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単糖修飾 superoxide dismutaseのラット肝移植

再濯流障害におよぼす効果について

一肝組織 Na十,K十_ATPase活 性による評価一
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Superoxide dismutase(SOD)誘導体のmannosylated SODは肝ラ停実質細胞に, galactosylated

SODは 肝実質細胞に取り込まれ,肝 由来の活性酸素の効果的な消去を期待しうる。そこで,ラ ット肝

移植実験でこれらの単糖類で修飾したSODを 使用し再濯流障害に対する効果を検討した。

通常のSODと 修飾型 SODを 肝移植再濯流直前に投与し再濯流30分後に犠牲死させ,血液および肝

組織を採取して血液一般肝機能,肝 組織 Na+,K+‐ATPase活 性,組 織過酸化脂質(LPO),組 織 SOD

活性を測定した。

移植再濯流によつて血中逸脱酵素の上昇と肝組織 Na+,K+‐ATPase活 性の有意の低下,LPOの 増

加 とSOD活 性の低下を認めた.こ れらの障害は通常のSODで は抑制されず,単 糖類で修飾した

SOD,こ とにgalactosylated SODによりNa+,K+‐ATPase活 性低下は抑制され,組 織 LPO,SOD

活性の改善が認められ,再 濯流時に発生する組織障害の防止に有効と考えられた。
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I は じめに

肝移植再濯流時の肝障害の一因 として,活 性酸素や

free radicalによる組織障害の関与が考えられてい

るll~。
.虚 血再濯流にともなうsuperoxideの発生とそ

の組織障害を防止する目的で,こ れ まで superoxide

dismutase(以下,SODと 略記)の 使用が検討されて

いる41-のが,通 常の SODは 肝に取 り込 まれに くいた

め,そ の効果は不十分 と考えられる。通常の recom‐

binant SODに 比べ,単 糖類の mannoseで 修飾 した

SOD誘 導体 の mannosylated SODは 肝非実質細胞

に,g a l a c t o s eで修飾 した SO D誘 導4本の ga l a c t o s y l a t‐

ed SODは 肝実質細胞に取 り込まれる特性のあること

が正常肝組織を用いた基礎実験で示されてお り助,こ

れらを使用することにより,肝 で発生 した活性酸素の

効果的な消去を期待 しうる。
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そこで,ラ ット肝移植実験において,通常の SODお

よび単糖類を付加 した修飾型 SODを 移植再濯流時に

投与 し,移植肝の組織障害防止効果について検討 した。

その効果判定の指標 として,肝 細胞膜機能の判定に有

用である肝組織 Nat,K+、ATPase活 性の測定り1のを用

いた。

H 対 象と方法

(1)実 験動物 :体 重250～300gの 雄性 Lewisラ ッ

トを使用した。

(2)手 術方法 :ラ ットをエーテル吸入麻酔下に開腹

し,Kamadaら の方法に準 じてl ll~lωcu打を用いた同

所性全肝移植を施行 した。

Donorか ら摘出した肝 graftは冷却生食水中に浸漬

した。Recipientの手術において,肝上部下大静脈は2

点支持による連続縫合にて吻合し,門 脈および肝下部

下大静脈の吻合にはcutt techniqueを用い,肝 動脈の

再建は行わず,胆 管はstentの挿入により吻合した.

(3)群 別 :全肝摘出後 1時 間冷却生食水中に浸漬保
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存 した ものを対照群 とした。

SODを 投与せずに肝移植を施行 した ものを未投与

群 とし,門脈再濯流直前に頭静脈より,通常の SOD l

万単位/kg体 重 を生食水で溶解 し,lmlに して One

shot静注投与 したものをS群 ,同 様にmannosylated

SOD,galactOsylated SODを 投与 したものをおのおの

M群 ,G群 として,グ ループ分けを行った (各群 n=

6).上記の各種 SODは ,京都大学薬学部橋田 充 教授

より提供 していただぃた。

対照群は肝摘出時に動脈血を採取 し, 1時 間保存後

に肝組織を採取 した。移植群は門脈遮断を解除し再濯

流してから30分後に犠牲死させ,お のおの肝組織 と動

脈血を採取 した.肝 組織は門脈より冷却 したヘパ リン

生食水で wash Outし 脱血 して,全 肝を摘出し採取 し

た。採取 した肝組織は液体窒素中で迅速に凍結 し,次

の生化学分析に供 した。

(4)検 討項目 :各標本につき血液一般肝機能検査,

肝組織 Na十,Ktt ATPase活 性,肝 組織過酸化脂質

(lipid perOxide:以下,LPOと 略記),肝 組織 SOD活

性を測定 し,各 群間で比較検討 した。

肝組織 Nrat,K十_ATPase活 性 は既報
】いの ように

Boyerら りの方法にて測定 した。すなわち,採取 した肝

組織 の一
部 に冷却 した bufFerを添加 して polytrOn

homOgenizerに て homoginateに し,ATPを 基質 と

して37°C15分 問 incubateし た後,遊離 した無機 リンを

定量 した。さらに Lowryら 1りの方法にて測定 した蛋白

量で割って単位蛋白当たりの無機 リンの量 として算出

した (μmol Pi/mg prOtein/hr)。  な お Na十,K+‐

ATPaseは Ouabin sensitive ATPaseと して判定 し

た。

肝組織 LPOは 真杉 らlDの
方法で,チ ォバルビツー

ル酸を用いて malondialdehyde(以下,MDAと 略記)

の量 を測定 し,同 様 に単位蛋 白量 の値で算出 した

(nmol MDA/mg protein)。また,肝 組織 SOD活 性は

nttroblue tetrazolium還元法にて測定 し,50倍 肝組織

homOgenate液 における阻害率 として算出した (阻害

率%).

得 られたデータは平均値士標準偏差で表 し,各 群問

の統計学的有意差検定は Student'st・testで行い,危険

率 5%以 下を有意差ありとした。なお,本 実験は長崎

大学における動物実験指針に即 して長崎大学医学部附

属動物実験施設で行った。

III 結  果

① 犠牲死時に採取 した動脈血の血清 GOT,お ょび
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血清 LDHは 対照群に比べ,移 植未投与群で有意に高

値であった。未投与群,S群 ,M群 ,G群 の各移植群

間には有意差はないものの,血 清 LDHに おいてM

群,G群 に低値の傾向が認められた (Fig.1).

② 肝組織 Na十,K十 _ATPase活 性値 (μm01 Pi/mg

protein/hr)は対照群が316± 0.46で,移植未投与群は

130± 0.43と,移 植再濯流により有意の同酵素活性の

低下が認められた(p<0.01)。さらに未投与群に比べ,
S 群 : 1 . 4 5 ±0 . 7 2 , M 群: 1 . 6 4 ±0 , 2 5 , G 群: 2 . 2 8 土

0.34とG群 で有意の改善が認められた (p<0.01),G

Fig.l Levels Ofserum GOT(A)and serum LDH

(B)in recipient rats after OrthOtOpic liver trans‐

plantation, B100d samples M′ere collected 30

■linutes after reperfusiOn Data are expressed as

meanttSD.

C l contr01 grOup, N i non ittection grOup, S:

native SOD ittectiOn grOup,M:mannOsylated

SOD ittection grOup, G: galactOsylated SOD

injectiOn grOup. Ⅲp<o,01 compared、vith control

group



1995年7月

群 は S 群 , M 群 と比較 して も有意 に高値 であつた

(Fig. 2).

③ 肝組織 LPO(nmol MDA/mg protdn)は 対照

群が0.55±0.02で,移 植未投与群は0.57±0.03と有意

差はないものの移植未投与群で増加が認められた。さ

らに未投与群 に比べて,S群 :0.54±0.03,M群 :

0.51±0,02(p<0.01), G群 :0.52±0.03(p<0.05)

とM群 , G群 で有意の MD A値 の低下が認められた

(Fig。 3).

④ 肝組織SOD活 性 (阻害率%)は 対照詳が46.8±

4.0で,移 植未投与群が46.3±1.0と低下の傾向が認め

Fig. 2 Na・ ,K+‐ATPase activities of llver tissues

procured 30 minutes after reperfusion in recipient

rats Data are expressed as meant SD.

C: control group, N: non‐ iniectiOn group, SI

native SOD iniectiOn group,M:man■ osylated

SOD iniectiOn group, G: galactosylated SOD

irtteCtiOn group.・p<0.01 compared with control

group

Fig. 3 Lipid peroxides of liver tissues procured 30

minutes after reperfusion in recipient rats. Data

are expressed as mean+SD.

C: control group, N : non-injection group, S:

native SOD injection group, M: mannosylated

SOD injection group, G: galactosylated SOD

injection group
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Fis. 4 SOD activities of liver tissues procured 30

minutes after reperfusion in recipient rats' Data

are expressed as mean+SD.

C: control group, N : non-inject ion group, S:

native SOD injection group, M: mannosylated

SOD injection group, G: galactosylated SOD

injection group

られた。さらに未投与群に比べて,S群 :47.8±1.2,

M群 :47.3±0.8,G群 :50.1±1.8とG群 で有意の高

値が認められた ( p < 0 . 0 1 ) . G 群は S 群, M 群 と比較

しても有意に高値であつた (Fig.4).

I V 考 察

同所性肝移植は現在末期肝疾患患者に対する最終的

かつ根本的治療法 として,欧 米各施設においては確回

とした地位を有し,日 常の医療手段 としてかなりの成

功率で施行されているl。。それでもなお primary graft

non‐function(以下,PNFと 略記)をはじめとした種々

の移植肝機能障害が併発 し,graftの 生着を妨げ再移

植が必要 となる1のなど問題 となっている。特に移植再

濯流に伴 う肝組織障害については,そ の原因 として

superoxideを代表 とする活性酸素や free radicalの

関与が考えられているll~め
.

McCord18)は/j、腸, 肺とともに丹千組織ヤこは xanthine

oxidaseが豊富に存在 し,虚 血再濯流時に活性酸素が

発生 して,組 織障害が起 こることを説明 している.

Kooljら1りはxanthine oxidaseの肝小葉内分布 につ

いて類洞内皮細胞 と,終 末肝細静脈域の肝実質細胞に

高い活性が存在することを示しており,こ れまでの摘

出肝濯流実験的4ルのか らも肝実質細胞が活性酸素源 と

なり,oXidative stressをきたすことが考えられる。

一方,Clavienら
21),Takeiら2のは冷保存 とそれに続

く移植再濯流時に,類 洞内皮系への白血球粘着現象が

起 こり白血球一類洞内皮系で活性酸素種が発生 して,

∞
∽

(nmolMDA/
mg protein)
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00
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graFtの障害が起 こることを報告 し,Jaeschkeら 2ゅは

活性化 した Kuprer細 胞が活性酸素の主な発生源で

あることを示している。島津 ら24)は
虚血再濯流時に肝

を通過 した肝静脈血中の好中球に活性酸素の産生増加

を認めている。

上記のように肝移植再濯流時の活性酸素の発生源 と

して,xanthine‐xanthine oxidase系を介する肝実質細

胞に出来する場合 と,自血球や,Kuprer細 胞を介した

類洞内皮系に出来する場合が考えられる。

SODは superoxideを不活化させる酵素であり,虚

血再濯流時の superoxideの産生 とそれに伴 う活性酸

素種による組織障害を防止する目的で従来 よりSOD

の使用が試みられているいつ.し かし,通 常の recom,

binant SODは 肝組織に取 り込 まれにくく,迅 速に腎

より尿中へ排泄されるため,そ の効果は不十分 と考え

られる。また,superOxideを はじめとする活性酸素種

は寿命が極めて短 く,そ の消去酵素が同じ代謝区画に

集積分布 していなければ酵素の生物作用はうまく発現

しないと考えられる2D2の
。さらに培養内皮細胞 を用い

た実験で,SODを liposOmeに封入 した り2つ
pOlyethy‐

lene glyco12印を結合させることにより,SODの 細胞内

取 り込みが増加 して活性酸素による障害の抑制に有効

であつたとの報告 もある。

Fuiitaらゆは,radio isotopeを用いた正常肝におけ

る基 礎 実験 で,SODに 単糖 類 で あ るmannose,

galactoseを修飾させることにより,血 中からの迅速

な消失 と肝への集積を認めている.特 にmannosylat‐

e d  S O D は内 皮 細 胞 な どの肝 非 実 質 細 胞 に,

galactosylated SODは肝実質細胞に,細胞膜表面のレ

セプターを介した endocytosisによって著明に取 り込

まれる。

そこで,単 糖類で修飾 した SODを 肝移植実験 に用

いて移植再濯流時に投与することにより,移 植肝の組

織障害を抑制できるのではないかと考えられた。また,

肝実質細胞 と非実質細胞に分かれて,SODが 特異的に

取 り込まれることから,活 性酸素の産生 と組織障害に

関する病態の解明にも役立つと考えられる.

これまでの著者 らのラットを用いた保存肝および移

植肝実験1ので gra■肝の組織 Na+,K+‐ ATPase活 性

は保存終了時まではほとんど低下 しないが,移 植再濯

流直後には有意に低下することが認められた.し た

がってgra■の障害は冷保存に引き続 く温阻血,再 濯

流時に起 こると考えられ,肝組織 Na+,K+‐ATPase活

性の測定はその障害の良い指標 になることが判明 し
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た。この肝組織 Na+,K+・ATPase活 性を指標 とし,さ

らに肝組織 LPOお よび肝組織 SOD活 性 を基にして

単糖類で修飾 した SODの 投与効果を総合的に判断 し

た。

今回の肝移植再濯流実験でも,対 照群に比べて移植

群において,血 中逸脱酵素の上昇,肝 組織 Na+,K+‐

ATPase活 性の有意の低下,肝 組織 LPOの 増加 と肝

組織 SOD活 性の低下の傾向が認められた。 これ らの

障害は通常の SODで は抑制 されなかったが,単 糖類

で修飾 した SODを 投与することにより有意の改善が

認められた。 こ とにgalactosylated SODヤま, man‐

nosylated SODに 'ヒベ,肝 組織 Na+,K+‐ ATPase活

性および肝組織 SOD活 性においてさらに有意の障害

抑制効果が認められた。

これは,移 植時に投与 した galactOsylated SODが

肝実質細胞 に取 り込 まれ,再 濯流 に伴 い発生 した

superoxideの消去に効果的に作用したことにより,肝

細胞の障害が軽減 し,肝 組織 LPOが 減少 したと考え

られる.こ のことは,単 に血中の SOD濃 度を増加させ

るのみでは組織障害の抑制が得 られず,実 際に SOD

が肝組織に取 り込まれなければならないことを示して

いる。しかも,移 植再濯流に伴って発生した superox―

ideの主な targetも肝実質細胞であると考えられる.

しかし一方,再 濯流前の冷保存 と移植手技に伴う温阻

血のために内皮細胞をはじめとする非実質細胞が再濯

流前に既に障害を受けてしまい2り3の
,再 濯流直前に投

与 した mannOsylated SODが 十分に非実質細胞に取

り込まれなかったため,効 果が不十分であった可能性

も否定できない。

肝移植において,graftの 組織障害を抑制 しviabil‐

止yを 保持させることは,PNFを 抑え生着率を改善さ

せ,移 植成績の向上をもたらすうえで重要である。本

研究において単糖類で修飾 した SOD,こ とに肝実質細

胞に取 り込まれるgalactosylated SODを 使用するこ

とにより,graftの 状態が良好に保持 され移植再濯流

時の組織障害の抑制に有効 と考えられた.

稿を終えるにあたり,薬 剤を提供していただいた京都大

学薬学部橋田 充 教授に厚く御礼申し上げます.

なお,本論文の内容の一部は第11回肝移植研究会(1993年

7月,旭 川),第29回日本移植学会総会(1993年9月,金 沢)
にて発表した。
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Effect of Superoxide Dismutase Derivatives Modified with Monosaccharides on
Reperfusion Injury of orthotopic Liver Transprantation in Rats

-Evaluation by Liver Na+, K*-ATpase Activity-

Akihiko Mizoe, Satoshi Kondo, Yukiaki Watanabe, Takashi Azuma, Hikaru Fujioka,
Kimiro Tanaka, Koichi Motoj ima, Kunihidelzawa* and Takashi Kanematsu

Second Department of Surgery and *Department of Emergency, Nagasaki University School of Medicine

Reactive oxygen and oxygen radical scavenger superoxide dismutase (SOD) derivatives were
examined in rat orthotopic liver transplantation. We used SOD derivatives modified with monosacchar-
ides such as mannosylated SOD and galactosylated SOD which are rapidly eliminated from the blood
circulation and taken up by parenchymal and nonparenchymal cells of the liver, respectively, after
intravenous administration. And we determined the effect on reperfusion injury of liver grafts with or
without these SOD derivatives. Orthotopic liver transplantation in Lewis male rats was performed under
ethyl ether anesthesia. During the operation, native SOD and SOD derivatives were administered by
intravenous injection before reperfusion of the graft. Animals were sacrificed 30 minutes after reper-
fusion, and then their blood samples and liver tissues were procured and analyzed for tissue Na+,
K*-ATPase activities, lipid peroxides (LPO) and SOD activities, and serum biochemical tests were
performed- After reperfusion, the levels of serum GOT and LDH were markedly increased and tissue Na+,
K'-ATPase activities were decreased significantly, compared to those in the control rat livers. -fissue

LPO were elevated and tissue SOD activities were decreased after reperfusion. The use of SOD deriva-
tives, particularly galactosylated SOD, before reperfusion prevented the depression of tissue Na*,
K*-ATPase activities and improved the levels of tissue LPO and SOD activities. In conclusion, reperfusion
of the liver graft led to the production of oxygen free radicals and reperfusion injury was not prevented
bv native SOD, but SOD derivatives, particularly galactosylated SOD, had a significant effect on reper-
fusion injury of the liver graft.
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