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硬変肝切除後早期に予想される,肝 に対するインスリン作用の低下の機序を検討するために, ラッ
ト正常肝および硬変肝切除後早期のインスリンレセプターおょびィンスリン分泌能の変動を検討し
た。その結果,正 常肝切除後にはinsulinogenic indexの上昇が12～48時間でみられた。一方インスリ
ン特異結合能は24時間で低下し,48時間で回復傾向にあった。硬変肝切除後にはinstlinogenic index
は24時間で正常肝切除後ほど上昇しなかった。一方インスリン特異結合能は正常肝切除群より低下し,
48時間でも回復がみられなかった。以上の結果より,硬 変肝切除時には正常肝切除時に比べ,イ ンス
リン感受性の低下があり,ま たインスリン分泌能の低下も疑われた。

索引用語 :肝硬変,肝 切除,イ ンスリンレセプター

緒  言

肝癌に対する積極的な肝切除が最近増加してきた。

しかし肝硬変症を合併する肝癌に対する肝切除後に

は,肝 不全におちい りやす く,肝 再生も遅延するとい

われているD.正 常肝切除後には energy charge level

の一
過性の低下があるも,hepatOtrophic factOrが 円

滑に働 らき,ミ トコン ドリア機能が十分に機能すれば,

広範囲肝切除でも十分耐えられ,順 調な肝再生がなさ

れると報告されているIン
ち インスリン,グ ルカゴンの

hepatotrophic factOrと しての作用については,数 多

くの報告がなされてきた。l―ゆ。 したがって硬変肝切除

後にみられる肝再生の遅廷の 1つ の原因として,肝 に

対するインス リン作用の低下が考えられる。これには

インス リン分泌の低下,イ ンス リン感受性の低下など

が考えられる。インス リンは肝細胞膜のレセプターと

結合 して作用を発現し, レセプターとの結合能が低下

すると,イ ンスリン感受性の低下をきたすといわれて

いるり。そこでラット正常肝および硬変肝切除後早期
のインスリンレセプターの変動を検討した。また経静
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インスリン分泌能

脈的糖負荷試験(以下 IVGTT)を 施行し,膵 よりの追

加分泌能も検討した。

対象および方法

1)実 験動物

正常群はSprague‐Dawley系 の雄性 ラットで生後

約 9週齢,体 重300g前後のものを使用した。硬変肝群

は同系 の雄 性 ラットで生後 6 週 齢 の もの に,

phenobarbital sOdium O.5g/100mlを飲料水に混じ,
1週後より四塩化炭素とオリープ油を 1:1に 混じた

ものをlm1/kg週2回10週皮下注して作製し,最 終注

射後10日前後 に使用 した。肝切除はHittin and

Anderson法1のにより,約70%の肝切除を施行した。ま

た対照群として,開 腹後肝のmanipulationを施行し

た。術前は自由摂食,術 後は絶食とし,術 後12,24,

48時間後に各項目につき検討した。また12時間群につ

いては術前の食事の影響をみるために,術 前12時間絶

食群も検討した。

2)肝 40,000g沈澄の調整

Cuatrecasaぎ!1分,原
1つの方法に準じ,以下の方法で

行った。ラットをエーテル麻酔下に開腹し,下 大静脈

または門脈より採血後,十 分脱血し,門 脈より生食に

て肝内の血液を十分除去し,肝 を摘出した。次に肝
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lgあ た り5mlの 0.25M sucrose内 に肝を細切 し,

Polytron PT‐10にて90秒間高速ホモジナイズした。こ

のホモジネー トを600g10分 間にて核分画を除去,

12,000g30分 にて ミトヨン ドリア分画を除去,40,000

g40分 遠沈後,こ の沈澄を50mM Tris‐HCl burer(pH

7.4)に て 2度 洗浄 し,ガ ラスホモジナイザーにて同

burerと 稿和にホモジナイズした。その後使用するま

で-80℃ にて保存 した。なお これ らすべての過程は

4℃ の条件で行った。またこのようにして得 られた肝

40,000g沈造の蛋白濃度の定量は Low呼 法141で測定

した。

3)1251.ィンスリンの調整
12SI_ィンスリンはNew England Nuclear社製 por‐

icine‐monolodinated insulin(比活性～loO″Ci/μg)を

Sephadex G‐75 chromatographyで精製したものを用

いた。 この精製1251_ィンスリンはtriChloroacetic acid

(以下 TCA)沈 殿法にて,97%以 上が沈澄にみられ,

radioreceptor assayに使用可能であることを確認し

た。

4)イ ンスリン特異的結合能のull定

① 1251ィンスリン (0.2ng)0.lml,②肝40,000g沈

澄 (500″g)0.lml,③ 標準インスリン=mOnOcom‐

ponent actrapid insulin(0～104ng/ml)0.lmlおよび

④緩衝液=0,5%牛 アルブミンを加えた50mM Tris‐

HCi burer(pH 7.4)0.lmlの 全量0。4mlを 4℃ ,24

時間 incubationした.結合インスリンと遊離インスリ

ンの分離はポリエチレングリコール法によった。すな

わち0.4mlの incubation mixtureに25%polyethy‐

leneglycol lml, 0.15%牛 γグロブリンを加えた100

mM sodium phosphate burer(pH 7.6)0.6mlを 力口

え,3,000rpm,30分 間冷却遠沈し,そ の沈造の放射活

性を測定した。標準インスリン104ng/ml時 の結合能を

非特果結合能とし,特 異結合能は総結合能から非特異

結合能を引いて求めた。また各標準インスリン濃度に

おけるインスリン特果結合能を求め,結 合曲線,Scat_

chard plotをとった.な おこの4℃ ,24時間のincuba‐

tion中におけるインス リン分解活性はほとんどな

かった (図1).

5)イ ンスリン分解活性の測定

インス リン特異結合能測定時 と同じincubation

mixtureを37℃,30分間 incubationした後,10%TCA

O.6mlを加え,氷 上に10分間放置後,3,000rpm,30分

間冷却遠沈し, この上清の放射活性を求めた (図2).

6)IVGTT
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lg/kgの IVGTTを 施行し,負 荷前および負荷10分

後の血糖値 (BS),血中 i― unOreactive insulin(以下

IRI)を測定し,insulinogeniC index(ZIR1/ZBS/10分)

を求めた.ま た24時間群については血糖曲線および血

糖下降勾配 (K値 )を 求めた。なお負荷前の採血は大

腿静脈より,負 荷後は下大静脈より行った。また12時

間群は術前12時間絶食とした.

7)そ のほか

硬変肝ラットの肝にHematoxin‐Eosin染色 (以下

HE染 色)を行い,組織学的に検討した。血糖はglucose

oxidase法 ,IRIは radio illlnunoassayによる2抗 体

法,血 中irlmunoreact市e glucagon(以 下 IRC)は

OAL‐123膵グルカゴン特異抗体を用いたradio im‐

munoassayに よる2抗体法にて測定した。

成  績

1)12時 間群における術前絶食群と飽食群の検討

① 血糖値 :硬変肝対照群において,絶食群が飽食群

に比べ有意の低値 (p<0.01)を 示した。

② IRI値 :正常肝対照群において,絶食群が飽食群

に比べ有意の低値 (p<0.05)を 示 した。

③ インスリン特異結合能および分解活性:絶食群



血 糖  値
mg/di

I R I 値
″U/ml

インスリン特囲結合能
%

インスリン分解活性
%

正 常 群

絶

飽

絶

飽

群
　
　
群

照　　
嫉

対
　
　
肝

128.8±111(6)

1393± 12.7(10)

1132± 82(6)

1234± 146(13)

11.7±39(6)¬

32.5±18.0(10)一」

168主 5.8(6)

230± 103(13)

3 4 1± 4 9 ( 1 0 )

3 2 . 5±5 . 3 ( 8 )

3 1 . 2±3 0 ( 8 )

2 8 6± 3 8 ( 9 )

2 8 1± 3 7 ( 1 0 )

2 7 3± 3 2 ( 8 )

2 0 4± 3 . 6 ( 8 )

1 8 2±3 _ 5 ( 9 )

対 照 群

硬変肝群

肝切除群

絶

飽

絶

飽

1068± 157(4)¬

1398± 109(6)」

883± 207(4)

1068± 157(6)

1 5 4±1 1 4 ( 4 )

2 9 4±1 3 1 ( 6 )

1 3 5± 4 . 8 ( 4 )

1 5 4±1 1 4 ( 8 )

2 6 1± 1 4 ( 4 )

2 6 7± 0 7 ( 3 )

2 8 3± 2 7 ( 7 )

2 6 1± 1 4 ( 4 )

1 6 : 5±5 . 0 ( 4 )

1 8 4±0 8 ( 3 )

1 6 5±2 7 ( 7 )

1 6 _ 2±5 4 ( 4 )
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表1 12時 間群における術前絶食群と飽食群の検討

日消外会誌 19巻  8号

硬変肝対照群は正常肝対照群に比べ,各 群で有意の

高値 (p<0.05～ p<0.01)を 示した。正常肝切除群も

正常肝対照群に比べ,各 群で有意の高値 (p<0.001)

を示した。硬変肝切除群は硬変肝対照群,正 常肝切除

群に比べ, さらに有意の高値 (p<0.01～ p<0.001)を

示した (図4).

4)24時 間群における下大静脈血と問脈血のIRI値

正常肝および硬変肝切除後の基礎 IRG値 の変

0正 常肝対照群 ▲硬空肝対照群      。 正確肝切除群 △硬攻肝切除辞

XPく 00S ttXPく 0 01VS正 常肝対照群  (“承)Pく 001 い い)Pく O oolVS工 杵肝切除癖

()内 はn敏

表2 24時 間群におけるIRI値の下大静脈血と

門脈血の比較
            ″ u/mi

)内はn数  Ⅲ P<005 … P<001 絶 食群 VS飽 食群

と飽食群の間に差をみとめなかった。

以上の結果より,術 前の食事の影響をできるだけ少

なくするために,術 前12時間絶食群を12時間群 とした

(表 1).

2)基 礎血糖値,IRI値 (下大静脈血)

硬変肝対照群は正常肝対照群に比べ,血 糖値では差

をみとめなかったが,IRI値では24,48時間で有意の高

値 (p<0,05)を 示 した。正常肝切除群は正常肝対照群

に比べ,血糖値,IRI値 とも差をみとめなかった,硬 変

肝切除群は硬変肝対照群に比べ,12,24時 間において

血糖値の有意の低下 (p<0.05,p<o.001),24,48時 間

において IRI値の有意の低下 (p<0.05)を 示 した。ま

た硬変肝切除群は正常肝切除群に比べ,12,24時 間に

おいて血糖値の有意の低下 (p<0.01,p<0.05)を 示 し

たが,IRI値 は差をみとめなかった (図3).

3)基 礎 IRG値 (下大静脈血)

図 3 正 常肝および硬変肝切除後の基礎血糖値 IRI

値の変動

ng/tl    血 糖値      ″ u/忠

O NS=正骨肝対照群 ONH=正 備肝切際辞 ▲CS=硬 空肝対照群 △CH‐配空肝切際辞・
子5P震。。ゴr号下:岩:1醍脊隅駆 ()内は横

図 4
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正常肝対照群および肝切除群において,門 脈血 IRI

値は下大静脈血 IRI値に比べ,有 意に (p<0.05)高値

を示した。一方硬変肝対照群および肝切除群において,

門脈血 IRI値と下大静脈血 IRI値は差をみとめなかっ

た。下大静脈血では硬変肝切除群は硬変肝対照群に比

べ低値を示したが,正 常肝切除群は正常肝対照群と差

をみとめなかった。一方門脈血では正常肝,硬 変肝と

もに対照群と肝切除群との間に差をみとめなかった

(表2),

5)イ ンスリン特果結合能

硬変肝対照群は正常肝対照群に比べ,各 群で有意の

低値 (p<0.01～p<0.001)を示した。正常肝切除群は

正常肝対照群に比べ,24時間で有意の低値(p<0.001)

を示したが,48時 間で回復傾向を示した。硬変肝切除

群は硬変肝対照群に比べ,24,48時 間で有意の低値

(p<0.01)を 示した。また硬変肝切除群は正常肝切除

群に比べ,各 群で低値傾向を示したが, とくに48時間

では回復傾向なく,有 意の低値 (p<0.01)を 示した。

24時間における正常肝切除群のインスリン特異結合

図5 正 常肝および硬変肝切除後のインスリン結合能
の変動

対照群
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能の低下を Scatchard plotでみると,こ の低下はレセ

プター数の低下よりも,低 親和性の低下によるものと

思われた.一 方正常肝対照群に対する硬変肝対照群の

低下はレセプター数の低下のためであ り,親 和性の変

化はないと考えられた。また硬変肝切除群ではさらに

レセプター数の低下がみられた (図5,6).

6)イ ンス リン分解活性

インス リン分解活性はインス リン特異結合能の変動

とほぼ類似した動きを示した。硬変肝対照群は正常肝

対照群に比べ,各 群で有意の低値 (p<0.001)を 示し

た.正 常肝切除群は正常肝対照群に比べ,12,24時 間

で有意の低値 (p<0.001)を 示した。硬変肝切除群は

図7 正 常肝および硬変肝切除後のインスリン分解活

性の変動

●正常肝対照群  ▲ 硬変肝対照群     O正 常肝切除群 △硬変肝切除群

米XX Pく 0 001 vs正 常肝対照群     (x)P<005

( )内 はn数 (X束)P<001 vs正 常肝切除群

図 8  正 常肝 お よび硬 変肝 切 除後 のがR 1 / z B S

(IVGTT 10分値)の 変動

AIRI/ΔBS

●NS=正 常肝対照群 ▲CS=硬 変肝対照群

ONH=正 常肝切除群 △CH=硬 変肝切際群
xxP<0 01 XXXPく 0 001  VS正 常肝F対無群

(麟 愚

強 Pく0 0価 V S正 常肝対照群

O工 中肝切除群 △硬変肝切除群

(XX)Pくool VS正 常肝切除群

図 6  正 常肝および硬変肝切除2 4時間後のi n s u l i n

binding assay

●正常肝対照群 ▲硬変肝対照群

Bound insulin (n6l5OO18 protein) Bound insul in (n€lsoolg protein)
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図10 四塩化炭素硬変肝の組織像

偽小葉を形成した肝硬変像を呈す。HE染 色 (×50)

図10のごとく偽小葉を形成した肝硬変像がみられ

ブ【= .

考  察

正常肝切除後早期における末浦血および門脈血の血

糖値,IRI値,IRC値 の変動については数多くの報告が

ある3X)1め～1ゆ
,_般 に末浦血では,肝切除群は対照群に

比べ,血糖値の低下,IRI値 の低下,IRG値 の上昇が報

告されてきた3ン)19崎、_方 門脈血では,IRI値の上昇の

報告もみられる1の1ゆ.今回の成績では末浦血の血糖値,

IRI値に差をみとめなかった。一方 IRG値 は肝切除群

において高値を示した。また問脈血のIRI値でも,肝

切除群と対照群の間に差をみとめなかった。 これらの

差は絶食条件などによると思われる。

肝硬変患者では一般に高IRI,高 IRG血 症がみられ

る192の。今回の成績でも,硬変肝対照群は正常肝対照群

に比べ,末 浦血のIRI値およびIRG値 の上昇を示し

た。

硬変肝切除後早期の血糖値,IRI値,IRG値 の報告は

あまりみられない。今回の末浦血の成績では,硬 変肝

切除群は硬変肝対照群に比べ,血 糖値,IRI値 の低下,

IRG値 の上昇を示した。また硬変肝切除群は正常肝切

除群に比べ,血糖値の低下,IRC値 の上昇を示したが,

IRI値は差をみとめなかった。一方門脈血のIRI値で

は,硬 変肝切除群は硬変肝対照群および正常肝切除群

と差をみとめなかった。

ところで血中レベルのホルモンの値は必ずしもホル

モンの作用を反映しないといわれている。ホルモンは

細胞膜のレセプターに結合した後,作 用を発現し,結

合能の低下があれば,ホ ルモンの感受性が低下してい

る状態である。。したがってホルモンの作用を検討す

硬変肝対照群と差をみとめなかった。また硬変肝切除

群は正常肝切除群に比べ,各 群で有意の低値 (p<

0.05～p<0.01)を 示した (図7).

7)insulinOgenic index OIR1/zBS 10分)

硬変肝対照群は正常肝対照群に比べ,各 群で差をみ

とめなかった。正常肝切除群は正常肝対照群に比べ,

各群で有意の高値 (p<0.01～p<0,001)を示した。硬

変肝切除群は硬変肝対照群に比べ,各 群で差をみとめ

なかった。また硬変肝切除群は正常肝切除群に比べ,

24時間で低値傾向を示した (図8).

8)24時間群におけるIVGTT血 糖曲線と血糖下降

勾配 (K値 )

血糖曲線において硬変肝対照群および肝切除群は正

常肝対照群および肝切除群に比べ,初 期の高血糖を呈

し,耐 糖能低下を疑わせた。一方K値 は各群において

有意差をみとめなかった。しかし正常肝対照群に比べ,

硬変肝対照群,正 常肝切除群,硬 変肝切除群は高値傾

向を示した (図9,表 3).

9)硬 変肝の組織学的変化

図9 1VGTTに よる24時間群の血糖曲線

my創

400

●正常肝対照群

O正 常肝切除群

0    10   20   30   40   50  ウ)

(注)各 ポイントは平均値の数値

表 3 正 常肝および硬変肝切除24時間後の血糖

下降勾配 (K値 )

▲硬変肝対照群

△硬変肝切除群

3 . 1 5±0 . 9 8 ( 9 )

3 0 5± 0 7 9 ( 5 )

)内 はn数
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るのに, レセプターとの関連が注目される。そこで今

回はとくにインスリンレセプターの変動を検討した。

正常肝切除後早期のインスリンレセプターの変動に

関しては,Lerert"-61,PeZzino21)の報告がある.両 者

ともインスリン特果結合能の上昇を報告しているが,

前者はレセプター数の増加,後 者は分解活性の低下に

よるとしている。今回の成績では正常肝切除群は対照

群に比べ,24時 間で低下したが,48時 間で回復傾向を

示した。この違いはレセプターの材料,レセプターアッ

セイの条件,絶 食条件などの差によるものかもしれな

い.

インスリンレセプターは肝細胞,脂 肪細胞などの

traget cellのほかに,赤 血球,単 球などにもみられ,

これらは相関した動きをするといわれている221。また

肝細胞については,一 般に純化肝細胞膜または単離肝

細胞が使用されている。今回使用した肝40,000g沈湾

は肝細胞膜を多く含む分画といわれ1'121, レセプター

の変動を十分反映するとして使用した。無処置ラット

では,0.5mg蛋 白あたり35%前後の特異結合能が存在

し,非 特異結合は総結合の10～15%以下,50%最 大結

合を示すインスリン濃度は5～10ng/mlであった。こ

れらの成績は原納らの単離ラット肝細胞の報告2り,原

の部分的に純化された可容化インスリンレセプターの

成績1うと差をみとめなかった。

次にレセプターアッセィの条件であるが,今 回の実

験系ではインスリン分解活性が低く,ま た結合インス

リンの解離も遅い4℃,24時間のincubationにて行っ

た。この条件ではインスリン分解活性はほとんど無視

できた。LerertO～0,Pezzino2つの報告は純化肝細胞膜

を使用し,30℃,23℃のincubationにて行われている。

Lerectの1975年～1979年にわたる報告3声ゆをみると,

少しずつ成績が果っており,ま た分解活性については

検討されていない。一方 PezzinOの報告21)では,肝 切

除群の対照群に比べてのインスリン結合能の上昇は分

解活性の低下のためであ り,分 解活性をおさえる

bacitracinを用いると,差をみとめていない。今回のイ

ンスリン分解活性の成績でも,正 常肝切除群は対照群

に比べ,低 値を示した。

ところでインスリンレセプターの変動を考える場

合, レセプターの数と親和性を考慮する必要がある。

数の変動は主として細胞が曝されているインスリン濃

度そのものに影響され,肥 満のような高インスリン血

症が存在する場合には, レセプター数の減少がみられ

る (down regulation).しかし肝疾患 (ラットの急性
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肝障害モデル2り
,肝 硬変患者241251)でみられるレセプ

ター数の低下は必ずしもdown regulationと関係して

いないと報告されている2め～2ゆ._方 親和性の変化は十

分明らかとなっていないが,Draznin2611ま単離肝細胞

を用いた実験で,細胞内ATPの 減少により,肝細胞の

インスリン特異結合能および分解活性は低下し,結 合

能低下は親和性の低下によると報告している.今 回の

正常肝切除後におけるインスリン特果結合能の低下を

Scatchard plotでみると,レセプター数の低下よりも,

低親和性の低下と考えられた。家兎正常肝切除後24時

間でみられるenetty chargeの低下 (細胞内ATPの

低下)は48時間で回復するといわれているのが,今 回の

ラット正常肝切除後にみられたインスリン特果結合能

の変動と類似した。

肝硬変患者では高IRI血症にもかかわらず,耐 糖能

低下の状態にあり,イ ンスリン感受性の低下もこの一

因とされている1り2い。肝硬変息者のインスリンレセプ

ターについては単球,赤血球の報告24ン"がぁるが,主と

してレセプター数の低下によるとされている。今回の

実験でも硬変肝対照群は正常肝対照群に比べ,低 値を

示した。Scatchard plotの検討でも, この低下はレセ

プター数の低下によるものと思われた。しかし門脈血

IRI値の差は両群でみとめられず, レセプター数の低

下とdown regulationの関係は明らかでなかった。

硬変肝切除後のインスリン特果結合能の変動をみる

と,硬 変肝対照群および正常肝切除群よりさらに低下

し, とくに48時間では正常肝切除群にみられた回復傾

向がみられなかった。Scatchard plotによる検討では,

硬変肝対照群よりさらにレセプター数の低下がみとめ

られた。 これらの結果より,硬 変肝切除群は正常肝切

除群に比べ,イ ンスリン感受性の低下があり,ま た低

下が遷延し,肝 再生の遅延,耐 糖能障害を起こしやす

い状態にあるといえる。

ところでインスリンの分解機構には種々の酵素の関

与が示唆されているるが,最 近ではインスリン分解活

性の大部分はcytosol分画に存在しているといわれて

いる2の2ゆ。 し かし肝細胞膜面にもインスリン分解系が

あり, レセプターに結合するインスリン量を細胞膜レ

ベルで調節している可能性も報告されている2の2ゆ。ま

たTerrisら2りは細胞膜へのインスリン結合がインス

リン分解の基質となる可能性を報告している。今回の

実験では肝40,000g沈澄分画によるインスリン分解活

性も検討したが,イ ンスリン特異結合能とはぼ同様な

動きを示し,細 胞膜におけるレセプターと分解系の何
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らかの関係を示唆した。

卜硬変肝切除後のInsulin受容体の研究 日消外会誌 19巻  8号

は正常肝切除群 よりさらに低下 し,48時 間でも回復が

み られなかった。以上の結果 より,硬 変肝切除時には

正常肝切除時に比べ,イ ンス リン感受性の低下があ り,

またインス リン分泌能の低下 も疑われ,肝 再生の遅延

および耐糖能異常が起 きやすい状態にあると考 えられ

る。

この論文の要旨は第25,26回 日本消化器外科学会総会に

おいて発表した,

稿を終えるにあたり,御指導,御校閲を賜った折田薫三教

授ならびに三村 久 助教授に厚く御礼申し上げます。
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