
照oo妖)勉 一

肝 虚 血 障 害 に お け る

活 性 酸 素 を 利 用 し た

新 し い 肝 腫 瘍 治 療 法 の 開 発

(s257e58s)

昭和63年 度科 学 研 究 費補 助 金(一 般 研究C)研 究 成 果報 告 書

平 成 元 年3月

研究 代 表 者 浅 1ー) 全

(旭 川 医科 大学 医 学 部助 手)



1
は し が き

肝 虚 血 障 害 は 、 肝 外 傷,肝 手 術,移 植 時 の ドナ ー 肝,シ ョ ッ ク 時

な ど に 見 られ 、 ま た 肝 腫 瘍 に 対 す る 塞 栓 療 法 で は 、 い か に 選 択 的 か

つ 右 効 に 腫 瘍 部 に虚 血 障 害 を 誘 導 す る か が 問 題 で あ り、 い つ れ に し

て も 虚 血 障 害 の 機 序 の 理 解 と 、 そ れ に 立 脚 し た 予 防 あ る い は 応 用 法

の 研 究 は 、 肝 外 科 領 域 の 重 要 な 課 題 で あ る 。

近 年 、 虚 血 お よび 再 灌 流 障 害 時 のmediatorと し て 活 性 酸 素 の 役 割

が 脳,心 臓,小 腸 な ど で 認 め られ 、 そ の 発 生 源 と してATPの 分 解

産 物 で あ るHypoxanthineがXanthineOxidaseに よ りXanhthineに 分

解 され る 反 応 が 上 げ られ て い る(図1)。 肝 虚 血 障 害 に お け る 活 性

酸 素 の 意 義 に っ い て も 報 告 が 散 見 さ れ る よ う に な った が 、 ま だ 一 定

の 見 解 に は 至 って は い な い 。 本 研 究 で は 、 ① 肝 虚 血 再 灌 流 障 害 に

Hypoxanthine。XanthineOxidase反 応 系 に よ り産 生 さ れ る 活 性 酸

素 が 関 与 して お り、XanthineOxidaseの 特 異 的 阻 害 剤 で あ るAllo-

purinolに 虚 血 再 灌 流 障 害 を 抑 制 す る 働 き の あ る こ と を 示 す 。 ② ウ

サ ギ 実 験 腫 瘍 にHypoxanthine,XanthineOxidaseを 投 与 し 、 発 生 す

る活 性 酸 素 に 抗 腫 蕩 効 果 が 認 め られ る か を 検 索 す る こ と を 目的 と し

た 。
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研究成果

1.肝 虚 血 障 害 のmediatorと し て の 活 性 酸 素 の 検 討.

1-A,分 離 肝 細胞 に よる検 討

肝 を構 成 す る細胞 には肝実質細胞 と類洞壁細胞があ り、肝機能の

発現や、逆に肝障害の成立機序 に両老間の相互作用が関与すると考

えられ ている。また、類洞壁細胞であるク ッパー細胞は物質を貧食

する際に活性酸素を放出するので、肝実質細胞の虚血障害機序の解
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明 に は 、 類 洞 壁 細 胞 の 関 与 を 除 外 で き る 分 離 肝 細 胞 モ デ ル を 使 用 す

る の が 適 当 と考 え 、 実 験 を 行 な っ た 。

よ る

検 討.

1.実 験 方 法

Wistarラ ッ ト(雄)体 重200～250gを 使 用 し た 。 肝 細 胞 分 離 は コ

ラゲ ナ ー ゼ 灌 流 消 化 法 に よ り行 な い 、 分 離 肝 細 胞 のViabilityの 判

定 は 、 トリ パ ン ブ ル ー 色 素 排 除 試 験 に て 行 な っ た 。 細 胞 培 養 は培 養

液 と し てlox牛 血 措 を 含 むRPMI-1640を 用 い 、 培 養 液 中 に 直 接 、 酸

素,二 酸 化 炭 素,窒 素 な ど の 混 合 ガ ス を 噴 入 し 、 酸 素 分 圧 を 比 較 的

容 易 に 調 節 で き る ス ビ ナ ー フ ラス コ を 用 い た 浮 遊 培 養 法 に て 行 な っ
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図2分 離肝 細胞 浮 遊培 養 法の 実 験 装 置.
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一

た(図2)。 培 養 条 件 は37℃,95×0。+5zCO。 の 混 合 ガ ス 噴 入 下

で 培 養(好 気 条 件)し 、 次 に 、95XN。+5zCO,混 合 ガ ス(嫌 気 条

件)に 置 換 し 、 肝 細 胞 のViabilityの 変 動 を 検 索 し た 。 ま た 培 養 液

中 にSuperoxideDisautase(Sigoa)を5,000U/100匿1を 混 入 し 、

viabilityの 変 動 を 観 察 し た 。Allopurinolは 難 溶 解 性 で 、 溶 解 に

は 等 モ ル のINNaOHを 要 し 、 培 養 液pHが9～10と な り 、 本 実 験 に は

使 用 不 能 で あ っ た 。

2.実 験 成 績

s5zO2+5XCO2混 合 ガ ス 下 で は 、 培 養 液 中 の 酸 素 分 圧 は450～

500■ 墾Hgで あ っ た 。 次 に95xN2+5XCO2混 合 ガ ス に 代 え る と 、 約15

～20分 で 酸 素 分 圧 は30～50圃 圃Hgに 低 下 し て い た 。 分 離 直 後 の 肝 細 胞

のViabilityは90～95xで あ っ た 。 好 気 条 件 下 で は 肝 細 胞 のviabi-

1ityは 培 養1時 間 後 で は70X,2時 間 後 で は50Xに 低 下 し て い た 。 好

気 条 件 で1時 間 培 養 後 、 嫌 気 条 件 に 代 え る とviabilityはzoxと 著

明 に 低 下 し た 。 そ の 後 、 好 気 条 件 に も ど し て もviabilityの 低 下 は

わ ず か で あ っ た(図3)。 培 養 液 中 にSuperoxideDis●utase(SOD)

を 添 加 す る と 、 好 気 条 件 下 で はviabilityの 改 善 は な か っ た が 、 嫌

気 条 件 で のviabilityの 低 下 を 抑 制 し た(図4)。

3.小

肝 細

に も ど

の増悪

化 させ

素 状態

性酸素

6

一



r

噴入下

嫌気条

培養液

入 し、

溶解に

験には

50～

、 約15

肝 細 胞

viabi一

た 。 好

鷹 と 著

低 下 は

(SOD)

が 、 嫌

Viability(%)

goo

75

50

25

Medium:withoutSOD

、

、

、

、

、

、
、

、

、

、

、

、

、
、

、

、

＼
0
分離時1時 間後2時 間後3時 間後

'図3SOD非 添 加 時 のViabilityの 変 動
.

3.小 括

肝 細 胞 を 嫌 気 条 件(95XN2+5XCO2)で1時 間 培 養 後 、 好 気 条 件

に も ど し 、酸 素 の 供 給(す 効 ち活 性 酸 素 の 発 生)を 行 な った が 、 障 害

の 増 悪 は 認 め な か っ た 。 これ は 、培 養 条 件 を 無 酸 素 状 態 に 急 激 に 変

化 さ せ て も 、 培 養 液 中 の 酸 素 分 圧 は 徐 々 に しか 変 化 し な い た め 無 酸

素 状 態 に は な ら ず 、 肝 細 胞 に は 培 養 液 か ら の 酸 素 の 供 給 が 続 き 、 活

性 酸 素 の 発 生 が こ の 時 点 で す で に起 こ っ た も の と考 え ら れ る 。 ま た
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ア ロ ブ リ ノ ー ル を 使 用 し た 実 験 が 不 可 能 で あ っ た の で 、 活 性 酸 素 の

発 生 系 に っ い て の 言 及 は で き な か っ た 。肝 の 虚 血 障 害 の 機 序 解 明 の

モ デ ル と し て 肝 細 胞 培 養 系 を 選 択 し た 理 由 は 、 肝 を 構 成 す る 細 胞 に

は 、 肝 実 質 細 胞 の 他 にKupffer細 胞,内 皮 細 胞 な どが あ り 、 こ れ ら

の 細 胞 はphagocytosisの 過 程 で 活 性 酸 素 の 産 生 と密 接 に 関 係 す る た

め 、 肝 実 質 細 胞 の 虚 血 障 害 の 機 序 を 純 粋 に 検 証 す る に は 、 こ の モ デ

ル が 適 当 と考 え た か ら で あ っ た 。 しか し基 礎 実 験 の 結 果 は 、 培 養 肝

細 胞 に 虚 血 障 害 を 定 量 的 に 誘 導 す る 困 難 性 を 示 し た 。
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図4SOD添 加 時 のViabilityの 変 動.
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生 体 臓 器 の 虚 血 再 灌 流 障 害 は 、 シ ョ ッ ク に よ る 全 身 的 な 低 灌 流 状

態 や 血 栓,塞 栓 あ る い は 人 為 的 な 血 管 遮 断 に よ り も た ら さ れ る が 、

必 ず 脈 管 が 介 在 す る プ ロ セ ス で あ り 、 こ の 点 か ら も 、 臨 床 医 学 に 直

結 した虚 血 の 病 態 生 理 の 研 究 に は 肝 灌 流 法 やinVIVO系 が よ り適 切

なモ デ ル と考 え られ 、 以 下 の 実 験 を 追 加 し た 。

1-B,ラ ッ トinvivOに よ る 検 討'

1.虚 血 肝 不 全 モ デ ル の 作 成

Sprague-Daleyラ ッ ト(体 重250～300g)のpox肝 葉(median&

1t.laterallobes)を 支 配 す る 動 脈,門 脈,胆 管 を 微 小 血 管 ク リ ッ

Medianlobe

Rtlaterall鰻 織.
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図5 ラ ッ ト虚 血肝 不 全モ デ ル
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ブ に て 各 々60分,90分,100分,llO分,120分 間 ク ラ ン プ し、 ク ラ ン プ

解 除 時 に30xの 非 虚 血 肝 葉 を 切 除 し作 成 し た(図5)。 本 モ デ ル で

は 、 ク ラ ン プ 時 に も30Xの 非 虚 血 肝 葉 が 門 脈 血 床 と して 働 き 、 門 脈

響 血 が 起 こ ら な い 特 徴 を 持 つ 。 各 虚 血 時 間 に お け る 死 亡 率 は 図6に

示 す とお りで あ っ た 。100分 虚 血 群 と110分 虚 血 群 で は 死 亡 率 に 右

意 差 は な い が 、120分 虚 血 で は100X死 亡 す る の で 、 肝 不 全 モ デ ル の

具 備 す べ き条 件 で あ る肝 不 全 か ら の 回 復 性 を 考 慮 し、100分 虚 血 が

適 当 な 肝 不 全 モ デ ル と結 論 され た 。
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2.虚 血 肝 不 全 ラ ッ トの 生 存 率 に 及 ぼ すAllopurinolの 効 果

(1)実 験 方 法

上 記 肝 不 全 モ デ ル を 作 成 し 、Allopurinolの 効 果 を 検 討 し た 。

実 験 群 は 図7に 示 す 如 く で 、1群 はAllopurinolを2日 間 胃 内 投 与

(50■g/kg)し 、 虚 血 誘 導10分 前 に 静 注(50■g/kg)し た 。2群 で は 、

虚 血 前 の 投 与 は な く 、 虚 血 解 除 再 灌 流10分 前 に 静 注 し た 。3群 は コ

ン ト ロ....ル 群 で 生 食(pH10.5)を2日 間 胃 内 投 与 、 虚 血10分 前 に 生

食 を 葡 注 し た 。6時 間 毎 に ラ ッ トの 生 死 を チ ェ ッ ク し た.
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(2)実 験 成 績

術 後2日 目 で の 死 亡 率 は 、1群Sox、2群,3群 は 共 に91.6Xで

右 意 差(P<0.05)を も っ てAllopurinolの 虚 血 前 投 与 が 死 亡 率 を 抑

制 し た(図8)。

3.Allopurinoiの 虚 血 肝 障 害 抑 制 作 用 に つ い て の 検 討 。

(1)実 験 方 法

Sprague-Daileyラ ッ ト(体 重250～3009)のpox肝 葉 を 、 前 記 し

た の と 同 様 に90分 間 ク ラ ン プ し 、 ク ラ ン プ 解 除 時 に は30Xの 非 阻 血

肝 葉 は 切 除 す る こ と な く 温 存 し た(図9).こ れ に よ り ラ ッ ト は 全

例 生 存 し 、 任 意 の 時 間 に 犠 牲 死 さ せ る こ と が 可 能 と な っ た 。

ア ロ フ

プ リ ノ ー

ト ロ ー)1

で 犠 牲 羽

パ ブ ラv

解 除 後1

壊 死 巣a

出 し た 。

berofrat
SURVIVALCURVESOFLIVERFAILURERATS

2

0

9

6

4

.

2

0 12

図8

group-1(mortalityrateSOo)

group-2(mortalityrate91.6$)

group-3(mortalityrate91.6°s)

243648

生存率 曲線の推移.
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1.sxで

:率 を 抑

前記 し

緋 阻血

Pト は全

…

}.

5

.

ツ

ピ

ρ

野

覧

臥

艶

ア ロ プ リノ ー ル を2日 間 胃 内 投 与 し、 虚 血10分 前 に 静 注 し た ア ロ

プ リノ ー ル 投 与 群 と 、 ア ロ ブ リ ノ0ル の 代 り に 生 食 を 投 与 した コ ン

トロー ル 群 に お い て 、 阻 血 解 除 時,解 除 後3,6,12,24時 間(n=6)

で犠 牲 死 さ せ ・ 血 中ALAT,ASAT,β 一Hexosa8inidase ,ヘ

パ プ ラ ス チ ン テ ス ト,お よ び 肝 組 織 水 分 量 を 測 定 した 。 ま た 、 阻 血

解 除 後12,24時 間 後 に 犠 牲 死 さ せ た ラ ッ ト肝 葉 の 最 大 割 面 に 占 め る

壊 死 巣 の 面 積 を イ メwジ ア ナ ラ イ ザ ー(IB▲S-2,KONTROH)に て 算

出 した.

Exp.-1'1EIIIAIIopurinol-一 一itsprotectiveeffectandmechanismonischemicinjury.

Model90min.ischemiatomedianandIt.laterallobes

withoutresectionofremainingnon-ischemiclobes.

Allopurinolgroup

Allopurinol(SOmg/kg)givenintragastricdaily

for2days+i.v.bolus10min.beforeischemia.

Controlgroup

NaClgiveninsteadofAtlopurinol.

図9 Allopurinolの 肝 障 害 抑 制 作 用 の 検 討

(実 験 方 法)
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(2)実 験 結 果

各 実 験 結 果 を 図 示 し た 。 ア ブ リノ ー ル 投 与 群 で は 、ALAT,ASAT

(図10),β 一Hexosa●inidase(図11)な ど の 血 中 へ の 逸 脱 や

肝 組 織 水 分 量(図12)が 有 意 に減 少(P<0.05)し て お り、 ま た ヘ

パ ブ ラ ス チ ン テ ス ト(図13)も 同 様 に ア ロ ブ リ ノ ー ル 投 与 群 で 良

好 で あ っ た 。 写 真1は 、 コ ン トロ ー ル 群 の 虚 血24時 間 後 の 肝 断 面 像

(H-E染 色)で あ る が 、 エ オ ジ ン 好 性 の 広 範 な 頻 固 壊 死 巣 を 認 め る 。

写 真2は 、 ア ロ ブ リノ ー ル 投 与 群 の 虚 血24時 間 後 の 肝 断 面 像 で あ り、

小 壊 死 巣 が 散 見 さ れ る に 過 ぎ な い 。 以 上 の 結 果 を 表 示 し た の が 表1

で あ る 。 虚 血 後12時 間,24時 間 の 両 時 点 で も ア ロ プ リ ノ ー ル 投 与 群

に 壊 死 巣 の 縮 小 化(P<0.05)を 認 め た 。

ｵkat/LALAT

300
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.ε

∈
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理
ε
①
二
り
ω
旧
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○一一〇Control

●一一●A閥opurinoI

ASAT

△一一△Control

▲--▲Allopurinol

¥`.

ノ 　
i¥1

ノ 　　

/1_iw一 工 ＼ ・

/ノ

ノ7

努

ホ

コ＼ ごこ§
、
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図10

361224

timeafterreperfusion(hour)

血 中ALAT,ASATの 推 移.
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4.虚 血 肝 組 織 チ オ バ ル ビ ツ ー ル 酸 反 応 物 質 の 測 定

(1)実 験 方 法

上 記 ア ロ ブ リノ ー ル 投 与 群 と コ ン トロ ー ル 群 に お い て 、 阻 血 前,

90分 阻 血 解 除 時,解 除 再 灌 流1,2時 間 後(各n=5)に 肝 を 摘 出 、 冷生

食 で 血 液 を 灌 流 除 去 後 、TBA法 に て 過 酸 化 脂 質 含 量 を 測 定 した。

(2)実 験 結 果

ア ロ ブ リノ ー ル 投 与 群 で はMalondialdehyde(bDA)の 生 成 は完 全

に 抑 制 さ れ た が 、 コ ン トロ ー ル 群 で は 再 灌 流 時 お よ び 再 灌 流2時 間

後 にMDAの 著 明 な 増 加 を み た(図14)。

5.小 括

肝 不 全 モ デ ル に よ る 救 命 率,血 液 生 化 学 検 査 や 組 織 学 的 検 査 を指

標 に し た虚 血 再 灌 流 肝 障 害 度 は 、 ア ロ ブ リノ0ル の 投 与 に よ り右意

に 改 善 され た 。 ま た 、 主 に 活 性 酸 素 が 細 胞 膜 の リ ン 脂 質 を ア タ ック

し生 成 さ れ て く る と さ れ るMDAも 、 ア ロ ブ リノ ー ル の 投 与 に よ り

抑 制 され た こ と よ り 、 肝 虚 血 再 灌 流 障 害 に は 活 性 酸 素 が 関 与 し 、そ

の 発 生 反 応 系 にXanthinOxidaseが 関 与 る す こ とを 示 す も の で あ

る 。 虚 血 後 再 灌 流 直 前 の ア ロ ブ リ ノ ー ル 投 与 は 無 効 で あ っ た こ とか

ら、活性酸素は肝虚血 中にすでに発生 してい る可能性が示唆された

0
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阻血前 認

出、為

定 した.

成は完今

流 2瑚鶴

検査蓼

より有憲

ア タ ッ ク

与 に よ り

与 し 、 そ

も の で あ

た こ と か、

唆 さ れV.
C

譲灘

諺

malondialdehyde

〔nmol/mg。protein⊃

5

4

3

図14

beforeischem

**

*

*

Control

匿i璽1・ ・1・pu・・m・

肝 組 織 中 鯉alondialdehyde量 の 推 移.

1。C,ラ ッ ト肝 組 織 片 を 用 い た 闇icrocalori口etoryに よ る 検 討.

肝 臓 は 代 謝 の 中 心 臓 器 で あ り 、 そ の 多 岐 に わ た る 機 能 の 発 現 の た

め に エ ネ ル ギ ー を生 成,消 費 し て い る 。 そ の エ ネ ル ギ ー の 利 用 効 率

は40～Soxで 、 残 りの50～soxは 熱 と して 放 出 さ れ 、 体 温 維 持 や 科

学 反 応 の 至 適 環 境 を 保 っ た め に 利 用 さ れ て い る 。 した が って 、 熱 量

はエ ネ ル ギ0の 生 成,消 費,変 換 に よ る 仕 事 量,す な わ ち 、Total

な肝 臓 の 機 能 を 反 映 す る も の と考 え る こ と が で き る 。 そ こ で 肝 組 織

片 を 試 料 と して 代 謝 熱 測 定 法 を 確 立 し、 虚 血 肝 のviabilityの 判 定

と 、 そ れ に お よ ぼ すAllopurinolの 効 果 を 検 討 し た 。
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一

1.実 験 方 法

代 謝 熱 の 測 定 に はmicrocalorimetor(LKB,Sweden)を 使 用 し た

(図15左)。 そ の 原 理 は 、 一 対 の 円 筒 型 ア ン プ ル の 一 方 に 肝 組 織

片 と 培 養 液 、 他 の 一 方 に は 培 養 液 の み を 入 れ 、 こ れ ら を37℃ に 保 た

れ た 温 炉 に 静 置 し 、 二 つ の ア ン プ ル 間 に 発 生 す る 温 度 差 を 電 気 信 号

に 変 換 記 録 す る も の で あ る 。 培 養 液 はHEPES20●Mを 含 むLeibovitz

L-15を 用 い た 。 肝 組 織 はSprague-DaRleyラ ッ ト肝 を16G生 検 針 で 採

取 し 、 さ ら に メ ス で 輪 切 り に 細 切 し た も の を2～8片 使 用 し た 。 ま

た 肝 虚 血 再 灌 流 実 験 で は 、 肝 葉 の70Xを 栄 養 す る 動 脈,門 脈 を ク ラ

i

TOOUTPUTDIFFERENTIALVOL'『AGE▼=二 王一 モ ニ 「三 一一_

1主1窪 『 ≡MEASURING

CYLINDER

HEATSINK

MEASURING
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SAMPLE
VESSEL

SENSOR

THERMO-

STATTED

WATER

BATH

REFERENCE

VESSEL

…CAUBRATION

RESISTORS

HEATER

WATERBATH

TEMPCONTROL

UNIT

ヨ
呈一三

叶三

三
　葺
ヨ
墾三ま

E三

巨

図15

r
「
†
寸

↑

一一‡一一

Power
一 王■=

1壽
+一 一一↓=

‡
‡

一封

f-一

左:マ イ ク ロ カ ロ リ ー メ0タ ー の 原 理.

右:検 出 さ れ た 熱 曲 線.
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一 一

うし た

チ組 織

二保 た

起信 号

vitz

tで 採

ヒ。 ま

ヒク ラ

ン ブ し 、 そ の 後 ク ラ ン プ を 除 去 再 還 流 した 。 ア ロ ブ リ ノ ー ル 投 与 群

は 、 従 来 通 り2日 間 胃 内 投 与 し、 虚 血 前10分 に 静 脈 内 投 与 し た 。 ま

た 、 コ ン トロ ー ル 群 は 生 食 を 投 与 した 。

2.実 験 結 果

記 録 さ れ た 熱 曲 線(図15右)は 、 測 定 開 始 後5～10分 で ピ ー ク

とな り、 以 後 減 衰 して い る 。 こ の ピ ー ク 値 を 測 定 使 用 し た 。 肝 組 織

重 量 と熱 産 生 に は 強 い 正 の 相 関 を 認 め 、 肝 のTota1な 代 謝 機 能 を 反

映 す る も の と考 え られ た(図16)。 特 に 、 肝 組 織 重 量 を2～10ag

yetWeight(蛋 白 量 に して20～100μg)に 限 定 す る と、 相 関 係 数

0.929,p<0.01で あ っ た 。

RelationshipbetweenSampleWeightandHeatProduction

Power
(ｵW)

0

5

0

5

0

3

2

2

1

1

5

0

LeibovitzL-15

Y=0.929

ModifiedEagles

Y=0.969

5

図16

10152025

mgwetwt.

肝組織重量 と熱量の関係.
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次 に 、 虚 血 肝 組 織 の 熱 産 生(図17実 線 部 分)を み る と 、 虚 血30

分 で す で に 低 下 を 認 め 、60分 で は 虚 血 前 値 の 約75Xま で 減 少 し、 以

後 虚 血2時 間 まで 同 様 な 値 で 推 移 し た 。 次 に、 再 灌 流 の 熱 産 生(図

17破 線 部 分)を 検 索 す る と 、 虚 血30分,60分 後 再 灌 流 で は 、 虚 血

前 値 あ る い は 前 値 近 く まで 回 復 す る が 、 虚 血 時 間 が90分 以 上 に な る

と熱 産 生 の 回 復 は 得 られ な か っ た。

以 上 の 結 果 か ら、90分 虚 血 再 灌 流 モ デ ル を 採 用 し 、 ア ロ ブ リノ ー

ル 投 与 の 効 果 を 検 定 し た(図18)。 虚 血 前 お よ び90分 虚 血 時 の 肝

組 織 熱 産 生 量 は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 が 高 く 、 ア ロ ブ リノ ー ル 投 与 に よ

HeatProductionof
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図17

fresh12345
1schemic&ReperfusionTime(hr)

虚 血 再 灌 流 時 の 熱 量 の 推 移.実 線 は 虚 血 組 織 の 熱 量

の 推 移,波 線 は 再 灌 流 組 織 の 熱 量 の 推 移 を 示 す 。
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図18ア ロブリノール 投 与 に よ る 虚 血,再 灌 流 組 織 の 熱 量 の 変 化.

■
巨

る 熱 産 生 抑 制 が 認 れ れ た 。 し か し ア ロ ブ リ ノ ー ル 投 与 群 で は 、 再 灌

流3時 間 後 で ほ ぼ 虚 血 前 値 に 回 復 し た の に 対 し 、 コ ン トロ ー ル 群 で

は 回 復 を 認 め ず 、 こ の 傾 向 は 再 灌 流7時 間 ま で ほ ぼ 同 様 で あ っ た 。

3.小 括

虚 血30分,60分 後 の 再 灌 流 で は 熱 量 の 回 復 傾 向 が 見 られ た が 、 虚

血 時 間 が90分 を 越 え る と再 灌 流 後 に 熱 量 の 回 復 が 得 られ な か っ た 。

こ の 結 果 は 、不 可 逆 的 肝 虚 血 障 害 を 惹 起 す る 虚 血 時 間 が90分 前 後 に

あ る と す る 従 来 か らの 報 告 と一 致 す る 所 見 で あ り、 本 法 の 虚 血 障 害

肝 のviability判 定 の 右 効 性 を 示 唆 す る も の で あ る 。 ま た ア ロ ブ リ

ノ ー ル 投 与 に よ り、90分 虚 血 後 再 灌 流 時 に 熱 量 の 回 復 傾 向 が 見 ら れ
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た こ と は 、 ア ロ ブ リノ ー ル の 虚 血 障 害 軽 減 作 用 を 示 す と と も に 、 障

害 機 序 にXanthineOxidase系 か ら 発 生 す る 活 性 酸 素 が 関 与 す る こ と

を 間 接 的 に 示 す も の で あ る。

II.ウ サ ギ 移 植 腫 瘍 に 対 す る 活 性 酸 素 の 抗 腫 瘍 効 果 に 関 す る 検 討.

現 在 、 肝 腫 瘍 に 対 す る 治 療 法 と し て 外 科 的 切 除 が 第1選 択 と さ れ

る が 、 そ の 対 象 と な る症 例 は半 数 に 満 た な い 。 切 除 不 能 例 に は 、 肝

動 脈 結 紮 や 種 々 の 塞 栓 物 質 に よ る 塞 栓 術 な ど の 虚 血 療 法 が 行 な わ れ

て い る が 、 術 後 の 側 副 血 行 路 の 増 生 が 治 療 効 果 を 減 弱 さ せ て い る 。

本 研 究 の 意 図 は 、 肝 虚 血 障 害 機 序 に 活 性 酸 素 が 介 在 し て い る と考 え

られ る の で 、Hypoxanthine-XanthineOxidase反 応 系 に よ る 化 学

反 応 に よ って 活 性 酸 素 を 発 生 せ しめ 、虚 血 時 と同 様 な 組 織 障 害 を 惹

起 さ せ 、 肝 腫 瘍 の 治 療 に 応 用 し よ う と す る も の で あ る 。 本 法 は 、 血

管 床 を 塞 栓 す る こ と が な い の で 側 副 血 行 路 の 発 生 は な く 、 血 管 床 が

開 存 して い る の で 反 復 投 与 や 抗 癌 剤 との 併 用 も 可 能 な ど の 利 点 を 持

っ と 思 わ れ る 。 ま たfreeradica1自 身 が 、 蛋 白 やDNAを 傷 害 す る

働 き が あ り、 抗 腫 瘍 効 果 を 発 揮 す る 可 能 性 も 考 え られ る 。
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1.実 験 方 法

(1)ウ サ ギ 移 植 腫 瘍 モ デ ル の 作 成

当 科 で 継 代 培 養 さ れ て い たVX2腫 瘍 細 胞 を 、 ウ サ ギ 大 腿 筋 へ4x

lO7個 移 植 し た 。 移 植 後4週 目 で 明 ら か な 腫 瘍 の 形 成 を 認 め 、7週

目 に 腫 瘍 塊 を 摘 出 し 、 腫 瘍 被 膜 側 に 近 いviableな 腫 瘍 組 織 を2● ●角

に 細 切 し 、 ウ サ ギ1匹 に つ き 組 織 片4個 を 大 腿 部 に 移 植 し た 。 約4

週 間 で 径10～20●vの 腫 瘍 塊 が 形 成 さ れ た(写 真3)。 ま た 血 管 撮 影

で は 、 腫 瘍 血 管(写 真4)や 腫 瘍 濫 染 像(写 真5)を 認 め た 。

(2)Hypoxanthine-XanthineOxidase投 与 実 験

前 記 の 血 管 撮 影 所 見 よ り 、Hypoxanthine,XanthineOxidaseを 注
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写真3 ウサ ギ 大 腿 部 に 移 植 さ れ たVX。 腫 瘍
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ウ サ ギVX。 腫 瘍 の 血 管 撮 影 実 質 相.
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一

分 枝 し た も の が 主 で あ り 、 担 癌 肢 側 に は カ ニ ュ レ ー シ ョ ン で き る 適

当 な 動 脈 枝 が な い の で 、 ネ ン ブ タ ー ル 麻 酔 下 に 健 常 肢 側 の 大 腿 動 脈

を 切 開 し 、 カ ニ ュ レ ー シ ョ ン し 、 そ の 先 端 を 担 癌 肢 の 総 腸 骨 動 脈 分

岐 部 に 留 置 し 、 担 癌 肢 の 血 行 障 害 の な い よ う 配 慮 し た 。

Hypoxanthine,XanthineOxidaseの 反 応 は 、 瞬 時 に 進 行 し 活 性 酸

素(ス ー パ ー オ キ サ オ ド)を 発 生 す る の で 、 ウ サ ギ 体 内 に 注 入 す る

直 前 に 混 和 し 、 反 応 を 開 始 す る 必 要 が あ り 、 図19の 如 く 、Hypo-

xanthine,XanthineOxidaseは 別 々 に 注 入 し 、 動 脈 注 入 部 直 前 に チ

ャ ン バ0を 問 置 し 、 両 物 質 を 反 応 さ せ る よ う 配 慮 し た 。Hypoxant一

Hypoxanthine

XanthineOxidase

ぐ

図19

Tumor

ウ サ ギVX。 腫 瘍 に 対 す るHypoxanthine,

XanthineOxidaseの 注 入 実 験 図.
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入 す る 至 適 動 脈 ル ー ト を 検 討 し た 。 腫 瘍 血 管 は 、 大 腿 動 脈 か ら 直 接

hine,XanthineOxidase濃 度 は 各 々28皿g/100●1,8.4U/100皿1と な る

よ う 、phosphatebuffersalineで 希 釈 し た 。 注 入 速 度 は そ れ ぞ れ

O.llal/●inと し 、60分 間 注 入 し た 。 コ ン ト ロ ー ル 群 に はphosphate

buffersalineを60分 間 注 入 し た 。 注 入 前,注 入 終 了24時 間 後 に 腫

瘍 の 長 径(a)と 短 径(b)を 計 測 し 、 腫 瘍 体 積 をV=a・b2で 計 測 し 、 比

較 し た 。 ま た 腫 瘍 組 織 をHeaatoxylin-Eosin染 色 し 、 組 織 学 的 検

討 を 行 な っ た 。

2.実 験 結 果

移 植 腫 瘍 の 径 が2c重 を 越 え る と 中 心 壊 死 が 始 ま り 、抗 腫 瘍 効 果 の

判 定 に 支 障 を き た す の で 、 径10～20■ ●の 腫 瘍 塊 が 形 成 さ れ た 時 点 で

実 験 に 供 した 。 治 療 前 と治 療 後24時 間 時 の 推 定 腫 瘍 体 積 の 変 動 は 、

Hypoxanthine,XanthineOxidase注 入 群,対 象 群 ど ち ら で も 見 られ

な か っ た(図20)。 組 織 学 的 検 討 で は 、 対 象 群 で はViableな 腫 瘍

細 胞 が 塊 状 に 融 合 し て 見 ら れ た が(写 真6)、Hypoxanthine,Xant-

hinOxidase投 与 群 で は 、 多 核 白血 球 の 浸 潤 を 伴 な う 広 汎 な壊 死 巣

を 認 め 、Viableな 腫 瘍 細 胞 は 小 集 塊 と して 島 状 に 散 在 す る の み で あ

っ た(写 真7)。
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Kant一
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で あ

は1回 の み で あ っ た が 、 こ

れ を 複 数 回 に し て 、 腫 瘍 径,

生 存 日数,転 移 巣 の 検 討 な

ど 、他 のpara圃eterも 検 討

す る 必 要 が あ る 。

3.小 括

推 定 腫 瘍 体 積 の 比 較 で は 、 対 照 群,治 療 群 と も 注 入 前 後 で 変 化 を

認 め な か っ た 。 こ れ は組 織 が 壊 死 に 陥 っ て も 腫 瘍 径 の 縮 小 と な っ て

表 わ れ て く る に は 相 当 の 時 間 を 要 す た め と 考 え られ る 。 しか し組 織

学 的 検 討 で は 、Hypoxanthine,XanthineOxidase注 入 群 で は 、 著 明

な 腫 瘍 細 胞 の 壊 死 像 を 認 め 、Viableな 腫 瘍 細 胞 は 、 島 状 に 散 在 す る

の み で あ っ た 。 こ の 点 で 対 照 群 と は 明 ら か に 異 な っ た 像 を 呈 して い

た 。本 実 験 で は 、 注 入 回 数

1 腫 瘍体 積(cm3)o治 療 群

D-一 一一 一 一一一 一◎ ● 対照群

図20
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1注 入前 注入後24時 間

Hypoxanthine,XanthineOxidase注 入

前 後 の 腫 瘍 体 積 の 変 動.
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写真6 対 照 群 の 組 織 像.H.E.染 色 ,x100
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写真7 治 療 群 の 組 織 像.H.E.染 色,X100
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一

m.総 括

種 々 の 実 験 モ デ ル やparameterよ りAllopurinolに は 虚 血 肝 障 害

を 軽 減 さ せ る 働 き が あ る こ と が 示 さ れ た 。 そ の 作 用 機 序 と し て は 、

XanthineOxidaseに よ るSuperoxideの 発 生 を 抑 制 す る と 考 え ら れ る

が 、Superoxideの 発 生 をinvivoで 検 出 す る 方 法 が 現 在 の と こ ろ な

い の で 、 直 接 的 証 明 は な さ れ て い な い 。

Freeradica1に よ る 抗 腫 瘍 効 果 の 検 討 で は 、 組 織 学 的 に そ の 効 果

を 認 め る こ と が で き た 。 こ の 効 果 が 、Hypoxanthine,Xanthine

Oxidaseに よ り 発 生 し たfreeradicalに よ る も の な の か 、 非 特 異 的

な 反 応 に よ っ た も の な の か は 、 上 記 と 同 じ 理 由 で 慎 重 な 検 討 を 要 す

る と こ ろ で あ る 。freeradica1を 消 去 す る 作 用 の あ るSuperoxide

Dis訓taseを 併 用 し て の 検 討 、 組 織 化 学 的 検 討 な ど が 次 の ス テ ッ プ

と し て 考 え ら れ よ う 。 本 研 究 で 示 さ れ た 成 績 は 、 肝 虚 血 再 灌 流 障 害

に お け るfreeradicaltheoryを 、supportす る も の で あ っ た 。
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