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研究成果の概要（和文）：循環血液が空気と接触しない閉鎖型回路は、炎症作用が少なく生体侵襲性が低いと報告され
ている。今回、心臓弁膜症手術実施例を対象に、閉鎖型回路と静脈血貯血槽が大気に開放された開放型回路の前向き研
究を行い、臨床成績（ICU日数や術後白血球数など）を比較するとともに、人工心肺後血液検体から単球を精製・RNA抽
出後、DNAマイクロアレイによる遺伝子解析を行った。振分け試験（開放:n=11, 閉鎖:n=10）では、各臨床パラメータ
ーに有意差はなかった。しかしながら、人工心肺時間の群間調整後に行った遺伝子解析研究では、閉鎖型回路群の単球
内で、好中球浸潤などに関与する多くの炎症関連遺伝子の発現低下が確認された。

研究成果の概要（英文）：Cardiopulmonary bypass (CPB) is known to cause systemic inflammatory reaction 
following cardiac surgery that can be associated with organ failure. In a standard “open”circuit 
system, blood makes contact to the air in the reservoir, which can trigger inflammatory response induced 
by oxidant stress. In the first series, we performed a randomized controlled study to compare the 
outcomes of heart valve surgery between open and closed circuit system (open circuit group, n=11, closed 
circuit group, n=10). There were no differences in the primary endpoints (open vs. closed, length of 
mechanical ventilation; 9.4 hours vs. 14.0 hours, P=0.21, length of ICU stay; 2.3 days vs. 2.4 days, 
P=0.87). In the second series, we conducted gene expression profiling of monocytes purified from post-CPB 
blood using DNA-microarray. Of note, multi-inflammatory mediators, including cytokins and chemokines 
related to neutrophil recruitment, were down-expressed in the closed circuit monocytes.

研究分野：成人心臓血管外科
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１．研究開始当初の背景 
（１）心臓手術に使用する人工心肺装置は、
1953 年にジェファーソン大学ギボンらによ
って最初の臨床応用が行われ、以後、安全性
と機能性で大きな発展を遂げてきた。しかし
ながら、現在も国内外の 95％以上の施設が、
人工心肺装置内の静脈血貯血槽が大気に開
放された開放型回路を採用し、この点は開発
当時と同じ状況である。開放型回路の最大の
利点としては、閉鎖型と比較して回路の構成
が比較的単純であることがあげられるが、そ
の一方で開放型回路では、体外循環血液が大
気に開放された貯血槽を通り、血液は空気と
の接触で血球成分が障害され、炎症反応性物
質も活性化するため、生体適合性に問題があ
る。現在、血液回路表面や人工肺表面に生体
適合性の高い処理が行われているが、血液が
大気に触れる環境での人工心肺の生体適合
性には限界があり、通常の人工心肺装置は数
時間しか使用できない。 
（２）また、開放型回路は、脱血流量と送血
流量のバランスで貯血槽に貯える血液量を
調整しているが、このバランスは体外循環技
士の職人的な技術と集中力で維持され、貯血
槽が空になり空気が患者に送り込まれる事
故が生じている（体外循環技術 2011;38:457）。
一方、循環血液が空気と接触しない閉鎖型回
路は、人工心肺装置としては一般には使用さ
れていないが、急激な循環呼吸不全に対し使
用される経皮的心肺補助装置（PCPS）による
肺補助装置（ECMO）は広く普及している。
閉鎖型回路は、貯血槽が体外循環回路上に無
いため、貯血量が安定し、脱血流量が低下し
ても貯血槽が空になることは無い。 
（３）当施設は、本邦での心臓手術における
閉鎖型回路を使用した体外循環のパイオニ
アであり、早期から血液透析や補助循環で閉
鎖型回路の有用性を認識し、1995年より半閉
鎖回路による体外循環システムの臨床応用
を開始し、1999 年より閉鎖回路を実現させ、
現在全ての心臓手術の体外循環症例に閉鎖
回路を用いている。申請者および、共同研究
者である当センター臨床工学部百瀬技士長
は、閉鎖型回路の開発・導入を主導し、2000
年には、国内外を通じて初めて、閉鎖型回路
による貯血レベルの自動制御を導入した（体
外循環技術 2008;35:105-110, 体外循環技術 
2010;37:85-91, Perfusion 2010;25:77-82.）。閉
鎖型回路は、炎症性サイトカインの産生が低
下し、血小板減少も軽度であり（引用文献＃
１）、出血量は減少し呼吸器合併症や腎障害
も抑制される（引用文献＃２）。しかしなが
ら、どの免疫応答システムが、閉鎖型回路に
より影響を受けるのか、その結果生じる炎症
反応の抑制が、どのようにして臓器保護効果
をもたらすのか、閉鎖回路の利点とされる事
象のメカニズムの解明はなされていない。 
 
２．研究の目的 
（１）現在当科で使用している閉鎖型回路は、 

貯血槽の自動制御システムを備え、安全面で
大きな有用性がある。今回、他施設で一般的
に使用される開放型回路との 2群間の前向き
介入研究（無作為振り分け研究）を実施し、
開放型回路と閉鎖型回路の臨床成績を比較
検討する。 
（２）心臓手術における人工心肺使用時の閉
鎖型回路・開放型回路の生体反応の相違点を、
網羅的遺伝子発現解析研究から、個体・細
胞・分子レベルで明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）概要と前向き振り分け研究に関して 
自治医科大学さいたま医療センター倫理委
員会（承認番号：第倫 14-53）、自治医科大学
ヒトゲノム倫理委員会（承認番号：第遺
13-32）の承認の元、2015 年 5 月以降、心臓
弁膜症手術を施行した患者を対象として、開
放型人工心肺回路と閉鎖型人工心肺回路の 2
群間の前向き振り分け試験を実施した。開放
型・閉鎖型の両人工心肺回路とも、日本体外
循環技術医学会勧告：人工心肺における安全
装置設置基準（2013年 第 4版）の安全基準
を満たすものであり、2 群間の振り分けは第
三者により行われ、患者・手術担当医師・麻
酔科・術後管理担当医師に割り振り情報は開
示されなかった。尚、対象患者の選定に関し
ては、下記除外基準を設け、これらを項目に
いずれにも合致しない症例を対象とした。 
［除外基準］ 
① 年齢 49歳以下、76歳以上 
② 術前の血液データ（白血球数、ヘモグロ
ビン濃度、ヘマトクリット値、血小板数）
が正常範囲を逸脱 
③ 肝機能障害症例 (AST > 30 IU/l or ALT 

> 30 IU/l) 
④ 腎機能障害症例 (Cre > 2.0 mg/dl) 
⑤ 自己免疫疾患症例 
⑥ 低心機能症例 (左室駆出率<40％以下) 
⑦ 認知症などによりインフォームドコン 
セントを受けることが困難な症例 
⑧ 緊急/準緊急手術 
本研究に参加した症例でも、手術中、術後 24
時間以内に輸血治療を受けた症例は解析対
象から除外した。本研究は、UMIN-CTRに開
示した（UMIN試験 ID：UMIN000022227）。
本前向き介入の primary/secondary endpointsは
下記内容とした（図１）。 
Primary endpoints 
#1.術後人工呼吸器管理時間 
#2. ICU滞在日数 
Secondary endpoints 
#1. 術後 WBC 値  
#2. 術後 ヘモグロビン・ヘマトクリット値  
#3. 術後 クレアチニン値  
#4. 術後 ASL/ALT値 （#1-4；術後 2日間で
の最大値)  
#5. 手術中出血量 



 

図１：開放・閉鎖回路の前向き振り分け試験の概要 
（２）遺伝子発現解析 
上記臨床パラメーターの比較の他、人工心
肺装置離脱直後に全血を採取し、核磁気分離
装置を用い、好中球と単球を選択的に分離し
た。好中球は、EDTA管内の全血サンプルを、
MACS express neutrophil kit（Miltenyi biotec, 
#130-104-434)を使用し分離した。単球は、BD
バキュテイナ採血管内の全血サンプルを遠
心し血漿成分を抽出後、末梢血単核球
（PBMC）を分離、CD14+ビーズ（（Miltenyi 
biotec, #130-097-052）を使用し分離精製した。
RNA抽出キット（Qiagen, #740004, #74104）
を使用し、好中球と単球から総 RNA を抽出
した。RNAの精度は Agilent社の Bioanalyzer
で評価し、2 群間で人工心肺時間がマッチン
グする症例群を抽出（閉鎖型回路 n=3, 開放
型回路 n=4）した後に、DNAマイクロアレイ
（Agilent, SurePrint G3 Human GE マイクロ
アレイ 8x60K Ver. 1.0）にて、開放型回路群・
閉鎖型回路群で up or down expressionする遺
伝子群を同定した。尚、当初は RNA シーク
エンス法を予定していたが、解析方法を再検
討し、DNAマイクロアレイを使用する方針と
なった。 
 
４．研究成果 
（１）開放型回路使用群と閉鎖型回路使用群
の各臨床パラメーターに関する検討 
閉鎖型回路（CLC）と開放型回路（OLC）の
患者背景を表１・２に示す。2群間で、年齢・
性別・併存疾患・主疾患・血液データ・エコ
ーデータに有意差は認めなかった。また、 

 

表１：術前因子比較（背景・併存疾患・主疾患） 
手術術式と手術時間・人工心肺時間・再低温
度・補液バランスを含む術中因子に関しても

両群で有意差は認めなかった（表３）。 

 

表２：術前因子比較（NYHA分類・血液・エコーデータ） 

 
表３：手術術式と術中因子の比較 
 上記 2 群に関して、前記 primary および 
secondary endpointsを比較した（表４）ものの、
両群間に有意差は認めなかった。 この他、
①術後 24 時間以内の最高体温： CLC
群;37.7±0.3℃, OLC 群;37.8±0.2℃ (P=0.67)、
②術後24時間以内の出血：CLC群;399±132ml, 
OLC群;338±173ml (P=0.38)、③術後 1週間以
内の最大白血球値：CLC;163±33 x102/mm3, 
OLC群; 141±22 x102/mm3 (P=0.09)に関しても
2群間で有意差は認めなかった。 

 
表４：Primary and secondary endpointsの比較 
*: 術後 2日間での最大値 
両群ともに 30 日死亡症例・在院死亡症例は
認めなかった。CLC群で 1例のみ 24時間以
上の長期術後人工呼吸器管理となった症例
が存在した（44 時間）。この 1 例以外、長期
人工呼吸器管理・呼吸不全を呈した症例はな
く、再開胸止血術・脳梗塞・一過性脳虚血発
作・胸骨骨髄炎・透析治療を要する急性腎不
全を発症した症例も両群間に認めなかった。
今回の前向き研究で、各臨床パラメーターに
有意差は認めなかったが、CLC群の非劣性は
確認することができた。 
 
（２）心臓手術における人工心肺使用時の閉
鎖型回路・開放型回路の生体反応の相違点に
関する検討 



人工心肺装置離脱直後に全血を採取し、核
磁気分離装置を用い、好中球と単球を選択的
に分離した（図２）。好中球・単球いずれに
おいても純度 98%以上で抽出することに成
功し、本実験成果は 2015 年度日本人工臓器
学会で発表した（学会発表①）。 

 

 

図２：MACS sorting systemを使用した好中球（A）と単
球（B）の抽出 
 心臓手術における人工心肺装置使用後、空
気との接触による酸化ストレスや過吸引に
より、好中球とともに単球が活性化される
（引用文献＃３）。人工心肺使用後の炎症細
胞の遺伝子発現を、網羅的に解析した研究は
報告されているが、閉鎖型人工心肺装置で検
証した研究はない。今回、我々は、まず単球
に着目して、人工心肺装置使用後の遺伝子発
現の変化を、CLC・OLC 群双方で解析した。
催炎症作用は、人工心肺時間に影響されるた
め、人工心肺時間が 100分未満の症例を除外
し、抽出したRNAの性状が良好であったCLC
群 3 例（平均人工心肺時間：145±21 分）、
OLC群 4例（平均人工心肺時間：136±48分、
P＝0.77）で、DNA マイクロアレイ法による
遺伝子発現解析を施行した（図３）。 
 

図３：DNAマイクロアレイのヒートマップイメージ 

二群間で、有意な発現変動を認めた遺伝子群
は、42545遺伝子中 1911遺伝子（4.5%）（CLC
群で発現減弱：749 遺伝子・発現増強：1162
遺伝子）であった。NextBio software (NextBio, 
Cupertino, CA）による gene ontology解析結果
を以下に示す。OLC 群と比較し、leukocyte 
migration/leukocyte/chemotaxis/coagulation/ 
response to bacteriumと複数の炎症関連 gene  
ontology term において、CLC群で有意な発現 
減弱を認めた。 

 

 
表５：CLC（閉鎖型回路）群の単球で発現増強（上）、
減弱（下）する top 10 gene ontology term  
 

 
表６：CLC（閉鎖型回路）群の単球で発現減弱する炎症
関連遺伝子 
 

 
表７：CLC（閉鎖型回路）群の単球で発現減弱する凝固
関連遺伝子 

 



 

図４：CLC 群の単球で発現減弱する代表的炎症関連メ
ディエータ― 
CLC 群の単球で発現減弱が確認された炎症
関連遺伝子群を表６に、凝固関連遺伝子群を
表７に示す。さらに CLC群の単球で遺伝子発
現が減弱する代表的な炎症関連メディエー
タ―を図４に示す。MMP-9や TLR-1、急性期
炎症サイトカインである IL-1b や IL-6 の他、
好中球遊走を促す KL・CXCL1-3 の発現低下
が認められた。 
閉鎖型回路で、IL-6を含めた炎症メディエ
ータ―の産生が減弱することは、Fromesらが
報告しており（引用文献＃１）、本研究結果
はこれらの報告に合致するものである。本研
究では単球に注目して、網羅的遺伝子発現解
析を行った。閉鎖型回路群では、単球内での
様々な炎症メディエータ―の合成・産生が抑
制され、好中球を中心とする複数の炎症経路
の活性が抑制される可能性が本研究によっ
て示唆された。また、その結果、凝固関連物
質の活性化も抑制された。 
これらの研究成果は 2016 年度日本人工臓
器学会で発表予定であり、現在論文を作製し
ている。閉鎖型 vs. 開放型の無作為振り分け
研究では、症例数が少ない影響もあり、各臨
床パラメーターに有意差は認めなかったも
のの、閉鎖型回路の非劣性は確認された。今
後は、単球・好中球・血管内皮細胞を含む in 
vitroの実験系や、血液検体での遺伝子発現解
析などを行い、本研究結果を多角的に検証す
る予定である。本邦のみならず、世界的に心
臓手術件数は増加傾向にあり、より低侵襲で
安全な人工心肺装置の開発が望まれている。
今後、本研究を推進し、安全な心臓/大動脈手
術を可能にする人工心肺装置の開発を目指
す。 
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