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研究成果の概要（和文）：心臓移植に利用できるドナー臓器を増やすためには、臓器修復法の開発が必要である。本研
究では低温下で酸素を利用してエネルギーを作り出すことの功罪を分子生物学的に評価し、新しい概念を提示し得た。
その大要は以下に要約される。1) 心筋細胞では低温下で積極的に酸化的リン酸化が促進され、2) そのエネルギー源は
オートファジーによって供給される可能性が高い、3) 低温下での酸化的リン酸化は酸化ストレスを増強し、細胞障害
がむしろ増強する、4) この酸化ストレスによる細胞死は抗酸化治療によって軽減できる、5) 低温下での酸化的リン酸
化、オートファジーを積極的に制御するタンパクが存在する。

研究成果の概要（英文）：To enlarge donor pool for the heart transplantation, reliable method to repair 
the "less-than-ideal grafts". In the present study, we evaluated the merit and demerit of the oxidative 
phosphorylation under hypothermia. The results are summarized as follows. 1) Oxidative phosphorylation is 
progressed under hypothermic conditions. 2) The energy source of the ATP production under hypothermic 
oxygenated conditions is endogenous amino acids derived from the autophagic pathway. 3) This oxidative 
phosphorylation under hypothermia worsen the cellular death due to the oxidative stress. 4) Appropriate 
antioxidant therapy may reduced this cellular death. 5) Some proteins, probably chaperon, may actively 
regulate oxidative phosphorylation and autophagy under hypothermia.

研究分野： 移植・再生医療
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１．研究開始当初の背景 
心臓の冷保存許容時間は UW/Celsior 液で

も 4-6 時間程度と短く、冷保存中から細胞質
Ca2+ overload、細胞骨格破綻、ミトコンドリ
ア機能障害、浮腫が進行し、再灌流後に血球
浸潤、グラフト壊死、アポトーシスが級数的
に増悪する。この冷保存再灌流障害がグラフ
ト機能、生存を規定する。心臓は直ちに機能
しなければ生命維持が危ぶまれ、再生能力が
乏しいなどの特殊性があり、他臓器よりも冷
保存法改善の必要性が高いが、臨床上
UW/Celsior 液による単純冷保存を凌駕する
方法論はない。(Talor 2008 J Heart Lung 
Transplant; Keck 1994 Clin Transplant; 
Jahania 1999 Ann Thorac Surg)。 

 
われわれはこれまでに新規保存液 (新液)

を自作し、ラット肝臓の冷保存再灌流やラッ
ト心臓の冷保存・移植モデルにおいて既存の
UW液を凌駕する臓器保護効果を得ることに
成功した。また、ラット心臓を UW 液、自作
の新規保存液 (新液)、新液＋加圧酸素化(1.5 
atm)で 24 時間冷保存し、代謝物(約 200 種類)
の動態を正常心と比較した。UW 液では明ら
かに metabolic arrest を示したが、新液では
解糖が亢進し、酸素化によってさらに TCA
回路、酸化的リン酸化の経路が著明に亢進し、
正常肝と近似した代謝物 profile を示した。
新液は単純冷保存、酸素化冷保存何れにも有
効であった。 

 
上記の新液による酸素溶存下ラット心臓

冷保存において、多くのタンパクリン酸化が
維持され、それらの構造を比較すると、大部
分のタンパクは 14-3-3ζ結合配列を有する
ことを見出した。すなわち、新液による臓器
保護効果は、14-3-3ζによるタンパクのリン
酸化維持作用が深く関与することが示され
た。それ故、本課題では冷保存、あるいは、
低温酸素化状態におけるリン酸化タンパク
の動態とエネルギー産生、酸化ストレスを中
心に、新液による臓器保護のメカニズムを解
析した。 

 
 

２．研究の目的 
 本研究は心移植における冷保存心グラフ
トを体外で修復し、再灌流後のグラフト障害
軽減する方法論を確立するために行った。心
グラフトを既存の臓器保存液および我々が
開発した臓器修復液内で低温酸素化し、低温
下でのエネルギー状態、細胞死、生存シグナ
ルの推移を解明し、生存方向に導く至適条件
を見出すことがゴールである。 
 
 
３．研究の方法 
(1)心筋細胞の冷保存障害の推移： 
ラット心筋細胞株 (H9c2) を 10 cm dish 
(sub-confluent)、あるいは、96 well plate (1 

x 104 cells/well)に培養し、低温酸素化保存し
た。培地を UW 液、HTK 液、新規保存液 (新
液)、および、新液に各種薬剤を添加した液 
(4℃) に交換し、冷蔵庫内に静置することに
より、低温・酸素溶存状態 (pO2 ≒80-100 
mmHg)とした。24-72 時間後に 37℃の完全
成長培地に置換し、1, 6, 12 時間, 1,3 日目ま
で培養した。細胞を低酸素チャンバー内で冷
蔵する群も作成した。 
各タイムポイント、保存終了時、正常細胞

における細胞死 (LDH 漏出)、viability (MTT 
assay)、ATP 量 (vs. ATP content in normal 
state) を検討した。 
 
(2)冷保存中のミトコンドリア機能： 
 新液による細胞保護効果とミトコンドリ
ア機能の関係を解明するために、エネルギー
状態とミトコンドリア、解糖、細胞環境の相
互関係を解析した。 
 
 新液に 2-doxy-glucose (2-DG; 解糖阻害
剤)、Iodoacetic acid (IAA; GAPDH阻害剤)、
Rotenone, Antimycin, Sodium cyanide (ミ
トコンドリア複合体Ⅰ、Ⅳ阻害剤)、A23187 
(Ca2+ ionophore) 、 Monensin (Na+ 
ionophore) 、 Cyclopiazonic acid 
(Ca2+-ATPase 阻害剤)、Amiloride (Na+チ
ャンネル阻害剤)、Ouabain (Na+-K+ ATPase
阻害剤)を添加し、同様に細胞を 24 時間冷蔵
庫に静置した。 
 
(3)冷保存中の酸化ストレス 
冷保存中の酸化ストレスが冷保存中、復温

後のミトコンドリア機能に与える影響を評
価するため、UW 液による 48 時間冷保存 (冷
蔵庫) を行った。24 時間冷保存では酸化スト
レス源として過酸化水素  (H2O2; 0.1-0.5 
mM)、また、われわれが発見した新規抗酸化
物、あるいは、既存の抗酸化物を添加し、ATP
量、LDH 漏出、MTT assay により、効果を評
価した。 
  
(4)冷保存における 14-3-3ζの関与 
 レンチウィルスベクターを用いて、14-3-3
ζの安定高発現細胞株を作成し、上記と同様
の群、タイムポイントを作成し、細胞質タン
パクを NP-40 バッファーで抽出した。常法の
如く SDS-PAGE 用のサンプルを作成し、ウェ
スタンブロットを行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)心筋細胞の冷保存障害の推移： 
心筋細胞株を既存の UW 液、HTK 液に浸

漬して冷蔵庫に静置すると、48 時間以上では
冷保存終了時に既に漏出 LDH 活性が高く、
MTT assay, ATP assay は測定不能であり、
生細胞ほとんど存在しなかった。 

 
24時間冷保存終了時のLDH漏出はUW液



群を 100%として比較すると、HTK 液群では
223%、新液群では 29%であり、新液群では
冷保存による細胞死が有意に軽減された。保
存終了時から 2時間までの復温培養中に代謝
された MTT 量は、新液群では 250%(vs. UW
液群)であった。復温後速やかにミトコンドリ
アの薬物代謝が機能することが示唆された。 

 
(2)冷保存中のミトコンドリア機能： 
冷保存 24 時間後の ATP 量は UW 液群、

HTK液群では正常細胞の15-19%に低下した。
新液群では 327%と著明に増加し、正常細胞
よりも高値を示した。 

 
この ATP 増加のメカニズムを解明するた

めに種々の薬剤を添加して、関係する経路を
探索した。新液の ATP 量増加は 2-DG の影響
を受けなかったが、GAPDH阻害剤 (IAA) 、
ミトコンドリア複合体Ⅳの阻害では作用が
完全に打ち消された。一方、Rotenone は軽
度に ATP 量を減少させた。また、低酸素チ
ャンバー内に低温保存すると、新液による
ATP 増加作用は消失した。これらの結果から、
新液による ATP 量増加は、解糖からの基質 
(ピルビン酸) 供給や、基質レベルでの ATP
産生によるものではなく、酸化的リン酸化の
促進が作用点であり、ミトコンドリアへの
NADH(2)の供給あるいは利用と深く関係す
ることが示唆された。 

 
正常細胞より ATP 量が多い理由として、

低温による ATP 消費速度低下が関与する可
能性がある。Na+-K+ ATPase は定常状態で
ATP 消費の大部分を占めるが、低温下での活
性、酸素の役割は不明である。本検討では、
MonensinによってNa+を負荷してもATP量
に影響しなかった。また Na+-K+ ATPase、
Ca2+-ATPase を阻害しても ATP 量は増加し
なかった。ミトコンドリアの酸化的リン酸化
やアポトーシスに関与する、ミトコンドリア
膜電位は、冷保存終了時の膜電位は新液群で
は UW 液群の 527%の高値を示した。 

 
新液による ATP 量増加は、ATP 消費の抑

制ではなく、産生の促進が深く関与すること

が明らかになった。すなわち、冷保存中にミ

トコンドリアが機能できるように、物質の供
給と場の整備が重要な機能と考えられた。酸
素溶存、低酸素、何れの場合にも新液群では
復温 (再培養) 後速やかに MTT 代謝活性が
回復したことからも、新液は冷保存中のミト
コンドリア機能の維持が重要であることが
示唆された。 
 
(3)冷保存中の酸化ストレス 
冷保存中の酸化ストレスが冷保存中、復温

後のミトコンドリア機能に与える影響を評
価した。UW 液群では 48 時間冷保存後に生
細胞はほとんど存在せず、逸脱 LDH 活性は
高値であり、ATP、MTT assay も ND であ
った。また、復温後 3, 5 日目にも生細胞はほ
とんど存在せず、ATP、MTT assay は ND
であった。種々の抗酸化物を添加すると、冷
保存障害保存終了時の逸脱 LDH 活性は有意
に低下し、ATP 量、MTT assay では有意に
高値を示した。3, 5 日目の ATP 量、MTT 
assay も有意に高値であった。 

 
一方、24 時間冷保存時に抗酸化物を添加す

ると、保存終了時から再培養後 5 日までの
ATP 量、MTT 値は無治療群よりも有意に高
値であったが、GAPDH 阻害剤 (IAA)、オー
トファジー阻害剤を添加すると ATP の増加
効果は消失した。また、過酸化水素の添加に
よっても効果は消失した。これらの結果から、
新液による低温酸素化状態における ATP 量
増加効果は、オートファジーによるエネルギ
ー基質の供給と酸化的リン酸化の亢進によ
るものと推測された。 
 
(4)冷保存における 14-3-3ζの関与 
 14-3-3ζが低温下でのエネルギー産生、

生存シグナル、オートファジーシグナルに関
与する可能性が示唆された。低温下で 14-3-3
ζを積極的に制御することができれば、低温
酸素化状態における心筋細胞の障害を軽減
できる可能性が示唆された。 

現在、体外で 14-3-3ζの発現レベルと酸化
的リン酸化、オートファジーを統合的、合目
的的に制御し得る薬剤治療をいくつか試行
し、有望な結果を得ており、有望な知財 (シ
ーズ) と考えている (結果記載しない)。 
 
まとめ 
低温下でのエネルギー産生は酸化ストレ

スを増強する。一方、酸化ストレスはこのエ
ネルギー産生を阻害し、抗酸化物はエネルギ
ー産生を促進する。内因性抗酸化物が少ない
心筋細胞においては、非生理的温度下での冠
選択的灌流や灌流保存のような、酸化的リン
酸化を促進する治療が求められている。 
本研究の結果は、非生理的温度での体外灌

流は、適切な抗酸化治療との併用により、さ
らに有効性が増す可能性があることを示し
た。 
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