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研究成果の概要（和文）：研究成果としては、人工赤血球含有の灌流液による肝臓灌流保存は保存中の有害事象
はなく、安全に施行可能であること、灌流中のドナー肝の酸素消費量が活発に行われ、肝細胞障害、そして細胞
アシドーシスを改善することが判明した。これを電顕所見でミトコンドリアの膨化抑制で確認した。室温灌流中
の灌流液に分子量の大きな人工赤血球を含有することで肝障害や血行動態の悪化およびドナー肝への微小血栓が
危惧された。しかし、灌流終了時の病理所見でも静脈閉塞を疑う所見や人工赤血球の遺残も見られなかった。本
実験では作成後18-20ヶ月と長期のものを使用したが有効性は証明された。

研究成果の概要（英文）：Pig livers were excised after 60 minutes of warm ischemic time and were 
preserved under one of three preservation conditions for 4 hours. The preservation conditions were 
as follows:  cold storage (CS group; N = 5), Hypothermic machine preservation (HMP) (HMP group; N = 
5), subnormothermic MP (21゜C) ; N = 5)  SNMP with HbVs (SNMP+HbV group; N = 5). Autologous blood 
perfusion was performed for 2 hours in an isolated liver reperfusion model). The oxygen consumption 
of the SNMP and SNMP +HbV group was higher than the HMP groups (p < 0.05). During the reperfusion, 
AST level in the SNMP+HbV group was lower than that in the CS, HMP and SNMP groups. The changes in 
pH was significantly lower in SNMP+HbV group. The ultrastructural findings indicated that the 
mitochondria of the SNMP+HbV group was well maintained. The SNMP +HbVs preservation solution 
protected against metabolic acidosis and preserved the liver function after reperfusion injury in 
the DCD liver.

研究分野： 肝臓外科、移植外科、臓器保存

キーワード： 肝臓保存　機械灌流保存　人工赤血球　移植臓器保存液　心停止ドナー肝

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究成果は、ブタを用いた前臨床的研究であること、灌流保存技液による臓器機能回復をめざした点で我が国初
の画期的研究成果だと考えている。臓器移植手術では、移植直前に臓器内血球成分を洗い流すため、人工赤血球
が体内に入ることはなく、臨床応用のハードルは高くないと考えている。今回、虚血再灌流障害を抑制すること
に成功した。心停止肝臓のみならず、小児医療などで期待の高い分割肝あるいは脂肪肝など適用に課題のある臓
器移植を可能とする可能性がある。赤血球循環技術はdrug delivery systemや臓器培養、再生医療との共創によ
り次世代型治療との複合による新しい時代の研究を切り開くプラットフォームになる

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

① 研究の学術的背景 
 末期臓器不全患者の治療法として臓器移植医療は救命のみならず QOL の向上・医療費の抑制の視点など

から、高い期待がある。しかし、待機患者数と提供数の乖離は国際的にも大きな課題であり、ドナー不足は

深刻な状態である。この解決策の一つとして、高齢ドナーなどの機能劣化のリスクを有する Expanded 
criteria donor(ECD)を受け入れ、さらには心停止ドナーまでの適応拡大が求められている。しかし、これら

のマージナルな臓器は標準的な臓器に比し Viability が低下しており、また虚血再灌流障害も高頻度に出現

する。臓器機能を良好に保存・維持し、更には機能回復・蘇生が可能な技術として臓器内に保存液を灌流す

る機械灌流保存に注目がある。 
 
欧米では、腎臓用低温持続灌流保存装置が実用化され、単純冷却保存との多施設共同での比較臨床試験によ

り灌流保存の有用性が報告（Moers, N Engl J Med,2009）され、広く普及した技術となっている。また、肝

臓に関しても低温灌流保存の有用性（Guarrera, AmJT,2010）や、体温条件下でヒト赤血球を用いた持続灌

流保存の移植報告（R. Ravikumar AmJT, 2016）さらに、ヨーロッパでの各 100 例の単純冷却保存と灌流保

存の複数施設での比較試験による有効性の速報（国際移植学会総会 TTS2016,香港）がなされ、世界的にも大

きな期待が集まっている。しかし、灌流液に血液を使用するためには克服すべき課題も多く、血液の代替物

としての酸素運搬体の活用が求められている。一方、DCD（ Donation After Cardiac Death）臓器の移植適

用への期待も大きく（図１）、酸素を付加した低温灌流（Dutkowski,Ann.Surgery, 2016）などの報告など、

灌流温度と酸素管理と灌流条件の検討が議論されているものの、国内のマージナルドナーに適切な手法はな

く精力的な研究が求められている。 
 
申請者は、腎臓灌流保存法の先駆的な多くの研究成果 （たとえば Matsuno, Transplantation,1994）を源

流とした灌流保存法を発展させ、臨床移植医療のための「医工薬学連携によるマージナルドナーに対応する

新しい臓器保存方法の開発」（H23-H25 基盤研究（B））により医薬工学で協同し、臓器移植用体外臓器灌流

システムの開発に取り組んできた。当該研究の中で、酸素管理の重要性を明らかにし（国際移植学会総会

TTS2016,香港）肝蔵灌流法の基盤技術を確立してきた。また 分担研究者の酒井、研究協力者の東らはヒト

ヘモグロビンを用い長期保存可能で、きわめて生体適合性の良好な人工赤血球の開発し｢備蓄・緊急投与が可

能な人工赤血球製剤の実用化を目指す研究｣（H27、AMED）により開発が進められている。これらの背景の

中、臓器不足を解決することが可能な人工赤血球を用いた積極機械肝臓灌流に大きな期待がある。しかしな

がら、これらの実現には大きく 3 つの課題がある。 
(1)人工赤血球を含む栄養成分などの最適化が必要な灌流液が未開発。 
(2)機械灌流管理に重要な各種灌流条件、特に灌流温度に適切な酸素供給条件が未解明。 
(3)Uncontrolled 心停止肝蔵の虚血再灌流障害克服の大動物移植実験による解明が必要。 
 
２．研究の目的 

申請研究グループでは、既に機械灌流保存装置［特願 2011-035,AOIN 1/02］を作成し、 主にブタを用いた

肝臓の保存・移植実験をおこない多くの研究成果を報告した。その結果、灌流中の肝動脈圧パターンで臓器

Viability の外挿の可能性(Obara, Matsuno ほか transpl Proc.2012)を見出し、さらに心停止後摘出された肝

臓に関しては保存温度を特に 22°C という subnormothermia まで冷温から復温させることによって虚血障

害を軽減し肝臓の ATP を回復させ、酸素の需要が増加することを見出している(Shigeta．Matsuno Transpl 
Proc. 2013)これら事実は臓器蘇生への鍵となるものと考えられる。（特願 2011-035，A01N 1/02 および

Shigeta, Matsuno, Obara et al: Transpl. Proc.2013）一方、共同研究者の酒井、東らはヒトヘモグロビンを

用いた人工赤血球の研究により平成 27 年度日本医療研究開発機構研究費・医療技術実用化総合研究事業 備

蓄・緊急投与が可能な人工赤血球製剤の実用化を目指す研究の成果を臓器不足の課題を解決すべく、共同研

究として開始することとなった。 
 
３．研究の方法 

本研究は、臓器不足を解決可能な人工赤血球を用いた積極機械肝臓灌流を提案し、探索・検証・最適化の研

究ステージにおいて 3 項目について実施する。 

［探索（H29）詳細計画］ 

(1) アミノ酸などの栄養素を含む人工赤血球含有灌流液の調整と評価（酒井[奈良医大]、東[旭川医大]） 
人工赤血球含有灌流液は、人工赤血球（奈良医大開発品）を用い、市販されている腎臓用灌流液 Peg 

glusonate 液を基盤にして、分子鎖アミノ酸、低分子ヘパリンなどを添加し作成する。PH、Na/K 組成、粘ち

ょう度、浸透圧などの検証をおこない、目標 Ht を 10～15%程度にする。低温域から常温域まで保存し、温度

による組成変化について検討する。長期保存もふまえ 6 か月、1年での組成変化についても検討する。 



［検証（H30）詳細計画］ 

(2) 人工赤血球含有灌流液によるブタ肝臓灌流条件、灌流液の評価（松野、古川、西川[旭川医大]、 
小原[首都大]） 
医療機器への早期展開のために大動物評価を実施する。

肝臓類洞内、肝細胞、類洞内皮などの虚血障害状態を流動

力学（圧、流量、血管抵抗の変化など、形態学（光顕、免疫

染色）分子生物学(mRNA,IL-1,IL-6,TNF,IFN)などの面から

評価する。また、保存状況の評価として、体温条件（37℃）

での血液灌流によって、移植を模擬し、保存時同様に各種

酵素、ならびに分子生物学評価、病理評価などをおこない

適切な灌流条件を探索する。肝臓については、正常肝、心停

止温阻血障害肝（45分、60 分）対照群は市販されている UW－gluconate液を用いる。 

［最適化（H31）詳細計画］ 

(3) 移植模擬実験による虚血再灌流障害の抑制の検証 
（松野、古川、西川[旭川医大]） 
肝臓についてそれぞれのモデルについて灌流、移植実験

を行う。肝機能のほか酸化ストレスマーカーMDA、アポトー

シス組織内サイトカイン、組織（光顕・電顕）、組織 ATP な

どを精査する。なお、実験モデルとして温虚血時間により心停止時間あるいは脂肪肝を模擬し移植を成功さ

せることを目標に実験を実施する。ブタを用いた灌流・移植実験により、持続灌流前の前灌流の効果なども

含めた保存温度、灌流流量・圧力の条件比較の他、灌流中の臓器からの逸脱酵素・組織（光顕・電顕）組織

ATPならびにサイトカインを精査する。 

 

 

４．研究成果 

１） 文献的考察により肝臓灌流液を作成した。人工赤血球は 100ml と 300ml 含有のものを使用した。 
図にあるように基本的に市販されている臓器保存液ＵＷ液の中で不透過物質として gluconate が含まれているものに

分子鎖アミノ酸を添加して作成し PH、浸透圧を調整して実験に使用した。人工赤血球含有保存液は 2 種類あり、

0,6mg/dl,1,8mg/dl とかなり低濃度になった。しかしながら大量の人工赤血球は入手できず。主として高濃度を実験に

使用することになった。 

 

２） 人工赤血球含有還流保存液による心停止ドナー肝臓に対する保存実験 4 時間の灌流保存を行った。 
先行実験で温度を上げると酸素消費量が増大することが証明されており。酸素消費量が増大すると保存中の肝機能

の上昇が抑えられることが証明されている。さらに 21°程度の室温灌流保存は ATP が増加することも認めた

（Kanazawa H et al：JSR 2019,245,410-419,DOI:10.1016/j.jss.2019.07.058）。そこで人工赤血球含有灌流保存液を用

い、低温還流、室温灌流、人工赤血球含有灌流液の 3 群で比較検討した。期待通り人工赤血球含有保存液は酸素

消費量を増加させ、逸脱酵素 AST は低値を示した(図 1、2)。また、肝臓の Viability の評価として重要な肝動脈圧の

低下も最も低値であった。人工赤血球の濃度が低いためか酸素消費量は期待したほど上昇しなかった。酸素消費量

や AST は室温灌流と統計学的有意差は 4 時間のすべての評価ポイントで出たわけではなかった。 

（Shonaka T et al ：PLOS ONE, December 11, 2019 DOI: 10.1371/journal.pone.0226183, PMID: 31825976） 
 

３）‐１ ex vivo で臓器を評価する評価系；isolated reperfusion model (IRM)を考案した。 

４時間の単純冷却保存、4時間の低温灌流保存、4 時間の室温灌流保存を行い、ＩＲＭモデルの妥当性につい
て検討した。このモデルに関しては近年、ドナーとレシピエントの 2 頭の動物を使うことや、手術技術のバ
イアスを軽減するためにさまざまなモデルが文献上、提案されている。我々は、首都大学小原のグループに
より作製された実験用還流保存装置を使用して、これを IRMに使用した。すなわち 
灌流保存終了後、30 分程度の温阻血時間を置き、灌流液を取り換え、あらかじめ採取した自己血を Ht10%程
度 に 希 釈 し て 使 用 し た 。 門 脈 圧 は 12~20mmHg, 動 脈 圧 は 40mmHg と し 流 量 は そ れ ぞ れ
200~210ml/min,44~67ml/min とした。温阻血 0分と温阻血 60分肝臓を用い単純冷却、低温還流保存、室温冷
却保存群を作成しＩＲＭによる虚血再灌流粗障害評価モデルとした結果、AST, LDH,動脈圧の低下などに有意
差を認め、障害度に相関することをも見出した。（ Yoshikawa R et al： Transpl Proc. 2018 
DOI:10.1016/j.transproceed.2018.04.020 / Yshikawa R et al：Annals of Transplantation 2018, 23, 
822-827, DOI: 10.12659/AOT.910008) さらに、免疫染色 CD40、ERGなど類洞微小循環障害を表すマーカーを
用いても、単純冷却保存よりも還流保存の有用性が証明された。この評価モデルを確立することにより人工
赤血含有還流保存液による温阻血 60 分の障害肝の評価を可能にすることができた (Kanazawa H etal; 
Impact of Machine Perfusion on Sinusoid Microcirculation of Liver Graft Donated After Cardiac 
Death, JSR 2019,245,410-419,DOI:10.1016/j.jss.2019.07.058) 
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さらに温阻血肝臓のみならず、分割された部分肝でも今評価系が有用であることを示した（ Ishi D et al; 
Applicability of Hypothermic Oxygenate Machine Perfusion Preservation for Split-Liver 
Transplantation in a Porcine Model: An Experimental Study Ann Transplant, 2020; 25: e919920 DOI: 
10.12659/AOT.919920, PMID: 31932575） 
 

３）-２ ＩＲＭによる移植模擬実験での人工赤血球含有還流液の再灌流障害に対する有効性の検討 

４時間単純冷却保存、4 時間低温灌流保存、4時間室温灌流保存、4時間人工赤血球含有還流保存液による室
温灌流保存を行い、その後、3)－1のＩＲＭで評価系にて有効性を評価した。人工赤血球は 300ml用い評価し
た。 結果としては、ATP の増加傾向(図 3)、酸素消費量の高値維持(図 4)、組織中炎症性サイトカインの抑制
(図 5)、ASTの低値(図 6)、アシドーシスの抑制(図 7)、を認めた。さらに H&Eでも脂肪摘の元素湯、Disse腔
の拡大元素湯傾向をみとめ、電顕組織にて低温灌流保存よりも明らかに人工赤血含有還流液にミトコンドリ
アの膨化の抑制を認めた(図 8)（Shonaka T et al：Impact of human-derived hemoglobin based oxygen 
vesicles as a machine perfusion solution for liver donation after cardiac death in a pig model 
PLOS ONE, December 11, 2019 DOI: 10.1371/journal.pone.0226183, PMID: 318259769） 
 
 

５．移植実験 

ブタ同所性肝移植を行った。心停止 60 分の肝臓を用いた肝移植は全く機能せず。 
モデル自体に問題があると感じた。 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【図１】 

 

 

【図２】 

 

還流保存中は、人工赤血球含有灌流液において酸素消
費量を高く維持し、逸脱酵素、AST は低値を示した 

 

 

【図３】 

 ３)－２ IRM による虚血再灌流実験 

（２）灌流保存中の変化（図１.２.３） 



 

 

 
 

 

 

 

 

   
 

 

 

 

 

 

  
  

【図８】低温灌流よりも室温人工赤血球含有還流液による方が再灌流２時間後の
ミトコンドリアの膨化は抑制されている 

【図 4】 酸素消費量は高値を維持できる 

【図６】AST は低値 【図７】アシドーシスの進行は抑制される 

【図５】 

 

 

【図５】TNF や IFN は 室温灌流保存単独よりも
人工赤血球含有灌流液を入れたほうが抑制される 
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