


肝移植後肝障害成立に対する肝類洞内凝固及び腸内細菌の関与
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Ir. LT

肝移雌の術後には様･Arな合併症がJiじ得るが,時に､移拙片が機能不全に陥 り､

再移格を余儀なくされる浪合が存在する 脳死肝移植においては､その 10 20%

に､このような再移植が必要となる(I-4)が､原田としては､急性及び漫性の拒絶

反妃こ.肝軌静脈血栓 ･門脈血栓に伴 う血沈陣取 脱杉1のJJi発などが挙げられる(4)

しかし､これ らいずれにも分放されない臥Ld不明の､術LB:後より発生する藤橋片ik

能不全の存在が知 られてお り､PrlmaryGrnrtNonrunct10n (PNF)と呼ばれ

ている. PNFは脳死肝移植症例の 2 10%に出BiL(417)､再移植以外に救命

下段が存在 しないことから.その成立機序の析明及び折解法の練立が重要な課憾と

なっている｡

pNFの成立には､ ドナー及びレシピェン トの様々な四 f-の寄与が推定されてい

る｡ ドナーの稀年令､及びグラフ トにおける胸肋沈着は､PNF成立の危険図71と

なるが､グラフ トの冷保作時刷もまた､Pヽ lTの成立にf朔E7･す ることが明らかにさ

れている(5･8)｡すなわち､グラフ トの保柳 川 tがIiくなる程､本症の合併串が上

昇1る｡また､PNFと診断された肝の組軌 Tr兄は､小胸肋満の沈着､及び虚血障

'Hを示唆する､肝All胞の balloornngや梅田地先を上体とす る(A.9,10)｡これ らのこ

とより､PNFの成屯には､虚血ないしそれに引き絞 くlnL椴再粧流に足因する虚血

･再椎流陣策が､韮変な役'榊を担 うと考えられる(ll-13)｡肝はは肘実質細胞 と､微

小御殿である類洞を構成する非実質細胞群から梢JIEされるが､虚血･再礁流による

障害は､非実質細胞畔に蝋RJに出現する その節 -の特徴は､類洞内皮細胞障害で

ある 肝柵成細胞の中では､原洞内皮細胞が椴 も虚血･再漉錐による障害を受け易

いとされる(】4).更に､障害された腰桶内皮細胞に対する白血球や血′ト板の接着が､

類湘控を狭小化し､微′ト衝原障害を介して肝横死の-関になると考えられている(15､

16) また､肝における虚血･丙種涜畔笛の第二の特赦は､クyバー細胞の活性化

である(17､)8)｡類洞内に常任するマグuフ7-ジであるクッパー細胞は､活性化

すると､サイ トカインや活性酸素などの故山を介 して､様々な肝梓等の成立に関与

することが知 られている(19) 肝移植後においても､拓作化クッパー細胞が肝障害

の成立内子になることが､クッパー細胞抑湖邦を用いた検ttl結果か ら明 らかとなっ



ている(20123)L以上のごとく,Pit:ドの破,7-には.虚血･申渡光に起因する頚弼内

皮細胞特等とクッパ-細胞の清作化が重要な役割を占めるとjJえられている｡

JIト症肝炎はPhLF類似の広汎肝壊死を組綴字的特赦とし.そのラッ トモデルでは､

虚血･作溌沈モチ/i,同様､類洞内皮細胞の陣'Eとクッパ-細胞の活性化がや奏され

る(24･31).史に､ラ ット劇症肝炎モデルでは､これ ら類洞壁細胞の変化が類洞内

なBlを介 して肝浪死成立に関与することが明らかとなっている｡一般Lに､血管内皮

細胞は トロンポモジュリンをはじめとする維L'の抗猿田附+を産生することで血汝

姪田を抑制 し.円滑な血痕裾宛を維持するべく作Jflしている｡一方､マクロファー

ジ系細胞は外Ea系凝固の開始囚7･であるrrlぎSueFactor(Tド)を発現 しており(32)､

活性化するとその発現_Q;を増加 し､蒔田促進的に作用する(33135)｡ラッ ト J削症肝

炎モデルの類洞では､活性化 したクッパー細胞のTF拓牡は均加 してお り(36)､更

に内皮細胞陣'Bも存在することから､猿田 ･rJ'L凝閑の平衡状態は破綻 し､易凝陶性

が出現-1る｡その結果､類洞内凝固が発生し､微小細宛陣容を介 して広汎肝凍死が

成立する(24･28) ところで､肝移植後の仏者でu､肝血流の再桝直後から血中 ト

ロンビン･アンチ トロンビン (AT)日Ⅰ複合体 (TAT)浪度の上昇が観察され(37､

38)､礎軌 亡̀巡状態が存在すると考えられる｡肝移格後には､虚血･再稚流に起関

する執洞内皮細胞特有とクッパー細胞の活性化が/i:ll:することから､移植肝類洞に

おいても､准尉 ･抗蜂田平衡状態の破綻から仙flfl内柱田が/J:じ､術後の凝固TL進状

他を愚息 していることが推定される｡これらのことより､ PNFの成立に対 し､肝

倣洞内凝掛 こよる微小循苑障害が関与すると必定 した.

また､肝部分切除後のラットにエン ドトキシンを授与することで誘発する劇症肝

炎モデルでは､クッパー細胞の活性化は､頒肝に対する柏内細歯由来物質星の負F'li

増大によってもたらされる(27､39) 肝移碓手術に際 しては､門脈血流の遮断は避

けられない過振であ り､嬢管への血流世帯は肪管壁の物質逮過他をIJt.越させる(40)

ことから,肝移植後には､膿管内物質の肝への負I'?は増大すると考えられる｡実際､

門脈血沈の一時的な達断は､脇管内グラム陰性仲南伯楽と考えられるエン ドトキシ

ンのfTJポ血中汝度を上昇させる(41､42) また､肝移括後の仏者では､血中エン ド

トキシン濃度は着明な高位を示 し,その挫吸にはP＼Fの発生中との間に相関が認

められる(LL3)｡従って､門脈血流遮断を瞬間とする畑内軸歯由来物質の肝への負荷



増大が､クッ′(-細胞の活性化を介 して､肝移植後肝陣省の成立に関与することも

推定される

以 卜より.肝移維後 早期に出斗する肝枠TSの成立に対する､肝葡洞内礎国と脇内

細曲由来物質のf月与を検d･寸し､肝移植役のPNITの成(lTyyJHこ対する抗獲固療法及

び膿内殺菌の有用性を荊べるため､以 下の文教をJrTなった.

h a:.

r動物】FLSher系捷性ラット 日 80 220g) (日本生物材料センター､厚

メ)を正常飼市条件下で､摂食､摸水は白山として糾育 し､実験に供した｡

【2-験 1】肝移植後肝陣取 戎立における肝禎洞内和銅のIAJ与

(1)肝移植後の類洞における凝固 .抗紫朗17一散の検才､1

ラットに以下の処牡を施 し､各尖吸群をItl成 した

(A)保存/昨准流肺 ;ラット肝移植法と何様に肝を胤出後､1℃の Unlvers)Lyor

w ISCOnSIn(UW)液 (DuPonLPharrni)CCuL■cals､WllnlUlgtOtl､DE､USA)lt)

にtL頼､保/iした｡24時rhLl後､肝をUW破り)より取 り山し､37℃､使兼吹き込

み下のMEM破 く日水封薬､東京)を 10muITl‖1の辿度で門脈より准流 した.

(B)JIF血流逝断伸 ;肝移植法と同様の麻酔 下に開腹後､厨布JJF動脈を結集｡陰茎

静脈より-′くリン200弾性を静注後,血許クランプにて門脈血流を遮断｡20分

後にクランプを除去し､血誰を再開 した

(C)移fa'挿 ;無処置ラyトを ドナー及びレシピエン トとして､肝移植を鹿行 した｡

グラフ トは､ 1℃の生理食塩液LPに 1時間浸iA保作後.他用 した｡

(D)保存/捗柾群 .無処置ラットを ドナー及び レシピエン トとして､肝移植をJE

行した.グラフ トは 1℃のLW液中に24時帆浸汝保†i後.使用 した｡

いずれの群も､再兼綻もしくは血沈p-HAll時rln後に､クッパー細胞を単粧 しTF

活性を測定､また肝における トロンポモジュリン発現を免疫粗JC学的に検討 した｡

なお､対照として無処世ラットを用いた



(2)盾撒肝におけるEi洞内凝固成立の検討

無処■ラットを ドナー及びレシヒエン トとして､肝移経をJB行 した グラフ トは

1(･のUW液中に 18時間没済保′i後.fkJHした.移植5時r7日後に､肝を摘出し砥

措i軽索に供 した｡

(3)肝移植後の肝陣rE及び血液孝国男常に称する抗凝固療法の効果の検討

実数(2)と同様.こ､肝移植を鬼行 した与肝移碓庇後､及び 12時間後に･ 200

tii位/2rnL生理食塩液IkgのATm浪箱匁 剤 (アンスロビンP;ヘキス トジャパン･

東京)ないし同Jtの生理食塩液を陰茎静脈より投 与した｡移植24時間後に､エー

テル吸入麻酔下にFM位 下大静脈より血液を採取し､血祭ATm活性､TATiB度

及び血滑A LT活性を測r/ELた また､肝を楯山し､鮎Jy芦的検討をJrrなった｡

【実験 u】肝移植後肝障害成立におけるhu内細掛目来物質の胴与

ラットに 125万削 立/5mL精製水/khrの硫倣ポリミキシンB (7 7イザー製薬､

L A-京)ないし同量の精製水を 11】1回､7El川越 Fl､鮭Llチューブを用いて投与 し､

娘終投JT24時間後に以下の実験に伏 した

(1日★1脈血中エン ドトキシン濃度及び破赦ポ リミキシンB浪度に対する､硫酸ポ

リミキシンB1711投与の劾娘の検討

肝移雌法と同様の麻酔下に桝腹後､田イl-JJr軌脈を結染｡恰茎許脈よりへ/(リン2

ooliL位を抑往後､血管クランプにて門脈血流を遮p-r｡ 20分後に//ランプを除去

し､血流を昨l州した. 30分後に門脈よりlhL痕を採取 し､lrlL柵エン ドトキシン濃度

及び硫酸ポリミキシンB濃度を判定 した

(2)移植肝 クッパー細胞のT F活性に対する､般酸ポ リミキシンB前投与の効果

の検J寸

無処ほラットを ドナ-､上記の処世を推 したラットをレシピェン トとして､肝移

洋を鬼行 した｡グラフ トは､ ICのUW辞Lflに 18時FF]浸汝保存後､使用 した｡移

括 1時間復にクッ/i-細胞を斬NEL､T F活性を測定した.

(3)肝移柾後の血油TNF8濃度及び肝斡害に対する､硫酸ポリミキシンB柵投

与の効果の検㌻I

実牧(2)と同様の肝移駐 24時間後に,エーテ/レ牧人琳酔下にrNI机 下大許兼よ



り血痕を採取 し､血捕^LT活性､T＼F(lJt皮をDJ起 した｡また､肝を牌出し､

組織'7:的検J寸を行なった｡

【フット肝移植法】

ラット肝移掛 士Kamadaらの,b一法(LI4)に従って､以 Fのごとく行なった｡

ドナー手術 .5mglkgのネ ンブタ-′レを陛腔内注射後･エーテル吸入にて麻酔

を姓持 した.腹部横切開にて開腹後､肝を周阿組稔より滋# し､凶有肝動脈を捨汝､

切# 托胆管内に,十二指雌側よりポリエチ レンチューブを挿入 し､固定後､十二

指AB月を切任した｡陰茎許脈よりへ/1リン300岬(.t静江復､門脈よりICの 10

叫 立-バ リン含有生理食塩織 10nlL､次いで ICの篠/(一棟 10mLを 10mL/m ln

の速度で灘流 した｡肝を締出 し.煤/i液中に汝辞 した後.門脈及び肝下部下大給脈

に吻合川のカフを装ぶした｡

レシピエン ト手術 ,同様の麻酔 Fに､AMli爪■rl切lJIlにて仰臥 肝を周囲組織より

逝# し､固有肝動脈を結集､切軌 総胆管州 こ､肝Ouよりポリエチ レンチューブを

挿入 し､脚kl後､肝鵜を切推 した｡グラフ トを保II浪qlより取 り出し.門脈より1℃

の生理食塩液を 10rnum川 の速度で 1分間満沈して､保作液を洗い凍 した｡その

後､ レシピェン トの肝を楠出し､グラフ トと紋換した｡肝上部下大静脈は迎絞縫合

で､肝下部下大静脈及び門脈については､対応する血管内にカフを挿入 し田定する

ことで､lh流を再越 した｡胆管は､それぞれの遊離端に網走 したチューブ同上を遵

し込み吻合 した｡ 2層縫合にてtIJl収 した後､ IOOnlg/kgのペニシリンを筋注し､

手術を終了した｡

【クッパー細胞の単Ftl

クッパー細胞のiiL#は,既報(31)に従って､以下のごとく行った

ネンブタ-/レ50mg/kgの位控内注帆 こよる麻酔 FにrN旋 下大静脈よりヘパ

リン200qi位静注後.Ca2◆不含-ンクス液 (r)水魁兼､戊京)を5分間､0 0

5%コラグナ-ゼ (typeJ.WorLh川tO11a)∝hemlCaICorp､Frecrold､NJ､USA)

含有ハンクス液を 15分間､更に0 1%プロナ-iJ (柿餅型茄､千葉)含有-ン

クス液を5分間､10mL/m‖tの速度で門脈より滞沈した 滞洗液はいずれ も37℃



に加温し､凍兼吹き込み下で使用 した｡肝を横川.し､メスにて細切後､コラゲナー

ゼ及びプロナーゼを同様の浪度で含有 した-ンクス液に浮遊 し､30分fl.1振退培養

した｡得 られた細胞浮遊液を洗浄後. i8%メ トリザマイ ド (SJgmaChemlCaJ

ComParly､St.LoulS､MO､USA)含イJ-ハンクス液に浮逝 し､ 1400×gにて

15分間遠心 した｡上層の細胞をkiE収 し､洗浄後､加熱により非勃化した牛胎児血

清を 10%含有 したDME lゝ液 (E]水盤典､加東)に搾正 し､2×108a胞/mL

にN製 1mI.を庇径 35mmのプラスチ ックディ ッシュに播使 し､1時間培養後､

非付 T.細胞を洗浄によって､除去 非付～Y'細胞汝を計刺し､付府細胞数を芽出 した｡

付着細胞は 10%牛胎児血粁含有D lヽE＼t椴にて､史に 18時間増発 した｡

和られたクッパー細胞の vlablJ)Ly及び PurLLyは､ トフイバンブルー俳准法､

エステラーゼ染色法にて維認 し､それぞれ 98%以 卜及び 95%以上であった｡

【TFTlT.他の淑l走】

中経 したクッノミ-細胞は L8時間塀着後､ 1Jlghlll,のエン ドトキシン (E coL1

026 ;B6Lll来 リボ多触､D)lcoLaboratorlCS､DcrroLt､Ml､USA)存在下､

非/IJ作 下で空に 5時['lu培養 した CcllScraper(CostarcorpOraLLOll､Broadway

Cnmbr-rlge､MA､USA)をJRいて､細胞をディッシュより刺臥 lE･)収後､凍結 し､

測定まで 80℃で保存 した｡

クッパー細胞のTF活性は､96穴プレー トをfif用 し.IIIBheの方法(LI缶)に従っ

て8IJ超した｡鹿解 した細胞浮遊液 50JILを トリス血便2カルシウム緩衝液 (0

2M Tr)8､0.015M CaCl,､1)H7 3) 100IILと混和 し､37℃で 5分

間加温｡人血液凝固第 9田子複合体 (PPSB･‖rr,u本職燕,舶戊) 50FLLを添

加 し､37Cで 10分間加温 その 50JJLを トリス ET)TA抜'C波 (0.7MTrlS､

2 5mM E:DTA､pl18.4)300JLL と粒和 し,反応を停止 した｡その 17

5FLLを発色基質S 2222 (KablDLagnOSt)Ca､Stockholm､スウェーデン)

25JILに添加 し､37℃で3分間JJMiした. 50%酢酸 251▲し添加によって､

発色反応をr{止 し､4]Ozlm の吸光度を ELLŜ リーダーで謙み放った｡活性化

ウサギ脳 トロンボプラスチン (SlmPlaSいn,OrganonTeknlkaCorp､DurharTl.

NC､USA)を用いて作製 した襟帯曲魚からTF指性を丸出 し､ 100細胞当た り



の活性化 トロンボプラスチン添度としてRわした｡

【組織学的検討】

免疫紐解学的検討 ,エーテル吸入榊酔下に仰腹oM脈 より生兜食塩液を礁流 して

脱血 した後､肝を牌Lu｡OCTcompound(MlleSlllC､mkhart､IN､USA)に包

埋 し､液体生糸中で凍結 し 80℃で保lfした｡ 5JLm 将の凍結9]片を作出し､

vccLasLaluABCキット (VectorLabs.､Bur日ngame,Ĉ ､USA)を使用 し､ヒ

ト･トロンポモジュリンに対するポ リクローナル抗捗 (帝人､東一京)を 】次抗体と

して､7ピジン- ビオチン-ペルオキシダーゼ複合体 (ABC)法にて免疫染色を

施行 した｡尚､同浪度の非免疫ウサギ TgG を 1次抗体の対Imとして使用 した｡発

色反応､及び対染色は､それぞれ､0 01% tlydrogcnperoxldc含有 0･05%

dlamlllObenT,)dlnCteLrahytlrochlorldc(VectorLabs)､及び4% meLhy】green

を用いて行なった｡

肝旗死の程度の検討 ;摘出肝をホルマ リン同定後､パラフィン包埋した｡切片を

作製 し､- マ トキシリンーエオジン敗色を行ない､光較戦車を行なった｡肝壊死の

軽度は､以下の4段階にて㌦価 した｡GrildeO,赦LH顔死の観嶺されないもの､GrtLdo

1-3,凝固壊死が肝小葉LEi研のそれぞれ 5%以下､5 10%､ 10%以上のも

の｡

屯取による検討 ,エーテ/レ蚊入麻酔下にljH腹｡経Pl川R的に生BJ!食塩液を瀧流して

脱血した後､1 5%グルタールアルデ ヒド液にて准流固定した｡肝を細切し､2%

オスミウム酸にて 2時Il'日､後脚定｡系列エタノールにて脱水 した後､エポン樹脂に

包埋｡超瀬切し､El立tl 8OO透過型''G7･掛微鏡にて観窮 した｡

[血清ALT活性､TNFa､エン ドトキシン､硫酸ポリミキシンB濃度及びIh紫

ATHl活性､TAT濃度の汎定】

血柵ALT活性､及び血TT'fTNFa､エン ドトキシン浪皮は､市販の k】L(IaLron

Laboratorleslnc､3LTj話､GcnT.ymCCo､Canlbrldge､M ､̂USA､ENDOSPl;CY

-TlヨST,生化学工男､東)A-)を使用 して測定 した｡血将硫酸ポ リミキシンB浪LR=

は BoLLdetelJDbroDCLIJSePtJCaをFLrいた bl0aSSily法(46､47)にて池定 した｡血炊A



TIH清作及びTAT浪皮 は､それ ぞれ '1'et5tZ.ym A'rn1 2klL(L)a‖chlPure

Chem)calSCo､東京)及び En乙ygnOSLrrArrklL(BehrlngWerke､Marburg,

Germany)を旺用 し､正常ヒ ト血於を招即として測定した.

Lt -LL

【文故 日 肝移植後肝障害成立における肝柄鞘内額田の関与

(I)肝移植後の類桐における獲圃 ･抗凝田平恥の検!･1

(Diil群}/ツ/i-細胞のTF活性 (& 日

工ン ドトキシン非存在下でのTF活招二は､保作/再碓池畔においては､無処置群

とBを題めなかったが.肝血流遮断肝､移植肝､保fi/移植群においては､無処粧

肺に比べ耕他を示 した｡エン ドトキシン/i/f下でのTF泥化は､ いずれの群でもエ

ンドトキシン非存在Fでの他に比べ有削 こ上列 した その他は､肝血流遮断群､保

荏/移撒肝においては､無処旺群と差を認めなかったが､移植群､保存/再補流群

においでは､無処置畔に比べ有意に戚胆であった｡

表 1 iii牒クッパーilll胞の'rlt8SLLeFacLor所作

TlSSueFactor活性 (JJgトロンボプラスチン/108cel】S)

エン ドトキシン エン ドトキシン

OFIh･/mL 1l▲ghnL

無処閏群 79 3L1 293 :t 79

保存/再凍涜群 124 45 765 上 45+ +

肝血流速断Ef 236 二 56` 360 ± 56

移植群 315 ･ー 45'' 776 -t236★ ★

休作/移植群 169 - 79 ● 360 ± L24

平均+掠唯偏差 (ラット敷-4)

+P〈O.05､●'P<0.OLvs無処置群 (St.udt川t'stt(･SL)



L之頬頼内皮細胞の トロンポモジュリン発現

トロンポモジュリンに対する免疫組接牡色の給娘は､各群 3匹のラットにおいて

同様の傾向を示した｡また､1次抗体の対照として用いた)F免疫ウサギ IgGでは､

染色性は欝められなかった｡

無処世群では､類洞内皮細胞に軽度な､大血管内皮細胞に強度な発現を謎め (図

1a)､移柾群､肝血涜遮断dJこおいても､Fr･]様なJf兄が認められた｡保存/移植

群では.類洞内皮細胞における発梨は轍常に城少 しでお り (固 Ib)､保存/再溝

洗群においても同様であった｡
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図 l.ラット肝における トロンポモジュリン発現 (bar-50JLm)

(a)無処腔群 (b)搬存/移植群



(2)移植肝における類洞内凝組成)'Lの検討

宅取扱翁の所見は､ 3匹のラットにおいてr,,1様であった｡

肝移植 5時rpl復の類洞では､内皮細胞のtFr製俊が挽泰 され.その周囲に 23nm

間鮎の特赦的なiA模様を有 したフイブリ/の沈廿が認められた (図 2)｡

a
:
1

7;
,障

a
m
.,.･

fL / ./

図 2.肝移植 5時間後におけるFIF儲湖の屯較所見 (bar-200nm)

(tL) Ei洞内皮細胞の障害 (矢印)と斬洞内-のフィブ リン (失頼)沈着が認

められる｡

(b) (a)の矢面部分の拡大俊 フィブ リンは､ 23nm間隔の特赦的な縮模

様を一打している｡



(3)肝移繊後の肝柿省及び血液娠La共常に対する抗凝岨療法の効果の榛かI(表 2)

肝移植 24時rtil後において､対照肺では､血救ATlll活性は正常の40%以下に

低下 し､血妹TAT義政は潜明砧値を示 した｡また､lflL的A LT活性は4000KU

以上と高値を示 し､組織学的に CradC3の肝娘死を5/6､Grtlde2を 1/6に認

めた｡AT∬Ⅰ投与肝では､血膿AT【Ⅲ活性はil:'肝胆以上に回復 し､血狭TAT濃度

は対照群に比べ更に高値を示した｡また､血蛸A LT活性は対照畔に比べ和恵に低

位を示 し､組織学的肝康死の粒度も､Cradelが4/ 6､GradC2が 2/6と右忠

に軽度であった｡

表 2. 肝移植 24時flrJ後の肝障鞍と血液媒田児常に対す る^TLll投与の効見

ATul活性 T^T添皮 A l/r活性 肝障半の桂皮 (Grade)

(%) (〝g/し) (KU) 0 1 2 3

対照群 3LI± ll● 150± 91 4392--H90 0 0 1 5b

AT【Ⅲ肝 】94± 71●' 633±461■★ 1775± 537日 0 4 2 0▲

正常帖c l05± 6 2± I I9± 5

一平均±標準偏差 (ラット欺 6) bラットの数

C正常ラット5匹における平均±塘堆偏屋

I p<005vs対順畔 (MaJulWh】Lney'3rZAnksum1.esL)

H p<00lvs対照=畔 (SLudent.'8ELest)

【実験 口】肝移植後肝障筈成立における船内糾 封由来物質の関与

(1)門脈血中エ ンドトキソン浪度及び硫酸ポ リミキシンB波度に対する､硫酸ポ

リミキシンB巾投与の効巣の検討 (歳 3)

門脈血流の一時的な避Mrによって､門脈血中エン ドトキシン濃度は著明な高値を

示 したが､硫酸ポ リミキシンB荊投与肝では､対照畔に比べ和音に低値であった｡

また､いずれのラットにおいても門脈血中硫酸ポリミキシンJ3濃度は検出限界 (1

U/mL)以下であった｡



衣 3 門脈血流遮断後の門脈血中エン ドトキシン浪IR及び硫酸

ポリミキシンB (PB)濃度に対す るPB荊投与の効果

エン ドトキシン濃度 (l)冒/mL,) PB濃度 (U/mL)

対娘群 307 _ L19■ <l

PB群 133 ± 103● < l

正常値 b 69 士 37

■平均±標準偏差 (ラット数-4)

b正常ラット9匹における平均±庶幣偏差

'p<001vs対EKi肺 (SLudcnt'sEtesL)

(2)移播肝クッパー細胞のTF活性に対する､硫酸ポ リミキシンBr)Vr投与の効果

の検討 (表 4)

移植肝よりtii離 したクッパー細胞のTF活性は､エン ドトキシン存在下､非存在

下いずれにおいても､無処鑑ラットに比べili胆を示 した｡また､硫酸ポ リミキシン

B前投与i料こおけるTF活性は､エン ドトキシン添加の有無にかかわらず､対照群

に比べ布告に低値であった

衣 4 移植肝クッパー細胞の rE､ISSuCrlzICt,Or析性に対する硫酸

ポリミキシンB (PB)fm投 与の効米

T■ssucFactor活性 (lLgトロンボプラスチン/106cclls)

エン ドトキシン エン ドトキシン

Of上g/mlJ lJJg/mL

対照畔 338 ± L15 653 士 56

PB畔 2L4 ± 日' 439 ± 3LIt

無処旺鮮 79 1 34 293 士 79

平均士庶準脳蓋(ラット数-A)

'P<005vs対照肺 (SLudenL'stLesL)



(3)肝移植後の血梢TNFα濃度及び肝隔割 こ対する､硫酸ポリミキシンB柵投

与の効児の検討 (表 5)

Fn=移括24時間後において､レシピエン トのdlL清TNFa濃度は､正常ラットに

比べ掛 的な高低を示 した｡また､血清AI.T活性は40001くU以上に上昇 し､組

織学的に Grade3の肝壊死を3/6､GradC2を3/6に認めた｡硫懐ポリミキシ

ンB前投与群では､血WFltTNF(l濃度及び血肺ALT活性は､それぞれ対照脚の J

/4､ i/3と有意に低帖を示 し､また組殺学的肝壊死の程度 も Gradelが4/

6､Grad82が 2/6とイl缶に軽度であった

表 5 肝移植 2∠日時T,'IJ後の血中TNF(暮浪度及び肝障害に対する

硫隊ポリミキシンB (PB)前投与の効果

TNF(1浪LkL ALT括t't 肝峠筈の税皮 (Grade)

O)ど/mL) (KU) 0 1 2 3

対照群 95± 52■ L1068イ13L18 0 0 3 3b

PB鮮 21_i:H** 1353士 496** 0 4 2 0 ★

正常値 C <15 19士 5

4平均士摂準偏差(ラッ ト数-6)

bラットの数

C正絹ラット6匹における故事は 伯

'p<005vs対照郎 (MaI川WhILl1Oy'sranksumLest)

Hp<oolvs対照鮮 (SLudcnL'sEtesL)

考 勲

lf]L管内皮細胞は､血液凝田を抑制 して円獅なlhL液術茄を維持するため､欄々の抗

猿田因子を産生 している｡巾でも トロンポモジュリンは トロンビンを不活化するの

みならず､プロテインCの活性化作用も有してお り､非常に菰斐な抗娠田凶子と考



えられている(LL8)｡一方､マクロファージ糸細胞は外国系凝固のBfl始因子であるT

ド(32)を発現することで挙国促進的に作用する 特に砧性化した状態では.その発

現虫を増加 し､微小循環内における血液凝剛 こ関与す る可能性が示唆 されている

(33-35)｡肝の律′ト循環である斯洞には､iir/Xマクロファージであるクッパー細胞

が存在 し､血液凝凹の踊始因子にな り得る.移碓肝の類ifilにおいては､止血.再並

流を原因として､放渦内皮細胞の持寄とクッパー細胞の活性化が生 じている(14.17､

18､49)ことから､卒園･抗猿田の平散状態が破綻 しているF.T庇性が推定される｡そ

こで初桝 こ､Iit貯クッパー細胞のTF所作.及び翫湘内皮細胞の トロンポモジュリ

ン発現を模ホIL､肝移維後の惣洞内における妊幽･抗疑旧平衡状態の評価を扶みた｡

ラット肝移価モデルを用いて､良期生存がrけられる生li:粂件下で肝移植を施行 し

た移碓群 と､術後放日以内に死亡する非/JJf条件 Fで肝移経を施JfTした保存/移植

群を作娘 した また､肝移植の際に避けられない病態である､虚血･tLJr清流及び門

脈血流避附 こよる形菅を調べるため､冷保存後の肝をMl･IM液で漣流 した保存/再

准流群及び､ラット肝移植術時とほぼrr･J様にFILl脈血流を20分l#l遮断 した肝血流遮

断肺を作製 した｡移植肺におけるクッパー細胞のTF活性は､培養液-のエン ドト

キシン添加のJT鮒 こかかわらず､撫処虻群クッハ-細胞に比し市価であった｡エン

ドトキシン非存/=下でのTF活性は､IIF血維遮l附rfで拓帖を示 したことから､移植

附 こおけるエンドトキシン非tF在 Fでの括性上井は､Prl脈 血維港沖に鑑関する曳故

と推定された｡門脈血流密沖は､脱甘噂の物質透過性をJt越させる(ILO)ことから､

rKJ脈血流の 一時的遮断の後には､脱管内物解の肝-の負荷は脚.kすると考えられる｡

腺管内物質の肝への過剰負削 まクッパー細胞を痛性比する(39)｡従って､肝移植後

におけるTF信任上昇は､PIJ脈血沈遮断による､脱管内物質の肝-の過剰負荷がク

ッパー細胞を活性化 したことによると),'えられた｡ ･.b､エン ドトキシン存在下に

おけるTF活性は.保存/再濃流群において砧仏を,)(した 移植群において､グラ

フ トは僻LtI後､門脈と肝下部下大静脈-のカフ浪着､及びレシピエン トの肝締出に

要する約 1時間､ 1℃の生理食塩液中にbt泌される L時刷の冷虚血は再准流後の

クッパ-細胞の活性化に十分な時rmである(18)ことか ら､移価群におけるエンドト

キシンfi座下でのTF活性上月は､虚血･ili頼光によるクッパー細胞の活惟化に起

因する現象と考えられ.た グラフ トをUW液中に 24時flZJ冷保/f後移推 した保存/



移植群では､移植群と同篠度ない し､より以 Lの門脈血旋世滞及び虚血.再it練の

形Vを鼓ると考えられる. しか し､保ff/移縦群では､クッパー細胞のTF活性は

エン ドトキシン存在下､非存在下いずれ も､移植肝に比べ任せを示 した 保存/移

措辞では移括一利こ比べ､血綻再開後出現する肝壊死が平背である 凍死娘において

は､通常フィブリンが形成され るが､その際TFが消辞され減少 したことが原田の

-つ として推定された｡以上より､肝移植後の類tFlでは､門脈血流道断や虚血･再

潅流をJlR凶として､ク γバー細胞の挙国活姓は 上昇 していると考えられた｡次に.

煩湘内皮細胞における トロンポモジュリン発現は､移括肝､肝血流遮断群では無処

世縛 と同様であったが､保存/移植群､仇lj:/lJi滞統群では低下していた｡従って､

類洞内皮細胞の トロンポモジュリン発BLは､しlV液rflでの保存及び再潅流を原田と

して低下すると考えられた これ らの邪から､肝移植後の価洞では､凝固.抗凝固

平徹の破綻が生じ､易凝固性が出曳すると推定された

ラッ トAP1症肝炎モデルでは､蛎洞内の凝固･抗凝嗣平衡の破綻が類洞内凝固を養

近 し､徴′ト稲原障盲を介して広汎J川=頗死の原因となる｡そこで､肝移植後の類洞に

おいても､非舵に血液凝固がJi.じ､肝移植後肝陳平成立にfXl与しているか否かを検

'Hした｡移植後24時Prlは必ず/ヒ存するように､//ラフ トの冷保榊 即.Tを 18時Iul

に改定 した この粂作下では､血柄A LT活性は術後 6時l.lu日以降に急激に上昇す

る｡肝盾楢後に類洞内凝固が生 じ､微小御苑雑'Eを介 して肝陣等の原因となるので

あれば､それは広汎な肝細胞壊死に先JrTしてdl呪すると推定される そこで､移植

5時RFl後に碓較観察を施行 した 図 2に.1くすgLIく､肝移植後の類洞にはt23nIll

r7Fl附の特赦的な綴模様(50)を有 したフィブリンの沈右が速められた｡従って､肝移

植後の薪洞には､凝固.抗凝相平衡の破綻のk.柴､広汎な肝細胞壊死に先行 して､

-/イプリン沈着が生じることがgJちかとなった.賢に､この類洞内7イブリン沈首

が肝移依後肝轄音の原因になるか密かを検J､け るため､レシピエン トに抗凝国府法

を施行した｡一般に､抗凝固姫鮭には-バ リンが頗用 されるが､-バ リンは､ トロ

ンビン不活化作用を有するATIIIの補助因 1-であ り､ATlllとトロンビンの結合反

応を促進することで抗蕪凶作月ほ 発名声する(5J､52)｡また､ATⅢは肝において産

生されるため･耽症肝降等時には､その産生低下から血吸溝皮は低 Fする(53､54)

JFモデルにおいても､&2に示すように肝移紙 2LL時rtり後の血済ATuJ活性は.正



常世の40%以下に低 下していた.このような場合における-バリンのR-Nlは.A

TtllのiTl津､括弧を招き､類洞内挙跡 こよる肝指笛を糊悪させる可能性を有する(26).

そこで本文鞍では.抗凝臼旋法兼としてJITnl浪箱製剤を使用 した.肝移植後のラ

ットでは.血祭ATH]活性の低 下とJtに､血祭TAT濃度の3-明な上界が認められ

たが､ATm投与によって､血蕨ATul浪度はd=:常岨以上に回復し､血妓TAT浪

I 度は､更に上対した｡このことから､肝移地役には､ATHⅠ欠乏のために不活性化

されない非烏合状態の トロンビンがな古にlT一任する状態､すなわち凝四一JJL進状態が

/i:在すると耗題された また､ATⅢによる抗挙国嫉法が､肝移椎 24時間後の肝

師事の程度をJT葱に改善 したことから､肝移括後.こけl輿する凝周先進状態が術後早

期の肝陣等の節因になると考えられた.

肝移碓後の凝固Jt進状態の原田としては,従来､術後に/生じる肝動脈や門脈内の

血栓症が姓L定されてきた｡肝動脈血栓は肝移縦後心音の4 26%に生 じ(55)､し

ば しばグラフ トの機能不全をもたらし耶移他の原閉となる(4)が､門脈血栓の発生

は稀とされている(56)B木文教では､肝動脈再建をlfわないラッ ト肝移植法(44)を

挟JrJしてお り､また､術後の門脈内血栓は肉Elu的に一度も確認されなかった｡従っ

て､本火教においては､肝動脈やrHJ脈内の術後血栓症の彬書は無祝 し御ると考えら

れた｡また､肝移植後に生 じるような､広汎な肝細胞肺苔の場においては､感死縦

様州 こもフィブリンの沈潜が山現 し､術後の雄雌TLiLf状態のb講因と成 りJI.?る｡ しか

し,横死組維内のフィブリン沈着は､肝細胞壊死の結火であり､原因とはなり得な

い(25)｡従って､肝移植後の凝固iJl.iLB状態は､放洞内フィブ リン沈着に起因するも

のであると推定された｡これ らのことより､肝移柿後に出現する類洞内襟由が術後

早期の肝陣番田7･であり､抗凝固溌u:-がPNFの成せ予防に有用であると推定され

た.

次に､移植肝クッパー細胞の TF柘作上列がft】脈血誰遮断に起因することに注目

した 肝移括時の門肺血流の一時的避断は､u内細術由来物質の肝-の負荷r増大を

招くと月えられる｡また､ラット劇症肝炎モデルにおいては､脂内細菌由来物質の

秤-の負荷籾人がクッパー細胞 を拓也†とし､肝陣'&成立の原因となる(27.39)｡従

って.肝移植後においても､腸内細L'b'山東物質のEf=-のill,7増大がクッパー細胞の

信任化を介 して､肝障首成立の原田になることが恕定されるEそこで､船内殺熊を



受けたラットを位用 して､この仮説を検JJしたーラッ トの船内殺鎚=土､グラム陰牲

作曲に対 し魚ノ)な抗歯作用と､エン ドトキシン吸4.Jh作用を合わせ持つ良酸ポ リミキ

シンB(57･59)を7El間経 口投与することで行なった.庄赦ポリミキシンBは腸管

から非吸収性の物質であるが､マクロ77-ジに対し､その活牲化に必要なプロテ

インキナーゼを阻害す る作用を持つ(60､61) そこで､鉱酸ポ リミキシンBのクッ

パー細胞に対する直接作用を否定するため.門脈血確の一時的jE断後における門脈

血中碇欣ポリミキシンB濃度を測定 した 血中浪度は､食例において測定感度以下

であ り.プロテインキナーゼ阻'JF作JIlを有する濃度(61)には通 していなかった.ま

た､ILI脈血涙の一時的遮断によって,ILl脈血中エン ドトキシン浪度は著明に上昇し

たが､範頼ポ リミキシンB投与群では､対FXj肘 こ比べ市長にtG:他であった 従って､

レシピエン トに対する硫酸ポリミキシンBのL-111校 L7-は､門脈血沈の一時的遮断に起

因する､肝移植後の膿内細歯由来物質の肝へのflTp'(増大を抑制すると考えられた｡

肝移植後には､マクロフ7-ジが鹿′tl.する細胞陪一占f't閃+であるTNFα(62)の

血中渦度は上外し､レシピエン ト-のTJLLTNl7La抗休の投 与が肝移植後肝陣雀を改

醤することから､TNFaは肝移植後肝将'.埠の成V.閃子の一つと考えられる(63)｡

そこで､血清TNFa濃度と蝉搬// γバー細胞のTド括他を測定し､腸内細歯rtJ来

物質が肝移植後のクッパー細胞機能に及ぼす彫轡を評価 した｡肝移植後には､血潤

TNFα濃度 とクッパー細胞のTF活他は)i-にl･,',tf血を,T(したが.硫酸ポリミキシン

B前段与肝では､いずれも対照俳に比べ有京に抵AtLを示 し.史に､肝移擁後肝障害

も祁~倉に軽度であった｡従って､肝移維後においてIt,門脈血沈遮断に虐関する鵬

内細菌由来物質の肝-のfl荷増大がクッパー細胞の抗性化を介 し､肝移植後肝障害

成立にEy与すると考えられた

片井移植後の.Li1着では､術後IrJ･畑の姥亡にグラム陰性梓歯及び六蒔感史に溢づ く

合併症が強 く寄与する(64､65) 肝移植役の仏者において､非吸収性の抗生物質を

用いた､これ ら微生物に対する選択的胎内便曲は､術後感廷症の減少から移植後の

死亡率改軌 こイ(効であると報告 されている(66-68) しか し今回の成掛 ま､ レシピ

エン トに対する選択的船内殺菌が,クツバー-細胞の桜田析性や細胞障害性を低下さ

せ､肝移柾後肝畔雀を改善することで､正接､移依後の成按を改善するr･T能性を持

つことを示した｡



結 .治

J 肝移縦後には､額洞内の在国 ･抗凝個平衡の破綻に起因する類洞内凝固の成立や､

手術操作に伴 う､腸内知歯由来物質の肝-のnlp'i増大に起tAlするクッパー細胞の活

性化が.術後早期の肝障害成立の段Lgになると考えられた｡従って､抗凝固療弘や

池内殺曲が肝移植 後肝障害の抑制に11-JIJであると上,え られ ､ PrlmaryCrart

NoIlrullCL)onのT･防に役立つ可能性が,l<唆 された.
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