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緒 言

長期 のエ タノール飲用に より生ずる肝障害に

関 しては,ア ルコール自体 の作用によるものか,

あ るいはその際にみ られ る栄養障害によるもの

か,多 くの論議 のあるところであ る. 1932年Best

が,ア ル コール肝障害は,ア ルコール濫用に と

もな う栄養障害 による1)と 発表 して以来,長 い

間その考 え方が主流を占めていた.し か し1967

年Lieberら が,ア ルコール肝障害 のうち,少 く

とも脂肪肝の場合 は,ア ル コール自体 がその中

間代謝 を障害 して,肝 に脂肪 を沈着 させ る2)と

指摘 して よ り,種 々の実験が くり返 されてきた.

さ らに, 1974年Rubinお よびLieberの ヒ ヒに

よる実験 で,適 正 な食餌 と長期 にわた るアルコ

ール投与に よ り,実 験的に脂肪肝 のみ ならず,

ア ル コール性肝炎,さ らに肝硬変 をも生ぜ しめ

た3)事 実 によ り,ア ルコール自体 による直接 肝

障害説が唱 えられ るようになった.一 方,ラ ッ

トにおいても,ア ルコールによって同様 な変化

を惹起 させ ようとす る試みが,次 々 となされて

きた.急 性障害の作成の ためには,ア ルコール

を急性,か っ大量に胃内注入す ることによって,

脂肪肝 を作る方法4,5)があ るが,慢 性障害 を作成

するためには,ア ル コー ルを飲料水 として適正

な食事 と共に与 え,次 第にアル コール濃度 を増

加す る方法3),あ るいは最近になって,ア ル コー

ル を含み他の栄養素 を適正に含有 した液体飼料

を,唯 一の食事源 として与える試み6)な どがな

されてきた.し か し,い ずれの方法でも,ラ ット

においては脂肪肝 よ り強い肝障害 を作 成す るこ

とには成功 していない.そ こで著者は,血 中の

アルコール濃度 をできるだけ高 く,か つ長時間

持続 させ るこ とに より,さ らに高度の肝障害 を
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発生 させ るこ とがで きるのではないか と考 え,

ア ル コー ル酸化に最 も重要 な役割 をもつアル コ

ール脱水素酵素(以 下ADHと 略)の 強力 な阻

害剤であるピラゾール7,15)に よ り前処置したラッ

トにエタ ノー ルを飲用 させ る方法 を試みた.す

なわち,ピ ラゾール とエ タノール を3週 間同時

に投 与 したラ ッ トについて,血 液生化学的検査,

肝 の組織変化 などを検討 した結果,脂 肪肝 より

もさらに高度 な肝障害 を作成 し得たので報告す

る.

実 験材料および方法

1)実 験動物

体重200～300gのSpraque-Dawley系 雄 性 ラ

ッ トを,次 の4群 に分けて, pair feedingを 行

な った.

i)オ リエ ンタル固形食 と,水 を自由に与え

た対 照群(以 下C群 と略)

ii) C群 と同一条件下 にお いて,ピ ラゾール

を毎 日, 3週 間 腹腔内注射 した ピラゾール群(以

下P群 と略)

iii)オ リエ ンタル固形 食で飼育す ると同時に,

飲 料水 として15g/dlの エ タノールを投与 したエ

タノール群(以 下E群 と略)

iv) E群 と同一条件下 において,ピ ラゾール

を毎 日, 3週 間 腹腔 内注射 したエ タノール ・ピ

ラゾール群(以 下EP群 と略)

な おエ タノール を投与 したラ ットは,慣 らし

飼いのため,あ らか じめ, 3～5週 間低 濃度か

ら始めて, 15g/dlま で漸増 した.ま た屠殺12時

間前にエ タノールを水に置換 した.ま た,ピ ラゾ

ール投与群においては
, 1.68%ピ ラゾール(第

一化学)水 溶液50mg/kgを ,屠 殺2日 前 まで,

毎 日夕刻に腹腔 内に注射 した.

2)実 験 方法

実験当 日は,絶 食2時 間後に,ラ ッ トを軽い

エーテル麻酔下 に開腹 し,腹 部大動脈 よ り採血,

次 いで脱血 し,肝 臓 を摘 出 した.採 血 した血液

については,グ ル コースを,血 清については,

 aspartate aminotransferase(以 下GOTと 略),

 alanine aminotransferase(以 下GPTと 略),

 alkaline phosphatase(以 下Al-Pと 略),お よ

び総 ビ リル ビンを測定 した.摘 出肝については,

約4℃ の生理 食塩 水で よく洗滌 した後,一 部肝

切片 をホルマ リン固定 し,組 織検査に供 した.

つ いで肝切片の約1gを 生理食塩水 を用いて,

氷 冷下 にホモジナイズ し,ホ モ ジネー トをtri

glyceride(以 下TGと 略)お よび肝蛋白の測定

に供 した.グ ル コースは酵素法8), GOTとGPT

はReitman-Frankel法9), Al-PはKind-King

法変 法10),総 ビ リルビンはEvelyn-Malloy法 変

法11)に よ り測定 した.肝 の組織学的検討のため

に,型 の如 く肝組織標本 を作成 し,ヘ マ トキシ

リン ・エオ ジン染色お よびAZAN染 色 に よ り

染色 した. TGはSchmidtに よる酵素法12)で,

蛋 白はLowryの 方 法13)に よ って測定 した.

実 験成績は平均値および標準誤差で表わ し,

 t検 定 で,有 意差 を判定 した.

実 験 成 績

1)体 重: Fig. 1は,実 験開始 時よ り屠殺前

日までの体重の変動 を,平 均値 および標準誤差

で表 わ してい る. C群 お よびE群 では,体 重

は増加 しているが, P群 に おいては,増 加 はな

く,実 験 開始時 と屠殺時 とに,殆 んど差がない.

しか しEP群 に おいては,著 明な減少 を認める.

これ を屠殺時体重の,実 験開始時体重100に 対す

る指数 として表わせば, C群118, E群136, P

群104, EP群83と な った.

2)肝 重 量/体 重比(Table 1): E群 はC群

に比 して,や ゝ増加の傾 向はあるが,有 意差は

ない.し か しP群 お よびEP群 においては,明

らか に肝重量の増加 を認めた.

Fig. 1. Growth curve of rat in each groups.
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Table 1. Liver-Body weight ratio (mean•}SE)

Significant difference

P: C p<0.001

P: E p<0.001

EP: C p<0.01

EP: E p<0.05

Table 2. Daily ethanol intake (mean•}SE)

Table 3. GOT, GPT, Al-P and total bilirubin of rat serum (mean•}SE)
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Table 4. Glucose concentration of rat blood, triglyceride and

 protein contents of rat liver (mean•}SE)

3) Table 2は エ タノール投与群の,平 均

エ タノール摂取量お よび,全 摂取 カロ リーに対

す る比率 であるが,摂 取 量については, E群 が

EP群 よ り有意 に多 くのエタノールを摂取 して

いるが,全 摂取 カロ リーに対す る比率 では,両

群の間に殆ん ど差異が認め られなか った.

4)血 清GOT, GPT, Al-Pお よび総ビリルビ

ン(Table 3):血 清GPTに お いては, EP群

が 他の3群 に比 し有意に高値 を示 しているが,

 E群 およびP群 においては変動はない. Al-Pは

E群 に比 しEP群 は有意 に高値 を示 している.

 GOT,総 ビ リル ビンにおいては,い ずれ もEP

群 において高値 を示す傾向はあるが,有 意差は

認め られ なか った.

5)血 中 グル コー ス,肝TGお よび肝 蛋 白

(Table 4)血 中 グルコースはEP群 において低

値 を示す傾 向はあるが,有 意差は認め られ なか

った.肝TG量 に ついて見 ると, C群 に対 して,

 EP群 は 増加の傾向を示 してはいるが,有 意 では

ない. P群 で は, C群 に対 して有意に減少 して

い る.従 ってP群 に対 し, EP群 においてはTG

の 有意 な増加 を認めた.肝 ホモ ジネー ト蛋 白で

は, EP群 に 有意 の減少が認め られた.

6)肝 の組織学的変化(Fig. 2～7):各 群 の

ヘマ トキシ リン ・エオジン染色標本の,光 学顕

微鏡的所見について見 ると, P群 にお いては,

著 明な変化は ないが,た だ,辺 縁帯の細胞群 に,

細 胞質の空胞形成 と,核 の大小不 同お よび変性

がみ られた(Fig. 3).

E群 に おいては,軽 い細胞質の変性 を見る も

のもあったが,著 変は認め られなか った(Fig.

 4),

EP群 に おいては,中 心静 脈周辺すなわち中

心帯の細胞は,同 心円 を描 くある範囲にお いて,

帯状壊死に陥いっている(Fig. 5).

壊 死 部 と残存肝細胞 との中間には .細 胞質が

均等に好酸性変性に陥いり,核 の染色性を失 った

肝細 胞が配列 している(Fig. 6).

さ らにそれよ りも外側 の肝細胞では,核 の大

小不 同が 目立 ち,そ の一部は数個 の核小体 を有

し,他 の一部 の肝細胞では,核 分裂亢進の傾 向

を示 している.ま た クロマチ ン構造 の変性 を示

しているもの もあ り,そ のような細胞は ,細 胞

質に小脂肪滴を含んでいる.小 型の脂肪空胞を有

する肝細胞群が少数 認め られ る.し か し円形細

胞浸潤は強 くない(Fig. 7) .
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AZAN染 色 標本 では, P群, E群 では,共 に

線維の増生は認められなかった. EP群 に お いて

僅かに中心静脈周辺 に,膠 原線維 を認め るのみ

であ った.

考 案

ラ ットに,エ タノール含有液体飼料などに よ

って,比 較的大 量の アルコールを長期投与 し,

脂 肪肝を発生 させ ることは可能 である5,6)が,そ

れ以上 の高度な肝障害,す なわち人にみ られ る

アル コール性肝炎,あ るいは肝硬変 を発生 させ

ることは困難 とされてきた.著 者 の実験で も,

 15g/dlエ タノールのみを, 3週 間 自由に飲用 さ

せたE群 では,肝 の組織学的検査で も肝細胞

質の軽度の変性 をみ る以 外,異 常所見は認め ら

れず,肝 のTG量 も全 く増加 していなか った.

また血清GOT, GPT, Al-Pの 上 昇も見られず,

い わゆる肝障害の発生は認め られなか った .し

か しこれは, E群 の一 日のエ タノール摂取量が,

総摂取 カロリーのたかだか28%に す ぎず,ラ ッ

トの脂肪肝 を作成 したLieberら の液体飼料での

エ タノール含有量36%に 比 して少ないため と考

えられる.ま た, P群 においては, E群 とほ ゞ

同様 の組織学的変化すなわち,軽 度の肝細胞の

空胞変性 と,核 の大小不同 を呈 している以外に

著変はなか ったが,肝 のTG量 がC群 に比 して

軽度ではあるが,有 意に低下 の傾向 を示 した.

この肝TG量 の 減少は, Cederdaumら14)に よ

って も指摘 されてお り.脂 肪酸合成の前駆物質

である クエ ン酸の ミトコン ドリアへの移送が抑

制 され るため と考え られる.ま たP群 の相対的

肝重量の増加は, Lieberら の報告に見 られるご

とく17),肝 小 胞体 蛋白の増加 によるもので あろ

うと思われ る.ピ ラゾールは, ADHの 強 力な

阻害剤である15,16)一方,そ の直接の肝障害の可

能性 につ いて, Lieberら17)は,ラ ット肝マ イク

ロゾームの薬物代謝酵素系への影響お よび電顕

による観察で,滑 面小胞体の空胞化 と,粗 面小

胞体 の減少 などの変化が認め られたことを報告

している.ま た藤井18)は,ピ ラゾール, 300mg/

kg体 重 をラッ トに投与 し,肝 のマ イクロゾーム

を主 とした変化 と共に血清GOT, GPTの 上 昇

をみてお り,ピ ラゾールが 肝のマ イクロゾーム

の障害 を通 じて,肝 障害 を発生 させ ることを報

告 している.し か し藤井18)の 実験 では,用 いた

ピラゾールの量が, 300mg/kg体 重 と,本 実験

の6倍 の量で,同 一には論 じられないが, 50mg/

kg体 重 でも毎 日3週 間の投与によって軽度では

あ るが,肝 マイクロゾー ムへの何 らかの影響 の

あるこ とが推察 され る.

こ れに対 して,エ タノール.ピ ラゾール併用

群では,肝 細胞への脂肪沈着の他,壊 死,特 に

人のアルコール硝子体19)に 類似 した好酸性変性

を認め たの を始め,肝TG量 の軽度増加,血 清

においてもGPTの 著 明な上昇, GOTの 軽 度上

昇, Al-Pの 軽 度上昇があり,形 態学的に も機能

的に も高度な肝障害 を呈 し,ま た肝蛋 白の有意

の減少 も見 られた.こ の肝障害発生の機序 とし

て,ま ず ピラゾールによるアルコールの第一段

階 での酸化阻害 により,ア ル コー ルが血中に長

く停滞 してい ることに基づ く肝への影響が考 え

られ る.す なわち,ア ルコールは,そ の作用の

一つ として脳下垂体-副 腎系 を介 して,肝 の脂

質代謝へ影響 を与 えると考 えられる20)が,ピ ラ

ゾールの併用によ り血中にアルコールが長 く停

滞す るため,内 分泌系へ の影響が よ り強 く出る

可能性が ある.さ らにアルコール 自体が,肝 の

小器官,特 にその膜脂質 に,直 接 の障害 をよ り

強 く与えることも考 えられる. Lelbachも 著 者

と類似 した条件 で,ラ ッ トに脂肪 肝よ りも高度

な障害 を発生 させ21),そ の発生機序 として,ア

ルコールの血中への停滞があるため としている.

しか し, Lieberら17),お よび最近の藤井の報告18),

また,著 者のP群 におけ る肝細胞質の空胞変性

と核の異常か ら,う かがわれるごとく,ピ ラゾ

ール自体 の肝マイ クロゾームへの影響 を考 える

時,本 実験 で用いた50mg/kg体 重 という,少 量

の ピラゾールでも,軽 度ではあるが肝のマ イク

ロゾームへ の障害,あ るいはその準備 状態 を惹

起させ るもの と思われる.一 方,ア ル コールの

代謝 を考 えると,ア ル コールは主 として,肝cy

tosolのADHで の脱水素反応をうけ,ア セ トア

ルデ ヒ ドにな るが,そ れ以 外の系 としてLieber

らに より提唱22～24)され たマイクロゾー ムに局在

す るmicrosomal ethanol oxidizing system

(MEOS)に よ って同 じくアセ トアルデ ヒ ドに脱
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水素 される系 が存 在 している.こ のMEOSの

Km値 はADHのKm値 に 比 して,約3倍 と大

きいため23),少 量 のアルコール投与ではADH

系 が,大 量の投与では, ADH系 の他, MEOS

も30%位 は 関与す るもの と考 えられて いる.す

なわち,本 実験のEP群 のように,ア ルコール

をピラゾール と共に投与 した場合, ADH系 に

よるアル コー ルの代謝が阻害 され るため,マ イ

クロゾームへ の負担は,ア ルコール単独投与 よ

りも著 しく大 となる .し たがってEP群 におい

ては,ピ ラゾ ール自体に よるマイクロゾームへ

の軽度の障害作用 と共に,ア ルコール代謝 を通

じて共同的に,マ イクロゾームの負荷が増加 し,

ピ ラゾール またはア ルコール単独投与 ではみ ら

れなか った高度 な肝障害 を,発 生 させ得 た もの

と考 える.さ らに血清GOT, GPTの 変 動 パ タ

ー ンについて見て も
,そ の血清での上昇 はGPT

優 位 であ り,人 のアルコール肝障害でみ られる

GOT優 位 のパ ターン25)とは若干異なり, EP群 で

の肝障害が,血 液生化学的に も,ア ル コール単

独投与 による肝障害 と異 なった ものであ ること

を示唆 してい る.

ま と め

ラ ッ トに,ア ル コー ル脱水素酵素阻害剤 であ

るピラゾール と,ア ルコール を同時に3週 間投

与 し,肝 の光学顕微鏡的変化,血 液生化学検査,

肝triglycerideな ど を測定 した.そ の結果,肝

組織 には明 らかに肝細胞の変性,中 心性帯状壊

死,核 の著明な変化,脂 肪沈着などの変化が認

め られた.ま た血液生化学的検査 では, GPT

の 有 意 な上 昇 を認め, Al-Pも 軽 度の上昇 を認

めた.ま た明 らか な成長の遅延 を認め た.以 上

の結果よ り,ア ルコール とピラゾール併用に よ

り著明な肝障害が 惹起 されたが,こ れは ピラゾ

ールによってアルコールが,血 中,ひ いては肝

内に長時間残存 したために生 じる内分泌系への

影響,お よび肝細胞質小器官へ の影響に よるこ

とと同時に,ピ ラゾール とアル コールによる肝

マ イクロゾーム障害への相乗効果 のため と考 え

られ る.

稿 を終えるに臨み,御 指導,御 校閲を頂いた長島

秀夫教授ならびに,直 接御指導頂いた国立岩国病院

副院長河野宏先生および病理組織学的御指導を頂い

た倉敷中央病院内科部長遠藤浩先生に深謝致します.
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附 図 説 明

Fig. 2. Control group, HE•~100

Fig. 3. Pyrazole group, HE•~100; almost normal.

Fig. 4. Ethanol group, HE•~100; almost normal.

Fig. 5. Ethanol+Pyrazole group, HE•~100; Centrilobular necrosis.

Fig. 6. Ethanol+Pyrazole group, HE•~250; Centrozonal necrosis, midzonal eosinophilic degeneration of

 liver cells.

Fig. 7. Ethanol+Pyrazole group, HE•~400; Periportal nuclear changes and cytoplasmic vacuoles.
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Studies on experimental damage of the liver by ethanol and pyrazole

Part. 1 Morphology of the liver and liver function tests

Teruko SOKABE

First Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

After administration of ethanol and pyrazole, a patient inhibitor of alcohol dehydro

genase, for 3 weeks to rats, histological changes, liver function tests and triglyceride 

contents of the liver were examined. Centrilobular zonal cell necrosis, remarkable 

eosinophilic degeneration, nuclear changes and fat deposition were found. Significant 

elevation of alkaline phosphatase was observed. Furthermore, there was retardation of 

growth. From these results, the marked liver damage produced by combination of 
ethanol and pyrazole can be atributed to the hormonal effect of a relatively high concen

tration of ethanol on liver cells and the combined effect of ethanol and pyrazole on 

liver cell microsomes.


