
はじめに

赤血球製剤の人工代替物として人工酸素運搬体

の開発が行われている．人工酸素運搬体の臨床応

用において考えられる利点は輸血時の血液型判定

の必要がないこと，製剤の長期保存が可能となる

こと，同種抗原感作や細菌感染およびウイルス感

染の伝播を回避できること等があげられる1）．

ヘモグロビン小胞体（HbV）は人工酸素運搬体

の一つとして開発された粒子径約 200～250nmの

liposome 内包型Hbである2）～4）．liposome 内包型

Hbとは細胞膜を模擬して人工的に作成した脂質

二重膜からなる小胞体（liposome）の中にHbを内

包したタイプの人工酸素運搬体の総称である．

HbVの臨床応用を考えるうえで，その生体適合性
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Hemoglobin vesicles（HbV）, a type of liposome-encapsulated hemoglobin（LEH）, have been re-
cently developed as an artificial oxygen carrier. The efficacy of HbV has been demonstrated in the
transfusion of HbV into rodent models of hemorrhagic shock. It is important to evaluate the compati-
bility of HbV with human blood cells. We examined the effects of HbV on human platelet activation in
vitro by estimating the platelet release reaction and expression of platelet surface activation markers
in the presence or absence of agonists. HbV concentration in the reaction volume was prepared at
20％ or 40％. Preincubation of platelet-rich plasma（PRP）with HbV had no adverse effects on RAN-
TES or serotonin release from platelets. Preincubation of whole blood with HbV also had no effects
on exposure of P-selectin on platelets. However, binding of PAC-1, a monoclonal antibody that detects
the activation-dependent conformational change of αIIbβ3 to platelets, was amplified by preincubation
of whole blood with HbV in the presence of relatively low concentration of ADP. These results sug-
gest that HbV enhances the binding of PAC-1 to platelets. The clinical meaning of this increased
binding of PAC-1 needs to be addressed.
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を評価することが重要である．これまで出血性

ショックの動物モデルへの輸注においてHbVの

酸素運搬体としての有効性が示されているが，一

方で副作用が観察されることがある5）～7）．その重

篤な症状の一つとして急性血小板減少が報告され

ている．この急性血小板減少の発生原因を解明す

るため，in vitro においてHbVとげっ歯類の血小

板との結合に関して研究がなされてきた7）8）．その

結果，HbVの構成成分である負電荷の liposome

はラット多血小板血漿（PRP）とのインキュベー

ションにより血漿中の補体成分C3b に覆われ，C

3b を介した liposome-C3b-血小板上 CR1 receptor

の結合による凝集塊が形成されることが報告され

ている．in vivo ではこの凝集塊が速やかに網内系

によって処理されることが急性血小板減少の原因

と考えられている8）．一方，ヒト血小板上にはCR

1 receptor が存在しないため，liposome と血小板

との凝集塊は観察されない8）．従ってヒトにおい

ては動物モデルで観察される liposome 輸注後の

急性血小板減少は発症しないことが推測される．

しかし，HbVがヒト血小板機能に対して影響を与

えるかどうかに関する報告は少なく，血小板減少

以外の副作用発症の可能性を否定することはでき

ない．

近年，血小板は止血血栓の形成のみならず，炎

症反応にも関与していると考えられている．これ

は血小板がその顆粒に種々の炎症性生理活性物質

を含有していることや血小板膜表面の接着分子を

介して白血球と結合し，相互作用を有するためで

ある9）．従ってHbVの投与により生体内で血小

板が活性化したり，あるいはアゴニストによる反

応を過剰に亢進させたりすると，血小板由来生理

活性物質の放出による炎症反応が惹起される可能

性が考えられる．そこで，今回，HbVのヒト血小

板活性化に対する影響を検討した．HbVの濃度は

臨床での使用が想定される 20％および 40％とし

た．血小板活性化の評価はHbV 20％，40％存在下

では濁度法での凝集能の測定が不可能であるた

め，血小板の α顆粒に存在する炎症性ケモカイ
ン，RANTES（regulated on secretion，normal

T-cell expressed，and secreted）および濃染顆粒に

存在する serotonin の放出反応と血小板膜糖蛋白

（αIIbβ3）の構造変化を認識する抗体，PAC-1 の結
合および α顆粒由来のCD62P の発現解析を指標
とした．

材料と方法

1．HbVの調製

HbVの脂質成分として 1,2-dipalmitoyl-sn-glyc-

ero-3-phosphatidylcholine�cholesterol，15-dipalmi-
toyl-L-glutamate-N-succinic acid�polyethylenegl-
ycol-1,2-distearyl-sn-glycero-3-phosphatidylethan-

olamine を 5�5�1�0.033 モル比で混合し，エクスト
ルージョン法でHbVを調製した．

2．RANTESおよび serotoninの放出反応

全血（クエン酸三ナトリウム加）から PRPを採

取した．血小板浮遊液（PRP：1.7×108�ml）とHbV

（0，20，40％）を 37℃，60 分間プレインキュベー

ションした後，collagen（1µg�ml）（NYCOMED

ARZNEIMITTEL GMBH）または collagen 希釈

用 buffer を添加して 5分間のインキュベーショ

ンを行った．反応後上清を採取し，RANTESおよ

び serotonin の濃度を ELISA kit（RANTES：R

& D system，serotonin：ICN）にて測定した．

3．PAC-1および CD62Pの発現

PAC-1 および CD62P の発現の測定は幸村ら10）

およびHagberg ら11）の方法に準じた．

全血（クエン酸三ナトリウム加）とHbVまたは

Hbを含有しない空小胞体（0，20，40％）を 37℃，

60 分間にてインキュベーションした．その混合液

をHepes Tyrode’s buffer（KCl 2mM，NaCl 127

mM，NaH2PO4 0.5mM，glucose 5.6mM，NaHCO3

12mM，HEPES 5mM，0.35％BSA，pH7.3）にて

5.4 倍に希釈した．

FITC標識 PAC-1，PE標識 CD62P，PerCP 標識

CD42a（以上 BD社）のカクテル 18µl に上記の混

合液 18µl とADP（最終濃度 0，0.05，0.1，0.5，5，10

µM）（SIGMA）4µl を添加し，ピペッティングで混

和した．各抗体の陰性 control として FITC標識

マウス IgM，PE標識マウス IgG，PerCP 標識マウ

ス IgG（以上 BD社）を用いた．20 分間，室温，

暗所で反応後，1％パラホルムアルデヒド 500µl

を添加して固定した．固定後，PBS 1ml を添加し
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て遠心し（2,500rpm，5min），PBSに再浮遊した．

フローサイトメトリーにて scatter gram上で

血小板高密度領域にゲートを設定し，更にCD42a

陽性細胞をゲートして PAC-1 および CD62P 陽性

細胞率を測定した．フローサイトメーターはBD

社 LSRを使用し，解析はCell Quest software（BD

社）にて行った．

4．統計学的解析

HbVまたは空小胞体 0％，20％，40％の 3群間

の有意差検定には two-way Repeated Measures

ANOVAを用いた．この検定により 3群間に有意

差がみられた場合，HbVまたは空小胞体 0％と

20％及び 40％との有意差検定はBonferroni cor-

rection によって行った．なお，有意差水準は p＜

0.05（HbVまたは空小胞体 0％ vs 20％，40％）を

用いた．

結 果

1．血小板の放出反応に対する HbVの影響

PRP と HbV（0，20，40％）を 37℃，60 分間プレ

インキュベーションした後，collagen 刺激の有る

無しにおける反応上清中のRANTESおよび

serotonin 濃度を測定した（Fig. 1）．collagen 無添

加の血小板からのRANTESの放出レベルは 20％

および 40％HbVとのプレインキュベーションに

よって，control（HbV 0％）に比較して僅かではあ

るが，有意な減少がみられた．一方，collagen 刺激

によって反応上清中のRANTESレベルは増加し

たが，HbVとのプレインキュベーションによる有

意な差はみられなかった（Fig. 1A）．血小板からの

serotonin の放出レベルは PRPと HbVとのプレ

インキュベーションにより，collagen 刺激下にお

いて control（HbV 0％）よりも低い傾向がみられ

たが，有意差はなかった．また，collagen 無添加の

場合の反応上清中の serotonin レベルにおいて

も，HbVとのプレインキュベーションの影響はみ

られなかった（Fig. 1B）．

2．血小板の PAC-1および CD62Pの発現に対

する HbVの影響

全血とHbV（0，20，40％）を 37℃，60 分間プレ

インキュベーションした後のADP刺激による血

小板の PAC-1 および CD62P の発現をFig. 2 に示

す．PAC-1 陽性血小板の割合はADP濃度（0～10

µM）に依存して増加した．全血と 20％および
40％HbVのプレインキュベーションによって

ADPによる PAC-1 の発現が亢進し，ADP 0.1µM
および 0.5µM条件下では control（HbV 0％）に比
し，有意となった（Fig. 2A）．一方，PAC-1 と同様，

血 小 板 のCD62P の 発 現 もADP濃 度（0～10

Fig. 1 Effect of HbV on platelet mediator release

Values are means±SE of five donors. RANTES（A）and serotonin（B）release from

platelets. Open columns are non-stimulated PRP and hatched columns are collagen-

stimulated PRP after incubation with various concentrations of HbV as described in

Materials and Methods. ＊p＜0.05, in comparison with control（0％ of HbV）
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µM）に依存して増加したが，ADPによる CD62P
の発現の増加に対する 20％および 40％HbVの

プレインキュベーションの影響はみられなかった

（Fig. 2B）．

3．血小板の PAC-1および CD62Pの発現に対

する Hbを含有しない空小胞体の影響

全血とHbVとのプレインキュベーションに

よってみられた PAC-1 の発現の増加がHbを含

有していない空小胞体の構成脂質に起因するかを

検討する目的で，全血と空小胞体（0，20，40％）を

37℃，60 分間プレインキュベーションし，ADP

刺激による血小板の PAC-1 および CD62P の発現

を測定した（Fig. 3）．ADPによる PAC-1 の発現は

全血と空小胞体とのプレインキュベーションによ

り亢進が認められ，ADP 0.1µMおよび 0.5µM条
件下では control に比し，有意となった（Fig. 3A）．

しかし，ADP刺激による血小板のCD62P の発現

に対する空小胞体のプレインキュベーションの影

響はみられなかった（Fig. 3B）．

考 察

人工酸素運搬体の一つとして開発されたHbV

の生体適合性の評価として，HbVの血小板由来生

理活性物質，RANTES及び serotonin の放出反応

と血小板活性化マーカーであるCD62P 及び

PAC-1 の発現に対する影響を検討した．

RANTESは血小板の α顆粒に存在する炎症性
ケモカインで，好塩基球，好酸球，単球及びリン

パ球に対する強力な走化作用を有する9）12）．また，

serotonin は血小板の濃染顆粒に存在する生理活

性アミンで，血管収縮作用をはじめ繊維芽細胞増

殖作用，マクロファージの活性酸素産生促進作用，

NK細胞活性化促進作用を有する9）．このような

生理活性を有することからいずれも炎症反応にお

いて重要な役割をはたしていると考えられてい

る．20％及び 40％HbVと血小板とのプレイン

キュベーションによって collgen 刺激，あるいは

未刺激血小板のRANTES及び serotonin の放出

反応を亢進したり，また，著しく減少させるよう

な作用はみられなかった．従ってHbVの生体適

合性は血小板放出反応を指標とした場合には良好

であることが示唆された．

近年，血小板活性化に伴って膜表面の発現量が

変化する抗原をフローサイトメトリーによって捉

え，血小板活性化の程度を評価する方法が広く行

Fig. 2 Effect of HbV on expression of platelet surface activation markers

Values are means±SE of three donors. PAC-1（A）and CD62P（B）exposure on plate-

lets. Whole blood was incubated with HbV at 0％（circle）, 20％（square）, or 40％（tri-

angle）. Whole blood was then stimulated with or without various concentrations of

ADP as described in Materials and Methods. ＊p＜0.05, in comparison with control

（0％ of HbV）
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われている．CD62P はセレクチンファミリーに属

する接着分子である9）．血小板の α顆粒に存在
し，血小板活性化にともなって膜表面に分布する

ため，血小板活性化マーカーとして汎用されてい

る11）13）．PAC-1 は血小板上の αIIbβ3（GPIIb-IIIa，
CD41�CD61）が血小板活性化にともなって構造変
化を起こした時に発現するエピトープを認識する

モノクローナル抗体である10）11）14）．αIIbβ3 はイン
テグリンファミリーに属する接着分子であり，血

小板においてフィブリノーゲンや von Willbrand

因子のレセプターとして機能し，血小板凝集や粘

着に重要な分子である15）．PAC-1 が認識するエピ

トープはフィブリノーゲンの結合部位またはその

近辺とされている10）11）14）．PAC-1 発現の臨床的意

義についての検討は少ないが，低濃度のADP刺

激によっても発現の増加がみられることから高感

度でかつ特異的な血小板活性化マーカーとして有

用であるとされている．

今回の検討において，HbVと血小板のプレイン

キュベーションは，ADP刺激および未刺激血小板

のいずれにおいてもCD62P の発現に影響を与え

なかった．一方，PAC-1 の発現はHbVとのプレイ

ンキュベーションにより比較的低濃度のADP刺

激血小板において亢進された．PAC-1 の発現の亢

進は空小胞体と血小板のプレインキュベーション

においても観察されたため，Hb包埋の有無には

よらず，小胞体それ自体または，小胞体の構成成

分に起因する可能性が考えられる．この結果は

HbVの構成成分である小胞体は血小板の αIIbβ3
の構造変化を促進するが，α顆粒の内容物の膜表
面への表出を亢進する作用はないことを示唆して

いる．小胞体の作用に対して PAC-1 の発現と

CD62P の発現に乖離がみられたことの原因は明

らかではないが，原因の一つには PAC-1 と

CD62P とではそれぞれの発現を惹起する刺激の

閾値が異なることが考えられる．PAC-1 は低濃度

（0.1µM）のADP刺激によっても発現の増加がみ
られるがCD62P はそれよりも高濃度（0.5µM）の
ADP刺激において発現の増加がみとめられる

（Fig. 2，3）．このことから PAC-1 は弱い刺激にお

いても血小板の活性化をとらえるが，CD62P は比

較的強い刺激に対する血小板の活性化を反映する

ことが考えられる．従って，血小板に対する小胞

体の作用は比較的弱い刺激であり，活性化マー

Fig. 3 Effect of vesicles on expression of platelet surface activation markers

Values are means±SE of three donors. PAC-1（A）and CD62P（B）exposure on plate-

lets. Whole blood was incubated with empty liposomes at 0％（circle）, 20％（square）,

or 40％（triangle）. Whole blood was then stimulated with or without various concen-

trations of ADP as described in Materials and Methods. ＊p＜0.05, in comparison with

control（0％ of HbV）
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カーとして PAC-1 を用いた場合には捉えられる

が，CD62P によっては捉えられない刺激であると

推測される．

最近，西谷らは血小板代替物（recombinant 血小

板膜糖蛋白を固相化した liposome）の血小板への

影響を検討した報告において，何も固相化してい

ない空小胞体のみでも血小板の小凝集塊が形成さ

れたこと，またその時に大凝集塊は形成されな

かったと述べている16）．彼らの使用した小胞体と

今回我々が使用した小胞体は同一ではなく，また，

反応系における濃度も異なるが，彼らの結果から

も小胞体はなんらかの血小板活性化作用を有する

ことが示唆される．詳細については今後の検討が

必要である．

HbVと全血のインキュベーションにより血小

板の PAC-1 の発現が亢進されたことの臨床的意

義は不明である．この反応を非生理的な血小板活

性化と捉えると，生体内でHbVは炎症反応を惹

起する可能性が懸念される．しかし，本来，生理

的な酸素運搬体である赤血球はアゴニスト存在下

において血小板活性化亢進作用を有することが知

られている17）18）．すなわち，in vitro で PRPと赤血

球（ヘマトクリット 40％）をインキュベーション

した混合細胞浮遊液を collagen で刺激すると，反

応上清中の serotonin 及び β-TG の濃度は PRP単
独の場合よりも高いこと，またその反応上清は

PAC-1，CD62P の発現及び血小板凝集を惹起し，

いずれの反応も PRP単独の反応上清による血小

板活性化よりも亢進されることが報告されてい

る17）18）．これらの反応は赤血球本来の作用である

酸素運搬能に加え，生体内の出血部位において止

血・血栓の形成が速やかに行われるうえで生理的

に重要と考えられている．このことから，我々が

観察したHbVを構成している小胞体による血小

板活性化現象の臨床的意義は，生体にとって有害

ではなく，赤血球本来のもつ生理活性に類似して

いると考えることができるかもしれない．いずれ

にしても，HbVによる血小板の活性化機序とその

生理的な意味づけを明確にするには検討症例数を

増やした更なる解析が必要であると考える．
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