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研究成果の概要（和文）：肝胆膵・移植外科領域で頻発する門脈うっ血の影響とその軽減につき，ラットモデルにて研
究を行った．門脈うっ血により，小腸粘膜を中心とした障害を受けるが，うっ血による前処置(congestive preconditi
oning; CPC)を行うことにより，障害は軽減，かつ生存率も有意に改善し，その有用性が示された．また， CPCによる
抗アポトーシス経路の誘導が示唆された．

研究成果の概要（英文）：In clinical settings of hepato-pancreato-biliary and liver transplant surgery, 
portal venous congestion (PVC) is common pathophysiology. Therefore, effect and therapeutic approach for 
PVC was investigated by rat model. Intestinal mucosa was injured by PVC via apoptosis. By the induction 
of congestive preconditioning (CPC), intestinal mucosal injury and survival rate were significantly 
improved. The anti-apoptotic pathways was suspected to be involved in this availability, based on the 
result from immunohistochemical analysis.

研究分野： 肝胆膵・移植外科学
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１．研究開始当初の背景 
肝切除において，肝へ流入する血流の遮断

による調節は，いわゆる Pringle 法として安
全に手術を行うための必要不可欠な手技と
なっている．また，膵胆道系の悪性腫瘍に対
する門脈合併切除再建を要する手術や肝移
植においては，再建を行っている間，門脈血
流を遮断することが必要不可欠である． 
このような手技の有用性，安全性に関する報
告は数多く報告されており，肝組織を用いた
基礎的研究や，その結果から種々の介入が行
われている．これらの研究の多くは肝の阻血
およびその後の再潅流に対する対応に主眼
を置いて研究が行われており，当施設におい
ても，ischemic preconditioning，冷阻血，
あるいは各種薬剤投与の有用性を種々の観
点から検討報告してきた． 
しかし，これらの検討は肝臓における変化

のみに注目して多くの検討が進められてお
り，門脈血流の遮断に伴う小腸，膵臓および
脾臓の変化に関して検討された報告は少な
い．一方で，これらの臓器はうっ血に伴い，
その臓器そのものに大きな変化を来すこと
は想像に難くない．さらに，小腸，膵臓およ
び脾臓を灌流した血液は門脈血流に乗って，
阻血後の肝に流入することから，各臓器にお
いてうっ血を来した後の変化は阻血再灌流
後の肝障害に対して促進的に働く可能性が
高いと考えられる． 
これらの病態は，うっ血の程度の差こそあ

れ内科的疾患における門脈圧亢進症や，大量
肝切除後や障害肝切除後の門脈圧亢進症に
おいても考慮されるべき病態である．すなわ
ち，これら門脈血流のうっ滞に伴う小腸，膵
臓および脾臓における病態の解明は，広く応
用し得る結果となる可能性が高いと考えら
れる一方で，詳細な検討がなされていない領
域であると考えられる． 
特に近年，小腸の機能は注目を集めており，

単に栄養吸収の場としてのみならず，免疫学
的に重要な役割を担っていることが再認識
されている．また，小腸における種々の変化
は，その粘膜の表面積の広さから，変化が増
幅され，肝に影響を与えるのではないかと類
推される． 
そこで今回，申請者らはラット門脈遮断モ

デルを用い，これまでの諸家の報告から有用
と考えられる種々の前処置を行ったモデル
との比較検討を行うことにより，小腸のうっ
血による障害の機序あるいは実地臨床に発
展させ得る治療法の解明，検討を目的として
研究を行う．また，これらの検討から，より
安全かつ低侵襲な消化器外科手術の実現を
目標として，さらなる研究への足掛かりとす
るべく考察，検討を行う． 

 
２．研究の目的 
(1)ラットを用いた門脈阻血による小腸うっ
血モデルの作成 
小腸のうっ血に伴う小腸粘膜の変化に関

する報告は少数ながらも何篇か報告されて
おり，まとめると小腸粘膜は TNF-αを介し
た apoptosis を引き起こし，うっ血の解除あ
るいは抗 apoptosis 作用を有する薬剤により
改善を認めるとされている． 
申請者らは，基礎実験としてうっ血に伴う

変化が apoptosis によるものであることを下
記の手段にて確認する．また，病態を改善せ
しめる手段(以下に述べる以外の薬剤など)を
選択するための基礎実験として，以下の所見
を基に検討を行う． 
①HE 染色による病理学的所見，②apoptosis
関連タンパクに対する抗体を用いた免疫組
織学的所見，③ラットモデルの生存率． 
(2)新規治療法の基礎的研究とその効果の解
析 
 上記の検討から，以下の新規治療法が有用
となる可能性があり，その効果を検討するこ
とにより，実地臨床での新規手術法あるいは
治療法へ発展させることを目標として検討
を行う． 
①門脈遮断による preconditioning． 
これらの手法は他の apoptosis を来す病態，
あるいは血管内皮障害を来し，血栓形成から
微小循環障害を介して臓器障害を来す過程
において上記の手段が臓器保護に有用であ
ったことを我々は報告し，あるいは現在研究
中である．これらの機序を鑑みるに，小腸の
うっ血に対する上記の治療法は有用である
可能性が高く，また，実地臨床にも応用可能
である可能性が高いと考えられる． 
 
３．研究の方法 
(1)ラット門脈遮断モデルにおける小腸粘膜
の変化の評価 
 ラット門脈遮断モデルにおける小腸のう
っ血に伴う粘膜障害の形態学的評価を行い，
小腸粘膜細胞のapoptosisに注目して評価を
行う，その際に，肝臓に対する血流減少の影
響を最小限にすることを目的として，門脈の
みの遮断を行うモデルを作成する．門脈の阻
血時間は 30 分間とし，再灌流後の生存率を
評価した．また，再灌流直後，2 時間後およ
び 6時間後にモデル動物を安楽死せしめ，小
腸，肝臓および肺の病理組織上の変化を評価
した． 
(2)門脈遮断による preconditioning の導入
による抗apoptosis能獲得とその影響の評価 
ラットモデルにおいて，30分間の門脈遮断

小腸うっ血に先行し門脈の 5分間阻血 5分間
灌流を 3 回繰り返す前処置(Congestive 
preconditioning; CPC)群を作成し，それと
比較する目的で上記 a群を control 群として，
有用性を生存率から比較検討を行う．また，
病理組織および免疫組織学的手法を用いて
その有用性の詳細を検討する． 
 

４．研究成果 
(1)ラット門脈遮断モデルにおける評価 
ラット門脈阻血モデルを作成し，生存率と



組織学的所見の検索を行った．ラット門脈 30
分間阻血後再灌流モデルの 1 週間生存率は
50%であった．また，小腸の組織学的検討で
は，絨毛構造の破壊と粘膜の浮腫を認めた． 
(2)CPC 有用性の評価 
CPCの方法としては5分阻血5分灌流を3回
繰り返す(計 30 分)方法を考案した．Control 
(全処置なし)群と比較して1週間生存率は有
意に改善(100% vs 50%: p < 0.05)した(図1)． 
 
図 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また，両群間の小腸組織像について比較検
討を行った．再灌流後 6時間経過の検体にお
いて CPC群は Control 群と比して小腸の絨毛
構造が保たれていた．これを Park score に
て定量化し評価したところ，有意な改善を示
したものと考えられた(p < 0.01)(図 2)． 
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さらに，これらの差異に関して，うっ血に
伴う小腸障害はapoptosisに関連したもので

あるという従来の報告を踏まえ，両群の
apoptosis 関連物質について免疫組織化学的
検討を行った．Apoptosis そのものの評価と
してTUNEL法と抗ss-DNA抗体(図3)による免
疫染色法を行った．Apoptosis そのものに差
は認められなかった．しかし，抗 Cleaved 
caspase-3抗体および抗Bcl-xL抗体による免
疫染色(図 4，5)において， CPC 群では抗
apoptosis 的な変化が強く認められた．一方
で，肝組織像においても CPC 群において肝障
害の程度は軽かったが，肺の組織像に差は認
められなかった(図 6)． 
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 以上の結果から，ラット門脈うっ血モデル
において，短時間の門脈うっ血と還流を繰り
返す congestive preconditioning の門脈う
っ血に伴う小腸障害に対する有用性が示さ
れた．門脈血のうっ血により小腸が 



図 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
apoptosis を介した障害を受けること，その
障害をCPCによって有意に改善せしめること
が可能であり，その機序は抗 apoptosis 的な
変化の誘導が示唆された．小腸のうっ血を回
避する術式の開発が最も望まれる一方，CPC
も簡便な手技でありながら小腸に対して保
護的に働くため，その詳細の解明と活用が期
待される． 
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