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ラットCC14障害肝モデルにおける肝マイクロゾーム機能の

術前肝予備能評価法としての意義

千葉大学医学部第 1外科

管沢 寛 健  宮 崎  勝   奥 井 勝 二

ラットCC14慢性肝障害モデルを作製し,ア ミノピリン呼気テス ト(ABT)に よる肝マイクロブーム

機能量を40%肝 部分切除前後に測定 し,肝 蛋白合成能 との関係 も検討 した。正常肝 (n=5)に 比べ

CC14障害肝群(n=14)では術前 ABTは 軽度低下をみるが有意差はない。40%肝 切除後の低下は CC14

障害肝群で著明であ り(p<0.05)その回復も遅延 した。肝切除後生存群の術前 ABTは 68±29%,死

亡群は16.9±2.7%と有意の低下を示した (p<0.05).肝蛋白合成能は正常肝群404±90dpm/mg pro‐

teinに比べ CC14障害肝群では1,470±405dpm/mg prOteinと有意に高値を示しABT値 とは負の相

関を認めた (r=0.881,p<0.001).肝組織内蛋白含量はCC14障害肝群で低下したが有意差はなかっ

た。ABTで みる肝マイクロブーム機能量はCC14障害肝ラットでの肝切除時の予備力評価に有用であ

る。またCC12障害肝での肝蛋白合成能の元進はABTで みる肝予備力低下に連なるものと考えられ

た。

Key words: CCln-induced liver injury aminopyrine breath test, hepatic protein synthesis, partial

hepatectomy, hepatic microsomal functional mass

緒  言

障害肝患者の肝切除時の術前肝予備能評価のために

は,肝 の機能総量を反映しうる検査が重要であ り,現

在これらの検査法 としては,肝 細胞の色素排泄能総量

を示す といわれているICG Rmaxlル)肝のガラク トー

ス代謝能を示す といわれるガラク トース負荷試験めな

どが行われてお り,肝 のマイクロブーム機能総量も肝

予備能評価 とい う点で Cillらり,宮崎ら51vこょりその有

用性が報告 されている。ア ミノピ リン呼気 テス ト

(ABT)は 肝のマイクPゾ ームにおけるaminopyrine

N‐demethylase活性を間接的に測定し,マ イクロデー

ムの機能総量を反映しうる検査 といわれてお り,ア ル

コール肝障害思者,肝 硬変息者の予後,組 織学的重症

度をよく反映するといわれている。つ。著者らもすでに

ABTが ラットin‐vivo肝潅流モデルにおいて,その in

vitroのmicrosomal enzyme activityの低下 とよく相

関しゆ,また正常肝および D‐Cal障害肝,肝切除後の肝

再生マーカーとして有用であ り,耐 術能評価法 として

応用可能であることを報告 してきたり1の。今回はラッ
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卜CC14慢性肝障害モデルを用い40%肝 部分切除を施

行し,術 前 ABTに より測定したマイクロデーム機能

総量の予備能評価 としての意義を検討し,さ らに肝機

能不全 と密接に関係する肝蛋白合成能 とABTと の関

係についても,合 わせて検討を加えた。

実験方法

(1)CC14肝 硬変モデルに対する肝部分切除

雄性ウィスター系 ラット約150gを用い,フ ェノパル

ビタール水溶液 (藤永製薬)35mg/dl自 由飲水下に,

オ リープ油 (丸石製薬)に て希釈 して作成 した20%

CC14(和 光純薬工業)1.25mg/kg週 2回 ,12週 間皮下

投与にて肝硬変モデルを作成した11)12j.cc14および,

フェノバル ビタール最終投与 4週 間の後に Higgins

and Andersonl。法に従い40%肝 部分切除を施行した

(n=14)。 なお対照として正常 ラット (n=6)に 40%

肝部分切除を施行した。

(2)血 清 GOT CPTの 測定

肝部分切除前および切除後 1, 3, 7,14日 目に経

時的に眼静脈 より約lcc血液を採取 し,sGOT sGPT

を STA‐test Wako(和 光 純 薬 工 業)を 用 い て

Reitman‐Frankel tt141に基づいて測定 した。結果 は

Karmen単 位で表示した。 (3)ア ミノピリン呼気テ
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Fig. I Changes of
hepatectomy.
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sCOT level following partial

Fig. 2 Changes of sCPT level following partial
hepatectomy.

両群間の差異は前値で p<0.05の 右意差を認めたのに

比べ,肝切除後 1日 .3日 目においては p<0.01の より

明らかな差果を示 した (Fig.3).

(3)肝 切除前 ABT値 と耐術能

CC14障害肝ラットで,40%肝 部分切除後の生死 と切

除前の ABT値 との関連をみると,死 亡群 3匹 生存群

11匹であ り,生 存群の ABT値 68±29%に 比べ死亡群

では17±2,7%と p<0.05の 有産差を認めた (Fig,4).

(4)CC14障 害肝の肝蛋自合成能および蛋白含量

CC14障害肝の肝蛋白合成能を正常肝 と比較すると,

正常肝群404±90dpm/mg proteinに対 し,CC14障 害

ス ト (ABT)

アミノピリン呼気テス トFよunlabelled anlinopyrine

および 〔dimethylamine 14c〕 aminopyrineを 2.5mg/

rat O.5/Ci/ratをラット腹腔内に投与 し,Stewartら

の方法1。に準じ呼気を持続的に30分間 IN‐NaOH 150

mlに トラップさせ,0 7mlNaOH中 の14c02量を液体

シンチレーションカウンターにて預J定する方法で行っ

た 。

CC14障害肝 (n=14),正 常肝 (n=6)全 例に肝部分

切除前に ABTを 施行し,CC14障害肝正常肝 6例 に対

しては,肝 部分切除後 1, 3, 7,14日 目にも経時的

に ABTを 施行した.結果は sham群 (正常 ラットの無

処置)の排泄量を100%と して,対 sham比 で示 した。

(4)肝蛋白合成能の測定

肝切除後に採取 した切除肝組織を用い,Hasselgren

ら10の方法に準 じて厚 さ0.5mmの 肝スライスを作製

し, in vitroヤG〔14c〕,Leucine(New England Nuclear)

を10″Ci含 有す る RPM11640培 養液 中で27℃,95%

02± 5%C02下 で 2時 間培養した.培 養終了後肝スラ

イスを homOgenateし 蛋自分画中への 〔14c〕Leucine

の取 り込みを液体シンチレーションカウンターにて測

定 した。また蛋白含量は Lowry ttl"にて預」定 し結果は

dpm/mg prOteinで表示した。

(5)生 存率の検討

生存率は肝切除21日目の時点にて検討した.

(6)統 計学的処理

結果は McanttSDで 表示し,有意差検定は,student

t testを用いて p<005を もって有意 と半」定 した。

結  果

(1)血 清 GOT.GPT値 の変動

40%肝 部分切除前の sGOT値 は CC14障 害肝群 で

637±237Kamen unit/mlに対 し正常肝群では144±72

であった。肝切除後は第 1日 目に著増を示すが,両 群

間に有意差はな く比較的速やかにその値は低下す る

(Fig,1)。sGPT値 も同様 で術前 CC14障 害肝群 で

293±58に対 し正常肝群65±48と有意差を認めない.

40%肝 切除後変動では sGOTと 同様に,術後第 1日 目

に著増 し,そ の後漸減 していく。両群間に明らかな有

意差を認めなかった (Fig。2),

(2)肝 切除後 ABT値 の変動

正常肝のABT値 は肝切除前100±12%よ り40%肝

切除後68±18と32%の 低下を示 した。一方 CC14障害

肝は術前65±28が肝切除後28±10と57%も のより強い

低下を示 した。その後両群 とも徐々に回復を示すが,
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ng.3 Changes of ABT scores following 40%

partial hepatectomy in CC14‐induced liver lnJury.
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Fig. 4 ABT score and surgical mortality follow-
ing partial hepatectomy in rats with CClr-
tnduced liver injury.
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肝群は1,470±405と著明な元進を示し,p<0,001の 有

意差を認めた(Fig.5).また肝組織内蛋白含量の相違

を検討す ると,正 常肝群268±61mg protein/wet

weightに比べ,CC14障 害肝群では180±58と両群間に

差果を示しえなかった (Fig.6).

(5)ABT値 と肝蛋白合成能の相関

CC14障害肝において,肝切除時に採取した肝組織に

て測定した肝蛋白合成能 と,肝 切除前に施行 した

ABT値 の関係をみるとr=0.881で p<0.001の 有意

な逆相関を示した (Fig.7).

考  察

現在肝細胞機能総量をあらわし,肝 切除前予備力判

53(2151)

Fig.5 Hepatic protein synthesis in CC14‐ induced

liver iniury.

Fig. 6 Liver protein contents in CClr-induced liver
injury.
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定の指標 として用いられる検査法は ICG Rmaxが 一

般的である。しかしながらICG Rmaxは ,正 常肝Dあ

るいは CC14障害肝1ゆ切除後の肝重量変化に,よ く一致

するといわれているが,肝 重量の変化が肝機能総量の

変化に一致するか否かは,疑 間の残るところである。

中谷ら1りはラット肝切除後の,ICG Rmaxの 回復に比

べてヘパプラスチンテス トの回復はより遅延したと述

べてお り,ま た竹崎ら2いは,IcG Rmaxと ガラク トー
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うのが, この検査法の原理である.

Lauterburgら2"はラットを用いた実験で,フェノバ

ル ビ タール 投 与 や 部 分 肝 切 除 に よって 肝 の

aminopyrine、N‐demethylase活性の総量を変化させ,

この変化がア ミノピリン呼気テス トにより定量的に預J

定されることを示 し, アミノピリン呼気テス トが mi_

crosomal ftlnctional massを示 しうる検査法であるこ

とを明らかにした。Hepnerら 20はこの方法を人間に

応用し,血 清アルブミンや BSP retensionと相関する

ことから新 しい定量的肝機能評価法であると述べた。

さらにア ミノピリン呼気テス トはアルコール性肝障害

患者の組織学的重症度や予後を反映し,肝 硬変患者の

予備能や予後を良く反映する,簡 便で侵襲の少ない検

査法であることが報告 されてきている。の。しかしなが

ら外科領域で, アミノピリン呼気テス トにより預J定し

た肝マイクロブーム機能総量を耐術能検査法 として応

用した研究は,著 者 ら。以外には Glll‐RAら ゆが ABT

scoreと surgical riskを検討して,外 科治療適応基準

を報告 している。

著者 らはすでにラットを用いた基礎的研究で14c_

aminopyrine腹雄内投与30分間に排泄 された14c02量

で示されるABT scoreは ,肝 のマイクロゾーム機能

総量をよく反映し,正 常肝部分切除時にはその切除量

に一致 した低下を示 し,切 除後の回復には約 4週 間を

要 し,肝 重量の回復に約 2週 間の遅延を示すことを報

告 してきた。,ま たガラク トサ ミンにて作成した ラッ

ト急性肝障害モデルを用いて肝部分切除を施行し,同

モデルでもABT scOreは 肝の機能的再生過程をよく

示す とともに,肝 部分切除前に施行 した ABT scOre

は,切 除後の予後を良 く反映し, ア ミノピリン呼気テ

ス トが耐術能検査法 として応用可能であることを示 し

てきた1い
。今回はより臨床床的に近いモデルとい う観

点から,CC14慢 性投与によるラット肝硬変モデルを作

成し,同 モデルでの ABTの 意義について検討した,

Cameronら 11)によって確立された CC14繰 り返 し投

与による肝硬変モデルは,投 与経路,投 与量,投 与問

隔などさまざまな改良が加えられて用いられてきてい

る。CC14な どの薬剤による肝障害モデルにおいて,し

ばしば問題 となる障害モデルの不均一性を,で きる限

り均一にする目的で用いたフェノバルビタールは,本

研究ではABT測 定の 4週 間前に中止 してお り,酵 素

誘導によるaminopyrine‐N‐demethylase活性への影

響は消失していると考えられた2"。40%肝 部分切除後

第 1日 目の ABT scOre減 少は,正 常肝では切除量に
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Fig. 7 Relation between ABT and hepatic protein
synthesis in CCl.-induced liver injury.

ABT(%)

ス負荷試験を比較 し,ICG Rmaxは 肝重量 と密接に関

係するが肝重量 とfunctional resette cell massとは
一致しないと述べている.高田ら21)もsick hepatocyte

theOry, intact hepatocyte theoryという概念で,ICG

Rmaxの functional massとしての限界について述べ

ている。水本らりの残肝機能容積率という方法も,ICG

Rmaxの functiOnal mass評価法としての限界を,RI

の up takeという機能を加味して補ったものである,

この よ うに現在 最 も臨床 に用 い られ て い るICG

Rmaxで も,肝 細胞機能総量評価法としては限界があ

り,他 のさまざまな検査法が検討されている由縁であ

る。

著者 らり1のの D‐Calactosamine障害肝に対して施行

した ABT scoreの 推移も肝細胞機能総量を反映 しう

るとされるガラク トース負荷試験2い22jに類似 した結果

を示 してお り,肝 のマイクロブーム機能総量により肝

の functiOnal reserve cell massを反映しうると考え

られる。

ア ミノピリンは体内に吸収 されると,す みやかに

body waterに応 じて均―に分布 し肝マイクロゾーム

の aminopyrine‐N・demethy‐laseにより,特 異的に脱

メチル化される薬剤であり, また脱メチル化 されたメ

チル基はすみやかに C02に な り呼気中に排泄される。

すなわちア ミノピリンからC02産 生の反応速度の律

速酵素は aninopyrine‐N‐demethylaseであることか

ら, メチル基を放射性同位元素でラベルし, ラベルさ

れた C02の 産生速度を測定すれば,同 酵素活性で代表

される肝のマイクロブーム機能総量を測定できるとい
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ほぼ一致した低下を示したが,CC14肝 硬変ラットでは

切除量よりも大きな減少を示した。これは同モデルの

ラット肝臓の各葉の容積比が,代 償性肥大などのため

に,Hittinsら
1めの記述 と異なっている可能性 もある

し,肝 部分切除による侵襲が肝細胞に対 して,正 常の

場合に比べより強 く細胞障害性に働いたとも考えられ

る。肝部分切除後の肝マイクロゾーム機能回復過程は,

正常肝 D‐Galactosamine障害肝に比べて,CC14肝 硬

変モデルでは著しい遅延を認めた。これは小池ら1的の

報告 と同一傾向であった。耐術能評価 としての ABT

は今回用いた CC14障害肝モデルでは,極 めて明白に

生存群,死 亡群を分けえて,術 前耐術能評価法 として

の有用性が示唆されたが,切 除量の差果による予測の

信頼性の確認などがさらに必要であろう。

このようにABTに よる肝マイクロゾーム機能量の

評価が,肝 予備力評価 として有用であることが確認さ

れたわけであるが,肝 蛋白合成能 との関係を検討した

データでは,CC14障 害肝において ABT値 と肝蛋白合

成能が明らかな負の相関を示していた。CC14障害肝で

は肝蛋 白合成能は低下す るとい う報告が多いが,

Smucklerら 2のは必ず しも低下をみない と述べてい

る。これは CC14障害モデルにおける,薬剤投与量や蛋

白合成能の測定した時期によると考えられる.す なわ

ち慢性障害肝では肝細胞総量が減少し,単 位細胞あた

りの各種機能は代慣性に元進すると考えられ,肝 蛋白

合成能の元進もその障害過程において,代 償期には起

こりうるものと考えられる。肝単位重量あた りの肝蛋

白含量は今回のモデルでは,CC14障 害肝で有意ではな

いが減少してお り,代 償性の肝蛋自合成元進を推測す

るデータといえよう。著者らはこの様に肝細胞に特異

的に,肝 蛋自合成元進の刺激が働いている場合には肝

予備は低下すると考えている。すなわち肝細胞に機能

負荷が加わった場合には,結 果的に肝予備力低下をも

たらすものと考え,そ の場合測定された肝蛋白合成元

進状態は,予 備力のむしろ低下を示唆するものと理解

すべ きと考 えてお り,こ のよ うな観点 よ り今回の

ABTと 肝蛋白合成能の逆相関は理解すべきと判断さ

れる。
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Assessment of a Hepatic Microsomal Functional Mass by Aminopyrine Breath Test after
Partial Hepatectomy in Rats nrith CCl4-induced Liver Injury

Hirotake Sugasawa, Masaru Miyazaki and Katsuji Okui
First Department of Surgery School of Medicine, Chiba University

In CCla-induced liver injury of rats, a hepatic microsomal functional mass measured by the laC-aminopyrine
breath test (ABT) was assessed, following 40% partial hepatectomy, and hepatic protein synthesis was also
measured. The CCln group had lower ABT values than the normal group, but the difference was not significance.
After 40% partial hepatectomy, the ABT values decreased in the CCla group more than in the normal group
(p<0.05), and the return to the normal values was retarded in the CCla group, survivors after 40% partial
hepatectomy had higher ABT values (68 t 29%) preoperatively than that of deaths (16.9 a 2.7%). The difference was
significance (p<0.05). Hepatic protein synthesis in the CCla group was 3.6-fold greater than that in the normal
group and was inversely correlated with the values of ABT (r=0.881 p<0.001). However there was no difference in
hepatic protein content between the two groups. In conclusion, ABT is a good indicator of hepatic functional
reserve in CCla-induced liver injury. Enhancement of hepatic protein synthesis would induce depression of the
hepatic functional reserve measured by ABT.
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