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要 旨 

【背景と目的】 

 肝移植は末期肝不全に対する唯一の根治治療だが、慢性的な臓器提

供数の不足が問題となっている。臓器提供不足の解決策として脂肪肝や心

停止肝グラフトなどの Expand Criteria Donor (ECD) 肝グラフトの利用法が

検討されている。しかし、ECD 肝グラフトは虚血再灌流傷害が増強され、

そのままでは移植に用いることができない。特に心停止肝グラフトは温阻

血再灌流傷害の抑制が必要である。現在、Ex vivo Machine Perfusion (MP)

による虚血再灌流傷害の抑制を企図した研究が精力的に行われている。

UW-MP 液を用いた低温機械灌流 [Hypothermic Machine Perfusion (HMP)] 

は、ミトコンドリアの電子伝達系複合体  (Electron Transport Chain 

Complex) を保護してミトコンドリア傷害を低減し、虚血再灌流傷害の抑制

に寄与することが報告され、欧米では臨床試験で有効性が報告された。し

かし、灌流液や灌流時間などの HMP における詳細な条件検討は実施され

ていないのが実情である。HMP の有効性の向上のため、門脈抵抗の低減や

抗酸化作用をもつ水素ガスの効果や、灌流液の温度変化に伴う pH の変化

とそれに伴う有効性の変化に着目して実験を計画した。本研究の目的は

HMP における至適条件を模索し、その条件を採用した新規灌流液を開発し、

作用機序を解明することである。 

【材料と方法】 

 すべての動物実験は「北海道大学動物実験に関する規定」に従い、

北海道大学動物実験倫理委員会の承認の下で実施した。雄 Wistar rat (8 週

令)を購入し、1 週間以上飼育後に実験に使用した。Wistar rat を絶食なし

で実験に供し、イソフルラン吸入にて麻酔を導入し、開腹・開胸、横隔膜

切開により心停止させた。心停止 30 分後に門脈にカニュレーションし、ヘ

パリン 1000 IU/kg を含む 4℃の冷生食 50ml を門脈より注入して肝を脱血、

摘出した。実験 1 として心停止 30 分後に摘出した肝を UW 液 (4℃) で単純

冷保存した群を CS 群 (n=6)とし、心停止 30 分後に摘出肝を 7-10℃の UW-

MP 液で HMP (3 時間 ) した群を MP 群  (n=6)とし、どちらも Isolated 

Perfused Rat Liver (IPRL)で再灌流 (37℃、90 分) して比較検討した。次に

実験 2 として心停止 30 分後に摘出した肝を 7-10℃の UW-MP 液で 3 時間

の HMP した群を MP 群とし、HMP 時に水素ガスを加えた群を MP-H2 群と

して、IPRL で再灌流して比較検討した。実験 3 では心停止 30 分後に摘出

した肝を 7-10℃の UW-MP 液で 3 時間の HMP した群を MP 群、同様の

HMP 中の灌流液を pH7.6、7.8、8.0 に調整した群をそれぞれ MP-pH 7.6 群、
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pH 7.8 群、pH 8.0 群とし、HMP 終了後に IPRL で再灌流して比較検討した。

実験 4 では心停止 30 分後に摘出した肝を 7-10℃の UW-MP 液で HMP (3 時

間) した群を MP 群、HMP 中の灌流液の pH を 7.8 に調整した群を MP-pH 

7.8 群、至適 pH を維持することを目的に開発した新規灌流液 FJH を用いて

HMP した群を MP-FJH 群として、IPRL で再灌流して比較検討した。FJH

は既存の灌流液を参考に、至適 pH を維持することを主目的としてバッフ

ァーを調整して作成した新規灌流液である。  

【結果】 

実験 1 では CS 群と比較して MP 群では肝逸脱酵素活性が有意に低

下して胆汁産生量が増加した。しかし門脈抵抗、酸素消費率、病理所見に

おける細胞傷害やアポトーシスの割合では差を認めなかった。実験 2 では 

MP 群と比較して MP-H2 群では肝逸脱酵素活性、門脈抵抗、酸素消費率、

胆汁産生量に有意差を認めなかった。一方で病理所見では、肝細胞傷害を

疑う所見やアポトーシスの割合が有意に減少した。実験 3 では MP 群と比

較して MP-pH 7.8 群の AST が有意に低減した。胆汁産生量においても

MP-pH 7.8 群が最も高値であった  (有意差なし)。また、MP 群と比較して

MP-pH 7.8 群では HMP 中の FMN 濃度の上昇が有意に抑制された。実験 4 

では MP 群や MP-pH 7.8 群と比較して MP-FJH 群で有意に再灌流時の門脈

抵抗が低下し、肝逸脱酵素活性の低下と酸素消費率の上昇を認めた。また、

病理所見ではアポトーシス陽性細胞率が有意に低下した。オスミウム浸軟

走査電子顕微鏡所見では、ミトコンドリア内部のクリステが密に観察され、

形態が保持されていた。MP 群と比較して MP-FJH 群では HMP 中に灌流液

中 FMN 濃度の上昇が有意に抑制された。  

【考察】 

 心停止肝における UW-MP 液を用いた HMP は、単純冷保存と比較

して再灌流時の肝逸脱酵素活性が低下し、虚血再灌流傷害を部分的に抑制

した。本研究においても HMP の有効性は確認され、門脈抵抗の低減や抗

酸化作用をもつ水素ガスを用いることで HMP の有効性の向上を図った。

HMP に水素ガスを加えることで、肝逸脱酵素活性や胆汁産生量などの再灌

流時のパラメータに変化は認めなかったものの、病理所見における細胞傷

害やアポトーシス陽性細胞率が低下した。これらの所見は水素ガスが門脈

抵抗の低下には至らなかったものの、肝内の血管抵抗低減に寄与すること

が示唆された。次に低温環境における灌流液の至適 pH を検討した。HMP

に用いた UW-MP 液はリン酸バッファーを主なバッファーであり、温度変

化に伴う pH の変化が小さい。一方、血液の pH はイミダゾール基の解離定
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数が温度により変化することを反映し、温度が 1℃低下する毎に 0.0147 ず

つ上昇する。この温度と pH の関係に生物学的に意義があると考え、7～

10℃の HMP における至適 pH を検討するため実験 3 を計画した。その結果、

pH 7.8 の HMP で肝逸脱酵素活性がさらに低下し、胆汁産生量の増加傾向

を認めた。また、その作用機序としてミトコンドリアにおける電子伝達系

複合体Ⅰを構成するフラビンモノヌクレオチド の灌流液への漏出が抑制さ

れることが示された。また、電子顕微鏡所見におけるミトコンドリアのマ

トリックス、クリステの形態保持からも、HMP 時のアシドーシスの是正に

より、電子伝達系複合体の保護による虚血再灌流傷害の抑制が示唆された。

ここまでの結果から、HMP (7～10℃) における灌流液の至適 pH は 7.8 と

考えられた。より安定して効果の高い臓器修復効果を得るために血液に近

い温度‐pH 変化をする新規灌流液 FJH を作成し、実験 4 を行った。UW-

MP 液による HMP と比較して新規灌流液 FJH による HMP では有意に再灌

流時の門脈抵抗値が低下し、肝逸脱酵素活性の低下や酸素消費率の上昇、

アポトーシスの減少を認め、その有効性が確認された。実験 3 と同様にフ

ラビンモノヌクレオチド濃度の低下や電子顕微鏡所見から、移植前に体外

でミトコンドリアの電子伝達系複合体を強力に保護することが、再灌流後

に起こる細胞傷害を低減し、虚血再灌流障害を抑制すると考えられた。 

【結論】 

 心停止肝に対する UW-MP 液を用いた HMP は臓器修復効果を認め

るが、向上の余地がある。HMP に水素ガスを加えると肝細胞のアポトーシ

スを抑制する可能性がある。7～10℃の HMP で至適 pH は 7.8 であり、

HMP 時にこの至適 pH を維持することで虚血再灌流傷害が低減した。その

機序としてミトコンドリアの電子伝達系複合体の保護効果が考えられた。

至適 pH を維持するバッファーを用いた新規灌流液ではその効果の増強が

得られ、虚血再灌流傷害がより強力に抑制された。  
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略語集 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。  

AMP Adenosine Monophosphate 

AMPK Adenosine Monophosphate - activated protein Kinase 

AST Aspartate Transaminase 

ATG5 Autophagy related 5 

ALT Alanine Transaminase 

ATP Adenosine Triphosphate 

CO2 Carbon Dioxide 

CS Cold Storage 

DCD Donated after Circulatory Death 

ECD Expanded Criteria Donor 

ETC Electron transport chain complex 

FAD Flavin Adenine Dinucleotide 

FMN Flavin Mononucleotide 

HE Hematoxylin Eosin 

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl] Ethanesulfonic acid 

HMP Hypothermic Machine Perfusion 

HPF High Power Field 

HPLC High Performance Liquid Chromatography 

H2 Hydrogen gas 

IPRL Isolated Perfused Rat Liver 

JNK c-Jun N-terminal kinase 

KHB Krebs-Henseleit bicarbonate buffer  

LDH Lactate Dehydrogenase 

MOPS 3-Morpholinopropanesulfonic acid 

MP Machine perfusion 

NMP Normothermic Machine Perfusion 

OCR Oxygen Consumption Rate 

OsO4 Osmium Tetroxide 

PRKN Parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase 

PINK-1 Phosphatase and tensin homolog - Induced Kinase 1 

PVDF Poly Vinylidene Di-Fluoride 

PVP Portal Vein Pressure 

PVR Portal Vein Resistance 
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RF Riboflavin 

SDS-PAGE  Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis  

SEM Scanning Electron Microscopy 

SNMP Sub-Normothermic Machine Perfusion 

SQSTM-1 Sequestosome 1 

TUNEL TdT-mediated dUTP nick end labeling 

UW 液 University of Wisconsin solution 

UW-MP University of Wisconsin - for Machine Perfusion 
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背 景 

肝移植は末期肝不全に対する唯一の根治治療である。世界的に肝移

植数は増加傾向だが、移植待機患者は増加しており、慢性的な臓器提供数

の不足が問題となっている  (Burra et al., 2021)。本邦における脳死臓器提

供数は、2010 年の臓器移植法改正により増加したものの、年間約 50-60 例

と、依然として需要をはるかに下回っている。肝移植症例全体の実に 90%

以上が、健常者をドナーとする生体肝移植である  (日本臓器移植ネットワ

ーク )。移植臓器不足の解消のため、心停止ドナー肝  (Donated after 

Circulatory Death; DCD)や脂肪肝などの非標準的臓器  (Expanded Criteria 

Donor; ECD)が潜在的ドナーとして注目され (A. Schlegel et al., 2018)、安

全な利用法の研究が行われている  (Álvarez-Mercado et al., 2019; Schlegel 

et al., 2013)。ECD 肝グラフトは primary non function や delayed graft 

function などの発症リスクが高く  (Dubbeld et al., 2010; van Rijn et al., 

2018)、現在一般的に用いられている単純冷保存  (Cold Storage; CS)のみで

は利用できず、安全性の向上が必須である (Monbaliu et al., 2012)。そのた

めに機械灌流法 (Machine Perfusion; MP)が研究されている (Goldaracena et 

al., 2020; Schlegel et al., 2019)。肝臓の MP は門脈と肝動脈から持続的に

灌流して酸素やエネルギー源を送達し、ミトコンドリアの好気代謝を促進

し、乳酸蓄積を抑制する。さらに、ATP の分解抑制を介した活性酸素種の

生成抑制、wash out による活性酸素種や乳酸等の代謝副産物の除去により

ECD 肝グラフトの細胞環境を多面的に修復する  (Dutkowski et al., 2006; 

Mergental et al., 2021; Nasralla, 2021) 。 MP は 37℃ の常温機械還流 

(Normothermic Machine Perfusion; NMP) 、 7-10℃ 程度の低温機械灌流 

(Hypothermic Machine Perfusion; HMP)、その中間である 25℃前後の Sub-

Normothermic Machine Perfusion; SNMP に分類される  (Weissenbacher et 

al., 2019)。欧州では各種 MP の研究が進み、NMP では単純冷保存と比較し

てグラフト廃棄率の低下や平均保存時間の増加、肝機能障害の低下が示さ

れた (Nasralla et al., 2018; van Beekum et al., 2021; Watson et al., 2019)。

HMP では単純冷保存と比較して術後胆管炎や動脈塞栓などの合併症が低減

し、graft loss が減少した  (de Goeij et al., 2021; Schlegel et al., 2013a; 

Zhang et al., 2019)。NMP と HMP のどちらも randomized clinical trial で有

効性が示されており (Nasralla et al., 2018; van Rijn et al., 2021)、異なる温

度での灌流の併用が有効なことも分かってきた  (de Vries et al., 2019)。 

現在、ドナー不足の解決策として DCD 肝の利用が注目されており、

温虚血に伴う再灌流障害の進行を抑制する研究が進められている  
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(Michelotto et al., 2021; Quillin and Guarrera, 2018)。温虚血は短時間であ

っても、類洞内皮の損傷により、炎症性物質が局所で産生されて  (アラキ

ドン酸カスケード)、好中球浸潤、周囲のクッパー細胞等の炎症反応が惹起

され、活性酸素種や TNFα が産生されて肝細胞の apoptosis や necrosis が起

こる (Dogan and Aslan, 2011; Eltzschig and Eckle, 2011)。細胞死はさらに

細胞内外のアシドーシスを惹起し、アシドーシスは活性酸素産生と電子輸

送複合体 (Electron transport chain complex; ETC)の障害、ミトコンドリア

の機能不全を経て、再灌流時に肝細胞に重篤な傷害を引き起こす。これら

の事象は移植グラフトの機能低下やグラフトロスの主要因であり、「再灌流

症候群」として知られている  (Chouchani et al., 2014; Jaeschke and 

Woolbright, 2012; Schlegel et al., 2020)。HMP はこれら虚血再灌流傷害に

対しする有効性が確認されている (van Leeuwen et al., 2021)。HMP はミト

コンドリアの ETC の障害を防ぎ、ヌクレオチドプールのアップロードと効

果的なコハク酸代謝によってミトコンドリアの再プログラミングを誘導す

ることで、その後の再灌流傷害から保護すると報告されている  (Karangwa 

et al., 2020; Muller et al., 2019; Schlegel et al., 2015)。 

DCD などの ECD 肝に対する MP の臨床研究が進む一方で、灌流液

や温度、時間、タイミング、酸素担体の有無、評価システムなどの灌流条

件は一定ではなく、至適灌流条件は未だ定まっていない  (Henry et al., 

2012; Hu et al., 2020; Martins et al., 2022; Panayotova et al., 2020)。この至

適灌流条件を模索するため、 MP における基礎研究が必要である 

(Panayotova et al., 2020)。そこで本研究ではラットを用いた単離肝灌流法 

(Isolated Perfused Rat Liver; IPRL)による再灌流を用いて、肝における MP

の至適条件を検討した。まずラット肝の摘出手技および IPRL における再

灌流の手技を確立した。IPRL と MP は温度制御法や灌流液種類などが異な

るものの、概ね同様の回路と手順で行うため、IPRL の安定化により、MP

の手技も安定することを確認した。この研究では、低流量での灌流、酸素

担体が不要などの点で臨床に導入しやすい HMP (Schlegel et al., 2018)に着

目した。従来の CS と比較して HMP の有効性を確認し、それを元に至適条

件を検討することとした。 

まず、DCD 肝グラフトは、温阻血に伴い微小循環が著しく障害さ

れ、肝内血管抵抗が顕著に増加して門脈圧が上昇し、内皮細胞の傷害が生

じる (Mihaylov et al., 2019)。また、酸化ストレスが強調され虚血再灌流傷

害として肝細胞傷害が増強される (Stepien et al., 2017)。それを抑制するた

めの方策として University of Wisconsin solution (UW 液 )を改良した
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University of Wisconsin - for Machine Perfusion (UW-MP)を用いた 7-10℃

の HMP が用いられ、有効性が報告されている  (Dutkowski et al., 2015, 

2014)。UW-MP を用いた HMP がラットの DCD 肝の虚血再灌流傷害を低減

することを仮説として実験を計画した。ラット肝を用いて DCD 肝モデル

を作成し、UW-MP を用いた 3 時間の HMP を行った。その後に移植による

虚血再灌流を模した IPRL を用いて虚血再灌流傷害を評価した。  

次に、水素ガス (Hydrogen gas; H2)は既報において虚血再灌流にお

ける抗酸化作用が認められており (Tamaki et al., 2018)、ラット肝の再灌流

時に投与することで門脈抵抗値の改善が確認されている  (Ishikawa et al., 

2018; Shimada et al., 2016, 2015)。H2 を HMP に加えることで肝内の循環

不全を改善し、再灌流傷害を低減することを仮説として実験を計画した。  

実験を経験していく過程で、HMP 中の灌流液の pH が低温であるに

もかかわらず低値であることに着目した。肝における HMP の灌流液とし

て主に用いられている UW-MP 液は、国外の臨床試験で有効性が確認され

ている。この灌流液はリン酸バッファーを主なバッファーとして用いてお

り、温度変化に伴う pH の変化が小さい。一方で、外部とのガス交換が遮

断された血液の pH は、温度が 1℃低下する毎に 0.0147 ずつ上昇する 

(Rosenthal, 1948)。これは主に血液の緩衝系のひとつであるヘモグロビン

緩衝作用におけるイミダゾールの解離定数の特性によるものである。血液

や各種バッファーにおける温度変化に伴う pH や解離定数の変動を図 10 に

示す。 
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図 1 左：細胞内液および外液の温度変化に伴う pH の変化、右：各種バッ

ファーにおける温度変化に伴う解離定数の変化 (Baicu and Taylor, 2002) 

 

この血液の温度に対する pH 変化の特性は、水の中性 pH の温度に

対する変化とほぼ一致する。このため、7℃の血液は pH 7.8 程度となり、

HMP に使用している 7℃で pH 7.4 以下の UW-MP 液とは大きな差がある。

7-10℃程度の低温で H 7.4 に維持された場合、溶液の電離定数の変化によ

り細胞内外の H+は増加し、acidosis の状態であると考える。理解すべき重

要な事項として、そもそも、水の中性は一般的に pH 7.0 と認識されている

が、それは 25℃の温度の場合である。水 (H2O)の解離定数 (pKw)は、温度

変化に応じて変化する。pH はあくまで水素イオン活量の逆数の対数であり、

温度に伴い解離定数が変化する血液・体液などの溶解液では pH が 7.4 で

あることは必ずしも酸塩基平衡において中性ではないことを理解すること

が重要である。機械灌流に限らず生体における acidosis は、ATP 依存性

3Na＋/2K＋交換ポンプの停止と ATP 依存性 H＋/K＋ポンプによる細胞内から

細胞外への K＋移動による高カリウム血症や、解糖系酵素の活性低下によ

る糖代謝阻害、アデニル酸シクラーゼ阻害から細胞内情報伝達物質である

cyclic AMP の減少などから細胞傷害を引き起こすことが知られている  

(Helbling and Renner, 1998; Seifter and Chang, 2016; Stacpoole, 1997)。そ

こで、HMP 時の灌流液の pH に着目し、肝における HMP の至適 pH を検
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討する。 

低体温で生存できる生物において酸塩基平衡と温度変化に着目した

pH の管理方法には 2 通りあることが知られている (Hoedemaekers and Van 

Der Hoeven, 2014)。血液の特性に合わせて温度低下に伴い pH を上昇させ

る管理法を α-stat strategy と呼ぶ。α-stat は、低体温でも活動できる変温動

物で用いられている  (Truchot, 1973)。一方で、pCO2 を調整して、温度変

化にかかわらず pH 7.4 のまま一定に保つ方法を pH-stat strategy と呼ぶ。

pH-stat は冬眠する恒温動物で用いられている。医療における pH-stat と α-

stat については、特に心臓血管手術時の麻酔管理や心停止後の低温管理に

おいて詳しく検討されてきた  (Swan, 1984)。大血管手術などの脳虚血保護

目的の低温管理における pH 調整は、pCO2 の調節により行われている。低

温時に pCO2 を上昇させて pH 7.4 前後に調整する pH-stat は、増加した

CO2 による血管抵抗の低減などにより有効な可能性がある  (Abdul Aziz and 

Meduoye, 2010)。しかし一方で、acidosis はフリーラジカルによるミトコ

ンドリア機能不全からの細胞傷害が指摘されている  (Lin et al., 2019; Zha 

et al., 2022)。いずれにしても臓器保存における保存液や灌流液の pH にか

かわる研究はわずかしかなく  (Ahmed et al., 2001; Baicu et al., 2006)、

HMP 時の pH の至適域は不明である。我々は、細胞にとって最適な酸塩基

平衡は、H+の絶対濃度ではなく、H+と OH-の比によって決定されるという

仮説を立てた。本研究の目的は、DCD 肝移植片に対する HMP の至適 pH

を決定し、グラフト保護のメカニズムを解明することである。IPRL を用い

てラット肝における HMP の至適 pH を検証する方針とした。 

37℃における細胞内環境と細胞外環境の至適 pH をそれぞれ 7.200

と 7.400 として pH が Rosenthal 因子 (-0.0147)に従って変化すると、7℃に

おける細胞内液と細胞外液の pH 値はそれぞれ 7.641 と 7.841 になる。pH

の変動やばらつきがあった場合、pH が至適域にいない時点での HMP の効

果は減弱する可能性がある。細胞外液の至適 pH をこの Rosenthal 因子に近

い ΔpH/ΔT を示すバッファーを用いることで、より安定して効果的な臓器

修復作用を示すことを仮説として当研究室で独自に新規灌流液 (FJH)を作

成した。バッファーは、緩衝能が高く体液と似た温度変化に伴う解離定数

の変動を示す HEPES (2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic 

acid)を中心に配合して作成した。HEPES は Good’s buffer の一種であり強

い緩衝作用を持つ。このバッファーは温度が下がると解離定数が減少する

性質を示し、血漿に近い ΔpH/ΔT の灌流液を作成することができると考え

た。DCD 肝に対する HMP における FJH の有効性を検討する。 
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方 法 

・試薬 

特に記載のない試薬はすべて富士フィルム和光純薬株式会社  (大阪、

日本 )より購入した。UW 液  (Belzer UW®)と UW-MP (Belzer MPS®)は

Bridge to Life (Europe) Ltd. (London, England)より購入した。 

・実験動物 

 8 週令の雄 Wistar rat を三協ラボサービス株式会社 (札幌、日本)よ

り購入し、1 ケージに 2 匹か 3 匹に分けて定常的な気候条件 (23±2℃、湿

度 50±10％、12 時間の照明)で最低 1 週間飼育した。また、以下の組成の

飼料 (MF、オリエンタル酵母工業、東京、日本)と水を自由に摂取させた。

飼料 100 g 当たりの組成は，脂質 5.6 g，トコフェロール 9.1 mg，アスコル

ビン酸 5.5 mg，鉄 12.2 mg，銅 0.72 mg，亜鉛 4.9 mg，セレン 0.45 ppm，

リン脂質 816 mg であった。本研究は「国立大学法人北海道大学動物実験

に関する規程」に従い、北海道大学動物実験倫理委員会の承認の下で実施

した。 

・手順 

雄の Wistar rat (9-12 週令、220-300 g)を絶食なしで実験に供し、イ

ソフルラン吸入にて麻酔導入、維持した。開腹・開胸、両横隔膜切開して

心停止させた。心停止 30 分後に門脈に 16 G カテーテル (ニプロ、大阪、

日本)をカニュレーションし、ヘパリン 1000 IU/kg を含む 4℃の冷生食 50 

ml を門脈より注入して脱血した。さらに、UW 液あるいは、UW-MP を各

20 ml を注入した。肝外胆管に PE-10 カテーテル (Intramedic, Clay Adams, 

NJ, USA)をカニュレーションして、肝を摘出した。  

・HMP の条件 

 300 ml の UW-MP をクラッシュアイスと Pertier-type thermos-

controller MC-1 (AS ONE, Osaka, Japan)を用いて 7-10℃に調整し、4-5 

cmH2O の定圧で、再循環システムで 3 時間灌流した。ポンプには

MINIPULS3 peristaltic pump (Gilson, Middleton, WI, USA)を用いた。灌流

液はハミルトン肺を用いて酸素化し、実験を通して 450<pO2<550 mmHg

となるよう調整した。180 分の灌流中における門脈圧 (Portal vein pressure; 

PVP) (cmH2O)、門脈抵抗  (Portal vein pressure; PVR) (cmH2O/(ml/min/g 

liver))を計測した。 

・IPRL の条件 

 IPRL の条件は、Bessems らの方法に多少の修正を加えて設定した  

(Bessems et al., 2006; Shimada et al., 2019)。グルコースとタウロコール酸



13 

 

Na を添加した Krebs-Henseleit bicarbonate (KHB) 300 ml を Pertier-type 

thermos-controller MC-1 で 37℃とし、回路全体をヘアドライヤを用いた自

作の実験ボックスで 37℃に管理した。コントロール群では 8 cmH2O、CS

群と MP 群では 12 cmH2O の定圧で、再循環システムを用いて 90 分間灌流

した。ポンプには MINIPULS3 peristaltic pump を用いた。灌流開始前に

CO2 をバブリングして KHB の pH を 7.35〜7.45 に調整した。灌流液はハミ

ルトン肺を用いて酸素化し、実験を通して 450<pO2<550 mmHg となるよ

う調整した。90 分の灌流中における門脈圧  (Portal vein pressure; PVP) 

(cmH2O)、門脈抵抗 (Portal vein pressure; PVR) (cmH2O/(ml/min/g liver))、

90 分の灌流中の胆汁産生量  (μL/g liver)を計測・測定した。また、酸素消

費率 (Oxygen Consumption Rate; OCR)を下記の通り算出した。 

 

 

図 2 HMP および IPRL の回路構成 

 HMP と IPRL はどちらも 300ml の灌流液を使用し、ポンプで肝に

再循環システムで灌流した。肝の手前に圧センサーを設置してそれぞれ設

定した圧の範囲内になるよう灌流液の流量を調整した。酸素と二酸化炭素

はシリコンチューブを用いて濃度を調整した。二酸化炭素はバブリングし

て追加し濃度を調整した。 

 

実験 1：ラット DCD 肝に対する HMP の有効性の確認  

心停止せずに in vivo で肝を脱血して摘出、直後に IPRL で再灌流
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した群をコントロール群とした  (CT 群；n=6)。実験手順の通り 30 分の心

停止後に肝を摘出し、その後 4℃の UW 液で 3 時間の CS の後に IPRL で再

灌流した群を CS 群 (n=6)とした。同様に 30 分の心停止後に肝を摘出し、

その後 7-10℃の UW-MP で 3 時間の HMP を行い、IPRL で再灌流した群を

MP 群 (n=6)とした。HMP と IPRL の回路構成を図 1 に示す。実験プロトコ

ールを図 3 に示す。統計検討は、JMP® 15 (SAS Institute Inc.)を用いて、

Student の t 検定で行った。p<0.05 の場合を有意とした。 

 

 

 

図 3 実験 1 プロトコール 

コントロール群は心停止せずに in vivo で肝を脱血して摘出、直後

に IPRL で再灌流した (CT 群)。CS 群は 30 分の心停止後に肝を摘出し、そ

の後 4℃の UW 液で 3 時間の CS を行った。MP 群は 30 分の心停止後に肝

を摘出し、その後 7-10℃の UW-MP で 3 時間の HMP を行った。どの群も

90 分間の IPRL で再灌流して評価した。各群 n=6 で実験を行った。 

 

実験 2：HMP における H2 添加の有効性の検討 

実験 1 と同様に 30 分の心停止後に肝を摘出し、7-10℃の UW-MP

で 3 時間の HMP を行った群を MP 群 (n=6)とした。同様のプロトコールで、

HMP 中に H2 をバブリングさせて加えた UW-MP を 10 ml/h で回路の側管

から投与した群を MP-H2 群とした。2 群とも HMP 後に 90 分間の IPRL で

再灌流し、評価した。実験プロトコールを図 4 に示す。統計検討は、

JMP® 15 (SAS Institute Inc.)を用いて、Student の t 検定で行った。p<0.05

の場合を有意とした。 
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図 4 実験 2 プロトコール 

 MP 群は 30 分の心停止後に肝を摘出し、その後 7-10℃の UW-MP

で 3 時間の HMP を行った。MP-H2 群は MP 群と同様の HMP を、灌流液に

H2 を加えて行った。2 群とも 90 分間の IPRL で再灌流して評価した。各群

n=6 で実験を行った。 

 

実験 3：HMP における至適 pH の検討 

実験 1・2 と同様に 30 分の心停止後に肝を摘出し、7-10℃の UW-

MP で 3 時間の HMP を行った群を MP 群 (n=6)とした。同様のプロトコー

ルで、HMP 中に UW-MP を 2 M NaOH でそれぞれ pH 7.6±0.05、pH 

7.8±0.05、pH 8.0±0.05 に調整した MP-pH 7.6 群、MP-pH 7.8 群、MP-pH 

8.0 群の計 4 群とした。4 群とも HMP 後に 90 分間の IPRL で再灌流し、評

価した。実験プロトコールを図 5 に示す。なお、pH の調整は灌流開始前お

よび灌流中に適宜行った。pH は LAQUAact (堀場製作所, 京都, 日本)を用

いて 7-10℃の値を用いた。統計解析は JMP® 15 (SAS Institute Inc.)を用い

て、MP 群を control とした Dunnett 検定で行った。p<0.05 の場合を有意と

した。 
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図 5 実験 3 のプロトコール 

 MP 群は 30 分の心停止後に肝を摘出し、その後 7-10℃の UW-MP

で 3 時間の HMP を行った。MP-pH 各群は MP 群と同様の HMP を、灌流

液に NaOH を加えて pH をそれぞれ pH 7.6、7.8、8.0 に調整した。すべて

の群で HMP 後に 90 分間の IPRL で再灌流して評価した。各群 n=6 で実験

を行った。 

 

実験 4：HMP における新規灌流液 FJH の有効性の検討  

 至適 pH を保つ安定したバッファーを用いて開発した新規灌流液

FJH（表 1）を用いた HMP の有効性の検討を行った。FJH は HEPES など

のバッファーを用いて、温度変化に伴って pH が血液と類似した変動をす

る特徴を持つ。30 分の心停止後に肝を摘出し、7-10℃の UW-MP 液で 3 時

間の HMP を行った群を MP 群 (n=6)とした。同様のプロトコールで、HMP

中に UW-MP 液を 2M NaOH で pH 7.8±0.05 に調整した群を MP-pH 7.8 群 

(n=6)とした。FJH で HMP を行った群を MP-FJH 群とした。3 群とも HMP

後に 90 分間の IPRL で再灌流し、評価した。FJH の組成を表 1 に示すが、

FJH は特許出願を控えているため一部物質名を伏せて記載する。実験プロ

トコールを図 6 に示す。統計解析は JMP® 15 (SAS Institute Inc.)を用いて、

Tukey-Kramer の HSD 検定で行った。p<0.05 の場合を有意とした。 
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Components Dose (mM)  

Lactobionic acid 26 

KOH 9 

NaOH 17 

MgSO4 5 

HEPES-based buffer 140 

Antioxidants 4 

Glucose 3 

Amino acids 23 

Antioxidants 4 

Vasodilator 5 

Impermeant 30 

PEG35kd(g/l) 10 

表 1 新液 FJH の組成 

 

 

図 6 実験 4 のプロトコール 

 MP 群は 30 分の心停止後に肝を摘出し、その後 7-10℃の UW-MP

液で 3 時間の HMP を行った。MP-pH 7.8 群は MP 群と同様の HMP を、灌

流液に NaOH を加えて pH をそれぞれ pH 7.8 に調整した。MP-FJH 群は

FJH を灌流液に用いた HMP を 3 時間行った。すべての群で HMP 後に 90

分間の IPRL で再灌流して評価した。各群 n=6 で実験を行った。 

 

・サンプル採取 

再灌流終了時の肝重量を測定し、 -80℃で冷保存するか、10％ホル

マリンで固定してパラフィンに包埋した。また灌流液を再灌流開始後の 5

分、30 分、60 分、および再灌流終了時 (90 分)に採取した。灌流液中の肝
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逸脱酵素活性として、aspartate transaminase; AST、alanine transaminase; 

ALT、 lactate dehydrogenase; LDH を国際臨床化学連合基準測定操作法 

(IFCC 法)を用いて札幌臨床検査センター  (日本，札幌)にて測定した。 

・IPRL の測定値 

90 分間の灌流中の門脈抵抗; PVR を以下のように算出した。 

PVR (cmH2O/mL×min×g liver/mL) = PVP (cmH2O)/portal flow 

(mL/min/g liver) 

また、灌流液中の肝逸脱酵素活性は摘出時の肝重量で除した数値を

計測した。以下の Ct は再灌流 t 分後の灌流液中の肝逸脱酵素活性値 (IU/L)

で、V (L)は灌流液量 (0.3 L)、LW (g)は CS または MP 前の肝重量である。 

肝逸脱酵素活性 (IU/g liver) = [Ct * V] / LW (g). 

酸素消費率 (OCR)は以下の式を用いて算出した。 

OCR (µmol O2/min/g liver) = (Cin - Cout) × portal flow (mL/min/g 

liver)  

Cin および Cout は、それぞれ肝流入前および肝流出後における灌流液の酸

素濃度である。なお、O2 濃度  (µmol O2/mL)＝ pO2 (kPa)・SO2 (37℃) 

(µmol O2/mL/kPa)である。SO2 (37℃)は、37℃における水への酸素溶解度

であり、SO2 (37℃) = 0.01056 µmol O2/mL/kPa で計測した。 

・病理学的所見およびアポトーシス  

パラフィン包埋切片を Hematoxylin Eosin; HE 染色して肝細胞傷害

の程度を評価した。また、TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)

法による染色を行った。いずれの染色法も札幌総合病理研究所  (札幌、日

本)で行った。TUNEL 染色は、肝細胞内の核が円形で茶褐色に濃染したも

のを陽性と判定した。アポトーシス比率の算出法として、Apoptotic Index

を以下の通り設定した。Apoptotic Index は各サンプルにつき 3 強拡大視野 

(High power field; HPF)を観察し、3 つの平均値とした。 

Apoptotic Index＝TUNEL 陽性細胞数 / HPF 内の全肝細胞数 ×100 (%) 

・オスミウム浸軟走査電子顕微鏡所見  

 オスミウム浸軟走査電子顕微鏡は Bochimoto らの手法に準じて行っ

た  (Bochimoto et al., 2017)。IPRL 終了時点の肝より小切片を切り出し、

0.5％パラホルムアルデヒドと 0.5％グルタルアルデヒドのリン酸緩衝液中

で氷上 30 分間の前固定を行った。洗浄後、前固定標本を遮光ガラス瓶に入

れ、共同研究者に冷蔵で送付した。前固定された標本は 1％四酸化オスミ

ウム (Osmium Tetroxide; OsO4)に浸してリン酸緩衝液で洗浄、25％および

50％のジメチルスルホキシドに浸した後にアルミニウムブロックの上で凍
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結した。その後、標本を 0.1％OsO4 中に再び 20℃で 96 時間浸軟して細胞

質タンパク質を除去した。標本を 1％OsO4 で後固定し、タンニン酸と 1％

OsO4 で染色した後に脱水し、Es-2030 凍結乾燥機 (日立、東京、日本)で凍

結乾燥し、金属板にマウントし、E-1010 イオンスパッタ (日立)で白金パラ

ジウムをコーティングし、S-4100 走査型電子顕微鏡 (日立)で観察した。 

・High Performance Liquid Chromatography; HPLC 

HMP の灌流液中の Flavin mononucleotide (FMN), Flavin adenine 

dinucleotide (FAD), および Riboflavin (RF) を HPLC 法により測定した。

HMP の灌流液を純粋なメタノールと混合して脱タンパクし、続いて遠心分

離とろ過を行った。得られた脱タンパク上清のアリコートを HPLC システ

ムに直接注入した。HPLC システムは、GASTORR BG-42 degasser (フロム、

東京、日本 ), L-7100 pump ( 日立ハイテク、東京、日本 ), model 234 

autoinjector (GILSON Inc, Middleton, WI, USA）、ATC-10 カラムオーブン

(エイコム、京都、日本)、L-7400 UV 検出器 (日立)、NOD-10 UV 検出器 

(エイコム)、F-1050 蛍光分光光度計 (日立)、逆相 HPLC 分析用 C18 カラム

InertSustain AQ-C18 (5 μm)およびガードカラム E (ジーエルサイエンス、

東京、日本 ) を用いた。 HPLC 条件は以下の通り：  ODS カラム 

(EICOMPAK SC5-ODS; 3 µm, 150 × 4.6 mm)、カラムオーブン  (40 ℃)、

UV-Vis 検出器 (254 nm)、蛍光検出器 (励起 445 nm、発光 530 nm)、移動相 

(A: メタノール、B: 酢酸緩衝液として A/B=35/65、v/v)、酢酸緩衝液は脱

イオン水 1L 中の 4M 酢酸ナトリウム (20 mL)と 50％酢酸 (10 mL)を混合し

て作成した。また、測定フローは 0.7 mL/min、サンプルの注入量は 25 μL

とした。FMN、FAD、RF 含量は mmol/L で表した。 

・Western Blot 

 凍結組織を細断しガラステフロンホモジナイザーでホモジナイズし

た。 1%プロテアーゼ阻害剤と 1%ホスファターゼ阻害剤を混合した 

LysoPure™ Nuclear and Cytoplasmic Extractor Kit を用いて核、ミトコンド

リア、細胞質に分画した。分画は遠心分離を用いた。ホモジネートを 600 

×g、4℃で 10 分間遠心分離、最初のペレットを核分画とした。この上清を

15000 ×g, 4℃で 10 分間遠心分離した。得られた上清を細胞質分画、ペレ

ットをミトコンドリア分画とした。各分画のタンパク質濃度は、

Bicinchoninic acid assay (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)を用いて測

定した。 

 細胞質またはミトコンドリアタンパク質の 12 μg ごとに、標準的な

SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動  (Sodium Dodecyl Sulfate - 
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Polyacrylamide Gel Electrophoresis; SDS-PAGE) に 、 7. 5% Mini-

PROTEAN® TGX Stain-Free™ Protein Gels (Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA, USA) を用い、Trans-Blot® Turbo™ (Bio-Rad) により低蛍光

性ポリビニリデン・ジフルオリド (Poly Vinylidene Di-Fluoride：PVDF) メ

ンブレンに転写し、希釈したプライマリー抗体  (1 : 1000) と 4℃ で一晩イ

ン キ ュ ベ ー ト し た 。 抗 体 は pan-AMPK-α 、 phospho-AMPK-α 、 pan-

SQSTM-1、phospho-SQSTM-1、ATG5、PRKN、PINK-1、pan-JNK、およ

び phospho-JNK を用いた。その後、メンブレンをホースラディッシュペル

オキシダーゼ標識抗ウサギ IgG 二次抗体 (1 : 5000)またはホースラディッ

シュペルオキシダーゼ標識抗マウス IgG 二次抗体 (1 : 1000)でインキュベ

ートした。タンパク質バンドは化学発光検出器 Chemi Doc XRS® (Bio-

Rad) で検出し、Total protein normalization によって標準化した。 
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結 果 

実験 1：ラット DCD 肝に対する HMP の有効性の確認  

・PVR 

 IPRL に よ る 再 灌 流 中 の 門 脈 抵 抗 値 は 、 CT 群 で 5 

cmH2O/mL×min×g liver 前後であり、最も低値であった。CS 群では 8-9 

cmH2O/mL×min×g liver に上昇した。MP 群では約 10 cmH2O/mL×min×g 

liver であり、CS 群よりも若干高値となったが、2 群間に有意差はなかった 

(図 7)。 

 

 

図 7 心停止肝モデルにおける CS と MP 後の再灌流時の門脈抵抗値の比較 

心停止せずに脱血して摘出した CT 群の再灌流時の門脈抵抗値は有

意に低値で推移した。心停止 30 分後に摘出して単純冷保存した CS 群後の

再灌流時の門脈抵抗値と、同様に摘出後に低温機械灌流を行った MP 群で

は門脈抵抗値に有意差は認めなかった (各 n=6)。 

 

・肝逸脱酵素活性 

 IPRL による再灌流 90 分後の灌流液中の肝逸脱酵素活性は、AST、

ALT、LDH のすべて CT 群でそれぞれ 10.51±2.30、1.81±1.23、0.91±0.31 

×10-1 IU/g liver で最も低値であった。CS 群ではそれぞれ 35.54±14.75、

14.04±6.92、58.11±26.69 ×10-1 IU/g liver と上昇した。一方で MP 群では

それぞれ 21.42±8.10、6.29±3.71、22.76±14.10 ×10-1 IU/g liver であり、

CS 群と比較して全て有意に低値となった (図 8a: 灌流液中 AST 活性、b: 

灌流液中 ALT 活性、c: 灌流液中 LDH 活性)。 
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・酸素消費率 

 IPRL による再灌流 90 分時点での OCR は、CT 群で 1.08±0.19 µmol 

O2/min/g liver で最も高値であった。それに対し、CS 群では 0.82±0.21 mol 

O2/min/g liver と低下した。MP 群では 0.72±0.12 µmol O2/min/g liver であ

り、2 群間に有意差はなかった (図 8d)。 

・胆汁産生量 

 IPRL による再灌流 90 分間の胆汁産生量は、CT 群で 71.79±17.56 

μL/g liver と最も多かった。それに対し、CS 群では、11.76±3.21 μL/g liver

であり胆汁産生量の低下を認めた。一方で MP 群では、17.31±2.84 μL/g 

liver であり、CS 群と比較して有意に増加した (図 8e)。 

・病理学的所見 

 IPRL による再灌流 90 分後の病理所見では、CT 群は HE 染色で細

胞傷害を疑う所見はほとんど認めなかった。それに対し、CS 群と MP 群で

は弱拡大像では細胞質の不均一な染色不良を認めた。強拡大像では多数の

vacuolization や細胞毎に不均一な染色があり、また necrosis や apoptosis を

疑う核の膨化または濃縮が確認された。 TUNEL 染色では、CT 群で

TUNEL 陽性細胞を認めなかったが、CS 群と MP 群ともに多数の TUNEL

陽性細胞を認めた。Apoptotic Index は、CS 群で 12.54±7.18 %、MP 群で

14.24±6.38 %であり、有意差を認めなかった。Apoptotic index を図 8f に示

す。HE 染色の病理所見を図 9ABC、TUNEL 染色の病理所見を図 9DEF に

示す。 
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図 8 心停止肝モデルにおける CS と MP 後の再灌流時の肝逸脱酵素活性、

酸素消費率、胆汁産生および Apoptotic  index の比較 

a-c: 再灌流後 90 分における灌流液中の肝逸脱酵素活性。全ての項目で CT

群が最も低値となった。MP 群は CS 群と比較して全て有意に低値となった。 

d: 再灌流 90 分時点の OCR。OCR は CT 群で最も高かった。CS 群と MP 群

の間に有意差はなかった。 e: 再灌流中の胆汁産生。胆汁産生量は CT 群で

最も多かった。MP 群の胆汁産生量は CS 群より優位に増加した。 f: 

TUNEL 染色で評価した Apoptotic index。CT 群では TUNEL 陽性細胞は検

出されなかった。TUNEL 陽性細胞の比率は CS 群と MP 群に有意差はなか

った。*: p<0.05 を有意とした。 

 

・走査電子顕微鏡所見 

 CT 群では細胞 1 つ 1 つの形態は保たれており、vacuolization を認

めなかった。ミトコンドリアに注目するとクリステが豊富でありミトコン

ドリア内腔が密であった。また、細胞内に豊富なグリコーゲンが確認され

た。一方で CS 群では多数の vacuolization が認められ、クリステの構造が

少なくなりミトコンドリア内腔が粗であった。グリコーゲンは認められな

かった。MP 群では CS 群と概ね同様の形態が確認された  (図 9G: CT 群の

電子顕微鏡所見、図 9H: CS 群の電子顕微鏡所見、図 9I: MP 群の電子顕微
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鏡所見)。 

 

 

図 9 心停止肝モデルにおける CS と MP 後の再灌流後の病理所見および電

子顕微鏡所見 

A: CT 群の HE 染色。細胞傷害を疑う所見はほとんど認めなかった。B: CS

群と C: MP 群では弱拡大像では、肝細胞における細胞質の染色不良を認め

た。D: CT 群の TUNEL 染色では TUNEL 陽性細胞を認めなかった。E: CS

群の TUNEL 染色と F: MP 群の TUNEL 染色では、ともに多数の TUNEL

陽性細胞を認めた。G: CT 群の電子顕微鏡所見。細胞の形態は保たれ、

vacuolization を認めなかった。ミトコンドリア内腔はクリステが豊富で密

であり、細胞内にグリコーゲンを豊富に認めた（▲）。H: CS 群の電子顕微

鏡所見。多数の vacuolization が認められ、クリステの構造が少なくなりミ

トコンドリア内腔が粗であった（△）。グリコーゲンを認めなかった。 I: 

MP 群の電子顕微鏡所見。CS 群と概ね同様の形態であり、内腔が粗なミト

コンドリアが多く確認された（△）。 

 

実験 2：HMP における H2 添加の有効性の検討 

 実験 1 の結果、HMP を行うことで一定の虚血再灌流傷害抑制効果

が確認された。しかし、実験 1 の HE 染色所見で肝細胞傷害が多く残存し
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ていることを確認した。そのため、門脈抵抗値の低減や抗酸化作用を持つ

水素ガス（H2）に着目して実験を行った。  

・PVR 

 IPRL に よ る 再 灌 流 中 の 門 脈 抵 抗 値 は 、 MP 群 で は 約 10 

cmH2O/mL×min×g liver であった。MP-H2 群でも、8-10 cmH2O/mL×min×g 

liver で推移しており、 2 群間に有意差はなかった。結果を図 10 に示す。 

 

図 10 心停止肝モデルにおける MP の H2 添加の有無による再灌流時の門

脈抵抗値の比較 

心停止 30 分後に摘出して H2 を用いずに低温機械灌流を行った MP 群後の

再灌流時の門脈抵抗値と、同様に摘出後に H2 を添加して低温機械灌流を行

った MP-H2 群では、門脈抵抗値に有意差は認めなかった  (各 n=6)。 

 

・肝逸脱酵素活性 

 IPRL による再灌流 90 分後の灌流液中の肝逸脱酵素活性は、MP 群

では AST、ALT、LDH がそれぞれ 21.42±8.10、6.29±3.71、22.76±14.10 ×

10-1 IU/g liver であった。それに対し MP-H2 群では、それぞれ 15.95±4.11、

5.31±1.99、20.73±9.14 ×10-1 IU/g liver であり、どの項目でも 2 群間に有

意差はなかった (図 11 a: 灌流液中 AST 活性、b: 灌流液中 ALT 活性、c: 灌

流液中 LDH 活性)。 

・酸素消費率 

 IPRL による再灌流 90 分時点での OCR は、MP 群では 0.72±0.12 

µmol O2/min/g liver であった。MP-H2 群では 0.81±0.08 µmol O2/min/g 

liver であり、2 群間に有意差はなかった (図 11d)。 
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・胆汁産生量 

 IPRL による再灌流 90 分間の胆汁産生量は、MP 群では 17.31±2.84 

μL/g liver であった。MP-H2 群では 17.59±2.69 μL/g liver であり、2 群間に

有意差はなかった (図 11e)。 

・病理学的所見 

 IPRL による再灌流 90 分後の病理所見では、MP 群の HE 染色にお

いて、MP 群は LPF で肝辺縁に帯状に染色不良域を 5/6 例で認め、HPF で

細胞質のまだらな染色性低下や多数の vacuolization を認めた。一方で MP-

H2 群では LPF で肝辺縁の帯状の染色不良は 2/6 例でのみ認められた。HPF

では細胞毎の不均一な染色は減少を認め、また necrosis や apoptosis の減少

が示唆された。TUNEL 染色では、MP-H2 群で TUNEL 陽性細胞の減少を認

め た 。 Apoptotic Index は 、 MP 群 で 14.24±6.38 % 、 MP-H2 群 で

3.38±2.50 %であり、有意差を認めた。Apoptotic index を図 11f に示す。

HE 染色の病理所見を図 12AB、TUNEL 染色の病理所見を 12CD に示す。 

 

 

図 11 心停止肝モデルにおける MP の H2 添加による再灌流時の肝逸脱酵

素活性、酸素消費率、胆汁産生、Apoptotic  index の比較 

a-c: 再灌流後 90 分における灌流液中の肝逸脱酵素活性。どの項目でも MP

群と MP-H2 群で有意差はなかった。 d: 再灌流 90 分時点の OCR。MP 群と

MP-H2 群の間に有意差はなかった。 e: MP 群と MP-H2 群の間に有意差はな
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かった。 f: TUNEL 染色で評価した Apoptotic index。TUNEL 陽性細胞の

比率は MP 群に対して MP-H2 群で有意差に低値であった。*: p<0.05 を有

意とした。 

 

・電子顕微鏡所見 

 MP 群と MP-H2 群は概ね同様の vacuolization が認められ、ミトコ

ンドリアにおけるクリステ形態、ミトコンドリア内腔がどちらも比較的粗

であることも著変はなかった  (図 12E: MP 群の電子顕微鏡所見、図 12F: 

MP-H2 群の電子顕微鏡所見)。 
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図 12 心停止肝モデルにおける MP の H2 添加による再灌流後の病理所見

および電子顕微鏡所見 

A: MP 群と B：MP-H2 群の HE 染色弱拡大像において、MP 群で肝細胞に

おける細胞質の染色不良が目立ったが MP-H2 群では染色不良の改善が認め

られた。C: MP 群の TUNEL 染色では多数の TUNEL 陽性細胞を認めた。

D: MP-H2 群の TUNEL 染色では MP 群と比較して TUNEL 陽性細胞の減少

を認めた。E: MP 群の電子顕微鏡所見、F: MP-H2 群の電子顕微鏡所見。ど

ちらも複数の vacuolization が認められ、ミトコンドリア構造ではクリステ

の構造が少なくミトコンドリア内腔が粗のものが多かった（△）。MP-H2

群では粗面小胞体の明瞭な構造が確認された。  

 

実験 3：HMP における至適 pH の検討 

 HMP 実験を進めるなかで、UW-MP は低温時の pH が 7.4 で維持さ

れることが確認され、温度変化に伴う pH 変化が乏しいことに着眼した。

既存の灌流液が至適 pH ではない可能性を考え、至適 pH を模索する実験を

行った。 

・HMP 中の灌流液 pH 

pH の調整を行わなかった MP 群の HMP における灌流液の pH は、7～

10℃において pH 7.3-7.4 で推移した。pH を調整した MP-pH 各群では、図

13a に示すように目的通りに pH が調整された。 

・PVR 

 IPRL に よ る 再 灌 流 中 の 門 脈 抵 抗 値 は 、 MP 群 で は 約 10 

cmH2O/mL×min×g liver で あ っ た 。 MP-pH 群 で も 、 す べ て 9-10 

cmH2O/mL×min×g liver で推移しており、 有意差は認めなかった (図 13b)。 

 

図 13 心停止肝モデルにおける HMP 時の pH 調整の推移および再灌流時

の門脈抵抗値の比較 
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a: MP 群の 7～10℃の HMP における灌流液の pH は約 7.4 で推移した。pH

を調整した MP-pH 各群では目的通りに pH が調整された。b: 心停止 30 分

後に摘出して pH を調節せずに低温機械灌流を行った MP 群後の再灌流時

の門脈抵抗値と、同様に摘出後に pH をそれぞれ調整して低温機械灌流を

行った MP-pH 各群では、門脈抵抗値に有意差は認めなかった  (各 n=6)。 

 

・肝逸脱酵素活性 

 IPRL による再灌流 90 分後の灌流液中の肝逸脱酵素活性は、MP 群

では AST、ALT、LDH がそれぞれ 21.42±8.10、6.29±3.71、22.76±14.10 ×

10-1 IU/g liver であった。それに対し MP-pH 7.6 群では、それぞれ

14.42±2.32、3.66±1.76、14.74±8.52 ×10-1 IU/g liver、MP-pH 7.8 群では、

それぞれ 11.64±2.90、2.95±0.68、17.11±6.76 ×10-1 IU/g liver、MP-pH 8.0

群では、それぞれ 17.46±4.20、5.42±2.49、25.14±13.08 ×10-1 IU/g liver で

あり、AST において MP 群と MP-pH 7.8 群に有意差を認めた (図 14a: 灌流

液中 AST 活性、b: 灌流液中 ALT 活性、c: 灌流液中 LDH 活性)。 

・酸素消費率 

 IPRL による再灌流 90 分時点での OCR は、MP 群では 0.72±0.12 

μmol O2/min/g liver であった。MP-pH 7.6 群では 0.81±0.12 μmol O2/min/g 

liver、MP-pH 7.8 群では 0.78±0.06 μmol O2/min/g liver、MP-pH 8.0 群では

0.89±0.19 μmol O2/min/g liver であり、有意差は認めなかった (図 14d)。 

・胆汁産生量 

 IPRL による再灌流 90 分間の胆汁産生量は、MP 群では 17.31±2.84 

μL/g liver であった。MP-pH 7.6 群では 18.30±4.94 μL/g liver、MP-pH 7.8

群では 23.03±5.69 μL/g liver 、MP-pH 8.0 群では 19.84±3.30 μL/g liver で

あり、MP-pH 7.8 群が最も高値であった (図 14e)。 

・病理学的所見 

 IPRL による再灌流 90 分後の病理所見では、MP 群の HE 染色にお

いて多数の vacuolization と核の凝縮・膨潤、染色の不均一性が認められた

が、MP-pH 群、特に MP-pH 7.8 ではこれらの所見は減少していた。

TUNEL 染色では、MP-pH 群では TUNEL 陽性細胞数が減少する傾向にあ

ったが、Apoptotic Index に有意な差はなかった。Apoptotic index を 14f に

示す。HE 染色の病理所見を図 15ABCD、TUNEL 染色の病理所見を図

15EFGH に示す。 
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図 14 心停止肝モデルにおける HMP 時の pH の調整による再灌流時の肝

逸脱酵素活性、酸素消費率、胆汁産生、Apoptotic  index の比較 

a-c: 再灌流後 90 分における灌流液中の肝逸脱酵素活性。AST において MP

群と MP-pH 7.8 群の間に有意差を認めた。ALT でも MP-pH 7.8 群が低下

傾向を示したが、有意差はなかった。  d: 再灌流 90 分時点の OCR。各群間

に有意差を認めなかった。 e: 再灌流 90 分間の胆汁産生量。各群間に有意

差はなかったが、MP-pH 7.8 群で増加傾向を認めた。 f: TUNEL 染色で評

価した Apoptotic index。TUNEL 陽性細胞の比率に有意差はないが、MP-

pH 7.8 群で最も低値であった。*: MP 群を control とした Dunnett 検定、

p<0.05 を有意とした。 

 

・電子顕微鏡所見 

 IPRL による再灌流 90 分後の電子顕微鏡所見において MP 群および

MP-pH 群は、それぞれ低倍率で細胞の一般的な構造が保たれていた。しか

し、ミトコンドリアに注目すると、グループ間でクリステの密度と構造に

違いを認めた。MP 群のミトコンドリアは扁平な構造を持ち、棍棒状構造

は少なく、クリステの密度は疎であった。MP-pH 7.6 群と pH 8.0 群では、

これらのクリステ構造の一部が保たれていた。一方、pH 7.8 群では、棍棒

状の構造と高密度のクリステが保たれた所見が多く確認された(図 15I: MP

群の電子顕微鏡所見、図 15J: MP-pH 7.6 群の電子顕微鏡所見、図 15K: 
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MP-pH 7.8 群の電子顕微鏡所見、図 14L: MP-pH 7.8 群の電子顕微鏡所見)。 

 

図 15 心停止肝モデルにおける HMP 時の pH の調整による再灌流後の病

理所見と電子顕微鏡所見 

A: MP 群、B: MP-pH 7.6 群、C: MP-pH 7.8 群、D: MP-pH 8.0 群の HE 染

色強拡大像。MP 群の HE 染色において多数の vacuolization と核の凝縮・

膨潤、染色の不均一性が認められたが、MP-pH 群、特に MP-pH 7.8 では

これらの所見は減少していた。  

E: MP 群、F: MP-pH 7.6 群、G: MP-pH 7.8 群、H: MP-pH 8.0 群の TUNEL

染色強拡大像。MP 群では多数の TUNEL 陽性細胞を認めた。MP-pH 各群

の TUNEL 染色では MP 群と比較して TUNEL 陽性細胞の減少を認めたが、

Apoptotic  index に有意差はなかった。 

I: MP 群、J: MP-pH 7.6 群、K: MP-pH 7.8 群、L: MP-pH 8.0 群の再灌流 90

分後の電子顕微鏡所見。MP 群および MP-pH 群はミトコンドリアのクリス

テの密度と構造に違いを認めた。MP 群のミトコンドリアは扁平な構造を

持ち、棍棒状構造は少なく、クリステの密度は疎であった  (△ )。MP-pH 

7.6 群と pH 8.0 群では、これらのクリステ構造の一部が保たれていた。一

方、pH 7.8 群では、棍棒状の構造と高密度のクリステが保たれた所見  (▲)

が多く確認された。 

 

・電子伝達系物質 

 ミトコンドリア傷害の指標として、HPLC を用いて HMP 灌流液中

の FMN を測定した。すべての群で FMN は経時的に増加傾向を示し、

HMP 終了時に最高値となった。特に MP 群の 180 分時点で最も高い値であ
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る 5.07±1.92 mmol/L となった。MP-pH 7.6 群、pH 7.8 群、pH 8.0 群では

概ね同程度の推移となった。HMP 180 分の HMP 終了時の MP-pH 7.8 群の

灌流液の FMN は 2.75±1.37 mmol/L であり 、MP 群と比較して有意差を認

めた。同じ蛍光波長を用いて検出される他のビタミン B2 群である FAD お

よび RF も測定したが、FAD と RF の推移は有意な変化を示さなかった  (図

16)。 

 

図 16 心停止肝モデルにおける HMP 時の pH の調整による FMN、FAD お

よび RF の比較 

HMP 灌流液中の FMN、FAD、RF を HPLC を用いて測定した。すべての群

で FMN は経時的に増加傾向を示した。180 分時点の MP 群の FMN が最も

高値となった。HMP 終了時の MP-pH 7.8 群の灌流液の FMN は、MP 群と

比較して有意に低値となった。FAD と RF の推移は有意な変化を示さなか

った。*: MP 群を control とした Dunnett 検定、p<0.05 を有意とした。 

 

・オートファジーや炎症シグナル  

 細胞質タンパクにおける AMPK-α、SQSTM-1、ATG5、ミトコンド

リアタンパクにおける PRKN、および PINK-1 をウェスタンブロッティン

グで測定し、マクロおよびミクロオートファジーを評価した。AMPK-α お

よび SQSTM-1 は、活性化シグナルの比率を示す phospho/pan で示した。

ATG5、PRKN、PINK-1 は標準化したバンドシグナルを示す。いずれのシ

グナルにも群間差は認められなかった。細胞質およびミトコンドリアタン

パクにおける MKK4-JNK 経路をウェスタンブロッティングで測定して炎

症シグナルについて評価した。JNK は前述のように phospho/pan で示した。

細胞質およびミトコンドリアの JNK は各群間に有意差はなかった (図 17)。 
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図 17 心停止肝モデルにおける HMP 時の pH の調整による再灌流後のオ

ートファジーや炎症シグナルの比較  

細胞質タンパクにおける AMPK-α、SQSTM-1、ATG5、ミトコンドリアタ

ンパクにおける PRKN、および PINK-1 をウェスタンブロッティングで測

定した。AMPK-α および SQSTM-1 は、活性化シグナルの比率を示す

phospho/pan で示した。ATG5、PRKN、PINK-1 は標準化したバンドシグナ

ルを示す。いずれのシグナルにも群間差は認められなかった。細胞質およ

びミトコンドリアタンパクにおける MKK4-JNK 経路をウェスタンブロッ

ティングで測定した。JNK は前述のように phospho/pan で示した。各群間

に有意差はなかった。 

 

実験 4：HMP における新規灌流液 FJH の有効性の検討  

 実験 3 で HMP 中の至適 pH は 7.8 である可能性が示唆された。

HMP 中に pH が変動せず、至適 pH で維持されるよう新規灌流液 FJH を開

発し、その有効性を確認する実験を行った。  

・HMP 中の灌流液 pH 

pH の調整を行わなかった MP 群の HMP における灌流液の pH は、7～10℃

において図 18a に示すように変動した。pH を調整した MP-pH 7.8 群では

図 18a に示すように目的通りに pH を調整した。FJH で HMP を行った MP-
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FJH 群では灌流中に調整を行わなかったが pH の変動が少なかった。 

・PVR 

 IPRL による再灌流中の門脈抵抗値は、MP 群では約

8cmH2O/mL×min×g liver であった。MP-pH 7.8 群でも約 8-

9cmH2O/mL×min×g liver で推移した。一方で MP-FJH 群では約

6cmH2O/mL×min×g liver で経過しており、多くの時間で MP 群と MP-pH 

7.8 群と比較して有意差を認めた (図 18b)。 

 

 

図 18 新液 FJH を用いた心停止肝モデルにおける HMP 時の pH の推移お

よび再灌流時の門脈抵抗値の比較  

a: MP 群の 7～10℃の HMP における灌流液は約 pH 7.4 で推移した。MP-

pH 7.8 群では目的通りに pH が調整された。MP-FJH は HMP 中に pH の調

整は行っていないが、約 pH 7.8 で推移した。 b: 再灌流中の門脈抵抗値は、

MP 群と MP-pH 7.8 群の間では有意差を認めなかった。一方で MP-FJH 群

では多くの時間で MP 群と MP-pH 7.8 群と比較して有意差な低下を認めた。

Tukey-Kramer の HSD 検定で p<0.05 の場合を有意とした。*: MP 群と比較

して p<0.05。†：MP-pH 7.8 群と比較して p<0.05。 

 

・肝逸脱酵素活性 

 IPRL による再灌流 90 分後の灌流液中の肝逸脱酵素活性は、MP 群

では AST、ALT、LDH がそれぞれ 18.78±5.74、6.56±2.63、21.96±5.24 ×

10-1 IU/g liver であった。それに対し MP-pH 7.8 群では、それぞれ

13.02±3.19、3.28±0.97、13.52±4.61 ×10-1 IU/g liver、MP-FJH 群では、そ

れぞれ 9.20±1.42、1.46±0.54、3.18±1.33 ×10-1 IU/g liver であった。AST

では MP 群と MP-FJH 群に有意差を認めた。ALT では MP 群と比較して

pH 7.8 群、FJH 群に有意差を認めた。LDH では MP 群と比較して pH 7.8
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群、FJH 群に有意差を認め、pH 7.8 群と比較して FJH 群に有意差を認めた 

(図 19a: 灌流液中 AST 活性、b: 灌流液中 ALT 活性、c: 灌流液中 LDH 活

性)。 

・酸素消費率 

 IPRL による再灌流 90 分時点での OCR は、MP 群では 0.83±0.087 

μmol O2/min/g liver であった。MP-pH 7.8 群では 0.86±0.14 μmol O2/min/g 

liver、MP-FJH 群では 1.12±0.13 μmol O2/min/g liver であり、FJH 群は MP

群と pH 7.8 群のどちらとも有意差を認めた  (図 19d)。 

・胆汁産生量 

 IPRL による再灌流 90 分間の胆汁産生量は、MP 群では 20.27±1.89 

μL/g liver、MP-pH 7.8 群では 22.08±3.30 μL/g liver 、MP-FJH 群では

21.39±3.71 μL/g liver であり、3 群間に有意差を認めなかった (図 19e)。 

・病理学的所見 

 IPRL による再灌流 90 分後の病理所見では、第三章と同様に MP 群

の HE 染色において vacuolization や核の凝縮・膨潤、染色の不均一性が確

認されたが、pH 7.8 ではこれらの所見は減少していた。FJH 群ではこれら

の所見はほとんど認められなかった。TUNEL 染色では、pH 7.8 群と FJH

群で TUNEL 陽性細胞数が減少する傾向を認めた。Apoptotic Index は MP

群と FJH 群に有意差を認めた。HE 染色の弱拡大像を図 19ABC、HE 染色

の強拡大像を図 19DEF、TUNEL 染色の病理所見を図 19GHI に示す。 
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図 19 新液 FJH を用いた心停止肝モデルにおける HMP による再灌流時の

肝逸脱酵素活性、酸素消費率、胆汁産生、Apoptotic  index の比較 

a-c: 再灌流後 90 分における灌流液中の肝逸脱酵素活性。AST において MP

群と MP-FJH 群で有意差を認めた。ALT は MP 群と比較して MP-pH 7.8 群

と MP-FJH 群のどちらも有意な低下を認めた。LDH は MP 群と比較して

MP-pH 7.8 群と MP-FJH 群のどちらも有意な低下を認め、MP-pH 7.8 群と

MP-FJH 群の間でも有意差を認めた。  d: 再灌流 90 分時点の OCR。MP-

FJH 群は他の 2 群と比較して有意な上昇を認めた。  e: 再灌流 90 分間の胆

汁産生量。各群間に有意差はなかった。  f: TUNEL 染色で評価した

Apoptotic index。MP 群と比較して MP-FJH 群は有意に低値であった。

Tukey-Kramer の HSD 検定で p<0.05 の場合を有意とした。*: MP 群と比較

して p<0.05。†：MP-pH 7.8 群と比較して p<0.05。 

 

・電子顕微鏡所見 

 IPRL による再灌流 90 分後の電子顕微鏡所見において、第三章と同

様に MP 群のミトコンドリアは扁平な構造を持ち、棍棒状構造は少なく、

クリステの密度は疎であった。pH 7.8 群と FJH 群では、棍棒状の構造と高

密度のクリステが保たれた所見が多く確認された(図 20J: MP 群の電子顕微
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鏡所見、図 20K: MP-pH 7.8 群の電子顕微鏡所見、図 20L: MP-FJH 群の電

子顕微鏡所見)。 

 

図 20 新液 FJH を用いた心停止肝モデルにおける HMP による再灌流後の

病理所見と電子顕微鏡所見。 

A：MP 群、B：MP-pH 7.8 群、C：MP-FJH 群の HE 染色弱拡大像。MP 群

では細胞質の不均一な染色不良を認めたのに対し、MP-pH 7.8 群と MP-

FJH 群では染色不良域は認めなかった。D：MP 群、E：MP-pH 7.8 群、

F：MP-FJH 群の HE 染色強拡大像。MP 群の HE 染色において多数の

vacuolization と核の凝縮・膨潤、染色の不均一性が認められたが、MP-pH 

7.8 群および MP-FJH 群ではこれらの所見は減少していた。G：MP 群、

H：MP-pH 7.8 群、I：MP-FJH 群の TUNEL 染色強拡大像。MP 群では多数

の TUNEL 陽性細胞を認めた。MP-pH 7.8 群と MP-FJH 群では TUNEL 陽

性細胞の減少を認め、MP 群と比較して MP-FJH 群では有意に Apoptotic  

index が減少した。J：MP 群、K：MP-pH 7.8 群、L：MP-FJH 群の再灌流

90 分後の電子顕微鏡所見。MP 群のミトコンドリアは扁平な構造を持ち、

棍棒状構造は少なく、クリステの密度は疎であった（△）。MP-pH 7.8 群や

MP-FJH 群では棍棒状の構造と高密度のクリステが保たれた所見が多く確

認され（▲）、疎な内腔のミトコンドリアは減少していた。  
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・電子伝達系物質 

 第三章と同様にすべての群で FMN は経時的に増加傾向を示し、

HMP 終了時に最高値となった。180 分時点の FMN は MP 群で 3.59±1.79 

mmol/L、pH 7.8 群で 2.64±1.31 mmol/L、FJH 群で 1.49±0.65 mmol/L であ

り、MP 群と FJH 群で有意差を認めた。第三章と同様に FAD と RF では各

群に有意差を求めなかった (図 21)。 

 

図 21 新液 FJH を用いた心停止肝モデルにおける HMP 時の FMN、FAD

および RF の比較 

HMP 灌流液中の FMN、FAD、RF を HPLC を用いて測定した。すべての群

で FMN は経時的に増加傾向を示した。180 分時点の MP 群の FMN が最も

高値となった。HMP 終了時の MP-FJH 群の灌流液の FMN は、MP 群と比

較して有意に低値となった。MP-pH 7.8 群は他群と有意差はなかった。

FAD と RF の推移は有意な変化を示さなかった。Tukey-Kramer の HSD 検

定で p<0.05 の場合を有意とした。 *: MP 群と MP-FJH 群を比較して

p<0.05。 

 

・オートファジーや炎症シグナル  

 第三章と同様に細胞質タンパクにおける AMPK-α、SQSTM-1、

ATG5、ミトコンドリアタンパクにおける PRKN、および PINK-1 をウェス

タンブロッティングで測定し、マクロおよびミクロオートファジーを評価

した。AMPK-α および SQSTM-1 は、活性化シグナルの比率を示す

phospho/pan で示した。ATG5、PRKN、PINK-1 は標準化したバンドシグナ

ルを示す。いずれのシグナルにも群間差は認められなかった。細胞質およ

びミトコンドリアタンパクにおける MKK4-JNK 経路をウェスタンブロッ

ティングで測定して炎症シグナルについて評価した。JNK は前述のように
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phospho/pan で示した。細胞質およびミトコンドリアの JNK の各群間に有

意差はなかった (図 22)。 

 

図 22 新液 FJH を用いた心停止肝モデルにおける HMP による再灌流後の

オートファジーや炎症シグナルの比較  

細胞質タンパクにおける AMPK-α、SQSTM-1、ATG5、ミトコンドリアタ

ンパクにおける PRKN、および PINK-1 をウェスタンブロッティングで測

定した。AMPK-α および SQSTM-1 は、活性化シグナルの比率を示す

phospho/pan で示した。ATG5、PRKN、PINK-1 は標準化したバンドシグナ

ルを示す。いずれのシグナルにも群間差は認められなかった。細胞質およ

びミトコンドリアタンパクにおける MKK4-JNK 経路をウェスタンブロッ

ティングで測定した。JNK は前述のように phospho/pan で示した。各群間

に有意差はなかった。 
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考 察 

実験 1 では HMP の虚血再灌流傷害に対する抑制効果をラットの

DCD 肝、IPRL を用いて確認した。その結果、HMP を行うと、CS と比較

して再灌流時の肝逸脱酵素活性が低下し、胆汁産生量が増加した。しかし、

門脈抵抗は低下せず、酸素消費率は上昇せず、病理学的所見では肝細胞傷

害を疑う染色不良域が多く残存しており、アポトーシスが低減されなかっ

た。電子顕微鏡所見でも温阻血によるミトコンドリア傷害の残存が示唆さ

れた。HMP は DCD 肝に対して一定の効果はあるものの、移植に耐えうる

虚血再灌流傷害の顕著な抑制は得られなかった。DCD 肝に対する HMP は

CS と比較して虚血再灌流傷害低減に一定の有効性が確認された。しかし、

その効果は限定的であり、特に病理所見で肝細胞傷害を疑う染色不良域が

多く残存しており、UW-MP 液を用いた低温機械灌流では低温による門脈

抵抗増大などから循環不全の可能性を考えた。門脈拡張作用や抗酸化作用

をもつ H2 の HMP における有効性を検討した。 

 実験 2 では UW-MP を用いた HMP に H2 を加えることで、apoptosis

が抑制されていることが確認された。しかし H2 を加えても、肝逸脱酵素活

性や胆汁産生量、門脈抵抗値、酸素消費率などの臓器機能の改善は認めら

れなかった。H2 は抗酸化作用を有し、虚血再灌流時に用いることで門脈抵

抗値を低減させて虚血再灌流障害を低減することが報告されている 

(Ishikawa et al., 2018)が、本実験では HMP 中の門脈抵抗値の軽度低下が確

認されたものの、再灌流時の門脈抵抗値は低下しなかった。病理所見から

H2 は循環不良を改善させ apoptosis を減少させている可能性は示唆された

が、HMP の明らかな効果増幅は認められなかった。肝における HMP はミ

トコンドリア機能の改善や、ATP の蓄積により再灌流障害を低減すると考

えらえているが、その効果を増幅させる効果は H2 にはないと考えられた。 

次に実験 3 として 7-10℃において UW-MP 液を pH 7.4 (原液)、pH 

7,6、pH 7.8、pH 8.0 に調節した HMP を行い、IPRL による虚血再灌流傷害

を評価して比較検討を行った。HMP 時の灌流液を pH 7.8 に調整すること

で再灌流時の AST の低下が認められ、虚血再灌流による肝細胞傷害の低下

が示された。pH 7.8 の HMP では胆汁産生量も多い傾向であり肝の合成能

が最も保持されている可能性が示唆された。また、HMP 中の灌流液におけ

る FMN は、pH 7.4 の HMP では時間経過とともに上昇傾向を認めているが、

pH 7.8 に調整することで上昇の抑制が確認された。評価した pH 値の中で

は、pH 7.8 の HMP が最適な選択肢であった。これらの結果から、HMP 中

に酸塩基平衡を pH 7.8 前後の許容範囲内に維持することが、DCD 肝にお
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ける再灌流後の傷害の改善につながったことが示唆される。  

本研究では特に pH 7.4、7～10℃での HMP の修復効果は不十分で

あると考えた。この結果は低温において pH 7.4 は細胞外液として acidosis

であり臓器修復における至適条件ではないと考える。生体のホメオスタシ

スから 37℃における細胞内環境と細胞外環境の至適 pH をそれぞれ 7.200

と 7.400 と仮定して pH が Rosenthal 因子 (-0.0147)に従って変化すると、

7℃における細胞内液と細胞外液の pH 値はそれぞれ 7.641 と 7.841 になる。

この細胞外液における pH は本実験の最も成績が良かった pH と一致してお

り、細胞外環境における至適 pH は 7.8 前後であることを裏付ける。低体

温における pH の変化を十分に理解し、pH を適切にコントロールすること

で、HMP は再灌流障害をさらに抑制し、その修復効果を十分に発揮するこ

とができる。 

pH を調節した HMP では、pH を調節しなかった HMP に比べて

FMN の増加が抑制された。特に pH 7.8 で顕著な抑制が観察され、HMP の

ミトコンドリアの ETC における Complex I に対する保護効果は、7℃での

アシドーシスを回避することで増強されることが示唆された。これまでの

研究で、HMP における FMN 放出は虚血再灌流傷害と関連しており、ミト

コンドリア傷害のマーカーであることが報告されている  (Wang et al., 

2020; Zhang et al., 2021)。しかし、これまでの報告では、ビタミン B2 種

である FAD、FMN、RF を分離せずに蛍光強度が測定されていた。本研究

では、FAD と RF は pH が調節された HMP と調節されていない HMP の間

で差を示さなかったが、FMN は有意な差を示した。これらの結果は、

FMN のみが HMP 中のミトコンドリア傷害のマーカーであることを示唆し

ている。 

SEM 所見では、ミトコンドリアの大きさとミトコンドリア内膜構

造であるクリステの違いが観察された。ミトコンドリア内膜の形態は、

ATP 合成のための内膜を横切るプロトン勾配の形成に重要であり、ミトコ

ンドリア内膜の密度増加はミトコンドリアの ATP 産生能を変化させる 

(Heine et al., 2022; Plecitá-Hlavatá and Ježek, 2016)。温度などの外的要因

もミトコンドリアのサイズや内外のミトコンドリア膜の面積比を変化させ  

(Malatesta et al., 2009)、脂質組成や不飽和度などの内的要因はエネルギー

生産能力を変化させる (Gallardo-Montejano et al., 2021)。これらの様々な

内的・外的因子の変化は、ミトコンドリアの酸化的リン酸化の場であるク

リステを含むミトコンドリアの構造と機能を動的に制御する。酸素を高速

で輸送する不飽和度の高い脂肪酸のミトコンドリア膜構成、脂肪滴組成、
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シトクロム酸化酵素の発現量などが動的に調節されている  (Thorniley et al., 

1995)。今回のオスミウム浸漬 SEM による観察結果は、これらの報告と一

致していた。また、低温保存および低温灌流による心停止臓器障害モデル

において、クリステの長さ、ミトコンドリアの大きさ、ミトコンドリア  - 

小胞体接触面積、ミトコンドリア - 脂質滴接触面積を評価する評定法を確

立することで、このモデルで述べられているミトコンドリア機能障害のメ

カニズムを解明し、新たな治療標的を同定することができ、今後の課題で

ある。 

SEM 所見に基づき、再灌流障害を抑制するメカニズムとしてミト

コンドリアの修復あるいはマイトファジーを探索した。損傷または機能不

全のミトコンドリアでは、PINK-1 がミトコンドリア外膜に蓄積した後、

細胞質内の PRKN がミトコンドリア外膜に移動して活性化され、マイトフ

ァジーを誘導する (Galluzzi and Green, 2019; Ma et al., 2020; Wauer et al., 

2015)。本研究では、WB においてミトコンドリアの PRKN または PINK-1

に全群間で有意差が認められず、至適 pH の HMP によるマイトファジーの

亢進は確認できなかった。AMPK-α、SQSTM-1、および ATG5 は、マイト

ファジーに加えて、マクロおよびミクロオートファジーに関与するタンパ

ク質である (Garcia and Shaw, 2017; Hong et al., 2016; Lamark et al., 2017; 

You et al., 2013)。本研究でこれらのタンパク発現において、各群間で有意

差は観察されず、HMP による修復とオートファジーとの関連は証明できな

かった。同様に、JNK 経路の傷害抑制との関連も観察されなかった  (King 

et al., 2009; Uehara et al., 2005)。 

実験 3 で 7～10℃の HMP では pH 7.8 に調整することで臓器修復効

果が高まる可能性が示唆されたため、実験 4 で新規灌流液 FJH を用いて実

験を行った。実際に FJH を用いた HMP は各パラメータが有意に改善して

いた。HMP に FJH を用いることで、門脈抵抗値が低下して肝逸脱酵素活

性は減少し、酸素消費率が上昇する。実験 3 と同様に作用機序としてミト

コンドリアの形態保護や ETC の傷害の抑制による虚血再灌流傷害の減少が

考えられた。HMP における H+の増加は機械灌流の効果を減弱させる可能

性があり、HEPES や MOPS といった安定したバッファーを用いて至適 pH

を維持することで HMP のミトコンドリア保護作用を十分に発揮でき、虚

血再灌流傷害を抑制するものと考える。虚血再灌流傷害抑制の機序は基本

的に実験 3 での考察と同様と考えるが、虚血再灌流傷害の抑制効果が向上

したのは実験 3 と比較して至適 pH から変動することがなかった可能性を

考える。実験 3 では pH を測定しながら間欠的に NaOH で調整しており、
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一過性に pH が増減して至適域を逸脱していた可能性がある。pH の変動を

抑制するバッファーを用いて至適環境を維持することが、効果的な HMP

を行う上で重要であると考える。  

この実験の limitation は、再灌流の評価方法が IPRL であり、血液

成分を含まない再灌流を 90 分間行ったことである。Western blot によるタ

ンパク発現の解析で有意差が得られなかったのは再灌流時間が短かった可

能性がある。今後の課題として、小動物や大動物の肝移植において評価す

る必要がある。また、FJH は pH の管理を首座に置いて作成した新規灌流

液であるが、その他は UW-MP 液と HTK 液の有効成分を配合して作成して

いる。pH 管理以外の何らかの配合や組成が有効であった可能性は否定でき

ず、さらなる検討が必要である。  
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結 論 

1. 本研究における新知見 

・UW-MP を用いた DCD 肝に対する HMP は、IPRL を用いた本実験でも虚

血再灌流傷害を抑制することを確認した。しかし UW-MP による HMP で

は虚血再灌流傷害による細胞傷害は残存しており、この効果向上のために

は詳細の条件検討が必要である。 

・UW-MP を用いた DCD 肝に対する HMP に H2 を加えることでアポトーシ

スが抑制される可能性がある。 

・DCD 肝に対する 7-10℃の HMP は、灌流液を pH 7.8 にすることで虚血

再灌流傷害の抑制効果が向上する。その機序として、HMP 中のアシドーシ

スを回避することで、ミトコンドリア微細構造の保護やミトコンドリア

ETC の Complex I が維持され、虚血再灌流傷害の抑制効果が増大する。 

・HMP の至適 pH を安定して維持する新規灌流液 FJH は HMP の臓器修復

効果を増強して虚血再灌流傷害を抑制する。この新規灌流液による HMP

はより高いミトコンドリア保護効果を認め、既存の灌流液より虚血再灌流

傷害の抑制効果は高い。 

2. 新知見の意義 

 本研究結果から、HMP においてより効果的な条件がわずかながら

判明した。HMP を用いた臨床研究が進展する中で、本研究は既存の灌流液

の使用など、不十分な条件検討に一石を投じるものであると考察される。

本研究が提供する知見を通じて、HMP の効果を向上させるための適切な条

件の探索が行われ、その結果、非標準的な臓器である DCD 肝などの利用

が拡大し、肝移植待機患者へのグラフト提供が増加することが期待される。  

3. 今後の研究、課題 

 HMP は DCD 肝などの非標準的臓器に対する修復機構として有効だ

が、その至適環境に関する研究はまだ不十分である。特に本研究でも指摘

するように、灌流液についての検討が不十分である。FJH は低温に限らず、

血液と類似の温度-pH 変化をするため、HMP 以外の温度での MP でも有効

である可能性がある。また、HMP の臓器修復効果は灌流時間にも影響を受

けると考えられるが、その最適な灌流時間についての検討が不足している。

機序の解明についても検討が必要であり、低温における至適 pH による変

化を細胞実験で行い、より詳細な修復機序の検討が必要である。また、動

物実験による肝移植での有効性の検討も必要である。  
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