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The effects of glucagon and insulin on liver nuclear poly(ADP-ribose) polymeras巴 activity

and blood ketone body ratio after rat partial (68~ち；） hepatectomy were examined. Liver weight 

regeneration rate was enhanced by glucagon and insulin after 5th posthepatectomy day. The max・

imal value of poly(ADP-ribose) polymerase activity without glucagon and insulin was revealed 

as 368土64pmole/mg/min on 5 days after the hepatectomy. In contrast, the enzyme activity 

with glucagon and insulin reached to the peak value as 253士42pmole/mg, min on 2 days after 

the hepatectomy. The amounts of DNA per nuclear protein showed similar changes with the 

changes of poly (ADP-ribose) polymerase activity after the hepatectomy. Blood ketone body 

ratio showed almost similar changes in both groups, except transitional decrease in the group 

without glucagon and insulin on 5th postoperative day. It is suggested that, to promote 

remnant liver regeneration, the combined therapy of glucagon and insulin m且yact directly to 

nucleic acid metabolism through the changes of poly(ADP-ribose) polymerase activity and 

preserve energy charge level by the suppression of N AD consumption by massive poly(ADP-

ribose) formation. 

Key words: Hepatectomy, Liver regeneration, Glucagon and insulin, Poly (ADP-ribose) polymerase, Blood 
ketone body ratio. 

索引語・肝切除，肝再生，グノレカゴン・インスリン， Poly(ADP-ribose）合成酵素，血中ケトン体．
Present address: 2nd Department of Surgery, Kinki University School of Medicine, 377-2 Ohno Higashi, 
Osaka-Sayama, Osaka 589, Japan. 



120 日外宝第58巻第1号（昭和64年1月）

緒 言

近年，肝癌lζ対する診断技術の進歩によって，肝切

除症例が増加してきている．しかし，わが国において

は，原発性肝癌ICは80%の高率で肝硬変合併が認めら

れ，肝の機能的予備力が低下している症例が多数を占

めている加．これらの症例に対し肝切除を行えば，残

存肝機能は更に低下し，術後の著明な代謝変動の結果，

様々な合併症を起こし，致命的となる．そのため肝機

能的予備能を術前に正確に把握し，肝予備能の多寡に

よって切除範囲を決定することにより，手術死亡例を

減少せしめなければならない出21品品叫． 切除可能で

ありながら，肝予備能の極度lζ低下した症例において

は癌腫の核出術のみを行なわざるを得ない場合も多

い時．しかし，癌の板治性と切除範囲の制限とは矛盾

するものであり，縮小手術は手術遠隔成績の向上にと

って望ましいものではない．さらに切除範囲の拡大を

図り，手術成績を向上せしめるためには，肝切除後の

残存肝の肝細胞の再生を促進し，術後肝不全の発症を

予防することが必須であり，そのための研究が今後さ

らに必要であると考えられる．

肝細胞の再生を促進し得る因子としては，インスリ

ン34》， グノレカコ”ン2", Epidermal Growth Factor,5＇や

血小板由来の肝細胞増殖因子19' 等が報告されている．

とれらのうち，現在，臨床においてはグルカゴンとイ

ンスリンの併用療法（以下， GI療法）が，肝再生lて

対する促進効果と肝細胞壊死抑制作用を目的として，

劇症肝炎の治療や肝切除術後の肝不全発症例IC対して

応用されるようになってきた釦印． しかし，その詳し

いメカニス’ムについては不明な点が多い．そ ζで，そ

の点を明らかにするために，肝細胞核内で Gl期lζ作

用を発現し，クロ 7 チンの鋳型活性増強に関与すると

いわれている poly(ADP-ribose）合成酵素活性u，出を

ラットの肝部分切除術後IC経時的に測定し， GI療法

の肝再生に及ぼす効果について検索した

本酵素は，真核細胞核内に存在し， NADを基質と

して Nicotinamideを遊離し，同時に ADP-ribose残

基を ribose1’2’ribose聞で重合させ， nが30～40の
ポリマーを合成する． 乙の ADP-ribose のポリマー

は，妓酸代謝において重要な役割を持つと考えられて

いる．すなわち，核のクロ 7チン結合性のヒストンや

非ヒストン蛋白質等に結合することによって，クロマ

チンの濃縮状態が緩み， DNA の鋳型活性が上昇す

る41>. 特lζ，胎生肝細胞41》，再生肝細胞酌や HeLa 

S3細胞28》等において，複製，修復，転写が起ζると

されている．さらに，その活性は DNAの損傷の聞

にも比例して増強する2,32）ことが知られている．

また，本酵素は NADを基質として消費するととか

ら，小津ら叫によって肝再生や術後肝不全の発症に

大きな意味を持つ乙とが明らかにされた肝細胞ミトコ

ンドリア中の energycharge に対して影響を及ぼすζ

とが考えられる．その乙とから本酵素活性の変動が

energy chargeと密接な関係、を持つ叩血中ケトン体比

（以下 KBR）に及ぼす影響をも併せて測定し，肝細胞

核酸代謝，肝エネルギ一代謝lζ及ぼす GI療法の効果

を検討した．

実験方法

実験動物は， Wistar系雄性ラットを， 9週令で購入

し，空調管理下の飼育室（室温 25±1・c，湿度55士
5%，午前7時から午後9時まで点灯の明暗調節） IC 

自動給水，固形飼料（日本クレア KK,CE-2）で，

7日聞から10日間飼育したのち，体重 200～260gの

ものを実験に供した．実験は，日内変動を考慮して，

午前10時前後に行った．エーテルおよびネンブタール

麻酔下IC,Higgins-Anderson法w IC準じて肝切除を

行い，グJレカゴン 2mg/kgBWおよびレギュラーイン

スリン 4Uバ《gBWを，術直後および朝（午前8時），
タ（午後6時）に毎日皮下注した（以下， GI群）．対

照として， GI群のグルカゴン・インスリン溶液と同

量の生食を同様に皮下注した（以下，肝切群）．術後

1, 2, 5, 7日目に朝の皮下注1時間後に再開腹し，残存

肝を摘出した．

肝細胞核の調整は Chauveau8'lζ従って行った．切

除した肝切片をトリス緩衝液中でホモゲナイズし，

2.2M蕉糖溶液中で 70,000×g,60分間遠心して核を

分離し， 30労グリセリン溶液Iζ懸濁した．

肝重量再生率は Fishbackの方法山 f（従って残存肝

の Fishback係数を計算した．

Poly(ADP ribose）合成酵素活性は，谷河らの方法＂＇

l乙準じて，細胞核懸濁液を酵素溶液として， sH-NAD

を基質に， 37。C,15分間保温し， 20%トリクロロ酢酸

にて反応を停止させた． ミリポアフィ Jレターで採集し

たポリ 7ーの放射活性を液体シンチレーションカウン

ターで測定した．

KBRはケトレ‘ソクスキ・ソト J,44)を用いて測定した，

蛋白質量は Lawry法iペDNA量は Burton法S＞で
各々測定した． 他IC, 目立自動分析機736型を用い，
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Effect of Insulin and Glucagon on Regeneration Rate of 
Post-hepatectornized Rat Liver. 

Table I. 

Liver Regeneration Rate （必）

Control GI ucagon + Insuli日

1 32.6士5.74叫（n=7) 31. 3士4.25 (n=7) 

2 42.6±5.66 (n=7) 45.2±6.76 (n=7) 

5 56. 4±6. 48 (n=6) 65. 2±5. 44b> (n=6) 

7 66. 7士8.41 (n=6) 73.4士6.27同（n=6)

Values are given as means土SDwith numbers of rats used in experiments. 
叫 Pく0.01 compared to the group with glucagon and insulin. 
b) pく0.05 com pared to control. 

Days after 
Hepatectomy 

2. 核蛋白当りの DNA盆の推移

肝切後の核蛋白当りの DNA量の推移を図 11ζ示

した．術前値は 28.22土6.3 (μg/ml/mg/dl, n = 14）で

あった．肝切群では術後1日目！とは 20.08土5.26(n=

7）と，－.§.低下するが， 2日自に 23.45土5.84 (n=7) 

と回復し始め， 5日目lこは 34.48土8_52 (n=7）と最

大値を示した後，7日自には 31.23土8.76 (n=6）と

ほぼ術前値となった これに対して， GI群では，術

後1日自には既に 48.22土13.6 (n=7）と最大値を示

したのち， 2日自にも 32.42士6.88 (n=7）と肝切群

に比べて有意に高値を示した（pく0.01). 5日目には

21. 24土4.02 (n=6）と逆lζ肝切群IC比べて有意に低く

なり（p<O.01), 7日目にも 27.33±7.45(n=6）と術

前値IC復した．

GOT, GPT, LDH, アJレカリフォスファクターセ＼

総ビリ Jレビン，およびコリンエステラーゼを測定した．

上記の実験で得られたデータの有意差の検定は，

Student’s t検定で行なった．

果

1. 肝重量再生率（Fishback係数）

肝切群と GI群について，肝切後残存肝の重量再生

率の推移を表UC示した 肝切後1日目IC，肝切群lζ

比べて GI群は有意に低値を示した（p<O.01）が，

l～2日目lζ著明lζ回復し， 2日目には両群聞に有意

な差は無くなった．その後， GI群は5日目から 7日

目にかけて，肝切群IC比べて有意な高値を示した（pく

0. 05). 
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術後l日目で，肝切群のGOT,GPTは各々 ， 3124.5 

土1634IU/Iベn=7), 3247. 5土1940.7 IU/L(n=7）で，

GI群も 1683.9土706IU/L (n=7), 1505.4±587.8 

IU/L (n=7）と共に高値を示したが， GI群は，肝切

群lζ比べて有意に低く（pく0.05），さらに術後2日目

でも，同じく低い値を示した（pく0.01）.以後は両群

ともほぼ正常値で有意差なく推移した. LOHは術後

1 , 2日自に，各＇＜， GI群では 1057.2土553.9 lU/L 

(n=7), 333. 9土194.4 IU/L (n=7）となり，肝切群が

4186土1389.5IU/L(n=7),1074. 4士284.6IU /L(n ＝η 

を示したのに比べて，有意に低値を示した（pく0.01).

やはりそれ以後は両群聞に有意差は認めなかった．ア

ルカリフォスファターゼ，総ビリルビン，コリンエス

テラーゼは両群間で有意な差は認められなかった．
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J. Poly (ADP・ribose）合成酵素活性の推移

Poly (ADP・ribose）合成酵素活性の肝切後の推移を

図2IC示した． 術前値は， 142士31pmole/mg/min 

(n=l4）であった．肝切群では，術後2日自に酵素活性

は 166±34pmole/mg/min (n=7）と有意に上昇し始

め（p<O.01), 5日自には 368±64pmole/mg/min 

(n=7）と最大値を示した後， 7日自に 156±34pmole/ 

mg/min (n=6）となった.GI群では，術後1日目か

ら222二38pmole/mg/min (n=7）と活性は上昇しは

じめ，2日目には， 253士42pmole/mg/min (n =7）と

肝切群に比べると値は低し、ものの最大値となった．ま

た5日目および7日目には，各々 168土45pmole/mg/ 

min(n =6), 134土32pmole，’＇mg/min(n =6）となった．

4. KBRの変動

ラy トの KBR値は f3.ヒドロキシ酪酸の濃度が高

いため，ヒトや家兎lζ比べて低い値を示すことが知ら

れているh如か，我々の術前値も 0.243士0.054(n=l3) 

と低い値を示した．肝切後の KBRの変動を図3に示

した． 肝切群では術後1,2, 5および7日自に， 各々

0.284土0.112(n=6), 0.354土0.076(n=6), 0.245士0.042

(n=6), 0. 298;:0. 066(n=5）と推移し，＜＿；I群では‘各

各 0.230土0.042(n =7), 0. 376±0. 054(n =7), 0. 395土

0. 067(n=7), 0. 409±0.133(n=6）と推移した両群

の KBR値はほぼ同様の推移を示したが，術後5日目

で肝切群は GI群より有意に低値を示した（pく0.01). 

5. 一般肝機能検査

考 察

肝癌，とくに肝硬変合併肝癌などの肝予備能が著し

く低下している症例K対する外科手術療法は，肝予備

能の厳密な評価.......，，品仰， 肝の解剖学的特性lζ基づ

く手術方式の改善15,20＞などが相まって徐々に進歩し

つつある．しかし，依然，術後合併症などの発生率は

低くなく， しかも重篤な合併症がほとんどで，現在も

なおその治療は最も困難なもののひとつである．さら

に，肝動脈塞栓術45九肝動脈結紫術22九あるいはエタ

J －）レ腫蕩内注入法37＞などの切除不能例に対する姑

息的治療が予怨外の延命効果をもたらすことから，切

除可能例IC対してさえ，手術死亡例の減少を求める余

り，切除範囲を縮小し，根治性を損ねることもなしと

しない．切除範囲の拡大を図り，根治性の向上を目指

すことにより術後遠隔成績を向上せしめ，さらには術

後合併症を予防し手術死亡を減少させるために，肝切

除後の残存肝細胞の再生を促進する有効な手段を検索

する乙とが重要であると考える．

現在， GI療法が，肝再生の促進に有効であるとし

て，劇症肝炎の治療，慢性・急性の肝不全例や肝切除

術後の肝不全発症例l乙対して臨床応用されている酬

が．その詳しい効果を調べるために，核酸代謝lζ関与

する poly(ADP-ribose）合成酵素活性に GI療法が与

える影響を検討した．

肝重量再生率は，術後1日目lこGI群は肝切群ir比

べて有為な低値を示したが，その後は，肝切群より良

好な再生を示した. GI療法が肝再生を促進すること

は， Bucherと Swaf：品eld＂以来多くの報告がある 13>

が，今回の実験でもそれは明らかであった．
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GI療法によって，肝切後の poly(ADP-ribose）合

成酵素活性は術後，肝切群より早期にその活性のピー

クが認められた．しかし，その値は肝切群において術

後5日目にみられた最大値の約60%と低い値を示した．

Poly (ADP-ribose）合成酵素は， G，期にその活性が

上昇し始め31'33＞’鋳型活性を高めることにより S期の

開始IC関与する ζとが知られている仰が， Takatsuki

ら掛が報告した如く， GIによって細胞回転が早めら

れた可能性を示すものであると思われる．

さらに，絞蛋白当りの DNA量は，両群とも本酵素

活性の上昇とともに増加していた.Poly (ADP-ribose) 

生成による核蛋白質の修飾が細胞回転の進行のために

必要であることは広く知られており山， DNAの鋳型

活性元進の結果， DNAの nucleaseの接近性が高ま

って DNA合成が促進されることが報告されている

るω．今回の実験でも poly(ADP-ribose）生成により，

DNA合成が冗進したものと思われた．しかし，本醇

素活性の上昇の程度と核蛋白当りの DNA量とは比

例せず，他の作用機序も関与しているものと考えられ

た．

GI群の poly(ADP-ribose）合成酵素最大活性値が，

肝切群のそれよりも低い値を示したととは，肝切後の

DNA損傷が GI群においてより少なかったことによ

るものとも想定される．乙れは， HeLa細胞核を用い

た Millerの報告山をはじめ，多くの研究により，本

酵素活性は DNA の損傷lζ比例して上昇することが

知られているわ32＞ことからも明らかである．術後早期

の一般肝機能検査結果と考え合わせると， GI療法が

細胞回転を早めることにより肝切除による肝細胞障害

をより早期に修復し，肝細胞保護効果を示し，本酵素

の最大活性値の低下をもたらしたものと思われる．

さらに乙のことは，術後5日自に KBRが肝切群で

GI群より低値を示したとととも関連する＿ KBR tl. 
小津ら43> により，肝細胞内ミトコンドリアの energy

chargeと高い相関を示し，肝切後の肝再生lζ極めて重

要な意味を持つことが示された．ラット肝切除後，

energy chargeレベルは術後数時間の間lζ一旦低下す

るが，約12時間後には回復し加，その後の肝再生iζ必

要な代謝エネノレギーを供給する． Poly (ADP-ribose) 

合成酵素は， NADを基質として消費する乙とから，

その酵素活性が急激に冗進すると ATPレベルに影響

をもたらす3'"29o30l •とのことは，肝切群が高い酵素活

性を示した術後5日自に， KBRが有意に低下した乙

とと一致する－ GI療法ILより細胞回転が早められ，

DNA修復がより速やかにJfなわれて，障害 DNAが

低下し，そのととから， 急激な poly(ADP-ribose）合

成が抑制され，乙れは細胞内 NAD消費の抑制を通じ

て，細胞内エネノレギーの安定化をもたらし，肝再生lと

有利IC働くことが示唆された．

結 語

以上の乙とから GI療法の肝再生促進効果は，以下

lζ述べる二通りの機序で発現されるととが想定される．

一つは， GI療法ICよって， poly(ADP-ribose）合成酵

素活性の最大値が肝切除後早期に見られ，また核蛋白

当りの DNA量の変化も同様に推移したζとから，

細胞回転を早め， DNA合成を促進する事により，肝

再生を促進するということであり，もう一つは，細胞

回転を早め，肝切によって引き起とされる DNA損傷

をより早く修復することより，肝切後5日目前後IC起

乙る poly(ADP-ribose）合成酵素活性の急激な上昇を

制限し， NADの過剰な消費を抑制する ζとを通じて，

工不ルギ一保全を図り，肝再生に有利に働くことであ

る．
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