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高度肝障害患者に外科的侵襲を加えた場合に発生する肝不全などの術後合併症を防止する有効な治

療法 を探究す る 目的 で,今 回 は D‐galactosamine投与 ラット障害肝 モデルを用 いて,Insulin,

Glucagonの濃度 と比率により作成した対照群を含む 7つ の実験群の各組成液を,直 接門脈内に持続

投与し,投 与後24,48時 間 目に屠殺 して,そ の障害肝に対する効果を検討した。COT,GPT,Total

Bilirubin,Albulnin,肝体重比および組織学的検索では,有 意の差は対照群 との間にほとんど認めず,

肝に対する庇護作用はみられなかった。 しかし,DNA合 成能ではInsulin O.5U/kg/day群が組成液

投与後24,48時間日とも,対 照群より有意の高値をとり, この群の肝再生に対する有効性が明らかに

された.

索引用語 :D‐galactosamine,Insulin,GlucagOn,肝 再生,門 脈内持続投与

はじむめに

高度肝障害息者に外科的侵襲を加えた場合,肝 不全

などの重篤な合併症が高率に発生する。その合併症の

発生を防止するためには,障 害肝の修復や再生を促す

術後療法が必要である。

近年,門 脈内因子,特 に解ホルモンであるInsulin,

Glucagonの肝再生に対する重要性が,StarzP)の門脈

血流路変更モデル,PriCeか,Whittemoreゆ,Bucherりら

の門脈域臓器切除モデル,FisherDの肝移植モデル,お

よびLererf)の組織培養実験などを通じて,明 らかに

されてきた。臨床的にも,沖田つらが Insulin,Glucagon

の肝再生に対する促進的効果と肝細胞壊死抑制作用に

注 目し,急性および慢性肝不全例に対し応用している。

しかし,Insulin,Glucagonが門脈血中で肝の再生や

惨復に最も効果のある量 と比率,さ らに再生過程に合

致する投与時期に関 してはいまだ明確にされていな

い.

今回,われわれは,門脈内へ持続投与された Insulin,

Glucagonが ,肝 の再生や修復に対し,最 も効果を表わ

す投与量 と比率を求めることを目的 として, この基礎

研究を企画した。すなわち,D‐galactosamine投与 ラッ

ト肝障害モデルを用いて,直 接門脈内に持続的に各種

濃度 と比率の Insulin,Glucagonを投与 して,その障害

肝の再生や修復に対する効果を検討 したので報告す

る。

実験方法

1.実 験動物ならびに飼育条件

体重150～200gの Wistar系雄性ラットを用い,実験

前 1週間は日本クレア製標準国型飼料で飼育した。

2.D―galactosamine肝障害 ラット作成法および In―



12(954)

門脈
カテーテル挿入

!

高度障害肝に対する陣ホルモンの有効性に関する基礎的研究  日 消外会誌 16巻  6号

Insulin, Glucagon生理食塩水  1  市 10%」たose

3日 1日  1日 0 24時 間

Gal―NID‐ gatactOsamine

sulin,Glucagon投与方法

門脈本幹にシラスコンチュープ (ダウヨーニング社

製,size O‐5～1.Omm)の 先につけた26G皮 内針を直

接刺入し,外 科用接着剤 アロンアルファAで 固定す

る。同チュープを皮下を通 じて背部より体外へ導出す

る。ラットを生理的状態で飼育するために,Cannular

free through Swivelを用いて持続注入ポンプ(シャー

プ製 PIP‐21ま たは MP‐21)に 接続する。図 1の ごと

く,初 めの 5日 間は生理食塩水を 1日 5 mlの 割合で

門脈内に持続投与する,生 理食塩水を投与しはじめて

4日 目に,前 日より24時間絶食させておいたラットの

腹腔内に,生理食塩水で溶解 しl N NaOHで 中和した

D‐galactosalnine HCl(Siと11la社)を ,体 重 lkgあ た

り1,000mg投 与 して肝障害を作成した,

D‐galactosamine投与後 1日 目より生理食塩水のか

わ りに,表 1の ごとく,10%giucose(基 礎液)のみの

対照群を含めて,Insulin,Glucagonの濃度 と比率によ

り作成した 7つ の実験群の各組成液を 1日 5 mlの 割

合で投与した,初 めに,こ の実験に供 じたラットは108

匹であるが,一 定の肝障害のラットを実験に供するた

め,血 清 GOT 300以 上,GPT 100以 上のラットを今回

の検討の対象とした。

すなわち各実験群の対象とするラット数は,I群 (対

照群):20匹 ,II群 (Insulin 2U/kg/day):16匹,III群

( I n s u l i n  o . 5 U / k g / d a y ) : 1 4匹夕rV群(Gluc a g o n  2 m g /

kg/day):10,E, V群 (GlucagOn O.5mg/kg/day):

10匹,VI群(Insulin 2U/kg/dayttGlucagon 2mg/kg/

d a y ) i 1 6 匹, Ⅶ群 ( I n s u l i n  4 U / k g / d a y t t g l u c a g o n

表 1 実 験群

I:対照群車10%gucose(基礎液)投与群
I :Insulin 2u/kg/day投与群
I:Insulh 0 5u/kg/day投 与群

に Gl― gOn 2m宮 /kg/day投 与辞

V:GI― gOn o.5mg/kg/day投 与群

V i lnsul品 2U/kg/day+GlragOn 2mg/kg/day投 与群
Mli ins』品 4u/kg/day+GttcagOn 2mg/kg/day投 与群

轟標推事早掛gucoSe中
釧h aucagonを

図 1 実 験方法

絶食 G剖‐N層 殺   居 殺    層 殺

2mg/kg/day)i14匹 の計72匹である。

3.検 索項 目および検索方法

ラットを図 1の ごとく,各組成液投与前,投 与後24,

48時間 目に居殺 し,以 下の検索を行った。

1)血 液生化学的検査

ラットの下大静脈 より居殺時に血液を採取 し,血 清

GOT,GPT,Total Bilirubin,Alburninを 測定 し肝障

害の指標 とした.

2)肝 体重比

屠殺時の肝重量を同時期のラットの体重で除して求

めた。

3)肝 の DNA合 成能 (DNA specinc activity)

ラットの腹腔内に 3H_thymidine l″Ci/g・体重を投

与 し, 1時 間後に屠殺 して肝を lg採 取 した。

DNAの 分画抽出は Scottの変法りに準 じて行った,

すなわち,ラ ットの肝 lgを細切 した後,5 mlの 0.25

M Sucrose‐5%Citric acid溶液を加え,Potter‐Elveh‐

Jem型 ガラスホモジナイザーでホモジネー トした。次

いで,0.3N PCA溶 液で酸可溶性燐酸化合物を Eth‐

anolお よび Ethanol‐Ethel(3:1)溶 液で燐脂質を

除去した後,lN PCA溶 液を加えて,70℃ 40分間加熱

して水解することにより,核 酸を抽出分離した。

抽 出液 の一部で放射活性を測定 し,他 の一部 で

DNAの 定量を行った。

DNAに 取 り込まれた thymidineの放射活性は核酸

抽 出 液0 . 5 m l を, 1 0 m l のシ ン チ レーション溶 液

Univer‐Cel(PPO,POPOP,Nonionic Surfactant in

xylene)に 加え,シ ンチレーションカウター(Packard,

Mode1 3320)で 測定した。

また,抽 出液中の DNA量 は diphenylamine法 りで

定量 した。

同容の抽出液中のカウン ト数を,DNA量 で除して,

比活性 (cpm/″ g DNA)を 求め,DNA合 成能を表わ

表 2 肝 障害の分類

肝細胞壊死の範囲と炎定の程度に基うぃて[肝陣書の程度を6段階に分類してぃる。

ｅｒａｄｅ陥帆

Percentage of
l i ver  ce l l s

affected
Type ot damage

Inc reased leucocy te  in f i l t ra t ion  and
lytic neciosis.

F@al necrosis or necrosis in the
peripoltal area logether with bile
ductule Drolileralion.

Central necrosis.

Sub.massive necrosis.

llrassive nocrosis.



1983年6月

す指標 とした。

4)病 理組織学的検索

肝は10%ホ ルマ リンで固定し,HE染 色を行った。肝

障害の程度は表 2の ごとく,肝 細胞壊死の範囲と炎症

の程度に基づいた Pickeringlいの Gradingに より分類

した.

実験成績

1.血 液生化学的検査

1)血 清 GOT

血清 GOTは 図 2の ごとく, I群 (対照群)を除 く各

群が各組成液投与開始後24時間 目にピークの値をとる

傾向を認めたが, I群 (対照群)は 24時間日で他群に

比べ,最 も低値をとり漸増傾向を示 した。

しかし,各組成液投与開始後24,48時間目の GOT値

には I群 (対照群)と各群の間に有意差はなく,ま た同
一薬剤間にも,濃 度や比率の違いによるGOT値 の有

意差は認めなかった。

2)血 清 GPT

血清 GPT値 は図 3の ごとく, I群 (対照群)が各組

成液投与開始後24時間 目で,他 群に比べ低値をとり,

やや漸増傾向を示すのに対し,他 の群はすべて24時間

図2 各 組成液注入前,注 入開始後24,48時間目の血

清GOTの 変化

24,48時間目において, I群 (対照群)と 各群の間

には有意差はなく,ま た,同 一薬剤間にも,濃 度や

比率の違いによる有意差は認めなかった。
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図 3 各 組成液注入前,注 人開始後24,48時間目の血

清 GPTの 変化

24,48時間目において, I群 (対照群)と 各群の間

には有意差はなく,ま た,同 一薬剤間にも濃度や比

率の違いによる有意差は認めなかった。

図 4  各 紅成液注入前,注 入開始後2 4 , 4 8時間 目の

Total Bllirubinの変化

24,48時間目において, I群 (対照群)と 各群の間

には有意差はなく,ま た,同 一薬剤間にも濃度や比

率の違いによる有意差は認めなかった。

Hours lnfused

目にピークの値をとる傾向があった。

しかし,各組成液投与開始後24,48時間目の GPT値

には I群 (対照群)と 各群の間に有意差はなく,ま た

同一薬剤間にも,濃 度や比率の違いによるCPT値 の
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有意差は認めなかった。

3)Total Bilirubin

Total Bilirubin値は図 4の ごとく,Ⅵ 群 (insulin

2U/kg/day+Glucagon 2mg/kg/day投 与群)を 除 く

各群が漸増傾向を示 した。

各組成液投与開始後24,48時間 目の Total Blllrubin

値には, I群 (対照群)と 各群の間に有意差はなく,

また同一薬剤間にも,濃 度や比率の違いによるTotal

Bilirubin値の有意差は認めなかった。

4)血 清 Aibumin

血清 AlbuFnin値は図 5の ごとく,II群 (Insulin 2U/

kg/day投 与群)お よびV群 (GlucagOn O.5mg/kg/

day投 与群)を 除 く各群が軽度減少傾向を示 した。

各組成液投与開始後24,48時間 目の Albulnin値には

I群 (対照群)と 各群の間に有意差はなく,ま た同一

薬剤間にも,濃度や比率の違いによるAlbumin値 の有

意差は認めなかった.

2.肝 体重比

肝体重比は図 6の ごとく,HI群 (Insulin o.5U/kg/

day投 与群)お よびV群 (Glucagon O.5m宮/kg/day投

与群)を 除 く各群が,各 組成液投与前値に比べ,投 与

後48時間目において低値をとる傾向があった。

I群 (対照群)と の比較では,II群 (Insulin 2U/kg/

図5 各 組成液注入前,注 入開始後24,48時間目の血

清Albuminの変化

24,48時間目において, I群 (対照群)と 各群の間

には有意差はなく, また,同 一薬剤間にも,濃 度や

比率の違いによる有意差は認めなかった.
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図6 各 組成液注入前,注 入開始後24,48時間目の肝

体重比の変化

24時間目において,II群がI群 (対照群)に 対し,

有意の低値 (p<0.05)をとる以外, I群 と各群の間

に有意差は認めなかった。また,同 一薬剤間にも,

濃度や比率の差による有意差は認めなかった。
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day投 与群)が 24時間目に有意の低値 (p<0.05)を と

る以外, I群 (対照群)と 各群の間に肝体重比の有意

差は認めなかった.

また同一薬剤間にも,濃 度や比率の違いによる肝体

重比の有意差は認めなかった。

3.DNA合 成能 (DNA specinc activity)

DNA specinc activityは図 7の ごとく,各 組成液投

与開始後24時間 目で, I群 (対照群)に 比べ,II群

(Insulin 2U/kg/day投与群),III群(Insulin o.5U/kg/

d a y 投与群) お よびⅥl 群( I n s u l i n 4 U / k g / d a y 十

Glucagon 2mg/kg/day投与群)の各群が有意の高値

を示した (p<0.05,p<0.05,p<0.025).

各組成液投与後48時間日では,HI群 (Insulin o.5U/

kg/day投 与群)の みが, I群 (対照群)に 比 し有意の

高値を示 した (p<0.05).

また同一薬剤間の比較では24時間 目で,Vl群 (In_

sulin 4U/kg/dayttGlucagon 2mg/kg/day投与胃つ が

VI群 (Ihsulin 2U/kg/dayttGlucagon 2mg/kg/day投

与群)に 比べ,有 意の高値を示 した (p<0.05).

48時間日ではHI群 (Insulin o.5U/kg/day投与群)

がII群(Insulin 2U/kg/day投与群)に,VII群(Insulin

4U/kg/dayttGlucagon 2mg/kg/day投与群)が Ⅵ群

(Insulin 2U/kg/dayttGlucagon 2mg/kg/day投与

I n s u卜n投与群
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図 7 各 組成液注入前,注 入開始後24,48時間目の肝

DNA specinc activityの変化

24時間目において, I群 (対照群)に比べ,II,III,

VII群が有意の高値を示した (p<0.05,p<0.05,p<

0.025)48時 間目では I群 に比べ,III群が有意の高

値を示した(p<0.05)。また同一薬剤間の比較では,
24時間目で,Ⅶ 群がVI群に比べ有意の高値を示した

(p<0.05).48時 間目では,配群がII群に,Ⅶ群がVI

群に比べ,各 々有意の高値を示した (p<0.05,p<

0.05)

InsuLn投与辞

0-0 1群

, t e 肛 群

GlucagOn投 与辞

▲-4V辞

卜 4 V 群
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群)に 比べ,お のおの有意の高値を示した (p<0.05,

p < 0 . 0 5 )

4.病 理組織学的検索

Pickeringlいの Gradingに基づいて図 8の ごとく,

各 Grade別 ラット数により,各薬剤の効果を検討した

が,組 織の改善あるいは増悪には統計学的に一定の傾

向を認めなかった。

考  察

D ‐g a l a c t o s a m i n e によ る肝 障 害 は, K e p p l e r l り,

Lesch121,Deckerlりの他,多 数の報告
10～1りがみられ,

人のウイルス肝炎に類似 した血液学的,組 織学的変化

を起こす薬剤として注 目されてきた。その肝障害の本

態は,細胞内 UTPの 減少によるRNA合 成,蛋白合成

の 低 下 とG l y c o g e n の減 少 か ら く るe n e r g y 不

足11)10,ぉょび細胞膜の障害
1つ1りによるものとされて

いる。

われわれは,沖田20の方法に準じ,D―galactosamine

l,000mg/kg・体重をラットの腹腔内に投与し,激 症肝

炎類似のモデルを作成 して,そ の問脈内に直接 h‐

sulin,Glucagonを投与 した。

門脈内因子に関しては,近 年多 くの研究がll-0様々
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図 8 各 組成液注入前,注 入開始後24,48時間 目の

grade,Jラ ッ ト努故

PickeringのGradingに基づいて,各 Grade別 の

ラット数により各薬剤の効果を検討したが,組 織の

増悪あるいは改善には,統 計学的に一定の傾向を認

めなかった。

Hours hfused ゴ_ber研醜

な実験モデル,方 法を用いてなされており,そ れらの

実験を通じて,門 脈内因子, とくに陣ホルモンである

Insulin,Glucagonの肝再生に対する重要性が認識 さ

れてきた。

Bucherりは門脈域臓器全摘除を行ったラットに肝切

除を施行し,外 頚静脈 より種々の量 と比率の Insulin,

Clucagonを 投与 して,残 存肝の RNA合 成能を検討

している。その結果によれば,Insulin,Glucagonおの

おの単独では肝再生に対する効果はみられず,両 ホル

モンの同時投与が肝再生に対して有効であったと報告

している。
一方,Starz121)は門脈下大静脈吻合を行った犬の左

門脈内に Insulin,Glucagonを持続投与したところ,

Insulin単独投与群にのみ肝左葉の萎縮を減少 させる

効果があったと報告 している。さらにこの報告の中で

Starzlは少量の Glucagonを Insulinと同時投与 して

も,Insulinの作用は増強されず,一方大量の Glucagon

の同時投与は逆に Insulinの作用を減弱させたと述べ

ている。

沖 田2のはD‐galactosamineによるラットの激症肝

炎類似モデルに Insulin,Glucagonを腹腔内投与 して,

／

Ｖ

／
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肝細胞壊死の進展阻止効果を認めたと報告 している。

Farivar2りは murine hepatitis virusによる劇症肝

炎 ラットの腹腔内にInsulin,Glucagonを持続投与 し

たところ,Insulin,Glucagonの同時投与した群の生存

率が最も良かったと報告している。

このように,Insulin,Glucagonが肝再生に対して有

効であるということは,各 報告者の意見の一致すると

ころであるが,そ の最適な投与量 と比率についてはい

まだ明確でなく,定 説がないのが現状である。

今回われわれが行った実験では,D‐galactosamine

障害肝の再生に対 しては DNA specinc activityから

みて各組成液投与後24,48時間を通じて,Insulin O.5

U/kg/dayの 門脈内持続投与のみが有効であった。 さ

らに同じInsulin投与でも,Insulin O.5U/kg/dayが

Insulin 2U/kg/day投与 よ り,48時 間 目で,DNA

speciIIc activityの値が有意の高値を示した。このこと

は,Insulinの肝再生に対する有効性を示すと同時に,

肝再生に対してInsulinが効果を発揮するには,至 適

な濃度の選定が必要であることを示唆するものと考え

る。
一方,Insulinの投与経路の違いによる影響について

は,Stevenson20がィヌに 6時 間 2 mlの割合で,

0.012～0.10U/kg/hrのInsulinを末浦静脈 と門脈の

両経路より投与して,末 浦血中のgluCose,phosphate,

pottassiunl, non‐esterifled fatty acidおよび Insulin

値の変動について検討 している。これ らの うち,In‐

sulin値の変動についてみると,末 精投与では Insulin

の投与量が増加するのに比例して,末精血中の Insulin

値 も増加している。しかし,門 脈投与では少量から中

等量の Insulin投与で,末 浦血中の Insulin値は投与前

値 よりも低い値をとり,大 量の Insulin投与でようや

く末浦血中の Insulin値の増加を認めている。このこ

とは,門 脈内に投与 された少量から中等量の Insulin

は大部分が肝で利用,分解されることを示唆してお り,

同じ量の Insulinを両経路より投与 した場合,門 脈内

に投与された Insulinの方が,よ り直接肝に作用 して,

肝再生に対しても効果的ではないかと推測される。今

後,この点に関しては検討していきたいと考えている。

また,直接門脈本幹に各組成液を持続投与するため,

門脈血流量が増加することによる生体への影響につい

ては,Blake2つが,ラ ットの門脈内に,glucoseを 1時

間 2 mlの 割合で注入したところ,腎の sodiumの 排泄

が増加 したと述べているだけである。

starz121)ゃstevenson2めもイヌに,お のおの25m1/

高度障害肝に対する鮮ホルモンの有効性に関する基礎的研究  日 消外会誌 16巻  6号

day,8m1/dayの割合で各薬液を門脈内に投与してい

るが,そ の生体に対する影響について特に述べていな

ヽヽ.

われわれの実験における門脈内注入量は 5m1/day

であるので,門 脈血流増加による生体への影響はごく

わずかであると考えている。

結  語

D‐galactosamine投 与 ラット激症肝炎類似 モデル

に,各 種濃度と比率の Insulin,Glucagonを,門 脈内に

持続投与して,肝 再生に対する促進的効果 と肝庇護作

用を検討 した。

その結果,血 液生化学的検査,肝 体重比,お よび肝

の組織像からは,いずれの Insulin,Glucagonの投与群

にも肝に対する庇護作用はみられなかったが DNA合

成能からは,Insulin O.5U/kg/dayの 問脈内持続投与

のみが肝再生に対 して有効であるとの結論を得た。

稿を終るに臨み,御指導,御校閲を賜った白鳥常男教授,

また直接御指導,御援助いただいた深井泰俊助教授,吉日英

晃博士に深謝する.また,御支援,御協力を頂いた教室の諸

兄に謝意を表する。

本論文の要旨は第82回日本外科学会総会において発表し

ブこ .

なお,本 研究の一部は文部省科学研究費によってなされ

たことを付記する。
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