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ハムスターの問脈内に fructose溶液を持続投与 し,肝 臓の energy charge(EC)を操作することを

試みた。10,20,40%fructo並 溶液を0.25胡/100g/15分の速度で門脈内投与すれば肝臓の ECは 急速

に低下し,15分 間の実験中そのレベルを維持したが210'20%溶 液の静脈内投与では低下しなかった。

このことは門脈内に fructo並溶液を投与することにより,他 の臓器に影響を及ぼすことなく肝臓の

ECを 操作 しうることを示 している。このモデルを使って肝 ECを 低下させれば,ア ンモニアの解毒が

遅れることが示された。このモデルは,あ る物質を肝臓が代謝する能力と,肝 臓のエネルギーレベル

との関係を in vivoにおいて検討するのに有用である。

索引用語 !肝エネルギーチャージ,fructose,ア ンモニア負荷

はじめに

肝臓は代謝の中心的存在であ り,非 常に多 くの内因

性あるいは外因性の物質を処理している.し かも, こ

れらの代謝過程のほとんどはエネルギーの産生あるい

は消費を伴 う反応である。大量の肝切除後には,残 存

肝におけるEC((ATP+0.5ADP)/(ATPttADP十

AMP))は 低下するつ～り。そのために,残 存肝における

解毒反応や合成反応, さらには基質の酸化反応も障害

される。このように,肝 エネルギーレベルによってそ

の代謝過程が左右される物質の,肝 臓における代謝能

力を検討するために,in vitrOの潅流肝あるいは分離

肝細胞が用いられ種々の実験が行われてきた。In vitrO

において肝組織あるいは遊離肝細胞を5～10mMの 漠

度のfructose溶液で潅流すると,ATPレ ベルおよび

total adenine nucleotideレベルは大きく低下するこ

とが示されたいり。またin vivOにおいても,fructose

溶液を静脈内投与すれば,肝 エネルギーレベルは低下
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することが示 されている。そ こで,さ らに低濃度の

fructose溶液でもそれを門脈内に投与すれば,肝 臓以

外の組織に影響を与えることなく肝臓のエネルギーレ

ベルを減少させ うる可能性が考えられた。そこでこの

研究は in vivoモデルにおいて,肝 臓以外の臓器に与

える影響を最小にしながら肝 ECを 操作することを目

的に行われた。このようなモデルは,肝臓のエネルギー

レベルにその代謝過程が依存する物質,あ るいは依存

しない物質のいずれにおいても,肝 エネルギーレベル

とその物質の肝臓 における代謝能力 との関係を in

vivoに おいて検討するのに有意義であろう。さらに,

肝機能がエネルギー的に破綻 している状態において,

種々の物質を肝臓および肝臓以外の臓器がどのような

分担で処理するかの関係を調べるのにも適切なモデル

といえよう。

実験方法

(a)動 物

体重100～130gの雌雄両性のゴールデンハムスター

を用いた。Pentobarbital sodium 50mg/kgの 腹腔内

投与による麻酔後,ハ ムスターは38℃の湯で潅流した
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ウォーターベッドの上に仰臥位に固定し,体 温を38℃

に保って,低 体温によるEC低 下を防いだ。

(b)Fructoseま たは glucose溶液の持続投与

10,20あ るいは40%fructose溶 液の問脈内投与は,

盲腸間膜静脈に刺入した針を通し,ま た全身投与は大

腿静脈 より経静脈的に行った。対象 としては glucose

溶液の投与を行った,Fructoseあ るいは glucose溶液

はinfusionポンプを用いて0.25m1/100g体重/15分の

速度で15分間投与した。

(c)ア ンモニア負荷の予備実験

正常ハムスターに対し,肝 エネルギーレベルを低下

させないアンモニア負荷量を決めるため,無 処置のハ

ムスターに0.25,1.125,0.0625mmo1/100g体重の塩化

アンモニウム溶液を静注して,そ の12分後まで影響を

検討した。

(d)Fructoseの門脈内投与中におけるアンモニア

負荷

Fructoseの問脈内投与の開始後 3分 の時点に

0.0625HImolあるいは0.125111mo1/0.lm1/100g体重の

塩化アンモニウム溶液を静脈内に投与した。Fructose

の問脈内投与の終了時,す なわち塩化アンモニウムを

静脈内投与して12分後に動脈血を採取した,

(e)検体の採取および測定

実験終了時に開腹し,液 体窒素にて冷却したクラン

プを用いて肝臓の左後葉の凍結切片を採取した。肝の

adenine nucleotideおよび乳酸は酵素法を用いて測定

し1い121,無機燐は発色法を用いて測定した1め.肝 ECは

次の式によって計算した1).

EC=(ATP+0.5ADP)/(ATPttADPttAMP)

血中アンモニアレベルの測定には市販のキットを用

いてindophenol反応の変法による変色法によって測

定した1つ151.

(f)統計処理

統計学的解析は,分 散分析によって実験群間に有意

差があると判定された場合においてのみ,modined

t‐testを用いて2群間の有意差を決定した10.

結  果

(a)Fructose溶液門脈内投与が肝エネルギー代謝

に及ぼす経時的変化

40%,20%お よび10%fructose溶液の門脈内持続投

与の開始後15分までの肝 ECの 経時的変化を図 laに

示 した. 肝 E C は ともに2 . 5 分後 に はす で に4 0 %

fructose溶液で0.69,20%溶液で0.75,10%溶液で0.78

程度にまで低下し,15分 までほぼそれぞれのレベルを

61(2537)

図 la 40%,20%お よび10%fructose溶液の門脈内投

与中の肝ECの 経時的変化.ネ,#は投与前値との間

の有意差を,各 点の小さな数字は動物数を示す.

図 lb 40%fructose溶 液 の 門脈 内投 与 中 の肝

adenine nucleotideレベルの経時的変化.右 端は

40%glucose溶液投与15分後の各レベルを示す。#は

投与前値との間の有意差を,各 棒グラフの底の数字

は動物数を示す.

保った。

40%fructose溶液の問脈内持続投与の開始後15分ま

での肝 adenine nucleotide,無機燐の変化を図 lb,cに

示 した。図 lbに示 されたようにATPお よびtotal

adenine nuceotideは15分までの間,時間の経過ととも

に大きく減少し続けた。ADP,AMPは 2.5分および5

分で有意に上昇した。門脈内に40%glucose溶液を投
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図lc 40%fructose溶液の門脈内投与中の肝無機燐
の経時的変化.洋は無処置群と比較した有意差を示

す。括弧内の数値は動脈数を示す。

2 5  5

投 与 時 r r 8 ( 分)

与した場合には ATP,ADP,AMPレ ベルに変化はな

く, したがって ECに も変化はみられなかった。40%

fructose溶液の門脈内投与によって無機燐は2.5分後

にすでに大きく低下 し15分までその レベルを保った

(図 lc).

(b)Fructose溶 液の問脈内投与 と静脈内投与の肝

エネルギー代謝に与える差異

図 2a～2cは 10,20,40%fructoseあ るいは40%glu‐

cose溶 液 を静脈 内 また は門脈 内投 与 した場 合 の

adenine nucleotides,ECおよび無機燐の差を示 した。

10%fructOse溶液を門脈内投与した場合には,静 脈内

投与および,無 処置群にくらべ,ADPレ ベルは有意に

上昇していた。20%fructose溶液を門脈内に投与する

と,静脈内投与および無処置群にくらべ,ATPは 減少

し,ADP,AMPは 増加していた。一方,40%frucose

溶液では門脈内および静脈内投与の両群において,

ATP, total adenine nucleotideヤま無処置群にくらべ

減少 し,AMPは 増加 していたが,門脈内および静脈内

投与の 2群 の間に有意差はみられなかった。40%glu‐

cose溶液では,い ずれの方法で も,各 adenine nu‐

cleotideレベルに無処置群 との差はみ られなかった

(図2a)。図 2bは 肝 ECの 比較を示 している。10%あ る

いは20%fructose溶液を投与された場合には,肝 EC

は静脈内投与群よりも門脈内投与群において有意に低

下した。 しかし,40%fructose溶 液の場合には門脈内

投与,静 脈内投与のいずれも無処置群にくらべ大きく

低下 していたが,両群間には差を認めなかった。一方,

40%glucoseの場合には静脈内投与,門 脈内投与いず

れの群も無処置群にくらべ,有意な差を示さなかった。

無機燐は投与するfructose溶液の濃度が増加す るに
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図 2  1 0 , 2 0または4 0 % f r u c t o s e溶液, 4 0 % g l u c o s e溶

液の問脈内または静脈内投与1 5分後における肝

adenine nucleotideレベル (2a),EC(2b), 無 機燐

(2c)の差,洋は門脈内投与と静脈内投与間の有意差

を示す。 *は 無処置群との有意差を示す。

図 2a

つれて減少した。しかし40%glucose投与ではどちら

の投与方法においても無機燐は減少 しなかった (図2

c ) .

(c)ア ンモニア負荷が正常ハムスターの肝エネル

ギー代謝に及ぼす影響

次に正常ハムスターにアンモニアを負荷した場合,

肝エネルギーレベル,無 機燐や血中アンモニア濃度が

どのような経時的変化を示すかを検討してみた。予備

実験において,体重100g当り0.25mnolの塩化アンモ

ニウムの静脈内投与は致死的であることが判明した!
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図3 無 処置のハムスターに0.125mmo1/100g体重の塩化アンモニウム溶液を静脈内

負荷した後の肝EC(3a),無 機燐 (3b)および血中アンモエアレベル (3c)の経時

的変化.

(a)                     (b)                    (c)

十

0      5        12 (分 )            0      5        12(分 )           0      5
NM4Ci負荷後時間 0 125m md内oOg Bw)      NH4Ct角 荷校時口的125m me′1∞38W)      NH4Ct A前 後時間 Ⅲ125m mJ

図4 無 処置のハムスターに0.0625あるいは0.125mmo1/100g体重の塩化アンモニウ
ム溶液を静脈内負荷し,12分後における肝EC(4a),無 機燐(4b),および血中アン
モエアレベル (4c)の差果.図 4aの肝 ECに は分散分析の結果,有 意差はみとめら
れなかった。
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図 3a～3cは glucoseやfruct6se溶液を投与 しない無

処置のハムスターに,体 重100gあた り0.125mmolの

塩化アンモニウム溶液を静注した後の肝 EC,無 機燐,

および血中アンモニアレベルの経時的変化を示 してい

る.肝 ECは 正常の0.82から5分 後には0.71と大きく

低下し,そ の後回復 したが,12分 後においてもなお前

値に比べ有意の低下を示していた(図3a).肝無機燐は

5分 後には大きく上昇し,その後わずかに低下したが,

12分後にも前値に比べなお有意に高値に示 した (図3

b)。血中アンモエアは5分後には正常の10倍以上と大

きく上昇し,そ の後減少したが,12分 後にもなお極め

て高い値を示した(図3c)。すなわち,ア ンモニアの代

謝には肝のATP消 費を必要とし,ATPの ADPへ の

崩壊に伴ってECの 低下,無 機燐の上昇がみられた,

(d)ア ンモニア負荷量の差が肝エネルギー代謝に

及ぼす差果

次にアンモニア負荷量の違いによって,12分 後のこ

れらの指標にどのような差果を生ずるかを検討してみ

NH4Ct角 荷校時口的 125m me′1∞38W)

0      5

NH4Ct A前 後時間 10 125m mJ′1008 BW)
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た。図 4a～4cは無処置のハムスターに体重100gあた

り0,0625Hmolあ るいは0.125mlnolの塩化 アンモニ

ウム溶液を静注し,12分後の肝 EC,無 機燐,お よび血

中アンモニアレベルの差異を示している。12分後の肝

ECに は分散分析の結果,有 意差がみられなかった(図

4a).肝無機燐は,塩化アンモニウムを投与された二つ

の群で,無 処置群に比べて有意に増加 していた (図4

b).血 中アンモニアレベルは,多 量の塩化アンモニウ

ムを投与 した群においては,12分 後にも10倍以上の高

値を示 したが,0.o625mlno1/100g体重の負荷では,3.5

倍 の増 加 に とどまった。(図4c)。す なわ ち0.0625

mmo1/100g体 重のアンモニア負荷では12分後には肝

ECは ほぼ正常値にまで回復 してお り,血 中アンモニ

アも軽度の上昇にとどまった。

(e)肝 エネルギー低下モデルにおける微量アンモニ

ア負荷の影響

次に fructose門脈内投与により肝エネルギーレベ

ルを低下させた場合に,ア ンモエア負荷を行えば各指

標にどのような差異を生ずるかを検討した。

図 5a～5cは 20%,40%fructoseあ る ヽヽ は40%giuⅢ

coseの 問脈 内持続投与中に体重100gあ た り0.0625

111nolの塩化アンモニウム溶液を静注 し,そ の12分後

の肝 EC,無 機燐,お よび血中アンモニアレベルの差

を,糖 液の門脈内投与を行なわずに塩化アンモニウム

のみ静注した群および無処置対照群 と比較 したもので
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図 5 Fructo並 溶液あるいは20%glucose溶液の門脈内投与中に,0 0625mmo1/100g

体重の塩化アンモニウム溶液を静脈内負荷し,12分 後における肝 EC(5a),無 機燐

(5b)お よび血中アンモニアレベル (5c)の差異.
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ある。fructoseやglucoseの門脈内投与開始 3分 後に

塩化アンモニウム溶液を静脈内に投与し,門 脈内への

糖液の投与はその後さらに12分間,す なわち計15分間

続けられた。肝 ECは 高濃度の fructOse溶液を投与さ

れた群で低下したが,fructose溶液を投与されなかっ

た群では無処置群に比べ減少を示 さなかった (図5a).

肝無機燐は高濃度の fructose溶液を投与 された群ほ

ど大きく減少した.し かし,糖 液を投与されなかった

群では,塩 化アンモニウムの負荷後,有 意に増加 し,

また giucoseを投与された群でも,有 意差はないもの

の増加 した(図5b).す なわち,ア ンモニア負荷による

ATPの 崩壊により無機燐は増加するが,fructOse投

与により急速な減少を示 した,血 中アンモニアレベル

は,高 濃度の fructose溶液を投与された群では,糖 液

を投与されなかった群,お よびglucose溶液を投与さ

れた群に比べても大きく増加 していた(図5c)。このよ

うにgiucoseの門脈内投与は,肝 EC,無 機燐および血

中アンモニアレベルには全 く影響を及ぼさなかった

が,fructOseの投与により,肝 エネルギーレベルを下

げておけば,通 常では影響の少ない少量のアンモニア

負荷でも,12分 後の血中アンモニア停滞量は大きく増

加することが示された。

考  察

潅流肝や分離肝細胞を用いた in vitroの実験におい

て,5～ 10mMの fructose溶液でこれらを潅流すれば
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組織 あ るいは細胞 内 の ATP,total adenine nu‐

cleotide,および無機燐 レベルは急速に低下 し,乳酸お

よび fructose-1‐phosphateの レベルは急速 に増加す

ることはよく知 られている。また一方,正 常ラットの

心拍出量はほぼ250m1/min/kgで あ り,そ の約40%が

門脈を流れることが報告されている1の～1り.ゴ _ル デン

ハムスターの心係数は報告されていないがラットのそ

れ と似たような値を とるもの と思われる.こ れ らの

データから計算すると, もし実験方法の項 目で述べた

ご と く0 . 2 5 m 1 / 1 0 0 g 体重/ 1 5 m i n の速 度 で4 0 %

f r u c t o s e 溶液が門脈 内に投与 された な らば, そ の

fructoseの門脈内血中濃度は3.7mMに なる.門 脈血

流におけるこの fructose濃度は,他 の潅流実験にある

潅流液の fructose濃度 と比べると比較的低いもので

あるのり。この濃度の fructo髄溶液を門脈内に投与する

ことによって,肝 臓 の ATPレ ベルは15分後には約

50%に まで減少した。この結果は,Clarkら が2.5およ

び7.5mMの 濃度の fruCtose溶液で肝臓を潅流すれば

肝細胞におけるATP濃 度をおのおの20%,65%減 少

させたとい う報告 とよく一致する。)。

Glucose溶液の投与は肝 adenine nucleotideレベル

に影響 を及 ぼ さなかった。これ は f r u c t o k i n a s e が

A T P を 消費 して f r u c t o s e をf r u c t o s e ‐1‐p h o s p h a t e に

燐酸化する反応が,glucOseが glucose‐6‐phosphate″こ

燐酸化 されるhexokinaseに よる反応に比べ,は るか

に速い速度で進行 し,そ の時生 じるADPを ATPに

回復させるために,無 機燐が急速に消費されるからで

ある的.

肝 ATPお よび total adenine nucleotideレベルヤよ

40%fructose溶 液の門脈内投与により15分まで減少し

続けたが,肝 ECは 急速に低下して25分 後には早 くも

0.68にまで低下し,15分 までそのレベルを維持した。

また20%,10%fructose液 液の門脈内投与によっても,

2.5分後には肝 ECは 075,078に まで低下 したが,15

分までそのレベルを維持した。したがって一定速度で

fructose溶液を門脈内に投与することにより,開 始 3

分後から15分後までの問,肝 ECレ ベルをほぼ一定の

値に保つことが可能であった。図 2に 示されるように

10%あ るいは20%の fructOse溶液 の静脈 内投与 に

よっては肝 adenine nucleotideおよび肝 ECを 変化さ

せることはなかった。しかし一方,同 じ濃度であって

もこれらを門脈内に投与することによって肝 adenine

nucleotideおよび肝 ECは 全身投与の場合に比べ有意

に低下した。20%fructose溶 液を問脈内に投与すれば,
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門 脈 内 に お け るfructose濃度 は 約1.8mM,10%

fructoseなら約0.9mMで あると推測 される。しかし

これを大腿静脈より静脈内投与を行えば,門 脈内にお

けるfructose濃度は直接門脈内に投与 した場合 に比

べ当然の ことなが ら低い と考えられ る。事実,20%

fructose溶液を同じ速度で静脈内に投与 しても,肝

ECに 影響を及ぼす ことはなかった。したがってこの

場合の門脈内の fructose濃度は,肝 ECに 影響 した

10%fructOseの門脈内投与の場合の0 9mMよ りさら

に低いものと考えられる。静脈内投与の場合には末浦

動脈内および門脈内の fructose濃度はほぼ同程度 と

考えることができるので,20%fructoseの 静脈内投与

によっては,肝 臓以外の臓器のエネルギーレベルにも

影 響 を及 ぼす こ とは な い と言 え る。さ らに20%

fructose溶液を門脈内投与した場合には,門 脈内に投

与 した fructoseのかな りの部分が肝臓によって摂取

されるので,肝 臓で摂取されずに肝静脈へ入 り,大 循

環に流れるfructoseの濃度ははるかに低いもの と考

えられる。肝臓は全身投与された fructoseの75%を 摂

取するといわれている助.す なわち,肝臓における摂取

のため に,門 脈 内投 与例 にお け る末浦 動脈 内 の

fructose濃度は,同 じ濃度の fructose溶液を静脈内投

与した場合に比べてさらに低下していると思われたの

で,20%fructose溶 液を門脈内に投与 した場合には,

肝臓以外の他の臓器の ECに は変化はないものと推測

される。また,10%fructose溶 液を門脈内投与した場

合には,肝 ECは わずかに低下したが,一 方,動脈血の

fructose濃度は門脈血のそれよりもはるかに低いもの

と考えられるので, この場合他の臓器におけるエネル

ギー欠乏は起こらないと考えられる。したがって低濃

度の fructose溶液を門脈内投与することによって,肝

臓の ECの みを他の臓器の ECに 変化を及ぼす ことな

く操作することが可能であると考えられた.こ のモデ

ルを用いれば図 3～ 5に 示されたごとく,肝 臓のエネ

ルギーレベルによってその代謝が左右されるような物

質の代謝能力と肝 ECと の関係を,in vivoにおいて研

究することが可能である。

体重100gあ た り0.25mmolの 塩化 アンモニウムを

腹腔内投与することによっては,塩 化アンモニウムの

毒性はみられなかったと報告されている2ω21)。 し かし

今回の予備実験では,同 じ量の塩化アンモニウムでも

静脈内に投与すれば致死的であった。体重100gあた り

0.125mmolの 塩化アンモニウムを静脈内投与 した と

ころ,塩 化アンモニウムは肝臓のエネルギーを消費し



66(2542)

て代謝されるために肝 ECは 減少し,無 機燐は増加し

た(図3).0.0625mmo1/100g体 重 と,さ らに半量の塩

化アンモニウムを静脈内投与 した場合には,肝 エネル

ギーレベルは影響を受けなかったし,負 荷12分後の血

中アンモニアレベルは3.5倍に上昇 したのみであった

(図4).し かしながら20%の fructose溶液を門脈内投

与することにより肝 ECレ ベルを0.75に低下 させた場

合には,肝 臓における塩化アンモニウムの解毒反応は

有意に遅延し,そ の結果,血 中アンモニアレベルは 6

倍 と高値に保たれた (図 5c).

この場合のように, この実験モデルはある物質の肝

臓における代謝過程が,肝 エネルギーレベルに依存す

るものかどうかを判断するのに用いることができる.

Fructoseそのものは非生理的な物質ではないが,今 回

の実験に用いられたような速度で,fructose溶 液を門

脈内に投与することは非生理的であり,肝 臓において

乳酸血症を生じた。 したがって,fructOseを 投与する

ことによって,直 接に代謝上の影響を受ける物質の肝

臓における代謝能力を調べるにはこのモデルは適当で

はない。しかし,例 えば細網内皮系貴食能の実験など

の目的に用いるなら,このモデルは,in Vivoにおいて,

肝臓がある物質を代謝あるいは処理する能力 と肝 EC

との間の関係を調べるのには有用である。また肝機能

がエネルギー的に破綻 している状態において,肝 臓お

よび肝臓以外に臓器がどのような関係である物質を代

謝する能力を分担するかを調べるには適 したモデルで

ある。

結  論 _

(a)40%,20%お よび10%fructose溶 液を0.25m1/

100g体重/15分の速度で門脈内に持続投与することに

よ り,肝 ECは 2.5分後におのおの0.69,0.75お よび

0.78にまで大きく低下し,15分 までそのレベルを維持

した。

(b)し かし,10%ま たは20%の fructOse溶液をおな

じ速度で静脈内に持続投与した場合には肝 ECは 低下

しなかった。

(c)こ の結果は,10%あ るいは20%fructose溶 液を

門脈内に投与しても肝臓以外の組織の ECレ ベルを下

げないことを示唆している.

(d)20%fmctose溶 液の門脈内持続投与によって,

肝臓の ECが 0,75程度の低いレベルに維持されている

場合にはアンモニアの解毒は大きく遅延 した。

(e)こ の実験モデルは,肝 臓においてある物質を代

謝する能力 と肝 ECと の関係を in vivoにおいて検討
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するのに有用である。そして肝臓がエネルギー危機に

陥 った場合に,肝 臓および肝臓以外の組織が,あ る物

質を代謝処理す るのに どの よ うな役割分担 をす るか

を,in vivoに おいて調べることができる。

本研究の要旨は68th Federation of American Societies

for Experimental Biology(84年4月 )で 発表した。本研

究″まUniversity of Maryland,Department of Pathology,

ShOck Laborato呼で行った。本実験の機会を与えていた

だいた Dr.B.F.Trumpに 感謝致します.
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