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　背景・目的�
　移植待機患者の死亡が増加しており、阻血再灌流傷害を
受けやすい脂肪肝や心臓死ドナーからの安全な移植が模
索されている。肝の冷保存中には、① 細胞内Ｃａ２＋濃度の
上昇、②Ｎａ＋と水の流入、③アクチンの脱重合が促進される。
他の細胞種では重水は①－③を抑制し、また、肝、腎、大動
脈内皮の冷保存傷害を軽減する。しかし①－③と細胞保護
の関係は解明されていない。�
　本研究の目的は、重水の　１）低温保存　２）低温・低酸
素/復温・再酸素化（ＣＨ/ＷＲ）、に対する細胞保護効果を明
らかにし、今後の精査の根拠を提示することである。�
�
　内容・方法�
方法：　細胞は１６時間前培養した後、ＤＭＥＭ,ＦＢＳ（－）, 
　Ｄ２Ｏ（０）培地あるいは重水を含有する培地に交換した。
　低酸素曝露チャンバーに静置し、９５％ Ｎ２,５% ＣＯ２で通
　気後にクランプした。��
１）＜肝細胞株ＡＭＬ１２の低温傷害＞�
　　大気下で４℃,７２時間まで静置。    �
２）＜ＡＭＬ１２のＣＨ/ＷＲ＞�
　　低酸素下で４℃,１２時間静置し、通常の培養液に交換。
　３７℃で培養し、１２時間静置。　　　　�
３）＜マクロファージ株との混合培養でのＡＭＬ１２の低酸素（４
　時間）/再酸素化（３７℃）ＷＨ/ＷＲ＞�
　　ＡＭＬ１２は培養皿に、ＲＡＷ２６４.７細胞はスライドグラス
　に培養し、細胞数は４:１とした。低酸素、３７℃で静置。４時
　間後に培養液に交換、３７℃で通常通りに培養し、１２時間
　後に評価。��
評価項目：　エンドポイントで培地上清のＬＤＨ活性を測定し、
　ＭＴＴ ａｓｓａｙで残存細胞のｖｉａｂｉｌｉｔｙを評価した。�
�
　結果・成果�
結果�
１）ＡＭＬ１２の低温（４℃）曝露による傷害�
　  重水不含メディウムで７２時間まで低温保存すると、時間
　依存的に細胞が傷害され、ＬＤＨ上昇、ＭＴＴ ａｓｓａｙの低
　下を認めた。これらの評価項目は重水含有培地では改善
　された。�
２）ＡＭＬ１２のＣＨ/ＷＲ�
 　 重水不含メディウムでＣＨ/ＷＲすると、再酸素化後に急
　激に細胞が傷害され、ＬＤＨ上昇、ＭＴＴ ａｓｓａｙの低下を
　認めた。これらの評価項目は重水含有培地では改善された。�

３）混合培養系での肝細胞株のＷＨ/ＷＲ�
　　上清ＬＤＨによって傷害を評価すると、低酸素中の傷害
　はおのおの単独ではごく軽度であったが、混合培養により
　約３.８倍に増加した。再酸素化後１時間、６時間でも同様に、
　混合培養は２－３倍強く傷害された。本モデルでは重水の
　効果はみていない。マクロファージと肝細胞の相互作用に
　対する重水の作用は今後の重要な検討課題である。�
�
重水の効果と成果に関する考察�
　上記１）２）に対して重水含有培養液を用いて細胞保護効
果を検討した。また、バッファー、糖、重水を含む臓器保存液
を作成し、同様の検討を行った。重水は一定の濃度域で低
温保存、低温・低酸素/復温・再酸素化傷害を軽減する可能
性が示唆された。しかし、高濃度では細胞傷害は軽減されず、
むしろ増悪した。高濃度の重水は多数の水で水和すること
によってアクチンやチューブリンをはじめとするタンパク質の構
造を安定化させることが知られており、これが細胞分裂を阻
害して、腫瘍増殖を抑制することが知られている。しかし、肝
の再生、生存のためには、冷保存中にはタンパク、細胞骨格
が保護され、再灌流後には速やかに重水がｗａｓｈ ｏｕｔされる
ことが望ましい。したがって、冷保存中の至適濃度、毒性濃
度を把握することが重要である。肝、腎、大動脈内皮の冷保
存モデルでの奏効性は既に報告されている。��
　今回の実験で、至適濃度、適応疾患（細胞、組織、臓器）
を評価するための、細胞レベルのモデルが完成した。また、細
胞培養で一般的に使用されるある種の成分を重水含有臓
器保存液に添加することで、細胞保護効果が格段に高まる
ことも明らかになった。奏効メカニズム（細胞骨格、嫌気代謝、
イオンおよび水の移動、トンネル反応制御など）について、詳
細に評価するための基礎検討も進行している。"用途の明確
化とメカニズムについて、進歩性の提示"を行い、特許出願に
向けて、さらに詳細な解析を進めていくための準備が整った
ことが、本研究の最大の成果と考えられる。��
�
　今後の展望�
　心、肺、小腸、腎、肝の一括摘出、冷保存し、冷保存中の傷
害を評価するモデルおよびそれらの臓器を酸素化したバッ
ファー で定圧体外灌流を行い、再灌流傷害を評価するモデル
を現在、作成中である。脳、心の阻血再灌流傷害をｉｎ ｖｉｖｏ
で軽減するかを検討する。肝では培養細胞、肝体外灌流、
ラット移植モデルを用いて、嫌気代謝、アクチン細胞骨格、水、
Ｎａ＋,Ｃａ２＋に対する重水の効果を遺伝子から個体のレベル
までの検証を２年以内に達成することを目標とする。最終的
には予算が許せば、大動物の肝、腎、小腸移植モデルで臨
床応用の可能性を評価したい。�
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