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研究成果の概要（和文）：本研究は、臓器保存液 ET-Kyoto液（ET-K液）を利用し、臓器毎に
臓器保存液が異なるため煩雑化した多臓器ハーベストを効率的に行う方法の開発を行った。ラ

ット心臓、腎臓および小腸移植モデルを確立し、胸腹部臓器別灌流ハーベスト方法、至適灌流

条件についての検討を行った。これに基づき、ET-K による腎臓および心臓保存効果について
ラット移植モデルを使って検討した。腎臓の保存について、ET-Kは HTK液より優れた効果を
示し、UW 液と同等の効果を証明した。心臓では HTK 液と同等の効果を示した。さらに、ラ
ットランゲンドルフ心臓灌流モデルにより、ET-K は心臓左室機能に対して、良好な保存効果
を示した。 
 
研究成果の概要（英文）：Currently, different preservation solutions are utilized for the 
procurement and preservation of different organs. In the present study, a novel method was 
developed by using ET-Kyoto solution (ET-K) alone for multiple organs. Rat heart, kidney 
and small bowel transplantation models were established and the methods for flushing and 
procurement of both thoracic and abdominal organs were discussed. The efficacy of ET-K on 
kidney and heart preservation was evaluated using rat transplantation models. In the 
renal preservation, ET-K has shown superior to HTK and comparable to UW. In the cardiac 
preservation, the effect of ET-K was equal to that of HTK. Furthermore, the left ventricular 
function was well preserved by ET-K as evaluated with Langendorff rat heart perfusion 
model. 
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１．研究開始当初の背景 
（1） 臓器ハーベストは臓器毎に臓器保存
液が異なり、またドナー臓器血管灌流におい
ても異なる方法で行われている。基本的には

臓器保存液の特性や各臓器に適した灌流方
法に基づくものであるが、多臓器を同時に臓
器提供される臨床において非効率的な面も
ある。 
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（2） 京都大学は独自に ET-Kyoto 液(ET-K
液)は開発した。当初、肺保存液として開発
されたが、腎臓（ラット ex vivo 灌流モデル）、
皮膚および筋肉フラップ、そして膵島の保存
においても有効性が証明されている。この
ET-K 液は細胞保護効果のある非還元二糖類
トレハロースを含む細胞外型保存液で、粘
性・カリウム濃度ともに低く、化学的にも安
定しているため常温での保存が可能である。
以上から ET-K 液が多臓器保存に適した臓器
保存液と考えるが、移植モデルによる証明が
必要である。 
 
２．研究の目的 
 ET-K 液の臓器保存効果を胸腹部の全臓器
において確認する必要がある。まず本研究で
はラット心臓、腎臓と小腸の移植モデルを確
立する。同時に各臓器における至適灌流方法
や至適保存方法に検討を行い、臓器特異性に
ついて検討する。次に ET-K液を使用し胸腹
部多臓器ハーベスト法を確立させ、in vivo
ラット臓器移植モデルを用いて虚血再灌流
傷害や臓器機能の評価を行う。そして ET-K
液を使用した胸腹部多臓器同時ハーベスト
法の有用性について検討する。 
 
３．研究の方法 
（1） 胸腹部臓器ハーベスト手順  
 ドナーラットは Diethyl Ether 吸入で麻酔
する。開胸、開腹したのち heparin を静注す
る。そして灌流装置と圧モニターを用いて腎
動脈以下の大動脈により一定の圧力で冷却
した臓器保存液を腹部臓器に灌流させる。ま
た同時に胸部大動脈を遮断し、一定の圧力で
心臓を灌流する。灌流時間と血管抵抗を測定
し至適灌流方法の検討を行う。 
 
（2） 心臓移植  
 心臓グラフトを臓器保存液で冷保存後に
異所性、すなわちレシピエントラットの腹部
へ移植する。グラフトの大動脈と肺動脈はレ
シピエントラット腹部大動脈と下大静脈に
それぞれ吻合する。 
 
（3） 腎臓および小腸移植  
 腎臓および小腸グラフトを臓器保存液で
冷保存後、同所性に移植を行う。 
 
（4） Ex vivo 灌流装置  
 臓器保存液で冷保存後の心臓、ランゲンド
ルフ心臓灌流装置で再灌流を行い、保存効果
を生理学的および組織学的に評価する。 
 
（5） 冷保存後グラフト組織中生体エネル
ギー変化の検討（HPLC 法）。 
 
（6） 組織学的評価 

① apoptosis (TUNEL 法) 
② グラフトの線維化（Masson’s 

trichrome 染色）、それぞれについ
て検討を行う。 

 
４．研究成果 
（1） ラット心臓、腎臓および小腸移植モデ
ルを確立した。特に、腎移植モデルでは、尿
管再建の方法、stent 法と suture 法について
検討した。保存再灌流障害を受けた尿管の再
建では、ステントの使用は尿管閉塞の危険度
がsutureより高いことがわかった。次にET-K
による腎臓の保存効果についてラット腎移
植モデルを使って検討した。Lewis ラットの
腎臓を4℃のET-K で灌流し、ET-K液中で４℃
にて 1、12、24、30 時間保存後に同系腎移植
を行った。通常カリウム濃度の高い細胞内液
型保存液 UW 液など、移植前にはリンゲル液
で wash out する必要がある。低カリウムで
ある ET-K は wash out を必要としなかった。
以上の各時間保存後、移植後の 7日間生存率
について検討を行った。1、12、24 時間保存
後は 100%生存率で、腎臓に対して、良好な保
存効果を示した。30 時間は生存率有意に低く
なった（25%）が、UW と同等の保存効果を達
成した。 
 
（2） 胸腹部臓器別灌流ハーベスト方法、至
適灌流条件についての検討 
 胸腹部臓器ハーベスト時の灌流圧につい
て検討した。ラットの腎臓を 4℃の ET-K で高
圧あるいは低圧で in situ 灌流し、1、18、
24 時間保存後に同系移植を行った。ET-K で 1
時間あるいは 18 時間保存後、灌流圧力と関
係なく、高圧群と低圧群の生存率は 100% で
した。長期保存の 24 時間では、低圧灌流群
だけが生存することがわかった。また、心臓
と肝臓の灌流圧力についても同様に、高圧灌
流より低圧灌流において生存率が高いこと
が示された。 
 
（3） ET-K による腎臓保存効果の検討 
 ラットの腎臓を ET-K、UW 液、HTK 液中で
24 時間保存後に腎移植を行った。ET-K と UW
液 24 時間保存後全例生存し、HTK 群より生存
率は有意に高かった。組織中 ATP と Energy 
charge は ET-K において UW と有意な差を認
めなかったが、HTK より有意に高値であった
（図１）。HTK 群と比べ ET-K 群と UW 群では移
植１、３日後の血中 creatinine と BUN 値が
低く腎障害が軽微であった。再灌流３時間後
の HE 染色において尿細管傷害の抑制が認め
られ、TUNEL 染色では Apoptosis が少なかっ
た（図２）。移植後 14 日目における Masson’
s trichrome 染色においてグラフトの線維化
が ET-K 群と UW 群で同様であった（HTK 群は
生存例なし）（図３）。Real-time RT-PCR では



細胞接着分子 ICAM-1 mRNA の発現量が ET-K
群と UW 群で HTK 群と比べ抑制された。 
 以上の結果から、ラット腎保存に関して
ET-K は HTK 液より優れた効果を示し、UW 液
と同等の効果を示すと考えられた。ET-K は新
たな腎保存液となり得る。 
 

図１ 冷保存後グラフト組織中生体エネル
ギー変化 
 

図２ TUNEL染色 A, fresh群; B, HTK群; C, 
UW 群; D, ET-K 群. 
 

図３ Masson’s trichrome 染色 A, 正常対
照; B, fresh 群; C, UW 群; D, ET-K 群. 
 
（4） ET-K による心臓の保存効果の検討  

 ラットランゲンドルフ心臓灌流モデルお
よびラット心臓移植モデルを使って検討し
た。摘出したラット心臓を ET-K と HTK 液に 6
時間保存後、ランゲンドルフ装置に取り付け、
３７℃の Krebs-Henseleit buffer が 60 分間
再灌流した。左室機能（心拍数、左心室発生
圧、心筋仕事量）を測定した。再灌流の 60
分後に、ET-K 群と HTK 群は左室収縮能差がな
かった（図４）。さらに、ラット心臓移植モ
デルで、18 時間保存後、移植後グラフトの生
存率は 100%で、心臓に対して、良好な保存効
果を示した。 

図４ 左心室発生圧(LVDP)の変化率 
BL, baseline. BL の値を 100%で表示。 
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