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肝虚血再濯流時の好中球 elastaseの変動と

阻害斉J投与の意義について

順天堂大学医学部外科学教室第 1外科学講座 (主任 :榊原 宣 教授)

岡 崎  俊  哉

ラット肝虚血再濯流モデルを用いて虚血再濯流障害における好中球 elastaseの影響,お よびelas‐

tase阻害剤の経門脈的投与の効果について検討 した。虚血120分後,elastase阻害剤を経門脈に投与

し,30分 間再濯流 した投与群は,非 投与群に比べ 7日 間生存率において上昇がみられた。投与群の肝

組織血流量の低下は抑制され,ま た電顕的観察でも肝微小循環系の破壊は軽度であった。肝上部下大

静脈血中の好中球 elastase活性値,血 清 TNF濃 度 も投与群は非投与群に比べ低値を示した.ま た,

肝 viabihtyの指標であるketone体比 も投与群は非投与群に比較 し改善された。以上の結果より,肝

虚血再濯流障害には好中球 elastaseの関与が考えられ,elastase阻害剤の投与は,そ の障害を軽減で

きる可能性が示唆された。
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はじむめに

肝移植をはじめ肝手術における血行遮断,Shock時

の肝血流量低下など,虚 血およびそれに続 く再濯流に

よる肝障害は臨床上遭遇する重大な問題である。虚血

再濯流によって,肝 組織の微小循環障害が起 こり,肝

不全へ進展する1)と
考えられている。したがって虚血

再灌流障害を制御するために,そ の機序を解明するこ

とは重要であると考えられる。最近 まで,虚 血再濯流

障害の主因は,虚 血 となった細胞で産生 された free

radicalが生体膜障害を引き起 こすため2滑)と考えられ

てきた。これに対 して,種 々の free radical scavenger

や膜安定化剤が投与。～つされてきた.

また Satoら ゆや Mavierら り, Holmanら
1いは種々

の刺激で活性化された好中球の産生する炎症性 medi_

atorが肝臓を攻撃し,そ の結果,肝 障害を引き起 こす

と報告している。 しかし,そ の機序はいまだ十分に解

明されていない.そ こで虚血再濯流時に好中球の産生

するdastaseに注目し,そ の役割について実験的に検

討した。

方  法

I。実験動物

<1996年 7月 10日受理>別 刷請求先 :岡崎 俊 哉

〒113 文京区本郷 2-1-1 順 天堂大学第 1外 科

学教室213研究室

体重270～300gの Wも tar系雄性 ラット (三協 ラボ

サービス,東 京)を 用いた。飼育にはラット用図形飼

料 (オリエンタル国形飼料 MF)と 水道水を自由に与え

た。

II,実 験方法

1.肝 虚血モデルの作製

エーテル麻酔下に正中切開で開腹,肝 臓を支持する

間膜をすべて切離 した。まず,開 腹操作そのものの肝

組織血流量に対する影響を検討した。単純に開腹操作

のみを行いす ぐに閉腹 した群,および120分開腹 しその

後閉腹 した群の 2群 間の肝組織血流量を測定 したとこ

ろ有意差はなかった。次に70%肝 虚血モデルとして左

葉および右葉内側へ流入する肝動脈および門脈を血管

クリップ鉗子にて速断,温虚血を施行
11)した(Fig。1).

最適な虚血時間を設定するために,虚 血時間を30,60,

90,120分 として肝組織血流量を測定したところ,120

分で有意に血流量が減少 したので,以後虚血時間を120

分 とした。再濯流直前に非虚血肝葉に流入する肝動脈

および門脈を結熱切離,そ の後遮断を解除し血流を再

開,30分 問再濯流を行い実験に供 した。

2.実 験群

以下の 3群 を作製し,各 項目を検討した.

対照群 :単開腹で虚血 しなかったもの.

非投与群 :120分虚血後再濯流時にelastase阻害剤
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Fig。1 Scheme of ischemic model

を投与せず,30分 間再濯流したもの.

投与群 :120分虚血後再濯流時 にelastase阻害剤

(ON0 5046Na,小 野薬品工業,東京,よ り供与)25mg/

kgを 経門RFFK的に投与 し,30分 間再濯流したもの,

各群 ともn=8と し,最 大,最 小値を除いて測定値 と

した。測定結果は平均値士標準偏差 (以下,MttS D)

であらわした。有意差検定にはStudenぜs t testを用

い,危 険率 5%未 満を有意差ありとした。

3.生 存期間の観察

生存期間はKaplan‐Meier法 で生存曲線を構 き,有

意差 をGeneralized Wilcoxon testで検 定,危 険率

5%未 満を有意差ありとした。

4.肝 組織血流量の測定

肝組織血流量を水素 gas clearance法
1の13)で

測定 し

た。すなわち,肝 右案内側および左棄の被膜下約2mm

の部位にコイル型白金電極 (ユニークメディカル社,

東京)を刺入し,水 素 gasを 経鼻的に3′/minで 吸入さ

せた。電極を組織血流計 (PHG203+DDU101,ユ ニー

クメディカル社,東 京)に 接続,測 定した,右 葉内狽1

および左葉の測定結果を平均 し,肝組織血流量 とした。

5.肝 組織の電子顕微鏡的観察

再灌流30分後にラットを犠牲死させ肝臓を摘出,グ

ルタール固定し,電 子顕微鏡下 (H‐7100,日 立製作所,

東京)倍 率6,000倍で観察した。

6.血 液学的検査

再濯流30分後に肝上部下大静脈より採血し,以 下の

項目を測定した。

(1)好 中球数

白血球数および白血球分画を測定,好 中球数を算出

した。

(2)好 中球 elastase活性値

合成基質 S2484(Kabi Diagnostica社 ,ス ウェーデ

33Q259)

Fig. 2 Survival curves of the groups (control:

simple laparotomy, no administration: 120 min of
ischemia followed by 30 min of reperfusion,

administration: 120 min of ischemia and trans
portal injection of neutrophil elastase followed

by 30 min of reperfusion) (Kaplan-Meier)
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ン)を用いて酵素活性法1りにより測定した。採取 した血

液を4°C,3,000rpmで 10分間遠沈し血清を分離した。

これにpH8 3に 調整 した THs burer加 え,酵 素濃度

が0.5～7 5mg/′になるように調整 した。この血清に

基質液を混和 して分光分析機 (UV‐2200,島 津製作所,

東京)で 吸光度を測定し,inttial rate法
19を用いて好

中球 elastase活性値を算出した。

(3)血 清腫瘍壊死因子 (tumOr necrods factor:以

下,TNFと 略記)濃 度

採取 した血液を 4°C,3,000rpmで 10分間遠沈後血

清を分離し,-40°Cで凍結保存 した。測定時に解凍 し,

Predにta TNF Kit(Genzyme社 ,米 国)を 用いて測

定 した。

(4)ketone髄 ヒ

採取 した血液を 4°C,3,000rpmで 10分間遠沈後血

清を分離し,acetoacetateお よびβ hydrOxybutyrate

を測定試薬ケ トレックス「三和」(三和化学研究所,名

古屋)を 用 いて酵素法
lωによ り測定 し,そ の比 を

ketone体 'ヒとした。

成  績

1, 7日 間生存率

対照群は全例生存 した。非投与群の生存率は37.5%,

投与群は87.5%と 投与群の生存率は非投与群に比較 し

有意 (p<0,05)に 高かった (Fig。2).

2.肝 組織血流量

肝組織血流量は対照群104.6±13.8m1/min/100g,非

投与群330± 77m1/min/100g,投 与群698± 11.6m1/

min/100gで 非投与群,投 与群 は対照群 に比べ有意
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Fig. 3 Local blood florv of the liver in the groups
(contro l  :  s imple laparotomy, no administrat ion:

120 min of ischemia follos'ed by 30 min of reper-

fusion,  administrat ion:  120 min of  ischemia and

trans portal injection of neutrophil elastase foll-

owed by 30 min of reperfusion)

m2/m ir1/1o09

好中球 elastaseの変動と阻善剤投与の意義について 日消外会誌 29巻  12号
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no admrnistrat ion administrat ion

Fig. 4 An electron micrograph (x6,000) of the
rat liver experimental model (M : mitochondria,
E: hemangio endothel ial cel l ,  D : Disse's spaces)

(p<0,01)に 低値であった。しかし,投 与群は非投与

群 と比べ有意 (p<0.01)に 高値であった (Fig,3).

3.電 子顕微鏡による肝組織像

対照群には特記すべき変化はなかった。非投与群で

は血管内皮細胞の変形,Dも se腔 の破壊,肝 細胞 の

micro villiの消失,mitOchOndriaの cristaの不鮮明

化が認められた (Fig.4)。 これに対 し投与群では血管

内皮細胞の変形や Dもse腔 の破壊は軽度で,肝 細胞の

micro villlは保たれてお り,mitOchondriaの cttsta

も鮮明に認められた (Fig.5).

4.肝 上部下大静脈血での血液学的検査

(1)好 中球数

好 中球 数 は対 照群1,491,4±710_5/〃L非 投与群

3,8312± 1,042.3/″1,投与群3,597.4±2231.5/μlで

Fig. 5 An electron micrograph (x6,000) of the
rat liver experimental model after injection of
neutrophi l  elastase inhibitor via portal vein (M:

mitochondria, E: hemangio endothel ial cel l ,  D:
Disse's spaces)

Fig. 6 Numbers of neutrophil in the groups (con-

tro l  :  s imple laparotomy, no administrat ion:  120

min of ischemia followed by 30 min of reper-

fusion,  administrat ion:  120 min of  ischemia and

trans portal injection of neutrophil elastase foll-

owed by 30 min of reperfusion)

control      no administra市 on    administratiOn

あった.非 投与群および投与群 は対照群 に比べ有意

(p<0.01,p<0,05)に 多かった。 し かし,ブト投与群,

投与群 との間に差はみられなかった (Fig.6).

(2)好 中球 elastase活性値

好 中 球 e l a s t a s e 活性 値 は 非 投 与 群2 , 6 4 6 0 土

1,236.Ong/ml,投与群326.0±89 6ng/mlで投与群は

非投与群に比べ有意 (p<0.01)に低かった。なお,対

照群ではelastase活性値は検出値以下であった (Fig.

7).

(3)血 清 TNF濃 度

血清 TNF濃 度は対照群33.6±1.3pg/ml,非投与群

49.6±8.2pg/ml,投与群40.0±8.7pg/mlで あった。非

投与群は対照群に比べ有意 (p<0.05)に 高値であっ

(n=3)
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Fig. 7 Neutrophil elastase activities in the groups
(control :  simple laparotomy, no administrat ion:
120 min of ischemia followed by 30 min of reper-
fusion, administration: 120 min of ischemia and
trans portal injection of neutrophil elastase foll-
owed by 30 min of reperfusion)

ng/n  2

s5Q26r )

Fig. 9 Ketone body rat ios \acetoacetate/F-
hydroxybutyrate) in the hepatic vein blood of the
groups (control : simple laparotomy, no adminis-
tration: 120 min of ischemia followed by 30 min

of reperfusion, administration: 120 min of is-

chemia and trans portal injection of neutrophil
elastase followed by 30 min of reperfusion)

no admtnrstratton

|     *    |

noadminastrat ion administrat ion

Fig. 8 Serum TNF levels in the groups (control:

simple laparotomy, no administration : 120 min of

ischemia followed by 30 min of reperfusion,

administration : 120 min of ischemia and trans

portal injection of neutrophil elastase followed

by 30 min of reperfusion)
ps/n L

る。これは虚血再濯流障害
1の1助とよばれ,臨床上大きな

問題 となっている。Ideら 19)は虚血再濯流後の肺組織

には好中球の著明な浸潤が認められ,好 中球を除去し

た血液を再濯流させると組織障害が軽減されると報告

した。

小川20は
,好 中球が産生するelastaseは生体防御因

子の 1つ で,強 力な蛋自分解作用を持ち,し かも基質

特異性がきわめて低いため生体の組織を容易に分解 し

うると報告している。
一方,血 中や組織液中には強力

なelastase阻害因子が大量に存在 し,組 織の破壊を制

御 している20と
考えられてきた。しかし,最近,好 中球

elastaseが,特 に侵襲下において細胞や生体の構成組

織を障害し,生 体侵襲に続発する臓器障害の発生に大

きな役割を演じている21)と
報告された。その機序 とし

て好中球が elastaseを放出する際に,活 性酸素などを

産生 して elastase inhibttorを不活化する2劾と考えら

れているが,生 体内におけるelastaseの役割について

は議論のある20ところである。

そこで,好 中球 elastaseが虚血再濯流時の組織障害

に関与 しているかどうか,elastase阻 害剤を用いて検

討した。阻害剤には,各 種動4/」由来の好中球 elastase

に対 して特異的に強力な阻害作用を有するONO-5046

Na24)を用いた。

まず,肝 虚血再濯流後の 7日 間生存率を検討した。

対照群は全例生存 した。投与群の生存率は非投与群に

比較 して有意に高 く,ONO-5046Naは 生存率を上昇さ

せることが示された.そ こで,こ の生存率の上昇が肝

組織障害の軽減によるものかどうか検討を進めた。

M c a n ±S D

( n = 8 )

contro       no administratton    administrattOn

た。投与群は対照群に比べ高い傾向であったが有意差

はなく,ま た非投与群に比べ低値であったが,有 意差

は認められなかった (Fig.8).

(4)ketone体 比

肝静脈血の ketone体比は対照群085± 015,非 投

与群039± 0.06,投 与群062± 0.12であった。非投与

群は対照群に比べ有意 (p<0.01)に低値であった。ま

た,投 与群 も対照群に比べ有意 (p<0.05)に 低値で

あったが,非 投与群に比べ有意 (p<0,01)に 高値で

あった (Fig。9).

考  察

臓器が虚血に陥 リー定の時間をこえると,血 流が再

開 して もより大 きな障害が起 こることが知 られてい
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肝臓は多彩な機能を有 しているため,そ の viability

の評価についてはさまざまな方法がある。本研究では,

肝組織血流量,電子顕微鏡所見,静脈血 ketOne体 比に

よって肝 viabllityを評価することにした。肝組織血流

量は虚血再濯流によって低下 したが,elastase阻 害剤

を投与すると血流の低下が抑制された。すなわち,虚

血再濯流後の血流量低下は好中球 elastaseが関与 し

ている可能性が示唆された。そこで肝虚血再濯流後の

血流量の低下が肝内門脈血管抵抗の変化によるものか

を電子顕微鏡による形態学的変化から検討した。非投

与群には血管内皮細胞の変形,Dも se腔 の破壊や肝細

胞の micro villiの消失,mitOchondriaの cristaの不

鮮明化がみられた。 し かし,投 与群では血管内皮細胞

の変形や Dもse腔 の破壊 は軽度で,肝 細胞 の micro

villiは保たれてお り,mitochondriaの cristaも鮮明

に認められた。類洞内皮細胞の変形や活性化された好

中球の内皮細胞への接着は,類 洞径の狭小化をもたら

し肝内門脈血管抵抗を上昇させ血流量を低下させる原

因
2Dとされている。これに対 して elastase阻害剤を投

与すると,肝 類洞の破壊が抑制され,微 小循環系が保

持され,そ の結果,肝 組織血流量が維持されたと考え

られた。

つぎに虚血再濯流後,好 中球の肝臓への集積を肝静

脈血中の好中球数の測定より検討した。虚血再濯流を

した非投与および投与群は対照群より好中球数が有意

に多 く,再 濯流時に肝臓に好中球が多 く集積 した。 し

かし,投 与群,非 投与群の間に有意差はなかった。さ

らに,活 性化好中球より放出されるelastaseは,対 照

群の elastase活性は最低検出値以下で,非 投与群は高

かったが,投 与群は非投与群に比べ有意に低値であっ

た。つまり虚血再濯流障害により肝臓に好中球が集積

し,活 性化され,elastase放 出量が増加 した。ONO‐

5046Naは 好中球の集積そのものには関与せず,放 出

された elastaseを阻害 した と考 え られた。 これ は

ON0 5046Naの 酵素そのものを括抗阻害するという

特性
2つからみて,合 理性があると考えられた。

TNFの 作用には,好 中球の遊走や活性化,各種組織

に対する障害などが報告
2いされている。そこで血清

TNF濃 度を測定 したところ非投与群は対照群に比較

し有意に高値を示 した。また投与群 も対照群に比 し高

い傾向にあったが,有 意差はなかった。投与群は虚血

再濯流をしたのに対照群 と有意差がなかった理由は明

らかではないが,ON0 5046Naが 好中球 elastaseを

阻害 し,組織障害を抑止したため,macrophageや 好中

好中球 dastaseの 変動と阻害剤投与の意義について 日消外会誌 29巻  12号

球か ら産生 される TNFが 抑制 された可能性が考 えら

れた.ま た,TNFは 自身の組織障害性だけでな く,各

種の細胞か らIL l,IL‐6,IL‐8な どの炎症性サイ トカイ

ンを誘導 し,サ イ トカインネッ トワークを活
′
性化 して

さらに TNF,そ の他のサイ トカイン産生を惹起 し,各

種のメディエーターを介 して組織障害性に働 く
2つと考

えられている。したがって,elastase阻害剤は TNFな

どのサイ トカイン誘導を抑制することから結果的に組

織障害を防 ぐもの と考えられた。

肝静脈血の ketone体 比 は,肝 細胞の energyを 維持

す る上 で重要 な肝 mttOchondtta機 能 を反映 して い

る28)とぃゎれている。本研究において,投与群の肝静脈

血の ketone体 比 は非投与群 に対 し有意 に高かった。

つまり,elastase阻 害剤を経門脈に虚血再濯流 された

肝臓へ投与することで,そ の viabilityが保たれること

が示 された。

以上 より,肝 虚血再濯流による肝組織障害の機序 と

して,ま ず好中球が活性化 され,elastaseが放出,TNF

が誘導 されそして微小循環系が破壊 され,肝 組織血流

量が低下,肝 viabilityも低下することがわかった。こ

れに対 して,elastase阻害剤を経門脈に投与すると,好

中球の血管壁への接着,活 性化は抑制 しないものの,

elastaseを阻害することによって肝組織障害 を防ぎ,

肝 viabihtyを 保 ち,ひ いては生存率 を上昇 させ ること

が示 された。

以上のことか ら,特 に肝臓外科において重大な問題

である虚血再濯流障害の機序が明 らかにな り,さ らに

elastase阻害剤の臨床的有用性 も示唆 された。

稿を終えるに当たり,ご指導,ご校閲いただいた榊原 宣

教授に深甚なる謝意を表する。また,終 始,ご 指導,ご 助言

いただいた渡邊英章講師をはじめとする研究室諸兄に深謝

する。

本論文の要旨は第29回日本移植学会総会および第80回日

本消化器病学会総会において発表した。
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The Changes of Neutrophil Elastase in Liver Ischemic-reperfusion and

the Implication of Administration of an Elastese Inhibitor

Toshiya Okazaki

First Department of Surgery, Juntendo University School of Medicine

The influence of neutrophil elastase on ischemic reperfusion injury and the effect of an elastase

inhibitor administered via the portal vein were investigated by using a rat experimental model. One

hundred and twenty minutes after warm-ischemia, trans-portal injection of a neutrophil elastase inhibitor

was followed by reperfusion for 30 minutes. The treated group showed increased seven-days survival rate

and increased local hepatic blood flow than the untreated group. No significant destruction of the liver

micro-circulation was detected by electron microscopy in the treated group. In the suprahepatic inferior

vena cava, both the activity of neutrophil elastase and TNF were detected at lower levels in the treated
group. The ketone body ratio, which shows hepatic viability, was found in the treated group. These results

demonstrate the influence of neutrophil elastase on ischemic reperfusion injury and the possibility of
improvement of ischemic reperfusion injury when a neutrophil elastase inhibitor is injected.
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