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研究成果の概要（和文）：ラット正常肝、脂肪肝を用いて、新規臓器保存液、新規灌流液、低温酸素化灌流、水素ガス
の併用治療の有効性を確認し、Proof of Concept を得ることができた。低温酸素化灌流の課題である、灌流中の門脈
抵抗上昇やグラフト膨張を抑制した画期的な方法論を確立することに成功した。しかしながら、当初の目的であった脂
肪肝の修復は完全には達成できなかった。その原因として心停止肝の胆管障害が挙げられ、動脈灌流も必要と考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：We succeeded to obtain the "Proof of Concept" that combined therapy against the 
marginal grafts, including steatosis and DCD liver, could reduce ischemia and reperfusion injury. Using 
novel preservation solution, perfusate for machine perfusion, and hydrogen gas, graft weight gain and 
intrahepatic resistance during CS , HOPE and/or reperfusion were well controlled. Although bile 
production was not fully resucitated in DCD graft subjected to extended cold preservation, it would be 
resolved by perfusion from the artery. We believe that our method would become a choice to utilize the 
marginal grafts, and thereby resolving, at least to some extent, organshortage.

研究分野： 移植・再生医療
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１． 研究開始当初の背景 
ドナー不足の解消策の一つとして、M2 脂肪

肝(30-60%の脂肪変性)の修復が現実的な目標
である。われわれは新規保存液 (新液) を作
成し、ラット心臓の冷保存・移植モデルにお
いて、UW液を凌駕する移植片生存を得た 
(Wakayama K, Shimamura T et al. 2012 
Transplant Int)。しかし、脂肪肝における効
果、保護メカニズムは不明である。 
水素ガスは肝冷保存再灌流 (Matsuno N et 

al. 2013 Transplant Proc.)温阻血再灌流
(Fukada K. et al. 2007 BBRC) による障害
を軽減し、Nrf-2 の活性化促進作用も報告さ
れた (Ohta S et al. 2015 Methods Enzymol)。
しかし、脂肪肝虚血再灌流に対する効果は詳
細には検討されていない。 
本課題では脂肪肝グラフトをコンディシ

ョニングするために、新液による酸素化灌流
の至適条件確立をゴールの一つとした。  
２．研究の目的 
 (1)正常肝および脂肪肝の冷保存における新

液の有効性 
(2)正常肝および脂肪肝の冷保存における水

素ガスの有効性 (再灌流時投与) 
(3)正常肝および脂肪肝の冷保存後の低温酸

素化灌流 (HOPE)の至適条件、有効性 
(4)グラフト保護のメカニズム  
３．研究の方法 
(1) 新液による単純冷保存は肝冷保存再灌流

障害を軽減するか？ 
動物： 雄性、Sprague Dawley ラット 5-7 週
令、180-250g) を絶食せずに使用した。 

手術： UW 液、新液でフラッシュ後摘出。 
単純冷保存： 肝臓は UW 液、あるいは、新
液に浸漬し、4℃、48 時間冷保存した。 

実験群： 
a) 正常群 (n=6)：摘出後直ちに再灌流 
b) UW 群 (n=6)、c) 新液群 (n=6) 

単離肝灌流 (IPRL) による再灌流：  
 灌流条件： Krebs Henseleit Bicarbonate 
Buffer にタウロコール酸 Na を添加し、37℃
で 90 分間灌流。Po2: 500-600 mmHg、8cmH2O
の定圧、灌流液と流路を 37℃に保った。  
評価：灌流液中逸脱肝酵素、病理組織 
・アポトーシス、胆汁合成能 (ml/g 肝) 
・酸素消費率 
・門脈抵抗[Portal Venous Resistance (PVR)] 

 (PVR = PVP/Flow)。 
[cmH2O / (minx g 肝)]  

(2) 再灌流時の水素ガス投与は肝冷保存再灌
流障害を軽減するか？ 

モデル、評価は上記に準じた。水素ガス投与
でのみ実施した手技、評価を以下に記載した。  
実験群 (各 n=6)： 
a) 正常群、 b) H2(-)群＝UW 群  
c) H2(+)群: 再灌流時に水素ガス投与  

水素ガスの投与： ガラスボトル中の KHB 液
に水素ガスを加圧封入し、水素ガス飽和 KHB

液を作成した。これを再灌流回路に側管から
全流量の 4% (vol/vol)で投与した。 
肝組織の評価 (再灌流後 90 分) 
・8-OHdG, Endothelin-1 免疫染色 
・GSH, GSSG (再灌流 90 分後の組織)  
(3) 低温酸素灌流は有効か？ 
脂肪肝ドナー、心停止ドナー肝の冷保存、

引き続く低温酸素化灌流がグラフト機能を
改善することの POC を得ること、また、灌流
手技やワークフローをシュミレーションし、
問題点を見出すことを目標とした。  
脂肪肝モデル 
雄、SD ラット(4-6 週令、150-220g) を 2 日
絶食、2日高炭水化物食とした。 
脂肪肝の評価: Oil O Red、PAS、HE 染色 
① 脂肪肝の冷保存再灌流 
実験群(各 n=4) 
脂肪肝 control(SCT)群：冷保存なし。 
脂肪肝冷保存 (SCP) 群：UW 液で 6時間の冷
保存後に再灌流した。  
前記検討と同様に肝臓を摘出し、単離肝灌流
装置で 37℃、12 cmH2O で 90 分再灌流した。 
評価項目： 門脈抵抗、胆汁産生量  
②-1 心停止肝での検討 
動物： 雄、SD ラット(5-7 週令、180-250g) 
を絶食せずに使用した。 

心停止ドナー肝： 深麻酔によって心肺停止
とし、45 分後に肝臓を摘出した (DCD)。 

低温酸素化灌流 (HOPE)：酸素化した新液を
(500-550 mmHg) 0.5 ml/min/g の速度で、
4℃ 、2時間灌流した。 

実験群：各 n=4-6 
a) 正常群： 摘出後直ちに再灌流 
b) UW48 群：UW 液で 48 時間冷保存 
c) 新液 48 群：新液で 48 時間冷保存 
d) DCD 群：UW 液で 24 時間冷保存 
e) DCD-HOPE群：UW液で22時間冷保存後、

HOPE2 時間 
IPRL： a)-e) の処置後に 2 ml/min/g で再
灌流し、門脈抵抗、胆汁産生量を評価した。  
②-2 心停止肝での検討 
実験群：各 n=4 
DCD-UW 群：UW 液で 6時間冷保存 
DCD-新液-HOPE-H2 群：新液で 4時間冷保存

後、新液で HOPE2 時間、再灌流時に H2 投与 
IPRL：2 ml/min/g、37℃、90 分再灌流した。 
評価項目： 門脈抵抗、胆汁産生量  

４． 研究成果 
(1) 新液の肝冷保存障害軽減効果 
再灌流後の比較 
病理組織所見： UW群では肝細胞の空胞化、
クロマチンの濃縮、類洞の開大、類洞内皮細
胞の剥奪が著明であり、新液群ではこれらの
所見がほとんど観察されなかった。   
灌流液中逸脱酵素： UW 群では正常群と比
べ著明に高値を示したが、新液群ではその上
昇が有意に抑制された。UW 群、新液群にお
いて正常群に対する増加分を比較すると、新



液群では AST, ALT の増加が約 1/2 に抑えら
れていたが、LDHでは約1/3.3に抑えられた。
これらの結果は、新液が非実質細胞に作用す
ることを示唆していた。  
その他の所見： 正常群と比較し UW 群では
アポトーシス陽性細胞率 (再灌流後 90 分)、
門脈抵抗は有意に高値、胆汁産生量、酸素消
費率は有意に低値を示したが、新液群ではこ
れらの変化が有意に抑制された。  
冷保存終了時の比較 
容積制御： 摘出時の肝重量と比べると、UW
群では冷保存により減少したが (-25 %)、新
液群では変化しなかった(+3 %)。再灌流 90 
分後には UW 群では著明に膨張したが 
(+12 %)、新液群では膨張は抑制された 
(+9 %)。冷保存終了時から再灌流後 90 分ま
での重量変化 (vs. 摘出時) は、UW 群では
+37%、新液群では+6%であった。 
再灌流 90 分の肝重量は両群間に差を認め

なかったが、90 分間の重量変化率には大きな
差を認め、両群の微小循環、酸素消費率 (ミ
トコンドリア機能)、胆汁合成能が次第に乖離
し、最終的に組織障害、アポトーシスに有意
な差を生じた。これらの結果から、容積制御
失調が細胞、臓器の機能に深く関与すること
が推測された。  
細胞骨格タンパク 
冷保存終了時の細胞骨格アクチンとそ

の関連タンパク (α-Fodrin)をウェスタンブ
ロット法で評価した。UW 群では分解物を示
す 120, 150 kD のバンドが濃染したが、新液
群では正常群と同等であり、冷保存による分
解が有意に抑制された。 
α-Fodrin は細胞骨格の構築や Na+ 輸送

に関わり、低酸素や ATP 減少はα-Fodrin と  
アクチンの結合を阻害する (Molitoris BA 

et al. 1996 Am J Physiol)。また、α-Fodrin 
はCalpainによって分解される (Limaye PB 
et al. 2006 Hepatology)。一方、Calpain は
細胞質の Ca2+ 濃度の上昇によって活性化さ
れ、肝虚血再灌流障害を増強する (Kohli V 
et al. 1999 Gastroenterology)。実際、新液は
心臓の冷保存においてCalpain活性を抑制し、
α-Fodrin の分解を阻害した(Wakayama K 
et al. 2012 Transplant Int)。これらの結果 
(報告) は今回のわれわれの肝冷保のデータ
と良く合致した。  
冷保存終了時のリン酸化 Slingshot (不活

性型)、リン酸化 LIMK1 (活性型) は、UW 群
では正常と比べ有意に減少したが、新液群で
は正常と同様であり、UW 群よりも有意に高
値であった (data not shown)。  
細胞骨格アクチンは脱リン酸型 Cofilin に

より脱重合されるが、その活性は Cofilin の
kinase (LIMK1)、phosphatase (Slingshot)
のバランスで制御される。また、脱リン酸型
Cofiin による脱重合活性は ADP 結合アクチ
ン、ATP 結合アクチンの多寡に規定され、

ATP の減少(ADP の増加) によって脱重合が
促進される（親和性による反応制御）。  
小括 1 
 新規臓器保存液を用いてラット正常肝の
48 時間冷保存・再灌流モデルを検討し、以下
の結果を得た。  
・UW 液を凌駕するグラフト保護効果 
・過度の臓器収縮を防ぎ、再灌流後の臓器膨

張率を低値に保った 
・細胞骨格アクチン、アクチン関連分子 (α

-Fodrin=Spectrin) の分解を阻害した 
・再灌流後の門脈抵抗を減少させた 
・再灌流時のミトコンドリア機能 (酸素消費
率) を維持した  (論文投稿中)  

(2) 再灌流時の水素ガス投与は肝冷保存再灌
流障害を軽減するか？ 

再灌流後の比較 
病理組織所見： 
 ヘマトキシリン・エオジン染色では、H2(-)
群 (UW 群と同じ) で観察された肝細胞の空
胞化、クロマチンの濃縮、類洞の開大、類洞
内皮細胞の剥奪が、H2(+)群ではほとんど観
察されなかった。 

TUNEL 染色では、正常群と比較し H2(-)
群ではアポトーシス陽性細胞率 (再灌流後
90 分)が有意に増加したが、H2(+)群では有意
に抑制された。 
灌流液中逸脱酵素は H2(-)群では正常群と

比べ著明に高値を示したが、H2(+)群ではそ
の上昇が有意に抑制された。 

8-OHdG 陽性細胞率は、H2(-)群では正常群
と比べ著明に高値を示したが、H2(+)群では
その上昇が有意に抑制された。  

GSH/GSSG 比は正常では高値、H2(-)群で
は低値を示し、H2(+)群ではその低下が有意
に抑制された。 
門脈抵抗は H2(-)群では正常群と比べ著明

に高値を示したが、H2(+)群ではその上昇が
有意に抑制された。  

単離肝灌流では最初の5分を3 ml/min/g
で灌流して門脈を抹消まで開存させ、グラフ
ト温度を安定させ、次の 25 分で流量を漸減
して 8 cmH2O の定圧灌流にする。再灌流後 5
分までの最大瞬間門脈圧は H2(-)群では 30 
cmH2O だが、H2(+)群では 25  cmH2O 程度
であり、速やかに下降した。これらの事実は、
再灌流後 5分以内に水素ガスの効果が発揮さ
れたことを意味する。  
  再灌流後 90 分のエンドセリン－１
(ET-1) 
組織免疫染色では、ET-1 陽性細胞率が H2(-)
群では正常群と比べ増加し、H2(+)群では抑
制された。 
  ET-1 は Big-ET-1 が分解して生成する強
力な血管収縮物質である。冷保存後の再灌流
90 分で検出された ET-1 は de novo 合成され
たものというよりは、虚血、再灌流による酸
化ストレスと細胞内 Ca2+濃度の上昇による
(Yokota R, Shimamura T et al. 2000 



Surgery)、Endothelin converting enzyme-1 
(ECE-1) の活性上昇が原因と推測された  

水素ガスによる門脈抵抗の速やかな減
弱の分子メカニズムの解明は今後の重要な
課題である。  
その他の所見 

H2(-)群では正常群と比べ、灌流液中逸脱
酵素 (ALT, AST, LDH)、TUNEL 陽性細胞率
が有意に増加し、酸素消費率、胆汁産生量が
有意に減少した。H2(+)群ではこれらの変化
が有意に抑制された。  
小括２ 
 UW 液を用いてラット正常肝を 48 時間冷
保存し、再灌流時の水素ガス投与の効果を検
討した。再灌流時水素ガス投与の効果は以下
に要約される。  
再灌流時 
・再灌流直後から門脈抵抗を低減 
・ミトコンドリア機能を維持 
・胆汁酸性能を維持 

再灌流後 90 分における 
・肝組織障害を軽減 
・アポトーシス、ネクロシスを軽減 
・酸化的障害を軽減 
・ET-1 の生成を阻害  

(3) 低温酸素灌流は有効か？ 
①脂肪肝の冷保存障害保存再灌流 
M2 steatosis (30-60%) の肝臓を UW 液で

24 時間冷保存すると、肝臓は著明に腫大し、
再灌流の圧を 12 cmH2O にすると流速はほ
ぼゼロとなった。それゆえ、冷保存時間は 6
時間で検討することにした。 
冷保存 6時間では予想に反して再灌流の状

態は全く改善されず、胆汁は産生されなかっ
た。急激な肝腫大により肝臓自体の重量が管
内の脈管を圧迫し、門脈抵抗が増大したこと
が要因の一つと推測された。実際、正常肝と
比べ肝重量は 50%以上増加していた。 
②-1 心停止肝での検討 
DCD 群では再灌流直後から門脈抵抗が著

明に増大し、再灌流中単調に増加した。
DCD-HOPE 群では再灌流直後の門脈抵抗は
UWE48 群と同程度であったが、90 分の時点
では UW48 群よりも有意に高値であった。し
かし、DCD群と比較すると著しく低下した。
これほどまでに門脈抵抗を低下させたにも
かかわらず逸脱肝酵素は低下せず、胆汁も全
く産生されなかった。  
②-2 心停止肝での検討 
冷保存時間を短縮し、ストレスを軽減した

モデルで HOPE、H2 の有効性を検証した。
DCD-UW 群では門脈抵抗が単調増加し、胆汁が
産生されなかった。一方、DCD-新液-HOPE-H2
群では、再灌流直後から UW48 群と同程度の
門脈抵抗であり、その後も低値を維持した。
胆汁産生量は正常群の 1/10 程度の少量だっ
たが、淡黄色の胆汁が産生された。逸脱肝酵
素は DCD-UW 群と比べ有意に減少した。  
小括３ 

心停止肝の UW 液による長時間冷保存モ
デルにおいて、HOPE は組織障害を軽減でき
なかった。しかし、障害の程度とは無関係に
再灌流時の門脈抵抗を低下させた。また、心
停止肝の冷保存モデルにおいて、新液による
冷保存、新液による HOPE、再灌流時の水素
ガス投与の併用治療は、UW 液による冷保存
と比べ著明に門脈抵抗を低下させ、障害を軽
減した。  
まとめ 
ラット正常肝、脂肪肝を用いて、新液、低

温酸素化灌流、水素ガスの併用治療の有効性
を確認し、Proof of Concept を得ることがで
きた。HOPE の課題である、灌流中の門脈抵
抗上昇やグラフト膨張を抑制した画期的な
方法論を確立することに成功した。しかしな
らが、当初の目的であった脂肪肝の修復は完
全には達成できなかった。その原因として、
グラフトの設置法が挙げられた。また、心停
止肝では胆管障害に対しては、動脈灌流も必
要と考えられた。  
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