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研究成果の概要（和文）：単純臓器保存による磁場環境下による臓器障害の組織学的検討として、各保存法における保
存液中の生化学的検査では、CPK・troponin-Iが過冷却凍結群で有意に低値であった。組織学的には過冷却凍結では心
筋の組織構造は保たれていた。各保存法後の移植グラフトの機能評価では、移植後HTK保存液に比べ過冷却凍結では高
い心拍再開率が認められ、これは虚血再灌流障害が軽度であることにより裏付けられた。過冷却凍結保存は従来の保存
法に比べ、形態学的・機能的に臓器障害が軽度であり、将来的な臓器移植医療のスタンダードとなり得ることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Current medical transplantation confronts major problems such as the shortage of d
onors and geographical restrictions that inhibit efficient utilization of finite donor organs. We investig
ated whether a strategy which best preserves organ grafts can be achieved by the use of a novel refrigerat
ing chamber, which is capable of establishing a supercooled and unfrozen state stably by generating an ele
ctrostatic field in its inside. When mice heart was stored in the supercooled conditions, the levels of ma
jor biochemical markers leaked from the preserved organs were significantly lower than in the ordinary hyp
othermic storage. No apparent tissue damages were observed histologically after the supercooled preservati
on. After heart transplantation, rate of re-heart beating in supercooled condition was significantly highe
r. Our results suggest that the use of this supercooling refrigerator improves organ preservation and may 
provide an innovative technique for human organ transplantation.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
（１）学術的背景 
①本邦における臓器移植の動向 
臓器移植は免疫抑制療法の進歩によって、

臓器不全の一治療法として確立された。本邦
では1997年10月に臓器移植法が成立したも
のの、脳死ドナーの数は極めて限られている
上に、年齢は 15 歳以上という年齢制限があ
ったため、特に小児患者には脳死移植は非現
実的で、ドナー不足により死亡する移植待期
患者は年々増加していた。本年 7 月に、臓器
移植法改正法が施行され、本人に生前の拒否
の意思表示がない限り家族の同意で臓器提
供ができるようになり、これに伴いドナーの
年齢制限が撤廃された。成人はもちろん小児
患児への臓器移植の機会も大きく拡大され
ることとなり、事実、法改正後の脳死下臓器
提供件数は著しい伸びを示している。そこで、
脳死移植の更なる増加を想定した移植医療
の体制整備が喫緊の課題である。 
 
②これまでの移植臓器保存 
移植臓器保存での不可避的障害として、臓

器摘出までの温阻血障害、冷保存中障害およ
び移植後の再灌流障害の 3段階の障害につい
て、これらを軽減・改善するための研究が進
められてきた。現在、代謝レベルを可能な限
り低下させ、酸素欠乏障害を回避した、単純
浸漬冷却保存（0～4℃）が最もコストパフォ
ーマンスに優れるとされている。臓器保存液
は UV solution や HTK solution が、最も信
頼性の高いスタンダードな臓器保存液とし
て定着している。しかしながら、臓器保存時
間は腎臓で 3 日間、肝臓、膵臓で 20 時間、
心臓で 4～6 時間、肺で 8～12 時間が限度と
いうのが現状であり、移植までの保存時間と
しては十分とは言えず、脳死患者発生後のレ
シピエント候補者の選定、臓器摘出から搬送、
候補者への移植までのプロセスは非常に緊
迫したスケジュールが余儀なくされている。 
 
③新たに登場した磁場環境下凍結技術 
これまで臓器・組織の長期間保存を可能に

するため様々な凍結保存法が試みられてき
たが、臓器の凍結保存は不可能とされてきた。
細胞や組織の凍結保存において、細部内の氷
晶形成や細胞内液濃縮による高張障害が問
題となる。心臓弁、皮膚、骨、膵島などの組
織は凍結保存が可能となったが、体積の大き
い臓器ではすべての部分を一定条件下で凍
結させることが難しいため、いまだ成功して
いない。 
近年日本国内の食品凍結技術開発企業（アビ
ー株式会社）が、磁場環境下において食品を
凍結することで解凍後も品質を維持するこ
とが可能な技術（ＣＡＳ法）を開発し、生鮮
食品分野において、食品の旨み成分の保持を
することが実用化された。一般的に凝固点を

超えても物質が凍結しない現象を「過冷却現
象」というが、過冷却凍結保存は、臓器全体
を-10～-20℃前後でも凍らない“過冷却状態”
を維持し、そこから瞬間的に凍結させる技術
とされる。完全には臓器が凍結しない温度帯
での過冷却状態での保存方法は、冷却下より
もさらに代謝レベルを低下させることがで
き、凍結による細胞障害も回避できるため注
目されているが、動物実験レベルのデータも
極めて不足している。 
 
④これまでの研究成果と発想の経緯 
東京大学医学部形成外科学教室の三原誠

らは、早くからこの技術の医療分野への応用
に着手し、これまでに「超微小血管外科技術
を用いた精巣移植・精巣凍結の可能性」や「女
性器癌患者における卵巣凍結と妊孕性再建」
などの実績を重ね、さらに近年では iPS 細胞
凍結保存に至るまで多岐に渡っている。研究
代表者は、これまでに小動物を用いた臓器移
植または移植免疫に関する実験を進めてき
たが、今回磁場環境下凍結技術を我々のマイ
クロサージェリーによる臓器移植技術と融
合することにより、斬新で画期的な臓器保
存・移植の技術の確立・実用化が可能ではな
いかとの着想に至った。 
 
（２）学術的独創点・予想される結果と意義 
磁場環境下凍結技術を臓器移植に応用し

て、より長時間・高品質な臓器保存が可能に
なれば、これまで脳死移植ドナー・レシピエ
ントの“Region（臓器搬送可能地域）”の概
念がなくなり、各臓器の移植候補者は地理的
要因によって失っていた臓器移植を受けら
れる機会が増加し、また余裕を持ってマッチ
ングのより良好な候補者を選択できること
から移植成績の向上につながることが予想
される。さらに凍結保存が完成すれば、バン
キング可能な「臓器医薬品」が実現する。さ
ら我が国においてはいまだ脳死移植は発展
途上であるが、我が国発の過冷却凍結保存技
術による臓器移植法が確立できれば、脳死移
植が中心である欧米の移植医療にも大きな
変革をもたらす事が考えられる。 
 
２．研究の目的 
現在の移植医療は慢性的なドナー不足と

いう大きな問題に直面している。現行の臓器
保存技術では地理的な要因による効果的な
臓器分配が困難であり、臓器保存時間の延長
はドナー不足解消に大きく寄与すると考え
られる。近年、本邦食品業界において磁場環
境下で凍結することで、鮮度・食感を保つ技
術が開発され、この技術の医療分野への応用
が着手されている 1-2。革新的な低温保存技術
を小動物を用いたマイクロサージェリーに
よる臓器移植技術と融合することにより、画
期的な臓器保存・移植の技術を確立すること
を目的とした。 



 
３．研究の方法 
 
（１）磁場環境下による臓器障害の組織学的
検討（単純臓器保存） 
①実験モデル 
実験動物として Brown Norway ラット(BN、
２００～２２０ｇ)を用い、24 時間の絶食の
後にイソフルレン麻酔下で、各臓器（心臓・
肝臓・小腸・腎臓・肺）を冷ヘパリン加乳酸
リンゲル液にて灌流した後、通常の移植臓器
摘出(donor organ harvesting)の手順に従っ
て摘出し、各々ＨＴＫ保存液、通常凍結、磁
場環境下凍結の３群に分けて一定時間保存
する。なお、実験の進行上、マウスが適当と
なればマウスを対象とする場合がある。 
 
②実験群 
１．ＨＴＫ保存液：各臓器をＨＴＫ保存液に
単純浸漬して、-4℃で保存する。 
２．通常凍結：冷ヘパリン加乳酸リンゲル液
に浸漬して、-80 度の超低温冷蔵庫で保存す
る。 
３．磁場環境下凍結保存：冷ヘパリン加乳酸
リンゲル液に浸漬して、磁場強度を 0.1mT、
1mT、10mT の 3 レベルで設定し、-30℃で
保存する。これらの凍結および保存時の温度
変化は、データロガーによって in situ に分
析する。 
 
① 観察項目・時期 
１．グラフトの組織学的障害の検討： 
各保存群において、心臓・肝臓・小腸・肺は
24 時間、腎臓は 72 時間保存したのち（上記
②、③群では 30℃の生理食塩水にて解凍した
後）、１０％ホルマリン固定し、ＨＥ染色標
本を作製し、各臓器の実質の障害の程度を評
価する。 
摘出グラフトは今後実際の臓器移植モデル
へ発展してゆくため、実際の移植手術時の重
要な吻合部となる血管断端（心臓：大動脈・
肺動脈、肝臓：門脈・下大静脈・腹部大動脈、
小腸：腹部大動脈・門脈、腎臓：腹部大動脈・
下大静脈、肺：肺動脈・肺静脈）の血管内皮
障害、内皮の解離の有無を評価する。また肝
臓、腎臓、肺では生理的管腔（肝臓：胆管、
腎臓：尿管、肺：気管支）についても同様に
障害の程度を比較する。 
２．保存液中の生化学的マーカーの分析（担
当：絵野沢） 
各群の保存液に含まれる保存臓器より漏出
した生化学的マーカーを測定することによ
り、臓器障害を評価する。（心臓：CK-MB, AST, 
LDH、肝臓：AST, ALT, LDH、小腸：CPK, 
calprotectin、腎臓：AST, LDH、肺：CPK, 
AST） 
 
 
（２）磁場環境下凍結による移植グラフトの
機能評価（保存臓器移植） 

①実験モデル 
実験動物として、レシピエントにＢＮラット、
またはＬｅｗｉｓラット（ＬＥＷ、２２０～
２５０ｇ）を用い、24 時間の絶食の後にイソ
フルレン麻酔下で、顕微鏡下に上記各群から
得られたドナーラット(BN)の各臓器（心臓・
肝臓・小腸・腎臓・肺）の移植手術を行う。
実験効率向上のため、上記実験で組織障害が
軽度で移植手術後にグラフトの機能が期待
できる臓器から開始する。また生存率を少し
でも向上するため、臓器移植はすべて異所性
で行うこととする。実験の進行上、マウスが
適当となればマウスを対象とする場合があ
る。 
 
② 実験群 
１．syngenic model： 
BN→BN の同種同系間の異所性移植を施行。
（拒絶反応を起こさない群。） 
２．allogenic model： 
BN→ＬＥＷの同種異系間の異所性移植を施
行。免疫抑制剤は投与しない。（急性拒絶反
応を起こす群。） 
 
③ 観察項目・時期 
１．syngenic model：虚血再灌流障害の検討： 
異所性臓器移植を施行後、6 時間・24 時間後
に犠死させ、各臓器（心臓・肝臓・小腸・腎
臓・肺）グラフトの虚血再灌流障害の程度を
評価する。 
 
1. 組織学的検討：ＨＥ染色を行い、虚血再

灌流障害の程度をスケール分類する。 
2. Myeloperoxidase(MPO)活性：臓器への

好中球浸潤の指標として、ＭＰＯ活性の
定量化を行う。 

3. サイトカイン産生：RT-PCR 法により、
炎症性サイトカイン（IL-1β、TNF-α）、
Th1 サイトカイン（IFN-γ、IL-2）、お
よび Th2 サイトカイン(IL-4、IL-6、
IL-13) の定量を行う。 

4. タンパク発現定量：Western Blot 法によ
り、caspase-3、NF-κB、Bcl-2、Bcl-xl、
βactin を測定する。 

5. アポトーシス：Tunnel 染色を行い高倍
率像（x400）での Tunnel 陽性細胞のカ
ウントを行う。 

6.  血清中生化学的マーカー：血清中 AST、
ALT、LDH、CPK の定量を行う。 

 
４．研究成果 
（１）磁場環境下による臓器障害の組織学的
検討（単純臓器保存） 
①実験動物とモデルの決定 
移植技術が単純で成功率の高い心臓をま

ず行うべき臓器として選択した。balb/c マウ
スの心臓を摘出し、通常凍結（冷ヘパリン加
乳酸リンゲル液に浸漬し、-80℃の超低温冷
蔵庫で保存）、ＨＴＫ保存液（ＨＴＫ保存液
に単純浸漬して、-4℃で保存）、過冷却凍結



（冷ヘパリン加乳酸リンゲル液に浸漬し、
0.1ｍT の磁場強度をかけ-30℃で保存）の 3
群に分けて24時間、72時間の保存を行った。 
 
②各保存法における保存液中の生化学的検
査 
通常凍結：HTK 保存液：過冷却凍結の順に、
CPK(IU/L) ＝ 14521 ： 8541 ： 453 、
troponin-I(pg/mL)=1157:638:427 と過冷却
凍結群で有意に低値であった。 
 
③組織学的障害の程度 
H-E 染色にて通常凍結群では、心筋組織中に
空隙が形成され大動脈に内膜剥離が認めら
れた。HTK 保存液では心筋組織の融解壊死が
認められたが脈管系の組織構造は保たれて
いた。過冷却凍結では、心筋の組織構造は保
たれており、脈管系にも異常所見を認めなか
った。 
 
（２）移植グラフトの機能評価（臓器保存は
1日、3日、7日） 
①移植後の心拍再開率 
通常凍結ではどの保存時間でも心拍の再開
は認められなかった。HTK 保存液、過冷却凍
結では、1 日保存では心拍の再開がすべて認
められたが、3 日、7 日では HTK 保存液では
心拍の再開が見られなかったが、過冷却凍結
では 3日で 50%、7日で 20%に心拍の再開を認
めた。 
 
②移植 3 時間後の組織中の Myeloperoxidase
活性 
心拍の再開を認めた HTK 保存液、過冷却凍結
群にて分析を行い、HTK 保存液では、
1.25(umol/mg protein)、過冷却凍結では0.65
と過冷却凍結群で有意に低値であった。 
 
③1日保存後の Tunnel 染色 
通常凍結：HTK 保存液：過冷却凍結の順に、
apoptotic cells(number of positive 
cells/HPF)=17.6:7.8:3.2 と、過冷却凍結で
有意に低値であった。 
 
④移植後 3時間後の caspase-3 発現定量 
心拍の再開を認めた HTK 保存液、過冷却凍結
群にて western blot 法を行い、過冷却凍結
では HTK 保存液と比べ、活性が少なかった。 
 
⑤RT-PCR 法による炎症性サイトカイン定量 
心拍の再開を認めた HTK 保存液、過冷却凍結
群にてグラフト中のサイトカインの定量
を行い、TNF-α (%GAPDH)＝ 121:82.3、
IL-2=68.3:42.8、IL-6=58.3:36.9 と過冷却
凍結ではHTK保存液と比べサイトカイン産
生は有意に低値であった。 
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