
(57)【要約】
　　患者の治療方法は、貯蔵された赤血球およびヘモグロビン溶液を患者に投与すること
を含む。貯蔵された赤血球およびヘモグロビン溶液は同時に患者に投与され得る。あるい
はまた、ヘモグロビン溶液は、貯蔵された赤血球の投与前に患者に投与され得、または貯
蔵された赤血球は、ヘモグロビン溶液の投与前に患者に投与され得る。本発明の組成物は
、貯蔵された赤血球およびヘモグロビン溶液を含む。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 お よ び ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 患 者 の 治 療 方
法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 が 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 を 投 与 す る 前 に 投 与 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 の 投 与 の 約 36時 間 以 内 に 投 与 さ れ る 請 求 項 ２ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 の 投 与 の 約 24時 間 以 内 に 投 与 さ れ る 請 求 項 ３ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 の 投 与 の 約 8時 間 以 内 に 投 与 さ れ る 請 求 項 ４ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 の 投 与 と 同 時 に 、 ま た は そ の 前 に 投 与 さ れ る 請
求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 が 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 の 投 与 の 約 8時 間 以 内 に 投 与 さ れ る 請 求 項 ６ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 由 来 の ヘ モ グ ロ ビ ン の 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 の ヘ モ グ ロ ビ ン に 対 す る 比
率 が 、 重 量 で 約 １ ： ９ ～ 約 １ ： １ の 範 囲 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 約 48時 間 よ り 多 く 貯 蔵 さ れ た も の で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 約 ７ 日 よ り 多 く 貯 蔵 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 約 35日 よ り 多 く 貯 蔵 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 約 42日 よ り 多 く 貯 蔵 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 の ヘ モ グ ロ ビ ン が 約 15mmHg未 満 の P 5 0 を 有 す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 の ヘ モ グ ロ ビ ン が 約 20mmHg未 満 の P 5 0 を 有 す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 の ヘ モ グ ロ ビ ン が 約 25mmHg未 満 の P 5 0 を 有 す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 由 来 の ヘ モ グ ロ ビ ン が 重 合 さ れ て い る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン が グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド と 重 合 さ れ て い る 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 重 合 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 が 、
ａ ） 約 15重 量 ％ 未 満 の メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 含 量 、
ｂ ） １ ミ リ リ ッ ト ル 当 た り 約 0.5エ ン ド ト キ シ ン 単 位 未 満 の エ ン ド ト キ シ ン 濃 度 、
ｃ ） 約 500,000ダ ル ト ン よ り 大 き い 分 子 量 を 有 す る 重 合 ヘ モ グ ロ ビ ン 約 15重 量 ％ 以 下
ｄ ） 約 65,000ダ ル ト ン 以 下 の 分 子 量 を 有 す る 重 合 ヘ モ グ ロ ビ ン 約 10重 量 ％ 以 下
を 有 す る 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ９ 】
　 ａ ） ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 を 患 者 に 投 与 す る こ と ； お よ び そ の 後
ｂ ） 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 を 投 与 す る こ と
を 含 み 、 こ こ で ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 が 重 合 ヘ モ グ ロ ビ ン を 含 有 し 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が よ り
多 く の 間 貯 蔵 さ れ た も の で あ る 、 患 者 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 少 な く と も 約 48時 間 貯 蔵 さ れ た も の で あ る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 由 来 の ヘ モ グ ロ ビ ン が 少 な く と も 約 25mmHgの P 5 0 を 有 す る 請 求 項 １ ９
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 由 来 の ヘ モ グ ロ ビ ン が グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド と 重 合 さ れ て い る 請 求 項 １
９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ａ ） 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 を 患 者 に 投 与 す る こ と ； お よ び そ の 後
ｂ ） ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 を 患 者 に 投 与 す る こ と
を 含 み 、 こ こ で ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 が 重 合 ヘ モ グ ロ ビ ン を 含 有 す る 、 患 者 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 が 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 の 投 与 の 約 8時 間 以 内 に 患 者 に 投 与 さ れ る 請 求
項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 少 な く と も 約 48時 間 貯 蔵 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン が 少 な く と も 約 25mmHgの P 5 0 を 有 す る 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン が グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド と 重 合 さ れ て い る 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 お よ び 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 を 含 有 し て な り 、 こ こ で ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 が
重 合 ヘ モ グ ロ ビ ン を 含 有 し 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 約 48時 間 よ り 多 く 貯 蔵 さ れ た も の で あ る
、 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン が グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド と 重 合 さ れ て い る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 約 7日 よ り 多 く 貯 蔵 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 約 35日 よ り 多 く 貯 蔵 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ３ ０ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 約 42日 よ り 多 く 貯 蔵 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願
　 本 出 願 は 、 2001年 9月 10日 に 出 願 さ れ た 米 国 出 願 第 09/950,270号 の 継 続 で あ り 、 そ の 優
先 権 を 主 張 す る 。 上 記 出 願 の 全 教 示 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 貯 蔵 さ れ た 血 液 は 、 経 時 的 に 多 数 の 有 害 な 生 化 学 的 変 化 （ 集 合 的 に 「 貯 蔵 損 傷 」 と し て
知 ら れ る ） を 受 け る 。 こ れ ら の 変 化 と し て は 、 細 胞 の 微 凝 集 、 溶 血 、 小 胞 形 成 、 減 少 し た
膜 柔 軟 性 、 減 少 し た 安 定 性 、 お よ び 増 加 し た ヘ モ グ ロ ビ ン － 酸 素 親 和 性 が 挙 げ ら れ る 。 こ
の 変 化 は 、 貯 蔵 さ れ た 血 液 ま た は 赤 血 球 を 含 む 血 液 製 剤 を 患 者 に 投 与 す る 全 体 的 な 利 益 を
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低 減 し 、 患 者 に 輸 血 し た 場 合 に 有 害 な 影 響 を 引 き 起 こ し さ え す る 。 例 え ば 、 赤 血 球 の 微 凝
集 形 成 の 増 加 お よ び 膜 柔 軟 性 の 損 失 は 、 微 小 循 環 血 管 の 遮 断 を 引 き 起 こ し 、 局 所 虚 血 お よ
び 肺 機 能 不 全 を 引 き 起 こ し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 さ ら に 、 赤 血 球 中 の 2,3-ジ ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 （ 2,3-DPG） の 損 失 は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン －
Ｏ ２ 親 和 性 の 実 質 的 増 加 を 生 じ る 。 １ 週 間 よ り 多 く 貯 蔵 し た 血 液 は 、 2,3-DPGレ ベ ル に お
い て 有 意 な 減 少 を 示 す 。 ２ 週 間 後 、 約 40％ の 2,3-DPGの み が 残 っ て お り 、 ３ 週 間 で は 約 10
％ の み が 残 っ て い る 。 (S.P. Masouredis, Preservation and Clinical Use of Erythrocy
tes and Whole Blood, 164章 , Hemology, 第 ３ 版 、 Williams, Beutler, Erslevお よ び Lic
htman（ 編 ） 、 McGraw-Hill, NY, pp.1529-1549(1983))。 2,3-DPGの 損 失 は 、 P 5 0 に お い て
付 随 し た 低 下 を 生 じ る 。 例 え ば 、 保 存 液 、 ク エ ン 酸 塩 リ ン 酸 塩 ブ ド ウ 糖 (CPD)中 に お け る
４ 週 間 の 貯 蔵 後 、 パ ッ ケ ー ジ さ れ た 赤 血 球 (packed red cell)の P 5 0 は 、 約 15mmHgに 低 下 す
る (Wellsら 、 Transfusion 21:709-714(1981))。 赤 血 球 か ら の 酸 素 の 放 出 は 通 常 P 5 0 に 比 例
す る の で 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 の 酸 素 を 送 達 す る 能 力 も ま た 経 時 的 に 減 少 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 貯 蔵 損 傷 は 、 対 流 性 酸 素 送 達 お よ び 拡 散 性 酸 素 送 達 を 共 に 減 少 す る こ と に よ り 酸 素 輸 送
に お い て 有 害 な 変 化 を 引 き 起 こ し 得 る 。 微 凝 集 お よ び 柔 軟 性 を 欠 く 細 胞 は 微 細 血 管 中 に ひ
っ か か り 、 下 流 の 組 織 へ の 流 れ を 遮 断 す る 。 さ ら に 、 比 較 的 高 い 酸 素 親 和 性 を 有 す る ヘ モ
グ ロ ビ ン を 含 む 赤 血 球 は 、 酸 素 を 組 織 へ 放 出 す る 能 力 が 減 少 し て い る 。 酸 素 に 対 し て 高 い
親 和 性 を 有 す る 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 は 、 体 内 へ の 輸 血 後 、 経 時 的 に 「 復 活 (rejuvenate)」 し
う る 。 2,3-DPGの レ ベ ル は 、 4時 間 ま で に 標 準 の 30％ ～ 50％ ま で 戻 り 、 お よ そ 24時 間 で 標 準
レ ベ ル に 戻 る が 、 こ の 速 度 は 変 化 し う る (Valeriお よ び Hirsch, J. Lab. Clin. Med. 73:7
22-733(1969);Beutlerお よ び Wood, J. Lab. Clin. Med. 74:300-304(1969))。 2,3-DPGの
回 復 の 速 度 は 、 患 者 の 代 謝 状 態 に 依 存 し う る 。 (O'Brienお よ び Watkins, J. Thor. & Card
iovas. Surg. 40:611(1960))。 皮 肉 に も 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 は 、 急 な 必 要 性 を 満 た す た め
に 輸 血 さ れ る が 急 性 損 傷 を 被 る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ れ ら の 細 胞 は 、 一 定 時 間 を か け て 柔 軟 性 を 得 て 酸 素 親 和 性 を 減 少 し な が ら 循 環 中 に 「
復 活 す る 」 一 方 、 患 者 、 と り わ け 重 病 で あ る 患 者 に 有 害 な 影 響 を 与 え う る 低 下 し た 酸 素 輸
送 の 領 域 (window)が あ る 。 さ ら に 、 若 い 健 康 な 患 者 は 、 貯 蔵 損 傷 を 代 償 し う る 一 方 ； 代 償
す る 能 力 が 低 下 し た か ま た は そ の 能 力 が な い 患 者 は 、 さ ら な る 損 傷 の 危 険 に 置 か れ る か 、
ま た は 治 療 の 効 力 が 低 下 す る 。 逆 説 的 な こ と に 、 あ る 場 合 に お い て 酸 素 に 対 す る 高 い 親 和
性 を 有 す る 赤 血 球 の 輸 血 の こ の 代 償 応 答 は 、 減 少 し た 局 所 酸 素 付 加 を 引 き 起 こ し 得 る 。 (M
arikお よ び Sibbald, JAMA 269:3024-30(1993))。 微 小 塞 栓 の 生 成 は ま た 、 貯 蔵 損 傷 の 一 部
で あ る 。 微 小 塞 栓 は 、 パ ッ ケ ー ジ さ れ た 赤 血 球 中 で 貯 蔵 期 間 に 形 成 さ れ 、 輸 液 の 際 に 微 小
循 環 を 妨 害 し 、 肺 毛 管 内 皮 お よ び 肺 胞 上 皮 に 対 し て 損 傷 を 引 き 起 こ す こ と が 、 知 ら れ て い
る (Liuら 、 Ann. Thorac. Surg. 54:1196-1202(1992);Gayら 、 Trauma 19:80-84(1979))。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 新 鮮 な 赤 血 球 は 、 大 量 輸 血 、 幼 児 、 高 齢 患 者 、 な ら び に 心 血 管 お よ び 肺 系 疾 患 を 罹 患 し
て い る 患 者 の 輸 血 に 対 し て 推 奨 さ れ て い る (Masouredis,S.P.、 Preservation and Clinica
l Use of Blood and Blood Components, Hemology,(Williams,W.J.、 Beutler,E.、 Erslev
,A.J.お よ び Lichtman,M.A.編 )McGraw-Hill, New York,pp.1529-1549； Sugarman, H.J.ら
、 Surg. Gynecol. Obstet., 131： 733-741(1970)； Valeri,G.R.ら 、 Transfusion 20： 263
-276(1980)； Hess,W.、 Anaesthetist.、 36： 455-467(1987))。 し か し な が ら 、 新 鮮 な 血 球
の 入 手 可 能 性 は 、 し ば し ば 制 限 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 そ れ ゆ え に 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 の 酸 素 輸 送 お よ び 送 達 効 率 を 改 善 す る 産 物 お よ び 方 法 に
つ い て の 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
発 明 の 要 旨
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　 本 発 明 は 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 お よ び ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 を 患 者 に 投 与 す る こ と に よ り 、 患
者 を 治 療 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 が 患 者 に 投 与 さ れ 、 そ の 後 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 溶
液 が 投 与 さ れ 、 こ こ で 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 が 重 合 ヘ モ グ ロ ビ ン を 含 有 し 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血
球 が 約 48時 間 よ り 多 く 貯 蔵 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 を 患 者 に 投 与 し 、 そ の 後 、 貯 蔵 さ れ
た 赤 血 球 の 投 与 の 約 8時 間 以 内 に ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 を 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 ヘ モ
グ ロ ビ ン 溶 液 は 重 合 ヘ モ グ ロ ビ ン を 含 有 し 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 は 約 48時 間 よ り 多 く 貯 蔵 さ
れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 お よ び 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 を 含 有 し て な り 、 こ こ で 、
貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 約 48時 間 よ り 多 く 貯 蔵 さ れ た も の で あ る 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 明 細 書 に 説 明 さ れ る よ う に 、 赤 血 球 の 貯 蔵 は 、 経 時 的 に 赤 血 球 か ら の 酸 素 放 出 の 速 度
を 減 少 す る が 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 に 加 え て ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 を 投 与 す る こ と は 、 こ の 効 果
を 逆 転 し 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 に 酸 素 送 達 潜 在 能 力 を 復 活 さ せ た 。 得 ら れ た 混 合 物 は 、 酸 素
放 出 に お い て 新 鮮 な 赤 血 球 の よ う に ふ る ま っ た 。 驚 く べ き こ と に 、 患 者 に 投 与 さ れ る 全 ヘ
モ グ ロ ビ ン の わ ず か 約 10パ ー セ ン ト （ 10％ ） が ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 の 形 態 で あ る 場 合 で あ っ
て さ え 、 こ の 効 果 が 得 ら れ た 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 研 究 の 結 果 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 と 共
に ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 を 添 加 す る こ と は 、 新 し く 単 離 さ れ た 赤 血 球 の 形 態 で の ヘ モ グ ロ ビ ン
の 同 じ 総 量 の 添 加 を 超 え る 酸 素 放 出 に お け る 実 質 的 な 増 加 を 生 じ る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 の 酸 素 送 達 能 力 を 、 他 の 場 合 で （ othe
rwise） 可 能 で あ ろ う よ り も よ り 迅 速 に 復 活 さ せ う る 。 本 発 明 は 、 重 病 、 幼 児 、 お よ び 高
齢 患 者 の 治 療 に 特 に 有 用 で あ り う る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 の ヘ モ グ ロ ビ ン お よ び 貯 蔵 さ
れ た 赤 血 球 の 添 加 は 、 よ り 小 さ い ヘ モ グ ロ ビ ン 分 子 が 障 害 物 を 通 過 し て 酸 素 を 送 達 し う る
た め に 、 微 小 塞 栓 の 存 在 に も か か わ ら ず 、 増 加 し た 組 織 酸 素 付 加 を 生 じ る 。 本 発 明 の 方 法
お よ び 組 成 物 は 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 の 酸 素 輸 送 お よ び 送 達 効 率 を 改 善 し 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血
球 の 有 用 な 貯 蔵 期 間 を 延 ば し う る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 の 方 法 は 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 お よ び ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 を 患 者 に 投 与 す る こ と に よ
り 患 者 を 治 療 す る こ と を 含 む 。 「 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 」 と い う 用 語 は 、 野 生 型 ヘ モ グ ロ ビ ン
ま た は 赤 血 球 と 比 較 し て 有 意 に 減 少 し た P 5 0 を 有 す る 赤 血 球 を 包 含 し 、 こ こ で 野 生 型 ヘ モ
グ ロ ビ ン は 少 な く と も 約 25mmHgの P 5 0 を 有 す る 。 本 明 細 書 で 規 定 さ れ る 「 P 5 0 」 は 、 ヘ モ グ
ロ ビ ン の 50％ が 酸 素 に 結 合 さ れ る と き の 酸 素 の 分 圧 を 意 味 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て 、 貯
蔵 さ れ た 赤 血 球 は 天 然 ま た は 新 鮮 な 血 液 で あ り 得 、 自 然 に 、 遺 伝 子 変 化 ま た は 疾 患 に よ り
、 約 25mmHgよ り 有 意 に 低 い P 5 0 を 有 す る 。 低 下 し た P 5 0 を 有 す る 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 の 例 は 、
P 5 0 が 約 25mmHg以 下 、 約 15mmHg以 下 で あ る 血 液 で あ る 。 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 は 、 健 康 な 個 体
か ら の 新 鮮 な 単 離 血 液 と 比 較 し て 低 下 し た レ ベ ル の 2,3-DPGを 有 し 得 、 低 下 し た P 5 0 を 生 じ
る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 に お い て 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 は 、 患 者 へ の 投 与 前 の 少 な く と も 約 48
時 間 に ド ナ ー か ら 単 離 さ れ て い る 。 別 の 態 様 に お い て 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 は 、 患 者 へ の 投
与 前 の 少 な く と も 約 7日 間 に ド ナ ー か ら 単 離 さ れ て い る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 貯 蔵
さ れ た 赤 血 球 は 、 少 な く と も 約 35日 間 に ド ナ ー か ら 単 離 さ れ て い る 。 別 の 態 様 に お い て 、
貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ る 患 者 へ の 投 与 前 の 少 な く と も 約 42日 間 に ド ナ ー
か ら 単 離 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ １ ６ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 は 、 保 存 血 液 で あ り う る 。 本 明 細 書 で 規 定 さ れ る 場 合 「 保 存 血 液 」 と
い う 用 語 は 、 貯 蔵 お よ び 続 く 輸 血 に よ る 使 用 の た め に 処 理 さ れ た 血 液 を 意 味 す る 。 血 液 を
保 存 す る た め の 適 切 な 方 法 は 、 周 知 で あ る 。 血 液 を 保 存 す る た め の 適 切 な 物 理 的 方 法 の 例
は 、 冷 凍 お よ び 凍 結 で あ る 。 血 液 を 保 存 す る た め の 適 切 な 化 学 方 法 の 例 と し て は 、 酸 性 ク
エ ン 酸 塩 ブ ド ウ 糖 (ACD)ま た は ク エ ン 酸 塩 リ ン 酸 塩 ブ ド ウ 糖 (CPD)な ど の 化 合 物 の 添 加 が 挙
げ ら れ る 。 さ ら に 、 血 液 溶 液 は 、 ア デ ニ ン 、 ブ ド ウ 糖 、 マ ン ニ ト ー ル な ど の 成 分 、 ま た は
そ れ ら の 組 み 合 わ せ で 強 化 さ れ う る 。 血 液 の 保 存 方 法 の さ ら な る 例 は 、 Holme ら に よ る 米
国 特 許 第 5,487,971号 明 細 書 に 見 出 さ れ 得 、 そ の 教 示 は 全 体 と し て 参 照 に よ り 本 明 細 書 に
組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 は 凍 結 赤 血 球 に 由 来 し う る 。 赤 血 球 の 凍 結 方 法 は
、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。 か か る 方 法 は 、 典 型 的 に は 、 液 体 窒 素 中 な ど の 低 温 で の 迅 速 な
凍 結 お よ び 維 持 、 ま た は グ リ セ ロ ー ル な ど の 凍 結 保 存 剤 の 存 在 下 で の 凍 結 を 含 む 。 典 型 的
に は 、 凍 結 保 存 剤 は 輸 血 前 に 赤 血 球 か ら 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 は 、 白 血 球 の 少 な く と も 約 80％ を 除 去 す る よ う に
処 理 さ れ て い る 。 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 の 適 切 な 供 給 源 の 他 の 例 と し て は 、 パ ッ ケ ー ジ さ れ た
赤 血 球 お よ び 洗 浄 さ れ た (washed)赤 血 球 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 「 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 」 は 、 本 明 細 書 で 「 ヘ モ グ ロ ビ ン ベ ー ス 酸 素 担 体 」 ま た は 「 HBOC」
と も 呼 ば れ 、 ヘ モ グ ロ ビ ン の 液 体 懸 濁 液 （ 無 細 胞 ヘ モ グ ロ ビ ン ） を 意 味 す る 。 本 発 明 の 使
用 に 適 切 な ヘ モ グ ロ ビ ン は 、 ヒ ト お よ び ／ ま た は 他 の 哺 乳 動 物 源 （ 例 え ば 、 ウ シ 、 ブ タ 、
ヒ ツ ジ ま た は イ ヌ 源 ） に 由 来 す る 新 し い 、 古 い ま た は 旧 式 の 血 液 に 由 来 し う る 。 さ ら に 、
Bio/Technology, 12:55-59(1994)に 記 載 さ れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク に よ り 産 生 さ れ た ヘ モ
グ ロ ビ ン な ど の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク に よ り 産 生 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン 、 お よ び Nature, 356
： 258-260(1992)に 記 載 さ れ る 組 換 え に よ り 産 生 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン も ま た 、 本 明 細 書 に
記 載 さ れ る ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 に お け る 使 用 に 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 好 ま し く は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン は 、 分 子 間 お よ び ／ ま た は 分 子 内 架 橋 さ れ て い る 。 任 意 に 、
ま た は 代 替 的 に 、 ヘ モ グ ロ ビ ン は 別 の 分 子 （ 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ま た は グ ル タ
ル ア ル デ ヒ ド ） に 結 合 さ れ う る 。 好 ま し い ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 の 例 は 、 Rauschら に よ る 米 国
特 許 第 5,618,919号 明 細 書 ； Rauschら に よ る 米 国 特 許 第 5,905,141号 明 細 書 ； Rauschら に よ
る 米 国 特 許 第 5,084,558号 明 細 書 ； Rauschら に よ る 米 国 特 許 第 5,296,465号 明 細 書 ； Rausch
ら に よ る 米 国 特 許 第 5,840,852号 明 細 書 ； Rauschら に よ る 米 国 特 許 第 5,753,616号 明 細 書 ；
Lightら に よ る 米 国 特 許 第 5,895,810号 明 細 書 ； Gawrylら に よ る 米 国 特 許 第 5,691,452号 明
細 書 ； Wertzら に よ る 米 国 特 許 第 5,691,453号 明 細 書 ； お よ び Gawrylら に よ る  5,808,011に
記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら す べ て の 教 示 は 全 体 と し て 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る 。
ヘ モ グ ロ ビ ン は 、 約 25mmHgの P 5 0 、 ま た は 25mmHgよ り 大 き い P 5 0 を 有 し う る 。 特 定 の 態 様 に
お い て 、 ヘ モ グ ロ ビ ン は 、 少 な く と も 約 38mmHgの P 5 0 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 は 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド と 重 合 さ れ て お り 、 約
15重 量 ％ 未 満 の メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 含 量 、 １ ml当 た り 約 0.5エ ン ド ト キ シ ン 単 位 未 満 の エ ン
ド ト キ シ ン 濃 度 を 有 し 、 約 500,000ダ ル ト ン よ り 大 き い 分 子 量 を 有 す る 重 合 ヘ モ グ ロ ビ ン
約 15重 量 ％ 以 下 お よ び 約 65,000ダ ル ト ン 以 下 の 分 子 量 を 有 す る 重 合 ヘ モ グ ロ ビ ン 約 10重 量
％ 以 下 を 有 す る 。 任 意 に 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 は 、 １ ml当 た り 約 0.5エ ン ド ト キ シ ン 単 位 未
満 の エ ン ド ト キ シ ン 含 量 を 有 し う る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 由 来 の ヘ モ グ ロ ビ ン の 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 由 来
の ヘ モ グ ロ ビ ン に 対 す る 比 率 は 、 重 量 で 約 １ ： ９ ～ 約 １ ： １ の 範 囲 で あ る 。 他 の 態 様 に お
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い て 、 遊 離 ヘ モ グ ロ ビ ン の 細 胞 会 合 ヘ モ グ ロ ビ ン に 対 す る 比 率 は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 濃 度 で 約
１ ： ４ ま た は 約 ２ ： ３ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 お よ び ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 は 、 任 意 の 順 序 で 患 者 に 投 与 さ れ う る 。 ヘ モ
グ ロ ビ ン 溶 液 お よ び 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 は ま た 、 交 互 の 様 式 で 投 与 さ れ 得 、 こ こ で 、 １ 回 以
上 で 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 の 一 定 量 が 投 与 さ れ 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 の 一 定 量 が 続 い て 投 与 さ
れ る 。 代 替 的 に は 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 最 初 に 投 与 さ れ う る 。 １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発
明 の 方 法 は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 の 投 与 の 約 36時 間 以 内 に 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 を 投 与 す る こ と
を 含 む 。 代 替 的 に は 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 の 投 与 の 約 24時 間 以 内 、 ま
た は 8時 間 以 内 に 投 与 さ れ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 お よ び ヘ モ グ
ロ ビ ン 溶 液 は 同 時 に 投 与 さ れ る 。 好 ま し く は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 は 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が
患 者 に 投 与 さ れ る 前 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 お よ び 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 は 、 任 意 の 適 切 な ヘ モ グ ロ ビ ン 濃 度 ま た は ヘ
マ ト ク リ ッ ト で 患 者 に 投 与 さ れ う る 。 例 え ば 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 は 約 10g/dLの 濃 度 で あ り
う る 。 別 の 態 様 に お い て 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 は 14g/dLの 濃 度 で あ る 。 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 は
、 例 え ば 約 30～ 約 80の ヘ マ ト ク リ ッ ト で 提 供 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 ま た は そ の 組 み 合 わ せ が 投 与 さ れ る 適 切 な 速 度 の
例 は 、 約 0.5ml／ 分 ～ 約 100ml／ 分 の 範 囲 で あ る 。 １ つ の 態 様 に お い て 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液
、 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 ま た は そ の 組 み 合 わ せ は 、 約 2.5ml／ 分 な ど の 低 速 で 投 与 さ れ う る 。
ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 が 投 与 さ れ る 適 切 な 期 間 の 例 は 、 約 2.5分 か ら (for)約 ９ 時 間 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン お よ び 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 の 組 成 物 を 含 む 。
組 成 物 は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン ま た は 赤 血 球 を 貯 蔵 ま た は 保 存 す る た め の 任 意 の 適 切 な 容 器 に 含
ま れ う る 。 好 ま し く は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン は 重 合 さ れ て い る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ヘ
モ グ ロ ビ ン は 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド と 重 合 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 組 成 物 の 形 成 方 法 は 、 適 切 な ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 と 適 切 な 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 と を あ わ せ る
こ と を 含 む 。 適 切 な ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 お よ び 適 切 な 貯 蔵 さ れ た 血 液 は 、 前 記 の も の で あ る
。 ヘ モ グ ロ ビ ン お よ び 貯 蔵 さ れ た 赤 血 球 が 組 み 合 わ さ れ 、 次 い で 直 ち に 本 発 明 の 方 法 に よ
り 患 者 を 治 療 す る た め に 使 用 さ れ う る か 、 あ る い は 組 み 合 わ さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン お よ び 赤
血 球 は 、 後 の 使 用 の た め に 貯 蔵 さ れ う る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
サ ン プ ル の 調 製
　 新 鮮 な 赤 血 球 （ Frbc） 懸 濁 液 を 、 健 常 な ド ナ ー か ら ヘ パ リ ン 中 に 血 液 を 抜 き 取 る （ 0.1m
L/10mL） こ と に よ り 調 製 し 、 ４ ℃ に 冷 蔵 し 、 遠 心 分 離 し 、 血 漿 お よ び 軟 膜 を 除 去 し た 。 細
胞 を ２ 倍 容 量 の 等 張 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS） 、 pH7.4で 再 懸 濁 し た 。 遠 心 分 離 お よ び
PBSで の 再 懸 濁 を ３ サ イ ク ル 実 施 し て 、 残 余 レ ベ ル の 血 漿 お よ び 軟 膜 物 質 を 除 去 し た 。 次
い で 、 新 鮮 な 赤 血 球 を 30％ ヘ マ ト ク リ ッ ト （ hct） に 希 釈 し 、 使 用 ま で ４ ℃ に て 貯 蔵 し た
。 48時 間 （ ２ 日 間 ） よ り 長 く 使 用 し な い 場 合 、 細 胞 を 捨 て た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 貯 蔵 赤 血 球 （ Srbc） は 、 本 質 的 に Gulf Coast Blood Center, Houston, TXか ら 購 入 し た
パ ッ ク さ れ た 赤 血 球 ユ ニ ッ ト で あ っ た 。 ４ ～ ５ 週 間 の 貯 蔵 期 間 後 の 標 準 的 な 臨 床 的 に 利 用
可 能 な ユ ニ ッ ト を 血 液 銀 行 か ら 得 た 。 貯 蔵 細 胞 を 、 新 鮮 な 赤 血 球 に つ い て 前 記 し た よ う に
遠 心 分 離 お よ び 再 懸 濁 を 繰 り 返 す こ と に よ り PBS pH7.4で 洗 浄 し た 。 新 鮮 な 赤 血 球 と は 異
な り 、 最 初 の 遠 心 分 離 後 に 溶 血 の 徴 候 が あ っ た 。 認 識 で き る 溶 血 ま た は 細 胞 残 屑 が な く な
る ま で 洗 浄 を 繰 り 返 し た （ ６ 回 ま で ） 。 洗 浄 し た 貯 蔵 赤 血 球 を 30％ hctに 希 釈 し 、 使 用 ま
で ４ ℃ に て 貯 蔵 し た 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 人 工 毛 細 管 に 使 用 す る （ 図 １ ） 前 に 、 サ ン プ ル を マ イ ク ロ キ ャ ピ ラ リ ー （ microcapilla
ry） ヘ マ ト ク リ ッ ト チ ュ ー ブ 内 に 引 き 抜 い て 、 溶 血 を 探 し 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト を 再 検 査 し た
。 赤 血 球 ヘ モ グ ロ ビ ン P 5 0 を Hemox分 析 器 （ TCS Medical Products Co., New Hope, PA） を
用 い て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 研 究 に 使 用 し た HBOCを 、 Biopure Corp., Cambridge, MAが 提 供 し た 。 HBOCは 、 グ ル タ
ル ア ル デ ヒ ド － 重 合 、 超 高 純 度 ウ シ ヘ モ グ ロ ビ ン を 含 有 す る 生 理 学 的 溶 液 か ら 構 成 さ れ て
い た 。 HBOCは 38の P 5 0 お よ び 約 1.4の Hill係 数 を 有 し て い た 。 HBOCの サ ン プ ル を ヴ ァ キ ュ テ
ー ナ ー （ vacutainer） 内 に 供 給 し 、 使 用 ま で 室 温 に て 貯 蔵 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 使 用 直 前 に 、 洗 浄 し た 貯 蔵 赤 血 球 を HBOCと 混 合 し て 、 貯 蔵 赤 血 球 ／ HBOC混 合 物 を 作 製 し
た 。 こ れ ら の 混 合 物 を 「 貯 蔵 赤 血 球 ／ HBOC 1-1」 お よ び 「 貯 蔵 赤 血 球 ／ HBOC 9-1」 と 呼 ぶ
。 貯 蔵 赤 血 球 ／ HBOC 1-1は 、 15％ ヘ マ ト ク リ ッ ト お よ び 5g/dlヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 の 最 終 組
成 に 対 応 す る よ う に 、 等 量 （ グ ラ ム ） の 赤 血 球 ヘ モ グ ロ ビ ン （ 細 胞 と し て ） と 細 胞 の な い
ヘ モ グ ロ ビ ン （ HBOC） か ら 構 成 さ れ て い た 。 貯 蔵 赤 血 球 ／ HBOC 9-1は 、 27％ ヘ マ ト ク リ ッ
ト お よ び 1g/dlヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 の 最 終 組 成 に 対 応 す る よ う に 、 90％ の 赤 血 球 ヘ モ グ ロ ビ
ン （ 細 胞 と し て ） と 10％ の 細 胞 の な い ヘ モ グ ロ ビ ン （ HBOC） か ら 構 成 さ れ て い た 。 両 サ ン
プ ル は 10g/dlの 総 ヘ モ グ ロ ビ ン 濃 度 を 有 し て い た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
実 験 系
　 実 験 装 置 は 、 例 え ば 、 Page, T.C.ら 、 「 Oxygen Transport by Erythrocyte/Hemoglobin
 Solution Mixtures in an in Vitro Capillary as a Model of Hemoglobin-Based Oxyge
n Carrier Performance」 、 Microvasc. Res., 55:54-64(1998)； Page, T.C.ら 、 「 Predic
tion of Microcapillary Oxygen Transport by Erythrocyte/Hemoglobin Solution Mixtu
res」 、 Microvasc. Res., 56:113-126(1998)； お よ び Page, T.C.ら 、 「 Experimental and
 Methematical Simulation of Oxygen Transport by Hemoglobin-Based Blood Substitut
e」 、 Blood Substitutes-Present and Future Perspectives, E Tsuchida(編 )第 11章 , pp
.135-145(1998)（ こ れ ら 全 て の 教 示 は そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
実 験 系
　 こ の 系 は 、 約 25μ mの 直 径 を 有 す る 毛 細 管 を 画 定 す る シ リ コ ー ン ゴ ム 毛 細 管 フ ィ ル ム を
含 む 。 酸 素 に 対 す る そ の 高 い 透 過 性 お よ び ヘ モ グ ロ ビ ン 酸 素 飽 和 の 分 光 測 定 を 可 能 に す る
の に 十 分 な 光 学 的 な 透 明 性 か ら シ リ コ ー ン ゴ ム を 選 択 し た 。 毛 細 管 フ ィ ル ム を 顕 微 鏡 の ス
テ ー ジ に 載 せ た 。 毛 細 管 フ ィ ル ム を 各 末 端 で カ ニ ュ ー レ 挿 入 し 、 赤 血 球 懸 濁 液 、 ヘ モ グ ロ
ビ ン 溶 液 、 ま た は そ の 混 合 物 で 灌 流 し た 。 二 重 波 長 顕 微 分 光 測 定 法 を 使 用 し て 、 毛 細 管 に
沿 っ た 種 々 の 軸 位 置 で サ ン プ ル の 酸 素 飽 和 を 測 定 し た 。 既 知 の 0％ お よ び 100％ 酸 素 飽 和 で
の 測 定 を 毛 細 管 に 沿 っ た 各 位 置 で 行 っ た 。 こ れ ら の キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン を 使 用 し て 、 実 験
測 定 値 に つ い て 酸 素 飽 和 度 （ fractional oxygen saturation） 対 毛 細 管 に 沿 っ た 位 置 を 計
算 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
測 定
　 酸 素 取 り 込 み 実 験 に つ い て は 、 サ ン プ ル を ト ノ メ ー タ ー 内 で 脱 酸 素 し 、 次 い で 8μ m Nuc
leoporeフ ィ ル タ ー を 介 し て 供 給 リ ザ ー バ に 送 っ た 。 サ ン プ ル が 毛 細 管 腔 を 通 っ て 引 か れ
て い る 間 、 酸 素 化 ガ ス を 毛 細 管 フ ィ ル ム に 吹 き 付 け た 。 酸 素 放 出 実 験 に お い て は 、 シ リ コ
ー ン ゴ ム フ ィ ル ム の 表 面 を 加 湿 窒 素 で お お い な が ら 、 空 気 平 衡 サ ン プ ル を 毛 細 管 を 通 し て
引 い た 。 HBOC-301を 含 有 す る サ ン プ ル を 50％ 酸 素 で 平 衡 に し て 、 完 全 飽 和 （ 飽 和 度 の 計 算
に 必 要 ） を 達 成 し た 。 一 方 、 供 給 リ ザ ー バ で は 、 サ ン プ ル が 沈 殿 す る の を 防 ぐ た め に 引 き
続 き 撹 拌 し た 。 毛 細 管 に 沿 っ た ５ つ の 異 な る 位 置 で ４ つ の 流 速 に つ い て デ ー タ を 取 得 し た
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。 こ の デ ー タ を 酸 素 飽 和 度 に 変 換 し て 、 飽 和 度 対 見 か け 滞 留 時 間 と し て 示 し た 。 こ れ ら の
計 算 が な さ れ る 方 法 は 、 使 用 し た 実 験 系 に 関 す る 上 記 に 示 し た 参 考 文 献 に 詳 細 に 考 察 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
結 果
　 貯 蔵 細 胞 は 徹 底 的 な 洗 浄 を 必 要 と し 、 壊 れ や す か っ た 。 観 察 し た P 5 0 は 、 Hemox Analyze
r（ TCS Medical Products, New Hope, PA） で 測 定 し た 場 合 、 15± 1mmHgで あ っ た 。 洗 浄 し
た 貯 蔵 赤 血 球 サ ン プ ル は 、 貯 蔵 24時 間 後 に 、 著 し い 溶 血 を 有 し て お り 、 再 洗 浄 し な け れ ば
な ら な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
酸 素 放 出
　 貯 蔵 赤 血 球 お よ び 新 鮮 な 赤 血 球 （ そ れ ぞ れ Srbcお よ び Frbc、 ま た は 一 般 的 に rbc） を 用
い た 酸 素 輸 送 研 究 の 結 果 を 図 １ に 示 す 。 こ の デ ー タ を 平 均 ± 標 準 偏 差 と し て 表 す 。 こ れ ら
の 所 見 を 、 数 学 的 モ デ ル に よ り 予 想 し た 曲 線 （ 新 鮮 お よ び 貯 蔵 赤 血 球 に つ い て そ れ ぞ れ P 5
0 が 26mmHgと 15mmHgで あ る ） と 比 較 し た 。 こ れ ら の サ ン プ ル の ヘ マ ト ク リ ッ ト は 30％ で あ
っ た 。 Srbcか ら の 酸 素 放 出 は 、 新 鮮 な ヒ ト 赤 血 球 と 比 較 し て 有 意 に 減 少 し て い た 。 こ の モ
デ ル 結 果 は 、 新 鮮 な 赤 血 球 に つ い て の 放 出 デ ー タ と 一 致 し た が 、 貯 蔵 赤 血 球 か ら の 放 出 は
僅 か に 予 測 を 下 回 っ た （ under-predicted） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 HBOCの 量 を 増 加 し な が ら 貯 蔵 細 胞 に 添 加 す る 用 量 応 答 実 験 に つ い て の 放 出 デ ー タ の ま と
め を 図 ２ に 示 す 。 全 て の サ ン プ ル を 加 湿 空 気 で 平 衡 に し た 。 図 １ の Srbcお よ び Frbcに つ い
て の デ ー タ 系 列 を 透 明 性 に 適 し た 曲 線 と し て 示 す 。 Srbc/HBOC 9-1サ ン プ ル の 平 衡 飽 和 を
計 算 す る と 0.98と な り 、 一 方 、 Srbc/HBOC 1-1の 平 衡 酸 素 飽 和 は 0.92と 算 出 さ れ た 。 酸 素
放 出 に お け る 実 質 的 な 増 加 は 、 Srbc/HBOC 9-1サ ン プ ル に お い て さ え 認 め ら れ 、 酸 素 放 出
の 効 率 は HBOC濃 度 の 割 合 （ fractional） が 高 い ほ ど 増 加 す る 。 貯 蔵 に よ り 生 じ る 酸 素 輸 送
効 率 の 損 失 は 、 少 量 の HBOCの 添 加 で 逆 転 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 全 サ ン プ ル （ ポ イ ン ト ） に よ る 酸 素 放 出 の ま と め を 、 赤 血 球 お よ び rbc/HBOC混 合 物 に 対
す る 酸 素 輸 送 の 確 認 さ れ た 数 学 的 モ デ ル （ 曲 線 ） と 比 較 し て 図 ３ に 示 す 。 図 ３ に 示 し 得 る
よ う に 、 全 て の Srbcお よ び Frbc混 合 物 に つ い て 、 HBOCの 添 加 に よ り 酸 素 放 出 が 増 加 す る こ
と が 観 察 さ れ た 。 Frbcを 含 有 す る サ ン プ ル は 、 Srbcを 含 有 す る 各 サ ン プ ル よ り も 酸 素 を 放
出 （ offload） し た 。 こ の モ デ ル は 、 Frbcお よ び HBOCを 含 む Frbc混 合 物 に つ い て 予 測 的 で
あ り 、 Srbc/HBOC 1-1お よ び Srbc/HBOC 9-1に つ い て は 予 測 的 で は な く 、 こ の モ デ ル は 、 全
て の 滞 留 時 間 に つ い て の 酸 素 放 出 は 予 測 を 下 回 っ た （ under-estimated） 。 従 っ て 、 酸 素
に 対 す る 親 和 性 が 有 意 に 高 い に も か か わ ら ず 、 ヘ モ グ ロ ビ ン ベ ー ス 酸 素 キ ャ リ ア と 組 合 わ
せ る 場 合 、 貯 蔵 赤 血 球 は 、 予 測 さ れ た よ り も 有 意 に 高 い 放 出 速 度 を 示 し た 。 さ ら に 、 予 測
さ れ た 挙 動 と は 対 照 的 に 、 貯 蔵 赤 血 球 の 酸 素 放 出 速 度 は 、 同 じ 量 の ヘ モ グ ロ ビ ン ベ ー ス 酸
素 キ ャ リ ア と 混 合 す る 場 合 、 ほ ぼ 新 鮮 な 赤 血 球 の 酸 素 放 出 速 度 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
酸 素 取 り 込 み
　 Srbcお よ び Frbcに よ る 酸 素 取 り 込 み の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 こ の デ ー タ 点 を 、 理 論 的 シ ミ
ュ レ ー シ ョ ン （ 曲 線 ） と 比 較 し た 。 曲 線 を 理 論 赤 血 球 懸 濁 モ デ ル に よ り 作 成 し た 。 新 鮮 な
細 胞 に つ い て 、 P 5 0 は 26mmHgに 設 定 し 、 貯 蔵 細 胞 に つ い て 、 P 5 0 は 15mmHgに 設 定 し た 。 貯 蔵
細 胞 に よ る 酸 素 取 り 込 み （ 丸 ） は 新 鮮 な 細 胞 （ 三 角 ） よ り も 速 か っ た 。 同 じ 傾 向 が 、 数 学
的 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン の デ ー タ で 見 ら れ 得 る 。 実 験 デ ー タ は 、 新 鮮 な 赤 血 球 に つ い て の 理 論
曲 線 と 一 致 す る が 、 貯 蔵 赤 血 球 に つ い て の 実 験 デ ー タ は 、 短 滞 留 時 間 に お い て 予 測 さ れ た
よ り も ず っ と 高 い 酸 素 取 り 込 み 速 度 を 示 し た 。 こ の 「 バ ー ス ト 」 効 果 は 、 通 常 、 ヘ モ グ ロ
ビ ン 溶 液 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 バ ー ス ト 」 効 果 は 図 ５ に 見 ら れ 得 る 。 Srbc/HBOC混 合 物 を 用 い た 用 量 応 答 実 験 の 結 果
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を 酸 素 取 り 込 み に つ い て 図 ５ に ま と め る 。 ４ つ の デ ー タ 系 列 （ Srbc、 Srbc/HBOC 1-1、 Srb
c/HBOC 9-1、 お よ び Frbcを 含 む ） を 示 す 。 Frbcデ ー タ 系 列 を 比 較 の た め に 示 す 。 Srbcお よ
び Srbc/HBOC混 合 物 に よ る 酸 素 取 り 込 み は 、 Frbcサ ン プ ル よ り も 速 か っ た 。 純 粋 な 赤 血 球
サ ン プ ル は HBOC含 有 サ ン プ ル よ り も 完 全 に 飽 和 し て い た 。 こ れ は 、 部 分 的 に HBOC（ 室 内 空
気 で 完 全 に 飽 和 し な い ） の 酸 素 親 和 性 の 減 少 に 起 因 し た 。 HBOC含 有 サ ン プ ル は ま た 、 赤 血
球 単 独 よ り も 緩 徐 に 平 衡 飽 和 値 に 近 づ く 。 こ の 挙 動 は 以 前 に 考 察 さ れ て い る （ Pageら （ 19
98） 前 出 ） 。 rbc/HBOC 1-1お よ び rbc/HBOC 9-1に つ い て の 平 衡 値 は そ れ ぞ れ 92お よ び 98％
で あ る 。 実 験 デ ー タ 系 列 は 、 1.3秒 の 滞 留 時 間 ま で に こ れ ら の 飽 和 レ ベ ル に 達 し な か っ た
。
【 ０ ０ ４ ２ 】
考 察
　 本 明 細 書 に 示 す よ う に 、 貯 蔵 赤 血 球 の ヘ モ グ ロ ビ ン が 高 い 酸 素 親 和 性 を 有 し て い る に も
か か わ ら ず 、 貯 蔵 赤 血 球 に ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 を 添 加 す る 場 合 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 は 酸 素 輸
送 を 回 復 し た 。 上 記 の よ う に 、 貯 蔵 赤 血 球 由 来 の ヘ モ グ ロ ビ ン ９ 重 量 部 対 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶
液 由 来 の ヘ モ グ ロ ビ ン １ 重 量 部 の 比 で の 貯 蔵 赤 血 球 へ の ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 の 添 加 は 、 貯 蔵
赤 血 球 単 独 以 上 に 酸 素 放 出 の 増 加 を 生 じ た 。 酸 素 放 出 が 回 復 し 、 そ の 結 果 、 新 鮮 な 単 離 血
液 よ り 放 出 さ れ る 酸 素 と 比 較 し て 、 少 な く と も 同 じ く ら い の 酸 素 が 、 貯 蔵 赤 血 球 ／ ヘ モ グ
ロ ビ ン 溶 液 混 合 物 に よ り 放 出 さ れ た （ 図 ２ お よ び ３ ） 。 貯 蔵 赤 血 球 由 来 の ヘ モ グ ロ ビ ン １
重 量 部 対 HBOC由 来 の ヘ モ グ ロ ビ ン １ 重 量 部 の 比 で の 貯 蔵 赤 血 球 へ の HBOCの 添 加 は 、 9:1混
合 物 と 比 較 し て 、 お よ び 新 鮮 な 赤 血 球 と 比 較 し て 酸 素 放 出 に お い て 大 き な 増 加 を 生 じ た （
図 ２ お よ び ３ ） こ の 回 復 は 、 明 ら か に 貯 蔵 赤 血 球 に お け る 2-3,DPCレ ベ ル の 回 復 な し に 生
じ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 貯 蔵 赤 血 球 サ ン プ ル お よ び 貯 蔵 赤 血 球 /HMOC 9-1混 合 物 の 酸 素 放 出 は 、 数 学 的 モ デ ル で
予 測 さ れ た よ り も 高 か っ た （ 図 ３ ） 。 赤 血 球 懸 濁 液 は 、 ほ ん の 少 量 の 高 親 和 性 細 胞 外 ヘ モ
グ ロ ビ ン の 存 在 に 非 常 に 感 受 性 で あ っ た 。 実 験 中 任 意 の 溶 血 は 、 細 胞 外 高 親 和 性 ヘ モ グ ロ
ビ ン の 増 加 お よ び 酸 素 放 出 の 同 時 増 加 が 生 じ た 。 赤 血 球 お よ び 貯 蔵 赤 血 球 /HBOC 9-1混 合
物 は こ の 現 象 に 特 に 感 受 性 で あ り 、 一 方 、 貯 蔵 赤 血 球 /HBOC 1-1混 合 物 は 細 胞 外 ヘ モ グ ロ
ビ ン 濃 度 に お け る 小 さ な 増 加 に は あ ま り 感 受 性 で は な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 モ デ ル シ ミ ュ レ ー シ ョ ン と 、 貯 蔵 赤 血 球 を 用 い た 実 験 中 に 回 収 リ ザ ー バ 内 の 遊 離 ヘ モ グ
ロ ビ ン の 観 察 を 伴 う 実 験 デ ー タ と の 間 の 不 一 致 は 、 細 胞 外 ヘ モ グ ロ ビ ン の レ ベ ル の 増 加 が
溶 血 に 起 因 す る こ と を 示 し た 。 遊 離 ヘ モ グ ロ ビ ン が 貯 蔵 臨 床 ユ ニ ッ ト に 存 在 し 、 溶 血 の 起
因 と な っ た が 、 臨 床 の 設 定 で は 、 遊 離 ヘ モ グ ロ ビ ン は 身 体 に よ り 速 や か に 除 去 さ れ る で あ
ろ う 。 こ の 理 由 の た め 、 実 験 試 験 前 に 細 胞 を 洗 浄 す る こ と に よ り 溶 血 の レ ベ ル を 減 少 さ せ
た 。 回 収 リ ザ ー バ の 遊 離 ヘ モ グ ロ ビ ン の 存 在 に よ り 証 明 さ れ る よ う に 、 い く ら か の 溶 血 は
実 験 中 に ま だ 生 じ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
均 等 物
　 本 発 明 の 方 法 の 特 徴 お よ び 他 の 詳 細 は 、 こ こ で は 請 求 の 範 囲 に 特 に 記 載 さ れ 、 示 さ れ る
。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 が 本 発 明 の 限 定 と し て で は な く 例 示 と し て 示 さ れ る こ と が 理 解 さ れ
る 。 本 発 明 の 原 理 特 徴 は 、 本 発 明 の 範 囲 か ら 逸 脱 せ ず に 種 々 の 態 様 に お い て 使 用 さ れ 得 る
。 全 て の 部 お よ び パ ー セ ン テ ー ジ は 他 に 明 示 さ れ な い 限 り 重 量 基 準 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 貯 蔵 ヒ ト 赤 血 球 か ら の 実 際 お よ び 予 測 酸 素 放 出 を 新 鮮 な 単 離 ヒ ト 赤 血 球
と 比 較 し た 経 時 的 な 酸 素 放 出 の プ ロ ッ ト で あ り 、 点 は 実 験 デ ー タ を 示 し 、 曲 線 は 理 論 的 モ
デ ル か ら の 出 力 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 貯 蔵 赤 血 球 お よ び 新 鮮 な 赤 血 球 へ の ヘ モ グ ロ ビ ン ベ ー ス 酸 素 キ ャ リ ア （
HBOC） の 添 加 の 酸 素 放 出 に 対 す る 効 果 に つ い て の 用 量 応 答 の プ ロ ッ ト で あ る 。
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【 図 ３ 】 図 ３ は 、 単 独 お よ び ２ つ の 異 な る 量 の ヘ モ グ ロ ビ ン ベ ー ス 酸 素 キ ャ リ ア と 組 み 合
わ せ た 新 鮮 赤 血 球 お よ び 貯 蔵 赤 血 球 の サ ン プ ル に よ る 経 時 的 な 酸 素 放 出 の ま と め で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 貯 蔵 お よ び 新 鮮 な 単 離 赤 血 球 懸 濁 液 に つ い て の 酸 素 取 り 込 み の プ ロ ッ ト
で あ り 、 点 は 実 験 デ ー タ を 示 し 、 曲 線 は 理 論 的 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 単 独 お よ び ヘ モ グ ロ ビ ン ベ ー ス 酸 素 キ ャ リ ア と 組 み 合 わ せ た 貯 蔵 赤 血 球
、 な ら び に 新 鮮 赤 血 球 単 独 に よ る 酸 素 取 り 込 み の プ ロ ッ ト で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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