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Bilirubin　 Rinse:ASimple　 Protectant　 Against　 the　Rat　 Liver　 Graft　 Injury　 Mimicking

　　　　 Heme　 Oxygenase-1　 Preconditioning.

(ビ リル ビン リンス法の 開発:ヘ ム 才キ シゲ ナ ーゼ ー1に よる

プ レコ ンデ ィ シ ョニ ングに匹敵 する 移植 肝保 護効 果 の検討)

加　藤 悠　太 郎

内容の要旨

　 肝移植 におい て グラフ ト肝 冷保存再櫃流障宮の制卿 は重要 な課題

である。 ヘム代謝の律連醒素であるhemc　uaygenasc〔HO)の 誘 導型

ア イソザ イムHO。1を 冷保 存前に グラフ ト肝 に誘導す る こと(HO。 巳

pranndilinning7に よる冷保存 再濯流陥宮抑制効果が 近年 轍告 さnて

いる。HOfl7#反 応の娘怒鑑物は一飲化炭素(CO1,ビ リルビンお よ

び2価 鉄 であ るが 、それぞれ重要な生物活性 を有 する ことが最 近明

らかにな った。 しか し上記 の臆 器保纏効果におい ていずれの産物が
.k要な役割 を担

ってい るかHY細 は不明であ る。

　 本研究 で13,第 一に16時 閏冷保 存 ラッ ト肝の体外 再濯流モデ ルを

用いて、HO・1　pro畝D醐i面ningのグラフ ト肝保護効 果におけるHO反 応

巌物 依存性の機序 につ いて検討 した。第 二に16時 聞冷 保存肝移埴モ

デル を用 いて、第 一の検 肘で垂 饗な関与が認め られた ビリル ビンを

移植 直前 にグラフ ト内投与 し(ビ リルビン リンス),そ の冷保 存再滋

流障 害抑制効果について検Jiし た。

!.HO・1　 lirecondilioningによるグラフ ト保護 幼果の機 序の検討

　 ラ ッ トよ り採取 した全肝 を保存液UniΨersi巳y　or　Wisoonsin液 内 に16
uSBe.4℃ で保存後、酸素化Krebs-HaudciuffiSJ液 で門脈 よ り体外 再

櫃流 するモデル を作伐 した。 グラフ ト肝のHO・1　prcwnditianingは 冷

保 存開蜘8時 聞前 にH〔>1講 導薬 剤Heminの 腹腔 内投 与 にて 行 った。

Hemin処 置群 では冷保存 町温流 後、胆汁内 ビ リル ビ ン ・胆 汁酸 ・リ

ン脂 質分泌 仕の増加 を伴 う有意 な胆汁流最増加 を雌め、肝 醇素逸脱

匿で評価 される肝細胞障uも 有意 に軽減 した。HO阻 宮剤役 与によ1,

有意 に抑 制 されたHemin処 置の効果は 、低用 童 ビリルビ ンの共 湿流

によ り澄 度依存性 に再現 され た。 さらにHO-1非 誘 導肝 において も、

再温流早期 の低用 置 ビリル ビン共湘流 によ りHO.1誘 導に匹敵す るr

保 存再溜流障害抑制効 果を錫めた。 また再蔽流 に よって グラフ ト肝

細胞 に発 生 した酸 化ス トレス はHemim処 皿 あるいは低用 鰍 ビリル ビ

ン共温流に より有意`二抑制 　it.た0

2.肝 移殖における ビリル ビン リンスの有効性に関す る検討

　 ビ リルビン リンスの有効 性を ラッ ト同所 性肝移植 モデルで検 対 し、

HO-I　precnndilianingの効果 と比較 した。 その絡 果、移植直前 に低用

raの ビリル ビンでグラフ ト肝 リンス を億行 した群 では ビリル ピ ンリ

ンス非施 行群に比 して 、移植後胆 汁流蹟 ・血清肝醒 業逸脱量 ・術後

24時 間生存率が有意 に良好 であった。 またこの ビ リル ビンリンスの

グラフ ト肝保護効果はHO・1　precondilinningl二よる効果に匹敵 した。

　 以上の実験で は.ビ リル ビンは至適低濃度 での み有効 であ り、高

汲度 での投 与は逆 に各 バラ}一 タを悪化 させ 、その 毒性が示唆 され

た。

　 以上の縞果 から、eai　 precondilToningの冷保 存桝溜流障害抑 制に
よるグラフ ト保護効果 の機 序の一つ と して ビリル ビンの抗酸化 作用

が示唆 さn,ま た ビリル ビンリンスの冷保存 爵繊流障 害抑制効 果は

HO-I　precondiliuningの幼果 に匹敵 すると考え られた。臨床応用 可能

な良時聞冷保 存グラフ ト肝保護法 として、ヘム代 謝に影響 を与えず 、

また単純 かつ厩価 である とい う点で 、用量 を至適 に保 った ビ リル ビ

ンに よるリンスの方が薬物的HO・1誘 導 よ りも優位性 があ る可能性が

示唆 された。

論文審査の要旨

　 肝 移値 にfiけ る グラフ ト肝冷保 存再 溜流障 害の抑 制 方法 と して

HO・1　preconditioningの有効性が紐告 されて いるが 、その機序 につ い

ては不明な点 が多い。本研究で13,同 機序 におい て、NOD応 産物 で

あ るビリル ビンの抗酸化作用が 並要な役割 を担 っている ことが明 ら

か にさn、 さらにex　vivOお よびin　vivo両 実験系 において、 グラフ ト

肝 にX?す る ビリル ピンリンスは、HO・l　prewndilioninglに匹厳す るr

保存匿課流障 害抑制効果 を発揮 した。

　 審査 では、ticビ リル ビンリンスに閲 して質疑が な された。投`」・

ビリルビンの 有効濃度 の範 囲が狭 い理 由がltp　fifl.、また毒性が 出現

す るビリル ビン濃度 周辺の投 与濃度 を さらに細 く設定 すべ きとの揃

摘 が な　}Lた 。 これに対 し,in　vi"oで の報告では抗酸 化作用 を発揮

す るビリル ピン濃度 の範囲は さらに広いが、ex　vivof3よ びin¥'IVOで

は比較的低濃度 で も細 胞毒性が出現 し、有効 濃度の範 囲が狭 くなる

可能性 はあ り、現 時点 でi3JF細 は不明であ る と回答 され た。 また、

ビリルビン リンスの臨床応用 を考 える上で 、Boaの ような微妙 な濃

度設定 は可能 か とい う問い に耕 して、 ヒ トにお ける有幼投与識度 の

設定 にはさ らなる検討が必 要であ るが、 可能 である との考 えが示 さ

れ た。 また 、臨床.r_,移 掴肝 にftす るリンスの際 に ビリル ビンが肝

内に不均 一 に分布 し、高濃度 に集積 した領域の肝 障宮がrti現するロ∫

能性 につい て貿問 され、 リンス1技 の向.1二`二よ り克服 し碍 る問題 で

あ ると回答 された。 まr_,ez　 vivoに 比 してin　vi鴨で投 ワビリル ビン

有効濃度が 若干高い理由 を間われたが 、in　VIVOで は書11i651iuaに肝 内

に供給 され る血中の アルブ ミンが ビリルビンをある程度 捕捉 し、 ビ

リル ビンの 肝細 胞毒性 を軽減 してい る可能 性に ついて 言及 され た。

さらに、ビリル ピンリンスの有効性 のk$iifと して ビリルビンの抗 酸

化作用以外 の作 用の 閲与は考 え られるか との質 問に対 して 、文献 的

には その他の肝 細胞保護効 果の綴 告はな く、現時 点では否定 的であ

る との考えが述べ られた。一方、本研究におけ るK叩 晩r畑 胞 由来の

酸化 ス トレスの 重要性 を問われたが、本研 究で はK叩nCl【細胞 および

好中球 由来 の酸 化ス トレスの関与 が僅 少であ る冷保存時Htlfiよぴ可

濯流環境 を設定 した ことが 説明 された。 また、肝 組織 ビ リル ビン免

疫染色写真の質が低い との指摘が あ り、 さらに肝怨織acroleio免疫乗

色写真の一 郎で、陽性肝細胞核数が 別途 カウン トした数に合 致 しな

い傾向が あn.掲 載写真 の選択 を考慮すぺ きと指嫡 された。

　 以 上、本研 究は、投与 ビ リル ビンの濃度設定や 組織榛 本写真 に改

露すべ き点が指 摘 され、 また、臨床応 用 を考 える際 に検討すべ き点

も多 く残 されているが 、ビ リル ビンの抗 酸化作用 に よるr保 存肝iii

満流障害抑制効 果がin　vivoで は じめて示 さit,ビ リル ビンリンスの

臨床応mの 可能性 も示唆 さhた 点 で、今後の肝移植 の戒績向 上に寄

与 し欝る有意義な研 究であると評価 された。
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