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Abstract: We have found that serum total bile acidCTBA)levels decreased in some 

patients with liver cirrhosis after intravenous administration of 1 mg glucagon. In the 

present study， the mechanism of this phenomenon was investigated in vitro using the 

hepatocyte culture system. The effect of the addition of glucagon on the membrane trans-

port of 14C-taurocholic acid('4C-TCA)was studied in freshly isolated rat hepatocytes. The 

results were as follows: 

l)Glucagon distinctly stimulated the release of cyclic AMP from hepatocytes in the 

standard medium. 

2)Glucagon enhanced 14C-TCA uptake by hepatocytes in a concentration-dependent 

manner between 10-7 -10-5 mol/L. 

3)Dibutyryl cyclic AMP also enhanced the 14C-TCA uptake at the concentration of 10-5 

or 2 X 10-5 mol/L. 

4)The uptake curves of 14C-TCA by hepatocytes both with and without glucagon(lO-6 

mol/L)were linear until120 seconds and reached a constant value by 900 seconds in the 

standard medium. However， in the Na+-free medium or in the ouabain-added standard 

medium， the uptakes were strongly depressed either with or without an addition of 

glucagon. 

5)In a kinetic analysis， the hepatocytes uptake of 14C悶TCAeither with or without 

glucagon showed a saturation curve of the Michaelis -Menten type. With an addition of 

glucagon Vmax was increased， although the Km was unchanged. 

In conclusion， glucagon promoted the Na+-dependent active carrier-mediated transport in 

hepatocytes and increased their bile acids uptake. 

Index Terms 
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緒言

空腹時血清総胆汁酸の測定は，肝疾患のスクリーニン

グ検査のーっとして確立されており，内因性および外因

性胆汁酸負荷試験における血清胆汁酸の動態の検討は，

肝予備能検査として臨床応用されている 1)2).肝硬変では

空腹時血清総胆汁酸値はほとんど全ての症例で上昇して

おり，その上昇の程度は非代償性肝硬変の方が代償性肝

硬変より著しいといわれている 3) このような血中胆汁

酸上昇の機序については，肝細胞による胆汁酸の取り込
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みの低下，門脈 大循環短絡，および有効肝血流量の低 細胞分離後2時間以内に終了するようにしたが，分離2

下などが考えられている. 時間後のviabilityは不変であった.

ところで，最近当教室の山田4)らは肝疾患におけるグ 3.緩衝液

ノレカゴン負荷試験町こ際し，従来から測定されてきた standard rnediurnの組成は， NaCl: 135 rnrnol/L 

cyclic AMPに加えて血清総胆汁酸(TBA)の変化を検 KCl : 2 rnrnol/L， KH2P04 : 3 rnrnol/L， CaCl2・0.3

討したところ，高値を示していたTBAが，グノレカゴン静 rnrnol/L， MgSO，: 1 rnrnol/L， Tris-HCl: 10 rnrnol/L 

注後減少する症例のあることに気付き，さらに，肝硬変 (pH 7.4)である.また， standard rnediurnのNaClを完

においてグノレカゴン負荷後の血清胆汁酸変化率が， ICG 全にcholine chlorideに置換したものを， Na+ fr巴巴

停滞率やコリンエステラーゼなどと強い相関関係を示し m巴diurnとした.さらに， Na+， K+-ATPase阻害剤とし

たことから，グノレカゴン負荷後の血清胆汁酸変化率が肝 てouabain(E，Merck AG. Darrnstadt， Gerrnany)1 

予備能の新たな指標と成り得ることを報告した rnrnol/Lや蛋白合成阻害剤である cyclohexirnide1 

著者はこのグノレカゴン投与時の， TBA減少の機序を rnrnol/Lをstandardrnediurn iこ添加し，その影響を検

知る目的で，ラット分離肝細胞を用いた実験を行い，肝 討した.なお緩衝液作製に用いた試薬はすべて半井化学

細胞における胆汁酸取り込みに対して，グルカゴンが促 薬品〔京都〉から購入した.

進作用を示すことを明らかにしたので、報告する 4.グルカゴンによる肝細胞cyclicAMP産生能の検討

対象および方法

1.実験動物

体重約200gのSpragu巴ーDowly雄性ラット (SLC，浜

松〉を用い，実験前2週間はオリエンタノレ標準固形食飼料

により，室温23'C，湿度60%の定環境下で飼育した.ま

た，実験前夜午後8時からは絶食とした.

2. ラット分離肝細胞作製法

ラット腹腔内にpentobarbital(Abbott Laboratories， 

N orth chicago， USA)を25rng/kg体重投与して麻酔後

開腹した.肝細胞の分離はBerryand Friendの方法')を

一部変更したコラゲナ)ゼ潅流法により行なった.すな

わち，開腹後門脈に2幻1ゲ}ジのカニユ一レを挿入し，0.5

rnrnolν/Lの巴ethy叫len巴 glycol bis-n，n，υ，r〆r
a氏cidを含むDu叫l札lbecc∞OのCa+十七， Mg++一f台r巴閃巴 PBS(α37ア。'C，

pH 7.4心〉を用いて毎分lロ2rnlの流速で肝を前潅流し，直
ちに腹部大動静脈を切断した.肝臓が十分脱血されたこ

とを確認後，腹部下大静脈断端を結紫し，右心房より胸

部下大静脈にカニューレを挿入し回路を設置した.次い

で潅流液をcollagenase type 1 (Sigrna， St. Louis， 

USA)0.05 %と CaCl210rnrnol/Lを含むHanks液に変

更し，さらに約15分間潅流した.潅流終了後肝臓を切除

し，シャーレに移し，ハサミで細切した後に軽くピベッ

ティングを行い，ガーゼを重ねた径48rnrn 150 rnesh金

属フィノレターで猪過した.得られた肝細胞粗分画浮遊液

を4"Cで50XG，2分間，計3回低速遠心分離し，肝実質

細胞を得た.分離肝細胞のviabilityはトリパンブノレー試

験を用いて検討し， 90 %以上であることを確認後，種々

の緩衝液を用いて分離肝細胞を 1X 10' cells/rnlの濃度

になるように調整し実験に供した.なお，実験はすべて

standard rnediurnで作製した肝細胞浮遊液(1X 10' 

cells/rnl)に，グノレカゴン(Novo， Bagsva巴rd，Denrnark) 

を終濃度1X 10-' rnol/Lとなるように添加し，3TCの条

件下でincubationした.15分後および30分後に細胞浮

遊液の一部を採取し，培養液中に分泌されたcyclic

AMP濃度をradioirnrnunoassayキット (Yarnasa) 7)を

用いて測定した.

5.肝細胞の胆汁酸摂取に及ぼすグノレカゴンの影響

グノレカゴン添加濃度と肝細胞の14C-taurocholic acid 

(14C-TCA)摂取量との関係を検討するため， standard 

rnediurnに終濃度が10-7，10-'，または10-5rnol/Lにな

るようにグノレカゴンを添加し， 5分後に14C-TCA(1

μrnol/L， N巴wEngland Nuclear Research Products， 

Boston， USA， 40-60 rnCi/rnrnol)を添加して，3TC， 120 

strokes/rninの振漫下で反応を進め， 15分後に反応を停

止させ，肝細胞の14C-TCA摂取量を測定した.すなわち

正確に200μlの細胞浮遊液を採取して，直ちにシリコン

オイル 100μ1，3 rnol/L KOH， 50μlを含む遠心管に加

え，速やかにEppendorf5514 S centrifugeを用いて遠心

分離05600X G， 10秒間〉し，反応を停止した.得られた

packed c巴llsiこProtosol(N ew England N uclear 

Res巴arch Products， Boston， USA)を加え溶解後，

Atornlight(New England Nucl巴arR巴searchProducts， 

Boston， USA)を加え， Beckrnan LS . 7500液体scintil.

lation counterで肝細胞内に取り込まれた14Cの細胞あ

たりの放射活性を計測した.なおdibutyrylcyclic AMP 

(DBcAMP，第一製薬，東京〕も反応開始5分前から加え

るようにした.

次に， 14C-TCA取り込みの時間経過に及ぼすグ、ノレカゴ

ン添加の影響を検討するため，グノレカゴン00←，rnol/L) 
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よびcycloheximide添加の影響

standard mediumを対照群とし， standard medium 

にグノレカゴン(10-6mo!/L)を添加した群，それぞれに

cycloheximide(1 mmo!/L)を添加した群の4群を設定

し， 15分後の14C-TCA(1μmo!/L)肝細胞内胆汁酸摂取

量を測定し，胆汁酸の肝細胞内取り込みに及ぼす蛋白合

成の影響を検討した.

8，胆汁酸の肝細胞膜輸送に及ぼすDBcAMPの検討

standard mediumおよびNa+fre巴 m巴diumに

DBcAMPを1X 10-5~ 10-3 mo!/L添加し， 15分後の肝

細胞の14C-TCAC1μmo!/L)摂取量を測定した.

9. 推計学的検定

有意差検定はstudentt-testを用いて行なった.

成 高責

1.分離肝細胞のcyclicAMP分泌に及ぼすグノレカゴン

の影響

グノレカゴンc1X 10-6 mol/L)添加後の standard

medium中の cyclic AMP濃度は15分後19.00:t1. 00 

pmo!/106 cells， 30分後26.00土2.24pmo!/106 cellsであ

った.一方，グノレカゴン非添加群では15分後1.44士0.44

保

含有ならびに非合有standard m巴diumに14C-TCAO

μmo!/L)を添加し，反応開始後10，30， 60， 90， 120， 

300， 600， 900秒に細胞浮遊液を採取し，同様に肝細胞の14

C-TCA撰取量を測定した.

さらに，肝細胞の14C-TCA摂取における肝細胞膜

Na+， K+-ATPaseの影響を検討するため， standard 

mediumにNa+， K+-ATPas巴阻害剤である ouabainO

mmo!/L)を添加する実験系，ならびに Na+fr巴e

mediumを用いる実験系を追加し，それぞれグノレカゴン

00-6 mo!/L)の存在下，非存在下での14C-TCA摂取を測

定した.

6.胆汁酸肝細胞膜輸送における速度論的解析とグノレ

カゴンの影響の検討

standard mediumおよびNa十 free mediumに

1 ~100μmo!/L の14C-TCA を添加し， グノレカゴン存在

下(10-6mo!/L)ならびに非存在下における，胆汁酸の肝

細胞膜輸送における速度論的解析を行なった.

7.肝細胞の14C-TCA取り込みに及ぼすグノレカゴンお
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んだstandardmediumや， Na+ free mediumの場合で

は14C-TCAの肝細胞への摂取量は著明に減少していた.

さらにこれらにグルカゴンを添加しても， 14C-TCAの肝

細胞内への摂取量は増加を示さなかった.

4.胆汁酸肝細胞膜輸送における速度論的解析とグノレ

カゴンの影響

種々の濃度の14C-TCAを添加した際の TCA濃度

(1-100μmo!/L)と，分離肝細胞の initialuptake rat巴

との関係をFig.4に示す.initial uptake rat巴はグノレカ

ゴン投与後10-120秒の直線部分から算出した.stan同

dard m巴diumでの値【(A)および(B)】から Na+free 

mediumでの値【(C)および(D)】を差しヲ|いてプロット

した点線の推移【(A)ー (C)および(B)ー (D)】は， TCA 

のNa + dependent uptakeとみなされ， グノレカコン添加

群，非添加群とも MichaelisMent巴n型の飽和曲線を示

した.さらにLin巴w巴averBurkの逆数プロットから得

胆汁酸の肝細胞膜輸送に及ぼすグノレカゴンの影響

pmo!/106 cel1s， 30分後3.95:1:2.80pmo!/106 cellsであ

り， グノレカゴン添加により培養液中cyc1icAMPは有意

な増加を示した(Fig.1). 

2.肝細胞の14C-TCA取り込みに及ぼすグノレカゴン濃

度の影響

14C-TCA(1μmo!/L)の肝細胞内摂取量は， グノレカゴ

ン濃度10ー7-10-5 mo!/Lにおいて濃度依存性に増加し

た(Fig.2). 

3.分離肝細胞による14C-TCA取り込みの時間的推移

とグルカゴン添加の影響

Fig. 3に示すようにstandardmediumにおける14C_

TCA(1μmo!/L)の肝細胞内への摂取量は2分まで直線

的に増加し， 15分でほぼ飽和に達した.グノレカゴンを添

加した場合には， 14C-TCAの肝細胞内への摂取量は15

分まで増加し続け，どの時点、においても standard

mediumの場合より高値を示した.しかし，ouabainを含
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られたKm，Vmax値は，グノレカゴン添加群ではKm 一方， Na+ free m巴diumではDBcAMPを添加して

13.71μmol/L， Vmax 0.975 nmol/min/106 ce11s，グノレ も， 14C-TCAの肝細胞内摂取量に変化は認められなかっ

カゴン非添加群ではKm13.58μmol/L， Vmax 0.611 た(Fig.5). 

nmol/min/106 ce11sであった.

5.肝細胞の14C-TCA取り込みに及ぼすグノレカゴンお

よびcyc10heximide添加の影響

14C-TCA(1μmol/L)添加 15分後の肝細胞の14C_ 

TCA摂取量は，対照では3293士99dpm/106 c巴l1s，グノレ

カゴン 10-6mol/L添加では4254:t329dpm/1Q6 c巴l1sで

あったが，それぞれにcyc10heximid巴1mmol/Lを添加

すると， 3627:t 205 dpm/106 ce11s， 4197土230dpm/106 

ce11sとなった.すなわちcyc10heximideの有無に関わ

らず，肝細胞の胆汁酸摂取はグルカゴンにより同程度に

促進された.

6.胆汁酸の肝細胞膜輸送に及ぼすDBcAMP影響

standard mediumに DBcAMPを 1X 10-5 ~ 10-3 

mol/Lの濃度で添加したところ，肝細胞の14C-TCA接

取量は， DBcAMP濃度1X 10-5 mol/L， 2 X 10-5 mol/L 

では増加したが， 1 X 10-3 mol/Lの高濃度では逆に

DBcAMP非添加時よりも減少した.

考 案

胆汁酸の肝細胞内への取り込みについては(1)Na+依

存性のキャリア 仲介輸送， (2)Na+非依存性のキャリア

仲介輸送(3)Na+非依存性の受動拡散輸送の3種類の

異なった輸送機構が存在することが指摘されている 8)9). 

特にNa+依存性のキャリア 仲介輸送には，肝細胞膜に

存在する Na+， K+-ATPaseの関与が重要視されてい

る.ouabainはNa+，K+-ATPaseに対し特異的な阻害

作用を示すが， Schwarz et al. 10)はouabain1 mmol/L 

で肝細胞膜の Na+， K+-ATPaseを阻害すると， TCAの

肝細胞内への取り込みが約75%低下すると報告し，

Dietmai巴ret al. 11)， Scharschmidt et al. 12)も同様の

成績を報告している.著者の成績でも， ouabain 1 mmol/ 

L添加およびcholinechlorideで置換した Na+ fre巴

m巴diumを用いた検討において，他の報告と同程度に

TCAの肝細胞内摂取量の減少を確認した.また，この減



に対する作用の主たる経路と考えられている 13)叫.本実

験においても，グノレカゴン添加後分離肝細胞の cyclic

AMP産生が明らかに増加したことや，cyclicAMP誘導

体である DBcAMPがグノレカゴンと同様に胆汁酸取り込

み促進作用を示したことから，グノレカゴンの胆汁酸取り

込み促進作用も cyclicAMPを介した機序によることが

考えられる.この cyclicAMPを介する機序の詳細につ

いては酵素などの機能蛋白のリン酸化による活性化15)

や，蛋白合成の誘導16)などが考慮される.しかし，木研

究において cycloheximid巴により肝細胞の蛋白合成を

阻害問しでも，グノレカゴンによる胆汁酸の肝細胞膜輸送

促進作用に変化がなかったことから，グノレカゴンが肝細

胞内の carri巴rproteinや， Na+， KLATPas巴などの酵

素蛋白の合成促進に直接作用した可能性は少ないものと

考えられた.

一方，グノレカゴンによる胆汁酸肝細胞膜輸送に及ぼす

影響について速度論的parameterから検討を加えたと

ころ， Vmax(最大取り込み速度〉の増加が認められ， Km

は不変であった.このことはグルカゴンが担体のcapac-

ityを増加させ，胆汁酸の肝細胞膜輸送を促進させたこ

とを意味するものであり，担体の胆汁酸に対する親和性

を高めた結果ではないことを示唆している.ところで，

Petersenl8)はグノレカゴンが肝細胞膜の membrane

potentialを増大させることを報告しており，その機序と

して Na+，KLATPaseの関与を示唆している.これら

のことからグルカゴンはcyclicAMPを介して Na+，K+ 

-ATPas巴を活性化させ， Na+依存性輸送を全体的に高

め，胆汁酸の取り込みを促進させたものと考える.

肝硬変患者にグノレカゴンを投与した際，高値を示して

いたTBAが減少する機序については他に，有効肝血流

量に及ぼすグノレカゴンの影響も考慮する必要がある.事

実，グ、ノレカゴγは健常人および実験動物において，門脈

血流量を増加させることが知られている 19)叩).しかし，

肝硬変においては，健常人に比べ門脈血流量が低下して

いると言われており 21)22)，肝硬変患者にグノレカゴンを投

与しても，健常人に比して門脈血流量の増加反応が乏し

い傾向にあると報告されている叫.さらに，肝硬変では肝

内外において門脈一大循環系に短絡が存在するため，有効

肝血流は低下している 24).したがって，肝硬変においてグ

ノレカゴンが有効肝血流量を増加させ， TBAを減少させ

た可能性も否定はできないが，その関与の程度は少ない

と推測される.本研究において明らかとなったように，

胆汁酸の肝細胞膜輸送に及ぼすグノレカゴンの直接作用が，

血清胆汁酸低下の主たる機構をなすものと考える
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Fig. 5. Effect of dibutyryl cyclic AMP on uptake of 
14C-TCA into hepatocytes. 
Open column indicate control standard 
medium with dibutyryl cyclic AMP and 
closed column indicat巴NaLfr巴emedium 
Dibutyryl cyclic AMP enhanced 14C_ TCA 
uptake into hepatocytes at the concentration 
of 10-5 or 2 X 10-5mol/l， but inhibited at 10-3 

mol/L 
However， in the NaLfre巴mediumdibutyryl 
cyclic AMP show巴dso effect on 14C_ TCA 
uptake into hepatocytes. 
* : p<O.OI VS DBcAMP(OmoI/L) 

o 10-5 2x10-5 10-4 
Concentration 01 DBcAMP (moI/A) 

少の程度からみて TBAの生理的濃度内では， Na依存

性の取り込み機構は胆汁酸取り込み機構の最も大きい部

分を占めているものと考えられた.さらにこれら

ouabain添加系，およびNa+free mediumにグノレカゴン

を添加した系において， TCAの肝細胞内摂取量が増加

しなかったことより，グノレカゴンによる胆汁酸の肝細胞

内取り込み促進の作用点、は， Na依存性のキャリア仲介

輸送の部分にあるものと考えられた.

グルカゴンの肝細胞における機能は，まず肝細胞膜表

面にあるグノレカゴンレセプターとの結合に始まる. この

結果， G-proteinを介して adenylatecyclaseが活性化

され，セカンドメッセンジャーである cyclicAMPの生

成が増加する.これはcyclic AMP依存性の protein

kinas巴の活性化につながる.以上がグノレカゴンの肝細胞
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結 言書

ラ γ ト分離肝細胞を用いて胆汁酸の肝細胞膜輸送に及

ぼすグノレカゴンの影響を検討し，以下のごとき結論を得

tc.. 

1)グノレカゴンは分離肝細胞の cyclicAMP産生を促進

した.

2)グノレカゴン添加により，肝細胞への14C-TCA摂取量

は有意に増加し，さらにこの摂取量の増加は添加したグ

ノレカゴン濃度(10-7-10-5 mol/L)に依存性を示した.

3)dibutyryl cAMP(10-5-2 X 10-5 mol/L)添加により，

肝細胞への14C-TCA摂取量は有意に増加した.

4)実験系にouabainを添加した際ならびにNa+fr巴巴

mediumを用いた際には，肝細胞への14C-TCA摂取量は

著明に減少し，グノレカゴンを添加しても14C-TCA摂取量

は増加しなかった.

5)肝細胞への14C-TCAのNa+依存性取り込みは，

Michaelis . Menten型の飽和曲線を示し，速度論的解析

でグノレカゴンはVmaxを増加させたがKmは変化させ

なかった.

6)グノレカゴンによる胆汁酸取り込み促進効果は，

cycloheximide添加においても解除されなかった.

以上の成績からグノレカゴンは肝細胞において，胆汁酸

のNa+依存性の能動的キャリアー仲介輸送を促進させる

ことが明らかとなった

〔本論文の要旨は，第21回日本肝臓学会総会及び第5

回アジア太平洋肝臓学会議において発表した.稿を終る
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井 正教授に深甚の謝意を捧げるとともに，御助言，御

校閲を賜った生化学教室の神谷知調教授ならびに病態検

査学教室の中野博教授に深謝いたします.

また，本研究の遂行にあたり常に御指導，御助言をい

ただいた森田倫史前助教授，福井博助教授，病態検査

学岡本康幸助教授ならびに御助力いただいた教室の諸兄

に感謝の意を表します〉
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