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肝切後肝再生時の肝動脈血流欠如の影響を基礎的に検討した.68%肝 切除群 (HTX単 独群)と肝動

脈結紫+68%肝 切除群 (HALttHTX群 )を 作製した。残肝組織血流は前値に比べ HTX単 独群では

軽度上昇する (p<0,001)が HALttHTX群 では変化をみない。HALttHTX群 では HTX単 独群に

比べ血清 GOT,GPT値 はより上昇し肝 DNA合 成能は49%の 抑制を認め(p<0.001),ま た生存率も

有意の低下を示 した(p<0.05)。さらに肝組織の過酸化脂質値およびGSH値 の変動を比較すると両群

間に差異を認めなかった。以上より肝切後肝再生時の肝動脈血流の欠如は肝再生を著明に抑制するが,

この抑待」には肝組織過酸化脂質の上昇機構は関わっていないことが示唆された。

索引用語 :肝動脈血流,肝 切除後肝再生,肝 組織血流,

緒  言

肝癌 ・胆道癌の手術手技ならびに術後管理の技術の

向上に伴い,従 来では考えられなかった程高度に進行

した癌腫に対しても,積 極的に拡大肝切除が施行され

るようになってきた。その結果時として肝門部の肝 ・

胆道癌の切除を試みる際に残存すべき肝葉を養 う肝動

脈に癌が浸潤 しこれを温存すべきか否かについてその

判断に苦慮することがある。肝切除後肝再生に肝動脈

血流の欠如がいかなる影響を及ぼすのかを知ればこの

ような局面に遭遇した際の半」断の手助けとなりうるこ

とが出来る。そこで今回われわれはラットを用いて,

肝動脈結繁が肝切除後肝再生時の種々のバラメーター

に与える影響について基礎的に検討を加えた。

実験方法

(1)実 験動物

Wistar系 雄性ラット (体重250～300g)を 用い,千
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肝組織過酸化脂質値

葉大学医学部中央動物合にて,餌 ,水 の自由摂取下に

飼育した。(室温25℃照明午前 5時 ～午後 7時 )

(2)実 験スケジユール

エーテル麻酔下に腹部正中切開にて開腹しラット総

肝動脈を周囲より剣離し,固 有肝動脈 と胃十二指腸動

脈の分岐を確認の後固有肝動脈のみを結紫 (hepatic

arterial ligation,HAL)。その直後 Higgins&An‐

dersonの 方法1)によ り68%肝 部分切除 (partial he‐

patectomy,HTX)を 施行した (HALttHTX群 )。

また対照群 としては総肝動脈の景」離のみ施行し,結

熱をせず68%肝 部分切除のみを施行 した群を用いた

(HTX単 独群)。なお 2層 に閉腹後抗生剤(Latamoxef

natriuln 40mg/kg)を 皮下投与した。

(3)肝 組織血流量測定

ラット肝組織血流を,電 解式水素ガスクリアランス

法 ( ユニーク メディカル社 製, U H メ
ーターM H C ‐

DIC)を 用いて測定した。

予備実験 として各肝案間の血流量の差果の有無を知

るべ く肝右前葉はほぼ中央および肝中案中央にス トッ
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パータイプ電極 を約3mm刺 入 し不関電極 (同社製

UOE‐001)を ラット腹部の皮下に埋没後約20分間放置

し安定を得たのちに KOshuら り,越 智らりの dataを 参

考に通電々流10μA通 電時間30秒の一定条件下で数回

測定した。その後,門 脈および肝動脈をそれぞれ遮断

し同様に数回測定後 これを解除し解除後また同様に数

回測定 しさらに心停止後測定 した.血 流量の結果は

m1/min/1oogで 表示 した.次 いでラット正常肝の組織

血流に占める肝動脈および門脈血流の害J合を知 るた

め,門 脈本幹遮断,肝 動脈遮断,門 脈+肝 動脈十胆管

遮断のおのおのの前後における組織血流の変化を,肝

右前棄に刺入した電極により測定 した。

さらに肝切除前後における肝右前葉の組織血流の変

化を同様の方法で HALの 施行群 とHTX単 独群に分

けて測定した。

(4)一 般血清肝機能検査

血清 GOT,GPT値 ,総 ビリルビン値を肝切除施行

の前, 1, 3, 5, 7,10,15日 日に同一 ラットより

繰 り返 し,約lmlの 眼静脈採血を行い,血清を分離採取

し測定した。血清 GOT,CPT値 は STA‐Test WAK0

を,また血清総 ビリルビン値は Bilirubin‐Test WAK0

(いずれも和光純薬工業)を 用い測定した。

(5)肝 組織過酸化脂質値の測定

肝組織の過酸化脂質値は,真 杉,中村の方法つにより

組織中の Malondialdehyde(MDA)値 を源J定すること

により評価 した.す なわち, ラ ットの肝組織を摘出後

ただちに液体窒素にて凍結 し-80℃ の deep freezer

にて保存 した。そして測定時にこの凍結標本の中から

0 2～ 0 . 3 gの肝組織 を取 りだ し, 0 . o 5 M‐p h o s p h a t e

b u r e rを加え1 0 % h o m O g e n a t eを作製した。

この0 . 5 m lに7 %の s o d i u m d o d e s y l  s u l p h a t e  o . 2

mlお よびo.lN‐HC1 2m1 0.5%thiObarbital acid

(TBA)1.omlを 加 え反応液を作製 した。この液 を

100℃, 1時 間加熱 し冷却 した後に n‐buthano1 5mlを

加え撹拌後3,000rpm 10分で遠沈 しbuthan01層を吸

光度512mnで 測定した。

さらにこの測定値を Lawryら の方法。で測定 した

蛋自合成量で除 し測定値を算出しnm01/mg protein

で表示 した。

(6)肝 組織グルタチオン値の測定

抗酸化作用を有する肝組織グルタチオン値を還元型

グルタチオンおよび酸化型グルタチオンの総量 として

DTNB(2‐ nitrobenzoic acid)法にて。測定した。すな

わち,凍 結肝組織 よ り1. O gの組織を取 りだ して0. 1
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M‐phosphate burerを加えて20%ホ モジェネー トを

作製した。これの0.5mlに 4%sulfosalicylic acid o.5

mlを 容え4,000rpm 10分で遠沈 し,そ の上清0.5mlに

DTNBお よびo lM、phosphate burerで作製した El‐

lman試 薬を4 5ml加 え10分放置,412nmで 吸光度を

測定 し結果は nm01/g liverで表示 した。

(7)肝 重量の測定

肝切除後15日目にラットを屠殺 し,残 肝をすべて摘

出し可及的に血液を除去し,微 量天郡にてその重量を

測定 しラット体重にて除 して求めた,結 果は g/100g

BWに て表示 した。

(8)再 生肝 DNA合 成能の測定

肝切除後の残存肝再生能の指標 として,肝切除後24,

36,48時 間目の再生肝の DNA合 成能を測定した.

DNA合 成能は Verlyらの,お よび Miuraら りの方法

により3H_thymidineの
肝 DNAへ の取 り込みを指標

として表 した。すなわち,肝 切除後22,34,46時 間 目

にラットを屠殺 し,再 生肝 (右前葉)を 摘出しautO_

slicerに て0 5mm切 片 を 作 成 し20/Ctの 3H_

thymidine(New England Nuclear)を含む5ml Hanks

液中に浮遊させ,95%025%C02下 に 2時 間インキュ

ベー トし,反 応停止後切片よ りDNAを 抽出 しこの

DNA内 に取 り込 まれた3H_thymidine量
を液体 シン

チレーションカウンターにて預J定した。結果は dpm/

OD600×1,000にて表示した。

(9)組 織学的検索

肝切除後,nitOsisの程度を48時間 目の再生肝の肝

組織切片を10%ホ ルマ リン液にて固定後ヘマ トキシリ

ンーエオジンで染色し,核 分裂像を示す細胞の数およ

び形態を検討した。また細胞融解の指標 となる好酸性

変性の有無についても検討を加えた。

(10)生 存率

肝切除後24,48,72,96,120時間目におけるHAL十

HTX群 とHTX単 独群の生存率を追跡 し%に て表示

した.

結  果

(1)肝 組織血流

肝動脈遮断および門脈遮断の前後および″b停 止後の

肝組織血流は,肝 右前葉においても肝中葉においても

その変動の度合いおよび実測値 ともほぼ同様の値をと

り,肝葉間における肝組織血流には差を見ない(図 1).

次いで肝右前葉の肝組織血流の問脈および肝動脈 さら

に門脈十肝動脈十胆管遮断による変化は肝動脈遮断で

の前値の51%,門 脈遮断で81%,肝 動脈十門脈十胆管
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造断前 解除後 心停止後

表 1 肝 組織血流量の変化

肝動旅   854± 190・ 630± 38 750± 120 419上 27 51%

門艦    925± 163 563± 117 839生 145 S10± 144 31%

肝動旅十円

熊十胆官 927± 224 472■ 87 693± 123 413と 148 86%

a)出 eanttsD(Blん in/100o)

肝組織血流工(研 値)一 肝組織血流工(遠 断中)
b)%減 少 =肝

組織A演 工 (価 値)一 肝想機血況二(死 後) X100

遮断で86%と おのおの低下をみた (表 1).

さらに肝切除後の残肝の組織血流量は,HTX単 独

群では前値に比べ約20%の 血流増加をみたが HAL十

HTX群 においてはこの上昇は抑待Jされ逆に,前 値に

比べ 7%の 血流低下を認め HTX単 独群に比べ有意な

抑制を示 した (p<0.01)(図 2).

(2)一 般肝機能検査

肝切除後 1日 目で GOT,GPTと も著増するが 3日

日以降はほぼ前値に復 した。HALttHTX群 において

はこの術後 1日 目の上昇が HTX単 独群に比べ有意に

高かった (p<0.05).

また総 ビツルビン値については肝切除後有意な変動

はなく,HALttHTX群 とHTX単 独群間にも有意な

差は認められなかった (図3).

(3)肝 組織過酸化脂質値 (MDA)

肝組織中 MDA値 は前値1.79±0.27nm/mg prOtein

図 2
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肝切除後の残肝肝組織血流量変化

いうO HTX

一 HAt'HTX

M=SD

(n=5)

辛 P<l101

図 3 血 清 トランスアミナーゼ値の変動

であるのに比べ,HALttHTX群 で術後 1時 間 目に

2.33±0.22,同 じくHTX単 独群で2.17±0.17と双方

とも一過性の上昇を示しその後低下し,24時 間目には

両群 ともほぼ前値に回復した。また36時間目にも上昇

を示し48時間目にほぼ両群 とも前値に復しているのが

分かる(図4)。 し かしこの変動の間に両群間の差果は

全 く認められなかった。

(4)肝 組織グルタチオン値

肝組織グルタチオン値は前値が7.09±0.81nlno1/g

liverであるのに比べ肝切除後 1時 間 日では HAL十

HTX群 で7.16±0.18,HTX単 独群で6.52±0.22とほ

ぼ変化 はな く肝切 除後24時間 目において HAL十

図 1

肝 動脈

肝組織血流量変化
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図 7 再 生肝 DNA合 成能の変化

盟 HAL・HIX

睡ヨHTX

図 8 肝 切除48時間後の肝組織像

(6)再 生肝 DNA合 成能

HTX後 24,36,48時 間の再生肝 DNA合 成能を比較

すると,HTX後 24時間 日で HTX単 独群1,144±469

dpm/OD600× 1,000に比べ HALttHTX群 では600土

104と有意に低下を示 していた (p<0.001)(図 7).

また 肝 切 除 後36時 間 目で は HALttHTx群 が

HTX単 独群に比べやゃ高値をとり,HALttHTX群

で DNA合 成能のピークの遅廷を認めているが,そ あ

程度は低 く,48時 間 目では HALttHTx群 ,HTX単

独群 ともに低下 しているのが分かる。

(7)組 織学的検索

正常肝切除後残存肝の mitosisの ピニクとなる48

時 目の再生肝の組織像において HALttHTX群 では

HTX単 独群に比べて肝細胞融解の初期像である好酸

性変性が,よ り強 く観察される (図 8).

ま た mitosisに お い て も HTX単 独 群 に 対 し

HALttHTL群 では核分裂像を示す細胞数は,明 らか
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図4 肝 組織 MDA値 の変動

図5 肝 組織グルタチオン値の変動

図6 肝 切除後15日目の肝重量変化

HTX群 で9。23±0.91,HTx単 独群で9.16±0.87とと

もに有意に上昇してお り, この上昇は術後48時間目に

おいても継続していた(図5)。 し かしこのグルタチオ

ン値の変動の間にもHALttHTX群 とHTX単 独群

の間に有意の差は認められなかった

(5)肝重量の測定

肝切除後15日間の重量変化においては両群間に差異

は認めず15日目の肝重量は HTX単 独群が3.27±0.04

g/100g BWで あ るの に比べ HALttHTX群 3.13土

0.09g/100g BWであった (図6).
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図9 生 存率の変動

に減少しており著明な抑制が認められる。

(8)生 存率

肝切除後120時間 目における生存率は HTX単 独群

で100%で あるのに比べて HALttHTX群 では54%と

有意な低下を示していた (p<0.05)(図 9)。

考  察

肝切除後の肝再生に及ぼす残肝血流の意義について

は,Starzlらり1いの splanchnic division modelを用い

た実験による報告がある,す なわち膵を濯流する門脈

領域で産生された insulinやglucagen等いわゆるhe‐

patotrophic factorに富む門脈血が肝に到達し有効な

肝再生を来すものとし, これらの hormonal factorに

富んだ門脈血流の濯流 しない領域では肝再生はほとん

ど起こらないとし,そ れ以後この問脈因子の同定に多

くの研究が費やされてきた。

これに対し再生肝に及ぼす肝動脈血流の重要性に注

目した報告も多 くなされている11)。その中で,Fisher

ら1カは門脈動脈化モデルを用いて実験 し門脈血流がな

くても肝再生が起きるとし,肝 動脈血流こそが再生に

有効であると報告 しているが, この肝動脈血流の重要

性に関 してはむ しろ否定的なデータを示す ものが多

、、1 3 ) 1 4 ) .

このように結果に差が出る理由としては実験に使用

した動物の種の相違,肝 血流量の測定方法の相違,肝

再生の指標 として用いた測定項 目の相違などによると

思われる。古 くは血流測定そのものの手技上の問題か

らと思われるが,実 験動物 としてイヌ, ブタなどの比

較的大きな動物が使われる傾向にあった。従来よりの

肝血流量測定法として一般的であったのは,電 磁流量

計を用いたもの,放 射性物質を用いた方法,色 素クリ

アランスを用いた方法,超 音波パルス ドップラー法,

血管カテーテル法など1巾であり,い ずれも繁雑な操作

を要 し比較的大動物にたいしてのみ用いられる方法で

ある.
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これらの方法に対して,Auklandら
16)によって開発

され,Stosseckら
1のによりさらに改良された電解式水

素ガスクリアランス法による血流測定は,簡 便な預」定

が可能であ り心肺機能や血液ガス組成に影響されるこ

となく,短 時間で反復損」定可能である点など多 くの利

点を持ちラットのごとき小動物のことにmicro‐3ow

を測定出来る点で非常に卓越した預」定方法 といえるで

あろう。 こ の測定法の欠点としては水素ガスの自然拡

散による消失カーブをaowと してとらえてしま うた

めに,心 停止後全 く血流の途絶えた状態でも幾分かの

血流があるかのごとき動 きをしてしまう点にある分.

そこで本実験では心停止後一定時間経過させ, このみ

かけ上の血流を実預」値から差し引いて本来の血流を算

出したが, この点がやや不便であるといえよう。それ

と同時にその都度実験動物を屠殺 しなければならず当

然のことながら同一個体での時期を空けての連続測定

は不可能であるという難点がある。

次いで肝再生の指標に用いたパラメーターに関して

であるが,古 くは単に肝重量測定を重視していたが,

これだけでは再生の目安 とはいえず こういった点が結

果の解釈を混乱させた要因であるといえよう,

本実験の結果からDNA合 成能は HALttHTX群

で HTX単 独群に比べ約50%に 近い抑制を受けること

が示 され,DNA合 成能のピークに約24時間遅れてお

こるmitosisのピークもHALttHTX群 では明 らか

に抑制を うけていることが示され,一 部の肝細胞は壊

死に陥っていることも観察され肝細胞障害が組織学的

にも確認された。生存率においてもHALttHTX群 で

は著明な低下を示すことが明らかにされ HALは 肝切

除後の宿主に対 し致命的な影響をあたえていることが

推察された,

以上の肝再生抑制機構について,そ の機序に関して

幾つかの要因が考えられるが,血 流遮断時および再濯

流時の障害機構 として近年活性酸素およびそれに続 く

過酸化脂質の関与が注 目を浴びている。過酸化脂質は

近年多 くの疾患や組織障害の発生機序に関わる因子 と

して広 く注 目を集めてお り1ゆ肝疾患においても九林

ら19レいの報告に見るごとくことに虚血モデルにおいて

その障害機構への過酸化脂質の関与が明らかにされて

来ている。そこでわれわれも本実験におけるHAL十

HTX群 の肝細胞障害および肝再生抑制機構に,過 酸

化脂質が関与しているのではないかと想定し,再 生肝

組織中の過酸化脂質量 とこれらの活性酸素による過酸

化脂質上昇の消去系 として重要な役害」を示す肝組織グ

７２

的

範Ｚ
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は著明に抑制 されることが示 された ことより,実 地臨

床において残存肝葉を養 う肝動脈に浸潤 した肝癌,胆

道癌の拡大切除を試みる際あるいは術前肝予備能不良

例に対 し同様の場面に遭遇 した際には,可 及的に肝動

脈血流を温存する手段を講ずるか酸素供給低下に伴 う

ATP産 生低下およびそれに続 く細胞障害に対 し何 ら

かの補助療法2612のを行 う必要があると結論す ることが

出来る.

ま と め

ラットを用いた肝動脈結紫後肝切除モデルを使い以

下の結論を得た。

(1)残 肝組織血流量は HTX単 独群で上昇するのに

比べ,HALttHTX群 ではその上昇を示 さず正常肝 と

同程度のままであった。

(2)HALに よ りHTX後 の肝細胞膜障害は増強 さ

れた。

(3)HALttHTX群 で は HTX単 独群 に比 べ て,

DNA合 成能は著明に抑制 され組織像および生存率の

低下 も明らかな差を認めた。

(4)残 存肝の肝組織 MDA,GSH値 に HALttHTX

群 と HTX単 独群に差は無かった。
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