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序文

この研究は，大阪大学基礎工学研究科物費創成専攻化学工学領域の久保井亮一教授の

もとで 2008'"'-'2009 年に実施された.

本論文では，腎不全患者の治療として用いられている人工腎臓の新規な機能を志向する

デバイスとして，リポソームを固定化する中空糸膜デ、パイスの創成と機能評価について取

組み，リポソーム固定化人工腎臓 (IL 班 -AK) を創成することに成功した. ILM-AK は従来

の人工腎臓が s 2 ・microglobulin などの過耕成分を単に除く機能で、あったことに比べて，リ

ポソーム本来が有する多様なタンパク質との相互作用および最近大きな問題となってきて

いるストレスを低減する機能を付加できる画期的な治療デバイスである.本研究では，中

空糸膜の分離機能を維持したうえで新たな機能を発現できることをミニモジューノレスケー

ノレでの in vi t1 り評価にて確認することができた.次世代の新規な人工腎臓として有望である.

大阪大学基礎工学研究科
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序論

リポソームは，外部環境やストレスを認識してタンパク質/ペプチドなどの生体物質と相互作用し，分子シャベロ
ン様機能(タンパク質リフォーノレディングの介助機能)，酵素様機能 (LIPOzyme 機能)など，各種の潜在機能を誘導す
る事が明らかにされつつある.ここでは，血液透析操作により，通常より高レベルのストレスに暴露されていると
考えられる透析患者のストレス負荷を低減させることを目的として，リポソーム閤定化人工腎臓(I LM-AK) の創製と

機能評価を試みた.

第 1 章持続人工腎臓の創製と既存人工腎臓の課題

血液が人工物との接触により誘起されるストレス応答反応(凝固反応)を抑制するために、素材、血液流れを工
夫した中空糸膜モジュールシステムを創製した.このシステムは実際の臨床使用において，最長で 1 週間抗凝閤剤
無しでの使用という世界最長期間の体外循環を記録したが、ストレスを一部でも負荷すると体内機能の梅端な低下
が誘導される。特に，モジューノレ膜部分の負荷が大きい事も明らかにした。また、患者のストレス状態を解析する
ために、特定のタンパク質を数百倍に濃縮する膜分離デバイスを創成し、従来にない微量の分析を行うことを可能
とした.本デバイスを使用したプロテオーム解析を行ったところ，透析患者の非常に多くのタンパク質が切断・変
性されており、血液が高いストレス負荷状態にある事を明らかにした。これらの結果から、次世代型デ、パイスには、
1)生体適合性の高い，優れた親水性膜表面の創製、 2) ストレス損傷を受けた生体内環境の修復機能を有する生
体膜機能の創製が必要であることがわかった。さらに、 Build 幽 Up 型人工膜材料設計手法に併せて，モデ、ノレ生体膜(リ

ポソーム)の機能利用をコアとする Build ベJp 、Break-Down 統合型の設計手法の必要性が恭され、新規人工腎臓開発
の課題が明らかにされた.

第 2 章親水性ポリマーの構造解析とリポソーム画定化デバイス設計に向けた基礎検討

まず、親水性高分子の表面構造と非付着特性との関係について検討した.膜モジュール基材で、あるポリスノレホン
膜 (PSf) をポリビニノレヒ。ロリドン (pvp) を用いて親水化処理し，高分子膜表面の水分子の特性解析，ならびに，

タンパク質などの生体成分との相互作用を解析した。親水化処理した基材表面では、合水率が高く、これに対応し
て、各種タンパク質の吸着が抑制され，血小板の吸着は特定の親水性高分子分率 (PVP/PS f= 114) 以上にて急激に低
下することを明らかにした.また，リポソームを膜に充填したモジュールを作成して(リポソームは未固定)、膜デ
バイスの基礎的な特性を評価したところ、人工腎臓としては十分な機能を維持できることを確認できた。また、潜
在活性ペプチドを吸着分離して抗酸化ストレス機能を付与し，体内の酸化ストレスを抑制するモデ、ノレ実験について

検討し、 SOD LIPOzyme 充填型モジュールでは、 SOD 様活性の誘導が可能で、ある事を示した。ただし、米回定ゆえ
にリポソームの溶出・凝集が確認された。また、人工腎臓内の圧力・流れの解析モデルから，モジューノレ内で、の憾
過による負荷が大きく，その内部においてストレス局在領域が存在する可能性が示唆された.

第 3 章 リポソーム回定化人工腎臓(ILM 圃 AK) の創製

リポソームを安定した状態(非溶出、非凝集)にて使用するために、リポソームが分離膜の中に内包されたジポ
ソーム間定化人工腎臓(I LM-AK) の創製を試みた.固定化のために， リポソームをマトリックスゲルで内包させ
ることを考案し，天然型の親水性高分子を活用する事も視野に入れて検討した.各種マトリックスゲノレの特性を解
析した結果，天然型のキサンタンガム(XG) を用いることにより，非常に高い含水状態のゲルを作製する事が可能で、
ある事がわかり、ポリエチレンイミンと架橋剤を用いて架備させたゲノレであれば 98% 程度の高含水率を達成でき

ることがわかった。また，このゲルでジポソームを分離膜表層の空隙に内包できることも確認した.さらに，人工
腎臓用中空糸膜モジューノレ内部に固定化することにも成功し，この ILM-AK に内包臨定化されたりポソームは最小
眼 2 週間程度は安定に存在することを確認した.得られた ILM-AK の機能を最大限に活用するためのデバイス設計
を行い，このモデ、ノレ系を用いて，アミノ酸およびタンパク質の分配特性を検討した。 ILM-AK においては、疎水性の
アミノ酸の吸着が強く、また、インシュリンなどの水素結合不安定な (ρ 値の低い)タンパク質との相互作用が強

いなどの特徴があることが確認できた.

第 4 章 IL l¥ふ AK の次世代型新規人工腎臓としての評価
I止LM. 舗孔 .

化，ならびに，生体内環境修復を目的として， タンパク質(炭酸脱水酵素: CAB を使用)のリフォールディング実

験を行い， ILM 聞 AK では構造が異常化したタンパク震を取り込む機能があること、および、高いリフ

まとめ

本論文では、腎不全患者の治療に用いられている人工腎臓に代わる次世代型の新規な人工腎臓を志向するデバイ

スとして、リポソームを悶定化した中空糸J] 莫デバイスおよび基材の意IJ 成と機能評価に取組み、 ILM-AK の創成に成

功し、これが、ストレス負荷の低減機能を有することを確認した。



序論

腎臓の機能を失った慢性腎不全患者の腎臓の代わりに尿毒症の病因物質を血液中から分

離・除去するために，血液透析療法としづ治療が行われており，ここでは透析器(Dialyzer)

と呼ばれる人工腎臓(Artificial Ki dney) が使われている (Fig. l).人工腎臓に要求されている特

性は，一般的には①有害物質の選択的除去，②塩・水分の調節，③生体適合性であり，この

ほかにも，最近では軽量であることなどの取り扱いの容易さなどが望まれている.人工腎臓

には，微細な孔を有する膜が用いられており，有害物震の選択的除去，塩・水分の調節を櫨

過，透析および吸着により行うことができる.その中でも中空糸膜を利用した人工腎臓は，

I 万本近い中空糸状の高分子多孔質膜で構成されており，平膜タイプに比べて充填血液量を

少なくすることができるためにコンパクトで取り扱い性が優れており，広く普及している.

Blood 

噂盟r

Si 之e of hollow fiber membranes 

Inner diameter [μm] 200 

Outer diameter [μm] 280 

しength [cm] 

Nano-porous hollow fiber 
(over 10 thousands included) 

25 

Fig.1 Hemodialysis and Artificial kidney(Dialyzer) 

この血液透析は， 1912 年アメリカの Abel により初めて動物実験が行なわれ， 1945 年には

オランダの Kolff により回転ドラム型人工腎臓が発明され，救命に成功した.本格的に治療

法として普及したのは 1960 年代からであり， 1960 年にはノルウェーの Kiil によりキール型

人工腎臓が，そして中空糸型人工腎臓は， 1967 年に Stewart により発明された.このよう

に，人工腎臓の開発が進むと共に患者の病態も明らかになり，病態を改善研究と人工腎臓の

l 



開発が進んできた. 近年では，長期透析患者の合併症の一つである手根管症候群において患

部に沈着する主体の成分が s 2 -microglobulin (分子量 11800) であることが報告されて以来

(下条他， 1985) ，分子量 1 万以上のタンパク質の除去に注目が集まった.臥液透析療法では，

IIll液中の血球や Albumin (分子量 69000) など有用なタンパク質が血液中から過度に漏洩す

ることを防ぐ必要がある.そのため，分子量が 2'"'-'3 万の Albumin に分子量が近い有害物質

の除去を行うためには，よりシャープ。な分画特性の膜が要求され，膜の分離特性の向上もし

くは，血液ろ過透析などの使用方法に関する研究が集中した.一方，近年，合併症の涼因物

質が， Albumin 近傍やより大きな分子量領域にも存在することが報告されるようになり，こ

のような透過による物質除去だけでよいのかという問題提起が透析医学会や研究会でも言わ

れている.造血作用を阻害する物質や透析掻痔症を誘起する一部の新しい物質においては，

これを選択的に吸着.除去できるような特性の膜の開発が期待されている. しかしながら，

その医療的な根拠にはまだ不明な点も多いことや， Albumin よりも大きな分子量の物質を櫨

過のような官和、分けの原理にて除去することは困難である.これを改善するために，ポリメ

タクリノレ酸メチル膜の吸着特性を用いた除去の研究が進められている (Kobayashi et 

al.， 1986 ，Sugaya ， 1999 ;山田他， 2004; 菅谷他， 2005; 菅谷{也 2007) . しかし，このアプ

ローチも必ずしも十分というわけではなく，それらの病因物質を完全には取り除くことはで

きない.さらに，本質的な開題として，これらのアプローチは s 2 ・microglobulin もしくは，

その他の成分を除去するという考えで、あって，除去した物質自体の有する機能が発揮させず

に体内から除去してしまう危険，あるいは，その他の，本来必要な成分をも取り除いてしま

うというリスクも併せ持つ.本来は，異常な状態にならないように，事前に調節機能が働く

デ、パイスであることが望ましいが，現在は間欠的に短時間にて蓄積されたものを除去する方

法にとどまっている.さらには，血液透析治療をはじめとした体外循環治療の課題として，

体外循環を行うこと自体のヒトに与えるストレスの問題がある.古くは，人工物と車液が接

触することによって起こる血液J疑問反応を抑えることができず，体外循環を行うことすら長

らくできなかったが，血液の凝固反応を抑制させるへパリンなどの抗凝固薬が 1918 年に

howell により研究され，臨床にて体外循環を行うことを成し遂げた.しかし，抗凝固薬の投

与は，体内での出血のリスクや長期使用時における副作用のリスクがあるために，完全なも

2 



のではなく，抗凝国薬を使用しないで治療できる低ストレスの人工腎臓の開発が期待されて

いる.さらには，血液透析中に，血液が酸化ストレスを受け，動脈硬化を引き起こすことが

言われており，血液中で酸化損傷を受けた駿化 LDL が高濃度に存在することが分かつてい

る(It abe et al.， 1996). これを改善するために，抗酸化作用を有しているビタミン E を透析膜

表面に国定化した人工腎臓も市販されている (Girndt M et al.， 2000; Miyazaki H et 

al.， 2000;Shimazu T et al.， 2001). しかしながら，血管の年齢が健常人に対して約 20 年も允

進しているという状況を改善するまでには，まったく至っていない.また新たに，糖尿病を

原疾患とする透析患者が導入患者の半数以上を占める状況になってきており，透析患者にお

いて， 8-hydroxydeoxyguanosine (8-0HdG) という， DNA の構成成分であるデオキシグア

ノシン (dG) が活性酸素などのフリーラジカノレにより酸化されて生成した物質が高濃度に存

在することがわかっており，高レベノレのストレスに暴露されていると考えられる (Yokozawa

et al.， 1992). ちなみに，この 8・OHdG は，活性酸素の関与が示唆されている癌，心臓病，

脳卒中などの生活習慣病患者においても高濃度に存在しており， DNA に損傷を与えるほどの

強いストレスを受けている状況であることがわかる.また，腎不全患者の病態との関係、も指

摘されている.アルツハイマー病も体内でのラジカノレとの関係が強く示唆されている病態で

ある.アルツハイマー病では，病理所見で，大脳皮質内に，老人班，神経原線維変化，神経

細胞死が見られるが，As (アミロイド 8蛋白)が脳内で重合(凝集)し易くなり，脳内に

蓄積し，アノレツハイマー病(痴呆症，認知症)を発症すると考えられている.脳アミロイド

3蛋白 (As) を形成(惹起)させる酸化ストレスには，過酸化水素などの活性酸素が関与

しているとも言われており，し、かに現代において問題となっている疾患がストレスの影響を

受けているのかがわかる.

このように，透析患者は血液透析操作により，通常より高レベルのストレスに暴露されて

いると考えられ，過大なストレスを与えてしまうことから，現在の人工腎臓の生体適合性は

十分ではない.これらを本質的に解決する方法においては，再度，生体の機能に立ち返った

人工腎臓の研究が必要であると考えた.

そこで，注目したのは，生体の細胞膜機能である.細胞は生命体を構成する最小単位であ

り，その内部は各種の機能性界面(細胞膜)から構成される.細砲は，多重の膜構造から成り，
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援雑・多様な異相系界面(生体膜)を介した物質移動・反応過程を高度に制御した，しなやか

なマルチスケールの化学プロセスとも捉えられる.タンパク震などの高度に進化を遂げた要素

物質とは異なり，生体膜は，外部環境の変動，異相界面開士の相互作用を経て，界麗の特徴を

組換えて新たな秩序構造を形成する点が特徴的である.生命現象の根本を担うのが，その界面

にある「生体膜(B iomem brane) J のストレス応答であると考える事も可能である.細胞は

SQDCE(Safety ， Quality ， Delivery ， Cost ， Environment) を満たす最小の化学フ。ロセスであり，ユニ

ット生体膜に基盤をおく科学技術の創出により，新たな人工腎臓の創成に貢献できると考えら

れる.

さらに，その機能の鍵は生体膜に隠されていると考えられる.従来型の，細胞内部の要素

物質(遺伝子/タンパク質)の構造・機能に着目した Genome / Proteome に加え，生体膜そのもの

が誘導する潜在機能に主眼を置いた Membranome の重要性が認識されつつある. リン脂質二

分子膜から成る閉鎖小胞リポソームは，環境変動に応答して集合状態を組換えて特性を変化さ

せる分子集合体である.リポソームは，ナノオーダーの厚みの界面(約 5nm) に，水和水の相を

含む中~低誘電率の薄膜相を保持している点で特徴的であり，界面における静電的相互作用，

疎水性相互作用，水素結合安定性の制御により，高度な分子認識が可能である事が報告されて

いる (Yoshimoto et al.， 2007 ; H.T.Bui et al.， 2008) .さらには，環境変動(ストレス)条件下にお

いてダイナミックに膜特性を変化し， リボソームが必要最小限の要素物質を認識・集積化し，

酵素様機能を誘導する現象 (LIPOzyme 機能 L i posome + En 宣血豆)が報告されつつある

(Yoshimoto et al.， 2007 ; H. T.Bui et al.， 2008;Umakoshi et al.， 2008; L. Q.Tuan ，2008) .各種の報告の

中で，リボソーム自身が有する I( 動的)分子認識能 j が必須不可欠な現象となっている.この

様な， リポソームが有する分離機能をコア技術として， SQDCE を満たす人工腎臓を創成する

ことが，本論文の基本コンセプトである.

このリポソームは，膜を介してスケーラプル(30nm'"" 数十μm) な内水相を保持するため，各

種物質を封入した薬剤ベクターとして利用されるのが一般的であった.しかし，一連の研究

により，ストレスを負荷した場合，各種の機能が誘導されている事がわかってきた(Kuboi et 

al.， 200S). (a) タンパク質の構造形成を促進する機能 (Kuboi et al.， 1997;Yoshimoto et 

al.， 1999; Kuboi et al.， 1997;Umakoshi et al.， 2007) ， (b) ストレス条件でのタンパク質の膜透
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過機能 (Umakoshi et aL ，1998) ， (c) 環境を認識して凝集・融合する機能 (Yoshimoto et 

aL ，1999;Manayame et aL ，2002) ，などである.ストレス負荷によって初めて顕在化される潜

在機能群について体系的に解析し， リポソーム膜表躍とタンパク震の静電的相互作用・疎水

性相互作用，そして，膜の疎水環境における水素結合力が適切に制御された場合に，上記の

機能が誘導されている事が示されている.また，既に，リポソームを分離基材とした各種の

解析ツールが報告されている (Fig.2). 例えば， (i)周定化リポソームクロマトグラフィー

(l LC)(Y oshimoto et al.， 1998; Y oshimoto et al.， 2006;' Yoshimoto et al.， 2007) ， (i i) 罰定化リポソーム

分離膜 (ILM) ， (iii) 固定化リポソームセンサ ( I LS)(Morita et al. 2006;Morita et 

aI. 2007;H.S .J ung ，2007) ， (iv) リポソーム誘電分散解析法(LDDA)(Morita et al.， 2003;Noda et 
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Fig.3 Hierarchical structure of artificial organ 

リポソームの識別機能を， 静電的相互作肘，疎水性相互作用，al. ，2006) を用μる事によ り，

リポソーム膜の水素結合安定性について独立した物。性パラメータの解析が可能であそして，

る

このリ ポソームの多様な機能を活用 して，革新的な人工腎臓を!j IJ成す本研究においては，

Fig.3 には人工腎臓の構成に対して階層的に幣理した図を示した 制

現在は左側の

ることを目的とする

胞な どの要素を組み上げて大然臓器+を 再牛すること は理想的な姿ではあるが，

6 



人工的なアプローチのみによって人工腎臓が作られている.両者には大きなギャップとスト

レスが存在するが，そのギャプを埋めるべく，両者の特長を生かすことを試みた.具体的に

は，本研究では，既存の人工腎臓用中空糸膜にリポソームを固定化することを検討した.こ

れまで，リポソームの国定化として， (a) 物理的なトラッフ。法(Yang et al.， 1994) ， (b) 抗原一

抗体法(Yang et al.， 1998) ， (c) 疎水性のリガンド法(Hara et al.， 2000) ， (d) 共有結合法(Yang

et al.， 1999) ，その他を通して検討されている.しかしながら，固定されたヲポソームのキャパ

シティー，安定性の問題，カラム操作の困難性またはスケーラピリティの問題などがあった.

最近， リポソームが画定化された平膜も報告されているが，安定性は高くなく，実使用でき

るものではない.本論文では，膜自体の形態に着目して， リポソームを固定するより効果的

方法を開発した

Fig .4には従来の人工腎臓の機能と本研究で目指す人工腎臓の付加機能を対比させた.本

研究では，先にも述べたとおり，人工腎臓の除去機能に正常化機能を付加することを目的と

し，その達成手段として， リポソームを固定化した中空糸膜の創成と機能評価に敢り組む.

最終的な目的は，患、者の透析ストレスを低減するとともに，病態の進行抑制を目指すもので

あり，腎不全の初期段階であれば改善も目指す.この目的の達成のためにこの図に示した各

要素を明確にし，解決していく.本研究ではこのコンセプトの基本コンセプト部分までを確

認することを目的とする.

基本コンセプトの確認が終了した後には，治療を意識した実際のモジューノレを作製するこ

とになるが，このときは，し 1 くつかの新しいモジュール形態が考えられる. Fig.5 には，考

えられる実施形態を示した.今田検討した形態は，③の現在の人工腎臓の膜内部にリポソー

ムを回定イじする方法であり，②の血液と直接接触する部分に固定化した場合に比べて，約 50

倍のリポソームの闘定化が期待できる.ただし，車液と直接は接触しないので，拡散の速い

低分子量物質に効果が限定される恐れがあるが，流す液体をパルス状に脈動を与えることに

より，機能することも期待できる.また，透析液 (dialysate) が事情により清浄化できておら

ず， endotoxin などの発熱物質の混入が懸念される施設や国では，本モジューノレを用いるこ

とにより安全に透析治療を行えることが期待できる.

またこの他の形態として，①のプレモジューノレや④のポストモジューノレという考えもあり，
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この場合は膜の細孔径部分を血球が通る程度に大きくしておくことにより，全血を膜に通過

させて細胞膜とヲポソームを藍接接触させることも可能になる.このとき，プレモジューノレ

として使用した場合は，血液中に存在する会合状態の物質をフリーな状態に庚して下流の人

従来型人工腎臓
新規人工腎臓(本研究)

での最終形態

①治療 |ん microglo 山 ど | 叫ん mi 吋
思想・目的のタンパク質除去 パク質の正常化、もしくは正常

なものを分別

-治療時のストレス低減

O 
②評価分析 lpω l~み . Membrenome などのタンパ

(開発時) パク質分析 ク質機能分析 I ~:!山プト
-自主化ストレス評価分析

(今国研究)

-リポソームを用いた生体膜動
的分子認識機能(多彩:抗酸
化ストレス機能も付与)
-素材から発生するストレスは
出来るだけ低減した親水性素

民四四四四回目白岡田『国ー自由自由

・機能を最大混に発揮させるシ
ステム形体

③開発ヂパ 十分離膜・吸着材による|付札

イス(機能) I特定物質除去(限定的)同〉

O 応用研究部分

(将来研究)

④評価
(最終)

-患者の延命、かゆみな
どの短期的な問題解決

側吟
-病態進行の抑制、できれば
改善0

・健常者と変わらないストレス

<基本コンセプト>

人工腎臓の有する除去機能に正常化機能を融合させる

従来型分離膜モジュールにリポソームの機能を付加

Fig.4 Final goal and research task of this study 
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工腎11 蔵により除去する機能が期待できる.ポストモジュールとして使用した場合は，中空糸

モジューノレに発生した酸化ストレスの低減を行うことが期待できる.今回は，③の形態を用

い，かつ，液の流れは中空糸の外恨!Jから内側に流すことを基本にした.これは，今回の研究

の最大の目的であるリポソームの由定化と膜に付与した時のリポソームの機能発現を確認す

るという基本コンセプトの確認のために，より， リポソームを安定に充填掴定化でき，信頼

できるデータを取り得る形体として採用したものである.

形体および処理対象成分、リ
ポソーム閤定化最

~①プレモシ・ュール(膜内部固定)
・全血(血球・血祭)処理

-リポソーム固定は膜表面積の 50 倍以上

②内表面回定
・全血(血球・血祭)処理

・リポソーム固定は膜表箇穏と間一

③外表面固定(膜内部盟定)
圃血禁処理(拡散の速い低分子のみ)

・1) ポソーム菌定は摸表面積の50 倍以上

キ¥④ポストモシ・ュー JJ， (膜内部固定)
・全血(血球・血祭)処理

-リポソーム固定は膜表萄積の 50 倍以上

Fig.5 New design of Artificial Kidney 

予想機能

タンパク質構造正常化

(会合状態分解)

下段モ泣レで除去

他の形体①、③、④の機能を併
せ持つ。ただし盟定化量が少な
く効果は低いことが懸念

血液とは直接接触しないので、
機能は限定的。

(外部混入毒素除去などには
有効)

上段モジュール内で受けた髄
化ストレスの消去(体内に持ち
込まなしり

本論文では 1""' 4 章によって構成され，全体の構成は， Fig.6 のフローによって示される.

第 1 章 持続人工腎臓の創製と既存人工腎臓の課題

血液は人工物と接触すると，凝固反応が進行する.この反応を抑制するために，抗凝間性

の膜を創製し，さらに血液にストレスを与えないように流れを工夫した中空糸膜モジューノレ
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システムを創製した.このとき，中空糸膜のみならずほかの部位においても素材や流れを変

えたモデ、/レ試験を行い，デ、パイス回路内でストレスを一部でも付与するとどのような結果と

なるのかについても実験検証を行った.ただし，次世代型テ、パイスを構築するために，生体

適合性の高い，優れた親水性膜表面の創製が鍵となる事は間違いなく，その際，既存の透析

膜システムと生体システム(体内腎機能)との比較より，次世代膜の創成の方向性を議論した.

また，腎不全患者のストレス状態を解明するために，透析患者の血液を主とする体液の研

究を行った.まず，タンパク質の高精度解析を行うために，タンパク質の分離性能を飛躍的

に高めたデ、パイスを作製した.このデバイスを用いると特定のタンパク質を数官倍に濃縮す

ることができ，従来にない微量の分析を行うことが可能となる.このデ、パイスを透析患者に

適用し，質量分析機を用いてプロテオーム解析を行ったところ，非常に多くのタンパク質が

切断・変性を受けて血液中に存在していることがわかった.すなわち， 現在の人工腎臓はス

トレス負荷の大きい不完全なものであることが，明らかとなった.

第 2 章 親水性ポリマーの構造解析とリポソーム固定化デバイス設計に向けた基礎検討

ILM-AK の設計に必要な基礎データの研究について述べた.素材の研究においては，膜モ

ジュール基材である味水性の Polysulfone 膜(PSf 膜)を水搭性のポリマーで、あるポリピ、ニル

ピロリドン(pvp) を用いて親水化処理した.このときの表面構造を解析し，親水性ポリマー

が効果的に存在することにより，タンパク質から血小板などの細胞成分の吸着を抑制できる

ことを確認した.これらの結果から，中空糸膜を用いることにより，ある程度，生体成分と

の無駄な相互作用，ストレスを抑制させた中空糸膜モジューノレを作製することができると考

えられ， リポソーム回定化中空糸膜に PS flP VP 膜を用いることとした.

次に， リポソームと分離膜が共存する状況下で起こる現象を， リポソームを単に充填した

モジューノレを作製して，膜型のテ、パイスとしての特性を調べた.ここでは， リポソームが充

填されている状態での基本的な膜特性を調べるとともに，機能を確認できる併として潜在活

性ペプチドを吸着分離して抗酸化ストレス機能を付与し体内の酸化ストレスを抑制するモ

デ、/レ実験について検討し， Lipozyme 充填型中空糸!模型人工腎臓 (LLM) を用いて， SOD 様活

性などを調べた.
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これらのことから， リポソームを導入した中空糸膜モジュールでも，パッチ系で得られた

知見と同様の現象を発現させることが可能であることが示唆された.また，最後には， リポ

ソーム圏定化中空糸モジューノレを設計するにあたっては，モジュール内の流れを把握するこ

とが重要であり，これを予測するシミュレーションシステムの確立を試みた.

第 3 章 リポソーム固定化人工腎臓(ILM-AK) の創製

透析患者のストレス負荷状態を改善するために，モデ、ノレ生体膜(リポソーム)が分離膜の中

に内旬されたリポソーム固定化膜モジューノレ(ILM-AK) の創製を試みた.屈定化のために，

リポソームをマトリックスゲ、ノレで、内包させることを考案し，天然型の高分子を活用する事も

視野に入れ，できるだけ，水の運動性を高めるために高含水率で、のゲ、ノレの倉IJ 製を試みた.ま

た，このゲノレでリポソームを摸表層の空隙に内包できることも確認した.さらに，人工腎臓

用中空糸膜モジューノレ内部に国定化することも検討し，この ILM-AK に内包囲定化されたリ

ポソームの安定性を 2 週間まで調べた.得られた ILM-AK の機能を最大眼に活用するための

デバイス設計を行うために， リポソームの機能がどのように発現されるのかについて基礎評

価を行った.ここで，回定化されたリポソームの機能確認として，アミノ酸の分配特性，タ

ンパク質の吸着特性を確認し， リポソームが存する本来の機能が維持されているのか否かを

E在百忍した.

第4 章 ILM-AK の次世代型新規人工腎臓としての評価

ILM-AK の人工腎臓機能としての評価を行った.ここでは 2 種類のモデ、ル実験を行った.

つ目は，タンパク質のりフォーノレデ、イング実験で、あり， molten globule 状態 (3 次構造は変化して

いるが，コンパクトで比較的安定に存在する状態)のタンパク賀を患者の変性タンパク質と

仮定して， リポソーム固定化膜との棺互作用を調べた.二つ巨は，患者のモデル液として腹

膜透析治療患者の置換液 (CAPD 液)を用いて， ILM-AK およびリポソームを臨定していな

い単なる中空糸膜のみのコントロール (AK) を通過させたときの成分変化を調べた.さらに

新しい試みとして，単にタンパク質の最を議論するにとどまらず，本人工腎臓の新規な特長

を評価するために，当研究室にて開発されたメンブレンチップ。を用いた Membranome 解析
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を試み，メンブレンチップによって測定することができるストレス状態の変化を調べ，

ILM-AK ではストレスの影響を抑制できているのかを確認した.

、
第1章:持続人工腎臓の創製と既存人工腎臓の課題

-血液低ストレス材料・中空糸膜モジュールシステムの創成と

システム内ストレスの解析
-血液透析患者のタンパク質ストレス状態解析(プ口チオーム)

/ 

門

V 、
第2章:親水性ポリマーの構造解析とリポソーム国定化

デバイス設計に向けた基礎検討
関親水性ポ1) マーの水中での構造解析と吸着特性

圃リポソームの特性を活用したデバイス設計
・人工腎臓カラムの流動特性設計手法の確立

¥ ノ

G一
第3章:リポソーム匝定化人工腎臓(I LM-AK) の創製

-リポソーム固定化中空糸膜のためのマトリックスホ。リマー設計
.1) ポソーム固定化の研究と安定性確認
周基礎物性解析、 1) ポソーム特性の発現の確認

、、

くL
第4章 ILM-AK の次世代型新規人工腎臓としての評価

・分離機能を有するリポソーム膜の特性把握

-腎不全患者のストレス低減の確認

Fig6. Flow Chart of Present Thesis 
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第 1 章持続人工腎臓の創製と既存人工腎臓の課題

1-1 緒言

腎臓の機能は尿の生成・排世をはじめとして，ホノレモン分泌など多岐にわたる.今だ，こ

れら全ての機能を代替できるような人工腎臓は存在しない.現在，腎不全の治療法としては，

血液浄化療法，腹膜透析，腎移植があるが，わが国では，一部の腎機能を代替する車液透析

療法が主に行われている.血液透析療法は，慢性腎不全患者の体内に蓄積している尿毒症の

原因物質である尿素，クレアチニンなどの低分子量の老廃物や過剰水分を取り除くために行

われる. 1945 年に W.J.Kolff が，セロファン膜を用いた「匝転ドラム式j 人工腎臓での救命

に成功して以来，血液人工腎臓が多く使用されるようになり，最近では内径が約 200μm の中

空状多孔体繊維(中空糸膜)を利用した血液透析器が人工腎臓として主流となっている.

この血液透析療法により，多くの人々が救われ，現在では透析療法を受ける人は国内で 25

万人を越えるようになった.また，人工腎臓の使用量も国内で年間約 3000 万本を越え，人工

臓器の中でも産業化に成功した一例といえる.しかし，一方で血液透析療法を 10 年以上受け

るような長期透析患者が増加し，骨・関節異常，末梢神経障害などの合併症が出現してきて

し1 る.

このような背景により，現在の人工腎臓の研究・開発は，救命・延命から QOL (Qua 1i ty of 

Life) の向上へと関心が移りつつある.しかしながら，原因物質として注目された s2 ・IDlcro.

globulin についても，この濃度だけが病態に関与しているわけではなく，単純な除去のみで

人工腎臓としての機能が完成されるわけではない.また，透析治療時に引き起こされる酸化

ストレスについても，問題視されてきている.

本章では，まず，血液を介した治療に人工材料を用いる場合の大きな障害である抗血液凝

固の極限を追求した抗車栓性持続除水人工腎臓システム研究開発を例示し，生体がデ、パイス

中で負荷されるストレスについて検討した.さらに，ストレス負帯条件における患者の血液

状態に関する研究成果に基づいて既存治療の問題点を示し，生体機能に学んだ新規な人工腎

臓開発の必要性について述べる.

13 



(1)抗血栓性人工腎臓システム

急性腎不全の患者の多くは，出血領向や出血性病変を有しており，長時間，抗凝固薬を投

与し続けることは危険である.このような患者に対して抗凝固薬を必要としなし、かあるいは

極く少量の使用で治療を行なえる抗血栓性持続除水システム (Antithrombogenic

Continuous U 1t rafi 1t ration System :ACUS) を開発した.トータル・システムとしての ACUS

の技術ポイントは血液が接触する全内表面積の約 9 害IJ を占める中空糸膜の抗血栓性システム

の開発と，他の血液接触部位も血液に対してストレスを与えないように工夫したシステムを

完成させることで、あった.本人工腎臓システムの研究開発は東レ株式会社と新潟大学医学部

および新潟県内の医療機関との共同研究にて進められ，筆者は中空糸膜に用いる抗血栓性ポ

リマーの設計・合成および中空糸膜の構造解析を担当した.ここでは，担当部分を中心 lこ，

全体のメカニズムについての検討結果を中心に報告する.また ACUS の臨床評価で得られた

性能ならびに血液適合性に関する知見も合わせて報告する.

(2 )新しいタンパク費分離デ、パイスの研究と臨床プロテオミクス活用

臨床プロテオーム解析は，血液中のタンパク質を解析することにより，患者の病気の

診断および患者にとって副作用のない薬の選定を可能とする技術として期待されている.

Biomarker 
determination 

Conventional methods 
by LC/electrophoresis 

Clinical specimen 
(plasma ， serum ， urine ， tissue ， cell) 

Pretreatment 

Fractionation by 2DE/2D 闘しC

Biomarker profiling 
MALDI ト-TOF- 剛ぷ

Peptide mass finger 巾prin 川1吋吋t討ing

Biomaker identification/target 
validation 

Fig.1 ・1 analytical procedure for proteomics 
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Fig.l ・1 に臨床プロテオームの解析手}I 慎を示した.血柴や血清などをはじめとする臨床サ

ンプルは，高感度の分析を行うために通常 f前処理」と呼ばれる処理を行い，目的とする

成分を含む分間に精製する.その精製処理を行った後に，タンパク震を同定する

MALDI -TOF- MS/MS 法や nanoLC/ESI -MS/MS 法などによって，血液中や細胞中のタ

ンパク震を同定し，患者の病態解析や，新規薬物の開発を行う. Fig.I-2 に血液中のタン

パク震の割合を示した.研究開発の指標となる患者特有の微量タンパク質を同定するた

めには， Al bumin などの必ず存在しているタンパク質は高感度分析に対して不要な不純

物となってしまう.菌に示したタンパク質は，どれも必ず存在しているタンパク質であ

り，ターゲットとなる微量タンパク質は全体の 1% 未満である.したがって，高感度な

分析を行うために，分析の前処理として血液からこれらのタンパク質を敢り除くことは

必須であり，多量に存在するタンパク質を除去したのち， 2 次元電気泳動 (2DE) もし

くは 2 次元の電気泳動を (2D も C) を行った後に質量分析による解析を行うことが必要

である.
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・

C9 complement 

Fig. 1-2 Relative quantity of plasma/serum proteins 

従来より，タンパク質の前処理用デ、パイスとして，デ、イスクアイノレター型のタンパク

費分画フィルターや遠心チューブ型のタンパク震濃縮器が主に研究用として市販されて

いる(販売会社としては， Millipore 社や Whatman 社等)が，これらはいずれもプロテ
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オーム解析のための充分な分離性能を備えておらず，現状は欧米の会社を中心に市販さ

れている抗体を用いた Albumin を主とする特定のタンパク質の吸着カラム (Agilent 社

等)が主流となっている.しかし，抗体で取り除けるタンパク質の数には限りがある.

すなわち，これらは，分画性能，濃縮性能，微量検体への対応性ではまだまだ不十分で，

質量分析装置と組み合わせて使うには難がある.

そのため，鵠床プロテオーム解析分野においてはタンパク質を大きさ別に分離可能な

膜分離システムの開発，つまり高度(ナノサイズレベル)に膜のポアサイズ(孔径)を

コントロールし，タンパク質の吸着を極限まで抑えられる技術の開発が強く求められて

いる. 筆者らは，これらを解決するために，分析の阻害物質を除去するシステムの考案を

行い，タンパク質を分画するシステム (HFMD) を完成させた. Fig.1 ・3 にその HFMD シス

テム概念図を示す.本システムでは Albumin などの高含有量タンパク質がし、ずれも高分子

量であることに着目し，分離膜を用いて低分子量タンパク質のみを透過させ，さらに，細か

い濃縮膜によって水を除去し，高濃度に濃縮された特定領域のタンパク震を閤収するという

Remove Detectable 

一oε
』

.~川's~~

'"¥PC. i 

〈グy 、
、£ぷf 

グ

High abunda l1 f proteins 
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Concentration Mass spectrometry 
detection limit 
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(a)Original plasma/serum 

High ← M.W. → Low 

(b )Treated plasma/serum 

Fig. 1-3 Principle of separation and concentration of LMW proteins 
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システムである.

本研究では，分間システムの研究を行うとともに，このシステムを用いて，腎不全患者の

血液のプロテオーム解析を行い，ストレス負荷された腎不全患者の血液が，いかに正常な状

態から逸脱しているのかを明らかにした.

1-2 実験

1-2-1 抗血栓性人工腎臓システム

(1) ポリマーの合成

メトキシポリエチレングリコールメタクリレート" M900G" (エチレンオキシド部分の平

均重合度 90 ，重量平均分子量 4060 ，新中村化学工業(株)製)をジメチルスノレホキシド (DMSO ，

東レファインケミカル製)に溶解した後，アクリロニトリル (AN ，三井化学製)と 2，2'- ア

ゾピス包，4- ジメチルパレロニトリノレ (ADVN) を加えて，窒素雰囲気下の密閉容器内で 41
0

C ，

48 時間の条件にてラジカル重合を行った .このときの各成分の組成比 (wt%) は

M900G:AN:DMSO=9.6:22 .4 :70 ， ADVN は 0.05w% に調整して実施した.重合後，メタノー

ノレ中で残留モノマーを抽出した後に 30
0C で 48 時間真空状態にて乾燥させて，抗血栓性ポリ

マー (PAN-PEO) を得た.

( 2) 中空糸の製膜

PAN -PEO とPAN を DMSO に混合させ， 90
0

C で 6 時間溶解し，紡糸原液を得た.得ら

れた訪糸原液を環状スリット型中空口金から， 1. 2g/min の割合で空気中に吐出した.同時に

中空内部にはきま素ガスを 30m mA q の圧力で注入した.乾式部分の長さは 4mm ，凝闘浴には

47 0C の水を用いた.水洗後 62% グリセリンで前処理した後， 85
0

C75% のグリセリン水溶液

で 5% の弛緩熱処理を行なって 19m/min でサンプリングした.

( 3 )膜の構造解析

PAN-PEO 中空糸摸は篭界放射型走査電子顕微鏡 (FE-SEM) で，またオスミウム酸染色
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した後，透過型電子顕微鏡 (TEM) で観察した.さらに，内表面から約 50A の部位での PEO

の濃度および内表面から深さ方向への PEO 分布をそれぞれX 線光電子分光法 (XP8) およ

び二次イオン質量分光法 (8IM8) で測定した.

(4) 動物実験

正常な家兎およびピーグル犬においてへパリンを全く投与せず，自然庄での体外循環を行

ない，血小板数の変化と膜への血液成分の付着を既存の膜と比較した.

( 5) 臨床評価

28 例の患者に ACU8 治療を処方し計 48 本の PAN-PEO 中空糸モジューノレをへパリンなど

の抗凝固薬を投与せずに使用した.

1-2-2 タンパク質分離デ、パイス

(1) ミニモジューノレの製作

ポリカーボネート製の直径 5mm ，長さ 12mm のケースに中空糸膜を 40 本または 100 本を

組み込み，ポリウレタンを用いた遠心成形法にてモジューノレ化を行った.

(2) デキストランを用いた膜分離特性評価

Fig_1-4 に評価システム罷を示した. FULKA 社製デキストラン Mw"'-' 1500(No.31394) ， 

M w  '"'"' 6000(No.31388) ， M w  15000'"'"' 20000(No.31387) ， M w  '"'"' 40000(No.31389) ， Mw'"'"' 

60000(No.31397) ， Mw"'-'200000(No.31398) を各々 0.5mg/mL (溶質全体では 3.0mg/m L) 

になるように蒸留水で溶解し，デキストラン水溶液(原液)を作成した.

原液循環流量，櫨過流量が所定の流量になるように流速を調整した.次いで，充填して

いるモジュールの鴻液側の限外櫨過水を廃棄した後，室温 (25 0C) にて滴過を開始した. 0分

から4分後の液を採取し，その後も 4 分毎にモジューノレ原液入口，出口および瀦液サンフ。ノレを

採取した.通常は， 4'"'"'8 分後のサンフ。ル液を用いて，ふるい係数を算出した.これらのサン

フ。ル中のデキストランの示差屈折率よりデキストラン濃度を測定し，これらの測定値からデ
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キストランのふるい係数を算出した.

デキストラン濃度の測定は，次のように行った.サンプヲングした溶液を締孔径 O. 5ミク

ロンのフィルターで鴻過し，その滴液をGPC用カラム(東ソ ~TSK-gel-G3000PWxl.) ，カラム

温度40
0

C ，移動相を液クロ用蒸留水1m L/min ，サンブツレ打ち込み量100μ1 で分析を行い，示

惹毘折率計(東ソ一社製 RI-8020) にてslice time O.02min ， base-line-range 4.5'""'1 1. 0min で、

測定した.カラムのキャリプレーションは，測定直前に単分散のデキストラン (Fluka 社製デ、

キストランスタンダード No.31416 ，No.31417 ， No.31418 ， No.31420 ， No.31422) を用いて行

った.キャリプレーションでは，各デキストランスタンダードを No.31416 ，No.31418 ， 

No.31422 とNo.31417 ，No.31420 に分けて，各々 O.5mg/mL に溶解し，各々のピークトップの

retention time と重量平均分子量をプロットし，指数近似曲線を求めることで、retention time 

と重量平均分子量の関係を求めた.ふるい係数は，モジュール原液入口の示差脂折率値 (C J ， 

出口の示差屈折率値 (C O ) ，轍液の示差屈折率値 (C r) を測定し，以下の式によりふるし司系数

(SC) を算出した.

Sc=2C r/ (C j十 C
O

)

filtrate 

effluent Dextran stock solution 

Fig. 1-4 Experimntal Setup for Pore Size Characteristics of Membrane Filters 
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1-3 結果および考察

1-3-1 抗血栓性持続除水システム(A CUS) の設計

Table1-1 fこ， ACUS に用いた要素技術を， Fig.1-5 にシステム全体図を示した.ここでの，

抗血栓性化の技術は大きく 2 つに分類される. 1 つは抗血栓性材料技術で、あり，抗血栓性材

料としての PAN.PEO ボリマーおよび抗凝固剤であるへパリンを固定化した材料を採用した.

本システムの全内表面積の約 9割を占める中空糸膜は PAN-PEO コポリマーから作られてお

り， Fig.1-6 に示すように，親水性のポリエチレングリコール (PEO) を含み，抗血栓性の

特性を有するアクリロニトリノレ (AN) とメタクリル酸メトキシポリエチレングリコールと

のコポリマー (PAN-PEO コポリマー)と，強度を向上させるためのアクジロニトリルのホ

モポリマー (PAN) からなるポリマーアロイ膜である.内径は 300μm であり， 0.25m 2の

面積のモジューノレを作製して臨床評価まで実施した.ここで， PEO は共重合ポリマーにおい

て， PEO の重合度と血小板付着との関係が研究されており， PEO 鎖が長い場合に優れた性

能を示すことが報告されている (Mori et al.， 1982) .このため，本研究では PEO 鎖には重合

度 90 のものを用いた.へパリンを固定化した材料は，膜以外の血液と接触するすべての部

分に用いた.へパリンは生体中にある酸性ムコ多糖で，高い血液抗凝闘性を有するため，抗

凝固剤として最も広く使用されている物震である.このへパリンを高分子鎖に結合させるこ

とにより，血小板の付着を抑制することが可能であり (Tanzawa et al.， 1973) ，ポリ塩化ピニ

ル鎖にジチオカブパマートを導入してメタクリル酸メトキシポリエチレングリコールとメタ

クリル酸 N， N ジメチノレアミノエチルを光共重合グラフトし，四級化して親水性カチオンマト

リックスを合成し，コーティング後へパリンを作用させたカテーテノレが製品北されている.

本研究で、のへパリン閤定化カテーテルには内/外径口 2.4 /3.3mm のものを使用し，田路には内

径 3.8mm のものを使用した.もう 1 つの抗血栓性技術は体外循環回路内の血流をストレス

なく流す方法であり，タンジェンシャルヘッダーという血液をモジューノレの側面から導入す

る方式の採用，各回路の接続部の段差の解消，患者から血液を取り出すチューブ、器具で、ある

カテーテノレの挿入法の工夫を行った.システム全体の血液容量は 30ml で、あった.
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盤強ゑ

Table 1・1 Designing of ACUS 

Elementary Technologies Elementary Parts 

Antithrombogenic M a t e r i a l s / S u r f a c e s E  
戸 4Fiber Membrane I l PAN-PEO P州ner ド~ I l tJ，"， I I V ' ，"-， III t.J I II"A II"" 

Heparinized Surface 
Header Parts 

Hemodynamic Modification 

Tangential Header 
Tubing 

Smooth Conection 

Catheterization Cathter 

帽喝嗣輔

Fig.1 掴 5 Flow sheme of ACUS. where arrows denote the direction of extracorporeal 
circulation. 
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PAN 
For improving 
mechanical Properties 

PAN-PEO 
For Antithrombogenic 
Properties 
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Fig.1 ・6 Chemical structure of PAN and PAN-PEO polymers used for preparing 

an antithrombogenic hollow fiber membrane. 

1 - 3 - 2 PAN - PEO 膜の構造と抗血栓性

紡糸条件を変えることにより膜

表面の構造が異なる種々の PAN

-PEOH 莫が{乍万 et で、きるが， FE

SEM で観察するとその内表面は

粒子の形態をした相分離構造をと

っていることが分かつた.その粒

子サイズと抗血栓性の指標として

のへパリンを全く投与しないピー

グル犬での体外循環時期との関係

を Fig.l ・7 に示した.表題の凹凸

パターンが大きくなるにつれて，

体外循環時間が短くなることがわ

かった.また，こうした相分離構

造は抗血栓性と深くかかわる血小

板付着にも大きな影響を及ぼして

10 

9 

8 
E 7 
‘問削. .  

ω 6  
E 
........ 5 c 

~ 4 rn 
コ 3 
tL 叩J 

σ 2  

O O 500 1000 1500 
Microstructure Size at the Inner Surface of 

the Hollow Fiber Membranes[A] 

Fig.1-7 Relationship between the surface 

microstructure of membranes and circulation time in 

unheparinized dog model 
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おり， I剖には示 していはいないが，体外循環時間が短いものほど血小仮の付着が多かった

すなわち粒子サイズが約 500A 以下になるように製l膜されたとき，安定な血液流量が維持で

きて体外循潔時間が延長し，また膜内表面への血小板付着も抑制されることが分かつた.

優れた抗血栓性を示した膜の構造をさらに詳細lこ調べると， Fig ，l-S および Fig_1 -9 にポす

よう な知l見が得られたすなわら，まず Fi g_l-S に示す膜断面の SEM および TEM 観察の対

比から，約 300 A 粒チから成る網円状微細構造の存在と 内表面付近での高渡j主の PEO の凝

集 (オスミウム酸で黒く染色されている)が示唆された 。

Hollow Fiber Membrane 

(a)Scanning Electron Microscope 
(SEM) 

(b)Transmission electron microscopy 

(TEM) 

←ー→100nm 

-ーー Inn er ー+
Surface 

Membrane 

←→ 100nm 
Fig_1 ・8 Cross sect ion of PAN-PEO membrane observed by SEM and TEM 
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(a)Concentration of PEO at the inner surface (x-ray Photoelectron Spectroscopy :XPS) 

45% (Depth 50A) 
(Ave .=18wt%) 

(b)Depth Profile (secondary lon Mass Sp 巴ctrometry:SIMS)

co-H開
』

HC山
口
巳

0
0

PAN-PEO/PAN 

alloy 

1μm 

Phase separation of L ー」

PAN-PEO/PAN (TEM) 

[
t
E
コ

O
凶
且
』

O 

PAN-PEO only 

200 400 600 

Depth From Inner Surface( A) 

Fig. 1-9 Concentration of PEO near the inner surface of the membranes 

また Fig.l'9 にX PS および SlMS による内表凶近傍の測定結果を示した膜巾の平均 PEO

含有量は 18wt % であるが，最表層においては 45wt% を示 し (XPS 測定)， PAN-PEO 中空糸

l艇の内表面付近に PEO 成分が高波度に凝集していることを定孟的に明 らかにすることがで

きた.また PAN-PEO コポリマー単独中空糸膜 (PEO 含有量は 18wt %) を作成し， PAN-PEO 

とPAN のブレンド膜を比較したと ころ，ブレンドl艇の)j が，よ面に PEO 成分が集積しやす

いことがわかった. 図中に製膜前総液の TEM 観察結果を示すが， 同じPAN 系のポリマー

であっても，PAN とPAN -PEO は相溶せず， PAN 相とPAN-PEO 相!とが相分離を起こす，

このため，ブレンド膜において表腐近傍にて PAN 相と PAN-PEO 相とが相分離を起こし，

表而に集積しやすい PEO 成分がぶ面近傍にて濃縮したものと考えられる
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1 - 3 - 3  動物実験を用いた抗血栓性効果確認と要因分析

正常な家兎および、ピーグノレ犬を用いて抗血栓性の評価を行った. ACUS システムに関しへ

パリンなどの抗凝固剤を使用しない条件下で犬を用いた体外領環実験を行った.

システムをI.カテーテノレと回路 II. モジューノレ・ヘッダー， 1lI.中空糸膜の 3 つに分け，

それぞれを既存技術のエレメントを使った場合 (C) と本システムエレメントを使った場合

(M) で組み合わせを作り体外循環可能な時間を測定した.結果を Table 1-2 に示したが，

すべて既拝技術のエレメントからなるシステムの場合はコントロールとしての体外循環可能

時間は，わずか 30-----40min であり，血栓形成のため血流が停止してしまった.また，部分

的に本技術エレメントを使った場合には 多少改善効果は出るがどの組み合わせも 100min

しか循環させることはできなかった.これに対して，システムすべてのエレメントに本技術

を使うと 500min 近くまで，循環時開が飛躍的に増大するという結果が得られた.すなわち，

血液を体外循環させると，改善していない部分に異常な凝固反応ストレスを受けてしまい，

それが起因となって，全体の性能が規制されてしまうことがわかり，全体にわたって生体適

合性の高いものでなければならないことを定量的に確認することができた.

Tablel1 ・2 Comparison of extracorporeal circulation time in dog model 

Combination of elememts Extracorporeal circulation 
Correlation of results 

Description 
time without heparinization 

with those of totally Elememts (min) 
modified version 

E E Mean: とSD n 

Control C C C 30 ，40 2 

Patially modifiied C C M 55 土21 6 p<0.005 

C M C 

M C C 45 土21 5 p<0.005 

C M M 50 土23 3 p<0.005 

M C M 70 土49 6 p<0.005 

M M C 99 :t 82 4 p<0.05 

Totally modified M M M 458 :t 302 24 

C ， Conventional; M ， Modified. Elements: 1 ， catheter and tubing ; II ，header (inlet ，outlet) and 
surface of potting material ;盟， fiber membrane 
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臨床での持続使用検討1-3-4 

臨床にて凝閤薬を使わない状態でどの位人工腎臓として機能したかを示したのが Fig.1 ・10

である. 48 本の人工腎臓を急性の腎不全患者に適用し，持続ろ過時聞はモジューノレ当り 5"-

217 時間，平均 34 時間であり， 12 時間以上機能したものが 75% あった.現在の持続式人工

腎臓では，抗凝固剤を使用しないと，数時間で使用できなくなってしまうことから，画期的

このシステムを用いしカミしながら，な持続治療として十分な効果が得られたと考えている.

システムを新しいものに交換しなければならなても，数時間で使用できなくなってしまい，

いったん大きく進んでしまうと，現在の技術では抑制す血液凝固反応は，い例がみられる.

これもしくは，より均一な親水性表面を有する材料設計を行うか，ることができないため，

らの暴走した反応を抑制するような機能を材料に持たせることがp 完成度の高いシステムと

して必要であることが課題として明らかとなった.

42Cases/28Patients 
Duration 
Range 5-217 hr 
Average 34hr 
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Fig. 1-10 Distribution of duration time of PAN-PEO filter modules clinically used. 
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1-3-5 タンパク質分離用中空糸膜の分離特性

次に血液成分の解析を行うための前処理システムの開発を試みた.まず，分離特性の評

価方法を示す.タンパク質分画デバイスの鍵となる中空糸の分離特性は，デキストラン水

溶液を用いて実施した. Fig.1 ・11 にデキストランでの分離特製の生データと解析結果を示

した.複数種類のデキストランを原液として送液し， i慮過されたろ液とそジュールをその

まま通過した魔液に分けることができる. Fig.1-11(a) の生データからわかるように，ろ液

の溶出時間は遅く， しかもより遅く出てくる低分子量成分はほぼ原液に重なっている.こ

れらの濃度から，各分子量ごとに計算を行い，分子量毎のふるい係数(Sieving Coefficient) 

を求めることができた.

(a) 
100 

訳書 Stock solution 

五80 1~~~Enrue 一一

"c 
z 
(!) 60 ・ 一一
〉

o 
<<s 

o 

~ 20 
喝4

<<s 
o 
‘ー 。。 5 10 

Elution time(min) 
15 

1.0 

ャ 0.9

(b) 

u 0.8 ・--~

20.7 
50.6 ・…ー…ー一一一

議0.5

304 ・

g' 0.3 

a; 0.2 
ω0.1 

0.0 
10 2 10 3 10 4 10 5 

Molecular weight ， Mw(Da) 

Fig. 1-11 Dextran sieving profile of the membrane.(a):GPC measurement profile of each 
solution.(b): dextran sieving profile for each Molecular weigh t. 

1-3-6 多段分離システムによるタンパク質分画設計

10 6 

Fig.1-12 に多設分離の回路図を示した.本システムでは， Albumin 濃度を 1 万分の 1 以下

にするために，分離膜を多段に組み合わせて使用している.各段では，膜の目づまりを避け

るために循環を行い，一定割合でろ過をかける.また，多段に分離した分画液を濃縮するた
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dilute solution 

effluent 

1 step 

Collection 
fluid 

Fig 1ぺ2 Multi 凶 Stage filtration system 

HMWprotein 

@し MWprotein

Fractionation unit 

Concentration unit 

めに，最後のステッフ。には高透水性で、あって，かつ分画したタンパク質などの成分を透過さ

せない，ち密な構造を有する膜を濃縮膜として開発した.

Fig.1-13 は分離膜と濃縮膜

の膜分離特性を示した.分離

膜に対して，濃縮膜は約 1110

の分画特性である.システム

としては，これらの膜の組み

合わせによってこの中間領域

の分子量を有する生体成分を

回収することができる.
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回 0.4

¥ c 
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Molecular weight 

Fig.1-13 Dextran sieving profile of the membrane 
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1 - 3 - 7  血清からの高効率タンパク質分離

Table 1-3 には，この分岡システム (HFMD) の特徴を他の市販されている分離方法に対

して比べた結果を示した. Albumin の除去率が高いという特長を有するうえに，多量の血

液を短時間で処理できる.また，これ以上の量へのスケールアップも容易である.これは，

他のシステムがカラム分離や抗体吸着，電気泳動などの吸着に関連する原理にて分離を行

っていることに対し，本システムは膜分離の単位操作のみによって分離精製を行っている

ためであり，本質的に大量・高速処理が可能である.

Tablel 1-3 Proteins identified in dialysis patients 

Capacity 
Device Separation 

mode 

Removal 
of Albumin 

(serum ， Operation Bioha 之ard & 
Contamination mUope 悶 tion

HFMD High-performance Reduce up to 0.5 事 5
membrane 1/10 ，000-1/100 ，000 

Agilent Ab affinity gel 

affinity column (HPL C) 

Amersham 

removal kit 

Affinity gel 

& Spin column 

Electrophoresis Electrophoresis 
(2DE ， Non-carrier ， etc) 

Conantrate 
low M.W. proteins 
to x 100-200 fold 

> 99% 

> 95% 

> 99% 

0.04 

0.015 

< 1 

1-2 hours Semi-closed 

Full automatic One ぺlse
cartridge 
Sterile 

4-6 hours 

Manual 

2-3 hours 

Manual 

2-3 days 
Manual 

Open 
Re-use 

Non-sterile 

Open 
Re 聞 use

Non-sterile 

Open 
Ready 欄 made

Non-sterile 

Figl-14 には HFMD を用いて血清を分離した結果を恭した.左側が電気泳動法によるタ

ンパク質パターンであり，右側はこの電気泳動ゲ、ノレを定最化した分布パターンである.最

も高性能と言われている Agilent 社の抗体カラムと，同じ膜分離方法として平膜タイプで

の遠心分離フィルターCSpin type 五lter) のデータを比較対照として採取した. 分子量が

67kD 未満のタンパク質において，血清が 9.2% であることに対して，他のシステムでは約
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Low M.W 
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200 

29 .5% 

Spin type 
filter 

67 

Agilent 
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37 
31 

22 

14 

6 

3 

HF 阿D

Difference in Electrophoretic Pattern Fig 1-14 

まだ多くのl高分子量タンパク質が残ってしまってい20~30%に濃縮することはできるが，

高分チ量領域を庫11これに対して HFMD では 80 % 以上に濃縮することができており，る.

左の写真でも多くのタンパク質を確認することが可能で的に低減することができている

HFMD の性能特あり，市販システムに対して飛躍的に高い性能であることを確認できた

性{直を Albumin とs，'microglobulin の濃度変化によって評価した結果を Table 1- 4 に示

した Albumin は血清中に 55 % 含まれているが，処理後は約 1 方分の 1 以 |、の量に低減す

。一方，1% 未満であるることができており ，処理後の全タンパク質中に占める割合も

30% 近く 回収することができることから，全タンパク質中にz'microglobulin においては，

市販これは，占める割合は 1 % を越えており ，約 300 倍に濃縮することが可能であった
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Tablel 1-4 Selective concentration prope 出es

Original plasma Recovered plasma 

T otal Relative 

protein content 

(mg) (%)* 

Total 
protein 

(mg) 

Relative Recovery 
content (%)* 
(%)* 

Albumin 
(67kDa) 

28000 0.3 0.001 0.5 

x 0.0091 fold ↑ 

s 2
ィnicroglobulin
(11.5 長Da)

A
『ハUn

u
l
-
-
-

nu 
円
/
』 0.67 34 A

J
&
l
J 

4
2 

x 275 fold 

* Determined by E Ll SA 

1-3-8 透析患者血液のプロテオーム解析

低分子量のタンパク質を高効率に抽出できることが確認できたため，実際の透析患者の血

液の解析を行った.質量分析は，タンパク質解析を行う前にタンパク質を酵素(トリプシン)

にてペプチドに切断してから行った. Fig.1 ・15 は健常人と透析患者の血.液をデバイス処理の

有無に分けて分析した時の液体クロマトグラフィー処理後のペプチドパターンである.デバ

イス処理がない場合は，健常人と患者の差は小さい.これは， Albumin をはじめとする，全

タンパク質に占める割合の多いタンパク質のピークが支配的となるため，微量成分のピーク

が隠れてしまい分かりにくくなっているためである.一方，デ、パイスの処理を行うことによっ

て，その差は明確になり，患者においては健常人には見られないピークが非常に多く観察さ

れていた.

Table 1-5 は分画したタンパク質を実際の質量分析機にかけて，タンパク質を同定した結

果である.タンパク質を切断したペプチドを用いて質量分析を行うと，得られた分析結果と

タンパク質のデーターベースから，存在することが確からしいタンパク質をスコアとして求
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HFMD 
Pretreatment 

L 

Normal 

Patient 

11 山 l

None 
(original plasma) 

L 
Patient 

tD 15 W 25 M 

Fig.1-15 Pretreatment e汗'e ct of HFMD 

Difference 

Score (*) 

15 

3 

J!J L$ !:4} さ 50 5S τ 1 5  !O さ5 争号

τ附(~~，

めることができる.表には，健常者に対して，透析患者の方が多く含まれているタンパク質

を挙げ，従来の非プロテオーム手法からの論文報告例も示した.この表にて明らかなように，

従来は一つ一つの物質に着目して，抗体などを作製しつつ研-究を進めるしかなかったが，こ

の方法を用いることにより，一度に異常な状態にあるタンパク質をリストアップすることが

可能になった.

また，興味深いことに， Caldesmon など，この分離操作では検出されるはずのない高分子

タンパク質もいくつか観察されていることがわかった.おそらく，フラグメント化して血

液中に存在し，このフラグメントが分画・検出されたのではないかと考えられる.このこと

とは，フラグメント化している状態で，多くのタンパク質が，血液中に存在していることを

示唆している.フラグメント化しているタンパク質は，本来の構造ではないことから，他の

物質，細胞などと結合しやすく，悪い影響を及ぼしやすい強いストレス状態であるとも考え
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Tablel1 ・5 Proteins identified in dialysis patients 

Protein 

Beta 之輔microglobulin

Plasma retinol-binding protein{PRBP) 

Heparin cofactor 11 (HC 田 11)

Complement factor 0 

Myoglobin. 

Macrophage colony stimulating 

factor ぺ(CSF-1) (MCSF) 

Caldesmon (CDM). 

Guanylin (Guanylate cyclase activator 

2A) (Guanylate cyclase 
Activating protein 1) (Gap-I) 

Thioredoxin (AT し.derived factor) 
(ADF) (Su げace associated sulphydryl 

protein) (SASP). 

Osteopontin(Bone sialoprotein 1) 

(Urina 叩 stone protein) (Secreted 
phosphoprotein 1) (SP1) 

Mw 

13829 

23386 

57242 

27517 

17110 

60804 

93307 

12848 

11892 

35594 

Reported infomation 

High level 

Detected in urin 

しowactivity

normal: 1.02 + 0.11 ug/ml~ 

ESRD:12.12 士 2.38 ug/ml 

High level 

ESRD;preHD: 1287 :t 380 U/ml 

C2 .4 times by normal) 、
ESRD;postHD: 1644 土 456 U/ml 

High level 

normal: 28.0+5 .4 ng/ml 、

ESRD;HCV ゃ: 112.3 土3.7 ng/ml 、

ESRD;HCV-: 69.7 土 3.3ng/ml

normal: 315.1 +117 .4 ng/ml 
ESRD:837.3 土 443.2 ng/ml 

られ，し、かに，この変性状態を改善するのかが，将来の人工腎臓としての課題として明確と

なった.

この他にも，われわれは，透析患者の血液に対する研究を行い，健常者と大きく異な

ることをいくつか明らかにしている.例えば， Fig.1 ・16 には，透析患者の血液が肥満細

胞に与える刺激を調べた結果を示した(山田他， 2004 ;菅谷他， 2005) .透析患者およ

び健常者の血液を液体クロマトグラフィーを用いて分子量ごとに細かく分画・分取し，

各サンプル別にラットの肥満細胞に接触させて細脆からヒスタミンが遊離する割合を測
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定したところ，透析患者において，分子量が 1 6 万近傍の分画成分に非常に強し味Ij激性

があることがわかった.

分子量が 1 6 万であることから，抗体であることが考えらるため，抗体カラムを用い

て，抗体と抗体でない分画に分けて，ヒスアミン刺激を確認したところ，驚くべきこと

に，この刺激成分は抗体成分ではなく，界面活性剤などで解離する会合体であった.す

なわち，抗体などの分子量 1 6 万の単独タンパク質ではなく，援数の種類からなる混合

物であることがわかった.さらに界面活性剤で分離した成分を 2 次元電気泳動法にてタ

ンパク震のパターンを解析したところ， Fig.l ・17 に示すように，全く異なるパターンを

示した.特に図中に示した lmmunoglobulin の kappa chain や Apolipoprotein では透

析患者においてはパターンがブロード化しており，末端変性もしくは構造異常が起きて

いることが示唆された.これらの物質は，血液中では会合して大分子量として流れてい

るために通常の透析膜では除去することができなかったと考えられる.これらの刺激成
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分はポリメタクリル酸メチル(PMMA )の膜素材に良く吸着することもわかっているが，

E 常化させるためには，この吸着型の人工腎臓でもその効果は十分とは言えない. した

がって，これらの異常タンパク質を低減させるためには，生体の持つ機能の助けが必要

であり，具体的には， リポソームの有する機能を活用して，会合体の抑制機能，もしく

は，s 2-mi croglobulin をはじめとした構造異常が起こったタンパク質の正常化機能を活

用する必要があると考える
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Fig.1-17 Difference in electrophoretic pattern bet 川 een dialysis patient and normal 

subject 

1-4 まとめ

人工腎臓の改良AJI 究と腎不全患者の病態に関する研究について述べた 血液の凝固反応を

抑制し，さらに血{伐にストレスを与えないように流れを工夫した中空糸膜モジコーノレシステ

ムを京IJ 製したが，その一部でも小完全であると抗血絵性機能の極端な低下が誘導される事が
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わかった.これらを解決する次世代型デノ〈イスを構築するために，生体適合性の高い，優れ

た親水性膜表面の意IJ 製が鍵となり，また，腎不全患者の非常に強いストレス環境下で受けて

いる血液の特殊性を鑑みると，人工膜に使用される高分子を Build-Up 型で設計する手法に

併せて， (モデ、ノレ)生体膜(リポソーム)の機能利用をコアとする腎機能 Break-Down 型の設計

手法の必要性が示された.

抗血栓性人工腎臓システムの研究においては， PAN-PEO 中空糸膜とへパリン化材料を

用いたパーツとを組み合わせ，血液がスムースに流れるデザインを取り入れることにより，

抗血栓性に優れた持続人工腎臓システム， ACUS を設計した.ここで， PAN-PEO 中空糸

膜の内表面には PEO が高濃度に凝集しており， 5ooA 以下の微細な相分離構造とともにその

優れた抗血栓性に寄与しているものと思われた.

ACUS は臨床系において抗凝固薬を全く使用せずに平均 3 2 時間，最長で 1週間の持続血

液鴻過が可能であり，現在世界最長の持続可能な人工腎臓である.ところが，動物実験にお

いて，各部位の血液凝掴すなわちある種のストレスが一部でも付与されると体内機能の極端

な低下が誘導される事がわかった. ACUS は世界最長の体外循環を可能にする人工腎臓シス

テムではあるが，さらにストレス耐性を考慮した次世代型デバイスを構築する必要があり，

そのためにも，生体適合性の高い，優れた親水性膜表面の創製が鍵となる.また， ACUS 膜

はそれほど物質透過性の高い膜ではないので，最新のポリスノレホン摸などへレベルの高い親

水性を付与することが，重要な鍵，課題となる.

分離膜技術を用いた新しいタンパク質分離デノ〈イスの研究と活用については，特定のタン

パク質を数百倍に濃縮する多段分画デ、パイスの設計に成功した.これを用いることにより，

従来にない微量の分析を行うことを可能とした.このデバイスを透析患者に適用し，質量分

析機を用いてプロテオーム解析を行ったところ，非常に多くのタンパク質が切断・変性を受

けて血液中に存在していることがわかった.また，細胞刺激性を与える成分は変成したタン

パク質の会合体であることも示唆されるデータを得ることができた.すなわち，透析患者血

液が過剰にストレスを負荷している現状が判明し，現在の人工腎臓はストレス負荷を低減で

きない不完全なものである事が明らかとなった.これを改善する画期的な治療法が必要であ

り，現在の人工物からの Build-Up 型で設計する手法には大きな限界があると考えられた.
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これらの研究結果から，単なる除去膜から， (モデ、ノレ)生体膜(リポソーム)の機能利用をコア

として，管機能の一部を Build-Up し，さらに Break-Down する統合型タイプの膜の創成が

必要であると考え，設計を試みることとした.ただし，これまでに， リポソームを含む人工

腎臓の研究例はなく，まずは， リポソームが存在した場合に膜特性・透過性としてどのよう

なものが得られるのか，人工腎臓全体として流れを安定化させることができる設計ができる

のかなどが具体的な課題として挙げられ，次章にて検討することとした.
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第 2 章 親水性ポリマーの構造解析とリポソーム回定化デバイス設計に向けた

基礎検討

2-1 緒言

前章において， ワポソームの機能を活用した中空糸膜モジュールの創成に取り組むことの

有用性が示唆された.ここでは，そこで課題として挙げられた，尿素や，水などの基本的な

除去成分に対して高性能な除去特性を有する中空糸膜材料に関する基礎研究，および， リポ

ソームを中空糸膜に適用した時の基礎的な特性(分離性能や，吸着特性など) ，人工腎)J蔵デバ

イスとして使用するときに必要なカラム特性シミュレーションに取り組み，新規な人工腎臓

意IJ 成に必要なデータ・情報に関する基礎検討を行った.

(1)親水性材料の創製

1章で議論された通り，人工材料は生体成分との吸着作用が強く，連鎖的なストレス応答

誘導の原園となる.このため，まず親水性高分子を材料表面に修飾した既存の高分子膜表面

の改質について検討した.より高性能な材料表面の創製のために，膜モジュール基材で、ある

ポリスノレホン膜(PSf 膜)表面をポリビ、ニノレピロリドン (pvp) により親水化処理し，高分子膜表

面の水分子の解析，ならびに，タンパク繋，血小板などの生体成分との相互作用の解析を行

った.

(2) リポソーム充填中空糸膜での機能評価

これまでに， リポソームを含有する分離膜の研究例はなく， リポソームが分離膜中に存

在した場合に膜特性・透過性としてどのようなものが得られるのかについてはほとんどわ

かっていない. リポソームについては，膜に回定化することを想定しているが，まずは，

リポソームを充填した状態で，膜の透過性などに及ぼす影響について検討した.また， リ

ポソームと膜が共存している環境において， リポソーム機能発現の可否も重要な確認項目

である.ここでは，タンパク質などの血液成分の評価に加えて，次に説明する酸化・抗酸

化に対する機能評価についても確認した.

スーパーオキシド (Superoxide) ，過酸化水素，およびヒドロキシノレ・ラジカノレなどの活

性酵素種(ROS) の作用は，生物系の潜在的な機能を理解する上で重要な課題になりつつある.
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それらは，低濃度条件では，各種代謝反応の活性化に寄与する事も報告されているものの，

高濃度の条件で細胞の生体高分子を破壊する，あるいは，アポトーシスを誘導する可能性

が示唆されている.

近年，腎不全患者への重篤な被害を誘導する可能性が示唆されており，血液透析との

ROS Creactive oxygen species ;活性酸素種)との関連性が注目されている.透析膜と白血球

の接触はROS を発生する事が報告されており，動脈硬化などの多くの病気に関連している可

能性が示されている CJackson et al.， 1995). 近年，透析膜の抗酸化特性を改善するために，

ビタミンE による透析膜の表面改質行われており (Suruhashi et al ， 1992) ，臨床的にも酸化ス

トレスが軽減される知見が報告されている (Wratten et al.， 1999). また， リポソームとピタ

ミンC.E を添加した透析液を用いるHemolipodialysis においても，酸化的ストレス低減の効

果が報告されている (Kobayashi et al.， 2003). しかしながら，誕来の方法論では，非触媒的

な抗酸化部を利用しているために，し、くつかの制限があることが示唆され，その課題を克服

した新規な透析装置の開発が期待されている.

リポソーム(リン脂質二分子膜からなる閉鎖小胞)は，ナノオーダーの界面(~5nm)が存

在し，表面に水和層，および疎水性の低誘電層からなる事が知られている. これまでに，リ

ポソームは，静電的・疎水性相互作用や水素結合の安定性などが複合した相互作用で分子認

識することについて報告されている (Kuboi et al.， 2000;Yamahara et al.， 1998;Kuboi et 

al.， 2006). 近年，ストレス条件下ではりポソーム膜自体の潜在的な機能が誘導される事が報

告されている (Kuboi et al.， 2008): (a) タンパク質のりフォールディングを解除する分子シャベ

ロン様機能(Kuboi et al.， 1997;Yoshimoto et al.， 1999;Umakoshi et al.， 2007) ， (b) タンパク質

の脂質膜の透過機能， (c) 膜融合機能， (d) LIPOzyme 機能(リポソーム+酵素)などである.リ

ポソーム(または， LIPOzyme) を用いて，リポソームをコア材料とした新規な血液透析システ

ムの設計・開発が期待される.

LIPOzyme 機能を利用する新規な血液透析システムのために，中空糸膜モジュールはリ
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ポソームを物理的に国定化するための強力なツールとなる可能性を有する.特に市販されて

いるPSf 中空糸膜は非対称の多孔覧膜構造を持ち，リポソームをトラップするための有効な構

造体である. 即ち，リポソームを容易にそのような多孔性のスペースに充填固定でき，基礎

的な特性を評価できるものと期待される.

本研究では，中空糸模モジューノレにリポソームを充填した Hollow Fiber 

Liposome 耐Loaded Membrane (LLM) を作製した. リポソームは最初に膜のモジュールの多

孔性のスペースに充填し，それを用いて，酸化して断片化している SOD(Superoxide

Dismutase; 超酸化不均化酵素)の分離について検討した. 上記で調製した) SOD LIPOzyme 

を充填したLLM における SOD 様活性について調べ) ) リポソームを含む分離膜が人工腎臓に

応用可能であるかを評価した.

(3) 人工腎臓のモジュール内流れ設計

最近の高透水性を有する膜においては，血液透析治療中に血液入口側で強い鴻過が起こり，

血液出口側近傍では透析液が血液に流入する逆櫨過現象が起こっている.このような血液透

析においては，血液入口側での強し、櫨過の影響により ) s 2-microglobulin などの小分子量

タンパク質の除去性能は，単なる拡散のみが起こる血液透析に比べて向上する.最近，この

現象を積極的に活用し，さらに高性能なダイアライザーを設計しようという試みがなされて

きており，内部j慮過促進型ダイアライザーと称されている.一方，生体適合性，ストレスと

してこの現象を考えた場合局所的にストレスが集中する現象は好ましくないと考えられる.

これまでは，経験的にダイアライザーを作製し，臨床にて効果を確認してきたが，最近は，

臨床前にこれらの性能発現メカニズム解析を十分に実施しておかないと治験を実施すること

は倫理上許されなくなってきている. したがって，この内部櫨過現象を正確に把握すること

は， リポソーム固定化膜を研究する上でも必要な課題である.

内部櫨過促進型ダイアライザーとして，中空糸内径を小さくしたもの，透析液流路に抵抗

を設けたもの，ハウジングの径を小さくしたもの，ダイアライザー長さを長くしたものなど

が考案されており(細谷他) 1995) ) s 2-microglobulin など、の小分子量タンパク質の除去

性能向上を可能としている.内部諸過型ダイアライザーを製品設計するためには，これらの
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構造的な要素と中空糸の漉過性能の両者を把握し，最適化する必要がある. しかし，内部櫨

過現象が複雑であり，かっ内部櫨過量の測定が困難であるために正確な計算ができず，計算

結果の妥当性の検証も困難で、あった.これに対して，水溶液系で、のそデル実験と理論計算，

γカメラを用いた内部癒過量の直接測定などが試みられている (111 華島他， 1999). 我々は内部

鴻過設計に必要な逆櫨過データについて，牛血液系での実験により算出し，より精度の高い

モデル計算を試みた.また，それらの基礎データを用いて，内部癒過促進型人工腎臓の限界

と可能性について構造的な要素と中空糸の描過性能の両面から予測した.また，それらの基

礎データを用いて，ダイアライザーの長さの効果を調べた.

2-2 実験

2 ー 2-1 親水性材料の物性評価と吸着挙動解析

(1) 表面プラズモン共鳴 (S PR) 測定

SPR の測定には， BIACORE 社製 fBiacore3000J を装置として，センサーチップは間

社の fSIA Ki tAuJ を使用した.センサ一グラムのシグ Pナルは Resonance unit (RU) と表

示され， 1RU は 1pg/mm 2 の表面濃度に相当するため，ここではこれを換算値として用い

た • SPR チップ (GE ヘルスケアバイオサイエンス社製)の PSf 薄膜の調整は以下の手順に

て行った. PSf はアモコ製 P3500 を，溶媒にクロロベンゼン (Wako) を用い， O.lwt/vol% 

の濃度となるよう一晩撹搾にて溶解させた.センサーチップをスピンコーター (MIKASA)

にセットし， PSf 溶液をパスツーノレピペットにて1， 2 滴滴下した後すぐに， 3000rpm ， 1min 

の条件で PSf 薄膜を調製した.

SPR 測定では，まず金膜のみのセンサーチップを Biacore3000 の fRun sensorgramJ に

てシグナル強度を測定した.続いて PSf 薄膜を調製し，センサーチップに残存液滴が無いこ

とを確認した後，シグナノレ強度を測定した.各種ポリマーの溶液を添加した後は，

Tr itonX-100 水溶液 (O.025vol%) (以下， Tr iton 水溶液)を添加し， PSf 薄膜のベースライ

ンと同程度になり，この条件で各種ポリマーが剥離されることを確認した.

このセンサーチップを装置に挿入し， 2000 秒開センサーチッフ。を水洗浄した後，各種ポリ

マー水溶液を20μ L/ min で、750μL 流してPSf 表面に吸着させた. 2000 秒間水洗浄後， Triton7 J< 
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溶液を20μ L/ min で、750μL 流し，吸着させた親水性高分子を剥離させた. PSf 表面への吸著量

は，センサーチッフ。挿入直後に2000 秒間水洗浄した後の値を O として，洗浄後の値との差と

した. タンパク質の吸着測定も，同様の方法でポリマー水溶液の代わりにタンパク質水溶液

を用いて実施した.

( 2) 示差走査熱量測定 (DSC 測定)

セイコ一社製 DSC6200 を用いた.試料皿の重量を測定した後， 10wt% のポリマー水溶液

を添加した.その後， 80
0

C の乾燥機に入れて，7.kを蒸発させることで，水分率を調節した.

試料盟の葦重量を測定した後，シーリングした.

DSC は， -100
o
C まで冷却し， 25

0

C まで昇温速度 5
0

C / 分でデータサンプリングした. DSC 

測定後の試料皿重量を測り，この値を DSC の測定値と対応した水分率とした.

各種水分率について測定を行い，添加水量と観測水量をプロットし，該直線を外挿して得

られた値を不凍水量とした.さらに，ピーク分割により， OOC 付近 (0 土 l
OC) のバルク水の

ピーク以外を中間水とした.バルク水が観測された領域は，中関水が飽和に達している領域

であるので，バルク水が観測されたデータについて平均値を取り，中間水最とした.

(3 )誘電分散解析

誘電分散スベクトノレ測定には複素誘電率の計測が可能である Agilent 社製インピーダンス

アナライザー(4291B) を用いた.複素誘電率の実数部分は比誘電率 (ε ，)に，虚数部分は誘電損

(ε" )に対応する.装置の校正にはキャリプレーションキット (open ，short ， 50 Q ， lowpass) の他に

水，メタノーノレ，エタノールを用いた.比誘電率に関して，文献値との差が相対誤差 4% 未

満になれば校正完了とした. 目的サンブツレを測定する前に， 300MHz 付近で単一緩和が見ら

れる 1，4-ジオキサンの誘電スベクトルを計測し，従来の知見と一致することを確認した.ポ

ジマー水溶液 150μi をインピーダンスアナライザーのセノレに導入し， lMHz から lGHz の範

聞で複素誘電率を測定した.被素誘電率の周波数依存性は Debye の式により解析した.

ε， = d. ε1/( 1+(j! fcli) +邸 2/(1 十(j! fc2)2) 

ε" = d. cI (j! fcl)/ (1+(j! fcli) +邸 2(j! fc2)/ (1 +(j! fc2)2) 
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ここで， d. e j， d. ε2 は第 lおよび第 2 緩和幅であり，ん， !C 2 は対応する緩和周波数である.

(5 )ゲノレ浸透クロマトグラフィー (GPC)I 多角度レーザー光散乱光度計(MALLS) 測定

ゲル浸透クロマトグラフィー (GPC) 法は分子サイズの違いにより，高分子鎖の分離を行

う液体クロマトグラフィーの一種である.この装置に，多角度レーザー光散乱光度計

(MALLS) を組み入れ，サイズ分別された分子鎖溶液の光散乱強度を測定することにより，高

分子量物質の絶対分子最分布を求めるものである. GPC は， Waters 社製ゲ、ル浸透クロマト

グラフ，検出器はおなじく Water s社製示差屈折率検出器 RI410 を用い，感度 8 x (50%) 

にて使用した.カラムは東ソ一社製 TSKgelGMPW-XL を 2 本接続し，溶媒には

O.lM 刷NH4ClpH9.5 を用いて，流速 0.716ml/min ，温度 23 土 2
0

C ，注入量: 200μl にて測

定した. MALLS は Wyatt Technology 社製 DAWN-DSP 型多角度レーザー光散乱光度計を

用い，波長 632.8nm(He- Ne) にて測定した.

(5) A F M 測定

AFM を用いて，モデルフィノレムもしくは中空糸膜表面の形態および表面の柔軟性を測定

した.測定には，走査型フ。ロープ顕微鏡 SPM 9500-J3 (SHIIMADZU ，Kyoto ，Japan) を使

用し，観察モードはコンタクトモード，プロープは NP-S (l 20mm ，wide)(Nihon VEECO 

KK ，Tokyo ，Japan) ，スキャナ標準は Standard(30mm x 30mm x 5mm) ，走査範囲は 2mm

x2mm (画像の Z スケーノレはlO nm に統一)，走査速度は 0.2Hz ，画素数は 512 x 512 の条

件にて行った.中空糸膜内表面の AFM フォースカーブを測定する際には，中空糸膜を試料

台に貼り付けた後，純水を滴下し，中空糸膜がj湿潤した状態で行うことを基本条件とした.

また，フォースカーブは 1 水準あたり， 20 箇所点以上を測定した.膨潤層の摩みは，こ

の平均値を取った.
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2-2 ー 2 リポソーム充填中空糸膜の作製

( 1 )試薬(リポソーム)

l-Palmitoyl-2 叫 eoy 1- sn -glycero- 3 -p hosphocholine (PO PC) は NOF 社製を用いた.

(2 ) リポソーム調製

リン脂質はクロロホノレム/メタノーノレで、可溶化した. 溶剤を減圧留去の後，得られた脂質薄

膜を，少なくとも2時間，真空中で乾燥した. 脂質フィルムは蒸留水ないし 100mM calcein 

溶液によって水和されて，多重膜ベシクル (MLV) を調製した. MLV 溶液は，凍結(-SooC) ・

融解(相転移温度以上)を 5間繰り返し， 100nm の孔径のポリカーボネートフィルタを用いて，

粒径を調整した.

( 3) 膜のモジューノレ操作

LLM の中空糸モジューノレには東レ社製BS 剛1. 6UL の中空糸を 100 本充填したものを用い

た.モジューノレには内径 2mm のシリコンチューブ回路に接続した. モジュールと回路の全容

積は7ml で、あった. シリコンチューブ?の流路に peistalic ポンプを装備して溶液を送液した.

圧力計はろ液側に接続した. サンプルローディングの前に，緩衝液を用いて，膜モジューノレ

内を洗沖した. リポソーム溶液は， 0.5 ・2.0m l/ min の流速で、透析液側から血液端まで膜のモ

ジューノレシステムに導入した. 庄力計は，膜の圧損をモニターするために，車液側に接続し

た. リポソームが中空糸膜モジューノレに充填した後に，酸化・断片化したSOD を， Cu/Zn 溶

液と共に充填した. リザーパーとモジュール出口におけるタンパク濃度を経時的に測定した.

SOD 様活性の測定では， WST-l [2-(4- Iodopheny l) -3-(4-nitropheny l) -5-(2 ，4-disulfopheny l) 

-2H -tetrazolium ， monosodium salt] に伴うキサンチンとキサンチン酸化酵素混合物をLLM

モジュール側に導入し， WST から変換されたWST - formazan に由来する吸収を径時的に測

定した.
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(4 ) 分析方法

H202 によるZn- SODI 掛片化:

Cu/Zn-SOD ， (2μM) は， 12 時間， 37 0C のヲン駿緩衝液(pH 7.4)で、 H202(2mM) と共に処理し

た. その後，断片化している SOD の酵素活性とタンパク濃度を測定した. SDS-PAGE を用

いて， SOD 断片化を分析した.

SOD 活性:

水溶性のtretrazolium 塩， WST-1 は，スーパーオキシド・アニオンにより水溶性のformazan

を生成する.そこでは， 02 の減少速度はキサンチン酸化酵素(XO) 活性に比例しており， SOD 

共存下ではその反応が阻害される 450nm で、WS 予 1 formazan の吸収スベクトルを測定した.

そして，着色の減少より， Formazan 生成反応の阻害活性としてSOD 活性を定量的に評価し

た. BCA Protein Assay Ki tは，タンパク濃度を決定するのに使用した. タンパク質は，央

雑物質を除去するために，氷冷アセトン溶液で沈殿し， 20 分間， 1万5000rpm で、遠心分離の後

に測定した.反応液を試料と混合し， 30 分間37 0C で処理の後， 562nm で、の吸収を測定した.

逆相HPLC のために， FCV- lO AL ポンプ， DGU-20A3 デガッサー， SPD ・.1O A UV-VS 探

知器，およびLC 岨 10AD 液体クロマトグラフからなる島津製作所社製HPLC システムを使用し

た. uv 測定はの220nm の波長にて行った. 流速は， 1m Ll min に設定し，アセトニトリノレ/

水(7/3:vol%) の移動相(25 0C) をカラムに導入した.カラムには充填材粒子表面が Octadecyl 化

されたSTR ODS-M カラム(0 .4 6cm x15cm) を使用した.

2-2-3 正癒過係数，逆櫨過係数の測定と理論計算

( 1 )理論解析

圧力，流最，物資移動に関して，下記式を用いて計算を行った.計算は東京女子医大の|峰

島三千男教授から，計算プログラムを頂いて使用した.今回は， lIIl ~夜系での実験と精度の高

い計算を行うために， Eq.(3) ，Eq(4) の流量計算式の改良を行い，出u夜側から透析液側に櫨過が
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起こる正憾過領域については正鴻過係数 (L p 13) を，透析液側から血液側にj慮過が起こる逆

憾過領域については逆櫨過係数 (L p 1))を区別して用いた.

<圧力>

d P B 128μ 

d z  7r D1j ¥f 

d P D 3 2μ 

d z  。ら 25 1)

<流量>

a) P B - P I)-L!7r ミ O の場合

d Q [ d Q I) 

Q Il (1) 

QB ( 2 ) 

z 一一一一- =-JvA' =-LpBA' (P 13 - P D - L!7r) (3) 

d z  d z  

b) P n -P D - L!7r <O の場合

dQn d Q l) 

=-JvA' =-LpDA' (P n - P D - L!7r) (4) 

d z  d z  

<物質>

d (Qn C n ) d (QD C l)ノ

=-NsA' ( 5 ) 

d z  d z  

ここで，

Ns=Jv5 ∞ {C Bθ x p (α) - C I)} /'β ( 6 ) 

Jv Jv 
α=Pcm+ 一一一 +一一一 (7) 

k" k l) 

Jv 
β ( 1  - 5 cn) e x p (-一一-) ( e x p ( P c m) - 1 } (8 ) 

k l) 

+ 5 ∞ (e x p (αノ-1 ) 

S ∞ Jv 
Pcm= ( 9) 

Pm 
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P は庄力，Q は流量， C はj容鷺濃度， Ll Jrは目安質浸透庇 J v はi慮過流東 sは流路断面積，

Lp は鴻過係数 A' は単位長さあたりの膜語積 D は中空糸内径，。らは透析液側流路相当

直径，N は中空糸本数， μは粘度 N sは血液側から透析液側への溶質流束， S CQf 土極限ふる

い係数(= 1 - a ， a : staverman の反射係数) ， P m は膜透過係数 k は境膜物質移動係数，

Z はダイアライザー長さあたりの距離をそれぞれ意味しており，添字の B は血液側 D は透

析液側を表している.

( 2 )正櫨過係数，逆櫨過係数の測定

東レ社製"トレスルホン" BS 側 1.6UL を用いて，正j慮過係数，逆j慮過係数を測定した.実験は「各

種の血液浄化法の機能と適応一血液浄化器の性能評価法と機能分鎖 (透析会

誌，1996 ，29:1231 幽 1245) J (以下機能分類法と略す)に記載の回路を用いて実施した. L pB ， L 

pD の値はトータノレの櫨過流量を-100m l/ min から 50m l/ min まで変化させてダイアライザーの

入口，出口圧力を測定し，得られた流量一圧力のデータより数値解析を行うことで算出した.

2-3 結果および考察

2 - 3 -1 PVP とポリスノレホン膜の相互作用

Fig.2-1 に今国用いた疎水性のポリスノレホン (PS f)と親水性のポリビ、ニルピロリドン

(PVP) の化学式と分子計算によって求めた構造を示した. PSf は現在人工腎臓として，最も

多く使用されている素材である.また， PVP は相分離を安定化させる造孔剤として用いてお

り，同時に表面を親水性化させる機能を有している.ここでは， PVP で覆われた表面をモデ

ル的に作成し，その表面特性と生体物質との親和性を調べた，ここで， PVP で、覆われた表面

を形成させるためには，お互いの相互作用を把握しておく必要があり，この解析から始めた.

PVP は水溶性ポリマーで、あるが， PSf とも緩やかに相互作用し，表面に吸着すると考えられ

る.その仮説を検証するために， PVP とPSf フィルムを用いたモデ、ル実験を行った.モデル

実験での吸着量測定には， SPR を用いた. SPR では分子がセンサー表面に固定されると，

センサー表面とその上を流れる液体との界聞の屈折率が変わり，結果として反射光に生じる

暗線の角度 (SPR アングル)が変わる. SPR アングルの変化は結合分子の費量変化に比例
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(a) Polysulfone(PS f) 

卜o p o-o iol;

問、
(b) Polyvinylpirrolidone(PVP) 

CH ，一?H

CアOJ

Fig.2-1 Chemical structure of polysulfone(PS f) and polyvinylpirrolidone(PVP) 

するために，認識，結合，解離など分子聞の相互作用に関して完全なプロフィールを リアノレ

タイムに千等ることがて、きる.

PVP 水j符I夜の濃度 と PSf フィノレムへの吸着~の関係を調べた結果を Fig.2'2 に示 した v 

の|宮!から ，水溶液濃度とと もに吸着最が焔人;することが確 認でき，PVP の吸着等視線は，通

常の溶液吸着である， Freundli ch式と良く相関するこ とがわかった (相関係数 0.98)
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Fig.2 ・2 Adsorption of PVP on the PSf surface 

この実験は，ポリマーの物理吸着特性を調べた実験であるので，表面の評価を行うために

は， PVP を膜に掴定化することが必要である.本研究では放射線を用いて発生するラジカル

でのカップリング反誌によって PVP を固定化させた.膜に固定化されているかどうかを，

直接確認することは困難であるので， PSf への国定化の確認はモデルフィルムで、の洗浄性に

て確認した.測定は SPR を用いて行った.

Fig.2-3 には界面活性剤で洗沖した時のフィルム上の PVP ポヲマー量の変化を調べた結果

を示した. PSf フィルムに PVP を吸着させたものは，界面活性剤の洗浄により，剥がれ落ち

る.一方で， PVP を吸着後， γ線照射したものは，界屈活性剤で洗浄しでも吸着した量の 9

0% 程度は剥がれ落ちず， PSf フィルムに国定化していることが確認できた.
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(く>) PVP adsorption. 

PVP の生体成分付着抑制効果(血小板付着抑制)2-3-2 

PSf 表面に PVP を回定化した中空糸サンプルを用いて血小板付着性評価を行った.横軸に

膜に残存したポリマー量の推定値，縦軸に血小板付着数をプロットしたグラフを Fig.2 嗣4 に

示した.
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Fig. 2-4 Relationship between amounts of added PVP and adsorped amounts of platelet 
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PVP が付与されるほど血小板付着抑制が認められ， 300mg/m 2以上の表面量にて付着をほ

とんど無くすることができた.

2 - 3 - 3 PVP の水中での構造解析

PVP の血小板付着抑制効果を明

らかにするために， PVP の表面構造

のて検討を行うことにした. 一般

に，ポリマーに水和する水としては，

ポリマーと強く相互作用し，分子運

動が束縛されるため， -80
o
C でも凍ら

ない不凍水，分子運動がやや低いた

め， OOC 以下で凍る中間水，ポリマー

と相互作用しないため， OOC で凍るパ

ノレク水にわけることができる

(Fig.2-5). 

Relaxation time 

/1 Free water I 

σ:伊〈千代償代作「十
101ec 監1t 11~m+ltItJ~IN勺ZZing

Fig.2 ・・5 Schematic illustration of hydrated 
water on the material surface 

中間水や不凍水の量は， DSC や誘電緩和， 1 R ， NMR などによって測定することができ

る.本実験においては， DSC および誘電緩和によって測定を行った.各水分率での PVP 水

溶液の DSC 曲線を Fig.2 圃 6(a) に示した. PVP 水溶液の水分率が低いときは，添加した水が

すべて不凍水になるので，同80 0C まで冷却しでも氷の融解ピークは認められない.さらに，水

分量が多くなり，水分率 46% 付近で， -lO
o
C 付近に中間水の融解ピークが認められた.さら

に，水分を添加すると， OOC で凍るバルク水の融解ピークが観測される.

添加した水分量，観測された水分量から，中関7K，不凍水の量を求めることができる.

PVP について，中間水，不凍水を DSC により定量し，水和に与える影響を検討した.この

結果， PVP の繰り返し単位(分子量 111) あたりの中間水量は 2.8 錨，不凍水量は 3.7 個と

計算することができた.PVP の不凍水，中関水量の測定結果を Fig.2 ・6(b) にまとめた. PVP 
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(a) DSC curve of the PVP aqueous solution 
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Fig.2-6 DSC curve of the PVP solution and schematic IlI ustration of water on polymer 

では中間水とほぼ同じ量の不凍水量が存在することがわかる. PVP では，7.kとの親和性が

高いため，強く束縛する水の最も多いものと考えられた.また，誘電分散を用いた水の分析

でも不凍水に相当する強し、相互作用を有する水は， PVP1 ユニットに対して， 3.8 個と言う

結果が得られており， 2 つの方法にて，水の状態を確認することができた.

中間水は不凍水より運動性が高いことから，中間水の入る隙聞が多いということは，水中

で膨精した構造になっている可能性があるため，水中で、の分子半径を測定した.ここでは，

溶液中のポリマーの分子半径を GPC-MALLS によって測定した. GPC-MALLS の結果を

Fig.2 同7 に示した.本方法を用いると，各分子量毎に，その半径を知ることができ，分子量約

100 万の PVP で 30nm 程度の広がりを有すると考えられることがわかった.
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Fig. 2-7 Physical extention of PVP polymer in aqueous solution measured 

by GPC/MALLS 

ポリマーの膨、潤性が血小板付着に影響を与えているのではなし、かと考え，膨潤性さらに，

ここでは， PVP の架橋フィノレムを用いた.縦軸に血小が血小板付着に与える影響を調べた.

水分吸板付着，横軸にフィルムの水分吸水時の膨潤比をとったグラフを Fig.2 ・8 に示した.

この{直に

PVP の架橋フィルムは PVP 水溶液を板

吸収した水の重量の比を示しており，

比例して，架橋度が低く，膨潤性が高いと言える.
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聞に注入し， γ線照射線量を変えてゲソレ化させることで作製した.膨潤性が高いフィルムほ

ど血小板の付着は抑制されており，この結果から，繰り返し単位の化学構造が同じで、あって

も，膨潤性の高いフィノレムは血小板が付着しにくいことが明らかとなった.

この結果を受けて，

膜表面の膨潤性につい

ての検言正を行った.膜

表面の膨潤層は， A F  

M ブオースカーブ法に

よって求めた.AFM フ

ォースカーブ法の概要

を Fig.2 ・9 に示した.

中~糸膜表面を AFM

の探針が押し込んでい

(い

ω〉
ω一一日

cg』
O

位
三
句
、
乙
コ
O
H
)
8」
O
比

V 
Hollow fiber mambrane 

よ/
Cantilever height 

swelling layer at the surface 

Fig.2-9 Analysis of hydrophilic region on the polymer surface 
った際に，柔軟な膨潤 by using force-curve method 

層があった場合，この

ような偏曲部が認められる. AFM の探針が中空糸膜に接触した点から，直線となった部分

を外挿し x 軸との交点までの距離を，膜表面の膨潤層とした.

測定結果を，他の測定と合わせて， Fig.2 ・10 に示した. PSf 表面は平坦であるのに対し

て， PVP 表面に凹凸が見られる.凹凸のパターンは数lO nm であることから， GPCIMALLS 

の結果と併せて考えると一つの大きさが PVP 分子に相当する.また， AFM で測定された膨

潤層は 7nm であり，この膨潤な表面の形成により，血小板付着を抑制していることが示唆

された.
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Fig.2-10 Surface structure of PSf/PVP film 

2 - 3 - 4 PVP 表面でのタンパク質付着抑制効果

PVP のタンパク質付着抑制効果を確認「るために 5 種類のタンパク質(Al bumin ，

Lysozyme ， CAB ， Fibrinogen ，αl-ATP) の吸着量を SPR を用いて測定した Fig ，2-11 

はその結果を不したものであるが，いずれのタンパク質においても飛躍的にタンパク質の

ZE 2叩

2000 

E 

+dO 」J } 1500 
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E O ε 
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O En 

て〈コ 。

Fig.2 ・11

口 Polysulfone

圃 Polysulfone/PVP
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Characteristics of protein adsorption by PSf ，PSf/PVP film 
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吸着が抑制されており， PVP が表面に存在することによって，タンパク質の抑制が可能で

これまでに表面に存在する PVP と接触われわれは，あることを確認することができた.

血小板付着との関係を PSf と PVP をブレンドしたモデル角で示される親水性との関係，

このときのブレン2004) . (Fig.2 剛 12 ，Fig2-13 ，葉山ほか，フィルムを用いて確認している

フィルム中の PVP 割合が 20wt% を超えると接触角ドフィルムでの検討結果においては，

PVP が低くなり，血小板の付着も劇的に低下することがわかった.今回のサンフ。ノレで、は，

タンパク質吸着の結果もこれに対応した結果となってが表面に覆われている状態であり，

いると考えられる.

実際の中空糸膜での各種タンパク質の吸着を調べることとした. Fig.2 ・14 には次に，

乾燥状態でPSf !P VP 中空糸膜の内表面四凸状態を AFM にて測定した結果を示しており，

おそらく，水中で PVP水中での観察では平坦な構造である.は凹凸が見られるものの，

が膨潤して，平坦化したものと推測される. Fig.2 ・15 には中空糸膜での各種タンパク費の

吸着を調べた結果を示した.PS 百PVP 中空糸膜においてはほとんどのタンパク質でPMMA

よりも吸着を抑制することができていることが確認できた.
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(a) Dry condition 
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Field 01 vie w : 20μmX20μm 
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(b) Wet condition 

Fig.2-14 Su 斤ace structure of PSf/PVP hollow fiber membrane 
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Fig. 2-15 Characlerislics of prolein adsorplion by various hollow fiber membrane 
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2-3-5 リポソーム充填中空糸膜の基本物性

(1)リポソ}ムローディング膜の基本特性

ポヲスノレホン膜(PS 胸膜)から成る中空糸膜モジュールへのリポソームの充填について検討し

た.ここでは， PS flP VP 中空糸膜を用いた.中空糸膜は多孔体であり，この多孔質体を形成

させる方法はいくつかあるが，透析膜では相分離法が用いられている(菅谷， 2006) .これは，

ポヲマーの均一な溶液を不均ーな状態にして，ポリマーを含む相とポリマーが含まれない相

(空孔になる部分)に相分離させる方法である.透析膜では，この相分離の大きさがナノレ

ベルに制御されているために，高度なタンパク質のふるい分けを実現できた.この相分離を

起こす手法には，熱により誘起される熱誘起相分離 (Thermally-Induced-Phase-Separation:

TIPS) 法や，ポリマーの溶媒に対する溶解度特性を利用した非溶媒誘起相分離

(Nonsolvent-Induced-Phase-Separation :NIPS) 法などがあるが， PSf 膜では NIPS の原理で

相分離を起こしている. NIPS 法は高分子溶液を非溶媒中に浸演することで相分離を起こす.

製膜における相分離の形成は，非常に速く 1 秒未満で主要な構造の形成が決定される場合

も多いのでこれまで解析が困難で、あったが，最近では光散乱を用いて解析できるようになっ

てきている (Shang et al. ，2003). 
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一
5μm 

一
(1 )PSI (2)PMMA 

Fig. 2-17 Structure 01 hollow liber membranes . (a) SEM observation 01 cross section (From the 
top ;inner side ，inner ， outer side )、(b)SEM observation 01 the inner membrane surface 

50nm 

(a)conventionaliy method (b)3D tomographic reconstruction image 

Fig . 2-18 Structure 01 inner su 斤ace in hollo w liber membranes observed by TEM 

F ig.2 -16 に巾空糸膜形成の模式図を示した.同心円状に配置された口金より，溶媒で

あるジメチノレアセトアミ ド(DMAc) に溶かしたポリマ一波液が吐出され，その内側に非溶媒で

ある水を含んだ凝固性の液体を流すことにより，両液の界而から相分離が進行する.その後 ，
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凝固・水洗裕にて溶媒および親水性の PVP の大部分が洗い流されて中空糸膜が形成される.

ここでは PVP は，棺分離を安定して形成させる造孔剤としての役割を有している.

Fig.2-17 にはこの中空糸の膜構造を従来のポリメタクリノレ酸メチル (PMMA) に比較し

て示した.中空糸膜の内表面は徴密な構造を有しており，外表面側では大きな孔構造を有し

ている.最内表面の構造は非常に徽密であり，透過型顕微鏡観察での超薄切片岸み以下の大

きさであるがゆえに，その微細構造を正しく観察することは国難であった. しかしながら，

透過型電子顕微鏡にて 3 次元観察と画像解析を行うことにより，超薄切片岸み以下のナノ構

造の観察が可能となった. Fig.2 嗣 18 はその観察結果であり，最内層には約 10nm の孔が開い

ていることを直接観察することができている(菅谷他， 2006). この内表面の構造からも，相

分離は PSf 濃厚相と DMAc lP VP 濃庫相に分かれて成長していくものと考えられる.

Fig.2 岨 19 は膜の分離特性を示している .PMMA 膜よりもシャープな分画能を示しており，

このような構造を持つ特徴を示している. 
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膜の設計コンセプトを Fig.2 ・20 に，膜のモジュールの実験装震を Fig.2 ・21(a) に示す. リ

ザーパーの POPC リポソーム(30nm) の溶液を， 100 本の中空糸膜からなるモジューノレに充

填した.そして，櫨過溶液は，リザーパー溶液に再循環した. 供給側およびパージ側溶液の

流速は 9:1 に設定した. リポソーム溶液の典型的なクリアランスを Fig.2-21(b) を示す.

1. 0 ml/min の流速では，ほとんどすべてのリポソームが膜のモジュールに充填されることが

わかった. 以上の知見は，多孔性の PSf 膜の中に 30nm のリポソームが集積し，充填され

た事を示している.
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Fig.2-20 Conceptual IIIustration of (a) Hollow Fiber しiposome Loaded Membrane 

(LLM) and (b) SOD Fragment Separation Using LLM for Preparation of SOD 

LIPOzyme-Module 
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Fig.2-21 Experimntal Setup for Liposome Loading (a) and Typical 

Clearance 8ehavior of Li posome Solution (b) 

(2) 癒過特性

各種流速条件において， リポソーム充填後の膜のモジューノレの櫨過特性を検討した.

Fig.2 ・22 は，単位面積あたりの眼外癒過速度(UFRS) に及ぼすりポソーム充填量の影響を示し

ている.リポソーム充填量の増加に伴い， UFRS 値は先の値の60% まで減少するものの，使用

に耐えられない顕著な減少は観測されなかった. Fig.2 ・23 に示すように，異なった流速におけ

るUFRS 値を解析した. 本実験範盟では， リボソームを充てんしていないコントロールモジ

ューノレにおいては顕著な減少は見られなかった. POPC リポソームが膜モジューノレに充填さ

れた場合も開様の傾向を示したが， UFRS 値はコントローノレ膜のモジューノレのおよそ50% まで

減少した.ただし，特に膜の経時的な目詰まりは観測されず安定しており， リポソームが充

填されて徹密化した分だけ低下したものと考えられ，実用上は問題ない.
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の漏出(3)POPC リポソーム

Fig.2 ・24 はPOPC 濃度を測定した.リザーパーと膜のモジューノレシステム出口における，

0.78kPa 未満の低い庇力の下でのりザーパー(Open Key) のPOPC 濃度レベルを示している.

しかし流速(圧が膜のそジュールに充填された.低い圧力では， 80% 以上のPOPC リポソーム

は減少し， POPC 濃度の割合が，充填POPC の初力)の増加に伴って，充填されたリポソーム

膜のモジュールの出口から，0.8kPa より高い圧力範囲では，期濃度の60% まで低下した.

より高い圧力範囲(強鴻過実験)条件下より高い流速で，また，POPC の漏出が観測された.

流速の増加に伴って，リザーパーのPOPC 濃度は高くなるものの，で，糖、過特性を検討した.

櫨過イ員.I Jの漏れたPOPC が明確に観測されした(充填 POPC の10% の漏出).

PS 膜のモジューノレの小さい空間にリポソームが充

しかしながら，膜のモジューノレのリポソームの分裂・破壊の可能性が考えられる.

より高い配力条件下で，流速の減少は，

填され，
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圧力がいったん標準圧に解放されると，上の櫨過の特性は可逆的に回復する事がわかった.

上記の知見は，充填リポソームは，高圧条件下で破壊されないものの，血液サイド膜の狭い

水路から漏出する可能性を示唆している. 以上のように，膜のモジュールの鴻過特性に大き

な影響なく， PS 膜の中空糸膜モジューノレに， 30nm 以上のリポソームを充填できる事が示さ

れた.

2-3-6 リポソーム充填膜モジュールを用いた酸化・断片化SOD の回収

これまでに， SOD が過酸化水素により，酸化・断片化される事が報告されている(恒 lan et al.， 

2008a ，b，c) . 断片化しているSOD は，近年， リポソーム自体が有する分子認識機能により，

共存する金購イオンと共に，静

電的・練水性相互作用，ならび

に，水素結合を通じて，リポソ

ーム表層に提示され，先の

SOD のような機能 (SOD

r-::"' 10 
て》

8 A BiLjt 問主lI odul ト L叩

ω CJr1_一一一-り_O!~?;n
‘ト圃

LIPOzyme 機能 (superoxide 0 

→hydrogen peroxide) を誘導

される事が報告されている].

中空糸膜モジュールに充填さ

れたリポソームは， SOD 酸

化・断片化ペプチド混合物から，

特定のSOD の断片を認識分離

できると期待される. SO Dl新

片溶液は最適の流速でLLM に
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Time [min] 
Fig.2-25 Adsorption of Fragmented SOD Using 

導入した. すべての櫨過モー Li posome-Loaded Hollow Fiber Module 
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ドにおいて90% の櫨過(10% は外側を循環)を行う条件にて実施した. SOD(2μM) を2mM 過酸

化水素で12 時間処理し， Fig.2 ・21 に示すように， 10μMCu ，および(Zn イオンとともに， LLM 

モジュールに導入した.その後， リザーパーのSOD 断片濃度の経時変化を測定した.

典型的なSOD 吸着挙動をFig.2 ・25 に示す. 時間の経過に伴って， SOD 濃度レベルは徐々に

減少し，飽和値を示した. サンプル希釈による仮想的な濃度と，最終的なSOD 濃度の差が，

(a) Ox-SOD 

(b) Filtrate 

P4 
v 

o 5 10 

日ution Volume [ml] 

Fig.2-26 RP-HPLC Chromatogram of SOD Fragment Solution after 

Its Circulation in LLM 
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SOD 断片が中空糸膜モジュールに充填されたリポソームに吸着した量に相当する. リポソー

ムはすべてのSOD 断片の 10% を吸着する事がわかった.

さらに， RP-HPLC を用いて，吸着したSOD 断片の特性を解析した. Fig.2 ・26 は，酸化SOD

溶液のクロマトグラムと， LLM を用いてろ過したSOD 断片溶液のクロマトグラムを示してい

る. 酸化SOD の場合， 4種類のピークが観期され，既報と一致した.また， LLM 処理後のク

ロマトグラムには差が見られた. ネイティブのSOD に棺当するP1 断片では，大きな変化が

見られないものの， P4 断片においてピーク面積の減少が観測された. 酸化して断片化してい

るSOD のクロマトグラムは以前に報告されており，限外ろ過ならびにRP- 耳PLC 解析によって，

溶出時間の長い画分に含まれる特定断片が， ヲポソームと相互作用することも報告されてい

る.今回の結果はこれらの過去の知見とも一致している. 両性イオンから成る各種リポソ

F 叩『

cf2. 40 
. . . .  幽d。
O 
CJ) 
LトO四

c 
g 20 
0.. 
L 国

O 
cn 
て〈コ

。
Size 30nm 50nm 30nm 

しiposome POPC POPC/Ch 

Fig.2-27 Comparison of Percentage of Adsorption of Oxidized and 

Fragmented SOD in LLM 
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一ムにおける， SOD 断片の吸着結果を， Fig.2-27 にまとめた. POPC/Ch リポソームの場合

で最も高い値が得られた. SOD 断片の吸着へのりポソーム種類の効果は，これまで報告され

ている.そこでは， POPC/Ch リポソームがSOD ペプチド断片の水素結合を安定させるために

吸着が増加する事が報告されている. LLM の上のSOD 断片の吸着に関する上記の結果は，

パッチ系で解析したこれまでの知見とも一致している. 以上のように， SOD 断片が膜モジュ

ールに充填されたリポソームに吸着分離可能であることが示された.この結果は， LLM を用

いて， SOD 断片化ペプチドからSOD LIPOzyme 調整可能で、あることを示している.

(5 ) 中空糸膜モジューノレ充填型SOD LIPOzyme 

SOD LIPOzyme を調製・充填したLLM の， SOD 様活性を検討した. リポソーム充填と SOD

断片吸着の後に， SOD 活性を測定した.キサンチン (X) とキサンチン酸化酵素(XO) 混合物は，

Superoxide 発生の実験システムとして知られている (Fig.2 ・28(a)). WST を指示薬として，そ

のFormazan への変化から， Superoxide の定量が可能である. 近年では，中空糸膜の

Superoxide の生成ならびに膜透過を検討するために，キサンチンとキサンチン酸化酵素を

Superoxide 生産系としての利用が報告されている. 前報で使われた上の方法論に基づいて，

スーパーオキシド発生を抑制するSOD 様活性を測定した(Fig.2 幽28(b)). XIXO 混合物を調製

した直後， SOD LIPOzyme を充填したLLMf こ導入した. 循環はXIXO 混合物で行い， WST 

から変換されたformazan 由来の吸収を経時的に測定した Fig.2 ・28(c) にはリザーパー溶液

における， uv 吸収の時間的経過を示す. コントロールの場合で、は，時間に従って， formazan 

の量は増加した. しかしながら，XIXO 混合物がSOD LIPOzyme と共にLLM モジューノレに適

用されたときでもあrmazan は増加しなかった. コントローノレ中空糸膜へのXIXO 混合物の処

理自体が「過酸化物J (データ省略)の抑制を示さなかったためと考えられる.
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Fig.2-28 Evaluation of SOD 幽Li keActivity of SOD Ll POzyme 

ビタミンE修飾した透析膜が，液透析膜のモジュールを設計に利用可能である事が報告され

ビタミンE修飾膜で酸化ストレスを低減した例も報臨床的な検討から，近年では，ている.

(ii)触媒反応ビタミンE の酸化ストレス抑制効果が低い，、、.，
f

-
電

i

/
E

、。
しかしながら，告されている.

中空今回得られた知見は，持続性/安定性が低いなどの問題が考えられる.ではないので，

今回の糸膜モジューノレに充填されたリポソームが， SOD 様機能を誘導する事を示している.

結果は， SOD LIPOzyme が， ROS の除去を自的とした血液透析に適用できる可能性を示唆し

より安定性リポソーム模ならびに環境ストレス条件を適切に選択することにより，

いLIPOzyme 機能を付与で、きると期待される.
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正櫨過係数・逆癒温係数の算出ヴ

tq
u 

ワ白

正櫨過係数・逆j慮過係数(1) 

トータルの櫨過としFig.2-29 は鴻過流最と膜問圧力差 (TMP) の関係を示したものである.

と，透析液側て血液側から，透析液額IJ に糖、過をかけている範閤(癒過流量が O"'-'50m l/ min)

から血液側に櫨過をかけている範閤(癒過流量が -100"'-'Om l/ min) では櫨過流量と TMP の関係

正措過が支配的に起こる状態と逆櫨過が支配的に起ここれは，を示す傾きは異なっている.

る状態の違いである. Table 2-1 は Fig.2-29 のデータから Eq. (1) "'-'Eq. (4) を用いて求めた

正j慮過係数と逆櫨過係数である.正鴻過係数は機能分類法の j掻過実験で求めた値とほぼ同じ

これは，膜表であるが，逆繍過係数については，水系の透過係数の約 1/3 となっている.

面に付着しているタンパク層の影響を受けたものと考えられる.

畿: High flux type 
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Table2-1 Filtration Coefficient and Reverse Filtration Coefficient 

Filtration Coefficient 

似fater)
Filtration Coe 腎icient
(Bovine blood) 

Reverse Filtration 

Coefficient 

Lpo 
[ml/m 2 ・hr ・mmHg]

Filtration Coefficient 

Lps 
[ml/m 2 ・hr ・mmHg] [ml/m 2 ・hr ・mmHg][ml/m 2 ・hr ・mmHg]

700 55 233 55 High flux type 

300 55 100 55 Low flux type 

( 2) 理論計算モデ、ル
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は中空糸Fig.2-30 

と

。2 -microglobulin クリ

長効有の目莫

アランスの関係を示した

実線は長さものである.

のクリアランス25cm 

Fig.2-29 の測データと

実験で得た櫨過係数をも

35 30 25 20 15 
40 

10 とに理論計算を行った計

E仔ective length of hollow fiber membrane [cm] 

Fig.2-30 Effect of effective length of hollow fiber on the 

clearance of s 2-microglobulin and its theoretical calculation. 
Circles are measured value (reference point) and line is 
calculated value. Condition for calculation: Effective Area of 
Membrane=1.6m 2， inner diameter of hollow fiber=200μm ， 
membrane thickness=40μm ， hollow fiber filling rate(=Total 
cross-section area of hollow fiber membranel cross-section 
area of a module) =52% ， filtration coefficient of bovine 
blood ロ55 ml/m 3/hr/mmHg ， reverse filtration coefficient of 
bovine blood 口233 ml/m 3/h げmmHg ，Qf=16ml/min 
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計算では中

ランスの増加を示してお

実測点もこの計算結

果に近い結果である.

空糸存効長と共にクリア

算値である.

り，



各種形状・膜パラメ}ターと性能向上2-3-8 

(1)各種形状パラメーターと性能向上

Fig.2 ・31 はダイアライザーの性能を向上させる一般的なパラメータに関する理論計算結果

ポリスルホン膜は内表面のみに徽密な機能層を持っている非対称構造を示したものである.

糸束の充填密度はこれまでの

変えることによって性能を高くすることができる.

中空糸内径と，中空糸膜厚の影響は小さい.の1莫であるため，

報告同様に，
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「二三/二

Fig.2-31 E汗'e ct of morphological parameters on the clearance of s Tmicroglobulin. Circles 

are measured value (reference point) and line is calculated value .Condition for calculation in 
common: E仔ective Area of Membrane=1.6m 2， inner diameter of hollow fiber=200m ， E仔'ective length 
of hollow fiber membrane =25cm ，membrane thickness=40μm ， hollow fiber filling rate =52% ， 
filtration coefficient of bovine blood=55 m l/ m 3/hr/mm トIg ，reverse filtration coefficient of bovine 
blood=233 m l/ m 3/h げmmHg ，Qf=16m l/ min 

(2 )膜性能パラメーターと性能向上

漏過f系Fig.2 幽 32 は逆猪過係数と s 2-microglobulin クリアランスの理論計算結果である.

結果的には逆櫨過係数も高い方が，

性能を高くすることが期待できる.
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くできることは知られているが，

内部櫨、過量を多くすることができるために，

数が高い方が性能を
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Fig.2 幽 32 Effect of reverse filtration coefficient on clearance of s Tmicroglobulin. 
Circles are measured value (reference point) and line is calculated value .Condition for 

calculation : E仔'e ctive Area of Membrane=1.6m 2， inner diameter of hollow fiber=200m ， 

Effective length of hollow fiber membrane =25cm ，membrane thickness=40μm ， hollow fiber 

filling rate =52% ， filtration coefficient of bovine blood=55 mllm 3/hr/mmHg ， Qf=16mllmin 

内部櫨渦促進型ダイアライザーの設計と性能確認、2-3-9 

内部櫨過促進型ダイアライザーの可能性(1) 

Fig.2-33 は Fig.2-30"'"理想的かっ現実的なデザインについて計算を行った.最後に，

計算から得られる内部櫨過量と s z-microglobulin クリアFig2-32 での計算範囲に対して，

内部櫨過量と共にランスの理論計算結果を表したものである.膜厚以外は各計算共にほぼ，

性能の向上がみられる.ただし，各改良を単独で、行っただけでは大きな効果は期待できない.

大きな無理が生じない範臨で、組み合わせて計算を行った結果(国

大幅な性能向上が期待できることがわかった.
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これらの項闘を，

中の点) ， 

そこで，
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....， : Effective length of hollow fiber membrane(17 -30cm) 

町四回 : hollow fiber filling rate(45-65%) 
隆盛踊 : membrane thickness(20-50μm) 
醐醐山 : inner diameter of hollow fiber(170-21 0 μm) 
ーーー:filtration coefficient of bovine blood (200-450ml/m 2・hr ・mmHg)

Fig.2 ・33 Relationship between internal filtration and clearance of s 2-
microglobulin for morphological parameters (Theoretical calculation). Condition for 
calculation at open circle poin t: E汗8ctive Area of Membrane=1.6m 2， inner diameter of hollow 
fiber=180μm ， Effective length of hollow fiber membrane =25cm ，membrane thickness=40μm ， 

hollow fiber filling rate =60% ， filtration coefficient of bovine blood=55 m l/ m 3/hr/mmHg ， reverse 
filtration coefficient of bovine blood=466 ml/m 3/hr/mmHg ， Qf=16ml/min 

ただし，今内部櫨過最を推算した.正・逆鴻過係数を求め，牛血を用いた濯流実験から，

γカメラなどの直回の理論計算式は円周方向の速度分布などの不均一性は考慮、しておらず，

しかしながさらに精度を上げることが期待される.接観察の結果と対応させることにより，

スタンダードな形状のダイアライザーでは簡単に内部癒過を今国の方法は簡便であり，ら，

評価することができるので有用と思われる.

糸束充填密度，櫨過係数などを組み合わせることにより，性中空糸有効長，中空糸内径，

内これらは，性能的には非常に魅力的ではあるが，能を大幅に改善できる可能性を示した.

透析液の清浄化

内蔵されている中空に対して均一に内部

問時に透析液の血液への流入が起こるため，

また，
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を伴う管理下で実施されるべきものである.

部j慮過量の増加を伴っており，



櫨過・逆櫨過が加わる状態で有れば問題ないが，部分的もしくは糸欠陥などによって，局所

的に流動が不均一になった場合には流れが悪い部分で内部鴻過が強まり，血液が濃縮される

ことにより残鹿を助長する懸念もある.今後は不均一性に対応するモデ、ノレの改良も試みる必

要がある.

(2) 有効長を長くしたダイアライザーの性能検証

存効長を長くした場合には，血液側の流動抵抗により，血液入口側の圧力が高くなるため，

入口における癒過が促進されることが予測される.ここでは，ロングタイプモジューノレとし

て東レ(株)製 BS- 1. 6UL を，およびショートタイプモジューノレとして同社製 BS- 1. 6U を用

い，機能分類法に従って，s 2 - microglobulin の測定および内部櫨過の計算を行った.また，

得られたパラメーターを用いて，性能及び内部櫨過について計算を行った. Table 2・2 にダ

イアライザーの仕様を示す.

Table 2-2 Basic characteristics of artificial kidney with various e汗9ctive length of hollow fiber 

Long type Short type 

moodule moodule 

Effective Area of Membrane [m 2 ] 

Inner diameter of hollow fiber [jJ. m] 

Effective length of hollow fiber membrane [cm] 

membrane thickness [μm] 

hollow fiber filling rate [%] 
Inner diameter of module [mm] 

6
0
0
0
2
9 

n
u
k
u 
A
『

R
u
n
J

n
4
nノ』

1.6 

200 
190 
40 

52 

44 

Fig.2 ・34 は内部櫨過状況を計算した結果であり，血液入口から出口に向かつての，血液偲iから

透析液側への櫨過量を示している.負の値は，逆癒過が起こっていることを示している. Fig. 2-35 

には内部櫨過のイメージ図を示した.ダイアライザーの血液側入り口付近においては強い癒過が

起こっており，出口付近で、は逆櫨過が起こっていることが，明らかであり，ロングFタイプモジュールに

おいてより多い内部癒過が起こっていることがわかる.
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Fig.2-35 Schematic drawing of 
filtration inside a hollow fiber 

本章では， ILM-AK の設計に必要な基礎データの研究について述べた.素材の研究におい

ては，膜モジュール基材である疎水性のポリスノレホン (PSf) を水溶性のポリマーであるポ

リピニノレピロリドン (PVP) を用いて親水化処理した. このときの表面構造を各種の方法を

用いて解析したところ，親水性ポリマーに強固に付着する不凍水とある程度水が運動できる

自由水が存在し，表面では親水性ポリマーが膨潤している構造であることを示した.親水性

ポリマーが効果的に存在することにより， タンパク質から血小板などの細胞成分までの吸着

を抑制できることを確認し， 血小板の吸着などでは特定の表面存在量を有する状態から急激

に減少することを明らかにした. さらに， 中空糸膜でも親水性ポリマーを使用していない膜

に比べて付着が抑制されていることを確認した. これらの結果から， この中空糸膜を用いる
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ことにより，ある程度，生体成分との無駄な相互作用，ストレスを抑制させた中空糸膜モジ

ューノレを作製することができると考えられ，リポソーム固定化中空糸膜に PS flP VP 膜を用い

ることとした.

また，リポソームを膜に導入したモジュールを作成して，基礎的な評価を行ったところ，

透水性については，半減するものの，人工腎臓としては十分であることか確認できた.また，

潜在活性ペプチドを吸着分離して抗酸化ストレス機能を付与し，体内の酸化ストレスを抑制

するモデ、ノレ実験について検討した. さらなる調査がさらに詳細に必要であるが， SOD 

Lipozyme 充填型 LLM を用いて，(i)リポソーム充填， (ii)ペプチド分離，および(i ii)SOD 様

活性の誘導が可能である事を示した.

これらのことから， リポソームを導入した中空糸膜モジュールでも，パッチ系で得られた

知見と同様の現象を発現させることが可能であることが示唆された. しかしながら，ここで

のリポソームは臨定化されていないために，溶出が起こり，高濃度のタンパク質と接触する

と融合も起きてしまう.やはり，長期間保存して使用するためにはリポソームを固定化した

膜であることが望ましいことも明らかとなり明確な課題と設定された.次章で述べるリポソ

ーム国定化中空糸モジューノレがで、きれば， リアクターとして活用できるものと考えられる.

最後に， リポソーム臨定化中空糸モジューノレを設計する上からも，モジュール内の流れ

を把援することが重要である.人工腎臓内の局所的な積過バラツキの原因は，内部櫨過の影

響であり，これを予測するシミュレーションシステムの確立を試みた.その結果，本シミュ

レーションに基づいてトータルの櫨過性能を向上させる人工腎臓の開発に成功した.本手法

を用いて，人工腎臓のモジュール設計・解析を行うことが可能であり，将来動物実験，臨床

試験を行う上で必須の手法として活用できるようにした.
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第 3 章 リポソーム閤定化中空糸膜(ILM- AK)の創製

3-1 緒言

リポソーム(リン脂繋ニ重層膜)には水和層とその表面の上の疎水性層を含むナノレベノレ

で秩序化された界面 (~5nm) が存在する. リポソームは，例えば静電相互作用，疎水性相

互作用，水素結合安定性などの複合的な相互作用を通して分子を認識できることが報告され

ている (Kuboi et al.， 1997;Yamahara et al.， 1998; Kuboi et al.， 2006; Bui.H.T et al.， 2008). ま

た， リポソーム膜自体の新しい見方として，最近，ストレス状態下で誘導される様々な現象

が報告されてきている (Kuboi et al.， 2008). 例えば， (a) タンパク震のリフォーノレディングを

介助するシャベロン分子としての機能) (Kuboi et al.， 1997;Yoshimoto et al.， 1999; Kuboi et 

al.， 1997;Umakoshi et al.， 2007). (b) ストレス条件でのタンパク費の膜透過(U makoshi et 

al.， 1998) . (c) 膜融合のメヂィエーターもしくはイニシエーターとしての機能 (Yoshimoto 

et al.， 1999;Manayame et al.， 2002) ， (d) LIPuzyme 機能 (Liposome+ Enzyme) (Nagami et 

al.， 2004; Nagami et al.， 2005. ，1997;Yoshimoto et al.， 2005; Tu an et al.， 2008;Umakoshi et 

al.， 2008) などである.これらが，明らかにされるに従って，リポソーム(または LIPuzyme)

を基盤とする分離/反応システムの設計・開発が可能になってきた.

このようなシステムを完成させるために， リポソームを固定する手法を開発することは，

重要である.これまでに， リポソームを固定化させて分子認識素子とした各種の分析手法が

報告されている.例えば，(i)リポソーム匝定クロマトグラフィー(I LC) /リポソーム閤定化

膜(I LM) や(ii) リポソーム回定化センサー (ILS) などが挙げられる.上記の分析法で， リ

ポソームが分子認識素子として利用できることが示され，リポソームとの分子間相互作用を，

電荷，疎水性，水素結合安定性などの独立したパラメータとして解析可能である事も報告さ

れている.同時に，上記の間定化リポソーム技術は，ストレス状態にあるタンパク震の相互

分離に，そして，タンパク質リフォーノレディングカラムに適用されることも可能である. リ

ポソームの固定化方法としては， (a) 物理的なトラップ。法(Yang et al.， 1994) ， (b) 抗原一抗体

法(Yang et al.， 1998) ， (c) 疎水性のリガンド法(Hara et al.， 2000) ， (d) 共有結合法(Yang et 
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al.， 1999) などがある.これらの罰定化方法をバイオセバレーション用途に利用することは可

能であるが，リポソームの固定化量，安定性，カラム換作の困難性またはスケーラピリティ

の開題などがある.したがって，上記の問題を解決するために高密度でリポソームを固定化

した新規固定化リポソームマトリックスを開発することが望まれていた.

中空糸膜モジューノレは，7k処理，バイオメディカノレ用途に広く用いられており，さらに上

記の開題を解決するための強力なツールと考えられる.最近， リポソームが固定化された平

膜が報告されているが(Yamamoto.A 卒業論文 200 1)，安定性は高くなく，実使用できるもの

ではない.中空糸膜からなる膜モジュールは，し 1 くつかの企業にて生産されており，多くの

用途で利用されている.ここでは，この膜自体の形態に着目して，効果的なリポソーム固定

化方法を開発した.

本研究では， PSf lP VB 中空糸膜を用いており，その構造は孔サイズが段措的に外側から，

中空糸の内部になる

ほど狭くなっている

非対称構造を有して

いる. リポソームは

Fig.3 ・1 に示される

ように，ポリマーゲ、

ルマトリックスを通

して多孔費スペース

に集積して固定し，

リポソーム固定化膜

(I LM-AK) を千尋た.

リポソーム臨定化は

リポソームの安定性

により評価し，

ILM-AK の基本特性

は，アミノ酸の分配

Hollow Fiber 

Module 

Hollow Fiber 

Membrane 

8urface 

Li posome 
Membrane 

Fig.3-1 Conceptuallllustration of Immobilized Li posome Membrane 

Modulewith Follow Fibers 
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特性，タンパク質の吸著特性により評価を行い， リポソームが有する本来の機能が維持され

ているのかを確認した.

3-2 実験

3-2-1 リポソーム闇定化マトリックスゲノレの創製

(1)試薬

l-Palmitoyl-2 叫 eoyl-sn-glycero-3-phosphocholine(POPC) は日本油脂社製のものを用い

た 1，2-DiPAAlmitoyl-sn-Glycero-3 子hosphoethanolamine-N-(CapBiotiny l) (Sodium

Salt)(Cap Biotiny l)は Avanti 社製， Polyacrylic Acid (PA) ， carboxymethyl-cellulose 

(CMC) ， hyalurolic acids (HA) ， xanthan gum (XG) などの親水性のカルボキシノレ基を存す

るポヲマーは和光純薬工業社製のものを用いた.それぞれの化学構造を Fig.3-2 に示した.親

水性のN H 2基を有する harbpolyethyleneimine (PE I)は Sigma-Aldrich (USA) 社製のもの

を 用いた ( Fig.3 ・3 ). Calcein は和光社製， リポソーム膜を修飾させる

Rhodamine-phosphatidylethanol amine (Rh-PE) は Molecular Probes 社製を用いた.

Water soluble carbodiimide hydrochloride (WSC ， l-ethyl-3-(3-dimethylaminopropy l) 

carbodiimide hydrochloride) および HOBt (1-Hydroxy-1 H-七 enzotriazole ，monohydrate) 

は同人化学社製 TritonX-lOO は Sigma-Aldrich 社 製 Insulin ，From Bovine 

PAAncreas(Insulin) は Sigma-Aldrich 社製， Lysozyme ， from Egg Whi te (Lysozyme) は和光純

薬工業社製，その他の分析試薬は和光純薬社製のものを用いた.
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(2) リポソームの準備

Rh-PE1mol% とCap Biotiny l1 mol% を含むPOPC リポソームを次の方法にて調整した. リ

ン脂質をクロロホノレム/メタノーノレ (2 : 1) で可溶化し，溶剤を減配留去の後，得られた脂質薄

膜を少なくとも3時間，真空中で乾燥した.脂費薄膜はバッファー溶液ないし 100mM Calcein 

溶液によって水和し，多重層リポソーム(MLV: multilamellar vesicle) を寵製した. MLV 溶

液に，凍結(-80 0C)- 融解(相転移温度以上)を 5回繰り迭し， 100nm の孔径のポリカーボネート

フィノレタを用いて，粒径を調整した. . 

( 3) ゲソレの調整

PAA ，CMC ，HA ，XG などのアニオン性ポリマーとカチオン性のPEI からなるゲノレはWSC を

用いるカノレボジイミド法を用いて調整した.アニオン性ポリマーはエタノーノレに溶解させた

WSC (1 1mg/m l) とHOBt (1 1mg/m l) によって活性化させ， PEI 溶液を添加することによって架

橋体を形成させた.このときの PEI 濃度は0.1 - 1 wt% ，室温にて反応を行った.得られた親

水性ゲ、ルの含水率は乾燥前後の重量変化により求めた.

3-2-2 固定されたリポソーム膜モジュールの準備

(1)膜モジュールの操作

中空糸 100 本からなるミニモジューノレは，東レ社製ダイアライザー:“トレスノレホン“ TS

1.6UL を解体して得た中空糸膜を充填して作製した.モジュールは内径 1mm ， トータル長

さ130cm のシリコン製チューブ回路に接続した.このときのトータルボリュームは 3ml で、あっ

た.送液ポンプには アト一社製AC 嶋2120 ベリスタリックポンプを用いた.庇力計はろ液側

に設置した.使用前には不純物を取り除くためにモジュールをバッファー溶液にて洗浄して

用いた.溶液中のりポソーム濃度は吸光度 (OD405) にて求めた.リポソームからの Calcein 漏
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出はuv 吸収 (415nm) にて測定した.膜モジューノレに悶定化されているリポソーム中の

Calcein 量は1wt% Tr iton X-100 溶液を用いて， リポソーム構造を破壊させた後に測定を行っ

て求めた.

(a) Module setup 

waste 

mano 町leteγ

γeserv Ol r 

(b)Operational Sheme 

EE 諸説ドl1dinjJ
Module (8) 

しIp…ー]Loadin9 
Fig.3-4 Polymer cross- Li nking method for liposome Immobilization using hollow 
fiber membrane with gradient size exclusive pore 

(2) 盟定化リポソーム膜モジュールの準備

Fig.3-4 に示すように，上記の前実験結果に基づいて，回定化リポソーム膜モジュールを調製

した. リポソーム周定化のためのスキームをFig.3 ・5に示す. 膜のそジューノレの透析液仰IJ (フ
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ァイパー膜の外部)はりポソームやポリマーなどのサンプルを合むリザーパーに接続した.こ

の流路にはベリスタリックポンプを装備した(Fig.3-4(a)) .これは，大きな細孔を有する比較

的広い空湘が透析剤側に存在するためである.溶液は血液側(ファイバー膜の内部)からペヲ

スタリックポンプと圧力計を接続した流路(Fig.3 同 4(a)) にろ過しその後循環させた.

3-2-3 アミノ酸の分配測定およびタンパク質の吸着特性

(1) アミノ酸の分配測定

Fig.3 “51 こ実験装置図を示した.アミノ酸の分配に関しては， phenylalanine(Phe) および

glycine(Gly) を用い，濃度を3点以上変えて，全摘過条件にて測定した (Fig.3 ・5a) .測定は，

同一モジューノレを用いて，低濃度から順次測定した.

(2 ) タンパク質の吸着特性

IF-ILM へのタンパク質の吸着特性はより均一な流れとするために中空糸外側も液を流

しながら実施した (Fig.3 ・5b) .タンパク質としては， ρ値が異なるLysozyme とInsulin を

用いた

Module 

Hollow 
Fiber 

Membrane 

Surface 

(a) 

AK(control) or ILM 幽AK

0.25 
ml/min 

rvolr 

(b) 

0.25 m l/ min 

Fig.3-5 Schematic iII ustration of Experimental setup for the (a) amino acid partitioning 

experiment and (b) protein adsorption experiment 
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結果および考察つ
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ヒドロゲ、ノレを形成するPolyions 活性化複合体噌
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カルボキシノレ基グループを有する陰イオン性ポリマーに， polycation 上のアミノ基をカップ

回定化リポソーム膜リングさせる方法で架橋する事によりとドロゲルの調製が可能である.

モジュールを調製する前段階として，活性化したポリイオン錯体ならびに陰イオン性ポリマ

ここではゲルの含水率という視点かーにより顕製されるヒドロゲ、ノレの特性について検討し，

ヒドロゲ、ルをHA ， XG などの数種類の負電荷ポリマーを舟いて，CMC ， PAA ， ら評イ面した.

調製した.対イオンを有するカチオン性ポリマーとして，ポリエチレンイミン (PE I)を使用し，

Fig.3 ・6に陪濃度条件の異種ゲルを形成した.WSC によるアミノカップリングf去を用いて，

本研究で用いたポリ

xm こて最大値を示した.

の陰イオン性ポリマーと PEI を用いて調製したゲルの含水倍率を恭す.

XG> HA> CMC> PA の順で含水率に)1 慎列があり，マーの中では，

[
O
N
b
F

×
切
手
]
主
白
石
〉
〉
¥
村
一
C
コ一応
C
o
p
o
c
コ
』
』
O
H
C
コ
O

E
〈

90 

30 

10 

20 

80 

70 

60 

50 

40 

PEI :2.5mg/ml 

An ion ic Polymer:2.0mg/ml 

8

6

4

o 

z
E
E
b
o
a
忘
喝
さ
c
o
z
g
b
c
m尚
三
芝

0
5〉
〉

12 

4 

8 

6 

2 

O O 

〉くG

Fig.3 ・6 Comparison ofWater Contents of Gel Prepared with 

Various Polymers 

85 

HA CMC PAA 



上記の合水率は，ヒドロゲ、/レの物理的な特性にも関連性があった. 例えば， PAAJPEI ゲノレは

固体のような特徴を示すものの， HAJPEI ゲ、/レと XGIPEI ゲ、/レは柔らかい性状を示す. しかし

ながら， HAJPEI ゲノレの場合，カップリング反芯開始後， 4時間で，間体ゲルに変化した. こ

のような傾向は，ポリマー構成ユニットのカルボキシル基の密度に起因するものと考えられ

る. PAA には，単一の単量体単位あたり 1つのカノレボ、キシノレ基が存在し，ポリマー分子が多く

の架橋点で連結されている.また， CMC に関するすべての水酸基グループ。がカノレボキシメチ

ル基によって置換されているため， CMC のカルボキシル基密度も高い. これに反して，親

水性ポリマーとして利用される， HA とXG の両方が1重合体の単量体ユニット単位で、低いカノレ

ボキシル基密度を持っているのが知られている. HA は， 2グ、/レカン分子 (2g1ucosamino- グノレ

カン)あたり 1個のカノレボキシノレ基があり，また， XG は分岐した5グルカン構造単位に1. 5個の

カルボキシノレ基がある事が知られている.ポリマーの単位ユニット当たりのカルボ、キシル基

の理論上密度をFig.3 胴 61 こ示した. ゲノレの含水率はカノレボキシノレ基密度と比較的よい対応関係

にある事がわかった.
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XG /P EI ゲノレ製剤のための操作条件の影響。白つリつU

さらに，含水率を高めることができる天然系の高分子である CMC ，HA ，XG について，詳細

に濃度依存性を調べた (Fig.3 ヴ) .濃度と親水性高分子量が増えるほうが，含水率が高くなる

6 2 4 
Concentration of PEI (mg/ml) 

。。

ハU
n

u

n

u

n

u

n

u

n

U

8

7

6

5

4

2 

Z
(」
ω
E
h一o
a
E苦
言
)CO一百
o
E
C切
さ
ま
白
石
〉
〉

CMC とHAただし，傾向にある.

は 2mg を超えると増大効果は無

もしくは減少する. XG くなるか，

は2mg を超えても増加傾向を維持

しているが，粘性が高くなりすぎ

30 これ

らのことから，最適値は2mg/ml

て取扱性がかなり悪化する.

近傍であると推測した.

次に， XG /P EI ゲノレ生成への調製

Fig.3 ・8 Effect of concentration of PEI 
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条件の影響について検討した.

80 

70 

ヒドロゲノレの

含水率に対するPEI 濃度の影響に

Fig.3-8 に示す接に，

アニオン性ポリついて検討した.

マーとは逆に， PEI の濃度が低下す

るほど，含水倍率が上昇した.希

薄なPEI 濃度条件では，ヒドロゲル

臨界は全く形成されなかったが，

6 2 4 
amount of PEI (mg) 

PEI 濃度 (O.25mg/mn 以上では，

Fig. 3-9 Comparison of water contents of gel 

prepared with HA and XG 
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XG/PEI ゲノレが形成される事がわ

かった. XG とPEI 溶液が水溶液中



でポリイオン錯体を形成する事が予測されるが，今回使用したポリマーは高分子量であるた

ヒドロゲ、ルを形成するこの臨界めに分子全体がポリイオン錯体を形成するとは考えにくい.

PEI 濃度高分子溶液の振舞いを形成する相分離挙動との関連性があると思われる.濃度は，

このコンプレックスの形これは，ヒドロゲルの合水率は減少しているが，の増加に伴って，

成が増えていることを示しているのではなし1かと考えられる.

高濃度領域においては同じレベFig.3 幽9にこのPEI の効果を註A と比較した結果を示した.

高倍率になり，著しい差が存在するXG のみが，ルの倍率を示すが，低濃度領域においては，

ことがわかった. XG もPEI も分岐型の分子構造であるために，全体が広がりやすい構造をと

コンパクトに凝集する構造をとりやすいことがるが， HA は直鎖型のポリマーで、あるために，

HA そのものが凝集構造をとりやすいことが原因として考えられる.その他，考えられる.

Fig.3 ・lO fこ各種分子量，濃度のPEI に次に， PEI 分子の含水率への影響について検討した.

どの分子量のPEI においても濃度を低くすることに

Fig.3 ・11 にはPEI2.5mg/ml での分子量とヒドロより，含水倍率が高くなることがわかった.

対するPEI 分子の含水率の結果を示す.
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高分子量のPEI より高い含水率をPEI の分子量が低い場合，ゲルの含水率との関係を示す.

ヒドロゲノレはポリマー聞の架橋ポイントの増前項で議論したように，示すことがわかった.

ヒドロゲノレの架橋点上記のPEI の分子量の効果は，岡体のような性状になる.力日lこ伴って，

多く存在するものと考えられる.低分子量のPEI ほど緩やかな架橋点が，に依存し，

ポH
ノ上記のゲ、ノレを中空糸膜モジューノレで、調製する事を想定して，ヲポソームを充填の後，

リポソーム添加はXG/PEI ゲルの含水率に影響自体の添加効果について検討したが，ソーム

2mg/ml のXG適切な含水率を有するゲル調製を考慮した場合，

2.5mg/ml PEI が有効であることがわかった.

しない事が確認された.

ILM-AK の作製と膜特性q
u 

Q
u 

q
u 

ハウジング側から充填した(Fig.3 ・4(b) ステップ100nm のPOPC リポソームを，最初に，

(99% 以上)が充填1).リザーパーの濁度変化から，流速 1ml/min で40 分後に全てのリポソーム

Initial Conc. : 
2mM POPC/Ch (30nm) 

Loading: 
> 99% 
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された事が確認でき
しiposome Loading 

た(Fig.3 ・12). WSC で

活性化したXG (1 mg)

隙スペースを充填す

るために，

上のリポソームの空

PS 膜の

20 分間，

の水溶液は，

モジューノレに流加し

80 40 
OL 
O 

た.ほとんどすべての

Time [min] 

Fig.3-12 Typical Example of the Clearance (ξntrapment) of Li posome in 

Hollow Fiber Membrane Module as a Function of Loading Time. 

Flow rate was set at 1. 0 m l/ min. Total volume of the module and f1 0w tubes was 

3.7ml and the sample volume was 10 ml ， resulting in the 0.78 dilution of sample 

at infinite time. Li posome used 
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XG 分子が高分子量
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るために， PS 膜の徽密屑側に捕集する事が可能である(Fig .3・4(b) ステップII) 最終段階にな

って， XGIPEI ゲノレを調製するために， PEI の水溶液を， PS 甜莫に導入した(Fig.3'4(b) ステップ

III) . この操作によって，圧力がPSf の問で低 F した後に， 2.0kPa から4.7kPa lこ増加した

上記の知見は，ゲルがPS胡莫のチャンネルの中に形成されたことを示しており ，透水性はゲル

生成の後には低ドするが，顕著な低下は見られず，分自世に利用可能 C、ある事を示唆している.

固定されたリポソーム膜モジュールの写真イメ ーシをFig.3'13 に示した POPC リポ

ソームは，回定された量のリポソームを見積もるために，内水相を100 rnM calcein で，膜表

層をRhodamine'PE で者色した. 未処理のモジュール(contro l) と比較し亡， Module (A) は蛍

光でラベルされたリポソームが中空糸膜モジューノレ内部に観察ぞきる さらに， 20 分間，膜

のファイパーの内側の側面から外側に逆圧を負荷して水を流しでも蛍光に大きな影響は見ら

れない事がわかった 逆圧実験の結呆は，リポソームがXGIPEI のゲルマ トリックスの中で

固定化されている事を示している. 対照実験として， XG とPEI をゲノレ形成と同時にモ、ンュー

/レに導入する手法を検討した(X G/ PEI 混合物をリボソーム充境(ステップ1) の後にモジュー

Control 

Module 
(A) 

Module 
(8) 

Fig.3-13 Immobilized Li posome Membrane Module Prepared with Different 

Conditions. 1 OOmM Calcein was entrapped in POPC Li posome modified with 

1 mol% Rhodamine-P E. 
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ルに充填). Module(B) はその結果で、あり，上記の場合と同様に， Calcein とRhodamine- PE の

色は観測されるものの，蛍光色は薄いものに留まった.

得られたILM-A 瓦の特性をさらに解析するため， (i)リポソーム固定化量， (ii)国定化リポ

ソームの安定性，ならびに， (iii)膜のモジュールの櫨過特性について検討した.臨界ミセノレ濃

度以上の界面活性剤が存在する場合，リポソームの構造は破壊され，内部からCalcein が容易

に漏出する. Calcein はリポソーム固定化量の推算の手段として使用した. ここで， Calcein 

漏出量は居定化したリポソーム濃度に比例する. Tr iton X -100 溶液Uwt%) は，リポソーム膜

の可溶化のために膜のモジュールに導入し，漏出したCalcein から固定化脂質量を推算した

(Table 3・1). ポリマーをj順次導入する Module(A) の場合，ゲ、ル牝と同時に固定化した

Module(B) より 10 倍高い闘定化量が得られる事がわかった.上記の知見は，リポソーム間隙

でのゲノレ形成挙動に依存するものと考えられる.上記の知見をこれまでに報告のある ILC 担体

の結果と比較した(Table 3・'1). ILM-AK では閤定された脂質の最は2，100mmol/ml を示し，

ILC の固定化量より 40 ・50 倍程度高い事が示された. ILM-AK とILC の違いは，固定方法の違

いに起因すると考えら

れる .ILC におけるリポ

ソームの固定の場合で

は，岡定化されるゲノレの

表面に依存する.しかし

ながら，リポソームを最

初に中空糸モジュール

に充填する現在の方法

は，膜の空隙を手iJ用でき

ることや，さらに，空隙

をポリマーで理没する
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Fig_3-14 Time Course of Leakage of Calcein from the 

Liposome Immobilized on Hollow Fiber PS-Membrane Module 
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事が可能であり，より高効率にリポソームを盟定する事が可能である. また，原理的には，

各種異なる種類のリポソームの国定化も可能である.

一方， PS 甜莫の表面で固定されたリポソームの安定性は実用化のための重要な要素となる.

上のILM-A五が調製された後で、のCalcein漏出の時間的経過を測定した結果をFig_3帽 14~こ示す.

Module(B) の場合， Calcein 漏出が高い事がわかったが， Calcein 漏出がModule (A)の場合で、は

観測されなかった. Calcein 漏出， ILC では， Calcein 漏出は少なくとも3週間観測されなかっ

たことが以前に報告されている(Liu X-Y et al.， 2005). 非常に多孔性の膜(セルロースアセテ

ート膜)に固定されたリポソームの場合は， Calcein 漏出のライフタイムは，高い努断応力のた

めにそれほど大きくない(5 日間)こともわかっている (Yamamoto.A ，200 1). また， ILS での困

定化リポソームは1週間安定で、あった.ここで、の ILM-AK ではCalcein の顕著な漏出が見られ

ず，少なくとも2週間安定で、あった.この結果は，分析用途ならびに分離用途にも，固定化リ

Table 3-1 Characteristics of Li posome-Immobilized Matrix 

Amountof Stability 
UFRS 

Matrix Type lmmobilization Method hnmobilized Li pid (Calcein Leakage ) 
[mmol ・・lipid/ml- matrix] [%] [ml/(hr m 2 kPa)] 

Control Module PS Membrane None O 850 

ILM -Module -(A) PS Membrane XG/PEI(Sequential) 2，100 (*1) 0.89 (*5) 230 

ILM -Module ーの) PS Membrane XG/PEI(Preforming -Gel) 150(*1) 72.0 (*5) 410 

ILC s巴pharose Avidin -Biotin 37.6 (勺) 0.53 (ホ 6)

ILC Sephacryl Avidin -Biotin 41.5 (勺) 0.77 (*6) 

ILC Sephadex Avidin -Biotin 30.2 (*2) 1. 08 (*6) 

ILC TSK Avidin -Biotin 30.3 (*2) 0.74 (*6) 

ILC TSK Covalent Binding 34.2 (勺)

ILM Cellulose Covalent Binding 14.5 (*4) 81. 2 (*7) 

合 1 The amount of the immobilized lipid was calculated from the calcein leakage after the solubilitzation of immobilized 
liposome by using Triton X-100 solution. (8ee experimental section) 
女2 Yang Q， Liu X-Y ， Ajiki 8-1 ， Hara M ， Lundahl P， Miyake J. ょαlromatogr. B， 707 ， 131 “141 (1998) 
*3 Yang Q， Liu X-Y ， Yoshimoto M ， Kuboi R， Miyake J. Anal. Biochem. 268 ， 354-362 (1 999) 
*4 Data from Unpublished Work 
*5 The value was calculated as the accumulated amounts of calcein for several days at 25 0C against its total amounts 
喝 The value was recalculated based on the previously-reported data (Yang Q， Liu X “Y ， Ajiki 8-1 ， Hara M ， Lundahl P， 
Miyake J. J. Chromatogr. B， 707 ， 131 ・141 (1998)) 

吋 The value was recalculated based on data from unpublished work 
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ポソームは安定である事を示している. また，透水係数(UFRS) をTable3-1 に示す.値は

ILM-AK の場合にわずかに減少したが透析使用には50 ml/(h r- m 2 'kPa) 以上で、あれば十分可

能であり， 230mll(h r- m 2・kPa) は適切で、ある.すなわち，(i)リポソームを高濃度で闘定化可

能であり， (ii)高い安定性を脊し，さらに. (iii)遜色のない滴過特性が得られる ILM-AK を鵠

製可能である事が確認できた.

3-3-4ILM-AK のアミノ酸分配特性

ILM-AK とリポソームを同定化していなし、control (AK) について， phenylalanine ， glycine 

の吸着挙動を調べた. Fig.3 ・15 に得られた吸着等温線を示した.濃度上昇とともに吸着量も増

大しており，溶液系吸着で、は一般的なFreundlich 型になっており， Langmuir 型に代表される

ような飽和吸着量が明確に示される領域で、はなかった.比較的疎水性の高し、 phenylalanine

を用いてILM-AK とcontrol (A K)を比較すると， ILM-AK の方が多く吸着することがわかった.

また，親水性の高し、glycine と疎水性の高し ¥p heny lalanine とを比較すると， phenylalanine の

方が2倍以上多く吸着していることがわかる.これらの結果からリポソームが匝定化されてい

ることによる特性変化を確認することができた. 得られた吸着等温線からILM-AK とA 五の

局所疎水性因子 (HF) を求めた. Fig.3 ・16 に示すように，両者ともにPOPC リポソームとほ

ぼ同じ場所に位置づけられ，親水性が高いことが分かつた.
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3-3-5ILM-AK のタンパク質吸着特性

アミノ酸においては，リポソームの効果が維持できていることを確認することができたが，

タンパク質レベルで、の効果を確認するために， Insulin とLysozyme を用いて吸着特性を確認し

た(Fig.3-17) .水素結合安定性 (ρ 値)の高い Lysozyme で、はILM-AK とHF はほぼ同じ吸着関係を

示した.すなわち， 60"-'120 分後における安定した状態での濃度に着目すると， AK ， ILM-AK 

共に濃度が初期濃度の60% 弱に低下しており，膜単体での吸着は40% 弱であることがわかる.

一方， ρ値の低し ¥Insulin にお

いては， リポソームの存在し

ないAK では， Lysozyme 同様に

40% 程度の吸着であるが，

ILM 聞 AKt こて強い吸着が認め

られ， 120 分後においてはさら

に30% 弱の吸着増加が認めら

れた. ρ値が低いタンパク費

においてはリポソームに対し

て相互作用が強くなり，吸着

様の挙動を示すことも考えら

れる.これらのことから，

ILM-AK はリポソームの特性

が残されているデ、パイスであ

ることを確認することができ

fこ.
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3-4 まとめ

透析患者のストレス負荷状態を改善するために，モデル生体膜(リポソーム)が分離膜の中

に内包されたリポソーム固定化膜モジューノレの創製を試みた.国定化のために， リポソーム

をマトリックスゲ、/レで、内包させることを考案し，天然型の高分子を活用する事も視野に入れ

た.各種マトリックスゲ、ノレの特性を解析した結果，天然高分子である XG を用いることによ

り，非常に高い含水状態のゲ、ノレを作製する事が可能である事がわかった. XG を PEI と架橋

剤を用いて架橋させたゲルであれば膨潤倍率が 50 倍(含水率 98%) 程度の高含水率化が可

能であることがわかった.また，このゲノレでリポソームを膜表層の空隙に内包できることも

確認した.さらに，人工腎臓用中空糸膜モジュール内部に固定化することにも成功し，この

ILM-AK に内包周定化されたリポソームは最小限 2 週間程度，安定に存在することを確認し

た.また，回定化されたリポソームの機能確認として，アミノ酸の分配特性，タンパク繋の

吸着特性を確認し， ILM-AK においては，疎水性のアミノ酸の吸着が強く，さらに， Insulin 

などの ρ値の低いタンパク質との相互作用が強いことを確認することができた.したがって，

ILM-AK を最大限に活用するためには，このリポソームの特性をよく把握した上に，カラム

としての反応条件(接触持関，分離膜としての機能との併用)をよく考えて，活用すること

がポイントとなってくる.次章では，この機能を活用することに対して行った結果を示す.
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第 4 章 ILM-AK の次世代型新規人工腎臓としての評価

4-1 緒言

透析治療をうける患者は， 2007 年末時点で， 27.5 万人と言われている.既存の人工腎臓で

は，分子量が数千以上の物質にも毒性があるという中分子量仮説が提唱されて以降，

s 2-microglobulin など，腎不全患者が代謝できない過剰な血液成分を膜分離技術によって

高精度にふるい分け除去する事に主眼が賓かれている(第 1 章) • しかし，変性を受けて高分

子量化した状態のタンパク覧碇集体に対しては，ほとんどなす術がないのが現状である.さ

らに，腎不全患者は元来，腎機能が低下しているがゆえに体内環境は強いストレス状態にあ

ると言っても過言ではない.その上，週 3 回の体外領環治療が必要であり，体外循環のデ、パ

イスが人工物から作成されているゆえに非常に強いストレスを受けることになる.その結果

として，心臓や血管にストレス負荷がかかり，血管の老化が進むと言われており，健常人に

比べて，約 20 歳血液年齢が更新しているという報告もある.さらには，心・血管障害からの

死亡が，透析患者の死因の l 番目を占めている.

第 1 章~第 3 章では，既存の膜透析技術に必要とされる最小限の機能を維持しつつ，これ

らのストレスを低減するために新たな機能を付与する材料設計の指針を明らかにしてきた.

本章では，それらの知見に基づいて創製したヲポソーム回定化人工腎臓(I LM-A K)が，実際

の透析患者に与える影響について検討した.ここでは 2 種類のモデノレ実験を行った.一つ目

は，タンパク質のりフォーノレディング実験であり， mol ten globule 状態 (3 次構造は変化し

ているがコンパクトで比較的安定に存在する状態)のタンパク質を患者の変性タンパク質と

仮定して， ILM-AK との相互作用を調べた.二つ自は，実際の透析患者のモデル体液を，

ILM-AK と接触操作させて，各種評価手法 (s z-MG 濃度， Albumin 濃度， Membrane Chip 解析

ほか)により，操作前後の体内ストレス状態変化を解析した.これらの知見に基づいて，

ILM-AK の新規な人工透析基材としての可能性について議論する.
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4-2 実験

4-2-1 リフォーノレディング実験

(1) 試薬

1-Palmitoyl ・2叫 eoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC) は日本油脂社製のものを用い

た. Stearylamine(SA) は和光純薬工業社製を Cholestero l( Ch) は Sigma -Aldrich 社製のも

のを用いた. リフォールデ、イングを行うタンパク質として CAB ( Carbonic Anhydrase 

from Bovine (脱炭酸酵素) (Sigma 製) (Mw:28800 ，pI=5.9) を使用した. 正常なタン

パク質の活性濃度を測定する基質には p-nitrophenylacetate (p- NPA) (和光純薬工業製

試 薬特級 )を用いた 2-Amino-2-hydroxymethyl-l ，3-proPAnediol

(Iris(hydroxymethy )I )aminomethane (Tris) は和光純薬工業社製を

Ethylenediaminetetraacetic acid ， tetrasodium salt( エチレンジアミン四酢酸四ナトリウム

四水塩，EDTA ・4Na))( EDTN は間仁化学社製， Guanidine Hydrochroride( グアニジン塩酸

塩)(GuHC l)は和光純薬工業社製， Cholroform は和光純薬工業社製， Methanol は和光純薬工

業社製， Ethanol は和光純薬工業社製， 1，6-Diphenyl hexatriene(DPH) は和光純薬工業社

製， BCATM Protein Assay Ki t(BCA) は Thermo SCIENTIFIC 社製のものを用いた.

(2) リフォールデ、イング循環実験

Fig .4・ u こ実験田路圏を示した.変性 CAB 溶液 (lOmg/ml) はTr isHC l( 100mM ，pH7.5) バ

ッファー中で 5MGuHCl を加えて調整した.実験は 2 ステッフ。にて行った.まず Fig .4帽 l(a)

の回路を用いて，変性 CAB 溶液 0.8ml を'li 'isHCl (1 00mM ，pH7.5)3.2ml を用いて 5 倍希釈

し， 0.25ml/min の流量にて循環させた.この希釈後の濃度では CAB は molten globule 状態

で循環することになる. 1 時間後に Fig .4 -1(b) の回路を用いて， 35ml のTr isHCl(lOOm

M ，pH7.5) を流量 2.25m l/ min にて導入し， トータノレ 50 倍に希釈し， リフォールディングさ

せた. Tr isHCl の希釈液導入後はポンプ 1 の流量を 0.25m l/ min に下げて循環を行い，経時

的にサンプリングpを行った. CAB の活性測定はTr isH C l( 50mM ，pH7 .5) に EDTA ・4Na を

5mM ， p-nitrophenylacetate を lmM 添加した活性基質溶液を 50ml 調整し，加水分解反応
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を起こして， 348nm における吸光度の経時変化により決定した.なお，実験中は基質溶液

もスターラーで撹枠し続けた.

AK(contro りor ILM-AI く

にr~l 【
Keservolr 

(a) 1 st step 

2.25 
ml/min 

斗斗

(b) 2nd step 

Fig.4-1 Refolding system using AK(control) or ILM-AK 

4 - 2 - 2 CAPD 液を用いた循環実験

( 1 )実験装置および循環方法

Fig .4包に実験回路図を示

した.実験開始前は回路全体

を PBS にて置換・洗浄を行

い，ポンプサイドの液は抜い

ておく .腹膜透析患者

(CAPD) 廃液などの生体由

来サンフ。ルを 9ml 準備し，ポ

ンプスイッチをスタートさせ，

0.38 
ml/min 

Reservoir 

0.25 
ml/min 

ろ液個IJ の初流が出た時を実験 Fig.4-2 Circulation system using AK(control) or I しM-A~
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開始とした.最初 10 分間は中空糸外側の循環を行わず， 20 分までは最初に系内に存在した

PBS での希釈を避けるために 1パスにて廃棄した.

( 2) Membrane Chip の作成

Membrane Chip 国定化用として Egg phosphatidyl-ethanolamine (EggPE) を lmol% 混合した

トpalmitoyl-2-oleoy トsn-glycero-3 ・phosphocholine (POPC) ， 1，2帽 dioleoyl-sr トglycero

ふ phosphocholine (DOP C)， 1，2-dipalmitoyl-sn 古Iycero ふ phosphocholine (DPP C)の脂質薄膜を

Calcein 水溶液(1 00mM ，pH 7.5) で水和し，凍結・融解法によりリポソームを調製した.リポソ

ーム粒径はすべて 100nm に調整した.

Membrane Chip はセルロース混合膜上に厚み 30nm になるように金スバッタ処理を施し，

16 田 Mercapto-hexadecanoicacid 溶液に 1 晩浸・潰して自弓集合膜 (SAM) を形成させた.

WSC /N -Hydroxysuccinimide 混合法液により SAM のカルボキシル基を活性化した.そこに

EggPE を lmol% 混合した POPC ，DOPC ， DPPC リポソーム溶液をそれぞれ添加し，共有結合

法により電極上に回定化した.解析については，評価対象であるリポソームを Membrane Chip 

に添加し，固定化リポソームからの Ca 1c ein 漏出に伴う輝度の変化(6. 1) を蛍光顕微鏡下で直接

評価した.ワポソーム添加後 30min における Calcein 漏出率(6.I1 1o) を膜間相互作用のシグナル

として採用した.膜流動性，相分離性など，生体膜を反映した組成・条件を選定した membrane

library を用いて，評価対象の主成分分析を行い，主成分得点 PC1 ，PC2 を得た.

4-3 結果および考察

4 - 3 -1 CAB のリフォーノレディング

1 ステップ目終了時の溶液中の CAB 量測定し，投入量に対して計算した結果を Fig .4・ 3

に示した. リポソームを匝定化していない中空糸膜モジュールで、ある AK の CAB 量は開始

時と変わっておらず，タンパク質の吸着が抑制されて，安定して錆環できていることがわか

る.一方， ILM-AK においては， CAB 量は約半減している.これは， mo 1t en globule (MG) 

状態にある CAB をリポソームが認識したためと考えられ， リポソームが固定化されている

部位に吸着している状態が推定される. Fig .4 -4 はさらに 10 倍(トータル 50 倍)の希釈を
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Fig.4 ・3 Concentration of CAB (after 1st step) 

行った後の CAB 量の変化を示した図である.コントロルの AK には濃震の低下がみられた

が， ILM-AK では逆に濃度が上昇した，これは， M G 状態にて， リポソーム上に存在してい

た CAB がリフォーノレディングとともに膜表面から離れて，溶液中に戻ってきたためと考え

られる.

Fig_ 4-5 にはこのときの溶液中の Native CAB の都合，すなわちリフォーノレディング率を

示した.いずれも約 80% と高いリフォールデイング効率を示した.ここで， ILM-AI 互におい

ては溶液中に溶解していた CAB とリポソーム上に存在していた CAB に分けてジフォールデ、

ィングを考え，溶液中に溶解していた CAB からのリフォーノレディングはコントロールの AK

と陪じりフォーノレディング収率として計算してみると， リポソーム上からのリフォールデ、イ

ング率も 86% と良好な値で、あった. Fig .4・ 6 に，これらの結果から， ILM-AK にて起こっ

た現象をイメージ霞にまとめた結果を示す.この留のとおり， ILM-AK には変性したタンパ

ク質を取り込む機能があり，正常化させて戻すことができることが確認できた.透析患者の

血液においては，第 1章にて述べたように，変性したタンパク質が多く存在しており，今回

のモデル実験のように，選択的に取り込み，正常化させる機能が働けばこれまでにない，人

工腎臓の機能を発現できたことになる.

101 



120 

{
ポ
]
∞
〈
O
恥

O
C
O一Hg
H
C
ω
o
c
o
o
ω
〉宮山一

ωぽ

100 

80 

60 

40 

20 

O 
1 st step 2nd step 1 st step 2nd step 

AK( control) ILM 四 AK

Fig 圃 4 開 4 Change of Concentration for CAB after refolding procedure 
(1 st step to 2nd step) 

{ポ]
てコ
ω 
〉

E 50 
てコ
O 
H 叩

ω 
ぽ

solution o!1 liposome 

100 
90 ・一一一知

80 

。
AK( control) 

measurement calculated 
value value 

ILM-AK 

Fig.4 幽 5 Refolding Yield of CAB 

102 



。

ヲた 女

* 女

ヲk

tζ 二シ
o (} 。

。
AK( control) 

Fig.4 ・6 Refolding Image 

。

*MG  state CAB 

o Native CAB 

むAggregate ，umfold state CAB 

ヲた

〈二シ。

o (}o 0 。 。
11比Lしし欄欄欄闇-~

4 - 3 - 2 CAPD 液からのタンパク質除去， SOD 活性

(1) タンパク質の量的な除去

腎不全透析患者のモデ、ノレ体液を Fig .4幽 2 の装置を用いて ILM-AK 処理した. Fig .4 -7 には

ILM-AK 処理時のタンパク質濃度の経時変化を示す.最初の 1 5分までは希釈の影響により，

循環液濃度に低下が見られるが，それ以降は膜モジュール全体の吸着の効果によって濃度が

変化している.物質収支より， 15 分以降のタンパク質吸着量を算出し，その経時変化を示し

た(Fig .4・ 2(b)). AK と比較して， ILM-AK を用いた場合，吸着量が緩やかに増加する事がわ

かった. 12 分後の最大吸着量も ILM-AK はAK の 60% 程度に抑制される事がわかった.
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モデ、ノレ体液中に存在する各種構成成分の変化について解析した. Table4-1 ，Fig4-8 には，

この患者体液のs2-microglobulin の濃度を示した.実験開始前および 120 分後の Albumin ，

Albumin が多初期には，主成分は Albumin と日2叩 icroglobulin であることがわかっており，

量に含まれる液であったことがわかる.しかし， 1 2 0 分後の Albumin 濃度は A 五， ILM-AK

85% 手呈AK については，共に大幅に低下している.特にリボソームを国定化していない，

これの主な要国は， Albumin が膜透過性が高くないために，透析膜にトラ度減少している.

ップされた影響が大きいと考えられるが，膜および循環回路への吸着もあり得ると考えられ

る.

一方， s2 田 microglobulin の吸着はさほど多くはなく， 10-----20% の聞である.したがって，

およそ Albumin と告2-microglobulin が半量程度存在している混120 分後の溶液の組成は，

合液であるということがわかる. AK とILM-AK を比較すると， ILM-AK の方が両タンパク

中空糸膜表面および内部に親水性のマトリックスゲ、ノレおよびリ質の吸着が抑制されている.

ポソームが存在することにより， PS 百PVP 膜表面が改質された状態になっている可能性も示

リポソーム従来から使用されている量的な指標を用いた場合でも，以上の様に，

を回定化した膜は親水性の強い膜であることが分かる.
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Table 4 岨 1 Concentration of protein 

before 

AK(control) (120min) 

ILM 開AK (120min) 

albumin 

mg/L 

530 

82 

146 

s 2
回 microglobulin

mg/ し
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Fig.4 ・8 Rate of protein adsorption (1 20min) 

(2 )被処理体液の SOD 活性

SOD をマーカ一分子として，透析膜処理操作が体内の酸化ストレス環境に及ぼす影

響について検討した.被処理液体中の SOD 活性を測定し，原被に存在する SOD 活性の低

下率を算出した結果を Fig .4 -9 に示した.コントローノレ(中空糸膜のみ)は処理前の溶液

の約 18% の SOD 活性が低下することがわかった.一方， ILM-AK の場合でも SOD 活性の

低下が見られるが，その割合は約 10% に低減される事がわかった. SOD 活性低下の原

閣として， (i) SOD 活性の低下，ならびに， (ii) SOD が吸着除去の可能性が考えられる.

SOD の分子量が大きいことと， Albumin ， s2 叩 icroglobulin の残存量が ILM-AK の方が多

いことを考えると後者の要悶である可能性が高い.以上の様に， ILM-AK を用いる事によ

り，モデノレ体液中における抗酸化酵素 SOD 活性を維持できる事が示された.今回は SOD
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フラグメントの再構築による SOD LIPOzyme 効果までは実験を行うことができなかった

が，表面に必要量の SOD LIPOzyme を構成することは十分に可能であるため，今後の課

題に挙げて進めていきたい.
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Fig.4-9 Percentage of SOD adsorption 

メンプレンチップを用いた処理液の特性解析つdq
U 4 

メンブ処理を行った液の生体膜間相互作用の解析を行った.メンブレンチップを用いて，

レンチップの原理を Fig .4・ 10 に示す.蛍光物質 Calcein を封入したりポソームを固定化した

タン基材とサンプノレ溶液を接触させて，対象試料と膜との相互作用を解析するものである.

パク質の構造異常化に関連する基本タンパク質を標準物質とした場合，特性の異なる複数の

リポソームに対する応答を解析する事により，統計学的手法(主成分分析)とも組み合わせて，

Alzheimer 症関連これまでに，対象試料(タンパク質)の構造異常状態の解析が可能となる.

タンパク質 As などの対象分子の種類や物理化学的特性の推定に有効であることが示されて
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Calcein 

Different Activity 

Fig.4-10 Schematic illustration of basic principle of membrane chip analysis 

まず， 3 種類のリポソーム(P OPC ，DOP C ， DMP C) を固定化したメンブレンチップに，各種

基準タンパク質<s2 -microglobulin ，CA B ，Lysozyme ， Ubiqiutin ， !n sulin) を内部標準系として添加

し， Calcein 蛍光漏出から，タンパク質ーリポソーム膜問相互作用を測定したー実験で得られ

た nXm の相互作用の網羅的情報群を説明するため，主成分分析により，新たな説明変数と

して PCI とPC2 を求めた，主成分分析結果を Tab!e 4-2 に示す. PC2 までの積算寄与率が 90%

を超えているので，第 2 成分までで相互作用の実験結果を説明しえると判断した次に， PCl 

および PC 2 と各種物性値(局所的疎水性 (L H )，水素結合安定性 (ρ 値) ，電荷密度 (Z/ASA) ， 

分子量 (Mw) ，粒子表面積 (ASA) ，および疎;Jc性環境の形成に伴う水素結合安定化を意味

する LH Iρ との相関係数に基づき， PCl とPC2 をそれぞれ，タンパク質の水素結合安定性

と電荷符度に帰属することができた. Fig .4- 11 には， PC1 ，PC2 の帰属結果を踏まえて，今|υ |

実験を行ったサンプノレの分析結果と共に示した液過実験を開始する前のスター卜液は，PC 

1 がマイナス側すなわち今回は ρ値が高い側に位置づけられている CAPD 液は多くの生体

成分の混介液であるので，その開由を明確に決めることはできないが， A lbumin が多く合ま

れている状態であるので， Albumin (BS A のρ値 8.0) に近い位置に現れた可能性が高い

Table 4-2 Data 01 principal component analysis 

PC1 PC2 ZfASA LH ρ M W  ASA LHfp 

56% 35% Cfnm2 Da nm2 

Insulin 1.6795 0.5393 -0 .142 。.6 4.2 5700 20.2 0.142857 

Ubiqutin -0.1294 -1 .4 950 0.000887 0.3 5.6 8500 26.4 0.053571 

s ，-microglobulin 1.5398 -0 .2526 -0.058 0.2 5.2 11200 31 .8 0.038462 

Lysozyme -0.9268 ' 0.5045 0.211 0.1 6.1 15000 38 目7 0.016393 

CAB -0.8181 1.3364 。.002 。 6.6 28700 59.7 。
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櫨過実験後 6 0 分および 120 分後の液は， A K および ILM-AK 共にスタート時に対して，

低 ρ値{員!Jにシフトしている.特に， AK では， Albumin が残っているにもかかわらず， s2 

・microglobulin 単独の位置に近い場所に座標に位置し， s2-microglobulin 単独ではないにせよ，

すべての構成成分の平均的性質として，低い ρ値の状態にあると言える. ρ値は，タンパク

質主鎖骨格に存在する水素結合の平均的な疎水環境を示す値であり，この値が低いほど，タ

ンパク質構造の安定性が低い事が報告されている.特に，アミロイド性タンパク質の ρ値は

低い.この領域はタンパク質全体としても低い ρ値領域であることから，それらの成分だけ

が集まったとは考えられず，体液中のタンパク質の構造が異常な構造に変化していることが

示唆される.実捺， 1章の Fig_l ・15 で示したように，透析患者の血液をリポソーム非回定化

透析カラムで処理した後のタンパク質成分のいくつかは発現量が増大したり，ペプチドに断

片化するなどのストレス負荷が認められている.この結果は， Membrane Chip 解析と合致す

る.それに対して， ILM-AK のρ値は Albumin とs2 ・microglobulin の中聞に位置している.

PC 1 成分においては，スタートの状態に近く，高 ρ値のタンパク質に近い特性になっている

ことが確認された.

1.5 

1.0 
〆'帽、
.?; 、
(f) 

CAB 圏

ラ24 1々 /づ/可璽

c Lysozyme ω 
てコ 0.0 
ω 

A !t 汐ジ.........1
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.c 
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Fig .4 -11 Principle component analysis of CAPD solution in Renal Failure patient treated 

by ILM-AK(O) and AK(Control)( 穆)
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。2叩 icroglobulin はρ値が低く，アミロイド性の高いタンパク質として知られている.体液中では，

その他の成分により，比較的に安定に存在しうる状態で存在するものと考えられる. Membrane Chip 

による解析結果から，透析処理した場合，モデル体液中のタンパク質の構造が異常化する事が示

唆された.上記の知見は，モデ、ノレ体液中において sz ・microglobulin の特性(水素結合不安定性)が

顕著化される事を示唆している.しかし，以上の知見は， ILM-AK を使用した場合，その様な傾

向は見られず，タンパク費の構造状態は正常である事がわかった. リポソームは，(i)タンパ

ク震の異常な構造を正常化する分子シャペロン様機能(Yoshimoto ，1999) ， (ii) 構造異常性の

高い(アミロイド性)タンパク質を識別する機能 (Yoshimoto ，2004 ， Shimanouchi 2005) ， (i ii) 

構造の不安定なペプチドフラグメントを吸着・再活性化する機能(Tu an 2008) など，各種の

潜在機能を誘導する事が知られている. ILM-AK を用いた場合，構造異常性の高いタンパク

質を吸着するものの(3 章 Insulin ，Fig .4 -6 sz-microglobulin など)，他の成分との共存により正

常な構造状態にあるタンパク繋(CAPD 溶液中のsz-microglobulin ，SOD など)の構造変化・吸着

を抑制する役割を有するものと考えられる.以上のように， ILM-AK を用いて，体液のスト

レス状態を抑制もしくは緩和できる可能性が示唆された. ILM-AK 自身はリポソームを固定

化したものであるが，この様なリポソームの潜在的な機能を誘導する事により，親水化のみ

ならず，ストレス状態に応じて，新規な価値(機能)を若、起できるスマート人工臓器システム

の構築ができるものと期待できる.
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4-4 まとめ

本章では， ILM-AK の人工腎臓機能としての評価を行った. 生体内に存在するストレス負

荷タンパク質(ストレッサ)の構造正常化，ならびに，生体内環境修穫を目的として，構造異常タン

パク質の正常化モデ、ノレとして，炭酸脱水酵素(CAB) のリフォーノレディング実験を行い， ILM-AK で

は構造が異常化したタンパク質を取り込む機能があること，および，高いリフォーノレディング

特性(構造正常化機能)を示すことを確認した.透析患者の血液中のタンパク質の変性状態と今

回の条件は同じではないが，今回のモデル実験のように，選択的に取り込み正常化させる機

能が働けばこれまでにない，画期的な人工腎臓の機能を発現できることになる.

また，患者のモデ、/レ液として腹膜透析治療患者の置換液 (CAPD 液)を用いて， ILM-AK 

および AK を通過させたときの成分変化およびメンブレンチップによって測定することがで

きるストレス状態の変化を調べたところ， ILM 咽AK では，基本的なふるいわけ性能は維持し

たうえで，ストレスの影響を抑制できる，新規な特性を有する膜であることが示唆された.

今屈の， リポソーム回定化膜は新しい試みであるが，単なる物質の除去能でしか評価でき

ない従来の方法のみでは，その特徴を引き出すことは難しい.今田用いたメンブレンチップ

での評価方法(例えば， 96 ウェルタイプの自動測定器に対応した方法)が確立されれば，大

量のサンプルも測定することが可能と期待される.今回の結果では.どのストレス成分が，

測定に影響を与えたのかを同定することまではできないが，第 1 章で述べたマスト細胞刺激

成分の研究のように分離・測定を繰り返すことによって，多様なストレスを系統的に解析・

改善することが可能になり，適切な大きさ，構造の I孔LM. 也 .

られる.
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総括

本論文では，腎不全患者の治療として用いられている人工腎臓の新規な人工腎臓を志向す

るデ、パイスとして， リポソームを固定化した中空糸膜デバイスおよび基材の創成と機能評価

について取組み， リポソームを回定化した中空糸膜デバイス (ILM-AK) を創成することに

成功した. ILM-AK は従来の人工腎臓が s 2 ・microglobulin などの過剰成分を単に除く機能

で、あったことに比べて， リポソーム本来が有する多接なタンパク質との相互作用および最近

大きな問題となってきているストレスを低減する機能を付加できる画期的な治療デバイスで

ある.本研究では，中空糸膜の分離機能を維持したうえで新たな機能を発現できることをミ

ニモジュールスケーノレでの in VitTO 評価にて確認することができた.次世代の新規な人工腎

臓として有望である.以下に各章での結果を総括する.

①治療思想・毘約 ②評価分析{開発時) ③開発デバイス{機能) ④評価(最終)

従来 :132 刊 icroglobulin などのうZンパ 従来・狩oteome などのうFンパ 従来:分離篠・吸潜材による除去 -かゆみなどの短

研究フローク鰍去 っ貿分析 続リポソームを用いた生体閥的分子期的な問題解決

と課題 新日2-microgobulin などのう言ンパウ貿・ 新:Membrenome などの機能分析 認議機能(抗酸化ストレス機能も付与)

血縁の構造正常化、もしくは正常なも 新・素材ストレスを低滅した貌水性索材 ・病態進行の抑制・改

のを分別 新:磁化ストレス評価分析 新.ストレス損傷修復機能を発擦させる 蕃。・低ストレス、スト
新・治療時のストレス低減 システム設計 レス扱僚の修復

1ー予r -員同 t Iストレス低滋の必要性翻査{論文)

Membrenome !.1!l査(文献)

1章
課題lii:iiE 諜怒:本デバイスで人ヱ腎隠の限

界と課題(変性)を発見

ー明---与梓喧拘坤幽叫・ーー圃ー・・・・ーーーー・圃・ーーー・・・園帽

2章
喜左磯健n.結果:リポソーム共存下で、際 結果リポソーム共存下

性能・抗酸化性機能確認 で、 Sコ防舌性IRf 定

3章
札.M -A 閣発

4章 i結果関状態輯確認(低調

白勝 j日\<1-性寺署~~理号上司叩 lJI;.)_，-Pz刊"主号99þ，，!i~主l除走"品舗司伊伊

開発ステップ

Rg.1 本研究の流れ(総括)

結巣:メンブレンチ y プを
用いた機能評価

111 

課題:非固定による防慾描出

結果:モシ.ユー 1. 流れ設計確立

予定'ストレス扱傷修復機能
改養。さらなる回定化安定化・
高効率化・デバイス形状決定



第 1 章 持続人工腎臓の創製と既存人工腎臓の課題

人工腎臓の改良研究と腎不全患者の病態に関する研究について述べた.血液の凝固反応を

抑制し，さらに血液にストレスを与えないように流れを工夫した中空糸膜モジューノレシステ

ムを創製したが，その一部でも不完全であると抗血栓性機能の極端な低下が誘導される事が

わかった.これらを解決する次世代型デバイスを構築するために，生体適合性の高い，優れ

た親水性膜表面の創製が鍵となり，高性能なポリスルホン中空糸膜に適切な親水性設計を行

うことが必要であることが課題として設定された.

また，腎不全患者のストレス状態を解明するために，透析患者の血液を主とする体液の

研究を行った.まず，タンパク賀の高精度解析を行うために，タンパク質の分離性能を飛

躍的に高めたデバイスを作製した.このデバイスを用いると特定の分子量領域のタンパク

質を数百倍に濃縮することが可能であり， 従来にない高感度の分析を可能とした.このデ

バイスを透析患者に適用し，質量分析機を用いてプロテオーム解析を行ったところ，約 3000

種類のタンパク質を間定することに成功したが，併せて， 非常に多くのタンパク震が切

断・変性を受けて血液中に存在していることが明らかとなった.また，細胞刺激性を与え

る成分は変成しタンパク質の会合体であることも示唆されるデータも他のオリジナルなフ。

ロテオーム解析手法によって明らかにすることができた.すなわち，し、かに透析患者の血

液が変性を受けているのかがわかり，現在の人工腎臓はストレス負荷を低減できない不完

全なものであるかが，明らかとなった.これを改善する画期的な治療法が必要であるが，

これらの結果より，現在の人工物からの Build-Up 型で設計する手法には大きな限界がある

と考えられた.そこで，単なる除去膜から，生体膜(モデ、ル生体膜としてリポソームを使用)

の機能利用をコアとする管機能 Break-Down 型の膜の創成が必要であると考え， Build-Up ， 

Break-Down 統合型人工腎臓の設計を試みることとした.ただし，これまでに， リポソー

ムを含む人工腎臓の研究例はなく，まずは， ヲポソームが存在した場合に膜特性・透過性

としてどのようなものが得られるのか，人工腎臓全体として流れを安定化させることがで

きる設計ができるのかなどを具体的な課題として挙げ，第 2 章の研究にて検討することと

した.
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第 2 章 親水性ポリマーの構造解析とりポソーム閤定化デ、パイス設計に向けた基礎検討

ILM-AK の設計に必要な基礎データの研究について述べた.素材の研究においては，膜モ

ジューノレ基材である疎水性のポリスルホン(pSD 膜を水溶性のポリマーで、あるポリビ、ニノレピ

ロリドン(PVP) を用いて親水化処理した.このときの表面構造を各種の方法を用いて解析し

たところ，親水性ポリマーに強器に付着する不凍水とある程度運動できる中間水が存在し，

表面では親水性ポリマーが膨潤している構造であることを示した.親水性ポリマーが効果的

に存在することにより，タンパク質から車小板などの細胞成分までの吸着を抑制できること

を確認し，血小板の吸着などでは特定の表面存在量を有する状態から急激に減少することを

明らかにした.さらに，中空糸膜でも親水性ポリマーを使用していない膜に比べて付着が抑

制されていることを確認した.これらの結果から，この中空糸膜を用いることにより，ある

程度，生体成分との無駄な相互作用，ストレスを抑制させた中空糸膜モジュールを作製する

ことができると考え， リポソーム固定化中空糸膜に PS flP VP 模を用いることとした.

また，リポソームを膜に導入したモジュールを作成して，基礎的な評価を行ったところ，

透水性については，半減するものの，人工腎臓としては十分であることか確認できた.また，

若干の生体内に存在するストレス負荷タンパク質(ストレッサ)の構造正常化，実験を行い，

ILM-AK では高いリフォーノレデ、イング特性(構造正常化機能)を示すことを確認した.また，

潜在活性ペプチドを吸着分離して抗酸化ストレス機能を付与し体内の酸化ストレスを抑制

するモデル実験について検討した.さらなる調査がさらに詳細に必要であるが， SOD 

Lipozyme 充填型人工腎臓を用いて，(i)リポソーム充填， (ii) ペプチド分離，および(iii) SOD

様活性の誘導が可能である事を示した.

これらのことから， リポソームを導入した中空糸膜モジュールでも，パッチ系で得られた

知見と開様の現象を発現させることが可能であることが示唆された.しかしながら，ここで

のリポソームは画定化されていないために，溶出が起こり，また，タンパク質によるリポソ

ームの破壊も懸念された.これらのことから，やはり，リポソームを固定化した膜であるこ

とが望ましいことも明らかとなり，第 3 章でのりポソーム国定化中空糸モジュールの検討を

行うこととした.
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最後に， リポソーム同定化中空糸モジュールを設計するに当たっては，モジューノレ内の

流れを把握することが重要であり，人工腎臓内の局所的な鴻過バラツキの原因は，内部櫨i品

の影響であり，これを予測するシミュレーションシステムの確立を試みた.その結果，本シ

ミュレーションに基づいてトータノレの鴻過性能を向上させる人工腎臓の開発に成功した.本

手法を用いて， ILM-AK の設計・解析を行うことが可能であり，将来動物実験，臨床試験を

行うためには必須の手法として活用できるようにした.

第 3 章 リポソーム固定化人工腎臓(ILM-AK) の創製

透析患者のストレス負荷状態、を改善するために，モデ、ノレ生体膜(リポソーム)が分離膜の中

に内包されたリポソーム国定化膜モジュールの倉Ij製を試みた.固定化のために， リポソーム

をマトリックスゲ、ノレで、内包させることを考案し，天然型の高分子を活用する事も視野に入れ

て活用を試みた.各種マトリックスゲ、ルの特性を解析した結果，天然型キサンタンガム (XG)

を用いることにより，非常に高い合水状態のゲ、ルを作製する事が可能で、ある事がわかった.

XG をポリエチレンイミンと架嬬剤を用いて架橋させたゲ、ノレで、あれば膨、潤倍率 50 倍(含水率

98%) 程度の高合水率化が可能で、あった.また，このゲノレでリポソームを膜表層の空隙に

内包できることも確認した.さらに，人工腎臓用中空糸膜モジュール内部に回定化すること

にも成功し，この ILM-AK に内包鹿定化されたりポソームは最小限 2週間程度は安定に存在

することを確認した.また臨定化されたリポソームの機能確認として，アミノ酸の分配特

性，タンパク質の吸着特性を確認し， ILM-AK においては，疎水性のアミノ酸の吸着が強く，

また， Insulin などの ρ値の低いタンパク質との相互作用が強いなどの特徴があることが確

認でき， 4章で示す人工腎臓としての基礎評価を行うこととした.

第 4 章 ILM-A 玄の次世代型新規人工腎臓としての評価

本章では， ILM 同 AK の人工腎臓機能としての評価を行った.生体内に存在するストレス負

荷タンパク質(ストレッサ)の構造正常化，ならびに，生体内環境修復を目的として，構造異

常タンパク質の正常化モデ、ノレとして，炭酸脱水酵素 (CAB) のリフォーノレディング実験を行

い， ILM-AK では構造が異常化したタンパク質を取り込む機能があること，および，高いリ
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フォールディング特性(構造正常化機能)を示すことを確認した.透析患者の血液中のタンパ

ク質の変性状態と今回の条件は同じではないが，今回のモデノレ実験のように，選択的に取り

込み，正常化させる機能が働けばこれまでにない，画期的な人工腎臓の機能を発現できるこ

とになる.

また，患者のモデ、ノレ液として腹膜透析治療患者の置換液 (CAPD 液)を用いて， ILM-AK 

およびリポソームを固定していない単なる中空糸膜のみのコントロール (AK) を通過させた

ときの成分変化およびメンブレンチップによって測定することができるストレス状態の変化

を調べたところ， ILM-AK は基本的な分離性能は維持したうえで，ストレスの影響を抑制で

きる，新規な特性を有する膜であることが示唆された.

今回の， リポソーム固定化膜は新しい試みであるが，単なる物質の除去能でしか評価でき

ない従来の方法のみでは，その特徴を引き出すことは難しい.今回用いたメンブレンチップ

での評価方法(例えば， 96 ウェルタイプの自動測定器に対応した方法)が確立されれば，大

量のサンフ。ルも測定することが可能と期待される.今回の結果では.どのストレス成分が，

測定値に影響を与えたのかを同定することまではできないが，第 I 章で、述べたマスト細胞刺

激成分の研究のように分離・測定を繰り返すことによって，多様なストレスを系統的に解析・

改善することが可能になり， ILM-AK もより適切な大きさ，構造のものを設計することが可

能になると考えられる.

将来研究への提言

本論文で， リポソームを用いることにより，ストレス低減機能を付加できる画期的な人工

腎臓を提案し，基本的な固定化プロセスの確立と機能確認を行うことができた.

最後に，本論文の結果を実用化に結び付けるために，今後行うべき開発に対する提言と，

本研究思想の今後のさらなる可能性について述べる.

(1)リポソーム固定化中空糸膜

本研究で、はゲ、ノレマトリックスを作成し， リポソームの封入を行った.この方法はどのよう
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なリポソームにも適用できるメリットがある一方，マトヲックスとは結合していないために

多少の溶出が起き得る.完全に溶出を防ぐにはリポソームとマトリックス自体を共有結合に

て架橋させることも必要になり得る.また，タンパク質などの吸着が抑えられたといっても，

第 3 章で確認したとおり，タンパク費の膜への非特異的吸著は残っている.今回用いた水の

解析手法などを活用すれば，さらなる表面改質が期待される.このとき，親水性成分を膜表

罰に後反応にて固定化することも有効な手段であると考えられる.

(2) 臨床効果・ターゲティング

リポソームが，血液成分に対して多様な影響を与えることは，本研究においても複数の

方法にて確認することができた. しかし，実際に臨床試験を行うためには，疾患の状態ター

ゲットを明確にし，改善効果も定量的に示す必要がある.このターゲティングを適切に行う

ことが，実用化に向けたもっとも大きな残された課題である.今回用いたメンブレンチップ

による主成分分析手法は，大量に測定することを含めて，確立されつつある.このメンブレ

ノームとプロテオーム解析を連携させて進め，多様なストレスを系統的に解析することを進

めることで，病態の新規な定量的定義と改善効果の明確化が可能になるであろう.

(3 )治療効果を得るためのモジュール設計

上記の病態設定ができた場合の治療条件は，必ずしも現在の人工腎臓膜・形態にこだわる

ことはない.序論でも示した通り， リポソームを内表面のみに固定化する形態や，膜の厚み

を数倍にして，リポソーム容量を増やすこと，さらには，プレもしくは，ポストで寵列に接

続して使用することも考えられる.このときには，今匝検討したカラムシミュレーション技

法を最大限に活用することは必須であり，ヒトに使用しでも高いストレス損傷修復機能が得

られるように，さらに中空糸，モジュール形状を改善し，動物，ヒトでの効果確認を進めて

し、く.

(4) 人工腎臓用途以外への展開

今回試みた，タンパク質の構造改善は，まだ実用化されていない未来型の新しい治療概念、

であるが，腎臓以外にも幅広く使用することができる.特に，序論で示した酸化ストレス関

連の各種の生活習慣病に対しての治療にも期待ができる.また，たとえば，一時的に混入し

てしまった毒素の吸着除去治療などの治療形態に使用することは容易に考えられる.また，
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バイオリアクターをはじめ工業フ。ロセスでの活用も十分に考えられるため，さらに多様な

データ蓄積が期待される.

本デ、パイスがいち早く実用化され，世の中の治療概念が披定から変わることを期待すると

ともに，今後ともデ、パイス改善に携わっていきたい.
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使用記号

A コ=単位長さあたりの膜面積 [m 2] 

C =溶鷺濃度 [mo l/ m 3] 

do =透析液側流路相当甚径 [m] 

D ヱ中空糸内径 [m] 

J v 櫨過流東 [m 3 / s] 

k =境膜物質移動係数 [m/s] 

Lp ヱ滴過係数 [m 3 /(m 2・Pa. s)] 

N =中空糸本数 [-] 

N s =車 j夜側から透析液側への溶質流東 [mo l/ s] 

P =圧力 [Pa] 

Pm コ模透過係数 [m 3 /(m 2・Pa ・s)]

Q ヱ流量 [m 3 / s] 

S =流路断面積 [盟 2]

S ∞ =極限ふるい係数 [-] 

UFRS ヱ透水係数 (Ultra Filtration Rate per Surface) [m3/(m2 • Pa. s)] 

Z =ダイアライザー長さあたりの距離 [m] 

Greek letters 

μ =粘度 [Pa. s] 

Ll7r =ij 参質浸透圧 [Pa] 

Subscriptions 

B 血液側

D 透析液側
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