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はじめに

　輸血時の肝炎やAms感染，宗教上の理由での

輸血拒否等の問題を克服する目的，また慢性的な

輸血用血液不足を解消し，緊急時などにクロスマッ

チの必要がなく長期間保存可能な輸血用1血液を確

保する目的，さらに臓器移植の際に摘出臓器に酸

素を供給し，保存時の臓器機能を可能なかぎり保

持することを目的として，人工赤血球・人工酸素

供与体の開発が進められている1・　2）．なかでも，

ヘモグロビン（Hb）分子を改良したHb修飾体

（図1）は，欧米で一部のものが第三相臨床試験

を終了し，医薬品申請の段階にまで到達した（表

1）．

　ところが，つい最近，出血性ショック時の代替

輸血製剤1としてこのタイプのHb修飾体のひとつ

を使用した際に，死亡例が出たことから，そのタ

イプのHb修飾体の医薬品申請が取り下げられた

という．以前より，Hb修飾体には副作用として

血管収縮作用，腸管収縮作用，腎作用の存在が知

られており，さらに血小板凝集惹起作用も懸念さ

れる．これはHb分子中のヘムが，血管内皮細胞

から内皮由来弛緩因子（EDRF）として放出され，

また神経終末で生成・分泌されて腸管や血管にお

いて平滑筋弛緩作用を惹起する一酸化窒素（NO）

を，その分子内に容易にトラップし，NOの作用

を消去するためと考えられる3）．最近，われわれ
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のグループはその解決法として，Hbβ鎖のSH：基

にNOを結合したS一ニト1コソHb（SNO－Hb）の

利用を試みている．このSNO－Hbには酸素供与

能があるのみならず血管拡張作用を有しており，

NO消去作用を相殺して，理想的な人工赤血球の

素材となる可能性がある．

　本稿では，人工赤血球としてHb修飾体を応用

する場合のNOとの関わりについて概説し，人工

赤血球の素材としてSNO－Hbが有する有用性に

関してわれわれのデータを紹介するとともに，今

後の新たな人工酸素供与体開発の可能性について

言及したい．

人工赤血球としての無細胞性ヘモグロビン

　Hbは赤血球内に高濃度（5mM）で存在する。

このHbを赤血球より抽出し，膜成分（stroma）

を除いた後（stroma一局ee　helnoglobin：FSH），種々

の修飾を施し酸素運搬能を持つ人工赤血球として，

応用したものが無細胞性Hb系酸素運搬体
（Hb一：Based　Oxygen　Carrier：HBOC）である1・　2・4）

（図1）．Hbはα鎖とβ鎖からなる4量体であ

り，Hb自体を投与すると，α鎖・β鎖間で解離

し，腎臓からの排泄などにより血中から急速に除

去され，Hb尿症・腎毒性を惹起する．この問題

の解決策として，まずHb分子のα鎖とβ鎖間に

架橋を導入した分子内架橋型が合成された．また，

HBOCを人工赤血球として機能させるためには，

Hbの酸素親和性を低下させる必要がある（赤血

球内では，2，3－DPGがβ鎖N末端と結合し，　Hb

の酸素親和性低下に寄与している）．BaxteT

Healthcare社はヒトHbα鎖間をアスピリン誘導
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Acelluiar　Hemoglobins

麟
　　　　　Haptoglobin－bovine　Hb

　　　　　complex
　　　　　　MW：　＞t　so，ooo　da

　　　　　　Meutb：　1　．0％
　　　　　　Pso：　〈1　．8　mmHg

おu醗鱒86c羅轡
田　　　　　Pyridoxalated　human　Hb
　　　　　　MVV：　M，500　de　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PEG・Hb‘P”R　4加omo配り
　　　　　　M創Hb：t8％
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MW：　＞se．ooO　da　　　　　　Pso：　20．3　mrnHg
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Me旧b：9β％
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Pso：　22．6　mmHg

Cellular　Hemoglobins

齢羅　
Human　RBC，　fixed　with

glutaraldehyde

　Sセe二く8．5pm

　Me田b；く1％
P50：　2．6　nm）Hg

図1　　現在開発中のヘモグロビン系酸素運搬体と赤血球

表1　人工酸素運搬体として無細胞性ヘモグロビンを用いた製品の開発進展状況

Apex　Bioscience社

Eli　IMy社

Northfield・Laboratories社

Somatogen社

Baxter・Healthcare社

pm（味の素PEG修飾Hb）を用いた敗血症患者における急性低血圧を対象とした臨床第ll相

試験に成功し，第一相を計画中

Somatogen社「rHb　1．1」を用いる外科手術における臨床試験を中止

出血性ショックに対し成人血液量の60％に相当する重合Hb「PolyHeme［TM」を無作為投与する

臨床第十相試験認可をEDAより取得

「Optro⑪」（rHb　1。1）による心臓バイパス手術の臨床第皿相試験を開始（Baxter・Healthcare社

が買収，継続中）

心臓バイパス手術における同種血輸血の回避を適応として，分子内架橋型Hb「He皿AssistT　M」

商業化認可を欧州医薬品庁に申請するも効果が明確ではなく再申請準備中．しかし，外傷性シ

ョックに対する応用への治験中に死亡率の増加が観察され，臨床試験を中止したとの情報があ

る

体により架橋形成させ，また，Somatogen社は

Asn－lo8β→Lysの置換とα鎖の1本化を採用し

てこの問題を解決している。

　Hb分子内架橋の形成により，血中滞留時間は

ある程度延長するが，半減期はまだ数時間であり，

血中滞留時間をさらに延長するためには，Hbの

分子量を大きくする必要がある．味の素はpyri－

doxa15’一phosphateを2，3－DPG結合部位に結合し，

Hbの酸素親和性を低下させた後（pyridoxalation）

に，Hb分子にpolyethylegeglycol（PEG）鎖を結

合させた（PEG修飾型Hb）．その結果，血中滞

留時間は10数時間以上に延長した．また，

pyridoxalation後にHb分子間を重合したポリマー

を用いる試みがある（分子間架橋型Hb）．

　HBOCのもうひとつのタイプは，人工脂質の

リボソームでHbを包むリボソーム包埋型Hbで

ある（図1）．この細胞性HBOCはわが国ではテ

ルモが開発中であり，酸素供与能に優れ，またサ

イズが大きく（180　・一　240　rL），　NO消去作用に基

づく血圧上昇等の循環系の副作用もほとんどない．

しかし，免疫担当細胞を活性化し，特に肝臓や脾

臓でトラップされて破壊されることから，その際

の免疫機能への作用と臓器障害が問題として残さ

れている．

　：HBOCは米国において数多くの臨床研究が行

われてきた1・2）．その際，S田投与により，自覚
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症状として腹痛，肋骨脊椎角部の耳痛，生理学的

反応として除脈，血圧上昇，尿量低下，クレアチ

ニンクリアランス低下，APTr遅延，　Hb尿が起

こることが明らかとなり4・　6），その機序の解明と

意義づけが研究の対象となった3）．当初，赤血球

よりのHb精製の際にstromaの一部が残存し，そ

のなかのlysophosphatidyl　cholineが副作用の主因

とされ7），われわれも保存赤血球stroma中の1yso

体が，NOの作用を抑制する可能性を報告した8）．

しかし，stromaを限りなく除去した後も血管収縮

と血圧上昇が起こることから，HBOCの心血管

反応はHb分子がNO／EDRFを消去する結果と考

えられ，その機序として，われわれは以下に記述

するHBOCの血管壁への侵入を想定している．

ヘモグロビンの血管収縮作用

　血管内皮依存性の血管弛緩は，EDRFのほか，

prostacyclin（PGI2）と内皮由来過分極因子（EDHF）

によって制御される9）．EDHFの実体はいまだ未

解明であるが10），EDRFの本態はNOであること

が明らかとなっている11）．NOはhemeと高い親

和性を有し，従ってHbにより除去・不活性化さ

れ，その結果Hbは内皮依存性の血管弛緩を抑制

し，血管収縮を惹起する12）．この仮説は，Hbに

よる昇圧反応がEDRF産生阻害剤であるNω一

nitro－L－arginine　methylester（NAME）により再現

できること13），酸素親和性を変えずNO親和性を

抑制した組換えHb（rHb）は血管収縮作用が小

さいこと14），からも支持される．

　しかし，Hbによる昇圧反応は極めて少量で惹

起され，たとえば覚醒ラットでは分子内架橋型

Hbを125皿g／kg投与すれば最大昇圧反応が得られ，

投与量を増加してもさらなる血圧上昇はほとんど

生じない15）．この際の血中無細胞性Hb濃度は，

わずか0．16g／dL程であり，一方，末梢血中の赤

血球Hbの濃度は159／dしである．このように極め

て微量の無細胞性Hbが血管収縮を惹起する機序

として，赤血球Hbとは異なったNOIEDRF不活

性化の存在を考える必要がある．

　ウサギ大動脈標本でacethylcholine（ACh）によ

る内皮依存性弛緩を観察すると，Hbは濃度依存

性にAChによる弛緩作用を抑制する．この血管

収縮作用を種々のHBOCで比較したところ16），

無細胞性Hbによる血管収縮反応は，その分子サ

イズ，酸素親和性の違いにもかかわらずほぼ同一

の量一反応曲線を示した（図2）．PEG修飾型

Hbでは若干右に移動し，リボソーム包埋型Hb

および赤血球では量一反応曲線はそれぞれさらに

右方移動し，血管収縮活性の弱いことが示された．

しかし，Hb濃度0．1％以上では両Hb間に差が認

められず，in　vivoにおける無細胞性Hbの強力な

血管収縮作用を十分には説明できない．

　そこで，各種Hbを30分暴露した後，器官槽内

のHbを洗浄除去し，　AChによる弛緩反応を再検

したところ，未修飾HbではAChの弛緩反応が

明らかに減弱し，PEG修飾型恥では多少の減弱

が認められたものの，リボソーム包埋型Hbと赤

血球ではACh弛緩反応が維持された（図3，4

A）．未修飾HbによるACh弛緩反応抑制には量

一反応関係が認められ，また内皮弛緩反応性は時

間と共に回復し，可逆的であった。同：様な実験を，

2％ウシ血清アルブミン（BSA）および平均分子

量73，000daの2％dextran存在下で行った場合，

両マクロ分子はHbによるACh弛緩反応抑制を

明らかに軽減させた（図4B）．以上の結果から，

無細胞性HbによるACh弛緩反応抑制の機序と

して，Hbが内皮細胞層から血管標本内に侵入し，

標本内部でNOを消去する可能性が示唆され，
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図2　ウサギ大動脈輪状標本におけるアセチルコリンによ

　る内皮依存性弛緩反応のヘモグロビン系酸素運搬体お

　　よび赤血球による抑制．

　unlnodified正lb（○），　pyridoxalated　Ilb（▽），　polyethyle－

　ne　glyco1－conjugated　Hb　（O）　，　haptoglobin－Hb　complex

　　（△），b・vine　Hb（□），　me田b（国），　lip・s・me　Hb⊂），

　fixed　human　red　blood　cells　（e）　．
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図3　ウサギ大動脈輪状標本に0．01％ヘモグロビン（Hb）

　系酸素運搬体および赤血球（RBC）を30分作用させ

　た，洗浄（W）した後のアセチルコリン（ACh）によ

　る内皮依存性弛緩反応の変化．PE：ph。nylephrine，

　PEG－Hb　：　pelyethylene　glycol－conjugated　Hb，　Hp－Hb　：

　haptoglobin－Hb　complex．

BSAおよびdextranといったマクロ分子はHbの

侵入を阻害するものと推察された．

　器官槽実験：の欠点は，Hbが血管内皮側のみな

らず血管切断面および血管外側からも標本と接す

ることである。そこでランゲルドルフ法によるラッ

ト心的流実験を行った．大動脈より逆行性に定流

灌流し，灌流下をモニターした．また，bra－

dy㎞血（BK）を少量単回投与し，血管内皮依存

性の弛緩反応を観察した．図5に示すように，未

修飾HbおよびPEG修飾型Hbは灌一三を上昇さ

せたが，その上昇は濃度依存性で，Hb濃度0．1％

（1㎎／mL）で最大値に達した（興味あることに，

Hb濃度0．1％は動物実験：において最大血圧上昇が

得られるHb濃度にほぼ等しい）．未修飾Hbの層

流では，いずれの場合も血管収縮を誘導したが，

リボソーム型HbではHb濃度1％まで血管反応

は観察されなかった17）．NAMEの添加は門流圧

を上昇させるが，未処理群およびHb灌流群いず

れの群においても，NAME添加後の灌流町上昇

はほぼ同じ程度であった．

　BKによる内皮依存性弛緩反応は，灌流圧低下

の大きさ（amplitUde：EDHFによる弛緩を反映）

と二流圧低下が半分まで回復する時間（T112：

EDRFによる弛緩を反映）とに分けて解析した18）．

本実験では各HBOCにより灌流圧変化と同様の

順でT1／2のみが抑制され，この差はNAME添加

後には消失したことから，HbはBKによる
EDRF依存性の反応を抑制するものの，　ED：HF依

存性の弛緩には影響しないことがわかった．

　器官槽実験と同様に，本灌流実験でも灌流液に

BSAを加えその影響を観察しところ，当流圧上

昇の最大値はBSAの有無にかかわらず一定であっ

たものの，BSAの濃度依存性にHbによる下流圧

上昇が遅延した．これは，BSAがマクロ分子と

してHbの血管壁への侵入を抑制したためと解釈

される．また，灌流実験でも分子サイズの大きな

リボソームHbには血管収縮作用を認めなかった．

以上の実験結果は，Hbの血管収縮作用の主要部

分は，Hbが内皮細胞層から血管州内へ侵入し，

NOIEDRFを不活性化することによるという仮説

を強く支持するものと考えられた（図6）．

ヘモグロビン誘導体の血管内皮透過性

　上記の薬理実験：より，Hbが血管内皮層から血

管壁へ侵入する結果，血管収縮が惹起されると推

察されたことから，HBOCの血管内皮透過性の

直接比較を意図し，in　vitro透過性実験を行った．

ウシ大動脈由来血管内皮細胞をコラーゲンフィル

ター上に単層培養し，培養細胞二上にHBOCを

加え，培養細胞言下へ移動するBSAおよび

HBOCを測定した．

　その結果，Hb分子量はBSAにほぼ等しいにも

かかわらず，未修飾Hbの透過速度はBSAの約

2倍であった．分子内架橋型Hbでは，透過性は

軽度ながら明らかに低下したが，BSAよりも依

然として高く，Hbの高透過性はdimerへの解離
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図4　ウサギ大動脈輪状標本に0．01％ヘモグロビン（Hb）系酸素運搬体および赤血球（RBC）を30分

　作用させた，洗浄した後のアセチルコリンによる内皮依存性弛緩反応の前値からの変化（A）．ヘ

　モグロビンの弛緩反応抑制に対するアルブミン（BSA）およびデキストラン併存の効果（B）．

　PEG－Hb：polyethylene　glycol－conjugated　Hb，　Hp－Hb：haptoglobin－Hb　complex．

性によるものではなく，分子形状や荷電が大きく

影響するものと考えられた．一方，Hbの分子量：

を増大させるPEG修飾もしくはハプトグロビン

との結合は透過性を顕著に抑制し，小さな恥修

飾体ほど血管内皮層からの透過性が高く，血管内

から漏出することが示された．なお，PEG－Hbで

はアミノ基修飾によるため荷電が変わると予想さ

れ，またゲルろ過HPLCを用いた検索で，より

大きな分子として挙動することが報告されてい
る19）．

　以上の実験からも，Hbによる血管収縮作用の

機序として，Hb分子が血管内皮層から血管壁に

侵入することが重要であり，その程度は分子サイ

ズに依存し，低分子ほど血管収縮作用の強いこと

が示唆された（図6）．実際，血中に投与された

分子内架橋型Hbは速やかにリンパ液中に出現す

ると報告されており20），Hb程度の分子サイズに

対して内皮バリアーは完全には機能しないことが

うかがえる．また，分子内架橋型Hbと未修飾

Hbはほぼ同じ血管収縮作用を示し，分子内架橋

型HbをPEG修飾することにより昇圧作用は軽

減するとされている21）．これらの報告は，血管収

縮活性と血管内皮透過性がよく符合することを示

唆するものである．Hb分子が内皮細胞層から血

管壁に侵入する経路は明確ではないが，Hbが内

皮細胞間隙の一・部に入り込むことが免疫電顕によ

る検索で既に報告されており22），内皮細胞間の間

隙から基底膜側に漏出する可能性が最も高いと考

えられる．これらの事実をふまえ，今後血中滞留

時間が長く，かつNO消去に基づく血管収縮作用

の少ない理想的なHBOCとして，重合化などに

より分子量を巨大化した素材の開発が進められる

方向に向かうべきであろう．表1に示すように，

分子量の小さいHBOCの治験が頓挫したものの，

分子量の大きなHBOCの治験は予定通り進めら

れている事実は，この方針の妥当性を示唆するも

のと思われる．

ヘモグロビン誘導体の血小板凝集増強作用

　HBOCのNOIEDRF不活性化に起因する血圧上

昇は持続的であるものの，上昇の程度は限られて

いる．従って，血圧上昇を副作用とみるか，ある

いは出血性ショックなどで血圧回復にむしろ有用

であると考えるかは，HBOCを投与する状況に

依存すると考えられる．また，エンドトキシン

ショックでは誘導型NO合成酵素から産生される

過剰NOにより，著明な低血圧が生じるが，

HBOCはNO不活性化により循環動態を回復させ
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　与による内皮依存性冠拡張に対する，0．1％ヘモグロビン（Hb）系酸素運

　三体および100μMNω一nitro－L－argi血e　met　lylester（NAME）の作用．　PEG－

　Hb　：　polyethylene　glycol－conjugated　Hb．

ることが知られている．

　田30CのNO不活性化に起因する副作用として，

ヒトでの臨床試験の際に報告されたものとして腹

痛がある23）．これは，NOが非アドレナリン・非

コリン作働性（NANC）神経における伝達物質で

あり，腸管平滑筋弛緩作用を惹起するが，その作

用をHBOCが抑制する結果と考えられている26）．

機能的には食道括約筋弛緩の抑制，食道蠕動性収

縮の充進，胆管収縮などが認められている．

　NOは血小板のguanylate　cylcaseを活’性化し，

細胞質内cGMP濃度を上昇させて，血小板凝集

および粘着を抑制する．そのため，HBOCは

NOIEDRFを不活性化する結果，血小板凝集を増

強する可能性がある25）．実際Olsenらはラット頸

動脈の内皮剥離モデルを用い，アメリカ陸軍製の

cross－linked　Hbを投与した場合，内皮剥離部への

血小板集積の増強が起こることを報告している28）．

このようなNO／EDRFの不活性化に基づく血小板

凝集の増強は，特に血小板凝集の充進が病態に関

与する動脈硬化，脳梗塞，糖尿病などを有する患

者へHBOCを投与する際に問題となり，しかも

血小板は流血中に浮遊しているため，前述のよう

にHBOCのサイズを大きくしても回避できない

可能性がある．

　Hbを用いるHBOCの分子設計上，これら
NANC神経への作用や血小板凝集増強の問題を

回避することが可能なものとして，Stamlerが提

唱したS－nitroso－Hb（SNO－Hb＞27）の利用がある．
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図7　ラット大腿静脈より，生理食塩水（Saline），　stroma

　free　Hb　（Hb）　125　mg／kg，　S－nitroso－Hb　（SNO－Hb）　125

　皿g／kgもしくはNω一11itro－L－arginine　methylester（NAME）

　10　mg／　kgを投与した際の平均血圧の変化．　SNO－Hbの

　純度（SH基にNOの付いている割合）は約40％であ

　　る．

SNO－Hbは，　Hbのβ鎖のSH基をニトロソ化し

たものであり，NOを放出できるNO供与体とし

ての性質を有する28）．実際，SNO－Hbを合成し，

ラットに投与すると血圧上昇はわずかであり（図

7），ex　vivoの血小板凝集が抑制された（図8）29）．

現在，われわれは各種HBOCをS一ニトロソ化し

た新たな分子種を創作し，その性質・生理機能を

検索している．それらはNOIEDRFを不活性化せ

ず，血中滞留時間が長いなど，人工赤血球として
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強
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図8　ラットへstroma　free　Hb（SF－Hb）もしくはS－nit－

　roso－Hb（SNO－Hb）を静注した後に採取した血小板の

　　ADP　2μMによる凝集（レーザー散乱法により観察

　　した小凝集）の変化．

臨床応用可能なHBOCとなる可能性がある．

今後の人工赤血球・人工酸素運搬体開発の展望

　HBOCの研究は赤血球輸血代替を意図して開

始され，一部は心臓手術時の体外循環を適応とし，

欧州で医薬品申請する段階まで到達したものの，

副作用発生により開発が頓挫した状態にある．我

が国においても，人工赤血球・人工酸素運搬体に

ついては，基礎・臨床を含め共同研究が進められ

ている．しかし，従来のHBOCではNOIEDRF不

活性化に由来する血管収縮，腸管収縮さらに血小

板凝集増強などの副作用が惹起され，今後
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田30C分子のさらなる改良が必要と考えれる．

その方策のひとつはHBOC分子の巨大化であり，

さらにS一揖トロン化の応用が期待される．

　　また，本稿では言及しなかったが，人工酸素運

搬体としては以前よりフルオロカーボンが候補と

して研究されてきた．フルオロカーボンは赤血球

輸血代替には，酸素供与能が低いことと，副作用

の問題から臨床応用は困難な状態となっている。

しかるに臓器保存の観点から，われわれは利用可

能と考えており，その基．材改良を含め，現在開発

を進めている．
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