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一215一　肝細胞膜摂取機構の研究：肝細胞膜と1311

－ BSP一アルブミンとの結合にっいて

　　　　都養育院附病　核放

　　　　○丹野宗彦，山田英夫，戸張千年，

　　　　　末広牧子，川口新一郎，村田　啓，

　　　　　松井謙吾，千葉一夫，飯尾正宏

　目的：　BSPなどの有機陰イオンや，ピリルビンは循

環血液中では主としてアルブミンと結合し，肝細胞内

では，リガンディンに結合している。しかしアルブミン

とリガンディンのピリルビンに対するass・ciati・n　c・－

nstantは，アルブミンの方がはるかに高い。従ってBSP

やピリルピンの肝摂取は，リガンディンのみでは十分説

明しえないと考えられる。その点を明らかにする目的

で著者らはラットを用いてアルブミン存在下に於ける

肝細胞膜と色素の結合にっいて検討した。

　方法：　250－500Sのラットを用い，麻酔後，採血

し，氷冷食塩水で灌流し，肝を摘出し7et，，肝細胞膜標本は

Rayの方法に従って作成した。但し最終庶糖密度は

Nevilleに従って39％（d＝U6），69％（d＝1．22）と

した。得られた細胞膜は，Tris－HCI緩衝液O．05M　PH

7．5で洗い，3000rμn，30分遠心し，沈渣を採取した

。実験には，同緩衝液に10mMのCaCl　2を加え行なっ

た。標本は電顕で観察し，酵素学的検査を行い細胞膜の

確認を行なった。1311－BSPとラット血清蛋白との結合の

割合を透析法で検討した。肝細胞膜との結合については，

予め1311－BSPと血清蛋白を結合させておき，肝細胞，

T引s誼Cl緩衝液を加えて一定量とし，一定時間インキュ

ベーションを行なった。その後3．000rpm　30分冷却遠心

器にて遠心分離し，放射能を測定し，結合率を求めた。

　結果：　①透析法による血清蛋白の1311－BSPの結合

能をみると蛋白の濃度に伴って増加し，4μ9の1311－－BSP

は，約lSOOμ9の血清蛋白で100％結合した。②各種膜

蛋白量に対する131　1－BSP，1311－Hippuranの結合にっい

て。131　1－BSPのみの場合には，膜蛋白量の低下とともに

　1311－BSPの結合率は低下したが，高度稀釈倍数でもなお

相当の結合がみられた。131　1　－BSPに血清を添加すると，

　1311－BSPの結合率は，膜蛋白量の低下とともに急速に低

下した。1311－BSP　131　1－Hippuranは肝細胞膜と全く結合

しなかった。③1311－BSPと肝細胞膜との結合反応を継次

的にみると，131　1　一一BSPは，アルブミン存在下でも，肝細

胞膜と瞬時に結合した。④ICG，　BSPは，肝細胞膜との

結合において，1311－BSPとの間に競合を示した。

　考察：　ビリルピン，BSPは同モルのアルブミ7・リガン

ディンの存在下では，殆んど全てアルブミンと結合する

といわれている。今回の実験では，血清蛋白と同重量

の肝細胞膜の存在下では，約70％の1311－BSPが膜と結

合した。この現象は，肝摂取機構において重要な役割

を演じている可能性があり，今后肝親和性物質の検索

に有用であると考える。
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0．06％5LMe－DABを投与した呑竜雄ラットに，エ

ネルギー源となり得る14c一標識生体内基質を与え，そ

の燃焼呼気i4　cqパターンについて検討を行なつた。

呼気パターンは、呼気流路系，液体シンチレーター流

路系，N2ガス流路系，液体シンチレーション検出・

計測系，及びCO2連続計測系からなる呼気14CO2連
続微分波形記録装置（以下R．R．S．C．）を用いて描記し，

その解析は松岡らの方法にしたがい①peak　timθ，

②peak　hight，③2時間の総14CO2量の三点から
行なった。

5’　－Mθ一DAB投与ラ・トのうち，①kOhnの免疫電

気泳動変法によりα一FetoProtein（AF．P．）の一

次反応陽性のもの②一次反応陽性を経．て陰性化したも

の．③5’－Me－DAB投与35～40週を経過しAFP二次

反応陽性を確認したものについて，それぞれD－（u－

14C）－91uco8e，I」4C－MethiOnine・isよび1－

t4C－Sodium　acetateの燃焼呼気14　CO2パター

ンを検討した。AFP一次反応陽性ラットにおいては，

14C－glucoseのpeak　timθが対照に比して早く

現れるが，peak　hightには差がない。2時間の総

“CO2量は，やX減少の傾向が認められた。　AFP一

次反応陽性後陰性化したラットにおいてはPeak　time

が大きく後退しpeak　hightは高くなったが2時間の

総t“CO2量には有意差が認められなかった。

一方controlは14C－glucose投与後30分間に，2時

間総KCO2量の13％が呼気に排出されるがこれに対し

AFP一次反応陽性ラットでは約40％が，AFP二次反応

陽性ラットでは約20％が排出された。14C－acetate，

1－C　一　me・t・hi・onineの呼気14CO2パターンは，5’－Me

－ DAB投．与36週のラットにおいてcontrOlとの間に有

意差を認めなかった。太研究においてAFP一次反応陽

性期va　glueoseの代謝能に変化が認められる事が確認

されk癌細胞は糖質代謝が活発で，担癌ラットにおて

はその増殖の早いもの程解糖が尤進しているとされてい

るが，呼気14CO2パターンから，発癌過程の初期所謂ova［L

cel1出現時期にすでに嫌気的解糖能の増大が示唆され冊

の産生と関連し興味ある問題と考えられる。一方呼気1‘cら

パターンは多くの要因の積分値でありi4co2から直接病態

像の解析を試みることは不可能であるが，他の検査結果と

平行して適切な16c一標識基質を選択することにより肝痛診

断により有益な情報を得ることが可能であb有益な臨床

検査の一つとなり得るものと考えられる。
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