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研究成果の概要（和文）：肺移植における臓器保存は冷保存が一般的であるが、近年Ex vivo lung perfusion（EVLP）
が臨床応用されている。我々は、これまでEVLPで重要視されていなかった気管支動脈にも還流液を流すシステム（Dual
 EVLPシステム）を考案し、その効果を検証した。その結果、①Airway Hypoxia の克服、②肺組織のmetabolism の改
善により我々の方法が従来よりも良好な臓器保存法になる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the feasibility of dual-perfusion techniques with the bronchial 
artery circulation and pulmonary artery circulation synchronously perfused using ex vivo lung perfusion 
(EVLP) and evaluate the effects of dual perfusion on posttransplant lung graft function. Our results 
demonstrated that dual-EVLP yields better posttransplant graft function through increased 
microvasculature and better perfusion of the lung grafts after transplantation.

研究分野：呼吸器外科
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は、2011 年より 2013 年までピ
ッツバーグ大学胸部移植外科の研究グルー
プに属していた際に肺移植におけるドナー
肺保存の研究に従事していた。細胞治療、医
療ガス、還流装置を用い臓器保存の質を上げ
る研究を行っていたが、ドナー肺を還流装置
に装着し臓器保存を行う方法(Ex-vivo Lung 
Perfusion; EVLP）に特に注目していた。
EVLP システムはこれまでの臓器保存方法
（冷保存）に比べ優れた保存法であることは、
これまでに報告があるが、EVLPをさらに改
良したシステムが考案できるとの着想のも
と研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
肺移植において、臓器保存の向上は我々が
早急に取り組むべき課題である。近年、EVLP
システムを用いた臓器保存法が登場し、その
可能性が注目されているが、我々は EVLPの
さらなる研究が本システムのさらなる臨床
応用につながると確信している。今回、我々
は、ドナー肺保存中の(1） Airway Hypoxia 
の克服、(2） 肺組織の metabolism の改善
に着目し、新たな EVLP システムを考案し、
その有用性を検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
EVLP モデルはこれまで肺動脈からのみグラ
フト肺に還流液を流していた。しかし、肺へ
の血流は気管支動脈もある。気管支動脈の血
流は肺動脈の血流と比較し少ないが、重要だ
と考え、EVLP 中に肺動脈と気管支動脈の 2つ
の循環系を還流する Dual EVLP システムを作
成することとした。 
 
(1) ラット Standard EVLP モデル及び Dual 
EVLP モデルの作成 
①Lewis ラットを用い、Standard EVLP 及び
Dual EVLP モデルを作成する。 
②Lewis ラットの主肺動脈から，20ml の low 
potassium dextran を還流させ，心肺ブロッ
クを摘出する。1 時間の冷保存中に肺動脈と
左房内にカニュラを、気管に気管チューブを
装着する。 
③Dual EVLP モデルでは、上記操作に加え下
行大動脈にもカニュラを装着する。大動脈弓
からの分枝も結紮し、還流液の漏出を防止す
る。 
④心肺ブロックを EVLP システムに装着し、
Steen solution を用い、還流を開始する。開
始から 1 時間を warming up 時間とし、還流
速度を徐々に上げていく。開始から 20 分で
人工呼吸換気を始める。 
⑤4 時間還流を行う。1 時間ごとに還流液中
の酸素分圧、糖、乳酸値を血液ガス分析装置
を用い測定する。 
⑥還流中の肺動脈圧、気道内圧、換気量につ
いては、還流開始から終了まで継続的に計測
する。また、解析ソフト（Lab Chart）を用

い、血管抵抗、肺コンプライアンスを解析す
る。 
⑦還流後の肺のサンプルを凍結及びホルマ
リンで保存する。 
 
(2)還流中のグラフト機能評価 
①還流中のグラフト肺の酸素化、肺コンプラ
イアンスについて評価を行う。 
②肺の血管抵抗については新たに standard 
EVLP と Dual EVLP を比較する。 
 
(3)還流中のグラフト肺の代謝評価 
下記のアプローチを行い、Dual EVLP が
Standard EVLP と比較し、還流中の好気性代
謝にどの程度の貢献ができていたか検討を
行う。 
①還流中の還流液内の糖消費と乳酸産生に
ついて測定及び評価する。 
②還流液内のピルビン酸を測定し、乳酸・ピ
ルビン酸比を評価する。 
③還流後の凍結保存された肺組織を用い、肺
内の ATP 量を測定する。 
④還流後の凍結保存された肺組織を用い、グ
ラフト肺からRNAを抽出し、real time RT-PCR
法を用い、Hif-1a と Glut1 の mRNA レベルを
測定する。 
⑤還流後、ホルマリン固定された肺組織を用
い、Hif-1a 抗体の免疫染色を行う。肺組織中
のどの部分（肺実質、血管周囲、気管支周囲
など）に hypoxia が存在するかも評価する。 
 
(4)EVLP 後のグラフト肺を用いた同所性肺移
植モデルの作成 
①EVLP システムにて還流後にカフ法を用い
た左片側肺同所移植を行う。移植後再灌流 2
時間後におけるグラフト機能を評価する。 
②還流後の肺をEVLPシステムから取り外し、
1時間冷保存する。 
③1 時間の冷保存中に左肺動静脈、気管支に
カフを装着する。 
④レシピエントラット（Lewis）にグラフト
肺を移植する。 
⑤移植後再灌流2時間後におけるグラフト機
能を評価する。グラフト肺のガス交換能は，
右肺（健側肺）をクランプし，5分間 100%酸
素下で評価した． 
⑥還流後の肺のサンプルを凍結及びホルマ
リンで保存する。 
 
(5)移植後肺の評価 
①移植後再灌流2時間後におけるガス交換能
をグラフト機能として評価する。グラフト肺
のガス交換能は，右肺（健側肺）をクランプ
し，5分間 100%酸素下でグラフト肺静脈より
血液採取する。血液ガス分析装置を用い測定
する。 
②グラフト肺から RNA を抽出し、real time 
RT-PCR 法を用い、TNF-a, IL-1b, IL6, ICAM
といった炎症性サイトカインの mRNA レベル
を測定し、虚血再灌流障害を評価する。 



③ホルマリン固定された肺をH-E染色、Hif1a
免疫染色を行い、肺の組織障害スコア、
hypoxia の箇所を評価する。 
④移植後2時間のレシピエントに造影剤を注
入し、マイクロ CT 撮影を行う。 
Dual EVLP 及び、Standard EVLP にて保存さ
れたグラフト肺内の移植後の血流分布を評
価することにより、Dual EVLP がどのように
グラフト肺に影響しているのかを Standard 
EVLP で保存された肺及び、冷保存された肺と
比較し考察する。 
さらに顕微鏡的にもグラフト内の血流量と
血流分布に差がないか確認するために蛍光
免疫染色法を行い、それぞれの血流量、分布
について評価する。 
 
４．研究成果 
(1)まず、ラットを standard EVLP モデルお
よび用い Dual EVLP モデル（図 1）を作成し
た。それぞれが、4 時間臓器保存可能である
ことを確認した。 
(図 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2) 還流中のグラフト肺の酸素化、肺コンプ
ライアンス肺の血管抵抗を standard EVLP シ
ステムと Dual EVLP システムで比較を行った
結果、Dual EVLP システムではいずれの項目
についても有意に良好な結果（酸素化・コン
プライアンス改善、血管抵抗減少）を得た。
（図 2） 
 
 
 
 
 

 
 
(3) 還流中のグラフト肺の代謝評価を評価
した。還流液内の糖消費と乳酸産生は共に
Dual EVLP で低く、嫌気性代謝の回避が示唆
された。また、Hif1、Glut1 は Dual EVLP で
発現が抑制されていたため、ドナー肺の低酸
素が Dual EVLP で改善されていたことが示
唆された。 
（図 3） 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(4)さらに、還流後のグラフト肺の ATP 合成
能およびグラフト肺内のATP量を測定したと
ころ、Dual EVLP で保存されたグラフト肺で
高値となった。（図 4） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(5)上記のように保存されたグラフト肺を片
側肺同所移植行うモデルを作成した。比較モ
デルは次の 3 群とした。従来の保存法（4 時
間冷保存）、Dual および standard EVLP（1
時間冷保存、2 時間 EVLP、1 時間冷保存）評
価は移植後 2時間とした。 
 
(6)移植後 2 時間のグラフト肺のガス交換能
を比較したところ、Dual EVLP で保存された
肺が最も高く、その後に standard EVLP、冷
保存が続いた。また、炎症性サイトカイン
（TNF-a, IL-1b, IL6）の減少も Dual EVLP
で最も顕著に認めた。（図 5） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(7)上記の結果よりグラフト肺への灌流液の
増加および移植後のグラフト肺への血流増



加が臓器保存へ良好な影響を与えたのでは
ないかと想定し、それぞれの保存法でのグラ
フト肺について保存中の血流に着目し解析
を行った。①マイクロ CT を用い Dual EVLP、
standard EVLP、冷保存で保存された肺の移
植後のグラフト肺に造影剤を注入し CT 撮影
を行ったところ、Dual EVLP では移植後もグ
ラフト肺への血流が他の2つの方法と比較し
有意に増大していることが示された。臓器保
存中に気道へも還流液を流していたため、末
梢肺動脈の開存を確保できたと考えられた。 
（図 6） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
②また、顕微鏡的にもグラフト肺内の末梢血
管拡張が確保されているかどうかを確認す
るために蛍光免疫染色法を用いそれぞれの
保存法を解析した。Standard EVLP では肺動
脈領域に移植後の血流が確認されたのに対
し、Dual EVLP では肺動脈領域だけでなく気
管支動脈領域にも血流が分布されているこ
とが確認できた。（図 7） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
上記より Dual EVLP はこれまで肺移植で重要
視されていなかった気管支動脈にも還流液
を流すことにより、①Airway Hypoxia の克
服、②肺組織の metabolism の改善により良

好な臓器保存法になる可能性が今回の結果
より示唆された。 
 
また、今回の我々の成果は、現在の肺移植に
おける新しい臓器保存法として普及されて
いる EVLP システムを改良した方法で、他の
施設がこれまで試みていない独創的なもの
である。肺移植の国際的な学会（ISHLT）で
も口演にて発表し一定の評価を受けた。また、
今回の結果をまとめた論文も移植分野では
世界的に評価の高い雑誌（American journal 
of Transplantation）に掲載された。今回の
成果は小動物での実験を基にしているが、今
後の臨床応用が期待できるインパクトのあ
る研究成果であったと思われる。 
しかし、これまでの実験結果はラットでの結
果である。ラットとヒトの解剖および生物学
的特徴は大きく異なるため、ブタやヒツジと
いった大動物でのモデル作成が必要である。 
今後の展望としては、まず大動物での Dual 
EVLP モデルを作成し、実際に臓器が有効に保
存されるか確認することである。それが、今
回と同様の結果が得られれば、臨床応用に大
きく近づくと思われる。 
また、今回は standard EVLP に気管支動脈の
還流を付け加えこのような良好な成果が得
られたが、まだこの他にも standard EVLP の
改善点があると思われる。還流液の速度や還
流の向き、還流液の酸素濃度の変更などの条
件設定の変更や、還流中の肺に細胞治療を行
ったり投薬を行ったりと様々なリコンディ
ションが考慮されるため、できる限り様々な
条件設定を検討していく予定である。 
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