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    学位論文題名
Lipid peroxidation during ischemia depends on ischemia
    time in warm ischemia and reperfusion of rat liver

  （ラット肝温阻血灌流モデルにおいて，

阻血中の脂質過酸化は阻血時間に依存する）

学位論文内容の要旨

研究目的

【背景1温阻血再灌流(IR)において、再灌流後の爆発的な活性酸素種(ROS)の生成に

よ り 酸 化 的 障 害 が 惹 起 さ れ る 。 抗 酸 化 剤 の 阻 血 前 投 与 が 有 効 な こ と か ら 、 わ れ わ れ は

阻 血 中 に 既 に 酸 化 ス Iレ ス が 生 じ て お り 、 再 灌 流 後 の 酸 化 的 障 害 、 非 特 異的 炎 症 反 応 、ア

ホ ． ト ーシ ス な ど の triggerと な る こ とを提 唱して きた。 しかし 、阻 血中の 酸化ス Iレ ス評価 は

困難であり、定量的に解析した報告は少なく、十分には解明されていなぃ。

【 目 的 1肝 の 温 阻 血 中 に お こ る 酸 化 ス 1レ ス の 程 度 を 明 ら か に し 、 再 灌 流 後 の 細 胞 機 能 、

障害、個体の予後への関与を明らかにすること。

方法

【 モ デ ル ］ ： 雄 性 Sprague― Dawley Rat (220 - 280g） を 用 い 、 一 晩 絶 食 の 後 70％ の 肝

温阻血およぴIRを行った。

【 デ ザ イ ン 】 ： ＠ 温 阻 血 時 間 が 個 体 の 生 死 に 及 ば す 影 響 ： 60， 120分 の 温 阻 血 を 施 し 、

再灌流後の1週生存率を比較した。◎温阻血時間が再灌流後早期の障害に及ばす影

響： 60，120分の温阻血を行い、再灌流後60分での障害を評価した。◎温阻血時

間と阻血中の酸化スIレスの推移： 30，60，120分の温阻血およびsham手術を施し、

酸化スIレスを評価した。

t評 価 項 目 】 ： ＠ 1週 生 存 率 ◎ ◎ 肝 障 害 ： 血 中 Aĺ T活 性 、 総 ヒ ゛ lJル ヒ ゛ ン を測 定 し た 。

酸化的陸宣のマーか：肝の主構成9ン月旨質であるホスファか゛ルコ9ン(PC)，ホスファチシ゛ルエタノラ：ン(PE)

の過酸化物(PCーOOH，PE-OOH;以下L-OOHsと記載）を

Chemilummescence-HPLC法 で測 定 し た 。マ ロンシ ゛アル テ゛ヒ ドと ヒ I゙ ロキ シノネ ナール の和

(MDA+4-HNE)は Í P0586kit~で 測 定 し た 。酸 化 赴 塑 の マー か ： 酸 化 型ク ゛ ル タ チ オ ン(GSSG)

を 測 定 した 。 抗 酸 iヒ鐘 ： 還 元 型 ク゛ ル タチオ ン(GSH)，superoxide dismutase (Cu/Zn-SOD)，

ク゛ルタチオンパルオキシタ゛一セ゛(c-GPX，PH-GPX)を評価した。

結果

＠1週生存率は60分IRでは100％，120分IRではO％であった。◎◎阻血

中にL-OOHs，MDA+4-HNEは阻血時間とともに増加したが、阻血60，120分での

量を比較すると、L-OOHsは有意に増加したが、MDA+4-HNEの増加は有意ではな

かった。GSSGは‘120分阻血で有意に増加したが、30，60分の温阻血による酸化ス

トレスを反映しなかった。GSHは温阻血30分で減少し、60分以降は緩徐に減少した。

  60分IR群では、再灌流後60分でL-OOHs，MDA+4-HNE，GSSGは速やかに減
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少した。GSHはshamの70％まで回復した。PH－GPX活性はshamの82％まで低

下したが、c-GPX，Cu/Zn-SODの活性は変化しなかった。

  120分IR群では、再灌流後60分でLーOOHs，MDA+4-HNE，GSSGはさらに増

加し、GSHはさらに減少した(shamの21％）。PH-GPX活性はshamの47％，

Cu/Zn-SODは 89％ に 低 下 し た 。 c－ GPX活 性 は 変 化 し な か っ た 。 120分 IR群 の 再

灌流後60分のALT，総ヒ゛9ルヒ゛ンは60分IR群より有意に高値であった。

考察

  120分IRではGSH減少、PH-GPX，Cu/Zn-SOD活性低下、L-OOHs，血中ALT

増 加 が 同 時 に 示 さ れ 、 個 体 は 死 亡 し た 。 60分 IRで は 軽 度 の PH-GPX活 性 低 下 が 見

ら れ た が 、 GSHは 回 復 、 L-OOHsは 減 少 し 、 個 体 は 生 存 し た 。 IRに よ っ て 生 じ る

ROSに よ り 、 防 御 シ ス テ ム （ 抗 酸 化 能 ） が 破 綻 し な け れ ぱ 回 復 過 程 を辿 り 、 破 綻 する と 不

可 逆 な 障 害 に 進 展 す る こ と が 脂 質 、 タ ン ′ 、 ゜ ク 、 臓 器 、 個 体 レ ベ ル で 示 さ れ た 。

  L-OOHsは 脂 質 過 酸 化 の 1次 生 成 物 で あ り 、 PH-GPX， GSHの 存 在 下 に 速 や か に

消 去 さ れ る た め 、 酸 化 ス 1レ ス に よ る 膜 障 害 を real timeに 反 映 す る 。 L-OOHsの 増 加 は、

脂 質 過 酸 化 の 速 度 が PH-GPXに よ る L-OOHsの 消 去 速 度 を 凌 駕 し て い る こ と を 示 す 。

実 際 、 阻 血 中 に GSHが 減 少 し て お り 、 L-OOHsの 生 成 遭 塵 は 阻 血 時 間 依 存 的 に 増 加

した。120分IRでの再灌流後60分のL-OOHs量の増加には、GSH減少のみなら

ずPH-GPX活性の低下も関与していることが初めて示された。

  L― OOHsは 細 胞 毒 性 が 殆 ど 無 く 、 蓄 積 さ れ た L-OOHsが ラ シ ゛ カ ル 化 し て 脂 質 過 酸 化

の 連 鎖 反 応 を 促 進 す る こ と が 障 害 の 原 因 と 考 え ら れ る 。 ま た 、 阻 血 中 か ら 活 性 化 さ れ

る PLA2に よ る ア ラ キ ト ゛ ン 酸 代 謝 の 亢 進 (Ogata et al.)、 L-OOHsか ら の 過 酸 化 脂 肪 酸側

鎖の切り出しと9ソ゛9ン脂質の増加も障害を増悪させる。

  MDA， 4-HNEは L-OOHsが 酸 素 の 存 在 下 に 分 解 し て 生 成 し 、 タ ン パ ク 修 飾 、 GSHの

減 少 、 caspaseの 活 性 化 に よ り 細 胞 を 障 害 す る 。 し か し 、 低 酸 素 下 で は 生 成 効 率 が

落 ち る可 能 性 が あ り、 阻 血 臓 器 の脂 質 過酸 化をlJア ルタ イムに は評価 できな ぃ可 能性が ある。

実 際 、 本 実 験 で は 、 L-OOHsと MDA+4-HNEは 阻 血 中 以 外 で は 相 関 し た が (r2冫 0.913)、

阻 血 中 に は 相 関 し な か っ た （ r2く 0.533)。 MDA+4-HNEの 生 成 遭 塵 は 阻 血 60か ら 120

分 で は 減 少 し て い た 。 従 来 、 阻 血 肝 の 酸 化 ス Iレ ・ ス が 想 定 さ れ て い る に も 関 わ ら ず 、

TBARS， MDA， 4-HNEな ど で は 阻 血 時 間 依 存 的 な 酸 化 ス ゛ Iレ ス を 定 量 的 に 評 価 で き な か

った理由を明快に説明し得た。

  c-GPX， PH-GPXは GSHの 存 在 下 に H202， L― OOHsを 消 去 す る た め 、 阻 血 中 の

L-OOHs増 加 は GSH減 少 に よ っ て 説 明 し 得 る 。 わ れ わ れ は lethalな IR後 に は 、 再

灌 流 後 の ATP合 成 能 が 低 下 す る こ と を 報 告 し た (Yokota et al.)。 GSH量 は ATPを

用 い て 生 合 成 さ れ る た め 、 120分 IRで 再 灌 流 後 に GSHが 減 少 し た こ と も ま た 、 ATP

の 減 少 で 説 明 し 得 る 。 減 少 し た GSHに 見 合 う GSSGの 増 加 が 無 い こ と は 、 細 胞 か

らの漏出、ク゛ルタチオン抱合、タン′、゜クとの結合による、総ク゛ルタチオン(GSH+GSSG)の減少が関

与すると考えられる。

  肝 で は 温 阻 血 中 に 阻 血 時 間 依 存 的 に 酸 化 ス Iレ ス ・ 障 害 が 起 こ っ てい た 。 阻 血 中に 高 度

の 酸 化 的 障 害 を 受 け た 肝 は 、 再 灌 流 後 に 抗 酸 化 能 の 破 綻 、 酸 化 的 障 害 の 増 悪 を き た し 、

細 胞 死 、 臓 器 不 全 、 個 体 死 へ と 進 展 す る 。 こ の こ と は 酸 化 的 障 害 に 対 す る 治 療 の

window periodは 阻 血 中 で あ り 、 阻 血 前 に 治 療 を 開 始 す る べ き で あ る こ と の 論 理 的

根 拠 と な る 。 ま た 、 阻 血 終 了 時 か ら 再 灌 流 後 60分 ま で の 酸 化 的 障 害 、 抗 酸 化 分 子 量 、

抗 酸 化 酵 素 の 活 性 を 精 査 す る こ と で 、 臓 器 、 個 体 の 予 後 を 予 測 で き る 可 能 性 が 示 唆 さ

れ た 。 こ れ ら の 知 見 は 肝 温 阻 血 再 灌 流 障 害 に お け る 予 後 予 測 、 診 断 、 治 療 に 寄 与 す る

ことが期待される。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
Lipid peroxidation during ischemia depends on ischemia
    time in warm ischemia and reperfusion of rat liver

  （ラット肝温阻血灌流モデルにおぃて．

阻血中の脂質過酸化は阻血時間に依存する）

  肝温阻血再灌流(IR)において、阻血中の酸化ストレスの評価は困難であり、十分には解明され

ていない。申請者は肝の温阻血中におこる酸化ストレスの程度を明らかにし、再灌流後の細胞

機能、障害、個体の予後への関与を明らかにするために、ラットの70％の肝温阻血およびIR

を行った。sham手術，30，60，120分の温阻血および、60，120分の温阻血後に60分の

再灌 流 を 施 し た 。1週 生存 率、血 中」 丶 Í T活 性、総 ヒ゛ ルルヒ ．ン、 肝組織 GSH， GSSG，ゲ Jけ チオン

ペ ル オ キ シ タ ． ‐ ゼ (c-GPX，PH― GPX)活 性 、 Cu/Zn－SOD、 脂 質過 酸 化 の 1次生 成 物 で あ るホ ス フ ァ

チシ．ルコルンヒト．ロヘIルオキシト．(PC－OOH)，ホスファチシ．ルェタ′ラミンヒト．ロペルオキシト゛(PE-OOH)、2次生成物であ

るマロンシ．アルデヒト゛と4―ヒト．ロキシ´ネナ‐ル(MDA+4-HNE)を評価した。

  阻血中にPC-OOH，PE－OOHは阻血時間依存的に増加した。一方、MDA+4―HNEは増加

したが、その生成速度は阻血60分以降はむしろ低下した。GSSGは120分阻血で有意に

増加、GSHは温阻血30分で減少、60分以降は緩徐に減少した。60分IRでは再灌流後

60分で過酸化脂質，GSSGは減少し、GSHは回復した。120分IRでは再灌流後60分で

過酸化脂質，GSSGはさらに増加、GSHはさらに減少した。PHーGPX活性はshamの47％，

Cu/Zn-SOD活性は89％に低下した。120分IRの再灌流後60分のAÍ T，総ヒ゛ルルヒ．ンは60

分IRより有意に高値であった。60，120分IR後の1週生存率は100％，0％であった。120

分IRのPH-GPX活性の低下が初めて示され、PC-OOH，PE-OOHの増加を支持していた。

  温阻血中に阻血時間依存的な酸化障害が生じていた。阻血中に高度の酸化的障害を受け

た肝は、再灌流後に抗酸化能の破綻、酸化的障害の増悪をきたし、細胞死、臓器不全、個

体死へと進展する。抗酸化治療は阻血前に開始するべきであることが示された。  ゙

  公開発表後、副査の筒井教授より1）脂質過酸化の1次生成物と2次生成物の測定結果の

乖離の理由、2）抗酸化能の減弱は障害の原因か結果か、3）臨床応用されている、または、

見込まれる抗酸化治療があるか、などの質問があった。それに対して、1）脂質過酸化の2
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次 生 成 物 は 1次 生 成 物 が 酸 素 の 存 在 下 に 分 解 、 生 成 し 、 低 酸 素 下 で は 生 成 効 率 が 低 下 す る

可 能 性 が あ る 。 2） 高 度 の 酸 化 ス 1レ スに よっ て タン ハ° ク 変性 が生 じ 、抗 酸化 酵 素の 活性 低 下に よ

っ て さ ら に 酸 化 ス ト レ ス が 増 悪 す る 、 と い う 悪 循 環 が 生 じ た と 考 え ら れ る 。 原 因 で も 結 果 で も

あ り、 さ らに 詳細 な 検討が必 要である。3）抗酸化剤であ るエタ．ラホ．ン やニカラヘ．ンが 肝阻血再灌

流 傷 害 を 軽 減 す る こ と 、 ま た 、 薬 剤 や 阻 血 に よ る preconditioningが 臨 床 応 用 さ れ る 可 能

性 が あ る 、 な ど の 回 答 が あ っ た 。 主 査 の 浅 香 教 授 よ り 、 1） 120分 の 阻 血 ・ 再 灌 流 に よ り 全

て の ラ ッ ト が 死 亡 し 、 ALTが 著 し く 増加 し たが 、原 因 は酸 化ス ト レス なの か 。2） 四塩 化炭 素 (CCLA)

投 与 と 阻 血 再 灌 流 で は 、 ど ち ら が 脂 質 過 酸 化 の 程 度 が 強 い か 、 相 異 の 理 由 は 何 か 。 3） 阻 血

肝 の 酸 化 ス ト レ ス の 評 価 が 、 移 植 医 療 に ど の よ う に 活 か せ る か 、 な ど の 質 問 が あ っ た 。 そ れ に

対 し て 、 1） 肝 細 胞 死 、 細 胞 崩 壊 、 個 体 死 の 原 因 の す べ て が酸 化ス ト レス とは 言 えな い。 し かし 、

細 胞 死 の ヒ ゜ ‐ ク と な る の が 再 灌 流 後 6時 間 頃 で あ る の に 対し 、脂 質 過酸 化の ヒ °－ クは 再 灌流 後

5－ 15分 で あ り 、 阻 血 中 に も 増 悪 す る 。 し た が っ て 、 阻 血 中 か ら 再 灌 流 直 後 の 酸 化 的 障 害 は

阻 血 再 灌 流 傷 害 の 原 因 と 言 え る 。 2） 死 亡 し な い doseの CCL4投 与 モ デ ル の 方 が 過 酸 化 脂 質 量

は 多 い 。 こ れ は 、 CCL4投 与 で は 肝 の 大 部 分 を 占 め る 肝 細 胞 が 傷 害 さ れ る の に 対 し 、 阻 血 再

灌 流 で は 類洞 内皮 が 傷害 され る こと が関 係 する 。3） ゲラ フ トの 状態 評 価、 ク゛ う フト の選 択 に利 用

で き る と 考 え ら れ る 、 な ど の 回 答 が あ っ た 。 最 後 に 副 査 の 藤 堂 教 授 よ り 追 加 の コ メ ン ト と 質 問

が あ っ た 。 1） 肝 阻 血 再 灌 流 で は 過 酸 化 脂 質 量 の 変 化 が 小 さ く 、 評 価 が 難 し か っ た 原 因 は 何

か、2）阻血再 灌流傷害のメカニス．ム、酸化ストレスの推移に関する知見をどのように臨床にフイ・トnヽ ゛

ッ ク で き るか 、な ど の質 問が あ った 。そ れ に対 して 、 1） 肝 ホモ シ． ネ -1で の評 価 は大 部分 を 占め 、

過 酸 化 を 受 け に く い 肝 細 胞 で の 変 化 が 反 映 さ れ る が 、 阻 血 再 灌 流 傷 害 の 初 期 の タ ・ ゲ ッ ト は 類

洞 内皮 で あり 、局 所 での 酸化 ス トレ スが ホ モシ ゛ネ ‐ 1に は 反映 されにく い。肝細胞で活性 酸素が生成

し て も 、 他 臓 器 よ り 抗 酸 化 能 が 強 く 、 傷 害 に は 至 ら な い こ と も あ る 。 2） 他 臓 器 で 臨 床 応 用

さ れ て い る 薬 剤 の 肝 で の 有 効 性 を 示 し 、 適 応 を 拡 大 す る こ と が 早 期 に 抗 酸 化 治 療 を 臨 床 に

還 元 す る 道 筋 と 考 え ら れ る 。 ischemic preconditioningの 体 系 化 、 新 規 保 存 液 の 開 発 に よ

り 脂 肪 肝 、 心 臓 死 ト ． ナ ‐ か ら の 移 植 を 実 現 す る こ と が 望 ま れ る 、 な ど の 回 答 が あ っ た 。

  本 論 文 は 肝 の 阻 血 時 間 依 存 的 な 阻 血 中 の 脂 質 過 酸 化 を 示 し 、 再 灌 流 後 の 酸 化 スト レス の 増悪 と

の 関 係 を 体 系 的 に 示 し た 。 ま た 、 従 来 、 阻 血 中 の 脂 質 過 酸 化 が 過 小 評 価 さ れ て い た こ と を 、

脂 質 過 酸 化 の 1次 、 2次 生 成 物 の kineticに よ っ て 解 明 し た 世 界 で 初 め て の 報 告 で あ る 。 抗

酸 化 酵 素 PH一 GPxが 阻 血 再 灌 流 に よ っ て 失 活 す る こ と も 世 界 で 初 め て 示 し た 。 臓 器 保 存 中 の 酸

化 ス ト レ ス を 評 価 す る こ と に よ り 、 再 灌 流 後 の 臓 器 、 個 体 予 後 を 予 測 し 得 る こ とを 示し て おり 、

肝 移 植 の 安 全 性 向 上 に 寄 与 す る こ と が 期 待 さ れ る 。 ま た 、 抗 酸 化 治 療 を 阻 血 前 に 開 始 す る べ

きであ ることの論拠とな る重要な知見と考 えられる。

  審 査 員 一 同 は 、 こ れ ら の 成 果 を 高 く 評 価 し 、 申 請 者 が 博 士 （ 医 学 ） の 学 位 を 受 け る の に

充分な 資格を有するもの と判定した。
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