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Erythrocytes　 with　 TState-Stabilized　 Hemoglobin　 as　a　Therapeutic　 Tool　 for

　　　　　　　　　　　　　　　Postischemic　 Liver　 Dysfunction

(ニトロシルヘモグロビン含有赤血球輸血による肝臓再灌流機能障害に対する治療効果の検討)

菅　沼 和　弘

内容の要旨

　ヘモ グ ロビン(Hb)の ア ロステ リック制御物質 による機能珊節 は

赤血球 の酸棄運搬能 や酸塩 基平衡能 を決 定す る重要 なメカニズ ムで

あるが、その制御物 質の多 くは外因性 に添加 して も赤血球膜 を通過

しないた め、赤血球 機能を人為的 に調節 して病態制御 に応 用す るこ

とは困鑑 であづた。Yoeeuniら はNOガ ス をHbのaサ ブ ユニ ッ トに結

合 させ 、5配 位 ・T構造で安定化 させる技 術を確立 し、これが運搬す

る酸 素舐 は少 ない もの の、酸乗解離能 が高いため優れ た酸 棄運搬 体

となる可能性 を提示 し縞 本研 究はαNOHb含 有 ヒ ト赤血球(以 下Q

N〔》・hRBC)を 調整 し、体内に投与 した瞭の組織 における実際の酸素

運搬動態 を定量的 に検征す ると同時 に、虚 血性臓 器障 害の改 善の有

無を検証す ることを目的 とした。

　αN(》・hRBCは 十 分 に脱酸 禦化 した ヒ ト洗浄赤血 球にo1io1を含 ま な

いNOド ナー であるFK409を 添加 し、ヘ ム濃度 の半分量 のNODが 放 出

され結 合す る条件を股定 し圃整 を行い、α剃」bimioにNOが結合 したこ

とを電子ス ビン共鳴法 によ り確認 した。 また血管内 にαNO・hRBCを

投与 された ラッ トの末梢血 を採 取 し、電子 ス ピン共鳴 法で解 析 した

結果か ら、NO・hemeシ グナルの生体内半滅期が約60分 で ある ことが

判 明 した。 次に虚 血性 臓雑 機 能障害 モデ ルに おけ る効果 を検 尉 し

た。 ラ ッ トの循環血液量40%を 脱血 し、zo分 後1cnNo・hRBC.,　 hRBC,

C(YhRBCの いずれ かを再灌流 し、60分 後 に血液ガス分析、肝 臓の胆

汁分泌 量 な どのパ ラメータの検尉 を行 った。動脈 血流 はαNσhRBC

群で返 血直後に脱 血前の二倍の 水準 に回復後、緩 徐 に他群 同等に脱

血前の 水準へ と低下 した。胆 汁流量につい て もaN(》一hRBC群 で他の

2群 に比ぺて著明 に上昇を した。本モデル では生理的食塩水 に よる

再灌流 に より動脈血pHな らびにbate　ex㏄誌低下を主体 とす る代謝性

ア シ ドー シスを認 め たが、αNO・hRBC群 で はこれ らのパ ラメー ター

の著明 な改 善が認 め られた。一方、neac,　 CO撒 群では これ らの

パ ラメー ターの 改善 は器めた もの の、その 程度はaNO・hRBC群 に及

ぼなか った。

　最 後 に、Pdポ ル フ ィ リン依存性 りん 光消退速度 計測 に よるaNO・

hRBC群,　 RBC群 の肝微 小血 管内酸棄分圧の比較 を行 った。 再溜流直

後 の終宋門脈枝領 域で は各群 に差は露め られ なか った ものの、中心

静脈領域 ではRBC群 において酸素濃度 がスパイ ク状 に増加 した後や

や低 下 して高憧 を維 持す るの に対 し、αNO・hRBC群 で は再濯 流直後

か ら低mを 維 持 し、60分 に至 ってRBC群 と同 等に並u.肝 臓 実質細

胞の酸齋消費の増強効果が あることが示 された。 以上の結果 か ら、"

N(ンhRBCはRBCと 同等の酸案 運搬 能を発郷で きること、臓 器酸素 消

費 を向上 させ利胆効果を発拠す る効果があ ることが判明 した。

鹸文審査の要旨

　NOを ヘモ グ ロビン(H6)の αサ ブユ ニ ッ トのヘ ムに特異的に結合

させ 、酸 素解離 能の高いT-stateで安定化 させ た赤 血球(aNORBC)

は1分 子あ た りが運搬 でき る酸素 凪は少な い ものの、低酸棄環境 で

の酸 素解離 を増す こ とによ り優れた酸 素運搬体 と して利用 できる可

能性 があ る。本 研究 で は虚 血に よる代 謝性 ア シ ドーシ スや肝臓 の組

汁分 泌障 書に対 して、再濯 流時姻(ンRBCを 投 与す る と顕著 な改曽効

果 があ ることが確認 され た。審査 では、まず 投与 したHbに 結合 した

NOが どの よ うに代 謝 され るのかについて質問 がなされた。 これ に対

してHbに 　 oし たNOは 無 酸棄 状態 では安定 で ある ものの、血液中

では酸素 と反 応 してONOO型 でヘ ムに結合 し、ヘ ム鉄 を酸 化 して 自

らは硝酸塩 とな り尿 中に排泄 され るこ と、生 じたmetHbは 細 胞内の

騨乗 で還元 され再利用 され ると回答 された。ま た投 与 した赤血球 と

レシ ピエ ン トの赤血球 との閥でNOの や りと りがある可能性 について

も質 問 され たが、NOが グロビンの システイ ン孜基 に移 動 し、 さらに

細胞 内 グル タチオ ンと複合 体を形成 して細胞外 に分泌 され る可能性

も提 示 され ておn,可 能性 は否定で きない との回 答が な された。 ま

た齢 文ではaN4RBCの 酸棄運搬 量 を門脈 ・中心静脈 での酸素分圧 の

スポ ッ ト測 定 と赤血 球 速度、血 管径 の評 価 か ら定 量的 に 計測 した

が 、そのffiが肝識 案質の酸 棄分圧 を反映す るかにっ いて質 間がな さ

れ た。これ に対 して、正常 では肝 細胞が主 たる酸棄 消費の場 であ る

が 、虚血 再湿流時 で ミ トコン ドリア機 能の回御が十分 でない堀 合に

は類 洞内の酸 素濃度が上 が り、 ク ッパ ー細胞な どの活 性酸素放 出な

どに 消費 され る可能 性 も否 定 できな い と回答 され た。 この こ とは

RBC投 与群で 再灌流直後 に中心齢脈 内酸棄分圧 が一過 性に スパイ ク

す る こ と、酸 素 消費 で支 えられ た胆 汁分泌 が著 明 に回碗す るaNO・

RBC群 におい ては酸 聚分圧 のスパイ クが消失す る所 見 ともよく一 致

した との考 察がなされ た。

　 また、審査 で は酸素 運搬 を しない はず のCO-RBCがRBCと 同等 の

臓器 機能改善 効果 を発揮 す る理 由について も質 問がな された。RBC

の投 与は酸寮運 搬 に関係 な く血液粘 度 とず り応力 を増加 させ 、血行

動 惣 を改 善で き るこ と、CO-RBCは 酸 棄供 給能 がない もの の、一方

で再溜流時に起 こり うる急激な組織 酸棄化 を抑制す る一方 、緩徐 に

COがHbか ら解碓 してCO自 身が麟器機 能改善作用 を発 揮す る可能性

も検 討 されて い る旨回答 がな され た。 実際の臨床で本 研究の技術 を

どの ように利用 しうるかについ て も質問が な され たが 、低温保存 で

2,3・眺phosphoglp巴r飢eカ{欠 乏 した濃厚赤血 球の機能 をNO修 飾で回復

させ 、投 与す る技術su発 が極 めて重翼 な応 用にな る との回答が なさ

れ た。最後 にαN(レRBCが 肝案質 の酸素消費 を著明に改 善する機構 は

現 時 点で は明 らか に され なか ったが、低 酸 案環壌 で放 出 され るメ

デ ィエー ター の介在を今 後詳細 に検肘 してい く必要 があ ると指嫡が

なされ た。

　以 上の よ うに、本 研究の よ うなガ ス分 子 を用 いて人為的に赤血球

機能 を制御 し応用す るr付 加価値赤 血球製剤」 は、体内製剤安定性

に関す る制約 もある ものの、今後、更 なる臨床応用 に向 けた研究 を

進 めてい くこ とが重要 であ り、非欝 に有 意義な研究 であ ると評価 さ

れ た。
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