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切断肢指再接着後の骨長軸成長に関する

実験的研究
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切断版指再接着後の骨長軸成長に対する阻血時間の影響を調べる目的で, 5週齢ラット後肢切断

再接着モデルを作製し,以下の実験を行った。

1.切断肢を室温中(約20℃)に放置し,阻血時間を0, 2, 4, 6, 9時間とし,術後10過で再接着肢

の腰骨を評価した。阻血時間が6時間を超えると長軸成長障害が出現した。組織学的には,腰骨

近位成長軟骨帯に部分閉鎖や早期閉鎖を認めた。

2・阻血6時間群を術後1, 2, 4週で評価した。術後1週ですでに長軸成長障害は出現し,組織学的

には腰骨近位成長軟骨帯中央部を中心とした広範な壊死像が認められた。術後4過で組織学的に

成長軟骨帯は中央部で完全に消失していた。

3.切断肢を冷温保存(約4℃)し,阻血6および9時間群を作製して冷温保存の有用性について検討し

た。冷温保存すれば阻血9時間群においても長軸成長障害は起こらず,組織学的にも何ら異常所

見を認めなかった。

以上の結果より,次のような結論を得た。すなわち,阻血時間が延長すると再接着肢に術後早期

から長軸成長障害が出現した。組織学的には成長軟骨帯の壊死で,阻血による成長軟骨細胞の直接

的な障害と同時に,阻血による骨端動脈系の障害による間接的な影響の可能性が示唆された。切断

肢指再接着においては阻血時間がなるべく短くなるように努め,特に成長期では切断肢指を冷温保

存しておくことが,骨の長軸成長障害を最小限に軽減する効果のあることが確認された。
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微小外科技術の進歩,普及に伴い切断肢指再接着術は

救急医療の場において必須の手術手技となり,現在では

再接着の成否よりも,術後成績が問われるようになって

いる。また,再接着術はその適応が厳選されるように

なってきたが,小児においては知覚回復などの成績が比

較的優れていることや精神衛生上の観点から,如何なる

場合にも適応があるとされ,積極的に再接着が行われて

いる。しかし,小児特有の問題として,再接着肢指の成

長がある。臨床では再接着肢指の骨の長軸成長は,健側

の80-90%程度に抑制されると諸家により報告されてい

が15)nその原因の一つとして,成長軟骨に対する阻血

の影響が考えられる。先験的に様々なモデルや方法でこ

の問題について検討されているが4,6,12,13)明確な結論

が得られていない。そこで著者は小児切断肢指再接着モ

デルとして幼若ラットを使用し,骨長軸成長に対する阻
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血の影響について検討した。

方　　　　　法

1.実験モデルの作製

骨長軸成長の盛んな生後5過,体重100-120gの

Wistar系雄幼君ラットをベントバルビタール腹腔内

麻酔の後,右後肢を大腿中央部で完全切断し,再接着

術を行った(Fig. 1)切断肢に対して乾燥を防止す

る処置以外,濯流などの特別な処置は行わなかった。

再接着にあたっては,まず,神経,血管縫合を容易に

し,縫合部の緊張をやわらげる目的で,大腿骨を切断

部で約3mm切除,短縮した後, 19G注射針を髄内

釘として固定した。続いて肉眼で筋肉縫合を行った

級,手術用顕微鏡下に坐骨神経を縫合し,大腿動脈と

大腿静脈をそれぞれ吻合した。神経と血管の縫合には
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Fig. 1. The method of replantation.

First, osteosynthesis of the femur with intramedural

singular pinning, and muscle suture were per-

formed. Then, the sciatic nerve was sutured, and

finally, the femoral artery and vein were anasto一

mosed under an operating microscope.

ll_0ナイロン糸を使用し,神経は2-3針神経周膜縫合

を,血管は6-8針の結節縫合を行った。吻合した血管

外径は,動脈が約0.6 mm,静脈が約0-8 i皿であっ

た。血管吻合の後,約15分間再接着肢の血流が良好で

あることを確認し,最後に皮膚縫合を行った。術後は

個体の保温のみを行い,薬物療法や再接着肢の外囲定

は行わなかった。

2.実験1 :阻血時間の変化により,骨長軸成長に

いかなる影響が出現するかを調査するための実験.

切断肢の血流途絶から血流再開までの時間,つまり

阻血時間を0時間, 2時間, 4時間, 6時臥9時間とす

る5群(以下それぞれをⅩ時間群と呼ぶ)を作製した。 0時

間群は大腿動静脈茎だけを温存して他のすべての組織

を切断した後,同様に再接合した。阻血の間切断肢

は,乾燥を防止するため生理的食塩水含有ガーゼに包

み,室温中(約20℃)に放置した。作製したモデル数

は0時間群が5匹, 2時間群が5匹, 4時間が6匹, 6時間

群が9匹, 9時間群が5匹の合計30匹であった。

評価は,骨長軸成長のほぼ終了する生後15週,術後

10週で,吻合した大腿動・静脈の開有を手術用顕微鏡

あるいは血管造影にて確認した後,再接着側および健

側(非再接着側)の腰骨を摘出し行った。まず,その

長軸長を最小目盛0.05mmのノギスで実測し,再接

着側長軸長を健側長軸長で除して腰骨長軸長比を百分

率として求め,再接着肢の長軸成長の指標とした。次

に,再接着側および対照として健側の脛骨近位成長軟

骨帯の組織学的検討を行った。組織切片はヘマトキシ

リン・エオジン染色およびサフラこン・0染色を行っ

た。統計学的処理には一因子分散分析とPost-hoc

testとしてBonnferoni-Dunn検定を行い, p<0.05を

有意差ありとした。

3.実験2 :阻血が延長すると,術後どの時点で骨

長軸成長に影響が出現するのか,またその機序を検討

する目的の実験.

阻血0時間群と6時間群をそれぞれ15匹ずつ作製し,

術後1週, 2過, 4週の時点でそれぞれ5匹ずつ,実験

1と同様な評価を行った。

4.実験3 :冷温保存が,阻血の骨長軸成長に対す

る影響の防止に関して有用か否かを調査するための実

験.

切断肢を乾燥を防止するために生理的食塩水含有

ガーゼに包んだ後,冷温(約4℃)中に保存し,阻血

6時間許と9時間群をそれぞれ5匹ずつ作製した。術後

10週で実験1と同様に評価した。

結　　　　　果

l.手術成功率(生着率, Table 1)

麻酔による死亡と考えられた個体を除いた手術成功

Table 1. Success Rate of Replantation

Durationof聖ofsuccessFa山-,,Succe
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Table 2. Relationship between Duration of Ischemia and Tibia Length % Ratio
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Duration of Ischemia hours

Number of Rats

Tibia Length % Ratio
Mean±SD %

5　　　　　　　　5　　　　　　　　6　　　　　　　　9　　　　　　　　5

100.9± 1.1　　　98.3± 1.0　　　　99.8±0.3　　　　97.2 ±4.3　　　　87.9±9.5*

SD: standard devi.戚ion. * pく0.05

率をTa.ble lに示す。部分生着はなく,完全生着か　　　た。また,阻血時間の延長により術後の再接着肢の浮

完全壊死のいずれかであった。阻血時間の延長に伴い　　　歴の程度は高度となり,持続期間も延長する傾向に

成功率は低下する傾向にあり,一方,同一阻血時間で　　　あったが,冷温保存することでいずれも軽減された。

も切断肢を冷温保存することで,成功率は高くなっ
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1-e

Photo. 1. Photomicrographs of epiphyseal plate of.proximal tibia 10 weeks after replantation (Hematoxylin-

Eosin stain, x20).

Left: replanted side. Right: opposite side, a: 0 hour, b: 2 hours, c: 4 hours, d: 6 hours, e: 9 hou指of ischemia.

Within 4 hours of ischemia, there were no abnormal findings. With longer than 6 hours of ischemia, destruc-

tion of the epiphyseal plate occurred ( d arrow), and with 9 hours of ischemia, complete destruction of the

center of the epiphyseal plate occured ("e arrows).

2.実験1

1 )腰骨長軸長比(Table 2)

6時間以上の阻血で成長障害を生じる例が出現し,

阻血9時間では著明な成長障害を認めた。統計学的に

は9時間群と他のすべての群の間で有意差を認めた。

2 )腰骨近位成長軟骨帯組織像(Photo, la-e)

0時間群と2時間群では軟骨細胞の柱状配列は正常

で,障害を疑わせる所見はなく,成長軟骨帯の幅も健

側と比べて差を認めなかった。 4時間群では,ごく限

られた範囲で成長軟骨帯が閉鎖し,骨性架橋形成を認

めるものがあったが,健側と比べ長軸長に差はなかっ

た。 6時間群では, 4時間群で認めたわずかな範囲での

Tiible 3. Time Course of Tibia Length % Ratio with 0 and 6 hours ofIschemia

Duration of rostoperatjon weeks

Duration of lschemia hours

10

101.4±0.5(5) 101.5±1.1(5) 100.2±0.2(5) 100.9±1.1 (5)

97.9±1.5(5)　97.5±3.9(5)　95.5±6.6(5)　97.2±4.3(9)

Mean ± SD, (Number of rats) ※N.S.
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0

Duration after Replantation

Fig. 2. Time Course of Tibia Length % Ratio with

0 and 6 hours of lschemia.

骨性架橋形成や,線維化を認める頻度が増大したが,

これらの長軸成長障害は健側比で3%以下であった。一

方,健側と比べ10%以上の低成長を示したものでは,

成長軟骨帯は中央部で広範囲に消失し,骨端と骨幹端

の捌空は連続していた。残存した部分においても,全

体的に成長軟骨細胞の配列は乱れ,柱状構造は消失

し,帽も全体的に健側と比べて減少していた。 9時間

許では,成長軟骨帯中央部は広範囲にわたり消失して

骨端と骨幹端の髄腔が連続し,辺緑部の残存した成長

軟骨帯も柱状構造は消失していた。

3.実験2

1 )腰骨長軸長此(Table 3)

0時間群では術後1週から2週までごく軽度の過成長

となり,術後4週以降はほぼ等成長となった。一方,

6時間群では術後1週の時点ですでに低成長となり,同

程度の成長障害が成長終了時点まで継続していた。統

計学的には,全期間を通じて0時間群と6時間群の間に

有意差は認めなかった(Fig- 2)

2 )腰骨近位成長軟骨帯組織像(Photo. 2)

0時間群では,全経過を通じて成長軟骨帯の構造は

正常で,健側と比較して差を認めなかった(Photo.

2a) 0 6時間群では,術後1週の時点で成長障害はいず

れも健側と比べ4%以下であったが,成長軟骨帯中央

部の増殖細胞層を中心とした広範囲な壊死と線維化を

認め,一部では血管の侵入があった(Photo.2b) 。ま

た,壊死部の骨端側および骨幹端側の骨髄組織の壊死

も著明で,血管構造は消失し,線維芽細胞の増生を認

めた。一方,柱状構造の残存部分では骨端側の血管構

造は保たれていた(Photo.2c)サフラニン・0染

色では,壊死部に一致して軟骨基質の染色性が低下し
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ていた(Photo. 2d) 。術後2週で健側と比べ10%程

度の成長障害を示したものでは,成長軟骨帯は中央部

で消失していたが,骨幹端と骨端の境界は明瞭であっ

た。髄腔内の線維芽細胞の増生は著明で,一部で血管

の再生も認めた(Photo. 2e)術後4週で健側と比べ

10%以上の成長障害が生じたものでは,成長軟骨帯は

中央部で消失し,骨端と骨幹端の骨髄腔は連続してい

た。健側と比べ5%以下の成長障害を認めたもので

は,一部限られた範囲で成長軟骨帯の連続性が断た

れ,骨性架橋形成や線維化,あるいは骨端と骨幹端の

髄腔の連絡を認めた(Photo. 2f) 。
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4.実験3

1 )腰骨長軸長比(Table 4)

6時間群, 9時間群ともに明らかな成長障害は認めな

かった。統計学的には,阻血9時間において室温保存

群と冷温保存群の間に有意差を認めた(Fig. 3)

2 )艦骨近位成長軟骨帯組織像(Photo. 3a, b)

6時間群および9時間群ともに,健側と比較して成長

軟骨帯の幅に著変なく,成長軟骨細胞の配列は正常

で,軟骨基質の染色性に異常なく,障害を疑わせる所

見を認めなかった。



砂川:切断肢指再接着後の骨長軸成長に関する実験的研究

2-I

Photo. 2. Photomicrographs of epiphyseal plate of proximal tibia of replanted side with 0 and 6 hours of

ischemia ( Hematoxylin-Eosin stain except "d". d: Safranin-0 stain).

a: 0 hour of ischemia, 1: 1 week, 2: 2 weeks, 3: 4 weeks after replantation (×20). b-f: 6 hours of ischemia, b-d:

1 week, e: 2 weeks, f: 4 weeks after replantation (b, e and f, left: ×5, right: ×20. c: ×50. d: ×20)

With 0 hour of ischemia, there were no abnormal findings.

With 6 hours of ischemia, massive segmental necrosis and fibrosis in the proliferative zone occurred at one

week after replantation ("b arrows). Epiphyseal vessels over the necrotic epiphyseal plate were completely

destroyed and filled with fibroblasts ("c-left arrows), and those over the intact epiphyseal plate remained

("c-right arrows). There was a decrease in safran血-0 staining of the pericellular matrix in the necrotic and

fibrous areas ("d" arrows). At two weeks after replantaion, the central part of the epiphyseal plate dissappeared

("e arrows), and at four weeks after replantation, complete destruction of the epiphyseal plate occurred ("f"

arrows).

Table 4. Relationship between Temperature of Preservation of Amputated limb and Tibia Length % Ratio with 6 and
9 hours of Ischemia

Mean x SD, (Number of rats)

考　　　　　察

臨床的に小児切断肢指再接着後の骨長軸成長は,一健

側と比べ80-90%社歴に抑制されるとの報告がある
8,15V

再接着後の骨長軸成長は,受傷部位や受傷状況に影

響されることはもちろんであるが,その他の因子とし

て,骨切り,脱神経,切断肢指の阻血,再接着肢-の

血流量等が考えられる。

骨切りや脱神経の影響については, 0時間群で健側

とほぼ同程度の成長が見られたことから,影響は少な

いものと考えられ,また,脱神経は腰骨の長軸成長に

影響を与えないとGarcesら5)はラットを用いた実験

から報告している。

成長軟骨帯が十分機能するためには,成長軟骨細胞

が正常で骨端動脈系と骨幹端動脈系の両方の血流と酸

素分圧が十分であることが必要である2)が,成長軟骨

帯は血流を温存して移植すれば,阻血時間が短い場合

にはほぼ正常な機能を有し,骨長軸成長は障害されな

いことか実験的に証明されている3,7,10)。阻血時間が

長くなった場合には,骨長軸成長にどのような影響が

出現し,如何なる変化が成長軟骨帯に出現するかとい

うことについては,様々なモデルを用いた実験の結果

が報告されている4,6,12,13)。それらによると,阻血時
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0　　　　2　　　　4　　　　　6

Duration of Ischemia

Fig. 3. Relationship between Duration of Ische-

mia and Tibia Length % Ratio.

間の延長にともない成長障害が出現するという点では

ほぼ一致しているがその結果は一定しておらず,阻血

が2時間ですでに成長障害が出現する6)といったものか

ら, 6時間までは過成長を示した4)というものまで様々

である。また,成長障害の過程や,その原因について

言及しているものは稀である。特に再接着モデルを用

いた報告は見られないo

そこで著者は幼君ラット後肢切断再接着モデルを作

製し,一連の実験を行った。その結果,阻血4時間ま

では成長障害は出現せず,組織学的にはごく限られた

範囲での骨性架橋形成や線維化を認めるのみであっ

た。しかし,阻血6時間で成長障害は出現し始め, 9時

間では著明に成長が障害され,組織学的にも広範囲の

成長軟骨帯の破壊が確認された。筋組織も阻血が6時

間を超えると障害されると報告されており9),骨長軸

成長においてもほぼ同程度の阻血時間が限度であると

考えられた。

経時的に骨長軸成長障害の過程を観察すると,術後

1週ですでに低成長となり,組織学的には術後4過で成

長軟骨帯の破壊は完成されていた。つまり,成長軟骨

帯に対する障害は術後早期に出現し,成長終了まで持

続することが示唆された。

阻血による成長軟骨帯への影響としては,成長軟骨

細胞に対する直接的な障害と,阻血による微小循環障

害(no reflow phenomenon)や再港流障害(reperfu-

3-b

Photo. 3. Photomicrographs of epiphyseal plate of proximal tibia with 6 (a) and 9 (b) hours of ischemia in a

state of cold preservation ( Hematoxylin-Eosin stain, × 20 ). Left: replanted side. Right: opposite side.

Abnormal findings were not observed.
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sion injury)による二次的な成長軟骨細胞障害が考え

られる。本実験においては,阻血時間の延長に伴い再

接着成功率が低下し,術後の浮腫の程度,持続期間が

延長する傾向にあったことは,再接着肢に徴小循環障

害や再海流障害が生じていた可能性を示唆している。

術後1週の組織所見で,周囲の骨髄組織を含めて成長

軟骨帯の広範囲な壊死像を認めたが,これは阻血その

ものによる細胞障害が起こったことを推察させる。一

方,解剖学的により末梢の血流に支配されている成長

軟骨帯中央部が障害の中心となっていたことや,成長

軟骨帯の壊死に陥った範囲に一致して骨端側の血管構

造が消失していたことから,血管系の障害が先行し,

二次的に成長軟骨帯が障害された可能性も示唆してい

る。 Truetaら16)は物理的に骨端動脈系を障害し,そ

の後の成長軟骨帯の変化を報告している。それによる

と,骨端動脈系が障害されるとその支配領域に一致し

て増殖細胞層の壊死,線維化が生じる。これは本実験

の結果と全く同様であった。特に健側と比べ3%以下

の成長障害,あるいは成長障害を生じなかった例の組

織所見で認められた,ごく限られた範囲での成長軟骨

細胞障害は,血管系の障害が先行していた可能性が高

い。一方,高度の成長障害を生じたモデルでは成長軟

骨帯の早期閉鎖の傾向があったが,これは成長軟骨細

胞に対する阻血の直接的な影響や,再接着後の持続的

血流量の低下が影響しているものと考えられた。

阻血時間の延長に伴う障害を防止,あるいは抑制す

る目的で切断肢を種々の溶液で涯流あるいは保存する

実験的研究が行われ,その有効性が報告されている

1,12,14)。しかし,切断肢指の港流を行うことは,手技

的な問題や設備の問題から臨床的には普及していない

のが現状で,一般的には単純な冷却のみが行われてい

る。実験的に切断肢の単純冷却保存は,阻血時間延長

に伴う筋組織の変性や再接着後毒血症(replantation

toxemia)による個体の死亡を抑制することが報告さ

れている9,17)。そこで著者は,一般的に臨床で行われ

ている単純冷却保存が,阻血による骨長軸成長障害防

止にも有効であるか否かを調査した。今b]の実験で

は,室温保存においては明らかな骨長軸成長障害が出

現した阻血9時間においても,冷温保存では成長障害

は出現せず,組織学的にも何ら異常所見が無かったこ

とから,骨長軸成長障害の防止という点においても,

切断肢指の冷温保存は有用であることが判明した。任

らll)は,ラットの大腿動脈を用いて保存時間と血管の

微細構造の変化を調査し,血管自体の変性予防におけ

る冷温保存の有用性を報告しているO成長軟骨帯の障

害の原因の一つとして血液循環障害を考えた場合,袷
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温保存による血管障害防止が間接的に成長軟骨帯の障

害を防止していることが推察されるo　また,冷却によ

る組織代謝の抑制が直接的に成長軟骨細胞障害を防止

していることも考えられる。

切断肢指再接着において,阻血時間が延長すれば骨

長軸成長に障害が出現することは明らかであり,本障

害を防止するために出来るかぎり阻血時間の短縮に努

め,血流再開まで切断肢指を冷却しておくことの重要

性が改めて認識された。
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Longitudinal Bone Growth after Replantation in Immature Rats
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With the aim of studying the effect of ischemia time on longitudinal bone growth following replanta-

tion surgery, hind limb replantation model was produced with 5-week-old rats and the following expert-

ments were conducted.

1. The amputated limb was left at room temperature (20 -C) with ischemia time of 0, 2, 4, 6, and 9

hours and the tibia of the replanted limb was evaluated 10 weeks after the surgical procedure. When the

ischemia time exceeded 6 hours, growth disturbance of tibia became apparent. Histologically, partial

closure and early closure were observed in the epiphyseal plate of the proximal tibia.

2. Evaluation of the rats with 6-hour ischemia was made 1, 2, and 4 weeks after the surgical proce-

dure. Even at one week postoperatively, growth disturbance could be observed, and extensive necrosis

was rustologicaUy apparent in the central region of血e epiphyseal plate of the proximal tibia. Histologic-

ally, there was complete destruction of the epiphyseal plate four weeks postoperatively.

3. Study was made on the usefulness of cold preservation of the amputated limb of the rats with

ischemia for 6 and 9 hours. By cold preservation, growth disturbance could not be observed even in rats

with ischemia for 9 hoi∬s. Furthermore, no abnormal丘ridings could be observed histologically.

With extension of the ischemia time, grow血disturbance of the replanted limb could be observed with

the disturbance becoming apparent soon after the surgical procedure. Necrosis and destruction of the

epiphyseal plate observed rustologically suggest direct disturbance of chondrocytes due to ischemia and

at the same time the possibility of indirect disturbance of chondrocytes due to disturbance of the epiphy-

seal vessels attributable to ischemia. Our study indicated that in limb replantation, efforts should be made

to restrict the ischemia time to the minimal and that cold preservation of the amputated limb is important.
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