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研究成果の概要（和文）：ブタをドナーとする異種移植は、ドナー臓器不足に対する有力な解決策となる。腎臓や心臓
では2か月超える異種臓器の生着が得られる一方、異種肺移植の生着は数時間から数日に留まる。本研究では、ブタ肺
をヒト血液で灌流するex-vivoモデルやカニクイザルへ同所性左肺移植を行うモデルによって、GalT-KOブタ肺が超急性
期の肺機能不全を回避しうること、ドナーへの一酸化炭素投与による血管内皮保護効果を介して、術後微小血管障害軽
減が得られた。しかし異種移植肺は術後3日以内に血栓性微小血管障害による機能不全を呈したことから、長期効果を
得るためには新たな遺伝子改変ブタを用いた治療方針の開発が望まれる結果となった。

研究成果の概要（英文）：The results of both heart and kidney GalT-KO swine-to-primate studies have been mo
re encouraging than for lung xenotransplantation. This may be because research in pulmonary xenotransplant
ation is limited. Here, we evaluated 1) whether GalT-KO lungs could prevent hyper-acute pulmonary xenograf
t dysfunction using ex-vivo lung perfusion or in-vivo orthotopic left lung transplant model and 2) the eff
ect of carbon monoxide (CO) on reducing the development of microangiopathy (CO-treated animals). GalT-KO l
ungs exhibited stable pulmonary function compared with wild-type lungs when perfused with human blood in a
n ex-vivo perfusion model, which was confirmed by the in-vivo transplant model. Although, thrombotic micro
angiopathy ultimately developed in all grafts of the CO-treated animals, the degree of microangiopathy was
 reduced in these animals. Reduction of the innate immune response by CO treatment would be one of the the
rapeutic strategies for prolonging pulmonary xenograft survival.
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１．研究開始当初の背景 
 ブタをドナーとする異種移植は、ドナー制
限のない移植医療として注目が寄せられる。
臨床応用を目指したブタ・霊長類間異種移植
研究は、異種移植における超急性拒絶反応の
標的抗原であるα-Gal を発現しない GalT
（α-1,3-galactosyltransferase）ノックア
ウト（GalT-KO）ブタの開発を契機に、着々
と進み、腎臓や心臓ではグラフト長期生着例
が報告される。一方、異種移植肺の生存は概
ね数時間にとどまっている。成績改善には抗
Gal 抗体と補体活性による超急性拒絶反応
の制御は必須であると考えられるが、抗 Gal 
抗体を吸着除去した実験では、浮腫やグラフ
トの微小血栓、肺高血圧などによる急性グラ
フト機能不全を生ずることが示されており、
肺の解剖・生理学的特殊性に基づく対策を考
えることが必要と考えられる。そこで、急性
期移植肺機能不全における GalT-KO ブタ役
割を明確にすることに加え、肺の特異性から
生ずる血管内皮細胞障害を契機とする異種
間の凝固・炎症反応異常亢進の制御が必須で
あると考え、本研究に着手した。 
  
 
２．研究の目的 
 腎臓・心臓異種移植では、GalT-KO ブタは
異種抗原α-Gal に対する超急性抗体拒絶反
応制御に対し大きな役割を果たし、研究発展
の基礎となった。しかし異種肺移植では
GalT-KO ブタを用いた報告はわずか一報の
みであった。そこで、まず GalT-KO ブタを用
いた実験により急性期移植肺機能不全にお
けるGalT-KOブタの役割を解明する（目的1）。 
 更に血管内皮障害は炎症や凝固の活性化
を惹起するが、特に異種肺移植では豊富な肺
血管内皮細胞に加え、ブタ肺の特異性から、
内皮障害によって激しい障害反応が術後数
時間で生じるとされる。そこでミニブタ同種
移植実験で得られた一酸化炭素 CO による強
力な血管内皮保護作用（Sahara H et al. J 
Thorac Cardiovasc Surg 2010 & 
Transplantation 2010） の効果に着目した
新たな治療法の評価を行った（目的 2）。更に、
異種肺移植後の血管内皮障害からの凝固・炎
症作用の活性化という障害カスケードの制
御に対し、異種肺移植後に生ずるブタ von 
Willebrand factor (vWF)を介する異常な血
小板活性化を制御し、微小血栓障害の制御を
はかることによって、異種移植肺急性期機能
不全の克服を目指す新たな治療法の確立が
可能であるかについて検討を行った。 
 
（1）目的 1：Ex-vivo 異種肺移植モデル確立
およびGalT-KOブタ肺移植による治療効果の
検討 
 ヒト血液によりブタ肺を体外循環回路で
灌流する ex-vivo 異種肺移植モデルを確立
し、そのモデルを用いて通常のブタと
GalT-KO ブタの肺を用いた場合で、移植肺の

生存を経時的な生理機能や組織学的・血液学
的評を加え評価する。Ex-vivo 移植モデルは、
肺の生理学的機能に加え、頻回な血液・組織
採取によるモニタリングが可能であり、特に
急性期評価においては in-vivo 移植モデル
にはない利点を有する。 
 
（2）目的 2：in-vivo 同所性異種肺移植モデ
ルを用いた異種移植肺の急性期機能不全を
克服する戦略の確立 
 肺には豊富に血管内皮細胞が含まれるた
め、異種間での凝固因子や抗凝固・抗炎症因
子の不一致により、血管内皮障害は強い凝固
反応・炎症反応を惹起し、急性期のグラフト
機能不全を引き起こす。一酸化炭素 CO によ
る血管内皮細胞保護効果が異種肺移植の急
性期障害を軽減することが可能であるかと
いう点を中心に、ブタ・カニクイザル間異種
肺移植モデルに適応し、前臨床実験としての
治療効果や臨床応用性を検討する。またあわ
せて、目的 1で評価を行った Ex-vivo 実験モ
デルとin-vivo肺移植実験結果の相同性を評
価する。 
 
３．研究の方法 
（1）Ex-vivo 異種肺移植モデル確立および
GalT-KO ブタ肺移植による治療効果の検討
（目的 1） 
 摘出心肺ブロックを体外循環回路に接続
し、ブタ／ヒト血液を用いて灌流を開始後、
段階的に灌流量を増やし、1）Group 1（n=3）：
通常のブタ肺を自己ブタ血液で灌流、2）
Group 2（n=2）：通常のブタ肺をヒト血液で
灌流、3）Group 3（n=2）：GalT-KO 肺を異種
ヒト血液で灌流する各群で、生理機能（肺動
脈圧、酸素化能等）、血液学的（血算、凝固・
線溶系因子等）、病理学的に灌流肺を評価す
る。 
 
（2）ブタ・サル間異種肺移植モデルの確立
と急性期移植肺機能不全の制御法の確立（目
的 2） 
 GalT-KO ブタの左肺を摘出し、カニクイザ
ルに対し同所性に左肺移植を行う。免疫抑制
療法として術前に抗サイモグロブリンによ
る T 細胞除去とリツキシマブ投与による B 
細胞除去を、術後はタクロリムス、MMF、抗
CD40L 抗体を中心とする療法を用いる。投薬
のため左右内頚静脈にカテーテル留置を行
い、確実な免疫抑制剤投与を行う。術前・術
後の血液検査として、血算、凝固系因子、サ
イトカイン、補体活性等を測定し、移植肺評
価は経時的な胸部 X 線、移植肺生検により評
価を行う。 
 移植時にドナー（GalT-KO ブタ）に対し、
これまでの同種肺移植実験で効果が得られ
た180分間の250 ppm一酸化炭素吸入を加え、
治療効果を評価した。また、ドナーおよびレ
シピエントに対するステロイド投与によっ
て術後超急性期のサイトカインストームか



ら生ずる血管内皮障害を制御することが可
能であるかを評価した。更に、ドナーに対し
てデスモプレッシンを投与することによっ
て、異種肺移植後に生ずるブタ vWF を介する
異常な血小板活性化を制御し、微小血栓障害
の制御をはかることが可能であるかを評価
した。 
 
４．研究成果 
（1）GalT-KO ブタ肺による急性期異種肺機能
不全の制御（Ex-vivo 異種肺移植モデル）  
 Group 1 では軽度な肺血管抵抗上昇（灌流
前 25%上昇）のみで安定した灌流が可能であ
ったが、Group 2 では、灌流量の増加に伴い
肺血管抵抗上昇が進行し、開始 60 分以内に
100%以上の上昇となった。Group 3 では、灌
流開始30分で30%の肺血管抵抗上昇を認めた
ものの、その後の上昇は緩徐であった（図 1）。
Group 2 での灌流 60分での著名な血小板数減
少に比べ（灌流前値の 14%）、Group 3 では前
値の 50%減少に留まった（図 2）。 
病理・免疫組織検査では Group 2 で生じた顕
著な肺胞内出血、血栓形成、好中球浸潤が
Group 3 では著明に減少し（図 3）、IgM や補
体沈着も軽度であった。 

（2）In-vivo 肺移植モデルの確立およびドナ
ーに対する一酸化炭素、バゾップレシン投与
による急性機能不全制御の可能性 
①In-vivo 移植モデル（ミニブタ・カニクイ
ザル左同所性肺移植）において（n=2）、
Ex-vivo モデルと同様に GalT-KO ブタを用い
た肺移植では、術後 2時間の時点で血小板減
少は約 40%前後に抑制され、Ex-vivo 実験の
再現性が得られたとともに、組織学的にも超
急性拒絶反応は抑制されており、GalT-KO ブ
タ肺を用いることによる超急性の移植肺機
能不全制御に対する効果が明らかとなった。 
 
②Gal-KO ブタへの CO 投与による移植肺血管
内皮細胞保護効果に基づく異種移植肺生着
延長効果を検討したところ（n=4）、病理学的
には術後2日までの時点で移植肺障害抑制効
果 が 確 認 さ れ た （ 図 4 ）。 し か し 、
microangiopathy による移植肺機能不全は抑
制されず、急性期異種移植肺機能不全の克服
には、CO に加え更に治療を追加する必要性が
示唆された。 
 

③更に、CO に加え、ステロイド、デスモプレ
ッシンの投与効果を評価したところ、1）ス
テロイドの投与のみでは急性期の肺機能不
全に対する更なる投与効果が得られなかっ
たが、2）デスモプレッシンの投与によって、
術後 2日目までは移植肺は良好に機能し、か
つ血栓形成は軽度であることが明らかとな
った。しかしその後急速に血栓形成が進行し、
術後3日にはびまん性に血栓形成から肺出血
を呈し、移植肺機能不全を呈した。 
  
 以上のように、現時点では、一酸化炭素、
あるいはデスモプレッシンなど、異種移植肺
の急性期（移植後 2日間）機能不全の抑制効
果を有する治療法が見出されてきた。しかし、
長期効果が得られる治療戦略を確立するた
めには、今後これらの知見を基にして、特に
新たな遺伝子改変ブタ（ノックアウトあるい
は遺伝子導入ブタ）の開発が異種移植肺急性
機能不全の克服には必須であることが示唆
される結果であると考えた。 
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