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研究成果の概要（和文）：血液透析の際には，人工物である透析膜と血液成分の接触により活性

化される白血球が産生する活性酸素が透析アミロイドーシスや動脈硬化などの長期透析合併症

を引き起こすと考えられている．本研究では血液細胞間の相互作用に着目してこのメカニズム

を解析した．その結果，透析膜と血小板の接触により血小板表面に接着分子 P-セレクチンの発
現が誘導され，白血球表面のリガンド分子（PSGL-1）を介して血小板と好中球の複合体が形
成され，これにより好中球からの活性酸素産生が誘導されることを明らかにした．また透析膜

と血漿の接触により補体が活性化し，これに伴って生じる C5aが好中球表面の PSGL-1の集積
を引き起こして血小板と好中球の複合体形成と活性酸素産生を増強することを示した．さらに

この血小板－好中球相互作用を妨害する薬物としてα-トコフェロールとグリチルリチンを見
出し，両薬物が血液透析に伴う白血球の活性化を抑制しうることを示した． 
 
研究成果の概要（英文）：During hemodialysis, the contact of blood components with artificial 
hemodialysis membranes induce the activation of leukocytes and production of reactive 
oxygen species (ROS), followed with development of long-term dialysis related 
complications.  In this study, I revealed the mechanism of leukocyte activation induced by 
hemodialysis membranes, i.e. the contact of blood with hemodialysis membrane evokes 
expression of P-selectin on activated platelets, formation of platelet-neutrophil 
microaggregates and production of ROS by neutrophils.  The contact of plasma with 
hemodialysis membrane also activates complement system and induces formation of 
anaphylatoxin C5a and cap formation of P-selectin ligand on neutrophils which enhances 
formation of the microaggregates.  I found alpha-tocopherol and glycyrrhizin could 
prevent the interaction of platelets and neutrophils and activation of neutrophils during 
hemodialysis. 
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１．研究開始当初の背景 
 慢性腎不全患者に対し長期にわたって血
液透析療法を行うことにより，透析アミロイ
ドーシスや動脈硬化など特有の合併症（長期
透析合併症）が生じることが知られている．
血液透析の際には血液と人工物である透析
膜の接触が不可避であり，この際，血液細胞
や補体など血液成分の活性化が引き起こさ
れ，これによって生じる白血球の活性化およ
び活性酸素産生がこの長期透析合併症の一
因であると考えられている．血液透析療法の
開始直後から，この望まれない血液成分の活
性化を回避するため，透析膜の改良が行われ
てきた．これまでの透析膜の改良は主にいか
に補体の活性化を軽減するかを目的に行わ
れてきた．近年，血液透析直後の血液中で血
小板や赤血球，白血球の凝集体が観察される
ことが報告されて以来，血液細胞間のサイト
カインや接着分子を介した相互作用とそれ
によって引き起こされる血液細胞の活性化
も長期透析合併症の原因として考えられつ
つある．しかしながらこの接着分子や液性分
子を介した血液成分,細胞間の相互作用（クロ
ストーク）についてはいまだ未知な点が多い． 
２．研究の目的 
 本研究の目的は長期透析合併症の原因で
ある，血液透析膜との接触によって引き起こ
される血液細胞の活性化について特に細胞
接着分子の役割を中心に解析し，そのメカニ
ズムを明らかにすることである．またその知
見を元に，血液細胞間相互作用に干渉する薬
物を探索し，長期透析合併症の予防法を見出
すことである． 
３．研究の方法 
材料：血液透析膜は市販のダイアライザーよ
り取り出し，無菌的に細断（1mm）し，実験
に供した．血小板，好中球は健常人の血液よ
り，常法により調製した． 
血小板の機能解析法：血小板表面の P-セレク
チンの発現は抗 P-セレクチン抗体を用いた
Cell-based ELISAおよびフローサイトメトリ
ーにより評価した． 
好中球の機能解析法：好中球と血小板の複合
体形成は抗体あるいは蛍光色素で蛍光標識
した血小板と好中球を混和し，好中球の蛍光
強度をフローサイトメーターで測定するこ
とにより評価した．好中球の活性酸素産生は
チトクロム C還元法または DCFH-DA を用いた
フローサイトメトリーによって評価した．好
中球表面の PSGL-1 の局在変化は免疫蛍光染

色により評価した． 
４．研究成果 
①透析膜との接触による血小板の活性化と
P-セレクチンの発現 
現在用いられている，各種透析膜による血小
板表面の P-セレクチン発現について検討し
た結果，疎水性であるポリスルホン(PS)，ポ
リメチルメタクリレート（PMMA）膜は血小板
表面の P-セレクチンの発現を強く誘導し，一
方でエチレンビニルアルコール共重合体
（EVAL）膜は再生セルロース（RC,Data not 
shown）は P-セレクチン発現を誘導しなかっ
た．親水性の膜の方が疎水性膜にくらべ補体
活性化が高いことが知られており，これまで
の透析膜の改良は疎水性を高め補体活性化
を抑える点でなされてきたが，血小板の活性
化の点では親水性膜の方が有利であること
が示された． 

図１各種透析膜環での血小板表面 P-セレク
チン発現誘導の比較 
 
②透析膜による好中球と血小板の複合体形
成および好中球の活性酸素産生 
血液と透析膜をインキュベートした際の好
中球血小板複合体の形成能について各種透
析膜間で比較した．その結果，複合体形成は
PS，PMMA 膜とのインキュベートにより誘導さ
れ,EVAL 膜とのインキュベートでは誘導され
ず，前述の透析膜による血小板表面の P-セレ
クチン発現誘導と同じ傾向が認められた
（Data not shown）.続いて透析膜と血小板
および好中球をインキュベートした際の好
中球からの活性酸素産生について検討した．
親水性で血小板活性化能の低い RC 膜，EVAL
膜では血小板の有無にかかわらず好中球か
らの活性酸素産生は誘導されなかったが，
PMMA 膜では血小板存在下でのみ，好中球から
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の渇せ院酸素産生が認められた．PS 膜では血
小板非存在下でも好中球からの活性酸素産
生が認められ，血小板存在下では活性酸素産
生が促進された．以上より透析膜によって活
性化された血小板が P-セレクチンを発現し，
これを介して好中球と複合体を形成するこ
とにより，好中球からの活性酸素産生を誘導
していることが示された(Itoh et al., 
Biomed Mater Res A. 2006). 

図 2 血小板存在/非存在下での透析膜による
好中球からの活性酸素産生 
 
③透析膜とのインキュベートによる好中球
表面の PSGL-1 のキャップ形成 
透析膜とのインキュベートによる好中球側
の変化を調べるため，血液と透析膜をインキ
ュベートした際の好中球表面の PSGL-1 の分
布変化を調べた．その結果 PS 膜とのインキ
ュベートにより好中球表面の PSGL-1 が細胞
表面の一箇所に集積（キャップ形成）するこ
とが明らかになった． 

 
図３透析膜とのインキュベートによる好中
球表面の PSGL-1 のキャップ形成 
 
この現象はあらかじめ透析膜とインキュベ
ートした血漿によっても誘導されることや，

RC 膜など補体活性化能の高い膜と血漿をイ
ンキュベートした際に強く誘導されること，
アナフィラトキシン C5a受容体のアンタゴニ
ストで抑制されることから，透析膜との接触
によって補体系が活性化され，それに伴って
生じた C5a が好中球表面の PSGL-1 のキャッ
プ形成を誘導していることが示された．我々
は以前に，PSGL-１のキャップ形成が低濃度
のケモカインなどで誘導され，これが好中球
と血小板の複合体形成や，PSGL-1 か教示の好
中球からの活性酸素産生を増強することを
報告している（Itoh et al.,J Leukoc Biol. 
2007）．透析膜処理血漿も同様に好中球血小
板の複合体形成を促進したことから血液透
析の際にも同様のメカニズムで好中球血小
板複合体形成と活性酸素産生の促進が起こ
っていると考えられた（ Itoh et al., 
Biomaterials. 2008） 
 
④薬剤による血液透析時の血液細胞間相互
作用の低減の試み 
前述の結果より血液細胞間相互作用を妨害
することにより長期透析合併症の予防がで
きる可能性が考えられた．αトコフェロール
は血小板の P-セレクチン発現を抑制するこ
とが，グリチルリチンは P-セレクチン－
PSGL-1 相互作用を妨害することが報告され
ている．これらの透析膜による血小板活性化，
好中球―血小板複合体形成，好中球の活性酸
素産生に対する作用を検討した．その結果，
αトコフェロールは透析膜による P-セレク
チン発現を抑制することにより，グリチルリ
チンは P-セレクチン依存性細胞接着を抑制
することにより，透析膜と血液をインキュベ
ートした際の好中球―血小板複合体形成，好
中球からの活性酸素産生を抑制することが
示された． 
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図４αトコフェロール，グリチルリチンによ
る透析膜誘導性の好中球活性酸素産生の抑
制 
 
したがって両薬剤は血液透析時の血液細胞
間相互作用を介した白血球活性化を低減し，
現在使用されている透析膜の生体適合性を
向上させ長期透析合併症を予防できる可能
性が示された(Takeshita et sl., Int J Artif 
Organs 2009)． 
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