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目的：短腸症候群では血漿シトルリンが低下する．中心静脈栄養から離脱できない短腸症候群では肝障害が進行し

肝不全にいたる症例がある．そこでラット短腸モデルにシトルリン添加中心静脈栄養の有用性を検討した．対象と

方法：ラットを腸管の単純切離吻合を行った吻合群，80％腸切除を行った短腸群，シトルリン群，アラニン群の４

群に分け中心静脈栄養を施行した．なおシトルリン群とアラニン群では各々を1g/kg/日となるよう中心静脈栄養

に添加した．７日間施行後，体重の変化，血液生化学検査，血漿アミノ酸分析，肝組織のHE染色・免疫染色，回

腸絨毛高を比較検討した．結果：肝機能検査はシトルリン群ではALTのみ他の３群と比べ低値を示した．体重変

化と血中尿素値は短腸群では他の３群に比べ低値を示した．血漿シトルリンは吻合群では短腸群とアラニン群に比

べ高く，またシトルリン群では吻合群も含め他の３群に比べ高値を示した．さらにシトルリン群ではオルニチンは

短腸群に比べ，アルギニンは他の３群に比べ有意に高値を示した．またシトルリン群では短腸群よりも肝細胞の8

-ヒドロキシグアノシン染色陽性率が低く，回腸絨毛高は高かった．結論：中心静脈栄養にシトルリン添加すること

より短腸症候群によるシトルリンをはじめ尿素回路を構成するアミノ酸値が上昇し，さらに肝の酸化ストレスや腸

管粘膜委縮も改善した．
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は じ め に

中心静脈栄養療法（total parenteral nutrition：

TPN）は低出生体重児や腸管大量切除症例など経腸

栄養摂取困難な小児長期生存患者の多大な貢献を果

たしている．しかし長期TPN管理を要する症例で

はしばしばカテーテル感染や肝障害などの合併症が

問題となる．特に肝障害は重篤な問題となることが

少なくなく ，この原因としてはbacterial  trans-

locationや進行性の脂肪肝などの関与が報告されて

いる ．Bacterial translocationは絶飲食等により

腸管粘膜が廃用性萎縮を来たし腸管免疫機能が破綻

することにより発生すると考えられている ．一方，

脂肪肝の進行はリポ蛋白の合成・分泌低下，糖の過

負荷による脂肪酸合成亢進，酸化抑制によって発生

するといわれている ．しかし両者ともTPNとの関

連性は証明されていない．

特に長期TPN管理から離脱できない短腸症候群

（Short Bowel Syndrome：SBS）では，肝障害の進

行により肝不全に移行する症例も少なくない．この

ような症例では小腸移植と同時に肝移植も必要とな

る．実際，小児SBS症例において小腸移植時に肝臓

の同時移植が約50％の症例に行われている ．

最近の血漿アミノ酸分析の結果，TPN施行患者

ではシトルリンやアルギニンが低下し ，特にSBS

症例ではシトルリンやアルギニンが著しく低下して

いることが報告されている ．また血漿シトルリンの

低下は腸管移植後の腸管不全時にも認められ，移植

腸管の拒絶反応を評価する上でも有用なマーカーと

されている ．実際，シトルリンは腸管においてグル

タミンから合成され，その75％は腎臓でアルギニン

となることが報告されている ．

シトルリンは肝臓における尿素回路を構成するア

ミノ酸の１種であり，アンモニア解毒に関与してい

近畿大医誌（Med J Kinki Univ）第35巻２号 83～90 2010 83



る．以上より我々はSBS患児では腸管におけるシ

トルリンの産生が低下し，これによりアルギニンの

合成も低下し，尿素回路におけるアンモニアの解毒

が停滞して肝障害が生じていると推測した．そこで

今回，我々は短腸モデルラットを用いてシトルリン

添加TPN投与を行うことによる血液中アミノ酸の

変化と肝障害抑制効果の有無を検討した．

対象と方法

１)薬品

シトルリンは協和発酵バイオ（日本）より提供さ

れた製剤を使用した．TPN輸液に用いたネオパレ

ン１号，ネオパレン２号は大塚製薬工業（日本）よ

り提供された製剤を使用した．その他，試薬は市販

されているものを使用した．

２)動物の準備

本実験は近畿大学動物実験倫理委員会の承認を受

けて施行した．雄性Sprague-Dawleyラット７週齢

（200-250g，日本クレア：日本）を，通常ケージ内で

固形飼料（CE-2日本クレア），水道水を自由摂取さ

せ，10日間の順化飼育を行った後に一昼夜絶食し実

験に使用した．

３)中心静脈カテーテル管理

ペントバルビタール・ナトリウム（35mg/kg）の

腹腔内投与による麻酔下に，右外頸静脈よりPoly-

ethylene Tubing PE 50（内径0.58mm，外径0.97

mm：Becton,Dickinson and Company製）の先端

を上大静脈へ留置し，中心静脈カテーテルとし

た ．カテーテルは頸部から皮下トンネルを作成し

背側より導出し，カテーテル保護用のコイル内を通

してカニューラーシーベル（スギヤマゲン製：日本）

と接続した．

４)短腸モデルの作成

腹部正中切開（2cm）を加え，Treitz靱帯より肛

門側約10cmの空腸から回盲部口側約10cmの回腸

までを切除し（小腸80％切除），残存小腸を6-0絹糸

用いて一層で回腸空腸端々吻合し，腹部は4-0絹糸

で二層縫合にて閉腹し，小腸80％切除モデルを作成

した ．なお回盲部口側約10cmの回腸を切断し，

6-0絹糸を用いて一層で再吻合する腸切除を行わな

いモデルをコントロールとし用い吻合モデルとし

た．

５)実験プロトコール

ラットを次の４群に分けて検討した：①吻合群

（吻合モデル＋TPN），②短腸群（短腸モデル＋

TPN），③Cit群（短腸モデル＋シトルリン添加

TPN），④Ala群（短腸モデル＋アラニン添加

TPN）．ラットはすべて個別に代謝ケージにいれ，絶

飲食で下記のTPNを行った．

TPNは術後１日目まではネオパレン１号輸液を

300ml/kg/day（169kcal/kg/day）で投与した ．

術後２日目から吻合群，短腸群はネオパレン２号に

変更し，300ml/kg/day（246kcal/kg/day）で６日

表 シトルリン，アラニンの添加による中心静脈栄養剤におけるアミノ酸の配合変化48時間経過するも各アミノ酸

の配合変化はなかった．

シトルリン配合変化

サンプル名 Thr  Cit  Val  Met  Ile  Leu  Phe  Trp  Lys  His  Arg

48hr変化率(％)

(シトルリン混注

48hr後濃度/シト

ルリン混注直後濃

度×100)

103.45 103.50 103.85 103.50 103.90 104.08 103.73 102.40 102.62 102.55 103.51

アラニン配合変化

サンプル名 Thr  Cit  Val  Met  Ile  Leu  Phe  Trp  Lys  His  Arg

48hr変化率(％)

(アラニン混注後

48hr後濃度/アラ

ニン混注直後濃

度×100)

99.65 99.91 99.48 99.86 100.05 99.95 98.19 99.14 99.11 99.46

表 中心静脈栄養剤の組成

吻合群・短腸群 Cit群 Ala群

glucose（g/l) 175 175 175

総アミノ酸量（g/l) 30 33.3 33.3

シトルリン（g/l) 0 3.3 0

アラニン（g/l) 2.4 2.4 5.7

オルニチン（g/l) 0 0 0

アルギニン（g/l) 3.15 3.15 3.15

総窒素量（g) 4.7 5.2 5.2

非蛋白熱量（kcal) 700 700 700

非蛋白熱量/N比 149 135 135
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間施行した．またCit群はネオパレン２号液の1000

ml中にシトルリンを1g/kg/日になるように混注

し，６日間中心静脈栄養を行った ．また総窒素量を

合わせるため，尿素回路に関係しないアミノ酸であ

るアラニンをCit群と同様にネオパレン２号液の

1000ml中に1g/kg/日になるように混注した．各群

におけるアミノ酸量，総窒素量，非蛋白熱量等を表

１に示す．尚，シトルリンもアラニンともTPN製剤

に添加しても配合変化は認めなかった（表２）．

術後７日目に中心静脈栄養を中止し２時間経過し

た後に，ペントバルビタール・ナトリウム（35mg/

kg）を腹腔内投与し全身麻酔後，体重測定し，術前

と実験終了時の体重の差（ΔBW）を算出した．その

後，正中切開創で再開腹後，下大静脈より採血し脱

血犠死させた．

６)血液分析

採血した血液のうち1mlを直ちにタングステン

酸Na硫酸4mlと混合し3000rpm，５分間遠心分

離し，上清を藤井・奥田変法でアンモニアを測定し

た．残りの血液は3000rpm，５分間遠心分離し得ら

れた血清を用いヒアルロン酸，総ビリルビン（T-

Bil），アスパラギン酸アミノ基転移酵素（AST），ア

ラニンアミノ基転移酵素（ALT）を株式会社エス・

アール・エルに依頼し測定した．アミノ酸分析は血

清を６％のスルホサリチル酸を添加し，3000rpmで

15分間遠心分離し除タンパクし，－20℃で保存した

上清を高速液体クロマトグラフィーで測定した．

７)肝細胞・小腸HE染色

脱血犠死させた後，肝臓と回盲部から口側回腸約

10cmを摘出した．摘出した肝臓の右横隔葉は10％

ホルマリン溶液にて固定し，ヘマトキシレン―エオ

ジン染色（HE染色）を行い，肝細胞障害の有無を検

討した．また肝細胞の酸化的DNA障害の指標とし

て肝組織の8-ヒドロキシグアノシン（8-OHdG）染

色 を行った．8-OHdG染色には10 g/mlに調整

した抗8-OHdG抗体（N45.1）を用い，VECTAS-

TAIN ABC-AP Kit（Mouse IgG AK-5002）

（VECTOR LABORATORIES, INC.）を用いてア

ルカリフォスファターゼ染色を行った．これを

Vector redにて発色させ，200倍率視野における8-

OHdG染色陽性肝細胞数をカウントし，肝細胞の染

色陽性率（陽性肝細胞数／全肝細胞数）を求めた．

また摘出した回腸は10％ホルマリン溶液にて固定

しHE染色施行し，回腸粘膜の絨毛高を測定した．

回腸絨毛高は100倍視野において，粘膜筋板から絨毛

先端を測微法にて測定した．

８)統計処理

血液データとΔBW はmean±SDで算出した．４

群間におけるデータの比較検討は統計処理ソフト

（StatView5.0，Abacus Concepts社）を用いて分散

分析処理を行い，また多変量解析にはTukey―

Kramer法にて多重比較を行った．統計学的有意差

は危険率５％未満をもって有意差ありと判定した．

結 果

実験最終日まで実験を遂行できた各群のラット数

をみると，吻合群は14例中12例，短腸群19例中12例，

Cit群12例中12例，Ala群９例中７例で，実験最終日

まで実験を遂行できたラットをもとに各群の比較検

討を行った．

ΔBW は吻合群，Cit群，Ala群では増加していた

が，この３群間に有意差はなかった．短腸群のみ体

重低下が認められ，吻合群との間で有意差を認めた

（図１）．

血液検査結果をみると血清ヒアルロン酸，アンモ

ニア，総ビリルビン，ASTは４群間に有意差を認め

なかった（表３）．ALTはCit群では他３群より低値

を示し，吻合群との間で有意に低値を示した（図２）．

血中尿素は短腸群で他の３群に比べ低値を示し，Cit

群とのみ有意差を認めた（図３）．

血漿アミノ酸値のうち尿素回路を構成するシトル

リン，アルギニン，オルニチン値をみると（図４），

まずシトルリン値は短腸群とAla群では吻合群と

比較し有意に低値を示した．一方，Cit群は吻合群と

比べても約２倍以上の値をとり，他の３群と比べ有

意に高値を示した．またアルギニン値もCit群では

その他３群と比べ有意に高値を示した．オルニチン

図 体重変化（ΔBW)
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値は短腸群とAla群で低値を示し，Cit群は短腸群

との間に有意に高値を認めた．すなわちTPNにシ

トルリンを添加することにより，短腸に伴うシトル

リンの低下 だけでなく，尿素回路を構成するアル

ギニンやオルニチンの低下も改善した．なおアラニ

ン値は短腸群とCit群では吻合群に比べ有意に低値

を示した（図４）．

肝臓のHE染色においては４群とも明らかな異

常所見は認められなかった．しかし肝臓の8-OHdG

染色ではCit群は 8-OHdG染色陽性細胞の出現率

は低く，Cit群は短腸群に比べ有意に低値を示し，

Cit群では酸化ストレスの改善が示唆された（図５）

（図６）．

短腸群，Ala群では腸管粘膜の絨毛の委縮が高度

であった．吻合群，Cit群では腸管粘膜の絨毛は保た

れていた（図７）．これにより回腸粘膜絨毛高は短腸

群では吻合群に比べ有意に低値を示した．一方，Cit

群では回腸粘膜絨毛高は高く，短腸群およびAla群

に比べ有意に高値を示した（図８）．すなわちCit添

表 各群における血中ヒアルロン酸，総ビリルビン，AST，アンモニア濃度．各群間に差はなかった．

吻合群 短腸群 Cit群 Ala群

ヒアルロン酸（ng/ml) 36.5±17.95 31.46±19.47 32.17±10.15 35.0±6.73

総ビリルビン（mg/dl) 0.084±0.011 0.088±0.022 0.098±0.035 0.087±0.039

AST（IU/L) 90.83±10.94 91.0±19.84 84.5±14.64 80.29±10.63

アンモニア（ g/dl) 78.67±32.39 70.73±4.86 69.92±10.98 73.86±4.53

Date＝mean±SD

図 血中ALT濃度
シトルリン群は低値を示し，吻合群との間に
有意差を示した．

図 血漿シトルリン，アルギニン，オルニチン，
アラニン
短腸に伴うシトルリンの低下だけでなく尿素
回路を構成するアルギニンやオルニチンの低
下も，シトルリンの添加により優位に上昇し
た．アラニンの添加はアラニン濃度以外への
影響はなった．

図 血中尿素濃度
短腸群は低値を示し，シトルリン群は短腸群
に比べ有意に高値を示した．
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加TPNは SBSの腸管委縮を抑制していた．

考 察

シトルリンは1930年に日本にてスイカの中から発

見されたアミノ酸の一つである ．シトルリンは小

腸粘膜で吸収されたグルタミンからグルタミン酸，

オルニチンを経て血中へ排出される．グルタミンの

代謝過程でその27.6％がシトルリンに合成されると

ともに，合成されたシトルリンの75％が腎臓におい

てアルギニンに合成される（図９) ．シトルリンン

は尿素回路を構成するアミノ酸の１種でありアンモ

ニア解毒にも関与している．

SBS症例では血漿シトルリンやアルギニン値が

低下することが知られている ．特にシトルリン

値は小腸の残存小腸の長さと機能状態を反映するこ

とから，予備能の評価にも有用であると報告されて

いる ．またラットの短腸モデルでも同様に血中

シトルリン値が低下することが報告されている ．

特にTPNから離脱できないSBS症例では進行性

の肝障害を合併することが多く，肝不全に移行する

症例も少なくない ．

我々はSBS症例における肝障害の発生の機序と

して，短腸によるシトルリン低下に伴い，肝細胞内

における尿素回路の活性が低下し肝障害が惹起され

るのではないかと考えた．

これまで短腸モデルに対するシトルリン投与につ

いては，ラットに対する80％腸切除による短腸モデ

ルに1g/kg/日のシトルリン添加した餌を経腸投与

した報告 や，同量のシトルリンを添加したTPN

投与による窒素バランスを検討した報告 がある．

そこで今回の実験でも80％短腸ラットにTPNを行

い，1g/kg/日のシトルリンの添加と肝障害との関連

を検討した．さらに本実験では投与窒素量を合わせ

るために，同量のアラニンを添加したTPNを投与

した群も作成した．

本実験でも短腸群では，他の報告 と同様に，体

重や血中尿素の低下を認めた．これに対しシトルリ

ン添加TPNを行うことで，体重や血中尿素量の低

下は改善していた．これはシトルリンが窒素バラン

スの改善をもたらすとともに，筋蛋白の合成を促進

したためと考えられた ．一方，Ala群でも体重が

図 肝細胞内8-OHdG染色
肝細胞8OHdG染色では全群で染色され
たが，Cit群では短腸群に比べ陽性率は
低値を示した．

吻合群 短腸群

Cit群 Ala群

図 肝細胞内8-OHdG染色陽性率
肝細胞8OHdG染色陽性率では短腸群では高
値を示し，Cit群との間で有意差を認めた．

シトルリン添加TPNの有用性 87



 

Cit群，吻合群と同程度の増加を認めており，これに

は総窒素量の増加の影響も考えられた．

SBSに対する１週間程度のTPN管理では，有意

な肝機能障害を惹起することはできなかった．しか

しアミノ酸濃度をみると，血漿シトルリン濃度は吻

合群に比べ短腸群では1/2以下まで低下していた．

この値は短腸ラットに対し経腸栄養を行ったOs-

owskaら の報告に比べさらに低い．これは本実験

では経腸栄養でなく絶食TPNにより腸管を使用し

ないことが原因と考えられた．一方，シトルリン添

加TPNを行うことにより，血漿シトルリン値は著

明に増加した ．さらに尿素回路を構成するアルギ

ニンやオルニチンも短腸群に比し２倍に増加してい

た．すなわちシトルリンの投与により尿素回路を構

成するアミノ酸が増加したことから，シトルリンは

アンモニアの解毒やタンパク合成を促進する作用を

もつものと考えられた ．なお吻合群，短腸

群，アラニン群とも血漿アルギニン値は差がなった

のは，今回使用したTPN製剤の中に混注されてい

るアルギニンの影響が考えられた（表１）．しかしア

ルギニンは肝臓でアルギナーゼにより直ちに分解さ

れ，オルニチンと尿素となる ．これに対しシトル

リンは用量依存性に主に腎臓で，また末梢の細胞や

組織でもアルギニンへ変換されタンパク合成に関与

することから ，シトルリンはより有用と考え

図 腸管のHE染色
短腸群，アラニン群では腸管粘膜の絨毛
の委縮が高度であった．吻合群，シトル
リン群では腸管粘膜の絨毛は保たれてい
た

吻合群 短腸群

Cit群 Ala群

図 腸管粘膜絨毛の高さ
腸管粘膜絨毛の高さは短腸群，アラニン群に
では腸管粘膜の萎縮により低下し，吻合群，
シトルリン群では有意に高値を示した．

図 シトルリン・アルギニンの合成経路
(文献16より一部改訂）
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られた．

肝組織におけるHE染色では４群間に明らかな

異常は認められなかった．これは実験期間が１週間

と短く，肝機能検査結果と同様に明らかな形態変化

を生ずるまでには至らなかったと考えられた．しか

し酸化ストレスによるDNA損傷の指標である8-

OHdG染色 で肝組織をみると，シトルリン群で

は短腸群と比較し有意に8-OHdG染色陽性細胞率

が低かった．この理由として，シトルリンには

hydroxyl radicalに対する scavengerとしてマン

ニトールの約２倍の抗酸化作用を有している ため

と考えられた．

肝臓の尿素回路にあるN-acetylglutamate
 

synthase，carbamylphosphate synthase，ornithine
 

transcarbamylaseなどの酵素は，肝臓以外には小腸

だけに揃って発現している ．また腸管はグルタミ

ンを基に全身に大量のシトルリンを産生する重要な

臓器である （図９）．本実験では短腸群やAla群で

は腸管粘膜の委縮を認めたが，これは短腸に絶食

TPNが加味されることで，腸管は自身の蛋白を用

いてシトルリンの産生を維持しようとした可能性が

ある．一方，シトルリン添加により腸管粘膜の委縮

は改善したが，これはシトルリン添加により腸管蛋

白の崩壊が抑制されるとともに，さらに筋蛋白の合

成が促進されたためと考えられた ．

SBS以外にも長期絶食TPN症例では腸管粘膜

の委縮とともに，しばしば肝障害の合併を認める．

シトルリンはこれら合併症を予防し，より安全な

TPN管理をもたらす可能性があると考えられる．
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