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侵襲と臓器障害発症のあいだをつなぐものとその対策

Endotoxin

札幌医科大学第1外科江端俊彰＊，早坂　滉＊

　　　　　　　　　1．はじめに

　外科的手術侵襲に伴い，臓器障害を呈することは，日

常診療において，しばしば経験することである。臓器障

害は，敗血症，出血，ショックなどにより，種々のmed－

iatorが放出されることに関連して惹起される。術後の

臓器障害は感染を伴うことが多く，とくにendotoxinの

関与が重要と考えられている。Endotoxinは．補体系，

カリクレイン・キニン系，凝固線溶系の諸因子を治性化

してショックを引き起こす。Endotoxin　Shockでは，　ch－

emical　mediatorが放出され，　ceIIuIar　hypoxiaの細胞

内では代謝障害を呈し，臓器障害を誘発する。Endotox－

inに関連した臓器障害症例，　endctoxinの定量法，肝の臓

器障害に関する実験的研究につき検討したので報告する。

　　　　　　　II．研究対象と方法

1．臓器障害症例の検討

　昭和50年1月より昭和62年8月までの13年間に当科で

の手術後にendotoxin血症より臓器障害を呈した症例は

54例である。この54症例を対象にendotoxinと臓器障害

につき検討した。

2．Endotoxin定量法の検討

　　Endotoxinの検出法としてのLimulus　gelatin　test

（LGT）とmethyl　coumar　in（MCA）合成基質による定量法

を比較検討した。

3．肝の臓器障害に関する実験

　ラットを使用し，24時間絶食後，エーテル麻酔下に開

腹し，盲腸を約1cm切開することにより汎発性腹膜炎を

作成した。汎発性腹膜炎後，endotoxin血症を併発し，

肝臓器障害を呈する実験モデルである。実験群は，対照

群：単開腹し，3，5時間後に再開腹して肝を摘出した。

腹膜炎3時間群：腹膜炎作成3時間後に再開腹して肝を

摘出した。腹膜炎5時間群：腹膜炎作成5時間後に開腹

して肝を摘出した。腹膜炎＋デキサメサゾン（Dex）群：

腹膜炎作成と同時に尼静脈よりDex．1mg／100g投与し，

5時間後に再開腹して肝を摘出した。

　肝の酵素活性の測定は，肝を約1．Og切除し，　buffer

sclutionを加え，ホモジナイズした。遠心分離（18000

叩m30分）後，上清を抽出物として使用した。解糖

系の酵素としてphospho　fructokinase（PFKase），　pyruv－

atekinase（PKase），糖新生系の酵素としてgIucose－6－p－

hosphatase（G6Pase），　fructose－1，6－diphosphatase（FDP

ase），phosphoenolpyruvate　carboxykinase（PEPCK）の活

性を340nmにてspectrophotometryで測定した。また，

酵素蛋白量を決定するためにBiuret法にて測定した。

　腹膜炎作成3，5時間後に，再開腹して肝を摘出，生

理的食塩水で洗浄したのち，スライサーにて肝を0．4mm

厚にスライスした。スライス肝約200㎎を三角フラスコ

に入れ，1］uciU－i”C－glucose，　aluμci　1－14C－glut－

amate，1μciU－14　C－pyruvateを含むmedium　5　meの反応

液を注入した。95％02＋5％CO2気相にて37℃，70spm，

2時間反応させたのちに5N－H，SO4　a、㎡にて反応を停止

させた。反応停止後，over　nightにてCO2補足を行い，

toIuene　sciatillator　15　ndを加え，放射能活性を測定

した（図1＞。

　結果は肝湿重量100㎎あたり2時間に取り込まれた放

射能活性を，加えた核種の放射能活性に対する百分比1一
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ncorporation　Rate（1．R．）で表現した。
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1．臓器障害症例の検討

　1975年1月より1987年8月までの13年闇における臓器

障害症例は54例である。年齢別では，39歳以下4例，40

～49歳9例，50～59歳7例．60～69歳19例，70歳以上15

例と，60歳以上の比較的高齢者に34例，63％と多くみら

れている。臓器障害数では平均2．5であるが，50～59歳

では3．6と多くなっている。四臓器障害以上のMOFでは

全例死亡している（表1）。肺不全26例，肝不全26例，

腎不全35例，　DIC28例，消化管出血15例，免疫不全3例

であり，エンドトキシンの関与しているものでは，他と

比較してDICが高率に認められる。

表1年齢別臓器障害症例と臓器障害数

臓盤障害数

2。エンドトキシン血症と基礎疾患

　エンドトキシン血症は，感染症に伴って発生する場合，

腸内細菌由来の内因性エンドトキシンが血中に発現する

場合，免疫不全に伴って発現する場合が考えられる。表

2はエンドトキシン血症を呈した症例の基礎疾患である。

腹腔内感染，胆道感染などの感染症が，8：L5％と非常に

高率であった。内因性エンドトキシンに関連して，上座

間膜動脈血栓症，絞掘性腸閉塞症もみられる。すべての

症例に血中エンドトキシンが陽性で，定量できたもので

は35pg／祀から400／μg／㎡の濃度で検出された。細菌の

同定では，Psendomonas，　E．　coli，　Klebsiellaなどのグ

ラム陰性桿菌が多く検出されている。

　表2エンドトキシン血症を呈した症例の基礎疾患
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札幌医科大学第1外科　1975．1～1987．8

3。Limulus　testの検討

　Enditoxinの検出法としてLGTはよく知られている。

1975年より，当教室では北九州産のTachyplems　triden－

tatusよりIpssteを抽出し，　LGTを行ってきた。　LGTは

定性的であるが品質向上に伴い0．　Olng／mlの感度まで

検出できるようになってきた。血漿阻害除去法としては，

以前より加熱法を行っている1）。

　合成基質法はendotoxinにより，濃度依存性に活性化

される凝固酵素の活性を，coagulogenのアミノ酸配列を

もとに作られた合成基質PNAやMCAの水解活性により数

値化することにより定量化したものである。当教室では

このMCA合成基質を使用し，6．25pg／meの感度まで検出可

能であった。血漿阻害除去法としては，過塩素酸法が合

成基質法ではもっとも有効である2）。

　消化器外科術後のエンドトキシン血症を疑われ症例に
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つきLGTとMCA合成基質法とを比較検討した。　LGTで陰

性の症例でもMCA法では陽性のこともあり，　MCA法は鋭

敏性，客観性に関して優れた方法である（表3）。しか

し，合成基質法は操作がやや繁雑である欠点があり，緊

急を乱する時はLGTで十分である。

　衰3臨床例検体におけるLimulus　testと引照甲法の比較
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4．肝の臓器障害時の糖代謝

腹膜炎作成5時間後の血漿endotoxin濃度は，117。86

ng／ndと高値であった。白血球数4200，血小板数90×104，

血糖値129mg／翅と減少を認めた。また，　GOT　1151V，

GPT　18．31Uと有意な上昇もみられ，肝不全状態であっ

た。

　腹膜炎作成3時間後の肝の糖調節酵素活性の変動であ

るが解糖系のPFKaseは腹膜炎群で19％の有意な増加

を認めた。PKaseも36％の有意な増加を呈した。糖新生

系の酵素であるG6Paseは有意差を示さなかったが，　FD

Paseは35％の増加を呈した。腹膜炎作成5時間後では

PFKase，　PKaseが13％，14％の増加を示したが　G6Pa－

se，　FDPaseは有意差を認めなかった。また糖新生系のP

EPCKは，3．時間後では16％の減少，5時間後には65％の

減少を呈したが有意差はなかった。デキサメサゾン投与

により，PFKase，PKaseはともに有意に増加した。糖

新生の律速酵素であるG6Pase，　PEPCK活性は有意に増加

した。しかし，FnPase活性には変化がなかった（表4）。

表4Glucoregulatory　enzymes　in　livers　of　rats　with　peritonitis．

Enzyme　activity　（Unit／g　protein／min）

Sham　operated
Peritonitis

　3hrs

Peritonitis

　shfs
　Peritonitis

十dexamethasone

Phosphofructokinase

　　（PFKase）

Pyrtivate　kinase

　　（PKase）

Glt｝cose　6－phosphatase

　　（G6Pase）

Fructose　1．　6－diphosphatase

　（FDPase）

Phosphoenolpyruvare

　carboxykir旧se（PEPCK）

11．76±　3．90

　（n＝7）

104．17±21．55

　（n　＝8）

　2．60±　089

　（　n　＝9）

15．02±　4．05

　（　n　＝8）

19．71±　9．70

　（n＝5）

20．86±　3．27a

　（n＝7）

322．62　±　85．80a

　（n＝7）

　2．59±　O．92

　（n＝7）

26．87±　987b

　（n　＝7）

16．54±　6．09

　（n　＝7）

13．93±　4．34

　（n＝13）

45．93　±　16，79a

　（n＝10）

O．92±　O．71a

（　n　＝9）

22．43±　4，63b

（n＝13）

13．32＋　3．92

（　n　＝5）

20．03t　6．7sci

　（n　＝9）

42フ．06．．1502gc

　（　n　＝9）

　7．70±　3．32C

　（n　＝9）

26．44t　797
　（n　＝＝　10）

24．33‘　3．38r

　（n　＝：：8）

Values　are　mean　±　S．D．

a　：　significant　compared　to　sham　operated　control．　p〈O．005

b　：　significant　compared　to　sham　operated　control，　p・’　O．Ol

c　：　stgnificant　compared　to　peritonitis　5　h／rs，　p／O．005

d　：　significant　compared　to　peritonitis　5　hrs．　ptX　O．Ol

　肝スライス実験において，U－i4C－91ueeseよりCO2へ

の14Cの1．R．は，対照群の1．R．を100％活性とした時

に，腹膜炎3時間，5時間群において経時的に活性低下

を示した。デキサメサゾン投手群では，5時間群と比較

して有意に増加した（図3）。U－i4C－pyruvateよりCO2

への1℃の1．R．は，対照群と比較して腹膜炎3時間，5
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時間で有意の減少を示した。しかし，デキサメサゾン投

与群では，1．R．は有意に増加した（図4）。
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　　　　　　　　　IV．考　案

　エンドトキシン血症では，補体系，キニン・カソクレ

イン系，凝固線溶系の緒因子が活性化され，chemical

mediatorを放出するといわれている3）。これらのchern　i－

caI　mediatorは血管透過性を元応させ，末梢循環不全に

より，循環血液量の減少を呈し，cellular　hypoxiaを

示す。Cellular　hypoxiaとなった細胞においては，種々

の代謝障害より，臓器障害を呈するようになる。また，

endotoxinは細胞に直接作用することにより，臓器障害

を示すことも考えられている。臓器障害は，出血，endo

toxin，不適切な補液・栄養管理などに伴って発生するこ

とが多い。とくに消化器外科手術の術後においては，感

染症に併発することが多く，われわれの症例でも83％は

感染に関与している。これら感染症では，すべての症例

に血中endotoxin，陽性であった4）。感染症とは別に，内

因性endotoxinの関与により，　endotoxin血症から臓器

障害を呈する場合もある。上腸間膜動脈血栓症，絞掘性

腸閉塞症などの腸閉塞に伴う場合が多い。これらの疾患

では，内因性endotoxjnが，門脈系，リンパ系，腸管よ

り漏出して腹膜より吸収される経路により，endotoxin

血症を呈するとされている5）。消化器外科手術後の臓器

障害を発生する比率は．1％前後と考えられている6）。

肝硬変症を合併した患者では臓器障害の発生が多く，と

くに肝不全は重篤であり，endotoxinの関与が考えられ

ている7㌔

　Endotoxinの検出法としてLevin，　BangがLimulus

polyphemusの1ysateとendotoxinのゲル化反応を発見

してから20年が経過した8）。われわれは，1975年，北九

州産Tachypleus　tridentatusより1ysateを抽出し，

LGTによりendotoxinの検出を行ってきた巳）。　LG↑は品

質向上により，感度0．01ng／認まで，検出できるように

なってきたが，臨床応用で問題となっているのは，血漿

阻害除去法である。血漿中にはアンチスンロビン皿，

α2プラスミンインヒビター，α1アンチトリプシンな

どの阻害物質があり，加熱法，クロロフォルム法で行っ

ている。また，岩永らの研究によりカブトガニ凝固のメ

カニ・ズムが解明され，合成基質によるendotoxinの定量

が可能となった9）。われわれもMCA合成基質により6．25
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pg／紹の微量定量を行ってきた2）。合成基質法でもスロ

ンビンやX。因子などの阻害物質があり，過塩素一法を

使用している。最近の研究によると，カブトガニの1ys

ate中にendotoxinで活性化される経路とは別のB－D一

グルカンによって活性化されるfactor　Gを介する経路

が発見されている10）。このfactor　Gを除き，　endoto

xinに特異的に反応するendotoxin　specific（ES）テス

トが開発され，臨床反応がなされつつあるtl）。このよ

うにendotoxinの検出法も進歩し，非常に早期に正確な

endotoxinの検出が可能となり，臨床的に広く利用され

るようになってきた。

　Endotoxin血症では代謝障害より臓器障害を呈するが，

その主要臓器は肝である。Endotoxin血症では糖代謝の

著しい障害が発生する。すなわち，glycolysisは充陣し

ており，糖消費元進状態にある。Glucoseは主要なエネ

ルギー源でなくglutamateがその役割をにない，　ATP産

生に重要に関係している。TCA　cycle活性は低下してお

り，ミトコンドリアにおけるATP産生を低下させ，　cyt－

oso1におけるglycclysisを充進させる。一方，糖新生

系では，pyruyateのミトコンドリア内膜の通過障害が

示唆される。肝における糖中間代謝産物では，glucose－

6－phosphate，fructcse－6－phosphateの減少とfructi－

se－1，6－diphosphateの増加，　pyruvate，　Iactateの増

加を認める報告が多い量2）。Cytosolにおける糖新生系

酵素とされるFDPase活性についてWilliamson且3）は，

糖中間代謝産物の変動が，　fructose－6－phosphateと

fructose－1，6－diphosphateの間の酵素活性の変動の結果

生ずるとしている。今回の実験においても，腹膜炎3時

間群では，PFKase，　FDPaseの有意な増加を認めるが

腹膜炎5時間群ではPFKase，　PKase，　G6Paseの減少，

FDPaseの増加を認めている。

　Endotoxin　shockの治療にglucocorticoidの大量投

与が有効性を示すことは知られている。Glucccortico－

idは，肝においては糖新生の元進糖利用を行う組織に

おいては糖利用の抑制を引き起こす14）。Glucocortic－

oidの投与により，　FDPaseを除くすべての律速酵素活性

の増加を呈する。これは中間代謝産物を正常化し，基質

サイクルの回転が増加するためである。肝スライス実験

では，TCAcycle活性が増加し，　ATP産生の効率を改善さ

せ，糖消費抑制に働く。さらに糖新生におけるpyruva－

teのミトコンドリア内膜通過は，　glucocorticoidで改善

される。

　　　　　　　　　V．おわりに

　臓器障害は今日の治療技術でも救命困難な部分が残さ

れており，これをいかに防止し，治療するかは，きわめ

て重要な問題である。臓器障害は感染症，とくにendo－

toxinの関与により発生する場合が多く，83％と高率に

認めている。Endotoxin血症より代謝障害を呈し，臓器

障害を示すことが非常に多くみられる。臓器障害の治療

法であるがendotoxin血症よりの早期離脱を図り，臓

器不全を予防し，臓器不全に陥った時は早期に治療を行

い，多臓器不全に発展する前に適切な治療を行うことが

大切であると考えられる。

）1

）2

）3

）4

）5

）6
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