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は しが き

新 し い 免 疫 抑 制 剤 で あ る サイクロスホ.リ ン・FK506の 開 発 に よ り 、 臓 器 移

植 の 成 績 は 飛 躍 的 に 向 上 し 、 成 績 向 上 に 伴 う 臓 器 移 植 数 の 急 激 な 増 加 は

深 刻 な ドナ ー 臓 器 の 不 足 を も た ら して い る 。 肝 移 植 で は 、1人 の 肝 臓 を

2つ に 分 割 し て2人 の レシピ ェントに 移 植 す る 分 割 肝 移 植 が ド ナ ー 肝 不 足 を

克 服 す る た め に 試 み られ て い る 。 し か し 、 分 割 肝 移 植 は 高 度 な 手 術 手 技

と厳 密 な レシピ エント選 択 が 要 求 さ れ 、 限 られ た 施 設 で し か 行 う こ とが で

き な い 。 ま た 、 わ が 国 の よ う な 一 部 の 国 で は 脳 死 者 か らの 臓 器 摘 出 は い

ま だ に 認 め られ ず 、 心 臓 死 臓 器 移 植 の 可 能 性 が 再 検 討 さ れ て い る 。

初 期 の 腎 移 植 で は 、 脳 死 者 か ら の 臓 器 摘 出 が 認 め られ て い な い こ と か

ら通 常 心 臓 死 者 か らの 摘 出 腎 が 用 い られ た 。 し か し、 心 臓 死 者 か らの 摘

出 腎 はJ`Jtn`J4性の 温 阻 血 に 曝 さ れ ・ 創 生尿 細 管 壊 死 お よ び 初 期 機 能 不 全 の

発 生 率 が 高 か っ た 。 近 年 の 深 刻 な ドナ ー 臓 器 不 足 に よ り心 臓 死 臓 器 移 植

の 再 評 価 が 行 わ れ 、 心 臓 死 者 か らの 摘 出 腎 を 用 い た 腎 移 植 の 成 功 が 報 告

さ れ る よ う に な っ た 。 しか し、 肝 臓 は 阻 血 と再 灌 流 障 害 に 非 常 に 感 受 性

が 高 く、 な ん ら か のprocurementが 必 要 不 可 欠 で あ る 。

血 管 内 皮 細 胞 に お け るcyclicAMP濃 度 の 減 少 お よ びadenylate

cyclase活 性 の 低 下 は 、 低 酸 素 下 の 単 層 培 養 血 管 内 皮 細 胞 の 膜 透 過 性

の 増 加 を も た らす 。 し た が っ て 、cyclicAMPは 脈 管 か ら の 溶 質 の 漏 れ
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を妨 げ る 内 皮 細 胞 機 能 の 維 持 に 重 要 と考 え られ 、 細 胞 内cyclicAMP濃

度 の 変 化 は 血 管 透 過 性 の 維 持 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 して い る 。

DBcAMPは 、 高 い 膜 透 過 性 を 有 す る 外 因 性 のcyclicAMPで あ り 、

我 々 は イ ヌ 虚 血 性 肝 不 全 に 対 す るDBcAMPの 保 護 効 果 を す で に 報 告 し

て い る 。 本 研 究 の 目 的 は 、 心 臓 死 に よ っ て 誘 導 され た 温 阻 血 ドナ ー 肝 の

procurementに お け るDBcAMPの 有 用 性 を 検 討 す る こ と で あ る 。

z



研 究 組織

研 究 代表 者:澤 雅 之(旭 川 医科 大 学 医 学 部 助 手)

研 究 分 担者:葛 西 眞 一(旭 川 医科 大 学 医 学 部 助 教 授)

山本 哲(旭 川 医科 大 学 医 学 部 講 師)

研究経費

平 成6年 度1、000千 円

平 成7年 度800千 円

計 1、800千 円

3



研 究 発 表

ア.学 会 誌 等

(1)1.Tomita,M.Sawa,T.Munakata,Tanaka,S.Kasai:

BeneficialeffectofDBcAMPonwarmischemic

injuryoftheliverinducedbycardiacarrest.

Transplantation(inpress)

イ.口 頭 発 表

(1)富 田 一 郎 、 澤 雅 之 、 西 田 靖 仙 、 真 口 昌 介 、 棟 方 隆 、 葛 西 眞 一 、

水 戸 建 郎 、 田 中 邦 雄:DBcAMPを 用 い た 心 停 止 後 肝donation

に 関 す る 実 験 的 研 究.第30回 日 本 肝 臓 学 会 平 成6年7月

(2)富 田 一 郎 、 澤 雅 之 、 棟 方 隆 、 葛 西 眞 一 、 水 戸 廼 郎 、 田 中 邦 雄:

心 停 止 後 温 阻 血 障 害 肝 に 対 す るDBcAMPの 保 護 効 果 に 関 す る 実 験

的 研 究.第30回 日 本 移 植 学 会 平 成6年11月

(3)富 田 一 郎 、 澤 雅 之 、 棟 方 隆 、 葛 西 眞 一 、 水 戸 廼 郎:心 停 止 後

温 阻 血 障 害 肝 に 対 す るDBcAMPの 保 護 効 果 の 実 験 的 検 討.

第31回 日 本 移 植 学 会 平 成7年5月

4



一

研 究 成 果

1.DBcAMP至 適 投 与 量 お よ び 時 期 の 検 討

ま ずDBcAMPの 至 適 投 与 量 を 検 討 す る た め に 、 温 阻 血 開 始60分 前

のWistar系 雄 性 ラット(体 重250～300g)に 種 々 の 量(0.1、1、5、

10、15、20あ る い は30mg/kgB.W.)のDBcAMPを 静 注 に て 投 与 し

た 。 温 阻 血 肝 障 害 はヘハ.リ ン化(4001u,i.v.)直 後 サイアミラール

(50mg/kgB.W.)を 静 注 す る こ と に よ り 心 停 止 さ せ 、90分 間 室 温

(23-25℃)に 放 置 す る こ に よ り 誘 導 し た(図 一1A)。

次 にDBcAMP投 与 の 至 適 時 期 を 検 討 す る た め 、 温 阻 血 前0、30、60、

120ま た は180分 前 に15mg/kgのDBcAMPを 静 注 に て 投 与 し た 。 温

阻 血 肝 障 害 は 同 様 にサイアミラールを 静 注 す る こ と に よ り心 停 止 させ 、90分

間 室 温 に 放 置 す る こ に よ り誘 導 し た(図 一1B)。 対 象 群 に はDBcAMP

の か わ り に1mlの 生 理 食 塩 水 が 静 注 投 与 さ れ た 。 温 阻 血 終 了 後 、50ml

のKrebs-Henseleit溶 液(37℃ 、pH7.4)を5Frの 門 脈 内 留 置 カ

テ ー テ ル(ATOM、 東 京 、 日 本)を 通 し て 門 脈 内 に 注 入 す る こ と に よ

り肝 臓 か ら血 液 を フラッシュアウトし、 腹 腔 内 か ら 摘 出 し た 。

2.DBcAMPに よ る 温 阻 血 障 害 保 護 効 果 の 検 討

温 阻 血 肝 障 害 に 対 す るDBcAMPの 保 護 効 果 を 詳 細 に 検 討 す る た め 、

心 停 止60分 前 に15mg/kgB.W.のDBcAMPを 静 注 し 、 上 述 と 同 様 の
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方 法 で 心 停 止 後30、60、90、120ま た は150分 間 室 温 に 放 置 し て 温 阻

血 肝 障 害 を 誘 導 し た(図 一1C)。
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Fig.1.:ExperimentalProtocol.a:DifferentdosesofDBcAMPweregiventoratsat60nunprior

towamlischemiatodeter血netheoptimaldoseofDBcAMPpretreatmentforliverssubjectedtc)90

minofwarmischemia.b:15mg/kgB.W.ofDBcAMPwasgiventoratsatdifferenttimingpriorto

90minofwaneischemiatoditerminetheoptimalti血ngofDBcAMPpretreatmentc:15mg/kg

B.W.ofDBcAMPwasgiventoratsat60minpriortodifferentdurationofwarmischemia
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3.解 析

a.MRS分 析

摘 出 さ れ た 肝 臓 の β 一ATPレ ベ ル は 、Krebs-Henseleit溶 液(37

℃ 、pH7.4)を 用 い て60分 間 灌 流(18m1/min)す る 間 に 、31P-

MRSを 用 い て 測 定 し た 。 肝 臓 の β 一ATPピ ー ク は 灌 流 の 終 わ り に 記 録

さ れ 、 正 常 肝 の 値 で 除 し た%ATPで あ ら わ し 比 較 検 討 し た 。

b.肝 組 織 内cyclicAMP濃 度 の 測 定

肝 臓 のcyclicAMP濃 度 は 、EIAキ ッ ト(CaymanChemical社 、

MI、USA)を 使 用 し て 測 定 し た 。 摘 出 肝 をKrebs-Henseleit溶 液

(37℃ 、pH7.4)に て60分 間 灌 流(18m1/min)後 、-80℃ で 凍 結

し た 。TCAlmlを 各 サ ン プ ル(1g)に 加 え ホモジ ナイズ し た 後 、10分 間

1,500gで 遠 心 分 離 さ れ た 。TCAlm1を 沈 殿 物 に 加 え10分 間1,500g

で ふ た た び 遠 心 分 離 し た 。 そ の 後 、TCAを 除 去 す る た め に ジ エ チ ル エ

ー テ ル お よ び 純 水 の 混 合 液 を 沈 殿 物 に 加 え
、 す べ て の サ ン プ ル を 分 光 光

電 光 度 計(Labsystems、 フ ィ ン ラ ン ド)を 用 い て414nmに お け

る 吸 光 度 を 測 定 し た 。

c.灌 流 液 中 へ の ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ 放 出

肝 実 質 細 胞 のviabilityを 評 価 す る た め 、60分 間 の 灌 流 中10分 毎 に

灌 流 液1m1を サンフ.リ ング し 、LDHレ ベ ル をLDH-1キ ッ ト(Serotec、
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札 幌 、 日本)を 用 い て 分 光 光 度 計 に て 測 定 し た 。

d.灌 流 液 中endothelin-1濃 度 の 測 定

Endothelin-1(ET-1)は 、 障 害 時 に 内 皮 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る た め

内 皮 細 胞 のviability判 定 に 有 用 と さ れ て い る 。 灌 流 液 中 のET-1レ ベ

ル は 、microtitreendothelinEIAキ ッ ト(Yamasa、 東 京 、日本)

を 使 用 し て 分 光 光 電 光 度 計(Labsystems、 フ ィ ン ラ ン ド)を に て 測

定 し た 。

e.組 織 学 的 観 察

肝 臓 の 組 織 学 的 検 討 は 、Krebs-Henseleit液 に よ る60分 間 の 灌 流

前 後 の 摘 出 肝 を10%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 ヘ マ トキ シ リ ン ー エ

オ ジ ン染 色 を 行 っ て 光 学 顕 微 鏡 下 で 観 察 し て 行 った 。 ま た 、2.5%

gultaraldehydeを 含 ん だ リ ン 酸 緩 衝 液(pH7.4)で 肝 臓 を1m1/g

肝 組 織 の 流 速 でinsitu灌 流 し て 固 定 し 、 左 葉 お よ び 右 葉 か ら1mm2の

大 き さ の 肝 組 織 片 を 採 取 し 、 電 顕 に よ る 微 細 構 造 の 観 察 に 供 した 。 細 切

した 組 織 片 を4酸 化 オ ス ミ ウ ム に よ っ て 後 固 定 し、 ア ル コ ー ル 系 列 の 中

で 脱 水 してEpon812に 包 埋 し た 。 超 薄 切 片 を 酢 酸 ウ ラ ニ ル で 染 色 し 、

電 子 顕 微 鏡(JEM-ASID-4D;JEOL、 東 京 、 日本)を 用 い て 微 細 構

造 を 観 察 し た 。
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f.ト リ パ ン ブ ル ー 核 陽 性 率

内 皮 細 胞 お よ び 肝 実 質 細 胞 のviabilityを 判 定 す る た め に 、

Bradfordら の 方 法 に 従 っ て 肝 臓 を ト リ パ ン ブ ル ー 液 で 灌 流 し、 トリ

パ ン ブ ル ー 色 素 排 除 テ ス トを 行 っ た 。 肝 臓 を5分 間 か け て0.5か ら

1.Om1/g肝 組 織/分 の 流 速 でKrebs-Henseleit溶 液(37℃ 、pH

7.4)を 用 い て 灌 流 し 、 次 の5分 間 は2.Om1/g/minで 灌 流 し た 。 さ ら

に200μMの ト リ パ ン ブ ル ー を 加 え た 灌 流 液 で5分 間 灌 流 後 、2%パ ラ

ホ ル ム ア ル デ ヒ ド お よ び2%グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド を 加 え て 灌 流 固 定 し

た 。 標 本 は 水 溶 性 グ リ コ ー ル メ タ ク リ レ イ トパ ラ フ ィ ン に 包 埋 さ れ 、 ト

リパ ン ブ ル ー 陽 性 で あ る 死 細 胞 の 核 を 同 定 す る た め に エ オ ジ ンで 染 色 さ

れ た 。 トリパ ン ブ ル ー 陽 性 核 は 、 無 作 為 に 選 択 され た6ヶ 所 の 門 脈 域 と

中 心 静 脈 域 を 光 学 顕 微 鏡(400倍)下 に 観 察 し て 数 え た 。 全 細 胞 核 数 は

HE染 色 標 本 に お い て 同 様 に 数 え ら れ 、 トリパ ン ブ ル ー 核 陽 性 率 は 陽 性

核 数 を全 細 胞 核 数 で 除 して 算 出 し た 。

g.統 計 学 的 解 析

測 定 値 はmean±SDで 表 さ れ 、 有 意 差 検 定 はStudenゼst検 定 に よ

っ て 行 わ れ 、P<0.05を 有 意 差 有 り と 判 定 し た 。

4.成 績

図 一2は 様 々 な 量 のDBcAMPを90分 間 の 温 阻 血 開 始60分 前 に 投 与 し
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4.成 績

図 一2は 様 々 な 量 のDBcAMPを90分 間 の 温 阻 血 開 始60分 前 に 投 与 し

た 場 合 の 肝%ATPお よ び 肝 組 織 内cyclicAMP濃 度 の 測 定 結 果 を 示 し た

も の で あ る 。DBcAMP非 投 与 群 の 肝%ATPお よ び 肝 組 織 内

cyclicAMP濃 度 は そ れ ぞ れ42.9±4.6%お よ び345.0±66.4pmo1

/g肝 湿 重 量 で あ っ た 。DBcAMP投 与 群 の%ATPお よ び 肝 組 織 内

cyclicAMP濃 度 は 投 与 量 に 依 存 し た 上 昇 傾 向 を 示 し、15mg/kgB.W.

のDBcAMP投 与 は そ れ ぞ れ67.9±6.1%、607.8±56.7pmol/g肝

湿 重 量 の 肝%ATPお よ び 肝 組 織 内cyclicAMP濃 度 と 最 大 値 を 示 し た 。

15mg/kgB.W.以 上 のDBcAMP投 与 で は 肝%ATPお よ び 肝 組 織 内

cyclicAMP濃 度 の 改 善 は み られ ず 、15rng/kgB,W.がDBcAMPの 至

適 投 与 量 で あ る こ と が 判 明 し た 。

」

」
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<
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Fig.2.:The°10ATPandthehepaticcAMPconcentrationafterpretreatmentwithdifferentdosesof

DBcAMPat60minpriorto90minofwarmischemia.*P<0.01(vs.untreatedlivers)

図 一3は90分 間 温 阻 血 開 始 前 の 異 な る 時 期 に15mg/kgB.W.の

DBcAMPを 投 与 し た 場 合 の 肝%ATPお よ び 肝 組 織 内cyclicAMP濃 度

の 測 定 結 果 を 示 し た も の で あ る 。 心 停 止 時 にDBcAMPを 投 与 さ れ た 群

の 肝%ATPお よ び 肝 組 織 内cyclicAMP濃 度 は そ れ ぞ れ42.3±7.5%お

よ び360.2±62.5prno1/g肝 湿 重 量 で あ り 、 い ず れ も 非 投 与 群 の 測

定 値 と の 間 に 有 意 差 を 認 め ず 、 心 停 止 同 時 投 与 は 無 効 で あ っ た 。 心 停 止

60分 前 にDBcAMPを 投 与 さ れ た 群 の 肝%ATPお よ び 肝 組 織 内
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cyclicAMP濃 度 は そ れ ぞ れ67.9±6.1%お よ び607.8±56.7pmol

/g肝 湿 重 量 で あ っ た 。 心 停 止60分 以 上 以 前 にDBcAMPを 投 与 さ れ た

群 で は 、 肝 組 織 内cyclicAMP濃 度 の 有 意 な 減 少 が 認 め ら れ 、

DBcAMP投 与 の 至 適 時 期 は 心 停 止60分 前 あ る こ と が 判 明 し た 。 し た が

っ て 以 降 の 実 験 で は 、 温 阻 血 開 始(心 停 止)60分 前 にDBcAMP

15mg/kgB.W.を 静 注 投 与 し 、 温 阻 血 肝 障 害 に 対 す るDBcAMPの 保 護

効 果 を 検 討 し た 。
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Fig.3.:The%ATPandthehepaticcAMPconcentrationsafterpretreatmentwith15mg/kgof

DBcAMPatdifferentperiodspriorto90minofwarmischemia.*P<0.01(vs.untreatedlivers)

12

」一 一



「

図 一4に 示 さ れ る よ う に 、30、60、90、120お よ び150分 間 の 温 阻

血 障 害 を 受 け たDBcAMP非 投 与 群 の 肝%ATPは そ れ ぞ れ72.9±4.1、

53.6±5.8、42.9±4.6、26.3±7.2お よ び22.1±6.3%で あ っ た 。

0方
、30、'60、90、120お よ び150分 間 の 温 阻 血 障 害 に 曝 さ れ た

DBcAMP投 与 群 の 肝%ATPは そ れ ぞ れ94.1±4.8、74.1±6.9、

67.9±6.1、45.9±6.4、41.7±5.3%で あ り 、DBcAMP投 与 群 の

肝 臓 は 非 投 与 群 の 肝 臓 よ り 有 意 に 高 い%ATPを 示 し た 。

100

80

60巳

ト

く

40

20

0

30 6090120

WarmIschemicTime(min)

150

Fig.4.:The°10ATPlevelofliverssubjectedto30,60,90,120,and150minofwarmischemia.

P<0.01(untreatedvs.DBcAMP-pretreatedlivers)
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図 一5は30、60、90、120お よ び150分 間 の 温 阻 血 障 害 を 受 け た

DBcAMP非 投 与 群 の 肝 組 織 内cyclicAMP濃 度 を 示 す 。 正 常 肝 の 組 織

内cyclicAMP濃 度 は1372.5±123.7pmo1/g肝 湿 重 量 で あ っ た 。

30、60、90、120あ る い は150分 の 温 阻 血 障 害 に 曝 さ れ た 肝 臓 の 組 織

内cyclicAMP濃 度 は そ れ ぞ れ816.6±66.3、502.7±70.8、

345.5±66.4、256.5±48.9、226.5±45.47pmo1/g肝 湿 重

量 と 温 阻 血 時 間 の 延 長 に 伴 い 低 下 し た 。 一 方 、DBcAMP投 与 群 の 肝 組

織 内cyclicAMP濃 度 は そ れ ぞ れ1191.4±125.3、806.3±84.7、

567.8±56.7、395.7±52.4、309.9±45.8pmol/g肝 湿 重 量 と

温 阻 血 時 間 の 延 長 に 伴 う 低 下 を 示 し て い た が 、 非 投 与 群 に 比 べ て そ の 低

下 は 有 意 に 抑 制 さ れ て い た 。

肝 実 質 細 胞 のviabilityを 検 討 す る 目 的 で 、Krebs-Henseleit液

で 灌 流 中 に 逸 脱 し たLDH値 を 測 定 し た 結 果 が 図 一6に 示 さ れ て い る 。90

分 間 の 温 阻 血 障 害 を 受 け たDBcAMP非 投 与 群 の 肝 臓 は 、60分 間 の 灌 流

中 に2097.8±183.41U/d1のLDHを 逸 脱 さ せ た 。 一 方DBcAMP投

与 群 の 肝 臓 のLDH逸 脱 量 は 非 投 与 群 に 比 し て 有 意 に 低 く1164.0±

218.21U/dlで あ っ た 。150分 温 阻 血 障 害 肝 のLDH逸 脱 量 は 非 投 与

群 で2829.0±448.91U/d1投 与 群 で は1769.2±225.51U/dlで あ

り 、DBcAMPに よ る 肝 細 胞 障 害 抑 制 効 果 が 示 唆 さ れ た 。30な い し60
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分 間の短 時 間温 阻 血 で は、 投 与 群 と非投 与 群 の 間 にLDH逸 脱 量 の有 意

差 を認 めな か っ た 。
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Fig.S.:ThehepaticcAMPconcentrationsubjectedto30,60,90,120,and150

minofwarmischemia.*P<0.01(Untreatedvs.DBcAMP-pretreatedlivers)

表1は 、 肝 実 質 細 胞 お よ び 内 皮 細 胞 そ れ ぞ れ のviabilityを ト リ パ ン

ブ ル ー 灌 流 染 色 を 行 っ て ト リ パ ン ブ ル ー 核 陽 性 率 を 算 出 し た 結 果 を 示 し

た も の で あ る 。30分 の 温 阻 血 肝 障 害 肝 の 肝 実 質 細 胞 ト リ パ ン ブ ル ー 核

陽 性 率 は 正 常 肝 の そ れ と 有 意 差 を 認 め ず 、30分 の 温 阻 血 で は 肝 実 質 細

胞 障 害 が 起 こ っ て い な い こ と が 示 さ れ た 。 し か し 、 内 皮 細 胞 の ト リ パ ン

ブ ル ー 核 陽 性 率 は9.9±3.8%と 軽 度 上 昇 し 、 す で に 軽 度 の 内 皮 細 胞 障

15
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Fig.6.:LDHlevelsintotheperfusatesubjectedto30,60,90,120,and150minofwarm

ischemia.*P<0.01(untreatedvs.DBcAMP-pretreatedlivers)

害 が 起 こ っ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 一一 方 、DBcAMP投 与 群 の 肝 臓 で

は 内 皮 細 胞 の ト リ パ ン ブ ル ー 核 陽 性 率 の 増 加 が み ら れ ず 、DBcAMP投

与 に よ り 内 皮 細 胞 障 害 が 防 止 さ れ た こ と が 示 さ れ た 。60お よ び90分 間

の 温 阻 血 に 曝 さ れ たDBcAMP投 与 群 の 肝 臓 で は 、 非 投 与 群 に 比 し て 有

意 に 低 い 内 皮 細 胞 お よ び 肝 実 質 細 胞 ト リ パ ン ブ ル ー 核 陽 性 率 を 示 し 、

DBcAMP投 与 に よ る 内 皮 細 胞 お よ び 肝 実 質 細 胞 障 害 の 著 明 な 軽 減 が 示

唆 さ れ た 。120な い し150分 温 阻 血 障 害 肝 の 内 皮 細 胞 はDBcAMP投 与

lb

L



群 に お い て も高 い トリ パ ン ブ ル ー 核 陽 性 率 を 示 した が ・DBcAMP投 与

群 の 肝 実 質 細 胞 核 陽 性 率 は 非 投 与 群 に 比 べ て 有 意 に 低 い 値 を 示 し た

(70.4±11.2vs.39.3±11.3%)o

Table-1.Trypanbluepositivenucleiratio

nontreated

%

DBcAMPpretreated

%

Endothelialcells

30min

60min

90min

120min

150min

Hepatocytes

30min

60min

90min

120min

150min

9.9±3.8

26.7±6.2

33.2±6.9

65.2±13.4

47.6±9.9

0.6±0.3

5.9±1.8

41.5±5.6

58.2±15.9

70.4±11.2

3.7±2.Oa

12.7±3.9a

18.5±2.6a

42.9±8.5

46.7±7.5

0.6±0.5

0.8±0.4

17.3±5.1a

28.6±13./a

39.3±11.3a

=Trypanbluepositivenuclei(eosinstained)/Totalnuclei(H-Estained)

a=Pく0,01(vs.nontreated)

図_7は 温 阻 血 肝 障 害 に 伴 い60分 間 の 灌 流 中 に 内 皮 細 胞 か ら 灌 流 液

に 分 泌 さ れ たET-1濃 度 の 測 定 結 果 で あ る 。30、60、90、120ま た は

150分 の 温 阻 血 障 害 を 受 け た 非 投 与 群 の 摘 出 肝60分 間 灌 流 後 の 灌 流 液
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中 のET-1濃 度 は そ れ ぞ れ109.8±34.8、139.5±40.5、134.9±

48.3、183.7±49.9、242.7±44.2pg/m1で 、 正 常 肝 の32.2±

7.Opg/mlに 比 べ て 有 意 に 高 か っ た 。DBcAMP投 与 は30お よ び60

分 温 阻 血 肝 障 害 を 有 意 に 抑 制 し た が(40.5±17.6vs.109.8±

40.5、78.5±22.5vs.139.5±40.5pg/m1)、90、120な い し

150分 の 温 阻 血 障 害 に 対 し て は 効 果 を 発 現 せ ず 非 投 与 群 と 有 意 差 を 認 め

な か っ た 。
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Fig.7.:Er-1releasesinto)theperfusatefromliverssu切 ㏄tedto30,60,90,120,and150血nof

warmischemia(ET1:endothelin-1,perfusate:Krebs-Henseleitsolution).*P<0.01(Untreatedvs.

DBcAMP-pretreatedlivers).**P<0.05(Untreatedvs.DBcAMP-pretreatedlivers)

18

1

£

づ
、
頸
.
嶺
.遭
尋

肖

搦
爾

雍

戯
も

%
～

有
ー

、し

湾
づ

埴

尋
鹸

,'
薯

勢
萎

導

謬

賓

舅

髪

難

」
「
`
ヒ



1

光 学 顕 微鏡 に よ る90分 温 阻 血 障 害肝 の60分 間灌 流 後 の形 態 学的 観 察

で は 、肝 実 質細 胞 の腫 大 ・空胞 化 お よび 巣 状 壊 死 を認 めた(図 一8a)。

一 方DBcAMP投 与群 の肝 臓 で は 、 内皮 細 胞 お よび 肝 実 質 細 胞 の形 態 な

らび に小葉 構 造 は 良好 に維持 さ れて いた(図 一8b)。
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Fig.8.:Photomicrographsoftheliverafter90minofwarmischemia(200x,H-Estain).
a:Untreatedliversubjectedto90minofwarmischemiab:DBcAMP-pretreatedliversubjectedto

90minofwarmischemia.
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150分 間温 阻 血 障 害 肝 の60分 間灌 流後 の形 態 学 的 観察 で は、 核 の凝

縮 像 の著 明 な肝 細 胞 の広 汎 壊 死 お よ び類 洞 構 造 の消 失 が認 め られ る(図

一9a) 。 一 方DBcAMP投 与 群 の 肝 臓 で は 、 軽 度 の 巣 状 壊 死 像 が み られ

る の み で あ る(図 一9b).
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「

非 投 与 群 の90分 温 阻 血 障 害 肝 の 電 顕 的 検 索 で は 、 肝 細 胞 核 の 濃 縮 ・ミ

トコンド リアの 腫 張 ・多 数 の 空 胞 形 成 ・微 絨 毛 の 消 失 を 認 め(図 一10a)、 内

皮 細 胞 に お い て も 核 の 濃 縮 ・Disse腔 の 拡 大 ・ ミ ト コ ン ド リ ア の 膨 化

な ど が 認 め ち れ た(図 一10b)。DBcAMP投 与 群 の 肝 臓 で は 、 肝 実 質

細 胞 ・内 皮 細 胞 と も に そ の 微 細 構 造 は 良 く 保 た れ 、 肝 実 質 細 胞 か ら

Disse腔 に 向 け て 多 数 の 正 常 な 微 絨 毛 が 伸 び て い る こ と が 観 察 さ れ た

(図 一11c、d)。
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Fig.10.:a,b:Electronmicrographsofuntreatedliverafter90minofwarmischemia(6,000x,

16,000x).Nucleus(N),vacuoles(V),mitochondria(M),endothelialcell(E),thespaceofDisse(D),
andthesinusoid(S).
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5.考 察 と 今 後 の 展 望

臓 器 移 植 の 急 速 な 増 加 は 、 近 年 深 刻 な ドナ ー 臓 器 不 足 を 引 き 起 こ し 、

こ の 問 題 を 克 服 す る ひ とつ の 方 法 と して 心 臓 死 臓 器 移 植 が 再 度 試 み ら れ

て い る。 腎 移 植 で は 、 す で に 心 臓 死 者 か ら の 摘 出 腎 を用 い た 移 植 が 行 わ

れ 良 好 な グ ラフト機 能 な らび に レ シ ピ エ ン ト生 存 率 が 報 告 さ れ て い る 。 心

臓 死 者 か ら の 摘 出 臓 器 は 長 い 温 阻 血 に 曝 さ れ る こ と に な り、 ま ず 機 能 障

害 に つ な が る 生 化 学 的 変 化 が 起 こ り、 次 に 構 造 上 の 変 化 が 起 こ り 、 最 終

的 に は 細 胞 死 に 至 る 。

近 年 、superoxidedismutase、prostaglandingsま た は カ

ル シ ウ ム 拮 抗 剤 を 使 用 す る こ と に よ っ て ドナ ー 臓 器 の 阻 血 お よ び 再 灌 流

障 害 を軽 減 す る 試 み が 盛 ん に 行 わ れ て い る 。cyclicAMPは 心 筋 収 縮

力 を 増 大 し 血 管 拡 張 作 用 を 有 す る た め 、 臓 器 に 十 分 な 血 流 を 維 持 す る こ

と が で き る 。 し か し、cyclicAMPは 細 胞 膜 を 透 過 す る こ と が で き な い

た め 、 外 因 性 の 投 与 は 不 可 能 で あ る 。DBcAMPはcyclicAMPの 誘 導

体 で 細 胞 膜 透 過 性 を 有 す るcyclicAMPで あ り 、 細 胞 内 でcyclicAM

Pに 脱 アセチル化 さ れ る 。 ま たcyclicAMPを 分 解 す る ボ ス ホ ジ エ ス テ ラ

ー ゼ 活 性 に抵 抗 性 を有 す る 。

本 研 究 で 誘 導 し た 温 阻 血 肝 障 害 は 、 血 流 の遮 断 、 う っ 血 、 体 温 の 低 下

な ど臨 床 で の 心 臓 死 に 近 い 状 況 を 惹 起 し、 温 阻 血 肝 障 害 に 対 す る
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DBcAMPの 有 用 性 を 検 討 し た 。

DBcAMPは 静 注 後10～20分 間 後 か ら そ の 薬 理 学 的 作 用 を 表 し、 そ

の 持 続 期 間 は60～120分 間 で あ る 、 ま た 、 放 射 性 同 位 元 素 で 標 識 され

たDBcAMPは 、 肝 臓 に お い て 極 め て 高 い 集 積 を 示 し 、 静 注60分 後 に は

血 中 の88倍 の 集 積 を 示 す と さ れ て い る 。 本 研 究 に お い て も、 心 停 止60

分 前 投 与 が 、 最 も 高 い 肝 組 織 内cyclicAMP濃 度 を 示 し た 。

非 投 与 群 の30分 間 の 温 阻 血 障 害 で は 、 正 常 肝 に 比 して 肝 組 織 内

cyclicAMP濃 度 お よ び%ATPは 低 く 、 高 い 内 皮 細 胞 ト リ パ ン ブ ル ー 核

陽 性 率 とET-1放 出 を 示 し た 。 し か し 、LDH放 出 お よ び 肝 細 胞 の ト リ

パ ン ブ ル ー 核 陽 性 率 は 、 正 常 肝 と有 意 差 を 認 め な か っ た 。90分 間 の 温

阻 血 は 、 正 常 肝 に 比 し て 著 明 に 低 い 肝 組 織 内cyclicAMP濃 度 お よ び

%ATP、 著 明 に 高 いLDHお よ びET-1放 出 を 、 さ ら に 肝 実 質 細 胞 な ら

び に 内 皮 細 胞 の ト リパ ン ブ ル ー 核 陽 性 率 も 高 値 で あ っ た 。 これ ら の 結 果

は 、 温 阻 血 障 害 は ま ず 内 皮 細 胞 の み に 障 害 を 引 き 起 こ し、ET-1な ど の

放 出 に よ り微 小 循 環 障 害 が 発 生 し肝 実 質 細 胞 障 害 に 至 る こ と を示 唆 し た 。

DBcAMP前 投 与 に よ り肝 内 のcyclicAMPレ ベ ル お よ び%ATPが あ

ら か じ め 増 加 し 、 温 阻 血 時 のcyclicAMPレ ベ ル お よ び%ATPの 低 下 を

抑 制 し て い る 。 内 皮 細 胞 ト リパ ン ブ ル ー 核 陽 性 率 が 低 い こ とか ら、

DBcAMP前 投 与 は 温 阻 血 に よ る 内 皮 細 胞 障 害 を 軽 減 しET-1な ど の 障
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害 惹 起 因 子 の 放 出 を 抑 制 した 。

120な い し150分 の 温 阻 血 で は 、 肝 機 能 お よ び 形 態 の 障 害 が 強 く、 内

皮 細 胞 の ト リパ ン ブ ル ー 核 陽 性 率 な らび にET-1放 出 の 検 討 で は 非 投 与

群 と の 間 に 有 意 差 を 認 め な か っ た 。 しか し 、DBcAMP前 投 与 に よ っ て

肝 実 質 細 胞 障 害 の 指 標 で あ るLDH放 出 お よ び ト リ パ ン ブ ル ー 核 陽 性 率

は 非 投 与 群 に 比 べ て 有 意 に減 少 して い た 。 これ ら の 結 果 は 、DBcAMP

前 投 与 が 肝 実 質 細 胞 に 直 接 保 護 効 果 を示 し た こ と を 示 唆 す る 。

予 備 実 験 に お け る心 臓 死 ラットか らの 肝 臓 摘 出 で は 、 ヘ パ リ ン化 が 不 充

分 で あ る場 合 、DBcAMP前 投 与 に も か か わ ら ず 多 く の 血 球 成 分 の 残 留

が 原 因 と考 え られ る肝viabilityの 著 明 な 低 下 が み ら れ た 。 し た が っ て 、

心 臓 死 臓 器 移 植 に お い て 、OrganprOCUrementの み で は な く 、 臓 器

viabilityの 低 下 を 防 ぐ た め に 適 切 な ヘ パ リ ン化 お よ び 冷 却 も 重 要 な 因

子 で あ る と考 え られ る 。 現 在 、 心 停 止 直 後 よ り の ヘ パ リ ン化 お よ び 全 身

冷 却 に よ る 心 臓 死 肝 臓 お よ び 腎 臓 移 植 で 試 み られ て い る 。 し か し 、 肝 臓

に お け る 温 阻 血 の 限 界 は37分 で あ り 、 摘 出 さ れ た 肝 臓 の40%は

viabilityが 低 い た め 破 棄 さ れ 、 移 植 さ れ た 症 例 の50%でinitial

nonfunctioningが 発 生 し 、1年 生 着 率 は わ ず か17%と 報 告 さ れ て い

る 。 本 研 究 の 結 果 に 示 され た よ う に 、30分 の 温 阻 血 に お い て も 肝 実 質

細 胞 は 正 常 に 保 た れ て い て も す で に 内 皮 細 胞 障 害 が 発 生 して お り 、 こ れ
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が 移 植 後 の グ ラフト機 能 不 全 に つ な が る と考 え られ る 。DBcAMP前 投 与

は 、 温 阻 血 の 初 期 で 内 皮 細 胞 障 害 を 軽 減 し 、 そ の後 に発 生 す る 微 小 循 環

障 害 お よ び 肝 実 質 細 胞 障 害 へ の 発 展 を抑 制 す る 可 能 性 が あ る 。

以 上 よ り、 温 阻 血 障 害 を 軽 減 す るDBcAMP前 投 与 は 、 脳 死 お よ び 心

臓 死 者 か ら 得 ら れ た 肝 臓 のviabilityを 改 善 し 、 さ ら に は ドナ ー 肝 不 足

の 克 服 に 寄 与 す る 可 能 性 が あ る も の と考 え る 。
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