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緒 言

著 者は,ア ル コー ル とピ ラゾー ル を ラ ッ トに

3週 間併 用 投 与 す るこ とに よ って,ア ル コー ル

お よび ピラ ゾ ー ルそ れ ぞ れ単 独投 与 に お い ては

み ら れなか っ た よ うな,強 い 肝 障害 を生ぜ しめ

た1).そ の発 生機 序 に 関 しては,ピ ラゾー ルに よ

って,ア ル コー ル が 血 中 に長 時 間残 存 した結 果

とい うよ りもむ し ろ,ア ル コー ル と ピラゾ ール

に よ る肝 マ イ クロ ゾー ム 障害 へ の相 乗 作 用 に よ

る もの で あ ろ う と推 論 した.本 実 験に お い ては,

同 じ実 験 条件 下 に おい て,肝 の アル コー ル お よ

び糖 質 代 謝律 速 酵 素 活性 を測定 し,そ の代謝 調

節の 異常 の 有無 を検 討 し,他 の 肝 障害 の 際 の異

常 との 比 較 に よ っ て,ア ル コー ル ・ピラ ゾー ル

肝障 害 の 発 生機 序 を解 明 しよ う と試み た.

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 にわ 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 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 エ ー テ

ル 麻 酔 下 に 開 腹 し,腹 部 大 動 脈 よ り脱 血 し,肝

臓 を 摘 出 した.摘 出 肝 は す ば や く約4℃ の 生 理

食塩 水 で よ く洗 滌 し た 後,

i)肝 切 片 の 約29を0.154M KCl bufferを 用

い,氷 冷 下 に ホ モ ジ ナ イ ズ し,ホ モ ジ ネ ー トの

一 部 に つ い て は
, glucose-6-phosphatase(以 下

G6Paseと 略)お よ び 肝 蛋 白 を 測 定 した .残 りの

ホ モ ジ ネ ー トは, 2℃ に お い て, Hitachi 18

 PR-3 automatic high speed refrigerated cen

trifugeを 用 い, 30000gで1時 間 遠 沈 し た 後,

上 清 をglucokinase(以 下GKと 略), pyru

vate kinase(以 下PKと 略), glucose-6-pho

875



876 曽 我 部 輝 子

Table 1. Total activities of GK, HK, G6PD, PK, G6Pase and 

ADH in rat liver (ƒÊ mole/g liver/min) (mean•}SE)

n: number of rats

Table 2. Specific activities of GK, HK, G6PD, PK, G6pase and 

ADH in rat liver (mU=mƒÊ mole/mg protein/min) (mean•}SE)

n: number of rats

sphate dehydrogenase(以 下G6PDと 略)お よ

び 蛋 白 測 定 に 供 し た.

ii)肝 切 片 の 約1gを, 0.1M phosphate buf

ferを 用 い,氷 冷 下 に ホ モ ジ ナ イ ズ し,ホ モ ジネ

ー ト をi)の 如 く遠 沈 し,上 清 をalcohol de

hydrogenase(以 下ADHと 略)お よ び 蛋 白 測

定 に 供 し た.

GKはVinuelaら の 方 法2), HKはVinuela

ら の 方 法2), G6PDはKornberg Horeckerの

方 法3), PKはTanakaの 方 法4), G6PaseはKoi
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Table 3. Activities per g liver per 100g body weight of GK, HK, G6PD, 

PK, G6Pase and ADH in rat liver (ƒÊ mole/min/100g body weight) (mean•}SE)

n: number of rats

deら の 方 法5)に よ り, ADH活 性はBonnichsonの

方 法6)に よ って, recorderつ きHitachi 624 digi

tal spectrophotometerを 用 い て測 定 し,蛋 白は

Lowryの 方 法7)に よ っ て 測 定 し た.な お 酵 素 の

総 活 性 はmμ mole/g liver,比 活 性はmμ mole/

mg protein,全 肝 当 り活 性 は 体 重100g当 りの 肝

重 量 に つ い て の 総 活 性 で 表 わ し て い る.

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 の 変 化 を判 定 し た.

実 験 成 績

Table. 1は 各群 別 の酵 素 の 総 活性 を, Table. 

2は 比 活性 を, Table. 3は 肝 全体 の 活性 を表 わ

す 目的 で,体 重100g当 りの 肝 重 量 につ い ての 活

性(全 肝 当 り活 性 と略)を 示 して い る.

1)解 糖 系 律 速 酵素:

i)Glucokinase:総 活 性,比 活 性,全 肝 当

り活 性 い ずれ にお い て も,各 群 の間 に 有意 の変

化 は 認 め られ なか った.

ii)Hexokinase: P群 にお いて,総 活性 の み

有 意 の低 下 を認 め た.比 活 性,全 肝 当 り活 性 で

は,有 意 の変 化 は 認め なか った.他 の 各群 にお

いて は,総 活 性,比 活性,全 肝 当 り活性 に有 意

差 を認 め なか った.

iii)Glucose-6-phosphate dehydrogenase:

 E群 にお い ては,僅 か に 総 活性 の 低下 の傾 向 が

あ るが,有 意 では な い,一 方EP群 に お い ては,

逆 に総 活性 の 上 昇 をみ て い るの で,推 計 学 的 に

はE群 に 比 し,有 意 の総 活性 の上 昇 が 認め られ,

同時 に全 肝 当 り活性 で も同様 の こ とが い え る. 

P群 で も全肝 当 り活性 がE群 に比 して 有意 に 上

昇 してい る.

iv)Pyruvate kinase: E群 とP群 はC群 に比

して,有 意 の差 は 認め ない が, EP群 に 著 明 な

活性 の 低下 を認 め た.こ れ は総 活 性 の み な らず,

比 活性 お よび全 肝 当 り活 性 に お いて も,同 様 で

あ っ た.し たが って, E群, P群 に対 して も,

有意 に活性 の上 昇 を認 め て い る.

2)糖 新 生 系 律 速酵 素:

Glucose-6-phosphatase: E群 にお いては,各

活性 がC群 に比 して僅 か に 上 昇傾 向 を認 め るが,

有意 では な い.し か しP群 とEP群 に お い て は,

 C, E両 群 に対 して共 に著 明 な 活性 の 低 下 を認

め て お り,そ の傾 向 は,総 活 性 の み な らず,比

活性,全 肝 当 り活 性 で も同 様 の こ とが い えた.

3)Alcohol dehydrogenase:総 活 性,比 活

性 お よび 全 肝 当 り活性 の いず れ に お い て も,各

群 間 に有 意差 を認 め な か っ た.
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考 案

ア ル コー ル 投 与 あ る いは ア ル コール 肝 障害 の

際 の肝 酵 素 パ ター ンにつ いて の報 告 は 少 な いが,

 Jauhonenに よるアル コー ル36%含 有液体 飼料7

日間投 与 の実 験 で は,肝G6Paseの 上 昇 を認め

て お り8),ま たNelsonの 急性 腹 腔内 アル コール

投 与 の実 験 に よ って も,肝G6Paseの 上 昇 を認

め て い る9).同 様 に アル コー ルの急性 血管 内投与

で も,肝G6Paseの 上 昇 がみ られ て い る10).さ

らにMarciniakの 犬 に対 す る慢 性 アル コー ル投

与 では,肝G6PDの 上 昇 を認 め て い る11).

今 回の 実 験 に お いて, E群 ではG6Paseの 上

昇 は僅 か に 認 め られ るが 有 意 では なか っ た.こ

れ はJauhonenお よ びNelsonの 両 実 験 に お け

るア ル コー ル の 投与 量 が 著 者 の実 験 の そ れ よ り

か な り多 い ため と考 え られ る.

G6PDに つ い ては, Marciniakの 結 果 とはむ

しろ 逆 にE群 では 活性 の低 下 をみ てい る.こ れ

はMarciniakの 実 験 が 犬 を使 用 し,し か も11週

の 長 期 に わ た るア ル コール 投 与 で行 なわ れ て い

る こ と も,考 慮 に 入 れ な くて は な らない.

次 に,ピ ラ ゾー ル単 独 投 与 群 に お いて み る と,

 HKの 有 意 な 活性 の低 下, G6PD活 性 の上 昇 傾

向 を認 め るが,逆 にPKに お い て は,僅 か に活

性 の 低下 傾 向 をみ て い る.ま たG6Paseに お い

ては,有 意 な 活性 の低 下 を認 め て い るが,武 田

に よ る と,肝 臓毒 であ る四塩 化 炭素 肝 障害 の際

の酵 素 パ ター ンは, HK, G6PD PFK, Aldo

lase A, PKの 筋 肉型 で あ るM2が 活性 増 加 し,

 GK, G6Pase, FDPase, Aldo1ase B, PKの 肝

型 で あ るLの 活性 減 少 を認 め て い る12).こ の様

な酵素 パ ター ンは,他 の 肝 臓毒 であ るthioace

tamide, allyl formate, galactosamineに よる

肝障 害 の 際 に もみ られ る もの13～16)であ るが,本

実 験 にお け るP群 の 示 す酵 素 パ ター ン も共通 し

た点 を も って お り,ピ ラゾー ル が単 に ア ル コー

ルの 代 謝 阻害 剤 の み に と どま らず,肝 臓毒 と し

て も働 い て い る とす る藤井 らの 報告17)や,著 者

の 第1編 で の結 論 を支持 してい る と考 え られ る.

本 実験 で のエ タ ノー ル ・ピラ ゾール 併 用群 の

示 す 酵素 パ ター ン を見 る と, GK, HK, ADH

に は 著 明 な変 化 が 認 め られ ない が, G6PDで は

E群 が 活性 低 下 して い るに もか か わ らず, EP

群 では む しろ有 意 に上 昇 が み られ て い る.ま た

PKは, C群, E群, P群 に 比 して,著 明 な低 下

をみ てい る. G6Paseに つ い て み る と, E群 で

は有 意差 は な いに して も,僅 か に 上昇 がみ られ

るの に対 して, EP群 では 著明 な低下 を認め,こ

れ も既 に 報告 した1)EP群 での血 中 グル コース値

の 低 下 とも一 致 して い る.こ のEP群 の示 して

い る酵 素 パ ター ンは, E群 の 酵素 パ タ ー ン とは

逆 の傾 向 を示 し,む しろP群 の そ れ に類 似 し,

そ の酵 素 パ ター ン をよ り強 調 した 形 を とって い

る.す なわ ち, EP群 にお いて も,ピ ラゾー ルが

そ れ 自体 の影 響 を及ぼ して お り,さ らに ピ ラ ゾ

ー ル は
,ア ル コー ル の併 用 に よっ て,両 者 の 相

乗効 果 を発揮 し,肝 の糖 質 代 謝 に対 して大 きな

影響 を与 え,糖 新生 を抑 制 して い る もの と思 わ

れ る.も っ とも,こ れ らの 酵素 パ ター ン を生ぜ

しめ た ものが,ピ ラゾー ル とア ル コー ル そ れ 自

体 の効 果 で あ るか,又 は 惹 起 され た 障 害 肝 に二

次 的に お きた生 化 学的 変 化 の あ らわ れ で あ るか

は,本 実 験 の成 績 か らは解 明 され な い.

以上 の よ うに,ア ル コー ル お よび ピラ ゾー ル

の 併 用 に よ る肝障 害 が,ピ ラゾ ー ル に よ って ア

ル コー ル高 濃度 に作 用 した結 果 で もな く,ま た,

ピ ラゾー ルそ の もの の効 果 で もな く,両 者 の相

互 作 用 に よっ て全 く異 な っ た酵素 パ ター ン を呈

し,そ の事 が 第1編 に お いて み られ た肝 組 織 の

変 化 を裏 付 け て い る もの と考 え られ た.

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 の解糖 系律 速 酵素 の う ち, GK, HK,

 G6PD, PKお よび,糖 新 生 系 律 速 酵 素 の う ち

G6Pase,な らびに アル コー ル脱 水素 酵素 を測定

した。 そ の結 果,GK, HK, ADHに つい ては有

意 の 変動 は ないが, G6PDは,ア ル コー ル群 で

は 活 性低 下 して い るに もか か わ らず,ピ ラ ゾー

ル との併 用 群 で は有 意 な上 昇 をみ て いる.ま た

PKは,ア ル コー ル ・ピラ ゾー ル 併 用群 に お い

てのみ,明 らか な活性 の低 下 を認め た. G6Pase

はア ル コール群 で は上 昇 を認め たが,ピ ラ ゾー

ル単 独群 で は 僅か の,ア ル コー ル併 用群 では 著
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明 な活 性 の低 下 を認 め て い る.

以 上 の 結 果 よ り,本 実 験 の 肝障 害 で は,ア ル

コー ル肝 障 害 時 の酵 素 パ ター ン とは全 く異 な り,

肝 臓毒 た る薬物 の障 害 肝 に お け る酵 素 バ ター ン

とは共 通 点 は あ る ものの,や は り異 な ったパ タ

ー ン を示 して い る
.こ れ は,ア ル コー ル お よ び

ピラ ゾー ル の併 用 に よる肝 障 害が,た だ 単 に ピ

ラ ゾー ル に よ って ア ル コール が 高 濃度 に 血 中 に

残 存 す るこ との み で は な く,ア ル コー ル お よび

ピラ ゾー ルの 相 互作 用 に よ って生 じた 障害 で あ

る こ とを示 して い る と考 え られ た.

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 に深謝致 します.
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Studies on experimental damage of the liver by ethanol and pyrazole

Part 2. Key carbohydrate-metabolizing enzymes 

and alcohol dehydrogenase in the liver

Teruko SOKABE

First Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

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

genase, for 3 weeks to rats, enzyme activities of key glycolytic enzymes of the liver 
(glucokinase, hexokinase, glucose-6-phosphate dehydrogenase, pyruvate kinase), a key 

gluconeogenic enzyme, (glucose-6-phosphatase), and alcohol dehydrogenase were invesgated. 
The resulting enzyme patterns are as follows: In rats treated with ethanol alone, 

glucose-6-phosphate dehydrogenase activity was decreased and glucose-6-phosphatase 
activity was increased. In the group treated with pyrazole, activities of hexokinase and 

glucose-6-phosphatase were decreased. In the group treated with pyrazole and ethanol, 
the activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase was significantly increased, and those 

of pyruvate kinase and glucose-6-phosphatase were significantly decreased. The enzyme 

patterns appear to be different from those in liver injured by alcohol or hepatotoxins. 
This result suggests that liver damage caused by ethanol and pyrazole is due not only 

to high blood alcohol levels, but also to a combined effect of pyrazole and alcohol in 
regard to hepatic microsomes.


