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In order to clarify the mechanism of fatty liver formation by ethionamide
, the effects of 

ethionamide on the fatty acid synthesis in rat liver were investigated .

 Male Donryu rats weighing 100 to 130g were used . Pure ethionamide (2-ethyl-thioisonicotinamide) 

suspended in distilled water was given orally through stomach tube
. Rats were sacrificed within 48 hours 

after single administration of ethionamide, livers removed and the specific activities of NADPH2 

generating enzymes in the soluble fraction of liver were measured spectrophotometrically.

 Another experiments were performed with regard to the incorporation of [2-14C] acetate into the 

liver lipids of ethionamide-administered rats. Each rat received intraperitoneally 10ƒÊCi of sodium 

acetate-2-14C (3.75 mCiim mole) at some time after the administration of ethionamide and was 

sacrificed 3 hours later. Liver total lipids were extracted according to the procedure of Folch et al
. Total 

lipids evaporated to dryness under nitrogen were dissolved in a small amount of chloroform
, treated with 

acetone and then separated into two portions; acetone soluble and insoluble fractions
. The former neutral 

fat fractions were evaporated to dryness and dissolved in 10m/ of chloroform
. The latter phospholipid 

fractions were dissolved in 3ml of chloroform. After evaporation of aliquots of the lipid extracts to 

dryness, total lipid, neutral fat and phospholipid were measured gravimetrically
. Another aliquots of the 

lipid extracts were added 15ml of scintillation fluid and the radioactivities were assayed with a liquid 

scintillation spectrometer (Packard Model 3003). The results obtained were as follows
.

 There were no remarkable changes in the NADPH2 generating enzyme activities of both 200mg 

and 400mg per kg body weight of ethionamide-administered rat  liver
.

 Incorporation of 14C-acetate into the total liver lipids of ethionamide-administered rats increased 

remarkably, and showed approximately three times the specific radioactivity of the control rat liver 3
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hours after the administration of ethionamide. Furthermore, it was found that the incorporation of 
14C -acetate increased particularly in the neutral fat fraction.

 It has been demonstrated that incorporation of 14C-palmitate into the liver lipids increased in 

carbon tetrachloride-administered rats, and that incorporation of 14C-acetate into the liver triglyceride 

increased remarkably also in orotic acid-administered rats. Other investigators suggested that the 

stimulation of hepatic fat synthesis might be a significant factor contributing to the development of fatty 

liver. Another report from this laboratory and the results presented above suggest that the utilization of 

acetate in the liver of ethionamide-administered rats increases and, as a result of the stimulation of fatty 

acid synthesis, the activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase rises in accordance with increased 

requirement of NADPH2. As described in another report, however, an increased import of lipid into the 

liver from adipose tissue was observed in the case of a high dose administration of ethionamide. It is 

necessary, therefore, to investigate more minutely the relation between these factors contributing to the 

development of fatty liver.

緒 言

Ethionamide (TH)を 継続投与 した ラ ットにおい て,

肝細胞可溶分 画中のブ ドウ糖-6-リ ン酸脱水素酵素(G6

PDH)の 活性が著 明に上昇す る こ とか ら,わ れわれ は

TH脂 肝の成因の一つが,肝 内におけ る脂肪酸合成の促

進 と関連があ ることを推測 した1)。 しか しその後の実験

に よ り,大 量のTHを1回 投与 した ラッ ト肝 で は,脂

肪の著 明な肝 内蓄積が認め られ る に も か か わ ら ず,

G6PDHの 活性は必ず しもこれ と平行 しないこ とを 認

め た。そ こで肝 内脂肪酸合成系に 及ぼすTHの 作 用を

き らに検討 す る た め,TH投 与 ラッ トに お け る14C-

acetateの 肝 脂 質へ の取 り込みを調べたので,

その結果 について報 告す る。

研 究 方 法

1.　 実験動物

実験動 物 に は,固 型飼料(ゼ ネラルMR-1,

実験動物関西研究所)で 飼育 した体重100～130

9の 呑竜系雄 ラ ヅトを用いた。

2.　 薬剤の投与方法

THは2-ethyl-thioisonicotinamideの 純末

(塩野義製薬)を 乳鉢で磨砕 した後蒸留水 に 懸

濁 し,200mgま たは400mg/kg体 重 を 耳鼻

科用水銃を用 いて,強 制的に経 口投与 した。対

照 には同量 の生食水 を同様に して与 えた。

3. NADPH2産 生酵素活性 の測定法

NADPH2産 生酵素試料 の調製法お よび 酵 素

活性の測定法は前報1)同 様である。

4. 14C-acetateの 肝脂質への取 り込み測定法

前述の ごと くTHを 経 口投与 した後3時 間,

6時 間お よび24時 間絶食 した ラ ヅトの腹腔内

にsodium acetate-2-14C 10μCi(3.75mCi/m mole)を

注射 した。3時 間後に断頭脱血 し直ちに開腹 氷冷生食

水で灌流 した後取 り出 した肝の重量を測定 し,前 報2)の

ごと くFolchら の方法3)に よ り肝 総脂 質を抽 出 した。

総脂 質試料 をなす型 コルベ ンに と り,毛 細ガ ラス管で

窒素ガスを通 じなが ら60。 の水浴上で減圧濃縮 した。 こ

れ を1mlの クロロホル ムに溶か し,10mlの アセ トン

を加えた。氷室に1夜 放置 した後,遠 沈 に よ りアセ トソ

可溶部 と不溶部を分離 し,可 溶 部 を 中性脂肪分画 と し

た。沈渣は リン脂質分画 と し,10mlの アセ トソを加 え

てさ らに1夜 氷室に放置 した。分離 した沈渣 を3mlの

ク ロロホル ムに溶か し,以 下の測定に用 いた。

Fig. 1. Activities of NADPH2 Generating Enzymes in

 Rat Liver after Administration of Ethionamide

 Time, hours 

200 mg/kg body weight of ethionamide was given orally through. 

stomach tube. Rats starved over night were sacrificed by decap

itation at the indicated time after the administration of ethion

amide. Livers were homogenized in 9 volumes of ice-cold medium 

containing 0.25 M sucrose, 0.1 mM EDTA and 5 mM Tris (pH7. 4), 

and centrifuged at 10,000 •~g for 20 minutes. The supernatant 

solutions were further centrifuged at 100,000•~g for 60 minutes,

 and used as crude enzyme solutions. Enzyme activities of glu 

cose-6-phosphate dehydrogenase (G 6 PDH), malic enzyme (ME)

 and isocitrate dehydrogenase (ICDH) were measured spectropho

 tometrically by increase of NADPH2 at 340 mp, at 25•‹.
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Fig. 2. Activities of NADPH2 Generating Enzymes in

 Rat Liver after Administration of Ethionamide

Time, hours
400 mg/kg body weight of ethionamide was given orally through 

stomach tube. Another conditions were same as in Fig . 1.

上 記 の ご と くして 得 られ た 各 肝 脂 質 試 料 の 一 定 量 を 蒸

発 乾 固 し,総 脂 質,中 性 脂 肪 お よび リン脂 質 量 を それ ぞ

れ 重 量 法 に よ り測 定 した 。 また 各 脂 質 試 料1mlに,1l

中1,4-bis-2-(5 phenyloxazolyl) benzene (POPOP) 200

mg, 2,5-diphenyloxazole (DPO)59を 含 む トル エ ソ

20容 と エ タ ノール1容 との混 合液15mlを 加 え,液 体

シ ンチ レー シ ョン カ ウ ン タ ー(Packard Tri-Carb Liquid

 Scintillation Spectrorneter Model 3003)で 放 射 能 を 測

定 した 。

結 果

1. THの 大 量1回 投 与 ラ ッ トに お け る 肝NADPH 2

産 生 酵 素 活 性

図1はTH 200mg/kg体 重 を1回 投 与 後24時 間 お よ

び48時 間 の ラ ッ トに お け る,肝NADPH2産 生 酵 素 の

活 性 を 測 定 した 結 果 で あ る。 イ ソ クエ ソ酸 脱 水 素 酵 素

くICDH),リ ン ゴ酸 酵 素(ME)と もに 活 性 の 変 動 は な

く,ま たG6 PDHは わ ず か に 活 性 の上 昇 す る 傾 向 が み

られ るが,そ の変 動は必ず しも著 明では ない。

図2はTH400mg/kg体 重を1回 投与 した際

の酵素活性を示 した ものであ るが,TH投 与後

48時 間 までの3酵 素の活性は著明な変動 が み

られ ない。

2.THの 大量1回 投与 ラッ トにおけ る14C-

acetateの 肝脂質へ の取 り込み

表1はTH200mg/kg体 重 投 与後3時 間,

6時 間お よび24時 間 の ラッ トに14C-acetate

を投与 した際の,肝 総脂 質量 の変化および14C-

acetateの 肝総 脂質へ の取 り込みを示 した もの

である。TH投 与肝 では14C-acetateの 取 り込

み の増加が著 しく,総 脂質1mg当 り1分 間 の

比放射能は,TH投 与後3時 間 で最 も高 く対照

の約3倍 に達 し,同6時 間約1.8倍,同24時 間約1.3

倍 となつてい る。

表2はTH200mg/kg体 重投与 後3時 間 の ラツ トに

ついて,肝 総脂 質を中性脂肪 を主 とするアセ トン可溶部

お よびアセ トン不溶部(リ ン脂質)に 分 画 し,そ れ ぞれ

の量的変化 と14C-acetateの 取 り込みを調べた結果 であ

る。表1に 示す ごと く,TH投 与後3時 間 の肝総脂質量

の変化は きわめてわずかであ り,中 性脂肪お よび リン脂

質の量的変化は認め られ ない。 しか るにTH投 与肝 では

14C-acetateの 取 り込み の増加が著 明であ り
,特 に 中性

脂肪 分画へ の取 り込みが 著 しく,対 照 の2.7倍 と なつ

ている。 この傾 向はTH投 与後6時 間 の肝にお いても認

め られ るが,TH投 与後3時 間 の肝におけ るほ どは著 明

ではない。

考 察

脂肪酸の生合成の際 に はATP4), CoA5), NADPH26)7)

等の補酵素が代謝調節因子 として取 り上げ られ て き た

Table 1. Total Lipid Content and Incorporation of [ 2 24C] Acetate int o
 the Liver Lipid of Ethionamide-Administered Rats

•¦ Wet weight.

 %t •¦•¦200mg/kg of ethionamide was given orally through 
stomach tube.

 Each rat received intraperitoneally 10ƒÊCi of•k2-14C) acetate (3
.75mCi/m mole) 3, 6 and 24 hrs after the ad

-ministration of of ethionamide. They were sacrificed 3 hrs later
, liver total lipid extracted in chloroform-methanol (

2:1) and the radioactivity assayed with a liquid scintillation spectro
meter.
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Table 2. Lipid Content and Incorporation of •k2-14C) Acetate into 

the Liver Lipids of Ethionamide-Administered Rats

•¦ Wet weigt. 

•¦•¦ 200mg/kg of ethionamide was given orally through stomach tube.

 Each rat received intraperitoneally 10,uCi of •k2-14C) acetate (3.75 mCi/m mole ) 3 hrs after the administra

-tion of ethionamide. They were sacrificed 3hrs later, liver total lipid extracted and treated with acetone, and the

 radioactivity assayed.

が,中 で もNADPH2に よる脂肪酸合成 の調節は,興 味

あ る問題 として しば しぼ指 摘され る ところ で あ る8)9)。

脂肪酸合成の促進に よつて増大す るNADPH2の 要求に

関 しては,絶 食後再び食餌を与え ることに よ り,ラ ッ ト

肝ではG6PDHの 活性が著明に上昇する こと10)1),また

糖尿病肝 では これが低下す る11)12)ことな どか ら,G6PDH

が主要 な役割を果た しているものと考 え られてい る。高

橋 ら13)はオ ロチ ン酸脂肝 および食餌性脂肝 に お い て,

HMP系 の充進 と脂肪酸合成酵素活性の上昇が同時に 観

察 され ることを報告 している。 しか し図1お よび図2に

示す ごと く,THの 大量1回 投与の際には,肝 内に著明

な脂肪 の蓄積が認め られ るに もかかわ らず,肝 細胞上清

分 画のG6 PDHは 明 らか な活性 の上昇が 認 め られ な

い。 この ことは,TH脂 肝の成因に関 しては,G6 PDH

の活性上昇が少な くとも脂 肝形成 初期の律速 因子ではな

い ことを示唆するのか もしれ ない。いずれ に せ よ,TH

投与肝では14 C-acetateの 肝 内脂質への取 り込みの増加

が著 しく,TH投 与後比較的短時間 の うちに,し か も特

に中性脂肪分画へ の取 り込み の増加が著 しいので,肝 内

におけ る脂肪 酸合成 の充進 を否定す ることはで きない。

四塩化炭素脂肝におけ る14Cーパル ミチ ン酸 のtrigly-

cerideへ の取 り込み の増加14),オ ロチ ン酸投与15)あるい

は ス レオ ニン欠乏脂肝16)におけ る14 C-acetateの 肝脂質

への著 明な取 り込みの増加等 脂肝形成の要因の一つが

肝 内におけ る脂肪酸合成の充進にあ るとす る見解は多数

報告 され ている。 これ までに報告 した結果1)な らびに今

回得 られ た実験 結果か ら,TH投 与 ラ ット肝ではacetate

の利用充 進に よ り脂肪 酸合成 がinduceさ れ る結果,増

大す るNADPH2の 要求に対応 してG6 PDHの 活 性が

上昇す るとい う推論が可能であ る。 しか しTHの 大量1

回投与の場合には,こ れ までの一連の実験結果2)17)から,

む しろ末梢脂肪組織か ら肝への脂質の移行増進が主要な

因子 であろ うと考 えられ るが,そ れに もかかわ らず14C-

acetatelの 取 り込みに著 明な増加が認 め られ ることは,

THI脂 肝 の形成には肝外 因子 のみ ならず,脂 肪酸 合成 の

促進等肝内因子の関与を示唆 する ものであろ う。

結 論

1. THを 大量 に1回 投与 した ラ ッ ト肝につ いて,脂

肪 酸合成 に際 して要 求され るNADPH2の 産生 に関与 し

てい ると考え られ てい るG6PDH,MEお よ びICDH

の酵素活性を調べた結果,い ずれ も著明な変化は認め ら

れなかつた。

2. 14C-acetateの 肝総脂質への取 り込みは著明 に 増

加 し,TH投 与後3時 間で対照 の3倍 以上に達 した。

3.　 また肝総脂 質をアセ トンで分画す る と,14 C-ace-

tateの 取 り込みは特に中性脂肪を主 とす る アセ トン可

溶部において著 しい増加を示 した。

4.　 これ らの結果か ら,TH脂 肝の形成には脂肪組織

よ り肝へ の脂質 の移行増進のほか,肝 内におけ る脂肪酸

合成 の促進が あ り,脂 肝形成に関す る他の要因お よび こ

れ ら各因子相互間の関連 につ いての総合的 な検討 が必要

であ る。

本報告の要 旨は,昭 和46年9月 第26回 国立病院療養

所総合医学会お よび昭和47年4月 第47回 日本結核病学

会総会に おいて発表 した 。なお本報告は,科 学 技術庁国

立機 関原子 力試験研究費 の配分を受け て行つた 研究の一

部 である。
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