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大気汚染の人体に及ぼす影響については国民の各層より多大の関心がよせられているが，特に，  

低濃度の慢性的影響については資料不足で十分なことが分かっていない。特に，大気汚染の慢性  

的な影墳の生理学的あるいは病理学的な研究は．環境基準値を設定する上にも．また環境に対す  

る予防医学の基礎を確立する上にも重要である。   

本研究所では，昭和52年以来この間掛こ取り組み．ラットのライフスパンにわたる低・中・高  

の濃度の窒素酸化物の長期暴露実験を行った。これが本報告の第2部に相当する部分である。   

第1部の部分は，国立公害研究所研究報告第8号（R－8－79）で発表した従来からの研究の  

延長で，さらに病凰 生理，血液学，免疫学的な研究を追加充実したものである。   

問題が環境行政上にも極めて重要であるために，本報告に得られた結果に対して多大の関心が  

よせられ．また結論を急がれていることをわれわれは十分承知している。しかしながら，ここに  

得られた結果だけをもって早急な決断を下すことは極めて難しい。その理由は，27か月の間に自  

然死による死亡等の原因で検体数が十分に得られなかったこと，また窒素酸化物の濃度も0・04，  

0．4，4．0脚と3種類しか行えなかったことなどによるものである。そこで，われわれは現在の基  

礎的な研究を今後も継続し，かつ．その結果を遂次公表することによって．今後も引き続いて窒  

素酸化物による大気汚染に関する基礎的な知見を提供しようとするものである。そして，このよ  

うな科学的な研究こそが問題の根本的な解決への途であると堅く信じている。   

当研究所の医学博士，久保田音大郎環境生理部長をプロジェクト・リーダーとする研究姓は1  

頭のラット検体でも全員総がかりで，生理学的，病理学的，生化学的．免疫学的．または血液学  

的検索を手分けして行い，またそれぞれの結果を全員で検討する等の方法でこのプロジェクトに  

取組んできた。このような系統的かつ総合的な研究は．例えば大気汚染の人体に対する環境影響  

を判定する上にははなはだ迂遠な方法であると考えられるかもしれないが，このような基本的な  

データは一つの基準尺度として広く応用され，比較，対照の根拠とされるものと期待している。  

また，このような科学的真実が蓄槙されて，初めて所期の削勺を達することができるものと信じ  

る。   

この研究に関して多大の関心をよせられ，かつ御批判を賜るならば幸と考える。  

昭和55年6月16E】  

国立公害研究所長  

近 藤 次 郎   



次   

序（近藤次郎）   

研究の概要および今後の展望  

久保田憲太郎（プロジェクトリーダー）   

I  

l．二酸化窒素暴露ラットにみられる心拍変動の要因について  

局 博一・鈴木 明・市潮孝道・織田 輩 一  

2．二酸化窒素暴露がラットの動脈血pHa，PaCO2，およびPaO2に及ほす影響・∴  19  

鈴木 明・局 博一・市瀬草道・払田 肇  

3．マウスの遊泳持続時間に及ばす二酸化窒素の影響  

鈴木 明・市†頼孝道・局 博一・織田 肇  

4．二酸化窒素を暴露したマウスの血液中亜硝酸・硝酸イオン量の変動  

織田 輩・局 博一・鈴木 明・市瀬孝道  

畠．液性一次抗体産生に関与する細胞群に及ぼす二酸化窒素の影響  

藤巻秀和・清水不二雄  

6－．’二酸化窒素暴露に対するマウス系統間の感受性の相違とト  

酵素的防御機構の役割について  

r、 市瀬孝道・織田 輩・鈴木明・局 博一・嵯峨井 勝  

7．二酸化窒素暴露ラットの呼気中エタン測定によるf乃血0の  

脂質過酸化の変化について  

嵯峨井 勝・市瀬草道・織田 輩  

8．老令ラットにおける脂質過酸化と血清脂質成分の変化について  

嵯峨井 勝・市瀬草道  

9．二酸化窒素急性暴露の肺胞洗浄液のリン脂質脂肪酸組成に及ばす影響 …     ・ 101  

小林隆弘・野口 忠  

10．二酸化窒素の赤血球膜糖脂質に及ぼす影響  

彼谷邦光・三浦 卓  

11．二酸化窒素暴偏によるラット赤血球膜リン脂質の脂肪酸組成の変動・‥      ・117  

彼谷邦光・三浦 卓  

12．二酸化窒素の赤血球酵素および糖脂質に及ぼす影響  

持立克身・三浦 卓・彼谷邦光  

13．大気複合汚染ガス暴露チャンバーにおける二酸化窒素およびオゾンの濃度制御  

について  133   

松本 茂・寺尾忠治、高橋憤司・高橋 弘・相賀一郎  



資 料   

大気複合汚染ガス暴露チャンバーの構成と性能  

ⅠⅠ 二酸化窒素長期層眉のラットに及ぼす影響  

1．暴露チャンパーの環境制御  

9
 
 

9
 
 
 
 
 
 
 
4
 
 

5
 
 
 

松本 茂・藤田和伸・清水 明・木村英雄・高橋 弘  

2．供試動物の飼育経過  

高橋り弘・山元昭二・石村俊治・高橋傾司・寺尾恵治  

3．病理形熊学的所見  

竹中参二・満水不二鱒・山田鱒子・堀内博人．・今井 廼・∴原田隆彦  

京野洋子・河合清之  

4．動脈血pHa．PaCO2 およびPaO2  

鈴木 明・局 博一・市潮草道・織目 輩  

5．血液性状  

市瀬草道・鈴木 明・局 博一・織田 肇  

隼血清アイソザイム  

三浦 卓・彼谷邦光  

7．血液および肺に存在するグルタチオン含量  

河田明治  

8．肺，肝リン脂質の脂肪酸組成  

小林隆弘  

資 料．表1－．7，．臓器重量  



CONTENTS  

■Prl∋face  

J．KONDO  

OutlineofPerformedResearchesandFutureProspects  

K，KUBOTA，ProjectLeader  

I．  
1．CardiacResponesinRatsExposedtoNitrogenDioxide  

H．TSUBONE，A．SUZUKl，T．ICHINOSEandH．ODA  

2・EffectofNitrogenDioxideExposureonArterialBloodpHa，PaCO2，PaO2inRats  

A．SUZUKI，廿TSUBONE，T．1CHINOSEandH．ODA  

3▲ EffectofNitrogenDioxideofForcedSwimmingEnduranceinMice  

A，SUZUKI，T．ICHINOSE，H．TSUBONEandH．ODA  

4．VariationsofNitriteandNitrateintheBloodofMiceExposedtoNitroEenDioxide・   L 43   
、H．ODA，H．TSUBONE，A，SUZUKIandT．ICHINOSE  

5．EffectofNitrogenDioxideonVariousTypesofCells  
RequiredforPrimaryAntibodyResponse  

H．FUJIMAKIandF．SHIMIZU  

6．OnDifferentResponsesamongVariousStrainofMiceinSusceptibilityto   

NitrogenDioxideExposureandaRoleofEnzymaticProtectiveSystem  

T．ICHINOSE，H．ODA，A．SUZUKI，H．TSUBONEandM．SAGAI  

7．LipidPeroxidationasMeasuredby EthaneExahalatioTlOfRats  

61   

Exposed to NitroRen Dioxide 

M．SAGAI，T．tCHINOSEarLdH．ODA  

8．ITIVivoLipidPeroxidationandSerumLipidContentsofAgingRats  

M．SAGAIandT．1CHINOSE  

9，EffectofAcuteNitrogenDioxideExposureontheCompositionofFatty  

AcidsinLungLavagePhospholipids   

T．KOBAYASHlandT．NOGUCHl  

10．EffectofNitrogen工）ioxideonGlycolipidsofRatRedCellMembranes  

K．KAYA andT．MIURA  

ll，ChangesofFattyAcidCompositionofPhospholipidsinRatCel】  

MembranesofRatsExposedtoNitrogenDioxide   

K．KAYAandT．MIURA  

12．EffectsofNitrogenDioxideonEnzymeActivitiesandMembrane－BoundCarbohydrate  

ofRatRed Blood Cells  

K．MOCHITATE，T．MIURAandK．KAm  

13．ControlofNitrogenDioxideandOzoneConcentrationsinAir  

PollutantsExposureChamber   

S．MATSUMOTO，K．TERAO，S．TAKAHASH王，H．TAKAHASHIandI，AIGA  

Supplement  

SpecificationsandConstructionsofAirPollutantsExposureChamber  

ll．Effeetsofl．t）ng－TeTmNitrogellDioxideExpo飢IreOれRats  

1．EnvironmentalControl  

S．MATSUMOTO、K．FUJITA，A、SHIMtZU．H，KIMURAandH．TAKAHASHl  



2．ExperimentalAnimals  

H．TAKAHASHI，S．YAMAMOTO，T．ISHIMURA．S．TAKAHASHlandK．TERAO  

3・MorphoLogicalObservations  

S．TAKENAKA．F、SHIMIZU．Y．YAMADA，H．HORIUCHl，T．1MAI，  

T．HARADA，H．KYONOandK．KAWAl  

4．ArterialBloodpHa．PaCO2andPaO2  

A．SUZUKl，11TSUBONE，T．ICHINOSEandH．ODA  

5．Blood Examinations  
1
 
 
 
 
 
3
 
 

4
 
 
 
 
5
 
 

2
 
 
 
 
2
 
 
 

T・1CHINOSE，A・SUZUKl，H・TSUBON弓andH．ODA  
6．IsozymeProfilesinSerum  

T．MIURAandK，KAYA  

7．GlutathioneLevelin LungandBlood  

M．KAWADA  

8．Composition of FattyAcidinLungandLiver■phospholiDids  

T．KOBAYASHI  

Data Tablel－7．OrganWeight  

声二イ  



匡】立公誤用項働府究報告 那15号（R－15’80）  
Res，Rep．Natl．Inst．Emviron，Stud，．No．15，1980  

研究の概要および今後の展望   

O11tlineofPerformedResearchesandFuture Propects   

、
＿
、
ノ
ー
・
′
t
－
一
l
一
㍉
 
－
 
 

久保田憲太郎1   

Kentaro KUBOTAl   

昨年8机こ、、大気汚染物質の単一および複合汚染の生体に対する克をき響の実験的研究一昭和52／  

53年度研究報告ケ を本シリーズ第8号とLて発刊した。   

今回は，従来の研究システムを踏襲し，専門領域別に特定のテーマを設けて行った研究の成果  

（Ⅰ）と，動物実験棟に設置された低濃度長期用ガス暴露チャンパーを用い，NO2濃凰0．04，0．4，  

4．Op叩の27か月連続暴露の実験が完了したのでその結果（Ⅰりについて，一部中間的なものを含めて  

とりまとめたものが本報告書である。   

大気汚建物質の生体揖嘗を研究する際に，実験動物の感受性に留意することが必要である。各  

種動物の感受性を比較する研究が、病理学的方法により昭和52年度よI）続けられてきた。これと  

並行してNO2のラットへの影響を生理学的，生化学的方法によって検討する研究が行われた。前  

年度に比べて比較的低膿度の知期暴露実験でも，呼破循環機能への影響が示唆され（Ⅰ1～3），  

血液，血清の成分についても多様な変化がみられた（l4，8）。さらに新しい手法の発展に伴い，  

赤血球膜の捌旨質，リン脂質，酵素活性（Ⅰ－10～12），肺胞洗浄液中のリン脂質脂肪酸組成等（ト  

9），肺の酵素活性，過酸化脂質（ト6）についても量的変動が観察された。さらに呼気分析によ  

って生体影響を解析する方法が確立された（Ⅰ－7）。   

また以上の観点とは異なる研究としては生体防御反応への影響が検討され，NO2急性，諏急性  

暴露がマウスの液性抗体産生能に揖響を及ぼすことが観察された（ト5）。一方，大気複合汚染ガ  

ス暴露チャンバーにおけるNO2，03の濃度制御に関する研究も行われ，動物のふん尿に由来する  

NH3（アンモニア）存在下のNO2の測定牒式の確立がなされた（ト13）。  

低膿度長期暴露実験はSPFラットを用い，NO2：0．04，0．4，4，Op叩の濃度で、動物実験棟内  

1・7nロジュクトリーダー，国立公害研究所 環境生理郡長 〒305 茨城し【，し筑池郡谷田部町小町川16番2   

ProjectLea（1er，TheNEltionallnstituLeforEnvironmentaISしudies，Head，BasicMedicalSciences   

Division，Yatabe－ImlChi．’1、sukuba，1bこ1rElki305，］ap；ユn  

－1－   



に設置された低濃度用暴露チャンバー3基と対照群用には静週空琉のみを送るチャンパー1基を  

用い，昭和52年7月から昭和54年10月まで27か月にわたり連続暴露を行った。温風 湿度およぴ  

NO2f農度は設定値の±10％の範囲内に全期間中80－90％以上が含まれ，ほぼ満足すべき制御下で  

研究が遂行出来た（Ⅰト1）。供試動物についても18←27か月の聞の自然発生腫瘍等による自然死以  

外には感染症を疑うような例はなく，体重の変化も各チャンパー間に叢が認められなかった（ⅠⅠ－  

2）。病理学的検束は主として附こついて光学的顕徽私電子踵徴税（走査型，透過理）を用いる  

記述形熊学的観察と，Weibel法㌧あるいはポイント法による肺胞壁摩を評価する計量形熊学的手  

法を併用して解析した。4卿群では9か月で呼吸器の形態学的変化が明らかで18，27か月と進行  

して行くが肺気腫の発生はみられない。0．4ppmでは病変の進行は綬徐であるが，27か月後には軽度  

な変化がみられた0・0旬mでは，全英験期間を通じて光顕的には特記すべき病変は観察されなかっ  

た（H－3）。   

血液生理学的検索では，動脈血のpH，がス分析では無麻酔，自発呼吸においても，麻酔‾F人工  

呼吸時においても，0．4卿と4脚9か月間暴露で，対照群と比較し，PaO2の有意な低下が認められ  

た（Ⅰト4），さらに血液，血清成分の臨床検捌勺検索では検査項目の多くのものに多様な変化が観  

察されたが，その意味づけにはより詳細な検討が必要であると考えられる（工Ⅰ－5）。次に暴露動物  

の血清アイソザイム成分の解析川－6）では，クレアチンホスフォキナーゼⅠ空清性は4脚9か月群  

で増加するが，0．4印mでは9，18か月共に低下し，アルカリ性フォスファターゼ活性中のⅠⅠほ望成  

分は4卿の9，18か月では低下が認められた。   

血液および肺のSH化合物の変動を調べた結果，血液中の非タンパク性SH（NP5日），還元型グ  

ルタチオン（GSH）は9か月までは変化がないが， 

一万姉では，NPSli，GSH共に4ppm群のみ仝暴露期間を通じて増加の傾向がみられた（II－7）。肺  

の表面活性物質として知られるリン脂督のNO2に対する反応を脂肪酸組成の面から追跡した。そ  

の結軋 肺の脂肪酸蘭成中最も多いパルミテン胤ま，0．04卿，D．4耶27か月詐を除く，それぞれの  

NO2濃度でも9．18，27か月いずれも増加の傾向がみられた。4卿ではミリスナン隠 ステアリ  

ン恨，リノール酸に減少傾吼 オレイン鰍こ相加の傾向がみられた。さらに代謝調節に禿要な役  

割を演ずる肝楓の脂肪酸構成の分析，老化に伴う変化も検討された（Ⅰト8）。   

以上NO2長期暴露のラットに及ぼす影響に関する実験成績から，NO2膿度の上昇と暴諒射寺間の  

延長にしたがって反んしが強〈現れる傾向があること，27か月暴露では‾†1分な検体数を得ることは  

できなかったが，たとえば病理学的知見では4p叩の場合18～27か月の間に肺胞上皮の帽徽 問質  

の浮腫の減退等が観察きれた。これらの現象は単に暴露時間の延長によるものか，動物の加令に  

よる変化であるかは現在の段階では不明である。  
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長期暴露実験に関Lて，供試動物の老化による生理性状の変化が重安な問題であり，老化現象  

の解明に関する論文は本報告聾のト8，Il－8等にみられるが、この生理性状の面における変化と  

暴露動物の反応との差を，新しい検索法を開拓しつつ検討することが急務であると考えている。   

既に第2匝1日の慢性軍手響突放としてNO2の最高濃度0．4脚18かl引払！のシリーズが開始されてい  

る。   

今回はNO2単一暴露実験の成果を主として報告したが0。単一暴露実験もすでに開始されており，  

さらに，NO2と03の接合暴釦こよる生体影響の比較検討を病理，免疫，生規，生化学等各分野を  

網羅して系統軋総合的に解析する予定である。  

研 究 発 表   
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国立公害研究所研究報告 第15号（R－15ノ80）  

Rese8rCh Report from the Nation且1Institute for EnvironmentalStudies No．15，1980  

Ⅰ－1   

二酸化窒素暴眉ラットにみられる心拍変動の要因について   

Cardiac Responsesin Rats Exposed to Nitrogen Dioxide  

局 博一1・鈴木 明1・市瀬孝道1■織田 肇1   

Hirokazu TSUBONEl，Akira SUZUKIl，TakamichiICHINOSEl  

and Hajime ODAl  

要  旨  

10～40ppmのNO2を無麻酔ラットに3時間暴露し，循環機能の変化を知るために，  

心電図および動脈血匠を記録した。20ppm以上の濃度で暴露開始後80分以内に心拍数  

は著明に減少した。この心拍数の減少は暴露の終了時まで持続した。この間心電図に  

は房室ブロックから成る不整脈が頻繁に出現するとともに，心拍数の減少にほぼ平行  

して血圧は低下した。硫醒アトロピンの授与または左右の頚部迷走神経の切断により，  

上述した徐脈および不整脈はほぼ完全に消失することから，高濃度のNO2暴露によっ  

て生じる不整脈ないし徐脈は迷走神経の興奮作用に起因することが明らかになった。  

Abstract  

Theelectrocardiogram（ECG）andarterialbloodpressureinadultmalerats  

WerereCOrdedundertheunanesthetizedconditionsduringtheexposuretoNO2at  

lO，20，30and40ppmfor3hoursinordettoelucidatetheresponsesofcirculatory  

function．  

Theheartratemarkedlydecreasedwithin80minutesoftheexposureatthe  

1．国立公害研究所 環境生理部  〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   

The NationalInstitute for EnvironmentalStudies，Basic MedicalSciences Di－  

Vision，Yatabe－m8Chi，Tsukuba．1b＆r且ki305，Jap且n  
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COnCentrationsabove20ppm・Thereducedheartratecontinuedduringthefollow－  

ingexposuretime・Thearrhythmiasconsistedofatrioventricularblocks（including  

亡hesecondA－VbJock），aSSOCiatedwithafallofarterialbloodpressure，Were  

ObservedinECGrecords・TheECGabnomalitiesapparentlydisapperedbythe  

administrationofatropinesulfateorthesurgicaltransectionofbilateralcervical  

Vagi．   

ItwasconcludedthatthearrhythmiasduringtheexposureofNO2athigh  

COnCentrationswereaccerelatedbythevagalactivity．   

はじめに  

10ppm以上といった高濃度のNO2ガスを動物に一定時間暴露した場合，生体の様々な器官ないし  

機能に比較的明瞭な変化をもたらすことが予想され，とくに呼吸器の病理組織像や呼吸機能に関す  

る所見をはじめとして，各種の代謝機能および血液成分の変化等についても各方面から活発な研究  

報告が出きれ論議が展開きれつつある。一万，NO2暴露時の心臓を中心とした循環機能に与える影  

軌こ関しては，それがNO2の第一次的憬的器官でないことなどの理由によって，研究が著しく立ち  

遅れている事実は否めない。しかし山賀1）らはNO2の低濃度反復暴露によってウサギの心拍数に変  

動ないし不整の生じることをみており，NOg暴露と循環機能の変化とが決して無関係でないことを  

雲づけるものとして注目きれる。一方，昨年度本報告で鈴木ら2）は高濃度のNO2をラットに暴露し  

た場合，呼吸数の増加とともに心拍数の減少が起こることを見い出している。今回は心電図記録に  

加えて薬物学的方法等を用いることにより，NOzの循環機能への影響について一層詳細に検索を進  

めたものである。   

方  法   

NOz暴露に際して使用した急性暴露装置，濃度測定器およぴチャンバー条件については昨年度本  

報告Z）で述べた通りである。供試動物には全天鹸を通じてウィスター系の雄ラット（12～16遇令）  

を合計25匹用いた。  

l．心拍数の測定   

NO2暴露時の心拍数の経時的変化をは握するために，心電図記録を行った。暴露濃度は10，20，  

30および40ppmですべで3時間暴露とし，計12匹のラットを用いた。暴露および心電図記録に先  

立って2日前に麻酔（ネンブタール：30mg／毎腹注）下でラットの胸骨柄と剣状軟骨部他のそれぞ  

れの皮下に雑株一球電極（Silver－bql11ectrode）を埋入縫合した。電極に接続したり一ド線は  
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ボディアース線も含めて計3本を頭上に集約し，各リード線の断端を合成樹脂製のソケットに固定  

し，記録時には入力ボックスに連なるリード線と連結できるようにした。心電図記掛ま暴露前約30  

分間と暴露開始後5分または10分間隔でおよそ1分間ずつ記録した。心拍数を算出する際は，それ  

ぞれの記録時の10秒間に含まれる心電図波形上のR頼を計測した。なおこの実験ではラットはすべ  

て無麻酔，自由姿勢下で暴露した。   

2．心電図と血圧の同時記錨   

心電図の出現状況をより詳細に吟味するために，標準肢誘導に基づく記録を行った。エナメル被  

覆銅線（先端の3mはコーティングを除去）または皮下注射針を電極として用い，左右の前後肢の  

皮下に刺入した。誘導はⅠ，Ⅱ，Ⅲの全誘導を行ったが，波形の観察にあたってはP波の出現が比  

較的明瞭なⅢ誘導を基本とした。また暴露時における血圧の変動および心拍動との関連を追求する  

ために，上述した心電図記録とともに大腿動脈の血圧も同時に記録した。血圧記録にあたって，ポ  

リエiレン製チューブ（外径1m，長き13。m）をあらかじめヘパリンを静注したラットの大腿動脈  

に挿入国定した。チュ∵プ内は生理的食塩水で満たし，拡散型半導体圧力変換器（豊田工機製mod－  

elPD104）に接続した。血圧の読み取りは各脈波の平均圧を計測し，4秒間の記録の平均値を  

求めた。この実験では7匹のラットを使用し，心電図，血圧の施術および記録はすべて無麻酔，背  

位保定下で行い，暴露濃度と時間は30ppmまたは40ppmの3時間暴露とした。   

3．硫酸アトロピン投与実験と迷走神経切断実験   

暴露時の自律神経系機能とりわけ迷走神経作用と心活動との関連性を明らかにする目的で，硫酸  

アトロピンの投与および迷走神靂切断処置を行った。暴罵軋後述する心電図異常がみられる時点  

で，硫酸アトロビン0・016－0．3mg／kgを皮下投与した。3匹のラットを使用し，暴露は40ppm，3  

時間暴露とし，腹位探定，無麻酔下で硫酸アトロピン授与前後における標準肢誘導の心電図記録を  

行った。迷走神経切断実験では切断部位を頚部迷走神経（CervicalVa即S）に定め，暴露前にあ  

らかじめ頚部の腹側を切開したのら迷走神経幹を露出し，左側または右側のみの完全切断，もしく  

は両側を完全に切断後，ただちにチャンバー内に入れ，暴露を開始した。この実験では迷走神経の  

切断（とくに両側切断）により，切断後3後間以上経過すると，呼吸麻輝に陥ることもあるので，  

暴罵時間は2時間とした。この笑顔では3匹のラットを使用し，暴露濃度は40ppmで，手術および  

暴罵は無麻酔，背位保定下で行った。   

以上述べた1～3の各実験において，心電図ないし血圧の増幅，記録は生体増幅器（ポリグラフ，  

三栄測器142システム）を用い，レクチグラフ（三栄測器，RECTIGRAPH－8S）で描記するか，  

またはブラウン管オシロスコープに描かせたものを連続撮影装置を用いて記録した。また一部の記  

録はデpタレコーダp（TEAC，270A）に収録し，必要に応じて再現と解析を繰返したほか，心  
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拍間隔の解析（インターバルヒストグラム）等にはデータ処理装置（三栄測器，シグナルプロセッ  

サ7TO7A）を利用した。   

結  果   

ユ0，20，30および40pprnのNO2を無麻軌無保定下のラットに3時間暴露した場合の心拍数の経  

時的変化について，典型的な例を図1に示した。10ppmでは暴露中心拍数の変動がみられるものの，  

暴露前憤のレベル近くで増減を繰返すだけで，顕著な減少ないし増加は認められなかった。しかし  

ながら，20ppm以上の暴露例ではいずれも暴露開始後一定時間（もっとも遅い場合で約80分）を経  

て心拍数は著明に減少し，暴露前値のおよそ25～60％の範囲を示しながら，暴露終了時まで持続し  

た。  
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図1暴露申の心拍数の変化（10－40ppm）  

Fig・1Changesofheartrate（HR）duringexposuretoNO2atCnCentration  
oflO to40ppm   

心拍数の減少過程における心電図記録の実例（40ppm）を図5に示す。暴露開始後約30分の記録  

では，心拍リズムは規則正しいが，暴露前の状態に比べて心拍動は明らかに緩慢になっており，い  

わゆる洞性徐脈を示した。心拍数の低下が最も激しくなる60分（20ppmでは80分）以降は心拍リズ  
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ムが極めて不規則となり，不整脈のパターンが明瞭に示されるようになった。この際図中に星印を  

符している部分では，P波が出現しているがQRS群が脱落しており，またその前後の心電図ではP  

波とQRS群が出現しているものの，QRS群の脱落に到る過程でPQ間隔が次第に延長しつつあるこ  

となどから，第Ⅱ度房室ブロック（Wenckebach周期）の所見と考えられた。この房室ブロックは  

暴露濃度や団体によって出現ひん度に若干の相違がみられたが，20ppm以上ではすべての暴露例に  

認められた。なおこれらの不整脈とは別に，P－P間隔の不整，P波の逆転ないし消失および期外  

収縮などの異常心電図も散見された。   

心電図記録とともに大腿動脈からの血圧を記録した実例（30ppm）を図2に示した。暴露開始後  

血圧は徐々に下降し，計測した3例についていえば，暴露前の平均動脈血圧の範囲が125－140m正Ig  

であるのに対し，暴露開始後60分では113～134mmHg，150分では97～115m汀叶gまで低下しノ仁。また  

脈波のリズムは暴露前では図2に示されるように規則正しく打たれているが，不整脈が出現する段  

階では心拍リズムの不整に同期して不規則に変動した。図3は心拍数の変化と血圧との関係を明ら  

かにしたものであるが，心拍数の低下にはぼ平行して血圧が下降することが示された。   

これまで述べてきた不整脈ないし徐脈の発現に，自律神経系とくに迷走神経の活動が関与してい  

るかどうかを判定するために，硫酸アトロピンの投与試験を行った。図4は無麻酔，保定下で40  

ppm暴露中に，上述した不整脈が出現している各時点で硫酸アトロピンを投与した場合，投与前後  

の心拍数の変化をトレースしたものである。図からも明らかなように，暴鍔群に対する0．03mg／kg  

以上の投与では心拍数は投与後，速やかにかつ著明に増加した。また0．016mg／短では心拍数の碩  

極的な増加はみられなかったが，下記のように心拍リズムは規則正しくなった。図4におけるCの  

例をとって投与前後の心電図記録の実例を図5に示した。70分の記録では不整脈が著明に出現して  

いるが，硫酸アトロピン0．016mg／転の投与で房室ブロック像は消失して心拍数は一様に規則正し  

くなり，さらに130分で0・16mg／kgを投与すると心拍間隔は著明に短縮し，心電図波形も暴露前の  

PreeヱpO早lⅣe  90mln・  

†】l ‖l榊＝＝黒  

図 2 心電図と血圧の同時記録例（30ppm）  

Fig・2 Electrocardiogram（ECG）and arterialblood pressure（BP）in arat  
exposed to NO2at COrlCentration of30ppm．  
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図 3 暴露中の心拍数と平均動脈血庄の推移（30ppm）  

Fig．3 Changes of heart rate（HR）and mean arterialblood pressure（BP）  

in three rats exposed to NO2 at COnCentration of30ppm．  

パターンに近くなった。またこの例における心、拍リズムの変化をより明確にするために，連続する  

100個の心拍について，R－R間隔のヒストグラムを解析したものを図6に示した。暴露開始後70  

分ではR－R間隔の分布域が広がるとともに，間隔の大きい部分と短い部分にそれぞれピークが形  

成される。しかし硫酸アトロ‾ピン0．016叩／kgを投与した直後の80分では分布域が狭くなって，心  

拍間隔が規則化していることが示きれる。その後120分ではピークがやや右へ移動して分布域は再  

び広がる傾向をみせているが，再度比較的多量の硫酸アトロピン（0．16mg／kg）を授与すると，  
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図 4 暴琵中，硫酸アトロピンを投与したときの心拍数の変化（40ppm）  

Fig・4 Effects of administraitons of various doses of atropine sulfate on  
heart rate（HR）during exposure to NO，Of40ppm．  

A：control，nOn－eXPOSure，B．C and D：exposure group，The arrows a，b，C，  
d，e and f show the administrations of atropine sulfate of O．016mg．0．16mg，  
0・03mg－016mg，0・3mgandO・3mgper kgbody weight，reSPeCtively・  

135分のヒストグラムで明らかなように分布域は著しく狭くなり，R－R間隔値のピークがやや大  

きいことを除けば暴露前の分布パターンとはとんど差がない状態に戻った。これらの結果から硫酸  

アトロピン投与の効果は顕著であると判断きれた。   

図7は頚部迷走神経の右側または左側，および両側を切断したラットについて，40ppm2時間暴  

露を行い，心拍数の経時的変化魯みたものである。迷走神経を両側とも切断した例（図中黒丸）で  

は暴露中，軽度の心拍数低下がみられるにすぎないが，左側．（図中三角）または右側（図中白丸）  

の迷走神経を切断した例では，比敏的明瞭な心拍数の減少をきたし，その過程は無処置ラットに比  

べて大差がなかった。また両側切断例では不整脈はほとんど生じなかったのに対して，一側の切断  

例では房室ブロックから成る不整脈が明瞭に出現した。この実験から左側または右側のいずれか一  

方の迷走神経が作用していれば心拍数の減少および不整脈が起こりうることが明らかになった。ま  

たNO2の暴露時に出現する徐脈，不整脈等の心電図異常の発現に迷走神経の興奮作用が少なからず  

関与していることを確認できた。  
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図 5 暴露中の心電図パターンと硫酸アトロピン投与の効果（40ppm）  

Fig．5 Electrocardiographic patterns and effects of administration of atropine  

sulfatein the rat（CinFig．4）exposed亡O NO2  

The asterisks show the fallings of QRS complexin ECG records．The arrows  

land 2indic且te the administrations of atropine sulfate at73and130minutes  

of expoure・  
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図 6 暴露中の心拍間隔（R－R間隔）のヒストグラムと硫酸アトロピン投与の効  

果（40ppm）  

Fig．6 R－Rintervalhistograms and effects of atropine sulfate adminis－  

trationsin the rat（CirlFig．4）during exposure．  

The asterisksindicate the8dministrations of atropine sulfate且t73and130  

minutes of exposure．   

考  察   

40pT）m，60ppmないし80ppmのNO2を無麻酔，自由姿勢下のラットに暴露すると心拍数が著明に  

祓少することは，すでに前報で鈴木ら2）によって報告されている。今回の実験によって心拍数の減  

少はさらに低濃度のレベルすなわち20p叩でも起こることが明らかになった。10pp恥 3時間暴露  

では心拍数の著しい減少は生じなかったが，暴露時間を3時間以上に延長した場合には同様な心拍  

数の減少が起こる可能性も考えられる。   

心拍数の減少に伴って不整脈がひんばんに出現したが，これは主に房室ブロック像を呈したこと  

から，心房一心室間に興督の伝導障害が起こっていることが示唆される。一般に房室伝導障害は極  

超の原因，疾患において出現する3）が，その背景要因として，心筋の器質的障害によるもの，冠循  
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図 7 迷走神経切断による暴露中の心拍数の変化（40ppm）  

Fig・7 Effects ofvagotomy。nheart rate（HR）d。ringexp。S。r。S．  

0：transectionof right cervicalvagus，  

△：transection ofleft cervicalvagus．  

●：transection of bilateralcervicalvagi．  

×：intact（non－VagOtOmy）  

環の不良による場合および迷走神経の興奮作用に由来する場合などが挙げられている。今回著者ら  

の行った実験では副交感神経しゃ断薬の代表的薬物である硫酸アトロピンの微量投与によって，不  

整脈のほほ完全な消失と心拍数の増加が認められ，また暴露時に頚部迷走神経を両側性に切断する  

ことによって，不整脈の出現を防ぐことができた。これらの実験成績から20ppm以上の高濃度NO2  

暴露によって生じる不整脈ないし徐脈は迷薙神経の興奮作用に起因するものと考えられた。また暴  

露期間中，心拍数の減少にほぼ比例して，動脈血庄は明瞭に低下したが，このことからNO2暴露の  

影響は心臓のみにとどまらず，全身の循環機能障害を起こす可能性のあることも示唆きれる。   

Taylor4）は低酸素下でフルオロカーボンーユ1（fluorocarbon－11）を含むエーロゾルをウサギ  

に暴質した結果不整脈（房室ブロック）と血圧下降が生じることを見い出している。この研究では  

低酸素および暴露物頃の心筋への直接作用が考えられている0一方，山賀ら1）はNO2の2～3ppm  

を1日5時間，過6日間，85日間反復暴露したウサギでガス暴露中に心拍数の増加，減少または心  

拍リズムの不整をみており，その現象の背景要因として，自律神経系機能の不安定が考えられると  

している。今回の著者らの行った実験とは動物麗や暴露方法などの条件面で相互に異なっているが，  

NO2の生体影響の一つとして，自律神経系機能の変調が存在する可能性は大きいように思われる0  
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現在のところラットの心電図に関する研究5ト9）はすでに少なからず報告されてきてはいるものの  

それらは誘導法や波形の正常値についての検討にとどまっているものが多く，不整脈等の病的状態  

を十分に説明するだけの基礎的資料を提供するまでには至っていない。今後はラットの異常心電図  

に関して詳細かつ正確な分析を行い，情報量を多くする必要性が痛感される。また今回の研究では  

不整脈等の心機能異常をもたらす横木の原因は不明である。暴露中の血液のpHやPO2，PCOzの  

変動あるいは血中に生じた亜硝酸イオン，硝酸イオン等の有害物質，さらにはヒスタミン等の生理  

活性物質の変化等と心機能異常との関連性を明らかにすることが今後の課題の一つと思われる。   
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Research Report from the NationalInstitute for EnvironmentalStudies No．15，1980  

Ⅰ－2   
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要  旨   

NO2の生体影響を評価するための一手段として，0．4ppm，1．3ppmおよぴ4ppmの  

NO2を1，3か月間ラットに暴露し，心拍数，呼吸数，血縁ptも，P8COヱ，PaOヱ  

等について検討した。   

心、拍数は，1か月間暴鍔では1．3ppm群で対照群に比較して有意な械少を，4ppm群  

で減少傾向を示し，3か月暴露では，4ppm群で増加傾向を示した。呼吸数は1か月  

間暴露では対照群と暴露群の闇に有意な変化を認めなかったが，3か月間暴露では，  

0・4，1．3および4ppm群で増加憤向を示した。無麻酔時の動脈血PaO2は4ppm，3か  

月間暴露で有意に低下した。また毎分110回の人工呼吸下では，4ppm3か月間暴露で，  

PaCO2が増加傾向をPaOgが低下傾向を示した。人工呼吸数の増加に伴うPaO2の増  

加率は，4ppm3か月間暴露群で有意に減少した。  

Abstract  

Ratswereexposedcontinuoslyforland3monthstonitrogendioxideatthe  

COnCentrationofO．4．1．3and4ppm．Heartrate（HR），reSpiTatOryrate（RR），arterial  

blood pHa，0Ⅹygen tention（PaO，）and carbon dioxide tention（PaCO2）of the  
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COntrOlandexposedanimalswereexamined．HRofratsexposedtol．3ppmfor  

lmonth was significantly decreased from the control，however，HR of rats  

exposedto4ppmNO2for3monthswasincreased．RRofratsexposedtoO．4，1．3  

and4ppmNO2for3monthswereincreased．PaO20fLlnaneSthetizedratsexposed  

to4ppmNO2for3monthswassignificantlylower．Whentheanesthetizedrats  

WereVentilatedwithmechanicalrespiratoratllOrpm，PaCO20ftheratsexposed  

to4ppm NO2for3monthswasincreasedandPaO，Ofthatwasdecreased．An  

increaseofPaO2aSSOCiatedwithanincreaseofmechanicalrespiratoryratewas  

Significantlylowerinratsexposedto4ppmNO，for3months．   

はじめに  

数ppm以上のNO2は肺内兼消部まで深く入り，呼吸器内での摂取率が高い1）ことから，呼吸器の器  

質的24・13） 機能的変化58）を引き起こすことが知られている。一万，呼吸器の主要な機能は，生体  

内の代謝に必要な酸素を外界から摂取し，代謝の結果生じた炭酸ガスを体外に排出することにあり，  

ヒトのような高等動物では，必要とする酸素のすペてを外界から摂取し，生じた炭酸ガスの99％以  

上を呼吸によって体外に排出している。したがって，NO2暴露によって呼吸器が障害を受けた場合  

肺におけるガス交換機能に変化が及び，肺と各種組織を循環する血液のpH，ガス成分の変化を引き  

起こすことが推測される。   

Nieding912）らは5ppmのNO2に15分間暴露したヒトで，Freemanら131は平均15ppmのNO2を生  

涯暴露したラットで，Davidson14）は8～12ppmのNO2を3－4か月間暴露しT：家兎で，それぞれ  

動脈血観葉分圧（PaO2）の減少を報告したが，ヒトでの報告は短時間暴露であり，また実験動物  

での報菖は8ppm以上の比較的高濃度の暴露である。したがって0．4～4ppmという比較的低濃度の  

NO2を1”3か月間暴露した動物について，血液pH，ガス成分を検討した報告ははとんどない。   

そこで，NO2の生体への影響を評価するための一手段として，NOz暴鍔動物の動脈血pHa，血液  

ガス分圧，呼吸数，心拍数および呼吸曲線図について検討した。   

方  法 ′  

16～17週令のWistar系雄ラット（JCL：Wistar）を使用し，0．4，1．3および4ppmのNO2を1，  

3か月間暴露した。NO2ガスの代わりに清浄空気で屈露した動物群を対照とした。チャンバーは本  

研究所の動物棟5階に設置きれている中動物用慢性暴露チャンバー20）を使用し，暴露期間中，チャ  

ンバー内温度を25土2℃，湿度を55±10％に設定した。  
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図 1PTGと心電区＝ECG）の測定方法の模式図  

Fig・1Shematicillustration of recording method for pneumotachogram and  

electrocardiogram   

暴露後1および3か月日に動物を義経チャンバーから各群6匹ずつ取り出し，無麻酔保定下で，  

図1に示すように，標準肢II誘導により心電図（Electrocardiogram，ECGと略す）とマスク法  

により自発呼吸時の呼吸曲線（Pnemotachogram，PTGと略す）を記録し，心拍数および呼吸  

数を算出L，た。また，図2に示すようにECGとPTGの測定後直ちにLidcaine hydrochloride  

（xyl。Caine，1％），0，1mlの局所麻酔下で，大腿部を切開し，Heparin sodium（1，000unit／ml）  

を0．2ml大腿静脈から注入した。2－3分後に反対側大腿動脈から内面をヘパリン処理したディス  

ポーザブル注射器で0．2～0．3mlの動脈血を採血し，無麻酔時の動脈血pHa，炭酸ガス分圧（PaCO2），  

酸素分圧（PaO2）の測定（CORNING175）に供した。その後，Pentobarbitalsodium（NembutalP  

50mg／ml）30mg／kgBWを大腿静脈から注入し被検動物を麻酔した。麻酔後頸部を2～3cm切開し，  

気管と右側総頚動脈を露出させ，気管には人工呼吸器（シナノ製作所，SN480Ⅶ7）に接続したY  

字状の気管カニュれレを挿入し，総頸動脈には内面をヘパリン処理した1ml用ディスポーザブル注  

射器を接続した。気管カニューレの挿入とほぼ同時に，正中線に沿って腹部に約1－1・5cmの小孔を  

開け，その小孔を介して積層膜を切開し，直ちに人工呼吸を開始した。Y字状気管カニューレの加  
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図 2 実験装置と方法の模式図  

Fig・2 Shematicillustration of experimentalapparatus and methods  

圧側（新鮮空気供給側）に小型圧トランスジューサp（拡散型半導体圧変換器，TOYOI〕A，PD－104，  

0．3F）を取り付け人工呼吸に伴う庄変化を記録し，人工呼吸数の確認と，最大庄振幅（上端と下端  

の差）を計測し，ここでは便宜的に人工呼吸時のPTGとした。   

ところで，血液のpH，PCO，，PO2は肺換気量と密接な関係を持ち，肺換気量の変化は血液pH，  

PCO2，PO2を変化させる15・16）ことが知られている。同程度の重さのラットを用いた笑顔の結果，  

毎分30回の人工呼吸数では，PHaは7．22j＝0．03，PaCO2は54．3±2，4mmHg，PaO，は45，9±10．1mmHg  

であり，毎分110回になると，pHaは7．46±0．05，PaCO2は30．1±3．仙g，PaO2は71．0土19．4  

mm晦に変化し，人工呼吸数の増加に伴ちて，pHa，PaO2の増加と，PaCO2の減少が明瞭であった  

ので，本実験では，換気量の増加に伴う動脈血pHa，PaCO2およぴPaOzの変化を検討するために，  

人工呼吸数を毎分30軌70回，110回に変化させて測定した。また，人工呼吸数を変更して血液ガス  

スの変化が安定してくる4分後に頸動脈から0．2”0．3mlずつ採血した。   

PTGおよびもCGの増幅およびモニター，記録には多用途生体増幅器（ポリグラフ，三栄測器，  

142システムおよぴ180システム）とデータpレコ，ダー（TEAC，270A）を適宜組合せて使用し，  

必要に応じて再生と解析をくり返した。  
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結  果  

l．心拍数の変化   

実測した10秒間当たりの心拍数の変化を図3に示した。1か月間暴琵では1．3ppm群で対照群の約  

96％（P＜0．01）と有意な減少を，4ppm群で約95％と減少傾向を示した。3か月間義軍では，対照  

群と暴露群の問に有意な変化を認めなかったが，4ppm群で対照群の約104％と増加憤向を観察し  

た。  

・2．呼覗数の変化   

PTGの記録から算出した10秒当たりの呼吸数の変化を園4に示した。1か月間暴露では，対照群  

と暴露群の問に大きな変化は認められなかったが，3か月間暴露では0．4ppm群で対照群の約115％  

（P＜0．1），1．3ppm群で約108％，4ppnl群で約109％と増加傾向を示した。   

3．無麻酔時のPHa，PaCO2，PaO2の変化   

無麻酔下における動脈血pHa，PaCOzおよぴPaO2の測定結果を図5に示した。1か月間暴霜で  

は，pHaとPaO2は対顔群と暴罵群との間に大きな変化を認めなかったが，PaCO2は1．3ppm群で対  

照群の約103％，4ppm群で約105％と増加幌向を示した。3か月間暴露では，pHaとPaCO2に大き  

な変化を認めなかったが，PaO2は0．4pprn群で対照群の約98％，1．3ppm群で約98％，4ppm群で紳0  

％（P＜0．01）に減少した。   

4・人工呼卿寺における動脈血pHa，PaCO2，PaO2の変化   

Pentobarbitalsodium覇こ酔下で人工呼吸をさせ，人工呼吸数を毎分30，70およぴ110回としT：時の  

pHa，PCO，，PaO2の測定結果を図6一国8に示した。動脈血pHaは図61こ示すように，1か月間  

暴罵では，毎分30回の1，3ppm群で有意な増加（P＜0．05）を，毎分70回の0，4ppm群および毎分110  

回の0．4ppm群と1．3ppm群で有意な減少（P＜0．05）を示した。3か月間暴露では，各呼吸数で対照  

群と暴露群との間に有意な変化を認めなかった。動脈血PaCO2の変化を図7に示した。PaCO2は  

ユか月間暴露では毎分30回で対照群と暴露群の間に有意な変化を認めなかったが，70回では0．4ppm  

群（P＜0．05）と1．3ppm群一戸＜0．05）で，110回では0．4ppm群（P＜0．01）と1．3ppm群（P＜0．01）  

で有意に増加した。3か月間暴露では，毎分30回と70回の0．4ppm群で有意に減少し，70回と110回  

の4ppm群で増加傾向を示した。PaO2の変化を図8に示しT：。PaO2は，1か月間暴露では70回の  

0．4ppm群で有意rPく0．05）に減少した。3か月間暴露では，対照群と暴霧群との間に有意な変化  

を認めなかったが，110匝1ではNO2濃度の増加に伴うPaO2の減少傾向を認めた。   

次に，人工呼吸数の増加に対応した血液pHa，PaCO2およぴPaO2の変化を検討するために，毎  

分30回の測定値に対する毎分70回，‖0匝】の瓢定値の百分率を計算し図9一層江＝こ示した。p‡】aは，  
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¶0⊂OnCentratlon  
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図 3 心拍数（HR）に及ぼす影響  

Fig・3 Effect of NO，eXpOSure On heart ratein rats（m士SD，n＝6，  

＊＊P＜0．01）  

C O．k l．3 L c o．h l．311  

Ⅳ02COnCentr8七10n  

図 4 呼吸数（RR）に及ぼす影響  

Fig．4 EffectofNO2eXPOSureOnreSpiratoryrateinrats（m±SD・n≧  
6）  
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図 5 動脈血pHa，PaCO2，PaO2に及ぼす影響  

Fig・5 Effect of NO，eXpOSure On arterialblood pHa，PaCO2and PaO2  

in unanesthetized rats（m±SD，n＝6，＊＊P＜0．01）  
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図 6 動脈血pHaに及ぼす影響（麻酔下，人工呼吸）  

FigL6 EffectofNO20nチrterja】b】oodp＝a，jnanesthetjzedrats（vent3】ated  
Withmechanicalrespirator，mj＝SD，n＝6，＊P＜0．05）  
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図 7 動脈血PaCO2に及ぼす影響（麻酔下，人工呼吸）  

Fig・7 Effect of NO20n arterialblood PaCO2in anesthetized rats  
（ventilated with mechanicalrespirator，mj＝SD，n＝6，＊Pく0．05，  

＊＊P＜0．01）  
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図 8 動脈血PaO2に及ばす影響（麻酔下，人工呼吸）  

Fig．8 Effect of NO20n arterialblood PaO2in且neSthetized rats（ventilated  
with mechanicalrespirator，m±SD，n＝6，＊P＜0．05）  
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図 9 動脈血pHaの変化（30回／分時に対する％で示す）  

Fig・9 Change of arterialblood pHa（％of30rpm，mj＝SD，n＝6，＊P＜  
0．05，＊＊P＜0．01，＊＊＊P＜0．001）  

70 rpn  110 rpm  

・争－∵∴：・  
⊥  

吉／至／土＼岩                ⊥  

（
U
 
 
 
（
U
 
 
 
∧
U
 
O
 
 

∑
 
T
 
 

N
 

（
已
ト
○
：
○
讐
O
U
威
 
 

80  

∑ 60  

ho  

20  

0  

C O．h l．3 L  c o．L l．3 L  

Ⅳ0COmCentr8tion   
2   

図10 動脈血PaCO2の変化（30回／分時に対する％で示す）  

Fig・10 Changeofarterialblood PaCO2（％of30rpm，m±sD，n＝6，  
＊Pく0■05，＊＊P＜0．01，＊＊＊P＜0，001）  
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図11動脈血PaO2の変化（30回／分時に対する％で示す）  

Fig．11Change of arterialblood PaO2（％of30rpm，m±SD，n＝6，＊Pく  

0．05）  
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図12 人工呼吸時におけるPTGの振幅の変化  

Fig■12 Change of amplitudein PTG of rats ventilated with mechanicai  
respirator（m±Sか，花＝6，＊P＜0・05，＊＊P＜0・01，＊＊＊P＜  
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9図に示すように，1か月間暴露の70回で・対照群と比較して，0・4ppm群（P＜0■01），1．3ppm群（P＜  

b・001）およぴ4ppm群（P＜0・05）で，110回で0・4ppm群（P＜0．01）と1，3ppm（P＜0，001）で有意  

に減少した。3か月間暴露ではpHaは70臥110回ともに，暴蛋群と対照の間に有意な変化を認めな  

かった。PaCO2は図10に示すように，1か月間泰鍔では毎分70回の0．4ppm群（P＜0．01），1．3ppm  

群（P＜0■01）および4ppm（P＜0・05）で，110回の0．4ppm群（P＜0．01）と1．3ppm群（P＜0．001）  

で有意に増加した。3か月間暴露では，対照群と暴露群の問に有意な変化を認めなかったが，110回の  

1．3ppm群と4ppm群で増加傾向（P＜0．1）を示した。PaO2は図11に示すように，1か月間暴露で  

は70回の0■4ppm暴露群で有意に減少し，3か月間暴露では70回の1・3ppm群（P＜0．1）と4ppmで械  

少傾向を，110回の4ppmで有意な減少（P＜0．05）を示した。   

5．人工呼吸時におけるPTGの振幅の変化   

毎分30，70およぴ110回の人工呼吸を行った時の新鮮空気供給側（加圧側）で測定したPTGの振  

幅の計測結果を図12に示した。振幅は，1か月間暴露では毎分70回の0．4ppm群（P＜0．05）と1．3  

ppm群（P＜0．05）で，また110回の0．4ppm群（P＜0．01）で有意に減少した。3か月間暴露では，  

30回の1・3ppm群（P＜0・05）で，110回の0．4ppm群（P＜0．001）と1．3ppm（P＜0．01）で有意に減  

少し，70回の4pprn群で対照群の約123％，110回ppmで約110％と増加傾向を示した。   

考  察   

NO。暴露が血液の酸素分圧を低下させることがヒトおよび実験動物ですでに報告されている。  

Niedingら912）は5ppmのNO2を15分暴露したヒトで，Freemanら13）は平均15ppmのNO，を生涯  

しT：ラットで，そしてDavidsonら14）は8－12ppm3－4か月暴露の家兎で，それぞれ動脈血PaO2  

の減少を報告したが，無麻酔ラットでは，より低濃度の4ppm3か月間暴露でも顕著なPaO2の減少  

を起こすことが明らかとなった。まT；，Freemanら13）は組織学的に肺胞ガス交換面積の減少を観察  

したことからこれをPaO2の低下の一因と推定し，また，Davidsonら14）は，肺の換気力学的結果か  

から不均一な気道障害引半う換気拡散比の異常にPaO2の減少の原因を求めた。また，Stephenら3）  

は2ppmNO2を2年間暴露したラットで肺胞壁の再被覆および空気一血液バリアーの肥厚を，Furiosi  

ら21）は2土1ppmのNO214か月間暴露のサルで細気管支上皮の肥大を，RejtharとRejthar22）は5±  

1ppmのNO27週間暴露ラットで細気管支内脛狭窄化がみられることを報告した。これらの事実は  

その障害の程度によっては，動脈血PaO2を低下させる原因になると考えることができる。．   

ところで，動脈血pHa，血夜ガスは，体位，精神状態，呼吸数などによって変化する17）ので，麻  

酔下で人工呼吸器を使用して換気量を一定にさせるとともに精神的変化を取り除くことを試みた。  

同一人工呼吸数における血晩）H，ガス分析値を比較すると，対照群と比較して暴露群ではpHa，PaCO2，  
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PaO2に多様な変動が観察された。特に，110回の人工呼吸時の3か月間暴露で，暴露濃度の増加に  

伴うPaCO2増加とPaO2の減少が観察されたことは，NO2暴露群では呼吸器でのガス交換が障害さ  

れていることを示唆するものであるが，体内の他の臓器の酸素消費の増加に起因18・19）していること  

も否定できない。しかしながら，換気量とPaO？，PaCO2およぴpHaの間には一定の関係が存在しノ5，16）  

一般に正常な個体では換気量の増加に伴いPaO2とpHaが増加し，PaCO2が減少すると考えられ，  

同一個体ではその変化の程度は肺でのガス交換機能に大きく依存すると考えることができる。そこ  

で，人工呼吸数30固に対する70回，110回の変化率を計算し，対照群と暴裔群魯比較すると，1か  

月間暴露群でpHaの有意な減少あるいは減少傾向を，PaCO2の有意な増加あるいは傾向を認めたが，  

PaO2に顕著な変化を認めなかった。また3か月間暴露では，pHaに著変を認めなかったが，110回／30回  

時に，PaCO2の軽度の増加と，PaOzの低下が認められた。このことは，1か月間暴露群と3か月間  

暴琵群では，NO2の血液に対する反応の仕方が異なることを示唆した。また，人工呼吸時のPTGの  

振幅の増加は，同一呼吸数では，振幅の大きい方が気道での空気祇杭が大きいと考えることができ  

るので，4ppnl群では，対照群と比較して肺換気量が減少している可能性がある。逆に，0．4ppmと  

1．3ppm群では脈換気塁が増加していることを示唆し，理由については不明であるが，この変化は，  

人工呼吸時のpHa PaCO2，PaO2の変化と一致すると考えられた。   

一方，山林15）は，動脈血PaO2の低下がみられるハイポキセミア（hypoxemia，低酸素血症）を  

1）肺胞気酸素分圧（PAO芝）の低下によるハイポヰセミアと2）肺胞気酸素分圧は正常で′ぐイポ  

キセミアがみられるものに大別し，さらに，2）をa）右→左シャントとb）拡散障害に分け，肺・  

拡散能力を左右する因子として①肺胞膜，肺毛細管壁の透過軋②ガス交換面積，③肺血管零畳  

（弧血液のヘモグロビン濃度を挙げた。比較的高濃度のNO2暴露は肺水腫，肺気腫あるいは肺胞壁の  

肥厚3）などによって，肺毛細管壁のガス透過性の変化およびガス交換面積の減少13）を，さらに細気管  

支上皮の肥大による狭窄21・ZZ）を起こすこ・とが病理学的に確認きれているが，本実験のような0・4，  

1．3，4ppmのNO23か月間暴露で上述のような形態変化が起こるか現在のところ明確ではない。ま  

た，肺機能検査で検出できないような軽度な変化の場合でも，血汲ガスに範常が起こる17－ことを考  

慮すると，本実験の結果の解釈は慎重にする必要がある。いずれにしても，本末鹸の結果，4ppm  

のNO23か月間暴露はラットにハイポキセミアの状態を起こしうるものと考えることがセきた。   
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マウスの遊泳持続時間に及ばす＝酸化窒素の影響  

Effect of Nitrogen Dioxide on Forced SwimmIng Endurancein Mice‘  

鈴木 明1・市瀬孝道1・届 博一1・織田 肇1   

Akira SUZUKIl，TakamichiICHINOSEl，Hirokazu TSUBONEland Ha5ime ODAl  

要  旨   

NO2の生体影響を評価するための一手段として，マウスに5，10，20，40ppmのNOz  

を24時間暴露し，遊泳持続時間（FST），FSTの経目的推移，血液中乳鱒量の変化，  

肺湿重量および肺水分含量について検討した。対照群と比較してFSTは10ppm以上の  

暴露群で有意に減少した。5ppm暴露群のFSTは暴露直後には変化を認めなかったが，  

暴露終了後1～4日目に有意な減少を認めた。5ppm暴露群の血液中乳酸は，遊泳負  

荷（4分間）直後およぴ24時間後では，対照群と比較して有意に増加した。肺湿重量  

は20，40ppm暴露群で，肺水分含量は10ppm以上の暴裔群で有意に増加した。  

Abstract   

In order to evaluate the acute efiect of NO, exposure on experimental 

a11imals，malemicewereexposedtoNO2attheconcentrationof5，10，20and40  

PPTlfor24hours，Forcedswimmingendurancetime（FST），ChangeoftheFST  

duringthepost・eXpOSuredays，1actatecontentinblood，1ungwetweightandlung  

WaterCOntentWereeXamined．ThesignificantdecreasejnFSTwasobserved  

miceexposedtolO，20and40ppm，NosignificantdifferencefromthecontroIswas  

ObservedinFSTofrniceexposedto5ppmimmediatelyaftertheexposure，While  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   

The N且tionalInstitute for EnvironmerltalStudies，Basic MedicalSciences Di－  

vision，Yatabe－maChi，Tsukuba，Ibaraki305，Japan  
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remarked decrease h that was recognized durjr）g the fjrst to fourth day of  

post－eXpOSure．ThesignificantincreaseinlactateinthebloodofmiceLeXpOSedto  

5ppmNO，WaSObservedimmediatelyand24hoursaftertheswimmingekercise，  

Lungwet weightinthemiceexposedto20and40ppm NO，，andlungwater  

COntentatlO，20and40ppmexposureincreasedremarkably．   

はじめに   

Yokoyomal），Bruch2）ぉよぴIchiokaのモデル実験3）によって，NO2は気道を介して肺内末梢  

部まで深く入ること，また呼吸器内での摂取率が高い4）ことが知られている。したがって，NO2の  

第一次侵襲点が呼吸器であることは明確で，呼吸器の形態的あるいは機能的変化に関する報告5‾9・】9）  

は比較的多い。一方，NO2暴蕗によって動脈血髄素分圧が低下することが，ヒト1D【13）ぉよび実験動  

物141i5）で報告きれている。   

一万，激しい運動時には，生体は，安静時に比較して，多量の酸素摂取を必要とする1も17）と言わ  

れている。したがって，生体内への酸素の摂取が呼吸器の器質的あるいは機能的変化によって阻害  

された場合には，その影響は運動持続能力の低下として現れるかもしれない。また，NO2の影響が  

軽微で，安静時には認められないような場合，運動負荷を加えることによってその影響が顕在化し  

てくることもあろう。   

大気汚染と運動（行動）に関して，Wayneら18）は，ロスアンジェルスのクロスカントリー・ラン  

ナーの記録とオキシダントスモッグ濃度間に有意な関係があることを証明した。また，動物実験で  

は，Murphyら5）はNO2暴露マウスで自発走行運動量の減少を報告しT：。さらに，T。SlらZO）は，NO2  

暴露ラットの遊泳スピードの低下を報告した。いずれの報告も，暴露中に検索したものである。  

Campbell21）は，．NO2の暴露前後に測定し，暴罵ラットの遊泳持続時間の減少を報告したが，暴罵  

後に強制負荷を加え詳細に検討した報告はほとんどない。   

NO2の生体への影響を評価するための一手段とし七，NO2暴露動物に遊泳負荷を加え，NO2濃度  

と遊泳持続時乱暴琵後の遊泳持続時間の経目的推移，血液中乳顧量の変化，肺湿重量および肺水  

分含量等について検討した。またNO2暴質実験に入る前に（遊泳）負荷の大きさについて検討した。   

方  法  

15－17週令の雄マウス（JCL：ICR）を一群6－10匹として計150匹使用した。動物の平均体重  

は35．2g（範囲33．5g～37・6g）で対照群と暴露群との間に差がなかった。NO2暴露時には水，エ  

サを与えなかったが，その時以外は，一般上水と商用飼料で飼育した。NO2の暴露は，濃度5，10，  
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20，40ppmで24時間とし，気積120ゼの急性暴罵用チャンバーで行った。換気回数は毎時20回で，チャ  

ンバー内温度は22土1℃であった。NOzの供給および排気には暴露実験装置（日本クレア，PT－  

300A）を使用し，チャンバー内のNO2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ML－8440H）で測定した。   

強制遊泳持続時間（Forced Swimming enduranceTime，以下FSTと略す）を，次に述べる  

方法で暴露終了直後から10日間にわたって，毎日同一時刻に測定した。被検動物の尾根部に体重比  

にして2．8～3．0％の鉛製のオモリを付け，水温20±1℃の水槽に入れた。水槽は西経24cm，深さ25  

cmの円形で，動物がつかまって休むことのないように内側面が平滑のものを用いた。動物が遊泳を  

開始してから遊泳を維持できなくなるまでの時間をストップ・ウォッチで正確に測定しFSTとした。  

なお遊泳停止時点の判定はCampbeil21）の方法に従った。FSTとNO，濃度との関係を検討する動物  

群（50匹）では，FST測定終了後直ちにエーテル麻酔下で心採血を行い，死後，肺を採取し，肺湿  

重量と乾重量を計測し，その差から肺水分含量を算出した。ここで乾重量とは105℃で10時間乾燥さ  

せた後の肺重量である。血液中乳酸の測定のため36匹を供した。5ppm暴露群と対照群をそれぞれ  

3群ずつ（1群6匹）に分け，第1群は遊泳負荷を加えないで，また他の2群のうち1群は4分間  

の強制遊泳垣後に，残りの1群は24時間後に，エpテル麻酔下で心採血し，Gutman22）の方法に従っ  

て血液中乳懐を測定した。試薬にはラクテート・UV・テスト（BMY）を用いた。   

対照群と暴露群の平均値の統計的有意差の検定にはスチューデントのど療定を用い，p＞0．05の  

場合，有意差はないと判断した。   

結  果  

l．負荷の大きさとFST   

負荷の大きさはこの踵の実験では重要な意味を持つ。すなわら，負荷が大きすぎると厄ちに力つ  

きて沈むし，逆に負荷が小さすぎると浮遊する時間が多くFSTを正確に測定することが困難なため  

測定誤差が大きくなる。そこで，本実験における適当な負荷を決定するために，負荷の大きさと  

FSTの関係について検討した。   

図1に負荷（体重比に対する％）とFSTとの朗係を示した。この図のy軸が対数で目盛られてい  

ることを考慮すると，負荷のわずかな変動でもFSTが大きく変化しうることが示唆された。ゆえに，  

本実験の場合には，負荷の変化範囲をできるだけ狭くするとともに，FST計測時の判定誤差，さら  

に負荷が2％以下では浮遊する個体があること等を考慮して，負荷として2．5～3．0％を選んだ。次  

に，ここで決定した負荷による動物の遊泳状態を検討するために最初のFST測定後，1時間目と4  

時間目にFSTを測定した。ここで11時間目と4時間目の群は別の動物であるロ表1に示すように  

最初のFSTと1時間【］およぴ4時間目のFS．Tを比較すると，1時間甲および4時間目のFSTは，  
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1 2  3  む ぅ  6  7 8  9 10  

load（褒of Body Weight）  

図 1負荷の大きさと遊泳持続時間（FST）  

Fig．1Correlationship between forced swiinming endurance time（F  
ST）andloaded weight（％of body weight）  

表  1最初のFSTと，最初のFST測定後1，4時間目のFSTの比較   

Tablel．Comparison oflst FST with thatland 4 hours afterlst  

（unitin sec）  

afterlst Exercise  
Ist FSTT 

1hour  4 hours  

624 ±113  8 土 3   

598 ±101  10 ± 4  

ともに最初のFSTの2％以下に減少した。従って，この負荷では，被検動物は最初の強制遊泳時に  

全力を出していると考えられた。以下，NO2暴露のFST測定および強制遊泳（4分間）には・体重  
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比2．5～3．0％の負荷を使用することにした。   

2．NO2暴藷濃度とFST   

NO2暴露濃度とFSTの関係を図2に示す。対照群のFSTと比較して，暴露群のFSTは，5ppm  

群では有意差はなかったが対照群の約92％に減少し，10ppm群で約75％，20ppm群で約57％，40ppm  

群で29％といずれも有意（p＜0．01）な減少を示した。  

ho  Cう10 20  

Concentra七ionorⅣ02（ppm）   

図 2 NO2暴露濃度とFST  

Fig・2 Effect of NO2eXPOSure On FST（Each point with bars represents  
mean ±1SD oflO subiects．C：Control，＊＊：P＜0．01）   

3．経日的FSTの推移   

対照群およぴ5，10，20ppm暴露群について，暴露終了垣後から10日間にわたって毎日同一時刻  

にFSTを測定した。その平均値の推移を図3に示した。   

暴露群の平均FSTは，全観察期間を通して常に対照群の平均FSTより小さい値を示しT＝。5ppm  

暴露群のFSTは，対照群と比較し，暴蛋直後に有意な減少を認めなかったが，暴露終了1日目には  

対照群の約74％（P＜0．05），2日目には約63％（p＜0．001），3日目には約63％（p＜0．001），4  

日目には約89％（P＜0．05）と有意な減少を示した。また，最初の対照群の平均FSTのレベルにも  

どるのに要する日数は，5ppm群では暴露終了後5－6El，10ppm群では7～8E］，20ppm群では  

9日以上であった。  
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図 3 平均FSTの経日的推移  

Fig．3 Change of mean FST during postexposure days（Each point repre－  
sents mean value oflO subjects）   

4．血液中乳酸長の変化   

対照群と5ppm暴露群の遊泳負荷前，直後および24時間後の血液中乳酸の測定値を表2に示した。  

遊泳負荷を加えなかった群では，対照群と暴露群との間に有意な差が認められなかったが，遊泳負  

荷（4分間）直後および24時間後では有意に増加した。  

表  2 血液中乳簡量の変化  

Tab】e2L Lactatein blood of mice exposed to 5 ppm NO2immedi－  
ately and24hours after exercise（Data are expressed as  
mean j＝1SDof 6 subjects，unitin mg／100ml，＊：P＜0・05，  
■＊：P＜0．01）  

Unexercised  Exercised group  

group  Just after exercise  24h after exercise  

Contro1  6．5 ± 0．5  8．2 ±  

Exposed  7．3 ±1■6  11．4 ±  

7．6 ±   

15．0 士  

5．暴環溝度と肺湿重畳および肺水分含量  

肺湿重塁および肺水分含量の測定結果を表3に示した。この表から明らかなように，対照群と比  
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較して，肺湿重量は20ppm群と40ppm群で，肺水分含量は10ppm以上の暴鍔群で有意に増加した。  

表  3 NO2暴露が肺湿重量および水分含量に及ぼす影響  

Table3．Effect of NO2eXpOSure Onlung wet weight andlung water con－  
tentinmice（Data are expressed as mean士1SD of 5 subjects．  
＊：p＜0．05，…：p＜0．01）  

NOI concentration 
Control  

5 ppm  lO ppm  20ppm  40pp】¶  

Lung wet 190▲2±15・2 19臥2士13▲6 204▲6±18・8 221，2±9．9■ 388・0土78．5●■  

weight（mg） （100％）  （104．2％） （107．6％） （116．3％） （204．0％）  

Water  144．5±10．3 153．3±11，3 162，3±10．9■176．9士12．1＝＝ 343．5土32．6書■  

content（mg） （100％）  （106．1％） （112．3％） （122．4％） （237，7％）   

考  察   

動物実験において，NO2暴錯が運動能力を低下きせるという報告5・犯21）はあるが，NO2暴露中  

に測定した報告がはとんどで，暴露後に強制負荷を加えて検討した報告は少ない。著者らは，NO2  

を暴露したマウスに遊泳負荷を加え，暴露終了後の遊泳持続時間（FST）とその経日的変化，そし  

て一定の遊泳負荷時の血中乳酸塁について検討した結果，5ppm以上のNO2，24時間暴露は，マウ  

スの遊泳持続時間の減少，すなわち運動能力の低下を引き起こすことが明らかとなった。Campbell之l）  

は，NO2濃度40ppm，0，21日暴番およぴ20ppm，1日暴露で対照群と比較し有意なFSTの減少を認  

めたが，8ppm，19日間暴露では有意な減少を観察しなかった。高濃度（40，20ppm）での彼の成  

績は著者らの結果と一致するが，8ppm，19日間暴露で彼が有意な変化を認めなかったことは，  

著者らの5ppmでの結果が示すように，8ppm程度の濃度では，その影響が暴露垣後には現れず，  

むしろ数日後に顕在化する可能性がある。   

遊泳負荷のような実験においては，負荷の大きさの変化は重要な問題であり，可能な限り負荷を  

一定にするべきである。今臥 本実鹸で使用した動物の平均体重は35．2gで，その範匪＝ま33．5－  

37．6gであり，体重に対する負荷は平均2．9％，範囲2．7－2．9％であった。この負荷値は予備実験  

により設定した2、5～3．0％内に位置するとともに，対照群と暴粍群の体重間に有意な差はなかった  

ので，両群ともに同じ程度の負荷であったと考えられた。また，低濃度と高濃度暴露群では，摂水  

量および摂食量が異なることが知られているので，本実験では暴露中は絶食とした。一方， マウス  

の実験では発育成長に伴う体重および各種臓器の変化を考慮する必要がある。そこで，茨木ら23・24）  

によりJCL：ICRマウスの形態の完成および成熟する時期は9～10過前後であると報告されている  

のでそれより成長した15～17過令のJCL：ICR系マウスを使用した。  
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筋肉の行う仕事量，生成する熱量，乳酸量および酸素消費量との間に相互関係があることが知ら  

れている。すなわち筋収縮は嫌気的な条件下でも可能であるが，その結果乳酸が生じ，これが蓄積  

すると収縮困難となる。しかし簡素を供給すると，収縮能力を回復する。また酸素が十分に供給さ  

れていれば，乳酸の生成は少ないということである。本実験で用いた遊泳負荷を支える最も大きな  

要因は泳ぐという筋運動である。したがって筋運動によって筋肉で生成きれ，拡散により血液中に  

入った乳酸を測定したと考えることができる。5ppm暴露群の乳酸量が遊泳負荷時に対照群より増  

加したことは，上述の概念と考え合わせると，暴露群では酸素の供給が対照群より少ないために筋  

での乳顧が増加し，血中乳酸量を増加させたと考えることもできよう。ただし，この前提として，  

暴露群と対照の間に運動量が一定であることが必要である。著者らが4分間の遊泳負荷時を肉眼的  

に観察したところでは両群の運動量に差がないように見えたが，今後検討すべき余地は残る。また，  

10ppm以上のNO2暴露で，FSTが有意に低下しT：ことは，肺湿重量および肺水分含量が増加したこ  

とから，肺水腫等のために，酸素の摂取量が減少し運動に伴う酸素消費に見合うだけの簡素を供給  

できないためであると考えることもできる。しかしながら，5ppm程度のNO2暴裔が，運動機能と  

関連の深い神経系，循環器系へ与える影響についていまだ十分解明きれていないことを考えに入れ  

る必要があり，今後十分に検討すべきであると考える。  

10－40ppm，24時間のNO2暴露は，FSTを減少させたことから，運動能力を低下きせることが示  

唆された。また，その出現の時期は，暴露終了直後とは限らず，負荷を加えることによって出現す  

ることもあることが明らかにきれた。運動能力を低下させる一要因として酸素の摂取抑制が推測さ  

れた。   
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Ⅰ－4  

ニ酸化窒素を暴露したマウスの血液中亜硝酸・硝酸イオン旦の変動   

Variationsof Nitriteand Nitrateint「やBloodof Mice ExposedtoNitrogen Diox－de  

織田 肇1・局 博一1・鈴木 明1・市漸孝道I   

Hajime ODAl，Hirokazu TSUBONEl，Akira SUZUKIland TakamichiICHINOSEl  

要 旨  

NO2に暴露したマウスの血液中のNO；，NO言の童をナプチルエチレンジアミン発色  

法とCurCd還元力ラム法を用いて定量した。40ppmのNO2に暴露すると，NO㌻は1、0分  

以内に－・定値に達し、マウスを室内空気中に移すと数分の半減期で減少した。NO言は  

より援徐な変動を示し、その董主はNO盲の約10倍であった。5，川，20，40ppmに1時  

間暴霜したマウスにつきNO；，NO言とNOz濃度との間の量一反応関係をも求めた。メ  

トヘモグロビンはいずれの濃度においても増加は認められなかった。よ乃 γよ～γ0 で新  

郎血液にNaNO2を添加するとメトヘモグロビンが増加するとともに，NO；は半減期6  

分で速やかにNO；に変化した。一方NaNO3の添加ではNO古畳にはとんど変化はみられ  

なかった。これらの成績から吸入されたNOての血液内の化学種としてはNO言とNO；を  

考慮すべきこと，またNO；はヘモグロビンにより速やかにNO言に変化することが示さ  

れた。  

Abstract  

Blo6d nitrite and nitrate of mice were determined using  

rlaPhthylethylenediamineandCu－Cdreductioncolumn．Whenmicewereexposed  

to40ppm nitrogen dioxide，nitritebecame constantinlOminutes．It declined  

1，国立公害研究所 環境生理部  〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   

The NationalInstitute for EnvironmentalStudies，Basic MedicalSciences  

Division，Yatabe－Machi，Tsukuba，Ibaraki305，Japan  
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rapidlywithahalf・1ifeofseveralminuteswhenmicewereremovedt。r。。mair．   

Nitrateshowedsimilarchangewithlargercontentsandlongerhalf－timethan  

nitritebothinincrease anddecrease．   

Dose・effectrelationshipswerealsodeterminedattheconcentrationsranglng  

between5－40ppm forlhour exposure■Noincrease ofmethemoglobin was  

observed at theseconcentrations．   

In vitrv addition offreshmouse bloodto sodium nitriterapidlyconverted  

nitrite to nitrate accbmpanied with theincrease of methemglobin，Whereas  

additiontosodiumnitratedidnotcauseanychange、Thefateofinhalednitrogen  

dioxideinthelivingbodyisdiscussedbasedontheresultsobtained．   

はじめに   

吸入された一顧化窒素（NO），二酸化窒素（NO2）などの窒素酸化物（NOx）の生体内運命につい  

て，最近吉田ら1）は安定同位元素である15Nに着目し，ラットを138－880ppmの15NOに暴露した。  

血中および尿中の15Nを質量分析計を用いて測定した結果，15Nは血液中に多量に存在すること，なら  

びに24時間内に吸入した15Nの約半量が尿中に排泄されることが明らかとなった。また尿中15Nの  

40％は硝酸塩として存在していた。一方太田らZ・3）は1160ppmの15NO2を暴露したラットで同様  

の測定を行い，15N量は肺，血祭，腎に多く，血中にNO言の増加することを示している。   

G。Idst。inらモ）はサイクロトロンで合成した0，3LO．9ppTnの13NO2（半減期10分）をサルに暴露し  

胸腹部のシンチグラム，血中の13Nを測定した。50％60％の1．3Nが安静呼吸中に体内にとどまり，  

肺で125Ⅹeに比較して長時間滞り，その後血流を通じて全身に広がった。彼等は気道、肺でのNO2と  

水の反応によりNO盲とNO言が生じることを示唆している。   

Sv。rC。VaとKaut5）は22．5ppmのNO2に4時間暴露したウサギの静脈，動脈中のNO言，NO；を定  

責し，動脈血中では静脈血中に比してNO盲は多く，逆にNO言は少ないことを示し，ヘモグロビン  

（Hb）によるNO；からNO；への変換を示唆している。また両イオンは暴露開始1時間で平衡斗犬態に  

達し，暴蕗を中止すると1．5－2時間で元のレベルにもどること，尿では暴露15分でNO；の検出され  

ることを報菖した。   

織田ら6）は20－80ppmのNOあるいはNOzを暴露したマウスについて，その血液中の一願化窒素ヘ  

モグロビン（NOHb）とメトヘモグロビン（MetHb）を電子スピン共鳴法を用いて走塁し，その挙  

動を明うかにした。40ppmのNO2ではNOHbは増加する（1時間後0・2％）がMetHbは増加せず，一  

万同濃度のNOではより多量のNOHb（0．7％）とMetHb（5％）が検出された。NOHbの鼻はNO，  

NO2濃度と直線的な比例関係があり，MetHbはNO濃度の上昇とともに指数関数的に上昇した。  
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上述のように，吸入きれたNOxの血液内化学種としてはNO妄，NO；が考えられ，またそれらとHb  

との相互作用を研究する必要のあることが示された。本報告では前述のNOHb，MetHbの測定と対  

応する暴露条件下でマウスの全山申のNO；，NO言の挙動を調べるとともに，上花Uわγ0で全血と両イ  

オンを反応させてその反応の様式を研究した。   

方  法   

窒素バランスしf：5，000ppmのNO2を用い，120Bのチャンパー（E］本クレア製，PT－300A）内で  

マウスを暴露した。NOとNO2の濃度は化学発光法窒素酸化物連続測定器（モニターラボ，ML－  

8440H）によって連続的に測定しだ。チャンバー円温度は22±1℃に保らた。  

JCL：ICR♀マウス（4か月令）を暴露に供し，血液を可及的速やかにかつ多量に採取する為，  

頚椎脱臼後閑胸し，注射器で右心室より採血した。NO；，NO言の鮒定には，0．5mゼの血液に3．Omβの  

蒸潮水，1．Omゼの8％硫酸亜鉛溶液，0．5mゼの4％水酸化ナトリウム溶液を加え，よく濃絆した後，  

3，000rpmで10分間遠心して脱タン′ヾクした。上宿0．5mゼに3．3％スルファニル酸（20％酢酸中）0．5  

mB O．1％ナプチルエチレンジアミン（NEDA）0，5mBを加え10分後に540nmの吸光度を測定した。  

あらかじめNaNO2と上記の試薬を反応させて作成した検塁線よりNO言濃度を求め，稀釈倍数10をか  

けて血中濃度に換算した。上帝の残り（約3m射をCu－Cdカラムを用いて還元した乞j硝酸分析用Cd  

小片（和光純薬工業KK製）を1N塩酸で処理したのち，数垣】蒸溜水で洗い，その後2％硫髄銅溶液中  

で活性化した。Cd小片をガラスカラム（2．5Ⅷ座×300m）につめ，1％塩化アンモニウム溶液で十分  

に洗った。遠心上宿を1mβ／分の流量で流し，最後に流出した約1mβの試料を試験管に採取した。  

このうち0．5mlを用いて，NO；定量と同一手法で，NO；＋NO言（＝NO盲）を求めた。得られf：値か  

ら舶述の方法で求めたNO；を差引いてNO言とした。NO盲，NO盲の見はNO言¶NFLg／mB，NO言－N／虜／  

mβとして示した。いずれの場合も，1／塔／mゼは71．毎Mに相当する。   

Mettlb測定の為に約0．2mゼの血液を用い，Evelyn－Ma1loy法句に従って分光的定量を行った。  

J花〃か0の実験では出来るだけ新鮮なマウス血液（数匹分をプール）を用いた。40〟g／mゼNO言－  

NのNaNO2溶液，まT：は40〟g／mBNO；－NのNaNO3溶液いずれも70pj7を0．63mlの血液（あらかじめ  

37℃に加温）に加え，10分ごとにNO；とNO；の定蔓（血液0．5mゼ使用）と，MetHb定量（血板0．2mゼ  

使用）を実施した。  

結  果  

l．NO；，NO；の定量  

0－1．Opg／mDのNO盲－N（NaNO2による），およぴNO；－N（NaNO3による）のTris－HCl（0．05  
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MトNaCl（0．56％）緩衝液（pH7．4）中の検遣線を図1に示L／た。NO；は直接発色試薬と反応き  

せ，NO言はCu－Cdカラム処理後に定芸圭L／f；。NO；は1．OJJg／mBrNまで両線的な関係を示したが，  

NO；は0．5〃g／m針－N以上では検品嫁が傾く傾向を示した。これはこのサイズのカラムの処理能力の  

限界と考えられたので，以降のNO；の測定は0，5FLg／rnBN，血液中ではその10倍の5pg／mか一N以  

下で実施した。  
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0・Z  O・4   0．6   0．8   1．O  

NOx一日ノg／ml  

図1NO言，NO言の検量線  

Fig．1Calibration curves of nitrite and nitrate   

表1にNO；とNO言の血液の添加実験の結果を示した。40FLg／mB－NのNaNO2溶液50JJD，または  

NaNO3溶液50plを0．45mBの血掛こ室温下で加え，直後にその回収率を測定した。後述するようにNO言  

は血液中では速やかに【0言に変化するので，NO言の回収率はNO；（NO；＋NO；）で計算した0匝収  

表 1NO；，NO言をマウス血液へ添カロした場合の回収率  

Table・1Recoveries of nitriteよnd nitrate added to mouse bl。。d  

十NO2  十NO盲  

Calculated■  

Observed■  

％ recovery   

4．00  4．00  

3．94±0．05  4．07±0，11   

98．5  101．5  

n＝4 ＊NO；（NO；＋NO言）LNpg／ml  
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率は数匝Ⅰの実験を繰返した場合概ね満足すべきものであったが，NO；の回収率はCuLCdカラムの  

効率により多少の変動を示した。従って，カラム効率を標準試料により適宜チェックするようにし  

た。   

2．NO2暴露マウス血中のNOi   

マウスを40ppmのNO，（混在するNOは0．1ppm以下）に2時間まで暴露した。暴露開始後一定時間  

ごとに3匹のマウスをチャンバーのパスボックスを通して取出し，可及的速やかに採血した。何匹  

かのマウスは1時間暴露後チャンバーより取出し室内空気中に放置後，一定時間ごとに採血した。  

図2に血液中のNO言，NO言の変動を示した。なお各点は3匹の平均値である。対照のマウスではNO；  

は検出されなかったが，NO言は0．4鳩／m仁一Nの値を示した。暴露を開始すると両者とも増加し，NO盲  

は10分後，NO言は30分後にはば－・定値に達した。その時NO；の責はNとL，てNO；の約10倍であっT：。  

マウスを1時間暴露後室円空気中にうつすと，NO言は半減期数分以内の速度で消失した。一方NO言  

の半減期は約1時間であった。  
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図 2 40ppmNO2暴露時のマウス血液中のNO；，NO；の変動  

Fig・2 Alterations of nitrite and nitratein the blood ofmice exposed to  

NOz at40ppm   

5－40ppmのNO2を1時間暴露した時のNO；，NO言，MetHb屋≧を図3に示した。前2者はNO2濃  

度の増加に対して非甫線的閑係を示し，一般にNO；の濃度（FLg／mBLN）はNO言のそれの約10倍の  

値魯示した。MetHbは対照群では0．5－1．0％の値を持ち，NO2の暴露によってはその増加は認めら  

れなかった。なお各点は4匹の平均値である。  
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図 3 5r40ppmのNO21時間暴琵時のNO言，NO言，MetHbのガス濃度依存性  

Fig．3 Dose dependence of nitrite，nitrate and MetHbinthe blood ofmice  
exposed to NO2at 5－40ppm forlhour   

3．Jn vi什Dの反応   

NaNO2あるいはNaNO3を37℃で血液と反応させ，10分ことにNO；，NO言，MetHbを測定した。  

図4に示すように，NO；添加後NO；は急速に減少し，逆にNO；の生成がみられた。NO言＋NO言はほ  

ぼ一定であった。NO言の減少は図5に対数プロットで示すようにhalf－timeが6分の見かけ上→次  

千
言
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ミ
〒
宣
 
 

0  10  20  300  10  20  30  

Incub8tjon tjme（mjn）  

図 4J乃即か0（37℃）でマウス血液に添加したNO言（左図），NO言（右図）の変化  

Fig．4 Ch且ngeS Of rLitrite（1eft Fig・）and nitrate（right FigL）incubated  

with mouse blood at37℃in vilro  
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図 5 ∫乃即わro（37℃）でマウス」flし液に添加したNO言の変化の対数プロット  

Fig・5 Log plot of nitrite contqntincubated with mouse blood at37℃  

J几 Ug～γ0  

反応の形式をとった。MetHbは10分後に最高値となり，以降は低下した。1モルのNO言が同モルの  

HbをMetHbに変えるとするとミ）添加したNaNO2と血液中Hb量から計算して，3．5％のMetHbが生  

成すると予測されるが，実際の生成責はこれより少なく，MetHb還元酵素による還元は速やかであ  

ることが知られた。NO言を添加した安蘇では，血液中のNO；，MetHbの責には変化はなく，NO；と  

血液の相互作用は非常に小さいことを示した。   

考  察   

血液中のNO言，NO；の測定に関してはこれまで教席の方法が提唱きれているな10・11）血液を脱タン  

パク後，NO盲をスルファニル慨（あるいはスルファニルアミド）とNEDAで発色させるのはいずれ  

の方法もほほ同様であるが，一方NO言の測定法に関してはSawicki12）はキンレノール，ブルシン，  

クロモトロプ顧，アミノビレンによる方法を比較しており，この中ではアミノビレン法が最も感度  

がよいと指摘し，Wegnerll）も血液での測定に応用している。しかし，この方法を検討した結果で  

は，濃硫酸を100℃で陽浴する過程がやや繁雑であり，456nmの吸光度測定の際に妨害物質の吸収が  

壬なるなどの問題点があっT：。従ってSchneiderら7）が提唱しているC。－Cdカラム法を検討した。  

一49－   



原法では50mβの流山i液が必要とされているが，出来るだけ少塁の血液で，かつ感度よく（試料を稀   

釈せずに）定員するために，小型のカラムを作製した。このサイズのカラムはテクニコン・オート  

アナライザーによる水，海水中NO；，NO言の測定にも使用されている。なお，脱タンパクはShechter  

ら10）にならい，硫酸亜鉛と水酸化ナトリウム溶液を用いて行った。図1に示したようにNO言の検量  

線は1pg／mBLNまでTE線的であり，NO言も0．5FLg／mD－Nまで直線的であった。また血液へのNaNO2  

とNaNO。の添加回収成績も満足できるものと考えられた。   

マウスの採血は可及的速やかに行ったが，この必要軒はg乃〃わroでNO盲を血液へ添加した実験にお  

いて，NO；が6分で半減することからも示された。チャンパーより取出し，採血，NaOH試薬添加  

（NO盲とHbの反応は停止する）まで普通23分を要したので，古狸γか0のデータから換算して暴  

露中の実際の血中NO盲濃度は得られたデータの1．25－1．4倍になると考えられる。従ってNO盲の値も  

対応するNO言の増加分を差引いて計算しなければならないが，NO言はNO言のほぼ数倍の値を示すの  

で，この誤差は小さなものである。   

40ppmのNO2に暴露したマウスの血中のNO；の挙動は，SvorcovaとKaut5）がウサギに22，5ppm  

のNO2を暴露して求めたNO；のものとパターン，童ともに類似していた。しかし，対照群ではNO言  

が検出きれなかったこと，また暴露中止後20ク）以内にNO言は消失することなどが彼らの成績とは異  

なっており，動物の種族差を示すものかもしれない。一方NO；はNO言の挙動と比較して，緩徐な経  

過をたどり，約30分で飽和し，減衰の半減期は約1時間であった。この半減期の成績はSvorcova  

とKautのものと一致していた。しかしNO言の屋は彼等の得た値の約1／50であり，大きな差を示して  

いる。これは動物種族差による可能性もあるが，一一方彼等の用いたポラログラフイー法と，本報の  

比色法の差による可能性も否定出来ない。今垣Ⅷ1液へのNaNO8添加実験では満足すべき回収率が得  

られていることから，マウスについての成績は妥当なものと考えられる。   

血中NO妄の暴露NOヱ濃度に対する量一反応関係は直線的ではなく，ガス濃度の対数に対してほぼ  

直線的であった。このことば血中NO；塁と暴露濃度の関係は複雑であることを示しており，NO2暴  

蛋による体内へのNO2のとりこみと腎よりのNOiの排泄のガス濃度依存性を詳細に検討する必要が  

あると考えられる。   

20T80ppmのNO2にマウスを暴露した場合，MetHbの増加が認められないことは既に報告した6）  

が，今回の実験でも同じ成縫が得られた。いずれのNOzの濃度でも血中には微遺ながらNO言の存在  

は認められたので，マウスの場合はMetHb還元酵素によるMetHbからHbへの変化が迅速で，MetHb  

の増加は検出きれなかったものと考えられる。従ってこの酵累の栢性の低い動物種では同濃度のNO2  

でもMetHbが増加する可能性は残されており，ラットでそのような成約が報告されているご）  

In vitroでHbとNO言を反応させると，加えたNO盲は当量のNO盲に変化し，また当畏のHbがMetHb  

に変化することが小坂ら9）によりすでに報告きれている。彼等はこの反ふ長のpH依存性をも考慮に  

入れて次式を提唱している。  
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4HbOz＋4NO；＋4H＋→4Hb十＋4NO；＋02＋2H20  

本反応は1ag phaseをもつS字状の時間的経過をたどるときれている。一方血液にNaNO2を添加し  

た今回の実験では，同様にNO；は当畏のNO言に変化することが認められたが，反応は見かけ上一次  

式であり，かつMetHbの生成量は計算見よりも少なかった。この原因として前者はNO盲に対してHb  

が過剰であること，後者は血球中のMetHb還元酵素によるMetHbのHbへの還元として説明できよ  

う。いずれにせよ，血液中でNO言は1（Il球内に入りHbをMetHbに変え，自身はNO言に変換されると結  

論することができる。一万血液とNO言の反応はほとんど無視できるものであり，その変動は主とし  

てNO言からの生成と尿への排泄によると考えられる。NO；の血液からの消失は暴嵩停止後のデータか  

ら半減期約1時間と計許される。一方NO；の血液からの排泄をNO言と同じ半減期約1時間と仮定す  

ると，NO言のHbに，よる変化のhalf time6分の方が迅速な反LPE；であり，主な経得であるといえる。   

以上の結果から，体内に入ったNO2の運命を推測して図6に模式的に示した。この図ではHbの誘  

．UNG  REDCEしし  UR  

Y  

OTHERORGAトJS  
l  

図 6 吸入きれたNO2の運命の模式図  

Fig・6 Possible fate ofinhaled NO2   

導体すなわちNOHb，MetHbの測定6）から示唆された経路をも同時に示した。NO2の生体内での挙  

動は非常に複雑であるが，関係する反応は次式のごとくと考えられるご）   

NO2と水との反応で，  

2NOz＋HzO→NO言＋NO；＋2H＋  

ノ′     3NO2＋H20一▲・一→NO＋2NO言＋2H＋  

4NO2十02＋2H20一→4NO言＋4H十  
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NO2，NO（NO2と水との反応で生成したNOあるいは混在するNO），水との反応で，  

4NO＋02＋21i20－→4NO；＋4H＋  

NO＋NO2＋H20一－－→2NO言＋2H＋  

4NO＋302＋2H20→4NOJ＋4H＋   

NO；とHbの反応として，  

4HbO2＋4NO；＋4H＋一－→4Hb＋＋4NO言＋02＋2H20  

NO＋Hb→NOHb  

NOHb＋02→Hb十十NO；  

HbO，＋NO－→Hb’十NO盲  

，Hb＋＋e→Hb  

Hb＋Oz＝  ‾HbO2   

きらにNO2暴露により尿中にNO言，NO言が認められる7）ことから，  

NO言（blood）→NO言（urine）  

NO言（blood）－－－－→NO；（urine）   

以上のごとき反応について，今後より詳細な解析を行い，さらにNO；，あるいはNO言と生体内の  

物質の反んGについての情報を得ることにより，NO2暴蛋による生体影響の解析と，現在のところ知  

られていない影響の予測を進めていくことが重要であると考えられる。  
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with nitrogen oxides andoxi血nt airpOllutants，Environ・Res・．20，43p65，  
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液性一次抗体産生に関与する細胞群に及ぼす二酸化窒素の影響■   

Effect of NitrogglDioxJde飢VariousTy匹SOf CdlsRequired  

for Primary Antibody Re卿ISe声  

藤巻秀和1・清水不二碓1   

Hidekazu FUJIMAKIland Fuiio SHIMIZUl  

要  旨   

二闇化窒素（NO2）の急性暴琵が，液佐一次抗体産生機脚こ関与する細胞群に及ぼ  

す影響について検討した。BALB／Cマウスを用い，20ppm12時間暴露を行った。そ  

の後・脾臓を摘出し，メッシュを通して細胞浮遊液を作製乳 ヒツジ血球（SRBC）  

と共に培養した。また，細胞の再構成実験として，ナイロンウールカラムと抗マウス  

脳β抗体を川いて各々丁細胞・B細胞群を分画後，魔窟群，対照群由来細胞相互間の  

組み換えを行って，上記と同様に培養した。培養4－5［〕後に，潜血斑形成細胞（P  

FC）算定法により抗体産生能を検索した。その結果，g＝か0での抗体産生能は，  

対照群に比べて暴露群で有意に低下した。組み換え実験により，暴露群での低下は，  

T細胞群より，B細胞群への影響により多く負うことが明らかとなった。  

Abstract  

The effect ofacute exposure to nitrogendioxide（NO2）on cellpopulations  

requiredforinvitroprimaryahtibodyresponsetosleepredbloodcells（SRBC）  

WaSStudiedinBALB／Cmice，  

Aftertheinvivoexposureto20ppmNO2for12hoursspleen cells or ce11  

＊ 本文の要旨は，第21回大気汚染学会に発表，および英文にて投稿中。  

1．国立公害研究所 環境生撰部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2  

The NationalInstitute for EnvironmentalStudies．Basic MedicalSciencies Division，   

Yatabe－maChi．TsuKlba，Ibaraki305，Japan  
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mixtures which were separatedbynylon wooIcolumn and anti－BAO・antibody  

WereCulturedwithSRBC．   

Theprimaryantibodyresponsewasslgnificantlysuppressedbyacuteex・ †  

posure・TheexperimentofreconstitutionrevealedthatBcellsweremorestrongly  

SupPreSSedthanTcellsinthespZeenofexposedmice．   

はじめに   

これまで，大気汚染物質の標的臓器である肺において，その防御機構の一役をになっている肺胞  

マクロファ一ジに対するNO2の影響については，いくつかの報告がなきれている1巨3）。一 万，生体  

の抗体産生機構に関与する細胞群にとって重要な臓器である胸腺や脾臓への影響については，あま  

り解明が進んでいない。我々は，NO2暴露において，ヒツジ血球に対する抗体産生能が低下し，胸  

腺，脾臓の細胞数も減少するなど，その影響が，抗体産生機構に及ばきれていることを明らかにし  

た4）・霊木研究では，さらにNO2の影響を詳細に解明するために，抗体産生機構に関与するどの細胞  

群が，NO2急性暴露においてより強い影響をうけているかを，細胞の分画とその暴蕗群，対照群由  

来細胞分画相互間の組み換えを行って検討した。   

方  法   

実験動物ほ，6－9週令のBALB／C碓マウス（日本チャールスリバp）を用いた。NO2の暴露  

条件は，20ppm12時間とし，暴露方法は，すでに報告したものと同様の方法を用いた℃   

暴露終了，12時間後，5～6匹のマウスより無菌的に脾臓をとりだし，ステンレスメッシュを通  

して，細胞浮遊液を作製した。1，000ppmlO分間の遠心々2－3匝】繰り返したのち，細胞教を調整し  

T＝。In vll，0の培葦条件は，Mi8h。11and D。tt。n6）を参考にして，マルチウェルプレ．ト（Linbro，  

24穴）を用い，培養液として，10％FCS，2mMLグルタミン，ペニシリン（100u／ml），ストレ  

プトマイシン（100FLg／ml）を含んだRPMI－1640を使用した。同時に，1×107mlの細胞につき5  

×106mlのヒツジ血球を抗原として加えた。細胞の再構成実験においては，脾臓のマクロファージ  

は，Ly and Mishell7）の方法に従い，SephadexG－10を用いて除去した。逆に，マクロフ7一ジ  

分画は，脾臓細胞を1×106／ml／well培養プレートに入れ，1・5時間培養し，その付着細胞を用いた。  

また，T細胞群は，J。Ii。S8）らの変法を用いて，ナイロンウールカラムを通して分画した。B細胞群  

は，脾臓細胞を，抗マウス脳β抗体と補体とで処理し，T細胞群を除去してえた。このような方法  

で分画した細胞群を対照群と暴露群の闇で組み換えを行い，上記と同様に，ヒツジ血球とともに培  

養した。培養4－5日後に，各wellごとに潜血斑形成細胞（PFC）算定法を用いて抗体産生細胞の  
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数を数えた。  

なお，上記分画後のT・B細胞の比率は，抗マウス脳β抗体，抗マウスIgG抗体を用いて，膜免  

疫けい光法により検索した。   

結果と考察  

Jれむわroで，細胞の組み換えを行わないときの対照群と暴露群のPFCの数を表1に示した。3  

回の実験すべてにおいて，暴露群の方が，対照群に比べて低い値をとり，抗体産生が，おさえられ  

ていることが明らかである。これは，20ppmlZ時間暴露のよ乃む”0での結架と同様であり，このこ  

とは，暴琵開始から，塔葦までの24時間の間にすでに，抗体産生機掛こ関与している細胞群が，  

NO2暴露の影響を強くうけていることを示している。  

表  1 

Tablel・Effect of acute exposure to NO20nin vttro primary  
antibody response  

a AntiSRBClgM PFC resposes were  

assayed on day 4 0f the culture・  

b Each value represents the mean士 SE of five  

wells，  

＊P＜0．01，Student’s t test．   

表  2 NO2急性暴蛋の脾臓中の付着性細胞に及ぼす影響  

Table 2．Effectof acute exposure to NO20n SPlenic adherent cells  

a The number of spleen cells required for the preparation of adherent cel】s・  
b One fieldoiphase－COntraSt microscope（×400）・  

c 2×10Tper well，Spleen cells depletedof adherent cells・  

dAntiSRBCIgM PFC responseswere assayed on day 4 0f the culture・  
e The value represcnts the mean土SE of ten fields・  
f The value represents the mean土SE of four wells．  
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次に，この低下の原因を解明するために，各細胞群の影響を検討した。まず，付着能をもってい  

るマクロファージ系の細胞への影響を調べた結果を，表2に示した。   

衰2には，対照群と暴露群の1視野当たりの付着細胞の数と，それに，対阻のSephadex G－10  

通過細胞を加えたときのPFCの数が示してあるが，共に，両群で差異は認められず，脾臓中のマ  

クロファージ系の細胞においては，ほとんど影響をうけていないと思われる。  

表  3 NO2急性暴露の一次抗体産生におけるT・B細胞へ及ばす影響  

Table 3，Comparison of the effects of acute e叩OSure On T and B cells  
of primary antibody response  

Cellsources  No，OfPFCperwella  
Group          Anti－0＋C’treatedcellsONylonwooIpassedcells占  

Control   Exposed  ContI、ol  Exposed  Expt，1  Expt，2・   

A  ＋  0  60  

B  ＋  0  0  

C  ＋  0  0  

D  ＋  0  0  

E  ＋  ＋  387土33      787土120   

F  ＋  ＋  120±65  

G  ＋  ＋  ＜1   33士111   

H  ＋  ＋  27 ±14  7 ± 5   

a Spleen cellsincubated with anti－8＋complement・  
bl．5×106per well，Spleen cells fractionated by nylon wot）1column・  

c AntiSRBCIgM PFC resT）OnSeS Were aSSayed on day 4 0f the culture・  

A，B，C and D values represent the number of PFC per wellL  

E，F，G and H values representthe mean±SE of three wells・  

表3には，対照群と暴露群の岡で，T．B細胞群を組み換えて，PFCを調べた結果が示してあ  

る。これによると，対照群と暴露群との間で，T細胞群を組み換えた群より，B細胞群を組み換え  

た群の方が，PFCの数が少ないことから，B細胞群の方が，T細胞群より活性が低下L／ているこ  

とが明白である。  

生体の抗体産生機構に関与する細胞群としては，主に，マクロファージ系，B細払丁細胞の三  

っがあり，NO2急性暴露においては，その中のB細胞群が，もっとも強く影響をうけたものと思わ  

れる。換言すれば，その影響に対する感受性がいらばん高いと考えられよう。  

矧こ，放射熱こ対する感受性は，B細胞の方がT細胞より高いという報告もある9）0   

このように，NO2暴露により，肺以外の臓器中の細胞も影響をうけていることが明らかとなった  

が，その影響の及ばきれた経路・機撒こついては，推測の城を出ないのが現状であり，今後更に検  

討を加える必要があるものと思われる。  
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二酸化窒素暴露に対するマウス系統間の感受性の相違と酵粟的防御横構の役割について  

On Different ResponsesarnongVarious StrainofMicein Susceptibility to   

Nitrogen Dioxide Exposure and a Role of E：nzymaticProtectiveSystem  

市瀬孝道l・織田 肇1・鈴木 明1・局 博一1・嵯峨井 勝1   

TakamichiICHINOSE：Hajime ODA：Akira SUZUKI：Hil・。k。乙uTSUBONEl  

and Masaru SAGAIl  

要■ 旨  

ICR，BALB／C，ddyおよぴC57BL／6の4系統マウスにNO2を16時間暴露して得  

られたLC5。2）で示した感受性と肺の酵素的防御系の相関について比較検討した。系統  

の異なるマウスの間にはNOz暴露前でもNO2に対する感受性（LC5。）と酵素的防衛  

系の活性との間に相関性申ミあるものがいくつか認められた。そのうちGluco5e－6－  

phosphate dehydrogenase（G6PD），Glutathione－S－tranSferase（GSH－Tase），  

Superoxide dismutase（SOD），Disulfide reductase（DSR）活性および還元型  

Glutathione（GSH）童は感受性の高い系統ほどそのLC，0値の順に低い佑を示し，過  

酸化脂質塁（TB●A値）は遇に感受性の高いものほど高い値を示し両者の間には有意  

な相関性が認められた。一方，20ppmNO2を16時間暴露した場合にはほとんどの酵素  

活性は暴露前の値より低下したが，その中で残存満性がLC5。値と相関性を示したも  

のにはGlutathione peroxidase（GSH－Px），Isocitrate dehydrogenas占（ICDH），  

GSH－Tase，DSRおよぴGSH，Vitamin E等があっT：。またSODはNO2を暴露し  

た場合は暴露前より4系統ともに40－60％の活性増加を示し，かつLC5。値の高い頓  

に高い活性を示L，LC5。値との間に有意な直線榔英性を示した。さらにTBA値もNO2  

暴蛋によって増加し，4系統間のLC50値とは逆相間を示した。  

1■ 国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   

The NationalInstitute for EnvironrnentalStudies，Basic MedicalSciences   

Division，Yatabe－maChi，Tsukuba．7baraki305，Japan  
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これらの結果から，上記の防御系酵素およびGSH，Vitarnin E等の抗倍化性物質等  

はNO2暴露に対する生体防制上の重要な園子であり，またTBA値は感受性と頂撲関連  

する因子であることを示唆している。  

Abstract   

Straindifferencesofmiceinsusceptibilitytonitrogendioxideexposurewere  

examinedbymeasurementofprotectiveenzymesandantioxidantssuchasgluta－  

thioneandVitaminE．Fourstrainmice，ICR，BALB／C，ddyandC57BL／6，Were  

used．It was shown that there are geneticaldifferencegin activities of some  

protectiveenzymesandincontentsofantioxidantsamongfourstrains．Glucose・6  

－phosphatedehydrogenase，glutathione－S－tranSferase，SuperOXidedismutase，disul・  

fidereductaseandglutathionecontentsinlungsoffourstrainmicewererelated  

toeachLC，。determinedpreviously2）bynitrogendioxideexposurefor16hrwith  

linearregression．TBAvaluesinlungsoffourstrainmicewereconverselyrelated  

toeachLC5。．Aftertheexposureto20ppmnjtrogendioxidefor16hr，theactivities  

ofprotectiveenzymesandthecontentsofantioxidantsweredecreasedbynitrogen  

dioxideexposure．Glutathioneperoxidase，isocitratedehydrogenase，glutathione・S－  

transferase，disulfidereductase，VitaminEandglutathionewerealsorelatedto  

eachLC5。Withlinearregression，andTBAvalueswereincreasedbyNO2eXpOSure  

andconverselyrelatedtoeachLC，。．Ontheotherhand，theactivityofsuperOXide  

dismutasewasincreasedbynitrogendioxideexposure，andtheratioinincrease  

wasaboutl．4、1．6foldsofeachcontroIvalue，Theactivityamong’fourstrainmice  

inexposedgroupswerealsocorrelatedtoeachLC5。With’1inearregression．  

From these results，it was suggested that the enzymes and the substances  

describedabovemaybeimportantfactorsinprotectivemechanismtonitrogen  

djoxjdeexposure．   

はじめに   

大気汚染物質の生体影響に関する研究は種々の汚染ガスほついて倭（Spieces）や系統（Strajn）  

の果なる多くの動物を用いて研究されてきた。Goldsteinら1）は系統の異なるマウスにオゾンを暴  

露しその致死濃度の違いからマウスの系統間に著しい感受性の違いがあることを示した。また竹  

中らZ）も系統の異なるマウスに種々の濃度のNO2を暴露してLC5。を測定し更に呼吸器系の病理学  
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的障害度を比較しNO2暴露に関してもマウスの系統間で感受性に相違があることを見い出した。   

マウスの系統間でこの種な感受性の相違がみられる原因は，呼吸器の構造上の相違に伴う換気能  

および換気力学的な面での生理学的相違などが考えられるが，肺の願化的障害防御機能等の吐化学  

的な面での相違によることも考えられる。しかしながら現在このような大気汚染物質に対する感受  

性もしくは抵抗性について動物の系統間の相違を生化学的に比較研究した報告はない。今臥著者  

らは竹中らZ）によって示きれたNO2暴露によるマウスの系統間での感受性（LC5。）の相違を肺の酸  

化的障害の防御機能と比較しその関連性を比較検討した。   

一方，これまでNO2あるいはオゾン等の吸入による酸化的障害の発矧こは脂質過酸化反応が重要  

な役割を果していることが知られている3‾7とchowら6）・7）・27） はNO2やオゾンの暴露によって生じる過  

酸化脂質の解毒代謝に関与するG】utathione peroxidase（GSH－Px）系酵素の防御的役割につい  

て報告している。この系は表1の1）の（i）に示したROOHで示される過酸化脂質あるいは退職化水   

表  1 酸化的障害に対する酵素的防御機構  

Table 1. Enzymatic Protective Mechanisms against Oxidative Stresss 

l）GSHperOXidase as a mcmberin peroxidative meLabQlic pathway  

2GSH＋ROOHr5；－atl二P軋→GSSG＋ROH＋H20  
G6P －－－〉・一‾ NADP十 ■‾・＼√－ 2GSH r－′一  ROOH  

G6PD  GSH－R  GSH－Px  
6PG ＿一ノ＼－－ NADPH 一ノ・・－－－・ GSSG ■一人・→  ROH  

2）EnzyhleS for maintenance of reducing potential（NADPH formation）  
G6P＋NADP＋＝－－53－9LP旦一…6－PG＋NADPH  
6－PG十NADP十専P＄Pr－－R5P＋NADPH   

Isocitrate＋NADP十－－－－tG2軋一一2－0ⅩOglutarate＋CO2＋NADP＝・・・・ ・・・6ii－  

3）Glutathione－S－tranSferase as a peroxjdase  
GSH ＋ROOH一与旦ti二工員写9・GSOH＋ROH（Enzymatic）       L（i）  

GSOH＋GSH”－  －－－－－－－ →GSSG＋H20（Non Enzyrnatic）・     （ii）  

2GSH＋ROOH－＝－－  ”” ・GSSG＋ROH＋H20（Net Reaction）  

4）Superoxide dismutase（SOD）  

Cu－Zn SODincytoplasm，erythrocyte（soluble）   

ぎご二ぎ8H）inmitochondria  
20盲＋2H＋一一一一 一 一－・302＋H？02  

cf■Haber－WeissReaction（0；．＋HzO2一－－－－－－L・193＋0＿r！・＋0＝．）  
5）Catalase  

2H202－－－      一一一 →2H20十02  

6）Disulfide reductase for maintenance of SH－grOup   

（Excharlge Ofinter and／orintra molecular disulfide）  

Membrane－S－S－Protein一一一－…＝＝－→ Membrane－SH＋ProteinTSH・・・・・・・（i）  
Mernbrane－S－SG －－－－…   －－－－－－－－ Membrane－SH十GSH・・＝・    ‥（ii）  

Protein－S－SG－－－一      一－－－”→ Protcjn－SH＋GSH……………………Gii）  

一→ 2Cysteine  ◆Cystine  
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崇（R＝Hの場合）を代謝する酵素系である。なおGSH－Pxは表1の1）の（ii）に示すようにGluta－  

thione reductase（GSH－R）と共役してNADPHの供給を受けるサイクル反応によって活性を  

す。またNADPHを供給する主な酵素としては表1の2）に示すようなGlucose－6－Phosphate  

dehydrogenase（G6PD），6－Phosphogluconate dehydrogenase（6－PGD）あるいはIsocitrate  

dehydrogenase（ICDH）などがある。また，GSH－Px と同じ反鳥E；を行う酵素として表1の3）  

に示しf；Gl。tathione－S－tranSferase（GSH－Tase）の存在が知られている喜）GSH－Tas。の触  

媒作川は表に示すとおり酵素的反応（i）とこれにつづく非酵素的反正こ（ii）をNet Reactionとしてみる  

ならばGSHrPxと全く同じ反応を触媒している。このことからGSH－TaseはGSH－Pxと同様に  

酸化的障害に対する防御酵素の一つと考えることが出来る。またⅩanthine oxidaseやAmino acid  

。Ⅹidase等の各種の生体内簡化反応によって生成されるSuperoxide radical（0；）は過酸化脂  

質を生成する強い活性分子種であることが知られており，生体にはこのようなラジカルによる髄化  

的障害から細胞を保護する為にSuper。Xidedismutase（SOD）が存在L／ている9t Leeら10），Mustafaら11）  

はオゾン来館によるSODの活性の増加を報告しその役割の重要性を指摘した。Del。Ciaら12）はオゾ  

ン暴露によって生体内の還元型Glutathione（GSH）が酸化型Glutathione（GSSG）になるよりむ  

しろタンパク質や膜円のSH基と反応してmixeddisulfideを形成することを報告した0またLeeら10）  

はオゾン暴露によって生じたこのようなDisulfideを還元するDisulfide reductase（DSR）の誘導  

を見い出し防御系酵素の一つと見なした。さらに各種の生体内酸化反応に伴って過酸化水素が生じ，  

この過酸化水素も生体内で簡化的障害を発現すること，そしてCatalaseがそれを代謝することもよ  

く知られている。以上のごとく，NO2やオゾン暴露から生体を防御する酵素的防御系あるいは抗酸  

化性物質の役割は極めて大きい。   

著者らは本研究においてNO2暴露によるマウスの各系統間での感受性の相違と肺の上記防御系酵  

素群および抗酸化性物質との相関を比較しその役割について検討した。   

方  法  

l．動 物   

動物はICR，BALB／C，ddyおよびC57BL／6の4系統の碓マウスを用いた。これらマウスは静岡  

実験動物農業協同組合より8週令で購入し，当研究所動物飼育施設内で2T3週間飼育した後10～  

11週令で実験に供した。ICRとddyマウスは対照群と暴露群とも各24匹ずづ，またBALB／CとC57BL  

／6マウスは各36匹ずつ，合計240匹を用いた。なお分析試料はICRとddyマウスの場合は各4匹の  

肺をまとめて1サンプルとし，BALB／CとC57BL／6マウスの場合は各6匹の肺をまとめて1サン  

プルとした。なお各群のサンプル数（花）は6とした。   

暴露終了後，マウスをエーテル探麻酔状態で開胸し右心室から注射器で採血後，ただらに心臓と  
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肺を共に摘出し右心室に生理食塩水を注入して肺が白色になるまで還流を行った。その後，肺を心  

臓から分離し，ろ紙で水滴を除き試料ビンに入れ窒素ガス置換後用暗まで－80℃に保存した。   

2．暴霜方法   

NO2暴益斜よ当研究所実験動物飼育施設内の六錐形AC系チャンバー（1．68mユ）を用い，20ppm－16  

時間暴鍔を行った。なをマウスをチャンバー円環境に順応させるためにNO2を暴露する前日からチャ  

ンプヾ一に入れ翌日にNO2暴露を行った。またNO2暴露中（16時間）は絶食・絶水状態に置いた。   

3．試料調製および測定方法   

肺は減圧脱気後窒素を十分バブリンゲして様気的にした50mMリン顧緩衝液（pH7，5）を用いて  

テフロンホモジュナイザ一により窒素気流下で磨砕し，10％ホモジュネートを調製した。このホモ  

ジュネー トを200×g，5分間の遠心分離を行い上潤を得た。この上清の一部をきらに800×g，20分間  

および105，000×g，60分間の遠心分離し［；。この上清を表1に示したGlutathione peroxida，Se  

（GSH－Px），Glutathione reductase（GSH－R），Glucose－6－phosphate dehydrogenase  

（G6PD），6－Phosphogluconate dehydrogenase（6－PGD），Isocitrate dehydrogenase  

（ICDH）およぴGlutathion－S－tranSferase（aryl，aralkyland epoxy）の活性測定用酉苧素顔  

品とし，さらにこの上清の一部を0．1mMEDTAを含む50mM Phosphate buffer（pH7．5）で一  

夜透析したものをSuperoxide dismutase（SOD）およびDisulfide reductase（DSR）の酵素  

品とした。まT：200×gの上宿はCatalase，GSH，TBA値およびVitamin Eの測定標品とした。  

DSRおよびCatalase以外の酵素活性はすべて遠心方式によるジェムサック自動分析装置を用いて  

測定し，その他は101型目立分光光度計およぴPF－510型島津けい光分光光度計によって測定した。  

（1）Glutathione peroxidase（GSH－Px）の測定   

GSH－Px活性の測定はLittleら14）の方法に従っT：。反応液は0．1MTrisLHClb。ff。r（pH7．0）  

380pl，2mM NADPH（OrientalYeast Co．Ltd．）60pl，5mM GSH（和光純薬）60Jjl，10mM  

Cumene hydroperoxide60FLl，20FLlのGSH－R（1．2units，OrientalYeast Co．Ltd．）をこの  

噸に加えて合計580FLlとし，与れに試料20Jjlを加えて30℃で反応を開始しT：。反応初速度はNADPH  

の340nmの減少からp求めた。非酵素的反応の補正の為に酵素液の替わりにBuffer・を加えた場合の反  

応を同時に行い，この値を酵素添加反応の値から差し引き補正した。なおNADPHとGSHは0．1M  

Tris－HClbuffer（pH7．0）に溶かし，Cumene hydroperoxideはエタノールに溶かしT：あと同  

じBurferで9．2倍希釈したものを用いた。また測定は反応開始20秒後から15砂おきに10回の読み取  

りで行った。  
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（2）Glutathione reductase（GSH－R）の測定   

GS＝－R活性の測定はBergmeyer15）の記述に準拠L／た。・反応液組成は1mMEDTA・Na2を含む  

0・1MTris－HClbuffer（pH8LO）460J∠1，2mM NADPH 60pl，10mM GSSG（PL Bioch－  

emicalsIn．）60FLlの合計580plからなり反応はこれに20JJlの試料を加えて30℃で行った。なお  

NADPHおよびGSSGは1mM EDTA・Na2を含む0，1M Tris－HClbuffer（pH8．0）に溶かした  

ものを用いた。測定条件はGSH－Pxと同じである。  

（3）Glucose－6－phosphate dehydrogenase（G6PD）の測定   

G6PD活性の測定はWilhelmら16）の方法に従った。反応液組成は10mM MgCl2を含む0．1M  

Tris／HClbuffer（pH7・5）460FLl，4mM NADP＋（OrientalYeast Co，Ld．）60FLl，12mM  

Glucosep－6－phosphate・Na2（Sigma）60FLlの合計580FLlからなり反応はこれに試料20plを加え  

て30℃で行った。なおNADP＋ぉよびGlucose－6－phosphateは本反応に用いT：bufferに溶かして  

用いた。測定は340nmにおける増加を反応開始60秒後から30秒おきに10回読み取りで行った。  

（4）6－Phosphogluconate dehydrogenase（6PGD）測定   

6PGD活性の測定はG6PDの場合のbufferを20mM MgCl2と6．5mMCysteineを含む0．1MTris－  

HClbuffer（pH8．5）に，G6Pを6－Phosphogluconateに変えて行った。  

（5）Isocitrate dehydrogenase（ICDH）測定  

ICDH活性の測定はBerntら17）の方法を修飾して行った。反応液組成は42mMNaClを含む0．1M  

Tris－HClbuffer（pH7．5）340FLl，10mM NADP＋，55mM dl－isocitrate（和光純薬，特級）  

40pl，110mM MnSO．100FLlの合計580p】からなり，反応はこれに105，000×g遠心上沼の1／5希  

釈サンプルの20Jjlの酵素液を加えて30℃で行った。なおNADP＋，isocitrateおよびMnSO．は  

42mM NaClを含む上記bufferに溶かした。測定条件はGSH－Pxと同様である。  

（6）G】utathione－S－tranSfel・aSe（GSH－Tase）測定   

GSH－Tase活性の測定はKaplowitzら18）の方法に従った。Aryl一軍－tra。Sferase活性は0．143M  

Phosphate buffer（pH8．0）8．4ml，100mMGSH，1．2mlと30mMの3，4－Dichloronitrobenzene  

（和光純薬，特級）0・4mlを合わせて10mlとした試薬液500ノ州こ100／ノ1の試料を加えて30℃で反応を  

開始した0なお3・4‾DjchloronitTObenzeneは57・6mgを5mlのエタノpルに溶かした後5mlの蒸  

留水を加えて10mlとした溶液（30mM）を用いた。測定は345nmの吸光度変化を反応開始30秒後か  

ら15秒おきに10回読み取りによって行った。酵素枯件の計算の為の分子吸光係数（e）は8．5（mM1・  

18） cm1）を用いT：oAralkyl－S－tranSferaseはbufferのp＝を6・5に，基質をp－Nitrobenzylchloride  
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（和光純薬，一級）の15mM溶液にかえ，Aryl‾S－tranSferaseの場合と同様に測定した。なお測  

定波長は340nmを用い分子吸光系数（亡）は0．63を用いた。またEpoxy－S－tranSferaseはbuffer  

のpHを7．5に，基質を1，2－Epoxy－3－（p－nitrophenoxy）－prOpane（Eastman Chem．）の15m  

．M溶液にかえAryl－S－tranSねraseと同様に測定した。なお測定波長は360nmで分子吸光係数（E）  

は0．5を用いた8）。  

（7）Superoxide dismutase（SOD）測定   

SOD活性の測定はMcCordとFridovich9）によるFerricytochrome c還元法に従っf＝。反応は  

104M EDTA・Na，を含む50mM Na，K－Phosphate buffer（pH7．8）80FLl，25×105M Xanthine  

L（和光純薬，特級）12Opl，ixlO‾5M Ferricytochrome c（Sigma，Horse heart由来，TypeⅢ）  

100plおよぴ2．OurLitsXanthine oxidase（Sigma，Buttermilk由来，GradeⅢ）100FLlの合計400FJl  

の試薬溶枚に試料200JJlを加えて30℃で行った。なおⅩanthineおよびferricytochrome c は10－4  

MEDTAを含む50mM Na，K－Phosphate bufferに溶かして用いた。測定波長は550nmをmい測定  

条件はGSH－Taseと同様であった。またSODが存在しない状態での還元型ferricytochrome c  

生成の反応速度（V）はSOD酵素液のかわりにBufferを用いて同時に測定した。SOD活性（Units）  

の計算はSOD存在による還元型ferricytochrome c 生成速度（v）と上記Vとから（V－V）／v  

によって求めた。  

（8）Disulfide reductase（DSR）測定  

DSR活性の測定はTietze19）の方法に準拠した。酵素反応は10mMEDTA・Na2を含む50mMNa，  

K－Phosphate buffer（pH7．5）100pl，2mM NADPHlOO／Jl，沸騰水浴中で加熱溶解しT：飽和  

Cystine液の2倍希釈液100／Jlの合計300FLl試薬液に酵素液200／」1を加えて37℃で1時間Incubationし  

た。なおDSRの反応はNADPH依存性であるので非特異的反応を補正する為に上記反応液組成から  

NADPHを除いた反応も同時に行った。酵素反応速度の測定は反応終了時に上記反応液（0．5ml）に  

5mM EDTA・Na2液0．5mlと10％TCA液1．Orr）1を加え3，500rpm，10分間の遠心によってタンパクを  

除いた上惜中のCy；teine量の定量によってNADPH添加の場合から無添加の憶を差し引いて求めた。  

Cysteineの定員は後に述べるGSH定轟法によって行った。  

（9）Catalaseの測定  

Catalase活性の測定は50plの酵素液を用いて3・Oml反応液としてAebi】3）の方法によった。  

（10）Vitamin E の定貴  

Vitamin Eはホモジュネートの200×g遠心上沼からFoIckら20）の方法で抽出した脂質両分をエ  
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タノールに溶かしてEx298nm，Em325nmで測定し，肺のg重量当たりの相対強度で示しT：。  

（11）■Glutathione（GSH）定量  

GSHはSedlak－Lindsayら21）の方法を修飾したDeluciaら2Z）の方法により，試料はD■5ml針開い  

て，非タンパク性SHを測定し，これをGSH環とした。  

（12）過酸化脂質（TBA値）の測定  

TBA他の測定は試料0．2rnlを用いて，SDS可溶化を含む大JrtらZ3）の方法によった0  

（13）タンパク質の定蔓  

タンパク質の走塁は隼血清アルブミン（BSA）を標準として用いT：Lowryら24）の方法によった。  

統計処理  

表中の値はすペて平均±標準偏差で示し，平均値の有意羞検定はStudentのレ険定によった。   

結  果   

竹中ら2）によるマウスの各系統間の感受性（LC5。）の相違に関する報告の中から，高感受性の  

ICR（16時間NO2暴露のLC5。＝38ppm），中感受性のBALB／C（LC5。＝49ppm）とddy（LC5。＝51ppm）  

および低感受性のC57BL／6（LC5。＝64ppm）の4系統マウスを選び，これらのマウスの肺における  

酵素的防御系および抗醇化性物質としてのGSH，Vitamin Eさらに過酸化脂質の指標としての  

TBA値の測定を行った。   

まず肺のタンパク含量，GSH－Px系の酵素およぴTCAサイクルのICDH活性の測定結架を衰2  

に示しT：。まず対照群においては肺のタンパク含量とG6PD活性はLC5。値の噸に高くなる傾向を示  

し統計的にもLC5。との間に有意な相関（P＜0．001）が見られた。GSH－PxとICDHはC57BL／6  

のみがICRに比べ有意に高い活性を示しただけでGSH－R活性も4系統間に差は見られなかった。ま  

た6PGD活性はddyとC57BL／6の憤もICRに比べて有意に低い値を示したが，これら4酵素の活  

性はすべてLCs。値の順序とは対応しなかった。   

一万，NO2暴露群においてGSH－PxとICDH活性はICRに比べて他の3系統のマウスで有意に高  

い値を示し，LC5。柄との間にも有意な相関（P＜0・05とP＜OLOOl）がみられたo G6PD・6PGD  

活性はICRに対して他の3系統マウスではすべて有意に高い値を示したがLC5。との間に相関はな  

かった。また肺のタンパク含量，GSH－R活性は4系統間で全く差はなくこれらはLC50値の順とも  

対応しなかった。  
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蓑  2 NO2暴露マウスと対照マウスの各系統間における肺の総タンパク塁とGSH＿Px  
GSHLR，G6PD，6PGD，ICDH，の活性値  

Table 2．Totalprotein and the activities of glutathione peroxidase（GSH－Px），  
glutathione reductase（GSH－R），glucose－6rphosphatedehydrogenase  
（G6PD），6－phosphoglucpnate dehydrogenase（6PGD）andisocitrate  
dehydrogenase（ICDH）in】ungs of different strain mice exposed to  
nitrogen dioxide  

Mouse  Non Expo5edGroup  Exposed Group  E叩）S／NohEx匹鳩  

Str8in                M土S亡）  ％   P   M土SD％  P    ％    P   

32．3士 4．1  100  37，8± 5．2  100  】16  

BALB／C  32．0土1．6  99   34．6土 3．2  92   108   
200二Xg5uP   

ddy   37．2±1．4  115  P＜0．05  40．6土 4．7  107    109  Totalprotejn  ICR                                                         m冨／罠Lung  ．C57BL．／6  43．0± 4．2     37．9± 3．7  100   88   
GSH－P二X  ICR   2】5．0土29．9  100  】33．1土10．0  100   

Pく0．001  
nmo】e5／mg・   

ddこ7  P   

prot／min   C57Bし／6   

GSH－R  rCR   322．0±45．0  100  Z18．7士18．2  100   68  Pく0．001   

P＜0．001  
nm0les／mg・   

ddy   283．1土10．7  呂8   227．9土10．7  104   81  P＜0．001   
prot／両n   C57BL／6  30l．6土16．2  94    207－6土19．6  95    69  P＜0．001   

G6PD   1CR   215．9士31－0  100  155．0士13．6  100  72  P＜0．001   

9  P  
nmD】es／mg・   

ddy   225－3土12．0   
prot／min   C57t〕L／6  24g．4土23．7  115    174．3士12．8  112  ♪＜0．05  70  P＜0．（将1   

6PC口   ICR  102．4士15．7  7呂、3士6、4  て十  
BAL8／C   1057士1l．0   

103  P＜0－001   98．5士6．0   
C57BL／6  77．7士 7．3  76  P＜0．01  93．8土 7．5  120  P＜0．01  121  P＜0．01   

1CDH   1CR   442．8±55．2  100  ZO6．8士37．6   4呂  P＜0－001   

n椚Ole5／mg・   129  P＜0．05        BALB／C  400－9土66．3  9l   267．3土34．2    67  Pく0．01   
ddy   451．5士ユ5．7  】02    295．j士37．0    P＜8．0】  古5  f＜¢．のヱ  

prot／min  
C57BL／6  538．2土 7．9  122  P＜0、01  339、9土43．5  164  P＜0．qOl  63  Pくq．00l  

なお対照群と暴露群の間で比較すると，肺のタンパク含量は表中Expos／Non Expos偶に示した  

ごとく全く差は認められなかったが，NO2暴露によって各酵素の比活性はddyとC57BL／6の6PGD  

以外はすぺて低下していた。   

次にGSH－Pxと類似の反応を行うGSH－Tase，Superoxide anio。radicalを異性化するSOD，  

Disulfide化合物をSH化合物に還元するI）SRおよび通商化水素を代謝するCatalase等の結果を  

3に示した。対照群において，GSH－Taseのうち，Aralkyl活性はICRに比べて他の3系統のマウ  

スでは有意に高くかつLC5。との間にも明瞭な相関性が認められた。SOD，DSR活性はICRに比べて  

C57BL／6が有意に高い値を示しただけであるがLC5。値との間では両者ともに有意な相関（P＜  

0・01およぴP＜0・001）を示した。その他，Epoxy括酌まICRに比べてBALB／Cのみが有意に高く，  

またAry惰性は4系統間に差は見られず，Catalase活性もICRに比べBALB／C が有意に低く，  

C57BL／6は逆に有意に掛、伯を示したのみで，これら3酵素の活酌まLC5。僻とは全く相関性がな  

かった。  
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表  3 NO2暴露マウスと対照マウスの各系統間における肺のGSH－S－tranSferase  
（aryl，aralkyl，epOXy），SOD，DSR，Catalaseの活性値  

Table 3．The activities of glutathione－S－tranSferase，SuperOXide dismutase  
（SOD），disulfide reductase（DSR）and catalseinlungs of different  
strainmice exposed to nitrogen dioxide  

Mouse  NonE二（POSed Group  ExpogedGro－ユp  E叩）5／NonE叩OS  

Strajn               M ± St）  ％  P   M 土 SD  ％  P  ％  P   
ICR   46．8±6．1  100    37．7士5．4  100  81  P＜0．05  

Ary】  
BALB／C  45．9土3．9  98   43．3士3．9  115   94   

nmoles／mg・   ddy   45．6士2．4  97    47－4土4．0  126  P＜0．01  104  

prot／mil】  C57BL／6  45．5土2．7  97    35．2士3．9  93    四  P＜0．001   

Aralkyl  
137．9土21．2  100   123．3土 8．1  100   89  

P＜0，05       P＜0．001       BALB／C  171．9土14－8  125   178．9土16．l  145   104  
mmo】es／mg・   

ddy   197．7±11．0  143  P＜0．001  169．3土11．8  137  Pく0．001  86  P＜0．01   

prot／min  C57BL／6  222．6±16．4  161  P＜0．001  153．6土14．2  125  P＜0．Ol  69  P＜0．001   
lCR   13．5土1．4  100   7．9土1．4  100   58  Pく0．001  

Epo）：y  

P＜0．001      P＜0．001       BALB／C  19．9±1．5  147   14．5士1．1  184   73  Pく0．001   
nmoles／mg・  

ddy  1Z．4土1．9  

prot／min   C57BL／6   14．7±1．2   

ICR   0．62土0．09  100  0．96±0．11  100  155  Pく0．001  

SOD  BALB／C  0，61土0．㈹  98   0．97士0．13  102   160  P＜0．001   
units／爪g・prOt  ddy   0．73土0．07  l19    1．03土0．05  108    142  P＜0．001  

C57BL／6  0．78士0．04  126  P＜0－Ol  1－10±0．14  115    140  P＜0．001   

DSR  ICR  33．5土6．0  100    19．2±3．4  100  P＜0．01  57  P＜0．001  nmolesSH／mg・  BALB／C  37，0土5－9  110   31．5土5．0  161   85    prot／hr  ddy  36．0士3．9  107    39．8土7．4  207  P＜0．00l  111  P＜0－001   C57BL／6  43．6士6．5  130  P＜0．05  25－1±4．4  13l  Pく0．05  58  C且t8l且Sく  ICR  0．131土0．004  100  P＜0．Ol  0．108±0．013  100    82     BALB／C  0．094土D，008  72   0．116±0．012  107   123  P＜0．Ol  E，．。／mg．prot／155eC  ddy  0－123±0．012  94    0．1Z6土0．015  117  P＜0．05  102     C57BL／6  0．111±0．016  118  P＜0．05  0－063士0．008  58   田  P＜0．00l  
一万暴露群では，SOD活性はLC5。値の頓に高い値を示し統計的にも有意な相関（P＜0，001）が  

見られた。Aralkyl，Epoxy，DSR活性は暴露群のG6PDおよぴ6PGDと同様にICRに比べて他の  

3系統はすペて有意に高かったがLC5。値の順序とは対応しなかった。Aryl活性はICRに比べてddy  

のみが有意に高く，Catalase活性はICRに比べてC57BL／6のみが有意に低い値を示したのみでこ  

れら2酵素もLC5。値の恨序とは対応しなかった。しかしAryl，DSRではC57BL／6を除くとLC，。  

値に対応して高くなり，LC5。値との間に有意な相関（P＜0．001）が見られた。   

なお対照群と暴露群の間で比較すると，SODのみが4系統とも暴露後に有意な増加を示しNO2暴  

露後の酵素誘導が極めて早くかつ酸化的障害を防御する重要な酵素であることを示唆した。   

表4には憾化的障害に対して防御的作用を示すVitよmin EとGSH，および過酸化脂質の指標と  

してのTBA値を示した。対照群および廉霧群においてGSH値ほICRに比べて他の3系統のマウス  

とも有意に高く，生附こ有害な過酸化脂質塁を示すTBA値は必こ有意に低い値を示した。また図1  

に示すごとく対照群および暴露群のGSH値はLC5。値との閉に統計的に有意な相関（P＜0・001）が  

見られ，TBA値は図2に示すごとく逆相関（P＜0．05，P＜OLOOl）が見られた。Vitamin Eは暴  
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表  4 NO2暴露マウスと対照マウスの各系統掛こおける肺のVitamiIYE，GSH，  

TotalSH，TBA値  

Table 4L Vitamin E，glutathione，tOtalsulfhydryls and TBA valuesinlungs  
Of different strainmice exposed to nitrogen dioxide  

Mouse  NonExposedGroup  ExpDSedGroup  E叩05／NohE叩S  

Str8in              M 土 SD  ％  P   M±・SD  ％  P  ％  P   
ICR  

VjtamirlE  584士115  

RI／gLung  616士134  

C57BL／6  746土80  

lCR   641土1l  100   109土10  100   17  P＜0．001  

GSH  P＜0．Ol      P＜0．001       BALB／C  854士 85  133   296士89  27Z   35  ♪＜0．001   

nmolesSH／gLung  ddy   652土128  133  Pく0．05  194土64  178  P＜0．05  23  P＜0．001  

C57BL／6  1，258±200  196  P＜0．001  391士84  359  P＜0．001  31  P＜0．001  

ICR  4．27土0．77  

Tot且ISH  4．60士0．46  

〃mOle5SH／gLung  4．08土0．54  

C57BL／6  4．78土0．18   

TBA   
ICR   50．5土 3．6  100   72．7士20．9  100   144  ク＜0．05   

（01〕532）   P＜0．01      クく0．05        BALB／C  36．9± 8．3  73   48．2土15．2  66   皿   

nmo】e5／g Lung  ddy   39．0士 4．5  77  P＜0．Ol  39．0土 2．9  54  P＜0．01  100  

C57BL／6  35．0土 5．6  69  P＜0．001  35．9± 5．7  49  P＜0．Ol  103   
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図 1NO2暴掛こよるICR，BALB／C，ddyおよびC57BL／6雄マウスのLC5。 2）  

値と肺におけるGlutathione（NPSH）との相関  

○，対照群（P＜0．001）；●，暴琵群（P＜0．001）  

Fig・．1RelationshipbetweenLC5D2）ofICR，BALB／C，ddyandC57BL／6mice  
exposed to nitrogen dioxide and glutathioneinlungs of each strain  

mOuSe  

O，COntrOlgroup（P＜0．001）；●，NO2eXPOSedgroups（P＜0．001）  
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鍔群のみの測定であるが，ICRの場合に果常な高値を示した以外は他の3系統ではLC5。値の頓に高  

くなった。  

まT：対照群と暴露群の間の変化を比べると，暴露によりGSH値は4系統とも有意に低下し，TBA  

値は感受性の高いICRが暴露によって有意な増加を示したTfけで感受性の低いddyやC57BL／6はほ  

とんど変化が見られず，過酸化脂質生成の難易度もマウスの感受性の相違と関連が強いものと考え  

られる。   

考  察   

本研究はマウスの各系統間でのNO2暴露に対する感受性の違いを酸化的障害から生体を防御する  

各種酵素やGSH，Vitamin E含蛋および過厳化脂質量等の生化学的指標の比較から感受性の相違  

のメカニズムを解明する実験の一環として行われた。  
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図 2 NO2暴露による1CR；BALB／C，ddyお4：びC57BL／6碓マウスのLC5。2）  
値と肺における過酸化脂質（TBA）との相関  
○，対照群（P＜0．05）；●，暴露群（P＜0．001）  

Fig．2 RelationshipbetweenLC502）ofICR，BALB／C，ddyandC57BL／6．mice  
exposed to nitrogen dioxide andlipid pero3｛ides（TBA values）in  
lungs of each strain mouse  
O，COntrOlgroups（P＜OLO5）；●，NO2eXIX｝Sedgroups（P＜0，001）■  
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系統の異なるマウスの間には上記のような酵素の活性や抗酸化性物質塁が遺伝的に異なっている  

ものがありこのような相違のうち，竹中らZ）によって鰍告きれたNO2の16時間暴露によるLC50値と  

・よく対応するものがいくつか見い出された。そのようなものとL，て対照群ではG6PDやGSH－Px  

と同様に過酎ヒ物代謝に関与するGSH－Tase（Aralkyl－S－tranSferase），Superoxide anion  

radical（0；）を異性化し脂質過酸化を防止するSOD，酸化的反LE；によって生じたDisultid。Sを還元  

してもとのSH化合物に還元するDSRおよびGSH量等があげられる。きらに生体にとって有害な  

隠化脂質はLC5。で示された高感受性マウスでは高く，感受性が低いマウスでは低い値を示した。こ  

のことは脂質過酸化現象およぴその防御酵素系がマウスの感受性の主要な要因であることを示唆し  

ていると考えられる。仁のようなLC5。との対応性はNO2暴露群の場合にさらに多くの酵素および抗  

酸化性物質について見られた。これらにはGSH－Px，ICDH，GSH－Tase（Aryll－S－tranSferase），  

SOb，DSRおよびVitaminE塁，GSH量等があげられる。また過酎ヒ脂質（TBA値）は対照群に  

比べて一般に増加しておりかつ対照群と同様に感受性が高いマウスではその値が高く感受性が低い  

マウスでは低い値を示しLC5。値と統計的にも有意な逆相関性を示した。このようにNO2暴露による  

結果も脂質過顧化現象およぴその防御酵素系がマウスの感受性の主要な要因であることを強く示唆   

した。   

またこれらの結果は白色マウスよりも黒色マウスのはうが感受性が低いことを示した。このよう  

な相違はGoldsteinら1）も指摘しているようにチロシトゼやパーオキシダpゼによって触媒きTtる  

メラニン色素形成能と関係があるものと考えられ，パーオキシダーゼの関与については本研究によっ  

て支持きれたものと考える。   

Deluciaら12）は2ppmオゾンの8時間暴露によってGSH－RやG6PDのような活性部位にSH基  

を含む酵素の活性およぴGSHなどが顕著に低下することを示し，GSHについてはM。。ntainら25）も  

同様の結果を報告している。一方，Ch。Wら6）17）・27） は低濃度のNO2およびオゾンの8日間あるいは30  

日間暴鍔によってGSH－Px，GSH－RおよびG6PD等が初期に低．FL，，その後増加することを報  

告している。著者らも10ppmのNO2暴露によってGSH－Px，GSH－RおよぴG6PD等の酵素活  

は低下しその後上昇することを確認している26）。これらのことから，上記酵素活性やGSH等はNO2や  

オゾンの盛蛋濃度と暴露時間によって変動するものであることが明らかとなっている。このような  

事実から，今回の実験において酵素活性がLC5。伯と多少対応しない点がみうけられたがこの理由は  

上記のような減少あるいは増加が起る時期が各酵素によ三て異なることによるものと考えられる。   

さらにこのような変動は同じ酵素についてもマウスの系統によって異なる可能性がある。これらに  

ついては今後更に検討してゆく予定である。  
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脂質過酸イヒの変化について宍   

Lipid Peroxidation as Measured by Ethane Exahalation  

of Rats Exposed to Nitrogen DioxideX  

嵯峨井 勝1・市搬孝道1・織田 肇1   

Masaru SAGAIl，TakamichiICHINOSEland Hajime ODAl  

辛  旨   

本研究はNO2暴露ラットにおける過酸イヒ脂質生成の経時的変化を調べるために  

行われた。実験はウイスター系雄ラットを用いて呼気中のエタンを測定す′る方法で  

よれ γル0の退蔵化脂質の生成を調べた。  

10ppmのNO2に連続2週間暴露したラットの場合，呼気から排出されたエタンの量  

はNO2泉質期間中に極めて複雑な変動を示した。すなわち，－エタン産生畳はNO2暴屠  

1日後にわずかに減少し，その後急速に増加した。この増加は4日目で最高レベルに  

達し，その値は暴露前の値（100％）の220％に相当した。さらに，肺のglutathione  

peroxidase（GFk）とglutathione reductase（GR）活性も1－2日目で若干減少し  

たあとに増加しはじめ5～7日目には暴露前の130－150％に相当する有意な増加を示し，  

その後1引∃目まではそのレベルを維持した。なお3日目以後のエタン産生量の変化が．  

GPxやGR活性ゐ変化と対称形であったことは示唆に富んでいる。   

一方，0・4，1・2およぴ4・Oppmの低濃度のNO2に4か月間暴路したラットの呼気中エ  

タンの産生パターンは10ppmNO2暴露の場合と極めて規似していた。10ppmNO2暴露＿一  

の場合と比べて，低濃度暴路の場合は第1にピーク時のエタン産生量が低レベルである  

×本論文の原著（英文）は現在“Lipids”誌に印刷中である。  

1■ 国立公害研究所 環境生理部■〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   

The Nationallnstitute forEnvironrnentalStudies，B8SicMedicalSciencesDivision，  

Yatabe－maChi，Tsukuba，lbaraki305．Jap＆n  
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こと，第2にピークの出現時期が遅れていること，第3にNO2暴露の長期化に伴いエ  

タン産生は除々にではあるが再び増加することなどの特長的な違いが認められた。  

Abstracts   

Thisresearchwastlndertakento followtheperiodicalfluctuationoflipid  

peroxjdationproductsjnratsexposedton托rogendioxide，Wjstarmaleratswere  

examinedforlipidperoxidationasdemonstratedbyethaneexhalation．Inrats  

COntinuouslyexposedtolOppmnitrogendioxidefortwoweeks，theamountof  

ethane exhaledfluctuatedin a complex manner during the exposure．1t was  

decreasedslightlyatthefirstdayofexposure，andwasthenincreasedrapidly．The  

mムⅩimumva】uewasob罪Ⅳedat仇efou血day，andjtwas220％oftbeinitia】  

Value．And then the value was decreased gradually again to theinitiallevel．  

Furthermore，theactivitiesc．fglutathioTlePerOXidaseandglutathionereductasein  

lungs were depressed slightly afterlto2days，and then after5to7days，  

Sl釘Iificantincreaseswerefoundandrernainedessentiallyplateauforaslongas14  

days・Thechangesoftheseenzyme今Ctjvjtesweresymmetrica】agajnstthechange  

Ofethaneformationafter3days．  

Similarchangesinethaneformationwereobservedalsoinratsexposedtothe  

lowerlevelsofnitrogendioxide（0．4，1．2and4．Oppm）forfourmonths．Compared  

withlOppmnitrogendioxideexposureforl4days，thecharacteristicdifferences  

inratsexposedtothelowconcentratjonsofnitrogendioxide（0．4・4．Oppm）werethe  

declines ofethane formation the delayln alterations，andthe tendency toward  

gradualincreaseduri喝thelongerperiodexposure．   

はじめに   

NO2は大気中に一般的に存在している強力な酸化剤の一つであり，このNO2が病麺的な障害を引  

き起こすことはよく知られている‖・Z）。生物の膜構成脂質の過蘭イヒは細胞障害や多くの毒性発現過程  

の重要な部分と考えられている3）ので，NO2の毒作用もその多くの部分は脂質の過酸化によるもの  

と考えられる。NO2暴露によって脂質の過酸化反応が起こるということは共役ジュンの測定 

てTh。ma5ら4）により初めて報告された。その後，多くの研究者がNO2暴犀による脂質過酸化物の  

検出を試みたが成功していない5）。  
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炭化水素ガスの産生は食用油の自動酸化の初期に出現することが以前から知られていた6ト8）  

エタンはリノレン酸の自動酸化によって産生きれる9）ものであり，Rielyら10）はこのエタン分析法  

をはじめて生物システムに応用した。その後，多くの研究者が玩1ル鋸の脂質過酷化の証明として  

エタン分析法を用いた実験結果を報告している11卜16）。   

本研究はNO2暴露によって脂質過酸化が起こることを証明し，さらにNO2暴盛によるこの脂質過  

酸化の経時的変動を検討した。   

方  法   

動物はJCL：Wistar系碓ラットを用いた。10ppmNO2暴露の実験には8週令のラットを，0．4，  

1・2およぴ4・OppmのNO2暴露の場合には13週令ラットを使用した。10ppふNO2暴露の場合は小型ハ  

ンギング・ワイヤーメッシュ・ケージにラットを冬3匹ずつ入れガラス・ステンレス製小型チャン  

バー（0・4m3）を用いた。このチャンバーのNO2濃度制御その他については前報17）で報告した。ま  

た0・4－4・OppmNO2暴露の場合は大型ハンギング・ワイヤーメッシュ・ケージに各6匹づつ入れて  

同型の大型チャンバー（2・Om9）を用いた。なおチャンバー円は温度24－26℃に，湿度は50－60％  

に制御され，室内照明は14暗闇点燈，10時間消燈とした。また飼料は日本クレア製CE－2を与えた。   

呼気から排出きれたエタンの分析法は前報】8）に述べたとおりである。また産生きれたエタンの量  

はpmoles・エタン／100g体重／minの単位で表した19）・20）   

肺のグルタチオンパーオキシダーゼ（GPx），グルタチオン還元酵素（GR），グルコースー6－リ  

ン酸脱水素酵素（G6PD）およぴ6－ホスホグノレコン顧脱水素酵素．（6PGD）の活性は50mMトリ  

ス‾塩酸緩衝液（pH7・4）の15％ホモジュネートの100，000×g遠心上宿を用いて測定した。   

結  果  

10ppmNO2の2週間暴露によるエタン産生の経時変化とGPxおJ：びGRの経疇変化を図1に示し  

たbエタンの産生はNO2暴露の間に極めて複雑な変動を示した。このエタン産生は暴露1日後で有  

意な減少を示し，その値は暴霜前（100％）の約60％に相当した。NO2暴露の初期におけるこのよう  

な減少はラットに4．48ppmNOヨを1時間暴露してペンタンを測定した既報実験21）の場合にも観察さ  

れた。その後，エタンの産生は急速に増加し4日目で最高レベルに達し、その時の値は暴露前の約  

220％に相当した。さらにその後，エタン産生量はふたたび減少し10日目で最初のレベルにもどった。  

このような変動のなかで有意な増加がみられたのは3日目から5日目の間であった。   

‾瓦肺のGPxとGR活性は2日目で一度減少レ，その後5日目から7日目にかけて有意な増加  

を示し，14日目まではそのレベルを維持した。五炭糖リン酸回路のG6PDおJ：び6PGDの括  
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図 110ppmNO2に2週間暴露したラッ‘トの呼気中二タン産生と肺のグルタチオン  
・パーオキシダーゼとグルタチオン還元酵素活性の経時的変化  

□，エタン産生；●，グルタチオンり†一オキシダーゼ（GPx）；○，グルタチオ  

ン・還元酵素（GR）：値は平均値±標準誤差で示した。測定動物数（れ）は8－12匹  
であった。  

Fig．1 Periodicalvariations of ethane evolutionin breath and of the acti－  
vities of glutathione peroxidase and glutathione reductaseinlungs  
of rats exposed tolO ppm nitrogen dioxide for two weeks  
ロ，Ethane evolution；●，glutathione peroxidase（GPx）；○，glutathione  
reductase（GR）：The v＆1ues were expressedby mean土SEM（n＝8－12）．   

怯もまた類似の経時的変動を示し，3日目以後で有意な増加を示した。この時の平均値は最初の値  

の170－200％に相当した。またエタン産生とGPxおよびGRの変化は初期の減少期を除くと3日目  

以後では明僚な対称性を示していた。   

0．4，1．2およぴ4．O ppmNO打に暴露したラットのエタン産生の経時変化を図2に示した。これ  

らの経時変化のパターンも10ppmNO。暴露の場合と極めてよく類似していた。最初の1週間  

目でエタン産生は最大の増加を示し，0．4，1．2および4．OppmNO2暴露の値はそれぞれ対照群  

の108，135および172％に相当した。この時，1・2ppmと4・Oppm群は対照群と有意差（P＜0．05－  

－8ひ－   
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WeeksqfterNO2Exposure  

図 2 0・4，1・2およぴ4・OppmNO2に4か月間暴零したラットの呼気中エタン産  
生由経時的変化  
●，対照泳□，0・4ppm；d，1．2ppm；0．4．Oppm：値は平均値士標準誤差  

Fig・2 Periodicalvariations of ethane evolutionJin breath of rats exposed  

to O・4，1・2and4・O ppm nitrogen dioxide for 4 months  

●，Controlgroup；□，0．4ppm；■，1．2pp叫 ○，4．O ppm：The val。eS  
are expressed by mean士SEM（n＝5～12）．   

0・01）を示したoその後エタン産生量は4週間目まで減少を続けた。この時も，1・2ppmと4■Qppm  

群では対照群との間で有意な高値（P＜0・05）を示した。さらにその後，ふたたび除々に増加して  

行き16過日でふたたび4・Oppm群でのみ有意な埠加を示した。なおNq2暴露による1．週間以内の減、  

少は10ppmNO2暴冤実験から推定したものであり図中には点線で示した。   

考  察   

本研究において，NO2義経によって脂質の過酸化反応が起こることをラットの呼気中子タ．ンを分  

析する新しい方法によって証明し，さらにその脂質過酸化は複雑な歴時的変化をたどることを示し  

た。これまで，Thomasらによる脂質過餞化を示した報告があるが，その後の多くの研究者の追  

試にもかかわらずNO2暴露による過酸化脂質の生成を検出することはできなかった。これは過酸化  
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脂質産生が非常に複雑な時間的経過をたどることによるものと考えられる。  

10ppmNO2暴露実附こおいて，エタン産生とGPxおよびGR活性の経時変化は極めて対称的な関  

係にあったことから，NO2暴屠によって過酸化脂質が早期に生じ，この過酸化脂質による席書から  

細胞を保護する為に次の段階でGPxとGRが誘導され，生じた過酸化脂質を分解するのであろうと考  

えられる。なお過酸化脂質は主に生体膜中で産生されるがMcCayら22）によれば，GPxは膜の申に  

存在する過酸化脂質を代謝することは出来ない。一万，JTappe123）は現在既知のホスホリパー  

ゼよりもはるかに速い加水分解速度でリン脂質から脂肪酸の過酸化物を切断するホスホリパーゼの  

存在を報告した。もしこのように加水分解速度の速いホスホリパーゼが存在するならば上記の結果  

は矛盾なく説明することができる。その他に、McCayらZ2）はGPxは脂肪酸の過酸化物を無毒な水酸  

化脂肪モ掛こ変えるよりは，むしろ脂肪酸の過酸化そのものを防ぐように作用しているということを  

報告している。この結果は、、エタン産生とGPよ活性が極めて対称的に変化する〝という著者らの結  

果を都合よく説明することが出来る。   

一万，エタン産生の経時的変動パターンは15～17ppmのNO2暴露によって肺胞Ⅱ型細胞が増殖す  

る時のEv8nSら24）25）26）のパターンと極めて頬似している。すなわち著者らの実験のエタン産生が0  

－1日目で低下している結果はEvansらのⅠ型細胞が0－1日目で障害を受けるという結果と対応  

し，その後のトー3日目でのエタンの産生増加過程は肺胞の修復過程としての打型細胞の増殖開始  

過程と対応するものと考えられる。さらに3日目以後ではⅡ型細胞の増殖は低下し，GPxやGRの  

ような酸化的ストレスに対して防御的に働く酵素が誘導され始める可能性がある。   

0．4，1・2および4．Oppmの低濃度NO2に16週間暴露したラットのエタン産生過程も10ppmNO2暴  

露の場合と極めて類似のパターンを示した。この結果は低濃度NOz暴裔の場合，エタン産生レベル  

が低く，かつエタン産生のピーク出現時点も高濃度暴露の場合よりも遅れるものであることを示し  

ている。また4過日以後での非常にゆっくりとした増加は先に報告した18）ように老化過程の変化に  

対応すろものであると思われる。また4週目から8週目には対照群とNO2暴霹群の間でのエタン産  

生量の差は小さくなっているが，その後16題目ころには両者の差がひろがる傾向を示していること  

は興味ある事実である。このようなことから著者らは低濃度でもより長期の暴露を続けるならば対  

照群と有意な差を示す可能性を期待できると考えており，現在そのような研究を進めている。  
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要 旨   

生物の老化は脂質過酸化と深い関連があることが知られている。本研究は環境汚染  

物質の慢性影響を研究する際の老化にともなう影響の基礎資料を得ることを目的に行  

われた。実験には4，12，22およぴ32か月令のJCL：ウイスター系雄ラットを用いた。   

九〃血の脂質過酸化の測定は呼気から排出される脂質過酸化物のβ分解によって  

生ずるエタン，エチレン，ブタンおよびペンタンをFID－ガスクロマトグラフィーで分  

析する呼気ガス分析法によって行った。上記4種の炭化水素の産生量は老令ラットほど  

高く，その量は年令との間に対数的直線相関を示し，相関係数（r）は0．408－0．796  

（P＜0・01－0・001）であった。また32か月令ラットのペンタン産生量は4か月令ラッ  

トの約2・5倍であり，その他の炭化水素の産生はエチレン＞エタン＞ブタンの噸であ  

った。4か月令ラットにおけるエタンとエチレンの産生量は12か月令ラットの闇とも  

有意な増加を示したが，その他の炭化水素の場合は，2Zか月令以上の場合のみ有意差  

を示した0〔の結乳呼気中炭化水素の測定曙は老化に伴なうよ符むごひ0の脂質過酸化  

の指標として極めて鋭敏なものであり，特に四つの炭化水素のうちペンタンが最もよ  

い指標であることを示している。   

一万，TBA法による血清中の脂質過酸化も老化につれて増加する傾向を示したが32  

＊ 本論文は“Life Sciences”，27，731－738（1980）に発表L／たものに資料を付け加えた  

ものである。  

1・国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2  

The NationalInstiute Eor Environmental Studies，Basic Medical  

Sciences Division，Yatabe－maChi，Tsukuba，Ibaraki305，Japan  
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か月令ラットの値は22か月令ラットの場合よりも低下していた。また血清脂質成分と  

してリン脂質（PL），トリグリセリド（TG），総コレステロール（T・CHL），遊離型  

コレステロール（F・CHL）およびHDL一型コレステロpル（HDL・CHL）に  

ついて検討した。TG以外はすべて4か月令から22か月令まで年令に依存して増加し  

たが，32か月日では血清TBA値と同様にむしろ低下していた。血清TBA値と脂質成分  

との間の内部相関はリン脂質，総コレステロールおよび遊離型コレステロールとの間  

で最も顕著であった。  

Abstract  

This research was undertaken to follow the course of lipid peroxidation 

productsinratsofvaryingagebyanewmethod．Wistarmalerats，4，12，22，and  

32monthsold，WereeXaminedforlipidperoxidationasdemonstratedby  

ethane，ethylene，butaneandpentaneinthebreathofintactanimals．1ntheolder  

rats，theamountsofthefourhydrocarbonsexhaledweregreaterthanthosein  

youngerrats．Qualitatively，allhydrocarbon去testedwererelatedto ageby an  

exponentialrelationship，with regression fit correlation coefficient，OAO8－0．796  

（p＜0．01－0．001）．When hydrocarbon gas production of32month・01d rats was  

COmparedwith・thatof4month・Oldrats，thegreatestratiowasthatforpentane  

（2・53）．Theremainingwereorderedethylene〉ethane〉butane．Thereweresignif－  

icantdifferencesintheproductionofethaneandethylene．between12month・01d  

ratsamd4month－01drats，andintheproductionoffourhydrocarbonsbetween22  

and32month・01dratsandtheyoungest．   

Thiobarbituricacidreactantsinserumexhibitedanincreasingtendencywith  

age，butthevaJuesfor32month・OJdratswerelowerthanthosefor22month・01d  

rats．However，thedifferencesbetweentheagegroupswerenotsignificant．   

These results showed that tht measurement of hydrocarbonsinthe rats，  

breathwasasensitiveindexofinyivolipidperoxidationduringaging，andthat  

pentanewasthebestindexamongthefourhydrocarbons．  

はじめに  

環境汚染物質の慢性影響に関する長期間の研究においては，実験動物の老化とそれに伴って生ず  
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る生理的変化のは擾は実験上長も留意すべき事柄の一つである0また一般に老化は脂質の過酸化と  

最も関係の深い生理現象と考えられている。  

本研究は琴境汚染物質の慢性影響を研究する際の重要な基礎資料を得ることを目的として計画された。   

生物の老化過程が脂質過酎ヒによる細胞膜成分の障害と密接に関連していることを示す実験的証拠  

は多くの人々によって示され1ト5），∫乃U川0の脂質過顧イヒが老化の細胞レベルでの障害反応を起こす  

基本的機構であると見なきれて釆た2）・6とこれまで老化過掛こおいて脂質過酸化反応が起こっている  

ことを示す証拠がいくつかの実験手法によって証明されている。その一つはけい光セロイドやリ  

ボブスチン色素7）刈のような細胞内に琶税する脂質過酸化産物やチオパルピッール簡（TBA）反応  

性物質9）等の測定によるものであり，第二に脂質過酸化物のβ分解によって生ずる動物呼気からの  

揮発性炭化水素の同定である10ト12）。食品化学の分野においては食用油の自動酸化によって炭化水  

素ガスが生ずることは以前から知られていた13ト15）。エタンはリノレン酸やドコサヘキサエン酸のよ  

うなu－3脂肪酸類の自動酸化によって生ずろ14こエチレンは過酸化されたリノレン酸の銅触媒による  

分解反応によって生ずることがLieb。rmanら 16），17）によって報告されT；。ブタンはミリステン酸の退  

散化物の分解によって生じ18）またペンタンはリノール顧やアラキドン簡の過酸化物の熱分解19）】20）や  

鉄の触媒による分解反応によって生ずるZl）ことなどが知られている。   

老化に伴う血清脂質成分の変化についてはヒトについての報告26），27）がいくつかみられているがラッ  

トについての報告はあまりみられない。   

この研究は年令の異なるラットの脂質過頑化を4種類の呼気中炭化水素を測定する方法と血清中  

TBA反応物質を測定する方法で比較し，さらに血清中TBA値と血清脂質成分との内部相関性を調  

べる為に行われた。   

方  法   

実験には4か月令，12か月令，22か月令およぴ32か月令のウィスター系碓ラットを用いた。ラットは  

日本クレアよりSPF状健の1か月令動物を購入し，24－26℃に制御された飼育室で14時間照明10時  

間消燈サイクルの条件でハンギングーワイヤー・メッシュ・ケージの中で5匹ずつにわけて飼育され  

た。4か月令ラットの場合は購入後セミクリーン飼育室で3か月飼育し，12か月令，2Zか月令  

および32か月令ラットは購入後SPF飼育室で9か月間，19か月間およぴ29か月間飼育した後セミク  

リpン飼育室で2か月間飼育したものを実験に供しT：。飼料は日本クレア製CE－2飼料を与え，SPF  

飼育室で飼育中は同上飼料を滅菌して与えた。測定に際して特に絶食は行っていない。血清はエー  

テル麻酔下で筋動脈より採取した血液より遠心分離によって調製し，用暗まで一80℃に保存した。   

呼気ガス分析にはFID付き島津GC－7AGガスクロマトグラフィーを用いT：。ガス分析用カラムは  

活性アルミナ（Altteck社製，80－100メッシュ）を充填しT：内径3mm，長さ3・5mのステンレスカ  
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ラムを使用した。キャリアー窒素ガスは40ml／minの流速に，検出器温度は260℃に，インジュクター  

温度は160℃にセットした。分離用カラムの温度は60℃からスタートして毎分16℃の速度で2鋸℃ま  

で昇温し，その後この温度に6．Z分間保持し，トータルプログラム時間は20分間として行った。   

呼気ガス採取の為にラットをDi11ardら11）の報告と同様の保定チャンバーに入れ，その中で炭化  

水素フリーの純空気を約20分間吸わせて肺をWashoutしてから呼気ガスを濃縮採取した。呼気ガス  

の濃縮は活性アルミナを充填したループ型ステンレスカラム（長さ約30cmトを用い，－130℃の液  

休窒素・エタノールの円に浸して行った。この時の純空気の流量は120ml／mi。に設定し，2．5分間  

で300mlのサンプルを濃縮した。   

各炭化水素量の標準化はエレクトロメーターを4×10J12amp／mV（Range，1：Attenuation，4）  

に設定し，0，95ppmのエタン，1．01ppmのエチレン，1・10ppmのブタンおよび0．82ppmのペンタンの  

各標準ガス1mlをインジュクションして行った。実際の呼気ガス分析も同一の条件であった。各ク  

ロマトゲラフのエタン，エチレンおよ’ぴブタンの相対ピーク面積の算出は島津クロマトパック・モ  

デルC－RIAによって自動的に計算されたものを用い，ペンタンの場合は図1に示すごとくブタンピー  

クの出現後にベースラインの変動が生じた為にトライアングル法で計算した。各炭化水素の産出量  

の計算は次式によって求めた。  

（p moles of hydrocarbon）（incomirLg flow rate of air）／（sample volume）  

＝p moles of hydrocarbon／min．  

図 1ラットの呼気中炭化水素のガスクロマトグラフィーによる分離  

Fig・1Achart of gas chromatograph of hydrocarbonsin a breath  
Sample of a rat  

l）Peakby airpressure，P2）Methane．3）Ethane，4）Ethylene，  
5），6）Unknown，7）Iso－butane，8）Butane，9）unknown，10）Iso－  
pentane，11）Pentane，12）1so－hexane，13）Hexane・  
Eachnumberunderlinedonpeakindicates rentiontimeofeachpe8k・  
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血構中脂質過教化度はTBA試薬とマロンジアルデヒドの反応を用いる八木のけい光法2Zlによって  

求めた。さらに血清中リン脂質，▼トリグリセリド，松コレステロールおよび遊離型コレステロール  

量は遠心方式のジェムサック自動分析装置を用いて酵素法で測定した。なお測定試薬はリン脂質の  

場合は和光純薬PhospholipidsB－TestWakoキットを，トリグリセリドはBoehringer－Mannheim  

Triglyceride－UV－Testキットを，絵コレステロールは栄研化学 コレステザイムC“栄研′′テ  

ストキットを，また遊離型コレステロールは和光純薬 Free CholesteroIC－Test Wakoキット  

をそれぞれ使用した。またHDL一型コレステロールの測定はヘパリン・マンガン結合沈澱法による  

和光HDL一コレステロール測定試薬キットを用いて用手法で行った。   

各デ¶ク間の有意差検定および相関性の検定はStudentの孟検定および直線回帰相関検定法によっ  

て行った。   

結  果   

図1にラットの実際の呼気申炭化水素類を分離した代表的なガスクロマトグラフィーのチャ叫  

トを示した。各ピークはメタン，エタン，エチレン，ブタン，ペンタンおよびヘキサンと同定され  

た。その他にいくつかの末同定ピークとともにブタン，ペンタン，およびヘキサンのIsomerが検   

出きれた。  

表  1老令ラットの体重と各臓器の湿重量  

Tablel・Body weights and wet weights ofvarious organsinagiTlg ratS  

Age  4 monthLOld12month－01d 22monthr。1d 32m。．1th－01d  

Animal Numbers 

Body Weight（g）  

12  12  

404士29■  525±45  

9  12   

519±112  506士33  

16．57士1．56  16．28±1．55  
3．68±0．84b 4．00士0．36d l 
．44士0．23b l．65±1．14 

l．70土0．16  1．90土0．15e  
O．93士0．26 1．34±0．18d  
3．89士0．68  3．69土0．96  
2．40士0．20  2．30±0．11  

g
 
g
 
g
 
g
 
g
 
g
 
g
 
 

Liver  12．94±1．50  

2．47土0．20  

1．03±0．06  

1．41士0．10  

0．72±0．09  

3．50±0．26  

2．14±0．06  

16．76±1．82  

3．07士0．34  

1．29土0．06  

1．64土1．13  

0．85土0．09  

3．99士0．57  

2．28士0．07  

廟
諾
画
慧
 
Ⅹ
H
 
L
 
S
 
T
 
B
 
 

a）値は平均±SDで示した。  
b）P＜0．05，12か月令との間の有意差を示す。  
c）P＜0．01，12か月令との間の有意差を示す。  
d）P＜0．001，12か月令との闇の有意差を示す。  

4か月令との比較では12，22およぴ32か月令のすべての臓器で有意差を示した。  
a）valuesareXpreSSedasmeanj＝SD・  
♭）P＜0・05，Slgnificantdifferencebetweentheagedgroupindicatedand12m。nth。Id  
c）Pく0．01．  
d）P＜0．001．  

Significant differences were found in all organs between 4 month-ald and 
the others．respectively．  
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表1には実験に用いた動物凱平均体重および各臓器の湿重量を示した。休重は4か月令から12  

か月令にかけて急速に増加したが12か月以後ではむしろわずかな減少を示した。肝臓湿重量は体重  

と同様の傾向を示したが有意差は認められなかった。腎乱心臓，肺および膵臓の各湿重量は加令  

につれて増加していたが，脳と精巣は加斜こ伴い減少する例も見られた。   

表2に22か月令および32か月令ラットの解剖所見を示した。これら老令ラットにおいては自然発  

症的な脳下垂体腫瘍，脳腫瘍，白内障および後足麻痺などが見られ，特に後足麻軌よ32か月ラット  

において例外なく認められた。なお4か月令および12か月令ラットにおいて解剖による肉眼的異常  

所見は全くみられなかった。   

九L tル別 の脂質過酸化の指標としてエタン，エチレン，ブタンおよびペンタンの4種の炭化水素  

の測定結果を図2に示した。炭化水素の産生量は加令につれて増加してゆき，測定したすべての炭  

化水素類は年令との間で対数的直線相関を示し，各相関係数はエタンの場合が0・408（P＜0・01），  

エチレンは0．647（P＜0．01），ブタンは0．683（P＜0．001）およびペンタンは0・796（P＜0・001）であっ  

表   2 22か月令および32か月令ラットの解剖所見  

T8ble 2．AnatomicalEinding of22and3Z month－Old rats  

22month－01d  32 month-ald 

Ani汀Ial  Animal   
No  No  

1  TPH（＋＋＋）  

2   Cerebraltumor  

3   Norma1  

4   Hydrocephalus  

5  TPH（十十＋＋）  

C＆taraCtinleft eye  

6   Norma1  

7  TPH（＋）．Hydrocephalus  

8   Adhesioninliver  

9  TPH（＋＋十＋），Nephritis  

1  Hypertrophyin bile duct  

2   Norma1  

3   Cataractinboth eyes  

4  TPH（＋＋）（partialhem＆tOma）  

5  TPH（＋）  

6  gl．subm且ndibularis neoplasma  

7  TPH（十）  

8  Abdomen subctaneous abscess by  

PβeUdo7nO7旧βαemgれ08α，Fibrom8  

in spleen（partial）  

9 Fibrosis in adrenal gland 

lO Fibrom8in5pleen，  

Cerebraltumor．  

Atrophyin right testis  

CataractinIeft eye  

ll Chronic nephritis of both side  

Fibro5i5in adren且1gland  

Catar且Ctin right eye  

12   Normal  
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た。また産生量については4極の炭化水素のうちエチレンが最も多量に産生されており，その他は  

エタン＞ペンタン＞ブタンの頓であった。一方，4か月令から32か月令にかけての増加率でみると  

ペンタンの場合が最も高く，4か月令に対する32か月令の値は2．53倍に達していた。また相関係数  

についてもペンタンの場合が最も高い値を示し，その他の炭化水素の4か月令に対する32か月令ラッ  

トの増加率はエチレンの場合が2．03倍，エタンが1．87倍およぴブタンの場合が1．67倍であった。エ  
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22  0  句  12  

艦（作れ仇S）   

図 2 呼気中のエタン，エチレン，ブタンおよびペンタン測定による脂質過酸化と  

血清中TBA反応性物質測定による脂質過酸化の年令による変化  
●，エチレン；○，エタン；■，ペンタン；□，ブターン；△，TBA反応性物乱  
図中の値は平均値土標準誤差で示した。  

Fig・2 Age－related changesinlipid peroxidation as measuredby ethane・  
ethylene，butane and pentanein breath，and by thiobarbituric acid  
reactantsin serum  

＋，Ethylene；○，Eth且ne；q，Pentane；□，Butane；△，Thiobarbituricacid  
reactants．The values areexpressedby mean 土 SE・  
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タンとエチレンの場合は4か月令に対する計算では12か月令，22か月令および32か月令のすペてで  

有意な増加を示し，またブタンおよぴペンタンの場合は22か月令と32か月令の場合でのみ有意な増  

加を示した。なおこれまでの研究12）▼23）】24）における炭化水素産生量の表示にはpm。1es／100g体重／mi。  

の単位を使用してきたが今回は血清中TBA値との比較を中心とした為にpmole5／minの単位を用い  

た。上記の結果を仮にpmoles／100g体重／minの単位で比較するとやはり対数的相関性を示したが4  

か月令に対する有意な増加は4つの炭化水素とも32か月令の場合にのみ認められた。   

TBA法で求めた血清中脂質過酸化物の変化も図2に示した。この値も加科こつれて増加する傾向  

を示したが32か月令ラットの場合はむしろ22か月令の場合よりも低下していた。しかし最も高い22  

か月令の場合でも4か月令に対してたかだか1．23倍の増加を示しただけで，最も低い4か月令の場  

合との間にも有意な華は認められなかった。   

これらの結果から，呼気中の炭化水素を測定する方法は加令に伴う脂質過酸化の指療として極め  
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図 3 血清リン脂質とトリグリセリドの加令に■よる変化  
●，リン脂質；●，トリグリセリド；○，休重：＊＊，P＜0．01；＊＊＊，P＜0．001  
（各々4■か月令に対して）  

Fig．3 Age－related changes of phospholipides and trlglyceridesin semm  
●・Phospholipides；r・Triglycerides；○・Bo亘yweight：＊＊，P＜0・001；＊掌＊，  
P＜0▲001（a恥inst4 month－0ほ），  
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図 4 腐コレステロール，遊離型コレステロールおよびHDL型コレステロー′レの年  

令による変化  
●，総コレステロール；■，遊離型コレステロール；○，HDL－コレステロール：  

＊＊，P＜0．01；＊＊＊，P＜0．001（各々4か月令に対して）  

Fig．4 Age－related changes o‡totalcholesterol，free cholesteroland rlDL－  
cholesterolin serum  
●，Totalcholesterol；ll，Free cholesterol；○，HDL－Cholesterol：  
＊＊，P＜0．叫＊＊＊，Pく0．001（agaiれSt 4 month－Olい  

て敏感なものであることが示され，特に測定した4種の炭化水素のうちでペンタンが最もよい指標  

であることが示された。   

次に老令ラットの血清中リン脂質，トリグリセリドおよび三種のコレステロール類の変化を図3  

および図4に示した。リン脂質とコレステロール類は加令につれて増加する傾向を示したが32か月  

令ラットではTBA値の場合と同様にむしろ低下していた。一方，トリグリセリドは他の脂質成分の  

変化とは異なりむしろ体重と類似の変化を示した。さらにリン脂質および総コレステロールと血清  

TBA値との相関を図5と図6に示しT：。血清中脂質過酸化物量（TBA値）は血清脂質成分と深い関  

連を持つものであることが示された。しかしながら血清中のTBA法による脂質過酸化と呼気ガス分  

析による脂質過酸化の結果が32か月令で異なることが明らかになった。きらに血清中のTBA値と各  
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図 5 血清中TBA値とリン脂質の相関性  
○，4か月令；△，12か月令；●，22か月令；□，32か月令  

Fig．5 Relationship between TBA values and phospholipidsirlSerum  
O，4month－Old；△，12month－01d；●，22month－Old；□，32moth－01d  
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図 6 血清TBA値と総コレステロールの相関性  
○，4か月令；△，12か月令；●，22か月令；ロ，32か月令  

Fig．6 Relationship between TBA values and totalcholesterolin serum  
O，4month－01d；△，12month－01d；●，22month－Old；□，32m。nth－。Id  
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表  3 老令ラットの血清中TBA値と脂質成分の内部相関性  

Table 3・Internalrelationship between TBA values and variouslipid  
COntentSin serum of aglng ratS  

TBA   PL   T－CHL  F－CHL  HDL－CHL  TG   

γ＝0．841  

TBA  nOn   

P＜0．001   

nOn   

PL  

γ＝0．901  

nOn   nOn  nOn   

P＜0．001  

γ＝0．829  

T－CHL   nqn  nnn   

P＜0．001  

γ＝0．892  

F－CHL  nOn   

P＜0．001  

HDL－CHL  nOn   

TG  

PL－Phospholipids；T－CHL，Totalcholesterol；F－CHL，Free Cholesterol；HDL－  
CHL・Heigh densltylipoprotein－Cholesterol；TG，Triglyceride：  

脂質成分間の内部相関については表3に示した。これよりTBA値はすでに述べたごとく脂質，総コレ  

ステロールおよび遊離型コレステロール童と相関性が高いことが明らかとなった。きらに，動脈硬  

化症の最も強力な予防因子と考えられているHDL型－コレステロールがリン脂質，総コレステロー  

ルおよび遊離型コレステローとの間に極めて高い相関性を示したことは特徴的であった。   

考  察   

本研究は年令が異なるラットの且■乃lル“の脂質過酸化魯呼気申炭化水素を測定する方法で検討し  

血清TBA値と比較した。n旨賢過酸化の指標として低分子炭化水素を測定する方法は四塩化炭素（CCl．）  

処理したマウスの呼気中エタン測定の実験としてRielyら10）によ「て最初に報告された。またペン  

タンの測定は脂質過髄化に対するどタミンEの防御効果を示すラットによるDillardら11）の実験に  

よって報告きれた。我々も先に，四塩化炭素投与によって起こる脂質過酸化をビタミンEが阻害する  

ことをペンタン測定によって示したZ古j。さらにビタミンEとセレン盈が異なる飼料を8週間与えたラッ  

トの場合肝臓および腎臓中のTBA反応性物質鼻とペンタン産出蜃との間に高い相関性があること24），お  

よび四塩化炭素投与ラットの肝臓中共授ジュン雲ともペンタン産出批の闇で高い相関性を持っこと1Z）  
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図 7 リノレン酸の過酸化によってエタンおよびエチレンが生成するメカニズム   

Fig．7 Possible mechanism of ethane and ethylene formation durirLg  

peroxidation oflinolenic acid  

（a）Initiationoflipidperoxiaationbyabstractable（d。。bly且11ylic）山一5  

hydrogen atom．  
（b）Isomerization to the more stable diene free radical．  

（c）Addition of oxygen to form the（∪－3peroxy radical．  
（d）Abstraction of hydrogen atom from aT10ther fatty acid to fDrm the more  
stable（小3hydroperoxides．  

（e）Freeradical．hydroperoxide decomposition，aSprOpOSedby BelletalL 3O）  

wouldlead to scission of the carbon chain and formation of an aldehyde and  

nonradicalproducts・  
（f）Formationofanethylradicalbyβ亡－SCissioり■  

（g）Ethane formation after the acquisition of a hydrogen atom・  

（h）EthyleneformationbyCJ±catalysis．  

（i）Endperoxides formation by cyclization．  

（j）Metabolism to non－tOXic hydroxy fatty acid by glutathione peroxidase  
（GSHLPO ase）．  
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等を示した。さらに，Lindstromら25）も呼気中エタンが四塩化炭素授与ラットの肝臓共役ジュン量  

と相関していることを報告している。   

今回の実験において，エタンおよびペンタンに加えて加令につれてエチレンとブタンも増加し，  

その産生量は年令との間に対数的直線相関を示すことが明らかになった。この結果はマウスの精巣  

申のけい光性老化色素と年令との間で対数的直線相関を示すとLrうTappelら6）の報告と一致して  

いる。一方，血清中のTBA反応性物質も4か月令から22か月令にかけて対数的に増加し年令との間  

に直線相関を示したが32か月令ラットの場合にはむしろ22か月令の場合よりも減少し，かついずれ  

の年令のラットも4か月令ラットとの闇に有意差を示さないという結果を得た。これまで幾人かの研  

究者Z6）27）もヒト血清中のTBA反応性物質は加令につれて増加する・がさらに高令になると逆に減少し  

てくるということを指摘し，我のラットによる結果と同様の傾向を報告し．ている26），27）。このように  

32か月令ラットにおける呼気中炭化水菜と血清中TBA値との間の結果には依然として矛盾がある。  

このような違いについて次のような可能性をあげることができる。すなわら，TBA反応性物質と炭  

化水素の生成経路は図7に示すように異なるものであり，前者は（c）から（i）の経路をたどって産生さ  

れ，後者は（e）から（f），（g）あるいは（hゆ経路をたどって産生されるものである。このようなことから，  

32か月令ラットの場合には（c）から（i）の経路が何らかの理由によって不活性化されたり，あるいは（e）  

から（g）もしくは（h）の経路が活性化される七いうことによるものかもしれない。しかしながら現在，  

このような特定の経路の活性化あるいは不活性化を示す事実はまだ知られていない。一方，呼気申  

炭化水素と血清中TBA値の間に上に述べたような矛盾が存在するという結果から，生体の脂質過酸  

化の指標としてこれまで多くの人々に常用されてきたTBA法が真にwhole bodyの脂質過簡化を示  

す指標として適当であるかどうかはさらに今後の研究が必要であろうと思われる。   

一万，呼気申炭化水素の測定法には老化過程におけるフリーラジカル機構の役割解明上の利点が  

ある。すなわち，けい光老化色素やTBA反応性物質の測定においては定量的な値を得ることが出来  

るだけであるのに対して，呼気中炭化水素の測定は過酸化の度合を定量的に測定出来るばかりでなく  

各脂肪酸の過酸化に関する定性的評価も行い得ることである。我々の結果はリノレン酸やドコサヘ  

キサエン酸のような山一3脂肪酸から生ずるエタンやエチレンがリノール酸やアラキドン髄のような  

山一6脂肪酸から生ずるペンタンよりも多いことを明らかにした。また，若いラットと老令ラットの間  

の炭化水素産生率がペンタンの場合に最も高かったことから，リノール顧やアラキドン顧のような  

山一6脂肪酸が老化において生理的に何か重要な役割を果たしているのかもしれないということが示  

唆される。このことは血小板やある種の臓器においてアラキドン酸の過酸化物がプロスタグランジ  

ンの生合成上に重要な役割虻果たしているという事実28）29） と関連があるのかもしれない。  
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二酸化窒素急性暴感の肺胞洗浄液のリン脂質脂肪酸組成に及ぼす影響   
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要  旨   

NO2の急性暴露（20ppmNO～．12時間）によってラットの肺胞洗浄液申のリン脂質  

が有意に増加した。またこのリン脂質脂肪願組成のうち，パルミテン酪，ミリスチン  

簡，パルミトレイン酸は有意に増加したムまたステアリン酸，オレイン酪リノール  

簡，アラキドン酸は有意に減少した。またこれらの脂肪硬組成の暴露時間（12，24，  

36時間）に伴う変化も併せて検討した。以上の結果を肺組織におけるリン脂質脂肪酸  

組成の変化と比較し，多くの点で増減の傾向が同じであることを見いだした。  

Abstract   

TheeffectsofacuteNO2eXpOSureOnfattyacidscompositioninlunglavage  

phospholipids were examined．Among fatty acid speciesin thelunglavage  

phospholipids，thecompositionofpalmiticacid，myristicacidandpalmitoleicacid  

increasedsignificantly．Thecompositionofstearicacid，01eicacid，lin01eicacid  
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Japan  
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and arachidonic acid decreased significantly．The time course study was also  

examined．Theseresultsarediscussedincomparisonwiththeresultsforthelung  

tissue．   

はじめに   

動物の呼吸器系に入ったNOzは血液を介して体内に移行し，亜硝簡イオン，硝酸イオンとして大  

部分が尿中に排泄されることが知られている1）12）。その間肺炎や肺水腫などの障害を引き起こす。一  

方NO2は化学的にも反応性が高く，水酸基3ト6），SH基7），アミノ基8）▼91二重結合10），11）などの官能基と  

反応することが報告されている。そこで肺内に入ったNO2は肺胞表面にある痙々の物質と反応する  

可能性を有している。肺胞表面は表面活性物質として，リン脂質が重要な役割をしているが，我々  

はこのリン脂質に対するNO2の影響を解析することを目的として，NO2と不飽和脂肪酸との反応三2）  

No2急性暴露による肺組織のリン脂質脂肪酸組成への影響を検討してきた13A今回は肺胞洗訊こよっ  

て得られる肺の表面活性物質中のリン脂質の脂肪酸組成にNO2急性暴露がどのような影響を及ぼす  

か検討した。   

方  法   

WistarJCLの嘩ラット（11週令）を用い20ppm NO2を暴露した。NO2暴露はガラス・ステン  

レス製，容積1L16m3の暴露チャンバー（モデルD－ACG，小糸工業社製）内で行った。対照ラッ  

トは同一型のチャンバー札 フィルターで浄化された空気のもとで飼育きれた。換気量はいずれも  

110mソ時間であった。チャンパー内の温度は25土1℃，湿度は55±5％に保たれた。NO2の濃度  

はNOx分析計（モデル8440－H，東京エレクトロン社製）を用いケミルミ法により測定した。20  

ppmNO2暴露下では，ラットは摂食しないため，実験は絶食下で行った。ラットは以下のように二  

群に分けた。  

1）対照群（18匹）：12時間浄化空気のもとにおく。（12時間絶食）   

2）暴露群（18匹）：12時間20ppmNO2暴露（12時間絶食）■   

なおNO2暴露の影響を時間経過を追って見る場合は，対照，暴罷群ともに36時間絶食下におき，  

暴露群では20ppmNO2を12，24，36時間暴露した。各群12匹ずつで行った。暴琵申は水のみ与えた。   

暴露直後，頸動脈からの放血によりラットを殺した。肺胞洗浄液は生理食塩水を気管から肺胞内  

に注入後出し入れを3回行い採取した。この操作は各7ccの生理食塩水を用い3回行った。3ない  

し4匹のラットの肺胞洗浄液を集め，FoIchら14）の方法で脂質を抽出した。リン脂質量はBartlett  

ら15）の方法により決定した。リン脂質は薄層ク占マトグラフイーにより分離した。リン脂質はMorgan  
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ら16）の方法によりメタノリシスし，得られた脂肪酸のメチルエステルは島津GC－5Aガスクロマト  

ゲラフを用い分析した。用いたカラムはスコット型の40mガラスキャピラリーカラム（内径0．3m）  

を用いた。液相は50％シアノエチル化したポリシロキサン（SS－4）を用いた17㌔分析条件はカラム  

温度175℃，検出器温度250℃，注入口温度250℃である。   

結  果  

・20ppmNO212時間泰寓により，肺胞洗浄液の脂質中のリン量はラット1匹当たり24／∠gから60′‘g  

と大きな増加が観察され，リン脂質が肺胞申に分泌されることが示唆された。次に肺胞洗浄液中の  

リン脂質の脂肪酸組成を表1に示す。安1から明らかなように，最も多量に含まれているパルミテ  

ン酸は有意に増加（61．7％→63．5％）した。またミリスチン幣（2．4→2．6％），パルミトレイン酸  

（4．8→5．6％）も有意に増加した。一方ステアリン酸（4．4→3．7％），オレイン酸（6．1→5．6％），リ  

ノール酸（6．5→6．1％）およびアラヰドン酸（4．4→3．6％）は有意に減少した。   

図1，2に脂肪酸組成の時間経過に伴う変化を示した。パルミチン駿は24時間後まで増加し続け，  

36時間後では減少傾向に転じた。ミリスチン醸は24時間後に扱うつが36時間後まで上昇し続けた。  

表 120ppmNO2暴露後の肺胞洗浄液中のリン脂質脂肪酸組成  

Tablel．Fatty acid composition of alveolar wash phospholipids after  
exposure of rats to 20 ppm NO, 

NO2Exposure  

FattyAcid   RT且）   Control  12h  

〃＝6   〃＝6   

Myristic Acid 3．5   2．39±0．11b）   2．61±0．08＋◆C）  

4．2   0．67土0．04   0．73土0．02  

PalmiticAcid  5．1 61．72±1．50   63．50士0．57＊   

Palmitolei（〉Acid  5．5   4．76士0．21   5，63士0－19＝■  

5．6   3．90±0．18   3．84士0．33  

6．3   0．70±0．10   0．64士0．07  

Ste8ricAcid  7．9   4．38±0．28   3．68±0．08■●■   

01eicAcid   8．7   6．09士0．15   5．60士0．18＝●   

LinoleicAcid   10．2   6．52土0．20   6．06士0．23■事   

ArachidonicAcid   20．9   4．40±0．39   3．63士0．15＝  

25．9   0．75±0．11   0．70±0．06  

49．5   1．75±0．09   1．90士0，13   

a）Retention time（min，）  

b）Mean％value土 S，D．  

c）t－teSt aS COmpared with control．  

＊p＜0．05，＊＊P＜0．01，＊＊＊P＜0．001  
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Fig・1Time course of changesin the saturated fatty acid composition of  
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図 2 20ppmNO2暴露による肺胞洗浄液リン脂質中の不飽和脂肪憩組成の経時変化  
○；パルミトレイン酸 △；オレイン酸 ㊥；リノール醒 □；アラキドン酸  

Fig．2 Time course of changesin the unsaturated fatty acid composition  
Oflunglavage phospholipids during NO2 eXpOSure  
O；Palmitoleic acid △；01eic acid ㊥；Linoleic acid □；Arachidonic  
acid  
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パルミトレイン蘭は1Z時間後まで上昇し以降減少した。ステアリン酸，オレイン顧は12時間後に最  

低となり以降増加した。またリノール酸，アラキドン醒は飢時間後まで減少レ，36時間後には上昇  

した。   

考  察   

NO2急性暴露によって肺胞洗浄液の脂質中のリン脂質量が顕著に増加した。この肺胞洗浄液中の  

リン脂質の増加はWilliamsらによっても（NO215ppm28日）報告されている18）。リン脂質量の増  

加には以下の点が関与している可能性がある。すなわら①20ppmNO2による刺激で肺胞申に肺表面  

活性物質（パルミテン酷の割合が高い）としてリン脂質が分泌きれた。①NO2暴露により剥落した  

Ⅰ型細胞や，増加したマクロファ一ジが肺胞洗浄液中に入り，それらのリン脂質成分が抽出きれた。  

⑨肺水腫により肺胞内に診出した液体中のリン脂質成分が抽出された。  

リン脂質の脂肪簡組成の中ではパルミチン酸の占める割合が増加することから①の可能性が強い  

が，暴露時間が長くなった場合㊤，③の寄与が大きくなると考えられる。   

肺胞洗浄液リン脂質の脂肪酸親戚の申ではパルミチン酸が有意に増加することが観察された。我  

々はすでに肺組織のリン脂質中でもパルミチン酸が増加することを報告した13とまたNO2暴露により  

パルミチン顧の肺への取り込みが増加することも観察されている。このことは肺表面活性物質の合  

成が活発になっていることを示唆している。肺胞洗浄液中のリン脂質量が増加していることからこ  

の師表面悟性物質の肺胞円への分泌が増し，肺胞洗浄液申のパルミチン懐の割合が増すものと考え  

られる。一方24時間後を頂点として36時間後ではパルミテン酸の割合は減少傾向に変わっている。  

肺湿重量は20ppmNO240時間暴露で大きく増加する13）。従って36時間暴露後では参出した液体が肺  

胞洗浄液中にかなり入って来ると考えられる。この肺胞申に診出した液体がパルミチン簡の割合を  

減らしている可絶佳がある。従って以後肺粗描のリン脂質脾肪酸組成との比較は12時間後と24時間  

後の値で比較する。＋－万Roehmらが行った亜急性暴露（NO210pp叫 4週間）の結果では，肺胞  

洗浄液申の全脂質中のパルミ■チン醒の割合は減少しており191我々と逆の結果であった。Roehmらの  

結果は肺胞洗浄液の全脂質中のパルミチン葡の割合であることからこの差異が生じた可能性もあり，  

今後検討する必要がある。   

一方他の脂肪酸では，ステアリン酸，オレイン酸，リノール酸，アラキドン酸はいずれも減少し  

ミリスチン酸，パルミトレイン醒は増加した（パルミトレイン敢は24時間暴裔後では減少している）。  

艶々は肺組織のリン脂質では，NO2急性暴常によって，ステアリン酸，オレイン懐，1）ノール懐，  

（40時間後では増加）ァラキドン敬およぴミリステン簡が減少し，パルミトレイン酸は20時間暴露  

後ではほぼ変化がないが，40時間後に増加することを報告したと3）このことからミリスチン酪，パル  

ミトレイン醒の場合を除き，肺組織でのこれら脂肪蘭の変化と肺胞洗浄液での変化は傾向が同じと  
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いえる。   

肺胞洗浄液中の■jン脂質全体の脂肪酸組成はNO2暴露により，リン脂質全体の申で各リン脂質種  

が占める割合の変化と各リン脂質の脂肪酸組成の変化によって決まる。NO2急性暴裔によって肺胞  

洗浄液中ではパルミテン酸の割合が増加していることから，リン脂質中のホスフ7チジルコリンの  

割合が増加している可能性が示唆される。肺組織のホスファチジルコリンの脂肪酸組成中で，ステ  

アリン酸，オレイン酸，アラキドン酸の割合は他のリン脂質申での割合に比べて少ない。一方ミリ  

ステン磯はホスファジルコリン中に他のリン脂質中より比較的多く含まれている20と肺組繊と同じく  

肺洗浄液中に分泌されるホスファチジルコリン中のステアリン簡，オレイン酸，アラキドン酸の割  

合が他のリン脂質中の脂肪酸組成に比べ少なくミリステン醒，パルミトレイン酸は多いとすると肺  

胞洗浄液中のリン脂質中でホスファチジルコリンの量が増加することは，ステアリン酸，オレイン  

酸，アラキドン顧の割合の減少，ミリステン酸，パルミトレイン酸の増加につながると考えられる。  

一方各リン脂質中の脂肪酸組成のNO2暴露による変化も，リン脂質全体の脂肪敢組成の変化につな  

がる。中でもホスファチジルコリンはリン脂質申での割合が大きいため，その脂肪酸組成の変化が  

重要となる。肺組織のホスファチジルコリン申ではミリステン酸，パルミトレイン酸，オレイン酸  

が減少し，他の脂肪酸は増加または増加の傾向にあることが報告きれていろ抑が肺胞洗浄液中での  

知見はいまだ得られていない。   

今後NO2暴露による，リン脂質全体の中で占める各リン脂質種の割合の変化，および各リン脂質  

の脂肪酸組成の変化について検討する必要があると考える。  
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Ⅰ－10  

ニ酸化窒素の赤血球嬢糖脂質に及ぼす影響  

Effect of Nitrogen D－OXide on Glycolipids bf Rat Red CellMembranes  

彼谷邦光1・三浦 卓1   

Kunimitsu KAYAland TakashiMIURAl  

要   

NO2暴絡が赤血球糖脂質に及ぼす影響を明らかにするために，4ppmNO2を暴露し  

たラットより赤血球膜を調製し糖脂質の変動を調べた。赤血球膜脂質抽出物および中  

性糖脂質両分のへキソース含量は，暴露開始後1日目に対照群の55％と56％と低い低  

を示し5日目までは対照群より低い値を維持した。5日目以降脂質抽出物では対照群  

と同じレベルになったが、中性糖脂質画分では10日目まで対照群より低い値を示し続  

けた。赤血球膜脂質抽出物およびガングリオシド両分のシァル簡含量は，暴露開始後  

1日目に対照群の1．5倍および2倍と高い値を示し以後5日目まで層線的に低下し対  

照群の値に近付いた。脂質抽出物のシァル酸含量は5日目以降も低下し続けたが三 ガ  

ングリオシド画分では10日目まで対照群より高い値を維持した。NO2暴露の時間経過  

に伴いガングリオシドが質的に変化する可能性が蒋層クロマトグラフィーで示された。  

Abstract   

Glycolipids of red cellmembranes，prepared from red blood ce11s of rats  

exposedto4■Oppmnitrogendioxide（NO2）forlOdays，Wereanalysedinordert6  

examine effects of NO2eXpOSure On Cellmembrane glycolipids．The hexose  

COntentSOfthelipidextractandneutralglycolipidfractionwere55％and56％，  

1・国立公害研究所 環境生理部  〒305 茨城県筑波郡谷田区小野＝16番2  

The NationalInstitute for EnvironmentalStudies．Basic MedicalSciences Dir  

Vision，Yatabe－maChi，Tsukuba，Ibaraki305，Japan  
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respectively，OnedayafterexposuretoNO2．Thereducedhexosecontentofthe  

latterwasmaintaineduptotheendofexposureperiod，Whilethat ofthelipid  

extractreachedthesamelevelasthatofthecontrol．Thesialicacidcontentsof  

thelipid extract and ganglioside fraction werel．5・and2．0・fold of that of the  

COntrOlonedayafterexposuretqNO2．Then，theelevatedcontentsdecreasedup  

tt，5daysafterexposure．   

Theelevatedsialicacidcontentofgangliosidefractionwasmaintainedduring  

thefollowlngperiodofexposure．WiththetimeofexposurereductionofRfvalues  

ofgangliosideswasalsoobservedbythethinlayerchromatography．   

はじめに   

著者らは，二酸化窒素（NO2）をラットに暴露すると赤血球腰のリン脂質と脂肪酸に変動が起こ  

ることをこれまでに明らかにしてきた1）・2もまた，赤血球膜のシァル敵およぴへキソース含量の変動  

についても報告2）した。これらの結果から，NO2暴露によって赤血球膜の糖脂質も変動する可能性  

が考えられる。細胞膜に存在する糖脂質は，生体の抗原性の発現，細胞性免疫への関与の外に，ホ  

ルモンや毒素の受容器として機能している可能性が報告されている3）▼4）。従って，NO2暴露によって  

生体内の細胞膜に存在する糖脂質に量的あるいは質的変動が起これば，これらの機能にも影響が及  

ぶことが考えられる。著者らは，調製が容易な赤血球膜を生体における細胞膜のモデル系として使  

用することを考え，NO2暴露によって赤血球膜糖脂質がうける影響を明らかにすることを試みた。  

前報において，ラットに4ppmのNO2を暴露すると赤血球膜中性糖脂質画分の悟含量が低下するこ  

とを報告した。本報告では，4ppmNO2を暴露したラットの赤血球膜から脂質を抽出し，中性糖脂  

質とガングリオシドを部分精製して各々の量的変動について検討した結果を記した。   

実  験  

」．暴環条件および赤血球膿の調製   

実厳にはWistar－JCLの碓ラット（14－18過令）を一群6匹として用いた。4．Oj＝0・08ppmのNO2  

を10日間連続暴露し，経時的に頚動脈からヘパリン存在下で採血した。赤血球膜面分は仁生理食塩  

水で3回洗浄した赤血球からDodgeらの方法5）によって調製した。  

2．赤血球膜中性糖脂質およびガングリオシドの調製  

脂質は赤血球膜面分（約6mgのリン脂質を含む）からFoIchの方法6）によって20倍容のクロロホ  
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ルムーメタノール（2：1，む′／む）で抽出した。脂質推出液は1／5容の水を加えて分配し，下層はク   

ロロホルムーメタノール【水（3：48：47，ひ／む／び）よりなる上層溶媒で3回洗浄した。脂質抽出  

物上層液および洗浄上層液は渥合してロータリーエバボレータ叫によって濃縮乾固した。乾閲した  

上回液の脂質は少量のクロロれレムーメタノール（2：1，U／γ）に俗解し不溶物を炉過除去した。   

この脂質溶液は再び窒素気流下で乾固きせた後，クロロホルム、メタノール（2：1，U／〃）に容   

解し不溶物を除去した。このようにしてえられた脂質溶液は窒素気流で乾固きせ， 2mゼのクロロ   

ホルムーメタノール（19：1。ひ／〃，1βの中に5mβの水を含む）（溶媒Ⅰ）に潜解して，Wuthier   

の方法7）に従いセファデックスG25カラムクロマトグラフィーでガングリオシドを部分精製した。   

溶媒Ⅰに溶解した脂質は，あらかじめメタノールー水（1：1，U／u）で平衡にし使用直前に10mβ   

の溶媒Ⅰで洗浄したセファデックスG25のカラム（1×10clll）に重層し，50mゼの溶媒Ⅰで洗浄した。   

洗浄後，ガングリオシド画分は70mゼのクロロホルムーメタノールー酢酸（19：1：4，む／u／即，1   

ゼ中に25mゼの水を含む）で浴出し，ロータリーエバボレーターで乾圃きせた。   

脂質抽出物の分配下層はト上記のように3回上層溶媒で洗浄した後不溶物を炉過除去し，窒素気   

流下で乾田きせた。乾固した脂質は2mβのアセトンで1回洗浄しDawsonののアルカリ分解8）を   

行った。加水分解後，水を加えて2層に分配し，下層は3回上層潜媒で洗浄した後乾固させ中性糖   

脂質画分として使用した。   

3．ヘキソースおよぴシァル酸の定見   

上記のようにして得られた赤血球膜ガングリオシド画分のシァル酸合壁は，同画分をクロロホル  

ムーメタノール（2：1，〃／u）で4mゼとした後，2mJフを用いて測定した。この画分2mゼは窒素  

気流で乾国きせた後，同じ溶媒で0．8mゼとし16／上ゼの5N硫酸を加え80℃60分間加水分解した。加水  

分解後5N水酸化ナトリウムで中和し0．16mゼの水を加えて2層に分配した。。下層は1回上層溶  

媒で洗浄した。得られた面上層は，窒素気流下80℃で乾固させ20mMリン酸頓衝液（pH7．2）で1  

mゼとした。この溶液0．5mゼに0．03単位のシァル酸アルドラーゼを加え37℃60分間インキュベーショ  

ンしたものを対照として使用した9とシァル顧アルドラーゼ処理および熱処理の試料はAminofrのT  

BA法10）によってシァル酸の定量を行った。   

中性糖脂質両分はクロロホルムーメタノール（Z：1，む／む）で2．4m」フとし，0．8mβを用いてヘ  

キソースの定量を行った。0．8mゼの脂質溶液は21〟ゼの濃塩酸を加え80℃4時間加水分解を行い，加  

水分解後0．16mゼの水を加えて2層に分配した。下層は上層溶媒で1回洗浄し，得られた上層は混  

合して窒素気流下80℃で有機溶媒を除いた。この溶液に2mゼのアンスロン試薬を加えRoeの方法11）  

によってへキソースを定量した。  

リン脂質はHarris and Popatの方法1Z）で定量した。  
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4．糖脂質の定性分析   

部分精製した中性糖脂質およびガングリオシドの定性は，クロロホルムーメタノールー水（60：  

30：8，ぴん／む）を展開溶媒とした蒋層クロマトグラフィーにより行った。中性糖脂質はアンスロ  

ン試薬により，ガングリオシドはレゾルシノール試薬により発色させ同定した。   

結果および考察   

的報において，4ppmのNO2を暴露したラットでは赤血球膜中性糖脂質画分のへキソース含量が  

著しく低下することを報告した1」使用した中性糖脂質画分は，赤血球膜脂質抽出物からDEAE－セ  

フ7デックスA25のカラムクロマトグラフイ⊥により調製したものであった。本報告では，FoIch  

の分配を繰り返すことによってガングリオシドを中性糖脂質から分離した画分を用いた。図1に申  

に中性糖質画分（Ⅰ）およびガングリオシド画分（Ⅱ）の薄層クロマトゲラムを示した。ラット赤  

■  ‾  

r＝∵ニ  

ー2＝：＝オ   

透岩⊂⊃  

・‥・コ  
、∴。  

←／／／り  

こ、 
こ）  

CMH CDH GLob I  ‖ CTH GMIGM2 GM3  

図 1 ラット赤血球膜糖脂質の薄層クロマトゲラム  
Ⅰ・中性糖脂質画分，Ⅱ・ガングリオシド画分；CMH，セラミドモノヘキソシド；  

r CDH，セラミドジヘキソシド；CTH，セラミドトリへキソシド；GIcb，グロポシ  

ド；CMl，GM2，GM3，GMl．ガング］）オシド，GM2－ガングリオシド，GM3－  
ガングリオシド  
展開溶媒，クロロホルムーメタノールー水（60：30：8），発色試薬，アンスロン  

Fig．1 Thinlayer chromatogram of glycolipids of rat red cellmembranes  
I，Neutralglycolipid fraction；］，Ganglioside fraction；CMH，Cer争mide  
mor10hexoside；CDH．Ceramide dihexoside；CTH，Ceramide trihexoside；  
Glob，GIoboside；GMl，GM2and GM3，GMIL，GM2－and GM3－gangliosides．  
Theplatewas developedwithchloroform－methanol－Water（60＝30：8，byvolume）  
Shaded spots were stained with anthrone reagent．  
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血球膜には，セラミドモノヘキソシド（CMH）が最も多く存在し，セラミドジへキソシド（CD  

H）がついで多く存在していた。グロボシド（Glob）も検出されたがガングリオシドは検出されず，  

ここにえられた中性糖脂質画分のヘキソーよ含量は中性糖脂質に由釆すると考えられる。ガングリ  

オシド画分用）では，アンスロンで発色するスポットが二つ存在し共にレゾルシノールでも発色  

した。これらは本研究に用いた展開浴媒ではGMlガングリオシドよりも小さなRf値を示した。   

NO2暴露が赤血球膜の糖脂質に及ぼす影響を明らかにするために，赤血球膜の脂質抽出物および  

各糖脂質画分のへキソースおよぴシァル離合量の変動について検討した。図2に，脂質抽出物およ  

び中性糖脂質画分におけるへキソース含量の変動を示した。脂質抽出物のへキソース含量は，暴露  

開始後1日目において暴露群では対照群の55％と低い値を示した。1日目以降7日目までは増加を  

」
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図 2 NOg暴罵による赤血球膜脂質抽出物および中性糖脂質画分申のへキソース含  
屋の変動  
A：脂質抽出物，B：中性糖脂質画分。  

FigL 2 Changesin the hexose contents of thelipid extract and neutral  
glycolipid fraction of rat red cellmembranes during exposure to4  
ppm NO2  
Thehexosecontentsofthelipidextractandneutralglycolipidfrよctionwere  
determined as describedin theMethods．Closed symboIs represent contents  
for exposed animals and open ones for controlones・A，Thelipid extract；  
B，Neutralglycolipidfraction・Each pointis themeanofsixdeterminations・  
Errorbars represent±2standarddevation・  
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示し，7日目以降は対照群とはば同じ値を示した（図aA）。一方，対照群のへキソ【ス含量は暴露  

期間をとおして低下を示し，10日目には1日目の55％にまで減少した。中性糖脂質両分中のヘキソー  

ス含量は，脂質抽出物の場合と同様に暴露群では1日目に対照鱒の56％と低い値を示した。その後  

3日目まで低下し一定となった（図2B）。対照群のへキソース含量は脂質抽出物の場合と同様に暴  

露期間をとおして低下した。以上のように，脂質抽出物および中性糖脂質画分のへキソース含量は  

暴露後5日目までは対照群よりも低い値を示した。脂質抽出物の場合はその後照群とほほ同じ値に  

なり，赤血球膜の全へキソース含量と類似の変動を示した。   

中性糖脂質画分では暴露群のへキソース含量に増加が認められず、暴露期間をとれて対照群よ  

り低い値を維持した。このような相違は，脂質坤出物に混在してくる糖ペプチドによって起こるこ  

」
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図 3 NOヱ暴露による赤血球膜脂質抽出物およびガングリオシド画分中のシァル離  
合塁の変動  
A：脂質抽出物，B：ガングリオシド画分。  

Fig・3 ChangesinthesialicacidcontentsofthelipidextrActandgangli－  
oside fraction of rat red cellmembranes during exposure to4ppm  
NO2  
The conterltS Of si且1ic acid were determinedas describedin the Methods・  
CIosed symboIs represent content＄for exposed animals andoperlOneS for  
cotrolones，A，Thelipid extract；B，Ganglioside fraction・E丘Ch pointis  
the mean oisixdeterminations．Errorbars represent土2standarddeviation・  

一114一   



とが考えられる。ここで得られた中性糖脂質画分のへキソtス含量の変動は，異なる方法で調製し  

た前報の結果とよく一致した。   

次に，NO2暴露が脂質抽出物およぴガングリオシド画分中のシァル酸含量に及ぼす影響について  

検討した。脂質抽出物の場合，暴露群のシァル酸含量は暴露開始後1日目で対照群の1．5倍の値を  

示した（図3A）。その後暴露時間の経過に伴い直線的に減少し，10日目には1日目の52％となり対  

照群よりも低い値になった。一方，ガングリオシド画分中のシァル簡含量は，暴罵開始後1日目で  

対照群の2倍の値を示し，以後5日目まで直線的に低下した（図3B）。しかしながら，5日目から  

むしろ増加を示し，以後の暴露期間中対照群より高いシァル徴含量を示した。10日間の暴告期間中，  

暴露群のシァル酸含量は対照群より常に高い値を示した。図4に，ガングリオシド画分の滞層クロ  

マトゲラムを示した。NO2暴露開始後1∈】目に，暴露群の2超類からなるガンブリオンドは共に対  

照群のものより小さなRf値を示すことが認められた。これら暴琵群のガングリオシドは，1日目  

から3日目にかけてと5日目以降徐々にRf値が低下していった。以上の結果から，脂質抽出物お  

よぴガングリオシド両分のシァル酸含量は共に暴露開始後1日冒には対照群より高い値を示し，そ  

の後5日目まで減少し掛ナ対照群の値に近付くことが明らかとなった。この結果は，赤血球膜の全  

4ppmのNOz暴露ラットから調製し√ニ赤血球膜ガンダリ●ォシドの蒋層クロマ  
トゲラム  
GMl，GMlガングリオシド；C，コントロール  

数字はNO2暴露からの日数。展開溶媒は図1の展開溶媒に向じ。発色試薬，レゾルシノール。  

図 4  

Fig. 4 Thin layer chromatogram of gangliosides from red cell membranes 
of rats exposed to4ppm NO2，  
GMl，GMl－ganglioside；C，Control；thenumberrepresent days afterexpo－  
suretoNO2．Theplatewas developedasdescribedinthelegendofFig・1・  
Shaded spats were stained with resorcinol reagent. 
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シァル駿含量の場合と同様の変動が起こっていることを示している。   

4ppInNO2をラットに暴露すると10日間の暴罵期間をとおして，中性糖脂質画分のへキソース含  

量は対照群のものより常に低い値を示し，ガングリオシド画分のシァル離合量は常に高い値を示し  

た。従って，NOz暴露によって赤血球膜の糖脂質は糖タンパク質よりも著しい量的変動を受けると  

考えられる。また，ガングリオシドの場合には量的のみならず質的にも影響を受ける可能性が示さ  

れた。このようなNO2暴露によって起こる糖脂質の変化は，肺胞細胆や血液中に存在する赤血球以  

外の細胞においても起こりうることが考えられる。  
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ニ酸化窒素暴露によるラット赤皿琢膜リン脂質の脂肪酸組成の変動   

Changes of Fatty Acid Composition of PhosphoJipidsin Red CeIIMembranes  

of Rats Exposed to Nitrogen Dioxide  

彼谷邦光1・三浦 卓1   

KunirnitslユKAYAland TakashiMIURAl  

要  旨   

NO2を10ppm7日間暴露したWistarの雄ラットから赤血球膜を調製し，赤血球膜  

の主要リン脂質であるホスファチジルコリン（PC）とホスファチジルエタノールア  

ミン（PE）を薄層クロマトグラフィーで分離し，それらの脂肪顧組成をガスクロマ  

トグラフィーで分析した。   

赤血球膜のPCおよぴPEの脂肪酸組成にかなりの変化が見られた。特にアラキド  

ン酵，ステアリン酸およぴパルミチン酸の含有率の変化が顕著であった。上記以外の  

脂肪酸の含有率はほとんど変化しなかった。NO2暴露の1日目およぴ5日目にPCお  

よぴPEのアラキドン酸が増加し，反対にPCではパルミチン醸が，PEではステア  

リン酸が減少した。   

赤血球膜と同様の変化が血清PCにおいても見られ，アラキドン蘭の増加に伴って  

リノール蘭が減少した。  

Abstract   

MaleWisterratswereexposedtoNO2attheconcentrationoflOppmfor7  

days．RedcellmembraneswerepreparedfromradcellsofratsexposedtoNO2・  

1・国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   

The NationalInstitute forEnvironmentalStudies，Basic MedicalSciences Divi－  

Sion，Yatabe－maChi，Tsukuba，Ibaraki305，Japan  
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phospholipids were extracted with chloroform－methanol（2：1）from red cell   

membranes．phosphatidylcholine（PC）and phosphatidylethanolamine（PE）were   

Separatedbythin－1ayerchromatography．FattyacidcompositionsofPCandPE   

Weredeterminedbygas－1iquidchromatography．  

Considerablechangeswereshowninfattyacidcompositionespeciallyinthe   

proportion of arachidonic，Stearic and palmitic acidsin PC and PE ofred cell   

membranes，andotherfattyacidschangedverylittle．Theproportionofarachi・   

donicacidinbothPCandPEincreasedatthefirstandfifthdaysofexposureto  

、NO2COnCOmitantlywithdecreasesinthoseofpalmiticacidinPCandstearicacid  

in PE．  

Simultaneouslywiththechangeinarachidonicacidofredce11membranes，the   

proportionofarachidonicacidofserumPCalsoincreasedandthatoflinoleicacid   

decreasedwiththetimeofexposuretoNO2．  

Basedontheaboveresl】lts，Wediscussedpossiblealterationinmembranous   

functionofredcellsresultingfromexposuretoNO2．   

はじめに   

大気汚染物質の一種である二酸化窒素・（NO2）は肺から吸入され，硝酸イオン（NO盲）または亜  

硝酸イオン（NO；）として血液中に溶解し，尿中に排泄されることが知られている。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か，間接的であるかは不明であるが，NO2暴露による  

影響が現れるという報告1）がある。   

我々はNO2を暴露したラットの赤血球膜の変化を明らかにするために赤血球膜の主要リン脂質で  

あるpんogpんα～∫dgJcんoJれe（PC）とク加呼んαよ擁Je亡んd乃OJα机g乃e（PE）の脂肪酸組成の変化を血清  

のPCの脂肪酸組成の変化と対比きせながら経時的に調べた。   

赤血球膜リン脂質申に占めるPCとPEの量はそれぞれ約45％と約25％であり，この両者で赤血  

球膜リン脂質の約70％を占めている。また，血清中のPCは血清リン脂質申に約70％含まれている。  

従って，これらのリン脂質の脂肪酸組成を調べることによって赤血球願および血清リン脂質の構成  

脂肪顧の性状をは握することができる。また，赤血球膜および血清中のリン脂質を構成している脂  

肪酸の中でアラキドン酸は飼料中に存在せず，全てγ－リノレン酸経路によってリノール顧から生  

合成きれたものである。従って，アラキドン酸を脂標とすることによってNOz暴露によるγ－リノ  

レン顧経路への影響を見ることができる。  
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方  法  

l．暴環条件   

6匹を一群としたWistarJCLの雄ラット（14過令）を10±0．5ppmのNo2で一週間連続暴露し  

た。対照群も6匹一群の同一ロットのラットを用い，NO2暴露の場合と同型の暴露チャンバーに入  

れ，NO2の代わりにフィルターを通した新鮮空気を通気した。   

2．赤血球膜の調製   

NO2を泉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凝  

固を防いだ。赤血球膜の調製はDodgeらの方法2）に準じて行った。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倍量の1mM塩化カルシウム（CaCl℡）を含  

んだ10mMトリス一塩顧緩衝液（pH7．4）を加えて潜血させた。これを4℃で20，000g，20分間遠  

心してゴースト画分を分取し，潜血に用いた緩衝液と同じ緩衝液で3同洗浄して赤血球膜面分を得  

た。   

3．脂質の抽出およぴリン脂質の精製   

脂質の抽出はFoIchらの方法3）に準じて行った。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／v）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。  

不溶物質を炉過し，これに1／5量の生理食塩水を加えて分配させたb 2層に分離した後，下層を窒  

素気流下で乾田させゼクロロホルムで一定量にした。   

PCおよぴPEは蒋層クロマトグラフィーで分離精製した。用いた展開溶媒はクロロホルムーメ  

タノールー28％アンモニア水一水（28：10：1：1，Ⅴ／v）である。   

4．脂肪酸の分析   

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BF8－MeOHを用いて  

メチルエステル4）とし，これをShimadzu GC－7AGガスクロマトゲラフ装竃で分析した。ガス  

クロマトグラフィーの運転条件は，カラム；EX－5（3mmX4m，ガラスカラム），カラム温度；Z38  

℃，試料注入温度；2700，キャリアpガス；N2，50ml／min，検出器；FID，（H2；0．60kg／cm2，Air  

；0・55kg／Ⅷ2）である。定量はインチグレータによるピーク面積の測定によって行った。定性は標  

準品の脂肪懐メチルを用いて行った。標準品のなしナ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末同定脂肪酸を推定する方法，いわゆるSemi－log plot法で推定L／た。  

－11シー   



結  集・  

l．赤血球腰および血清リン脂質中のアラキドン酸含長の変動   

NO2を暴露したラットの赤血球膜のPC，PEおよび血清中のPCを構成している脂肪酸の中で  

アラキドン酸は対照群のそれにくらペてかなり変動することが認められた。一万，対照群における  

アラキドン■酸含量は赤血球膜PCで9．8j＝0．3％，PEで36．2士0．1％，血清PCで13．2土0・4％含ま  

れており，その含有量はほとんど変化しなかった（図1）。NO2暴露群では1日目および5日目で赤  

血球膜のPC，PEで6－8％増加していたが，3日目およぴ7日目では対照群とほぼ同じ値を示  

した。血清PCのアラキドン離合量の変化は5日目まで赤血球膜リン脂質と同じような傾向を示し  

たが，7日目でアラキドン髄は対照群より7％増加し，赤血球膜リン脂質との違いが現れた。  

（冤）  

20  

18  

16  

14  

12  

10  

8. 

0  2  4  6  

Days of Exposure  

図 1 NO2暴露ラットの赤血球膜ホスファチジルコリン，ホスファチジルエタノー  

ルアミンおよび血清ホスファチジルコリン中のアラキドン蘭含量の変化  

Fig．1 Changesin content of arachidonic acidin phosphatidylcholine，phos－  

phatidylethanolamine of red ce11membranes andserumphosphatidylr  

choline of NO2－eXPOSed rats  

RCM；red ce‖membranes，PC；phosphatfdyIcholfne，PE；phosphatidyIetha－  
nolamine．   

2．赤血球膜リン脂質の脂肪酸組成の変化   

図1にアラキドン顧の含有率の変化を示したが，アラキドン酸の含有率の変化に伴って他の脂肪  

酸の含有率にも変化が認められた。図2および図3にアラキドン酸と他の脂肪酸の関係を示した。  
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図 2 NO2暴露ラットの赤血球膜ホスファチジルコリンの脂肪酸組成の変化  

Fig・2 Changes offattyacidcompositionofphosphatidylcholineinredcell  
membranes of NO2－eXpOSed rats  
C16；palmitic acid，CIB；Stearic acid，Cさ言；araChid。nic acid．  

図 3 NO2暴露ラットの赤血球膜ホスファチジルエタノールアミンの脂肪酸組成の変化  

FigL3 Changes of fatty acid composition of phosphatidylethanolaminein  
red cellmembranes of NO2eXpOSed rats  
ClO；Stearic acid，C18Br；branched fatty acid，C妄言；arachidonic acid．  
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赤血球膜PCではアラキドン酸の増減パターンとステアリン酸（C．8）の増減パターンは一致してい  

た。また，（ァラキドン酸＋ステアリン髄）の増減パターンとパルミテン酸（C16）の増減パターンと  

の間に鏡面対称の関係が認められた。一方，赤血球膜PEではアラキドン酸の増減パターンと（ス  

テ7リン酵＋メチル基側鎖を持つCIB脂肪酸（C18B，））の増減パタ．ンとの間一こ赤血球膜PCと同  

様な鏡面対称の関係が認められた。   

3．血清リン脂質の脂肪酸組成の変化   

血清PCの脂肪酸組成の変化は赤血球膜リン脂質に見られるような明硬な鏡面対称の関係は見ら  

れなかった。NO2暴露1日目においてアラキドン憩およびステアリン熟ま対照群より高い含有率を  

示し，パルミチン酸は低い含有率を示していた。この傾向は7E］目においても同じであった。また，  

血清PCの脂肪顧の中にリノール酸（Cf；）は27・8士1．6％含まれているが，10ppmのNO2暴露によっ  

てその含有率が低下し，7日間の暴露期間中対照群より3－6％低い値を示していた。このような  

リノール酸含有率の変動は赤血球リン脂質では見られなかった。これら脂肪酸含有率の変化を図4  

に示した。  

図 4 NO2暴露ラットの血清ホスファチジルコリンの脂肪酸組成の変化  

Fig．4 Changes of fatty acid coniposition of serum phosphatidylcholine of  

NO2eXpO5ed rat5  

C16；Palmitic acid，C18；Stearic acid，Cf｛；1inoleic acid，C妻√；araChidonic  
且Cid．  
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考  察   

図1に示したように，血清および赤血球膜リン脂質のアラキドン酸の動向を見ると，5日目まで  

は血清PC，赤血球膜PCおよび赤血球膜PEのアラキドン酸含量の増減は一致しているが，7日  

目では赤血球膜リン脂質申のアラキドン蕨は5日目にくらペて減少しているのに対して血清PCで  

は増加していることが認められた。このことは血清と赤血球との間でのリン脂質あるいは脂肪酸の  

交換に異常が起きていることを示すものと考えられる。   

赤血球膜のリン脂質を構成している脂肪酸の中でアラキドン執まほとんどβ位に結合している  

ことが知られている。従って赤血球膜におけるアラキドン酸含量の変動はリン脂質のβ位に由釆す  

るものと考えられる。このことはリン脂質のβ位に特異的に作用するホスホリパーゼA2やアシルト  

ランスフエラーゼ等の酵繋がこのアラキドン離合量の変動に関与していることを示唆しているもの  

と考えられる。   

アラキドン酸含量の変動に伴って変動する他のリン脂質構成脂肪酸はPC，PE共に飽和型の脂  

肪酸であった。この飽和型脂肪酸の中のステアリン酸についてみるとPCとPEとでは逆の増減  

夕一ンを示していた。また，血清PCと比較してみるとNO2暴碍3日目までは赤血球膜PCと血清  

PCとは同じ増減傾向を示しているが，3日目以後7日目までは血清PCと赤血球膜PEとが比較  

図－ 5 NO2暴濯ラットの赤血球膜ホスファチジルコリン，ホスファチジルエタノー  
ルアミンおよび血清ホスファチジルコリン中のステアリン敢含量の変化  

Fig・5 Changesin contentofstearic acidin phosphatidylchoHne，phosphati－  
dylethanolamine of red cellmembranes and serum phosphatiaylcho－  
1ine of NO2eXpOSed r且tS  
RCM；red ce11membranes，PC；phosphatidylcholine．PE；phosph且tidyleth且－  
nolamine．  
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的一致した増減パターンを示していた。このことは，10ppmNO2暴露の赤血球膜に対する作用が3  

日目以前と3日目以後とで異なっていることを示すものと考えられる。  
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l－1コ   

く 二酸化窒素の赤血球酵素および膜糖質に及ぼす影響   

E：ffects of Nitrogen Dbxkle on E：nzyme Activities and  

Membrane－Bound Carbohydrate of Rat Red B100d Cells  

持立克身1・三浦 卓1・彼谷邦光1   

KatsumiMOCHITATEl，TakashiMIURAland Kunimitsu KAYAl  

要 旨   

4．O ppmNO2をラットに暴露した場合，赤血球において，1日目に膜のシァル酸・  

含量の増加とへキソース含量の減少が認められた。暴電開始後5日目には，両者はそ  

れぞれの対照群と同じ値になり，その後共に増加し，10日目にはそれぞれの対照群よ  

り高い値を示した。この間，Na，K－ATPase活性も増加し，10E］目には対照群の3．2倍  

となった。また赤血球可溶性画分において，グルコースー6一リン酸脱水素酵素活性は  

暴露開始後7日目では対照群と同じ値を示したが，乳酸脱水累酵素活性は79％に低  

下した。また，ピルビン酸脱水素酵素活性には増加する傾向が認められた。  

Abstract   

Redcell’membranes，preparedfromredbloodcellsofratsexposedto4．Oppm  

nitrogen dioxide（NO2）forlO days，Were eXamined for evidence of．changesin  

membranouscomponents．  

10ne－day exposure to NO2CauSed anincreasein sialic acid content and a  

decreasejnhexosecontent．Sevendaysafterexposurecontentsofbothsialicacid  

andhexoseincreasedandtlleelevatedvaluesweremaintaineduptotheendof  

1国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16蕃2   

The NationalInstitute for Environment且1Studies．BasicMedicalSci■ences   

Division、Yatabe－maChi、Tsukub＆．Ibaraki305，JaparL  
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exposureperiod．Na，K・ATPaseactivitywasalsoincreased andreached3．2・fold  

thecontrollOdaysafterexposure・Enzymeactivitiesofsolublefractionofred  

bloodcellswereexmined・A decreaseinlactatedehydrogenaseactivitywas  

Observedsevendaysafterexposure，Whiletheactivity ofglucose・6・phosphate  

dehydrogenasedidnotalter．   

はじめに   

大気汚染物質の一種である二酸化窒素（NO2）は，肺を通して吸入されると血中に入り尿中に排  

泄されることが報告されている1）。吸入されたNO2は，血液中で亜硝酸イオンと硝髄イオンとして  

存在することが明らかにされている2と これらの報告は，NO2ガスは吸入されると血液中に亜硝酸イ  

オンまたは硝酸イオンの形で溶解し最終的には尿中に排泄きれることを示唆している。従って，  

NO2ガスを動物に暴露すると，血液中の血球は亜硝酸イオンおよび硝酸イオンと接触する可能性が  

ある。このことは，NO2暴露が生体組織中の細胞に及ぼす影響を明らかにし，その作用機作を解明  

するために赤血球がよいモデル系となりうることを示唆している。   

我々はこれまでに 4または10ppmのNO2をラットに暴露すると，赤血球膜タンパク質および脂質  

に顕著な変化が起こることを明らかにして釆た3▼霊 本報告では，NO2暴露によって赤血球が受ける  

影響を膜糖質および酵素活性を中心にして更に検索した結果を記した。   

方  法  

l．暴詔条件および赤血球の分画   

前報に記しT；のと同様にWistarLJCLの雄ラットを4．0±0．08ppmのNO2で連続暴露した。NO2  

暴露群および清浄空気のみの対照群のラットの頚動脈からヘパリン存在下で採血し，以下の実験の  

試料とした。赤血球膜面分はDodgeらの方法5）によって行った。赤血球を生理食塩水で3回洗浄後，  

15倍容の1mM塩化カルシウムを含む10mMトリスー塩酸緩衝液（pH7．4）を加え潜血させた。潜  

血後20，000g20分間の遠心によって沈瘡を集め，同じ緩衝液で3回洗浄したものを赤血球膜面分と  

して用いた。また，酵素活性を測定する場合，同様の方法で赤血球膜画分を調整したが，溶血およ  

び洗浄用の緩衝液は10mMトリス一塩酸（pH7．4）を用いた。赤血球可溶性国分は溶血後遠心によっ  

てえた上沼を用いた。  

2．赤血球膜シァル酸およぴヘキソースの定量  

シァル酸の定量は，赤血球膜棲品0．2ml（3r5mgのリン脂質を含む）に0．5N硫酸50JJlを加え  
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て80℃60分間加水分解を行い，遊離したシァル酸について行った。加水分解後水冷し，0．6mlの水  

を加え5N水酸化ナトリウムで中和した。中和後2mlのクロロホルムを加えよく鰹絆した後，3，000  

回転10分間の遠心を行い上層を分取し5伽Jの0．5Mリン酸緩衝液（pH7．2）を加えた。試料は水で1  

mlとし，0．5mlずつに分けた。一万に0．02単位のシァル酸アルドラーゼ（シグマ製）を加え，37℃  

60分間処理した。シァル酸アルドラーゼ処理した試料は対照として使用した。両者は，Aminoffの  

方法6）によって比色定量した。   

へキソースの定量は，赤血球膜棲品0．2mlに濃塩酸100I‘Jを加え80℃4時間の加水分解によって遊  

離したヘキソースについて行った。加水分解物は水冷後クロロホルムーメタノール（2：1，Y′r）  

を1．2ml加えて2層に分配した。上層0．6mlより0．2mlをとり，80℃で窒素ガスを通し溶媒を除去  

したのち，アンスロン試薬を加え，Roeの方法りでヘキソース量を測屈した。   

赤血球膜画分のリン脂質量はHarrisらの方法8）で行い，赤血球可溶性画分のタンパク質量は  

Lowryの方法9）によって測定した。   

3．赤血球膜結合性酵素の活性測定   

Na，K－ATPase活性測定は，赤血球膜標品0．2mlを用い，これに140mM塩化ナトリウム，14mM  

塩化カリウム，5mM塩化マ・9’ネシウム，2．5mMエチレンジアミンテトラ酢餞（EDTA）を含む20  

mMトリス一塩簡緩衝液（pH7．4）を加え，37℃5分間インキュペーションした後，0．15Mアデノシ  

ンー5’一三リン酸を10／∠J加え（最終容量0．5ml），37℃30分間インキュベーションして行った。また，  

対照実験には塩化カリウムを除いたものを用いた。インキュベpション終了後30％TCAを0．1ml加  

え遠心により沈瘡を除いた上帯0．2mlのリン餞量をHarrisらの方法8）によって定量した。Na・，K；  

Mg十十存在下でのATPase活性をNa，K，Mg－ATPase活性とL，，この活性から塩化カリウム無添  

加でのATPase活性を差引いT：値をNa，K－ATPase活性とL，た。   

コリンエステラーゼ活性は，最終濃度0．25mM5，5一－ジチオビス（2一ニトロ安息香酸）を含む  

50mMリン簡緩衝液（pH7．2）に赤血球膜標品を加え，0．5mMアセテルチオコリンアイオダイドを  

基質とし，30℃での410nmの吸光度増加測定により求めた。   

グルコースー6－リン餞脱水素酵素活性は，最終濃度0．4mMニコ≠ンブミドアデニンジヌクレオ  

チドリン酸（NADP＋），10mM塩化マグネシウムを含む100mMトリス，塩酸緩衝液（pH7．7）に赤血球  

可溶性画分を加え，1．2mMグルコースー6－リン簡を基質として340nmの吸光度増加の測定により求  

められた。ピルビン蘭キナーゼ活性は，最終濃度2mMホスフォニノールピルピン駿，4mMアデノシンー  

5l一ニリン蘭（ADP），0．1mMフルクトースビスリン憾，0．16mMニコチンアミドアデニンジヌクレオチ  

ド還元型（NADH），100mM塩化カリウムおよび10mM塩化マグネシウムを含む100mMイミグゾールー  

塩酸顔衝液（pH6．4）に乳酸脱水素酵素ユ0／∠gを加え（最終容量0．5ml）340nmの吸光度減少により測  

定した。乳酸脱水素酵素活性は，最終濃度0．6mMピルビン酸，0．16mMNADHを含む50mMリン酸  
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緩衝液（pH7．5）で340nmの吸光度減少により測定した。これら可溶性酵素の活性測定はいずれも  

30℃で行った。   

結  果   

前報3）において，4および10ppmNO2をラットに暴露すると赤血球膜中のリゾホスファチジルエタ  

ノールアミン（Lys。PE）と不飽和脂肪酸の割合が増加することを報告した。更にNOz暴露が赤血球  

膜成分に及ぼす影響を明らかにするために，糖タンパク質および糖脂質の糖鎖として赤血球の外側  

に突出していることが明らかにされているシァル願およびへキソース含量の定量を行った。図1に，  

4ppmNO2暴露による赤血球膜シァル敵およぴへキソース含量の変化を示した。シァル酸含量は，  

暴露群では暴露開始後1日目に対照群の1．5倍量を示し，以後徐々に減少し，5日目から再び増加し，  

10日目には対照群より高い値を示した。対照群においてもシァル簡含量は約1．5倍に増加した。一  

万，へキソース含量は，暴露群では，5日目まで対照群より低い値を示したが，それ以降増加し10  

日冒には対照群の1．24倍に達した。  

0  2  4  6  8  10  

Days  

図 14ppmNO遠戚による赤血球膜シァル憩およぴへキソース含量の変化  
（○）：対照群，（●）：暴霹群。  

Fig・1CharLgeSincQntentS Ofsialicacidandhexoseofredcellrnembranes  
during exposure to 4 ppm NO2  

The contents oE sialic acid and hexose were determined as  

describedin Methods．  

CIosed symboIs represent contents for exposed animals and open  
ones for the controIcounterpart・Each pointis the mean of six  
determinaLtions．Error bars represent土standard deviation・  
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図 2 赤血球膜のNa，K－ATPase活性  
（○）：Na～K，Mg－ATPase，（●）：Na，K－ATPase  
（劫活性の経時変化，個赤血球膜量と活性  

Fig・2 Na，K－A■11Pase activity of red cellmembranes of rats  
（A）Time courseof ATPase activity，（B）DependencyofNa，K－  

ATPase activjtyonquantityoE red ceH membTaneS，（○）：Na．K，  
Mg－ATPa占e，（●）：Na．K－ATPase．  

表  1赤血球膜Na，K－ATPase  

Tablel・Sensitivity of Na，K－ATPase activity to ouabain  

＋3mM Ouabain  

－Ouabain       ＋KCl  －KCl  ＋KCl  －KCl  OD660／30min  0，142  0，072  0．096  0，098  △ODbyKCl  0・q72   －0．002  
赤血球膜には，膜外表面に局在するコリンエステラーゼ（ChE），膜を横断して存在しているNa，  

K－ATPaseの存在が知られている。図2および表1に，Na，K－ATPase活性の測定条件につい  

て検討しT＝結果を示した。Na，K，Mg－ATPase活性およぴNa，K－ATPase活性は各々50分間およ  

ぴ40分間37℃で直線性を示した（図2A）。また，両活性ともに240／∠Jの赤血球膜標品まで試料量に  
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図  3 NO2暴露による赤血球膜結合性酵素の活性変化  

（○）：対照群，（●）暴露群。  
Fig・3 Changesin activities of membrane－bound enzymes of red blood  

Cells during exposure to 4 ppm NO2  
The activitie＄Of Na，K，Mg－ATPase，Na，KLATPase訂dcholineesterase  

Were determinedas describedin the Methods・Closed symboIs represent  
activities for exposed animals and open ones for the controIcounterparts，  
Eachpointisthe mean±standardd占viation．   

表  2 4ppm NO27日間暴露による赤血球可溶性画分の酵素活性の変化  

Table Z．Changesin activities of soluble enzymes of redblood cells seven  
days after exposure to 4 ppm NO2  

Control   4ppm   

％   ％  
Glucose－6－phosph且teDH●  9■6士0．4（100）   9．4士0．3（98）   

L8Ctate亡）H●   104土6 （10D）   82士5 （79）   

Pyruv8teKinase■   9▲8±1．6（100）  10，9士1．5（111）   

＊ Specific activitjes were expressed aspmo】／mjn／gp，。t。In  

依存して活性は直線的に増加した（図2B）。ここで測定されたNa，K－ATPase活性は，Na，  

K＿ATPaseの特異的阻害剤であるウアパインによって完全に阻害された（表1）o図3に，NO2暴  

露によるNa，K－ATPase活性およびコ・）ンエステラーゼ活性の変化を示した0膜外表面に存在す  
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るChEの活性は，暴罵期間を通じて対照群，暴好群ともに有意な変化は認められなかった。一万，  

膜内在性タンパク質であるNa，K－ATPaseの活性は，暴露開始後1日目から10日目までの闇に対  

照群で1．2倍，暴露群で3．2倍にまで増加した。暴露群では7日目から10日目にかけて著しい増加が  

みられ，暴罵開始後10日目には対照群の1．6倍に達した。また，Na，K，MgrATPase活性も暴露群  

は7日目以降有意に高い値を示した。   

NO2暴繹による赤血球細胞内成分への影響を検討するために，赤血球可溶性画分の酵素活性学則  

定した。グルコースー6－リン酸脱水素酵素活性およびピルビン酸キナーせ活性には4ppmNO2の  

7日間暴露によって有意な変化は認められなかったが，乳酸脱水累酵素活性は79％にまで低下した  

（表2）。   

考  察   

4ppmのNO2をラットに暴露すると，赤血球において膜表面に露出している糖タンパク質，糖脂  

質の糖含量が変化しT：。更に膜内在性タンパク質であるNa，K－ATPaseの活性増加のみならず赤  

血球内部に存在すろ乳餞脱水素酵素の活性が低下するなど赤血球は多様な影響を受けることが明ら  

かとなった。さて，NO2暴露による赤血球への影響は二つの時期に釧ナることが可能ではないかと  

考えられる。シァル顧含量が高く，ヘキソース含量が低い5日目までの前半期では，赤血球表面は  

より強い負の電荷をちち，赤血球表面に露出しているへキソース量が減少している可能性が示され  

た。この結果は，NO2暴露により赤血球表面が質的変化を受ける可能性を示唆している。5日目以  

降の後半期では，いったん対照群に近付いたシァル酸およぴヘキソース含量が共に増加する一万，  

膜内在性タンパク質であるNa，K－ATPaseの活性増加も認められた。このような変化は赤血球の  

ポピュレーションとしての変動を示唆しているのかもしれない。   

今後上れ〝か0での赤血球の暴質実験を行うことによってNO2が直接赤血球と反応して起こる変化  

を明らかにしていく予定である。  
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大気複合汚染ガス暴露チャン′く蠣におけるこ斡イヒ窒素およぴオゾンの濃度制御について  

Controlof NitrQg即DioxideardOzoneConcentrations  

in Air Pollutants Exposure Chamber 

松本 茂1・寺尾恵治2・高橋憤司1・高橋 弘1・相賀一郎1  

ShigeruMATSUMOTOl，Ⅹejjj TERAOZ，S砧廟TAKAHASHIl，  

HiroshiTAKAHASHIlandIchiro AIGAl  

要  旨   

動物吸入実験用のNO2，0。複合汚染ガス暴露チャンバーの，ガス濃度制御上の問題  

を検討した。   

制約きれた換気回数のもとでは，NOzと03の濃度は互いの反応により，チャンバー  

円の上下の気流方向に沿って変化した。従ってNO2および03を定められた濃度に制御  

するためには，動物飼育部付近のガス濃度を検出する必要がある。限られた換気回数  

（100回／時）のもとでラット40匹を飼育した時，実験動物から発生したチャンバー内  

のNH3濃度は約1・5ppmとなることが観察されf＝。またNOx分析計に対するNH。の干  

渉特性を調べた。1ppmのNH3はモリブデンコンバーターを使用したNOx分析計では  

NO2として0・6ppmと検出きれたが，グラシーカpボンコンバータLを使用したNOx  

分析計ではNO2として0・03ppmしか検出きれなかった。この結果から，NO21ppmの  

制御センサーにモリブデンコンバーターNOx分析計を使用すると，NH3の干渉により  

60％の制御誤差が生ずるが，グラシーカーボンコンバーターNOx分析計を使用すれば，  

1・国立公害研究所 技術部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   

The NationalInstitute for EnvironmentalStudies，EngineeringDivision，Yatabe－   

machi，Tsukuba，Ibaraki305．Japan  

2．筑波医学実験用霊長類センター  

Tsukuba Primate Center for MedicalSciemce，Yatabe－maChi．Tsukuba，Ibaraki   

305，Japan  
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制御誤差は3％まで小きくできた。   

ガス暴露チャンバーの仕様，構風 特徴，および性能等については，末尾の資料に  

まとめている。  

Abstract  

SomeproblemsconcerningtocontrolofNO2andO，COnCentrationsingases  

exposurechambersystemasinhalationequif）mentforexperimentalanimalswere  

examhed．   

WithchemicalreactionsbetweenNO2andO，，eaChgasconcentrationaltered  

alongeachpositionsfromuppertolowerinthechamberundertheconditionof  

somerestrictedventilationtimes．Itwasnecessarytodetecttheconcentrationsof  

NO2andO3SUrrOulldinganima】sintbecbamberfor抽ecorltrOlofcollCentratjoJIS  

ofNO2andO，tOdesiredvalues．Whenfortyratswerebreededinthechamber  

undertheconditionofrestrictedventilationtimes（100times／h），aboutl．5ppm  

NH。gaS generated from experimentalanimals，WaS Observed．Interference  

characteristicsofNH，gaStONOxanalyzerswereexamined，OneppmNH3gaS  

wasdetectableasO．6ppm NO2by usingNOxanalyzerwithmolibdenum（Mo）  

converter，but was detectable as0．03ppm NOx by using the analyzer with  

glassy・Carbon（C）converter．Consequently，interferenceofNH，CauSederrorabout  

60％whenNO2WaSCOntrOlledtolppmusingsensorwithMoconverter，butthe  

errordecreasedtoabout3％usingsensorwithCconverter，  

Specifications and constructions of the equipment were described in the 

Supplementofthispaper．   

はじめに   

大気汚染物質の中で特に重要と考えられる二酸化窒素あるいはオゾン等の光化学関連物質の単一  

または複合暴露による生体影響を系統的・総合的に解析することを目的とした当研究所特別研究1）  

（昭和52－56年度）が遂行されている。この特別研究に用いられる汚染ガス吸入実験装置としてNO2  

と03の複合汚染ガス暴露チャンバーが設計製作されることになり，ワ一キンググループが組織され  

仕様条件等を検討した。設備はその仕様に基づいて設計製作され，昭和54年3月に完成し引きつづ  

いて実験に利用されている。内容特徴および性能については末尾の資料にまとめられている。  
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この装置は慢性影響および急性亜急性影響研究に用いられるので，設備の性能としては長期間の  

連続稼動に耐えるものでなければならない。また動物実験の全期間を通じ最適の定値環境条件が要  

求されるので，温湿嵐風速および光条件が考慮きれねばならない。これらの条件の下にNO2およ  

び0。複合暴露システムが製作されたが，チャンバー内ガス濃度制御上に種々の問題が生じた2）。例  

えばNO2と03を混合暴零する場合各々のガス磯度を換気速度の制約条件下で設定値に維持するため  

には，チャンバー円でのNO2と08の反応特性をは握することが必要である。また供試動物飼育中に  

排泄物処理の方法に由来するNH3がNO～分析計に与える影響を調べる必要がある。本報告はこれら  

の問題について以下に述べる検討を行った。  

1．NO2と0。を混合暴露した場合，反応によって起こるチャンバー内気流に沿ったNO2とOaの濃  

度分布を検討し，濃度制御用分析計へ導入するチャンバー内空気のサンプリング位置に関する知見  

を得た。   

2．実際に動物を収容した状態でのチャンバー内で発生すろNH。濃度について実測し，本チャン  

バーの定常かどう時に動物から発生されるNH3量を推定した。またこの結果をふまえて，ケミルミ  

ネッセンス方式NOx分析計をNO2濃度制御用検出瑞として使用する場合，供託動物に由来するNH3  

が分析計に与える干渉特性について検討し，NOxコンバーター選択についての知見を得た。   

方  法   

本実験で使用した分析計を表1に示す。NO2分析計とNH3分析計は，標準ガスを精密稀釈装置を  

使用してゼロガス（合成空気）で稀釈し分析計に導入して校正した。標準ガス，ゼロガスは製鉄化  

学工業製のものを使用し，稀釈装置は製鉄化学工業製SDS－201型を使用した。09分析計は東京工  

業製1000型0。発生装置を使用して校正した。0。濃度の値付けは当研究所大気環境部で開発きれた  

絶対校正法3）によった。   

チャンバー内のガス濃度を測定するためのサンプリング位置を図1に示す。各サンプリング位置  

から分析計まではテフロン配管を使用した。サンプリング百己管円の通過時間を短くするため，各分  

表  1 使用分析計一覧表  

Tablel．List of analyzers used  

PTi¶CipleoianalブSis   Type   

NOよ anaIy乙erWithmolybdenumconverter  Chemiluminescence  8440ES（MonitorLabs）   

NOlaⅧ】yzerwithgla5Sy－C8rb）nCOnVerter   Chemiluminescence  ACL－14DS（Yanagimoto）   

03analyzer   Chemiluminescence  806S（Kimoto）   

NHきaれa】yzer   Second－derivatfve  SMTIOOO（LearSiegler  
5peCtrOSCOpy   Inc）   
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図 1 チャンバー断面図  

Fjg．1 Cro5S5eCtjon of c土Iamber   

析計にはバイパスポンプを取付た。   

動物実験には14週令の雄のウィスターラット（体重約350g）と，8還令のゴ→ルデンハムスター  

（体重約120g）を使用した。ラットは12匹を2ケージに分け同一のチャンバーで飼育し，ハムスター  

は48匹を8ケージに分けて同一チャンパーで飼育した。排泄物はu日一回水洗によりチャンバーか  

ら除去した。  

結  果  

l．ガスサンブリンク位置について  

チャンバーに供給すろ高濃度のNO2およぴ03は，ガス吹出ノズルまでほ別々の配管で供給し配管  
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途中での化学反応を防止しているが，ダクト円空気と野合された後は時間の経過に従い反応により  

濃度が減少してゆく。チャンパー内のNO2－03系の反応ははとんど  

NO2十03－－→NO8＋02  た＝0．008ppml・min‾1  

NO3＋NO2→N205（2HNO3）  

であると考えられる4）。これらの反応は（1）が律逓と考えられ，CN。。．‖C。1，．を各々時刻＝こおける  

NO2およぴ08の濃度，鳥を反応（1）の速度定数とするとNO2と0。の反応速度は次のようになる。  

dCN… ＝2血  ＝－ 
2烏C〃02．r C。】、～  （3）  

d亡  d～  

換気がオールフレッシュエア換気であるためチャンパーの空気を一次元的な流れと仮定し．反応速  

度筑3）からチャンパー内のNO之および08濃度を求めると次のようになる。  

CNO21・＝（C恥0－2C恥0）／（1－2e（り）  

C。3，＝C。，．。（CN。2．。一2C。か。）e（l）／1CN。，，。－2C。，，。・e（l）r  

eけ）＝expト烏（CN。，，。－2C。】、。）乙l  

A
「
 
 
5
 
 
6
 
 

ここで初期条件はガス吹出ノズル位置の時刻を～＝0とし，その時のNO2およぴ03濃度をG。】，。  

Co3，。とした。表2に慢性チャンバーでNO25ppm，031ppmを設定した場合の計算値と芙酬直の1  

例を示す。計算値に対し実測値の反応量や；多いのは，NO2と03が吹出ノズルから出た直後ダクト円  

に充分拡散しない高波度の状態で反応したためと考えられる。このためダクト申に吹出きれたNO2  

およぴ0。が高濃度状襟で接触しないような構造の吹出ノズルを今後検討する必要があろう0またサ  

表  2 慢性チャンバーの複合ガス制御における供給ガス流量比  
設定値 NO2：5ppm，03：1ppm  

Table 2■ FIow rate ratio of supplied gases for controlofmixed gasesin  
the chronic chamber．  

Desiredvalues NO2：5 ppm，0ユ：1ppm  

SampIingpoint（い  
Ventilation  

S8mplingpoint（2）  

（mヨ／h）   RN。｝   R。｝   R勒   Ro】  

Note  

（％）   （％）   （％）   （％）   

50   0．84   2．09   3．57   8．92   Estimated   

280   0．15   0．37   0．61   1．52   Estimated   

302   1．59   3．88   10．6   26．2   Measured  

Concentr＆tion50f NO2and O3Were detectedat sampling point（1）or（2）shownin  
figurel，and were controlled．Flow rate ratio（RN。，Or R。，）denotes the ratio of  
reacted NO2Or O。tO remziined that，  
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ンプリング位置（1）とサンプリング位置は）の実測値から両者の間ではNO2で9％の03で22％の差があ  

ることが明らかとなった○この結果は，反応により減少するNO2および03の影響を補正して高精度  

で濃度制御をするためには，サンプラーを（2）の位置にする事が適切であることを示している。   

2，チャン／く一内のNH。濃度とNOx分帆こ対するNH3の干渉について   

動物飼育部付近からガスをサンプリングする場合，動物の糞尿等から発生するNH。がガス硬度制  

御用分析計に干渉しガス濃度制御精度に影響する可能性がある。チャンバー内のNH。濃度に関する  

知見は少なく，検討資料を得るためチャンバー内のNH，の測定を行った。   

チャンバー内のNH3発生量は，NH，濃度をサンプリング位置（3）で測定し換気風量で割って求めた。  

発生するNH。量は飼育開始後除々に増加するが，飼育開始後1週間ではぼ定常となった。またサン  

プリング位置（2）の値はサンプリング位置（3）の値と同じであった。NHa発生量が定常値となった時の  

結果を表3に示す。表3に示したように動物1匹当たりに換算したNH3発生量はウイスターラット  

の場合約8mg／h，ゴールデンハムスターの場合約2mg／hであった。発生したNH3の除去は換気に  

より行っているが，飼育動物に風速の影響を与えないよう換気風速を数m／s以下に抑える必要があ  

り，慢性チャンバーでは最大換気量を280mソhとしている。この換気風量でラット40匹を使用する  

実験ではチャンバー円NH3濃度は約1．5ppmとなる。   

NO2濃度制御センサNとしてのNO2分析計は，環境レベルの低濃度からppmオpダーまでのNO2  

を連続して安定に測定し，制御用信号として利用できることが必要である。この目的には大気モニ  

ター用のケミルミネッセンス方式NOx分析計が最適である。この分析計はNOxをNOに変換するた  

めのNOx／NOコンバーターを必要とするが，従来これにM。を使用してきた。M。コンバーターの変換  

効率は反応温度が上昇すると増大し，NO2濃度が高くなると減少する。一般にM。コンバーターの温  

度は，大気中に存在する程度の低濃度のNO2を分析する場合には350℃位で使用されるが，ppmオー  

ダーの高濃度嶺域で使用する場合にはこのような温度では必要とする変換効率が得られず，450℃位  

に温度を上げる必要がある。このような高温でコンバーターを使用する場合NH。が酸化きれ，NO2  

表  3 チャンバれ内で動物が発生するNH8量  

Table 3．NH3generated from animalsin the chamber  

Numberof   Totalamount   NH, converted to relative 

animals   orNH3（mg／h）   valueperhead（mg／h）   

Rat   12   100   臥3   

Hamster   48   85   1．8   

Rat：Aged14weeks，male▼about350gB・W・per head・  
Hamster：Aged 8 weeks，male，about120gB・W・per head・  
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濃度の測定に正の干渉を受ける可能性がある。そこでM。コンバーターを使用したNOx計と最近開発  

された比較的低温でNOxをNOに変換するグラシーカーボンコンバーターを使用したNOズ計を用い  

て，両者に対するNHaの干渉特性を測定した。   

測定は稀釈装置でi－Z5ppmのAirバランスのNH3標準ガスを作り各NOx分析計に導入L，てNO2  

モードの指示を記録した。結果を表4に示す。M。コンバーターの場合1ppmのNH3に対し450℃で  

はNO2として0・6ppmを指示し，グラシーカーボンコンバータ．では310℃の温度で0．03ppmの指示  

をした0この結果はラット40匹を飼育しNO21ppmを泰盛する場合，嶋コンバーターを使用したNO∫  

計でNO2濃度を制御すると0．6ppm相当のNH3の干渉により，0．4ppmのNO2実験をすることを意味  

するq しかしグラシーカーボンコンバーターを使用すればNH3の干渉は0．03ppmであり，干渉によ  

る制御エラーを3％程度に収めることが可能である。  

表  4 グラシーカーボンコンバーターを使用したNOx計とモリブデンコンバーター  
を使用したNOx計に対するNH3干渉  

Table 4．｝れterference of NH‡tO NOx anaIyzer us上ng g】assy－Carbon con－  
verter（C conv．）or molybdenum converter（M。COnV．）  

Responce＆SNO2（ppm）  
NH3／Air（ppm）  

Cconv．（310℃）  Cconv．（290℃）  M。COnV．（450℃）  M。COhv．（400℃）   

0．98   0．028  0．007  0．61   0．18   

1．95   0．041   0．013   1．11   0．32   

4．98   0．060   0．022   2．28   0．58   

9．77   0．077   0．031   3．69   0．85   

24．4   0．ユ03   0．052   6．77   1．30  

考  察   

この種の装置の設計製作に当たり最も重要なことは制御対象を明確にすることである。NO2＋0｝  

複合汚染実験装層の設計に際しては，①制御対象を動物飼育空間に存在するNO2およぴ0。とする。  

②制御対象を全NOxとする。③NO2や0ヨ等の特定の濃度制御対象を設定せず，動物が吸入する空気  

中に存在する汚染物質の検出測定に重点をおく，等いくつかの立場が考えられる。本報告は①の立  

場から装置に関する問題を検討した。実験の結果から明らかなように制御対象であるNO2および0ヨ   

濃度を動物飼育部で正確に制御するためには，動物飼育部にガスサンプラーを奴付る必要がある。  

この場合NO2濃度制御用分析計に従来使用されてきたM。コンバーター付のNOx分析計を使用すると，  

動物に由来するNH3の干渉を受け数十％の誤差を含む可能性があるが，しかしコンバーターにゲラ  
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シーカーボンを使用したNOx分析計を検出瑞として用いれば，NH。の影響をはとんど受けないこと  

が明らかとなった。   

ガス濃度はアナログPID制御をしているが，サンプラーを動物飼育部付近に取付ることにより検  

出部に遅れが生じ制御特性が悪くなる。このため制御パラメーターの選択には十分注意する必要があ  

る。   

反応生成物の除去は換矧こより行うが，動物に影響を与えない換気風速の範囲内では十分に生成  

物を除去することができない。動物実験結果の解析に当たり反応壷成物の影響の評価の検討は今後  

の課題である。  

引 用 文 献  

1）国立公害研究所（1979）：大気汚染物質の単一および複合汚染の生体に対する影軌こ関する実験的研   

究，昭和52／53年度研究報告．国立公害研究所報告，第8号．  

2）松本 茂・高橋 弘・相賀一郎（1979）：動物実験用大気複合汚染ガス秦荘チャンバについて．日本   

生物環境調節学会第17回大会講演要旨集．p26．  

3）秋元 肇・井上 元・酒巻史郎・星野幹雄・奥田典夫（1978）：赤外吸光光度法，紫外吸光光度法お   

よび気相滴定法によるオゾン軋定器の絶対校正大気汚染研究，13，p266  

4）近藤次郎編（1975）二大気汚染研究一現象の解析とモデル化－．コロナ社  

一14〔トーー   



資  料   

Supplement  

大気複合汚染ガス暴露チャンパーの構成と性能   

Specifications and Constructions of Air Po”utants Exposure Chamber   

共同利用研究設備として，複合汚染ガス暴露チャンバーを設計製作するに当たり，仕様条件検討  

のためのワ一キンググループが組織された。その構成は次のとおりである。  

委員長  久保田意太郎（環境生理部長）  

要 員  鈴木 明  （環境生理部）  

竹中参二  （同上）  

三浦 卓  （同上）  

安遷史郎’（環境保健部）  

中野焉浩 （同上）  

秋元 肇 （大気環境部）  

戸塚 績  （生物環境部）  

相賀一郎 （技術部）  

大政謙次 （同上）  

高橋 弘 （同上）  

寺尾恵治  （同上）  

松本 茂 （同上）  

仁平隆史  （研究企画官）   

以下ワ一キンググループの結論に基づき設計製作されたガス暴露チャンバーの仕様，構成，特徴  

および性能等について報告する。   

ワーキンググループでは以下の4点を含め，表1に示すような基本仕様を決めた。  

1）本報告書の特別研究「大気汚染物質の単一および複合汚染の生体に対する影掛こ関する研究」  

の研究計画に整合した装置とする。   

2）装置は慢性影響および急性亜急性影響研究用とし，慢性コントロールチャンパー1台，ガス  

チャンバー2台，および急性東急性用ガスチャンバー2台とする。チャンバー円空気の温湿度はト  

台の共通空調機で高精度で制御するものとする。   

3）暴露ガスはNO乞およぴOaの単一あるいは複合とし，環境大気レベルの低濃暖からNOt20pp叫  

035ppmの高濃度領域まで定値制御できること。またプログラム設定器により間欠暴電ができること。   

4）チャンバーは，内部がSPF環境に維持される構造とし，糞尿処理も水洗方式で自動化すること。  
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表  1 チャンバーの仕様   

Tablel．Specifications of chambers  

Chronicch8mber   SubLaCuteChamber   

Avail乱blespace  2．4mき   1．4m3  
Tempareture  

Controlrange  20－27℃   20－Z7℃   

Accuracy   土1℃   士1℃   

Di5trjbu亡ion  士1℃   士1℃  
Humidity  

Controlrange  50－70％RH   50－70％RH   

Accur且Cy   士10％RH   土10％RH   

Distribution   士10％RH   士10％RH   

VenH】丘tion  50－280mリム   30－170汀】リム  

Controlrangeofgases  

NO2  0．05－5 ppm   0．5－20ppm   

0，  0．01－1ppm   0．05－5 ppm  

Accuracyforthecontrol  

NO2OrO30n】y  3％FS   3％FS   
NO2andOきCOmplex   5％FS   5％FS   

l．空気調和部   

空調系統図を図1に示す。取入外気はフィルターで浄化され送風機で空気調和部へ送られる。列  

気浄化フィルターはフィレドンフィルター，活性炭フィルター，二蘭化マンガン触媒フィルターを  

使用し，ダンパーD．を切替えることにより1系統を選択し 

1，180mソh（320m－1Aq）である。   

換気はNH8等の蓄積を防止するため，オールフレッシュエア換気とした。   

各チャンバーの空気調和は共通空調機により行った。空調機の能力は冷却除湿コイルが0～2℃  

のプラインを使用し27，800kcaレも，加熱ヒーターが18kW，加湿ノズルが26kg／hである。温湿度  

はアナログPID制御方式で吹出制御L，た。空調機を出T：空気はDOPテスト99，99％以上のアブソ  

リュートフィルターで除菌され，各チャンバーへ送風される 。2系統あるアブソリュートフィルター  

はダンパーD。，D。により1系統を交互に使用するようになっている。   

空気調和部と各チャンバー間にガス吹出ノズルがあり，ここで汚染成分ガスのNO2，03がチャン  

バー供給空気中に混合され，チ十ンバーに送られる。各チャンバーの風量，圧力はダンパーD5，D。  

により調節される。   

チャンバーを出た汚染ガスを含んだ空気はアブソリュートフィルターを通り，排気浄化フィルター  

で汚染ガスを除去され屋外へ排出される。排気浄化フィルターはマーツクリーンフィルターを使用  

した。排気浄化フィルターはダンパーD．，D，により1系統を選択して交互に使用する。  
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図 1  チャンパー系統ブロック図  

B：送風機  
C：チャンバー  
D．－D9ニダンパー  

E：エリ ミネーター  

Fl：除塵フィルター，二酸化マンガン  

触媒フィルター，活性炭フィルター  
F2：アブソリュートフィルター  

F3：マーツケリーンフィルター，除塵フィ  
ルター   

Fig・1Block diagram of chamber system  

B：blower  

C：chamber  

Dl－D9：damper  
E：eliminator  

FlニdisposiLlfilter，Catalystrbear－  

ing filter（MnOx）8nd active  
carbon filter．  

F2：且bsolute filter  

Fユ：Matsucle＆n filter（K2CO，＋Ca  

（OH）2）anddi5pOSalfilter  

GJ：ガス吹出ノズル  

SJ：加温ノズル  

Ⅴ：弁  

C／C：冷却コイル  

D／C：除湿コイル  
R／H：ヒーター  

GJ：gas jet unit  

SJ：steam jet unit  

V：valve  
C／C：coolingcoil  

D／C：dehumidifying coil  
R／H：heater  

消毒等のため一部のチャンバーの給気を止めた場合に他のチャンバーの風量に大きな影響を与え  

ないよう，各チャンバーには通常は閉鎖してあるバイパスダクトを取付けてある。急性東急性チャ  

ンバ‾は，このバイパスダクトを利用して特殊なチャンバーを取付けることができろようになって  

いる。  
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チャンバー設置室の温湿度は24時間空≡掛こより，ガラス構造dチャンバー内空気の空調外乱が最  

少となるようにした。また設置室の照明時間はタイマーにより諏節され，飼育動物の種類に応じて  

照明時間を選択することができる。   

2．チャンパー部   

供試実験動物としてはマウス，ラット，うさぎ，犬等が予定されている。チャンパーサイズは慢  

性用チャンバーはうさぎ用ケージ5ケージまたは犬用ケージが入る広さを基準とし，急性亜急性チャ  

ンバーは犬用ケージが入る広さを基準として，大ききを決定した。   

チャンバー構造は水平断面が六角形のガラス構造とし，飼育管理の簡便を図るため動物飼育部の  

床面は縞目構造のターンテーブルとした。チャンパー内気流は下降流とし，気流分布が一様となる  

よう飼育部へは多孔板から吹出すようにしてある。   

チャンバー内をSPF環境とするため，前述のようにアブソリュートフィルターで除菌した空気を  

給気することに加え，動物処理，飼育管理用に2個のパスボックスを各チャンバーに取付けてある。  

糞尿処理は水洗方式とし，洗浄水はタイマーにより自動調節きれる。   

3．ガス濃度制御   

ガス濃度制御システムのブロックダイアグラムを図2に示す。暴露用供給ガスおよぴ0。分析計用  

C2H．は，集中管理を行うために全てボンベ庫に設置し，各実験装置へ集中配管で供給されている。  

供給NO2／N2ガスは250ppm－4，000ppmの高圧容器充填ガスと，液化NO2および液化N2を原料に  

NO2発生装置で作られる4，000ppmのNOz／N2を実験目的に合わせて選択して使用している。供給ガ  

ス濃度の選択はチャンバー内の分布を考慮し，稀釈倍率が10，000倍以下となるようにした。NO2発  

生装置の仕様を表2に，ブロックダイアグラムを図3に示す。NO2発生濃度を一定に保つため，NO2  

およびN2流量は質量流量調節計で一定比率に制御されている。   

ボンベ庫より供給されたNO2は，ガス吹出ノズルよりチャンバー内に供給される。チャンバー内  

NO2濃度は供給NO2流量を質量流量調節計で制御して，目的とする値に制御される。0。は02を原  

表  2 NO2発生装置の仕様  

Table 2．Specifications of NO2generatOr  
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図 2  ガス濃度制御系統ブロック図  

AC：空調機  

B：送風機  
C ：チャンバー  
F ：フィルターユニット  

G：ガス吹出ノズル  

AL：警報装置  

GLD：可燃性ガス漏えい検知器  
MFC：質量流量調節計  

NA：NO2分析計  
OA：03分析計  
PC：プログラム調節器  

PJDC：PJD制御器  
早：記録計  
S：サンプリング装置  

DT：放電管  

ST：安定化電源  

Fig. 2 Block diagram of gases concentration control system 
AC：air conditionlngunit   
B ：blower   
C ：chamber   

F ：filter unit   
G：gas jet unit  

AL：alarm device  

GLD：gasIeak detector  
MFC：mas5 flow controller  

NA：NO2an81yzer  
OA：0。analyzer  

PC：program controller  
PIDC：PID controller  

R：recorder  
S：sampling unit  
DT：discharge tube  

ST：5tabilized power supply  

料ガスとし無声放電により発生きせ，NO2と同様に質量流量調節計を通りガス吹出ノズルへ送られ  

る0チャンバー内ガス濃度分布を一様とするためガス吹出ノズルは特殊な構造とした。NO2と0。の  

高濃度状態での反応を抑えるため，ガス供給配管を分離した。チャンバー円ガス濃度はアナログ  

PID制御を行った。  
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NO2発生装置のブロック図  

BT：バッファータンク   

C：冷却器   
F ：フィルター  

FI：流量指示計  

MFC：質量流量調節計  

MIX：混合器  

P：圧縮機  
PIC：圧力調節器  

PIT：圧力変換器  
TIC：温度調節器  

Fig・3 Block diagram of NO2generatOr  

BT：buffer tank  

C ：cooler  

F ：filter  

FI：flowindi占ator  

MFC：mass flow contro11er  

MIX：mixing ch且mber  

P：compressor  
PIC：pressure controller  

PIT：pressure transducer  

TIC：temperature controller   

濃度の検出瑞としてOa分析計は紀本電子工業制806S型を，NO2分析計は慢性チャンバーに柳本  

製作所ACL－14DS型，急性亜急性チャンパーにモニタpラボ社製8440ES型を使用した。   

4．制御結果   

チャンバー完成後動物を入れない状闇で作動試験を行い，温湿度制御およぴガス濃度制御性能を  

確認した。表3に温湿度の制御結果を示す。検出器は横河電機HMT－11型を使用し5台のチャン  

バーで温湿度をモニターして得た。この結果から，チャンバー闇の温湿度の偏差は小さく仕様条件  

を満足していることが明らかとなった。表4にチャンバー円温度分布を示す。測定はチャンバー内  

の76点から各々10回サンプリングして行った。計測器は江藤電気製サーモダックE60Tを使用しセ  

ンサーに熱電対を使用した。表4に示したように温度分布は仕様条件を満足しており，この結果か  
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表  3 温湿度の制御結果  

Table 3．Results of temperature且nd humidity control  

Desiredvalues  Results   

Temperature（℃）  Humidjty（％RH）  Temperature（℃）  Hurnidity（％RH）   

20   50   20．0±0．5   50±5   

20   70   20．0±0．8   70土5   

27   50   27．0士0．5   50士5   

27   70   27．0±0．5   70±5   

表  4 チャンバー円の温度分布  

Table 4．Di5tribution of temperaturein chambers  

Chronicchamber  Sub－aCuteChamber  

No．1  No．2   No．3  No．4  No．5   

Meantemperature（℃）   25．8   25．9   25．8   25．6   25．6   

Standarddeviation（℃）   0．13   0．12   0，12   0．11   0．11   

Temperature was measured at76pointsin each chambers，and the measurement  

W丘S repeatedlO times during severalhours．  

表  5 NO2および0。濃度制御結果  

Table 5．Results of NO2 and O3 COnCentration control  

Desired  VentiIa－  Temper－  Humidity  Rangeof  Error  

Chamber  Gas                value  ature  analyzer  

（ppm）   

Chronic  NO2   5．0   280   25   50   10   

Chronic  NO2   0．50   280   25   55   2   

Chronic  NO2   0．05   50   24   55   0．1   3   

Chronic  03   1．0   280   25   55   2   

Chronic  Oa   1．0   50   25   55   2   3   

Chronic  0ユ   0．01   50   25   50   0．02   5   

Chronic   NO2  5．0  280   25   50   
10  

andOa   1．0  2   

NO2  0．05  
50   25   55   0．1  4  

Chronic   andO3   0．01  0．02  7   

Sub－aCute  NO2   20   170   25  50   20   2   

Sub－aCute  NO2   5．0   170   25   60   10   

Sub－aCute  NO2   0．5   30   24   60   

Sub－aCute  0ヨ   5．0   170   25   60   5   2   

Sub－aCute  03   5．0   30   23   60   5   

Sub－aCute  08   0．05   30   24   55   0．1   3   

NO2  
170   24   55   

20  2  

Sub－aCute   andO3  20 5．0  5  2   

Sub－aCute   NO2  0．5  
30   23   60   

andOa   0．05  0．1   2  



ら温度分布についても同様のことが言える。   

単一および複合状態におけるガス濃度制御結果を表5に示す。慢性チャンバーで仕様条件範囲で  

最も制御が困難な条件であるところの換気風量50m3／hの時のNO20．05ppm，030．01ppm複合制御に  

おける0。の制御結果は設定値に対し±7％であった。この結果は，現在の分析技術の限界である。  

チャンバー内ガス濃度分布は，12点でサンプ リングし測定した。この結果分布はNO2，0。両者とも  

土Z％以内であった。   
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要  旨   

本報告書第Ⅱ軍の一連の研究に用いられた大気汚染ガス暴露チャンバーのシステム  

概要について述べ，2年3か月の実験期間の各チャンバーの温湿度および二酸化窒素濃  

度制御結果をまとめた。これらの結果は仕様の各項目に一致していた。  

Abstract   

Outlineoftheairpollutantexposurechamber’ssystemusedineachexperi・  

rnentirlthisreport，WaSdescribed．Theresultsofautomaticcontroloftemperr  

ature，humidityandlowconcentrationNO。gaSineachchamberduringabouttwo  

years，WereSummarized．The results ofautomatic controlagTeed withlthe per－  

formanceofthespecifications，  

1．国立公害研究所 技術部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   

The NationalInstitute for EnvironnlentalStudies，EngineeringDivision，Yatabe－   

machi，Tsukuba，Ibaraki305，Japan  
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はじめに   

本報告書第Ⅱ章のプロジェクト研究を遂行するために，環境基準値のNO2濃度を2年以上の長期  

間にわたって連続的にガス暴露チャンバーに設定し維持することが必要であった。このような極低  

濃度のNO2の長期間にわたる生体影響についての研究例は少なく，したがって実験装置内で設定濃  

度を安定して維持するための技術資料はほとんど見当たらない。一万，生体影響実験結果の再現性，  

信頼性が保証される前提条件として，チャンバー内ガス濃度設定値についての実体がは握されねば  

ならぬことは当然のことである。   

この報告では，当研究所動物実験施設に設置されている大気汚染ガス暴罵チャンバーのシステム慨  

方  法  

l・大気汚染ガス暴環チャンバーシステム構成  

マウスおよびラット等の小動物用暴露チャンバーは1）・2），対照用としてのガス暴露装置をもってい  

Air conditio【ing unit  

図1，チャンバー系統ブロック図  

Fl：除塵フィルター  
F2：二酸化マンガン触媒フィルター  
Fき：活性炭フィルター  
F。：アブソリュートフィルター  

F5：マックリーンフィルター  

Ch8mber  

MC：混合器  
MFC：質量流塁調節計  
C／C：冷却コイル  
D／C：除湿コイル  
R／H：ヒーター  

Fig，1 Block di鱒gram Of chamber system  

Fl：disposalEilter  

F2：catalyst－bearing filter（MnO．）  

F3：active carbon filter  
F．：absolute filter  

F5：Matsuclean filter  

（K2CO3＋Ca（OH）z）  

MC：miⅩ1ng Chamber  

MFC：mass flow controller  
C／C：coolingcoil  

D／C：dehumidifying coil  
R／H heater   
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要と，実験期間中の温湿度等飼育環境条件とガス濃度制御結果について述べ，問題点を明らかにした。  

ないコントロールチャンバー1台とガス暴露チャンバー3台の計4台で構成されている。ガス暴露  

装置を除けば4台共に同一の仕様であろ0チャンバーは角錐形で，飼育部の大きさは1，500ⅧぺW）×  

1，550mm（D）×1，000mm（H）であり，それぞれマウス10匹飼育可能のケージを10台収容することがで  

きる。図1にチャンバーのブロックダイヤグラムを，図2にチャンパー断面図を示した。取入外気  

は活性炭フィルターおよび二硬化マンガン触媒フィルターで浄化後空気調和部に導入される○温湿  

度が設定値に制御された空気はDOPテスト99．99％以上のアブソリュートフィルターを通過した  

後，飼育鱒へ導入される。この途中で，大気汚染成分ガスが導入され混合きれる0排気ガスはアブ  

ソリュートフィルターを通過後，排気処理用のマーツクリ【ンフィルターで浄化され大気中へ放出  

されろ。チャンバ⊥内の換気は．駅試動物に由来するアンモニアガスの蓄積をきけるためオ→ルフ  

Supply qir  

図 2 チ ャ ンバー断面図  

Fig．2 Cross section of chamber  
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レッシュエア換気で，飼育部の気流は下降流である。チャンバー内温湿度の制御センサーとして千  

野製作所R907，RO20－10型を，モニター用センサーとして横河電機HMTLll型を使用した。温  

湿度の制御はアナログPID方式で行い，モニター結果は記録計に表示した。   

暴露用ガスは，250ppm～4．000ppmのガスを容器に充填し，ボンベ蒔からチャンバー室に集中配  

管で供給した。供給ガスは，設定濃度の10，000倍を稀釈限界として選択し供給され，チャンバー内  

ガス濃度は大倉電気製の質量流量調節計を操作端とするアナログPID方式により制御した。制御  

用センサーとして，大気モニター用のケミルミネッセンス方式のサーモエレクトロン社製Modeト  

14D型NOェ分析計を使用し，設定濃度に対する偏差量を検出した。分析計の指示と質量流量指示を  

記録計に表示した。ガス濃度制御系が故障した場合は，フィードバック制御方式は手動方式に切替  

えられる。この場合，分析計は濃度モニターとして使用される。   

分析計に導入するチャンバー円空気のサンプリングは，供試動物に由来するアンモニアガスが含  

まれぬ位置を検討し，飼育部上部の多孔板の上流側に定位置を定めた。   

2．暴環チャンバーの運転条件   

長期実験期間中の温湿度およぴガス濃度についての設定条件を表1に示す。温湿度は，各チャン  

バー共に25℃，55％RHの同一条件で，NO，濃度は0．04ppm，0．4ppm，4ppmの3濃度である。供  

給ガスは，0．04ppm設定チャンバーが250ppm，0．4ppm設定チャンバpは1，000ppm，4ppm設定  

チャンパーは4，000ppmの濃度のものを使用した。  

表  1 チャンパー設定条件  

Tat〉1e l．Environmentalconditions setin chambers  

冨琵芯…r…霊宝蒜ply  
Humidity  

（％RH）   
Chamber  Tenure  

Contro1  25  55  

0．04ppm NO2eXpOSure  25  55  

0．4ppm NO2eXpOSure  25  55  

4 ppm NO2eXpOSure  25  55   

結  果   

運転の全期間を通じ温湿度の制御精度は，温度は土1℃／24h以内，湿度は±10％RH／24h以内で  

あった。記録紙から温湿度の中心値を温度については1℃，湿度については10％RHでサンプリン  

グし各温湿度の時間を積算し，これを全運転期間当たりの出現ひん度として表した結果を図3に示  

した。温度については全運転期間に対し，対照群は97％の期間，0・04ppm群は85％の期間，0・4ppm  
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図 3 チャンバーの温湿度制御  

Flg■3 Controlof temperature aTld humidityin chambers   

群は83％の期間，4ppm群は99％の期間Z5±1℃に制御された○湿度については，対照群が97％の  

期間，0・04ppm群は97％の期乱0・4ppm群は90％の期間および4ppm群は82％の期間55士10％に  

制御きれた。  

上記期間以外の設定値に対してずれが生じた原因は，外気の温湿度の変化が急激に起こり異常な  

制御外乱として作用した場合のハンチングによるものであり，適切な制御パラメータの選択および  

調整に注意せねばならない。システムを構成すろ機器の故障および落雷停電その他のトラブルによ  
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ろものも含まれている。   

湿度センサーは，制御用，モニター用共に乾湿球方式のものを用いたが，このセンサーは，湿球  

の乾燥により湿度測定に大きな誤差を生じるため，湿球に適切な湿りを与えておく必要がある。制  

御用とモニター用のセンサーを分離したことにより湿球の乾燥を初期段階で発見することができ，  

制御精度の維持に有効であった。長い実験期間中で，両者の湿度表示に相違が起こり，計器の調整  

を必要とする場合があるが，この期間中は，モニター用センサーの指示が目標値になるように温湿  

度の設定器で処理した。   

実験期間中チャンバーの換気塁は40～80回／hであり，飼育部における平均風速の計算値は約2  

cm／sであった。   

NO2濃度制御結果について，温湿度と同様に各チャンバーのガス濃度の出現時間を積算し，全運  

転期間中の出現ひん度としてまとめた結果を図4に示す。設定値に対する偏差をpeak to peakで  

表すとチャンバー円のガス濃度は全実験期閏に対し，0・04ppm群は79％の期間0．04士0．008ppmに，  

0．4ppm群は80％の期間0．40±0．04ppmに，4ppm群は90％の期間4．0±0．4ppmに制御された。  
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図 4 NO2濃度制御結果  

Fig．4 Controlof NO2 COnCentratio】1ingas exposure chambers   

ガス濃度制御結果が設定値よりずれた部分についての原因は，制御系の故障特に分析計のトラブ  

ルによるものが多い。ガス濃度のフィードバック制御に対する外乱は，換気風量の変動および取入  

外気中のNO‡が主なものセある。特に，0．04ppm設定の場合上記外乱を無視することはできず，自  

動制御系の管理には常時の点検が必要であった。分析計の故障の際は，手動方式により，設定値に  

対する既知濃度の供給量を計算し，一定流量流すことで対処したが，換気風量の変動による影響は  
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十分検討する必要がある。   

排気ガス浄化フィルターの性能は排気ダクト開口部より1mの位置におけろNO2硬度をモニター  

した。測定結果は，常時0．02ppm以下であった。   

次に，ガス濃度制御の信頼性について述べる。信頼性は制御センサーとして使用しているNO．分  

析計の校正により保証される。校正は50ppm，500pprn，2，000ppmのNO2標準ガスをゼロAirで稀  

釈し，分析計に導入した。校正用NO2／N2榛準ガスおよび稀釈用Airは製鉄化学工業製を使用し，  

稀釈装置はスタンダードテクノロジー製のSGGU－14型を使用した。   

チャンバー内部ガス濃度の監視は，制御センサーとしての分析計の指示と供給ガス量の両者を監  

視するクロスチェックシステムを採用している。このシ■ステムは計測部と制御部が補完しているた  

めガス濃度の制御状態が的確には握でき，制御精度の維持に非常に有効であった。ガス流量記録か  

ら分析計の故障が発見されたときの例を図5に示した。④は分析計が故障したときの時刻を表し⑧  
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図 5 0．4ppm設定チャンバーのNO2濃度と操作ガス流量の1例  

A：NO2分析計が故障した時刻  

B：警報装置が作動し，この時刻からNO2をマニュアル操作で一定量供給した。  

Fig．5 An example of relation between NO2 COnCentrationin the chamber  

Set tOO・4ppm a扉＝low rate of planipulated ga  

A：The time when NO2arlalyzer troub）ed．  
B：The tfme whenaJ＆rmdevfce worked，and thentheNO2gaSWaS SupPlied  

8t COnSt8nt r8te With m8nu8loper8tit）n．  
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表  2 供給ガスの仕様  

Table 2．Specifications of supply gases  

Speciesofgases  NO2／N2250ppm，NO2／N21，000ppm・  

NO2／N24，000ppm  

Purityof NO2aS raWmaterials  99■9％（minL）  

Purityof N2aS raW rnaterials  99・999％（min・）  

Deviationfromiequest concentration  ±1．5％（max▲）  

Accuracyof concentration  土1L5％（max・）  

はトラブルヘゐ対処を開始した時刻を表す。時刻④までは制御系は正常に作動していたが④で故障  

した分析計が設定ガス濃度付近の誤値を指示し続けたためガス流量が徐々に増加し，⑧点でガス流  

量の上限警報が発報した。⑧点では，ガスを手動作で正常状態の流量に設定し，実験を続行し＿なが  

ら一方で分析計の修理を行った。   

このような形式でトラブルに対処するには，供給ガス濃度が定値である場合にのみ対処できるこ  

とである。この観点から，供給ガスの濃度についての仕様は表2に示すように決めた0供給ガスの  

ロット間濃度変動は公称値の1．5％以内であり，前述したように濃度変動はガス濃度制御系の外乱  

要素としては無視することができた。この結果，供給ガス流量をモニターすることによりチャンバ‾  

（
J
〓
 
父
岩
巴
一
己
じ
白
－
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ご
亡
写
b
三
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－
言
∝
 
 

ー2   5  10  t5  20  25  

NO？Con脚Ir8加【（ppb）   

図 6 コントロールチャンバー内のNO2濃度  

Fig・6 Contamination of NO2in controIchamber  
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内のNO2濃度を推定したり，換気風量の変化を観測することができた。また分析計の故障等により  

フィードバック制御が困難な場合には一定流量のガスを供給することにより，チャンバー内ガス濃  

度は，はば設定値に維持することができた。   

0・04ppm設定チャンバ」の場合，ガスの設定濃度が極低濃度であるため，外気のNOェ濃度の変動  

と外気処理フィルターの能力の関係が問題になる。図6に，実験期間の中程で対照チャンバー内の  

NO2濃度をケミルミネッセンス方式NO．分析計でモニターした結果を示す。横軸はNO2濃度の1時  

間内の最大値を表し，縦軸は出現ひん度を表す。NO2濃度の最大値は22ppbであり20ppb以上の濃度  

の出現ひん度は3．1％，平均値は5．7ppbであった。対照群チャンバーで検出されたNO2は他のチャ  

ンバーにも同様に取込まれていると考えられる。全実験期間中の対照群のNO2濃度を推定するため  

0．04ppm設定チャンバーの供給ガス流量記録を検討し．た。その結果0＿04ppm設定チャンバーには常  

時供給ガスが導入されており，対照群にNO2右含んだ空気が導入された時間は瞬時的なものである  

と推察きれる。   

考  察‘   

2年3か月の期間，大気汚染ガス暴露チャンバーを連続してかどうさせることは，構成機器の劣  

化による部品の取替えが容易にできる構造になっていること，運転方法の選択ができることおよび  

予備部品をそろえ故障時にはできるだけ早急に取替える以外に方法はない。温湿度およぴガス濃度  

制御結果が動物実験結果の信頼性にどのように結びつくかについては今後の検討の課題である。特  

に0．04ppm群のNO2濃度の制御結果と対照群チャンバーの空気中に混入するNOI濱度の関係は厳密  

な検討が必要である。外気のNOェは，遠方の比較的濃度が高い地域から流れてくる気団によるもの  

に加え，周辺道路の自動車排ガス，当研究所の工事車輌その他比較的近距離の発生源に由来するも  

ので，拡散不十分で比較的高濃度の状態で給気口より取込まれ，浄化フィルターの能力を越える場  

合が間超となるだろう。また取入外気中のNOは，NO2濃度制御には直接的Ⅰ〔列乱として作用する  

ことはない。  

／附  記   

本報告をまとめるにあたり，国立公害研究所技術部相賀一郎氏より有益な御助言を頂いたことに  

感謝する。暴露チャンバーの設計製作は，小糸工業（株）および製鉄化学工業（株）が担当した。  
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ShinjiTAKAHASHIland KeijiTERAO2  

要  旨   

大気汚染物質が生体に及ぼす影響についての研究は多くなきれているが，現実の生  

酒環境大気中に存在する程度の汚染レベルの環境下で長期間にわたって観察された成  

績は少ない。   

本研究は，この観点から，NO～ガスの低濃度環境を作出・維持し，その中で動物（ラッ  

ト）を飼育し，生体に表れる影響を観察したものである。暴露飼育の期間は，ラット  

ではほぼ一生涯とみられる27か月間とした。   

その結果，全実験期間中の総てのラットにおいて，実毒針こ障害となるような感染病  

の発症は皆無であった。また，NOzガスの3濃度実験群および対照群の間で比較して  

みても，（1卿間途中での死亡数，（2肺重の推移については，NO2ガスの有無が原因と  

なったとみられるような差異は認められなかった。  

1・国立公害研究所 技術部∴〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   

The Nationallnstitute for Environmerlt81Studies，EngineerirLg Division，Yatabe－   

machi▼Tsukuba，Ibaraki305，Japan  

2．筑波医学実験用霊長類センター   

Tsukuba Primate Center for MedicalScience，Yatabe－maChi，Tsukuba，Ibaraki   

305，Japan．  
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Abstract  

Recentlyexperimentalandpracticalresearchesconcerningwiththeeffectof  

airpollutionwereperformedbymanyresearchers．However，theeffectsofthe  

longtermexposureinlowconcentration ofairpollutantgaseshavenotbeen  

investigated．   

Inthisstudy，inordertoclarifythebiologicaleffectsofchronicexposureto  

NO2，theexperimentalanimals（rats）weremaintainedfor9，18and27monthsin  

thechambers，inwhichnotonlyNO，gaSCOnCentration（0．04，0．4and4ppm）but  

alsootherenvironmentalfactorssuchastemperature，relativehumidityandair  

Ventilationwerestrictlycontrolled．Duringthisexperimentalperiod，thechanges  

Ofbodyweight，mOrtalityrateandhealthconditionwerecheckedregularly．   

Noinfectiousdisease wasfoundinratsthroughtheexperiment andthere  

Were nO Significant differencesinthemortality rate andbodyweight changes  

betweentheexperimentalandcontrolgroups．   

はじめに   

大気汚染物質が生体に及ぼす影響についての研究は多くなされているが，現実の生活環境大気中  

に存在する程度の汚染レベルの環境下で長期間にわたって観察きれた成熟ま少ない。   

本研究は，上記課題のもとにNO2ガス単一の長期暴露がラットに及ばす影響を多面的に観察する  

目的で実施されたものである。   

本報は，以下の総ての実験に供された動物の実験飼育期間中の環境条件（温度・湿度・ガス濃度）  

の設定と，1）実験飼育期間中の飼育状況と途中死亡数およぴ2）体重の推移の結果について一括して  

とりまとめたものである。   

方  法（表1参照）  

本実験に供試したラットは，総て日本クレア生産のJCL⑳：Wistar系の雄・雌である。実験飼育  

は，ガス展露期間および動物の導入時期の別によって，（1）A群，（2）B群およぴ（3）C群に大別した○  

各群ごとのガス暴露による実験飼育期間は，（1）A群：9・18・27か月間，（2）B群：18か月臥（3）C  

群：9か月間であった。   

ガス暴露群の構成は，これまでの本研究内でなされた急性暴露実験の成績（既報）1）ぉよび文献に  

ょる考察結果から総合的に判断して，（1）NO2ガスを添加しない対照乳（2）NO2ガスを0・04ppm添加  

した群（0．04ppm群），（3）NO2ガスを0．4ppm添加した群（0・4ppm群）および（4）NO2ガスを4ppm添  
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蓑 1材料および方法  

Tablel．Materials and Methods  

・ExperfmentaJATtimaJs；］CL：Ⅳis亡ar Male and FemaLe Rats  

・ExperimentalPeriods of NO℡Exposure；  

Exp，   
Sex   

Pariodor   Dateof   Arrivaldate  Carried   
grOup  NO2eXPOSure   rat’s birth   inNIES  inchamder   

Male  1977， 7． 6．  1977， 5．   
A  ＆  l  

1977． 6．20．  1977． 7．1、  
Female    1979．10．20．   12－11．   

1978．5．11．  
B  Male  ！  

1978． 4．11．  1978， 5．11，   
1979．10．20．   9r14．  

197臥11．   
1978．12．19．   1979．1，23．   C  Male  197⊆芦．1．23， i 1979．10．20．  23－25．  

Time Schedule of NO. exposure 

1979．1．  1979．10．  1977． 7，  1978， 4．  

－（B）18mo5，（2nd）  

t ）√」＝一一一1C）9mo5・（2nd）－－－－  劫18mos，（15   

A127mos  

ExperimentalCondition of EnvironmentalFactor・S  

ChamberNo．  NOzconcentra＝on   Temp9rature＋  Rel．Humほity★   

1（ASC）  Aironly（control）  
2（ASG－1）  
3（ASG－2）  

25士1℃   55土10％  

4（ASG－3）  

＊ Same condition of A，B and C groups  

加した群（4ppm群）の4群構成とした。   

なお，暴露チャンバーの温・湿度条件は，25±1℃，55土10％の範囲で，全実験群とも同一条件  

となるようにした。   

本実験に使用したガス暴露チャンバーは，国立公害研究所動物実験施設4－階に設置されているA  

S型の4台であり，その性能・仕様については既報カ・3）ぉよび別記のとおりである。また，ラットの  

収容ケージはステンレス網製特注型（365WX280DX220Hm）で，1ケージ当たり5匹収容を基本と  

した。実験飼育期間中は，固型飼料（日本クレア製CE－2飼料）を飽食きせ，滅菌蒸留水を自由  

に与えて飼育した。   

本報告では，主にラット甲飼育状況，飼育期間中での生死および体重等について言及する。なお，  

ガス濃度・温湿度等設定条件の維持・状況については別報において報告する。  
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措黒および考察  

」．実験飼育期間中の飼育状況と途中死亡数   

A・B・C群において実験飼育したラットの匹数を，各チャンバー別に表2に示レた。   

これによれば全実験期間を通して使用したラットの匹数は，A群では対照群：含19・♀23，0．04  

ppm群：含22・♀23，0．4ppm群：含22・♀21，4ppm群：告23・♀23となり，B群では対照群：  

含11，0．04ppm群：含11，0．4ppm群：含12，4ppm群：含11となり，C群では対照群：含22，0，04  

ppm群：含22，0．4ppm群：含22，4ppm群：含22となり，合計含219・♀90の309匹であった。   

頭初のチャンバーへの収容頭数は，A群ではチャンバー1台当たり含30・♀30の4台で計240匹，  

B群ではチャンバー1台当たり含12の4台で計48匹，C群ではチャンバー1台当たり告22の4台で  

計88匹であり，合計含256・♀120の376匹であったので，その他の67匹は実験飼育期間の途中で死  

亡した例数となる。  

表  2 実験群別の飼育動物数の推移  

Table 2．Changes oE the number of rats maintainedin the chamber  
（ASC，ASG－1－3）  

Exp A Exp B ExpC  

Date  ASC ASG－1ASG＿2 ASG－3 ASCASG＿1ASC▼2ASC－3ASCASG－1ASG－2ASG－3  
ye8rmth含 ♀ 含 ♀ 含 ♀ 含 ♀ 含 含 含 含 含 含 含 含  

2
 
ウ
】
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
 

ウ
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2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
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2
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ところで，この種の実験では，途中死亡の時期や死因も実験上に重要な意味を持つものと考えら  

れる。そこで，飼育期間の最も長かったA群について，実験使用匹数とその個体識別を表3に示し，  

途中死亡時の肉眼所見を表4にまとめて示した。   

すなわち，A群での死亡個体数は，対照群：18（含11・♀7），004ppm群：15（告8・♀7），0．4  

ppm群：17（含8・♀9），4ppm群：14（含7・♀7）の64匹（含34・♀30）であり，死亡時の肉眼  

所見の結果，衰弱による処分（屠殺処分）：33，自然発生腰掛こよる死亡：21，その他の原因（下軌  

腎結石，落下死亡）：10例であった。   

また，B群では3個体が途中で死亡（衰弱死）したが・C群での死亡例は全くみられず，結局，  

死亡した67例のうら感染症によると思われた症例は皆無であった。   

なお，これら表2，3，4に示した結果は，以後に行われた各種実験検索の基本になるものであ  

る。また，A群におけろ飼育状況と途中死亡数の推移を図1．1～1．4に示した。  

表  3 9，18，27か月令での供試動物数と個体識別  

Table 3，Number andindividualdiscrimination。f the rat usedin  
Experiment A  

NO2  Cage  NO2 COnCemtratiorL  

exposure  No  0．04ppm  0．4ppm  
Period  

4ppm  

含   ♀   †   ♀   含   ♀   †   ♀   
No．1  1Z3 且J  12345  123  12345  123  12345  123   Z345  

2  12345  12345  12345    12 345  

9  3  2  5  1 3   

（mth）   4   

ロ  田  ロ   
田  巴   4   

6  1 4  

Total   

No．1  

2  13   2 45 

18  
3   

4  1 4 

1234  123  

234  1235   234   ㍗‖  35  

T8tal  10   3   5   4   5  

No．1  

21 

27  
3  14  6  1 4 
4  24  315 

5  

6   134  4  

Total  5   3   3   3   2   4   3   

Alltotal  19   Z3   22   23  22   21   23   23   

a）；123・・・＝：Discriminationof the rat fr。m N。．1t。N。．6  
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表4 各実験群での途中死亡数の推移  

Tible 4．Totalof dead．ratsin each experimentalgroup through the all  

experimental periods 

mp  
NO2Exposuretime（month5）  Total  

Grou  e二く  

0000  （⊃（⊃  △   ○  
Air  

含  
△△ ●   

♀  
化ont）  7  

●●●  （3・1・3）   

○  ○  （⊃  00  
含  △△  8  

NO2  ●  （5・2・1）  

0．04  
○  （⊃  （⊃  △△△  △  7  

ppm                            ♀  （3・4・0）   

（〕  （⊃○（⊃  ○  （⊃ △  8  

NO2  ●  （6り・1）  
0．4  ○  
ppm P ○ △  （⊃○  n a 9  

■   （4・4・1）   

（⊃  ○（）  △  ○  7  

NO2  ●  ●    （3・2・2）  
4  

（⊃  （⊃  

ppm   
7  

△   △   △      （2・4・1）   
●  

Total  2  0  3   
64  

4  18  四  15  10    （33・21・10）   

※：○；Sacrificed for weakness，△；Death of spontaneous tllmOr．●；Death of  
other reasons  

図 1．1対照群の動物飼育数の推移  

Fig．1．1Changes the numberofrat（Exp・A）maintainedinthe ASC  
chamber（control）  
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Expe「lme〔仙 Dq†e 8 う101212 5 ∠ 5 6 7 8 910」l  
Age（Mo巾hs】 5 4 5 6 7 8 9101123【4516 L7」8  

図1．2 0．04ppm群の動物飼育数の推移  
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Fig．1．2 Changes of the number of rat（Exp．A）maintainedinthe ASG  
－1chamder（NO2COrlCentration：0．04ppm）  

Fig．1．3 Changes ofthe number of rat（Exp．A）maintainedin the ASG  
－2chamber（NO2COnCentration：0．4ppm）  
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図1・4 4ppm群の動物飼育数の推鱒  

Fig，1，4 Changes of the number of rat（ExT），A）maintainedin the ASG  
－3 chamber（NO2COnCentration：4ppm）   

2．体重の推移   

体重の測定は，原則として1か月に1回の割合で実施した。   

A群の各チャンバー別にみたラットの体重は，図2．1（含），図2．2（♀）に示した。また，B群  

（含のみ）の各チャンパー別のラットの体重を図3に示し，C群（含のみ）の各チャンパー別のラッ  

トの休重を図4に示した。   

この種の長期にわたる実験においては，体重も含めて，各種測定値の解析は個体ごとに考察され  

ることが妥当であると考えられるが，今回は各群をチャンバー別にまとめ，体重の平均値と捺準偏  

差を示し，全体的な傾向として暴露ガス濃度の違いによって体重の推移に差異が認められるか高か  

を検討した。   

その結果，各チャンバーとも平均体重ではほぼ同じような推移を示し，NO2ガス暴露の影響によ  

るとみられるような差異は，全期間をとおして認められなかった。   

以上の結果から，本実験で設定したNO之がス濃度の0．04・0．4および4ppmの環境下でのラット  

の飼育状況と生死（寿命）および途中期間での体重の推移等に関しては，NO2を添加しない対照群  

のそれらと比較して，何らの差異も認められなかったと考察きれる。  
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図 2・2 A群Wist且r確ラットの平均体重の推移  

Fig・2・2 Changes of the body weight of female Wistar rat（Exp．A）  
maintaiTledinthe chamber（ASC，ASG－1－3）for27months  

（Mean body weight j＝SD）  
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図 3 B群Wi5tar雄ラットの平均体重の推移  

Fig．3 Changes of the body weight of nlal占Wistar rat（Exp．B）main－  
tainedin the chamber（ASC・ASG－1～3）for18months（Mean  
weight± SD）  
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要  旨   

二酸化窒素の0．04，0．4，4．Oppm各濃度を用い長期連続暴露を行った本実験系列各  

群のラットについて，9，18，27か月の時点で病理形態学的観察を行った。検索はい  

まだ完了していないが，本報告は，肺について行った光顧的・電顕的および電顕形態  

計測によって得られた成績のうち，光顕および電顕形態計測の結果を中心とした予備  

的報告である。   

通常の形博学的観察では，4ppm群では，末梢気管支から肺胞道にかけての定型的  

1一 国立公害研究所 環境生理部 〒305∃安城県筑波郡谷田部町小野川16番2   

The NationalInstitute for EnvironmentalStudies，Basic MedicalSciences   

Division，Yatabe－rnaChi，Tsukuba，Ibaraki305，Japan  

2，東京慈恵会医科大学   

JikeiUniversity，Schoolof Medicine  

3．日本獣医畜産大学  

Japan Veterinary snd Zootechnical Callege 

4．産業医学総合研究所  

N且tionalInstitute ofIndustri81Health  
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変化を中心とする病変が9か月において出現しており，18か月も更に進行を示す。  

0．4ppm群は18か月では軽度の電顕的変化を認めるが全体としては確定的ではない。  

Z7か月に至れば光顕的にも軽度の変化が出現する。0．04ppm群では27か月まで著変を  

見いださない。   

電顕形態計測による肺胞の算術平均壁厚の値は，4ppm群では9か月で軽度の増加  

傾向を示し，18か月では有意の増加を示す。27か月でその傾向は減弱するが，この理  

由は上皮成分変化ゐ減弱と問質浮腫の減退と線維化によるものと考えられ云。0．4ppm  

群では1紬）月で軽度の増加を示し，27か月で有意となる。0．04ppm群でもより軽度で  

あるが，同様に18か月以降増加傾向が見られる。   

以上の現在までに明らかとなづた結果に関する限り，比較的低濃度の二酸化窒素へ  

の連続暴露による肺の形態学的病変の程度と進行の速さは，暴露濃度および暴露期間  

の延長と明らかに並行している。0．4ppm以下の低濃度で27か月暴露動物に見いださ  

れる変化が，単に暴露期間の長期化によるものか，動物の加齢による反応性の上昇と  

関連して出現したものかは今後の問題である。引続いて本試料について更に観察と解  

析を進めると共に，ここに述べた結果の再現性を確かめる必要があると考えられる。  

Abstract  

RatsexposedtonitrogendioxideattheconcentrationsofO．04，04and4．Oppm  

respectivelyaslongas27monthsweresubmittedtomorphologicalobservations  

underlight microscope，SCanningelectronmicroscope，andtransmission electron  

microscopeincludingquantitativemorphometricmeasurementsonthelung．Pre・  

SentpaI粁isapreliminaryreportonthemorphologicalalterationsinthelungof  

those．rats，eS匹CJa】Jyrespectingdose，duratic・nar］deffectrelatjonship．  

Aftercontinuousexposuretonitrogendioxideattheconcentrationof4ppm  

for9months，bronchialepitheliumshowedtypicalpicturesofproliferation，Which  

furtherprogressedat18morI（hs・Atthisstage，prOliferationofthetypeIIa】veolar  

epitheliumandedematousextensionoftheinterstitialtissuewereevident，Which  

turnedinto fibrosisat27months．   

AttheO．4ppmlevel，mOrphologicalchagnesinthe18monthsspecimenswere  

stillambiguous，althuoghtendencytowardepithelialchangesaswellasinterstitial  

edemaofthealveolarwallwerenoticedundertheelectronmicroscope．Slightbut  

definitealterationbecameeviderltafter27months．AttheO．04ppmJeveI，there  

werenoremarkablechangethroughoutthewholeexposureperiod．  
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Electronmicroscopicmotphometryhasrevealedconcentrationar）dduratjoIl  

dependentincreasein arithmetic mean thickness（AMT）of the alveolar wallin  

termafterWeibel・Atthe4ppmlevel，increaseAMTstartedasearlyas9months  

andbecamesignificantat18months，Whichshowedslightdecreaseatsubsequent  

27months．Thisdecreasewasinterpretedasduetorecoveryofthealveolarlining  

epitheliumanddecreasedamountoftheseptaledema，Whichinturnconvertedinto  

fibrosis．AttheO．4ppmlevel，SlightincreaseofAMTstartedat18monthsand  

furtherextendedsignificantlyin27months．Similarbutslightertendencywasalso  

evidentevenatthelevelofO．04ppm．   

Fromtheabovefindings，itwasclearlyshovmthatmorphologica】a】teratioT）S  

undercontinuouslong・lastingexposuretonitrogendioxidewereparalleltothe  

COnCentrationanddurationofexposure・Theresults，eSPeCia11ythefindingsafter  

27monthsunderlowconcentrationlevelsshouldbeconfirmedbyfurtherexami・  

natinos，in relations to the points whether those alterations were due t（】prO・  

longationofexposureand／orduetoelevatedsensitivityofthelunginadvanced  

agelng prOCeSS．   

はじめに   

我々は，NO2長期暴露実験において病理形態学的検索を担当した。実験群の構成は，対照群，  

NO2濃度0．04ppm，0．4ppm，4．Oppm連続暴露各群の計4群，暴露期間は9，18，Z7か月であっ  

た。実験計画，実件条件，動物の一般状態，その他の詳鰍こついては，それぞれの報告を参照され  

たい。   

NO2の慢性生体影響に関する実験的研究はすでに数多く，形態学的検索も少なくないJ▼2）中でも，  

1960年代の半ばから今日まで続けられているFreemanグループによる一連の業績3‾81は多くの知  

見をもたらした。それらの報告中にはいくつかの長期暴露実験とその病理形態学的検索結果も含ま  

れている。   

これらの業績から明らかとなったNO2長期暴露による呼吸器の形態学的病変として，気管支とく  

に末梢気管支の上皮の増殖性変化，および細気管支末栴から肺胞道へかけての上皮増殖と肺胞壁肥  

厚，などが認められており，肺実質病変としては，暴露濃度が十分に高いときにはⅠ型肺胞上皮の  

変性， 

けれども，よく整備された同一の突件条件の下で，比較的低濃度領域において，暴露濃度と暴啓  
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期間を十分に広くとり，病変の進展との関連を追求した実験は少なく，したがって病理形博学的記  

載も乏しい。また病理形態学的検索の手法も主として記述形態学によろものが多い。本検索では通  

常の光顕・走査電顕・透過電掛こよる観察のほかに，肺変化の検出に有用と考えられる電顕形闇計  

測を導入して，変化の量的取扱いと評価の客観化を試みた。   

現在のところ検索のすべてが完了してはいないので，本報は現在までに見いだされた肺について  

の所見とその評価に基づいた範囲での予備的報告である。より詳細な検索結果と上部気道およぴそ  

の他の内臓についての検索が終了した時点で改めて総合的な結論を出し，続報としたい。   

方 法   

光顕・電顕および電顕形闇計測を含む一連の系統的な形博学的検索に用いた動物は，各暴露群中  

の碓ラットの中から無作為的に選んだ3”4頭である。その他，同時に得られた雌ラットおよぴ9，  

18か月暴露群で生化学的検索に供された動物の左肺中央部水平断切片についても組織学的観察を  

行った。離断肺についての所見は主としてこれらの試料から得られた。   

肺の系統的観察にあたっては，屠殺時にネンブタール腹腔内注射による深麻酔下で，固定液の気  

管内注入法による再拡張固定を行った。9か月では割出気管・肺に対し，18か月では開胸後原位置  

で大腿動脈から放血を行いつつ，気管から20cm水柱庄で，水冷2．5％ダルクールアルデヒド固定液  

（0．18Mカコデル酸ナト・jウムを用いpH7．4に緩衝，浸透圧330mOsm．）を気管から注入したb27か  

月では，同一個体から生化学的検索用試料を採取する必要が起こり，深麻酔下に頚動脈からの採血  

に引続いて開胸し，右肺肺門部を籍子によって閉止し，右肺を離断した後，上記の方法により左肺  

の再拡張固定を行った。   

再拡張固定した左肺の中央部から3片の水平断切片を採取し，透過電顔・走査電顕および光政用  

試料とした。また肺門部気管支から透過，走査電顕用試料を採取した。左襲残部および右蕪各築か  

らも光顕用試料を採取した。それぞれの試料からの標本作成法は前報9）に記した。光顕観察には，  

へマトキシリン・エオジン，パス，マロリー（アザン変法），エラスチカ・ワンギーソン各染色を用  

いた。走査電顔用試料は透過電顕用試料と同様の脱水処置後，酢酸イソアミルで透徹，臨界点乾燥  

（日立臨界点乾燥装置），イオンスパタリング（日本電子イオンスパタリング装置）を行って接木を  

作成し，日立HHS－2R型走査電顕によって検鎖した。透過電顕はEpon812包埋蒋切後，鉛・ウラ  

ニル重染色後，日立H－500を用いて検鏡した。   

電顕的形態計測には，京野ら10）の方法により，3頭中の2頭を選び，1〃切片にようて気管支を  

含む試料を除き，各個体から4ブロックを薄切し，MaxtaformH2メッシュに載せ，日立H－500な  

いしHU－12で，倍率2，000倍でメッシュの一定隅を1メッシュ当たり10枚頗影する。こうして得  

られる各群80枚の電顕写実フイルムについて，投影器による4倍拡大の下でWeibel原法11▼12）によ  

－174－   



る計測を行い，各フイルムについて平均肺胞壁厚を算出した。計算に当たっては標本作製に伴う収  

縮率補正は行っていない。ポイント法による零墨測定はポイント数293の円形スケールを用いて測  

定した。   

結 果  

l．記述形態学的観察  

I1 4ppm暴語群所見   

4ppm9か月暴露後には大気管支から中等大気管支にかけて分泌細胞の気管支脛内への突出増加  

がみられ，局所的に上皮の肥大，線毛の短縮を認める。軽度の上皮増殖儀向を認めるところもある。  

上皮の変化は中等大細気管支から気管支末梢にかけて著しく，局所的な綿毛上皮の肥大と線毛短縮  

ないし脱落，非緑毛上皮の肥大と過形成が，ほぼ肺野全域にわたって認められる（図32）。肥大した  

上皮は，電顕的には一般に細胞小器官に富み，非緑毛上皮ではしばしば分泌顆粒形成が豊富である。  

肺胞道壁も所により軽度の肥厚を示し，気管支終末部や肺胞口部でのクララ細胞の軽度の増殖を  

伴っている（図16，図30，図31，図33）。肺胞部分の変化は光顕的には明らかでないが，電鎖的には，  

後にのべるように形態計測学的指標のいくつかに変動が見いだされる。  

1紬ゝ月暴露群では，9か月に見いだされた気道上皮病変は更に進展を示し，線毛上皮では，胞体  

の肥大と線毛形成不全を伴う異形成的細胞を認める範囲が拡大している（図34）。突出細胞はむしろ  

減少した印象を与える。中等大以下の気管支では非線毛上皮の過形成が強く，所によって！剰犬ない  

し指状の突出像を示す（図20，35，36，37）。気管支肺接合部から肺胞道にかけて壁は浮腫性に肥厚  

し，細胞浸潤と軽度の膠原緑維増殖を伴っており，同時にクララ型細胞の増殖を認める（図35）。肺  

胞道に接した肺胞壁も軽度の壁肥厚を示し（図28），所によってm型上皮の増殖を伴う。一般肺胞部  

では光銀的には肺胞壁細胞が軽度の増加を示す印象を与えるが確言できず；肺胞構築はよく保たれ  

ている。電顕的には肺胞壁間質の浮腫がつよく，問質細胞の多形化がみられる。肺胞上皮ではⅢ型  

上皮は一般に大型で多数のラメラ体をもち，ライソゾームや他の細胞小器官に富むものが多い。Ⅰ  

型上皮の細胞質は一般に不規則な厚顔を示し，突起に富む。細胞質基質が暗調イヒを示す部分もある  

（図38，39）。   

27か月暴露では気管支上皮病変には18か月と同様上皮肥大と増殖がみられ，その様相と程度は18  

か月と比較して著しい差異はみられない（図12）。電顔的にも病変の基本的性格は同様であるが，ミ  

ュリン休様の内容物を含むライソゾーム様顆粒を含む上皮が多い（図42）。一万，気管支肺接合部で  

は病変の進行が明らかで，壁肥厚が強くなり，浸潤細胞はむしろ減少し塊状の膠原線維の増加がみ  

られる。肺胞道隣接肺胞の肺肥厚と上皮増殖も18か月に比してより著しい ＝司24，29，40，41，43，  

44）。一般肺野の病変は光顕下には明らかでなく，肺胞構築もよく保たれ，、肺気腫性変化への傾向  
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はみられない。電顕的には拡大した問質の中で，不規則な配列を示す膠原線維束を見いだすひん度  

が多い。Ⅰ型上皮細胞細胞質の様相は18か月とほぼ同様であるが，Ⅱ型上皮では大型のひん度が減  

じ，中等大ないし小型で，ラメラ体の数も少ない，比較的幼君なⅡ型上皮や，伸展した細胞質が肺  

胞壁表面を被覆しているいわゆる中間型8〉を呈するものが少なくない（図45，46，47，48）。  

l．2 0．4ppm暴無群所見   

0．4ppm9か月の暴露では光顕的には著変を認めず，電顕的にも変化を確定するには至らない（図  

17）。1細）月暴露群では光顕的には著変を認めないが，気管支上皮の突出細胞が減少を示す印象を  

与える（図21）。電顕的には気管支上皮ではミエリン体様の構造物を含むライソゾーム顆粒の増加し  

た印象があり，肺胞壁にも所によって問質の拡大，Ⅱ型上皮ラメラ体の腰大など軽度の変化を認め  

るが，全体としては変化を確定し得ない。27か月では気管支上皮とくに中等大以下の細気管支上皮  

に軽い肥大傾向が見られ（図13），電顕的にも線毛異常がみられる。気管支末梢部から気管支・肺接  

合部にかけて軽度の上皮増殖と肺胞道壁肥厚を示す箇所がときに見いだされ（図25），電顕下でも確  

認きれる（図49）。一般の肺胞部では変化は確定出来ないが，所により問質浮腰がめいりょうなとこ  

ろが見いだされる（図50）。  

l．3 0，04ppm暴環群所見   

0．04ppm暴露群では，9か月から27か月各暴露群にわたって，通常の形態学的検索の範囲では，  

対照群との間に差異を認めない（図14，略22，26）。対照群自身も9か月から27か月に至る各時期  

を通じて特記すべき変化を確定出来ない（図15，19，23，27）。これに関しては後にも触れる。   

2．電顔形態計測結果   

方法の項にのべた試料採集と計測法によって，Weibel原法12）による肺胞壁厚測定を行い，算術  

平均壁厚を算出した。またポイント法によって各構成成分容量を算出比較した。また測定に用いた  

各群80枚の電顕写真上に見いだされるすべての有核細胞数を数え，肺胞壁構成細胞の相対比率を算  

出した。この際血管内腔および肺胞腔円に位置する食細胞は計算から除外した。   

Weibel法による算術平均壁厚を棲準誤差と共に，各時期と各濃度群について表1および図1aに，  

また各時期の対照群平均壁厚に対する各濃度群の壁厚増加率を百分比で表し図16に示した。これら  

の表と図から明らかなように，4ppm群では9か月から平均肺胞壁厚の増加傾向が明らかで，18か  

月では更に増加し対照群に対し有意である。27か月では1紬〉月に比してやや減少を示す。これは記  

述形博学的観察で認められたように，肺胞上皮の復元と問質浮腫の減退および線椎化の進行による  

ものと考えられる。0．4ppm群では，18か月ではじめて増加傾向が現れ，27か月では更に増強する。  

0．04ppmでも0．4ppmよりは弱し、が全く同様に1紬〉月以降暴露期間に応じた増加傾向がみられる。  
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表 1NOz長期暴露における算術平均肺胞壁厚  

Tablel，arithmetic mean alveolar wallthickness  

underlong－la5tjng exposu∫e tO NOg  

NO2COnC   9M   18M   27M   

control   1．41土0．15（100）  1．Z9士0．13（100）  1．33±d．16（100）   

0．04ppm  1．43士0．14（100．9）  1．33±0．15（103．6）  1．55±0．18（116．5）   

0．4 ppm  1．39±0．i4（98．2）  1．44±仇16（1ユ1．9）  1．8Z±0．19（136．7）   

4，O ppm  1．50±0．18（105．8）  1．71士0．16（133，1）  1．57±0．20§（118．0）  

Values for mean alveolar wallLllitlkileSS Were eXpre5Sed as FLmj：Standard errGr  

■’．statisticallysjgnificant tothe correspondingcontroIvalues（P＜0．001）  

（）numbersintheparenthesis showpercents tothe correspondingcontroIvalues  

§ decreaBeinAMT as comparedto that of18Mwasinterpretedas due torecovery   

Of the alveolarlining epithelium ahd decreasedinterstitialedema convertinginto  

fibI、OSis，  

C O．0（  G（ 〈8  

NO2 Concentrqtion 昨m   

図1b 平均肺胞壁厚の変化  

qO‘  OJ  んO  

NOz Concentration ppm 

図1a 算術平均肺胞壁厚  

Fig．1a Arithmetic mean thickness  Fig．1b Relative changesin alveolar  

of alveo】8r Wall  仏ickness  
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図 2 平均肺胞壁厚のひん夜分布 NO29か月暴露  

Fig・2 Frequency distribution of mean alveolar wallthickness NO29MExposure  

図 3 平均肺胞壁厚のひん度分布 NO218か月暴露  

Fig.3 Frequcncy distribution af mean alveolar wall thickness N02 18M Exposure 
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図 4 平均肺胞壁厚のひん度分布 NO227か月暴靂  

Fig・4 Frequencydistributionofmeanalveolarwallthickness NO227MExposure  
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図 5a 全組織量  

Fig．5a TotalTissue Volume●   

C O・O10・〈 んO  

Nq Concentration   

図 5b 全組織量の変化  

Fig．5b Relative Changesin  

TotalTi5Sue Vo】ume＝  

＊ expressedas totalnumbers且CtuallyobseⅣedonthe alveolar wa11excluded  

Capillarylumen  △ 9M 018M  □27M  

＊＊expressedaspercents tothecorespondingcontroIvalues  

△づM  018M  □27M  
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方法の頓に述べたように，平均肺胞壁厚は各群80枚の電顕写真の各々の壁厚測定値に基づいて算  

出されるが，その各写真の測定値のヒストグラムを算術平均値土標準誤差（95％信頼限界値）と共に  

各期間別に図2，図3および図4に示した。各時期を通じて最ひん値の右方への移動と，高値とく  

に3〃を超える試料のひん度の増加が看取され，算術平均値の増加とはば対応している。   

ポイント法によって算出される肺胸壁構成成分容積り型およぴ∬型肺胞上皮，問質細胞を含む  

問質，血管内皮各成分の総和）を図5aに示す。各屠殺時期によって試料作成とくに再膨張閻定時  

の操作に細部の適いがあり，対照群のポイント数は各時期によって若干異なった。したがって比較  

の便宜のために各時期の対照群値に対する各濃度群の増減率を百分比で表し，図5bに示した。当  

然ではあるが，本図の示す肺胞壁構成成分全容横の濃度および期間による増加パターンは，先に図  

1bに示したWeibel法にJ：る算術平均肺胞壁厚の増加パタpンとよく一致する。   

図6から図11に，肺胞壁構成細胞成分（Ⅰ型上皮，皿型上皮，問質細胞，血管内皮）それぞれに  

ついて，全容量（A），細胞数百分比くB），およぴその雨パラメーターから算出きれる細胞1個当た  

りの容量値（C）を示す。それらの数値はいずれも，総容量に述べたと同じ理由によって，それぞれ  

の時期の対照値に対する百分比として算出比較きれている。   

Ⅰ型上皮の総容量は全期間を通じて著しい変動がみられないが，細胞数は9か月では濃度に依存  

した減少がみられ，これから算出される細胞容積は逆に増加を示す。一万Z7か月では対照と著しい  

差がなくなっている。Ⅰ型上皮の総容量と総数は9か月では対照に比較してやや低い程度で著しい  

差異ではないが，18か月では，総容量の猥度水準の上昇と並行した増加が著しい。その増加の内容  

は，0．4ppm水準では主として1個当たりの細胞容量の増加，4ppm水準では容量および細胞数雨雲  

素の増加によると考えられる。27か月では，18か月に認められた変動は不めいりょうとなり，どの  

濃度水準でも軽度の細胞数減少と細胞容積増加がみられるにすぎない。Ⅰ型上皮とⅡ塾上皮の細胞  

数比は，図10に示すように，9か月では濃度と並行した増加，18か月では対照群よりやや高値で，  

27か月では対照群よりやや低値で，濃度水準に関係なくほぼ一定の値を示している。   

問質細胞の総容量の変動傾向は，18か月以降濃度依存性の増加を示すようにみえ、るが，明確な関  

連としてはなお理解出来ない。しかし問質の細胞成分，非細胞成分全体（全問質）として考えると，  

図11に示すように，0．04ppmを含めて暴露期間と濃度水準にほぼ依存した増加傾向が看取される。  

全開質の中で細胞成分と非細胞成分の占める比率としてみると，図11に示したごとくである。0．04  

ppm水準では，暴蛋期間の延長と共に，細胞成分容量の減少，非細胞成分容量の増加，の傾向があ  

るようにみえる。0．4ppm，4ppm水準では，18か月までは両成分共に増加している。27か月では  

0．4ppm水準では非細胞性成分の増加が続いているのに対し，4ppInではむしろ減少している。これ  

らの所見は，記述形博学の項でのぺた透過電敢によろ問質の所見と対応して考えると，NO2暴露下  

で問質基質の浮腫性変化がゆっくりと進行し，かつその程度はNO2濃度水準と暴露期間にはば並行  

していると解釈出来よう。ただ4ppm27か月の暴露では浮腰性変化がむしろ減退し，膠原繚椎の形  
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0・0ム 0・4 んOPPm  

図 6 Ⅰ型肺胞上皮   

0・04 0．‘ んOPPm  

図 7 Ⅲ型肺胞上皮  

A全容積 B細胞数 C平均細胞容積 A全容碩 B細胞数 C平均細胞容積  

Fig.G TypeIEpitheliummm Fig．7 Type n Epithelium   

Explanationof colums forFig・6to Fig・11，  

□ 9Mexposure 因18Mexposure um 27M exposure   

＊ Volume per cellwas calculated as A divided by B．  
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0．0ん 0．ん んOPPm  0．0ム 0．ム んOPPm  

0．04 0．ム 4．OPPm   

0．0‘0．ム ん0押m  0・0ム 0．ム ‘・OPPm   

図 9 毛細血管内皮  

A全容領 B細胞教 C平均細胞容碩  

Fig．9 Capillary Endothelium  

図 8 問質細胞  

A全容積 B細胞数 C平均細胞層領  

Fig．8InterstitialCell  
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図10 Ⅲ型／Ⅰ型細胞数比  図11問質全組織畳  

Fig：10 Ratio of Type TI／TypeI  Fig．11Totalvolume ofInterstitium  

Tl】e upper h丘】f non－eel】u】ar e】ement  

The under half cellular element   

成によって置換えられるために，総容積としては減少として観察されるものであろう。   

血管内皮の変動も，問質細胞の態度にやや似ており，1紬ゝ月以降濃度と並行した数と容量の増加  

の傾向があるようにみえる。   

少なくとも0．4ppm以上，18か月以降その容量増加が出現してくると考えられるが，全体としての  

統一的な解釈はいまだめいりょうでない。   

3 その他の所見   

3．1血清学的検査と席所見   

本実験系列に使用されたすべての動物は，その屠殺時に採取された血清について，通常の補体結  

合反応による感染症のチェックを受けた。呼吸器に影響を及ばしうる病原体の中で，B．broncho－  

septica（陽性率7．9％），Sendaiウイルス（陽性率1．2％）に対する抗体価が少数の個体で上昇を示  

した。しかし検索きれた限りのすペての肺標本では病理組織学的には著変を認めず，また電顔形態  

計測の結果でも，各対照群はほぼ満足すべき正常範囲にあり，気道系感染を含めて病原微生物は肺  

の組織像に影響を与えていないと判断した。  

3．2 肺内リンパ装置の発達  

全般的にいって，本案厳における動物の肺ではごく軽度の傍気管支および気管支壁リンパ装置な  
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いしリンパ球の結節性集族を認めた。その発達の程度は個休により若干の差異があるが，対照群と  

の間に差異は見いだされず，またNOz暴露濃度，暴露期間のいずれとも関連しなかった。   

3．3 特発性疾患   

長期飼育されたラットには各種の自然発生性のいわゆる特発性疾患が見いだされる。本実験にお  

いても例外でなく，下垂体腫瘍，乳腺臆象，慢性腎症などの代表的な特発性疾患を合併した。9，  

18か月暴露群での合併は軽度であったが，27か月生存した暴竃群では対照群を含むすべての動物に，  

多少とも上記疾患の発生を認めた。しかし肺における感染ないし腫瘍等の合併症は認めず，また上  

記の通常の自然発生性疾患によると考えられる肺の合併病変は認めなかった。   

4．形態学的所見の小指と解釈   

本実験系列のNO2長期連続暴露実験でラット肺に見いだされる形態学的病変は，4ppm暴露群に  

おいて代表的であり，9か月ですでに明らかである。その性格は気管支粘膜上皮の肥大と過形成，  

緑毛上皮の異形成，杯細胞の増加，気管支肺接合部から肺胞道へかけての細胞浸潤を伴う壁肥厚と  

クララ型上皮の増殖などとして要約される。これらの所見は既にいくつかの濃度水準で観察され報  

告されており3），NO2暴露に定型的な病変であると考えられる。これらの病変は4ppm水準での暴露  

が継続するにつれて増強する。27か月暴露後での気管支粘膜の様相は1紬ゝ月とあまり変わらないが，  

気管支・肺接合部から近接肺胞領域にかけての病変は18か月に比較して更に進展し，線維化と上皮  

増殖が進行するようにみえる。   

一方，一般の肺胞壁の病変は，通常の光学顕微鏡観察では，4ppm水準でもかならずしも明確に  

は決定出来ない。また肺胞構造は最後までよく保たれ気腫性変化も発生していない。しかし，すで  

に述べたように透過電顕による観察では，各種の肺胞壁構成成分に変化を見いだす。それらは概括′  

的にいえば，Ⅰ型・Ⅰ型上皮の腫大ないし大型化と細胞小器官の増加，問質の均質な基質の増加，  

問質細胞の多形化，問質での膠原緑維の増加，血管内皮の不均一化などとして要約しえよう。細胞  

質浮腫，変性，壊死所見はあっても弱くかつまれである。また食細胞の動員，肺胞壁への炎症性細  

胞の浸潤は全期間を通じて目立つものではない。   

それらの肺胞壁病変は暴露期間の延長に伴って推移を示すものと考えられるが，上帯の記述形態  

学的所見は常に定性的かつ局在的なので，その推移の様相をは握することは必ずしも容易でない。  

しかし形態計測による計量化はそうした記述形態学的観察の弱点を補い，かつ記述形暦学的観察に  

よる変化の質を同時に考慮することによって，病変の時間的推移のは握をより明らかにし，かつ濁  

度依存性をめいりょうには提出来る利点をもっている。   

このような肺胞壁病変の質的・量的な観察によって，4ppm濃度水準での病変の時間的推移を考  

えると，概括的にいえば，算術平均肺胞壁厚の推移に代表されるように，9か月から18か月にかけ  
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ての各種の組織成分量の増加と，1細ゝ月から27か月の間での減退という，二つの相が識別される。  

第Ⅰの相の9か月時点ではⅠ塾上皮の数の減少と細胞当たり容積の増加がみられ，Ⅱ型対Ⅰ型細胞  

比でのⅡ型の相対的増加などⅠ型上皮を中心となっているのに対し，18か月ではI型の教と大きさ  

の増加，問質増加，血管内皮などが主像となっている。この推移をみると，4ppm水準での肺胞壁  

変化は，Ⅰ型上皮の動きに始まり，引続いてゆっくりとⅡ型上皮をはじめ他の構成成分への影響が  

現れてくるようにみえる。また，気管支粘膜上皮の変化の推移と比較すると，深部一般肺胞の変化  

は少し遅れて発展するようにみえる。   

第2の相である18～27か月では，矧こ述べたように，肺胞上皮に関する諸指標に復元傾向がみら  

れ，電顕像にもこれを裏付ける所見が得られる。一方問質（細胞成分，非細胞成分）塁は減退に転  

じ，電顕像の上でも問質浮腫の減退，塊状の膠原線維の増加が認められる。この18－27か月の闇の  

推移とくに肺胞上皮の態度は一種の修復像と解することも出来る。しかし他方において問質の線維  

増生という質的な変化は，完全な復元とはいえず，生体機能の障害の可能性を含めて，この期間の  

間に病変は進行を示し，次の病期に移行したものと考えるのが妥当であろう。以上の考察から，4  

ppmのNO2の長期連続暴露下で，肺胞壁の病変はゆっくりと進行すると考えられる。病変の一部た  

とえば肺胞上皮の様相には復元傾向がみられるが，他の一部たとえば問質病変は常に進行性である  

と考えられる。   

0■4ppm水準での病変は，一般的にいえば4ppm水準に比べて病変の程度は軽く，かつその出現時  

期は遅い。通常の形態学的観察では，気管支上風気管支肺接合部や肺胞壁の変化が電顕観察で見  

いだされるのは18か月からであり，光敢観察で軽度の変化が見いだされるのは27か月に至ってから  

である。形態計測指標では，平均肺胞壁厚は期間の延長と並行して増加憤向を示している。問質に  

関連する諸相棲も同様の動きを示している。興味あることは肺胞上皮の態度であって，4ppm群と  

比べて変動畳は小さいが，それと全く同様のパターンを示し27か月では復元傾向を示している。以  

上の所見を総合して考えると0．4ppm水準では，4ppm水準の第1相に当たる病変がゆっくりと進行  

し，時間の経過と共に増強して，暴露が長期イヒすれば軽度の定型的病変に進展するものと考えられ  

る。   

0・04ppm群においては，通常の電顕・光顕観察の範閉では，9か月から27か月に至る間，対照群  

との間にめいりょうな差異を確定出来ない。しかし形態計測の指捷値の変動をみると，算術平均肺  

胞壁厚の暴露期間に対応した増加傾向，問質成分の同様な軽度の増加傾向，肺胞上皮とくにⅡ型上  

皮の変動パターンなど，0．4ppm群に比べれば明らかに軽度ではあるが，全く同質の変動傾向が見い  

だされる。これらの所見をみると0．04ppm群にも0．4ppm群と同じ方向へ向かっての指標値の偏りが，  

ゆっくりではあるが進行しているものと考えられる。同時にこうした変化のもつ生理学的意義とそ  

の可逆性，暴露期間が更に延長されたときの進行度の検討などは，今後の重要な課題であろう。  
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考 察   

NO2は高濃度の暴露では，肺に出血・浮腫・炎症性細胞浸潤を伴う強い急性病変を引き起こし，  

致死棺である。環境大気汚染物質とくに都市大気汚染などの一般環境汚染においてはば感度顔域ほ  

おける長期連続暴裔が重要な研究課題であることはいうまでもない。動物実験で，比較的低濃度の  

NO2に長期にわたって暴威した動物の呼吸器の形態学的病変の性格と自然史（naturalhistory）に  

ついては，すでにいくつかの研究の結果からある程度の知識が得られている。中でも1960年代後半  

から1970年代前半にかけて，Freemanおよびその共同研究者によって報告された一連の業績3‾8）は  

最も詳しく，低濃度NO2長期暴露下の呼吸器形闇学的病変の原型像を与えている。その結果を要約  

すると，気管支上皮の線毛異常・分泌昂進・増殖，終末気管支から肺胞道にかけての壁肥厚・線維  

化・上皮増殖などが主像である。肺胞壁ではⅠ型上皮の早期の障害とⅢ型上皮による置換がみられ  

ろ。暴露濃度が十分に高ければ肺気腫が発生する3‾8・1㌔それらの変化の一部は，他のいくつかの報  

告にも記載されている14‾16） 。われわれの実験で得られた成績は，前節の4項に要約されているが、そ  

の性格とくに4ppm群の定型的病変のそれは，上記の報告と基本的にはよく一致している。同時に  

本実験に用いた4ppm以下の水準では，肺の各部分での炎症性細胞浸潤・リンパ装置の発達は認め  

られず，この点もFreemanらの成績と一致している。またこの濃度範囲では27か月に至るまで肺気  

腫の発生には到っていない。   

定型的病変の程度と出現経過は，用いられた濃度水準と暴露スケジュールによって支配されるこ  

とは当然であろが，その他の実験条件とくに動物種や惑染の合併，検索方法とその精度など多くの  

条件によって変わりうることは自然である。濃度水準と病変の程度との並行性すなわち量，影響関  

係を知ることは大切な課題であるが，従釆の報告の大部分は単一濃度について行われており，相互  

の比較にはやや困難がある。その意味において暴露水準の幅と暴露期間の長さを十分に広くとった  

本実験の成績は，価値あるものと考えられる。   

FreemanやStephen5ら7，17・18）はラットに対する2ppm2年間の連続暴露で軽度の定型的病変の  

成立を認めている。本実験の4ppm群で観察される定型的病変は，これに比べて明らかに強い。  

Furiosiら19）も2ppm水準連続暴露425日で気管支上皮の肥大を見いだしている。Evans3）は最近1  

～2ppmの生涯連続暴露は，強くはないが，はっきりした気道上皮病変を捉こすと述べている。   

2ppm以下の濃度水準での長期暴露の報告は多くない。Wagnerら2？）がラット・マウスを含む数  

橿の動物を用い，1，5，25ppmの濃度水準で1日6時間，週5日，18カゝ月までの間欠的連続暴露  

を行った結果では，1ppm水準では顧性成績は得られていない。ラットの組織学的所見には対照群  

を含む各群に共通した炎症性変化が記載きれている。Freemanら6）のラットに対すろ0．8ppm33か月  

の暴露では，時に細気管支上皮に軽度の変化を認めたが，全体としては陰性の結果であった。   

B】airら21）のマウスを用いた0．5ppm水準での最長12か月までの連続星霜実験は，肺気腫様の過拡  

張と肺胞壁肥厚が見いだされている。しかし定型的病変の記載に乏しいのと同時に，炎症性変化や  

∴
‥
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肺炎の記載があり，判断は慎重である必要があろう。本実験での0．4ppm水準では，18か月以降微弱  

な病変が出現しはじめ，27か月で軽度の定型的病変が成立する。以上の成績を通覧すると低濃度長  

期暴露では，少なくとも0．4ppm水準以上では暴蛋が長期にわたれば病変が発生するものと考えられ  

る。   

以上の長期暴露のほかに，2－3か月以内での病変を検討したいくつかの報告があり，その中には，  

本実験で検討の対象とした低濃直観域の実鹸もいくつか含まれている。中島ら22）はマウスによる  

0．5－0．8ppm領域での1－1．5か月連続暴露実験で，末栴気管支の増殖や肺胞上皮の水腫性腫張を記  

載しており，三吉ら23）は同様にマウスに対する0．55－1．6ppm連続5週間暴露で，気管粘膜上皮病変を  

認め，まだ末梢気管支上皮の増殖を認めている。著者ら24）もラットにおいて0・ト10ppmの範囲での  

4段階濃度1か月連続暴露実験系列の中で，3ppm以上ではめいりょうな定型的病変を認め，0－5  

ppm水準では軽度の気管支上皮の変化と肺胞壁厚の増加を観察している。それらの低濃度領域での  

短期実験での軽度の陽性成績からみると0．5ppm前後の水準でも比較的早期になんらかの形博学的反  

応が出現する可能性が示唆きれる。本実験系列では，0．4ppm水準の病変の進行がそれらの比較的短  

期の暴露に比較して，著しく援徐である。実験条件の差異によるものかもしれないし，最初の観察  

時点が9か月であるから，ごく初期に軽度の反応があり，その後9か月までの間に消退した可能性  

も否定出来ない。いずれにせよ，この解釈については，低濃度長期暴露下での軽度の反応とその時  

間経過に伴う消長の可能性という，より広い基本的な観点とも関連しているかもしれず，今後の課  

題であろう。   

連続暴露下での肺胞上皮の反応経過は病変消長の1例である。すでにNO2暴露下で，Ⅰ型上皮の  

障害とⅠ型上皮による置換が，暴露の比較的早期に認められておりユ），2ppm水準での長期暴露でも  

同様の現象が見いだされていが）。この現象が起こった後には上皮はNO2に対してより抵抗性を示す  

ものと考えられている3）。一万本実験のように9か月という長い間隔で観察が行われたときにも，そ  

の各時期でⅠ型・Ⅱ型上皮の相互関係に同様の憤向が見いだきれ，かつその程度は濃度と並行した  

強弱を示すらしいことは興味深い。換言すれば本実験に用いられた低濃度領域では，1型上皮障害  

とⅠ型上皮反応さらに後者による前者の置換が，27か月という全期間を通じてゆっくりと継起して  

いるようにみえる。これらの現象の統一的な理解は，長期暴露初期の病変の成立の速さとその後の  

進行の速さの差異の解釈をも含めて，今後の検討の課題であろう。   

いずれにせよ，本実験系列の結果は，27か月という長い実験期間を通じてみれば，NO2による呼  

吸器病変は，明らかに濃度水準と並行し，同時に期間の延長と並行して進行するものと考えられる。  

組織病変の一部たとえばⅠ型上皮の修復像は一種の回復と理解することも出来ろが，他の多く．の病  

変たとえば気管支上皮や気管支・肺接合部病変，肺胞問質病変などは，常に進行性であろものと考  

えられる。同時に低濃度連続暴露下で病変のゆっくりとした蓄積性を示すものと考えねばなろまい。   

0．4ppm以下の濃度水準における長期連続暴露の生体影響に関する動物実験の情執まきわめて少な  
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く，形態学的観察も乏しい。長谷川らZ5）は0．12ppmlか月連続暴露ラットにおいて，血中グルタチ  

オンの増加などの生化学的指棟の変動を認め，顎野ら24）は同じ試料について，穿術平均肺胞壁厚や  

他の形態計測指標の増加傾向を認め，この濃度水準での生体影響は陰性とはいいきれないと述べて  

いる。この成績はその後の繰り返し実験でも確かめられている25㌔もしこれらの形態学的指療の変動  

傾向が，本案鹸でみられたように，暴蛋期間の延長と共に増加を続けるものであるならば，27か月  

後にはかなりの程度に達する可能性が存在する。本実験系列のうち0．04ppm水準で観察された形態  

計測指轢のゆっくりとした上昇傾向は，すでに触れた0・4ppm，0・12ppmの所見と比べ，更に軽度で  

あるが同じ方向性と内容をもっている点は無視することが出来ない。今後の検討の課題であろう。   

本実験の成績において気付かれる要点の一つは，動物の加齢が進行する18－27か月の間に，病変  

の進行が強いという印象が得られる点である。0．4ppm水準での病変のめいりょう化，0．04ppm水準  

での形態計測指標値の上昇など，いずれもこの期間に著しい。この現象が単に暴露期間の延長によ  

るも由か，加齢に伴うなんらかの意味での感受性の上昇28）によるものかは今後の検討課超であろう。   

結  論   

4，0．4，0．04如mのNO2に9，18，27か月連続暴露されたラットの呼吸器について病理形態学的  

検索を行った結果，肺病変に関して次のような結論を得た。  

1）4ppm水準では，最初の検索時点である9か月において，定型的病変が見いだされ，その後  

も暴露期間の延長と共に，ゆっくりと進行する。しかし27か月の時点では肺気腫の発生には至らな  

い。0．4ppm水準では，病変の進行は緩徐であるが，27か月後には軽度の定型的病変を発現する。  

0．04ppm水準では，通常の観察方法の範囲では全実験期闇を通じて病変を認めないが，形態計測指  

擦値の中には時間の経過と共に上昇を続ける指接があり，陰性とはいいきれない。   

2）以上の結果は，低濃度NO2の連続暴露による形態学的病変は，濃度水準と暴露期間に並行し，  

明らかな量・影響関係が存在することを示している。   

3）病変の一部たとえば肺胞上皮には連続暴露下での修復像がみられるが，大部分の病変は常に  

ゆっくりと進行しており，低濃度領域における影響の累積の存在を示唆している。  

予定された解析はいまだ完全には終了していないので，以上の報告はなお中間的なものである。   
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写 其 胱 明  

図12 4ppm27か月気管支上皮：広汎な上皮肥大と綿毛の喪突（原倍率×160）  

Fig・12 4ppm27M Bronchialepithelium：Extensive hypertrophy andloss of cilia  

（originalnlag．×160）  

図13 0．4ppm27か月気管支上皮：部分的な上皮肥大と線毛喪失（陳倍率×160）  

Fig・13 0・4ppm27M．Bronchialepithelium：Partialhypertrophy andloss oE the cilia  

（originalmag．×160）  

図14 0・04ppm27か月気管支上皮：対照群との差は確定出来ない（原倍率×160）  

Fig．14 0．04ppm Z7M Bronchialepithelium：Difference to the controIwasnotremarka－  

ble（originalmag．×160）  

図15 対照群27か月気管支上皮（原倍率×160）  

Fig．15 C。ntr。127MBr。nChialepith。IiJm（。riginalmag．×160）  

図16 4ppm9か月末相気道：軽度の肺胞道壁肥厚と上皮の増殖（原倍率×50）  

Fig．16 4ppm 9M TerminalAirway：Slight thickeningin the wallof the alveoIar  

duct and proliferation of the epithelium（originalmag．×50）  

図17 0．4ppm9か月末桐気道：特記すべき所見を認めず（原倍率×50）  

Fig．17 0．4ppm 9M Terminalairway：No remarkable alteration（originalmag．×50）  

図18 0．04ppm9か月末桐気道：特記すべき所見を認めず（原倍率×50）  

Fig．18 0．04ppm 9M Terminalairway：No remarkable alteration（originalmag．×50）  

図19一対照群9か月末桐気道（原倍率×50）  

Fig■19 Contro19M Terminalairway（originalmag．×50）  

図 20 4ppm18カ哨末梢気道：典型的な末梢気管支上皮の肥大と増殖軽度の肺胞道壁肥厚と上  

皮増殖（原倍率×80）  

Fig．20 4ppm18M Terminalairway：Typicalpicture of contjnuou5nitrogen dioxide  
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eXpOSure・  

Hypertrophy and pro】iferation ofりほepi亡he】ium of termina】airway．（origina】  

mag．×80）  

図 210．4ppml細、月末柄気道：病変は確定出来なし、（原倍率×50）  

Fig．210．4ppm18M TerminalairwayニNo remarkable．（originalmagLX50）  

図 22 0．04ppm18か月末相気道（原倍率×50）  

Fig．22 0．04ppm18M Term5nalajrway（0∫jgjnalmag．×50）  

図 23 対照群18か月末棺気道（原倍率×50）  

Fig．23 Control18MTerminalairway（originalmag・×50）  

図 24 4ppm27か月末栴気道：著明な末楷気管支上皮の肥大と増殖（原倍率×40）  

Fig・24 4ppm 27M Terminalairway：Hypertrophy and proliferation of the epithelium  

is remarkable．（originalmag．×40）  

図 25 0．4ppm27か月末柏気道：軽度の上皮肥大と増殖・気管支壁肥厚（原倍率×80）  

Fig．25 0．4ppm27M Terminalairway：Slight hypertrophy and proliferation of the  

epithelium・  

Thjckening of the bronchiolar and ductalwall（originalmag・×80）  

図 26 0．04ppm27か月末栴気道：変化は確定出来ない（原倍率×50）  

Fig．26 0．04ppm27MTerminalairway：No definite ehange・（originalmag・×50）  

図 27 対照群27か月末僻気道：（原倍率×50）  

Fig．27 Contro127M Terminalairway（originalmag．×50）  

図 28 4ppm18か月気管支・肺は合部：肺胞道壁および付近肺胞の壁肥厚（原倍率×50）  

Fig．28 4ppm18M Broncho－pulmonary junction：Thickening of thewallofthealveolar  

d。Ct and adiacent aIveoIi．（originalmag・×50）  

1刻 29 4ppm27か月気管支・肺接合部：肺胞道壁および付近肺胞の壁肥厚・緑維化（原倍率×  
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100）  

Fig・29 4ppm27MBroncho－pulmonaryjunctionニThickeningofthewallofthealveolar  

ductandadiacentalveoli，advancedLfibrosis（originalmag・×100）  

図 30 4ppm9か月末柄気管支（走査電掛：末梢気管支上皮の不整と増殖（原拡大×400）  

Fig．30 4ppm9MTerminalbronchioles（SEM）：Irregularlyarrangedandproliferated  

epithelium・  

図 314ppm9か月末相気管支（走査電酪）：図30の拡大像（原倍率×ZOOO）  

Fig．314ppm9MTerimnalbronchioles（SEM）：Highermagnification ofa partof  

the Fig■30・  

図 32 4ppm9か月細気管支（透過電顕）：線毛上皮の肥大・線毛短縮，基底細胞の増殖  

Fig．32 4ppm 9M Bronchioles（TEM）：Hypertrophy and shortening of the ciliain  

the ciliated epitllelium，Proliferation of tllel）aSalcell・  

図 33 4ppm9か月末相気管支（透過電顕）：線毛上皮およびクララ型上皮の塊状増殖，線毛上  

皮の変性  

Fig．33 4ppm 9M Terminalbronchioles（TEM）：Proliferation of the ciliated and  

Clara－type Cells．  

Degenerationin a ciliated epithelium・  

図 34 4ppml細）月気管支上皮（透過電顔）：緑毛の短縮，右端に変性像  

Fig・34 4ppm18M Bronchialepithelium：Shortenlng Of cilia・Degeneration ofa  

epithelium on the right・  

図 35 4ppm18か月気管支末梢（透過電顕）：末梢気管支上皮の塊状増殖  

Fig．35 4ppm18M Terminalbronchioles：Massive proliferation of the epithelium・  

図 36 4ppm18か月気管支粘膜（走査電顕）：粘膜表面の畝状突出，上皮の増殖（原倍率×200）  

Fig・36 4ppm18M Bronchialmucosa（SEM）：Ridgy projection of the mucosa・  

Proliferation of the epitheliurn（originalmag．×200）  
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図 37 4ppm18か月気管支粘膜上皮（走査電顕）：図36の強拡大（原倍率×2000）  

Fig．37 4ppm18M Bronchialepithelium（SEM）：Higher maginification of the Fige・36  

（origin81mag．×2000）  

図 38 4ppm18か月肺胞攣（透過電顕）：肥大し一部は剥離を示す町型上風 1型上皮の核内空  

胞  

Fig．38 4ppm18M Alveolar w且11（TEM）：Severalhypertrophied Type tIepithelia・  

Note theinranuclear vacuoles ina TypeIepithelium．  

図 39 4ppml紬ゝ月肺胞壁（透過電顕）  

Fig．39 4ppm18M Alveolar wall（TEM）  

図 40 4ppm27か月気管支末梢（走査電顕）：上皮配列の完全な不規則化（原倍率×200）  

Fig・40 4ppm27M Terminalbronchioles（SEM）：Note a complete disarrangementofthe  

epithelium（originalmag．×ZOO）  

図 414ppm27か月気管支末栴（走査電顕）：気管支上皮の指状増殖（原倍率×2000）  

Fig．414ppm27M Terminalbronchioles（SEM）：Finger－1ikeprojection of the prolife－  

rated epithelium（originalmag．×2000）  

図 42 4ppm27か月気管支壁（透過電顕）  

Fig．42 4ppm27M Bronchialwa11（TEM）  

図 43，44 4ppm27か月気管支末梢（透過電掛：気管支末梢部および肺胞道でのクうラ型  

上皮の増殖．粘膜下組織の膠原線維増加  

Figs．43and44 4ppm27MBronchialTerminal（TEM）：ProliferationoftheClara Type  

epitheliumin the bronchialterminalandinthe alveolarduct・Increased  

collagenin the sumucosa・  

図 45 4pp舶7か月肺胞壁（透過電顕）：肺胞道肺胞劉巴厚・問質拡大・膠原線維増加・Ⅰ型上  

皮細胞質肥大．問質細胞内のミエリン体様封入休．  

Fig．45 4ppm27M Alveolar wall（TEM）：Thickening of the ductalalveolar wall・  

Extendedinterstitium withincrearedcollagenfibers．Hypertrophyofthe cytoplasm  
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ofType・Iepithelium・Myelin－1ikeinclusionin ainterstitialcell・  

図 46 4ppm27か月肺胞壁（透過電軒 ‥末梢部肺胞・2個の正常に近いⅢ型上皮・軽度の問質  

拡大．  

Fig．46 4ppm27M AIveolar wa11（TEM）：Distalalreolalwall・  

Two apparentlr normal Type n epithelia. Slightly extended intersittium. 

図47 4ppm27か月肺胞壁（透過電顕）：末栴部胞肺．問質の拡大と膠原線椎増生．  

Fig．47 4ppm27M Alveolar wa11（TEM）：Dist且1alveolar wall．  

Extendedinterstitium with fibrosis．  

図 48 4ppm27か月肺胞壁（透過電顕）：宋栴部肺胞．延長した紐胞質をもつⅡ型上皮．問質拡  

大と線維増殖．  

Fig．48 4ppm27M AIveolar wall（TEM）：Distalalveolar wall．  

TypeIIepitheliumwith extended cytoplasm．Extendedinterstitium with fibro5is．  

図 49 0．4ppm27か月気管支末梢部（透過電廟）：クララ型上皮の増殖粘膜下組織の拡大と線維  

症  

Fig．49 0．4ppm27M Terminalairway（TEM）：Proliferation of Clara Type epithelium・  

E）【tended submucosalconnective tissue andincreased collagen fibers．  

図 50 0．4ppmZ7か月肺胞壁（透過電願）：末栴肺胞壁不規則な問質浮腫，軽度の膠原線維形成  

Fig．50 0．Appm27M AIveolar wall（TEM）：Distalalveolar wa11，edema andminimal  

collagen fiber formationin theinterstitium．  
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国立公害研究所研究報告 第15号（R－15－’80）  

Research Report from the NationalInstitute for EnvironmentalStudies No．15．1980  

Ⅲ－4  

ニ酸化窒素長期暴霹のラットに及ばす影響  

－－－－－－－－一動脈血pHa，PaCO2およびPaO2一－   

E：ffects of Long－Term Nitrogen Dioxide E：xposure on Rats  

－ArteriaIBlood pHa，PaCO2 and PaO2－‾‾－  

鈴木 明1・局 博一1・市願孝道】・織田 肇I   

Akira SUZUKIl，Hirokazu TSUBONE】，TakamichiICHINOSEland HajimeODAl  

要  旨   

NO2低濃度・長期暴露の生体影響を評価するための一手段として，0．04ppm，0．4  

ppmおよび4ppmのNO2を9か月間ラットに暴露し，心拍数，呼吸数，血液pHa，PaCO2，  

PaO2等について検討した。対照群と比較して，心拍数に変化は認められなかったが，  

呼吸数の減少が0．4ppm暴露で認められた。無麻酔時の動脈血PaO2は0．4ppmおよぴ  

4ppm暴露で有意に減少した。また，僅々の人工呼吸数下で測定したPaO2は，0・4  

ppm，4ppm暴靂で減少した。人工呼吸数の増加に伴うPaO2の増加率は，4ppm暴  

露群で有意に減少した。  

Abstract  

Ratswereexposedcontinuouslyfor9monthstonitrogendioxideatO．04，0．4  

and4ppm，and heart rate（HR），reSpiratory rate（RR），arterialblood oxygen  

tention（PaO2），Carbondioxidetention（PaCO，）andpHaofthecontrolandexperi・  

mentalanimalswereexamined．HRofexposedratswasnotsignificantlydiffer－  

rentfromthecontrol，however，RRofratsexposedtoO．4ppmweresignificantly  

1・国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   

The N且tionalInstitute for EnvironmentalStudies，Basic MedicalSciences  

Division，Yatabe－maChi，Tsuし  
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decreased．PaO，Of unanesthetized rats exposed to O．4and4ppm NO2Were  

Significantlylower．Whentheanesthetizedratswasventilatedwithmechanical  

respiratorat30，70andllOrpm，PaO20fratsexposedtoO．4and4ppmNO，Were  

alsosignificantlylower．RateofincreaseinPaO2Withincreasingrateofmecha・  

nicalrespiratorwassignificantlylowerinratsexposedto4ppmNO2．   

はじめに  

近年，アイソトープを使用した実験1）1Z）等によって，NO2の生体内における動態が明らかにきれ  

ようとしている。しかしながら，NO2の第一次標的臓器が呼吸器であることは言うまでもない。し  

たがって，従来から呼吸器に関する病理学的，生化学的実験報告は多く，比較的高濃度のNO2暴露  

は，呼吸器の形態学的変化あるいは代謝機能の変化を引き起こすことが明らかにされている。一方，  

呼吸器は生体にとってガス交換の場として非常に重要な意味を有している。すなわち，外界の酸素  

を生体内に取り込み，体内の二酸化炭素を外に排出する機能である。したがって，呼吸器に何らか  

の変化が生じた場合，肺を介するガス交換機能に変化が及ぶことが推測される。そしてこの変化は，  

肺と各種組織を循環する血液ガス成分に及ぶであろう。NO2暴露の血液ガス成分の変化に関して，  

動脈血酸素分圧の低下が，ヒ・ト3）・4）ぉよび実験動物5）▼6）で報告されているが，ヒト3）・4）での報告は  

低濃度・短時間暴露であり，また動物での報告5）・6）は比較的高濃度の暴露である。したがって低濃  

度かつ長期の暴露が実験動物の血液ガス成分に及ばす影響については不明の点が多い。   

そこで，NO2の低濃度・長期暴露の生体への影響を評価するための一手段として，NO2暴露動物  

の動脈血pHa，PaCO2，PaO2，呼吸数、心拍数および呼吸曲線図について検討を加えたo   

方  法  

JCL：Wistar系碓ラットを使用し，0・04，0・4，竺PpmのNO2を9か月間暴露した。被検動物が  

8通草の時に暴露を開始した。暴露終了後，ラットをチャンバーから出して・呼吸数，心拍数，呼  

吸曲線図（Pneumotachogram，PTGと略す）および血液ガスについて検索した。呼吸数はPTG  

から，心拍数は心電図から算出しT：。血液ガス分析は，無麻酔下で，およびPentobarbital麻酔下  

で人工呼吸数を毎分30，70，110回に変化させて行った。心電図，PTGおよび無麻酔時の血液ガス  

の分析はチャンバーから出して10～20分以内に行い，その後直ちに麻酔下で気管カニューレを挿入  

し人工呼吸下で採血を行った。なお供試動物およびNO2ガス暴露方法について他項に詳述してある  

のでここでは省略する。また，採血，血液ガス分析，PTG，心電図の記録方法については，本シリー  

ズ「二酸化窒素暴露がラットの動脈血pHa，PaCO2およぴPaO2に及ばす影響」の項に詳述しT：o  

ー23ひ－－   



結  果  

l．呼吸数および心拍数の変化   

NO29か月間暴露の呼吸数および心拍数の変化を図1に示す。それぞれ10秒間の測定値である。  

対照群と暴露群との心拍数の間にほとんど差を認めなかった。呼吸数は，対照群と比較して0・04ppm  

暴露およぴ4ppm暴露では有意な差がなかったが，0・4ppm暴露では対照群の約73％と有意（p＜  

0．01）に減少した。   

Z．呼吸曲線図（PTG）の振幅の変化   

呼吸数を算出する基となった呼吸曲線図に？いて，その最大振幅（上端のピークと下端のピーク  

との差）を求め図2に示した。各暴露群に平均値の変動が観察されたが，対照と比較して，いずれ  

の場合も有意な変化ではなかった。  

3，動脈血pHa，PaCO2，およぴPaO2の変化  

9か月間暴露覆後に，無麻酔下で大腰動脈から採血した血附こついてp‡Ia，PaCO2およぴPaO才  

＿／ト＼⊥′一一貢  
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2  

図 1NO39か月間暴露が呼吸数（RR）と心拍数（HR〉に及ばす影響  

Fig．1Effect oE NO2eXpOSure On RR且nd HRin rats  

（m土SD，れ＝6，＊＊：P＜0・01）  
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図 2 呼吸曲線図（PTG）の振幅の変化  

Fig・2 Effectrof NO2eXpOSure On？Tnplitude of PTG with spontaneous res－  
plration  

（m士■sD，n＝6）   

を測定した。その後，ネンブタール（Pentobarbital戸Odium30mg／kg，B・W・iv）麻酔下で人工呼  

吸器を使い，呼吸数が毎分30臥70回および110回の条件下で同一個体から「回当たり0・2”0・3ml  

ずつ頚動脈から採血し検索に供した。   

無麻酔時における動脈pHa，PaCO2およびPaO2の変化を図3に示した。暴露群のpHaおよぴPa  

CO2は，対照群と比較して，有意な差を示さ一なかったが，PaO2は，0・4ppm暴露で対照群の約91％  

（P＜0．05），4ppm暴露で約92％（P＜0・001）と有意な減少を示した。次に人工呼吸下で測定した  

結果を図4～図6に示した。．pHaは図4に示す通り，毎分30臥70回およぴ110回の人工呼吸下に  

ぉいても，対照群と各暴露群との間に有意な変化を認めなかった。PaCO2は図5に示すように，  

毎分30回では4ppm暴露で，70回と110回で■は0・4ppm（P＜0・1）と4ppm暴露で増加傾向を認めた。  

また，PaO2の変化は図6に示すように，0・4ppm革露では，毎分3咽で対照群の約68％・70回で  

約66％，11咽で約67％と有意（P＜0・05）に減少し・，4ppm暴露では・30回で約79％（P＜0・05）・  

7咽で約67％（Pく0・01），110回で約60％（P＜0・001）と有意に減少した0毎分110回の人工呼吸  
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図 3動脈血pHa，PaCO2，PaO2に及ぼす影響（無麻酔時）  

Fig．3 Effect of NO2eXpOSure On arterialblood pHa，PaCO2and PaO2in  

unanesthetized rats  

（m±St），れ＝6，＊P＜d．05．＊＊＊P＜0．001．。：controり  

30 rpn  70 rpm llO rpm  

l．、、．】   
u  一  U   ⊂〉   J  

¶02COnCentr8tion（ppm）  

図 4 動脈血pH8に及ぼす影響（麻酔，人工呼吸時）  

Fig・4 Changes of pHain arteriz11blood of anesthetized ratsl？XPOSed to  

NO2  
（ventilatedwith rnechzLnic＆lrespirator，m士SD，n＝6）  
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図 5 動脈血PaCO2に及ばす影響（麻酔，人工呼吸時）  

Fig■ 5 Changes of PaCO2in arterialblood of anesthetized rats exposed  

to NO2  

（ventilatedwithmechanicalrespirator，mj＝SD，n＝6）  
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Fig・6 Changes of PaO2in arterialblood oE anesthetized rats exposed to NO2  

（ventilatedwith mechanicalrespirator，7n±SD，n＝6，＊：p＜0・05，  
＊＊：P＜0．01，＊＊＊：P＜0．001）  

－234一   



回数では，NO2濃度の増加に伴うPaO2の著明な減少を認めた。   

次に，人工呼吸数に対応した血液pHa，PaCO2およぴPaO2の変化を検討するために，毎分30回  

の時の測定値に対する7咽／分，110回／分の軌定憤の百分率を求め図7－9に示した。pHaは図7に  

示すように，対照群と比較して有意ではないが，7咽／分時および11咽／分時の0．4ppmと4ppm暴  

露で減少傾向を示した。PaCO2は図8に示すように，対照群と比較して，7咽／分時およぴ11咽／  

分時の0■4ppm暴錯で増加傾向を示したが有意な差ではなかった。また，PaO2は，図9に示すよ  

うに・4ppm暴露で70回／分時に対照群の約77・9％（P＜0・05），11咽／分時に約76％（P＜0・01）  

と有意に減少した。  

4．人工呼吸時におけるPTGの振幅の変化  

毎分30臥7咽およぴ110回の人工呼吸を行い，その時の新鮮空気供給側（生体からみると吸気  
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Fig・7 Changes of arterialblood pHa  
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Fig・8 Changes of arterialbloodPaCO2  

（％of30rpm，爪土SD，乃＝6）  

側であるが，人工呼吸器からみると加圧側である。）からPTGを記録しその最大振幅の変化を図10  

に示した。PTGの振幅は，毎分30回では0・4ppmで減少傾向を示し，毎分70回および110回の4pprn  

暴露では増加傾向（P＜0・1）を示した。   

考  察  

肺でのガス交換機能が障害されると，生体は酸素不足を引起こし，さらに，二酸化炭素を蓄積す  

ることによっていわゆる呼吸不全の状態Iとなることが知られており，その程度は血液ガス分析によっ  
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て知ることができると言われている。NO2の第一次標的臓器が呼吸器であり，比較的高濃度のNO2  

暴露は呼吸器の器質的，機能的変化を生ずることから，その影響のは握のた捌こ血液ガスの分析を  

することは有意義であると考え，低濃度のNO2を長期間（9か月間）暴露したラットについて血液  

ガス分析を試みた。その結果，無麻酔時のpHaとPaCO2に大きな変化は認められなかったが，  

PaO2は0・4ppm暴露と4ppm暴露で有意な減少を示した。この時，対照群と各暴露群闇の心拍数に  

有意な差は認められなかったが，呼吸数が0．4ppm群で有意に減少した。一般に，一定量の換気を維  

持するためには，呼吸数が減少した場合呼吸様式の変化で対応することが知られているが，本実験  

における0・4ppm暴露ではPTGの振幅の変化は認められていない。したがって0．4ppm暴露におけ  

るPaO2の減少は呼吸数の減少に伴う換気量の減少によるのかもしれない。ところで，NO2暴露に  

おいて呼吸数の増加を認める報菖11）・12）は多いが，本実験では呼吸数の増加を観察しなかった。この  

一因として，他の報告と異なり本実験では，血液ガス分析の採血を行うために，チャンバー外こ出  

し，緊縛保定下で検索したことを挙げることができよう。この項目は暴露中に検索する必要がある  

かもしれない。   

Niedingら3）I4）は5ppm15分暴露のヒトで，Freemanら5）は平均15ppm生涯暴露のラットで，そし  

て，Davidsonら6）は8－12ppm3－4か月暴琵の家兎で，それぞれ動脈血PaO2の減少を報告した  

が，本実験の成績はより低濃度の4ppm以下の9か月間暴露したラットにおいても顕著なPaO2の  

減少が無麻酔時に観察されることを示している。   

ところで，動物実験において，採血時の状態および採血方法等を一定の条件下に行うことは困難  

である。そこで，Freemanら5）は軽い麻酔を施し，その醒めた時点で採血し，またDavids。nら6）  

は無麻酔下で採血した。麻酔の状態および無麻酔における興奮は，血液ガス分析値の変動を起こき  

せるものであるから，前者の方法は麻酔の影響を，後者の方法はあばれ等の影響を無視することは  

できない。したがって著者らの実厳では，前述の影響を少なくするために，麻酔下で人工呼吸器を  

使用し換気量を一定にさせることを試みた。同一人工呼吸回数における血液ガス分析の結果，毎分  

70回および110回時の0・4ppmと4ppm暴露群でPaCO2の増加傾向を，また毎分30，70回おJ：び110  

回時の0・4ppmおよぴ4ppm暴露でPaO2の減少を認めた。血液ガスの変動に及ばす生理学的要因  

大別すると，1）換気量，2）ガス交換軋3）挿頭血量，4）組織での代謝活性，の4点を挙げるこ  

とができる。PaO2とCO2の変化はガス交換の障害を示唆するものであるが，暴露動物では組織で  

の代謝が対照群に比較し活発で酸素消費が多い7用句蘭性も残る。しかしながら同一個体を使用して  

換気量を変化させた時の血液ガスの変化は，同一個体では循環血量および組織での代謝活性に大き  

な変化がないと仮定すれば，ガス交換能と深い係りを持つと考えることができる。毎分30回時の測  

定値に対する70回およぴ110回時の測定値の百分率を計算し，対照群と比較したところ4ppm暴露に  

おいて70回／30回値および110回／30回値に有意なPaO2の減少を観察した。このことは，換気量の増  

加に伴う血中PaO2の増加が4ppm暴露群で少ないことを示し，呼吸器におけるガス交換を抑制さ  
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せていることを推測させた。しかし，人工呼吸器の駆出量および回数を一定にした場合も，肺での  

換気量が一定だと必ずしも言えない。なぜならばNO2暴露のように末栴気管支に病理学的変化を引  

起こすような場合には，人工呼吸器によって送り込まれた空気が暴露動物では肺胞内まで達しにく  

いことも考えられるからである。実際，著者らは人工呼吸時のPTGの振幅の増大を4ppm暴露の  

毎分70回および110回で認めた。この振幅の増大は，気道の狭窄等によって気流低抗が増加した場合  

にも観察されるものであり，この所見は，末栴気管支上皮の増生による狭窄という病理学的所見9）・10）  

と一致すると考えられた。したがって4ppm暴露におけるPaO2の減少は，気道および肺胞を含む  

呼吸器の器質的，機能的変化に起因すると考えることができる。また0・4ppm暴露での変化の解釈  

にはより詳しい検討が必要であると考えられた。  
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要  旨   

NO2暴琵の生休への影響を解明するため，Wistar系ラットを用い，0．d4，0．4，4  

ppmのNO2を9，1と通ゝ月間暴露し，臨床血液・生化学的検査値について検討した。   

グルコースが0．04ppm以上の9か月間暴霧で有意な増加を示した。グルタミン酸・  

オキザロ酢酸トランスアミナーゼが4ppm，9か月間暴露で，白血球数が0．4pp叫  

18か月間暴露で，アルカリホスファターゼが4ppm，18か月間暴露で有意な械少を示  

した。  

Abstract   

Thevaluseofclinicalexaminationsweredeterminedusingthebloodandsera  

ofratsexposedtoO，04，0．4and4ppmNO2for9and18months．Glucoseinsera  

ofratsexposedto O，04，0．4and4ppm NO2for9monthswassignificantlyin・  

creased．However，WhitebloodcellinbloodofratsexposedtoO．4ppmNO2for9  

1・国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   

The Nation＆1Institute for EnvironmentzllStudies，Basic Medic81Sciences   

Division，Yatabe－maChi，Tsukuba，Ibaraki305，Japan  
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months，glutamicoxalacetictransaminaseinseraofratsexposedto4ppmNO2  

for9months，andalkalinephosphataseinseraofratsexposedto4ppmNO2for  

18monthsweresignificantlydecreased．   

はじめに   

大気汚染物質の一種であるNO2は，アイソトープを使用した実験l）・2）ぁるいは血中のNO盲，NO盲  

を測定した実験3）によって生体内に取り込まれることが確認きれた。したがって，NO2は第一次標  

的臓♯といわれる呼吸器だけでなく，他の生体内臓器へも影響を及ばすことが確執きれる。動物実  

厳において，NO2ガスの呼吸器以外の臓器への影響に関する生化学軋血液学的研究報告がいくつ  

かみられる。例えば，血液，血清に関して，Kosmider・ら4）は1ppmlか月間暴露のモルモットで  

総タンパクとコリンエステラーゼの減少を，小此木ら5）は0．12ppm，1．28pp叫5．28ppm由よび18．3  

ppm35日間暴露ラットで血中GSHの減少を，Ehrmanら6）は5－10ppml時間暴露のマウスで赤血  

球教とヘモグロビンの減少を，Freemanら7）・8）は2ppm2～3週間暴露のラットで赤血球教，ヘマ  

トクリット値およびヘモグロビンの増加を，Furiosiら9）は2±1ppm2か月間暴露のサルで赤血球  

の増加を，嵯峨井と有川10）は0．4，1．6およぴ6．4ppm3か月間暴露のラットで，血清中の総脂乳  

トリダリ，総コレステロールが経時的に多様な変動をすることを，報告した。これらの報告はNO2  

暴露が血液，血清中の成分に変動を起こさせることを示しているが，一方，Carsonら11）は39と53  

ppml時間，52と85ppm15分，125と164ppm5分暴露のイヌではヘマトクリット使および血小板数  

に変化がないことを，Wagnerら12）は1ppmと25ppmを1日6時間1紬ゝ月間暴露したイヌでは何らの  

血液学的変化が認められないことを報告した。これらのことは暴露方法，期間そして動物種等の違  

いによってNO2の血液，血清への影響が多様であることを示唆している。また臓器に関しては，  

Buckleyら13）は，15ppm26，33，40日間暴露のモルモットで，肝，腎のLDH活性量の変動を，同じ  

くBuckley14）らは10ppmNO232日間暴露で肝のアルドラーゼ活性の上昇を，12日間暴露で肝の，26  

日から腎のLDHの上昇を報告した。このように，NO2の呼吸器以外の臓器および血液，血清への影  

響を示唆する動物実験があるが，その報告は多様で必ずしも一致した見解に至らず，現在のところ  

不明な点が多いといえよう。   

ところで，各種の臨床検査値はヒトでは疾病の診断，治療および予防に用いられ，生体内の各種  

臓器の機能や代謝を反映し，主要臓器の病態等を知る上で有効な手法であるといわれている。した  

がって，NO2の影響が臓器に及んだ場合，臨床検査値の変動を引起こすことが予測される。さらに，  

NO2の長期間暴露のように，肺以外のどの臓器に影響が現れるか不明な場合には，臓器への影響の  

全休像をは握するために臨床検査値を使用することは適当であろう。   

そこで，NO2の生体への影響を解明するための一手段として，NO2暴露動物の血液性状について，  

臨床検査約手法により検討した。  
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方  法  

JCL：Wistar系堆ラットを0・04，0・4，4ppmのNO2に9おJ：ぴ18か月間暴露した。対照群を含  

め各群6匹とし，2回線返したので総計96匹のラットを使用した。暴露終了後工一テル麻酔下で，  

頚動脈から採血し，ヘパリン血と血清に分離した。ヘパリン血については，赤血球数（RBC），ヘマ  

トクリット値（Ht），ヘモグロビン呈（Hb）を定法に従って測定し，平均赤血球容積（MCV），平均  

赤血球血色素量（MCH），平均赤血球血色素準度（MCHC）を算出した。血清については，血糖  

（Glu），アルトラpゼ（Ald），乳酸脱水素酵素（LDH），クレアチンホスホキナーゼ（CPK），総タン  

パク（TP），グルタミン簡・オキザロ酢酸トランスアミナーゼ（GOT），グルタミン酸・ピルビン酸  

トランスアミラーゼ（GPT），総コレステロール（TCh），アルブミン（Alb），血液尿素窒素（BUN），  

アルカt】ホスファターゼ（ALP），およぴコリンエステラーゼ（ChE）を血清自動分析装置GEMSAEC  

（Electronucleonic社）を使用して測定しT：。測定項目及び略号と測定方法は表1の通りである。  

また赤血球の脆弱性を，ヘパリン血を用いて，CPC（CoilPlanet Centrifuge）法を用いて測定  

した。  

図 1臨床検査の測定項目及び略号と測定法  

Tablel．Chinicalexamination．  

Components，abbreviations and methods．  

Component  Abbreviation  Method  

Blood   

Red blood cell   

White blood cell   
Hematocrit   
Mean corpuslar Volume   

Mean corpuslar hemoglobin   
Mean corpug】ar hemog】obin concentr且いon  

Ser且   

Glucose   
Aldorase   

L丘Ctjc dehydrogenaぎe   

Creatine phosphokin且Se   
Totalprotein   

Glutamic ox8lacetic tr8nSaminase   
Glutamic pyruvic transaminase   
Tot81cholesteroI   
Albumin   
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Alkaline phosphatase   
Cム0】ineぶterage  
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！白油er一丁琶rk  

Capi11ary  

Wintrobe’s  

Const8nt  

Hexokin且Se  
Bergmeyer  

W－L－Henry  

Oliver  
Biuret  
K8rmen－Henry  
W－L－Henry  

CHOD／PHP  

BCG  
Ure8Se U V  
Bessy－Lowry  
ElImah   

＊ AST：Aspartate aminotransfer8Se，  

＊＊ ALT：Alanin arninotransferase．  
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結  果   

RBC，WBC，Ht，Hb，MCV，MCH，MCHCの暴露濃度と暴露期間に伴う変化の第1回目の  

結果を表2に，第2回目の結果を表3に示した。   

第1回目の実験では，9か月間4ppmNO2暴露で，MCVが対照群と比較して有意（P＜0・05）な  
増加を示し，18か月間0．4ppm暴露で，WBCが対照群と比較して有意（Pと0．05）に減少した。   

第2回目の実験では，9か月間0．04ppmと0．4ppm暴露で，MCHCが対照群と比較して有意（P＜  

0．05）に減少を示した。また18か月間0．04ppm暴露でRBCが（P＜0・05），0・4ppm暴露でRBC  

（P＜0．01）；wBC（P＜0．001）が対照群に比較して有意に減少した。   

2回の実験ともに0．4p叩－18か月間暴露で，WBCが有意な減少を示した。   

Glu，Ald，LDH，CPK，TP，GOT，GPT，TCh，Alb，BUN，ALP，ChEの暴露濃度と暴  

露期間に伴う変化の第1回目の実験結果を表4に，第2回目の実験結果を表5に示した。   

第1甲目の実験では，9か月間0・04ppm暴露で，Gluが対照群と比較して有意に増加（P＜0・001），  

Albが有意に減少（P＜0．05）し，0．4ppm暴露で．Gluが有意（P＜0．05）に増加，Albが有意（P  

表 2 NO2ガス暴露が血液成分に承ばす影響（第1回目実験結果）  

Table2．Chronic effect of NO2eXpOSure for 9 months且nd18months  

on blood components  

A result ofl＄t eXamin8tion，  

m士SD，n＝6，＊：P＜0．05，＊＊：P＜0．01，＊＊＊：P＜0．001  

NP2  Concentration  

Contro1  0．04ppm  O・4ppm  4 ppm 

RBC（×104）   9  939士199  750±58  

18  852±124  873±169  

WBC（×102）  9 41．3±15．6  54．0±5．9  

18 64．7士8．6   61．8±8．O  

Ht（％）  9 47．0土1．7  47・3±1．3  

18 46．6±2．7   43．4±4．5  

Hb（％）  9 15．4士1．6 15・0土1．0  

18 17．6士1．4  15．9±1．9  

MCV（〟3）  9 51．9±10．8 63・2±3・9  

18 55．6±7．0   53．4士5．8  

MCH（pg）  9 17．0±3．8  20・0±2・3  

18 21．3±4．3  18．6±2．8  

MCHC（％）  9 32．7士2．9  31■7±2・7  

18 37．8士3．2  －36．5土1．6  

760±69  720士110  

859±97  755主73  

56．0±6．3   39．0±6．8  

44．8±7．5■  77．3士8．5  

46．4士1．9   47．9士2．0  

44．4士4．9   44．5±2．9  

16．6±1．3  15．3士1．2  

15．9士2．3  17．4士1．5  

61．4±5．1  67．6士9．7●  

51．8士2．8   59．2士4．2   

22．0士3．3   21．6士3．8  

18．6士0．9   22．9士0．9  

35．7土2．7   31．9士2．0  

35．7±1．9   38．9土2．3  
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表  3 NO2ガス暴露が血液成分に及ぼす影響（第2回目実験結果）  

Table3．Chronic effect of NO2 eXPOSure for 9 months and18months  

on blood components  

Al、e5ult of 2J）d e又amin丘仁王oJ】．  

m±SD，乃＝6，＊：P＜0．05，＊＊：P＜0．01，＊＊＊：P＜0．001  

NO2  Concentration  

Control  O．04ppm  O・4pT）m  4 ppm 

RBC（×104）  9  974±203  917±171  

18 1071±2ZO  830±129●  

WBC（×102）  9 45．7±16．0  40．2士13．5  

18 43．8土8．6   33．3士ユ0．8  

Ht（％）  9 45．4士5．9  48．5土1．6  

18 46．5±0．9   4臥1士2．O  

Hb（％）  9 16．4土1．7  16．5土0．4  

18 15．9±1．8  15．7士1．1  

MCV（〟a）  9 46．7±8．3  52．9士6．6  

18 40．8±8．5  59．4士8．7●■  

MCH（pg）  9 16．5±2，9 17．2土0．6  

18 13．8±2．5  19．2±2．8＊●  

MCHC（％）  9 36．2±1．6  33．9±0．9＊  

18 34．2土3．9   32．6士1．3  

840±102  

788士135…  

46．3±9．2  

21．4土3．6●■■  

48．7±1．6  

46．5±5．Z   

16．1土0．5   

15．3土2．0  

58．0±7．4  

69．2±16．5   

18．7士2．8  

23．0±6．0◆■  

33．7±1．1◆  

33．1±1．1  

926士60  

956土116  

48．5±11．8  

45．9±ユ6．8   

47．8±1．8   

47．6士4．1   

16．8土0．5  

16．8±1．6  

51．6士4．8   

50．3士5．5   

17．3士1，2  

17．7土1．8■  

35．1±1．9   

35．2±0．8  

＜0．05）ほ減少し，4ppm暴屠で吼G】uが対照群と比較して有意に増加し，GOTが有意（P＜0・05）  

に減少した。18か月間0．04ppm暴露ではGPTが，0．4ppm暴露でBUNが，4pt）m暴雷ではTCh，  

BUN，ALPが有意（P＜0．05）に減少した。   

第2回眉の実験では，9か月間0，04ppm暴露で，対照群と比較してGlu（P＜0．05），TP，Alb，  

BUN（P＜0．001），ALP（P＜0．05）が有意に増加し，0／4ppm暴露では，Glu，TP（P＜0．01），  

Alb，BUN（P＜0．001），ALP（P＜0．05）が有意に増加し，4ppm暴露では，Glu（P＜0．05），  

TP，BUN（P＜0．01），Alb（P＜0．001）が有意に増加し，GOTが有意（P＜0．01）に減少L，た。  

また18か月間4ppm暴露で，ALPが対照群と比較して有意（P＜0．05）に減少した。   

2回の実験ともに0．04，0．4，4ppm9か月間暴罵で，Gluが有意な増加を示し，4pprn9か月間  

暴露でGOTが有意に減少を示し，また4ppm18bゝ月間暴露で，ALPが有意な減少を示した。   

次に，RBC，WBC，Ht，Hb，MCV，MCH，MCHCについて対照群の平均値を100％としT＝時  

の9か月間暴電群の平均値の変化を図1に，18か月間暴露群の平均値の変化を図2に示した。この  

図で，実線は第一回目の実験結果を，破線は第二回目の笑顔結果を示す。9か月間暴露では図1に  
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表  4 NO2ガス暴露が血清成分に及ばす影響（第1回目実験結果）  

Table4．Chronic effect of NO2eXpOSure for 9 months and18months  

or】Clir】ica】bio（：hemicalex8minationin sera of rats  

A result ofl st ex＆min且tion，  

m±SD，乃＝6，＊ニP＜0．05，＊＊：P＜0．01，＊＊＊：P＜0．001  

NO2  Concentration  

CorltrO1  0・04ppm  O．4ppm  4 ppm 

181士14＊  

162±14  

56．0士16．5  

30．3±2．4  

733士380  

1046土202  

752±285  

873土180  

7．66±1．76  

6．54±0．10  

101士27■  

122±39   

30．3士5．1  

27．9土3．1   

95±ZO  

71．0土5．4■  

Glu（mg／100ml）  

Ald（mu／ml）  

LDH（mu／ml）  

CPK（mu／ml）  

TP（g／100ml）  

GOT（mu／ml）  

GPT（mu／／ふ1）  

TCh（mg／100ml）  

Alb（g／100ml）  

BUN（mg／100ml）  

ALP（mu／ml）  

ChE（mg／mり  

9 150土12  193±17…  204士50●  

18 149±13  136士16  153±11  

9 68．3士14．1  68．2士5．7   61．0士11．5  

18 31．3士4．7   30．8士6．1  38．2士7．0  

9  923土298  914士272  86ユ土ユ77  

18 1123±332  1077士337  1107士242  

9  958士304  864±154  717±335  

18  952±506  1212士718  1276土378  

9 8．96土0．21  7．95土0．98  8．02士1．10  

18 6．72土0．21 6．76±0．25  6．61士0．27  

9  115士38  135±60  120±26  

ユ8 117士9  115±26  130土43  

9 32．8±15．0  38．8土12．5  36．7±8．5  

18 32．1士3．6   28．1±1．2◆  32．0土4．8  

9 114士9  103±19  91±23  

18 90．9士10．1、81．0±17．5  79．0±11．5  

9 4．40士0．53  3．65±0．36＊ 3．68土0．33● 4．40±0．32  

18 2．88±0．09  2．78±0．08  2．82±0．13  

9 27．3土2．7   25．3土5．0   29．0土3．0  

18 18．6士1．4  16．3土1．1 15．8±0．8●  

9 60．2±11．1  61．5±16．5  61．8士27．8  

18 74．8士7．8   60．0±16．9  62．2士12．1  

9 1の4士304  1028士275  1021土151  

18  779±227  564土128  624±105  

2．82士0．05  

27．7±3．8  

15．6±0．9＊  

51．2±13．7  

53．0士10．1●  

ユ124士267  

508土33  

示すように対照群と比較して，RBCが0．04，0．4，4ppmで2回の実験とも減少傾向を，MCVが  

0．04ppm，0．4ppmと4ppmで，MCHが0・4ppmで増加憤向を示しT：。また18か月間暴露では，図2  

に示すように0．4ppm暴露のWBCが2回の実験とも顕著な減少を示しT：。また，Glu，Ald，LDH  

CPK，TP，GOT，GPT，TCh，Alb，BUN，ALP，ChEについて対照群の平均値を100％とし  

た時の9か月間の暴露群の変化を図3に，18か月間暴露群の平均値の変化を図4に示した。図2と  
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表  5 NO2ガス暴露が血清成分に及ぼす影響（第2回目実験結果）  

Table5．Chronic effect of NO2eXT）OSure for 9 months and18months  

on clinicalbiochemicalexaminationiTISera Of rats  

A result of 2 nd examin8tion，  

m士SD，乃＝6，＊：P＜0．05，＊＊：P＜0．01，＊＊＊：P＜0．001  

NO2  Concentr8tion  

Control  O・04ppm  O・4ppm  4 ppm 

Glu（mg／100ml）  

Ald（mu／rnl）  

LDH（mu／ml）  

CPK（mu／ml）  

TP（g／100ml）  

GOT（mu／ml）  

GPT（mu／ml）  

TCh（mg／100ml）  

Alb（g／100ml）  

BUN（mg／100ml）  

ALP（mu／ml）  

ChE（ふg／mり  

109±32  161±20書  

164±41  162±10  

57．7士19．8  43．0士13．0  

29．8士13．1  31．9土6．2  

889士514  809±286  

779士348  815土301   

807±395  733土241   

866土519  781土172  

6．59土0．38  7．66±0．13＝■  

8．07士0．88  7．99±1．06  

127±46  111±34  

105士30  138士103   

32．2土17．0  33．3±13．0  

24．2±9．6   24．3±2．0   

81土3亭‘  103±11  

109土17  92士29  

157士9…  

169±24   

42．2士13．0   

35．6±11．8   

805士348   

898士316   

681土299  

1012±447  

8．07士0．18…  

9．16士0．77   

99±31  

94士18   

23．7±5．7  

19．3士5．3  

109±岳1  

109土23  

148士7●  

159±43  

55．4±14．2  

43．2±26．9  

988±245  

729士344  

1023±189  

1208士824  

7．25±0．19◆●  

8．43士1．11   

75士13●●   

82±16  

Z2．2±10．4   

19．8士6．1   

98士13  

110±15・  

3．13士0．08  3．59士0．13■1－3．72±0．20…3．52土0．09†…  

3．06±0．23  3．23±0．35  3．58士0．27… 3．21士0．12  

15．7士1ご1 32．4士0．6… 24．3±3．9…19．2士1．4…  

15．4±1．4  18．2±2．9  16．8土2．8  15．4士1．5  

43．7士15．0  68．7士18．¢  65．2土11．3● 52．3土12．5  

61．3士29．6  43．5±8．0●  

1037士212   849±124  

750土388  713土123  

68．7±16．7  52．8±10．3  

762±248  434±165   

673±131  602士105  

同様，実線は第1回目の実験を，破線は第2回目の実験結果を示す。9か月間暴露では，図3に示  

すように対照群と比較して，Gluが0．04ppm以上で顕著な増加を，GOTが4ppmで2回の実顔とも  

顕著な減少を示した。また18か月間暴露では，図4に示すように，ALPが4ppm暴露で2回の実験  

とも顕著な減少と，0．04ppmと0．4ppmで減少傾向を示した。   

CPC掛とより赤血球の脆弱性は，表6に示すように，9か月間，18か月間暴霜とも，暴露濃度に  
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図1NO29か月間暴露における血液成分に及ばす影響  

Fig・1Chronic effect of NO2eXpOSure for 9 months on blood components  

of rats  

Data are expressed as percent of control，  

SOlidline：1st experiment，d＆Shedline：2 nd experiment．  

図 2．NO2ユ8か月間暴露における血液成分に及ぼす影響  

Fig，2 Chronic effect of NO2eXpOSure for18months on blood components  
of rats  

D＆ta are eXpreSSed as percent of control，  

solidline：1st expcriment，d＆Shedline：2 nd experiment．  
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1し◆  

図 3 NO29か月間暴露における血清成分に及ぼす影響  

Fig・3 Chronic effectofNO2eXPOSure for9months onclinicalbiochemical  
examinationsin sera of rats  

Data8re expressda8perCent Ofcontrol，  

SOlidline：1stexperiment，d＆Shedline：2ndexperiment．  

図 4 NO218か月間暴露における血清成分に及ぼす影響  

Fig・4 Chronic eLfectofNO2eXPOSurefoT18months oncJfnLcalbiochemical  
examinationsin sera of rats  

D8ta are expressd as percent oE corltrOl．  

SOlidline：1stexperiment・d＆Shedline‥2ndexperiment．  
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表  6 NO2暴裔が赤血球の脆弱性に及ばす影響  

Table6．Chronic efEect of NO2eXPOSure for 9 months and18months  
on the fragility of the blood red cells  

NO2  Concentration  

Contro巨  0．04ppm  O．4ppm  4ppm・  

103．2±2．0  

84．5±3．・9  

65．0±2．7   

99．7土3．2   

77．5±2．0  

59．0土4．0  

St8rt lO5．0士1．6・103．2±3．1  

Max  85．Z±0．9  84．8士7．O  

End  64．7±1．4  63．8士4．4  

Start   99．5士4．4  102．2士2．1  

Max  76．2±5．0  77．8土2．O  

End  60．0±3．3  59．8土3．4  

1D3．8±2．1  

84．7士3．4  

62．8士2．5  

103．3士1．4  

79．0士2．6  

58．8±3．6  

伴う変化は観察されなかった。   

考  察   

NO2暴露が実験動物の血液および血清成分に多様な変化を引起こすことはすでに報告されている  

が，本実験のように0．04，0．4，4ppmのような低濃度のNO2を長期間暴露した場合にも，血液・  

血清成分の多項目に多様な変化を引起こすことが明らかとなった。今臥NO2暴露を2回繰り返し  

たが，本実験結果が示すように，第1回目と第2回目の検査成績が必ずしも」致しない項目も観察  

された。この理由として，他項の暴露方法と供試動物に述べられているように，第1回目と第2回  

目の検査時期および供試動物が異なることが挙げられるが，項目によっては変動しやすいために，  

本実験のような低濃度長期にわたる実験では，NO2暴霜以外の因子が検査値に影響を及ぼしている  

可能性も否定できない。しかしながら，第1回目と第2回目の実験でともに有意な変化を示した  

Glu，GOT（9か月間暴露）とWBC，ALP（18か月間暴露）はNO2の生体影響を解釈するための  

指標となるかもしれない。   

一般に白血球数の変動から骨髄系並びにリンパ組織系の病儲を推定することができるといわれ，  

感染，骨髄機能異常等の場合には白血球数が異常に増加することが知られてい・るが，■白血球数の減  

少する理由について定説はない。いずれにしても，異常な高い値が本実験で観察されなかったこと  

は，1紬）月間にわたる暴露期間中，チャンバー内の微生物学的統御が十如こ行われたことを示唆し  

ている。   

阿部ら15）は血糖値の増加を招来する因子として，1）消化管から吸収されるブドウ糖，2）肝臓  

でのグリコーゲン分解，3）組織タンパクよりのグリコーゲンの新生を挙げ，予想きれろ疾患とし  
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て，膵，肝，内分泌，中枢神経系等の疾患と機能的変化を報告した。血糖値の有意な増加は5ppm  

－20ppm24時間暴露実験16）・17）でも観察されたが，ラットでの成績をヒトで定義されている高血糖と  

同様に考えるべきかについては検討を要し，’その解釈は上記因子の直接的証明によってなきれるペ  

きであろう。  

鈴木18）によると，GOT，GPTはともに，血中選出酵素であり，その血中上昇機序は障害された  

細胞から血中にこの物質を選出するためと考えられ，肝，心，潜血清疾題などに著しい増加を示す  

という。このGOTは急性実験16）・17）においても減少を示したが，このことは，臨床検査的概念だけ  

では解釈することは困難で今後の検討が必要であろう。   

これまで述べてきた多くの検査項目は，断血夜・生化学的検査として汎用きれ，その検査値の  

変動は各種臓器の病的状況を反映すろといわれるが，本研究で得られた各種検査結果の変動を考え  

るならば，必ずしも猷検査学的概念で解釈することは容易ではなく，臓器を含めたより詳しい検  

討が必要であると考えられる。  
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＝酸化窒素長期暴露のラットに及ばす影響  

1 血清アイソザイムー   

EffectsofJor琶－T訂m NitrogenDioxide ExFNeOn Rats  

－1soenzyme Profi．esin Serum－r  

三浦 卓1■彼谷邦光1   

TakashiMIURAland Kunimitsu KAYAl  

要  旨   

NO2をラットに9，18か月間暴露し血清アイソザイム成分に及ぼす影響を検討した。  

クレアチンホスホキナーゼ活性中のⅠ型成分の割合は，4ppmNO2暴露後9か月日で．・  

対照群の118％”138％に増加する傾向を示したが，0．4ppmNO2暴露では48％～70％  

に低下した。このような低い1型成分の割合はNO2暴露後18か月目でも観察された。  

アルカリ性ホスファターゼ活性中の（1＋江）型成分の割合は，4ppmNO2暴露群で  

9か月日，18か月目ともに対照群より低い傾向が認められた。また，暴露濃度の低下  

に伴い皿型成分の割合が増加する可能性が考えられた。  

Abstract   

lsoenzymeprofi】esofrat serawereexamjnedforevjdenceofeEfectsotNO2  

exposureonrattissues．9・mOnthsexposureto4ppmNO2SeemStOreSultinan  

increaseintheratiooftypeIcreatinephosphokinaseactivitytothetotalone．On  

theotherhand，0．4ppmNO2CauSedadecreaseintheratiooftypelactivity9and  

18morlthsafter exposure．Theratio ofactivities oftype（J＋lJ）all【aJjne phos－  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番Z   

The NationalInstitute for EnvironmentalStudies，Basic MedicalScineces  

DivisiorL，Yatabe machi．LTsukuba．Ibaraki305，Japan  
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phatasealsoseemstodecrease9and18monthsafterexposureto4ppm NO2．   

はじめに   

動物休内には，同一の触媒活性を発現するが化学的に性質の異なるタンパク質の存在が明らかに  

されている。これら酵素のあるものは臓器に特異的なアイソザイムとして存在しており，臓器が傷  

害をうけると血液中に流出するこ車が考えられる。近年この性貞を利用して臨床酵素化学領域で使  

用されはじめている1ト3）。ヒトの場合に血清中のアイソザイムを検査することは，病因病簡の解明に  

利用できる上に変動の起狩となった臓器の同定も可能となっている。我々はこれまでにNO2の影響  

指標の確立とその起源となった臓器を検索する目的から，ラットに4ppmのNO2を10日間暴露し血  

清中のアイソザイムパターンの変動を追跡して釆た4）。その結果，アルカリ性ホスファターゼ，ク  

レアチンホスホキナーゼおよび乳酸脱水素酵素に変動が認められた。本報告書では，NO2長期暴露  

によるこれら酵素の血清中アイソザイムパターンに及ばす影響について検討した結果を記した。   

方・法   

NO去を暴威した一群6匹のラットの頚動脈からヘパリン存在下で血液を採集し，800ⅩglO分間の  

遠心を行い上清を血清として直ちにアイソザイムの分析に使用した。   

アイソザイムの測定は，血清0．3－0．9ノノ】をあらかじめ電気泳動用度衝液に浸したセルロースアセ  

テート掛こ塗布し40で電気泳動を行い活性染色により行った。電気泳動はアルカリ性ホスファター  

ゼの場合イオン強度0．07のトリスーパルビタ■一ル緩衝液（pH8．8）中で，180V，5mA／cmで60分行っ  

た。クレアチンホスホキナーゼは，イオン強度0．028の同じ緩衝液中で350V，5mA／cmで10分間泳  

動を行った。電気泳動後アルカリ性ホスファターゼの活性染色はFritsheらの方法5）に準じて行っ  

た。クレアチンホスホキナーゼはSomer and K。nittinenの方法6）によって活性染色を行った。  

性染色を行ったセ）V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（Helena Lab．，Beau－  

mont，Texa5）により活性を求めた。各アイソザイム成分の割合は，各活性ピークを切り抜き重量  

を測定することによって求めた。  

l  

結果および考察   

4ppmNO2をラγトに10日間暴裔すると，血清クレアチンホスホキナーゼ活性中のⅠ型成分の割  

合が5日目まで経時的に増加し，5日目以降低下すろことを前報において明らかにした4）。そこで，  

NO2長期暴屠によるラット血清クレアチンホスホキナーゼⅠ型成分の変動について検討し，その結  
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表 1NO2暴露によるクレアチンホスホキナーゼ活性中のⅠ型成分の変動  

Tablel．Changesin typeICPK activities during exposure to NO2  

CPK activities were determined as describedin Methods，TypeICPK  

activity was shownas the percentage of the totalCPK activity and  

values repre5ent aVerage j＝ SD・Poren鵬eses show ％ of the coTltOL  

⊂○リn†erptコr†．  

Control  O．04ppm  O．4ppm  4 ppm 

9montllS   

Exp．I   14・3±3・9  

（100）   

Exp．［   11▲3士3・7  

（100）  

10．0±5．9  19．7±8．3  

（69．9）  （137．8）  

5．4士2．2▲  13．3士4．2  

（47．8）  （177．7）  

11．5±2．8  

（80．4）  

22．3土5．1  

（197．3）  

18months   

Exp．1   13．8土9．1  

（100）   

Exp．Ⅱ  9．3±3．6  

（100）  

5．7士1．7●  

（41．3）  

15．7士5：0  

（168．8）  

5、2土Z．2●  13．3土4．2  

（36．2）  （96．4）  

9．2 ±2．5  13．2土5．1  

（98．9）  （141．9）  

◆P＜0．05significance from control・   

表  2 NO2暴露によるアルカリ性ホスフ7ターゼ活性中の連動型成分の変動  

Table 2・Changesin fast－mOVing ALP activities during exposure to NO2  

ALP activities were determined as describedin Methods，Fast－mOVing  

ALP activities were expressed as the percentage of the totalALP  

activityandvaluesrepreserLtaVerage ± SD・Parenthesesshow％ofthe  

contro］counterpart・  

Contro1  0．04ppm  O，4ppm  4 ppm 

9 months  

Exp．I   19．8士2．4  

（100）   

Exp．1  28．3±3．5  

（100）  

24．7±5．6  18．8±2．2  

（124．7）  （94．9）  

22．7±3．1■  26，3±3．7  

（錮．2）  （92．9）  

22．8±2．1  

（115．2）  

21＿1±3．が■  

（74．6）  

18months  

Exp．I   19．4±5．9   12．4士3．5  

（100）  （63．9）   

E叩．Ⅱ  29・9士4．3  27・6±8・0  

（100）  （92．3）  

13．7土3．2  17，4±2．9  

（70．6）  （89▲7）  

23．2±5．3  26．3士4．3  

（77．6）  （88・0）  

■and＊■showP＜0，05andP＜0．01significarlCeS，reSpeCtively．  
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図 1NO2暴露によるⅠ型およびⅠ型アルカリ性ホスファターゼ活性の変動  

A：Ⅰ型成分，B：Ⅱ型成分  

Fig．1Changesin activities of typesIand 皿 且1kaline phosphatases  

18months after exposure to NO2  

Activities of typesIandIIalkaline phoshatses were determined as  
describedin the Methods，A and B show the r（】Fios of types IandIl  

alkaline phosphatases，reSpeCtively．Each pointis the mean of six  

determinations．Error bars represent 士 2 SD．  

果を表1に示した。4ppmNO2暴露群は，18か月暴琵第1回目の実験結果を除き対照群に対して，  

117．7％から141．9％と高い値を示した。このように4ppmNOそ暴露によって血清中にⅠ型成分が増  

加する傾向が示唆されたが，有意な差は認められなかった。これに反し0・4ppmNO2暴露群は，9か  

月，18か月暴露の全ての実験において対照群より低い値を示した。Ⅰ型成分の低下率は，1・1％から  

63．8％と幅広い変動を示したが，9か月暴露の第2回目および1餌）月暴露の第1回目の天顔におい  
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て有意に低下した。0．04ppmNO2暴露群はⅠ型成分の変動に一定の傾向を示さなかった。   

血清中アルカリ性ホスフ7クーゼのⅠ型成分の割合は，4ppmNO2暴露により変動し7日目には  

有意に増加することを前報において明らかにした三）9か月およぴ18か月NO2暴露による速動型アル  

カリ性ホスファターゼ活性の変動を表2に示した。連動型アルカリ性ホスファターゼ活性の割合は，  

0・04および0・4ppmNO29か月暴露の第1回目の実験結果を除いて，全ての暴露群で対照群より低い  

値を示した。各暴露濃度での全ての実験結果の平均値は，4，0．4川．04ppmで各々対照に対して91．4  

％，阻3宛，86・5％となり低い暴露濃度で低い割合を示した。ラッ 

に帆腎型と考えられるⅠ型アルカリ性フォスファターゼ活性が存在する雲）前報に報告した2－4  

か月令ラットの血清ではⅠ型およぴⅢ型アルカリ性ホスファクーゼ活性が検出されたが，Ⅰ型成分  

の活性は検出されなかった。本研究に用いた9か月令以上のラットの場合，Ⅱ塾Ⅲ型に加うるに工  

型アルカリ性ホスファクーゼ活性も検出されることが多かった。そこで，表2にはⅠ型およぴⅢ型  

成分の活性を速動型として示した。図1に，NO2暴露18か月目のⅠ型およびⅡ型成分の全アルカリ  

性ホスファターゼ活性に対する割合を示L／T：。0．04ppmおよび0．4ppmNO2暴露群はⅠ型およびn型  

成分ともに対照群より低い値を示した。4ppmNO2暴露群はm型成分では低いがⅠ型成分では高い  

値を示した。   

以上の結果から，クレアチンホスフォキナーゼ活性中のⅠ型成分はNO2暴蕗の9か月および1紬ゝ  

月目で4ppmの場合高い値を示す傾向が認められたが，0．4ppmの場合対照群より低い値を示すこと  

が明らかとなった。このことは，0．4ppmNO2暴露後9か月，18か月日においてⅢ型成分が血清中に  

増加することを示唆しているのかもしれない。同様の傾向は連動型アルカリ性ホスファクーゼ活性  

についても認められた。NO2暴露18か月目では，4ppmNO2暴露群のⅠ型およぴⅢ型成分の増加と  

0・4ppmおよび0・04ppmNO2暴露群のⅢ型成分の増加の可能性が考えられる。今後さらにNO2長期暴  

露によって変動する他のアイソザイムについても検討していけば，影響を受ける臓器の同定も可能  

となるのかもしれない。  
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MeijiKAWATAl  

要  旨   

血液および肺中のNPSHとGSH童はNO2暴露に関係なく老令化に伴って減少すると  

考えられる。4ppm暴露群における肺のNPSHとGSH量は9，18b＞月間暴露ともに対  

照群の約115～130％となり，いずれも有意に増加した。今回の長期暴露実験の結果と，  

4ppmNO2急性（10日間），亜急性（4週間，3か月間）暴露の結果と考え併せると，  

4ppmNO2暴露では肺のNPSH量は暴露開始直後より急速に増加■して数日後に一定値  

に遷し，18か月間維持され，以後老令化とともに減少すると考えられる。9か月間暴  

錯において変化がなく，18カ）月間暴露で変化が見られたのは次の場合であった。（1）  

NO20．4，4ppm18か月間暴露において，血液中のNPSHとGSH量は低下する傾向を  

示した。（2）NO20■4，4ppm18か月間暴露において，肺の総グ）レタチオン最中のGSSG  

含有率は増加する傾向を示し．た。   

Abstract  

Theeffectoflong・termNO2eXpOSureOnglutathionelevelinbloodandlung  

Ofratswasstudied．RatswereexposedtoNO，OfO．04，0．4，and4ppmfor9，18，and  

。1．国立公害研究所 環境生理部 〒305茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2  

The NationalInstitute for EnvironnlentalStudies，Basic MedicalSciences  

Division，Yatabe－maChi，Tsukuba，Ibaraki305，Japan  
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27months．Nonprc・teinsulfhydryl（NPSH）wasestimatedbytheEllmanreagent  

（DTNB），andGSH orGSSGwasdeterminedbytheenzymaticmethodbased on  

thecatalylicactionofGSH orGSSGinthereductionofDTNBbyamixtureof  

NADPHandglutathionereductas占．ThelevelsofNPSHandGSHinbloodand  

lungofcontrolratsweredecreasedonaging．18monthsexposureofO・4and4ppm  

NO2ShowedthetendencyofdecreaseinNPSHandGSHlevelsinblood，While9  

monthsexposuredidnotaffectontheirlevels．TheGSSGlevelinbloodwasl～2％  

Oftotalglutathioneforbothcontrolandexposedratsafter9，18，and27months   

eXpOSure・  

TheNPSHandGSHlevelsinlungOfratsexposedto4ppmNO2increased  

Significantly tol15～130％ of controlafter9and18months exposure・The  

experimentsofNO，eXpOSuretOratS（acute：forlOdays，Subacute：for4weeks  

and3months，andthisIong・term：9i18，and27months）givethefollowingresults．  

TheNPSHlevelinlungofratsexposedto4ppmNO2increasedrapidlytoattain  

to adefinitelevelafterseveraldays，andtheincreasedlevelwas kept for18  

months，thereafteritslevelissupposedtoshowthetendencyofdecrease6naglng．  

18monthsexposureofO．4and4ppmNO2Showedthetendencyofincreaseinthe  

GSSGlevelinlung，While9monthsexposuredidnotaffectonitslevel．   

i）   

はじめに  

代表的な大気汚染物質の申で酸化性を有するNO2，オゾンをラットやマウスに暴露すると還元型  

グルタチオン（GSH）量の増加することが示された1‾7）。SH化合物であるグルタチオンは生体申に広  

く分布し，顧イヒ怪物質の還元に関与する物質として知られている。GSHは容易に酸化されて酸化型  

グルタチオン（GSSG）になることから，生体申においてもNO2暴露によりGSSG量め増加が示唆  

されるごとく，高濃度NO2によるラットの急性暴露実験において，標的臓器である肺に存毎する  

GSSG量が著L，く増加する結果を得た6）。また肺組織をトリクロロ酢酸処理することによって除タン  

パクした上清中に含まれる非タンパク性SH化合物（NPSH）中には，GSHの外にいくつかのSH化  

合物の存在することを示唆する結果が得られている。   

上記のようなNO2急性暴罵において見られた還元型および酸化型グルタチオン量の変動，および  

GSH以外の低分子SH化合物の挙動が長期NO2暴露においてどのように現れるかについては明らか  

でない。  
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今回このようなNO2の慢性影響についての知見を得ることを目的として，0．04，0，4，4ppmNOz  

を9，18，27か月間暴露したラットの血液および肺に存在するNPSH，GSH，GSSG量を測定した。   

さらにNO2の急性，亜急性および慢性影響の関連性を明らかにするために同様な方法で行った4  

遇蹴）ぉよぴ3か月齢）のNO2暴露実験の結果と比較した。   

方  法   

本研究では繰り返し実験が行われたので，ここでは昭和52年7月から54年10月まで（9，18，27か月  

間）の暴露実験を実験1とし，53年4月（1紬）月間）および54年1月（9か月間）から54年10月ま  

での暴露実験を実験2とした。   

実験1のラットは暴露開始時より暴露した雄（9，18，27か月間暴露群）と雌（9，27か月間暴露  

群）であり，実験2のラットは途中より暴露を開始した雄（9，1紬ゝ月間暴露群）である。また暴  

露実験と同じロットのラットを飼育室内で飼育し，これをルームコントロール（RC）群とし，9，  

18，27か月間暴露における対照群と比較した。   

ラット血液および肺中のNPSH，GSH，GSSG量は次の方法により測定した。ラットをエチルエp  

テルにより麻酔し，頚動脈から採血したのち宙ちに胸部を切開し，採取した肺を超低温槽（一80  

℃）に保存した。ヘパリン処理を行った血液中のNPSH量は5，5′－ジチオビス（2一ニトロ安息  

香顧）（DTNB）を用いる方法10）により測定し，GSH，GSSG童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11）により求めた。   

実験1の9か月間暴露におけるラットについては，肺の試料として右肺の任意の2か所よりそれ  

ぞれ約0．2gを採取した。それ以外こついてはすべて右肺の下葵（Lung B）と申董（Lung D）を試  

料とした。試料を5％トリクロロ酢酸申で破砕し，ホモジネートを遠心分離して得られた上宿中に  

含まれるNPSHは血液の場合に準じた方法10・12I】3） により求めた。GSHとGSSG量はNPSH量を測定  

した残りのトリクロロ酢酸上清を用いて上記の酵素サイクリング法により求めた。   

結果と考察  

l．血液中に存在するグルタチオン含量に及ぼす影響   

NO2を暴露したラット血液中のNPSHとGSH量の測定結果を表1および表2に示した。   

9か月間暴露（実験1）においては，暴露群の値は対照群にくらべてNPSHで93～108％，GSH  

で95－108％の範囲内にあり，NO2暴露濃度に応じた増減は見られなかった。このことより9か月間暴  

露では，血液中のNPSHとGSH塁は暴露にi：り影響を受けないと考えられる。また碓についての繰  

り返し実験（実験2）においても，ルームコントロール群と暴碍群のNPSHとGSH量は対照群の  
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表 1NO2暴露がラット血液中の非タンパク性SH化合物（NPSH）量に及ばす影  
響（実験1および実験2）  

Tablel．Effect of NO，eXPOSure On nOnprOtein sulfhydryl（NPSH）1evel   

in blood of rats．（first and second experiments）  
moles／mP blood，m土SD，n＝6，■：P＜0．05）  
room controlgroup  

：
 

〃
）
）
、
ノ
 
 

（
 
a
 
b
 
C
 
 
 valuesin parenthesesindicate percent of control  

：two of three wer・e the rats of the room controlgroup  

9 Months Exposure（male）  

FirstExperiment   SecondExperiment   

RC8）   1．38士0．07♯（101）   

Control  1．25±0，12（100）b）  1．39±0．09 （100）   

0．04ppm   1．35±0．06（108）   1．39±0．11（100）   
0．4ppm   1．3ユ士0．07（ユ05）   1．43士0．10 （103）   
4ppm   l．24±0．06（99）   1．38±0．12 （99）   

♯：れ＝15  

9 Months Exposure（female）  

Control   1．28±0，06（100）   

0．04ppm   1．19±0．09（93）   

0．4ppm   1．30士0．08（102）   

1．23±0．07（96）   Fjr5tEズperilnent              4 ppm  

18 Months Exposure（male）  

FirstExperiment   SecondExperiment   

RC8）  1．25±0．19♯（106）   

Control   1．26±0．09（100）   1．18士0．10 （100）   
0．04ppm   1．20土0．ユ3（95）   ユ．08±0．07 （92）   

0．4ppm   1．16士0．14（92）   1．01土0．11（86）   

4 ppm   1．12±0．03（89）＊   1■09土．0・12（93）   

♯：乃＝15  

27Months Exposure  

（m且k）  （fem8ie）  

FirstExperiment   乃   FirstExperiment   7l   

RC・）   1．16±0．12（105）   15   
Control   1．11（100）   3C）   0．93（100）   4  

0．04ppm   1．11（100）   3   0．78（84）   ．2   
0．4ppm   1．07 （96）   3   0．91（98）   

4 ppm   0．95 （86）   4   0．74（80）．   
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表 2 NO2暴露がラット血液中の還元型グルタチオン（GSH）量に及ばす影響  

（実験1および実験2）  

Table2・Effect of NO，Exposure on reduced glutathione（GSH）levelin  

blood of rats（first and second experiments）  

（FL mbles／mj？blood，m士SD．n＝6，＊＊＊：P＜0．OOl）  
a）二room controlgroup  
b）：valuesin parenthesesindicate percent of controI  
c）：two of thr占e were the rats of the room controlgroup  

9 Months Exposure（male）  

FirstExperiment   SecondExperiment   

RCa）   1．35±0．09嘗（97）   
Control  1．13士0．12（100）b）  1．39±0．13 （100）   

0．04ppm   1．22土0．09（108）   1．41士0．12 （101）   

0．4ppm   1．16土0．06（103）   1．39士0．20 （100）   

4 ppm   1．14±0．06（101）   1．38±0．16 （99）   

♯：打＝15  

9 Months Exposure（fem81e）  

FirstExperiment   

Control   1．12土0．08（100）   

0・04ppm   1．06士0．08（95）   

0．4ppm   1．17士0．10（104）   

4 ppm   1．11士0．10（99）   

18 Months Exposure（m＆le）  

FirstExperiment   SecondE】くperiment   

RC・）   1．24±0．19♯（105）   

Control  1．16±0．07（100）  1．18士0．13 （100）   

0．04ppm   1．08±0．12（93）   1．16±0．03 （98）   

0．4ppm   1．04士0．10（90）   1．03±0．11（87）   

4 ppm   0．95士0．04（82）●事●   1．08士0．11（92）  

♯：乃＝8  

27 Months Ex匹Sure  

（male）  （female）  

FirstExperiment   †l   FirstExperiment   γl   

RCa）   1．13士0．14（99）   15   

Control   1．12（100）   3e）   0．93（100）   4  

0．04ppm   1．09 （97）   3   0．80（86）   2   

0．4ppm   1．05 （94）   3   0．91（98）   

4ppm   0．94 （84）   4   0．74（80）   
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表 3NO⊇暴露がラット血液中に存在する総グルタチオン中の酸化型グルタチオ  

ン（GSSG）含有率に及ばす影響（実験1および実験2）  

Table3・Effect of NO，eXpOSure On OXidized glutathione（GSSG）level，  

percent of totalglutathionein blood of rats（first and second  
experiments）  

（percent of totalglutathione，mj＝SD，n＝6）  
a）：room controlgroup  
b）：valuesinparenthesesJindicatepercent of controI  
c）：twoof three were the rats of the room controlgroup  

9 Months Exposure（male）  

FirstExperiment   SecondEズperiment   

RC且）   1，4土0．2♯（120）   

Contl・01  1．5±0．4（1bo）  1．2±0．1（100）   
0．04ppm   1．8±0．4（120）   1．3土0．4 （110）   

0・4ppm   1．4±0，7（93）   1．0±0．1（80）   

4 ppm   1．3±0，4（87）   1．2士0．1（100）   

♯：乃＝10  

9 Months Exposure（female）  

Control   1．6±0．4（100）   

0▲04ppm・   1．2士0．3（75）   

1．1±0，4（69）   FirstExperiment          0・4ppm    4 ppm  1．5±0．5（94）   
18Months Exposilre（male）  

FirstExperiment   SecondExperiment   

Rc且）   0．7土0．2＃（50）   

Control  1．1±0．3（1（旧）  1．3±0．2（100）   

0・04ppm   1．4±0．2（130）   1，4±0．3（100）   

0，4ppm   1．2土0．5（100）   1．5土0．6（120）   

4 ppm   1．5±0．4（140）   1．6±0．3（120）  

♯：乃＝8   

27 Months Exposure  

（male）  （female）  

Fir5tExperiment   托   FirstExperiment   乃   

RCa）   1．1±0．3（90）   15   

Control   1．0 （100）   3C〉   1，4（100）   4  

0．04ppm   0．8 （80）   3   1．9（140）   2   

0．4 ppm   0．9 （90）   3   0．9（60）   

4 ppm   10．9 （90）   4   2，6（190）－   
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値の99～103％，およぴ97－101％となり実験1と同様な結果を得た。  

雄ラット18b）月間（実験1）においては，対照群のNPSHとGSH垂は9か月間暴露（実験1）の  

対照群の憤の101％，およぴ103％となり変化は認められなかったが，4pphl暴露群ではNPSH，GSH  

量ともに対照群に比べて有意に減少し，0．4ppm群においてもそれぞれ減少傾向が見られた。このよ  

うな暴露濃度に応じてNPSHとGSH量が減少傾向を示す結果が実験2においても認められT：。   

27か月間暴露においては，対照群の雄ラットの生存数は1であったため，ルームコントロール群  

より補充して3匹とし，各測定値を平均して対照群の値とした。このように27か月間暴電の対照群，  

暴露群では雌雄ともに多数のラットが自然死により死亡したため，データを統計的に処理すること  

ができなかったので各群の平均値を比較した。27か月間暴露における対照群のNPSHとGSH量は，  

雄のGSHの場合を除くと，9か月間暴露の対照群の値の70一組％となった。また4ppmZ7か月間暴  

露群では，雌雄ともにNPSHとGSH量は対照群の約80－86％であった。以上のことからNPSHと  

GSH量は暴露に関係なく老令化とともに減少する傾向が示唆され，更に暴露濃度の増加に従って減  

少するという18か月間暴露の場合と同様の傾向を示した。   

血液中に存在する総グルタチオン中のGSSG含有率の測定結果を表3に示しT：。実験2のルーム  

コントロール群の値を除くと，GSSG含有率は実験1および実験2の9，1紬ゝ月間暴露のすべてに  

おいて約1－2％であり，対照群と暴露群で差は見られなかった。27か月間暴露では，雄ラットの  

暴露群の値は対照群に比べて低下する傾向を示したが，雌の場合ではパラツキが大きく一定の傾向  

は見られなかった。   

2．肺に存在するグルタチオン含量に及ぼす影響   

NO2を暴罷したラット肺申のNPSHとGSH量の測定結果を表4および5に示した。9か月間暴露  

では，実験1と実験2のすべての場合において，0．04ppmと0．4ppm暴露群のNPSHとGSH量は対  

照群の値の96ニー103％，および94－108％の範囲内にあり，NO2暴露濃度に応じた増減は見られなかっ  

た。一方4ppm暴露群のNPSHとGSH量はそれぞれ対照群の値の116－126％，114－125％といずれ  

も有意に増加した。  

1紬＞月間暴露では，実験1と実験2の雄ラットにおいて，対照群のNPSHとGSH童は9か月間暴  

露の対照群0）他の約90～100％であっT：。笑顔1とZにおける0．04ppmと0．4ppm暴発群のNPSHと  

GSH量は対照習の値の95－104％，93－101％となり，9か月間暴露の場合と同様対照群と暴喝群の  

間に差は見られなかった。一方4ppm暴露群においては，これらの値はそれぞれ115～127％，116－  

124％といずれも有意に増加したが，その増加率は9か月間暴露の値に近似した。   

27か月間暴露では，雌雄ともに対照群のNPSHとGSH量は9か月間暴露の対照群の値の80～90％  

となり，血液中のNPSH，GSHと同様に老令化に伴って減少すると考えられる。雄ラットにおける  

0．04ppm，0．4ppm暴露群のNPSHとGSH量はそれぞれ対照群の値の102～105％，93～110％となり  
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表 4 NO，暴露がラット肺の非タンパク性SH化合物（NPSH）量に及ぼす影響  

（実験1および実験2）  

Table4・Effect of NO，eXPOSure On nOnprOtein sulfhydryl（NPSH）1evel  

inlungs of rats（first and second experiments）  

（〃mOles／glung，m土SD，乃＝6，＊＊：P＜0．01，＊＊＊：P＜0．001）．  
a）：two samples were taken fromthe rightlobe oflungs  

arbitr且rily  

b）  

c）  
d）  
e）  

valuesin parenthesesindicate percent of controI  
Cauda1lobe oflung  

middlelobe oflung  
two of three were the rats of the roam control group 

〔A〕First Experiment  

9 Months Exposure（male）  

Samplel且）   Sample 28）   

Control   2．12±0．11（100）♭）   2．13±0．10（100）   

0．04ppm   2．04±0．04（96）   2．08±0．10（98）   

0，4ppm   2．05±0．16（97）   2．17±0．13（102）   

4 ppm   2．46±0．10（116）◆…   2．48±0．12（116）●＝   

9 Months Exposure（female）  

Samplelり   Sample2A）   

Control   2．05土0．05（1（旧）   2・08士0・ 

0．04ppm   1，98±0．18（97）   2，07土0．11（100）   

0．4ppm   2．09士0．13（102）   2．13±0．16（102）   

4 ppm   2．56土0．22（125）■＝   2．62土0．13（126）榊■   

18 Month5Exposure（m81e）  

LungBC）   LumgDd）   

Control   1．97土0．09（100）   1．89±0，04（100）   

0．04ppm   1．98±0．07（101）   1．94±0．15（103）   

0．4ppm   2．03士0．10（103）   1．96±0．12（104）   

4ppp－＝   2．48±0．23（126）◆●   2．‘叩土0．22（127）蠣■＊   

27 Months Exposure（m81e）  

LungBC）   几   LungDd）   ↑   

Control   1．65（100）   3e）   1．74（100）   3e）   

0．04ppm   1．69（102）   3   1．77（102）   3   

0．4ppm   1．73（105）   3   1．78（102）   3   

4 ppm   2．10（127）   4   2．09（120）   4   

－Z66－   



表  4 （つづき）  

Table4．（continued）  

27Months Exposure（female）  

LungBC）   Tl   LungDd）   乃   

Control   1．64（100）   4   1．67（100）   4   

0．04ppm   1．53（93）   3   1．96（117）   3   

0．4ppm   1．36（83）   1．37（82）   

4 ppm   1．63（99）   1，72（103）   

〔B〕second Experiment  

9 Months Exposure（male）  

LungBC）   LungDd）   

Control   1．99±0．09（100）b）   1．96土0．08（100）   

0．04ppm   1．95±0．10（98）   1．98±0．10（101）   

0．4ppm   2．00±0．06（101）   2．01±0．05（103）   

4 ppm   2．44主0，09（123）＊＝   2．37±0．10（121）◆＊   

18 Months Exposure（male）  

LungBC）   Lung工）d）   

Control   1．95土0．06（100）   2．00士0．11（100）   

0．04ppm   1．87±0．08（96）   1．91±0．11（96）   

0．4ppm   1．91±0．11（98）   1．89士0．08（95）   

4 ppm   2．30±0．08（118）抽＊   2．30±0，06（115）伸＊   
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表 5 NO，暴露がラット肺の還元型グルタチオン（GSH）量に及ぼす影響（実  

験1および実験2）  

Table5．Effect of NO，eXpOSure On reduced glutathione（GSH）levelinlungs  

of rats（first and second experiments）  

（p moles／glung，m士SD，n＝6，＊：p＜0・05，＊＊：P＜0■01，  
＊＊＊：P＜0．001）   

a
 
b
 
C
 
 

two5amples were t8ken from the rightlobe oflungs arbitralily  
：valuesin parenthesesindicate percent of control  

：cauda1lobeoflu一喝  d）：middlelobe oflung   

c）：two of three were the rats of the room controlgroup   

〔A〕First Experiment  

9 Months Exposure（male）  

Samplel・）   Sample 2a）   

Control   1．73±0．13（100）b）   1．83±0．17（100）   

0．04印m   1．78±0．06（103）   1．90土0．11（104）   

0．4ppm   1．72±0．15（99）   1．98±0．12（108）   

4 ppm   2．01±0．15（116）●●   2．08土0．15（114）●   

9 Months Exposure（fem8le）  

Sample2a）   

Control   1．69±0．13（100）   1．77±0．20（100）   

0．04ppm   1．64土0，21（97）   1．68土0．15（95）   

0．4ppm   1．69士0．13（100）   1．74±0．22（98）   

2．06土0．21（122）■●   2．12土0．23（120）●   Samplel且）                      4 ppm  

18 Months Exposure（male）  

LungDd）   

Control   1．75±0．12（100）   1．68士0．09（100）   

0．04ppm   1．73土0．07（99）   1．67±0．11（99）   
0．4ppm   1．72±0．09（98）   1．69±0．11（101）   

2．12±0．30（121）＊   2．08±0，22（124）■■   Lur唱BC）                      4 ppm  
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表 5 （つづき）  

Table5．（continued）   

27 Months Exposure（male）  

LungDd）   

Control   1．73（100）   ・LungBc）  れ    れ    1．53（100）  3e）    3e）  0，04ppm  1．48（97）  3  1．61（93）  3  0．4ppm  1．68（110）  3  1，68（97）  3  4 ppm  2．03（133）  4  2．06（119）  4   
27 Months Exposure（female）  

LungDd）  

Comtrol   1．52（100）   1．56（100）   LungBC－      几  l     rl      4    4  0．04ppm  1．40（92）  3  1．71（110）  3  0．4ppm  1，22（釦）  口  1．28（82）  ロ  4 ppm  1．61（106）  ロ  1．60（103）  1   
〔B〕second Experirnent  

9 M）nths Expe5ure（male）  

LungDd）   

Control   1．98士0．05（100）C）   1．96±0．10（100）   

0・04ppm   1．99土0．11（101）   1．85±0．15（94）   

1．93±0．05（97）   1・93士0．07（98）   LungBC）                0．4ppm      4 ppm  2．47士0、09（125）事＊■  2．32土0．16（118）■巨   
18 Months Exposure（male）  

LungDd）   

1∴89士0．03（100）   1．92±0．1云（100）   
0・04ppm   1．83±0．11（97）   1．78±0．11（93）   
0．4 ppm   1．87±0．09（99）   1・80土0．12（94）   

2．26土0．06（120）腱■   2．24士0．11（116）＊＊   LuI唱BC）    C。ntr。1                   4 ppm  
対照群との間に差は見られなかったが，4ppm暴露群においてはこれらの値は120－127％，119～  

130％となり，9，1紬ゝ月間暴露の場合とほぼ同程度の増加率であった。一方雌ラットのNPSHと  

GSH量は対照群の値に対して，OL4ppm群で80－83％と著しく低下したが，4ppm群では99－106％と  

なり，対照群とほほ同じ値となった。   

肺の総グルタチオン量中のGSSG含有率の測定結果を表6に示した。実験1と実験2の雄ラット  
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表 6NOヱ暴露がラット肺申に存在する総グルタチオン中の酸化型グルタチオ  

ン（GSSG）含有率に及ばす影響（実験1および実験2）  

Table6．Effect oE NO，eXpOSure On OXidized glutathione（GSSG）1evel，  

percent of totalglutathioneinlungs of rats（first and second  
experiment）   

（percentoftDt＆1glutaFhione，mj＝SD，n＝6，＊：P＜0．05 ＊＊：P＜0．01）  
a）  

b）  
c）  

d）  
e）  

two sample were takenfrom the rightlobeoflungs arbitralily  

valuesin parenthesesindicate percent of controI  
caudallobe oflung  

middlelobe oflung  
twa af three were the rats of the room control graup 

〔A〕First Experiment  

9 Months Expsure（m81e）  

Sample18）   S且mple28）   

Control   4．0土1．0（100）b）   3．2士1．0（100）   

0．04ppm   3．6士0．9（90）．   3．9士1．3（120）   

0．4ppm   4．7±1．2（120）   3，7士1．0（120）   

4 ppm   3．3±1．1（鋸）   3．5士1．0（110）   

9 Months Ex匹Sure（felnale）  

Sample18）   sample2a）   

Control   3．7±1．1（100）   4．2士1．3（100）   

0．04ppm   4．4±0．7（120）   2．6±0．2（60）   

0．4ppm   4．3士0．6（120）   2．9士1．7（70）   

4 ppm   3．9±1．3（110）   3．0士1．1（70）   

18 Months Exposure（male）  

Lung8C）   LungDd）   

Control   4．7±0．8（100）   3．7士2．1（100）   

0．04ppm   4．4土0．6（90）   4．1±1．3（110）   

0．4ppm   6．2土1．1（130）＊   5．2±1．0（140）   

4 ppm   10．6士3．7（230）＝   6．3±1．6（170）   

27 Months Exposure（male）  

LungBC）   Tl   Lu喝Dd）   †l   

Control   3．1（1∝り   3り   2．9（100）   3亡）   

0．04ppm   4．0（130）   3   4．8（170）   3   

0．4ppm   2．7（90）   3   3．7（130）   3   

4 ppm   3．0（100）   4   3．1（110）   4   
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表 6（つづき）   

Table6・（continued）   

27 Months Exposure（female）  

LungBC）   †1   LungDd）   乃   

Control   3，9（100）   4   4．4（100）   4   

0，04ppm   3．3（80）   3   4．1（90）   3   

0．4ppm   4．1（110）   4．8（110）   

4 ppm   5．0（130）   5．4（120）   

〔B〕secondExperiment  

9 Months Exposure（male）  

LungBC）   LungDd）   

Control   2．3士0．3（100）り   2．5±0．3（100）   

0．04ppm   2．6±0．5（110）   2．5±0．5（100）   

0．4ppm   2．4±0．2（100）   2．5土0．4（100）   

4 ppm   2．3±0．4（100）   3．0±0．4（120）   

18 Months Exposure（male）  

LungBe）   LungDd）   

Control   2．8±0．2（100）   2．3±0．6（100）  

0．04ppm   3．2±0．3（110）   2．8士0．6（120）   

0．4ppm   3．6±0．7（130）＊   3．5士0．5（150）■■   

4 ppm   3．0±0．3（1ユ0）   3．1士0．5（ユ30）－   

において，9か月間暴露では暴露群の値は対照群の80－120％となり，対照群との差は見られなかっ  

たが，18か月間暴露では0．4と4ppm暴露群で増加する傾向を示した。27か月間暴露では雌雄ともに  

GSSG含有率の個々の値は約1～6％の範囲内で大きく変動し，対照群と暴露群の闇に差は見られ  

なかった。   

血液および肺について，NPSH量中に占めるGSH量の割合を求めた。その結果，雌雄，暴露期間，  

および対照群と暴露群に関係なく，GSH量はNPSH塁の約90～100％，（血液），約85～95％（肺）  

となり，血液および肺に存在するNPSHの大部分はGSHであることが確認された。   

9，18，27か月間暴露における対照群に関する測定結果より，Wistarラットの血液および肺の  

NPSHとGSH量は老令化にしT：がって減少すると考えられる。今回の長期暴露実験の結果と，4ppm  

NO2急性（10日間），東急性（4週間，3か月間）暴露の結果を考え併せると，肺のNPSH童は暴露  
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1  2  5  4 【  2  5  9  18  27  

Mo【1hs  Mo【†hs  Weeks  

Expos〕「e匹riod  

図14ppm NO2暴露が雄ラット肺の非タンパク性SH化合物（NPSH）塁に及ぼ  
す影響  
（○ニ対照酪●：東尾猟m±S工），B：右肺下葉，D二右肺中葉）  

Fig・1Effectof4ppm NO2eXPOSure Onnonprotein sulfhydryl（NPSH）  
1evelinlungs of male rats  

（○：Control，●：Exposed，m士SD，B：Caudallobe oflung，D：middle  
lobe oflung）   

開始直後より急速に増加して数日後に一定値に達し，ユ8か月間維持され，以後老令化とともに減少  

すると考えられる。4ppm NO2亜急性暴露と長期暴冤がNPSH量に及ばす影響の結果をまとめて  

図1に示した。暴露開始1週間後から18か月までの闇，NPSHの平均値は対照群で1．78－2，05，暴  

露群で2．16～2．56I‘mOles／g肺の範囲吋にあった。9か月間暴露において変化がなく，18か月間  

暴露において変化が見られたのは次の場合であった。（1）NO20．4，4ppm18か月間暴露で血液中  

のNPSHとGSHは低下する傾向を示した。（2）NO20．4，4ppm18か月間暴露では，肺の船グルタ  

チオン豊中のGSSG含有率は増加する憤向を示した。   

グルタチオンは，脂質過酸化による障害に対する防御機構として知られている系，すなわちグル  

コースー6一リン酸脱水素酵素，グルタチオンレダクターゼ；およぴグルタチオンパーオキシダーゼ  

を含むPeroxidativeMetabolic Pathway（PMP）14）と，グルタチオンの生成・代謝に関係がある  

γ－ダルクミルサイクル15）の二つの系を結び合せろ物質である。   

Ch。Wら16；深親ら3），嵯峨井ら17）はラットあるいはマウスにNO2を暴霹し，肺のPMP系酵素の活  
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性が上昇することを報告している。PMP系酵素はグルタチオンの酸化と還元，すなわらGSHとGSSG  

の量比の決定に関与するが，グルタチオンの総量（GSH＋GSSG量）の変動への直接的な関与は考  

えられない。GSH量の増加は，γ－グルタミルサイクルにおいて，GSH生成の促進またはGSH代謝  

の阻害によって生じることが推察される。これまで行った4ppmNO2暴露実験においては，GSSG  

量が変化しないにもかかわらず，GSH．量は暴鍔直後より急速に増加した。以上のことより，4ppm  

NO2暴露においては，暴露開始値後よりNO2の影響がγ一ダルクミルサイクル系にも及んでいると  

考えられる。   

今後更に低分子SH化合物および高分子のSH基に及ぼすNO2の影響，およぴその作用機構につい  

て検討する予定である。  

引 用 文 献  

1）中島泰知，他（1968）：NO2短期連続暴露のマウス肺・還元型グルタチオン量に及ぼす影響・大阪府  

立公衆衛生研究所研究報告，労働衛生編6，17－21．  

2）中島泰知，他（1969）：二酸化窒素長期連続暴露のマウス肺の還元型グルタチオン量に及ばす影響と  

病理組織学的変化，付グルタチオン還元酵素に対する亜硝酸塩，硝酸塩の作用．大阪府立公衆衛生研究   

所研究報告，労働衛生編7，35－41．  

3）深瀬 治・磯村公郎・渡辺P弘（1976）：窒素酸化物のマウス肺Peroxidative M。tab。1ismへの影響．   

大気汚染研究，11，65－69．  

4）Fukase，0．（1980）：The effects of gaseous air pollutants onperoxidativemetabolisminmouse   

lung．日本衛生学雑誌，34，777－792．  

5）Mustafa，M．G．and D，F．Tierney（1978）：Biochemicaland metabolicchangesirLthelungwith  

OXygen，OZOne，and nitr・Ogen dioxide toxicity．Am．Rev・Respir．Dis，，118．1061‾1090・  

6）河田明治（1979）：ラットの肺SH化合物に及ばす二酸化窒素の影響．国立公害研究所研究報告，第8  

号，91－101．   

7）河田明治，他（1979）：NO2秦荘がラット肺のSil化合物におよぽす影響，日本薬学会第99年会（札幌）   

講演要旨集，p．441．  

8）河田明治，他（1980）：NO2暴露（4週間）がラット肺のSH化合物に及ぼす影響，日本薬学会第100   

年会（東京）講演要旨集，p．417・  

9）河田明治ニ（準備中）．  

10）Beutler，E．（1975）：Red CellMetabolism，2ndEd．，Grume and Stratton，p．112．  

11）Tietze，F．（1969）ニEnzymic method forquantitative determination of nanogr且m amOuntS Of  

totaland oxidized glutathione・Anal．Biochem．，27，502－522，  

ー273一   



12）Ellman．G，L・（1959）：Tissue5ulfhydrylgroups・Arch．Biochem．Biophys．，82，70－77．  

13）Sedlak，J．andR．H．Lindsay（1968）：Estimationof total，PrOteirL－bound．andnonproteinsul－  

fhydrylgroupsin tissue with Ellman’s reagent・Anal．Biochem．25，192－205．  

14）chow．C・K・andA，L▲Tappel（1972）：Anenzymaticprotectivepech＆nismagainstlipidperL  

oxidation damage tolungs of ozone－eXpOSed rats・Lipids，7，518－524■  

15）Meister，A．（1973）ニOn the enzymology of amino acidtransport．Science，180，33－39．  

16）Chow，C，K．．C．J、Dillard and A．L．Tappel（1974）：Glutathione peroxidase system andly－  

sozymein rats exposed to ozone or nitrogen dioxide，Environ，Res．，7，311－319，  

17）嵯峨井 勝，他（1979）：肺および赤血球のPeroxidative Metabolic Pathwayに及ぼす二酸化室素の  

影響．国立公害研究所研究報告，第8号，135－147．  

索   

・T   

ぐ   

－274一  



国立公害研究所研究報告 第15号（R－15－，錮）  

Research Report frorn the NationalInstitute for EuvironmentalStudies No．15，1980  

Ⅱ－8  

ニ酸化窒素長期暴露のラットに及ばす影響  

～肺，肝リン脂質脂肪酸相成－  

Effects of Long－Term Nitrogen Dioxide Exposure on Rats   

rnr｛omposition of FattyAcidin Lung and LiverPhospholipids  

小林隆弘1   

Takahiro KOBAYASHIl  

要  旨   
Wistar雄ラットに0，04ppm，0．4ppm，4ppmのNO2を9，18．27か月間暴露し，肺お  

よび肝のリン脂質の脂肪酸組成に及ばす影響を調べた。肺では，有意な変化の多くは  

4ppmで観察された。4ppmではパルミチン酸，オレイン簡の増加，ミl）ズチン酸，  

ステアリン酸，リノール酸の減少が観察された。0．04pp叫0．4ppmでも4ppmと同じ  

変化を示す脂肪酸がいくつか観察された。   

肝ではいずれの濃度においても有意差は観察されなかったが，4ppm濃度において  

はパルミテン酸，オレイン酸，リノール酸の減少傾向，ステアリン酸，アラキドン乳  

ドコサヘキサエン酸の増加幌向が観察された。   

また加令によって肺ではミリ不チン顧が減少，パルミチンが増加し，肝ではパルミ  

チン酸が減少，ステアリン酸が増加した。またNO2暴露群では，この加令による変化  

が対照群より低い月令ででる傾向にあった。  

Abstract   

Male Wistar rats were chronically exposed to three concentrations of  

1・国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   

The Nation＆1Institute for EnviromentalStudies，Basic MedicalSciences   

Dfvision，Yatabe－maehi，Tsukud8，r♭araki305，Japan  
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nitrogendioxide（NO2），SuChasO．04ppm，0．4ppmand4ppmofNO2，for9，18and  

27months．EffectofNO，eXpOSureOnthecompositionoffattyacidinthelungand  

liver phospholipids wasinvestigsted・Many of the slgnificant changesin the  

composition of fatty acid for thelung were observed at4ppm of NO2  

concentration．AtthisNO2COnCentration，increasesinthepalmiticacidandoleic  

acid content and decreasesin the myristic acid，Stearic acid andlinoleic acid  

contentwereobserved．AtO．4ppmandO．04ppmofNO2COnCentration，SOmeOfthe  

fattyacidspeciesinthelungshowedthesametrendsofchangesaswereobserved  

at4ppmofNO2COnCentration．  

For the fatty acid compositionin theliver，Significant changes were not  

observedatany NO2COnCentrations．At4ppm ofNO2COnCentration，however，  

trends ofincreasesinstearic acid，araChidonic acid and docosahexaenoic acid  

contentwereobserved，Trendsofdecreasesinpalmiticacid，01eicacidandlinoleic  

acid were also observed．  

Asafunctionofage，thefattyacidcompositionofthephospholipidsinthe  

lungandliverchangedinboththecontrolgroupandtheNO2eXpOSedgroups・In  

thelung，myristicacidcontentdecreased，Whearespalmiticacidcontentincreased・  

Intheliver，adecreaseinpalmiticacidcontentandanincreaseinstearicacid  

contentwereobserved．ThesechangeswereobservedatearlierstagesintheNO2  

exposedgroupsthaninthecontrol．group．   

はじめに   
肺の表面活性物質としてリン脂質が重要な役割をしている。このリン脂質に対するNO之の影響を  

解析することを目的とした。これまでに我々は以下の点を明らかにしてきた。すなわち，1・化学的に  

NO2はリン脂質中の不飽和脂肪酸の二重結合と容易に反応し，ニトロ置換したラジカル中間体を経  

たと考えられる誘導体を生成すること12）。2．ラットのNO2急性暴露により肺リン脂質の脂肪酸組  

成が有意に変動することおよび標的臓器以外の肝においても脂肪酸組成が有意に変動すること，で  

ある 3）。   

そこで今回ラットNO2慢性暴露により，肺，肝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。また加令による変動に関しても併せて検討した。  
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方  法  

JCL：Wistar系雄ラットを用い8週令からNO2に暴露した。ラットは対照群，0．04ppmNO2暴  

露群，0，4ppmNO2暴露群，4ppmNO2暴露群の4群に分けた。   

実験中の飼育並びに暴露条件については，本報告書別項（［1，2）にて，詳述してあるとお  

りである。   

暴拓期間は9，18，27か月間とした。9，18か月間暴露では各群6匹のラットを用いた。27か月  

では対照群ともに生存数が少数であったため，供試動物数は以下のようになった。対照群：3匹（こ  

のうち2匹は飼育室のラット），NO2暴露群：0，0毎pm：3匹，0．4ppm：3匹，4ppm：4匹。   

暴露後，ラットはエチルエーテル麻酔下で頚動脈からの放血によりごく短時間円に殺し，死後す  

みやかに肺，肝を採取した。採取した肺および肝の一部（約500mg）はメタノールクロロホルムー  

水（2：1：0・3v．／v．）の混合溶媒3．3ml中Polytronを用いホモジナイズした。FoIchらの方法で脂  

質を紬出した‡）操作はすべて窒素気流，水冷下で行った。リン肪質は蒋層クロマトグラフィー（シ  

リカゲルF254メルク社製，展開溶媒：几－ヘキサンエチルエーテルー酢酸80：40：1リノ〃．）を  

行い分取した。リン脂質はMorganらの方法で窒素気流下メタノリシスし，得られた脂肪酸のメチ  

ルエステルは島津GC－5Aガスタロマトゲラフを用い分析した。カラムはスコット型の40mガラス  

キャピラリーカラム（内径b．3mm）を用いた。液相はシアノエチル化したポリシロキサン（SS－4）  

を用いた6と分析条件は175℃，検出器温度250℃，注入口温度250℃，キャ・けガス流量0．71ml／分で行っ  

た。   

結  果   
9，18，27か月間暴露後における体重，および試料に用いた，肺，肝の湿重量およびその体重比  

（27か月間暴露したものは右肺の値を用いた）は資料（表1～6）に示されたとおりである。（p．285－  

288参照）肺の湿重量およぴその体重比は18か月間暴露後の暴露群で増加の傾向がみられた。   

9，18，27か月間暴露後における肺のリン脂質脂肪酸組成を表1，2，3に示す（27か月間暴霧  

では対照群，暴露群ともほ生存数が少なかったため，その平均値と標準偏差値のみを記した。）   

肺のリン脂質中含量が多いパルミチン酸については0，04ppmNO2濃度では有意な増加は観察され  

なかったが，0▲4ppmNO2濃度では，18か月間暴露で，4ppmNO2濃度では，9，18か月間暴露で有  

意に増加することが観察された。27か月間暴露では対照群との間に有意な差は観察されなかったが  

4ppmNO2濃度では平均値は対照群より高かった。   

パルミテン醸以外の脂肪酸では，0．04ppm，0．4ppmNO2濃度で，ミリステン酸が9，1餌ゝ月間暴  

露後に減少傾向，オレイン酸，リノール酸は27か月間暴露後にそれぞれ増加，減少傾向を示した。  

他の脂肪酸は一定の幌向を示さなかった4ppmNO2濃度ではミリステン酸は9か月間暴露で有意に  
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表 19か月間NO2暴露の肺リン脂質脂肪酸組成に及ぼす影響  

Tablel．Changein the fatty acid composition oflung tissue phospholipids  
after 9 months exposure of rats to NO2  

ーJ  

9 MonthsNO2 Exposure  

RTd   
Control  

れ＝6  0・04ppm   0．4ppm   4・Oppm  
乃＝6   打＝6   几＝6   

261  1．39±0．10b  1，61土0．10＊■e  1．54士0．13  1．67±0．18●  

MyristicAcid  341  4．75±0．30  4，52±0．55   4．21土0．94  4．29士0．06＝   

Palmiric Acid 411  36．45±0，98  37，27士0．65  37．40±1．27  37．98±0．56●  

445  1．56±0．13  i．75土0．14   1．55土0，14  1．74士0．10  

558  3．07±0．34  2．77±0．31   2．96±0．43  3．09士0，47  

StearicAcidl  694  11．32土0．31  11．22±0．50  11．27士0．26  11，04±0，31   

01eic Acid   763  11．41土0．31  10．67±0．36…  11．56±0．47  12，36土0，80●   

Linoleic Acid   915  臥45±0．26  8，38±0，31   7．98±0．20●  8，36土0．40   

Ar8ehidonic Acid  2，018  13．45±0，57  13．36±0．68  13．43±0．76  14．42士0．42■  

aニRetention time（sec）at160℃（columrltemperature）．   

b：Mean value ± S．D．（％）   
c：E－teSt aS COmpared with control，－P＜0．05and’．P＜0．01   

表  218か月間NO2暴露の肺リン脂質脂肪酸組成に及ぼす影響  

Table 2．Changein the fatty acidcomposition oflungtissue phospholipids  

after18months exposure of rats to NO2  

18MonthsNO2 Exposure  

RT   
Control  

れ＝6  0・04ppm   0・4ppm  4ppm  
乃＝6   n＝6   れ＝6   

261  1．31±0．10b  1．53±0．25  1．37土0．08   1．44±0．11  

MyristicAcid  341  4．19±0．73  3．55±1．02  3．26土0．18●C  3．69±0．93   

Palmitic Acid 411  36，66±1．31  37．97±1，47  38．65土0．82●  38．62±1．42●  

445、  1．86±0，14  1．71±0．30  2．02土0．15   1．77士0．16  

558  2．91±0．46  2，45土0．50  2．39土0．69   3．33土0．30  

StearicAcid  694  11．62±0．44  12，15士0．30●  11．85士0．48  11，19±0．69   

Oleie Acid   763  11．57土0．6Z  11．30±0．58  11．64士0．17  11．96±0．17   

LinoleicAcid   915  8．08±0．43  8．47±0．76  8．26士0．46   7．80士0．19   

ArachidonicAcid  2，018  13．61土0．75  13．10±0．71  12．85士0．27  13．31±0，35   

i1 

ノ 

一－、・l∴ 

a：Retention time（sec）at160℃（coluTnn teperature）．  

b：Me8n V81ue ±S．D．（％）  
c：卜te5t aS COmpared with control，－p＜0▲05  
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表  3 27か月間NO2暴零の肺リン脂質脂肪醒組成に及ぼす影響  

Table3・Changeinthefattyacidcompositionoflungtissuephospholipids  
after 27 months evposure of rats to N02 

l
・
ヽ
予
．
住
r
 
 

27MontllSNO2Expo5ure  
RT  Control  

乃＝3  0・04ppm   0．4ppm   4．Oppm  
¶＝3   乃＝3   れ＝4   

261  1．66士0．10b  1．21±0．15  1．57±0．02  1．74±0．32  

MyristicAcid  341  1、81±0．44   1．78±0．27  1．65±0．09  1．84±0，27   

P81miti（・Acid  411  38．98士0．47  38．90±0．56  38．86土1．50  39．65士1．18  

445－  1、99±0．11   2．75±0．28  2．72土0．42  2．63士0．18  

558  2、00±0．14   1．40±0．21   1．61土0．13  1．98士0．13  

StearieAcid  694  11、77±0．79  10．90土0．17  11．78土0．30  11．17±0．36   

01eie Acid   763  9．97士0．18  10．82土0．38  10．30±0．04  10．41±0．25   

Linoteic Acid   915  7．97土0．19   7．34±0．33  7．32土0．19  7．69±0．15   

Ar8Chidoni（・Acid  2，018  11、82±0．30  11．26土0．30  10．96±0．34  11．85±0．53  

8：RetentiontiTne（sec）at160℃（column temper＆ture）、  

b‘：Mean value 士S．D．   

減少し，18か月間暴露でも減少傾向がみられた。オレイン酸は9か月間暴露で有意に増加した。18，  

27か月間暴露でも増加傾向がみられた。ステアリン酸，リノール酸では9，18，27か月間暴露で平  

均値が対照群よりもいずれも低かった。以上NO2の慢性暴露により，肺リン脂質の脂肪酸組織が変  

動することが見いだされた。   

次に9，18，27か月間暴露後における肝リン脂質脂肪酸組成を表4，5，6に示す。いずれの洩  

蓑 4 9か月間NO2暴露の肝リン脂質脂肪敢組成に及ぼす影響  

Table 4・Changeinthefattyacidcompositionoflivertis＄ue Phospholipids  
after 9 months exposure of rats to NO2  

9 MonthsNO2Exposure  
c。n、r。、 

叩＝＝6  0．04ppm   0．4ppm   4．Oppm  
n＝6   乃＝6   n＝6   

PalmiticAcid   20．37土0．4ア  20．31土0．97  20．46土1．02  20．05±0．73   

StearicAcid   17．45土1．22  16．90±1．44  16．95±1．30  18．07±1．37   

01eicAcid   7．36土0．37   7．76±0．72   8．09±0．60   7．29±0．71   

LinoleicAcid   13．89土0．53  13．78±0．42  13．43士0．59  12．92±0．92   

Arachido11icAcid  25．35±1．12  25．40士1．21  25．13±1．09  26．46士0．83   

Docosahexaenoic A（：id  9．94士0．63  ユ0．75士0．91  10．79士ユ．04  10．53士0．61   

8：Meanvalue j：S．D．（％）  
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表  518か月間NO2暴露の肝リン脂質脂肪酸組成に及ばす影響  

Table 5■Changein the fatty acid composition ofliver tissue phospholipids  

after18months exposure of rats to NO2  

18MonthsNOモ Exposure  
Control  

れ＝6  0．04ppm   0．4ppm   4．Oppm  
几＝6   れ＝6   乃＝6   

Palmitic Acid   19．52士0．6．8  20．06土0．68  18．54±1．42  18．21±3．46   

StearicAcid   18．12±1．21   18．80土2．08  19．47±2．17  20．80土4．86   

01eic Acid   7．91土0．96   7．53±0．8f；   7，41士0．87   7．23±1．45   

LinoleicAcid   12．91±0．94  13．54土1．46  13．43±1．54  11．48土1．85   

Arachidonic Acid  25．51士1．50  24．30±0．70  25．74士0．74  25．81±0．44   

Docosahexaenoic   
Acid   

♂
V
⊥
椚
 
 

a：Mean v81ue士S．D．（％）   

表  6 27か月間NO2暴露の肝リン脂質脂肪酸組成に及ぼす影響  

Table 6．Changeinthefatty acid composition ofliver tissue phospholipids  
after27 month exposure of rats to NO2  

27MonthsNO？Exposure  
Control  
n＝3  0．04ppm   0．4ppm   4ppm＿  

乃＝3   乃＝3   几＝4   

PalmiticAcid   19．27±1．81巳  17．79±2．33  16．97士0．26  16．71±0．98   

StearicAcid   21．09±3．36  22．20士2．90  21．64土0．16  23．06土1．64   

01eicAcid   6．89士0．75   6．88±1．81   7．33士0．55   7．20土0．87   

LinoleicAcid   14．10士0．96  12．09土1．80  11．84±0．55  12．05士1．04   

ArachidonicAcid  24．12±1．13  23．39±z．62  25．51±1．26  26．96士1．36   

Doeosahexaenoic   
Acid   

a：Mean vallユe±S．D．（％）   

度においても有意な差は観察きれなかった。傾向としては4ppmNO2濃度ではいずれの暴露期間後  

でもパルミチン酸，オレイン酸（27か月間暴露は除く），リノール酸は，対照群の値よりも低く，ス  

テアリン軌 アラキドン軌ドコサヘキサエン酸は対照群の値より高いことが観察きれた。   

加令とこれうの臓器のリン脂質脂肪簡組成の関係について検討する。肺では図1，2に示すよう  

に，加令により対照群，暴露群ともにミリスチン簡は減少，パルミテン酸は増加する傾向を示した。  

肝では図3，4に示すように加令によって対照群，NO2暴露群共にパルミテン顧は械少し，ステア  

リン酸は増加した。   

肺，肝で上記の脂肪酸組成が同じ値をとるようにラットの月令を，対照群とNO2暴露群で比較す  

ると，NO2暴露群の方が低い月令で対照群の高い月令の値になる傾向にあった。  
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図1加令およびNO2暴露による肺リン脂質申のミリスチン酸量の変化  
○；対凰□；0・04ppm NO2，△；0．4ppm NO2，◎；4ppm NO2  

Fig・1Changein the contentofmyristic acidinlung tissue phospholipids  

by aglng and NO2eXPOSure．  

0；Control，□；0・04ppmNO2，△；0・4ppmNO2，◎；4ppm NO2．  

11  20  29  

Month  

Å9e  

図 2 加令およびNOz暴露による肺リン脂質中のパルミテン醒量の変化  

○；対照，□；0・04ppmNO2，△；0．4ppmNO2，◎；4ppmNO2  

Fjg・2 Ch＆Tlgein the conteTltOEpalmitic acidinlung tissue phospho＝pids  

by aglng and NO2eXpOSure．  

0；Control，□；0．04ppm NO2，△；0．4ppm NO2，◎；4ppm NO2  
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図 3 加令およぴNO2暴露による肝リン脂質中のパルミテン酸量の変化  

○；対照，□；0．04ppm NO2，△；0．4ppm NO2，◎；4ppm NO2  

Fig・3 Changeinthe content ofpalmiticacidinliver tissue phospholipids  
by aglng and NO2eXpOSure，  

○；Control，□；0・04ppm NO2，△；0．4ppm NO2，◎；4ppm NO2  

11  二≧D  29  

Hon亡h  

A9e  

図 4 加令およぴNO2暴露による肝リン脂質中のステアリン顧量の変化  
○；対照・ロ；0・04ppmNO2，△；0・4ppm NO2，◎；4ppmNO2  

Fig・4 Changein the content of stearic acidinliver tissue phospholipids  

by aging and NO2eXPOSure．  

0；Control，□；0・04ppm NO，，△；0．4ppm NO2，◎；4ppm NO2  
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考  察   

4ppmNOz18か月間暴露で肺の湿重量が有意に増加した。著者らの行った急性NO2暴露（20ppm  

NO2，20，40時間）3）Arnerらの9か月間暴露実験（2．9ppm NO2，24時間／日5日，／週）でも湿重量  

の増加が観察きれている。   

肺のリン脂質の脂肪酸組成セはパルミチン酸がNO，暴露群（0・4ppm，および4ppmNO2，9，18か  

月間）で有意に増加した。■この増加は急性NOユ暴露（20ppmNO2，20，40時間）3）ぉよぴRoehmらの  

行った東急性暴露（10ppmNO2，4週間）7）の松脂質申の脂肪酸組成においても観察きれた。この  

パルミチン酸の増加に寄与する要因として，1）パルミテン顧含量の多いレシチンの合成が他のリン  

脂質径の合成に比較して活発になること，9）2）d。n。V。合成系でレシチン合成の段階でパルミテン酸  

の取り込みが増加すろこと，3）レシチン中のパルミチン離合量を高めるレシチン再生系が活発に  

なることなどのレシチン合成系の要因と4）パルミチン酸を取り込んだレシチンの分解が遅くな  

ろ10）などの代謝系の要因が考えられる。NO2慢性暴露によるパルミチン酸増加にこれらの要因がど  

の程度寄与しているかに関して，相互の定量的な関係も含め今後検討する必要がある。   

一方他の脂肪酸では4ppmNO2濃度でミリスチン軌ステアリン酸，リノール酸が有意な減少ま  

たは減少の傾向を示したが，この傾向は急性暴琵（20ppmNO2，20時間）3）の場合でも観察された。   

オレイン酸の増加またはその傾向は亜急性暴露（10ppm NO2，4週間）d）で観察されたが，急性暴露  

（20ppm NO。，20，40時間）3Jでは減少した。   

一万肝リン脂質の脂肪酸組成の4ppm NO2暴露群の変化の中で，パルミテン軋 オレイン酸，  

ステアリン酸の変化は肺と逆の幌向を示した。これらの脂肪酸が肺と肝で逆の傾向を示すこ■とは急  

性暴露（20ppm NO2，20，40時間）3）の場合も観察された。このことは肺でのリン脂質脂肪酸組成の  

の変化に肝が対応している可能性も考えられ，リン脂質の合成，代謝，輸送を含めた生体内での挙  

動を検討すろ必要があろと考えられる。   

次に加令との関係を検討する。加令による変化（肺でのミリスチン酸組成の減少とパルミテン顧  

組成の減少とステアリン酸組成の増加）が対照群と比べNO2暴露で低い月令から出る傾向にあった。  

このこ≒はNO2暴露が加令を進める可能性があることを示している。加令の促進に儲しては，  

Harm8．nらが放射線照射により，発癌や突然変異とともに老化現象のみられろことを報告し，放射  

射線照射により生じる遊離塞が老化を促進する一つの因子であるとし鳥1）一万我々はNO2と不飽和  
1）  

脂肪酸との反応でニトロ置換した遊離基を中間体とした生成物が生成することを明らかにしてきた。  

老化現象が生体内に生じた遊離基により促進されると仮定すると，NO2も老化を促進する性質を有  

すると考えられる。老化に関しては老化とリボブステン沈着との間に相関性のあることをStrehler  

らが報告し，12）Rrivettらもリボフスチン由来のけい光物質がラットこう丸組織で加令と共に増加す  

ることを報告している。13J肺，肝における上記脂肪酸組成の変化が老化と相関のある物質とどのよう  

な関係にあるか今後検討をすすめたい。  
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表 1臓器重量およぴその体重比（9か月間暴露，1回臥雄）  

Tablel・Organ weight arldits relative weight to bodyweight（％）（exposed  
for 9 months，lst，male）M土SD，n＝6．  

打
～
軒
L
㌧
 
 

Contro1  0・04ppm  O．4ppm  4．Oppm  

Body weight g 564士20  548士12  583士6  482±69   

1．747±0．259 1．708±0．127 1．682＋0．140  

0．300土0．031 0．292±0．020  0．306±0．020   

15．0士1．4   15．0±0．8  16．2±1．4   

2．6士0．1  2．6±0．1  3．0±0．3   

1．64土0．25   1．53±0．19   1．52±0．11  

0．28土0．03  0．26土0．03   0．28±0．02   

1．70土0．26   1．57±0．17   1．54士0．11  

0．2g士0．03  0．27士0．03  0．28±0．01   

0．81士0．15  0．88±0．04  0．90土0．07  

0．14土0．01   0．15±0．05  0．16土0．01   

1．49土0．15  1．47±0．06  1．44±0．06  

0．26士0．01   0．26±0．01   0．26±0．01  

g l・641±0・082  

％  0．291士0．015   

g  14．0±0．3  

％  2．5±0．1  

Lung  

Liver  

Kidney g l．43士0．14  
（left） ％  0．25士0．03   

Kidney g l、50土0．Q9  
（ri如t）％  0．27±0．02  

g O．80±0．08  

％  0．14士0．01   

g l．49±0．06  

％  0．27±0．02  

Spleen  

Heart  

表  2 臓器重量およびその体重比（9か月間暴露，1回目，嘩）  

Table 2．Organ weight andits relative weight tobody weight（％）（exposed  
for 9 months，1st，female）〟土SD，几＝6．  

Control  O．04ppm  O．4ppm  4．Oppm  

Body weight g 3Z4j＝54  347±30  335土21  344±43   

1．084±0．069 1．075士0．090 1．112±0．169  

0．319±0．042  0．321±0．028  0．320土0．035   

10．8士1．1   11．0土1．0  12．0±1．1   

3．2士0．4  3．3±0．3  3．5±0．4   

1．06±0．14   1．15±0．16   1．08±0．08  

0．31±0．05  0．34±0．06  0．31±0．03   

1．11土0．09   1．06士0．31   1、14士0．13  

0．33±0．04  0．31士0．09   0．33±0．03   

0．63±0．04  0．58±0．08   0．60±0．07  

0．19土0．02  0．17土0．02  0．17士0．02   

1．06土0．04   1．06±0．10   1．01±0．10  

0．31±0．03  0．32士0．04   0．29土0．04  

g l・009±0・138  

％  0．313±0．016  

g lO・7士1・2  

％  3．3士0．3  

Lung  

Liver  

Kidney g l・03±0■09  

（1eit） ％  0．3Z±0．03  

Kidney g l■07士0・09  

（right）％  0．34±0．04  

g O．60士0．09  

％  0．19±0．05   

g l．01土0．09  

％  0．32士0．05  

Spleen  

Heart  
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表  3 臓器重量およぴその体重化（9か月間暴鍔，2回目，雄）  

Table3▲ Organ weight andits relative weight to body weight（％）（exposed  
for 9 months，2nd，male）M±SD，n＝6，事：p＜0．05．  

ょ
け
∴
．
＼
 
 
 

Control  O．04ppm  O・4ppm  4ppm  

570±54＊   

1．445士0．074  

0．255±0．023   

16．577±1．74   

2．91±0．22   

2．909±0．269  

0．512士0．040   

0．851士0．141  

0．149土0．017   

2．202土0．040  

0．389±0．033＊  

1．422±0．086●  

0．252±0．027   

3．886±0．258  

0．689士0．094  

41．0±1．5  

0．073±0．007   

Body weight g 496±45  524土54   

1．379±0．083  

0．265±0．024   

15．867±2．516   

3．02±0．29   

2．851±0．321  

0．545±0．034   

0．775士0．103  

0．147±0．007   

2．166±0．046  

0．419±0．055   

1．329±0．094  

0．255±0．018   

3．566±0．957  

0．672±0．161  

41．3士4．4  

0．079±0．007   

494土32   

1．417土0．128  

0．287±0．018   

15．237士1．041   

3．10±0．28   

2．751±0．259  

0．557±0．04   

0．837±0．097  

0．170土0．023   

2．137士0．069  

0．434±0．023   

1．310±0．124  

0．265±0．019   

3．747±0．440  

0．758±0．064  

36．3士5．0  

0．072±0．009  

g l．389±0．082  

％  0．282±0．033  

g 15．143士0．823  

％  3．08士0．34  

g  2．713±0．242  

％  0．552土0．08  

g O．917土0．427  

％  0．190±0．102  

g  2．183士0．048  

％  0．444±0．045  

g l．295士0．083  

％  0．262土0．023  

g  3．592±0．839  

％  0．734±0．189  

Lung  

Liven  

Kidney  

Spleen  

Brain  

Heart  

Te5ti5  

37．2±4．4  

0．076±0．013  
Adrenal m 

。  

表  4 臓器重量およびその体重比（18か月間暴露，1回目，雄）  

Table 4．Organ weight andits relative weight to bodyweight（％）（exposed  
for18months，1st，male）M土SD，n＝6，■：p＜0．05，＊●：p＜0．01．  

Control  O・04ppm  O・4ppm  4 ppm 

585士106＊＊   

1．793±0．164  

0．317±0．062   

18．Z19±2．245  

3．307±1．172   

3．968士0．528  

0，703士0．181   

0．941士0．087  

0．166±0．034   

1．585士0．215  

0．274士0．021  

Body weight g 598±56  616±31   

1．574士0．085  

0．256土0．014   

17．940±1．740  

2．911±0．ZO5   

3．652±0．426  

0．595±0．081   

1．047±0．192  

0．169±0．023   

1．497±0．097  

0．243±0．014   

647士57   

1．620土0．124  

0．251±0．017   

19．568±2．039  

3．032±0．296   

4．000±0．428  

0．623±0．090   

0．995士0．191  

0．154±0．027   

1．579±0．184  

0．244士0．020  

g l・540±0・086  
％  0．259±0．021  

g 17・424±1・361  
％  2．931±0．268  

Lung  

Ljver  

3．555士0．250  
Kidney  

Sp】een  

％  0．600土0．069  

1．020±0．103  

％  0．171±0．017  

1．512±0．176  
Heart g  

％  0．254±0．026  
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表  5 臓器重量およぴその休重化（18か月間暴露，2回目，碓）  

Table 5．Organ weight andits relative weight to body weight（％）（exposed  
for柑 montムs，Znd，maIe．）〟±S工），乃＝6，靡二戸＜0．05．  

Contro1  0．04ppm  O．4ppm  4 ppm 

662±70   

1．742±0．193  

0．264士0．028   

19．695土4．028   

2．96土0．50   

3．879±0．595  

0．587土0．083   

1．121±0．181  

0．170±0．024   

2．244士0．049  

0．343土0．036   

1．713士0．197  

0．259士0．018   

4．260±0．41Z  

O．648±0．074  

48．3士1．4  

0．074士0．007  

Body weight g 672±78  656士70   

1．668±0．133  

0．256士0．020   

18．915土3．010   

2．88±0．30   

3．605±0．562  

0．551±0．08   

1．091±0．134  

0．167±0．018   

2．237±0．101  

0．345士0．039   

1．608±0．223  

0．246±0．030   

4．272±0．219  

0．656士0．054  

49．0士2．0  

0．076士0．080   

604士61   

1．603±0．110  

0．267士0．024◆   

17．295土2．608   

2．86±0．29   

3．639±0．353  

0．604±0．053   

0．955±0．15■  

0．158±0．019   

2．224±0．052  

0．371士0．037   

1．644士0．274  

0．273±0．046  

4．176±0．389  

0．695±0．072■  

45．7±4．1   

0．076士0．010  

g l．579土0．115  

％  0．236士0．016   

g 20．302±2．817  

％   3．03±0．35   

g  3．781土0．602  

％  0．568士0．102   

g l．183土0．122  

％  0．177土0．016   

g  2．Z81土0．114  

％  0．343土0．030   

g l．604土0．131  

％  0．240±0．022   

g  3．743±0．981  

％  0．555±0．130  

Lung  

Liver  

Kidney  

Spleen  

Brain  

Heart  

Testis  

mg 45・8士4・3  
Adrenal  

‰ 0．069±0．0ユユ  

F
l
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表  6 臓器重量およびその体重化（27か月間暴露．1回目，堆）  

Table 6．Organ weightanditsrelativeweight to body weight（％）（exposed  
Eor27months．male）M土SD．．  

・  
完 （）  

Boby weight g 564士76  487士48  501±37  496±37   

1．586士0．583  ユ．ユ79±0．093  

0．311±0．053  0．239士0．027   

23．87±5．10  16．77±0．88  

4．73±0．75  3．39±0．10   

4．421±0．454  4．204±0．620  

0．890±0．144  0．843土0．092   

4．742±4．595 1．413土0．140  

0．890±0．814  0．291土0．045   

2．213±0．123  2．269±0．148  

0．45±0．06  0．46±0．04   

1．926±0．349 1．621土0．083  

0．38±0．06  0．33 ±0．03   

2．754士0．921 3．774±0．159  

0．56士0．21  0．77±0．05   

0．112±0．029  0．070±0．014  

0．02 ±0．005   0．01士0．004  

1．228士0，085  ユ．032士0．109  

0．220士0．023  0．212±0．016   

17．00±2．19  16．04土1．65  

3．02士0．07  3．30±0．12   

3．606士0．031 4．824±1．617  

0．653士0．082  0．980士0．249   

1．690士0．Z36 1．242±0．159  

0．301士0．030  0．255士0．027   

2．282士0．088  2．375士0．039  

0．45士0．01  0．49士0．05   

1．744士0．307 1．615士0．272  

0．30土0．01   0．33土0．02   

4．011士0．363  3．749土0．329  

0．73土0．15  0．78±0．09   

0．091士0．007  0．058土0．008  

0．02士0．005   0．01  

Lung g  
（right）％  

g  

％   

g  

％   

g  

％   

g  

％   

g  

％   

g  

％   

g  

％  

Liver  

Kidney  

Spleen  

Brain  

Heart  

Testis  

Adrenal  

ヨ
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