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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物から摘出された臓器又は組織を灌流培養する方法であって、該臓器又は組織は
、生体内において前記臓器又は組織に連続している第二の臓器又は組織と共に摘出されて
おり、
　前記第二の臓器又は組織を固定することによって前記臓器又は組織を吊り下げる工程と
、
　前記臓器又は組織の血管に灌流液を灌流させる工程と、
を含む、臓器又は組織の灌流培養方法。
【請求項２】
　前記灌流工程において、前記臓器又は組織の少なくとも一部を液体中に浸漬させる、請
求項１に記載の灌流培養方法。
【請求項３】
　前記臓器又は組織が肝臓であり、前記第二の臓器又は組織が横隔膜である、請求項１又
は２に記載の灌流培養方法。
【請求項４】
　前記臓器又は組織が肝臓であり、前記第二の臓器又は組織が横隔膜及び肋骨である、請
求項１又は２に記載の灌流培養方法。
【請求項５】
　前記臓器又は組織が腎臓であり、前記第二の臓器又は組織が腎臓の周囲にある脂肪組織
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である、請求項１又は２に記載の灌流培養方法。
【請求項６】
　臓器又は組織を吊り下げる懸垂手段と、
　前記臓器又は組織に灌流液を流入させるための灌流液流入用カニューレと、
　前記臓器又は組織から灌流液を流出させるための灌流液流出用カニューレと、
を備える、臓器又は組織の灌流培養装置であって、
　ここで、前記臓器又は組織は肝臓又は腎臓であり、
　前記臓器又は組織が肝臓である場合には、前記懸垂手段は、哺乳動物から肋骨及び横隔
膜と共に摘出した肝臓を、その肋骨で固定可能な構成であり、
　前記臓器又は組織が腎臓である場合には、前記懸垂手段は、哺乳動物から周囲の脂肪組
織と共に摘出した腎臓を、その脂肪組織で固定可能な構成である、
灌流培養装置。
【請求項７】
　前記臓器又は組織を吊り下げた状態で、該臓器又は組織の少なくとも一部を液体に浸漬
させることができる容器
をさらに備える、請求項６に記載の灌流培養装置。
【請求項８】
　前記臓器又は組織が肝臓であって、さらに胆管用カニューレを備える、請求項６または
７に記載の灌流培養装置。
【請求項９】
　前記臓器又は組織が腎臓であって、さらに尿管用カニューレを備える、請求項６又は７
に記載の灌流培養装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、主として移植を目的として摘出した臓器又は組織を長時間保存するための灌
流培養方法及び灌流培養装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　病気や事故による臓器の不可逆的な機能不全に対する治療として、現在は主に臓器移植
が行われている。免疫抑制剤や移植技術の進展によって、移植件数が増加し、その成功率
は飛躍的に上昇しているものの、慢性的な臓器不足が移植医療の深刻な問題となっている
（非特許文献１）。この臓器不足に対応するために、移植動物の臓器を移植する方法や免
疫学的な拒絶反応が起こりにくい遺伝子改変動物の開発（非特許文献２、３）、さらに臓
器の機能を人工物で代替することを目指した人工臓器の開発が進められているものの（非
特許文献４）、どの技術開発も成体臓器の機能を代替するまでには至っていない。
【０００３】
　移植に供するドナー臓器が不足するのは、提供される臓器の数だけではなく、摘出した
臓器を移植可能な状態で保存できる時間が短いことも大きな原因の１つとなっている。そ
のため摘出した臓器を生体外で長期間移植可能な状態で保存するための技術の開発が進め
られている。現在もっとも広く用いられている方法は、細胞の代謝を抑制するために臓器
内血液を低温の臓器保存液に置き換えてから、低温の保存液に浸漬する単純冷却法である
。また、保存している臓器内の老廃物の除去を目的として、臓器内血管網に低温の臓器保
存液を灌流させながら低温で浸漬保存する灌流冷却保存法があり、最近欧米で治験が進め
られている（非特許文献５）。しかし、これらの方法で保存した臓器を安全に使用するこ
とができる期間には限界があり（例えば、単純冷却法による肝臓の使用限界は２０時間と
考えられている）、更なる保存期間の延長技術が求められている。
【０００４】
　肝臓を長期間保存する装置として、肝臓の下大静脈断端に臓器支持管を挿入し、肝臓全
体を吊り下げ、肝臓が該支持管と容器部の肝臓の置かれる面に支えられて、拡張した状態
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で保持され得る人工臓器システムが提案されている（例えば、特許文献１の段落００２４
、図２及び図４を参照）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２００３－２０６２０１号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Lechler RI. et al.: Nat. Med. 11(6): 605, 2005
【非特許文献２】Eventov-Friedman S. et al.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 102(8): 
2928, 2005
【非特許文献３】Yang YG. et al.: Nat. Rev. Immunol. 7(7): 519, 2007
【非特許文献４】Malchesky PS. et al.: Artif. Organs. 30(9): 655, 2006
【非特許文献５】Moers C. et al.: N. Engl. J. Med. 360(1): 7, 2009
【非特許文献６】Butler AJ. Et al.: Transplantation 73(8): 1212, 2002
【非特許文献７】Nui A. et al.: Int. J. Artif. Ogans 26(1): 46, 2003
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　特許文献１の方法では、臓器に支持管を挿入することから、臓器に損傷を与えやすい。
また、本発明者らが類似の構成で実験したところ、肝臓全体に灌流液が行き渡らないこと
を確認した。
　そこで、本発明は、臓器の隅々にまで灌流液を行き渡らせることにより、機能を十分に
維持した状態で臓器を長時間保存できる灌流培養方法及び灌流培養装置を提供することを
課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、上記課題を解決するために検討を重ねた結果、臓器又は組織（以下、「
臓器等」という場合もある。）を灌流培養する際、臓器等自体を吊り下げるのではなく、
生体内で臓器等に連続している第二の臓器又は組織ごと臓器等を摘出し、当該第二の臓器
又は組織を固定することによって培養する臓器等を吊り下げることにより、臓器等に損傷
を与えることなく、且つ、灌流液が全体に行き渡るように培養できることを見出した。
　また、臓器等を吊り下げて培養するに当たり、臓器等の少なくとも一部が浮力を受ける
ように臓器等浸漬用の液体中に浸漬させることによって、臓器等のより隅々にまで灌流液
を行き渡らせることができ、機能を維持できる時間が著しく長くなることを見出し、本発
明を完成するに至った。
　即ち、本発明の一つの局面（one aspect）は、
〔１〕哺乳動物から摘出された臓器又は組織を灌流培養する方法であって、該臓器又は組
織は、生体内において前記臓器又は組織に連続している第二の臓器又は組織と共に摘出さ
れており、前記第二の臓器又は組織を固定することによって前記臓器又は組織を吊り下げ
る工程と、前記臓器又は組織の血管に灌流液を灌流させる工程と、を含む、臓器又は組織
の灌流培養方法；
〔２〕前記灌流工程において、前記臓器又は組織を、その少なくとも一部を臓器等浸漬用
の液体中に浸漬させる、上記〔１〕に記載の灌流培養方法；
〔３－１〕前記臓器又は組織が肝臓であり、前記第二の臓器又は組織が横隔膜である、上
記〔１〕又は〔２〕に記載の灌流培養方法；
〔３－２〕前記臓器又は組織が肝臓であり、前記第二の臓器又は組織が横隔膜及び肋骨で
ある、上記〔１〕又は〔２〕に記載の灌流培養方法；
〔４〕前記臓器又は組織が腎臓であり、前記第二の臓器又は組織が腎臓の周囲にある脂肪
組織である、上記〔１〕又は〔２〕に記載の灌流培養方法；
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〔５〕哺乳動物から摘出された臓器又は組織を灌流培養する方法であって、前記臓器又は
組織を吊り下げ、且つ該臓器又は組織の少なくとも一部を臓器等浸漬用の液体中に浸漬さ
せる工程と、前記臓器又は組織の血管に灌流液を灌流させる工程と、を含む、臓器又は組
織の灌流培養方法；
に関する。
　即ち、本発明の別の一つの局面（another aspect）は、〔６〕臓器又は組織を吊り下げ
る懸垂手段と、前記臓器又は組織に灌流液を流入させるための灌流液流入用カニューレと
、前記臓器又は組織から灌流液を流出させるための灌流液流出用カニューレと、を備える
、臓器又は組織の灌流培養装置；
〔７〕前記臓器又は組織を吊り下げた状態で、該臓器又は組織の少なくとも一部を臓器等
浸漬用の液体に浸漬させることができる容器をさらに備える、上記〔６〕に記載の灌流培
養装置；
〔８－１〕前記臓器又は組織が肝臓であって、さらに胆汁を回収するための胆管用カニュ
ーレを備える、上記〔６〕又は〔７〕に記載の灌流培養装置；
〔８－２〕前記臓器又は組織が肝臓であって、前記懸垂手段は、哺乳動物から肋骨及び横
隔膜と共に摘出した肝臓を、その肋骨で固定可能な構成である、上記〔６〕、〔７〕又は
〔８－１〕に記載の灌流培養装置；
〔９－１〕前記臓器又は組織が腎臓であって、さらに尿を回収するための尿管用カニュー
レを備える、上記〔６〕又は〔７〕に記載の灌流培養装置；及び
〔９－２〕前記臓器又は組織が腎臓であって、前記懸垂手段は、哺乳動物から周囲の脂肪
組織と共に摘出した腎臓を、その脂肪組織で固定可能な構成である、上記〔６〕、〔７〕
又は〔９－１〕に記載の灌流培養装置、
に関する。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明に係る臓器又は組織の灌流培養方法及び灌流培養装置によれば、臓器に損傷を与
えることなく、臓器の隅々にまで灌流液を行き渡らせることが可能なので、臓器の機能を
維持したまま長時間保存し、良好な状態で移植に供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】図１は、本発明に係る臓器又は組織の灌流培養装置の一例を示す模式図である。
【図２】図２は、図１に示す灌流培養装置の培養容器を拡大した模式図である。なお、図
２の模式図においては、単なる例示として、肝臓が描かれている。
【図３】図３は、本発明に係る臓器又は組織に接続するカニューレの一例を示す模式図で
ある。
【図４】図４は、気泡除去装置の一例を示す模式図である。
【図５】図５は、前灌流回路の一例を示す模式図である。
【図６】図６は、各種固定方法によって灌流培養した肝臓に、トリパンブルーを循環させ
た後の外観及びマイクロＣＴ像である。
【図７】図７は、各種固定方法によって灌流培養した肝臓のＧＯＴ及びＧＰＴの時間変化
である。
【図８】図８は、液体中での吊り下げ型固定方法によって灌流培養した肝臓の尿素合成量
の時間変化である。
【図９】図９は、液体中での吊り下げ型固定方法によって灌流培養した肝臓の胆汁産生量
の時間変化である。
【図１０】図１０は、静置固定方法および液体中での吊り下げ型固定方法によって灌流培
養した腎臓のＧＯＴ及びＧＰＴの時間変化である。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
［臓器又は組織の灌流培養方法］
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　本発明に係る臓器灌流培養方法の第一の態様は、哺乳動物から摘出された臓器又は組織
を灌流培養する方法であって、当該臓器又は組織は、生体内において前記臓器又は組織に
連続している第二の臓器又は組織と共に摘出されており、第二の臓器又は組織を固定する
ことによって臓器又は組織を吊り下げる工程と、臓器又は組織の血管に灌流液を灌流させ
る工程と、を含むことを特徴とする。
【００１２】
　本明細書において、「哺乳動物」は、特に限定されず、本発明に係る灌流培養方法はあ
らゆる哺乳動物の臓器等に利用できる。本発明に係る方法で培養した臓器等を移植に用い
る場合、哺乳動物は、臓器等を移植する対象（レシピエント）に応じて適宜選択すること
ができ、例えば、ヒト、ブタ、ウシ、サル、ヒヒ、イヌ、ネコ等を挙げることができる。
レシピエントがヒトである場合、臓器等は、主として脳死患者から摘出されたものが用い
られる。
【００１３】
　本明細書において「臓器又は組織（臓器等）」は、灌流培養に適する臓器又は組織であ
る限り特に限定されず、例えば、心臓、肝臓、腎臓、肺、膵臓、胃、小腸、大腸、歯とそ
の周囲組織、毛髪とその周囲組織等が挙げられる。
【００１４】
　本発明において臓器等の「灌流培養」とは、摘出した臓器等の血管にカニューレ等のチ
ューブを連結し、血流と同様に灌流液を流入及び流出させて臓器を培養することをいう。
灌流液は、当業者が、哺乳動物や臓器の種類に応じて、公知の組成又はそれに準ずる組成
を適宜選択することができる。例えば、細胞の生存に必要な糖類やアミノ酸などの栄養素
が含まれているものであればよく、一般的な細胞培養に用いる培養液、又は臓器保存に用
いられる臓器保存液を用いることができ、その組成は特に限定されない。
【００１５】
　本発明に係る灌流培養方法では、生体内において臓器等に連続している第二の臓器又は
組織と共に摘出された臓器等を用いる。かかる構成によれば、当該第二の臓器又は組織を
固定して、培養する臓器等を吊り下げることができるので、培養する臓器等に損傷を与え
ることなく、臓器等の隅々にまで培養液を行き渡らせることができる。
　第二の臓器又は組織は、生体内において臓器等に連続した臓器又は組織であることが好
ましく、生体内において臓器等の上部に連続した臓器又は組織であることがより好ましい
。かかる臓器又は組織を用いて吊り下げれば、生体内での構成に類似した環境で臓器等を
培養することができる。ここで、生体内の構成に類似した環境とは、臓器等が容器の内面
等の硬質な材料から圧迫を受けることなく、自然な形状を維持できる環境を意味する。従
来の臓器等の灌流培養は、シャーレ等の容器に臓器等を載置して行われていたため、シャ
ーレに接する部分の血管が圧迫され、灌流液が十分に行き渡らなかった。本発明の方法に
よれば、臓器等を吊り下げて、生体内での構成に類似した環境で培養するので、臓器等全
体に灌流液を行き渡らせることができる。
　また、第二の臓器又は組織を固定する場合、第二の臓器又は組織は損傷を受けても差支
えないので、支持管を挿入する、クリップで挟む、縫合糸で縫うなどの方法でしっかりと
固定することができる。
　例えば、培養する臓器が肝臓である場合、生体内ではその上部に横隔膜が連続し、当該
横隔膜は肋骨に接続している。従って、横隔膜のみ、あるいは横隔膜と肋骨を、第二の臓
器又は組織として用いることができる。哺乳動物から肝臓を摘出する際に横隔膜を一緒に
摘出すれば、当該横隔膜を固定することにより、肝臓を生体内に近い環境で吊り下げるこ
とができる。横隔膜に加えて肋骨も一緒に摘出すれば、肋骨を固定することができるので
、より安定的に吊り下げることが可能である。
【００１６】
　第二の臓器又は組織のその他の例としては、腎臓や膵臓を培養する場合には、これらの
臓器の表面に付着する脂肪組織；消化器系の臓器を培養する場合には、上流に隣接する臓
器（具体的には、小腸を培養する場合の胃や十二指腸、大腸を培養する場合の小腸）；歯
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とその周囲組織を培養する場合の顎骨、歯槽骨、歯根骨、歯肉；毛髪とその周囲組織を培
養する場合の表皮、真皮、脂肪組織、等が挙げられるがこれらに限定されない。
【００１７】
　本発明の灌流培養方法において、臓器等の血管に灌流液を灌流させる工程（灌流工程）
は、例えば、臓器等の血管につないだチューブをポンプに連結し、灌流液を流入及び流出
させることによって行うことができる。
【００１８】
　本発明の灌流培養方法は、灌流工程において、臓器等の少なくとも一部を臓器等浸漬用
の液体中に浸漬させて行うことが好ましい。そうすることで、臓器等の少なくとも一部が
浮力を受けることとなり、単に吊り下げる場合と比較して、さらに生体内の構成に近い環
境を作り出すことができ、臓器等の隅々まで灌流液を行き渡らせることができる。臓器等
は、少なくともその３０％が液体中に存在する状態が好ましく、より好ましくは５０％、
さらに好ましくは８０％、最も好ましくは、全体が液体中に存在する状態とする。臓器等
浸漬用の液体は、灌流液と同様に、哺乳動物及び臓器等の種類によって当業者が適宜選択
することができ、灌流液と同一の組成であっても異なった組成であってもよい。
【００１９】
　本発明に係る臓器又は組織の灌流培養方法の第二の態様は、哺乳動物から摘出された臓
器等を灌流培養する方法であって、臓器等を吊り下げ、且つ臓器等の少なくとも一部を臓
器浸漬用の液体に浸漬させる工程と、臓器等の血管に灌流液を灌流させる工程と、を含む
ことを特徴とする。
　本発明に係る臓器又は組織の灌流培養方法の第一の態様において使用された用語は、第
二の態様においても同義で用いられているので、ここでは説明を省略する。
【００２０】
　本発明に係る方法の第二の態様において、臓器等を吊り下げる工程は、臓器等がその機
能を維持できる限りどのような方法であってもよいが、好ましくは生体内における環境に
類似した状態とする。従って、生体内と上下方向を同一にし、できるだけ非侵襲的な方法
で吊り下げることが好ましい。
【００２１】
［臓器又は組織の灌流培養装置］
　本発明に係る臓器又は組織の灌流培養装置は、臓器等を吊り下げる懸垂手段と、臓器等
を吊り下げた状態で、該臓器等の少なくとも一部を臓器等浸漬用の液体に浸漬させること
ができる容器と、臓器等に灌流液を流入させるための灌流液流入用カニューレと、臓器等
から灌流液を流出させるための灌流液流出用カニューレと、を備えることを特徴とする。
【００２２】
　当該装置を肝臓の培養に用いる場合は、さらに胆管用カニューレを備えることが好まし
い。肝臓の胆管に胆管用カニューレを挿入することで、肝臓から分泌される胆汁を培養容
器の外部で回収することができる。
【００２３】
　当該装置を腎臓の培養に用いる場合は、さらに尿管用カニューレを備えることが好まし
い。腎臓の尿管に尿管用カニューレを挿入することで、腎臓から分泌される尿を培養容器
の外部で回収することができる。
【００２４】
　また、当該装置を肝臓の培養に用いる場合であって、肝臓が肋骨及び横隔膜と共に摘出
されたものである場合、懸垂手段は、肋骨を固定できる構成であることが好ましい。
【００２５】
　また、当該装置を腎臓の培養に用いる場合であって、腎臓が周囲の脂肪組織と共に摘出
されたものである場合、懸垂手段は、脂肪組織を固定できる構成であることが好ましい。
【００２６】
　本発明に係る灌流培養装置の一例として、肝臓培養装置１を図１に示し、その概要を以
下に説明する。肝臓培養装置１は、横隔膜及び肋骨と共に摘出された肝臓を培養するため
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のものであり、肝臓はその全体が液体中に浸漬された状態で灌流培養される。
【００２７】
　肝臓培養装置１は、肝臓固定用培養容器１０、肝臓に固定される灌流液流入用カニュー
レ２０及び灌流液流出用カニューレ３０を備え、各カニューレにはチューブ８０、８２が
接続されている。灌流液流入用カニューレ２０に連結されるチューブ８０は、灌流液流入
用ペリスタルティックポンプ７０を介してマイクロキャリアスピンナーフラスコ６２に接
続されており、マイクロキャリアスピンナーフラスコ６２中の灌流液を灌流液流入用カニ
ューレ２０に供給する。
　灌流液流入用カニューレ２０を通じて肝臓１００に流入した灌流液は、灌流液流出用カ
ニューレ３０に流出し、灌流液流出用カニューレ３０に連結されたチューブ８２等を通じ
てマイクロキャリアスピンナーフラスコ６２に排出される。
　以下、各構成要素の好ましい例について説明する。
　肝臓固定用培養容器１０の拡大図を図２に示す。
　培養容器１０には、肝臓１００を肋骨１０４によって吊り下げ可能な懸垂手段１０６、
１０８が設けられている。培養容器１０内は、液体で満たすことができ、肝臓１００が浮
力を受けるようにその全体を浸漬させられる構成となっている。また、培養容器１０の壁
には、カニューレに連結されるチューブ８０、８２を通すための貫通孔９９ａ、９９ｂが
形成されている。
　また、培養容器１０には、カニューレ又はそれに連結するチューブを固定する固定具９
６、９８が設けられている。カニューレを固定具９６、９８で固定することによって、カ
ニューレが臓器の内部に入りすぎて臓器に損傷を与えたり、臓器からはずれたりすること
を防ぎ、培養液を安定に循環させることができる。固定具９６、９８は、例えば、カニュ
ーレ又はチューブが嵌合可能な数ミリメートルのスリットを先端に入れた柱状の部材を用
いることができる。当該部材を培養容器内壁に固着させ、カニューレをスリットに嵌合さ
せることによって、カニューレが固定される。
　培養容器１０は、どのような素材であってもよいが、たとえばガラスやアクリルを用い
て作製することができる。
【００２８】
　灌流液流入用カニューレ２０を図３上段に、灌流液流出用カニューレ３０を同図中段に
、胆管用カニューレ４０を同図下段に示す。図３に示す各カニューレは、適用する臓器又
は組織に応じて、カニューレを構成する各部材、例えばカテーテル部分、のサイズ等を変
更することができる。例えば、肝臓の灌流培養においては、灌流液流入／流出用カニュー
レは、留置針（例えば流入用は２２Ｇ、流出用は１６Ｇ）のカテーテル部分２１、３１を
切り取り、シリコンチューブ２５、３５（例えば内径１ｍｍ）に接続して軟性絹製縫合糸
２４、３４で２箇所を縛って固定し、パラフィルム２２、３２を捲いて作製する。胆管用
カニューレ４０は留置針（例えば２７Ｇ）のカテーテル部分４１をルアーロックフィッテ
ィング４２（例えば１．５ｍｍＩＤ用）を介してシリコンチューブ４５（例えば内径１ｍ
ｍ）に接続して作製する。各カニューレのカテーテルと反対の端には、ルアーロックフィ
ッティング２３、３３、４３を接続し、チューブ８０、８２、８８（図１）と連結できる
ようになっている。
　灌流液流入用カニューレ２０は、例えば肝臓１００の門脈に、灌流液流出用カニューレ
３０は、例えば肝臓の静脈に、それぞれ直接又は間接的に接続される。
　灌流液流入用カニューレ２０は、灌流液流入量ペリスタルティックポンプ７０に接続さ
れており、ポンプ７０を稼働させることによって、灌流液流入用カニューレ２０から肝臓
１００に灌流液が流入する。流入した灌流液は、肝臓１００内を通過して灌流液流出用カ
ニューレ３０から流出し、チューブ８２に流入する。また、肝臓から分泌された胆汁は、
胆管用カニューレ４０から、胆汁回収回路（胆汁回収チューブ８８及び胆汁回収瓶６８）
に回収される。
【００２９】
　灌流液流入用カニューレ２０はルアーロックフィッティング２３（例えば２．５ｍｍＩ
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Ｄ用）を用いてシリコンチューブ８０（例えば内径２ｍｍ）に連結し、同様にルアーロッ
クフィッティングを用いてシリコンチューブをファーメドチューブ（例えば内径３．１５
ｍｍ）に接続する。このファーメドチューブにフッ素グリースを塗布し、灌流液流入用ペ
リスタルティックポンプ７０に設置する。
【００３０】
　灌流液流出用カニューレ３０はルアーロックフィッティング３３（例えば２．５ｍｍＩ
Ｄ用）を用いてシリコンチューブ８２（例えば内径２ｍｍ）に連結する。さらにこのシリ
コンチューブを、蓋に３本のテフロンチューブ（例えば内径１ｍｍ；Ｔ１及びＴ２。３つ
目は図示せず）を刺したシリコン栓付きスコット瓶６０（例えば１００ｍｌ）の、テフロ
ンチューブＴ１に接続する。
　一方、スコット瓶６０の別の２本のテフロンチューブのうちの一つには、内側に瓶底に
達する長さのシリコンチューブ（例えば内径２ｍｍ）（図１のＴ２）、外側には両端にシ
リコンチューブ（例えば内径２ｍｍ）を連結したファーメドチューブを接続する。シリコ
ンチューブの他端は、灌流液流出用ペリスタルティックポンプ７２を介して、シリコン栓
付きマイクロキャリアスピンナーフラスコ（例えば１０００ｍｌ）６２の図中右側の蓋に
刺された３本のテフロンチューブ（Ｔ３及びＴ４。３本目は図示せず）のうち、瓶内側に
シリコンチューブを連結せず先端が液表面に届かない方のテフロンチューブＴ３（ＡＳＯ
ＮＥ）に接続する。
　スコット瓶６０の蓋に刺された３本目のテフロンチューブは、瓶外部でエアフィルター
を接続する。
【００３１】
　灌流液はマイクロキャリアスピンナーフラスコ６２に巻いたヒーターで保温される。温
度は対象となる哺乳動物の平均体温とすることが好ましく、ヒトであれば３７℃前後とす
ることが好ましい。ヒーターとしては、セルマスターフレキシブルヒーター（Ｗａｋｅｎ
ｙａｋｕ，Ｋｙｏｔｏ，Ｊａｐａｎ）とセルマスター１７００（Ｗａｋｅｎｙａｋｕ）、
温度電極（Ｍｅｔｔｌｅｒ　Ｔｏｌｅｄ，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）が好ましく用いられ
る。　マイクロキャリアスピンナーフラスコ６２の２つの蓋にはそれぞれ３本のテフロン
チューブが刺されており、図中右側の蓋に刺された瓶底に達するシリコンチューブ（例え
ば内径２ｍｍ）を連結したテフロンチューブＴ４は、灌流液流入用ペリスタルティックポ
ンプ７０とシリコンチューブを介して連結される。
　図中右側の蓋に刺されたもう一本のテフロンチューブは、瓶外部でエアフィルターを接
続する。
　なお、低温で臓器等を培養する際には、ヒーターの代わりに公知の保冷装置を用い、灌
流液を保冷することができる。保冷温度は、４℃～３５℃とすることが好ましく、２０℃
～３５℃とすることがより好ましい。また、低温で臓器等を培養する際には、臓器等を浸
漬させる液体も低温とし、培養中の臓器等も同時に保冷することが好ましい。このような
保冷に用いる保冷装置としては、例えば、各種ラジエーターやぺルチェ式冷却装置が挙げ
られる。
【００３２】
　灌流液流入用ペリスタルティックポンプ７０と灌流液流入用カニューレ２０の間、およ
び灌流液流出用カニューレ３０とスコット瓶６０の間のシリコンチューブに、流路切り替
えコック８４、８６を取り付け、その先に灌流液を採取するための灌流液回収用チューブ
（例えば１５ｍｌ）をとりつける。
【００３３】
　灌流液流入用ペリスタポンプ７０と灌流液流入用カニューレ２０の間に、気泡除去装置
５０を設置する。気泡除去装置５０の構成を図４に示す。ルアーロックフィッティングプ
ラグ５１で栓をしたシリコンチューブをＹ字チューブで連結して、回路に混入した気泡が
肝臓に流入することを防ぐと共に、それらの気泡をルアーロックフィッティングプラグ５
１（ＩＳＩＳ）から排出するための装置を設置する。Ｙ字チューブとしては、ミニフィッ
ティング（Ｆ）５３（６．５ｍｍＩＤ用；ＩＳＩＳ）が好ましく用いられる。
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【００３４】
　灌流培養２４時間ごとに灌流液を交換するために、図１に示すようにマイクロキャリア
スピンナーフラスコ６２の図中左側の蓋に刺された３本のテフロンチューブ（Ｔ５及びＴ
６。３本目は図示せず）のうち、内側にシリコンチューブを連結せず先端が液表面に届か
ない方のテフロンチューブＴ５と内側にシリコンチューブを連結し先端が液面に達してい
る方のテフロンチューブＴ６のそれぞれに、両端にシリコンチューブを接続したファーメ
ドチューブを接続する。もう１つのテフロンチューブにはエアフィルターを接続する。
　テフロンチューブＴ５に接続したシリコンチューブは、灌流液追加用ペリスタルティッ
クポンプ７４を介して、新鮮な培地を含んだ灌流液追加用スコット瓶６４（例えば２００
０ｍｌ）に連結する。
　テフロンチューブＴ６に接続したシリコンチューブは、灌流液回収用ペリスタルティッ
クポンプ７８を介して、灌流液追加用スコット瓶６６（例えば２０００ｍｌ）に連結する
。
【００３５】
　肝臓を摘出する際にも灌流液を送液できるよう、図５に示す前灌流回路を構築する。灌
流液流入用カニューレ２０をルアーロックフィッティング２３でシリコンチューブ（例え
ば内径２ｍｍ）に連結し、このシリコンチューブを気泡除去装置５０’に接続する。気泡
除去装置５０’に別のシリコンチューブを連結し、さらにフッ素グリースを塗布したファ
ーメドチューブ（例えば内径３ｍｍ）を連結して、ペリスタルティックポンプ９４に設置
する。ファーメドチューブのもう一端にシリコンチューブ（例えば内径２ｍｍ）を連結し
、灌流液をスコット瓶９２から送液する。
　これによりスコット瓶９２から送液された灌流液は、灌流液流入用カニューレ２０を通
じて肝臓に流入し、灌流液流出用カニューレ３０へ流出する。灌流液流出用カニューレ３
０は、ルアーロックフィッティング３３でシリコンチューブ（例えば内径２ｍｍ）に連結
されており、肝臓より流出した灌流液はシリコンチューブから排出され、廃棄される。
　　前灌流回路に接続された肝臓は、灌流液流入用カニューレ２０および灌流液流出用カ
ニューレ３０をルアーロックフィッティング２３、３３によってシリコンチューブからは
ずし、ルアーロックフィッティング２３、３３をシリコンチューブ８０、８２（図１）の
ルアーロックフィッティングに接続することにより、図１に示す灌流回路に接続すること
ができる。
【００３６】
　ここまで、本発明に係る灌流培養装置の一例として、肝臓培養装置１の概要を説明した
が、肝臓培養装置１と同様の構成により、他の臓器等を灌流培養することもできる。例え
ば、腎臓を同様の構成で灌流培養することができる。その際、下記のように構成を変更す
ることができる。
【００３７】
　例えば、灌流液流入／流出用カニューレは、留置針（例えば流入用は２６Ｇ、流出用は
１６Ｇ）のカテーテル部分１０９、１１０を、尿管用カニューレは先端の細いゲルロード
用チップ（例えばエッペンドルフ社製GELoader Tip 0,5-20?l）の先端部分１１１を使用
する以外は、図３に示した肝臓の灌流培養に用いるカニューレと同様である。
　また、灌流液流入用カニューレ２０は、例えば腎臓の腎動脈に、灌流液流出用カニュー
レ３０は、例えば腎臓の腎静脈に、尿管用カニューレ４０は、例えば尿管にそれぞれ直接
的又は間接的に接続される以外は、肝臓の場合と同様である。
【００３８】
　灌流液流入用カニューレ２０はルアーロックフィッティング２３（例えば１．５ｍｍＩ
Ｄ用）を用いてシリコンチューブ８０（例えば内径１．０ｍｍ）に連結し、同様にルアー
ロックフィッティングを用いてシリコンチューブをファーメドチューブに接続する。この
ファーメドチューブ（例えば内径１．６ｍｍ）にフッ素グリースを塗布し、灌流液流入用
ペリスタルティックポンプ７０に設置する。
　灌流液流出用カニューレ３０はルアーロックフィッティング３３（例えば１．５ｍｍＩ
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Ｄ用）を用いてシリコンチューブ８２（例えば内径１ｍｍ）に連結する。さらにこのシリ
コンチューブを、蓋に３本のテフロンチューブ（例えば内径１ｍｍ；Ｔ１及びＴ２。３つ
目は図示せず）を刺したシリコン栓付きスコット瓶６０（例えば１００ｍｌ）の、テフロ
ンチューブＴ１に接続する。
　一方、スコット瓶６０の別の２本のテフロンチューブのうちの一つには、内側に瓶底に
達する長さのシリコンチューブ（例えば内径２ｍｍ）（図１のＴ２）、外側には両端にシ
リコンチューブ（例えば内径２ｍｍ）を連結したファーメドチューブを接続する。シリコ
ンチューブの他端は、灌流液流出用ペリスタルティックポンプ７２を介して、シリコン栓
付きマイクロキャリアスピンナーフラスコ（例えば１０００ｍｌ）６２の図中右側の蓋に
刺された３本のテフロンチューブ（Ｔ３及びＴ４。３本目は図示せず）のうち、瓶内側に
シリコンチューブを連結せず先端が液表面に届かない方のテフロンチューブＴ３（ＡＳＯ
ＮＥ）に接続する。
　スコット瓶６０の蓋に刺された３本目のテフロンチューブは、瓶外部でエアフィルター
を接続する。
【００３９】
　また、灌流液回収用のチューブ、気泡除去用装置、および培地交換用灌流回路は、肝臓
培養装置と同様の構成で使用することができる。
【００４０】
　腎臓を摘出する際にも灌流液を送液できるよう、図５に示す前灌流回路を構築する。灌
流液流入用カニューレ２０をルアーロックフィッティング２３でシリコンチューブ（例え
ば内径１．０ｍｍ）に連結し、このシリコンチューブを気泡除去装置５０’に接続する。
気泡除去装置５０’に別のシリコンチューブを連結し、さらにフッ素グリースを塗布した
ファーメドチューブ（例えば内径１．６ｍｍ）を連結して、ペリスタルティックポンプ９
４に設置する。ファーメドチューブのもう一端にシリコンチューブ（例えば内径１．０ｍ
ｍ）を連結し、灌流液をスコット瓶９２から送液する。
　これによりスコット瓶９２から送液された灌流液は、灌流液流入用カニューレ２０を通
じて腎臓に流入し、灌流液流出用カニューレ３０へ流出する。灌流液流出用カニューレ３
０は、ルアーロックフィッティング３３でシリコンチューブ（例えば内径２ｍｍ）に連結
されており、腎臓より流出した灌流液はシリコンチューブから排出され、廃棄される。　
前灌流回路に接続された腎臓は、灌流液流入用カニューレ２０をルアーロックフィッティ
ング２３によってシリコンチューブからはずし、ルアーロックフィッティング２３をシリ
コンチューブ８０（図１）のルアーロックフィッティングに接続することにより、図１に
示す灌流回路に接続することができる。
【００４１】
　なお、本明細書において用いられる用語は、特定の実施態様を説明するために用いられ
るのであり、発明を限定する意図ではない。
　また、本明細書において用いられる「含む」との用語は、文脈上明らかに異なる理解を
すべき場合を除き、記述された事項（部材、ステップ、要素、数字など）が存在すること
を意図するものであり、それ以外の事項（部材、ステップ、要素、数字など）が存在する
ことを排除しない。
【００４２】
　異なる定義が無い限り、ここに用いられるすべての用語（技術用語及び科学用語を含む
。）は、本発明が属する技術の当業者によって広く理解されるのと同じ意味を有する。こ
こに用いられる用語は、異なる定義が明示されていない限り、本明細書及び関連技術分野
における意味と整合的な意味を有するものとして解釈されるべきであり、理想化され、又
は、過度に形式的な意味において解釈されるべきではない。
【００４３】
　本発明の実施態様は模式図を参照しつつ説明される場合があるが、模式図である場合、
説明を明確にするために、誇張されて表現されている場合がある。
　第一の、第二のなどの用語が種々の要素を表現するために用いられるが、これらの要素
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はそれらの用語によって限定されるべきではないことが理解される。これらの用語は一つ
の要素を他の要素と区別するためのみに用いられているのであり、例えば、第一の要素を
第二の要素と記し、同様に、第二の要素は第一の要素と記すことは、本発明の範囲を逸脱
することなく可能である。
【００４４】
　以下において、本発明を、実施例を参照してより詳細に説明する。しかしながら、本発
明はいろいろな態様により具現化することができ、ここに記載される実施例に限定される
ものとして解釈されてはならない。
【実施例】
【００４５】
　以下、本発明を実施例に基づいて具体的に説明するが何らこれらに限定されるものでは
ない。
１．灌流液の作製
　灌流液は１０％ＦＣＳ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ
，ＵＳ）と抗生物質－抗真菌剤混合液（ｎａｃａｌａｉ　ｔｅｓｑｕｅ，Ｊａｐａｎ）、
ゲンタマイシン硫酸塩（Ｗａｋｏ，Ｏｓａｋａ，Ｊａｐａｎ），Ｌ－Ｇｌｕｔａｍｉｎ（
Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を添加したＬ－１５　ｍｅｄｉｕｍ（Ｓｉｇｍａ
，Ｍｉｓｓｏｕｒｉ，ＵＳ）を用いた。１０００ｍｌの灌流液を、シリコン栓付き１００
０ｍｌマイクロキャリアスピンナーフラスコ（Ｂｅｌｌｃｏ）に入れ、３７℃で保温した
。
【００４６】
２．肝臓の摘出及び前灌流回路への接続
　ラットから肝臓を摘出し、図５に示す前灌流回路に接続した。
　ジエチルエーテル（Ｗａｋｏ）をデシケーター内に充満させ、８－１０週齢Ｗｉｓｔａ
ｒラット（ＳＬＣ）をデシケーターに移動させて吸引麻酔した後、２５Ｇ注射針（Ｔｅｒ
ｕｍｏ）と１ｍｌシリンジ（Ｔｅｒｕｍｏ）を用いて終濃度２５ｍｇ／ｍｌのペントバル
ビタールナトリウム（ＴＣＩ，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）溶液４００μｌを腹腔内に注射
した。
　深麻酔下のラットの下腹部から喉元までの皮膚を正中線に沿って切開した。腹膜を切開
し、消化器系の臓器を移動させることで、肝臓、門脈を露出させた。肝臓を肋骨側に持ち
上げて肝動脈を露出させ、肝動脈の下から絹製縫合糸Ｎｏ．７（Ｎａｔｕｍｅ）を通し、
結紮した。同様にして肝下部下大静脈に絹製縫合糸Ｎｏ．４（Ｎａｔｕｍｅ）を通し、結
紮用ループを１箇所作った。脾胃静脈に絹製縫合糸Ｎｏ．７（Ｎａｔｕｍｅ）を通し、結
紮した。門脈に先曲がり絹製縫合糸Ｎｏ．４（Ｎａｔｕｍｅ）を、間隔をあけて２本通し
、結紮用ループを２箇所作った。前灌流回路（図５）に１０ｍｌ／ｍｉｎで灌流液を流し
ておき、２つの門脈結紮用ループより肝臓から離れた部位で門脈を半切して素早く門脈に
灌流液流入用カニューレ２０を差し込んだ。直ちに肝下部下大静脈を結紮用ループより下
部で切断し、灌流液を流入させた。
　２つの門脈結紮用ループを結紮してカニューレ２０を門脈に固定し、カニュレーション
部分を少量のアロンアルファＡ（Ｄａｉｉｃｈｉ　Ｓａｎｋｙｏ，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａ
ｎ）で固定した。総胆管を半切して胆管用カニューレ４０を差し込み、アロンアルファＡ
（Ｄａｉｉｃｈｉ　Ｓａｎｋｙｏ）で固定した。横隔膜を露出し、左右の横隔動・静脈を
絹製縫合糸Ｎｏ．７（Ｎａｔｕｍｅ）で結紮した。
　肋骨の合間を切開して肋骨ごと横隔膜を切り出し、切り出し口よりも上部の肋骨を喉元
まで切り開いた。肋骨の一部に切れ目を入れ、肝上部下大静脈に絹製縫合糸Ｎｏ．４（Ｎ
ａｔｕｍｅ）を通し、結紮用ループを２箇所作製した。ループを結紮し、肝下部下大静脈
からの灌流液の流出を止め、右心房を半切した。半切した右心房部分に灌流液流出用カニ
ューレ３０を差し込み、肝上部下大静脈の結紮用ループ２箇所を結紮してカニューレを固
定し、結紮部位、カニュレーション部位をアロンアルファＡで固定した。肝臓周囲の器官
、結合組織を切除後、肋骨と横隔膜を肝臓に連結したまま背面から肝臓を切り離した。
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【００４７】
３．肝臓の灌流回路への接続
３－１．静置固定（従来法）
　まず、前灌流回路に接続したまま、培養容器１０の固定具９６に灌流液流入用カニュー
レ２０を固定し、灌流液流出用カニューレ３０を固定具９８に固定し、胆管用カニューレ
４０も固定具（図示せず）に固定した。胆管用カニューレ４０はルアーロックフィッティ
ング４３（ＩＳＩＳ）を介して培養容器２０の外部へ流出する胆汁回収回路（チューブ８
８及びスコット瓶６８）に接続した。
　続いて、灌流液流入用カニューレ２０に接続しているシリコンチューブ（ＡＳＯＮＥ）
をペアン止血鉗子（Ｎａｔｕｍｅ）ではさみ、一時的に液流を停止させた後、直ちに灌流
液流出用カニューレ３０をルアーロックフィッティング３３（ＩＳＩＳ）を用いてチュー
ブ８２に連結し、灌流回路に接続した。その後、直ちに灌流液流入用カニューレ２０をル
アーロックフィッティング２３（ＩＳＩＳ）を用いて前灌流回路から切り離し、灌流液流
入用カニューレ２０とチューブ８０とを、ルアーロックフィッティング２３（ＩＳＩＳ）
を介して連結することで、肝臓への気泡の混入を防止するために予め培養液を満たして気
泡を除去しておいた灌流回路と無菌的に接続した。さらに、これと同時に、灌流回路のペ
アン止血鉗子（Ｎａｔｕｍｅ）を取り外すことで灌流回路の液流を開始した。
　肝臓１００は、培養容器１０内の台上に載置した。
【００４８】
３－２．溶液中での静置固定（従来法）
　３－１と同様の方法で、肝臓１００を灌流回路に接続した。
　肝臓１００は、培養容器１０内の台上に載置し、培養容器１０内を液体で満たした時に
肝臓が浮力で浮かび上がらないように、圧迫しない程度の隙間を残してガーゼで覆い、ガ
ーゼを台に固定した。
　その後、培養容器１０内をＰＢＳ（－）で満たし、肝臓を軽く浮遊させてから容器を密
閉した。
【００４９】
３－３．吊り下げ型固定（本願発明の方法）
　３－１と同様の方法で、肝臓１００を灌流回路に接続した。
　図２に示すように、絹製縫合糸Ｎｏ．４（Ｎａｔｕｍｅ）１０６を用いて肋骨１０４を
培養容器１０付属の固定具１０８に数箇所固定後、培養容器１０を密閉してから流入用カ
ニューレ２０が下側に来るように培養容器を縦置きし、肝臓１００を肋骨１０４と横隔膜
１０２で吊り下げた。
【００５０】
３－４．溶液中での吊り下げ型固定（本願発明の方法）
　３－１と同様の方法で、肝臓１００を灌流回路に接続した。
　絹製縫合糸Ｎｏ．４（Ｎａｔｕｍｅ）１０６を用いて肋骨１０４を培養容器１０付属の
固定具１０８に数箇所固定後、培養容器１０内部にＰＢＳ（－）を満たして肝臓を浮遊さ
せた。培養容器を密閉してから流入用カニューレ２０が下側に来るように培養容器１０を
縦置きし、肝臓１００を肋骨１０４と横隔膜１０２で吊り下げて浮遊させた。
【００５１】
４．肝臓の灌流培養
　灌流液流入用カニューレ２０とマイクロキャリアスピンナーフラスコ６２（Ｂｅｌｌｃ
ｏ）の間のペリスタルティックポンプ７０（ＩＷＡＫＩ）を流速１０ｍｌ／ｍｉｎとなる
よう調節し、肝臓１００へ灌流液を流入させた。
　培養容器をスピンナーフラスコ６２よりも垂直方向に持ち上げて静置することで、高低
差による重力によって１０ｍｌ／ｍｉｎの流出速度になるように、培養容器の高さを調節
した。これらの流速の調節は、灌流液回収用チューブから一定時間に回収された灌流液量
で行った。また１００ｍｌスコット瓶６０（ＤＵＲＡＮ）とマイクロキャリアスピンナー
フラスコ６２の間のペリスタルティックポンプ７２（ＩＷＡＫＩ）も流速１０ｍｌ／ｍｉ
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ｎとなるように調節した。さらにペリスタルティックポンプ７２によって回路内部の圧力
が変化しないように、スコット瓶６０とマイクロキャリアスピンナーフラスコ６２の蓋に
通気フィルター（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）を設置した。
【００５２】
５．灌流液の臓器内血管への循環の確認
　３－１から３－４に記載した各固定方法で固定した肝臓に、「４．肝臓の灌流培養」の
方法に従って、ＰＢＳ（－）で５倍に希釈したトリパンブルー溶液（Ｓｉｇｍａ）を１０
ｍｌ送液した後の肝臓の外観、及びマイクロＣＴ像を撮影した。結果を図６に示す。図６
中、３－１は、通常の静置固定を示し、３－２は、液体中での静置固定を示し、３－３は
、吊り下げ型固定を示し、３－４は、液体中での吊り下げ型固定を示す。図６中、Ａは、
肝臓の外観を示す写真であり、Ｂは、肝臓のマイクロＣＴ像を示す。外観を示す写真にお
いて、点線で囲んだ領域がトリンパンブルーによって染色された部分である。
　通常の静置固定（３－１）、液体中での静置固定（３－２）においては、臓器全体が青
色に染色されず、肝臓の各葉が折り重なっている領域は染色が認められなかった。吊り下
げ型固定（３－３）は一部に染色が認められない領域が存在したものの、臓器のほぼ全体
が染色され、通常の静置固定や液体中での静置固定に比べて、臓器内の灌流液の循環が向
上していることが明らかになった。液体中での吊り下げ型固定（３－４）は臓器全体が均
一に青色に染色されたことから、吊り下げ型固定よりもさらに循環が向上し、臓器内血管
の全体に灌流液が循環していることが示された。
【００５３】
６．灌流率の測定
　３－１及び３－４に記載した固定方法で固定し、２４時間灌流培養した肝臓について、
１時間ごとに、流路切り替えコックに接続した１５ｍｌチューブ（ＢＤ）に、３０秒間灌
流液を採取し、肝臓へ流入する灌流液の流速、および肝臓から流出する灌流液の流速を測
定した。流入量に対する流出量の百分率を計算して灌流率とした。
　いずれも２４時間、灌流率は９０％以上を維持していたことから、正常な灌流培養が行
われていることを確認した。
７．障害酵素活性の測定
　１時間ごとに、流路切り替えコックに接続した１５ｍｌチューブ（ＢＤ）に、３０秒間
灌流液を回収し、回収した灌流液を、５０μｌずつ０．５ｍｌチューブ（ｅｐｐｅｎｄｏ
ｌｆ，Ｈａｍｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）に分注し、－８０℃で凍結保存した。後日、凍
結保存した灌流液を溶解し、１５０００ｒｐｍで５分間遠心分離して、その上清のＧＯＴ
およびＧＰＴ酵素活性をトランスアミナーゼ　ＣＩＩ－テストワコー（Ｗａｋｏ）に添付
された方法に従って測定した。灌流液の交換後の測定値は、交換前後で変化する測定値を
上乗せして計算した。
　測定結果を図７に示す。通常の静置固定、吊り下げ型固定、溶液中での吊り下げ型固定
のいずれも灌流培養１８時間後まではＧＯＴが２０ＩＵ／ｔｏｔａｌ　ｍｅｄｉｕｍ以下
であり、ＧＰＴが１０ＩＵ／ｔｏｔａｌ　ｍｅｄｉｕｍ以下であった。
　培養２４時間後の通常の静置固定（３－１）ではＧＯＴが８５ＩＵ／ｔｏｔａｌ　ｍｅ
ｄｉｕｍ以上でＧＰＴが３０ＩＵ／ｔｏｔａｌ　ｍｅｄｉｕｍ以上であり、吊り下げ型固
定（３－３）ではＧＯＴが７０ＩＵ／ｔｏｔａｌ　ｍｅｄｉｕｍ以上でＧＰＴが２５ＩＵ
／ｔｏｔａｌ　ｍｅｄｉｕｍ以上であった。一方、培養２４時間後の溶液中での吊り下げ
型固定（３－４）ではＧＯＴが４０ＩＵ／ｔｏｔａｌ　ｍｅｄｉｕｍ以下でＧＰＴが１０
ＩＵ／ｔｏｔａｌ　ｍｅｄｉｕｍ以下であった。これより、臓器内血管全体への循環が確
保されている溶液中での吊り下げ型固定は、通常の静置固定や吊り下げ型固定に比べて、
臓器の障害が抑制されていることが明らかになった。
【００５４】
８．尿素合成量の測定
　１時間ごとに、流路切り替えコック８４に接続した１５ｍｌチューブ（ＢＤ）に、３０
秒間灌流液を回収し、回収した灌流液を、１ｍｌずつ１．５ｍｌチューブ（ｅｐｐｅｎｄ
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ｏｌｆ，Ｈａｍｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）に分注し、－８０℃で凍結保存した。後日、
凍結保存した灌流液を溶解し、１５０００ｒｐｍで５分間遠心分離して、F-キット（J．K
インターナショナル）に添付された方法に従って尿素を測定した。灌流液の交換後の測定
値は、交換前後で変化する測定値を上乗せして計算した。
　測定結果を図８に示す。溶液中での吊り下げ型固定では灌流培養１４時間後までは１．
０９８ｍM、培養２４時間では２．５６６ｍM、培養４１．５時間では３．５２９ｍMであ
った。
　これより、臓器内血管全体への循環が確保されている溶液中での吊り下げ型固定は、従
来法の肝臓の保存限界である２０時間を超えて、尿素合成能が維持されていることが明ら
かになった。
【００５５】
９．胆汁生産量の測定
　胆汁回収回路（チューブ８８及びスコット瓶６８）に回収されてくる胆汁量について、
1時間ごとに回収された重量から胆汁の生産量を、電子天秤を用いて測定した。
測定結果を図９に示す。溶液中での吊り下げ型固定では灌流培養開始時から培養４０時間
まで毎時０．０６ｇの経時的な胆汁生産が確認された。
　これより、臓器内血管全体への循環が確保されている溶液中での吊り下げ型固定は、従
来法の肝臓の保存限界である２０時間を超えて、胆汁生産能が維持されていることが明ら
かになった。
【００５６】
１０．腎臓の摘出及び前灌流回路への接続
　ラットから腎臓を摘出し、腎臓の灌流培養に用いる灌流液流入／流出用カニューレ２０
、３０を介して、肝臓の代わりに図５に示す前灌流回路に接続した。
　ジエチルエーテル（Ｗａｋｏ）をデシケーター内に充満させ、８－１０週齢Ｗｉｓｔａ
ｒラット（ＳＬＣ）をデシケーターに移動させて吸引麻酔した後、２５Ｇ注射針（Ｔｅｒ
ｕｍｏ）と１ｍｌシリンジ（Ｔｅｒｕｍｏ）を用いて終濃度２５ｍｇ／ｍｌのペントバル
ビタールナトリウム（ＴＣＩ，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）溶液４００μｌを腹腔内に注射
した。
　深麻酔下のラットの下腹部から喉元までの皮膚を正中線に沿って切開した。腹膜を切開
し、消化器系の臓器を移動させることで、腎臓、腎動脈、腎静脈、尿管を露出させた。腎
動脈、腎静脈、尿管を周辺組織より剥離して、腎動脈、腎静脈、尿管のそれぞれの下から
絹製縫合糸Ｎｏ．４（Ｎａｔｕｍｅ）を通し、それぞれに結紮用ループを２箇所作った。
前灌流回路（図５）に０．２ｍｌ／ｍｉｎで灌流液を流しておき、２つの腎動脈結紮用ル
ープより腎臓から離れた部位で腎動脈を半切して素早く腎動脈に灌流液流入用カニューレ
２０を差し込んだ。直ちに背部大静脈を切断し、灌流液を流入させた。
　２つの腎動脈結紮用ループを結紮して灌流液流入用カニューレ２０を腎動脈に固定し、
腎静脈を判切して素早く腎静脈に灌流液流出用カニューレ３０を差し込み、２つの腎静脈
結紮用ループを結紮して灌流液流出用カニューレ３０を腎静脈に固定し、カニュレーショ
ン部分を少量のアロンアルファＡ（Ｄａｉｉｃｈｉ　Ｓａｎｋｙｏ，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐ
ａｎ）で固定した。尿管を半切して尿管用カニューレ４０を差し込み、ループを結紮し、
アロンアルファＡ（Ｄａｉｉｃｈｉ　Ｓａｎｋｙｏ）で固定した。
　腎臓を摘出するために、その他の器官を切除後、腎臓周囲の脂肪組織を腎臓に連結した
まま背面から腎臓を切り離した。
【００５７】
１１．腎臓の灌流回路への接続
１１－１．静置固定（従来法）
　まず、腎臓を前灌流回路に接続したまま、培養容器１０の固定具９６に灌流液流入用カ
ニューレ２０を固定し、灌流液流出用カニューレ３０を固定具９８に固定し、尿管用カニ
ューレ４０も固定具（図示せず）に固定した。尿管用カニューレ４０はルアーロックフィ
ッティング４３（ＩＳＩＳ）を介して培養容器１０の外部へ流出する尿回収回路（チュー
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ブ８８及びスコット瓶６８）に接続した。
　続いて、灌流液流入用カニューレ２０に接続しているシリコンチューブ（ＡＳＯＮＥ）
をペアン止血鉗子（Ｎａｔｕｍｅ）ではさみ、一時的に液流を停止させた後、直ちに灌流
液流出用カニューレ３０をルアーロックフィッティング３３（ＩＳＩＳ）を用いてチュー
ブ８２に連結し、灌流回路に接続した。その後、直ちに灌流液流入用カニューレ２０をル
アーロックフィッティング２３（ＩＳＩＳ）を用いて前灌流回路から切り離し、灌流液流
入用カニューレ２０とチューブ８０とを、ルアーロックフィッティング２３（ＩＳＩＳ）
を介して連結することで、腎臓への気泡の混入を防止するために予め培養液を満たして気
泡を除去しておいた灌流回路と無菌的に接続した。さらに、これと同時に、灌流回路のペ
アン止血鉗子（Ｎａｔｕｍｅ）を取り外すことで灌流回路の液流を開始した。
　腎臓は、培養容器１０内の台上に載置した。
１１－２．溶液中での吊り下げ型固定（本願発明の方法）
　まず、腎臓を前灌流回路に接続したまま、腎臓と腎動脈、腎静脈、尿管を腎臓との位置
関係を維持したままシリコンラバーの上へ移し、灌流液流入用／流出用／尿管用カニュー
レ２０，３０，４０を２５Ｇ注射針（Ｔｅｒｕｍｏ）を用いてシリコンラバーに固定した
。各カニューレの固定は、２本の注射針を交差させて各カニューレを跨ぐようにシリコン
ラバーに刺すことで、抑え込むように固定した。さらに、腎臓周囲の脂肪組織を２５Ｇ注
射針（Ｔｅｒｕｍｏ）を用いてシリコンラバーに固定した。
　培養容器１０の固定具９６に灌流液流入用カニューレ２０を固定し、灌流液流出用カニ
ューレ３０を固定具９８に固定し、尿管用カニューレ４０も固定具（図示せず）に固定し
た。尿管用カニューレ４０はルアーロックフィッティング４３（ＩＳＩＳ）を介して培養
容器２０の外部へ流出する尿回収回路（チューブ８８及びスコット瓶６８）に接続した。
　続いて、灌流液流入用カニューレ２０に接続しているシリコンチューブ（ＡＳＯＮＥ）
をペアン止血鉗子（Ｎａｔｕｍｅ）ではさみ、一時的に液流を停止させた後、直ちに灌流
液流出用カニューレ３０をルアーロックフィッティング３３（ＩＳＩＳ）を用いてチュー
ブ８２に連結し、灌流回路に接続した。その後、直ちに灌流液流入用カニューレ２０をル
アーロックフィッティング２３（ＩＳＩＳ）を用いて前灌流回路から切り離し、灌流液流
入用カニューレ２０とチューブ８０とをルアーロックフィッティング２３（ＩＳＩＳ）を
介して連結することで、肝臓への気泡の混入を防止するために予め培養液を満たして気泡
を除去しておいた灌流回路と無菌的に接続した。さらに、これと同時に、予めはさんでお
いたペアン止血鉗子（Ｎａｔｕｍｅ）を取り外すことで灌流回路の液流を開始した。
　腎臓が固定されたシリコンラバーを反転させて腎臓を吊り下げ、絹製縫合糸Ｎｏ．４（
Ｎａｔｕｍｅ）１０６を用いてシリコンラバーを培養容器１０付属の固定具１０８に固定
後、培養容器１０内部にＰＢＳ（－）を満たして腎臓を浮遊させた。培養容器を密閉して
から流入用カニューレが下側に来るように培養容器１０を縦置きし、腎臓を周囲の脂肪組
織で吊り下げて浮遊させた。
【００５８】
１２．腎臓の灌流培養
　灌流液流入用カニューレ２０とマイクロキャリアスピンナーフラスコ６２（Ｂｅｌｌｃ
ｏ）の間のペリスタルティックポンプ７０（ＩＷＡＫＩ）を尿量が０．３ｍｌ／hourとな
るように適時調節し、腎臓へ灌流液を流入させた。
　培養容器をスピンナーフラスコ６２よりも垂直方向に持ち上げて静置することで、高低
差による重力によって腎臓から灌流液を流出させた。その他は肝臓の灌流培養と同様とし
た。
１３．障害酵素活性の測定
　尿回収回路（チューブ８８及びスコット瓶６８）に回収されてくる尿を、５０μｌずつ
０．５ｍｌチューブ（ｅｐｐｅｎｄｏｌｆ，Ｈａｍｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）に分注し
、－８０℃で凍結保存した。後日、凍結保存した尿を溶解し、１５０００ｒｐｍで５分間
遠心分離して、その上清のＧＯＴ／ＧＰＴ酵素活性をトランスアミナーゼ　ＣＩＩ－テス
トワコー（Ｗａｋｏ）に添付された方法に従って測定した。
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　測定結果を図１０に示す。培養４０時間後の通常の静置固定（１１－１）ではＧＯＴが
０．６ＩＵ／Kidney以上でＧＰＴが０．０８ＩＵ／Kidney以上であるのに対して、溶液中
での吊り下げ型固定（１１－２）では約ＧＯＴが０．１ＩＵ／KidneyでＧＰＴはほぼ０Ｉ
Ｕ／Kidneyであった。さらに、培養６０時間後の溶液中での吊り下げ型固定（１１－２）
では、ＧＯＴは約０．３ＩＵ／Kidneyであり、ＧＰＴは約０．０１ＩＵ／Kidneyであった
。これより、溶液中での吊り下げ型固定は、通常の静置固定に比べて、臓器の障害が抑制
されていることが明らかになった。
【符号の説明】
【００５９】
　１…臓器灌流培養装置；１０…培養容器；２０…灌流液流入用カニューレ；２１、３１
、４１、１０９、１１０、１１１…肝臓用／腎臓用カテーテル部分；２２、３２、４２…
パラフィルム；２３、３３、４３…パラフィルム；２４、３４…軟性絹製縫合糸；２５、
３５、４５…シリコンチューブ；３０…灌流液流出用カニューレ；４０…胆管用／尿管用
カニューレ；５０、５０’…気泡除去装置；６０、６４、６６、６８、９２…スコット瓶
；６２…マイクロキャリアスピンナーフラスコ；７０、７２、７４、７８、９４…ポンプ
；８０、８２、８８…チューブ；８４、８６…流路切り替えコック；９６、９８…固定具
；９９ａ、９９ｂ…貫通孔；１００…肝臓；１０２…横隔膜；１０４…肋骨；１０６…縫
合糸、１０８…固定具

【図１】 【図２】
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