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赤血球輸血による酸素運搬能の変化

PEPの効果

松山博之＊，浜崎直孝＊＊，吉武潤一・＊

1．はじめに

　生体は，赤血球減少，ヘモグロビン減少による酸素運

搬能低下に対して，急性・慢性の適応を示すが，手術時

の出血にともなう赤血球減少にたいしては，それが大量

になれば，どうしても輸血という方法で対処することが

必要となる。一方，輸血に伴う合併症を避けるため輸血

量をできるだけ少なくする，あるいは，他人の血液を輸

血しない自家血輸血法などが検討，応用されている。し

かし，大量輸血あるいは自家血輸血に伴う赤血球の機能

変化についてはあまり検討されていない。我々は，自家

血輸血症例の赤血球機能として，酸素運搬能の変動を酸

素解離曲線より得られたP50および赤血球内2，3－DPG量

を指標として，viabilityを赤血球内ATP量を指標とし

て測定したので報告するとともに赤血球酸素運搬能賦活

剤としてのフォスフォエノールピルビン酸（PEP）の臨床

応用について言及したい。

2．対象および方法

　1）対象

　対象は，特発性脊椎側蛮症にてハリントン手術を施行

された12才から15才（平均13．8才），体重27kgから50kg

（平均40．4kg）の5症例とした。表1に対象例の背景を

示す。なお，5症例のうち4症例は，術前1～2年かけ

て自家血を2000～3000me採取し，冷凍赤血球と新鮮凍結

血漿として保存していた。術中出血量は平均3300nzeであ

り自家血の準備のなかった1症例以外は，術中銀行血の

使用は必要なかった。

症例1 症例2 症例3 症例4 症例5

性 M M F F F

年令 16 15 12 13 13

体重（k8） 43 47 35 27 50

自家血の右無 （＋｝ （＋） 〔＋） （＋》 （一⊃

出血畳（■D 3200 3500 4500 2800 Z500

回収洗浄時間
P回目　（h）

3 3 2 2．5 3

2回目 5 5 3 5 7

3回目 5．5 7 6．5 6
一

4回目 7 9 7．5 7

表1　自家日輪血症例の背景

　2）方法

　全例thiamylalとpancuroniumを用いて麻酔導入し，

GONLAにて麻酔維持し，　Sodium　nitvo　prusside，enf－

1uraneを適宜用いて低血圧麻酔とした。輸血管理は，図

1に示すように麻酔導入後ヘマトクリットが27～30％に

なるように術前脱憎し血液希釈をおこない，術中出血に

対して，はじめは保存していた自家血あるいは銀行血に

て対処し，のちには出血した血液を吸引回収したのち赤

血球成分を分離洗浄して再輸血するcell　savingにて対

処した。cell　savingはHemonetics社のcell　saver⑪を

用いte　i）抗凝固剤としてヘパリン添加生理食塩水を用い

た。手術直後に術前脱血した血液を自家新鮮血として輸

血した。赤血球機能は麻酔導入直後に採血した新鮮血を

コントロールとし，手術終了直後，術後1日，2日に採

血して測定した。一方，使用した解凍赤血球やcell　sa

ving血は輸血直前に採取し，その機能を測定した。　P50

は，ヘモックスアナライザーを用いpH7．4　（ヘモックス
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ソリューション），37度，Pco20mmHgにて酸素解離曲線

を記録して測定した。赤血球中のATP，2，3DPGは除

　　　　　　　　麻酔導入

術前月党血s

蛋白質後その抽出液を用いて，酵素利用測定法にて行っ

た2）。
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　　　　　　　　　　　　　図1

　3）PEP処理赤血球を用いた症例

　cell　savingで集めた赤血球をPEPと37℃にて30～

120分無菌的にインキュベートレ洗浄後生体に戻した。

対象症例は，同じくハリントン手術症例とした。抗凝固

剤をヘパリン添加130mMマンニトール，50mMPEP，15mM

クエン酸，6mMリン酸，　pH　6．5のソリューション（PEP

ソリューション）とし，回収血液をフィルターを通した

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A．22S
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　　図2　圏収諏直舘の模繊；

のちプールし37度でインキュベーションし，分離洗浄し

た。PEP応用例は現在2症例しかなく，結果は平均値の

みとした。

漏●

3．結果

　1）輸血赤血球の機能

輸血赤血球の機能を図2，表2に示す。
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fresh　R6C

in＝10）

frozen　RBC

inヨ18）

saved　RBC
oEP（一）

in塁18）

saved　R3C
oEP（＋）

in＝9）

P50
i厘■Hg）

27．3士1．1 22．5±1．2 24．9士2．3 28．0土0．9

2，3－DPG

iμgo　119Hb）

12．1±1．1 8．6±0．4 9．1士1．4 14．3±3．2

ATP

i仰011gHb）
4．7±0．3 4．3±0．4 1．7±1．1 5．4±1．4

表2
　　a）解凍赤血球

　解凍赤血球のP50は22．5±1．2mmHg　2，3－DPGは

8．6±1．8μmol／gHb，ATPは4．1±0．7μmol／gHbで

あり，コントロールの新鮮血に比べてATPは91％，2，

3－DPGは71％に低下しており，2，3　一DPG低下を反

映してP50が27．3±1．1mmHgから22．5±1。2mmHgへと小

さくなっている。赤血球の酸素解離曲線から算出すると

解凍赤血球の酸素運搬能は約60％に低下した。この赤血

球機能は1週間保存したCPD血に相当する。

　　b）回収赤血球（saved　RBC）

　PBP非使用の5症例のうち4症例は4回，1症例は2

回の計18回のcell　savingをおこなった。図2にcell

savingごとの赤血球機能を示す。　P50は，術前の27．　9±

0．4mmHgに比べてcell　saving　1回目から有意に低下し，

その後も徐々に低下した。2，3－DPG量もP50と同じ

く術前の11．9±O．　3p‘mo1／gHbがcell　saving　1回目に

は9．9±1．1と有意に低下し，その後も徐々に低下した。

一方，ATP量は，術前4．4±0．4μmol／gHbであったが，

ceII　saving　1回目には1．7±0．4μmol／gHbと急激な

減少が認められた。表2に18回の回収血の機能を示す。

P50は24．9±2．3mmHg，　2，　3－DPGは9．1±1．4μmo

1／gHbであり，赤血球の酸素親和性に対する変化は比較

的少ないが，ATPは1．7±1．1μmo1／gHbと極端な低下

を示している。このATP量は5～6週間保存したCPD血

に相当する。

　PEP使用例は2症例しかないが，2症例で計9回の。一

新鮮血、解凍赤血球、回収赤血球、PEP処理回収赤血球の椴能

ell　savingをおこなった。図2，表2に示すようにPEP

を処理した回収赤血球のP50，2，3－DPG，ATP量は

ばらつきはあるものの術前値を維持していた。特に，A－

TPの急激な低下は阻止されている。1症例で最後のcell

savingでPEPを用いずヘパリン添加生理食塩水を用い

たところPEP非使用例と同じようにP50，2，3　一DPG

の低下と，ATPの急激な減少が認められた（図2◎印）。

　2）輸血後の赤血球機能

　PEP非使用例の平均出血量は3300mlであり，使用自家

血は平均2000ml，回収血は平均1000m1（ヘマトクリト40

～50％）で解凍赤血球と回収赤血球の使用割合は2対1

であった。自家血の準備のなかった症例ではACD保存血

2000ml，回収血500mlを使用した。輸血後の赤血球機能

を図3に示す。P50，2，3－DPGは術前値27．9±O．4

mmHgll．9±0．3μmoI／gHbより術直後25．　5±0．6mmHg，

9．8±0．5μmoI／gHbと有意に低下し，徐々に回復する

が完全に回復するまで2日以上かかっている。ATPは，

術後2日まで徐々に低下傾向を示すが有意差は認められ

なかった。

　PEP使用の2症例の出血量はそれぞれ3000mlと2000m1

であり，自家血使用量はそれぞれ2000mIと800mIであり，

回収血使用量は1000mlと1250m1であった。輸血後のP50，

2，3－DPG，ATPの変化を図3に示しているが，三者

とも術前値を維持している。症例が少なく有意差検討は

できなかったが，ATPはむしろ上昇傾向を示した。
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　4）輸血後早期貧血をきたした症例

PEP非使用例で輸血後早期に貧血を来した症例を経験　　　家血2600ml，

した。

　　　　　　tnd．B．　12y・　F・　35kg

　　　　　1．0

　　　　　　　　　　　　o
　　　　　　　　　　　　　　C　O　　1　2

　　　　　　　　　　　　　　　　ATP

●，PEP非延理回収赤血疎、平均値およびSDを示す．

▲、■，PEP処理回収赤血球．測定値のみ示す．

　　　　　　　12才，体重35kgの女児で術中4500mlの出血に対し，自

　　　　　　　　　　　　回収血1200mlにて対処した。図4，5に術

　　　　　　後の経過を示す。
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　　　　　図5　輪血後早期に貧血を来した症例

　術前のヘモグロビン値，ヘマトクリット値は，10g／d1，

32％であり，術直径9．2g／dl，27％となった。術後5～

6時間はこのレベルを維持していたが，ヘモグロビン尿

が認められるようになり，急激に貧血が進行し，間接ビ

リルビンも上昇した。術直後の循環血のATP量は42μ

mo1／gHbであり，術後1日目には3，18μrno　1／gHbと術前

値の65％に低下した。この貧血は，創部に挿入していた

ドレーンからの出血も少なく，PT，　PTTの延長もなく，

血小板数の低下も見られなかったので，輸血後赤血球の

ATP量低下に伴う輸血後寿命短縮によるものと推測され

た。

4．考察

　1）輸血赤血球，輸血後赤血球の機能

　現在，保存血はACD血からCPD血に変っているが，　A－

CD血であろうが，　CPO血であろうが保存期間が長くなる

にしたがって，赤血球内のATP，2，3　一DPGは減少し，

機能低下がおこることが知られている。しかしながら，

解凍赤血球や回収赤血球の機能変化についてはほとんど

検討されていない。解凍赤血球は，採血直後凍害防止剤

のグリセロールを添加し一90度で凍結保存したものであ

る。解凍赤血球は凍結時の代謝が停止しているので，新

鮮血とほぼ同じ機能を維持していると考えられていたが，

今回測定したところでは，ATPの低下は少ないが，2，

3－DPG　P50の低下が見られた。測定した解凍赤血球は，

最大2年保存したものであるが保存期間と機能低下との

相関は認められなかった。むしろ，極端な2，3－DPG，

P50の低下が見られるものがあり，凍結・保存・解凍段

階の状態が解凍後の赤血球機能に影響すると思われた。

回収赤血球は時間的には新鮮血であるが，実際には2，

3－OPG，P50低下，　ATPの極端な低下が認められた。

術野に出血した血液を吸引回収し赤血球成分を分離洗浄

するまでの時間は2～3時間であり，この時間赤血球は

出血とともに吸引された組織片，骨片および抗凝固剤と

接することになる。従って，溶血による赤血球内酵素の

放出，出血にともなう凝固機転の活性化tissue　fact－

orの放出，補体の活性化などがおこり回収された赤血球

はさまざまな蛋白分解酵素にさらされることになる。こ

れらが赤血球を傷害し機能低下をもたらすものと推測さ

れる。

　Beutlerらは，2，3－DPGの低下したACD保存血を

貧血患者に輸血し，輸血後の2，3－DPGの変化を調べ，

輸血後4時間で2，3－DPGの再合成がおこると報告し

ている2，。従って，従来機能の低下した古い血液を輸血

をしても赤血球の機能はすぐに回復すると考えられ，輸

血赤血球や輸血後赤血球の機能についてはあまり顧みら

れなかった。一方，Brownらは，約3000m1の出血にACO

保存血で対処したところ輸血直後よりP50が27mmHgより

22mmHgに低下し，その回復に3日間要することを報告し

た3）。さらに，循環血の50％を脱記し，返血したイヌで

は，その後の体内循環血の酸素解離曲線は左方移動し，

P50は低下する。2，3－DPGレベルも約80％に低下し，

回復までは3日から7日かかっている4㌔我々の自家血

使用症例に用いた解凍赤血球，回収赤血球の機能は低下
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しており，輸血後に酸素運搬能の低下が認められ，術後

2日ではまず回復していない。また，輸血後のATP変化

には有意差は見られなかったものの低下傾向がつづき，

輸血後ATPの低下した1症例で輸血後寿命の短縮が推測

された。以上のことから，機能低下した赤血球を大量に

輸血した場合輸血後に赤血球の酸素運搬能の低下や，輸

血後寿命短縮がおこると考えられる。特に酸素運搬能は，

他の要因をぬきにして酸素解離曲線より単純に計算する

と60～70％に低下したことになり，輸血直後より呼吸，

循環に負担がかかったと考えられる。したがって，大量

輸血や自家血使用時には使用赤血球の機能を高めておく

必要があると思われる。保存赤血球の使用は3週間以内

とされているが，これには赤血球機能についての考慮が

なされていない。輸血後寿命と，酸素運搬能を定量的に

算出したtransfusion　indexs）などを利用して，今後，

使用赤血球の機能を考えた輸血管理を是非行う必要があ

る。なお，今回は酸素運搬能，ATP量に注目し，　ATPは

輸血後寿命を反映する1つの指標として用いたが，今後

は実際の輸血後寿命を測定することは必須であり，さら

に，微小循環を考えていく上にも輸血後の赤血球変形能

などの検討が必要になってゆくものと思われる。

　2）赤血球保存剤としてのPEP

　PEPは解糖中間体の一つで，かつ，生体内で最もエネ

ルギーが高いリン酸化合物である。この化合物は赤血球

膜を透過する6，。この透過は，陰イオン透過系の媒介蛋

白質である赤血球膜蛋白質Band　3によって媒介される6）。

PEPの赤血球膜透過は，　pHや陰イオンの共存の有無によ

り影響され，ph　6以下，陰イオン非共存下で最も効率よ

く透過される7）。赤血球のエネルギー産生系は解糖系の

みである。赤血球の解糖系は，2，3－DPG合成系の活

性が高く，ATP産生を犠牲にして2，3－DPGを合成し，

酸素運搬能を高く維持している。ATPや2，3－DPGは

赤血球膜を透過できないので赤血球内のATP，2，3－

DPGを維持するためにはこの解糖系を利用しなければな

らない。しかしながら，この系は，ATPを高めるのに有

利であれば2，3－DPGの維持に不利に働き，2，3－

DPGを高めるのに有利であればATPの維持に不利に働く

という逆相関の関係にある。一方赤血球内に透過したP一

EPは，ただちにピルビジ酸キナーゼによりピルビン酸に

代謝され，この過程でADPよりATPが合成される。この

反応の結果ADPが枯渇し，　PEPはもはやピルビン酸に代

謝されず，むしろ大量に合成されたATPとカップルして

フォスフォグリセレートキナーゼにより2，3－DPGへ

と代謝される6）7）。つまり，まずATPが合成され，次に

2，3－DPGが合成される。　ATPの増加は，内在してい

るADPの量に依存し，それ以上には増加しないが　2，

3－OPGは透過したPEPの量により正常値の数倍に上昇

させることができる。PEPを用いると2，3－DPGの増

加と同時にATP量を維持できる。現在，　PEPを利用した

赤血球保存，赤血球の若返りが検討されている8）9｝川。

Yonenagaらは，犬を用いて循環血液量の50％をPEP処理

し，再輸血する自家血輸血実験で輸血後赤血球機能を検

討し，ATPに変化は見られなかったが，2，3－DPG，　P

50は輸血後3日間は高く維持されたと報告している。同

時にPEP処理による輸血後寿命の変化も認められないこ

とを報告しているの。

　3）PEPの臨床応用

　PEPの回収赤血球に対する影響は図2に示すごとく，

ばらつきはあるものの2，3－DPG，P50，　ATPをほぼ

術前値に維持している。我々は，血液吸引量とほぼ等量

のPEPソリューションを加えるようにし，吸引回収後フ

ィルターを通し順次インキュベーションした。しかし，

吸引時の状態により吸引血液量とPEPソリョーション添

加量は一定とならず，またインキュベーション時間も一

定でなかったためPEPの回収赤血球に対する効果にばら

つきが生じたものと思われる。インキュベーション時の

pH，　PEP濃度はクローズドシステムのため測定できず，

分離洗浄後に測定した。インキュベーション終了時のpH

は7．0～7．2であり比較的PEPが赤血球膜を透過しにく

い条件であったが，PEP使用例で，回収赤血球の機能が

ほぼ維持されていることから，ATP，2，3－DPG合成

に必要なPEPは赤血球膜を透過していると考えられる。

PEP使用の1症例で最後のcell　saving時にPEPソリュ

ーションよりヘパリン添加生理食塩水に換えたところP

50は24．1mmHgに，　2，　3－DPGは8．82μmo1／gHbに，　A－

TPは1．81μmol／gHbに低下した。したがって，　PEPによ

7
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る赤血球機能賦活効果は明白であった。PEP使用例の輸

血後の赤血球機能は図3に示すように酸素運搬能は輸血

直後より正常値を保っている。一方，ATPは輸血後より

やや上昇傾向を示した。今回解凍赤血球にはPEPを使用

しておらず，輸血後のPEP処理赤血球は循環血液量の約

20～30％であった。機能低下した解凍赤血球を同時に使

用していることを考え合わせると，PEPで処理した機能

の良い赤血球が存在したことが，PEP処理症例で術後の

循環血の酸素運搬能などが術前の状態を維持できた理由

だと考えられる。PEPの臨床使用例は症例も少なく，検

討すべき点も多くあるが，今回の症例ではPEPの使用の

有用性を示唆するものと思われる。

5．まとめ

　解凍赤血球，回収赤血球の機能は悪く，このような血

液を大量に輸血した場合輸血後に循環血の酸素運搬能低

下がおこる。回収赤血球をPEP処理することによりin

vitroでの機能維持と輸血後in　vivoでの赤血球機能維

持が可能であった。
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