
はじめに

手術をはじめとする侵襲が，サイトカインを介して

血管内皮細胞を損傷し，臓器障害ひいては多臓器機能

不全（multiple organ dysfunction syndrome：MODS）

を引き起こすことはよく知られた事実である．われわ

れは，このような大きな侵襲下に循環するがん細胞が

存在した場合に転移が促進すること，さらにその機序

には白血球による活性酸素の産生が深く関わっている

ことを報告し，この現象を stress oncotaxis と呼称す

ることを提唱してきた1）2）．手術侵襲に焦点をしぼれば

surgical oncotaxis と呼称すべきかと思われる．した

がって，侵襲によるサイトカインの過剰産生（サイト

カイン・ストーム）を制御することはMODSの予防

に寄与するのみならず，癌の手術においてはその予後

を左右する可能性をもっていることが考えられる．侵

襲下におけるサイトカイン・ストームを制御する物質

としては副腎皮質ホルモンがよく知られている．サイ

トカインの産生は systemic inflammatory response

syndrome（SIRS）の状態を引き起し，このことは生体

防御反応の一面もあり決して負の要因だけではないと

考えられる．したがって，可能であれば臓器への攻撃

の最終段階である活性酸素の産生のみを抑制できるこ

とが望ましいといえる．そこで，ラットを用いて強い

活性酸素消去作用を有することが知られているEPC-

K1が侵襲後の各種反応物質，すなわち IL-6，過酸化脂

質（lipid peroxide：LPO），endotoxin および corti-

costerone の産生におよぼす影響について検討した．

また，second attack を負荷した際の IL-6，肝 LPOおよ

び nitric oxide（NO）の産生に及ぼす影響について，

methylprednisolone（MP）と比較しつつ検討した．

材料と方法

実験材料

ラットは 9週齢 SD系雄性ラット（日本 SLC株式会

社，静岡）を用いた．EPC-K1は千寿製薬株式会社（大

阪）より供与された．Methylprednisolone sodium suc-

cinate（MP）は Sigma 社製（東京）を用いた．Lipopoly-

saccaride（LPS）は LPS 0-114B4（DIFCO LABORA-

TORIES，米国）を使用した．

実験方法

麻酔と手術法

セボフルレン（丸石製薬株式会社，大阪）で麻酔導

入した後，抱水クロラール（WAKO株式会社，大阪）

360mg�kg を腹腔内投与して麻酔を行った．挿管法，開
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腹術および開胸開腹術は既報1）と同様に行った．

反応物質測定法

採血は，各時間に頸静脈より500µL ずつ採血し，セパ
ラピッドチュウブミニ S（積水化学工業株式会社，大

阪）で血液を遠心分離し（3,000rpm，10分），血清100

µl を得て実験に供した．IL-6はラット IL-6 ELISAキッ
トワコー（WAKO株式会社，大阪）を用いてELISA

法で測定した．LPOは過酸化脂質―テストワコーキッ

ト（WAKO株式会社，大阪）を用いて八木法で行った．

Endotoxin はトキシカラーシステム（生化学工業株式

会社，東京）を用いて比色法で行った．Corticosterone

は BIOTRAK rat corticosterone assay system with

magnetic separation（Amersham LIFE SCIENCE，英

国）にて測定した．Nitric Oxide（NO）はNITRATE

�NITRITE COLORMETRIC ASSAY KIT（フナコシ
株式会社，東京）を用いて吸光度法を用いて測定した．

実験 1． 手術侵襲後の反応物質の測定

ラットを麻酔下に挿管し，手術を行って60分間放置

した．手術後経時的（手術直前，手術開始後30分，手

術直後，術後 1時間，術後 3時間）に採血し，血清中

の IL-6，LPO，endotoxin，corticosterone を測定し

た．試験物質（EPC-K1 5mg�5ml�kg，MP 50mg�5ml
�kg）は手術の 1時間前に静脈内投与した．
実験群は1．麻酔のみ（A群），2．開腹術（L群），3．開

胸開腹術（TL群），4．開胸開腹術＋EPC-K1（EPC-K

1群），5．開胸開腹術＋MP（MP群）とした．A群，L

群は 1群 4匹，TL群，EPC-K1群およびMP群は 1群

8匹とした．

実験 2．second attack 負荷後の反応物質の測定

ラットを麻酔下に挿管し，開胸開腹術を行って60分

間放置した．閉胸閉腹後 1時間より second attack と

して LPSを0.5mg�5ml�kg�時で 1時間投与した．その
後，1，3，5時間に血清中 IL-6，肝 LPOおよび血清中

NOを測定した．試験物質（EPC-K1 5mg�5ml�kg およ
びMP 50mg�5ml�k）は手術の 1時間前に静脈内投与
した．

実験群は1．開胸開腹術（TL群），2．開胸開腹術＋LPS

群（LPS群），3．開胸開腹術＋EPC-K1（EPC-K1群），

4．開胸開腹術＋MP（MP群）とした．各群 5匹を用い

た．

統計学的処理

各群の値は平均値±標準偏差（SD）で示し，各群間

の有意差検定には t検定を用いた，p＜0.05未満を有意

差ありとした．

成 績

実験1．手術侵襲後の血清中 IL-6，LPO，endo-

toxin，corticosterone 値の変動とEPC-K1およびMP

投与による影響

手術後の値の変化を比較するために，開始時の値を

基準にしてそれぞれの値を100分率で示した．TL群で

は血清 IL-6値が240分で著明に上昇し，EPC-K1および

MPは有意にこれを抑制した．120分ではMPのみが有

意にこれを抑制した（Fig. 1）．血清 LPO値は，手術終

了時の値がTL群，MP群で有意差はないものの上昇

しており，EPC-K1では全く LPO値の上昇を示さな

かった（Fig. 2）．血清 endotoxin 値は TL群においての

み，手術終了時，120分，240分で有意差はないものの

上昇を認めた（Fig. 3）．実測値の平均値においても，

Fig．1 Serum IL-6 level after surgery.

★；Anesthesia（A），◆；Laparotomy（L），〇；Tho-

racolaparotomy（TL），●；TL+EPC-K1，□；TL+

MP，＊p＜0.01

Fig．2 Serum LPO level after surgery.

★；A ◆；L，〇；TL，●；TL+EPC-K1，□；TL

+MP
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手術開始時の15.2mEU�ml に比べ手術終了時，120分，
240分ではそれぞれ23.2，18.0，22.4mEU�ml であっ
た．

血清 corticosterone 値（Fig. 4）は，手術侵襲によっ

て上昇するが，手術直後の値が最も高く，L群よりも

TL群が高い傾向（p=0.23）を示した．また，MP群は

TL群よりもむしろ高い値を示し，EPC-K1群はMP

群に比べ有意に低い値を示した．

実験 2．second attack 後の血清 IL-6およびNOの

変動とEPC-K1およびMP投与による影響

開胸開腹術後に second attack を負荷することによ

り，血清 IL-6値は著明に上昇した．5時間目においては

TL群に比べ6.6倍の有意な上昇を示した．EPC-K1およ

びMPはこれを抑制する傾向は示したもののその効

果は不十分で，いずれもTL群に比べ約3.8倍の有意な

上昇を示した（Fig. 5）．

5時間後の肝 LPO値は，TL群と LPS投与群がほぼ

同等であったが，いずれも300nmol�g 以上の高い値を
示した．EPC-K1およびMPはほぼ同様にこれを有意

に抑制したが，いずれも200nmol�g 以上の高い値を維
持したままであった（Fig. 6）．

NO値はTL群では徐々に低下していったが，sec-

ond attack をかけることによって，180分目から上昇に

転じた．EPC-K1はこの上昇を抑制し300分値では低下

に転じたが，MPはこれを十分には抑制しなかった

（Fig. 7）．

Fig．3 Serum endotoxin level after surgery.

★；A ◆；L，〇；TL，●；TL+EPC-K1，□；TL

+MP

Fig．4 Serum corticosterone level after surgery.

◆；L，〇；TL，●；TL+EPC-K1，□；TL+MP，＊p

＜0.01

Fig．5 Serum IL-6 level after surgery with additional

second attack using LPS

〇；TL，△；TL+LPS，▲；TL+LPS+EPC-K1，

◎；TL+LPS+MP，＊p＜0.01

Fig．6 Liver LPO level after surgery with additional

second attack using LPS，＊p＜0.05
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考 察

手術後のサイトカイン過剰産生（サイトカイン・ス

トーム）は SIRS の状態を引き起し，second attack

を契機に臓器障害を引き起すると考えられている3）．

われわれは，手術後のサイトカイン・ストームが白血

球の活性酸素産生能の亢進を介して血管内皮細胞を障

害し，このことが結果的に癌の転移を促進することを

報告し，この現象を stress oncotaxis と呼称してき

た1）2）．サイトカイン・ストームを制御するには，侵襲

前に少量（methylprednisolone 250mg�body）の副腎皮
質ホルモンを投与することが標葉ら4）により提唱され，

臨床的に広く応用されている．術前に副腎皮質ホルモ

ンを投与する理由は，一連の侵襲反応がおきた後にこ

れを制御することは困難であろうとの想定に基づいて

おり，実際にマウス侵襲モデルでこのことは明確に実

証されている5）．われわれの実験においてEPC-K1あ

るいはMPを術前に投与した理由はこの成績に基づ

いたものである．

EPC-K1は OH－の scavenger であることが知られて

おり6），サイトカインの産生を抑制することなく活性

酸素の産生そのものを制御し，その結果として LPO

の産生を抑制することが想定された．事実，血清 LPO

値は開胸開腹術直後に上昇し，MPはこれを抑制でき

なかったが，EPC-K1はこれを抑制した．MPは IL-6

の産生抑制を介して，またEPC-K1は活性酸素の制御

を介して LPOの産生を抑制することが考えられるが，

実際にはEPC-K1のみ血清 LPOの産生を抑制してい

た．EPC-K1は IL-6の産生抑制効果をも有しており，IL-

6の過剰な産生と活性酸素の作用の両者を抑制するこ

とで血管内皮細胞の損傷を防ぎ，LPOの産生を抑制し

ていると考えられる．

Deitch ら7）はラットを用いて脱血による平均動脈圧

30mmHgのショック状態を30分間持続させた出血性

ラットモデルを作成した．24時間後の腸間膜リンパ節

における組織細菌培養で対照群の7％に比べ，ショック

ラットで61％の bacterial translocation（BT）を確認し

た．さらに，このBTは xanthine oxidase の競合的阻害

剤である allopurinol や，その不活剤であるmolybde-

numを含まない tungsten 食でそれぞれ14％および10

％に減少させた．Xanthine oxidase は活性酸素の産生

酵素であるから，BTにはショックによって発生した

活性酸素がその機序の keyであると考えられる．すな

わち，ショックによって発生した腸管の阻血とその後

の再灌流により発生した活性酸素が腸管の barrier を

破壊してBTが生じるという機序である．われわれの

開胸開腹のモデルでは，手術侵襲そのものがサイトカ

イン・ストームを生じ，そのことにより有意差はない

ものの endotoxin 血症を生じることが示され，しかも

EPC-K1あるいはMPの投与でこれを抑制できること

が示された．この機序は，阻血再灌流障害と同様に，

活性化された白血球などから生じた活性酸素が腸管の

barrier を破壊してBTが生じると考えられる．EPC-

K1はもちろん直接活性酸素を消去するが，同時にMP

のようにサイトカイン・ストームも抑制することで二

重にBTを抑制することになる．Lowry ら8）や Fong

ら9）は人で endotoxin を経口あるいは静注することで

TNFや IL-6が 1 時間後には上昇することを示した．す

なわち，BTがサイトカイン・ストームの原因になる

ことも考えられるが，時間的には両者とも術直後から

生じており，やはり侵襲直後からはじまるサイトカイ

ン・ストームの一連の反応がBTを生じ，BTはこれ

らの反応をさらに増幅させることが考えられる．

われわれは開胸開腹術の 1時間後に LPSを用いて

人為的に second attack を負荷したが，血清 IL-6値は 5

時間後には開胸開腹術単独時の 7倍程度の上昇を示

し，EPC-K1あるいはMPの術前投与もこれを十分に

は抑制できなかった．また，肝の LPO値は開胸開腹群

と LPS投与群でほぼ同値で極限値であるかと思われ

るが，EPC-K1あるいはMPの術前投与は同様にこれ

を十分には抑制することができなかった．臨床的には

典型的な second attack は術後合併症であるが，過剰

Fig．7 Serum NO level after surgery with additional

second attack using LPS

〇；TL，△；TL+LPS，▲；TL+LPS+EPC-K1，

◎；TL+LPS+MP
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なBTも当然 second attack になり，あらゆる治療に

抵抗性に臓器障害へと進行することが考えられる．ま

たこのことが癌の存在下には予後を不良にする一因で

あることはすでに報告した通りである2）．

NOは研究が進むにつれて，多彩な効果を発揮する

ことが知られるようになった．その効果は傷害あるい

は保護の相反する 2面性を有するとされている．しか

し，過剰なNOはそれ自身，パーオキシナイトライト

あるいはヒドロキシラジカルを誘導し傷害性を発揮す

ることが知られている10）．Second attack 時の NOを

測定すると，開胸開腹術だけでは徐々に減少している

が second attack 群では 1時間値で低下するもののそ

の後再上昇をし，EPC-K1あるいはMPはその上昇を

抑制した．特にEPC-K1はMPよりも抑制効果が強く，

NOは 5時間値で再下降に転じた．NOは IL-6や IL-8

などの炎症性サイトカインを誘導することが報告され

ているが11），また炎症性サイトカインが inducible NO

synthase（iNOS）を誘導し一度合成が開始されると長

期に大量のNOが産生される10）．すなわち，一度この

反応がおこると相互に反応しあうことになる．EPC-K

1は IL-6の産生も抑制するが，同時に iNOSの活性も濃

度依存的に抑制することがわかっている（未発表）．し

たがって，この second attack による組織傷害および

それに起因するであろう腫瘍細胞の転移促進作用すな

わち stress oncotaxis を予防するという観点からして

も，EPC-K1の前投与が最も効果的であると思われる．

しかしながら，second attack によるサイトカイン・ス

トーム状態は薬物による制御が不十分であり，やはり

過剰な侵襲を避け，術後合併症を生じさせないことが

最大の stress oncotaxis の予防策であると思われる．
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The Effect of Radical Scavenger EPC-K1 and Methylprednisolone
on Reactive Substances after Surgery
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Department of Surgical Oncology, Research Institute for Radiation Biology
and Medicine, Hiroshima University
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Cytokine storms after surgical stress are reported to enhance tumor metastasis. Regulation of cytokine
storms is extremely important in view of both organ failure control and cancer prognosis. We therefore stud-
ied the effect of the radical scavenger EPC-K1 and methylprednisolone（MP）on reactive substances IL-6, lipid
peroxide（LPO）, corticosterone, endotoxin（lipopolysaccharide, LPS）, and nitric oxide（NO）in thoracolapa-
rotomy（TL）in rats. EPC-K1（5�mg�kg）or MP（50�mg�kg）was given intravenously 1 hour before surgery.
Serum IL-6 and endotoxin were markedly elevated after TL. Serum LPO and corticosterone were elevated
only immediately after TL. Increased serum IL-6 and endotoxin were suppressed by either EPC-K1 or MP.
Serum LPO was suppressed by EPC-K1 but not by MP. Serum corticosterone was not suppressed by either
EPC-K1 or MP. MP increased corticosterone. Lipopolysaccharide（0.5�mg�kg）given 1 hour after surgery
markedly elevated serum IL-6 and NO and liver LPO. Neither EPC-K1 nor MP suppressed these substances
sufficiently. In conclusion, EPC-K1 was more effective than MP in controlling postoperative reaction, but was
not sufficient for protecting against a second attack.
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〔Jpn J Gastroenterol Surg 34：323―328, 2001〕

Reprint requests：Toshihiro Hirai Department of Surgical Oncology, Research Institute for Radiation Biol-
ogy and Medicine, Hiroshima University
1―2―3 Kasumi, Minami-ku, Hiroshima, 734―8553 JAPAN

32（328） 日消外会誌 ３４巻 ４号生体反応に対するラジカルスカベンジャーEPC-K1


