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は じ め に

癌患者血清中の免疫抑制物質の選択的除去 を

目的 として,二 重濾過血漿分離交換法: DFPP

の除去能について,実 験的臨床的 に検討 して き

たが, DFPPは 高分子量の免疫抑制物質の除去

には有効であるが, alubumin以 下 の低分子量

のもの に対 しては十分 な除去能 を持たないこと

がわかった.こ れは,膜 を用いるDFPPの 方 法

そのものの限界ということができる.本 稿 では,

吸着法を用いてalbumin以 下の低分子量の免疫

抑制物質を除去す るために,多 孔性 ガラスビー

ズ吸着体 の除去特性 について,実 験的に検討 し

た結果 について報告す る.

材 料および方法

1)多 孔性ガラス ビーズ吸着体

表面に孔径の均一 な無数の細孔 を有す る,直

径約0.1な いし1.0mmの ガラスビーズを用いた.

細 孔 の 孔 径 は, 75A, 100A, 170A, 240A,

 500A, 1000A, 2000A, 3000Aの8種 類 で,

そ れ ぞ れ 表 面 未 処 理 で 水 酸 基(-OH)を 持 つ も

の と,ア ミノ基(-NH2)を 持 つ もの と を用 い た.

す な わ ち16種 類 の 異 な っ た 孔 径 と表 面 性 状 の ガ

ラ ス ビ-ズ 吸 着 体: microporous glass bead

 adsorbent(GBA)に つ い て 検 討 し た.(図1)

これらのGBAの うち100A-NH2の もの8.4g

を容 量20mlの カラムに充填 してDFPPの2次

濾液の回路に装着 して,吸 着能 を検討 した.

2)リ ンパ球幼若化反応

GBA吸 着処理 による癌 患者血清の免疫抑制

活性の変化 を評価するため,健 常人末梢血 リン

パ球のphytohemagglutinin(PHA)に 対す る

幼若化反応を用いた.既 報5)の ご とくPHA幼 若

化反応 の培養液に被検血清 を添加 し, 3日 間培

養の の ち3H-thymidineのuptakeをliquid

 scintillation counterに て測定 した. cpmは

triplicateの 平 均で求めた.

3)バ ッチ振 とう法による吸着試験

GBAの 一定量 を精密天秤 で秤量 し,こ れ を

ガラス試験管 に入れ,高 圧蒸気滅菌 を行なった.

血 清添加にさきだち, 5mlのphosphate buffered

 saline(PBS)を 加 えて37℃ の恒温槽内で30分

間振 とうした後, PBSを 吸 引除去 した. GBA

に付着 したPBSは,濾 紙にて十分に除去 した.

この前処置 を終 えたGBAに 血 清あるいは培 養
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Fig. 1. Scanning electron micrographs of microporous glass beads. a: ×100,

 b: ×10,000.
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液を一定量添加 し, 37℃ の恒温槽内で一定時間

振 とうした後1000rpmで5分 間遠沈 し,そ の上

清 を検体 として採取 した.こ れらの一連の操作

のもとに以下の実験 を行なった.

a. screening

16種 類 のGBAを それぞれ0.2g秤 量 し,癌 患

者よ り膜分離法 による血漿交換で得た1次 濾液

1.0mlを 添 加 し, 60分 間incubateし たの ち上

清 を採取 した.こ れをリンパ球幼若化反応系に

添加 して,そ の影響 を検討 した.ま た,蛋 白成

分およびimmunosuppressive acidic protein

(IAP)の 吸着除去率 を以下の式 に従って算出し

た.

removal rate= (1-
吸着後の濃度

/吸着前の濃度
)×100

b.血 清-吸 着体比(s/a)の 影響

血清1.0mlに 対 し100A-NH2のGBAを

0.01g, 0.02g, 0.05g, 0.10gと 変化 させ,吸

着処理後の血清を採取 して抑制活性を検討 した.

血 清は, DFPPに よって癌患者より得 られた1

次 濾液, 2次 濾 液な らびに対照AB血 清を用い

た. incubation timeは60分 と した.

c.吸 着 時間の影響

s/a=5す な わち血清 に対 して100A-NH2の

GBAを 用 い, incubation timeを5分, 15分,

 30分, 60分, 90分 と して吸着 を行ない,そ れぞ

れの抑制活性 を検討 した.血 清はb.と 同様のも

のを用 いた.

4)吸 着体 カラムとDFPPと の試験的併用

Fig. 2. Microporous glass beads column in the 

circuit of double filtration plasmaphere

sis. The column is indicated.

stage IVの 膵 癌の症例 にDFPPを11回 施 行

し,そ の うち最初の3回 にBGAカ ラムを併用

した.(図2)カ ラムは血漿濾過膜(2次 膜)か

ら導 き出 される2次 濾液の回路 に装着 し,そ の

直前 と直後 において検体 として2次 濾液 を採取

した.こ のとき, 2次 濾液の流量 を4ml/minに

設 定 し,カ ラム通過時間が5分 となるようにし

た.こ の2種 類の2次 濾液 ともとの1次 濾液 と

の間で,そ れぞれ免疫抑制物質の除去率 を算出

した.

結 果

1) screening

癌 患 者より得た1次 濾液 を, 16種 類 のGBA

で吸 着処理 し, PHA幼 若 化 反応 に対す る影響

を見た.も との1次 濾液は対照AB血 清に対し

て47.9%の 抑 制率 を示 したが, GBA処 理 後 は

種々の程度 に抑制率 の減 少 が見 られた.特 に

100A-NH2のGBAで は,抑 制率が-24.0%と

最 も著 しく減少 した. albuminお よびIg-Gの

吸着率は,そ れぞれ170Aお よび240AのGBA

で最 も高かった.

albumin以 下 の分子 を吸着すると考 えられる

孔径170A以 下のGBAに つ いてみると, 20.5%

の抑 制率を持つ癌患者血清 が100A-NH2で 吸

着処理後では抑制率が1.2%に 減 少 した.し か

し100A-OH処 理 では抑制率に変化はなかった.

Fig. 3. Effect of sera incubated with micro

porous glass bead adsorbents on normal 

lymphocytes blastogenesis to phytohe

magglutinin.

Numbers indicate pore sizes (A). H
: -OH

, A: -NH2.
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また培養液であるRPMIを 処 理 してもPHA幼

若化反応 に対する影響は全く見られなかった.

(図3)

2)血 清 蛋白およびIAPに 対す る吸着能

100A-OHお よ び100A-NH2のGBAに よ る

total protein, albumin, Ig-G, Ig-A, Ig-M

に対 す る吸 着 除 去 能 は 認 め られ な か っ た.(表1)

IAPに 対 す る除去能 は特 に孔径100A以 下 の

GBAで 高 く,ま た表面 をア ミノ化 した もの で

高 い傾 向 があった.な かでも100A-NH2で は

43.0%と 最 も高いIAPの 除去率を示した.(図4)

3)血 清-吸 着体比(s/a)の 影響

もとの1次 濾液, 2次 濾 液は対照AB血 清に

対 してそれぞれ37.5%, 15.7%の 抑 制率 を示 し

た.対 照AB血 清 ではs/aの 影響 は見 られなか

Table 1. Adsorbability of microporous glass

 bead adsorbents for serum proteins.

100A: adsorbent with pore size of 100A and

-NH2 coated , 100H: adsorbent with pore size

 of 100A and-OH coated. *: g/dl, **: %,
 ***: mg/dl

.

Fig. 4. Adsorbabilities of microporous glass

 beads adsorbents for immunosuppressive

 acidic protein. Numbers indicate pore

 sizes (A). H:-OH, A: -NH2.

っ た. 1次 濾 液では, s/a=20か ら抑制率の減

少 がみ られ, s/a=10で は8.1%と な った. 2

次 濾液 ではこの傾向がさらに著 しくs/a=50か

ら抑制率の減少がみ られ, s/a=10で は抑制率

は-28.6%と なった.(図5)

4)吸 着時間の影響

もとの1次 濾液, 2次 濾液は対照AB血 清に

対 してそれぞれ56.7%, 33.3%の 抑 制率を示 し

た.抑 制率の減少は吸着開始5分 後 から認め ら

れ, 1次 濾液, 2次 濾液で それぞれ37.0%, 7.4

%と 抑制率が減少 した.そ れ以降 は吸着時間を

長 くしても概 して大 きな変化は認め られなか っ

Fig. 5. Effect of serum-adsorbent ratio on ad

sorbability of 100A-NH2 adsorbent.

Fig. 6. Effect of incubation time on adsorbability

 of 100A-NH2 adsorbent.
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Fig. 7. Removal rates of double filtration plas

maphresis with microporous glass bead

 adsorbent for plasma proteins.

た.(図6)

5)吸 着体 カラムとDFPPの 実 験的併用

Ig-G以 上の分子量の物 質 は,吸 着体 カラム

を併用 してもDFPP単 独 と比較 して除去率に差

はなかった.し か し分子量57000のIAP,お よ

び54000の α1-ATで は, DFPP単 独 での除 去

率 がそれぞれ32.8±4.4%, 30.6±6.1%で あ

ったのに対 し, 100A-NH2の 吸 着体カラムを併

用す ると,除 去 率 がそれぞれ49.1±15.2%,

 48.3±17.5%と 飛 躍的 に増大 した.(図7)

考 察

血漿交換療法は,近 年膜型血漿分離器の進歩

により,血 清中に病因物質の存在す ると考えら

れる数 多くの疾患に対 して,幅 広 く臨床的に応

用 されその効果が報告 されつつある1) 2) 3).置 換

液 としては主 に新鮮凍結血漿 が用いられている.

肝 不全 に対す る血漿交換では,新 鮮凍結血漿の

使用は置換液 としてのみな らず,凝 固因子 など

の補給 とい う意味 を持つ4).し かし,そ の他の多

くの疾患では,血 漿交換 を含む血液浄化療法の

究極の姿 は,血 漿 をすべて除 くのではなく,病

因物 質のみを選択的に除 くもので あるはずであ

る.悪 性腫瘍 における免疫抑制物質の除去 もそ

の例外ではない.

筆 者は癌患者血清中の免疫抑制物質を選択的

に除去 することを目的として,二 重濾過血漿分

離交換法(DFPP)の 除去性能 を実験的臨床的に

検討 して きた5).そ の結果, DFPPはglobulin

以 上の高分子量の物質の除去 には有効であった

が, albumin以 下 の低分子量の物質に対 しては,

十分な除去能 を持たないことがわかった.そ こ

でこの低分子量の免疫抑制物質を除去する目的

で,多 孔性 ガラス ビーズ吸着体: microporous

 glass beads adsorbent(GBA)の 吸 着除去能

について検討 した.

GBAは 表 面に孔径の均一な無数の細孔 をも

っており,こ の細孔に蛋白分子 が填 り込 んで吸

着 がおこるとされている.ま た表面は そのまま

では水酸基が多く露出 しており,陽 性荷電 を持

つ物質に親和性がある.逆 に表面 にア ミノ基 を

つ けたものでは,陰 性荷電 した物質に親和性 を

持つと考えられる.今 回検討 したGBAは, pore

 sizeと 表面の性状の ちがいとにより,そ れぞれ

異 なった吸着除去能が期待 される.

16種 類 のGBAのscreeningに よ り,癌 患者

血清のPHA幼 若化反応 に対する抑制率は, 100

A-NH2のGBAで 処 理 した場合 に最も減 少 し

た.ま た, albuminは170A, Ig-Gは240Aの

GBAで そ れ ぞれ最 もよ く吸着 され,分 子量

57000のIAPは100A以 下 のpore sizeを 持 つ

GBAで よ く吸着 された.こ のことは, pore size

に よ る除去対象物 質の選択性 を示す とともに,

 globulin以 上の高分子量の抑制物 質は, GBA

では十分に除去 されないことをうかがわせる.

こ れは高分子量の免疫抑制物質の量が多す ぎる

か, GBAに 対す る親和性 が低いか,あ るいは

それらの抑制活性 その ものが, albumin以 下 の

分子量の免疫抑制物質に比べ て弱 いことを示唆

しているが,こ れは今後の検討 を要する課題で

あろう.

100A-NH2のGBAに よる除去能は, albumin

以 上 の蛋白に対 しては全 く見 られず, IAPに 対

しては最 も高い こ とよ り,こ のGBAに よ る

PHA幼 若化反応 に対する抑制率の減少は, IAP

を含 むalbuminよ りも分子量の小 さな免疫抑制
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物 質の除去によるもの と考 えられる.従 ってこ

のGBAが 今 回の 目的に最も適 したもの と言 え

よ う.

吸 着処理時 間の影響 を見ると, 5分 間の処理

により最大の抑制活性の減弱が見 られ,時 間 を

長 くしても変化は見 られなかった.こ のことは,

 GBAを 臨 床 に応用する際に,血 清 との接触 時

間 を5分 とすれば十分 なことを示 している.ま

た吸着 されたものは,そ のままでは再遊離 しな

いと考 えられる.

血清吸着体比: s/a=10で, 1次 濾液 および

2次 濾液 による抑制率の減少 が見 られたが,こ

れは低分子量の免疫抑制物質の吸着除去 による

もの と思 われる.こ の抑制率の減少が, 2次 濾

液 に比べ1次 濾液 において少 なかったことは,

 1次 濾液 中にはDFPPで 除去 されるべ き高分子

量 の免疫抑制物質が,吸 着処理後 も存在 してい

たため と考 えられ る.

DFPPに おいて2次 濾液の吸着体 カラム灌流

時 間を5分 としてみると,高 分子量のものに対

する除去率はDFPP単 独 と差 がないが, albumin

以下 の分子量 をもつIAPや α1-antitripsinで は,

除去率が飛躍的に増大しており, DFPPとGBA

の併用の意義が裏付けられた.こ のカラムのGBA

量 は8.4gで あるので, s/a=10で3000mlの2

次濾液 を吸着処理 するとすると, 300gのGBA

を含 むカラムを作成すれば,臨 床的 にも除去効

果は十分に期待で きよう.

病 因物 質の解明 とあいまって, DFPPや 様 々

の吸着体6)な どの血液浄化療法の進歩によ り,

物 質除去の選択性 は高ま りつつある.血 液浄化

の本 旨にたちかえれば,す べての免疫抑制物質

に対 して,特 異的吸着材 を用いてこれを除去す

ることが望 ましい と言 える.し か し,免 疫抑制

物 質の種類は多 く,未 知の ものの存在も考慮す

ると,こ れは現状では不可能 に近 い.ま た吸着

の一般的性質 として,特 異性が高 まれば,吸 着

容量が下がるというジレンマがあり,す べて吸

着 に依存するのは実際的 とは言えないであろう.

血 清中に大量に存在す る高分子量の免疫抑制物

質はDFPPで 除 き,中 等量 のものはガラス ビ-

ズ などの比較的容量の大 きな吸着体 を用い,さ

らに微量で抑制活性の高いものに対 してのみ特

異的吸着材で対処す るとい うstrategyが 想 定

されよ う.こ ういった免疫抑制物質の除去 を基

礎 として,そ の上 にlymphokineあ る いはbio

logical response modifierな どを組み合 わせた

いわゆる集約的免疫療法7)へ の発展 を期待 した

い.

結 語

癌患者血清中に存在するalubumin以 下 の低

分子量の免疫抑制物質 を除去 する目的で,多 孔

性 ガラスビーズ吸着体(GBA)の 吸 着除去特性

を検討 し次の結果 を得た.

1)低 分子量の免疫抑 制物質は, pore sizeが

100Aで 表面 をア ミノ化処理 したGBAで 除去

可能であった.

2)吸 着 に必要 な血清 とGBAの 接触 時間は5

分以下 であった.吸 着後の再遊離はなかった.

3)十 分 な除去効果 を得るためには,血 清 とGBA

との比が10以 下 であることが必要であった.

4) DFPPとGBAと を組み合 わせ ることによ

って,低 分子から高分子 に至る幅広い除去能 を

持つ,血 液浄化 システムの開発が可能 となると

考えられた.

稿 を終わるにあたり御指導御校閲頂いた恩師折田

薫三教授に深謝致します.な らびに終始御指導御鞭

撻頂いた阪上賢一講師に心より感謝いたします.
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Immunosuppressive substances with molecular weights higher than globulin can be 
effectively removed by means of double filtration plasmapheresis (DFPP). This paper 
describes the result of an experiment on the ability of microporous glass bead adsorbent 

(GBA) to remove immunosuppressive substances with molecular weights lower than albumin, 
which cannot be removed by DFPP.

Sixteen kinds of GBA were tested, each having a different surface charge and pore 
size. The immunosuppressive activity of serum was measured by means of lymphocyte 
blastogenesis to phytohemagglutinin. The serum treated with GBA of 100 A in pore size 
and having a surface coated with-NH2 showed the highest reduction of the immunosuppres
sive effect. The decrease in the immunosuppressive effect was observed after an incubation 
time of as little as 5 minutes and at a serum-absorbent ratio of 20. Regarding the adsorp
tion of immunosuppressive acidic protein, a 43% decrease in the concentration was seen 
from the initial level of 931ng/ml after incubation in vitro. This adsorbability of the GBA 
was also observed in an extracorporeal perfusion test. It was revealed that removal of 
immunosuppressive substances in the low molecular weight fraction is feasible by the use 
of the GBA. It is supposed that removal of immunosuppressive substances would be more 
effectively performed by simultaneous use of GBA and DFPP.


