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凍結保存法による同種血管に関する実験的研究
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(担当:岡田昌義教授)

神戸市中央区楠町7丁目 5-1
神戸大学医学部外科学第2講座内

草野昌治

電話 078-341-7451 内線 5582

(平成11年1月26日受付)

要 約

新鮮同種血管を凍結保存することによりその保存効

果について血管の機能面での回復状況の程度を検討し

た。実験モデルは，日本白色家兎の雄の胸部大動脈を

摘出し， -1960Cの液体窒素保存槽内で凍結保存した。

保存血管は解凍後，腹部大動脈に端々吻合にて移植し

た。機能温存の評価法として，血管収縮hormoneの

一種である希釈serotonin，5HT (以下5HT)を保存

血管に投与して行った。凍結保存し解凍した直後の血

管は，凍結保存期間の長短に関わらず， 5 HTの投与

に対し全く反応しなかった。一方，凍結保存後移植し

た血管のうち，凍結保存期間 1週間，移植期間2日の

2例と，凍結保存期間2週間，移植期間20日の 1例で

良好な濃度依存性の収縮反応がみられた。組織学的検

討では，凍結保存後解凍した直後の血管では，凍結保

存期間の長短に関わらず，血管壁の構築，平滑筋細胞

の構造，弾性繊維の配列にほとんど障害はみられなかっ

たが，内皮細胞は，保存期間が3週間以上に及ぶと，

血管壁からの部分的な脱落がみられた。一方，凍結保

存後に移植した血管では，平滑筋細胞は若干内腔側に

偏在し細胞配列は比較的良好に保持されていた。内皮

細胞は移植後 1日目に脱落してしまうが，移植後20日

目になると宿主由来の内皮細胞が単層に表面を被って

くることが確認された。

緒 ニ冒

最近の人工血管の開発には，非常にめざましいもの

がある。しかし，なお十分な強度を有し，かっ良好な

伸展性をも保持する生体血管の物理学的特性を越える

ものはない。

そこで今回我々は，将来の臓器移植や小口径の血管

材料の開発を念頭において，凍結保存後解凍直後の血

管，並びに凍結保存後同種に移植された血管に対して

種々の観点から評価を加えた。凍結保存の評価法とし

ては，多くの施設で、cellviabiltyを測定しており，

80%前後で満足すべき結果が報告されているト九今

回我々は，凍結保存後の生体血管を，機能面からみて

どの程度温存させうるかについて血管収縮ホルモンに

対する反応で評価し，凍結保存後の血管の機能面での

回復状況の程度を検討した。

1 .対象と方法

対象は，日本白色家兎(体重2.9--3.4kg)雄の胸部

大動脈(外径4--5 mm)を使用した。動物実験に関

しては， i動物実験に関する指針(日本実験動物学会)J

並びに「神戸大学動物実験施設の基準」に基づき実験

を施行した。

1 )凍結保存

凍結保存法として，緩徐凍結，急速解凍を原則とし

た9)-ヘ
i )保存液 Hepes Bufferを加えたTC-199Hanks

塩の液体培地に細胞凍害保護液である10%dimetyl-

sulfoxide (DMSO)を添加して用いた。

品)凍結法 ネンブタール60mg/kgを日本白色家兎

に静脈投与して犠牲死させた後，胸部大動脈を全長に

わたり採取し，周囲組織の十分なtrimingを行った後，

前記液体培地40C内に浸水し， ミスターフロスティー

(ナルゲン社製)を用いて，組織温度-lOC/分の率

で-80
0Cまで冷却し凍結した。その後，液体窒素保

存槽(-1960C)内で保存した。

温)解凍法検体を液体窒素より取り出した直後より

7分間室温 (20士4.80C)で放置し，その後370C恒温

槽内で4
0

Cまで急速解凍し(平均約1分30秒)， DMS 

キーワード:凍結保存，同種血管移植，血管収縮能，小口径血管

(53) 
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0を希釈した後，再び恒温槽内で急速解凍した。

2)血管移植

日本白色家兎にネンブタール C20mg/kg)を静脈

注射した後， 1 %キシロカインで腹壁の局所麻酔を行

い，無痛とした後に開腹した。腎動脈分岐部より末梢

側の腹部大動脈(外径2--3 mm)を露出した後渡断

し，凍結保存後解凍した胸部大動脈を用いて移植実験

を行った。

3)移植血管の評価方法

i )機能温存の評価

血管収縮hormoneの 1稀である希釈serotomn，

5HT C以ド5HT)を用いて，血管収縮能がどの程度

温存されているか，犠牲死直後に採取した胸部大動脈

をcontrol群として，凍結保存解凍鹿後の血管および

凍結保存解凍後に一定の期間移植した後に採取した血

管の実験群とを比較した CFig.1)。採取した胸部大

動脈から長径5mmの動脈輪を作製し， これを. 95% 

。5%C02により吹送平衡させたKrebs-Heseleit液
CNaCl 18mM， KCl 4.0mM， CaC12 1.5mM， MgS 

04 1.2mM， NaH2 P04 1.2mM， NaHC03 25mM， 

D“ 

Heating bath 

(37
0

C) 

Fig 1.: Measurement of vascular contraction in 

vltro 

(54) 

G 1 ucose 5. 6mM)を満たしたorgancham berに懸

垂させ C3TC，PH7.4)，その等尺性収縮を張力トラ

ンスジューサ…(日本光電， TB舗651T) により連続

的に測定した。採取した動脈輸の静止時の張力は1.

5g1こ調節し， 60分間incubateして安定させた。

次いで， 20mM K+溶液の中で2回収縮させ，標本

の膜電位を安定させた。

5HTの投与方法は，異積投与‘法を用い(濃度変化

1.0 X 10-9， 3 X 10-9， 1.0 X 10- 8
• 3 X 10-8， 1.0 X 

10-7， 3XlO-7， 1.0X10ωヘ 3x 10-ヘ1.0x105，3 

xlO-5M)，連続測定したlト 17)。

血管収縮に対する5HTの効果は，血管収縮反応、闘

値の5HT濃度とその際の張力，最大張力発現時の

5HT濃度とその際の張力，最終投与濃度 (3.0xlO-5

M)での収縮張力とその際の20mMKCLの収縮備を

100%とし，その相対値を，犠牲死直後に採取した胸

部大動脈をコントロール群として比較した。

品)病理組織学的評価 凍結保存後解凍した直後の胸

部大動脈と，移植後採取した胸部大動脈の各々に対し

て，凍結期間並びに移植による影響を病理組織学的に

比較検討した。

II.結果

1)凍結保存後移植した血管の収縮能

凍結保存し解凍した直後の胸部大動脈は，凍結保存

期間の長短lこ関わらず， 20mM KCLやらHTの投与に

対しでも，全く反応を示さなかった。

一方，凍結保存後移楠した血管のうち. 5HTの投

与により，凍結保存期間1週間，移植期間2日の6例

中2例で良好な収縮反応が認められた。また，凍結保

存期間2週間，移植期間20日の l例と併せ，計3例で

良好な濃度依存性の収縮反応が確認された CFig.2)。

これらの結果は.Table 1に示す如くである。すなわ

ち，閥値濃度及び最大張力発現濃度はともに，コント

ロ…ル群とほぼ同租度であったが，最大張力及び最終

濃度での収縮張力は，コントロール群と対比して優位

に増加傾向を示した CFig.3)。

2 )病理組織学的検索結果

凍結保存期間l週間 2澗間及び14週間の後解凍し

た直後の各胸部大動脈との比較 CFig.4x 40， HE 

stain.)では，平滑筋細胞の構築や層状配列は，保存

期聞が長期に及んでも短期の保存例と対比して，障害

はみられず，良好に保持されていた。また，平滑筋細

胞自体の構造にも，核の断裂，融解，扇平化の障害も

ほとんどみられなかった。一方，内皮細胞は，保存期

聞が2週間までは良好に保持されていたが，保存期間
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Fig 3. Concentration-response relationship for 

5HT in Japanese white rabbit artery 

induced in a dose-dependent manner. 

After determining baseline responses， t 

issues were washed， 5HT 0.0 x 10-9 M) 

added， and the measurements 

were repeated. The maximum contrac-

tion induced by 20mM K+ was taken 

as a relative amplitude of 100%. (A) 1 

week after cryopreservation， 2days after 

allo-transplantation. (B) 1 week after 

cryopreservation， 2days after 

ransplantation. (C) 2 weeks after cry-

opreservation， 20days after allo-

transplantation . 
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Fig. 2. Typical recordings of contractions 

induced by cumulative addition of 5HT 

to the bath. (A) 1 week after cryopre-

servation. 2days after allo-transplan-

tation. (B) 1 week after cryopreserva-

tion， 2days after allo-transplantion. (C) 2 

week after cryopreservation， 20days after 

allo-transplantation. 

876  
5HT (一!ogM)

9 

O 

Table. 1. 5HTに対する血管収縮能

関値濃度Mol 最大張力濃度Mol 最終張力mg 20mM KCl 

(張力mg) (張力mg) (3 x 10-5Mol) との相対値

1 x 1O-8Mol 3 X1O-5Mol 
コントローlレ 875mg 1.75倍

(50mg) (250mg) 

1 x 1O-8Mol 3 X1O-5Mol 
ω 1438mg 2.88倍

実 (75mg) (375mg) 

1 x 1O-9Mol 3 x 1O-5Mol 
験 a) 1475mg 2.95倍

(50mg) (400mg) 

群 3 x1O-9Mol 3 x1O-5Mol 
(C) 2495mg 4.99倍

(25mg) (775mg) 

(C) :凍結保存2週，移植3週

(55) 

ω， (B):凍結保存1週，移植2日
コントロール:犠牲死直後の血管
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Fig. 4 Microscopic findings after preservation with TC199 solution. (1) control (2) 1st week 

(3) 2nd week (4) 14th week. 

Light microscopic original magnification is X 40. HE stain. 

good response poor resonse 

Fig.5 Microscopic findings of the good and poor groups which were induced contractile 

responses in 1 week after cryopreservation， 2days after allo側transplationartery in 

a do叩 -dependentmanner by 5HT. Original magnification is X 40. HE stain. 

が3週間以上に及ぶと，血管壁から部分的に脱落して

いる所見がみられた。さらに，弾性繊維の配列には，

断裂も認められず，保存期間の長短期にもかかわらず，

良好に保持されており，移植後にも血管の柔軟性は十

分に保持されていた。一定期間凍結保存し，解凍後に

移植した血管のうち，血管収縮能で反応が不良であっ

た血管では，内皮細胞は脱落ないし形態が不明瞭とな

り，平滑筋細胞の配列が乱れていた。また外膜側は融

解もしくは消失し内腔側に偏在してみられ，かっ械の

踊平化や空泡形成が顕著にみられた。一方，これに対

し，収縮皮応が良好であった血管では，平滑筋細胞が

若干内腔側へ偏在していたが，細胞配列は比較的良好

に保持され，また核の融解や消失などの所見はごく軽

度にとどまっていた (Fig.5X40.HE stain.)。また，

内皮細胞は，移植後1日目より脱落，消失してしまう

が，移植後20日自になると，新たに宿主由来と盟、われ

る内皮細胞が出現し，これらは血流方向とほぼ平行に

配列し単胤となってみられた (Fig.6X 10， X20， X 

(56) 
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(1) (2) (3) 

Fig. 6 Microscopic findings of 2 weeks after cryopreservation， 20days after allotransplantation 

artery which induced contractile response in a dose dependent manner by 5HT. 

Monolayered endothelial cells from recipient tissue covered 1uminal surface of the allo 

graft. Original magnification is (1) x 10， (2) x 20， (3) x40. HE stain. 

40. HE stain.)。

m.考 察

動脈樫の組織構造は，内側から内膜，中膜，外膜と

呼ばれる 3J爾から構成されており， このうち中膜は動

脈躍の最も厚い部分で，その性質は動脈離の物璃学的

特性をほぼ決定している。血管の緊張度(トーヌス)

は，中膜の血管平滑筋の緊張度によって決まるが，

この緊強度を制御するものは，神経，血管内皮細胞及

び体液性困子である事が明らかになってきた。これら

の制御悶子のうち，内皮細胞非依存性で，血管平滑

筋に鹿接作用する5HTの血管収縮反応、は，平滑筋

の5HT2受容体を介してCa2 + channe1の活性化と

phospholipase Cの活性化を介して，細胞内より

Ca2+が放出されることによって発生するものと考え

られている。

今回我々は，この体液性悶子である5HTIこ対する

血管収縮反応を比較検討することにより，凍結保存し

た血管，凍結保存後に同種に移植した血管が，どの程

度これら平滑筋細胞の生理的活性能を祖存しているの

か検討した。病理組織学的観点からみれば，凍結保存

期間の短期，長期に関わらず，平滑筋細胞とその配列

は良好に保たれていたにも関わらず，解凍鹿後では

5HTの投与によっても血管収縮は発生しなかった。

ところが，凍結保存後に移植を行うことにより，コン

トロールよりもはるかに大きい収縮反応が認められた。

その理由としては，凍結保存により形態学的には平滑

筋細胞自体は良好に温存されているが， 5HTの投与

に対する収縮能は，解凍直後では平滑筋細胞自体が不

応期の状態にあり，それが移植によって生体内に復元

(57) 

されることにより，次第に回復してくる可能性が大き

く示喰された。また，平滑筋細胞の数寄分析したとこ

ろ，解凍醸後より移植した後の方が平滑筋細胞の数が

明らかに減少していた。それにも関わらず，血管収縮

の張力が増大傾向を示したという事実は，移楠後lこは

5HT!こ対する血管平滑筋の5HT2受%1体を介した反応

の活性化が大きく冗逃したものと考えられた。移植後

の平滑筋細胞の陣帯は，移植免般による蝦絶反応が関

しているものと，思われた。移植後2日目には内皮細

胞は脱落していたが，その後宿主側の内皮細胞の新生

がみられ，移植後20日目は単腐となって出現している

ことが確認された。これらの所見からI i)移楠した

血管が生体材料であるため，血管内皮細胞が新生しや

すいことに加え，品)宿主側と移植側の血管にコンブ

ライアンスの麓が小さくコンブライアンスミスマッチ

が発生しにくいこと，蹴)移楠後の移植血管の機能回

復が宿主側との弾性特性の瀦合に良好に作用している

ことが考えられた。

同種血管の移植に関して，現在大きな障害となって

いるのが移植免疫であるω→九凍結保存片の免疫に関

しては，最近の報告では免疫原生を有するとするもの

が多い。今回の我々の実験結果からは，移植を行うこ

とで移楠側の内皮細胞は早期に脱落してしまうこと，

移植側の平滑筋細胞数が減少することより，移植血管

の抗原性の低下が確認された。

IV.結 自脊

1 )日本白色家兎の胸部大動脈を用いた実験モデルに

おいて，凍結保存法により血管の平滑筋細胞は長期に

わたって良好に保存された。

2)凍結保存後同種に移植された血管は，解凍直後で
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は機能面の停止状態であるが，移植することにより機

能面の回復がみられた。

3)移植後20日目に，宿主側由来の内皮細胞の新生が

みられ，単層に配列していた。

4)移植を行うことで移植側の内皮細胞は早期に脱落

し，移植側の平滑筋細胞数も減少することより，移植

血管の抗原性の低下が確認された。

5)凍結保存後同種血管の移植は，特に小口径血管の

グラフト材料として有効であると考えられた。

本論文の要旨は，第26回日本血管外科学会総会(平成

10年5月，東京)において発表した。
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Aim Experimental results of an allogenic arterial graft with a cryopreservation method 

were reported. This study was designed to investigate how vessels after cryopreservation 

recovered their contractive function. 

Materials and methods Male Japanese white rabbits were used. The thpracic artery was 

harvested from Japanese white rabbits. They were frozen in a st叩叩wisemanner from 40C to 

-80
0

C using a programmed freezer， and then. preserved in liquid nitrogen at 1960C for one 

or two weeks After thawing the graft， the vessel was transferred into abdominal aortas of 

different rabbits. The rabbits were sacrificed after two or 20 days. 

Patency of the grafted vessels was observed postoperatively. Loosly adhering connective 

tissue was removed from each artery and the artery was cut into rings 5mm in length. Each 

ring was suspended by a pair of hooks. Isometric force generation was registered using a 

polygraph recorder. 

Serotonin 5HT (5HT) concentrationωresponse curves were constructed by adding cumulative 

doses of 5HT to the baths. 

Histopatholohical microscopic soecimens were examined. 

Result No contractive response to 5HT was detected for vessels immediately after rapid 

thawing. However， two and 20 days postoperatively， after the patency of the grafred vessels 

was confirmed， contraction induced by 5HT was significantly increased. 

Pathological examination revealed no significant difference between short-term and 

long-term storage of the cryopreserved vessels. On the vessels after transference， most 

epithelia were absent at two days， but on day 20， the inner surface of the graft was lined 

with endothelial cells originating from the recipient. 

Conclusin In this study， a satisfactory contractive response to 5HT in vessels after 

transference was observed at two and 20 days. Furthermore， satisfactory morphological 

results of the cryopreserved grafts may lead to new techniques for cardiovascular surgery. 
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