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活性酸素種による醇組織障害作用
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Effect of Oxygen Free Radicals on the Rat Pancreas in vivo 
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Many reports concerning the involvement of active oxygen free radicals in the pathogenesis and pro-

gression of acute pancreatitis have been published. In this study, the direct toxic effect of active oxygen 

free radicals on the rat pancreas was evaluated in vivo. Superoxide anions, generated via the xanthine/xan-

thine oxidase (X/XO) system, and hydrogen peroxide (H202) were used. After continuous arterial injec-

tion of X/XO into the celiac a口eryhemorrhage and extensive edema developed. However, additional 

continuous in ection of superoxide dismt出 se(SOD) into the external j時 ularvein completely suppressed 

the hemorrhage and relieved the edema. When hydrogen peroxide (100 μM/Kg/hour) was injected con-

tinuously through the celiac artery maked hemorrhage and edema were recognized in the pancreas, both of 

which were suppressed by continuous injection of catalase (10 mg/Kg/hour) or gabexate mesilate (10 

mg/Kg/hour) into the external jugular vein目 Theamylase and lipase levels in the intraperitoneal fluid 

rose to more than 10 times the preoperative values 5 hours after drug administration. These levels were 

lowered to 2 times the preoperative values by the continuous venous 1吋ectionof SOD or catalase (which 

are specific scavengers of superoxide anions or hydrogen peroxide, respectively) or by gabexate mesilate. 

On the other hand, serum amylase and lipase levels remained almost constant throughout the entire experi-

ment. Thus, the administration of active oxygen free radicals caused acute pancreatitis, which was sup-

pressed by the systemic administration of specific scavengers for each free radical. Active oxygen free 

radicals were shown to have a direct, toxic effect on the pancreas. 

I.緒 百

て惹起される急性解炎の発症，進展にフリーラジカル

の関与が指摘されている．しかしながら，これらの論

虚血1l,Choline-deficient ethionine-enriched (CDE) 文はし、ずれも，フリーラジカルを直接とらえたのでは

meaJ2l，脱血ショック 3), Caerulein投与叫などによっ なく，急性解炎モデルにフリーラジカル生成反応阻害
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剤5）やフリーラジカノレ消去剤6）を投与し，急性解炎発

症の抑制効果からフリーラジカルの関与を間接的に評

価したものである．近年， Electron Spin Resonance 

(ESR) technique＂や Chemi-luminescence8lによるフ

リーラジカノレの直接検出法も開発されているが， in

vivo systemで，フリーラジカノレレの直接障害作用を

証明することは，未だ困難な状態である

フリーラシカノレが関与する病変については，多くの

場合，生体膜障害9,10）に起因するものであり，フリー

ラジカノレが直接，あるいは間接的に生体膜の脂質11)

や蛋白質12）を攻撃して起こすものと理解される．従

って急性醇炎発症とL、う状態は生体膜の障害によって

ひきおこされた結果と考えられる．活性酵素はアヲキ

トン酸代謝等にに作用して Thronboxane 生成を増

加13) し，その強力な血小板凝集及び血管収縮作用14)

により組織血流の低下を導くと元に， Leukotriene B4 

を介し，白血球活性化問，ライソゾーム酵素遊離問を

促進し，醇細胞障害をひきおこすと考えられる．本研

究では，醇支配動脈より， xanthine/xanthine oxidase 

によるスーバーオキサイド発生系又は過酸化水素の持

続注入による勝への直接障害作用を評価するととも

に，各々の特異的な消去剤であるスーパーオキサイド

ディスムターゼ及びカタラーゼと，活性酸素消去作用

を有する，代表的な合成プロテアーゼインヒビター 17)

であるメシノレ酸ガベキサートを投与してその抑制効果

を検討した

IT.材料及び方法

1. 動物モデル

体重 240～330gのSprague-Dawley系雄性ラットを

一夜絶食後，ベントバノレビタール（50mg/kg）の腹腔

内麻酔下で，一倶ijの外頚動脈（CV）にポリエチレンカ

テーテノレ（PE-50）を挿入し，薬剤投与及び輸液路とし

たついて、，開腹し，腹腔動脈（CA）を露出し，大動

脈との分岐部を結紫したのち，未消側を切開し， 5

cmのポリエチレンカテーテノレ（PE『50）を挿入し，固

定した．カテーテノレには側管からも薬剤が注入でるき

ように， 3mm径の塩化ビニーノレカテーテノレを接続し

た．以下の 7群にわけで実験した．

I群（N=6, コントローノレ群） ：生理食塩水を， CA,

CVより，各々 ， 45111/min, 15 111/minで注入した．

E群（N=6):CAより xanthine(X, 10 3M in seline), 

生理食塩水を，各々 30/1νmin, 15 111/minで，又CV

より，生理食塩水を 15111/minにて注入した．

阻群（N= 6) : Xanthine (X）及び Xanthine oxidase 

(XO, 1 U/ml in seline）を各々 ，5]1］の注射器に用意し，

上記に述べた如く， CAに注入される直前で混じる

ように，各々 30111/min, 15 111/minで注入した.CV 

より，生理食塩水を 15111/minで注入した．

N群（N=8):CAより X/XOを，CVよりはスーパー

オキサイド ディスムターゼ（SOD，日本化薬製，

3600 U/ml seline）を 15111/min にて注入した．

V群（N=8):CAより過酸化水素（H202,10011M）を

45111/min, CVよりは生理食塩水を注入した

百群（N=!O）・ CAより H202を CVよりカタラーゼ

(10 mg/ml）を 15ml/minで注入した．

四群（N=6).CAより H,O，を， CVよりメ、ンル酸カ。

ベキサート（10mg/ml）を 15111/minにて注入した．

以上7群とも，前値を含め経時的に尾血管よりへパ

リン採血し，血清分離し， 70°C で冷凍保存し，血

清酵素の測定に用いた．又，実験前後の2回の開腹時

に腹水を採取し，－70°C で冷凍保存し，逸脱酵素の

測定に用いた．

更に，実験終了時（ 5時間後）に脱血屠殺し， E草を

摘出し，肉眼観察を行った後，一定部位を採取し！葬乾

湿重量比の浪u定及び病理組織標本作製に供した．

2. 測定項目

( i ）勝の乾湿重量比

実験終了時（屠殺時）の 5時間後に脱血後摘出した

隣の一定部位を採取し，直ちに，湿重量を電子天びん

(Chyo Balance Co. ，日本）で計測した．その後， 70°C

の乾燥器に72時間静置し，乾重量を計測し，その比に

より浮腫の評価を行った．

( ii ）勝の肉眼標本及び病理組織像

実験終了時に脱血後摘出した弊について，浮腫及び

出欠の程度を4段階評価（0' 1 ' 2 ' 3ポイント）

で数量化したついで，一定部位を採取し， HE染色

による病理組織標本を作成し次の5項目について， 4

段階評価（ 0' 1 ' 2 ' 3ポイント）で数量化した．

(1）浮腫

(2）炎症細胞浸潤

(3）空胞変性

(4）出血

(5）壊死

(iii）血清及び腹水のアミラーゼ値及びリバーゼ値の

経時変化

前述の如く冷凍保存しておいた血清及び腹水を解凍

後，アミラーゼはアミラーゼ A テストシイーノギ（シ
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X.XO H202 H202 H202 

-SOD (n = 8）ーCAT -GM 
(n=8) (n=10)(n=6) 

Pancreatic dry to wet weight ratio 5 hours after infusion of free radical related substrates. 

Data are shown as me阻土SEM. ヤ＜0.05compared to control，料p<0.01compared to control. 
are as in Table 1. 

x.xo 
(n = 6) 

CONTROL X 
(n=6) (n=6) 

Fig. 1 

た．然るに， SOD 投与したN群で

出血はおこらなかつた．一方， H,O，を投与した V群

では著明な浮腫を呈し， 8例中7例に明瞭な出血を示

Macroscopic examination of pancreas in rats 

after infusion of free radical related substrates 

Table 1 

hemorrhage 

0 

0 

1.5±0.2** 

0 

2.4±0.3** 。
。

Control: saline (45 μI/min); X：’ xanthine (30 μI/min); 

XO：・ xanthincoxidase (15 μI/min); SOD: superoxide 

d凶 nutase(15 μI/min); H202: hydrogen peroxide (45 

μI/min); CAT：’ catalase (15 μI/min); GM: gabexate 

mesilate (15 μI/min）ー

Saline, X, XO  and H202 were infused into the celiac 

artery, and SOD, CAT and GM  were infused into an 

external jugular vein目

Data are expressed as mean±SEM. *p<0.01 com-

pared to control. 料 p<0.001compared to control. 

オノギ，日本）を用いたフ．ルースターチ法にて，リバー

ゼは Lipase Kit S （大日本製薬，日本）を用いた

BALB-DTNB法問にて測定した．

3. 統計処理

得られたデータは， Mean±S.D. にて表現し

Student’s t-testを用い，危険率5%以下を有意差あり
と判定した．

4. 結果

( i ）障の乾湿重量比

コントロール群及びE群では各々26±1目7%,

24土1.1%で有意差はないが， XIXO を動脈内持続注

入した皿群では18±1.1%と有意に低下した.SOD投

与したN群では20士0.8%で有意な上昇を認めた．一

方，H202を動脈内持続注入した V群では，E群同様，

有意な低下を認めたが，カタラーゼ又はメ、ンノレ酸カヘ

キ＋ートを投与した ¥i群，四群では， 23±0.9%,

23±1.1%と V群に対して有意な増加を認めた.(Fig. 

edema 

0.5±0.2 

0.5±0.2 

3.0** 

2.0±0.5* 

3.0本本

0.5±0.2 

0.3±0. 1 

Control (n=6) 

X (n=6) 

X-XO (n=6) 

X-XO/SOD (n=8) 

H202 (n=8) 

H202/CAT (n=!O) 

H202/GM (n=6) 

(ii）弊の肉眼標本評価

コントロ一ノレ群及ひ..II群で

めないが， X/XO 注入した皿群で、は全例に著明な浮

腫を呈し，かつ6例中4例に尾部を中心に出血を認め
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Fig. 2 Histological findings of pancreas 5 hours after infusion of free radical related substrates (Hematoxylin-eosin; 

original magnification×100). Details are as in Table 1. 

した．然るに，カタラーゼ投与の ¥I群では，浮麗及

び出血ともに認めず，更にメシノレ酸ガベキサート投与

でも 6例中 1例に軽度の浮腫を呈するのみで，出血は

全く認めなかった.(Table 1) 

Fig. 2’ 

（首i）鮮の病理組織像

X/XO文は H202投与群では，著明な浮腫，炎症細

胞浸潤，出血を認めたが，空胞変性，壊死は一部のみ

認めた SOD，カタ ラーゼ， メシノレ酸ガベキサート
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Changes of serum amylase and lipase levels after infusion of free radical related substrates. 
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AFTER TIME 

Fig. 3 

入した群で・はコントローノレ群と同じ値を示した 又，

血清リハーゼ値も同様の傾向は示したが，有意、差は認

めなかった.(Fig. 3) 

( v）腹水アミラーゼ値及びリバーゼ値の経時変化

コントロール群で，腹水アミラーゼ値及びリ パーゼ

値は，血清アミ ラーゼ値及びリパーゼ値の各々 3%,

5%の値を示した.X/XO注入群では，コントロール

値の10.3倍， 13.8倍となり， H202 注入群でも各4

11.1倍， 17.3倍と著明に増加した－ SOD を注入した

を投与した群では，浮腫は軽度認めるものの，他の所

見は抑制された.(Table 2) (Fig. 2, 2’） 

(iv）血清アミラーゼ値及びリバーゼ値の経時変化

Xanthine (X）を CAより注入した群で血清アミラー

ゼ値は，コントロール群に比べて上昇傾向は認められ

たが有意差はなかった.X/XO注入群， SODを静注

しつつ X/XOを注入した群， H202を注入した群で・も

同様の傾向を示したが，有意差はなかった．カタラー

ゼ又はメ、ンル酸ヵーベキサートを静注しつつ H202を注
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Histological品ndingsof pancreas of rats after infusion of free radical related substrates Table 2 

necrosis 

Control (n=6) 

X (n=6) 

X-XO (n=6) 

X-XO/SOD (n=8) 

H,O, (n=8) 

H202/CAT (n = 10) 

H202・GM (nニ6)

0 

0 

2.7±0.3** 

0 

2.7±0.4判。
。

hemorrhage 

0 

0 

2. 7土0.3料

1.0±0.2* 

2.7±0.4* 

1.0 

0 

vacuolizat1on 

0 

0 

3.0** 

0 

3.0＊本

。
。

cellular 
mfiltration 

0 

0 

2.0±0.3料

1.0±0.2* 

2.0±0.3** 

1.0±0.2* 。

edema 

0 

0 

3.0** 

2.0±0.4* 

3. o** 
1.0±0.2* 

2.0±0.3** 

Det剖ilsare as in Data expressed as mean土SEM.*p<0.001 compared to control. 材 p<0.001compared to control 
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Fig. 4 Amylase and lipase levels in peritoneal fluid 5 hours after infusion of free radical related substrates. 

Data are shown as mean土SEM. 本p< 0.001 compared to control. Details are as in Table 1. 

の増加にとどま り，消去剤による腹水アミラーゼ値及

びリバーゼ値の上昇が著明に抑制された.(Fig. 4) 

X/XO注入群では各々1.8倍， 2.3倍の増加にとどまり

カタラーゼ＋H202 注入群では1.9倍， 2.1倍，又メシ

ノレ酸ガベキサート＋H,02 注入群では， 2.1倍， 2.5倍
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5. 考察 る．

本実験系において，腹腔動脈よりの Xanthine/Xan- フリーラジカノレは，膜の透過性を充進させ，白血球

thine Oxidase文は過酸化水素の持続注入により，腹 を活性化し15）その集積による微小血管の血流抵抗を

水アミラーゼ値及びリパーゼ値の上昇とともに降には 増加させる28）ことが知られている．本実験は，生体

肉眼的出血，浮腫を生じ，組織学的にも急性解炎を呈 内で産生されうる濃度のスーパーオキサイド又は過酸

するが，各々の特異的な消去剤である SOD，カタラー 化水素の腹腔動脈への投与により急性降炎が発症し，

ゼ又は，フリーラジカル産生抑制作用をもっ合成プロ 消去剤により抑制されることを示し，フリーラジカノレ

テアーゼインヒビターであるメ、ンノレ酸カベキサートを がトリガーとなって急性解炎が発症することを直接的

投与すると，一連の変化は著明に抑制されることが明 に示した．

らかになった．本実験系においては，動脈よりの単独

の薬剤又は生理食塩水の注入によっては目撃組織には何

らの変化がみられなかったことより，解炎はフリーラ

ジカノレ生成物質の動脈内注入によって惹起されたもの

と考えられる．

腹腔動脈よりのカニュレーションにより牌血流の障

害が考えられる．腹腔動脈及び前腸間膜動脈の結主主に

よって低アミラーゼ血症を伴った，著明な醇線房の空

胞変性を呈するが，腹腔動脈の結殺のみでは何ら変化

を示さない20) これは，側副血行により，降への血流

が維持され，際組織の integrityを保たせる．側副血

行は，カニュレーション後，カーュレーションよりの

逆流により確認できる．

本実験に用いた，スーパーオキサイド発生系の 1つ

である xanthine/xanthineoxidaseより産生されるスー

ミーオキサイド及び過酸化水素の濃度は，ヒト多形核

白血球を刺激し発生しうるスーパーオキサイド又は過

酸化水素量21）の数倍程度であると理論上考えられる．

急性解炎の病態における本態は，解内における消化

酵素の活性化22）による一連の蛋自分解反応および際

腺房細胞膜の破壊である．そのトリガーとなる因子に

は，胆汁，フォスフォリパーゼ A2，コレシストキニ

ン（CCK），エタノーノレ， トリプシン，プロテアーゼ

が挙げられるが，最近，強い組織障害性を持つフリー

ラジカルが注目されている 急性解炎におけるフリー

ラシカノレの関与については，フリーラジカノレ生成反応

阻害剤5）やフリーラジカノレ消去剤6）を投与して急性解

炎発症の抑制が認められることにより，その関与が示

されてきた．フリーラジカルの主発生源としては，組

織内の xanthineoxidase系23）と好中球系24）が知られて

いる xanthineとxanthineoxidaseを混合培養すると，

酸素分子よりスーバーオキサイドと，一連のフリーラ

ジカルが生成される25）.腸管において， invivoでxan-

thineとxanthineoxidaseを注入することにより，腸管

の微小血管の透過性が充進する26,27）ことが示されてい
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