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要旨

　我々は，非カプセル型人工酸素運搬体の問

題点を解決し得る方法として，ヘモグロビン

（Hb）をリボソームと呼ばれる脂質カプセル内

に封入したカプセル型人工酸素運搬体の開発

を行い，Hbのカプセルへの内封技術，表面修

飾により生体内での安定性，安全性を向上さ

せる技術，高効率に酸素を運搬するための技

術，長期保存を可能にする技術等を開発して

きた．また，出血モデルを用いた機能試験並

びに，複数の動物種による安全性試験により，

輸血代替を目的とした製剤としての基本的な

有効性や安全性を確認してきた．また，虚血

性疾患の治療への応用についても検討してき

た．本稿では，人工酸素運搬体の持つ臨床応

用の可能性，開発の現状並びに今後の課題に

ついて概説する．

として，血液代替物の開発には期待が持たれ

ている．長期保存が可能で，血液型がなく，

輸血副作用や感染症のリスクを回避し得る，

赤血球製剤の代替物については，これまでに

も研究に多くの時間が費やされてきたが，開

発中止となった事例も多く，何れも未だ開発

の途上にある。

　我々は，欧米において開発が先行していた

人工酸素運搬体の問題点を解決し得る方法と

して，ヒト赤血球由来のヘモグロビンをリボ

ソームと呼ばれるナノサイズの脂質カプセル

内に封入したカプセル型人工酸素運搬体

（Liposomal　Hemoglobin：LHb，　TRM－645）の開

発を行ってきた．

　本稿では，人工酸素運搬体の持つ可能性，

開発のi現状並びに今後の課題について概説す

る．
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はじめに

　輸血は，現代の医療において必須の治療法

のひとつであるが，輸血用血液製剤について

は，高齢化社会の進行に伴う需給状態の変化

が懸念されている．また，輸血医療は，副作

用，合併症，過誤輸血，感染症等の問題も内

包している．現在，輸血の安全性は大幅に向

上しているが，なお，輸血の抱えるリスクが

完全に払拭されたとは言えないのが現状であ

ろう．そのため，これらの問題の解決手段の

一つとなり，現行の輸血医療を補助する製剤

人工酸素運搬体とは

輸血療法の代替を考えるとき，赤血球の主

たる機能は酸素運搬であり，それを代替する

ことが出来れば，赤血球輸血に期待される主

たる効果の代償が可能と考えられる．赤血球

による酸索運搬は，血球内に存在するヘモグ

ロビンが，肺で酸素を結合し，組織で解離ず

ることにより行われる．ヘモグロビンは，酸

素分圧に応じ酸素との結合率（酸索飽和度）

が変化することから，肺胞内と末梢組織での

酸素分圧較差に対応した量の酸素を着脱する

ことにより全身へ酸素を供給している．すな

わち，この酸素運搬機能を代替することによ

り，人工酸索運搬体は赤血球の代替物として

成立することになる．
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表1人工酸素運搬体の開発状況

開発企業等 名称 性状 酸素運搬物質 開発段階

〔非カプセル型〕

Baxter

Baxter

Norヒhfield

Hemosol

Biopure

Sangart

HemAssist

PolyHem

Hemolink

Hemopure

Hemospan

diaspirin誘導体分子内架橋　ヒトヘモグロビン

glutaraldehyde分子間重合

。－reffnose分子内／間架橋

glutaraldehyde分子間重合

PEG抱合

遺伝子組換ヒトヘモグロビン

ヒトヘモグロビン

ヒトヘモグロビン

重合ウシヘモグロビン

ヒトヘモグロビン

開発中止

開発中止

Ph皿

開発中止

申請中

Ph皿

〔カプセル型〕

Narval　Research　LEH
オキシシ’■ニクス／ニプロ　　HbV

テルモ　　　　　　LHb

ム
ム
ム

一
一
一

ソ
ソ
ソ

ポ
ポ
ポ

リ
リ
リ

入
入
入

封
封
封

ン
ン
ン

ビ
ビ
ビ

ロ
ロ
ロ

グ
グ
グ

モ
モ
モ

ヘ
ヘ
へ

ヒト・ウシヘモグロビン

ヒトヘモグロビン

ヒトヘモグロビン

開発中止

前臨床

前臨床

〔パーフル富山ケミカル〕

Alliance　Oxygent パーフル二三ケミカル乳剤　　PeMuoro。ctylbromide Ph皿中断

〔その他〕

早稲田大学 Albumin－hemeアルブミン包接ヘム類縁体 前臨床

人工二割運搬体の開発状況

表1に，これまでに開発が行われた，あるい

は現在開発が行われている主な人工酸素運搬

体を示した1＞一3）．人工酸素運搬体は，その技

術的内容から，1）パーフルオロケミカル（PFC）

を利用するもの，2）赤血球由来のヘモグロビ

ンやその誘導体を利用するもの，3）ヘム類縁

物質を利用するものの3種類に大別される．

　PFCは酸素を物理的に高濃度に溶解出来る

ことから，ヘモグロビンに代わる酸素運搬物

質として利用が検討されてきた．PFC製剤の

場合，酸素は物理的に溶解されるため，酸索

飽和度が酸素分圧の変化に対して直線的に変

化し，吸入する空気中の酸素分圧を非常に高

く保たないと，赤血球に比べ酸素運搬効率が

低くなる．PFC製剤としては，ミドリ十字社

がperfluorodecarinを主成分とした乳剤

Fluosol－DAを開発し，国内外での臨床検討も

行われたが4），安全性等の問題もあり，開発

は中止された．その後PFC製剤については，

米国Alliance社により，さらに高濃度のパー

フルオロケミカルを含有することで，酸素運

搬能を向上させた製剤として，
Fuluorooctylbromideを主成分とし，リン脂

質を用いて乳剤化したOxygentの開発が進め

られてきた5）．しかし，2001年に心臓バイパ

ス手術の患者を対象とした臨床野冊相試験に

おいて，脳卒中の発症率が，同製剤投与群で，

対上等に比較して高いという結果が出たため

治験が中断された．

　現在，最も多く検討が行われているのが，

赤血球の酸素運搬能を担うヘモグロビンを利

用した人工酸素運搬体である．赤血球由来の

ヘモグロビンを利用した人工酸素運搬体は，

ヘモグロビン分子に種々の化学的修飾を加え

た修飾ヘモグロビン製剤（非カプセル型）と，

リポソv一一一一ムと呼ばれる脂質カプセル内にヘモ

グロビンを封入し，細胞様の構造を人工的に

作ったカプセル型に分けられる．赤血球にお

いては，解糖系の中間産物である
2，3－diphosphoglycerate（2，3一　DPG）がアロステ

リック因子として作用し，ヘモグロビンの酸

素親和性をコントロールすることで，生体内

における酸素運搬効率を高めている．赤血球

を溶血させ，ヘモグロビンを抽出した場合，

アロステリック因子である2，3－DPGが失われ

ることにより，ヘモグロビンの酸索親和性が

充進し，末梢静脈血の酸素分圧下では酸素の

解離が起こり難くなり，酸素運搬効率が低下

する．さらに，ヘモグロビンが血管内にブリ

ーの状態で存在する亭亭，4量体のヘモグロ

ビン分子は，容易に2量体に解離し，腎糸球

体で濾過され，皿中での半減期が著しく短く
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なる．Baxter社で開発されたHemAssistは，

ヘモグロビンのαサブユニット間を
diaspirin誘導体で架橋し，酸素親和性を低

下させて，酸素運搬体としての酸素運搬効率

を高めるとともに，生体内でのサブユニット

解離を回避し血中滞留性を向上させたもので

ある．本製剤は，米国において今頃相臨床試

験の段階まで開発が進められていたが，出血

性ショックの患者を対象とした臨床治験にお

いて，同剤投与群で死亡率が高くなった6）こ

と等から開発が中止された．血管内皮細胞で

産生される一酸化窒素（NO）は，血管弛緩因

子として平滑筋細胞を弛緩させ，血管壁の緊

張状態をコントロールしていることが知られ

ているが，血管内にフリーで存在するヘモグ

ロビンは，容易に血管外に漏出し，NOと結合

して血管の収縮を引き起こす可能性が示唆さ

れている．前述のHemA§sistにおいても，血

圧上昇作用が認められており，また，同製剤

投与時に認められた心筋や膵臓といった組織，

臓器における障害についても，この機序が関

与している可能性があると考えられる．そこ

で，ヘモグロビン分子を重合化，あるいは分

子間架橋するといった手段により，分子のサ

イズを大きくし，この現象を回避しようとす

る試みがなされている．これらの製剤として

は，Biopure社のHemopure（glutaraldehyde

重合ウシヘモグロビン），Northfield社の

PolyHeme（glutaraldehyde重合ヒトヘモグ

ロビン），Hemosol社のHemolink（o
－raffinose架橋ヒトヘモグロビン）がある．

Hemopureは2001年に南アフリカにおいて製

造承認を受け，実際に臨床応用がなされてい

る．米国では，FDAへの承認申請を行ったも

のの未だ承認が得られておらず，現在，試験

デザインを変更して再度臨床試験を実施すべ

く，FDAへの申請を行っている．また，

Po　lyHemeについては，　traumaを対象とした第

皿相臨床試験が最近終了したが，プライマリ

ーエンドポイントを達成出来なかったと報告

されている．さらにHemol　inkについては，壁

皿相試験まで実施されたが開発は中止された．

　Sangart社が開発中のHemospanは，ヒトヘ

モグロビンにPEGを修飾し分子量を増大させ

た製剤である．当該製剤は，ヘモグロビン濃

度が4g／dL程度と低く，且つP50が5～6㎜Hg

と酸素親和性が極端に高い点で，他のヘモグ

ロビン由来製剤と大きく性状を異にしている

が，非臨床試験では，末梢組織の酸素化に優

れているとの結果を報告している7）．

　一方，カプセル型人工酸素運搬体では，ヘ

モグロビンはリボソーム内に封入されてお

り，修飾ヘモグロビンに比べカプセルの大き

さが非常に大きいことから，血管外への遊出

が起こり難い等の要因により，非カプセル型

で見られた，ヘモグロビンに由来する副作用

は起こり難いと考えられている．また，膠質

浸透圧をほとんど持たず必要に応じた調整が

可能である，リボソーム内水相環境や添加物

質の調節により酸素親和性を容易に制御可能

である，ヘモグロビンに修飾を行う必要がな

く抗原性，代謝の点での問題が少ないといっ

た利点を有すると考えられる．また，リボソ

ーム構成成分についても，生体膜に近い成分

にて構成可能であるため，カプセルの代謝の

面でも問題は少なく，安全性が高いと考えら

れる．カプセル型人工酸素運搬体は，現在，

本邦で，オキシジェニクス社，テルモ社によ

り開発が進められており2），何れも，非臨床

試験が行われている段階である．

　また，ヘム類縁物質を利用する完全合成型

人工酸素運搬体として，アルブミンーヘム複

合体が報告されている8）．酸素錯体を形成す

る合成のヘム誘導体をアルブミンに包接させ

たもので，ヘモグロビンに近い酸素解離曲線

を示し，リコンビナントアルブミンの製造技

術と組み合わせることにより，非血液由来材

料による人工酸素運搬体が調製され得る．本

製剤についても，現在，前臨床試験が進行中

であるとされている．

　人工酸素運搬体については，これまでも，

非臨床試験，臨床試験を通じて，その有効性

と問題点についての検証がなされてきたが，

カプセル型やアルブミンヘムのような全合成

型といった第二世代，第三世代の製剤がこれ

らの問題点をどこまで解決できるのかにより，

その可能性と限界が，さらに明確なっていく

ものと考えられる．
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カプセル型人工酸素運搬体開発の現状

　図1に，現在開発中のカプセル型人工酸素

運搬体の構成を示した．カプセル型人工酸素

運搬体は図のようにリボソーム膜成分である

脂質と内水相のヘモグロビン及びアロステリ

ック因子から成り立っており，我々は，この

ヘモグロビンを脂質カプセル内に封入した人

工酸素運搬体をリボソーム化ヘモグロビ

（LHb）と呼んでいる．

図1カプセル型人工酸素運搬体の構成

懸譲饗．
　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

HSPCC鳥lsl璽繍bの酸素親和性を安定化）

　カプセル型人工酸素運搬体は，高濃度のヘ

モグロビン溶液を内水相に含有するリボソー

ム製剤であり，平均粒子径が200－250nm程度

のサイズに調製されている．前述したヘモグ

ロビンの血管内皮細胞の間隙からの漏出を防

ぐには，最低100㎜程度の大きさが必要と言

われているが，修飾ヘモグロビン製剤の分子

内架橋型はもとより，重合型でも分子のサイ

ズとしてはこの大きさには到達出来ず，漏出

を完全に抑えることは困難であると考えられ

る．一方，カプセル型では，カプセル自体に

それ以上の大きさを持たせることが可能であ

り，ヘモグロビンに処理を行うことなしに，

非カプセル型で見られる副作用の回避が可能

となると考えられる．

　また，イノシトール6リン酸（IHP）はアロ

ステリック因子として，ヘモグロビンの酸素

親和性を調節し，人工酸素運搬体の酸素運搬

効率を高めることに寄与している．

　さらに，リボソームを血管内に投与した場

合，細網内皮系に取り込まれ，速やかに血中

から除去されてしまうことから，リボソーム

表面をPolyethylene－glyco1（PEG）等の親水

性高分子化合物で修飾し，血中での滞留時間

を延ばす技術を開発した．これにより血液中

での安定性や，生体成分との相互作用を抑制

することによる安全性の向上が達成された。

　リポソ・・一一・ム内に封入されるヘモグロビンは

期限切れ赤血球製剤から調製される．この際，

赤血球洗浄工程で残留白血球や血漿成分の除

去を行い，続いて，溶血とSD法によるウイル

ス不活化を行い，次にSD除去とHbの精製を

行う．さらにウイルス除去工程を経て，最終

段階で，濃縮，濾過滅菌を行い，人工酸素運

搬体調製の原料としてのヘモグロビンを得る．

　このヘモグロビンにカプセルの原料である

脂質と，アロステリック因子であるIHPを添

加し，乳化工程でカプセル内にヘモグロビン

の封入を行う．続いて未封入のヘモグロビン

を除去し，脱酸素化，PEG修飾工程にて脱酸

素，PEG修飾を行いLHb製剤とする．リボソ

ーム製剤においては，加熱による最終滅菌が

困難なことから，無菌操作法による製造を行

う必要があり，ヘモグロビンの濾過滅菌後の

LHb製造工程では，添加される原料類は全て

ろ過滅菌後工程に導入される．

　現在，我々は，治験薬GMPに則り，治験薬

の製造を行うための製造プラントでの試作検

討，バリデーション作業を進めている．

　人工酸素運搬体の保存中の最大の問題とし

て，ヘモグロビンのメト化によりその機能が

低下することが挙げられる．製造された人工

酸素運搬体の長期保存を可能とするため，製

造工程で，製剤を脱酸素化し，その後，脱酸

素状態を維持しっっ，容器に分注，ガスバリ

ア性のある包装を行なって保存することで，

メト化の進行を完全に抑制することに成功し，

1年位以上の保存安定性に目処をつけた．現

在，さらに長期の保存，あるいは冷蔵保存で

はなく室温保存が可能かについても検討を行

っている．

　次に，人工酸素運搬体の非臨床試験につい

て述べる．人工酸索運搬体については，所謂

リボソーム製剤として新規の医薬品に求めら

れる，安全性，安全1生薬理，体内動態に関す

る非臨床試験の実施が求められると考えられ

64

Presented by Medical*Online



体液・代謝管理　2007　Vo1．23
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る．我々は，これまでに複数の動物を用いた

安全性並びに安全性薬理，体内動態の試験を

行ってきており，血液代替物としての基本的

なレベルでの安全性，血中での持続性は有す

ると判断している．しかしながら，輸血の代

替を想定した場合，投与を受ける患者は，出

血性ショック等，生体の二二性が著しく損な

われた状態であることが多いと想定され，こ

れらの状態を想定した動物モデルでの安全1生

評価も必要であることから，今後の課題とし

て取り組んでいく予定である．

　また，人工酸素運搬体として機能，有効性

についても，複数の動物種において検証を行

ってきた．図2には，ラット急性失血モデル

を用いた評価結果を示した．ラットはまず血

液を代用血漿（ヘスパンダー）を用いて50％

程度希釈し，さらに脱血を行った後，異なる

ヘモグロビン濃度にて，人工酸素運搬体また

は洗浄赤血球を投与した．全身の酸索代謝の

指標としての血中乳酸値は，出血によって上

昇し，人工酸素運搬体または洗浄赤血球の投

与により低下する．その後再び上昇に転ずる

が，投与ヘモグロビン量に依存して，その上

昇が抑制され，乳酸直を低値で維持する効果

が認められた．

また，イヌ，サルにて代用血漿を用い，血

液を80－85％程度希釈した，高度血液希釈モ

デルにおいても，生体内での酸素運搬能力を

裏付ける結果が得られている．

　一方，生体内での人工酸素運搬体の機能，

持続性は，リボソームとしての血中での動態

と同時に，血中でのメト化の進行速度に依存

することとなる．赤血球にはHbのメト化を抑

制する何重もの機構が存在する．当初我々は，

同様の機構をリボソーム内に持ち込み構築す

ることを試みたが9），ウイルス等に対する安

全1生確保の観点よりヘモグロビンを高度精製

処理することを優先した結果，メト化抑制機

構の組込みが困難となった．その結果，生体

内に人工酸素運搬体を投与した場合，経時的

にメト化が進むことから，その機能の維持時

間は，リボソームとしての動態にメト化の進

行速度を掛け合わせた結果として得られる．

複数の動物種を用いた検討の結果，リボソー

ムの動態，血中でのメト化の進行には大きな

種差が存在することが明らかになったが，霊

長類（カニクイザル）での検討結果より，ヒ

トでは，機能の半減期として24～30時間程度
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となることが期待される。

　以上のように，人工酸素運搬体が生体内で

実際に酸素運搬体として機能することが確認

されたが，その一方で，投与量の限界，機能

の持続時間は赤血球輸血に比較して著しく短

い等の課題の存在も明確になって来ている．

人工酸素運搬体の臨床応用

　人工酸素運搬体の臨床適用の領域について

は，緊急時の輸血代替，輸血用の長期備蓄，

さらには体外循環，臓器保護液，虚血性疾患

治療等が考えられている10）．

　輸血代替物としての人工酸素運搬体の有用

性については，輸血検査不要，長期保存が可

能，輸血副作用の回避等考えられるが，前述

のように，その安全性や機能の観点からは，

輸血を完全に置き換え得るものではなく，血

液型がなく，クロスマッチが不要，どのよう

な血液型の患者にも使用可能，輸血副作用の

低減，長期保存が可能といった利点を生かし，

輸血を補助する製剤として位置付け，活用さ

れることが望ましいと考えられる．今後，人

工酸素運搬体の有効性と安全性をさらに検討

していく中で，輸血代替物としての，適用可

能範囲，あるいは人工酸素運搬体の特性を生

かせる使用条件等をより明確にしていく予定

である．

　さらに，その酸素運搬体としての，血液と

は異なる低粒子径，低粘性といった特性を生

かし，酸索運搬による虚血性疾患等に対する

治療効果を期待する検討も進められており，

この面でも，可能性が追求されていくことに

なろう．

おわりに

　人工酸素運搬体については，その有効性と

安全性上の問題点についての検証結果からは，

輸血を完全に置換し得るものではなく，その

特性を踏まえた使用法によって，赤血球製剤

による輸血を補完するものであるという理解

が進んできている．今後，輸血代替物として，

あるいは，それ以外の適用についても，より

現実的な臨床適用のあり方が模索されていく

ものと考えられる．
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Abstract

　　We　doveloped　liposome－encapsulated

hemoglobin　as　an　artificial　oxygen　carrier　that　can

overcome　the　disadvantages　of　the　non－capsule

type　of　oxygen　carriers出at・t鵬on　c1㎞cal甑L

We　have　established　several　teclmologies　as

follows；　for　encapsulation　of　hernoglobin　with

high　efHciency，　ensu血g　its　stab血ty　hl　the　blood，

ensuring　safety　of　i血travenous　administratio叫，

oxygen　transportation　with　high　ethciency　and

㎝su血g　lo㎎一tenn　storage　stability．　We　have　also

oo血ed　the　fUndarnenUl　safety　and　effica（汐of

oxygen　de血very　of伍e　procluCt　as　a　red　blood◎ell

su1）s廿t鵬in　aI血n訓　studies　involVing　exchange

tra鵬fUsion．　We　1旧ve　been　also　stu（lying止e

POssibdhty　of　treatment　of　ische血。　diseI娼es　widl

the　capsule－type　anificial　oxygen　carrier，　and　have

been　conducting　prospective　anirnal　experiments．

　　In　出is　paper，　we　desc面be　出e　丘It皿e

prospeets　of　the　clmical　use　of　the　artjficial

oxygen　carrier，　the　mmt　status　of　its

developm㎝t｛md　o重he曲加e　issues　rel鋤ed観he

lrroduct．
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