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家兎心停止 ドナ
ー 摘出凍結保存気管による同種気管移植 に関する

実験的研究

金沢大学医学部医学科外科学第
一

講座 (主任 : 渡辺洋字数授)

和 田 真 也

臓器を凍結保存する と抗原性が低下 し, 臓器移植 にお ける 拒絶反応が抑えら れ る こと が 報告 され て
い る ･ 本研究で は家

兎を用 い て , 1 ケ 月凍結保存 した 心停止 ドナ
ー

摘出 同種気管移植 を施行 し, 移植気管の 生者過程 ･
心停 止後放置時間の 限界 に

っ い て検討 した . 移植気管 を心拍動時 に摘出 した 群 ( n
= 1 5) , 心停止後1 時 間で 摘出 した 群 ( n

= 1 6) 】 心停 止後2 時間で 摘出

した群 (n = 1 6) , 心停止後4 時 間で摘出 した群 (n
= 1 2) の 4 群 に分類 し, ドナ

ー

か ら摘 出 した頚部気管10 リ ン グ長 を凍結保存

した . 1 ケ 月 後解凍 し, 5 リ ン グ長を レ シ ピ エ ン ト の 頭部気管欠損部 に移植 し, 大 網
で 被覆 し た ･ 術後, 免疫抑制剤 と し て

F K5 0 6 を死 亡 も しく は犠牲死 させ るまで 連日 投与 し (長期生存例 に は6 週間) , 移植気管 の 血流回復 の 推移とあわ せ て 肉眼的,

病理組織学的変化に つ い て検討を加えた ･ 各群 とも1 ケ月 凍結保存前後で気管粘膜, 気管軟軌 気管腺 に変化 は認 め な か っ た

が , 心 停止後放置時間が長 い ほ ど凍結保存後の 気管粘膜固有層内 に空洞化が目立 っ た ･ 心拍動時摘出群心停止後1 時 間群,心

停止後2 時 間群 で の 血 流は4 週 目 ま で に術前値 に回復 し, 6 週目 の 移植気管 にお い て は ･
肉眼 的に生若 して お り, 病 理組織学

的にも上皮, 軟骨は再生 され て い た が気管腺は消失 して い た ･

心停止後4 時間群は他群 と比 べ 2 週目まで に有意 に血 流回復 が遅延 し, 1 例 を除 き移植気管
の 狭窄, 融解に一より4 週目まで に

死亡 した . 各群 と も炎症細胞浸潤 は脚寺的に減少 し た が , 単 核球浸潤 は6 週日で も高度であ っ た ･ 1 年以 上 の 長期生存例 は心

拍動時摘出群2 例 , 心停止後1 時 間群1 例, 心停止後2 時 間群1 例認 め , い ず れも移植気管の 開存お よ び生 者が確認 さ れ た t 病

理組織学的に は 気管腺の 再生 を認 め たが 依然 と して単核球浸潤が高度で あ っ た ･
以 上 か ら心停止後2 時間まで の 摘出気管 は1

ケ月凍結保存後の 気管移植が可能 と考え られ た . 移植 気管の 再生 , 生 者 に は6 週 間必要 と思 わ れ る が ,
1 年後で も単核球浸潤

を認め , 免疫抑制剤 の 使用量, 使用方法, 使用期間 に つ い て は さ らな る検討が必要 と思 わ れ た ･

K e y w o r d s t r a c h e al a1l o tr a n s pl a n t ati o n , C r y O P r e S e rv at
i o n

,
F K 5 0 6

,
r a b b it c a d a v e r

,
S af e li m it

a 允e r c a r di a c a rr e st

臓器移植法の 施行 によ り脳死 者か らの 臓器移植 が法的 に は可

能 とな っ たが , 本邦で はまだ まだ ドナ
ー

が 不足 して い る の が 現

実 であ る. 心停止 ドナ
ー

か ら の 臓器 お よ び器官移植が 可 能 で あ

れ ば
, 脳死 者か ら の 臓器

･ 器官提供 が抱え る数 々 の ハ
ー

ドル を

こ える こ と が で き る.

気管 再建 に お い て は , こ れ まで 種 々 の 人工 材料
1)2)

,
生 体 材

料
:う)

,
自 己組 織 な ど に よ る 再建が試 み ら れ て い る が い ま だ 満足

な代用材料 は得 られ て い な い . B el s e y
4)
に よ る再 建気道 の 条件

か ら考える と 宿主気管 に最もよく似 た条件を備えて い る の は生

体材料の一--【-
･

つ で あ る同種気管移植片 であり, こ れ に よ る再建が

最も理想的と考え られ る . 近年, 移植臓器 を凍結す る こ と で抗

原性 を低下 させ , 拒絶 反応 を抑える こ と で, 免疫抑制剤を減量

あ る い は使用 し なく て も移植臓器の 生 者が得 られ た と の 報 告が

散見され る .

本研 究で は 家兎を用 い て , 1 ケ月 凍結保存 した 心停止 ドナ
ー

摘 出同種気管移植を施行 し, 移植気管の 生 者過程 , 心停止後放

置時間の 限界 に つ い て検討 し た.

対象お よび 方法

l . 実験動物

ア イ ソ グ ラ フ トと な る こ と を防ぎ, より拒絶反応 を明白とす

る た め
, 体重2 .8 ､ 3 .5l( g の 日 本白色兎雌を ドナ

ー

と し
,
同体重

の ニ ュ
ー

ジ
ー

ラ ン ド白色兎雌 を レ シ ピ エ ン トと した .

丑 . 実験方法

1 . ドナ
ー 気管の 摘出法

ドナ
ー 気管 の 摘 出は心拍動群で は, 硫酸 ア ト ロ ピ ン (田 辺 ,

大 阪) 0 .5 m g を 前 投 薬 と し , 塩 酸 ケ タ ミ ン ( 三 共 , 東 京)

10 m g ノk g と と もに 筋肉内接射に て 導入 し, 耳静脈 に 点滴路 を確

保 した . 維持麻酔 と して ベ ン ト パ ル ビタ
ー ル ナ ト リ ウ ム ( ダイ

ナ ポ ッ ト
,
大阪) 3 m g/1くg を適宜静脈内注射 し, 経鼻 にて 100 %

酸素 を投与 し な が ら自発呼吸 下 に 頚部気管10 リ ン グ長 を摘出

し た. 心拍動下 摘出群以外 で は 上記 と同様 に麻酔導入 し たの ち,

ペ ン ト パ ル ビ タ
ー ル ナ トリ ウ ム の 大量静往 に て心停止 させ たの

ち頚部気管10 リ ン グ長を摘出 し た.

平成 11 年8 月 2 3 日受付, 平成1 1 年9 月 2 8 日受理
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2 .
レ シ ピ エ ン ト群の 手術法

レ シ ピ エ ン ト へ の 気管移植 に お い て は , 上 記 の 心拍動群 と同

様の 麻酔下 で施行 した . レシ ピ エ ン ト群 は ドナ ー 気管 の 摘出時

間に よ っ て次 の 4 群に 分けた . 第1 群は , 心拍動群で , 心拍動

下の ドナ
ー

(h e ar t b e ati n g d o n o r , H B D ) (8 羽) よ り摘出 した頚部

気管 を レ シ ピ エ ン ト (15 羽) に移植 した . 頚部正 中切開 に より

ドナ
ー の 頚部気管1 0 リ ン グ長 を摘出 し5 リ ン グ長ず つ に 等分

し
,
セ フ ァ ゾリ ン ナ トリ ウ ム を加え た 生 食 にて 十分洗浄 した後,

R P M I1 6 4 0 培地 (Gib c o , Gl a n d I sl a n d , U S A) に10 % ジ メ チ ル ス ル

ホキ シ ド(di m e th yl s ul p h o xi d e , D M S O ) (Si g m a ,S t .L o ui s , U S A ) ,

1 0 % 牛胎 児血 清 (f e t al b o vi n e s e ri u m , F B S) ( C e ll C u l t u r e

L a b o r a t o ri e s
,
Cl e v el a n d

,
U S A) を加えた 培養液 に浸漬 し, -8 0 ℃

の デ ィ
ー

プ フ リ
ー

ザ
ー

( サ ン ヨ
ー

, 束京) で 1 ケ月 間凍結保存 し

た. 1 ケ月 後
,
3 7 ℃ の 楊 漕に て15 分 で急速解凍 した後 ,

レ シ ピ

エ ン トの 頚部気管8 リ ン グ長切除部 に そ れ ぞ れ 移植 し
,
胸骨前

に挙上 し た大網 で移植気管を被覆 した . 吻合 は6 -0 ポ リ プ ロ ピ

レ ン 糸 ( エ チ コ ン , 束京) に て 両側断端 とも連続 の 端 々 吻合を

施行 した . 第2 群は , 心停止後1 時 間群で , 心停 止 させ た ドナ

ー ( n o n - h e a rt b e a ti n g d o n o r
-1 h r

,
N H B D -1 h r) (8 羽) を室温

(18 ℃) に て 1 時 間放置 し た後, 頚 部気管を採取 し, H B D 群 と

同様に凍結保存後, レ シ ピエ ン ト(16 羽) に移植 した . 第3 群 は,

心停止後2 時間群で
,
心停止 さ せ た ドナ ー

( n o n -h e a rt b e a ti n g

d o n o l 1 2 h r , N H B D -2 h r) (8 羽) を室温(18 ℃) にて2 時間放置 し た

後, 頚部気管を採取 し, H B D 群 と 同様 に 凍結保存後 ,
レ シ ピ

エ ン ト (16 羽) に移植 し た . 第4 群 は, 心停止後4 時間群 で , 心

停止させ た ドナ
ー

(n o n qh e a rt b e a ti n g d o n o r - 4 h r , N H B D -4 h r) (6

羽) を室温 (18 ℃) に て4 時間放置 した 後, 頚部気管を採取 し,

H B D 群 と 同様 に凍結保存後, レ シ ピ エ ン ト (12 羽) に 移植 し

た .

3 .
レ シ ピエ ン トの 術後管理

移植後, 抗生剤と して セ フ ァ ゾリ ン ナ トリ ウ ム (藤沢, 大阪)

3 0 m g / k g / 日 を 1 週 間筋肉内接与 し た . 免 疫抑制剤 と し て

F K 5 0 6 (藤沢) 0 .1 5 m g/ k g/ 日 を死 亡も しく は犠牲死 さ せ る まで

筋肉内注射 した . 長期生存例 には 術後6 週間連続投与 した .

Ⅶ . 移植気管 の血 流測定

各群 とも術後1 週
,
2 過

,
4 週

,
6 週に 局所麻酔下 に移植気管

の 中央部 を露出し血 流測定を行 っ た . 測定に は レ ー

ザ
ー 組織血

流計 ( ア ド バ ン ス , 東京) を用 い , 得 ら れ た 測定値 ( m l/ 分

/ 1 0 0 g) か ら レ シ ピ エ ン トの 健常部気管の 組織血流量 に対する

比率 を 算出 した.

Ⅳ . 肉眼的検討

血流測定の 後
,
犠牲死 させ 移植気管を健常気管, 周囲組織と

ともに摘出 した . 死 亡 例 に つ い て も同様 に摘出し
,
狭窄度の 評

価 を断面積を測定 し術前値と の 比率で 算出 し た . 死 亡例 に つ い

て は そ の 死 因を検討 し, 移植 気管の 萎縮
,
融解 , 潰瘍

,
肉芽

,

浮腫 , 出血 の 評価 に つ い て は , そ の 程度 に応 じ て , - ( な

し) , + (軽度) , + + (中等度) , + + + (高度) の 4 段 階に分類 し

た .

Ⅴ
. 病理 組織学的検討

摘出 した標本 は, 1 0 % 中性緩衝 ホル マ リ ン 液で固走私 垂直

方向, 水平方向の パ ラ フ ィ ン 切片 を作成 し H E 染色に て 気管粘

膜 , 気管軟骨, 気管腺, 炎症細胞浸潤 l 単核球浸潤の 評価を行

Fi g ･ 1 . H i s t ol o gi c al 血di n g s i n d o n o r t r a c h e al g r af ts b ef o r e a n d a 鮎 r o n e m o n th o f c r y o p r e s e rv ati o n . G r a ft i n h e a rt b e a ti n g st a te w a s
･ r e m O V e d 血

･

O m th e d o n o r r ab bit (瑚 a n d c r y o p r e s e rv e d f o r o n e m o n th (E) . G r aft r e m o v e d 血
･

O m th e d o n o r r a b b it w h i c h h a d b e e n k e p t at

r o o m te m p e r a tu r e f o r o n e h o u r a fte r c ar di a c a r r e st (B) , f o r t w o h o u r s (C ) , fb r f o u r h o u r s ( D) a n d c ry o p r e s e rv ed f o r o n e m o n th (F , G , H) at
h

8 0 ℃ . T h e s c al e b a r
,
1 0 0 FL m .
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っ た . そ れ ぞ れ の 障害 の 程度 に応 じて 1
0 ( な し) , 1 (軽度) , 2

(中等度) , 3 (高度) の 4 段階 に分類 し , ス コ ア
ー

化 し た . ま た

各群とも1 ケ月 凍結前後 に ドナ
ー

より摘出 した 気管を10 % 中性

綾衝ホ ル マ リ ン液で 固定 しそ の 変化も検討 した .

Ⅵ . 統計学的検討

測定結果 は平均値 ± 標準誤差で示 した . 2 群問の 有意差検定

はS tu d e n t の t 検定 に て行 い ,
3 群以上 の 平均値 の 検定 に は二 元

配置分散分析後, S c b e 触 の 多重比較を用い , 危険率5 % 未満を

有意差あり と した .

成 績

Ⅰ . 凍結保存前後の気管の変化

凍結保存前 で は各群 とも心停止後放置時間に より肉眼的に は

組織障害 に差 を認めず, 病理組織学的 にも気管粘膜
,
気管軟骨

,

気管腺 は保 たれ てお り, 構造変化を認 め な か っ た (固 1A , B , C ,

D) . 1 ケ 月凍結保存後 で は 各群とも肉眼的 に は組織障害 に差 を

認めず, 病理組織学的に は気管粘膜, 気 管軟骨 , 気管腺 は構造

を保 っ て い る もの の 心停止後 の 経過時間が長 い ほ ど気管粘膜固

有層内の 空洞化が目立 っ た(図1 E , F , G , H ) .

Ⅰ . 手術成績(表1)

1 . 生存期間と 死 因

犠牲死以外 で は ⅢB D 群で は移植気管 の 融解, 衰弱で 24 日 日

と2 5 日 日 に1 例 ず つ 失 っ た . 1 年以上 の 長期生 存 は2 例で 病理

組織検索 の ため 4 50 日 日 と4 0 1 日 目 に 犠牲死 さ せ た . N H B D -

1 b r 群で は3 日 日 に縦隔炎 にて 1 例 を
,
2 1 日 目 に移植気管の 融

解, 狭窄 によ り2 例 を
,
3 4 1 日 冒に衰弱 に より1 例を失 っ た . 長

期生存例 は1 例 で400 日目 に犠牲死 させ た . N H B D -2 h r 群 で は9

日 目, 1 7 日 目, 1 9 日目 に 移植気管の 融解 に より3 例 を
,
3 12 日

目に 衰弱 に より1 例を失 っ た . 長期生存例 は1 例で 410 日 日 に

犠牲死 させ た . N H B D -4 b r 群 は 4 日 目 に縦隔炎 に よ り1 例 を ,

1 8 日 目 に移植気管 の 狭窄 に より1 例 を, 2 1 日 目 ,
2 4 日 目, 2 5

日 目 に移植気管 の 融解に よ り3 例を失 っ た . 長期生 存例は認め

なか っ た
.

2 . 肉眼的移植気管の 評価

H B D 群で1 例 (7 % ) , N H B D -1h r 群で3 例(19 % ) , N H B D -2h r

群で1 例 (6 %) , N H B D - 4 h r 群で3 例 (2 5 % ) に50 % 以 上 の 狭窄

を認め た . 摘 出 した 移植気管 を評価 し て み る と , 移植 後1 週で

は
, 各群 とも吻合部近傍 に潰瘍, 移植気管全体的 に浮腫, 才一11 血

の所見が 目立ち (図2A) , 2 週 で は浮腫, 出.
trIL の 所見は 軽減し て

い る もの の 潰瘍 の 所見が継続 し て い た . 4 週目 に な る と潰瘍 は

軽快 して きて お り
,
m-一一 部 に肉芽形成 を認 め た (図2 B) , 6 週 目で

529

は 全例, 潰瘍 , 肉鼠 浮月軋 出血 は認 めず
,
肉眼的 に は生者 し

て い る と 考えら れ た (図2 C) . 長期生存例 で は
,
N H B D -2 b r 群1

例 で 肉芽に よ る軽度狭窄 を認め た が , 他 は狭 窄を認めず生者 を

確認する こ とが で きた .

Ⅱ
. 血涜回復の推移(図3)

H B D 群 , N H B D Ll h r 群
,
N H B D -2 h r 群で は4 週日まで に 移植

気管の 血流が 回復 して い た が
,
N H B D -4 h r 群で は1

,
2 過日で他

群と比 べ 有意 (p < 0 .0 5) に血 流回復 が遅延 して お り, 1 例 を 除

き4 週ま で にすべ て死亡 した .

Ⅳ . 病理組織学的移植気管の評価( 図4)

粘膜障害 に つ い て は各群 とも1 , 2 週で , 線 毛の 消失 , 円柱

上 皮 の 扁平化 部分的欠損を認 め
,
ス コ ア

ー も高値で あ っ た が ,

次 第に 改善 し6 週 で ほ丈 の 高 い 上 皮
,
線 毛も確認する こ と が で

きた (図5 A) . 軟骨 障害 に つ い て は各群 とも
,
2 週が ピ ー

ク で軟

骨細胞数の 減少 を認め た が ,
4 週か ら軟骨輪周囲に新 生軟骨細

胞を認め
, 修復再生が行わ れ て い る と 考え られ た ( 図5 B) . 気
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Fi g ･ 5 ･ H i st ol o gi c al 血di n g s i n al l o g r aft e pi th eli u m a t si x w e e k s a A e r o p e r ati o n 仏) , C a rtil a g e a t f o u r w e e k s a a e r o p e r ati o n (B ) , a n d l o o s e

C O n n e Cti v e ti s s u e at si x w e e k s a托e r o p e r ati o n (C ) i n g r o u p N H B D -2 h r . An a r r o w s h o w s th e a n a sto m o ti c site . G r a丘 w a s r e s to r e d w ith

Cili a te d e pith eli u m an d c a rtil a g e b u t n o tr a c h e al gl a n d s at six w e e k s afte r o p e r ati o n ･ T h e s c al e b a r
,
10 0

,
u m ･

T ab le 2 ･ C o m p a ris o n o f his t ol o g lC al s c o r e at 6 w e e k s a n d l

y e a r aft e r t r a c h e al all o t r a n s pla n ta ti o n

H i st ol o g lC al fi n din g s 6 w e e k s l y e a r

D a m a g e t o e pith eliu m O .1 4 ± 0 .1 4 0 ± O

D a m a g e t o c a rtil a g e O .5 7 ± 0 .3 0 0 .7 5 ± 0 .2 5

D a m ag e t o tr a c h e al gl a n d 2 .9 0 ± 0 .1 4 0 .2 5 ± 0 .25 *

I n filtr ati o n b y i n fla m m a to r y c e11s O ,1 4 ± 0 .1 4 0 ± 0

1 n filtr ati o n b y m o n o n u cl e ar c elI s 2 .9 0 ± 0 .1 4 2 .0 ± 0 .4 1

E a c h v alu e r e p r e s e n t s
~訂±S D .

* P < 0 ･0 5
,
C O m P a r e d t o his t o lo g l C al s c o r e at 6 w e e k s a ft e r

tr a c h e al all o t r a n s pl a n t ati o n b y S t u d e n t
- t t e St

.

管腺障害 に つ い て は
,
H B D 群

,
N H B D -1 h r 群 で

,
4 週目 に再生

傾向を認 め た が
,
6 週 目 で再消失 して い た . N H B D - 2 h r 群で は

再生 を認 め な か っ た ( 囲5 C) . 気 管脱が 韓も単核球浸潤 によ る

障害を受けやすい こ と が 示唆さ れ た . 炎症細胞浸潤は , 各群と

も1
,
2 過 で 高度 で , 経 時的 に 減少 し て い た . 単核球浸潤 は ,

脚寺的 に増加 し て い た . 移植 後6 過と 長期生存例 の 平均 ス コ ア

ー を比較 して み る と
,
粘膜障害, 軟骨 障害,

炎症細胞浸潤 に関

して は
, 差 をみ と め な か っ た が

, 気管腺障害に つ い て は ス コ ア

ー

が 有意 に改善し て お り (p < 0 .0 5) , 単核球浸潤 に つ い て は改

善して は い る もの の 1 年後でも高仲で あ っ た (未2) .

考 察

近i一三
,
臓器 を 凍結す る こ と で抗原性 が低 下する こ と が 皮膚,

血管, 神経 を用 い た 実版で 証明さ れ て い る
5) 7)

. L u pi n e tti ら
バ)

は
, 心臓弁 を凍結保存す る と

,
心臓 弁内皮が脱落 し, ニ れ によ

る抗原 性の 低~1こ
■

を指摘 して い る . 気管 にお い て は 気管 ヒ皮が 抗

原性 に強く関与して お り , 凍結保存する こ と で 気管上皮が 脱楢

し
,
抗原性 が 低 下す る の で は な い か と の 報 告もみ ら れ る

"
. 気

管軟骨 に つ い て は, もと もと抗原性 が低く
1…

, 凍結保存後も機

能が保た れ る こ とが 報告 さ れ て い る
11)

. 現在 の と こ ろ凍結保存

が可 能な臓器と して 心臓弁, 軟骨 な どが 知ら れ て い る が, 気管

にお い て も動物実験 にお い て心拍動 下 に ドナ
ー

か ら摘 出し
, 凍

結保存後 に レ シ ピ エ ン ト に移植 し
,
長期 生存が得ら れ た と報告

さ れ て い る
別11)1 2)

. 心 拍動下 摘出気管 の 場合
,
9 ケ 月凍結保存 し

ても生者 した と の 報告もある
ミ,)

. しか し心停止後に凍結保存 し
,

同種気管移植 を試み た 報告は なく , 心停 止彼の 放置時間の 限界

に つ い ては 明ら か で は なか っ た . 本研究 で は心停止 とな っ て か

ら気管 を摘出 し凍結保存するまで に 要する時間 によ り生 者に影

響を与える か否 か に つ い て家 兎を月帥- て検討 し た .

心停 止 ドナ
ー

か ら の 移植可 能な 臓器 と し て は, 角 膜, 腎臓 ,

最近 で は肺
,
肝月蔵な ども研究 さ れ て い る が

,
そ の 保存期間は

腎臓 で 24 時間
,
肝 臓で 48 時 間

,
肺 で は 数時間 と い わ れ て い

る
l:l)し1 リ)

. こ れ ら の 臓器に 関す る凍結保存に つ い て の 報告例は な

く, 凍結保存が 可 能な臓器は , 構造が単純な器官 に限 られ て い

る . 本研究で は 比 較的単純構造 を有する気管 に つ い て 検討を行

っ た .

広範匪卜気管切除後の 気道再建と して
,
こ れ まで 人工 材料 を利

用 した 人工 気管や自家組織を用い た代用気管 が試み ら れ て き

た
. N e v ill e

l)

や桂 型
2(り
の よ う な小孔穴の な い 人工 気管 で は 栄養

血管 を有す る 支持組織 が欠損 して い る た め気管上皮の 再生 は ま

っ たく 期待で き な い . M i y a m o to ら
ヱ1)
によ る コ ラ ー ゲ ン プ ラ ス

チ ッ ク 構造 の メ ッ シ ュ を月] い た 人 工 気管で は,術後3 ､ 4 週で 上

伎が 再 生 し た とす る成績が報告さ れ て い る が , 小川 ら
22)
によ る

リ ン グ付き ゴ ア テ ッ ク ス を用 い た 人工 気管で は 術後80 Ⅰ▲1 で も

ほ と ん ど1二度再 生 を認め なか っ た と 鞘告 して い る . 森 川 によ る

マ
ー

レ ッ ク ス メ ッ シ ュ を用 い た 人 工気管で は 上 皮の 内面 へ の 再

生 は 不十分で吻合部よ り2 c m に と どま っ た と して い る . 大西

ら
ユ=

は 膜様部欠損 を エ ク ス バ ン デ ッ トポ リ テ ト ラ フ ル オ ロ エ チ

レ ン で 修復 し たが
,
= 恕伸屁は1 ケ月 に:i ＼ 5 n l m で あ っ たと 報

告し て い る . 自 家組織 に よ る 代刷気管 に つ い て み て も, 三浦

ら
川
グ) 有 削力間筋弁で は 1 ケ月 で線毛 卜｣立が-I

I川二した が
, 閃帰

ら
州
の I

′

Ⅰ家人動脈 を川 い た
`

実験 で は線毛が仝伸 を覆う の に6 ケ

ノj 要し た と 報;
I

｢ し て い る . こ の よ う に 艮期l矧臨昧的に トけ耐 え

う る 人
_
1二気管 は現在ま で の と こ ろ 存在 し な い . 物理 的, ′I二理 学

的に は1甘柿気管移植片が最も理想的と考え られ , 各施設で 研究

が進 め ら れ て い る が
27
■

) lt り

,
そ の 臨床応 川 へ 向 けて は , 多く の 問

題 が残 さ れ て い る .

凍結保存液と して は RP M I 1 6 4 0 培地 また は D ul b e c c o 培地を修

正 した E a gl e 培地 に10 % D M S O を加え た液が 主 に傾用 さ れ て

お り
, 各施設 ごと に種々 の 成 分を加え研究 し て い る

侶 i:i )

. 保存

液 は必ず しも必要 で は な い と い う 報告もあ る が ,
Y o k o m i s e

ら
川
は ト レ ハ ロ

ー

ス を加える こ と で 気管の 長期凍結保存が可能

と な っ た と 報告 して い る . 凍結 法 は , プ ロ グ ラ ム フ リ ー ザ ー

で - 8 0 ℃ ま で 凍結す る方法 が
一 般 的 で ある が

,
プ ロ グラ ム フ

リ
ー

ザ
ー を侍用 しな い 簡易凍結保存法でも良好な成績が報告さ

れ て い る . 本研究 で は R P M I 1 6 4 0 培地 に 10 % D M S O
,
1 0 %



5 3 2

F B S を加えた もの を凍結保存液と して利用 し, 簡易凍結保存法

を用い た . 凍結保存に より気管軟骨 に空洞化が 生 ず る こ とが 報

告 さ れ て い るが
封 )

, 本研究 で は ,
1 ケ月 凍結保後 に解凍 し保存

状態を組織学的 に観察す る と心停止後放置時間の 長い 気管 ほ ど

気管粘膜固有層 に空洞化 は認め る もの の 気管軟骨 の 空洞化 は認

めなか っ た . 移植 して み ると N H B D -2 h r 群まで は血流が 回復 し

生者 した が N H B D -4 b r 群 は生者 しな か っ た . 空洞化が 目立 つ ほ

ど血管新生が遅れ生者 に影響を与え る可能性が示唆 され た .

移植気管の 組織血流再開に は有茎大網弁 に よ る被覆が必要で

あ る. M o r ri s o n ら
3 5)
の 報告 以来 ,

大 網に は 明 らか な動脈吻合 な

し に組織の 生育を維持す べ く血 流再開を促す機能があ る こ と が

認め ら れ , 胸部外科領域 でも膿胸, 気管支吻合, 欧米で は肺移

植 な どで その 有用性 が報告さ れ て い る
36 卜 38)

. 気管 の 場合, 血 流

再開まで の 期間 は M o r g 弧 ら
卸
の 実験 で は 最低4 日 ,

中西 ら
4 0)

も5 日か か っ た と報告 して い る . 本研究 に お い て もN H B D -4 h r

群以 外の 群で は7 日 で50 % 以上 の 血 流回復を確認 した . 術前倦

ま で回復す る の に は4 週 間必要と考えら れ た . N H B D - 4 h r 群 は

グ ラ フ トの 結合力 の 低 下 か ら血 流再開は十分得 られ な か っ た と

考えら れ た .

上 皮 の 再 生 は 吻合部 か ら 始まる こ と が 報告 さ れ て い お り
41)

,

ドナ
ー 由来 の 上 皮 は移植後2 0 日 ほ ど で脱落 し, レ シ ピ エ ン ト

由来の 上 皮に 置換 され る こと が 証明され て い る
42)

. 本研 究で も

移植後4 過 まで に線毛上皮 の再生 を確認 した .

臓 券移植 に は免疫を抑制す る こと が不可 欠で あ る . 免疫抑制

には こ れまで アザ チ オ ブ リ ン
,
プ レ ドニ ゾ ロ ン , サ イ ク ロ ス ボ

リ ン A と い っ た薬剤 が使用され て きた が
43) 叫

,
1 9 8 4 年 に 開発さ

れ た F K 50 6 は ,
こ れ まで の薬剤 と比 べ , 少量で十分 な免疫抑制

を発揮する こ とが 報告 され て きた
45 卜 岬

. 術後に免疫抑制剤を使

用す る にあ た っ て は , 少量で , 短期 間で ある こ とが 望ま しい .

凍結保存する こ と で抗原性を低下 させ る こと が で きれ ば, 臓器

移植 にお い て問題 とな る拒絶反応を抑え る こ と が 可 能 と な る.

こ れ により免疫抑制剤を減量, あ るい は 使用せず臓器移植 を施

行 できれば免疫抑制剤 に よ る副作用 を回避する こ と が で き る.

Y o k o m i s e ら
11)
は免 疫抑制剤を使用せず にイ ヌ に お ける 同種気

管移植が 可 能で あ っ た と 報告 して い る . 拒絶反応 は急性期 と慢

性期に分類 され る が, 本研究で は移植後6 週まで F E 5 0 6 を使用

し
,
以後使用しなか っ た . 急性期 の 拒絶反応 に対 して は免疫抑

制剤を使用 し, 慢性期 には 凍結保存に よ る免疫抑制効果を期待

して の こ とで ある . 1 年以上 の 長期生存が6 例 中4 例 あり, 死 亡

し た2 例も300 日以 上 生 存 した こ とか ら
,
凍結保存 し抗原性を

低下 さ せ れ ば , 急性期 の み 免疫抑制する こ と で拒絶反応 を抑え

る こ と が で きる と考えられ た . 病理 組織学的に は , 拒 碓反応の

指標と して 単核球皮潤の 程度が問題と さ れ る が , 移植後6 過 と

1 年後 の 単核球浸潤 の 程度 が ほ ぼ 同等 であり, 拒絶 の 兆候 は 認

め る もの の
,
組織障害を引き起 こす程度で はない と 考え られ た .

さ らなる 長期生存を得る ため に は免疫抑制剤の 使用量, 使用方

法
,
使用期間に つ い て検討を要す る と考えら れ た .

以上 か ら 気管 にお い て は凍結保存 によ り抗原性 が低下 し, 移

植 して み る と特 に慢性期 にそ の 効果が 現れ る 可能性 が高 い こ と

が 示唆さ れ た . また H B D 群 , N H B I) -1 h r 群 , N H B D -2 h r 群で は

移植気管 の 血流回復 と とも に, 肉眼 的, 病理組織学的 に生者を

確認す る こ と が で きた . また こ れ ら の 群で 長期生存 が得 ら れ た

こ とか ら
,
心停止後 2 時間まで の 気管 は1 ケ月凍結保存後 に安

全 に移植が施行 でき る こ と が示唆され た .

結 論

心停止 ドナ
ー

か ら の 凍結保存同種気管移植を施行 し以 下 の 結

論を得 た .

1 . 1 ケ 月 凍結保存 した気管 に つ い て 痛埋組織学的 に検討す

る と 気管粘膜
,
気管軟骨

,
気管腺 に つ い て は心停止後放置時間

に より差を認め なか っ た が , 心停止後放置時間が長 い ほ ど気管

粘膜固有層内 に空洞化を より多く認め生者 に影響を与える可能

性が示唆 され た .

2 . 心停 止後2 時 間ま で に 凍結保存 した 移植気管 の 血 流 は移

植後4 週日で 術前倦まで 回復 し た が ,
心停止後4 時間 の 移植気

管 で は 移植後 1
,
2 週 目 の 血 流回復 は他群 と比較 し有意 に遅延

し生者 し なか っ た .

3 . 気管 粘膜, 気 管軟骨に つ い て は そ の 修 復 に6 週を要 し
,

気 管腺 は 1 年後 に は有意 に改善を認 め た . 炎症 細胞浸潤 は4 週

目 で ほ ぼ 消失 した が , 単 核球浸潤 は 6 週日 で も高度で 1 年後で

もわず か に改善を認 め る程度であっ た .

4 . 凍結保存後 の 移植気管で は免疫抑制剤 は, 移植 後6 週ま

で の 急性期 の み 使用 し, 慢性期 に は使用 しなくても, 障害が現

れ る ほ どの 拒絶反応は出現 しなか っ た .

以上 か ら 心停止後2 時 間まで に凍結 され た気管 は, 1 ケ月 の

凍結保存に より抗原性 が低下 し, 安全に 移植が施行で きると考

えら れ た .
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,
正 津 晃.

1) ン グ付 き G o r e ∴T e x を用 い た 人工 気管

に関する基礎的研究. 人 工臓 器 13 : 1 2 弘12 8 6
,
1 9 8 4

2 3) 森 明弘. 気管再建法 に関す る実験的研究 . 日胸外会誌

29 : 7 4 堵5
,
1 9 8 1

5 3 3

2 4) 大西 清, 高浜 龍彦 , 金井福栄, 平 石 守, 出月 康夫
,

松本博志
,
浅野 献

一

, 青竹 毅 . E ･ P T F E パ ッ チ に よ る胸腔内

気管粘膜膜様部欠損の 修復. 人工 臓器 15 : 3 0 6 -3 0 8 , 19 8 6

2 5) 三 浦
一 兵

,
宇 山 正

,
原 田邦 彦, 門 田康正 . 有茎筋肉弁

に よ る 気管膜梯部再建の 実験的研究. 気管支学 9 : 1 9 0 -1 9 7 ,

1 9 8 7

2 6) 関屋 亮, 柴 田紘
一

朗 , 千代 反田 晋, 中村都英
,
古賀保

範. 自家大動脈 に よ る気管再建に関する実験的研究. 気管支学

8: 3 5 & 36 5
,
1 9 8 6

2 7) Le n ot B , M a c c h i a rin i P , D ul m e t E , W ei s s M , D a rt e v ell e P .

廿 a c h e al all o g r a 丘 r e pl a c e m e n t . E u r J C a r di o
r

r h o r a c S u rg 7 : 64 8
-

6 5 2
,
1 9 9 3

2 8) M a c ch i ar i ni P , M a z m an i an G M
,
M o n tp r e vi 11 e V , D ul m e t E ,

F a tt al M
,
L e n o t B

,
C h a p eli e r A , D a r t e v ell e P . E x p e ri m e n t al

t r a c h e al a n d t r a c h e o e s o p h a g e al all o t r a n s pl a n t ati o n . J T h o r a c

C ar di o v a s c S u r g l l O: 1 0 3 7
- 10 4 6

,
1 9 9 5

2 9) L e n o t B
,
M a c c h i a ri n i P

,
D a r t e v ell e P . T r

･

a C h e al

tr a n s pl an tati o n : an e X P e ri m e n t al te c h niq u e wi th r e v a s c ul a ri z ati o n

a n d v e n o u s d r ai n a g e . T r a n s pl a n t P r o c e e d i n g s 2 7 : 1 6 8 4
- 1 6 8 5

,

1 9 9 5

3 0) T oj o T , N i w a y a K , S a w a b a t a N , N e z u K , K a w a c hi K ,

Ki t a m u r a S . T r a ch e al all o g e ni c i m m u n o r e sp o n s e i s r e d u c e d b y

C r y O p r e S e r V ati o n : C a ni n e e x p e ri m e n t . T r a n s pl an t P r o c e e di n g s 2 8 :

1 8 14 -1 8 1 5
,
1 9 96

3 1) M e r y m a n H T , W illi a m s R J , D o u gl a s M J . F r e e zi n g i nju r y

fr o m
"

s ol u ti o n eff e c ts
''

a n d its p r e v e n ti o n b y n a t u r al o r a rtiB ci al

C r Y O P r Ot e C ti o n . C r y o bi ol o g y 14 : 2 8 7
-3 0 2

,
1 9 7 7

3 2) A l a n S R , J o h n H C . M e m b r a n e s t a b ili z a ti o n d u ri n g

fr e e z l n g :th e r ol e of t w o n at u r al c r y o p r o t e c t a n t s ,t r e h al o s e a n d

p r oli n e . C r y ob i ol o g y 2 2 : 3 6 7
-3 7 7

,
1 9 8 5

3 3) H o n a d el T E , Killi a n G J . C I Y O p r e S e rv a ti o n of m u ri n e e m b r y o s

W ith tr eh al o s e a n d gly c e r ol . C r y o bi ol o g y 2 5 : 3 3 1
- 33 7

,
1 9 8 8

3 4) C l a u d D , Vi c t o r F T , J o n ath a n L F , W illi a m J M , T h o rn a S V C ,

P e t e r C P
,
S p e n c e r P . C r y o p r e s e r v a ti o n o f c a n i n e t r a c h e a :

fu n c ti o n al an d h i s tol o gi c al c h a n g e s . A n n T h o r a c S u r g 4 7 : 2 0 8
-

2 1 2
,
1 9 8 9

3 5) M o r ri s o n R . R e m a rk s o n s o m e f u n c ti o n s of th e o m e n t u m .

B r M e d J l : 7 6 -7 8 , 1 9 0 6

3 6) M o r g a n E , Li m a O , G old b e r g M , A y ab e H , F e r d m a n A ,

C o o p e r J D . I m p r o v e d b r o n c h i al h e ali n g i n c a ni n e l eft l u n g

r ei m pl a n ta ti o n u si n g o m e n t al w r a p . J T n o r a c C a r di o v a s c S u r g

8 5 : 1 3 4 -1 3 9
,
1 9 8 3

3 7) L i n a O , G ol d b e r g M , P e t e r W J , A y a b e H , T o w n s e n d E ,

C o o p e r J D . B r o n c h i al o m e n t o p e x y i n c a ni n e l u n g tr a n s pl a n t ati o n .

J T h o r a c C a r di o v a s c S u r g 8 3 : 41 8 -4 2 1 , 1 9 8 2

3 8) Y o u n g S P , D o o Y I J , H y o C P , K i M B , S a n g H C . T h e r ol e of

O m e n t O p e X y i n tr a c h e al t r an S Pl a n t ati o n i n d o g s . Y o n s ei M e d J

3 7 : 1 1 8 -1 2 4
,
1 99 6

3 9) M o r g a n E , Li m a O , G ol d b e r g M , F e rd m a n A , L u k S K ,

C o o p e r J D . S u c c e s sf u l r e v a s c u l a ri z a ti o n o f t o tt a r y i s c h e m i c

b r o n c hi al a u t o g r a ft wi th o m e n tal p e di cl e
イfl a p i n d o g s . J T h o r a c

C a r di o v a s c S u r g 8 4 : 2 04
-21 0 , 1 9 82

4 0) 中西 良
一

, 白日 高歩. 大網被覆を併用 した気管移植片の

治癒過程 に関す る組織学的検討
一 自家気管移植片

-

. 日呼外会



5 34

誌 6 : 5 6 8 -5 7 4 , 1 9 9 2

4 1) I n a y a m a Y , T o m i y a m a I , A k aik e M , K a s e M , N ak a y a m a H ,

M o r o h o s h i T
,
M a t s u m o t o A , K a ni s a w a M ･ M o r p h o l o gi c

alt e r a ti o n s a n d c y t o k i n e ti c s t u d i e s
o f t r a c h e al a u t o g r af t

e pi th eli u m i n r a b b it$ ･ An n T h o r a c S u r g
6 0‥9 52 -9 5 7

,
1 9 9 5

4 2) 向田 尊 洋 , 市場 晋吾 ,
青 江 基, 山 下 素弘 ,

岡部和倫

伊達洋至, 安藤陽夫, 清水信義 . 犬同種凍結保存気管移植 にお

ける移植片気管上皮 の 検討. 日胸外会誌 45 : 9 6 4 - 9 6 9 , 1 9 9 7

4 3) N ak a n i si R , Y a s u m o t o K M i ni m al d o s e o f c y cl o s p o ri n A f b r

tr a ch e al al l o g r a R s . An n T h o r a c S u r g 6 0 : 6 35
-6 3 9

,
1 9 9 5

4 4) P i e r r e R D , Z i Y L , R o b e r t H , R af S , L o u w F ･ E x p e ri m e n tal

t r a ch e al al l o g r aft r e v a s c ul ar i z at
i o n an d tr an S pl a n t ati o n ･ J T h o r a c

C a rdi o v a s c S u r g l l O : 7 2 8
-7 3 7

,
1 9 9 5

4 5) 和 田洋 巳 , 平 井 隆 ,
長谷川 誠紀 , 乾 健 二 , 横見瀬裕

保 , 平 田敏樹 ,
福 瀬達郎, 室 幸太郎 . イ ヌ 同種肺移植 におけ

る F K 5 0 6 の 免疫抑制効果 . 今 日 の 移植 5: 3 8 7 -3 9 1 , 1 9 9 2

4 6) 赤嶺晋乱 川原蒐信, 高橋 孝郎 ,
小林誠博 , 糸柳 則昭, 林

田 謙
,
富 田正 雄. イ ヌ 同種肺移植 にお ける F K5 0 6 の 気管支吻

合部創傷治癒 に及ぼす影響 に つ い て . 日胸外会誌 41 : 6 1 9 -6 24
,

1 9 93

4 7) T ak a c h i T , S h i r a k u s a T , S h i r ai sh i T , O k a b a y a si K , I n u t s u k a

K
,
K a w a h a r a K

,
N a k a n i s i R . E x p e ri m e n t al c a ri n al

a u to t r a n s pl a n t a也o n an d all o tr a n s pl a n t ati o n ･ J ¶ 1 0 r a C C a r di o v a s c

S u r g l l O : 7 6 2
-7 6 7

,
1 9 9 5

E x p e ri m e nt al S t u d y of C r y o p r e s e r v e d T r a c h e al A
ll o t r a n s p l a n t ati o n f r o m R a b bi t C a d a v e r s ･ M as a n a ri W a d a

,

D e p art m e n t o f s ur g e r y(l) , S ch o ol o f M e di ci n e , K a n
a z a w a U n i v er si ty , K a n a z a w a 9 2 0

- 8 6 4 0
-

J ･ J u z e n M e d S o c ▼
,
1 0 8 , 5 2 6

-

5 3 4 ( 1 9 9 9)

K e y w o r d s tr a c h e al all o t r
a n s p l a nt ati o n , C ry O P r e S e r V ati o n ,F K 5 0 6 , r a b b i t c a d a v e r , S aft li m i t afte r c a

r di a c a r r e s t

C r y o p re s e r v ati o n of a n o r g a n
h a s b e e n r e p o r te d t o r e d u c e r q e c ti o n aft e r t r a n s p l a nt ati o n ･ I n thi s s tu d y , W e i n v e s tlg a t e d th e

h e ali n g p r o c e s s o f all og r afts c ry o p r es e r v e d f o r o n e m o n th a n d th e s
aft li mi t fb r u s e a f[ e r c ar di a c a rr es t i n th e d o n o r r a b b its ･

F o u r g r o u p s of r ab b its w e r e u s e d ･ I n g r o u p H B D ( h e ar t b e ati n g d o n o r ･ n
= 1 5) , a t e n

- ri n g l e n g t h o f tr
a c h e a w as r e m o v e d fr o m

liv e d o n o r r ab b its
,
i m m e r s e d i n a p r e s er v a ti v e s ol u ti o n , a n d c r y op r e s er v e d f o r o n e m o n th ･ I n th e N H B D g r o u p s ( n o n

- h e a rt

b e ati n g d o n o r) , a t e n
- ri n g l e n g th of tr a c h e a w a s r e m o v ed n

･

O m d o n o r r a b b its w h i c h h a d b e e n k e p t a t r o o m te m p e r a t u r e f o r o n
e

h o ur a ft e r c ar di a c a r r e st ( N H B D
-1 h r

,
n = 1 6) , f or 2 h o u r s ( N H B D

- 2 h r
,
n = 1 6) , a n d f o r 4 h o u r s ( N H B D

- 4 h r
,
n = 1 2) ･ T h e g r

a fts

w e re th a w e d a n d a 丘v e -

n n g l e n g th o f tr a c h e a w
a s all ot r a n s p l a n te d i n to th e r e c I P

l e n t r a b b its a n d c o v e r e d w i th a n o m e n tu m ･

A 11 g r o u p s w er e g l V e n F K 5 0 6 d aily a s a n i m m u n o s u p p r e s s a n t ･ T hi s w a s a d
m i n i st e r e d i n tr a m u s c ul a rly f b

r si x w e e k s a ft e r

o p e r ati o n o r u n til th e r ab bit w as d e a d o r s a c ri fi c e d ･ W e e x a m i n e d r e v a s c u
l a ri z ati o n

,
m a C r O S C O p i c fi n d i n g s

a n d h i s t ol o g l C al

fi n di n g s of th e al l o g r afts ･ G r af ts o f all g r o u p s sh o w e d n o h i st ol o g l C a
l c h a n g e f o r e pi th eli u m , C a r til a g e a n d

t r a c h e al g l a n d a fte r

c r y op r e s e r v a ti o n f o r o n e m o n
th

,
b u t h a d m o r e f r e e s p a c e i

n l o o s e c o n n e c ti v e ti s s u e th e l o n g e r t
h e y w e r e l e f t a t r o o m

t e m pe r a t u r e a f [er
c a r di a c a r r e st ･ I n g r o u p s H B D , N H B D

, 1 h r
･
a n d N H B D

- 2 h r b l o o d fl o w o n th e all o g r a fts h a d r e t u r n e d to th e

p r e o p e
r a ti v e l e v el at f o u r w e e k s af te r o p e r ati o n a n d th e g r a fts w e r e m a c r o s c o p I C ally v

i a bl e a t si x w e e k s af te r o p e r a t
i o n ･

H i st ol o g lC a11 y , t r a C h e al ep i th eli u m a n d t r a ch e al c a rtil a g e w e r e r e c o n s tr u c te d , b u t th e
tr a c h e al gl a n d w a s n ot s e e n ･ I n g r

o u p

N H B D - 4 h r
,
r e C O V e ry O f th e b l o o d n o w w a s sl o w

e r th a n i n o th e r g r o u p s a t t w o w e e k s aft e r o p e r a ti o n ･ a n d all g r o u p N
H B D - 4 h r

r a b b it s e x c e p t o n e di e d w i th i n f o u r w e e k s o f t r a n s p l a n t ati o n b e c a u s e o f s te n o si s o
r m al a ci a o f th e g r a ft ･

I n all g r o u p s ,

i n filt r a ti o n b y i n fl a m m at o ry c e11 s d e c r e a s e d g r a d u a11y , b u t i n fil tr a ti o n b y m o
n o n u cl e a r c e ll s i n c r e a s e d u n til si x w e e k s aft e r

o p e r ati o n ･ T w o r a b b its i n g r o u p H B D , O n e r a b b i t i n g r o u p N H B D
- 1 h r a n d o n e r a b b i t i n g r o u p N H B D

- 2 h r s ur v i v e d o v e r o n e

y e a r ･ A 1l o g r a f ts o
n th e s e w e r e m a c r o s c o p I C a11y vi a b l e a n d h a d n o s t

e n o si s ･ W e c o u l d s e e h i s t ol o g l C all y r e g e n e r a ti o n
o f

tr a c h e al g l a n
d s

,
b u t i n fil tr a ti o n b y m o n o n u c l e ar C ell s w a s s till v e ry e v i d e

n t a t th a t ti m e ･ W e c o n cl u d e th at tr a c h e al a1l o g r a
fts

c ry o p r e s e
r v e d f o r o n e m o nt h a n d r e m o v ed w it hi n t w o h o u r s o f c a r d i a c a r r e s t c a n b e vi a b l e ･

R e g e n e r ati o n o f t r a c h
e al

all o g r afts i s th o u g h t t o r e q u lr e Si x w e e k s ･ H o w e v e r , a S i n B
l tr a ti o n b y m o n o n u cl e ar c e lls

w a s still s e v e r e at o n e y e a
r a ft e r

a 1l o tr a n s pl a n t a ti o n , f u r th e r r e s e a r c h i s r e q u i r e d t o d e t e r m i n e th e a p p r o p ri a t e q u a n tlty O f i m m u n
o s u p p r es s a nt s , b e s t m e t

h o d s of

u s e a n d th e l e n g th o f ti m e th e y s h o u ld b e u s e d ･


