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The　 Role　 of　Nitric　 Oxide　 after　 a　Short　 Period　 of　Liver　 Ischemia-Reperfusion.

　　　　　　　　　　　　　　 (肝 虚 血 再灌流 にお け る一酸化 窒 素 の意義)

内容の要旨

森　末

1緒 言1NOの 作 用 には2面 性 が あ り、1血 管拡 張 や 、　i飢小 板 、 白[証球

凝 集抑 制 、 線 溶 活 性 冗 進 に よ る微 小 循 環 改 善 作 用 と、活 性 酸 素 と 反

応 しpernxynitri[eを 形 成 す るcytmoxicな 作 用 が あ る 。 本研 究 で は 肝 虚

血 再 濯流 にお け るNOの 役 割 に つい て 検 討 し た。

【材 料 、 方 法1Wt5121系 雄 性 ラ ッ トの 肝 動 脈 、 門 脈 を30分clampす る

肝 虚 血再 濯 流 モ デ ル を作 製 した。 コ ン トロ ー ル群 と してNO合 成 酵 素

阻 害薬 非 投 与 群 とL-NAME投 与 群 お よびaminoguanidine投 与 群 の 計3

群 を設 け た 。 肝.L部 下 大動 脈 よ り採血 し全 血 中 活 性 酸 素 、 血 漿 中NO.

血清1田n剛nimsc、 末 梢 血 白1肛球 数 を測 定 し、 さ らに 肝摘 出 し病 理 組

織 学 的 検 索 を 行 な い 、 蛍 光 免 疫 染 色 に よ り 組 織 中 のiNOS、

nil[alryosl【ce発現 を調 べ た 。 ま た 、　in　vivn　microscOPCを 用V・て 虚 血 再

照流 時 の 白血 球 の 血 行 動態 に つ い て観 察 した。

【緒 果1コ ン トロ ー ル群 に お い て 、 麟 俵流 後 血 漿 中NOは 時 間 経 過 と

共 に 増加 し、 肝 組織 中 のiNOSと 皿iImly【05incの 発 現 を 認 め た 。 ・一方 、

NO合 成 酵 素 阻SY:K投 与 群 で は.コ ン トロ ー ル 群 と比 較 し 、 血 漿 中

NOの 低 下 とnilrolyrutincの 発 現 減 弱 を認 め た 。 血 清lransaminasc、 病

理 組 繊 像 、in　VIVO　microscopcで 示 され る 微 小 循 環 障 嵜 の 程 魔 はL-

NAME投 与群 〉 コ ン トロ ー ル 群>aminoguanidine投 ワ群 の 順 で あ っ

た 。 再 灘 流 後6時 間 でL・NAME投 与 群 は コ ン ト ロ ー ル 群 、

臼minog聰nidine投 手欝 と比 較 し有 意 な 生 存 率 の 低.ド を鵡 め た。

【考 察!NQ合 成酵 素 を 阻害 す る こ とでperoxyniui1eを 生 成 す るNOが 減

少 し、 肝 紐 織 中 のnil【nlyrosincの 発 現 は 減 弱 した 。 再 亜 流 後 の1血 中

lransaminase値 の ヒ昇 は 、　aminoguanidine投 与 群 で 有 意 に軽 減 し たの

に対 し、 逆 にL-NAME投 与 群 で は 増 加 した。　Aminoguanidine投 与 に

よi)pefOZynllrlle生 成 が抑 制 され 内皮 細 胞 障 害 が 軽 減 し、 微小 循 環 が

改 善 され た が 、L-NAMEを 投 与す る と再 溝 流 後 、 血 管 内皮 に 接 着 す

る 白 血球 が 極 め て 多 くな り、類 洞 に 血 栓 が 形 成 され 循 環 不 良 と な っ

た 。L・NAME投 与群 は 病 理 組 織 学 的 に も う っ血 が 高 度 で あ り、 再 温

流 後 の 生 存 率 も低 下 した 。cNOS由 来 のNOを 温 存 し、　peroxynilriie$

成 を 抑 え る こ と が 、 虚 血 再 涯 流 を軽 滅 す る 方 法 と し て 重 要 で 、

aminnguanidineの よ う にiNO5を 特 異 酌 阻 害 す る薬 剤 は 有 用 と考 え ら

れ た。

【結 論 】 肝 虚 血 再 瀧 流 に お いて 　 iNOSI阻 害 に よ りhigh-output　 NO33よ

ぴpcrozynilrilc産 生 を抑 制 し、　cNOSIは 陽害 せ ず 、 微小 循 環 維 持 に 必

要 なNOは 確 保 して お くこ とが 障 害軽 減 に 重 要 で あ る こ とが 示 され.

た。

淳

論文審査の要旨

　肝 移植 、肝 切除 におい て虚血碍 酒流障害 は切実 な問題 であ る。本

研究で は肝虚 血再蔽流 におけ るNOの 意義 をin　YIVOで ラ ッ トNFd@dnNi

櫃流モデ ルを用 いて検討 した。

　審査 では 、 まずL-NAME投 与群 とaminoguanidine投 与 群にお け る

NO産!E:$の 違い につい て間 われ 、　L・NAMEがcNOSを 阻害す る分の

差 であ るとの 回答 がな された。L。NAME投 与群 とaminoguanidine投`i.

群でNQ産 生量に差が検 μ1できな かった部分 も認め られ たが 、 これは

cNOSに よるNO産 挑 量が極め て微爺 であるほ かに、各時 間の群 間に

個体差が含 まれたため と説明が な された。 またiNOSmRNA,　 iNOSfh[

白 の 発 現 時 間 の 推 移 に つ い て 質 疑 が 出 さtt、 そ れ に 対 して

aminoguanidincが 実際 に効 果 を表 して いるか質問が な された。再櫃流

4　 na後 の肝 組織免疫 染色 にお いては肝 細胞 、あるい はK叩rにr細 胞

の細胞質の一 部が 染色 され.iNOSとniirayrosineの 発現が示 されてい

た。耳溜流後4時 閥以内の と りわけ早 期の段階でNO合 成酵 素阻;tc

がiNOSを 阻害す る可能性 につ いて は、虚血1時 間萌に麻 酔 をかけて

NQ合 成 酵素阻害薬 を投 与 して いる段階 でiNOSを 誘導 させ るよ うな

侵襲が加 わっている ことや、 再池流 開姑の1時 間 半前にNO合 戒酵 素

阻害薬 を投 与 している こ とも関与 した 可能性が ある と回答 された。

またaminoguanidineが 再 溜流 直後 か ら白血 球の類 洞内での接着 を阻筈

した理 由 として 、肝徴 小循環 内で は再泌流後の 非常 に早期か ら検 出

で きない レペルのiNosが 発 現 し、 これがNOを 産'{三す る ことに よる

微小循環へ の影響 がある こ とな どが説 明 され た。Q血 中活性酸 素麓

生量 は、虚血搏湛流 の刺激 を受 け た白血 球 にル ミノール を添加 して

4じ た化学 発光 を測 定 した もので あるが、NOに はsupcruxideを 言肖去

す る作用があ るため、爵溜流直後の活性酸 素産 生積 はamitroguanidine

投 与群 で上昇 し、一方のL・NAME投 与群 では、微小 循環 を維持 す る

程度のNOi産 生 も抑制 するため 、白血球 が類洞 内に多数接着す る結 果、

肝動脈 と門脈 をdeclampし て も、再照流直後の血液 流蹴が極め て少な

いため活性 酸素産生 量は増加 しな かった もの と説明 された。本研 究

は2種 類 のNO合 成酵 素阻 害薬 の特 性 を利用 して 、　iNOSあ るい は

cNOS由 来のNOの 意義につい て検 討 してい るfit,　alninoguanidine自 身

にiNosと は無関係 に微小 循環 を改善 させ る作用 がないの か、 またL・

NAME投 与群 で示 され た微 小 循 環障 害 と生存 率 低 下 につ い て も、

NOSと は無 関係 なCYIOIOXICな 作用 がない か、検討 す る必 要があ った

と指摘 された。以 上、本研 究 では今後検 討すべ き課題が少 な か らず

あ るものの、肝虚 血樽濯流にお けるNOの 役翻 を解 明す る乎が か りと

なる有意義な研究であ ると評価 された。

　論文審査担 当者 　主査 　外 科掌 　北 島　政樹

　　　 　　医 化学　末松 　 　誠　 　内科学　石井　裕正

　　　 　　解剖学　相磯　 貞和

　学力確認担 当者:北 島　政樹 、末松 　誠

　　　審査 委貝 長:末 松 　識

　　　 　　　　 　　　 　　　　 　　　 　 試問 日:平 成 置5年7月23日

一z1一


