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研究成果の概要（和文）：本研究では、 人工酸素運搬体である一酸化炭素結合人工赤血球（CO-HbV）を用いて
心移植時の虚血再灌流傷害に対する効果を検証した。心移植ラットモデルを用い、心筋保護に際し心筋保護液の
みを投与した群とCO-HbV溶液も同時に投与した群の移植心の肉眼的形態および組織像を比較した。HE及びアザン
染色において、コントロール群では虚血再灌流傷害に特異的な収縮帯壊死が確認されたが、投与群では心筋細胞
の傷害を示すいかなる所見も特に認めなかった。本研究において、心移植の際の心筋保護にCO-HbVを付加するこ
とが心筋虚血再灌流傷害の予防に対し有効である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the effect of carbon monoxide-bound artificial 
erythrocytes (CO-HbV), which is an artificial oxygen carrier, on ischemia-reperfusion injury during 
heart transplantation. Using a rat model of heart transplantation, the macroscopic morphology and 
histology of the donor heart were compared between the group to which only the cardioplegic solution
 was administered for cardiac arrest and the group to which the CO-HbV solution was also 
administered at the same time. In HE and Azan staining, contraction band necrosis specific to 
ischemia-reperfusion injury was confirmed in the control group, but no particular findings 
indicating cardiomyocyte injury were observed in the administration group. In this study, it was 
suggested that adding CO-HbV to cardioplegia for donor heart during heart transplantation may be 
effective in preventing myocardial ischemia-reperfusion injury.

研究分野： 心臓血管外科

キーワード： 心移植　人工ガス運搬体　虚血再灌流傷害

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心移植において移植心の虚血再灌流傷害は術後治療成績を悪化させる要因であるが、現時点で再灌流傷害を惹起
しない決定的な治療法は確立されていない。一方、一酸化炭素（CO）は抗酸化・抗炎症作用などの生理活性作用
を持ち、虚血再灌流傷害の抑制効果も動物実験で示されている。本研究では、一酸化炭素結合人工赤血球
（CO-HbV）による心移植時の虚血再灌流傷害に対する効果をラットを用いて検証し、心移植の際の心筋保護に
CO-HbVを付加することがは移植心の虚血再灌流傷害の予防に対し有効である可能性が示唆された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
心疾患は日本人の死因の第 2位であり、その中でも心不全は大きな割合を占めている。内科的・
外科的治療を施しても改善が見られない末期心不全患者に対し、残された最後の手段は心臓移
植である。2010 年の改正臓器移植法施行後本邦における心臓移植数は漸増してきているものの
依然として少数であり、日本のみならず全世界的にドナー不足は深刻な問題である。摘出したド
ナー心の虚血許容時間は例外はあるものの 4～6 時間と短時間であることもあり、仮にドナー患
者が現れた場合でもその地理的要因によっては心臓を供給することができない場合もある。ま
たマージナルドナーと呼ばれる脳死時に起こる心筋障害が高度の心臓を移植に用いた場合、移
植後に心不全を呈する場合もあり、心移植時の虚血再灌流傷害が術後の移植心の心機能に影響
し、治療成績を悪化させる要因の一つとされている。ドナー心の虚血および虚血再灌流傷害を軽
減させることは重要なテーマである。虚血再灌流傷害は虚血臓器に血液が再灌流する際に発生
するフリーラジカルが原因と考えられており、心移植のみならず、肺移植をはじめとした各臓器
移植、人工心肺を用いた心臓血管手術、動脈血栓塞栓症の血流再灌流時等で起こり、虚血臓器の
機能不全や慢性期の機能低下のリスクを増加させるが、決定的な治療法は確立されていない。 
以上より、心臓移植時の虚血再灌流傷害を軽減させ、虚血許容時間を延長させるために様々な研
究がなされている。例えば、虚血傷害や再灌流傷害の抑制による臓器保存効果を期待し、心臓保
存液中にカルシウムチャネル遮断薬や抗酸化物質のメラトニンを添加するという試みもなされ
ている（Sukehiro et al. J Heart Lung Transplant 1991, Jung et al. J Pineal Res 2004）
が臨床応用には至っていない。海外ではいわゆる“Heart in a box”といわれる装置を用いてド
ナー心を持続潅流装置に接続し心拍動を維持させることによって臓器保存を行うという試みも
報告されているが、その治療成績は不明である。また近年水素や一酸化炭素といった吸入ガスに、
移植の際の拒絶反応や炎症を抑制する作用があるという報告がみられている（Nakano et al. J 
Heart Lung Transplant 2010, Fujisaki et al. Med Gas Res 2016）。特に一酸化炭素について、
肺移植の研究において一酸化炭素投与により移植気管の狭窄の減少、Tリンパ球浸潤の減少、炎
症性サイトカインの減少と移植後拒絶反応の抑制を示している（Ohtsuka et al.Transplant Int 
2014）。一酸化炭素による拒絶反応軽減の機序としては、T リンパ球の浸潤の減少が確認されて
いるものの依然不明な点が多い。一酸化炭素は本来有毒ガスであり、組織内での濃度調節、投与
経路の安全性など臨床応用にあたり課題も多い。 
人工ガス運搬体は、期限切れのヒト赤血球あるいは動物血から精製・加工された高純度ヘモグロ
ビンをリポソームに内包して製造されている。血液型がなく、感染源を含まず、長期保存が可能
といった多くの長所があり、さらに小粒径（250nm）であることから輸血の代替利用以外に新し
い用途を探索する研究がなされている。赤血球では通過不可能な狭窄部位も通過可能でその先
の虚血部位へ酸素を供給することにより虚血による臓器傷害をできるだけ小さく抑える効果も
期待されている。人工ガス運搬体に一酸化炭素を結合させ（CO-HbV）組織へ運搬することが技術
的に可能になっており、人工ガス運搬体を一酸化炭素のキャリアーとしてラット出血性ショッ
クモデルで酸化ストレスを抑制したという報告もなされている(Sakai et al. Shock 2009)。人
工ガス運搬体に付加する一酸化炭素は濃度調節も可能であり、心移植の際の心保存効果、虚血再
灌流傷害の軽減および拒絶反応の抑制に対し有効性を示すことができれば今後臨床応用に進む
ことも可能であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、心移植時のドナー心臓採取の際に心筋保護液・臓器保存液へ一酸化炭素付加人
工ガス運搬体を投与することによりドナー心保存効果、虚血再灌流傷害の軽減および拒絶反応
抑制効果を認めるか検討し、効果を認める際にはその機序を解明することである。人工ガス運搬
体は Originality があり使用できる施設は限定されている。通常一酸化炭素のようなガスを研
究に用いる際には吸入により呼吸器を通じて投与する場合が多いが、人工ガス運搬体に結合さ
せて投与するという方法は創造性が高いと思われる。小動物を用いた本研究で有効性が確認さ
れれば、大動物、さらには人間へと応用可能であると考えられ、新たな治療法確立につながる可
能性が高い。 
 
３．研究の方法 
まずラットを用いて腹部大動脈―下大静脈異所性心移植モデルを確立し、移植の際に心筋保護
液および臓器保存液へ一酸化炭素を付加した人工ガス運搬体を投与することによりドナー心の
虚血再灌流傷害の軽減および移植後拒絶反応が抑制されるかどうかを確認する。また有効性が
確認された場合、最適な一酸化炭素濃度を設定し、さらにその分子生物学的メカニズムを明らか
にする。現在成功率が低いマウスを用いた心移植実験にも引き続き取り組み、安定した成績が残
せれば様々なノックアウトマウスを用いて同様の解析を行い、より詳細な検討を行う。以下に具
体的な方法を記す。 
 
〈方法〉 
(1) SD 系統 10～12 週齢のメスラット(220～250g)2 匹をドナーとレシピエントとして移植手術
を行う。ドナー、レシピエント共に 5 % isoflurane 吸入で麻酔導入し、術中は 1 .5 2.0% に
濃度を下げて維持麻酔とする。ドナーラットから心臓を摘出し、ドナー心の上行大動脈とレシピ



エントの腹部大動脈とを吻合し、ドナー心の肺動脈とレシピエントの腹部下大静脈とを吻合し
同種異所性心移植モデルを作成する。 
(2) ドナー心を摘出する際、心筋保護液としてミオテクター ® 1.0mlのみを投与したものをコ
ントロール群とし、ミオテクター ® 0.9ml に CO-HbV 溶液（ 10g/dL）0.1ml の組成で投与した
群を投与群とする。 どちらも約 1 mL/ min の速さで投与することとする。それぞれを用いて
ドナー心を摘出・保存したものを 60分の心筋虚血の末に 24時間再灌流させ、虚血再灌流傷害モ
デルとする。 
(3) レシピエントは移植後 24 時間で犠牲死させ、ドナー心臓を摘出、保存する。摘出の際、心
臓の形態・機能を肉眼的に評価する。4％パラホルムアルデヒドりん酸緩衝液にて固定後、 H E 
染色及びアザン染色を行い、標本を作製する。標本は光学顕微鏡を用いて観察・評価する。 
(4) 各ドナー心臓組織から mRNA を抽出し、real-time RT-PCR 法で様々な遺伝子の発現量を測
定、比較検討する。可能であればタンパク質も抽出し、Western blot 法でアポトーシス関連タ
ンパクの一つである cleaved PARP を検出、定量化する。 
(5) ドナー心臓の酸化ストレスの程度を評価するため、Malondialdehyde (MDA) Assay Kit を用
いて組織中の MDA level を比較する。 
(6) 上記研究計画が順調に進行し、一酸化炭素付加人工ガス運搬体の有効性が確認された場合、
一酸化炭素の濃度を調節し同様の研究をおこない最終的に至適濃度を決定する。 
(7) また現在成功率が低いマウスを用いた心移植実験にも継続して取り組み、安定した成績 
が残せれば様々なノックアウトマウスを用いて同様の解析を行い、より詳細な検討を行う。 
 
４．研究成果 
当初順調に進むと考えられていた腹部へのラット異所
性心移植モデルの成功率が著明に悪化し、研究の進行が
大幅に遅れてしまった。ドナーラットからの心臓の摘出
自体は大きな問題なく施行できていたが、ドナー心のレ
シピエント腹部への植込みの際、特にドナー心の肺動脈
とレシピエントの腹部下大静脈との吻合がうまくいか
ずに大出血をきたし、あるいは吻合終了後もドナー心の
拍動がみられないような場合が多くをしめた。そのため
に手技に様々な改良（レシピエントラットのサイズをも
う少し大きくする、ドナー心の植込みの際は一人ではな
く助手を付けて吻合の時間を短縮させる、吻合の際の糸
をより細いものに変えるなど）を加え、最終的に腹部への
ラット異所性心移植モデルの成功率は少しずつ改善し
た。一酸化炭素付加人工ガス運搬体を加えた心臓保護液
を用いて研究を進め、心筋保護液としてミオテクターⓇ 
1.0ml のみを投与したものをコントロール群とし、ミオ
テクターⓇ 0.9ml に一酸化炭素付加人工ガス運搬体溶
液（10g/dL） 0.1ml の組成で投与した群を投与群とした。
両者とも移植心を再灌流開始 24 時間後にレシピエント
から取り出し、4%PFA で固定したのちに HE染色及びアザ
ン染色を行い組織学的に解析し比較した。採取した移植
心は肉眼的にはコントロール群と投与群の間に明らかな
形態の相違は認めなかった。アザン染色標本にて、収縮帯
壊死はコントロール群で強く認めたものの、投与群にお
いては明らかな変化は認めず、また投与群の方がより横
紋構造が保たれているように見受けられた。両群におい
て繊維芽細胞の増殖・線維化及び明らかな炎症細胞浸潤
は認めなかった。 
以上のように観察範囲において一酸化炭素付加人工ガス
運搬体の有効性を示唆する所見が得られたものの、移植
が無事成功し対象に含まれた数が少なく、また大幅に遅
れたため、残念ながら予定していた検討は十分に行えず、
統計学的に評価するところまで至らなかった。 
 
 
 
 
 

図 2 コントロール群の左室壁

アザン染色標本（X400） 

図 3 投与群の左室壁アザン染

色標本（X400） 

図 1 再灌流 24時間後の移植心 
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