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虚血耐容能に関する実験的検討
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硬変肝の虚血耐容能を肝組織中高エネルギー リン酸化合物,胆 汁流量の変動および生存率より正常

肝 と比較検討した。Wistar系 ラットに,thioactamideを 腹腔内投与 して作成 した硬変肝群 (LC群 )

と正常肝群 (N群 )に おいて,60分 間の肝虚血を行った。肝組織中 ATP,TAN(単 位 :μm01/gdw)

は,そ れぞれ再灌流後60分において LC群 (2.40,7.54)は ,N群 (4,72,988)に 比べ有意 (p<0,05)

に低値であった。TANは 再濯流直前においても,LC群 (6.36)は,N群 (10.77)に比べ,有 意 (p<

0.01)に 低値であった。虚血後 1週 間の生存率 (%)と 再濯流60分後での胆汁流量の回復率 (%)は ,

LC群 (0,5,9)は N群 (100,51.4)に 比べ,有 意 (p<0.01)に 低値であった。硬変肝では正常肝

に比べ,虚 血耐容能が低下 していた。さらに虚血中にアデエンヌクレオチ ドプールの減少が高度で,

再灌流後の ATP合 成量が低値になることが示唆された。
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目  的

肝硬変は種々の原因による肝障害の終末状態であ

る。本邦においては1988年 1月 より1989年12月までの

2年 間に,全国の562施設で経験された原発性肝細胞癌

8,398例のうち,66%が 肝硬変を合併 しており1),その

合併率は高い。したがって,肝 硬変を合併した症例に

肝切除が行われる機会が少な くないことが予想 され

る。肝切除術に際しては,術 中出血量の減少を計るた

め,一 時的肝門部血行遮断,い わゆるPringle法のが用

いられることが多い。術後肝不全 と術中出血量 との関

係が指摘され3ちPHngie法 は肝不全の予防に有用であ

るが,本 法により,必 然的に肝臓は虚血状態にさらさ

れることになる。しかし,硬 変肝は,正 常肝に比べて

虚血耐容能が低いとされ,虚 血後の肝不全が起 こりや

すいとされている。。したがって,硬変肝の肝切除時に

おけるPringle法は,術 後肝不全の予防 と促進の二面

性を有しているといえる。

そこで,硬 変肝の虚血耐容能を検討し,把 握するこ
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とは,術 後の肝不全の発生を防止する上で,き わめて

重要であると考えられる。 しかし,硬 変肝の虚血耐容

能を虚血前,虚 血中,再 濯流後を通 して詳細に検討 し

た報告はない。そこで,本 研究は虚血―再濯流時におい

て,thioacetamide(以 下,TAA)に よる硬変肝の虚

血耐容能を肝組織中高エネルギーリン酸化合物,胆 汁

流量の変動および生存率より検討した。

方  法

1.陣 臓皮下回着術

体重180g前後の Wistar系 雄性ラットに,Meredith

ら5)の方法に準 じて,被 膜を一
部剣離 した陣臓 を有茎

で左胸壁皮下に国着 した。悌臓 と皮下静脈の間に新生

した血管により門脈体静脈シャントが形成され,全 肝

虚血時の問脈系の鬱血が防止される。

2.実 験群

硬変肝群 (以下,LC群 )(n=30)は 陣臓皮下固着 1

週間後より,滅 菌精製した 4%TAA水 溶液の200mg/

kgを 週 3回 ,連 続10週間腹腔内投与を行い,肝 硬変を

作成 した群 とした。.正 常対照肝群 (以下,N群 )(n=

30)は 生理食塩水を同様に腹腔内投与 した。

3.肝 虚血の方法
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麻酔は,Pentobarbitalを 30mg/kg腹 腔内投与する

ことにより行った。ヘパ リン1,000U/kgを 尾静脈より

投与 し,10分後に肝門部で肝動脈,門脈を血管用クリッ

プにて遮断することにより全肝虚血を行った。虚血時

間は60分間とし,再 濯流はクリップを解除することに

より行った.な お,肝 門部以外から肝臓に流入する血

管はすべて結禁 した。実験中は6m1/kg/hrの 速度で生

理食塩水を尾静脈より補液し,ま た,右 総頚動脈より

動脈圧を測定した。加温マットを用いてラットの体温

を37± 1°Cに保った。

このモデルを用いて,以 下の実験を行った。

(1)組 織学的評価

すべてのラットにおいて虚血前に肝中間葉の一
部を

採取 し,組 織学的検索を行った。

(2)高 エネルギー リン酸化合物の変動 (各群 n=lo)

虚血前,再 灌流直前および再濯流後15,30,60分 の

各時点において微量の肝組織を凍結採取 した。採取後

直ちに液体窒素内に保存 したのち,48時 間凍結乾燥 し

た。Kamiikeの 方法つに準じ,高 速液体クロマ トグラ

フィー法を用いて高エネルギーリン酸化合物を測定 し

た。 ま た,total adenine nucleotides(TAN)お よび

エネルギーチャージはAtkinsonの 式的により算出 し

た。

(3)胆 汁流量の変動 (各群 n=lo)

虚血前,虚 血中,再 濯流180分後まで胆汁流量を測定

した。測定方法は総胆管に24Gサ ーフロー針を留置し,

これにポリエチレンチュープを接続 し,こ の中を進む

胆汁を, 5分 ごとに測定 した91

(4)虚 血後 1週 間の生存率 (各群 n=lo)

虚血後 1週 間の生存率を求めた。

4.統 計処理

2群 間の比較には,生 存率はぇ
2検

定,そ の他の測定

値 はunpaired Student t検定 を用 いた。p<0.05を

もって,有 意差ありと判定 した。

結  果

(1)組 織学的評価

N群 は正常の肝組織像であった。一方,LC群 は小葉

構造の改築が確立 し,幅 の広い線維性間質により,大

小不同の偽小葉が形成され,肝 細胞は脱落 していた。

また,細 胆管の増生 も認められた (Fig.1)。 これらの

組織学的所見は LC群 のすべてのラットに同様にみら

れ,差 異はなかった。

(2)高 エネルギー リン酸化合物の変動

a)ATP量 の変動
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Fig. 1 Microscopic findings of thioscetamide-
induced l iver cirrhosis (Hematoxvl in-eosin

stain, x 400)

虚血前値は L C群 が6 . 9 2±1 8 5 / m o 1 / g d w , N群 が

8 . 9 4±2 7 4″m o 1 / g d wであ り,有 意差 は認 め られな

かった。また再濯流3 0分,お よび6 0分後 で L C群 が

2.26±0.97μmo1/gdw,2.40± 0.95/mo1/gdw,N群 が

4.01±1.10μmo1/gdw,4,72±1.81/mo1/gdwで あり,

いずれもLC群 で有意 (p<0.05)に 低値 となった.回

復率でも再濯流30分では,LC群 が29.01±8.80%,N

群 が5 3 . 9 0 ±2 4 1 8 % , 6 0 分後 で L C 群 が2 5 5 7 ±

11,19%,N群 が7595± 18.86%と有意差 (p<0.01)

が認められた (Fig.2)。

b)ADP量 の変動

虚11前fLrはLC群 が5.11±0.89/mo1/gdw, N群 が

6 . 5 8±2 . 1 4μm o 1 / g d wであ り,有 意差 は認 め られな

かった。また再濯流30分,お よび60分後 で LC群 が

2.06± 0 77μmo1/gdw,2.26± 1.15″mo1/gdw,N群 が

3.27±0.94μmo1/gdw,3.65±0.90″mo1/gdwで あり,

いずれもLC群 で有意 (p<0.05)に低値 となった。回

復率でも再濯流30分では,LC群 が33.80±10.47%,N

群 が5 2 . 7 4 ±1 7 . 4 1 % , 6 0 分後 で L C 群 が3 1 . 0 1 土

1447%,N群 が61.90±14,64%と有意差 (p<0.05)
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Fig. 2 Changes in ATP and its recovery rate
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力ゞ認められた (Fig.3).

c)AMP量 の変動

虚血前値はLC群 が2.28±0.96μmo1/gdw,N群 が

2.08±0 99μmo1/gdwで あ り,有 意差 は認 められな

かった。また再濯流直前 で は,LC群 が3.29±1.56

μmo1/gdw,N群 が734± 1 45μmo1/gdwで あり,LC

群で有意 (p<001)に 低値 となった。回復率でも再濯

流直前で,LC群 が130.86±7191%,N群 が317.53±

205.29%と 有意差 (p<005)が 認められた (Fig.4).

d)TAN量 の変動

虚血前値はLC群 が14.30±2.86μmo1/gdw,N群 が

17.60±577″mo1/gdwで あり,有 意差は認められな

かった。再濯流直前ではLC群 が636± 2.40μmo1/

gdw,N群 が10.77±1,9竹m01/gdwで あり,LC群 で

有意 (p<0.01)に 低値となった。また,再 濯流30分,

お よび60分後 で はLC群 が6.44±1,51μmo1/gdw,

7.54±1.91μm01/gdw,N群 が9.02±2.57μmo1/gdw,

9.88±2.45μmo1/gdwで あり,LC群 で有意(p<0.05)

に低値となった。一方,回 復率ではいずれの時点にお

いてもLC群 で有意 (p<0.05)に低値となったが,経

時的な変動はほとんど認められなかった (Fig.5).
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Fig. 3 Changes in ADP and its recovery rate
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e)エ ネルギーチャージの変動

虚血前値はLC群 が0.66±006,N群 が0,70±0.03

であり,有 意差は認められなかった。再濯流直前のエ

ネルギーチャージは N群 が有意 (p<0,01)に 低値 とな

り,ま た再濯流30分後ではLC群 が050± 011,N群

が0。63±0.03であり,LC群 で有意 (p<005)に 低値

となった。一方,回 復率でも再濯流直前のエネルギー

チャージは N群 が有意 (p<0.01)に 低値 となった。ま

た再濯 流3 0 分, 6 0 分後 で はL C 群 が7 5 . 3 4 ±1 1 . 4 3 ,

69.74± 15.81%, N群 が89.83± 1032, 93.41±

14.13%で あり,LC群 で有意 (p<0.05)に低値 となっ

た (Fig.6).

(3)胆汁流量の変動

虚血前の胆汁流量は LC群 7,70±1.82/m/min/100

g.B.W.,N群 6,44± 0.60/1/min/1oOg.B,W,で LC群

が高値の傾向があったが有意差は認められなかった。
一方,再 濯流後15分,30分 ,60分 の胆汁流量は,LC群

でそれ ぞれ0.44±0.34,0,39± 0,43,0.12± 0,35/1/

m i n / 1 0 0 g . B o W , N 群で は そ れ ぞ れ1 . 7 8 ±0 . 6 9 ,

2.80±0.78,3.30±0.58μ1/min/100g.B,W.であり,

的的晦輸 い
れｍ

叩腕的

↓い
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Fig. 4 Changes in AMP and its recovery rate
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いずれの時点においてもLC群 で有意 (p<0.01)に 低

値であった。胆汁流量の回復率でみると再濯流後15分,

30分,60分 において LC群 はそれ ぞれ3.42±1.61,

6.90±10.34,5.93± 11.83%,一 方 N群 では,28.01±

10.94,43.74± 12.22,51.41± 9。12%で あり,LC群 は

いずれの時点においても有意 (p<0.01)に 低値であっ

た (Figi 7).

(4)虚 血後 1週 間の生存率

N群 は100%で あった。これに比べて LC群 は 0%で

あり,LC群 は N群 に比べ,虚 血後 1週 間の生存率が

有意 (p<0.01)に 低値であった。LC群 は再濯流後,

24時間から48時間の間に死亡 した。死亡後の剖検で,

病理組織学的に肝細胞の広範な壊死を認めたが,他 臓

器には異常を認めなかった。したがって死因は肝不全

と考えられた.な お,虚 血前の平均総頚動脈圧は N群

力ゞ102±4mmHg,LC群 が98±6mmHgで あり,虚血中

および再濯流後 も両群間に差はな く80mmHg以 上が

維持されていた。

考  察

硬変肝モデルとしては,TAAlの ,四 塩化炭素
11)など

卜硬変肝の虚血耐容能    日 消外会誌 29巻  5号

Fig.5 Changes in TAN and its recovery rate
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の薬剤投与による薬剤性肝硬変,ま た,コ リン欠乏食

投与による脂肪性硬変肝
1劾や胆管の結繁による胆汁

うっ滞性硬変肝lめなどがある。今回,わ れわれは TAA

投与により作成 した薬剤性硬変肝モデルを用いたが,

本モデルは,実 験的硬変肝のなかで最 もヒトの肝硬変

に類似 していると報告されている14)。また,実験に供す

るすべてのラットに牌臓皮下団着術を施行したが,こ

の陣臓皮下国着モデルでは,陣 臓 と皮下静脈の間に,

血管が新生され,門 脈系と体静脈シャントが形成され

ることにより全肝虚血時の問脈血のうっ滞をきたさな

い。.さ らに,肝硬変においては臨床的に肝内門脈の狭

小化にともなう門脈圧の上昇により側副血行路の発達

が認めらるるが,本 モデルにおいては,門 脈一体静脈

シャントが形成されてお り,肝 硬変の病態に類似 した

モデルと考えられる。

千賀 ら15)は
同じ牌臓皮下回着モデルを用いて正常肝

で60,90分 間の温虚血を行い,そ の生存率がそれぞれ

100,38%で あったと報告している。また,本 実験にお

いて硬変肝の60分間の温虚血後の生存率は0%で あっ

た。そこで正常肝 と硬変肝の虚血耐容能の差異を明ら
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Fig. 6  Changes in energy charge and its recovery

rate

中
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Fig. 7 Changes in bile flow and its recovery rate
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なわち,硬 変肝では正常肝に比較 して,虚 血により,

AMPの 分解が進み,ア デエンヌクレオチ ドのプール

が減少したものと考えられた。したがって再濯流後の

ATPの 再合成が正常肝に比べて行い難い環境 になっ

ていたことが推察された。

エネルギーチャージは肝臓の viabilityの指標 とす

る意見 も多い1り1り
,本 実験においても虚血前には差が

なかったが,再 濯流後には硬変肝では正常肝に比べて

有意に低値 となった。したがって,硬 変肝は正常肝に

比べて再濯流後の viabilityが低いと考えられた。
一

方,虚 血中再濯流直前では硬変肝,正 常肝 とも低下し

たが,硬 変肝では低下が軽度で正常肝に比べて有意に

高値であった.こ れは,前 述のごとく,ATP量 ,ADP

量は両群間で差がなく,TAN量 は硬変肝において正

常肝に比べて有意に低下していることにより,Atkin‐

sonの 式ゆより算出されるエネルギーチャージは高値

となった。すなわち,虚 血中に硬変肝で正常肝よリエ

ネルギーチャージが高 く保たれていることは,上 式で

分子 となるATP量 ,ADP量 に差がなく,分 母 となる
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かにするため肝虚血時間を60分間 とした。

肝組織中高エネルギーリン酸化合物の変動に関して

は,肝 虚血により急速に分解されるといわれの16),また

伊豆 ら1のは,その速度は,硬変肝では正常肝に比較 して

緩徐であったと述べている。本実験では虚血前 ATP,

ADP,お よび AMP値 は,正 常肝 と硬変肝 との間で有

意差は認められなかった。また,再 濯流直前の両群の

ATP量 にも差は認めなかった。再灌流後 はATP,

TAN量 およびその回復率 は硬変肝で有意に低値で

あった。これは,虚 血再濯流後の硬変肝の viabilityの

低さを表 していると考えられた。虚血中に,ATPお よ

び ADP値 は低下 し,また AMPは 上昇 したが,再濯流

直前での肝組織中高エネルギーリン酸化合物の量を,

正常肝,硬 変肝でそれぞれ比較するとATPお よび

ADPで は両者間に有意差を認めなかったが,AMPは

硬変肝で有意に低値 となった。虚血前値に対する変動

率でも,同 様にAMPで のみ有意に低値であった。ア

デエンヌクレオチ ドのプールであるTANも ,虚 血中

は硬変肝において有意に低値であり,こ れは前述のご

とく,主 として AMP量 の差であると考えられた。す

Recowew rate or胡 お■Ow



34(988)

アデエンヌクレオチ ドのプールの減少を反映するもの

であると考えられた。

次に,硬 変肝群では,正 常肝群に比べて生存率が有

意に低値であったことより,硬 変肝の虚血耐容能は正

常肝に比べて著 しく低下 していると考えられた。再濯

流後の胆汁流量や虚血前値に対する回復率は硬変肝群

で正常肝群に比べて有意に低値であった。肝臓は本来,

多 くの機能を有 しているため,あ る 1つ の機能のみの

評価では肝臓の viabllityを表わすことは不可能であ

り,種 々の検査を総合 して判断されている。一方,肝

濯流実験,肝 移植実験において胆汁流量は肝臓の総合

的な機能を反映 し,肝臓の viabihtyの良い指標 とする

報告がなされている2の21).千
賀 ら2のは陣臓皮下固着モ

デルを用いた正常肝での肝虚血実験において血流再開

後の胆汁流量の回復率 と生存率 との関係を検討し,そ

の結果,胆 汁流量の回復率が,虚 血傷害肝の viabiltty

を示す指標 として適切であったと報告している。本実

験結果より硬変肝群では再濯流後60分まで,胆 汁流量

は正常肝群に比べて有意に低値であった。一方,生 存

率をみると同様に硬変肝群では正常肝群に比べて有意

に低値であった。 し たがってこれらの結果は千賀 らの

報告した結果 と矛盾 しない。一方,硬 変肝においては,

胆汁流量は正常肝 と同様に,あ るいは正常肝よりむし

ろ多量の胆汁が産生されるとも報告されている2釣
。本

実験においても,硬 変肝群の虚血前の胆汁流量は正常

肝群に比べて有意差はないものの多い傾向であった.

もかかわらず,再 濯流後の生存率は正常肝群に比べて

硬変肝群では有意に低下 した。 したがって,虚 血前の

胆汁流量の値から,虚血後の viabihtyを推測すること

はできないと考えられた。

本論文の要旨は第44回日本消化器外科学会総会 (富山)に

おいて発表した.
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An Experimental Study on Tolerance to Ischemic Injury of
Thioacetamide-induced Liver Cirrhosis in Rats

Hirokazu Matsutomo, Hajime Hirose, Shoshi Senga, Hideo Itoh,
Masatoshi Hayashi, Yoshihumi Katagiri, Tatsumi lida,

Masatomo Hayashi and Atsuyoshi Onitsuka
First Department of Surgery, Gifu University School of Medicine

We studied the tolerance to ischemic injury of thioacetamide-induced cirrhotic liver and normal liver
in rats. Wistar rats were divided into an LC group (n:30): thioacetamide-induced liver cirrhosis, and an
N group (n:30): normal. Ischemic injury was inflicted for sixty minutes, and bile was collected to
determine bile flow and its recovery rate after reperfusion. High energy phosphates were measured before
ischemia, before reperfusion, and 15, 30 and 60 minutes after reperfusion. ATP and TAN levels in the liver
tissue (unit: pmollgdw) 60 minutes after reperfusion were significantly (p<0.05) lower in the LC group
(2.40 and 7.54, respectively) than in the N group (4.72 and 9.88, respectively). The TAN level immediate-
ly before reperfusion was also significantly (p<0.01) lower in the LC group (6.36) than in the N group
(I0.77). The survival rate one week after ischemic injury and the recovery rate of bile flow 60 minutes
after reperfusion were significantly (p<0.01) low in the LC group (0% and 5.9%, respectively), compared
with those in the N group (100% and 5I.4/o, respectively). Tolerance to ischemic injury was much lower
in the cirrhotic liver than in the normal liver. Furthermore, remarkable reduction in the adenine nu-
cleotide pool occurred in the course of ischemia, suggesting tow ATP synthesis after reperfusion.
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