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研究成果の概要（和文）：本研究は、ウルトラファインバブル(UFB)化したガスメディエータを含む灌流保存液
によって臓器を治癒・再生させることを目指す．灌流保存法におけるUFBの動態は、灌流時間・速度・圧によっ
てUFBの数・サイズに大きな影響を与えないことが分かった．またマウス腎虚血再灌流モデルを用いた検討で
は、CO-UFBが虚血腎への保護効果を示し、機械灌流保存における灌流液へ応用できる可能性を示唆した．さらに
大動物の腎臓を用いたUFBの効果を検証し、ブタやイヌの腎臓においてもCO-UFBは、腎臓に対して虚血再還流障
害を軽減させ保護効果を示し、組織学的にも糸球体や尿細管の構造を保つことが分かった．

研究成果の概要（英文）：In this study, we focus on ultra fine bubbles (UFB) and to regenerate organs
 with a perfusion preservation solution containing a gas mediator UFB. It was found that the UFB 
dynamics in the perfusion preservation method did not significantly affect the number and size of 
UFBs by the perfusion time, velocity, and pressure. In addition, it was indicated that CO-UFB, one 
of major gas mediators, has a protective effect on ischemic kidneys in a mice kidney 
ischemia-reperfusion model and may be applicable to perfusate in machine perfusion storage. We 
verified the effect of UFB using the kidneys of large animals. CO-UFB showed a protective effect on 
the kidneys by reducing ischemia-reperfusion and to maintain the structure of the glomerulus and 
renal tubules injury in the kidneys of pigs and dogs.

研究分野： ガスバイオロジー

キーワード： 腎臓　ウルトラファインバブル　一酸化炭素　酸素　虚血再灌流障害
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研究成果の学術的意義や社会的意義
拡大適応ドナー臓器の状態を改善させるには機械灌流(MP)が不可欠である．MPを使用する上で想定されうるUFB
に与える影響を検証し，それらが影響を及ぼさないことを明らかにした．またマウスやブタ・イヌの虚血状態の
腎臓に対して、CO-UFBが虚血再還流障害を軽減し、保護効果を示すことがわかった．血管から投与したUFBは，
臓器内部の組織に効果を発揮することを示しており、UFBはMPに使用可能であることが示唆された．本研究によ
って、臓器移植のMPにおいて，UFBがガスメディエータの運搬体となり，これまで利用が限られていたガスの使
用方法の幅を広げ，医療応用への展開の可能性を示すことができた．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 臓器移植は、手術手技等の向上により、末期臓器不全患者に対する唯一最終の根治的治療
として定着しているが、移植臓器(ドナー)不足は、世界的に非常に深刻かつ喫緊の課題である。
ドナー提供数を増やす目的として欧米を中心に高齢ドナーや心停止ドナーなど、標準的ドナー
条件を満たさない、これまで移植適応外とされてきた拡大適応ドナー (Expanded Criteria 
Donor: ECD)の活用が注目されている。しかし、虚血/再灌流障害に対して脆弱な ECD は、移植後
の無機能や遷延性機能障害などの機能不全が高率に発生する。ECD 臓器の状態を改善させること
を目的とした臓器保存法の開発が求められている。 
(2) ウルトラファインバブル(UFB)は、気泡径が 1μm未満の泡（バブル）であり、本邦が世界
に先立ち開発した技術である。1μm 以上のバブルと異なり浮力が小さく、ブラウン運動により 
水中安定性を有し、ガス供与体を使用せず、ガスのみで供給できる。また、血球（赤血球 7-8μ
m）より小さいため、末梢血管を介し、臓器の隅々まで拡散することが可能である。一酸化炭素
(CO)、一酸化窒素(NO)、硫化水素(H2S)は、人体に有毒なガスとして知られている。一方で、こ
れらのガスは、生体内で産生されるガスメディエータと定義され、生理作用として、血管調整、
抗酸化、抗炎症、抗細胞死などの生体保護効果があり、治療薬剤として臨床応用が期待されてい
る。本研究では、ガスメディエータを含有した UFB を作成し、灌流保存法における移植臓器に対
する UFB の有効性を検証する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、直径 1μｍ以下の気泡であるウルトラファインバブル(UFB)に着目し、UFB 化した
ガスメディエータを含む灌流保存液によって臓器を治癒・再生させることを目指す。UFB がガス
運搬体として機能することは立証されているが、国内外において、UFB を臓器移植に応用した報
告は無い。申請者は、UFB を臓器内（血管内）に投与できる無菌的 UFB 作成装置を医療用に独自
開発している。申請者がこれまで培ってきたガスメディエータの臓器保存における効果の知識
と医療用 UFB を開発してきた技術・経験をもとに、持続灌流保存法における臓器へのガス運搬体
として UFB を活用することを目的としている。また、UFB というガス送達技術によって、これま
で利用が限られていたガスの使用方法の幅を広げ、医療応用への新たな展開を拓きたい。UFB の
移植医療領域への応用方法を確立し、将来的にドナーが拡大されることで、移植医療への貢献を
目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下の３つを目標に実験を行う。 
(1) 灌流保存法での UFB 動態の検討：MPにおける循環時間・速度・圧力・フィルターの有無や，
UFB を含有させる溶媒，UFB に使用するガスの種類など，様々な条件が UFB へ及ぼす影響を検証
する． 
(2) マウス虚血再灌流モデルを用いたガス種の検討：マウス腎虚血再灌流障害モデルを用いて
UFB の虚血再灌流障害への保護効果と最適なガス種を検討する 
(3) 大動物の腎臓を用いた UFB の効果の検証：大動物の腎臓を一酸化炭素(CO)-UFB を含んだ保
存液にて 24 時間保存し、保存効果を評価した。評価には、体外循環(IPPK or IPDK: isolated 
perfusion pig or dog kidney )を用いた機能評価と組織学的評価を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 灌流保存法での UFB 動態の検討 
酸素およびガスメディエータを含有した UFB を作成し，機械灌流保
存法（MP）における循環時間・温度・圧力や，UFB を含有させる溶
媒，UFB に使用するガスの種類など，様々な条件が UFB へ及ぼす影
響を検証した．灌流環境における条件（循環時間・速度・圧力・フ
ィルターの有無）について，UFB 測定装置ナノサイトにて検討した
ところ，灌流時間および灌流温度・圧の変化は UFB の数・サイズに
大きな影響を与えないことが分かった．さらに溶媒の含有物と UFB
の数の相関を明らかにするため，グルコースの濃度と UFB の数の関
係を調べた．グルコースの濃度が上がるに伴って，UFB の数が増加
した．この結果から，溶媒の含有物が，UFB の数に影響を及ぼすこ
とが明らかとなった．ガス種による影響を明らかにするため，Air-
UFB と一酸化炭素(CO)-UFB を比べたところ，数・サイズともに変化
がないことが明らかとなった．拡大適応ドナー(ECD)臓器の状態を
改善させるには MP が不可欠である．MPを使用する上で想定されう
る UFB に与える影響（循環時間・温度・圧力，溶媒，ガス種）を検
証し，それらが影響を及ぼさないことを明らかにした．  



 
(2) マウス虚血再灌流モデルを用いたガス種の検討 
マウス腎虚血再灌流障害モデルを用いてUFBの虚血再灌流障
害への保護効果を検証し、ガスメディエーター（H2S，NO，Xe）
による UFB の効果を検証した。 
マウスを麻酔下にて開腹し、両側腎動脈を 40 分間クランプ
後、再灌流させるマウス腎虚血再灌流障害モデルを UFB の虚
血再還流障害への効果の評価に用いた。クランプの 1時間前
に UFB を投与し、再灌流から 24 時間後に腎機能を評価し、
生理食塩水を投与した群を対象群として比較した CO-UFB 投
与群は，生理食塩水投与群と比較して，腎機能が有意に保た
れることが分かった。さらに、組織構造は何も処置していな
い Normal 群と差がなく、組織構造がきれいに保たれていた。
一方で、生理食塩水投与群では、組織間に出血が見られ尿細
管にはタンパク円柱が確認された。また他のガスメディエー
ターとして、H2S，NO，Xe を含有させた UFB を作成し、同様
の実験にてその効果を検証したが、虚血腎臓の保護に関し
て、大きな効果は見出せなかった。COを含んだ UFB は虚血状
態の腎臓に対して保護効果を示し、組織学的にもその糸球体
や尿細管の構造を保ち、虚血再還流障害を軽減することがわ
かった。主要なガスメディエーターにおいて、CO-UFB が虚血腎への保護効果が大きく、機械灌
流保存における灌流液へ応用できる可能性を示唆した。マウス腎虚血再灌流障害モデルにて，実
際に虚血状態の腎臓に対して一定の効果を果たすことがわかった．つまり，UFB は MP に使用可
能であることが示唆され，また血管から投与した UFB は，臓器内部の組織に効果を発揮すること
を示している．臓器移植の MP において，UFB がガスメディエータの運搬体となりえる結果を得
た． 
 
(3)大動物の腎臓を用いた UFB の効果の検証 
大動物腎の体外循環評価モデルを確立し、ブ
タ腎臓やイヌ腎臓を用いて一酸化炭素(CO)-
UFB を含んだ保存液にて 24 時間保存し、保存
効果を評価した。評価には、確立した体外循環
(IPPK or IPDK: isolated perfusion pig or 
dog kidney )による機能評価と組織学的評価
を行った。 
大動物腎臓体外循環評価モデルの条件を検討
し、灌流評価をするための条件を確立した。ブ
タまたはイヌを麻酔下にて開腹し、両側の腎
を脱血し、摘出後 CO-UFB を含んだ保存液を灌
流し、保存液に浸漬し、24時間後に IPPK また
は IPDK にて 10 分、20分、30 分と経時的に腎
管流量（RPF）を測定、灌流液を採取し、O2消
費（O2）、乳酸（Lac）、尿量（UV）を測定する
ことで、腎機能を評価・検討した。CO-UFB を
含んだ保存液にて保存したイヌ腎臓は、IPDK
中の腎灌流量、尿量において、UFB を含まない
保存液で保存したものよりも高く維持される
ことが分かった。これらの結果から虚血によ
る腎機能遅延が抑制されることが示唆され
た。また組織学的評価においても、糸球体、尿
細管の構造を保たれているのが確認できた。ブタ腎臓体外循環(IPPK)評価モデルの条件を確立
したことで、前臨床試験として用いられるブタやイヌの腎臓を用いた実験を行うための基盤を
形成できた。さらに、これまで得られたマウス腎における結果と同様に、ブタやイヌの腎臓にお
いても COを含んだ UFB は、腎臓に対して虚血再還流障害を軽減させ保護効果を示し、組織学的
にも糸球体や尿細管の構造を保つことが分かった。ヒトの臓器に近い大動物の腎臓で、CO-UFB の
効果を示すことで、臨床応用への可能性が示唆された。今後、より詳細な解析を加え、UFB の医
療への応用を開拓する。 
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