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阻血下肝濯流における肝類洞内皮細胞障害および

N a f a m o s t a t  m e s i l a t e による障害抑待J 効果

千葉大学第 1外科

安田 典 夫  宮 崎  勝   飯 沼 克 博

大塚 将 之  中 島 伸 之

ラットを用いin Stuでの60分間肝血行遮断下の分離肝灌流を行い,各種濯流液による肝保護効果の

生化学的および組織学的検討により行った。肝濯流はlm1/min/kgの速度で25°C乳酸リンゲル液(25°C

LR群 ), 4°C乳酸リンゲル液 (4°C LR群 ),Nafamostat mesilate(10μg/ml)添 加25°CttL酸リンゲ

ル液 (25°CNM群 ),NM(10μ g/ml)添 加 4°C Lactate Ringer液(4°CNM群 )4°C University

of Wisconsin solution液(UW群 )の5群 とした。NM添 カロ群で濯流液中s‐GOT,TXB2,6‐ keto‐PGFl

αの上昇が NM非 添加群に比べ有意に抑制された。組織学的にはすべての濯流群で無濯流群に比べ肝

細胞の腫脹が有意に抑制され,UW群 で最も強い抑制をみた.ま た無濯流群でみられる類洞内皮細胞

の連続性の消失および類洞内皮小孔の拡大はNM非 添加群では抑制されず,NM群 において明らかな

抑制がみられた,阻血肝での肝濯流においてNM添 加は類洞内皮細胞障害を抑制することにより微小

循環を維持しその結果,肝 細胞保護効果をもたらすと考えられた,
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結  言

下大静脈や肝静脈へ浸潤したり,下 大静脈腫瘍栓を

伴う高度進行の悪性腫瘍の手術において肝の流入流出

血1行を完全遮断するtotal hepatic vascular excluslon

(以下,THVE)法 はこれら進行肝癌の切除に際し,肝

部下大静脈の剰離,切 除を安全に行いうる有用な方法

である11 しかし,THVEの みで長時間にわたる肝阻

血を行った場合,肝 臓の強い温阻血障害が引き起こさ

れる。この温阻血障害の軽減の目的で臨床的に現在 in_

situの体内分離肝濯流法などが用いられ,そ の有用性

が報告されているの3と し かしながらin‐situで行 うた

めに肝臓を摘出保存する場合と異なり,UW液 などの

臓器保存液は使用しづらく,極 力肝阻血時間を短縮さ

せることが臨床的にせまられる。そこで今回,阻 血肝

の血流停止時に発生すると予想される類洞内循環障害

を,微 小血栓形成に伴い発生するTXB2,6keto PGFl

2,PGE2の プロスタノイドの変動の面および組織学的

な面より検討を加えた。さらに肝濯流による障害防止

効果が Nafamostat mesilateの添加により影響され
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るかを併せ検討した。

材料および方法

(1)実 験動物

実験動物はWistar系 雄性ラット (250～350g)を 用

いた。千葉大学医学部中央動物舎 (室温 ;25°C,照 明 ;

午前 5時 ～午後 7時 )に 餌,水 の自由摂取下に, 7日

以上の飼育後,12時 間の絶食期間を設けた後,実 験に

供した.

(2)ラ ット体内分離肝濯流モデルの作製

ラットはベントバルビタール麻酔 (16mg/kg;腹 腔

内投与)下 に開腹,既 報のごとくり。,門 脈幽門校に,

外 径0.80mmの 塩 化 ビエル製 チューブ (DURAL

PLASTIC&ENGINEERING, AUSTRALIA)を F]

脈本幹合流部まで挿入し,濯 流液の流入日とし,門 脈

本幹を遮断した.下 大静脈を腹腔内にて肝臓上部およ

び肝臓下部腎静脈分岐上部で遮断し,肝 動脈,胆 管も

遮断し,肝 臓を全身血行より完全に分離した.肝 臓下

部下大静脈に外径2mmの チュープ(アトム社ポリスチ

レン製)を 挿入し,肝 静脈の濯流液の流出口とした。

60分間の肝阻血を行い阻血肝に対し各種濯流液によ

る肝濯流を行い,対 照として60分間の無濯流群を設け

た。
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濯 流 群 はl m 1 / m i n / k g の速 度 で2 5 °C  L a c t a t e

Ringer液  (以下25°C LR群 ), 4°C Lactate Ringer液

(以下 4°C LR群 ), 25°C Lactate Ringer液 に

N a f a m o s t a t  M e s i l a t e (鳥居薬品 iフサン①)を 1 0〃g /

m lの 濃度で添加 した液 (以下25°C  N M群 ) , 4°C

L a c t a t e  R i n g e r液に N a f a m o s t a t  M e s i l a t eを1 0μg /

m lの 濃度で添加 した液 (以下 4°C  N M群 ) , 4°C

University of Wisconsin solusion(BELZER UVヽ;E

I du Pontde Nemours and Company)(以下 UW群 )

を用いた。60分後すべてのクランプを開放して阻血を

解除し,あ らかじめ肝部下大静脈内に挿入留置したカ

テーテルより肝臓上部および肝臓下部下大静脈を遮断

下に 5分 間の肝臓よりの流出される血液を採取した。

(3)濯流液の測定

肝阻血終了直後の流出液中の s GヽOT,m‐ GOT,

Cathepsin D, TXB2, PGE2, 6keto PGF12, C‐AttIP

につき測定した。s‐GOTは Reitman‐Frankel法 によ

り測定し,単 位はKarmen単 位で表示した。カテプシ

ンD活 性の測定はAnsonら 。の方法に従い,単位体積

あたりの活性値で表示した。

TXB2,6keto PGF12,PGE2,C｀ AMPは おのおの

radioimmunoassay法 にて測定した。

(4)組 織学的検討

肝濯流終了時の肝組織を採取し,10%中 性ホルマリ

ンで固定後,ヘ マ トキシリン・エオジン染色し光学顕

微鏡下に組織所見を対比した。同時に同部位を3%グ

ルタールアルデヒド・01%カ コジル酸緩衝液で固定

し, 1%オ スミウム酸で後固定したものをエポン包埋

し,中 間帯を選び,透 過型電子顕微鏡での観察に供し

た.ま た,エ ポン包埋組織を1″mの 厚さに薄切し, ト

ルイジンブルー染色後,肝 細胞の腫脹度を定量化する

ための肝実質細胞面積比を測定した。すなわち,単 位

面積あた りに占める全肝細胞の面積の割合をコン
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Table l s‐GOT,m‐ GOT and Cathepsin D levels in perfusate

s GOT(KU/ml) m‐GOT(KU/ml) 指,塩!湘ぷ
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220± 045
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200± 0

283± 160

1 7 6±0 7 0

0 6 1±0 3 8

1 2 2±1 2 6

1 0 2±0 5 3

0 6 3±0 3 3

1 3 8±0 2 6

ピューター連動の画像解析装置 (Aspect Ver 4.0)を

用いて計測した。

(5)そ の他

数値はmean± SDで 表記し,統計学的検討は多群比

較では分散分析 (ANOVA)を 用い, 2時 間の比較で

は Student t検定を用いて行い,p<0,05を もって有意

とした。

結  果

(1)肝 濯流液中の生化学検査値

肝阻血濯流60分後各群の濯流液中 s‐GOTの 値は無

濯流群で濯流を行った 5群 すべてに対して有意に高い

値を示した (p<0.05)(Table l)。 また25°C LR群 と

4°C LR群 間には差をみないが25°C LR群 , 4°C LR

群 ともに各 NM添 加群において有意の s‐GOTの 低下

を認めている(p<0,05)。 しかしながらカテプシンD,

m‐GOT値 では無濯流群に対しどの濯流群においても

抑待」傾向はみられるが明らかな差異はみられなかっ

た.

濯流液中各種プロスタノイドおよび c‐AMPの 値を

比較すると,TXB2,6keto PGFlα では,無 濯流群は

他濯流群すべてに比べ有意に高値を示している (p<

0.001)(Table 2)。 また 4°CNM群 ,25°CNM群 で

は 4°C LR群 ,25°C LR群 に比べ TXB2は 有意の低下

を示し (p<0.05),ま た同時に6keto PGFlαの低下も

認められている(p<0,05)。また 4°CNM群 はUW群

に比較 してもTXB2,6keto PGFlα の低下は有意で

あった (p<0.05).一 方 PGE2値 はUW群 において高

値を示 し,他 5群 に比べ有意に高値 を示 した (p<

0.01)。また c‐AMP値 も,UW群 は高値を示し,他 の

5群 に比べ有意に高値を示した (p<0.01).PGE2,

c、AMPで は NM添 カロ群と非添加群の間に全 く差異は

みない。

(2)体 内分離肝濯流群の肝組織所見



Table 2 TXB2,6keto‐ PGF12,PGE2 and C‐ AMP levels in perfusate

TXB2 6keto‐PGFlα PGE2 c‐AMP

no perfuslon

25°C LR

4°C LR

25°C NM

4°C NM
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Fig. 2 Morphmetric anlysis of hepatocytes

ume after liver perfusion for 60 minutes
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性変性は認められないが,肝 細胞腫脹は軽度認められ

た.しかしUW群 では肝細胞腫脹は極めて軽微であっ

た (Fig.lb).画 像解析での肝細胞面積比は無濯流群

では濯流群すべてに比べ有意な (p<0.01)肝 細胞面積

比の増大が見られた(Fig.2).ま た UW群 は4°C LR

群,4°CNM群 に比べおのおの p<0.01の 有意な面積

比の低下を示し,濯 流群の中で最も強い肝細胞面積比

の増大の抑制が示された。

無濯流群の透過電子顕微鏡所見では,類 洞内皮細胞

の高度な腫脹および連続性の消失がみられ,類 洞内に

は Blebが 充満していた (Fig。3a)。それに対 し4°C

LR群 ,4° CNM群 では類洞内皮細胞の腫脹は軽減さ

れ,連続性も維持されていた。しかしLR単 独では類洞

内皮細胞小孔が拡大し,類 洞内 Bleb形 成の抑制はみ

られなかった.NM添 加群では類洞内皮細胞小孔の拡

大は抑えられ,類 洞内の Bleb形 成 もみられず,Disse

腔側の microvilllもよく保たれているのが観察された

(Fig.3b,3c)。
一方,UW群 は類洞内皮細胞の腫脹は

Fig, 1a Histological findings of liver tissue after
60 minutes ischemia without perfusion
(Hematoxylin and eosin stain. x33)

Fig. lb Histological findings of liver tissue after
liver perfusion for 60 minutes with 4'C UW
(Hematoxylin and eosin stain. x33)

無濯流群の60分間の阻血直後の肝組織像では肝細胞

の腫脹が著明で類洞の狭小化が見られ,好 酸性変性,

核の濃縮を示す細胞が散在している (Fig.la).
一方,濯 流群においてはすべての群で肝細胞の好酸

vol‐



他の濯流群と同様軽減されていたが,連続性は消失し,

類洞内Bleb形成も認められた (Fig。3d).

考  禁

近年,肝 臓外科手技の進歩により,腹 部下大静脈や

肝静脈へ浸潤した癌腫に対してもhepatic vascular

Fig. 3c Electromicroscopic views of sinusoid
after 60 minutes perfusion with 4"C NM (bar=1
pm)

EC: endothel ial cel l ,  H : hepatocyte, SL:
sinusoidal lumen, D:spce of Disse, MV:microvi l .

Fig. M Electromicroscopic views of sinusoid
after 60 minutes perfusion with 4'C UW (bar=l
pm)

EC: endothelial cell, B: bleb, H : hepatocyte, K:
Kupffer cell

excluSon法 1)やbiopumpを 用いた体外循環下の体内

分離肝濯流法りめにより安全な切除が行えるようにな

り,大 量出血を避けるとともに,肝 細胞保護の目的と

した手段が臨床応用されてきている。これら肝切除時
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Fig. 3a Electromicroscopic views of sinusoid
after 60 minutes ischemia without perfusion
(bar: lrrm)
EC: endothel ial cel l ,  B: bleb, H : hepatocyte, SL:
sinusoidal lumen, ER: erythrocyte
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Fig. 3b Electromicroscopic
after 60 minutes perfusion
pm)

views of sinusoid
with 4"C LR (bar=l

EC: endothelial cell, B: bleb, H : hepatocyte
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の肝阻血時間の限界はいまだ十分には明らかにされて

おらず,Fortnerらのは臨床例において肝切除時に体内

分離肝濯流を応用し,120分間の肝阻血が可能であるこ

とを報告している。 し かしながらこの報告においても

肝切除量と肝阻血濯流時間に関しては明らかにされて

いない。また肝切除対象例の肝機能障害度による許容

時間の差異に関しての報告は Nagasueら めにより硬

変肝における体内分離肝濯流法の臨床例での有用性が

報告されているくらいで,長 時間の阻血時の安全性に

関してのデータはほとんどないといえる.

進行肝胆道癌において,下 大静脈や肝静脈などの再

建を要する場合はその阻血時間も長 くなり,十 分な安

全策を講 じた上で肝阻血下の肝切除を行うべきであ

り,そ の意味で Blopump下 の体外循環を用いた体内

分離低温肝濯流法の意義があるといえる。本研究では

その体内分離肝濯流に用いる濯流液である乳酸 リンゲ

ル液に,抗 凝固作用,抗 血栓作用を有し微小循環確保

に有用性が期待されるNafamostat meSiateりを併用

し,その効果をラットを用いた in situの肝濯流モデル

において,肝 内微小循環における抗血栓性および抗凝

固性を生化学的ならびに組織学的レベルにおいて肝細

胞および類洞内皮細胞障害に与える影響を検討した。

本実験データからわかるように濯流液中へ流出される

s‐GOT値 でみる肝細胞障害度は無濯流群が最も強 く,

それに比べ肝濯流を行った群はすべて有意に肝細胞障

害は軽減されており,さ らに NM添 加によりその効果

は増強されていた。しかしながらm_GOT,Cathepsin

Dに おいてはs‐GOTの ような濯流による障害の抑制

傾向はまったく認められていない。これはこれら酵素

の細胞外逸脱にはs,GOTの 場合のような細胞膜の透

過性元進程度による逸脱ではなく,細 胞膜の破綻すな

わち細胞壊死レベルの障害により初めて逸脱されるた

めと考えられる
1の
。すなわち本実験で行った60分間肝

阻血では肝細胞壊死のじゃっ起は通常ほとんど無いと

予想される。TXB2,6keto PGFlα の選流液への遊出

は阻血下肝灌流時の肝内微小循環において形成される

微小血栓によりTXB2は 血小板より放出され,そ れに

対 し反応性に血管内皮細胞より6keto PGFlαが産生

放出されてきたものと考えられる
111す なわち TXB2

および6keto PGF】2の 値は本モデルにおいて肝内で

形成された微小血栓の多寡に依存すると考えられる。

その観点からみると,肝 濯流群でのこれらの値は無濯

流群と比較するとその低下は著明であり,NM添 加を

行うことにより微小血栓形成の抑制効果がよリー層増
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強されたと考えられる。その結果 s‐GOT値 の低下で

表される肝細胞障害も軽減されたものと判断しうる.

NMに 関しては抗凝回作用以外に蛋白分解酵素阻

害作用があり, とくに阻血細胞膜において活性化され

るphosphollpase A2に対 しても強い酵素阻害作用を

有することが示されている
121こ の phospholipase A2

阻害により細胞膜 リン脂質の分解により生成されるア

ラキドン酸生成を抑制 し,そ の結果 TXB2や ,6keto

PGF12と いつた Cyclo‐oxygenage系 のプロスタノイ

ドの産生が低下 したという機序 も十分考えられる。

NMの この効果を臓器保存液 として広 く有用性が示

され頻用されているUW液 を用いた肝濯流と比較 し

たわけであるが,濯 流時に遊出されてくるs‐GOT,

TXB2や 6keto PGF】2の 値からみるとNM群 力SUW

群に比べその抑制効果が強 くみられていた。Clavien

ら1めは肝臓の冷保存時の障害での類洞内皮細胞剣離に

可溶性物質の関与を示しており,蛋 自分解酵素阻害剤

によりこの障害が抑制 しうることを報告 している。

NMの 蛋自分解酵素阻害作用がこの点で作用を示し,

肝阻血時の類洞内皮細胞障害の軽減効果をもたらした

ことが推測された。
一方,肝 細胞面積比すなわち肝細胞腫脹の程度と各

種濯流液の関係では従来の報告
14)にみられるように,

UW液 の肝細胞腫脹抑制効果は極めて著明であるこ

とが同様に示された。この効果は濯流液中の生化学値

とは全く相関しないものであり,UW液 の特異な高浸

透圧性による細胞浮腫抑制効果と考えられる。すなわ

ち肝阻血時の類洞内皮細胞障害機構に関与することな

く直接,肝 細胞浮腫を抑制しているものであり,NM

にはこのような肝細胞浮腫抑制効果はみられなかっ

た。すなわち NMと UWに よる肝阻血時肝濯流での

肝細胞保護効果は NMが 肝類洞内皮細胞障害抑制を

介したものが主であるのに対し,UWで は肝細胞に対

する直接の効果特に肝細胞浮腫の抑制がおもな作用機

構 と考えられた。電顕での検討においても肝臓の類洞

内皮細胞の観察では LR群 や UW群 では内皮細胞の

連続性の欠如や内皮小孔の拡大が認められているのに

対しNM群 におけるこれら類洞内皮細胞障害の抑制

が極めて著明であることが確認された。

阻血時の肝細胞障害発生機構において従来いわれて

いた,阻 血再濯流障害および阻血中の類洞内皮細胞を

中心とした微小循環障害が大きな役割を持つことが近

年報告
15)されてきており,再 濯流前の阻血時における

類洞内皮細胞障害を極力軽微に抑えることはその後の
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再濯流障害の発生を含めて極めて重要なことと考えら

れる。本実験では実地臨床で用いているin Stuの阻血

下肝濯流時の肝障害を基礎的に検討したわけである

が,LRや UWに よる濯流を行っていても強い類洞内

皮細胞障害がじゃっ起され,そ の結果,微 小循環にお

ける血栓形成ひいては肝細胞障害も誘導されていると

判断された。これらに対しNMの 添加による肝濯流時

には極めて強い類洞内皮細胞障害の抑制効果を示し,

かつ阻血時の類洞内微小血栓形成を軽減し,微 小循環

を良好に保ちえていると考えられた。NMに よる肝細

胞障害の軽減効果はこれら微小循環改善作用に大きく

依存していると思われ,肝 阻血時の肝濯流に際しNM

添加による濯流は類洞内皮細胞障害の軽減として有用

と考えられ,現在我々は進行肝胆道癌の HIHP下 肝切

除に際しNMを 用いた肝濯流を行っている。本実験

データで示したように阻血時の肝濯流における類洞内

皮細胞障害に対しNMは 強い抑制効果を示したこと

よりこの面からの検討が期待される。

また本実験で肝細胞腫脹の抑制効果の最 も顕著で

あった UW群 では特異的な変化として,濯流液中への

PGE2お よび CAMPの 遊出の増加がみられた。UW液

中に含 まれるATP前 駆物質であるAdenOsineが阻

血時の ATP消 費下での ATP生 成元進に寄与してい

ると考えられる10が,そ れが細胞内シグナル伝達物質

であるc‐AMPの 産生上昇として表れていると考えう

る.PGE2は 肝臓にその肝細胞保護効果が Stachura

ら1のにより示されており,ま た PGEの 肝細胞保護効

果発現には肝細胞内の c‐AMPの 上昇が関与すると

いった報告も見られている
1ゆ
,本 実験ではほかのプロ

スタノイドに比べ UW群 で PGE2の みが顕著に上昇

しており,cyclo‐oxygenase系の産生促進とは考えに

くく,UW液 による直接的な間葉系細胞での PGE2産

生克進であると思われるが,そ の詳細は不明である。

以上,in_ぎtuの阻血下肝濯流時には,LR液 の肝濯流

下でも極めて強い類洞内皮細胞障害がじゃっ起されて

おり,そ の結果,肝 細胞障害が誘導されると考えられ

るが,その際 NM添 加により類洞内皮細胞障害は著明

に軽減され,微 小循環改善により肝細胞保護効果がも

たらされるものと期待される.
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Endothelial Cell Damage during Liver Ischemia and Protection using Hepatic
Perfusion with Nafamostat Mesilate in Rats

Norio Yasuda, Masaru Miyazak| Katsuhiro linuma,
Masayuki Ohtsuka and Nobuyuki Nakajima

First Department of Surgery, School of Medicine, Chiba University

I In situ isolated liver perfusion was done during liver ischemia for 60 minutes in the rats. The effect
of various perfusates and nafamostat mesilate (NM) on hepatic ischemic damage, especially on sinus
endothelial cell damage, was assessed. Five different perfusate groups were assessed: group A (lactated
Ringer [LR] at 25'C), group B (LR at 4'C), group C (LR with NM of l0 ps/ml at25"C), group D (LR with
NM of l0 ps/ml at 4"C), group E (University of Wisconsin solution at 4'C). The addition of NM in liver
perfusion markedly inhibited the increases in GOT, TXBr, 6 keto PGFro in the perfusate. The swelling
of hepatocytes was significantly suppressed in group E. However, the sinus endothelial cell damage was
most remarkably reduced by addition of NM (group C and D). Hepatic perfusion with NM might achieve
its hepatoprotective effect by reducing sinus endothelial cell damage during liver ishcemia.
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