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研究成果の概要（和文）：脂肪肝の移植後障害を軽減する修復灌流法を確立し、移植前に予後を予測し得るマー
カーを確立するために、以下の検討を実施した。まず、各種の脂肪肝ラット、肝細胞株への脂肪酸添加培養等の
モデルを確立した。これらのモデル臓器、細胞を単純冷保存、酸素化灌流に供し、既存保存液、灌流液の効果が
不十分であることを再確認した。既存液に新規抗酸化物質や幾つかの物質を添加し、抗酸化治療と保護性タンパ
ク質の機能増強の併用が、臓器コンディショニングに有用なことを明らかにした。これらの知見は従来使用でき
なかった、脂肪肝グラフトを安全に移植するための重要な手段となることが期待されるものである。

研究成果の概要（英文）：To establish the methods for pre-conditioning the steatotic graft by machine
 perfusion, and to find out the reliable marker to predict later severity of ischemia and 
reperfusion injury (IRI), we explored the following issues. Using steatotic rat livers and 
hepatocytes cell line treated by fatty acids-rich culture, they were subjected to cold storage 
and/or machine perfusion (or mimicking conditions) in various temperatures, preservation and 
perfusion solutions commercially available, with or without supplementation of antioxidant and other
 agents to augment some protective proteins. We found that pre-conditioning during machine perfusion
 with antioxidant and some agents, having property to induce expression of protective proteins and 
to activate protective transcription factors, effectively prevent progression of IRI. These results 
indicate that properly pre-conditioned steatotic graft could become a safe source of liver 
transplantation.

研究分野： 肝移植

キーワード： 肝移植　虚血再灌流　脂肪肝　ミトコンドリア　機械灌流
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は肝移植におけるドナー不足解消を目指すものである。そのために、脂肪肝の移植後の障害を軽減する肝
臓の修復灌流法を確立し、移植前に予後を予測し得るマーカーを確立することを目指すものである。ラット脂肪
肝、脂肪肝肝細胞(株)の冷保存、機械灌流実験を行い、既存保存液、灌流液に新規薬剤を添加し、または、自作
液を用いて、その傷害、機能を検証した。また、それらの試料を網羅的に解析し、傷害、機能を評価し得る脂
質、脂肪酸を見出した。これらの結果は、脂肪肝を安全に移植に利用できる可能性を提示するものであり、臨床
的に意義深い。さらに、その保護機構の一部が明らかになり、学術的にも意義深いものである。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

＜脂肪肝ドナーのリスク＞  単純冷保存(CS)は約10%の代謝活性が残り、エネルギー減少、

酸化ストレス、Ca2+ overload が進行する。脂肪肝では障害が再灌流後に級数的に進展、顕在

化する。移植片の早期機能不全、Graft Loss の危険因子として、M3 steatosis(60%<)がある

が、M2 (30-60%の脂肪変性)は他の危険因子が無ければ移植の禁忌ではない (Durand 2008)。

それゆえ、M2 steatosis (30～60%)のグラフト修復が現実的な目標である。 

＜灌流保存の必要性＞  機械灌流(MP)は好気代謝、washout等の効果による臓器 ”修復法” で

ある(Bon Nature Rev Nephrol 2012)。欧米ではUW-MP、Polysol® 等の灌流液が開発された

が長期予後は未報告である。低温灌流 (Hypothermic Machine Perfusion; HMP) は冷保存で臓

器を搬送後に短時間の灌流を併用する方法であり、臨床的に実現性が高い。ラット脂肪肝、心

停止肝 (Dutkowski Ann Surg 2006)、臨床腎移植 (Moers N Engl J Med 2012)、肝移植 

(Guarrera Am J Transplant 2010)で奏功した。しかし、好気代謝は酸化ストレスを増大させる

ので、灌流液の組成や灌流条件の検討が不可欠である。 

＜灌流の課題＞  MP の共通課題は、上記特性の強化に加え、「CS 時の障害」、「臓器膨

張」、「Ca2+ overload」、を軽減する能力である。 

＜MP の可能性＞  グラフトの体外治療、移植前機能評価が可能である。薬物治療、遺伝子や

転写活性因子の制御等、治療法候補は多数ある。グラフト予後は灌流液、胆汁中のマーカーで

予測可能だが、DCD グラフトのMP やMP 時治療の効果を判定する方法が望まれる。 

 

２．研究の目的 

脂肪肝の移植後障害を軽減する修復灌流(MP)法と予後を予測するマーカーの確立を目指す。目

的達成の為に、脂肪肝の至適灌流法を確立し、新規抗酸化治療の併用効果、14-3-3ζの発現誘導

法、14-3-3ζ高発現グラフトのMP/抗酸化治療、等を併用し、これまで不可能であった脂肪肝か

らの臓器提供を実現する。 

・体外で14-3-3ζを高発現させる方法を確立する 

・14-3-3ζの高発現により、再灌流後の酸化的リン酸化、生存シグナルを増強できるか？ 

・グラフト障害の予測マーカーを確立する 

・新規灌流液の有効性の検討 

 

３．研究の方法 

＜体外で14-3-3ζを高発現させる方法の確立＞ 

In vitro: 薬剤性の 14-3-3ζ 誘導は、肝細胞株 (AML12) を用いて実施した。物質 A を添加し、

1,3,6 時間後に 14-3-3ζ タンパク質の発現レベルをウェスタンブロット法で検討した。 

 

＜14-3-3ζの高発現による細胞機能の変化＞ 

肝細胞株、尿細管細胞株の14-3-3-ζ高発現を作成し、低温酸素化灌流時の細胞機能と、抗酸化

剤の併用効果の検討を試みた。肝細胞株では安定株の選別中に増殖が停止し検討を断念した。 

Fukai M, Shimamura T, and Taketomi A. et al. Transplant Proc. 2016; 48(4):1288-91. 

14-3-3-ζ高発現尿細管細胞株 (ζHK-2) の作成： 

 pLVSINIRES-ZsGreen1 vectorにヒトYWHAZ (14-3-3ζ)を挿入した。HK-2細胞株にtransfect

し、安定高発現株を得た。 

Hypothermic Machine Perfusion (HMP) を模倣したin vitro model： 

  HK-2, ζHK-2 を前培養後に培地をUW液 (4℃)に置換した。冷蔵庫に72時間静置し、上清

LDH、ATP量 (% vs. pre) を評価した。14-3-3ζ機能増強と酸化ストレスの関係を明らかに

するために、UW液中にデフェロキサミン (DFX)、H2O2, tert-Butyl hydroperoxide (tBHP) 

を添加した。 

 



＜H2による肝グラフトの虚血再灌流傷害軽減法の探索＞ 

機械灌流による臓器修復において、臓器膨張が微小循環障害、類洞傷害を引き起こし、再灌流

後の２次的虚血、酸化ストレスを介して、グラフト機能を障害する。これらを引き起こす原因

として、低酸素からの再酸素化、低温からの復温の各々が挙げられる。これらの環境変化の全

てが短時間に負荷される、最も臓器を過酷な状況に晒すのが、心停止(温虚血)から低温低酸素

(冷保存)を経て復温再酸素化する場合である。２つのモデルでH2の保護効果を検討した。 

(1) 正常ラット肝の長時間冷保存後の再灌流 

♂ラット肝を摘出し、UW 液に 48 時間浸漬冷保存後、単離肝灌流装置で再灌流した。 

Shimada S, Shimamura T et al. Artificial Organs 2016, 40(2): 1128-36. 

(2) 心停止ドナーラット肝の冷保存後の再灌流 

ラットを心肺停止させ、30分後に肝臓を摘出し、UW液に4時間浸漬冷保存後、単離肝灌流

装置で再灌流した。Ishikawa T, Shimamura T et al. Surg Today. 2018; 48(12):1081-1088. 

 単離肝灌流 (IPRL)： 

  酸素化した37℃の緩衝液で90分間灌流した。(1)では8 cmH2O、(2)では12 cmH2Oの定圧灌

流とした。H2飽和緩衝液を側管から投与した。 

 評価項目： 

  障害 (HE染色、Apoptosis)、酸化ストレス、微小循環、ミトコンドリア機能、胆汁合成能

を評価した。(2)では細胞質タンパク質をウェスタンブロットで評価した。 

 

＜グラフト障害の予測マーカー確立＞ 

 正常肝の虚血再灌流における脂質、脂肪酸の変化を網羅的に解析し、再灌流後の傷害を虚血終

了時に予測するマーカーを探索した。 

肝部分 (70%) 温阻血再灌流モデル： 

♂ラットを常法の如く 30 分あるいは 90 分、70%温阻血とし、温虚血終了時、再灌流後 1, 

6, 24 時間後に犠牲死させ、血液と肝臓を採取した。 

 Matrix-assisted laser desorption/ionizing mass spectrometry (MALDI-IMS)： 

  凍結組織を薄切し、9-aminoacridine 溶液を塗布後、陰イオンモードでスキャンし、m/z 200-

2000 の範囲の遊離分子を検出した。各分子の量を切片上での分布として可視化し、さらに

タンデム MS/MS により物質を同定した。 
 

＜新規灌流液の有効性の検討＞ 

・ラット肝冷保存における新規臓器保存液の有効性を検討した。(特許申請準備中) 
 

４．研究成果 

＜体外で14-3-3ζを高発現させる方法の確立＞ 

In vitro: 14-3-3ζ は冷保存、低温酸素化灌流を模倣した低温低酸素、あるいは、低温酸素溶存状

態から、復温・再酸素化すると、6 時間後までタンパク質量が増加した。一方、通常培養状態に

物質 A を添加すると、1-3 時間で 2-10 倍に増加した。 

In vivo: 物質 A をラットに静脈投与すると溶剤(DMSO)の毒性が強く、14-3-3ζ の増加を評価で

きず、腹腔内投与では直ちに析出した。高度脂溶性物質の投与のための製剤化は断念した。 

 

＜14-3-3ζの高発現による細胞機能の変化＞ 

HK-2では軽度の細胞死が惹起され、DFXは細胞死を有意に抑制した。予想に反し、ζHK-2で

はHK-2と比べ著明に死細胞が増加した。DFXはその細胞死を有意に抑制した(図１)。 



HK-2ではATPが著明に減少し、DFXはATP減

少を有意に抑制した。ζHK-2ではHK-2と比べ著

明にATP量が維持され、定常状態の細胞と同程

度の量を維持していた。DFXはζHK-2のATP量

を定常状態以上の量に保っていた (図２)。 

同様の検討をH2O2、tBHP を添加して評価し

た。HK-2、ζHK-2共に細胞死は増強しなかった 

(図３)。一方、細胞死を増強しない濃度の

H2O2、tBHPにより、ATP量は著明に減少した。 

 14-3-3ζの機能増強と抗酸化治療の併用によ

り、酸化ストレスによるミトコンドリア機能障

害を増強することなくATP量を維持するコンデ

ィショニングが可能であり、低温酸素化灌流に

おける重要なグラフト機能修復法になると考え

られた。 

 

＜H2による肝虚血再灌流傷害軽減＞ 

 機械灌流による復温・再酸素化に利用でき

る、微小循環障害と酸化ストレスの軽減法とし

て、H2の有効性を検証した。 

 

(1) 正常ラット肝の長時間冷保存後の再灌流 

 CT (冷保存無し)群と比較し、再灌流時にH2非

投与のH2 (-)群では、灌流液中ALT、Apoptotic 

indexが上昇し、H2 (+)群では軽減された。 

 門脈抵抗はCT群では低値だったが、H2 (-)群

では高値であり、H2 (+)群ではその変化が阻害さ

れた (図４)。酸素消費率、胆汁産生能の低下が

抑制され、酸化ストレスが軽減された(図５)。 

 

(2) 心停止ドナー肝の冷保存後の再灌流 

 心停止ドナーラット肝臓においても、H2 によ

る同様の保護効果が得られるかを検討した。 

CT (冷保存無し)群と比較し、再灌流時に H2非

投与の NT (no treatment) 群では、再灌流後 90 分

の灌流液中 ALT、組織 Apoptosis が高値であり、この上昇は

H2群では軽減された。 

門脈抵抗はCT群では低値であったが、NT群では高値であ

り、H2群ではその門脈抵抗上昇が阻害された (図６)。興味

深いことにH2は心停止ドナー肝の門脈抵抗を著明に低下さ

せたが、再灌流50分後以降の門脈抵抗上昇の傾きはほぼ同

等であった。この時期の門脈抵抗上昇は前記の正常肝の長

時間冷保存モデルでは見られなかった現象である。 

酸素消費率、ATP 量、胆汁産生(排出)能、等は NT 群では

低下したが、H2群ではその低下が有意に抑制された。これら

の結果は、H2 がミトコンドリア機能障害を軽減し、肝臓の高次機能を維持することを示してお

り、正常肝の長時間冷保存、再灌流モデルでの知見と合致する。 



H2 の抗酸化効果を比較すると、NT 群では GSH/GSSG が低下したが、H2 群ではその低下が

抑制された。しかし、過酸化脂質量は３群間に有意差を認めなかった (図７)。心停止肝の冷保存

再灌流においては、H2 による傷害軽減に脂質過酸化の抑制は必須ではないことを示しており、

HO・の消去が H2の主作用とする、従来の解釈に疑問を投げかける、重要な知見である。 

MKK4-JNK 経路によるミトコンドリア apoptosis

経路の状態を評価した。NT 群では MKK4, JNK のリ

ン酸化が増強され、cleaved-Caspase3 が増加したが、

H2群ではそれらの変化が抑制された。 

細胞質に存在する MKK4, JNK は酸化ストレス曝露

により、細胞質からミトコンドリアに移行し、酸化ス

トレスをさらに増強する。H2 は HO・の消去により

MKK4, JNK, ROS の悪循環を断ち、ミトコンドリア

の apoptosis 経路の活性化を阻害すると考えられた。 

H2 は中大脳動脈結紮脳梗塞モデルで示されてお

り、血栓を貫通して塞栓部位の先に到達することが示

唆されている。さらに、HO・を消去した際に薬物の

ラジカルを生じることなく、生成物は水である。これ

らの特性から、本病態の改善に安全な治療法となるこ

とが期待される。 

 

＜グラフト障害の予測マーカー確立＞ 

多くのスペクトルが検出されたが、m/z498.28 の

分子が肝温虚血時間に依存して集積した。この分子は

30 分虚血群では再灌流後速やかに減少し前値 (NT; 

Normal Tissue) に復した。しかし、90 分虚血群では

再灌流後 1 時間でも高値を示した。虚血再灌流傷害のピークとなる 6 時間では、依然高値を示

した (図８)。 

MS/MS 解析により、この m/z498.28 は Turochenodeoxycholic acid (TCDCA) であることが

明らかになった。また、HE 染色との対比により、肝温虚血による TCDCA の集積部位は胆管内

であることが分かった。 

 これらの結果から、温虚血終了時の TCDCA の蓄積量の閾値を見出すことにより、移植後の胆

管傷害、グラフト機能障害を予測できる可能性が明らかになった。 

 

＜新規灌流液の有効性の検討＞ 

 ラット肝の冷保存再灌流において、UW 液を遥かに凌駕する強力なグラフト保護効果が得られ

た。引き続き、その保護メカニズムを検討中である。(特許申請に向けて準備中) 
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