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虚血障害は究極的には Caイ オンの細胞内への inauxにより生じるとの説がある。そこで Ca措 抗

剤 (塩酸 diltiazem以下 DZ)が 肝虚血障害に対して防御効果を有するか否かを,雑 種成犬を用いて肝

流入血行遮断による肝虚血モデルを作成し,無処置群とDZ投 与群において検討した。DZを 投与する

ことにより,肝 虚血後の肝組織血流量および動脈血中ケトン体比が,無 処置群に比べて良好に回復し

たことから,DZは 肝虚血障害に対する防御効果を有するものと考えられた。さらに,全身循環動態に

影響をおよぼさないで,肝虚血障害を防御できるDZの 至適血中濃度は150ng/mi前後であることを確

認した。
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I . 絡 言

近年,肝 胆膵手術に際して,門 脈,肝 動脈に対する

血管外科手法が導入され, より積極的な治療が試みら

れつつある。しかしながら一方では,肝 臓は虚血によ

り容易に障害されるといわれており,手 術時の肝流入

血行遮断による肝虚血障害が問題になる。また,肝 移

植においても,donOr肝が受ける虚血障害は,移植後の

肝機能発現に影響を及ぼすと考えられる.臓 器の虚血

障害は虚血中の障家と血流再開時に発生する障害 (re,

perfusion iniury)とからなるとされている
1)。 これら

の障害過程にCaイ オンの細胞内への influxが大きく

関与するとの報告分がある。したがって,Ca捨 抗剤を

投与することにより,肝 虚血を伴 う外科手術をより安
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全に施行でき,また,肝移植においてもprimary graft

failureの防止や保存時間の延長に役立つ可能性が考

えられる。

そこで,雑 種成犬を用いて肝流入血行遮断による肝

虚血障害モデルを作成し,肝 虚血障害に対するCa措

抗剤 (塩酸 diltiazem以下 DZ)の 防御効果を肝代謝機

能,全 身および肝循環動態の面から検討した。

II.実験方法

肝虚血障害に対するCa措 抗剤 (DZ)の 防御効果を

検討することを目的に,雑 種成犬を用いて肝虚血障害

モデルを作成し,無処置群とDZ投 与群とに分けて,虚

血前 。中 。後の肝代謝機能,肝 組織血流量,全 身循環

動態について比較検討した。

1.実 験材料および肝虚血障害モデルの作成

実験前日より絶食とした体重15kg前 後の雑種成犬

を用いて,硫 酸アトロピン0.03mg/kg,ベ ントパルビ
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タールナ トリウム25mg/kg,バ ンクロニウムブロマイ

ド4mgを 静注後,気 管内挿管しレスピレ
ーターを用い

て調節呼吸(15m1/kg/回,10回 /min)で維持した。実

験開始時より左肘静脈よりEL‐1号液を20m1/kg/hour

投与した。輸血はヘマトクリット値を測定しながら,

30%前後に維持するように適宜施行した.

右大腿動脈にカテーテルを挿入し動脈血採血および

圧預」定用とした。腸間膜静脈より2本のカテーテルを

挿入し, 1本 は門脈圧測定用, 1本 は薬剤注入用とし

ヲ【i.

肝虚血障害モデルは肝十二指腸靭帯 (肝動脈 ・門脈

を含む)を サティンスキー血管鉗子を用いて,60分 間

肝流入血行を遮断することにより作成した。またその

際,内径4HIIn,長さ90cmの シリコンチュ
ーブを用いて

陣静脈―左外頭静脈間に門脈バイパスを設置した。バ

イパスは肝血流遮断と同時に開放し,血 流再開と同時

に閉鎖した。

2.実 験群

I群 :無処置群 (n=5)

II群 :DZを 肝血流遮断30分前 か ら 2時 間10″g/

kg/min門 脈内持続投与するとともに,肝 血流遮断直

前に70″g/kg静 脈内投与する群 (n=5)

II群 :DZを 肝血流遮断30分前 か ら 4時 間20″g/

kg/min門 脈内持続投与するとともに,肝 血流遮断直

前に280/g/kg静 脈内投与する群 (n=5)

3.検 査項目および方法

肝血流遮断前,血 流遮断開始後30分,血 流再開直前,

血流再開15分,30分 ,60分 ,120分 ,180分 後の各時点

で,以 下の検査を施行した。

1)動 脈血中ケトン体比 (AKBR)の 測定

大腿動脈より5mlの ヘパ リン加採血を行い,直 ちに

4℃ で3,000rpmに て10分間遠心分離 した血装中の

acetoacetateとβ hydrOxybutyrateを定量し,動脈血

中ケトン体,ヒ(acetoacetate/β‐hydrOxybutyrate)を

算出した。定量には Williamson酵 素法の原理めに基づ

いた動脈血中ケトン体測定用試薬 (ケ トレックス,三

和化学)を 用いた。

2)Lactateの 測定

大腿動脈よリヘパ リン加採血を行い,血 衆分離を直

ちに行い,Lactate定 量キット(デタミナ
ーLA,協 和

メディクス)を 用いた。 lactate oxidase, peroxidase

系による酵素法にて測定した。

3)一 般生化学検査

一般生化学検査として,glutanlic oxaloacetic ttans‐
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aminase(GOT), glutamic pyruvic transaminase

(GPT),creatinine(Cr)を 測定した。

4)肝 組織血流量 (HBF)の 測定

肝外側右葉被膜下lcmに 特殊白金電極 (ワイヤタイ

プエレメントUHE‐201, ユニークメディカル社)を刺

入し,水素クリアランス式組織血流計(ユニ
ークメディ

カル社 PHG‐201)を用い,水素ガス吸入法で ketyの 理

論式。により水素クリアランス曲線を描き算出した。

5)平 均動脈圧 (MAP),平 均門脈圧 (MPVP)の 測

定

大腿動脈,腸 間膜静脈に留置したカテ
ーテルにモニ

ター (マルチスーパー2F22,三 栄)を 接続して測定し

た。

6)動 脈血中 DZ濃 度の測定

大腿動脈よリヘパ リン化採血を行い,血 漿分離を直

ちに行い,血 衆検体lmlに 蒸留水0.5ml,lMリ ン酸緩

衝液(lMリ ン酸ニカリウムをlMリ ン酸
一カリウムで

pH 9に 調整)0.5ml,お よびシクロヘキサン6mlを 加

え10分間振盪する。2,000rpmで 5分 問遠心分離した

後,シクロヘキサン層の5mlを 分取し,これを減圧法に

て濃縮乾回した。この残澄に内部標準液 (パラヒドロ

キシ安息香酸イツプロピル500ng/m10,002N塩 酸溶

液)0.3mlを 加えて溶解し,そ の200″1を HPLC(高 速

液体クロマ トグラフLC-6A島 津製作所)によって分析

した。

7)統 計処理法

結果は平均値士標準誤差 (mean± SE)で 表した。有

意差検定には Studentの t検 定を用い,危 険率 p<

0.05を有意とした。

IH,実 験結果

1.動 脈血中ケトン体比 (AKBR)

AKBRは 図 1に示すごとく,肝 血流遮断前に1.1前

後であったが,肝血流遮断により3群 とも0.6前後と著

明に低下した。その後 I群では血流再開120分後までは

前値に回復しないのに比べて,II群 ・III群では I群 に

比較して回復は有意に促進され (p<001),血 流再開

30分後にはおのおの1.2±0.14(n=5 meanttSE),

0.9±0.04(n=5)と 前値に回復した。

2. Lactate

Lactateは 図 2に 示すごとく,I群 ・HI群とも肝血流

遮断により急激に増加した。血流再開後もさらに増加

し,180分 後には I群 217± 37mg/dl(n=5 mean±

SE),III群 161±13mg/dl(n=5)と なった。 し かしII群

では血流再開60分後より低下し始め,180分後には89±
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図 1  肝 血 流遮 断 に よる動脈血 中 ケ

(AKBR)の 変動
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肝血流遮断によるCOT,CPTの 変動
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図2 肝 血流遮断によるLactateの変動

19mg/dl(n=5)と I群 ・皿群に比べて有意に低値を示

した (p<0.05).

3.一 般生化学検査

GOTは 図 3左 に示すごとく, 3群 とも肝血流遮断

時には上昇を認めなかった。 I群では血流再開15分後

すでに192±581U/′(n=5 meanttSE),180分 後535土

1591U/′(ni5)と 急激に上昇するのに対し,II群 およ

肝虚血障害に対するCa措 抗剤

トン体比      図 3
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肝血流遮断による血清クレアチニン (Cr)の 変
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びIII群では血流再開15分後155±461U/′(n=5),64土

91U/′(ni5),180分後283±801U/′(ni5),180±32

1U/′(ni5)と増加は軽度である傾向を示したが, 3

群間に有意差を認めなかった。

CPTも GOTと 同様,図 3右 に示すごとく, I群

は血流再開15分後に241±871U/′(n=5 meanttSE),

180分後463±1761U/′(n=5)と急激に上昇するのに対

し,H群 および田群では血流再開15分後197±621U/′
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図5 肝 血流遮断による肝組織血流量 (HBF)の 変動

図6 肝 血流遮断による平均動脈圧 (MAP)の 変動

(n=5),61± 91U/′(n=5),180分 後317±1021U/′(ni

5),134± 151U/′(n=5)と 増加は軽度である傾向を示

したが,や はり3群間に有意差を認めなかった。

Crは 図4に示すごとく,3群 とも肝血流遮断により

増加した。 I群 。III群では血流再開後もさらに増加し

て,180分 後にはI群 1.26±0.26mg/dl(n=5 mean土

SE), III群1176±0.08mg/di(n=5)と なった。しかし

II群では,血流再開60分後には低下し始め,180分後に

は0.86±0 07mg/dl(n=5)と 前値に回復した。

4.肝 組織血流量 (HBF)

図 5は 肝血流遮断時のHBFを 100%と して,HBF
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肝血流遮断における平均門脈圧 (MPVP)の 変

図8 塩 酸diltiazem(DZ)投与群における血中DZ濃

度の変動

の変動を示したものである。 I群 では血流再開後も低

値を持続し,180分 後でも59± 5%(n=5 meanttSE)

と回復しないのに対して,II群 では回復は有意に促進

され (p<0.01),血 流再開60分後には92± 5%(n=5)

とほぼ前値にまで回復した,III群では回復はさらに速

く,血 流再開15分後までに85± 9%(n=5)と なり,

30分後には105± 9%と ほぼ前値に回復した。

5。平均動脈圧 (MAP),平 均門脈圧 (MPVP)

MAPは 図 6に 示すごとく, 3群 とも肝血流遮断に

より低下した。 I群 ・III群では血流再開後 MAPは 上

昇し始めるが,30分後より再度低下し,180分後には I

図 7
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素の発生を助長していものと考えられる。

血管内皮細胞への Caイ オンの流入は血管内皮細胞

障害を起こし,血 管姿縮をじゃっ起して肝徴小循環を

も障害する1011)と考えられる。

以上より細胞内への Caイ オンの inauxの増加を抑

制することで虚血障害を軽減できる可能性が考えられ

る。事実,心筋虚血障害や腎虚血障害に対するCa措 抗

剤の防御効果については現在多数報告 されてい

る1り
～1●
。しかし肝虚血障害に対するCa措 抗剤の防御

効果に関する報告は少ない1動.

そこで著者らは,雑 種成犬を用いて肝流入血行遮断

による肝虚血障害モデルを作成し,虚 血前 ・中 ・後の

肝代謝機能,肝 および全身循環動態を中心に Ca措 抗

剤 (Diltiazem,DZ)の 防御効果を検討した.

水素クリアランス法により測定 した肝組織血流量

は,無 処置群では肝虚血後の回復が不良で,血 流再開

180分後でも前値に回復しないのに対して,DZ投 与群

では血流再開後60分以内にはぼ前値にまで回復した。

Flaimら 16)は,DZが 肝血管抵抗を減少させ肝血流量

を増加させると報告している。本実験でもI群 とIII群

の平均動脈圧 ・平均門脈圧 ・肝組織血流量の変動をみ

ると,両 群間に平均動脈圧および平均門脈圧に有意な

差を認めなかったにもかかわらず, I群 に比較してIII

群では肝組織血流量が有意に増加していた.こ のこと

は,DZが 肝虚血後の肝血管抵抗を減少させる作用を

有することを示唆するものと考えられる。 こ の肝血管

抵抗減少は,DZの 血管拡張作用によるものだけなの

か,あ るいは虚血により血管内皮細胞が障害され血管

姿縮が起こるのを防御したためなのかはさらに今後の

検討を要する。いずれにせよ,DZが 肝虚血後の肝組織

血流量を増加させたことは肝機能回復にとって重要な

意義を有するものと考えられる。

事実,肝 ミトコンドリアの NAD十 /NADHを 的確に

反映し,肝のenergy charge levelとよく相関するとい

われている動脈血中ケトン体比lのが,DZ投 与群では

無処置群に比べて,回 復が有意に促進されていた。 し

かし, この動脈血中ケトン体比の回復促進は,逸 脱酵

素であるGOT,GPTが DZ投 与群で無処置群に比べ

て低値を示したことから見て,単 に肝組織血流量が増

加した結果によるものだけではなく,DZが 虚血肝細

胞障害を直接防御している可能性も考えられる。

以上のごとく,DZを 投与することにより肝虚血後

の肝組織血流量および動脈血中ケトン体比が良好に回

復し,逸脱酵素が低値であったことから,DZは 肝虚血

群62±8mmHg(n=5 meanttSE), Ⅱ I群67±6mmHg

(n=5)と なった。 し かしII群では低下せず,180分 後

には93±6mmHg(n=5)と I群 ・III群に比べて有意に

高値を示した (p<0.05).

MPVPは 図 7に 示すごとく,3群 とも肝血流遮断に

より上昇した。血流再開後はただちに低下し始め,全

経過を通じて 3群 間に有意差を認めなかった。

6.動 脈血中 DZ濃 度

動脈血中 DZ濃 度は図 8に示すごとく,肝 血流遮断

直前の静脈内投与と門脈内持続投与により肝血流遮断

60分後にはH群 270±76ng/ml(n=5 mean± SE),III

群610±182ng/ml(n=5)と 上昇し,III群でより高値を

示した。血流再発後は直ちに低下して,15分 後にはII

群133±30ng/ml,III群278±79ng/mlと なり,以 後は

180分後までほとんど変動しなかった。

I V . 考 察

以前より肝臓の虚血障害に関する種々の研究5汚)が

行われ,肝 臓は虚血により容易に障害を受けるとされ

ている。

近年,肝胆膵領域における外科的治療の進歩に伴い,

肝硬変合併肝癌や門脈 ・肝動脈への浸潤を伴 う進行癌

(胆道癌・膵頭部癌)に 対して,肝 流入血行の遮断を伴

う積極的な手術が行われるようになった。そのため手

術時の肝血流遮断による虚血障害が問題となる。

虚血障害の機序1)は大きく二つに大別されると考え

られる。一つは虚血中の無酸素下で進行する過程であ

り,い ま一つは虚血後血流再開により不可避的に起こ

る活性酸素による障害である。これらの障害過程に Ca

イオンの細胞内への induxが大きく関与するとの説ら

がある。すなわち,虚血によリミトコンドリアの ATP

合成が止まり急速に細胞内 ATP含 量が低下するのに

伴い,イ オンの能動輸送が阻害され細胞内への Caイ

オンが流入するの。その結果 phosph01ipase A2が活性

化され, リン脂質や蛋自の分解が生じ細胞膜障害を起

こすと考えられる。虚血後血流を再開すると,虚 血中

細胞内に増加した還元物質およびキサンチン脱水素酸

素からキサンチン酸化酵素への転換により活性酸素が

発生するゆ.こ の活性酸素によリリン脂質や蛋白が過

酸化障害を受け細胞膜障害を起こすと考えられる。ま

た活性酸素は小胞体 Caポ ンプも不活化し,細胞内 Ca

イオン濃度の蓄積をさらに助長し,ひ いては ミトコン

ドリアの酸化的 リン酸化を抑制する。この障害過程に

おいて,虚 血中に細胞内に流入 した Caイ オンは

ca2+,aCtivated neutral prOteaseを活性化りし,活性酸
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障害に対する防御効果を有するものと考えられた。

しかしながら,腎 糸球体濾過率 (GFR)と 密接な関

係があり腎機能障害の指標としての血清クレアチエン

の変動をみるとIII群が I群 に比べて高値である傾向を

示した。また肝臓以外の末精,特 に筋肉での影響も受

けやすい lactateの変動をみても両群とも増加し続け

回復しなかった。これは,平 均動脈圧で有意な差はな

いもののIII群が I群 と比較して低値を示す傾向を認め

たことと考え合わせて,III群では前述したごとく,肝

虚血障害に対する防御効果はあるものの,全 身末精循

環障害を引き起こしているものと考えられた. これは

DZの 投与量および投与時間が影響している可能性が

あると思われる。

そこでIII群に比べて DZの 投与量が少ないII群とIII

群を比較してみると,平 均門脈圧には有意差を認めな

かったが,平 均動脈圧はII群ではIII群に比べて肝虚血

中 ・後を通じて有意に高値を示した。また血清クレア

チエンおよびlactateの変動に関してはII群ではIII群

に比べて有意に低値を示した。しかし肝組織血流量の

回復は,II群 ではIII群に比べて遅れた。これは,III群

では肝末給レベルまで充分血管抵抗が減少して肝組織

血流量が増加したが,全 身の末檎血管抵抗減弱作用も

強く,平 均動脈圧がII群に比べ有意に低値となり,末

沿循環障害が著明に出現したものと思われる。逆にII

群では全身の末浦m管 抵抗の減少はIII群に比べ軽度で

あるために平均動脈圧は高値を維持しえたが,肝 末補

血管抵抗の減少もやはりIH群に比べて軽度であるため

に,平 均動脈圧が高値を示すのにもかかわらず肝組織

血流量の回復が遅れたものと推察される。

Warltierら1ゆはイヌを用いての肝血流量に関する

実験で,DZを 15または30″g/kg/minで 静脈内投与す

ると肝血流量が増加したと報告している。平川ら
1りは

イヌを用いての実験で,DZを 10～30″g/kg/minで 点

滴静とすると投与開始 とともに腎血流量は増加する

が,0.lmg/kg以 上単独静とすると腎血流量は減少し

たと報告している。本実験では静とと門脈内持続投与

を併用しており,DZを 代謝する肝臓自身が虚血障害

を受けることになるので,こ れらの文献による結果と

簡単に比較できないと思われる。

血流再開後の動脈血中 DZ濃 度はII群では150ng/

ml前 後,III群では250ng/ml前後であった。Morselli

ら2のは,臨床において肝血管拡張作用を示し,心虚血障

害を防止できる至適血中濃度は100～200ng/mlと報

告している。本実験結果でも全身循環動態に影響をお
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よばさないで肝虚血障害を防御できるDZの 至適血中

濃度は150ng/ml前後 と考えられ,臓 器は異なるが,至

適血中濃度はほぼ
一致すると推測できた。

以上 より肝流入血行遮断による肝虚血障害に対 し

て Ca浩 抗剤である DZを 適切な濃度で投与す ること

により全身循環動態に影響を及ぼさないで肝虚血障害

を軽減できる可能性が示唆された。

V . 結 語

肝虚血障害に対する Ca措 抗剤 (DZ)の 防御効果を

検討することを目的に,雑 種成犬を用いて60分間肝流

入血行を遮断 して肝虚血障害モデルを作成 し,虚 血

前 。中 ・後の肝代謝機能,肝 組織血流量,全 身循環動

態について比較検討 して以下の結果を得た。

1)Ca措 抗剤 (DZ)の 投与により,肝 虚血後の肝組

織血流量および動脈血中ケ トン体比が良好に回復 した

ことから,DZは 肝虚血障害に対す る防御効果を有す

るものと考えられた。

2)全 身循環動態に影響を及ぼさないで肝虚血障害

を防御で きる DZの 至適血中濃度は150ng/ml前 後 と

考えられた。

今後,肝 虚血を伴 う外科手術や肝移植における pri‐

matt graft failureの防止や肝保存に DZを 応用 した

いと考えている。
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