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部分肝阻血おょび再濯流時の肝ライソゾーム

膜脆弱性に関する基礎的検討

千葉大学医学部第 1外科
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部分肝阻血時の肝細胞障害の病態を明らかにする目的でラットに部分肝阻血を施行し, ライツゾー

ム酵素の変動の面より検討した。その結果,阻 血棄では阻血開始とともにラインブーム酵素の free活

性および fragility indexは漸増 し,阻 血解除後より強い上昇を示 した.カ テプシンDで は,阻 血前の
free活性 :027± 004(units/mg protein),fragility index:285±25(%)に 比べ,阻 血解除 2時

間後の free活性 :0.52±0.05(p<O o01),fragility index i 41 2±3.7(p<001)と 著増 した。また
血清中ライソブーム酵素は阻血解除後より上昇し始め,カ テプシンDで は阻血前220± 0.28より阻血

解除 2時 間後4.33±0.39と著明な上昇を認めた (p<001).以 上の結果より,部 分肝阻血により阻血

肝細胞内のライツブーム膜が障害され, ライソゾーム酵素の血中への遊出が起こったと考えられ, ラ
イソブーム酵素が肝阻血時の肝細胞障害に強 く関与することが示唆された。
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I . 緒 言

肝の阻血時の病態を検討することはショック時や外

科手術後の肝障害機構の解明にも関連 し臨床的意義が

深 く,古 くより研究がなされてきたll―め。これに加え,

近年の肝切除術の普及に伴ない,肝 切除時に出血を制

御する目的で部分肝阻血法を試みることも多 く,阻 血

による肝細胞障害の問題は肝再生への影響 という面か

らも臨床的にその重要性が増 してきている。 しかしな

がら部分肝阻血時の肝細胞障害に関する詳細な病態は

いまだ明確には示されていないのが現状である。今回

著者 らは, ラットにて門脈一大循環シャン トを置かず

に阻血肝を作製しうる肝の部分阻血法を試み,そ の際

の阻血肝葉および非阻血肝葉におのおのどの様な肝細

胞障害が引き起こされるかをライツブーム酵素の変動

の面より基礎的に検討を行った,

II.実験材料 と方法

1)実 験動物

実験動物はウイスター系雄性ラット (体重200～250

g)を用いた。千葉大学医学部中央動物舎(室温 i25℃.
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Fig. 1 Partial liver ischemic model

照明 ;午前 5時 ～午後 7時 )に て餌,水 の自由摂取下

に一定期間飼育後,実 験に供 した。

2)部 分肝阻血法および実験方法

Fig.1に 示すよ うにラットをエーテル麻酔下に開

腹,肝門部の脈管を剣離 し,肝の right lobeとcaudate

lobeの全肝の32%領 域の脈管 (F日脈,肝 動脈,胆 管)

のみをクランプし,残りの68%領 域の脈管は温存 した,

阻血中の変動を見る目的では阻血開始前,15分 後,30

分後,45分 後,60分 後 と経時的にラットをそれぞれ 4

匹ずつ屠殺 し,肝 組織を阻血葉,非 阻血葉に分けて採

取 した。また末精血 も同時に採取 した。30分間の阻血

後,た だちにクランプを解除し,阻 血解除後の変化を

見る目的で同様にラットを 4匹ずつ用いて肝組織およ

び血液を解除後24時間にわた り採取 し,以 下に示す項
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Fig. 2  Fractionation of liver tissue
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目につ き検索を行った。すべての実験群において,

sham群 として同様に全麻下で開腹を行い,肝 門部の

脈管を景J離し,30分 間放置した群を設置 した。

3)肝 ライソゾームの preparation

Carisonらりの方法に準 じ採取 した肝組織を洗浄後

ただちに homogenizeし,10%homOgenateを 作製し,

1,000gおよび15,900gの遠沈後,上 清を freeライソ

ブーム分画 とし,ま た沈澄を TritOn X‐100にて処理,

遠沈 した上清を boundラ イソブーム分画とした。また

total enzyme activityヤよfree J卜bound enzyme activ‐

iけ とし,ラ イ ソゾーム膜 の施弱性を示す fragility

indexは free activityを total activityで除した値 と

し%で 表示した (Fig.2).

4)ラ イソゾーム酵素の測定法

ライツブーム酵素はカテプシンD,β グルクロニ

ダーゼ,酸 フォスファターゼを肝組織中,血 清中両者

において測定した。カテプシンDの 測定は Ansonら '

の方法に準じて行ったが,まず incubatiOn時 間を決定

す る 目的で preliminary studyを 行った。す なわ ち

ラット正常肝組織において incubation時 間 とカテプ

シンDの free活性 との関係を検討した。

βグルクロニダーゼはβグルクロニダーゼ測定用

キット(Sigma社 ),酸 フォスファターゼは Acid phos‐

pha B test WAKO(和 光純薬)に より測定した。 ま

た肝組織中蛋 自含量は Folin、Lowry法 611こょ り測定

し,肝 組織中ライソゾーム酵素はこの蛋白含量で除し

た値 としunits/mg prOteinで 表示 した。

5)血 清 GOT,GPT,albumin,total bilirubinの 測

定

Fig. 3 Incubation
assay
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tilne course of cathepsin D

血清中の GOT,GPT,albumin,total bilirubinを

STA‐test,albumin B te載,Bilirubin B IItest WAK0

(和光純薬)に より測定 した。結果は GOT,GPTは

Karumen単 位,albuminは g/dl,total bilirubinは

ng/dlで 表示 した。

6)統 計学的処理

数値 は meanttS.D.で 表記 し,統 計学的処理 は

Student'st,testにより行い,p<0.05を 有意 とした。

III.結   果

1)カ テプシンDの incubation時間

45℃の incubationにおいて60分にてその活性がほ

ぼ一定 となったため,incubation時間を60分間と設定

した (Fig。3).

2)部 分肝阻血

32%領 域の肝案に流入する脈管をクランプすると阻

血肝葉はただちに灰色に変化し, クランプ解除により

ただちに色調は回復 した。また部分肝阻血中に腸管の

うっ血による色調変化や静脈怒張の所見はまった く認

められなかった。開腹より阻血開始までに要 した時間

は全例10分以内であった。

3)血 清 GOT,GPT,albulnin,total bilirubin値 の

変動

血清 GOT値 は阻血解除直後より著増 し(380±100,

p<0.05), 2時 間で ピークとな り (1,410±328,p<

0.01),24時間では下降傾向を示すものの,前 値(82士

8.0)に比べまだ有意に高い値を示した (503±98,p<

0.05).血清 GPT値 も阻血解除直後より著増し(196±

87,p<0.05), 1時 間でピークを示 し,24時 間でほぼ

前値(42±8.4)に復 した(Fig.4).血清 albumin,total

bilirubin値は阻血解除後,有 意な変動は認め られな

かった (Table l).
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Table l  Changes in serum albu■lin,tOtal bilirubin after a period of liver ischemia

Parameter Group Pre OⅢ 1 2 6

ｍ側
Itthemta 34± 02 35± 02 30± 01 32± 01 30± 01 3 十

一
30± 03

Sham 35± 01 35± 02 3()± 02 31± 02 30± 02 30± 03 32± 02

Total bilirubin

(mg/dl)

Ischemia 05± 02 07± 02 08± 02 05± 02 ()5± 03 ()8± 03 06± 01

Sham 06± 03 06± 03 07± 03 07± 01 06± 03 08± 02 07± 03
*Time after a period of liver ischemia (hour)
Means of four animals, with SD are given

Fig. 4 Changes in serum GOT, GpT after a period
of liver ischemia
P value; compared to sham group

Fig. 5 Changes in serum cathepsin D following
induction of liver ischemia
Means of four animals, with SD are given r e  0 0 5 1  2       6

Tinle after a Period of Liver ischemia
5
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4)血 清ライツゾーム酵素の変動

60分間にわた り部分肝阻血を続けた場合の血清中カ

Fig. 6 Changes in serum liver lysosomal enzyme
activity after a period of liver ischemia
P value; compared to preischemia

テプシンDの 変動を見てみると(Fig.5),血 清カテプ

シンDの 上昇は阻血中には全 く認められなかった。ま

た阻血解除後の血清中のライ ソブーム酵素の変動は

Fig.6に 示すごとくであ り,3酵 素ともに阻血解除直

後 よ り著明に増加 し, 2時 間で ピークとな り (p<

0.01),24時間でほぼ前値に復 した.

5)肝 組織中ラインブーム酵素の変動

ng.7は 60分間まで部分肝阻血を続けた場合の肝

組織中カテプシンDの free活性の変動を示 している
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Fig, 8 Changes in cathepsin D of liver tissue after

a period of liver ischemia
P value; compared to sham group

1990+11E

Fig. 7 Changes in free cathepsin D activity of

lysosomal fraction following induction of liver

ischemia
P value; compared to non-ischemic region
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Fig。 9 Changesin β ‐gulucuronidase of liver tissue

after a period of liver ischemia

P value;compared to sham group

Free B-Glucuronidase Activity
H lsd€*rstun
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示 し ( f r e e 活性 : 0 5 2 ±0 . 0 5 , p < 0 . 0 1 , f r a g i l i t y

index:41.2±3.7,p<001),そ の後漸減し,24時 間

でほぼ前値に復 した.一 方非阻血葉では, カテプシン

Dの free活性は阻血解除直後には上昇を認めないが,

解 除 1 時 間 後 ( 0 3 7 ±0 . 0 2 , p < 0 . 0 5 ) , 2 時間 後

(046± 0.04,p<0,01)に おいて阻血葉より程度は弱

いが有意の上昇を示 した。同様にβグルクロニダーゼ

の変動を見ると (Fig.9),阻 血乗の free活性および

fragility indexとも阻血解除直後より上昇, 2時 間で

ピークを示 し,そ の後徐々に低下し,24時 間で回復 し

た。非阻血美では free活性,fragility indexはカテプ

シンDと 同様に阻血解除後より軽度の上昇を示 した。

酸フォスフアターゼの変動もカテプシンD,β グルク

ロニダーゼとほぼ一致した変動を示した (Fig.10)。

IV.考   察

古 くより肝動脈,門 脈遮断による肝阻血の実験は

種々の肝阻血モデルで試みられているがlj~3ン),全肝阻

血モデルの場合には,腸 管のうっ血および出血にて実

験動物は短時間で死亡するといわれてお りゆ,肝 阻血

時の肝細胞の影響を阻血効果にのみ限って検討するに

は門脈血を大循環ヘバイパスする方法を付加せねばな
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が,阻血実では阻血開始 と共に free活性は断増するの

に対し,非 阻血葉では,free活性の変動はほとんど認

められなかった。部分肝阻血解除後の肝組織中カテプ

シンDの 変動は Fig.8に 示すごとく,阻 血解除直後

より阻血葉の free活性および fragility indexのより

著明な上昇が見られ,そ の上昇は 2時 間後に最高値を
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らない。本実験において著者 らはラットを用い,「]脈
一大循環シャン トを置かず,門 脈の うっ滞を来すこと

なく阻血肝を作る部分肝阻血モデルを作製 した。 こ の

部分肝阻血法はバイパスを作製する必要がなく,手 技

的にも簡使であ り,長 時間の阻血にも耐えうる優れた

方法である。1の。また阻血肝葉 と非阻血肝葉が同一

ラットにおいて比較検討できるのも本法の利点の 1つ

であると言え,臨 床においても肝切除の際にしばしば

用いる部分肝阻血時の病態を知る上での有用なモデル

と考えられた。今回著者 らはこの部分肝阻血モデルを

用い,部 分肝阻血時の肝細胞障害の機序に関しライソ

ブーム膜の面より検討を行った。一般に細胞が虚血状

態におかれると低酸素状態により酸化的 リン酸化能が

低下し,そ れと共に電子伝達が阻害 されて ATPの 減

少が起 こり,エ ネルギーに依存する細胞機能は障害さ

れる.虚 血による細胞障害が軽度であれば, これらの

機能障害は回復するが, この障害が不可逆的 となる場

合,Chienら は ATP再 合成および細胞内 Ca2■濃度の

調節が回復せず,細胞膜の phosphOlipidの崩壊は細胞

内 Ca2+濃度上昇によ り活性化 された phosphOlipase

Aに よると述べている10卜】2)。この様に虚血による細胞

障害機構において細胞膜障害は非常に重要な問題であ

ると考えられるが,そ の細胞膜障害における増悪因子

として以前よリライソゾーム酵素の重要性がいわれて

いる。 ラ イソブームは1955年にde Duveら 131によ り

ラットの肝細胞で発見されたが, この顆粒内には至適

pHを 酸性側に持つ種々の水解酵素が含有 されてい

る.正 常の状態においては, ライソゾーム膜に透過性

がないため, このライソゾーム酵素は顆粒内に隔離さ

れているが,組織が虚血状態におかれると,ライソブー

ム膜が晩弱化 し, ライソブーム酵素が細胞内 cytosOl

中,あ るいは細胞外に遊出し種々の細胞障害をもたら

すと考えられている。de Duveらはラットの肝左葉ヘ

の脈管を結熱 し,そ の後の肝組織中ライソゾームの変

動を見ているが, ライソゾーム酵素の遊出は結繁肝葉

で直後より著明な上昇を示したと報告 している.ま た

彼らはこの虚血によるライソゾーム酵素の遊出は細胞

の低酸素状態それ自身よりもむしろ低酸素により引き

起 こされるPHの 低下などの変化が重要であると述

べている14).

Galvin15)16), Arakiら17)はperfused cat liverヤこて

150分の perfusion後の肝組織中の freeカテプシンD

activityは低酸素血症の群で sham群 に比べ有意に高

値を示 し,ま た濯流液中のカテプシンDも 時間と共に

漸増 したと報告 している。

また Goldfarb,Carrら 191りはイヌを使った心筋虚

血の実験で,阻 血″Ь筋組織中の bound acid phos‐

phatase activityが非阻血部のそれに比べ有意に低下

していることを示 し, ライソブーム膜の脆弱性が元進

していることを示した。またその機序 として,虚 血に

よりphosphOlipase Aが活性化 し,ア ラキ ドン酸より

プロスタグランジンが合成され, このプロスタグラン

ジンによ りcyclic AMPた yclic GMPの 低下が起 こ

り, これによリライソブーム酵素の遊出が刺激される

のではないかと述べている。

虚血時にライソゾーム酵素の遊出がどのような機序

により引き起こされるのかに関してはいまだ議論の多

い点であるが,虚 血による肝細胞障害において, ライ

ソブーム酵素の遊出が起こり, またライソブーム酵素

の遊出が虚血肝細胞障害の進展に重要な関あ りを持つ

と思われる。 し かしながら阻血解除,血 流再開後のラ

イツゾーム酵素の変動に関する報告は少なく,今 回の

検討においては阻血肝葉では阻血開始よリライソブー

42(2548)

Fig. 10 Changes in acid phosphatase of liver tis-
sue after a period of liver ischemia
P value; compared to sham group

Free Acid Phosphatas€
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ム膜の脆弱性を示す といわれるfragility indexおよ

び free活性の上昇が認められた。またこの上昇は阻血

解除後においてはさらに著明な上昇を示 し, 2時 間で

ピークとなり,24時 間後に前値に復 した。この事は阻

血中にライソブーム膜の脆弱性は徐々に元進し,阻 血

解除すなわち血流再開によりこの膜の脆弱化はよリー

層進行することを意味する。近年虚血肝細胞障害に関

してフリーラジカルおよび過酸化脂質が reperfusion

itturyの要因として重要祝されてきているが働2い21),こ

の事を考え合わせると本実験における阻血解除後のラ

イソブーム膜の脆弱性の急速な元進は,血 液再灌流に

より生成された過酸化脂質がライソブーム膜の施弱化

をさらに進行させたためであると推測される。すなわ

ち阻血中の低酸素状態におけるライソブーム膜の施弱

性の元進はある程度見 られるが,そ の程度はむ しろ

うっ滞のない門脈血の流入後のほうが顕著であ り低酸

素や pH低 下といった要因によるものよりはるかに再

濯流障害の方がライソブーム膜の脆弱化に強 く働いて

いるものと考いえよう。

一方非阻血美では,阻 血中には fragility indexおよ

び free活性の上昇は認められないが,阻血解除後に軽

度ながら上昇を認めた。血清中の 3種 のライツゾーム

酵素は阻血中には全 く上昇を示さず,阻 血解除後著増

し, 2時 間後でピークを示 し,24時 間後に前値に復 し

た。このような非阻血葉 と阻血葉のライソブーム膜の

施弱化の発現において時間のずれを認めた点およびそ

のずれに一致して血清中のライソブーム活性の上昇を

認めた事より阻血により阻血肝細胞のライソブーム膜

の脆弱性が元進 し, ライソブーム酵素が細胞内外およ

び血中に遊出し, 2次 的に非阻血美の肝細胞に障害を

及ぼした可能性が考えられる。この様に部分肝阻血時

には阻血葉ばかりでなく非阻血葉にもライソブーム酵

素の変動より見るかぎり少なからず肝細胞障害が出現

することは,す でに肝障害を持ち肝細胞の脆弱性の元

進 している症例の肝切除に際 し部分肝阻血を行 う場

合,この様な影響も考慮 して用いるべきかと思われた。

今後部分肝阻血の切除後再生に与える影響についても

さらに検討する予定である。
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An Exerimental Study of the Liver Lysosomal Membrane Fragility During a Period of
Partial Liver Ischemia and Following Blood Reperfusion

Ikuo Udagawa, Masaru Miyazaki, Hisao Koshikawa, Hiroshi lto, Takashi Kaiho,

Jun Matsumoto, Toshio Isono, Hiroyuki Suzuki, Takashi Koyama,
Tsukasa Shimoda and Katsuji Okui

First Department of Surgery, School of Medicine, Chiba University

To examine the pathogenesis of liver ischemia more objectively, the change in liver lysosomal enzymes in a
partial liver ischemic model in rats was studied. The free activity of the liver lysosomal enzyme and the lysosomal
fragility index obtained from the ischemic lobe gradually increased after induction of ischemia and markedly
increased after release of the clamp. There was a significant increase in free activity and fragility index of
cathepsin D after two hours of reperfusion (0.52 t 0.05 units/mg protein and 41.2 t 3.7% respectively) compared to
the preischemic values (0.27 t 0.4 units/mg protein and 28.5 t 2.5% respectively). In addition, serum lysosomal
enzyme activity was markedly increased from 2.20 t 0.28 units/mg protein (preischemia) to 4.33 t 0.39 (after two
hours of reperfusion). These results suggest that lysosomal labilization occurred in the ischemic lobe and that the
Iysosomal enzyme was released from the ischemic lobe into the serum. It is concluded that the lvsosomal enzvme
plays an important role in liver ischemic injury.
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