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研究成果の概要（和文）：CARTを施行した悪性腹水中の還元型アルブミン(HMA)比率はヒト血清アルブミン製剤
よりも有意に低値であった。我々は悪性腹水にシステイン製剤を添加し且つ透析を施してHMA率が高い状態で安
定化させる条件を確立した。次に、悪性腹水は炎症性サイトカインが著高していた。そこで悪性腹水を透析治療
用のβ2MG吸着体に灌流させるとIL-6が除去できる事を明らかにした。さらにヒト肝癌細胞HepG2株に未処理と吸
着処理した悪性腹水を添加して24時間培養後にｍRNAを抽出し、SAAとアルブミン遺伝子の発現倍率を比較したと
ころ、吸着腹水はSAA発現を抑制する一方でアルブミンの発現を向上させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The ratio of mercapto group (reduced form) of Cys-34 in albumin contained in
 malignant ascites was significantly lower than that in human serum albumin preparation. We have 
shown that L-cysteine can be administered to malignant ascites at an appropriate ratio and then 
dialyzed to stabilize the reduced albumin ratio at high levels. Second, IL-6 and serum amyloid A 
protein (SAA) levels in malignant ascites were significantly higher than in normal serum. We have 
shown that IL-6 contained in malignant ascites is removed by β2MG adsorbent, which is a therapeutic
 device for dialysis amyloidosis. Untreated or adsorbed malignant ascites was added to a human 
hepatoma cell line and incubated for 6 hours, after which the fold expression of SAA and albumin 
genes was compared. We demonstrated that the adsorbed malignant ascites suppressed SAA gene 
expression, while enhancing albumin gene expression.

研究分野： 人間医工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
当該研究で考案した悪性腹水に対する腹水精製技術をCARTの分離処理工程に応用すれば、酸化修飾した腹水アル
ブミンを還元型へ転換させ還元能を付加できる。さらに、CARTの濃縮工程の際、処理腹水をヘキサデシル基吸着
ディバイスに灌流させれば再静注後の炎症反応抑制とアルブミン合成能を向上させる効果が得られる可能性があ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

悪性腫瘍や肝硬変などによる難治性腹水症に対し、腹水穿刺で排液と膠質浸透圧維持の目的で

アルブミン製剤が投与されるが、近年、中空糸ディバイス用いた腹水濾過濃縮再静注療法

（CART）が施行されている。しかしながら、CART は半透膜でタンパク質を回収する一方で、グ

ルコースやビタミン群をはじめアミノ酸、ミネラルなど細胞代謝に不可欠な小分子量物質が破

棄されてしまう。また、悪性腹水は癌細胞や活性化白血球により炎症性サイトカイン濃度が高

く且つ好中球から産生される活性酸素などで蛋白質が酸化修飾されている可能性があり、再静

注後の腹水中蛋白質の機能面や炎症反応が問題視されている。また、CART の腹水濃縮操作は分

離ディバイスと清潔操作などの専門的技術が必要不可欠であり、CART の有効性について一般的

な難治性腹水症の対症療法である腹水穿刺とアルブミン製剤投与を比較する必要がある。 

 

２．研究の目的 

難治性腹水症の CART 症例で分離抽出した処理腹水の品質を向上させるべく、癌細胞の浸潤や活

性化白血球により酸化修飾された蛋白質の機能改善（アルブミンの酸化/還元転換）法の確立お

よび、悪性腹水の炎症関連物質を血液浄化療法の分離技術を応用し選択的に除去して腹水成分

の機能を正常化させる腹水精製ディバイスを作成する。 

 

３．研究の方法 

①. 悪性腹水患者における無細胞および濃縮腹水再注入療法中に還元型アルブミンの比率を安

定させる方法：難治性の CART 症例を対象に腹水濃縮工程で分離膜内に残存する廃腹水を試料と

した。先ず、腹水試料について、アルブミン分子上の Cys-34 のメルカプト（HMA 還元型）/ノ

ンメルカプト（HNA 酸化型）の比率を高速液体クロマトグラフィーで分析する。HNA が優位な腹

水アルブミンに対し還元剤を添加し HMA 率が向上するか、その状態はどれだけ継続するのかを

評価する。安定性が得られない場合は試料の透析処理を追加し、本精製工程を施した腹水アル

ブミンとアルブミン製剤の質的評価を行う。 

②. 血液浄化用吸着装置を使用した悪性腹水の炎症反応抑制法：CART 症例の腹水資料中の炎症

性サイトカインと急性相反応蛋白質を測定する。悪性腹水で IL-6 など炎症性サイトカインが著

高する腹水を選択し、透析アミロイドーシス治療に適応されるキサデシル基吸着カラムでβ2MG

を選択的に除去するディバイスで炎症性サイトカインの除去を試みる。更に、未処理の腹水と

本処理で精製した腹水試料をヒト肝癌細胞 HepG2 株へ添加・培養し、ｍRNA を抽出し急性相蛋

白質 SAA およびアルブミンの遺伝子発現倍率を qRT/PCR で比較し吸着処理による悪性腹水精製

処理の効果を検証する。 

 

４．研究成果 

①悪性腹水患者における無細胞および濃縮腹水再注入療法中に還元型アルブミンの比率を安定

させる方法：CART を受けた 21 人の患者を対象に悪性腹水中の還元型アルブミン（HMA）と酸化

型アルブミン（HNA）の割合を分析し、その還元率をヒト血清アルブミン（HAS）製剤と比較し



たところ、HMA 率は HSA 製剤が 42.2％に対し、悪性腹水中のアルブミンは 22.5％で有意に低か

った(図 1)。 

 

我々は、悪性腹水のアルブミンの還元機能を高く安定化させるべく、原腹水蛋白量の２倍の

mol 比で L-システイン製剤を添加したところ一過性に 80％前後へ上昇するも 24時間後に初期

値に復した。そこで、システイン製剤と腹水を 1時間反応させた後に透析を施したところ、HMA

率は 60％程度で約 2週間程度効果を持続させる事を明らかにした(図 2C)。この技術「還元型ア

ルブミンの割合が増加した溶液の製造方法及び装置」を特許出願し、さらに欧文誌に論文発表

した。 



②血液浄化用吸着装置を使用した悪性腹水の炎症反応抑制法：悪性腫瘍由来の悪性腹水症の腹

水試料は TNFα,IL-6 また CRP、SAA が著高していた。IL-6 は炎症の惹起やタンパク合成抑制作

用があり、悪液質や異化を促進させる。そこで、血液浄化療法で使用する吸着ディバイスによ

る腹水中サイトカインの吸着効果を検討したところ、ヘキサデシル基吸着体は腹水のアルブミ

ンを吸着しない反面、IL-6 は高率に吸着され除去率は 43.2％であった（図 3）。 

 

そこで、吸着処理の効果をヒト肝細胞で確認するため、未吸着腹水を対照として吸着腹水を肝

癌細胞 HepG2 株に添加して 24 時間培養後に mRNA を抽出し、炎症反応指標として血清アミロイ

ド A蛋白質 SAA 遺伝子とタンパク合成能指標としてアルブミン遺伝子の発現解析を定量 RT/PCR

法で確認したところ、吸着処理した腹水は未吸着腹水に比し HepG2 細胞の SAA 遺伝子発現を有

意に抑制した（図 4 a）一方、アルブミン遺伝子発現は、吸着処理した腹水が未吸着腹水に比

し有意に上昇した（図 4ｂ）。炎症性サイトカインの分子量は 20〜30 kDa であるため、悪性腹

水症に対する CART 処理工程の限外濾過では除去できず逆に濃縮されるが、細胞分離した腹水を

2次膜で濃縮する行程間でリクセル吸着ディバイスを組み込むことで、処理腹水を再静注後に

生じる炎症反応の抑制と肝臓における蛋白合成能を向上させられる可能性があることを明らか

にした。 
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