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研究成果の概要（和文）：本研究では、血液透析膜の透析液側に水素ガスや一酸化窒素(NO)ガ

スを流し、透析膜表面をそれらの溶存ガス放出表面とすることで、透析膜表面の生体適合性を改

善することを目的とした。透析液にガス交換器を介してNOガスを付加するシステムを構築し、

そのシステムにより、透析膜から十分にNOを付加できること、またメトヘモグロビンを過剰に

生成することなく、血液中の血小板活性化を抑制できることを明らかにした。 
  
 
研究成果の概要（英文）：The aim of the present study was to improve biocompatibility of 
dialysis membrane by releasing nitric oxide (NO) or hydrogen gas from the dialysate. The 
system we developed can release sufficient amount of NO from dialysate to blood. The NO 
released from the dialysis membrane surface suppressed platelet activation without 
formation of excess methemoglobin. 
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１．研究開始当初の背景 
 血液透析療法は、腎不全に陥った患者の生
命を維持するために不可欠の治療である。し
かし、血液透析治療それ自体が患者にさまざ
まな侵襲を与えている。例えば、血液透析に
より、炎症の惹起や免疫機能の低下が起き、
それが長期透析患者の合併症の原因となっ
ている可能性が高いことなどの報告がある
（Quinn et al., Proc Natl Acad Sci, 1987, 
Galli and Ronco, Nephron, 2000）。 

その原因の１つに、本来異物である透析膜
等の材料表面との接触により、好中球、単球
などの活性化が起こり、さまざまなサイトカ
インの放出や活性酸素の放出による酸化ス
トレスの亢進、また血小板の活性化が起こる
ことが考えられる。 

血管内皮細胞は、一酸化窒素合成酵素によ
り常に NO を放出しており、NO は血小板活
性化の抑制、白血球の接着抑制、単球の血管
内への遊走抑制などに働いていることが知
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られている。また、糖尿病では血管内皮細胞
が障害されて NO の産生が低下しており、炎
症を起こしやすく、なおかつ血栓が形成され
やすくなっているため、動脈硬化になりやす
い（Farkas et al., Diabetes Nutr Metab, 
2000）。NO は血液と血管内皮細胞の相互作
用を正常に維持するのに重要な役割を担っ
ていると考えられる。 
水素は細胞障害を引き起こす酸化力の強

いフリーラジカルを還元して消去すること
ができる。マウスの脳梗塞の虚血再灌流モデ
ル（Ohsawa et al., Nat Med, 2007）、肝臓の
虚血再灌流モデル（Fukuda et al., Biochem 
Biophys Res Commun, 2007）において、虚
血再灌流時の臓器・組織障害を水素により低
減できることが報告されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、血液透析膜の透析液側に水素

ガスや一酸化窒素（NO）ガスを流し、透析
膜表面を溶存ガス放出表面とすることで、透
析膜表面の生体適合性を改善することを目
的とした。NO は血管内皮細胞において常時
放出されているガスであり、血小板活性化の
抑制、白血球の接着抑制や血管内への遊走抑
制などの作用が期待できる。 

NO は、ヘモグロビンと結合してメトヘモ
グロビンを形成したり、スーパオキシドと反
応して組織障害性の高いペルオキシナイト
ライトを生成するため、透析膜から NO を付
加すると、細胞障害が起こる可能性がある。
そこで、NO を付加したときに副作用がある
かどうか確認し、ある場合には、水素を併用
使用することで、それを低減できるかどうか
検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 ブタ血液または多血小板血漿（PRP）を用
いて、TS-1.6UL（ポリスルホン膜,PS 膜、東
レ・メディカル社製）または BG-1.6PQ（ポ
リメチルメタクリレート膜, PMMA 膜、東
レ・メディカル社製）のダイアライザで、血
液透析を４時間行った。まず、NO の効果を
確認するために透析液にNO供与体であるニ
トロプルシドナトリウムを投与した系で実
験を行った。30 分ごとにサンプリングを行い、
ブタ血液を用いた実験からは血小板凝集率、
血小板数を測定し、PRP を用いた実験からは
cGMP 濃度を測定した。血小板凝集率は、血
小板凝集能測定装置を用い、サンプルに血小
板凝集惹起物質であるアデノシン二リン酸
(ADP、濃度 1.0～8.0 mM)またはコラーゲン
(濃度 0.125～1.0 mg/ml)を添加し、マイクロ
メッシュフィルタを通して吸引したときの
吸引圧力を測定することにより、血小板凝集
能を解析し評価した。血小板数は、動物用全
自動血球計数器を用いて測定した。血小板内

の cGMP 濃度は、0.1 %TritonX を加えた 0.1 
M 塩酸溶液に血小板に加えて血小板膜を破
壊し、遠心分離した後の上清中の cGMP 濃度
を ELISA 法を用いて測定した。 
次に、ガス交換器を透析液供給ラインに組

み込んで、NO ガスを透析液に付加するシス
テムを構築し、ブタ血液または PRP を用いて
PS 膜ダイアライザで血液透析を行った。ブタ
血液を用いた実験では NO の代謝産物である
NO2

－，NO3
－濃度、副作用を引き起こすメト

ヘモグロビン濃度を測定した。PRP を用いた
実験では血小板が活性化した際に発現する
P-セレクチン発現率を測定した。NO2

－，NO3
－濃度は Griess 法、メトヘモグロビン濃度は
シアンメトヘモグロビン法により測定した。
P-セレクチン発現率は、抗 P-セレクチン抗体
を用いて、フローサイトメトリーを用いて測
定した。 
 
４．研究成果 

まずブタ血液を用いたex vivo実験により、

NO放出表面における血小板の活性化抑制効

果を検討した。あらかじめ血液側のみ血液を

灌流させて安定化させ、その後、透析液を流

した。透析液には、NOドナーとしてニトロプ

ルシドナトリウムを溶解させ、NOの有無によ

る血小板活性化の違いをADPおよびコラーゲ

ン刺激による血小板活性化能により測定した

。いずれの透析膜を使用した場合も、NO放出

表面では、血小板の活性化（図１）が有意に

低下しており、NO放出透析膜表面では、血小

板の活性化が抑制されていると考えられた。 
この結果が、NOの効果そのものであるかど

うか、確認するために、同様に実験系で、PRP
を用いて透析実験を行い、血小板内のcGMP
濃度を測定した。その結果、NO放出膜表面と 
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図1 NOを付加による 血小板凝集率の低下 
（透析30分後、コラーゲン惹起、PS膜） 
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図2 NOを付加による 血小板内cGMP濃 

度の増加 
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 図3 NOガスを透析液に付加するための 

実験回路図 
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図4 NOガス付加システムにおける血液中およ

び透析液中のNO2
－/NO3

－濃度 
 
接触した血小板では、血小板内のcGMP濃度が

有意に増加しており（図２）、NOによる血小

板活性化抑制がグアニル酸シクラーゼを介し 
たcGMPの産生によるものであることが確認

できた。 
 しかし、NO供与体は半減期が長く、血液と

透析膜が接触した血液に対してだけでなく、
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図4 メトヘモグロビン濃度の経時変化 
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図5 NOガスによる透析開始直後の血小板 
活性化の抑制 

 
全身に作用してしまう可能性があり、実際に

は使用できない。透析膜と接触している間の

みに作用する半減期の短いNOガスを用いる

必要があると考えられた。次に、ガス交換機

を用いて、NOガスを透析液に付加するシステ

ムを構築した（図3）。このシステムを用いる

と、NOの副作用であるメトヘモグロビンを生

成することもなく、透析液にガス交換器を介

してNOが十分に付加できた（図4）。さらに

、血小板活性化を調べたところ、透析膜から

付加したNOガスの効果により、透析膜との接

触による初期の血小板活性化を抑制できるこ

とが明らかになった（図5）。 
本研究により、透析膜と血液が接触する際

にNOを使用すると、血小板の活性化が起こり

にくくなることが明らかとなった。この方法

は、大がかりな装置改造をすることなく、現

在の血液透析治療に組み込むことが、可能で

ある。したがって、多くの透析患者に適応す

ることが可能であると考えられる。透析患者

の合併症の原因となっている酸化ストレスや

血小板や白血球の活性化を低減できる可能性

も高く、現在、透析治療を受けている約30万
人の透析患者に対して多大な恩恵を与えるこ

とが期待できる。 



 

 

また本研究により得られた結果は、生体適

合性材料を開発するという観点において、表

面からのNO放出という生体の動的な機能を

模倣するという新しい観点から生体適合性を

向上させるという方法が可能であることを示

している。生体適合性材料の設計指針に新た

な視点を与える結果が得られたと考えられる 
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