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ヘモグロビン系人工酸素運搬体を用いた
　　　　　　　　抗血栓性材料の開発
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　はじめに

　一酸化窒素（NO）には血管拡張作用や血小板

凝集抑制作用がある．赤血球代替物として開発中

の粒子の小さなヘモグロビン（Hb）は分子中の

ヘムがNOをトラップする結果，血管収縮や血小

板凝集を増強する可能性がある1）．著者らはHb

のβ鎖SH基をニトロソ化したSNO－Hbを作成

し，血管収縮を抑制しながら酸素を運搬する物質

を開発してきた．SNO－HbはNOの血小板凝集抑

制作用により無修飾Hbに比べ血小板に対する好

ましくない作用が少ないことが期待される．さら

に修飾Hbの特質は，血管内ステント，心臓外科

手術における体外循環，人工血管のコーティング

等に臨床応用出来る可能性も大きい．

血小板と血栓

　早い血流では内皮細胞障害後の血小板の粘着や

凝集が血栓形成に重要な役割を果たす．動脈硬化

を基盤としてプラークの破裂，内皮下組織のコ

ラーゲンの露出と病的血栓の発現に血小板は深く

関与し2），不安定狭心症や急性心筋梗塞などの急

性冠症候群や脳梗塞の発生機序に貢献する．また，

血小板は代用臓器や人工臓器の人工材料表面と接

触して刺激され粘着・凝集反応を起こす．血栓形

成の初期過程に接着分子を介した血管内皮，血小

＊北海道大学大学院医学研究科循環病態内科学

風，白血球等の相互作用が重要な役割を果たして

いる．例えば，血小板β3インテグリンであるll

b11皿aは活性化血小板において構造が変化し，

フィブリノゲン結合部位が発現し，その結果血小

板同士が結合する．ll・b1皿aに対する抗体は急性

冠症候群の血小板血栓の予防に有効である．これ

は血栓形成過程に細胞接着機構が重要であること

を示唆する．一方，細胞接着分子の一つであるP

一セレクチンは血小板のα穎粒や血管内皮細胞

のWeibe1－Palade小体の穎粒膜に存在する魚心蛋

白で，血小板がトロンビンや活性酸素の刺激によ

り活性化されると速やかに細胞表面に発現し，白

血球膜上のSialyl　Lewisx糖鎖をリガンドとして接

着能を発揮する．従って，皿b1皿aやP心血レク

チンは血小板活性化のマーカーとしても使用され

ている3）．
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赤血球代替物としての修飾ヘモグロビンの開発
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　著者らはHbを利用した赤血球代替物1）を開発

してきた．NOは内皮で産生され，抗血栓作用を

有し，血小板のguanylate　cyclaseを活性化させ細

胞質内cGMP濃度を上昇させることにより血小

板凝集・粘着を抑制する4）．血漿蛋白質は血管グ

ラフトのコーーティングに用いられる5）．しかし

HbはNOをその分子内に容易にトラップし不活

化する結果，血小板の活性化を増強する可能性が

ある6）．HbにはNO放出能を付加でき7），またポ

リエチレングリコール（polyethylene　glyco1，　PEG）

は分子バリアーを形成して人工材料に抗血栓性を

付加できることが知られている8）．そこでNO放
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出能を付加したHb修飾体，　PEGを付加したHb

修飾体，その両方を付加したHb修飾体を作成し

た．作成されたHb系酸素運搬体の構造と，血小

板に与えうる影響を図1にまとめた．

S一下トロン化しポリエチレングリコール鎖を

結合させたHbの作成

　Hbとしてヒトまたはウシ赤血球よりHbを抽

出して膜成分を除去したstroma　free　Hbを調i整し，

透析後使用した6）．S一ニトロソ化しポリエチレン

グリコール鎖を結合させたHbの作成はNakaiら

の方法7）にて作成した．

フローサイトメトリーによる活性化血小板の検出

　血小板β3インテグリンと細胞接着分子である

P一セレクチンに注目し，Hbが血小板活性化をも

たらすか，また修飾されたHbは血小板活性化作

用がより少ないかについて検討した．健常ヒト多

血小板血漿（platelet　rich　plasma，　PRP）をHb及び

その修飾体とインキュベートした．活性化された

血小板表面に発現されたP一セレクチンを，HTC

蛍光標識した抗P一二レクチン抗体（CD62P）と

フローサイトメトリーを用いて，直接的に活性化

血小板を測定した3）．PAC－1は皿b1皿aに対する

モノクローナル抗体で，静止状態のll・b！皿aには

ほとんど結合せず，活性化されたll・b1皿aにのみ

　無細胞ヘモグロビン　　　　　　　Sニトロソヘモグロビン

　　　　　漏綴薪

　　　　　　一（融融

黎詠宅鍵；ル　　Sニト・ソPEGヘモグ・ビン

図1　血管内におけるヘモグロビン系酸素運搬体による

　　　NO作用の障害とSニトロソヘモグロビンによる

　　代償の概念．HbはNOをその分子内に容易にト

　　　ラップし不活化する結果，血小板の活性化を増強

　　　する可能性がある．NO放出能を付加したHbは

　　　NO放出により血管を拡張しながら酸素を供給する

　　可能性がある．またPEGを付加したHbは分子バ

　　　リアーを形成して抗血栓性を追加できる可能性が

　　　ある．

結合する．すなわち，構造変化を受けたll　b1皿a

上のフィブリノゲン結合部位を認識する．PAC－

1もフローサイトメトリーを用いて活性化血小板

を直接的に測定した9）．フローサイトメトリーで

は体温を想定した37℃に比較して低体温を想定し

た22℃で血小板へのPAC－1およびCD62Pの結合

が増大していた（図2）．以下，低体温を想定し
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図2　血小板皿b1皿a発現（左）とP一セレクチン発現

　　　（右）は低体温に相当する22“Cでは体温に相当す

　　　る37℃；に比べ大きい．（Fujii　H，　et　al．　Thrombosis

　　　Research　100：519－528，　2000）
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図3　Hbとその修飾体の血小板ll　b1皿a発現への影響

　　　（Fujii　H，　et　al．　Thrombosis　Research　100　：519－528，

　　2000）
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図4　Hbとその修飾体の血小板P一子レクチン発現への

　　影響（Fujii　H，　et　al．　Thrombosis　Research　100：

　　519－528，　2000）
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て実験は22℃で行った．対照群に比較して，Hb

投与群で血小板へのPAC－1とCD62Pの結合が充

察した．SNOHb投与群，PEGHb投与群，SNO－

PEGHb投与群ではPAC－1とCD62Pの結合の上

昇はHb投与群に比べ軽度であった（図3，図4）．

人工材料表面への血小板の粘着・凝集

　ガラス板，コラーゲンをコーティングしたガラ

ス板への血小板の粘着・凝集に対するHbとその

修飾体の影響も検討した5，10）．ガラス板に対する

血小板の粘着・凝集の測定には，ガラス板，及び

コラーゲンでコーティングしたガラス板にHbま

たはその修飾体を塗布，乾燥させた後，健常ヒト

PRPを加えガラス板，及びコラv一・ゲンでコー

ティングしたガラス板に対する血小板の粘着及び

凝集を顕微鏡で観察した．イメージはコンピュー

タに保存し，画像解析装置により定量評価した．

ガラス板及びコラーゲンでコーティングしたガラ

ス板に対する血小板の粘着・凝集についてみる

と，Hbは有意に血小板の粘着及び凝集を抑制し

た．また，SNOHb，　PEGHb，　SNO－PEGHbでは

Hbよりもその効果が大きかった（図5，図6）．
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　体温を想定した37℃に比較して，低体温を想定

した22℃で血小板の活性化が増大していた．また，

Hb投与により血小板機能が変化することが示唆

された．血小板が低体温で活性化する機序は不明

であるが，現象としてはFaradayらの報告と一致

する9）．周寒期における血栓性合併症11・12）に低体

温に関連した血小板の活性化が寄与する可能性を

示している．一方，心血管系手術でみられる出血

性合併症13）には，血小板の関与は少ないと考えら

れる．

　0
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　　　　　　　　　Time　（min）

図5　ガラス板への血小板の粘着・凝集に対するHbとそ

　　の修飾体の影響．（Fujii　H，　et　al．　Thrombosis　Research

　　100　：　519－528，　2000）
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S一二トロン化しポリエチレングリコール鎖を

結合させたHbの特徴

　血栓周囲ではトロンビンが活性化されており，

また糖尿病では酸化ストレスが増大し，活性酸素

が豊富に存在する．トロンビンおよび活性酸素は

血小板を活性化させる．したがって，Hb修飾体

を人工赤血球として用いた場合，血栓形成素因，

糖尿病，または有意な動脈狭窄が存在する可能性

の高い高齢者の場合にはHbがもたらす血小板活

　0
　　0　　5　10　20　30　40　50　60
　　　　　　　　　Time　（min）

図6　コラーゲンでコーティングしたガラス板への血小板

　　の粘着・凝集に対するHbとその修飾体の影響．
　　　（Fujii　H，　et　al．　Thrombosis　Research　100　1　519－528，

　　2000）

性化は，脳梗塞や心筋梗塞を誘導する可能性が考

えられる．酸素運搬体の適応は健常人のみならず

種々の病態生理下で使用されることを念頭に置い

て，副作用の少ない材料を開発する必要がある．

SNO－Hbは血小板活性化を抑えながら，血管内腔

側からNOで血管を拡張させながら酸素を供給す

るので脳梗塞や心筋梗塞で局所的に治療に使え

る．NOには抗炎症作用もあり，　SNO－Hbはこれ

らの作用を通して安全な酸素運搬体となる可能性

がある．
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ヘモグロビン系人工酸素運搬体を用いた

抗血栓性材料の開発

　今回の検討では無修飾Hbもガラス板やコラー

ゲンに対する血小板の粘着・凝集を抑制した．人

工材料の血栓形成のメカニズムとして，血液との

接触反応により瞬間的に材料表面への血漿蛋白の

吸着が起こり，吸着蛋白の種類で，その後起こる

血小板の粘着凝集の程度がきまり，材料の化学組

成，表面組成，表面構造により血漿蛋白との吸着

様式がきまると考えられる。Hb由来の陰性荷電

はガラス板に陰性荷電を与えて血小板の吸着作用

を弱めたと考えられる．PEG－Hbは長鎖PEGを

有するという構造的特徴による物理的な血液成分

の付着抑制作用がある．PEGは親水性でガラス

板には吸着しにくく，PEG－Hbの疎水性のHb部

分でガラス板についていたと思われ，HbとPEG－

Hbではガラス板についたHbの量が異なった可

能性がある．Hb自身にも血球成分の粘着を抑制

する作用が報告されている14＞．さらにNO放出能

を付加したHb修飾体はNOの血小板に対する好

ましい抑制作用15）により，分子バリアーとしての

作用を持つPEGを付加したHb修飾体ではPEG

の分子バリアー効果により無修飾Hbに比較して

血小板に対する好ましくない作用が少ないと考え

られる．更に，その両方を付加したHb修飾体は

血小板活性化作用がより少ないと考えられた．ま

た，ガラス板，コラーゲンをコーティングしたガ

ラス板への血小板の接着に対する修飾Hbの影響

も顕著であったことから，修飾Hbは血管内ステ

ント，心臓外科手術における体外循環サーキット，

あるいは人工血管のコーチング等に臨床応用出来

る可能性が大きいことが示された．

おわりに

　NOを付加したHb修飾体はNOの血小板凝集

抑制作用により，分子バリアーとしての作用を持

つPEGを付加したHb修飾体ではPEGの分子バ

リアー効果により，無修飾Hbに比べ血小板に対

する好ましくない作用が少ないと考えられる．両

方を付加したHb修飾体は血小板活性化作用がよ

り少ない可能性があると考えられた．修飾Hbの

人工酸素運搬体としての特質は，血管内ステント，

心臓外科手術における体外循環，人工血管のコー

ティング等に臨床応用出来る可能性も大きく将来

性が期待できる．
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