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Summηw りワ1: Based upon a well.嗣-a

organ exclusively depends upon. the ma創ln凶lta創inanceof mitochondrial function， this study 
was performed using variable damaged dog kidney by warm ischemic intervention from 

o to 120 minutes (warm ischemic time， WIT). The isolated kidney subjected to WIT. 
was p巴rfusedwith cold fibrinogen・freeplasma on the machine fQr 18 hours and re-

autotransplanted for the judgment of the graft function. 

During preservation， several common enzymes， such as LDH， GOT， GPT， AI-P and 
CPK were determined at 3 occasions， e.g. at 3 hrs， 6 hrs and 18 hrs of preservation. 
With regard to LDH， the isozyme pattern was analysedas well as total activity. All 
data for eachenzyme was sUrVeyedin the relationship with WIT and interpreted focusing 

on its relibility as a parameter of viability based on a function of 1・e-au totrallsplan ted 

graft. 

Consequently， the following results were confirmed in the work. 
LDH and LDH isozyme were the most seIlsitive according to both preservation time 

and lengtll of WIT in. several enzymes which escaped into the perfusate from preserved 

kidney after warm ischemia. Though GOT in perfusate was not so sensitive as LDH and 

LDH isozyme， GOT elevated in proportion to the length ofWIT. But the other enzymes 
in the perfusate did not so elevate remarkably compared to WIT 0 and 120 minutes 

as control groups. 

Comparing the results between the graft function and the LDH activity in wash-

out sample， author decided that LDH activity value was 12 I.U fg (graft weight) as the 
critical value in wash-out sample. 

Thus， an analysis of the LDH activity and LDH isozyme in the wash-out sample 
can provide considerable and precise information about kidney viability as a graft. 
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腎移植の基礎的研究分野の中で保存腎の viabilityの

判定は腎移植，ことに死体腎移植の普及に直結する重要

な課題である.これまで，保存腎の viabilityの判定の

parameterとして， lactic dehydrogenase (LDH)をは

じめとして glutamicoxaloacetic transaminase (GOT)， 

glutamic pyruvic transaminase (GPT)， alkaline phos-

phatase (Al・P)およびかglucuronidase(s-G)などの

逸脱酵素が報告さわしてきたがり同町いずれも諸家により

評価は一定せず，臨床応用には至っていない.その理由

として死体移植腎の viabilityが温阻血時間 (warm

ischemic time， WIT)および冷阻血時間 (coldischemic 

time， CIT)の両者の経過時間に極めて依存度の高いこ

とが知られていること， また臨床の現場では viability

判定のための十分な時間的猶予が許さわしないことが挙げ

られるが1)~51，これまでの viability 判定の parameter

に関する報告が理論的に組み立てられた基礎的実験に立

脚していないためであることも否定できない.

保存臓器の viabilityは細胞内 ATP水準の維持を担

うミトコンド lリアの機能に大きく依存しており， ミトコ

ンドリアの機能は阻血時間の長さに依存して低下するこ

とがよく知られている.また，臓器の低温潅流保存はパ

ッチ方式の単純冷却保存に比し，臨床的には長期保存に

優れ，かつ実験的にも保存臓器組織内の代謝機能の経時

的変動に関する情報を潅流液を介して realtimeに測

定しうる利点を有している32).

そこで著者は温阻血処置を段階的に加え，種々の程度

のミトコンドリアの機能を障害させた上で， 18時間の潅

流保存施行後，戻し同種自家腎移植を行い，控室流液中の

GOT， GPT， AI-P， creatinine phosphokinase (CPK)， 

LDHおよび LDHisozymeを経時的に測定した.そ

の測定結果と WITとの関係および移植後の腎機能と

を比較検討するとともに，潅流液中諸酵素の graftvia圃

bilityに関する parameterとしての有用性について検

討した.

実験材料と実験方法

1.実験計画

1) 実験動物

体重約 16-28Kg(19.9士4.2Kg)の雑種成犬雄12頭，

雌8頭の計20頭を用いた.

2) 潅流保存液

雨宮1)らの報告に従い，潅流液は Toledo-Pereyraet 

aI.33)の脱フィブリノーゲン潅流保存液に準じ，次のご

とく作成した.即ち， CPD採血バッグで採血したイヌ

血液から血援を分離し， silica gel (Aerosil 380， 日本

ロッシュ株式会社製)を血媛 1000mlに 20.0gの割合

で加え， 60Cの冷温室で2時間撹持した後， 3000 rpm 

(目立， 05P-22)で10分間遠心，上清を脱フィブリノー

ゲン血援として採取した.採取した脱ブィプリノーゲン

に， トロンピンを加えても凝固しないことを確認した

上，脱ブィブリノーゲン'血媛 1000mlに対し，純水

154.4ml， KCL 1号 2.4ml，マグネゾール 9.5ml， 20 

%マニトーノレ 30.0m1，ソルメドローノレ 100mg，レギュ

ラーインスリン 7.1mlを加え重層除菌ブィルター(最

終段階 0.2μ) で除菌し，使用時まで 40Cで保存し，使

用に際しては約80Cに調整した.潅流保存液の組成は，

Na 137mEqfI， K 5.5mEqfI， CI 62mEqfI， Mg4mEqfl， 

pH7.32 WCでは7.68)，浸透圧 300mOsJlで、あった.

また，潅流液の oxygenationは membraneoxygenator 

を介して行¥"， POz 200-250 mmHgに調整した.な

お， wash-outには Euro-ColIins液を用い，使用時に

は40Cに調整した.

3) 潅流保存装置

腎潅流保存装置 ORPH2000C (泉工医科機械製作

所，東京)1)45)を用いた.

1I.実験方法

1) 実験群の作成と阻血方法

温阻血時聞により，以下の5群の実験群を作成した.

第I群は温阻血非施行の WIT0分群4頭，第H群は

温阻血30分間の WIT30分群5頭，第E群は温阻血45

分間の WIT45分群4頭，第N群は温阻血60分間の

WIT 60分群4頭および第V群は温阻血120分間の WIT

120分群3頭の 5群に分けて実験を行った.

阻血方法は，チトゾーノレ静脈麻酔下で，呼吸はサーボ

ベンチレータ-900C による mechanicalventilation 

にて管理し，手術は仰臥位で経腹的に右腎に到る.右腎
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Fig. 1. Experiementa1 design. 

mgfd1以下を良好と判断し，腎機能を評価した (Fig.l).

4) 試料の採取と酵素測定方法

濯流経過中0分， 15分， 3時間 6時間および18時間

目において潅流液を腎静脈より経時的に採取し安 LDH，

GPT， GOT， A1-Pおよび CPK活性を測定した.

GOT，GPTは Harmann法， A1-Pは King同King法，

CPKは Rosalki法によりそれぞれ測定Lた. また，

LDHは基質としてピルビン酸を用い， NADHから

NADへの変化を sp巴ctrophotometerにて測定する

Wroblewski法を用いた.

5) LDHisozymeの測定方法

LDH isozyuJ，eは Celofilm(Pfeizer Co・Ltd、製，

東京)にて Starkweatheret a1.36)の方法に従い，電気

泳動法にて測定した.LDH4および LDH5活性は LDH

総活性値および LDHisozyme patternのパーセント

債との積算値から求めた.

LDH isozyme ratioは Burchardtet a1.37)の報告に

従い， LDH5十LDH.fLDH1十LDH2で、計算した.

果

1) WITと gr油機能

WIT 0分の第I群で l頭が腸重積で， WIT 30分の

第E群と WIT45分の第皿群の各群で、それぞれ l頭ず

つ肺炎にて，また WIT60分の第N群では l頭が戻し

自家腎移植後のグレアチニン測定値の欠落のため gra氏

結

動，静脈を大動静脈起始部まで十分に剥離した後，右腎

動脈を4号絹糸で結紫し，阻血を開始した.

所定の WITの後，右腎静脈を結紫し，右腎動静脈

を切断した.右尿管は右側総腸骨動脈との交叉部位より

遠位側で，戻し自家腎移植時に必要で十分な長さの尿管

お残し，結吉宗，切断した (Fig.1).

2) 濯流保存法

摘出した腎の動静脈の口径に合唱たベセノレチップをそ

れぞれ腎動静脈に挿入し， Euro-Collins液約 500mlに

て十分洗浄した後， ORPH 2000Cによる pulsatile

mechanical perfusing preservationを施行した. この

際の駆出圧は 50mmHgで， ~整流保有A液は脱フィブリ

ノーゲン犬血竣を用いた.

3) 戻し自家腎移植と graft機能の判定

上述の潅流保存液による18時間の濯流保存の後，再度

全身麻酔下で仰臥位にて潅流保存した腎を骨盤腔左側へ

戻し自家腎移植を行った.その方法は，できるだけ人に

おける腎移植の方法に従い，右腎動脈は左内腸骨動脈に

6-0または7-0Nylon糸にて端々結節縫合でまた，右腎

静脈は左内腸骨静脈に同じく 6-0または7-0Nylon糸仁

て端側結節縫合した.

右尿管は Alexsa吋 reの方法的に従い，勝脱に吻合

し，戻し自家腎移憶を終了し，引き続き左腎を摘出し

た.手術終了後約5日目に血清Fレアチニシ値を測定

し，血清Fレ7チニン値 2.0mgfdl以上を不良， 2.0 



L，腎機能不良群の最長生存日数は戻し自家腎移植後6

日であり，平均4.37土1.77日と短かった (Pく0.01).

血清クレアチユン値は，腎機能良好群で戻し自家腎移

植4-7日目で1.62土0.86mgjdl， 14日目で1.04土0.21

mgfdl と正常値を保ったのに比べ，腎機能不良群では

4-7日目で 14.74土8.50mgfd1と有意に高値を示した

(PくO訓)• 

なお，上述の如く，腎機能不良群の戻し自家腎移植7

日目以後の血清Fレアチニン値は，全動物が死亡したの

で、不明であった (TaTle2). 

また，腎潅流量を潅流時間別に，第I群および第m-
N群での機能良好の graftと，第E…N群および第V群

の機能不良の gra仕とに分けてみてみると，第 I群と

第V群腎機能不良群との間には潅流経過の 3時間百， 6 

時間目， 18時間日のそれぞれで約2倍の差がみられた

が，第II-N群では機能良好群と不良群での海流量の差

はほとんどみられなかった (Tatle3). 

3) 濯流液中諸酵素の経時的変化

第I群における各酵素の護主流前値を 100として潜流保

存液中の変動を比較した.その結果，各酵素のうち

LDHついで GOT，...CPKおよび GPTに著明な経時

的上昇が認められ，潅流18時間目では潅流液中の LDH

活性は潅流前の2.73倍に達した. GOT， CPKおよび
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機能の判定は不可能で、あった.

WITと戻し自家腎移植後の graft機能とは Tabl巴l

に示した如く WIT0分の第I群および WIT30分の

第II群では graft機能はすべて良好で， また WIT120 

分の第V群のすべてが不良で、あった. WIT 45分の第m
群および WIT60分の第N群では良好群と不良群が混

表していた. これらの結果から WIT0分の第I群を

機能良好群の対照に， WIT 120分の第V群を機能不良

群の対照として，第E群からN群までの戻し自家移植結

果を分析した.

これら第E群から第N群までの機能良好群の WITは

40. 7土13.2分で，機能不良群の WITは52.5土7.51分

で両群に差はなかった.

2) graft機能と腎潅流量

実験I群からV群のうち戻し自家腎移植後の graft機

能の判定をなし得た16頭について腎重量，生存日数，血

清ク νアチニン{直および腎潅流量について検討した.

海流の前後における腎重量は機能良好であった9頭で

は，それぞれ 57.5土9.19g， 71.0土14.50g (Pく0.05)ョ

腎機能不良群ではそれぞれ 63.4土10.29g， 73.3:1:: 12.21 g 

(Pく0.05)と潅流後腎重量の増加がみられたが，腎機能

の良好群と不良群との聞には有意差はみられなかった.

生存日数は機能良好群で， 14日以上であったのに比

Graft function 

Good Bad 

Table 1. Charcteristics and function of graft of experimental group 

Purfusion 
pressure (mmHg) 

44.3土3.3 3 0 

47.2土3.5 4 0 

49. 7土0.5 2 

46.3士3.1 2 

49.3土0.9 0 3 

Gra丘weight(g) 

65.3士19;0

75.0:1:: 14.3 

69.3土 8.0

76.0土11.8 

82.6土11.0 

After Before 

65.0土11.2 

56.4土10.6

57.3土 8.2

59.2土 9.1

71. 7土 7.6

Effective 
No. of graft 

q
J
4
4
0
3
0
3

受
J

No.of 
dogs 

4* 

5* 

4* 

4** 

3 

WIT 
(min.) 

0 

30 

45 

60 

120 

Experimental 
group 

I

E

E

W

V

 *: One graft was excludedby accidental death. 
**: One graft was excluded by loss of creatinine level. 

Table 2. Graft function a任erauto-retransplantation 

Serum Cr. level(mgfdl) Survival 
(days) 

Weight of graft(gr.) 

14th day 4-7th day Post Pre 

Good 
(n=9) 

Bad 
(n=7) 

、1.04土0.211. 62土0.86<14 71. 0土14.5057.5:1= 9. 19 

14.74土8.50

3 grafts were excluded by accidental death. 

1 grafts was excluded .by 10ss of data as to creatinine level. 

4.37土1.7773.3:1:: 12.21 63.4土10.29
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Table 3. Comparative analysis of perfusion rate and graft function 

Graft function 

Good Bad 

Experimental group 

Effective No. of graft 

Perfusion rate (mlfmin.) 

at 3 hrs of preservation 

at 6 hrs of preservation 

at 18 hrs of preservation 

Serum creatinine value (mgfdl)* 

3 

1. 05土0.36

0.99土0.33

0.98土0.50

1. 10土0.25

II-N 

6 

0.68土1.80 

0.62土0.67

0.62土0.20

1. 23土0.35

II-N 

4 

0.59土0.50

0.61土0.55

0.60士O圃50

14. 74土8.50

V 

3 

0.46士0.20

0.49:1::0.24 

0.62土0.29

N.D.** 

*: Creatinine was measured on 5-8 days after auto・retransplantation.

**: All dogs were dead within 5 days after auto-retransplantation and serum creatinine 

could not be measured. 

% 

300 

LDH 

200 

100 

15min 3hrs 6hrs 18hrs 
preservation time 

Fig.2. Relative variation of each enzyme in per剛

fusate during preservation in Group 1. 

(Activ町 beforeperfusion was a司4命ju削I
fo凹r1叩00%出 basalvalue) 

GPTではそれぞれ1.51倍， 1. 56倍および1.42倍の上昇

が認められた. しかし， AI-Pはほとんど土昇がみられ

なかった.

また， LDH isozyme ratioも経時的上昇を示し，潅流

181時間日では潅流前の2.51倍の上昇がみられた (Fig.2).

4) 潅流液中の諸酵素活性および LDHisozyme ratio 

に対する WITの影響について

a) LDH活性:実験第 I群から第N群までの WIT

0-60分群では潅流6時閉までは若干の上昇傾向を示すも

のの，各群でほとんど差異はみられなかったが，潅流18

1時間目では WITが長くなるに従って LDH活性値の

% 

'" G-Y 

2000 

1000 

/ / /' G-III 

ム ノγ ノ2:?

100 

15min 3 hrs 6 hrs 18hrs 
preservation time 

Fig.3. 'Relative variation of activity of LDH 

during purfusation. (Activity before per-

fusation was adjusted for 100% as basal 

value) 

上昇傾向が強く，各群それぞれ若干の差が生じた.

一方，第V群の WIT120分群では潅流6時間目より

上昇傾向がみられ18時間目には 29.8土18.6I.U.fgと著

しく高値を示した..ePち， LDH活性はすべての群で潅

流保存時間の長さに比例して上昇しており，潅流保存18

時間自の LDH活性は潅流前に比較して，第I群では
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2. 7倍，第E群ーでは2.8倍，第E群では6.2倍，第IV群で d) その他の酵素活性:GPT活性および AI-P活性

は9.4倍，第V群では23.7倍と， WITの長さとともに は第V群を除いて， WITによる影響は認められず(Fig.

潅流保存時間の長さに比例して著明な上昇を示した.と 6， 7)，また， CPK活性も第V群ではかなりの上昇を認

とに，第IV群の WIT60分群と第V群の WIT120分群 めるも，その他の群では潅流経過に伴う変化は WITの

とではその傾向が著明であった (Fig.3).

b) LDH isozyme ratio:第 I群から第IV群では濯流

保存6時間目までは上昇傾向も低く各群において有意な

差はみられなかったが，潅流保存18時間自で、は，第I群

で1.5倍，第E群で3.6倍，第E群で4.7倍，第IV群で7.8

倍，第V群は44.4倍と有意に WITに比例して上昇が

認められた (Fig.4).

c) GOT活性 :LDH活性と同様，第 I群および第

E群では潅流保存18時間目までほとんど上昇は認められ

ず，また潅流前との比較では，第E群および第IV群は潅

流保存6時間目ならびに18時間自に上昇傾向がみられ，

濯流保存18時間目の GOT活性値は第I群および第E

群とのあいだに若干の差がみられた.第V群では潅流保

存3時間日より上昇がみられ 6時間目および18時間目

ではそれぞれ 3.6倍および24.5倍と著明な上昇が認めら

れた (Fig.5).

% " GーV

4000 

3000 

2000 

1000 

ζii 
t ，...ーーーーーーーーーー-， T 

15min 3hrs 6 hrs 18 hrs 
prるservationtime 

Fig.4. Relative variation of LDH isozyme ratio 

during purfusation. (Activity before per-

fusation was a的justedfor 100% as basal 

value) 

% a G-V 

200日

1000 

100 

15min 3 hrs 6hrs 18 hrs 
preservation tlme 

Fig.5. Relative variation of activity of GOT 

during purfusation. (Activity before per嗣

fusation was adjusted for 100% as basal 

val町)

% 
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/̂G-V 

戸-------- G-1I1 
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手三番 G-[[
G-IV 
G-] 

18hrs 
preservation tlme 

Fig.6. Relativ巴 var匂tion of activity of GPT 

during purfusation. (Activity before per-

fusation w回 a司justedfor 100% as basal 
value) 
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長さに比例しておらず， WITと潅流保存の長さには相

関はみられなかった (Fig.8).

5) 戻し自家腎移植後 graft機能と潅流終了時の

LDH活性， LDH isozyme ratioと LDH4+5活性との

関係について

第I群を機能良好群の対照とし，また第V群を機能不

% 

150 

一/
「戸4二一;三三2三2三三2

preservation tjme 

Fig. 7. Re1ative variation of activity of AI-P dur-
ing purfusation. (Activity before perfuト

ation w国 adjustedfor 100% as basal 

value) 
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Fig.8. Re1ative variation of activity of CPK 
during purfl刷 tion.(Activity before per-

fllsation was adjusted for 100% as basal 

value) 

原 壮

良群の対照として，経時的変動および WITの影響に

ついて LDH活性， LDH isozyme ratioおよび LDH4+5

活性について戻し自家腎移植後の graft機能との対比を

retrospectiveに検討した.

a) LDH活性:第I群の LDH活性は 3.58士1.33

I.U.fgで第H群から第N群のうち機能良好群では 3.35

土2.74I.U.fgと対照とした第 I群とほぼ同程度の値を

示したが，機能不良群は 5.11土3.26I.U.fgと著明な k

昇がみられた (Fig.9).

b) LDH isozyme ratio: LDH isozyme ratio も

LDH活性と同様に，第I群での LDHisozyme ratio 

は4.07土2.13で第E群から第N群のうち機能良好群では

5.92土1.61と対照とした第I群とほぼ同程度の値を示し

たが，機能不良群は 13.581:8.67と著明な上昇がみられ

た (Fig.l0).

c) LDH4+5活性:LDH4+5活性も LDH活性や

LDH isozyme ratioと同様に，第I群での LDH4叶活

性は 2.26士0.84I.U.fgで第E群から第N群のうち機能

良好群では 2.37土1.49I.U.fgと対照とした第I群と

ほぼ同程度の値を示したが，機能不良群は 8.47土5.26

I.U.fgと著明な上昇がみられた (Fig.11).

6) wash嗣out潅流液中 LDH活性と graft機能につ

いて

IU/g 

40 

30 

20 

10 

good good bad bad graft function 
(G寸 (G-!l ~ G-N) (G-V) 

Fig.9. Comparative study of LDH activityat 18 
hours of preservation and graft function. 
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IU/g 

100 

50 

10 

T 

good good bad bad graft function 
(G.-1) • (G-l!.. ~G-N) (Gc v) 

Fig. 10. Comparative study of LDH isozyme ratio 

atl8 hours of pr巴setvationand graft 

functIon. 

第I群，第E群より第N群および第V群の graft機能

良好群と不良群での wash-out海流液中の LDH活性

についで検討したが，第E群から第N群のうち機能良好

群は 11.37:1:7.29 I.U.fgと第I群の 10.00土8.49I.U.fg 

とほぼ同程度の活性を示し， .反対に機能不良群では

40.72土33.47I.U.fgと約4倍の値を示Lた.

以上より，潅流保存腎での graft機能の判定の闘値は

LDH活性で約 12I.U.fgと設定しうる結果であっ lた

(Fig. 12)・

考案

Be1zer et al. 4~)43) らは腎の濯流保存を行う上で潅流

障害を惹起せしめる原因として lipoproteinによる血管

内凝闘を挙げ，その lipoprotein を除去した cryopre~

cipitated plasmaを用い24--:72時間の濃流保存が可能で

あると報告している. さらに， Toledo-Pereyla et a1.33) 

は fibrinogenも海流障害の大きな原因であると指摘し，

Silica ge1を用いて血媛中の cholesterql，世lipoprotein，

s-lipoprotein ゃ fibrinogenを完全に除去した血援で

48-120時間の濯流保存が可能であると報告している.こ

の Si1icage1による脱フィプリノーゲシ血援の利点は，

IU/g 

40 

30 

20 

10 

good good bad bad graft function 
(G-1) '. (GcI! - G-N) (G四 V)

Fig. 11. Coroparative study of LDH4吋 activityat 

18 hours of preservation and gp丘func-

tion. 

1) fibrinogenのみならず lipoproteinをも完全に除去

できること， .2) 60日間の室温貯蔵が可能なとと， 3)，細

菌やヘルペスウィルスなどを除去でき，感染予防も可能

であること， 4)血球の遺残物を除去できる亡と，さら

に 5)LDHや GOTなどの酵素濃度に変化がなく，

IgGなどの免疫グロプリン本も影響がないことを挙げ

ている.最近，細胞内組成とほぼ同様の Euro-Collins

液が腎潅流保存に広く用いられているが，著者らは雨

宮1)らとの共同開発にて Si1icage1による脱フィプリ

ノーゲγ血媛による潅流保存を行い，十分満足する結果

を得ているので，今回の実験にも脱フィブリノーゲン血

援を用いた.

雨宮1)45)らが開発した潅流保存装置である泉工医科株

式会社製 ORPH2000Cの特性は平常流を用い，潅流

圧の変動に伴い自動的に調節することにより潅流圧を一

定に保つことができ，.また温度や pHも一定に保つこと

ができおことである.今回，著者はとの装置を周いて実

験を行ったが，結果で記載したごとく潅流量は Grund-

mann et a1.4めが報告している至適潅流量の 0.8mlfgf 

min.に近い 0.76土0.41mlfgfmin.で，ほぽ同程度の結

果であった.
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Fig. 12. Comparative study of LDH activity in 

wash桐outsample at 18 hours of preser・

vation and graft function. 

きて，他の臓器同様，保存腎の viabilityは細胞内で

の重要なエネルギー供給源である TCA-cycleを内包す

るミトコンドリア機能の温存状態に依存していると考え

られわ ~10) ， Trump et al.ll)は電顕的にミトコンドリア

内に多数の smallflocculent densityが観察される stage

lVbあたりが“pointof no return"であろうと推察

している.腎は代謝特性の異なる皮質，髄質外層，髄質

内層より構成され12)13)，しかも各組織の含有するミトコ

ンドリアの量が大きく異なっている.その中でも腎の生

理学的機能の大半を担う皮質および髄質外層はミトコン

ドリアの豊富な近位尿細管および遠位尿細管を内包して

いるため， hypoxia障害には極めて鋭敏である.

従来より温阻血処置は， hypoxiaを惹起する最も単

純かっ確実な方法としてミトコンドリア機能に関する

parameterの検索に優れた実験モデ、ルとして広く一般に

用いられてきた14)~16). Grundmann et al.17)はイヌ腎

において15分から60分の温阻血処置を加え，潅流液中逸

脱酵素活性の変動と不可逆性組織障害の限界について述

べているが，文献的には60分を“pointof no return" 

とする報告が多い18)~22). 

今回の，著者の実験では， wrTの潅流液中逸脱酵素

原 壮

への影響は，濯流液中 LDH活性，ついで GOT活性

の経時的変動に認められ， GPT活性にもわずかながら

その傾向が認められたが， A1-Pおよび CPK活性で

は認められなかった.元来， AI圃P，CPKはそれぞれ細

胞膜および血管壁平滑筋の構成蛋白質として存在し，

トコンドリア機能と直接の関連性は考えられず，従って

今回の実験結果でも wrTおよび潅流保存の影響がみ

られなかったものと思われる.

GOTおよび GPTはともに可溶画分とミトコンドリ

ア回分の両画分に存在し，可溶画分中ではアミノ酸から

の糖新生をつかさどる酵素として，また， ミトコンドリ

ア内においては，アンモニァ産生の調整酵素として重要

な酵素であることが知られている.従って， ミトコンド

リア機能を強く障害せしめる wrT120分処置により認

められた潅流液中の逸脱酵素活性の上昇には単なる可溶

回分以外にミトコンドリア画分からの逸脱が加わったも

のと考えられる.今回の実験で GOT活性に比較して

GPT活性には WITの影響が軽微であった点は，腎で

の GPT活性が近位尿細管および遠位尿細管のいずれ

においても GOT活性の約 1/5-20程度しか存在しない

ことによるものと思われる29)，

一方，潅流液中 LDH活性および LDHisozymeの

変動は極めて著しく，しかもその上昇程度は明かに

wrTに依存した変動を認めたが， ことに戻し自家腎移

植後， graft機能別の結果での LDH4および LDH5に

みられた graft機能良好群と不良群の差は著明であっ

た.Grundmann et a1.17)および諸家ら25)27)34)35)43)もほ

ぼ同様の結果を報告しており，これまで LDHと graft

の viability に関する報告は比較的多く 24)~28)，実験の

みならず臨床的報告もみられるが， isozyme patternに

関しての報告は少なく 5)17河川また， isozymeの有用性

を明示した報告はほとんどみられない.

LDHは細胞内可溶函分中に存在し， TCA帽cycleと呼

応して，好気的条件下では TCA・cycleへのピルピ、ン酸

提供酵素として直接的あるいは間接的に働き，また嫌気

的条件下では TCA働cycleに代わる ATP産生代謝系の

終末段階の酵素として働いており，従ってその変動はミ

トコンドリア機能に関連している.本宮幻〕らは長期潅流

保存で潅流液中の LDH活性の上昇は isozym巴 pattern

の変動も伴っていることを報告しているが，今回の研究

は isozymepatternの変動がより明確に viabilityと関

連していることを示した.

in-vitroにおいてもミトコンドリア機能の障害による

細胞質内のヒ。ルピン酸および NADH濃度の上昇は

LDHlおよび LDHzなどの H型 LDHisozyme との
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複合体の形成を来し， H型 LDHisozymeの活性を抑 による影響はみられなかった.

制する一方， ミグロゾーム膜と結合している LDH4 お 5) 戻し自家腎移植後の graft機能については，LDH

よび LDH5などのM型 LDHisozymeを遊離させ， 活性， LDH isozyme ratioさらに LDH4+5活性のすべ

M型 LDHisozym巴の活性化および、細胞外への逸脱を てで， WIT 30分から WIT60分の群のうち機能良好群

増強すると考えられている40). 従って，本研究でのM での対照とした WIT0分の群とほぼ同程度の値を示

型 LDHisozymeの潅流液中濃度の上昇は組織内での したが，機能不良群は著明な上昇がみられた.

ミトコンドリア機能障害の強さを反映するものと考えら 6) LDH活性における wash-out潅流液と graft機

れる. 能について，臨床応用可能な段階的腎障害実験群である

腎を構成する皮質，髄質外層，髄質内層はそれぞれ WIT 30-60分群の第IトIV群で wash-out濃流液中の

LDH isozyme patternを異にしているが41)42)，最も重 LDH活性について検討したが，機能良好群は機能良好

要な機能成分である皮質および髄質外層はH型 LDH の対照とした第I群である WIT0分の値に近似して

isozyme優位であり，従って，これらの組織からの潅流 おり，反対に機能不良群は有意に上昇していた.

液中へのM型 LDHisozyme遊出は，組織内の酸素濃 従って，潅流保存腎での graft機能の判定の闘値は

度に依存している代謝系の異常に関する情報を real LDH活性で 12I.U.!gと設定しうる結果が得られた.

timeに伝えるものと考えられる. 以上の結果から，濯流保存腎の viability判定の para-

臨床においては，最近では40時間以上の保存死体腎の meterとして腎潅流保存潅流液中の LDH活性および

移植が行われ，かっ，その長期成績は従来の臨界時間と LDH isozymeの測定が臨床的に有用性のあることが示

考えられていた24時間以内30)の保存腎と変わらないこと 竣された.

が報告されている31).今回，臨床での死体腎移植条件に

ほぼ類似した機能回復可能な条件的腎障害である WIT 稿を終えるに臨み，懇切なる御指導と御校閲を賜りま

30-60分の実験群である第1I-IV群で得られた LDH4 と した恩師向島英五郎教授に深甚なる謝意を捧げるととも

LDH5の成績は死体腎の viability判定に有用な資料を に，御校闘を頂きました本学生化学教室神谷知開教授と

提供したものと考える. 第I外科学教室中野博重教授に深謝致します.また本研

結 E書

雑種成犬を用いて右腎動脈結紫による WITを15分，

30分， 45分， 60分および120分の実験群を作成し，海流

液に脱イヌフィブリノーゲン血媛を用いて腎濯流装置に

て18時間潅流し経時的に潅流液中の LDH，GOT， GPT， 

AI-Pおよび CPK活性，さらには LAHisozymeを測

定し， WITの影響について検討するとともに，各 graft

の戻し自家腎移植を行い， graft機能との相関性につい

ても検討した.

1) 濯流保存腎での潅流諸酵素の中で LDHとGOT

活性に明かな経時的変化がみられ，しかもこれらの変化

はもVITに依存している.ことに， LDHにおいてその

傾向が著明にみられた. また， LDH isozyme ratioも

LDH活性と同様に， WITの長さおよび潅流保存時間

の長さに比例して上昇した. ことに WIT120分の群で

著明であった.

2) GPT活性では経時的変化は軽度であり， WITに

よる影響も軽度であった.

3) AI-P活性は経時的変化は認められず，また，

WITの影響もみられなかった.

4) CPK活性は経時的変化は明かであったが， WIT 

究に終始，直接御指導を賜った国立循環器病セ γター研

究所実験開発治療部雨宮浩部長並びに本学本宮普依講師

に感謝の意を表するとともに，ご協力下さいました教室

の諸兄に厚く御礼申し上げます.

本論文の要旨は第29回日本腎臓学会総会，第75回日本

泌尿器科学会総会にて報告した.
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