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ヒト・ブイブリノーゲンに対するプロピオラクトン・

紫外線併用処理に関する研究

金沢大学医学部第二病理学教室（主任：石川大刀雄教授）
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（本論文の要旨は，第14回日本輸血学会総会・東京，1966において発表した．）

　　　　　　　　　　　　　ヒ

　入血漿二品中に実験的に浮遊させた各種ウイルスに

対し，beta－propiolactone（BP恥）と紫外線照射

（UV）との併用処理が，相乗的にウイルス不活化効果

を示すことを，LoGrippo　1）が明らかとし，　この方

法で処理した人血液を人体に使用して肝炎の発生を見

ないという臨床遠隔成績の集積から，この2種の処理

法が，肝炎ウイルス不活化にも極めて有効であるとの

結論を得つつある2）3）．

　入血漿に対するこのBPL・UV併用処理は，，単に

ウ1イルス不活化に有効であるだけでなく，血液諸成分

の生理的性質をそこなわないこと，処理血漿を用いて

も毒性およびアレルギー反応を認めないこと，tOX量C

leve1とウイルス不活化濃度との間に幅広いひらきの

あること等の利点をもつことが明らかとされてきた1）

2）3）．

　しかし，フィブリノーゲンまたは第二因子等に対す

るBPL・UV併用処理の影響については，それらが

かなり不安定な蛋白であるため，その蛋白変性ないし

生理的活性に関して慎重に検討されつつある4）．

　われわれは，精製単離されたブイブリノーゲン標品

に対してBPL・UV併用処理がおよぼす効果をしらべ

てきたが，現在肝炎ウイルスをassayするための適

当な方法が確立されていないので，肝炎ウイルスに対

する効果のモデル実験として米国NIHより分与され

たAerobacter　aerogenesを用い，この対照生菌を

必要かつ充分に減少させ，その上ブイブリノーゲンの

蛋白変性を最小限にとどめることを目的として実験を

行ない，至適と考えられる処理条件を得たので以下に

報告する．

実験材料および実験方法

　1．ブイブリノーゲン溶液：

　ヒトブイブリノーゲン凍結乾燥製剤（ミドリ十字K

・K製）を注射用蒸溜水で溶解濾過し，その溶液50

ml中1gの割合で凝固性蛋白を含むように調製す
る，

　凝固性蛋白の測定には，ブイブリノーゲン溶液を

pH　7．2の食塩加燐酸緩衝液で適当に希釈した後，こ

れにトロンビンおよびカルシウムの充分量を加え，生

じたブイプリンの凝塊を食塩加燐酸緩衝液．（pH：7．2）

で：充分洗った後，Kjeldahl法で窒素量を求めた．こ

れに6．0を乗じたものを凝固性蛋白質量とした．

　2，ベータ・プロピ’オラクトン（BP：L）：

　使用まで一28℃以下の冷室に保存する．市販品

（八洲化学製）を用いた．

　3．紫外線（UV）照射：

　照射装置は東芝製を使用した．図1にその概観を示

した如く，長さ40cmの2本の殺菌ランプを保持す

る回転照射筒（有効内表面積754cm2）が，水平面に

対し25。Cの傾斜角度で装置されており，流量計を通

った被照射液が，回転照射筒内面へその上部より一定

の噴出圧で流入する．350r．pm．で長軸のまわりに回

転する回転照射筒の遠：心力で溶液は筒内面に薄膜とな

り，殺菌ランプからの紫外線（2537A）の照射を受

け，回転しながら流下し筒の下端より流出する．この

際の流量は流量計で読みとられる．

　照射強度は，紫外線出力測定器（東芝製）のメーター

の読み（マイクロアンペア）と溶液の流量とから，フ
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図1：紫外線照射装置

イブリノーゲン溶液1m1に与えられる紫外線照射エ

ネルギー’（joules／h11）’として算出ざれる．

　上記の装置で，噴出圧27cmHg，流量250～300

m1／minの場合，照射エネルギーは1joule／m1とな

り，流量をかえることにより，目的の照射エネルギー

を与える’ことができる，

　4，AerObaCter　aerOgeneS：

　現在，肝炎ウイルスのassay法が確i立していない

ので，BPL・UV併用のこの実験では米国NIHの

紫外線照射基準5）において対照生菌と定められている

A敏obacter　aerogenesを使用することとした．

　NIH’のLaboratory　of　Biologics　Contro1より

この目的のためにReference　cultureとして分与さ

れだ民aerogenesを，斜面寒天培地に32℃18時間

培養ずる．そのユ白金耳を脳・心臓浸出液培地10m1

に移植，32℃20時間培養を2回繰返す．　この2代継

代培養菌液を10倍希釈し，ブイブリソーゲン溶液100

m1に対しこの希釈菌液を1mlの割合に混合した場

合；A」aerogenesの2～5×106個！mlを含む対照生

菌液となる．

　なお菌数計算には生菌液を10倍段階希釈し，その1

mrをとって寒天平板混釈培養法により発育集落数を

しらべる．

　5．BPLおよびUV処理方法：
　A．aerogenesの2～5　x　106個／m1を浮遊させたブ

イブリノーゲン溶液に，100mg／1～5，000　mg／1の

各種濃度のBPLを加え，24。C　5時間保つた後，　UV

照射を行なう‘照射エネルギーとしては0．6ioule／m1

から2．O　joules／mlまでの各種強度を照射する．

実験は次の4段階に分けて行なった．

　（1）　A≧aerogenesを加えないブイブリノーゲン

溶液に対するBPL単独処理．

　（2）A、aerogenesを加えたブイブリノーゲン溶

液に対するBPL単独処理．

　（3）A．aerogenesを加えたブイブリノーゲン溶

液に対する．UV単独処理．

　（4）A．aerogenesを加えたブイブリノーゲン溶

液に対するBPL・UV併用処理．

　処理効果はそれぞれの処理前後におけるブイブリノ

ーゲγの凝固性蛋白損失の程度およびA．aerogenes

の生菌数を比較することにより判定した．

　対照生菌A．aerogenesに対する殺菌効果は，ブ

イブリノーゲン溶液中の2～5x106個／m1の対照生菌

を10個／ml以下に減少せしめること5）を以て併用処理

のための充分条件とした．

実　験結　果

　1．BPL単独処理による蛋白変性の有無：

　菌を浮遊しないブイブリノーゲン溶液にBPLを種

々の濃度に添加し，24∩C5時間保つた後，ブイブリ

ノーゲンの凝固性蛋白におよぼす影響をしらべた結果

は表1に示した．これから明らかなように，BPL　1，

000mg／1以下の濃度では凝固性蛋白の損失は比較的

少なかったが，BPL　2，0001ng／1以上の濃度では変性

が著しく，5，000mg／1以上では殆んど完全にブイブ

リノーゲンは変性を受けているようであった．

　2．BPL単独処理の殺菌効果：

　ブイブリノーゲン溶液に対照生菌とじて　A．aero・

genesを2～5×106個／m1の割合に混合，これにB

表1BPL；のブイブリノーゲン凝固性
　　　　　蛋白に及ぼす影響

　BPL
レ終濃度
（mg／1）

　　0

　200

　400

　600

1，000

2，000

3，000

4，000

5，000

24。C　5時

間放置後

のpH
7．03

6．88

6，75

6．63

6．57

6．26

6．08

5．89

5．72

凝固性蛋白＊
（g／50m1）　i（％Recovery）

1．00

0．95

0．94

0，91

0．81

0．38

0．11

0．016

0．001

100

95

94

91

81

38’

11」‘

　1．6

　0．1

米フィブリノーゲン変性の程度を凝固性

　蛋白の損失により判定した．
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PLを種々の濃度に添加し，24。C　5時間放置後，ブイ

ブリノーゲン溶液中の生残菌数をしらべた結果は図2

に示した．この実験では，BPLは蛋白変性の比較的

少ない1，000mg／1以下の階段的希釈濃度を横軸にと

り，一縦軸に生残菌数の対数をとってプロットしたが，

図から明ちかなようにほぼ直線関係を示した．すなわ

ちBP：L濃度が増加するに従って殺菌効果は大とな

りb1～0001ng／1では生菌半数が0～1，それ以上の

濃度では完全殺菌をうかがわしめる結果を得た．

一一 R＝．．UV・単独処理に三よる殺菌効果：

　A6　aerogenesを2～5×106個／m1の割合に浮遊させ

たブイブリノーゲン溶液に種4の強度の紫外線照射を

行なった成績は図3のようで，UVの各種強度に対し

て生残菌数の対数をプロットした場合，照射エネルギ

ーが1．Ojoule／m1までは大凡直線関係を示して溶液

中の生残菌数が減少し，1・Ojoule／m1では平均して

　図2　ブイブリノーゲン溶液に浮遊させた

　A．aerogenesに対するBPLの殺菌効果
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2～3x101個／1血1にまで減少するが，それ以上の照射

エネルギーを与えても殺菌効果は増大しないようであ

った．

　4．BPL・UV併用処理効果：

　BPLおよびUVのそれぞれの単独処理では，添加

するBPL濃度が1，000　mg／1以下では蛋白変性が少

なく，且つこの濃度で対照生菌の生菌数はほぼ0にな

り，またUV照射エネルギーが1joule／mlにおいて

最も有効な殺菌効果のあることも以上の実験よりわか

った．そこでBPL・UVの併用処理の実験では対照

生菌を2～5×106個／mlに浮遊させたブイプリノ凸ゲ

ン溶液にBPLを200　mg／1，400　mg／1，600　mg／、1，

800mg／1の濃…度に添加，24。C　5時間放置後，・1joUle

／m1のUV照射を行ない，生残回数の減少程度をし

らべた．結果は表2および図4に示すようで，BPL

　図3　ブイブリノーゲン溶液に浮遊させた

A．aerogenesに対する紫外線照射め殺菌効果
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表2　ブイブリノーゲンのBPL・UV併用処理効果
　　（1nonitored・with　Aerobacter　aerogenes）

BPL終濃度
　（mg／1）

　0

　0

200

400

600

800

　UV照照
（joules／m1）

0
1
此
－
ニ
ー
ム
ー
ム
ー
⊥

ブイブリノーゲンの凝固性蛋白
　　　（％Recovery）

UV照射前
（BPLのみ）

UV照射後
（BPL＋UV）

　　　　100
100　　i

99・6　　i

99・O　　i

94．2　　i

88．2　　i

99．8

100．2

98．8

91．0

85．2

ブイブリノーゲン中の残存生菌数
　　　　（plaque／m1）

UV照射前
（BPLのみ）

UV照射野
（Bpr十UV）

　　　　1．7x106
2．3x106　i　7．2×101

9．8×104　　　　　　　7x101

1．3×103　　　　　　　2

3．6x102　　　　　　　　1・

　7　　　　　　　　　0
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図4　A．aerogenesを浮遊させたブイブリノー

　　ゲン溶液に対するBP：L・UV併用処理

・・。，uec・u・・　　　　　　　　　91糀、巳津鴇）
　（per罰nの

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！00107一。一卿一。一’隔＼。、

　　　　　　　　　　、＼
　　喫　　　　　　　　　　　　＼
・・ _　　　ξ＼懲灘。・・
　　　　、　　　　＼　　　　　　　＼・＼
10

　　　　　　筏、
　　　　　　、　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　80
　　　　　　　、　　　　　　　、
　　　　　　　　へ1び　　　　　　　　　　＼

105

10

101

1o

日1

●

、
、
ン
・
、

　　　＼～く
　h　　　へ　　㌔　　　　　　　　・　　　1

　　　　　＼　　1UV照射前
　　　　　＼‘　（BPL処理のみ）、
　　　　　　、、、

　　　　　　　、　　　「　，
　　　　　　　＼
　　UV照射後1　　　＼　　　、
b　　　　（BPL　UV併用処i理）・ら

　　　　●

　oL
　　　ρ，、■200，　400，600　800　B鷲甥

処理を行なった後UV照射をまだ行なわない前め凝固

性蛋白量および残存生菌数をもしらべ，BPL・UV併

用処理後のそれらと比較した．

　これらの結果から明らかなように，BPL，の各濃度

において，UV照射との併用殺菌効果がみられたが，

特にBPL　400　mg／1またはそれ以上におけるUVと

の併用において生残菌数を101個／m1以下に減少せし

めることができた．さらにBPL　400　mg／1～600　mg／1

におけるUVとの併用は，ブイブリノーゲンの変性も

比較的少なく，凝固性蛋白の損失は10％あるいはそれ

以下にすぎなかった．

総 括

　BPLと紫外線との併用処理が，入血漿製剤中の細

菌またはウイルスの不活化に相乗的な効果をもたらす

・こ・・と・をくし。（｝rippo　1）は実験的に明らかとしたが，臨

床遠隔成績からこの処理が肝炎ウイルス不活化にも著

効のあることがわかってきた2）3），

　われわれは，ヒト・ブイブリノーゲン製剤について

BPL・、UV併用処理効果を検討するため，このmoni・

toring　systemの対照生菌としてA．　aerogenesを

用いた．ブイブリ、ノーゲン溶液にこの対照生菌を2～

5x106個／m1の割合に浮遊させた後，各種濃度のB

PLを添加，24。C　5時間放置後，　UV照射を行なった

結果，凝固性蛋白を示標とする蛋白変性が少なく，そ

の上対照生菌に対する不活化～殺菌効果もまた充分大

きなBPL・UV併用処理条件を求めることができた．

　まず，BPLの水解温度条件であるが，　BPLによる

細菌またはウイルスの不活化は，BPLが純粋な状態

においてラクトン型の安定な形をとっているが，水溶

液中では不安定で水解されやすいという性質に基づい

ている．それ故ブイブリノーゲン溶液中でBPLの水

解されることが必須であろう．ところがブイブリノー

・ゲンは20つC以下では溶解性が悪く，32℃以上では

変性をおこしやすいといわれているので，われわれは

添加したBP工の水解条件として24。C　5時間の条件

を選んだ．血漿中では，水解によるBPLの半減期が

37。Cで24～32分，40Cで16～20時間であ・り，ウイル

ス不活化は37℃・でユ5分，40Cで8時間と報告されて

いるので1），われわれの行なった24。C　5時間の処理

条件ばぼぼ妥当と考えられる．　　，

　BPLめ蛋白変性におよぼす影響については，1，000

Ing／1以下においで凝固性蛋白の損失が此較的少なか

ったが，一方，血漿成分ことにブイブリノーゲンの変

性はpHにかなりの程度依存しているから2），24。C　5

時間放置の際のpHを6．6～7．0に保つζとが必要条

件として考慮されるべきであろう（表1参照）一

　殺菌効果の判定のため，対照生菌として，A．　aero－

genesを2～5　x　106個／mlの割合にブイブリノーゲン

溶液に浮遊させたが，BPL・UV併用処理後，生残生

菌数を101個／ml以下に減少させる条件を以て充分条

件とした．これは人血漿の紫外線処理による殺菌のた

めに認められている条件であり5），・ブイブリノ」ゲン

の併用処理においてもこれを一応の判定のめやすとし

た．

　勿論，肝炎ウイルス不活化に関しては，充分な臨床

遠隔成績を以て判定する必要があろう．少数例で．はあ

るが，われわれのBPL・UV併用至適条件で処理さ

れたブイブリノーゲンを臨症使用して，今までのとこ

ろ肝炎発生は報告されていない．今後とも臨床データ

の集積が望まれるところである．

結 論

　精製単離されたヒト・ブイブリノーゲン製剤に対す

るbeta－propiglactone処理と紫外線照射の併用処

理効果を，monitoring　systemとしてAerobacter

aerogenesを用い検討した．

　ブイブリノーゲン溶液に対照生菌を浮遊させ，各種

濃度のbeta－propiolactoneを添加，24。C　5時間放

置後紫外線照射を行なった結果，凝固性蛋白を示標と

する蛋白変性を最少限にとどめ，その上対照生菌に対

する不活化～殺菌効果も必要且つ充分に大きい併用処

理条件を求めることができた．

　このpropiolactone・紫外線併用至適条件で処理
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されたフィブリノーゲンを使用した臨床症例について

は，現在までのところ，肝炎発生の報告を受けていな

い．

　稿を終るに当り御指導を頂いた恩師石川大刀雄教授，倉田自章

助教授に深謝します．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　　Human　fibrinogen　preparation　seeded　with　Aerobacter　aerogenes　was　irradiat－

ed　with　various　ultraavioIet　intensity　after　treatment　with　various　concentration　of

beta－propiolactone（BPL）for　5　hours　at　24。C．

　　　Results　showed　that　the　viable　organisms　in　the　fibrinogen　solution　were

markedly　reduced　in　number　without　any　appreciable　loss　of　clottable　fibrinogen

under　the　condition　of　suitable　BPL　concelltratioll　and　UV　intensity．　Recomm6nd－
ed　combination　of　BPL　concelltration　and　UV　intensity　was　determined　for　effici・

ent　sterilization　of　fil）rinogen　preparation．

　　　Although　the　fibrinogen　treated　with　this　recommended　condition　has　been

admihistered　to　volunteers，　any　incidence　of　clinical　hepatitis　havピnot　been

reported　so　far．　Human　clinical　trial　should　be　continued　to　obtaill　more　exact

and　reliable　follow－up　results．


