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緒 言 
 
慢性的な臓器提供数の不足は、肝移植における最も重要な課題の一つであり、脳死

肝移植の先進国である米国においても、年間約 15%にのぼる移植待機患者が提供臓器

の不足のために肝移植の恩恵を享受することなく死亡している。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を示したものの、年間約40 例と依

然として需要をはるかに下回っており、肝移植症例全体の実に90%が、健常者ドナー

からの臓器提供に依存した生体肝移植である。 
現在、提供臓器数を拡大させるべく、多くの移植センターがドナー適応基準の拡大

に取り組んでおり、高齢者ドナーや脂肪肝ドナーといった従来の適応基準を逸脱した

ドナー（expanded criteria donor; ECD）、さらには心停止後ドナー（donor after 
cardiac death; DCD）が潜在的ドナーとして注目され、その安全使用に関する研究が

盛んに行われている 1–3。ECD および DCD はドナープールの拡大における潜在的ド

ナーとして有望である一方で、これらのドナーより提供された肝臓グラフトは、虚血

再灌流傷害に対して脆弱であり、移植後の primary non function（PNF）および

delayed graft function（DGF）の発症リスクを上昇させることが知られている。 
虚血再灌流傷害は、虚血状態に曝されたグラフト組織が血流再開に伴う再酸素化を

受けることにより惹起される複雑かつ能動的なグラフト傷害であり、炎症反応、細胞

性免疫反応、酸化的ストレス等多くの傷害機序が関与している 4,5。虚血再灌流傷害で

は、Interferon regulatory factor-1（IRF1）やKelch-like ECH-associated protein 1
（KEAP1）といった再灌流直後より惹起される一連の傷害性遺伝子発現がトリガー

となりそのシグナル伝達の下流に存在する重要な役割を果たしている。IRF-1 は転写

レベルで制御される転写因子であり、Interferon alpha/beta（IFN-α/β）、Tumor 
necrosis factor（TNF-α）、Inducible nitric oxide synthase（iNOS）、Interleukin 6
（IL-6）、Interleukin 12（IL-12）といった炎症性遺伝子の活性化およびアポトーシ

スの誘導を介して虚血再灌流傷害を助長する 6,7。また、KEAP-1 は Nuclear factor 
erythroid 2-related factor 2（NRF2）に結合し、核内移行を阻害することにより、

NRF2のanti-oxidant response element （ARE）への結合を介した傷害保護遺伝子

の発現を抑制している 8。そして、ノックアウトマウスをドナーとする肝移植実験に

より、グラフトにおけるこれらの傷害性遺伝子発現の抑制は、虚血再灌流傷害を軽減

することが実証されている。 
このような虚血再灌流傷害のリスクを軽減し、ドナープールの拡大を安全に進める

ための医療技術として、機械灌流保存法が注目されており、冷温浸漬保存法にかわる

次世代の臓器保存法として精力的に研究されている 9–15。機械灌流保存法とは、摘出

したグラフトの流入血管から持続的な灌流を行う臓器保存法であり、灌流液を介して
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酸素および代謝基質を送達し、傷害性サイトカインや有害代謝産物を除去することに

よりグラフト傷害を軽減させることが期待されている。さらに、機械灌流法は、持続

的な酸素と代謝基質の送達により、保存中のグラフト内におけるエネルギー代謝レベ

ルを高く維持させうることから、冷却による代謝抑制をかけない非冷温保存への応用

も検討されている。そのため、機械灌流法は、灌流温度を4 ºC程度とする冷温機械灌

流、37 ºC 程度とする常温機械灌流、そしてその中間である 20–30 ºC とする

sub-normothermic machine perfusion（SNMP）に分類され、それぞれの特性を生か

した医療応用が期待されている 16。現在、冷温機械灌流法は臨床試験の段階に達して

おり ECD および DCD 肝移植における臨床的有用性も確認されている 17–19。また、

常温機械灌流法および SNMP 法に関しても、移植非適応となったヒト肝臓グラフト

を用いた前臨床研究が行われており、グラフト保護およびグラフト評価における有望

性が報告されている 20,21。 
摘出前にドナー体内において、グラフトが長時間の温阻血状態に曝される DCD 肝

移植では、虚血再灌流傷害に加え、全体の30–50%もの症例で生じるnon-anastomosis 
biliary stricture（NAS）と呼ばれる特有の虚血性胆管合併症が、移植後成績を低下さ

せている 22,23。この傷害は、胆管上皮前駆細胞のニッチであるPeribiliary glandを栄

養するPeribiliary vascular plexus と呼ばれる血管叢の血流傷害に起因する胆管上皮

の再生傷害が重要な原因の一つであり、その保護にも機械灌流の有効性が期待されて

いる 10。 
このように、臨床応用に向けて機械灌流保存法の研究が加速する一方で、その作用

機序には未解明な点が多く、基礎研究の重要性はますます高まっている。機械灌流に

関する基礎研究では、グラフト摘出、機械灌流保存、移植といった肝移植における全

ての過程が再現された動物実験系が求められ、現在までにブタおよびラットを用いた

動物モデルが報告されている 15,24–27。しかしながら、マウスを用いた機械灌流保存過

程を含む肝移植モデルは未だ報告されていない。そこで、本研究では、機械灌流保存

法を導入したマウス肝移植モデルを確立することを目的とした。そして、このマウス

モデルを用いて、SNMP 法に関する方法論的研究およびDCD肝移植における機械灌

流法の有用性の検討を行った。 
本研究では、ECDおよびDCD グラフトの安全性のさらなる向上のため、虚血再灌

流傷害のトリガーである傷害性遺伝子の抑制を図るため、siRNAによる核酸治療を移

植前グラフト治療として肝移植に応用するための方法論的検討を行った。siRNAはウ

イルスベクターを使用せずにリポフェクション法による導入が可能で、数週間程度の

遺伝子抑制作用を発現した後、ゲノムに取り込まれることなく消耗性に消失する。ま

た、任意の遺伝子を標的として作成することが容易で、一度に複数の遺伝子を標的と

することもできる。これらの特徴から siRNA を用いた核酸治療には、臨床応用にお
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ける高い安全性と拡張性が期待されている 28,29。虚血再灌流傷害は、再灌流後に一過

性に惹起される一連の傷害性遺伝子発現に起因するため、siRNAによるRNA干渉作

用は、虚血再灌流障害に対する理想的な治療機序のひとつであると考えられる。 
本研究では、まず、マウス肝臓の灌流装置を開発と機械灌流保存法を導入したマウ

ス肝移植術式の確立を行い、冷温機械灌流後の肝移植において良好な成績を得た。こ

れに並行し肝臓グラフトへの移植前 siRNA 導入法として、ドナー体内における in 
vivo transfectionを用いた方法の検討を行い、移植後にレシピエント体内において遺

伝子発現抑制作用を確認することができた。次に、標的臓器に限定した導入とグラフ

ト摘出手術に影響を与えず移送時間を有効に利用した導入が期待される、siRNAの体

外導入法を確立するため、冷温浸漬保存下のグラフトへの経門脈投与による導入を試

みたが、導入は不可能であった。ここで、冷温による取り込み不良が原因と考えられ

たため、冷温機械灌流法を SNMP 法に拡張することにより、非冷温保存下のグラフ

トへの体外導入を試みることとした。そして、灌流装置と灌流プロトコルの最適化に

より、SNMP後の肝移植において良好な移植成績を達成した。しかしながら、SNMP
法による 20℃の非冷温状態にあるグラフトへの灌流液を介した投与でも十分な

siRNA 導入を成立させることはできなかった。一方、SNMP 法を DCD 肝移植に適

用したところ、UW液を用いた冷温浸漬保存法に比べ有意な移植後生存率の改善が確

認された。 
本研究にて確立された機械灌流法を導入したマウス肝移植モデルは、高い有用性と

拡張性を有しており、肝移植における機械灌流保存法および移植前グラフト治療法の

発展に貢献し、ドナー適応の拡大に寄与することが期待される。 
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実 験 方 法 
 
１ 動物実験に関する事項 
本研究は北海道大学倫理委員会の承認（実験計画番号 12-0109）を受け、北海道大学

動物実験に関する規定および北海道大学遺伝子組換え実験等安全管理規定に則って遂

行された。 
 
２ マウス肝移植モデル 
本研究においてマウス肝移植術は、Qianらの報告 30に準じて行った。 
 
３ 灌流装置および灌流液 
本研究では、室温環境においてグラフト温度を任意に制御しながらマウス肝臓グラフ

トの酸素化灌流を行うことが可能な新規灌流装置を開発した。 
灌流液は、Berendsenらの報告 31に基づいて調製した。 
 
４ 機械灌流操作 
機械灌流は、バックテーブル操作終了後に開始し、レシピエントの肝全摘が終了した

段階で、グラフトを灌流装置から取り出し、レシピエントへ移植した。 
 
５ DCDグラフトの摘出操作 

DCD 肝移植モデルの場合には、横隔膜切開によりドナーマウスの心肺停止を誘導

し、循環停止 30分間後にグラフトの摘出を行った。 
 
６ ドナー体内における siRNA 導入およびサンプリング 
siRNAの in vivo 導入には Invivofectamine 2.0®（Life Technologies）を用いたリポ

フェクション法を用いた。siRNA機能評価のため、移植後レシピエントより移植後グ

ラフトおよび血液検体を採取した。 
 
７ 移植後レシピエントにおける siRNAの機能評価 
siRNA の標的分子を凝固第 VII 因子とし、リアルタイム RT-PCR 法および血中凝固

第VII因子活性の測定により評価を行った。 
 
８ 統計解析 
本 研 究 に お け る 統 計 処 理 お よ び グ ラ フ 作 成 に は 、 R version 3.0.2
（http://www.r-project.org/）を用いた。 
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実 験 結 果 
 
１ 機械灌流保存法を導入したマウス肝移植モデルの確立 
１−１）機械灌流法導入のためのドナー術式およびグラフト操作法の確立 
マウス肝移植モデルへの機械灌流保存法の導入を行うにあたり、我々はまず、グラフ

トと灌流装置の接続方法の確立およびそのためのドナー術式の改変を行った。これら

の方法を用いて、グラフトを摘出し、灌流装置に接続したところ、灌流液の流入およ

び流出ともに良好であり、過剰なグラフトの膨大等の所見は認められなかった。グラ

フトを灌流装置から取り外した後は、十分な長さの肝上部下大静脈を温存しながら、

横隔膜を切除することにより、グラフトを移植可能な状態に回復することが可能であ

った。 
 
１−２）マウス肝移植モデルにおける冷温機械灌流法の確立 
前項で確立したグラフト接続方法を用いた灌流装置を作成し、実際に冷温機械灌流を

施した肝臓グラフトをレシピエントマウスに移植した。その結果、グラフトは問題な

くレシピエントマウスに移植され、移植後成績は良好であった。 
 
１−３）循環灌流の導入による灌流時間の延長 
続いて、循環型冷温灌流の導入および灌流液の変更により、長時間の機械灌流を実現

し、良好な移植後成績を得た。 
 
２ SNMPへの拡張 
２−１）温度制御システムおよび酸素化モジュールの導入 
SNMPを行うため、我々は灌流装置に、灌流温度制御システム、灌流液の酸素化モジ

ュール、および赤血球含有灌流液を導入した。温度コントロールおよび灌流液の酸素

化は良好であったが、移植後成績は不良であった。 
 
２−２）マウス肝移植におけるSNMPの確立 
赤血球含有灌流液の使用をやめ、灌流形式を Acellular SNMP 法に変更したところ、

移植後成績の改善が認められた。 
 
２−３）機械灌流法の改良によるSNMP肝移植の成績向上 
移植後成績をさらに向上させるため、灌流装置および灌流術式の改変により、移植直

前まで機械灌流の継続、および残留ドナー血球による灌流液の汚染の防止を図った。

これらにより移植後成績は著明に改善した。 
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２−４）DCD肝移植へのSNMPの応用 
確立されたSNMP 法を、DCD 肝移植に適用したところ、冷温浸漬保存法に比べ、有

意な移植後成績の改善効果が確認された。 
 
３ 移植前 siRNA導入のグラフト治療への応用 
３−１）移植前 siRNA導入の有効性 
本研究では、高リスクグラフトの安全性向上へのさらなる技術開発を目指し、肝臓グ

ラフトへの移植前 siRNA 導入による遺伝子抑制作用をグラフト治療法へ応用するた

めの検討も行った。摘出前にドナー体内において siRNA 導入を施した肝臓グラフト

の移植を行ったところ、移植後にレシピエント体内において遺伝子抑制作用が確認さ

れ、グラフト治療法としての有用性が示唆された。 
 
３−２）siRNA導入時間の検討 
ドナー体内導入では、投与２時間後に摘出した肝臓グラフトにおいても十分な遺伝子

発現抑制作用が確認された。しかしながら、導入時間を 1時間とすると、抑制作用は

大幅に低下した。 
 
３−３）冷温浸漬保存下グラフトへの siRNA 体外導入 
冷温浸漬保存下グラフトに対する siRNA の経門脈投与による体外導入では、十分な

導入効率を得ることはできなかった。 
 
４ SNMPを介した siRNA体外導入 
SNMP 法を介した、グラフトの siRNA 取り込み活性を維持した状態での体外導入で

は、移植後の遺伝子発現にやや抑制傾向を認めるが、ドナー体内導入と比較するとそ

の抑制作用ははるかに小さく、siRNA導入効率は非常に低いものと考えられた。 
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総括および結論 
 

 機械灌流保存法のマウス肝移植モデルへの導入は技術的に可能であり、冷温機械

灌流のみならずSNMPにおいても良好な成績を実現できた。 
 

 SNMPは、冷温浸漬保存と比較してDCD肝移植モデルにおける移植後生存期間

を著明に延長した。 
 

 ドナー体内における肝臓への siRNA導入は２時間以内に成立し、グラフトに取

り込まれた siRNAは、移植後にレシピエント体内においてRNA 干渉作用を発

現した。 
 

 Hypothermic ~ Sub-normothermic temperature の温度条件下では、肝臓グラフ

トへの siRNA体外導入による導入効率は非常に低かった。 
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