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ラジオオートグラフィーによる抗アレルギー剤
Tranilastのラット肝臟内局在
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　　　　　　エnorder　to　demonstrate　the　localization　associated　with　metabolismL　of　aロanti・allergic　agent，

　　　Tranilast，　in　the　liver，1ight　and　electro血microscopic　radioautography　of　the　liver　were　per．

　　　forrned．　Rats　were　administered　3H－Tranilast　orally，　and　were　sacri且ced　15　minutes　to　24　hours

　　　after　the　administratio皿・The　livers　were　remQved　and　fixed，　embedded　and　processed　fQr　Iight

　　　and　electron　microscop三c　radioautography，

　　　　　　3H－Tranilast　was　absorbed　rapidly，　and　the　radioactivity　in　the　liver　increased　and　then

　　　decreased　rapidly　within　several　hours．　On　the　light　microscQpic　radioautograms，　the　number

　　　of　silver　grains　reached　a　maximum　at　3　hours　after　admiロistration．　From　l　to　6　hours　after

’　administration，　the　silver　grains　decreased　frQm　the　portal　area　toward　the　central　area．　On

　　　the　electrQn　microscopic　radioautograms，32．7－47．0％of　all　silver　grains　on　the　hepatocyte　were

　　　localized　on　mitochondria・especially　on　mitochQndrial　membrane　at　any　experimental　period，

　　　From　these　resu1ts，　if　was　probable　that　the　light　microscopic　localization　of　radioautographic

　　　silver　grains　was　associated　with　Tranilast　uptake　into　hepatocytes　on　each　hepatic　Iobular

　　　compartment　and　the　metabolic　process　from　uptake　to　excretion　of　Tranilast　in　the　hepatocyte

　　　on　each　hepatic　lobular　cQmpartment．　The　electron　microscopic　loca玉ization　of　silver　grain＄

　　　was　asssociated　with　the　mitochondrial　enzyme．　Shinshu　Med．7．，87：597－608，2989

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication　July　8，1989）
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　　　　　　　　　　　　　　・緒言　　辮縫篇罷爾窒寡霧鯨

　医薬品の生体内動態，すなわち吸収，分布，代謝，排　　　グラフィーによる器官・組織レベルのマクロ的な検討

泄に関しては，．従来ほとんどが化学的ないし放射性物　　に留まっている。しかし，これらの情報の下に，細胞
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　ないし細胞小器官レベルでの物質の動態，局在を明ら　　パラフィンに包埋した。ミクPtトーム（大和光機）に

かにすることは，その物質4）薬理学的および生化学的　・より4μmの切片・を作製し，脱パラフィソ後，dipping

　な作用機構を解明するうえで有益な知見が得られるも　　多量作製法4）5）によりラジオオートグラフ乳剤Sa・

のと考えられる。　　　　　　　　　　1』　　弓　　kura　NR－M2（小西六写真工業）を適用した。4°C

　　N・（3，4・dimethoxycinnamoyl）anthranilic　acid　　の暗箱内で10および20週間露出，　SDX－1現像液（さく

（Tranllast）は，肥満細胞や好塩基球からの化学伝達　　ら）で20°C，5分間現像し，定着後，　Hematoxylin・

物質遊離抑制作用を有し1）噂3），気管支喘息などの　　Eosil1染色をして観察した。なお，標本の作製操作は

Typeエアレルギーの経口治療剤（商品名Rizaben⑳）　　すべて同時に実施した。ラジオオートグラムの解析は

として我国で開発された医薬晶である。今回我々は，　　10週間露田した標本で，肝小葉を中心帯，中間帯およ

生体内のおもな薬物代謝の場である肝臓における薬物　　び周辺帯の3区画に分け，各区画50個の肝細胞の細胞

の代謝，排泄に伴う薬物動態を形態学的にとらえるた　　質あるいは核上の銀粒子数を顕微鏡01ympus　Van・

めに，3H標識したTranilastをラットに経口投与し，　　ox　AHB－LBで対物鏡油浸100倍，接眼鏡10倍を使用

その肝臓を光顕ならびに電顕ラジオオートグラフィー　　し，測定した。

により検索した。その結果，3H－Tranilastによる銀粒　　1）　電顕ラジオオートゲラフィーe

子の肝小葉内および肝細胞内分布に興味ある所見が得　　　肝臓の外側左葉を0．1Mリン酸緩衝（pH7．4）2．5％

れたので報告する。　　　　　　　　　　　　　　　　グルタールアルデヒド圃定液で2時間前固定後，同緩

　　　　　　　ll轍欄およ励法　　、Pti　1　％四靴オスミウム液で1醐後固定し・アル・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一ル上昇系列で脱水，プPピレンオキサイドで置換後，

A　使用動物　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ルベァック812（半井化学薬品，京都）に包埋した。

　Wi・tar系雄ラ・ト（5週齢・体重100～1309）14匹　超ミク・　1・・一ム（LKB，2088　Ult。。t。m。　V，　B，。．

を実験に使肌た・動物購岡職験動物農糊同組　mm・，　Sw・d・・）で0．1～0．15．”mの超醐片を作製

合より購入し・温度23±2°C・湿度57±5％・12時間／　　し，Sakura　NR－H2乳剤（小西六写真工業）をwire．

目照明の飼育室で固型飼料（CE－2・日本クレア）およ　　100p法5）6）により湿性適用し，4。Cの暗箱内で35週

び水を自由摂取させ・1週間飼育した後実験に使用し　　聞露出した。現像は塩化金増感液で乳剤を増感処理し

た。動物は突験開始前に一夜絶食させ・薬物投与後も　　た後，Phenido皿現像液で16・C，1分間行い7），0．2

絶食した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　％クエン酸鉛で短時間電子染色を施した。これらの操

B　薬物処理　　　　　　　　　　　　　　　　　　　作は全メッシュを同時に処理した。観察は，透過型電

　3H－Tranilast（比放射能：434・O　Ci／mmo1・New　　子顕微鏡JEM－1200EX（JEOL），加速電圧80～100

Engl・nd　N・・1・ar・USA・Fig・1）を灘水に懸濁し，　kVで行った．電顕ラジオオーげラムの解析は，最

40皿g／kg体重（53　mci／kg体重）を経口投与した。　　終倍率10，000倍に引伸した写真上で肝細胞を核・核小

投薬後15，3°分・1・3・6・12および24時間略2勲　体，維体，小溜・，その他のsmua小器官，細麟基

エーテル麻酔下に腹部大動脈より採血し・屠殺した・　　質の5区画に分け，half　distance　100nmとして画像

血漿および肝臓外側左葉の一部については・液体シソ　　解析装置（Model　G－3－A，武藤工業）を用いて解析し

チレーションカウンタm・（Tri－Carbo　4640，　Packard，　た8）g）。

USA）により放射能を測定した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　皿　結　　　果

職》・一職》　㌔糠肝嚢甥灘。び肝＿的
Fig．1Ch。mica1、t，。、ture。f．・H・Trani1。、t．　放射活脈・とも噸似し雛移を示し，投搬15分

　　　　＊；3H・1abeled　position　　　　　　　　　　で最高となり，以後急速に減少し，24時間後には0に

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　近くなった（Fig．2）。

C　光顕ラジオオートゲラフィー　　　　－　　　　　B　光顕ラジオオートグラフィ＿

　肝臓の外側左葉を10％緩衝ホルマリン液で3日間固　　　sH－Tranilast投与後15および30分では，銀粒子は肝

定し・上昇エタノール系列で脱水・ベンゼンで透徹後　　細胞上には比較的少なく，類洞やDisse腔に多ぐみら
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　肝小葉を中心帯，中間帯，周辺帯に分け，これら3区

1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　画における肝細胞上の銀粒子数を計測した（Fig．4）。

　　　　　　　　　　　　：：．lli忌野　　3晒とも，欄u胞上の鮒子数畷搬のH5rffS経過

1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　とともに増加し，投与後3時間に最高値を示した。そ
L

l　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の後漸次減少し，投与後24時間では最高時の約20～25
1

1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　％の銀粒子数となった。また，銀粒子が比較的多い1，
1

c、、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3，6時間では小葉周辺帯が最も多く，小葉中心に向
　l°g’?@，，　　　　　　　　　　　　　　　　　　かって少なくなる傾向が認められた。
　、●ss

　　　森　　　　・　　　　　　　　　　　　C　電顕ラジオオートグラフィー

1　3　　6　　　　12　　　　　　　　　24（hour｝　　　3H・Tranilast投与後の各時・問とも，銀粒子の多くは

　　Time　afte「administ「ati°n°‘’3H　“T「anilast　　　　　細胞質ドヨに認められ，糸粒体への特異的局在を示す傾

Fig．2T，a。、iti。n、1。u，ves。f、pecifi、　，adl。a．解あ・た（Fig・　5・～5h）・糧白勺榊〒では（Table

　　　ctivity　of　the　plasma　and　the　liver　tissue　　1）・糸粒体における銀粒子数の比率が・時間によって

　　　after　oral　administration　of　3H－－Tranilast，　若干の変動はあるもの32～47％と他の細胞小器官と比

　　　53mCi／kg　（Tranilast　40mg／kg）・Means　　較して高く，特に糸粒体膜上に銀粒子が局在している

　　　灘pca跳濃df「ζ購＆♂a二1、語1鑑場合が多・み・れた（・・9・・・…）・小胞体・他・細

　　　spectrometry．　　　　　　　　　　　　　　　胞小羅官，細胞質基質においては，各時間で相当の変

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　動があり，一定の傾向は認められなかった。

批（Fig・3・・　3b）・投搬1・3および611柵こ瞼　　　　 N考　察
数の銀粒子が肝小葉全体の肝細胞の特に細胞質上に認

められた（Fig．3c，3d，3e）。このうち投与後3時間　　　Tranilastのラットにおける代謝物の生化学的研究

に最も多数の銀粒子が認められた（Fig，3d）。投一与後　　により，血漿中，胆汁中および尿中のいずれにおいて

12および24時間では肝細胞上の銀粒子は減少し，肝細　　もTranilastそのもの（未変化体），　Tranilastの4位

胞上にはわずかの銀粒子しか認められなかったが，特　　の脱メチル化合物（N－3），N－3の硫酸抱合体（N－3一

に投与後24時間では小葉間胆管上皮に銀粒子の局在が　　　S）およびN－3のグルクPン酸抱合体（N－3－－G）が同

認められた（Fig．3f）。投与後いずれの時間において　　定され，本研究に使用した3H・Tranilastの3H標識

も肝細胞に比較して，Kupffer細胞，伊東細胞，内皮　　部位は，3Hが単独に離脱あるいは転移しにくいこと

細胞，小葉間結合組織に銀粒子の特別な局在は認めら　　が明らかにされている10）11）。また，Tranila就はラ

れなかった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ットおよびヒト血清アルブミンとの結合性が高いこと

　肝小葉内での銀粒子の経時的な流れを調べるため，　　が報告されている12）。　したがって本研究で得られた

Table　l　Percent　distribution　of　silver　grains　over　subcellular　compartments　of

　　　hepatocytes　of　rats　in　electron　microscopic　radioautograms　after　3H－

　　　Tranilast　administration

Time　after　administration　of　3H－Tranilast
Compartment

1／4　　　　　1／2　　　　　　　1　　　　　　　3　　　　　　6　　　　24hr

Nuclei　　　　　　　　　　　　　15．9　　　 10．6　　　 11．1　　　　7．2　　　　8。8　　　　3。4

Mitochondria　　　　　　．34．3　　43．3　　32．7　　47．0　　36．1　　35．　O

Endoplasmic　reticulum　　13．4　　　20．7　　　21．7　　　17．5　　　17．6　　　15．7

0ther　organelles　　　　　　　　16．5　　　　13．9　　　　　8．8　　　　11．1　　　　17．5　　　　18．8

Cytoplasmic　matrix　　　　20，2　　　11。5　　　25。8　　　17。2　　　20。1　　　27．3

The　grain　analysis　was　performed　on　10　hepatocytes　of　each　animal　using　a

half　distance（100nm）on且iユal　prints　magnmed　at　10，000×　and　means　were

calculated　from　2　rats　in　each　group．
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　Fig．3　Light　microscopic　radioautograms　of　the　livers　of　rats　after　oral　administration

　　of　3H－Tranilast．×620，　a：15　rninutes　after，　b：30　minutes　after，　c：1hour
　　after，　d：3hours　after，　e：6hours　after，　f：24　hours　after．　a：Asmall　number
　　of　silver　grains　can　be　seen　over　the　hepatocytes．　Some　grains　are　seen　in　the

　　sinusoids　and　perisinusoidal　spaces。　b：The　same　finding　as　15　minutes　after
　　administration　is　seen　on　this　microphotograph．　c，　d　and　e：Many　silver　grains
　　are　observed　all　over　the　hepatocytes；especially，　numerous　silver　grains　are
　　localized　over　the　cytoplasm．　The　grain　density　at　3　hours　after　the　admini・
　　stration　is　the　highest　in　these　6　microphotographs．　f：Many　silver　grains　are
　　localized　over　the　epithelium　of　the　interlobular　bile　duct，　and　a　small　number

　　can　be　seen　over　the　hepatocytes．
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　　　　　　　　　　　　　　　〔コc＿，、、e．　　　　能あるいは取り込み量が多いことが推測される。1℃一

　　　　　　　　　　　　　　　暖mI”Le「n’ed’e’a“‘ee　　　Tranilastを用いたラットでの生化学的研究において，

e4°　　　　　　　　　投与後90櫛。わたる胆汁，卜1への放射灘物質の総排

　9、・　　　　　　　　　　　泄量は，投与量の55％であった17）。したがって別の
　馨　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　可能性としてTranilastが肝細胞内に入ってから，胆

曾2°　　　　　　　　　汁中蛇の細酬に掴【・泄されるまで腰する時間剥・

　碧1。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　葉内で不均一であることが考えられる。

套　　　　　　　　　　投与後24醐での小類囎上皮｝・認めら批雛
　　゜IA坊1361224、、．。，｝子の離は，投与後15分から・2醐のラジ君一トグ
　　　　　Tlme　afte「admi”ist「ati°1、・「’H－T・a・ila・t　　　　　ラムにおいてこのような銀粒子の局在が認められてい

，　　　，　　　　　　　。　　　　　　　　　　　　ないことから，胆汁中に排泄された3H－Tranilastの
Fユ9’4A。聡1識濃器、1儲藷、盤：代謝物・・上皮鱒・吸収・れたもの・推測さ・・る・

　　　1ight　microscopiC　radioautograms．　Rats　　　肝細胞内での銀粒子の局在は，投与後のいずれの時

　　　were　given　oral　administrations　Qf　3H－一　　間の電顕ラジオオートグラムでも細胞質の特に糸粒体

　　　T「anilast・53　mCi／k9・The　grain　counting　　に高い局在が認められた。ラット腹腔侵出細胞を用い

　　　靱鞍罫ll離讐灘灘翻輿製『ち搬継瀬蒲謬！
　　　group．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　されており18）。本研究で明らかにされた糸粒体上に局

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　在した銀粒子は，糸粒体のNa＋，　K＋－ATp、、eと関

銀粒子はTranilastあるいはその代謝物のもつ3Hに　　係があると推定される。

よるものである。

・H．Tra。ilast経。鵬後15分V。は，蝶の棚灘　　　　V結　語

は最高値を示し，速やかな吸収が確認された。この速　　　抗アレルギー剤，Tranilastの経口投与後の肝臓内

やかts血中への移行は，　Tranilastが胃および小腸全　　動態を調べるため，ラットを用いて光顕ならびtZl電顕

域の粘膜より吸収されること13）によるものと思われ　　ラジオオートグラフィーにより検討した結果，以下の

る。肝臓組織の放射活性も投与後15分で最大であった　　成績を得た。

が，光顕ラジオオートグラムの肝細胞上の銀粒子数は　　　1　光顕ラジオオートグラフィーでは，肝細胞上の

投与後3時間が最高値であり，放射活性値よりピーク　　銀粒子数は投与後の時間経過とともに増加し，揖与後

が遅れて認められた。投与後15分あるいは30分では類　　　3時間に最高値となり，その後減少して24時間では非

洞やディッセ腔に銀粒子の局在が認められることから，　常に少なくなった。小葉内での銀粒子の分布には不均

生化学的な放射活性測定においては肝細胞外の放射活　　一性があり，小葉の中心帯より周辺帯で高い分布を示

性の関与が大きいものと思われる。　　　　　　　　　　した。この原因としては小葉構造および小葉内におけ

　投与後1から6時間では肝小葉周辺に銀粒子数が多　　る肝細胞の機能的な不均一性によることが推定された・

く，中心に向かうにしたがって減少した。肝小葉内で　　　　2　電顕ラジオオートグラフィーでは，投与後の時

の肝細胞の不均一性についてはすでに多くの研究がな　　間経過を通して，糸粒体の特に膜に銀粒子の局在が認

されており，小葉周辺部は酸素分圧も高く，リボ蛋白を　　められた。このことより，Tranilastが糸粒体のNa÷・

はじめとした蛋白合成能，酸化還元酵素や一部の薬物　　K＋一’ATPas，と関係しているものと推察した。

代謝酵素活性が高いことが知られている14）－16）。　これ　　　稿を終わるにあたり，御協力いただきました食品薬

らのことから，肝小葉内銀粒子の分布不均一性の原因　　　品安全eンター秦野研究所　西垣敏明博士に深く感謝

のひとつとして，小葉周辺の肝細胞では薬物取り込み　　致します。
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