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アシアロ糖タンパクーアシアロ糖タンパク受容体系を

　　　　　　応用した新しい肝機能検査法の開発

一
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　要旨　アシアロ糖タンパクーアシアロ糖タンパク受容体系を応用した肝シンチグラフィーによる新しい肝

機能検査法の有用性を検討した．アシアロ糖タンパクと生理的に等価に肝細胞に取り込まれる合成ネオ糖タ

ンパクを，99mTcで標識し，ガラクトサミン急性肝障害およびCC14慢性肝障害ラットに50μg／100　g体重

を投与し，肝シンチグラフィーにより，クリアランス曲線を作製した．ついで，肝クリアランスならびに受

容体活性が，急性肝障害では血清GOT値，コレステロールエステル比（E／T比），慢性肝障害については肝

hydroxy　proline（Hyp）含量，薬物代謝酵素含量との関係を検索した．また，急性および慢性肝障害におけ

る，肝クリアランスと受容体活性の関係を比較検討し，以下の成績を得た．

　すなわち，肝障害時には，99mTcネオ糖タンパククリアランスの延長と受容体活性の低下がみられるが，

これらは，急性肝障害ではGOTの上昇およびE／T比の低下と，慢性肝障害においては肝Hyp含量の増加

およびcytochrome　P450，　cytochrome　bs含量の減少と密に相関した．また，肝障害時の肝クリアランスは，

受容体活性に規定されて変動することが明らかとなった．

　以上により99mTcネオ糖タンパククリアランス曲線解析による肝クリアランスの測定は，肝障害度を鋭敏

に反映する新しい肝機能検査法になると考える．

1．はじめに

　アシアロ糖タンパク（asialo91ycoprotein：

ASGP）は，血清糖タンパクの糖鎖非還元末端の

シアル酸がはずれ，末端にガラクトース残基が露
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出した糖タンパクである．このASGPの糖鎖末

端を織別する受容体（レクチン）が肝細胞膜に存在

し，ASGPは受容体を介して肝臓に特異的に取り

込まれる，いわゆるクリァランス現象が報告され

ている1・2）．

　今回われわれは．ASGPと生理的に等価である

合成糖タンパクのネオ糖タンパク（galactosyl

human　serum　albumin：GHSA）3），に，99mTcを標

識し，ガラクトサミン急性肝障害とCC14慢性肝

障害ラット血中に投与して，肝シンチグラフィー

により肝クリアランスを測定した．また，肝クリ

アランスとASGP受容体活性，および急性肝障

害では血清GOT，コレステロールエステル比（E1
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T比）と，慢性肝障害においては肝hydroxy　pro－

line（Hyp）含量，　cytochrome　P45・（P45・），　cyto－

chrome　b5（b5）含量との関係について検討した．

n．対象および方法

　（1）ネオ糖タンパクの99mTcおよび1251の

　　標識

　ガラクトースを，ヒト血清アルブミンにカップ

リングさせたGHSAを使用し4），99mTcはSnCl4

を還元剤として標識した5）．また，1251はクロラ

ミンT法6）にて標識した．なお，本実験ではガ

ラクトース／アルブミンのモル比が32のものを使

用した．

　（2）ASGP受容体活性，薬物代謝酵素活性およ

　　びHyp肝含量の測定

　ASGP受容体活性は．　Ehrenreichらの方法7）に

より，total　microsome分画を抽出後，　Hudginら

のAssay－A法8）に準じ1251－GHSAを用いて，

competitive　radioreceptor　assayにより測定した5）．

　P450はOmura，　Satoの方法9）により，　b5は

Omura，　Takesueの方法10）により測定した．

　肝Hyp含量はBlumenkranzらの方法11）によ

り測定した．

　（3）ガラクトサミン急性肝障害

　ウィスター系雄性ラット，体重200gに，　D一

ガラクトサミン0．5～0．9g／kg体重を腹腔内に1

回投与し，投与後48時間目にエーテル麻酔下に

99mTc－GHSA　50μg／100　g体重を頸静脈より急速

静注し，デジタルγカメラ東芝GCA－90Bにより

シンチカメラ画像を記録した．

　その後，十分に潟血したのち肝を採取，1．15％

冷KCIにより灌流．　total　microsome分画を抽出

し，ASGP受容体活性を測定した．

　また，血清GOT値およびE／T比も測定した．

　（4）CC14慢性肝障害

　ウィスター系雄性ラット，体重200～220gに，

CC14・オリーブ油等量混合液0．2　m1／100　g体重，

週2回，3～4か月間皮下注射し，投与中止後5

日目に99mTc－GHSA　50μg／100　g体重を頸静脈よ

り注入してシンチグラフィーを記録した．その後，

肝を採取し，氷温のTKM（50　mM　Tris－HCl　pH

7．8，25mM　KCI，5mM　MgC12）でhomogenate

した後，サンプルを2分し，1方よりASGP受容

体およびP450，　b5を，他方より肝Hyp含量を測

定した．

　（5）99mTc－GHSAクリアランス曲線

　シンチカメラ画像の心肝に関心領域を設定し，

おのおのの関心領域の各フレームの放射活性の変

化を示す，クリアランス曲線を作製した．心およ

び肝クリアランス曲線は，さきに報告したごと

く12），two　compartment　mode1により心消失率

Kd，肝摂取率K。を求め，また，肝クリアランス

曲線がピークに達する時間をTm。。とし，　Kd，　K。，

Tm。。を99mTc－GHSAクリアランス速度のパラメ

ー タとした（Fig．1）．また，理論曲線の各計測曲

線に対するあてはめを行った．

III．結　　果

　（1）計測曲線と理論曲線のあてはめ

　Figure　2に正常，急性および慢性肝障害におけ

る心肝クリアランス曲線を，その理論曲線ととも

に示した．理論式に基づく理論曲線は，各計測曲

線に対しすぐれた適合性を示し，99mTc・GHSAク

リアランス曲線に対する各パラメータの妥当性を

証明した．

Plasma 告⊆コ」～㌔ Extra　Hepatlc　Space

C1

C2

C（t）＝Cld－Kdt十C2白一Krt

　　　　　　　　t
Heart　Clearance　Curve

Co

C（ti）＝Co（e「Ket－e一Kut）

　　Tma　x　　　　　t

Liver　Clearance　Curve

Fig．1　Heart　and　liver　clearance　curves　of　99mTc－

　　　GHSA．　These　curves　were　analyzed　by　the

　　　two－compartment　mode1．
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Fig．2　Representative　heart　and　liver　clearance　curves　of　99mTc－GHSA　in　various　liver

　　　　　diseases．　White　and　green　curves　demonstrate　the　measured　and　calculated　curves

　　　　　respectively．　A：normal　rat．　B：acute　hepatopathy．　C：chronic　hepatopathy．
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Fig．3　Relationship　among　the　parameters（Kd，　Ku　and　Tmax），　the　ASGP　receptor

　　　　　　　activities，　the　serum　GOT　and　the　serum　ratio　of　ester輌fied　cholesterol　in　the　rats

　　　　　　with　D－galactosamine　induced　acute　liver　disorder．　The　livers　were　homogenized，

　　　　　　and　the　total　microsomal　fructions　were　prepared　according　to　Ehrenreich，

　　　　　　et　a17）．　The　ASGP　receptor　activities　were　determined　by　discribed　previously5）．
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Fig．4　Relationship　between　the　development　of　mor－

　　　　　　phological　hepatic　fibrosis　and　the　content　of

　　　　　　liver　hydroxyproline　in　the　rats　with　CCI4

　　　　　　induced　chronic　liver　disorder．

　　　　　　Grade　O：No　increase　of　connective　tissue

　　　　　　Grade　I：Slight　increase　of　connective　tissue

　　　　　　Grade　II：Obvious　increase　of　connective　tissue

　　　　　　Grade　III：Pseudolobules　were　formed
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　（2）急性肝障害における99mTc－GHSAクリア

　　ランスならびにASGP受容体活性と，血清

　　GOT値およびE／丁比との関係

　急性肝障害について，パラメータKd，　K。，　Tm。。

ならびにASGP受容体活性と，血清GOT値，

E／T比との関係を検討した．

　Figure　3に示すように，血清GOT値とKd，　Ku，

Tm。。間の相関係数は，　GOT　Kd間は一〇．691，

GOT　K。間は一〇．726，　GOT　Tm。。間は0．619で

あり，GOT値とASGP受容体活性間の相関係数

は，－0．854と，いずれも0．1％以下の危険率で

有意に相関した．

　血清E／T比とKd，　K。，　Tm。。間の相関係数は，

E／T比Kd間は0．792，　E／T比K。間は0．854，　E／T

比Tm。．間は一〇．792．　E／T比とASGP受容体活

性間の相関係数は0．792といずれも0．1％以下の

危険率で有意の相関関係が成立した．

　以上99mTc－GHSAクリアランスならびに
ASGP受容体活性は，急性肝障害においては，肝

細胞障害度および肝合成能の低下を，よく反映す

ると考えられた．

921

　（3）慢性肝障害における99mTc－GHSAクリア

　　ランスならびにASGP受容体活性と，肝Hyp

　　含量との関係

　慢性肝障害においては，肝線維化進行による残

存肝細胞の減少に伴い，ASGP受容体活性が低下

すると考えられるため，肝線維化進行に伴う

99mTc－GHSAクリァランスおよびASGP受容体

活性の変動を検索した．

　肝線維化進行度の指標としては，コラーゲンに

特異的なアミノ酸であるHypの肝温重量1g当

たりの含有量を測定した．

　同一検体について，肝Hyp含有量と組織学的

に見た肝線維化進行度とを対比したものをFig．4

に示す．組織学的には，ヘマトキシリン・ワンギ

ー ソン染色による光顕組織切片により観察した間

質の膠原線維増生度により，0～III度に分類した．

すなわち，結合組織の増加が全く見られないもの

を0度．中心静脈やグリソン鞘に軽度の線維化が

見られるものを1度．中心静脈やグリソン鞘に明

瞭な線維化が見られるものをII度．偽小葉を形

成しているものをIII度とした．　Hyp含量を各群

Kd（／蘭）

O．8

O．6

0．4

O．2

2 4

Ku（1th）

0．6

0．4

0．2

2 4

Kmax（nh）

12

ASGP　receptor

Hydroxy　proline（㎎／9　liver）

2 4

o　・・control　　　　●　…・chronic　hepatopathy

12

2

Fig．5　Relationship　among　the　content　of　liver　hydroxyproline，　the　parameters，　and

　　　the　ASGP　r㏄eptor　activities，　rats　with　CC14　induced　chronic　liver　disorder．

　　　Hydroxyproline　content　was　assayed　as　described　Blumenkranz，　et　a111）．
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Fig．6　Relationship　among　the　parameters，　the　ASGP　receptor　activities，　and　the　amount

　　　of　the　drug　metabolised　enzyme，　cyt㏄hrome　P－450，　cytochrome　b　5　in　the　rats

　　　with　Cα4－induced　chronic　liver　disorder．　The　amount　of　cyt㏄hrome　P・450

　　　and　cytochrome　b5　were　determined　as　described　by　Omura　and　Sato9）and
　　　Omura　and　Takesuelo）　respectively．

ごとにプロットし，おのおのの平均値と標準偏差三

を求めたところ，各群間には1％以下の危険率で

有意差が認められたので，肝Hyp含量は，肝線

維化進行度を鋭敏に反映する指標であると考えら

れた．

　この肝Hyp含量と，99mTc・GHSAクリアラン

スパラメータならびにASGP受容体活性との関

係を比較検討したものをFig．　5に示した．おの

おのの相関係数は，Hyp　Kd間は一〇．902，　Hyp　Ku

間は一〇．881，Hyp　Tm。x間はO．928，　Hyp　ASGP

受容体間は一〇．892といずれも0．1％以下の危険

率で有意の相関関係が成立した．

　以上により，99mTc－GHSAクリアランスならび

にASGP受容体活性は，慢性肝障害においては，

肝線維化の進行をよく反映し，線維化進行に伴う

残存肝細胞の減少に一致して変動すると考えられ

た．

　（4）慢性肝障害における99mTc・GHSAクリア

　　ランスならびにASGP受容体活性と，　P450

　　およびb5含量との関係

　慢性肝障害については，肝代謝能の指標として，

P450，　b5の1g肝湿重量当たりの含有量を測定し，

99mTc－GHSAクリアランスならびにASGP受容
体活性との関係を検索した（Fig．6）．　P450とパラ

メータKd，　K。，　T鵬．およびASGP受容体活性間

の相関係数は，P450　Kd間は0．908，　P450　K。間は

0．897，P450　Tm。．間は一〇．992，　P450　ASGP受容

体間は0．937．また，b5とKd，　K。，　Tmaxおよび

ASGP受容体活性間の相関係数は，　b5　Kd間は

0．929，b5　K。間は0．907，　b5　Tm。。間は一〇．002，

b5　ASGP受容体間は0．940と，いずれも0．1％以

下の危険率で有意の相関関係が成立した．

　以上により，99mTc－GHSAクリアランスならび

にASGP受容体活性は，慢性肝障害においては，

肝代謝能の低下とも良く一致する成績を示した．

　（5）急性および慢性肝障害における99mTc・

　　GHSAクリアランスとASGP受容体活性の

　　関係

　急性肝障害では，99mTc－GHSAクリアランスの

延長が，ASGP受容体活性の低下に規定されてい

ることはすでに報告したが12），今回は，慢性肝障

害における99mTc・GHSAクリアランスと，　ASGP
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Fig．7　Relationship　betw㏄n　the　ASGP　r㏄eptor　actMties　and　the　parameters　in　the

　　　rats　with　chronic　hepatopathy（Fig．7A）and　in　those　with　acute　hepatopathy

　　　（Fig．7B）．

受容体活性との関係を検索し，さきに報告した急

性肝障害における成績と比較検討した．

　Figure　7・（A）に，慢性肝障害におけるクリアラ

ンスとASGP受容体活性との関係を，　Fig．　7－（B）

に，急性肝障害におけるクリアランスと受容体活

性の関係を示した．慢性肝障害におけるクリアラ

ンスパラメータKd，　K。，　Tm。．とASGP受容体活

性間の相関係数は，Kd受容体間は0．866，　K。受

容体間は0．875，Tmar受容体間は一〇．798と，い

ずれも0．1％以下の危険率で有意に相関した．急

性肝障害における各パラメータが，ASGP受容体

活性の低下に伴って1inearに変動したのに対し，

慢性肝障害では，ASGP受容体活性が4μ9

bound／g肝を境にして2相性に変動し，　ASGP受

容体活性が4μgbound！g肝以下に低下するとと

もに，クリァランスの急速な延長が認められた．

IV．考　　案

　Ashwellらにより，　ASGP－ASGP受容体系が報

告されて以来，種々の疾患患者について血中

ASGPが測定され，肝疾患患者では特異的に血中

ASGPの上昇が認められることが報告されてい

る13’v15）．沢村らは，肝疾患にみられる高ASGP

血症の原因を究明するために，ガラクトサミン急

性肝障害ラットについて，血中ASGP量，　ASGP

受容体活性を測定し，また，1251標識ASGPク
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リアランスを経日的に観察した結果，血中ASGP

の上昇とASGP受容体活性の減少が，ほぼ鏡像

を呈して変動し，血中ASGPの減少時にはクリア

ランスが遅延することを証明した．この成績によ

り彼は，高ASGP血症はASGP受容体活性が減

少し，ASGPクリアランスが延長する結果，血中に

ASGPが蓄積するためであると推察した16）．さら

に彼は，種々の肝疾患患者において，ASGP受容

体活性が，急性肝疾患患者においては，血清

GOT，　GPT，　LDH，ビリルビンの上昇，総コレス

テロール，E／T比の低下，プロトロンビン時間の

延長と，また，慢性肝疾患患者においては，

ICGRI5の停滞，血清コリンエステラーゼ，　E／T

比アルブミンの低下と，密に相関することを報告

した17・18）．さらに，肝癌患者において，CTスキ

ャンで測定した癌部の肝内占有率の増加に一致し

て，血清ASGPが上昇することを明らかにした19）．

これらの成績は，種々の肝疾患に際し，ASGP受

容体活性が，急性肝疾患では肝細胞障害度と，慢

性肝疾患および肝癌においては肝残存能もしくは

肝残存重量と一致して変動し，それがASGPク

リアランスの変動に正確に反映されることを示唆

するものである．

　今回は，ASGPと等価にASGP受容体に結合

し肝臓に取り込まれるGHSAを利用して，ラット

急性および慢性肝障害における99mTc－GHSAク

リアランスならびにASGP受容体活性を測定し，

それらが，急性肝障害では肝細胞障害度を，また

慢性肝障害では肝線維化進行度および肝代謝能の

低下を鋭敏に反映することを証明し，99mTc－

GHSAクリアランス測定が，種々の肝疾患の重

症度判定の指標として有用であることを明らかに

した．

　今回，99mTc－GHSAクリアランスのパラメータ

としたKd，　K。は比例恒数であり，　fractional

clearanceすなわち，単位時間（1分間）に，ラジオ

ァイソトープが肝に除去される血液量の，全血液

量（V）に対する割合を表わす．すなわち，有効肝血

流量をF，肝除去率をEとすると，Kd（K。）－F×

E／Vとなり，肝除去率Eは先に述べたごとく12）

ASGP受容体活性に一致して変動すると推定され

る．慢性肝障害における肝病変が肝硬変にまで進

展すると，有効肝血流量が減少することは良く知

られているが，本実験の慢性肝障害においても，

パラメータがASGP受容体活性4　ng　bound／g肝

を境にして2相性に変動した．この理由としては，

ASGP受容体活性が4μg　bound／g肝以下の重症

慢性肝障害では，ASGP受容体活性低下に伴う肝

除去率の低下に加え，有効肝血流量が急速に減少

することによると推測した．すなわち，先に述べ

た組織学的線維化進行度と対比させると，明瞭に

膠原線維の増生が見られたgrade　IIの状態より，

grade　lllの偽小葉に改築されてゆく過程におけ

る有効肝血流量の減少が著しいと考えられた．

　今回は，ラットという小動物を対象に行った実

験であり，関心領域設定による肝の各部について

の評価や，multicompartment　analysisによる信逓

性のある肝血流の評価は困難であった．しかし本

法は形態と機能の情報が同時に得られる検査法で

あり，SPECTを使用することにより，より詳細

な局所肝機能の評価が可能であると考えられる．
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Summary

ANew　Liver　Function　Test　Using　the　Asialoglycoprotein－receptor　System

　　on　the　Liver　Cell　Membrane：nl．　Evaluation　for　UsefUlness　by　Liver

　　　　　　　　　　　Function　Test　Using　the　Tc－99m－Neoglycoprotein

Hiroshi　HAzAMA＊，　Soukichi　KAwA＊＊，　Yoshitsugu　KuBoTA＊，　Michimasa　KoJiMA＊＊，

　　Toshihiko　MuRAsE＊，　Hiroyasu　OKuNo＊，　Yuji　NAIToH＊，　Yutaka　NlsHIYAMA＊＊，

　　　　　　　　Koumei　WAsHINo＊＊＊＊，　Takeo　HAsEGAwA＊＊，　Takaya　SAwAMuRA＊，

　　　　　　　　　Yutaka　TAsHIRo＊＊＊，　Yoshimasa　TANAKA＊＊，　Yasuko　SHIozAKI＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　Yoshiko　SAMEsHIMA＊

＊　The　Third　1）epart〃lent　of　lnterna’ルledicine，＊＊」Depart〃le〃’of　Radioto宮y，

　　＊＊＊The　First　Depart〃ient　of　Physiology，　Kansaiルledical　c／niversity

　　　　　　　　　　　　　　＊＊＊＊Niho〃ルledi－Physies　Co．，、L’d．

　　We　evaluated　the　v川dity　of　a　new　liver　function

test　using　liver　scintigraphy　based　on　the　asialogly－

coprotein（ASGP）receptor　system　on　the　liver

cell　membrane　in　rats　with　galactosamine－induced

acute　liver　disorder　and　those　with　carbon　tetra－

chloride－induced　chronic　liver　disorder．

　　Neoglycoprotein（GHSA）produced　by　combin－

ing　human　serum　albumin　with　32　galactose　units

was　labeled　with　99mTc　and　administered（50μg／

100gbody　weight）to　rats　with　acute　or　chronic

liver　disorder．　Clearance　curves　were　produced

based　on　liver　scintigrams　and　analysed　using　the

two－compartment　model　to　obtain　parameters．

　　In　acute　liver　disorder，　the　prolongation　of

99mTc－GHSA　clearance　and　the　decrease　in　ASGP

receptor　activities　correlated　well　to　the　increase

in　serum　GOT　and　the　decrease　in　the　esterified

to　total　cholesterol　ratio（E／T　ratio）；in　chronic

liver　disorder，　they　correlated　significantly　to　the

increase　in　the　content　of　liver　hydroxyproline

（Hyp）which　increased　in　proportion　to　the

severity　of　liver　fibrosis　studied　histologically，

and　to　the　decrease　in　the　contents　of　cytochrome

P－450and　cytochrome　b5　in　liver　microsomes．

Significant　correlation　was　observed　between　the

prolongation　of　99mTc－GHSA　clearance　and　the

decrease　in　ASGP　receptor　activities　in　both　acute

and　chronic　liver　disorders．

　　These　findings　indicate　that　the　measurement　of

99mTc－GHSA　clearance　can　be　a　new　liver　func－

tion　test　sensitively　reflecting　the　severity　of　liver

damage．

　　Key　words：　Liver　function　test，　Asialoglyco－

protein，　Asialoglycoprotein　receptor，　Neoglyco－

protein，　Liver　scintigraphy．
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