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優秀修士論文推薦のことば

 本論文では、輸血用保存血液の赤血球代謝動態 を再現す るシミュレー ションモデル

を作成 し、予測の確か らしさをメタボ ローム解析実験 によって実証 した。 さらに、作

成 したモデル を用いた シミュ レーシ ョン解析実験 によ り、血液 を長期保存 した際に問

題 となる赤血球機能不全のメカニズム を分子 レベルか ら解明できる可能性を強 く示 し

た。

 今後新たな長期血液保存法 の開発 に大きく貢献する ことが期待 できる と共 に、 これ

か らのシステム生物学 における科学的意義は極めて大 きく、優秀修士論文として推薦

する。

慶應義塾大学

環境情報学部教授

    冨田 勝
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[題 目]

長期保存赤血球代謝のシ ミュレー シ ョンによる予測 と

メタボ ロー ム解 析 に よる実証

[論文 要 旨]

 輸血用赤血球製剤 として一般に用い られ るMAP濃 厚赤血球液(RC-MAP)で は、保存中に赤

血球内のアデ ノシン3リ ン酸(ATP)、2,3-ビ スホスホグ リセ リン酸(2,3-BPG)が 失われて赤血

球の生理機能が低下す るため、保存期限を短 く設定せ ざるを得ない。 しか し、ATP、2,3-BPG

が保存期間中に減少す る本質的なメカニズムは解明 されてお らず、現在で も経験に則った方法

によって血液保存手法の開発が行われてい る。本研究では、シ ミュレー シ ョンによる代謝予測

とキャピラ リー電気泳動-飛行時間型質量分析計(CE-TOFMS)に よる代謝物質一斉測定(メ タ

ボ ローム解析)を 駆使 して、低温保存赤血球の代謝不全メカニズムの解明 と保存条件の最適化

を目指 した。

 保存赤血球を模 したRC-MAPモ デルでは、(1)低 温条件 による代謝酵素 とNa+/K+ポ ンプ活性

の低下、(2)ヘモ グロビンのR型 遷移、(3)赤血球 内pH低 下、(4)pHに 依存 したプ リン代謝酵素

活性変化 、を代謝変動のパ ラメータ として表現 した。このRC-MAPモ デル が予測 した低温保存

下での代謝変動 は、同様の条件で実際に長期保存 した赤血球メタボロームの解析結果 とよく-

致 してお り、構築 したモデルの妥 当性 と新規保存法開発 におけるシ ミュレー ションモデルの有

用性が示す ことができた。また、 シ ミュレー シ ョンモデルに実装 したパ ラメー タの感受性解析

結果か ら、代謝酵素活性 の分布、液性(pH)の 変動、ヘモ グロビン型の遷移がATP、2,3-BPG

の濃度変化に影響を及ぼす因子 として重要であ ることが示唆 された。 さらに、赤血球の保存 中

に不活性化するホスホフルク トキナーゼ(PFK)を はじめ とした数種類の酵素の働 きによって

ATPや2,3-BPGの 減少が引き起こされていることをシミュレー ション解析の結果か ら突き止め

た。本研究の成果 によ り、細胞 シミュ レー シ ョン とメタボ ローム解析を連携 させて血液保存法

をデザインす るス トラテジーが有用 であることを提示 した。

[キ ー ワ ー ド]

血 液 保 存,赤 血 球,シ ミュ レー シ ョ ン,代 謝,メ タ ボ ロ ー ム 解 析

          慶應 義塾大学大学院 政策 ・メデ ィア研究科

西野泰子
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Abstract of Master's Thesis Academic Year 2008

 [Title] 

Simulation and metabolome analysis of human red blood cells during 

long-term storage 

[Summary] 

  Improving red blood cell (RBC or RC) storage system using Mannitol-adenine-phosphate (MAP) 

solution, which is widely used, has been an important issue especially in emergency medicine. During 

storage, RBCs progressively lose their viabilities and functions by reducing intracellular ATP and 

2,3-bisphosphoglycerate (2,3-BPG). These two metabolites are used as indicators for assessment of the 

expiration date of RC-MAP. However, the detailed mechanism of this metabolic failure in stored RBC 

remains unclear. In this study, to propose possible candidates of the target for novel storage method 

which can retain the amount of ATP and 2,3-BPG, we reconstruct the MAP-stored condition at low 

temperature and predict the metabolic behavior of RC-MAP using mathematical model of human 

erythrocyte covering wide range of metabolic pathways, connection between hemoglobin and 

metabolism. 

  To characterize the MAP-stored conditions, we set five external parameters including pH variation 

during storage, inhibition of enzyme activities and Na+/K+ pump activities by low temperature, 

activation of enzymes in purine metabolism by towed pH, and stabilization of hemoglobin state to 

R-state by low temperature. As a result, the time-courses of ATP and 2,3-BPG in MAP-stored RBC 

predicted by the above model showed good agreement with those of previously reported experimental 

data. Moreover, we validated the RC-MAP model by comparing with metabolome data collected using 

capillary electrophoresis / time-of-flight mass spectrometry (CE-TOFMS). Further simulation analysis 

of the model suggested that the five external parameters should be strongly considered to preserve the 

quality of stored blood. 

  This work indicates the possibility of the mathematical model of large-scale metabolism in human 

RBCs to represent the metabolic status in cold-MAP-stored RBCs and to predict the way to maintain 

its quality efficiently. 

[Keywords] 

Blood storage, Erythrocyte, Simulation, Metabolism, Metabolome analysis 

          Keio University Graduate School of Media and Governance 

                                        Taiko Nishino
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第1章 序論

1-1研 究 背 景

1.1.1保 存 血 液 につ い て

 輸血用赤血球をは じめとした血液製剤は臨床医療に不可欠であるが、現在においても血

液の代替物(人 工血液)は 実用化 されてお らず、献血による供給に頼らざるを得ない状況

である。少子高齢化が進む中で献血者数は減少傾向にあり、限られた血液資源を有効に活

用するためにも、血液の長期保存を実現することは重要な研究課題である。

 赤血球保 存法 の開発 は、(D輸 血 され た赤血球 が 充分 な生存期 間 を維持 出来 る こ と、(2)

赤 血球の変形能 が保 たれ てい るこ と、(3)赤血球 の酸素運搬能 が充分 に保 持 されてい るこ と、

の3つ の指標 を評価 の対象 と して行われ てきた[1]。第一の指標 である輸 血後 の赤血球生存

率 は細 胞内アデ ノシン3リ ン酸(以 下、ATP)量 に強 く相 関す ることが知 られ てお り[20]、

体 内に戻 された赤血球 が120日 間の寿命 をま っと うす るには一定量以上のATPが 必須 であ

る とされ る[2]。第二 の指標 であ る赤血球変形能 については直接的 な評価 はほ とん どされ な

い が、Arpが 細胞 の可塑性 に重要 な役割 を持 つ と考 え られ てい る田 。そ して第三の指標 で

ある酸 素運搬 に関 しては、ヘ モ グロ ビンの酸素結合能 を調節す る2,3-ビ スホスホ グ リセ リ

ン酸(以 下 、2,3-BPG)が 重 要 な機能 を果 た して いる こ とが知 られ る[3]。 これ らの理 由か

ら、赤血球保存法 の有効性 を向上す るにはATPと2,3-BPGを 維持 す るこ とが望 ま しく、保

存血液研 究の創 成期 か ら現在 に至 るまで 、Arpと2,3-BPGを 指標 として添加 物質 を検討 し

有効期 限を設 定す る方法 が繰 り返 されて きた[4]。

 現在 まで に開発 され てきた代 表的な血液保存液 の組成 と保存 日数 、輸 血24時 間後の赤血

球 回収率 を表1に 示 した[5-18]。 且940-50年 代 に全血 の保 存液 と して開発 され たAcD(Acid

Citrate Dextrose)[5]やCPD(Citrate Phosphate Dextrose)[7]は3週 間の血液保存 を可能 に した。

しか し、これ らの保存液 中では赤血球 のArpや2,3-BPGが 急速 に減少 し、赤 血球膜の硬化

や酸素運搬能 が低 下す る とい う問題 が あった[19]。1960年 代 に入 る と、中尾 らに よってATP

濃度 が赤血球 生存率 に直接 関わる ことと、アデ ニンがATPの 減少 を抑制す る効果 を持つ こ

とが 発 見 され た[20]。 それ 以 降、CPDに ア デ ニ ン を 添加 した処 方 が種 々検 討 され 、

CPDA-1(Citrate Phosphate Dextrose Adenine l), CPDA-2と いった全血用保存液 が開発 されて

きた[8,9]。1980年 代か らは赤血 球保 存用添加液 が普及 しは じめ、よ り長期 的な血液の保存

が 可能 にな った。欧 米 ではSAGM(Saline Adenine Glucose Mannitol)[ll]やAS-1(Additive

6



Solution-1)、 AS-3[13]が 開 発 さ れ て 主 要 な 血 液 保 存 液 と し て 利 用 され て お り、現 在 は エ ネ ル

ギ ー 代 謝 を さ ら に 改 善 す る 目 的 で グ ア ノ シ ン を 添 加 し たPAGGS-M(Phosphate Adenine

Guanosine Glucose Saline Mannitol)[17]に つ い て も 研 究 が 進 め られ て い る 。

表D:血 液保存液の組成 と有効性]

solution    com onents   _      days storage recovery  references

ACD citrate, sodium citrate, glucose 21days 75% [5,6]

CPD
citrate, sodium citrate, glucose,

sodium phosphate
21days 79% [6,7]

CPDA-1
citrate, sodium citrate, glucose,

sodium phosphate, adenine
35days 72% [8.9]

CPDA-2
citrate, sodium citrate, glucose,

sodium phosphate, adenine
42days 83.6% [9,10]

SAGM
glucose, adenine, mannnitol,

NaCI
42days 78-84% [11,12]

AS-1(Adsol) glucose, adenine, mannnitol,

NaCI
42days 72% [13-15]

AS-3(Nutricel) glucose, adenine, mannnitol,

NaCI
42days 78-84% [12,13]

MAP

citrate, sodium citrate, glucose,

sodium phosphate, adenine,

mannnitol, NaCI

42days 82% [16,18]

PAGGS-M

glucose, sodium phosphate,

adenine, mannnitol, NaCI,

guanosine,

49days 74% [17]

 日本 においては、血液 か ら赤血球画分 のみ を分離 してMAP(Mamitol Adenine Phosphate)

を混和 したMAP加 濃厚 赤血球液(RC-MAP)が 輸血用 の血液 製剤 として 主に利 用 されてい

る。Rc-MAPは 保存6週 目で も保 存初期の50%も のArPが 維持 で きてお り42日 間の長期

保存 が可能になった2[16]。 その一方で、RC-MAPの 欠点 としては2,3-BPGの 極 めて速い枯

渇 によ る酸素運搬能の低 下があげ られ る[21I23]。 輸血本 来の意義か ら考 えて も、2,3-BPG

の減少 は克服 すべ き重要 な課題 であ るが、 この濃度減少 を招 く代謝 メカニズムは明 らかに

なっていない。保存 中に起 こるArp,2,3-BPGの 減少 を食 い止 める方法 は現時 点では凍結保

存以外 に無いが、凍結法 は4℃ 保 存が基本で ある他 の赤血球保存法 と比較 して溶血が多 く

な るこ とは避 け られず、稀 な血液型 の輸血 のみ に利 用は限 られ ている[1]。 一般 に広 く利用

され ている4℃ での赤血球製剤保 存法の更 なる改 善を 目指す には、保存期 間 中の代謝動態

を詳細 に把握す ることが有効 なアプ ローチで ある と考 えられ る。

1表 中のreco、 eryは 輸d皿24時 間後 の赤血球 回収率 を指 す、

2但 し微生物増 殖に よる感 染症 を防 ぐために使 用期限は採 血後2D口 間 とな ってい る。
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1.1.2 赤 血 球 代 謝 シ ミ ュ レー シ ョ ン

 赤 血球の代謝ネ ッ トワークを対象 と したコン ピュー タシ ミュ レー シ ョン研 究は1980年

代 頃か ら盛ん に行 われ てお り、数々の数理モデル が発表 されて きた【24-32]。その理 由 とし

て、赤 血球は無核の 単純 な袋状 細胞 であるためシステムの抽象化 が容易 である ことや、様 々

な分 野で研究材料 とされ てきたためモデル の構築 に必要 とな る生化学的 な情報 がすで に揃

ってい ることが挙 げ られ る。

 1997年 に慶應 義 塾大学環境 情報学部 で発 足 したE-Cellプ ロジェ ク トでは、全 細胞 シ ミュ

レー シ ョンの実現 に 向けた シ ミュ レー シ ョンプ ラ ッ トフ ォーム(E一Cell System/E-Cell

Simulation Environment)の 技術開発 とそれ を用 いた細胞モデル構築 に取 り組 んでい る[331。

このプ ロジェク トの一環 として、 ヒ ト赤血球 の主要 な代 謝制御機構 とそれ に関連 した物質

の輸 送機 構1を再現す るシ ミュ レーシ ョンモデル をE-Cell System上 に構築 してきた[34-361。

E-Cellヒ ト赤血球代謝モデ ルでは、 これ まで は部分 的に表現 されていた数種類 の代謝系、

膜輸送系、ィオ ンポンプ機構 を統 合 し、すべ ての酵素反応 をその特性 にあわせ た反応 速度

式で表現す るこ とに成功 してい る。E-Cellヒ ト赤血球代 謝モデルで再現 され てい る代謝経

路 を図1と 表2に 示す。 図1に 描 かれてい る赤血球 の代 謝に関す る大規模 かつ包括 的な反

応機 構の全体像 に加 えて、E-Cellヒ ト赤血球モデル では酸素分圧変化 によるヘ モ グロビン

の状態遷移が代謝 に影響 を及ぼす仕組みつい ても詳細 に再現 されてお り、赤血 球の生理的

意義 を考察す る上 で非 常に有用なモデル である といえ る。

1-1.3 メ タ ボ ロー ム解 析

 近年、生物の細胞内に存在する遺伝子やタンパク質をは じめとした分子情報に関 して網

羅的な調査や計測を行い生命科学の発展に役立てよ うとい う、いわゆるオ ミックス解析が

盛んに行われている。代謝物質の網羅的解析であるメタボローム解析も、ゲノム解析やプ

ロテオーム解析に続 く新たな研究分野 して注 目を集めている。

 慶應 義塾大学環境情報学部 曽我朋義教授 らによって開発されたキャピラリー電気泳動-

飛行型質量分析計(CE-TOFMS)は メタボローム解析 ツールのひとつであ り、各代謝物質

をキャピラリー電気泳動で分離後、キャピラリーの陰極あるいは陽極部に設置 された質量

分析計で検出する[37]。CE-MS法 では細胞内の代謝物質のほとんどが陽イオン性あるいは

陰イオン性の低分子であることに着目してお り、多 くの代謝物質を同一条件下で一斉に測

定できる利点をもつ。
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図1:ヒ ト赤血球モデルの代謝経路図

(Kinoshita et al. JBC 2007よ り 転 載)
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1-2本 研 究 の ね らい

 先に述べた よ うに、血液保 存法の研 究開発 では赤 血球内のATPや2,3-BPGと い った代謝

物 質の挙動が重要 な意 味を持 つが、現在 にお いて も専 ら経験的 なアプ ローチ によって研 究

開発 が進 め られてい るため、 これ らの代謝物質 が減少 す るメカ ニズムについて は明 らかで

ない点が多 く残 されて いる。 しか しなが ら、赤血 球製剤 保存法 の さらな る改善 を 目指す上

では、保 存赤血球 に特徴的 なATP、2,3-BPGの 減少 を招 く反応機序 を根本 か ら理解す る こ

とは大変重要で あ り、 かつ 正統なアプ ローチ であ るとい える。 この代謝 反応機 序 の解 明に

役 立つのが、赤血球代謝 シ ミュレー シ ョン とメタボ ロー ム解析 の技術 であ ると考 えた。

 赤 血球シ ミュ レー シ ョンでは、赤血球内 に存在す る主要な代謝物 質の時系列変化の予測

が 可能 であ る。また、現実 では難 しい実験 も容 易に実行で き、数週 間に及ぶ 実験 も数秒か

ら数分 で終了す る とい う利点 もあ る。一方、 メタボ ローム解析では実際 の細胞 内 に含 まれ

る数十 の代謝 物質 を同一条件 下で測 定可能で あ り、包 括的な赤血球 の代謝動態 を実験的 に

把握 できる唯 一の方法で もある。これ らの技術 を駆使 してATPや2,3-BPG以 外 の代 謝物質

の挙動 を とらえ ることは、保存赤 血球の代謝 メカ ニズムを解 明す る上で非 常に有効な手段

で ある といえる。

 以上の前提 をふ ま え、本研 究 では、 コンピュー ター 上に構 築 された精緻 な代謝 シ ミュ レ

ー シ ョンモデル を応用 して4℃ で保存 され た赤血球の代謝 を再 現 し
、ATPと2,3-BPGの 減

少 を引 き起 こす メカニズム を予測 し、その予測 に基づ いた新 たな血液 保存法 の提唱 を 目指

した。予測結果の 実験的 な検 証はCE-TOFMSを 用いた保存赤血球 のメ タボ ロー ム解析 に よ

って行 うこ とに した。 この 目的 を達成す るため、以下 の計画 で研 究 を進 めた。

1.低 温保存赤血球代謝 シ ミュレー シ ョンモデ ルの構築

2.代 謝物質一斉解析(メ タボ ロー ム解析)に よるモデル の妥 当性確認

3.保 存赤血球代謝 メカニズムの理解へ 向けたシ ミュ レー シ ョン解析

4.保 存手法 の改 良へ 向けた シ ミュ レー シ ョン解析

次章 より各段階における詳細な目的と結果について記述する。
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第2章 保 存赤血 球 シ ミュ レー シ ョンモ デル の作成

2ー1文 献 調 査 とモ デ ル 化

 序論 で述べた よ うに、体 内環境 を想定 した ヒ ト赤 血球モデ ル と して、ヘモ グ ロビンの酵

素運搬機能 を考慮 した常微 分 方程 式モデ ルがE-CelD System Version 3上 に既 に構 築 され て

い る[36](図1,表2)。 しか しなが ら、保存血 液 中にお ける赤血 球代謝 の動態 を解析 す るた

めに は、MAPな どの保 存液の組成や 保存温度 条件 を考慮 したモデル を新 たに作成す る必要

があ る。 そ こで まず、MAP液 を添加 して低 温保存 され た赤血球 を想定 したRC-MAPモ デ

ルの作成 に着 手 した。

 体内環境 とは異な る保 存血液 に特 有の条件 の中か ら、保存溶液 の組成 に よる細胞外 物質

濃度 や温度 条件な ど、 ヒ ト赤血球 の代謝 に影響 があ る と推 測 され る要素 を まず抽出 した。

これ らの要素 をパ ラメー タ化 して既 存のモデ ルに設定す るこ とで、RC-MAPモ デル を得 た

(図2)。 これ に よ り、保存溶 液 中の ヒ ト赤血球代 謝の動態 予測 を行 な うこ とが可能 となつ

た。

 以 下で、要素 の詳細 と各パ ラメー タの初期値 の試 算 に関す る意味 づけ とそ の値 に関 して

記述す る。

図2:RC-MAPお ける代 謝影響 因子
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2.1.1MAP組 成 の 実 装

 血液 バ ッグに保存 され た赤血 球 と体内 を循環す る赤 血球で大 き く異 なる点 と して、細胞

外環境 の組成が上 げ られ る。MAPの 組成 は正確 に定義 されてい るが 、組成 自体 が赤血球内

の代謝 に及ぼす影響 は明 らかでない。RC-MAPは 調整 方法やヘ マ トク リッ ト値(約60%)の

条件か ら赤血球外部 はほぼMAPと 見なす こ とが できるため、保存 中の外部環境 の変化は

赤 血球への入出力のみ で決 まる と考え られ る。そ こで 、MAP組 成が細胞 内の代謝 に与え る

影響 と して、MAPと ヒ ト赤血 球モデルの両者 に含 まれ る代謝 物質の入 出力 だけに注 目 し、

その他 の影響 は無い もの と仮 定 した。 したが って、赤血球 内の代謝には直接影響 を与えな

い と考 え られ るマ ンニ トール な どはパ ラメー タ として考慮 しなかった。

 具体的なMAPの 組 成[161[ク エ ン酸ナ トリウム,0-159/dl;ク エ ン酸,0.029/dl;グ ル

コー ス,0.721g/dl;リ ン酸二水素ナ トリウム,0.0949/dl;ア デニ ン,0.0149/d1;塩 化ナ トリ

ウム,0.497g/dl;D-マ ンニ トール,1.453 g/dl]か ら 細胞外 物質濃 度 を表3の よ うに算 出 し、

RC-MAPモ デルの初期値 とした。

表3=RC-MAPの 赤血球 外物質濃度

グ ル コ-ス

ア デ ニ ン

Na'

リン 酸

クエ ン酸 蜜

D一マン ニ ト-ル 車

40.02

 1.04

106.37

 6.03

 6.05

79.76

単 位 は[mM].索 クエン酸 とD-マ ンニ ト-ル はモデル に含 まれ ない。

 この よ うに して、保存溶液 か らの細胞 内への 各代謝物質 の流量に関す るパ ラ メータはす

べ て決 定す ることがで きた。

2・1.2pH変 化 の 実 装

 保存赤血球内のpHは 保存液に含まれるクエン酸の影響のため生体内よりも低い。また、

保存期間が経過するにつれて赤血球内で産生される乳酸や ピル ビン酸の蓄積によっても細
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胞 内pHは 徐 々に酸性 に傾 く[38]。Shibaら のRC-MAP保 存試験 の結果[16】か らpHの 時

系列 変化は傾 きk=-8・66×10-gs-1と した1次 式 に近似 でき るた め、 RC-MAPモ デ ルにおい

て もその よ うに実装 した。 本モデル のpHは7週 間で6.95か ら6-59に 低 下す る。 pHの 変

化 に よる代謝へ の影響 は、木下氏 らによる ヒ ト赤血球モデル において、既にpH依 存 的な

速度 式 と して2,3-BPG産 生系(BPGSP)と5種 類 の解糖 系酵素(ヘ キ ソキナーゼ(HK)、 ホ

スホフル ク トキナーゼ(PFK)、 グ リセル アルデ ヒ ド3リ ン酸デ ヒ ドロゲナーゼ(GAPDH)、

ピル ビン酸 キナ ーゼ(PK)、 乳 酸デ ヒ ドロゲナー ゼ(LDH))に 実装 され て い る。 そ のた め

RC-MAPモ デ ルにおいて もpH変 化の影響 は これ らの反応活性 の変化 と して反映 され る こ

とになってい る。

2.1.3 低 温刺激 に よ る酵 素活性 低 下 の実装

 血液 の保存条件 である4℃ では、PFK、 アル ドラーゼ(ALD)の 酵素活性 が通 常の1%程 度

にまで減 少す る[39,40]。 今 回の調 査で はそ の他 の酵 素活性 につい ては情報 を得 られなか

ったが、一般 に低温条件 下においてはア レニ ウスの式に したが って細胞 内のあ らゆる生化

学反応 の活性 が低下す る と考え られ る。ただ し、プ リン代 謝系酵素 とNa+とK+のATPを 利

用 した能 動輸送機 構(Na+/K+ポ ンプ)の 反応活性 は、血液保 存 の条件 下において特別 な挙

動 を示す ことが今回の文献調査 でわか つた。 その詳 細について以 下で説 明す る。

 赤 血球 中に存在す るプ リン代 謝系の酵素 は低pHの 条件下で活性 化す ることが調査 でわ

か った[41-45]。 先 に述べ た とお り保 存条件 下では赤 血球内のpHが 著 しく低 下す るた め、

プ リン代 謝酵素は活性化す るであ ろ うと仮定 し、他 の代謝酵素活性 とは別枠 と して プ リン

代謝 系 に属す る8種 類 の酵素(ADA, ADPRT, AMPDA, AMPase, IMPase, PNPase, PRM,

PRPPsyn;略 語 の正 式名 称 は表2を 参 照 の こ と)の 活性 を一斉 に操 作す るパ ラ メー タ

(Purine metabolism activity)を 設 定 した。 なお 、プ リン代謝系の酵素 で もadenosine kinase

(AK)とhypoxanthine-guanine phosphoryl transferase(HGPRT)は 高いpHで 活性 が最適化 さ

れて いる との報告があ った ため、Purine metab01ism activityの 範疇 か らは除外 して ある[46,

47]0

 細胞 内のATP消 費 の大部分 を 占めてい るNa+/K+ポ ンプは、37℃ か ら50Cに 温度 が低下

す る と代謝 回転数 が0.4%に まで落 ち込む とい う報 告例 があ る[48]。 低温刺激 に よる活性

低下率が1%前 後 であるPFK、 ALDな どの他の代謝酵 素 と比べて低温 に対す る感 受性 が高

い こ とを受 けて、Na+/K+ポ ンプ活性 も"Na†/K+pump activity"と い う個別 のパ ラメー タ と

して操作す る ことと した。

 これ らプ リン代 謝系 とNa+/K+ポ ンプ を除 く酵 素反応お よび分子結合反応 の反応 速度活

性 に対 しては、低 温刺激 の与 える影響 と してEnzyme activityと い うパ ラメー タ を設定 し、

この値 に した がって一律に1%前 後 を基準 に活性 を低下 させ る ことに した。
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2.1.6低 温刺激 に よ るヘモ グ ロ ビンの状 態 遷移

 ヘ モ グロビンには2つ の構造 、oxyHb(R型)とdeoxyHb(T型)が 存在 し、そ の状態遷

移 に よる代謝変動 を巧み に利用 して酸素運 搬 を効率 的に行 ってい る[36】 。 実際 に血中赤

血球 モデルにおいて、T型 ・R型 ヘ モ グロ ビンの存在 比は、酸素分圧 によってお よそ1対

20か ら3対4程 度 まで変化す る。一 方、低温条件下 にお かれ た場合 には、ヘモ グ ロビンの

状態 はR型 にかた よって安定化 され る ことが知 られ ている[49]⊥。 そこで、ヘ モ グロ ビン

のT-R状 態遷移 に よる低温代謝動態 の違 い を考慮す るため、RC-MAPモ デル ではT型 ・R

型ヘ モ グロビンの存在比 を0対1、 すなわ ちすべ てR型 ヘモ グロビン として存在 す る設定

に した。

2-2RC-MAPモ デ ル の シ ミ ュ レ-シ ョ ン 結 果

 赤血球 の保存 に関す る種 ・々の条件 を考 慮 して新た に作成 したRC-MAPモ デル の妥当性

を検証す るために、実際 にシ ミュ レー シ ョンを行 った。細胞 内の初期pH値 、 Na+/K+ポ ン

プ活性(Na+/K+pump activity)、ヘモ グロ ビンのT型 ・R型 の存在 比はすべ て文献 か ら得 られ

た測 定の結果 を基 に固定値 を利用 した。ただ し、血液の保存温度 であ る低温(4℃)条 件下

にお け る酵 素活性(Enzyme activity)とプ リン代謝系酵 素活性(Purine metabolism activity)の

値 に関 しては正確 な値 を文献 か ら得 ることがで きな かった。 そ こでまず酵素活性 に関 して

は一部 の酵 素活性 変化 の報 告結果 を拡 張 し、体 内環 境 にお ける通 常活性 の2.5%と した。一

方で 、pH低 下 による活性化 が見込まれ るプ リン代謝 系はその10倍 として、25%の 活性低

下 に留 める ことと した。

 上述 のパ ラメー タセ ッ トを用 いたRC-MAPモ デルで7週 間のシ ミュ レー シ ョンを行い

ATP,2,3ーBPGの 時系列 を予測 した。 その結 果、酵素活性 変化 の値 は試算で あったに もかか

わ らず、Shibaら によ るRC-MAP長 期保 存試 験の測定結果 と非常に似た時系列 を得 ること

がで きた(図3)。 さらに、ATP,2,3-BPG以 外 の細胞外物 質濃度 の変動 につ い ても、実験値

とほ ぼ一致 していた(表4)。

 細胞外 アデ ニンについては、RC-MAP長 期 保存試験で は細胞外 アデニ ンは3週 間で消費

され枯渇 した と報 告 されてい るが[16】、RC-MAPモ デ ルにおいて も細胞外 アデ ニ ンは4週

間で ほぼ枯渇 してお り、先行研究 の結果 を再現 していた といえ る。

 以上のよ うに、調査に基づいたパラメータ設定によって赤血球保存時の代謝変動を再現

するプロ トタイプモデルの作成に成功 した。 しか しなが ら、酵素活性に関する3種 類のパ
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ラ メ ー タ(Enzyme activity, Purine activity, Na+/K+pump activity)の 値 は 過 去 の 知 見 を 元 に 見

積 も っ た 値 で あ り 、 唯 一 の 解 で あ る と は 言 え な い 。 そ こ で 、 これ ら の パ ラ メ ー タ 値 を 遺 伝

的 ア ル ゴ リ ズ ム 法(GA)に よ っ て 改 め て 推 定 す る こ と に し た 。
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図3:RC-MAP長 期保 存試 験 とRC-MAPモ デル にお けるATP,2,3-BPG濃 度 の時系列変動

MAP液 に保存 した赤 血球 の7週 間に わたるATP(実 線),2,3-BPG(破 線)の 時 系 列測 定結 果 を示している。y軸 は 初期 濃 度に対

す る%で 表 してあ る。A:MAP-CRC長 期 保 存 試 験 の 結果(Shlba et a/.の デ-タ を元に 値 を算 出した);B:本 報 告 で構 築 した

MAP-RBCモ デル の結 果. MAP-RBCモ デル の初 期 値 は以 下 のとお りである:外 部グ ルコ-ス 濃度-40,02[mM];外 部アデ ニン

濃度,1.04[mM];外 部Na+濃 度,106・37[mM];外 部 リン酸 濃度,6.03[mM];pH,6・95;ア デニン代 謝 系活 性,25%;酵 素 活 性,2.5%;

Na+/K+ポ ンプ,0ー4%;ヘ モグ口ビン, R型.

表4=RC-MAP長 期保存試験 とRC-MAPモ デル の細胞外 物質濃度

刑
羽

Na+ ,1

痴
K+ 5 ル コー ス

鐡
ア丁 ニ ン

[days] モテル モァル 貝
・
鴨
' モテル モ丁ル
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2t1

22土3

34士3
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5614

5813

6013

o.0

33.1

42.7
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49.3
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50.0
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24.Ot2.2

21.712.4

20.5土2.6

19.1土2・4
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16.712.7

40.0
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1.04

31.13週 間 で枯 渇
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23.3
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0.4
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0.i
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o.o

o.o

単 位 は[mM].
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2・3GAに よ る未 知 パ ラ メー タ推 定

実 験 条 件

 RC-MAPモ デ ル に 含 ま れ るEnzyme act-y, Purine metabolism act-y, Na+/K+pump act-y

と い う3っ の パ ラ メ ー タ 値 を 、E-Cell Systemに 実 装 さ れ て い る 実 数GAを 利 用 し て 推 定 し

た 。GAの 実 験 条 件 は 以 下 の と お りで あ る 。

(時 系 列 デ ー タ)

 ATP,2,3-BPGの 時 系 列 実 測 デ ー タ(0-7週 間 ま で の 合 計8ポ イ ン ト)[16]

(パ ラ メ ー タ 探 索 範 囲)

 Enzyme activity

 Purine activity

 Na+/K〒pump activity

0」-100.0(%)

0.i-ioo.0(%)

0-1-100.0(%)

(GAの パ ラメー タ)

 個体数    :300

 世代数    :4000

 最大 変異率 :0-75

(評価 関数)

 評価値EVは 以下の式で算 出 した。ここで 、[X]1は 物質Xのi週 間後の実測値 、[Xsim]i

 は物質Xのi週 間後の シ ミュ レー シ ョン予測値 を表す。[X]i,[Xs-mlゴはそれぞれの初期

 濃度 で正規化 してあ る。

EV一 去客 〔[ATI耕{㌦ 臆 〔[  z2,3BPG],一[2,3BPGS,m],
[2,3BPGS,m],

結果

 得 られ た評価値 とパ ラメー タ値 を表5に 示 した。GAは4000世 代 にわた つて実行 したが、

今回 の探 索で得 られたパ ラメー タセ ッ トは28世 代 目に得 られ た ものだった。このパラメー

タ値 をRc一MAPモ デル に代 入 してArP,2,3-B PGの 時系 列を予測 した結果 が図4で あ る。
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表5:GAに よって得 られたパ ラメー タ値

Value
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Enzyme activity(%)
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図4=RC-MAP長 期保存試 験 とRC-MAPモ デ ル(プ ロ トタイプモデル ・GAに よるパ ラ

メ-タ 推 定モデル)の 比較

MAPに 保 存 した赤 血球 の7週 間 にわた るATP(実 線),2,3-BPG(破 線)の 時 系 列測 定 結 果を示 している。y軸 は初 期 濃度 に対 す

る%で 表 してあ る。A:RC-MAP長 期 保存 試 験 の結 果(Shiba et∂/.の デー タを元 に値 を算 出した);B:RC-MAPモ デル(プ 口トタイ

プ)の 結 果.C:GAで 最適 化 したパラメ-タ を持 つRC-MAPモ デ ルの 結 果.

表6:RC-MAP長 期保存試験 とGAで 予測 したモデルの細胞外物質濃度

湘
頂

Na+ 甲
痴

K+ 茸 ル コ-ス

難
ア7一 ニ ン
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 GAで 予測 したパ ラメー タ値 を代入 したモデル に よって も、 Shibaら に よるRC-MAP長

期保 存試 験の測定結果 を再 現で きてい た。GAに よる探 索で予測 されたパ ラ メー タ値 は、

Purine metabolism activityが 最 も大 き く24%、 次い でEnzyme activityが35%、 そ してNa+/K+

pump activityが 最 も小 さ く0.6%と な ってい た。 この結果 は、保 存状態 を仮 定 した ときの酵

素活性 低下 の条件 をす べて満 た してお り、生化学 的な根拠 と矛盾 してい ない。 また 、GA

で推 定 したパ ラメー タ値 を用 いた場合 には、2,3-BPGが14日 目付 近で枯渇 してお り、プロ

トタイプモデル よ りも実測 に近 い予測がで きてい た。 同時に、今回 の学習デ ー タと して用

い たATPと2,3-BPG以 外 の細胞外代謝物質 の時系列変化 につい て も、 Shibaら の実測値 と

ほぼ変 わ らない こ とが確認 できた(表6)。

2-4パ ラ メー タ範 囲 の 全 域 探 索

 GAで は広域 にわたって効率 よ く最適解 が探 索で きる一 方で、局所解 に陥 る ことで よ り

最適 な値 を見逃 してい る可能性 があ る。そ こで 、GAで 探索 した範 囲の一部 に関 して精密

にすべ ての組 合せ を網羅 した全域探 索 を行 うこ とで、GAで 得 られたパ ラメー タセ ッ トの

妥 当性 を検証 した。

パラメータ探索範囲

 ま ず 、 代 謝 反 応 に 関 す る3種 類 の パ ラ メ ー タ(Enzyme activity, Purine metabolism activity,

Na+/K+pump activity)に つ レ・て 、 GAで は 通 常 赤 血 球 モ デ ル が 持 つ 活 性 の0.1%-100%の 範 囲

で 探 索 し た の に 対 し、全 域 探 索 で は0.0-50%の 範 囲 で24ポ イ ン ト[0,0.1,0.2,0.3,0.4,0.5,0.6,

0.7,0.8,0.9,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,20,30,40,50(%)]の パ ラ メ ー タ 値 の 網 羅 的 な 組 合 せ

パ タ ー ン(243ニ13824)を 用 い た 。 さ ら に 、 ヘ モ グ ロ ビ ン の 状 態 がR型 ・T型 の い ず れ か

で あ る と 条 件 設 定 した 。以 上 、合 計 で243×2-27648パ タ ー ン を シ ミ ュ レー シ ョ ン 実 験 の 対

象 と した 。

評価値

前述のGAで 用いた評価関数を適用 した。

結果

ATP、2,3-BPGの 実測時 系列 デー タを再現 可能 で あるパ ラメー タセ ッ トが示す特徴 を明

らか にす るために、全探索 を行 った27826パ ラメー タセ ッ トのシ ミュ レー シ ョン結果 か ら
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導 出 したEV値 が小 さい と位0.1%(27セ ッ ト)を 抽 出 ・比較 した。

 そ の結果 、GAで 推 定 されたモデ ルは、全探索 によって得 られた条件 をすべ て満 た して

い る ことが確 認で きた(図5)。 また、探索 を行 った3つ のパ ラメー タの値 は、Enzyme activity

で3-6%,Purine metabolism activityで20・30%, Na+/K+pump activityで0-1%の 範囲 内での組合

せ に限 られ ていた。なお、抽 出 されたモデル のヘモ グ ロビンはす べてR型 となっていた。

 今回得 られ た条件(ヘ モ グ ロビン型 と、各酵素群 の活性 の比)は 、前述 の通 り、文献な

どか ら推 察 され る条件 とも一致 が見 られ ることか ら、条件 を満 た さない他 のパ ラメー タセ

ッ トを許 す 可能性 は低 い。 以 上の こ とか ら、 これ らのパ ラメー タ範 囲 に関す る条件 は

RC-MAPの 代謝 動態 を再現す るために必要充分な条件 である と予測 され る。

GA estimation value

nne

 Oi1 3/6   10%      20%      30%  50% 白
」 」白」」一 」」-一---■ 一 」-」 一 一」」 」 」 一 司 一

 くゆ ぐIゆ             ぐ-」」」」一 ■■dレ

～a+ノκ+εηzyme              Purine

      i

Parameter range

◆Na+小K+pump activity

fEnzyme activity

fPurine metabolism activity

fHemoglobin

0-1

3-5%

20-30%

oxyHb(R一state)

図5:酵 素活性に関す るパ ラメータ範囲の傾向 とGAに よるパ ラメータ推定結果

 さ らに、パ ラ メー タの種類 によって値 の範 囲が限定 され てい ることを検証す るために、

今 回得 られ た3つ の酵素活性の各条件 を満 た さない3つ のモデル を作成 した シ ミュ レーシ

ョンを行 い、 それ らが実測デー タ と異な る結果 を示す こ とを確認 した(図6)。

 まず、Enzyme activityとNa+/K+pump activityを 各々、条件 よ りも高 く(24%)設 定 した

2っ のモデル では、Shibaら の実測デー タよ りも物質 の減少速度 がはや く、ATPは14日 後 、

2,3-BPGは7日 後まで に枯渇 して しまつた。逆 にPurine metabolism activityを 低 く (0.6%)

設 定 した場合 、ATPが 保存49日 後 でも初期値 のまま保たれ ていた。 以上の シ ミュ レーシ

ョン結 果か らも、保存赤血 球のATP、2,3-BPGの 代謝動態 を再現す るた めには、代謝酵 素
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活性 を全般的 に低 下(3.5%)さ せ た上でNa+/K† ポ ンプの活性 は よ り低 く(0.6%)、 プ リン代

謝 系の酵素活性 を よ り高 く(24%)設 定す る必要 があ るこ とが示唆 され た。 この ことか らも、

複数 の生化学的 な知 見か ら推 察 した、保存条件 下での反応 活性 に関す る仮 定は妥 当で ある

可能性 が高い と考 え られ る。
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図6:RC-MAPモ デルと酵素活性の条件 を満た さないモデルの比較

左 図 はATP、 右 図 は2I3-BPGの 時 系 列 シ ミュレ-シ ョン結 果 。y軸 は 初 期 濃 度 に 対 す る%で 表 して あ る 。"Model"はGAで 最

適 化 した パ ラメ-タ を持 つRC-MAPモ デ ル の 結 果 で あ る 。この モ デ ル を基 準 に して 、Enzyme activityの み を24%に した モ デ ル

の 結 果 を"Enzyme 24%"で 、Purine metabolism activityの み を0.6%に した モ デ ル の 結 果 を"Purine 0.6%"で 、Na`/K+pump

activityの み を24%に した モ デ ル の 結 果 を ー`NaK 24%"で 表 した 。

 生化学の知見を元に保存赤血球の代謝動態に関与す る条件を統合 し、不確定要素を機械

学習の手法を用いて推定することによって、赤血球の保存状態を再現する確からしいモデ

ルを得ることができた。次章では、このシミュレーシ ョンモデルの予測結果を検証するた

めに実施 した、MAP保 存赤血球液の代謝物質測定実験の結果について述べる。
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第3章 CE-TOFMSに よる保存赤血球代謝物質の測定

 第2章 にお いて、生体 内環境 下での ヒ ト赤血球 モデ ル を拡張す る ことでRC-MAPモ デ ル

を作成 し、このモデル が保存 赤血球内のATPお よび2,3-BPGの 動態 を正確 に再現す る こと

を示 した。しか しなが ら、ヒ ト赤血球内では数百 、赤血球モデル 上で も50程 度の代謝物質

が相 互に影響 を及 ぼ しあって赤血球の生理機能 を維 持 してい る。 そのた め、赤血球 を よい

状態 で保存す る新 たな手法 を見出すた めには、 と りわ け重要 だ と考 え られ るATPお よび

2,3-BPG以 外 にも、数多 くの代謝 物質の動態 を把握す ることが必要 不可欠であ る。

 そ こで、CE-TOFMS用 い て実 際のRC-MAPに ふ くまれ る多数 の代 謝物質の量 を一 斉に

測 定 し、その時系列デー タ とシ ミュ レー シ ョン予測結果 と比較す る ことで、複数の代謝物

質に対 してのRC-MAPモ デル の予測精度 と妥 当性 を実験的 に検 証 した。

3-lRC-MAPの 作 成 と長 期 保 存 実 験

RC-MAPの 作 成

 クエ ン酸ナ トリウム入 り真空採 血管3に てDO～40代 の健 常成人か ら静脈 血 を採取 して

遠 心分離(46709,6min,4℃)し 、血 漿お よびBuffy coatを 除去 した赤血球層 にMAP液(表

7)を 添加 して密封 し、4℃ で静置保存 した。

表7:MAP液 の組成(100mL中)

塩化ナトリウム
  アデニン

  ブドウ糖
 マンニト-ル

  クエン酸
クエン酸ナトリウム

リン酸二水素ナトリウムニ水和物

0.4978

0.0148

0.7219

1.4578

0.0208

0.1508

11・x・

、本来な らば 血f夜保イ∫液 の 種で あるCPD l夜(Carate-Phosphate-Dextrose)人 りの ハ ンクに採 血 を行 うが、 CPDのi成 分 である クエ ン酸ナ トリ

ウム を用 いて採 血をお こな うことで代 用 した。
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RC-MAPの 時系列サ ンプリング

 調 整 直 後 よ りlmLず つ サ ン プ リ ン グ し て 、 遠 心 分 離(800-700 g,10min,4℃)し て 赤 血

球 層 に 等 張 緩 衝 液 で あ る ト リ ス 緩 衝 液+グ ル コ ー ス 溶 液(10mM Tris/HCI,150 mM NaCI,

5mM glucose, pH 7.4)を 加 え て か ら転 倒 混 和 し て 遠 心 分 離 す る 操 作 を3回 繰 り返 し(洗 浄

操 作)赤 血 球 サ ン プ ル を 得 た 。RC-MAPの 採 取 は 保 存 後0,1,3,5,7,14,28,49日 後 の 合 計8

点 、 各 タ イ ム ポ ィ ン トで5サ ン プ ル(n-5)ず つ 行 っ た 。

3-2 赤 血 球 メ タ ボ ロー ム 抽 出 処 理

 20ｵM内 部標 準IS I4を含む メ タノール1.8 mLと サ ンプル赤血球200ｵLを 撹絆 しタンパ

ク質 を変1生させ 、ク ロロホル ム2mLと 精 製水800ｵLを 加 えて さらに撹拝 して か ら有機化

合物層 と水 層 に分離 し(4℃,3,500rpm,5min遠 心分離 処理)、 水層 部分 を取 り出 して限外

濾 過処理 を してメタボ ロ-ム 抽 出液 を得 た。真空 乾燥機 で溶媒 を完全 に除去 した乾燥 した

ペ レッ トを、200ｵL内 部標 準IS25を 含 む精製水50ｵLで 溶解 して、 CE-TOFMSを 用い たメ

タボ ロー ム測定用 のサ ンプ ル と した(図7)。

Metabolite Extraction Method for Human RBC
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図7:赤 血球メタボローム抽出の行程

41Sl(Methionine Sulfone, MES, CSA)

51S2(3-Aminopyrrolidme, Trimesate)
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3.3CE-TOFMSに よ る代 謝 物 質 一 斉 測 定

 CE-TOFMSで の 測 定 はcation mode(陽 イ オ ン 性 物 質)/anion mode(陰 イ オ ン 性 物 質)/

nucleotide mode(中 性 物 質)で 行 っ た 。 そ れ ぞ れ の 分 析 条 件 は 以 下 の と お り で あ る 。

陽イオン性物質

物 質 の 分 離 に はlMの 蟻 酸 を 電 解 液 と し て 満 た した フ ユ ー ズ ドシ リ カ キ ャ ピ ラ リ ー(50ｵm

i.d.× 全 長100 cm)を 使 用 し た 。 試 料 は50 mbarの 空 気 圧 で3秒 間,3nLを 注 入 し た 。 電

圧 は+30kVに 設 定 した 。 キ ャ ピ ラ リー は20℃,サ ン フ。ル トレ イ は5℃ に 保 っ た 。 シ ー ス

液 に は50%MeoH/Milli-Q水(5 mM酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム,0.1ｵM Hexakis(2,2-difuorothoxy)

phosphazene入 り)を 用 い 、 l mL/minで 送 液 し た 。 ESI-MS(Electro Spray Ionization-Mass

Spectrometry)は ポ ジ テ ィ ブ ィ オ ン モ ー ド、キ ャ ピ ラ リー の 電 圧 は30 kVに 設 定 した 。 窒 素

ガ ス は300℃ の ヒ ー タ ー で 加 熱 し 、10L/minで 供 給 し た 。

陰イオン性物質

物 質 の 分 離 に は50mMの 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム(pH 8.5)を 電 解 液 と し て 満 た し 、 内 表 面 が

陰 ィ オ ン ポ リマ ー で コ ー テ ィ ン グ さ れ て い るNacalai Tesque社 製SMILE(+)キ ャ ピ ラ リー

(50ｵmi.d,× 全 長100cm)を 使 用 し た 。 試 料 は50 mbarの 空 気 圧 で30秒,30 nLを 注 入

し た 。ESI-MSは ネ ガ テ ィ ブ モ ー ド、 電 圧 は-30 kVに 設 定 し た 。 そ の 他 の 条 件 は 陽 イ オ

ン 測 定 と 同 じ に し た 。

中性物質

物 質 の 分 離 に は50mMの 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム(pH 7.5)を 電 解 液 と し て 満 た し フ ユ ー ズ ド

シ リ カ キ ャ ピ ラ リー(50ｵmi.d.× 全 長100cm)を 使 用 した 。 キ ャ ピ ラ リ ー を 使 用 す る 前 に

プ レ コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ バ ッ フ ァ(25mM酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム/75 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 液

(pH 75))で20分 間 前 処 理 を 行 っ た 。 シ ー ス 液 に は50%MeOH/Milli-Q水(0」ｵM

Hexakis(2,2-difuorothoxy)phosphazene入 り)を 用 い 、 l mL/minで 送 液 した 。 そ れ ぞ れ の サ

ン プ ル を 注 入 す る 前 に は 、キ ャ ピ ラ リー を プ レ コ ン デ ィ シ ョニ ン グ バ ッ フ ァ で10分 間 平 衡

化 し 、 引 き 続 き ラ ン ニ ン グ バ ッ フ ァ を6分 間 送 液 す る 操 作 を リ プ レ ニ ッ シ ュ シ ス テ ム に て

行 っ た 。 サ ン プ ル は50mbarの 空 気 圧 で30秒,30 nLを 注 入 し た 。 ESI-MSは ネ ガ テ ィ ブ

モ ー ド、 キ ャ ピ ラ リー の 電 圧 は30kVに 設 定 し た 。 そ の 他 の 条 件 は 陽 イ オ ン 測 定 と 同 じ に

した 。
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3-4 実 測 結 果 とシ ミュ レー シ ョ ン結 果 の 比 較

 今回の測定実験 では、RC-MAPモ デル に含 まれ てい る約50個 の代謝産物 の うち、27物

質の時系列デー タの取得 に成功 した。 中で も特 に重 要な解 糖系 中間代謝物 質の実測結果 を

図8の 左 列に、RC・MAPモ デル の予測結果 を図8中 央列に示 した。結果 か らわか るよ うに、

RC-MAPの メタボ ロー ム測 定結果の時系列 が示す 定性 的な特徴 はシ ミュ レーシ ョン予測 に

おいて も非常 によ く再 現 されていた。 しか しなが ら、時系列 を細 か く検討す ると定量的 に

は複 数の点 に渡 って差 異が見 られた。

 解糖 系上流 の代謝物 質の グル コー ス6リ ン酸(G6P)と フル ク トー ス6リ ン酸(F6P)は 、

保存初期 に増加 した後 、保 存49日 後 までゆるや かに減少 してい た。濃度 上昇の ピー クは、

実測結果 では14日 後 であったがモデル ではシ ミュ レーシ ョン開始直後 に位置 していた。

 解糖 系中流 に位 置す るフル ク トー ス1,6-ビ ス リン酸(F1,6BP)と ジ ヒ ドロキシアセ トン

リン酸(DHAP)は 、保存直後 にFl,6BPは 初 期値 の8倍 、 DHAPは20倍 にまで急激 に上

昇 し、そ の後激減 して14日 後 にはほぼ枯渇 してい た。シ ミュ レー シ ョン結果 で も急激 な濃

度 上昇の後、減少 す る とい う変動パ ター ンが予測 されたが 、濃度上昇 はL4倍 程度 に留 ま

っていた。3-ホ スホグ リセ リン酸(3PG)と ホスホエ ノール ピル ビン酸(PEP)も 保存後 に

一旦増加 してか ら減少す るパ ター ンを見せ ていた
。

 ピル ビン酸(PYR)と 乳酸(LAC)は 時 系列 に したが って徐 々に増加 し続 け、49日 後 に

は約30倍 の濃 度に達す る。RC-MAPモ デル で もLACは 単調 に増加 し続 け30倍 程度 にま

で達 していたが、PYRは14日 目付近 か ら横這 いに減少 していた。

 以上、保存初期に見 られる物質の蓄積率や濃度上昇のピークを迎える時期にはズレがあ

るものの、実測データと似た挙動を示す ことが確かめられた。当初RC-MAPモ デルはATP

と2,3ーBPGの 時系列変動を予測す るために最適化 したモデル として構築 されたが、その他

の代謝物質の挙動 を予測するモデル としても有用であることが実証 されたといえる。なお、

網羅的な解糖系中間代謝物質の時系列データを一斉に取得 した保存血液関連の研究はこれ

まで行われておらず、この実験結果は保存赤血球の中間代謝物質を包括的に測定すること

に成功 した初めての例である。
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図8:保 存 赤 血 球 メ タ ボ ロ ー ム 測 定 とRC-MAPモ デ ル に お け る 解 糖 系 中 間 代 謝 物 濃 度 の

時 系 列 変 動

保 存赤 血 球 メタボ 口一ム 測 定(n=5)の 結 果(左 列)。RC-MAPモ デル 結 果が 中 央列 である。最 上段 か ら順 に、G6PとF6Pの 合

計,F16BP, DHAP,3PG, PEP, PYR, LAC.酵 素 活性 の 条 件を満た さないモデル の結 果 が右 列 である。RC-MAPモ デル を基

 準 にして、Enzyme activityの み を24%に したモデ ル の結 果 を"Enzyme 24%"で 、 Purine metaboーism activityの み を0.6%に

  したモデル の結 果 を"Purine O.6%"で 、Na+/K'pump activityの み を24%に したモデ ルの 結 果を"Na7K+24%"で 表 した。
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 さらに、前章 で得 られ たパ ラメー タ条件 か ら逸脱 した3つ のモデル(図6の モデル)に

よって解 糖系 の物質変動 の予測 した結果 が図8の 右 列であ る。前述 の とお り、 この3っ の

モデルはATPお よび2,3-BPGに ついて実測結果 と大幅 に異 なる挙動 を示 していたが、今回

新 たに測定 された解糖 系の7つ の代謝物質 につ いて もまった く異 なる時系列の結果 を示 し

てい ることが確認 できた。 特にEnzyme activity、ない しNa*/K+activityを24%に 設定 した

モデルで は実測デー タの挙 動 を全 く予測 できない ことがわ かる。 このシ ミュ レー シ ョン結

果か らも、ATPと2,3-BPGの 代謝動態 に最適化 されたパ ラメー タ値 を使 用 したモデル は、

それ ら2物 質のみ な らず 、その他 の解 糖系 中間代謝物 質の時系列変化 も予測 可能なモデル

であ ることが示唆 され た。
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第4章 シ ミュ レー シ ョン解 析

 CE-TOFMSを 用 いた代謝物 質測定実験 によって、 RC-MAPモ デル は保存 赤血球の代謝動

態 を正確 に再現す るモデルで あるこ とが実証 され た。 このモデル を利用 した シ ミュ レー シ

ョン解析 によ り、保存赤血 球におい てATPお よび2,3-BPGが 激減す る代謝 メカニズム を解

明す るこ とが本研 究の 目的で ある。さらにRC一MAPモ デル を利用 したシ ミュ レー シ ョン実

験 を重ね るこ とによ り、赤血球の保存状態 を改善す る手法 の検討 が期待 され る。

 本章で は構築 したRC-MAPモ デ ルを利 用 して行 った複数 のシ ミュ レー シ ョン実験の結

果 について述べ ていきたい。

4-1パ ラ メ ー タ の感 受 性 解 析

 先 に 示 し た 通 り 、RC-MAPモ デ ル に は 低 温 保 存 下 の 赤 血 球 代 謝 を 説 明 す る 変 数 と して5

種 類 の パ ラ メ ー タ(pH, Purine metabolism activity, Enzyme activity, Na+/K+pump activity,ヘ モ

グ ロ ビ ン)を 実 装 さ れ て い る 。そ こ で 、赤 血 球 の 重 要 な 物 質 で あ るATPお よ び2,3-BPGと 、

ATPを 維 持 す る 効 果 を 持 つ ア デ ニ ン に 対 し て 、 各 パ ラ メ ー タ が 及 ぼ す 影 響 を 感 受 性 解 析 に

よ っ て 確 認 し た 。 こ の 解 析 に よ り、 各 パ ラ メー タ が 保 存 赤 血 球 内 のATP、2,3-BPGお よ び

ア デ ニ ン の 挙 動 に 対 し て ど の よ うな 役 割 を 果 た し て い る か を 知 る こ とが で き る 。

解析条件

 RC-MAPモ デ ル で 設 定 した 保 存 状 態 を 説 明 す る5要 素(パ ラ メ ー タ:pH, Purine metabolism

activity, Enzyme activity, Na+/K+pump activity,ヘ モ グ ロ ビ ン)に 対 し、 GAで 得 られ た 基 準 と

な る 値 か ら 各 パ ラ メ ー タ 毎 に 値 を 変 化 さ せ て49日 間 の シ ミ コ-レ ー シ ョ ン を 行 い 、ATP,

2,3-.. ア デ ニ ン 量 の 時 系 列 変 化 を 比 較 し た(図9)。 た だ し、pHは モ デ ル の 初 期 設 定 の

み を5段 階(pH=6-5,6.75,6-9*,7.0,7.25)に 設 定 し、 Purine metabolism activityは2.5%,125%,

24%*,50%の4段 階 に 、Enzyme activityは4段 階(0.5%,1%,2.5%,3.4%*,5%)に 、Na+/K†pump

activityは5段 階(0.25%,0.5%,0-6%*,1%,2.5%)に そ れ ぞ れ 設 定 し た 。 右 肩 に*が つ い た

値 がRC-MAPモ デ ル が も つ パ ラ メ ー タ 値 で あ る 。ヘ モ グ ロ ビ ン に つ い て は 、赤 血 球 中 に 存

在 す るR型/T型 の 割 合 を 、全 てR型(T:Rコ1:0)、 全 てT型(T:R-0:1)、 同 量 の 存 在 比(T二R=1:1)

の3段 階 に 設 定 し た 。
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結果

 各 パ ラ メ ー タ の 値 を 変 化 さ せ た と き にATP,2,3-BPGお よ び ア デ ニ ン の 時 系 列 変 動 に 表 れ

た 影 響 について 、5種 類 の パ ラ メ ー タ(pH, Purine metabolism activity, Enzyme activity, Na+/K+

pump activity, Hemoglobin)を ひ と つ ず っ 取 り上 げ て 詳 し く述 べ て い く。

pH

 pHの 影響 は2,3-BPGに 最 も顕 著 に表 れて お り、pH7.25とpH7.0以 下の場 合 とでは

2,3-BPGの 変動パ ター ン自体に大 きな違い が見 られ た(図9-B)。 またpHが 高いほ ど、その

濃度が よ く維持 され ていた。 すで に実験的 に確認 され てい る事実 と して、生体 内での範囲

にお いて はpHが 高い ほ ど2,3-BPGの 定常濃度 が高い こ とが報告 され ている[50]。 また、

2,3-BPGに 関す る反応 プロセ ス として本モデルに実装 され ている反応速 度式 にはpHが 変

数 として組み 込まれ てお り、pHと2,3-BPGの 関係 は実験 的な知見 と一致す る ことが先行研

究において確認 されてい る[29]0よ って、高いpHに よって2,3・BPG濃 度 を維持 した本 モ

デ ルの結 果は妥当であ ることと、保存 中のpH変 化が2,3-BPG濃 度に多大 な影響 を及 ぼす

ことが示唆 された。

Purine metabolism activity

 プ リン代謝系には、赤血球内のATP量 を維 持す る効果 を持つ アデ ニ ン[20]が 存在 してい

る。Purine metabolism activityをGAで 予測 された値 か ら2-5%ま で減少 させた場合 では、ア

デ ニン とATPの 濃度は7週 間を過 ぎて も維 持 され る と予測 され た(図9-D,F)。 一 方、RC-MAP

モデ ルで採用 した24%に 設 定 した場合では、実際の保 存血液 中におい て示 され るアデニ ン

の枯渇 とATPの 減少 カーブの特徴 を再現で きている。また、図9-C, F,1, L,0を 比較す ると

モデル に実装 したその他のパ ラメー タはアデ ニン量の変化 に影響 してい ない ことがわか る。

つ ま り、感 受性 を見た5種 類 のパ ラメー タの中ではPurine metabolism activityの み がアデニ

ン量 を直接制御す る要素であ るとい える。さらに、アデニ ンの初期濃度 を大 き くして もATP

の減少率 はほ とん ど変化 しない とい うシ ミュ レー シ ョン結果が得 られてお り、アデニ ン量

の減少 が直接 的にATPの 減少 を招いてい るわ けで はない と考え られ る。

 以上 の結果 か ら、アデニ ンの枯渇現象 は赤血球 の保 存 中に起 こるプ リン代謝 系の活 性化

を暗示 してお り、このプ リン代謝 系の高活性化 が保存赤血球 のATP減 少 を引き起 こ してい

る と予想 できる。 したがつて、ATPを 維持 しつつ赤 血球を保存す るた めには、プ リン代謝

系活性 を適切 に制御す ることが重要で ある といえ る。 実際 に、ATPと プ リン代 謝周辺経路

に注 目した研 究は多数 報告 されてい る[51-55]。
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図9:RC一MAPモ デル に実装 したパ ラメー タの感 受性 解析

RC-MAPモ デ ル に 実 装 した 要 素(pH,プ リン 代 謝 系 活 性,酵 素 活 性-Na+/K+ポ ンプ 活 性,ヘ モ グ 口ビン)に 対 し、1要 素 ず つ パ

ラ メ-タ 値 を 変 え た7週 間 の シ ミュ レー シ ョン を行 い 、ATP,2,3-BPG,ア デ ニ ン 量 の 各 時 系 列 濃 度 を グ ラフ化 した 。y軸 は 初 期 濃

度 に 対 す る%で 表 して あ る 。この とき他 の4要 素 に はRC-MAPモ デ ル の 初 期 値 が 設 定 され て い る 。各 パ ラメ-タ 値 は 以 下 の と

お り:pH=6・95(Model),6,5,6-75,7・0,7.25;Purine metabolism activity(プ リン 代 謝 系 活 性)ニ2-5%,12.5%,24%(Model),50%l

Enzyme activity(酵 素 活 性)=0.5%,1%,2-5%-3-4%(M。del),5%;Na/K Pump activity(Na+/K`ポ ン プ 活 性)=0-25%,0・5%,0.6%

(Mode」),1%,2.5%;Hemogbbin(ヘ モ グ 口 ビン)=全 てT型(T:R=1:0), T型 とR型 を 半 量 ず つ(T:R=1:1),全 てR型(T:Rニ

0:1)(M。del).黒 の 実 線(Model)はGAで 推 測 したRC-MAPモ デ ル の 結 果 で あ る 。
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Enzyme activity

 Enzyme activityは2,3-BPGの 減 少速度 に影響 を与 え るパ ラメー タで ある ことが図9-Hか

らわか る。5%の 場合は約10日 前後 で2,3-BPGは 枯渇す るが、活性 が低 くなれ ばなるほ ど

2,3-BPGが 枯渇す るまでに要す る時間 は長 くな る傾 向がみ られ た。2,3-BPGは 代謝物質 の

中で も特 に保 存処理 後 の温 度条件 に よる影響 を受 けやす い物質 で ある と報告 され てい る

[38]。Enzyme activityは 保 存期間 中の低温刺激 を表現 したパ ラメー タであ るこ とを踏 まえ

ると、Enzyme activityに 対 しての2,3-BPGの 感度 の高 さは、温度 に対す る2,3-BPGの 感度

の高 さで ある と読み替 える ことがで き、 実際 の保存 赤血球 の代謝変動 と相 違ない結果 だ と

い える。

 アデニ ンはEnzyme activityが 小 さいほ ど枯渇 までの時間 が短 い(図9-1)。 これ は、Enzyme

activityが 小 さいほ どプ リン代謝系 の活性速度 は相対的 に速 くな るため、アデ ニ ンの枯渇 が

早まってい るこ とで説 明でき る。 この結果か らも、アデニ ンはPurine metabolism activityの

影響 を直接受 けて いる物質 であ ることが示 され た とい える。

Na+小K+pump activity

Na+/K+pump activityは2,3ーBPGや アデニ ン濃度 にはほ とん ど影響 しないが、 ArPの 減少

速度 をコン トロールす る要 因 とな ってい るこ とが図9-Jか らわか った。 先述 した とお り、

Na+/K+ポ ンプは大量 のATPを 使 って能 動的な膜輸送 を行 ってい る機 構で ある。Na+/K+p㎜p

activityが 大 きい ほ どATPの 減少 速度が大 き くなる ことが予測 され てお り、妥 当な結果で

あ るとい える。

Hemoglobin

 ヘ モ グロ ビンのT上R型 の違 いは2,3-BPGの 濃度遷移 に大 き く影響 していた(図9-N)。

2,3-BPGは ヘモ グ ロ ビンが全てR型 の場合 は約14日 間で枯渇 して しまったが、 T型,も し

くはT:Rの 比が1:1の 条件 では、初期濃度 を49日 間に渡 って維持 し続 けていた。ヘ モ グロ

ビンがT型 に安定化 してい る ときは、大部 分の2,3-BPGは ヘ モグ ロ ビンに結合 して代 謝に

利 用 され ないため2,3-BPG濃 度 は維持 され る。 また、 T型 ヘ モ グロ ビンはR型 と比較 して

2,3-BPGに 約100倍 、 ATPに 約30倍 結合 しやすいた め[56]、T型 とR型 が半数ずつ の条

件で はT型 のみの挙動 に近づ くと解釈 で きる。 また、R型 のみ の場合 とT型 が過多 に含 ま

れ る場 合 とで はATP濃 度 の時 系列 変 化 の挙 動 も異 な って い た。低 温 条 件 下 にお け る

2,3-BPG濃 度 とヘ モ グロビンの状態遷移 の関係性 につ いては これ まで も議論が され てきた

[57]。 現在 の ところ、ヘ モ グロ ビンの状態 を人 工的 に どち らかに安定化 させ るた めには、
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一酸化窒素NOな どのガスを用いるしか方法がないが、その方法では期待 される効果より

も副次的な影響が大きいため、実用化までを視野に入れた研究は行われていない。本研究

での取 り組みは、それ らの問題 を解決 してヘモグロビンと代謝の連関を考慮 した低温血液

保存法の開発を提唱す る初めての試みになり得 るといえる。

 モデル に実装 され たパ ラメー タの感受性解 析の結果 か ら、各 パラメータ値 のわずか な違

いが代謝物質濃度 の時 系列 に大 きな影響 を与 える ことがわか り、モデル に実装 したパ ラメ

ー タは
、保 存時 の代謝状態 を再現す る上 で重要 な項 目であ るこ とが確 かめ られ た。さらに、

それ ぞれ のパ ラ メー タは独 立 して感 受性 が 高 いた め、低 温保 存赤 血球 に み られ るATP,

2,3-BPGの 特徴的 な濃度 変化は、 各パラメー タの非常 に限定 された条件(緩 や かに低 下す

る細 胞内pH、 低温 に よって3.5%に 低 下す る酵素活性、 pHの 低下 に伴 って 高活性 化す るプ

リン代謝経路の酵素活性 、低温刺激 に感受性 の高いNa+/K+p㎜p-ATPase活 性 、低 温に よ

るヘ モ グロ ビンのR型 安定化)を 満 たす場合 におい てのみ再現 され るこ とが示 され た。

 また、Purine metabolism activityの解 析結果 か ら、プ リン代 謝系の活性制御 が保存 赤血 球

のATP濃 度 を維持 す る上で重要 である ことが示唆 され てお り、保存状態 の改善 に関 して有

益 な情報 を得 るこ とが できた。 このプ リン代謝系 に関わ る個々の反応 を子細 に解析 して律

速酵 素 を特定で きれ ば、ATPが 減少す るメカニズムの理解 につなが る と考 え られ る。 そ こ

で、代 謝モデ ルに含 まれ る各酵 素反応 が保存時のATPや2,3-BPGの 挙動 に与 える影響 を見

積 もる解 析 を行 うこ とに した。
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4-2 酵 素活性 の感受 性解 析

 保 存赤血球で起 こるATPや2,3-BPGの 著 しい減少 を引 き起 こす メカニ ズムを明 らか に し

て保 存中の物質減少 を食 い止 めるためには、代謝酵素や代 謝物 質のふ るまいを詳細 に把握

す る必要が ある。そ こで、低温保存 の条件 下でATPや2,3-BPGの 濃 度変化 に強 い影響 を及

ぼす酵素反応段階 を特 定す るために、各酵素活性 の感受性解析 を行 った。

解析条件

 解糖 系 ・ペ ン トー ス リン酸回路 ・プ リン代謝系 に含 まれ る計35反 応 について、RC-MAP

モデル を基準 として各酵素反応 の活性 に ±10%の 摂動 を加 えて、保存後21日 目と49日 目

にお けるATP、2,3IBPG濃 度 変化の影響度(Sensitivity)と して以下 の式 で算 出 した0[X】R`.剛P

はRC-MAPモ デルでの物質Xの 濃 度、[Xleは 酵素eの 活性 を変 えて得 られ た物質Xの 濃

度 を表す。このSensivityの 値 が高いほ ど、通常のRC-MAPモ デ ル よ りもATP、2,3-BPGを

維持す る効果が高い といえる。

         [Xle            x100Sensitivity(%) _

       [X]RC'一協P

結果

 HK、 PFK、 PKを 高活性化 した場合 と、BPG産 生系(BPGSP),PRPP合 成酵素(PRPPsyn),

AMPア ーゼ(AMPase)を 低活性化 した場合にATP,2,3-BPGの 濃度 に顕著な改善効果 が見

られた(表8)。 そ こで、これ ら6酵 素について はRC-MAPモ デル にお ける反応活性 を0.1,0.5,

1.5,5倍 して49日 間 のシ ミュ レーシ ョンを走 らせ 、ATP、2,3-BPG、 アデニ ン、グル コース

の時系列デー タを取得 してRC-MAPの 結果 と比較 した(図io)。6種 類の酵素活性 をそれ

ぞれ 変化 させ た ときの結果 につ いて、酵素1種 類ずつ取 り上げなが ら詳細 に述べ てい く。
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表8:各 酵素反応の高活性化(+DO%)と 低活性化(-10%)が もた らすATP、2,3-BPGへ の影響度

Enzyme Enzymatic activities increased by 10% Enzymatic activit且es decreased by l 0%
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値 の 横 に つ い て い る 上 下 の 矢 印 はRCーMAPモ デ ル に比 べ てATP、2,3-BPGが10%以 上 増 加(↑)、20%以 上 増 加

(↑↑)、あ るい は10%よ り減 少(↓)、20%よ り減 少(↓↓)して い ることを示 して い る。
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HK

 HKを 活性化す る とATP,2,3-BPGの 両者 を維持す る効果が非常 に高 いが、活 性 を上 げす

ぎ るとATPは 急激 に減少 して しまった(図10-A)。 この とき、 ATPが 激減す る時期 とアデ

ニ ンの枯 渇時期は重 なってい る。この こ とか らATPの 維 持 にアデニ ンが直接 関与 してい る

と考え られたが、PRPPsynとAMPaseの 解析 結果(図lo-Q, s, u v)か らはアデ ニ ンの枯渇

がATP量 の減 少の直因 となっていない ことがわか った。 一方、2,3-BPGはHK活 性 が高い

ほ ど維持 され(図10-B)、ATPの よ うな減少 は見 られない。

PFK

 HKと は異な り、PFKで は活性 を大幅 に上げて もATPの 急激 な低 下は起 きなか った。-

方でPFK活 性 が 高いほ ど、アデ ニ ンの消費は ゆるや かに起 こる(図10-G)。49日 目の直前

にATPが 減少 し始 めるが、 これ は グル コー スの枯渇 に よる間接的な影響 だ と考 えられ る。

中尾 らは、保 存赤血球 での解糖 系活性 低下 とそれ に伴 うATP減 少の原因 は、 PFKの 顕 著な

不活性化 に依 るところが大 きい と指摘 した[58】 。彼 らはアデニ ンとィ ノシンの添加 に よっ

てPFK活 性 の改善 とATPの 維持 に効果 があ るこ とを確認 してい るが、そ の詳細 な メカニ

ズムの解 明には至 ってい ない。

PK

 PKを 活性化 させ る とATPが 長期 にわた り維持 され る一方で2,3・BPGが 早期 に減少 し、

逆 に不活性化す ると2,3-BPGが 維持 されATPが 激減す る とい う両物 質問の トレー ドオフが

観察 され た(図10-1,J)。 解糖系 の下流 に位 置す るPKが 活性化 され ると、 ATPを 生成す る と

同時 に解糖系 中流に蓄積 してい る2,3-BPGが 消費 され る。逆 に不活性 化すれ ば、 ATP生 成

は抑制 され るが2,3-BPG量 は減 らない。 そのた め、 このシ ミュ レーシ ョン結果 は妥当であ

る と考 え られ る。PKの 阻害剤 であるア ラニ ンを加 えて赤 血球を保存 した場合 には2,3-BPG

は増加す るが、ATPは 増加 しない とい う実験結果 も報 告 され てい る[59]。
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図10:酵 素 活 性 の 感 受 性 解 析

表8に お いてATP、2,3-BPGを 増加 させ る効 果の あ ったPFK, PK-AMPase, BPGSPI PRPPsyn, AMPase

の 反応 活 性 を変 動 させ た 時のATP,2,3-BPG濃 度 を時 系列 グ ラ フに した 。 RCーMAPモ デル での 結果 も共 に

載 せ た。
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BPGSP

 BPGSPは 赤血球特 異的に存在す る解糖系 中流の迂回経路(2,3-BPG shunt)の 反応系で あ

る。1,3-BPGが リン酸基転移 して2,3-BPGと な りさらに脱 リン酸化 が起 こって3PGと な る

までの一連の反応 によって2,3-BPG濃 度 を直接 的に調節 してい る系であ る。BPGSPを 不活

性 化す る とATP,2,3-BPGと もに保存 後49日 後 に至 るまで濃 度 を保つ こ とがで きた(図

10-M,N)。

PRPPsyn

 PRPPsynはATPや2,3-BPGの 維 持 に対す る直接的 な効果は見 られないが、アデ ニ ンの消

費速度 を決 定 してい ることが図10-Sか らわ かる。 アデニ ンはPRPPsynの 反応 生成 物であ

るPRPPと 結びついてAMPを 産生す るた め、 PRPPが 不足す る とアデ ニンが代 謝 されない

まま残 って しま う。モ デルが持つパ ラメー タの感受性解析 結果 において は、 プ リン代謝系

の活性化 がアデ ニンの枯渇 を招いていたが 、PRPPsynの 感 受性 解析結果 もあわせ て考 える

と、プ リン代謝系 の中で もPRPPsynが そ の中心的 な役割 を果 た してい る可能性 が示唆 され

た。

AMPase

AMPaseの 不活性化 に よって もATPが 維持で きてい た(図10-U)。AMPaseが 不活性 化す る

と反応生成物 であるアデ ノシ ンが不足 し、アデ ノシ ンとATPを 基質 とす るアデ ノシ ンキナ

ーゼ(AK)の 反応が抑制 され 、 ATPの 消費量が減少す る と考え られ る。 一方で、 AMPase

の活性 を変 えて もアデ ニ ン量の変動パ ター ンには影響 がなか った。PRPPsynの 結果 をふま

える と、少 な くともプ リン代謝系 の反応段 階ではアデニ ン量 が直接的 にATP量 の調 節 して

い るわ けではない ことが予想 で きる。

 以上 の感受性解 析の結果 か ら、低温保存 時のATPの 減少 を招 いてい る主 な原 因 と して

HK, PFKの 不活性 化 とAMPaseの 活性化が挙 げ られ る。保 存溶液 には血液抗 凝固剤 と して

クエ ン酸ナ トリウムが含 まれ るが、クエ ン酸はPFKの 阻害作用 をもつ こ とが一般 的に知 ら

れてい る[60]。 クエ ン酸 を他 の物 質に置 き換 える ことが可能 であれば、PFKの 活性 化に と

もないATP量 が増大 し、保存 赤血球の品質向上 につ なが ると予測 され る。

 また 、プ リン代謝系 に属す る反応 段階のみで アデ ニン とATPの 関係性 を考 える と、アデ

ニ ンの消費 とATPの 産 生(蓄 積)は 必ず しも同時には起 こらない こ とがわか る。 一方で、
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解 糖系酵素 の活性 化に ともなってATPが 産 生 され る場面 では、アデ ニ ン量に依存 してATP

が生成 され てい る。 これ らのシ ミュ レー シ ョン予測結果 か ら、プ リン代謝系 におけ るアデ

ニ ンの消費が、解 糖系で のATP産 生効 率 を高 める効果 を もつの ではない か と考 えられ る。

 2,3-BPG量 の変化 にはpHと ヘ モ グロ ビン型 が多 大な影 響 を及 ぼす ことがモデルのパ ラ

メー タ解析 でわか ってい る。加 えて、BPG合 成系が2,3-BPGの 減少 を食 い止 め る作用 をも

っ こ とが示 された。Mulquineyら に よる2,3-BPG代 謝モ デル解析 で は、 pHと 酸 素に よるヘ

モ グ ロビンの変化が2,3-BPGの 最 も効果的 な調節 因子で あ り、HKやPFKの 反応 を通 して

これ ら2つ の調節因子 の影響 が2,3-BPG量 に反 映 してい る と結論 していた[29]。 この よ う

に、2,3-BPGの 制御 には代謝 反応 以外の様 々な要 因が重なってい るため、保 存 中に濃度変

化 がお こる作用機序 を特 定す るこ とは大変難 しい。 ただ し、赤血球モデル の2,3-BGP産 生

系 にはpHに 依存 した反応速度 式が使 われ てい るため、 RC-MAPモ デル を利用す ればpH

変化 と代謝の 関連 を考慮 した上で保存条件 の最適化 が実現 できる と考えてい る。
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4-3新 しい保 存 液組成 の提 案 へ 向けた シ ミュ レー シ ョン解 析

 日本 における最 も一般的 な赤血球 の保 存法 と して はMAPを 用いた手法 が挙 げ られ る。

しか し、序論 で もふれ た よ うに、MAPに よる保存 法には2,3-BPGが 比較的早 く枯渇 して し

ま うこ とな どの問題 が あるた め、 よ り有 効な保 存手法 の開発 が期待 され てい る といえ る。

今回得 られ たRC-MAPモ デル を用いて新た な保存液 の組成 を提案す るため、は じめに既 存

のMAP組 成 の有 効性 につい て検証 し、 さらにそれ を拡張す る ことで よ り有効 な保 存用液

の組成 を予測す ることが可能で あるか ど うかについて確 かめた。

4.3.lMAP組 成 の感 受性 解析

 赤血球 を長期保存 す る上で、 その有効 期限 を延長す るた めの最 も直戴かつ現実的 な手法

と して、保存液組成 を最適 化が考 え られ る。 そ こで、現在一般 に用 い られ るMAP組 成 に

含 まれ る細胞外物 質の初期濃度がATP、2,3-BPGに 与 える影響 を確認 す るとともに、よ り

有効 な組成比 につ いて検討 した。

解析条件

 MAP液 に含 まれ る各成分 の初期値 を変 えたRC-MAPモ デル で7週 間の シ ミュ レー シ ョ

ン実験 を行 い、MAPの 組成 が保 存赤血球 のATP,2,3-BPGの 変動 に及 ぼす影 響 を観察 した0

アデニ ンは1.5ｵM-30mM,グ ル コースは1mM-150 mM,リ ン酸 は0・5 mM-30 mM,ナ トリ

ウムィオ ンはlmM・300mMの 範囲で変 えて感受性解析 を試みた(図11)。 これ以降 に記載

す る保存液組成 に関す る解析 につ いて も、GAに よって最適化 したRC-MAPモ デル を用 い

て シ ミュ レー シ ョン実験を行 った。

結果

 アデニ ンが高濃度 だ と保 存49日 後 でもATPの 残 存量は約50%で あ りATPの 維持 に効果

が高いが、2,3-BPGの 枯渇は避 け られ なかった。 グル コー ス濃度 が低 い とATPと2,3-BPG

は保 存後4週 間で完全 に枯 渇 して しまった。 ただ し、MAPで 採用 され てい る40 mMよ り

多 くの グル コー スを添加 して も、ATPと2,3-BPGを 維持す る効果 は向上 しな かった。 リン

酸は濃度 が低 いほ どATPや2,3-BPGを 維持す る効果 が高い が、アデ ニンや グル コー スほ ど

大 きな影 響はみ られ なかった。ナ トリウムィ オン濃度 はATP,2,3-BPG量 の変動 に全 く影響

していなか った。
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 以上 か ら、保存赤血球 のATP,2,3-BPGを 維持す る上では、 MAPに 含 まれ るアデ ニン と

グル コー スが特に重要で あるこ とが示 された。グル コー スは低濃度 だ とATPと2,3-BPGが

早期 に枯渇 して しま うが、今 まで以 上に大量に添加 して もその効果 は変わ らない。 アデ ニ

ンはATPの 維持 に貢 献 してい るが、同時 に2,3-BPGの 枯渇 を早 め ることが この結果 か らわ

か った。 つ ま り、MAPの 作成 に使用 され る物質 の うち赤血球代 謝モデル に影響 が ある4

物質 の濃度 比は、現在採用 され ている比率がほ ぼ最適 である可能性 が高い と考 え られ る。
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図D1=MAP組 成 の感 受性 解析

MAP液 の組 成 に含 まれ る4種 の物 質 がATP,2,3-BPGに 与える影 響を解析 した。アデニンは1.5ｵM-30mM(1段 目),グ ルコ

-ス は1mMー150mM(2段 目),リ ン酸 は0.5mM-30mM(3段 目),ナ トリウム イオンは1mM-300mM(4段 目)の 範 囲 で変 えて7

週 間 の保 存を模 したシミュレ-シ ョンを行った 。パネ ルの 左 列 はATP、 右 列 は2,3上BPGの グラフである。MAP液 に 採用 されて

い る濃 度 は黒 い実 線で示 した値(ア デ ニン:1mM,グ ル コース:40mM,リ ン酸:6mM,ナ トリウムイオ ン:106mM)で ある。
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4.3.2保 存 赤血 球細胞 外 物質 の感 受性 解析

 MAPに お け る物質 の組成 比 を変 化 させ た 先の シ ミュ レー シ ョン予測 に よ り、現在 の

MAP組 成 の成 分比 を変 えるだけでは今 まで以上 にATPと2,3-BPGを 劇 的に維 持す るこ と

は難 しい と判断で きた。 そ こで、2,3-BPGの 回復 に効果が ある とされ るィ ノシンと ピル ビ

ン酸[13,61]、 そ して、ATPやAMPの 原料 とな るアデ ノシン[62]が 保存 添加剤 として の効

能 を持つか を、 シ ミュ レーシ ョンによる感受性解析 で確か めた。

解析条件

 MAPに は含 まれてい ないアデ ノシ ン(ADO)、 ィ ノシ ン(rNO)、 PYRを 保存液 の組 成 とし

てRC-MAPモ デル に新た に添加 し、7週間 のシ ミュ レー シ ョンによる感受性解析 を行 った0

MAPに 何 も添加 しない場合 、 MAPに 上記の3物 質 をそれ ぞれlmMず つ加 えた場合、2

種類 を組 み合わせ て添加 した場合(正NOとPYR、 ADOとPYR)の 計6パ ター ンにお ける

ATP、2,3-BPGの 時系列変化 を比較 した(図12)。

結果

 前 述のMAPに お ける結果 と同様に、今 回選出 した3つ の物 質 をMAPに 添加 した場合 に

おいて もATP、2,3-BPGの 濃度 変化の動 向に変化 はみ られず、 ATP、2,3-BPGの 維持効果 は

小 さか った(図12)。 代謝 物質の添加 によって多少の効果 はみ られ た ものの、今回設定 し

た範 囲内で はATPと2,3.BPGの 維持 に劇的 な効果 を もた らした とは言い難 い。

 今 回はMAPに 含 まれ ない物質の添加 が代謝動 態に及 ぼす影響 を大まかに検討す るこ と

を 目的 と してい たため、3つ の代謝物質 に関 して、添加す る濃 度条件 も一律 な値 を用いて6

通 りの条件 しか検討 しなかった。そのた め、実際 に よ り有効 な保 存液組成 を得 るた めには、

添加 す る物質の種類や濃度 に関 して、 さらに広範 な検討が必要 である と考 えられ る。

41



ATP

120

100

80

60

40

20

 0

2,3-BPG

⊆
O
霜
6
」
一⊆
Φ
O
⊆
◎
ハ)

一邸
一起
⊂

120

100

8・

60  

4・

  20

0

  O   7   14  21  28  35

         Days of Storage

42  49

仁
O
揖
邸
」
一⊆
Φ
O
⊆
O
ハU

-O
醤
噂⊆

0 7 14   21  28   35   42   49

 Days of Storage

図12:ィ ノシン,ア デ ノシン,ピ ル ビン酸 の感受性解析

MAPに は含 まれていな いアデノシン,イ ノシン,ピ ルビン酸をRC-MAPモ デル に適 宜 追加 し,7週 間 の シミュレー ションを行っ

た ときのATP(左 パ ネル)と2,3ーBPG(右 パ ネル)の 経 時 変 化 を表 した。何 も添 加 しな い(MAP。nly),MAP+イ ノシン1mM

(+1NO),MAP+ア デ ノシン1mM(+ADO), MAP+ピ ル ビン酸1mM(+PYR), MAP+イ ノシン1mM+ピ ル ビン酸1mM(+INO+PYR),

MAP+ア デ ノシン1mM+ピ ル ビン酸1mM(+ADO+PYR)の 計6パ タ-ン を比 較 した 。
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4.3.3再 活 性 化 の シ ミ ュ レー シ ョン 解 析

 再活性化(若 返 り処置)と は、保存状態 か ら温度のみ を体温 まで戻 してその まま使用す

る一般的 な輸血 の前処理 に対 して、利 用前の保存赤血球 に賦活液(若 返 り液:rejuvenation)

を添加 して37℃ で加温 しATPや2,3ーBPG値 を高め る処置 のこ とで、酸素運搬能 を新鮮血

と同 じ程度 まで回復 させ るこ とが 可能 であ る[19]。 賦 活液 にはPYR、 リン酸、ィ ノシン、

アデ ニンな どが見 出 され てい る。 日本 では まだ 実用 化 され ていない が、ア メ リカでは42

日間の有効期 限を過 ぎた赤血球製剤 に対 して既 に利 用 され ている[63】。

 これ までのRC-MAPを 用 いたシ ミュレーシ ョン解析 に より、保 存溶液 の組 成 を変 化させ

るこ とには限界 があ ると考 え られ たため、それ 以外 に適用可能 な手段 のひ とつ として、再

活 性化の有効性 をシ ミュレー シ ョン実験 に よって検証す るこ とに した0

解析条件

 再活性化 の効果 をRC-MAPモ デル で も確認 す るた めに、過去 の先行研究 と同様 の条件下

での シ ミュ レー シ ョンを実行す るこ とに した。

 Oskiら に よって4℃ で21-28日 間保存 され た赤血球 を各10 mMの ィ ノシ ン、 無機 リン

酸(Pi)、 PYRを 含 む培地 中37℃ 条件下で4時 間加温 した ときの2,3-BPG濃 度 が測定 され

てお り、保存 赤血球 の再活 性化の効果 が議論 され てい る[641。 これ と同様 の条件 を用 いて

シ ミュ レー シ ョンを行 った。

結果

 oskiら の実験 では、2,3-BPGの 初期値(176ｵM)に 対 して、ィ ノシ ンのみの添加で1395

ｵMに 回復す るが、ィ ノシ ンとpiの 添加で はィ ノシ ンだ けの場合 と大差 ない結果 であ つた。

イ ノシンとPYRの 添加 で3365ｵMま で上昇 し、イ ノシンとPiとPYRを 全 て入れ た ときは

更 に高濃度 の6637ｵMま で回復 して いた[64】(図13-A)0一 方 シ ミュ レー シ ョンで は、

2,3-BPGの 初 期値(697μM)に 対 して、ィ ノシ ンだ けの添加 で6210ｵMに 回復 した。ィ ノ

シン とpiの 添加 ではィ ノシ ンだ けの場合 と大差な く、Oskiら の実験 と同 じ結果 であ った。

ィ パシン とPYRの 添加 で7490μM、 イ ノシ ン とPiとPYRの 添加 で8950ｵMま で回復 して

いた(図13-B)。

 以上 の結果 か ら、保存期間終 了後にィ ノシンを添加す ることに よって、枯渇 した2,3-BPG

の回復 を促進す る効果がみ られ る ことが、 シ ミュ レー シ ョン実験 におい て も確認 で きた。

さらにPYRとPiを 加 えるこ とによつて、その効果が いつそ う高 まるこ ともわかった。 こ

の現象 のメカニズムを追求す るた めに、シ ミュ レー シ ョンでは、2,3-BPG以 外 の代謝物 質

[リボー ス5リ ン酸(R5P)、 グ リセルアルデ ヒ ド3リ ン酸(GA3P)、3PG、 PYR、 NAD、
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NADH]の 時系列 変化 も観 察 した(図14)。
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図13:ィ ノ シ ン,ピ ル ビ ン 酸 と リ ン 酸 の 添 加 に よ る2,3-BPGの 再 活 性 化(Oski et a-.の

再 実 験)

保 存 約20日 後 の 赤血 球 にイノシン,ピ ル ビン酸,リ ン酸 を適 宜 加 えて、37。Cに4時 間 インキ ュベ-ト した ときの2,3-BPG量 の

増 減 をグ ラフ化 した。イノシン10mM(INO),イ ノシン10mM+リ ン酸10mM(INO+Pi),イ ノシ ン10mM+ピ ル ビン酸tOmM

(INO+PYR),イ ノシン10mM+ピ ル ビン酸10mM+リ ン酸10mM(INO+PYR+Pi)の4パ タ」ンを比較 した 。パネ ルA:Oskiら の 実

験 結 果[64]。パ ネ ルB:RC-MAPモ デ ル によるシミュレー ションの結 果 。
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 ィ ノシ ンのみの場合 とィ ノシ ン ・Pi・PYRを 同時に入れた場合 には、イ ンキ ュベー シ ョ

ン直後にR5Pが 上昇 し、次いで3Pq GA3Pの 蓄積 がみ られた。ィ ノシンだけの場合に は、

NADの 減少 とNADHの 上昇 が特に顕 著だ った。 イ ノシンの添加 とヌク レオシ ドホ スホ リ

ラー ゼ働 きに よって リボー ス1リ ン酸(RIP)と ヒポ キサ ンチン(HX)が 生成 され て2,3-BPG

の蓄積 にっなが るこ とが知 られ てい る[65]。 シ ミュ レーシ ョンにおい ても、ィ ノシンを入

れ た場合 にはィ ンキュベー ト開始直後 にRIPの 代謝 産物で あるR5Pが 急激 に上昇 して いる

(図14・a)。Oskiら は、イ ノシンに よってNADの 利 用 が制 限 され るとい うBorgeseら の仮

説[66]を も とに、『RIPか らR5Pが 生成 され、解糖系 のF6PやGA3Pへ と反応 が進 み、GA3P

とNADに よって1,3-BPGが 生成 され、最終的 に2,3-BPGが 蓄積す る。』(図15)と い う、

一連 の代 謝反応に 関す る仮説 を立ててい る[64]
。今 回のシ ミュ レー シ ョンでは、R5Pの 急

激 な上昇 後にGA3Pと1,3-BPGが 蓄積 してお り(図14-b,c)、oskiら の仮説 を裏付 ける結果

が得 られ た とい える。

 また、ィ ノシ ンだ けを添加 した場合 にはNADが 減 少 しNADHが 上昇す るが、 PYRも 同

時 に加 え るとNAD/NADH比 は変 化 しない(図14-e,f)。 これ は、1,3IBPGと 一緒 に生成 さ

れ たNADHがPYRの 還元反応 で積極 的に利用 されてNADへ と戻 るた めだ と考え られ る

(図15)。 ィ ノシ ンのみが過剰 に存在す る と、NADが 不足 してGA3Pか ら1,3-BPGが 生成

され る反応 が進ま な くな り、GA3Pと ーNADHが 大量 に蓄積す る(図14-b,f)。 逆 に、ィ ノシ

ン とPYRが 両方 とも多 量に存在 してい る と、大量 のGA3Pか らNADHが 順 次生成 され る

が、NADHはPYRの 反応 に よって逐次NADへ と酸化 され るためNADINADH比 は正常 に

保たれ る。 同時に、1,3-BPGへ 進 む反応 も円滑 に起 こ るよ うに な り、2,3-BPGが 活 発 に生

成 され るよ うにな る。 この ときPYRも 一緒 に消費 され る様子が 図14-dか らわか る。 Oski

らは2,3-BPGに お けるPYRの 効能 について論文 中では触れ ていないが、PYRに よるNADH

の酸 化が2,3-BPGの 回復 を促 す 可能性 につ いての議論 は これ まで にも多 くな され てお り

[61,67-691、 シ ミュ レー シ ョン結果 か ら導かれた仮説 は支持 され る とい えるだろ う。

 以上 のシ ミュ レー シ ョン実験 に よって、再活性 化法 の有効性 を根本的 な代謝 のメカニズ

ムか ら解 明す る ことが可能 になった。ここで得 られ た理解 を活 か しつつ、構築 したRC.MAP

モデル を応用 してあ らゆる組成パ ター ンを網羅 したシ ミュ レーシ ョン実験 を繰 り返 す こと

で、 よ りよい賦活液 の提案 につ ながる ことが期待 され る。
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図14:ィ ノ シン,ピ ル ビン酸 とリン酸 の添加 に よる再活性 化(0ski eta-.の 再実験)に

お け る中間代 謝物質濃度 の変化

保 存 約20日 後 の赤 血球 にイノシン,ピ ル ビン酸,リ ン酸 を適 宜加 えて、37。Cに4時 間 インキュベー トしたときの 中間 代 謝 物質

の 増 減をグ ラフ化 した 。イノシン10mM(WO),ピ ルビン酸10mM(PYR),イ ノシン10mM+ピ ル ビン酸10mM+リ ン酸10mM

(INO+PYR+PD,何 も添 加 しな い(not add)の4パ ター ンを比 較 した。a:R5P, b:GA3P, c:1 ,3-BPG, d:PYR, e:NAD, f:NADH.

全てRC-MAPモ デル によるシミュレ-シ ョンの結 果 であ る。
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図15:赤 血球におけるィノシン代謝経路

lNO:イ ノシン;F6P:フ ル クト-ス6リ ン酸;DHAP:ジ ヒド口キ シア セトンリン酸GA3P:グ リセ ルア ルデ ヒド3リ ン酸;

3PG:3-ホ スホグ リセ リン酸;PYR:ピ ル ビン酸;LAC:乳 酸R5P:リ ボ ース5リ ン酸;RIP:リ ボー スiリ ン酸;HX:ヒ ポ

キ サンチン
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第5章 結論

 本研 究で は、従来 は経験 的な手順で行 われ ていた血液 保存の研 究開発 に、 コン ピュータ

シ ミュレー シ ョンや メタボ ローム解析 とい つた新 しい技術 を取 り入れ、新 たな血液保 存手

法 の提案 を目指 した。

 文 献か ら得 られた知見 をベ ースに作成 したモデル をGAに よって精緻化 し、保 存赤血球

の代謝動 態 を精密 に予測 でき るモデル(RC-MAPモ デ ル)を 得 るこ とに成 功 した。さらに、

CE-TOFMSを 用 い て保 存赤 血 球 の 代 謝 物 質 を網 羅 的 に測 定 す る実験 系 を 立 ち上 げ 、

RC-MAPモ デルの予測結果 が妥 当であ ることを実証 した。

 このRC-MAPモ デル によるシ ミュ レーシ ョン実験 によって、 pHや ヘモ グロ ビン といっ

た外 的要因が保存時 の代謝動 態に強 く影 響 してい るこ と示唆 した。 また、赤血球 の保存 中

に不活性 化す るPFKや 活性 化す るAMPaseな どが、ATPや2,3-BPGの 減少 を引 き起 こす酵

素反応段 階で あるこ とを突 き止 めた。 これ らの成果 を得 た ことに よって、保存赤血球 に特

異的 なATPや2,3-BPGの 減少 を招 く代謝メカニ ズムの解 明へ大き く前進 した とい える。

 保 存液 の最適化 を念頭 に置 いたシ ミュレー シ ョン実験 に よ り、MAP組 成お よび、ィ ノシ

ン、アデ ノシン等の代謝物質 が保 存中の代謝変動 に与 える影響 を調べたが、現在の保存液

組成 の最 適化 によって保存状態 を改善す ることは難 しい とい う結論 を得た。 今後は これ ま

で注 目されて こなか った代謝物 質 も保 存液 組成の候補物 質 として組 成最適化の対象 とし、

あ らゆ る状況 下での シ ミュ レー シ ョン実験 を繰 り返 し行 うことで、 よ り適切な保存条件 の

探索 を 目指す 必要があ るだ ろ う。 また、保存赤血球 の再活性 化(若 返 り処置)に 用 い られ

る賦活液 の開発 において も、RC-MAPモ デル を利用 したシ ミュ レー シ ョン実験 の手法 が有

効で ある ことが示 唆 された。

 本研究 のス トラテジーで ある、ヘ モグ ロビンやpHと 代謝 の関係 を記述 した シ ミュ レー

シ ョンモ デル とCE-TOFMSで の メタボ ロー ム測 定で取得 した代謝物 質濃度 のデー タを連

携 させて血液保存法 をデザイ ンす る手法 は非常に新 しく、かつ有用 であ ることが示 された。

また、細胞 シ ミュ レーシ ョン とメタボ ロー ム解析 の両方の応用例 と して大 きなイ ンパ ク ト

を持つ研 究成果 である とい えよ う。
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