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In vivo低温肝濯流後の肝阻血障害に対するCooenzyme Ql。ならびに

Ulinastatinの細胞保護効果に関する検討

兵庫医科大学第 1外科

古川 一 隆  出 中 若 樹  岡 本 英 三

Co‐enzyme Q10(CoQl。),Ulinastatin(U)の肝冷阻血障害に対する細胞保護効果を,雑 種成犬を

用いた生体内肝低温進流モデルを用いて検討した。対照群 (薬剤非投与 n=7),CoQ10群 (阻血 1時間

前10mg/kg iv,n=5),U群 (阻血 1時間前5万 U/kg iv,n=5)の 3群 間で,肝 機能および形態的変

化を比較 した。血行再開後 Glutamic Oxaloacetic transaminase値,β‐gluCurOnidaseの逸脱酵素の

上昇は 3群 間で差はなかったが,mitOchondrial GOT値 の上昇は U群 で抑制 された (p<0.05).

ICGR15は,再灌流 6時 間後は CoQl。群,と くに U群 (p<0.05)で改善が認められた,形態的にもCoQ10

群,と くに U群 で再濯流後の肝細胞質,mitOchondria面積の増加,類洞内皮細胞の配列の乱れおよび

Disse腔側微繊毛の減少が抑待」されていた。以上より,CoQl。ならびに Ulinastatin阻血前投与は冷阻

血障害に対する細胞保護効果を有すると結論できる。
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はじめに

移植肝の早期 viablityを左右する主要因子には,手

術手技上の問題を除外すると,摘 出前の donor肝 機

能,摘 出から移植後血行再開までの阻血障害,血 行再

開後の再濯流障害があげられる。これ らは移植肝に

10%の 害」合で発生す るprimary non‐functiOnの要因

を形成 している1)。この阻血中から血行再開後に発生

する一連の虚血障害を軽減する手段には,阻 血時間を

短縮することのほかに阻血耐用性を増すべ く細胞保護

剤を投与することが考えられる。移植モデルを用いた

場合,早 期移植肝機能には手技的な問題,保 存時間,

拒絶反応などの要素が変錯 して影響するため,阻 血に

対する薬剤による細胞保護効果のみを個別にとりあげ

て検討することは困難である.本 研究は,肝 摘出から

血行再開に至るまでの冷阻血障害および再濯流障害に

対する細胞保護効果を上記した種々の因子の修飾を排

除すべ く,生 体内選択的肝低温濯流モデルを用いて,

Co‐enzyme Ql。(以下 CoQ10)お よび Ulinastatinの阻

血障害に対する細胞保護効果を検討した.

I.対 象および方法

1.実 験動物

<1992年 11月11日受理>別 刷請求先 :古川 一 隆
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科

実験動物は,24時間絶食 した体重15～20kgの 雑種成

犬を用い,ketalnine hydrochloride 30mg/kg筋注後,

調節呼吸下に以下の実験を行った,

2.手 術手技

大腿動脈血圧のモニター下に開腹 した。Y字 型連結

管を用い左頸静脈 と左股静脈ならびに牌静脈間に遠心

ポンプ (B10‐pump ① Bio‐Medicus,Inc)を 設置 しバ

イパスを作成した。次いで小網ならびにすべての肝靭

帯を切離 し,固 有肝動脈,門 脈おのおのにテープをか

け, さらに横隔膜直下肝上部下大静脈,肝 下部下大静

脈にテープをかけた。門脈本幹には腸間膜静脈経由で

濯流用チューブを左右門脈分岐部直前に留置した。ま

ず,バ イパスを作動 (流量40m1/kg/min)し ,肝 血行

を肝下部下大静脈,肝上部下大静脈の順に遮断し,4℃

lactate Ringer液で肝冷却濯流しつつ,60分 間の肝阻

血を行った。なお肝下部下大静脈にはチューブを挿入

し濯流液の排液経路 とした。 4℃ lactate Ringer液は

1,500mlを80cnH20の 落差圧で濯流 した。阻血中の

肝深部温は,左 内側棄に針型温度計をlcm穿 刺 し連続

的にモニターした.血 行再開直前には sodiuln bicar一

bonate(7w/v%)20ml, methylprednisolone sodiuln

succinate 25mgを静注 し,肝 動脈,門 脈,下 大静脈の

順に血行を再開させた。

3,実 験群
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阻血中の肝深部温が20℃前後まで低下し,か つ肝全

域が均等に灌流された症例のみを灌流良好例とし,そ

れを以下の 3群 に分けた。すなわち阻血前細胞保護剤

無投与例を control群(以下 C tt n=7),CoQ10(エ ー

ザイ株式会社,東 京)を阻血 1時間前に10mg/kg静 注

したものを CoQ10群 (n=5),Ulinastatin(持田製薬株

式会社,東京)を阻血 1時間前に 5万 単位/kg静 注した

ものを Ulinattatin群(以下 U tt n=5)と した。

4.検 査項 目

1)生 化学検査

ICG検 査(0.5mg/kg 15分停滞率 ICGR15)は開腹時,

血 行 再 開 後 1 お よ び 6 時 間 ま で, G l u t a m i c

oxaloacetic transaminase(GOTIU/′ ), Glutamic

pyruvic transaminase(GPT IU/′ ), m_GOT(IU/め ,

β‐g l u C u r O n i d a s e ( U / d l 以下 β‐g l ) , 総胆 汁 酸

(NMOL/ml),乳 酸 (mg/dl)は さらに経時的に 1週 ま

で測定 した。CoQ10群 では,広 島らの方法2)でcoQl。組

織内濃度を投与前後で測定した.

なお ICG 15分 停滞率は比色法,GOT,CPTは UV

法,総 胆汁酸は32‐HDS比 色法,m_GOTは protease

法,β ‐gl.は延永変法め,総 胆汁酸は3α、HDS比 色法,

乳酸は酵素法にて測定 した。

2)形 態学的検査

肝生検を阻血前 と血行再開後 1時 間において右中葉

で施行し,光 顕および電顕材料に供 した。画像解析装

置 Quantimet 720 system 20(Cambridge)な らびに

CIR‐300(IBAS)を 用い以下に述べる形態計測を行っ

亨(i。

光顕計預Jは,250倍 率の HE染 色標本を用い 1標 本

当た り計500個 (各群約2,500個)の 細胞面積を阻血前

後おのおのにおいて無作為に計測 した。電顕は検体を

glutaraldehyde・osHliunl tetroxideで二重固定し,

uranium・鉛で二重染色後,類洞並びに肝細胞を観察し

た。さらに,肝細胞 mitOchondriaに ついては 1万 倍の

倍率写真を用い, 1標 本あた り計400個 (各群2,000個 )

の mitochondria面 積を電顕計測 した。形態学的検索

はすべて肝小葉 Zone 2を 対象として行った。

3)統 計学的分析

得 られた結果は平均値(M)± 標準偏差(SD)で 表 し,

有意差検定は Student's t testを用い,危 険率 5%以 下

をもって有意とした。

H.成   績

1.肝 深部温度の推移

左内側棄で測定 した肝深部温は,進 流前の38℃から

肝濯流後の肝阻血障害に対するCOQl。ならびにUの 細胞保護効果 日 消外会誌 26巻  2号
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灌流開始後25分で,平 均19℃にまで低下 し,以 後20℃

前後で推移 した (Fig.1).

2.CoQl。肝組織内濃度

CoQl。組織内濃度は,投与前では平均0.63±0.19″g/

mg protein,投与後 1時 間で約 2倍 以上の平均163±

Fig. l  Tirne course of liver tissue temperature

during cold perfuslon
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Fig. 2 Changes in the CoQ,o concentrations in the

liver tissue after intravenous administration of
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021″g/mg prOteinに上昇し, さらに投与後 2時 間の

血行遮断中においても低下は認められなかった (Fig.

2 ) .

3.逸 脱酵素,総 胆汁酸,字L酸の推移

GOT値 は,C群 では再濯流後 6時 間で最高値696土

2871U/′に達し1週で前値に復 した。CoQ10群,U群 で

は,C群 と同様に 1～ 6時 間後に最高値を示し,1週 で

ほぼ前値に復 した。 3群 間の最高値に有意差は認めら

れなかった (Fig。3).Mitochondria出来の逸脱酵素

であるm‐GOTは ,C群 では 1病 日に最高値85±33

1U/′を示 し,以 後低下 し 1週 で前値 に回復 した。

CoQ10群では最高値に達した時期は C群 より早 く再濯

流後 6時 間であったが,最 高値は C群 との間に有意差

は認められなかった。一方,U群 は CoQl。群 と同様再

濯流後 6時 間で最高値を示 したが,そ の値は57±17

Fig. 4 Changes in mitochondrial GOT after is-
chemia.

m―GOT(lu/2)
Op
↓

O Contro3  (n=7)
●CoOl。   (ni5)
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IU/′と他の2群に比べて有意(p<0.05)に低値を示し

た (Fig. 4).

Lysosome逸 脱酵素であるβ‐gl.は,C群 では再濯流

後 6時 間で最高値4,114±803U/dlに達 し,以後 2病 日

に最低値1,774±976U/dlとなりその後再び増加 した。

CoQ10群,U群 ともに C群 と同様の推移を示 し,い ず

れの時期においても3群 間に有意差は認められなかっ

た (Fig.5).

血中総胆汁酸は, 3群 ともに再灌流後 1時間で最高

値を示 し,ほ ぼ第 1病 日に前値に復した。最高値は C

群で41±5mg/diと 最も高 く,次 いで U群 ,CoQl。群の

順であった,C群 とCoQ10群間には最高値 に有意差

(p<0.05)がみられ, さらに 6時 間後では U群 がより

良好な回復を示 した (Fig.6).

乳酸は,3群 ともに再濯流後 1時間で最高値に達 し,

以後低下し第 1病 日に前値に復 した。最高値は C群 ,

Fig. 6  Changes in total bile acid after ischemia.
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Fig. 7 Changes in Lactate after ischemia.
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Fig. 5 Changes in p-glucuronidase after ischemia.

５
　
ＷＯ

３
　
軒

５

　

Ｗ

３

　

軒

O Control  (n=
● COQi。   (n=
▲ U‖nastatin(n=

( M  t t  S D )

p-glucuronidase (u/ dt)

o Control   (n=7)

● Co01。   (n=5)
▲ U h n a s t a H n ( n = 5 )

( M  t t  S D )

( n = 7 )
( n = 5 )
( n = 5 )



4(196)

CoQ10群,U群 の順に高 く,C群 とU群 間には有意差

(p<0.05)が みられた (F七.7).

4.ICGRlsの 推移

ICGR15は,C群 は前値20± 7%に 対し,再 灌流後 1

時間で44±12%と 悪化 し, 6時 間後でも42±12%と 改

善は認められなかった。CoQl。群は前値23±8%に 対

し,再 濯流後 1時 間は47± 6%と C群 と同程度に悪化

したものの, 6時 間後には34±6%と 有意差はないが

C群 に比較 し改善を認めた。U群 は再濯流後 1時 間で

Fig。 8  Changes in lndocyanine green retention

rate after ischernia

lCGR15(%)

reflow ,Pく 005
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は47± 7%と 他の 2群 と同様に悪化 したが, 6時 間後

では27±9%と C群 に比較して有意 (p<005)に 改善

した (Fig.8).

5.光 顕像

光顕像では,阻 血前に対し再濯流後 1時間後の C群

では肝細胞索の乱れ,細 胞質の淡明化および腫大を認

め,ま た空胞化も散見され,CoQl。群でも,そ の程度は

やや軽いものの C群 と同様の所見であった。一方,U

群では C群 および CoQ10群に比較 して,肝 細胞構築や

個々の細胞形態はよく保たれていた (F七.9).

6.肝 細胞面積

肝細胞面積の分布曲線を 3群 間で比較 した (Fを.

10).縦 軸は細胞数,横 軸は細胞面積 (″m2)で ぁる。

C群 では,阻 血後は阻血前に比べ細胞面積の増大した

細胞が増加し分布曲線は右方へ移動 した。CoQl。群で

は,分布曲線は右方へ移動したが,C群 に比較するとそ

の程度はやや軽度であった,一 方,U群 では,阻 血後

における右方への分布曲線の移動は他の 2群 に比べて

明らかに少なかった。阻血前 と阻血後の細胞面積の平

均値を 3群 で比較すると,CoQl。群では C群 に比べ,U

群は C群 ,CoQl。群に比べて,細 胞面積の増加は有意

(p<0.01)に 抑制 されていた (Table l).

7.電 顕像

阻血前では,類 洞内皮細胞は整然 と配列 し,細 胞相

Fig. 9 Histological findings of the liver before and after t hour ischemia. (HE x

100)
A. Preischemia. B. Control group after I hour ischemia. C. CoQ,o group after
t hour ischemia. D. Ulinastatin group after t hour ischemia.
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27± 9
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Fig. 10 Distribution cuwe

patocytes before and after

of the size of
I hour ischemia.

he‐
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Table l  Mlean size of hepatocytes before and

after l hour ische■lia

互間の小孔の開大は認められず,Disse腔 には肝細胞

の微繊毛が無数に認められた(Fig。1lA)。C群 の阻血

後 1時間では,類 洞内皮細胞の配列の乱れおよび断裂

がみられ,小 孔は開大し,類 洞内皮細胞の肥厚が認め

られた。さらに Disse腔では微繊毛の減少が認められ

た(Fig.1lB)。CoQl。群の阻血後では,類 洞内皮細胞

の配列の乱れおよび類洞内皮細胞の肥厚は軽度であ

り,また,小孔の開大および微繊毛の減少も軽微であっ

たくFig。1lC).U群 の阻血後では,CoQl。群同様に類

洞内皮細胞および微繊毛の形態変化は軽微であった

(Fig.1lD).

肝細胞は C群 の阻血後 1時 間では,阻 血前 (F七.

12A)と 比較 して,粗 面小胞体の拡張ならびにmito‐

chondriaの腫大が認められた(Fig。12B).CoQl。群で

０
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oBEfore ischsmia

lAtter isch€mia

Ulinastatin

Fig. 11 Ultrastructure of the hepatic sinusoidal cells before and after t hour
ischemia. (x10,000)

A. Preischemia. B. Control group after t hour ischemia. C. CoQro gtoup after
t hour ischemia. D. Ulinastatin group after t hour ischemia.
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ⅢⅢ p<0.01
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Fig. 13 Distribution curve of the size of mitochon-
drias before and after I hour ischemia.

U‖nastatin
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Fig, 12  Uitrastructure of mitochOndrias before and after l hour ischemia (×

10,000)

A. Preischemia.B. Control group after l hour ischemia C, COQlo grOup after

l hour ische■lia.D. Ulinastatin group after l hOur ischenlia

Ｑ
モ
Ｏ
Ｅ
ｏ
二
ｏ
ｏ
≡
Ｅ
』

一
ｏ
　
」
ｏ
Ｏ
Ｅ
、
ョ
Ｚ

は,粗 面小胞体の拡張は認め られないものの,mito‐

chondriaの腫大を軽度認めた (Fig.12C).U群 では

いずれの変化も軽微であった (Fig.12D).

8.肝 細胞 mitOchondria面積

肝細胞の mitochondria面積を横軸に,個 数を縦軸

に した mitochondria面積分布 曲線 を Fig,13に 示

す。C群 では阻血前に対 して阻血後では,腫 大 した

mitochOndriaが増加し,分布曲線は右方へ移動し平坦

化 した.CoQ10群では,C群 に比べて右方への移動がや

や少なかった。U群 では分布曲線の右方への移動は他

の 2群 に比べて少なく,阻 血後の mitochondria腫大

の抑制は顕著であった。

各群の mitochondria面積の平均値をみると,C群

に対しCoQ10および U群 では mitochondriaの阻血後

Table 2  Mean size of mitochOndrias befOre

and after l hOur ische■1la

Mitochondrial area (um2)
Group

I hr after reflow
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の腫大が有意に(p<0.01)抑 制されていた(Table 2).

III.考   察

肝細胞保護効果は細胞培養系,濯 流装置,あ るいは

小動物を用いて検討されてきたが,細 胞保護剤の臨床

応用の可否をみるためには,臓 器単位でしかも大動物

を対象に,単 に阻血中に引き起こされる低酸素障害の

みならず血液自身による再湛流障害の病態をも含めて

検討することが重要である。

生体内選択的肝濯流モデルは,肝 組織温の阻血障害

に及 ぼす影響りあ るいは肝血 行再 開後 の declamp

shockの 病態を検討するモデルのとして用いられ,臨

床的には肝切除の補助手段 として応用 されている

力い,同 ■デルを用いて冷阻血障害に対する薬剤の細

胞保護効果を検討した報告はない。

さて,阻 血中の臓器温,阻 血時間および阻血範囲な

どの阻血条件は報告者により異なるものの,種 々の薬

剤について肝細胞保護効果に関する研究がなされてき

た。微小循環障害の軽減を目的に検討された薬剤には

血管床の収縮抑制作用のあるisoproterenor)や変感神

経遮断剤,血流増加作用のあるdopamin。およびpros‐

taglandin(PGElり , PGE21°, PG1211))力`あげられる。

細 胞 膜 保 護 作 用 を 有 す る も の と し て は

glucocorticoids12), chlorpromazine13)がぁり, まヲと,

エネルギー代謝の改善作用のあるもの として,Mg

bound ATPlり ,allopurinol19,本研究 に も用 いた

CoQl。があげられる。さらに最近では再濯流後の活性

酸素による組織障害を軽減すべ く,活 性酸素消去作用

を有するとされるsuperoxide dismutase(SOD)1の,

coQ1018), 2‐tOCOphero119), glutathion20), catalase21),

および allopurino12分が注 目されている。

本研究でわれわれが使用 した薬剤はエネルギー代謝

維持および抗酸化剤 としての有用性が小動物を対象に

検討されてきた CoQ101。18ン0と,肝 阻血障害に対する

細胞保護効果に関 してはいまだ検討 されていない

Ulinastatinである。

本研究では諸家の手法に従い,CoQl。を阻血前10

mg/kgの 割合で静脈投与 したが,投与後の肝組織濃度

の推移からみる限 り,CoQ10は 少なくとも3時 間肝組

織内に留まっていることが確認された101ゆ1の
.

CoQl。群では C群 に比べて,GOTの ような肝細胞内

逸脱酵素,lysosone逸 脱酵素であるβ・gl.お よび

mitochondria逸脱酵素であるm―GOTの 逸脱に抑制

はみられなかった。 し かしながら,肝 障害度ならびに

肝代謝機能を総合的に反映する総胆汁酸2ゆ
,ェ ネル
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ギー代謝を間接的に反映する乳酸
20の上昇は血行再開

1時間後において抑制されていた。また,肝 細胞機能

のみならず肝徴小循環機能をも反映す るICGR15は,

血行再開 6時 間で C群 で比べ有意差はないものの回

復傾向を示 した。これら機能的に認められた細胞保護

効果は以下に述べる形態的に観察された保護効果 と符

合している.

CoQ10の細胞保護効果について形態計測に基づいた

客観的分析は行われていないが,今 回行った細胞計測

によると,冷 阻血後の細胞障害を最も端的に表現して

いる細胞腫大2のが coQ10阻血前投与により抑制 される

ことが判明した。また,電顕的にも,C群 に顕著にみら

れた類洞内皮細胞の小孔の開大,肝 細胞の微繊毛の腫

大および減少,mitOchondriaの腫大が有意に抑制され

ていることが観察された。

冷阻血障害は,冷 却保存中よりむしろ再濯流 (ある

いは再酸素化)後 に, とくに類洞細胞において強 く発

現することが指摘されている2の2ゆ。この原因として,再

濯流後において放出される類洞内皮細胞からの活性酸

素あるいは好中球や Kuprer細 胞からの活性酸素や

proteaseにより類洞内皮が障害 されると報告 されて

いる2の3の.外 因性 CoQl。の効果発現機序は,1.mito‐

chondriaの内因性 CoQと ともにATPの 産生を助長

する,2.細 胞の膜構造に対する保護効果,3.過 酸化

脂質産生抑制による抗酸化効果,の 3点 とされてい

る1。1め1り.以 上の作用機序を考慮すると,CoQ10は ,再

濯流後に発生する活性酸素のひとつである過酸化脂質

の産生を抑制することにより,肝 細胞のみならず微小

循環を調節している類洞からDisse腔にいたる構築の

保持に対 して も保護効果を示 した と考 えられ る。

CoQl。で観察 された保護効果 は次 に述べ るUlinas‐

tatinにおいて一層顕著に認められた。

Ulinastatinはヒトの尿より分離精製 された分子量

約67,000の糖蛋白質である。生理学的意義については,

trypsin,elastase,lypaseなどの lysOsome酵素阻害作

用,lysosome膜 安定化作用があげられている31).肝

lysosomeよ り逸脱した lysosome酵素は,細胞内小器

官の破壊や機能抑制作用を有するため321-3り,ulinas‐

tatinを阻血前投与することにより,阻血障害に対して

何らかの細胞保護効果が期待できるのではないかと考

え,本 薬剤を使用した。なお,Ulinastatinは急速静脈

内投与後,ア イツトープを用いた組織内分布の検討で

は,投 与 4時 間後も肝組織中に約60%の 濃度で停滞す

るため39,急 速静注投与法を採用した。
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阻血後の肝細胞腫大の抑制,類 洞構造の保持,肝 細

胞 mitOchOndriaの腫大の抑制,ICG検 査で示される

肝微小循環機能の改善のいずれかの点において も

Ulinastatinは阻血および再濯流障害に対 して強い保

護効果を示した。しかしながらCoQ10群と同様,GOT

の逸脱は C群 と比べて抑制がみられなかった。また,

Ulinastatinは細胞内 lysosome膜の安定化3けにより,

lysosome酵素の逸脱を抑制するとされているが,本研

究では予想に反 しlysosome逸脱酵素のひとつである

β‐gl.の逸脱の程度には 3群 間で差がみられなかった.

冷阻血障害は,再 濯流後において放出される類洞内

皮細胞からの活性酸素あるいは好中球や Kuprer細

胞からの活性酸素や prOteaseの産生により細胞障害

が一層増強される30.

この観点に立つ と,Ulinastatinは好中球あるいは

K u p r e r 細胞 か ら放 出 さ れ た e l a s t a s e など の

lysosome酵素の活性抑制3",または活性酸素の放出抑

制ならびに消去381作用に基づいて保護効果を示 した と

推察される。すなわち類洞内皮細胞を 1次的に保護 し,

その結果,2次 的に肝細胞に対 しても保護効果を示 し,

mitochondriaの腫大抑制,m_GOTの 逸脱抑制が得 ら

れたものとも考えられる。

肝移植術においては,donor手術の阻血前に,あるい

はrecipient手術の血行再開前後にかけて細胞保護 目

的に PGE13り,coQl。
4いなど,各 種薬剤の投与が試みら

れているが,本 研究の成果から,Ulinastatinのような

蛋自分解阻害剤の投与 も臨床的に有用であると考えら

れる。また,肝移植術のみならず肝切除術に際しても,

肝切離操作中にはしばしば肝血行遮断を行った り,あ

るいは冷却濯流を加えることもある。 し たがって,肝

切除時,術 中操作に基づ く阻血障害および再濯流障害

から類洞内皮および肝細胞を保護する目的にも上記 し

た細胞保護剤を阻血前に投与することは臨床的に有用

であると結論できる。

稿を終えるにあたり,終 始御助言御協力を戴いた,肝 グ

ループの諸兄に深謝いたします.
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Cytoprotective Action of Co-enzyme Qr6 and Ulinastatin on the Ischemic Damage of the

Liver Following in Vivo Cold Infusion

Kazutaka Furukawa. Naoki Yamanaka and Eizo Okamoto
First Department of Surgery, Hyogo College of Medicine

We tested the hepatoprotective action of Coenzyme Qlo and Ulinastatin (urinary trypsin inhibitor) by using a in
vivo hypothermic liver perfusion mdel. One-shot intravenous administration of these agents was performed one
hour prior to ischemia. during a I hours ishcemic phase under a venovenous bypass using a centrifugal pump,4oC

chilled lactate Ringer perfusion (1500 mllhr) cooled the liver down to 20oC. Postperfusion elevation of plasma GOT
and B-glucuronidase occurred at the same degree in the pretreated groups as in the control group, while the
elevation of plasma mitochondria GOT was significantly suppressed in the Ulinastatin treated group. The rate of
retention of indocyanine green dye for 15 min was elevated at one hour after reperfusion in all three groups,

however, it returned to significantly lower levels by 6 hours in the pretreated groups, especially in the Ulinastatin
group. Morphologic as well as morphometric studies by electron microscopy revealed that the cold ischemia-
induced damage to liver cells and endothelial cells of the sinusoids was significantly suppressed in the pretreated
groups, especially in the Ulinastatin groups. It was concluded from these data that pretreatment with Coenzyme

Q16 or Ulinastatin may have a cytoprotective effect on liver damage induced by cold ischemia.
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