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研究成果の概要（和文）：移植医療における絶対的臓器不足は依然として深刻であり、ドナー拡大は移植医の社
会的責務である。戦略の一つとして、脳死下提供とともに、心停止ドナーからの腎臓提供の推進など適応拡大が
必須である。しかし、急性腎障害や慢性移植腎不全への進展を防ぐため、特に術後早期の虚血再灌流障害の抑制
が重要になる。これまでに得た一酸化炭素や硫化水素の有効性を発展させ、これらのガスの腎移植への応用性を
評価した。腎移植実験で明確な有効性を示すことはできなかったものの、投与方法や対象臓器による効果の差
異、さらには評価に用いるモデルの妥当性など、新たな治療法の開発に向けた様々な基礎データの蓄積に結び付
いた。

研究成果の概要（英文）：The shortage of donor organs for transplantation remains critical, and 
expanding the donor pool is a social responsibility of transplant physicians. One of the strategies 
is to expand the indications for donation after circulatory death. However, it is important to 
control ischemia-reperfusion injury, especially in the early postoperative period, to prevent 
progression to acute kidney injury or chronic graft failure. We have extended the previous efficacy 
of carbon monoxide and hydrogen sulfide and evaluated the applicability of these gases in renal 
transplantation. Although we have not been able to demonstrate clear efficacy in kidney 
transplantation, we have been able to accumulate a number of fundamental data for the development of
 new treatment methods, including differences in efficacy depending on the method of administration 
and target organ, as well as the validity of the model used for evaluation.

研究分野：移植・再生医療
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ドナー臓器数の絶対的な不足という移植医療の最大の課題を克服するための一つの対策として、術後の虚血再灌
流障害を抑制する新たな方法を、実験結果を臨床応用に直結させることができる主要組織適合性抗原（MHC）確
立ミニミニブタを用いた評価により行った。一酸化炭素や硫化水素の腎移植での有効性は十分ではなかったもの
の、投与法、臓器や年齢による効果の差異など、様々な観点からの評価につながる基礎的結果を得ており、大動
物を用いた研究の発展に寄与する成果を得た。

※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 
 
（1）移植医療における絶対的臓器不足は依然深刻であり、ドナー拡大は移植医の社会的責務で
ある。戦略の一つとして、脳死下提供とともに、心停止ドナーからの献腎提供推進などの適応拡
大が必須であるが、適応拡大ドナーからの移植の長期成績は健常ドナーからの生体腎移植成績
に及ばず、急性腎障害や慢性移植腎不全への進展対策が急務である。従って、臨床現場において
移植臓器を適切な状態に保つことは、臓器利用率増加のみならず、移植医療の成績向上に直接寄
与するものとなる。 
 
（2）申請者らのチームはこれまでに、生体の恒常性を担うガス状シグナル物質と言われる一酸
化炭素（Carbon monoxide: CO）や硫化水素（Hydrogen sulfide: H2S）が臓器保護効果を有する
ことに着目し、移植医療への応用を図るミニブタを用いた大動物実験を進めてきた。その結果、
①肺あるいは肝臓温虚血再灌流モデルで、250 ppm（血中 COHb 濃度<15％）の CO 吸入が IRI 抑制
効果を有すること（Sahara H. J Thorac Cardiovasc Surg 2010, Murokawa T. J Gastrointest 
Surg 2019）、②CO 吸入により移植肺拒絶抑制効果が得られ（Sahara H. Transplantation 2010）、
かつドナー臓器に対する CO 投与が効果のカギを握ること、③腎温虚血再灌流モデルで、腎臓再
灌流前後に経腎動脈的な持続 H2S 投与が IRI 抑制に有効であること（同様に肺では経 SVC＝経肺
動脈投与による IRI 抑制効果）（Sekijima M. J Surg Res 2017）を明らかにしてきた。これらの
結果は CO や H2S のより効果的かつ安全な治療方法の探索を通じて、医療応用への展開が期待さ
れる成果である。 
 
（3）CO や H2S は、いずれも血管拡張作用や抗炎症・抗アポトーシス・抗酸化作用により IRI 抑
制作用を示すものの、例えば CO がグアニル酸シクラーゼ（sGC）のヘムに結合し、これを活性化
して cGMP 量増加をもたらし血管弛緩を起こすのに対し、H2S は ATP 感受性 K チャネル（KATP）
の開口活性化を介して平滑筋細胞の弛緩を引き起こすこと（Mustafa AK. Circ Res 2011）、ある
いは H2S により強い活性酸素種（ROS）の Scavenger 作用があること（Kimura H. Antioxid Redox 
Signal 2012）など、CO や H2S は相互に作用を補完しうる可能性がある。一方で、CO は部位に
よって、内因性 H2S 産生酵素である CBS のヘムに結合して H2S 産生を抑制し、むしろ血管収縮
を引き起こすなど（Taoka S. J Inorg Biochem 2001）、CO と H2S は投与部位や環境に応じ複雑
なクロストークを示す可能性がある．したがって CO や H2S の臨床応用性を評価するには、臨床
移植医療に基づく大動物モデルを用いて、至適投与法や慢性期にわたる治療効果を評価する必
要がある。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、臨床医療に即した心停止ドナーからの臓器移植を想定した前臨床ミニブタ腎移植
実験モデルを用いて、ドナー臓器保存時にガス状シグナル物質である一酸化炭素（CO）や硫化水
素（H2S）を複合的に直接投与する高い安全性のもとで、虚血再灌流障害（IRI）抑制に代表され
る急性障害のみならず、臓器生着期間の延長効果の評価と作用機序の解明をはかるものである。
CO や H2S は相互に有効性を補完しうる一方で、投与部位や環境によって、複雑なクロストーク
から作用を減ずる可能性もあるため、大動物を用いた前臨床移植実験として、どのような投与が
効果的であるのかを明らかにする実験を行う。 
 
３．研究の方法 
 
動物：遺伝学的背景を均一化した大動物実験を実施するため、MHC が確立したクラウン系ミニブ
タを用いた実験を行う。 
虚血再灌流障害モデル：120 分腎動静脈遮断による虚血後に血流を再開するモデルを用いる（右
腎摘により腎機能は虚血腎に依存）。 
移植モデル：クラウン系ミニブタ MHC 不適合間腎移植を、既に我々が確立した方法（Oku M. 
Transplantation 2012）で行う。 
免疫抑制療法：12 日間低濃度タクロリムス持続投与（血中濃度：35-45 ng/ml）により急性拒絶
反応を制御する。 
CO 投与法：これまでの実験に準じ、人工呼吸器回路に CO ボンベを接続し、血中 COHb 濃度が 15%
以下になるように調整する（CO 濃度≈250ppm）。これまでの実験に準じて再灌流 2 時間後までの
計 360 分間 CO を投与する。 
H2S 投与法：腎動脈から、H2S 供与体である Na2S を 1.0 mg/kg で持続投与する。論文報告実験に
準じて、再灌流 2時間後までの計 360 分間 CO を投与する。 
※なお CO や H2S 投与時はガス警報器を用いて大気中の CO や H2S 濃度に異常がないかをモニタ
リングする。 



腎臓・他臓器評価：血清 Cre 等の生化学、超音波、腎生検検体（虚血前後、再灌流 2時間、2、
7、14、30 日、以後 30 日ごと）を用いて、H&E、Masson Trichrome（線維化病変）、Elastica-Masson
（血管病変）、TUNEL（アポトーシス）染色等で評価を行う。 
血液・組織・サイトカイン評価：炎症性サイトカイン（IL-1β/IL-6/TNF-α/HMGB1）、抗炎症性
サイトカイン（IL-10/TGF-β）、接着因子（ICAM-1）、酸化ストレス（MDA assay）、ATP/ADP/AMP
解析などに着目した評価を行う。 
免疫学的解析（血液・組織浸潤細胞）： CD3/CD4/CD8 細胞、制御性 T細胞（CD4/Foxp3）、樹状細
胞（MHC class II、CD14）、マクロファージ（CD68/制御性 CD163）等を解析する。またドナー/
レシピエント間で CFSE-MLR や抗ドナー抗体産生を経時的に評価する。 
 
４．研究成果 
  
（1）これまでに、肺や肝臓で CO 吸入による CO 効果を認めたことから、同様に腎 IRI モデルに
おいても効果が得られるのについて評価を行った。上述の 120 分間温虚血により IRI を誘導す
るモデルに対して再灌流 2時間後まで CO 吸入を行ったものの、有意な IRI 抑制効果は得られな
かった。また、腎移植モデルを用いた検討によっても、CO 吸入による有為な治療効果（虚血再
灌流障害抑制効果や拒絶反応抑制効果）は認めなかった。 
 
（2）上記の結果は、CO は吸入に基づくものである一方、H2S では肺動脈への直接投与という手
法を用いたという投与方法の違いによる可能性が考えられる。実際に H2S では経頚静脈投与に
よる全身投与は無効であった。しかし、H2S 供与体である Na2S を用いたため、全身投与では H2S
が有効に腎臓に到達しなかったため効果がえられず、腎動脈への投与が有効であった可能性も
考えられる。CO 吸入に関しては、CO が拡散により速やかに全身に分布すること、また肝臓での
治療効果が得られたことから、腎臓に CO が有効に到達しなかった可能性は高くないと考える。
したがって、今回 CO が腎臓の実験モデルで有効な効果が得られなかった点については、CO と
H2S の投与経路の違いだけでは明確に説明することは難しいと考える。第 2 の考察点としては、
CO や H2S のいずれも、抗炎症作用、抗アポトーシス作用、抗酸化作用などにより IRI 抑制作用
を示すとされるが、各々の作用の強度は異なると考えられる。また同じ IRI であっても、その進
展に関して、炎症、アポトーシス、酸化など、どの要因が重要であるのかは臓器によって異なる
可能性がある。今後、臓器間の IRI 進展機序の評価という新たな視点を加えることによって、腎
IRI あるいは移植実験によって CO が無効である一方、H2S によって効果が得られた要因を検討
し、CO や H2S の至適投与法、あるいは投与時期に応じた治療効果の違いなど多角的な検証が可
能になると考える。 
 
（3）更に、我々のこれまでの実験では、手術中は 100％酸素投与を行っていた。また実験に用
いる動物は、比較的月齢の若い個体を使用していた。有毒ガスとされる CO や H2S の投与の効果
だけでなく安全性を評価する際には、高濃度酸素下では血中 COHb の解離が進みやすく、また低
酸素を回避しうる安全性が高い一方、長時間の高濃度麻酔では肺障害が懸念される。また動物の
年齢により腎血管の加齢変化や腎実質変化によって IRI の程度も異なる可能性があることなど
を考慮する必要も生ずる。そこで、本研究の発展に関連する実験モデルとして、前臨床実験とし
てより適切な実験条件の探索につながる検討を行った。この結果、100％酸素投与下と 30％酸素
投与下では、腎 IRI の程度に差はみられないことを明らかにした。一方、個体が高齢になるに従
い、腎 IRI はやや遷延する傾向が認められた。高齢の個体では、腎内の浸潤細胞および異所性リ
ンパ組織形成を示唆する結果を得ておりこれが病変進展に関与する可能性が考えられたものの、
必ずしも均一な結果が得られるわけではなかった。従って、引き続き適切な病態モデルの探索が
必要であると考えている。 
 
（4）このように、今回の CO や H2S を用いた実験では、腎移植実験系における明確な有効性を示
すことはできなかった、しかし、これらの医療ガスを、腎臓移植を含む医療分野での臨床応用に
つなげる可能性の探索として、投与方法や臓器による効果の差異、さらには評価に用いる適切な
モデルの検討など、新たな治療法の開発に向けた基礎データを蓄積することが可能であった。今
後、これらの結果を国際学術誌にまとめることによって、国際的な医療ガス利用の現状と課題ま
でをも理解した上で、新たな治療方法の開発につなげる道筋を得ている。 
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