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研究成果の概要（和文）：新規保存液によって、小動物の心冷保存移植、肝冷保存・単離肝灌流

において UW 液を陵駕する効果を確認した。しかしながら、大動物では灌流不全を来して、十分

な保存効果が得られなかった。臓器の灌流不全の一因として PEG濃度が高すぎることが考えら

れるが、その至適濃度については最終結論が得られなかった。これらの問題は、灌流保存を用

いることで解決できる可能性がある。このためブタによる灌流保存と肝移植のモデル作りを行

ってきたが、テクニカルな問題をほぼ解決でき、モデルとしては完成した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We confirmed that the superiority of the novel solution over UW solution for the use of 
simple cold preservation in rat liver and heart, due to the inhibition of cytosolic Ca2+ 
overload and cytoskeletal breakdown, and stimulation of aerobic respiration. However, 
these beneficial effects were abolished in liver and kidney preservation and transplantation 
of the large animal models, due to insufficient perfusion, which is possibly attributed with 
high concentration of PEG. To proceed for clinical application, customization of PEG 
concentration should be explored. Perfusion preservation might be a solution for this 
problem. Thus, the model of liver perfusion preservation and transplantation in pigs has 
been established with resolving various technical problems. 
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１．研究開始当初の背景 

欧米においても臓器不足から、心停止下肝

移植がここ１０年急速に増加している。心停

止下肝移植では、生体や脳死肝移植に比べ、

移植後臓器不全が多いことが明らかになっ

ており、従来の単純冷却保存ではその克服に

限界がある。現在、肝保存液の標準である UW

液を凌駕すべく保存液の開発が試みられて

いるが、HTK 液、Celsior 液、ET-Kyoto 液は

UW 液の保存時間をほぼ同等かやや向上した

にすぎない。従って、臓器障害を改善し臓器

不全を回避する方法として灌流保存法に期

待が高まっている。欧米では、すでに腎臓に

おいて灌流保存が頻用されており、多施設

RCT で遅延型臓器不全や生着率が改善したと

報告されている。肝移植においては、動物実

験にて灌流保存が組織中 ATP を維持し、臓器

不全を低下させ、生存率を上昇させた報告が
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あるものの、臨床例では、preliminary な研

究が開始されたところであり、その方法論の

確立が求められている。 

本邦では、脳死下臓器提供が少ない中、心

停止下移植は、生体移植以外に臓器を得る方

法であり、現在も年間約 100 例の心停止下腎

移植が行われている。心停止下移植では、温

阻血および冷阻血障害による臓器不全を念

頭においた臨床を行う必要があり、移植臓器

不全を起こした場合、腎臓では透析療法に戻

れるが、肝臓では死亡の転帰をとるいため、

再移植が確実にできる条件が満たされては

じめて可能となるため、これまで本邦で行わ

れてこなかった。臓器移植法が改正され我が

国でも心停止下肝移植が可能となる条件が

整いつつある。これまで開発された保存液を

用いて、保存中の臓器障害を軽減させる方法

として、腎臓の例からみても、灌流保存が最

も有効と考えられ、肝灌流保存法の確立が急

務である。 

 

２．研究の目的 

本研究は我々の永年の臓器保存研究から、

重水を主体とした新規臓器保存液を開発し、

小・大動物肝移植モデルでの有用性を立証す

ることであり、最終的には、大動物による心

停止ドナーからの灌流保存モデルを完成させ

臨床応用可能な肝グラフト灌流保存法を開発

することを目的とする。 

心停止後ドナーからの安全な肝移植を可能

にすることで、脳死臓器提供が少ない本邦に

おけるドナープール増加への突破口とする。 

 

3. 研究の方法 

a) 小動物モデルにおける有効性 

① ラット心冷保存・移植 

雄性ルイスラット(8-10w)を絶食せずに使

用した。心臓を摘出し、UW液あるいは重水液

で24, 36, 48時間冷保存した。移植後1, 6, 24

時間, 1週間で犠牲死させた。また、グラフト

の拍動を触診スコア (0-4)と超音波検査

(Fractioning shortnings; FS)により経時的

に評価し、7日目までの生存を確認後、犠牲死

させた。冷保存終了時の変化を比較するため

に、冷保存（24時間）のみの検体も採取した。

これらの検体を用いて、組織障害と炎症細胞

浸潤をHE染色とCD68免疫染色で、１週後の線

維化をマッソントリクロム染色で、移植後1, 

24 時 間 後 の 壊 死 範 囲 を triphenyl 

-tetrazolium chloride (TTC) 染色で、移植

後24時間のアポトーシスをTUNEL染色で、冷保

存終了時(24時間)と移植後1時間のエネルギ

ー状態をATP量で評価した(HPLC法)。また、 

 

② ラット肝冷保存、単離肝灌流 (IPRL) 

雄性 SD ラット(8-10w)の肝臓を摘出し UW

液、重水液、重水液２で 48 時間冷保存後に

単離肝灌流装置  (Isolated Perfused Rat 

Liver; IPRL)で 90 分間再灌流した。灌流は

閉 鎖 回 路 で 37 ℃ の Krebs Henseleit 

Bicarbonate Buffer (KHB; 300ml)で 8cmH2O

の定圧灌流とし、灌流液中にはタウロコール

酸を添加した。灌流中の酸素分圧は 450-550 

mmHgに設定した。ポンプトラブルや酸素分圧

の上昇は門脈抵抗を上昇させ、肝障害を助長

するため、これらの灌流条件を逸脱したもの

は除外した。 

 

冷保存状態が再灌流に及ぼす影響 

実験群は肝摘出後直ちに再灌流する CT群、

UW 液で 48 時間冷保存する UW 群、MEUD-MS 

(=Dsol)で 48 時間冷保存する Dsol 群、重水

液２で 48 時間冷保存する重水液２群、の 4

群（各 n=6）を作成した。 

 

再灌流時の水素ガス投与の効果 

さらに、UW, Dsol で 48 時間冷保存し、再

灌流時に水素ガスを投与した UW-H2 群、

Dsol-H2群を作成した(各 n=6)。 

 

評価項目 

門脈抵抗＝灌流圧(mmHg)/流量(ml/min/g) 

胆汁産生量(ul/g/90min) 

酸素消費率(mmHg O2 equivalent/g) 

灌流終了時：HE 染色、TUNEL 染色 

灌流終了時酸化ストレス (8-OHdG染色) 

冷保存終了時エネルギーチャージ 

冷保存終了時生存シグナルタンパク 

 

b) 大動物モデルにおける有効性 

① 肝冷保存・移植 

雌性ビーグル犬 10-12kgを一晩の絶食後、全

身麻酔下に開腹し、腹部大動脈にカニュレー

ションし、UW 液あるいは重水液２で体内灌流

し、摘出した。摘出後、バックテイーブルで

さらに門脈、肝動脈の２経路から排液が透明

になるまで追加灌流した。グラフトはシリコ

ンバッグ内で同じ保存液に浸漬し、48時間氷

中で保存した。48時間後にグラフトを取り出

し、乳酸リンゲル液で灌流後、同所性に肝移

植した。下大静脈、門脈の吻合後に再灌流し、

動脈、胆管を吻合した。閉腹後、生存期間を

観察した。 

 

イヌ腎冷保存移植 

雌性ビーグル犬 10-12kg を一晩の絶食後、



全身麻酔下に開腹し、右腎を摘出した。バッ

クテーブルで UW 液あるいは重水液２で、排

液が透明になるまで灌流し、同じ液に浸漬し

て 72 時間氷中に保存した。72 時間後にグラ

フトを取り出し、乳酸リンゲル液でフラッシ

ュ後に同じ個体に自家腎移植し、左腎を摘出

した。 

ｃ)ブタ灌流保存モデルの作成 

ドナー手術：ブタ（20-30kg）全身麻酔下で

開腹し、腹部大動脈と肝臓の剥離を行った後、

ヘパリン10,000単位投与後、腹部大動脈から

カニュレーションし、4℃のUW液2リットルに

よる灌流を行い右心房直下の下大静脈を切開

脱血する。アイススラッシュで腹腔内を冷却、

灌流終了後、門脈、肝動脈、静脈を長く残し

て、肝臓を切除し、バックテーブルにて門脈・

肝動脈より4℃のUW液500mlずつ灌流を行い、

灌流保存を開始する。 

灌流保存は、門脈および動脈にカニュレー

ションしてそれぞれ別の酸素化装置ならびに

ポンプにより駆動された持続血流が流入する

ように設計されている。胆管にカニュレーシ

ョンして胆汁を採取する。下大静脈より流出

した保存液は、ベースンの中に貯留する。こ

れをフィルターを通してポンプにてくみ出す。

くみ出された液は、ポンプを通り、熱交換機

（４－８℃に調整）、さらに酸素化装置を通

って再び、門脈・肝動脈へのポンプに戻る。

灌流にはUW-G（2-3リットル）が用いた。 

灌流保存中モニター：肝動脈・門脈の圧な

らびに血流、温度を持続モニターして、デー

タロガーに自動入力。下大静脈からの流出液

を毎時間採取し、AST、ALT、LDH, 総ビリルビ

ン、PTINR、Cr測定、胆汁量、色のチェックを

行う。 

 

４．研究成果 

a) 小動物モデルにおける有用性 

①ラット心冷保存・移植 

＜３６時間冷保存＞ 

ＵＷ液では 3/8 は拍動を再開せず、１週

グラフト生存は 1/8、重水液では 4/6 と改

善した。 

 

<２４時間冷保存> 

UW液では移植後1日目までの心機能(FS)

の開封が遅延し、アポトーシの増強、カル

パインによる細胞骨格アクチン関連タン

パク(α-Fodrin, Talin)の分解が促進され、

カスパーゼ３の活性化が惹起され、１週目

の病理では著明な炎症細胞浸潤・壊死及び

繊維化が見られた。これらの変化は重水液

(MEUD-MS = Dsol)では著明に軽減された。 

 

<４８時間冷保存> 

上記の検討に用いた重水液をさらに改

良した重水液２を用いて、冷保存時間を 48

時間まで延長した。UW 液群では全てのグラ

フトが 20分以内に拍動を停止し、1/3 は再

拍動が得られなかった。一方、重水液２群

では全グラフトが１週間生存した。 

これらの結果から、重水含有緩衝液はラ

ット心臓の冷保存において、エネルギー減

少、Ca2+ overload, 細胞骨格破綻を軽減す

ることによって、アポトーシス、壊死、炎

症細胞浸潤を軽減させ、冷保存限界時間を

著明に延長し得ると考えられた。肝臓より

も冷保存許容時間が短いことが知られて

いる心臓においても、従来の限界時間より

も３倍程度の延長に成功したことから、肝

臓における効果も大いに期待される結果

であった。 

 

② ラット肝冷保存、単離肝灌流 (IPRL) 

SD ラット肝の 48時間冷保存・IPRL にお

いて UW液群では CT群と比較し、再灌流時

の門脈抵抗が高く、灌流液 ALTは高値、酸

素消費率が低下し、白色胆汁が少量排出さ

れたのに対し、Dsol群ではこれら全てが改

善され、濃黄色胆汁が産生された重水液２

群ではこれら全てがさらに改善され、濃黄

色胆汁が多量に産生された (下段：UW群の

6.8倍、正常肝の1/3程度)。組織所見、TUNEL

陽性細胞率、8-OHdG陽性細胞率も同様の推

移を示した。保存終了時のエネルギーチャ

ージは ATP量の増減に規定され、UW, Dsol

群では正常肝の 5%未満に減少したが、重水

液２群ではそれらの減少が有意に抑制さ

れた。再灌流後には Dsol群では UW群と比

較し、速やかに回復し、重水液２群ではさ

らに著明に改善した。 

再灌流後時に水素ガスを投与すると、

UW-H2 群では組織所見が改善され、Dsol群

と同程度の胆汁が産生され、他の所見も

Dsol 群に近似していた。一方、Dol-H2 群

ではさらに改善した。再灌流時水素投与は

再灌流時に進行する障害を軽減すること

が示唆された。また、冷保存中の障害が軽

減されていれば、水素による再灌流時の障

害の軽減作用と相まって、トータルの虚血

再灌流障害を軽減することが示唆された。

これらの結果から、重水液２＋H2は未検討

だが、強力な冷保存障害軽減策との併用に

より、水素ガスの再灌流時投与がさらに強

力な障害軽減策になることが期待される。 

重水含有緩衝液は、ラットの心、肝冷保



存において UW 液よりも冷保存再灌流障害

を遥かに強く抑制し、実用化の可能性が強

く示唆された。 

 

b)大動物モデルにおける有効性 

イヌ肝冷保存・移植 

UW 液で 48 時間保存した肝臓では最長で 2

日目まで生存したが、7 日までの生存は認め

ず、ストレスが過大であると考えられた。し

かし、われわれの以前の検討では、UW 液に各

種の薬剤を添加すると 48 時間冷保存後にも

長期生存が可能なことを経験していたので、

保存液の効果が UW 液を陵駕するものであれ

ば、生存が可能になると考え、検討を行った。 

しかし、重水液２で保存した群では、体内灌

流時から不均一に灌流され、重水液２が到達

していない部位があった。再灌流後も同部位

は血液が灌流されず、全例が麻酔から覚醒す

ることなく死亡した。体内灌流時に血管収縮

あるいは凝血塊が形成され、灌流不全を起こ

している可能性が懸念されたため、UW液ある

いは乳酸リンゲル液でで灌流後にバックテ

ーブルで重水液２の灌流し、同様に移植した

が、再灌流後の臓器灌流は改善しなかった。

重水液２は in vitro、小動物心、肝などで

UW 液を遥かに凌駕する強い効果が普遍的に

得られていたにも関わらず、大動物肝冷保存、

移植モデルではむしろ UW 液よりも遥かに劣

っていた。これらの原因を究明し、組成の改

良を行うために、肝移植における検討を中断

した。 

 

イヌ腎冷保存移植 

UW 液で 72 時間冷保存した腎臓を移植する

と全例が 14 日間生存した。しかし、重水液

２群では全例で再灌流直後からの臓器灌流

が不良であり、著明な水腎症を呈し、再灌流

後３時間までにほとんど尿が排出されず、尿

毒症症状を呈して死亡した。 

バックテーブル灌流時の排液を観察すると、

排液が透明になった後も鉄さび用の debris

が継続的に排出されており、顕微鏡観察の結

果、赤血球が連銭形成した凝血塊であった。 

これらの結果から、肝臓特異的な問題では

なく、重水液２の組成に起因する現象と考え

られ、polyethylene glycol (PEG)による凝

血促進が強く疑われた。 

そこで、重水そのものの効果を検証するた

めに、HTK 液、HTKD 液を用いて 72 時間冷保

存、自家腎移植モデルを作成した。HTK液群、

HTKD液群ともに尿毒症を呈し、ほぼ全例が 7

日以内に死亡し、グラフトは水腎症を呈して

いた。われわれは以前に本モデルを用いて、

HTK 液に抗酸化剤(エダラボン)を添加すると

全例が生存し、移植後腎不全を呈さないこと

を経験しており、重水化 HTK 液による単純浸

漬冷保存はその効果に及ばないことが分か

った。 

 

ｃ)ブタ灌流保存モデルの作成 

機械灌流を使用しない移植手術（コントロ

ール）を 1 例に、機械灌流による臓器保存を

併用したブタ肝移植を 3 例に行った。保存液

は UW 液、灌流液には UW-gluconate 
(UW-g) 液を用いた。機械灌流では冷温下に

門脈と動脈へ UW-g 液を灌流し、門脈へは定

常流、動脈へは拍動流とした。 
機械灌流を使用しない移植手術では保存

液として UW 液のみを用いた。レシピエント

手術では静脈血バイパスでの脱血が良好で

あり、再還流後の小腸浮腫やアシドーシス・

血圧低下は最小限に抑えられた。レシピエン

ト手術を全て終え、術後経過を見たが、術後

1 日目に死亡した。 
機械灌流を行ったブタについては、 

(1) 1 例目、再還流後の肝臓は硬く暗赤色で、

グラフトの状態が不良と考えられ、血管再建

を行う前に犠牲死した。 
(2) 2 例目、再還流後、血圧低下が著しく昇圧

剤にも反応せず、再灌流 15 分後に心室細動

となり、犠牲死した。 
(3) 3 例目、再還流後、徐々に血圧低下とアシ

ドーシスが進行、小腸の浮腫が著しく、レシ

ピエント手術での静脈血バイパスにおける

脱血不良が原因として考えられた。血管再

建・胆道再建を行った後、犠牲死した。 
 

考察 

新規保存液によって、小動物の心冷保存移

植、肝冷保存・単離肝灌流において UW 液を

陵駕する効果を確認した。Ca2+ overload 阻

害、解糖・酸化的リン酸化促進、細胞骨格維

持が細胞保護のメカニズムと考えられた。新

液はラット肝 48 時間冷保存後の再灌流にお

いて、胆汁産生や ATP産生を速やかに回復さ

せ再灌流障害を軽減した。冷保存後の細胞・

臓器の膨張やアクチンの脱重合が阻害され

た。しかしながら、イヌ肝、腎移植では灌流

不全を来して、十分な保護効果が得られなか

った。臓器の灌流不全の原因と考えられる

PEG 濃度を下げることで解決する可能性があ

り、PEG が少量の粘性の低い組成でも十分な

効果が得られることは判明したが、至適濃度

については最終結論が得られていない。これ

らの問題は、我々が最終目的とする灌流保存

を用いることで解決できる可能性がある。 



一方、ブタによる灌流保存と肝移植のモデ

ル作りを行った。単純冷保存を 1例に、機械

灌流による臓器保存を併用したブタ肝臓移

植実験を 3 例行った。In situ 灌流と単純冷

保存液は UW 液を、灌流保存液には UWg 液を

用いた。灌流保存は、冷温下に門脈と動脈へ

UW グルコネート液で灌流し、門脈へは定常流、

動脈へは拍動流とした。肝移植は静脈静脈バ

イパスを用いて、肝動脈の吻合は、ドナーの

大動脈を温存して、これをレシピエントの腹

部大動脈分岐部直上で吻合した。テクニカル

な問題をほぼ解決でき、モデルとしては完成

したものと考える。 
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