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エンドトキシンショックにおける DICの 意義およびヘパリンの効果を知る目的で,ヘ パリン前処置ラ

ットと無処置ラットについて,血 液学的,肝 形態学的変化,肝 ミトコンドリア機能および生存率について

比較検討した。無処置群ではエンドトキシン投与 3時 間目に血小板,血 装フィブリノーゲンの減少,血 清

FDPの 増加がみられ,肝 類洞にはフィブリン血栓が多発し, その周囲の肝組織に出血,壊 死が出現し,

その肝細胞内小器官の著明な変性が認められた。またこの時期に一致して急激な肝 ミトヨンドリア機能障

害が発生した。一方,ヘ パリン前処置群 3時間目では血液学的,肝 形態学的変化は軽度で,肝 ミトヨンド

リア機能障害もみられず,生 存率の著明な改善が認められた。

索引用情 :エンドトキシンショック,肝 ミトコンドリア機能,DIC症 候群,ヘ パリン

I。 指   言             Septic shockの 発生機序はきわめて複雑でその本態はい

・    近 年,外 科的感染症は各種抗生物質や副腎皮質ホルモ   ま だ明らかではない.

ン,免 疫促進剤等の使用増加により,そ の様相は一変し    一 方,実 験的 Septic shocとにおいて血管内凝固症候群

た。しかし,消 化管努孔や縫合不全等による汎発性腹膜   (diSSeminated intravascular ccagulation,DIC)と考え

,   炎 ,急 性胆襲胆道炎,敗 血症など外科領域で遭遇する重   ら れる血液凝回線溶異常が発生することはよく知られて

症感染症の発生は決して少なくない。特にグラム陰性菌   お りめり, 臨床的にもグラム陰性菌血症の経過中に DIC

感染症に伴 う敗血症性ショックは一般に重篤でショック   の 発生がしばしばみられることが報告されているゆ°。こ

の経過中あるいは離脱後に発生する重要蔵器障害はしば   の ような事実は SeptiC ShOcとと DICの 間になんらかの

しば患者の転帰を左右する。 しかもグラム陰性菌による   関 係があることを示唆している。 し かし, DICが ぃか
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なる機序でショックに関与しているかいまだ一定の見解

が得られていない。著者らはエンドトキシンショック時

に発生する重要臓器障害の 1つ として肝臓に注目し,特

にエネルギー産生系について報告してきたD.ま た,重

要臓器障害特にミトコンドリア機能障害と DICの 関連

性についても報告したの。今回,エ ンドトキシンショック

に対するヘパリンの効果について肝の形態学的所見およ

びミトコンドリア機能面より検討したので報告する。

II・ 実 験方法

(1)実 験動物および実験材料

Wistar_King系ラット (6, 180g前 後)を 使用し,

実験前日より絶食とした。エンドトキシン (Et)は E.

coli 026:B6 Difco Lab。., ヘタミリンはヘパリンナ トリ

ウム (清水製薬)を 使用した。

(2)ヘ パリンおよび Etの 投与方法

エーテル麻酔下にラット尾静脈より Et(5mg/100g体

重)を 。ne shotで投与し,ヘ パリン前処置群は Et投与

直前にヘパリン1,000Uを 静注し,無 処置群は同量の生

食水を静注した。

(3)血 液凝回線溶検査

① 血 小板数 :Et投 与前,投 与後5,30,60,120,

180,240分目に尾静脈 より採血し,血 小板自動測定器

cOA,PL 100)に よりull定した.

② 血 装フィブリノーゲン値 :Et投 与前,投 与後5,

30,60,120,180分 目にエーテル麻酔下に開腹し,下 大

静脈より採血し,フ ィブリノーゲン測定用キット (ミド

リ十字)を 用い,用 手法にて測定した。

③ 血 清 FDP値 :血葉フィブリノーゲン測定と同じ

ように採血し,血 清分離後 FDPL‐テス ト (帝国臓器)

により測定した。

(4)肝 の病理形態学的検索

Et投 与後経時的に屠殺脱血後, 肝臓を易」出し, 光顕

用には10%burered formalinで 固定後パラフィン切片

を作製し,H‐E染 色,PAS染 色および PTAH染 色を施

行した。電顕用には0・lM CacOdylate burer(PH 7.4)

で 2時間固定し,ア ルヨール脱水し,EPon包 埋を行い,

LKBI型 ミクロトームにより超薄切片を作製し, 酢酸

ウラニール飽和水溶液 とクエン酸鉛溶液で二重染色後

JEM 100B型 電子顕微鏡で観察した,

(5)肝 ミトコンドリア機能測定

Et投与後1, 2, 3, 4, 5時 間目に居殺脱血し,

小日の方法りに準じ, 肝 ミトコンドリアを分離調整し

た. 呼吸能およびリン酸化能は萩原の方法めに準じ,

ックに対するヘパリンの効果  日 消外会誌 1 5巻 4号

0.25MI sucrose,0.01M KHEP04,0・2mM EDTA, 0.01

M KCl,0.002M MgC12 0'01M Tris‐ HCI(pH 7.4)の

反応液中25℃で SucCinate基 質を用い, 酸 素電極装置

(ユニオン技研)に より測定した。蛋白量は LOwry法

にて測定した。

(6)生 存率の検討

ヘパリンの投与量および投与時期により下記の5群 に

分け,そ れぞれの24時間生存率について検討した.第 I

群 :ヘパリン無処置群 (n=10)第 I群 :ヘパリン500U

前処置群 (n_10),第 亜群 :ヘパリン1,000U前 処置群

(n=10),第 W群 :Et投 与後 1時間目にヘパリン1,000

U投 与した群 (n=10),第 V群 :2時 間後に1,000U投

与した群 (n=10).

III・ 実 験成績

(1)血 小板数

ヘパリン無処置群,ヘ パリン前処置群ともに Et投 与

5分 後には急激な減少がみられ,30分 以内に急速に回復

し,以 降再び減少するが,ぺ ′ミリン前処置群の減少率は

小さく, 180分 目には両群間に有意差を認めた (表 1,

2).

(2)血 愛フィブリノーゲン濃度

表 1 ヘ パリン無処置群における血小板数の変化
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表 2  ヘ パリン前処置群における血小板数の変化
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表 3 血 築フイブリノーダン濃度変化

(mg/100ml)**Pく 0.001

Et投 与前のラット血装フィブリノーゲン濃度は243.6

±45.Omg/dlであった。無処置群は Et投与後120分迄は

有意の変化を認めなかったが180分では60。1±22.3mg/dl

と著しい低下がみられた。ヘパリン前処置群は Et投 与

直後より,や や低値を示すが180分後では209.8±20.8と

著明な低下を認めなかった (衰3).

(3) 血 清 FDP値

無処置群では, 表 4の ごとく, Et投 与 1時間迄は陰

性であったが, 2時 間日頃より増加しはじめ, 3時 間目

には著しい増加を認めた。_方 ,ヘ パリン前処置群はヘ

パリン使用のため FDPL―テストでは測定不能であった。

表4 Et技 与後のヘパリン無処置ラットの血清FDP
の変化

(4)肝 の病理形態学的所見

① 光 顕的所見 :無処置群 2時間目迄は門脈の軽度う

っ血と白血球浸潤, 肝細胞内 には少数の PAS,PTAH

染色陽性の round glassy substancesが見られる以外著明

な変化を認めなかった。 3時 間例ではグリツン鞘内門脈

のうっ血が著しく,一 部血管壁の破綻を伴い,イ 葉ヽ周辺

帝から中間帯におよぶ著明な出血と壊死がみられた (図

1)。 また中心静脈の多くは拡張し強い好中球の浸潤と

肝細胞内には rOund glassy substancesが多数見られた。

さらに, 2時 間例まであまり見られなかったフィプリン

血栓が類洞や門脈に見られるようになり,多 くの場合そ
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図 1 ヘ パリン無処置群におけるエンドトキシン投

与後 3時 間目の肝組織所見 HE染 色 25X

図2 ヘ パリン無処置群3時間目類洞にフィブリン

血柱 (↑印)を みとめる RTAH染 色 160X

の周辺での肝細胞変性壊死が特に著明であった (図2).
一方,ヘ パリン前処置群 3時間例ではグリツン鞘内門脈

のうっ血は軽度で出血や壊死はほとんど見られず,フ ィ

ブリン血栓も全 く認められなかった (図3)。 し かし,

図3 ヘ パリン前処置群におけるエンドトキシン投
与後3時間目の肝組紋所見 HE染 色 65X

は 性c革じをめて酌母施め(1品けなって2穐助をめて4Rじコめ

帥的
強∞
明的晦∞脱的競的
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白血球浸潤や round giassy substancesはその数こそ少な

いがヘパリン前処置群にも認められた。

② 電 顕的所見 :無処置群 3時間例の肝細胞所見は核

質の凝集,ク ロマチン間域の狭小が著明で細胞質は糖源

顕粒の減少が著しかった。 ミ トコンドリアは腫脹し,マ

トリックスの凝集および稀薄化,ク リスタの乱れと数の

減少,一 部にミトヨンドリア膜の断裂も見られた。粗面

小胞体はその数の減少 とともに層状構造の乱れや膨化

が著明であった (図4).な お, 光顕的に round glassy

図4 ヘ パリン無処置群におけるエンキドトシン投

与後3時間目の肝電顕像 Mt(ミ トコンドリア),
RER(粗 面小胞体)5,670X

substancesとして見られたものは電顕的 には限界膜に

囲まれた空胞として存在した。 小 葉周辺部の類洞には

KuPrer細 胞,血 小板,赤 血球およびフィブリン様物質

等による微小血栓が見られた。 こ のフィブリン様物質は

多彩な dendtyを有するものが現在しており,同 期性は

図5 ヘ パリン無処置群におけるエンドトキシン投

与後3時間日の肝電顕像類洞にフィブリン様物質

(f)を 認める.Ku(KuPrFer細 胞)3,570X

実験的エンドトキシンショックに対するヘパリンの効果  日 消外会誌 15巻  4号

不鮮明であった (図5).一 方,ヘ パリン前処置群では上

記のような核質や細胞質の著しい変化は見られず, ミト

ヨンドリア,粗 面小胞体等の細胞内小器官の形態も比較

的正常に保たれていた。類洞には微小血栓が見られず,

Kuprer細 胞の形態は良く維持されていた (図6).

(5)肝 ミトコンドリア機能

無処置群の肝 ミトヨンドリアの呼吸調節率(resPiratOFy

control ratio,RCR)はEt投 与後 3時 間を過ぎると2.98

±0,30と著明な低下を認めるが,前 処置群は3.97±0,06

と殆んど低下を認めなかった (図7)。ADP/O比 も3時

間目に無処置群1.39±0,10,前 処置群1.60±0.03と差が

図6 ヘ パリン前処置群におけるエンドトキシン投

与後3時 間目の肝電顕像 N(核 ),Ku(KuPrer

細胞) 2 , 3 4 0 X

図 7  エ ンドトキシン投与後の肝 ミトヨンドリア呼

吸調節率の変化

ヘパ リン無処置群

ヘパリン前処置群
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図 8 エ ンドトキシン投与後 の肝 ミトヨン

ADP/O比 の変化

表 5  エ ンドトキシン

入後のラット生存率
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(5mg/100g)を尾静脈より注

CrouP I:ヘパリン無処置群

I:エ ンドトキシン投与前にヘパリン 500U.

投与した群

皿:エンドトキシン投与前にヘパリン1000U.

投与した群

Ⅳ :エンドトキシン投与 1時間後にヘパリン

1000U.投 与した群

V:エ ンドトキシン投与 2時間後 にヘパリン

1000U,投 与した群

U前 投与群の生存率が最も良かった。

I V , 考  察

Etが血中に入るとまず血小板
り
,白 血球

lめ
,と 直接結

合し,こ れからの細胞より種々の Chemical mediatorを

放出させ1い11),循
環系に種々の影響を及ぼし,さ らに重

要臓器障害を発生させるとされている。 しかし, Etの

これらの作用は動物の種類により異なっており
1の

,Et

の多彩な生物学的活性を示すものであろう。エンドトキ

シンショック時に発生する臓器障害の中でも特に肝臓は

Etの target orttnの1つ とされ,ま たその障害は個体

の死に結びつくとされている
1り。このことから種々の方

面より多くの研究がなされている。Etの肝細胞に対する

作用として,ラ イツゾーム膜の脆弱化
1°

,glycOgenolysis

の増加と gluconeogenesisの減少
19な

どが報告されてい

る。また肝の形態学的な面からの研究もみられる
1°17).

しかしながら,こ のような肝臓をはじめとする重要臓器

障害が Etの 直接作用によるものか,あ るいは循環不全

等による二次的変化なのか,ヽ まヽだ明らかではない.

Harke■19ら は細胞膜は Etの barrierとはなり得ない

と述べており,DePalmalり らは形態学的変化の発生時

期より,SChumer2o)ら はライツゾームの検討から Etの

直接作用を強調している。一方,Berry")ら は肝細胞の

変化を Etに よる網内系障害を介しての変化であるとし

ており,平 間
2り

らは電顕的形態学的検索から,平 田2め
ら

はライソブーム酵素活性と酸性ネスファターゼのアイツ

ザイムパターンより,肝 細胞の変化は微小血栓のための

二次的変化と報告している.

Etに は血小板損傷作用
2o,血

管内皮損傷作用
2°

,白

ド リ ア

認められた (図8).ミ トコンドリア mg蛋 白当りの 1

分間のATP産 生能は両群 ともEt投与 2時間迄に一過性

の元進を示すが,無 処置群 3時 間目では112.14±25。37n

moles ATP/mg Mt protein/min。と急激に低下した。前

処置群は3時 間日でも158.08±10.08n moles ATP/mg

Mt Protein/min。と比較的正常に保たれていた (図9).

(6)生 存率

表5の ごとく,第 I群の24時間生存率 0,第 120%,

第 I群 60%,第 IV群40%, 第 V群 20%と ヘパリン1,000

図9 エ ンドトキシン投与後 の肝 ミトコン ドリア
ATP生 成能の変化

/Mt mg protetn min

―  ヘ パリン無処置群

OD‐‐● ヘ パリン前怨置群

吻
∽
∽
∽
吻

ヘパ リン無処置群

ヘパリン前処置群
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血球損傷作用
2の

などがあり,内 ・外困性の血液凝固機序

を作働させるといわれており,Et投 与によって DIC症

候群が発生する機序は十分うなずける。しかし,こ の発

生した DICと ショックとの関連性についてはまだ一定

の見解が得られていない.

今回,著 者らはエンドトキシンショックに対するヘパ

リンの効果について検討を加えてみた。エンドトキシン

ショック時のヘパリンの効果についての報告は種々であ

り,エ ンドトキシンショックや細菌性ショック実験にお

いてヘパリンが死亡率を低下させたという報告
2つ2o,逆

に効果が認められなかったとする報告
2の3の

もあり,一 致

した結果が見られない。 それは実験動物の種差, Etぉ

よびヘパリンの投与量とその投与方法の違い等の他に,

エンドトキシンショックの病態の複雑さを物語るもので

あろう.

著者らの実験結果より検討してみると,ヘ パリン無処

置群では Et投 与直後に急速な血小板減少を認め,30分

以内に一時回復するが,再 び減少した。この所見は流血

中に入った Etが 血小板に吸着されり
, 血小板の凝集が

起 り,さ らにVおCus metamorPho車Sへ と進み,流 血中よ

り消失すると同時に血小板第3, 4因 子,セ Fト ニン,

ADPな どが放出され,血 小板凝集が増々進み, いわゆ

るDIC症 候群発生の triggerとなるのであろう。また,
一時流血中に血小板が増加するのは牌臓や骨髄中の血小

板が流血中に送り込まれるためと考えられる.血 葉フィ

ブリノーゲン値は Et投 与 3時間目に急激に低下し,血

清 FDP値 は逆 に2時 間日頃より徐々に増加した。こ

れらの所見は異常な過凝固状態が発生しつつあることを

意味している.松 田
3,は DIC症 候群発生 の診断基準

として,血 小板数の減少ヵ血葉フィブリノーゲン値の低

下,血 清 FDP値 の増加を重要視しており,本 実験では

Et投 与後 3時間目にDIC症 候群の条件が満され,光 顕

的にもフイブリン血栓が認められるようになった。

次に組織学的検索では上記のように血液学的に DIC

症候群が明らかとなり,フ ィブリン血栓が見られる時期

に一致して著しい出血や肝細胞の変性壊死が見られた.

しかも,血 栓が多発している部位の小葉周辺常に強い変

イとがみられ,こ の部の電顕像では肝細胞内の空胞形成,

ミトヨンドリアの腫脹と変形,粗 面小胞体の乱れとその

数の減少等の所見を示していた.

一方, ヘパリン前処置群では, Et投 与直後の血小板

数の減少は無処置群同様見られるが, 3時 間目では血小

板数の減少および血装フィブリノーゲン値の低下が見ら
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れず,凝 固元進を阻止できた。また,組 織学的にもフイ

ブリン血栓は認められず,肝 の形態学的変化も軽度であ

った。

以上のように Et投 与によって発生する肝の形態学的

変化は平間
2り

ゃ平田
2め

らの結果と同様にフイブリン血栓

がその原因として重要な役割を果している可能性が示唆

された。

さて,そ のフィブリン血栓であるが,成 松
3ゆ

らは DIC

におけるフイブリン血栓を形態学的に均質型と線維型の

2型 に大別している.均 質型はXⅢ因子の関与のない,あ

るいは関与のうすいフィブリンモノマー複合体またはそ

の類似物質と考え,線 溶のうけやすい血栓としている.

一方,線 維型はフィブリン重合ないし,安 定化因子の関

与が不充分なフィブリン体と考え,比 較的線溶をうけに

くい血栓であろうと述べている。本実験例では Et投 与

後 3時 間目に明らかなフィブリン血栓が見られるように

なったが,そ れ以前に DIC症 候群が発生している可能

性は強い.実 際 DIC症 候群が発生 しているにもかか

わらず,特 に肝臓などでは光顕的にフィブリン血栓が認

められないことがあるといわれているめ. そ の理由とし

て, 小血栓は一応形成されるが線溶の受けやすい type

の血栓 (均質型フィブリン血栓)が 主体となっているた

め,(2)フ ィブリンモノマーに対する PTAH染 色の

不安定のため,(3)網 内系による活発なフィブリンの

処理能などが考えられる。

次に肝 ミトヨンドリア機能についてみるとヘパリン無

処理群の呼吸調節率 (RCR),ADP/O比 および ATP生

成能は Et投 与 2時 間迄は低下を認めなかったが,光 顕

的にフィブリン血栓が形成され,肝 細胞の出血,壊 死が

著明となる3時 間目を過ぎると急激に低下し,電 顕所見

によるミトヨンドリアの形態的変化と一致した.こ の所

見は肝細胞の irreversibieな変化を示しているものと考

えられる。 一方, ヘパリン前処置群では,Et投 与後 3

時間目を過ぎても RCR,ADP/O比 および ATP生 成能

の低下を認めなかった。以上の所見は Et投 与後に発生

する肝 ミトコンドリア機能障害も微小血栓形成による組

織 hyPOXiaが主な原因となっている可能性を示唆してい

る。

生存率について検討してみると,表 5の ごとく,ヘ パ

リン無処置群の24時間生存率は0で あったが,ヘ パリン

処置群特に前投与群の生存率に著しい改善がみられる。

この所見 からはエンドトキシンショック時 には確かに

DIC症 候群が発生し,こ の DICが ショックをさらに増
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悪させる重要な因子であることが予想される。また,ェ

ンドトキシン投与実験においてヘパリンを One shotに

て投与する場合には,よ り早期に,か つ大量に投与する

方がより効果的であることを示唆 している。

一方,ヘ パリンの作用機序については,現 在なお明確

でなく,Filkins3めらはヘパリンが網内系を賦活させる

と報告しており,Cans3りぉょび Margaretten3Dらはヘ

パリンが DICの 発生を阻止することにより生存率を改

善すると述べている。他に,ヘ パリンは循環系内におい

て Etを 変化させる酵素を活性化させるという報告
30も

あるが定説はない。本実験からもヘパリンの作用機序に

ついては明確にできなかったが,エ ンドトキシンショッ

クに対するヘパリンの効果は明らかに認められ,少 なく

ともヘパリンは Etに よる DIC症 候群の発生を阻止し,

円脈→類洞→中″心静脈の肝微小循環を保持することによ

り組織 anoxiaを防止するものと思われた。

最後に,エ ンドトキシンショックの病態像に関して,

先に述べたように DIC症 候群のみからでは説明つかな

い点もあり,さ らに臨床例に対するヘパリンの使用につ

いては,そ の使用量,使 用方法および使用時間等の検討

も併せて,今 後の研究が待たれる。

V ・ 結  語

エンドトキシンショックに対するヘパリンの効果を検

討し,以 下の結果を得た.

(1)エ ンドトキシン投与後 3時 間目に血小板 の減

少,血 装フイブリノーゲン値の低下,血 清 FDP値 の増

加という血液学的 DIC症 候群の発生が認められたが,

ヘパリン前処置により阻止された。

(2)ヘ パリン無処置群ではエンドトキシン投与 3時

間例に光顕的,電 顕的に小葉周辺部類洞やグリツン鞘内

内脈にフィブリン血栓 がみられ, その周囲の肝細胞,

KuPrer細 胞の変性,壊 死が著しく,そ れらの細胞内小

器官の変性も著明であった。一方ヘパリン前処置群では

フィブリン血栓は全く認められず肝の形態学的変化も軽

度であった.

(3)ヘ パリン無処置群の肝 ミトヨンドリア機能はエ

ンドトキシン投与後 3時間を過ぎると,急 激に呼吸調節

率,ADP/O比 および ATP生 成能が低下した。 一方,

ヘパリン前処置群では低下を認めなかった.

(4)エ ンドトキシン投与後24時間の生存率は,ヘ パ

リン無処置群 は0%, ヘ パリン500U前 投与群20%,

1,000U前 投与群60%, エ ンドトキシン投与 1時間後に

ヘパリン1,000U投 与群40%,2時 間後に1,000U投 与
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した群20%で あった。

以上の結果より,エ ンドトキシンショックに対 し,ヘ

パ リンはきわめて有効であると思われた.

本論文の要旨は,第 16回日本消化器外科学会総会にお

いて発表した.
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