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常温肝虚血時の肝エネルギー代謝の検討

一正常肝および硬変肝ラットにおけるcalmodulin結抗剤の効果―

伊豆

長尾

はじめに

肝移植に際し,肝 虚血は不可避であ り,通 常の肝切

除術時にも出血のコントロールを目的とした肝門部遮

断 (Pringleの手技)が しばしば施行されるll~。。この

血流遮断によって,時 には肝細胞の壊死がじゃっ起さ

れ, これが術後の合併症発生につながると考えられて

いる。細胞壊死が起こる原因の解明はまだ十分ではな

いものの,虚血の場合は,細胞内遊離 Caイ ォン濃度の

上昇が契機になるといわれている。～り。その機序に関

しては 2つ の説がある。 1つ は,細 胞内に増加した遊

離 Caィ ォンが直接的に phOspholipase A2を活性化

して細胞膜の構成成分である燐脂質を分解するとい う

説である1い
。もう1つ は遊離 Caィ ォンが細胞内の主

たる受容体であるcalmodulinを活性化 し, これを介

して間接的にphOspholipase A2を活性化するとい う

説 で あ る11)1り
。ぃず れ にせ よ,活 性 化 した phos‐

pholipase A2は,燐 脂質を分解し,細 胞膜の崩壊を招

き1。1。
,再 還流時にはフリーラジカルによる過酸化脂

<1991年 1月16日受理>別 刷請求先 :伊豆  稔

〒113 文 京区本郷 7-3-1 東 京大学医学部第 1

外科

東京大学第 1外科

稔  住 田 敏 之  志 賀  元   大 盛 芳 路

桓  斉 藤 英 昭  河 野 信 博  森 岡 恭 彦

Calmodulin浩抗剤 t elziverine(ELZ)投与が常温肝虚血後のラットの生存率の改善に与える影響

を検討 し,さ らに ELZが 虚血肝エネルギー動態に与える影響を高速液体 クロマ トグラフおよび31P_

NMRを 用いて解析した。

1)対 照群の常温肝虚血後の正常肝ラットの生存率1/7,硬 変肝ラットの生存率0/8に対して ELZ投

与群ではおのおの8/9,8/8と右意に生存率の改善が認められた。

2)正 常肝のenergy statusは虚血 5分後,対 照群で0.346±0.061,ELZ投 与群で0.245±0.036と

ELZは 虚血後のATPの 分解を元進した。

3)虚 血前の正常肝対照群の肝組織内乳酸量 :0.12±0.03mg/gに対し,ELZ投 与群では0.17±0.03

mg/gと 増加しており,ELZは 解糖系を元進させている可能性が示唆された。

ELZは 常温肝虚血後の生存率の改善に有用であったが,こ れは解糖系の九進と虚血後のATPの 分

解元進によって細胞のpOtentialを維持しているためと考えられた。

Key words: hepatic ischemia, 3IP-NMR, calmodulin-antagonist, cirrhosis, energy status

質の産生が細胞障害をさらに促進すると考えられてい

る15).

このような虚血時の細胞障害に対 しCa措 抗剤が用

いられ,虚 血性細胞障害の軽減に有用であるとの報告

がある16)。その作用機序は,細胞膜の Caチ ャンネルの

ブロックによって細胞内遊離 Caイ ォン濃度の上昇を

抑制することにあると考えられている。しかし,細 胞

内の遊離 Caイ ォ ンの主た る受容蛋 自で あ るcal‐

modulinに対する浩抗剤が肝虚血に及ぼす影響に関す

る報告はない。そこで,本 研究は,calmodulin措抗剤

の虚血に対する効果を検討することを目的とし,以 下

の実験を施行した。まず,calmodulin浩抗剤(elziver_

ine, ロシュ)が肝虚血後の生存率の改善に有効か否か

を検討した,次 にelziverineがエネルギー動態に与え

る影響を調べるために HPLC(高 速液体クロマ トグラ

フ)を 用 いて in vitrOでadenine nucleotideの測定

と31P_NMRを 用いて in vivoでβATP,細 胞内 pHな

どの測定を行った,さ らに,elziverine投与が嫌気性糖

代謝に与える影響を調べるために肝組織内乳酸とピル

ビン酸を測定 した。
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血奨消失率)を 求めた。まず,塩 酸ケタミン,ジ アゼ

パムは正常肝 ラットの半量,硫 酸ア トロピンは同量腹

腔内投与で麻酔 した後,0.2mg/100g body weightの

indocyanine green(ICG)を静脈内に負荷して 3, 6,

9分 後 に頭静脈 か ら採血 して KICGを 求めた1つ
。

KICGの 預!定から約 1週間の回復期間をおいてから次

の虚血実験を行った。正常肝 ラットと同様に以下の 3

群に肝門部遮断モデルを作成して常温肝虚血 とした。

1群 i lactated Ringer液のみを投与 した対照群

(n=8)

2群 i nifedipine 10″g/100g body weightおよび

lactated Ringer液投与群 (n=8)

3群 i elziverine O,5mg/100g body weightおよび

lactated Ringer液投与群 (n=8)

なお,lactated Ringer液の投与量はlm1/100g body

weight/hとした。また,硬 変肝での LD50を 示す肝門

部遮断時間は予備実験か ら,KICGを 用いた TLD50

(分)=406× KICG+6.2で あらわされた。そこで,硬変

肝 ラットでの肝門部遮断時間は KICGか ら推定 され

た LD50(TLD50)の 120%に 設定 した。肝門部解除後

はシャン トを除去して閉腹 し, 1週 間後の生存 ラット

を耐術例 とした。なお,1群 の KICGは 0.113±0.054,

2群 は0.090±0040,3群 は0.107±0057で あ リグ

ループ間の有意差はなかった。

統計学的処理には t検定,ぇ
2検定を用いた。なお平均

はすべて Mean± sDで 示 し,以 下の実験でも同様の

統計方法を用いた。

II.成績

正常肝ラットでは,薬剤非投与群で1/8だけが生存 し

たのに対し,nifedipine投与群で78,elziverine投与

群で8/9が生存し,と もに有意に生存率が向上 した。し

かし,nredipine投 与群 とelziverine投与群間の生存

率に有意差はなかった (Table l).

Table l  lmprOved survival rate after hepatic is‐

che■lia by giving each dmg

＼
Group I

n = 8
Grcup 2

n :8
Group 3
n = 9

drug ( ― ) Nif

| 7(875) 8(889)

7(875) 1(125) 1 )

実  験

<実 験 1>Ca浩 抗剤,calmodulin浩抗剤の虚血に

対する効果

SD系 の雄性 ラットで12週齢前後の ものを正常肝

ラットとし,0.05%の thioacetoamideを4～ 8か 月

自由飲水 させて作成 した慢性肝障害 ラットを硬変肝

ラットとした。calmodulin措抗剤の虚血性肝障害に対

する救命効果を調べるために正常肝 ラット,硬 変肝

ラットともに予備実験で確かめた虚血許容時間を越え

る肝門部遮断を施行した。また同時に Ca浩 抗剤 との

効果の比較も行った。

I.方 法

11:正 常肝ラットにおける救命効果

麻酔方法は,塩 酸ケタミン5mg/100g body weight,

ジアゼパム0.5mg/100g body weight,硫酸ア トPピ ン

25μg/100g body weightの腹腔内投与によった.そ の

後開腹 して,ヘ パ リンを20U/100g body weight経静

脈的に投与 し,内 径lmmの シ リコンチューブ (クリ

エー トメディック製)で 腸間膜静脈一頭静脈シャン ト

を作成 して肝門部遮断モデルを作成し, これを以下の

3群 に分けた.

1群 :lactated Ringer液のみを投与 した群 (n=8)

2群 i nifedipine 10″g/100g body weightお よび

lactated Ringer液を投与した群 (n=8)

3群 i elziverine O.5mg/100g body weightおよび

lactated Ringer液投与群 (n=9)

l a c t a t e d  R i n g e r 液の 投 与 量 はl m 1 / 1 0 0 g  b o d y

weight/hとし,シ ャン トチューブょり輸液 した。いず

れも経静脈的に薬剤を全身投与し,投 与10分後に肝門

部を血管クリップで遮断し,常 温肝虚血を開始すると

同時にシャン トを解放 した。予備実験で本虚血モデル

の肝門部遮断時間の LD50が 正常肝 ラットでは120分

前後であることを確認した。そして,130分間の肝門部

遮断ではほとんどが死亡するため, この実験の遮断時

間は本虚血モデルの LD50を 越える130分間とした。そ

して,3群 とも130分間の虚血後,直 ちに肝門部遮断を

解除し,腸 間膜静脈頭静脈シャン トを除去して閉腹 し

た。肝門部遮断後 7日 目の生存率を比較 し,各 薬剤の

有効性を半J定した。

また elziverineは水に難溶性であるため,02%の

carboxy methyl cellurose(CMC)懸濁液として用い,

nifedipineはアダラー ト (バイエル)を 用いた。

12:硬 変肝ラットにおける効果

硬変肝 ラットでは肝虚血実験に先立ち KICG(ICG

( ) indicates porc€ntag€. Ntr : nitdipine

*:  p<o.() | ,Grcup I  vs croup 2
** |  p<0.m5,crcup I  vs crcup 3
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Table 2  1mproved sunrival rate Of citthOtic rats

after hepatic ischemia by drugs

Grcup I
n=8 中間 的問

drug oontrol nifedipine elziv€rin6

0(0%) 2(2拶拓) 8(lm%)

8(1∞%) 61札琳
'

o品が

一方,硬変肝ラットでは,nifedipine投与群は薬剤非

投与群 と有意差がなかった。しかし,elziverine投与群

では全 ラットが生存 し (8/8),非投与群に比較 して有

意に生存率が向上 しただけではなく,nifedipine投与

群 (2/8)に比べても有意に生存率が大きかった (Table

2)。なお,死 亡したラットはほとんどが肝門部遮断後

24時間以内であった,

III.小括

Elziverineは肝虚血後に著明な生存率の改善を示

し,そ の救命効果は nifedipineに比較 しても遜色がな

かった。

<実 験 2>虚 血肝 のエネルギー動態 に与 えるel‐

ziverineの影響一in vitrOにおける検討一

I.方 法

2-1:肝 組織の採取

正常肝ラット,硬 変肝 ラット両群に,肝 門部遮断モ

デルを作成 して,elziverine投与,非投与での虚血時の

肝組織 enertt charge(EC),肝 組織内乳酸,ピ ルビン

酸の相違を検討した。

1群 :正常肝ラット (コン トロール群)(n=10)

2群 :正常庁Fラ ッ ト″こelziverin O.5mg/100g body

weig比 を投与した群 (n=9)

3群 :硬変肝ラット (コントロール群)(n=9)

4群 i硬変肝ラッ トヤこelziverine O.5mg/100g body

weightを投与した群 (n=lo)

4群 ともに実験中はシャン トチューブからlactated

Ringer液をlm1/100g body weight/h輸液した。 3群

の KICGは 0.088±0.025,4群 は0.085±0,024と有意

差がなかった。

以上の 4群 において肝門部遮断前,肝門部遮断 5分 ,

10分,20分 ,30分 後に肝外側左乗の一部を約0.3～0.5

g採 取 して即時に液体窒素にて凍結 し,nucleotideの

測定,乳 酸, ビルビン酸の測定に用いた。

2-2:Adenine nucleotide測定法

27(1189)

Adenine nucleotideの測定は HPLC法 によった。す

なわち,肝 組織を10%の TCA液 でホモジネー トして

除蛋白した後,10,000G,0℃ の条件で15分間遠沈 して

上清を得た。この上清を約5ml,0℃ のエーテルと撹拌

し,上 層のエーテルを除去するという操作を 6回 繰 り

返 した。こうして TCAを 除去した後,凍結乾燥 して脱

イオ ン水 に溶解 しH P L C ( 島 津製 作所 : L C ‐6 A ,

SPD‐6A, カ ラム :WAXl)で 測定した。

2-3:肝 組織内乳酸, ピルビン酸測定法

凍結 した肝組織を約 3倍 容の0.8規定過塩素酸でホ

モジネー トして除蛋白した後,3,000rpm,0℃ の条件

で15分間遠沈 し上清を回収 した。これを用い,字L酸は,

乳酸オキシダーゼ,パ ーオキシダーを系による酵素法

を用いて比色定量で測定した.ま た, ピルビン酸の測

定はピルビン酸オキシダーゼ,パ ーオキシダーゼ系に

よる酵素法を用いた。

II.成績

21:Elziverineの エネルギー動態に与える影響

Energy charge(ATP+0.5× ADP/ATPttADP+

AMP)は 虚血によって自然対数的に減少するが,虚 血

後の変化が重要 と思われるため次のように比をとって

比較した。

zln(ECx)=in(PreEC/ECx)PreEC:遮 断前 の

energy charge

ECx:遮 断 x分 後の energy charge

PreECに 関しては,正常肝,硬変肝 ともにelziverine

投与,非 投与間に有意差はなかった。

正常肝の 泌ln(EC5)は elziverine投与群の方が非投

与群よりも有意に大きかった.ま た,正 常肝の10,20,

30分値は elziverine投与群の方が非投与群よりも大き

い傾向はあったものの有意差はなかった.硬 変肝では

いずれの時点でもelziverine投与群 と非投与群間に有

意差は認められなかった (Table 3).

22:Elziverine投 与による肝組織内乳酸,ピルビン

酸の変化

肝組織内乳酸は, 4群 とも虚血後,遮 断前値に比べ

て急激に増加 した。Elziverine非投与群をみると,正常

肝の肝組織内乳酸は虚血後早期に硬変肝よりも急激に

増加 したが,虚 血後30分では増加の傾向が弱まった。
一方,硬 変肝の肝組織内乳酸は虚血直後の増加の程度

が正常肝よりも緩徐なものの,虚 血後30分でもまだ増

加の傾向にあった.

次に elziverine投与,非投与群間で比較 してみると,

正常肝では elziverine投与群の肝組織内乳酸は,非 投
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the hepaticTable 3 Changes of decreasing rate of the hepatic
energy charge in ischemia (/ ln (EC) I bv elziverine

＼ Group 1 Grcup 2 Grcup 3 Grcup 4

PreEC 性

ゃ

３ ‐

０

0804土
0 032

0 8 0 7士
0 0 4 4

0 8 1 4士
0 0 2 0

5 min
0 7 2 0 士
Ⅲ0 1 4 2

0 8 1 5士
X 0 033

0 5 4 5士
0 120

0 5 7 8士
0 0 3 1

10 min
1 1 7 1 土

0 1 1 9
1 1 8 1 士

0 087
0 6 9 0士

0 1 0 8
0 6 3 7士

0 0 7 7

20 min
1 4 3 5士

0 1 3 0
1 5 0 6士

0 1 0 0
0 8 2 5土

0 1 6 1
0863士

0 142

30 min
1 6 4 6士

0 2 7 1
1 6 8 1士

0 2 5 0
0 9 7 6土

0 1 7 1
1 1 0 3士

0 250

Th.€ is no signitidnt difi€ronco amoru 4 goups

betore ischffia. Aft€r h@atic ischsmis,thero i6 signifi€nr

diffsrence htw*n crcup I and Grcup 3 in ail tims.

*  i  p<o.0s .Grcup I  vs  couo 2 .

Th€rs is no diftor€nce tbrwM GDuo 3 and cDlo 4.

Table 4 Tne changes of lactic acid in hepatic
tissue after hepatic ischemia

＼ Group I Grcup 2 Grcup 3 Group 4

ｍ

“

ｌＳ

0 1 2 士
Ⅲ●●0 03

十
一
ｎ
】

ｍ

土

伎

２

・

0 2 2士
0 0 5

5 min
1 1 3 と
ネⅢ●0  1 3

1 3 1 士
ⅢⅢ 0 12

士

帆

0 9 8士
0 05

10 min
1 5 2士
=  `0 23

1 7 7士
ⅢⅢ 0 15

1 5 5士

0 15

1 4 8と

0 1 2

20 min
2 0 0 士
*   0 27

2 3 3士
ヤ   0 08

2 2 3士
0 2 3

2 o 5士
0 20

30 min
2 9 7士
●   0 33

2 1 1士
0 1 3

2 5 9土
●   0 35

2 5 0士
0 29

ネip<001 ネ 栄|。<005(GЮ up l vs Gttu0 2)
Oip<001 ● ●!p<o001(Gゅup i vs Gttup 3)

与群に比較 して虚血前に既に有意に増加 してお り,虚

血後の肝組織内乳酸量もelziverine投与群の方が非投

与群に比べて有意に大きかった (Table 4)。 し かし,

硬変肝の肝組織内乳酸量は,elziverine投与,非投与群

間に有意差がなかった。

肝組織内ピルビン酸に関しては, 4群 間の遮断前値

に有意差はなく (Table 5), 4群 とも遮断後 5分 間で

遮断前値に比べて有意に低下 した,正 常肝,硬 変肝 と

もに非投与群では,そ の後,大 きな変化を示さずに推

移 したのに対 して,elziverine投与正常肝では10分か

ら20分にかけて再び有意に増加 した。また,elziverine

投与硬変肝でも5分 から10分にかけて有意な再増加が

認められた。

III.小括

Elziverineは正常肝では虚血後の ECの 低下を促進

した。正常肝では elziverineの投与によって虚血前,

＼ Grcup I Grcup 2 Group 3 Group 4

ｍ
陥
ｔＳＣ

074士
0 30

0磁 主

0 13
0 5 0士

0 16
0 48

0 1 1

5 min
0 4 7士

0 0 8
0 4 9士

0 08
0 3 3 士

0 0 9
034士
ⅢⅢ 0 11

10 min
045士

0 , 2
048士
■ 0 0 8

0 3 9主
0_09

0 4 0士
キキ 0 11

20 min 050士
0 0 8

0 5 4士
X  0 06

0 4 5士
0 22

0 4 4士
0 2 1

30 min
士

帆

0 4 5主
0 06

0 3 9士
0 1 1

0 4 2士
0 1 0

■lp<0 05 stgnricant increese rttm lomin t。 20min

虚血後 ともに肝組織内乳酸量が増加してお り解糖系の

元進が考えられた。硬変肝では elziverine投与による

エネルギー状態の明らかな変化は観察できなかった。

<実 験 3>肝 虚血時のエネルギー動態に与 えるel‐

ziverineの影響-31P_NMRに よる検討一

I.方 法
31P,NMR spectroscopyを

用いて肝門部遮断時の肝

細 胞 内 p H , P i ( 無機 燐 酸) , p h o s p h o m o n o e s t e r

(PME),β ATPの 変化を観察するために,以下の 4群

に肝門部遮断モデルを作成し,30分 間の肝門部遮断を

施 行 した。預」定 に は31P_NMR(BEM 250/80,2.0

Tesia,大 塚電子)を用いた.測 定条件は, リン共鳴周

波数 i34.5MHz,パ ルス幅 i30″sec,パルス繰 り返 し

時間 :0.24sec,積算回数 :300回,測定コイル :15mm

surface coll としブt.

1群 1正常肝 ラット (コン トロール群)(n=10)

2 群 : 正常 肝 ラットにe l z i v e r i n e を投 与 した群

(n=8)

3群 !硬変肝ラット (ヨン トロール群)(n=13)

4 群 t 硬変 肝 ラットに e l z i v e r i n e を投 与 した群

(n=11)

4群 ともに実験中ヤよシャン トチューブからlactated

Ringer液 をlm1/100g body weight/h輸 液 し,

elziverineの投与量は0 5mg/100g body weightとし

た。また,3群 の KICGは 0079± 0.026(Mean±S.D)

で, 4群 は0076± 0.021であ り,有 意差はなかった。

1, 3群 は,虚 血前 5分 間測定後,そ のままの状態

で肝門部遮断を施行し,虚 血後の変化を連続的に観察

した。 2, 4群 では,ま ず elziverine投与前の状態で

5分 間預」定し,投 与後10分間変化を観察した後,直 ち

Table 5 Changes of
tissue after hepatic
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Table 6 The changes of ES (β ATP/Pi)in he‐

patocyte after hepatic ischemia

Grcup I Grcup 2 Group 3 Grcup 4

∝

砲

一ｍ

1■8土
0189

1494士
o242

ｍ

ｒｅ

ｃｔ

1 4 7 7士
0 1 3 1

1 5 2 8 士

0 306
1 4 1 7士

0 3 4 2
1414士

0328

5 min
0 . 3 4 6士
■0 0 6 1

0245士
Ⅲ0036

0 5 1 4士
0 1 4 0

0 4 3 3士
0 0 6 8

10 min
0 2 0 0士
ⅢⅢo 022

0 1 6 9 土
ネキ0 027

0 3 5 2士
0 092

0 3 2 2士
0 068

20 min
0 1 3 0 士

0 033
0 1 2 0 士

0 0 1 6
0 2 4 5士

0 0 6 8
0 2 2 0士

0 0 4 5

30 min
00簡士

0017
008士

0.026
0 1 6 5士

0 0 6 8
0 1 5 0と

0 0 3 3

■:pく0001 単求,p<0 05 Group l vs Gttup 2

There is signけにant di付。「cnco(p<o001)na“ jmos arter

に肝門部を遮断し,常温肝虚血 とした。いずれの群も,

虚血後 5分 ,10分 ,20分 ,30分 を中心 とした 1分間の

積算によって得られたデータを用いて総計処理を行っ

た。また,外 部標準を用いていないためにおのおのの

データの絶対値だけでは個体間の比較が不可能であ

り,βATP/Piの 様に各データ間の比あるいは,遮断前

値 との百分率を用いて各個体間の比較を行った19.正

常肝 と硬変肝の常温肝虚血時の相違に関しては別報で

の報告を予定 しているため,今 回は主 として elziver‐

ine投与の有無による相違を中心に検討した。

H.成 績

3-1:Energy status(βATP/Pi:ES)の 変化

個体間のエネルギー状態を比較するためにβATP/

Piを energy statusとした。elziverine非投与の正常

群 と硬変肝 との比較では,遮 断前の ES(PreES)に 関

しては有意差がなく,遮 断後の ESは 有意に正常肝の

方が小さかった (Table 6).2群の正常肝, 4群 の硬

変肝において,虚 血前に eiziverineを投与 してその後

の変化を観察したが, この投与のみでは有意の変化は

認められなかった。

また,正 常肝の elziverine投与群では虚血後の ES

の低下が非投与群に比べて急速であるのに対して,硬

変肝の elziverine投与群では虚血後も非投与群との有

意差は認められなかった。

ここで βATPの みの変化に注 目し,遮 断 x分 後の

βATPと 遮断前値 との比をとって,そ の変化率を

RATP(X)=β ATP(x)/Pre(β ATP)

とした (Table 7).Elziverine非投与の正常肝 と硬変

肝を比較するとRATP(X)は虚血後,正 常肝の方が急速

29(1191)

Table 7 Changes of β ATP in hepatocyte after

hepatic ische■lia

Group I Grcup 2 Grcup 3 Group 4

∝

崎

一的

3 6 8士
8 2

1 0 6 o士
9 3

ｍ

ｒｅ

ｃｌ
100 100

5 min
4 5 5士
。日 6 7

354主
。 63

5 9 . 3士
口 9 9

5 8 2士
3 3

10 min
3 0 5士
△● 2 0

261士
△ 48

4 8 5士
●  9 1

4 7 7士
1 0 3

20 min
241士
● 4 4

2 0 7士
3 0

4 1 4 士
。 6 3

3 8 5士
9 2

30 min
1 7 7士
● 3 6

1 5 8士
3 7

3 0 8士
● 6 6

310士
61

に低下 した。また,正 常肝での虚血後のβATPの 減少

は,elziverine非 投与群 よりもelziverine投与群の方

が速 く,elziverineに よって ATPの 消失が加速 され

たと考えられた.し かし,硬 変肝では虚血前後 ともに

elziverine投与群,非 投与群間に有意差は観察できな

かった。

32:PMEの 変化

PMEは ,AMPの 分画も含むものの,ほ とんどがグ

ルコース6燐 酸, フルク トース6燐 酸であるといわれ

ている1助
.Elziverine非 投与の場合,虚血前の硬変肝の

PMEは 正常肝のそれに比べて有意の増加が認められ

た。しかし,正 常肝,硬 変肝 ともに虚血前にelziverine

を投与 しただけでは有意の変化は認められなかった。

また,PMEの 虚血後の経時的変化を考察するため

に増加率を

RPME(X)=PME(x)/PrePME

とした (Table 8),す るとelziverine非投与の場合,

正常肝の方が硬変肝 よりも有意に増加率が大 きかっ

た。正常肝では,elziverine投 与群の方が非投与群に比

べて虚血後20分,30分 の PMEの 増加率が有意に小さ

かった。すなわち,正 常肝ラットでは elziverine投与

によって虚血後の PMEの 増加が抑制された。しかし,

硬変肝では elziverine投与群の増加率が非投与群のそ

れよりも小さい傾向があるものの有意差はなかった。

33!無 機燐酸の変化

正常肝,硬 変肝 ともにelZiVerine投与だけで虚血を

負荷する前は Piの 変化は観察できなかった。PMEと

同様に遮断前値を基準 として増加率を
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Table 10 Changes of intracellular pH in liver tis-
sue after hepatic ischemia.

Gmuo I Greup 2 Grcrp 3 Greup 4

∝

的

一的

7立士
006

7 1 8
0 . 0 5

Pre

dBmp
,28士
● 005

7笠士
0 . l E

7 1 4士
● 0 . 1 0

7 1 3士
O  l 1 5

5 min
675士
Ⅲ 009

687士
' 016

6 7 9士
0.09

6.76士
0 05

10 min 659士
008

668士
0 . 1 7

6 6 1士
0 , 0 6

6 . 6 1士
0 , 0 4

20 min
6 5 1 士

0 0 9
6 . 5 9 士

0 1 3
647士

006
652士

0 07

30市n
田

±

０
，

付住

▲

6S2士
0.14

638士
▲ 006

6 4 1士
0 . 0 8

●:,<O ml.Gttup l vs GrouF1 3

▲:p<005.Gttup l v=Grou,3

下が有意に小さかった。しかし,硬変肝では elziverine

投与,非 投与群間に細胞内 pHの 有意差は認められな

かった。

III.小括

正常肝ラットでは elziverine投与によって虚血後の

肝 ATPの 分解が加速された。また,elziverineは虚血

後の PMEの 増加を抑制してお り,虚 血後の解糖系を

元進 している可能性が示された。一方,硬 変肝では正

常肝 と同様の傾向があるものの有意差は認め られな

かった。

考  察

今回の実験で,1)elziverineは常温肝虚血後の生存

率の改善に有用であった.2)e12iverineの投与によっ

て正常肝では虚血後の肝細胞内で ATPの 分解が九進

した,3)elziverineは正常肝において虚血前および虚

血後の肝組織内乳酸量を有意に増加させ,虚 血後の肝

細胞の PMEの 増加を抑制 した,4)硬 変肝ラットでは

elziverine投与によって生存率は向上 したが,in vitro

および in vivoの肝エネルギー状態の測定結果には有

意差が得られなかった。

虚血細胞内に増加 した遊離 Caイ ォンは直接的に

phospholipase A2を活性化す る との説があ るもの

の2い
,_方 では細胞内の増加 した遊離 Caイ ォンは,

calmodulinを活性化 し, これを介して間接的に phOs_

pholipase A2を活性化するとされている。そして,い

ずれにしても,活性化された phospholipase A2は細胞

膜の構成成分である燐脂質を分解し,free fatty acid

(FFA)と リゾ燐脂質を産生すると考えられている。こ

れに対し,作 用機序は不明であるが,calmOdulin措 抗

Table 8 Changes of PME in hepatocyte after
hepatic ischemia

Grup I Group 2 Gttup 3 Group I

P『●
ittect

弱. 6士
9 2

9 8 9主
1 2 . 0

Pre

damp
,3D 100 1田 100

5 mln
1田. 5士
●  144

1田.1士
1 8 . 5

13,9士
●  181

1394土
20.3

10「市n
士

ユ

如

・

189.4士
'|.8

, 6 6】士
●  29.7

1 6 3 1士
2 8 . 8

2ll min
2 3 8 8士
。●1 8 . 5

2崎.6士
。  20.0

192.3士
● 40.o

'8t,1主
35.0

30甫n
い

軌

西

△

2243士
△ 236

209.2士
●  47.9

2 9 6 3士
3 4 . 7

0:p<001.erOり ,v● 0的up 2
●lp<00119的 u,l v3 0的up 3

的 E,い osphOmono98ter

Table 9 Changes of Pi in hepatocyte after hepatic

ischemla

Grcup I Gttup 2 Group 3 Greug 4

Pre

inJ∝t

1 0 2 . 7士
17 7 /

993士
1 1 9

Pre

damp
100 lm 1側 lBD

5 min
1909士
。  22 8

207.3士
35,7

1 6 6 6士
0  29,2

1845士
3 1 8

10 min
2 3 2 7士
。 2 1 0

2 4 7 . 0士
37 9

2 0 8 . 5士
。  276

士

住

20 min
2 8 6 . 1士
。  28.4

2 7 1 . 5士
46.4

士

生

２５

ｏ

2 4 1 . 3士
3 4 . 7

3ll min
3 1 3 1士

3 1 2
3 0 7 . 2士

47 7
2900士

46.0
297.0士

42 5

R P i ( x ) = P i ( x ) / P r e P i

とした.Elziverine非投与の正常肝,硬変肝を比較する

とRH(x)は 虚血前も虚血後も有意に正常肝の方が大

きかった (Table 9).Elziverine投与,非 投与群間の

比較では,正 常肝,硬 変肝 ともに,虚 血前も虚血後も

RH(x)に 有意差は認められなかった。

34:肝 細胞内 pHの 変化
31P_NMRで 測定された,Piの αATPを 基準 とした

chemical shi■か ら肝細胞 内 pHを 求 め た (Table

10).Elziverine非投与の場合は,虚 血前の肝細胞内

pHも 虚血後のそれも正常肝の方が有意に硬変肝より

も大きかった。そして,正 常肝では elziverine投与群

の方が非投与群に比較 して虚血早期の細胞内 pHの 低
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Fig。l Consumption of ATP in is3hemiC cells,and

the function of elziverine

m e c h a n l g m  o f  e x C r e t i o n  o f  h t r a c e l l u l a r ばi

Nキ Ca14 eXChanger,Caa,ATPase

Mt,M,tochond『 ta, ANT:adenine nuclect,de trang!ocage

剤が phosph01lpase A2の活性化を抑制することも確

認されている11)121。したがって,calmodulin措抗剤は,

calmodulinを介して phospholipase A2を抑制するに

せよ,あ るいは,直 接的に phOspholipase A2の活性を

抑待Jするにせよ,燐 脂質の分解によるFFAの 増加を

抑制す ることで効果を発揮 していると考 えられた

(Fig。 1).

虚血後に細胞内に増加するFFA,acyl‐CoAl。21)は

細胞内外の pOtentialの維持を司る Nat‐KttATPase

を抑待」する2の2ゆ
。 し たがって,程 度の多少はあるもの

の,elZiverine非投与の正常肝,お よび硬変肝の Nat‐

KttATPaseは虚血後に細胞内に増加した FFA,acyl‐

C o A に よって抑 制 を 受 け る。これ に対 して c a l ‐

m o d u l i n 浩抗 剤 で あ るe l z i v e r i n e はp h o s p h o l i p a s e

A2の 活性化を抑制 して燐脂質の分解から生じるFFA

の増加を抑制 し,Na■ ‐KttATPaseの 機能低下を防 ぐ

と考えられた。このため,elziverineは虚血後の ATP

の利用率を改善し,本 実験でみられたようにATPの

分解を元進 していると思われた。そして,ATPを 利用

した Nat‐KttATPaseが 回転するほど細胞内外の Na

イオン濃度勾配が維持され,細 胞の potentialが確保

される。と同時に,Naイ オン濃度勾配をエネルギー源

とするNa+‐Ca2+交換体 も機能 して細胞内の Caイ オ

ンの排除がより円滑に行われる。このことが elziver‐

ineが虚血時に肝細胞を保護し,虚 血に対する耐性を
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Fig. 2  The system Of glycolysis

g inhibit
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+

増大させる主要な機序であると考えられた(Fig,1).

Elziverineの虚血前の解糖系への影響についてみる

と,正 常肝 ラットで elziverineは虚血前にすでに肝組

織内乳酸を有意に増加させるとい う成績が得られた。

この肝組織内乳酸の増加の原因としては解糖系からの

ピルビン酸の産生元進,そ の結果 としての乳酸産生の

元進がまず考えられた,す なわち, ピル ビン酸か ら

acetyl‐CoAへ の変換を司 るピル ビン酸 デ ヒ ドロゲ

ナーゼ (PDH)が 律速段階となるために, ピルビン酸

からacetyl‐CoAが 産生されるよりも乳酸が生じやす

くなると考えられた。解糖系を九進する機序について,

Ca浩 抗剤 であ るDiltiazemはphosphofructokinase

の活性化を介して行っているとされている2つ.Elziver―

ineの作用機序に関する詳細は不明だが,Dlltiazemと

同様の作用で解糖系を元進 させている可能性が強い

(Fig.2)。

虚血後の解糖系の変化についてみると,肝 虚血後の

細胞内の酸素濃度の急速な減少は,電 子伝達系の機能

低下を招き,そ の結果,電 子伝達系によるNAD+産 生

は停止する。しかしその NAD十供給の代償機構 とし

て, ピルビン酸から字L酸への変換が行われるために虚

血後の急激な乳酸の増加が生じ, ピルビン酸は有意に

減少するよい2カ。 こ こで得 られた NAD十 は TcA回 路に

用いられ,ATPの 産生に寄与している。本実験におけ

る正常肝 ラットで,虚 血後もelziverine投与群の肝組

giucose‐1‐phosphate

giuoose'6‐phosphate
fructose‐6‐phosphate

pyruvic acid
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定値 も KICCの 程度に対応 して広範囲にわた ってい

た。 し たがって, このことが, これ らの測定結果に有

意差が生 じなかった大 きな原因 と考えられた。 も し,

硬変の程度が均一 なラットを厳密 に選択で きれば el‐

ziverine投与 による有意差が確認で きる可能性が強

く, これは,今 後に残 された課題であると思われる。

稿を終えるにあた り,NMRの 測定に御協力をいただい

た大塚輸液開発研究所の藤原氏,桑波四氏,上平氏をはじめ

薬理研究室の諸氏に深 く感謝致します。また,elziverineの

提供など御協力をいただいた日本ロシュ臨床開発本部の諸

氏に厚 く御礼申し上げます.
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織内乳酸は非投与群に比較 して有意に増加 してお り,

ピルビン酸から乳酸への変換によって TCA回 路に必

要な NAD十 の供給が,よ り円滑に行われていると考え

られた。
一方,正常肝,硬変肝 ともに TCA回 路自体も虚血に

よって機能低下をきたしていると考えられた。すなわ

ち,elziverineを投与 した正常肝,硬 変肝 ともに,虚 血

後に有意なピルビン酸の再上昇が認められた.こ のピ

ル ビン酸の再上昇は NAD十 の需要の低下,つ ま り,

TCA回 路の機能低下を意味 している可能性がある。

Elziverine非投与の正常肝,硬 変肝でも有意差はない

ものの, このピルビン酸の再上昇の傾向は投与群 と同

様に認められた。Elziverine投与群では,非投与群に比

べ,解 糖系が充進 してピルビン酸から乳酸への変換が

急速であったために, このような有意差が生じたと考

えられた。

しかしながら, この血行遮断後のピルビン酸再上昇

の時期は,elziverine投与群でも非投与群でも,正常肝

では虚血後10～20分の間に,硬 変肝では虚血後 5～ 10

分の間にあった.こ れは,硬 変肝では正常肝に比べて

より早期にTCA回 路の機能低下が生 じている可能性

を示唆した。

さらに虚血後の PMEに 注 目すると,正 常肝では el‐

ziverine投与群の方が非投与群に比べ増加率が小 さ

かった。これには 2つ の理由が考えられた。第 1の理

由はグリコーゲンからグルコース 1燐 酸への変換の抑

制であ り,い ま 1つ はフルク トース 6燐 酸からフルク

トース16二 燐酸への変換の九進である。しかし,el‐

ziverine投与群では非投与群に比べて虚血後の肝組織

乳酸量が増加 していることからフルク トース 1燐酸か

らフルク トース16二 燐酸,さらにピルビン酸への変換

がスムーズに行われていると考える方が合理的であ

り,elziverineは虚血後も解糖系を元進させていると

考えられた (Fig.2).

硬変肝においては elziverineによって虚血後の生存

率の向上はみたものの in vivoのβATP,PME,Piな

どの測定結果や in vitroの肝 ATP,肝 組織内乳酸,ピ

ルビン酸などの測定結果には有意差が認められなかっ

た。その原因として thioacetamide投与によって作成

した肝硬変の程度が一様でないことが大きく関わって

いると考えられる。今回の硬変肝 ラットでの KICGは

0.04前後から0.18前後までとその値は幅広 く, このた

め in vivoの βATP,PME,Piな どの測定結果や in

vttroの肝 ATP,肝 組織内乳酸, ピルビン酸などの測
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Investigation of Hepatic Energy Metabolism in Normothermic Hepatic

lschemia -The Effect of Calmodulin Antagonist on

Normal and Cirhotic Rat Liver-

Minoru lzu, Toshiyuki Sumita, Hajime Shiga, Yoshimichi Omori, Takeshi Nagao'

Hideaki Saitou, Nobuhiro Kawano and Yasuhiko Morioka

First Department of Surgery, University of Tokyo

We investigated whether the calmodulin antagonist, elziverine was effective in improving the survival rate

after hepatic ischemia in normal and cirrhotic rats. We measured ATP in hepatocytes by HPLC and 3rP'NMR to

observe the effect of elziverine on the hepatic energy status during ischemia. ATP in hepatocytes of the elziverine-

treated group disappeared more rapidly after hepatic ischemia than in those of the untreated group. Therefore, the

potential of the hepatocytes was maintained, and the survival rate for normal and cirrhotic rats after hepatic

ischemia was improved. Lactic acid in hepatic tissue increased before hepatic ischemia in the elziverine treated

group, and elziverine inhibited elevation of phosphomonoester in hepatocytes during ischemia' It is possibly that

elziverine promotd the system of glycolysis during hepatic ischemia. Elziverine was effective in improving the

survival rate after hepatic ischemia, through promoting glycolysis and resolution of ATP in hepatocytes after

hepatic ischemia.
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