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研究成果の概要（和文）：深刻な臓器提供者不足の中で期待のかかる心停止ドナー肝の還流保存に関してブタを
用い、最適な灌流液、温度や灌流条件の検討を行った。成果としては、保存温度上昇とともに、酸素消費量は上
昇し、門脈圧、動脈圧が低下する傾向が見られた。灌流液中AST,LDH, ヒアルロン酸と負の相関のあることが判
明し、shear strssの軽減が示唆された。また、臓器灌流保存のHESを含んだ灌流保存液は、心停止肝においては
必ずしも良好な保存組成成分とは言えないことが判明した。人工赤血球を用いた灌流保存液は、灌流中の門脈圧
の上昇、肝動脈圧の上昇が優位に抑えられ心停止ドナー肝還流保存の有効な酸素供給方法として考えられた。

研究成果の概要（英文）：Utilization of grafts from donors after cardiac death (DCD) would greatly 
contribute to the expansion of the donor pool. To assess potential effect, porcine livers procured 
after 60 minutes of warm ischemic time were perfused and preserved. Study 1; The effects of 
subnormotherc preservation(SNP) with machine preservation(MP) Study 2;Evaluation of HES or PEG in UW
 gluconate solution of porcine liver grafts　Study 3; Impact of solution containing artificial 
oxygen carrier hemoglobin vesicles(AOC).Results 1; According to increase the preservation 
temperature, more oxygen consumption was required and portal vein pressure was decreased. The 
changes of AST, LDH and hiarulonic acid were lowest in SNP. Potentially, SNP is expected to help the
 recovery of function. Results 2; Effluent enzyme of AST and LDH were lower in PEG group HES may not
 be effect as a MP solution. Results 3; MP solution containing with AOC is expected to use the 
recovery the function.

研究分野： 肝胆膵・移植外科
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１．研究開始当初の背景 

欧米では、腎臓用低温持続灌流保存装置が実

用化され、単純冷却保存との多施設共同での

比較臨床試験により灌流保存の有用性が報

告（Moers, N Engl J Med,2009）され、広く

普及した技術となっている。また、肝臓に関

しても低温灌流保存の有用性（Guarrera, 

AmJT,2010）が報告され。世界的にも大きな

期待が集まっている。しかし、灌流液に血液

などを使用するためには克服すべき課題も

多く、血液の代替物としての酸素運搬体の活

用が求められている。一方、DCD（ Donation 

After Cardiac Death）臓器の移植適用への

期待も大きいものの、このような移植可能限

界領域のマージナルドナーに最適な臓器保

存液、臓器保存方法については確立されたも

のはない。申請研究グループでは、既に機械

灌流保存装置［特願 2011-035,AOIN 1/02］を

作成し、 主にブタを用いた肝臓の保存・移

植実験をおこない多くの研究成果を報告し

た。その結果、灌流中の肝動脈圧パターンで

臓器 Viability の外挿の可能性(Obara, 

Matsuno ほか transpl Proc.2012)を見出し、

さらに心停止後摘出された肝臓に関しては

保存温度を特に 22°Cとい subnormothermia

まで冷温から復温させることによって虚血

障害を軽減し肝臓の ATP を回復させ、酸素の

需要が増加することを見出している

(Shigeta．Matsuno Transpl Proc. 2013)こ

れら事実は臓器蘇生への鍵となるものと考

えられる。 

２．研究の目的 

臓器還流保存方法を軸として、ブタ心停止ド

ナーモデルを用い、最適化された臓器保存液

を探索するとともに温度と酸管理に注目し

て研究を行うことを目的とする。DCD

（ Donation After Cardiac Death）臓器の移

植適用への期待も大きく、酸素を付加した低

温灌流（Dutkowski,Ann.Surgery, 2016）な

どの報告など、灌流温度と酸素管理と灌流条

件の検討が議論されている。一方、酒井、東

らはヒトヘモグロビンを用いた備蓄・緊急投

与が可能な人工赤血球の研究を行ており、酸

素運搬体として灌流保存液に含有させると

いう共同研究を 2015 年より行うこととなり

研究の一つの柱ともなった。 

以上より、研究期間内において下記 3 つのテ

ーマで研究を行った。 

研究１；心停止ドナー肝臓における温度と酸

素供給の研究 

研究２；UW 液に含まれる HES の心停止ド

ナー肝還流保存に対する有効性に関する研

究 

研究３；人工赤血球含有還流保存液を用いた

心停止ドナー肝臓の還流保存の有効性の研

究 

３．研究の方法 

研究１ 

独自に作製した門脈・肝動脈の 2 系統に同時

灌流可能な肝保存用の灌流システムを用い、

強い温阻血障害を加えたブタ肝臓の保存実

験を行った。灌流システムは門脈、肝動脈、

灌流液管理用の 3系統の流路系ならびに臓器

用チャンバにより構成され酸素は動脈回路

から供給される。体重 20kg 前後のブタ肝臓

を摘出して本装置により 4 時間保存した。灌

流液は UW-gluconate 液変法とした。（１群）

温阻血時間(WIT)0 分（２群）WIT60 分（3

群）WIT60 分で８度から徐々に 22℃まで復

温の 3 群で、酸素消費量、逸脱酵素、組織中

サイトカインや ATP の変化を検討した。。 

研究２ 

ブタ（体重 20kg）を用いた、:心停止後 60

分(WIIT60)で肝臓を摘出し作製した灌流液

modifyUW－gluconate 液で HES を含まな

いで PEG に置き換えた灌流液による保存群

および、欧米で市販されている HES を含む

灌流用保存液群を比較した。灌流時間は 4 時

間で行い逸脱酵素、灌流門脈圧、動脈圧など

で比較した。 

研究３ 



ブタ（体重 20kg）を用いた、:心停止後 60

分(WIIT60)で肝臓を摘出し UW 液による単

純冷却保存 4 時間、WIT 660 で人工赤血球

を含有しない 4 時間室温灌流液群。WIT60

で人工赤血球含有灌流液による 4時間室温灌

流群を比較検討した。組織中 ATP,サイトカイ

ン、灌流門脈圧、動脈圧を比較検討した。 

あわせて、工学的なアプローチによるコンピ

ュータ解析によって、灌流中の酸素消費動態

ならびに灌流条件の網羅的探索をおこない

最適酸素供給条件、積極灌流条件を検討する。 

４．研究成果 

研究１ 

保存終了時の逸脱酵素である各群各々、AST

（IU/L）238.5,3285,0,1980,0、LDH（IU/L）

340,0,3270,0,4295,0 ヒアルロン酸は 9 以

下,20,0,29,5.であり.低温灌流に比較し、復温

灌流群において逸脱酵素は低値を示した。ま

た、温度上昇とともに、肝臓の産所消費量は

上昇し、一方、門脈圧、動脈圧が低下する傾

向が見られた。この結果は、機能評価である、

AST,LDH, ヒアルロン酸と負の相関のある

ことが判明し、shear strss の軽減が示唆され

た。一方、復温群は冷温群に比し組織内ｍ

RNA (iNOS、TNFα, IL1β)の発現抑制を

見た。低温還流群の組織像は一部の Disse 腔

の拡大、肝細胞索は膨化し、著明な脂肪滴が

みられたが、復温灌流群において軽度であっ

た。電顕において低温灌流群群では空砲の拡

大、ミトコンドリアの膨大などがみられた。

以上、温阻血障害肝の肝保存は、持続灌流保

存法を利用し冷温から一気に血流再開する

ことを避け、かつ酸素運搬体による相乗効果

が期待されることとなり、研究３へつながる

こととなった。 

研究２ 

保存中、門脈圧、肝動脈圧力は両群ともに低

下傾向であったが、有意差は見られなかった。

保存中の逸脱酵素 AST, LDH はともに PEG

群において低値であり、特に AST において

は有意差がみられた。Viscosity に関しては,

両群ともに温度上昇に従い低下したが、有意

差は見られなかった。【結語］心停止ドナー

からの臓器灌流保存において HES を含んだ

灌流保存液は、肝臓においては必ずしも良好

な保存環境とはいえない。 

研究３ 

存中、肝動脈圧力の減少率、保存中の逸脱酵

素(AST, LDH))時間変化量は、両郡ともに有

意差はなかった。保存中酸素消費量に関して

も有意な差は認めなかった。門脈圧の上昇、

肝動脈圧の上昇は優位に抑えられた。【結語］

心停止ドナーからの臓器保存において人工

赤血球を用いた灌流保存液は、臓器を回復さ

せ、機能再生の糸口になる可能性が示唆され

た。今後は、移植手術を模してドナー血液に

よる再灌流によって虚血再灌流粗油買いモ

デルを作成して、虚血再灌流の抑制という点

で検討を加える予定。た。特に、 

組織中 TNF, IFN の mRNA の発現は再灌流

後１時間、２時間で現在検討中である。 
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