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新 しい 洗浄型 CART （Washed −CART ）の 考案 ：基礎的検討
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Sum 〃tal：）r　 These　days，　cell−free　andcDncentrated 　ascites 　reinfusion 　therapy （CART ＞is　aggressively

performed　for　intractable　ascites 　of　hepatocirrhosis，　cancer 　in　Japan．　However，　adverse 　reactions 　such

as　fever　have　often 　occurred ．　In　order 　to　improve　conventional 　CART ，　we 　developed　a　new 　CART
system 　 named

’Washed −CART ”
，　 In　this　 system ，　 we 　 tried　 not 　 only 　 to　 reInove 　cytokines 　 from

concentrated 　ascites 　but　also 　to　control 　their　concentration 　 with 　a　washing 　process 　with 　saline．　The

reduction 　ratio　of　cytokine −like　solutes 　with 　a　molecular 　weight 　of　20−30　kDa　increased　by　20％ or 　more

through　the　washing 　process，　while 　the　albunlin 　level　remained 　almost 　the 　same ．　Pressure　at　the　inlet　of

the 租 ter　strongly 　correlated 　with 　the　albumin 　level　of　the　concentrate ，　indicating　the　albumin 　level　can
be　controlled 　by　the 　pressure　value ．　If　a　cryoprescrve 　ascites　systern 　is　developed　in　the　future，　the
Washed −CART 　will 　prove 　effective　for　the　system ．

Key 　words ；cell−free　and 　concentrated 　ascites 　reinfusion 　therapy （CART ），adverse 　reaction ，　washing

process　with 　saline ，　concentration 　control 　of　the　ascites

要　旨　腹 水 濾 過 濃縮 再 静注法 （CART ） は ．肝硬変 や 癌患者に お け る 難治性腹水症例 を対象 に積極

的 に 施行 さ れ つ つ あ る．し か し，未 だ 機序 が 不 明瞭な発熱 が 副作用 と し て 高 頻 度 に報告 さ れ て お り，

薬剤 に よる 対症療法が併用 され て い る．そ こ で今回，発熱へ の 関与 が 疑 わ れ る サ イ トカ イ ン 分画 を除

去 し，
一

定濃度 に調整 した腹水製剤の 精製 を 日的 に，生 理 食塩液 に て 洗浄
・
再濃縮す る洗浄型 CART

（Washed−CART ）を考案 し，そ の 有用性 を in　 vitro に て検証し た．その 結果，通常の 濾過濃縮操作 に

洗浄操作を 加える こ とで，分子量 2 万
〜3 万 に 存在す るサ イ トカ イ ン と同分画 の 除去率 を 20％ 程度向

上 で き た．一
方，ア ル ブ ミ ン 分 画 の 除 去率 は ほ ぼ 不変 で あ っ た．ま た，濃縮器入 口圧 と 濃縮液中の 蛋

白濃度 と の 間 に は，良好 な相 関 関 係 が 認 め られ，圧 力値 を 指標 に した 濃度制御 の 可能性 が 示唆 さ れ た．

今後，腹水製剤の 冷凍保存が
一

般的に なれ ば，Washed−CART の 重要性 は さ らに高 ま るで あろ う．

1．緒 言

　腹水濾過濃縮再静注法
1〕

（CART ：cell−free　and 　con −

centrated 　ascites 　reinfusion 　therapy）は，難治性腹水

症例 の 緩和 ケ ア療法の
一環 として ，以前よ り行われ て

きた．こ こ 数年 の CART の 動向は ，肝硬変 な どに併

2015年 7 月 1 日 受付，2015年 10月 27 日受理．
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発 す る 肝 性腹水
2）
の み な らず ， 癌患者お ける癌性 腹

水
3・4］

に も積極的 に 適応 され る よ うに な っ た．

　現在，CART と腹 腔内化学療法の 併用療法
5）
や，回

収 し た癌細胞を利 用 したオ
ーダ ーメ イ ド癌治療

6）
な ど，

種 々 の 新し い 試み が展開 してい る．

　さ らに 血液セ ン ターや 輸血 部を有す る施設に お い て ，

腹水を血漿製剤 と同様に取 り扱い ，患者認証 シ ス テ ム

を導入 して ，腹 水製剤 を分割 ・保存する取 り組み も始

日本 ア フ ェ レ シ ス 学会 雑誌　35巻 1号 （2016）

N 工工
一Electronlc 　 Llbrary 　



Japanese Society for Apheresis

NII-Electronic Library Service

Japar ユese 　SOCIety 　for 　AphereSls

まっ て い る
7｝．

　しか し，未だ機序が不明瞭な発熱
8〕
が副作用 として

高頻度に報告され て お り，薬剤 に よ る対症療法が併用

さ れ て い る．現在まで の と こ ろ
， 腹水中 に サ イ トカ イ

ン の 1 つ で ある interleukin−6 （IL−6）9・lo）
が高濃度に存

在 し
， 再静注時の 発熱に何らか の 影響 を及 ぼ して い る

可能性が 指摘され て い る．

　そ こ で今回，発熱へ の 関与が疑われるサ イ トカ イ ン

分画を除去 し，一定濃度に調整した腹水製剤 の 精製を

目的 に ， 洗浄赤血 球液 （washed 　red 　ceUs ）と同様，

生 理食 塩 液 に て 洗 浄 ・再 濃縮 す る 洗 浄 型 CART

（Washed−CART ）を考案 し，そ の有用性を 勿 嘛 70 に

て検証 した．

2．方 法

　東京女子医科大学倫理委員会 の 承認 の もと，ヒ ト血

漿を模擬の腹水に見立 て て ，以下 に示す in　vitro 実験

1，2 を単回実験に て行 っ た．

　ヒ ト血漿は，腎不全患者を対象 とした血漿交換 療法

の 廃液 と して得た もの を ， 凍結保存後 に解凍 し，川澄

化学 工 業社 製輸血 フ ィ ル タ （微 小 凝 集塊 除 去用）

SQ40s に よる濾過 処理 後に使用 した．なお，炎症性

サイ トカ イ ン と同分画の他溶質を測定する た め
， サ イ

トカイ ン と同等の 分子量蛋白を含む透析液濃縮廃液を

混合 した．

　検査項 目とそ の分子量 を表 1 に示す．こ こ で 透析液

濃縮廃 液は，高性能な蛋白漏出型透析器 （V 型）を

用 い た血 液透析時に お け る 4h ぶ ん の 貯留廃液 を，蛋

白透過性の低 い 透析器 （FB210EG ，1型，ニ プ ロ 社

製）を用 い て
， 容量 が 約 120L か ら 0．5　L にな る ま で

濾過濃縮 した もの で ある．

　腹水濃縮器 には．実験 1，2 と も旭化成メ デ ィ カ ル

社製 AHF −UP を，実験 ご とに シ ン グ ル ユ
ー

ス で 使用

した．

　模擬腹水 の 蛋 白濃度 は，過去 の 報告
11｝

よ り癌性腹水

の 平均蛋白濃度 Alb ≒ 2．0　g／dL，　 TP ≒ 4．O　g／dL を参考

に希釈調整 した．最終的な実験溶液は
， 検査値で Alb

＝2．2g ／dL，　 TP ＝3．6　g／dL となっ た ．

表 1 検 査項 目 と分 子 量

検査項目 分子 量　　分 子量 が近 似す るサ イ トカ イ ン 分子量

urea

β2−microglobulin （β2−MG ＞

myoglobin （Mb ）

prolactin　（PRL ）

α 1−microglobulin （α1−MG ）

albumin （Alb）
immunoglobulin 　G （lgG）
total　protein （TP ＞

60Da11
．8kDal7
，5　kDa23kDa33kDa66kDa155kDainterleukin−1β （IL−1β）

interleukin−6　（IL−6）
tumor 　necrosis 　factor一α （TNF 一

α）

　 17．5kDa
20〜30kDa
l7〜51　kDa

濃縮液流量 ：5mL ／min ◎ サン プリン グ
・＿＿　　　　　　　　　　　　　＿ 　　　　　ポイン ト

供給液流量 ：50mL ／mrn

一

濃縮器

（AHF −UP）
丶

耄

三
紬輪

吁　価鼎模擬腹水

（3000mL ）◎ 油

一

　　　 鼎鼎

　　　↓

濾液

1　　　　 ↓
　 　 　 　 　 混 合

　　　　　　　　　 生 食
　　　◎

↑
　　　　　　 ◎濃 縮 液

　 　 　 300mL 　 　 　 　 　　 2700 　mL 　 　 　 　 　 　 　 　 　　 　 　 　 　 　 　 2700 　mL

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　図 1　 実験 1の 回路 図

　工 程  1 模擬腹 水 3．000mL を 10倍 に 濃縮 す る （濃縮 液 300　mL ），工 程  ：濃 縮液 300
mL に生 理食 塩液 2，700　mL を混合 後，再度 10倍濃縮 す る，工 程   ：工 程  の 繰 り返 し．
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濃縮液流 量 ：5，10，15mL／min 　　 ◎ サ ン プ リン グ

　　　　　ポイン ト

濾液流量 （35，40，45　 mL ／min ）
濾過 分 率 （FF）； ＝ 0．7ρ．8，0．9

供給液流量 （50mL ／min ）

　　　 図 2　実験 2 の 回路図

　抗凝固薬は，臨床中に患者へ 投与された もの が
一

部

血漿中に含まれ る が ，実験に際 し て別途追加混注は し

なか っ た．

　2．1　腹 水製剤の洗浄 （実験 1）

　実験 回路図 を図 1 に示 す．模擬腹水 （3，000　mL ）に

対 し て，供給 液流 量 50mL ／min ，濃 縮液流 量 5mL ／

min の 操作条件 に て
， 単純濾過濃縮操作 （工 程  ）を

行 い ，10 倍濃縮 し た （濃縮液 300mL ）．こ の 濃縮 液

に対 し生 理 食塩液 （2，700mL ）を混合 ・希釈 して ，容

量 （3，000mL ）に戻 した後，再度 10倍濃縮する 洗浄

操作 を 2度繰 り返 した （工 程    ）．本工 程 （      ）

は，同
一濃縮器 で 連続 して 行っ た．

　 こ の 洗浄操作に伴 うサ イ トカ イ ン 分画の除去，ア ル

ブ ミ ン 分画 の 損失な どを，各溶質の 除去率お よび溶質

濃度の推移に よ り評価 した．

　2．2　腹水製剤 の 濃度制御 （実験 2）

　実験 回路図 を図 2 に 示す．同
一

組 成 の 模擬 腹水

（3，000mL ）を 3 セ ッ ト準備 し，供給 液流 量 50mL ／

min （
一

定），濃縮 液流 量 5，10，15mL ／min の 3条

件 に て ，連続 した濾過濃縮操作を行 っ た．濃縮器 は 条

件 ごとに新 しい フ ィ ル タを使用 した．

　 こ こ で 濾液流 量 お よ び 濾 過 分率 （FF ：filtration

fraction）は，以下 に示 す式（1）（2）に よ っ て 定義さ

れ る ため，FF は図 2 に示す よ うに O．7， 0．8， 0．9 の 3

条件で あ る．

　濾液流量 ＝供給液流 量
一濃縮液流量　　　　式（1）

　FF ；濾液流 量／供給液流量　　　　　　　　 式（2）

　 こ の 連続 し た濾過濃縮操 作 中 の 10，20，30，35，

38

40，45，50，55，60，65，70　min 時に，図 2 に示す

ように 液面 の 高 さ位 置 を 統
一し て

， 入 口 圧 ，出 口 圧 ，

濾液圧 を計測 した．

　また，同時刻に 蛋 白濃度 （Alb，　 TP ）を測 定す べ

く，濃縮器入口 側 ／出 L］側 か らサ ン プ リ ン グした．な

お，入 口 圧 が 500mmHg に 到 達 した時点 で 実験 終了

と し た．

　こ こ で 測 定され た各圧力値か ら ， 以下 に示す式 （3 ）

よ り膜 間 圧 力差 （TMP ：transmembrane 　pressure ）

を算出 し，TMP と蛋 白濃度 との 関係を FF 別に 調べ

た．

TMP ＝（入 口 圧 ＋ 出口圧）／2一濾液圧

3，結

3．1　腹水製剤の 洗浄効果

果

式 （3 ）

　まず初め に，処理前の模擬腹水中 の 溶質量 に占める，

各工程 （      ）別の濾液中に含まれる溶 質量 の 割合

か ら，除去率を求め 図 3 に示 す．

　urea など の小分子な溶質は，濃縮器 の 細孔 を容易

に 通過 で き る た め，濾過 さ れ や す く除去率 は極 め て 高

値となっ た．一
方，Alb な どの 大分子な溶 質は

， 濃縮

器の 細孔 を通過 しに くい た め ，あ ま り除去 さ れ ずに 除

去率は極め て低値 とな っ た．

　各工 程別に 比較する と
， 小分子溶質は 工 程  単独 で

も，高 い 除去率 に到達する傾向に あ っ た．一
方，β2−

MG か ら α 1−MG ま で の 分画で は ，工 程   に 続 く工 程

    の 洗浄操作 に伴 い
， 除去率の 増加が認め られた．

　次 に，各工 程 の 進展 （  →   →   ）に 伴 う濃度推 移
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除
去
率
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0

　　　　　　 各工 程別の 濾液中の 溶質量

除去率（
e
／o ）＝　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 xIOO

　　　　　　処理 前の 模擬腹水中の 溶 質 量

驪 洗浄操作 2回 目 （工 程  ）

齷 洗浄操作 1回 目 （工 程  ）

□ 単純濾過濃縮 （工 程  ）
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　 　　　　　図 3　腹水製剤の 洗浄効果 （除去率）

IgG TP

濃
度
比

10

1

0．1

0．01
　処理前 → 工 程  → 工 程   → 工 程 

　 　 　 　 　 　後 　 　 　 　後 　 　 　 後

図 4　腹 水製 剤 の洗 浄効 果 （濃度比）

を ， 処理前の 模擬腹水中溶質濃度 を基準に，濃度比 と

して 求め 図 4 に示し た．

　urea か ら Mb まで の分画で は ，濃縮現象 は起 き に

くく，回路内に もと もと充填され て い た生理食塩液に

よる希釈によ り，
工 程  後で も濃度比 の低下が認め ら

れ た．そ の 後は 工 程    の 洗浄操作に 伴 い ，濃度比 は

さらに低下する傾向が 認め られた．

　
一

方 ，
α 1−MG か ら IgG まで の 分画 お よび TP で は，

工 程  に伴 う顕著な濃度比 の 上昇 （濃縮現象）を呈 し，

そ の 後に 工 程    の 洗浄操作 を加 え て も，ほ ぼ 同値を

維持 した．

　そ の 中間 の 分画に位置する PRL は，初期 の 僅 か な

上 昇後 （濃度比 1．14），最終 的 には洗 浄操作 に よ り軽

度の 低下 （濃度比 O．84）に転 じた．

　3．2　腹水製剤 の 蛋白濃度 と圧力値

　FF 別 に見 た濃縮器 入口側 ／出口側の 蛋白濃度 （Alb，

TP ＞と TMP の 関係 を図 5 に示 す．図 5 上段 に TP

濃度，下段に Alb 濃度の グ ラ フ を示す．

　まず初 めに ， 図 5 の 左図 に示すよ うに，入口側蛋白

濃 度 が 高 い ほ ど，濾過 0）推 進力 と し て よ り大 きな

TMP を必要 と し，さ らに FF ＝0．9 と濾過分率が 高い

ほ ど，こ の 傾 向は 顕著で あ っ た．

　次 に，図 5 の 中央図 に示す ように，横軸を出 冂 側蛋

白濃 度 に す る と
，
FF に よ る 差異は な くな り，各プ ロ

ッ 1・は 一本の 曲線 ヒに分布 した．こ の 曲線 を もとに，

例 えば TMP ＝400　mmHg の 濾過条件下で は，フ ィ ル

タ出凵 に お い て TP ≒ 20　g／dL，　 Alb ≒ 15g／dL の 濃縮

液が得 られ て い る と推測で きる ．

　
一

般 に，CART 施行峙 に は濃 縮器 を囲 む 3 点圧

（入 ロ 圧，出ロ圧，濾液圧） を監 視する こ とは な い ．

こ こ で 圧 力損失 が 軽微で ，濾液側 は 大気解放 で ある こ

とか ら，入口圧 ≒ 出 口 圧 ，濾液圧 ≒ OmmHg （ゲ
ージ

圧） と仮定する と
， 式 （3 ＞よ りTMP ≒ 入 口 圧 となる．

そ の た め 図 5 の右図に示すように，縦軸 を単純 に入 凵

圧 と して も，グラ フ 傾向は図 5 の 中央図とほ と ん ど変

わ らず，特に 1 点圧 （入 口 圧）監視 で も遜色 の な い 良

好な相関関係が 示 さ れ た．

4，考 察

　近 年 CART が よ り積極 的 に 行 われ る よ うに な り，

治療件数の 増加の み な らず，婦 人科 領域
12）

な ど へ の 適
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《》FF＝濾液流 量／供給液流 量＝35／50＝07 tw　FF・40／50・08 蠢 FF・45／50・ 09
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図 5　蛋白濃度と圧 力値 の 関係
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応拡大，診療報酬の 改定な ど，CART を取 り巻 く環

境は 日 々 変化 して い る．

　例 えば，CART の 最大 の 副作用 と さ れ た再静 注時

の 発熱は，処理速 度の 調整
B｝

（緩徐な濾過速度）に よ

る 免疫細 胞へ の 機械 的 ス ト レ ス の 軽 減 や，副腎皮 質 ホ

ル モ ン の 前投与 と解 熱剤 の 使用
13・14｝

に よ り，軽症 な範

囲に 抑えられ る ように な っ た．

　
一

方，CART の技術的 な部分にお い て も，内圧濾

過法／外圧 濾過法，シ ン グ ル パ ス 方式／再循環方式
15丿

な

ど種 々 の 回路構成が提案され，吸引器を用 い て 在宅 で

の CART を可能に した KM −CART161 な ど，技術 的変

革が もた らされ て い る．

　そ こ で 今回，発熱 へ の 関与が疑 われるサ イ トカ イ ン

分画 を除去し，一定濃度に 調整 した腹水製剤の 精製を

目的 に，Washed−CART の 考案を試み た．

　まず初 め に
， 図 3 に 示す実験 1 の 結果 か ら

， 単純濾

過濃縮操作に洗浄操作 を加える こ とで ，分子量 2万〜

3万 に存在す る サ イ トカ イ ン と 同分画 の 除去率を増加

させ る こ と が で きた ．一方，ア ル ブ ミ ン分画の 除去率

はほぼ不変で あ り， 本法は 原腹水中の サ イ ト カ イ ン 分

画 を除去す る有効な手段 の 1 つ と考えられ た．

　しか し ， 1本の 濃縮器で濾過濃縮操作 を繰 り返す こ

とは，膜 の フ ァ ウリ ン グ を助長する可能性があ る．事

実，工 程  に よる Alb除去率 2．6％ に 比べ ，工 程  の

40

Alb 除去率は 0，7％ に低 下 して い る，よっ て urea な ど

の 小分子な溶質を除 き，フ ァ ウ リ ン グ に よるサイ トカ

イ ン 分画 の 除去効率 の 低下が懸念され る．ゆえに，洗

浄操作 は単純濾 過濃縮操作後 に 1 回とする の が妥当で

あ る か もしれな い ．

　次 に，図 5 に示す実験 2 の 結果 か ら，濃縮器出口側

の 蛋 自濃度 は，入 LI圧 と良好 な相 関関係にあ り，
圧 力

値 を指標 にした流量制御を行えば，最終腹水製剤の蛋

白濃度 を制御す る こ とが可能 で あ る と思 わ れ た．

　例 えば，Washed −CART の 洗 浄工 程中に，入 口 圧

＝400mmHg を維 持す る よ うに プ ロ グ ラム し，供給

液流 量 （一定），濃縮液流量 （可変）を自動制御すれ

ば ，TP ≒ 20　g／dL，　 Alb ≒ 15g ／dL の 腹水製剤 を調整

する こ とが期待で きる．

　さ らに蛋白濃度の バ ラ ツ キの 減少 は，同
一

な再 静注

速度下 で の 蛋 白補充量 の 統
一

に も寄与す るもの と 思 わ

れ る．

　最近 の CART は 外来診療 と して 行 われ る こ と も多

く，腹水採取→腹水濾過濃縮処理→再静注の 各工 程に ，

それ ぞれ数時間を要 し，1 日がか りと な る こ と も少な

くな い ．こ の よ うな現状 にお い て ，Washed −CART

はサ イ トカ イ ン 分画 の 除去 量 増大 と い うメ リ ッ トの 反

面，腹水処理時間 の さらな る延長 とい う問題 を抱 えて

い る．

日 本ア フ ェ レ シ ス 学会 雑誌　35巻 1号 （2016）

N 工工
一Electronlc 　 Llbrary 　



Japanese Society for Apheresis

NII-Electronic Library Service

Japar ユese 　SOCIety 　for 　AphereSls

　未だ
， 発熱の 原因物質は特定され て お らず ， 特に サ

イ トカ イ ン 分画 の 除去率向上が，臨床上 どの ような効

果を もた らすか は不明で ある が，将来，岡本 ら
7）
が提

唱 する 「腹 水を 血 漿製剤 と 同様 に 取 り扱 い
， 分 割 ・

（冷凍）保存 して ，次回 の 腹水穿刺時に投与す る」と

い う新 しい 運用法が
一

般 的 に なれば，時間的制約は な

くな り，より質の高い 腹水製剤を精製で きる Washed −

CART の重要性は さら に高まる で あろ う．

　現在，Washed −CART を施行す る場合，現状 で は

マ ニ ュ ア ル操作 とな り， 手技 の 煩雑 さ， 圧力 制御 ／流

量制御の 難 しさ ， 生理食塩液分 の コ ス トな ど，他に も

改善すべ き問題点は残されて い る．より多 くの 難治性

腹水症 例 に対 して ，広範囲 に技術提供 するため に は，

Washed −CART モ
ー

ドを備 えた専用 装置 に よる 自動

化が必須で ある．

5．結 論

　CART の
一

変法 と し て Washed −CART を考案 し
，

そ の性能を調査すべ くin　vitro 実験 に よ る基礎検討を

行 っ た結果 ， 通常の 濾過濃縮操作に洗浄操作を加える

こ とで ，サ イ トカ イ ン分画を除去する こ とが で きた ．

また ， 濃縮器入 口圧 と濃縮液中 の 蛋 白濃度 との 間には，

良好 な相 関関係が認め られ，圧力値 を指標 に した濃度

制 御 が可 能 と思 われ た．ゆえ に Washed −CART は ，

よ り質 の 高 い 腹水製剤を精製するの に有効 と思 われた．

　本研 究 に 使用 した 製 品情報や，測定方法につ い て の

ア ドバ イ ス な ど，川澄化学工 業株式会社 の 遊馬貴義氏

お よ び 細井信幸氏 よ り，
ご協力をい た だ きました．心

よ り感謝い た します．
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