
同種免疫  

同種免疫は、赤血球や白血球、血小板抗原に対する抗体など、抗体の発生によって特徴づ  

けられるものである。輸血された血液製剤に含まれている白血球のHLAクラスⅠⅠ抗原に対す  

る同種免疫は、以下の原因となる場合がある：  

・同種抗体一同種移植片の拒絶を誘因  

・同種抗体一出血傾向を増長させる血′ト板不応を誘因  

表1．不安定血液製剤による潜在的副作用  

反応   原因物質   

TA－GVHD   ドナーのT一リンパ球   

マイクロキメリズム   ドナーの白血球（リンパ球）   

HLA一同種免疫   ドナーの白血球（主に抗原捏示細胞）   

TRALI   ドナーの抗HLAクラスⅠ抗体またはクラスⅠⅠ  

抗体、もしくは抗好中球抗体  

ドナーのBRMs   

FNHTR   ドナーによって生成されたサイトカイン  

保存された白血球   

TRIM   ドナーによる免疫修飾  

T－リンパ球および血柴   

輸血感染症   細胞結合型の感染物質   

BRM：生物反応修飾物質、FNHTR：発熱性非溶血輸血反応、HLA：ヒト白血球抗原、  

TA－GVHD：輸血による移植片対宿主病、TRALI：輸血関連急性肺障害、TRIM：輸血による免疫修  

飾：白血球  

輸血関連急性肺障害  

輸血関連急性肺障害（TRALI）は、輸血によって引き起こされる合併症のなかでも、もっ  

とも深刻なもののひとつである〕臨床的兆候には、息切れ、低酸素血症、低血圧、発熱、  

非心臓性肺浮腫などが含まれる。症状は通常、輸血から1－2時間以内、血祭を含有する血液  

製剤の輸血の場合は必ず6時間以内に発症する。たいていは一時的な症状であるが、患者の  
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6－10％にとっては致命的なものとなる 

TRALIの正確な発症頻度は未確認であり、TA－GVHDについては、おそらく大幅に過小評価  

されているとみられる．．文献に報告されている雁患率は、以卜のとおりである－一新鮮凍  

結血柴の場合は7，900ユニットにl例、血液および血摘製剤は5，000ユニットに1例、血柴含有  

血摘製剤は2，000ユニットに1例、全血由来血小板は432ユニットに1例．発症数は増加してい  

るとみられており、TRALlは輸血関連の死亡例のなかでも主要な死因となっている5。rTRALI  

の病態生理学には、免疫学的および非免疫学的メカニズムのいずれもが関連しているとみ  

られるが、明確なメカニズムは不明であり、患者によ って異なるものであると考えられて  

いる▲．TRALIの発症においては、複数の重要な要因があると考えられている：  

・第一に、自身の白血球が対応する抗原を保有している患者に対し、抗HLAクラスⅠ抗体、  

またはクラスⅠⅠ抗体、もしくは抗好［寸l球抗体を輸血した場合に引き起こされる免疫反応、ま  

たは抗体媒介性のメカニズムがある、抗体－一抗原の相互作用が補足的に肺分画症と多形  

核球好中球の活性化（顆粒球）を引き起こし、その結果としてTRALIが発症する．〕  

・第二に、非免疫介在性の反応がある二．これは、”two－eヽ一entmOdelと呼ばれるものである、  

最初の現象は、肺内皮の活性化ならびにPMN集積によって患者に発症する臨床症状である 

そして、次に起こる現象が、付随的PMNを活性化し、内皮障害や毛細血管漏出、TRALIを  

誘発する抗顆粒球抗体、脂質、CD40リガンドなどの生物学的修飾物質（BRMs）の輸注で  

ある 

発熱性非溶血輸血反応  

発熱性非溶血輸血反応（FNHTRs）は、血液成分の貯蔵中に生成されたサイトカインによ  

って引き起こされるものである・．mHTRの臨床症状としてみられるのは、輸血後の24時間  

以内に起こる発熱と悪寒であり、複数回にわたる輸血を受けている患者、あるいは妊娠経  

験のある患者にもっとも頻繁に発生するL－．  

mHTRの発生率は、赤血球輸血の場合で6．8％、非白血球不括化血小板輸血の場合で30．8％  

と推定されている．二．白血球は、mHTRの原因として重視すべきものである－一保存された  

濃厚血小板においては、白血球細胞によってサイトカインの活性合成が起こり、白血球由  

来の炎症性サイトカインの含有量が増加する、濃厚血小板製剤は保存中に溶解性CD40リガ  

ンドを蓄積することがわかっており、これによって、発熱を誘引するものとして知られる  

プロスタグランジンE2（PGE2）が生成されるのであるし一．mTHRは生死にかかわるもので  

はないが、コスト面ならびに患者のコントロールの側面において重大な影響を持っている  

（血液培養に関する要件、溶血反応の可能性が否定されるまで輸血を停止する必要性、入  

院期間の長期化の可能性など）  
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輸血関連免疫修飾  

ドナーのT－リンパ球によるTRIMは、輸血後の→時的な免疫抑制によって発生するものであ  

る。これは、細菌感染ならびにガン再発のリスクの増加に関連するものである。冠動脈バ  

イパス手術の後に同種血輸血を受ける患者の場合には、敗血症、術後感染、心臓への感染  

などといった感染リスクがより高くなる。．  

病原体の直接感染  

白血球が細胞結合感染因子、なかでもとくに、サイトメガロ・ウイルス（CMV）やヒトT  

細胞性白血病ウイルス（HTLV）などに感染している場合もある。  

・∴－′．′．こ－た・・・トニー、－・－しご∴ ∴lミ● ∴い∴ ∴・′ ご● ．、－・∴∴－・・・．∴ 二∴●・、．・′1．■、∴・、－∫．一 川ハ／  

やm－GⅧ、fW打mなど＼そLて≠乾蜜ぼ下オj’るめのの7孔4上〃の原囲である。Lたがっ丁、  

自適威ぼ不讃＝化／こおJゲる屋要．なクーグッ∧である。  

白血球由来の危険性削減に向けた現在の戦略における限界  

ドナーの白血球を不活化するために一一般的に利用されるのが、ガンマ線照射である。適正  

な放射線量でこれを実施した場合には、TA－GVHDの発生が抑制される。しかしながら、使  

用されているガンマ線照射のレベルは、より小さく、低感受性遺伝子である非白血球性病  

原体（ウイ′レスなど）を不括化するには不十分なものである。  

さらに、照射はクローン性増殖の進行を抑制し得るものの、必ずしも白血球を殺すもので  

はない。このため、白血球はFNHTRやTRALIを引き起こすのに十分なだけのサイトカイン  

を生成し続ける可能性がある。  

リスクを軽減する目的で使用されているもうひとつの一般的な方法が、ろ過（赤血球除去  

または赤血球不括化）である。しかしながら、以下を抑制するためのものとしては100％有  

効なものではない。a）FNHTR、b）ウイルス感染、C）マイクロキメリズム。  

さらに、残存している白血球には増殖機能が維持されており、ガンマ線照射をしていない  

白血球減損の製剤を輸血した後でのTA－GVHDが報告されている。  

現在のところ、白血球由来の副作用を削減するために使用されている方法は複雑なもので  

あり、完全に有効なものではない。そしてまた、血液製剤の製造過程を複雑なものにしている。  

白虎尿に由来するクスク〆こ鯨するための邸在の邸辟ぼ、〟拍％有効な邑のでぼない。原宿  

LTいる白虎炭の不潜ナとぼ、掛軸′財作屏をメ好ぐ淀めに不可二万なあのである。  
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図1．Mirasol不活化処理後における白血球由来の副作用削減についての調査  

ステップ1  体外における白血球の機能的不活化  結果判定法   

・マイトジェン（PHA）、同種異型刺激細胞（MLC）、抗CD3   

または抗CD3＋、抗CD28への反応から、残存している白   

血球の増殖機能を評価   

・PMAへの反応としてのドナー白血球の活性化の可能性に  

関する評価   

・ドナーの白血球が抗原提示細胞として活動する機能の有  

無に関する評価  

・LPSならびに抗CD3＋、CD28への反応としてのサイトカイ  

ン生成の抑制  

ステップ2  結果判定法  

・異種のGVHDマウスーモデルにおけるGVHDの発生抑制に   

ついて、臨床症状をモニタノング  

・血液中ならびに脾肺細胞、骨髄細胞、リンパ組織におけ   

るCD45＋細胞とサブタイプ、サイトカイン、異種反応性抗   

体を測定  

ステップ3  結果判定法  

・同種免疫の抑制とその後にみられる拒絶反応の抑制  

・初回免疫抑制  

ステップ4   臨床的確認  結果判定法  

・白血球によって引き起こされる副作用の抑制（臨床評価）  

・ヒト以外の核酸の感染に関する評価  

GVHD：移植片対宿主病、LPS：リボ多糖、MLC：白血球混合培養、PHA：ファイトヘマグルチニン、  

PMA：ホルポールミリステン酸アセテート、白血球：白血球  

46   



白血球に由来するリスクの軽減におけるMirasoIPRTシステムの有効性  

私たちは、白血球に由来する病変の発生抑制におけるMirasol処理の有効性を調査するため  

の包括的戦略を採用した（図1を参照）。  

結果：体外における白血球の機能的不活化（ステップ1）  

ステップ1では、ヒトの単核細胞に対するMirasol処理の有効性について、体外における研究  

を行った。それぞれの実験には、処理済み、未処理のサンプルを一組みずつ使用した。Mirasol  

処理は、すべての分析試験において反応を抑制した1㌔処理によって抑制された反応は、具  

体的には下記に示すとおりである。  

・ホルポールミリスチン酸アセテート（PMA）に対する反応としての活性化  

・マイトジェン（PHA）、抗CD3および抗CD3＋、抗CD28、ならびに同種異型の刺激細胞  

に対する反応としての増殖  

・抗原捏示機能  

・リボ多糖（LPS）または抗CD3＋抗CD28への反応としてのサイトカインの生成。  

これらの結果は、全血ユニットにおいて確認されたものである。赤血球、血小板、または  

血祭製剤に対する副作用は一1一切発生しなかった。  

A粛rα∫OJP月r必屠によって、麻布仁カいてぼ白虎凍を不沼＝化することに成功Lた  

結果：体内における白血球の機能的不活化（ステップ2）  

ステップ2においては、TA－GVHDのモデ／レとして、B－、T－、ならびにNK細胞が欠如してい  

る遺伝的免疫不全のマウスの腹膜にヒトの単核細胞（Mirasol処理済み、および未処理）を  

注入した。  

この研究により、以下が明らかになった。  

・Mirasol処理済みの細胞を注入したグ）L／－プのマウス（N＝14）のうち、異種GVHDの症  

状を発症したものはなかった。一方で、Mirasol未処理の細胞を注入したマウスは14匹のう  

ち、12匹が異種GVHDの症状を発症した。後者のグループにおいてはTA－GVHDのケースと  

同様、細胞溶解反応に伴う末期の異種GVHDが見られた。これは、ヒトCD4＋ならびにCD8＋  

細胞の存在に特徴づけられるものである。  

・双方のグループにおいて、ドナーの白血球の分布は類似したものであった  

・Mirasol未処理の細胞を注入したレシピエントのマウスの血祭においては、ヒトサイトカ  

イン（インターフェロンー◎ならびにインターロイキンー10を含む）およびと卜免疫グロブリ  
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ンのみが検出された  

・未処理の細胞を注入されたグループにおいてのみ、キメラ現象が検知された  

・未処理のドナー細胞は、同種異型ならびに異種の刺激細胞に対する反応として増殖する  

ことが可能であった；処理済み細胞にはみられなかった  

・未処理のグループにおいては月割蔵の重量が増加し、一方でヘマトクリット（Hct）値が大  

幅に減少した  

この研究によって、ここで採用されたTA－GVHDモデ′レにおいては、Mirasol処理が異種にお  

ける移植片対宿i三反応を排除することが示された】5．本論の著者は、「血液製剤に対する  

MirasoIPRT処理の実施は、TA－GVHDの発生を抑制するものである」と結論づけた 

l／‖・lN一／∴・・て∴∴ ∴ － － －・ト＝り丁／ハー・．．－  ∴ミ  ・・さ：ご、－・・‘、－・川丁／ハ．－、．・＼  

のこ帝劇りj、みらメ7た7  

結果：同種免疫およびその他の白血球関連の副作用が抑制された（ステップ3）。  

同種免疫  

Invivo研究では、同種免疫の発生に対するMirasol処理の効果について調査を行った。、レシピ  

エントであるラットには複数回にわたって、ドナーー・ラットから血小板50mLおよび高濃度  

の白血球【106血Llを含有する輸血を行った 

以Fの3つのグループについて、評価を実施した 

第 一グループには生理食塩液のみを与えた二，  

第ニグループにはMirasol処理済みの血液を輸血した＿．  

第三グループにはMirasol未処理血液を輸血した〔．  

10週間後、ドナー・ラットの心臓をレシピエント・ラットに移植したところ、移植臓器の生  

者とともに免疫反応が見受けられた▲、  

・未処理のグ′レープにおいては、高度の免疫反応が観測された－－IgMのピーークが高水準  

で確認され、続いてIgα直も上昇した（図2を参照）＝  

・Mirasol処理済みの血液のグループにおいては、IgM反応は観測されず、1匹のマウスの  

みにおいて非常に軽度♂）1gG反応が観測された（凶2を参照）二  

・生理食塩液のみのグループにおいては、何の反応も観測されなかった 

・Mirasol処理済みの血液のグ）L／－一プにおいては、移植を受けたすべてのマウスが生存し、  

未処理のグループにおいてはすべてが死亡した（図3を参照）〕  
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本論の著者は、Mirasol処理は「血液製剤の免疫原性を減少させるという、さらに重大な利  

点を持つ可能性がある。感作の原因を大幅に削減することから、こうした効果はとくに移  

植患者にとって重要なものである」と結論づけた．二．  

．1血八一ノ●ぺ－●て りりい－．・∴－ごい∵1－∴・．∴㌧●J／．∴ ∴ごい．・・：一号・．：・ご∴－、＼リ∴  

図3．ラットにおける同種免疫  

移植の生存率に関する研究  

図2．ラットにおける同種免疫移植のIgM値およぴ  
IgG値に関する研究  
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2匹のラットについての結果を表すそれぞれのグラフは、IgM反応ならびにIgG反応を示したものである。右手の／くネル  

には、未処理の血液を輸血したラットの結果が示されている－－急速なIgM反応の出現と、それに続く強いIgG反応が  

みられる。左手の′くネルは、Mirasol処理済みの血液を輸血したラットの結果である－－IgM反応はみられず、6匹中l  

匹にのみ、後期に入ってからの軽度のIgG反応がみられた。Ig＝免疫グロブリン、UV：紫外線  

表2．白血球不活化ならびにガンマ線照射と比較した場合のMirasoIPRTシステムの利点  

白血球不括化   ガンマ線照射   MirasoIPRTシステ  

ム   

メカニズム   ろ過により白血球を不括  核酸損傷を発生  リボフラビンと核酸  

化  の間に不可逆の付加  

体を形成   

白血球不活化   不完全   ＞5ログ削除（25  

q′）   

サイトカイン生成、  可能惟あり   可能惟あり   予防された   

発現可能性  

GVHD   可能性なし   予防された   予防された   

病原体感染   無細胞病原体または低レ  予防された   

ベ／レの細胞結合型病原体  

にかかる問題には対応し  

ない   

CMV：サイトメガロ・ウイルス、GVHD：移植片対宿主病、白血球：白血球  

免疫に起因するその他の副作用  

TRALIやTRIMといったその他の免疫反応を軽減させる機能に関してMirasol処理の評価を  

行うため、さらなる研究を実施した亡．血液製剤の保存期間中にはBRMsが生成されたL＝．前述  

のとおり、これはTRALIの発症機序に関連があるとみられている 

赤血球ならびに血小板製剤の保存中におけるこれら合成物の蓄積に対するMirasol処理の効  

果について、評価を行った＿Mirasol処理済みのサンプルと未処理の血液製剤について、そ  

れぞれが健康なドナーから好中球の白血球遊走園子（mLP）一誘発型呼吸バーストを増進させ  
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る能力を測定するため、これらの分析を行った〕  

赤血球および血小板のMirasol処理によって、通常は保存期間中に起こり、プライミング脂  

質を含めたBRMsの生成を示唆するものであるプライミング活性の生成が抑制された。細胞  

を含む血液製剤のMirasol処矧ま、TRALIに関連する病原体のひとつを不括化できる可能性  

がある。  

現在、Mirasol処理がTRIMの発生を抑制する可能性に関して研究が進行中である。この研究  

実験においては、ラットに毎週一回、Mirasol処理済み全血、または未処理の全血、もしく  

は生理食塩液のいずれかを輸血し、その後、細菌への反応などについての調査を行う。評  

価項目は生存率である。  

Aかα∫OJ必屠ば潜在βク／こ刀u上Jの解とのかかわクメj凝好きカてきた冬物反応麿却磯噴二の生  

成を動静する呂のである。  

結果：臨床試験による確認（ステップ4）  

現在の、そして将来における臨床プログラムによって、ヒトにおける上記のような副作用  

の発生、ならびに抑制の可能性に関してのデータが作成されることになるだろう。．フラン  

スでMirasolに関する臨床研究（MIRACLE試験）が実施されたが、このとき実施施設は、  

Mirasol処理済みの血小板を捏供するにあたって、ガンマ線照射を行うか否かを自由に決定  

することができた。臨調研究者の大半は、ガンマ線照射を行わないことを選択した。この  

研究においては、TA－GVHDのケースは報告されていないLつ  

轄輪  

Mirasol処理が持つ白血球不活化の能力について評価を行うため、私たちは4つのステップを  

経る戦略を採用した。プロセスは現在も進行中であり、現在もinvivo研究ならびに臨床研究  

を継続している。これまでに、細胞を含有した血液製剤のMirasol処理が輸血に関連した拒  

絶免疫反応の排除に役立っか否かについて、inヽ▼itroならびにinヽ▼ivo研究を行っている（表2  

参照）。  

MirasoIPRTシステムを用いた処理によって、残存している白血球および関連する病原体を  

不活化できることが示されている。この技術は、現在の白血球抑制プロセスにおける重大  

な利点である（表2参照）。Mirasol処理は、生存能力を持った白血球の輸注、蓄積された炎  

症メディェ一夕一による汚染、ならびに細胞関連ウイルスへの感染の可能性を効果的に抑  

制する。この技術が持つこうした機能は、患者ならびに担当医にとって、臨床上の大きな  

利点であると考えることができる。  
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要約  

・残存している白血球は深刻な輸血関連の反応（TRIMやTA－GVHD、FNHTRなど、また低  

い頻度におけるTRALI）の抑制に不可欠である二．したがって、白血球は不満化における重要  

なターゲットである 

・白血球由来のリスクに対応するための現在の戦略は、100％有効なものではない。．残存し  

ている白血球の不括化は、深刻な輸血関連の反応の抑制に不可欠である 

・ Mirasol処理は、体内において白血球の不括化に成功した、  

．ヒトTA＿GVHDU）モデルとしたマウスにおいて、Mirasol処理は異種GVHDの発生を抑制す  

る 

・ Mirasol処理は同種免疫を抑制し、また血液製剤の免疫原性を減少させる 

・ Mirasol処理は、TRALIの発生に関連するとみられるBRMsの生成を抑制する 

・ Mirasol技術は、生存能力を持った白血球の輸拝、蓄積された炎症メディェーータ一による  

汚染、ならびに細胞関連ウイルスへの感染の可能惟を効果的に抑制する▼、こうした機能は、  

臨床上においても重要な利点であると考え得る 
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第6章  

Mi柑SOl処理した血小板製剤の．誓．質  

M血ASOL⑧  

痛原体不活化技術  
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Miras01処理した血小板製剤の品質  

J＝′」、州一掃＝直仁川畑■i汗占－し川1J川陳廿十回由一車ろノ′畑∴トリ／★栂宜二三し申い吊川、机′㍗小  

岩トト1∴ し tiJノ：）±与1［刊・練（し†＼′’j」Lし′′！イ」＝し ノ‘斗小甘い、i．r’付詔汗ト」（t）l廿1仁＝トトlさ川′jl′′】  

恒（ノノト州rL∫ト乙▼竹／1ノ′ノ女けl直 1）l～T机Ll什∵亘帖、机ノ1り二行症∵1亙辞出い．・廿圭∵¶汁」んし、、‘い  

／1L∴ノ∴1／、） －′川小′′－ 車サニ（））ノ：）j√＝く1ニキト′川ノLL′卜棋力扶n取叛詔、1Il＼7tt…．沃伊ト∴津  

山∴右 こいこご，－ ′けノ ト／ノ仁子l／）‥h －、㍉「．廿什一ノ1．1了いE r「【′卜朽■仁十什∵川1」1；1、しノ＼細  

廿）【J’吊ノL、成しノ勅「；、l廿ノ！と侶、トJ′、1‥1′＝セ睨†′J′」川i′仁卜川小恒tし子号㍉  しり廿出直相場吊、iIIVivり  

、こ、山1川′卜付い川′リ／＼り・い卜lノ州／↓、ノけご′帖「＝＝七山】川汁卜′トノ用t卜し佃肌十／⊥，l㍉＝てい   

）  

Inv肘○試験の結果  

InvivoアッセイU）複雑さと費用を考えると、rfIL小板の生存能と止血機能を定期的に直接測  

定するためにこれを利用することは不吋能であるこの上うに定期的な直接試験を行えな  

いということは、血液の安全性のための処理が血小板機能を損なわないことが証明されて  

いなければならないことを意味するJ′▲私たちはこれ圭で、Mirasol処理後の血小板の品質を  

評価するために広範にわたる細胞品質アッセイパネルを利用してきた▲このパネルは部分  

的に、BEST（BiomcdicalExc（ラ1lenceft）rSafbrTransfusions；より安全な輸血のための生  

物医学的卓越↓性）委員会の勧告や血小板検査に関するその他の業界ガイドラインに基づい  

ている 

MirafjOl処理した血小板についてはin vitroおよびin vivoの評価が行われてきており、ま  

たMirasol処理血小板の臨床成績が現在、血小板減少症患者の大規模臨床試験で評価され  

ている二ノ本章で述べる結果はいずれも血祭中の血小板について得られたものであり、血小  

板添加溶液（PAS）中の血小板を評価する試験が現在進行中である  

血小板の品質と性能  

単一のinvitroパラメーータで血小板U）inviv0年存能を予測できるもU）は存在しないが、多  

くの標準的バラメーー タをモニ ターすれば、血小板品質の全体像を把梶することが［i摘巨であ  

るト血小板品質を評価するための特異的invitro検査〝）利用についてはまだコンセンサスが  

得られていないが、正常なFIJ盤形からの形状変化の程度を光度計で測定した形態や低張シ  

ョック反応（HSR）といった一定の特徴は、実際にinvivo生存能とよく相関する．．これら  

のアッセイはまずまずの感度で、確実かつ再現性のある実施が可能であることが複数の研  

究によって示されている一．また、乳酸塩の産／ととⅠ）Hが放射標識した血小板のリカバリーーお  

よび生存惟と高度に相関することが、健康な被験者において確認されている＿ 
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Mirasol処理血小板の研究は、Trima㊤アフェレーシス血小板濃厚液（APC）とバフィーコー  

ト血小板濃厚液（BCPC）の両方を用いての5日間の保存を通じたin vitro細胞品質試験と  

して実施されている。実施アッセイには、平均血小板容積（MPV）の変化、血液ガス（pO2  

およびpCO2）、PH、乳酸塩とグ／レコースの濃度、P－セレクチン発現、血′ト板スワーリング、  

HSRおよびESCが含まれる。いずれのアッセイも、標準的なバリデーション済みのプロト  

コルに従って実施された。その結果を表1にまとめている。  

作劇に層する瘡票  

● Mirasol処理血小板は5日間の保存を通じて標準的なpH基準に適合する。  

● Mirasol処理血小板は未処理の血小板と比較して高い代謝率を示し、グルコースの消費  

と乳酸塩の産生が多い。この結果はAPCとBCPCで同様である。  

● Mirasol処理血小板は、pO2レベ′レが大気レベルを下回り、最低10mmHgを超えてい  

ることで示されているとおり、酸素を消費し続け、酸化的呼吸による〟rP産生能を保  

持する。  

／JJl・J●Jハり－ト（．－・・－・‥ニ∴．1／J●ハ・卜′ノ／－●－∴・ノ・へ∴■・ ∫ ′・・ト∴∴：イ・－．・・∴．ミ●、・－・●．：・‥ご・こ・いノ，∴十  

る血豆加のp〟基準を離すことを算定Lてい∂。  

表1．5日間保存後のinvitro結果のまとめ  

細胞品質パラメー  単位   対照   Mirasol処理   対照   Mirasol処理   

タ  APC（N＝20）  APC（N＝12）  BCPC（N＝6）  BCPC（N＝12）   

代謝パラメータ  

pH（220C）   NA   7．48土0．06†  7．14士0．09   7．44土0．07   7．06土0．23   

乳酸塩産生率   mmol／1012  

／hour   

グルコース消費率  mmol／1012  

／hour   

pO2   mmHg   54土15   48土20   61土27   41土22   

pCO2   mmHg   26土3   28土5   25土6   32土8   

活性化パラメータ  

P・セレクチン発現  ％   17．9＋7．0   57．8＋14，8   11．7土2．6   57．3士9．6   

形態パラメータ  

スワーリング   NA   3土0‡   3土0   3土0   3土0   

HSR   ％   72．3土10．9   67．0士7．3   ND   65．3土9．3   

ESC   ％   24．7土4．3§   20．4士4．8   ND   17．8土3．8   

MPV   fl, 6．4土0．6   6．5士0．6   ND   8．1士0．6   
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†表中の数値は平均±標準偏差である；手N＝17；§N＝36。  

AP（「＝アフエレーシス血小板濃厚液：H（二P（「＝／〈フィーコート血小板濃厚液；ES（「：形状変化程度：  

HSR＝低張ショック反応‥Ⅳ伴1丁＝平均血小板容積：NA：該当なし；ND：測定せず。  

眉僅北／二腐サ盲磨票  

● Mirasol処理血小板ではP－セレクチン濃度がわずかに上昇しており、これは活性化レ   

ベルの上昇を示すが、そのレベルは輸血時点で通常認められる範囲に収まっている。 

勉の／fラメータ／二膠する磨票  

● Mirasol処理血小板の5日間保存後の平均ESC値は15～20％である。．HSCが10～；】0％   

であればinvivoリカバリーー範囲が40～70％となることから、Mirasol処理血小板U）in  

vivoリカバリーは臨床的惟能の許容範囲内に収まっているといえる 

● Mirasol女どナ理血′ト板と対照血小板の5日間保存後の平均HSR値はともに65～70％であ   

る。r40～50％のHSRは40～70％u）invivoリカバリーーと相関するため2、Mirasol処理血   

小板のinvivoリカバリーは臨床的性能の許容範囲内に収まっているといえる 

血小板の機能性  

血小板が機能性を維持するためには、その凝固活性化能と同時に接着性と凝集性が保持さ  

れていなければならない（表2を参照）「、血小板の機能性維持の調査には、フローーサイトメ  

トリーと濯流という2つの方法が用いられた 

フローサイトメトリー／二よる一次評好  

この試験では、輸血に通常用いられる標準的血小板濃厚液と同等の抗原および活性化指標  

の変化が示された（表2および：〕ならびに図1A～Eを参照） 

戯による二次評膠  

血′ト板機能の調査方法として確立している潅流試験でも血小板の評価が行われた。．健康な  

ボランティアから採取した血液に抗凝固剤を添加し、白血球と血小板を除去した。Mirasol  

処理および対照血′ト板のサンプ′レを添加し、invivoの循環条件をシミュレートするため、  

血液を濯流システム（酵素的に剥離した家兎大動脈の断片を備えた巧」心ポンプを含むチャ  

ンバー ）に10分間循環させた二．  

次いで大動脈断片を組織学的に検査し、処理および未処理血小板と大動脈の内皮下層との  

相互作用を判定した 

その結果は以卜のとおりであった（結果は血小板が血管表面を覆っているパーーセンテージ  
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で表されている）  

● O 日日：未処理の血小板で実施した港流試験は、大動脈断片の血小板被塵率が25．7％  

であることをホした．MiraH（）l処王削TL小枝では血小板被覆率が5．1r）％のなだらかな低卜  

をホした（図2参照）＿．  

● 5日目：Mirasol処理血小板では未処理血小板と比較して内皮卜†∈引こ対する血小板の反  

応性がわずかにと昇していた＿  

表2．血小板の機能性に関連する要因  

特性   評価バラメー一夕   

接着惟   F21血小板（1Ⅰ）It）し1  

vWF   

凝集性   血小板（1PlIb－Illa  

血小板（1PlV  

フィブリノーゲン  

vW  

フィブロネクチン   

凝集メカニズム活性化能   P－セレクチン（活悼化抗原）  

1．1MI）（清作化抗原）  

アネキシンⅤ結合（アポトーシスマーカー）  

第Va因子（アポトし一シスマーーカー）   

GP：糖タンパク質；LIMP：ライソゾーム完全膜タンパク質；VWF：フォン・ヴィレプランド因子。  
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図1A～E．5日間保存中の未処理およ  

び 几爪rasol処理血小板に対する（A）  

（11）1b（1：（B）（iPlIb－ⅠⅠIa：（（「）ⅤⅥTF；（Ⅰ））  

フィブリノーゲン：（E）フィブロネクテン存  

在下でのフローサイトメトリー試験（平均  

±Sl）、n＝8）。  
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フローサイ／メ′グーとノ密虎讃瀞ぼ、朋加はれ絶壁忽小好が未必腰過小顔‾と／冒掌のコ安着ク告お  

よ乙噸軍費鱈を床符LTいることを示LTいる。タββにぼル払耶βノ彪ノ空虚小康一の彦者傍磨が  

／未必産地小顔‾と姑紆LTわずかに上昇Lてぃ虎  

ミトコンドリアの完全性と機能性  

ミトコンドリアはアポトーシスに重要な役割を果たすことが示されており、少なくとも1  

っのアポトーシスカスケードはミトコンドリア膜電位の破綻が引き金になることが知られ  

ている。これは、血小板保存損傷に関連する多くのアポトーシス現象の基礎にミトコンド  

リア機能の変化が存在し得ること9、およびミトコンドリアの機能性維持が血小板保存損傷  

の最小化にとって重要な要因となることを示唆している。  

Mirasol処理は解糖流量を増加させることが以前の研究によって示されており、これはミト  

コンドリアの損傷および／またはアデノシン三リン酸（ATP）消費の増加が原因であるとい  

う仮説が立てられていた。これにはさらなる研究が必要であったところ、Mirasol処理血小  

板におけるミトコンドリア機能と酵素活性を7 日間という保存期間にわたり評価する試験  

が、いくつかの方法（JC－1シグナル、MTTアッセイ、pHおよび血小板ATP含量）を用  

いて実施された。  

その結果は以下のとおりであった。  

JC－1シグナルはミトコンドリア膜電位測定値であり、分極と脱分極のパーセンテージ  

を評価する。保存中の対照およびMirasol処理血小板のミトコンドリア膜電位に有意  

差は認められなかった（図3を参照）。  

ミトコンドリアの酵素活性の測定に用いられるMTTアッセイでは、Mirasol処理血小  

板における活性測定値が1日目と比較して保存終了時には15％低下していることが示  

された。この低下は保存中のもっと早い時点では明らかではなかった。対照の未処理  

血小板に対するMTTアッセイでは、1日目と比較して7日目には活性が約10％上昇  

していることが示された。ただし、この結果はミトコンドリアの酵素活性の上昇を示  

しているのではなく、単にアッセイ方法のばらつきによるものである可能性がある。  

とは言え、この結果はミトコンドリアの酵素活性がMirasol処理の直後から最大保存7  

日目まで保持されることを示唆している（図4を参照）。  

Mirasol処理血小板は、対照血小板と比較して中等度であるが有意なpH低下促進と  

ATP含量の減少を示した（表4を参照）。  
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表：う．Invitro試験：フローサイトメトリーの結果。  

閃f 対照   Mirasol処理  有意差   

（6．2ぐ丁／mL）  

GPIbrl   0日目から5口目ま  

で安定   で安定   

GPIIb一ⅠⅠIa、（iPIV  0日目から5ト1日ま  

で安定   で安定   

vWF、フィブリノゝ－一－－  0 日目から 5 日目ま  0 卜】目から 5 日目ま  有意差なし   

ゲン、フィブロネク  で安定   

チン   

P・セレクチン、I」lMP  保存中に進行惟かつ  保存中に進行性かつ  括惟化パラメータ発  

有意に上昇  有意に上昇   現率が有意に上昇   

曝露後に有意に上昇  

アネキシンⅤ結合レ  0 日目から5 日目ま  0 日目から5 日目ま  有意差なし   

ベ／レ   
で安定   で安定   

第Va因子   保存［川こ進行性かつ  

有意に【二昇   有意に上昇   

GP：糖タンパク質；LIMP：ライソゾーム完全膜タンパク質；VWF：フォン■ヴィレプランド因子。  

図3．JC－1染色アツセイを用いたミトコンドリア膳電位  

の測定  

図2．5 日間の保存中の未処理血小板（UN－T）お  

よぴMirasol処理血小板（T）の接触、接着および  

血栓形成のパーセンテージで分類した血小板によ  

る表面被覆（CS）パーセンテージ（平均±平均の標  

準誤差、n＝8、＊uN－Tに対してp＜0，05）。  
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以上の結果は、Mirasol処理がミトコンドリアの構造および機能の完全性を損なわないこと、  

ならびに処理血小板で観察された解糖流量と酸化的代謝の増加についてはÅrPに対する要  

求の増大が推進力となっている可能性があることを示している。  

続いての研究により、解糖流量の増加は保存損傷発生中の血小板の形態変化と自発的活性  

化の直接的な原因ではないことが示されている。その結果はまた、グルコース利用の低下  

は実際に保存中の血小板の損失を増大させ得ることも示唆している。  

肋goノ必屠ばさ′コン∧、、クアのぅ礫庶飽宕全樫と／芽姪を変化きせない。  

Invivoの生存性およぴリカバリー試験からの結果  

あるランダム化一重盲検交差試験において、Mirasol処理したアフェレーシス血小板と未処  

理血小板の有効性を比較した。．すなわち、健康な被験者24人から採取した白血球減少アフ  

ェレーシス血小板を5日間保存し、処理の前後と保存期間中に微生物学的、invitroおよび  

invivo分析を実施した。  

放射標識して被験者に再往射した後、再注射から3時間以内、その後1週間は毎日、およ  

び再注射から10日目に新たな血液サンプルを採取した。Invitro分析には、血小板濃度、  

グルコースおよび乳酸塩濃度、単位pH、pO2およびpCO2、CD62／P－セレクチンの発現、な  

らびに血小板の形態（スワーリングスコア）が含まれた。元のドナーに再往射した血小板  

の生存性およびリカバリー率の計算も実施された（図5を参照）。  

図4．MTT低下アツセイを用いたミトコンド  

リアの酵素活性の評価  

数値は平均±SDで表している。7日目の  

試験サンプルと対照サンプルの間に有意  

差が認められた。  

SD：標準偏差。  
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表4．血小板のミトコンドリアに対するMirasol処理の即時的効果  

変数   対照（n＝5）   MirasoIPRT（n＝7）   

pIi、220（】   7．45主0．02   7．51主0．06   

ミトコンドリア  

分極（％）   94．7土1．8   95．9土1．7   

脱分極（％）   1．5土1．0   1．0土1．2   

MTT（0Ⅰ）490）   0．875土0．027   0．885土0，055   

ATP（匹mOl／1011PI∬）   5．08土0．72   4．64土0．9：i   

試験したいずれの変数についても、対照血小板と処理血小板の間に有意差は認められなか  

った〔ATP：アデノシン三リン酸  

図5．1nvivoの生存性およびリカバリー試験：デザイン1  

I I 

βbr5血押  S那1Pl撚什omr輌細血n胴  

Unけ由七d  

［は・じ  ［叫1i 

甜与打給付〔l一弘i血」 胡朗那m用尺1r喫j血d  
lib叩耶叫眠…慮J01ib耶nヒサー即沌l土抽   

rdo一址鴫Id【州†  rdo一址噌Iddi叫   

D句・d  ［叫与1‘3h：岨匹d州l叩仙川．  
劃持訂n訂l血相由d山  
Il叩訂中間仙訂よ」o   

rdio・址d■：山車  

h加血l＋b価血l柏帥【q．  
馳i叩 in油「（・a叫聞．  

1よh－は驚Ilnl  

ar山血匝l加  

その結果から以下のことが明らかとなった 

● いずれの被験者も試験への参加に関連した有害事象を経験することはなく、血小板の  

再往射はいずれも十分に忍容された 

● すべてのユニット培養は陰性で、総血小板数は無変化のままであった 

● Miras。1処理ユニットは、グルコース消費の増加、グルコース濃度の低下および乳酸塩  

濃度の上昇を示した（図6Aおよび6B） 

● 保存期間終了時にはすべてのユニットでグルコースの残存が認められた1 

● pHはすべてのユニットで6．8を上回っていた（固6C） 

● Mirasol処理および未処理血小板はともに保存期間中にpO2およびpCO2の低下を示し   

た（図6Dおよび6E）二，PO2レベルについては、未処理およびMirasol処理ユニットの間  

に有意差は認められなかった 処理群における処理前のp（】02レベルは未処理群よりも  

有意に低かったが、保存終了時には有意に高くなった 
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● P－セレクチンの発現はMirasol処理および未処理血小板の両方で保存期間を通じて増   

大しており、5日目にはMirasol処理ユニットの方が未処理ユニットよりも高くなって  

いた。  

● 血小板スワーリングは保存開始時には差がなかったが、5日目には処理ユニットの方が  

低くなった。．  

この試験により、処理血小板のリカバリーー と生存性の平均は未処理ユニットより低いもの  

の（表5を参照）、invivoの有効性は十分に保持されていることが示され、臨床的有用性が  

推認された。  

／′Jlゾ＝，べ一打 －‥ 、・∴‥．．．1／／hヾ′′／こ・・ニ ーノ、′＼・．リ．・、．－、・■、－′ニーー・ご・：一●∴い・一一●．∴●．－一  

夜努鱈を保存Lておク、血”一作でのタカバクーおよ乙哩存裡基準を勝たLていることを示  

Lて一おク、これメj修好研穿の廊超となっそ。  

表5．放射標識試験の結果  

対照   処理   p値   

放射能収集効率（％）  64．2土17．2   59．5土21．2   ＞0．05   

リカバリー （％）   66．5土13．4   50．0土18．9   ＜0．05   

生存性  142土26   104土26   ＜0．05   

（複数ヒット、時）  

111Inによる放射標識と自家再注射の5日目の結果。結果は対照サイクルからの22所見および処理  

サイクルからの24所見を示している。  

蕗床試験の結果  

血小板減少症患者におけるMirasol処理血小板の臨床的有効性を調べるため、多施設、非盲  

検、対照臨床試験が現在フランスの6カ所で実施されている（MIRACLE試験、第8二草を  

参照）。患者には通常の臨床条件下でMirasol処理血小板濃厚液（試験コホート）または未  

処理の標準的血小板濃厚液（参照コホート）のいずれかを投与する。血小板成分は最大5  

日間保存することが許される。輸血から1時間後に測定した補正血小板増加数（CCIl時間）  

と血小板濃厚液の注入に対する反応としての重大有害事象が、処理および未処理血小板濃  

厚液で比較される。輸血から4週間後までの、輸血関連感染症の発生など、血小板輸血に  

関連した有害事象による試験中止の発生率、ならびにその回数および輸血からの時間をモ  

ニターおよび比較することにより、Mirasol処理血小板の性能、安全性および忍容性がさら  

に評価される。  
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図6A～E．Invitro分析の結果  

Invitro試験の結果は、Mirasol処理血  

小板が品質と性能を維持し、輸dlLの時  

点で求められるinvitroのpH基準を満  

たすことを実証している 

フローサイトメトリーーと濯流試験は、  

Mirasol処理血小板が未処理血小板と  

同等の接着惟および凝集性を保持して  

いることを示している 

5 日目にはMira∬Ol処理血小板の接着  

機能が未処理血小板と比較してわずか  

に卜昇していた 

Mirasol処理はミトコンドリアの機能  

的完全性と活性を変化させない  

In vivo試験の有望な結果は、MirafiOl  

処理血′ト板の臨床研究の根拠となっ  

た 

Mirasol処理血小板は卜分に臨床使用  

できるだけの生存能と有効性を保持し  

ており、invivoでのリカバリーーおよび  

生存性の基準を満たしていた 

0日目：Mirasol処理の前に検査；0日目の後：  

Mirasol処理の直後に検査；5日目：保存5日巨1  

に検杏 
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