この多施設の試験において，アミラーゼおよびリパーゼを膵

傷害の指標としてモニターした．アミラーゼの軽度の上昇は両

群に認められた．上昇は両群とも同程度，一過性で，術後72時

間で回復している．これらの上昇は全て，正常値上限以下のも

のであった．

HR群におけるリパーゼ値上昇は，より高頻度に起こる．そ

の患者の大多数においては，アミラーゼの上昇も伴っている．

上昇は一過性で，術後72時間後までに回復する．一人の患者で

は，これらの酵素レベルの変化は消化器症状，徴候を伴い，急

性膵炎として矛盾しなかった．

HR投与患者の，アミラーゼそして時にリパーゼの上昇の機

序は，まだわかっていない．注意すべきは，高アミラーゼ血症，

高リパーゼ血症があるからといって，膵炎という診断が下るわ

けではないということである．むしろそれらは，膵炎の臨床所

見が存在するときに確認するというパラメーターである．アミ

ラーゼそしてリパーゼの上昇は，人工心肺を用いる心臓手術を

含む大きな外科手術において，一般的に起こることであり，膵

炎の臨床的所見もなく1000単位以上も上昇する人がいる．

今までHb-baseの酸素運搬体投与後の腎障害に関心が持たれ

ていたが，Hbを精製し，架橋により安定させることによって，

動物，臨床試験において腎障害を認めなかった．CABG手術を

受ける患者に急性腎不全が起こることは知られている．この試

験では，両群で２人の腎障害の報告があった．対照群の１人は

透析を必要とした．この試験のデータは，これらの手術に伴う

腎障害の発生が，Hb raffimerの投与によって増加することは

ないということを示している．

前述のように，両群において3例の脳血管障害があり，全体

の脳血管障害発生率は2％で，これは一般的なCABG手術にお

ける１～６％という発生率の範囲内である．人工心肺を用いた

心臓手術での脳血管障害の原因は，しばしば塞栓であり，術中

操作，cannulation時，あるいは人工心肺開始時の動脈硬化の

ある大動脈よりの塞栓である．対照群の一人の患者は，剖検時

に脳循環中のアテローム塞栓が確認されている．この試験にお

いて，循環中のHb raffimerの存在が，脳血管障害の発生を増

加させるということはなかった．

ひとつの興味深い所見は，対照群（19人）の方が，HR群

（11人）に比較し再入院率が高いということである．酸素運搬

体投与で，虚血による臓器傷害が軽減したことが推測される．

物質の非細胞という特性，低体温状況下でさえ，右方シフトし

たP50は，凝血塊，あるいは顕著な血管収縮によって血流が減

じている組織への酸素供給を可能にする．合理的な推測ではあ

るのだが，この試験では，この臨床状況において最も影響を受

ける臓器，脳，心，腎への虚血による傷害の違いを検出するこ

とはできなかった．

これらの結果は，中等度の出血を伴う外科手術において，

Hb raffimerはIADプログラムの利点を増大させ得るという仮

説を支持している．個々において，同種血輸血に関連するrisk

にさらされることは減少し，全体の血液供給に対する需要も減

る．大きなriskもなく安全である．この事実は，Hb raffimerの

riskとbenefitの好ましいバランスを理論的に支持する．同種血，

血液製剤使用の減少，回避によって全体のコストが減少するか

もしれないという可能性をも支持する．

結論として，IADと組み合わせたHb raffimer投与は，CABG

手術におけるIAD単独群あるいはhistoric control群と比較し，

同種赤血球，血液製剤への暴露を減らす．そしてそれは，長期

的に安全性を高める．

訳者後記
同種輸血の低減というこの試験の目的は十分に達成されてい

る．また，それによって感染，免疫反応などのriskへの曝露は

確実に減っており好ましいことである．ただ，臨床実用にはま



だ多くの問題を抱えていると思われる．

たとえば、この試験での輸血のプロトコールは，本文中には

記されていないが，血中Hb濃度のみによるものである（例え

ば術中6.0g/dl以下）．Hb投与群とpentastarch投与群にて，輸

血の判断基準がHb濃度のみでは，差がでるのが当然といえな

くもない．また，高頻度の尿の変色などに対して，厳密に二重

盲検が守られていたかということに関して，その方法を含め記

載が必要であろう．

血圧上昇，黄疸，アミラーゼ上昇等の副作用が高頻度で起こ

ることは，Hbの性質，代謝より予想できること，対照でも起

こること，と簡単には片付けられない問題を含んでいる．この

試験での投与量は一律750mlと決められているが，さらに投与

した場合，より重篤な副作用が起こる可能性は十分にあると思

われる．ちなみに，リン脂質二重膜内包Hb（Hb小胞体）を用

いた酸素運搬体では，まだ動物実験の段階ではあるが，このよ

うな副作用は報告されていない．

以上より，現時点ではriskとbenefitのバランスが良いと言い

切ることは困難ではないか，と訳者は思う．

さらなる研究を望みたい．
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大変遅くなりましたが、12巻1号をお届けします。来る7月13

日、14日には札幌北楡病院　川村明夫　先生により第11回日本

血液代替物学会年次大会が開催されます。会告にプログラムが

掲載できましたが、血液代替物を広くそして深く討論する構成

になっておりますので、ぜひご参加ください。また、本号では、

二つの酸素運搬体製剤の安全性と適用に関する論文が掲載され

ております。この例から学び活かさなければ成らないことが多

くあると思います。欧米での臨床試験成績の論文を本誌で紹介

し勉強し合って、本邦での臨床試験に備えることも重要ですの

で、その様な活発な投稿も期待します。

（武岡　真司）

●編集後記●
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