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研究成果の概要（和文）：我々は高圧メディカルガス(酸素(O2)1.5atmと一酸化炭素(CO)2atm)を用いた新しい器
保存法を開発し、ラットの心臓を24時間保存し、摘出直後と同等の機能を保つことに成功した。また、この保存
法がイヌの肺保存でも有効であることを明らかにした。さらに、この保存法は細胞のATP供給に重要な影響を及
ぼし、酸化ストレスを減少させることを証明した。

研究成果の概要（英文）：With the development of transplantation medicine in recent years, various 
organ preservation methods have been developed one after another, and further technological 
development is still in progress. Applicants have developed a new vessel preservation method using 
high-pressure medical gas (oxygen (O2) 1.5 atm and carbon monoxide (CO) 2 atm) to preserve the rat 
heart for 24 hours and perform the same function as immediately after excision. It was also 
clarified that this preservation method is also effective for lung preservation in dogs. In 
addition, this preservation method has been shown to have a significant effect on the ATP supply of 
cells and reduce oxidative stress.

研究分野： 臓器保存

キーワード： 臓器保存　メディカルガス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の移植医療の発展に伴い、様々な臓器保存法が次々に開発され、現在も更なる技術開発が進んでいる。ま
た、メディカルガスとして臓器や細胞を保護する効果があるガスが多数報告され、臓器保存への応用が期待され
ている。我々が開発した高圧メディカルガス保存法(酸素(O2)1.5atmと一酸化炭素(CO)2atm)は、保存された臓器
の質を維持し、臨床現場においても実用的であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 一般的に臓器の保存は、摘出前あるいは摘出後に流入血管から低
温(0-4℃) の保存液を用いて血液成分を washout した後、 低温の
保存液に浸漬する方法（単純浸漬法）が用いられている。20 世紀末
までに、University of Wisconsin（UW） 液、histidine-tryptophan-
ketoglutarate（HTK）液、Celsior 液、ET-Kyoto 液などの保存液
が次々と開発され、臓器保存の技術が進んできた。最近では、機械
で持続的に保存液を灌流する方法（持続灌流法）の試みなど、更な
る技術開発が継続されている。 
 メディカルガスとは、O2 や笑気（N2O）のように患者の麻酔や
治療に用いられるガスの総称である。最近、メディカルガスの臓器
保存への応用が期待され、CO、水素(H2)、硫化水素(H2S)、一酸化
窒素(NO)、オゾン(O3)などのガスが注目されている。我々は、
長期に臓器の機能を維持する方法として、高圧メディカルガス
（酸素(O2)3000hPa と一酸化炭素(CO)4000hPa）を用いた新
しい臓器保存法を開発した(図１)。この保存法によって 24 時間
保存されたラット心臓(CO24h)は、心筋虚血領域の同定、細胞
死の定量、PET による糖代謝機能の評価にて、摘出後すぐに移
植した群（Control）と同等の機能を保つことができる。 
この結果は既存の UW 液による単純浸漬法よりも極めて優れ

ていることが明らかになった（図２）。しかし、この臓器保存法
におけるメディカルガスの至適条件は未だ解明できておらず、
その詳細な作用機序も不明であった。 
 
２．研究の目的 
現在、様々なメディカルガスが、臓器や細胞を保護する効果を有することが報告され、そのメ

カニズムも明らかになっている。例えば CO はミトコンドリアに作用し、代謝を抑制するだけで
はなく、Akt および mitogen-activated protein kinase(p38)を活性化させ、抗炎症および抗アポ
トーシスに作用することが明らかになっている。また最近、毒性が極めて低い希ガスであるアル
ゴン(Ar)とキセノン（Xe）にも細胞を保護する効果があることが分かってきた。実際、申請者は、
Xe と O2 を用いてラット心臓で予備実験を行なった。その結果、ラットの心臓を 48 時間保存し
て蘇生することに成功した。そこで申請者は CO だけではなく、安全性の高い Ar と Xe 用いて、
この臓器保存法における最適条件を明らかにしたい。本研究計画では、培養細胞を用いた in vitro
で条件検討を行い、解析にはメタボローム解析を用いる予定である。メタボローム解析とは、生
命活動によって生じる特異的な内因性代謝物を網羅的に解析するオミクス解析の一つであり、
ここ 10年で注目され始めた比較的新しい分野である。内因性代謝物は遺伝子発現やタンパク質
発現に比べ、生体内の表現系に直結することから、メタボローム解析は高圧メディカルガスの作
用機序に関わる分子を探索するために有用である。また、本研究では、開発した臓器保存法の有
効性および安全性の検証を行う為、大動物実験を計画している。これらの結果を学術的基盤とし、
将来的に高圧メディカルガスを用いた臓器保存法を臨床応用へと展開することである。 
 
３．研究の方法 
(１) 培養細胞・臓器を用いた至適条件の検討 
 ヒト培養細胞（血管内皮細胞、心筋細胞、平滑筋細胞、肝細胞）およびラット心臓を使用し、
保存後に各種評価を行う。 
①それぞれに適した培地(内皮細胞用培地、心筋細胞用培地、平滑筋用培地、肝細胞用培地)にて
培養する。 
②細胞・臓器を高圧チャンバー内にシャーレごと入れ、CO、O2、Ar、Xeを充填させ、4℃に保存
する。※分圧条件はそれぞれ、1000hPa ごとに振り分ける。 
例：CO(1000hPa)＋O2(6000hPa)、CO(2000hPa)＋O2(5000hPa)、CO(3000hPa)＋O2(4000hPa)等 
③24時間保存後、細胞数、死細胞数、ミトコンドリア膜電位、細胞内カルシウムレベル、アポト
ーシス、糖の取り込み、細胞内 ATP濃度を測定し、評価する。Controlには通常培養した細胞を
用いて比較検討する。 
 
（２）大動物を用いた有効性および安全性の検証 
 培養細胞を用いた研究の結果を受けて、イヌ肺および小腸、ブタ肝臓を用いて有効性および安
全性の検証を行う。臓器の保存および移植は、それぞれの専門家と共に遂行する。Controlには、
現在、臨床で用いられている保存液「肺：ET-Kyoto液、小腸および肝臓：UW液」にて浸漬保存



 

 

した臓器を用いる。動物間の適合度は、ABO式血液型の一致（ブタ血液型は 2 種類 A型 O型、イ
ヌ血液型は 13種類 DEA1.1 型等）および、MHCの適合度を条件として移植を行う。血液型の一致
は交差適合試験で、MHCの一致は real-time PCRで行う。 
 
(３)メタボローム解析による高圧メディカルガス作用機序の解明 
 保存後の培養細胞・臓器をメタボローム解析にて、変動する代謝経路を解析する。 
①培養細胞・臓器を解析用に前処理した後、液体クロマトグラフ質量分析計(LC-MS)にかける。 
②細胞・臓器から得られた分子情報をパスウェイ解析、多変量解析を用い、代謝変動に関わる経
路、それに関連するタンパク、遺伝子を特定する。 
③対象の代謝経路に関連するタンパク質の発現を Western blotting法、遺伝子を Real-Time RT-
PCRによって、Controlと比較する。 
 
４．研究成果 
 
(1)培養細胞・臓器を用いた（in vitroの系による）至適条件の検討 
 培養細胞には、HUVECを用いて 高圧チャンバー内にシャーレごと入れ、CO、O2を充填させ、
4℃に保存した。分圧条件はそれぞれ、CO(1000hPa) O2(2000hPa)、CO(2000hPa) O2(7000hPa)、
CO(3000hPa) O2(4000hPa) 、 CO(4000hPa) O2(3000hPa) 、 CO(5000hPa) O2(2000hPa) 、
CO(6000hPa) O2(1000hPa)に振り分けて、生存細数、死細数、ミトコンドリア電位、細胞内カル 
シウムレベル、MTTアッセイで評価した。培養条件を 15 回以上変更して実 を繰りしたが、コン
トロール群と高圧ガス保存群で明らかな差がないことが分かった。次に、BIONIX 低酸素培養キ
ットを用いて、培養細 を低酸素状態にした後に、同様の条件で高圧チャンバー内にシャーレご
と入れて評価を行なった。コントロール群と比べて、CO(4000hPa) O2(3000hPa)で保存した群は、
細胞活性がない傾向があった。 
 
(２) 臓器を用いた（in vivoの系による）至適条件の検討 
ラ ッ ト か ら 心 臓 を 摘 出 し UW 液 で 灌 流 し た 後 、 CO;1500hPa+O2;2000hPa お よ び
CO;2000hPa+O2;1500hPa 満たされた高圧チャンバー内に 24 時間保存した。in vivo 評価として
異所性頸心臓移植をレシピエントラットに行い、ex vivo評価としてランゲンドルフ灌流システ
ムを使用した。移植した心臓の生存率は、術後 7 日目の CO;1500hPa+O2;2000hPa 群では 100%で
あったが、CO;2000hPa+O2;1500hPa群ではわずかであった。対応する生存率は、すべてのＵＷ液
浸群において低値であった。ランゲンドルフ灌流システムと病理組織学的分析により
CO;1500hPa+O2;2000hPa群の心臓の左室圧は CO;2000hPa+O2;1500hPaよりも優れていた。この結
果は、高圧メディカルガス保存法において CO および O2 の分圧が極めて重要であることを示唆
している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 (３)大動物を用いた有効性および安全性の検証 
 イヌの肺を用いて臓器保存実験を行った。ドナーのイヌから肺を摘出し、保存液 ET―KYOTOで
灌流した後、CO;1500hPa+O2;2000hP で満たされた高圧チャンバー内に保存した。その後、保存
した肺をレシピエントに同種移植した。その結果、圧メディカルガスで保存した群は、コントロ
ールに比べて出血が優位に少なかった。また、、炎症性メディエーター IL-6、IL- β は、高圧
メディカルガスで保存した群は、コントロールに比べて優位に低かった。さらに、高圧メディカ
ルガスで保存した群は、血中酸素濃度を保ことができ、移植後の血中の乳酸値が低下する傾向が
あった。この方法において、 の内 を空気で満たした場合、C Oと O2で満たす群よりも の状態
が良いことが明らかになった。このため、高圧メディカルガス保存法は、小動物の臓器だけでな
く、大動物の臓器にも応用可能であることが示唆された。また、 を保存する肺には、外部から
圧力をかけるだけではなく、内部にもガスが入るようにする必要があることを明らかにした。 

 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
(４)メタボローム解析による高圧メディカルガス作用機序の解明 
ラットから採取した直後の心臓（コントロール群）、UW液に 24時間浸漬保存した群（単純冷保

存群）、高圧メディカルガス保存群のメタボローム解析を行った。その結果、高圧メディカルガ

ス保存群は、単純冷保存群よりも乳酸は有意に低く、クエン酸が有意に高かった。さらに、アデ

ノシン三リン酸（ATP）、一部のペントースリン酸経路の代謝物、および還元型ニコチンアミドア

デニンジヌクレオチドリン酸（NADPH）は、単純冷保存群よりも高圧メディカルガス保存群で有

意に高かった。細胞を酸化ストレスから保護する還元型グルタチオン（GSH）も、単純冷保存群

よりも高圧メディカルガス保存群で有意に高かった。これらの結果は、COおよび O2が嫌気性代

謝から好気性代謝へのシフトを誘発するため、臓器のエネルギーが維持され、また、グルコース

利用を解糖からペントースリン酸経路にシフトし、酸化ストレスを低減することを示した。
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