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Abstract

Introduction: Splanchnic hypoperfusion is central to the pathogenesis of acute respiratory
dysfunction syndrome (ARDS) and multiple organ dysfunction syndrome (MODS) after
hemorrhagic shock (HS), which is a leading cause of morality in patients with severe trauma;
however, the underlying mechanism remains unclear. The purpose of this study was to
examine whether liposome-encapsulated hemoglobin (LEH) improves oxygen metabolism in rat
small intestine after HS.

Methods: HS was induced by withdrawing blood, and mean arterial pressure was
maintained at 40 mmHg for 30 minutes. Rats were then resuscitated with shed blood＋2 ×
shed blood volume in normal saline or LEH (equivalent volume to shed blood)＋2 × shed blood
volume in normal saline over 120 minutes. The small intestines were harvested at four
different time points: before HS, after HS, and at 40 and 120 minutes of resuscitation. The
tissue levels of lactate and alanine (μmol�g) were measured with 1H magnetic resonance
spectroscopy. Data are expressed as means ± SD and were compared by means of one-way
analysis of variance followed by post hoc analysis using Fisher’s protected least significant
difference (n＝5 in each group).
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緒 言

出血性ショックに引き続き起こる急性肺傷害（acute
lung injury；ALI）や多臓器障害症候群（multiple
organ dysfunction syndrome；MODS）は，重症外傷
患者の主要な死亡原因であるが1,2，その発生機序はい
まだ解明されていない．これまでの研究により出血性
ショック時に生じる臓器低灌流，特に腸管血流の低下
が遠隔臓器障害の発生に深く関わっていることが示さ
れている3―6．出血性ショック時には，循環血液は脳や
心臓，肺などの重要臓器に配分されるため，腸管血流
は著明に低下し，循環動態が改善された後も腸管虚血
は持続することが知られている7―11．虚血により損傷を
受けた腸管から様々な炎症性メディエーターが産生さ
れ，腸間膜リンパ液を介して大循環に流入し，好中球
や血管内皮細胞を活性化して遠隔臓器損傷を惹起する
ことが最近の研究で明らかとなってきた12―17.
また，ショック後の蘇生輸液として人工酸素運搬体

を投与することで，引き続き発症する肺障害や多臓器
不全の発症を軽減するとの報告が，この数年間になさ
れている18―21．われわれのこれまでの動物実験でも，
人工酸素運搬体を出血性ショック後の蘇生輸液として
用いた場合，好中球活性化が抑制されることを明らか
にした22．その機序として，われわれが実験で用いた
人工酸素運搬体；liposome-encapsulated hemoglobin
（LEH）は小径，低粘稠性で酸素運搬効率が高いとい
う特徴を持つことから23―25，ショックで収縮した血管
内を循環するのに適しているためと考えられる．そこ
で本研究では，LEHをショック後の蘇生輸液として
用いた際，虚血に陥った腸管の酸素負債を早期に改善
するのではないかと考え，腸管組織の lactate および
alanine を proton magnetic resonance spectroscopy
（1H-MRS）を用いて測定し，腸管組織酸素代謝に対す
る影響を検討した．

対象と方法

本研究は日本医科大学動物実験倫理委員会により承
認された．

LEHの調整
ヒト赤血球由来の stroma free hemoglobin（SFH）

に inositol hexaphospate（IHP）を添加し，水素添加
大豆レシチン（hydrogenated soybean
phosphatidylcholine�cholesterol�myristic acid�α-
tocopherol＝7：7：2：0.28）の脂質混合物質を純水で
膨張させ，IHP添加 SFHを加え，高速攪拌機で処理
し liposome 化した．未封入のヘモグロビンを遠心洗
浄で除去し，フィルター濾過および限外濾過により濃
縮，その後，最終ヘモグロビン濃度を 6 g�dlに調整
した．

ラット出血性ショックモデル
体重 350～400 g の雄性 Sprague-Dawley ラットを

使用した．ketamine hydrochloride（65 mg�kg）
（KETALAR 50Ⓡ，三共株式会社）と xylazine（0.7 mg�
kg ）（ 2- ［ 2,6-dimethylphenylamino ］ -4H-5,6-
dihydrothiazine hydrochloride，SIGMA CHEMICAL
CO. USA）を腹腔内投与し麻酔した．体温は直腸温
度計（YSI 4000A thermometer，（株）日機装ワイエ
スアイ）で測定し，加温 lampを用いて 37.5～38.5℃
に維持した．大腿動静脈に heparin 加生理食塩水（10
単位�ml）を満たした polyethylene tube（外径 0.96
mm，内径 0.58 mm，SP45，（株）夏目製作所）を留
置した．動脈に挿入した polyethylene tube は動脈圧
monitor（polygraph system RM-6000，（株）日本光
電）に接続し，持続的に血圧を測定した．その後，
Bollman-type resting cage（KN式 Bollman cage II
型，（株）夏目製作所）に固定した．平均動脈圧が 100～
110 mmHgに安定した時点で，平均血圧が 40 mmHg

Results: There was no significant difference in hemodynamics between the shed blood
and LEH groups. Improvements in intestinal lactate and alanine levels with resuscitation were
equivalent in between the shed blood and LEH groups.

Conclusion: LEH appears to have a comparable oxygen carrying capacity to blood and
may serve as a useful blood substitute.
（日本医科大学医学会雑誌 2007; 3: 89―95）

Key words: artificial blood, hemorrhagic shock, intestinal ischemia,
multiple organ dysfunction syndrome, acute lung injury
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Fig. 1 Changes in mean arterial pressures (MAP)．
After rats were anesthetized, the left femoral artery 
was  cannulated　 and  MAP was  continuously 
monitored. Hemorrhagic shock was induced by 
withdrawing arterial blood (1 ml/min)．MAP was 
reduced to 40 mmHg and maintained for 30 minutes 
by reinfusing or withdrawing blood as needed. At 
the  end  of  hemorrhagic  shock,  rats  were 
resuscitated with shed blood＋2× shed blood 
volume in normal saline (NS); whole blood (WB) 
group or LEH (equivalent volume to shed blood)＋2 
× shed blood volume in NS; LEH group over 120 
minutes.     Sham     group     underwent     identical 
procedures  without  hemorrhagic  shock  and 
resuscitation. Data are expressed as the mean±SD. 
There was no difference in MAP between WB 
group and LEH group. At Pre-shock and R60 to 
R120, there were no differences MAP of WB, LEH 
and sham groups ( ＊ p ＜ 0.01)．
R30, 60, 90 and120: at 30, 60, 90 and 120 minutes of 
resuscitation.

に達するまで，1 ml�min の速度で脱血した．その後，
必要に応じて脱血と返血を繰り返し，同血圧レベルを
30 分間維持した．ショック終了後，I）全血群：脱血
した全血＋生理食塩水（脱血量の 2倍量），II）LEH
群：LEH（脱血量と等量）＋生理食塩水（脱血量の 2
倍量）を 2時間かけて静脈投与した．

ラット腸管組織の採取
ラット出血性ショックモデルのA；ショック前

（n＝5），B；ショック終了時（n＝5），C；全血群の蘇
生開始 40 分後（n＝5），D；蘇生開始 120 分後（n＝5），
E；LEH群の蘇生開始 40 分後（n＝5），F；蘇生開始
120 分後（n＝5）の各ポイントで開腹し回腸末端部を
約 5 cm切除した．1H-MRS測定のために回腸を切除
したラットは，1ポイントの回腸切除に対して一匹ず
つとし，回腸切除後速やかに安楽死させた．切除した
検体はすみやかに液体窒素中で凍結し，1H-MRS測定
まで－80℃で保存した．
Sham群では，脱血，開腹腸管切除を行わず，麻酔

下に全血群・LEH群と同じ時間経過で血圧モニター
と血中 lactate 値の測定を行った．

1H-MRSによる腸管組織 lactateおよび alanineの
測定
A～Dで採取した検体を，凍結プレス破砕装置

（CRYO-PRESSⓇ，MICROTEC CO.）にて液体窒素下
で粉末状とし，2 mlの冷過塩素酸（0.6 規定）を加え
て撹拌した．3,000 rpm 10 min の遠心分離後の上清を
1H-MRSで 分 析 し た．測 定 は 7.0 Tesla Fourier
transformation（FT）-MR spectrometer（LA-300WB，
（株）日本電子）を用いて proton の共鳴周波数 300
MHz，pulse 繰り返し時間 10.5 sec，観測範囲 6,000
Hz，軽水の signal を homogated decoupling method
にて抑制し，200 回の積算を行った．lactate および
alanine の 0.6 規定過塩素酸標準溶液にて確認した
chemical shift 値から検体の spectrum上の lactate お
よび alanine の-CH3由来の peak を assign し，それぞ
れの peak 面積を用いて lactate および alanine の定量
を行った．物質の濃度は湿重量当たりのmole 濃度（平
均±標準偏差）で示した．

血中 lactate測定
出血性ショックモデルにおいて，A～Dの 4ポイン

トでそれぞれ 200 μlの動脈血を採取し，4℃，10,000
g，20 分間の条件で遠心分離した後，上清を－80℃
で測定まで保存した．収集した検体は，乳酸測定 kit

（乳酸「アスカ・シグマ」（株）関東化学）を用い，乳
酸測定装置（COMBAS MIRA PULS（株）日本Roche）
で血中 lactate を測定した．

統計
群間比較は一元配置分散分析法を用い，その後の多

重検定は Fisher’s protected least significant
difference 法で解析し，危険率が 0.05 以下を有意差あ
りと判定した．

結 果

血圧変動（Fig. 1）
ショック中の平均動脈血圧低下は，全血群，LEH

群において同程度であった．ショック後の蘇生に伴い
血圧は上昇し，全血群と LEH群で全経過において有
意差は認められなかった．また，全血群と LEH群は，
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Table 1 Characteristic of LEH

: 200nmDiameter
Components
Stroma free hemoglobin

: PhosphatidylcholineLiposome
: Cholesterol
: Myristic acid

Inositol-hexaphosphoric acid
: 6 g/dlHemoglobin concentration
: 24 hrHalf life in serum
: ≦5%Methemoglobin ratio
: 45～55 mmHgP50
: 2 cPViscosity

Fig. 2 Plasma lactate levels. 
Blood samples (0.2 ml each) were collected from 
arterial line at pre-shock, post-shock, R40 and R120 
(resuscitated  at  40  and  120  minutes)． The 
concentrations of lactate in arterial plasma were 
measured using an enzymatic assay (Sigma, St. 
Louis,  Mo)  and  COBAS  MIRA  plus  (Roche 
Diagnostics K.K., Tokyo)．Data are expressed as 
mean±SD. There was no difference in lactate levels 
between whole blood (WB) group and liposome-
encapsulated hemoglobin (LEH) group. 
＊indicates that the plasma lactate levels at post-
shock in WB and LEH groups was significantly 
greater than that the others (p ＜ 0.01)．

蘇生開始後 60 分の時点で sham群と血圧が同程度ま
で改善し，実験終了まで維持された．

血中 lactate（Fig. 2）
全血群，LEH群の血中 lactate 値は，ショック終了

時で最高値に達し，その後時間経過とともに低下，蘇
生開始 120 分後にはショック前値まで改善した．各測
定ポイントにおいて全血群と LEH群の血中 lactate
値に有意差はなく，ショックの程度，全身における酸
素負債の改善程度は同程度であった．sham群では，
実験経過中，有意差なく低値のまま推移した．

腸管組織中 lactateおよび alanine（Fig. 3 a, b）
全血群，LEH群の腸管 lactate 値はショック後に最

高値に達し，蘇生開始 40 分後から速やかに低下，
ショック前値，蘇生開始 40 分，120 分後値で有意差
はなかった．alanine 値は，全血群，LEH群で lactate
と同様にショック終了時に最高値となり，蘇生開始と
ともに低下し，蘇生開始 120 分後にはショック前値と
同程度まで改善した．実験経過中，全血群，LEH群
で各測定ポイントの腸管組織中 lactate および alanine
値に有意差はなく，腸管での虚血の程度，酸素負債の

改善程度に差は認めなかった．sham群では，実験経
過中，有意差なく低値のまま推移した．

考 察

1．出血性ショック時の腸管虚血が全身に及ぼす影響
これまでの研究により，出血性ショックに引き続く

ALI やMODSの発症には，腸管虚血が深く関与する
ことが明らかとなってきている1―3．Koike らはラット
を用い，上腸間膜動脈遮断による小腸虚血・再潅流後
に，遠隔臓器である肺に障害が生じることを示した26.
Moore や Deitch らは，出血性ショック後の腸管から
様々な炎症性メディエーターが産生され，腸間膜リン
パ液を介して全身循環に流入したメディエーターが直
接的，あるいは，好中球の活性化を介して間接的に血
管内皮細胞傷害を惹起し肺障害を引き起こすことを報
告した4―6．腸管は平常時では心拍出量の 30％もの灌
流を受けているが，ひとたびショックに陥ると重要臓
器への血流再分配により腸管血流は著しく低下し，全
身の循環（血圧）が回復した後も腸管低灌流は長期に
わたり遷延する7―11．この腸管血行動態の急激な変化
が，出血性ショック下において腸管が重要なターゲッ
トオーガンとなるゆえんと考えられる．

2．出血性ショック時の人工酸素運搬体の意義
近年，血液需要の増加と限りある医療資源の有効利

用という観点から，人工酸素運搬体に注目が集まって
いる27―29．本研究で使用した人工酸素運搬体；LEH
は，期限切れ保存血液から分離精製したヒトヘモグロ
ビンをリン脂質二重膜で被覆したものであり，ヘモグ
ロビン濃度は 6 g�dlと低く調整されている23―25．天然
型赤血球に比べて小径，低粘稠性で酸素運搬効率が高
い25といった特徴を持つことから（Table 1），ショッ
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Fig. 3 a， b Lactate and alanine levels in the intestinal tissues.
At four different time points; pre-shock, post-shock, at 40 and at 120 minutes of resuscitation with 
shed blood or LEH solution, a midline laparotomy was performed and small intestine was 
removed immediately (n ＝ 5)．The lactate and alanine levels were measured by 1H magnetic 
resonance spectroscopy. Data are expressed as mean SD±SD.
a: Lactate level at post-shock was significantly greater than those at pre-shock, at 40 minutes of 
resuscitation with whole blood (WB 40)，liposome-encapsulated hemoglobin (LEH 40)，and at 
120 minutes of resuscitation with WB, LEH (WB 120，LEH120) (＊p ＜ 0.05)．

b: Alanine level at post-shock was significantly greater than those at pre-shock, at 120 minutes of 
resuscitation with whole blood (WB 120)， liposome-encapsulated hemoglobin (LEH 120) ( ＃p ＜
0.05)．

クで収縮した血管内を循環するのに適していると考え
られる．
最近の臨床研究において，ショック後の蘇生輸液と

して人工酸素運搬体を投与した場合，保存血に比べ好
中球の活性化や全身の炎症変化が軽減され，死亡率も
低下したと報告されている18―21．これまでのわれわれ
の研究においても，出血性ショック後の蘇生輸液とし
て LEHを用いた場合，LEHは腸間膜リンパ液を介し
た好中球の活性化を抑制することを報告している22．
さらに LEH投与により，ショックに引き続き生じる
肺障害が軽減されるとの結果を得ている（unpublished
data）．この LEHの持つ利点がどのような機序により
もたらされるのかを解明するため，われわれは LEH
が天然型赤血球に比べてショック後の腸管虚血を早期
に改善しているのではないかとの仮説をたて，本実験
を行った．

3．出血性ショック時の LEHの有用性
本研究において，実験経過中の LEH群の平均動脈

圧は全血群と比較して有意差なく推移した（Fig. 1）．
これまでの人工酸素運搬体製剤では，副作用として
nitric oxide scavenge 作用による血管収縮，血圧上昇
が報告されている30―32．本研究では異常な血圧上昇を
認めず，本研究で使用した LEHはこの点で他の製剤
より安全性が高いことが示唆された．実験経過中の血

中 lactate 値は，LEH群と全血群で有意差を認めな
かった（Fig. 2）．さらにわれわれは，腸管組織酸素
代謝の指標として腸管組織中 lactate および alanine
を 1H-MRSを用いて測定した．1H-MRSは proton（1H）
に由来する signal を用いて，生体試料に含まれるさ
まざまな代謝物質の非破壊的な測定が可能な分析手法
である．脳，肝臓，心筋や骨格筋といった組織の代謝
学的な研究に幅広く利用されており33―36，最近では，
MRI 装置を用いた in vivo での測定も活発に行われる
ようになっている37．Lactate は嫌気性代謝が亢進し
た際に上昇する一般的な酸素負債の指標であるが，
alanine も組織酸素負債の指標として有用とされ
る38,39．本研究の結果，LEH群および全血群の腸管組
織中 lactate，alanine 値はショック後に最高値とな
り，その後経時的に低下してショック前値まで改善
し，血中 lactate と同様の変化を示した（Fig. 3）．ま
た，腸管組織中の lactate，alanine 値は蘇生開始 40
分後，120 分後のいずれの測定ポイントにおいても，
LEH群と全血群で有意差なく変化した．ヘモグロビ
ン濃度が天然型赤血球の約 1�2 に調整された LEH投
与により，天然型赤血球と同等の酸素負債改善効果が
得られたとの結果は，LEHが有効な酸素運搬体であ
り，ショック後の蘇生輸液として有用である可能性を
示唆するものである．
蘇生輸液中のヘモグロビン濃度の違いによる酸素負
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債改善効果への影響を知るため，本実験に先立ち蘇生
に血液を用いない群，つまり脱血量の 3倍の生理食塩
水のみで蘇生を行う群を設定し実験を行った．その結
果，蘇生時に血圧が上昇せず実験が継続できなかった
（unpublished data）．
蘇生後 120 分の腸管組織中 lactate 値が，有意差は

ないものの LEH群でやや高い傾向を示し，また，血
中 lactate 値や腸管組織の alanine 値でも同様の傾向
を示した．天然型赤血球と LEHのヘモグロビン濃度
の違いがこの結果に影響を及ぼしていた可能性があ
る．今後，ヘモグロビン含有量を天然型赤血球と同じ
濃度まで増加させた LEHを使用し，同様の実験にお
いて酸素負債がより改善されるかを検討する必要があ
ると考えられる．
本研究の結果からは，ショック後の腸管組織酸素代

謝は LEH群と全血群で同程度の改善であり，LEHが
天然型赤血球に比べてショック後の腸管虚血をより早
期に改善するとの仮説を証明することはできなかっ
た．本研究では腸管組織の lactate，alanine 値測定を
蘇生開始 40 分後，および 120 分後に行った．このた
め代謝の変化が，蘇生開始 40 分より早い時期に生じ
ている可能性があり，さらに早期の組織代謝を観察す
る必要があると考えられた．

4．LEHの問題点と将来
LEHは生体適合性の高いリン脂質二重膜で被覆さ

れているが，生体にとっては異物である．生体内投与
後，速やかに脾臓や肝臓の網内系に取り込まれること
から，生体防御機構への影響が懸念されるが，動物実
験上これまで深刻な副作用は報告されていない40―42．
今後，臨床試験において LEHの人体に対する影響を
明らかにする必要がある．
人工酸素運搬体は LEHを含め，一般に保存血輸血

に関連する細菌やウィルス感染の危険性が少な
い27,28,43―45．また，LEHは血液型適合の必要がないとい
う大きな利点を持ち，保存期間が約 2年間（4℃）と
長く，取り扱いも比較的容易であることから，通常の
救急業務だけでなく，紛争地帯や災害現場での活躍も
期待される．さらに，将来の血液供給事情を勘案する
と，限りある医療資源の有効利用という観点から，臨
床上重要な意味を持ってくるものと考えられる．出血
性ショックに引き続き発症するALI やMODSの病態
解明や LEHの有用性を明らかにするため，今後さら
なる研究を積み重ねていく必要がある．

結 論

ラット出血性ショックモデルに対して，人工酸素運
搬体として開発された LEHを投与し，ショック後の
全身および腸管の組織酸素代謝を，1H-MRSを用いた
lactate，alanine の測定により，評価検討した．その
結果，LEHは天然型赤血球の約 1�2 の hemoglobin 濃
度で，天然型赤血球と同等に全身および腸管の出血性
ショック後組織酸素代謝を改善したことから，出血性
ショックに対して有用な蘇生輸液と考えられる．

本研究の内容は，第 30 回日本救急医学会総会および第
61 回 American Association for the Surgery of Trauma
で発表した．また，実験に使用した liposome-encapsulated
hemoglobin を供給して頂いたテルモ株式会社に謝意を表
します．
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