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一過性部分肝血行遮断後の遮断葉,非 遮断葉における

壊死と再生についての実験的検討

秋田大学第 1外科,同  第 2病理Ⅲ

明石  建   浅 沼 義 博  佐 藤  勤

南際  博
率 小 山 研 二

一過性部分肝血行速断後の遮断葉,非 遮断葉における壊死 と再生の機構を,ラ ット肝70%領 域血行

速断モデルを用いて検討 した。

血行速断葉では,再 濯流開始早期から中心静脈周囲に壊死を認め,遮 断時間が長いほど壊死領域は

広範囲であった。しかし,120分間の長期遮断であっても,再 濯流後14日目までに壊死領域は消失 し正

常組織に回復 した。PCNA標 識率を指標 とする肝再生能は,遮 断葉,非 遮断葉 ともに再灌流開始 2日

後にピークを示した。生存率については,90分 までの遮断では全例生存 したが,120分遮断では生存率

が89%に 低下 した。血行遮断解除後残 りの30%領 域の永久血行遮断を行 うと,90分 ,120分遮断群では

生存率がそれぞれ80%,33%に 低下した。したがって,90分 以上の部分肝血行遮断をした場合,非 遮

断葉が適正に機能することが,個 体の生存 と遮断葉の障害からの回復に極めて重要 と考えられた。
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目  的

肝臓外科手術中の肝血行遮断は,出 血のコントロー

ルや門脈合併切除などに不可欠の操作である。しかし

比較的虚血に弱いとされる肝の血行遮断は,それ自体,

肝細胞障害を意起 して術後肝不全の原因となりうる。

そのため,近 断の方法 とその安全許容時間あるいは速

断解除後の病態に関しては,臨 床的にも実験的にも数

多 くの報告がなされてきたll~。
.肝 血行遮断法には,

Pringle氏法1)に
代表 される全肝血行遮断法 と片葉阻

血法のごとき部分肝血行遮断法 とがある。両者は非遮

断葉の有無 という点で異なるが,こ れまでの報告は血

行速断葉に関する検討がまである。そこで,肝 血行遮

断葉 と非遮断葉 とが,遮 断解除後 どのような過程を経

て肝全体 としての形態 と機能を回復 してい くのかを,

ラット部分肝血行遮断モデルを用いて検討した。

実験材料および方法

体重200～240gの Wistar系 雄性 ラットを,pento‐

barbital麻酔下に開腹 し,全 肝の70%の 肝動脈 と門脈

を血管用小クリップを用いて一括 して遮断,さ らに同
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領域の肝実質を絹糸で絞掘 し,肝 静脈 も遮断した.こ

の時,残 る30%の 領域である非遮断葉に血行障害がな

いこと,お よび腸管の鬱血がないことを確認 した.血

流再灌流は流出血行遮断用の結染糸を解除,流 入血行

遮断のクリップをはずすことにより行った。

実験群は肝血行速断を60分,90分 ,120分間行った 3

群をGroup Aと し,各群の14日目までの生存率を求め

た。次に,同 ラットの各群について再濯流 6,12時 間,

1, 2, 3, 5, 7,14日 後に,動 脈採血後に犠死さ

せると同時に肝臓を摘出し,下 記の項目を検索した。

GrOup Aの 120分遮断群において,再 濯流後24時間以

内に3匹 のラットが死亡 したが,こ の群ではこれら3

匹を除いた24匹の値を用いた。また,各 遮断時間の血

行遮断再濯流直後に残る30%の 流入血行を完全に遮断

するGroup Bを 作製し,この群については14日目まで

の生存率のみを求めた.

1.個 体の生存率

2. 血 清 gluta■lic oxaloacetic transaminase

(GOT),mitochondrial GOT(m‐ GOT)

3.遮 断葉,非 遮断葉湿重量

4.組 織学的検索 (Hematoxylin eosin染色)

遮断葉,非 遮断葉それぞれについて光学顕微鏡下で
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すべての肝小葉を観察 し,壊 死の程度を,壊 死を認め

ないgrade O,中 心静脈周囲に壊死の散在 を認める

grade l,肝 小葉全体にわた り広範囲に壊死を認める

grade 2の3段 階に分け,全肝小葉におけるそれぞれの

gradeの 比率を算出した。

5.PCNA陽 性率

肝再生の指標 として pr01iferating celi nuclear

antigen(PCNA)免 疫組織化学染色を行った。染色法

は,パ ラフィン包埋固定ブロックから切 り出した切片

を脱パラフィン後,03%H202加 メタノール溶液にて

内因性 perOxidaseを阻止 (30分間)し ,抗 PCNAモ

ノクローナル抗体 (DAKO社 ,Clone Pclo,COde No.

M879)を 4°Cに て一昼夜反応させた後,biodn化 抗マウ

ス IgG抗 体 (Vector社)で 1時 間反応 させ,続 いて

ABC液 で 1時 間反応 させ,DAB溶 液にて発色 させ

た。遮断葉,非遮断葉 ともに無作為に1,000個の肝細胞

について染色の有無 を観察 し,PCNA陽 性率 を出 し

た。

6。肝細胞面積の測定

肝細胞密度を比較するために,肝 細胞の面積を測定

した。遮断葉,非遮断葉 ともに HE染 色標本を,200倍

検鏡下でコンピューター画像 ソフ トウエア (Adobe

PhotOshOp VersiOn 3.0,シ ステムソフト)に 取 り込

み,さ らに画像解析 ソフ トウエア (NIH Image Ver‐

sion l.58)を用い,非 壊死部の肝組織から無作為に選

んだ100個の肝細胞の総面積を測定 した。

結果は平均値 (mean)±標準誤差 (SE)で 表わし,

有意差検定はunpatred Student t‐testを用い,危 険率

5%以 下を有意 とした。

成  績

1.70%肝 血行遮断後の生存率

60分の遮断では,GrOup A(N=24),Group B(N=

6)ともに全例生存した。90分の遮断では,Group Aで

は全例 (N=24)生 存したが,Group Bで は生存率は

80%(8/10)で あった。120分の速断では,GrOup Aの

生存率は89°/。(24/27)であったが,GrOup Bで は33%

60 min ischemia

90 min ischemia

120 min ischemia
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(4/12)であり,120分 遮断 A群 と比べても,90分 遮断

B群 と比べても有意に低率であった。なお,死 亡例は

全例,血 流再開後24時間以内に死亡した (Table l).

2.血 清 GOT,m‐ GOTの 推移

70%肝 流入流出血行遮断後の血清 GOTは ,再 濯流

後 6時 間 目が最 も高値で,60分 遮断で6,553±4,020

1U/′,90分 遮 断 で9,503±2,9641U/′,120分 遮 断 で

11,080±5,6431U/′で,遮 断時間が長いほど高値を示

した (Fig。la).60分 遮断群では以後すみやかに減少

したが,90分遮断群,120分遮断群では12時間後まで高

値を持続 した.し かし,各 群 とも3日 目には正常値に

回復 した.血 清 m_GOTは ;60分 遮断では再濯流後 6

時間目が最高値で988±7191U/′で以後減少した。90分

遮断,120分 遮断では再濯流後12時間目に最も高値で,

それぞれ2,418±1,2551U/′,2,395± 2,3971U/′であ

り,特に60分遮断 と90分遮断とに有意差を認めた(Fig.

lb).血清 m_GOTは 血清 GOTと 同様に,各 群 とも3

日目には正常値に回復 した。

3.遮 断葉 と非遮断葉の重量推移

遮断葉の重量は,す べての速断時間で,血 行再濯流

後 6時 間後に術前よりも高値 となったが,12時 間後に

は術前値を下回った.し かし,そ の後徐々に増加 し14

日後には再び遮断前より増加 した。非遮断葉の重量は

再濯流後徐々に増加 し,特に90分遮断や120分遮断にお

いては14日目に1.5倍に増力『した (Fig。2).

4.遮 断葉における組織像の変化

60分,90分 ,120分遮断ともに,遮 断葉における壊死

は中心静脈周囲に強 く見 られた。Fig。3aに 中心静脈

周囲に散在する肝細胞壊死像 (grade l)を,Fig.3b

に肝小葉 すべ ての領域 を占め る広範 囲 な壊死 像

(grade 2)を示す (Fig。3).

この grade分類 に沿って検討 した遮断葉 における

壊死の程度 と変化の経時的推移 (Fig.4)をみると,60

分遮断では術後 6時 間目にgrade Oが42%,grade lが

30%, grade 2が 28%で あり, grade lと grade 2を合

わせた領域は58%と 最大であった。術後12時間目もこ

100°/6(6/6)

80°/。(8/10)

33%(4/12)

Table 1 Survival rates of the cases with and without 30%o inflow Dermanent
occlusion after revascularization ol 7096

With permanent occlusion of 30%
after revascularization of 7096

(Group B)

％

％

％

OnIy 70% ischemia
(Group A)

100%(N=24)

100%(N=24)

89%(24/27)
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Fig. 2 Wet weight of ischemic and non-ischemic

lobe. Upper shows ischemic lobe and lower shows
non-ischemic lobe.

(g)

normal liv6 weight

髄
軸

Ｂｅ

呼
DaンS aFter operato■ (meadttS E)

Fig. 1b Mitochondrial GOT change alter 7094
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の範囲は同等であったが,そ の後次第に縮小 し,再 濯

流 7日 目には壊死領域は完全に消失し,線 維化を認め

ず,正 常肝組織のみとなった,90分 遮断では,術 後 6

～12時間後にgrade Oが34～31%,grade lが36～38%,

grade 2が 30～31%で ,grade lと grade 2の 合計は

60～69%と なり最大であった。その後,次 第にこの範

囲は縮小 したが,grade 2の範囲の縮小は60分遮断群に

比べ遅れる傾向にあり,再 濯流後 3日 目に20%, 5日

目に8%残 存した。そして,再 濯流後14日目には壊死領

域は消失し,正常肝組織のみとなった。120分遮断では,

grade lと grade 2の 合計 は術後 6～ 12時間後 に

65～70%で あった。特にこの群では,60分 遮断,90分

遮断と比較 して grade 2の領域が広 く,術 後 6時 間後

に42%,12時 間後に36%を 占めた。その後次第に壊死

領織は縮小 し,90分 遮断と同様に再濯流後14日目まで

には正常肝組織のみとなった。

Bef@ 6H l2.H lD 2D 3D 5D 
'7D 

14D
opdion' Days afEr ope@ion

Fig. 3a Histology of the ischemic lobe. I day
after 120-min ischemia showing grade 1 (H.E. x

100)

Fig. 3b Histology of the ischemic lobe. 2 days
after 120-min ischemia showing grade 2 (H.E. x

50)

中 erat10n

+ 60 min Lchdia

--'o-- 90 mn ischemia

+ l20d id i *hd ia

'p<0.05 s. 90-min jscbedia
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非遮断葉では変性,壊死などの変化は認めなかった。

5.遮 断葉および非遮断葉 における肝細胞 PCNA

陽性率の推移

PCNA陽 性細胞は,遮 断葉,非 遮断葉 ともに門脈周

囲を中心に出現 した.60分,90分,120分遮断における,

遮断葉の肝細胞 PCNA陽 性率は,60分 遮断では再濯

流 6時 間後から上昇 し始め, 2日 後に4.5±2.5%と 最

高値 となり,以 後徐々に減少したが, 7日 後にも遮断

前 と比較 して有意に高値であった。90分遮断群ならび

に120分遮断群では再濯流 1日 目まではPCNA陽 性

率は増加せず, 2日 目にそれぞれ69± 1,8%,41±

5.4%に 増加 した。しかし60分遮断ほど高値は持続せ

ず,5日 目までに90分遮断,120分遮断ともにほぼ遮断

前値に低下 した.遮 断時間の相違では, 2日 目を除い

て60分遮断群で PCNA標 識率が高い傾向が認められ

た (Fig.5a).
一方,非遮断葉におけるPCNA陽 性率は,ま ず60分

遮断群では,遮 断葉 と同様に再濯流後 6時 間目から上

昇 し始め, 2日 目に8.9±5.7%と 最高値をとり, 7日

目まで高値であったが,14日 目に遮断前値に復 した。

90分遮断群および120分遮断群では,再濯流後 2日 目に

それぞれ6.9±5.3%,8.0± 11.1%に 増加 した.しかし,

以後60分遮断群 と比較 し早期に低下し, 5日 目に遮断

前に復 した。60分遮断では,90分 速断,120分遮断に比

べ PCNA陽 性率が早期に高 くなる傾向を認めたが,
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□ grade oNo necrotts h he llver hbue
圏 grtte l Ne∞sおhcttztt h me central and ttid zone

■ grade 2Dlffuse necrotts h tte whde」vttlobue

PCNA陽 性率が最 も高 くなる2日 目には,90分,120分

遮断と差がなかった (Fig.5b).

6.遮 断葉ならびに非返断葉における肝細胞面積の

比較

遮断葉の肝細胞面積の推移は,90分 ,120分遮断では

再濯流後減少する傾向を示し, 1日 目が最低で,そ の

後明らかな変化はなかった。60分遮断では再濯流 6時

間後に肝細胞面積の拡大を認めたが,そ の後は90分遮

断,120分 遮断と同様に推移した(Fig.6a).非 遮断葉

の肝細胞面積は,90分 ,120分問遮断では再濯流後す ぐ

に肝細胞面積は縮小 し,再 濯流 6時 間目に最低になっ

た。特に120分遮断では,再 濯流後 6時 間目の肝細胞面

積 は23,050±1,442〃m2/100個 で,遮 断前の29,966土

1,904″m2/100個 に比べ有意に縮小 した。その後増大

し,再 濯流 1日 目以降はほぼ術前値に回復 した.60分

遮断では,遮 断葉 と同様に再濯流直後にむしろ増大す

る傾向を認めたが,再 濯流 1日 目以降は術前値に回復

した (Fig.6b).

考  察

肝血行遮断にともなう種々の問題,す なわち肝不全

をきたさない肝虚血許容時間ll~D,虚血再濯流による

肝障害の機序。-8j,肝血行速断時の門脈系臓器の鬱血

とその後に生 じる内因性エン トドキシン血症り,肝 部

下大静脈速断が全身血行動態あるいは肝以外の諸臓器

機能に及ぼす影響などについては,臨 床的にも実験的

Fig. 4 Grade and area of hepatic necrosis of the ischemic lobe

lD      2D      3D
Dザs after Operatton
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Fig. 5a PCNA labeling index oftheischemic lobe
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Fig, 5b PCNA labeling index of the non-ischemic
lobe
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にも多 くの検討がなされている。しかし,肝 血行速断

葉 と非遮断葉 とが,遮 断解除後 どのような過程を経て

肝全体 としてその形態 と機能を回復 していくのかにつ

いて詳細な検討はなされていない。そこで,本 研究で

は70%領 域の部分肝血行速断モデルを用い,血 行遮断

領域の壊死 と再生を検討すると同時に非血行遮断領域

についてもその再生を中心に検討した。

ラットの全肝の70%領 域の血行を60,90,120分 遮断

した場合,遮 断葉における壊死の程度 とその範囲を経

時的にみると,い ずれの遮断時間でも血流再開から6

ないし12時間後に壊死の程度は最 も強 く,ま たその範

囲も最 も広範囲であった。特に90分ならびに120分遮断

遮断葉,非 遮断葉における壊死と再生についての実験的検討  日 消外会誌 31巻  9号

Fig. 6a Area of hepatocytes in the ischemic lobe
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Fig. 6b  Area of hepatocytes in the non‐ ische■lic

lobe
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では,3日 後まで20～30%の 広範な壊死領域を認めた。

その後,次 第に壊死の範囲は縮小 し,か つ肝の再生が

進み,14日 後までに壊死部は消失した.そ れに対 し,

60分遮断では壊死の程度は軽度で回復 も速 く, 7日 後

には壊死部 は見 られな くなった。s―GOTお よび m―

GOTも ,60分 遮断に比べて90分ならびに120分遮断の

長期遮断で高値を示 し,こ の組織所見の推移をよく反

映していた。

遮断葉の重量は,再 濯流開始後初期の壊死,出 血,

浮腫などを反映する増加 と, 1～ 2日 後の十分な再生

に至る以前の減少,そ れ以後の壊死組織の修復による

増加など多少の変動はあるが,基 本的にはそれぞれの

期間の個体の発育による自然増加に基づ く推定肝重量

(%)

晦印
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に準 じた値を示 している。一方,非 遮断葉では,90分 ,

120分の長期速断群では再濯流開始後,発育による自然

増加に基づ く推定肝重量をはるかに超える重量増加が

見 られるのに対 し,60分 遮断では推定肝重量に略一致

した変化を示すのみで重量増加はなかった。 こ れは,

肝の70%領 域の長期血行遮断による同領域の肝障害

が,非 遮断領域の再生,増 殖を促進するのに対 し,60

分程度の血行速断では同領域の肝障害が軽度のため非

遮断領域の再生,増 殖を促進するに至らないと解釈さ

れる。

PCNAは ,細 胞の増殖サイクルの主 として Gl後 期

からS期 前半にかけて細胞核内に蓄積する核蛋白質

で,そ の陽性率は細胞増殖能の簡便かつ有用な指標 と

される1い
。今回の実験で,肝 血行遮断後の細胞増殖能

(再生能)の 指標 として PCNA陽 性率の推移 を見 る

と,遮 断葉では再濯流開始 2日 後に最高値を示し,障

害からの再生,修復が早期に起 こることが推察された。

特に,60分 遮断では,他 の遮断時間と比べて早期から

上昇 し始めるとともに長期高値を持続 した。それに対

し,90分,120分の長期遮断では60分遮断と比べ PCNA

陽性率が低値であり, このために壊死が高度かつ広範

であることも関連 して,長 期遮断群の肝組織の回復,

正常化が遅れるもの と推察 される。Maruyamaら 11)

は,ラ ット部分肝血行速断後に肝切除を行い,短 時間

の肝血行速断はむしろ肝再生を促進すると報告 し,

Kobayashiら 1りは,ラ ットを用いた肝血行遮断モデル

において,60分 以内の遮断では血行再開後の肝 ミトコ

ンドリア呼吸能はむしろ元進すると報告している。本

研究の結果 も同様の機序で,90分 ,120分 の長期肝血行

速断群に比べ,60分 遮断群の方が遮断葉の再生能が良

好であったと考えられる。しかし,PCNA陽 性率で見

た肝再生能の元進が,60分 遮断群では肝重量の増加に

は直接は結び付かなかった.こ のため,肝 細胞の大き

さを肝細胞面積で代用して測定 したところ,血 行遮断

葉では60分遮断群で再濯流開始 6時 間後にはいったん

大きくなるものの次第に縮小 し,14日 後には遮断前値

の約80%と なっていた。すなわち,細 胞増殖が高度で

も個々の肝細胞は小さいことが,肝 重量増加が明らか

でない理由の 1つ と考えられた。

次に,遮 断葉の増殖は,肝 臓の70%領 域の血行遮断

と機能低下により促進されるものであり,そ の典型が

肝臓の70%領 域の切除後に見られる状態である。本研

究の成績で,非 遮断葉の最 も高い PCNA陽 性率を示

した60分遮断群においてもその陽性率は8.9%で ,肝
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70%領 域の切除後の再生時の18.7%13)に比べ明らかに

低かった。 これは,肝 の70%切 除と異なり,肝 血行遮

断では肝機能が残存 しているため肝再生の刺激が小さ

いと理解される。その意味からは,60分 遮断群よりも

90分,120分の長期遮断群の方が肝再生の刺激は大きい

と思われ,事 実,非 遮断葉の重量は60分遮断群が再濯

流開始後 も無変化であるのに対 し,長 期遮断群は明ら

かに増加 している。しかし,非遮断葉の PCNA陽 性率

は再濯流開始 2,3日 後は60,90,120分遮断とも略同

値で,そ の前後はむしろ60分遮断群が高値であり,こ

の遮断時間による差が PCNA陽 性率には反映されて

いないと言わざるをえない.

肝の70%領 域の血行近断後の生存率については,60

分,90分遮断では全例生存 したが,120分遮断では生存

率が89%に 低下 した.正 常ラットでは,Higgins &

Anderson法 14)に
準 じた70%肝 切 除 後 の生 存 率 が

100%で あることから,この死亡においては血行遮断な

らびに再濯流された肝か ら種々の因子が血中に遊出

し, これが死因に係わるものと推察される。この障害

肝から放出される因子について,Collettiら
1。は,70%

部分肝流入血行速断を行い,遮 断時間が60分から75分

以上では門脈血中の腫瘍壊死因子 (TumOr NecroSs

Factor α:TNF‐ 2)が上昇し,肺 血管床の障害が生ず

ると報告している。また,Ringeら 1のは,急性肝不全で

toxic liver syndromeに陥ったと判断される症例に対

し,可 及的速やかに壊死肝全摘術を行い,血 液浄化療

法を行いながらその後 ドナー肝を待って肝移植をする

2段 階の治療を行っている。今回の著者の成績は,高

度に障害された肝は残存 していること自体が生体に不

利になることを示唆しており,Ringeら の主張を支持

するものである。

また,70%領 域の血行遮断後に,残 る30%領 域の流

入血行を永久に遮断した場合,生 存率は60分遮断では

全例生存 したが,90分 速断では100%か ら80%に ,120

分遮断では89%か ら33%に 明らかに低下した。この結

果は,90分 以上の遮断では,30%の 非遮断肝が適正に

機能することが,個 体の生存 と遮断肝葉の障害からの

回復に極めて重要な役割 を果たすことを示唆 してい

る。

肝切除時の血行速断には,肝 全体の血行遮断と一側

肝葉のみの阻血法めがあり,後 者は阻血領域を減少さ

せ同時に腸管など門脈系臓器の鬱血を防 ぐ意味で合理

的な方法である。一般に,常 温における肝血行速断の

許容時間は,全 肝遮断で30分程度,部 分肝血行遮断で
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60分程度 とされ,後 者で阻血許容時間が長い理由は,

肝血行速断中 も門脈系臓器の鬱血がないため,腸 管の

壊死や術後のエン ドトキシン血症の発現が少な く,そ

れに関連する術後合併症 も少ないため と考 えられる。

さらに,今 回の実験結果か ら,部 分肝血行遮断では非

遮断業の存在により,遮 断葉の障害か らの回復が早 ま

ることが利点 と考 えられる。Kinoshitaら
1のは,ラ ッ ト

部分肝切除を行い,肝 切除24時間後に,残 存肝の非上

皮 細 胞, 特 に K u p f f e r 細胞 や 類 洞 内 皮 細 胞 に h e ‐

patocyte growth factor(HGF)の mRNAの 出現 を

証明 してお り, この HGFは paracrine作 用 によって

残存肝 における再生 を促進すると考 えられる。肝血行

速断において も同様 に,非 遮断肝で産生 され る HGF

が endocrine作 用によって,血 行速断肝の再生 を促進

している可能性が考 えられる。
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Experimental Study on Necrosis and Regeneration of Ischemic and Non-ischemic
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Histological studies on hepatic necrosis and regeneration after transient ischemia of T0% of the liver
by both inflow and outflow occlusion were carried out in rats. In the ischemic lobe massive hepatic
necrosis was observed especially around the central vein just after ischemia, and the area was more,
wide-spread with longer duration of hepatic ischemia. Even in the case of 120-min ischemia, the necrotic
area disappeared by the 14th day after revascularization. The PCNA labeling index of hepatocyres
showed the highest values on the 2nd day in both ischemic and non-ischemic lobes. With respect to
survival, all rats with 90-min ischemia survived, while the survival rate of those with 120-min ischemia
was 89fu.In rats with of 90- and 120-min ischemia, with permanent inflow occlusion of the remnant lobe
(30%) after transient ischemia of.70%, the survival rates decreased to 80fu and 33%, respectively.
Therefore, in case of more than 90-min ischemia of 70% of the liver, it is mandatory for the non-ischemic
lobe to function properly during the period, so that the ischemic lobe recovers and the individual survives.
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