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和文抄録
血小板は，血液凝固系と連動した巧妙かつ複雑な止血機構を有しており，これら全てを人工系で模倣することは不可能といって

も過言ではない．我々は，血小板が血管損傷部位で凝集する分子機構に着目し，粘着した活性化血小板を認識できる分子をナノ構

造体の表面に担持させれば，それが損傷部位へ特異的に集積して血栓形成を誘導する起点となり，集積したナノ構造体が出血部位

を充填する効果が期待できるとの発想に基づいて，極めて単純な血小板代替物の設計に結びつけた．具体的には，活性化血小板の

認識部位としてフィブリノーゲンγ鎖C末端ドテカペプチド（HHLGGAKQAGDV: H12）を担持させた生体投与可能なナノ構造体（球

状ナノ粒子やナノシート）を構築し，それらの止血効果に関する知見を集積してきた．

Abstract
Platelet has complicate mechanisms of hemostasis, such as tethering, adhesion, aggregation and release of various agonists from

granules, followed by fibrin clot formation. It seems to be difficult to develop platelet substitutes with all mechanisms as shown

above. We therefore focused molecular mechanism of platelet aggregation（interaction between fibrinogen and platelet glycoprotein

IIb/IIIa receptor）. Our strategy for the development of platelet substitutes relies on the fact that biocompatible nanostructures

specifically accumulate toward activated platelets on the vascular injury, which are filled up by virtue of own mass of

nanostructures. In fact, we designed the nanostructures such as spherical nanoparticles and nanosheets composed of albumins,

lipids and biodegradable polymers, to which fibrinogen γ-chain dodecapeptide（H12）was chemically conjugated.

Keywords

platelet substitute, nanostructures, albumin nanoparticles, liposomes, nanosheets, fibrinogen γ-chain dodecapeptide（H12）
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１．はじめに
血小板は一次血栓形成を通じて生体の止血機構の中心的役割

を果たす．血小板の量的・質的異常により惹起される出血の予

防や治療に対して唯一信頼できる手段は血小板輸血である．そ

の供給量はここ５年間で急増しており1），高度医療に必須な血

小板輸血の需要は将来も減少することはないと予想される．し

かし，人口減少と高齢化に伴う献血者数の低下により，確保で

きる血小板製剤の絶対量の減少が予想されること，その保存期

間は日本では４日間と非常に短く厳密な保存条件が要求される

ことから，緊急時等の供給体制が極めて困難であるのが現状で

ある．さらに，核酸増幅検査の導入により血液製剤の安全性は

著しく向上したものの，未だにウイルス感染などのリスクは完

全には払拭されてはいない．不必要な輸血を減少させる努力が

払われているものの，赤血球輸血とは異なり自己血輸血の推進

が図れないため，今後の先進医療において，安定供給可能な血

小板代替物の開発は当然目指すべき方向であろう2）．
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２．血小板の止血機序
血小板は通常血管内を流動している．しかし，血管損傷部位

に露出した内皮下組織，特にコラーゲンを認識すると，直ちに

血小板の接着が起こる．血小板の膜表面には，コラーゲンやそ

れに結合したフォンビレブランド因子（VWF）を認識する受容

体がある．高血流条件下では，血小板膜糖蛋白質Ib（GPIb）が

VWFを介したコラーゲンとの相互作用によって血小板が接着

し，ローリング速度が緩やかになる3）．次いで，コラーゲン受

容体であるGPIa/IIa（α2β1インテグリン）やGPVIがコラーゲ
ンと直接結合して強固に粘着する4，5）．更には，接着や粘着の刺

激が細胞内に伝わり，複雑なシグナル伝達経路を経て血小板膜

糖蛋白質GPIIb/IIIa（αIbβ3インテグリン）が“折れ曲がり状

態”から“立ち上がり状態”へと高次構造が変化し（活性化），

血漿蛋白質であるフィブリノーゲンやVWFを介した血小板凝

集（一次凝集）が起こる6）．同時に，細胞内シグナル伝達によ

って血小板の形態が変化して偽足を出して伸展すると共に，血

小板内の濃染顆粒が開放小管系と膜融合して血小板活性化因子

であるセロトニン，アデノシン5
,
-二リン酸（ADP）等が放出さ

れ，ポジティブフィードバックによって血小板の活性化が亢進

する．さらにα顆粒からフィブリノーゲン，VWF，フィブロネ
クチン等を放出，同時にP-セレクチンが血小板表面に発現し，

血小板あるいは白血球をも巻き込んだネットワークを形成して

血小板凝集（二次凝集，ここまで一次止血と呼ぶ）を促す7）．最

後にトロンボキサンA2の放出や血小板表面に凝固系の活性に

必要な場（ホスファチジルセリン）が提供され，血漿中の凝固

系が活性化されて最終的にはフィブリノーゲンがフィブリン塊

となって止血（二次止血）が完了する．このように血小板の止

血機構は，接着，粘着，凝集，形態変化，顆粒の放出，血液凝

固因子の活性化など，巧妙かつ複雑に制御された多段階の反応

が動的に連動しているため，これらの機能を全て模倣した人工

系の構築は非現実的と思われる．

３．従来の血小板代替物の研究動向
血小板代替物は，血小板自体を加工した血小板由来産物と血

小板以外の成分から成る人工産物の２種類に大別される．前者

の研究開発の歴史は古く，1950年代より米国にて始まり，例え

ば，ホルマリン固定を施した凍結乾燥血小板（StasixTM）8）やヒト

血小板を凍結融解にて破壊後加熱処理した粉末製剤（Infusible

Platelet Membrane: IPM）9）がこれにあたる．膜表面のGPIbは

インタクトであるため，それを介したVWFとの相互作用によ

り出血部位への特異的集積性を有し，その表面上で凝固因子を

活性化させトロンビン生成を助長する働きがあるとされている．

IPMは他の血小板代替物に先駆けて臨床試験を実施した．フェ

ーズII試験では，5×104/μL以下の血小板減少患者40例のうち

27例（65%）で出血症状を改善させた10）．しかし，フェーズIII

試験の後，理由は公表されないまま開発は中断されている．後

者の血小板代替物（人工産物）の研究は，フィブリノーゲンを

吸着させたラテックスビーズがADP刺激させた活性化血小板

と迅速に反応することをCollerら11）が1980年に報告したことに

始まる．その後，ヒト赤血球にフィブリノーゲン12）やその一部

の結合サイトであるRGD 13）を固相化した例が報告され，血小

板の凝集反応を媒介するリガンドの固相化により残存血小板の

凝集能を増強する実例となった．1999年にはLeviら14）により，

フィブリノーゲンを吸着させた粒子径約３μmのアルブミンマ

イクロカプセル（SynthocyteTM）が開発され，血小板減少ウサ

ギの出血時間を顕著に短縮させる効果を詳細に報告した．しか

し上述の研究例は，ヒト血液由来の成分を全てあるいは一部で

構成された血小板代替物であり，ウイルス感染等のリスクは残

存している．そのような背景の下，近年，完全人工系の血小板

代替物の開発に注力され始めてきている．例えば，2009年に

Bertramらは，RGDペプチドを結合させた乳酸-グリコール酸

共重合体から成る粒子径約350nmのナノ粒子を開発した．この

RGDナノ粒子は大腿動脈出血モデルにおいて未投与系と比較し

て出血時間を大幅に短縮させることを実証している15）．さらに

ごく最近，Ravikumarらは，VWFやコラーゲンを認識する合

成ペプチドあるいはRGDペプチド等，数種類のペプチドをリポ

ソーム１粒子に結合させた血小板代替物を提案し，静脈や動脈

に相当するいずれの血流条件下においても in vitro出血部位モ

デル基板上を特異的に認識できるリポソームであることを明ら

かにしている16，17）．

４．血小板代替物の開発戦略
我が国では，慶應義塾大学医学部 池田康夫教授（現早稲田大

学大学院 先進理工学研究科 生命医科学専攻）並びに慶応義塾

大学医学部 輸血細胞療法センター 半田誠教授を研究代表者と

した厚生労働科学研究費の補助を受け，感染の危険性がなく長

期間保存可能な完全人工系の血小板代替物の創製を目指し，世

界に先駆けて開発，提案してきた18－20）．具体的には，血小板が

粘着・凝集する分子機序に着目し，コラーゲン，VWFあるいは

活性化血小板表面を認識できる分子をナノ構造体表面に担持で

きれば，出血部位へ特異的に集積して血栓形成を誘導する起点

となり，集積したナノ構造体が出血部位を充填する効果が期待

できるとの発想から，極めて単純な血小板代替物を設計した．

特に著者らは，2003年以降，活性化血小板に対する認識部位と

してフィブリノーゲンγ鎖C末端に存在するドデカペプチド

（HHLGGAKQAGDV: H12）を担持させた生体投与可能なナノ

構造体（球状ナノ粒子やナノシート）の開発に絞り込み，それ

らの止血効果に関する知見を集積してきた（Figure 1）．次節

以降，認識部位としてH12を選定した経緯とそれを結合させた

ナノ構造体の作製法や止血能評価の結果を紹介する．

４.１.  認識部位としてのH12
血漿蛋白質であるフィブリノーゲンは，粘着して活性化した

血小板間を繋ぐ架橋剤の役目を果たす．従来報告されてきたよ

うに，フィブリノーゲンを結合させた粒子は減少した残存血小

板の凝集を補助する効果が期待できる11，12，14）．実際，血小板数を

正常値の５分の１程度に調節した血小板減少モデル血液にフィ

ブリノーゲンを結合させたアルブミンナノ粒子（製造法の詳細は
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後述）を添加し，出血部位を模倣したコラーゲン固相化基板上を

流動させたところ，ナノ粒子の添加量の増大と共に流動血小板

の粘着数が増大したことから，アルブミンナノ粒子は血小板凝

集増強効果を発現することを再現できた21）．しかしながら，フ

ィブリノーゲン自体は4℃で保存すると凝集する非常に扱いに

くい蛋白質であると共に22），水溶液中では速やかに失活するこ

とも判明し21），製剤としての安定性が担保できないと判断した．

フィブリノーゲンのγ鎖C末端の400-411番目に存在するドデ

カペプチド（H12），α鎖の95-98あるいは572-575番目に存在す
るテトラペプチド（RGDS，RGDF）の３ヵ所が，活性化GPIIb/

IIIaに対する結合サイトとして知られている23，24）．そこで，H12

とRGDを認識部位の候補に挙げ，モデルキャリアとしてラテッ

クスビーズを使用して両者の機能を比較した25）．血小板減少モ

デル血液中（2.0×104/μL，正常の10分の１）にH12あるいは

RGD結合ラテックスビーズを添加し，コラーゲン基板に対する

血小板の凝集挙動を観察したところ，ペプチド未結合系と比較

して，両者とも血小板凝集を約２倍程度促進させた．さらに，

実験終了後の基板を走査電子顕微鏡にて観察したところ，コラ

ーゲン基板上にまず血小板が粘着した後にH12あるいはRGD結

合体が結合し，これを巻き込むようにして血小板が凝集してい

る様子が確認できた．この結果は，認識部位としてフィブリノ

ーゲンの代わりにその機能ペプチドを用いても，血小板凝集を

促進させる能力は保持できることを意味する．

次いで，未活性化血小板に対する両ペプチド結合体の認識能

をフローサイトメトリーにて評価した．RGD結合体では僅かで

はあるが未活性化血小板に非特異的にも吸着することが判明し

た25）．これは，血流中で未活性血小板と反応し病的血栓を惹起

させる可能性を示唆している．しかし，H12結合体では未活性

化血小板とは一切反応しなかった25）．さらに，H12結合体と未

活性化血小板を混合してもその活性化（GPIIb/IIIa活性化やP-

セレクチンの発現）を惹起させないことも確認できている25）．

従って，ナノ構造体にH12を結合させることで，出血部位に粘

着した活性化血小板にのみ特異的に集積する能力を付与できる

と判断し，血小板代替物の認識部位としてH12を選定するに至

った．

４.２.  生体投与可能な球状ナノ構造体の調製と機能評価
４.２.１.  アルブミンナノ粒子，リポソームの調製
ヒト血清アルブミンは，5g/dLと血漿中で最も多く存在する

蛋白質であり，コロイド浸透圧の調節や，栄養物や代謝物など

の運搬を担っている．これを利用した微粒子（例えば，アルブ

ミン大凝集体，アルブミンマイクロスフェア，アルブミンマイ

クロカプセルなど）は生体適合性・生分解性を有するため，既

に1950年代から静注用製剤として血管造影剤，超音波診断用増

感剤や徐放性薬物担体などに臨床使用されている．しかし，こ

れらのアルブミン粒子は，高温加熱処理を施すスプレードライ

法や有機溶媒による不可逆な変性あるいは界面活性剤や架橋剤

を用いるため，粒子径の制御や添加物の除去操作が煩雑であっ

た26）．そこで我々は，遺伝子組換えヒト血清アルブミン（rHSA）

をマクロモノマーと見なし，ジスルフィド縮合重合を誘起させ

てアルブミンナノ粒子を調製する方法を確立した27）．これは

rHSA水溶液のpHと温度を制御するだけでナノ粒子を調製でき

るクリーンな方法であり，親水性の表面を持つナノ粒子となる

（Figure 2左図）．アルブミンナノ粒子表面にH12を結合させる

方法は，架橋剤を利用した表面修飾技術を用いれば達成できる．

ここではナノ粒子の血中滞留性を鑑みて，片末端にN-ヒドロキ

シスクシンイミド基，もう片末端にマレイミド基を有する二官

能性ポリエチレングリコール（PEG）誘導体を導入している28，29）．

まず，前者がアルブミンナノ粒子表面のリジン残基のアミノ基と

反応し，マレイミド基含有PEGが粒子表面に固定される．遠心

分離にて洗浄後，システイン残基をN末端に導入したH12を混

合するだけで，H12がマレイミド基を介して定量的に結合する．

他方，リン脂質を水中に分散させると自発的に集合し，多重

層のリポソームが形成する30）．これを孔径の異なるフィルター

に順次透過させるエクストルージョン法を利用すると，粒子径

と被覆層数の制御が可能となる（Figure 2右図）．一般的にリ

ポソームには次の長所が挙げられる．①膜成分であるリン脂質

やコレステロールは生体適合性や生分解性に優れる，②水溶性

や脂溶性の低分子薬物，蛋白質や遺伝子などの高分子を内水相

あるいは膜内に封入できる，③粒径や脂質組成により血中滞留

時間や体内動態を調節できる31），④リポソームの表面に蛋白質

やペプチドを担持させて特定部位への指向性や集積性（ターゲ

ティング）を付与できる32－34）．我々は，グルタミン酸に炭素数

18のアシル鎖を２本結合させた合成脂質（Glu2C18）に，PEG

鎖を介してH12を結合させたH12-PEG-Glu2C18を独自に合成し

た35）．これをDPPC・コレステロールを主成分とする粒径250nm

程度のリポソームに導入し，人工系血小板代替物として開発し

てきた．さらにリポソームの止血効果を増強させるために，内

水相に血小板凝集を惹起させるアデノシン5
,
-二リン酸（ADP）

Figure 1 Strategy for the development of platelet substitutes.
Biocompatible nanostructures（spherical nanoparticles and
nanosheets）carrying fibrinogen γ-chain dodecapeptide（H12）
specifically accumulate toward activated platelets on the
vascular injury, which are filled up by virtue of own mass of
nanostructures. 
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を封入している点も新規である36）．次項ではリポソームの評価

結果に絞って解説する．

４.２.２.  機能評価
設計したH12-リポソームが出血部位に対して特異的に集積す

ることが必須条件であり，この実証実験を試みた．リポソーム

を可視化するために，水溶性造影剤であるイオパミドールを内

包させたH12-リポソームを調製した37）．これをWister系雄性

ラットに投与し，投与５分後に尾静脈に沿って１cmの傷をつ

け，出血が止まるまで生理食塩水に浸漬させた（Figure 3a）．

実験小動物用X線コンピュータ断層撮影法（eXplore Locus CT

system，GEヘルスケア社製）を用いて出血部位周辺を撮影し

たところ，出血部位に対応する領域が白く造影された（Figure

3b）．その断面図（Figure 3c）や３D像（Figure 3d）もそれを

支持した．他方，H12未結合のイオパミドール内包リポソーム

群（Figure 3e, f）やイオパミドール水溶液投与群（Figure 3g,

h）では造影されなかった．従って，H12-リポソームが出血部

位に対して特異的に集積することを in vivo試験で実証できた．

続いて，止血能を増幅させるためにADPを内水相に封入した

リポソーム（H12-（ADP）-リポソーム）を調製し，その放出特性

を検討した36）．まず，H12を担持させていない（ADP）リポソー

ムを多血小板血漿に添加した後（Figure 4，実線矢印），コラー

ゲン（f.c. 0.4μg/mL）にて血小板凝集を惹起させ（破線矢印），

その透過率変化を血小板凝集計にて計測した．Figure 4A（i）に

示すように，コラーゲン添加から約１分後に血小板形態変化に

伴う緩やかな透過率の減少が見られ，その後安定な血小板凝集

が惹起するコラーゲン凝集特有の透過率曲線を描いた．この時

の最大透過率は42±5%であり，コントロールリポソーム（H12未

結合且つADP未内包）と同等であったことから，本リポソーム

は血小板凝集に何ら寄与しない．次に，ADPを内包させていな

いH12-リポソームでの最大透過率は49±6%となり，僅かに増

大した（Figure 4A（ii））．これは，リポソーム表面のH12によっ

て血小板と多点結合し，血小板凝集塊形成を促進させた効果と

考えられる．最後に，H12-（ADP）-リポソームを添加して同様に

評価した．Figure 4A（iii）に示すように，コラーゲン添加直後

から透過率の上昇が見られ，最大透過率は65±6%に到達した．

コラーゲンを添加しなければ血小板凝集は全く起こらないこと

から（Figure 4A（iv）），血小板凝集の刺激を受けてH12-（ADP）-

リポソームからADPが放出されたことを示唆する興味深い結果

である．次いで，測定終了後の血小板凝集塊を電子顕微鏡にて

観察した．リポソームを検出するために，ウサギ由来抗H12抗

体と抗ウサギIgGを結合させた金コロイドによる免疫染色法を

利用してリポソームを識別できるように工夫した．Figure 4Bの

矢印で示すように，血小板間に多数のリポソームが存在してお

り，その形状は球状ではなく変形しているように思われる．従

Figure 2 Schematic images and electron micrographs of spherical
nanoparticles. Left and right images show albumin nanoparticles
and liposomes, respectively.

Figure 3 Specific accumulation of H12-liposomes containing a water-soluble
contrast dye, iopamidol, at the injury site in the tail vein as
visualized by an eXplore Locus CT system.（a）Photo of rat tail
with a 1-cm-long incision at the tail vein.（b）CT image of H12-
（iopamidol）-liposome accumulation.（c）Cross-sectional image of
（b）.（d）Three-dimensional CT image of（b）.（e）CT image of
（iopamidol）-liposome infusion.（f）Cross-sectional CT image of
（e）.（g）CT image of iopamidol solution infusion.（h）Cross-sectional
CT image of（g）. Arrows show accumulation points of H12-
（iopamidol）-liposomes.（Cited and partially modified from
reference 37）



って，H12-（ADP）-リポソームは，H12を介して多点結合して血

小板凝集塊に巻き込まれ，その際に血小板凝集内で受ける物理

的な刺激によって変形してADPを放出することで血小板凝集

を顕著に促進させるリポソームと言える（Figure 4C）38）．これ

は，ドラッグデリバリーとコントロールドリリースを同時に実

現させた薬物運搬体としての可能性を秘める新しい知見である．

最後に，H12-（ADP）-リポソームの in vivo止血能評価の結果

をまとめる36）．まず，ニュージーランドホワイトウサギに抗が

ん剤のブスルファンを30mg/kgを２回に分けて投与すると，

その副作用によって，投与15日後には血小板数のみが正常ウサ

ギ（血小板数: 37±8×104/μL）の15分の１程度（血小板数：

2.4±1.3×104/μL）まで再現性よく減少する重篤な血小板減少

症モデルウサギを作製することができる．このウサギの耳にメ

スで６mmの長さに切傷し，生理食塩水中に浸し出血が止まる

までの時間（出血時間）を測定したところ1695±197秒となり，

正常ウサギのそれ（112±24秒）と比較して約15倍も延長した

（Figure 5）．まず，30分前に予めウサギ血小板を輸血したとこ

ろ，投与量依存的に血小板数が増大する．結果として出血時間

を顕著に短縮させることができ，血小板輸血の効果を再確認し

た．そこで，血小板輸血の代わりにH12-（ADP）-リポソームを投

与したところ，出血時間が投与量依存的に有意に短縮され，か

つ血小板輸血に匹敵する程の止血効果が発現した（Figure 5）．

これは，H12によってリポソームが特異的に出血部位に集積

し，内包したADPが効率よくその場で放出されて安定な血小

板凝集塊を形成させたためと考えられる．現在のところ，H12-

（ADP）-リポソームを投与しても，血球成分，血液凝固系には

何ら影響しないことを確認しているが36），今後は，臨床試験を

見据えながらナノ粒子の安全性に関するより詳細な知見を集積

する必要があると考えられる．
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Figure 4（A）Aggregation measurement in platelet-rich plasma（［platelet］
= 2.0×105/μL）obtained from healthy volunteer in response to
collagen in the presence of（ADP）-liposomes（i）, H12-liposomes
（ii）, H12-（ADP）-liposomes（iii）, or in the presence of H12-
（ADP）-liposomes alone（iv）. Traces are representative data
obtained from at least three independent experiments. Solid and
dot arrows indicate the time of liposome（lipid concentration: fc,
0.20mg/mL）and collagen（fc, 0.4μg/mL administration, respectively.
（B）Electron micrograph of the platelet aggregates involving the
H12-（ADP）-liposomes. The vesicles detected by colloidal gold
for H12 were distributed on the platelet surface and between
adherent platelets（arrows）.（C）Schematic image of mechanism
of ADP release from liposomes into platelet aggregates.（Cited
and partially modified from reference 36 and 38）

Figure 5 Hemostatic effects of administration of platelet concentrates and
H12-（ADP）-liposomes on ear bleeding time in thrombocytopenic
rabbit models（white column）.○, platelet count in rabbits; ●,
platelet count 30min after administration of platelet concentrate.
＊P<0.05 vs. saline group.（Cited and partially modified from
reference 36）
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４．３．生体投与可能なシート状ナノ構造体の調製と機能
評価

４.３.１. ナノシートの調製
従来の生体投与可能なナノ構造体は上述のような球状粒子が

常識であったが，果たしてこの形状が最適な構造であろうか．

例えば，赤血球は両面中央部が凹んだ直径約８μmの円盤状，

血小板は直径３μm程度の円盤状を呈している．ナノ構造体を

製造する立場から鑑みると，球状粒子を作るのが最も簡単な方

法である．これは，脂質や高分子（蛋白質を含む）の疎水性相

互作用を利用した分子集合を考慮した際，球状に集合した方が

熱力学的に安定であるためである．もし円盤状など種々の形状

を有するナノ構造体を構築することができれば，表裏面が存在

し, 標的部位に対して広い接触面積を提供できるという球状形

態にはない性質が期待できる．さらに，その大きさ，膜厚，表

裏面の修飾状態などが制御できるため，生体投与可能な新しい

ナノ構造体として提案できる．

半導体技術を革新的に発展させたのは，任意の形状や大きさ

のサブマイクロ・ナノスケールのパターンを精密に基板上に描

画するフォトリソグラフィーと呼ばれる技術である．最近我々

は，この技術に着目して生体投与可能なナノシートを基板上で

作製し，かつ剥離させて分散液を得る技術を確立した39－41）．こ

れは，既存の基板上のボトムアップ型ナノテクノロジーを分散

系とする発想であり，Figure 6Aや7Aに図示したような４工

程でナノシート分散体を作製する手法を提案している39）．まず，

①紫外線フォトリソグラフィー加工技術と自己組織化単分子膜

形成技術を用いて疎水性マイクロパターン基板を作製する．こ

の時のパターンの形状と大きさは，用いるフォトマスクによっ

て任意に制御できる．次いで，②マイクロパターン基板の疎水

性領域を鋳型とし，ナノシートの原料となるナノ粒子（蛋白質

も含む）を疎水性相互作用にて選択的に吸着させて，③化学的

あるいは物理的に２次元架橋させてシート化させる．最後に，

④界面活性剤を用いて基板から剥離，あるいは水溶性高分子か

ら成る支持膜にナノシートを転写させて水中で支持膜を溶解さ

せて分散体を得る，という簡便な方法である．ナノシート表面

に認識部位を結合させる方法はナノシートの分散体を得てから

でもよいし，基板上にナノシートを吸着させた状態で結合させ

てもよい．後者の方法を採用すれば，ナノシートの裏面に対し

て表面とは別の認識部位を結合させることも可能となる．ナノ

シートの原料は，蛋白質などの生体高分子や生分解性高分子か

ら成るナノ粒子など，疎水性パターン上に疎水性相互作用で選

択的に吸着できることが要件である．これまでに，アルブミン40）

や代表的な生分解性高分子である乳酸-グリコール酸共重合体

（PLGA）41）のナノ粒子から成るナノシートの調製に成功してい

る．以下にこれらを紹介する．

（1）アルブミンナノシート40）

ナノシートの原料となるナノ粒子として，生体適合性・生分

解性を有するヒト血清アルブミンの遺伝子組換え体（rHSA）に

着目した．rHSAは等電点（p I = 4.9）付近では見かけの電荷が

ゼロに近づく．この付近のpHに調整したローダミン標識rHSA

の水溶液を疎水性マイクロパターン基板に浸漬させると，rHSA

はパターン（オクタデシルトリメトキシシラン：ODS）上に選

Figure 6（A）Preparation of free-standing albumin-nanosheets on the patterned octadecyltrimethoxysilane self-assembled monolayer
region（ODS-SAM）.（B）（i）Observation of SH bound rHSA adsorbed onto the patterned ODS-SAM using fluorescent
microscope.（ii）Observation of the free-standing rHSA-nanosheets（arrows）detached from the patterned ODS-SAM and（iii）
the 90°rotation image of（ii）using confocal laser fluorescent microscope.（Cited and partially modified from reference 40）
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択的に吸着するようになる（Figure 6B（i））．この時，吸着した

rHSA同士の電荷反発が低下しているため，rHSA間の疎水性

相互作用が増大して互いに密に吸着する．この吸着機構を基に

逆の発想に転換すれば，疎水性相互作用で吸着しているrHSA

は，例えばラウリルエーテルのような界面活性剤を作用させる

と基板から簡便に脱着可能となる．次いで，吸着したrHSA間

を２次元的に架橋させてシート化させるために，適当なスペー

サー長を持つ架橋剤スクシンイミジル6［3
,
-（2-ピリジルジチオ）

プロピオアミド］ヘキサネートを予め結合させ，その還元によ

ってチオール基を露出させた（rHSA１分子あたり約7.4分子の

チオール基を導入）．チオール基導入後もrHSAはODSパター

ン上に選択的に吸着した．その後，酸化触媒として作用する銅

（II）イオンを含む緩衝液中に浸漬させると，チオール基の酸化

が速やかに進行してrHSA間のジスルフィド結合が生起する．

実際，ラウリルエーテルを作用させて基板から剥離させ共焦点

顕微鏡にて観察したところ，Figure 6B（ii），（iii）に示すように

パターン通りの形状を保持したアルブミンナノシートが得られ，

rHSA間の２次元架橋が均一に進行したことが明らかとなった．

さらに原子間力顕微鏡にて膜厚を測定したところ，ナノシート

の膜厚は約4.5 nmと見積もられ，これはrHSA単分子の大きさ

に相当した42）．従って，得られたアルブミンナノシートは，現

在報告されている自己支持性ナノシートの中でも最も薄い膜厚

であり，高い柔軟性を呈していることも特筆すべき点である．

（2）PLGAナノシート41）

次に生分解性高分子のPLGAから成るナノ粒子を用いた方法

を紹介する．今回，ナノシート表面にH12を結合させるために，

アミノ基を有するキトサンを含むポリビニルアルコール（PVA）

水溶液を乳化剤としたO/W型エマルジョン法を採用して，

PLGAナノ粒子（粒径：164±26nm）を調製した．血小板とほ

ぼ同等の大きさのナノシートを調製するために直径３μmのデ

ィスク状のODSパターンを描いた．シート化には粒子間の２次

元架橋が必須であり，それを達成するにはまずPLGAナノ粒子

を疎水性ODSパターン上に高密度に配列させなければならない．

そこで，ODSパターン領域以外は2-メチル［（ポリエチレンオキ

シ）プロピル］トリクロロシラン（mPEO）で修飾した基板にし

て，ナノ粒子の非特異的吸着を完全に抑制できるよう工夫した

（Figure 7A）．さらに，PLGAナノ粒子をODSパターン上に吸

着させるために，粒子のゼータ電位がほぼゼロとなるpHに調

整したリン酸緩衝液（pH7.0）にナノ粒子を分散させた．この

条件の下，我々は，PLGAナノ粒子分散液（1×1012/mL）を基

板上に滴下して窒素ガスで吹流して吸着させるドライパターニ

ング法と超純水洗浄を10回繰返すことで，ODSパターン上のみ

にナノ粒子を高密度に配列させる技術を確立した（Figure 7B

（i），（ii））．次いで，シート化させるために粒子間の２次元架橋

法を検討した．最近我々は，ポリスチレン粒子をそのガラス転

移温度（Tg）付近（110℃）に加熱すると隣接する粒子同士が

形状を維持した状態で２次元的に熱融合する現象43）を採用し，

PLGAナノ粒子（Tg：58.8℃）を選択的に吸着させた基板を60℃

で２分間加熱するだけでナノシート化することに成功している．

Figure 7Aに示すように，水溶性高分子のPVA水溶液を基板上

にキャストし乾燥させると，ピンセットにて簡便に剥離できる

Figure 7（A）Preparation of free-standing H12-conjugaed nanosheets composed of poly（DL-lactide-co-glycolide）（PLGA）using a
patterned ODS-SAM on a SiO2 substrate.（B）（i）SEM image of the PLGA nanoparticles adsorbed specifically onto the
disk-patterned ODS-SAM.（ii）Magnified SEM image of（i）.（iii）SEM image of the free-standing PLGA nanosheets
（arrows）.（Cited and partially modified from reference 41）
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程の柔軟かつ強靭な透明支持膜が得られる．興味深いことに，

基板上のPLGAナノシートは全てPVA支持膜側に完全に転写

されていた．この現象は，PLGAナノシートとODS間の疎水性

相互作用は乾燥時には働かずにファンデルワールス力のみとな

る一方，ナノシートとPVA支持膜間には静電的相互作用や水素

結合が付加されて結合が強まり，結果としてナノシートはPVA

支持膜側に完全に転写されたためと説明できる．あとは，得ら

れたPVA支持膜を水溶液中で溶解させれば，パターン通りの直

径３μmのディスク状を保持したPLGAナノシート分散液を得

ることができる（Figure 7B（iii））．この時，ナノシートの膜厚

はPLGAナノ粒子の粒径に依存するので約140-180nmである．

PLGAナノシート表面にH12を結合させる方法は，架橋剤を

利用したナノ粒子の表面修飾技術（4 . 2 . 1項を参照）を用いれ

ば達成できる．ここでも，片末端にN-ヒドロキシスクシンイミ

ド基，もう片末端にマレイミド基を有する二官能性PEG誘導

体を架橋剤として使用している（Figure 7A）．未反応のH12を

高速液体クロマトグラフィーにて検出しH12の仕込み量から逆

算することで，H12はナノシート1枚当たり6.1×10 5分子結合

した計算となった．ナノシート１枚の平均表面積（14.9μm2）

からH12結合密度に換算すれば4.1×104分子/μm2と見積もら

れ，止血能を発現したナノ粒子のH12結合密度とほぼ同程度に

制御している．

４.３.２.  機能評価
本項では，H12-PLGAナノシートに絞って紹介する41）．上述

通り，我々は血小板とほぼ同等の大きさ（直径３μm）のディ

スク状で膜厚を約160 nmに制御したPLGAナノシートを調製

することに成功した．そこで，4.3 .項の冒頭で記述したリサー

チクエスチョン「従来の生体投与可能なナノ構造体は球状粒子

が常識であるが，果たしてこの形状が最適な構造であろうか？」

に対する実験を計画した．具体的には，構造体の形状（ナノシ

ート vs. 球状粒子）と活性化血小板に対する粘着挙動の相違を

比較した．そのため，比較対照群として，PLGAナノシートの

平均表面積（１枚：14.9μm2）とほぼ同等の表面積となるPLGA

マイクロ粒子（粒径：約2.2μm，表面積：15.2μm2）をO/Wエ

マルジョン法で予め調製した．この時，H12結合密度も同等と

なるよう制御した．

血小板減少モデル血液中（2.0×104/μL，正常の10分の１）

にDiOC18にて蛍光標識したH12-PLGAマイクロ粒子を添加し，

コラーゲン基板に対する粒子の粘着挙動を観察した．Figure 8A

に示すように，H12未結合体では基板にほとんど粘着しなかっ

たが，H12-PLGAマイクロ粒子は顕著に粘着したことから，特

異的に粘着血小板に粘着することを確認した．その時の粘着速

度は7.7±1.3/mm2/sと算出された（Figure 8A）．そこで，マイ

クロ粒子の代わりにH12-PLGAナノシートを添加したところ，

同様にコラーゲン基板に特異的に粘着した．興味深いことに，

その粘着速度は14.5±2.3/mm2/sと算出され，マイクロ粒子と

比較して約２倍増大する結果が得られた（Figure 8A）．これは，

PLGAナノシートはシート状構造であるために壁面近傍（コラ

ーゲン）を流動しやすく，さらに広い接触面積を提供できるた

めに粘着力が増大したためと考えられる．さらに，流動後の基

板を走査型電子顕微鏡で観察すると，広い接触面積を有するナ

ノシートは，ナノ粒子添加系と比較して血小板凝集を２次元方

向に促進させる足場になることが明らかとなった（Figure 8B）．

従って，ナノ構造体の形状は止血効果の重要なパラメータとな

ることを実証した．今後は，より高い止血効果を発現するナノ

シートの大きさ，膜厚を詳細に検討しながら，大量調製法を確

立していく計画を立てている．

Figure 8（A）Adhesive rates of the H12-PLGA nanosheets and H12-
PLGA microparticles in the thrombocytopenic blood toward
the collagen-immobilized surface at a shear rate of 150 s－1. Solid
or open columns show H12-conjugates or non-conjugates,
respectively. Count of platelets and the H12-PLGA nanosheets
or H12-PLGA microparticles was 2.0×104/μL. ＊P<0.05 for
H12-PLGA nanosheets or H12-PLGA microparticles group vs.
PBS group, and †P<0.05 for H12-PLGA nanosheets group vs.
H12-PLGA microparticles group.（B）SEM images of platelet
thrombi involving H12-PLGA microparticles and H12-PLGA
nanosheets, respectively. Arrows in the SEM images indicate
microparticles and nanosheets.（Cited and partially modified
from reference 41）



５．将来展望と今後の課題
血小板代替物の研究開発を期待するニーズが高いにも関わら

ず，未だ実用化には至っていない．しかし，我々のグループで

は，血小板減少動物モデルを用いた止血効果に関する知見が確

実に得られており，完全人工系の血小板代替物の設計方針の妥

当性は実証された．そして，海外の研究グループも完全人工型

血小板代替物の開発に移行してきている．今後は，ナノ構造体

の形状に関する知見を集約していきながら，ナノ構造体の最適

化並びに安全性試験を行うことは勿論のこと，ナノ構造体を巻

込んだ血栓の線溶系に及ぼす影響，反復投与に対する代謝系，

細網内皮系，免疫系に及ぼす影響や抗原性の検討を詳細に行う

予定である．同時に，臨床試験に向けた適応法（出血の予防な

のか，治療なのか）を明確にし，臨床試験のプロトコールを作

成していく計画を立てている．現在では，バイオテクノロジー

やオプトエレクトロニクスの進歩により血小板やナノ構造体の

動的機能に関する多くの情報が短期間に蓄積できるため，この

情報を基に新しいナノ構造体の製剤化技術の改良に繋げること

も可能であろう．近い将来に実用可能な血小板代替物が創製さ

れるであろうし，それに限らずドラッグデリバリーシステムの

基盤技術の発展にも貢献することにもなるであろう．
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和文抄録
本稿では一過性脳虚血モデルラットにおける脳機能障害としての行動変容を探索し，その脳機能障害に対するナノカプセル型人

工酸素運搬体であるTRM-645（TRM）の効果を検討した我々の研究成果を中心に概説する．一過性脳虚血（脳虚血再灌流）モデ

ルラットには，両側総頚動脈を閉塞した2-血管閉塞（2VO）ならびに2VOの処置に加えて両側椎骨動脈を永久閉塞した4-血管閉塞

（4VO）モデルを用いて評価した．2VOモデルラットは高架式十字迷路試験において不安惹起行動が認められ，この行動変容は脳

虚血中に投与したTRMによって改善された．また，2VOによって海馬内組織酸素分圧（PtO2）は低下したが，TRMによってその

PtO2の低下は抑制された．これらのことから，2VOによる不安惹起行動に対するTRMの改善機序のひとつとして，2VOによる低

灌流状態において，側副血行路を介した酸素供給がTRMによって図られたことが推察される．一方，4VOモデルラットは文脈的

恐怖条件付け試験において長期記憶障害が認められ，この行動変容もTRMによって改善された．さらに文脈的恐怖条件付け試験

後の海馬CA1領域におけるリン酸化cAMP response element binding protein（CREB）の発現は減少しており，この変化はTRM

によって有意に改善した．また，海馬内PtO2においてTRMは脳虚血中の著明なPtO2の低下に対して影響を及ぼさなかったが，脳

虚血後に観察された過酸素状態に対して有意な抑制効果が認められた．これらのことから，4VOによる長期記憶障害ならびに海馬

におけるリン酸化CREBの発現減少に対するTRMの改善作用は，TRMが脳虚血直後に認められる海馬内の過酸素状態を正常化す

ることによって発現することが示唆された．以上の研究成果から，2VOによる不安惹起行動および4VOによる長期記憶障害に対す

るTRMの脳保護効果が明らかとなった．また，TRMは一過性脳虚血による異常な脳内酸素動態を正常化することによって，虚血

性脳機能障害の改善作用を発現することが示唆された．さらに，TRMを含むナノカプセル型人工酸素運搬体は脳虚血性疾患に対

する酸素治療という臨床応用ならびに急性脳梗塞の治療薬としての可能性が期待された．

Abstract
Liposome-encapsulated hemoglobin has been developed as a blood substitute. In spite of its size（1/30－1/40 of erythrocytes）,

liposome-encapsulated hemoglobin has an oxygen-carrying capacity comparable to erythrocytes. Thus, liposome-encapsulated

hemoglobin is expected to carry oxygen into vital organs via collateral routes during ischemia induced by vascular embolism. In

the present review, we introduced the therapeutic effects of TRM-645（TRM: hemoglobin concentration of 6g/dl: 2.5 or 5ml/kg）,

a liposome-encapsulated hemoglobin, on brain dysfunctions in rats after transient cerebral ischemia. We investigated effects of

TRM in rats treated with two-vessel occlusion（2VO）which was induced by 10-min clamping of bilateral common carotid arteries

and with four-vessel occlusion（4VO）which was prepared by bilaterally occluding the vertebral arteries and common carotid

arteries, as transient cerebral ischemic models. Saline or TRM（5ml/kg）was administered via the tail vein immediately after

ischemic insult. In rats treated with 2VO, formation of long-term potentiation（LTP）in the hippocampus was markedly impaired

and the open arm durations in the elevated plus-maze decreased significantly 4 days after 2VO, compared to those of sham-
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operated rats, suggesting the hippocampal synaptic dysfunction and anxiogenic properties in 2VO rats. TRM restored the

hippocampal LTP formation and normalized the anxiety-related behavior. TRM also improved the decreased tissue oxygen partial

pressure in the 2VO rat hippocampus, possibly due to oxygen delivery to ischemic regions. In rats treated with 4VO, the freezing

rate was significantly decreased in the contextual fear conditioning（CFC）test. Phosphorylation of the cyclic AMP response

element-binding protein（CREB）in the hippocampal CA1 region after the CFC test was attenuated. These 4VO-induced

impairments were significantly alleviated by the administration of TRM（5ml/kg, i.v.）during occlusion. Moreover, TRM did not

alter hippocampal blood flow and tissue oxygen pressure during 4VO, but it did suppress hyperoxia after ischemia－reperfusion.

These findings suggest that TRM, an artificial oxygen carrier, could be a novel therapeutic agent for brain dysfunction after

transient cerebral ischemia. Firthermore, liposome-encapsulated hemoglobin including TRM might have therapeutic potentials for

protecting the brain from neurological complications associated with acute ischemic stroke, as a promising blood substitute for

oxygen therapy.

Keywords

一過性脳虚血，脳機能障害，不安惹起行動，長期記憶障害，人工酸素運搬体

１．はじめに
脳の重量は体重の２％程度であるが，脳の消費エネルギーは

総消費エネルギーの約18%を占めている．この脳へのエネルギ

ーや酸素は脳血流を介して供給され，また脳血流は老廃物や不

要物を排出するといった重要な役割を担っている．したがって，

脳血流が遮断されて血液が脳細胞に供給されなくなると脳は機

能不全となることは周知の事実である．一方，虚血性脳疾患の

治療においては，可能な限り早期に虚血領域の血流を再開させ

ること，虚血再開通直後に生じる活性酸素などのフリーラジカ

ル産生を抑制することが，脳機能障害後遺症を軽減する上で重

要である．現在，脳梗塞における急性期治療として，2009年脳

卒中治療ガイドラインにおいて，発症後３時間以内の脳梗塞に

対しては，外科的処置やrt-PA（Recombinant tissue plasminogen

activator）による血流再建が有効とされている1）．しかしなが

ら治療可能時間（Therapeutic time window）は発症３時間に

限定され，その治療可能時間を越える梗塞に対しては血流再開

が施されても再灌流障害（Reperfusion injury）を引き起こし，

症状を悪化させる恐れがあることが知られている2）．この再灌

流障害は腫脹とフリーラジカルによってペナンブラと呼ばれる

脳梗塞周辺部に壊死を誘発すると考えられており，これを阻止

することが重要な脳梗塞治療の課題となっている．そのため，

発症後24時間以内にフリーラジカル除去能を有するエダラボン

の投与が有効であるとされている3）．このように，現在の急性

期脳梗塞に対する治療ターゲットは，梗塞による血流遮断の改

善と再灌流時に発生する増悪イベント抑制の２点にあるが，こ

れに対する治療戦略は適応範囲が狭く，有効性も満足できるも

のではないために，さらなる治療薬・治療法の開発が急務であ

る．

臓器移植などの高度先進医療や交通事故による外傷などの増

加に伴い，輸血医療の重要性が増加している．また，少子・高

齢化等による供血者の減少から，輸血用血液の将来的な不足が

見込まれている．さらに，多くの国々では十分な輸血前の血液

検査が行われず，病原性ウィルスの混入など輸血用血液の安全

性が担保されていないのが現状である．このような社会的要求

を背景に，安定的な血液供給と輸血による感染症などの有害作

用を防止するために，“人工酸素運搬体”の開発が続けられて

いる4）．現在開発中の人工酸素運搬体は，非生体材料を用いた

有機フッ素化合物であるパーフルオロケミカル類，生体材料を

用いた無細胞性ヘモグロビン（Hb）製剤と細胞性Hb製剤に大

別される．無細胞性Hb製剤については，初期の未修飾Hb製剤

でα鎖-β鎖間が血中で解離し腎臓より排泄されるため，血漿中

の滞在時間が短く腎機能を障害する欠点があった5, 6）．また，Hb

が一酸化窒素（NO）を捕捉して消去するため，血圧の上昇，血

小板の凝集や消化管の収縮による腹痛などの副作用が指摘され

てきた7, 8）．現在では，これら副作用の軽減を図るためにHbβ

鎖のSH基にNO供与能を付与した製剤9）など未修飾Hbに化学

修飾を加えた無細胞性Hb製剤の開発が行われ，一部の製剤に

ついては海外で臨床試験の段階にある．一方，Hbをリポソー

ムで封入した細胞性Hb製剤は，Hbが直接血管壁に接触する事

がなく，NO消去に伴う上述の副次作用を防止することができ

る．また，リポソームの大きさを調節することによって血中の

滞在時間を長くすることが可能である10, 11）．これらの人工酸素

運搬体は，これまで「人工赤血球である輸血代替物」として開

発されてきたが，新たに人工心肺充填液や移植臓器の保存液な

ど虚血組織への“酸素供給療法” という観点から臨床応用の

可能性が注目されるようになってきた．

以上の背景をもとに本稿では，テルモ株式会社が創製したナ

ノカプセル型人工酸素運搬体であるTRM-645の効果について，

一過性脳虚血のモデルとして２-血管閉塞（2VO）12）および4-血

管閉塞（4VO）13）モデルラットを用いて，これらの一過性脳虚血

モデルラットに認められる脳機能障害を指標に検討した我々の

研究成果を中心に概説する．なお，紙面の都合上，実験方法等

の詳細については，本総説のもとになった我々の既報論文12, 13）

をご確認頂きたい．

２．ナノカプセル型人工酸素運搬体TRM-645の製剤的特徴
テルモ株式会社が創製したナノカプセル型人工酸素運搬体で

あるTRM-645（TRM）は，期限切れ輸血製剤由来の精製ヒト



ヘモグロビンをリポソームに封入させたリポソーム化ヘモグロ

ビン（p50 = 35.9 mmHg，製剤中ヘモグロビン濃度：６%）で

ある14）．このTRMは，生体適合性の向上や粒子の凝集を避ける

ために，表面がポリエチレングリコールによって修飾されてい

る．また，TRMの粒子径は約200nmで赤血球の1/30～1/40

であるため，赤血球が通過できない組織においても酸素供給が

可能となる．さらにウィルスフリーであり，ヘモグロビン精製

工程により抗原性を排除しているため，血液型に依存しない有

用性が確認されている14）．

３．一過性脳虚血モデルラットの脳機能障害と人工酸素運搬体
３-１．一過性脳虚血モデルラットの作製について12, 13）

10～15週齢のWistar系雄性ラットを使用した．4VOラット

はPulsinelliらの方法15）に準じて作製した．ペントバルビタール

（40mg/kg, i.p.）麻酔下に両側椎骨動脈を電気的に永久焼灼し，

７日後に１％ハロタン吸入麻酔下に両側総頚動脈をクレンメに

て30分間閉塞した後に血流を再開通させた．2VOラットには

両側総頚動脈10分間閉塞のみを施行した．術中は，低体温効果

による虚血保護作用を避けるために，体温をヒートパットにて

37±0.5℃（直腸温）に維持した．両側椎骨動脈の永久焼灼に

加えて両側総頚動脈に偽手術（Sham operation: Sham）を，あ

るいは両側総頚動脈にのみ偽手術を施行したSham群を，4VO

群あるいは2VO群それぞれの対照群とした．

３-２．２-血管閉塞モデルラットが示す脳機能障害に対する人工

酸素運搬体の効果12）

１）2VOラットにおける電気生理学的検討

海馬は虚血に対して脆弱な脳領域の一つである．Moriら

（1998）は，10分間の両側総頸動脈の血流遮断（2VO）によっ

て，高頻度刺激後の海馬歯状回での長期増強現象（long-term

potentiation: LTP）が障害されることを報告している16）．これ

までの研究からLTPは，学習・記憶に関連した電気生理学的基

盤と考えられてきた17）．この一過性脳虚血による海馬でのLTP

形成障害の病態生理学的意義については未だ不明の点が多い

が，虚血再灌流による脳機能障害の指標の一つとして有用であ

ると考えられている18）．そこで，2VOラットの海馬歯状回にて

認められるLTP形成障害を指標に，TRMの効果を電気生理学

的に検討した．

TRMを2.5ml/kgにて投与した2VO群においてLTPの形成

は認められたが，溶媒を投与した2VO群との間に有意差は認

められなかった（Fig. 1）．しかしながら，TRMを5ml/kgにて

投与した2VO群では，溶媒投与群と比較して有意なLTP形成

を認め，一過性脳虚血によるLTP形成障害に対して改善効果

が認められた（Fig. 1）．本検討と並行して実施した2VOラット

脳の組織学的検討において，ニッスル染色およびニュートラル

レッド染色による組織学的変化を光学顕微鏡下に観察したとこ

ろ，海馬歯状回およびCA1領域での明らかな細胞脱落は認めら

れなかった16, 19）．

２）2VOラットにおける行動薬理学的検討

海馬は扁桃体を含む辺縁系と共に情動調節に重要な役割を果

たしている脳部位である20, 21）．また，情動ストレスによって海

馬のLTP形成が障害されることが報告されている22）．ヒトの脳

梗塞後にも抑うつや不安などの情動変化が高率に生じることが

報告されている23）ことから，一過性脳虚血後による海馬シナプ

ス伝達の障害は，不安などの情動変化と関連している可能性も

考えられている．これらを背景に，生得的な不安水準の評価試

験である高架式十字迷路（EPM）試験24）を用いて2VOラット

の不安関連行動について評価し，その行動変容に対するTRM

の効果を行動薬理学的に検討した．
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Fig. 1. 脳虚血-再灌流による海馬歯状回LTP障害に対するTRM-645の効果
Ａ）高頻度刺激時の海馬歯状回における誘発集合電位の経時的変化（高頻度刺激時の誘発集合電位を100％とした．）（Ｂ）グラ
フAにおける高頻度刺激後の曲線下面積（AUC） ＊p<0.05 vs Sham群，#p<0.05 vs Saline群（文献12から改変引用）
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200 luxの照明強度条件下において，Sham群と2VO群との間

に差はなかったが，2VO群においてオープンアーム滞在時間の

わずかな減少傾向が観察され，不安惹起状態である可能性が推

察された．そこで，Sham群のオープンアーム滞在時間を増加

させる条件である暗条件下の20 luxの照明強度においてさらに

検討を進めたところ，2VO群に有意なオープンアーム滞在時間

の減少が認められ，明らかな不安惹起が観察された（Fig. 2）．

この2VOラットに認められた不安関連行動に対するTRMの効

果を検討したところ，Salineを投与した2VO群が示すオープン

アーム滞在時間の短縮は，TRM（5ml/kg, i.v.）を投与した

2VO群において有意に改善された（Fig. 2）．

３）2VOラットにおける脳血行動態学的検討

前頭皮質血流量は，両側頸動脈の10分間閉塞により，前値の

約40％まで低下したが，血管閉塞解除後は一時的な過灌流状

態を示した（Fig. 3A）．この虚血中の血流低下あるいは再開通

後の過灌流状態に対してTRMは影響を及ぼさなかった．一方，

海馬内組織酸素分圧を検討したところ，2VOによって海馬にお

ける酸素分圧は低下し，その酸素分圧の低下はTRMによって

抑制された（Fig. 3B）．

３-３．4-血管閉塞モデルラットが示す脳機能障害に対する人工

酸素運搬体の効果13）

1）4VOラットにおける行動薬理学的検討

4VOラットが示す行動変容について，①短期記憶をY字迷路

（Y-maze）試験，②自発運動量をオープンフィールド（OF）

試験，③生得的な不安水準をEPM試験，④恐怖記憶（記憶に

依存した不安水準）／長期記憶を文脈的恐怖条件付け（CFC）

試験によって探索し，その行動変容に対するTRMの効果を行

動薬理学的に検討した．

虚血後7日目から行動解析したY-maze試験，OF試験および

EPM試験において，Sham群と4VOを処置したSaline投与群と

の間に変化は認められなかった．また，いずれのTRM（5ml/

kg, i.v.）の投与群においても有意な変化は認められなかった．

しかしながらCFC試験においてのみ長期記憶障害（すくみ行

動の発現低下）と考えられる行動変容が4VO群に観察された

（Fig. 4）．この4VO群に認められる長期記憶障害は，TRMを投

与した4VO群において改善効果が認められた（Fig. 4）．

２）4VOラットにおける組織化学的検討

虚血脆弱性を有すると考えられている海馬CA1領域を中心に

ニッスル染色による4VOラットの組織学的変化を光学顕微鏡

下に観察した．海馬CA1，CA3領域，歯状回，扁桃体基底外

側核，第二次体性感覚皮質での明らかな細胞脱落は認められな

かった．

神経活動マーカーの指標の一つとして用いられるリン酸化

cAMP response element binding protein（CREB）に対する免

疫陽性細胞は，CFC試験後に海馬CA1領域で発現することが

Fig. 3. 2VOラットにおける脳虚血-再灌流後の局所脳血流および脳内酸素分
圧変化に対するTRM-645の効果

（Ａ）レーザードップラー血流系を用いた皮質前頭前野における局所
脳血流量の変化．（Ｂ）酸素電極法を用いた海馬歯状回における組
織酸素分圧の変化．（いずれも虚血開始時の値を100％とした変化率
にて表示した．）＊p < 0.05 vs Control群（文献12から改変引用）

Fig. 2. 脳虚血-再灌流後による不安関連行動に対するTRM-645の効果
暗条件下にて実施した高架式十字迷路試験における2VOラットの不
安関連行動とTRM-645の効果．オープンアーム滞在時間の多寡は生
得的な不安水準の指標となる（10分間の測定におけるオープンアー
ム滞在時間の割合％）．＊p<0.05 vs Sham群，#p<0.05 vs Saline群

（文献12から改変引用）



知られている25, 26）．海馬CA1領域における4VO群のリン酸化

CREB免疫陽性細胞は，Sham群と比較して有意に減少してい

た（Fig. 5, 6）．また，他の海馬歯状回，海馬CA3領域，第二次

体性感覚皮質，扁桃体基底外側核では虚血による変化はなかっ

た（Fig. 6）．さらに，4VOによる海馬CA1領域におけるリン酸

化CREB免疫陽性細胞の発現減少は，TRMの投与によって有

意に改善した（Fig. 5, 6）．

３）4VOラットにおける脳血行動態および循環動態学的検討

4VOを処置したラットの海馬内血流量において，虚血中の著

明な血流量の低下が観察されたが，この4VOによる血流低下に

対してTRMによる変化はなかった（Fig. 7A）．また，海馬内組

織酸素分圧において，TRMは虚血中の著明な酸素分圧の低下

に対して変化を示さなかったが，虚血後に観察された過酸素状

態に対して有意に抑制効果が認められた（Fig. 7B）．一方，大
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Fig. 5. 背側海馬領域におけるリン酸化CREB免疫陽性細胞の発現に対する
TRM-645の効果
海馬CA1領域を含む背側海馬領域における抗リン酸化CREB抗体
を用いた免疫組織科学的検討の典型例．（文献13から改変引用）

Fig. 6. 脳内リン酸化CREB免疫陽性細胞の発現に対するTRM-645の効果
背側海馬領域における抗リン酸化CREB抗体を用いた免疫組織科学
的検討．免疫陽性細胞の計測はデンシメトリービデオ画像解析によ
って定量した．
CA1：海馬CA1領域，CA3：海馬CA3領域，DG：歯状回，SSC2：第
二次体性感覚皮質，BLA：扁桃体基底外側核．＊p<0.05 vs Sham群，
#p<0.05 vs Saline群（文献13から改変引用）

Fig. 7. 4VOラットにおける海馬領域の脳血行動態に対するTRM-645の効
果

（Ａ）レーザードップラー血流系を用いた局所脳血流量の変化．（Ｂ）
酸素電極法を用いた脳内組織酸素分圧の変化．（いずれも虚血開始
時の値を100％とした変化率にて表示した．）＊p<0.05 vs Saline群，
NS：有意差無し．（文献13から改変引用）

Fig. 4. 4VOラットにおける長期記憶障害に対するTRM-645の効果
文脈的恐怖条件付け試験における4VOラットの長期記憶障害とTRM-
645の効果．すくみ行動発現率の多寡は長期記憶･恐怖記憶の指標と
なる（15分間の測定におけるすくみ行動発現率の割合％）．＊p<0.05
vs Sham群，#p<0.05 vs Saline群（文献13から改変引用）
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腿動脈圧について，虚血中および虚血後において有意な変化は

無かったが，虚血30分から60分後までTRM投与群において動

脈圧の軽度な上昇が観察された．また心拍数について，TRM投

与群において虚血中に低下傾向が観察されたが，虚血中および

虚血後において有意な変化は無かった．TRM投与群の大腿動

脈圧ならびに心拍数に軽度の変化が認められたことから，intact

ラットに対してTRMの効果を検討したところ，いずれの指標

においても有意な変化は認められなかった．

４．一過性脳虚血モデルラットの脳機能障害に対する人工
酸素運搬体の保護効果とその作用機序

４-１．２-血管閉塞モデルラットが示す情動機能障害に対する人

工酸素運搬体の改善機序12）

2VOモデルラットを用いた検討においては，人工酸素運搬体

の脳虚血疾患急性期への応用の可能性を追究するために，海馬

歯状回でのLTP形成とEPM試験における不安関連行動を指標

として，一過性脳虚血後の脳機能障害に対するTRMの効果につ

いて検討した．TRMの投与用量については，あらかじめ2.5ml/kg

から30ml/kgまでの用量負荷実験を行った（データ未掲載）．

その結果，2.5ml/kgと5ml/kgでは脳組織酸素分圧は投与前値

より高値を示したが，それ以上の投与量では，むしろ脳組織酸

素分圧が低下することが明らかとなった．これは代償可能範囲

を超えた過剰な前負荷によって，心機能障害が生じたことによ

ると考えられた．これに対して，TRM 2.5ml/kgと5ml/kgは，

心循環系に与える影響も少ないことから，適切な投与用量であ

ると判断した．

海馬歯状回のLTP形成は，2VO群では有意に障害されたが，

TRMの投与によって改善された．この結果は，TRMが遅発的

な脳機能障害を改善したことを示しており，TRMが一過性不

完全脳虚血による脳血流の低下に伴った脳組織酸素分圧の低下

を代償できる十分な酸素供給能を有していることが推察される．

EPM試験による不安関連行動の評価においても，2VOの処置

によって生じた不安惹起様行動は，TRMによって改善された．

これは，電気生理学的検討の結果と一致するものであり，虚血

中のTRMの処置によって海馬での神経伝達が正常に維持され

たことを示唆している．事実，2VOラットの脳血流はTRMあ

るいはSalineを投与しても，対照群と同様に前値の40～50%ま

で低下するが，虚血中の脳組織酸素分圧の低下については，

TRMの投与によって抑制され，対照群より有意に高値を維持

した．すなわち，TRMによって脳組織酸素分圧が高く維持で

きたのは，単なる輸液効果によるものではなく，TRMの有す

る酸素供給能によるものであることが示された．TRMは，そ

の直径が約200nmで赤血球のおよそ30分の1である14）．そのた

め，赤血球が通過できない微細な側副経路を通過して虚血領域

に到達し，酸素を供給し得たのではないかと推測される．

リポソーム封入型人工酸素運搬体については，再灌流後の活

性酸素を含むフリーラジカルをリポソーム内に閉じこめ，結果

的にフリーラジカル除去作用を示す可能性が報告されている27）．

本研究においても，TRMを投与した2VO群の脳組織酸素分圧

の経時的変化に関しては，2VO処置のみの群に認められるよう

な再灌流直後の脳組織酸素分圧の過剰な上昇28）は認められず，

TRMが再灌流後の細胞傷害性についても保護的に作用してい

る可能性がある．実際，TRMによるLTP形成障害の改善効果

は，虚血中のみならず，再灌流直後あるいは24時間後にTRM

5ml/kgを投与することによっても得られている．この効果は

同様の評価系において，虚血後に投与したフリーラジカル消去

薬エダラボンの効果29）に匹敵するものであった．虚血24時間後

では，まだ遅発性の脳機能障害は進行性であり，LTP形成障害

も虚血４日目に比較して軽度である．この時期にTRMを投与

することによって，虚血状態にある脳組織に酸素を供与し，脳

機能障害の進行を抑制する可能性も考えられる．この点につい

ては，時間依存性を含めたさらなる検討が必要である．

以上のことから，2VOによる海馬LTP形成障害ならびに不

安惹起行動に対するTRMの改善機序のひとつとして，2VOに

よる脳血流の低下状態にTRMを投与したことによる側副血行

路を介した酸素供給が図られたことが推察される．

４-２．４-血管閉塞モデルラットが示す認知機能障害に対する

人工酸素運搬体の改善機序13）

4VO処置はOF試験における自発運動量に影響を与えなかっ

た．脳虚血再灌流後１日目に自発運動量は最も顕著に増加し，

その後減少して，５-７日目には脳虚血再灌流群と対照群との差

はなくなることが報告されている30, 31）．本検討ではOF試験を脳

虚血再灌流８日後に施行したことから，脳虚血再灌流処置によ

り自発運動量に影響を及ぼさなかったことは上述の過去の報告

と一致する．したがって，4VOによるその他の行動変化は自発

運動量の多寡によるものではないと考えられる．

Y-maze試験では，4VOによる自発交替行動の変化は観測さ

れなかった．自発交替行動は短期記憶を反映していると考えら

れており32, 33），Y-maze試験における本結果は4VO処置が短期

記憶に影響を与えないことを示唆する．

臨床研究において，一過性脳梗塞は認知障害のみならず，脳

梗塞の生存者中において約20-30%に神経精神学的な合併症とし

て不安障害を発症することが報告されている34, 35）．しかしなが

ら，EPM試験における本検討では，4VOによるラットの不安

関連行動は変化がなかった．Bantsieleらも4VOによるEPM試

験での不安関連行動に変化がないことを報告している36）．一方

で，上述したように我々は4VO処置の30分よりも緩和な総頸

動脈閉塞10分間の2VO処置によってEPM試験での不安惹起様

行動を誘発することを見出している12）．これらの知見から，不

安障害の発症は虚血の条件に依存する可能性が示唆されるが，

脳虚血と不安障害の関係についてはさらなる研究が必要である．

4VOによる一過性脳虚血は，CFC試験でのFreezing発現率

を減少させた．CFC試験は記憶の神経基盤を研究する上で広く

用いられている行動評価試験である．この試験において，恐怖

行動の表出時に認められるFreezingは学習・記憶の指標として

用いられている37, 38）．したがって，CFC試験における4VOによ

るFreezing発現率の減少は，特に長期記憶障害を反映している

と考えられる．この4VOにて誘発されたFreezingの減少は，虚
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血中のTRM投与によってその他の試験での行動に変化を与え

ることなく抑制された．これらの結果から，4VOによるCFC

試験でのFreezingの減少は，不安や恐怖と関連のない長期記

憶障害である可能性が考えられる．さらに，TRMは他の行動

試験において行動異常を引き起こすことなく，虚血再灌流後の

長期記憶障害を改善する可能性がある．したがって，TRMは

“酸素運搬薬”として脳梗塞などの脳虚血再灌流障害への新た

な治療アプローチになる可能性があると考えられる．

本検討にて使用した4VOラットでは，認知機能に加えて，

海馬CA1領域におけるCREBのリン酸化も障害されていた．

転写因子の一つであるCREBはProtein kinase AやCalcium/

calmodulin-dependent kinase IVなどのCREBに対するリン酸

化酵素によってserine 133がリン酸化されることにより活性化

される39, 40）．このCREBのリン酸化は，CREBによって制御さ

れる遺伝子転写の活性化に必須段階であるとされている41, 42）．

このように，CREBのリン酸化は遺伝子発現依存的な記憶過程

における脳の活性化部位を同定するためのマーカーとなること

が知られている25, 26）．さらに，最近の研究において，恐怖記憶

の想起には強化と消去の２つの過程があることが示されており，

これらの２つの過程はCREBのリン酸化に続く新たな遺伝子発

現に依存して発現する43）．さらに，海馬におけるタンパク合成

が記憶の強化過程において必須であることが示されている44）．

すなわち，CFC試験後に認められるCREBのリン酸化が4VO

によって抑制されたことは，記憶過程に必須である海馬の神経

回路網の障害を示唆する．4VOによるFreezing発現の抑制は，

いかなる記憶の過程に障害を受けたのかは未だ明らかではない

が，記憶の獲得と強化の両過程，もしくはその一方が障害され

た結果であると推測される．この4VOによる海馬CA1領域で

のCREBリン酸化の障害に対して，TRMは抑制効果を示した．

この結果は，TRMが脳虚血再灌流により誘発される海馬の神経

回路網の障害を改善する脳保護効果を有することを示唆する．

同時にこの脳内機序は，4VOによる長期記憶障害に対するTRM

の改善効果と密接な関連性があると推察される．

4VOを処置したラットの大腿動脈圧ならびに心拍数について

は，虚血中および虚血後において有意な変化は無かった．海馬

内血流量に関しては虚血中の著明な血流量の低下に対してTRM

投与による変化はなかった．海馬内組織酸素分圧に関して，

TRMは虚血中の著明な酸素分圧の低下に対して変化を示さな

かったが，虚血後に観察された過酸素状態に対して抑制効果が

認められた．MCAOモデルラット45）ならびに我々の報告であ

る2VOラット12）を用いた報告では，TRMが虚血領域に酸素を

運搬することが示されているが，この矛盾はおそらく脳虚血モ

デルの違いによるものであると考えられる．これらの知見と

4VOモデルによって得られた結果を考え合わせると，TRMは

酸素供給以外のメカニズムを介して脳保護効果を発現すること

が示唆される．すなわち，脳虚血再灌流後の海馬機能障害にお

けるTRMの改善効果には次の２つのメカニズムが存在すると

考えられる．① 脳虚血再灌流後に観測された海馬内の過酸素

状態をTRMによって回避できる可能性，② 脳虚血再灌流時に

産生されて神経細胞傷害を引き起こすと考えられている活性酸

素種などをTRMが除去する可能性27）が指摘される．さらなる

詳細な研究が必要ではあるが，TRMによる脳虚血再灌流後の

過酸素状態の正常化および活性酸素種などの神経細胞傷害性分

子の除去能，もしくはそれらの一方が本検討で観察された脳虚

血による機能障害に対するTRMの脳保護効果の作用メカニズ

ムであると考えられる．

以上の研究成果から，TRMの4VOによる記憶障害に対する

改善効果（脳保護効果）が明らかとなった．また，行動薬理学

的検討にて見出された4VOによる長期記憶障害に対するTRM

の改善作用は，一過性脳虚血による海馬CA1領域におけるリン

酸化CREBの発現減少を抑制すること，さらにTRMが脳虚血

直後に認められる海馬内の過酸素状態を正常化することによっ

て発現する可能性が示唆された．

Fig. 8に一過性脳虚血モデルラットを用いた脳機能障害と

TRMの効果について追究した我々のこれまでの研究成果をま

とめた．

５．“酸素運搬薬”としての人工酸素運搬体の応用
これまでに，人工酸素運搬体は脳虚血もしくは急性出血にお

ける後遺症に対して保護的な作用を示すことが報告されている．

例えば，人工酸素運搬体は，ラットの中大脳動脈閉塞（MCAO:

Middle cerebral artery occlusion）モデル46, 47），もしくは霊長類

のMCAOモデル48）における梗塞層の拡大に対して抑制的に作

用することやラットにおける血液希釈による致死率や代謝性ア

シドーシスの発症を抑制することが報告されている49）．しかし

ながら，脳虚血再灌流後の認知機能障害に対する人工酸素運搬

体の効果は未だ明らかにされていない．現在，人工酸素運搬体

による梗塞領域への酸素供給能は未だ論議中であるが，基礎研

Fig. 8. 一過性脳虚血による脳機能障害に対するTRM-645の効果
rCBF：局所脳血流量，PtO2：脳内組織酸素分圧，エダラボン: ラジ
カル消去薬，ROS：活性酸素種，RNS：活性窒素種，VEGF：血管内
皮細胞増殖因子，bFGF：塩基性線維芽細胞増殖因子，NOS：一酸化
窒素合成酵素，LTP：長期増強現象，CFC：恐怖条件付け
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究において人工酸素運搬体はラットの血中酸素含有量を上昇さ

せたとの報告がある46）．しかしながら，陽電子放射断層撮影

（PET: Positron emission tomography）を用いた研究において，

ラジオアイソトープで標識した人工酸素運搬体をMCAOモデ

ルラットに投与すると，大脳皮質ではその放射活性が観測され

たが，虚血中心部では観測されなかった45）．したがって，人工

酸素運搬体の梗塞領域における酸素供給能に着目して，人工酸

素運搬体の脳虚血再灌流障害に対する脳保護効果のメカニズム

を明らかにすることは急務である．近年開発されたリポソーム

封入型のヘモグロビン製剤は，これまでの研究から，虚血組織

へも十分な酸素供給能を有する可能性があり50），急性期の虚血

性血管疾患に対する酸素治療薬としての有用性が期待されてい

る．我々も2VOおよび4VOラットといった２種類の一過性脳

虚血モデルにおいて，上述したような人工酸素運搬体の脳虚血

再灌流障害に対する脳保護効果を確認した12, 13）．このように人

工酸素運搬体は，酸素運搬“役”としてのみならず，酸素運搬

“薬”として利用できる可能性が考えられた．

６．おわりに
以上の研究成果から，2VOによる不安惹起行動および4VO

による記憶障害に対するTRMの改善効果（脳保護効果）が明

らかとなった．また，TRMは一過性脳虚血による異常な脳内

酸素動態を正常化することによって，虚血性脳機能障害の改善

作用を発現することが示唆された．さらに，TRMを含むナノ

カプセル型人工酸素運搬体は代替輸血用製剤の有望な候補とし

てのみならず，脳虚血性疾患に対する酸素治療という臨床応用

ならびに急性脳梗塞の治療薬としての可能性が期待される．
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和文抄録
輸血医療は外傷外科と同様，戦場の負傷者の救命を目的として戦争とともに進歩してきた側面がある．しかしながら輸血には，

未知の感染や血液型不適合，使用期限などの人血固有の課題が残されている．また，少子高齢化が進めば十分な供血力を将来も維

持していくことは容易でない．我が国は南北に細長く山地の多い国土を有し，地震などの大規模災害による同時多数の負傷者へ対

応を平素から備えておくことは重要である．生命維持に不可欠な血液の最も重要な機能は体内の酸素運搬であり，この機能を代償

する人工酸素運搬体，すなわち人工血液の開発が望まれる．この人工血液は供血者に依存することなく長期保存も可能であるため，

突然にしかも大量の輸血が求められる緊急事態において救命の一助としての有用性が期待される．本稿では過去の歴史を振り返り，

危機管理の視点からみた輸血用血液準備の重要性と人工血液開発の意義について述べる．

Abstract
Clinical practice of blood transfusion developed along with military medicine including first aid technique and trauma treatment

during the past wars. The blood transfusion replenished reduced circulating blood volume in wounded soldiers and saved their

life. There are some specific problems, however, associated with the blood transfusion practice, such as risk of infection of unknown

pathogen, incompatibility to blood type and limited storage period. In Japan, decreasing in blood donation might be realized in

the future, because of increase in aging population and decrease in birth rate. Furthermore we have special geographical

characteristics in Japan that are long and narrow lands from the North to South and are covered most with mountainous area it

would suspect obstructiveness for transportation and treatment of casualties in a large disaster. Thus it should be necessary to

have always certain provision against such situation. From the above reasons, development of artificial blood, namely artificial

oxygen carrier, which has crucial role as a mean of oxygen delivery system in the body has been expected. The artificial blood

could be stored without any special preservation devices and just on shelf for a long time after its preparation and also could be

used immediately for life-saving in emergency case that requires massive blood transfusion. This paper describes the potential

significance of the artificial blood from the view point of crisis management, looking back upon the history of blood transfusion.

Keywords

transfusion, artificial blood, blood substitute, crisis management, military medicine, war
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1．はじめに
人類の英知である医学は，戦争や大災害などの未曽有の危機

から人命を守るという先人たちの弛まぬ努力の成果である．特

に多数の負傷者が発生する戦時においては「兵士の救命＝人的

戦闘力の維持」すなわち戦争の勝敗に直結するため，国家の命

運を賭けて時代の先端医学が惜しみなく投入された．20世紀は

二度にわたる世界大戦，その後の幾多の紛争が勃発し無数の尊

い人命が失われた．一方でこのような数々の武力衝突を経て医
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学が進歩した事も遺憾ではあるが事実である1）．とりわけ大量

出血患者に対しては輸血治療という最も有効な手段を得ること

ができた．我が国では常に地震や風水害等の自然災害が発生し，

また鉄道・航空機事故やエネルギープラント災害，地下鉄サリ

ン事件のような化学剤テロに至るまで多岐にわたる人為的な災

害も経験してきた．このことから過去の教訓を学びつつ，緊急

事態を想定し多数の人命を救うための対策が必要である．そこ

で，これまでの危機的状況下に求められた血液確保のための取

り組みを振り返りつつ，輸血に関する諸問題を補完できる可能

性を秘めた人工血液への期待について危機管理の視点から考察

したい．

２．血液先史時代
血液に対する人々の認識は文明の発達とともに変遷してきた．

古代ギリシア文学のオデュッセイアには英雄オデュッセウスが生

け贄の子羊の新鮮血を用いて降霊の儀式を行うくだりがある2）．

紀元前ローマ帝国の兵士たちは死亡した剣闘士や闘牛の血液を

強壮飲料にしていた3）．ローマ教皇インノケンティウス８世は

若返り目的に少年の血液を飲用したとも伝えられている．この

ような「血＝神聖で活力の源」というイメージがその後の宗教

文化や吸血鬼伝説に影響を及ぼしたと想像される．我が国でも

同様の伝承が存在する．歌舞伎の「八重桐廓噺」では割腹自殺

した夫の血を飲んで神通力を得た妻の八重桐が山姥に化し故郷

の深山で男児を出産する．そしてその子はやがて強力無双の勇

者である坂田の金時，すなわち金太郎となる．このように洋の

東西を問わず古代の人々は，血液は生命の根源であり神秘性の

象徴として捉えていた．

血液に対する科学的な理解は，17世紀初頭英国のWilliam

Harveyの血液循環説に始まった．「動物では心臓の拍動によっ

て血液が全身を循環し，出血すれば循環血液量が減少し死に至

る」という画期的な報告だった．そして血液補充による救命の

可能性，すなわち輸血の探究が始まった．

３．輸血学の起こり
初めての輸血は17世紀後半にフランス国王ルイ14世の侍医

であるJ.B.Denysによって，ガレノスの四体液説に基づく精神

安定作用を目的に子羊の血液が輸血された．しかし患者は異種

輸血による激しい溶血性の副作用を起こして死亡した．教会か

ら輸血禁止令が出され輸血は危険という認識がしばらく定着し

た4）．1825年，出産後の弛緩出血に悩んでいた英国の産科医

James Blundellは10名の患者に人血輸血（同種輸血）を行い５

名が生存した事を報告した5）．彼の試みは再び輸血に対する人々

の関心を誘い多くの医師が輸血を試みた．1875年Landoisは，

当時の輸血症例を供血者と受血者の血管吻合術による輸血と注

射器具を用いた輸血に分類してそれぞれの効果を比較したが，

いずれの方法も粗雑な手技のため高い死亡率であったと報告

した6）．1900年，オーストリアのLandsteinerがヒトの血液型

（Ａ・Ｂ・Ｏ型）を発見するとマッチングにより安全性が向上

し輸血の普及が進んだ 7）．

４．第一次世界大戦と輸血の進歩
戦争の歴史上，最初に輸血が行われたのは南北戦争であった．

しかし極めて限定的な使用で本格的な輸血が試みられたのは

1914年に始まった第一次世界大戦以降である8）．従来は刀剣や

単発小銃を用いた短期決戦型の戦闘であった．しかし第一次世

界大戦からは，土木工事を施して造った塹壕に新たに発明され

た機関銃を設置した強固な防御陣地が盛んに造られた．これら

塹壕を利用した戦闘の結果，事態は膠着し長期戦化した．更に

技術革新によって開発された戦車や航空機という大型兵器も戦

場に投入された．このように野戦築城技術と近代化兵器を組み

合わせた新しい戦法で著しい数の負傷者が発生した．戦闘によ

る死者は900万人を超え，相当数の兵士が大量出血で死亡した

と考えられる．第一次世界大戦でどの程度の輸血が行われたか

は記録上定かでない．前線で治療に従事した英国軍医の記録に

よると，前方の野戦病院では輸血用血液が不足し出血大量によ

る死亡が相次いだ．“hemorrhage is the greatest enemy of the

surgeon”と当時を回顧しているのは特筆に値する．更に興味

深いことに同記録では輸血による救命例も紹介している．砲弾

破裂による両足の複雑骨折で受傷後半日を経過した兵士が運

ばれて来た．皮膚は蒼白で体温は冷たく意識も低下．直ちに

Kimpton Tubeを用いて500 cc輸血を実施．その後下腿切断術

を行い術後経過良好にて６日後退院したとのことである．とこ

ろがこのような成功例は一部であって止血処置が容易でない胸

腹部の負傷は致命的であった9）．兵士の損耗は継戦能力に影響

するため，負傷者の治療に必要な血液の確保は大きな課題であ

った．第一次世界大戦以前は血液が凝固しないうちに輸血を行

うことが必要で，このために患者と供血者を両隣に並べて処置

をしていた．また血液を介した梅毒感染が問題となりスクリー

ニング検査を行う必要があった．このことから採取した血液を

次に使用するまで凝固しないまま保存できる手立てが求められ

た．第一次世界大戦開始当初，それまで凝固阻止に使われてい

たヒル（蛭）から抽出されたヒルジンの毒性が判明した．そし

て同時期にクエン酸ソーダにブドウ糖を加えた新たな抗凝固剤

が開発され最大３週間の保存を可能にした．抗凝固剤と冷蔵庫

という二大成果のおかげで時間的余裕をもった輸血が可能とな

った．その後1936年に始まったスペイン戦争でこの新たな抗

凝固剤入り血液の輸血を試みたところ，その有効性が実証され

た．これと伴に副作用発現や保存血液の品質劣化などに関する

研究も進み，その成果は第二次世界大戦に引き継がれた10）．

ところで本邦では，東京大学の塩田廣重博士，九州大学の後

藤七郎博士らが第一次世界大戦中の欧州で輸血を学ぶ機会を得

ていた．後藤は大学教官でありながら陸軍軍医でもあった．帰

国後の1919年，塩田は子宮筋腫の貧血症に対して輸血を行い，

これが本邦初めてとされている．また後藤は輸血を併用して膿

胸手術を成功させ，両者は我が国の輸血医療の先駆者として多

大な貢献をした11）．尚，塩田は1930年の浜口雄幸首相襲撃事件

の際に輸血用器具と血液型判定試薬を携行して事件現場に駆け

つけ，居合わせた首相の親族を供血者にして輸血を行った．そ

の結果，瀕死の首相を病院まで搬送し手術を行うことができた．



この事件は大きく報道され輸血に対する人々の興味を引くこと

となった．

前述のように，第一次世界大戦では抗凝固剤の有効性が確認

され保存血液による輸血が普及した．そこで多くの健常者から

採血を行って大量の血液を常時保存するための方策が各国で始

まり，いわゆる血液銀行の創設へと展開した12）．ソ連では1926

年にモスクワ市に輸血のための中央組織が創設され以後全土に

拡大した．1935年には２万２千例，1940年には20万例の供血数

に増えた．ソ連は隣国フィンランドとの国境紛争やドイツの国

力増強に備えて国家主導の輸血体制を整備したと考えられる13）．

1936年，同国のYudinらが成人屍体の血液を人体に輸血したこ

とを報告した．彼らは，犬を用いた動物実験で効果を検証し，

繊維素溶解現象により抗凝固剤を必要としない死体血は，細菌

感染症や悪性腫瘍例を除けば輸血使用可能と判断していた14）．

来る大戦を意識し，血液銀行だけによる供給能力の限界を予測

して様々な手段を講じて血液確保を検討していた国内事情が推

察される．

実用化までには至らなかったが本邦でも死体血輸血例が存在

する．1938年の日中戦争にて右大腿部の貫通銃創で受傷後３時

間経過し出血性ショック状態の兵士が包帯所（応急救護所）に

収容された．耳朶血を絞りだしO型と判定．傍らの頭部砲弾創

で即死後２時間経過した戦死者も同じ血液型であることが判明

した．軍医の気転で戦死者の心臓から200ｍlを採血，リンゲル

液輸液と共に死体血を輸血したところ橈骨動脈が触知された．

明らかな副反応はなく野戦病院に後送し救命し得た15）．なお，

この時軍医を補佐していた見習士官は我が国の心臓外科学の草

分けを行った榊原仟博士であった．現場軍医の着意を学術活動

として報告している点からも，当時の軍医は失血対策に高い関

心を持っていたものと推察される．昭和７年の陸軍軍医学校卒

業式での御前講演によれば，「（前略）世界大戦当時ノ経験並ビ

ニ其ノ研究ニ依リ合法的輸血ハ危険ナキノミナラズ却テ極メテ

有効ナル治療法ノ一トナリ現在ニ於テハ軍陣医学上特ニ重要ナ

ル地位ヲ占ムルニ至リ」と記録が残されている16）．出血対策を

医学上の最重要課題と位置づけ，海外での研究成果に強い関心

を寄せていたと思われる．

５．第二次世界大戦と輸血供給体制の確立
そもそも輸血用血液は使用期限があることから，使用時期や

必要量を予測した上で待機的に準備しなければならない．第二

次世界大戦前夜の各国では，第一次世界大戦の経験を踏まえて

輸血体制の整備にとりかかった．1930年代後半から英国は保存

血増量のために，供血者確保のため組織づくり，一人当たりの

採血量の検討，抗凝固剤の濃度決定や有効保存期間の設定など

の検討に入った．そしてこのような取り組みは米国にも波及し

た17）．

米国最初の血液銀行は，1936年にFantusがシカゴのCook

County Hospitalに設けた病院内輸血室から始まった．1941年

の真珠湾攻撃以降の風雲急を告げる時局の中で，国防血液計画

（Armed Services Blood Program : ASBP）が発表された．米

国内の供血量を増やすため先ず供血者の確保から始まった．サ

ンフランシスコのIrwin Blood Bankを皮切りに主要都市に採血

窓口が開設され，メディアを活用した供血者募集活動が盛んに

行われた．更に血液採取や血液型判定に従事する技術者の養成．

長距離輸送にも耐えられるディスポーザブルバッグの試作，輸

送用の保冷コンテナやそれらを搭載できる航空機の整備が行わ

れた．このような様々な試みを経て，米本土から世界各地への

グローバルな血液供給体制が確立されていった18）．1943年に英

国で新しい抗凝固保存液ACD（Acid-citrate-dextrose solution）

が開発された．従来品と比べ滅菌が可能で最短で20日，最長で

28日間の血液保存が可能となった19）．この新たな抗凝固剤は雑

菌の繁殖を抑制し血液の性状を損なうことなく保存できたので

広く普及した．最終的に米国内の採血量は1333万パイント（１

パイント＝470ｍl）にも達した．大戦末期までに米軍は世界各

地に約83万パイントの血液を輸送した20）．米本土から比較的近

い欧州に比べて，太平洋地域では血液供給が十分ではなかった．

なぜならばカバーすべき地域があまりにも広大で，しかも熱帯

地域特有の気象が影響し米本土から端末までの空輸が制限され

ることがあったからである．このため各地域で兵士から採血が

行われた（Fig.1.）．

残念なことであるが，本邦の輸血に関する状況は終戦時に関

係資料が焼失してしまい詳細は不明である．

６．朝鮮戦争と輸血の発達
大戦終結後も東西対立は深刻化し1950年に朝鮮半島で武力

衝突が発生した．３年間の戦闘による犠牲は一般市民を含めて

300万人を上回った．多数の兵士を投入した人海戦術による地

上戦に，対地ロケット砲など大量の砲弾で地域制圧できる新型

兵器や航空爆撃も加わり，第二次大戦を超える激しい戦闘とな

った．1950年７月に米軍極東司令部は朝鮮半島向けの輸血業務

を専門に取り扱う部隊「406 th Medical General Laboratory」

を東京に設置した．同年９月には戦闘の激化により韓国内での

需要が日本からの供給を上回り，米本土から直接韓国に追加補
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Fig. 1. Blood bank established in military camp, New Guinea, 1945. Donors
are waiting outside dispensary housing.18）
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充を行った．米軍は戦争間を通じて研究チームを派遣し輸血に

関する調査を行った．具体的には，血液保存期間による効果，

大量輸血に伴う副反応などの基礎的検討から，血液の必要量の

算定や輸送手段などの運用面の検討まで行った．その結果，血

液保存期間が14日を過ぎると品質劣化が加速することが判明

した．このため比較的新鮮な血液を前方の野戦病院で，使用期

限の近い血液を後方病院で使用する基準を設け保存血液の節用

を図った．また長距離輸送のために，野外で粗雑な取り扱いを

されても破損することなく保冷できる工夫が求められた．第二

次大戦中は樽状の頑丈な食品用メタルコンテナに着目し，内部

に氷を詰めて血液ビンを保冷輸送していた（Fig.2.）．朝鮮戦争

開戦当初も第二次大戦中に使用されたものを流用していた．し

かし輸送後のコンテナ回収率が低く次の輸送に支障が生じた．

そこで軽量合板製で積上げの容易な木製コンテナが開発された．

そこへ持って故障の多かったサーモスタットも改良され冷蔵能

力が向上した．血液所要の算定に関しては，敵と味方の戦力規

模や戦闘方法に大きく影響され，ゲリラや警察活動による犠牲

者も多く，戦闘による被害予測は困難であった．大まかな試算

であるが朝鮮戦争中の米軍兵士に対する輸血実績によれば，患

者一人あたり軽症例で平均2.2単位．重症例で4.4単位が必要と

見積もられた．このデータはその後の様々な事態において血液

準備量の目安とされた21）．

７．冷戦期以降の武力衝突での輸血：輸血用血液確保の重
要性とその難しさ

砂漠地帯が主戦場の中東戦争では戦車が活躍した．まもなく

戦車を破壊するため対戦車兵器や重武装した航空機による空か

らの攻撃が編み出された．従来からの銃撃戦による外傷に加え

て，戦車戦で生じた爆発破片で受傷部位は複雑かつ重症化し，

また高熱による熱傷も合併した複合損傷が増加した22）．1973年

の第４次中東戦争では総動員で臨んだイスラエルではほとんど

の成人男性が出征し，残った女性が主な供血者となる事態に陥

った．更に悪いことに，アラブ諸国が最新鋭対空ミサイルを導

入したため，イスラエル国内から野戦病院までの空輸ができず

前線の兵士から採血せざるを得なかった23）．兵器の進歩による

戦傷の重症化は輸血の所要を増大させるとともに，血液の供給

力（供血者の確保や輸血用血液の輸送）の問題が浮上したので

ある．

ベトナム戦争初期での米軍兵士の主要死因は出血であった．

このため早期輸血を試みたところ死亡率の改善が認められたの

だが，戦況の泥沼化でジャングル深くに戦闘が拡大し陸上輸送

は停滞した．そこで南ベトナム沖に海軍病院船Sanctuaryを派

遣し，洋上の輸血拠点と前線をヘリで結んだ．この船は最大

1500単位の血液を保存できる大型冷蔵庫を有し約300単位の血

液を常に用意していた．任務期間中の４年間で約2900名の重症

外傷の手術を行い延べ32000単位の輸血を行った24）．その後は

ベトナムの経験から前方の救護施設でも輸血ができる体制を準

備したものの，予想に反して湾岸戦争では約100万単位の血液

が期限切れ在庫として破棄された．血液所要の見積もりの難し

さという課題が明らかになった25）．

1982年に起きたフォークランド紛争は，紛争地が英国本土か

ら8000マイル，最も近隣の領土からでも3000マイル以上もはる

か遠方の離島のため，英国にとっては限られた軍需という困難

な状況下に強いられた．英上陸部隊とアルゼンチン守備隊との

地上戦により英軍の被害は銃砲弾による負傷が全体の半数を超

える270名であった．この紛争の教訓として当局は輸血用血液

確保の問題を挙げている．アルゼンチン空軍の猛攻により英艦

隊は大きな損害を被ったが，その中でも大型輸送船が沈没しそ

の積荷である上陸部隊を支援するための輸送ヘリコプターを失

った．このため島への物資輸送力が低下し，適切な時期や場所

に血液が届けられず必要時に不足する事態が起こった．実は不

測時に備えて上陸地の野戦病院から沖合の病院船への重傷患者

の空輸を計画していたが，制空権が不安定な状況下では想定ど

おりに患者を空輸することができなかった．遠隔離島に対する

血液供給の難しさを考えさせられる紛争であった26）．

８．ボスニア紛争や湾岸戦争以降の武力衝突やテロ攻撃，
災害等の特徴

激しい市街戦のボスニア紛争では，交戦地域からわずか500ｍ

後方のサラエボ州立病院における約８か月間の集計によると，

搬送された負傷者3215名中504名（16％）に患者１人あたり平

均1.9Lの輸血が行われた．中でも重症の37名に対しては大量

輸血が行われ計約1000Lの血液が使用されたが生存率は30％

に満たなかった27）．紛争前のサラエボ市の人口は55万人であっ

たが，成人男性は出征し残った市民の多くは遠方へ避難した．

その上，サラエボ市は高台に囲まれた盆地であるため周囲から

包囲された砲撃により一般市民も含めて６万人が負傷し1万人

が死亡した．こうした大幅な人口減少により，この地域の供血

Fig. 2. Whale blood packed in ice in marmite can container for transportation,
Italy, 1944.18）

（ETO: European Theater of Operations）



能力は著しく低下した28）．大量輸血が想定されるような緊急事

態においては，数量に限界がある血液の効率的な使用が重要で

あるので，同報告では費用対効果を踏まえた血液使用基準の再

考を提言している．

これまでの通常兵器を使用した戦争における死因としては外

傷性の大量出血によるものが最も多く約半数を占めていた28）．

特に現代戦では，厚い装甲や強固な施設を貫通する誘導兵器に

よって，爆発で散乱する金属やコンクリート片，激しい爆風，

高熱や火炎による複合損傷が増加した29）．敵方の射程外から攻

撃できる長距離精密誘導兵器による重症外傷が多発する傾向に

ある30）．一方で東西冷戦の終結以降，多様な脅威に対する即応

性を重視するため部隊装備の軽量化が図られてきた．米軍の医

療部隊でも軽量化が導入され医薬品の保冷機器も小型化し血液

の携行数量も制限された．イラク戦争時，携行血液を使い果た

した場合には，派遣前の健康診断により血液型を登録したベー

スキャンプの兵士から採血して対応した．オーダーから約20分

で輸血準備が整ったのでwalking blood bankと呼ばれた31）．し

かしながらイラク戦争では進軍速度が速く広大な砂漠地帯に部

隊が散開し陸路伝いでの前方への物資輸送が困難な地域もあっ

た．そこでペルシャ湾に血液保存用冷蔵施設を増設した病院船

Comfortを運航させ洋上からヘリを使って前方に血液を輸送し

た．興味深いことに，ベトナム戦と同様にあらかじめ乗組員の

血液型を登録しておき船内での手術で輸血用血液が不足した場

合は乗組員から採血をして輸血に用いた．この時の状況を当時

の衛生士官は“The crew can function as a walking blood bank

at a moment,s notice.”と回想している32）．

アフガニスタン戦争に参加したカナダ軍は最新の武装をして

いたが，不慣れな山岳戦闘や友軍との誤射・誤爆により６年の

任務期間中1000名以上が戦闘で負傷し150名以上が死亡した．

アフガニスタンへの派遣はカナダ軍にとって朝鮮戦争以来の実

戦だったので，特殊任務部隊用の救急法であるTactical Combat

Casualty Care（TCCC）の教育を全ての派遣兵士に対して行っ

た．この救急法はベトナムやイラクの教訓から簡易止血器具

（ターニケット）や止血剤パウダーを使用して速やかな止血処

置を重視したものである．しかしながら実戦下では救助にあた

る兵士も危険にさらされるため，自衛戦闘を行いながら負傷者

の手当てを行うには限界があった33）．このため現場で輸血が開

始できれば出血性ショックを回避できたであろう．

広島・長崎での原爆被害に基づいて，もし核爆発が起きた場

合に必要となる医療資源を見積もった研究によると，医薬品や

衛生用品の不足や医療施設の破壊に加え輸血用血液の深刻な枯

渇が想定されている．その理由として二つ挙げている．一つは

核爆発に伴う猛烈な爆風による外傷や熱傷患者が多発し輸血所

要が急増する事，もう一つは都市部の被害は大幅な人口減少を

きたし供血者確保が困難になる事である．このような理由から

大量破壊兵器による輸血体制への計り知れない負の効果が推定

されている34）．

近年，簡易製造できる即席爆発装置（Improvised Explosive

Device : IED）を用いた破壊行為が報じられている．遺棄され

た地雷や砲弾に金属片を詰め込み爆発の威力で内容物を四方に

飛散させて殺傷できることから別名「路肩爆弾」と呼ばれ爆弾

テロによく用いられている．特に市街地中心部や地下鉄等の比

較的閉鎖された空間に多数の人が密集する場所で起こる爆弾テ

ロは，爆弾破片のみならず圧縮された爆風やガラス破片により

瞬時に多数の負傷者が発生する．2004年のスペイン列車爆破テ

ロはその典型であった35）．多くの一般市民が瞬時に負傷する爆

弾テロも，戦傷と同じく現場での出血対策がその予後に大きく

影響する．

自然災害での輸血確保も重要課題である．1995年の兵庫県南

部地震（阪神・淡路大震災）では輸血用血液確保のための工夫

が注目され．その後の災害対策にも生かされている．具体的に

は，いざという時のために平素から在庫備蓄に留意していたこ

と，被害が及ばなかった周辺地域の保存血液を融通し合い自衛

隊が被災地の医療機関に輸送協力したことである36）．地震が多

発するイランでは人口1100万人の首都テヘランで大地震が発生

した場合の血液所要を過去の災害事例から検討したところ，発

災から24時間以内に10万単位以上の血液が不足すると見積も

られている37）．このように多数の負傷者が同時発生する緊急事

態では，平常時と異なり，血液採取から保存，輸送，そして配

分に至る全ての過程で何らかの支障が生じることが予測される．

生命維持のためには失われた血液を速やかに補充し循環血液量

を保持しなければならない．そこで人血であるがゆえの諸課題

を克服でき緊急時を乗り切れる人工血液は魅力的であろう．

９．人工血液開発に期待すること
武力紛争のみならず，今後懸念される東南海地震や首都直下

型地震などの大規模震災においても，輸血用血液の不足が問題

となるであろうことは想像に難くない．危機管理の視点から言

えば，最大被害シナリオを準備し，必要な対策を一つ一つ実施

すべきであることは言うまでもない．我が国は南北に細長く山

岳地帯や離島など僻地が多い．このような地形上の特性が救命

活動を制約し更なる被害の増加も否定できない．輸血用血液の

供給体制はかかる点を考慮すべきではないだろうか．参考まで

に，これまで血液の不足を補うために冷凍保存した輸血用血液

の研究が行われてきた．長期の凍結保存という利点があるもの

の，凍結融解による赤血球への影響，冷凍設備の維持管理，解

凍や洗浄を行うための煩雑な手技を要するため，緊急時に手軽

に使用できるものではない．ましてや多数の傷病者が出るよう

な現場では相当な混乱が生じることが想像される．持ち運びが

容易で，ある一定期間の保存が効き，血液型に関係なく投与出

来るような人工血液が開発されれば，我が国の危機管理だけで

なく人類に対して多大な恩恵を授けるであろう．人工血液が本

来の血液とほぼ同等の機能を有し，かつ高い安全性のものまで

作り上げていくには課題が少なからず存在すると思われる．我

が国が世界に誇る先端科学を駆使して実用化される日が待ち望

まれる．

62 人工血液 Vol. 20 , No.2, 2012



ARTIFICIAL BLOOD Vol. 20 , No.2, 2012 63

10．おわりに
2011年３月11日に発災した東日本大震災で得た教訓は「想

定を超える危機が起きた」という事実である．我が国は国土の

特性から災害とは隣り合わせ関係にあり，「まさか」に対する

平素からの準備が求められている．周知のとおり，他国に例を

見ないほどの少子高齢化が進行し，このままでは若年層の減少

で血液の確保が容易でない時代が到来するかもしれない．多数

の負傷者が発生するような事態に際してゼロ・カジャルティの

実現に向け人工血液の貢献が期待される．

本文の内容は，著者らの科学的知見に基づく個人的見解であ

り，防衛省の公式見解ではないことを申し添える．
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Call for Papers

Artificial Blood, the official bilingual journal of The Society

of Blood Substitutes, Japan, welcomes papers and other

articles contributing to the research and development of

blood substitutes.

If you wish to submit an article for publication, please email

it to the following address after first confirming the

instructions for authors.

The Journal's purpose is to publish research and related articles
contributing to the development of blood substitutes, information
on Society proceedings, regulations, and other matters of
interest to the Society members, and it welcomes original
articles from a range of contributors regardless of format.
Although contributors should ideally be members of the Society,
this is not a requirement. Decisions on acceptance of
manuscripts are made by the Editorial Board based on the
results of peer review. Original articles will not be accepted if
they have been previously published or are being considered for
publication in another journal.

If an article is coauthored, the consent of all coauthors is
required before submission. As copyright to articles must be
transferred to the Society, the representative of the author（s）
must sign and seal a copy of the Copyright Transfer Agreement
found in the Journal or downloadable from the Society's website
（http://www.blood-sub.jp/home/index.html）, and submit it to
the Editorial Board by post, fax, or by email as a PDF file
attachment.

Manuscripts should, as a rule, be prepared by word-processor.
However, handwritten manuscripts may be accepted.

1）Articles should be categorized into one of the followings:
original articles, review articles, conference reports, topical
pieces, and opinion pieces. The category into which a
manuscript falls should be clearly indicated at the top right-hand
corner of the first page. Manuscripts that do not fall into any of
these categories may also be accepted, and manuscripts may
also be re-categorized depending on the opinion of the

reviewers. Submit your manuscripts to the Editor-in-Chief by
either of the following methods with a covering letter（of any
format）:

i）Submission by email of electronic files of the text and figures
（indicate the software used）. Text and tables should be in DOC
or TXT formats, and figures should be in PPT, JPG, or TIFF
formats.

ii）Submission by post of four sets of hardcopies.

2）Manuscripts are reviewed by researchers in the field of
artificial blood selected by the Editor-in-Chief, and revisions may
be required depending on the opinion of the reviewers. Revised
manuscripts should be submitted with a "Response to
Reviewers" to the covering letter that responds to each of the
points made by the reviewers, indicating any revisions made to
the manuscript.

3）Once informed of the decision to accept for publication, the
author should send by post files containing the text and figures
of the accepted paper saved in electronic media to the address
specified（indicate the software used）. Text and tables should be
in DOC or TXT format, and figures should be in PPT, JPG, or
TIFF format.

4）Manuscripts should be typed on A4 or letter size paper. The
title page should include the title, names of authors, institutions
to which all the authors belong, and the address of the
corresponding author. Handwritten manuscript should be
written consisting of 20 lines to 1 page.

Instructions for Authors（last revised Sept. 30, 2008）
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5）Original articles, review articles, topical pieces, and opinion
pieces should include an abstract and about 6 keywords on the
second or subsequent pages.

6）Research conducted with the aid of an official grant must be
acknowledged, and any conflict of interests（for example, if the
author has an interest in a company distributing the drug
described in the manuscript: being an employee or consultant to
that company, receiving research funding, owning shares or
patents, and so on）must be described in a footnote on the first
page or in acknowledgment section.

7）If a manuscript describes the results of research on humans
or animals, it should be indicated that such research was
performed in accordance with the guidelines of the institute
concerned in the methods or other appropriate sections of the
manuscript.

8）Abbreviations should be spelled out on their first appearance.
The names of drugs, medical drugs, laboratory equipment, and
so on should be given. The type, distributor（manufacturer）and
the address should also be indicated.
Example: Rhodamine B（Sigma-Aldrich, St. Louis, USA）
Polygraph system（LEG-1000; Nihon Kohden Corporation,
Tokyo）.

9）The English fonts should be Times, Helvetica, Courier, or
Symbol. Text should be typed in lower-case one byte characters.
However, sentences and proper nouns should begin with an
upper-case letter.

10）Figures should be expressed in Arabic numerals. Weights
and measurements should be expressed in units such as the
followings: m, cm, mm, μm, L, mL, μL, mol, g, mg, μg, ng, pg,
fg, N/10.

11）Figures and tables should be numbered in order of citation,
and it should be clearly indicated where they are to appear in
the main text. The title, legends and description in tables and
figures should be written in English. Figures will be printed by
direct offset printing. Tables will be inputted by the Editorials
as originals.

12）References should be cited numerically in order of appearance
in the text using superscript letters as follows: 2）, 3-5）, 1, 4-6）, etc.
References should be listed using the Vancouver style as follows:
Names of all authors. Title of paper. Title of journal. Year of
publication; volume number: inclusive page numbers.
Abbreviations of journal names should be in accordance with
Index Medicus. References to books should be given as follows:
Names of all authors. Title of paper. Name of editor（s）. Book
title. Place of publication: Publisher, year; inclusive page
numbers.
References to electronic sources should be given as follows:

Name of website.
Address on new line（month and year of last access）.

Examples:
１. Wong NS, Chang TM. Polyhemoglobin-fibrinogen: a novel
oxygen carrier with platelet-like properties in a hemodiluted
setting. Artif Cells Blood Substit Immobil Biotechnol 2007; 35:
481-489.

２. Natanson C, Kern SJ, Lurie P, Banks SM, Wolfe SM. Cell-free
hemoglobin-based blood substitutes and risk of myocardial
infarction and death: a meta-analysis. J Am Med Assoc 2008;
299: 2304-2312.

３. Sakai H, Sou K, Takeoka S, Kobayashi K, Tsuchida E.
Hemoglobin vesicles as a Molecular Assembly. Characteristics
of Preparation Process and Performances or Artificial
Oxygen Carriers. In: Winslow RM, ed. Blood Substitutes.
London: Academic Press（Elsevier）, 2006; 514-522.

４. Oxygen Infusion Project, Waseda University, Japan.
http://www.waseda.jp/prj-artifblood/index-ja.html（last
accessed Sept 2008）

13）In the case of citation or reproduction of previously
published figures or tables and other content, the permission of
the copyright holder（s）must first be obtained. Copyright in the
published papers shall belong to the Society.

14）Regarding secondary use and copyright in works published
in the Journal, secondary use may be made of the Journal, in
whole or in part, via media such as CD-ROM or the Internet.
Reproduction rights, translation rights, film rights, dominion, and
public transmission rights（including the right to make the
works transmittable）are transferred to the Society by the
author's submission of the aforementioned Copyright Transfer
Agreement. This clause shall not restrict reuse by the author
himself/herself, but the Editor-in-Chief must be informed in the
event of reuse.

15）No publication fee is charged for publication in the Journal,
and the author（s）shall receive as a gift 30 offprints of their
contributions. Authors will be charged for copies in excess of
this number（approximately 100 yen per copy）. Authors wanting
prints of color photos or on art paper, etc. must pay the actual
cost of such prints.

16）Address for manuscripts to be sent:
Attn: Artificial Blood Editorial Office
The Society of Blood Substitutes, Japan
Division of General Thoracic Surgery, Department of Surgery,
Keio University, School of Medicine
35 Shinanomachi, Shinjuku-ku, Tokyo 160-8582, Japan
E-mail：amorcito@a5.keio.jp
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本誌は，血液を構成するあらゆる成分について，その代替物

を開発する研究に貢献する論文，関連する情報，学会会員のた

めの会報，学会諸規定等を掲載するが，形式にはこだわらず創

意ある投稿を広く集める．本誌への投稿者は本学会会員である

ことが望ましいが，投稿を希望する者は誰でも投稿することが

出来る．原稿掲載の採否は，査読結果に従って編集委員会が決

定する．原著論文について，他誌に既発表あるいは投稿中の論

文は掲載しない．

共著者がいる場合には，共著者全員の承諾を得てから投稿す

る．論文の版権は本学会に譲渡しなければならない．このため，

著者の代表者は，本誌に添付の著作権譲渡同意書（Copyright

Transfer Agreement）或は，本会のホームページサイト

（http://www.blood-sub.jp/home/index.html）からダウンロー

ドしたものに署名捺印の上，郵送，Fax，またはpdfファイル

としてE-mailにて編集委員会宛に提出する．

ワープロを用いて作製した原稿の投稿を原則とする．ただし，

手書き原稿による投稿でも受け付ける．欧文による投稿を歓迎

する．

１）原稿の種類は，「原著論文」，「総説」，「学会報告」，「トピ

ックス」，「オピニオン」，「海外文献紹介」から選び，これを第

１頁の右肩上に明記すること．これらに該当しない原稿も受け

付ける．査読意見によっては種類が変更される場合がある．次

のいずれかの方法により，送付状（任意のフォーマット）を添

えて編集委員長宛に投稿する．

i）文章と図表の電子ファイルをE-メールで送付する（使用

したソフトを明記すること）．文章・表のファイル形式は，

doc, txtが好ましい．図は，ppt, jpg, tiffが好ましい．

ii）ハードコピー4部を郵送する．

２）投稿論文の査読は，編集委員長が選んだ人工血液分野の研

究者に依頼する．査読意見によっては，原稿の修正を求める場

合がある．修正論文（Revised Manuscript）の投稿に際しては，

送付状に「査読意見に対する回答」を添え，意見に対して一つ

一つ回答をするとともに，修正箇所がある場合にはこれを明記

する．

３）掲載決定通知の後，著者は採択論文の文章・図表のファイ

ルを電子媒体として，指定する宛先に送付すること（使用した

ソフトを明記すること）．文章・表のファイル形式は，doc, txt

が好ましい．図は，ppt, jpg, tiffが好ましい．

４）原稿はA4版の大きさとし，第1頁には表題，英文表題，著

者名，全著者所属，英文著者名，英文著者所属，続いて連絡の

取れる著者（corresponding author）の住所，英文住所を記入

する．手書き原稿の場合はＢ5版，1行20字，20行とする．

５）「原著論文」，「総説」，「トピックス」，「オピニオン」につ

いては，第2頁以降に和文抄録，Keywords（英文で6個程度）

を付け，最終頁または別紙に英文抄録を付けること．

６）投稿論文に記載の研究が公的助成を受けて実施された場合

には，謝辞にその旨を記載すること．また，Conflict of

Interests（例えば，論文に記載された薬品を販売する企業と著

者との利害関係: 雇用，コンサルタント，研究助成，株式，特

許など）があれば，これを第１頁の脚注，謝辞などに記載する

こと．

７）ヒトを対象とした研究結果，および動物実験の結果を掲載

する場合には，各研究機関のガイドラインに従って実施したこ

とを方法等に明記すること．

８）論文中の略語は初出の際に省略しないこと．薬品，医薬品，

測定装置等は，外国語名の場合は言語のまま用い，日本語化し

ているものはカタカナとする．型式，販売（製造）元とその所

在地も記入すること．

（例） Rhodamine B（Sigma-Aldrich, St. Louis, USA）, ポリグラ

フシステム（LEG-1000; 日本光電工業, 東京）

９）句読点はコンマ（，）ピリオド（．）とする．

10）文中の英語に使用するフォントは，Times, Helvetica,

Courier, Symbolを原則とし，英文半角小文字とする．ただし，

文頭および固有名詞は大文字で書きはじめること．

11）数字はアラビア数字を使い，度量衡の単位はm, cm, mm, μm,

L, mL, μL, mol, g, mg, μg, ng, pg, fg, N／10などを用いる．

12）FigureとTable：引用順にそれぞれ番号を付けること．表

題，説明，図表中文字は，全て英文とすることが好ましい．本

文中に挿入箇所を明記すること．Figureは直接オフセット印刷

とする．Tableは編集部にて入力し原図とする．

13）文献：本文に引用した順序に番号を付け，文中では2），3-5），1，4-6）

などとする．文献の記載法はthe Vancouver styleに従う．全

著者名．論文題名．誌名　西暦発行年；巻数：頁～頁．とし，

誌名の省略は医学中央雑誌またはIndex Medicus に準拠する．

単行本の場合は全著者名．題名．編集者名．書名．発行地：発

行書店，年号；頁～頁．の順とする．電子文献の場合は，ホー

ムページ名．改行してアドレス（引用した西暦年月）とする．

投稿規定（平成20年9月30日改訂）
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（例）

１. 高折益彦. 人工酸素運搬体:その将来への期待. 人工血液

2007;15:90-98.

２. 橋本正晴. 単回投与毒性試験. 野村 護, 堀井郁夫, 吉田武美

編. 非臨床試験マニュアル. 東京: エルアイシー, 2001;37-

48.

３. Wong NS, Chang TM. Polyhemoglobin-fibrinogen: a

novel oxygen carrier with platelet-like properties in a

hemodiluted setting. Artif Cells Blood Substit Immobil

Biotechnol 2007; 35: 481-489.

４. Natanson C, Kern SJ, Lurie P, Banks SM, Wolfe SM.

Cell-free hemoglobin-based blood substitutes and risk of

myocardial infarction and death: a meta-analysis. J Am

Med Assoc 2008; 299: 2304-2312.

４. Sakai H, Sou K, Takeoka S, Kobayashi K, Tsuchida E.

Hemoglobin vesicles as a Molecular Assembly.

Characteristics of Preparation Process and

Performances or Artificial Oxygen Carriers. In: Winslow

RM, ed. Blood Substitutes. London: Academic Press

（Elsevier）, 2006; 514-522.

５. 早稲田大学酸素輸液プロジェクト．

http://www.waseda.jp/prj-artifblood/index-ja.html

（2008年9月現在）

14）既発表の図表，その他を引用，転載する場合には，あらか

じめ版権所有者の許可を得ること．また，掲載論文の著作権は

本学会に帰属する．

15）二次掲載について．本誌は，他の言語ですでに掲載された

論文を和文で二次掲載することは二重投稿ではなく正当な掲載

と認めるが，著者は以下の事項を遵守する．

ａ）すでに掲載された論文であること．

ｂ）著者は両方の雑誌の編集者より許可を得ていること．二

次掲載する編集者に最初に掲載されたもののコピー，別

刷，もしくは原稿のいずれかを添付すること．

ｃ）論旨を変えないこと．執筆者は同一（順不同）であること．

ｄ）二次掲載版のタイトル・ページに掲載される脚注には，

その論文の全体もしくは一部分がすでに掲載されている

旨を明記し，更に初出文献も示すこと．適切な脚注の例

を以下に示す．「This article is based on a study first

reported in the［...雑誌タイトル（完全な典拠情報を添

えたもの）...］（訳：この論文記事は，［...］に最初に報告

された研究に基づくものである）」．

これらの要件を満たしている場合は，その旨を明記して，総説

または論文記事（二次掲載）として投稿する．

16）本誌掲載著作物の二次利用および著作権について．本誌の

一部，もしくは全部をCD-ROM，インターネットなどのメディ

アに二次利用する場合がある．本誌に掲載する著作物の複製

権・翻訳権・上映権・譲渡権・公衆送信権（送信可能化権を含

む）は，著者が上述の著作権譲渡同意書を提出することにより，

本学会に譲渡される．本項は，著作者自身の再利用を拘束する

ものでは無いが，再利用する場合は，編集委員長に通知をする

こと．

17）掲載料．掲載料は無料とし，論説，総説，原著，報告等に

ついては別刷り30部を贈呈する．それを越える分についての費

用は著者の負担とする（およそ1部100円）．カラー写真掲載・

アート紙希望などの場合は，著者の実費負担とする.

18）原稿の送付先

〒160-8582 東京都新宿区信濃町35

慶應義塾大学医学部呼吸器外科内

日本血液代替物学会　会誌「人工血液」編集部　宛

E-mail：amorcito@a5.keio.jp
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本号では先ず東海大学の岡村先生ほかから，ナノバイオテク

ノロジーを駆使した，人工血小板とナノシートの設計と臨床応

用までの過程についておまとめ頂いた．マテリアルサイエンス

は新しい物質系を生み出す多くの可能性を含んでおり，今後の

展開を期待したい．２つ目の総説では，北海道大学の山口先生

ほかより，テルモが開発してきたTRMが脳梗塞治療に有効で

あることを実証した内容をおまとめ頂いた．有効性が明らかで

あるにも関わらず，テルモ社は2012年春にTRMの開発中断を

決定した．テルモは1980年代から人工赤血球製剤の研究を継続

してきた．他方ニプロ社も社内事情のため同時期に開発を中断

した．人工赤血球開発の一つの時代が終わった感がある．最後

の総説では，防衛医大の西山先生ほかより，国家の安全保障・

危機管理の観点からの人工血液の必要性と期待についておまと

め頂いた．人工血液の研究をしている研究者にとっては実に刺

激を受ける臨場感のある内容であり，また反面，国費を受けて

人工血液の研究をしていることに責任を感じずにはいられな

い．

さて，本誌は慢性的な投稿数の不足に陥っております．また，

学会の維持会員数が減少し予算的にも年間の刊行数を少なくせ

ざるを得ない状況にございます．皆様の御理解を頂きたくよろ

しくお願い申し上げます．今後も本学会の活性化に御協力をお

願い致します． （酒井 宏水）

●編集後記●
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