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緒 言

ハ ロ タ ンは,1956年Sucklingに よって合 成

され て以 来1),そ の優 れ た麻酔 作 用 と使 いやす さ

に よ り,世 界 中 で広 く臨 床 に用 い られ,全 身麻

酔 法 を飛 躍 的に進 歩 させ た揮 発 性 麻酔 薬 であ る.

しか し,ハ ロタ ンの使 用 開始 ま も な くよ りハ

ロタ ンが原 因 と考 え られ る肝 障害 が 相 次 い で報

告 され る よ うに な り2,3),1966年米 国 でNational

 Halothane Studyが 行 われ た4).そ の結 果,ハ

ロタ ン麻酔 後 の肝 壊 死 に よ る死亡 例 の 発生 は,

約35.000例 中1例 で,ハ ロ タ ンが特 に肝 障害 を

起 こ しや す い とは結 論づ け られ なか った が,短

期 間 内にハ ロ タ ン麻 酔 を2回 以 上行 うと肝障 害

が発 生 しや す くな る と指 摘 して い る.し か し,

その後 もハ ロ タ ン肝 障 害 の存 在 を示 唆 す る多 く

の報 告 が な され た.

一 方
,1964年 にVan Dykeら に よ って,ハ ロ

タンが 生体 内で分 解 され るこ とが 報告 され て 以

来5),現 在 まで に,ハ ロ タン は,肝 の ミ クロ ソー

ム 中 チ トクロー ムP-450に よって 好気 的 あ るい

は嫌 気 的 に代 謝 され る こ とが 明 らか に され て い

る6-9).そ して,そ れ らの代 謝 産 物 が ハ ロ タ ン肝

炎 の発 症機 序 に何 らか の か か わ りを有 してい る

と考 え られ てお り,ハ ロ タ ン肝 炎 の 動物 モデ ル

がつ くられ 多 くの研 究 が 行 わ れて きた10-14).決

定 的 な結論 は い まだ得 られ て い な いが,チ トク

ロー ムP-450に よっ てハ ロ タ ンが 分 解 を うけ る

とい う最初 の段 階 は,多 くの研 究 者 の 認め る こ

ととな って お り,ハ ロタ ン と肝 ミクロ ソー ム 中

チ トクロー ムP-450と のか か わ りに関 す る研 究

が 行 わ れ て い る15-20).特 に,ハ ロ タ ン麻 酔 時 に

低 酸素 状 態 に さ らさ れ る と,フ ェ ノバ ル ビター

ル(PB)に よ って酵 素 誘 導 され た ラ ッ トの肝 ミ

クロ ソー ム 中チ トクロー ムP-450が 正常 レベ ル

以下 に 減少 す る とい う報 告 は20),ハ ロ タン肝 炎 の

機 序 の 一端 を示 唆 す る可 能 性 が あ る と考 え られ

る.そ こで本 研 究 で はin vitroに お いて極 低 酸

素 下 に投 与 したハ ロ タンが,ミ クロ ソー ム 中 チ

トクロー ムP-450に どの よ うな影 響 を与 え るか

を検 討 した.

材 料 およ び方 法

1.　実 験 動 物

実験 動 物 は, Wistar系 雄 性 ラ ッ ト,生 後7週

齢,体 重200～220gを 用 い た.

2.　 肝 ミクロ ソー ムの 調整

ラ ッ トは,PBで 酵 素 を誘 導 したPB誘 導 群

と無処 置群 に分 け,PB誘 導群 は0.1%PB水 を

5日 間 飲 ませ,24時 間の 絶 食 と した.両 群 とも

塩 酸 ケ タ ミンを40～50mg筋 注 して 開腹 したの ち,

大 動 静 脈 に カニ ュ レー シ ョン し,氷 冷 され たヘ

パ リン加 生理 食塩 水 で肝 を灌 流 し,肝 を摘 出 し

た.摘 出 した肝 は,1.15%KCl溶 液 中 でPotter-

Elvehjem type homogenizerを 用 い ホ モ ジナ イ

ズ した.10,000×gで40分 間 遠 心 し,さ らに 上

清 を100,000×gで60分 間 遠 心 した後,再 度 沈 殿

物 を1.15%KCl溶 液 中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し,

100,000×gで60分 間遠 心 した.得 られ た沈 渣 を

pH7.4の 保 存液(1mmol/Lエ チ レ ン ジア ミン

四酢 酸二 ナ トリウム,1mmol/Lジ チ オス レイ

トー ル,30%グ リセ ロー ス を含 む0.1molリ ン
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酸 カ リウム 緩衝 液)に 懸濁 して-70℃ で保 存 し

た.遠 心分 離 は, KUBOTA遠 心 分 離 器KR-180

B型,日 立 超 遠心 分 離 器SCP-70型 を用 い て行

った.

3.　 試 薬

実験 に使 用 した試 薬 は以 下 の通 りであ る. Glu

cose-6-phosphate, nicotinamide-adenine

 dinucleotide phosphate oxidized form

 (NADP), nicotinamide-adenine dinucleotide

 phoshate reduced form (NADPH)お よび ア

ニ リ ンは 和 光 純 薬 工 業(株),チ ト クロ ー ムCは

Sigma社,ア ミ ノピ リン,p-ア ミノフ ェ ノー ル

はナ カ ライ テ ス ク(株),モ ノ メチ ロー ル ジ メチ ル

ヒダ ン トイ ンは 東 京化 成 工 業(株),エ チ レン ジア

ミン 四酢酸 二 ナ トリウ ム(EDTA)は(株)同 仁 薬

化 学,ニ コチ ン酸 ア ミ ドは 片 山化 学(株),ハ ロ タ

ン は武 田薬 品(株)から購 入 した.そ の他 の 試薬 は

市販 の 特 級 を用 いた.

4.　実 験 操 作

各実 験 に 際 して,凍 結 保 存 して お いた ミクロ

ソー ム を解 凍 し, biuret法21)に て蛋 白定 量 を行

い,保 存液 にて ミク ロソー ム 蛋 白量 を6mg蛋 白/

mlに 調 整 した.

ミクロ ソー ム 溶液 中に溶 存 して い る酸 素 をよ

り完全 に取 り除 くため,以 下 の よ うな凍 結 吸 引

法 を導 入 した.側 口お よび共 栓 付 きの耐 熱 耐圧

試 験 管(容 量20ml)に 蛋 白濃度 調整 済み の ミク

ロ ソー ム4mlを 入 れNADPH 100μgを添 加 した.

なお,比 較 対 照 の た めNADPHを 添 加 しない

非NADPH群 も作 成 した.そ れ ぞ れ の試 験 管

を液体 窒素 中 に約1分 間浸 して ミク ロソー ム を

凍 結 させ,日 立 製 ロー タ リー 型 吸 引器 に て気相

を5分 間 吸 引 した.吸 引後 共 栓 を閉 じて解 凍 し

た後,再 度液 体 窒 素 に1分 間浸 して凍 結 した.

3回 の 凍 結,吸 引操 作 後 に,あ らか じめ3方 活

栓 に満 た して お い た表1に 示 す 組 成 の ガ ス を,

真 空 とな った気 相 へ 導 き,共 栓 を再 度 閉 じて解

凍 し,37℃ の恒 温 槽 中で5分 ま たは20分 間反 応

させ た.反 応 の後,ミ クロ ソー ム を氷 水 中 で0℃

に冷 却 し以 下 の 測定 項 目に つ き測 定 を行 った.

5.　測 定 項 目お よび測 定 方 法

(1)　チ トク ロー ムP-450量 の測 定

ミクロ ソー ム 中の チ トクロー ムP-450量 は,

 Omura & Satoの 方 法22)に従 い,日 立 二波 長 自

記 分光 光 度 計557型 を用 い て吸光 度 を測 定 し,分

子 吸光 係 数E490-45091cm-1mM-1を 用 い て,ミ ク

ロ ソー ム蛋 白1mg当 た りの 比含 量 として 算 出 し

た.

表1　 各実験群のガス組成

表2　 P-450量 の 変化-1

表 中の各群 は,A群:空 気 下で20分 間,N群:純 窒素下 で20分 間,非NADPH群:NADPH非 投 与純窒素
ーハ ロ タン下で20分 間それ ぞれ37℃ 反応 させ た もの である.数 値 は,各 群 とも例数 が8例 で,A群 の測定結果

を100と した ときの変化率(%)をmean±SDで 示 した ものであ る。()内 は,A群 の実測値 であ り単位は

nmole/mg蛋 白を示す.
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(2)　チ トクロー ムb5量 の測 定

ミクロソー ム 中のチ トクロー ムb5量 は, Omura

 & Satoの 方 法22)に従 い,日 立二 波長 自記分 光 光

度計557型 を用 いて 吸光 度 を測 定 し,分 子 吸 光係

数E423-409185cm-1mM-1を 用 い て,ミ クロ ソー ム

蛋 白1mg当 た りの 比含 量 と して 算 出 した.

(3)　TBA反 応 物 質(TBARs)量 の 測 定

ミクロ ソー ム 中 のTBARs量 の測 定 は,和 光

純 薬工 業(株)のTBA測 定 キ ッ トを使 用 し,島 津

蛍光 光 度 計RF-510 LCAを 用 い て励起 波長515

nm,蛍 光波 長553nmで 吸 光 度 を測 定 し, TBARs

量 を算 出 した.

(4)　ヘ ム 濃度 の 測定

ミクロソー ム 中のヘ ム 濃度 の測 定 は, App1eby

 & Mortonの 方法23)に従 い,島 津 分 光光 度 計UV

-210A型 を用 いて557nmに おけ る吸 光度 を測定

し変化 量 を算 出 した.

(5)　ア ミノピ リンN-脱 メチル化(AD)活 性

の測 定

ミクロ ソー ム 中のAD活 性 の 測 定 は, Nash

の方 法24)に従 い,反 応 生 成物 のformaldehyde

を,島 津 分 光光 度 計UV-210A型 を用 いて412nm

にお け る吸光 度 を測定 し,ミ クロ ソー ム蛋 白1

mg当 た りのAD活 性 として算 出 した.

(6)　ア ニ リン水 酸化(AH)活 性 の測 定

ミク ロ ソー ム 中のAH活 性 の測 定 は, Imaiの

方 法25)に従 い,反 応生 成 物 のp-aminophenolを,

島津 分光 光 度 計UV-210A型 を用 いて630nmに

お け る吸光 度 を測 定 し,ミ ク ロ ソー ム蛋 白1mg

当 た りのAH活 性 と して 算 出 した.

図1　 P-450量 の変化

図中の各群 は,AH群:空 気-ハ ロタン下 で

20分 間,NH5群:純 窒素-ハ ロタン下で5分

間,NH20群:純 窒索-ハ ロタン下 で20分 間 そ

れぞれ37℃ で反応 させ たもの である.数値は,

各群 とも例 数が8例 で,A群 の測 定結果 を100

とした ときの変化率(%)を 平均値 で示 した

ものであ る.*印 は対A群 との比較,※ 印は

対群 間の比較 をした もの でそれぞれP<0.01

を示す.

表3　 P-450量 の 変 化-2

表中の各群 は,A群:空 気下 で20分 間,AH群:空 気-ハ ロタン下 で20分 間,NH5群:純 窒素-ハ ロタン下

で5分 間,NH20群:純 窒素-ハ ロタン下で20分 間 それ ぞれ37℃ で反応 させた もの である.数 値 は,各 群 と も例

数 が8例 で,A群 の測定結果 を100と した ときの変化率(%)をmean±SDで 示 した ものである.()内 は,

A群 の実 測値 であ り単位 はnmole/mg蛋 白を示す.*印 は対A群 との比較,※ 印 は対群 間の比較 をした もので

それぞれP<0.01を 示 す.図 中では煩雑 さを除 くため,一 部 有意差の印 を削 除 した.
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(7)　NADPH-チ トク ロー ムP-450還 元 酵素

(fp2)活 性 の測 定

ミク ロソー ム 中 のfp2活 性 の測 定 は, Phillips

 & LangdOnの 方法26)に従 い,チ トク ロー ムCの

還 元 変化 量 を島 津分 光 光 度計UV-210A型 を用

いて550nmに お け る吸光 度 を測 定 し,ミ クロ ソ

ー ム蛋 白1mg当 た りの還 元 活 性 として 算 出 した

6.　 統 計 処 理

得 られ たデー タの 統計 処 理 は, Student's t-test

を用 い て行 い,危 険率1%以 下(p<0.01)を 有

意 差 あ りと した.

結 果

1.　チ トクロー ムP-450(P-450)量 の変 化

表2に 示 す よ うに,ミ ク ロ ソー ム 蛋 白1mg当

た りのP-450量 は,A群 は,2%ハ ロ タ ン投 与

の 誘導 群 に お い て2.182±0.056nmole/mg蛋 白,

非 誘導 群 に お い て0.713±0.100nmole/mg蛋 白,

10%ハ ロタン投 与 の誘 導群 において2.001±0.319

nmole/mg蛋 白,非 誘 導 群 に お い て0.656±0.075

nmole/mg蛋 白であ っ た.A群 を100と した変 化 率

で み る と,N群 お よ び非NADPH群 は全 く変

化 を認 め なか っ た.し た が っ て表3,図1に 示

す よ うに,N群 お よ び非NADPH群 は省 き,

A群 を対 照群 と した.

NH5群 お よびNH20群 は,A群 に対 して2

%ハ ロ タ ン投 与 の誘 導群,10%ハ ロ タン投 与 の

誘 導群 お よび 非誘 導 群 に お い て いて それ ぞれ,

86.5%,84.2%,64.5%,48.9%,84.0%,75.8

%と 有 意 の 減 少 がみ られ た.

表4　 b5量 の変化

表 中の各群 は,A群:空 気下 で20分 間,AH群:空 気-ハ ロ タン下 で20分 間,NH5群:純 窒素-ハ ロ タン下 で5分 間,

NH20群:純 窒素-ハ ロ タン下 で20分 間 それぞれ37℃ で反 応 させ た ものであ る.数 値 は,各 群 とも例数 が8例 で,A群 の測

定結 果 を100と した ときの変化 率(%)をmean±SDで 示 した もの であ る.()内 は,A群 の 実測値 であ り単 位 はnmole/

mg蛋 白 を示 す.

表5　 TBARs量 の変化

表 中の各群 は,A群:空 気下 で20分 間,AH群:空 気-ハ ロタン下 で20分 間,NH5群:純 窒素-ハ ロ タン下 で5分 間,

NH20群:純 窒 素-ハ ロタ ン下 で20分 間それ ぞれ37℃ で反 応 させ た ものであ る.数 値 は,各 群 とも例数 が8例 で,A群 の測

定 結果 を100と した と きの変化 率(%)をmean±SDで 示 した もので ある.()内 は,A群 の実測 値 であ り単 位 はnmole/

mg蛋 白を示す.
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つ ぎに,NH5群 お よびNH20群 にお い て,

10%ハ ロタ ン投 与 の誘 導群 は,2%ハ ロ タン投

与 の誘 導群 と非誘 導 群,お よ び10%ハ ロ タン投

与 の非 誘導 群 に 対 して有 意 の減 少 を認 め た.ま

た非誘 導群 にお い て,2%ハ ロ タ ン と10%ハ ロ

タン投 与の間.にも有 意差 を認めた.NH5群 とNH

20群 の比較 では,10%ハ ロ タン投 与 の時,誘 導

群 非誘 導群 と もに 有意 差 を認め た.AH群 は,

A群 に対 して有 意 差 を認 め なか った.

2.　 チ トク ロー ムb5(b5)量 の変 化

表4に 示 す よ うに,ミ ク ロソー ム 蛋 白lmg当

た りのb5量 は,A群 は2%ハ ロ タ ン投 与 の 誘導

群 で0.400±0.038nmole/mg蛋 白,非 誘 導 群 で

0.264±0.032nmole/mg蛋 白,10%ハ ロタ ン投 与

の誘 導群 で0.400±0.022nmole/mg蛋 白,非 誘 導

群 で0.267±0.024nmole/mg蛋 白 で あ った.A群

を100と した変 化率 をそ れ ぞれ の群 に つい てみ る

と,各 群 はA群 に 対 して も対群 間比 較 に お い て

も有 意差 を認 め な か っ た.

図2　 ヘ ム量 の変化

図中の各群 は,AH群:空 気-ハ ロタン下20

分 間,NH5群:純 窒素-ハ ロタン下 で5分

間,NH20群:純 窒素-ハ ロタン下で20分 間そ

れぞれ37℃ で反応させ た ものである.数値は,

各群 とも例数が8例 で,A群 の測定結果 を100

とした ときの変化率(%)を 平均値で示 した

ものであ る.*印 は対A群 との比較,※ 印は

対群 間の比較 を した ものでそれぞれP<0.01

を示す.

3.　 TBA反 応物 質(TBARs)量 の変 化

表5に 示す よ うに ミクロ ソー ム 蛋 白1mg当 た り

のTBARsの 量 は,A群 は2%ハ ロ タ ン投 与 の

誘 導群 で166.2±66.4nmole/mg蛋 白,非 誘 導 群

で101.4±10.3nmole/mg蛋 白,10%ハ ロタ ン投

与 の誘 導群 で123.9±28.8nmole/mg蛋 白,非 誘

導群 で100.9±6.4nmole/mg蛋 白 で あ った.A群

を100と した変 化 率 をそれ ぞれの群 に つい てみ る

と,各 群 はA群 に 対 して も対群 間比 較 に お い て

も有 意 差 を認 め なか った.

4.　ヘ ム 量 の変 化率

表6,図2に 示 す よ うに,ミ クロ ソー ム 中 の

ヘム量 をA群 を100と した場 合 の変 化率 でみ ると,

NH5群 で は10%ハ ロ タン投 与の 誘 導群,NH20

群 で は2%ハ ロ タ ン投 与 の誘 導群,10%ハ ロタ

ン投与 の誘 導群 お よび 非誘 導群 に お いて それ ぞ

れ,90.0%,93.1%,85.4%,86.1%と 有 意 の

減 少 が認 め られ た.ま た,NH20群 にお いて誘

導 群 の2%ハ ロ タン投 与 と10%ハ ロ タン投 与 の

間 に有 意差 が 認 め られ た.AH群 は,A群 に 対

して有 意差 を認 め なか った.

5.　 ア ミノピ リンN-脱 メチ ル化(AD)活 性 の

変化

表7,図3に 示 す よ うに,ミ ク ロ ソー ム蛋 白

表6　 ヘ ム量の変化

表 中の各群 は,A群:空 気下 で20分 間,AH群:空 気-ハ ロ タン下 で20分 間,NH5群:純 窒素-ハ ロ タン下 で5分 間,

NH20群:純 窒素-ハ ロタ ン下 で20分 間それ ぞれ37℃ で反応 させ た もので あ る.数 値は,各 群 とも例数 が8例 で,A群 の測

定 結果 を100と した ときの変化 率(%)をmean±SDで 示 した ものであ る.*印 は対A群 との比較,※ 印 は対群 間の 比較

を したもので それぞれP<0-01を 示す.
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1mg当 た りのAD活 性 は,A群 は2%ハ ロ タ ン

投 与 の 誘 導群 で166.5±19.2nmole HCHO/20

分/mg蛋 白,非 誘 導 群 で98.9±31.6nmole

 HCHO/20分/mg蛋 白,10%ハ ロタ ン投 与 の誘 導

群 で114.7±24.0nmole HCHO/20分/mg蛋 白,

非 誘 導群 で51.8±22.5nmole HCHO/20分/mg

蛋 白で あっ た.A群 を100と した変 化率 をみ る と,

NH5群 とNH20群 にお いて,誘 導群 非誘 導 群

ともに ハ ロタ ン投 与 に よ り有 意 の 低 下 が認 め ら

れ,非 誘導 群 よ り誘 導 群 の ほ うが 低 下率 が 大 き

く,2%ハ ロ タ ン投 与 よ り10%ハ ロ タン投 与 の

ほ うが低 下 率 が 著 しか った.ま た,2%ハ ロ タ

ン投 与 と10%ハ ロ タン投 与 の比 較 で は,誘 導群

お よび 非誘 導 群 間有 意 差 が認 め られ た.AH群

は,A群 に対 して有 意 差 を認 め なか っ た.

6.　 ア ニ リン水 酸化(AH)活 性 の 変 化

表8,図4に 示す よ うに,ミ ク ロ ソー ム蛋 白

1mg当 た りのAH活 性 は,A群 は2%ハ ロ タ ン

投 与 の 誘 導 群 で27.8±4.6nmole p-

aminophenol/20分/mg蛋 白,非 誘 導 群 で19.8±

5.9nmole p-aminophenol/20分/mg蛋 白,10%ハ

ロ タ ン 投 与 の 誘 導 群 で22.2±5.8nmole p-

aminophenol/20分/mg蛋 白,非 誘 導 群 で13.0±

1.6nmole p-aminophenol/20分/mg蛋 白で あ っ

た.A群 を100と した変 化率 をみ る と,NH5群

の 誘 導群,NH20群 の誘 導 群 お よび非 誘 導群 に

お い て有 意 の低 下 を認 め,非 誘 導群 よ り誘 導群

の ほ うが低 下 率 が大 き く,2%ハ ロ タ ン投 与 よ

り10%ハ ロ タ ン投 与 の ほ うが低 下 率 が 大 きか っ

た.ま た,NH5群 お よびNH20群 で は,10%

ハ ロ タン投 与 の 誘 導群 は,2%ハ ロ タ ン投 与 の

誘 導群,お よび10%ハ ロ タ ン投与 の非 誘 導群 に

比 して有 意 の低 下 を認 め た.AH群 は,A群 に

対 して有 意 差 を認め なか った.

図3　 ア ミノピ リンN-脱 メチル化活性の変化

図中の各群 は,AH群:空 気-ハ ロタン下 で

20分 間,NH5群:純 窒素-ハ ロタン下で20分

間,NH5群:純 窒素-ハ ロタン下 で5分 間,

NH20群:純 窒素-ハ ロタン下 で20分 間 それ

ぞれ37℃ で反応 させ た ものであ る.数 値 は,

各群 と も例数 が8例 で,A群 の測定結果 を100

とした ときの変化率(%)を 平均値 で示 した

もの である.*印 は対A群 との比較,※ 印は

対群間の比較 を した ものでそれぞれP<0.01

を示す.

表7　 ア ミノピ リンN-脱 メチル化活性の変化

表 中の各群 は,A群:空 気下 で20分 間,AH群:空 気-ハ ロタ ン下で20分 間,NH5群:純 窒素-ハ ロタン下

で5分 間,NH20群:純 窒素-ハ ロタン下 で20分 間それぞれ37℃ で反応 させ た もの である.数 値 は,各 群 とも例

数が8例 で,A群 の測定結果 を100と した ときの変化率(%)をmean±SDで 示 したもの であ る.()内 は,

A群 の実測値 であ り単位 はnmole HCHO/20分/mg蛋 白を示す.*印 は対A群 との比較,※ 印は対,群間 の比較

をした もの でそれぞれP<0.01を 示す.図 中では煩雑 さを除 くため,一 部有意差 の印 を削除 した.
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7.　NADPHー チ トク ロー ムP-450還 元 酵 素

(fp2)活 性 の 変化

表9に 示 す よ うに,ミ クロ ソー ム 蛋 白1mg当

た りのfp2活 性 は,A群 は2%ハ ロタ ン投 与 の誘

導群 で0.169±0.030nmole/mg蛋 白/分,非 誘 導

群 で0.122±0.020nmole/mg蛋 白/分,10%ハ ロ

タン投 与 の 誘 導群 で0.154±0.022nmole/mg蛋

白/分,非 誘 導群 で0.111±0.017nmole/mg蛋 白/

分 であ った.A群 を100と した変化 率 を それ ぞれ

の群 に つ い てみ る と,各 群 はA群 に対 して も対

群 間比較 にお い て も有 意差 を認 め なか った.

8.　ハ ロ タン濃度 の 変化 に よ るP-450吸 光 度 の

変化

凍 結 吸 引法 を行 っ た後,空 気 の み,純 窒素+

0.5%ハ ロ タン,純 窒 素+2%ハ ロタ ンお よび純

窒素+10%ハ ロ タン を導 き,37℃ で20分 間反 応

させ,ミ クロ ソー ムの 吸光 度 を測定 した もの を

図5に 示 す.Bの よ うに 空気 で最 も高 いP-450

の吸光 度 が 認 め られ,0.5%,2%,10%と ハ ロ

タン濃度 が高 くな るにつ れて 吸光 度 が低 下 した.

またAに はCO結 合 を行 わ ない で測 定 した吸 光

度 を示 すが,空 気 では平 坦 だ が,0.5%ハ ロタ ン

投 与 で470nm付 近 に ピー クが 出現 し,ハ ロタ ン

濃度 の上 昇 と と もに 吸光 度 が 高 くな った.こ の

ピー クは反 応 の後 再 度凍 結 吸 引操 作 を加 え て も

消 失 しなか った.

考 察

現 在ハ ロタン麻 酔 後 の肝障 害 の原 因 として種 々

の説 が あ る27).す なわ ち,毒 性 を もつ ハ ロ タン の

代 謝 産物,免 疫 反応,肝 血 流量 低 下 に よ る低 酸

素,遺 伝,お よび肝 細 胞 の カ ル シ ウム恒 常 性 維

持 の破 綻 等 であ る.特 に ハ ロ タ ンの代 謝 産 物 と

低 酸素 状 態 の組 合 わせ が 重要 と考 え られ,ラ ッ

トに フ ェ ノバ ル ビター ル を投 与 す る こ とに よ り

図4　 アニ リン水酸化活性 の変化

図 中の各群は,AH群:空 気ーハ ロタン下 で

20分 間,NH5群:純 窒素 ーハ ロタン下で5分

間,NH20群:純 窒素ーハ ロタン下で20分 間そ

れ ぞれ37℃ で反応 させ た ものであ る.数値 は,

各群 とも例数が8例 で,A群 の測定結果 を100

と したときの変化率(%)を 平均値 で示 した

もので ある.*印 は対A群 との比較,※ 印は

対群間の比較 を した ものでそれぞれP<0.01

を示す.

表8　 アニ リン水酸化 活性の変化

表 中の各 群 は,A群:空 気下 で20分 間,AH群:空 気 ーハ ロ タン下 で20分 間,NH5群:純 窒素 ーハ ロ タン下 で5分 間,

NH20群:純 窒素ー ハ ロタ ン下 で20分 間それ ぞれ37℃ で反応 させ た もの であ る.数 値は,各 群 とも例数 が8例 で,A群 の測

定 結果 を100と した ときの変化 率(%)をmean±SDで 示 したもので ある.()内 は,A群 の実 測値 であ り単位 はnmole

 P-aminophenol/20分/mg proteinを 示 す.*印 は対A群 との比較,※ 印 は対群 間の比較 をした ものでそ れぞれP<0.01を

示 す.図 中では煩 雑 さを除 くため,一 部 有意差 の印 を削除 した.
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酵素 誘 導 し低 酸 素 状 態 でハ ロ タ ン麻 酔 を行 う と

実験 的 に肝 炎 モデルが得 られ るようになった10-13).

ラ ッ トを用 いたハ ロタ ン肝 炎 モデ ルの作 製 に は,

PBに よる誘 導が 必須 条 件 とされて お り11,12),PB

に よ り誘 導 され るP-450が 低 酸素 状 態 に お け る

ハ ロタ ンの 投与 で大 幅 な減 少 を示す とき肝 障害

が 認め られ て い る20).

表9　 NADPHー テ トク ロー ムP-450還 元 酵 素(fp2)活 性 の変 化

表 中の各群 は,A群:空 気下 で20分 間,AH群:空 気ーハ ロ タン下 で20分 間,NH5群:純 窒素 ーハ ロタン下 で5分 間,

NH20群:純 窒素 ーハ ロ タン下 で20分 間それ ぞれ37℃ で反 応させ た もの であ る.数 値 は,各 群 とも例数 が8例 で,A群 の測

定 結果 を100と した ときの 変化率(%)をmean±SDで 示 した ものであ る.()内 は,A群 の実 測値 であ り単 位 はnmole/

mg蛋 白を示 す.

一 方in vitroに お い て この低 酸 素 状 態 を得

るの は容 易 で は な い.ミ クロ ソー ム 溶液 中の 溶

存 酸素 は,窒 素 の通 気 で は50%以 上 を除 去 す る

こ とは不 可 能 で,本 研 究 の予 備 実験 にお いて も

気相 の純 窒 素 に よ る置 換 の後,純 窒素 と2%ハ

ロ タン に よ る溶液 の 通 気操 作 を2時 間行 って も

P-450は,ま った く分 解 を うけ なか った.そ こ

で ミクロ ソー ム 溶液 中の 溶存 酸 素 を除去 す る た

め 凍結 吸 引 法 を行 っ た.

操 作 に よ り取 り除 か れ る酸 素 の 量 を概 算 す る

と,酸 素 は一 気圧 で0℃ の水1mlに 約0.05ml溶

解 で きる.ミ ク ロソー ム 溶 液 に も同様 に 溶解 す

る とす れば4mlの ミクロ ソー ム溶 液 中に は大 気

中 で,約0.04ml溶 存 して い るこ とに な る.こ の

状 態 で ミク ロ ソー ム溶 液 の 凍結 吸 引 を行 う と,

ロー タ リー 型 吸 引器 で5分 間 の吸 引 に よ り得 ら

れ る陰 圧 の 程度 を0.1mmHgと す る と,凍 結 吸

引操 作 を三 度繰 りか えす こ とで 溶存 酸素 量 は,

導 入す る窒 素 の純 度99.999%に 比べ 無視 で きる

ほ どの極 少 量 に な る.窒 素 の 導 入 に よ り最 大 で

も0.00016mlの 酸 素 が気 相 に流 入 す る と,こ の酸

図5　 ハ ロ タン濃度差に よる ミクロソームの吸光度

変化

A:空 気下,純 窒素-0.5%ハ ロタン下,純 窒

素-2%ハ ロタン下,純 窒素-10%ハ ロ タン

下 で20分 間 それ ぞれ37℃ で反応 させ た後,少

量のNa2 S2 O4で 還元 して描 出 した吸光 度

の波形 を重ね た もの.B:空 気 下,純 窒素-

0.5%ハ ロタン下,純 窒素-2%ハ ロタン下,

純窒素-10%ハ ロタ ン下 で20分 間 それ ぞれ

37℃ で反応 させ た後,COを 通 気 し,少 量の

Na2 S2 O4で 還 元 して描 出 した吸光度の波形

を重ね た もの.
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素 量 の溶 存 に よ り試 験管 内の 酸素 分 圧 は,理 論

上最 大 で も約0.008mmHgと な り極 低 酸素 状 態

が得 られ て い る こ とに な る.導 入す る窒素 の 純

度 を上 げ た り酸 素 吸着 剤 を通 す こ とで さ らに極

低 酸素 状 態 が得 られ るか も知 れ な い.た だ し,

この極 低 酸素 状 態 は あ くまで概 算 で あ り,実 際

に どの 程 度 で あ るのか を確 認す る こ とは非常 に

困 難 であ る.こ の凍 結 吸 引 法 に よ って え られ る

極低 酸 素状 態 は, NADPHやNa2 S2 O4と い っ

た薬 剤 を添 加 す るこ とに よって ミクロ ソー ム の

還 元状 態 を得 る実験 系 よ りは影響 がか な り少 な

い と思 わ れ る.特 にNa2 S2 O4は 極 少 量 の添 加

で も溶 液 中 で ラデ ィ カル を大 量 に発 生 し,そ れ

の みに よって も ミク ロ ソー ムの種 々 の 成分 が 分

解 して しま う と考 え られ る.し たが って,凍 結

吸 引法 を用 い て溶 液 に 溶在 して い る酸素 を極 力

除 くこ とに よっ て得 られ る物理 的 な低 酸素 状 態

は,薬 剤 を用 い た化 学 的 な方法 に よ るそ れ よ り

も反応 系 に とっ ては好 ま しい もの と思 わ れ る.

吸 入 され たハ ロ タ ンの一 部 は,肝 の ミクロ ソ

ー ム 中チ トクロー ムP-450(P-450)に よって 好

気 的 ま たは嫌 気 的代 謝 を うけ る.好 気 的代 謝 に

よ る産 物 はtrifluoro acetic acid (TFAA)と

Brイ オ ン で6,7),嫌 気 的代 謝 に よ る産 物 は2-

chloro-1, 1, 1-trifluoroethane (CTFE), 2-

chloro-1, 1-difluoroethylene (CDFE)とFイ

オ ン であ る と言 わ れて い る8,9).各代 謝 経 路 の最

終 産 物 は いず れ も毒 性 を有 す る とは され て い な

いが,中 間 代 謝産 物 は 直接 肝 障 害 を生 じさせ 得

る よ うな反 応 を起 こす 可能性 が あ る27).

肝毒 物 であ る 四塩化 炭 素 は,反 応 性 に 富 む フ

リー ラ デ ィ カル に よっ て肝 障 害 を発 生 させ る こ

とが知 られ て い る.ハ ロタ ン麻 酔 中に もフ リー

ラデ ィかルは発 生 す る といわれ るが8)肝 毒 性 とし

て 反応 す る とい う証拠 は得 られ て い ない.

1969年Cohenは,ハ ロ タ ン麻 酔 後 の マ ウ スで

少 な くと も2週 間 の あ いだ,非 揮 発 性 の代 謝産

物 が肝 のmacromoleculeに 共 有 結合 して い る

こ とを示 した,た だ し,肝 壊 死 との相 関 はみ ら

れ なか っ た と して いる29).この共 有 結合 は フェ ノ

バ ル ビター ル で誘 導 した動 物 にお い て著 し く増

加 し30),低酸 素 状 態 で 増加 す る31).し たが って還

元 的代 謝 産 物 は酸 化 的代 謝 産 物 よ りも肝 毒 性 が

強 い と考 え られ,ハ ロ タ ン肝 障害 に及 ぼ す還 元

的 代謝 の役 割 に 注 目が 集 まっ た.

ハ ロタ ン は,モ ノオキ シゲ ナーゼ であ るP-450

に よ り酸 化 され る場 合,通 常 の基 質 と同様P-450

の 疎 水 性 部 分 の ポ ケ ッ トに入 り込 む.す る と

NADPHか らfp2を 介 して酸 化 状 態 のヘ ム鉄 の

Fe3+に 第一 電 子 が供 給 され る.Fe2+と な り酸素

分 子 が 結合 す る と第 二電 子 が供 給 さ れて 一 原 子

酸 素 は 水 を生 成 す る.残 る一 原 子酸 素 が 基質 で

あ るハ ロ タンに 結合 し酸 化 が完 了 し,P-450は

もとのFe3+に も どる.そ の後 ハ ロ タ ンは主 に

TFAAヘ と代 謝 され て尿 中ヘ 排 泄 され る.と こ

ろが酸 素分 子の な い還 元 状 態 にお いては,P-450

の 反 応 サ イ クル は 第一 電 子 の供 給 以 降停 止 して

しま う.し たが っ て,ハ ロタ ンは還 元的 代 謝 経

路 によ りBr-が はずれたのちCTFEお よびCDFE

に なる といわ れ て い る8,9).こ の 還 元 的代 謝 反 応

が 進展 して い る と考 え られ る状 態 に お いて は,

P-450は 第一 電 子 の供 給以 外 の役 割 を果 た して

い な い と考 え られ るに もか か わ らず, in vivo20)

また はin vitroの 本研 究 にお い て も減 少 す るこ

とが認 め られ た.特 にPBに よ り誘 導 され たP

-450に お い て は著 しい減 少 を認 め た これ は

PBに よ り誘 導 され たP-450種 が,ハ ロ タンの代

謝 にか か わ るP-450で あ る こ と を示 して い る と

図6　 フェノバ ルビター ルに よる誘 導 と純 窒素ーハ

ロタンによる変化

測定 を行 った7項 目についてPB誘 導の効 果

を,10%ハ ロタン投与 の群 におけ るPB非 誘

導のA群 の値 に対 してPB誘 導のA群 の値 で

示 し,純 窒素 ーハ ロタンによる変化 をNH20

群 の値 で示 した.
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思 わ れ る.図6に は,測 定 を行 った項 目につ い

て,PBに よる誘 導 の割合 と極低 酸 素 下 に10%ハ

ロ タン を投 与 した ときの変 化 率 を示 す.実 線 で

結 ぶ の は,適 切 で な い と思 われ るが,変 化 を見

や す くす る ため に便 宜 上 お こ な った.P-450は

PBに よる誘 導 で約3倍 に増 加 し,極 低 酸 素 下 の

ハ ロ タン投 与 に よ り半 分 以 下 に減 少 したAD活

性 とAH活 性 も同様 に誘 導 に伴 う増加 と極低 酸

素 下 のハ ロ タ ン投 与 に よ る減 少 を示 した.電 子

伝 達 系 にか か わ るb5,fP2お よび ラデ ィカ ルの指

標 で あ るTBARsが,誘 導 に伴 う増 加 と極低 酸

素 下 のハ ロ タ ン投 与 に よっ て も変化 を受 け て い

ない こ とが うか が われ る.

チ トクロー ム は,補 欠分 子 族 で あ るヘ ム の種

類 に よって 四種 類 に分 類 さ れ る32).す な わ ち,チ

トクロー ムA, B, C, Dは,そ れ ぞれヘ ムa,

プ ロ トヘ ム,ヘ ムc,ヘ ムdを 補 欠分 子 族 と し

て い る.チ トクロー ムP-450とb5は チ トク ロー

ムBに 属 して い る.ヘ ム の アル カ リ性 溶 液(pH

 11～12)に ピ リジ ン を加 え てNa2 S2 O4で 還 元

す る と(ピ リジ ンフ ェ ロヘ モ クロ ムの 生成),そ

れ ぞ れ のヘ ム に特 有 な 吸光 スペ ク トル を示 す.

チ トクロー ムBは554～564nmに α吸 収 帯 が位

置 して い るが,そ の ピ リジ ン フ ェロヘ モ ク ロム

は557nmに α吸 収帯 が位 置 し他 のヘ ム と区別 す

るこ とが で きる.図7は 本 研 究 に用 い た ミク ロ

ソー ム での ピ リジ ン フェ ロヘ モ ク ロムの 生 成 前

後 の吸 光 スペ ク トル を示 す が,こ のヘ ム は チ ト

ク ロー ムBに 属 して い るこ とが 明 らか であ る.

す な わ ち,本 研 究 にお け るヘ ム の 減少 はb5が 変

化 して いな い こ とを考 慮 す る とP-450の 分 解 を

反 映 して い る と考 え られ る.

還 元 的状 態 にお け るP-450の 分 解 の原 因 を考

え る とき,ハ ロ タ ン ラデ ィ カル に よる分 解 も考

慮 にい れ な けれ ば な らな い.ラ デ ィカル 反 応 の

指 標 と して しば しばTBARsが 測 定 され るが,

 de Grootら に よる と33),ハロタ ンに よるTBARs

は酸素 分 圧 が 低 い ほ ど増 大 し,酸 素 の な い状 態

では む しろ脂 質 の過 酸 化 はお こ さな い と報告 し

て い る.本 研 究 に お い て測 定 した,ラ デ ィカ ル

に よ り生 成 され るTBARsは,酸 素 の有 無,ハ

ロ タ ンの有 無 に か か わ らず,変 化 が認 め られ な

か った.ハ ロ タ ン ラデ ィ カル が 生成 され た可能

性 は否 定 で きな いが,P-450の 分 解 に 関連 す る

よ うな著 しい量 の ラデ ィカ ルが 生 成 され た とは

考 え難 い.す な わ ち,本 研 究 にお け るP-450の

減少 の機序 に ラ デ ィ カル は関 与 して お らず,別

の機 序 が 生 じて い る もの と考 え られ る.

Uehlekeら31)は,う さ ぎの肝 ミク ロ ソー ムで

還 元状 態 に おい てハ ロ タン を投 与 して473nmに

ピー クを有 す る波 形 をみ て い る.ま た,14Cハ ロ

タン を投 与 して,経 時 的 にハ ロ タ ン また はハ ロ

タンの 代 謝産 物 の ミク ロ ソー ム 蛋 白ヘ の結 合 が

増加 した と報 告 して お り,こ れ は ハ ロ タ ン また

はハ ロ タ ンの代 謝 産 物 が ミクロ ソー ム蛋 白に 結

合 した もの で,ハ ロ タン に よ る肝 障 害 と関 わ り

が あ るか も しれ ない と指 摘 して い る.本 研 究 に

お い て も,図5の よ うにハ ロ タ ン濃 度が 高 くな

るに従 い450nmの 吸光 度 が低 下 し,470nm付

近 の吸 光 度 が上 昇 した が,こ れ はハ ロ タ ンあ る

い はハ ロ タ ンの代 謝 産物 がP-450と 結 合 した状

態 を反 映 して い る と考 え られ る.

本 研 究 の 非NADPH群 にお い て は基 質 のハ

ロタ ンが 存在 して も一 電子 も供 給 され な いか ら

P-450は 分 解 され て い な い と考 え る と,P-450

の分 解 の 条件 とは,極 低 濃度 酸 素状 態,電 子供

与体 で あ るNADPH,お よびハ ロ タン で あ る と

考 え られ る.電 子 伝 達 系 にお いて伝 達 の役 割 を

図7　 ヘ ムの吸光度

前:ミ クロ ソームに少量のNa2 S2 O4を 加

えて還 元 した時の吸光度の波形.後:ミ クロ

ソー ムにNaOHと ピリジ ンを加 え,少 量 の

Na2 S2 04で 還元 して ピリジンフェロヘ モ ク

ロムを生成 した時の吸光度 の波形
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に な うb5とfp2は 影 響 を受 け て い ないか ら,P

-450へ の一 電 子供 給 は円 滑 に行 われ た と考 え ら

れ る.し たが って,P-450に ハ ロ タ ンが 結合 し

一 電子 が供 給 され た こ と と その 後 の酸 化 が進

展 しない とい う こ とが 問題 で あ る.

In vivo20)と 同 様in vitroに お いて も還 元状 態

にハ ロ タン を投 与 してP-450の 減 少 をみ て い る

報 告 が あ るが17),こ れ は140μMと い う大 量 の

NADPHに よ る還 元状 態 でのハ ロ タン投 与 で,

化 学的 還 元状 態 に お け る研 究 で あ り, NADPH

に よる影響 は無視 しが たい よ うに 思 われ る.本

研 究 では 溶存 酸 素 の物 理 的 な除 去 に よる還 元状

態 で のハ ロ タンの投 与 で,P-450の 減 少 を初 め

て観 察 した もの で あ り,PBに よ り誘 導 され るP

-450は 極低 酸 素 状 態 にお い てハ ロ タ ンに よ り分

解 を うけ るこ とが わか った.そ れ は,酵 素 活性

の低 下 お よびヘ ム の減 少 に よ り支持 され る確 か

な現象 で あ っ た.ハ ロ タ ン投与 中にP-450が 分

解 され る程 の低 酸素 状 態 に 陥 る と肝 障害 を引 き

起 こす 可能 性 が 高 くな る と思 われ る.正 常 時 に

お い て も数mmHg程 度 の 酸素 分圧 しか ない ミ

クロ ソー ム付 近 は,臨 床上 で も低 酸素,低 血 圧,

ある いは肝 の圧 排 な どに よっ て容 易 に局 所還 流

は 障害 され て,消 費酸 素 が変 化 しな い こ とと相

俟 っ て,極 低 酸 素状 態 は 比較 的 生 じや す い もの

と思 われ る.そ の 時,ハ ロタ ンはP-450を 分 解

し,自 らは還 元 的代 謝 を うけ て肝 細 胞 を障 害 す

る可能 性 を有 して い る もの と考 え られ る.

結 論

ラ ッ トを用 い て,フ ェ ノバ ル ビ ター ル(PB)

投与 後 に絶 食 を行 い,肝 の ミクロ ソー ム を採 取

し, in vitroに お い て凍結 吸 引法 に よ り極低 酸

素 状 態 を得 て,2%ま た は10%の ハ ロタ ン を投

与 し,37℃ で5分 ま たは20分 間 イ ンキ ュベ イ ト

した後,ミ クロ ソー ム酸素 量,酵 素 活性 を測定

し,そ の変 化 か ら,ハ ロ タンが 肝 ミクロ ソー ム

に与 え る影 響 よ り肝 障 害発 生 機 序 に つ い て検 討

した.

1.　 チ トクロー ムP-450量 は,PB誘 導 の ミク

ロソー ムに お い て極低 酸 素 状 態 で ハ ロタ ン を投

与 す る と減 少 した.そ の程 度 は,2%ハ ロ タ ン

投 与 よ り10%ハ ロ タ ン投 与 の 方 が著 し く,イ ン

キ ュベ イ トの時 間 が 長 い ほ ど著 しか っ た.非 誘

導 の ミク ロ ソー ムに お い ては,10%ハ ロ タ ン投

与 時の み減 少 した.

2.　 ヘ ム量 は,PB誘 導 の ミクロ ソー ム にお い

て極 低 酸素 状 態 で10%ハ ロ タ ンを投 与 す る と減

少 した.2%ハ ロ タ ン投 与 で もイ ン キュベ イ ト

の時 間 が長 い と減少 した.ま た,非 誘 導 の ミク

ロ ソー ム に お いて も,10%ハ ロタ ン投 与 時 に減

少 した.

3.　 ア ミノピ リンN-脱 メチル化 活 性(AD)は,

PB誘 導,非 誘 導 い ずれ の ミクロ ソー ムに おい て

も,極 低 酸 素 状 態 でハ ロ タ ン を投 与 す る と低 下

を示 し た.そ の 程度 は,2%ハ ロ タ ン投 与 よ り

10%ハ ロ タン投 与 の方 が 著 しか っ た.

4.　 ア ニ リン水酸 化 活 性(AH)は,PB誘 導

の ミク ロ ソー ム に お いて 極低 酸 素 状 態 で ハ ロ タ

ン を投 与 す る と低下 を示 した.非 誘 導 の ミクロ

ソー ム に お いて も,イ ン キュベ イ トの 時 間 が長

い と,低 下 を示 した.

5.　 チ トクロー ムb5量, TBARs,お よびfp2

活性 は い ず れ も変化 しなか った.

6.　 極低 酸 素 状 態 での ハ ロ タン投 与 がP-450

を減 少 させ,ミ クロ ソー ムの 酵素 活 性 を低下 さ

せ る こ とか ら,ハ ロ タンの 還 元 的代 謝 が ハ ロ タ

ン肝炎 の発 生 機 序 と密接 に関 係 して い る と考 え

られ た.
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に教 室員各位の皆様 に深甚 な謝意 を表 します.
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Hepatic microsomes were collected from male rats in which hepatic microsomes enzymes 

were induced by phenobarbital(PB) and untreatend rats. Microsomes were deoxygenated by 

vacuum-freezing and exposed to 2% or 10% halothane and then incubated in a 37 bath for 

5 or 20 minutes. Microsomal enzyme contents and enzyme activities were measured. The 

contents of cytochrome P-450 were decreased in PB-induced microsomes (PB-microsomes) and 

the decrease was greater with 10% halothane or 20-minute incubation than with 2% halothane 

or 5-minute incubation. The contents of cytochrome P-450 in non-PB-microsomes were also 

decreased by 10% halothane. Heme contents were decreased in PB-microsomes by 10% 

halothane, and in non-PB-microsomes by 20-minute incubation with 2% halothane. The 

activities of aminopyrine demethylation were decreased both in PB and non-PB-microsomes 

and the decrease was greater with 10% halothane. The activities of aniline hydroxylation were 

decreased in PB and non-PB-microsomes, and after 20-minute incubation. The contents of 

cytochrome b5, the tetrabutylic acid reacting substances and the activities of cytochrome 

P-450 reductase were not changed.

The decreases of microsomal cytochrome P-450 and microsomal enzyme activities by haloth

ane exposure in deoxygenated states might be related to hepatic injury following halothane 

anesthesia.


