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この報告は国立公害研究所において実施されている大気汚染物質の健康影響に関する一連の基  

礎研究のうち．比較的高濃度のNO2含有空気が実験動物に与える急性ないし亜急性の影響の研究成  

果をとりまとめたものである。   

大気汚染の問題はいわゆる公宅現象のうちきわめて重要な部面を占めているが，その織作は大へ  

ん復姓かつ難解で，今後の研究により解明されるペき分野が大きい。当研究所ではスモッグチャン  

パーを用いその理化学約手法による解明をすすめているが，これと平行して諸種大気汚染ガスの生  

体への影響を観察する作菓が久保田憲太郎環境生理部長をプロジェクト・リーーダーとしてすすめら  

れてきた。   

まず大気汚染物質の中で特に重要な要素として注目されているNOzをとりあげ，それが単純な物  

l 質として動物に吸入されたさいの影響を研究員がそれぞれ手分けしていろいろの角度から検討を試  

みたものである。   

この校雑難解な大気汚染の健康影響の問題を解明するには，いろんなアプローチが考えられるが，  

私たちはまず単一の物質について，その比較的高段皮における急性影響と，比較的低濃度にさらし  

たさいの慢性影響との研究を平行して開始することとした。こうして，根気よく，抜本的にデータ  

を一つ一つ積み重ねていくことが窮極的にはその解明につながる確実な早道であると判断した，将  

来はさらに他の大気汚染物質をとりあげたり，あるいはオゾンとNO2の複合作用を観察したりする  

計画もすすめられている。またNO2の実験動物のライフスパンを通じての長期影響実験の成果も改  

めて報告される予定である。また，スモッグチャンバーで生成されたいろんな化合物の毒性の問題  

も逐次とりあげられていくだろう。   

当研究所ほ創立後未だ日が浅いが，幸にもいろいろの分野を尋問とする研究者が集められ，それ  

らが緊密な連携をとりながら共同研究をすすめるというシステムがとられている。   

また，この種の研究を目的とした実験動物施設についてもきわめて高い性能を持ったものが建設  

された。この意味で，大気汚染の健康影響についてもその研究成果は内外から期待されており，私  

共もその責任の重さを痛感しつつある。しかし，この研究所だけの小人数の研究者と限られた施設  

とではこのような大きな研究課題をすみやかに消化しえないのは当然のことであり，今後とも国内，  

国外の諸研究者の御協力を仰ぎ，初助力をいただいて研究をすすめていきたい。  

1979年7月  

国立公害研究所長  

佐 々  学   
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研究の概要と今後の展望  

OutlineofPerformedResearclleSatldFutureProspects  

久保田憲太郎1  

KentaroKUBOTAl   

はじめに  

現在都市鱒における代表的大気汚染物質としては，NO2，SO2，オゾン等の光化学反応生成物・  

エアロゾール等が知られており，これらによる大気汚染は，広域化一 深刻化の傾向にある0したが  

って大気汚染物質の生体影響を解明することは．生活環境基準値の設定の基礎として必要であると  

ともに，生活環境に関する予防医学の基礎を確立するためにも重要である○   

しかるに，大気汚染物質の生体影響は，これまで多くの研究が行われているにもかかわらず，い  

まだに充分な成果は得られていない。その原因は各種大気汚染物質による生体への相互作用につい  

ては無論のこと，単一汚染物質についても，その作用機序を病理学，生理学，生化学等多方面から  

系竃憩勺かつ総合的に研究しなかったことにあると考える。したがって各専門領域の知識を総合化する  

研究体制を基にして．はじめて，各種大気汚染物質による複合汚染の解弧 さらにほ現実の大気汚  

染の生体影響のシミュレーションも可能となる。   

当研究所においては，大型施設の一つとして，大気汚染暴露実験を目的とした動物用環境調節施  

設（ズートロン）が昭和51年度に完成をみた。この施設を利用して，昭和52年度より本特別研  

究が開始された。   

大気汚染物質中特に重要性が高いと考えられるNO2を先ずとりあげた。研究体制としては二系列方  

式を考え，第一系列は，生理学，生化学，病理学，免疫学等それぞれ専門領域における特定テーマ  

をもうけ．中・高濃度のガスを用い，生休影響の検索方法の開発を中心とした基礎研究を行い，第  

二系列としてはズートロン内に設置された低濃度慢性用大型チャンバーを用いて同一素材を各系統  

の専門分野から，長期かつ総合的に研究する計画を実施中である。また第一系列で確立しだ検索方  

法を第二系列に組み込んで行くシステムも進行中である。   

本中間報告は，指標の検索と機序解明の糸口をつかむことを目的として，急性暴露実験と一部亜  

1．プロジェクトリーダr，Project Leader  
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急性暴露実験を行った第一系列の成果について報告する   

研究組織と研究テーマについて   

上述のような研究休制の下で，環境生理部環境生理研究室，環境病理研究室．但性影響研究室，  

急性影響研究室（昭和53■年度開設），ならびに技術部生物施設管理室が以下の研究課題を分担し  

た。  

1：Nq2の生体影響に関する病理学的研究 特にNO2の各痘動物の感受性について  

2：NO2の生体の免疫反応に及ぼす影響について  特に液性抗体産生能について  

3：NO2ガスの生体の生理性状に及ぼす影響について  

4：NO2の生体影響に関する生化学的研究  

5：NOzの低温皮長期暴琵がラットに及ぼす影響について  

研究課題1－4は第一系列に属し，研究課題5は第二系列に属するものである。  

第一系列（1～4）   第二系列（5）  

■ 

・・1 

研究分担当者  

5 2年皮  

環 境 生 理 部  

環境 生理研究室  高 橋  弘  

嵯峨井  勝  

有  川  由紀子  

環 境病 理 研 究 室  清  水  不二雄  

竹  中  参 二  

藤 巻 ．秀 和  

慢性影響研究室  河 田 明 治  

5 3年皮  

嵯峨井  勝  

鈴  木  明  

市 瀬 孝 退  

治 水 不二雄  

竹 中 参 二  

藤 巻  秀  和   

河  田  明 治   

小．林  隆  弘   
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産業医学総合研究 所  

東 京 大 学 農 学 部  
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これまでにえられた研究成果の概要   

52年度は準備段階として，実験動物用ガス暴露装置の製作，及び第一系列の各専門分野での生  

休影響の指標化が，NO2ガスの急性・亜急性（高中濃度）暴露実験による予備実験を経て，53年  

皮へ進出した。   

先づ，NO2の生体影響を研究するためには，節一段階として高感受性の実験動物を選択し，影響  

の検索を行うことが重要である。各種動物の感受性を比較検討する研究が病理学的方法によって行  

われた0その絵札 ゴールデンハムスターがモルモット・ラット・マウスにくらべて最も感受性の  

高いことが急性，亜急性暴露実験で証明された。今後他の専門領域からの研究によって高感受性が  

裏付けられることが望ましい。これと平行して，NO2のラットヘの影響を生理学あるいは生化学的  

方法によって検討する研究が行われた。急性暴露実験では，呼吸，循環織能への影響が示唆され，  

－3－   



血液・血清の成分について多様な変動がみられた。さらに，赤血球膜脂質蛋白質および肺SH化合  

物，脂質についても変動がみられた。また，以上とはことなる観点からの研究として，生体防御反応  

への影響が検討され，Nq2の急軋亜急性暴露がマウスの液性抗体産生能に影響を及ぼすことが観  

察された。   

この節一系列の研究と併行して，第二系列の研究として，昭和52年7月5日より二年以上にわ  

たる低濃度NO2ガス慢性暴露の生体影響に関する研究が開始された。これは実験動物，すなわち．  

ラットのLife span にわたる影響をとらえようとするものであり．9，18カ月暴露したラット  

についてNO2展露の検索が行なわれた。今後さらに第一系列の成果を加え再現性の確認をふまえた  

上で結果の総合解析を昭和54年度以降に行う予定である。   

今後の展望   

昭和53年産米に複合ガス暴霹チャンノアーの完成により・03暴露実験が可能となったo Nq2ガ  

ス単一塞品のみならず・03単一魔窟実験を行い・また昭和54年度後半にはNO2と03の複合暴露実  

験が開始される予定である。   

昭和55年以降はNO2と03の複合暴露実験を続行するとともに炭化水素の単一暴露の実験を予定  

している。これらの研究成果を総合し，現実の大気汚染のシュミレーションによる生体への影響機  

序を解明するための基礎資料を整備したい。   

将来環境保健の発展に伴い，現在行っている対応的な生体影響への考察から脱却して，全環境の  

汚染が人の健康に及ぼす影響を総合的に考察することがのぞまれる。 

ための科学的根拠を整備するには，大気汚染物質についても上記のような広い専門分野を包含した  

多様な研究を休系的に行う必要が高まっている。   

研究発表  

（講 演．）  

1）竹中参ニ・堀内博人▲河村涼子・寺尾忠治・清水不二雄・久保田憲太郎：NO2高濃度暴露に対する   

ラット．マウス；／、ムスクーおよびモルモットの感受性について．第ユ回国立公害研究所発表会，   

筑汲．（53．4）  

2）竹中参二・堀内博人・河村涼子・寺尾恵治・清水不二雄・久保田憲太郎：NO2高浜慶暴露に対する   

ラット．マウス，ハムスターおよびモルモットの感受性について．窮48回日本衛生学会，盲獅乱   

（53．5）  

3）竹中参二・堀内待人▲河村涼子・寺尾憑治・清水不二雄・久保田唐太郎二NO遠慮に対するゴ‾ル   

デ／ハムスターの感受性 急性および亜急性影響について．窮19回大気汚染学会．札幌・（53・9）  
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4）嵯峨井勝・河田明治・白石不二雄・久保田憲太郎二二酸化窒素甲肺および赤血球のPeroxi血tive  

Met。bolic Pathwayへの影響．窮18回大気汚染研究全国協議会大会，福岡．（52．11）  

5）嵯峨井鱒・有川由紀子・久保田憲太郎：二酸化窒素の肺および血清中の脂質代謝に及ぼす影響．第  

18回大気汚染研究全国協議会大会，福岡．（52．11）  

6）高橋 弘・久保田態太郎：NO2ガス急性暴露によるマウス，ラットおよぴハムスターの感受性．第  

47回日本衛生学会総会，東泉（52．4）  

7）布川由紀子・高橋弘ニJCL㊤＝SD系およぴJCL⑳wistar系ラットの踪年生化学値につい  

て．日本実験動物研究会第12図研究発表会．西宮．（52．8）  

8）高橋 弘・相賀一郎・松本 茂・寺島貞二郎・額田正己：国立公害研究所動物用長期ガス暴露チャ  

ンバーの構造と性能について．第15回日本生物環境誠節学会総会，筑波．（52．10）  

9）堀内博人（慈恵医大）■本多芳男（慈恵医大）■竹中参ニー久保田憲太郎■ハムスター鼻腔粘膜に  

対するNO2の影響 急性暴露後の経時観察．第17回日本副鼻握学会，和歌山（53．10）  

10）Kobayashi，T．，T．Noguchi（Sophia Univ．），M．Kikuno（Sophia Univ．）and K．Kubota：  
Reactionofnitrogendioxidewithlipids（II），theACS／CSJChernicalCongress，Honolulu．   
（1979）．  

11）堀内博人（慈恵医大）・本多芳男（慈恵医大）・竹中参二・久保田葱太郎：NO2のハムスター，ラ  

ット，マウスの鼻粘膜に及ばす影響 5日連続暴路の病理変化．第80回日本耳鼻咽喉科学会，  

東京．（54．5）  

12）久保田憲太郎：NO2の実験動物に及ばす影響．宗2回国立公害研究所発表会，筑波．（54．5）  

（印 刷）  

1）・Sagai，M（1978）ニTheeffectofenzyme－inducingagentsonthesurvivaltimesofratex・  
POSedtothelethallevelsornitrogendioxide．ToxICOl．Appl．Pharmacol．，43，169・174．  
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国立公害研究所研究報告 窮8号（R－8ノア9）  

Research Reportfromlhe Nationa】Ⅰ帖titutモーor EnYironmenlatStudies No・8．1g79．  

二酸化窒素急性暴露における  

ゴールデンハムスターの高感受性＊  

Hyp6rsensitivityofGoldenHamsterstoShort－  

term NitrdgenDioxideExposureキ  

竹中参二1・堀内博人2・清水不二雄1  

ShinjiTAKENAKAl，I・IirohitoI・IORIUCI－ⅠⅠ2andFujioSI－IIMIZUl   

要 旨  
16時間のNO2高濃度暴露に対する6週令のラット・マウス・ハムスターおよびモル  

モットの感受性を比較した。マウスの系統間には明瞭な感受性の差が認められた。マウス  

を除いて，雄よりも雌のほうが感受性が高かった。特に注目されることとして，ゴールデ  

ンハムスターの感受性が高かった。17脚り6時間のNO2暴露に対してゴ㌧一ルデンハム  

スターでは重篤な肺病変がみられ，特に肺水腫の程度が著しかった。   

5E］間のNO2暴露においても・ゴー！レデンハムスターではICRマウス，Wistarラッ  

トにくらべて感受性が高かった。  

Abstract   

MortaJity and pu）monarychangesofvariousanima】sexposedfoNOl  
ror16hourswere compared．The animalsusedweremice（CF＃1，C57BL，  
C3H，DBA， 
Donryu），GoldenhamstersandHartleyguineapigs，andallofthemwere6  
Weeksold．  

The most sensitive animals wereGolden hamstersand LC5。WaS22  
ppmand28ppmforfemaleandmale，reSpeCtively．ThedifferenceofLCs。  
amongstrainsofmicewasvery marked，Where LC5。forfemaleCF＃1was  
32ppm and67ppm forfemaleC57BL．LC5。Offourstrainsofratswasat  

＊ 本論文の大要は英文に｛投稿中  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒300－21茨城粗波郡谷田部町   

The NationalInstitute for EnvironmentalStudies，Basic MedicalSciences Division，P．0・   

Yatabe，Ibaraki，300－21．  

2．東嘉慈恵会医科大苧   

JikeiUniversity，SchooIorMedicine．  
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therangeof39to56ppm．Hartleyguineapigswerelesssensitiveandtheir  
LC50WaS60ppmand55ppmformaleandlfemale，reSpeCtively．Females  
Ofspeciesusedexceptforthose ofmiceweremoresensitivetoNO2eX－  
posurethanmales．  

HypersensitivityofGoldenhamste王swasinvestigatedindetail．Pulmo－  
narychangescausedbyNO2eXpOSureatthesublethalconcentrationwere  
SeVererinGoldenhamstersthaninICRmiceandWistarrats，andinpartic－  
uJar，theedemateouschangesoftheGoldenhamstersweremoreremarkabIe  
thanthoseoftheothers．ThishypersensitivityofGoldenhamsterswasals。  
ShownincontinuousexposureofNO2for5days．   

はじめに   

NO2毒性に関する研究には，多くの動物種が用いられてきた。とくに．NO2のTLV（thresh－  

01dlimit value） を論議する場合，NO2に塞題された動物の種・系統・性・年令等が考慮  

されなければならない。NO2に対する動物種・系統による感受性の相違についていくつかの報告  

があtる3・4・5・8・9・11・12・15） 。しかしながら．それらのNO2暴露濃度は100卿前後．暴露  

時間は数時間であり・あまりに樹岩にすぎる0＝ineら9）は■，5種の動物（ラブト・マウス・モルモ  

ット・ウサギ・イヌ′）のNO2に対する感受性を比較した。そのなかで最も感受性が高い動物はモ  

ルモットであった。40円Ⅱ8時間のNO2暴露ではモルモットの死⊂率は33．3％であった。Long  

－Evansラ，ト，Swiss－Webster・7ウスおよぴウサギの死亡率は50pb24時間の暴露ではそ  

れぞれ30％′ 50％およぴ0％であり，イヌではさらにNO2に対して砥感受性であった。それぞ  

れの種の系統による感受性の相違には言及していない。系統差をしらペた報告にはG。Idst。i。ら8）  

の報告がある。彼らはおもにオゾンに対するマウスの系統による感受性を比較したが，NO2 に関  

しても，．CF♯1マウスとC57BL／6マウスの感受性を比較している。92FPZbNO2 に．暴露さ  

れると．CF♯1では3．3時間．C57BL／6では6．5時間で半数のマウスが死亡した。   

これらの数少ない情報のなかで．我々はNO2に対する動物種・系統による感受性の差について  

詳しい情報が必要であると考えた。この実験では次のような実験計画をたてた。1）一般に市販さ  

れており．遺伝学的・微生物学的に十分満足される様々な動物のNO2に対する感受性を検討する。  

2）もし，これらの動物において感受性に明瞭な差が認められたならば，高感受性の動物について詳  

細に発病病理を検討する。   

現在．マウスには多くの系統が確立しているので．この実験でも9系統のマウスが剛、られた。  

汚染物暫の毒性検索には多くラットが使用されるが，ここでは4系統のラットが用いられた。NO2  

に対しで，ハムスターがとくに有用とした報告は未だみられない5・10）が，肺の発癌実験によく用  

いられるノ、ムスクーと，NO2に対して高感受性とされる12，14）モルモットを加え．4棲■15系  

統の動物のNO2に対する感受性を比較検討した。  
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方 法  

1．動」物   

おもに静岡実験動物農業協同組合から5過令動物を購入し，6週令に相当する掛こ各濃度のNO2  

暴露をおこなった。   

マウスについては，ICR，ddy（ともにクロ．ズドコロニー生産）．BALB／C Cr．C57BL  

／6 Cr，C3H／He．DBA／2 Cr（以上近交系），BDFl（C57BL／61堆とDBA／2雄  

の交雑系）．CDFl（BALB／C 雌とDBA／2雄の交雑系）およびCF♯l（東大医科研から  

分与を受け．バリアーシステムで自家繁殖した近交系）のいずれもSPF動物を用いた。ラットに  

ついては，Fischer．Wistar．Spraguc～Dawley（SD）およびDonryru のクローズドコロ  

ニー生産のSPF動物を用いた。ハムスターについてはGolden（以降GHとする），モ  

ルモットについてはHartleyのともにクローズドコロニー生産のコンペショナル動物を用いた。  

いずれの動物についても，それぞれの飼育用飼料（日本クレアによる）と飲水が自由に与えられた。   

2．暴 露   

NO2の暴露には，既報（高橋らおよび嵯峨井13））のようなフィードパ，クシステムを備えたガ  

ラス・ステンレス製暴露チャンバー（チャンパー容積394£，換気回数毎時30臥大気圧）が用  

いられた。NO2濃度はNO2ガス分析装置（モニターラボ社モデル8440H）によって測定され  

た。全ての塞貰においてフィードバックシステムが十分に作動したので．NO2濃度は測定器によ  

る誤差範囲内（ゼロドリフト・スパンドリフトともに1日あたり1％）に保たれた。   

る．LC50（50％致死濃度）   

1群8匹以上（1回の是認はラット換算で最高24匹とした）の動物に対して，1匹も死亡しない  

濃度から100節死亡濃度までの各段階の濃度（公比1・2の等比級数）毎に，16時間のNO2暴露を  

おこなった。   

暴露終了直後の死亡匹数を数えた後，通常の飼育室に移し，毎日生死を観察し，1週間後の死亡率を  

求めたb LC50の算定はBehren戸 の方法によった0別に，全ての系統に対して24JP，．16時間の暴  

露をおこない，暴露終了1時間後に殺し，肺病変の程度を比較した。   

4．肺湿重畳と肺含水量・   

休重測定後，ネンブター）レ麻酔下，動物を放血死させ．肺湿重量と肺含水量を測定した。湿重量  

は体重あたりの重さ（％）であらわした。含水量はと殺直後の湿重量と95℃3日間放置後の乾燥重  

量から求め．湿重畳あたりの水分（％）としてあらわした。  

■ 5．1る時間暴露の経時観察  

171PのNO2に16時間表霹されたGIi雌について．暴露開始後8時乱終了直後，8時間．1日，  

2臥 4日．7日に各々9匹づつ殺し，肺湿重量と肺含水量の測定および病理組紐学的検索をおこ  

なった。  
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る．5日間違続暴露の死亡率と桂時観察   

GH附こ対して12卿または14EP，ICRマウスおよびWistar ラットのいずれも附こ対して  

14脚または20騨のNO2を5日間暴琵した。豪富開始後毎日生死を観察し，暴露終了・1週間後の  

死亡率を求めた。つぎに，GHに対して12肌ICRマウスおよぴWistar ラ，Pトに対して  

14卿のNO2を5日間暴露し．GHとWj5t且ーラットは5匹．ICRマウスは10匹の体重を毎日  

測定するとともに．同数の動物を毎日と殺し，肺湿重量の測定と病理組織学的検索をおこなった。   

又 病理組織学的検索   

ネンブタール麻酔下で肝門脈から放血し．主要臓器を10％中性PBS ホルマリンで固定した。  

アルコール脱水Lパラフィン包埋乱 4－5〟の薄切標本を作製し，Hematoxylin－Eosin（H  

－E）染色，Petiodic acidLSchiff（PAS）染色を施し，鏡検した。電子顕微鏡試料作成に  

は，ネンブタール麻酔下，、Brodyら1）の方法を改良した装置を用い，25瓜水柱圧下で気管内．に水冷  

一2．51％ダルク▼ルアルデヒド（0，09Mカコジレイト緩衝液pH7．2）を注入し，肺左業師門直下  

の横断切片を細切した。上記グルタールアルデヒドに2．5時間同定後，2％ オスミウム酸（0．09  

Mカコジレイト緩衝液pfI7，2）で1．5時間再国定し，アルコール脱水－プロピレンオキサイド透徹  

後，エボン包喫した。40℃12時間，・50℃12時間，60℃2日の重合後，LKB町8800で1  

〟切片と超薄切片を作成し1J上切片はトルイジブルー染色を施し，鏡検した。超薄切片はウラン・  

鉛の二重染色後，JEOL－100C電子顕微鏡で観察した。   

結 果  

1．1d時間暴露時のLC50  

16時間NO2暴露時の各系統の雌雄別のLC50を嘉1に示した。マウスでは各系統間で感受性  

の相違が明らかに認められた。最も感受性が高いマウスの系統はCF♯1であった。雌のCF♯1  

のLC50が33JP，雄のLC50は36IPであった。次に感受性の高い系統はICRであり，雄のI  

CfiのLD50が38肌 雌のLC50は40FPであった。一方，最も感受性の低い系統はC57BL／  

6であり，雌のC57BL／6のLC50が67p，雌のLC50は64卿であった。また．他の系統p  

DBA／2，ddy．BALB／C，C3H／He，CDFlのLC50は上記の順序で45pから  

60I岬の範臥こあった。マウスの雄と雌の問には掛こ感受性の差は認められなかった。ラ，トでは  

DorlryU雌のLC50が39Ⅰ岬で最も感受性が高く．Fischer雄のLC50が56FPで最も感受性が  

低かった。WistarとSDのLC50は45FTELから50IPの範臥こあった。マウスと異なり．ラット  

では雄にくらぺて明らかに雌の感受性が高かった。Donryuで8fP，Wistarで4pn．SDで3  

Fischerで8叩いずれも雌のほうがLC50が低かった。今回の実験に用いた動物のなかで，GHと  

くに雌の感受性が最も高かったム雌のGHのLC50は22帆雄のそれが2銅山であった。一方，  

HartleyモルモクトはNOzに対してとくに高感受性ではなかった。雌のHartley モルモットの  

－10－   



表116時間のNO2暴露に対する各種系統のLC50  

Tab】el．LC5。OfvariousstrainstoNO2eXpOSurefor16hr  

Mice  Ham5ter5  Rat5  GujlleaplgS  

は50 C57BL／6－F＊（67）  
ppm C57BL／6－M（64）  

Hartley～M（62）  

（
 

り
り
勺
り
b
 

l
い
 

60  BDFl－F  

CDFl－F  

C3叫He－M  

BDFl－M  

CDFl－M  

BALB／C－F  

DBA／2－M  

ddy－M  

50 C3H／He－F  

BAL8／C－M  

ddy－F  

Fkcher－M（56）  

Hartley－F（50）  ）
）
）
）
 
）
 
）
 
 

SD－M  

WistarM  

Fischer－F  

SD－F  

Donryu－M  

Wistar－F  ）
 
 
 
）
）
 
）
 
 
 
）
 
 

5
 
 
 
0
 
8
 
／
b
 
 
 
3
 
 

〃
 
r
 
h
 
 

、
 
 

DBA／2－F   

40 1CR－F  

ICR－M  

CF＃1－M  

CF＃ユーF   

30  

Donryu－F（39）  

GoldenM（28）   

Golden－F（22）  

＊F：Female M：Male  

LC50が50阻 雄のそれが62騨であった。   

別に，24騨，16時間のNO2に暴露された総ての系統について，暴露終了の翌日にと殺し．病  

理組綴字的検索をおこなった。LC50の高低によく対応し，感受性の高い系統では肺胞内水腫と肺  

胞壁細胞の壊死が著明に観察されたが，感受性の低い系統では肺病変の程度は明らかに高感受性動  

物にくらペ弱かった。  
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2．17または2〔lrpl占時間暴露後の肺湿重量と含水量   

つぎに，GH，lCRマウスおよびWistarラットの雌雄に対して20Ⅰ坪（GH雌については，  

20卿暴露では死亡例がみられるので．17卿暴露とした）のNO2を16時間暴屠した。暴露終  

了後8時間にと殺し，肺湿聖立と肺含水畳を測定した。表2に示したように，GHの雌雄ともに，  

肺湿重量が休重あたり約1．5％に増加し，肺含水量も雌で84．2％，雄で82，7％に増加した。IC  

RマウスとWistarラットでほ．肺湿重恩の増加はみられたが，増加の程変はGtiにおよばなかっ  

た。肺含水量の増加は鋸着でなかった。   

5．GIi雌の経時観察  

17伊のNO2に16時間暴露されたGH雌について経時観察をおこなった。図1に肺湿重畳と  

肺含水量の変化を示した。両者ともに，暴露開始後8時間には増加がみられた。暴琵終了直後と8  

時間後には増加の程度が最大であった。以降．1日，2日と減少し，4日には非暴露とくらペて．  

大きな差は詰められなかった。病理組織学的検索では暴露開始後8時間にはすでに著しい肺胞内水  

脛がみられⅠ型肺胞上皮細胞の変性・壊死もみられた（写真1～4）。この変化は暴露終了後  

1日まで続いた。暴露終了後2E】には，Ⅳ型肺胞上皮細胞の数が増加し．肺病変がbroneho－al－  

veo】arJunetionに限局された（写真5－6）。4日・7日には肺病変はさらに限局され，程度  

も弱かった（写真7）。   

表2 NO216時間暴露終了後8時間の肺湿重量と肺含水量   

Table2，LungwetweightandlunBWaterCOntentOf  
Variousstrains8hrafterNO2eXpOSurefor  
16hr  

Concentration Lungwetweight Watercontent  
ofNO2（ppm）（％orbodywt．）（％oflungwetwt．）  

GH・remale  

GH・male  

ICR－毎male  

ICR－male  

Wistar・remale  

Wistar・rnale  

GH－rema】e  

fCR一指male  

Wista【・female  

1．55±0．117  84．2±1．10  

1．47±0．112  82．7±0．32  

0．75±0．050  77．9±0．34  

0．82±0．098  79．2±0．53  

0．63±0．011  79．8±0．29  

0．59±0．023  79．8±0．66  

0．54±0，011  78．6±0．23  

0．66±0．03（；  78．7±0．32  

053±0．O13  79．つ±0．43  
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4．NO25日間連続暴露の観察   

GI†，ICRマウスおよびWistarラットのいずれも雌のNO25日間暴露における死亡率を表  

3に示した。14脚暴露においてG打では66．7％が死亡したのに対して，fCliマウスとWist8r  

ラブトでほともに死亡例がみられなかった。GHでは12I平暴露でも14．9％が死亡した。ICRマ  

ウスとWi6tarラットでは20卿暴露で，ICRマウスがユ0％死亡し，Wjstarラブトが60％死  

亡した。上記の暴買濃度では，はとんどの死亡例が暴露開始後1日から2日にかけてみられた。つ  

ぎに，GfIに対しゼ121甲，ICRマウスおよぴWistarラットに対してほ，GHにくらベ1．2倍  

濃度が高い14IpのNO2を5日間暴露し，経時観察をおこなった。図2に示したように，ICRマ  

ウスおよぴWistarラットでは暴露開始後1日と2日には体重か減少したが，3Eヨ以降ゆるやかな  
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O  T  2  3  4  5  6  7  

Days after exposul・e  

図117騨NO216時間暴露によるゴールデンハムスターの肺湿  

重畳と肺含水量の変化  

Fig．1Lungwetweightandlungwatercontentof  
Goldenhamsterduringandafter16hr－NO2  
eXpOSure  
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体重増加がみられた。一方，GHでは暴露開蛤後3日までは体重の著しい減少がみられ．暴露終了  

後はじめて体重増加がみられた。図3に肺湿重量の変化を示した。ICRマウスおよびWistarラ  

ットでほ題笛開始後ゆるやかに増加し，3日後には体重あたり0．9－1．0％になった。暴露直後・  

屋罵終了後1日でも同じレベルに保たれた。GHでは肺湿重量の増加が著しく．3日後には休重あ  

たり1・5％に達した。それ以降減少傾向鱒みられたが，哀露終了後1日でも体重あたり1．2％であ  

った。病理組織学的にも，Gflでは暴露開始後2，3日にほ肺胞内水膵と肺胞壁細胞の変性・壊死  

がみられ，4日以降には終末細気管支上皮細胞の肥大・増殖およぴその周辺の問質2馴こおける組織  

球を主とする顕著な細胞集族がみられた，（写真8）。ICR・7ウスおよぴWistarラ，トでは，2  
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D  1  3  4  5  6  

Days of exposure   

図Z NO25El間暴露のゴールデンハムスター，ICRマウス  

およびWistarラットの体重に及ばす影響   

Fig．2 Changesinbody■weightofGoldenhamsters，  
ICRmiceandWistarrats．exposedtoNO2  

for5days．Meanbodyweight（g）of5  

Goldenhamsters，5WistarratsandlOICR  

mice．  
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表3 NO25日間暴露のゴールデンハムスター，ICRマウス，  

およびWis也rラグトの死亡率  

Table3．MortalityofGoldenhamsters．ICRmiceand  

WistarratsexposedtoNO2for5days  

NO2COnCentration   

14ppm  20 ppm 12ppm  

印7（15％）机％） 
2′2。（1。勿）  

Wistar  O／1ユ  lユ／ユ0（60％）  

＊No．dead／No．tested；7daysaftertheendofexposure・  

（
決
）
．
ぢ
こ
ざ
占
○
｝
．
盲
七
‡
ぎ
⊃
」
 
 

0  1  2  3  4  5  

Days of exposure   

図3 NO2 5自問暴露したゴールデンハムスター，ICRマウス  

およびWistarラグトの肺湿重畳体重化（％）  

Fig．3 LungwetweightofGoldenhamsters，ICR  
miceandWistarratsexposedtoNO2for  

5days・Meanlungwetweighttobody  
weight（％）±SD・  
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日までは朗著な肺病変が認められなかったが，3日以降にはGHと同様に終末細気管支を中心に細  

胞集策がみられた。   

考 察   

今回の実験でほ再現性と一般性を考慮し，遺伝学的に十分な統制を受け，清浄な環境下で繁殖・  

飼育され，一般に市販されている動物が用いられた。CF♯1マウスについてはG。1dsteinら8）  

によってNO2とオゾンに対して高感受性であ息ことが報告されているので，本研究所のバリアー  

システムで自家繁殖し，使用した。   

従来の報告が高濃度・短時間のNO2暴露による死亡率を求めたのに対し，今回我々は16時間  

暴露で致死濃度となるNO∠濃度で実験をおこなった。用いた濃度範囲ではほとんどの動物が暴露  

開始後12時間から暴露終了後1日にかけて死亡した。  

16時間のNO2暴露におけるLC50を求めたところ，GHが最も高い感受性を示した。GH雌  

のLC50が22卿，雄のそれが28卿であり，この値は，今回用いられた系統はもちろん，従来報  

告された他の動物にくらペても，GHがNO2の短時間暴露に対し，高感受性であることを示して  

いる。ユ6時間暴露だけでなく，5日間暴露の死亡率を比較した実験においても，GfiがICRマ  

ウスとWistar・ラットにくらペ，高感受性であった。5日間暴露の場合．いずれの系統もほとんど  

の死亡例が暴露開始後1日から2日にかけてみられた。   

高濃度NO2による急性死は肺水腫に原因を求めることができる。GHのNO2に対する高感受  

性についても，肺水腫との関連が当然考慮されなければならない。そこで，GHとICRマウス，  

Wistarラットに対する致死猥匪以下のNO2暴露後の肺含水量を比較した。GHでは他の2系統  

にくらべ暴露濃度が低いにもかかわらず，肺水腫の程度が著しく強かった。GHの肺水腫の発現は  

暴露開始後8時間にはすでに明らかに認められ，暴露終了直後と8時間後に最も著明にみられた。  

暴露終了後2日には肺の修復が始まり，broれCho一旦lveolar june亡ionの細胞業務と∬型鱒胞  

上皮細胞の増数がみられた。これらのNOzによる肺の変化は他の報告6）と，病変の程度をのぞい  

てよく一致していた。 

NO2による典型的な肺病変が形成されることが明らかとなった。   

別の興味点として，マウスの系統による明瞭な感受性の差がある。CF♯1雌のLC50－33伊か  

ら．C57BL／61堆のLC5OL67膵まで，約2倍のLC50の差がろられた。Goldsteinら8）  

は，オゾンに対するマウスの系統による感受性の相違を比較している。オゾンに対する最も感受性  

の高い系統はCF♯1であり，駁も感受性の低い系統ほC57BL／6であった。NO2暴露における  

我々の農具む同様であった。   

我々はNO2に対する感受性の性差にづいても注目した。従来，性による感受性の拍連を検討し  

た報告はほとんどみられない。我々の実験では，マウスをのぞいてほとんどの系統において，雌の  
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はうが雄にくらべて明らかに感受性が高かったふ この結果は6過令動物に限られる。Cabral－  

Ande，8。nら2・6）はWistarラット雄の場合，加令とともにNO2に対する感受性が高まること  

を報告している。高邁令動物における性差についても検討されなければならない．。   

今軌1つの繁殖場によって生産された動物が用いられた。同じ系統でも，別の繁殖場由来の動  

物では，LC5。の値が異なることがある（未発表）。このような繁殖場による感受性の相違は，S  

Dラ，トとWistarラ，トで観察されたが，ICRマウスでは認められなかった（未発表）。とく  

に，クローズドコロニー生産の系統を実験に用いる場合，繁殖場による感受性の相違が考慮されな  

ければならない。   

従来，いずれあ報告にも．GHが他の載物種にくらべて，とくに高感受性であるとは述べられて  

いない。 5・10）乳々中英顔革具との相違は，動物の由来（クローズトコ．ロニーとして確立された過  

程または繁殖場）の相連にその根拠を求めることができるかも知れない。   
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写真117脚NOz暴露開始後8時間のゴールデンハムスターの恥  

肺胞腔内の水陸．HE（Hematoxylin－Eosin）染色 xlOOO   

Phtel EdemainlungalveolarspacesfromaGolden  
hamster8hrafterthebeginningof17ppm  
NO2eXpOSure．HE（Hematoxylin－Eosin）  
Stain，×1000．  

写真217押コNO2暴露開始後8時間のゴールデンハムスターの肝  

l型肺胞上皮の変性．TEM（透過電揖像），×1－2．800  

Plate21）egcnerationoftypeIa】veolarepithelium  
丘omaGoldenhamstersameasplatel・TEM，  
×12800．  
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蔓準蕊；韻多産感  

写真317I甲NO216時間暴琵直後のゴールデンハムスタ「の肺・  

顕著な肺胞腔内水膵と肺胞壁細胞の変性，壊絡 HE染色・×500  

Plate3 Markededematouschangesoflungalveoli  
anddegenerationandnecrosisofalveolar  
wallcellsfromaGoldenhamsterimmediate－  
1yafter17ppmNO2eXpOSurefor16hr・HE  
Stain，×500．  

写英4 17騨NO216時間暴露眉後のゴールデンハムスターの肺・  

t型肺胞上皮細胞の鞍著な変性と肺胞内水瞳・TEM，×12．800  

Plate 4 Degeneration of type I alveolar epithelium 
andedemainthealveolarspacefromaGolden  
hamstersameasplate3．TEM，×12800・  
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写貞517伊NO216時間暴露終了後2日のゴールデンハムスタ√  

の隠 肺胞壁細胞の修復．HE染色，×500  

Plate5 Restorationofalveolarwallcellsfroma  
Goldenhamsterat2daysaftertheendof17  
ppmNO2eXPOSurefor16hr・HEstain，  
×500．  

写真6 17卿】NO216時間暴露終了後2日のゴールデンハムスタ‾  

の肺，隣接したu型肺胞上皮．TEM，×6．700  

Plate6 Twoadjacenttypellalveolarepitheliaf’rom  
aGoldenhamstersameasplate5．TEM，  
×6700．  
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写真717【岬NO216時間暴露終了後4日のゴールデソハムスターの肺・  

br。nCbo－alveolar junctionに限局した修復細胞・HE染色，  

×500   

Plate7 Restoredcellslimitlngatthebroncho－alveo－  
lar junction from a Golden hamster at 4 days 
artertlleendof17ppmNO2eXpOSurefor  
16hr．HEstain、×500．  
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12卿NO2暴露開始後4日のゴールデンハムスターの肺・  

bronchoL alveolar junction に限局した細胞集族・  

HE染色，×500  

写真8  

Plate8 Cellnestsatthebroncho－alveolarjunction  
frornaGoldenhamsterat4daysafterthebe－  
glnnlngOf12ppmNO2eXPOSure・HEstain，  
×500．  
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国立公害研究所研究報告 弟8号（R－8一’79）  

Rese押Ch Reportfrom the Nation8】lnst血tefor EmYiTOnmental．Studies No．8，1979．  

ゴールデンハムスターの臭腺に  

及ぼす＝酸化窒素の影響  

EffectofNitrogen・DioxideExposureonlNasal・Cavity  

ofGIIueIl．H且m畠terS   

嘩内博人1・本多芳男1・竹中参二2  

HirohitoHORIUCHIl，YoshioHONDA⊥  

andShinjiTAKENAKA2   

要 旨   

NO2 に暴露された6過令の雌のゴールデンハムスターの鼻腔を病理組織学的に検索し  

た。17騨のNO2 に16時間暴露されると，暴露終了直後の鼻中隔中央下部に最も激し  

い病理学的変化がみられた。暴露終了後8時間には修復か始まり，2日後には病変は弱か  

った。また，12鵬のNOzに5日間連続暴露し，経時的に観察した。暴露開始後1日ま  

では顕著な病変がみられたが．2日以降では，暴露中にもかかわらず，病変の軽減化が認  

められた。  

Abstract  

Nasalcavitiesof6－Week－01d femaleGoldenhamSterSeXpOSedtoNO2  
wereinvestigated histopathologlCally usinglightmicroscopyandscannlng  
electr6n microscopy．Respiratoryepitheliainthemiddlelowerportionof  
nasalseptumwereseverelydamagedimmediatelyaftertheendofexposure  
of17ppm NO2 for16hr．RestoTationofthisaTeabeganafter8hrand  
remarkable histopathologlCalchangeswere not seen after2days．Golden  
hamsters exposed to12ppm NO2 for5days were alsoexaminedhisto－  
pathologically．RemarkablehistopathoIogicalchangeswereobservedlday  
afterthecommencementofexposuTe．Restorationbegan2 daysafterthe  
COmmenCementOfexposureinspiteofcontinuousexposure・  

1．東京慈恵会医科大学   

JikeiUniversity，SchoolofMedicirle．  
2．国立公書研究所 環境生理瓢 〒300－21茨城県筑波郡谷田部町   

The Nationallnstitute forEnvironmentalStudies，8asic MedicalSciences DivISioIl，P．0．   
Yatabe，lbafaki，300－21．  
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はじめに   

近年，大気汚染が大きな社会問題となっており，様々な研究がなされている。大気汚染物質の動物  

実験は，下気道を対象としたものがほとんどであり，上気遺に対する影響についての研究は少ない。鼻  

結膜に及ばす影響については，亜硫酸ガス（SO2）では，三吉1），飯泉ら2）．Gidde。Sら3），  

依田4）．オゾン（0。）では，旭松ら5），豊田6）．二酸化窒素（NO2）では，飯泉ら7）の報告がみ  

られる。   

竹中ら8）は，ラット，マウス，ハムスター，モルモットにおけるNO2の高惑受性動物の選択実  

験において，ゴールデン・ハムスターの雌が最も感受性が高い事を見い出している。今臥 この高  

感受性動物を用いて，④16時間暴露における鼻・副鼻腔粘膜の障害の程度及び修復，㊥5日間連  

続暴露中の病理組織学的経時観察を行い，NOzの鼻・副鼻腔粘膜に及ぼす影響について検討した。   

方 法   

1．実験動物   

動物は，静岡実験動物農業協同組合から5過令のゴールデンハムスター（以下GHと略す）の雌  

を購入し，6過令に相当する週に暴露を行った。   

2．暴露装置   

フィードバック・システムを備えたガラス製の魔窟チャンバー（チャンバー寄席：394飢換気  

回数：30回／時間，大気圧）を用いた。又，暴買中濃度は一定値に保たれた。   

5．暴露方7去  

1）16時間暴露  

17卿で16時間のNO2暴露を行い，暴露開始8時間（以下8時間と略す）巨終了直後，1  

日，2日，4日及び7日に，それぞれ6匹づつ解剖した。   

2）5日間連続暴露．  

12騨で5日間連続暴露を行い．暴露12時間，1日，2仁㍉ 3日．4日，5日，終了1日後，  

3日後にそれぞれ5～10匹づつ解剖した。  

4．標本作成方）去   

ネンブタール麻酔下で殺し，光学顕微鏡材料は，10夢中性PBSホルマリン固定後，40痴のEDTA  

脱灰液で脱灰し・，鼻尖と内喋角部の間を3分割し，ノくラフィン切片を作製し，H－E，PAS，Aleian  

－Blue染色を行った。   

又，走査電子顕微鏡材料は，25em水柱圧下で2．5％ダルクール■アルデヒドの気管内注入固定  

を行い，鼻中隔を摘出し，カコデ1レート・バッフ丁－で粘膜表面の洗浄を行い，2，5％ダルクー  

ル・アルデヒド，2％オスミウム酸で二重同定し，臨界点乾燥，イオ．ン・スパッタリング後，HH  

S－2R型走査電子顕微鏡（日立製作所）で観察した。  
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結 果   

1．1る時間暴露   

1）鼻 腔   

8時間では，鼻腔内に白血球を主体とした細胞浸潤を認めた（写真1）。この変化は，終了直後  

嘉噛も著明で，8時間後ではかなり減少し，1日目では鼻腔後掛こわずかに認めるのみとなり，2   

日目では全く消失していた。］PAS陽性物質は．8時間後及び1日目では増加していたが．2日目   

でははぼ対照群と同程度であった。  

2）呼吸郡上皮   

写真2に，新鮮空気中で飼育されたGHの鼻中隔呼吸上皮を示した。8時間では，鼻中隔中央下部で  

慮毛の脱落癒着，顔毛細飽の脱落等が認められた（写真3－5）。終了直後では更に脱落の範囲が拡大  

していた（写真6～9）。8時間後では，中央下部の上皮の一部が単層，扁平化しており，細胞配列の  

乱れも残存していた（写其10）。1日目では，障害部の基底細胞の肥大がみられ，上皮細飽も2－3  

層となっていた（写真11，・12）。杯細胞は，8時間では著明に減少し，鼻隆前部及び鼻鞋底にわ  

ずかに認められたのみで，直後では同部にもほとんど認められなかった。暴露終了後には杯細胞は再び  

観察され，8時間後では鼻胚前部及び男胚底部，1t∃後では更に鼻中隔中央下部にも認められた。2日   

目でははぼ対照群と同程度であった（写真13）。  

3）呼吸部粘膜固有層   

8時間では．鼻中隔中央下部，鼻甲介呼吸郡の固有層の一部で，血管拡張，血管内の白血球増   

加，軽度細胞浸憫がみられた。終了直後では，上述の変化は更に増強され，問質の水陸もー部例で  

・は認められた。8時間後では．血管内の白血球増加及び固有層の細胞浸潤がみられたのみであり，  

1日でほとんど病変が認められなかった。  

‘4）喫郡上皮   

仝経過を通じて，上皮及び固有層に特記すべき変化は認められなかった。  

5）副鼻腔   

貯留物，上皮の変化を認めなかった。  

2．5日間浬横暴羅 ■   

1）鼻 腔   

12時間では，鼻腔内に白血球を壬休とした細胞浸潤が認められた。この変化は，1日自が最も   

著明で．2日引こはやや軽減するが，3日目では浸潤細胞より脱落細胞中方が増加していた。この   

脱落細胞も4日以降では次第に減少し，終了3日後には両者とも消失していた。PAS陽性物質ほ  

12時間に著明に増加していたが，その後は対照群に比して著明な増加はみられなかった。  

2）呼吸郡上皮   

12時間では，鼻中編中央下部及び鼻甲介呼吸上皮の上皮内細胞浸潤，固有層の血管内白血球の  
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増数及び細胞浸潤がみられた（写真14）。これらの病変は，1日では更に増悪し，上皮細胞の脱落も  

認められた（写真15・i6）。2日には軽度となり（写真17），3日，4日，5日では甲介に限局  

された病変がみられるのみとなった（写真1・8）。兵藤中央部の鼻中隔中央下部に存在する杯細胞の数  

を言十測したが，暴露12時間及び1日に著明な減少がみられ，その後徐々に増加した。   

3）嗅郡上皮   

暴露後半及び終了後の一部に，嗅綬毛の脱落，嗅細胞の変性がみられたが，他のほとんどの例に  

は異常が認められなかった。   

4）副鼻腔   

腔内に分泌物が貯留しているものもー部あったが，上皮細胞の障害は認められなかった。   

考 察   

グッ菌類の鼻粘膜は，呼吸上皮と嗅上皮に大別される9）0呼吸上皮は，線毛細胞，無線毛細胞，杯細  

私基底細胞よりなり，基底膜を介して上皮下線級に摂している。又，表面は，muCOuS blanketと  

呼ばれる粘策複層により被覆されている。   

嗅上皮は10三嘆細胞，支持細胞，基底細胞からなり，基底膜を介して上皮下組織に接している。嗅細  

胞の末端は，丸い膨大部で終っており，嗅小胞と呼ばれている。嗅小飽からは，教本～十教本の嗅線毛  

が出ており，この廟毛は嗅小飽から上皮にほぼ直角に出てすぐに上皮に平行して走行し，フェルト細工  

を形成している。嗅線毛の表面もmueous blanketで被覆されている。   

so2の低濃度実験l）（0．＝町3ケ月）では，呼吸上皮の杯細胞の増加，杯細胞中のPAS陽性物  

質の増加，リンパ球を主とした上皮下細胞浸潤，腺組織の増生といった分泌機能の克進所見が報告され，  

高濃度実験2）（40卿＼18日間）では，鼻艦内の著明な頗机呼吸上皮の上皮剣阻上皮内及び上皮  

下の好中球の浸潤，基底膜破壊，充血，腺分泌の先進等の著明な急性炎症像が報告されている。一方．  

嗅上皮は低法度では著変なく，高浜庭でも上皮下の充血，隈分泌元進が軽度にみられたのみであった。  

NO2の低濃度実験7）（0・5－1・0町5時間，週5日，3カ月）では，呼吸上皮及び嗅上皮の線毛脱乳  

上皮の扁平化，軽度増殖，上皮下細胞湿潤，充血等の病変が報告されている。   

今回著者らの行った高濃度16時間暴露では，急性病変（宿毛の脱乳上皮細胞の脱乳上皮内・上  

皮下細胞浸潤，充血など）が主であり，慢性病変（上皮細胞の増殖，杯細胞の増加など）はみられなか  

った。しかし，暴露後の経時観察では，障害の修復iこしたがって杯細胞も増加した。又，嗅部及び副鼻  

腔には，著変を認めなかった。これは，嗅吉田まmucous b】aれket，フェルト細工様の唄線毛，及び上  

皮下の豊富な腺組織によって保護されているので障害を受けにくかったと考える。副鼻腔に対しては，  

他のSO2．qの毎時間暴露と同様．NOzが副鼻脛に到達しなかったものと思われる0   

5日間の盈院展霹においても，暴露開蛤1日までの呼吸郡上皮の病変はほぼ同じであるが，暴題  

2日より病変の軽減化i限局化がみられ，NO2に対する呼吸上皮の修復がみられた。一方，嗅上  
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皮は，暴露後半及び終了後に，一部例に嗅線毛の脱乳 嗅細胞の変性がみられたが，全く正常例も  

あり，呼吸上皮と嗅上皮は，NO2に対する反応態度に差があることが推測された。副鼻腔に関し  

ては．一部分泌物の貯潜がみられたが，」二皮の変化は認められなかった。   

障害部庖が扁平上皮化生を起ヒすはど強烈なmastard gasll）とは異なり，NO2でほ，気管上  

皮の修復には，nOnCiliated cell（Clara ce11）が大きな役割を果たしているようである。す  

なわち，Clara ee11が増加し，これが無線毛細胞と根毛細胞に分化して，約4日で上皮の修復  

が行われるとされている12）。又，肺胞上皮の修復は，皿型細胞が増加し．これがⅠ型細胞に分化  

し，はば2日で億複が行われる13・1り5）ようである。   

障害鼻枯院の再生については，豊田は6），暴露終了3日以降に，上皮層における核分裂俊を観察  

し，これが再生修復機転の現われであると推察している。著者らも，16時間暴露彼の障害上皮の  

再生を経時的に観察しているが，①NO2は難溶性で上気遺を通過しやすい，㊥鼻尖部は扁平上層  

である甲で刺激を受けにくい，㊥上皮表面はmueous blanketで保護されている，④鼻粘膜の上  

皮細胞のturr10Ver timeが短い，等の理由で，障害が基底膜に及ばないため，気管，気管支，  

肺胞上皮よりも修復が速く，はば2日で正常に復したと考える。  
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写真117卿）NO28時間暴露のゴールデンハムスター。鼻中隔及び鼻  

腔内の細胞浸潤。PAS（Periodic acid Schiff）染色。  

×135   

PlatelCellinriltrationintonasalcavityandnasalsepT  
tumfromaGoldenhamsterexposedto17  
PpmNO2for8hr．PAS（Periodic acid  
Schiff）stain．×140．  

写真2 新鮮空気飼育のゴールデンハムスタ→。鼻中隔，正常呼吸上  

皮。HE（Hematoxylin－Eosin）染色。×680   

Plate2 NormalresplratOryepitheliumatnasalsep－  
tum from a Golden hamster maintained in 
Cleanair．HE（Hematoxylin－Eosin）stain．  
×680．  
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写頁3 写真2と同じ。鼻中隔。呼吸上皮および上皮下組織の浸潤細  

胞。PAS染色。×6∈iO   

P）ate3 TnfiltratedcellsinepitIleliaandsubepithelia  
atnasalseptumfromaGoldenhamstersame  
asplate2．PASstain．×680．  

写真4 写貢2と同じ。鼻中隔。上皮の繰毛脱落。SEM（走査竃郎  

像）。×8000   

Plate4 Desquamationofciliaatnasalcavityrroma  
Goldenhamstersameasplate2．SEM．  
×8000．  
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篭・ぜ貞習㌣  

写貞5 写頁2と同じ。鼻中隔。上皮の根毛癒着。SEM。×4000   

Plate5 Adhesionofciliaatnasalseptumfroma  
Goldenhamstersameasplate2・SEM・  
×4000．  
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写真6 17打nNO216時間暴露のゴールデンハムスター。鼻腔内へ  

の細胞浸潤と鼻中隔上皮下組織の毛細血管内白血救増加。PAS染色。  

X68（）   

Plate G Cell infiltration in the nasal cavity and in- 
crement of leucocyte in the capillary at 
nasalseptumfromaGoldenhamsterexposed  
to17ppmNO2for16hr．PASstain・×680・  
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■、、t、ヽ∴て～．†－；、ご  

∴．1；‡：二子ごと塞ご  
写真7 写真6と同じ。鼻中隔上皮細胞の剥臥 PAS染色0×680   

Plate7 Desquamationoftheepithelialcellsatnasal  
septumfromaGoldenhamstersameasPlate  
6．PASstain．×680．  

写真8 写真6と同じ。鼻中隔の綬毛細胞の剥離。SEM。×4000   

Plate8 Desquamationofciliaatnasalseptumfrom  
aGoldenhamstersameasplate6．SEM・  
×400．  
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写真9 写衰8の拡大。SEM。×8000  

Plate9 Enlargementofplate8，SEM．×8000．  

写真10 17騨NO216時間暴露終了後8時間のゴールデンハムス  

ター。鼻中隔上皮細胞の扁平化。HE染色。×680  

PlatelO FlattenlngOfepitheljalcellsatnasalseptunl  
from a Golden hamster at 8 hr after 17 ppmm 
NO2eXPOSurefor16hr．HEstain．×680．  
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写真1117卿NO216時間暴露終了後1日のゴールデンノ＼ムスク‾0  

鼻中隔上皮細胞の肥九HE染色。×1350  

PlatellHypertrophyofepithelialceusatnasalsep－  
tumfromaGoldenhamsteratldayafter  
theendorexposureor17ppmNO2rOr16  
llr．HEstain．x1350，  

写貞12 写莫11と同じ。鼻巾隔線毛細胞 SEMo X2000  

Platelユ CiliaatllaSalseptumfromaGoldenhamster  
saImeaSplatell・SEM・  
×2000．  
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写貢1317Ⅰ匹NOz16時間暴露終了後2日のゴールデンハムスタ】。  

鼻中隔上皮細胞の修復。PAS染色。×680  

Plate13 Restorationofepithelialce11satnasalsep－  
tumfromaGoldenhamsterat2daysafter  
theendofexposureof17ppmNO2for16  
hr．PASstain．×680．  
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写真1412卿】NO212時間暴露のゴールデンハムスタ。鼻中隔  

上皮細胞の剥離。PAS染色。×680  

Plate14 Desquamationortl－eePithelialcellsatnasal  
septumfromaGoldenhamsterexposedto  
12ppmNO2for12hr・PASstai一一・X680l  
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写真1512卵刀NO21日暴露のゴールデンハムスタ「。鼻甲介上皮  

細胞の剥離とリンパ球の浸潤。PAS染色。×680  

Plate15lnriltrationoFlymphocyteanddesquama－  
tionofepithelialcellsatnasalturbinate  
rromaGoldenhamsterexposedto12ppm  
NO2forlday．PASstain．×680・  

写真16 写真15と同じ。鼻中隔根毛細胞の剥離と分泌冗進o  

S EM。×3500  

Plate16 Desquamationofciliatedcellsandhyper－  
secretionatnasalseptum，SEM，×3500・  
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写真1712一匹NO22日暴露のゴールデンハムスター。鼻甲介上  

皮細胞の修復。HE染色。×340  

Plate17 Restortionofepithelialcellsatnasalturbin－  
atefromagoldenhamsterexposedto12  
ppmNO2for2days・HEstain・X680・  

写真1812卿NO25日魔繹のゴールデンハムチタ。正常な鼻  
中隔上皮。PAS染色。X680  

Plate18 NormとIlepitheliaatnasa］septumrroma  
goldenhamsterexposedto12ppmNO2rOr  
5days，PASstain．×680L  
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国立公害研究所軒究報告 節8号（R8、’79）  

Rese且rCh Repor【from the Na亡ionaIln5拍uとefor Environment81StudieざNo．き，】979．  

二酸化窒素暴露が呼吸数、心拍数等に及ぼす  

影響について  

EffectsofNitrogenr）ioxideonRespiratoryRate，  
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要 旨   

二酸化窒素の呼吸一循環線能への影響を解明するために，ラットに40脚，601岬，80  

騨の二酸化窒粟を3時間黒革し，呼吸数，心拍数・呼吸曲繰の変化について検討した。   

暴露後の呼吸数の経時的変動は大きく，また暴露波風と反応との間に一定の関係を認め  

なかった。心拍数の変動は呼吸数の変動より小さく，暴露濃度の変化に対応した反応を示  

した。心拍リズムの不整化する傾向が暴露30分後に観察された。暴露級数分～十数分内  

にいずれの濃度でも一時的な心拍数の減少と呼吸数の増加を認めた。呼吸曲線は暴露時間  

の延長に伴って変化した。  

Abstract  

Respiratory rate，heart rate and pneumogram were measuredinun－  
restrainedratsduringthe3－hourexposureofNO2attheconcentrationof  
40pprn，60ppmand80」）pm・Decr甲SeOfheartrateandincreaseofrespi－  
ratory rate were observed at the beginning ofexposure（4r15minutes）・  
Irregularity ofheart rate at30minutesafterexposureandthechangeof  
pneumogram withtimecourseofexposurewereobserYed．Respiratoryrate  
of exposed rats was much varied and the change of respiratory rate of 
exposed ratscould notbe correlated withtheexposureconcentrationof  
NOユ、ThechangeorheartratewasdependentontheconcentrationofNO2  
andit was suggested that・the heart rate couldbeusedasaphysiologlCaI  
indicatorofNO2eXpOSure．  
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はじめに   

二酸化窒素（NO2）は酸化性が高いうえ，吸入暗における気遣での摂取が二酸化硫黄やオゾン  

より少ないため，気道内末梢部まで到達し．その第一次侵襲点が呼吸器であると同時にその影響は  

呼吸器にとどまらないといわれている。したがってNO2の呼吸器への影響に関する動物実験報告  

は病理学的，生化学的知見を中山こ多い○呼吸機能への影掛こ関して，Murphyら1）は5・2卿4  

時間暴露のモルモットで，また横山2）は18騨2時間暴露のモルモアトで，Henryは15卿 2時  

間恩霹3）ぉよび5脚－2ケ月暴露4）のサルで，Freeme㍍らは0．8騨生涯如問暴罵5）と2騨 2年間  

暴露6）のラットで，いずれも呼吸数の増加を報告している。さらにNiewohnerら7）は30～35  

FPE7～10日間暴露のハムスター摘出肺でUpstream R七sistanceの上昇％，Arnerら8）は  

2，91P週5日9ケ月間暴露のラット摘出肺で肺コンプライアンスの低下を報告し，NOzの影響は  

呼吸数および肺の換気力学に及ぶてとが示された。一方，A。tW。ilerら9）は5．3Ⅰ円通6日6ケ月  

間暴露のモルモットで呼吸数および一回換気量の変化を認めず，また：Freemanら6），Wagnerら  

10）は2卿2年間暴露のラットは肺気流抵抗および肺コンプライアンスに変化を示さないことを報  

告した。このようにNO2の呼吸機能への彪響については，呼吸数および肺換気力学的指標の変化  

を認める報告は多いが，それらの報告は多様で，未だ見解の一致首見るに至らず，現在のところ  

NO2の呼吸機能への影響について不明な点が多いといえる。   

従来の成績の不一致の原因としては動物の感受性の差異，暴露姦件が異なること等の種々の原因  

が考えられるが，多くの報告が数卿以下の実験であるのに対し，呼吸数のように生体内の種々の因  

子によって統御されているために非常に変化しやすい指標を用いていることも¶因と考えられる。  

そこで，生体側にとって厳しい条件，つまりNO2濃度を上昇させることによって，暴露条件，同  

一動物倭内における感受性の差等の影響を少なくできるものと考え，ラットでの3時間NOz暴露  

のLC50といわれている60卿を中心に40卿，■80騨の3暴露条件を設定した。また，NO2 は  

呼吸機能だけでなく，呼吸器と密接な関係を有する循環機能へも影響を及ぼすことが推測されるが，  

．循環俵能への影響に関する報告はほとんどない？   

呼吸一婦環機能への影響を検索するための指標としては，，呼吸数等の呼吸生理学軌換気力学的  

指標およぴ，心拍彗軋一心電乳 血軋血中Q，CO2ガス分圧等の種々の指標があるが，今回は，  

NO2の呼吸一■循環機能への影響を解明するための一段階として，呼吸数，心拍数，呼吸曲線の変  

化にフいて検討した。   

方 法  

14～16遇令のウィス91一系雄ラット（Wistar＝JCL）を山群6匹として計54匹使用した。  

NO2の暴露は濃度40，60，80卿で3時間．気積240£の台形チャン了ヾ一内で行い，換気回数は  

20回／h，温度22士1℃であった。NO2ガスの供給および排気には暴罵実験装置（日本クレア  

ー52－   



PT－300A）を使用し，チャンバー内のガス濃度はNOx連続測定装置（ケミルミネッセンス法，  

モニター・ラボ社製ML－8440H）で行った。   

心拍数と心電図は必ずしも一致しないが，心電図上板端な異常がない場合には同一視することも  

できるので，心拍数は心電図の記録から算出した。心電図は，第1図の模式図に示すように，先端  

に直径約2mmの銀球をつけた120J上のエナメル銅線を電極として一つは右側肩甲骨上端．他方は  

胸骨柄乱 さらにアース電極を頚部の皮下に埋入し，いずれのリード線も皮下を通して背側頚部に  

誘導し鴇系にて縫合国定した。それぞれの出力側末端には円形の銅線リングを取りつけ，機器のイ  

ンプットボックスから延びたクリップによって生休側リード線と機器側リード線を接続し，双極誘  

導法によって心電図を増幅・記録した。呼吸数は，心電図の誘導と同様な電極を左右胸部の皮下に  

埋入し，呼吸運動によるインピーダンスの変化の双極誘導法による記録から算出した。  

図1 実験装置と埋入電極の位置の模式図  

Fig．1Shematici11ustrationofexperimentalapparatusandelectrodesite・  
for ECG and respiratory movement 

これらの電極を皮下に埋入する手術はNO2の暴露日の2日前にpentobarbitaisodium（ネ  

ンブタール，25－30帯ダ／0．6cc／head）麻酔下で無菌的に行い，術後注意深く飼育管理し；  

暴露直前に，反射機能テストによって，麻酔の影響が残存していないと考えられたラットについて  

実験を行った。電極の装着されたラットを飼育用ケージ（250×70×125mm）に入れた。ラット  
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は無保定であったので，暴露中ケージ内で自由に動くことができた。ラットの心拍数および呼吸数  

を綴時的にモニターし，心拍数と呼吸数の変動が安定して．ラットがチャンバー内の環境に慣れて  

きたと思われた時点でNO2をチャンバー内に導入した。またガス濃度が実験濃度に達する時間は  

いずれの濃度においても1q分以内とした。   

またNO2のような吸気性ガスは，具粘膜および気管に刺激物質として作用し，中枢および末梢  

神経系を介して呼吸数あるいは心拍数の変動をもたらすことが考えられるので，中枢神経系を抑制  

させるpentobarbitalsodium（ネンブタール，25澗，／0．5ce／bead）を腹注し，無投与ラ  

ットの変化と比較検討した。   

呼吸曲線図は，PentObarbitalsodium 腹注後，第2図に示すように，ラット用マスクを用  

いて呼気，吸気に伴う圧力の変化を圧トランスジューサーに導き記録した。  

図2 呼吸曲線図測定方法の模式図  

Fig．2 Shematicillustrationofrecordingmethod  
forpneumogram   

呼吸，心電乳呼吸曲線の増幅，記掛こは肇1図に示すように，生体増幅施（ポリグラフ，三栄  

測器142システム）とその記録システムを使用した。また一部の記録はデーターレコーダー（TE  

AC，270A）に収録し，必要に応じて再現と解析を繰返した。   

結 果   

40f岬，60肝㌧ 80卿のNO2暴露による心拍数の変化を暴露前借に対するパーセントで帯3図  

に示した。  
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図3 NO2暴露による心拍数の変化  

Fig．3 ChangesofheartrateinratsexposedtoNO2  

40騨暴露時の心拍数は，暴露5～8分後に暴露前借の85％まで減少したが，10分後には120  

％と増加し，その後103～130％の緩慢な動揺を経て100分を過ぎると急速に減少し，120分後  

には37％，150分後には53％となり，’以後55～65％で安定した。60Ip暴露時の心拍数は，  

40騨屋露時と同様に暴露5－8分後に暴露前の74％I午減少し，10～15分後には98－100％  

と暴露前借のレベルに戻り，その後103－105％と暴露前借よりやや高い値を示したが，30～  

35分を過ぎると減少し，40分後には91％，60分後には58％，90分後には52％，180分  

後には39％となった。80Ⅰ町暴露時の心拍数は，暴露4－5分後に暴馬前値の76％に減少し，  

10分後には84％，15分後に96軋 20分後に102％と暴露前のレベルに近づいたが，以後  

急速に減少し，25分後には58％，40分後には40％となり，その後このレベルがしばらくの間  

続いたが，150分を過ぎると48－58％となり死に至る経過をとる個休が多く観察された（4／  

6が死亡）、。   

次に40恥60肌80騨Dの二酸化窒素塞買による呼吸数の変化を暴露前借に対する′J－セント  

で第4図に示した。40Ⅰ岬暴罵時の呼吸数ほ，暴露4－8分後に暴露前借の132％まで増加し，  

10～15分後には110～115％となり，その後大きな変動を示したが全休的には増加する傾向  

を示した。601町暴露喝の呼吸数は，暴諾5～7分後には137－146％と増加し，10～15分後  
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図4 NO2暴露によろ呼吸数の変化  

Fig・4ChangesofresplratOryrateinratsexposedtoNO2  

には110～115％となり，40卿1暴露時と同様な初期の変化を示した。以後園に示すように増減  

の変動が大きかったが，平均的経過としてみると，100分以後には増加する傾向を示した。80  

騨暴露時の呼吸数は，暴露2～3分後に暴露前値の96％であったが，4～8分後には125－128  

軋10－15分後には115－116％となり，その後大き．な変動を経て130分以樺増加する幌向  

を示した。   

PentObarbitalsodit・rnを腹注したラット（以下，．処置ラットとする）と，無投与ラット  

（無処置ラットとする）の暴露下における呼吸数と心拍数の変化を10秒平均の実測値で第5図に  

示す。図に示すように，暴馬前の処置ラットでは無処置ラットに比較して心拍軋 呼吸数．とも減少  

していた○一また，処遣ラットでは，無処農ラブトで観察された展罵4－8分後の一時埠な心拍数の  

姐少および呼吸数の増加は認められず，また50～60分を過ぎると，処置ラットと無処匠ラ，トの  

心拍数はほぼ同様な経過を示した。処置ラットの呼吸数は無処置ラ，トのそれと異なり大きな変動  

を示さなかった。   

心拍数のリズムは上位中枢の神経系の裾野機序の関与に負うところが多いといわれているので心  

拍間隔の性質について検討するために心電図上申R赫と次の波形のR癖の時間（R－R間隔）を蓮  
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因5 NOz60f甲暴露における無処置ラグトとPentob且r♭jtal  

投与ラットの呼吸数及び心拍数の変化   

Fig．5 Changesofrespiratoryrateandheartrateof  

60 ppm exposed rats with and without 

pentobarbital administration 

続する300個の心電図について測定し．そのR一尺間屑のヒストグラムを第6図に示した。40阻  

60卿」80騨の暴罵でも同様な傾向が認められたので，ここでは60騨暴露時における無処置ラ  

ットの暴露前．暴露30分後および処置ラットの30分後のR一尺間隔ヒストグラムを代表させた。  

無処置ラットでは，多くのR－R間隔計測値の分布は130－165msecの範囲に力布し，そのピー  

クはおよそ140msecであ．った。30分後でi享，そのピークは140－145。SeCで暴露前値と比較し  

て大きな変化を示さなかったが，分布域は120－175msecと広がった。   

呼吸曲線図の変化は第7図に示した。技術上無処置では測定が顔雅であったので，pentObarb．  

ital麻酔下で検索し，図には60脚暴眉前，暴露30分後，60分後の代表的ノくターンを示した。暴  

露前の呼吸曲線図は，呼気時の曲線上にわずかながらノイズが重なっているのが認められたが，吸気時  

（上方向き）と呼気時（下方向き）の接続が滑らかに移行していることが多かった。暴露30分後では  

呼乳吸気時の境界が不明瞭となり，呼吸曲破上に小さな波状の変化が認められ，暴露60分を過ぎる  

と、呼吸どとに分離する傾向が強く，曲線上に基線を示す部分が明瞭かつ多くなった0  
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図6 NO2暴露30分後における無処置ラットと処置ラットの心  

拍インターバルヒストグラム  

Fig．6Intervalhistogramofheartrateinratsat30  

minutesafterNO2eXpOSureWithandwith－  

Out treatment  

Pre－eXPOSUre  

30m†nutes after   

eXPOSUre  
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図7 NO260脚暴露による呼吸曲線図の変化  

Fig．7 Changeofpneumograminanaesthetizedrats  
exposedto60ppmNO2  
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考 察   

呼吸数の増加を観察した報告は多いが必ずしも一致した見解にいたっていない。こ？理由として  

動物の感受軋暴虎条件等が異なることの他に，呼吸数が生体の複雑な因子によって統御されてい  

るために非常に変動しやすい指標であることも一因と考えられる。本実験における高濃度のNO2  

暴露においても，経時的な呼吸数の変動は大きく，暴露濃度と反応との問に一定の関係を認めるこ  

とは困難であった。横山2）は18帆 42恥 57押コ2時間寂罵のモルモ，トで，濃度の増加に伴  

う呼吸数の増加を観察し，本実験の結果と相達する成積を報告したが，■これは動物種および実験条  

件等が異なることも一因していると考えられた。呼吸数の変動に比較して心拍数の変動は小さく，  

さらに，心拍数が暴露開始直後の一時的な減少の後ち再び減少して暴露前の70％レベルに達する  

時間は，80騨暴露で20分～●30分，60卿で40－50分，40騨で110－120分であった。  

暴露濃度の低下に伴い心拍数の減少が遅延するということから心拍数申変化がNO2暴露の指標  

として有用である可能性が示唆された。   

山賀ら11）は2⊥3騨で1日5時間，過6日間，85日間暴露したウサギでガス暴荘中に心拍リ  

ズムの不整を認めたが，著者らも同様な知見を得たことから，高濃度のNO2ガス秦荘ラットでは  

短時間のうちに同様な所見が出現するものと考えた。   

無処置ラットでほ暴露開始数分から十数分以内に一時的な心拍数の減少と呼吸数の増加を認めた  

が．pentobarbitalsodium投与の処置ラブトではこの変化は認められなかったo pentoba‾  

rbitalは中枢神経系の抑制作用をもち，特に大脳皮質，脳幹網様体の上行性眈活系に対して強く  

作用するといわれているので，処置ラットで変化しなかったのは，神経系を介しての反射性応答  

がpentobarbitalの投与によって遮断されたからであると考えられた。したがって無処置ラット  

での暴露初期の変化は神経系を介しての応答と考えられ，・その応答が早いことから，鼻粘膜，喉頭  

あるいは気管に分岐する求心性神経への刺激が推測された。   

今回用いた呼吸曲線の測定方法は簡易なもので，呼吸運動に伴う気流変化を圧変化としてとらえ  

るので，肺．胸腔とそれを囲む桟隔町乳’胸筋．腹筋の活動および外界と結ぶ上部気道の全体的な変  

化を表出しているとみなすこともでき，相対的な変化の追跡にほ便利であると考えられたが，複雑  

な呼吸運動へのNO2の影響を解析するためには，今後の技術的改良も含めて換気力学的側面から  

の成績の充実が必要であろう。   

NO2の呼吸一宿環機能への影響を解明するための一段階として高濃度暴露下での呼吸数，呼吸  

曲線の変化について検討してきたが，今後，呼吸数，心拍数の変動要因の解明，および低濃度暴露  

での影響について研究を進めていく予定である。  
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要 旨   

二酸化窒素の急性，並びに亜急性暴露が，液佐一次免疫反応に及ぼす影響について検討  

した。実験動物としてはICRマウス，BALB／Cマウスを用い， 

休産生能を，脾臓中の溶血鑑形成細胞算定法（PFC）と血清中の血球凝集素価（HA）を  

測定することにより榛東した。   

5，20，401岬のNO2各12時間の急性暴露の結果，5卿では抗体産生能に著変を  

認めなかったが．20，40脚で有意に抗休産生髄は低下した。また，雌雄差については，  

対照群に比し抗体産生能の低‾Fする傾向が，雌より堆でより著明であった。ま、た暴露の時  
期（抗原静注1日，2日，3日後）による影響の差異を検討したところ，免疫2日後に暴  

露された群で最も著明な抑制が認められた。更に20，40脚暴露により，胸線や脾臓の  

細胞数も減少することが明らかにされた。   

0．4，1．6，6．4卿各4週間の亜急性暴買実験においては，0．4，1．6押叩〕濃度ではや  

や低下する傾向，逆に6．4卿ではやや冗進する傾向が各々認められた。  

Abstract  

Effects of acute exposure to nitrogen dioxide on primary humoral  
antibodyresponseinmicewerestudied・Mice 
ppmofNO2for12hours．Theexposureof200r40ppmresultedinthe  
significantsuppressionofantibodyresponsei，While5ppmdidnotaffectit・  

＊ 本文の要旨ほ笥20回大気汚染学会に発表および英文書こて投稿中  

1国立公害研究所 環境生理部 〒800－21茨城県筑波郡谷田部町   

TheNational・lnstitute for Environmenta）Studies，・BasicMedicalSciences Division，P．0．   
Yatabe，Ibaraki，300－21．  
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Such a tendency to theimmul10SuppreSSionby theexposure toNO2WaS  
recognized moreremarkablyinmalethaninfemale．Atime－factorrelation－  
ShipbetweenNO2eXpOSureandantigeninjectionwasfurtherinvestigated．  
Theexposuresto20ppm atvarioりStim9in！ervalsinrelationtoantigen  
lnJeCtionrevealedthatthemdstremarkablesuppressionwasobservedinthe  
group exposed twodaysafterafLtigeninJeCtion・Notonlythesuppression  
Ofprimary．叫ibodyresponsebutalsothedeqreaseofthetQtalce叶number  
in the spleen and more strikinglyin the thymus was also caused by the  
acuteexposureofNO2．  

Effects ofsubacuteexposureonprlmaryhumoraIantibodyresponse  
in mice werealso studied．Mice wereexposedtoO．4，1．6and6．4ppmof  
NO2 for4weeks．The exposure ofO．40rl・6ppmresultedintheslight  
SuPpreSSion ofimmune responses，While6，4ppm showed the tendency  
rathertostimulateslightlytheantibodyformation．   

はじめに   

大気汚染物質の一つであるNO2の生体に及ぼす影啓については， 

されている。とりわけ標的脳器としての肺を中心とした呼吸器系に関する報告が大半をしめている。   

一方免疫反応は外界からの種々の因子に対する生体の防禦機構の代表として重要な役割を果たし  

ており，その異常は．一般に感染鼠 吼 アレルギー疾患等の発症と密接に関連すると考えられて  

いる。大気汚染物質と，主として肺を場とした上記諸疾患との関連については，多大の関心が払わ  

れているが，その根底をなすと考えられる基礎的な免疫反応への影響に関する報告は，依然数少な  

くl～3），掛こ急性影響については▲，最近のSmithの報告4）以外にはほぼ皆無に等しい。免疫反  

応は液性免疫反応と細胞性免疫反応とに大別されるが，まず前者に及ばすNO2の急性∴亜急性影  

響について検討を加えた。更に，NO2の影響機序を解明するために，急性暴露実験により，雌雄  

への影啓の差や，暴露する時期（抗原静注，1日，2日又は3日後）による影響の差異について検  

討を加えた。  

方 法   

6～9週令のICR雌マウス（日本クレア）l並びにBALB／C・7ウ云（日本チ†rルスリバー）  

を用いた。NO2の暴東条件は急性実験として，Hineら5）を参考に，5，20，40一卿名12疇臥  

亜急性実験としては．0．4，1＿6，6．4卿各4週間とした。急性暴露に対しては，容量120£の暴露  

チャンバーを使用した。チャンバー内温度は2亭－25℃，換気回数は20回／時であった。NO2  

濃度はケミルミネッセンス法による窒素酸化物連続測定器と自動制御装置により一定値に保たれた○  

亜急性暴露に対しては容量1．8m3の平型チャンバーを用い，チャンバー内温度＝24 ～26℃，湿度：  

50～60％，換気回数：60回／時で，NO2濃度の変動は設定虐虔の2％以内’の範囲であった。  

－62一   



清浄空気を剛、た以外はすペて暴露群と同一条件としたものを封蝋群とした。暴露時の水と餌は  

自由に与えられた。   

抗原投与は，急性実験においては，原則として暴冨直前又は直後（各1時間以内）に行ない，両  

群について比較検討した。また別に抗原投与直前・直後，1日，2白，3日後に各々暴露して，抗  

体産生の種々の過程に及ぼす影響についても比較検討した。亜急性実験では暴露直後に抗原を静注  

した。   

抗原としては羊赤血球（東洋血清㈱）を用い，5×107／マウス静注4日後にマウスを屠殺し，  

脾眼中の抗体産生殖胞，即ちPlaqueForming Cell（PFC）の算定法と，血清中の血球凝集  

素帆即ちHemagglutination（HA）による抗体価の測定により，その抗休産生能を検索した8  

pFCはCunninghamとSzenberg6）の変法を用い．又，HAはmicrotitration法により測  

定した。’   

急性実験では更に脾臓と胸繰の細胞数をステンレスメッシュを使用して得た細胞浮遊液から，各  

々TrypanBlueとTurk疲を用いて算定した。また免疫蛍光間接法により，胸線の∂一抗原陽性  

細胞の割合も検索した。即ち細胞数を1×10シm£に調整後，その0．1血＝こ抗β一抗血清（1：8）  

0．1nRを加え，0℃30分放置後0．01M NaN3を加えたBalanced Salt Solution（BSS）  

で2回遠心洗浄し，FITC一抗ウサギIgGヤギ血清（1：16）（栄研㈱）を0．1mβ加え′ 37℃  

1時間反応後再び2回遠心洗浄して，落射式蛍光顕微鏡（オリンパス，BH－RFL）にて観察，  

算定した。   

な払抗β－抗血清は，マウ又の脳をフロイントの完全アジュノヾソトと共にウサギに数回免疫後  

採血 その抗血清をマウスの肝と血球により吸収して作製した。   

結 果   

5およぴ20卿のNO2，12時間暴露，ICIモ雌マウスによる結果を表1に示した。20一匹暴買  

では，全脾細胞当りのPFCでみると，抗原を静注後暴露した場合，および展題後静注した場合の  

両者とも，暴露群の方が対照群に比べて低下する傾向がみられた。HAでも同様であった。5卿暴  

露では著変は認められなかった。   

つぎにBALB／C雄マウスを用いて行った40卿も含めた同様の実験の結果を表2に示した。  

20，40脚nで有意に抗体産生能が抑制された。   

表3にBALB／Cマウスを用いて．雌雄への影響の差異を検索した結果をまとめた。表より明  

らかなように，堆の方が雌よりも，より強く抑制される傾向が認め中れた0   

抗原投与と暴露の時間的関係をかえて，その影響を検討した結果を表4に示した。脾臓当りの  

pFCでは，三つの暴露群ですべて対照群に比べて有意な低下がみられたが・108 生細胞当たり  

のPFCでは著しい低下のみられたのは，投与2日後に暴露された群のみであった8HAでは用，  
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表1 NO2急性暴露のICfi雌マ．ウスの一次抗体産生能に及ばす  

影響  

Tablel．EffectofacuteexposuretoNO20nprlmary  
antibodyresponseo‖CRfemalemice  

0れeh。Uraffer＃  0れeム。urbeねre＃＃  

N01 ppm Control Exposed Control Exposed 

5   PFCa 2．24±0．23 2．37±0．211．57±0．201．89±0．22  

HAb  5．7±0．1 5．6±0．2  7．1±0．3 （）．9±0．2  

20   PFC l．97±0．411．08±0．201．33±0．191．05±0．10  

HA  6．3±0．2  6．1±0．3  5．7±0．2  5．4±0．2  

a： ×10‾5／Spleen  

b：log2titer（reciprocals）  
♯： Exposedwithinonehourarterantigerlinjection  
＃＃：ExposedwithinonehourbeforeantigenlrリeCtion  
Eachvalueisexpressedasmean±SEof5－7mice．  

表2 種々の濃度のNO2がBALB／C雄マウスの一次抗休産  

生能に及ばす影響  

Table2．EffectofvariousconcentrationsofNO20n  
primaryantibodyresponseofmaleBALB／C  
mjce  

Oneho11Tafter＃  onehou－berore＃＃  
NOt ppm ControI Exposed  ControI  Exposed  

5  PFCa 2．06±0．12 2．05±0．Og 2．25士0．28 2．48±0．29  

HAb  6．7±0．2  7．0±0．1  6．3±0．2  6、7±0．1  

20  PFC l．41±0．10 0．78±0．17＊l．60±0．19 0．64±0．10＊＊  

HA  4．9±0．1  4．5±0．1＊  5．4±0．2   4、4±0．3＊  

40  PFC1．65±0．19 0．59±0．07＊＊1．4（；±0．12 0．48±0．12＊＊  

HA  5．2±0．1   4．1±0．1＊＊  5．0±0．3   3、6±0．2＊＊  

＊： p＜0．05  

＊＊：p＜0．01  

aニ ×10‾S／spleen  

b二 log2titer（recip－OCals）  

＃：ExposedwithinonehourarterantigeniTtiection  
＃＃二 Exposedwithinonehourbeforeantigeniruection  
Eachvalueisexpressedasmean±SEof5・7mice．  
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表3 NO2に暴露されたBALB／Cマウスの雄と雌との一次抗体  

産生能への影響の比較  

・Table3・Comparisonofprimaryantibodyresponse  

inNO2eXpOSedmaleandfemaleBALB／C  
mice＃  

Male  Female  

NOz PPm Controle Exposed  ControI  Exposed  

5  PFCa l．65±0．16 1．63±0．18 2．11±0．23 2．04±0．13  

HAb  7．0±0．0  7．0±0．2  5．6±0．2  5．5±0．0  

PFC 2．19±0．28 】．20±0．16コ12．31±0．07 1．38±0．26＊  

HA  5．9±0．1   5．1±0．1＊＊ 6．0±0．1   6．0±0．1  

20  

40  PFC  2．30±0．21 0．40±0．05＊＊2．07±0．12 1．04±0．1（）＊＊  

HA  7．2±0．2   5．7±0．1＊＊ 7．1±0．1  （；．7±0．2＊  

＃：Exposedwithinonehourafterantigen叫ection  
＊： p＜0．05  

＊＊：p＜0．01  

a： ×10▼5／spleen  

b：1og2titer（reciprocals）  
Eachvaluei革eXpreSSedasmean±SEof5・7mice．  

2日後暴露群で対照群に比し有意な抑制がみられたが，3日後では，著差は認められなかった。   

次に脾臓と胞線の細胞故に及ぼす影智について，図1に示した。20，40騨暴露により，脾臓  

の細胞数自体が著しく減少した。この傾向は，胸線においてより著明に認められた。抗原の投与時  

期に対して，暴露時期を変えた場合に，その致の減少や，β一抗原陽性細胞数の割合がどう変化す  

るかを検索した結果を表5に示した。いずれの暴露群でも著しく細胞数が減少していたが，抗原投  

与後に暴露した3群では，対照群に比べてその50％以下に減少した。β－抗原陽性細胞は抗原投  

与直前直後．並びに1日後に暴露された群で減少の傾向が認められ，細胞自体への影響が示唆され  

た。   

牽急性実験の結果を表6に示した。0．4，1．6卿では，対照群に比しやや抗体産生能が低下する  

傾向が認められた。逆に6．4騨では，やや元進がみられた。  
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表4 抗原静注後．暴露時期を変えた時の→次抗体産生能への影響  

TabJe4．Effectofexposureto20ppmNO2after  
antigeninjectiononprimaryantibodyresponse  

Onedayaftef＃  TwodaysafteT＃＃  Threedays且fter＃＃＃  
ControI Exposed ControI Exposed ControI Exposed  

PFCxlO、51．39±0．13 0．48±0．10＊＊1．96±0．13 0．70±0．09＊＊1．68±0．1（5・0．89±0．12＊串  
Spleen  

PFC／106  361±35  279±78  649±79  327±33＊＊ 610±82  518±41  
spleen cells 

HA  5．6±0．1  4．9±0．2＊  6．4±0．2  5．7±0．1＊＊ 6．8±0．2  6．5±0．1  

軟  Exposedonedayartela11tigeni－りeCtion  
＃＃： Exposedtwodaysafterantigenil勺eCtion  
＃＃＃＝ Exposedthfeedaysafterantigenirtiection  
＊‘ p＜0．05  ＊＊： p＜0．01  
Eachvalueisexpressedasmean±SEof5－7mice．  
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図1 NO2暴毘の脾臓と胸繰の細胞数へ及ぼす影響  

Fig．1EffectorexposureofNO20Ilthenumberof  

thespleenandthymuscells．  

＃二 Exposedwithinonehourafterantigeniruection  

＃：ExposedwithinonehourbeforeantigeninJeCtion  
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表5 20脚暴露の胸線細胞への影響  

Table5．Effectofexposureto20ppmNO20nthe  
numberofthethymuscellsand8－antlgen  
positive cells 

onehouraOnehourb onedayC Twodaysd Threedayse   
before after  after  after  after  

E／C（％）＊ EノC（句 E笹（勒 E笹（勾 引C（％）  

No・Or  76．6±6．441．1±3．333．0±2．644．4±5・2 63・3±8・1  
thymuscells  

β－antigen  97．0±0．694．3±l．994．7±0・499．2±0・5101・3±0・7  positive cells 

a～e二 SeeTablelandTable3  
＊： PercentageorcontroIvalue  
Eachvalueisexpressedasmean±SEof3experirnents  

表6 NO2亜急性暴露の一次抗休産産能に及ばす影響  

Table6．EffectofsubacuteexposuretoNO2POn  
Prlmaryantibodyresponse  

N01 ppm ControI  Exposed  

0．4  PFCa  2．28±0．51 1．31±0．37  

HAb  7．5±0．4  6．7±0．6  

1，6  PFC  2．86±0．51 1．30±0．25＊  

HA  6．1±0．5  4．6±0．2＊  

0．50±0．12  0．74±0．10  

1．27±0．31  3．12±0．43＊＊   

5．7±0．5  6．7±0．3  

4．6±0．6  6．3±0．3  

6．4  PFC（1）  

（2）  

HA（l）  

（2）  

p＜0．05  

p＜0．01  

．
．
＊
 
 

＊
 
 
＊
 
 

a： ×10‾5わpleen  

b：log2titer（reciprocals）  
Eachvalueisexpressedasmean±SEor9・10mice・  
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考 察   

NO2の抗体養生能に及ばす影響に関する報告では，主に長親実験で免疫能の低下が認められて  

いるものの，その作用機序についての検討は，殆んどなされていない。．本実験により，免疫反応が  

NO2の高波皮，短期暴露により．影響を受けることが明らかとなった。NO2の生休への作用機序  

の解明をはかるためには，亜急性，慢性のみならず，急性も含めた種々の条件下での反応検索が必  

要であろう。  

ICRとBALB／Cでは，BALB／Cにてより著明に抗体産生能の低下がみられ，NO2に対  

する感受性の差が認められた。BALB／Cにおいてみられた雌扱による感受性の差も周様興味あ  

る現象である。これは，Krzyehら7）がestrous叩Cleにより抗休産生能が変化すると指摘して  

いるように，堆と雌とのホルモン系統の相違によりもたらされたことかも知れない。NO2が一般  

に内分泌系に如何なる影響を与えるかについての報告も殆んど見当らないので，この現象が内分泌  

系への影響を介してのことかどうかは現時点では未詳である。   

抗原投与の時期に対して20卿暴露の時期を変えると，抗体産生能への影響の度合が異ってくる  

事も明らかにされた。とりわけ投与2日後に暴露された群で一番著明な低下が認められた。これは  

T，B，両細胞群の分化増殖の過程にて，NO2の影響を一番強く受けることを示唆しているとも考  

えられる。あるいは，免疫反応も含めて．一般に生体反応はNO2の暴露2日後に一番強く影響さ  

れる可能性も否定出来ない占又，暴露による脾臓の細胞数減少自体机 全脾臓当りのPFCの低下  

の一因となっていると考えられる。但し．10¢生細胞当りのPFCでも低下の傾向が認められてい  

ることから，機能的にも明らかに影響を受けているものと思われる。特に胸線で細胞数が君波して  

いることは．元来胸扱が加令，疾慮等．種々の要因に敏感ではあるが，NOzがT細胞に何らかの影  

響を及ばしたと考えられよう。実際に胸棟細胞が影響を受けることが明らかになれば，いまだ殆ん  

どその影響について検索されていない細胞性免疫にも何らかの影響を及ぼす可能性は高いものと思  

われる。このような細胞レベルでの解析は，その委要畦に拘らず，殆んどなされていない。最近よ  

うやくMaigetterら8）が，0．5卿3ケ月暴露で，T，B細胞のmitogen に対する反応が低下す  

るという報告を出した。   

鹿急性でみられたむしろ抗体産生姥を克超させるという魂象の解明も含めて，よ乃〝i汁♂の系で  

の解析を主なる手段として，細胞レベルにおける影響について，現在，更に検討中である。  
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要 旨   

NO2 ガス暴露の生休への影響を解明するため，第1段階として，頻繁に使用されてい  

るWistar系ラシトと，SD系ラットの臨床生化学的性質について比較検討し，その結果  

を基礎資料として，次にWistar系ラットを用い，5，10，20tpのNO2で24時間  

暴露と，4卿のNO2 で7日間暴露を行い臨床生化学的検査値について検討した。   

Wistar系，SD系ラットの臨床生化学的正常値の成績では，TCh，Glu，．AIP，ChE，  

TPなどの項目で，種別，適合，性別による特徴的傾向が認められた。又高濃度NO2暴  

露実験では，種々の項目で濃度に伴う臨床生化学値の変動とChE，AIP，Bilなどの項目  

で経時的変動が観察され，高濃度NO2ガス暴露は，各種生体臓器に影響を与えている可  

能性が示唆された。  

Abstract  

Thevaluesofclinicalexaminationsweredeterminedusingtheseraof  
ratsexposedtoNO2．Whentheywereexposedto5，10and20ppmNO2  
for24hours，manyOfthesevaluesshowedremarkablechanges．However，  
Changesinthesevaiueswere notsigniflcantatthecorlCentratioL10f5ppm・  
lntheexposureofNO2attheconcentrationof4．Oppmfor7days，Values  
Ofcholinesterase，alkaline－phosphataseandbilirubinchangedpreferentially  

Withthetimeofexposure．  
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はじめに   

現在，NO2ガスが及ぼす生体への影響を知るために，様々な実験手技による広範な研究がなさ  

れている。すなわち，第一次標的と目される呼吸器系をはじめとして，各種の臓器ないし全身にか  

かわる影響について，病理学的，生理学軌 免疫学的研究領域などからのアブロト【チが展開されて  

きている。また，光化学スモッグ被害者における白血球やアルカリフォスフ，クーゼ活性値など臨  

床検査成績が報告されている1・2）一方，オゾン暴露の動物実験においても同様な研究がなされている。  

3，4）これらの研究報告は，オゾンと同様な酸化作用を有する5）NO2ガスが，標的臓器といわれ  

る肺だけでなく，他の生体臓器へも影響を及ばす可能性を推測させるが，現在のところ肺以外への  

影響についての知見は乏しいといえる。   

周知のように，各種の臨床検査は疾病の診断，治療および予防に役立てられ，健康時ないし疾病  

時を問わず．生体の諸変化を的確にとらえるものとして高く評価されている。とりわけ血液成分  

の臨床検査ほ，各種臓器の機能や代謝の変化を鋭敏に反映しうることから，主要臓器の病態等を知  

るうえで，有力な手法となっている。従って，NO2暴露による臓器生化学検査を試みることは→つ  

の重要な研究プロセスであると思われる。   

ところで．笑顔動物においてもヒトと局掛こ正常値に関しての革礎的資料を得なくてはならな  

い。これらの値をもとにして，笑顔に適した動物種，系統，年令，性を選別し，NO2ガス暴・露の  

生休への影響を正しく評価することによって，ヒトへの外挿も可能になると思われる。   

ここではまず，実験動物として頻繁に使用されているJCL＝Wistar系ラ，トおよびJCL：  

S工）系ラットに関する正常臨床生化学値を明らかにしたうえで，NO2ガス暴露を受けた動物につ  

いて，各種検査値の量一反応関係ならびに経時変化の検討を行った。   

方 法   

1．実験動物   

臨床生化学的検査による正常値に関しての実験では，実験動物として多用されているJCLニ  

Wistar系ラット及びJCL：SD系ラ7ト2系統の雌雄を供試動物として使用した。これらのラ  

ットは日本クレアより4遁令で導入し，温度22士2℃，湿度55±10％の飼育室でブラケットケー  

ジに1ケージあたり4匹収容して飼育した。この間120℃20分間オートクレイビングしたCE－2  

園型飼料を自由摂食させ，水は蒸留した飲水を自動給水方式により給与した。これらのラブトは採  

血前16時間絶食させた。   

高塵度NOz24時間暴露実験では，8～9過令JCLニWjstar系ラット（日本クレア産）を用  

いて→群6匹とし，5卿暴露群，10卿暴露群，20騨暴露群と対頗群の4群24匹で－実験区と  

して2回くり返し，総計48匹を使用した。臨床検査を行うに瞭し，空腹時を原則とするため暴露  

時間中は絶食をさせて行った。またNO2暴露による飲食彪響が推則されるため給餌した実験を同  
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様に1群6匹とし，3回行い計72匹を使用した。また4騨1週間暴露実験では，8－9週令JCL  

：Wistar系ラット8？（日本クレア産）を用い，雄ケージ，雌ケージに分け一群6匹として，1  

日暴露群，3日暴露乳5日暴露群．7日暴露群計8群48匹と対照群の計8群48匹で一実験区と  

し，2匝lくり返し，総計192匹を使用した。   

2．暴犀方法   

高潔庶24時間暴露では，NO2高純度高濃度ボンベ（5000騨）から供給されたNO2を急性暴  

‘軍装置で．5町10吼 20騨に稀釈し，容量120£のチャンバー内．で24時間二暴露した。チャ  

ンパー内温度は22～25℃，換気回数ほ1時間当り20回であった。また同一条件でNO2だけを  

供給しない清浄空気を用いた群を対照群とした。   

4騨7日間暴露では，チャンバー内の温度24－26℃，湿度50－60％，換気回数60匝l／晩  

NO2設定濃度の2％以内の変動範囲に日勤制御装置によりコントロールされる琴丘1．8■げ チャン  

バーを使用し，4卿7日間の暴露を行った。また同一条件でNO2だけを供給しない清浄空気を用  

いたもの■を対照群とした。‘   

5．検査方法   

正常値に関しての臨床化学検査は，5，10，15，及び20遇令時に1群15匹について行い，  

又NO2豊富実験でほl群6匹として行っキ。これらのラットはエーテル麻酔下で頚動脈を切断し  

採血され，血清分離後ほ変化を防ぐために直ちに水冷した。これらの血清を用いEleetro－  

Nucleonic社の血清自動分析機GEMSAEC（スピーン方式）を使用し，正常値の実験モは全  

18項目のうちCre．Bilをのぞいた16項目，暴露実験ではLAP，Pi，Caをのぞいた15項  

目にちいて所定の方法に従って測定を行った。検査項目，況定方法及び分析方法は表1に示した。  

結 果  

1．正常伍  

JCL2系統の雌雄において，LDH～Caまでの計16項目について，図1～16で示す成頼  

を得た。縦軸ほ測定胤横軸はラットの系統別に過令を示したもので，これらは各項目ごとに，平  

均値と標準偏差により示した。   

系統間で比較した場合，今回の各項目中では，AIPにおいてはJCL：SD系が，JCL：  

Wistar系より常に高い値を示した。LDH，CPK，Pi，Caは，系統・性・過令別の傾向がつ  

かみにくく，又LDHとCPKにおいては，各個体によるパラツキが多かった。   

週令別にみれば，TCh，BUN，Glu，GPTは，過令の増加にともなって増加の傾向を示し，  

＼ 逆にLAP．A）Pにおいては，過令の増加にともなって減少する傾向が認められた。   

性別に見ると，両系統に共通した傾向として，Ald，A）P，TGが．またJCL：Wistar系  

におけるLDH，GOT，GPT，JCL：SD系におけるLAPでは，雄の方が雌よりもやや高  
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い値を示す傾向が認められた。逆に両系統に共通して，ChE，TP，Albが，又JCL：SD  

系のTChは，雌の方が雄よりも高い値を示す傾向が認められた。  

表1臨床生化学検査の測定項目及び略号と況U定方法  

Tab】el．Clinicalbiochemicalexaminations，  
Components，abbreviationsandmethods  

Component  Abbreviation  Method  

Glucose  
Aldorase  
Lactic dehydrogenase 
Creatine phosphokinase 
Total protein 
Glutamicoxalacetictransaminase  

GlutamicpyruvictransaTninase  
TotaltholesteroI  
AlbumiIl－  

Bloodurea．nitrogen  
Toial bilirubin 
Alkaline phosphatase 
Cholinesterase  

Creatinine  
Triglyceride  
Leucine aminopeptidase 
lnorganicphosphorus  
Calcium  

G
l
。
A
l
。
諾
T
P
G
。
T
荒
A
l
b
慧
垂
霊
蕪
誓
C
a
 
 

Hexokinase  

Bergmeyer  

W・L－Henry  

Oliver  

Biuret  

Karmen・Henry  

W・L・Henry  

CHOD／PHP  

BCG  

Urease UV 

Evelyn・Malloy  

Bessy－Lowry  

Ellnlan  

Jarfe  

Enzymatic UV 

Nagel  

Molybdenum blue 

OCPC   

ヽ こ  
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図11堆堆におけるグルコース（GlⅦ）の遇令に伴う変化  

Fig．1Changesofglucoseinmale（○）andfemale  
（●）ratSWithage  
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図2 政雄雄におけるアルドラ「ゼ（Ald）の遇令に伴う変化  

Fig．2 Chan占esoraldoraseinrnale（○）andfemale  
（●）ratswi叫age  
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図3 雌雄における乳酸脱水素酵素（LDH）の過令に伴う変化   

Fig・3．changesoflacticdehydrogenaseinmale（○）  
andfemale（●）ratswithage  
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図4 雌雄におけるク｝アチンホスホキナ→ゼ（．CPK）の週令に伴う変化  

Fig・4 changesorcre8tjnephosp力okjnasejれm8】e  
（○）andfemale（＋）ratswithage  
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JCL：SD rat  JCL：】j5tar rat  
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鼠5 雌雄における松蛋白（TP）の遇令に伴う変化   

Fig．5 Changesoftotalproteininmale（○）and  
female（．）ratswithage  
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図6 ＿雌雄におけるグルタミン酸オキずロ酢酸トランスアミナ‾ゼ  

（GOT）の週令に伴う変化   

Fig．6 Changesofglutami（ゝOXalacetictransaminase  
inmale（○）andremale（●）ratswithage  
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図7 雌雄におけるグルタミン酸ピルビン酸トランスアミナーゼ  

（GPT）の週令に伴う変化   

Fig. 7 Changes of glutamic pyruvic transaminase in 
male（○）andfemale（●）ratswithage  

JCL：SD rat  JCL：uistar rat   
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図8 雌雄における総コレステロール（TCわ）の過令に伴う変化   

Fig．8 Changesoftotalcholesterolinmale（○）and  
female（＋）ratswithage  
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図91唯堆におけるアルブミン（Alb）の週令に伴う変化   

Fig．9 Changesoralbumininmale（○）andfemale  
（●）ratswithage   
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図10 雌雄における血液尿素窒素（BUN）の週令に伴う変化  

Fig．10 Changesorbloodureanitrogeninmale（○）  
andfemale（＋）ratswithage  
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図11雌雄におけるアルカリフォスファクーゼ（AIP）の過令に  

伴う変化  

Fig・11Changesofalkalinephosphataseinmale（○）  
andremale（＋）ratswithage  

JCL：5D「∂t  JCL：打てstar rat  
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図12 雌掛こおけるコリンエステラーゼ（ChE）の遇令に伴う変化  

Fig．】2 Changcsorcholinesteraseinmale（○）and  

昆male（●）ratswitIlage  
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5  10  15  20  5  10  15  20  

Age o†rat（weeks）   

図13 雌雄におけるトリグリセライド（TG）の遇令に伴う変化  

Fig．13 Changesoftriglycerideinmale（○）and  
female（●）ratswithage   
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Age of rat（weeks）   

図14 雌雄におけるロイシンアミノペプチダーゼ（LAP）の  

退令に伴う変化  

Fig．14 Changcsorleucineaminopeptidascinmale  
（○）andremale（●）ratswithage  
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A9e Of rat（Meeks）   

図15 雌雄における無機リン（Pi）の週令に伴う変化  

Fig・15 ChangesofinorgaTlicphospl10ruSinmale（0）  

andfemalc（＋）ratswithage  

JCL：5D rat  JCし州star rat  

図16 雌雄におけるカルシュウム（Ca）の週令に伴う変化  

Fig．16 Changesorcalciuminmalc（○）andfemaIe  
（●）ratswithage  
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2．Ⅳ02暴露   

高亀鑑NO224時間暴罵で絶食を行った実験では，検査項目申，暴露濃度に伴う変化が認めら  

れたGlu．LDH，CPK，GOT．GPT，BUN，Bil．AIP，ChE，Cre，TGについて．  

平均値と標準偏差を表2に示し，また対照群を100％とした場合の変化を図17に示した。   

暴露群は対照群と比較して，Glu，TG，TChは5PD以上で，BUNは10FP以上で増加し，  

TCh以外は，濃度の上昇に伴い増加した。又GIuは20FPで，TG，8UN，TChは10卿以上  

で有意に増加した。→方LDIl，A．1P，GOT，GPT，BiJ，CPKは，5Ⅰ匹以上で減少し．  

CPKをのぞいては，すべて濃度の上昇に伴い減少し，GOTは5Ⅰ甲以上で，GPT．Bilは10  

脚以上セ，CPKは5p，20FPで有意に減少した。ChEは対照現に比べ，101甲で若干増加し  

たが．濃度に依存しない→定の値が認められた。  

表2 NOz24時間暴露の塩味生化学値に及ばす影や（絶食群）   

Table2．EffectofNOっexposurefor24hourson  

clinicalbiochemicalexaminationorserum．  
（Starvationrats）  

Contro1   5 ppm 10 ppm 20 ppm 

303±24＊＊●  

873±408  

817±489＊   

68±22＊ネ  

15．5±5．7＊  

23．6±3．6＊＊  

0．39±0．20＊＊   

55±8  

552±38  

0．73±0．08  

1（；4±36＝I＊  

241±38  

1267±343  

10（）4±482   

鍋±21ネ  

13．0±3．8＊，＊  

19．2±2．0＊＊  

1．1S±0．24＊＊   

59±7  

636±36＊＊  

0．80±0  

161±36＊＊  

Glu（mg／100ml）  
LDH（mu／ml）  

CPK（mu／ml）  

GOT（mu／n－1）  

GPT（mu／ml）  

BUN（mg／100Il叫  
Bil（n－釘100nll）  

Alア（n－u／ml）  

ChE（n－u／ml）  

Cre（mg／10qml）  
TG（mg／100mI）  

187±45  

1768±827  

1481±374  

143．2±43．0  

23．8±4．3  

15．0±1．4  

1．70±0．22   

67±16   

536±108  

0．72±0．03   

78±40  

201±22  

1209±239  

621±173＊＊  

90．8±10．2＊  

23．0±1，4  

14．4±l．2  

1．55±0．14   

59±5  

550±94  

0．75±0．07   

82±14  

（m±SD，n＝6，＊：p＜0．05，＊＊二p＜0■01）  
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図17 NO224時間暴露における絶食群の臨床検査値に及ぼす影響  

（対照群の平均値を100％とした時の暴露群の  

平均値の変化を示す）  

Fig．17 EffectorNO2eXPOSurefor24hourson  
Clinicalbiochemicalexaminationofstarva－  
tionrats．DataareexpressedasperCentOf  
COntrOl．   

給餌した実験では，LDH～Creの計15項目について，暴露に伴う変化として表3に示し，又  

対照群を100％とした場合の変化を度‖8に示した。展霹群では対照群と比較して，G＝‖ま5卿  

20JPで，LDHは5FTED及び10Ⅰ甲で，TPは10fP，20p）で有意に増加した。一方BilとChE  

は5FP以上で，AIP，BUNおよぴTGは10FP以上でそれぞれ有意に減少した。TChは5FPと  

10卿で有意に増加し′ 20I匹では逆に有意払減少した。A】bは＝）卿，CPTは20卿つのろで有  

意に減少した。Ald，CPK，GOTおよびCreは多少の増減を示したが有意な変化を示さなか  

った。4卿7日間暴露における検査項目中，特異的変化が見られたChE，AIP，B‖ について  

その姪時変化を図19～21に示した。ChEに関して，ユ日日では対照群に比し雄．雌ともにやや  

高い債を，3日日では雌は最も低い値を示した後，5，7日目では対照群より若干低い値をとった。  

雄では3日目で対照群よりわずかに低く，5日目で最低値を示したものの，7日目では対照群より  

若干高い値となった。しかしながら，これらの経略変イとのいずれも対照群と比較して有意差といえ  

るものではなかった。次にAIPに関しては，1日目で隠．雌とも対照群よりやや高く，雌は3日  

以降七対照群と差がなく，雄では5日目では有意に減少した後，7日目では対照群よりも高い値を  

示した。最後に8ilでは軋雌ともに全経過を通じて，対照群より低い倍を示したが，有意な差  

ではなかった。  
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衰3 NO224時間暴露の臨床生化学値に及ばす影響（給餌群）  

Table3．EffectorNO2eXPOSurefor24hourson  
clinicalbiochemicalexaminationofserum．  
（Feedingrats）  

Contro1   5 ppm lOppm  20 ppm 

146±46  

108±11  

1（；68±487＊  

1543±347  

7．91±0．67＊＊  

98．2±14．8  

21．6±4．7   

87±12＊＊  

2．70±0．10＊＊  

17．9±2．8＊＊  

0．84±0．33＊＊   

33±9＊＊  

526±90＊  

0，43±0．10  

65±18＊＊  

126±23  176±40＊  

103±34  116±47  

982±l（；5  柑23±646＊  

1164±21（； 1491±636  

6．10±0．54  6．61±0．22’  

93．0±12．3 110．0±22．5  

22．6±1．9   26．0±4．2   

65±7  114±44  

3．12±0．20  3．10±0．37  

32．7±7，3   32．9±7．0  

1．54±0．24 1．18±0．10＊  

107±7  104±23  

856±】50   54（；±108＊＊  

0．45±0．17  0．60±0．22  

17I±36  207±71  

173±35＊  

116±13■  

14（；2±538  

142（；±301  

7．43±0．40＊＊  

92．8±16．6  

13．9±1．9＊＊   

52±6＊  

2．9（；±0．73  

23．5±3．04＊＊  

1．04±0．】0＊＊   

68±6＊＊  

53（）±106半＊  

0．45±0．10   

95±35＊＊  

Glu（mg／100ml）  
Ald（Ⅰ一一u／ml）  

LDH（mu／ml）  

CPK（mu／ml）  
TP（g／100ml）  
GOT（mu／ml）  

GPT（mu／mll  
TCh（mg／100m】）  
Alb（g／100ml）  
BUN（nlg／100ml）  
Bil（mg／100mり  
Alf〉（n－u／ml）  

ChE（1－1u／nll）  

Cre（mg／100ml）  
TG（mg／100ml）  

（m±SD，n＝6，＊ニp＜0．05，＊＊：p＜0・01）  

図18 N．0224時間塞捌こおける給餌群の臨床検韮値に及ばす影響  

（対照群の平均値を100％とした時の豪罵群の  

平均値の変化を示す）  

Fig．18 EfrectorNO2eXpOSurefor24hourson  
Clinicalbiochemicalexaminationoffeeding  
rats．Dataareexpressedaspercentof  
control．  
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1  3  5  7  

D∂yS Of exposure  

図19 41印NO27日間暴露における雌雄のコリンエステラーゼ  

（ChE）の経時変化  

Fig．19 Changeofcholinesteraseinmaleandfemale  
ratsexposedto4ppmNO2for7days  
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1  3  5  7  

0ays of exposure   

図20 4I印NO27日間暴露における雌雄のアルカリホスフ丁ターゼ  

（AIP）の経時変化  

Fig．20 ChaJlgeOr8】ka】iれephospaねSejnma】eand  
femaleratsexposedto4ppmNO2for7  

days  
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図21 4騨NO27日間暴露における雌雄のどリルビン（Bil）の  

一 経時変化  

Fjg．21Changeofbilirubininmaleandfemalerats  
exposedto4pprnNO2for7days  

考 察   

NO2暴琵による生体への影響を正しく評価するためには，実験動物の臨床化学的正常値に関し  

ての基礎的資料を得なければならない。なぜなら笑顔動物の臨床検査値は，種々の条件により変動  

すると考えられ，たとえば動物種，系統，年令別等の差異など，さらには実験動物の飼育時期，期  

間，その間の管理手技，及び温湿度，ケージ内の収容匹数等の近隣因子，さらにその検査手技や採  

血時間，その後の経過時間などの条件により影響があるからである。今回実験動物として頻繁に使  

用されるJCL：Wistar系ラットと．JCL：SD系ラットを用いて，これらすべての条件を一  

定にして行った臨床化学的成績から，TCh，Glu，AIP，ChE．TPなどいくつかの項目で  

は，週令，性別による特徴的な傾向が認められた。又これらはすでに報告されている6）検査値と比  

′較して．よく一致する項目が多かった。NO2暴露実験を行うにあたっては，すでに知られている  

．成績6）と本実験の結果から性別的に見て，性周期による変動が認められる雌ラットよりこれらのな  

い安定した雄テγトを使用するのが望ましく，また遇令的に見て，6～8適合の変動が大きい若い  

ラットより．15－17週令の変動の少いラ，トを用いるのが望ましいと考えられた。又生体への慢  

性影響をとらえるための長期暴露を行うにあたっては，加齢に伴って，疾病率の多いといわれるS  

Dラ，ト6）より，Wistarラ，トを用いるのが望ましいと考えられた。そこでNO2暴露実験では  

高齢のWistarラットを用いるのが適当であると考えられる。次にNO2の生体厳器への影響を知  

るため血液性状の変動と，濃度との関係についての検索を試みた。絶食群と，給餌群について，濃  
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露との関係を見ると，絶食と給餌に関係なく同様の傾向を示した項目は，Glu，A＝⊃，Bilで  

あり，Gluは対照群に比べ濃度上昇に伴い増加する傾向が認められ，逆にAげ，Bilは．減少  

傾向が認められた。また，LDH，GOT，GPT，およぴChE の検査値についても，絶食群と  

給餌群との間で，皇一反応関係は対照群を除いてはぼ同様の傾向が示されたといえる。しかしなが  

ら，この場合に，対照群の値が絶食群と給餌群で異なるために，対照群と比較した場合の各検査値  

の相対的な値は絶食群と給餌群とでは明瞭な差が生じる結果となった。すなわちLDH，GPTは  

濃度が上昇するに従って減少し，ChEは濃度上昇に無関係な一定の値が認められた。51P以上の  

暴露で，絶食群と給餌群が相互に類似した亀一反応関係を示した背景を一概に鋭明することは困難  

であるが，給餌群ではNO2ガス暴露によって摂食量が著しく減少し，そのために結果として，絶  

食に近い状態を来たしている可能性も否定できない。一般に臨床生化学的検査を行うにあたっては，  

ヒトないし動物の摂食量を充分にコントロールした状態を前提にしている。従ってNO2等のガス  

暴露による影響を調べる陰には，動物の摂食状態をチェックしておく必要性があるものと思われる。  

いずれにしても，5～20騨のNO2ガス暴琵によって，濃度変化に対応して，検査値の明瞭な変  

化が把握されたと考えられた。   

ところで，4Ⅰ岬7日間暴露による経喝的変化に関する成績においては，各種の検査項目のうち，  

雌動こおいて特異的変化が認められたものとしては，給餌群でのCbEおよび給餌，絶食両群での  

AIP，Bilのそれぞれの有意に減少した項目が挙げられよう。そして，B‖においては，雌雄  

同傾向の明瞭な変化が把握された。これまで述べてきた多くの検査項目は，臨床生化学検査として  

汎用され，その検査値の変動は，肝疾患，心疾患．腎症患などの病的状況をよく反映するといわれ  

ている。7）しかしながら，ある検査値の変動が，ある一定の臓器の疾患をつねに特異的に反映する  

とは限らないことから，本研究で得られた各種検査値の変動を直ちに所定の臓器の異常を結びつけ  

ることは必ずしも容易ではない。しかしながら，NOzガス暴露によって，数多くの換査億に種々  

の変動がみられた事実を潜まえるならば，NO2が第一次標的臓器である肺のみならず，全身の  

多系統にわたって，各種臓器の正常な機能を変調させている可能性が充分に示唆された。今後の研  

究課題としては，NO2ガス暴露の影響として個々の臓器内におりる検査植の変動，およびより低  

重度，より長期の暴露に伴う変化を検索することによって，各臓器への影響をさらに詳しく知るた  

めの一助としたい。   
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国立公害研究所研究報告 箭8号（R－8’79）  

Research ReportIrom the Nationalln5titute for EnvironmentalSludies N0．8．1979．  

ラットの肺SH化合物に及ぼす＝酸化窒素の影響   

EffectofNitrogenI）ioxideonSl11fhydryl  

GroupinRatLungs   

河田明治1  

MeijiKAWATAl   

要 旨   

NO2をWistarラットに暴露し，肺の非タンノアク性SH化合物（NPSH），還元型グ  

ルタチオン（GSH），酸化型グルタチオン（GSSG）に及ばす影響について検討した。  

NPSH畳はEllman試薬（DTNB）により軋定し，GSHとGSSG邑はDTNB，NAl〕PH，  

グルタチオンレダクターゼを用いる酵素サイクリング法により求めた。5，10，20円¶・  

のNO2で，それぞれ24時間暴露した場合，5卿暴露群ではNPSHとGSH量は対照群  

に比べて約10％の有意な増加を示したが，20叩l暴露群ではいずれも有意に減少した。  

GSSG畳は暴露濃度とともに増加した。4．0と6．OFPのNO2で10E］間暴露を行った場  

合，4，0騨卜暴露群では，NPSHとGSIi畳は漸次増加し，5E］後には各々の対照値のl．21  

倍に達し，10日後には各々1．08，1．09倍になった。′6，0卿暴露群では，NPSモⅠと  

GSH量は7日後に各々の対照値の1．28およぴ1．30特になり，10日後には各々1．18，  

1．20倍となった。総グルタチオン盈中に占めノるGSSG量の割合は，4．0卿で2～3％，  

6．0卿で2－4％となり，いずれの場合も対暇群に比べて差は見られなかった。  

Abstract  

The effects of NO2 eXpOSure OntheleveIsofnonproteinsulfhydryl  
（NPSH），reduced glutathione（GSH），and oxidizedglutathione（GSSG）in  
lungsofmaleWistarratswerestudied．Whentheratswereexposedfor24  
hours，thelevelsofbothNPSHandGSHincreasedapproximatelybylO％  
in5ppm NO2 and decreasedin20ppm NO2．Theincreaseinlevelsof  
GSSGwasdependentontheconcentrationofNO2．Ratswerecontinuous－  

1yexposedto4．Oppmor6．Oppmfor10days．Intheexposure．to4・Oppm  

L 国立公害研究所 環境生理郡 〒300－21茨城輯波郡谷田部町   
The NationalInstitute for EnvirorlmentalStudies，Basic MedicalSciences DivISion，P．0．   
Yatabe，lbaraki，300・21．  
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NO2，thelevelsofNPSHandGSrlincreasedto121％after5days，andthen  
attainedlO8andlO9％afterlOdays．1ntheexposureto6．OpprnNO2，the  
levelsofNPSHandGSHincreasedto128and130％after7days，andthen  
attainedl18and120％afterlOdays．ThelevelsofGSSG，Whichaccounted  
わr2－4％of the totalglutathione，remainedltl－Chal－ged thTO11ghout the  
exposurerorlOdays．   

はじめに   

近年，動物を用いた暴露実験により，フリーラジカルが関与する反応や酸化反応による障害に対  

する生体の防敵機構にグルタチオンが重要な役割を果たしていることが示唆される結果が得られて  

おり1－4）．NO2暴露においても肺に存在するグルタチオン量の変動が認められた5－7）。SH化  

合物であるグルタチオンは生体内に広く存在するので，オキシダントの題元機構に関係する物質の  

中でも最もよく知られている。しかし，グルタチオンのみでなく，Sf‡基をもったタンパクやグル  

タチオン以外の非タンパク性SH化合物も上記の還元反応に関与する可能性のあることが示唆され  

た8）。   

これまでに報告されたNO2暴露が肺グルタチオン量に及ばす影響に関する研究においては，非  

タンパク性SH化合物（NPSH）の全島を測定し，その値を還元型グルタチオン（GSH）皇と・  

している場合が多い。GSHは容易に酸化されて酸化型グルタチオン（GSSG）になる。両者は  

酸化還元反応により相互に移行し得るので，酸化性を有するNO2による暴露実験において，生体  

内のグルタチオンの挙動を明らかにするためには総グルタチオン（GSH＋GSSG），GSH．  

GSSGの量的関係を把捉する必要があると考えられる。最近，グルタチオン以外の非タンパク性  

SH化合物に閲す阜研究が進められてきた9‾11と しかし肺において，グルタチオン以外の低分子  

SH化合物がNO2暴露により，どのような影響を受けるかについてはまだ明らかにされていない。  

以上のことからNOz暴寛が肺に及ばす生化学的影響を解明することを目的として，NO2 を暴露  

したラット肺中のNP SH，GSH，GSSG壷を測定し，NO2の濃度と暴露時間がこれらの値  

に及ぼす影響について検討した。   

方 法   

実験動物にはWistar雄ラットを用いた。NO25，10，20町 24時間暴露の場合には，8，  

17，18i周令のものを使用し，NO24．0および6．O一匹で10日間の連続暴露を行う場合には6週  

令のものそ使用した。また実験にはすペてラット6匹を一群として暴露を行った。   

24時間暴掛こ対しては，容量1208のチャンパーを使用し．チャンバー内温度は20～25℃，  

換気回数は20固／時であった。NO2薦度はケミルネッセンス法による窒素酸化物連続凱定職と  

自動制御装置により一定に保たれた。10日間の暴露に対しては，容量1．8正の平型チャンバーを  
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使用し，チャン／く－内の温度．湿度および暴露濃度はすペて自動制御装置によりコントロールされた。  

チャンバー内温度は24～26℃，湿度は50～60％，換気回数は60回／／時で，NO2 濃度の変動は設  

定濃度の2％以内であった。清浄空気を用いた以外はすペて暴露群と同一条件としたものを対頗群  

とした。   

ラット肺中のNPS11．GSH，GSSG塁は次の方法により測定した。暴露したラットをエーテ  

ル麻酔し，頚動脈から採血したのち直ちに胸部を切開し，肺を採取した。分離した肺の重量を測定  

したのち超低温槽（－80℃）に保存した。左糞の後方約0．29を試料とし，5％トリクロロ酢酸  

中で破砕したホモジネートを遠心分艶した。得られた上宿中に含まれるNPSHほ5‥5′－ジチオ  

ビス（2－ニトロ安息杏酸）（DTNB）を用いる方法により測定した12－14）。紐グルタチオン，  

GSH，GSSG量はグルタチオンレダクターゼ，DTNB，NADPHを用いる酵素サイクリン  

グ法15）により求めた。総グルタチオン豊の測定にはNPSHを軋定した残りのトリタロロ酢酸上宿  

を水で稀釈したものを試料として用いた。GSSG亀の測定にはトリクロロ酢酸上清にN－エチル  

マレイミドを加えたのち，pH7・5のリン酸援衝液を加えてpHを調節してGSHをS一（エチル  

スタシンイミド）－グルタチオンとし，過剰のN－エチルマレイミドをエーテル抽出によって除去  

したものを試料として用いた。GSHは絵グルタチオン豊からGS SG量を差し引くことによって  

求めた。   

結 果   

ラット肺中のNPSH，GSH，GSSG量に及ぼすNO2の濃度の影響について検討を行うため，  

5，10．201坪の各濃度で24時間の暴露実験を行った。   

実験1（8過令ラット），実験2（17週令ラット）．実験3（18過令ラグト，暴露中絶食）  

のすペての場合において，5卿暴露群では，P NPSHとGSH塁はともに対照群に比べて約10％  

の有意な増加を示した。これに対して10JP暴露群では，NPSHとGSH量は実験1において対照  

群に比べて高い値を示したが，実験2，3ではともに対照群とほぼ等しい値となり，有意な差は見  

られなかった。20騨暴露群ではNPSHとGSH島は対照群より低い値となり，その減少率は実験  

1で5～10％，実験2，3ではそれぞれ約40％，20％で凍った。暴露濃度がNPSH，GSH  

量に及ばす影響についての実験2の結果を図1に示した。   

GSSG量はNO2暴琵濃度とともに増加した。総グルタチオン中のGSSG 含有率ほ，実験l  

～3の対照群では．1．5～2，5％，5卿展露群と10卿暴露群では2～4％であった。20卿暴罵群  

では5～13％と高い債を示し，対照群に比べて有意に増加した。暴露濃度がGSSG量に及ぼす  

影響についての実験2の結果を図2に示した。   

肺の湿重量に及ぼすNO2の影響について調べた。肺の湿重量は5Ⅰ岬暴露群と10卿 暴露群では，  

実験1－3において対照群に比べて有意な差は見られなかったが，20卿暴罵群では実験1で133  
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％，実験2で190％．実験3で142％と著しく増加した。   

5FP，24時間暴露において，NPS11，GSH量の増加が認められたので，更にNO2暴露の時  

間的影響を調べるため，5卿】の上下に当る4．0托nと6．0IPでそれぞれ10日間の連続暴露実験を行  

い，暴露開始1，3，5．7．10E］後に肺のNpSH，GSH，GSSG量を測定した。   

4．0Ⅰ匹暴露と6．0膵暴露におけるNPSHとGSH星の変化をそれぞれ図3および図4に示した。  

また4．0押】暴露と6．0騨暴露におけるNPSHとGSH塁を対照群の値に対する割合（％）で表した  

結果をまとめて図5に示した。4．0卿暴露においては，NPSHとGSH量は暴露開始後漸次増加  

し，5日後には各々の対照値の1．21倍に達した。その後減少し，10日後には各々1．08，1．09倍  

になった。6．0騨暴露においては，NPSHおよぴGSH皇は，4．0卿暴露の場合よりも急激に増  

加し，7日後には各々の対照億の1．28および1．30倍に達し，10日後には1．18倍およぴ1．20倍  
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CONTROL  5  10  20  CONTROL  5  10  20  

日D2（p叩）  HO2（卿）・  

図1NO2暴露が肺非タンパグ性SH化合物および還元型グルタチ  

オン童に及ぼす影響   
Fig．1Effectofvarying－concentrationsofNO2  

exposureonnonproteillSulmydryJ（NPSH）  
andreducedglutathione（GSH）1evelsin  
lungtissue  
（m±SI），n＝6，＊：p＜0．05，＊＊：p＜0．01，  
＊＊＊：p＜0．001）．  
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CONTROし  5  10  2（】  

NO2（p叩）  

図2 NO2暴露が肺総グルタチオン中の酸化型グルタチオン含有率  

に及ぼす影響   

Fig．2 EffectofvarylngCOnCentmtionsofNO2  
exposureonoxidizedglutathione（GSSG）  
1evel，（％）oftotalglutathioneinlungtissue  

（m±SD，n＝6，＊＊：P＜0，01）．  

となった。   

総グルタチオン豊中に占めるGSSG量の割合は，10日間の暴露期間中一定で，図6に示すよ  

うに4．0岬暴露の場合には2－3％，6．0秤量露の場合は2～4％で，いずれの場合も対照群に比  

べて差は見られなかった。  
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1  3  5  7  

DaysofNO2Exposure  

図3 4．0卿NO2暴露が肺非タンパク性SH化合物および還元型グ  

ルタチオン量に及ぼす影響  
・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・→：王蒜軋 ヶーー一寸二 汁照射  

Fig．3 Effectof4．OppmNO2eXPOSureOnnOn－  
proteinsulfhydryl（NPSH）andreduced  
glutathione（GSH）1evelsinlungtissue  
・一－－－・：Exposed，ケーーーー■：Control  

（m±SD，n＝6，＊：p＜0．05，＊＊：p＜0．Ol）．  
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Days of NO2Expos＝re   

図4 6．Ol岬NO2暴露が肺非タンパク性SIl化合物および還元型グ  

ルタチオン量に及ぼす影響  
●・・・一一：暴露群，か・－－…○ニ対照群  

Fig．4 Efkctof6．OppmNO。eXpOSureOn・nOn－  
proteinsulhydryl（NPSH）andreduced  
glutathione（GSH）1evelsinlungtissue  
・・・・・・・・・・・・・・→：Exposed，O－－－－一々：Control  
（m±SD，n＝6，＊：P＜0．05，＊＊＝p＜0・01，  
＊＊＊：p＜0．001）．  
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5  

鮎ys ofNO2Exposure  

EZ15 NO2暴露が肺非タンパク性SH化合物（NPSH）および還  

元型グルタチオン（GSH）に及ばす影響  

4．0卿NO2（； ！：NPSI】，か－－一句：GSIり，  

6．Ol岬NO2（＝  ＝：NPSH，か一一一一口：GSH）  

Fig．5 EffectofNO2eXpOSureOnnOnprOtein  
Sulfhydryl（NPSH）andreducedglutathione  
（GSH）levels，％ofcontrolinlungtissue  
4．OppmNO2  

（－－－－・＝NPSH，8一一‥一0：GSH），  

6．OppmNOユ  
NPSH，ひ一一－一口：一GSH）．  
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1 3 う T  

Days ofNO2Expos＝re  

図6 NOz暴露が肺総グルタチオン中の酸化型グルタチオン含有率‘  

に及ぼす影響  

A：4．0騨NO2，B：6．0Ⅰ岬NOz，  

＝  ご：暴露群，α－－－一一○ニ対照習  

Fig．6 EffectorNO2eXpOSureOIlOXidizedgluta－  
thione（GSSG）1evel，％oftotalglutathione  
inlungtissue  
A：4．OppmNOleXpOSure，B：6．OppmNO2  
exposure．・→：eXpOSed，0－・－－－→： COntrOl．  
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考 察   

NO220p，24時間暴露においては，5およぴ10騨暴露の場合忙比べて，NPSHとGSH  

量の減少と，GSSG立と肺湿重量の増加は顕著であった机 これらの値には各個休間においで著  

しいパラツ辛が見られた。GSSG量の測定結果より，暴露濃度上昇に伴って，GSHからGSSG  

への酸化反応が促進されることが示唆された。GSSG亀は，NO25騨と10膵で各24時間暴露  

した場合およぴ4．0騨nと6．0脚刀で各々10日間暴露した場合のいずれにおいても対照群に比べて有  

意な差は見られなかったが，20卿暴露では24時間で著しく増加した。この結果よりNO2の急性  

暴露においては，GSSG塁の変化にほNO2の濃度が大きい影響を与えること，また酸化反応は  

20Ⅰ岬のような高濃度において急激に進行することが推定される。Delu。ia等16）はオゾンによる急  

性暴露実験を行ない，酸化過程においてGSHが肺組織中の他のSH基と結合し，混合ジスルフィ  

ドが生成することを示唆する結果を得た。NO2暴露においても同・様のことが考えられ，このこ  

とは今後検討を要する問題と考えられる。  
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肺リン脂質に及ぼす二酸化窒素の影響  

一不飽和脂肪酸との反応並びに急性暴零による  

肺リン脂質脂肪酸組成の変化一  
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－ReactjonwithUnsaturatedFattyAcidsand  

ChangeintheCompositionofFattyAcidsofLungPhospholipids一一  

′ト林隆弘1・野口 忠2  

TakahiroKOBAtASHIlandTadashiNOGUCHI2   

要 旨   

NO2とオレイン軌リノール酸との反応でシスートランスの異性化 ニトロ化がおき  

ることが明らかになった。02が共存するとシスートランスの異性化はおさえられ，ニケ  

ロ化は促進された。■H20は全体の反応をおさえた。H20と02 の両者の共存下ではシ  

スートランスの異性化がおさえられた。   

またオレイン酸の二重結合へのNO2の付加反応生成物の解析を行ない。ニトロ置換し  

たラジカル中間体にNO2，02が反応した生成物を得た。   

一方NO2 の急性暴露によって，ラットの肺組織のリン脂質の脂肪酸組成のうちパルミ  

テン酸が増加することが明らかになった。  

Abstract  
ThereactionofNO2Witholeicacidandlinoleicacidwasinvestigated．  

NO2Catalyzedthecis－tranSisomerizationoftheirdoublebonds・Nitrosub－  
Stitutedradical，aSanintermediate ofcis－tranSisomerization，WaSattaCked  
by NO2reSultinginnitrocompounds．lnoxygenrichconditionscis－tranS  
isomerizationwasretarded，While nitroperoxygenationwasaccelerated．ln  
thepresenceofH20，entirereactionwasretardedprobablyduetothede－  
creaseintheavailableconcentrationofNO2CauSedbythereactionofNO2  
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With H20．Nitro compounds produced were analyzed and the possible  
formationmechanism werediscussed．   

In order to examine the effects ofNO20nfattyacidspecies，phos－  
pholipidfractionwasextractedfromlungsofratsexposedto20ppmNO2  
for20and40hours，andfattyaCidspeciesinphospholipidfractionswere  
analyzed using gas chromatography二Among fatty acid speciesinlung，  
COntentS Ofpalmitic acidincreasedsignitlcantly．Thisincreaseinpalmitic  
acid content was discussedin．comparison with the similar result ofsub－  
acuteexposureofNO2■andO3repOrtedbyotherworkers．   

はじめに   

NO2は動物の呼吸器系に入った場合，正常換気時には吸入量の81～87％が呼吸器系内に摂  

取される1）。またその大部分ほ血液を介して肺外に出ていくことが観察されている2）。吸入された  

NO2 は大部分は肺外に出るがその間，肺炎，肺水腫などの障害を引きおこすことが知られている。  

この標的臓器としての肺の表面は表面活性物質としてリン脂質が重要な役割を演じている。そこで  

NO2 の肺リン脂質に対する影響を次の二点について検討した。   

まずNO2は反応性の高い物質であり水酸基3‾6），SH基7），7ミノ基8・9），二重結合1り1）ベ  

ンゼン環12），等の種々の官能基と反応することが知られている。従って，化学的にはNO2が肺内  

に入った場合その→部は肺胞の表面にあるリン脂質の不飽和脂肪酸の二重結合と直接反応する可能  

性がある。この点に関してTムom且βらはわ，両町ロ の実働でNOzと肺のリン脂質の不飽和脂肪酸  

が直接反応することを示唆する報告をしている13）。一方，もし反応するとすれば不飽和脂肪酸の  

過酸化物やニトロ化物などができる可能性がある。Cortesj らによると，オゾンあるいは酸素と  

不飽和脂肪酸との反応によって生じるオゾナイドやハイドロペルオキサイドは肺のリン脂質の脂肪  

酸組成等に影響を与えるとし14）．またMenzelらはオゾナイドは赤血球にHeinz B。dyを作る  

などの革響のあることを観察している15）。しかしNO2と不飽和脂肪酸との反応の生成物がどのよ  

うなものであり．それらが生体にどのような影響を与えるか，いまだ明らかにされていない。   

そこでNO2の肺への影響をみる基礎データをうる目的で，リン脂質を構成する脂肪酸のうち不  

飽和脂肪酸とNO2がどのような反応をするかを検討した。   

次にNOzと不飽和脂肪酸との反応を化学的に検討するのと並行して，ラットにNO2を暴諾した  

場合，肺のリン脂質の脂肪酸組成がどのように変動するか検討した。  

．NO2度盛による肺甘ン脂質の脂肪穀組成の変動に関する研究として，Roeh汀lらは東急性暴露  

（10騨14週間）16），Arnerらは慢性暴露（2．9騨■1週間5日暴露9ケ月間）17）を行っている。そ  

こで今回は急性暴露による肺のリン脂質脂肪酸組成の変動に関する実験を試みた次第である。  
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方 法  

1．試 薬   

シスー9－オクタデセン酸（オレイン酸）（1），シスー9．シスー12－オクタデカジエン酸（リノ  

ール酸）（2），トランスー9－オクタデセン酸（エライジン酸）（凱 ジオレオイルーL－α・－ホスファ  

チジルコリン（軋 ホスホリパーゼA2（蛇毒），NO2標準ガス（窒素中）は市販品■を購入した。ま  

た8－ホルミルカプリル酸（7ゼライン酸セミアルデヒド）はオレイン酸のオゾン分解により合成   

した。   

2．機 器   

赤外吸収スペクトルは日立赤外分光光度計285を，NMRはBrueker社製パルス核磁気共鳴  

装置SXP4－100を用いた。内部標準としてTMSを用いた。質量分析は日本電子社製JMS  

－100質豆分析計を用いた。ガスクロマトグラフィーは島津GC－5Aガスタロマトグラフを用  

いた。カラムは30mおよび40mのスコ，ト型内径0．3m血のガラスキャピラリーカ≠ムを用いた。  

液相はSS－4（シアン変性させたメチルシリコン）を用いた。カラム温度は190℃で行った。   

5．反応および生成物の解析  

1）シスートランス異性化に対するNO2感度の影響   

5070Ⅰ岬，477汎 44．4Ⅰ甲のNO2をオレイン酸（500巧）の四塩化炭素溶液（150皿りに  

毎分40m£導入した。溶媒留去後ジアゾメタンでメチル化し，ガスクロマトグラフィーにて分析し  

た－。（異性体のメチル化，ガスタロ分析は以下も同様に行った。）   

2）シスートランス異性化に対する温度の影響   

オレイン酸（100叩）の四塩化炭素溶液（100mり中に521騨のNO2を14℃，32℃，44  

℃で毎分120m色導入した。   

3）シスートランス異性化に対するH20およぴ02の影響   

① 撹拝下リノール酸（200呼）の四塩化炭素添液（200mりにNO2（477騨）とN2を毎  

分それぞれ120m且と60m£導入した。   

㊥ 撹拝下リノール酸（200野）の四塩化炭尭溶液（200mりにH20（50鵬＝の存在下（従  

って不均一層で反応を行った）NO2（477卿）とN2を毎分それぞれ120m£と60m且導入した。   

⑨ 撹拝下リノール酸（200甲）の四塩化炭素溶液（200mりにNO2（477騨りとOzを毎分  

それぞれ120m但と60m£導入した。   

④ 撹押下リノール酸（200呼）の四塩化炭素溶液（200mりにH20（50n超）の存在下NO2  

（477卿）と02を毎分それぞれ120m£と60m£導入した。試料は20九 60分，140分，5時  

間，10時間20分後に採取した。オレイン酸の場合も上記のリノール酸の場合に準じて行った。  

、4）ニトロ化合物の分析   

反応は以下の四つの条件のもとにオレイン酸（200叩）の四塩化炭素溶液（100mりにNOz  
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（5070t印）を毎分50扉24時間導入した。   

生成物の解析はNMR．1R．反応を用いて行った。またニトロ化合物の生成比は，NMRのこ  

トロ基，水酸基またはナイトレイトのつけ根の水菜の積分値を用いた。生成物はシリカゲルF2の  

プレパラチープ葦層クロマトグラフィーにより分離した。展開溶媒はエーテル／ペ㌢ゼン2対1を  

用いた。   

生成物はオレイン酸の二重結合と反応し9位と10位に置換基が入ったものであるが，9拉と  

10拉の直換基が相互に入れかわった．  

CH3（CH2）7CH（NO2）CH（OH）（CH2）7COOH，  

CH3（CH2）7CH（OH）CH（NO2）（CH2）7COOH  

のような物質はTLC的に分離できず，またNMIモ的にも同じ化学シフトを示すため区別できない。  

従ってこれらは簡略にするため，RICH（NO2）CH（OH）R2の形で表示する。ここでRl，R2は   

Rl：CH3（CH2）7－，R2：－（Ct12）7COOHおよび   

Rl：－（CH2）7COOH，R2：CH3（CH2）7－ の二つの組み合せを表している。   

① 捜伴下，オレイン酸（200野）の四塩化炭素溶液にNO2（5070騨）を毎分50mβを導入  

した。  

〔生成物〕 RICH（NO2）CH（OH）Rz （5）収率43％，油状物質，IR：〝。i13400，  

1710・1550Ⅷ－1‥NMR：∂oDO▲3 3▲96（1H・m）・4・44（1H・m），6・67（2H・  

broad s，D20添加で消失）。   

RIC11（NO2）CH（NO2）R2 佑）収率24％，油状物質，IR：リ0＝1700，1540  

m‾lNM只：∂cDC■3 4・83（2札m）   

他に未同定のこトロ化合物が生成した。   

㊥ 撹拝下，オレイン酸（200呼）の四塩化炭素溶液（100m£）に水（100mり の存在化  

N02（5070【岬）を毎分50m月導入した。この姦件下では．トランス体のエライジン酸のピークが  

NMfiでみられ．水酸基，ニトロ基のつけ根のピークは観察されなかったが，IRスペクトルでは  

ユ55qm■‾lの小さなピークがみられ，ニトロ化合物が少量ではあるが生成していることがわかっ  

た。   

⑨ 撹拝下，オレイン酸（200呼）の四塩化炭素溶液（100mりにNO2（5070伊）と02を，  

それぞれ毎分50m£と30m£導入した。   

〔生成物〕RIC（＝0）C打（NO2）R2（7）収率55％，無定形固軋IR：叛。．1720，  

1700，1555m‾l・NMR：∂cDC】3 2▲57（2H，t・J＝8）・5・10（几dd・J＝10・5）  

（5）30％，（6）15％  

④ 投弾下，オレイン敢（200呵）の四塩化炭素溶液（100m色）に水（100m£）の存在下NO2  

（5070伊）と02をそれぞれ毎分50mgと30mゼの割合で導入した0  
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〔生成物〕RICH（ONO2）CH（NO2）R2 畦‡）収率60％，油状物質，IRニ れI1  

1710，1645，1560，1283，850d血lNMR：∂8D8」3 4．62（1H，m）′5▲37  

（■1H，m）   

椚18％，（3）11％，（5）11％  

（8）をaqNaOH（1N）にて箋温処理すると脱硝酸がおこり，R】CH二C（NO2）R2 油状物  

乱IR：裾L1705・1505m‾l・NMR：8cDCLa7・05（lH・td・J＝－7「2ナが生成・t＝た   

5）ジオレオイルL－d一ホスファチジルコリン（4）とNO2との反応  

ジオレオイルーL－α－ホスフ丁チジルコリン（4）（140呼）の四塩化炭素溶液（150mり申にNO2  

（521卿）とN2を毎分それぞれ120m£，60爪β導入した。試料は0．5N－NaOH（CH30H）で  

窒素ヰ100℃で5分間イタ／シリス。さらに14％BF3（CH30H）で100℃10分間メタノ  

リシスし18）水8ecを加えn－ヘキサンで脂肪酸のメチルエステルを抽出した0  

1位と2拉の脂肪酸を分離する場合，反応生成物2呼を1m且のエーテル／メタノール（98／2）  

に溶かし，蛇毒のホスホリパーゼA2（0．1呵を0．1m鰹のグリセロールに溶かしたもの）および，  

0，1M叫H3BO3（pH7．0～7．5）1m且（3．2甲の酢酸かレシウムを含む）を加え，2泣の脂肪酸  

を加水分解した。レシチンが消失した時点で反応を止め，Foleh の抽出を行い，ジアゾメタンで  

脂肪酸をメチル化し，n－ヘキサンで抽出した。混入したリゾレシチンはアセトンで沈澱させ分離  

した。リゾレシチンほ上記の灸件でメタノリシスし．n－ヘキサンで抽出した．   

4．、動物暴露  

160∠暴露チャンバー（モデルPT－300A，日本クレア社製）内で換気流量40£／血 にて  

20卿NO2を7～8週令Wistarl堆ラット（体重148～1769）に暴露した。NO2の濃度は  

NOx分析計（モデJレ8440－H，モニターラボラトリー社製）を剛、，ケミルミ法により軌定  

した。この濃度においてラットは摂食しないため対照群として絶食ラットを用いた。   

対照群および暴露群の内訳は（1）40時間絶食（対照）（2】20時間絶食後20時間暴霧（暴威申は水  

のみ与える）（3）40時間暴露（衰霧中は水のみ与える）．である。   

暴露直後，：ヲグトは頚動脈からの放血によってごく短時間内に殺した。摘出した肺はメタノール㌧  

クロロホルム，水（2：1：0．3）の混合潜媒3．3m但でホモジナイズし，F－01ch の方法で脂質を  

抽出した19）。総脂質はアセトン沈澱法にて，中性脂質とリン脂質に分離した。リン脂質は3節の5）  

で述べたM。rgan法18）によりメタノリシスした。得られた脂肪酸のメチルエステルほガスクロマ  

トグラフィーを用いて分析した。  

結果と考察  

1，N02と不飽和脂肪酸との厚応  

オレイン酸とNO2との反応の概要を赤外吸収スペクトルでみると図1のどとくなる。反応が進  
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むにつれ，1550qn‾1と960印－‾lの吸収苗が顕著に増大し，3010m‾1の吸収が消失した。  

960d¶‾1のトランスニ重結合のCH変角振動の吸収があらわれ，シスニ重結合のC－Hの伸縮振  

動にもとずく3010q旧‾1の吸収がなくなることは，オレイン酸のシスの二重結合がNO2の触媒作  

卯∈より異性化反応を行い，トランス体のエライジン酸になることを示している。また1550qm－1  

のニトロ基の伸縮振動の吸収が大きくなることは，NO2 の二重結合への付加反応がおきているこ  

とを示している。これらの吸収の相対的な増減は02やH20が共存することにより著しく変化する。  

すなわち，02が共存すると，NO2だけの場合に比べ1550血‾lのニトロ基の吸収が，960印l▲1  

のシスートランスの異性化反応により生じるトランスニ重結合の吸収に比べ著しく増大する。こ  

れはニトロ化合物の生成が02の共存下で増大することを意味している。またH20が共存すると  

1550qm‾lぉよぴ960（m■1のいずれの吸収の増大も遅くなり，全体的に反応がおさえられている  

ことがわかった。リノール醸の場合も傾向は同じである。そこで二重結合のシスートランスの異性  

化反応およびNO2の付加反応の2点についてより定量的に埠討した。  

1）二重結合のシスートランス異性化   

① NO2濃度，温度の影響   

図2ほNOz 濃度のシスートランス異性化反応への影響を示している。NOz濃度が高まるにつ  

れ，シスートランス異性化がすみやかにおこることを示している。同時に室温でシスートランスの  

異性化はトランス体がほぼ85％の段階で平衡に達していること‘が判明した。   

Pitt8らはシスー2－プテンとNOJとの気相反応で，反応速度式はシスートランスの異性化  

反応の初期の段階で   

d〔T〕／dt＝k（NO2〕〔C〕  （1）  

で表わされると報告した20）。ここで，T，Cはそれぞれトランス胤 シス体の濃度を表している。   

図3は種々の温度でのオレイン酸のシスートランスの異性化反応を表している。（11式を適用し縦  

軸に1n（1／1－〔T〕），横軸に時間をとると直線関係が成り立った。またこの図は温度が上昇  

するにつれ，反応が速くなることを示している。これはシスートランスの異性化において，ニトロ  

置換したラジカル中間休のC－C単結合の回転が温度が上昇するにつれ容易になるためと考えられ  

る。   

㊤ 02，Ⅰ圭0の影響   

図4に，02やH20の共存下でのシスートランスの異性化を示した。02やH20が存在すると  

異性化が抑制されることが明らかとなった。この籍果は前述した赤外吸収スペクトルの結果と一致  

している。02 が共存する場合にはシスートランス異性化の中間体であるニトロ置換したラジカ  

ルに，基底状態が三重項の02分子が反応し，異性化をおさえるためと考えられる。一方HzOが  

共存すると，H20とNO2が反応するため異性化を触媒するNO2 の濃度が減少するためと考えら  

れる。  
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図2 オレイン酸川のNO2によるシスートランス異性化のNO2濃度依存性  

・；5070脚】。；477打n ㊥；44．4卿  

Fig．2 Cis－tranSisomerlZationofoleicacid（1）catalyzedbythree  
differentconcentrationsofNO2．PIotof％oftransisomer  
vs．time  

●；5070ppm，0；477ppm．◎；44．4ppm，  

－110－   



30  

Reaction time（min）  

図3 オレイン酸のNO2によるシスートランス異性化の温度依存性  

①；287DK・；3040K o；き170K  

Fig・3 Temperaturedependenceofcis－trarlSisomerizationofoleic  
acid（1）catalyzedbyNO2．Plotofln［1／1rT］vs・tihle・  
Tdenotesconcentrationoftransisomer：  
○；287DK，●；3040K，0；31フロK．  
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図4 オレイン酸のNO2によるシスートランス異性化に対する02，H20の影響  

0；NO2 ●；NO2＋02 □；NO2＋H20 ■；NO2■＋H20＋02   

Fig．4 NO2Catalyzedcis－tranSisomerizationofoleicacid（l）inthe  
preseJICeOfO2弧d／0∫H20，Plotor％transjsoJれerVS．time  
O；NO2，●；NO2＋02，□；NO2十H20，T；NO2＋H20＋02．   

⑨ ジオレオイルーL－α一ホスファチジルコリンの場合   

図5はジオレオイルーL－α－ホスファチジルコリンの1箪と2位の脂肪酸部分全体のシスート  

ランス異性化の経過を示しているが，四塩化炭素中NO2（521騨）と反応すると10時間後に80  

％がトランス体に異性化していることがわかった。次に二つのオレイン酸の異性化反応が位置が異  

なることにより影響をうけるかどうか検討した。四塩化炭素中NO2（521臍）で5時間反応後ホ  

．スホリパーゼA2 で2位の脂肪酸のみを切り2位のオレイン酸を得た。また同時に生成するリゾレ  

シチンをメタノリシスすることにより1拉のオレイン酸メチルを得た。それぞれをガスクロマトグ  

ラフィーで分析するとトランス休が1拉で71％，2拉で73％の割合で生成した。従って，1位，   

2位のオレイン酸の二重結合へのNO2 の攻撃が四塩化炭素中でははぼ同じ確率で行われているこ  

とが明らかになった。   

④リノール酸の場合   

リノール酸の場合9位と12亡如こ二つの二重結合を有している。そこで四つの幾何異性体が考え  
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図5 ジオレオイルーL－α－ホスファチジルコリン（4）のオレイン酸部分のNO2  

によるシスートランス異性化。メタノリシス後のトランス異性休の百分比  

で表わす。   

Fig・5Cis－tranSisomerizationofacylpartofDioleoyl－L・aLPhosphatidyl  
Choline（4）catalyzedbyNO2（521ppm）．％transisomer（after  
methanOlysis）wasplottedvs．time．   

られる（図6）。すなわちシスーシス，シスートランス，トランスーシス，トランスートランス体  

である。図7は四塩化炭素中477卿のNO2を暴露した場合の四つの幾何異性体の割合の時間変化  

を表している。シスートランスとトランスーシス異性体の割合ははば同じであり，NO2 は9酪と  

12位の二重結合にはば同じ割合で攻撃することが判った。また図7は．シスーシス体からトラン  

スーシスまたはシスートランス休に異性化し続いてトランスートランス体にと逐次に反応の進行す  

ることを示している。図8はNO2の異性化に対する02とH20の影響を示した。逐次反応のため，  

シスーシス体の減少をもってシスートランス異性化のおこり易さとした。02，H20ともオレイ  

ン酸の場合と同阻 シスートラシス異性化反応を抑制することがわかった。  
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Trans－tranS isomer  

図6 リノール酸の幾何異性休   

Fig．6 Geometricisomersoflinoleicacid．  
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図7リノール酸12）のNO2（477卿）によるシスートランス異性化，幾何異性体  

の時間変化  

FiB・7 Cis－tranSisomerizationoflinoleicacjd（2）catalyzedbyNO2  
（477ppm）inCC14．Plotof％geometricisomers．  
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図8リノール酸（2）のNOz（477t岬）によるシズートランス異性化に対する02，H20の影響  

0；NO2＋N2 ●；NO2＋02 □；NO2＋H20十N2 ■；NO2＋H20＋02   

Fig・8 Cis－tranSisomerizationoflinoleicacid（2）catalyzedbyNO2  
（477ppm）inthepresenceofO2and／orH20plotof％of  
lil】0】占icacidvs．tilⅥe  

O；NO2＋N2，●；NO2十0ユ，□；NO2十H20＋N2，－；NO2＋＝20十02・   

2）NOzの付加反応   

① オレイン酸反応生成物の解析   

二重結合のシスートランス異性化反応中間休であるニトロ置換したラジカルがさらに反応すると  

ニトロ化合物が生成する。   

NO2のみと反応した場合ほ，ニトロヒドロキシル体（5）とジニトロ体（6）が41％，24％の割合  

で得られその他いくつかの末同定の物質が生成した。  

㌔ デ2  
H－C－C－H  

′＼  
NO2NO2   

（6）  

24亀  

R ／R2上 卜、1ノ丁こ  
l＼c＝C 一 H＿C－C－H  

unknown  
products   H／＼ H CC14   

（1）  

／＼  
HO NO2   

（5）  

41宅  
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ニトロヒドロキシル体（5‖まNMRで3，96騨およぴ4．44伊にOH基およびニトロ基のつけ根の  

プロトンのピークがあること，6．67抑こD20を添加すると消失する2H分のOHプロトン（1つ  

はカルポン酸のもの）が存在すること，ならびにIRで1550皿‾1にNO2の吸収があることから  

構造を推定した。確認のためJones酸化を行うとDNP（＋）となり，ケトン休が生成しているこ  

とがわかった。この酸化生成物のIRは1720q√1と1700qⅦ‾1に二つのC±■0伸縮振動の吸収  

があり，カルポン酸とケトンができていることがわかった。またNMlくで2．57脚lにケトンのα位  

のプロトンが2H分あり，5．101叫こニトロ基のつけ根でケトンのα拉のプロトンが下記のように  

顔接のプロトンと10Hヱ，5Hヱのカ，プリングをしていることから，この酸化生成物は，ニトロケ  

トン体（7）であることが推定された。  

5Ilど、ヽ   

J  

H   

Rl－C  
l1  

0   

ジニトロ体はIRで1540血‾1に大きなニトロ基の吸収があること（土トロヒドロキシル体（5）の  

ようなニトロ基を1個有するものに比べ，カルポン酸のC＝0吸収帯との相対的な大きさがジニト  

ロ休の場合大きい）。NMRでニトロ基のつけ根のプロトンが4．83卿に2ケ分あることより推定  

した。   

この場合反応は図9に示されるように，ニトロ置換したラジカル中間体（9）にNO2が0の部分あ  

るいはNの部分で攻撃することでおこる。0の部分で攻撃すると，ニトロナイトライト㈹が生成  

し，Nの部分で攻撃するとジニトロ体が得られる。ニトロナイトライト㈹は加水分解され（反応系  

に水はないが，シリカPTLC分離中，加水分解されたと考えられる）ニトロヒドロキシル体（5）が  

得られる。   

NO2とオレイン酸との反応にH20が共存する場合NMRではエライジン酸の吸収だけが観察さ  

れ，OH基，ニトロ基のつけ根のプロトンのピークは観察されなかったがIRではニトロ基にもと  

づく1550Ⅷrlのピークがわずかにみられた。この場合NO2はH20と反応するため全休の反応  

がおさえられているものと考えられる。  

Rc＝C H  

＋   

0   R2   
（3）  

90宅  

NO2  Rl＼c＝C／R2   
trace nitro  
COmpOunds   

H／ 
＼ 

＝ CC14＋H2   

（1）  
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ミ1デ2  
月－C－C一月  

・OJ＼02   

1 N02 

㌔ デ2  
ガ‾打 

（6）   

NO2NO2   

＋   

－ ミ1デ2  
H－C－C－H （10）  

′＼   
ONO NO2   

L   

㌔ 戸2   

H－C－C－H （5）  
／ ヽ  

nO NO2  

㌔デ2  
H－C－C－H   

／  ＼  
ONO2NO2   

（8）  

2
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O
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′
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＼
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▲
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（12）  

図9 オレイン酸（1）とNO2との反応機構  

Fig．9 Entirereactionprocessofoleicacid（1）withNO2   

次にこの反応に02が共存する場合は，ニトロ直換したラジカル（9）にNO2も02も攻撃しうるれ  

02の濃度が高いため，02が攻撃する確率は高い。従ってニトロペルオキシルラジカルⅧからニ  

トロジオキシナイトレート（1aを経てニトロケトン（7）を主に（55％）生成する。このNMR，lR  

ともニトロヒドロキシル体をJones酸化してできる生成物と一致した。その他にニトロヒドロキ  

シル体（5）（30％），ジニトロ休（6）（15％）が得られた。   
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この反応にH20と02が共存する場合は．ニトロナイトレート（8）が壬生成物（60％）として得られた。  

他にニトロケトン体（7）（18％）エライジン酸（3）（11％），ニトロヒドロキシル体（5）（11％）が  

得られた。  

1軍  h  

R三）c＝Cこ： 

2 
／ ヽ  

2 
RごC＝Cこ R2  

（1）  （8）  （7）  （3）  （5）  

60亀  18篭  11亀  11篭   

ニトロナイトレイト鋸まIRで1560qn‾1のニトロ基の吸収のはかにナイトレイトに特徴的な  

1645q旧‾1（8Sym NO2伸縮振動），1283Ⅷ‾1（sylⅥNO2伸縮振動），85000‾l（N－  

0の伸縮振動）の吸収があり，NMRでは4．62卿にニトロ基のつけ根のプロトン，5．371pにナ  

イトレイトのつけ根のプロトンのピークがみられたことより推定した。ナイトレイトを加水分解す  

るために1N－aq NaOHで処理すると脱硝酸がすみやかにおこりRICH＝C（NO2）Rzが得  

られた。このIRは二重結合と共役し低波数シフトしたニトロ基の吸収が1505qm‾1にろられた。  

壬生成物であるニトロナイトレイトは02とH20の両方がないと生成しない。従ってニトロケトン  

休（7）を生成する中間休であるニトロジオキシナイトレート（1オが水と反応して生じる亜硝酸とエス  

テル交換しこトロナイトレイトおよび硝酸を生じる七推定されるがこの点に関してはさらに検討す  

る必要がある。以上を整理し，図9のようにまとめた。   

◎リノール酸の場合   

リノール酸とNO2の反応でできるニトロ化合物は非常に複雑となり解析が難しい。一方用いたガ  

スクロマトグラフィーの条件では，リノール酸およぴその幾何異性体は流出するが，二重結合への  

NO2付加反応による生成物は流出しない。そこで（L－L′）／LxlOO式を用いてNO2付加反  

応による生成物の生成の割合とした。ここでLは反応前のリノール酸の塁，L′は反応後のリノール  

酸およびその幾何異性体の旦を示す。L，L′は内部標準として入れたス≠ァリン酸（NO2 と反  

応しない）との比により求めた。その結果を図10に示す。リノール酸は02のみと10時間反応さ  

せても反応しない（この場合過酸化物もガスクロカラムから洗出しない）。NO2だけが存在する場  

合はNO2付加生成物の割合は10時間後に25％，02共存下，H20共存下，02およびH20・共  

存下ではそれぞれ，75％，14％，20％となった。従ってオレイン酸の場合と同様に02は，シ  

スートランス異性化の中間休であるニトロ置換したラジカルを攻撃しニトロ付加物の生成を加速し．  

H20はNO2と反応し，二重結合を攻撃するNO2濃度を下げ全体の反応をおさえると考えられる。  

02とH20共存下の反応生成物の赤外吸収スペクトルは1550。m‾1ニトロ基の吸収のはかナイト  

レイト特有の吸収が1640，1276，85000ー1にあり，オレイン酸の場合のニトロ化合物の赤外  

吸収と同じくナイトレイトが生成していることを示唆した。  
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図10 リノール酸のニトロ化物の生成の時間変化  

L：反応開始時のり／－ル酸含丘  

L′：下記条件下で反応後のリノーノレ酸お上びその異性体含丑  

▲；02  0；NO之 ●；NO2＋0之  □；NO2＋HzO  

t；NO2＋02＋H20   

Fig．10 Productionofnitrocompoundsoflinoleicacidvs．tirne  

LごInjfja】col】feJltOl加】0」ejcacjd  
L’：Contentoflinoleicacidanditsgeometricisomersafter  

exposuretoNO2（477ppm）inthepresenceofO，and／or  

HlO  
▲；02，0；NO2，●；NO2＋02，□；NO2十Hユ0，，；NO2＋02＋＝20．   

、方リノール酸が二重結合を二つ有している点でオレイン酸の場合には観察されなかった生成物  

がガスクロマトグラフィーで流出してくる。すなわちリノール酸の場合NO2，02両者の共存下で  

反応を行うと反応が進むにつれ図11に示すど－クが増加してくる（図12）。粗生成物の薄層ク  

ロマトグラフィー上にDNP帥でRf値が，オレイン酸のオゾン酸化によ・り合成したアゼライン酸  

セミアルデヒドu3）と同じスポットが存在すること，偶のメチルエステルとガスタロマトグラフイー  

の保持時間が全く一致すること，ガスマス分析で一致することより，このピークをアゼライン酸セ  

ミアルデヒドと同定した。このピークはオレイン酸の場合，同じ粂件で反応を行っても観察されな  

い。このことはNO2と02の混合気体に室内の光があたることによりオゾンが生成し，それがリノ  

ール酸と反応して生成したものではないことがわかる。従って1，4ジエンが関係していることが推  
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図11 02存在下のNO2とリノール酸反応生成物（メチル化後）のガス  

クロマトグラム（10時間後）  

（13）アゼライン酸セミアルデヒド ＊ステアリソ酸（内部辞準）・  

■＊リ／－ル酸の幾何異性体  

Fig．11Gaschromatogramofreactionproductsoflin01eicacidwith  
NO2inthepresenceofO2・After10hours・  

（13）azelaicsemialdehyde＊；Stearicacid，＊＊；geOmetric  
isomersoflinoleicacid，   

定される。またNO2や02単独で反応した場合も観察されない。そこで（Ⅰ罰の生成機構として図13  

のような機構を考えた。すなわちNOzが12位の2重結合を攻撃しニ〔ロ直換したラジカルを生  

成する。それに02が反応してできたペルオキシルラジかレが9位の二重結合を攻撃しエンドペルオ  

キサイドとなりさらに02，NO2が反応してできる生成物が脱硝酸する過程で（Ⅰ劫が生成する機構  

である。   

以上，オレイン酸とリノール酸のNO2との反応でシスートランスの異性化がおきること，02が  
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▲図12 アゼライン酸セミアルデヒド生成の時間変化  

●；NO2  t；NO2  

Fig．12 Productionofazelaicsemialdehydevs．time  

・；NOユ＋02  ■；NO2＋H20＋02   

L  

O  

。 

（1】）  

図13 アゼライン酸セミアルデヒドの生成機構  

Fig．13 Possiblemechanismforproductionofazelaicsemialdellyde  
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共存すると異性化はおさえられ．ニトロ化は促進されること．またこの際ニトロ過酸化物が中間体  

にできること，H20が共存すると全体の反応がおさえられること，02とH20の両者が共存する  

と異性化はおさえられ，ニトロ化物としてニトロナイトレイトが主に得られるとの結果を得た。   

2．Ⅳ02急性暴露による肺リン脂質の脂肪酸組成の変化   

Wist争rJ堆ラット（7～8週令，体嘉148－176g）を20騨NO2に20時間，40時間暴露  

した。この濃度でラブトは摂食しないため対照群として絶食ラ，トを用いた。   

表1に各臓器の湿重量ならびにそれらの休重比を示す。肺の湿重畳は40時間暴露後顧著に増加  

した。この湿重畳の増加は肺水膵おこし含水量が増加したためと考えられる。一方肝はわずかに増  

加しているが有意差はろられない。腎，脾は湿重量でわずかに減少した。   

肺における松脂質重量，ならびにリン脂質重量を表2に示す。肺では両者とも有意差はみられな  

あゝった。   

肺組織のリン脂質の脂肪酸組成は図14のようなガスクロマトグラムを与えるが，NO2暴露に  

より表3に示すように変動する。すなわち脂肪酸組成中含量の多いパルミチン酸は時間の経過と共  

に37％から43％へと増加した。他の飽和脂肪酸ではミリスチン酸（4．6％→3．1％）ステアリ  

ン酸（12．7％→11．6％）リグノセリン酸（3．3％→2．2汐）は共に有意に減少した。また不飽和   

表1 20卿NO2暴露後の体重．臓器湿重量および臓器湿重量の体重比   

Tablel．Bodyweightandwetweightoforgansandexperimental  
dataafter20ppmNO2eXPOSure  

N01 exppsure 

Control  20hours  40 hours 

N＝6  N＝8  N＝7  

1nitialbodywt．（1）g  

Finalbodywt．（F）g  
F／Ia  
Lungwetwt．（Lu）g  
Lu／Fa  
Liverwetwt．（Liv）g  

Liv／Fa  
Kldneywetwt．（K）g  
k／Fa  
Spleenwetwt．（S）g  
S／Fa  

158．2±6．2  

139．5±5．8  

0．84  

0．764±0．003  

5．49±0．47  

4．67（；±0．828  

33．67±6．75  

1．314±0，311  

9．47±2．46  

0．385±0．059  

2．77±0．47  

167．7±4．7  

14（；．0±8．9  

0．87  

1．615±0．112妻＊＊  
11．08±2．39＊＊＊  

5．399±0．142  

37．05±1．42  

1．324±0．056  

9．08±0、48  

0．343±0．048  

2．35±0．36  

148．5±4．4  

0．893±0．005  

6．02±0．51  

5．463±0．4（；2  

36．60±2．33  

1．399±0．058  

9．02±0．42  

0．366±0．033  

2．46±0．22  

a：×103  
b：T－teStaSCOmParedwithcontrol 印＊：P＜0．001  
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表2 20卿NO2長音後のラット肺細線の全脂質およぴリン脂質塁  

Table2・Lungtissuelipidsandphospholipidsafter  
exposureofratsto20ppmNO2  

NOユeXpOSure  

Contro1  20hours  40 hours 

N＝6  N＝8  N＝7  

15．2±4．1a  16．1±4．3  15．6±5．8  TotalLipids  
Totalphospholipids   14．3±3．5   14．8±3．7   13．9±4．3  

a：Meanvalue±S・D・（mg）  

図14 ラ，ト肺組織のリン脂質の脂肪酸メチルのガスクロマトグラム   

Fig．14 Gaschromatogramofthemethylestersofthefattyacids  
associatedwithlungtissuephospholipids  
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脂肪酸ではオレイン酸（11．9％→9．9％）アラキドン酸（12ニ1％→11．4％）は共に有意に減  

少した。パルミトレイン酸は（2．3％→3．2％）有意に増加した。リノ′－ル酸は20時間暴露群で  

は減少したが40時間暴露群では有意に増加した。その他未同定の脂肪酸では保持時間が261秒，  

558秒の脂肪酸が増加する傾向を示し1264秒のピークが脚少する傾向を示した。  

表3 20叩nNO2暴露後の肺組織リン脂質の脂肪酸組成の変動  

・Table3．Changeinthefattyacidcompositionoflungtissue  
Phospholipidsafterexposureofratsto20ppmNO2  

NO2eXpOSure  

ControI  
RTa N＝6  

20hours  40 hours 

N＝8  N＝6  

26■11．06±0．06bl．24±0．01＊＊l．46±0．06＊＊＊  
3．09±0．32＊＊  

42．80±0．95＊＊＊  

3．20±0．22＊＊＊  

0．55±0．14＊  

1．27±0．10＊＊＊  

11．64±0．33＊＊＊  

9．89±0．59＊＊＊  

7．37±0．34＊  

11．36±0．57  

2．20±0．33＊＊  

2．02±0．29  

3．32±0．63  

MyristicAcid  341 4．63±0．55 3．92±0．35＊  

PalmiticAcid  411 37．26±1．21 40．25±1．54＊＊  

PalmitoleicAcid  445  2．33±0．18  2．32±0．19  

52（i O．39±0．03  0．37±0．03  

558 1．74±0．13 1．47±0．22＊  

StearicAcid  694 12．71±035 12，24±0，39  

01eicAcid  7（；3 11．88±0．50 11．77±0．44．  

LinoleicAcid  915  6．78±0．38  6，41±0．14＊  

ArachidonicAcid  2018 12．08±0．73．11．94±0．63  
（633）  

LignocericAcid   （1036） 3．26±0．44 2．67±0．33＊  

（1264）2．47±0．37 2．16±0．33  

DocosahexaerlOicAcid（1341） 3．23±0．18 3．22±0．23  

a：Retentiontime（se占）at160Dcandat190Oc（inparenthesis）  
b： Mean％value±S．D．  

＊： p＜0．05  

＊＊：p＜0．01  

＊＊＊：p＜0．001   

NOz を急性暴買することにより，肺組織のリン脂質の脂肪酸組成中パルミチン酸が有意に増加  

することを見出したが，これはRoehmらのラットに亜急性暴露（10卿，NO2，4週間）にお  

いて3％弱増加した報告と同じ傾向である16）。その他の脂肪酸では，R。ebmらはパルミトレイン  

酸が増加し，アラキドン酸がわずかに減少するという，今回の急性暴露実験と同じ傾向を報告して  

いる。またオレイン酸，リノール掛こ関しては逆の傾向になることを報告している。一方Arner  

らはラットヘの侵性暴露（2．9岬NO2，1週間5日暴露9ケ月間）17）の結果．レシチン中のパル  

ミチン駿が5％強減少するという報告をしている。肺リン脂質中の40～50％以上をレシチンが  
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占めるため．レシチン中でのノヾルミテン敢組成の減少は，肺リン脂質申でのパルミチン敢の割合が  

減少することにつながる。従って急性，亜急性の実験結果と逆の傾向を示している。   

これらの枯果は肺リン脂質の脂肪酸組成がNO2 の暴露濃度，暴露期間に依存して変動すること  

を示している。   

一方NO2 と同じく不飽和脂肪酸と反応をし過酸化物等を生成する（過稜化物の種類はNO2 の  

場合と異なる）オゾンをラットに暴露した場合の肺のリン脂質の変化は．市川，横山（5，2．5，1，  

0．51匹の各砲鼠1日3ないし6時間暴貰で4矧軌 9週間．6ケ月間暴露）によると21），レシチ  

ン中のパルミチン酸の占める割合はオゾンの濃度が高まるに伴い増加し，アラキドン酸の割合は減  

少する。またRoehmら（1騨＝あ9日間）もリン脂質中のパルミチン酸の割合が増加することを  

報告している16）。   

従って今回の急性暴露の結果と併せると，肺リン脂質の脂肪酸部分の二重結合と何らかの反応を  

しうるNO2や03を暴露すると肺のリン脂質中にはそれらと反応しない飽和脂肪酸のうちパルミ  

チン酸が増加することが明らかとなった。従ってこのパルミチン酸の増加により，NO2や03によ  

る肺リン脂質の脂肪酸がニトロ過酸化や過酸化をうける割合が少なくなり一つの酸化に対する防卸  

と関連をもつ可能性がある。このようなパルミチン酸をリン脂質中に導入しようとする動きは，岡  

野らにより胎生末期の胎児の肺でも観察され，肺で呼吸をはじめる際の酸化防御織構の一つとして  

論じられている22㌔一方何がパルミテン酸の割合をふやす要因となるかに関してはまだ明らかで  

ない机 C。．teSiらの14）ォゾナイド，過酸化物が聯の脂肪酸組成を変化させるとの報告にみられる  

ように，l．で記述したNO2 と不飽和脂肪酸との問でおこる反応生成物が，肺の脂肪酸組成に何ら  

かの影響を及ぼす要因となりうる。このリン脂質の不飽和脂肪酸とNO2の反応生成物とNO2意  

罵による肺リン脂質の脂肪酸組成の変動との関係について現在検討中である。  
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要 旨   

大気汚染物質であるNO2暴露に対して，致死時間を延長させ動物を保護する作用のあ  

る化学薬物の影響について検討した。実験は致死レベルのNO2（平均701匹）にラット  

を暴露し，死に到るまでの生存時間を測定し比較した。   

70卿のNO2に暴露した雄ラットの場合，3－メチルコランスレン（3MC），アリ  

ルイソプロピルアセトアミド（AJA），フユノパルビタール（PB），およぴクロルプロマ  

ジン（CPZ）の前投与はラットの生存時間を有意に延長し，掛こ前二者は著しい延命効  

果を示した。同一濃度のNO2 に暴露した雌ラットの場合は3MCとPBがその生存時間  

を有意に延長し特に前者の効果が若しかった。一方AIAほ雌において逆にその生存時間  

を有意に低下させる効果を示した。CPZでは雌の生存時間には影響が見られなかった。  

一方雌雄のControlラ・ソトを比較すると雌のラットが堆よりも約20郵程度長い生存時  

間を示しNO2に対する感受性が低いことが示された。   

次に3MCの投与方法の違いによる生存時間を比較したところ，20叩3MC／晦体重  

／日の連続4日投与群のみが有意な生存時間の延長を示し，20呼3MC／晦体重の1回  

投与や，27呼3MC／晦体重／日の連続4日投与の場合は生存時間の延長は全く認められ  

なかった。   

これらの結果から吸入されたNO2あるいはその代謝物と前投与薬物が直接反応するこ  

とによって延命効果を示したのではなく，前投与薬物が生体内の酵素系やその他の代謝系  

等を活発化させたことによるものであると考えられた。   

＊本論文はToxicoLogy arld Applied PJlarmaCO）ogy   

（197ざ年43巻169貢）に発表したものである。   
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Abstract  

A number ofchemicalagents have been successfu11y employedin  
protectinganimalsagainst thelethaleffectsofNO2．Itwasobservedthat  
3－methylcholanthrene（3MC），al1ylisopropylacetamide（AIA），phenobar－  
bital，andchlorpromazine・prOlongedthemeansurvivaltimesduringNO2  
exposure（mean70ppm）ih male rats；3MC and AIA were especially  
effective・p－Aminobenzoicacid（PABA）didnotprolongthesurvivaltime．  
3MCand phehobarbital・also prolonged the mean suⅣivaltimeinfemale  
rats；■3MC was partitularly＄ffective・On the otherhand，a Significant  
ShortenlngOfsurvivaltimeinfemaleratsinJeCtedwithAlApriortoNO2  
exposure was observed・Chlorpromazine and PABA did notprolongthe  

femalesurvivaltime・Inaddition，aSlgnificantlylongersurvivaltimeincon－  
trolfemale rats compared with controlmalesexposedtoNO2WaSObT  
Served・Maleandfemaleratsinjectedwith20mg／kgof3MCfor4daysand  
exposedto87ppmofNO20nDay5hadmeansurvivaltimesof266and  
303min，reSPeCtively，Whilethemeansurvivaltimesofuninjectedcontrol  
maleandfemaleratswere144and187min，reSpeCtively．AsingleinJeCtion  
Of20mg／kgof3MCandmultipleinjectiohsof2mg／kgof3MCproduced  
nodifferenceinmeansurvivaltimesfromthecontrolgroupsinbothsexes．  
Thesefindingssuggestthatthemechanismbywhich3MCprotectsagainst  
NO2inducedlethalpulmonary edemais mediated bytheinductionof  
enzymesystems．   

はじめに   

二酸化窒素（NO2）は最も普通にみられる大気汚染物質の一つであり，肺に対して様々な病理的障書  

を引き起こすご）2）これらの病理学的知見とそれに伴う代謝的障害は肺の酵素等に対するNO2の作用に  

によって生じることがある。   

最近，いくつかの酵素誘導薬物がオゾンの致死レベルの暴露から動物を保護する作用のあることが報  

告された。これらの薬物のうちには種々のキノン類3）．／｛ラアミノ安息香酸4）（PABA），CPZ，お  

よびA．IAなどがある。これら薬物による保護作用はオゾン暴露前に．それぞれ3－4回投与した場  

合にのみ有効であることが報告ぎれている（AIAのみは単回投与で有効）。これらの結果から各種の  

薬物がオゾンやその代謝産物等と直接反応することによって保護作用を示すのではなく，むしろその保  

護作用は前投与した薬物が生体内の酵素や関連中間成分を誘導増加させることにより発現するのであろ  

うと考えられている5）。NO2とオルの毒性には質的な違いがあると思われるので，このような酵素誘  

導薬物のNO2 暴露に対する保護作用を比較研究することは意義が高いものと考えられる。   

本研究ではNO2暴露によるラットの生存時間に対する酵素誘導薬物の影響を調べた結果，酵素  

誘導薬物が生体の酵素や関連中間喋分を誘串増加させる機序によってその保護作用を示すという間  

接的事実が示されたはか，雌雄間でNO2 の毒性の強さに差があるという興味ある知見も得られた。  
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方 法   

被検動物として6～7運命ラットの姓（124－1709）と雌（105－152冒）を用い，ステン  

レススチールとガラスで作製した405ゼの横型チャンパーの申でNO2暴露を行った。チャンパ  

ー内の空気は1時間に22回換気し温度は平均23℃（22－25℃）に調節した。暴露に際して．  

窒素バランスの0．5痴No2ガス（約5000耶）を．活性炭と触媒フィルターで浄化した室  

内空気で所定の濃度に稀釈して削、た。NO2鵜匠はモニターラボ・窒素酸化物分析計  

（Mode18440－H型）によって測定し，著者が考案し8本クレア株式会社によって作製され  

たガス濃度自動詞節装置によって連続的にフィ■－ドバックコントロールされた。ラットの生存時間  

はNOz暴露開始からラットが死亡するまでの時間を観察し，データはその平均値士標準誤差で示  

した。すべての実験はラットが死亡するまで連枝暴露し，生存時間を求めるためのNOz暴露  

（平均7D帆 Max73卿－Min69．5】平）は堆と他について各々3回づつくり返し行った。さら  

に3MCの投与方法が異なる実験の場合には平均871騨（86－89騨）の濃度で行い2度くり返し  

再現性を確認した。これらのNO2暴露の間のNO濃度はどく短時間3卿に上昇した場合を於い  

ては0，51匹であった。   

薬物投与の対照群としてほリン酸緩衝生理食塩水（PBS）かオリーブ油を偲腔内投与した。3  

MCはオリーブ油に溶かし，AIA，P】∋．CPZ，およびpAtiAはPBSに溶かして腹隆内投与し  

た。投与量は3MCほ20職／kg，．PBは60呼／kg．CPZは10巧／kgおよぴPABAは30喝／kg  

で1日1回，連続4日間授与してから5日目にNO2 に暴露した。AIAのみは200納豆をⅣ02  

暴帯の100分前に投与した。   

結 果   

致死レベルのNO2に暴露された雄ラットの生存時間に対する酵素誘導薬物の影響を表1に示した。   

堆ラグトのNO2暴露においては3MC，AIA，PBおよびCPZが平均生存時間を延長する効  

果を示し，そのうち3MCとAIAは特に著しい延命効果を示し，各々対照群（100％）の183   

％と160％に相当した。一方PA8Aでは全く効果がなかった。雌ラタトの成績は表2に示すよ   

うに3MCとPBが延命効果を示し，特に3MCは対照群の154％に相当する著しい効果を   

示した。しかしながら，CPZとPABAでは効果がみられなかった。AIA投与の雌ラットの場   

合は雄ラットの場合と異なり逆に短命効果を示した。また雌雄の対照群を比較すると．雌ラ  

，トは雄ラ，トよりも約23％の生存時間の延長尾示し∴雌が雄よりもNO2め致死レベル暴露に   

対して感受性が低いことを示した。  

3MCの作用機作を検討する為に3MCの投与方法をかえた場合の雌雄め生存時間の結果を表3   

に示した。1日日から3日日まではオリーブ油を投与し4日日に20呵／匝の3MCを投与したB  
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表1平均70騨のNO2に暴露された堆ラ，トの生存時間に対す  

る酵素誘導薬物投与の影響  

Tablel．Theeffectsofenzyme－inducingagentson  
theprolongationofsurvivaltimesofmale  
ratsexposedtoameanlevelof70ppmOf  
nitrogen dioxide 

1申ionreglmena  
Meantime  

166±32（100）C  
303±53d（183）  
266±54d（160）  
212±35e（128）  
202±34r（122）  
184±31（111）  

ContlO1  

3－Methylcholanthrene，20mg／kg  
Allylisopropylacetamide，200mg／kg  
Phenobafbital，60mg／kg  
Chlorpromazine，10mg／kg  
p－Aminobenzoicacid，30rng／kg  

aFour土e8月∫at5Wereemployed血且】】groups  
bMean±SD  
CNumberinparenthesesispercentageofcムntrol（100％）  
dDifferencefromcontrolgroupsignificantatp＜0・001  
eDiffeTenCefTOmCOntrOlgroup・Significantatp＜0・01  
fDifferencefromcontrolgrouRSignificantatp＜0・05   

表2 平均70騨■のNO2に暴露された雌ラグトの生存時間に対す  

る酵素誘導薬物投与の影響  

Table2．Theeffectsofenzyme－inducingagentson  
theprolongatic．nofsurvivaltimesoffemale  
iatsexposedtoameanlevelof70ppmof  
nitrogen dioxide 

Mean survival time 

（min）b  
叫ectionreglmena  

204±37（100）C  
314±錮d（154）  
147±16d（72）  
245±46e（120）  
206±39（101）  

207±54（101）  

Contro1  

3・Methylcholanthrene，20mg／kg  
Allylisopropylacetamide，ZOOmg／kg  
Phenobarbital，60mg／kg  
Chlorpromazin】10mg／kg  
p－AminobenzoICaCid，30mg／kg  

aFourteerlratSWereemPIoyedillallgroups  
bMean±SD  
CThenumberinparenthesesisthepercentageofcontrol（100％）  
dDifferencefromcontrolgroupsignificantatP＜0・001  
eDifferencefromcontrolgroupsignificantatp＜0．05  
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表3 3－メチルコランスレンあるいはオリーブ油を4日間腹腔内  

投与したあと平均87騨NO2に暴露された雌雄ラ，トの生存  

時間  

Table3．Timeofdeathofratsexposedto87ppmof  
nitrogendioxideafterfourdailyintraperitoneal  
lnJeCtionsof3－methylcholanthreneoroliveoil  

Me狐SuⅣ1V封time  

lnj眈血nT呼men  （mm）a  

Male Fem山e  

ん01iveoil，Daysト4（釘b  144±35187±20C  
B．01iveoil，Daysl－3；3・MC，20mg／kg，4days（8）142±32 209±32  

（）   de  

aMean±SD  

bNumbersinparenthesesindicate．numberofratsineachgroup  
CsignificantlydifferentfrommalegroupA；p＜0．05  
dsignlnCantlydifferentfroplmalegroupA、B・OrC；P＜0・00l  
eSignificantlydifferent丘omfemalegroupA，B，OrC；P＜0・00l  

群およぴ1日目から4日日まで2呼／吋の3MCを投与したC群ほ雌雄ともに対照群と殆んど差が  

なかった。これらの結果はNO2暴露に対する3MCの保護作用の可能性として3MC 投与による，  

酵素誘導を示唆している。   

考 察   

本研究において酵素誘導薬物がNO2致死暴露に対して動物を保護し，生存時間を延長させる効  

果があることを見いだし，特に3MCは雌雄のラットに対して覇曹な延命効果を示すことが判明し  

た。・   

G。1d8tei。とBal軸。m5）は，3MCはオゾン暴露ラグトの生存時間には何の効果も示さないと  

報告しているので3MCの生存時間延長効果はNO2 とオゾンでは異なるのかもしれない。桧渡  

ら6）は3MCの投与はラ，トの肝掛こおいて脂質過酸化を低下させ．かつCyt P－450を安定化す  

ること右報告している。それ故に3MCの生存時間延長効果ほNO2毒性の一つと考えられている  

脂質過酸化を抑制する作用とその脂質過酸化物を代謝する機能を持つといわれている Cyt P－  

450の虫定化に関連があるのかもしれない。3MCと同様，肝臓ミクロソームのmixed func－  

tion oxida8¢系を誘導することが知られているPBもまたNO2暴屠ラットの生存時間を延長さ  

せた。Tayl。rとTappe17）はPB投与はラ，ト肝臓における脂質過酸化を抑制し，mixed  
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function oxidasc系を誘導することを報告している。このことから PBによる生存時間の延  

効果もまた脂質過酸化を低下させる作用やmixed runction oxidase 系の誘導と関連があるも  

のと考えられる。CytP－450の選択的破壊剤として知られているAIA3）も堆ラットにおいて  

はNO2暴露に対する生存時間の延長効果を示．したが雌ラットの場合は逆に有意に生存時間を短縮  

する効果を示した。このことはNO2暴露に対するAIA投与の効果が雌雄問で何らかの異なる作  

用機作を有する可能性を示唆している。CytP一450の誘導剤として知られているCPZ9）も雄  

ラットの生存時間を延長させた。Oppeltら10）はCPZがウサギの肺のCytP－450を選択的  

に誘導することを報告している。さらにSpirtes andGuthll）とCooperandMishima12）  

らはCPZはfree radiealをmaskして細胞膜を安定化する作用があることを報告した。そのよ  

うなFとからCPZはオゾンの場合と同様に，NO2暴露によって生じたfree radical誘導性瞑  

障害を阻止するのかもしれない。G。IdsteinとBalch。m5）はオゾン暴捌こ対してPABAが最  

も強い延命効果を示したことを報告しているが，今回のNO2暴露の実験ではPABAは全く効果  

がなかった。   

一方，雌ラγトは蛙ラットよりもNO2致死暴露に対して長い生存時間を示し，雌は致死レベル  

暴露に対してより感受性が低いことが示された。近年，WarrenとBe11ward13）は肺のmxedfuncr  

tionoxida5e（arylhydrocarbonhydroxylase）活性が肝の場合とは逆に惟が雄よりも顕著に高いこ  

とを報告したがこの成綬と関連があるのかもしれない。   

以上に述べた如くmixed funetion oxidase 系に影響することが知られているいくつかの酵  

素誘導薬物のNO2 暴露に対する生存時間の実験ではかならずしもー定した結果を示していないが  

→般に脂質酸化を低下させたり，mixed function0Ⅹidase系を誘導したり，あるいはfree  

radicalをmaskする薬物がNO2の致死暴露から生体を保護する効果が高いといえる。NO2の  

毒性はTh。maSら14）によって，少くともその一部は脂質酸化によるものであることが報告され，  

更にこの脂質過酸化物がmixed function oxdase系の一成分であるCyt P－450を破壊する  

ものであることもTappelら15やSchacterら16）によって報告されているo   

NO2 の主要標的臓器は肺であるが，ここで引用された酵素誘導薬物の作用機作は主に肝につい  

て調べられたものであるという点を強く指摘しておかなければならない。現在のところ肺の酵素誘  

導に関する知見は乏しくかつ肺の酵素活性は肝に比べて極めて低い10・17）ことが知られている。今  

後肺における酵素誘導に関する各薬物の作用をより詳しく研究する必要がありそのような研究の蓄  

積がNO2毒性のメカニズムの解明に役立つものと思われる。  
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肺および赤血球のPeroxidativeMetabolicPathwayに及ばす  
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MasaruSAGAIl，FujioSHIRAISHIlandMeijiKAWATAl   

ラットに0．4鮮血，1．6脚およぴ6，4肝lのNO2を3カ月間遠続泉尾して肺と赤血球の  

Peroxidative Metabolic Pathwayに対する影響を経時的に検討した。その結果，肺の  

Peroxidative Metabolic Pathway酵素のうちG6PDとGSH－Reductase活性は1．6FP  

以上の暴露群では対照群に対して有意に増加したが，GSH－Peroxidase活性には明瞭な  

変化が見られなかった。またGSH含量も1，6脚以上では有意ぢ増加を示した。これらの  
増加は4週間暴露時に最も顕著でありその後も対照群に比べて増加していたが，その割合  
は除々に小さくなって行った。NO2暴露による脂質過酸化の指標としてのTBAは8週間  

暴露時にのみ増加を示した。   

一方，赤血球中のPeroxidative Metabdic Pathway酵素のうちG6PDについて経時  

的に検討したがNO2暴露時間によって極めて複雑な経時変化をたどった。13i眉目につ  

いてみると，G6PDが1．6と6．4耶群で増加し，GSH－Reductaseは1．6P群のみで減  

少し，GSHPeroxidaseには有意な変化がなかった。また赤血球中GSH量は13週間  

暴露時に0．4と1．6肝l群のみで有意な増加を示した。TBA値は2週目の0．4脚群，4  

週目と8過日の全暴露群で有意に低下し，13週目では逆に全暴露群で増加したが有意差  

，を示すにはいたらなかった。また赤血球のfragility は8週間暴露時にのみ増加した。   

以上の結果より肺および血清ともにG6PDとGSH含量の増加が特徴的であったが，   

これらは肺や赤血球がNADPHやGSHのような還元性物質を増加させ．NO2 暴露によ   

る酸化的障害から生休を防御しようとする機構によるものと考えられる。  

1．国立公害研究所 環頃生理郡 〒300－21茨城県筑波郡谷田都町   

TheNationalInstitute forEnvironmentalStudies，BasicMedicalSciencesDivision，P．0・   
Yatabe，Ibaraki，300・21．  
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Abstract  

Thechanges oftheenzyme activitiesoftheperioxidativemetabolic  
pathwayinlungsand erythrocytes ofrats exposed to NO2at the con－  
CentrationsofO．4，1．6and6．4ppmwereexamined．Activitiesofglucose－6－  

phosphate dehydTOgenaSe（G6PD），glutathione reductase（GR）and con－  
tents ofreducedglutathione（GSH）inlungsincreasedsignificantlybythe  
exposure ofl．6and6．4ppmNO2．Theseincrementsweremostremarkable  
atthe4thweek．However，．theactivityofglutathioneperioxidase（GPO）in  
lungswasnotchangedatanyperiods．TBAreactantsinlungsasaindexof  
ljpidperoxidationbyNO2eXPOSureraisedonlyatthe8thweek．   

Inerythrocytes，theactivityofG6PDfluctuateddrastica11yduringthe  
exposure．At the13th 
CreaSedattheconcentrationofl．6and6．4ppmNOゎGRdecreasedatl．6  
ppm，and GPO did not show a significant change．The concentration of  
GSHincreasedsignincantlybytheexposureofl．6and6．4ppmNO2．TBA  
reactantsweredecreasedsignificantlyinallgroupsatthe4thand8thweek．  
Fragility oferythrocytesasaindexoflipidperoxidationbyNO2eXpOSure  
raisedonlyatthe8thweek．   

はじめに   

大気汚染物質の一つである二酸化窒素（NO2）の主要な標的臓器は肺であり，肺に対するNO2  

の影響を検討した報告は多い。しかしながら赤血球に対するNO2の影響を記載した報告は少ない。  

赤血球も又肺胞のガス交換面で吸入されたNOzに暴露されているので，肺と類似の影響を受ける  

ものと推察される。それ故，赤血球に対するNO2の影響を検討してみることは極めて重要な意味  

を持つものと考えられる。   

このような観点から著者らは，特にNO2の酸化性あるいはフリーラジカル誘起性にもとづく生  

体内での過酸化物の生成あるいはその代謝に関与する酵素系に注目して，その生休影響の検討を試  

みた。   

一般に，動物の細胞内には諸種の醸イヒ過程と関連して非常に多種類の過感化物の存在が知られて  

いる。この過酸化物は組織あるいは細胞に対して著しい障害作用をおよぽす物質であり1・2・3），更  

にこのような過酸化物はNO24・5）やオゾン（03）6，7）等の吸入によっても生成されることが報  

告されている。一方，細胞内には，これら過酸化物を解毒代謝する為のPeroxidative Metabo－  

1ic Pathvay（PMP）が存在し8）．その存在は赤血球をはじめとして肺，肝，腎，脾等はとん  

どすペての職器に及んでいる。   

PMPに関与する酵素であるGltltathione Peroxidase（GPO），Glutathione Reduc－  

tasや（GR）及甲Glucose－6－Pbospbate DehydrogeTlaSe（G6PD）の活性はNO2  

や03の遅霜あるいは間欠泉屠等によって上昇することがラ，トりD・11）及びマウス12．13）につ  
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いて明らかにされている。又，多くの研究者の実験結果はPMPがNO2及び03の生体影響を示す  

感度のよい指標となり得るものであることを指摘している。このような理由から，我々はPMPへ  

の影響を指標として，NO2 に関するこれまでの報告より低硬度かつ長期暴露によるPMPへの影  

響を肺と赤血球について経時的に比較検討した。特にNO2 暴露で赤血球のPMPに及ぼす影響を  

検出しうるならば，その材料採取の容易さからヒトヘの影響を検討する上で大きな意味を持つもの  

と考えられる。   

方 法   

動物は6過令，JCL－SD系の雄ラットを用い，NO2暴露ほ最長3ケ月間の連続暴露を行  

った。実験はコントロール群（C），0．4卿NO2暴露群Ⅲ，1．6卿NO2暴露群（2）及び6．4卿NO2暴  

露群（3）の4群に分けて，各群75匹，合計300匹のラ，トを用いた。NO2の暴露開始後，1週間  

目，2週間目，4週間目，8週間目及び13週間目に各群から15匹づつ，合計60匹を前日から  

約20時間絶食後，（ただし4週間巨＝ま絶食をしなかった）暴露チャンパーから取り出し，大腿動  

静脈からの放血によりヘパリン添加試験管に血液を採取し，さらに肺を摘出した。赤血球は水冷放  

置し3時間後に生理的食塩水セ2回洗浄し．水中に保存し，翌朝溶血・遠心後測定材料とした。   

肺は摘出後ただちに生理的食塩水で十分洗浄後，ロ紙で水滴を除いてからスクリュ一ビンに入れ  

充分な窒素ガス置換後用時まで－80℃に保存した。肺からの酵素の調製は50mMリン酸緩衝液  

（pH 7，4）を用い窒素気流下でhomogenizeし，20％homogenate を作り 300×g，  

10，000×甘及び105，000×9の遠心分離を行い．その上清を酵素標品とした。赤血球からの酵素の  

調製は30倍量の20mMリン酸後衛液（pH 7．4）で溶血後，2，000×9遠心分離を行い，その  

上清を酵素標晶とした。   

酵素活性はすべてジェムサック血清自動分析装置を用いて測定した。G’SH量の測定はBeu－  

tle，の方法14）により非蛋自性SHを測定し，脂質過酸化反応の目安としてのTBA値の測定は肺  

の場合20％bomogenateの300×9遠心上宿を用いて，SDS可溶化処理を含む真杉らの  

方法15）によった。   

なお測定検体は，赤血球については各群とも一匹づつ，15検体の測定を行い．肺については3  

匹のラ，トから等重量の肺をまとめてhomogeni乙eし，一群5検体として測定を行った。表中の  

値はすべて平均値j＝SDを示し．平均値の有意差検定はStudentのt検定によった。   

結 果   

NO2を暴露した各時期の体重の変化を図1に， 

た。体重ほ対照詳と暴露詳との間に有意な差は見られず，一方体重当りの肺湿壷屋は各群とも過令の増加  

につれて減少したが，同一時期暴露した群の間で比赦すると暴露群は対照群より増加し，8週間及び13  
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図1 NO2暴露ラブトの休重変化  

□，対照群；●n4伊群；○，L6IP群；△，G車中許  

Fig．1Thechangesofbodyweightorratsexposedto  
nitrogendioxide  
□；Confrol，●；0．4ppm，○；1．6ppm，△；6・4ppm・   

表1 NO2暴露ラグトの肺湿重量と肺虚重量／体重の変化   
注・，L各値の動物数ほすべて15匹づつである。  

え肺湿重量（刃は平均士SDで示した。  

a体重に対する肺湿重量比（B）は体重の平均値と肺湿重量の平均値から  

求めた。  

ムカッコ内の数字は各暴露期間ごとの対照群を10bとした相対比を示す   

Tablel．Lungwetweightandtheratiooflungwet  
weight per body weight of rats exposed to 
＼tl二  

（：0仙OIAO．8り±0・0岬00）1・00土0・0叩00）t．コ6土0．I叩00）】．】5土0．0叩00）1．2コ土0．11（100）  
b O・00495（】00）0・00437（100）0・00337り00）0．002糾（】00）0．00264り00）  

0・4pplm AOβ1土0・0叫02）1・01土0・0叩01）】・12土0・07（89）Ⅰ・32±0・38（‖5）1・24±0・15rlO2）  
80・005j6（川8）0・00430（98）0・00331（98）0・00329（1】‘）0・00280（】06）  

1・6ppn】AO・90士0・10（】0り1・02±0・0叩02）1．16土0．0‘（92）1．ヱ4±0．12り08）t．33土n．13（109）  
80・00517（】04）0・00434（99）0．00320（95）0．00304（iO7）0．00285（108）  

“ppm AO・97±0・0鋸109）1・10土0・】1川0）り3土0・12（10や）l・40土0・15り22）l・46±0・】0（1祁）  
lIO・仙5（，5（l14J O・仙47U什肋）t．t】OJ81り】3）（】．00コ47（1ユユ）P．〔巾ユ21（1ココ）  

Cf．1・Samplenumbersofeachvalueare15（n＝15）．   
2・Valuesoflungwetweight（A）areexpressedasmean±SD，   
3・Theratioorlungwetweightperbodyweight（B）areaccounted  

bythemeanoflungwetweightandthatofbodyweight．   
4・Valuesinparenthesesindicatethepercentratioofthecontrol（100）  
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週間暴露群では，6．4一匹群で対阻詳より22％増加し．肺の腫大化を示唆した0   

次に肺のG6PD．GR及びGPO徳性の変化を図2－4に示した。G6PD活性は2週間  

暴露の場合，0．4騨l群で減少し．1．6肝p及び6．4騨群では20－30％上昇した。このパターンは  

8週間及び13週間暴露の場合でも見られ，4週間暴露の場合はNO2の濃度に依存して上昇す  

るパターンを示した。GRの宿性は2週間．4週間及び8週間暴露でNC2の濃直に依存して上昇  

するパターンを示し，13i眉目ではNO2暴露群の活性増加の割合は低下した。GPOの活性は8  

週間と13週間暴露の6．4押つ群のみで有意な減少が見られたがその他では差が見られなかった。   

次に肺のGSH星の変化を図5に示した。4週間暴露時のデータはないが，2週間と8週間暴露  

まではl＿6卿lと6．4騨群で著しい増加がみられ，更に13週間暴露では6．4卿群のみに有意な増加  

が観察されたが．その増加の割合は徐々に低下する傾向を示した。更に肺における解糖系の変化を  

調べる目的でAldola5e（図6）と乳酸脱水素酵素（図7）の活性を経時的に調べたが，特に大き  

な変化はみられなかった。   

肺での脂質過酸化反応の目安とする目的でTBA値を測定し，その結果を図8に示した。TBA値  

は2過と8i塁間暴露で0．4卿群と6．4卿群で有意な増加が見られたが．1．6脚群では差がなく．又13  

週間暴露では0．4卿】群でのみ有意な増加を示した。しかし濃度依存性が明瞭でなく．脂質過酸化反  

応の上昇を明輝に示すにはいたらなかった。更に脂質過酸化の拇標として赤血球のFragjljty  

Testを行ったがTBA値を測定した場合と同様8週間暴琵の場合でのみ差が見られた（因9）が，他  

の暴露時期には濃度依存性もなく明瞭な脂質過酸化の上昇を見ることは出来なかった。   

次に赤血球のPMPに関与する酵素を中心とした13週間NO2暴露の結果を表2に示した。  

表に示す如く．G6PDは1．6阿蘇と6．4p匹群で′J、さいが有意な上昇を示した。一方，GRは肺  

の場合と異なり1．6卿l群で減少変化を示したのみでGPOと同様全く変化はなかった。又赤血球中  

のGSH量はOA脚と1．6卿群で有意な増加を示した。この時の血清中のTBA値は各群とも増加  

傾向を示したが有意差は認められなかった。   

赤血球のPMP酵素の中ではG6PDのみが増加していキが．この変化は図10に示すごとく  

暴琵時間によって減少する場合も見られ，一定の方向性をもった変化ではなかった。   

最後に赤血球中のGSH亀と血清中のTBA値の経時的変化を表3に示した。GSH含鼻は13  

過日でのみ，0．4と1．6卿群で増加したが6．4押b群では有意差はみられなかった。また血清中の．  

TBA値は4週目と8i頃日で0．4騨と1．6騨群で減少し6．4一匹では増加していた。なお．これら実  

験におい七へマトクリ，ト値はいずれの場合も変化はなかった。  
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8  W    13  W  
図2  

NO2暴露ラットの肺グルコースー6－  

リン酸脱水素酵素（G6PD）活性の経時  
変化・   

C，対照群；1・84Ⅰ坪群；之 L6卿群；   

a G4円m群．   

＊′ P＜qO5，＊＊，P＜qOl，   

封け，P＜企ひ8上。  

以下の回ではすべて同じ記号を用いる。  

Fig．2  

Changesofglucose－6－phosphate  
dehydrogenase（G6PD）inlungsofrats  
exposedtonitrogendioxide  
C，COntrOlgroup（炉5）；】，0．4ppmgroup；  
2，1・6ppmgroup（n＝5）；3，6・4ppmgroup；  
＊p＜0・05；＊＊p＜0．01；＊＊＊pく0．001二  

Samemarkswereusedinallfollowingfigure・   
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図3  

NO2暴露ラットの肺グルタチオン  

還元酵素（GR）活性の経時変化  

Fig．3  

Changesorglutathionereductase  
activity in rats lungexposed to 
nitrogendioxide・  



図4  

NO2暴露ラットの肺グルタチオン・パー  

オキシダーゼ（GPO）活性の経時変化  

Fig．4  

Changesofglutathioneperoxidase  
activityinlungsofratsexposedto  
nitrogen dioxide 
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図5  

NO2暴虞ラグトの肺中還元型グルタチオン  

塁の経時変化  

Fig．5  

Changesofreducedglutathione  
concentrationsinlungsofrats  
exposedtonitrogendioxide  
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図6  

NO2暴露ラブトの肺アルドラーゼ活性  

の経時変化  
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Fig．6  

ChanBeSOfaldolaseactivitylnlungs  
OrratSeXpOSed tonitrogendioxide  
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図7  

NO2暴露ラツトの肺乳酸脱水菜酵素活性  

の経時変化  

Fig．7  

Cllar唱e50r】actatedehydroger】aSe  
（LDH）activityinlungsofrats  
exposedtonitrogen dioxide  



図8  

NO2暴露ラットの肺中TBA値の経時変化  

Fig．8  

Changesofthiobarbituricacid（TBA）  

Vaiuesinlungsofratsexposedtonitrogen  
dioxide  

図9 8週間NO2暴露ラットの赤血球fragility曲線  
－0・－－－・0－，対照群；一 皿4騨群；－＝一－1・6卿群；－・一色4卿粗   

Fig．9 Thechangesonfragi1ityofredbloodcellsof  
rats exposed to nitrogen dioxide for 8 weeks 
＿○－－0－COntrOl；－－－－－0．4ppm；  
一－－＝－ 1・6ppm；一・「6－4ppm＝  
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表213週間NO2に暴露したラット赤血球中のPeroxid8tive  
metabolic pathway関連辞薬店性  

■対照群との間の有意差（P＜805）を示す。  

Table2．Theenzymeactivitiesoftheregardingtoperoxiddtivemetabolic  
PathwayinerythrocytesofratsexposedtoNO2for13weeks．  

Items  Control O・4ppm・1．6ppm  6．4ppm  

G・6．PD＝（U／mg・＝b／min）19・97（100）a）20・66（105）21．79（109）春  
GS打・Rase（”）  2．41（100）2．44（川1）1．93（80）事  

GSH－POase（”）  416（100） 416（100） 425（102）  
LDH（”）  242（100） 242（100） 252（104）  

21・62（1（〕8）＊  

2・22（92）  

415（100）  

258（107）＊  

＊こ Significantlyfromnon・eXPOSedgroup，p＜0・05  
a）Valuesinparenthesesindicatethepercentratioofthecontrol（100）．  

2  4  6  8  1（I  12  

E丸印～Ure tl眠（weeks）  

図10 NOz暴露ラットの赤血球中グルコースー6－リン酸  

脱水菜酵素（G6PD）活性の経時変化  

－●－ n4騨群；－く〉・・・－16騨群；－－－△－－一 84卿群．   

Fig・10 Thechangesofglucose－6－phosphatedehydrogenasein  
erythrocytesofratsexposedcontinuouslytonitrogendioxide  
（EnzymeaQtivitieswereexpressedwithpercentofcontrol，100．）  
こ  0．4ppm；－0－・－1．6ppm；心一「6．4ppmニ  
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表3 NO2に暴露した各時期における還元型グルタチオン畳とTβA値  

＊対照群との間の有恵差（P＜α05）を示す。   

TabJe3．GSHcontentsandTBAreactantsinb】oodofratsexposedto  
NO2atVarlOuSPeriods  

Exposure control O・4pprn l・6ppm 6・4ppm  ti‖1亡  

2wk 4．72（100）4・84（103）4・83（103）4・37（93）  

4wk 4．95（100）5・08（103）5・32（107）5ユl（105）  

8wk 4．57（100）4・60（101）4・35（95）4・30（94）  

13wk 4．61（100）5・21（116）ポ5・25（116）4・48（99）  
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2wk l14（100）100（88）＊  

4wk l15（100） 99（8り＊  

8wk 121（川0） ユ09（90）＊  

13wk lll（100）126（113）  

109（96）121（106）  

91（79） 95（，83）＊  

90（74） 96（79）キ  

136（122）125（113）  

＊： Significantlyfromeachnon－eXpOSedgTOlユP，pく0．05  
＊＊：〃g／gp10teinimblood  

＊＊＊：〃mOlesMDA／gproteininserum   

考 察   

生体内には諸種の酸化反応と関連して過酸化水素をはじめとする多くの過酸化物が生成されてお  

り，組織あるいは細胞に対して著しい障箸を与えることが知らされている1・2・3）。一九 NOヱも  

03と同様に過酸化反応（特に脂質の過酸化）を誘起するものであることがTh。maS4）やR。ehTn  

5）らによって報告されている。今回我々はこれまでの報告に比べてより低濃度でかつ長期のNO2  

暴露により．特に師と赤血球中のPMPに関与する酵素の活性，GSfi量及び肺と血清中のTBA  

値の測定を通じてNO2の亜急性影響の検討を行った。   

肺のPMP及びGSH量について（よCh。Wら11）．ぁるいは探瀬ら13）の結果と同風各暴露時  

期とも1．6騨以上の暴露群でG6PDとGRの活性の上昇及びGSH畳の増加を観察した。一方，  

GPOの場合は8週目と13適旧の6．4用n群の減少以外には変化はみられず，この減少も何を意味  

するものか現時点では不明である。   

このようなことからNO2の作用は03に比べて弱く，かつ各酵素活性上昇の程変もこれまで03  

について報告されている影響と比較して質的に異っていることが認められた。更にこのことは  
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Chowら11）が述べている如く，NOzは生体内では主にGSHやNADPH等の還元佐物質に作  

用していることを示すものかも知れない。又これらの酵素活性の上昇あるいはGSH量の増加は  

NO2暴露による組織あるいは細胞曝書の非常に敏感なindieatorであることも追認された。こ  

のように，PMPはNO2暴露による わ‥元M での影響検討にとって優れたindieator である  

ためヒトへの応用にも役立てることが望まれる。しかしながらと卜への応用の為には検体として血  

液のみに限定される困難がある。このような意味から今回赤血球中のPMP，GSfI量及び血暗中の  

TBA値の測定を行い，ヒトヘの応用の可能性を検討した。その結果，赤血球中のG6PD活性と  

GS H量の有意な増加を認め，又8週目のように血碕中の増加を認めることができた。これはPMPを  

indicatorとするならば血液でもNO2の生体影響を知りうる可能性を示すものとして重要なものと考  

えられる。   

→方これまセ．赤血球についてPMPに関する変化を検討したものとしては．Ch。W16）らと  

Buckley17）らによる03による報告を見ることができる。Ch。Wらは0．5p，（8時間／E］×7  

白）の条件でサルとラットについて検討し，両者共赤血球中ではPMP及びGSHの変化はなかっ  

たとして報告している（注：但し同じ論文中で肺のPMPとGSH量の上昇はラットで認めている），  

一方Buckleyらは0．5FP O3をヒットに2時間45分暴露してG6DPの上昇とGRの減少その  

他の結果を報告している。しかしながらこれまでNO2暴露による赤血球PMPの変化を報告した  

例はみられていない。このような現状で今回NO2暴琵でPMPのG6PD活性とGSH量の増加  

を観察することができたことは大きな意味を持つものと考えられる。   
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Research Reportfrom the Na（ionalInstitLtte for Environmenta）Studies No・8，1979．   

血清および肺の脂質成分に及ぼす  

二酸化窒素の影響  

EffectofNitrogenDioxideoTt Lipid   

ContentsofSerum andI．ullgS  

嵯峨井 勝l・有川由紀子1  

MasaruSAGAIlandYukikoARIKAWAl   

要 旨   

0．4Ⅰ岬・1．6卿應よぴ6．4脚NO2の3カ月間暴露による血清と肺の脂質成分の変化を  

経時的に比較検討した。その結果一 血清の松脂質，トリグリセリド（TG）および総コレ  

ステロール量は1週目で増加し．2退から4過日にかけて減少し．さらに8i馴－ら13週  

目にかけて対照王勘こ漸近あるいは対照群より増加する傾向を示した。特に，これらの成分  

のうち総コレステロールの変化が最も著しいものであった。遊離の脂肪酸とリン脂質は2  

－4i眉目にかけて急速な減少を示したが8過日から13週目にかけて対照群レベルへの復  

帰傾向を示した。   

一方，肺の脂質成分は2週目では全体的に変化が少なく．4過日ではn）Se－Response  

関係が成り立？明瞭な増加を示した。更に8i眉目では変化が小さくなり，13週目では逆  

に有意な減少を示した。これらの変化を経特約に比較すると血清と肺の変化はantipar－  

a11elな傾向を示しNO2暴露は血清と肺の脂質代謝に何らかの関連ある変化を誘起す  

ることを示唆した。   

以上のような結果から血清および肺の脂質成分はNO2暴蛋によって単純な増加ないし  

は減少を示すのではなく，暴露期間の経過に伴って複雑な変化を示すものであることが判  

明した。このような事実によって，これまでDose－Response関係が逆転したり；相反す  

るようにみえた従来の研究報告を統一的に理解することができる面があり・NO2暴野  

生体影響を研究する上で重要な示唆を得ることが出来た。  
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Abstract  

LipidcontentsinlungsandseraofratsexposedcontinuouslytoNO2  
0fO・4，1・6and6・4ppmwereexaminedduringtheexposurefor13weeks．  
Totallipids（TL），trlglyceride（TG）and totalcholesterol（TCHL）insera  
increased atthefirst weekofexposure，andthendecreasedconverselyat  
thesecondandthe4thweek．FinallytheygainedsteadilyuponthecontroI  
Values atthe8th and the13th week．ThechangeofTCHLwasmostre－  
markableamongthem．Freefattyacidsinseradecreasedrapidlyatthenrst  
andthesecondweek，andthenapproachedgradual1ytotheircontroIvalues  
atthe8thandthe13thweek．Phospholipidschangedsimi1arlytofreefatty  
acids at the nrst and the second week，and then they were kept at the  
lowestlevel．  

Lipidsinlungs showed smallalterations at the second week of the  
exposure，andthenincreasedwithacleardose・reSPOnSerelationshipatthe  
4thweek．Theratiooftheseincrementswereloweredatthe8thweek，and  
then eachlipid coversely decreased signiflCantly at the13thweek．ComT  
Paredthechangesinserawiththoseinlungsduringtheexposure，thetime  
COurSeSin sera seemed to beantipara11elwiththatinlungs．Theseresults  
SuggeSt thattheexposureofNO2mayaffectthelipidmetabolisminsera  
andlungs．   

はじめに   

二酸化窒素（NO2）の吸入は生体内の各種の成分あるいは槻能に対して様々な影響をおよ拝すこ  

とが知られているが，本報告の中心である生体脂質成分やその代謝などにも様々な影響を及ばすと  

いう報告がいくつか見られる。たとえば，1973年にKosmiderら1）は1pのNO2を1日当り  

8時間，6カ月間間歌暴露したモルモットの血清中の松脂質量と給コレステロール宜，掛こエステ  

ル型コレステロール量の増加増しいことを報告している。一方同じ論文の中でK00miderら1）は  

0．4－2．7騨のNO2を1日当り6－8時間，4－6年間吸入し続けた労働者の疫学調査では血  

清中の総コレステロールとエステル型コレステロールの値は共に低下したという，モルモットとは  

逆の結果を報告している。しかし血清中の松脂質量に関してはモルモットと同様にヒトの場合も増  

加したという結果を得ている。また肺の松脂質量についてはAmerら2）がラットに2．9騨のNO2  

を9カ月連続暴露した実験から約8％程度の減少を報告した。・これらの結果はNO2 暴露による脂  

質成分の変化は血清と肺では異なると同時に，モルモット，ラットあるいはヒトの間で，しかも  

NO2の暴露濃度と暴露期間の違いなどによって種々の異なる変化を示すものであることを示唆して  

いる。  

一方，NO2に暴露された肺の脂質代謝についてはThomasJr・ら3）の1970年の報告をみるこ  
とが出来る。彼らは5，1叩】のNO2に2週間連続暴露したラットの肺でリン脂質中のレシチンへ  
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の14c－パルミチン酸の取り込みとturnover rateを測定し，NO2暴露群の肺は，対照群の肺  
1 

に比べて－パルミチン酸の取り込みが若干の増加を示すにすぎないが，tu，n。Ve，rat。は対  

照群の12時間から約2倍の21時間へと顕著な遅れをみせたことを報告している。   

もしこのように1℃一パルミチン酸の取り込みによって示されたようにリン脂質の合成が若干増  

加し，turnOVer rateで示されたリン脂質の分解が顕著に遅れるのであれば，NO2暴露によって  

肺の主要成分であるリン脂質の含量は著しく増加することが予想される。しかしArnerら2）はむし  

ろ松脂質量は若干低下すると報告していることから両者の問には少なからぬ矛盾があるように思わ  

れる。もしこの両者の成績が正しいとするならば肺の中のリン脂質以外のコレステロールやトリグ  

リセライド等の主要成分のどれかが著しく減少して，松脂質としては若干減少していくという可能  

性が考えられる。しかし現在までそのような事実を積極的に証明する報告は見られていない。この  

ようなことから両者の成績の遠いはNO2の暴露濃度と暴露期間の違いによる差と考えるのが妥当の  

ように思われる。  

更にこのような矛盾した実験結果の一例としてはArnerら2）とMenzelら4）の肺脂質中の脂肪酸  

組成に関する成績を見ることが出来る。Arnerら2）は前記のように2．9卿のNO2に9カ月聞達続  

暴露したラットの肺組織と肺胞洗浄液中のリン脂質の脂肪酸組成の分析の結果，いずれの場合もパ  

ルミチン酸（C16：0）やステ．アリン酸のような飽和脂肪酸が減少してオレイン酸（C18：1）やリノ  

ール酸（C18：2）のような不飽和脂肪酸が若干増加したと報告している。これに対してMenzel  

ら4）は10仰のNO2に1カ月聞達続暴露したラットの肺組繊の脂肪酸組成の分析の結果から飽  

和脂肪酸は増加したのに対して不飽和脂肪酸は減少したという結果を報告している。   

このように脂質成分に限ってみてもいまだ多くの矛盾した成績が見られている。このよ  

うな成績の逢いはむしろ先に述べた如くNO2の暴露濃度と暴露期間の違いによって生休は様々  

な復姓な変化を示すことによるものと考えるのが妥当かもしれない。このような観点に立てば各種  

の濃度のNO2 について経時的にその影響がどのように変化するかを検討することは極めて重要と  

考えられる。今回は3種の異なるNO2 濃度についてラットの血清および肺組織中の主要脂質成分  

の経時的変化を詳細に検討した。   

方 法   

動物は6週合のJCL－SD系雄ラットを用いた。NO2暴露は最長3カ月間の連続暴露を行い，実  

験は清浄空気を通気したControl群C），0．4岬n NO2暴露群（1），1．6Ⅰ岬NO2暴露群（2）及び  

6．4脚NO2暴露群（31の4群に分け，各群75匹，合計300匹のラットを用いた。NO2の暴露  

開始後，1週間目，2週間目，4i塁間臥 8週間目および13週間目（3カ月）の各群から15匹  

づつ，4群の合計60匹を約20時間絶食後（ただし4週間目は絶食せず），暴露チャンバーから  

取り出した。大腿動静脈からの放血により血液を採取した後1時間以内に遠心により血清を謁製し  
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た。肺は血液採取後ただちに切除し生理食塩水で十分に洗浄後，ろ紙で水滴を除いてから保存用ス  

クリュービンに入れ十分な窒素ガス置換密封後使用時まで、80℃に保存した。肺組織の脂質成分  

測定には1群15匹のうち各3匹の肺を等量ずつ合せて5グループに分け，50mMリン酸緩衝液  

（pIi7．4）を用いて窒素気流下でテフロンホモジュナイザーでホモジュナイズし，20％ホモジュ  

ネートとし50dxタ10分間の遠心分離尾行いその上清を肺組馴旨質成分測定用の試料とした。  

血清と肺のコレステロールとトリグリセライドは鎚msac血清自動分析機により酵素法で測定した。  

血清の松脂質量（喝／dl）はTG，総コレステロールおよびリン脂質畳からCheek＆Wease5）の  

計算式によって求めた。血清中のリン脂質量と遊離の脂肪酸量および肺のリン脂質垂ほ和光テスト・  

キットに上り用手法で測定した。   

結 果   

血清中の松脂質量の経時変化を対照群を100とした相対比で囲1に示した。図に示すように血  

清中総脂質量はNO2暴露後1過日では対照群に比べて8－15％の増加を示し，この増加はNO2  

の暴露濃度に依存した変化であった。2週目にほ各群とも動こ減少し6．4肝l群で最も低く約30舞  

の減少を示した，その後4過日も各群とも減少傾向をたどったが8週目および13週目では徐々に  
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図1NO2暴露ラットの血清中松脂質の経時変化   
●，0，4ppm群；○，1．6ppm群；△，6，4ppm群  

図2～5も同じ記号を用いた。   

Fig．1Thechangesoftotallipidconcentrationsin  
SerumOfratsexposedtonitrogendioxide  
●0．4ppm；Ol．6ppm；△6，4ppm．  

Samema∫kswereusedinFig．2－5．  
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対照群に漸近あるいは増加する傾向を示した。  

トリグリセライド（TG）の変化を図2に示したがとの変化は松脂質の変化と類似したものであ  

った。1週目では全くDose－Response関係のない増加傾向であったが2過Elでは逆にDose－  

Resporse関係にもとづく減少傾向を示した。4週目ではDose－Response関係はないが全体とし  

て減少状態を続けて，8週目から13週目にかけて対照群に漸近するか1．6押上群のようにさらに  

対照群より増加するような傾向を示した。次に血清中総コレステロールの変化は図3に示すように  

非常に大きく，1週目では明瞭なDose－Response関係がみられ1．6および6．4FP群では約60  

％の増加を示した。2週目，4週目では減少傾向を示し，8過一－13週日では増加もしくは対照レ  

ベルへの漸近傾向を示した。血清中の遊離脂肪酸量の変化を図4に示した。2週目から4週目にか  

けて著しノい減少がみられ8週日から13週日にかけ七は対照値に近づいて行った。これらの変化は  

すべての過で明瞭なDoserResponse関係が見られた。  

リン脂質の経時変化を図5に示した。リン脂質の場合ほ1過日から2週目にかけて10％前後の  

小さい変化であったが急速な減少を示し，その後13過日まで同じレベルの減少状態を保った。さ  

2  4  6  8  10  12  

Exposure t而（眠eki）   

図2 NO2暴露ラットの血清中トリグリセリドの経時変化  

Fig．2 Thechangesoftriglycerideconcentrations  
inserumOfratsexposedtonitrogendioxide  
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図3 NO2暴露ラットの血清中総コレステロールの経時変化   

Fig．3 ThechangesoftotalcholesteroIconcentrations  
inserumOfratsexposedtonitrogen dioxide  

2  4  6  8  10  12  

Ex匹Sure tjⅣ杷（＞eeks）  

図4 NO2暴軍ラットの血清中遊離脂肪酸の経時変化   

Fig．4 ThechangesornonesterifledfattyacidconT  
Centrationsinserumofratsexposedto  
nitrogendic；xide  
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らにこの場合ほ遊離脂肪酸と同様1週目から13過日までのすペての期間で明瞭なDose－鮎s－  

ponse関係が成り立っていた。   

次に肺組織のTG．総コレステロール，リン脂質およびこれら主要3成分を加算して得られた松  

脂質量の変化について述べる。まず肺の松脂質邑の2過日以後の変化を図6に示した。2過日では  

6，4耶■群が有意な増加を示したのみであるが4週目ではすべての暴露群でDo光一Response関係  

の成り立つ増加傾向を示し，1．6卿およぴ6．4脚】群では有意な増加を示した。8週目になると  

逆に0．4卿群のみで有意な増加を示し，1．6卿および6．4脚群でほ対照群と同じレベルに戻  

った。これが13遇巨＝こなると更に逆転して0．4騨群が対照レベルにもどり1．6Ⅵ血群と6．4  

騨癖で有意な減少を示す結果となった。またこの実験期闇での対照群についてみると，ラットの  

週令の増加につれて松脂質量は減少してゆく傾向があり2過日（8適合），8王国臼（14適合）お  

よぴ13過日（19週令）のラットの間にはかなり高い直線相関（r＝三0．651Pく0．05 ）が  

存在していた．このことよりラットの肺組織の総脂質量は加令につれて徐々にではあるが直線的に  

低下していくものであることを示している。TGの変化は図7のように2週目で1．6脚群が有意  

な減少を示した他は対照群との間に差は認められなかった。4週目ではすべての暴露群で増加傾向  

を示したが，有意な差が認められたのは6．4膵群のみであった。 8過日では0．4卿群のみ有  

意な増加をつづけたが1．6卿群と6．4卿群ではむしろ減少傾向を示し，13過日では両群の  

D  2  ヰ  6  8  10  1Z  

【x匹Sureい㈹（weeks）  

図5 NO2暴賃ラットの血清中リン脂質の経時変化   

Fig．5 Thechangesofphospholipidconcentrations  
inserumOfratsexposedtonitrogendioxide  

－155－   



「
－
■
）
√
 
 

（
u
芯
1
2
一
札
＼
ぎ
）
営
コ
J
⊂
傭
P
芯
コ
【
票
占
 
 

C12 3  C12 3  Cl■2 3  C12 3   

園6 NO2暴露ラットの肺中総脂質の纏時変化  

C，対照群；1．0．4ppm群；2▲1・6ppm群；3・6・4ppm群  

＊，Pく0▲05；＊＊P＜0・01； ＊＊＊Pく0・001  

図7～9も同じ記号を用いた。  

Fig，6 Thechangesoftota】1ipidconcentrationsin  
lungs of rats exposed to nitrogen dioxide 
C，COlltrO】：1、0．41）l）】11：ユ．1．6pp】－－；3，G．4ppt11．  

＊l）＜0・05こ＊・衆p＜0・0】こ＊半＊p＜0・001・  

SameexpressionswereusedinFig・7～9・  
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C12 3  c12 3   C12 3   C 12 3   

図7 NO2暴露ラットの肺中トリグリセリドの経時変化  

Fig．7 Thechangesoftrlglycerideconcentrations  

in）ungsofratsexposedtonitrogendioxide  
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C 1 2 3   C 1 2 3   C 1 2 3   C 1 2 3   

図8 NO2暴露ラットの肺中松コレステロールの経時変化  

Fig．8 ThechangesoftotalcholesteroIconcentra－  

tior）Sinlungsofratsexposedtonitrogen  

dioxide  
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C 1 2 3  C 1 2 3  C 1 2 3  C 1 2 3  

図9 NO2暴露ラットの肺中リン脂質の経時変化  

Fig．9 Thechangesofphospholipidconcentrations  
inlungsofratsexposedtonitrogendioxide  
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減少は共に有意羞を示すレベルに至った。肺の総コレステロール畳の変化は，図8に示すように  

TGと同様に2週目では各群とも変化がなく．4週目で明瞭なbose■一Respo這e関係のもとに増加  

し，1．6卿群と6．4卵割では有意な増加が見られ，その増加は肺組織の脂質成分中で最も顕  

著なものであった。更に8週目ではこのような増加は6，4ppm群のみで見られその増加の割合も臨  

めて小さいものであった。その後13週目では各群とも逆に減少傾向を示し1．6膵群と6．4卿  

群では有意に減少していた。肺組織のリン脂質量の経時変化は図9 に示したように，NO2暴露後  

2～4週目では明瞭なDose－Respol唱e関係を持つ有意な増加傾向を示した。その後8－13過日  

では対照群と同じレベルに戻り9わずかに13週日の1．6卿群のみが有意な減少に転じた。  
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ExpDミリre tjM亡  

国10 NO2暴露による脂資成分の経時変化に関するモデル  

A，高濃度NO2；B，中濃度NO2；C，低洩度NO2  
＊ 1，2，3，4，10，11，12，13と14・…‥暴露濃度と影響が立一効果関係  

が成り立っている期間。  

＊＊ 5，6．7，8，9・…・・・・・暴諺濃度と影響が量一効果関係が成り立たない期臥   

Fig．10 Amodelonthechangesoflipidconcentrationsduringthe  
timeofnitrogendioxideexposure  
A，highconcenfration：B，mLddkconcentratio町Clow  
COnCentration．  

＊1．2，3、4，10，11．12．13．）4’・・Theregularchangeson  
thedose－reSr）On5erelationsllipbytlleeXPOSureOfthree  
doses－nitrogendioxjde  

＊＊5、6，7，8、9・‥TlleirregularcllangじSOntlledose－  
responserelatiotlSllipbytIleeXPOSCOftllreed（〕SCS－  
nitroge11djoxiしtじ・  
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考 察   

NO2 暴露による生体脂質成分の変化やその代謝等に関しては既にいくつかの報告がなされてい  

るがそれらは異なったり相矛盾したりする成観であることがしばしばみられる。   

今回の実験において，血清脂質成分のうち，総脂質量，TGおよび総コレステロールの変化はNO2  

暴露の時間的経過にともない単純な一方向性の増加あるいは減少を示すものではなく複雑な経時変  

化を示すものであることが判明した。このことは生抜がNO2暴露という一種のストレスあるいは  

環境変化に適応していこうとする時の複雑な生体反応を反映しているものと考えることができる。  

このような理解に立つならば従来の相異なる実験成頼も統一的に理解することが可能である。   

ThomasJr・らは5．1ppmのNO2を2週間暴露したラットでNO2 暴冨群の肺のリン脂質合成  

が若干元進し分解速度は大幅に遅れたことを報告している。このことは全体として肺のリン脂質の  

増加（蓄積）を引き起こすものと思われるが，今回の実験でも2週間NO2暴露の場合にリン脂質  

ほ全群とも対照群よ 

一方，Arner らは2，9叩）のNO2を9カ月問屋零した実験によって肺の給脂質は若干減少した  

と報告し，Thomasらの成績から推測される結果と矛盾しているように見えた。しかし今回の実験  

で肺の松脂質は2週目およぴ4週目では増加するが，その後逆転して減少を示し13週目（3カ月）  

では1．6脚1群と6．4【町群で有意に低下することが判明した。このことから1．6脚nと6．4押n  

の問にある2．9Rn暴露の場合は3カ月以上では減少することが起こりうるのでThomas らの成  

緯と矛盾なく説明出来よう。また3カ月以上の暴露ラットについてThomasらと同様に脂質合成と  

分解速度を測定するならば，2週間暴露で得られた成繚とは逆の成紡が得られる可能性が考えられ  

るので興味が持たれる。   

このように今回の実験からNO2暴露によって生体の脂質成分ほ極めて復姓な経時的変化を示す  

ものであることが示唆されたことにより矛盾してみえた従来のいくつかの成績を統一的に理解する  

ことが可能となりNO2暴露の生休影響を研究する上で重要な示唆を得ることが出来た。   

血清中遊離脂肪酸は絶食などの場合には，糖類の供給減少に応じて貯蔵TGからホルモン感受性  

リパーゼによる分解を受けて血清中に動員され著しい増加を示すことが知られている。NO2暴露群  

ではすべての暴露時期で対照群よりもさらに減少していることから，絶食による効果とは異なる生  

理現象が起っていることが推察された。これは絶食とは逆にNO2暴露による糖類の利用増大にと  

もなうTGからの脂肪酸の遊離低下によるという可能性が考えられる。事実，糖類の利用増大は前報に  

ぉける肺のG6PDの上昇6）やオゾン暴露時に解糖系あるいは五炭糖回蘭が活発になるというChowと  

Tapl光lら7ら成績もあるのでその一つの可能性として考えられょう。これに対して血清中リン脂質  
） 邑は一方向性の減少傾向を示した。しかしながら10。。mNO2暴露の未発表笑．におし）ては総  

脂質，トリグリセリド，総コレステロール等と極めて類似した経時変化を示したことと今回の変化  

はごくわずかなうえに，測定法も微妙な点がある為にこの成績は再検討する必要があろうと考え  
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られる。  

肺は炭水化物代謝と同様に脂質代謝も極めて活発な組織であることが知られている。 9）10）従っ  

てN02暴露により肺の脂質成分や代謝などが相当の影響を受けることが予想される。11）今回の  

NO2暴露による肺の中の各脂質成分の経時的変化は2週目では少ないが4過日では各暴露群とも対席  

群に比べて増加し，8過日では再び変化がなくなり13週目に至ると逆に減少していくという極め  

て類似したパターンを示した。これらの結果は肺の脂質成分もまたNO2の暴露濃度と暴露期間に  

よってその含有量が複雑に変化するものであることが判明した。概して，2週目以後の変化のプロ  

セスはNO2 濃度が高い場合，早期（2－4i頃日）に増加して，後期（8～13i頃日）には逆に減  

少してゆき，低濃度暴露（0．4押】）の場合は変化のプロセスは同じようになるのかもしれないが  

その周期はやや遅れ，さらにその増減の振幅も小さいょうに見うけられた。このような周期変化が  

起こるために，時として高濃度暴露による変化が低濃度暴露による変化よりも小さかったり，  

Dose－Response関係が不明瞭な成績か得られる理由であろう。このような周期変動によりDose－  

Response関係が明瞭な場合と不明瞭な場合が起こることを図10にモデルとして示してみた。   

今後この実験の再現性を確認すると共に，13週以後の変化をより明確にする為にさらに1－2  

カ月間延長した実験を行い，ライフスパンの慢性実験の成績の解釈に役立てるべき研究を進める予  

定である。   
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嵯峨井勝1・有川由紀子1・松本 茂2   
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［＝酸化窒素の肺および赤血球のPeroxidative Metabolic Pathwayへの影響」と「二   

酸化窒素の血清および肺の脂質成分に及ばす影響」の二報の実験は同時に行われたもので   

ある0 この他にも同時に行った実験として次の1．「二酸化窒素暴露の血清生化学検査成  

績」と 2，「二酸化窒素の肝臓および腎臓の脂質成分におよばす影響」があるが，これら  

についてはそのデータのみを補遺としてここに記載した。更にこの実験のNO2暴露の正  

確な条件を後の研動∈役立てるために 3．「暴露チャンバー運転記録」を付記した。  

1．二酸化窒素を暴露したラットの血清生化学検査成績  

嵯峨井 勝，有川由紀子   

一般に血清生化学検査成績は各種の疾病の場合にその時書の程度を判断する為の資料として用い  

られている。今回，3濃度のNO2暴露実験に際して，一般的な血清生化学検査を行い本報告の結  

果との比較を試みた。   

項月としては各種臓器や赤凪球中でもみられる鱒糖系酵素の一種である乳酸脱水菜酵素（LDH）  

とAldol■ase，肝腋障害の指標酵素として知られているsGOT，SGPT，非特異的エステラーゼで  

各種の中毒時に変動することが知られているプソイドコリンエステラ－ゼおよび腎障害の場合に変  

動する尿素窒素について測定し，その変化を図1－6に示した。これらの変化は単純な一方向性の  

変化ではなく暴露経過につれて極めて複雑なパターンを示した。しかし臨床的観点から見ると病的  

という捏の変化ではなかった。  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒300－21茨城県筑波郡谷田部町   

The NationalInstitute forEnvironmentalStudies，BasicMedicalSciences Division，P．0．   
Yatabe，Ibaraki，300・21．  

2．国立公害研究所 技術部 〒300－21 茨城県筑波郡谷田部町   

TheNationallnstituteforEnvironhentalSttldies，EnginearingDivision，P・0・Yatabelbarakl，  
300－21．  
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2  4  6  も  10  1Z  

Exposure t了me（weeks）  

図1NO2暴露ラットの血清中LDH活性の変化  

●；0．4ppm群， ○；1．6ppm群，  

△；6．4ppm群．図2－6の記号も同様である。  

Fig．1ThechangesofLDHactivityinserumOfratsexposedtoNO2  
●；0■4ppm－ 

， 

2  4  6  8  10  12  

Expo5ureいme（weeks）  

図2 NO2暴露ラットの血清中Aldolase活性の変化  

Fig・2 ThechangesofAldolaseactivityinserumOfratsexposedtoNO2  
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2  4  6  8  10  12  

Exp8SUre tlme（weeks）   

図3 NO2暴露ラットの血清中ノGOT活性の変化  

Fig．3 ThechangesofGOTactivityinserumofrats  
expo5edfoNO2  

2  4  6  8  10  12  

ExposuI℃tjme（weeks）  

図4 NO2暴露ラットの血清中GPT活性の変化  

Fig．4 ThechangesofGPTactivitylnSerumOfrats  
exposedtoNO2  
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2  4  6  8  10  1Z  

Exposureい㈹（Meeks）  

図5．NO2暴露ラットの血清中Pseudocholine Esterase  

徳性の変化   

Fig．5 ThechangesofPseudocholineEsterase  
activityinserumoFratsexposedtoNO2  

2  4  6  8  10  1Z  

Exposure tjme（weeks）   

図6 NO2暴露ラットの血清中尿率窒素の変化  

Fig．6．TheLchangesorBloodUreaNitrogen（BUN）  
contentsinserumofratsexposedtoNO，  
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2．二酸化窒素の肝臓および腎臓の脂質成分に及ぼす影響  

嵯峨井 勝，有川有紀子   

この実験は先の「二酸化窒素の血清と肺の脂質成分におよばす影響」と比較する為に実施された。  

その測定結果を表1～6に示した。肝臓は総コレステロール，トリグリセリド（TG），リン脂質  

ともに1週間暴露時にのみ1▲6卿 群と6．4脚 群で有意な増加を示したがその他の暴買時には全  

く変化がなかった。腎臓の場合，総コレステロールは8週目以外のすべての時期に0．4騨 群も含  

めて有意な増加を示した。TGは0・4騨，6・4卿群ともすべての暴露時期で有声な増加を示し  

たが1■6騨群は 

辞 群以外には全く変化がみられなかった。以上の結果，NO2 暴露は肝よりも腎の脂質代謝に大  

きな影響を及ばし，特にコレステロ．－ルとTGでその影響が強かった。  

表1NO2暴露による肝臓中松コレステロール量の変化  
値ほ平均±SDで示した。表2～6も同じ。   

Tablel．ThechangesoftotalcholesteroIcontentsin  
liverofratsexposedtoNO2  
Thevalueswereexpressedasmean±SD  
SameexpressionswereusedinTable2～Table6  

1wk  2wk  8wk  13 wk 

Control16．2±2．8a）11．5±3．5 13．6±3．4 20．3±4．3  
0．4ppm 15．1±1．2 11．9±0．5 14．2±1．2 18．7±l．2  
1．6ppm 17．5±1．6＊＊15．0±1．6 14．7±3．5 18．5±1．3  
6．4ppm 17．3±1．2＊＊14．4±2．5 13．6±3．4 1臥4±2．0  

a）mg／gpTOtein，＊＊：p＜0．01  

表2 NO2暴露による腎臓中松コレステロール量の変化  

Table2．ThechangesofLtotalcholesteroIcontentsin  

kidneyorratsexposedtoNO2  

1wk  2wk  4wk  8wk  13wk  

Control17．8±1．Oa）24．2±0．3 16．2±1．7 29．0±1．2 24．6±2．5  
0．4ppm l（；．5±4．1＊ 23．9±0．7 18．4±0．8＊ 29．3±1．4  25．9±0．6  
1．6ppm  21．2±1．5＊＊ 27．2±1．0＊＊＊19．6±0．6＊＊ 28．5±1．7  29．6±1．7＊ヂ  
6．4ppm 20．6±1．1＊＊ 26．6±1．1＊＊18．3±2．2  27．6±0．9  28，1±1．9＊  

a）mg／gprotein，＊：P＜OLO5，＊＊：P＜0・01，＊＊＊：P＜0・001  
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表3 NO2暴露による肝臓中トリグリセリド（TG）量の変化   

Table3．Thechangesoftriglyceridecontentsin  
liverofratsexposedtoNO2  

lwk  2wk  4wk  8wk  13wk  

Contr。1 91．3±4．8a）88．7±7．9 152±12 133±20  
0・4ppm 96．0±3．8  93．2±2．1 157±9   135±10  
1．6ppm l15．7±4．9＊＊春82．8±3．0 142±10 107±9＊  
6．4ppm 126．9±9■7＊＊＊88．0±2．6 158±8   115±5＊  

193±10  

190±9  

196±9  

200±10  

′a）mg／gprotein，＊＝p＜0■05，＊＊＊：p＜0▲001  

表4 NO2暴露による腎臓中トリグリセリド（TG）畳の変化  

Table4．Thechangesoftriglyceridecontentsinkidney  
OfratsexposedtoNOユ  

1wk  4wk  8wk  】3wk  

Control 164±11a）162±17 171幸34  222±49  
0．4ppm 184±8＊  220±5＊＊＊ 249±19＊＊＊ 322±11＊＊  
1．6ppm  230±16＊＊＊1ヱ1±42・218±33  203±37  
6．4ppm  235±14＊＊＊195±23＊．272±8＊＊＊ 319±24＊＊  

a）mg／gprotein，＊：p＜0，05，＝＝p＜0．01，＊＊＊‥P＜0．001   

表5I寸02暴琵による肝臓中リン脂質量の変化  

Table5．Thechangesofphospholipidcontentsin  
liverofratsexposedtoNO2  

1wk  2wk  4wk  8wk  13 wk 

Contro1 244±10a） 252±7  227±7   228±6  

0．4ppm  243±9  25占±7  224±7   232±9  

1．6ppm  286±4＊＊＊ 253±9  219±9   23（；±12  

6．4ppm  286±11＊＊＊ 254±4  219±5  235±7  

303±13  

316±25  

305±9  

31（）±11  

a）mg／gprotein，＊＊＊：P＜0．001  

－170一   



表6 NO2暴屠による腎臓中リン脂質量の変化  

Table6．ThechangesofphospholipidconterltSin  
kidneyofratsexposedtoNO2  

1wk  2wk  4wk  8wk  13 wk 

c。ntr。1 213±19a）236±6   201±14  206±11 233±11  

0．4ppm  209±26  236±4  212±8  202±10  246±4  

1・6ppm  ユ56±1ユ＊＊ 235±6   198±5   195±7   236±9  

6．4ppm  221±25  226±16 194±53 199±8  244±3  

a）mg／苫pTOtein，＊＊：p＜0．01  

5．NO2暴露チャンバー運転記録  

技術部 松本  茂   

本特研報告の「二酸化窒素の肺および赤血球のPeroxidative Metabolic Pathwayへの影響」，  

「二酸化窒素の血清および肺の脂質成分に及ぼす影響」および締追の1と2のNO2暴落実験にお  

けるガス束帯チャンパーの運転期間中の温度，湿度，換気回数およびチャンバー円平均風速を表7  

に示し，NO2濃度記録とNO2暴露の実施要領を囲7に示した。  

衷7 動物施設ASC，ASG系暴露チェンパー運転記録  

Table7．TheconditionsofthechambersduringNO2eXpOSure  

Airchanges Airnow  
（times／hr）（cm／sec）  

Name of NOz Temperature 
Chamber＊（ppm）  （Oc）  

只
u
 
5
 
0
0
 
5
 
8
－
＼
）
 
史
U
 
5
 
 
 

±
 
 
 
±
 
 
 
±
 
 
 
±
 
 
 

5
 
 
 
r
J
 
 
 
5
 
 
 
5
 
 
 

5
 
 
 
 
5
 
 
 
 
5
 
 
 
 
5
 
 

ASC Contro1 25．0±1．5  

ASG－1   0．4  25．0±1．5  

ASG・ユ   1．6  ユ5．0±l．5  

ASG－3  6．4  25．0±1．5  

39  1．1  

63  】．8  

6g  l．9  

58  1．6  

＊ Capacities of allchambers were2，325m3and the flat   
squareswere2，325mユ・  
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Fig．7 AlterationofNO2COnCentration  
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b）NO2COnCentrationraisedslowlyftoml．6ppmto2．4ppm．  
C）NOヱCOnCenrratjonralざed5low】yfTOmO．4ppmtoO．55ppm．  
d）NO2gaS・nOWStOppedandit，s－concentrationdroppedtoOpprn．  

L A）TheratsexposedtoNO2foroneweekwereholedinchamberwithin  
thisperlOd．  

B）Theratse3（POSedtoNO2forfourweeksweTehoJedjnchamberwithin  
thisperlOd．  

C）TheratsexposedtoNO2fortwoweekswereholedinchamberwithin  
，thisperiod．  

D）TheratsexposedtoNO2foreightweekseTeholedinchamberwithin  
thisperlOd．  

E）ThetatsexposedtoNO2forthirteenweekswereholedinchamberwithin  
thisperiod．  

卜rnarkshowsratschamber・in．   
1Jmarkshowsratschamber・Out・  
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要 旨   

NO2暴露によるラット赤血球膜構成成分の変化を調べた。4・0卿り0日間およぴ10   

7日間の暴露によって赤血球膜中のリン脂質およびコレステロール含量に著しい変化は  

・認められなかったが，蛋白質含量は減少し，また，蛋白質組成に変化が認められた。脂質  

組成ではLysophosphatidylethanolamineおよび不飽和脂肪酸（オレイン酸，リノpル軌  

アラキドン酸）の増加が認められた。また中性糖脂質画分中のへキソース含量の減少が観  

察された。  

Abstract   

．Male Wistar rats were exposed to NO2 at theノCOnCentration of4・O  
ppm forlOdaysandlOppmfor7days．Redbloodcellmembraneswere  
pTeParedrromTedbJoodcel】50fratsexposedtoNO2・Remarkab】echar［BeS  
were not foundin the content ofboth phospholipids andcholesterolof  
redbloodcellmembranesdurlngthetimeofexposure・Ontheotherhand，  
proteincontentdecreasedwiththetimeofexposure．MoreoYer，Changesof  
profeirlCOmpO由jon wereobserved byemp】oyi11gSDS－ge】e】ectror〉horeses  
whenratswereexposedtolOppmNO，．Althoughtheamountofphost）ho・  
1ipids did notalter，eXpOSureOfNO2abovelOppmresultedin・amarked  
increasein the contents of bothlysophosphatidylethanolamine and un－  
saturated fatty acids by24hours．Dunng．thepro】onBedexposureof4・O  
ppmNO2aSimilarincreasewasdetected，Whilearapiddecreaseinhexose  
contentwasdeterminedusingthefractionofnon－aCidicglycolipids・  

1、国立公害研究所 環墳生理部 〒300－21茨城県筑波郡谷田部町   

The NatioIlallnstitute for EnvironmentalStudies，Basic MedicalSciences Division，P．0．   
Yaねbe，Ibaraki，300－21．  
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はじめに   

種々の実験動物に数ppmの二酸化窒素（NO2）を吸入させることによって肺に損傷が現れること  

が知られている1）～3とまた，吸入したNO2の大部分は尿中に排泄されると考えられている4）。これ  

らのことは，吸入されたNO2が硝酸イオンまたは亜硝酸イオンの型で血液中に溶解し，尿中に排  

泄されていくことを示すものと考えられる。NO2を暴露された動物の赤血球や血清成分に直接的で  

あるのか間接的であるかは不明であるが，NO2による影響が現れるという研好）はこれらの考えを  

支持するものであろう。   

このような考えをもとに我々はNO2を暴露したラットから赤血球膜を調製し，NO2暴露が赤血  

球膜構成成分に与える影響を儲べることによって，NO2の毒性発現の機構と実験動物におよばす  

NO2暴露の影響を生化学的に解明することを目的とした。   

方 法  

1．暴犀条件   

WistarJCLの雄ラット（8～14過令）を10±0．5Ⅰ岬または4．0±0．88fl）のNO2で  

連続暴露した。対照群のラットはNO2暴露チャンバーと同型のチャンパーにフィルターを通した新  

鮮空気で暴露した。   

2．赤血坪膜の調製   

NO2暴質し．たラットの頚動脈から血液を採集した。採血に際してはヘパリンを用いて血液の疑固  

を防いだ0赤血球膜の調製はD（通geらの方法6）に順じて行った。すなわち，血液に5倍量の生理食  

塩水を加えて2回洗浄して赤血球を集め，これに20倍長の1mM塩化カルシウム（CaC】2）を含  

んだ10mMトリス一塩酸腰衝液（pH7．4）を加えて溶血させた。これを4℃で20，000グ20分  

間遠心してゴースト分画を分取し，溶血に用いた緩衝液と同じ緩衝液で3回洗浄して赤血球膜画分  

を得た。   

5．脂賞の抽出および分析  

脂質の抽出はFdchらの方法7）に従った。すなわち，赤血球膜画分に20倍量のクロロホルムー  

メタノール（2：1，Ⅴ／々）を加えて時々振とうしながら室温に3時間おいて脂質を抽出した。不  

溶物質を濾過し，．これに1／5皇の生理食塩水を加えて分配させた。二層に分離した後，下層を窒  

素気流下で乾固させてクロロホルムで一定量にし，リン脂質，脂肪酸およぴコレステロールの分析  

に用いた。リン脂質組成は薄層クロマトグラフィーで分離したリン脂質を薄層クロマトグラフィー  

プレートのまま直接デンシトメーターで測定する方法8）を用いた。   

脂肪酸はガスクロマトグラフィーを用いて測定した。すなわち，脂肪酸をBF3－MeOHを用いて  
） 

メチルエステ，とし，これをShim。dz。GC－7AGガスク。マトグラフィーで分析した。ガスク  

ロマトグラフィーの条件は，カラム；EX－5（3m皿×4m），カラム温度；238℃，試料注入口温  

ー174－   



度；270℃・キャリアーガス；N2，50rnO／bin，検出器；FID，（H2圧；6．0晦／cJF，Air  

；5，5Ⅹダ／d）である。定量はガスタロマトグラムの各ピークの半値幅法によって行った。定性は  

標準品の脂肪酸メチルを用いて行った。標準品のない脂肪酸は保持時間と炭素数を片対数グラフに  

プロットして得られる直線から未同定脂肪酸を推定する方法，いわゆるSemiーlogplot法で推定  

した。  

リン脂質は臨汀isらの方法10）でリンを定量した。すなわち，脂質を過塩素酸と1～2滴の硝酸  

を用いて分解し，これに5％のモリブデン酸アンモニウムを加えた。この溶液に亜硫酸水素ナトリ  

ウムと硫酸p－メチルアミノフェノールを加えて還元発色させてモリブデンブルーを得，これを  

700nmで比色定量した。   
11） 

コレステロ可レは．Cookの方法で定量した。すなわち，脂質抽出液（コレステロール〇．3～  

0．8叩を含む）から溶媒を蒸散させ，アセトンーエタノール（－1：1，Ⅴ．／～）混液1rr泌に再溶解  

し，50％KOHl滴を加えて50℃，30分間ケン化した。10％酢酸で中和してからアセトン  

ーエタノール（1：1）混液を加えて全量を2汀泌とし，0．1％ジギトニン溶液1rr泌を加え，1夜  

放置してステロールージギトニ．ドを形成させた。ついで反応液を遠心し，沈毅を熟アセトンー水  

（1：1）2吼βで2回遠心洗浄して過剰のジギトニンを除いた。乾燥した沈澱を2叫βの氷酢酸に  

溶解した。これにLiebermann－Burchard試薬（無水酢酸：濃硫酸＝20：1，Ⅴ／V．）4mbを加  

え，30分後に610nmの吸光度を測定した。コレステロールを基準物質として用い，これから標  

準線を求め，この標準線から試料中のコレステロール盈を算出した。  

4．赤血球膜蛋白質のSDS－ゲル電気泳動  

赤血球膜画分中の蛋白質含量はLowry法17）によって定量レた。電気泳動は5－8叩／和の蛋白質を  

含む赤血球膜標品50／‘必に等容の2％SDS，2％メルカプトエタノール，2呼％マラカイトグリ  

ーン，および8M尿素を含む20mMリン酸後衛液（pH7，25）を加え，45皮で60分間イン  

キュベーシ ョンを行い，30〃ダ蛋白質相当量を用いてSDS－ゲル電気泳動18を行った。ゲル濃度  

は5％を用い，15cInのガラス管で一本当り6mAの電流を流し室温下6時間泳動を行った。泳動  

後，ゲルを試験管に移し，7％酢酸と9％メタノールを含む0．05％クーマシープリリアントブル  

ーで一晩染色をした。染色後7トー製脱色槽で脱色し，ヘレナ研究所製クイックスキャンで750  

mのフィルターを用い赤血球膜蛋白質の泳動俊をえた。   

5．赤血球映中性糖脂質画分の調製と楯含1の測定   

赤血球膜槙晶2～3rr泌に20倍量のクロロホルムーメタノール（2：1，Ⅴ／v）を加え，室温  

下で一夜抽出を行った。この脂質抽出液より残漆を除いた後，L由nらの方法12）によって中性糖  

脂質画分を調製した。すなわち，脂質抽出液にメタノールと蒸留水を加えてメタノール，クロロホ  

ルム，水の割合を60：30：8とし，予め同じ溶媒で平衡にしたDEAErSephadex A25のカ  

ラム（1×7cm）に通した。さらに20rl泌の同じ溶媒で脂質を溶出した。得られた溶出液をロー  
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タリーエバボレータ「で濃縮乾圃した0乾閲した脂質成分はアセトンで3回洗醸して中性脂質を除  

去した後，少量のクロロホルムーメタノール（2：1，Ⅴ／v）に溶解した。この脂質溶液をスクリュ  

ーキャップ付試験管に移し，窒素ガス気流下で乾固後クロロホルム，水，メタノール性力性ソーダ  

を0・16，0・13．，2▲5戒加え40℃で2時間加水分解13）を行った0この溶液から脱塩するため  

に2N塩酸で中和し，クロロホルムを15rW加えてからWuthierの方法14）によってSephadex  

G写5のカラムにかけた。予めクロロホル．ムーメタノールー水（3：48：47，Y／v）で平衡にし  

たSeplladex G25の九ラムに上記の脂質溶液を添加し，70呪βのクロロホルムーメタノールー  

水（86：14：1，Ⅴ／v）で溶出した。溶出液はロータリーエバボレークーで乾固し薄層クロマ  

トグラフィーによる中性鴨脂質の定性および糖の定量のために用いた。中性糖脂質画分中の糖含量  

はSweeley＆Kir血yの方法15）によってメタノリシスし・Roeのアンスロン法16）によってブドウ  

糖を革準として定量した。1～2汀泌の赤血球膜標品から得た中性糖脂質国分を0▲8一切のクロロホ  

ルムーメタノール（2：1，Ⅴ／句）に溶解し，21′∫必の濃塩酸を加えて60℃，1．5時間加水分  

解を行った。加水分解液に0，16n舶水を加えてFoIchの分配17）を行って上層0．25舶に2．5  

叫多のアンスロン試薬を加え63D nmの吸光度を測定して糖の量を求めた。  

鱒 果  

．1．赤血球膜蛋白質組成の変化  

10ppmのNO2を暴露したラットから調製した赤血球膜中の蛋白質，リン脂質およぴコレステ  

ロールの含量を諷ぺると図1に示したようになる。1．・0脚のNO2を7日間暴罵した場合、リン  
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Days of Exposure  

図1赤血球膜成分におよばす10脚NO2暴露の影響   

Fig．LIEffectsoflOppm－NO2eXPOSureOnCOmpO－  
nentsofredbloodcellmembranes  
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脂質およびコレステロールの含量は7日目まで一定の値を示していたが，蛋白質含量は3日目で減  

少することが認められた。以後5日目で3日目にくらべ増加の傾向を示し，7日自で再び3日目と  

同じレベルに減少すると云うパターンを示した。SDS－ゲル電気泳動で赤血球膜蛋白質の組成を誠  

べると，3日目でその組成に変化が起こることが認められた。図2に示したようにバンド1，バン  

ド3およびバンド11が顕著に減少している切が認められた。これらの変化は7日日まで認められた。  

また，7日目にはバンド5が新に増加し七いるのが認められた。  
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図2 赤血球膜蛋白質のSDS一ゲル電気泳動図  

皿 対照 旧）10ppmNO27日間暴露  

Fig・2 TypicalprofilesofSDS－gelelectrophoresesof  
red cell membrane proteins 
（A）；Control，（B）；10ppmNO2for7days．   

2．赤血坪膜のリン脂質組成の変化   

薄層クロマトグラムから直接リン脂質組成を求める方法を用いてラットの赤血球膜中のリン脂質  

組成を調べると，ラットの赤血球膜中の主要リン脂質はPhosphatidylethanolamine（PE），  

Phosphatidylcholir肥（PC），Sphingomyeline（SPH），お◆よびPhosphatidylserine（PS）で  

あり，その他少量のLysophosphatidylethanolamine（LPE），Phosphatidicacid（PA）およ  

ぴLysophosphatidylcholine（LPC）が存在していた。種々の濃度のNO2を24時間暴露した  

ラットの赤血球膜では主要リン脂質であるPE，PC，SPHおよぴPSにあまり変化が認められなか  

ったが，微量成分中のLPEはNO2の濃度の上昇に伴って増加することが認められた。対偶群の  
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ラットの赤血球腰中にはLPEが全リン脂質の約1％含まれているが．NOgの濃度をユ0および  

20岬にして暴露するとLPEの値は3．3およぴ4．0％に増加した（図3）。10脚：NO2を  

7日間暴露した場合LPEの含量は1日目で増加し，3日目で一度減少した後7日月まで増加する  

というパターンを示した（図4）。7日目ではLPEの含量が対照群の3．9倍にまで達した。これ  

と同様のパターンは4．0脚のNOzを10日間暴露した場合にも認められた（図5）。4．0卿の  

場合には，一日目では対頗群とほぼ同じ値を示し，3日目で対照群の値以下の0．3％という低い  

値を示した後，5日日に2．4％に達した。以後10日目まで2．4％前後の値を維持していた。   

NO2の24時間暴露では主要リン脂質の組成に大きな変化は認め．られなかったが，暴露時間を延  

長することによってPEの量に若干の変化が生ずることを認めた。10脚のNO2暴露の場合に  

は3日目からPEが減少しはじめ，7日員まで減少が続いた。7日目では対照群にくらべて2．4％  

減少していた（図6）。一方．4．0仰のNO2暴露の場合には1日目から5日目まで対照群より  

低い値を示していたが，7日目からPEが増加し，10日日まで増加の傾向が認められた（図7）。  

このようにPEの量的変動は10脚と4．0脚とでは違った傾向を示していた。  
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阻3 NO2暴露によるリゾホスファチジルエタノールアミン   

（LPE）含量の変化   

Fig．3 Changesincontentoflysophosphatidyl－  
ethanolamine（LPE）duringexposureofNO2  
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図4 10隕NO2暴露によるリゾホスファチジルエタノール  
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る．脂肪酸組成の変化   

赤血球膜の脂質を構成している脂肪酸を調べてみると，その組成に変化が起きていることが明ら  

かとなった。区8に対照群の脂肪酸のガスクロマトグラムを図9に－NO2を暴露したラットの赤血  

球膜の脂肪酸のガスタロマトグラムを示した。不飽和脂肪酸は全脂肪酸の約40％を占め，その分  

子種ほオレイン酸（C：宗），リノール酸（C…ま）およびアラキドン酸（C芸ま）が大部分であった。  

NO2暴露によって仝脂肪酸中で占める不飽和脂肪酸の割合に変化が生ずることを認めた。10脚  

暴露の場合には3日目に極小値が出現し，以後しだいに増加し，7日目に対照群より3．2％の増加  

となった（図10）。4，0卿暴露の場合には5日目に極小値が出現した後10日目まで増加し，  

10日呂では対照群にくらべ約7％の増加となった（図11）。極小値出現の時間は10脚で3  

日臥 4．0卿で5日目であり，NO2濃度との閤に相関があるように思われる。   

4．中性纏脂質国分の楯含1の変化   

NO2暴露による赤血球膜の中性糖脂質画分の楯含量の変化をしらべた。結果を図12に示した。  

4．0脚lのNO2暴露によって中性糖脂質画分中のへキソース含量が暴露3日目で対照群の62％  

に減少し，10日目まで62％前後の値を示していた。  

図8 ラット赤血球膜脂肪酸のガスクロマトグラム  

Fig，8 Gaschromatograrnorfattyacidsofred  
bloodcellmembraneofrat畠  
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図9 NO2暴露したラットの赤血球膜脂肪酸のガスクロマトグラム  

NO2；4．0卿7日間   

Fig．9 Gaschromatogramoffattyacidsofred  
bloodcellmembraneofNO2－eXpOSured  
rats  
NO2；4，Oppmfor7days，  

0  2  4  6  8  10  

Days of Exposure  

図10 10脚NO2暴露による不飽和脂肪酸含量の変化  

Fig．10 Changesincontentofunsaturatedfatty  
acidsduringexposureof－10ppmNO2  
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図114．0卿NO2暴露による不飽和脂肪酸含量の変化  

Fig．11Changesincontentofunsaturatedfatty  
atidsduringexposureof4・OppmNO2  
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図12 4．0卿】NO2暴露による中性糖脂質画分中の  

へキソース含畳の変化  

Fig．12 Changesinhexosecontentofnon－aCidic  
glycolipidsduringexposureof4・OppmNO2  
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考 察 ■   

NO2暴露したラ・7トの赤血球膜成分組成は暴露しないラットの赤血球膜成分の組成にくらべて多  

くの点で変化が生じていることが明らかとなった。10卿暴露では鶉1日目にLPEおよび不飽  

和脂肪酸の増加と中性糖脂質画分のへキソース含量の減少が観察された。また，蛋白質量および蛋  

白質組成にも変化が生じていた。このことはNO2暴冤によって受ける赤血球膜成分の変化が単純  

でないことを示すものであろう。さらに3日目ではこれらの成分の変化が一段と複雑となっている。  

これらの変化は4．Oppmでも同様のパターンで観察されるが，LPE においては第1El目でほとん  

ど変化していなかった。4．0脚暴露における各成分の極小値出現の時間を見るとLPEは第3日  

目，不飽和脂肪酸は第5日目，中性糖脂貴画分のヘキソースは第7日目と各成分によって時間的な  

ズレがあることがわかる。また10卿と4．0脚】とをくらべた場合．LPEは両濃度とも3日目  

に極小値が出現するが，不飽和脂肪酸は10卿】で3日目，4．0卿】で5日目となり不飽和脂肪酸  

の極小値出現の時間がNO2の濃度に関連があるように見える。これらのことから，NO2の赤血球  

膜に対する作用は第一段階として脂質成分であり，第二段階上して脂質成分と蛋白質成分であると  

考えることができる。   

赤血球膜成分の組成の変化からNO2の作用を推測することは困難であるが，赤血球が肺でNO2  

ガスと直接接触する可能性や，NO2ガスが血液に溶解して生じた硝酸イオンや亜硝酸イオン等によ  

って影響を受ける可能性が考えられる。また，NO2によって影響を受けた臓器，たとえば肝閲や腎  

臓等によって闘技的に赤血球が影響を受けることも考慮する必要があろう。いずれにしても，今回  

得られた結果からNO2の赤血球膜に対する作用機作を解明する糸口は得られたといえるであろう。  
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薄層クロマトグラフィーによる  

リン脂質組成の直接定量法  
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Compositiol10！lTllill－byerChrom孔tOgram  

彼谷邦光1・三浦 卓1   

KunimitsuKAYAlandTakashiMJURA⊥   

要 旨   

薄層クロマトグラフィーで分離したり㌢脂質をデンシトメーターを用いて直接定量し，  

リン脂質組成を求める方法を開発した。本法は従来の方法にくらべ，操作が簡単であるこ  

と，迅速にできること，定性と同時に定量ができること，一度に多量の試料を分析できる  

こと等の長所を持っている。また，本法を用いてラットの赤血球膜のリン脂質組成を求め  

たところ，極めて良好な培果が得られた。  

Abstract  

Thin－1ayerchromatograrrlSOnHPTLCsilica－gelplatesofphospholipids  
WereuSedfordeterminationorphospholipidcomposition．Usingascannlng  
densitometer，1inear calibration curves wasobtained rorphosphoIipids，in  
addition to aminophospholipids，Which can be employed forarapidand  
Simple quantitation of sample spots．A satisfactory application of the  
methodtothedeterminationorphospholipidcompositionofredbloodcell  
rnembraneofratsisdescribed．   

はじめに   

従来，リン脂質組成は二次元薄属クロマトグラフィーによって分離されたリン脂質の各スポット  

をかき取り，そこからリン脂質を抽出し，それを分解して生じるリン酸を定量することによって求  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒300－21茨城県筑波郡谷田部町   
TheNationallnstitute forEr；vironmentalStudies，Basic Medica】SciencesDivision，P．0．   
Yatabe，lbaraki，300・21．  
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1－2・） 
められて来たしかしながら，この方法は本質的にリン定量の際の妨害物質であるシリカ（ケ  

イ酸）の混入を防ぐことができないという欠点を持っている。また，操作が煩雑なために一度に多  

量の試料を分析することも困難である。そこで，我々はデンシトメーターを用いて薄層クロマトグ  

ラムから直接リン脂質組成を求める方法を開発した。この方法を剛、てラットの赤血球瞑リソ脂質  

組成を求めたところ，従来の方法とはぼ同一の結果が得られたことから，我々の開発した方法が生  

体試料のリン脂質組成決定に応用できることを明らかにした。またこの方法を用いることによって  

一度に多量の試料を分析することが可能となった。   

方 法  

1．試 料   

DipalmitoylphosphatidylcholineおよびDipalmitoylphosphatidylethanolamineはSigma  

ChemicalCo．から耗入した。動物臓器から調製された各種のリン脂質をSerdary Research  

Laboratories から購入した。シリカゲルプレートはE・MerkのHPTLC Fertigplatten  

Kiesel－Ge160（10×10em）を用いた。   

2．脂質の抽出  

赤血球膜はDodgeら4）の方法を用いてWistarラットの雄の新鮮血から地した0脂質は  

F。Ichら方法に従って新鮮な赤血球膜に20倍量のク。。ホルムーメタ／一ル溶液（2二1，  

Ⅴ／／ヤ）を加えて抽出した。FoIch分配によって得られた下層は40℃，窒素気流下で濃縮した。脂  

質中のリン含有量は臨rrisら戸）の方法によって定量した。   

5．薄層クロマトグラフィー   

HPTLC（Highqperformance Thin－1ayer Chromatography）シリカゲルプレNトは120  

℃，2時間加熱して活性化した後，デシケ一夕ー内で室温まで冷却した。このシリカゲルプレート  

に下端から，7mn，幅3，5皿mの帯状に5／」必のリン脂質溶液（約2／」グのリン脂質を含む）をスポッ  

トし 一ご．   

展開溶媒は2種類を用いた。希釈Dittmer試薬噴需用にはA：クロロホルムーメタノールー28  

％アンモニア水一水（28：10：1：1）を用い，ニンヒドリン試薬噴宗用にはB：クロロホ  

ルムーメクノールー酢酸一水（75：25：8：4）の展開溶媒を用いた。クロマトグラフィー  

は試料をスポットしたシリカゲルプレートを10．5×3．5×10．5c皿のガラスチャンパーに入れ一  

室温で約50分間展開して行った。展開後，プレートを約20分間温風で乾燥させた。リン脂質検  

出のために，プレートに希釈したDittmer試薬をプレートが半透明になるまで噴霧した。このプレ  

ートを20分間室温に放置した後，ガラス板でプレートを覆った。これをアンシトメーターで測定  

した。アミノ基含有リン脂質の検出のために，ニンヒドリン試薬を展開の終ったプレートに噴霧し  

た後，120℃，5分間加熱して発色させた。  
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希釈Dittrner試薬は以下の方法で調製した。25N硫酸100TTtOに三酸化モリ7’デン4．O19を  

加え，静かに煮沸，溶解する（DittmerA溶液）。この溶液50nWに0．18ダの粉末モリブデンを  

加え，15分間静かに貴簡し，放冷後，上澄液をデカンテーションで分取する（DittmerB溶液）。  

このDittmer A溶液とDittmer B溶液の各2．5nWを混合し，これに30・嘘の議留水を加えて希  

釈Dittme一誌薬とした。   

ニンヒドリン試薬は1ダのニンヒドリンを300爪βのエタノールに溶解して調製した。   

4，デンシトメーター   

デンシトメーターはHelena Auto Scanner（Helena Laboratories，Beanmont．Texas，  

USA）を用いた。希釈Dittmer試薬を噴霧したプレートの場合は645nm，ニンヒドリン試薬  

噴霧したプレートの場合には545nmの波長の透過光で測定した。スリット幅は1．0×5．0皿のも  

のを用いた。各スポットの吸光度は得られたデンシトグラムのピークの重量を測定して求めた。   

Aの展開溶媒を用いたプレートのデンシトグラムからPhosphatidylethanolamine（PE）r  

Phosphatidylcholine（PC），Sphingonveline（SPH），（Phosphatidylinositol（PI）＋  

LysophosphatidylethanDlamine（LPE）＋Phosphatidylserine（PS））と（Phosphatidic  

acid（PA）十Lysophosphatidylcholine（LPC））の5？のスポットの組成を求めることができ  

る。ただし，SPtiのピーク重畳には10／7の係数を頬けて組成を求める。これほSPtiの発色率  

がグリセロリソ脂質の70％であることに基づいた係数である。一方Bの展開溶媒を用いて展開し，  

ニンヒドリン試薬を噴霧したプレートのクロマトゲラムからアミノ基含有リン脂質であるPE，PS  

およぴLPEの組成比を求めることができる。これら2つの系のクロマトグラフィーからPE，PC，  

SPH．Pl，PS，LPEおよぴ（PA＋LPC）の7つの成分の組成を決めた。   

結果と考察   

1．簿層クロマトグラフィー   

本法において用いた薄屑クロマトグラフィープレートは最近開発されたHPTLCプレー．トである。  

HPTLCプレートはシリカゲル60の均一微粒子を一定の厚さにコーティングしたもので，従来の  

・薄層クロマトグラフィー用シリカゲルにくらべ，極めて粒子が小さく，かつ均一な粒度のシリカゲ  

ルを用いている。これらのことがリン脂質混合物の分離にすぐれ，また，デンシトメーター用とし  

てもすぐれている原因となっている。このプレートを用いてラットの赤血球膜のリン脂質を前述の  

AとBの展開溶媒で展開したものを図1に示したこ凰中のRBCがラット赤血球膜のリン脂質である。   

商層クロマトグラフィーによるリン脂質の混合物の分離はプレートだけでなく展開溶媒によって  

も左右される。そこで我々は種々の組成の展開溶媒を調製し，リン脂質の分離状態とデンシトメー  

ターによる定鼻性を検討し，展開溶憾としてAとBが本法を用いる場合の最も良い展開溶媒である  

という結果を紹た。薄層クロマトグラフィープレート上で展開されたリン脂質の検出には一般に  
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図1リン脂質の薄層クロマトグラ々  

RBC；ラットの赤血球膜リン脂質   

（劫 展開溶媒；クロロホルムーメタノールー28％アンモニア水一水（28：10：1：l）  

発色試薬；希釈Dittmer試薬  

（B）展開溶媒；クロロホルム、メタノールー酢酸一水（75：25ニ8：4）  

発色試薬；エソヒドリン試薬  

Fig．1Thin－1ayerchromatogramsofphospholipids  

RBC：Phospholipidsofredbloodcellmembranceofrat．  
（A）： DevelopingsoIvent；ChloroformmethanoIT28％amrnonia  

Water－Water（28：10：1：1）．  
Sprayingreagent；thediluteddittmerreagent．  

（B）： DevelopingsoIvent；Chloroformmethanol－aCeticacid－Water  
（75：25：8：4）．  
Sprayingreagent；theninhydrinreagent．  

PI： Phosphatidlylinositol，  
LPC：Lysophosphatidylcholine，  
PE： Phosphatidylethanolamine，  
LPE：Lysophosphatidylethan01amine，  
PA： Phosphat浦cacid，  
PC： Phosphatidylchollne，  
PS： Phosphatidylserlne．  

Dittmer試薬が用いられているが，プレートをデンシトメーターにかけてスポットの透過光を測定  

しようとする場合にはプレートがDittmer試薬のために不透明になって透過光を測定することがで  

きない。そこで，Dlttmer試薬を段階的に希釈してリン脂質の発色の度合とプレートの透明化阜の  

関係を調べ，本法においては前述の希姐Dittmer試薬が最も良い結果を与えることを見いだした．  
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2．デンシトメーターによる定1性   

種々の濃度に調製したdipalmitoylPE，dipalmitoylPC および動物臓器から調製したリン  

脂質をプレートにスポットし，展開発色後，デンシトメーターを用いて各スポットの吸光度を求め  

た。各スポットの吸光度はデンシトグラムのピーク重量によって表わすと，リン脂質中のリンの濃  

度とピーク重量との間に直線関係が認められ，全てのグリセロリン脂質中のリンが同じ濃度の場合  

はデンシトグラムのピーク重量も同じであった。しかし，SPIiの場合は，グリセロリン脂質の70  

％のピーク重量であった。このことから，SPHのピーク重畳に10／7の係数を掛けて，SPHのリ  

ン濃度をグリセロリン脂質のリン濃度に換算する必要がある。グリセロリン脂質の濃度がリンに換  

算して4，24－63．6nダの問ではグリセロリン脂質濃度とピーク重量との間に直線関係がある。  

SPHの場合にはリン濃度に換算して4．24－84，8nダの間でSP！1濃度とど－ク重量との間に直線  

関係が認められる。同様な直線関係はdipalmitoylPEの7ミノ基をニンヒドリン試薬で発色させ  

た時にも認められた。また，動物臓器から誼処したPE，PS，LPE等のアミノ基含有リン脂質を   
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図2 リン脂質濃度とデンシトグラムのピーク重畳との関係  

発色試薬；希釈Dittmer試薬  

Fig．2 Relationbetweentheconcentrationofphospholipidsandthepeak  
Weightofthedensitogramsprayingreagent；thediluteddittmerreagent  
PC： Phosphatidylcholine，  
SPH：Sphingomyeline  
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3．0  
川Of djpdlMltDylP【  

図3 ジバルミトイルホスファチジルエタノール’アミンの濃度とデンシトグラムの  

ピーク重量との関係  
発色試薬；ニンヒドリン試薬  

Fig．3 Relationbetweentheconcentrationofdipalmitoylphosphatidy－  
1ethanolamineandthepeakweightofthedensitogramSpraylng  
柁agerlt：NiJlhydriれ・   

用いた場合でもdipalmitoylPEと同じ濃度であれば，同じピーク重畳を示した。アミノ基含有リ  

ン脂質濃度がリンに換算して4．49－134．7nダの間にある時にはアミノ基含有リン脂質濃度と  

ピーク重量との間に直線関係があった。我々の開発した方法で軌足したラット赤血球膜リン脂質の  

デンシトグラムを図4に示す。こゐデンシトグラムから測定したラット赤血球膜のリン脂質組成と  

Rouserらの方法3）で軋定したリン脂質組成との比較を表1に示した。衷1に示したように2つの方  

法で測定したリン脂質組成は極めてよく一致していた。このことはデンシトメーターを用いる方法  

がラット赤血球膜リン脂質組成決定のための有効な手段となることを示したものといえる。また，  

これらの結果はNelson7）の示したラット赤血球膜リン脂質の組成（PE：21，5％，PC；47．5％，  

SPfI；12．8％，PI；’3．5％，■pS；10．8％，（PA＋LPC）；3．8％）とよく一致していた。  

リン脂質組成を決めるために従来用いられてきた2次元薄眉クロマトグラフィーー脂質分解－  

リンの定畠という方法にくらペ，我々の開発した方法は操作が簡単であること，迅速にできること，  
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定性と同時に定量ができること，一度に多量の試料を分析することができる等の長所を持っている0  

0  0．1  0．2  0．3  0．4  0．5   0   0・2   0．4   0・6   0・8  

図4 HPTLCプレートによるラット赤血球膜リン脂質のデンシトグラム   

（創展胴腹；クロロホルム→メタノールー28％アンモニア水一水（28：10＝1‥1）  

発色試薬；希釈Dittmer試薬   

（B）展開溶媒；クロロホルムーメタノールー酢酸一水（75：25：8：4）  

発色試薬；ニンヒドリン試薬   

Fig・4 Densitogramsofphospholipidsofredbloodcellmembraneofrats  
OnHPTLCplat甲  

（A）＝DevelopingsoIvent；Chloroformmethanol－28％arnmbnia  
WaterWater（28＝10＝1＝1）・  
Spraylngreagent；thediluteddittmerreagent・  

（B）：DevelopingsoIvent；Chloroformmethar）01TaCeticacid－Water  

（75：25：8：4）．  

SpmyingTea各e叫the雨nhydTlnreagent・  
PE： Phosphatidylethanolamine，  
PC： Phosphatidylchollne，  
SPH：Sphingomyeline，  
LPE：Lysophosphatidylethanolamine，  
Pl： Phosphatidylinositol，  
PS： Phosphatidylserlne，・  
PA： Phosphatidicacid，  
LPC：Lysophosphatidylcholine・  
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表1 ラット赤血球膜のリン脂質組成  

SD；標準偏差  

Tablel．Phospholipidcompositionofredblood  

cellmembraneofrats  

Bythemethodor   
Rouseretal．  

（％）  

By Densitometry 
（％）±SD＊  

Phosphatidylethanolamine  
Phosphatidylcholine  
5p最ngomyeline  
PhosphatidylinositoI  
Phosphatidylserine  
Lysophosphatidylethanolamine  
pムospムatjdjcacidand  
Lysophosphatidylcholine  

21．7±1．0  

53．5±1．0  

8．0±0．4  

4．5±0．4  

10．4±0．7  

0．9±0．2  

】．0±0．1  
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＊：SD；Standarddeviation（N＝6）  
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ラットの血清アイソザイムパターンにおよぽす  

＝酸化窒素の影響  

EffectofNitrogenI）ioxideonIsoenzymeProfiles  

ofRatSerum  

市棚孝道1・鈴木 明l・彼谷邦光1・三浦 卓1  

TakamichiICHINOSEl，AklraSUZUKI！，KunimitsuKAYAl  
andTakashiMIURAl   

要 旨   

NO2暴露の影響を調べるために・NO2を暴露したラットの血清アイソザイムパターン  

の分析を行った。5・10または20脚】NO2を24時間暴露したラットの血清では町型  

アJL／カリ性ホスファテLス（ALP），1型クレアチンホスホカイネース（CPK）およ  

ぴ］型と皿型乳酸脱水素酵素（LDH）の変動が認められた。掛こ，町型ALPの増加は  

NO2暴露濃度に依存し，10卿】以上のNO2濃度で対照に対して有意に増加した。さら  

に，4・0卿NO2を7日間暴露した結果町型ALPは3El日まで，1型CPKは5日日まで  

血清中に増加した。これら成分は各々7日目と5日目に対照に対して有意な差を示した。  

アイソザイムパターンの分析によってNO2暴琵の影響を受ける臓器を検索する可能性を  

たしかめるために，未暴露のラットの臓器可溶性画分の了イソザイムパターンを諷ぺ ，n・  

型ALPおよぴl型CPKの由来した臓器について検討した。  

Abstract   

ln order to revealthe effect of NO2 eXpOSureOn eXperimentalani－  
mals，isoenzymeprofileswereexamineduslngfreshseraofWistarmalerats．  
When ratswereexposed toNO2at theconcentrationof5，10and20ppnl  
for24hours，ChangeswerefoundinTypelJalkaline．phosphatase（ALP），  
TypeIcreatinephosphokinase（CPK），andTypeIIandIIJlacticdehydro－  
genases（LDH）ofsera．TheincreaseinactivityofTypeHALPwasdepend－  

1・国立公害研究所 環境生理部 〒300－21茨城県筑波郡谷田部町   

TheNationd‖nstitutefc．rEnvironmentalStudies，BasicMedicalSciencesDivision，P．0．   
Yatabe，Ibaraki，300－21．  
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ent on the exposure concentration ofNO2・Uponprolongedexposureof  
NO2attheconcentrationof4・Oppm，aCtivitiesofTypeIIALPandTypeT  
CPKincreasedthreeandfivedaysaftertheonsetorNO2eXpOSure，reSpeC－  
tively・Isoenzyme protllesofvarioustjssuesjnratswereaJsoexamjnedfo  
identify the tissue which causedincreasesinisoenzymecomponentsof  
Serum・ItseemspossiblethatanincreaseinTypelIALPwasduetoany  
deteriorativeprocessinliver，1ungorheart．   

はじめに   

NO2暴露による生体影響に関する房究は数多くなされているが，その多くは第一次標的臓器であ  

る呼吸器系に関するものである1ミ一方，呼吸器系から生体内にとりこまれたNO2は血液をとお  

して尿中に排泄されることが報告されている2，？このことは血液中にとりこまれたNO2が循環  

器系を循環する過程で多くの臓器と接触を持ち直棲間接の影響を及ばす可能性を示唆している。  

NO2の生体影響を総合的に解明するためには，影響の指標の確立とともに影響の及ぶ臓器の検索  

を行うことが重要であろう。   

動物休内に存在する酵素には腋器に特異的なアイソザイムの存在することが多くの酵素について  

認められて来ており、最近では臨床酵素化学領域においても使用されはじめている4で）ヒトの場  

合に血清中アイソザイムを検査することは病因病態の解明に利用されるのみならず，変動の起源と  

なった臓器の追及もある程度可能となっている。そこで，ラットにNO2を暴露し血清中のアイソ  

ザイムパターンを測定することによって，NO2の影響指標の確立とその起源となった臓器の検索を  

行うことを試みた。   

方 法  

1．暴露条件   

Wistar－JCLの雄ラット（8－14過令）を20±1．O肌10±0．5脚lおよぴ5±0．3  

卿のNO2で24時間暴露，または4．0±0．08卿のNO2で7日間連続暴露した。対照群の  

ラットはNO2暴露チャンバーと同型のチャンパ⊥にフィルターを通した新鮮空気で暴屈した。   

2．血清の調製   

NO2暴露したラットの頚動脈から血液を採集し800×㌢10分間の遠心を行い上宿を血清とし  

て直ちに使用した。   

5．臓器可溶性画分の調製   

赤血球はラットの頚動脈からヘパリン存在下で採血し800×ダ10分間の遠心で集めた。赤血  

球は．3回5倍容の生理食塩水で洗激した。脳，肺，心胤肝臓，脾臓，腎臓等の臓器は心臓より生  

理食塩水を海流して洗臆した後分離し細片とした。これら赤血球および各種臓器は2倍容の10mM  
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トリス一塩酸緩衝液（pH7，4）を加えポリトロンホモジナイザーで水冷下30秒間ホモジナイズし，  

105，000×ダ 60分間の遠心を行った。この遠心上清を可溶性画分として用い，直ちにアイソザ  

イムの分析に使用した。   

4．アイソザイムの分析   

血清および各臓器可溶性画分0，3～0．叫必を予め電気泳動用後衝液に浸したセルロースアセテー  

ト膜に塗布し4℃で電気泳動を行った。電気泳動はアルカリ性ホスファテースおよび乳酸脱水素酵  

素についてはイオγ強度0．07のトリスーパルビタール緩衝液（pH8．8）中で180V，5mA／4m  

60分および120分行った。クレアチンホスホカイネースは，イオン強度0、028の同じ級衝液  

中で350VlO分間泳動を行った。電気泳動後アルカリ性ホス7丁テースa）活性染色はFrltSChe  

らの方法7）に準じて行った。乳酸脱水菜酵累はWilkinsonの方法8）により，クレアチンホスホカイ  

ネースはHannle ar血馳ntt血nの方法9）忙よって活性染色を行った。活性染色を行ったセルロ  

ースアセテート膜は風乾後ヘレナ製デンシトメーター（騰1erla Labり Beaumont，Texas）に  

より各アイソザイム成分の大きさを求めた。各成分の割合はピークを切り抜き重量を測定すること  

によって求めた。   

結 果  

1．餌02暴露濃度と血清アイソザイム   

NO2暴荘濃度と血清アイソザイムパターンの変動との関係を求めるために，5，10および20  

卿のNO2をWistar ラットに暴露した。展露後24時間目に頚動脈より採血し血清を諷製した。  

調製後直ちに血清をセルロース7セテート映に塗布し4皮で電気泳動を行い，アルカリ性ホスフ丁  

テース（ALP），クレアチンホスホカイネース（CPK）および乳酸脱水素酵素（LDIl）の活性染色  

を行った。未森露ラットの血清アイソザイムパターンを図1に示した。血清ALPは，遠かに泳動  

するⅡ型成分と遅く泳動する旺型成分とからなっており，CPKはl型成分と旺型成分とからなって  

いた。また，LDHはⅠ，Ⅰ，皿，Ⅳ，およびⅤ型成分よりなっており，Ⅴ型成分が全活性の約Z／3  

を占めていた。区2に［型ALPの割合とNO2暴露濃度との関係を示した。NO2塞冨濃度を5，  

10，20脚と上界させるにつれて，軋型成分の割合ほ対照の28．4％から31．5％，40．8私  

63．4％と，NO2暴露濃度に依存して増加した。皿型成分の割合は対照に対して5脚NO2暴露  

では有意な差が認められなかったが10および20押nでは有意に増加した。一万，Ⅰ型CPKの  

割合は5脾NO2暴露によって対照の4，1％から6．0％にまで増加したが，さらに暴露濃匿を上昇  

させるとむしろ減少し20脚】NO2暴叢では2．3％になった（図3）。Ⅰ型CPKの場合24時  

間暴露ではいずれの暴露濃度でも対照に対して有意な差は認められなかちた。図4にLDHの∬－  

Ⅴ型成分のNO2暴露濃直による変動を示した。NO2暴露によって皿型成分の増加とⅣ型成分の減  

少の傾向がみられたが，いずれの場合も対掛こ対して有意な差は認められなかった。  
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図1 ラット血清の7イソザイムパターン  
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図2 NO2暴露の臣型アルカリ性ホそファテースにおよばす影響   

Fig．2 Erf七ctofNOヱeXpOSureOllfypeIIa】ka】ine  
phosphatase．Wistarrats（6heads）were  
exposedtoeither5，100r20ppmNO2for  
24 hours 
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図3 NO2暴露の巨型クレアチンホスホカイネースにおよばす影響   

Fig. 3 Effect of NO, exposure on type I creatine 
phosphokinase．Wistarrats（6heads）were  
exposedtoeither5，100r20ppmNO2for  
24 hours 

20  0   5   

日O2P叩  

図4 NO2暴露の乳酸脱水素酵素アイソザイムにおよぽす影響   

Fig．4 EffectofNO2eXPOSureOnlacticdehydro－  
genaseisoenzymestWistarrats（6heads）were  
exposedtoeither5，100r20ppmNO2for  
24hours．  
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2・NO2暴露の時間経過に伴う血清アイソザイム′くターンの変動   

5卿NO2を24時間暴露した場合，皿型ALP，Ⅰ型CPK，皿型および皿型LDHの割合は  

有意な差は認められなかったが，増加する傾向を示した。このように血背中に酵素のアイソザイム成分  

が増加傾向を示す程度の濃度でNO2を長時間暴露した場合，各アイソザイム成分が暴露時間の経  

過ほつれてどのように変化していくかについて次に明らかにすることを試みた。4．0脚のNO2  

を7日間暴露し，1，3，5，7日目に採血して上記のように各酵素のアイソザイムパターンを測  

定した。図5に瓜型ALPの割合の暴露時間の経過に伴う変動を示した。暴露後対照より1日目で  

1・5％・3日目で7二2％の増加を示し以後7日目まで同程度のレベルを維持した。対照群において  

も1日日から3日目にかけて2・7％の増加が認められたが，以後一定となった。同様な増加の傾向  

はⅠ型CPKにおいても認められた（固6）。暴露後5日白まで増加を示し，対照より1日日で  

1・2％，5日目で8・2％の増加であった。5日早から7日引こかけては低下した。対照群は1日目  

から7日目にかけて1・0％減少した。図7にLDHのⅠ型－Ⅳ型成分の暴露時間の経過に伴う変動  

を示した0暴露時間の経過につれて各成分・特に－型お．よびⅣ型成分の割合に変動が認められたが対  

照群も同程度の変動を示した。  
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図5 4ppmNO2暴屠の皿型アルカリ性ホスファテースにおよばす影尊  

■－：NO2暴露群，○，－－－一一：対照群  

Fig．5 Effectof4ppmNO2eXpOSureOntyPeI7  
alkalinephosphatase  
●，－－－－－：NO2eXpOSed，○，－－＝－：Control．  
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図6 4ppm NO2暴露のⅠ型クレアチンホスホカイネースに  

およぽす影響  

■－ ：NOz暴露群， ○，－－－－：対照群   

Fig・6 Effectof4ppmNO2eXpOSureOntyPel  
Creatinephosphokinase  

●，－ ：NOユeXpOSed，○，－－－一二Contro】．  

〉  

くヽ  

（
鵬
 
）
 
巴
き
 
工
じ
岩
】
O
 
D
こ
屋
 
 

8l  

1  3  5  7  
1  】  5  7  

Tjme of ex叩S］re（d8yS）  

図7－4ppm NO2暴露の乳酸脱水素酵素アイソザイムにおよ  

ばす影響  
●，－：NO2暴露群． 0，－－－－：対照群   

Fig．7 Effectof4ppmNO2eXpOSureOnlactic  
dehydrogenaseisoenzymes  
●，－：NO2eXpOSed，○，，一一－：Control．  
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5・NO2により影響を受ける臓器の検索   

4・0卿NO2の暴露によって血清中にⅡ型ALPおよびⅠ型CPKの割合が増加した。これら  

アイソザイム成分の増加の原因となった臓器を検索するために，ラットより脳，肺，心臓，肝臓，  

脾胤 腎臓および赤血球を分離して等容の10mMトリス緩衝液を加えホモジネートを調製した。  

ホモジネートより105，000×ダ1時間の遠心を行ってえた可溶性画分はセルロースアセテート膜  

電気泳動法によってそのアイソザイム／ヾターンを分析した。図8に各臓器可溶性画分中のALPア  

イソザイムパターンを示した。肺，心臓，腎臓には′ト腸塾側が存在し，心臓，腎臓の主要成分とな  

っている。血清，肺には骨塑川引が存在し，肺の主要成分となっている。肝には肝型【Dlが主要成分と  

して存在している。これまで皿型ALP と呼んだ画分はB型およぴD型を含むものである。肝速  

図8 ラット臓器のアルカリ性ホスファテースアイソザイム  

Fig，8lsoenzymeprofilesofalkalinephosphatase  
inrattissues  
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型（E）と言われる成分は腎臓，血清の主要成分となっていた。脳，脾臓・赤血球ではD塾とE型とか  

らなっていたが，1の活性は著しく傾かった。．NO2暴露により増加するALP成分はB－Dであり・  

Dのみの増加なら肝臓，C，Bの増加の場合肺または心掛こ由来することが示唆される0同様に  

CPKについても各臓器可溶性画分のアイソザイムパターンの分析を行った（図9）。CPKの場  

合その活性染色法が原因でCPK以外の酵素活性も染色される。基質を除去した対照実験から図9  

に示したようにCPKI，且型を同定した。またl型および皿型以外の染色された画分を考慮浸入  

れると心臓，肝臥腎臓が除かれる。したがって，NO2暴露によりl型CPKが増加するのは脳・  

肺または脾臓に由来する可能性が考えられる。  

図9 ラット臓盤のクレアチンホスホカイネースアイソザイム  

Fig，9Isoenzymeprofilesofcreatinephosphokinase  
inrattissues  
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考 察・   

4－2‘0脚のNO2をラットに暴露し血清中ALP，CPKおよびLDIiアイソザイムパターン  

を測定した結果，これら酵素のアイソザイム成分に多様な変勒の起ることが明らかとなった。24  

時間NO2暴露ではⅡ型ALPの割合がNO2濃度に依存して増加し，10および20脚で対酪に  

対して明らかに有意な差が認められた。24時間義家では∬型ALPが増加を示さなかった4卿  

NO2を71日間暴露した場合，・3日目まで増加がみられ7日目では対照に対して有意な差が検出さ  

れた。3日目およぴ5日目でのⅡ型ALPの平均値の増加は塞買群6匹中2匹の値が著しく高いこ  

とに由来していた。このことは，使用した実験動物中1／乃はNO2に高い感受性を持つことを示唆  

している。Ⅱ型ALPは肺，心臓または肝臓に由来する可能性が示唆されたが，これらの臓器が実験  

動物中1／3ではNO2暴露の影響を受けやすい状態にあるのかもしれない。  

ト型CPKは占トの場合脳型（B8型）であることが明らかにされている10三 24時間NO2暴  

露を行うと5，10卿では平均値としての増加を示したが20耶lではむしろ減少した。血清中  

のⅠ型CPKが脳，肺または脾臓に由来するとすれば，これらの臓器が5およぴ10卿NO2暴露  

によって影響を受けている可能性が示唆される。4脚NO2暴露によるト型CPKの血清中への流  

出は5日白まで続き，5日目においては対照に対して有意な羞が認められた。この事実は，Ⅱ型  

ALPの増加とI型CPKの増加とは異なる臓器に由来していることを示しているのかもしれない。  

また，必ずしも有意な増加ではないが，アイソザイム成分の平均値としての増加が血清に起ること  

は．アイソザイム成分の起源となっている臓器で細胞の代謝回転が速まっている可能性が考えられ  

る。   

血清アイソザイムパターンを分析することによってNO2 暴露により影響を受ける臓器の検索を  

行うことを試みたが，本研究に用いたLDH，ALPおよぴCPKについて分析するのみでは臓器を  

特定することができなかった。さらに，パイルベートカイネースおよびアルドレースの血清アイソ  

ザイム成分の分析を行えば肝胤腎月払 脳への影響を区別することが可能であると考えられる。こ  

れまでに，NO2暴露の肺または血清LDHアイソザイムパターンヘの亜急性影響を諷べる研究が  

Buckleyら11）ぉよびEhrlichら12）によって行われ，好気性分画の減少と嫌気性分画の増加が報告さ  

れている。本研究において行ったNO2急性暴露ではLDHアイソザイムパターンに有意な変動は起  

らなかった。しかしながら．4卿】NO2暴露を数El問ラットに行うと血清中ALPおよびCPK  

アイソザイムパターンが有意に変動することを明らかにした。  
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国立公吉研究所研究紐告 弟∂号くR－8－’79）  

R¢SearCh Reportfromlhe NationallnstilⅥtefDT EnYiTOnmentalStudies No・も，1979  

ラットの性周期に及ばす二酸化窒素低濃度達磨暴露の影響  

EffectofContinuousExposureofLowCon占entrationofNitrogen  

DioxideonEstrualCycleofRats  

寺尾恵治1・2・高橋 弘 
1  

KeijiTERAnl・2andH主roshiTAKAIiASHll  

要 旨   

大気汚染物質の一成分である二酸化窒素の低濃度（0，04，0．4および4卿）連続泉尾  

が，ラットの性周期に及ぼす影響を知る目的で，約50日間にわたり観察を行った。   

その結果，暴露開始直後に性周期のリズムが乱れ，発情休止期が持続する個体が認めら  

れ，その出現頻度は暴露ガス濃度の上昇に伴って増加する傾向が認められた。しかしなが  

ら，これらの個体も暴落後2－3週間を経てラットが環境に適応したと認められるに従っ  

て，4～5日間隔の規則的な性周期に復帰した。   

これらの結果から，今回暴露した程度の濃度のNO2連続暴露はラットの性周期には著  

明な影響を及ぼすことはないものと推察された。そして，暴露開始当初にみられた性周期  

の変化は，ラットの繁殖機能に対するNO2ガスの直接影響というよりは，むしろ暴露ガ  

スをも含めた飼育環境の変動による一過性のものと考えられた。  

Abstract  

The estrualcycle ofratswereobservedforabout50daysunderthe  
continuous exposure ofNO2at theconcentrationsofO・04，0・4and4・O  
ppm．Inthebeginningofexposure，afewanirrlalsshowedthedtlratiorlOf  

1．国立公害研究所 技術部 〒300－21茨城県筑波郡谷関都町   

The NationalIrlStituteforEnvirorlmentalStudies，EnglneeringDivision，P・0・Yatabelbaraki  
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the diestruS Stage，and the frequency ofthe estrualcycle tended to de－  
CreaSe．These animal弓，however，Showed a normalestrualcycle as they  
Seemed to adapt to the environmentaIconditionin the chamber．From  
these results，it seemsprobable that thecontinuousexposure oflowcon－  
centratio汀OfゝNO，givessomteffectsontheestrualcycleofrats．However，  
theirregularities orestrりalcyclein thebeginningofNO2eXpOSuremight  
b6alsocau壷dbythecombinedeffectsofenVirdnmentaIfactorsotherthan  
thedirecteffectofNO三Onthereproductivefunctionofrats．   

は じ め に   

マウス，ラット等の実剛＼動物甲いくつかは，通常4－5日間隔で規則的な性尉期をくりかえし1），  
このような性周期のリズムは生物学的2，3），物理化学的1）要因により変化することが知られている。   

一方，実験小動物の繁殖機能に対する環境汚染物質の影響についてはいくつかの報告があるが呵  

ガス環境の影響についての報告は少ない。   

Shalamberidze6）は．低濃度のNO2およぴSO2の単一もしくは複合ガス暴露下でラットの  

性周期を観察し，ガス暴露によって性周期が遅延することを認め，さらiくこのような性周期の変化  

が，暴露ガス濃度・暴露期間に依存することから，ラットの繁殖機能に対する暴屠ガスの直接的影  

響であろうと考察している。しかしながら，これらの結果は1日、12時間の間歌暴露下での実験結  

果であり，連続暴露による影響については明らかでない。   

そこで今回，低濃度のNO2単一連続暴露がラットの性周期に及ばす影響を検討したの，で報告す  

る。   

材料および方法   

性周期の観察にはウィスターラットの雌で実験関魔時に6週令のもの（体重210「・2．35ダ）を  

剛、た。ラットは23‘士1℃，55±5感の飼育環境で1週間予備飼育された後，ガス暴露チャン  

パー内に収容し七。チャンバー内は25士1℃．55土5％の環矧こ保たれ．照明は年前8時点燈  
の人工光による12時間照明とし，点燈時でのチャンバー内の平均照度は150Luxであった。   

性間期の観察は，毎日午前10時に綿棒により慶垢を採取し，ギムザ染色後腹垢内の出現細胞形  

態から，発情前期（Proestrus）．発情期（■Estrds），発情後期（MetestrilS），尭情休止知  

（’Diestrus）の4期iとわけて判定した。   

予備飼育期間中に性周期を調べ，正常な周斯を示す個体50匹を各群10匹ずつに分け，ガス暴  

露群3．チャンバー内に収容するがガス暴貰は行わないチャンバーコントロール群1，および予備  

飼育暗から拙綻して同．じ飼育室で飼育するルームコントロ∴－ル群1の計5群とした。   

これらのラットは38（W）×29（D）×24（H）00のステンレス金網ケージに各5匹ずつ収容しi  
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市販．の固型飼料および飲水を自由摂取させた。   

チャンバー内にラットを収容，1週間の予備飼育を行った後にNO2 ガスを暴露した。ガス濃度  

は，0．04脚（ASG1）．0．4卿】（ASG－2）．4耶】（ASG－3）の3段階とし，43  

日間連続暴諾した。   

精巣と考察   

図1～5に各実験群での性周期の変化を個体別に示す。これによると，チャンバー内収容群は．  

対席群を含めすべての群で収容直後に性周欺が変化する個休が数例語められた。すなわち．0．04  

脚暴露群（以下0．04群）（鼠1）の1－E．2▲A，．0・4群（図2）の1－D．1－E．2  

rC，4群（図3）の2rB，2－E，および対照群（図4）の1E，2LC，2卑とチャン  

パーに収容しないで飼育したルームコントロール群（図5）の1C．2－E等が指摘される。さ  

らに，ガス暴露群では0．04群（図1）の2－BおよぴC，0．4群（図2）の1rCおよび2－A．  

4群（図3）の1－A・Bおよぴ2D・Eのように暴貰開始により発情休止期が持続する個体が  

1「5  い0  15   ZO   25   30   35   40   45   5。  

図1ウィスターラットの性周期（NO20．04ppm暴露群）  

Fig．1Estrualcycleofwistarrats（ExposuregroupofO・04ppm  

NOユ）  
＊：aCCOmmOdationtochamber．  
＊＊：OnSetOfgasexposure・  
P，E，M，D：1evelofproestrus（P），eStruS（E），meteStruS   
（M）anddiestrus（D），reSPeCtively・  
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ー∫5 史0 －5  20  Z5  ∽  

Days of observation  

図2 ウィスターラットの性周期（NO20．4ppm暴露群）  

Fig．2 Estrualcycleofwistarrats（ExposuregroupofO・4ppmNO2）  
Remarks：refertoFig．1．  

1－ A  

】－ B  

l－ C  

l－ D  

l－ E  
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2 － B  

2 － C  

2 － D  

2－ E  

’5 
． 

15  2D  25  3り  35    几口  45  5D  

Days of observ∂t一別l  

図3 ウィスターラットの性周期（NO24．O ppm暴露群）  

Fjg，3 EstnJa】cycleofwisfarrats（Exposuregroup of4．OppmNO2）  

Remarks：refertoFig．1  
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図4 ウィスターラットの性周期（チャンバー内飼育対照群）  

Fig．4 Estrualcycleofwistarrats（Controlgroupin chamber）  

Remarks：refertoFig．1．  

い ユー0 15  ZO  25  30  35  40  45  50  
．  

Days o†observat両川  

図5 ウィスターラットの他局期（飼育室内対照群）  

Fig．5 Estrualcycleofwistarrats（Controlgroupinbreedingroom）  
Remarks：refertoFig．1．  
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認められて，その出現頻度も暴露ガス濃度の上昇に伴って増加する傾向が認められた。しかしなが  

ら，これら甲個体もチャンバー内で2～3週間を痙過し環境に適応したとみられるころには，4－  

5日周期の正常な性周期に復帰し，■ルームコントロール群およぴチャンンヾ－コントロール群との間  

に差異は認められなくなった。   

Shalamberidze6）は．約1．26卿（2．36咤／rJ）および約0．07p（0．126喝／rJ）・の2  

種類の濃度のNO2■を1日12牒間ずう3∴力■月間暴露したラットの性周期を観察し・1・26卿暴  

露群では暴露期間中の性周期は，暴屠前のそれと比べ平均周期日数および平均発情期期間の遅延が  

認められ，その為に1カ月卒たりの平均周期数および正常周期数が減少し‘たと報告した。さらに．  

これらの変化が暴露期間の延長に伴■って著明になることから，生殖器官の病理学的変化とあわせて，  
ガス暴露がラッ．トの繁殖機能を低下させる可能性を示唆し，結果として産仔数および新生児体重の  

減少が生じることを報告している。また，．NO2‘0．64・卿（1．2喝／㌦）とSO21．17脚  

（2・52喝／㌦）と・の複合暴露でも同塵な影響が琴われるが，丁方，NO2007脚（0．126喝／ば）  

の単二義盛七は影響がみられなか1たことから，暴露ガ女の種類および濃度が畢要な要因iこなると  

も考察している。   

本実験で認められた性周期の変化は，その出現時期およびその後の回復状況からみて．チャンパ  

ー内収容による飼育形態ならびに飼育環境の変化が性周期に変化をもたらした主因であると考えら  

れる0また，性周期の遅延も発情休止期の持続による結果生じたもめであり・」発情期期間が持続す  

るとい・うShalamberidze6）q）報告とは質的に異なるもののネうに思われる。一方，本実験にお  

い七も，ガス暴露開始たより性周期が変化する個体の出現頻度は．暴露ガス適度と相関を示すよう  
な傾向が認め■られたが∴これにつ■い七ぬル⊥ムコン、トロール群においても若干の変化例が恵められ  

たことも考えるとJ暴露開始直後においても由青原機中の方夫環境がラットゐ性周期の乱れに直接  

作用したのではなく．他の環境要因の変化と複合した形で性乱闘こ影翠恵与えたものと考察する方  
が妥当であると考えられる。  

以上のように．L本実験では・Shalamberidze6）の報告とはやや異なる結挙が得られた科これは，  

閤飲屋屠と連続暴屠の暴露方法の凄いによるものかもしれない。いずれにしてもNO2単一ガス暴  

靂のラット繁殖機能に及ばす影響については，今後より長期間の性周期観察とあわせて，暴屠動物  

を用いた繁殖実験等を実施する必要があるものと考える。  
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