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要 旨

　安定化 ヘ モ グ Pt ビ ン 〔polyethylene 　glycol　conjugate 　of 　pyridoxy ］ated 　human 　hem 〔〕giobin ま た は

SHb ），新鮮血 ，赤血 球浮遊液，　FC −43　emulsion を ラ ッ トの 血 液 と交換 し ，
こ れ ら の 交換輸血 が 体肺循

環 に 与 え る 影 響 を 比 較 検 討 す る こ と に よ っ て ，安定化 ヘ モ グ 卩 ビ ン の 臨床使用 の 可能性を検討 した．

　赤 血 球浮遊液 に よ る 交換 で は 体肺循環 は ほ と ん ど変化 し な か っ た ，新鮮 亅flエで 交換す る と，活性 化 され

た 自血球や．血L小板 が 肺微小血 管 を 傷害し ， 肺 水 腫が発生 した．FC −43　emu ！sion に よ る交換 で は
， 実験

動物全例が低酸索血漿で 死 亡 した．安定化 ヘ モ グ ロ ビン に よ る 交換 で は，体肺循環障害や 異常免疫反応

は 発生 せ ず，む し ろ肺 微小 循環 の 改善 が み られ た ．

　以、Hよ り， 安定化 ヘ モ グ ロ ビ ン は 臨床使用 の 可能性 の 高 い 人工 血 液で あ る と考 え られ る．

索引用 語 ：人工 血 液 ，
ヘ モ グ ロ ビ ソ 修飾物質

　　　　 artificial　blood　substitute
，
　modified 　hemoglobi【l　solution

序 論

　人 工 血 液 と し て の ヘ モ グ 卩 ビ ン 溶液研究 の 歴

史をみ る と
1），まず 1947年に Hamilt〔m らが赤

」血球膜 を取 り除 い た だ け の ヘ モ グ ロ ビ ソ 溶液

を イ ヌ に静注 し，重症 の 腎障害 をまね い た．

Rabinerら
z）は こ の 原 因が赤血球 基質 に よ る こ

と を知 り，基質を除外 し た ヘ モ グ ロ ビ ン 液 ， 即

ち stroma 　free　hemoglobin （SFH ） を作成 し

用 い た ．SFH の 問題 点 は酸素 と の 結合が強す ぎ

て 組織で 酸素 を放 出 しに くい こ と，腎臓か らの

排泄が早すぎる こ と に ある．岩下 ら
3）は SFII を

pyridoxylateす る こ と に よ っ て，酸素解離曲線

の P5
。 を正常赤血球 に 近 い 24　mmHg へ と上昇

させ
， 酸素 の 取 り込 み や 放出 を 正常化 す る と 同

時に，分子量 4000の polyethylene 　glycol を
．一・

個 の ヘ モ グ ロ ビ ン に 平均 7個重 合 させ る こ とに

よ っ て ，分子量 を平均 86000ま で増加さ せ ，血中

で の 半減期を 14時間ま で 延長 させ た （SFH は 3

時間）．岩下 らに よ っ て 開発された ヘ モ グ 卩 ビ ソ

修飾物質 （polyethylene　 glycol　 conjugatc 　 of

pyridoxylated 　human 　hemoglobin，以 下 安定

化 ヘ モ グ ロ ビ ソ また は SHb ）は こ の よ うに 極 め

て優れた 性質を有し て お り， 臨床応用 の 可能性

が極め て高 い ．

　本研究 の 目的 は ラ ッ ト の 血 液を安定化 ヘ モ グ

ロ ビ ン や他 の 血 液材料で 交換 し， こ の 時の 体循

環，肺循環 さら に は肺微小循環を比較検討する

こ と に よ っ て ，安定化 ヘ モ グ ロ ビ ン の 臨床使用

の 可能性を検討す る こ とに あ る．

実 験 方 法

　（1）実験動物 の 作成 ：実験動物 と し て体重 200

〜500g の Wistar系 ラ ッ ト を用 い た ．こ れ を
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pentobarbital 　sodiurrl 　（1．25　m9 ／10e　g　　rat

weight ） と　 diazepam （O．25　mg 〆100　g　rat

weight ）の 合剤 で 腹腔 内麻酔 し，気管切開部 よ

り挿管 し
， pancronium 　bromide （0．1mg ／100

grat 　weight ）静注後，　 Harvard の レ ス ピ レ ー

タ ーで 換 気 さ せ た （一回換 気 量 0．5m 〃100g

rat 　weight
， 呼吸数100／min ，終末呼気圧 3cm

H20 ）．次 に
， 右外頸静脈 と右総頸動脈 に ボ リエ

チ レ ン チ ューブ を挿入 留置 し た 後，胸 骨 を縦切

開 し心臓 表面 に 達し，肺動脈主幹部 に ポ リ エ チ

レ ソ チ ュ
ーブを留置し た．次 に ，左胸壁 の ほ ぼ

全体を切除 し
， 左肺を露出させ た ．右外頸静脈

は輸血 や静脈注射に用 い た．右総頸動脈は 脱血

や動脈圧測 定や動脈血採血に用 い た．肺動脈主

幹部 は肺動脈圧測定に用 い た ．

　〔2）交換輸血法 ：右総頸 動脈 よ り0．　1　ml ／min

／lOO　g　rat 　weight の 血液を脱．血する と 同時に ，

4 種 類 の 交 換 液 （1 ：SIIb3）， 2 ： FC − 43

emulsion ‘〕

，
3 ：Fresh　blood，4 ：Red　blood　cell

suspension ，各群 5 匹）を37度 C に 加温 し，脱血

量 に 等 し い 量 を 右外頸 静脈 よ り注 入 し た ．

Fresh　blood　ば heparin　sodium 　（100　u ／100　g
rat 　 weight ）を静注した後採血 した 全血 で ある．

また ，Red　blood　 cell　 suspension は
，
　 Fresh

bloodか ら赤血球 の み を と りだ し ， 5 ％bovine

albumin を ヘ マ ト ク リ ッ ト 値が40％ に な る よ

うに 加 え る こ とに よ っ て作成し た 赤血球懸濁液

で あ る．な お，蛍光顕微鏡 に よ る観察 の た め
，

各注入 液に 分子量 156000の 5％FITC −dextran

を 5vo1％ の 割合で 混 入 させ た ．

　〔3）生体肺微小循環観察法 ： まず，左胸壁 を切

除 し露出し た 左肺下部横隔膜面を顕微鏡観察用

吸引チ ャ ン パ ー
に 挿入 し 吸引固定 す る． こ の 肺

表面を蛍光用大型顕微鏡で 観察 し，肺微小循環

の 生体観察を行 う． こ の よ うに し て得 られ た 蛍

光肺微小循環像 を超高感度 SIT　TV カ メ ラ
，

ビ

デ オ タ イ
r
“・・一， ビ デ オ レ コ ーダ ー

を通 し，
モ ニ

タ ー画面に約 100 倍 で 映 し 出 し， 必要に応 じて

録画し，解析 に 用 い た
5）．

実 験 成 績

　（1）交 換輸 「虹に 伴 う ヘ マ ト ク リ ヅ ト 値 の 変

動 ：SHb や FC −43　emulsion は 赤血球を含ま

な い た め ，交換率が増加す る に つ れ て ヘ マ ト ク

リ ッ ト値が低 下 した．SHb 群の ヘ マ トク リ ッ ト

値 を用 い て 算出 し た交換率は 20分が 50％ ，
40分

O 　SHb
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Fig．1　Pulmonary　arterial 　pressure　of　the　rat　during　exchange 　transfusion
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安 虚化 へ．1：て グ k’ビ ソ の 崋汗究

が 躑 ％，60分 が9〔｝％で あ っ た．Fc −43　emuision

も　 sHb 　と ほ ぼ i愨様 の 経時的変化を示 した ，

Fresh　bl。ぐ｝d や RBC：suspe 購slG 三長 は 赤 f血昧 を含

む た め ， ヘ マ ト ク リ ッ ト値に 大 ぎな変イヒぼ み ら

れ な か ウ た ．

　（2｝交換輸 血 時 の 勳脈 血 ガ ス．分 析値 の 変勦 ：

ドresh 　bめ Qd で 1ま，交 換前9
』
’

「
mmH 琶 で あ っ t，：

もの が 劇 分で 831！〕rnM9 ／＼ と明 らか に 低 妻
・．し た．

RBC 　suSpe 薦 1（川 　で も 玉弖3　mm 騰 三　か ら 9｛｝

n
・
imHg へ と わ ず か に．低 下した ． こ れ に 反 し，

’
71　 更683）

SIIb で は 辮 mm 質9 か ら113　mm を嬉 へ と む 廴tt

ろ 上昇傾同を示 した．吏た，Fc 　43　en ’iulsion で

は，6〔痴 衷 で i：昇傾 向を み せ る もの の
， 以後急

激 瓢 低 ドし，全例死亡 し た ，

　（3）交 換輸i蔵時 の 動脈圧 の 変勳 ： d群 と もに

交換輪誘［前，120mm 馬萼　前後の 値を 耶 した ．

Fr燃 h　blc，od や RBC 　suspens 童σ n で は，交換輸

旧1開始後 IO分で 5 −・・　1C）　mm ｝｛sg の 鋤 圧下降 を み

せ る が，漸次 L昇 し6（｝分で 交換輸血 朋始 舳 とほ

劇 司時 の 鰉 に もど っ た ．こ れ に 反 し，S田 〕 で は

Fig．2　 Pulm【蝋 ry　mEerocircuEat ．i。Sl　diuring　 exchange 　transfusic ・n

　　 　 hRBC 　 suspensi 。 n ，2 ： Fresh　 bl｛｝楓 3 ； SIIb，4 ： FC 　43

　　 　 emulsi ロ n 、　 A ： befc）re 　exehnngc ／ tr乏msfusi で）u、　 B ，70％

　　 　 eltchange 　ti『ans 魚 Elめ n
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む しろ 10分後に 最 高値を と り漸次下 降し，60分

で は交換輸血前 よ り／0mmHg ほ ど低い値 を と

っ た．FC −43　emulsion で は 交換輸血 の 開始 と

同時に 血 圧 の 下降が始ま り，60分で 31mmHg

ま で 下 降 し， 80分で 全例死 亡 した ．

　（4）交 換 輸 血 時 の 肺 動脈 圧 の 変 動 ：SHb ，

RBC 　suspensiol1 で は，交換輸血 中に肺動脈圧

の 大 きな変動 は み られ な か っ た，FC −43　 emul ・

siOn で も，80〜90％交換ま で は 明らか な変化 は

見られ な か っ た．こ れ に反 し，Fresh　bloodで

は 交換輸 血 開始時 31mmllg で あ っ た もの が 60

分 で 40mmHg まで 上昇 した 〔Fig．1）．

　（5：ト 交換輸血 後 の摘 出肺乾湿重量比 ：90分 間

交換輸血 し た 後 の 右肺を 摘除し
， 単純乾燥 に よ

っ て 求め た肺乾湿重量 比 は，RBC 　 suspellsion

が 4．78
，
Fresh　blood が 8． 5，

　 SHb が 5．53，

FC −43　emulsio11 が 5．19で あ り，Fresh　bloodに

よ る もの が もっ とも高い 値を示 した ．

　（6〕交換輸血 時 の 生体肺微小循環像 ：Fig，　2

は蛍光生体肺微小循環像で ，A は交換輸血前 ，

B は 70％交 換時 の 像で あ る． こ れ らは 全 て 肺 毛

細血管か ら肺細静 脈に か け て の 像で，交換 輸．血

前 の微小血 管は 静注 し た FITC −dextranに よ

っ て鮮明 に 白く描出 さ れ て お り，循環障害像や

血 管傷害 に よ っ て お こ され る血 管外 へ の FITC
−dextran の 浸 出 は 全 く見 られな い ．像 1−B は

RBC 　suspension に よ る も の で ，肺微小血管で

の 循環障害や 血管傷害は 全 く見られ な い ．像 2
−B は Fresh　blood に よ る もの で あ る が，血 管

内膜 に 白血 球系細胞 が付着 し
， 血流速度 の 低 下

もみ られ る．ま た
， ．血管外へ FITC −dextran が

多量浸 出す る こ とに よ っ て ，血管 内は む しろ黒

く描出されて い る，縁 3−B は SHb に よ る もの

で
， 低分子量 血漿成分 の 血 管外 へ の 漏出がわ ず

か に み られ るが，血流速度は む しろ上昇す る傾

向 をみ せ た．像 4−B は FC −43　 eniulsion セこ よ

る もの で あ る が，明らか な循環障害や血管障害

は 見られな い ．

考 察

　 SHb 液 に よ る 交換輸 血 で は
， 肺細 静脈 か ら低

分 r一量 ．血漿成分 の わずか な漏れ がみ られ，肺乾

湿 重量 比 もわずか に 増加 し た．し か し，肺動脈

圧 は変化せ ず，動脈血 ガ ス 分析値 も良好な成績

を し め し た こ と か ら，SHb 液は 血 管傷害を お こ

さな い もの と考 えられ る．定性的で は ある が，

肺 微小血 管血流速 度が上昇 して お り， SHb 液 に

は微小循 環改善作用 が あ る もの と 思 わ れ る．赤

血 球は 血 液の 粘性を増加さ せ る ぼ か りで な く，

時 に微小血管内 で rouleaux を つ くり微小循環

障害の 原因と な る．ま た 白血球や 1血小板は微小

血 管内に 付着 した り，血栓 をつ くる こ と に よ っ

て 循 環 障害を お こ す
6
孔 従 っ て

，
血隊 成分 が

SHb 液に よ っ て 交換 され減 少 した こ と に よ っ

て微小循環が改善 し た もの と思わ れる．一
方，

正 常 の 血 液が SHb 液で 交換 さ れ る と
， 当然 の

こ となが ら血液凝固成分も低下 し， 出血傾向が

生ずる．交換輸血後半に 手術創 か らみ られ た出

血 は 血液凝固成分 の 減少に よ る もの と思わ れる．

また ，本実験で は ヒ ト赤．lrl隊 か ら作成 した SHb

液で ラ ッ トの 血 液を交換 し た が
， 異 種蛋白注入

に 際 して み られ る よ うな異常免疫反応は 全 くみ

られ な か っ た ．

　以上，安定化 ヘ モ グ ロ ビ ン は免疫学的異常反

応 を引 き起こ さず，酸素運搬能に優れ，血管傷

害作用 もす くな く，む し ろ微小循環改善作用 が

ある こ となどか ら， 臨床応用 の 可能性 の 極 め て

高 い 人工血液 と思わ れ た．

　本実験 の た め 安定化 ヘ モ グ 卩 ビ ン を提供 し て

くだ さ っ た，味の 素株式会社中央研究所，岩下

雄 二 氏 に 深謝 し ま す．
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  We  examined  the effects  of  polyethylene  glycol cenjugate  of  pyridoxylated human  hemoglo-

bin (SHb) to systemic  and  pulmonary  circulation  of  the rat  by using  exchange  transfusion

between  rat  blood and  SHb. The re$ults  were  compared  with  the same  experimental  results  by
fresh blood, red  blood cell suspension  and  FC-43 emulsion.

  Systemic and  pulmonary  circu]ation  were  not  changed  when  the rat  blood was  exchanged  by

red  blood cell suspension.  Pulmonary microvascular  injury occurred  when  fresh blood was
used.  All rats  exchanged  by FC-43 emulsion  were  dead by hypoxia. The rats examined  by SHb

did not  have any  abnormal  immune  reaction  and  pulmonary  microvascular  injury. We  could

see  improvement  of  pulmonary  microcirculation,

  It may  be concluded  that SHb  is one  of  the most  eligible  candidate  for artificial  blood

substitute.


