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1. はじめに

溶血は，赤血球膜の損傷に伴い血球内部の流体が外部に
漏出する現象である。現在臨床で使用されている補助人工
心臓（VAD）の多くは，高速で回転する羽根車（インペラ）
で血液を送り出す方式の連続流ポンプである。このタイプ
のポンプでは，インペラ周辺において特にせん断速度（速
度の空間勾配）が大きくなり，この領域を通過する赤血球
には非生理的な高いせん断応力が負荷され，膜の損傷や破
断が生じ，赤血球内部のヘモグロビン溶液が漏出する。こ
のように連続流ポンプを用いて血液循環を補助する際に
は，ポンプの構造と駆出原理から，程度の差はあれ，溶血
は不可避である。一方で，血球崩壊を伴わない損傷
（sublethal blood trauma；以下，血球損傷と呼ぶ）に関する
研究が進んでおり，せん断負荷による赤血球の変形能
（deformability）の変化が明らかにされてきた。また，顕微
鏡技術の向上に伴い，細胞骨格の形態や力学特性に関する
新しい知見も得られてきている。本稿ではこれらの研究に
ついてまとめる。

2. VADの数値流体解析と溶血量予測

溶血試験は血液ポンプの血液適合性を評価する上で重要
な試験であるが，動物血を使用する限り，結果のばらつき
は避けられない。これに対し，数値流体解析（CFD解析）
によってポンプ内の流れ場を解き，得られたせん断応力分
布に基づき溶血量を推定する方法は，再現性の高い方法と
言える。これらの推定法のほとんどは，溶血量とせん断応

力の大きさ，曝露時間を関係づける実験式 1)をもとにして
いる。米国食品医薬品局（FDA）が提示した血液ポンプの
ベンチマークモデルについて，実機を用いた流動場計測お
よび溶血試験の結果と，多施設の研究者によるCFD解析の
結果およびそれに基づく溶血量予測の結果との比較が行わ
れ，正確な溶血量予測まで至ったグループは少数であった
と報告されている 2)。現状では，CFD解析の計算精度や溶
血量推定モデルの不完全さが原因であると考えられる。た
だし，溶血量の絶対値の正確な予測までは至らずとも，相
対的な比較に限れば正しく予測ができている結果は多く，
機器の改良設計など用途を限定すれば十分実用的なもので
はあると考えられる。Liらは，5種類のVAD（Impella® 5.0，
HVADTM，HeartMateTM Ⅱほか）のCFD解析を行い，VAD

内の溶血発生および血栓形成のホットスポットを特定し，
血液損傷のメカニズムの理解を深めることで，臨床におい
てVADの選択，設計最適化の指針が得られるとしてい
る 3)。Tsukiyaらは様々なポンプ運転条件でのVAD内部の
流れ場を詳細に解析し，軸受部の二次流路内の流れを明ら
かにしている 4)。近年，赤血球の力学モデルを構築し，流
れ場中での赤血球の変形をシミュレートし，膜面の局所の
ひずみに基づき溶血量を推定する方法が提案されてい
る 5),6)。前述の実験式に頼らない基礎原理に基づく方法を
採用することで，CFD解析ベースの溶血量予測は新しい段
階へ進むことになると思われる。

3. せん断負荷による赤血球損傷

非生理的な高いせん断応力の負荷は，赤血球の力学特性
を変化させ，変形能に影響を与えることが知られている 7)。
赤血球の変形能の評価には多くの場合，エクタサイトメト
リが用いられる。これは，せん断流れ場中を流れる赤血球
群にレーザ光を照射して得られる楕円形の回折像の長径
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（l），短径（s）から計算される伸長率（elongation index）を用
いて評価する方法である。
 

EI＝ l- s
 l＋ s

Simmondsらは，せん断応力に対する赤血球の感受性を
特徴付ける指標としてmechanical damage sensitivity（MS）
を導入し，5～100 Paのせん断応力を300 秒間印加した赤
血球のMSの変化を調べ，低せん断負荷赤血球のMSは低
下（変形能が改善）し，高せん断負荷赤血球のMSは上昇
（変形能が低下）すること，また，間欠的なせん断負荷によ
る赤血球の変形能の変化は連続的負荷による変化よりも小
さいことを示した 8)。Horobinらは，5～100 Paのせん断
応力を1～16 秒間印加した赤血球について，低せん断応力
（5 Pa, 25 Pa）の負荷では曝露時間によらずMSが低下し，
高せん断応力負荷では曝露時間が長い条件（100 Paで4 秒
以上，75 Paで16 秒）でMSが上昇することを示した 9)。こ
のことは，生理的な範囲内かそれを少し上回る程度のせん
断応力を負荷された赤血球は，変形能が改善し，せん断応
力に対する抵抗性が増すこと，過大なせん断応力を負荷さ
れた赤血球は，せん断応力に対する抵抗性が減弱すること
を意味する。

McNameeらは，60 Paのせん断応力を連続的に負荷され
ている赤血球を顕微鏡下で撮影し，個々の赤血球の画像を
解析し，曝露時間の増加とともに伸長率EIは変化しない
が，非対称な形態の赤血球の割合が増加することを報告し
ている 10)。一様せん断流中で赤血球がいびつな形状にな
ることは，赤血球膜の弾性率が膜面上で不均一になってい
ることが原因であると考えられる。

VADによる循環中の赤血球脆弱性の変化については，
MaddenらがVAD装着患者の赤血球の浸透圧脆弱性を調べ
た結果，有意な変化はなかったと報告している 11)。また，
KuckらはVADを用いたex vivo実験において赤血球の浸透
圧脆弱性を調べ，成人左心補助のポンプ運転条件では脆弱
性の変化はなく，成人右心補助の条件で脆弱性がわずかに
低下すると報告している 12)。せん断負荷による血液損傷
について現在までに得られている知見については，
McNameeらによってまとめられている 13)。

VAD使用による血液の損傷は赤血球のほかに，フォン・
ヴィレブランド因子（vWF）の低分子量化として表れるこ
とが明らにされており 14)，臨床上有意義な指標と認識され
ている。Shiraishiらはせん断負荷によるvWF低分子量化
のメカニズム解明のために，血液に対して繰り返しせん断
応力を負荷することが可能な装置を開発している 15)。

4. 酸化剤添加による赤血球の膜骨格構造と力学特
性の変化

赤血球の変形能をはじめとする力学特性を支配している
のは膜骨格と考えられている。Sinhaらは酸化剤添加が赤
血球膜の構造および力学特性に与える影響について調べ，
ジアミド，プリマキンビスホスフェート水溶液中に曝露さ
れた赤血球を原子間力顕微鏡（AFM）で観察，測定し，酸化
剤を添加しない赤血球と比較して膜骨格のスペクトリン長
が短く，膜の剛性率（shear modulus）が増加することを明
らかにした 16)。Renouxらは，浸透圧勾配エクタサイトメ
トリ（osmotic gradient ektacytometry）17)を用いて赤血球
のEIを測定した結果，ジアミド添加赤血球は高浸透圧側で
EIが顕著に低下することを報告した 18)。このEIの変化傾
向は，楕円赤血球症（elliptocytosis）や熱変形赤血球症
（pyropoikilocytosis）の場合と類似するものであり 19)，これ
らは表面積・体積比（surface area-to-volume ratio）の低下，
膜剛性率の増大を示唆するものである。ジアミド添加によ
る平均赤血球容積（MCV）の変化はないことが確認されて
おり 18)，表面積・体積比の低下は表面積の減少によること
がわかる。SinhaらとRenouxらの両研究の結果から，赤血
球膜の力学特性と微細構造の変化を赤血球変形能の変化に
基づき推定可能であることがわかる。

5. 超解像顕微鏡を用いた赤血球膜骨格の測定

近年，超解像顕微鏡法を用いた赤血球膜の観察が行われ，
新しい知見が次々と得られている。Panらは，STORM

（stochastic optical reconstruction microscopy，確率的光学
再構築顕微鏡）20)を用いて自然な状態の赤血球の細胞骨格
構造を明らかにし，スペクトリンネットワークのジャンク
ション間距離の分布を示し，その平均が弛緩したスペクト
リン4量体の長さとほぼ一致する80 nmであることを明ら
かにした 21)。Houらは，膨張顕微鏡法とSMLM（single-

molecule localization microscopy）22)を組み合わせて赤血
球膜構造を解析し，両凹円盤形状の赤血球の窪み部分のス
ペクトリン細胞骨格が縁のそれよりも密度が低く，ジャン
クション間距離が長いことを明らかにした 23)。Yeらは，
点滅機能と持続的な単一分子発光機能を備えた蛍光プロー
ブを開発するとともに，赤血球の非侵襲的捕捉と長期イ
メージングのためのマイクロ流体プラットフォームを構築
し，それらを組み合わせ，ヒト赤血球膜上で分子スケール
での超解像再構築と単一分子追跡をハイスループットで実
現した 24)。このように，超解像顕微鏡法により，最小限の
前処理で自然な状態に近い赤血球の膜構造が明らかにされ
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てきた。将来の展望として，膜構造に基づく病態診断の可
能性についても言及されている 24)。

6. 赤血球損傷評価法の比較

ここまでに，赤血球の変形能の測定方法，赤血球の膜構
造の観察・測定方法についてまとめた。いずれも赤血球の
膜性状を調べる有用な方法である。特に前者の方法は後者
の方法よりも圧倒的にハイスループットであるため，迅速
診断用途に向いており，VAD使用中の赤血球損傷評価にも
適していると考えられる。赤血球変形能測定の方法として
本稿では2つを紹介した。1つは，エクタサイトメトリに
より回折像からEIを測定する方法（ここでは「間接法」と
呼ぶ），もう1つは，せん断流中の赤血球を直接観察するこ
とによりEIを測定する方法（ここでは「直接法」と呼ぶ）で
ある。直接法では多数個の赤血球のEIを測定することで，
EIの分布を取得できることが最大のメリットである。そ
の半面，十分なEI測定精度を得るために高倍率で赤血球を
撮影すると，必然的に視野内の赤血球の数は限られるため，
十分な数の赤血球のEIを測定するために複数回の撮影と
その都度の画像処理が必要になり，迅速性の点では間接法
が勝るであろう。この不利を補う方法として，マイクロ流
路内を流動する赤血球を撮影することでハイスループット
化する方法が提案されている 25)。また，EIの分布を得ら
れないという間接法の欠点を補うために，回折像の楕円形
状からのひずみに着目し，血球の変形能の不均一性を推定
することが試みられている 26)（ここでは「改良版エクタサ
イトメトリ」と呼ぶ）。この回折像のひずみは，膜剛性の高
い一部の赤血球が流れに配向しないことによると考察され

ている。
我々のグループは，光学的手法による赤血球損傷度評価

法の開発を進めている 27),28)。これは，等張の赤血球分散
液に蒸留水を追加することで赤血球を低張環境に急速曝
露，膨潤，崩壊させ，そのときの赤血球分散液の光学特性
の変化に基づき赤血球損傷を評価する方法である（ここで
は「急速低張液曝露法」と呼ぶ），この方法は個々の赤血球
ではなく，試料液に含まれる赤血球群に着目しているので，
前述の間接法に分類される。赤血球の膨潤による前方散乱
の増加と崩壊による散乱体の減少に伴い，赤血球分散液の
透過光強度が増加する。この方法を用いて，ジアミド，プ
リマキンを添加して膜の剛性率を高めた赤血球について評
価したところ，酸化剤の濃度増加に伴い，透過光強度の増
加速度が速くなった。このように，透過光強度の変化速度
に基づき赤血球の損傷度を評価することができる。エクタ
サイトメトリと急速低張液曝露法の基的な装置構成を図1
に示す。急速低張液曝露法は，同じ間接法に分類されるエ
クタサイトメトリと比較して，迅速性に関しては同等以上，
また，接液部に可動部品を有さないことから，取り扱いの
簡便性に関しては優位性を持つと考えている。また，透過
光強度の時間変化の履歴から赤血球の損傷度分布を取得す
ることで，直接法に準ずる機能性を付与することが可能と
考えている。

7. おわりに

本稿では，VADの血液適合性評価法である溶血試験を代
替あるいは補助するものとして，CFD解析による溶血量予
測法，赤血球損傷評価法およびそれに関連する研究をまと

図1　赤血球損傷評価のためのエクタサイトメトリと急速低張液曝露法の基本的な装置構成

(a) エクタサイトメトリ (b) 急速低張液曝露法
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めた。赤血球の力学モデルを用いた溶血量予測の発展には，
モデルの精度の向上が不可欠であり，そのためには，超解
像顕微鏡によって明らかにされた膜骨格の構造や力学特性
に関する知見が大いに役立つであろう。また，10 Paオー
ダーのせん断応力の負荷による赤血球の膜性状の変化に関
する知見が次々と集積しつつあり，これらを溶血モデルに
組み込むことで，溶血量予測のさらなる改善につながると
期待される．

本稿の著者には規定されたCOIはない。
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