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   By the oral administration of ethionamide (TH), a fatty liver is induced in rat experimen-

tally. From the fact that glucose-6-phosphate dehydrogenase activity of the soluble fraction 

of liver was enhanced in TH-administered rats, it was suggested that the remarkable increase 

of fatty acid synthesis in liver may cause the fatty liver of TH-administered rats. In this 

report, the fatty acid composition of total lipid in TH-administered rat liver was analysed by 

means of gaschromatography, comparing with those of the control and  CC14-administered rat 

livers. 

   Male Donryu rats weighing 100 to 150 g were used. TH (200 or 400 mg per kg body weight 

as a suspension in distiled water) and CC14 (5 ml per kg body weight as 1 . 1 mixture in liquid 

 paraffin) were administered respectively by gastric tube. Rats were sacrificed at certain interval 
by decapitation and livers were removed. 

   The extraction of total lipid of liver was done according to the method of  Folch. The 

extracts were washed in  NaC1 solution, evapolated to dryness and  refluxed with  H2SO4.  methanol. 

The methyl esters were washed, separated, evaporated and dissolved in small amount of ethyl 

ether. 

   Gaschromatographic analysis was carried out at  180'C in a glass tube of 2, 000 mm long and 

3 mm internal diameter. DEGS was used as stationary phase and nitrogen as carrier gas. 

   For the quantitative determination of the total fatty acid of liver, the method of Drysdale 

was employed. 

   The results obtained were as follows. 

   Total fatty acid increased both in the livers of TH-administered rats and in those of  CCl4-

administered rats. In the fatty liver induced by TH, palmitic, oleic and linoleic acids were 

increased and stearic and C 20 unsaturated fatty acids were decreased in the percentage of the 

total lipid. These changes appeared in a short period after starting the use of TH, and lasted 

during the period of daily administration of TH. In case of a single dose, however, these 

changes disappeared completely 96 hours after the administration of TH. 

   Increase of oleic acid and decrease of stearic acid in percentage of total lipid were also 
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observed in the liver of  CC1radministered rats. 

   From these results, especially from a definite increase of linoleic acid, an extrahepatic 

factor as well as the intrahepatic one must be discussed in regard to the origin of the accu-

mulated fat in TH or  CC14-administered rat liver.

緒 言

Ethionamide(以 下THと 略す)を 実験的にラットに

投与することにより肝臓に著明な脂肪の蓄積がみられ,

いわゆるTH脂 肝を誘起する1)。われわれはこのTH脂

肝の発現機序の解明を試み,前 報2》の ごとく,TH投 与

ラット肝においては細胞可溶分画中のglucose-6-phos・

Phatedehydrogenase(G-6-PDH)の 活 性が上昇す る

ことから,THに よる脂肝形成の一因が,肝 における脂

肪酸合成の異常な充進にある可能性を推測した。 しか し

脂肝形成の要因は脂肪酸の合成促進8⊃～6)のみ ならず,リ

ボ蛋白の生成ないしはその肝組織外への分泌阻害6)な ど

の肝内因子やさらに食餌あるいは脂肪組織などによる肝

外因子7)'vlo)が考えられる。

本報告においては,TH脂 肝における蓄積脂肪の由来

を知る一つの手がか りを得る目的で,正 常ラヅト肝およ

び比較的多 くの研究結果やその機構が明らかにされてい

る四塩化炭素脂肝の脂肪酸成分とTH脂 肝のそれとを比

較検討 し,得 られた2,3の 結果について報告する。

材料および方法

1.実 験動物,飼 料および薬剤の投与方法

実験動物には,ゼ ネラル固型飼料MR-1(実 験 動物関

西研究所)で 飼育した体重100～1509のDonryu系 雄

ラットを用いた。

THは2-ethy1-thioisonicotinamide(塩 野義製薬)原

末を乳鉢で細かく砕き,所 定量を蒸留水に懸濁させたも

のを耳鼻科用水銃で胃内に注入した。対照には同量の生

食水を同様に与えた。四塩化炭素は流動パラフィンとの

混合液(1=1)5ml/kg体 重を,対 照には同量の流動パ

ラフィンのみをTHの 場合と同様に経口投与 した。

皿.試 料の調製法

一夜絶食させた動物を断頭脱血 した後ただちに開腹
,

氷冷生食水で肝を灌流,血 球を十分洗い出 してから肝を

別出,重 量を測定し,た だちに 一20℃ のデ ィーププリ

ーザーに入れ凍結保存したものを試料として用いた
。

皿.肝 総脂質の抽出法

肝の総脂質の抽出はFolchの 方法11)に従 つた。すな

わち湿組織1gに つきchloroform・methanol(2:1,

v/v)20mlを 加えてガラスホモゲナイザ ーでホ モゲナ

イズし,室 温で2時 間,マ グネチ ックスターラーで撹拝

しながら抽出 した後,水 流ポンプを用いて濾過・残渣に

chloroform.methanol10mlを 加えて,さ らに2回 上記

と同じ方法を繰返 して抽出した。 この濾液を先の抽出液

に加え,こ れに0.2容 の0・73%食 塩水を加えて激 しく

振邊混和,一 夜氷室(0～5。C)に 放 置した後分液漏斗で

上層を除去した。 この下層のchloroform溶 液を総脂質

液として以下の測定に用いた。

π.総 脂質の定■法

総脂質の定■は,前 記総脂質のchloroform溶 液の一

定量を既知重■の容器にとり,減 圧下に24時 間デシケ

ーター中で乾固後秤量 し,総 脂質■とした。

V.肝 総脂肪酸の定量

肝総脂肪酸の定量はDrysdaleの 方法n)r.従 つ た。す

なわち前記総脂質のchloroform溶 液5mlを 共栓付試

験管にとり,60。Cの 温浴中で蒸発乾固 した。これに無

水ethanolsmlと4NNaOHO.5mlを 加えて軽 く栓

をし,80。Cの 温浴中で30分 間加温,再 び乾固 した。こ

れに蒸留水4ml,0・2%methylred1滴 を 加え,4N

H,SO,を 数 滴加えて酸性にした後isopropanol40容,

n-heptane10容 お よびNH2SO,1容 よ りなる混合液

5mZを 加 え,さ らに3mlのn-heptaneを 加 えて激し

く振邊 した。これを5分 間放置 した後上層液5mlを50

ml容 コルペンに移 し,thymolblueを 指 示 薬 と して

0.02NNaOHで 滴定 した。

va.総 脂肪酸のメチル化およびガスクロマ トグラフィ

ーによる脂肪酸の分析

総脂質のchloroform溶 液30～40mlを なす型 コル

ペ ンにとり,毛 細管で窒素ガスを通 じながら60℃ の温

浴中で減圧蒸留 した。残渣物に3%H2SO4methanol液

20mlを 加え70。Cの 温浴中で3時 間環流 した。冷却 し

た後同量の蒸留水を加え,さ らに同量のethyletherを

追加 して1分 間分液漏斗中で振邊混和 した。ether層 を

分離 し,こ れを同量のether飽 和水で洗浄 した後40℃

で減圧蒸留,残 渣物を少量のetherに 溶か した。 これに

少量のNa2SO4の 粉末を加え,窒 素ガスとともに小型試

験管中に密封保存した。

上記のごとくして得られたmethylesterO.4～0.8μ,

を使つてガスクロマ トグラフィーにより,構 成脂肪酸を

分析した。ガスクロマ トグラフィーに用いた装置および

条件は,BiomedicalGaschromatographMode1400(F

&MScienti丘cCorporationAvondale,PA.),ガ ラス
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カ ラム3mmX2,000mm,担 体celite60～80mesh

(島津),液 相diethyleneglycolsuccinate15%,キ

や リア ー ガス 窒 素,流 速120mllmin,カ ラム温 度

180℃,水 素 炎 イ オ ン化 検 出 器 で あ る。 な お 各 ピー

クの百 分 率 は 半値 幅 法 に よ り計 算 した。

結 果

Fig.1.Gas-ChromatographicPattemoftheTotal

FattyAcidintheControlRatLiver

1・TH投 与ラット肝における総脂質量の変化

TH200mg1kg体 重(以 下同じ)お よび400mgl

kgを それぞれ1回 ラットに経口投与 したさいの肝

総脂質量と・四堪化炭素脂肝のさいのそれ を 測 定

し・表1の ごとき成績を得た。すなわち肝 湿 重 ■(1)

1gに 対する総脂質量は,対 照の100に 対 してTH(5)

200mglkg投 与後24時 間で138% ,400mg/kg投 与後

6時 間で129%.同 じく24時 間後では156%と 明らか

に増加している。四塩化炭素投与群では脂質量の増加は

さらに著しく,対 照の100に 対 して,投 与後24時 間で

235%と2倍 以上の増加を示した。

皿・TH投 与ラット肝における総脂肪酸量の変化

TH400mg/kgを1回 投与したさいの肝総脂肪酸量の

変化は表2の ごとくである。肝湿重量19当 りの脂肪酸

量は,TH投 与後24時 間 までに対照のおよそ2倍 に達

するが以後減少 し,96時 間後には対照の レベルに回復

した。また四塩化炭素を投与したさいにも肝総脂肪酸量

5

Table1.TheAmountofTotalLipid

inRatL,iver

palmitic,(2)palmitoleic。(3)stearic,(4)01eic,

1inoleic,(6)C20unsaturatedacid.

Group
lN。.。f

l「atSl

Totallipid

溜騨Rati・

Control

TH200mglkg2411r.

400mglkg6hr.

24hr.

CC14inliquidpara伍n

(1:1)5mJlkg24hr.

4

3

3

0
」

3

66.8

92.2

86.2

104.0

156.9

100

138

129

156

235

は著明な増加がみられ,24時 間後には対照の2倍 に達

した。

皿・TH脂 肝における総脂質の脂肪酸組成の分析

THの 投与により増量した肝脂質の由来を検討するた

めに,ま ずTH脂 肝の総脂質の脂肪酸組成の変動を追求

した。図1は 対照ラット肝,図2はTH200mglkg投

与 後24時 間の脂肝におけるそれぞれの総脂質の脂肪酸

組成をガスクロマ トグラフ ィーにより分析した結果を示

す。これらの図より両者の脂肪酸組成のパターンの間に

は明らかな相違が認められる。すなわちTH脂 肝はC

18:1の オ レイン酸の著明な増加とC18:0の ステアリ

ン酸および炭素数20の 不飽和脂肪酸(C20F)の 著明

な減少を示す。

そこて,TH200mg/kg/dayを4日 間連続投与したも

の,TH400mg/kg1回 投与後24時 間 のものおよびこ

れらの対照 と,四 塩化炭素1回 投与後24時 間のものと

その対照の各群について肝総脂質の脂肪酸組 成 を 分析

し,各 脂肪酸含量を百分率で示 し各群を比較すると表3

の ごとくである。すなわちそれぞれの脂肪酸の占める割

合は,TH脂 肝 の対照ラット肝ではステアリン酸が2396

で最 も多 く,次 いでC16:0の パル ミチン酸(22.7%),
零Wetweight

Table2.TheAmountofTotalFattyAcid

inRatLiver

Group No.ofratsFattyacid寧

Fig.2.Gas-ChromatographicPatternofthe

TotalFattyAcidintheFattyLiverof

RatInducedbyEthionamide

Control

TH**6hr.

24hr.

96hr.

Contro1***

CCI4****6hr.

24hr.

5

3

3

3

2

3

3

34.5

71.7

59.2

35.9

37.7

66.3

75.6

・mgPergwetweightofliver.

"s400mg/kgofTHwasgivenorallybygastrictube .

鱒 。5ml/kgofliquidpara丘inwasgivenorally .

s""ssml/kgofCC14wasgivenorallyasa1:1(V,V)

mi】 【tureinliquidparaf五n.

る

獄
24hr.aftertheadministrationof200mgTH!kgbodywt .

(1)palmitic,(2)palmitoleic,(3)stearic,(4)91eic ,
(5)linoleic,(6)C20unsaturatedacid.
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C20F(21.8%)お よ びC18:2の リ

ノール 酸(19.2%)の 順 に 減 少す る。

こ れ に 対 してTH200mg/k91day4

日間 連 続 投 与 お よびTH400mg/kg1

回 投 与 後24時 間 の ラ ッ ト肝 では パ ル

ミチ ン酸(27.6%)が 最 も 多 く,リ ノ

ール 酸(19.9～23,3%) ,オ レ イ ン酸

(18.3～20,4%),ス テ ァ リ ン酸(11.2

～13.3%)と 減 少 し,オ レイ ン酸,リ

ノール酸 お よび パ ル ミチ ン酸 の 増 加 と

ステ ア リ ン酸 お よびC20Fの 箸明 な

減 少 が 特 徴 的 で あ る。

Table3,TheFattyAcidCompositionofRatLiver

Group

Control

TH200mg/kg/day,4days

TH400mg/kg24hr、

Control

CCI4inliquidpara伍n(1:1)

5ml/kg24hr.

Inpercentaget・thet・tal

Fattyacid●

dt6、 ・rc1611:C蕊C18・11C18・2C2・F

22,7

i;::1
:::91

1,11

2,711,2

1。913.3

1。7}30。5

23。0・10,2

18。3

20.4

9,3

19。221、8

19.99.3

23.311.3

17,317,5

　
2・36・415・016・0β4・0

Eachfigureehowgthemeanofthreeormoreanimals・

TH脂 肝の脂肪酸組成の特異的変化に対して四塩化

炭素による脂肝における脂肪酸組成の変化は,オ レイ

ン酸の著明な増加とステアリン酸の著明な減少はTH

脂肝の場合と同じ傾向を示しているが,C20F含 ■は

TH脂 肝 とは逆に増加する傾向にある。そしてこの点

がTH脂 肝 と四塩化炭素脂肝における脂肪酸組成を対

比した場合の特徴的な差である。

]v'.TH投 与時のラット肝脂肪酸組成の径時的変化

まずTH400mg/kgを1回 投与 したときのラット

肝脂肪酸組成の経時的変化を示せば図3の ごとくであ

る。すなわちTH投 与後6～48時 間の間にオレイン酸

および リノール酸の著明な増加とステア リン酸および

C20Fの 著明な減少傾向を示すが,96時 間後にはい

ずれもTH投 与前の状態に復帰する。

次にTH200mg/kg/dayの8日 間連続投与に伴 う

ラット肝脂肪酸組成の変動を追求し,図4に 示すよう

な結果を得た。すなわちTHの 第1回 目投与後6～12

時間ではTH400mg/kg1回 投与の場合と同様にオ

レイン酸および リノール酸の他パルミチン酸の割合が

増加し,ス テアリン酸およびC20Fは その割合が減

少するが,THの 経 日投与により1回 投与の場合と異

なり変化 した脂肪酸組成をそのまま維持する傾向を示

した。

考 察

実 験 的 脂 肝 の さい に肝 に蓄 積 す る脂 質 の多 くは 中 性

脂 肪 で あ る こ とはLombardi3)に よ つ てす でに 明 らか

に され て い る が,伊 藤 ら1)は 本実 験 に 使 用 したTHの

投 与 に よつ て誘 起 す る脂 肝 に お い て も 中性 脂 肪 が 増 量

し,中 で も と くにtriglycerideが 増 量 す る こ と を 明

らか に した 。

さ て,こ の 脂 肝 に お い て増 量 した 中 性 脂 肪 の 由 来 に つ

い て は い ろ い ろ な 角 度 か ら検 討 され て い るが,Creasey

ら3)は オ ロチ ン酸 投 与 に よ り14C-acetateの 肝triglyce-

rideへ の 取 込 み が 著 明 に 増 加す る こ と を 認 め,Maling

ら4)は 四 塩 化 炭 素 投 与 ラ ッ ト肝 内triglycerideへ の14C一

Fig.3.EffectofSingleAdministrationofEthionamide

ontheFattyAcidCompositionofRatLiver

で
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Fig.4.EffectofDailyAdministrationofEthionamide

ontheFattyAcidCompositionofRatLiver
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パル ミチン酸の取込みが増加することを報告している
。

またYoshidaら5)は メチオニン脂肝において脂肪酸合成

が促進することを認めているなど脂肝成因の一つが肝内

における脂肪酸合成の促進にあるとみる,い わゆる肝内

因子的な見解がある。われわれは前報2)に おいて,主 と

してNADPH2産 生酵素系・とくにG-6-PDHの 活性上
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昇による脂肪酸台成の促進がTH脂 肝の成因の・bny.tつてあ

ろうと推論した。

本報においてはTH脂 肝の総脂質の脂肪酸組成を分析

し,オ レイン酸含量の割合の増加とステアリン酸および

C20F含 量の割合の減少を認めたが,こ れらについては

Windmuellere⊃ の実験的オロチン酸脂肝における成績お

よびTakahashiら14,の ヒ ト脂肝における総脂質の脂肪

酸組成の分析結果 とよく一致 し.そ の原因が肝内因 ゴに

ょることを示唆するかもしれない。 しか しパルミチン酸

の絶対量についてはこれらの報告およびhttわ れ のTH

脂肝においてもともに増加しているが,総 脂肪酸量に対

する割合については前者においてはむしろ減少 している

のに対し.わ れわれの成績では増加している。この点に

ついてはさらに検討を加えたい。

こうした各種の脂肝における総脂質の脂肪酸組成の変

化は.肝 脂質中に占める中性脂肪の割合が増加すること

によるものと思われる。 この増量 した中性脂肪の由来に

ついてWindmueller6)は,オ ロチン酸脂肝ではsH20の

肝脂肪酸への取込みが増加する反面,血 中の3H脂 肪酸

が減少すること,血 中のtriglyceride,cholesterolお よ

び燐脂質濃度が低下する時期と一致 して肝脂肪の蓄積が

始まることなどから,脂 肝形成の要因が肝内に存在する

と考えている。 しか しわれわれはTH脂 肝の脂肪酸中 リ

ノール酸の絶対量の増加を認めた。この リノール酸は高

等動物体内では合成できないか,ま たは合成されてもそ

の量はきわめてわずかであろう。 とすればその増量の原

因を肝内の脂肪酸合成促進だけでは説明できない。

脂肝の発生機序を肝内の因子に求める報告に対 して,

その機序を肝外因子によると考える人 も多い。すなわち

Takahashiら14)は,ヒ トの脂肝における中性脂肪の脂

肪酸組成が脂肪組繊のそれ と類似することから,肝 内に

蓄積される脂質は脂肪組織に由来することを示唆 してい

る。またIsselbacherら15)は,ア ルコールを大量に投与

したさいに上昇する血中遊錘脂肪酸が脂肪組織にみられ

る脂肪酸と類似していたと報告 して い る。Takahashi

ら14)のヒ トにお1ナる脂肝,Brodieら10)の アル コール脂

肝においてはいずれも本実験で示されたTH脂 肝の分析

結果と同様リノール酸の増加を認め,脂 肝の成因の一部

が肝外にあることを主張 している。 したがつてTH脂 肝

の成因を考察するに当たつてもさらに肝外の因子が重要

な一因であることが示唆され,引 続 きこの点に焦点を合

わせて研究を進めているので次報する。

四塩化炭素脂肝の成因については,Malingら4)は 血

漿中triglycerideが 低下 し血漿triglycerideへ の11C一

パル ミチン酸の取込みが低下 する一方,肝 内triglyce-

rideへ の14C一パル ミチン酸の取込みが増加することか

ら,脂 肝形成の要因を肝内に求めている。 しか し本報に

示す ごとく,四 塩化炭素脂肝においても表2お よび表3
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から,リ ノール酸の絶対量は正 湖1;の 湿重量lg当 り

37・7x17・3/100=6・5tmg)にkjし,四 塩化炭素投与後

24時 間の肝では75・6x16・0/100=12.1(mg)で その増

加は明うかであり,し たがつて四塩化炭素脂肝について

もTH脂 肝におけると同様,そ の成因を肝内だけの因f

に限ることは論理的に困難で,さ らに詳細に検討する必

要があご,と考えられるe

結 論

1.TH脂 肝における蓄積脂肪の由来を知るための手

がかりとして,正 常ラット肝および四塩化炭素投与ラッ

ト肝の脂肪酸組成とTH脂 肝のそれ とを比較検 討 し

た。

2・TH脂 肝においては総脂質のパル ミチン酸,オ レ

イン酸および リノール酸の割合の増加とステアリン酸お

よびC20Fの 割合の減少がみられた。

3・ オ レイン酸の割合の増加およびステアリン酸の割

合の減少は四塩化炭素脂肝においても著明であつたが,

C20Fに ついては,四 塩化炭素脂肝では著明な増加がみ

られた。

4・THの1回 投与では肝総脂質の脂肪酸組成の変化

は6時 間後よO現 われ,96時 間後には正常に回復した。

継続投与の場合には,変 化した脂肪酸組成はTHの 投与

期間中そのまま持続 した。

5・TH脂 肝 におけるリノール酸の絶対量 の増 加 か

ら,TH脂 肝 の成因については肝内の脂肪酸合成の促進

のみなうず,肝 外因子も考えられる。

6.同 様に四塩化炭素脂肝についても脂肝形成におい

ては肝内因子のみならず肝外因子が考えられ,検 討の余

地がある。

ご校閲賜わりました大阪大学癌研坂本幸哉教授ならひ

にご指導,ご 校閲賜わ りました岡山大学癌研内海耕燧助

教授に深甚なる謝意を捧げますとともに,実 験に ご協力

いただいた岡山大学医学部金政泰弘講師,大 阪大学医学

部奥村明氏に深謝いたします。

本報告の要旨は昭和44年7月 第44回 日本結核病学会

および昭和44年10月 第24回 国立病院療養所総合医学

会において発表 した。

なお本報告は,厚 生省国立結核療養所中央個別研究費

の配分を受けて行なつた研究の一部である。
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