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ラッ ト遊離肝細胞の呼吸速度お よび

生存率 に対す るニ コチ ンの効果

山下 弘 二1)

The effects of nicotine on the respiratory rate and cell 

      viability of isolated rat hepatocytes

 Kouji Yamashita1)

Abstract 

 The purpose of this study was to determine the effects of nicotine on the respiratory rate and cell viability of 

isolated rat hepatocytes. The effects of nicotine on isolated mitochondria were also investigated in preliminary 

experiments. Hepatocytes were isolated from 48-hour-starved male Wistar rats by the method of Berry and 

Friend4) with some modification. The isolated hepatocytes were suspended in Krebs-Henseleit solution 

containing 2% BSA (albumin). The respiratory rate of the cells was measured at 37 °C using a Clark oxygen 

electrode. Viability was calculated by the trypan blue exclusion test. The effects of nicotine, in terms of 

dependency on time and concentration, were compared in the nicotine group and no nicotine group (control 

group). Nicotine began to reduce the respiratory rate of hepatocytes from a final concentration of 1 u M, and a 
dramatic reduction in the respiratory rate was seen at 10 u M. The suppressive effect of nicotine on the 

respiratory rate appeared within several minutes in the range of nicotine concentrations of 1 — 10 u M, and the 

effect of nicotine was found to be concentration-dependent. Although the sample number was small, a clear 

tendency for viability to decrease with time was seen in the presence of nicotine at concentrations of 1 — 10 u M. 

However, in the presence of 10 u M of nicotine, the reduction in viability was not as great as the reduction in 

respiratory activity, suggesting that 10 u M of nicotine was not a sufficiently high concentration to cause cell 

death within a short time. The mechanism by which nicotine acts on hepatocytes could not be elucidated from the 

results of these experiments. However, preliminary experiments using isolated mitochondria revealed that 

nicotine at concentrations of 1 — 10 u M caused uncoupling, suggesting that the effects of nicotine on respiratory 

rate and cell viability of rat hepatocytes are due to suppressive action on a multienzyme system in the energy 

expenditure system. 

(J.Aomori Univ.Health Welf.3 (1) :115 —120, 2001)
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要 旨

本研究の目的は,ラ ット遊離肝細胞の呼吸速度 と生存

率を計測 して,ニ コチンの効果について検討することで

ある。さらに単離 ミトコン ドリアに対するニコチンの影

響についての予備的な実験 も行 った。遊離肝細胞は,48

時間以上絶食 したWistar系 の雄ラッ トを用いて,Berry

とFriend4)の 方法 によって調製 し,2%BSA(牛 アルブ

ミン)を 含むKrebs-Henseleit溶 液に懸濁 した。呼吸速

度は,ク ラーク型酸素電極 を用いて37℃ で測定 した。生

存率は,ト リパ ンブルー排除試験 によって計測 した。ニ

コチ ンの効果は,時 間依存性 と濃度依存性の点か ら,ニ

コチ ン添加群 とニコチ ンを添加 しない群(対 照群)と 比

較 した。その結果,ラ ット遊離肝細胞の呼吸速度は,ニ

コチ ンの終濃度が1μMか ら抑制がみ られ,10μMで 顕
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著な抑制効果が認められた。さらに呼吸速度 に対するの

ニコチンの効果は,1～10μMの 範囲で数分で現れ,し か

も濃度依存性が認められた。一方,生 存率 については,

ニコチンの濃度が1～10μMの 範囲で時間経過 とともに

低下する傾向にあった。 しか し,10μMで 呼吸速度の顕

著な抑制に比較 して,生 存率の低下はさほど大 きなもの

ではなかった。即ち,ニ コチ ンの濃度が10μMで は,短

時間に細胞死 を起こすような濃度でなかったと考えられ

た。遊離肝細胞 に対するニコチンの作用機序 は,こ の実

験からだけでは不明であるが,単 離 ミトコン ドリアを用

いた予備的な実験 によって,1～10μMの 範囲内では脱

共役作用(uncupling)が 認め られなかった。このこと

か ら,ニ コチンの効果は,む しろエネルギー消費系にお

ける多酵素システム(multienzymesystem)に 対する何 ら

かの抑制作用によると推察された。

I.は じめに

タバコの煙の中には化学物質が約4,000種 含 まれてい

るが,そ のうち200種 類以上が有害物質であ り,も っとも

主要な成分 はニコチ ン(nicotine)で ある1)。ニコチン

は,タ バコを1本 吸 うと約3mgが 口腔粘膜,気 道,肺

から吸収 され,数 分から10分後に血液中濃度が40ng/m

lに達 し,血 液中の半減期が30分 前後 と言われている2)。

またニコチンは,肝 臓のCYP26に よって特異的に代謝 さ

れて生理活性の低いコチニン(cotinine)に な り解毒 さ

れる。コチニ ンは,腎 から速やかに尿 として完全 に排泄

されるが,微 量であるが授乳時の乳汁中にも排泄 される。

またコチニンの尿中濃度は,タ バコの煙への暴露指標 と

して有用 とされている。

ニコチンは,タ バコの多 くの作用の原因 となる毒性揮

発性 アルカロイ ドであ り,自律神経節 と神経筋接合部を,

少量(最 初 に)で 刺激 し,大 量(時 間経過 とともに)に

なると抑制すると言われている。ニコチンは,コ チニン

の酸化的代謝過程で生成 し,イ ミニウムイオンも反応性

が高 く,生 体内に存在する高分子の求核官能基 と反応 し

毒性 を示す。この毒性 は,ピ ロリジン環を有する薬物の

代謝的活性化によると考えられている3)。

化学物質の肝蔵 における代謝や毒性 を検討す るための

in　vitro試 験法の一つに灌流肝臓標本がある。BerryとF

riend4)やMoldeusら5)に よって報告 された肝実質細胞

懸濁液は,in　situあ るいはin　vitoOで 肝臓 をコラーゲ

ナーゼで灌流する方法により,収 率良 く,生 存率の高い

状態で調製で きるようになった。肝臓 より遊離 させた直

後の遊離肝細胞は,化 学物質の毒性発現に重要な意味を

持つ薬物代謝活性が生体内に存在 していた状態 に近 く,

薬物等の代謝 と細胞の毒性的変化を同時に追跡できる点

で優れている。 さらに遊離肝細胞は無傷の肝臓が有する

ほとんどの代謝活性 を有 してお り,薬 物代謝の速度の研

究 に有効 とされている6)。

ニコチンは,腎 および肺でも代謝されるが80～90%が

肝臓で代謝 され,経 口致死量が成人で約60mgの 猛毒物

質であ り,症 状の発現 は急速で,摂 取後数分で死亡する

と言われている3)。しか し,ニ コチ ンの細胞 レベルでの

毒性効果についての研究は少ない と思われる。そこで本

研究では,そ の作用モデルとしてラット遊離肝細胞を用

いて,そ の呼吸速度 と生存率 に対するニコチ ンの効果に

ついて検討 した。 また細胞呼吸で重要な役割を果た して

いるミトコン ドリアに対するニコチ ンの影響について も

予備 的な実験を行った。

Ⅱ.対象と方法

1.対 象

実験動物 は7～14週 齢,48時 間以上絶食 したWistar

系雄 ラットを用い,門 脈か ら血管灌流下でコラゲナーゼ

処理 し,遊 離肝細胞を得た。分離後,細 胞 は2%BSA

(牛血清アルブミン)を 含むKrebs-Henseleit溶 液に懸

濁 し,生 存率70%以 上の遊離肝細胞 を実験 に使用 した。

具体的な手順7-9)は,ラ ッ トをpentobarbital　sodiumの 腹

腔内注射により麻酔 し,ハ サ ミで開腹 し,門 脈に切れ目

を入れ,前 灌流用緩衝液で洗い流 しなが ら,す ばやく門

脈の切開面からカニューレを挿入 し縫合糸で結紮 した。

同時 に肝臓の下大静脈 を切断 し血液を放出させた。その

まま40ml/minの 流速でペリスクポンプを作動 させ,約

40℃ に保温 した前灌流用綾衝液を灌流 した。さらに胸廓

部を開き,心 臓 を露出させた。下大静脈をハサ ミで切開

し,右 心房側からカニューレを挿入 し結紮 した。この状

態で4～5分 間灌流を続け,ス ムーズに灌流することを

確かめた上でポンプを止め,循 環液をコラゲナーゼ溶液

に切 り替え,再 び灌流 をはじめた。8～10分 間コラゲナー

ゼ溶液の灌流 を続けると肝臓は,次 第に消化 された。 こ

の状態で灌流 を中止 し,肝 臓の各葉 をハサ ミで切 り離 し

てからシャーレに移 し,ピ ンセットで細分すると消化 さ

れた肝細胞が分散 した。次 にナイロンメッシュを用いて

濾過 した。この細胞浮遊液を細胞遠心管に集め,冷 却遠

心機で低速遠心 した(50×g,5min)。 この遠心条件では,

肝実質細胞 は他の細胞 に比べ大 きいので遠心管の底に

パ ックされ,非 実質細胞,損 傷細胞,赤 血球,細 胞破片

等は沈殿 しないで上清中に残った。上清を静かに駒込 ピ

ペ ットで除 き,新 たに細胞洗浄用緩衝液を加え,細 胞を

ピペ ッ トで軽 く懸濁 した後,再 び低速遠心 した。この操

作を3～4回 繰 り返 し,最 終的にはBSA入 りのKrebs-

Henseleit溶 液に懸濁することによって,ほ ぼ均一な肝実

質細胞(遊 離肝細胞)を 得 ることができた。なお細胞洗

浄用緩衝液は前 もって冷却 してお き,で きるだけ肝細胞
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を低温に保ち,代 謝活性 を抑えておいた。遊離肝細胞は

ビカーに95%02-5%CO2混 合ガスを入れて栓 をして,

氷中で振盤(イ ンキュベーシ ョン)し た。

2.呼 吸速度の測定

呼吸速度は酸素消費速度 を指標 とした。酸素消費速度

は,微 量試料用酸素モニターシステムを用い,遊 離肝細

胞の懸濁液系にて溶存酸素濃度を測定 し,そ の変化から

算出した。飽和状態の溶存酸素濃度は,258μmolesO2/

l(25℃)と した。ニコチ ン添加群は,終 濃度1μM,5

μM,10μMで 測定 した。酸素消費速度は,単 位時間あ

たりの溶存酸素濃度の変化であ り,あ る時間内の平均酸

素消費速度 となる。

酸素消費速度=μmolesO2/1/min

湿重量mg・Wet・WT/ml

=μmolesO2/min/g・Wet・WT

さらに,ニ コチンの影響 を確実に計測するために,呼

吸活性を促進させ るグルタミン(Glutamine,終 濃度4

mM)添 加 して同様な実験を行 った。ニコチ ン添加群は,

終濃度1μM,3μM,5μM,10μMで 測定 した。

3.生 存率の算出

生存率は,遊 離肝細胞の トリパンブルー排除試験法10)

にて顕微鏡下 に算 出 した。0.4%ト リパ ンブルー溶 液

(Krebs-Henseleit溶 液入 り)と 細胞懸濁液を加 え,顕

微鏡下,細 胞計測盤上で生細胞数 と死細胞数を計測 した。

顕微鏡下(200倍)に 細胞 を観察 し,青 染 される肝実質

細胞を死細胞,そ れ以外 を生細胞 として数え,数 取器を

使 って細胞 を少な くとも,生細胞 と死細胞の総数が500個

くらいまで数えた。生存率(%)は(生 細胞数/生 細胞

数+死 細胞 数)×100か ら算 出 した。対照群 は恒温槽

(37℃,70/minで インキューベーション)に 入れる直前

に,ニ コチ ン添加群は恒温槽に入れた直後か ら経過時間

を測定 した。対照群,次 にニコチン添加群1μM,3μM,

5μM,10μMと 順 に,そ れぞれ15分 経過(0分,15分,

30分,45分,60分)ご とに生存率を計測 し算出した。

4.単 離 ミトコンドリアの呼吸速度の測定

呼吸で取 り入れた酸素は,99%以 上が細胞の ミトコン

ドリアの酸化反応 に使 われている。ミ トコンドリアの呼

吸速度は,十 分な酸化基質(ピ ルビン酸、コハク酸)と

リン酸が存在 していても低いが,こ こにADP(ア デノシ

ン ・ニ リン酸)を 添加すると急激な酸素消費の増加が起

る。ADPがATP(ア デノシン ・三 リン酸)に 変 ってAD

Pが なくなると呼吸は再び元の低い レベルに戻る。ADP

のリン酸化の起 らない条件下では,呼 吸は持続的に高ま

る。このようにミ トコンドリアの呼吸速度は,ATPの 消

費反応(分 解)と 共役 している,言 い方を変 えるとATP

が使われADPが 生 じた時に呼吸が高まる。こうして酸素

消費 されると同時に炭酸ガスが生 じ,ATP含 有量 はいつ

も一定に維持される11)。本研究では,ニ コチンがATPを

合成するリン酸化 を伴 わないで,ミ トコン ドリア中の酸

化 を進めるような代謝阻害作用,即 ち酸化 とリン酸化を

脱共役作用(uncoupling)を 行っているかについて予備

的な実験 を行った。

単離 ミトコンドリアの調製の手順12)は,遊 離肝細胞の

調製 と同様 の方法で解剖 し,ホ モジェナイズ溶液で灌流

を行った ら,肝 臓を切 り取 り,ホ モジェナイズ(homoge-

nize)操 作 と遠心分離操作によって,ミ トコンドリアを

分離 した。 この単離 ミトコン ドリアの呼吸活性を測定 し

て,ニ コチンの脱共役作用を調べた。呼吸速度は,反 応

混液とミトコン ドリア懸濁液 を混ぜて測定 した。対照群

は,順 にコハク酸(10mM　 succinate),ADP(200μM),

最後に代謝阻害剤であるDNP(dinitrophenol,50μM)

を添加 し,溶 存酸素濃度の変化を記録 した。一方ニコチ

ン添加群では,DNPの 代 わ りに,終 濃度1～10μM,さ

らに高濃度のニコチンを添加 して溶存酸素濃度の変化 を

比較 した。

ニコチ ンの効果は,時 間依存性 と濃度依存性の点か ら,

ニコチンを添加 しない対照群 と比較 した。統計学的処理

としては分散分析を用い,有 意差 を認めた場合には2群

間の検定を行 った。なお有意水準 は5%未 満 とした。

Ⅲ.結 果

1.呼 吸活性

実験 回数が6回,ラ ッ トの体重の平均が218.3±25.4

g,生 存率の平均が81.3±6.8%で あった。溶存酸素濃度

の時間的変化を観察すると,酸 素消費速度の変曲点が測

定開始後7分 前後にあったため,測 定開始後7分 間と7

分～17分 間との2区 間の酸素消費速度を算出 した。

測定開始後の7分 間の酸素消費速度は,7～17分 間よ

り高い値 を示 した(図1)。 ニコチン添加群の酸素消費

速度は,対 照群に比較 して低下する傾向が認められた(図

(N=6)

*

*

図1測 定開始後 の経過 時間 と酸素 消費速度 の比較

測定開始後7分 間の酸素消費度は、7～17分 間より高値を示した
*：P<0 .05
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2)。特に測定開始後7分 間の中で酸素消費速度 を比較す

ると,ニ コチン濃度10μMは 対照群よ り有意な低い値を

(N=6)

4)。

2.生 存 率

60分 経 過 時 の生存率 を比 較す る と対 照群 の生 存率 の

平均が71.9±5.6%で あ るの に対 して,ニ コチ ン添加濃

度1μMが66.6±8.7%,3μMが62.6±8.6%,5μMが

68.1±3.7%,10μMが65.7±6.1%と 低 下 す る傾 向 に

あ った(表1,5図)。 なお使用 した ラ ッ トの体重 は,180.0

±16.3gで あ った。

表1生 存率の時間的変化とニコチンの濃度

図2ニ コチ ンの濃度 と酸素 消費速度 の比較

測定開始後7分 間では、ニコチン濃度10μMと 対照群とに有意

な差が、認められた。
*:P<0 .05

「経過時間

N=3

0

15分

30分

45分

60分

対照
平均
80.3

775

762

743

719

±標準偏差
1.8

35

1.2

30

5.6

1μM

平均
77.4

75.4

71.8

68.1

66.6

±標準偏差

1.2

1.9

4.7

7.2

8.7

3μM

平均値±標準偏差
79.1

75,5

2.4

0.6

75.4 0.5

66.6 5.3

626 8.6

5μM

平均
79.6

72.1

69.4

73.4

68.1

t標準偏差
2.2

4.7

4.3

7.8

37

10μM

平均値 土標準偏差
2.0

2.4

3.4

43

61

示 した(P<0.05)。

次に,グ ルタミンを添加 して行 った実験では,実 験回

数が8回,ラ ットの体重が195.0±19.4g,生 存率の平均

が78.1±5.2%,測 定開始後7分 間と7～14分 間の2区 間

に分けて算出 した。測定開始後7分 間と7～14分 間との

酸素消費速度を比較すると,対 照群は7分 間より7～14

分間の方が高い値 を示 したが,ニ コチン添加群では7分

間より7分 ～14分 間の方が低い値を示 していた(図3)。

測定開始後7分 ～14分 間の中で酸素消費速度を比較する

と,ニ コチン添加群は対照群に比較 して有意な低い値 を

(N=8)

図3測 定開始後の経過時間えお酸素消費速度の比較

示 し(P<0.05～P<0.01),ニ コ チ ンの濃 度 が高 くな る

に したが って酸素消 費速度が低 下す る傾 向 にあった(図

(N=8)

図4ニ コチ ンの濃度 と酸 素消費速 度の比較

7～14分間では、ニコチン添加群が対照群との間に有意な定価が認

められた。
*:P<0 .05,**:P<0.01

(N騒3)

図5ニ コチ ンの濃度 と 生存 率の時間 的変化

対照群においても時間経過と共に生存率の低下がみられたが、

ニコチン添加群では対照群より、さらに生存率が低下する傾向

にあった。

3.ミ トコンドリアの呼吸速度とニコチンの脱共役作用

単離 ミトコン ドリアをリン酸 を含む等張液に懸濁 し,

その懸濁液 にコハク酸,ADP,DNPを 適時添加 した。

その時の溶液中の溶存酸素濃度 と時間的変化の関係は,

ミトコンドリアの呼吸速度(O2吸 収速度)が 溶存酸素

濃度 の減少速度に反映 される(図6-A,図6-B)。

ミトコン ドアの懸濁液だけでも非常 に遅い酸素の消費

がみ られたが,こ れはミ トコンドリアの内部に呼吸基質

が少量存在するためであった。次 に呼吸基質であるコハ

ク酸を添加すると,呼 吸速度は少 し上昇 した(state4

呼吸)。 この状態でADPを 添加すると,呼 吸速度は数倍

に増大 した(state3呼 吸)。 添加 したADPが すべてAT

Pに 転換 されると,再 びstate4呼 吸 に戻った。state4

呼吸の時にDNPの ような脱共役剤 を加えると,ミ トコ

ン ドリア内膜のプロ トン駆動力が消去 されて酸素消費

速度は促進される。 しか し,こ の脱共役状態ではATP

の合成は,起 こってはいない。

一方
,DNPの 代わ りにニコチンを1μM～10μM範

囲で添加すると,酸素消費速度に大 きな変化が認められ

なかった。次にニコチン1mMの 添加では,酸 素消費速

度が大 きく促進 された(6図 一A)。 さらに,ニ コチン

の濃度50μM,100μM,250μM,500μMを 順に添加
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図6-A単 離 ミ トコ ン ドリアの 呼吸活 性 に対す るニ コチ ンの影響

ミ トコン ドリアの呼吸活性 は、溶 存酸素濃度の減 少速度に反映 され る。

state4呼 吸の時 にDNP(脱 共役 剤)を 加え ると酸 素消費速度は促進 さ

れ、溶存 酸素濃度は急激 に減 少 した。DNPの 代わ りにニ コチンの濃度1

μM、3μM、5μM、10μMを 添加 した時 は、 酸素消費速度 に変化 が

認 められなか った。

図6-B単 離 ミトコンドリアの呼吸活性に対するニコチンの影響

ニコチ ンの濃度50μM、100μM、500μM、 を添加する と、250μM近

辺から酸素消費速度が促進される傾向にあった。

すると,250μM近 辺から酸素消費速度が促進 される傾

向にあった(図6-B)。

この予備的な実験から,ニ コチンの濃度が250μM以 上

の高濃度では,酸 素消費速度は促進 される傾向にあった

が,1～10μMの 範囲内では単離 ミトコン ドリアに対 し

てエネルギー脱共役作用は認め られなかった。

Ⅳ.考 察

遊離肝細胞 を用いたニコチン代謝の研究には,L.G.

Aboodら13-14)の ニコチンの輸送 と結合の関連 についての

論文がある。ニコチンが結合す るための最適なpHは 通常

より高いが,脳 膜ではニコチ ンが プロ トン化 されるのに

pH6.5が 最適であった。さらにニ コチン類化合物の薬理

的な能力 と肝細胞膜へ結合能力 との間に良好 な相 関が

あった。ラット肝細胞においてニコチ ンがコチニンへ変

えられる割合は,集 積(accumulation)と 結合する温

度に関連 していると報告 している。Kashiwaguraら は,

ラット遊離肝細胞を用いてエネルギー代謝や呼吸活性 に

ついての研究 を行っている15-16)。本研究では,Kashiwa

guraら の実験系を用いて遊離肝細胞の酸素消費速度 と

生存率を計測 し,ニ コチンの効果について検討 した。

ニコチ ンの経口致死量 は成人で約60mg,体 重1kgあ

た り1mgと 言われている2)。 ヒ トの体重の60%が 水分

と仮定 し,ニ コチ ンの経口致死量 を濃度に概算すると約

10.2μMと なった。本研究では,こ の濃度 を参考に1～

10μM近 辺か ら実験を行った。

1～10μM範 囲内でニコチ ン添加群 の酸素消費速度

は,対 照群に比較 して低下する傾向が認め られた。特に

測定開始後7分 間の中で酸素消費速度を比較すると,ニ

コチン濃度10μMで は対照群 より有意な低値 を示 した。

さらに,グ ルタミンを添加 して行った実験では,グ ルタ

ミンの呼吸速度を促進す る作用があるためニコチ ンの抑

制効果の方が強 く現れるのに時間がかかったと考えられ

る。測定開始後7分 間と7～14分 間との酸素消費速度 を

比較すると,対 照群では7分 間より7～14分 間の方が高

値 を示 したのに対 して,ニ コチン添加群では,1～10μM

の範囲内では7分 間より7分 ～14分 間の方が低値を示 し

た。特にニコチ ン添加群の7～14分 間の酸素消費速度は

対照群に比較 して有意 な低下が認め られた、,これらの結

果から,ニ コチ ンの濃度が1μMか らラッ ト遊離肝細胞

の呼吸速度の抑制がみられ,10μMで 顕著 な抑制効果が

認められた。さらに呼吸活性に対するのニコチンの効果

は,1～10μM範 囲で数分で現れ,し か も濃度依存性が認

められた。

一方
,生 存率については,サ ンプル数が少なかったが,

ニコチ ンの濃度が1～10μMの 範囲で添加後,時 間経過

とともに低下する傾向にあった。 しか し,10μMで 呼吸

速度の顕著な抑制に比較 して,生 存率の低下はさほど大

きなものではなかった。即ち,ニ コチンの濃度が10μM

程度では,短 時間に細胞死 を起こす ような濃度でなかっ

たと考えられる。

遊離肝細胞に対するニコチンの作用機序 は,こ の実験

からだけでは不明であるが,単 離 ミトコン ドリアを用い
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た予備的な実験 によって,1～IOμMの 範囲内では脱共

役作用が認められなかった。このことか ら,ニ コチンの

効果は,む しろエネルギー消費系における多酵素システ

ム(multienzyme　 system)に 対する何 らかの抑制作用によ

ると考 えられた。多酵素システムとは,細 胞 を正常に機

能させ るために働いている多 くの酵素である。細胞膜で

はATP分 解酵素(Na-K-ATPS)が 能動輸送(active

transport)を 行 っている。能動輸送は細胞内の物質代謝

によって生産 されたエネルギーによって行われているた

め,細 胞が死滅すると細胞膜の両側のイオン分布が平衡

状態に達 し,エ ネルギーも消費されることはない。この

ようなATPSに ニコチンが何 らかの影響 を与えている可

能性がある。ニコチンによって細胞でのNa-K-ATPS

の機能障害を起 こし,生 存率が低下 したと推測 される。

肝臓は生体において異物代謝を介 して解毒,活 性化 を

行 う重要な器官であ り,ニ コチン代謝の大部分が肝臓で

行われていることから,今 回のラッ ト遊離肝細胞用いた

実験系 はニコチン効果の研究するための有意義なモデル

であると考える。
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