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研究成果の概要（和文）：食餌性にラットの50％程度の大滴性脂肪肝モデルを作成し使用した。まず、脂肪肝グラフト
に対する室温（20-25℃）灌流保存の効果を検討した。今日の標準的保存方法である単純冷却保存と比較して、灌流保
存群では微小循環の改善、酸化ストレス障害の軽減、ミトコンドリアの保護効果が確認された。
カルニチン、ペルオキシソーム増殖剤活性化受容体アゴニストなど脱脂肪化促進候補因子を室温灌流保存液に添加した
が、明らかな脱脂肪化所見は認められなかった。灌流温度の上昇や酸素運搬体の必要性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Almost 50% macrosteatotic liver was induced by dietary protocol in rat. At first, 
we confirmed that subnormothermic (20-25℃) machine perfusion preservation (SMP) protects steatotic 
livers from preservation/ reperfusion injury compared with static cold preservation, in terms of 
oxidative stress, mitochondrial damage, and microcirculatory disturbance, reslted in maintenance of 
functional & morphological viability.
In the next step, we investigated defatting power of SMP with drug facilitating fatty acid β oxidation 
and triglyceride secretion, like carnitine and peroxisomal proliferator-activated receptor. However, SMP 
didn't show little effect on defatting. Increase perfusion temperature and usage of oxygen carrier may be 
required fo defatting.

研究分野： 肝移植
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  １版



様 式

１．研究開始当初の背景
脂肪肝は，その冷保存（虚血）温再灌流傷害
に対する脆弱性がグラフト機能不全を引き
起こすため，
トの移植利用は敬遠されてきた．
肝移植は末期肝疾患に対する唯一の根治的
治療として確立しているが，世界的規模で進
行する深刻なドナー不足が問題となってお
り，これまでは移植不適応として除外されて
きた脂肪肝や心停止後ドナー肝などの境界
グラフトへの適応拡大が注目されている．
本邦ではこれまで
ドナーに依存してきたが，
植法改正により脳死肝移植が増加しつつあ
り，今後益々その割合が増加していくと予想
される．さらに食生活を始めとする生活習慣
の欧米化に伴い，本邦でも脂肪肝罹患率が増
加しており，必然的に脳死ドナー肝の脂肪
性が問題となる．日本臓器移植ネットワーク
によると，
は 44
例，7
念されている．実際当科でも，
改正以降に
が，内
られ，移植を断念している．また，移植し得
た 17
肪肝が認められている．このように脂肪肝の
移植利用が可能となれば，新たなドナープー
ルとして期待できる．
肝移植における肝グラフト保存は，
代後半に
Histidin
液が開発されて以来，これらの保存液による
単純冷却保存が
改善もみられていない．しかしながら，単純
冷却保存では組織の冷却傷害，温再灌流傷害
が明らかとされており，保存による臓器傷害
は必発である．正常肝では臨床上問題となる
ことは少ないが，特に障害肝である境界グラ
フトの利用にあたってはそれが致命的とな
りうる．
この単純冷却保存
今日注目されているのが，移植グラフトを冷
却しない，温再灌流に暴露させない灌流保存
方法である．灌流保存では，臓器保存中のグ
ラフトへの酸素・栄養の投与，保存中の
viability 
害からの保護効果は数多く報告されている．
さらに灌流保存に期待される効果として，障
害肝の再生可能性が考えられている．
 
２．研究の目的
本研究では脂肪肝グラフトの移植利用を目指
し，灌流保存による脂肪肝の
の保護、および
 
３．研
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害からの保護効果は数多く報告されている．
さらに灌流保存に期待される効果として，障
害肝の再生可能性が考えられている．

２．研究の目的 
本研究では脂肪肝グラフトの移植利用を目指
し，灌流保存による脂肪肝の
の保護、および体外脱脂肪化を目的とする．

３．研究の方法 
ラット脂肪肝モデルの作成

雄生 Wistar ラット（体重

Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）

１．研究開始当初の背景 
脂肪肝は，その冷保存（虚血）温再灌流傷害
に対する脆弱性がグラフト機能不全を引き

％以上の大滴性脂肪肝グラフ
トの移植利用は敬遠されてきた．
肝移植は末期肝疾患に対する唯一の根治的
治療として確立しているが，世界的規模で進
行する深刻なドナー不足が問題となってお
り，これまでは移植不適応として除外されて
きた脂肪肝や心停止後ドナー肝などの境界
グラフトへの適応拡大が注目されている．
本邦ではこれまで 99％以上の肝移植を生体
ドナーに依存してきたが，2010
植法改正により脳死肝移植が増加しつつあ
り，今後益々その割合が増加していくと予想
される．さらに食生活を始めとする生活習慣
の欧米化に伴い，本邦でも脂肪肝罹患率が増
加しており，必然的に脳死ドナー肝の脂肪
性が問題となる．日本臓器移植ネットワーク

年には 32 例の，
例の臓器提供があったが，それぞれ
例の肝臓が医学的理由により移植を断

念されている．実際当科でも，
例の脳死下肝摘出を施行した
％以上の大滴性脂肪肝が認め

られ，移植を断念している．また，移植し得
例のうち，3 例に 10～30

肪肝が認められている．このように脂肪肝の
移植利用が可能となれば，新たなドナープー
ルとして期待できる． 
肝移植における肝グラフト保存は，

University of Wiscosin (UW) 
tryptophan-ketoglutarate (HTK) 

液が開発されて以来，これらの保存液による
gold standard

改善もみられていない．しかしながら，単純
冷却保存では組織の冷却傷害，温再灌流傷害
が明らかとされており，保存による臓器傷害
は必発である．正常肝では臨床上問題となる
ことは少ないが，特に障害肝である境界グラ
フトの利用にあたってはそれが致命的とな

この単純冷却保存の限界を打開するために
今日注目されているのが，移植グラフトを冷
却しない，温再灌流に暴露させない灌流保存
方法である．灌流保存では，臓器保存中のグ
ラフトへの酸素・栄養の投与，保存中の

の評価が可能であり，虚血再灌流傷
害からの保護効果は数多く報告されている．
さらに灌流保存に期待される効果として，障
害肝の再生可能性が考えられている．

 
本研究では脂肪肝グラフトの移植利用を目指
し，灌流保存による脂肪肝の

体外脱脂肪化を目的とする．

 
ット脂肪肝モデルの作成

ラット（体重 250

Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）

脂肪肝は，その冷保存（虚血）温再灌流傷害
に対する脆弱性がグラフト機能不全を引き

％以上の大滴性脂肪肝グラフ
トの移植利用は敬遠されてきた． 
肝移植は末期肝疾患に対する唯一の根治的
治療として確立しているが，世界的規模で進
行する深刻なドナー不足が問題となってお
り，これまでは移植不適応として除外されて
きた脂肪肝や心停止後ドナー肝などの境界
グラフトへの適応拡大が注目されている．

％以上の肝移植を生体
2010 年の臓器移

植法改正により脳死肝移植が増加しつつあ
り，今後益々その割合が増加していくと予想
される．さらに食生活を始めとする生活習慣
の欧米化に伴い，本邦でも脂肪肝罹患率が増
加しており，必然的に脳死ドナー肝の脂肪
性が問題となる．日本臓器移植ネットワーク

例の，2011 年に
例の臓器提供があったが，それぞれ
例の肝臓が医学的理由により移植を断

念されている．実際当科でも，2010 年の法
例の脳死下肝摘出を施行した
％以上の大滴性脂肪肝が認め

られ，移植を断念している．また，移植し得
30％の大滴性脂

肪肝が認められている．このように脂肪肝の
移植利用が可能となれば，新たなドナープー

肝移植における肝グラフト保存は，1980
University of Wiscosin (UW) 液，

ketoglutarate (HTK) 
液が開発されて以来，これらの保存液による

gold standard のまま変化も
改善もみられていない．しかしながら，単純
冷却保存では組織の冷却傷害，温再灌流傷害
が明らかとされており，保存による臓器傷害
は必発である．正常肝では臨床上問題となる
ことは少ないが，特に障害肝である境界グラ
フトの利用にあたってはそれが致命的とな

の限界を打開するために
今日注目されているのが，移植グラフトを冷
却しない，温再灌流に暴露させない灌流保存
方法である．灌流保存では，臓器保存中のグ
ラフトへの酸素・栄養の投与，保存中の graft 

の評価が可能であり，虚血再灌流傷
害からの保護効果は数多く報告されている．
さらに灌流保存に期待される効果として，障
害肝の再生可能性が考えられている． 

本研究では脂肪肝グラフトの移植利用を目指
し，灌流保存による脂肪肝の再灌流障害から

体外脱脂肪化を目的とする．

ット脂肪肝モデルの作成： 
250-300g）を用

Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

脂肪肝は，その冷保存（虚血）温再灌流傷害
に対する脆弱性がグラフト機能不全を引き

％以上の大滴性脂肪肝グラフ

肝移植は末期肝疾患に対する唯一の根治的
治療として確立しているが，世界的規模で進
行する深刻なドナー不足が問題となってお
り，これまでは移植不適応として除外されて
きた脂肪肝や心停止後ドナー肝などの境界
グラフトへの適応拡大が注目されている． 

％以上の肝移植を生体
年の臓器移

植法改正により脳死肝移植が増加しつつあ
り，今後益々その割合が増加していくと予想
される．さらに食生活を始めとする生活習慣
の欧米化に伴い，本邦でも脂肪肝罹患率が増
加しており，必然的に脳死ドナー肝の脂肪変
性が問題となる．日本臓器移植ネットワーク

年に
例の臓器提供があったが，それぞれ 4
例の肝臓が医学的理由により移植を断

年の法
例の脳死下肝摘出を施行した
％以上の大滴性脂肪肝が認め

られ，移植を断念している．また，移植し得
％の大滴性脂

肪肝が認められている．このように脂肪肝の
移植利用が可能となれば，新たなドナープー

980 年
液，

ketoglutarate (HTK) 
液が開発されて以来，これらの保存液による

のまま変化も
改善もみられていない．しかしながら，単純
冷却保存では組織の冷却傷害，温再灌流傷害
が明らかとされており，保存による臓器傷害
は必発である．正常肝では臨床上問題となる
ことは少ないが，特に障害肝である境界グラ
フトの利用にあたってはそれが致命的とな

の限界を打開するために
今日注目されているのが，移植グラフトを冷
却しない，温再灌流に暴露させない灌流保存
方法である．灌流保存では，臓器保存中のグ

graft 
の評価が可能であり，虚血再灌流傷

害からの保護効果は数多く報告されている．
さらに灌流保存に期待される効果として，障

本研究では脂肪肝グラフトの移植利用を目指
再灌流障害から

体外脱脂肪化を目的とする．  

）を用

いた。
食を摂取させ、食餌性脂肪肝を誘導した
献 1
リド含有量の上昇を確認し
像により組織学的に脂肪肝を証明した
 

図 1 
  

 
図
含有量
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3
 
(2) 
 図
れた灌流液が循環し、
が持続的に供給される。灌流液は
脈に留置したカテーテルより一定流量で肝
臓内に注入され、下大静脈より回路内に戻る。
胆管に留置したカテーテルより産生された
胆汁を回収する。

Li
ve
r /
 B
od

y 
w
ei
gh
t (
%
)

 

いた。2 日間の絶食の後に無脂肪高炭水化物
食を摂取させ、食餌性脂肪肝を誘導した

1）。犧死により肝腫大
リド含有量の上昇を確認し
像により組織学的に脂肪肝を証明した

1 ラット脂肪肝モデル

図 2 ラット脂肪肝モデル：
含有量 

3  
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(3)保存／再灌流障害からの保護効果の検
討： 
 ラット脂肪肝を室温(20-25℃)灌流保存
（SMP）群、4℃浸水冷却保存（CS）群の 2群
に割り付けた（保存時間 4 時間）。保存後に
灌流装置を用いて Ex vivo で臓器機能を評価
した(文献 2)。 
 
(5)脱脂肪化の有無に関する検討： 
灌流保存液にペルオキシソーム増殖剤活性
化受容体アゴニスト，カルニチン，AMP キナ
ーゼ活性化剤，カフェインなどを種々の濃度，
組合せで添加し，肝組織所見，肝組織中の TG
量，灌流液中 TG/VLDL/ケトン体濃度などを評
価する． 
                       
４．研究成果 
(1)室温灌流保存（SMP）による脂肪肝の保護
効果： 
 SMP 群では CS 群と比較し、有意に灌流液中
の肝逸脱酵素が減少した（図 5）。また、ミト
コンドリア逸脱酵素（GLDH）は有意に減少し
た。またヒアルロン酸クリアランスは高い傾
向が見られた。臓器機能について、保存後の
胆汁産生量はSMP群で有意に増加した（図6）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 肝逸脱酵素 
 

 
 
 
  
 
  
 
  
 
 
 

図 6 胆汁産生量 
 
 また再灌流後の HMGB-1 は CS 群に比べ SMP
群で有意に抑制されていた（図 7）。 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

図 7 HMGB-1 
 
 
酸 化 ス ト レ ス マ ー カ ー で あ る
thiobarubituric acid reactive substance
（TBARS）は SMP 群において CS 群よりも有意
に低値であった(図 8)。また抗酸化作用の指
標となる glutathion は SMP 群において有意
に高値であった(図 9)。 
 

 
図 8  TBARS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 9 肝組織中 Glutathione 
 
 
 また、保存後の組織の ATP 含有量は SMP 群
において有意に上昇していた(図 10)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 10 肝組織中 ATP 含有量 
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 光学顕微鏡を用いて、組織学的検討を行っ
た。H.E.染色像において CS 群では組織の浮
腫、空胞形成、類洞拡張を認めたが、SMP 群
においてはそれらの変化は軽減されていた。
電子顕微鏡を用いて細胞内微細構造を検討
したところ、CS 群ではミトコンドリアミトコ
ンドリアの膨化、類洞内皮の破綻を認めたが、
SMP 群ではこれらの変化は抑制されていた
(図 11)。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

 
図 11 電子顕微鏡写真  
上:SMP 下: CS 
 
 以上の結果より、室温灌流保存は摘出脂肪
肝の保存による障害を最小限とし、摘出脂肪
肝の肝臓移植への適応拡大につながる方法
であると考えられた。 
 
 
(2) 脱脂肪化の有無に関する検討： 
室温灌流保存液にペルオキシソーム増殖剤
活性化受容体アゴニスト，カルニチン，AMP
キナーゼ活性化剤，カフェインを種々の濃度，
組合せで添加したが，肝組織所見による脂肪
肝の軽減，肝組織中の TG 量の減少は認めら
れなかった。 
脱脂肪のためには肝細胞代謝の維持が必要
であり，室温(20-25℃)ではなく、体温
(35-37℃)まで灌流温度を上げる必要性が考
えられた。酸素運搬体を含まない無細胞灌流
液では灌流液中の持続的な乳酸値の上昇が
認められ、酸素運搬体の必要性が示唆された。 
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