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研究成果の概要（和文）： 
冷保存障害軽減効果を有する重水含有緩衝液の組成を見出だし、各種の細胞の冷保存実験、小

動物の心冷保存移植、肝冷保存・単離肝灌流において UW 液を陵駕する効果を確認した。Ca2+ 

overload 阻害、解糖・酸化的リン酸化促進、細胞骨格維持が主作用と考えられた。しかし、大

動物肝、腎冷保存・移植モデルではグラフトの灌流不全を呈し、保護効果が発揮されなかった。

今後、凝血の予防、酸素の供給法等を確立する必要があると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We explored the necessary condition of heavy water containing buffer for the use of simple 
cold preservation. The novel solution appeared to show excellent cytoprotection in various 
cells, and rat liver and heart, due to the inhibition of cytosolic Ca2+ overload and 
cytoskeletal breakdown, and stimulation of aerobic respiration. However, these beneficial 
effects were abolished in liver and kidney preservation and transplantation of dogs, 
possibly due to the stimulation of intravascular agglutination by PEG. To proceed to the 
clinical application, customization of PEG concentration should be explored. Further, since 
the main action of heavy water containing buffer is stimulation of aerobic respiration, we 
should find better way to provide oxygen without agglutination for the next step. 
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1. 研究開始当初の背景 

移植医療における臓器の単純浸潤冷保
存法は、保存許容時間を延長し、合併症を軽
減したが、UW 液では心停止や脂肪肝等の傷み
やすいグラフトは安全に利用できない。移植
後の虚血再灌流障害を制御するためには、冷

保存中の無(低)酸素と低温による細胞変化
の制御が重要であり、これらを抑制する可能
性がある重水に着目した。 

重水は水より強い水素結合によりタン
パクを水和、安定化し、無(低)酸素と低温に
よる細胞障害を抑制する生物活性をもつ。重
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水を用いた細胞保護や保存液としての有用
性を示唆する報告が、1 短報を含め 4 編ある
が、保護作用の分子メカニズムは殆ど分かっ
ておらず、重水を用いた本格的な臓器保存液
開発の研究は未だにない。 
 
2. 研究の目的 

(1) 重水含有緩衝液の至適組成を決定し、
(2) 細胞保護(冷保存障害軽減)効果の UW 液
に対する優位性を示し、(3) 細胞保護のメカ
ニズム、(4) 小動物モデルにおける有用性、
(5) 大動物モデルにおける有用性、を明らか
にすることが本課題の的である。 
 
3. 研究の方法 

(1) 新規重水含有保存液の基本組成 
至適重水濃度の検討： 
マウス肝細胞株(AML12)を sub-confluent

に培養した。重水濃度を 0, 5, 10, 20, 30, 40, 
50%の培養液(DMEM)を作成した。AML12を４℃,
低酸素下で 12時間保存し、成長培地に置換
後 12 時間まで通常培養し、LDH 放出、MTT 代
謝を評価した。 
至適 Na+-K+比：  
細胞保護効果が弱い Euro Collins液を 30%

重水化し、Na+, K+の比を変化させた Euro 
Collins改変液を作成した。AML12を大気下
で 48 時間の冷保存し、LDH放出、MTT代謝を
評価した。 

(2) 既存液の重水化改変液の効果：  
  HTK液の 30%重水化液を HTKD液、UW 液か
ら HESを除去し、30%重水化したものを UWD, 
Na+-K+濃度を逆転させたものを ExtUWD, さら
に Raffinose (30mM)を Mannitol(10mM)と糖
(20mM; Glucose, Fructose, Sucrose, 
Maltose, Trehalose)に置換したものを作成
した。ラット小腸上皮細胞株(IEC-6)をこれ
らの液中で大気下,4℃,48時間保存し、LDH
漏出、ATP量を評価した。 

重水含有液の効果の普遍性 
AML12, IEC-6、心筋細胞(H9c2)、気管上

皮 (Beas-2B)、尿細管上皮細胞 (HK-2)を重
水含有細胞外液型 UW改変液 (MEUD-MS; 
Mannitol +Sucrose)で 24-48 時間、大気下冷
保存した。 

(3) 細胞保護メカニズム  
エネルギー産生とミトコンドリア機能： 

各種細胞株を UW液あるいは重水含有液で
大気下、24-48時間冷保存した。 
ATP量：化学発光法で定量した。 
ミトコンドリアの膜電位：蛍光プローブ
(JC-1)によって評価した。 
ミトコンドリア代謝能：MTT assay。 

Ca2+ overload： 
Ca2+ indicator (Fura2-AM)を pre-load し

た細胞を UW 液あるいは重水液で大気下、
24-48 時間冷保存した。保存液を培養液に置

換し、60分まで通常培養し、細胞内 Ca2+濃度
を経時的に記録した。別の Ca2+ indicator 
(Flo4-AM)を pre-load した細胞を大気下で、
各保存液で 4時間冷保存後に、Ca2+ overload 
stimulant (4-HNE)を添加し、30分後までの
細胞内 Ca2+ 濃度をモニターした。 

細胞骨格： 
細胞を大気下で、各保存液で 6-24時間冷

保存した。保存終了時にパラホルムアルデヒ
ドで固定し、AlexaFluor488-Phalloidineで
F-actinを、Alexa594-DNaseIで G-Actin染
色した。一定のレーザー強度で撮像し、蛍光
強度の比により F-, G-Actin 比を算出した。 

(4) 小動物モデルにおける有効性 
ラット心冷保存・移植  
雄Lewis ラット(8-10w)の心臓を摘出し、UW

液あるいは重水液で24, 36時間冷保存した。
移植後1, 6, 24時間, 1週間で犠牲死させた。
また、グラフトの拍動を触診スコア(0-4)と超
音波検査(Fractioning shortnings; FS)によ
り経時的に評価し、7日目までの生存を確認後、
犠牲死させた。冷保存（24時間）のみの検体
も採取した。これらの検体を用いて、組織障
害と炎症細胞浸潤をHE染色とCD68免疫染色で、
１週後の線維化をマッソントリクロム染色で、
移植後1, 24時間後の壊死範囲をTTC染色で、
移植後24時間のアポトーシスをTUNEL染色で、
冷保存終了時(24時間)と移植後1時間のエネ
ルギー状態をATP量で評価した。 
 
ラット肝冷保存、単離肝灌流 (IPRL) 
雄 SD ラット(8-10w)の肝臓を摘出し、48 時

間冷保存後に IPRL で 90分間再灌流した。灌
流は閉鎖回路, 37℃の Krebs Henseleit 
Bicarbonate Buffer (KHB; 300ml), 8cmH2O
の定圧灌流とし、灌流液中にはタウロコール
酸を添加した。灌流中の酸素分圧は 450-550 
mmHgに設定した。  

冷保存状態が再灌流に及ぼす影響 
実験群は肝摘出後直ちに再灌流する CT 群、
UW 液で 48時間冷保存する UW 群、MEUD-MS 
(=Dsol)で 48時間冷保存する Dsol群、重水
液２で 48時間冷保存する重水液２群、の 4
群（各 n=6）を作成した。 

再灌流時の水素ガス投与の効果 
さらに、UW, Dsolで 48時間冷保存し、再灌
流時に水素ガスを投与した UW-H2群、Dsol-H2
群を作成した(各 n=6)。 
評価項目 
門脈抵抗＝灌流圧(mmHg)/流量(ml/min/g) 
胆汁産生量(ul/g/90min) 
酸素消費率(mmHg O2 equivalent/g) 
灌流終了時：HE 染色、TUNEL 染色 
灌流終了時酸化ストレス (8-OHdG染色) 
冷保存終了時エネルギーチャージ 
冷保存終了時生存シグナルタンパク 
 



(5)  大動物モデルにおける有効性  
イヌ肝冷保存・移植 

雌性ビーグル犬 10-12kgを一晩の絶食後、全
身麻酔下に開腹し、腹部大動脈にカニュレー
ションし、UW 液あるいは重水液２で体内灌流
し、摘出した。摘出後、バックテーブルで門
脈、肝動脈から追加灌流した。48時間氷中で
保存後、乳酸リンゲル液で灌流し、同所性に
肝移植した。下大静脈、門脈の吻合後に再灌
流し、動脈、胆管を吻合した。閉腹後、生存
期間を観察した。 

イヌ腎冷保存移植 
雌性ビーグル犬 10-12kgを一晩の絶食後、右
腎を摘出した。バックテーブルで UW液ある
いは重水液２で灌流し、72時間氷中に保存し
た。グラフトを乳酸リンゲル液でフラッシュ
後に家腎移植し、左腎を摘出した。 
 
4. 研究成果 

(1) 新規重水含有保存液の基本組成； 
重水濃度： 
重水 5% (v/v)以上で LDH漏出を軽減し、MTT
値が上昇し、30%が最も効果が強かった。 
Na+-K+比： 
Na+K+比によらず 30%の重水化によって細胞
保護効果は増強された。重水含有 Euro 
Collins液は細胞外液型組成でUW液と同等
の強い細胞保護効果を発揮した。重水化液
はインスリンの添加によりさらに強い細
胞保護効果を発揮し、壊死、アポトーシス、
両方を軽減した。 
(2) 重水化改変液の至適組成と効果： 
小腸上皮細胞の 24-48時間冷保存において、
重水含有 UW 改変液は糖の組成と無関係に
UW 液を陵駕する保護効果を発揮した。既存
の保存液(Euro Collins, UW, HTK, Celsior
液)や、Trehalose(ET-Kyoto 液の主成分)
を含むbufferでも30%重水は強い保護効果
を示した。MEUD-MS(Mannitol, Sucrose)は
4℃での pHが 7.6-7.7の時に最も強い保護
効果を発揮した。これらの結果から、30%
重水、細胞外液型組成、Mannitol 含有、4℃
で pH=7.7を基本組成とし更に検討した。 
効果の普遍性 
肝細胞、心筋、小腸上皮、気管上皮、尿細
管上皮を MEUD-MS液(=Dsol)で 24-72時間、
大気下で冷保存すると、LDH 漏出は全ての
細胞において UW 液よりも低値であり、小
腸上皮では UW液の 1/25まで低下した。 
 
(3) 細胞保護のメカニズム 
エネルギー産生とミトコンドリア機能： 
冷保存終了時の ATP量は UW 液では pre

値の 10%程度であったが、MEUD-MSでは 20%
と有意に高値であった。一方、HTKD液では
24時間後には約 80%、48時間後には約 130%
であった。この ATP 量維持作用は低酸素、

ミトコンドリア複合体 I、IV の阻害剤、
GAPDH 阻害剤、過酸化水素や 4-HNE の添加
により阻害された。重水は解糖、ミトコン
ドリア両方の反応を促進した。TCA回路の
基質を含み、緩衝能が強い HTK液の組成で、
酸素の存在下でより強く作用すると考え
られた。 
冷保存後のミトコンドリア膜電位は UW

液群ではほぼ消失し、復温・再酸素化後も
ほとんど回復しなかったが、重水液群では
有意に高値であった。MTT 代謝は重水液群
で有意に高値であった。 
冷保存後の細胞内 Ca2+濃度は UW 液群で

は上昇したが、重水液群では殆ど変化しな
かった。冷保存細胞に対する 4-HNE 添加に
より、UW 液群では細胞質 Ca2+濃度が添加
後 15 分以内に上昇したが、重水液群では
完全に阻害された。 
冷保存終了時のアクチンを染色すると、

UW液群ではF-actinのメッシュ構造が消失
したが、重水液群では構築が維持され、
F-actin/G-actin比は高値を維持した。 

 
(4) 小動物モデルにおける有用性 

ラット心冷保存・移植  
7 日グラフト生存：冷保存時間が 12時間以
下では全群 100%であった。24 時間冷保存
では UW 群(4/5), MEUDMS(Dsol)群(5/5), 
36 時間冷保存では UW 群(2/7), MEUDMS 
(=Dsol)群(4/6)であった。 
24 時間冷保存移植後７日目の線維化：  
線維化領域は重水液群で有意に縮小した。 
24 時間冷保存移植後の触診及びエコーに
よるグラフト機能(%FS)：機能が比較的保
たれている状態では、触診による grading
はエコーと同等の評価が可能であった。重
水液群では UW液群と比べ、FS(左室収縮能)
の回復が早く、高値であった。重水液は移
植後の心機能を有意に改善させた。 
24 時間冷保存移植後 24 時間の壊死領域： 
UW液群では左室の 67.8%が壊死に陥ったの
に対し、新液群では 11.7%に抑えられた。 
24 時間冷保存移植 12 時間の血液生化学：
血清 CPK, CPK-MB, LDH, GOT, Troponin-T
は新液群で有意に減少した。 
詳細は論文参照 
Wakayama K et al.25 (6):696-706, 2012 
 
ラット肝冷保存、単離肝灌流 (IPRL)   
SD ラット肝の 48時間冷保存・IPRL にお

いて UW液群では CT群と比較し、再灌流時
の門脈抵抗が高く、灌流液 ALTは高値、酸
素消費率が低下し、白色胆汁が少量排出さ
れたのに対し、Dsol群ではこれら全てが改
善され、濃黄色胆汁が産生された重水液２
群ではこれら全てがさらに改善され、濃黄
色胆汁が多量に産生された。組織所見、



TUNEL 陽性細胞率、8-OHdG陽性細胞率も同
様の推移を示した。保存終了時のエネルギ
ーチャージは ATP量の増減に規定され、UW, 
Dsol群では正常肝の 5%未満に減少したが、
重水液２群ではそれらの減少が有意に抑
制された。再灌流後には Dsol 群では UW 群
と比較し、速やかに回復し、重水液２群で
はさらに著明に改善した。 
再灌流後時に水素ガスを投与すると、

UW-H2 群では組織所見が改善され、Dsol群
と同程度の胆汁が産生され、他の所見も
Dsol 群に近似していた。一方、Dol-H2 群
ではさらに改善した。 
 

(5) 大動物モデルにおける有効性  
イヌ肝冷保存・移植 
UW 液群では最長で 2 日目まで生存したが、

7 日は生存しなかった。重水液２群では、体
内灌流時から灌流不良であった。再灌流後も
同部位は血液が灌流されず、全例が麻酔から
覚醒することなく死亡した。UW液あるいは乳
酸リンゲル液で灌流後にバックテーブルで
重水液２を灌流しても結果は変わらず、大動
物肝冷保存、移植モデルでは W液よりも遥か
に劣っていた。原因を究明、組の改良のため
に、肝移植による検討を中断した。 
イヌ腎冷保存移植 
UW 液で 72 時間冷保存した腎臓を移植すると
全例が 14 日間生存した。しかし、重水液２
群では全例で再灌流直後からの灌流不良で
あり、再灌流後３時間までにほとんど尿が排
出されず、尿毒症症状を呈して死亡した。 
バックテーブル灌流時の排液を観察すると、
排液が透明になった後も debris が継続的に
排出されており、凝血塊であった。これらの
結果から、肝臓特異的な問題ではなく、重水
液２の組成に起因する現象と考えられ、
polyethylene glycol (PEG)による凝血促進
が強く疑われた。 
そこで、重水そのものの効果を検証するため
に、HTK液、HTKD 液を用いて 72 時間冷保存、
自家腎移植モデルを作成した。HTK 液群、HTKD
液群ともに尿毒症を呈し、ほぼ全例が 7日以
内に死亡し、グラフトは水腎症を呈していた。
われわれは以前に本モデルを用いて、HTK 液
に抗酸化剤(エダラボン)を添加すると全例
が生存し、移植後腎不全を呈さないことを経
験しており、重水化 HTK液による単純浸漬冷
保存はその効果に及ばないことが分かった。 
考察 
今後の実用化に向けて、凝血作用を呈さない
PEG 濃度を模索し、再度、大動物移植モデル
で検討したい。臨床応用に向けたカスタマイ
ズを進めることが今後の課題と考えられた。 
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