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ヘモグロビン小胞体（HbV）―リコンビナントアルブミン分散溶液による

40％交換輸血：ラット脾臓内HbV代謝と造血に関する2週間の観察†

酒井 宏水１） 堀之内宏久２） 山本 学２） 池田 栄二３） 武岡 真司４）

高折 益彦５） 土田 英俊１） 小林 紘一２）

（背景）輸血代替として開発されたヘモグロビン小胞体（HbV，粒径 251±81nm）について，動物投与試験により
その酸素運搬機能が明らかにされてきた．しかし投与後の中長期的な回復過程，特に細網内皮系におけるHbVの分
解と造血については十分な検討が為されていなかった．（方法）Wistar 系ラット（♂，60 匹）を用い，HbVを 5g�
dL 濃度のリコンビナントアルブミン溶液（rHSA）に分散させた溶液（HbV�rHSA），ラット保存赤血球を rHSA
に分散させた溶液（sRBC�rHSA），或は rHSA溶液単独で，循環血液量の 40％を急速交換した．その後最長 14
日間の血液学的，血液生化学的解析，および組織病理学的検討を実施した．（結果）HbV�rHSA群と rHSA群では，
血液交換後に低下したヘマトクリット値（Hct，約 26％）が，7日後には交換前の値（43％）にまで回復した．血中
エリスロポエチン濃度は，全群で上昇した．特に rHSA群で 1日後に最も高い値を示し（321±123IU�L），貧血状態
を反映したと考えられた（HbV�rHSA，153±22；sRBC�rHSA，63±7；baseline，21±3）．また，同時に全群で脾
臓肥大を認めた（HbV�rHSA＞rHSA＞sRBC�rHSA）．組織病理学的観察から，脾臓に捕捉されたHbVは 14 日以内
に完全に消失した．しかし，ヘモジデリン沈着がHbV�rHSA群および sRBC�rHSA群に認められた．また，rHSA
群とHbV�rHSA群の赤脾髄に多量の赤芽球が存在した．（結論）40％交換輸血において，脆弱な赤血球が細網内皮
系で捕捉分解される生理的機序と同様の経路を経て，HbVが捕捉代謝される過程が予想された．また，造血機能の
亢進によりHct が 7 日以内に完全に支障無く回復することを確認した．
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1．緒 言
ヘモグロビン（Hb）を利用した人工酸素運搬体（Hb-

based O2 carriers，HBOCs）の研究が世界的規模で進展
し，臨床試験の段階にある製剤も幾つか知られている１）２）．
HBOCの利点は，血液型が無いこと，病原体を完全に
排除できること，また，赤血球に比較して長期間の保
存が可能なことである３）．血中滞留時間が赤血球に比較
して 2～3日と短いものの４），様々な短時間の用途が期

待されている．例えば，1）緊急時の出血性ショックの
蘇生液として，輸血までの繋ぎとしての投与５），2）術
前の血液希釈，術中の出血に対する投与により，輸血
の回避，或は輸血を遅らせる手段６），3）心臓手術の際
に使用する体外循環回路の補充液としての利用，4）酸
素治療剤として，虚血性疾患など局所的低酸素状態の
改善薬としての利用，などがある８）９）．
筆者らが開発したヘモグロビン小胞体（HbV）は，
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期限切れ赤血球から精製した高純度高濃度ヒトHb溶液
を脂質膜で被覆した微粒子構造をしている１０）１１）．赤血球
と類似の細胞構造により，本来毒性を有する分子状Hb
と血管内皮細胞との直接的接触の回避が可能となる１２）１３）．
血中に投与されたHbVは，酸素運搬機能を終えた後，
最終的に細網内皮系（RES，Reticuloendothelial system）
マクロファージに捕捉，分解されることが負荷投与試
験から明らかになっている１４）～１７）．これまでに，HbV
をヒト血漿由来のアルブミン或はリコンビナントアル
ブミン溶液（rHSA）に分散させ，循環血液量の 80～90％
を交換する極度の血液希釈試験，50％脱血による出血
性ショックモデルに対する蘇生試験等で，急性期にお
いて赤血球と同等の酸素運搬機能が実証されてきた１８）～２１）．
しかし，投与後数時間の観察に留まっており，中長期
的な観察は充分になされていなかった．
そこで本研究では，HbVを rHSA溶液に分散させた

溶液を用い，臨床的に想定される40％の血液交換をラッ
トモデルを用いて行い，その後 2週間に亘る観察を行っ
た．血液生化学検査，血液学的検査，組織病理学的検
査を行い，特にRESにおけるHbVの代謝とHct の回
復過程について注目した．単回負荷投与，或は反復負
荷投与の際には，肝臓よりも脾臓の肥大が顕著であ
り１４）１５）１７），更に，老化赤血球は脾臓にて捕捉代謝される
ことが知られているので２２），本研究では，輸血モデルと
して保存赤血球を投与した場合も実施し，脾臓への影
響を比較検討した．

2．材料・方法
2-1．rHSAに分散させた HbVの調製
HbVは無菌的条件にて，既報に従って調製した２３）２４）．

精製ヒトHb溶液は，日本赤十字社から提供を受けた期
限切れヒト赤血球より調製した．HbVは 38g�dLのHb
溶液を内包している．アロステリック因子として pyri-
doxal 5’-phosphate（PLP）を含有する（Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO, PLP：Hb＝2.5：1 by mol）．HbV
の脂質膜には，1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatid-
ylcholine, cholesterol, 1,5-O-dihexadecyl-N-succinyl-L-
glutamate（日本精化，大阪），および 1,2-distearoyl-sn-
glycero-3-phosphatidylethanolamine-N-PEG5000（日本油
脂，東京）が，5�5�1�0.033 の割合で存在している．エ
ンドトキシン含量は，リムルス法の変法により 0.1EU�
mL以下であることを確認した２５）．物理化学的パラメー
タとして，酸素親和度（P50）が 27Torr，粒径 251±81
nm，metHb 含量は 3％以下であった．HbV分散液
（［Hb］＝10g�dL）8.6mL を rHSA溶液（25g�dL）1.4
mL と混合し，HbVが分散している外液の rHSA濃度
を 5g�dL に調節した．従って，得られたHbV�rHSA
の Hb濃度は 8.6g�dL｛＝10g�dL×8.6�（8.6＋1.4）｝にな

る．このとき膠質浸透圧は 20Torr，粘度 2.9cP になる．
2-2．rHSAに分散させたラット保存血の調製
エーテル麻酔下，Wistar 系ラットの下大静脈から急

速脱血した．ラット血液10mLに対し，血液保存液（CPDA-
1，川澄化学社製）を 1mL加え，密封して 4℃にて 1
週間冷蔵保存した．報告によれば，1週間保存したラッ
ト赤血球の脆弱性は，ヒト赤血球を同条件で 4週間保
存したものと同等になる２６）．保存後，遠心分離（4,000
g，10min）して血清と白血球を除去し，再度生理食塩
水を等量加えて遠心分離する操作を二回繰り返した．
次いで 5g�dL の rHSAを添加して再分散させ，再度遠
心分離して上澄みを除去し，rHSAを添加してHb濃度
を 8.6g�dL に調節した（sRBC�rHSA）．

2-3．血液交換試験と 2週間の観察
Wistar 系ラット 65 匹を用いた（♂，223±20g）．ネ

ンブタール（Abbot Laboratories，North Chicago，IL）
を腹腔内投与し（1mL�kg）麻酔状態とし，頸動脈にポ
リエチレン製カテーテル（SP31）を挿入した．1mL�30
sec の脱血と同量の試料溶液投与を繰り返して 40％の
血液を交換した．試料溶液は，HbV�rHSA（HbV群，
n＝20），sRBC�rHSA（sRBC群，n＝20），および rHSA
単独の投与（n＝20）である．ベースラーンの値を知る
ため，5匹のラットを使用した．
循環血液量は 56mL�kg 体重と推定し２７），これを維持

しながら血液を交換すると仮定し，実験に必要なHbV
分散液の量を計算した．1.0mLの脱血と試料等投与を繰
り返したと仮定すると，40％の血液交換は次式で示さ
れる．
40％＝100×{1－［（0.056×体重－1.0）�（0.056×体重）］n}
（1）
総投与量は，n×1.0（mL）と計算できる２８）．体重 220

g のラットの場合，必要量は 6.0mLになる．
血液交換終了後，カテーテルを外し，右頸動脈を結

紮，切開部を縫合した．ラットはその後，ケージに入
れ最長 14 日間生存させた．投与後 1，3，7，14 日目に
各群から 5匹を選択し，1.5％セボフルレン吸入麻酔下，
尾静脈より 24G―留置針（ニプロ社製）を使用して採血
（150µL）し，ヘマトクリットと血球数測定を行った
（Model KX-21，シスメックス，神戸）．開腹して下大静
脈から採血し，血液生化学検査の検体とした．その後
直ちに臓器を摘出し，10％ホルマリン中性リン酸溶液
に浸漬固定し，パラフィン包埋した．4µm厚の切片に
ついて，ヘマトキシリン―エオジン（H�E）染色，ベル
リンブルー染色，および，ギムザ染色を実施した．
脱血液（約 6mL）を遠心分離（5,000g，10 分）し，

血漿を得た．HbVが血漿中に残存している場合（1，3
日後）には，更に超遠心分離（50,000g，20 分）により
これを沈降分離し，透明な血漿層を測定検体とし，血
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液生化学検査におけるHbVの干渉作用を排除した２９）．
得られた透明な血漿にはHbが含まれず，HbVの溶血
が無いことを示した．血漿検体は検査まで－80℃にて
凍結保存した．測定項目は，肝臓，腎臓機能等を反映
する通常の検査項目のほか，エリスロポエチン（EPO），
およびHbVの分解排泄を反映すると考えられる脂質成
分と，ビリルビン，遊離鉄等とした（BML社）．ラッ

トのEPOは，ヒトのEPOとの相同性が高いので，抗
ヒトEPO抗体での検出が可能であった３０）．
動物実験は慶應義塾大学医学部動物実験委員会の承

認を得て実施した．また，Guide for the Care and Use
of Laboratory Animal の指針に従った３１）．

2-4．統計処理
結果は全て平均±標準偏差（SD）として記した．コ

ントロール群と処置群の間の有意差検定には，Fisher’s
protected least significance difference test および one
way ANOVA法を用いた．p値が 0.01 以下のときに有
意な差と判定した．

3．結 果
3-1．体重，脾臓重量，血液学的検査の結果
全群が 40％交換輸血に耐え，犠牲死させるまで生存

した．これは，5g�dL の rHSA溶液の使用により，膠
質浸透圧と循環血液量を一定に保ち乍ら血液希釈を行っ
たことが理由として先ず考えられる．体重（約 223g）は
14 日後には 300g 程度にまで成長した（図 1）．立毛な
どの異常な症状は認められなかった．
体重に対する脾臓重量の変化では，HbV�rHSA群で

特に，1，3日後に有意に増大していたが，14 日後には
正常値に復した．rHSA群では1日後には変化は無いが，
3日後に急激に増大し，その後低下して 14 日後には正
常値に復した．sRBC群はHbV群よりは程度は低いも
のの 1日後から 7日後まで脾臓肥大が見られた．

図1 40%血液交換後の体重，脾臓重量比，および血球数の変化．＊p＜0.01 vs baseline；＃1p＜0.01 vs. rHSA群； 
＃2 p＝0.0288 vs. sRBC/rHSA；＃3, p＝0.0353 vs. sRBC/rHSA. B：baseline.（From：Sakai et al., Transfusion 2006；
46：339―347, Blackwell Publishing, Oxford, UK）

図2 40%血液交換後の血中エリスロポエチンの濃度変
化．＊p＜0.01 vs baseline；＃1 p＝0.0222 vs. rHSA；＃2, 
p＝ 0.0195 vs. rHSA. B：baseline.（From：Sakai et al., 
Transfusion 2006；46：339― 347, Blackwell Publishing, 
Oxford, UK）
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Hct 値は，血液交換前は 43％であったが，HbV�rHSA
群および rHSA群は，血液交換後Hct 値が 26％に低下
した．7日後には交換前の値（43％）に復し，更に 14
日後には46％になり，交換前の値を超えた．sRBC�rHSA
群では，投与後の値は高いが，7，14 日後では他の二群
に比較して低めの値を示した．平均赤血球ヘモグロビ
ン量（MCH），平均赤血球容積（MCV），平均赤血球ヘ
モグロビン濃度（MCHC）に異常を認めなかった．但
し，HbV�rHSA群では，1，3日後に血液中にHbV
が残存しているため，測定不能であった．sRBC�rHSA
群では，1日後のMCHおよびMCHCで低下傾向がみ

られた．Hct 値とは対照的に，血小板数および白血球数
は，安定した値を推移した．HbV由来の血漿中Hb
濃度は，血液交換直後は 4.4g�dL と想定され，その後，
1，3，7日後に 1.8±0.1，1.1±0.1，0g�dLに低下した．

3-2．血液生化学検査
血中EPO値は，貧血，低酸素状態，ストレス等を反

映する項目であり，血液交換前の 21±3IU�L が，1日
後にrHSA群が321±123IU�Lを示し，これはHbV�rHSA
群（153±22），sRBC�rHSA群（63±7）よりも高値で
あった（図 2）．しかし 3日目には低下傾向にあり，7
日後には処置前の値に復した．

図3 40%血液交換後の血液生化学検査の結果．＊p＜0.01 vs. baseline. Triglyceride, TG；free fatty acid, FFA；base�
line, B.（From：Sakai et al., Transfusion 2006；46：339―347, Blackwell Publishing, Oxford, UK）
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その他，AST値が 1日目に若干の上昇傾向を示した
が（HbV�rHSA，70±5U�L；rHSA，69±12；sRBC�
rHSA，72±9；正常値，60±7），3日後には正常値に復
した．ALT値は特に変化は無かった．ALPおよび γ-
GTP には多少の変動があった．CPKは安定していた．
全群について，クレアチニン，尿酸は低値傾向を示し
た．アミラーゼに低下傾向が見られたが（図 3），HbV�
rHSA群のみ，リパーゼの上昇を認めたが，7日後には
正常値に復した．脂質成分濃度については，HbV�rHSA
群で血中の総コレステロール，遊離コレステロールの
亢進が 3日後に見られたが，7日後には正常値に復した．
β-リポ蛋白，高密度リポ蛋白コレステロールは，血液交

換後に特に rHSA群で低下傾向があった．トリグリセ
リドも全群で低下傾向にあり，特にHbV�rHSA群で1，
3日後に顕著であった．これは，血漿を超遠心分離した
際に分離されたことも一因と考えられた．リン脂質は
全群で僅かに低下傾向にあった．遊離脂肪酸は 14 日後
に増加傾向にあった．ビリルビン濃度（＜0.1mg�dL）は
常に低値を推移した．遊離鉄濃度は低下傾向にあった
が，14 日後には血液交換前の値に復した．

3-3．組織病理学的検討
全群において肺，心臓，腎臓等に著変を認めなかっ

た．HbV�rHSA群では 1，3日後に肝臓のクッパー細胞，
骨髄のマクロファージに捕捉されたHbVが観察された

図4 HbV/rHSA群およびrHSA群の組織切片のギムザ染色像．（a）,（b）,（c）は，HbV/rHSA
群の 1, 3, 7日後の脾臓．捕捉されたHbVは薄青色の領域（黒矢印）. 赤芽球巣は濃青色の細
胞として確認される（赤矢印）． HbVは7日後には可成り減少する．（d）HbV/rHSA群の
14日後の脾臓．HbVは完全に消失した．（e）rHSA群の3日目の脾臓．赤芽球巣が多く認
められる．（f）HbV/rHSA群の3日目の骨髄にも濃青色の赤芽球が存在する．紫のスポット
が点在する細胞は好塩基球と考えられる．スケールバーは50μm．（From：Sakai et al., 
Transfusion 2006；46：339―347, Blackwell Publishing, Oxford, UK）
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が次第に減少し，14 日後には消失した．HbV�rHSA
群では 3日後に血中リパーゼの上昇が認められたが，
膵臓に著変は認められなかった．HbV�rHSA群の脾臓
のギムザ染色では，1，3日後に赤脾髄に捕捉されたHbV
が多く認められた．しかし 7日後には減少し，14 日後
には消失していた（図 4）．実験期間を通して脾索に赤
芽球および前赤芽球の巣（集合）が多く存在し，特に
3，7日後で顕著であった．巣の形成から，活発な髄外
造血が伺えた．rHSA群でも 3日目に赤芽球巣を多く認
めた．骨髄での造血もHbV�rHSA群で確認された．ベ
ルリンブルー染色により，HbV�rHSA群で 7日後に脾
臓にヘモジデリンが僅かに観測され，14 日後に更に顕
著になった（図 5）．僅かに肝臓のクッパー細胞にも認
められたが，骨髄には無かった．sRBC�rHSA群では，
14 日後に脾臓にヘモジデリン沈着が観測された．

4．考 察
本研究における重要な点は，HbV�rHSA溶液により

40％血液交換されて低下したHct 値が，7日後には完
全に回復したこと，また，14 日までにRESに捕捉され
たHbVがほぼ消失したことである．HbV群の脾臓肥大
は，赤脾髄へのHbVの捕捉と，EPO分泌に反応して強
い造血作用により赤芽球巣が脾索に多く存在する事に
起因すると考えられた．しかし脾臓重量は 14 日後には

完全に回復していた．
これまでの放射化ラベルしたHbVの体内動態の研究

から，HbVは最終的にRESに移行することが解ってい
る１１）１６）．脾臓肥大の一因は，図 4から解るように，HbV
が赤脾髄に捕捉されることであるが，14 日後には消失
する．投与 3日後までの血中コレステロールの緩やか
な上昇，またHbVが血中では分解しない事実から，HbV
がRESのマクロファージの食胞で捕捉分解されてから
コレステロールが血中に遊離したものと考えられた１４）１５）．
既報のHbV負荷投与試験の結果では，高密度リポ蛋白
コレステロール，βリポ蛋白，リン脂質の増大が，過剰
量として血中に確認された１５）１７）．しかし，今回の 40％交
換輸血試験では，それらの上昇が見られず，むしろ低
下する傾向もあった．従って大量の血液がHbV�rHSA
で置換された場合には，HbVの脂質成分が体内で有効
利用され，造血や成長に使用された可能性がある．
HbVが大量に投与され，その分解過程でヘム鉄やポ

ルフィリンの分解物であるビリルビンが大量に遊離す
ることを懸念したが，血中濃度の上昇は 14 日間全く見
られなかった．Hbから放出されたヘムは，肝臓クッパー
細胞や，脾臓マクロファージの誘導型ヘムオキシゲナー
ゼ―1 の酵素分解を受け，ビリルビンに変化する１５）３２）．今
回の実験から，HbVの大量投与に際してもビリルビン
は通常の経路によって分解され，胆汁となって排泄さ

図5 HbV/rHSA群およびsRBC/rHSA群の14日後の組織切片のベルリンブルー染色像．
HbV/rHSA群の（a）脾臓,（b）肝臓, および（c）骨髄．脾臓と肝臓にヘモジデリンが存
在した．（d）sRBC/rHSA群の脾臓にもヘモジデリンが検出された．スケールバーは50μm．
（From：Sakai et al., Transfusion 2006；46：339―347, Blackwell Publishing, Oxford, UK）
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れること，また胆汁管排泄機能に影響が無いことが考
えられた．ベルリンブルー染色では，14 日後の肝臓と
脾臓にヘモジデリン沈着が認められた．通常，ヘム由
来の鉄はフェリチンとして蓄えられるが３３），鉄含量が多
くなるとヘモジデリンになる．フェリチンもヘモジデ
リンも鉄イオンを遊離し，過酸化水素とのフェントン
反応によりOHラジカルを産生し，これが脂質過酸化
を助長する懸念がある３４）．しかし化学的には，不溶化沈
着したヘモジデリンの方がフェリチンよりも不活性で
あるとの見方もある３５）．一般的に輸血を頻回受ける患者
では，保存赤血球の血中半減期が短いためRESに捕捉
され，ヘモジデリンが多く認められる．本研究では，
sRBC群でも緩慢ではあるが脾臓肥大とヘモジデリン沈
着が認められた．保存血では老化赤血球のように赤血
球の変形能が低下し脆弱となり，血中滞留時間が短く
なり脾臓で捕捉，分解されることも原因の一つと考え
られる２６）．これらのことから，HbV由来のヘムの分解
および鉄の貯蔵は，生理的許容範囲内であり，脆弱な
保存赤血球の場合と同様の良く知られた生理的経路に
より行われていることが予想できた３６）．
興味深い事に，脾臓肥大はHbV�rHSA群およびsRBC�

rHSA群だけでなく，rHSA群で3日目に顕著であった．
文献によると，ラットは低酸素状態に曝されると，髄
外造血が脾臓で顕著になる３７）３８）．我々の実験では，rHSA
群で特に 3日目に大量の赤芽球巣の存在を見出してい
る．125I-rHSAの体内動態に関する文献から３９）４０），rHSA
が異種蛋白質として脾臓に特異的に捕捉される可能性
は低く，脾臓肥大との関係も無いと考えられる．従っ
て rHSA群の脾臓肥大は，EPO分泌にによって髄外造
血が活性化された為と考えられた．
腎臓から分泌されるEPOは，貧血の状態を強く反映

する４１）４２）．rHSA群で投与 1日後に最も高いEPO値を示
し，酸素運搬量の低下により貧血状態が最も強かった
ことが伺える．次いでHbV�rHSA群が高値を示した．
これはHbVの血中半減期が短い事と，酸素運搬機能の
無いmetHb の含量が増大することに起因している４３）．
また，sRBC�rHSA群でも血液交換後にHct が低下して
いるため，EPO値の緩慢な上昇が確認された．従って，
HbV�rHSA群よび sRBC�rHSA群の脾臓肥大のもう一
つの要因として，造血過程における赤芽球巣の存在が
あり，これがHct を 1 週間で回復させた原動力である
と考えられる．興味深い事に，rHSA群，HbV�rHSA
群の14日後のHct値は46％となり，sRBC群の値（43％）
を上回っていた．これはEPO分泌量が rHSA群，HbV
群が sRBC群よりも高く，造血が亢進されたため over-
shooting したのかもしれない．MCH，MCV，MCHC
が正常であったことも，造血作用に異常が無いことを
支持している．

血液生化学検査では，HbVが大量に肝臓クッパー細
胞に移行するにも関らず，特に肝機能に影響が無いこ
とを示唆した．HbVの投与によってリパーゼの上昇が
既報の負荷投与試験も含め常に認められている．これ
は，HbVの成分である脂質によって，リパーゼの分泌
が亢進したのかもしれない１５）１７）４４）．
結論として，臨床でのHbVの使用を想定したラット

への投与試験（40％血液交換）に際し，ラットは全例
が生存し，血液希釈により低下したHct は 7 日以内に
回復した．一過性の脾臓肥大とヘモジデリン沈着が確
認されたが，余剰な鉄イオンの遊離は認められなかっ
た．HbVは脆弱な保存赤血球の場合と同様の生理的経
路により，細網内皮系で捕捉代謝され，構成成分が支
障無く排泄或は再利用される過程が予想された．まだ
不明の点もあるが，HbVを輸血代替として使用する場
合の安全性についての知見を得ることができた．
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