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研究成果の概要（和文）：深刻なドナー不足のため、厳しい臨床条件のマージナル腎への適応拡大が求められ
る。本研究では、マージナル腎の臓器評価・修復を可能とする灌流保存に着目し、ミニブタを用いた橋渡し研究
や臨床腎移植検体を用いた検討によって、最適な灌流法の検討や、腎障害の進展に関与するdeath signalの同
定、death signal 抑制による臓器修復を目指した検討を行った。臨床検体解析では、death signalとしての
total cell free DNAの有用性、またミニブタ実験から、簡便な低温灌流保存によって保存中の腎機能評価や
death signal制御に基づく治療が可能であることを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：The shortage of donor organ is severe, and there is a need to expand the use
 of marginal kidneys. In this study, we focused on a preservation method (machine perfusion) that 
enables evaluation and repair of marginal kidneys and investigated the optimal perfusion method and 
the identification of death signals involved in the development of renal damage. The analysis of 
clinical specimens showed that total cell free DNA is useful as a death signal in marginal renal 
transplantation, and large animal experiments suggested that hypothermic machine perfusion can be 
used to evaluate renal function during preservation and to provide treatment based on death signal 
control. 

研究分野： 腎移植

キーワード： 腎移植 　虚血再灌流障害 　マージナルドナー 　灌流保存

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、臨床腎移植検体を用いた解析と、遺伝的背景が判明した主要組織適合性抗原MHC確立大動物であ
るクラウン系ミニブタを用いた実践的橋渡し研究に基づく結果であり、前臨床研究から臨床応用まで一貫した検
討を多角的な解析によって得た結果である。従って移植成績向上を目指す橋渡し研究として学術的意義は高く、
またマージナルドナー提供推進につながる社会的意義の高い成果であると考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 移植医療における絶対的臓器不足は依然深刻であり、ドナー拡大は移植医の社会的責務であ
る。ドナー拡大をはかるための戦略の一つとして、脳死下提供とともに、心停止ドナーからの献
腎提供推進が必須である。しかし、献腎移植の長期成績は健常ドナーからの生体腎移植成績に及
ばず、その原因となる急性腎障害（Acute kidney injury: AKI）や慢性移植腎不全への進展対策
が急務である。 
現在臨床移植の際の臓器保存法として汎用される方法は、臓器を冷却することにより臓器の

代謝抑制をはかる冷却浸漬保存法である。この方法は簡便である一方、特にマージナル腎で低温
に伴い、むしろ血管内皮障害や細胞浮腫を助長する可能性が報告され（Summers DM. Lancet 
2010）、さらに保存中の腎機能評価が不可能であるという問題がある。これに対し灌流保存
（Machine perfusion: MP）法は、保存中の臓器の機能評価が可能であり、さらに機能を維持す
ることや、保存中に薬物投与を行うことによって機能修復が可能となる利点があるため、マージ
ナル腎移植での有効性が期待されている。 
MP は、灌流する際の温度によって大きく 2 つのタイプに分けることができる。一つは、低温

による代謝抑制という従来の臓器保存の概念を発展させた低温灌流保存（Hypothermic MP: HMP）
法であり、もう 1つは、常温で保存することによって、代謝を維持させながら臓器保存を行う常
温灌流保存（Normothermic MP）法である。HMP 法は、現行の主流である冷却浸漬保存法による
臓器保存方法の概念を延長させたもので、安全性や簡便性に対する利点がある一方、非生理学的
な低温での灌流による血管内皮障害や細胞浮腫が引き起こされ、また代謝が抑制されるため臓
器の機能評価や治療に対して制限があることが課題とされる。一方 NMP 法は、より生理学的に近
い状態を維持したまま臓器を保存することによって、保存中の臓器機能評価や治療に優れる反
面、代謝産物による微小循環・組織障害が危惧され、また一般的に保存装置が大型かつ複雑にな
ることが課題とされる。 
マージナル腎に対する臓器保存・修復法として MP 法の開発を進めるに際しては、前臨床実験

として、ドナー条件に応じた詳細な灌流温度や酸素化・代謝管理を定めることが、臨床普及の観
点からも極めて重要である。しかし現状では、HMP 法、NMP 法の各々の立場に基づく研究は進む
ものの、ドナー条件や灌流条件など複合因子を同時に検討した報告は乏しいことから（Kaths JM. 
Transplant Rev 2017）、多角的観点から新たな臓器保存方法の解明をはかる研究、特に大動物を
用いた長期的な前臨床研究は必須である。 
 
２．研究の目的 
深刻なドナー不足を背景に、厳しい臨床条件のドナー（マージナル腎）への適応拡大は、急性

腎障害（AKI）のリスクや慢性移植腎不全への進展が懸念される。本申請研究は、強い冷虚血（脳
死後冷却保存）や温虚血（心停止）にさらされたマージナル腎の臓器評価・修復を可能とする灌
流保存（MP）に着目し、主要組織適合性抗原（MHC）確立ミニブタを用いた実践的橋渡し研究に
よって、最適な灌流温度や酸素投与など至適灌流条件の検討（目的 1）、組織・血液・尿・エクソ
ソーム検体を用い、腎障害の進展に関与する death signal となる分泌タンパクおよび mRNA、
miRNA（micro RNA）の同定（目的 2）、さらに death signal 抑制によりマージナル臓器を生体臓
器と同じレベルに“蘇生”させる治療を開発し（目的 3）、マージナルドナー提供推進と移植成
績向上を目指すものである。 
 
３．研究の方法 
 MHC 確立クラウン系ミニブタを用いた移植実験は下記のように実施する。また別途、臨床腎移
植検体を用いて death signal の解析を行う。 
（1）移植動物・免疫抑制療法：拒絶免疫反応を最小限とするクラウン系ミニブタ MHC 適合間腎
移植により評価を行う。マイナー抗原拒絶制御のため低用量タクロリムスを 12 日間持続静注す
る（血中濃度：10-15 ng/ml）。移植体側の腎臓は摘出することによって、移植後は移植腎臓のみ
によって腎機能評価を行う。 
（2）体外灌流：常温灌流保存 NMP では、摘出腎臓の腎動静脈、尿管にカニュレーションし、遠
心ポンプを用いて灌流を行う（灌流圧 85 mmHg）。灌流液として、ヘパリン化リンゲル液に糖、
ステロイド、重炭酸イオン、新鮮赤血球を添加したものを用い、灌流中の灌流圧・流量、尿量、
動静脈採血による酸素消費量、灌流液の生化学検査をもとに腎機能を評価する。低温灌流保存
HMP では、市販の灌流装置と灌流液を用いて 25 mmHg の灌流圧で灌流を行い、潅流流量や灌流抵
抗を潅流中の指標とする。 
（3）移植臓器評価：生化学（Cr等）、超音波、経時的な腎生検を基に評価する。 
（4）death signal 解析（灌流液・血液・組織・血中/尿エクソソーム）：サイトカイン、接着因
子、マイクロ RNA などを評価する。 
 
 



４．研究成果 
（1）臨床腎移植検体を用いた death signal の解析 
心停止下献腎移植(Donation after circulatory death: DCD)では、本研究の課題である蘇生

すべき移植臓器変化が予測され、death signal を中心とする解析が必要である。今回の研究で
は death signal の一つとして、total cell free DNA(total cfDNA)に着目し、移植直後におけ
る血中の total cfDNA を解析した。心停止下献腎 DCD では、脳死(Brain death: BD)、あるいは
生体腎移植(Living-related donor: LD)と比較して、移植直後の total cfDNA が著しく増加し
ていることが判明した。さらに移植後 5日目(POD5)の検討では、total cfDNA は DCD、BD、LD の
いずれの移植においても移植直後より減少を認めるものの、DCD からの移植が最も高値であると
いう傾向は同様であった。 
 
（2）MHC 確立ミニブタを用いた前臨床腎移植実験 
①低温灌流保存法 HMP に焦点をあてた実験として、欧米で既に臨床使用される低温灌流保存用
の機器を用いて、温虚血にさらされた腎臓を、HMP により 6時間保存した後に、MHC が一致した
動物に対して移植を行った。灌流中の流量や抵抗などの種々の指標と、移植後長期評価（腎機能
あるいは経時的な腎生検に基づく病理評価）の相関関係を中心として評価を行った。この結果、
120 分の温虚血腎に対し HMP 法を行った後に移植した群では、60分の温虚血後に同様の保存・移
植を行った群に比べ、有意に腎機能は増悪した。また保存中の流量や抵抗値と術後の腎機能に関
して相関関係を認め、HMP 法でも保存期間中に十分に移植後の腎機能を予測しうることを明らか
にした。また病理学的検討による組織学的解析も、これらの結果を裏付けるものであった。これ
までに、常温灌流保存 NMP 法を行う手法として、人工心肺回路を用いた保存方法を確立していた
ことから、灌流保存の際の温度を始めとする各種条件によって、移植腎の機能がどのように異な
るのかという点について、病理評価あるいは death signal に基づく解析（灌流液・組織・血液・
尿・エクソソームなどを用いた解析）が可能となる実験基盤が整ったと考える。 
 
②灌流保存の際の至適条件を評価する目的として、灌流保存中の酸素投与の必要性を検討した。
常温灌流保存 NMP の際には酸素投与が必須と考えられるが、低温灌流保存法 HMP に関しては、酸
素投与の必要性あるいは有効性について検討の余地がある。そこで実験として、酸素投与下で
HMP を行う手法の確立を目指し研究を進めた。まず、すでに確立した NMP 法の手法を用いること
によって、HMP が可能であるかについて検討したところ、低圧・低流量で安定した腎灌流を行う
ことはできなかった（常温灌流では 85 mmHg という高圧力下での灌流保存となるが、低温灌流で
は灌流圧は 25 mmHg 程度の圧力下での低流量となる）。これは、灌流に使用する回路が長いため、
低圧力・低流量で安定した灌流を行うことが難しいためと判断した。そこで、①で確立した HMP
法（市販の灌流保存機器。酸素投与なし）の改良を、文献を参考として試みた。酸素投与を可能
とする簡易的な人工肺回路を HMP 回路に接続し、酸素投与下で HMP が行えるように改良した結
果、酸素投与・血液添加下でも腎臓がない状態では安定した灌流が得られることを確認した。し
かし腎臓（虚血は最小）を回路に接続して灌流を試みたところ、高い回路抵抗となり安定した灌
流を行うことができず、移植に用いるのは不適当な灌流保存方法であることが示唆された。改良
機器自体の問題だけでなく、低温による血管攣縮によって、粘性の高い血液添加灌流液を腎臓内
に灌流させることができなかった可能性、もしくは灌流液自体の改良の必要性を考え、今後の検
討課題とする。 
 
③低温灌流保存 HMP の際に、death signal の一つであるマイクロ RNA を阻害する薬剤投与によ
って、腎臓内での対象 RNA の発現が低下する結果を得た。従来、低温灌流では保存中の臓器修復
は難しいと考えられていたものの、新たな薬物開発によって、低温保存の臓器蘇生につなげうる
という知見を得たと考える。 
 
④このように、今回のミニブタを用いた研究からは、灌流保存の際の至適灌流条件を結論づける
だけの結果は得ていない。しかし、HMP 法、NMP 法という 2つの灌流保存法を確立していること
から、今後、簡便な HMP 法の利点を更に高めるものとして、HMP 中の至適灌流条件（灌流液や酸
素投与の有無）の検討、さらに③に記載したように、従来は困難とされた低温臓器保存中の臓器
修復を可能とする新たな薬物の開発によって、より高品質な灌流臓器保存法の開発に結び付く
知見を得たものと判断する。 
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