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■  原　　著 日血外会誌  10：661-670，2001

下肢急性動脈閉塞モデルにおける虚血再灌流障害時の

アポトーシスの関与についての実験的検討

新野　哲也

要　　旨：ラット急性動脈閉塞再灌流障害モデルを作製し，虚血部，非虚血部におけるア

ポトーシスの発現について実験的検討を行った．腎動脈下腹部大動脈と両側総大腿動脈を

6 時間遮断し，再灌流 6 時間後または24時間後に採血ならびに心臓，肺，腎臓，大腿部骨

格筋を摘出した．血清中のCPKを測定し，hematoxylin-eosin（H-E）染色，TdT-mediated dUTP-

biotin nick end labeling method（TUNEL法），電気泳動法を用いて各臓器におけるアポトーシ

スの発現について比較検討した．再灌流 6 時間群ではCPKは対照群より有意（p=0.03）に高

値を示し，H-E染色，TUNEL法では各臓器ともアポトーシスが多く認められ，電気泳動法で

もDNAの梯子状構造が認められた．再灌流24時間群ではCPKは低下し対照群と有意差はな

かったが，H-E染色，TUNEL法において肺，腎臓でのアポトーシスが認められた．再灌流 6

時間群では虚血部骨格筋だけでなく，非虚血部である心，肺，腎臓でもアポトーシスの所

見が散見された．肺，腎臓においては再灌流24時間後でもアポトーシスの所見が認められ

ており，臓器障害が遷延している可能性が示唆された．このことはMNMSの臨床において，

致死的な腎障害や肺障害が発症するという臨床所見を考えると興味深い所見と思われた．

下肢急性動脈閉塞症の虚血再灌流障害における遠隔臓器障害の発現に，アポトーシスが関

与している可能性が示唆された．（日血外会誌　10：661–670，2001）

索引用語：アポトーシス，再灌流障害，TUNEL法

はじめに

　急性動脈閉塞症における虚血再灌流障害であるmyo-

nephropathic-metabolic syndrome（以下，MNMS）は，発症

すると致死的となることも多く，重篤な合併症の一つ

である1，2）．虚血再灌流障害については多くの研究がな

され，なかでも好中球の関与が多く報告され3～5），当教

室でも白血球除去フィルターやleukotorien B4（LTB4）拮

抗物質を用いて白血球の関与について報告した6）．しか

し，いまだ不明な点も多く病態の解明や治療法の確立

にはいたっていない．局所での障害と遠隔臓器障害を

関連させる機序については不明であったが，当教室で

は虚血局所での臓器障害と遠隔臓器障害との関連を示

唆するサイトカインの関与を報告した7，8）．また，心臓
9），肝臓10），腎臓11），骨格筋12）における虚血再灌流障害

の発症にアポトーシスの関与が報告され，ショックに

伴う多臓器障害発症の機序についてもanoxic necrosisの

みならずアポトーシスの関与も報告されている13）．虚

血再灌流障害におけるアポトーシスは各臓器での研究

はされているが，虚血再灌流による遠隔臓器障害にお

けるアポトーシスの関与についての報告はない．そこ

で今回，MNMSの病態解明の一助として，虚血再灌流

時の遠隔臓器障害におけるアポトーシスの関与につい

て実験的に検討した．
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対象と方法

1．虚血再灌流群（IR群：IR6h群，IR24h群）の作製

　体重180～200gのWistar系雄性ラットを使用し，ペン

トバルビタール0.05mg/gの腹腔内投与による全身麻酔下

に，腎動脈下腹部大動脈と両側総大腿動脈をマイクロ

バスキュラークリップ（TKS-1，協和時計工業社）にて血

行を遮断して下肢の冷感，チアノーゼを確認したのち

に一度閉創した．血行遮断 6 時間後に下肢の低温，チ

アノーゼを再度確認したのち，再度ペントバルビター

ル0.05mg/gの腹腔内投与による麻酔下にクリップを摘出

し，6 時間（IR 6h群：n=6）または24時間（IR24h群：n=4）

の再灌流を行いIR群とした（Fig. 1）．

2．対照群（C群）の作製

　同様の操作手順で血行遮断は行わずに腎動脈下腹部

大動脈と両側総大腿動脈に剥離操作のみを加えて閉

復，閉創し，これをC群とした（Fig. 1）．

3．採血方法

　再灌流 6 時間または24時間後に腎動脈下腹部大動脈

から採血した．採血後，直ちに遠心分離（3,000rpm，5

分間）を行い血清を分離して測定まで冷凍保存した．

4．測定項目および測定方法

　血清CPK値は紫外部吸光光度分析法（GSCC準拠）を用

いて測定した．

5．ホルマリン固定標本の作製

　採血後直ちに採取した心臓，肺，腎臓，大腿部骨格筋

を20％ホルマリン固定し，TUNEL法（TREVIGEN  ,

Trevigen, Inc., USA）ならびにH-E染色を行った．

　判定は任意の20視野を観察し，観察視野内にアポ

トーシス細胞が確認できたものを「認めた」とし，1 個も

アポトーシス細胞が確認できないものを「認めない」と

した．また，1 視野に 1 個以上確認できたものが10視

野以上認められたものを「多く認めた」とした．

6．DNAの抽出と電気泳動

　採取した心臓，肺，腎臓，大腿部骨格筋を−70°Cのド

ライアイスで凍結固定し，1％アガロースゲルにて電気

泳動法を施行した．

　M1：サイズマーカー（λDNA/Hind III），1：高分子

DNAコントロール，2：断片化DNAコントロール，3：

検体DNA，サイズマーカー（φ X174 DNA/Hae III）

7．統計処理

　測定値はすべて平均値�標準偏差で示した．なお，統

計学的処理はWelchﾕs t-testを用い，p valueは0.05以下を

有意とした．

結　　果

1．CPK値の変動

　IR 6h群では8,733.6�6,814.6IU/lと高値を呈し，C群の

457.0�196.6IU/lと比較し有意（p=0.03）に高値であった．

IR24h群では486 . 3�4 1 8 IU/ lまで低下し，C群の

693.5�98.3IU/lと有意差は認められなかった．CPK値は

IR 6h群でC群と比べ有意に高値を呈した．

2．病理組織所見

a．心臓

　IR 6h群ではH-E染色において核凝縮の存在する細胞

を心筋に認め，TUNEL法においてもアポトーシス細胞

が認められたが（Fig. 2），C群では認められなかった．

IR24h群ではH-E染色，TUNEL法ともにアポトーシス細

胞は認められず，C群も同様に認められなかった．

b．肺

　IR 6h群ではH-E染色において鬱血と間質の肥厚，肺

胞構造の破壊がC群と比較して強く認められ，アポトー

シスに特徴的な核凝縮の存在する細胞が多く認められ

た．また，TUNEL法においては，肺胞上皮細胞にアポ

トーシス細胞がC群と比較して多く認められた（Fig.

3）．

　IR24h群ではH-E染色において間質の浮腫および肺胞

構造の破壊が認められ，さらにTUNEL法でアポトーシ

ス細胞も認めたが，IR 6h群と比較すると軽度であっ

た．また，C群でもTUNEL法で少数のアポトーシス細
Fig. 1 Preparation of the experimental model（IR group and C

group）
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Fig. 2 IR 6h, heart
a: TUNEL method: Apo-
ptotic cell was not ob-
served in the control
（×200）.
b: H-E staining: Pyknosis
was not observed in the
control （×200）.
c: TUNEL method: Apo-
ptotic cell （←） was ob-
served in the myocardium
（×200）.
d: H-E staining: Pyknosis
（←） was observed in the
myocardium（×200）.

Fig. 3 IR 6h, lung
a: TUNEL method: Apo-
ptotic cell was not ob-
served in the control
（×100）.
b: H-E staining: Pyknosis
was not observed in the
control （×100）.
c: TUNEL method: More
apoptotic cells（←）were
observed among the al-
veolar cells than in the C
group（×200）.
d: H-E staining: The thick-
ening of the stroma and
destruction of alveolar-
structure were more
marked than in the C
group. Pyknosis（←）was
also observed（×200）.

胞が認められたが，間質の浮腫・肺胞構造の破壊は軽

度であった．

c．腎臓

　IR 6h群ではH-E染色において尿細管上皮細胞の浮腫

や核凝縮像が認められ，また，TUNEL法ではアポトー

シス細胞はC群と比較し，多く認められた（Fig. 4）．

　IR24h群でのアポトーシス細胞は，C群と比較すると

多く認められたが，IR 6h群と比較すると尿細管細胞の

浮腫は軽度であり，TUNEL法でのアポトーシス細胞は

少ない傾向にあった．

d．骨格筋

　IR 6h群においては細胞間質の浮腫，およびTUNEL法

でのアポトーシス細胞が認められた（Fig. 5）．C群では

筋肉細胞間質の浮腫やアポトーシス細胞は認められな

かった．

　IR24h群においては筋肉細胞間質の浮腫が認められた

が，IR 6h群と比較し軽度であり，TUNEL法ではアポ

トーシス細胞は認められなかった．また，C群では筋肉
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Fig. 4 IR 6h, kidney
a: TUNEL method: Apo-
ptotic cell was not ob-
served in the control
（×200）.
b: H-E staining: Pyknosis
was not observed in the
control（×200）.
c: TUNEL method: Apo-
ptotic cell （←） of renal tu-
bular epithelium was ob-
served（×200）.
d: H-E staining: Edema
and pyknosis（←）of renal
tubular epithelium were
observed（×200）.

Fig. 5 IR 6h, muscle
a: TUNEL method: Apo-
ptotic cell was not ob-
served in the control
（×100）.
b: H-E staining: Pyknosis
was not observed in the
control （×100）.
c: TUNEL method: Stro-
mal edema and apoptotic
cells （←） were observed
（×100）.
d: H-E staining: Stromal
edema was observed
（×100）.

細胞間質の浮腫やアポトーシス細胞は認められなかっ

た．

3．電気泳動法

a．心臓（Fig. 6）

　IR 6h群で断片化したDNAが認められ梯子状構造を呈

したが，C群では認められなかった．

　IR24h群ではIR群，C群ともにDNAの断片化は認めら

れなかった．

b．肺（Fig. 7）

　IR 6h群においてIR群で梯子状構造を呈する断片化し

たDNAが認められたが，C群では認められなかった．

　IR24h群においてはIR群で梯子状構造を呈する断片化

したDNAが認められたが，C群では認められなかった．

c．腎臓（Fig. 8）

　IR 6h群ではC群とともにDNAの断片化が認められた

が，IR群では梯子状構造が認められた．
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　IR24h群ではC群ともにDNAの断片化が認められた

が，差は認められなかった．

d．骨格筋（Fig. 9）

　IR 6h群では梯子状構造を呈するDNAの断片化は認め

られたが，C群には認められなかった．

　IR24h群ではIR群，C群ともにDNA断片化は認められ

なかった．

考　　察

　組織は虚血により障害を受けるが，虚血後の再灌流

heart 6h heart controlheart 24hheart control

M1　1　2　3　M2 M1　1　2　3　M2M1　1　2　3　M2M1　1　2　3　M2

lung 24h lung controllung 6hlung control

M1　1　2　3　M2 M1　1　2　3　M2M1　1　2　3　M2M1　1　2　3　M2

によって虚血のみの場合よりも強い障害を受けるとさ

れ，実験的にも報告されている12）．臨床においても下

肢急性動脈閉塞症では，再灌流により多臓器障害が発

症するMNMSがあり，腎不全や呼吸不全等が主体とな

り致命的になる重篤な病態である1，2）．従来，MNMSは

虚血部の組織障害による代謝性アシドーシス，高カリ

ウム血症，高ミオグロビン血症などが関与して発症し

ていると考えられていたが，それだけで病態のすべて

の解明は困難であった1, 14）．さらに， oxygen free radi-

calや未知毒の関与が示唆され，これら有害物質に対し

Fig. 6 Heart
Fragmentation of DNA
were observed as a lad-
der pattern in the IR 6h
and 24h groups, but not
in the C group.

Fig. 7 Lung
Fragmentation of DNA
were observed as a lad-
der pattern in the IR 6h
and 24h groups, but not
in the C group.
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kidney 6h kidney controlkidney 24hkidney control

M1　1　2　3　M2 M1　1　2　3　M2M1　1　2　3　M2M1　1　2　3　M2

Fig. 8 Kidney
In the IR 6h and IR 24h
groups, a ladder pattern
was observed more
marked than in the C
group.

muscle 6h muscle controlmuscle 24hmuscle control

M1　1　2　3　M2 M1　1　2　3　M2M1　1　2　3　M2M1　1　2　3　M2

Fig. 9 Skeletal muscle
DNA fragmentation
showing a ladder pat-
tern was observed in
the IR 6h group, but not
in the C group. No
DNA fragmentation
was observed in the IR
24h or C group.

てのプラズマフィルトレーションの応用15）やoxygen free

radicalに対するoxygen radical scavengerの投与16）等の報

告がされてきたが，局所での障害と遠隔臓器障害を関

連させる機序については不明であった．

　当教室では虚血局所での臓器障害と遠隔臓器障害と

の関連を示唆するサイトカインの関与を報告7，8）してい

る．また臓器移植に伴い移植臓器における虚血再灌流

障害に関する研究が多くなされ，組織障害発生時にお

けるアポトーシスの関与も報告されている9～12）．しか

し，アポトーシスについては虚血再灌流による各臓器

での研究はされているが，遠隔臓器におけるアポトー

シスの関与についての報告はない．また，MNMSの病

態解明や有効な治療法が確立していないのが現状であ

る．

　虚血により障害を受けた局所の血管内皮細胞や白血

球などから各種サイトカインが産生され，虚血部局所

でのサイトカインが上昇し，さらに血中にも流出し全

身に循環する．そのために高サイトカイン血症とな

り，遠隔臓器障害が惹起され，多臓器障害（multiple or-

gan dysfunction syndrome: MODS）の準備段階とされる

全身性炎症性反応症候群（systemic inflammatory response

syndrome: SIRS）17）の状態となると考えられる．SIRSは
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細菌感染，外傷，熱傷，膵炎などが認められ，その病

態はTNF-�やIL-8などの高サイトカイン血症であるとさ

れており，MNMSもこのSIRSの概念に含まれると考え

られる．

　下肢虚血再灌流障害における遠隔臓器障害について

は，Blaisdellら18）が下肢虚血モデルにおけるARDSの発

生について報告し，当教室でも心臓，肺，腎臓につい

て実験モデルにおいて組織障害を報告している19，20）．

下肢骨格筋の障害についての蜂谷12）の報告では，虚血

のみの群では高度のアシドーシスにもかかわらず骨格

筋の障害は軽度であり，再灌流により組織障害が増強

するとしている．また，アポトーシスについても虚血

のみの群ではアポトーシスは認めず，再灌流群におい

てアポトーシスを認めたとしており，細胞障害の誘導

に対してのフリーラジカル，サイトカイン等の関与を

推論している．

　従来，細胞死はネクローシス（necrosis）とされ細胞は

膨化，融解してネクローシスを起こしていると考えら

れていた．しかし，1972年，Kerrら21）は細胞死の形式と

してネクローシスとは形態学的に異なる細胞死である

アポトーシス（apoptosis）という概念を提唱した．ネク

ローシスは細胞膜の透過性が亢進して細胞は膨化，融

解し周囲に炎症を波及させる．一方，アポトーシスは

クロマチンの凝集，核の縮小，さらに細胞も縮小し周

囲組織から遊離し，この過程でDNAは約180塩基対に断

片化され，アポトーシス小体となる．アポトーシス小

体は周囲のマクロファージ等に貪食されるため，周囲

に炎症は波及せずに時間的，空間的にも散在的に発生

し急速に進行する22）．

　生体内で生成されるNOはL-アルギニンからNO合成酵

素（NOS）により合成されるが，内皮型（eNOS）および誘導

型（iNOS）の二つの酵素により合成される．iNOS はTNF-

�，IL-1�などのサイトカインにより誘導され，大量の

NOを産生してアポトーシスを起こすとされている23）．さ

らにNOがスーパーオキシド（O2・−）との反応で生じたペ

ルオキシ亜硝酸イオン（ONOO−）がアポトーシスに関与

している可能性も報告24）されている．また，NOにはそ

れ自体によるアポトーシスの誘導のみならず，アポ

トーシスを抑制する酵素であるグルタチオンペルオキ

シダーゼ（GPx）の活性を低下させることが証明25）されて

おり，このGPxが阻害されることで活性酸素が蓄積しア

ポトーシスが誘導されている可能性がある．

　アポトーシスシグナルがミトコンドリアに伝達する

とミトコンドリア膜電位（MMPT）が低下し，cytochrome

cがミトコンドリアから放出される．放出されたcyto-

chrome cによりcaspase familyが活性化され，最後に

caspase 3 が活性化される．caspase 3 はアポトーシスに

特徴的なDNAの断片化に関与するDNAヌクレアーゼ

（DNase）であるcaspase-activated deoxyribonuclease

（CAD）26）を活性化し，CAD は核膜を通過してDNAの断

片化を生じさせる．また，caspase 3 により細胞質にあ

るapoptotic chromatin condensation inducer in the nucleus

（ACINUS）27）も活性化され，核クロマチンの凝集が起こ

るとされている．

　これらの報告を参考にして急性動脈閉塞症における

再灌流による遠隔臓器障害を次のように推論した（Fig.

10）．急性動脈閉塞症が発症すると虚血部での嫌気性代

謝が促進され，同時にchemical mediatorが活性化され

る．再灌流によりchemical mediatorがさらに活性化さ

れ，TNF-�やIL-1�がマクロファージ等から産生され

る．次いでサイトカインネットワークの下流が活性化

され，さらに接着分子も産生される28）．その結果とし

て微小循環不全や好中球の組織浸潤が誘導され，フ

リーラジカル，NO，好中球エラスターゼ等の放出によ

る局所での組織障害が生じる29）．また，組織障害過程

のなかでTNF-�等により，好中球等による障害のみなら

ずアポトーシスも惹起されて細胞障害が発生する30）．

　こうしてchemical mediatorにより惹起された組織障害

は局所から拡大し，局所でのサイトカイン高値が遷延

して高サイトカイン血症となる．この高サイトカイン

血症は，遠隔臓器での好中球の組織浸潤による障害の

みならず，TNF-�，ICE，フリーラジカル，NO等が遠

隔臓器でもアポトーシスを誘導して組織障害が引き起

こされ，MNMSが発症すると推測した．

　本実験においても虚血部骨格筋だけでなく，心臓，

肺，腎臓でもアポトーシスが認められたことは，下肢

急性動脈閉塞症の虚血再灌流障害のなかで，遠隔臓器

での臓器障害の発現にアポトーシスが関与している可

能性が示唆された．また，遠隔臓器のなかでも肺・腎

臓にアポトーシスが多く認められ，遷延していたこと

は，MNMSの臨床においては腎不全，呼吸不全の合併

症が多いという知見と考え合わせると興味深い所見で

あると思われる．肺には虚血部からの静脈血が流入

し，腎臓は濾過作用を有していることが，サイトカイ
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ンなどによる影響を受けやすい臓器である可能性が示

唆され，また，組織障害誘発因子の影響を受けやすい

結果，アポトーシスが誘発され，さらに遷延する可能

性があると考えられる．今後，虚血再灌流障害の予

防，軽減には虚血再灌流によるアポトーシスの発現機

構の解明も必要と思われた．

結　　語

1．非虚血部である遠隔臓器においてアポトーシスが認

められたことは，急性動脈閉塞症の虚血再灌流障害

発生にアポトーシスが関与している可能性が示唆さ

れた．

2．虚血部骨格筋では再灌流により，虚血性変化だけで

なくアポトーシスも混在し，組織障害を引き起こし

ているものと考えられた．
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The Role of Apoptosis in Reperfusion Injury Following Acute Arterial Occlusion
of the Lower Extremities

Tetsuya Niino
Second Department of Surgery, Nihon University School of Medicine

Key words: Apoptosis, Reperfusion injury, TUNEL method

We induced acute arterial occlusion-reperfusion injury in rats and experimentally investigated the development of

apoptosis in ischemic and nonischemic locations. The abdominal aorta below the origin of the renal arteries and the

common femoral artery of both limbs were occluded for 6 h. After 6 or 24 h of reperfusion, blood was collected,  and the

heart, lung, kidney, and femoral skeletal muscle were removed. Serum CPK was measured, and the development of

apoptosis in each organ was compared using hematoxylin-eosin（H-E）staining, the TdT-mediated dUTP-biotin nick end

labeling （TUNEL） method, and electrophoresis. The 6-h reperfusion group had a higher level of CPK, compared with the

control group （p=0.03）. H-E staining and TUNEL showed many apoptotic cells in each organ. Electrophoresis also

showed a ladder pattern of DNA fragments. The 24-h reperfusion group had a decreased level of CPK with no significant

difference from that in the control group but showed apoptosis in the lung and kidney on H-E staining and TUNEL. In the

6-h reperfusion group, not only the ischemic skeletal muscle but also the nonischemic heart, lung, and kidney showed

scattered apoptotic cells. Apoptosis was observed in the lung and kidney even after 24 h of reperfusion, which suggests

persistent organ damage and agrees with the clinical findings in the development of damage to distant organs in associa-

tion with ischemic-reperfusion injury due to acute arterial occlusion of the lower limb.

（Jpn. J. Vasc. Surg., 10: 661-670, 2001）
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