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肝虚血再濯流時の高エネルギーリン酸化合物の

動態とulinastatinおよびCV4151の影響

黒川  剛

岸本 若 彦

`まじめに

肝切除術後の肝不全は有効な治療法が少なく,予 後

不良な症例も多い。 し たがって肝不全の発生を予防す

る目的で,肝 切除症例の手術手技,術 前術後管理にさ

まざまな工夫がなされている。われわれの施設におい

ても,肝 切除術後の全身および肝循環管理を中心に数

種類の薬剤の効果を臨床および基礎的に検討 して き

女こ1)～3).

一方,肝 切除に際 して出血量の減少を目的としてし

ばしば行われる,肝 門部血行遮断の操作は虚血性の肝

細胞障害を引き起し,遮 断時間によっては術後肝不全

につながる要因のひとつであると考えられる。本研究

では虚血肝の病態の一部を明らかにする目的で, ラッ

ト肝虚血再灌流モデルを用い,虚 血時間の差による肝

組織高エネルギーリン酸化合物の代謝動態を検討 し

た。また薬剤の効果として,一 般的に虚血臓器の循環

改善作用あるいは細胞保護作用を有するとされ,臨 床

例において投与が可能な 2剤 ,すなわちthromboxane

A 2 合成 阻害剤 ( C V 4 1 5 1 ) および多価 酵 素 阻害 剤
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(ulinastatin:Miraclid ⑥)の 虚血肝保護効果について

も検討した。

実験方法

250gの Wistar系雄性ラットを用い,ま ず,肝 虚血

時間の差による高エネルギーリン酸化合物の代謝動態

を検討するために,15分肝虚血群であるA群 および30

分肝虚血群であるB群 を作成した。次に,虚 血肝障害

に対する薬剤の効果を検討する目的で,thromboxane

A2合成阻害剤であるCV4151を 前投与 した群 (C群 ),

および多価酵素阻害剤であるulinastatinを前投与 し

た群 (U群 )を 作成した。肝虚血時間が長 く,障 害が

より強いと考えられる30分虚血モデルにおける効果を

検討するために,薬 剤投与 2群 の肝虚血時間は30分と

した。

各群 ともに20匹を用い Pentobarbital sodium(50

mg/kg,腹 腔内投与)に よる麻酔下に,A群 ,B群 で

は0.25mlの生理食塩水を陰茎背静脈より静注した。C

群では CV4151を 5mg/kg(0.25m1/匹に調整),U群 で

は ulinastatinを50,000U/kg(0.25m1/匹に調整)を静

注 した。なお,両 薬剤の投与量は過去の報告を参考に

決定した。'.麻 酔開始後15分後の時点で開腹 し,Has‐

selgrenらの方法的にしたがって,肝 左葉および中間葉

肝虚血再濯流時における高エネルギーリン酸化合物の代謝動態と, これに対する案剤の影響をラッ

トを各群 5匹ずつ用い実験的に検討した。この結果30分虚血群と15分虚血群の比較では,30分 再濯流

後の肝ATPレ ベルはそれぞれ,258± 0.23,1.93±0.20″mo1/gと30分虚血群で低値であった。ヌク

レオチドの終末代謝産物である肝組織中hypoxttthine,xanthineの増加は,30分虚血後でも微量で

あった。 したがってヌクレオチドの分解は軽微であり,細 胞保護作用を有する薬剤により,再 耀流後

にエネルギーレベルの回復が望めるものと考えられた。Thromboxane A2合成酵素阻害 (CV4151)お

よびulinastatinは30分再灌流時における肝 ATPレ ベルをそれぞれ2.81±0。13,2.60±0.37″mo1/g

と改善した。 こ の機序として,前 者は肝微小循環の改善,後 者はcytotoxic factorの消去作用が考え

られた。

Key words: liver ischemia and reperfusion, energy metabolism, thromboxane A2 synthetase inhibitor,
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Fig. l  Diagram of the experilnental prOcedures
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のみの全肝の約70%へ の血行を前記の虚血時間にした

がい遮断した。その後遮断を解除し,解 除後30分まで

実験を行った(Fig.1).虚 血操作前,遮 断解除直前,

15分間および30分間の再灌流後の各段階で 5匹 ずつ開

腹,ま ず水素 ガスク リアランス法 (mOdel RBF‐ 2

biomedical science)により肝組織血流量を狽」定し,つ

づいて肝組織を採取 した。採取 した肝組織は既報のと

お りつゆ液体窒素にて freezclampし,過 塩素酸を加え

て homogenizeし 除蛋白した.KOHに て pHを 7と

し,測 定に供 した。高エネルギーリン酸化合物の全体

の動態を検討する目的で, これらの大部分をしめるア

デニンヌクレオチ ド(adenOsine triphosphate:ATP,

adenosine diphosphate:ADP, adenosine lnonophos‐

p h a t e : A M I P ) とグアニンヌクレオチ ド ( g u a n O s i n e

triphosphate(GTP), guanOsine diphosphate(GDP),

guanosine monophOsphate(GMP))さ らに A群 ,B

群ではこれらの代謝産物であるhypoxanthine,xanth‐

ineを高速液体 クロマ トグラフィーを用いて測定 し

ブこ.

統計学的解析は unpaired Student,t testを用い p<

0.05を有意 とした。

結  果

肝組織血流量 Ⅲ肝組織血流量の変動 を遮 断前 を

100%と した場合の変化率で示した,15分虚血群である

A群 では15分再濯流の時点ですでに肝組織血流は前

値を上回る回復を示 した。一方,30分 虚血群である B

群では15分再濯流時,20.4± 5.6%,30分 再濯流時,
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Fig. 2 Changes in tissue blood flow of the liver in
each group. Data were standardized for each
group so that pre-occlusion values were consid-
ered 100%.
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70.4±6.0%と A群 に比較 して肝組織血流量は有意に

(p<001)低 値であった。

薬剤の効果では CV4151投与群であるC群 で,15分

再灌流時,98.0±93%,30分 再濯流時,118.5±8.0%

とB群 に比較 して肝組織血流は有意に(p<0.01)高値

であった。しかしulinastatin投与群であるU群 とB

群の間には肝組織血流量の変動に差を認めなかった

(Fig.2),

肝組織アデニンヌクレオチ ドの変動 :15分虚血群で

あるA群 では30分虚血群であるB群 に比較 して再濯

流後の肝組織アデニンヌクレオチ ドのレベルは高値を

と り,30分 再濯 流 後 ATPは A群 2.58±0.23,B群

1.93±0.20″mo1/gで あった。薬剤投与群の C群 ,U群

では再濯流後の肝組織アデニンヌクレオチ ドのレベル

は,30分 再濯流後 の ATPが それぞれ2.81±0.13,

2.60±0.37″mo1/gと ともに B群 に比較 して有意 に

(p<0.01)高値であった。ATP,ADP,AMPの 総和

である,総 アデニンヌクレオチ ド (total adenine nu‐

cleotide:TAN)の 変動についてもATPと 同様の傾

向であった (Table l).

肝組織グアニンヌクレオチ ドの変動 :肝組織中の総

グアニンヌクレオチ ド (total guanine nucleotide:

TGN)は 虚血操作前で1,19±0.31μmo1/gと 総アデニ

ンヌク レオチ ド4.44±0.30/mo1/宮の約 3分 の 1で

あった。虚血再濯流時の 4群 間の比較ではアデニンヌ

クレオチ ドと同様であ り,本 実験で使用した 2剤 とも

グ ア ニ ン ヌク レオチ ドに対 して も有効 で あった

(Table 2).

肝組織 hypoxanthineおよび xanthineの変動 :ア

デニンヌクレオチ ド, グアニンヌクレオチ ドの代謝産
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Table l  Changes in adenine nuciectide levels in

the liver tissue in each group

p mol/g (wet liver)

TAN

A group

before ischemia

before reperfusion

after 15 min reperfusion

after 30 min reperfusion

B group

before ischemia

before reperfusion

after 15 min reperfusion

after 30 min reperfusion

C group

before ischemia

before reperfusion

after 15 min reperfusion

after 30 min reperfusion

U group

before ischemia

before reperfusion

after 15 min reperfusion

after 30 min reperfusion

4.44±0 30

2.82=上0 18

2.98=L0 21

3 . 8 6±0 2 8

4142±0 36

1 50[上0.12

2.08±019

2.82=と0 28

483± 033

1 60t0 16

3 . 1 8 ±0 3 3 …

3 72t0 41■車

4 . 6 2±0 . 3 9

1 60=生0 19

2 9 5±0 2 2・Ⅲ

3 69=生0.37・・

meanttSD n=5
'ip<0.05 ｀ キ;p<0.01 vs B group

ATP i adenosine triphosphate

TAN i total adenine nucleotide

物である肝組織 hypoxanthine,xanthine濃度は15分

間,30分 間虚血中漸増 した。しかし,30分 間の虚血後

て,凌)って も hypoxanthineが 0.o5″mo1/g, xanthine

が0,37/mo1/gと アデニンヌクレオチ ド,グ アニンヌ

クレオチ ドの総量の減少に比較 して増加の程度はわず

かであった (Table 3)。

考  察

肝の虚血性障害は外科領域では肝切離の際の出血の

コン トロールを目的とした肝門部血行遮断,あ るいは

肝移植時の ドナー肝などにみられる。またこれ以外に

も術後の全身循環の悪化にともなう肝循環障害などの

際に発生し,そ れぞれに肝障害を軽減する努力が行わ

れている。

また虚血性肝障害の成因および対策について実験的

に検討した報告も多 くみられる.肝 の虚血性障害の発

生の最大の因子は酸素の供給障害であることはいうま

でもなくり,われわれも肝虚血障害時に血行動態,酸素

需給動態を改善することの意義を強調 してきた1の11).

今回検討 した高エネルギーリン酸化合物は,細 胞内の
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Table 2 Changes in guanine nucleotide levels in

the liver tittue in each grOup

pmol/g

A group

before ischemia

before reperfusion

after 15 min reperfusion

after 30 min reperfusion

B group

before ischemia

before reperfusion

after 15 min reperfusion

after 30 min reperfusion

C group

before ischemia

before reperfusion

after 15 min reperfusion

after 30 min reperfusion

U group

before ischemia

before reperfusion

after 15 min reperfusion

after 30 min reperfusion

m e a n + S D  n = 5  ' : p ( 0 . 0 5  " : p < 0 . 0 1  v s B g r o u p

GTP : guanosine triphosphate

TGN: total guanine nucleotide

Table 3 Increases of hypoxanthine and xanthine
levels in the liver after 15 and 30 minutes is-

chemia

膨大な化学反応に対してエネルギーを供給 している重

要な生体内化合物である。組織の hypOxiaに 伴ってこ

の組織内レベルが低下することが細胞障害の発生の大

きな要因とされ12y,したがって肝細胞の viabilityの有

力な指標 となる1め。このなかでも最も重要な,ATPの

産生はその大部分を ミトコン ドリアの酸化的 リン酸化

に依存 しておリミトコン ドリアヘの速やかな酸素供給

の改善が肝細胞のviabilityを早期に回復する手段 と

なる。

また,細 胞のエネルギーレベルを保持する上で他の

重要な因子はヌクレオチ ドの総量を維持することであ

1 19tO.31

0 44tO.06

0 8040.11

1 0 0± 0 2 5

1 18±0 30

0.41±0.05

0 4 4±0 1 1

0 . 6 2±0 1 8

1.18±0 40

0.36±004

0.63±0104

104± 022■

1 19t0 32

0 3 9±0 0 7

0 6 2±0 . 1 1 '

0 9 7±0 2 3

2 88=上0 22

0 5 4±0 1 7

1.96=LO.30

2 58t0 23

2 8 8 ±0 . 2 2

0.14=LO_05

1 18t0 25

1 9 3 ±0 2 0

2 95=上0 15

0.18=LO.08

2 41t0 32と

2.81±0.13Ⅲ

2.85±0.28

0.17±008

1 48■0 10Ⅲ

2 6 0±0 3 7■

0 7 7 ±0 1 4

0 . 1 2 ±0 0 2

0 41=L0 06

0 4240 06

0 7 7±0 . 1 0

0_1ltO.07

0 1940 06

0 32=L0 02

0 67tO.08

0.07=L0 04

0 3 6±0 0 5■

0 5 7±0 0 4車

0 72=生0 14

0.07=L0 02

0 32=上0 03Ⅲ

0 54t0 06Ⅲ

pmol/g (wet liver)

0 _ 0 3 ±0 . 0 1

0.21■0 02

0 40■O.02

0 . 1 3±0 0 1

0.15tO.02

0 18=LO.01
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る。虚血時間が延長するとヌクレオチ ドの分解が進行

する上に1り
,膜 透過性の元進のためヌクレオチ ドの細

胞外への流出がおこり,こ れ らが再濯流時のエネル

ギーレベルの回復を遅延 させるl"。これらの点に注 目

してわれわれの実験結果について考察する.な お,本

実験では,肝 虚血の作成には70%部 分肝虚血のモデル

を用いた.こ の方法は簡便で,門 脈系の うっ血を起こ

さず,全 身の循環動態を著しく変化させることのない

有用な方法である1。.し たがって虚血肝の代謝をより

純粋な状態で検討でき,肝 虚血実験に広 く用いられて

いる。

まず15分間および30分間という虚血時間の差による

検討では,15分 の差であっても再灌流後の肝組織中の

高エネルギーリン酸化合物の回復には明らかな差を認

めた。 ミトコン ドリアは60分間の肝虚血を行っても再

濯流後早期に機能が回復される1ゆ。一方,本実験から30

分程度の虚血ではヌクレオチ ドの分解は軽度であ り,

30分虚血モデルにおけるエネルギーレベルの回復障害

は,肝 組織血流すなわち細胞に対する酸素供給の回復

の遅廷が原因のひとつであると考えられる.実 際に両

群で肝組織血流量の変動を比較すると著明な差が認め

られた。さらに最近,肝 臓においても虚血再灌流に関

ある障害因子 として注 目されている,活 性酸素などの

cytotoxic factorの産生も虚血時間の延長にともなっ

て元進 しlめ
,エ ネルギーレベルの回復障害にこれらの

因子が関与 している可能性がある。

本 実 験 で はt h r o m b o x a n e  A 2 合成 酵 素 阻 害 剤

(CV4151)お よび多価酵素阻害剤 (ulinattatin)が,肝

エネルギーレベルの回復が遅延する30分虚血モデルに

対 して有効であるかを検討した。Thromboxane A2は

アラキ ドン酸カスケー ド系の代謝産物で, きわめて強

力な血小板凝集作用を有す る。本実験で使用 した

CV4151は 従来の薬剤に比較して血中減期が長 く,特果

的な thromboxane A2合成阻害剤である。.本菜剤の前

投与により再濯流後の肝徴小循環は著 しく改善 され

た,篠 原 ら1のは肝流入血行遮断の際には肝内門脈枝あ

るいは類洞内に微小血栓が形成されるとしてお り, こ

れが再耀流後の微小循環を障害すると考えられる。し

たがって,本 剤の効果にはこの血栓形成の抑制が関与

しているものと推定された。

一方,ulinastatinの投与も肝組織高エネルギーリン

酸化合物の代謝に対 して有効であ り,30分 間の虚血で

あってもATP,TANと もに15分間の虚血群に近い回

復が得 られた。この点については唐仁 らも31P_NMR
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spectrometryを 用 いて肝細胞 の ATPレ ベル におい

て同様の結果を報告 している。。
一方,山 本 らは雑種成

犬を用いて脱血モデルを作成 し,ulinastatin投与が肝

血流の維持に対 して有効であった としている1ゆ
。 しか

し,われわれの肝組織血流の結果からは ulinastatin投

与群 と非投与群で右意な差がな く,肝 循環 に対す る

ulinastatinの効果は証明されなかった。したがって本

剤の効果には血流以外の因子が考えられる。文献的に

は ulinastaunは endotoxin,活 性酸素,細 胞障害性の

サイ トカインなどか らの細胞保護効果を有す るとされ

てお り19～21),これ らの機序が関与 している可能性があ

るが,本 実験の結果か らは詳細は不明である。

今後, さらに肝臓外科手術が積極的に行われ,術 中

術後の肝細胞保護に関わる問題はさらに重要性を増す

もの と考えられる。 したがって,肝 虚血再濯流障害に

対する一層の基礎的な研究が望まれる。また本研究に

使用 した薬剤は,他 の領域で臨床 レベルの投与が実際

に行われてお り,肝 保護作用についても臨床的に検討

されるべ きであると考えられた。
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Changes in Tissue Levels of High Energy Phosphate in Ischemia-reperfusion
Injury to Liver and Influences of Ulinastatin and CV4151

on Energly Metabolism of the Liver

Tsuyoshi Kurokawa, Akio Harada, Mitsuru Nishikimi, Koushiro Kuroe, Wakahiko Kishimoto,
Toshiaki Nonami, Akimasa Nakao and Hiroshi Takagi

Department of Surgery tr, Nagoya University School of Medicine

Dynamic changes in adenine and guanine nucleotide levels of rat liver during ischemia and reperfusion were
investigated. The effects of thromboxane A2 synthetase inhibitor (CV4151) and protease inhibitor (Ulinastatin) on
the recovery of the liver energy status were also studied. Recovery of adenine nucleotide levels after 30-min
reperfusion was markedly disturbed in the 30-min ischemia group compared with the 15-min ischemia group.
Changes in guanine nucleotide levels were similar to those in adenine nucleotide.levels. Increases in catabolites of
the nucleotides, i.e. hypoxanthine and xanthine, were not marked even after 30min ischemia. Recovery of liver
tissue blood flow was more disturbed in the 30-min ischemia group than in the 15-min ishcemia goup. CV4151
improved the recovery of liver tissue blood flow and liver energy level after reperfusion. Ulinastatin also improved
the liver energy level, though it did not increase the blood flow. Ulinastatin has protective effects against free
radicals, endotoxin and other of cytotoxic agents the effects of this drug might be associated with its cytoprotective
properties.
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