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研究成果の概要（和文）：肝移植後早期に血小板減少の継続を認めた症例の治療成績は不良であるが、この病態
の解明は不十分である。本研究では、肝移植後早期に肝生検にて得られた肝組織やラット虚血再灌流障害モデル
を用いて同病態の解明に取り組んだ。血小板は主に類洞血管外血小板凝集Extravasated platelets aggregation
（EPA）の形態として認められ、同程度が強い症例ほど、血小板数やグラフト機能の低下を認めた。虚血再灌流
障害モデルでは、抗血小板作用及び血管平滑筋拡張を要するPDE3阻害剤を虚血処置前に脾臓注入にて経門脈的に
投与したところ、肝組織・機能障害、血小板減少および小腸障害の軽減を認めた。

研究成果の概要（英文）：There is increasing evidence that continuous thrombocytopenia soon after 
liver transplant (LT) is associated with a less favorable prognosis. Few pathophysiological studies 
have assessed post-LT thrombocytopenia. We elucidated the pathogenesis of thrombocytopenia after LT 
using the allograft tissue obtained after transplant and rat hepatic ischemic reperfusion injury 
model. Platelets were found mainly as extravasated platelet aggregates in local microenvironments. 
Platelet count after surgery and graft function were lower in EPA positive group than these of 
negative group. Pre-treatment of phosphodiesterase-3 inhibitor, milrinone by intraportal 
administration using splenic injection reduced hepatic ischemia-reperfusion injury minimizing small 
intestinal injury and platelet depletion in rats 

研究分野：肝移植
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１．研究開始当初の背景 
生体肝移植の治療成績は向上を認めるが、1 

年以内に10～20％の死亡例を認め、術後早期

の生存率の改善が急務である。我々は、肝移

植後早期に継続する血小板減少を認めた症例

の治療成績は不良であることに着目した。自

験例において肝移植後にグラフト機能不全に

陥った症例では血小板減少を伴っており、ま

た肝組織を用いて血小板表面抗原である

CD42bの免疫組織染色を行ったところ、血小

板は主にZone3における類洞血管外に血小板

凝集（Extravasated platelets aggregation: EPA）

として観察されることを見出した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、肝移植後における血小板凝

集・活性化や EPAの病態、同病態の程度が移

植肝に与える影響を解明することを目的と

して実験を開始した。 
 
３．研究の方法 
１）臨床病理学的研究 

肝移植早期に肝生検にて得られた肝組織

を用いて、CD42bの免疫組織染色を行い、血

小板凝集・活性化や EPAの臨床学的意義を検

討した。 

（２）動物モデルを用いた研究 

肝移植後状態を各種動物実験モデルにて

再現し、組織（肝、脾臓、小腸）や血液を採

取し、血小板凝集・活性化や EPAの病態を評

価した。 
 
４．研究成果 
（１）EPAの臨床病理学的意義 

生体肝移植後早期に肝生検により得られ

た 20 症例の肝組織において、血小板は主に

EPAの形態として認められた（Fig1）。肝移

植後の虚血再灌流障害、高度手術侵襲、免疫

抑制剤や抗がん剤などの薬剤性障害が

initiatorとなり、類洞血管内皮障害が発症し、

同内皮剥離・脱落が惹起され、血小板が類洞

血管外の Disse 腔に漏出して凝集・活性化し

ていると所見から考えられた。EPAは主に小

葉中心静脈周囲（Zone3）に存在し、EPA の

程度が強い症例ほど、GRWRが低く、術後の

血小板数低下や肝機能低下を認め、1 年生存

率も低下することを確認した。EPAがグラフ

ト機能不全に関与している所見と考えられ、

本研究による実験的な証明の必要性を示す

結果と考えられた。 

Fig1 

 

 

（２）ラット肝移植モデルを用いた研究結果 

ラット肝移植拒絶モデルの作成に取り組ん

だ。手術手技としては遂行可能であったが、

モデルの安定性の獲得および実験に十分な

個体を確保することは、研究者のエフォート

内では困難と判断した。移植肝は拒絶のみな

らず虚血再灌流障害、免疫抑制剤等の薬剤性

肝障害、過少グラフト症候群など様々な機序

により障害を受けるため、モデルを虚血再灌

流障害モデルに変更して研究を進めること

とした。 

（３）ラット虚血再灌流モデルを用いた研究

結果 

虚血再灌流障害モデル（肝十二指腸間膜全

クランプ、虚血時間 30分）（I/R群）を使用

し、肝臓、小腸、血液を再灌流 5時間後に採

取した。I/R群は Sham群と比較して、血液検

査にて有意な肝障害マーカー（AST、ALT、

T-Bil、D-Bil、LDH、HA）の上昇を認め（Fig2）、

血小板減少も認めた（Fig3）。HE染色では、

I/R 群の肝組織において、うっ血及び肝壊死

を認め（Fig4）、小腸組織では粘膜障害及び



うっ血を認めた（Fig5）。今後、免疫組織染

色にて、肝細胞や類洞内皮細胞障害及び血小

板・EPAの病態をZone別に評価予定である。 

 PDEIII阻害剤のミルリノン（Milrinone）は、

血小板凝集抑制作用の他に、cAMP/PKA活性

化や NO産生の機序による血管平滑筋拡張、

血管内皮保護作用による虚血耐性を誘導し、 

臓器保護作用を持つことが報告されている。

同剤を脾臓注入し、経門脈的に虚血処置の前

に投与したところ、I/R+Milrinone群では、血

液検査にて肝障害マーカーの改善（Fig2）、

血小板増加を認め（Fig3）、HE染色では肝組

織障害及び小腸粘膜障害及びうっ血の軽減

を認めた（Fig6）。今後、免疫組織染色にて

肝細胞や類洞内皮細胞障害及び血小板の動

態を Zone 別に評価予定である。そして虚血

時間 45 分の I/R モデルの実験では、

I/R+Milrinone 群において有意な生存率の改

善も確認された（Fig7）。 

Fig 2 

 

Sham : n = 13 I/R : n = 13  I/R + Milrinone : n = 13  

*Significantly (P < 0.05) different from group Sham group. 

#Significantly (P < 0.05) different from group I/R group. 

 

Fig 3 

 
Sham : n = 13 I/R : n = 13  I/R + Milrinone : n = 13  

*Significantly (P < 0.05) different from group Sham group. 

#Significantly (P < 0.05) different from group I/R group. 

 

 
Fig 6 

 
I/R : n = 13  I/R + Milrinone : n = 13  

#Significantly (P < 0.05) different from group I/R group. 

 

 

（４）血栓性微小血管障害における EPA 

血栓性微小血管障害（Thrombotic 



microangiopathy: TMA）は、臨床では血栓性血

小板減少性紫斑病（Thrombotic 

thrombocytopenic purpura: TTP）として溶血性

貧血、血小板減少、腎機能障害、発熱、精神

神経障害の古典的5徴候を認め、難治性にて致

死的になることもある。肝移植後にもTMAが

合併症として報告されているが、移植肝組織

におけるTMAの病態は不明である。 

血小板減少を特徴とするTMAでは、類洞内

皮障害それに続くEPAが関与していると推測

した。生体肝移植後にTMAを発症した症例の

肝組織を用いて、免疫組織染色にてその解明

を進めた。その結果、血管内皮障害により血

管内皮細胞のUnusually large-von Willebrand 

factor von Willebrand factor（UL-vWF）の過剰

産生および沈着、EPA、そしてUL-ｖWFの分

解酵素であるADAMTS-13の消費を確認した

（Fig8）。肝移植後にTMAを発症した症例で

は、移植肝組織においてTMA様病態が関連し

ていることが確認された。 

Fig 8 
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