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腎微小循環の可視化と DICの評価
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概要

生理的条件下での腎微小循環の観察を可能とする生体顕微鏡を開発し，可視化を試みた．播種性血管内凝固症候群

(disseminated intravascular coagulation, DIC)による循環障害を，血流速度を用いて評価し，ヘパリンと血小板活性

化因子阻害薬である CV3988の効果を比較検討した．実験動物には22匹の Wistarラットを用いた．DICは，リポ多糖体

(lipopolysaccharide, LPS) 5 mg/kgを静注し誘発した．本研究で用いた CCD生体顕微鏡の空間分解能は， 0.86μmで時間

分解能は33msecである．血流速度は，血球の移動速度を解析することで算出した．LPS5 mg/kgの投与後，腎糸球体毛

細管における血流速度は， 120分で809士4lμm/sから335士44μm/s(44士5%）まで低下した．ヘパリンlOOIUの前投与によ

り，血流速度の低下は，54土4％に抑えられた．CV3988の前投与により ，血流速度は， 98土2％と変化しなかった．CCD

生体顕微鏡を用いて DICへと推移する際の腎微小循環障害を可視化し治療法を検討したところ，ヘパリンよりも血小板

活性化因子阻害薬である CV3988が，微小循環血流を保存するという点から有効であることが判明した．

緒 Ei

Disseminated intravascular coagulation (DIC, オ番手重

性血管内凝固症候群）は，歴史的には産科領域におけ

る周産期の合併症として報告され，その後固形癌，白

血病，動脈瘤，血管腫，感染症なども病因となること

が判明した．このような基礎疾患が持続し，何らかの

原因により組織因子が活性化され，凝固系のカスケー

ドが進行すると微小血栓が形成されるようになる．そ

の結果，一方で，消費性凝固障害が進行する ことで出

血傾向が出現し，もう一方で微小循環障害が進行し臓

器障害が出現する．治療を施しても致死率は，20~50

％と言われる．

DICは，エンド トキシンである lipopolysaccharide

(LPS)を投与することで誘発することが出来る．我々
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は，エンド トキシンの投与によって血小板数が数時間

で50％以下に減少し， FDPの上昇， PT比の延長など，

救急領域での DIC診断基準を満たすこと を確認して

いる．血管内に入った LPSは，凝固系を刺激すること

となる．元来エンド トキシンは，炎症を誘発するが，

その際フ リーラジカルが産生される．この一連の流れ

は，組織因子を活性化し凝固系をトリガーする．この

ような状況の中で炎症細胞は，サイトカインを放出し

炎症が進行するが，plateletactivating factor (P AF) 

も放出し血小板を活性化する．我々は，直接にフ リー

ラジカ ルを抑制はしないが，フリーラジカルが関わっ

たことで放出された PAFを阻害する ことで，凝固系

のカスケードを抑制出来ないかと考えた．そのような

DICの治療法は，まだ確立されていない．そこで，治

療法に検討を加えた．

腎微小循環の可視化による観察は，これまでは技術

的に困難なことから，摘出ネフロンや病的な水腎症と

いった動物モデルによって行なわれて来た．我々は，こ

の困難を CCD生体顕微鏡を開発する こと で克服し，

ラッ トにおいて生理的条件下での観察を可能にしたI)

（図 1).この技術を応用して，腎微小循環において
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DICに至る様子の可視化を試みた．循環に関わる重篤

かつ重要な疾患の一つに DICがあるからであり，その

剖検の報告では微小循環障害は腎臓が最も著しく，次

いで肺，牌臓と続く ．

本研究の目的は，DICに至る過程を生理的条件下

のラットにおいて生体顕微鏡を用いて可視化評価し，

PAF阻害薬を投与しその効果を評価することである．

方法

Wistarラット (n=24)をセボフルレンで入眠さ

せ，イナクチン (thiobutabarbital,lOOmg/kg, ip)で持

afferent arteriole 

efferent arteriole 

10 μm 

図 1 糸球体の画像例

続麻酔した．右の大腿静脈よりカニューラを挿入し薬

物投与路とした．右の頚動脈よりカニューラを挿入し

血圧を測定した．ラ ットの左腎を剖出し，左腎動脈に

トランスソニック血流計を装着し腎血流量を測定した

（図2).

DICは， LPSの投与によって誘発される ．プロ

トコールと しては，薬剤投与は大腿静脈からとし，

LPSを5ないしlOmg/kgで投与するが，1) LPS単独

群， 2) LPSに先立ちヘパリン (lOOIU)前投与群，

3) LPSに先立ち PAFの阻害薬である CV3988(2 

mg/kg)を前投与する群2l,4) LPSに先立ちヘパリ ン

(lOOIU) とPAFの阻害薬である CV3988(2 mg/kg) 

を前投与する群に分けて行なった．

いずれの群でも LPS投与10分前に前投与を施す．

CV3988は日本国内で市販されている数少ない PAF

阻害薬の一つであり， PAFを抑制するため，血小板が

活性化されず，微小循環が閉塞するのを防ぐ効果があ

る．

腎臓の皮質表面を簿＜剥ぎ，ペンシル型 CCD顕微

鏡のレンズプローブをその切り口に挿入，観察のため

の視野を決定してから，腎微小循環をビデオテープに

連続で記録した．ペンシル型 CCD顕微鏡は，鉛筆の

ような外観を呈していて CCD画像センサを備えてい

る．本システムの空間分解能は0.86μm,時間分解能は

33msecであり，腎糸球体の鮮明な画像を得ることが
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図2 実験のセ ットアップ
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図3 DICによる血流速度変化例

出来る．

可視化した画像は， ビデオテープに録画した．解析

は，オフラインでコンピューターに取り込み行なっ

た．糸球体内の毛細管に沿って関心領域を定め，専用

に開発したソフトウェアによって，血球の移動速度に

よって角度の異なる斜めの縞模様となる時空間画像を

求め， Nelder-Meadのパラメータ推定法を用いて血流

速度を求めた3) （固 3).

なお本研究は，川崎医科大学動物実験委員会の承認

を平成16年に受け (No.04-042)，川崎医科大学の動物

実験指針に従って実施された．

結果

糸球体での血流速度は， LPS5 mg/kgを投与した際

の1群では， 2時間で44％にまで低下した． 2群では，

54％まで低下し，改善を示した． 3群では， 89％にし

か低下せず，改善を示した． 4群では， 98％までの低

下で，血流速度の低下が認められなかった． （図4)

LPS lOmg/kgを投与した際の， l群では， 30分で50

％にまで低下した． 2群では， 70％まで低下し，改善

を示した． 3群では， 88％にしか低下せず，改善を示

した． 4群では， 100％で，血流速度の低下が認められ

なかった．（図 4)

考察

腎微小循環を可視化する手法を用いて， DICに至る

状態の評価に糸球体毛細管における血流速度を用いる

ことが出来るかを検討した． LPSの投与量を増加す

ることで，血流速度の低下に要する時間が短縮した．

すなわち，低い投与量では 2時間で，高い投与量では

30分で血流速度が約50％低下したが，この違いは DIC

の進展と連動しており，ある程度の容量依存性がある

と考えられることから， DICの評価に応用可能である

ことが示された見 生化学的見地からでなく，血流速

度で DICを評価するという研究はいまだ見当たらな

いから，本研究は独自性を有していると言える． PAF
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図4 LPS,ヘパリン， CV3988(PAF阻害剤）による血流速度変化

は，主として白血球，血小板，内皮細胞で生成され，

生体内のすべての組織で観測される．そして炎症，止

血，血栓形成，平滑筋細胞の緊張など多くの生理学的過

程に関与しており，流血中の血小板数を低下させる．

ラットでは，血管内血小板凝集を惹起し，好中球，単

球，抗酸球の脱顆粒を促進し，細胞の走化性を充進さ

せる． PAF阻害薬は，種々知られているが，我が国

において入手可能なものは，実際のところ CV3988の

みである見 その作用は，血小板に結合することで生

じると推定され，血小板凝集を妨げると報告されてい

る．現在の我が国における DICの治療法については，

原疾患の治療とともにタンパク分解酵素阻害剤，アン

チトロンビン製剤，ヘパリン製剤が併用されている．

従来使用されているヘパリン製剤の DICへの有用性

については，予後改善の点から意見の一致をみていな

い．また，米国では，活性化プロテイン Cが重症敗血症

の治療の主軸として用いられているが見 我が国では

認可されておらず，臨床治験のめどはたっていない．

PAF阻害剤は，その有用性が指摘されているが，こ

れは国内外において臨床応用されておらず，我が国で

は治療薬として認可されていない．本研究によってヘ

パリンの効果は，血流速度の視点からは大きくなく，

寧ろ PAF阻害薬が有効であることが判明した．つま

り， DICの成り立ちには血小板が大きく関わることを

意味する．本研究では，主に抗凝固剤の前投与を検討

しているが，それは DIC惹起後の状態が揃いにくいと

いう技術的困難さに負うところが大きい．ヘパリンの

投与量については，我が国の医療現場での DIC治療

法から算出した．投与量は 5~15/kg/hrが一般的であ

り，体重50kgの人で概算では通常 l日当たり 1万Uを

使用することから， 0.5kgのラットではlOOUとなり，

実験時間が3時間弱の本研究では治療量としては充分

である． PAF阻害剤である CV3988の投与量について

は，過去の文献に倣った． Terashita等2)はエンドトキ

シン (15mg/kg,iv)投与後10分に CV3988を0,0.05, 

0.1, 0.5, l.Omg/kg静脈投与してその後の血圧変動を

調べているが，エンドトキシンによる血圧低下を妨げ

る効果は，投与後直ちに0.5mgの投与量から出現し，

1.0mgの投与と比較して差がなく ，その効果は投与後2

分以降持続するが，続く 60分における改善は僅かであ

る．また， DICに対する CV3988投与後のサバイバル

レートには， 1 mg/kgとlOmg/kgで比較しているが，エ

ンドトキシン投与後17時間は，差が認められない．こ

のような事から，エンドトキシン投与後約 3時間弱の

観察からなる本実験においては， 2.0mg/kgの量は充分

であると考えられる．追加実験として， DIC惹起後の

薬物の効果を調べてみた．図 5に示すように， LPSの

投与後30分で本実験と同量のヘパリンや PAF阻害剤

を投与したが，これは DICの治療を意味しており，そ

の後30分においてヘパリンでは血流速度の減少分の約

50％以上の回復をみることはなく (n = 4), PAF阻

害薬では，全例で血流速度の固復をみた (n=l2).

そのうち 4例について，血流回復傾向をさらに観察を

続けたところ， PAF阻害剤投与後60分で初期の血流速
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図5 LPS,ヘパリン， CV3988(PAF阻害剤）の後投与による変化例

度を上回るに至った．血流速度が増加しているかは，

モニター画面から目視で分かることであるが，このよ

うな血流速度の増加は，ヘパリンでは投与後20分以降

は認められなかった．このことから，抗凝固剤の DIC

惹起後の効果は，前投与の結果と同様であることが分

かった．これらのことを併せて総合的に考慮すると，

PAF阻害薬を DICの従来の治療法に併用すれば更な

る効果が得られることが期待される．

まとめ

DICに至る腎微小循環を糸球体のレベルで可視化

することが出来た．毛細管を流れる血流の速度を指標

として DICの程度を評価することが出来た．治療とし

ては，従来のヘパリンは，血流を保つという点からは

有効でなく，寧ろ DICの形成には血小板の関与が大き

<, PAF阻害薬が極めて有効であり，この薬剤を従来
の薬物と併用することが治療に有効であろうと期待さ

れる．
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