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論文内容の要旨

[目的]

虚血再濯流による臓器傷害は、肝臓外科術後や全身性ショックの病態に関わる臨床的に重要な問題である。肝移植

後のグラフト不全の発生にもこの再濯流障害のメカニズムが関与している。類洞内皮細胞の傷害が、虚血再濯流肝障

害の主因の一つであることが報告されているが、内皮細胞に対する虚血再濯流傷害のメカニズムは充分に解明されて

いない。

虚血中には、解糖と ATP の加水分解によって組織はアシドーシスとなる。再濯流後に pH は生理的な値に復帰する

が、この急激な pH の変化に伴って細胞死が起こり、 pH パラドックスと呼ばれている。 pH パラドックスは、再濯流

障害を引き起こす主たる要因であると考えられる。グリシンは、 pH パラドックスを含めて、様々な原因による細胞傷

害に対して強力な保護作用を示すが、肝移植においても、内皮細胞の細胞死を抑制し、またグラブト機能を改善する

ことが示されている。一方、細胞骨格は、内皮細胞の細胞機能の発現と形態の保持に重要な役割を果たしている。ド

ナー肝の冷保存中には、類洞内皮細胞の形態的変化が観察される。他臓器の細胞では、 ATP の枯渇が細胞骨格の破壊

につながることが示されているが、類洞内皮細胞では、 ATP 枯渇時の細胞骨格の変化と細胞傷害の関連は充分検討さ

れていない。類洞内皮細胞の形態変化と細胞死は、ドナー肝保存後の再濯流後グラフト不全につながる初期の変化で

あり、本研究では、類洞内皮細胞の虚血再、濯流モデルにより、細胞死のメカニズムを、 pH と細胞骨格の変化の関与を

中心に解析し、また、細胞死を抑制する要因について検討した。

[方法並びに成績]

実験には、ラット肝より、コラゲナーゼ濯流法およびエルトリエーションにより得られた初代培養肝類洞細胞を用

いた。臓器虚血のモデルとして、青酸カリウム (KCN) によるミトコンドリア呼吸抑制(以下 chemical hypoxia) を、

臓器再潅流のモデルとして、 chemical hypoxia 後に KCN を除去した(以下 simulated reperfusion) 。培養細胞の

viability は propidium iodide の蛍光強度により測定した。 Chemical hypoxia および simulated reperfusion 時のミト

コンドリア膜電位を共焦点レーザー顕微鏡下に、 tetramethylrhodamine methy lester の蛍光を画像化することによ
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り、解析した。また、 actin および vinculin の抗体染色によって、細胞骨格の動態を検討した。

アシドーシスによって、 chemical hypoxia 時の細胞死が抑制された。同様に、ブドウ糖に、 chemical hypoxia によ

る細胞死を抑制する働きが認められた。ブドウ糖による細胞死抑制は、解糖による細胞内の ATP 供給によるものであ

った。 4 時間の chemicalhypoxia (pH 6.2) に引き続いて、 pH を 7.4 に戻すと、 KCN の存在にかかわらず、急激な

細胞死がみられた。この pH 依存性の再濯流障害 (pH パラドックス)は、 KCN 除去時のパップアーの pH を6.2にす

ることによって抑えられ、これらの結果より、 pH の変化そのものが細胞死の引金となることが確認された。アシドー

シスと同様に、グリシンにも pH パラドックスを抑制する働きが認められたが、ブドウ糖では、 simulatedreperfusion 

後の細胞死の抑制はみられなかった。

細胞内のミトコンドリアは、 chemical hypoxia の聞に脱分極し、 KCN の除去後、一部の細胞で早期にミトコンド

リア膜の再分極とがみられたが、この再分極と、細胞死の聞に、強い相関がみられた。すなわち、早期にミトコンド

リアが再分極を示した細胞では、 simulated reperfusion 後生存し続けたのに対し、再分極しなかった細胞は、細胞死

に陥った。細胞死にいたる細胞の細胞骨格は chemical hypoxia 中に高度に破壊され、この細胞骨格破壊はブドウ糖に

よって抑制された。

[総括]

肝類洞内皮細胞において、虚血時にはミトコンドリアの膜電位の消失と細胞内 ATP の枯渇とが起こり、これらに引

き続いて、細胞骨格の破壊がおこる。最終的には、ミトコンドリアの非可逆的な障害が起こるが、細胞死は、虚血中

に生じるアシドーシスによって抑制されていると考えられた。再濯流後に pH が生理的な値に戻ると、アシドーシスに

よるサイトプロテクションがなくなり、細胞死の引き金になることが示された。ブドウ糖は、 ATP の供給源となるこ

とで、虚血中の細胞死を抑制した。再濯流後の細胞死は、グリシンおよび、アシドーシスによって抑制された。

論文審査の結果の要旨

肝に対する虚血再還流傷害は、肝移植時を始めとする肝臓手術後、あるいは、全身ショック時に、臨床的に問題と

なる事象であり、この傷害においては、類洞内皮細胞に対する傷害が、主要な要因と考えられている。本研究は、虚

血再濯流時の、内皮細胞傷害とそれに対する保護因子について検討することを目的として、培養類洞内皮細胞と KCN

を用いた虚血再濯流モデルによって、詳細な研究をしたものである。その結果、類洞内皮細胞において、虚血時の ATP

減少と細胞骨格破壊は、ブドウ糖によって抑制されること、また、再濯流時の傷害は、 pH の変化に依存し、この傷害

に、ミトコンドリアの機能障害が関係すること、さらに、アシドーシスまたは、グリシンは虚血再潅流傷害を抑制す

るが、この保護作用には、細胞骨格破壊あるいは、ミトコンドリア機能障害の抑制を介するものではないことが示さ

れた。

虚血再濯流時の類洞内皮細胞傷害の詳細と、その傷害に対する細胞保護因子であるアシドーシス、ブドウ糖、グリ

シンの作用を明らかにしたという点において、臨床的にも非常に意義深く、学位の授与に値すると考えられる。
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