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無肝期における凝回線溶系分子マーカーおよび

諸指標の経時的変化に関する実験的検討
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Veno‐venous(V,V)バ イパスの凝固能にあたえる影響をみるため, ブタ (n=6)を 用いて凝回線溶

系分子マーカーについて検討 した。凝固系分子マーカーであるthrombin‐antithrombin(TAT)複 合

体は無肝期直前に10.2±4.6″g/′(n=6)と 低値であったのが無肝期の早期 (30分)に 58.6±5.1″g/

′(p<0.01)へ と著明な増加を示 し,そ の後も時間経過 とともに軽度増加 した。一方, フィブリンモ

ノマー (FM)テ ス トは無肝期60分から120分を境に (一)か ら (十)へ と変化を示した。一方,線 溶

系では Dダ イマーは無肝期直前に65±5ng/mlであったのが,無 肝期30分,60分 ,で それぞれ70.0±

10.lng/ml,76.0±8,7ng/ml,と軽度上昇を示 したにとどまった。しかし,120分,150分では100±11.3

ng/mlお よび121±10.8ng/ml(p<005)と 明らかな増加傾向を示した。プラスミンー22プラス ミンイ

ンヒビター (PIC)は 有意な変化を示さなかった。無肝期における凝固系分子マーカーの指標 として

TAT複 合体が,また線溶系分子マーカーでは Dダ イマーがよい指標 と考えられ,従来の凝血学的諸指

標より鋭敏であった,
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はじめに

末期肝障害思者の治療手段 として同所性肝移植が臨

床応用され優れた成績をおさめているll~。.手 較的に

は門脈 ・下大静脈一上大静脈のバイパス (v,vバイパ

ス)を使用することにより,無 肝期の良好な血行動態,

腎機能の安定などが報告されている。.一方,重症肝障

害患者は移植前より凝固能異常を示 し, さらに肝移植

時無肝期には凝固因子の生産はなく,ま た FDPな ど

の凝固因子代謝産物の除去もなされないため凝固能は

低下する。従来よりv,vパイパスを用いた無肝期では

血小板数, フィブリノーゲン,ヘ パプラスチンなどの

減少,prOthrombin time(PT),activated partial

thoromboplastin time(APTT)の上昇が報告されて

きている516)。
今回 v‐vバ イパスを使用した無肝期に,

最近臨床的意義が注 目されてきている凝回線溶系分子

マーカーについてその他の諸指標 と同時に測定 しその

意義を検討した。
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材料 と方法

1.実 験モデル

体重20kg前 後 の ブタ (n=6)を 使用 しketamine

hydrochloride 10.Omg/kg筋注後,myOblock 4ngを

静注し気管内挿管を行いレスピレーターを使用し人工

呼吸を行った。右外頭静脈よリカットダウンチューブ

を挿入 し,全 経過中乳酸加 リンゲル液を30m1/kg/hr

の速度で持続点滴を行い,Ht値 がほぼ術前値を維持す

るよう調節した.経 過中適宜 ミオブロックの静注を追

加し麻酔を維持した。開腹 し右大腿静脈 より14Fア ー

ガイルチェス トチュープを下大静脈へ挿入し, さらに

12Fア ーガイルチェス トチュープを門脈本幹へ挿入

し,両 チューブを内径8mm Y型 ビニールチューブに

接続し脱血路 とした。左外頸静脈へは12Fア ーガイル

チェス トチューブを上大静脈まで挿入し,送 血路とし

無ヘパ リン下にバイオポンプを使用して門脈血,下 大

静脈血を上大静脈へ強制濯流した。以上の処置後,肝

全摘を行い無肝状態下に150分間体外循環を行った。全

身のヘパ リン化は行わなかったが,バ イパス回路の充

填液にはヘパ リン500単位を含んだ生食液250mlを用
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Table l MIethod of tests

Thrombin-antithrombin III complex (TAT)

Fibrin monomer test (FM)

D dimer

Plasmin-az plasmin inhibitor (PIC)

AT_III

Hepaprastin (HP)

Fibrinogen (Fng)

FDP

Tissue plasminogen activator (t-PA)

ELISA

Latex agglutination assay

EIA

EIA

Chromogenic substrate assay

Normotest for plasma

Thrombin technique

Latex agglutination assay

EIA

い た 。

2.検 査項 目および方法

術中の採血は血圧モニター用に留置した左外頚静脈

のカテーテルから30分間隔で行い,凝 固系分子マー

カーとして トロンビンーアンチ トロンビンIII複合体

(TAT),フ ィブリンモノマーテス ト(FMテ ス ト),線

溶系分子マーカーとして Dダ イマーおよびプラス ミ

ン‐砲プラス ミンインヒビター (PIC)を 検討した。ま

た従来の凝回系諸指標 として プ ■ 卜Pン ビン時間

(PT),活 性化部分 トロンボプラスチン時間(APTT),

アンチ トロン ビンHI(AT,III), フィブ リノーゲ ン

(Fng)お よびヘパプラスチン(HP)を 測定した。また

線溶系諸指標 として FDPお よび組織プラス ミノーゲ

ンアクチベーター (t,PA)を検討した.各 種検査の方

法は Table lに示した。

3.統 計処理

統計学的処理は t検定によって行い,危 険率 5%以

下を有意 と判定した,数 値は平均士SDで 表わした。

結  果

1.凝 固系分子マーカーの変動

無肝期前には10.2±4.竹g/′であった TATは 無肝

期30分で58.6±5.lμg/′と著明な上昇を示 した (p<

0.01).しかし60分で65.5±14.5μg/′,120分 で76.3士

15.4″g/′,150分で80.1±16.0/g/′とその後は軽度な

上昇を示した。一方,FMテ ス トは無肝期前,30分でに

ヤよ (一)で あったのが,60分 で 5例 中 3例 が (一)で

あった。無肝期120分で (十)に 変化し150分でも (十)

を示した (Fig。1).

2.凝 固系諸指標の動き

a)PT, APTT

前値12.2±0.5秒であった PT値 は,無 肝期30分で

12.8±0.7秒,60分 で13.1±0.9秒,120分で14.0±0.9

秒 (p<0.05)さ らに150分で14.1±0.5秒 (p<0,05)

と時間経過 とともに軽度な上昇を示 した。また前値

Serial changes of TAT, FM test

(n=6)
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13.5±05秒 で あった APTTは 無肝期30分で16.8土

2.5秒,60分 で17.6±2.3秒,120分で18.8±1,7秒(p<

0.05),150分で20.4±48秒 (p<0.05)と PT同 様軽

度な上昇を示した (Fig。2).

b)AT‐ lII,ヘパプラスチン(HP),フ ィブリノーゲ

ン (Fng)

前値88.4±163%で あった AT‐III値は無肝期30分

で75.0±72%,60分 で62.0±8.4%(p<0.05),120分

で59,0±11.3%(p<005),150分 で57.1±130%(p<

0.05)と 60分までは時間に比例 して減少したがその後

は緩徐に低下した。また前値65.1±7.2%で あったヘパ

プラスチンは無肝期30分で53,3±4.9%,60分で49.5士

8.2%,120分 で339± 65(p<0.05)さ らに150分で

27.0±7.1%(p<005)と 時間経過に比例して低下し

た。Fng値 は前値992± 7 6mg/dlで あったのがそれ

ぞ れ771± 2 9mg/dl,666± 6 1mg/dl(p<0.05),

61.5±9.3mg/dl(p<0.05),60mg以 下 (p<0.05)と

減少した (Fig.3).

3.線 溶系分子マーカーの変動

無 肝 期 前 に は44.2±21.Ong/mlであった Dダ イ

マーは無肝期30分で47.1±23.lng/ml,60分で50.5±

25.lng/ml,とほとんど変動を示さなかったが120分値

で70.0±15.lng/ml,150分値で98.9±18.7ng/ml(p<

120  150

(mⅢn)

b)HP(%)
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Fig。3 Serial changes of AT‐ I11,HP,Fng,Platelets(n=6)

c)Fng(mgrdけ

005)と 無肝期の後期に著しい上昇を示した。一方 PIC

は前値,お よび無肝期全般を通じて0.3″g/ml以 下と

変動を示さなかった (Fig。4).

4.線 溶系諸指標の動き

FDPは 無肝期前には1.3±0.4″g/ml,無肝期30分で

1.5±0.4″g/ml,60分 で1.6±04″g/mlと 軽度な上昇

であったが120分値で26± 1.3″g/ml(NS)と 上昇し

た。150分値では1.9±0 6μg/m〕と軽度低下した。また

t‐PAは 前値0.7±0.4ng/mlであったのが30分値0.9士

0 6ng/ml,60分値0.9±0.5ng/ml,120分値1.2±0.6

ng/mlおよび150分値1.4±0.6ng/ml(NS)と同時に比

例して軽度上昇を示した (Fig.5).

5。その他の指標

血小板数は無肝期前値46.1±17.2×104/mm3でぁっ

た のが30分値37.7±8.5×104/mm3,60分値32.9±

8.5×104/mm3,120分値257±13.8×104/mm3(p<

0,05),150分値19.7+10.1×104/111m3(p<o.05)と時

間がたつにしたがって低下した (Fig,3).

考  察

肝移植手術では術中術後の大量出血,肝 動脈,門 脈

の血栓症など,出 血傾向と凝固元進状態とが混在した

状態にあり複雑な凝血学的動態を示す。肝移植の適応

となるのは,末 期肝臓疾患患者であり,術 前から血液
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Fig.4 Serial changes of D dimer(DD),PIC
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凝固能の異常を伴っていることが多いつ～り。すなわち,

①牌機能充進による血小板数減少,凝 集異常などの血

小板機能障害,② 第Vll因子以外の血液凝固因子, とく

に第V因 子あるいはビタミンK依 存性凝固因子とさ

れる第H,VII,Ⅸ ,X因 子の減少,③ 肝臓で生産され

るATIIIの低下,網内系機能不全による播種性血管内

凝固症候群,④ 流血中に遊離した組織プラスミノゲン

アクチベーター(t―PA)の 処理障害,肝 由来のt‐PAの

血中侵入,t‐PAに 対する阻止因子 (PAI)や 砲プラス

ミンインヒビター (22PI)の低下などによる線溶克進

状態などである.
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さらに,肝 移植手術に特異的な病態として凝固因子

産生の中心的役割を持つ肝臓が全摘出され短時間内に

血液凝固能の濠」的な変化がおこることである。 こ れら

のことから,手 術手技の問題 とともに,術 中, とくに

無肝期を中心 とした血液凝固能の推移の把握 とその維

持は,肝 移植手術の成否を左右する重要な因子の 1つ

である。

従来より大動物 (イヌ)を 用いた無肝期実験で血小

板数,PT,フ ィブリノーゲン,AT‐IIIを経時的に■ll定

し消耗 性凝 回障害 と線溶系 の元進 が示 され て き

た'0。一方,最 近の血栓,止 血学の進歩により止血,

線溶の機序について分子 レベルで理解されるようにな

り分子マーカーの臨床的意義が注 目されつつある1の。

血液凝固反応は,酵 素前駆体から酵素への一連の転

換反応が連鎖的に起 こり,最 終的に トロンビンがフィ

ブリノーダンをフィブリンに転化する反応である。従

来より凝固元進状態を把握するための検査 として, こ

れら凝固因子およびアンチ トロンビンHI(antithrom―

bin III;AT‐III)を代表 とする凝固阻止因子の消費に

よる低下を証明する方法やフイブリンの分解産物の上

昇を証明する方法が用いられてきた。しかし, これら

凝固 (阻止)因 子濃度は生成 と破壊 (消費)と のバラ

ンスに依存するもので,血 中濃度の低下が産生低下に

よるものか消費元進によるものかはその検査値のみか

らは不明であり, この点,凝 口元進状態の把握には必

ずしも適切ではない。

近年,凝 固充進状態の鋭敏なマーカーとして, トロ

ンビン作用によリフィブリノーゲンから遊離するフィ

ブリノペプチ ドA,フ ィブリノペプチ ドBお よびフィ

ブリンモノマー,ま た生じたフィブリンのプラス ミン

による分解産物 (XDP)の 測定法が開発され臨床上用

いられている1い1ゆ
。さらに凝固反応の上の段階の変化

をとらえる方法が凝固活性化および血栓準備状態のよ

り鋭敏な指標 として開発され, とくに トロンピンその

ものの生成のマーカーとして TATが 臨床応用 されて

いる14)15),

実際今回の検討でもTATは 無肝期早期より急激な

上昇を示 し消耗性凝固能元進状態を鋭敏に示 してい

た,一方,FMテ ス トは簡便で日常スクリーニング検査

には適 したものと考えられるが,TATほ ど鋭敏な変

化は示さず無肝期における凝固系分子マーカーとして

は TATが 有用 と考えられた。線溶系分子マーカーと

して Dダ イマーとPICを 測定 したが PICは 1次 線溶

および 2次 線溶の両者を反映す るのに対 しDダ イ
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マーは 2次 線溶を反映 している。実験結果よりDダ イ

マーが無肝期の後期に著明に上昇しているのに対し,

PICは 経時的な変化を示さなかった。 こ の理由として

今回用いた抗体は ヒトに対す るものであ り,ブ タの

PICと は反応 しなかった可能性が考えられる。さらに

Dダ イマーが著しい上昇を示 していることから無肝期

の後期には 2次 線溶が元進 している事実が示された。

しかし,TATな どの複合体は網内系で処理される。肝

は体内における大きな網内系臓器であ り,無 肝の状態

では網内系機能が低下していることにな りTATの 分

解は障害される。そのため今回の研究においても,肝

を摘出することにより見かけ上 TATが 上昇している

可能性がある. しかし,無 肝期の後期で網内系では分

解 されない Dダ イマーが上昇を示 していることはす

なわち, 1次 凝固が元進 していたことを示している。

無肝期には肝臓に依存 していた凝固因子産生能 と凝固

促進因子除去能が欠如することにより複雑な凝血学的

状態に陥る。しかし,各 凝固因子あるいは凝固促進因

子の In VivOでの半減期は少なくとも12時間以上であ

り10,無
肝期150分とい う今回の実験時間内に,こ れら

の因子の自然減少により凝固, 2次 線溶が元進 したと

は考えられず,他 の何らかのメカニズムが働いたと考

えられる。従来の凝血学的指標において認められた異

常は肝摘出による合成能低下においても,ま た凝固元

進のいずれにおいても認められる異常である。 し かし

今回の検討結果より,血 液がバイパスとぃぅ果物 と接

触し,凝固元進状態 となり凝固因子が消費された結果,

合 目的的に 2次 線溶が元進することが分子 レベルで示

された。今後はアンスロンチューブなどを用いた比較

検討が必要であろう。

本論文の要旨は第39回日本消化器外科学会総会(神戸)に

おいて発表した。
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An Experimental Study of the Sequential Determination of Molecular and Conventional
Parameters for the Evaluation of the Coagulation and

Fibrinolytic Status during the Anhepatic Phase
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Keitaro Kan, Hitoshi Yasui, Hisashi Amaike, Teruhisa Sonoyama,

Hisakazu Yamagishi and Tarkahiro Oka
The Second Department of Surgery, Kyoto Prefectural University of Medicine

Although the development of veno-venous bypass technique during orthotopic liver transplantation (OLT) has
decreased the mortality and morbidity of the patients, bleeding or thrombosis due to hemostatic disorders,
especially during the anhepatic phase of surgery, are serious problems in OLT patients. In the present study,
therefore, we assessed the efficacy of the molecular markers used to evaluate coagulation and fibrinolysis status
during the anhepatic phase of surgery using a swine model. Total hepatectomy was perforrnd in the swine (female,

BW=20 kg, n:6) and maintained for 150 minutes with veno-venous bypass. Thrombin-antithrombin III complex
(TAT) and fibrin monomer test (FM test) were analyzed as molecular markers of the coagulation state, and FDP-D
dimer @D) and plasmin-c2 plasmin inhibitor complex (PIC) were analyzed as molecular markers of the fibrinolytic
state. PT, fibrinogen (Fng), AT-III, heparastin (HP), FDP, tissue plasminogen activator (t-PA) and platelet counts
were also analyzed as conventional parameters. TAT levels displayed a remarkable elevation in the early anhepatic
phase, but FM test showed a slow change from (-) to (*) between 60 and 120 min of the anhepatic phase. On the
other hand, DD levels displayed a remarkable elevation in the late anhepatic phase. PIC did not show any
significant change. These data suggested that coagulation disturbances due to a consumption of elements
developed in the early anhepatic phase and that fibrinolytic disturbances developed in the late period. Since
molecular markers are more sensitive than conventional parameters, sequential determination of TAT and DD is
recommendd to evaluate the hemostatic status in the anhepatic,stage of OLT.
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