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阻血・再細流による肝障害犬の門脈内endotoxin投与による

動脈血中tumor　necrosis　factorの推移と生存率に

関する実験的研究
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抄　録：肝臓手術後の肝不全，多臓器不全（MOF）発生における感染の役割を解明する目的で，

イヌ（n瓢44）を用いて肝阻血モデルを作製し，動脈血中ケトン体比（AKBR），平均動脈血圧

（MABP），生存率についてエンドトキシン（Ex）と動脈血中tumor　necrosis　factor（TNF）の関

与を検討した。30分間理訴血目解放する条件の実験群において，AKBR，　MABPの低下後の回復遅

延と24時間生存率50％（4／8）が得られ，本実験群は，臨床例における術後肝不全発生の要因とされ

ている肝血流障害から肝不全へのモデルとして適当であると考えられた。この際門脈血中に内因性

Exの有意な上昇と動脈血中TNFの出現は証明されなかった。そこでこのモデルを用いてLipo－

polysaccharide（LPS）100μg／kgを門脈内に投与した。肝下血の有無では動脈血中TNFの動態，

ピーク値に差は認められなかったが，24時間後の生存率は肝管血群0％（0／6），野蒜尊翰100％（6／6）

であった。動脈血中TNFの上昇は死亡率とは相関せず，肝障害の発生にも直接関与していないと

考えられた。

キーワード turaor　necrosis　factor，　arter三al　blood　ketone　body　ratio，

多臓器不全

阻血・再二流障害，

はじめに

　肝臓手術の術後に発生する肝不全は，個々の

症例の解析から，術中に生じた肝臓の血流障害，

あるいは術後出血による肝虚血が誘発因子であ

り，さらに感染が加われば，これが重篤な増悪

因子となって，ついには術後の重篤な合併症で

ある多臓器不全（multiple　organ｛ailure，　MOF）

を引き起こすことが指摘されている1）2）。しか

しながら肝虚血によって発生した肝障害が術後

の感染の加重によってMOFへと進展して行く

〒409－38山梨県中巨摩郡玉穂町下河東1110

受付：1993年7月8臼
受理：1993年U月20日

メカニズムについては，いまだ十分解明されて

いない。

　一方，MOF発生にサイトカインが関与する
という報告3）一7）が最近注目されてきた。特に

1975年Carswe11ら8）により腫瘍細胞に出血壊

死を引き起こすサイトカインとして報告された

tumor　necrosis　factor（TNF）は，抗腫瘍物質

としてのみならず，重要な炎症関連物質として
注目されてきた9）一11）。

　著者らも動物実験において肝臓のKupffer細

胞が産生するTNFが，血中TNF値の変動に
大きく関与することを明らかにした12）。さら

にラットlipopolysaccharide（LPS）ショック

モデルにおいて，肝マクロファージ貧食抑制物
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質（gadolinium　chloride）をLPS静注前に投

与したところ，動脈血中ケトン体比（arterial

ketone　body　ratio，　AKBR）13）一15）の低下の抑

制および生存率の著明な改善をみた。しかし血

中のTNF活性値の変動に影響はみられず，肝

実質細胞障害を表現するAKBRとTNF活性
値との間には直接的な関係は見いだせなかっ
た16）。

　そこで本実験では，臨床例にみられる肝血流

障害によってひきおこされる重症肝障害のモデ

ル（血流障害改善後24時間後の生存率が約50％）

を作成し，肝阻血による内因性エンドトキシン

の出現の有無を観察した。さらに術後の感染の

加重のモデルとして外因性エンドトキシン投与

を行い，その時の肝臓由来のTNF値の推移と

肝機能障害の推移，循環動態および生存率の関

係について観察し，肝臓手術における肝血流障

害，感染発生時のサイトカインの関与について

検索した。

実験材料および方法

　実験1

　10分から60分間肝阻血を行うことによって

種々の程度の肝障害を発生させ，そのうち24時

間目の生存率が約50％となる肝阻血時間を決定

することを目的として以下の実験を行った。同

時に肝障害の指標としてAKBRの測定と，肝

門部での脈管遮断に伴う門脈領域のうっ血に伴

う内因性エンドトキシン出現の有無および動脈

血中TNF活性値について検索した。

　（1）前操作

　体重10－16kgの雑種成犬20頭を用いて24時

間絶食後，pentobarbital　sod三um（ダイナボット）

25mg／kgを静脈内に投与して麻酔し，気管内

挿管後，自発呼吸によって麻酔を維持し手術を

行った。まず右内頸動脈に12Fr．カテーテル（テ

ルモ）を挿入留置し，三方活栓を介して血圧測

定用トランスデューサー　（SPECTRAMED

MED享CAL　PRODUCTS）に接続した。三方

活栓より動脈血を採取するとともにPOLY一

GRAPH　SYSTEM（日本光電）にて持続的に
平均動脈血圧（mean　arterial　blood　pressure，

MABP）を測定した。次に腹部正中切開で開

腹し，脾動静脈を門門部にて結紮切離し脾摘を

行い，脾静脈末梢側より12FLカテーテルを挿

入，先端部を門脈本幹に留置した。なお肝門部

で門脈本幹と固有肝動脈を露出し，肝動脈に流

入する腸間膜動脈からの動脈枝をすべて結紮し

た。

　（2）実験群（Fig．1）

Group　1：肝二部で門脈本幹および固有肝動脈

　　　　　をサティンスキー鉗子で10分間クラ

　　　　　ンプ後解放。（n＝4）

Group　2：同様に20分間クランプ後解放。

　　　　　（n＝4）

Group　3：同様に30分間クランプ後解放。

　　　　　（n譜8）

Gro即4：同様に60分間クランプ後解放。

　　　　　（n庸4）

　（3）採血

　動脈血：右内頸動脈より1回5m♂採取。

クランプ直前の値を前値（Omin）とし，クラ

ンプ解放までは10分間隔で，解放後はそれぞれ

10，30，60分後に採血し，Group　3，　Group　4

ではさらに120，180，240，300分後にも採血し

た。血液はヘパリン加滅菌スピッツに採取後，

直ちに3，000rpm×10　mia，4。Cで遠沈し上澄

みを採取した。動脈血上澄みのうち1m♂は

AKBR測定用とし，40Cで保存し6時問以内

に測定した。残量は滅菌した微量遠沈管に分注

しTNF測定時まで一80。Cで保存した。

　門脈血：門脈内留置カテーテルより3m1採
取。

　Group　3，4においてはクランプ直前（Omin）

とクランプ解放までは15分間隔で，解放後は動

脈血と同様の間隔で採血した。血液はヘパリン

加滅菌スピッツに採取後，直ちに3，000rpm×

10min，4。Cで遠沈し上澄みを採取した。門

脈血上澄みは滅菌スピッツに採取後，エンドト

キシン測定時まで一20。Cで保存した。
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である1ipopdysaccharide（LPS，　Slgma　E．

coli　O111：B4）を投与し，動脈血中における

TNF活性の出現などを検索した。

　（1）前操作

　実験1と同様に雑種成犬を用いて，静脈麻酔

下に動脈と門脈にカテーテルを挿入留置した。

　（2）実験群（Fig，2）

Group　A：前操作後，肝阻血および門脈内

　実験H

　肝欝血による重症肝障害発生症例に術後感染

が加重し，MOFが発生した場合の機序を解明

する目的で，その過程においてTNFの関与の

有無を検索した。

　実験1で得られた肝阻血解放後24時間目の生

存率が50％の肝阻血時間群のモデルを用いて，
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　　　　　LPS投与は行わず，門脈内に生理食

　　　　　塩水0．5m〃kgを投与し，　Group　B，

　　　　　CおよびDの対照群として，
　　　　　Group　B以下と同時間に採血のみ

　　　　　施行。

　　　　　（clamp（一）・LPS（一），　n＝6）

Group　B：前操作終了から30分経過後に，　LPS

　　　　　を生理食塩水10m♂に溶解して200

　　　　　μg／m∠とし，それの0．5m〃kg（100

　　　　　μg／kg）を門脈内留置カテーテルよ

　　　　　りone　shot投与。

　　　　　（clamp（一）・LPS（十），　n皿6）

Group　C：露出した門脈，肝動脈をサティンス

　　　　　キー鉗子にてクランプし，肝臓を虚

　　　　　血状態とし，30分後に解放し，解放

　　　　　直後に生理食塩水0．5m〃kgを門脈

　　　　　内に投与した。LPSは非投与。

　　　　　（clamp（十）・LPS（一），　n瓢6）

Group　D：Group　Cと同様に30分間クランプ

　　　　　し，開放直後にGroup　Bと同様な

　　　　　方法でLPS　100μg／kgを経門脈的

　　　　　に投与。

　　　　　（clamp（十）・LPS（十），　n罵6）

　（3）採血

　前操作終了時を前値（一30min）とし，30分

経過後あるいはクランプ解放直前を0分とし，

以後それぞれ30，60，120，180，240，300分後

に，内頸動脈留置カテーテルより8m♂採血し，

ヘパリン加滅菌スピッツに採取，うちlm♂を

血液ガス分析に供した。残量は直ちに3，000

rpm×10　min，4。Cで遠沈，上澄み1m♂は4。

Cにて保存後，6時間以内にAKBR測定に供
した。さらに残量は滅菌した微量遠沈管に分注

後，TNF測定まで一80。Cで凍結保存した。

　動脈血中ケトン体比（AKBR）測定

　AKBRはWilliamson法5）に従ってaceto－

acetateと3－hydroxybutyrateを測定し，　aceto－

acetate／3－hydroxybutyrateとして求めた。操

作は血中ケトン体測定専用試薬であるケトレッ

クス⑧（三和化学研究所）と，同じく測定専用

機であるKeto　340⑧（三和化学研究所）を用い

て測定した。

　TNF活性の測定

　TNF活性の測定はTNF感受性マウス線維
芽細胞株であるLP　3細胞を用いた細胞障害試

験にて行った17）。96well　microtiterplate

（Falcon3072⑪，　Becton　and　Dickinson）のサ

ンプル列にあらかじめ1／4に希釈した検体血

清を加え，連続希釈にて1／2，048まで希釈した。

そこに5×105cells／m♂に調整した2μg／m1の

actinomycin　D（Sigma）を含んだLP　3細胞浮

遊液を50μ1ずつ各weliに加え，5％CO2イン

キュベーターで15時間インキュベートした。各

well中のplateに弾着した生存細胞を0．5％

crystal　violet（Sigma），20％メタノール水溶液

で固定・染色，automated　microplate　reader

（Titertec　Multiskan⑧，　Flow　Laboratories　I無。．）

を使用し，吸光度570nmでその染色性を調べ

た。同一プレート内でインキュベートした細胞

のみのwe11の吸光度を100％とし，その50％の

吸光度を与える希釈倍率を求めた。そして同様

に同一フ．レート内で既知の濃度のrecombinant

human　TNF（大日本製薬）を用いて求めた値

と比較し検体のTNF活性とした。サンプルの

測定は3回繰り返した。

　エンドトキシン測定

　Endospecy⑧（生化学工業）を用いたエンド

トキシン特異テスト（ES法）18）により定量測

定した。

　統計学的検討

　測定値はすべて血ean±SEMで標記し，各
種測定値間の検定には，Student’s　t－testを用い，

危険率5％以下を有意差有りとした。

結　　果

実験1

1）動脈血中ケトン体比（AKBR）
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　クランプによるAKBRの推移はFig．3に示

したように，前値はLO8±0．08で各群ともクラ

ンプ10分までは0．46±0．05と急激に低下し（p

＜0．05），その後もクランプ時間が経過するに

従って20分で0．30±0．03，30分で0．26±0。04，

60分で0．17±0．06と徐々に低下を示し，解放直

前はいずれの群とも前値に比べ有意な最低値

（p＜0．01）を示した。

　クランプ解放後のAKBRの推移は，クラン

プ時間によって種々の変動を認めた。すなわち，

いずれも解放後10分ですでに解放直前の
AKBRに比べ，10分クランプ群で1．ll±0．47（p

＜O．01），20分クランプ群で0．81±0．12（p＜

0．01），30分クランプ群で0．76±0．06（p＜

0．0！），60分クランプ群で0．48±0．09（p＜0．05）

と有意な上昇を示す（p＜0．01～p＜0．05）も

クランプ時間が短いほど反跳的に急峻な

AKBRの上昇を示した。とくにクランプ10分，

20分，30分の各群（Group　1，　Group　2，

Group　3）は解放後10分ですでに解放直前値よ

り有意（p＜0．0！）に高値を示し，かつクラン

プ前値に近い値となり，前値との問には有意差

は認められなかった。その後も上昇を示し30分

後にはいずれもクランプ前値より高値あるいは

近似値を示した。一方クランプ60分の群（Group

4）はAKBRの回復が遅れ，解放10分後には

解放直前値に比べ有意（p＜0．05）な上昇を示

したが，クランプ前回よりも有意（p＜0．05）

に低値であった。また解放後30分でようやくク

ランプ前値に近いAKBRを示した。したがっ

て，クランプ60分の群ではクランプ解放後の

AKBRの上昇率は他の群に比べて低く，しか

もこの群のAKBRは解放後60分野もクランプ

前値を越えることがなかった（Fig。3）。

　2）平均動脈血圧（MABP）

　クランプによるMABPの変動をFig。4に示
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した。いずれの群でもクランプ10分後の

MABPは前値139±5mmHgに比べて84±5
mmHgと有意（p＜0．01）に低下し，その後も

クランプ時間が長くなるに従って20分で65±5

mmHg，30分で50±5mmHg，60分で31±10

mmHgと低下を続け，各群とも解放直前の

MABPはクランプ前略に比べ，有意な最低値

を示した（p＜0．01）。解放によるMABPの変

動は，いずれの群とも急峻な上昇を示した。し

かしクランプ前回に比べ，解放後10分で前値に

復したのは10分間クランプ群（Group　1）が

124±19mmHgを示したのみで，他の3群は
いずれも解放後10分ではクランプ前回への：有意

な回復は認められなかった。そしてクランプ20

分群（Group　2）が解放30分後に113±13

mmHgとクランプ前値にほぼ回復したものの，

クランプ30分（Group　3），クランプ60分（Group

4）では解放後60分経過してもクランプ前値に

は復さなかった。

　さらに，クランプ解放後のMABPの回復状

態を詳細に検討するために，解放直前の
MABPと比較した。クランプ10分（Groupユ），

クランプ20分（Group　2），クランプ30分（Group

3）の3群は，いずれも解放後10分でそれぞれ

124±19mmHg，89±10　mmHg，80±7
mmHgとすでに：有意（p＜0．01，　p＜0．05，　p〈

0．01）に解放直前のMABPより高値を示し，

30分後にはそれぞれ131±11mmHg，113±13

mmHg，100±6mmHgといずれも有意（p＜
0．01）な上昇傾向を示して回復した。しかしク

ランプ60分のGroup　4ではMABPは上昇する

ものの，解放後30分で，71±12mmHgとよう

やく解放直前より有意に高値を示した（p〈

0．05）　（Fig．4）0

　3）生存率

　Table　lに各群の肝玉血解放後24時間目の生

存率を示した。クランプ時間が10分と20分の

Group　1，　Group　2では，全例24時問以上生存
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Table　1．　Twenty・four・hour　survival　rate　after　re－

　　　　perfusion　in　each　interrupted　time　of
　　　　hepatic　blood　supPly

Liver　ischemic 24・hour

time survival　rate

Group　1（n＝4） 10minutes 100％（4／4）

Group　2（n雲4） 20minutes 100％（4／4）

Group　3（n響8） 30minutes 50％（4／8）

Group　4（n篇4） 60minutes 0％（0／4）

したが，クランプ30分のGroup　3では半数（4

／8，50％）のみが術後24時間以上生存したに

すぎなかった。クランプ60分のGroup　4では

全例が24時間以内に死亡した。

　4）門脈血中エンドトキシン

　内因性エンドトキシンを各群のクランプ前か

ら解放後300分まで測定した。

　肝紅血時間10分，20分前Group　1，　Group　2

ではクランプ中および解放後60分までに門脈血

中にエンドトキシンは証明されなかった。肝野

中30分，60分のGroup　3，　Group　4ではTable

2のような結果を得た。Group　3，　Group　4で

はそれぞれ2頭においてクランプ中の門脈血中

エンドトキシンをわずかに証明できた。解放後

はGroup　3の2頭では門脈血中エンドトキシ

ンはすべて消失したが，Group　4の2頭では一

旦低下するものの，解放後300分で再上昇を示

したが，いずれも個体差が大きく有意差は認め

られなかった。

　5）TNF活性
　Group　1からGroup　4ではクランプ中なら

びにクランプ解除60分後までの問では，いずれ

の群でも動脈血中にTNF活性は認められな
かった。

　実験1

　実験1の結果から，臨床において，術後肝障

害からMOFに移行しやすい病態に最も類似し

た実験群は，肝流入血流遮断が30分の肝阻血群

（Group　3）と判定した。そこで実験：1の

Group　3の30分間肝阻血群を用いて実験Hを施

行した。

　1）動脈血中ケトン体比（AKBR）

　麻酔の影響が考慮される前唄（一30min，ク

ランプ直前値）では，A，　B，　C，　Dいずれの

Group問にもAKBRに有意差は認めず，
Group　A，　B，　C，　D全体の平均値は0．82±

0．08であった。clamp（＋）群（Group　C，　D）

のクランプ解除直前（Omin）の平均値は0．19

±0．05で，clamp（一）群（Group　A，　B）全

Table　2．　Endotoxin　levels（pg／mのin　the　portal　vein　at　each　time　during　liver　ischemia

and　after　reperfusion

　　　　　　　　Iiver　ischemia
　　　　　　＜

　　　　　　no　 ischemia
レ＜・……………・・…・……………・・一…一………・………レ

Dog
mo．

一60 一45 一30 一15 0 10 30 60 120 180 240 300

31 ｛
7．2 9．3
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体の平均値0．88±0．11に比べ有意に買値を示し

た（p＜0．05）（Fig．5a，　b）Q

　LPS投与のAKBRへの影響について観察し
た。Fig．5－aのごとくclamp（一）群のうち，

まず門脈内に生理食塩水のみを投与した

Group　Aでは120分をピークに緩やかな上昇

カーブを描き，30分で1．17±0．38，60分で1．36

±0．48と，前値（一30min）に比べて有意に高

値を示した（p＜0．05）。これに比べてLPS単

独投与のGroup　Bでは，　LPS注入後はGroup

Aと比較して上昇は低く，60分では0．81±

0．20とGroup　AのAKBRよりも有意に低値を

示した（p＜0．05）。しかし240分以降はGroup

Aとほぼ伺様の経過を示した（：Fig．5－a）。

　次にclamp（＋）群におけるLPS投与の影
…響をみると（Fig．5－b），　LPS（一）群（Group

C＞では実験1のGroup　3と同様iで，クランプ

解除時（Omin）は0．33±0．10で前値（一30　min）

LO3±0．16よりもAKBRは有意（p＜0．01）

に低下し，クランプ解除後は30分までにほぼ着

順まで急激に回復し，以後はクランプ前の

AKBRのレベルで推移している。一方，　LPS

（＋）群（Group　D）では，クランプ解放後の

AKBRの回復が緩やかで，　Group　Cと比較し

て低値で推移し，解放後30分，60分，240分で

Group　Cとの間に有意差を認めた（p＜0．05）。

しかしその後は平々に下降し解放後8時間以内

に全例死亡した（Fig．5－b）。

　2）平均動脈血圧（MABP）．

　処置前値（一30min）では個体差があるもの

の各Group間のMABPに有意差を認めず，
Group　A，　B，　C，　D全体の平均値は147±5

mmHgであった。その後，クランプ解放直前（O

mi旬ではclamp（一）群（Group　A，　B）全

体の平均値が162±4mmHg，　clamp（＋）群

（Group　C，　D）全体の平均値が59±4mmH：g

で，clamp（一）群に比べてclamp（＋）群が

有意（p＜0．05）に低値を示した（Fig。6－a，　b）。

　また非肝阻血，LPS非投与（生理食塩水単

独投与）のGroup　Aでは，ほぼ一定の値で経

過したが，clamp（一）群・LPS（＋）群（Group

B）ではLPS注入後，30分で140±5mmHg，

60分で110±9mmHg，120分で88±3mmHg，

180分で107±8mmHg，240分で120’±8
mmHg，300分で124±8mmHgと120分を最低
値として緩やかな下降を示し，次いで再上昇を

示したものの，Group　Aのそれぞれ163±7

mmHg，165±6mmHg，169±7mmHg，176

±5mmHg，168±5mmHg，176±8mmHg
と比較していずれの時点でもMABPは有意に

低値で推移した（p＜0．05，p＜0．01，　p＜0．01，

p＜0．01，p＜0．05，　p＜0．05）　（Fig．6．a）。

　clamp（十）群・LPS（一）群（Group　C）

ではFig．6－bに示したようにクランプ解放直前

（Omin）に55±4mmHgの最低値をとり，1経
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度の再上昇を認めるものの30分で95±7

mmHg，60分で85±10　mmHg，120分で81±12

mmHg，180分で80±12　mmHg，240分で86±

11mmHg，300分で86±11　mmHgと，クラン

プ前値の141±10mmHgに比較して有意に低値

（p＜0．Ol）のまま推移した。　clamp（＋）・

LPS（十）群（Group　D）ではクランプ解放，

LPS投与後は軽度の上昇ののち漸減し，

Group　Cと比較して60分，120分，180分では

それぞれ69±5mmHg，46±3mmH：g，48土
3mmHgと有意に低値をとり（p＜0．01～p＜

0，05），解放後8時間までに全例死亡した（Fig。

6－b）。

　3）TNF活性
　非翁島血，LPS非投与（生理食塩水単独投与）

のGro叩Aでは各測定点でTNFの活性は証
明されなかった。Group　C（clamp（＋），　LPS

（一））で，1頭のみ解放後60分で動脈血中に

TNF活性が768　JRU／mZと測定された。

　LPs投与群（Group　B，　D）ではFig．7に示

したようにクランプの有無にかかわらず，

TNF活性はほぼ同様の値を示して推移した。

すなわちLPS投与後30分でTNF活性が発現
し，60分でGroup　Bでは1253±158　JRU／m4

Group　Dでは1256±110　JRU／mZといずれも最

（∫RU／mD
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Table　3． Twenty．four・hour　survival　rate　after　reperfusion　in　each圭nterrupted　time

of　hepatic　blood　supply　or　LPS　administradon

LiVer　iSChemiC　time； 24hour
LPS　administra亀三〇n survival　rate

Group　A（n鷺6） clamp，　O　minutes；LPS，　0μg／kg 100％（6／6）

Group　B（n鷺6） clamp，　O　minutes；LPS，100μg／kg 100％（6／6）

Group　C（n瓢6） damp，30　minutes；LPS，　0μg／kg 50％（3／6）

Group　D（n＝6） damp，30　minutes；LPS，100μg／kg O％（0／6）
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高値を示し，120分以後急減し，240分までに動

脈血中から消失した。

　4）生存率

　Table　3に示したように非肝阻血餅のGroup

A，Group　Bでは，　LPS投与の有無にかかわ

らず全例24時間以上生存した。一方クランプ後

生理食塩水投与のGroup　Cでは半数（3／6，

50％）のみが術後24時間を越えて生存したが，

クランプ30分後に解放しLPSを投与した
Group　Dでは全例が8時間以内に死亡した。

考　　察

　肝臓の手術では術中の操作によって，肝血流

障害が起こり，これが術後に発生する肝不全発

生の要因の1つとなることが指摘されてい
る1）2）。またこの血流障害はその程度によって

術後の病態が異なり，高度な場合にはhypo－

volemic　shockが発生し早期に死亡する。しか

し肝臓に一時的な循環障害が発生しても，早期

に改善を図れば，術後早期の腎機能障害や肝性

脳症が引き続いて出現しても，現在の術後管理

技術では回復させることが可能である。しかし

ながら肝臓手術の対象となる症例のなかには，

肝予備能の低い肝硬変，慢性肝炎の症例が含ま

れ，これ，らの症例では術中に軽度の肝血流障害

が加わった場合でも，肝臓のマクロファージ機

能の低下と術後感染が結びつきやすい状態が容

易に発生する。一般に重篤な感染症に対しては，

全身の代謝の中枢である肝細胞のミトコンドリ

アが，energy　chargeを増加させて対応する機

構が存在するが，肝硬変症ではe無ergy　charge

を十分に増加させられないため，軽度の感染症

でも重篤化の方向に進み，さらにMOFの発生
が生じやすくなるといわれている14）一16）▼19）…21）。

　このように肝細胞内ミトコンドリアの酸化還

元能（oxide－reducdon　potentia1：NAD＋

／NADH）が術後に発生する肝不全の予後をよ

く表現することが知られている14）19）20）が，こ

れを検索するためには肝組織を直接採取する必

要がある。しかし血液中のパラメーターとして

は，動脈血中ケトン対比（ar宅erial　ketone　body

rado，　AKBR）が，肝ミトコンドリアの酸化

還元能とよく相関し，この経時的測定が臨床的

に有用である15）16）21）。そこで著者らは，動脈

血中ケトン曾比（AKBR）をパラメーターと

して，肝細胞のミトコンドリアの酸化還元能を

把握し，術後の重症感染症例の栄養管理を行い，

MOFへの移行防止，ならびにMOFからの離
脱に役立てている21）。

　今回，著者らの実験モデル作成の目的は，1）

肝流入血行の遮断を行い，肝臓組織の低給流状

態をつくることにより肝障害を発生させ，2）

同時に消化器領域の血管床内に血流のうっ滞を

起こし，それによって発生すると考えられる腸

管漏出エンドトキシン（内因性エンドトキシン）

の門脈血中での上昇をもたらし，3）そして肝

内でTNFを産生させ，4）このTNFがさら
に肝障害を増幅させるか否か，そして肺，腎臓

などにも作用してMOFを発生させる最も重要

な因子となるのではないか，ということを本研

究で検索しようとした。

　TNF産生機構に関する著者らの成績12）で

は，全身のmononuclear　phagocyte　sys毛emか

らみると，肝臓のKupffer細胞は量的にも最も

多く，全身の細菌貧食機能における中枢臓器で

あると考えられる。すなわち血中TNF活性の

変動は肝マクロファージより産生されるTNF

に最も依存していることを明らかにしており，

MOF発生過程に肝産生TNFの関与が大きい
ことが示唆されている。

　今回実験：1では，1）肝属血時間はAKBR

ならびに末梢動脈血圧と相関し，かつ生存率と

も直接的な関係を認めた。そして，2）肝血流

障害がもたらす肝不全に最も近い肝細胞機能障

害のモデルは，肝門部で肝流入血行（肝動脈と

門脈本幹）を，30分間遮断後に解除した群であっ

た。つまり，この条件下ではAKBRの急激：か

つ有意な低下が認められ，血流再開後にその反

発的な上昇が認められたにもかかわらず，末梢

動脈血圧の回復は，Group　l，2（血流遮断時

間10分および20分）に比べて遅れ，血流再開24
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時間後の生存率は50％であった。しかし，この

ような条件下では期待したような内因性エンド

トキシンの，門脈血中への有意な出現は認めら

れなかった。そして動脈血中へのTNFの出現

も皆無であった。このことは，中等度の肝血流

障害によって引き起こされる肝細胞の機能障害

下では，門脈領域のうっ滞を伴っても消化管か

らの内因性エンドトキシンの有意な上昇はな

く，TNF活性の上昇も起こらないことを示し

ている。

　そこで実験1では，30分間肝流入血行遮断と

解除により肝細胞機能障害を発生させ，さらに

感染の加重として，外因性のエンドトキシンを

門脈内に投与し，それによって引き起こされる

肝産生TNFの動態を観察した。1）肝流入血

行非遮断群では，エンドトキシンの投与によっ

て末梢動脈血圧は有意に低値を示したが，著し

い肝細胞機能障害は起こらなかった。2）肝流

入血行遮断群では，AKBRはLPS投与後30分，

60分，240分で有意な低値が認められ，また末

梢動脈血圧も60分，120分，180分の時点で有意

に主婦を示した。そして300分以内に60％が，

8時間以内に全例死亡した。3）動脈血中

TNFは肝血行遮断の有無にかかわらず，　LPS

投与後はいずれの群でも60分で同じピーク値を

示し，240分で同様に血中から消失した。

　この現象の解釈として単純にはLPS投与に

よる全身血圧の低下が，さらに肝血流量の低下

に連なり，AKBRの著明な低下を招き死亡に

至ったのではないかと推測された。しかし本研

究の結果からは全身血圧の低下が，この実験時

間内ではAKBRの低下を直ちに招くものでは

ないと考えられた。また肝不全症例に感染が加

わりMOFへ移行する過程を時球的経過から考

察してもTNFが直接作用して，呼吸不全，腎

不全をも引き起こすことを説明することはでき

ない。

　そこで動脈血中TNFの動態に注目すると，

肝産生のTNFは肝血行遮断の有無には関係な

く，しかも生存率とも直接結びついていないこ

とが明らかとなった。しかし肝マクロファージ

において産生されるTNF，三nterleuk跡1（IL1＞

などのサイトカインは，chemical　mediatorと

して肝障害，敗血症の増悪，MOFへの進展に
関与することが報告されており22），一方pros－

taglandinなどのmediatorを介したintera面on
があるとするなどの報告7）23）24）や，これらの変

化が肝障害の発現・増悪に関与しているとの報

告もある25）｝29）。またTNF単独またはエンド

トキシンとの併用により，その投与量に比例し

てショックが誘発されやすいことが知られてい

る15）。したがって術後の肝血流障害によって

引き起こされた肝細胞の機能障害に感染が加重

した場合，MOFへの移行には肝産生のTNF

が直接関係するのではなく，mediatorとして

の役割を果たす可能性が示唆される。これに類

似した現象としては，superoxideが強い肝細
胞障害を示すことが知られている30）｝32）。著者

らの大腸菌生菌静注ラットモデルを用いた実

験33）で，分離Kupffer細胞のsuperoxide産生

能をみたところ，suble出al　doseでは肝臓自体

のエネルギーレベルを表現するenergy　charge

およびAKBRの両者の値の低下は軽度で，し

かも肝機能障害からの回復の可能性が維持され

たレベルにあり，しかもsuperoxide産生能の

充進が認められた。しかし1ethal　doseではこ

の両者が不可逆的レベルへ低下し，superoxide

の産生能の前進は認められなかった。したがっ

て，この場合でも肝臓のエネルギー代謝の変化

とKupf｛er細胞から産生されるsuperoxideの

推移との間には直接的関係が認められず，また

Iethal　doseでは逆にsuperoxideの産生能の充

進は認められないという現象がみられた。した

がってTNFにより誘導される他のmedia宅or，

あるいはTNFと同時に発現する他のmediator
による間接的な作用34レ39）に関する検索が今後

の課題となる。
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Experimental Studies on Survival Rate and Changes in Tumor Necrosis Factor

      in Arterial Blood Fol!owing Porta1 Administration of Endotoxin

         in Dogs with Ischemia-reperfusion Iajury of the Liver

Hajime Tsunoda, Jun Itakura, Yuiiji Iimuro, Shingo Inoue, Masayuki Yamamoto,

                       and Yoshiro Matsumoto

           The First DePartment of Surgery, Yamanashi Medical College

 This study investigated the role of infection in hepatic failure and multiple organ failure (MOF) foIlowing

hepatic surgery. Since tumor necrosis factor (TNF) is produced mainly in the liver macrophages, the rela-

tionships between arterial TNF leveis and the ar£erial ketone body ratio (AKBR, acetoace£atef6-
hydroxybutylate), rnean arterial blood pressure (MABP), endotoxin (Etx.) levels and survival rate were investi-

gated in dogs with ischemia-reperfusion irlj'ury of the Iiver. No significant amounts of portal Etx. or TNF were

detected at any interval following ischemia (10, 2e, 30 and 6e min) but the recovery of AKBR and MABP after

reperfusion was delayed relative to the duration of ischemia. Since LDso was shown in this study by 30-min-

ischemia, lipopolysaccharide (LPS, !OO geglkg) was irljected into the portal vein of the 30-min-ischemia models at

the beginning of reperfusion. In both the ischemia and the non-ischemia (control) groups, TNF appeared with-

in 30 min after LPS administratlon, reached the rnaximum level at 60 min and disappeared by 240 min. No sig-

nificant dif}E]erence in TNF ievels between the two groups were observed. However, all animals in the ischemia

greup died within 8 hr, while all animals in the non-ischemia group survived fbr more than 24 hr. In conclu-

sion portal inoculation of LPS after ischemia-reperfusion liver iojury induced irreversible damage to the liver

mitochendrial energy state with no effect on peripheral TNF }evels, and TNF expression does not seem to be a

primary facter in inducing MOF.

Key words: tumor necrosis factor (TNF), arterial blood ketone

jury of the liver, multiple organ failure (MOF)

body ratio (AKBR), ischemia-reperfusion in-


