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Attenuation of Hypothermia-Induced Platelet Activation

   and Platelet Adhesion to Artificial Surfaces in Vitro

by Modification of Hemoglobin to Carry S-Nitric Oxide

                  and Polyethylene Glycol

（S―ニトロソ化しポリエチレングリコール鎖を結合させた

ヘモグロビンは低体温により誘導される血小板活性化と

    血小板の人工材料表面への粘着を抑制する）

学位論文内容の要旨

血小板の粘着や凝集による血栓形成は、不安定狭心症や急性心筋梗塞などの急性冠

症候群や脳梗塞の発生機序に深く関与する。また、血小板は代用臓器や人工臓器の

人工材料表面と接触して刺激され粘着・凝集反応を起こす。血栓形成の初期過程に接

着分子を介した血管内皮、血小板、白血球等の細胞問相互作用が重要な役割を果た

している。例えば、血小板ロョインテグリンであるIIb/IIIaは活性化血小板において構造

が変化し、フィブリノゲン結合部位が発現し、その結果血小板同士が結合する。IIb/lIIa

に対するモノクローナル抗体(7E3)は急性冠症候群の血小板血栓の予防に極めて有

効である。これは血栓形成過程に細胞接着機構が極めて重要であることを示唆する。

一方、細胞接着分子のーっであるP‐セレクチンは血小板のQ顆粒や血管内皮細胞の

Weibel-Palade小体の顆粒膜に存在する膜糖蛋白で、血小板がトロンビンや活性酸素

の刺激により活性化されると速やかに細胞表面に発現し、白血球膜上のSialyl Lewis”

糖鎖をりガンドとして接着能を発揮する。従って、IIb/IHaやP‐セレクチンは血小板活性

化のマーカーとしても使用されている。

ー酸化窒素(nitric oxide，NO)は血小板のguanylate cyclaseを活性化させ、細胞質内

cGMP濃度を上昇させて血小板凝集、粘着を抑制する。ヘモグロビン(hemoglobin，Hb)

はNOをその分子内に容易にトラップし不活化する結果、血小板の活性化を増強する

可能性がある。そこで、本研究では血小板ロョインテグリンと細胞接着分子であるP‐セ

レクチンに注目し、Hbが血小板活性化をもたらすかを検討した。また、NO放出能を付

加したHb修飾体、分子バリアーとしての作用を持っポリエチレングリコール

(polyethylene glycol，PEG)を付加したHb修飾体、その両方を付加したHb修飾体は

血小板活性化作用がより少ないかにっいても検討した。さらに、ガラス板、コラーゲンを



コーチングしたガラス板への血小板の粘着・凝集に対するHbとその修飾体の影響も検

討した。Hbとしてヒトまたはウシ赤血球よりHbを抽出して膜成分を除去したstroma free

Hbを調整し、透析後実験に使用した。健常ヒト多血小板血漿(platelet rich plasma，

PRP)をHb及びその修飾体とインキュベートした。活性化された血小板表面に発現さ

れたP－セレクチンを、FITC螢光標識した抗P‐セレクチン抗体(CD62P)とフローサイトメ

トりを用いて、直接的に活性化血小板を測定した。PAC-1はGPIIb/IIlaに対するモノク

ローナル抗体で、静止状態のGPIIb/IIIaにはほとんど結合せず、活性化された

GPIIb/IIIaにのみ結合する。すなわち、構造変化を受けたGPIlb/IIIa上のフィブリノゲ

ン結合部位を認識する。PAC-1もフローサイトメトりを用いて活性化血小板を直接的に

測定した。ガラス板に対する血小板の粘着・凝集の測定には、ガラス板、及びコラーゲ

ンでコーチングしたガラス板にHbまたはその修飾体を塗布、乾燥させた後、健常ヒト

PRPを加えガラス板、及びコラーゲンでコーチングしたガラス板に対する血小板の粘着

及び凝集を顕微鏡で観察した。イメージはコンピュータに保存し、画像解析装置により

定量評価した。倫理面ー配慮のため研究の重要性を説明し、また静脈採血に伴う危険

性も説明し理解を得て、インフオームドコンセントを得た後、健常人から静脈採血を行っ

た。

フローサイトメトりでは体温を想定した37゚ Cに比較して低体温を想定した22°Cで血小

板へのCD62PおよびPAC-1の結合が増大していた。以下、低体温を想定して実験は

22゚ Cで行った。対照群に比較して、Hb投与群で血小板へのCD62PとPAC-1の結合

が 亢進 した。 SNOHb投 与群 、PEGHb投与 群、 SNO~PEGHb投与 群で はCD62Pと

PAC-1の結合の上昇はHb投与群に比べ軽度であった。ガラス板及びコラーゲンでコ

ーチングしたガラス板に対する血小板の粘着にっいてみると、Hbは有意に血小板の

粘着及び凝集を抑制した。また、SNOHb、PEGHb、SNO-PEGHbではHbよりもその効

果が大きかった。

体温を想定した37゚ Cに比較して低体温を想定した22゚ Cで血小板の活性化が増大し

ていた。また、Hb投与により血小板機能が変化することが示唆された。Hbの影響を十

分に把握するためにフローサイトメトりを用いた評価系が有効であた。血栓周囲ではトロ

ンビンが活性化されており、また糖尿病では酸化ストレスが増大し、活性酸素が豊富に

存在する。トロンビンおよび活性酸素は血小板を活性化させる。したがって、Hb修飾体

を人工赤血球として用いた場合、血栓形成素因、糖尿病、または有意な冠動脈狭窄が

存在する場合にはHbがもたらす血小板活性化は、急性冠症候群を誘導する可能性

が考えられる。酸素運搬体の適応は健常人のみならず種々の病態生理下で使用され

ることを念頭に置いて、各種病態モデルでの検討が重要であることが示された。血小板

活性化を抑制することはHbのもたらす副作用を軽減する可能性がある。NO放出能を

付加したHb修飾体はNOの血小板に対する好ましい抑制作用により、分子バリアーと

しての作用を持つPEGを付加したHb修飾体ではPEGの分子バリアー効果により無

修飾Hbに比較して血小板に対する好ましくない作用が少ないと考えられる。更に、そ

の両方を付加したHb修飾体は血小板活性化作用がより少ないと考えられた。また、ガ
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学位論文審査の要旨

Attenuation of Hypothermia-Induced Platelet Activation

   and Platelet Adhesion to Artificial Surfaces in Vitro

by Modification of Hemoglobin to Carry S-Nitric Oxide

                  and Polyethylene Glycol

（S－ニトロソ化しポリエチレングリコール鎖を結合させた

ヘモグロビンは低体温により誘導される血小板活性化と

    血小板の人工材料表面への粘着を抑制する）

血小板の粘着・凝集による血栓形成は、急性冠症候群や脳梗塞の発生に関与する。ま

た、血小板は代用臓器の人工材料表面と接触して刺激され粘着・凝集を起こす。一酸

化窒素(nitric oxide，NO)は血小板のguanylate cyclaseを活性化させ、細胞質内cGMP

濃度を上昇させて血小板凝集・粘着を抑制する。ヘモグロビン(hemoglobin，Hb)はNO

をトラップし不活化する結果、血小板の活性化を増強する可能性がある。そこで、NO

放出能を付加したHb修飾体(SNOHb)、分子バリアーとしての作用を持っポリエチレン

グリコール(polyethylene glycol，PEG)を付加したHb修飾体(PEGHb)、その両方を付

加したHb修飾体(SNO-PEGHb)は血小板活性化作用がHbに比べより少ないかを検

討した。Hbとしてヒトまたはウシ赤血球よりHbを抽出して膜成分を除去したstroma free

Hbを調整し、透析後使用した。健常ヒト多血小板血漿(platelet rich plasma，PRP)をHb

及びその修飾体とインキュベートした。活性化血小板表面に発現されたP‐セレクチンを

抗P―セレクチン抗体を用いて、また活性化されたGPHb/IIIaを、構造変化を受けた

GPIIb/IIIa上のフィブリノゲン結合部位を認識する抗体を用いて、各々フローサイトメトり

を用いて測定した。人工材料表面への血小板の粘着・凝集に対するHbとその修飾体

の影響は、ガラス板、及びコラーゲンでコーテイングしたガラス板にHbまたはその修飾

体を塗布、乾燥させた後、PRPを加え、血小板の粘着・凝集を顕微鏡で観察した。体温

を想定した37°Cに比較して低体温を想定した22°Cで血小板のP‐セレクチンおよび

活性化されたGPIIb/IIIaの発現が増大していた。以下、低体温を想定して実験は220C
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で行った。Hbにより血小板のP‐セレクチンおよび活性化されたGPIIb/IIlaの発現が亢

進した。Hbに比べSNOHb、PEGHb、SNO-PEGHb投与群ではP－セレクチンおよび活

性化されたGPIIb/IHaの発現は軽度であった。Hbはガラス板及びコラーゲンでコーテ

イングしたガラス板に対する血小板の粘着・凝集を有意に抑制した。またHbよりも、

SNOHb、PEGHb、SNO-PEGHbは血小板の粘着・凝集抑制効果が大きかった。低体温

を想定した22°Cでは体温を想定した37°Cに比較して血小板の活性化が増大してい

た。また、Hb投与により血小板機能が変化することが示唆された。NO放出能を付加し

たHbはNOの血小板に対する好ましい抑制作用により、分子バリアーとしての作用を

持っPEGを付加したHbはPEGの分子バリアー効果により無修飾Hbに比較して血

小板に対する好ましくない作用が少ないと考えられた。Hb修飾体を人工赤血球として

用いた場合、血栓形成素因、糖尿病、または有意な動脈狭窄が存在する場合にはHb

がもたらす血小板活性化は、急性血栓症を誘導する可能性があるため、NOやPEGを

付加したHbは血小板活性化作用がより少ないと考えられた。また、人工材料表面への

血小板の接着に対する修飾Hbの影響も顕著であったことから、修飾Hbは酸素運搬

体としての機能のみならず、血管内ステント、心臓外科手術における体外循環サーキッ

ト、あるいは人工血管などの人工材料表面のコーテイング等に臨床応用出来る可能性

が大きいことが示された。口頭発表に際し、安田教授から低体温での血小板活性化の

機序、人工酸素運搬体のこれからの開発の方向にっいて質問がなされた。北畠教授

からパーフルオロカーボンに比べたHb修飾体の特徴と病態に応じた使い分けにっい

て質問がなされた。劔物教授から低体温麻酔における血液凝固系の変化の特徴と本

研究で得られたデータの整合性、Hb修飾体の生体適合性や組織毒性、NOを放出す

る事による循環制御に対する功罪について質問がなされた。いずれの質問に対しても、

申請者は過去のデータや関連論文を引用し、概ね妥当な回答を行った。

この論文はThrombosis Research誌に掲載され国内外で高く評価され、今後この論

文で得られた結果は人工材料表面のコーテイング、人工酸素運搬体の副作用の軽減、

臓 器虚 血 の新 た な治 療 法の 開 発などに貢献す ることが期待 される。

審査員一同は、これらの研究成果を高く評価し、申請者が博士（医学）の学位を受け

るのに充分な資格を有するものと判定した。


