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研究成果の概要（和文）：自己血液製剤に混入する白血球の輸血関連有害作用については不明な点が多い．本研
究は「白血球による炎症性病態が輸血に起因する有害反応を惹起する」との仮説を検証するために立案された．
フローサイトメトリーにより，ヒト単球系細胞THP-1を冷蔵保存後体温まで加温することでアポトーシスが誘導
され，組織因子を発現した凝固活性を有するアポトーシス小胞やマイクロパーティクルが発生することを確認し
た．また白血球を含有する自己血液製剤の血漿中にはTNF-αのほか複数の白血球走化因子や成長因子，喘息等ア
レルギー疾患との関連が指摘されているTh2サイトカインなどが増加することが確認された．

研究成果の概要（英文）：Involvement of leukocytes in adverse events related to autologous blood 
transfusion remain to be clarified.  Flow cytometric analysis demonstrated that the incubation of 
human monocytic cells THP-1 at body temperature after the cold storage of these cells induced 
apoptosis and provoked the release of procoagulant apoptotic vesicles and microparticles with 
surface expression of tissue factor.  Several cytokines including TNF-α, leukocyte chemotactic 
factors, growth factors, and Th2 cytokines appeared to be increased by such change in environmental 
temperature around packages of blood component without leukocyte reduction. 

研究分野：麻酔科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
同種血輸血は周術期患者の生命予後を悪化させると報告されており，血液製剤に含まれる白血球の関与が指摘さ
れている．一方，周術期に使用される自己血液製剤に混入している白血球の有害作用について詳細な検討はなさ
れていない．本研究により，冷蔵保存された単球を体温まで加温すると血栓性を有するマイクロパーティクルを
発生させ，いくつかの急性期サイトカインを増加させることが確認できた．これらの研究成果をもとに，血栓傾
向や喘息等アレルギー症状を観察項目とし白血球を含有する自己血液製剤と輸血関連有害事象との関連を調査す
るための前向き臨床研究が必要であることが示唆された．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

日本麻酔科学会が主催した調査によると，術中に発生し周術期死亡の要因となった危機的偶発症の
約 半 数 は 出 血 に 関 連 す る 事 象 で あ っ た と 報 告 さ れ て い る (http://partners.kyodokodo.jp/info/ 
action/organization/101125_5.pdf)．また比較的大規模の後方視的観察研究には，周術期患者の術
前貧血は周術期死亡の独立した危険因子であり，周術期患者への同種血輸血は死亡率を増加すること
が報告されている(Anesthesiology 2009;110:574-81)．これらのことから，安全な周術期輸血戦略が特に
予定手術患者の生命予後を改善することに関しては論をまたない． 

必要以上の同種血輸血が集中治療中の急性期患者の生命予後に与える影響について多施設共同
無作為化比較試験が行われている．輸血の意思決定のためのヘモグロビン値を二群で個別に設定し，輸
血を制限する群と，そうでない群の介入後死亡率を比較した．冠動脈疾患を有する患者を対象としたサブ
解析ではヘモグロビンを高めに設定した同種血輸血が死亡率を改善する傾向が認められたが，対象全体で
は輸血を制限することで介入後死亡率が低下する傾向がより強く示された(N Engl J Med 1999;340:409-17, 
Crit Care Med 2001;29:227–34)． 

この研究の報告に続き，集中治療中の急性期患者に対する同種血輸血がその患者の生命予後に及
ぼす影響について，多施設が参加した複数の前向き観察研究が施行されている．輸血を受けた集中治療
中の患者は，背景因子を補正した輸血を受けなかった対照患者と比較して有意に死亡率が高いことが報
告されている(Crit Care Med 2004; 32:39–52)．この観察結果は，ほぼ同様な研究手法を用いた別の観察
研究においても確認された(JAMA 2002; 288:1499–507)．しかしながらこれらの研究は，それぞれの観察対
象地域において，同種赤血球製剤から採血時に白血球が除去されていなかった時代に施行されている．そ
の後，血液製剤の採血時白血球除去が標準的に行われるようになり，改めて同様な観察手法の前向き
臨床研究が計画された．以前の観察結果と異なり，この研究では，集中治療中の急性期患者に同種血
輸血を施行したほうが，施行しなかった患者より生命予後が改善するという結論が得られている
(Anesthesiology 2008; 108:31–9)．  

これらの研究結果を総合すると，同種血輸血による有害作用の多くは血液製剤に含まれる同種白血
球に起因することが示唆される．上記に引用した臨床研究からは，白血球がどのような分子薬理学的機
構を介してレシピエントに影響を及ぼしているのかについては不明である．しかしながら，引用した文献の対象
観察期間や有害事象の発生頻度から，拒絶反応や輸血後移植片対宿主病のような獲得免疫を介した
病態の関与は考えにくい．そこで研究代表者らは「顆粒球や単球・マクロファージなどによる自然免疫を介す
る炎症性病態が輸血に起因する有害反応を惹起する」との仮説のもと本研究計画を立案した． 

現在，本邦で入手可能な血液製剤は採血時白血球除去が施されているため，上記に引用した観察
的研究で指摘された，成分輸血に含まれる同種白血球による有害反応について対策を講じる必要性は乏
しいと考えられる．一方，同種血輸血を回避することを目的として，自己血輸血が周術期に使用されてい
る．自己血輸血の利点として，同種血輸血を受けることに起因する肝炎ウイルスや HIV ウイルスなどへの感
染がないことの他，同種白血球が成分輸血に際して輸注されてしまう危険性を完全に除去できることが挙
げられる．しかしながら，上記の「自然免疫を介する炎症性病態が輸血に起因する有害反応を惹起する」
という本研究の作業仮説が検証されていない現在，自己血輸血に際して，採血時白血球除去は行われ
ていない．また，現在の本邦での保健医療上の制約から，周術期に自己血輸血用の血液製剤を確保し
た症例の多くは，輸血前検査のヘモグロビン値に関わらず，輸血開始の意思決定を受けていると考えられ
る．仮に成分輸血による有害反応が，上記の仮説により説明可能であれば，術前に採血された自己血
液製剤でも，同種血輸血と同様な有害反応を惹起する可能性が示唆される． 

２．研究の目的 

現在のところ，自己血輸血は同種血輸血を防ぐ有効な方法と考えられており，保存された自己白血
球を輸注することの有害作用は強調されていない．本研究により，貯血された自己血に混入している白血
球が自己血輸血に関連する有害作用の一因であることが明らかとなれば，周術期輸血治療の安全性がさ
らに高まることが予測される．そこで本研究は「自己血輸血に際して，血液製剤に混入している白血球が輸



血にともなう有害事象の原因となり得る」との作業仮説を検討することを目的として計画された． 

３．研究の方法 

(1)  培養白血球を用いた血液保存温度変化に起因する細胞障害の観察 

ヒト好中球は低温保存の後，37°C に再加温すると，1〜2 時間程度の短期間で急速にブレブを形成し，
アポトーシス状態に陥るとした報告がある(J Biol Chem 2005;280:5843-53)．また同時に様々な大きさの微
小粒子が発現する．これらの粒子は細胞膜表面の陰性荷電リン脂質ホスファチジルセリンのマーカーである
Annexin V と結合することから，アポトーシス細胞膜の特徴を有している．直径が 1〜5 µm のものはアポト
ーシス小胞，1 µm 未満のものはマイクロパーティクル(あるいは微小小胞 microvesicle)と定義される．ホス
ファチジルセリンはプロトロンビナーゼ複合体と結合する性質を有するため，ホスファチジルセリンを細胞膜表
面に発現した粒子は凝固活性を持つと言える．またヒト単球から発生するアポトーシス小胞やマイクロパー
ティクルは組織因子を発現すると言われている．組織因子は外因系凝固の発動起点であることから単球
からアポトーシス刺激により発生するアポトーシス小胞やマイクロパーティクルは強力な凝固活性を有すること
が示唆される．本研究ではヒト単球系細胞 THP-1 浮遊液を血液製剤を保存する環境と同様に 4°C で 90
分間保存し，引き続き 37°C で 60 分間保温した後，細胞浮遊液をフローサイトメトリーで解析した．また
25°C で 90 分間保存し，引き続き 37°C で 60 分間保温した細胞浮遊液を対照として解析した． 

(2)  低温貯蔵された自己血血漿に含まれる急性炎症性サイトカインの網羅的発現解析 

現在本邦で入手可能な赤血球製剤は採血時に白血球除去が施行された後，低温(2〜6°C)で保存さ
れている．一方，術前の血液製剤準備として貯血式自己血輸血が計画される場合，血液は白血球を
含む全血の状態で低温保存される．輸血が終了した両製剤の残差血液を回収し，遠心(1000 g)により
血漿を採取した．フローサイトメトリーを利用したマルチプレックスアッセイによりこれらの試料に含まれる急性
炎症性サイトカイン 27 項目を網羅的に測定した(Bio-Plex Pro ヒト サイトカイン GI 27-plex パネル 
#M500KCAF0Y, Bio-Rad, Hercules, CA)．また THP-1 浮遊液を 4°C で 24 時間保温後に 37°C で保温を継
続した細胞上清のサイトカイン濃度も同様に測定した．ここでは，終始 37°C で保温を継続した細胞浮遊
液を対照とした． 

(3)  周術期自己血輸血にともなう体温変化に関する後方視的観察研究 

顎変形症に対する顎骨骨切り手術の周術期輸血計画において貯血式自己血輸血が施行されている施
設において，実際に自己血輸血が施行された症例と施行されなかった症例の周術期体温の変化を後方
視的に観察した． 

４．研究成果 

(1)  ヒト単球系細胞 THP-1 のアポトーシス発生やマイクロパーティクル発生に対する環境温度の影響 

4°C で 90 分間保温した後，37°C に加温した THP-1 は対照(25°C 保温後 37°C に加温)と比較して多くの
アポトーシス細胞を発生させた．4°C で保温後の THP-1 細胞浮遊液には 25°C で保温後の細胞浮遊液よ
り多くの組織因子陽性凝固活性小胞が含まれていた．またミトコンドリア膜電位の指標となる蛍光指示
薬(tetramethylrhodamine methyl ester TMRM)で細胞を前処理したところ，4°C で保温後のアポトーシス
細胞は 25°C で保温後のアポトーシス細胞と比較してミトコンドリア膜電位が低下していた細胞比率が多か
った．また 4°C で保温後の normal 細胞も 25°C で保温後の normal 細胞と比較してミトコンドリア膜電位
が低下していた細胞比率が多かった．これらのことから，ヒト単球系細胞の低温保存はアポトーシスを誘
導し，組織因子陽性凝固活性小胞を発生させると考えられるため，白血球除去を行っていない血液製
剤においても，製剤保存期間中に同様な小胞の発生・増加が示唆される．これらの小胞に含まれている
マイクロパーティクルは急性冠症候群や静脈血栓塞栓症などの血栓性病態に関与すると考えられており
(Thromb Haemost 2009;101:439-51)．採血時白血球除去施行前の同種血赤血球輸血に関連する生
命予後悪化との関連についてさらなる臨床研究の必要性が示唆された． 



(2)  低温貯蔵された自己血血漿中に白血球除去赤血球製剤血漿より多く含まれるサイトカイン 

術前希釈式自己血液製剤と白血球除去赤血球製剤の両群で測定可能であった 13 項目中 IFN-γ を除
く全てのサイトカイン濃度が自己血液製剤で有意に高かった．急性炎症性サイトカインである TNF-α のほ
か複数の白血球走化因子 (MCP-1, MIP-1α, MIP-1β, IP-10, RANTES, Eotaxin)や成⻑因子 (FGF, 
PDGF-BB)，喘息等アレルギー疾患との関連が指摘されている Th2 サイトカインのうち IL-4 と-9 がそこに含ま
れていた．先行研究に従い本研究成果(1)で実証したように，白血球の冷蔵保存は自身のアポトーシス
を誘導する．このような刺激が白血球除去赤血球製剤と比較した自己血液製剤血漿中サイトカイン濃
度増加の原因であると考えられる．TNF-α による白血球のアポトーシス誘導は，本研究成果(1)で指摘さ
れた白血球含有血液製剤の血栓傾向をさらに助⻑する可能性が指摘される．また白血球走化因子や
Th2 サイトカインの増加はそれぞれ白血球が関与する炎症反応の増強やアレルギー反応を惹起する可能
性を示唆している． 

(3)  周術期自己血輸血にともなう体温変化に関する後方視的観察研究 

今回，小規模の後方視的観察研究を行い，白血球除去を行っていない術前希釈式自己血液製剤の
周術期輸血が施行された患者体温の時系列変化を輸血が実施されなかった患者のそれと比較したが，
両群に周術期体温の有意な差は認められなかった．このことは本研究成果としてすでに示された上記の
白血球，特に単球の環境温度変化にともなう病態生理学的変動が臨床的有害事象に有意な影響を
与えないことを示している可能性がある．しかし将来，上記の研究成果をもとに，観察項目を血栓傾向
や喘息等アレルギー症状として前向き観察研究を行うことで白血球含有血液製剤と輸血関連有害事象
との関連が明らかとなる可能性も否定できない．周術期輸血の安全性をより確かなものとするためにさら
なる研究が必要だと考える． 
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