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特別研究，「大気汚染物質の単一及び複合汚染の生体に対する影響に関する実験的研究」は，昭和  

52年より5か年計画をもって実施し，57年3月に終了した。この研究の過程において得られた知見  

は，国立公害研究所研究報告第8号，同第15号，同第31号として既に公にしている。  

現在特に都市域において，窒素酸化物，一酸化炭素，オゾン，エアロゾルなどによる大気汚染の健  

康影響が注目されている。当研究所では環境生理部長，久保田晋太郎医学博士をプロジェクトリー  

ダーとして5年間研究を続けてきた。その方法は，動物実験棟（ズートロン）の中にあるガス暴環  

チャンバーを用い，ここで長期間二酸化窒素やオゾンを一定濃度に保ちながらラットやマウスに暴  

露し，その経過を観察すると同時に，一定期間の暴露をした後，生理学的，病理学的，生化学軌  

免疫学的な検索を行って，基礎的な知見を積み重ねてきた。   

今回の報告書は，この5か年の特別研究の最終報告ではあるが，上記のごとく既に3回にわたっ  

て中間的報告を行ってあるので重複を避けて記述を行った。前回の報文にあわせて読んで載ければ  

幸いと考える。なお昭和57年度よりは，この特別研究の延長として，新しく「複合ガス状大気汚染  

物質の生体影響に関する実験的研究」を再び5か年計画をもって開始している。   

さて，この報告は日次に示すとおり三つの部分に分かれている。第Ⅰ部は，二酸化窒素，オゾンの  

急性，亜急性暴霹の影響に関するもので，これらの汚染ガスの単一または複合暴露による生体影響  

を実験的に調べてその結果をまとめたものである。一部を除いてラットに対する影響が中心である。  

第ⅠⅠ部は，二酸化窒素の長期暴露のラットに及ぼす影響と題し，いわゆる低濃度長期間暴露による  

慢性影響の実験結果である。このような実験は国立公害研究所研究報告第15号および第31号にも  

述べたが，実施が極めて困難であるが，その結果をこのようにまとめて発表することができたこと  

は関係者として甚だ喜ばしいところである。最後に第ⅠⅠⅠ部は総説としてこの特別研究の過程で得  

られた知見を総合的にまとめ，それによってむしろ今後の研究に対する展望や課題を明らかにして  

ある。この課題の環境行政に関する重要性にかんがみ，このような研究は今後も引き続き行われな  

ければならないが，弟1期の特別研究が一応成果を収めたことは我々の深く滞足するところである。  

しかし，大気汚染の人体に及ぼす健康影響については，当研究所の一つのテーマとして今後も総力  

をあげて重点的に研究を続継しなければならないと考えている。   

この間題には単に医学，生物学の方面だけでなく，広く大勢の方が深く関心を持っておられるこ  

とをよく承知しているが，これらの方々からご批判を賜り今後の研究の指針を受けることができれ  

ば甚だ幸いとするところである。  

1982年11月  
国立公害研究所   

所 長 近 藤 次 郎   
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研究の概要とその意義   

Outline8mdSignilic8nぐeOIPerfl汀medResearebes  

久保田宕太郎1  

Kentaro KUBOTAl   

特別研究の目的   

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響に関する実験的研究」は，昭  

和52年度より5か年にわたって行われ昭和57年3月に終了した。本特別研究は，ガス状大気汚染  

物質の生体影響を解明することを目的としたが，その内容は二つに大別できる。第一は，代表的な  

汚染物質であるNO2と0ヨについて急性・亜急性吸入暴露実験を行い，これらの単一又は複合による  

生体影響検索のための新たな指標を確立すること，及びこれらガスによる影響の差異ヒ作用機序を  

明らかにすることであった。第二は，NO2の影響指標として確立されている項目と新たに影響指標  

となる可能性が認められた項月についで慢性影響における量・効果関係を検討し，大気汚染物質に  

係る環境基準等の検討に際しての基礎資料とすることであった。この目的のために，これまで試み  

られていない低濃度でのNO之慢性吸入暴露実験を行い，急性・亜急性影響と慢性影響との質的差異  

を比較検討した。  

本号の内容の概要   

本特別研究の研究成果は，国立公害研究所研究報告（Rシリーズ）（第S号，第15号，第31号）  

として過去3回にわたって刊行して来たが，本号をもって終了する。本号の内容は，NO2及び03に  

ついての急性・亜急性吸入暴露実験の成果15編（第Ⅰ部iと，動物実験棟に設置されたNO2長期暴露  

用チャンパーを用いて0．4ppmを上限としたNO2低濃度領域で行われた18か月間の吸入暴露実験  

の研究成果6編（第ⅠⅠ部）を中心としている。これらに過去5年間の研究の総括又は今後の研究の  

方向について考察した綜説5編（第ⅠⅠⅠ部）を加えたものが本報告書である。以上の研究成果の内容  

を次iこ概説する。  

1．プロジェクトリーダー，国立公害研究所 環境生理部長 〒3Q5 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   

ProjectLeader，TheNationaIInstituteforEnvironmentalStudies，Director．BasicMedicalScierlCeS  
Division．Yatabe－maChi．Tsukuba．1baraki305，Japan   



久保田恕太郎  

第f部：NO2及びOaの急性・亜急性吸入暴露実験の成果  

（1）実験動物の感受性について   

大気汚染物質の生体影響を研究する際に，実験動物の感受性に留意することが必要である。今回  

は05の感受性の問題をとりあげNO2の感受性と比較した。03に対してはマウス雄C3H／Heと雌  

C57BL／6Jの間にLC5。で4，8倍の差があり，ラットのLC5。は3．1～4，3ppmの間にあった。ゴールデ  

ンハムスターはNO2に対して高感受性であったが0。に対して中程度であった。j種15系統，雌雄に  

おける0，によるLC5。とNO2のLC5。に，＝OL52の相関が示され，NO2LC5。／0。LC5。は9・8であった  

〔ト12〕㌔   

NO2に関する竹中らの感受性に関する実験に対応して，種差及び性差の観点から生化学的に調べ  

ることが試みられた。過酸化脂質童，抗酸化性防禦系の酵素活性，抗酸化怪物質量の暴露群／対照  

群の比率ではLC5。と正の相関を示すものが多かったが，モルモットでは例外的変化が認められた。  

特に低感受性動物であるモルモットのミクロソーム画分中のArylhydrocarbonHydroxylase（AHH）  

活性は極端に高い値を示し，CytochromeP．－450関連酵素がその感受性と深い関連があると推論さ  

れた〔ト8〕○また・薬物代謝系酵素誘導剤（3メチル 

の暴露に対して延命効果が認められるが，この磯序と雌雄間の生存時間の相違の原因を調べ，3MC  

の前投与による生存時間と肺のミクロソーム系酵素活性との間に高い相関が認められた。AHH活  

性の増加は雌で顕著であり，量一効果関係も雌雄間に相違があることが判明した。従ってCyto－  

chromePl－450系はNO2に対する何らかの防禦作用を持っている可能性が示唆された〔ト9〕。  

（2）呼吸器等の臓器に対する影響   

NO2急性暴露が肺の生理磯鰍こ及ぼす影響を明らかにするために，マウスに頭部密閉法を用いて  

呼吸中の02とCO2濃度，Paco2とPao2及び肺水分含量を測定し，肺のガス交換能について検討した。  

20ppmNO224時間暴露により肺におけるガス交換は，暴露開始3時間後から抑制され暴露終了後  

3日目で対照群のレベルにまで回復することが判明した〔ト7〕。次に，実験動物及び暴露動物の生理  

（代謝）的変化を検索するために，ラット小動物の呼気量及び吸気量を呼吸流速曲線から求めるた  

め，リニアライザ一装置を製作した。この新しい装置を用いて，一回換気量，分時換気量及び呼吸  

数を麻酔ラットで検討し，他の研究者の結果と比較した結果本装置がラットの呼吸機能及び代謝の  

変化を検討するのに有効であることが証明された〔ト15〕。   

NO2暴露によって臓器生体膜成分が受ける損傷と修復過程を生化学的に明らかにするために，4・O  

ppm，1，2ppm及び0・4ppmのNO2をラットに4週間暴露した。肺のミトコンドリア（Mt）とミクロ  

ソーム（M5）の電子伝達系成分は増加→減少→増加のサイクルを辿り変動することが明らかとなっ  

た。一方，肝Msの電子伝達系成分の場合，減少→増加→減少のサイクルを示し，NO2による損傷は  

◆〔〕内は論文番号   
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薬物代謝系の成分に特異性が高いことが明らかになった〔ト10〕。次に，NO2が肝Ms成分に作用す  

る際の化学形態を明らかにすることを試みた。硝酸イオンと亜硝酸イオンをラットに静脈注謝し肝  

Ms成分に及ぼす影響を調べた。その結果，硝酸ナトリウムの静脈注射は4ppm NO2暴露の場合と  

同様の変化を肝Ms電子伝達系成分に及ぼすことが判明した。一方，亜硝酸ナトリウムはCyto－  

cbromeP－450含量を特異的に低下させ，NO2暴露の場合と臭っていた〔ト6〕。そこで，硝酸イオン  

の肝Ms成分への作用を調べるために，ラット肝より調製したMsを硝酸ナトリウムとインキュ  

ペーションしMs電子伝達系成分の変化を調べた。その結果，薬物代謝系成分は硝酸ナトリウムの添  

加濃度に依存して低下した。以上の結果から，NO2暴露による肝Ms成分の低下は，NO2暴露によっ  

て血液中に増加する硝酸ナトリウムによって起こる可能性が支持された〔トlり。   

0。暴露がラットの肺及び血液のSH化合物量に及ぼす影響について検討した。肺では，0・8ppmO3  

暴謁によってGSHヒNPSHは1日目に低下し3日巨＝こ最高値を示し以後一定の値に維持された0  

2ppmおよび4ppmO3暴露ではGSH，NPSH共に減少し，PSHも有意に減少した。この際，血液中  

のSH化合物は有意な変化を示さなかった〔ト13〕。  

（3）赤血球に対する影響   

NO2の赤血球に対する影響について検討し，10ppm5日間暴露したラットの赤血球膜リン脂質中  

ホスファチジルエタノールアミン（PE）のアラキドン酸含量の増加とパルミテン酸含量の減少が認  

められた。赤血球を比重の違いにより4画分にわけて調べた結果，分画しない全赤血球のPEのアラ  

ミドン酸の増加は比重の小さい若い赤血球画分の割合の増加により引き起こされてしゝる可能性が示  

唆された〔ト1〕。次いで，4ppmNO2暴露による赤血球膜構成成分の変動と赤血球のpopulationの  

変動との関連について調べた。その結果，暴露1～4日目で比重の小さい若い赤血球画分は対照群よ  

り上昇するが7日目で対照群のレベル以下に低下した。この低下に伴い比重の大きい赤血球画分の  

割合が上昇した。比重の小さい赤血球画分の割合の変動とほぼ平行して，Na＋，K＋－ATPase活性，  

シァル酸含量の変動がみられ，これらの変動は赤血球のpopulationの変動が原因になっていると結  

論した〔12〕。一方，赤血球の解糖系酵素活性への影響を調べた結果，フォスフォフルクトキナーゼ  

（PFK）とパイルベイトキナーゼ（PK）括性は対照群の活性に対して，4ppmNO，暴露5～7E］目  

で20％増加していた。赤血球を比重の遠いにより4分画し各画分の酵素活性を測定したところ，  

pFK，PKの活性増加は，これらの酵素活性を高く保持した状態で赤血球の老化が促進されたことが  

原因である可能性が示された〔ト3〕。   

NO2が硝酸イオンヒ亜硝酸イオンの形で赤血球に作用する可能性を検討するために，ラットの血  

液を亜硝酸ナトリウム又は硝酸ナトリウムとインキュペーションし赤血球膜成分量の変化を調べ  

た。その結果，亜硝酸ナトリウムによってへキソース含量が低下し硝酸ナトリウムによってCa＋，  

Mg2＋－ATPase活性の低下することが明らかになった。4ppmNO2暴露によって血液中に若い赤血球  

の割合が増加したために起こったシア／レ筋合量とNa十，K十ATPase清性の増加は，これらイオンに  
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よってはほとんど影響を受けなかった〔1－5〕。更にNO2暴露による赤血球膜のCa2＋，Mg2・－ATPase  

活性の低下がNO2暴露によって血液中に増加する硝酸イオンによって起こる可能性を確かめるた  

めに，硝酸ナトリウム又は亜硝酸ナトリウムをラットに静脈注射し赤血球膜のATPase活性を調べ，  

Ca2＋，Mg2＋－ATPase活性は硝酸ナトリウムの注入によって低下することが明らかになった。以上の  

結果から，NO2は吸入されると硝酸イオン，亜硝酸イオンとして赤血球に移行し，赤血球膜成分の低  

下を引き起こすことが明らかとなった〔1－6〕。硝酸イオンの赤血球膜への作用機序を解明する試みも  

なされ，このイオンが赤血球膜の膜構造を乱すカオトロピック作用をもつこととカルシウムイオン  

の赤血球内への流入促進を起こす可能性が明らかにされた〔I－4〕。  

（4）免疫応答に対する影響   

0・4ppm及び0．8ppmO。の4週間暴露によるBALB／c雄マウスの抗体産生能に及ぼす影響につい  

て検討した。Invivoの系では0．8ppm2週間暴露で抗SRBC抗体産生が抑制されたが，4週間で対  

照群にくらぺて冗進する傾向が認められた。0．4ppmでは対照群上差が認められなかった。J〃γか0  

系では0．8ppm2週間暴露で抗SRBC，抗DNP抗体産生の抑制がみられたが4週間では抗体産生の  

抑制はみられなかった。この結果より0．8ppmO32週間暴露はマウス免疫応答を著明に抑制するこ  

とが示唆された〔ト14〕。   

第ⅠⅠ部：低濃度NOzの慢性吸入暴露実験の成果   

本特別研究では第Ⅰ郡の急性・亜急性実験と平行してNO2の低濃度領域における慢性暴露実験を  

3回にわたって行った。以下の項は第引回目の実験の研究成果をまとめたものである。  

（1）ガス濃度制御と供試動物の経過   

第3回目のNO2低濃度慢性暴露実験は昭和55年5月より昭和56年12月までの間に18か月に  

あたり連続暴露を行った。暴露チャンパー内の温度と湿度は各々25。Cと55別こ設定し，温度は±1q  

C，湿度は±10％の範囲内に全暴露期間の9哨以上の時間が含まれた。NOヱ暴露濃度は，0．04ppm，  

0・12ppm及び0・4ppmの3濃度に設定され，設定濃度の±10％の範囲内で全逓転時間の0．4ppmは  

97％以上，0．12ppm及び0．04ppmは73％以上の時間が制御された。27か月と18か月の前2回の実験  

の場合と同様，ほぼ満足すべき環境制御下で研究を遂行することが出来た〔Ⅰトり。供試動物につい  

ても，導入された576匹中555匹が実験に供され，18か月の間自然発生腫瘍等による自然死以外に  

感染をうたがうような例はなく，体重の変化も各チャンバー間に差が認められなかった〔Ⅰト2〕。  

（2）呼吸器の病理形態学的観察  

NO2を3，6，9，柑か月連続暴露したが，このうち0．04，0．4ppmの9，18か月暴露は第1回慢性  
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暴露実験の再実験として行われた。光学顕微鏡による観察では，最高濃度0．4ppmで3か月から18  

か月の暴靂期間中，軽微な局所的変化，すなわち末梢気道と肺胞通近傍の気管支上皮の軽度の肥大  

や肺胞道への気道上皮の増殖性延長を認めた。また，肺胞道の壁も軽度の結合織増加による肥厚等  

の頻度がやや増加し，全体としては疑陽性であった。0・4ppm以下の濃度のNO2を18か月まで暴露  

した場合には光醸レベルで十分確定出来る程の定型的肺病変の出現は認められず，第1回（27か月）  

暴露実験の結果が支持された〔Ⅰト3〕。   

く3）生理機能への影響   

呼吸器における生理機能の変化を明らかにするために，NO2を3～18か月間暴露し呼吸生理学的  

指標について検討した。ベントパルビタール麻酔下の分時換気量（VE）及び呼吸数（RR）は，0．04  

ppmNO2暴露群で対照群にくらぺ各々10～ユ3免及び7～18％の増加を示した。このように低濃度長期  

暴露によってRRの増加だけでなく，VEも増加していることは注目に値する現象である。一方，酸  

素消費量も3か月目で0．04ppm及び0．12ppm NO2暴露群で対照群と比較しておよそ23～38％増加  

するが，暴罵期間の延長に伴って少なくなる傾向がみられた〔ll－4〕。一方，無麻酔下の動陳血のpHa、  

Paco2，Pao2への影響を調べたところ，心拍数（出足），血液ヘモグロビン（Hb）は対照群と暴露群と  

の間に大きな変化はなかったが，0，4ppmNO2暴露群のPao2は9，■18か月日で有意に低下すること  

が判明した。以上の如く血中酸素量が暴露期間の延長ヒ共に低下することは今後，換気能の変動と  

の関連から詳細に検討する必要があろう〔Ⅰト5〕。  

（4）脂質過酸化   

NO2を6，9，18か月間暴露した後，脂質過酸化の指標になると考えられるラットの呼気中低級炭  

化水素を分析した。エタンは6か月目では0．4ppm群で有意に増加し，9か乱18か月では，0▲04  

ppm，0．12ppm及び0．4ppmNO2いずれの暴露濃度においても有意に増加し，暴露濃度の上昇と暴露  

期間の延長につれて増加することが判明し，第1回（27か月）の慢性暴露実験の結果の再現性を確  

認することが出来た。しかしながら，加齢（老化）動物において，特に，過酸化脂質産生率が高．く  

なるという結果は認められなかった。また，飼料の過酸化はNO2暴露濃度に依存して上昇し，0・4  

ppm NO2暴露チャンバー内の飼料の過酸化脂質量は対照チャンバー内のに比較して50％増加して  

いた。この過酸化された飼料でラットを飼育しても呼気中のエタン産生に影響は認められなかった  

〔ll－6）。   

第m部には，過去5か年の本特別研究で得られた研究成果を基本とした綜説を収録した。NO2の急  

性・亜急性及び慢性暴露による脂質過酸化と抗酸化性防御機構に関するもの〔llトユ〕，NO2暴露によ  

る生体膜系の損傷と修復に関するもの〔ⅠIl3〕，NO2及び0。暴露による生体内SH化合物に関するも  

の〔ⅠⅠト5〕である。   
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今後の研究の方向を考察したものとしては大気汚染物質の神経系機能に対する影響に関するもの  

〔ⅠⅠトりと，大気汚染物質が細胞レベルで嫌気性代謝を克進する可能性に関するもの〔lIl4〕であ  

る。   

本特別研究の成果と意義   

NO2の実験動物に及ぼす影響に関する研究は，本特別研究が発足した昭和52年の段階ですでに内  

外の多数の研究者により呼吸器への影響を中心として研究が行われていた。従って，当初我々は  

NO2の影響指標として既に確立された項目またはその可能性がある項目について，当研究所に新設  

されたNO2ガス暴露装置を用い再検討した。4ppm以上の濃度のNO2急性・東急性暴靂によって，  

呼吸器の病理的変化，呼吸器の生理機能の変化，血液の臨床生化学値の変化及び肺，血液の抗酸化  

性物質量の変化等を確認し，その後の研究を進める上での基礎資料とした。   

大気汚染物質の生体影響に関する研究の最終日標の一つは，人間活動によってもたらされる環境  

の変化がヒトを含む生物系に与える結果を予測することである。このような社会的要請にこたえる  

ためには，環境条件の変化による生体影響に関する研究に新しい方向と方法を求め，基礎に重点を  

おいた学際的研究が必要であろう。このような観点にたって本特別研究では，実験動物学，病理学，  

生理学，生化学，毒物学，免疫学の専門領域に所属する研究者が，各自の専門分野からNO2の実験  

動物に及ぼす影響について検索し新たな影響指標を確立し，ついで各々の専門分野を超えて環境汚  

染物質の生体影響を総合的に把握することを目指した。本特別研究の期間内において，主として研  

究者の充足が遅れたことが原因となり．十分満足すべき段階にまでは到達しえなかったが，全体と  

しては参加した研究者が考えうる項目をほぼ検討し，一部については作用機序の解明も試みられた。  

その結果急性・亜急性暴露実験において新たにNO2の影響として見出されたものは以下の項目であ  

る。   

肺については，（1）02，CO2交換能の低下，（2）抗酸化怪物質量及び抗酸化性防禦系酵素活性の暴露  

初期での低下とその後の増加，（3）ミクロソーム電子伝達系成分の周期的な低下であった。   

血液については，（4）血清脂肪酸組成の変化，（5）赤血球解糖系酵素活性の増加，（6）赤血球膜成分の  

変動であった。   

肝臓においては，（7）薬物代謝系が特異的に低下することが見出された。   

脾臓においては．（8）液性抗体産生能の低下が見出さ叫た。   

さらに，本特別研究において新たに見出されたNO2の影響指標について，0ヨの単一又はNO2との  

複合での影響も検討した。そして，研究者が各自の専門分野ごとに行った研究を相互に関連づける  

試みもなされた。   

本特別研究の第二の目的であるNO2の低濃度での慢性吸入暴露実験では，従来からの指標と新た  

に見い出した影響指標とについて検討し，生体の広範囲な変化を把握することを目指した。ラット  

を用いた特記すべき主要な成果は以下のとおりである。  
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（1）呼吸器の病理形態学的観察によって4ppm9か月暴露では気管支上皮の肥大・過形成と肺胞壁   

の肥厚という定型的病変が現れ，27か月日には繰維化と上皮増殖の進行が認められた。0．4ppm暴   

露では18か月まで病変を確定し得ないが，27か月日では軽度の病変が観察された。形態計測法を   

導入して肺胞壁の厚さを定量的に算出した結果，4ppmでは18か月日，0．4ppmでは27か月日に   

有意に壁の肥厚が認められた。0．04ppmでは全期間対照群との間に有意な差はみられなかった   

が，27か月日には増加傾向が現れた。  

（2）動脈血酸素分圧は0，4pp∫n暴露では9か月日で有意に低下した。  

（3）呼気中の02，CO2墓を測定し0・12ppm暴露3か月で酸素消費量が有意に増加した。  

（4）生体内の脂質過酸化の指揮になると考えられる呼気中の低級炭化水素濃度を測定した結果，エ   

タン排出の割合が0．04ppm暴露9か月日で有意に増加した。  

（5）肺におけるグルタチオン塁は4ppm暴露1か月日から有意に増加し，27か月日まで高いレベル   

を維持した。  

（6）抗酸化性防禦系酵素活性は0・4ppmから4pprnの暴露18か月目で対照群のレベルより低下す   

ることが観察された。   

以上のように，本特別研究では，新たに確立した影響指標を中心として多くの検索項目について  

NO2の低濃度での慢性影響を明確にした。これらの実験は環境基準に関する基礎資料の一部として  

役立つものと考える。しかしながら，NO2の吸入による生体影響は，前述したように単に呼吸器に留  

まることなく生体の広い範囲にわたっており，この事実を踏まえるならば，低濃度での慢性影響を  

正しく評価するためには各専門分野からの知見を質・量ともに向上させるとともにNO2の作用機序  

を詳細に検討することが必要であろう。このような研究の進展に伴い各専門分野を超えてNO！の生  

体影響を総合的に把握することが可能になると考える。まキ，同時にこれまでに見出されている  

NO2の影響指標について，健康に及ぼす影響という観点から評価する研究が重要である。このような  

研究は単に正常な生体に対するNP2単独での影響を調べる研究に留まらず，NO2の影響を増幅させ  

る内的要因ならびに外的要因について検討する七とが必要であろう。これらの研究の発展に伴って  

大気汚染物質が土トを含む生物系に与える結果を予測する道も開けてくるものと期待される。   

本特別研究を終了するにあたり，故大山先生をはじめ，佐々，近乱高桑の諸先生，客員研究員の諸先生  

の御指導，御常連をいただいたことに対して深甚なる謝意を表します。又共同研究員の諸兄諸姉に対しても  

御礼申し上げます。   

特に昭和52年以来客員研究員として病理形態学の御指導を賜った故河合清之先生，昭和53年以来評議委  

員会専門別評議員として種々御指導をいただいた故山本正先生ならびに本研究所設立準備委貞会（茅委員  

会）のメンバーとして本研究所設立に尽力をいただしゝた恩師故柳沢謙先生の御霊に対して澄んで御礼申し上  

げます。   

その他特別研究に有形無形の援助をいただいた所内，特に研究企画官上総務部，技術乱さらに本研究の  

基礎を支えていただいたエネルギー管理・動物管理等の委託職員の皆様に厚く御礼申し上げます。  

‾ 7 －   



久保田憲太郎   

誌 上 発 表  

1・久保田憲太郎（1981）：研究の概要及び今後の展望．国立公害研究所研究報告，第31号，1－9．   

2・鈴木 明・市瀬孝道・局 博一（1981）：二酸化窒素急性暴露のマウスの肺機能に及ぼす影響．  

国立公害研究所研究報告，第31号，11－19．   

3・清水 明・局 博一・鈴木 明（1981）：ラットの呼気・吸気分離装置について一装置の機  

能とその応用．国立公害研究所研究報告，第31号，21－29、   

4・鈴木 明・市瀬草道・局 博一（1981）：二酸化窒素吸入時のイヌの呼吸気道内二酸化窒素濃  

度の変化．国立公害研究所研究報告，第31号，31－43．   

5，織田 車・永澤節子・局 博一・鈴木 明（1981）：一酸化窒素および二酸化窒素の生体内挙  

動．国立公害研究所研究報告，第31号，4558，   

6．局 博一・鈴木 明・永澤節子・織田 肇（19ぎりこ二酸化窒素の急性暴露によるラットの心  

電異常．国立公害研究所研究報告，第31号，59－65．   

7，嵯峨井勝・市瀬孝道（ユ9別）：二酸化窒素急性暴靂ラットの脂質過酸化と肺の抗酸化性防御機  

構の変化．国立公害研究所研究報告，第31号，67－79．   

臥 市瀬草道・嵯峨井膠（1981）：二酸化窒素亜急性暴露ラットの脂質過酸化と肺の抗酸化防御機  

構の変化．国立公害研究所研究報告，第31号，81－93．   

9．嵯峨井勝・市瀬孝通（1981）：二酸化窒素長期暴露のラットに及ぼす影響一脂質過酸化と肺  

の抗酸化性防御機構の変化．国立公害研究所研究報乱 第31号，95－108，  

10・河田明治（1981）：二酸化窒素東急性暴露のラット肺SH化合物に及ぼす影響．国立公害研究  

所研究報告，第31号，109一‖5，  

11．小林隆弘（19＄1）：二酸化窒素と肺の表面を構成する物質との反応→コレステロールとの反  

応．国立公害研究所研究報告，第31号，117－123．  

12・小林隆弘（1981）：二酸化窒素と不飽和脂肪酸の反応生成物のラット肺リン脂質脂肪酸組成に  

及ぼす影響．国立公害研究所研究報告，第31号，125一Ⅰ51．  

ほ 小林隆弘（1981）ニニ酸化窒素と不飽和脂肪酸の反応生成物の肺プロスタサイクリン合成に及  

ぼす影響．国立公害研究所研究報告，第31号，133－139．  

14，小林隆弘・森田育男・室田誠逸（1981）：二酸化窒素急性暴露の肺プロスタサイクリン合成に  

及ぼす影響，国立公害研究所研究報告，第封号，い‖－】45．  

15．三浦 卓・持立克身・彼谷邦光・国本 学（1981）：二酸化窒素暴露ラットの臓器内膜成分に  

及ぼす影響．国立公冨研究所研究報告，第封号，147－16】．  

16．持立克身・三浦 卓・彼谷邦光（19別）：二酸化窒素の肺の解糖系および呼吸系に及ぼす影響．  

国立公害研究所研究報告，第31号，163－167．  

17．持立克身・三浦 卓・彼谷邦光・国本 学（1981）：二酸化窒素またはオゾンの赤血球解糖系  

に及ぼす影響．国立公害研究所研究報告，第31号，169－174．  

一 8 －   



研究の概要とその意義   

18■ 彼谷邦光・三浦 卓（1981）：二酸化窒素のラット肝臓・血清および赤血球膜の脂肪酸組成に  

及ぼす影響．国立公害研究所研究報告，第31号，175－185．  

19．彼谷邦光・国本 学・三浦 卓・持立克身（1981）：二酸化窒素またはオゾンの間歌暴露によ  

る赤血球膜成分の変動．国立公害研究所研究報告，第31号，187r193．  

20・藤巻秀和（1981）：二酸化窒素亜急性暴露のリンパ球に及ぼす影響一丁〝y血系での検象国   

立公害研究所研究報告，第31号，19ト主oD．  

21・Sagai，M・，T・1chinose，H・Oda and K・Kubota（1982）：Studies on biochemicaleffectd of  

nitrogendio7iide・1l，Changesoftheprotectivesystemsinratlungsandoflipidperoxidalion  

byaclユteeXpOSuTe．J．Toxicol．Envlron．Healtll，9，153－164．  

22・Sa各ai，M・，T，lchinose，and K・Kubota（1983）：Studies on biochemicale鮎cts ofnitrogen  

dioxide・1V，Changesoflipidperoxidation andtheantioxidativepropeCtivesystemsinrat   

lungsuponlifespanexposuretolowlevelsofNO2，Tox．icol．Appl、Pharmacol．（inpTeSS）  

23．嵯峨井勝（1982）：大気汚染物質と脂質過酸化．変異原と毒性，5，233－242．  

24．嵯峨井勝（1982）：栄養と脂質過酸化．変異原と毒性，5，Zヱ3一之35．  

25．嵯峨井勝（1982）：生体内過酸化脂質の測定法一呼気分析－．過酸化脂質実験法．金田，植  

田編（医歯薬出版）．  

26．Ichinose，T．，A∴K．Suzuki，H，Tsubonearld M．Sagai（1982）：Biochemica15tudies on strain  

differerlCeSOfmiceinthesusceptibilitytonitrogendioxide・LifeSciences，18，1963－1972、  

27・lchinose，T・and M・Sagai（1982）：Studies on biochemicaleLYects ofnitrogen dioxide．JTI．  

Changes orthe・antioxidative protectiYe SyStemSin ratluTlgS and oflipid peroxidation by  

Chronicexposure・Toxicol▲Appl．Pharm．，65，1  

28、市瀬草道・嵯峨井勝（198Z）：老齢ラットの脂質過酸化と脂質成分の相関性について．過酸化  

脂質研免4，印刷中．  

29▲ 市瀬草道・嵯峨井勝・久保田憲太郎（1983）：二酸化窒素の急性，亜急性および慢性暴露によ  

る脂資過酸化と抗酸化性防御機構の変化について．大気汚染学会誌，18，131一」45．  

30・Suzuki，A・K・，HLTsuboneandK．Kubota（1981）：Changesofgaseousexchangeinthelung  

Ofmiceacutelyexposedtonitrogendioxide．Toxicol．Lett．，10，327－335．  

31・Suzuki，A・K，，T・Tchinose，H．Tsubone，H．Oda and K．Kubota（1982）：Efrects of acute  

nitrogendioxideexposureonswimmlngperformanceofmice．）．Toxicol・Environ．Health，9，  

1（I5－172．  

32・Suzuki，A■K・，H・TsuboTle，M．SagaiandK．Kubota（1982）：Changesofgaseousexchangein  

thelungsofmiceexposedlonitrogendioxideandtheirrecoveryprocess・Toxicol．Lett・，13，  

71－179．  

33L Tsubone，H▲，H．Oda，A．KSuzukiandK・Kubota（1982）：Electrocardiographicabnormali－  

－ 9 1   



久保田憲太郎  

tiesinratsbyacuteexposureofnitrogendioxide．Toxicol，Letl．，12，125－129．  

34・Kaya，K・andT▲Miura（1982）：Effectsornitrogendioxideonfa［［yaCideomposi（ioTISOfred  

Cellmembranes，Seraandliversin rats．Environ．Re5．，27，24－35．  

35L Kaya，K・andT・Miura（1982）：SelectivechangesinfattyacidcompositionofphosphatidyJ－  

5erjnejJlraterythrocytemembraneinducedbynitrate．Biochim．Biophys．Acta，688，305－315・  

36・Kunimoto，M・，K・Mochitate，K．Kaya，T、MiuraandK・Kubota（1983）：EfTectsofnitrogen  

dioxideonredbloodcellsofrats：Alterationsofceumembranecomponentsandpopulational  

Changesofredbloodcellsduringln VivoexposuretoNO2．Environ．Res．，inpress，  

37・Mochitate，K・，K．KayaandT．Mirura（1983）：InvivoefrtctsornitrogendioxideonmembraTle  

COnStituentsinlungandliverorrats．Environ，Res・，inpress．  

38・Fujimaki，H，，F．ShimizuandK・Kubota（1981）：Suppressionofantibodyresponseinmiceby  

acuteexposureto nitrogendioxide：［TZ ViErostudy．Environ．Res．，26，490r496．  

39・Maitani，T．and K．T・Suzuki（1981）ニMetalcontent ratio sensitiveindicator ofpulmonary  

edama．Toxicol．Lett．，9，295－300．  

学 会 発 表  

1，高橋 弘・松本 茂・久保田憲太郎（1980）ニNO2長期暴露のラットに及ぼす影響，実験環境  

の設定・維持と供試動物の飼育経過．第21回大気汚染学会（浦和）   

2．高橋 弘・清水 明・寺尾恵治・小田 保雄剃）：ラットの性周期に及ぼす二酸化窒素低濃  

度連続皐靂の影響．第72回日本畜産学会大会（福岡）   

3．市瀬孝道・鈴木 明・局 博一（1981）：二酸化窒素暴靂ラットの血液性状に及ぼす影響－－1  

高濃度NO2暴露－．第92回日本獣医学会（十和田）   

4．市瀬草道・鈴木 明・局 博一（1981）：二酸化窒素暴露ラットの血液性状に及ぼす影響⊥－」  

低濃度NO2長期秦項仁一ー．第92回日本獣医学会（十和田）   

5．市瀬草道・嵯峨井膠・久保田憲太郎（1981）：低濃度NO2亜急性暴露ラットの脂質過酸化と肺  

における抗酸化性防御系の変化．第22回大気汚染学会（秋田）   

6．彼谷邦光・三浦 卓・国本 学（1981）：ラット赤血球腰リン脂質の脂肪酸組成におよぽす二  

酸化窒素の影響．日本生化学会大会第54回年会（仙台）   

7，河田明治（19別）：NOz亜急性暴靂がラット肺のSH化合物に及ぼす影響．日本薬学会第101  

年会（態本）   

g．嗟峨井膵・市瀬孝道・織田 肇・久保田憲太郎り9Sり：NO2暴露による脂質過酸化と防御系  

の変化．日本衛生学会（札幌）   

9．今井 透・清水不二雄■白石不二躍・藤巻秀和■久保田凄太郎りタ∂りニオゾン・NOg急性暴  

買によるマウスIgE抗体産生の増強．第22回大気汚染学会（秋田）  

ーー10   



研究の概要とその意義   

10．白石不二雄・坂東 博・秋元 肇・久保田憲太郎・黒木登志夫（19Sl）：光化学二次汚染物質  

の培養細胞への暴露方式について．第22回大気汚染学会（秋田）  

11．鈴木 明■局 博一・市瀬草道‥久保田憲太郎（1981）：NO2暴露に対するマウス系統間の  

感受性の相違と血液pH／ガス分圧．第22回大気汚染学会（秋田）  

12．鈴木 明・局 博一・市瀬草道・清水 明（1981）：ラットにおける呼気・吸気分離の試みⅠⅠ．  

呼気・吸気分離による一回換気量と分離換気量．第91回日本獣医学会（東京）  

13．山崎英世・局 博一・鈴木 明（1981）：イヌの麻酔時の脳波についてIlI．パワースペクトル  

を用しゝた帯域区分の検討．第91回日本獣医学会（東京）  

14．局 博一・織田 肇・鈴木 明・久保田音大郎（1981）：高濃度NO2暴露でみられる心機能異  

常の発見要因について．第22回大気汚染学会（秋田）  

15．藤巻秀和・久保田脊太郎・清水不二雄（1981）：NO2亜急性暴霧の抗体産生能に及ぽす影響  

一丁〃γか0系での検索一．第51回日本衛生学会（札幌）  

16，三浦 卓・彼谷邦光・持立克身（1981）：ラット肝ミクロソームの電子伝達系に及ぽす二酸化  

窒素（NO2）の影響．日本生化学大会第54回年会（仙台）  

17．国本 字・局 博一・辻井直樹・三浦 卓・彼谷邦光・持立克身・久保田憲太郎（1982）：NO2  

暴露のラット赤血球に及ぼす影響一硝酸イオンと膜ÅTPase活性との関係－．第5ユ回日  

本衛生学会総会（東京）  

1g．持立克身・局 博一・国本 学・彼谷邦光・三浦 卓・久保田憲太郎（1982）：二酸化窒素の  

ラット肝ミクロソーム成分に及ぼす影響：硝酸ナトリウムとミクロソ…ム成分との関係．第  

52回日本衛生学会総会（東京）  

19、鈴木 明・局 博一・市瀬孝遥・嵯峨井捗・久保田憲太郎（19氾）：ニ酸化窒素動物暴露用  

フロータイプ光化学チャンパーについて．第23回大気汚染学会（宮崎）  

20．局 博一・鈴木 明・嵯峨井勝・久保田憲太郎（1982）：大気汚染物質が気道反射機構に及ぼ  

す影響に関する研究Ⅰ肺伸展受容器について．第23回大気汚染学会（宮崎）  

21．局 博一・鈴木 明・嵯峨井勝・久保田憲太郎（1982）：NO2暴靂による心電図異常－とく  

に呼吸運動との関連性について。第23回大気汚染学会（宮崎）  

22．鈴木 明・局 博一・嵯峨井勝・久保田憲太郎（1982）：NO2および0。の単一あるいは複合暴  

露がラットの呼吸機能に及ぼす影響．第23回大気汚染学会（宮崎）  

23．藤巻秀和・小澤 仁・村上正孝・久保田憲太郎（1982）：03亜急性暴露のマウス抗体産生に及  

ぼす影響ⅠIgM抗体産生について．第23回大気汚染学会（宮崎）  

24．小澤 仁・今井 透・本多芳男・藤巻秀和・白石不二雄・村上正孝・久保田憲太郎（198ユ）：  

03亜急性暴露のマウス抗体産生に及ぼす影響ⅠⅠIgE抗体産生について．第23回大気汚染  

会（宮崎）  

25．市瀬孝道・鈴木誠一・鈴木 明・局 博一・嵯峨井勝・久保田憲太郎（1982）：二酸化窒素屡  

ー11－   



久保田憲太郎  

露に対する肺の抗酸化性防御機能の動物種差に関する研究．第23回大気汚染学会（宮崎）  

26．市願事道・鈴木誠一・嵯峨井膠・久保田憲太郎（1982）：高濃度二酸化窒素暴露によるラット  

の生存時間と肺Arylhydrocarbonhydroxylase（AHH）活性の相関について．第23回大気汚  

染学会（宮崎）  

27，高橋勇二・三浦 卓・持立克身・久保田憲太郎・大住拓美（1982）：NO2暴環のラット肺の生  

体膜成分に及ぼす影響．第23回大気汚染学会（宮崎）  

28．持立克身・三浦 卓・彼谷邦光・国本 学・久保田憲太郎（1982）：赤血球の解糖系に及ぼす  

二酸化窒素の影響．第23回大気汚染学会（宮崎）  

29，辻井直樹・国本 学・彼谷邦光・三浦 卓・久保田憲太郎（1982）：NO2暴葦ラット赤血球膜  

ATPaseに及ぼす影響．第23回大気汚染学会（宮崎）  

弧 竹中参二・久保田憲太郎（19S2）：NO2亜急性暴罵マウスにおける耐性の持続と消失．第23回  

大気汚染学会（宮崎）  

31．高橋 弘・高橋慎二・山元昭二・伊藤勇三・久保田憲太郎（1982）：NO2長期暴霜のラットに  

及ぼす影響．第7報 供試動物の飼育経過（2）．第23回大気汚染学会（宮崎）  

32．清水 明・松本 茂・藤田和伸・木村英雄・高橋 弘・久保田憲太郎（1982）：NO2長期暴露  

のラットに及ぼす影響 第8報 実験環境の設定と維持（2）第23回大気汚染学会（宮崎）  

33．鈴木 明・局 博一・嵯峨井膵・久保田憲太郎（1982）：NO2長期暴露のラットに及ぼす影響  

第9報 血液pH／ガスおよび呼気ガス（Oz，CO2の変化について）．第2j回大気汚染学舎（宮  

崎）  

34．嵯峨井勝・市瀬孝道・小林隆弘・久保田憲太郎（1982）：NO2長期暴露のラットに及ぼす影響  

第】0報 呼気中炭化水素分析による脂質過酸化について．第23回大気汚染学会（宮崎）  

35．国本 学t彼谷邦光・三浦 卓（1982）：ラット赤血球の老化に伴う脂質組成，脂質代謝の変  

化．第24回脂質生化学研究会（仙台）  

そ の 他  

大気汚染物質の生体影響に関するシンポジウム：昭和57年3月12－13日（国立公害研）  

－lご －   



国立公害研究所研究報告 策40号（R－40一・83）  

Res・Rep・Natl・Tnst・EnvironlStud・，Jpn．，No．40．1983  

Ⅰ－1  

二酸化窒素のラット赤血球への影響  

－10ppmNO2暴露による赤血球膿ホスファチジルエタノールアミンの  

脂肪酸組成の変動と赤血球population－  

EffectsofNitrogenDioxideonRedBloodCellsofRats：  

AlterationofFattyAcidCompositionofPhosphatidylethanolamineandPopulational  

ChangesofRedBloodCe11sduring］n VivoExposuretolOppmNO2・  

国本 学1・彼谷邦光1・持立克身l・三浦 卓1   

ManabuKUNIMOTOl，KunimitsuKAYAl，KatsumiMOCHITATEl  

and TakashiMIURAl  

要  
10ppm NO2暴露5日目で，ラット赤血球膿の主要リン脂質であるホスファチジルエタ  

ノールアミン（PE）のアラキドン酸含意の増加とパルミチン酸含量の減少が認められた。  

また同時に赤血球を比重羞により4画分に分画した際，暴露群において比重の小さな画分  

の割合の増加も認められた。比重の小さな画分の赤血球は，血流中に放出されて間もない  

赤血球，即ち若い赤血球であり，PEの脂肪酸組成では，比重の大きい画分に比べ，アラキ  

ドン酸，パルミチン酸含量が高く，オレイン酸リノール酸含量が低かった。従ってNO2暴  

露により認められた。PEのアラキドン酸含量の増加は，比重の小さい若い赤血球画分の割  

合の増加により引き起こされている可能性が示唆された。  

Abstract   
WhenmaleWista一丁atSWeTeeXpOSedtoNO2attheconcentTationoflOppmfor5days，  
anincreasein（hereIativeamountofarachidonicacidandadecreaseintherelativeamount  

Orpalmiticacidinphosphatidylethanolamine（PE）oferythrocytemembraneswe【eQbserved．  
Inordertoexaminechangesinerythrocytepopulation，redbloodcellswerefractionatedinto  
fourfractionsaccordingtotheirdensitiesusingdextrandensitycentrifugationrlncreasesin  
thepercentagesoflowerdensltyCellswereobserved5daysaLterexposureto10pprnNO2・  
PEinlower・densitycellscontaiTISmOrearaChidonicacidandpalmiticacidthanthatin  
higller－densltyCellsdo5e．  

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 forEnvironmentalStudies，Basic MedicalSciencesDivision，Yatat）e－maChi，   

Tsulくuba．】baraki305．Japan．  
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国本 学ら  

Based on these results，itis concluded that anincreasein the relative amount of  

arachjdonicacidjnPE，0∝uredbyexposureto】O ppmNO～払r5day5，Wa5Cau光dbyan  

increaseinthepercentagesoflowerdensltyCe11sinerythrocytepopulation・  

はじめに   

大気汚染物質の一種である二酸化窒素（NO2）の吸入によるラット赤血球膜脂質の変動について  

報告してきた1）2）。ラットの赤血球はヒトを含めた他の哺乳動物の赤血球と同様に，細胞内に核1あ  

るいはミトコンドリア，小胞体等の細胞内小器官を持たず，膜脂質の調節に関しても，dg〃0ひ0の  

生合成系，あるいは脂肪酸の鎖長，不飽和度を変える系を持たない㌔このようなラット赤血球の膜  

脂質組成変動のメカニズム解明の一助として，ラット赤血球を比重差により分画することを試み，  

各画分の赤血球膜脂質の分析を行い，NO2暴露による赤血球の画分の変動の影響について検討を  

行った。  

方  法  

1．暴露条件   

6匹を一群としたJc】：Wi5tar系雄ラット（14適齢）を10±0．5ppmのNO2で5日間連続暴露し  

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のかわりに，フィルターを通した新鮮空気を通気した。   

2．赤血球の調製   

NO2暴露群及び対照群のラットの頸動脈からヘパリン存在下で採血した。全血7．5mlに等張の  

50％デキストランT40溶液2．5mlを加えよく混ぜたのちAbrahamらの方法4）により調製した，デ  

キストランT40の段階的密度勾配（図1）の上に重層し，40Cで90，000×g，90分間遠心を行った。  

各濃度のデキストラン溶液の層の界面に赤血球が回収され，比重の大きい方から順に，画分Ⅰ～ⅠⅤ  

とした。各画分の赤血球は，デキストランを除くため，生理食塩水で3回洗催した。赤血球膜は  

Dodgeらの方法5）に準L；，10mMTris－flCJ（pH7．4）で溶血させ，遠心することにより調製した。   

3．赤血球膜脂質の分析   

赤血球膜脂質の抽出は以下のように行った。赤血球膜画分に20倍容のクロロホルムーメタノール  

（1：1，Ⅴ／v）を加えよく振とうした後，不溶物質を遠心で除き，上浦を濃縮乾回し少量のクロロホ  

ルムーメタノール（2：1，V／v）に溶解した。PEの分離は，シリカゲル60の薄層クロマトグラフィー  

（展開溶媒：クロロホルム：メタノール：28％アンモニア水：水＝73：27：2：3）により行った。  

分離したPEはBF3－MeOHを用いてその脂肪酸をメチルエステ／レとし．ガスクロマトグラフィー  

（装置：ShimadzuGC－7AG，カラム：5％ShinchromEp71（4．1mXO・5m，ガラスカラム），カ  
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NO2暴露による赤血球の膜脂質組成と比重の変動  

7．5ml臼l00d＋2．5m150％ Dex†r（】n T40  

DoxIr（川 T40  

50％ 8m1  

52％ 8mI  

54％ 8m1  

50％ 5ml  

Fr．1V   

Fr．tⅡ  

Fr．Ⅰ  

図 1デキストラン段階的密度勾配遠心法を用いたラット赤血球の比重差によ  

る分画  
Fig・1Separationofredbloodcellsaccordingtotheirdensities・Centrifugationwas  

Performedat90，000×gf8r9minat40C・  

ラム温度：2300C，検出器；FID）で分析した。   

4．赤血球膜PEの2，4，6－トリニトロベンゼンスルホン酸（TNBS）標識   

アミノ基に対する反応性が高く，生体膜を通過しない試薬であるTNBSによる赤血球膜PEの標  

識はMarinettiらの方法6〉の変法で行った。1mlの洗條赤血球に，15mMTNBSを含む120mM，  

NaHCO，（pH8．5）（40mMNaCl，5．5mMグ）t／コース，0．5％デキストランT70を含む）50mlを  

加え，200Cで3時間反応させた。前記の方法で赤血球膜画分を得，膜脂質を抽出した。TNBSで標  

識されたPE（TNP－PE）と未反応のPE（Unreacted PE）はシリカゲル60の薄層クロマトグラ  

フィーで分離し，それらの脂肪酸組成の分析は前記の方法で行った。  

結  果  

1．10ppmNO25日間暴露での赤血球膜PEの脂肪酸組成の変化   

表1に10ppm NO，を5E］間暴露したラットの赤血球膜PEと，対照群の赤血球膜PEの脂肪酸  

組成を示した。暴露群で，アラキドン酸（2（）二4）の含量が高く、パルミテン酸十パルミトレイン酸  

（16）の含量が低かった。他の脂肪酸の相対的含量には有意な変化は認められなかった。  

2．10ppmNO25日間暴露での赤血球膿TNP－PEとUnreacted－PEの脂肪酸組成の変化  

TNBSは生体膜を通過しないとされており6）外から加えたTNBSは，無傷の赤血球の膜の外層  

（Outerleaflet）に存在するPEとのみ反応することができる。従ってTNP－PEは赤血球膜の  
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園本 字ら   

表 110ppm NO2を5日間暴露した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  

T（a）blel Fattyacidcompositionofphosphatidylethanolamineinredbloodcellsof  
ratsexposedtolOppmNO2for5days  

Fattyacids  16  18：O  18＝1  18：2  20＝4  

3．3±0  10．5±0．1  6・6±0．1  32．7±0・2（％）  

3．2±0．1  10．1±0．5  5．9±0．い－   j4．7±0．3…  
Contro1  28．9±0，3  

Exposed  27．7±0．5■  

（〃＝3，mean±S．D．）  ●pく0・05，＝ク＜0▲01  

outerleafletに，Unreacted PEは，内層（innerleaflet）に存在するPEを反映していると考え  

られる。表2に，10ppmNO，を5日間暴露したラット及び対照群のラットの赤血球膜のTNP、PE，  

Unreated PEの脂肪酸組成を示した。アラキドン酸（20：4）とパ）L／ミチ）L／酸＋パルミトレイン酸  

（16）の変化は，WholePEの変化と平行して，TNP－PE，UnreatedPEでも観察されており，TNP  

－PE，あるいはUnreatedPEに特異的な変化は認められなかった。  

表  210ppmNO2を5日間暴葦したラットの赤血球膜のTNBSで標識さ  
れたPE（TNP－PE）と標識されないPE（UnreatedPE）の脂肪酸組成  

Table2 Fatty acid composition of TNBS－1abe11ed and unlabelled phosphtidyl－  
ethanolamineinredcellsofratsexposedtolOppmNO2for5days  

Fattyacid  16  18＝0   18：1   18：2  20＝4  
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3．10ppmNO25日間暴露での赤血球populationの変化   

表3に，10ppm NO2を5日間暴露したラット及び対照群のラットの赤血球をデキストラン．T40  

の段階的密度勾配遠心で分画した際の各画分の割合を示した。この値は，生理食塩水で洗催してデ  

キストランを除いた後，2000rpm，10分間遠心した際の赤血球湿容量に基づいて計算したものであ  

る。比重の小さい2つの画分の割合が増加しており，比重の大きい2つの画分の割合は減少してい  

た。  

4．テキストランの段階的密度勾配遠心で分画した赤血球のPEの脂肪酸組成  

デキストランT40の階段的密度勾配遠心で4画分したラット赤血球のPEの脂肪酸組成を表4  
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NO2暴露による赤血球の膜脂質組成と比重の変動   

表 310ppmNO2を5日間暴露したラットの赤血球，pOpulationの変動  
Table3 PeT∝ntageOreaChsdbf【aCti（】nOrTatredbloodcellsexposedtolOppmNO2  

ねr5days  

Fraction  IV（Top）  IlI  II  I（Bottom）  

Contro1  29．2±15．2  ‘35，0±7．3  23．9±12．0  11，9±7．5  

Exposed  コ8・0±14・1  38・7±2・6  19・7±10・5  ・3：6±2・6  

（〃＝6，mean±S．D．）  

に示した。赤血球の比重が大きくなるに従って，即ち血流中での老化に伴ってアラキドン酸（20：  

4），パルミチン酸＋パルミトレイン酸（16）の相対的含量の減少とステアリン酸（18：0），オレイ  

ン酸（18：1），リノー／レ酸（18：2）の相対的含量の増加が認められた。表には画分ⅠⅤとⅠしか示し  

表  4 比重差で分画したラット赤血球のホスファチジルエタノールアミンの脂肪  
酸組成  

Table4 FattyacidcompositionorPEindensityseparatedredcells  

Fatty acids Whole cells Fraction IV Fraction 1 

29．0±0．5  Z5．5±0．9■＝   （％）  

3．3±0．1  4．3±0．5＝  

9，1±0．6  13．6±0．6＝●  

4．0±0．4  9，2±1．0●事■  

36．7±1．2  31．9±1．5‥・  

27．7±0．7  

3．8±0．2  

10．S±0．2  

6．1±0．3  

34．9±0．6  

lト  

0
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つ
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n
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Thepercentageofeachfattyacidinf，aCtionIwascomparedtolhatinfTaCtionIV：‥p＜0・01・…p＜0・001   
（〃＝6，mean±S．D．）  

ていないが，この変化は画分ⅠⅤ，lIl，ⅠⅠ，Ⅰ間でほぼ直線的であった。  

考  察  

10ppmNO2を5日間暴露することにより，ラットの赤血球膜主要リン脂質の一つであるホスファ  

チジルエタノールアミン（PE）の脂肪酸組成において，対照群に比し，アラキドン酸の相対的含量  

が増加し，パルミチン酸＋パルミトレイン酸の相対的含量が低下することが認められた（表1）。成  

熟したラットの赤血球は，ヒトをはじめ他の哺乳動物の赤血球と同様にd＝叩Ⅲのリン脂質生合成  

系あるいは脂肪酸の鎖長，不飽和度を変える系を持たず，リン脂質の代謝系としては，血祭リン脂  

質との交換反応あるいは，リン脂質の脂肪酸の加水分解，再エステル化反応（deacylation・reaCyla・  

tion）に限定されている。このようなラット赤血球で表1に示したような脂防敵組成の変動が起こる  

メカニズムとしては，1）deacylation－reaCylation系の特異性の変化2）血簗の遊離脂肪乳リン  

脂質の脂肪酸組成の変化の反映，3）異種の脂肪酸組成（アラキドン酸に青む，等）を持つ赤血球の  

出現，等が考えられる。   

まず1）の可能性であるが，ラット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）  

llT  
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国本 学ら   

への血焚からの脂肪酸取り込みは，膜のinnerleafletに存在するPCに特異性が高いことが報告さ  

れている7㌔・⊥方ヒト赤血球膜のPEへの脂肪酸取り込みは，いくつかの脂肪酸種において膜の  

outerleafletに存在するPEに特異性が高いことが報告されており8〉，類似の現象をラットにおい  

ても我々は観察している。そこでラット赤血球膜のPEをTNBSによりouterleafletに存在する  

もの（TNP－PE），innerleafletに存在するもの（UnreatedPE）を識別し10ppmNO，5日間暴  

震ゎ脂肪酸組成への影響を調べたが．（表2），TNPrPEあるいはUnreatedPEに特異的な変化は認  

められなかった。また，ラット赤血球のdeacylation・reaCylation系のPEに対する処理能力は，～3  

mmoleFattyacid／molePhospholipid／day程度であり，5日間程度では大きな変化は起こしにく  

いと考えられる。  

次に2）の可能性であるが，血祭リン脂質との交換反応は，ラット血祭にPEが微量にしか存在し  

ないことなどから，赤血球膜PEへの影響は少ないと考えられる。また，遊離脂肪酸の組成は，10  

ppmNO2で多少の変動が認められているが，1）の可能性の項で述べたようにこの変動が直ちに赤  

血球膜PEの脂肪酸組成に反映される可能性は少ないと考えられる。   

3）の可能性であるが，10ppm NO25日間暴露で，赤血球populationに変動が認められ，比重  

の小さな2つの画分の都合が減少することが明らかになった（表3）。また，この比重の小さな画分  

の赤血球のPEの脂肪酸組成では，比重の大きな画分のものに比べ，アラキドン酸とパルミチン酸十  

パルミトレイン酸含量が高く，ステアリン酸，オレイン酸，リノール酸含量が低かった（表4）。こ  

の2つの結果，即ちアラキドン酸含量の高い画分IVの割合が10ppmNO盲5日間暴雷で増加するこ  

とから，全赤血球のPEの脂肪酸組成においてみかけ上アラキドン酸とパルミテン酸＋パルミトレ  

イン酸含量が高く，ステアリン酸，オレイン酸，リノール酸含量が低くなることが予測されるが，  

パルミチン酸＋パルミトレイン酸を除き，実際の結果（表1）とよく一致している。パルミチン酸＋  

パルミトレイン酸の矛盾した変化については，他の可能性の関与を考えなくてはならないが，現在  

のところ十分な解答は得られていない。  
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二酸化肇素のラット赤血球への影響  

T4ppmNO2による赤血球膜構成成分と赤血球populationの変動事－  
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要  旨   

Wistar系の雄ラットに4ppmNO2を連続暴露した際の，赤血球膜構成成分，膜結合性酵  

素活性の変動と赤血球populationの変動との関連性について検討した。赤血球popula－  

tionはデキストランの段階的密度勾配遠心により，比重の大きい方からⅠ，ⅠⅠ，lII，lVの  

四つの画分に分画し検討した。4ppmNO2暴貰1日肖，4日巨で画分ⅠⅤβ割合が対照群の  

1．43，1．68倍と高く7日目で対照群のレベル以下まで低下し，この低下に伴い比重の大きい  

画分Ⅰ，Ilの赤血球の割合は上昇した。この画分ⅠⅤの割合の変動とほぼ平行して，Na＋，  

K＋－ATPase清性及びシァル酸含量の変動が観察された。また，画分ⅠⅤの赤血球は，他の3  

画分に比べNa＋，K＋一ATPase活性，Ca2＋，Mg2十ATPase活性及びシァル酸の含量が高  

かった。従って，4ppmNO2暴霹に伴うNa十，K＋ィATPase活性，シァル醗含量の変動は説  

明されるが，Ca2＋，Mg2＋－ATPase活性の変動は説明されない。また，暴露1日目の赤血球  

を分画して検討した結果，同一画分を比較した際。暴露群と対照群で差が認められており，  

赤血球populationの変動以外の因子の関与も考える必要がある。  

Abstr8Ct   

MaleWistarratswereexpo5edto4ppmnitrogendioxide（NO2）for10daysinorderto  

examinetherelationship between the changesin components orred cellmembranes and  

alterationsoferythrocytepopulation・Na＋，K十ATPaseactivltyOfredcellmernbranesof  

exposedanimalsshowedaslgnificantlyhighervaluethanthatoftheconLrOlattheflrstand  

forthdayofexposureandthendecreasedtounderthecontroIvalueatthe7thday・Inorder  

・本論文の原著は，EnvironmentalResearchに印刷中である．  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷関都町小野川16番2   
TheNaLionallnstituleLorErlViTOnmerlta］Ssudies，BasicMedicalSciencesDivision，Yatabe・maChi，Tsukuba，   

1baraki305，Japan．  
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toexamirleChangesinerythrocytepopulation，red bloodcellswerefractionatedinto four  

fractionsaccordingtotheirdensityusingtheDextran－densltyCentrifugation・Thealteration  

OftheperCentageOflowest－densitycells（fractionIV）ofexposedanimalswascompletely  

COnSistentwiththatofNa＋，K＋－ATPaseactivltylnadditiontothatofthe5ialicacidcorttent  

asdescribedirlthepreviousreport．ThepercentageoffTaCtionIVwasl．43（p＜0．05）and  

l・68－fold（P＜0・01）thoseofthecontrolatthefirstandf8rthdayorexposure and，then，  

decrea5eC＝ounder血eco川TO】va】uea【一九e7－bd8y・Thiざdecre郎ea∝Omp8niedi爪CreaSeSin  

thepercentagesofhigher－densityceIIs（fractionsIandII）・Examinationonsubfraction5  

0rredbloodcellsshowedthatNa’，K十－ATPaseactivltyandthesialicacidcontentofthree  

Lractionswithlower－densitieshavehighervaluesinexposed animalsthaninthecontroll  

daya丘erexposureto NO2・Basedon theseresults，itisconcludedthatincrease5in Na＋，  

K＋ATPaseactivltyandthesialicacidcontentoccurredbyldayexposureto4ppmNO2  

WereCausedbyele、組tedlevelsofthesecomponentsinlhreefractionswithlowef－der．siliesas  

WeuaSbyanincreaseinthepercentageorlowest－densltyCellsinerythrocytepopulation・lt  

WaS also suggested that NO2inhalation accerelated aglngOferythrocy（eS With TeSPeCt tO  

den5ity．   

ThechangeinCaヱ＋，Mg2十ATPa5e aCtivltyWaSdiiTerentfromthosein the5ialicacid  

COntentandNa十，K十ATPase activlty・Ca2＋，Mg2＋－ATPaseactivlty OreXpOSed animals  

showedslightlyreducedvalueldayaLterexposuretoNO2．1nallsubfractionsofredblood  

Cellsthe5eVa】ue5Were5】ighly】owerjnexpo5ed8njma】5一九anin【hecon【ro】・Thereわre，  

reductioninCa2＋，Mg2＋－ATPaseaclivltylSnOtduetocangesinerythrocytepopulation・  

はじめに   

大気汚染物質の一種である二酸化窒素（NO2）の暴露による赤血球膜構成成分の変動について既  

に報告してきた1ト3）。成熟したラットの赤血球はと卜をはじめ他の哺乳動物の赤血球と同様に核を  

はじめミトコンドリア，小胞体等の細胞内小器官を持たず，タンパク質生合成能を持たない。従っ  

て，このようなラット赤血球で観察された4ppmNO2暴露に伴うATPase活性シァル酸含量の変  

動は，生合成能の変動では説明できない。また，ラット赤血球は平均寿命が60日程度で，絶えず新  

生，破壊が繰り返されている。そこで，赤血球膜構成成分の変動の原因として赤血球populationの  

変動に着目した。既に比重差で分画した赤血球を用いて種々の検討が加えられているが，比重の小  

さな赤血球は若い赤血球であり，シァル離合量4〉，ATPase活性が高いことむ報告されている㌔今  

回，ラット赤血球をデキストランの段階的密度勾配遠心で四つの画分に分画し，NO2暴露に伴う各  

画分の割合の変動と，赤血球膜構成成分の変動の関連性，及びNO2暴露により赤血球の新生が促進  

されている可能性について検討した。  

方  法  

1．暴露条件   

6匹を一群としたJclニ1Vis亡甜の雄ラット（13～26過令）を4±0．08ppnlのNO2で連続暴露した。  

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，  
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NO2のかわりにフィルターを通した新鮮空気を通気した。  

2．赤血球の調整  

前紺5）と同様に行った。   

3－ ATPase活性の測定   

赤血球膜のATPase活性の測定は3mMATP，68．5mMNaCl，28mMKCl，3．1mMMgCl，，  

0．18mMCaC12，69mMHistidine（pH7．5）を含む反応液0．5ml中で行い，370C，30分間のインキュ  

ベーションの後，30％トリタロル酢酸0．1mlを加え反応を終了した。Na＋，KLATPase活性の測  

定は，反応液に最終濃度1．5mMのEGTAを加え，KClを除いたもめを対照とした。Ca2＋，Mg2十一  

ATPase活性は，EGTAを加えたものを対照として決定した。遊離した無機リンの定量はChenら  

の方法7）によった。赤血球膜リン脂質の定量はHarrisらの方法8〉によった。   

4．シァル較含邑の測定   

シァル酸の定量は，赤血球膜標品を0．5NH2SO。で800C，60分間加水分解し，遊離したシァル酸  

についてAminoffの方法9）に従って行った。  

結  果  

1．ATP∂Se活性の変動   

4ppmNO2の暴露によりラット赤血球膜のNa＋，K＋－ATPase活性は，暴露1日目で対照群の1．  

28慣の値を示し，その後減少してゆき．7日目では対照群のレベル以下となった（図1）。一方，Ca2＋，  

Mg2十－ATPase活性は暴露1日目と10日目で対照群の0．77，0，84倍であり，4日臥7日冒では対照  

群よりやや高い値を示した（図2）。   

2．赤血球poputationの変動   

暴露群，対照群のラットの赤血球をデキストランの段階的密度勾配遠心で分画し，各画分の割合  

をヘモグロビン量で算出した結果を図3に示した。暴露1日目と4日日で最も比重の小さな画分ⅠⅤ  

の割合が，対照群の1．43，1．68倍と有意に高い値を示し，その後対照群と同程度の値となった。こ  

れに対し，比重の大きな画分IlとⅠの割合は，4日冒まで対照群より低く，7日日では対照群よりや  

や高くなった。なおヘマトクリット値は，暴露群，対照群とも，暴露期間中を通じてほぼ一定であっ  

た。  

3．比重差で分画した赤血球古画分のATPase活性  

表1に赤血球各面分のNa十，K十一ATPase活性を示したが，画分1Vで最も高く，画分lで最も低  
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図14ppmNO2暴霹によるラット赤血球膜Na＋，K＋－ATPase活性の変動  
Fig・1Changesin Na＋，K＋ATPase activltly Or red ce11membranes during  
exposuretoNO2  
Ratsareexposedto4ppmNO2andsixorthemarekilledatdaysindicatedto  
collectbloodsamples・Preparationorredcellmembranesanddeterminationof  
ATPa5eaCtjyltyarePeTformedasdescribedunderMaterialsandMethods・Closed  
symboIs represent activityfor exposed animals and open ones for the controI  
counterparts・Eachpointisthemeanofsixrats・Errorbarsrepresent±SD・The  
slgni†icancebetweencontrolandexposedvaluesisshown：－p＜0・05・  
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園 2 4ppmNO2暴露によるラット赤血球膜Ca2＋，Mg2＋－ATPase活性の変動  
Fig・2 Changesin Ca2十，Mg2＋－ATPase activlty Ofred cellmembranes during  
exposuretoNO2  
Experimenlalconditions are the5ame aSin Fig・1・Closed symboIs represent  
activltyforexposedanimalsandopenone5forthecontroIcounlerpartS・Each  
polnlisthemeanofsixrats・Errorbarsrepresen（±SD・  
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図 3 4ppmNO2暴露によるラット赤血球各画分の割合の変動  

Fig．3 ChangesinthepercentageofsubfractionsofredbloodcellsduringexLpOSure  
toNO2  
Rats are exposed to4ppm NO2and six oflhem are killed at daysindicated・  
lmmedizItely a丘er sampllng，the bloodismixed with O・25vol，Of50％Dextran  
solution andislayered on the Dextran discontinuous denslty・gradient．Alter  
C已ntTi†u8ationatユ5∬氾－pmゎー恥mln，burdlscTelezon8SOfTedbloodcellsaTe  
Visjblebetweengradients・Redbloodcellsc・feachzonearedesignatedasfractions  
I，II，IlrandIVfromthebottomandcollected・TheperCentag9Ofeachfraction  
iscalculatedn・OmtheratioofhemoglobinconterltineachLractlOntOthatinthe  
appliedblood．Delailssee“MaterialsandMethods”・ClosedsYmboIs－epTeSentthe  
perCentageSforexposedaniTTIalsandopenoIleSforthecontTOIcounterpartsIEach  
polntisthemeanorsixrats．Errorbarsrepresent±SD・Thesigniricancebetween  
COntrOlandexposedvaluesisshown：’p＜0．05，■■p＜0・01．  

かった。4ppmNO2暴露1日日のラットの末分画の赤血球では，対照群の1．25倍のNa＋，  

K＋【ATPase溶性を示したが，分画した赤血球では画分lVとlIlが対照群の1．28，1．24倍の活性だった  

のに対し，画分Iは0．79倍であった。4ppmNO2暴露1日日で観察されたラット赤血球のNa＋，  

K＋，ATPase活性の上昇は活性の高い両分IVの割合の増加とともに，両分IV，IIlの活性自体が上昇し  

ていることによることが明らかになった。   

表2には，赤血球各画分のCa2＋，Mg2＋ATPase活性を示したが，比重が大きくなるに従い，即  

ち画分ⅠⅤからⅠとなるに従い，著しい活性の低下が認められた。また4ppmNO2暴露1日目で，4画  

分ともに対照群に比べて，暴露群の本活性が低下しており，これが未分画赤血球での本活性の低下  

を引き起こしているものと考えられる。   

4．比重差で分画した赤血球各画分のシァル酸含量   

4ppmNOz暴露1日目で，ラット赤血球膜シァル酸含量が増加することを既に報告したが，表3  

に対照群及び4ppmNO2暴露1日目のラットの赤血球を分画しそのシァル殿舎量を測定した結果  
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表 14ppm NO2を1日間暴露したラットの赤血球各画分のNa＋，K＋－ATPase  
活性  

TablelNa＋，K十一ATPase Activitiesin Subfractions ofRed Blood Cells One Day  
afterExposureto4ppmNO2  

Fractions  

Whole Cells  

！V  JJI  JJ  I  

Contro1  5．72±0．S6  5．98±0．S2  5．1（〉±0．98  5、OS±0．2Z   4．76±0．64  

4pp汀】NOz  7，】4±0′45  7，65±0．68  6．3S±0．26  6、22±0．44  3・78±0・2S  

NO2／control  l，25  1．28  1．24  1．22  0．79  

ExperimentalconditionsarethesameasdescribedinFig・1・Fractionationorredbloodcellsseethelegend  
OfFig．3．Na＋，K＋－ATPaseactivityisexpressedasJLmOIPirelased／hrpermgofphospholipid・Valuesare  
mean±SD．  

表  2 4ppmNO2を1日間暴露したラットの赤血球各画分のCa2＋，Mg2＋AT－  

Pase活性   

Table 2 Ca2＋，Mg2十－ATPaseActivitiesinSubfractionsofRedBloodCellsOneDay  
aRerExposureto4ppmNO2  

Fractions  

Whole Cells  

ⅠV  lII  II  I  

Control  （）．20±0．38  4．12±0．30  3．3S±0．46  2．66±0．54   l．60±0．16  

4ppmNO2  5・40±0・24   3・5S±0▲12   2・98±0・41   2・18±0・92   1・2S±0・76  

NO。／Control  O・87  0・87  0・88  0・8Z  O・gO  

Experimentalconditionsarethesameasdesc，ibedinFig・2・Fractionationofredbloodcellsseethelegend  
OrFig．3，Ca2十，Mg2＋ATPaseactivityisexpressedasJLmOIPireleased／hrpermgorphospholipidlValues  
are mean±SD．  

表  3 4ppmNO2を1日間暴靂したラットの赤血球各面分のシァル酸含量   

Table 3 TheSialicAcidContentsinSubfractionsofRedBloodCellsOneDaya丘er  
Exposureto4ppmNO2  

Fractions  

Whole Ce11s  

ⅠV  lIJ  II  I  

Control  12．4±1．2  1l．9±2．5  12．7±3．2  1ユ．1±1．9  9．9±3・1  

4ppmNOヱ  17・2±2・3   Ⅰ7・4±3・4  ほ・5±5・5   1j・7±l・7  ‖J±2・9  

NO2／Control  l・39  l・46  1・叫  1・1ユ  l・16  

RaL5aTee叩OSedlc．4ppmNO2aSindicated・Preparationofredcel）rnembranesanddeterminationofthe  
sialicacidcontentareperformedasdescribedunderMaterialsarLdMethods・Fractionationorredbleedcells  
seethelegendorFig・3・Theざja】ic8Cjdco胱“j5e叩re55eda5〟gpermgOrphospholipid・Valuesaremean±  
SD．  
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を示した。対照群では最も比重の大きい画分1で最も含量が低かった。一方暴露群では，両分11と  

Ⅰで含量が低くなっていたが，同一画分を比較すると，4画分ともに対照群の1．13から1．46倍の値  

となっており，これが末分画赤血球でのシァル酸含量の増加を引き起こしているものと考えられる。  

考  察   

デキストランの段階的密度勾配遠心でラット赤血球を比重差で分画することを試み，各画分の割  

合が4ppmNO2暴露で変動することが明らかになった（園3）。特に最も比重の小さな画分ⅠⅤの割合  

の変動は，Na＋，K＋一ATPase活性 シァル酸含量の変動とほぼ平行して起こっていた（図1，3）。  

また，比重差で分画した赤血球を分析した結果，Na＋，K＋－ATPase活性及びシァル酸含量は，4ppm  

NO21日間暴露群，対照群いずれでも，比重が大きくなるにつれ即ち画分ⅠⅤからⅠにいくに従い，著  

明な低下あるいは低下傾向が認められた。同一画分を暴露群，対照群で比較すると，いずれも暴露  

群で商い値を示していた（表1，3）。従って，Na＋，K＋－ATPase活性及びシァル酸含量の4ppmNO2  

暴貫に伴う変動は，活性あるいは含量の高い画分ⅠⅤの割合の増減によりもたらされ、特に暴霜1日  

日での活性あるいは含量の上昇には全画分を通じて暴露群で上昇していることの寄与も大きいと考  

えられる。   

しかし，Ca2’，Mg2’－ATPase活性の4ppmNO2暴露に伴う変動は，赤血球populationの変動と  

は一致していなかった（図2，3）。比重差で分画した赤血球の分析によれば，Ca2＋，Mg2＋－ATPase  

活性は，4ppmNO21日間暴露群，対照群いずれでも画分ⅠⅤからⅠにいくに従い著しく低下してお  

り，同一画分を，暴露群と対照群で比較すると全画分を通じて暴貢群で低い活性を示していた（表  

2）。従って，4ppmNO2暴露1日冒で観察されたCa2十，Mg2＋－ATPase活性の低下は，活性の高い  

画分Ⅳの割合の増加の影響よりも，暴露群全画分で観察された活性低下の影響が大きいと考えられ  

る。   

NO2ガスは，体液に溶解するとNO2‾，NO3‾となることが知られており，これらの因子の赤血球  

への直接作用の可能性について玩乙東和の実験を含め更に検討中である。   

Na＋，K＋ATPase，Ca2十，Mg2＋－ATPaseはいずれも赤血球膜に存在し，赤血球内の陽イオン濃  

度を至適状態に保つ働きをしており，赤血球機能の発現に重要な役割を果たしている。しかしなが  

ら，NO2暴露に対しては異なった変化を示しており，両酵素の赤血球膜での存在形態の違いと考え  

あわせると興味深い。   

また，NO2暴露により赤血球の老化及び老化赤血球の血流からの除去が促進され，これに伴い赤  

血球の新生（あるいは，貯留されていた赤血球の放出）が促されている可能性も示唆され，この点  

について検討中である。  
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赤血球の解楯系に及ぼす二酸化窒素の影響  

一赤血球の老化促進と若い赤血球の増加－  

ElfectofNitrogenDioxideonActivitiesofGlycolyticEnzymes：  

EnhanccmentofAgingofRedBIoodCells＆ndSubsequentReplacemeJlt  

byY¢umgRedCells  

持立克身1・三浦 卓1・彼谷邦光1・国本 学1  

KatsumiMOCHITATEl，TakashiMIURAl，Kunimitsu KAYAl  

and Manabu KUNIMOTOl  

要  旨   

NO2による赤血球のエネルギー生産系への影響を検索するため，ラットに4ppmNO2を  

10日間暴露し，解糖系酵素の活性変化を経時的に調べた。その結果，解糖系の律遠段階を  

触媒するホスホフルクトキナーゼ（PFK），及びピルビン酸キナーゼ（PK）活性は，暴露  

開始後次第に増加し5～7日目には対照群の活性の最大1．20倍に達した。これよりNO2  

暴靂は赤血球のATP生産を昂進している可能性が示唆された。   

赤血球にはdg邦∂〃0のタンパク質生合成系が無いことから，PFK及びPK活性増加の  

原因を明らかにすることを試みた。その結果，NO2暴露によって赤血球の比重は増加し，  

この点で赤血球の老化が促進されたこと，そして老化した赤血球にかわってPFK及びPK  

活性の高い赤血球の割合が血液中に増加したため，これら酵素の活性増加が起こったこと  

が示唆された。  

Abstr札e暮   

MaIeWistarratswereexposedto4ppmNO，forlOdaysinordertoexaminetheeffect  

OfNO20ntheenzymeactivitiesofglycolytlCPathwayofredbloodcells・Theactivitiesor  

phosphohctokinase（PFK）andpyruvatekinase（PK）increa5edgraduallyuptol．20－Lold  

agalnStthecontrolfivetosevendaysaLterexposure．ThisincrenentseemstosupportATP  

prod11Ction・  

lnordertoclarifythereasonwhytheseenzymeaclivitiesincreaseinsplteOfabsencein  

de novosynthesisofenzymepTOteinsillredbloodcells，redbloodce115Werefractionated  

intoyoungandoldcellsbytheDexlranden51ty－gradientcentrifugation・Theincrementof  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田町小野川16番2  
TheNationallnstitutefoTEnvironmentalSt11dies，BasicMedicalScienecsDivisiorL，Yalabe－maChi，Tsukl】ba，   

Ibaraki305，Japan．  
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theenzymeactivitieswasascribedasfo1lows；NO2CauSedanincreaseinthedensltyOrred  

bloodcell，thatis，aCCerelationofredce11aglng・Subsequently，agedcellswerereplasedby  

youngeroneswithhigheractivitiesofPFKandPK・  

はじめに   

赤血球は生体の各組織に酸素を供給する重要な機能を果たしている。我々はこれまで、NO2暴露  

によって赤血球が受ける影響について検索してきた1・2）。その結果，赤血球腰の脂肪酸組成2），シァル  

酸量1）やヘキソース含量‖，及びNa＋，K十ATPase3）やCa≠，Mg≠－ATPase活性3）は多様な変化  

を示すことを明らかにした。ATPは，これらの膜酵素が細胞内のNa＋，K＋4）およびCa＋トイオン5）  

を至適濃度に保つのに必要であり，また赤血球の形態維持6）にも使われている。NO2暴露によってヘ  

モグロビンはメトヘモグロビンに変化するが7，8），これを遼元するのに必要なNADHは解糖系を通  

して生産されている9）。しかしながらこれまで，赤血球のエネルギー生産系がNO2暴罵によってどの  

ような変化を受けるのかについてはあまり研究が進められていない10）。そこで我々は4ppmNO2を  

ラットに暴露し，赤血球の解糖系酵素及び抗酸化性代謝系酵素であるグルコースー6－リン酸脱水素酵  

素の活性変化を経時的に調べた。   

次に，赤血球を比重の差で幾つかに分画し，各分画のPFK，PK及び他の解糖系酵素の比活性を  

調べた。PFK及びPK活性は赤血球の比重が増加（老化）するに伴って低下したが，他の酵素活性  

はほとんど変化しなかった。そこでNO2暴露による各面分の赤血球の増減と比活性の変化を調べ  

た。赤血球は暴露開始数時間後には，比重の大きな画分では増加し比重の小さな画分では減少する  

こと，即ち比重に関しては老化が促進されることが明らかになった。そしてフユニルヒドラジンを  

投与したラットを用いた実験から，赤血球の比重がある程度増すと，老化した赤血球に代わって若  

い赤血球が血液中に増加することが認められた。NO2暴露によって赤血球の比重が増加し見かけ上  

の老化が促進されてもPFKやPK活性はほとんど影響を受けないため，比重の最も小さい画分の  

みならずすべての画分に亘って両酵素の比活性の増加が認められた。以上のことからNO2暴露は，  

PFKやPK等の酵素活性にはほとんど影響を与えず赤血球の比重を増加させる。即ち赤血球の見か  

け上の老化（pseudo－aging）を促進させたこと，そしてこの老化した赤血球はその後若い赤血球に  

とって代わられたこと，及びこの若い赤血球の増加が赤血球全体のPFK及びPK活性を上昇させ  

たことが明らかになった。  

方  法  

1．暴露方法及び試料の調製   

6匹を一群としたJcl：Wistar系雄ラット（16R20過令）に4．OppmNO2を10日間連続暴露し  

た。暴露期間中経時的に頸動脈よりヘパリン存在下で採血した。赤血球を生理的食塩水で洗浄した  

後，15倍量の10mMトリス塩酸感衝液（pH7．4）を添加して溶血させ，それを15，000rpmX20分  
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NO2の赤血球解糖系に及ぼす影響   

遠心して上浦を得た。その上清に1．OmM塩化マグネシウム，及び0．2mMエチレンジアミンテトラ  

酢酸ナトリウム（EDTA）を添加して酵素活性測定の試料とした。   

2．塩酸フェニルヒドラジンの投与方法   

塩酸フユニルヒドラジンを生理的食塩水に溶かし（30mg／ml），メンプレンフィルター（ミリポア  

社，ポアーサイズ：0．45／〝n）でろ過滅菌した後，0．5mlずつ3日間ラットに皮下注射した。この時  

ヘマトクリット僧は，投与開始6日削こは対照として生理的食塩水のみを投与したラットの値の  

66％にまで低下したが，その後次第に上昇し11日目には91％にまで回復した。フェニルヒドラジ  

ンを投与したラットにNO2を暴露する場合は，採血日が7ェニルヒドラジン投与開始日から数えて  

約14日日になる様にした。   

3． デキストラン丁40密度勾配遠心   

採血したヘパリン血を1／3容の50％デキストラン溶液と混合した後，Abrahamの方法11）に従  

い，等張の24～50％デキストラン溶液を重層した上にのせ，25，000rpmx90分遠心した。この遠  

心操作によって，赤血球は比重の遠いにより各デキストラン溶液の界面に集束した（図1）。この様  

にして分画された赤血球を比重の大きい方から順に画分Ⅰ～Ⅴと名付けた。分画した赤血球は，生  

理的食塩水で十分洗浄した後以下の実験に用いた。   

SompJe－－  

Dex†r（】n T40  

SOlu†伯∩（％I  

Ⅴ
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図 1デキストラン密度勾配遠心による赤血球の分画  
Fig・1Fractionationofredbloodcellsbythedensity－gradientcentrifugation  

AdiscontinuousDextranT40gradientwasEormedbylayerlng34％，32％，30％，28％  
aTld24％solutionsor）50％Dextransolution・A丘ercentrifgationat25，000rpmfor  
9Omin，redbloodCellswerelocatedontotheinterfacesofeachDe7．tranSOlution，  
Fractionatedcel】s we【edesignated as n－aCtionsI，Il，11l，IV and V from the  
bottomIayer，  

4．酵素活性及びヘモグロビン畳の測定  

低km型へキソキナーゼ（HK）1…，ホスホフルトキナーゼ（PFK）1ま・州、グルセルアルデヒド  
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－3－リン酸脱水素酵素（GAPDH）15），3ホスホグリセリン酸キナーゼ（PGK）16），ピルピン酸キナー  

ゼ（PK）】7‾】9），乳酸脱水素酵素（LDIi）彗 及びグルコースー6－リン酸脱水素酵素（G6PDH）19〉活  

性は，300C至適pHにおいて定法に従いNADHまたはNAI）PHの増加減少より測定した。PFK活  

性の測定溶液の組成は100mMトリス塩酸緩衝液（pH臥1）一2mMフルクトースー6リン酸一1  

mMATP－0．13mMNAD王I－5mMMgCJ2rO．2mMEDTA－10mMジチオスレイトールr5  

mM（NH．）2SO．p12unit／mlア）L／ドラーゼ18unit／mlグリセロールー3－リン酸脱水素酵素十52  

unit／mlトリオースリン酸イソメラーゼ，PKの活性測定溶液は100mMトリス塩酸緩衝液（pH6．  

4）－2mMホスホユノールピルビン酸一4mMA工）P－0．2mMフルクトース1，6－ビスリン蔚－0．13  

mMNADH－100mMKCl－10mMMgC12－30unit／ml乳酸脱水葉酸素である。活性測定の際は両  

酵素をそれぞれアロステリック活性化剤（硫酸アンモニウん 及びフルクトースー1，6ビスリン酸）  

の添加によってミカエリス・メンテン型酵素に転換させた。   

ヘモグロビン量はシアンメトヘモグロビンとして定量した20）。  

岸  果  

1．4．OppmNO2暴露による赤血球の解糖系酵素の活性変化   

図2及び囲3に、4ppmNO2をラットに10日間連続暴露した際に赤血球の解糖系酵素が受ける  

影響を示した。NO2の暴露期間中，解糖系酵素の中でもHK，PGK，LDH活性及びベントースリン  

酸回路の第一段階を触媒するG6PDH活性には対照群の活性に対して有意な変化は認められな  

かった（区2）。また，GAPDH活性は4日目にはわずかながら有意に低下したが7日目には対照群  

t、 の値にまで回復した。しかしながらもう一方では解糖系の律速段階を触媒するPFK14）及びPK18〉の  

活性は，暴露開始後次第に上昇し5～7日目には対照群の約1．2倍にまで有意に増加したが，その後  

減少し10日目には対照群の情にまで戻ったi（図3）。   

2．亜硝酸イオンによるPFK及びPK活性の変化（／∩川和）   

吸収されたNO2は亜硝酸イオンと硝幣イオンとして血液中に溶解する21〉。そこでPFK及びPK  

活性に対する亜硝酸イオンの影響を調べるため，ヘパリン血または生理的食塩水で洗浄した赤血球  

懸濁液（ヘマトクリット値：約50％）を等量の中尾の培地22）と混合し，これに亜硝酸ナオリウムを  

0～2．5mM添加して370Cl時間インキエペ－ションした。インキュベーションしなかった亜硝酸イ  

オン未処理赤血球に対する各赤血球のPFK及びPK活性の値を衰1に示した。ヘパリン血を用い  

た場合インキュベーションによる活性化が認められるが，亜硝酸イオンによるPFK及びPK活性  

の増減はほとんど起こらなかった。また表には示さなかったが，0．5mM亜硝酸イオンとヘパリン血  

または洗浄した赤血球を3時間インキュベーションした時にも，PFK，PK活性及び他の解糖系酵素  

やG6PDHの活性に変化は認められなかった。  
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図 2 NO2暴露によるラット赤血球の解糖系酵素（HK，GAPDH，PGK及びLDH）  
及びG6PDH活性への影響  

Fig・2 Ef掩ct or NO2eXpOSure On the activities or glycDlytic erlZymeS（HK，  
GAPDH，PGKand LDH）andG6PDHorredbloodcells  
RatsweTeeXpOSedto4ppmNO2forlOdaysasindicated．（1），hexokinase（HK）；  
（2），glyceraldehyde－3Phosphatedehydrogenase（GAPDH）；3phosphoglycerate  
kinase（PGK）；（4），1actatedehydrogenase（LDH）and（5），glucose－6LPhosphate  
dehydrogenase（G6PDH）■”L0－・一一，COntrOl；  † ，eXPOSed（mean±SD）．   

3．テキストランT40密度勾配による赤血球の分画   

比重の違いによって解糖系の各酵素活性がどの様に異なるかを調べるため，赤血球をデキストラ  

ンT40密度勾配遠心により比重の最も大きな画分1から最も小さな画分ⅠⅤ＋Ⅴまで四つの画分  

に分画した（図4）。   

NO2春雷にLよって活性が増加するPFK及びPKの比活性は，赤血球の比重が増加するのに伴っ  

て大きく減少し，画分Ⅰの比活性は画分ⅠⅤ＋Ⅴの値のそれぞれ約70％，及び約50％であった。ま  

たNO2暴露期間中活性変化をほとんど示さなかったGAPDH，PGK及びLDH活性には，画分の達  
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図 3 NO2暴露によるラット赤血球のホスホフルクトキナーゼ及びピルビン酸  
キナーゼ活性への影響  

Fig．3 EffectofNO2eXpOSureOntheactivitiesofphosphofructokinase（PFK）and  
pyruvatekinase（PK）orredbloodcells  
Ratswereexposedto4ppmNO2aSdescribedinFig・2・（1），PFKand（2），PK・  
－＝－－0一－，COnlrOl；  †  ，eXpOSed（mean±SD）・－，P＜0・05；‥，タ＜0・  
01；事＝，P＜0．〔旧1．  

表  1亜硝酸イオンによる赤血球のホスホフルクトキナーゼ及びピルビン鞍キ  
ナーゼ活性の変化  

TablelInvi（roefftctofsodiumnitriteontheactivitiesofphosphofructokinaseand  
pyruvatekinaseinredblood＆11s  

NaNO2（mM）  

0  0．1  0，2  0．5  1．0  2．5  

PFK  131  122  124  

（】02）  （ユ02）  （】06）  

PK  l17  108  109  

（10り  （99）  （104）  

13（；  125  1Z7  

（102）  （ユ02）  （104）  

117  111  113  

（99）  （】02）  （】05）  

Bloodsweredilutedwithanequalvolumeofincubatiorlmedium（6）containingvarioustoncentTationsor  
sodiumnitrite・Afterincubationat37－Cforlhr，redbloodcellswerecollectedbycontrifugation，WaShedwith  
SalineandusedfoTdeterminationofactivities・Valueswereexpressedastheperoentageoftheactivitiesofred  
bloodcellsstayedonicewithoutsuppIementorsodiumtlitrite．Isolatedredbloodcellswerealsoineubated  
withsodiumnitriteandvalueswereshownirlpaTentheses．  
PFK，phosphofruCtOkiIlaSe；PK，pyruVatekinase．  

いによる比活性の差異は認められなかった。   

HK及びG6PDH活性は、PKと同様に赤血球の比重増加とともに減少したが，その程度はPKの  

場合より小さかった。以上の結果から，赤血球の老化に伴い比活性が著しく低下したものとして  

PFK及びPK，そして低下の程度も小さくNO2暴露によって活性上昇を示さなかったものとして  

G6PDHを選び以下の実験を行った。  
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図 4 分画した赤血球の解糖系酵素及びG6PDHの比活性  
Fig・4 Dif7erencesoftheactivitiesoftheglycolytlCenZymeSandG6PD＝between  

the一丁aCtionatedredbloodcel15  
Redb］00dcellswerefractionatedbytheDextranT40densityLgradientcentrifuga－  
tionat25，000rpmfor90min・FractionsIandlV＋Varethecellsofthehighest  
andthelowestdensities．respectively・  
（1），HK；（2），PFK；（3），GAPDH；（4），PGK；（5う，PK；（6），LDH and（7），  
G6PDH・ÅbbreviationsarethesameasdescribedinthelegendsofFigs・2and3・  
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4．4．OppmNO27日間暴露による赤血球各画分のPFK及びPK活性への影響   

4ppmNO27日間暴露によってPFK及びPKの比活性はそれぞれ12％，及び19％増加した。こ  

の時ヘパリン血6mlをデキストラン密度勾配遠心にかけ画分Ⅰ～lV＋Ⅴの4画分に分画すると，  

各画分のHb含量で表した赤血球量は画分ⅠⅤ＋ⅤではNO2暴露によって対照群の43％にまで減少  

し，画分Ⅰ，及び1Ⅰではそれぞれ28％，及び14％増加した（図5－1）。これらの結果より，4ppm  

NOz7日間暴露によって比重の小さな赤血球の割合が減少し，比重の大きな赤血球の割合が増加す  

ることが示された。この時ヘマトクリット値に差異は認められなかった。   

PFK活性は，NO2暴露によって画分ⅠⅤ＋Ⅴでは対■照群の37％にまで減少したが，画分Ⅰ，及びⅠⅠ  

では反対にそれぞれ63％，及び36％増加した（図5－3a）。PK活性も画分ⅠⅤ＋Ⅴでは63％に減少  

し，画分Ⅰ，及びⅠⅠではそれぞれ40％，及び33％増加した（図5－4a）。   

この様に，比重の大きな画分Ⅰ及びHにおける赤血球の割合が増加し比重の小さな画分JV＋Ⅴの  

割合が減少したのに伴って，PFK及びPK活性量は画分Ⅰ及びⅠⅠで増加し，画分ⅠⅤ十Ⅴで減少した。   

PFK及びPKの活性量がNO2暴露によって各画分で増加もしくは減少したのとは異なり，両酵  

素の比活性は全画分に亘って増加した。PKの比活性の増加は，比重の最も小さな画分ⅠⅤ＋Ⅴで  

48％増と最も大きく，次いで画分ⅠIl，ⅠⅠ，Ⅰと比重が増すに従って22％～12％増加した（図5－4b）。  

PFKの比活性は，画分ⅠⅤ十Ⅴではほとんど変化せず，他の画分Ill～Ⅰで11～18％増加した（園5  

－3b）。この様にPK及びPFKの比活性は，網状赤血球が存在しないのにもかかわらず画分Ⅰ～1Ilに  

おいてともtこ有意の増加を示した。網状赤血球が存在する最も若い赤血球画分であると考えられる  

画分ⅠⅤ＋Ⅴにおいて，PKの比活性増加の割合は最も著しかった。画分ⅠⅤ＋ⅤにおけるPFKの比活  

性増加が認められなかった理由は不明であるが，PFKは網状赤血球で合成されても活性発現するに  

はその後プロテインキナーゼによるリン酸化を受けて活性化される23，24）必要があることと関係する  

のかもしれない。   

赤血球の比重が増すのに伴って比活性が減少する酵素としてPFK及びPK以外にG6PDHがあ  

る。この酵素の比活性はNO。暴露によって画分ⅠⅤ＋Ⅴにのみ有意に12％増加したが，他の画分では  

全く変化が認められなかった（図5－2）。  
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図 5 4ppmNO27日間暴露による赤血球比重及びホスホフルトキナーゼとピ  
ルビン酸キナーゼ活性への影響  

Fig，5 Effects ofNO2eXpOSure On the distribution of red blood cells and the  
activftiesofphosphofructokinase（PFK）andpyruvatekinase（PK）ofthe  
什actlOnated cells  
Ratswereexposedto4ppmNO2for7days・Afterexposure，redbloodcellswere  
fTaCtきOnatedasdescribedin Fig・4・（l），distributionorredbloodcells・Each  
h無0 
． 

OrG6PDH，PFK and PK，reSpeCtively．…－0－－…，COntrOl；十，eXpOSed  
（mean±SD）．●，♪＜0．05．  
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5．NO2急性暴露による赤血球比重の変化   

前節で認められたNO2暴露による赤血球全体としての比重増加が暴露開始後どの程度の時間内  

に生ずるのかを調べた。4ppmNO2をラットに急性暴露すると4時間後には画分Ⅰ，ⅠⅠにおける赤  

血球の増加，及び画分1Il，ⅠⅤ＋Ⅴでの減少が認められ（図6），8時間後には上述の赤血球の分布は  

対照群にほぼ等しくなった。しかし16時間後には再び4時間暴露の場合と同様の変化が認められ  

た。ヘマトクリット値には，いずれの場合にも差異は認められなかった。  
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図 6 4ppllNO24時間暴露による赤血球比重の変化  
Fig．6 EfrectofacuteexposuretoNO20nthedistributionorredbloodcells  
Ratswereexposedto4ppmNO2for4hrs．Afterexposure，redbloodcellswere  
fractionatedbythedensltygradientcentrifugation・Eachfractionisrepresentedas  
竺三吉器アg】obincon【e瓜‾‾‾‾‾0‾‾▼‾‾・COntrOl；＋，eXpO…ed（mean±SD）・■，   

6・フェニルヒドラジン投与ラットの赤血球に対するNO2暴露の影響   

NO2暴露による赤血球比重の穏机そしてPFK及びPK活性の増加の過程を解析するため，塩酸  

フェニルヒドラジンで一時的に虚血状態にすろことによって赤血球の新生を促し25），体内の赤血球  

をほぼ新しい赤血球で置きかえたラットを用いてNO2暴露を試みた。   

塩酸フユニルヒドラジンを3日間連続してラットに皮下投与（合計45mg）すると，ヘマトクリッ  

ト値は投与開始6日目には対照として生理的食塩水を投与した場合の約66％に低下するが，その後  
次第に増加し11日目には約90％，17日目には106％にまで回復した。網状赤血球の場合は，投与  

開始8日冒には血液全体で1％以下から21％に，画分rV＋Ⅴに濃縮した場合では4％から40％に  

増加した。このフェニルヒドラジン投与ラットの赤血球の比重分布は，投与開始16日目では画分1V  

が43％，次いで画分ulが36％と，比重の小さな画分大半を占めた（図7）。しかし投与開始後27日  

目になると，画分ⅠⅤの割合は14％にまで低下し，画分ⅠとIlの合計の割合は10％から35％にまで  

増加し，時間の経過に伴い赤血球の比重は全体として増加した。  
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図 7 フユニルヒドラジンを投与したラット赤血球の経時変化  
Fig・7 Changein the distribution ofred blood cells ofrats treated with the  
subcutaneouslnJeCtionofphenylhydrazine  
PhenylhydTaZine solutic，nS（15mgX3）wereirljected subcutaneously for three  
consecutivedays・－…0”－Aand十，thedistributionsofredbloodcellsof  
the16thand27thdaysofthebeginnlngOfinJeCtion，reSpeCtively・   

6．1赤血球の比重への影響   

7ェニルヒドラジン投与ラットに4p騨IINO2を暴露し，赤血球の比重の変化を経時的に調べた  

（図8）。赤血球比重の変化は，画分111と1Vの増減に代表された。画分nlの赤血球は，暴露開始後次  

第に増加し，5日冒で最大（E／C●8）：1．46）となったが，7日目には著しく減少し（E／C：0．55）10日  

目も低下した状態（E／C：0．61）が続いた（図8）。これとは正反対に，画分ⅠⅤの赤血球は暴露開始後  

漸次減少し5日日には最低（E／C：0．71）になったが，7日目には著しく増加し（E／C：1．41）10日  

目も高い値（E／C：1．66）を維持した（図8）。この様に画分ⅠⅠⅠとⅠⅤの赤血球は鏡面対照的に増加減少  

した。両分Ⅰと1l，及びⅤの亦血球は，それぞれ画分11l，及び1Vの赤血球と類似の挙動を示した（図  

8）。   

これらの結果は，NO2暴露によって赤血球の比重は次第に増加すること（暴露開始後5日目ま  

で），及び比重増加がある程度進行すると，比重の大きな赤血球にとってかわり比重の小さな赤血球  

の割合が増加すること（7～10日日）を示した。   

6．2 PFK及びPK活性への影響   

フェニルヒドラジンを投与したラット赤血球の比重が前述の変化を示すとき，PFK，及びPK活  

性がどの様な影響を受けるかを次に調べた（図9）。PFK活性は，暴露開始後1～5日日の期間は対  

照群より高い傾向を示したが，7日日には対照群の72％にまで急激に低下し10日目も低い値を示  

した。PK活性は暴露後半に低下する傾向を示したが，既して大きな変動は示さなかった。また  

G6PDH活性は全く変化を示さなかった。これらの結果は，NO2暴露によって赤血球の比重が増加し  

ーa二ExposedノControl  
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図 8 フユニルヒドラジンを投与したラット赤血球の比重に及ぼす4ppmNO2  
暴露の影響  

Fig．8 ELTectofNO2eXpOSureonlhedistributionorredbloodcellsofratstreated  
Withphe－1ylhydrazine  
Ratswere trea【ed wj【h【he subcut8neOuSinjec【ion orpbenylわydrazjne（5ee tわe  
】egendorFig．7）andexposedro4ppmNO2．Samp】jngorb】0｛〉d5Wa5Carrjedou【  
Onthe14thdayofthebeginningofinJeCtiorl，（1），（2），（3），（4）and（5）represent  
thechangesoffractions Lll，III，IVandV，reSpeetively，duringexposure・Each  
丘actionisexpressedastheperCentageOfthetotalhemoglobirl．＝＝0・－－，COntrOl；  
＋，eXpOSed（mean±SD），■，P＜0、05、  

ても，PFK及びPKの比活性は低下しないこと，及び比重の大きな赤血球が小さな赤血球に置きか  

えられても，両酵素晴性は増加しないことを示した。   

6．3■4ppmNO210日間暴露による書画分のPFK及びPK活性への影響   

比重の小さな画分の赤血球が増加したにもかかわらず，PFKの比活性は著しく低下し，PKの比  

活性もわずかながら低下した時，各画分での両酵素の比活性変化を検索した。ヘパリン血6mlをデ  

キストラン密度勾配遠心にかけ，赤血球を画分Ⅰ＋11，ⅠⅠⅠ及びⅠⅤ＋Ⅴの3画分に分画した。各面分  

の赤血球量は，画分Ⅰ＋Ilで著しく減少し（Hb量でE／C：OA7），画分IV＋Vで大きく増加した（E／  

C：3．45）（図10－1）。この時，PFK及びPKの活性量は赤血球の増減と平行して，画分IV＋Ⅴでは  

それぞれ対照群3．2倍及び2．4倍にまで増加したが，画分1ⅠⅠでそれぞれ対照群の58％及び65％に，  

画分ⅠⅤ＋Ⅴで31％及び37％に減少したため，全体としてはそれぞれ77％及び91％に減少した（図  

一 40 一   



NOタの赤血球解構系に及ぼす影響  

芸
〓
 
p
＼
l
で
っ
）
、
言
三
U
＜
 
0
⊆
0
乳
s
 
 

国 9 フユニルヒドラジンを投与したラット赤血球のホスホフルトキナーゼ及び  
ピルビン酸キナーゼ活性に及ぼす4ppmNO2暴露の影響  

Fig・9 EffectofNO2eXpOSureOntheactivitiesofphosphofructokinase（PFK）and  
pyruvatekinase（PK）ofredbloodcellsofratstreatedwithphenylhydrazine  
ThedetailsortheexposurearedescribedinthelegendofFig．8・（1）and（2）are  
the5peCificactivitiesofPFKandPK，reSpeCtively．r－－－0一－，COntrOl；  †  ，  
exposcd（mean±SD）．＝，タ＜0．01；…，♪＜0．001．  

10－3a，4a）。PKの比活性はNO2暴露の結果，全画分に亘って71～77％に減少した（図104b）。  

PFKの比活性は画分ⅠⅤ十Ⅴを除いて，66～70％減少した（図103b）。以上の結果から，フェニル  

ヒドラジンを用いて体内の赤血球を新しい赤血球で置きかえたラットにNO2暴露をした場合は，暴  

露によって若い赤血球が増加しても，PFK及びPKの比活性は増加せず，むしろ各画分において低  

下することが示された。G6アDHの比活性は有意な変化を示さなかった（図10－2）。  

考  察   

赤血球において，解楯系から作られるATPは細胞内の種々のイオンを至的濃度に保つ4）・5）ため  

や，形態を維持するため6〉に必要である。従って，NO2暴露によって解糖系に支障が生じるならば，  

それは赤血球の死につながる重大な障害と考えられる、そこで我々は赤血球の機能維持に重要な解  

糖系の働きがNO2暴常によって影響を受けるかどうかを検索した。   

ラット赤血球の解糖系酵素には，NO2暴露による活性低下が全く認められなかった。更に予想に  

反して，解糖系の律速段階を触媒するホスホフルトキナーゼ（PFK），及びピルビン酸キナーゼ（PK）  

活性は，暴露開始後5～7日目に約20％増加し，解糖系の物質代謝が昂進している可能性が示唆さ  

れた。赤血球にはd＝柑裾のタンパク質生合成系が無いことから，この理由としては以下の二つの  

理由が考えられる。   

④ PFK及びPK活性は，NO2の直接作用により活性化を受けたため。   

⑥ PFK及びPK活性の高い赤血球の割合が増加し，両活性の低い赤血球の割合は減少したため。  
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図10リフユニルヒドラジンを投与したラット赤血球の比重及びホスホフルクトキ  
ナーゼとピルビン酸キナーゼ活性に及ぽす4ppmNO210日間暴露の影響  

Fig・10 EfrectofNO2eXpOSureOnthedistributionofredbloodcellsandthespecific  
activ5tiesofphosphofruCtOkinase（PFK）andpyruVatekinase（PK）ofthe  
fractlOnatedcellsafterthetreatmentwithphenyhydrazine  
Ratsweretreatedwithphenylhydrazinebeforeexposureto4ppmNO2forlOdays  
（SeethelegendofFig・8）・（1），distributionofredbloodcells・EachLract享OTl．is  
representedasthehemoglobiTICOntent▲（3a）and（4a）aretherecovereda？ttVltleS  
。rPFKandPK，reSpeCtively．（2），（3b）and（4b）arethespecincactivltleSOf  
G6PDH，PFK and PK．respeCtively・一＝一骨L，COntrOl；  † ，eXpOSed  
（mean±SD），－，タ＜0▲05；‥，タ＜0・01；…，Pく0・00l・  
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NO2の赤血球解糖系に及ぼす影響  

始めに④の可能性について検討するため，赤血球を種々の濃度の亜硝酸イオンと1～3時間イン  

キエペ－ションした。NO2は体内に取り込まれると血液中では亜硝酸イオンと硝顧イオンとして存  

在する21）ことが知られており，その濃度は4ppmNO2暴露の場合でそれぞれ約140JLM，及び7JLM  

である21〉。そして亜硝酸イオンは速やかに硝酸イオンに変化する29）ことが報告されている。そこで  

f〝 〃言ゎで最大NO2暴露の場合の340倍の亜硝厳イオンと赤血球をインキュベーションしたが，  

PFK及びPK活性，そして他の解糖系酵素活性に影響は認められなかった。従って，④の可能性は  

低いと考えられる。   

次に（診の可能性について検討した。赤血球をデキストラン密度勾配遠心によって分画した結果，  

比重の大きな（老化が進行した）画分樫，PFKおよびPKの比活性は低下することが確認された（図  

4）。しかしPFK及びPK活性が増加した際，比活性の高い画分Ⅳ＋Ⅴにおいて赤血球の割合はむし  

ろ減少し比活性の低い画分Ⅰ及びIlにおいて赤血球の割合は増加した。さらに4ppmNO27日間暴  

露によって，画分IV＋Ⅴのみならず画分Ⅰ～Ⅲ1でもPFK及びPKの比清性増加（図5－3b，4b）が  

認められた。このことはNO2暴露による両酵素の比活性の増加が単純に比活性の高い画分Ⅳ＋Ⅴに  

おける赤血球の増加ヒ，比括性の低い画分Ⅰ，11における赤血球の減少としては理解できないこと  

を示唆している。そこでNO2暴露によって赤血球の比重が増加し，その結果ⅠⅤ＋Ⅴ以外の画分でも  

両酵素の比清性が増加したのかどうかについて検討した。   

4ppmNO…を暴露すると数時間以内に比重の小さな赤血球の割合は減少し，比重の大きな赤血球  

の割合は増加し，赤血球全体として比重は増加した。即ち比重の点では，NO2暴露によって赤血球  

の老化が促進された。この見かけ上の老化によって，画分ⅠⅤ＋Ⅴ以外の画分Ⅰ～ⅠⅠⅠでもPFK及び  

PKの比活性が上昇したのであろう。   

上述の可能性についてフェニルヒドラジンを投与したラットを用いて更に検討した。7ユニルヒ  

ドラジンは一時的に虚血状態にすることによって赤血球の新生を促し，体内の赤血球を新しいもの  

と置きかえることが知られている。NOz基質する前にラットにフェニルヒドラジンを投与した理由  

は以下の3点に要約される。   

① 赤血球の比重を小さく，かつほぼ均一に揃えることにより，NO2暴露による比重増加の過程  

を追跡し易くする。   

② 赤血球の比重がある程度増加すると，比重の小さな若い赤血球で置きかえられるかどうかを  

確認する。   

③ 赤血球をほとんど新しくすることにより各酵素活性を最大に増加させ，NO2暴露による赤血  

球の老化促進とそれに引き続く新しい赤血球の増加が起こっても，直接的には各酵素活性の増加に  

つながらないことを明らかにする。そしてこのことは，NO2による直接的作用によりPFK，及びPK  

活性が増加したのではないことをも示すと考えられる。   

フユニルヒドラジンを投与したラットに4ppmNO2を暴露すると，暴露開始後1～5日目までは  

赤血球の比重は次第に増加し，比重に関しては老化の促進が認められた。7日日には比重の大きな赤  
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血球は急激に減少し，かわって比重の小さな赤血球が著しく増加した。このことは，赤血球の老化  

がある程度に達するとその赤血球は血液中から除かれ，そして赤血球の新生が促されて新しい赤血  

球が血液中に増加したことを示唆する。しかしながら，PFK及びPK活性は暴露期間中全く活性は  

増加せず，各画分の比活性はむしろ減少した。これらの結果から①～③が確認された。   

NOヱ暴靂を続行すると10日員には，暴露群のPFK及びPK活性は対照群の値とほぼ等しくなる  

まで低下する。この理由は不明だが，フユニルヒドラジン投与ラットの場合各画分で両酵素の比活  

性が低下したことから，NO2暴露によって徐々にではあるが両酵素の活性が低下したためであろう  

と考えられる。   

以上の結果をまとめると，4ppmNO2暴露によって赤血球の細胞内の各酵素活性にほとんど影響  

はないが，比重は増加した。この見かけ上の老化促進によって，老化した赤血球は血液中から除か  

れ，最終的に新しい赤血球の割合が増加した。この過程で，赤血球の老化に伴い比活性が低下する  

PFK及びPKにのみ比活性の上昇が認められた。   

赤血球はその柔軟性や変形能が弱まるに伴い細網内皮系で貪食されやすくなり，その結果すみや  

かに血流中から除かれる26t27）が知られている。NO2暴買による老化促進によって，赤血球のどの様  

な特性が影響を受けその結果血液中から除去され易くなったのを明らかにするこじは今後の課題の  

一つであろう。  
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硝酸イオンによるラット赤血球膜ホスファチジルセリンの脂肪酸組成の選択的変化●  
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Kunimitsu KAYAland TakashiMIURAl  

要  旨   

大気汚染物質であるNO2が体内に吸入されて生じる硝酸イオンによってラット赤血球  

膜ホスファチジルセリンの脂肪酸代謝に変化が起ることを見い出した。   

赤血球を脂肪酸と370C，1時間インキエペー卜すると，〔114C〕アラキドン酸と〔9，10－  

8H〕パルミチン酸のホスファチジノしセリンへの取り込み速度はホスファチジルエタノール  

アミンヘの取り込み速度のそれぞれ15％（80pmol／h perJLmOllipid－P）及び20％（2  

pmol／h per／JmOllipid－P）であった。ホスファチジルエタノールアミンヘのアラキドン  

酸とパルミテン酸の取り込み速度は共に1．OmM硝酸イオンまたは0．5J▲Mのイオノホア  

A23187の添加によって1．45倍に促進された。一方，パルミナン酸のホスファチジルセリン  

ヘの取り込みはほとんど影響を受けなかったが，アラキドン酸のホスファチジルセリンヘ  

の取り込みは1．35倍に促進された。   

ホスファチジルセリンのアラキドン酸含量の増加は硝酸イオンでもA23187でも観察さ  

れた。このアラキドン酸含量の増加は細胞外カルシウムイオン濃度に依存していた。また，  

硝酸以外のカオトロピックイオンの添加によっても起こった。これらの現象は硝酸イオン  

によって赤血球膜へのカルシウムの取り込みが促進されたことを示すものと考えられる。  

細胞内カルシウム濃度の増加は赤血球膜に存在するAcy卜CoA：Lysopholipisd Acyl－  

transferaseやホスホリパpゼA2の活性促進を引き起こすと考えられる。  

AtIStT8Ct   

The relationship between nitrate whicis formed frominhaled nitTOgen dioxide，a  

COmmOn airpoIlutant，andchangesin fatty acid metabolism ofphospatidylserjnein rat  

erythrocyteshasbeenexamined▲Whenerythrocyteswereincubatedat3TCEor60minwith   

＊本論文の原著は．BicchimicaetBiophysicaActaに印刷中である。  

1・国立公害研究所 環境生垣部 干305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2  
TheNationalInstituteforEnvironmentalStudies，BasicMedicalSciencesDivision，Yatabe・maChi，Tsukuba，   

Ibaraki305，Japan．  
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彼谷邦光・三浦 卓   

fattyacid，theincorporationrateor［114C］arachidonicacidand［9，10－3H］palmiticacid  

intophosphalidylserinewas15％（80Pmol／h／JLmOloflipidphosphorus）and20％（12  

f，mol／h／JLmOIoflipidphosphorus）、Orthoseintophosphatidylethanolamine、reSpeCtively．  

Bytheadditionofl．OmMsbdiumnitrateorO・5JLMA23186totheincubationmixture，the  

rate of incorporasion of both arachidonic acid and palmitic acid inta phosphatidyl- 

ethanolaminewasstirnulatedtol．45fcIld．Ontheotherhand，theincorporationoff）almitic  

acidintophosphatidylserinewaslittleaETtcted，Whilethatofarachidonicacidwasstimulated  

tol・35一わ1d・Anincreaseinarachidonicacidorphosphatidylserinewasalsofoundbythe  

addition of nitrate or A23187．Thisincrease was dependent on the concentration of  

extracellularcalciumandobservedbytheadditionofotherchaotTOPICanionsintheorder  

SCN‾＞C10．‾＞NO3‾．1tseemslikely thereforethatnitratecauseschangesinerythrocyte  

membranes to facilitatecalcium uptake．lncreaslngCOnCentration ofintracelular calcium  

maycausestimulationofaeylCoAニ1ysophospholipid acyltransLeraseand／orendogenous  

phospolipaseA2・  

はじめに   

大気汚染物質であるNO2は呼吸器に傷害を与えることが知られている1）。吸入されたNO2は硝酸  

イオンまたは亜硝願イオンになって血液および尿中に現れることが確か吟られている2胡。また，血  

液中の亜硝酸は赤血球のヘモグロビンによって硝酸に変えられ，血液中の硝酸濃度が対照群の数倍  

に増加することが報告されている4）。最近，我々はNO2暴露によって赤血球膜のリン脂質組成及びそ  

の脂肪酸組成に変化が起こることを明らかにした5－6）。これらのことから，赤血球膜リン脂質脂肪酸  

代謝に及ぼす硝酸イオンの影響に注目している。   

赤血球リン脂質の脂肪酸組成は2つの系で制御されている。一つは血清中のホスファチジルコリ  

ン（PC），スフィンゴミエリン（SPH）及びリゾホスファチジルコリン（Lyso－PC）分子と赤血球  

中のこれらの分子との交換であり7t8），他の一つは細胞内のリゾリン脂質と細胞膜脂肪酸のアシル化  

反応によるものである。脂肪酸組成の制御が二つの系のみで行われているのは，赤血球には脂肪酸  

合成系及び不飽和化の系が存在しないからである9■11）。   

Rasmussenら11〉はヒト赤血球を用いて膜リン脂質の脂肪酸代謝回転を調べ，細胞外の脂肪酸が  

膜内に取り込まれ，アシルーコエンザイムA一チオエステルをへてリゾリン脂質へ移されることを明  

らかにした。この研究によって細胞外脂肪酸がホスファチジルエタノールアミン（PE）及びPCに  

取り込まれることが証明された。しかし，赤血球に存在するホスファチジルセリン（PS）の脂肪酸  

代謝のメカニズムや制御についての研究はほとんど行われていか、。本論文は赤血球リン脂質の脂  

肪酸代謝に及ぼす硝酸イオンの影響を調べ，硝酸イオンによって赤血球膜PSのアラキドン酸（20：  

4）含量の増加が起こること，細胞外のパルミチン酸（16：0）及び20：4のPEへの取り込みが促進  

されること，PSでは20：4の取り込みだけが促進されること等を明らかにしたものである。  
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NO3▼による赤血球膜脂質組成の選択的変化   

実験方法  

1．赤血球の調製  

Jcl：Wistar系雄ラットの頸動脈よりヘパリン血を採取し；遠心によって血祭を除いて赤血球を  

得た1㌔ この赤血球をインキュベーションメディウムで3回洗淋して実験に用いた。インキュペー  

ションメディウムはNakaoらの方法13）によって調製した。メディウム組成は100mMクエン酸三  

ナトリウム，4mMNaH2PO．，10mM Glucose，2mMアデニン，20mMイノンン，pH7．5であ  

る。   

2、赤血球のインキュベーションと脂肪酸の取り込み   

放射性脂肪酸，4mM CaC12及び硝酸ナトリウムを加えた3倍量のメディウムに赤血球を分散さ  

せた。〔114C〕20：4（55．8mCi／mmol，NewEnglandNuclear）及び〔9，10－3H〕16：0（11．8Ci／  

mmol，NewEngland Nuclear）は牛血清アルプミンと複合体を作ってインキュベーションメディ  

ウムに加えた。インキュベーションは370C，60分間行った。   

3．赤血球膜脂質の抽出   

インキュベーション後，10倍量の0．g％NaClで赤血球を洗い，15倍量の10mMTris（pH7，4）  

で赤血球を溶血させた。溶血液を28，000×g，20分間遠心して赤血球膜を分取し，同一緩衝液で2回  

赤血球膜を洗った。赤血球膜からの脂質の抽出はWaysとHanahanの方法15）で行った。   

4．PSの精製   

赤血球膜のリン脂質と中性脂質はHPTLCシリカゲルプレート（E．Merck）を用いてジエチル  

エーテルー酢酸（100：1）の展観溶媒で分離した。このプレートをさらにクロロホルムーメタノール  

ー酢酸一水（67：33：4：2）の展開溶媒で多重展開してリン脂質をPE，PC，SPH及びPS＋ホスファ  

チジルイノントTル（PI）の4つの画分に分画した。PS＋PIの画分を薄層からかき取り，クロロホ  

ルムーメタノール（1：4）でPS及びPIを抽出した。抽出液中のPSをクロロホルムーメタノー／レ  

ー15％重炭酸ナトリウム（1ニ4：0．25）岬中で2，4，6トリニトロベンゼンスルフォン酸ナトリウムを  

反応させた。反応後，クロロホルムを加えて2層分配して下層を分駁した。2，4，6－トリニトロフユニ  

ルーPSとPiとを分離するために下層を濃縮し，シリカゲル薄層にスポットしてクロロホルムメタ  

ノールアンモニア水一水（70こ30：2．5：2．5）の展開溶媒で展開した。2，4，6－トリニトロフェルーPSの  

収量は85％であった。  

5．2，4，6一トリニトロフェニルーPSの酵素分解  

2・5mgのbutlated hydroxytoluene17〉を含んだ2mtのジエチルエーテルに0．6pmotの2，4，6ト  

リこトロフユニルーPSを溶解し，この溶掛こ0，1mlの蛇毒ホスホリパーゼA2（1mg／mlinO．2M  
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Tris－HCl，pH8．0）と50F（lの0．2MCaCl2及び0．24mgのセチルトリメチルアンモニウムブロマイ  

ド18）を加えて6時間インキエペp卜した。インキュベーション後，反応液をN2下で乾固し，HPTLC  

シリカゲルプレートで脂肪酸，2，4，6トリニトロフェニルpLysoPS及び未分解の2，4，6－トリニトロ  

フユニルPSを分離した。用いた展開溶媒はクロロホルムーメタノールーアンモニア水一水（67：33：  

2．5：2．5）である。   

9．脂肪酸組成の測定  

脂肪酸組成は脂肪酸をBF3－メタノールを用いてメチルエステル19）とし，ガスタロマトグラムよ  

り求めた。   

7．脂肪酸取り込みの測定   

放射活性はトルエンシンチレ一夕ーを用いて液体シンチレーションカウンターで測定した。計数  

効率は外部標準法で求めた。  

リン脂質量はHarris法20）で測定した。カルシウムイオン濃度はカルシウム電極を用いて測定し  

た。   

結  果  

1．赤血球膜リン脂質の脂肪酸組成に及ばす硝酸イオンの影響   

ラット赤血球膜の主要リン脂質はPC，PE，PS及びSPHであり，20：4はPE及びPS構成脂肪  

酸の中で最も多い脂肪酸である22）。ラット赤血球をユ．OmM硝酸イオンとインキエペー卜すると，赤  

血球膜PSの脂肪酸組成が有意に変化した（表1）。最も変化の大きい脂肪酸は20：4であり，対照群  

より4．5％増加した。一方，16：0及び18：0は対照群よりそれぞれ2．6％及び2．5％減少した。PE  

及びPCの脂肪酸組成は硝酸イオンによって変化しなかった。PSの20：4の増加は硝酸イオン濃度  

の増加につれて起こり，16：0＋18：0は逆に減少した。図1にこれらの関係を示した。   

2．PSの1位及び2位の脂肪酸組成   

PSの脂肪酸代謝に及ぼす硝酸イオンの影響を明らかにするために，PSの1位及び2位の脂肪顧  

組成の変化を調べた。表2に硝酸イオン処理及び対照群の赤血球膜PSの1位と2位の脂肪酸組成  

を示した。硝穀イオン必塵によって，2位のユ6ご∂の減少と20ニ4の増加が有意に起こることが諦め  

られた。一九1位では硝酸イオン処理と対照群との間に有意な差は認められなかった。  

3．赤血球腋リン脂質への脂肪酸の取り込みに及ぼす硝酸イオンの影響  

〔l－14C〕20：4と赤血球とをインキュベー卜した場合，〔1－14C〕20：4はPE，PC及びPSに取り込  
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表 1硝酸イオン処理ラット赤血球のホスファチジルセリン，ホスフアチジ／レエ  
タノールアミン及びホスファチジルコリンの脂肪酸組成  

Tablel FattyaCidcompositionsofphosphatidylserine，Phosphatidylethanolamine  
andphosphatidylcholineofraterythrocytesincubatedwithnitrate  

Phosphatidylserirle  Phosphatidylethanolamine  Phosphatidylcholine  

ControI  NaNO，   ControI  NaNO，   ConlrOI  NaNO3  

29，5±0．2   29．7±0．2  

0．3±0．2  2，8±0．1  

8．0±0，1  7．9±0，1  

4，4±0．1  4．3±0．】  

38，1±0．2   38，0±0．2  

0．8±0．1  0，8±0．1  

4．1±0．1  4．2±0．1  

6，8±0．1  （〉．9±0．1  

5．3±0．2  5，4±0．2  

6．0±0，1  

23．9±0．3  

5．1±0ユ  

5，9±0，1  

52．6±0．1  

0．6±0．1   

3．4±0．1＝■  

21．4±0．4●■  

5，6±0．3  

5，8±0．2  

57．1±0．4■■■  

0．6±0．2  

44．8±0．6   45．8±0．6  

1（l，3±0．2  1（）．5±0．2  

7，7±0．1  7．9±0．1  

14，6±0．1   14．2±0．2  

14，5±0．2  14．2±0．2  
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図 1赤血球膜ホスファチジルセリンの脂肪酸組成に及ぼす硝酸イオンの影響  

Fig・1Efrect ofnitrate on fatty acid composition orphosphatidylserine（PS）in  
erythrocytemembranes  
Theincubation mediacontainedlOO mMtrisodiumcitrate，4mMNaH2PO．，2  
mMadenine，20mMinosine，10mMglucose，pH7・5・Themediaweresupplement－  
edwith4mM CaC12and sodium nitratein theconcentrationsindicated・The  
incubation wasperformed at37－C，60min afterincubation，erythrocyter were  
WaShedwitbO．9％NaClander舛bTOCytemembTalleSWe代pTepared・Purincationo†  
PSanddeterminationoffattyacidcompositionwereperformedasdescribedin  
’一ExperimentalProcedures”．－●－，araChidonicacid（20：4）；－8一，palmitic acid  
（16＝0）plus5tearicacid（18＝0）・Eachpointwasthemeanorthreesamplesand  
errorbarsrepresented±SD，   
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表  2 硝酸イオン処理ラット赤血球中のホスファチジルセリンの1位及び2他の  
脂肪酸組成  
Table2 Fattyacidcompositionsorl・and2－POSitionsofphosphatidylserineinrat  
erythrocytesincubatedwithnitrate  

Control  NaNOa  

Whole8  トpositionb 2－pOSitionC  whole8   l－pOSitionb  2・pOSitionC  

l（）こ0  6．2±0．1  5，0±l．2  

1S：0  24．0±0．3   41．0±1．9  

18：1  5．0±0．2  8，0±0，4  

18：2  5．9±0．1  3、8±0、Z  

20：4  52．3±0．1  37．5±1，7  

20：5  0，6±0．1  

22：6  6．0±0．1  4．6±0．2  

7．3±1．3  

8．4±1．7  

2．3±0．2  

7．9±0．3  

65．9±1．5  

1．0±0．4  

7．3±0．3  

3．2±0．1＝●  

20．9±0．4＝●  

5．3±0．3  

5．S±0．Z  

57．4±0．4事－■  

0．6±0．2  

6．6±0．2  

2．2±1．7■  

6．2±1．7  

1．9±0．1  

6．7±0．5  

75．7±2．7＝  

0．9±0．4  

6．4±0．5  

5．1±1．5  

38．7±1．0  

9．5±0．9  

4．S±0．4  

36．2±1．7  

5．8±0．4  

已FattyacidcompositionofuntreatedTNP－PS  
bFattyacidcompositionorTNP－1ysoPS．  

CFattyacidconlpOSitionoffreefattyacid．  
RalerythrocyleSwereincubatedwithl．OmMsodiumnitrate．Incubation，PurificationofPSandfattYaCid  
ana†ysesweTeperformedasdescribedjnTablelaTlduTlder一’ExperimntalProcedures”．PSwaspurinedasa  
formor2，4，6－trinitrophenyl－PSand2，4，6Ltrinitrophenyl－PSwastrealedwithsnakever10mpho5pholipaseA2．  
Reiulting products，2，4，6・trinitrophenyl・1ysoPS and free†alty aCid，Were Separated by TLC，Fatty acid  
COmpOSi【ionsor2，4，6一山nitrophenyl－iysoPSand一丁eeねttyacidwereexpTeSSedaslhoseorl－and2－pOSilions，  
respeCtivelY・Valueswereexpressedaspercentage～（mean±SD，n＝3）ofthetolalfatty acidrecovercd．The  
Significance orthe diLrererLCe between controland nitrate・treated va）ues was shown＝＋p＜0・05；…p＜0・  
01；…ク＜0．00l一  

まれ，その取り込み速度はそれぞれ530，350及び80pmol／hperJJmOlリン脂質であった（図2）。  

1．OmMの硝酸イオンを添加した場合，PE及びPSへの取り込みはそれぞれ1．45及び1，35倍に増  

加した。一九PCへの取り込みは硝酸イオンの添加によって変化しなかった。図革は〔9，103H〕  

16：0の取り込みを示したものである。PE，PC及びPSへの取り込み速度はそれぞれ61，58及び  

12pmoVhperJJmOJリン脂質であった。1．OmMの硝酸イオンを添加した場合，PEへの取り込み  

は1．45倍に増加したが，PSの取り込みは対照群とほとんど変わらなかった。また，PCへの取り込  

みは対照群と同じであった。これらの結果は硝酸イオンによってPSへ20：4が取り込まれ易く  

なったことを示唆しているものと考えられる。PSに取り込まれた20：4の位置を調べるために〔1  

－14C〕20：4を取り込ませたPSを蛇毒ホスホリパーゼA2で分解して，分解物中の‖Cを調べた結  

果，取り込まれた〔1－14C〕20：4の90％は2位に検出された。   

4．PSの20：4含量の増加に及ばす陰イオンの影響   

硝酸イオンは生体膜を不安定化させるカオトロピックイオンの一つであることが知られてい  

る23・24）。硝酸イオンによるPEとPSへの脂肪酸取り込みの増加及びPSの20：4の含量の増加は硝  

酸イオンのカオトロピック効果によることが考えられる。このことを確かめるために赤血球を1．O  

mMのSCN－，ClO√及びNO3とインキエペ－卜し，その影響を調べた。表3はこ、れらカオトロ  

－ 52 －   
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図 2赤血球膜リン脂質への〔ト10C〕アラキドン  
酸の取り込みに及ぼす硝酸イオンの影響  

Fig・ヱEl托ctornitrateonincorpora【jon（Ir〔ト」4C〕  
arachidonic acid（20：4）into phosphatidyl－  
ethanolamine（A），Phosphatidylserine（B）and  
Phosphatidylcholine（C）of erythrocyte  
membraJ】eS  

Erythrocytes wereincubated withl・O mM  
50dium nitrate in the incubation media  
Supplemenledwitl14mMCaCl2and〔ト‖C〕  
20：4（ユニ6〃Ci）complexed to BSA・Forthe  
incubation condition see thelegend ofFig，l．  
Purification oi each phospholipid and determi- 
nation of radioactivllyincorporatedinto  
phospbolipid were performed as describedin  
r「ExpeTimentalProcedures”．一一◎r rni【ra【e；  
＋，＋nitrate．Each polnt WaS thc mean of  
threesamplesa11deTrOTbaTSrepreSemed±SD．   

囲 3赤血球膜リン脂質への〔乳10－3H〕パルミテ  
ン酸の取り込みに及ぼす硝酸イオンの影  
響  

Fig・3E恥ctornitrateonincorporationor〔9，10－3  
H〕palmiticacid（16こ0）intophpsphatidyl－  
ethanolamine（A），phosphatiserlne（B）and  
Phosphatidylcholine（C）of erythrocyte  
membranes  

The media were supplemented with4mM  
CaCl2 and〔9，tO－3H〕16こ0（3・6〝M／27JJCi）  
COmPlexedto BSA，Otherconditions▲Werethe  
SameaSinFig．2・Eachpointwasthemeanof  
threesamplesanderrorbar5repreSdnted±SD．  
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表 3 ホスファチジルセリンのアラキドン酸含量の増加に及ぽす陰イオンの影響  
Table3 Ef7bctofanionsonincreaseinarachidonicacidcontentofphosphatidylse－  

rine  

Addition  Ad  ％orcontrol  

52．4±0．1％   

52．8±0，2  

5二事．1±0．3  

53．S±0．2■＝  

57．3±0．4－＝  

58．1±0．4＝－  

59．2±0．7■■－  
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nOne  

Na2SOィ  

NaHCO3  

CHaCOONa  

NaNO8。  

NaCIO巳．  

NaSCN8  

＆chaolrOplCions  
Rat erythEOCyteS Wereincubated at3T foT60min with sodium thiocyanate，SOdium perchlorate，SOdium  
nirlate，SOdium acetate，SOdjum bicarbonate or sodium sulfate at the nnalcorlCentration ofl．O mMin the  
incubalionmediumcorltainlrLg4・OmMCaC12・20＝4contentofPSinerythroeytemembraneswasdeterrnined  
asdescribedirlFigLl・Valueswereexpressedaspercerltage（mean±SD，〝＝3）ofthetotalrattyacidrecovered．  
Theslgnificanceorthedifferencebetweencontrolandaniontreatedvalueswasshown：…p＜0．001  

ピックイオンによるPSの20：4含量に及ぼす影響を調べたものである。表3に示したように，PS  

の20：4含量の増加に及ぼす影響の強さはSCN▼＞ClO｛＞NO3の順であった。また，他のイオン  

の影響はわずかであった。   

4■ PSの20：4含量の増加及び20：4の取り込みに及ぼすその他の要因   

2価陽イオンイオノホアであるA23187でヒト赤血球を処理するとPEへの脂肪酸の取り込みが  

選択的に促進されることが知られている。また，このイオノホアによって細胞内カルシウム濃度の  

増加とカリウム濃度の減少が起こることが確かめられている2S〉。そこで，2価金属イオンによるPS  

の20：4含量の増加に及ぽす影響を調べた。図4はカルシウム及びマグネシウムイオンのPSの  

20：4の含量に及ぼす影響を調べたものである。メディウムに1．4及び8mMのCaC12を加えた場  

合，メディウム中のかレシウムイオン濃度はそれぞれ4．1，16．5および33．0〟Mであり，カルシウム  

イオン濃度の増加につれてPSの20：4含量が増加した。一方，マグネシウム及びEGTAを添加し  

た場合はPSの20：4の含量に影響を与えなかった。   

PSの20ニ4含量および取り込みに及ぼすカリウムの影響を調べるために，メディウム中のクエ  

ン酸三ナトリウムをクエン酸三カリウムに置換したメディウムを調製してその影響を調べた。表4  

に示したようにカリウムメディウムによってPEへの20：4の取り込みがおさえられ，対照群と同  

じ値を示したが，PSの20：4含量及び20：4の取り込みはカリウム濃度の増加によって影響を受  

けなかった。ラット赤血球とA23187をインキエペー卜すると硝酸イオンの場合と同じ影響が観察  

された（表5）。  

－、1l－   



NO3■による赤血球膜脂質組成の選択的変化   

表  4 硝酸イオン処理によるホスファチジ／レセリンのアラキドン取合量増加とア  
ラキドン酸取り込みの増加に及ぼす組胞外ナトリウム及びカリウム濃度の  
影響  

Table4 EErectsofextracellularpotassiumand sodiumonincreasein arachidonic  
acidcontentof 

． 

irlducedbyincubationwithnitrate  

Sodium medium potassium medium  

ConlrO1  5二l．0±0．1  5Z．7±0．】  

NaNO3  57．1±0，4＝雷  57．3±0．j■＝  

NaNO。／Conlrol   】．08  t，09  

20：4iIICOrpOrationinlO PSb  Control  O．82±0．09  0．83±0，08  

Nalヾ0。  t．1（）±0．10  l一】2±0一】0●  

NaNOユ／Control  l．34  1．35  

20：4incorporationin【O PEb  ConlrO1  5．3±0－4  5．1±0．3  

NaNOヨ  7．4±0．6■  5．3±0．6  

NaNO3／Contro1   1．40  

8％orlhetolal一色叩aCid  
bnmolor20：4ir）COrPOrated XlOrl／JLmOlorlipidphosphorus／h  
RaterythrocylesWereincL・batedwithl10mMsodiumnitrateinthepotassium（100mMtripotassiuncitrate）  
0＝Odiumrnedium（100mMtrisodium 

， 

Wereincubatedwith〔l・1▲C〕20＝4cnmplexedtoBSAinthe■presenceofl．OmMsodlumnitrate．PuriEIcation  
OrPEandPS，anddeterrnjnationofradioactivltylrlCOrpOratedintoPEandPSwereperrormedasdeseribed  
under††ExperimeTltalProcedures”andinFig．2．Thesigniflcancebetweencontrolandnitrate－treatedvalues  
WaSShQWn：－pく0・05；…タく0・00l．（mean±S【），n＝ユ）．  

考  察   

赤血球膜PSの脂肪酸代謝に及ぼす硝酸イオンの影響を調べ以下のような結果を得た。   

赤血球と硝酸イオンをインキエペ－卜することによってPSの脂肪酸組成に変化が起こり，20：4  

の増加と16：0＋18：0の減少が観察された。また，これらの変化は硝酸イオン濃度に依存していた。  

さらに，これらの現象は硝酸イオンにかぎらず他のカオトロピックイオンであるチオシアンイオン  

（SCNL）や過塩素酸イオン（ClO．）によっても観察された。このことは，PSの20：4含量の増  

や20：4の取り込みの増加が硝酸イオンのカオトロビック効果によって引き起こされたことを示し  

ている。   

はじめに述べたように，硝酸イオンは大気汚染物質であるNO2の吸入によって体内で生じる可能  

性がある。Odaら4）は5ppmのNO，を30分間マウスに暴露した場合に血液中の硝酸イオン濃度が  

対照群の4倍に相当する0．1mMに達することを報告している。従って，ここで示したPSの脂肪敵  

組成の変化は日常的に起こりうる可能性があると考えられる。  

一 55 →   



彼谷邦光・三浦 卓   

表 5 ホスファチジルセリンのアラキドン酸含量と〔1－14C〕アラキドン酸及び〔9，  
103－H〕パルミチン酸の取り込みは速度に及ぼすA23187の影響  

Table5 EffectsofA231870naraChidonica？iウCOntentOfPSandratesof（l・14C〕  
arachidonicacidand〔9，10－3H〕palmltlCaCidintoPEandPS  

controlb  A231＆7b  A231S7／control  

Arachidonic acid contentin PSC  

Sodjl】m Medjum  52．4±0．】 55．2±0．4  】．05  

Potassium Medium  52．2±0．1 55．4±0．5◆●●  1．06  

ArachidonicacidincorporationintoPSd  

Sodium Medium  

Potassium Medium  

PalmiticacidincorporationintoPSd  

Sodium Medium  

Potassium Medium  

0．82±0．08 1．07±0．09－  l，30  

0．83±0．08 l．09±0．09●  1．31  

0，12±0．01 0．13±0．Ol  l．08  

0．12±0．01 0．12±0．01  1．（氾  

Arachidonjcacidjncorporatiorl血oPEd  

Sodium Medium  

Potassium Medillm  

PalmiticacidincorporationintoPEd  

Sodium Medium  

Potassium Medium   

5．3±0．4 7．7±0．6●  1．45   

5．1±0．3 5．2±0．る  1．OZ  

O．61±0．05 0．88±0．0（）＝●  1．44  

0．61±0．05 0．60±0．06  0．98  

8ControlincubatioIlmixtllrereCeivedethanol（0．5％）  
bA23187（0・5／JM）inetllanOl（0・59も）  
C9石orthetotalfattyacidinPS  
dnmo】叫78Cidjncor㍗r∂【ed】0‾ソ〝mO】0Ⅲpjdpム那pわoru∫／h  
RaterythrocyteswerelnCubated at3Tfor60minwithA23187inpotassiurrlOrSOdiummediurncontainlTIg  
4，OmMCaC12．20：4contentofPSineTythrocytemembraneswasdeterminedasdescribedinFig．l．1norder  
toexarninefattyacidincorporationintoPEandPS・incubationwasperね一medinthereSenCeeitherof〔l・  
l℃）arach上do爪ic acjd or（ク，lα3H）pa血1【icacid comple又ed【o bov川e SerUm a】bumIn．Incorpor如来川Or  
raこ1ioacliverattyacidintoPEandPSwasdeterminedasdescribedinFigs．2and3．Thesig11ificancebetween  
COntrOlandnitTate・treatedvalueswasshown：◆p＜0．05；＝◆p＜0．001．（mean±SD，n＝3）．   

哺乳動物の赤血球の脂肪酸代謝について多くの研究がなされてきた7，8・11）。しかしPSの脂肪酸代  

謝に関する研究はほとんど行われていない。硝酸イオンによる赤血球膜PSの20：4含量の増加は  

16：0と20：4のPSへの取り込み速度の違いによって起こるものと考えられる。また，20：4含量  

の増加につれて16：0が減少することから，PSの2位の16：0が20：4と置換するものと考えら  

れる。   

最近，膜リン脂質への脂肪酸の取り込みは膜の細胞質側でリゾリン脂質がアシル化されることに  

よって起こることが明らかにされた26・27）。従って，硝酸イオンによるPSの20：4の取り込みの促進  

はアシルトランスフエラーゼやホスホリパーゼの晴性の促進によって起こるものと考えられる。細  

胞内ホスホリパーゼの活性の発現にはかレンウムが必要であり28），膜リン脂質代謝の制御に重要な  

役割を果たしている23）。PSの20：4含量の増加にはカルシウムイオンが必要であることが図4及  

びイオノホアA23187を用いた実験から明らかにされた。イオノホアA23187はカルシウムを選択  
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NO3による赤血球隈脂質組成の選択的変化  
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図 4 赤血球模ホスファチジルセリンのアラキドン談合童の増加に及ぽすカルシ  
ウムヒマグネシウムの影響  

Fig・4 Ef7ectsorcalcium 
， 

TheincubationmediaweresuppLmentedwithl．OrnMsodiumnirateand  
CaC120r MgC120r MgC12in the concentrationsindicated．For other  
experimentalconditions seethelegelldofFig，1．●，＋calcium；▲，＋  
Calcium＋9mM EGTA；○，＋magnesium，Each pointwas themean of  
threesamplesanderrorbarsrepreserlted±SD・  

的に透過させることが知られているZ9）。Paysantら30）はヒト赤血球にホスホリパーゼ活性があるこ  

とを示唆している。さらに，Diseら11）はヒト赤血球の脂肪酸代謝にホスホリパーゼが関与している  

ことを示した。WakuとLands31）はラットの赤血球膜にホスホリパNゼ活性が存在することを示  

唆した。これらの事実は硝酸イオンによって起こるPSの20：4含量の増加がカルシウムによるホ  

スホリパーゼの活性化と関係があることを示すものと考えられる。20：4の取り込みがPSの2位  

で選択的に起こっている事実はラット赤血球膜にホスホリパーゼA2が存在することを示すもので  

あろう。   

硝酸イオンのラット赤血球膜のPE及びPSの脂肪酸代謝に及ぽす影響はイオノホアである  

A23187の場合と極めて類似していた。Waisshlanら32）はヒト赤血球膜におけるかレシウムポンプ  

の機構に陰イオンが関与していることを示している。このことは硝酸イオンとカルシウムイオンと  

の間に密接な関係があることを示すものと考えられる。  
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NaokiTSUJII2，Manabu KUNIMOTOl，TakashiMIURAl，Kunimitsu KAYAl，  

KatsmiMOCHITATEland Nobuhiro SHIMOJYO2  

要  旨  

二酸化窒素（NO2）暴露による赤血球膜成分の変動の原因を明らかにするために，NO2   

暴露によって血汲中に増加する硝懐イオン亜硝酸イオンが赤血球膜成分に及ぼす効果を   

ラット血液を用いて検討した。血掛こ最終濃度0．1～1．OmMの亜硝酸ナトリウムを添加し   

37鹿で1時間インキュベーションすると，赤血球膜のシア／レ酸含量はほとんど変化しない   

がヘキソース含量は低下し，0．1mM亜硝酸ナトリウム添加によって対照値の77％となっ   

た。逆に硝酸ナトリウムの添加によって赤血球膜のヘキソース含量は変化しないがシァル   

酸含量は低下した。  

硝酸ナトリウムの添加によって赤血球膜のCa2＋，Mg2十ATPase活性は添加濃度に依存   

して減少し0．2mMで対貝酎直の79％になった。亜硝酸ナトリウムも同様の効果を示したが   

その作用は硝酸ナトリウムよりも小さかった。赤血球膜のNa十，K＋－ATPase活性は両イ   

オンの添加により増減が認められたが変動巾は微弱であった。  
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辻井直樹ら  

以上の結果から，NO2暴常によって認められた赤血球膜のヘキソース含量とCa2＋，Mg2＋  

ATPase活性の低下は各々NO2暴君によって血液中に増加する亜硝酸イオンと硝酸イオ  

ンの作用によることが支持された。また，NO2暴露で観察された赤血球膜シァル酸含量と  

Na＋，K＋－ATPase活性の増加には硝酸イオンと亜硝酸イオンがほとんど関与していない  

ことが明らかとなった。  

Al）Straet   

TnordertoclarifythechemicalformsofNO2prOducingalterationsofcomponentsofred  

CelImembranes，ratbIoodswereincubatedwithnitrateandnitriteions，pO5Sibleproductsof  

inhaled NO2，and changesin components ofred cellmembranes were examined．Sixty  

minutesaLterincubationat37□C，thehexosecontentofredcellmembraneswasdecreasedto  

77％ofthecontrolbyO・1rnMsodiumnitriteandthesialicacidcontentdecreasedslightly  

attheconcentrationsranglTlgfromO．1tol．OmM．Bycontrast，addition ofsodiumnitrate  

res111tedinamarkeddecreaseinthesialicacidcontentandinaslightreductioninthehexose  

COntenS・Ca2＋，Mg2＋－ATPaseactivltyOfredce11membranesalso showedarapiddecrease  

dependentonthenitrateconcentrationuptoO．2mMfollowedbyaslightdecrease．Addition  

OfsodiumnitritecausedadecreaseinCa2＋，Mg2＋－ATRaseactivltySlmi1artothatofsodium  

nitratebuttheefTectortheformerwaslesssignificant・TheNa十，K＋－ATPaseactivltyaltered  

Slightlyuponincubationwiththeseions．   

TheseresuLtssupportthatthehexosecontentandtheCa2十，Mg2十－ATPaseactivltyOfred  

cellmembranesaredecreasedbyelevatedlevelsofnitrite且ndnitrateions，reSpeCtively，inthe  

blooduponexposufetONO2，butincreasesintheNa＋，K＋－ATPaseactivltyandinthesialic  

acid content are notdue to theseions．  

はじめに   

NO2暴露によって血液成分は多様な変化を受けることが＃告されている。血清中のアセルコリン  

エステラーゼ，アスパラギン酸アミノトランスフエラーゼやカタラーゼ等の酵素活性が変化する外  

に赤血球ヘモグロビンのメト化が明らかにされている1’2）。我々はこれまでにNO2暴露が赤血球成分  

に及ぼす影響について，検索し，赤血球解糖系酵素活性と赤血球膜成分の変化を明らかにしてき  

た3▲5）。4ppmNO2の急性暴露によって赤血球の解糖系酵素活性と赤血球膜のNa＋，K＋一ATPase活  

性及びシァル酸含量の増加が起こるが，これらの増加はNO2暴露によって赤血球の老化が促進され  

次いで若く高い活性を持つ赤血球の割合が血液中に増加することに起因している可能性を明らかに  

した㌔ しかしながらNO2暴露によって観察された赤血球膜のCa2＋，Mg2＋－ATPase活性とヘキ  

ソース含量の減少は赤血球のポピュレーションの変化としては説明できない。   

吸入されたNO2ガスは肺胞において硝酸イオンと亜硝酸イオンの形で血液中に入り，体内を循環  

した後尿中に排泄されることが知られている708）。従って，赤血球は肺胞においてNO2ガスと直接接  

触する可能性があるはかに，血流中において硝酸イオンと亜硝酸イオンに暴露されていることにな  

る。NO2が中性で水分子と反応すると等モルの硝酸と亜硝酸ができる9）。亜硝酸イオンは速やかに赤  

血球内に取り込まれ，ヘモグロビンをメト化し硝酸イオンとなる川）。4ppm程度のNO。をラットに  
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NO‾xの赤血球膜成分に及ぼす影響   

暴露した場合血液中の硝酸イオン濃度は数時間以内で定常状態となり，その際の硝酸イオン濃度は  

0・1～0．2mMと対照値の数倍に達しNO2暴露を続ける限り血液中の濃度は高いレベルに維持され  

る11）。血液中の亜硝酸イオン濃度を正確に測定することは困難であるが，4ppm NO2暴露の場合5  

～10mM以上になっていると考えられる。   

以上述べた事実から明らかなように，NO2暴露の赤血球に対する作用機作を解明しようと試みる  

場合硝酸イオン及び亜硝酸イオンの効果について検討することが必要になってくる。本研究では，  

4ppm NO，暴窟によって変動する赤血球膜のヘキソース及びシァル酸含量とCaZ＋，Mg2＋LATPase  

清性が硝酸イオンと亜硝酸イオンによってどのように変化するかについて検討した結果を記した。  

方  法  

1．血液の採取とインキュベーション   

実験にはJcl：Wistar系雄ラット（13－24週令）を使用し，エーテル麻酔を行い頸動脈からヘパ  

リン存在下で血液を採集した。採集した血液はただちに遠心により血境と赤血球と分離した。血簗  

に硝酸ナトリウムあるいは亜硝酸ナトリウム溶液を1／20容加えた後等容の赤血球と混合し37度で  

インキュベーションした。インキュベーション後遠心によって赤血球を分離し0．95％NaCl溶液で  

3回洗淋した。洗惟した赤血球からDodgeらの方法121によって赤血球膜を調製し試料として分析に  

供した。   

2．亜硝酸イオンと硝餞イオンの定量   

亜硝酸ナトリウムは硝酸ナトリウムを添加した赤血球懸濁液から経時的に試料を採取しOdaら  

の方法13）で硝酸イオンと亜硝酸イオン量を定量した。   

3．へキソース及びシァル酸の走塁   

赤血球膜画分のシァル酸含量はAminoffのTBA法14）で行った。ヘキソース含量の測定は，赤血  

球膜面分を4N塩酸中で85度4時間加水分解した後，クロロホルムーメタノール（2：1）で2回洗淋  

した上層を濃縮しRoeのアンスロン法15〉で行った。   

4．ATPase活性の測定   

赤血球画分のATPase活性はLuthra＆Kimの方法16）により測定した。Na＋，K＋－ATPase活  

性は－KClを対照とし，Ca2＋，Mg2＋ATPase活性は＋EGTAを対照として求めた。   

赤血球膜画分のリン脂質量はHarrisらの方法17）で定量した。  

結  果  

1■ 赤血球旗のシァル酸とへキソース含量に及ぼす硝酸ナトリウムと亜硝酸ナトリ■ウムの効果  
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辻井直樹ら  

4ppmNO2をラットに1日間暴露すると赤血球膜成分は多様な変化を示す。これらの変化を表1  

に要約した。シァル酸含量とNa＋，K＋rATPase活性は共に増加し，ヘキソース含量とCa2＋，Mg2＋・  

pATPqse活性は減少した。これら赤血球膜成分の変動と硝酸イオン，亜硝酸イオンの関連を明らか  

にするために，血祭に硝酸ナトリウム又は亜硝酸ナトリウムを添加し等容の赤血球と混合し37度で  

インキュベーションした。図1に亜硝酸ナトリウムを最終濃度0．1mM及び0．5mMになるように  

添加した場合の亜硝酸イオンの変化を示した。37産でのインキュベーションによっていずれの場合  

も亜硝酸イオン量は20分以下の半減期で減少した。60分目の亜硝酸イオン量は0．1mM及び0．5  

mMの添加で各々0．03mMと0．08mMであった。最終濃度0，5mMでのインキュベーションを行  

うとヘモグロビンのメト化が肉眼的にも観察された。また減少した亜硝酸イオンが硝酸イオンと  

なっていることも確認された。   

図2に，0．1～0．5mMの亜硝酸ナトリウムが赤血球膜のへキソース含量に及ぼす効果について示  

表 14ppmNO21日間暴露が赤血球膜成分に及ぽす影響  
Tablel Effectsoeone－dayexposuretoNO，OnCOmPOnentSOfredcellmembranes  
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図 1血液中に添加した亜硝酸イオンの経時変化  
Fig・1ChaTlgeSinthenitriteconcentrationinthebloodduringlnCubation  
Additionofsodium nitrite：○，0．1mM；●，0．5mM．  
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した。ヘキソース含量は亜硝酸ナトリウムとインキュベーションすると0．1mMで1時間目には無  

添加の70％にまで減少した。1時間日以もわずかに減少を続けたが無添加の場合も同程度の減少を  

示し，赤血球膜のへキソース含量の低下は1時間以内で完了すると考えられる。図3に0．1′、一1．OmM  

Incubo†ion Time（hr）   

図 2 亜硝酸ナトリウム添加による赤血球ヘキソース含量の経時変化  

Fig．2 Changesinthehexosecontentofredcellmembranesduringincubation  
ofred blood cells with sodium nitrite  
Addition of sodiurn tlitrite：○、nO addition；X，0．lmM；■，0＿2rnM；●、0、  
5mM．  

図 3 硝酸ナトリウム及び亜硝酸ナトリウムの赤血球膜へキソース含量に及  
ぼす効果  

Fil二 3 EfTectsofsodiumnitrateandsodiumnitriteonthehexosecontentofred  
cellmernbranes  
O，SOdiumnitrate；●，SOdiumnitrile．（mean±SD）■p＜0．05．  

－ 63 －   



辻井直樹ら   

の硝酸ナトリウム又は亜硝酸ナトリウムと37度で1時間インキュベーションした結果を示した。赤  

血球膜のヘキソ丁ス含量は0．1mM亜硝酸ナトリウムの添加によって77％にまで減少したが，亜硝  

酸ナトリウムの濃度を上げていくとヘキソース含量の減少の度合いはむしろ低下した。0．5～1．O  

mMでは無添加の場合の86％であった。一万，硝酸ナトリウムの添加による赤血球膜へキソース含  

量の減少は微弱であった。   

図4に，硝酸ナトリウムと亜硝酸ナトリウムが赤血球膜のシァル酸含量に及ぼす効果を示した。  

へキソール含量の場合と異なりシァル酸含量は0．1mMから0．5mMと硝酸ナトリウムの添加量に  

図 4 硝酸ナトリウム及び亜硝酸ナトリウムの赤血球膜シァル酸含量に及ぼ  
す効果  

Fig，4 Effectsofsodiumnitrateandsodiumnitriteonthesialicacidcontent  
Of■redce】lmembraneg  
O，SOdiumnitrate；●，SOdiumnitrite．（mean±SD）■p＜0．05．   

低下し，0．5mM硝酸ナトリウムで対照僧の74％になった。亜硝酸ナトリウムの添加によっても赤  

血球膜のシァル酸含量は低下したがその効果は硝酸ナトリウムに比べ著しく小さく1．OmMで対照  

値の94％であった。   

2，赤血球膿のATPase活性に及ぼす硝酸キトリウムと亜硝酸ナトリウムの効果   

図5に，硝酸ナトリウムと亜硝酸ナトリウムが赤血球膜のNa十，ⅩしATPaseに及ぼす影響を示  

した。0．1mMの硝酸ナトリウムではNa＋，Ⅹ十－ATPase活性は対照値の91％に減少したが，0．2  

mMでは102％となり更に添加濃度を上げると活性は徐々に減少していった。亜硝酸ナトリウムの  

効果は硝酸ナトリウムと同様のパターンを示したが0．2mMでNa＋，K＋－ATPaseは105％とわず  

かに対照値を上回り以後添加濃度の上昇につれ低下した。Ca2＋，Mg2＋ATPase活性は硝酸ナリト  

ウムの添加によってNa＋，K十一ATPase活性よりも顕著に変化した（図6）。0．2mMまでは添加濃度  

に依存して減少し対照値の79％となった。その後も徐々に減少し1．OmM硝酸ナトリウム添加では  

対照値の75％になった。亜硝酸ナトリウムも硝酸ナトリウムと同様にCa2＋，Mg2しATPase活性を  

、∵鋸 一   
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図 5 硝酸ナトリウム及び亜硝酸ナトリウムの赤血球膜Na＋，K＋－ATPase活  
性に及ぽす効果  

Fig・5 E恥ctsofsodiumnitratearldsodiumnitriteontheNa十，K＋－ATPase  
activltyOfredcellmembranes  
O，SOdiumnitrate；●，SOdiumnitrite・  

図 6 硝酸ナトリウム及び亜硝酸ナトリウムの赤血球膜Ca2十，Mg2±ATPase  
活性に及ぼす効果  

Fig，6 Efrects of sodium rlitrate and sodium nisrite on the Ca2＋，Mg2＋一  
ATPaseactivltyOfredcellmembranes  
O，SOdi11mnitTate；●，SOdillmnitTite．  
（mean±SD）■事ク＜0，01．   

減少させたが添加濃度0．2mMで対照値の87％と硝酸ナトリウムよりも効果は小さかった。更に添  

加濃度を上げても減少効果は変わらなかった。  

考  嚢   

これまでに4ppm NO2暴露によってラット赤血球の形質膜成分が多様に変化することを明らか  

にして来た頼㌔ラット赤血球は約70日の寿命を持ち，血流中で老化していく間に膜ATPase活性の  
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辻井直樹ら   

減少やシァル酸含量の低下が起こることが知られている1…9）。従って，NO2暴露によりNa＋，  

K＋－ATPase活性とシァル酸含量ば増加することは血液中で赤血球の若返りが起こっている可能性  

を考えさせる。この仮説に基づいて若い赤血球と老化した赤血球を分画した結果，NO2暴露初期に  

若い赤血球が増加することを見出した6）。しかしながら，赤血球膜のヘキソース含量とCa2＋，Mg2＋一  

ATPasd活性の減少については原因が明らかではなかった。本研究は，NO2暴露によって血液中に  

硝酸イオンと亜硝酸イオン濃度が増加することに着日し，これらイオンが赤血球膜成分に及ぼす影  

響を明らかにするために行われた。   

赤血球膜のヘキソース含量は0．1mMの亜硝酸イオンによって特異的に減少した（園3）。また，シ  

ァル酸含量は0．2mMの硝酸イオン濃度で83％に減少したが亜硝酸イオンの効果は微弱であり増  

加は認められなか？た（図4）0これらの結果から・NO2暴露によって血液中の硝酸イオン亜硝酸イ  

オンが0．1～0．2mMに上昇すれば1時間でヘキソース含量とシァル酸含量の低下が起こる可能性  

が明らかになった。   

硝酸イオンと亜硝酸イオンがNa＋，K＋－ATPase活性に及ぼす効果は微弱であった（図5）。亜硝  

酸イオンの添加により0．2～0．5mMの磯度範囲で活性はわずかに上昇したが4ppm NO2暴露で観  

察された有意な増加に比較すると著しく小さい（表1）。一九Ca2＋，Mg2＋rATPase活性は両イ  

オンの添加濃度に依存して減少した（図6）。亜硝酸イオンの低下効果は同濃度の硝酸イオンに比べ  

て小さかった。従って，亜硝酸イオンがCa2十，Mg2＋－ATPase活性を低下させる効果はインキユペー  

ション中に亜硝酸イオンから転換した硝酸イオンの効果によると考えられることも可能である（図  

1）。このように硝酸イオンと亜硝酸イオンが赤血球膜の両ATPase活性を低下させる効果を持ち，  

血液中に硝酸イオン濃度が増加すれぼCa2＋，Mg2＋一ATPase活性が減少することは，ラットにこれ  

らイオンを静注した実験でも支持された20）。   

以上の結果を基にして，4ppmNO2暴露によって観察された赤血球膜のへキソース含量の減少は  

亜硝酸イオンの作用であり，Ca2＋，Mg2＋－ATPase活性の低下は硝酸イオンの作用であるという仮  

説が支持された。NO2暴露とインキュベーションによる影響発現の時間差については今後検討しな  

ければならない。  
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ニ酸化窒素の生体内における作用形態  

一硝酸イオンと亜硝簡イオンの静注による影響一   

E打ectso［InlraYeIlOuSInjectionofNitr＆teandNitriteIons  

on Red Blood Cells＆ndLiYer Microsomes ofRats  

国本 学1・局 博一1・三浦 卓1・  

彼谷邦光1・持立克身1  

ManabuKUNIMOTOl，HirokazuTSUBONEl，TakashiMIURAl，  

Kunimitsu KAYÅland KatsumiMOCHITATEl   

要  旨   

二酸化窒素（NO2）の生体内での作用形態を明らかにするために，ラットに硝酸イオン  

と亜硝酸イオンを経時的に静江して赤血球膜成分と肝ミクロソーム成分の変化を調べた。  

ラットに50，100及び200mM硝酸ナトリウムを1時間毎に5回静注すると，5時間削こは  

血液中の硝酸イオン濃度が各々0，16，0．30及び0．70mMとなった。亜硝酸ナトリウムの静  

注でも同程度の硝酸イオン濃度が検出された。硝酸ナトリウム及び亜硝酸ナトリウムの静  

注はともに赤血球膜のCaZ＋，Mg2＋LATPaseとNa十，K＋－ATPase清性を低下させたが，硝  

酸ナトリウムの方が低下効果は大きかった。またNa＋，K＋一ATPaseよりもCa2＋，Mg2＋－  

ATPase活性の低下の度合は大きく，50及び100mM硝酸ナトリウムによって各々対照  

値の68％（♪＜0．05）と69％（♪＜0．05）にまで減少した。   

硝酸ナトリウムの静注は肝ミクロソーム成分を低下させる傾向を示した。その効果は  

NO2暴露の場合と同様にチトタロ．ムPL450およぴNADPH－チトクロームc還元酵素  

に特異性が高かった。亜硝酸ナトリウムの静注はチトクロームP－450に商い特異性を示し  

NO2暴露とは異なる効果を示した。   

これらの結果から，NO2暴露によって観察された赤血球膜Ca2＋，Mg2＋－ATPase活性と  

肝ミクロソーム薬物代謝系成分の低下は血液中に硝酸イオン濃度が増加すれば起こること  
が明らかになった。  

AIIStr8亡t  

Inordertoclari吋thereactivefbrmofNO2inblood andtissues，SOdiumnitrateand  

SOdi11m一一itrite，pOSSiblepTOductsofiTll－aledNO2，WerelnJeCtedintravenouslyLntOratSand  

1，国立公害研究所 環境生理部 〒305 家城県筑波群谷田部小野川16番2  
TheNationallnstituTeforEnviror）mentalStudies．BasicMedicalSciencesDivision．YatabemaChi，Tsukuba，   

lbaraki305，Japan．  
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国本 字・その他   

alterationsin cellmembrane components of red blood cells andin components of  

microsomalelectron－tranSpOrt SyStemS Oflivers were examinedlFive－timeslnJeCtion or  

sodiumnitrateatl－hourinteryalresultedinelevatedlivelsofbloodnitrate；0・16，0・30and  

O．70mMuponO．4－mlinJeCtionof50，100and200mMsodiumnitrate．Similarlevelsofblood  

nitrate were foundbyinJeCtion ofsodium nitrite．Ca2＋，Mg2＋，ATPaseactivltyOrredcell  

membranesdecreasedbysodiumnitrateandreached68％（Pく0・05）and69％（Pく0．05）at  

theinJeCtionconcentrationsof50andlOOmM，reSpeCtively・Sodiumnitratealsoresultedin  

aslightdecreasein Na＋，K’－ATPase activity・These ATPase activities also decreased by  

lnJeCtionofsodiumnitriteandthemagnitudeofreductionwassmallerthanthatbysodium  

nitrate・Componentsorelectron．transportsystemsoflivermicrosomeswere decreased by  

lnJeCtion of sodium nitrate and showed an alteration proLile similar to that by NO2  

inhalation，Ontheotherhand，thee馳ctofsodiumnitratewasspecifica11ydeteriorativeto  

CytOChromeP－450．   

Theseresultssupportthatelevatedlevelsofnitrateioninthebloodcausereductionin  

Ca2＋，Mg2＋－ATPase acか如．arld jn compone山S Or drug－meほbo】jzlng SyStem jnli、rer  

mlCrOSOmeS．  

はじめに   

我々はこれまでにNO2の吸入実験を行い血液成分と臓器の生体膜系成分に及ぼす影響を検索し  

て来た。その結果，赤血球膜ではヘキソース含量の減少とCa2＋，Mg2＋ATPase活性が低下すること  

を見出した。また，肺，肝，腎等臓器のミクロソーム電子伝達系成分が減少することも明らかにし  

た1）。   

NO2ガスは呼吸器に吸入されると肺胞において硝酸イオンと亜硝酸イオンの形で血液中に入り  

体内を循環する㌔従って，NO2の直接的な作用は呼吸器ではNOヱの形態で行われるが，血液成分及  

び呼吸器以外の臓器に対しては硝酸イオンと亜硝酸イオンの形態で作用する可能性が考えられる。  

そこで我々は，ラットの肝臓からミクロソームを分離し硝酸イオン及び亜硝酸イオンとインキュ  

ベーションしてミクロソーム成分の変動について検討した。その結果，分離したミクロソームの成  

分に及ぼす硝酸イオンの効果は，変化する酵素とチトクロームの種類及び変化の度合いという点で  

NO2暴露が肝ミクロソーム成分に及ぼす効果とよく一致していた。また，同様にラットより血液を  

分離し硝酸イオンと亜硝酸イオンが赤血球膜成分に及ぼす影響を検討した結果，4ppmNO2暴露に  

よって起こるヘキソース含量の低下は亜硝酸イオンによって起こりC卑2＋，Mg2＋一ATPase活性の減  

少は硝酸イオンによっている可能性が見出された。   

本研究は，NO2暴露によっておこる生体膜成分わ減少が，NO2暴霹によフて血液中に増加する硝  

酸イオンと亜硝酸イオンの直接又は間接的に作用した結果であることを確かめるために行った。  

ラットに硝酸ナトリウムあるいは亜硝酸ナトリウムを静注し赤血球膜成分と肝ミクロソーム成分が  

受ける影響を検討した。  
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方  法  

1．硝酸ナトリウムと亜硝簡ナトリウムのラットへの静注  

Jcl：Wistarの雄ラットの外頸静脈にカテーテルを通し固定した。末端は頸背部に出した。手術後  

2日日にカテーテルを通して仇4mlの硝酸ナトリウム溶液又は亜硝酸ナトリウム溶液を注入し，更  

にヘパリン（500単位／ml）を添加した0．95％NaCl溶液0．2mlを注入後密閉した。対照群のラッ  

トには硝酸ナトリウム，亜硝酸ナトリウムの代わりに0．95％NaCl溶液を0．4mlを注入した。1時  

間毎に5回注入し最後の注入から1時間冒に頸動脈から採血し屠殺した。血液中の硝酸イオンと亜  

硝酸イオンの測定は，これろイオンの注入前後にカテーテルより0．2ml採血し行った。採血屠殺後  

肝臓を分離し0．95％NaCl溶液で濯流し血液を除去した。   

2．試料の調整   

赤血球は採血後ただちに血液より遠心により分離し5倍容の0．95％ NaCl溶液で3回洗源後15  

倍容の10mMトリス緩衝液（pH7．4）に懸濁し溶血させた。溶血後Dodgeらの方紆lで赤血球膜を  

調製し，ATPase活性の測定に供した。濯流した肝臓は10mMトリス顔衝液を含む0．15MKCl溶  

液中で紙片化し，ポッター型テフロンホモジナイザーでホモジェネートとした。ホモジェネートは  

10，000×g15分間の遠心後，遠心上清を105，000×g60分間遠心しミクロソーム画分を調製した。   

3．酵素活性及びチトクローム含量の測定   

赤血球膜ATPaseの活性はLuthra＆Kimの方法4）により測定した。ミクロソームのNADH－チ  

トクロームC還元酵素及びNADPH－チトクロームc還元酵素の両活性はOmur＆Takesueの方  

法5）により測定し，チトクロームP450及びチトクロームb5含量はOmura＆Satoの方法6）で定量  

した。   

肝ホモジュネートのタンパク質量はLowry法7）により定量し，赤血球膜のリン脂質量はHarris  

らの方法81により求めた。   

血液中の硝酸イオンと亜硝酸イオン濃度の測定はOdaらの方法9）により行った。  

結  果  

1．硝酸ナトリウムと亜硝酸ナトリウムの静注による血液中硝酸イオンと亜硝酸イオン温度の変  

化   

ラットに100mM硝酸ナトリウムを0．4mlずつ静注すると血液中の硝酸イオン濃度は4時間目  

ではぼ一定の値を示すようになった（図1）。この際血液中硝酸イオン濃度は0．30mMと対照値の約  

6倍に上昇していた。100mMの亜硝酸ナトリウムを静注した場合，破線で示した亜硝酸イオン濃度  

は注入後1時間削こは約0．05mMにまで減少し注入回数の増加による血液中の亜硝酸イオン濃度  
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O  l  

園 1・100mM硝酸ナトリウムの静注によるラット血液中の硝酸イオン濃度の変化  

Fig．1Changesinnitrateconcentrationofratbloodupon．intraYeTlOuSlITJeCtionof  
lOOmM sodium Tlitrate  
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図 2100mM亜硝酸ナトリウムの静注によるラット血液中の亜硝酸，硝酸イオン  
濃度の変化  

Fig・2 ChangesinnitriteandnitrateconcentrationsofratblooduponintravneOuS  
lnJeCtionoflOOmMsodiumnitrate  
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の上昇は認められなかった（図2）。一方，亜硝酸ナトリウムの静江により血液中の硝酸イオン濃度  

は注入回数の増加に伴い上昇し5時間臼には0．23mMとなった。硝酸ナトリウム又は亜硝酸ナトリ  

ウムの静注濃度を50mM，200mMとした場合も同様の傾向が観察された。表1に，硝酸ナトリウ  

ム又は亜硝酸ナトリウムを1時間毎に5回静注したラットの5時間日における血液中硝酸イオン濃  

度を示した。血液中の硝酸イオン濃度は注入に用いた硝酸ナトリウムの濃度に依存して上昇し，50，  

100，200mMで各々0．16，0、30，0．70mMであった。同様に亜硝酸ナトリウムを注入した場合も亜  

硝酸ナトリウム濃度50，100，200mMに対して血液中の硝酸イオン濃度は0．17，0．23，0．55mMと  

なった。  

表  1NaNO3又はNaNO2の静注による血液中のNO言濃度  

Table l NO言COnCentrationin bloodofrats at5hr  

Col】C印【ra【わ爪OfNO言（mM）  
Injection  

NaNO3  NaNO2   

Contro1  

50 mM 

100 mM 

ユ00mM  

2．硝酸ナトリウム又は亜硝酸ナトリウムの静注が赤血球膿ATPase活性に及ぼす影響   

表4に4ppm NO2を1日間暴露したラットの赤血球膜ATPase活性を示した。かレンウムイオ  

ンの赤血球内濃度を制御しているCa2十，Mg2＋ATPase活性はNO2暴露によって対照群の87％  

（♪＜0．05）と有意に低下した。また，赤血球からナトリウムイオンの汲み出しを行っているNa＋，  

K＋ATPaseは対照群の1．25倍と増加する傾向が認められた。硝酸ナトリウムを静注した場合，50  

mM及び100mMの濃度でCa2＋，Mg2十LATPase活性は各々対照群の68％（P＜0．05），69％（P＜  

0、05）と有意に減少した（表3）。Na2＋，K十－ATPase痛憤も注入した硝酸ナトリウムの濃度に依存し  

て減少する傾向を示した。亜硝酸ナトリウムを静注した場合，Ca2＋，Mg2＋－ATPase活性は対照群の  

20％～27％の減少傾向を示した（表4）。また，Na＋，K＋－ATPase活性も同程度の減少傾向が認め  

られた。  

表  2 4ppmNO21日間暴露による赤血球膜ATPaseの変化  
Tat）1e 2 E斤ectDrOnedayexposuretoNO2OtltheATPaseactivitiesofratredceus  

Ca2＋，Mg2＋rATPasel  Na＋，K＋－ATPasel  

ControI  

Exposed  

5．72±0．86  

7．】4±0．45  

6．20±0．38  

5．40±0．24■  

1J‘mOIPireleased／hr／mgofphospholipid ●p＜0・05  （mean±SD．，n＝6）   
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表  3 赤血球膜ATPaseに及ぼすNaNO3静注の効果  
Table 3 E斤bctofNaNO3inJeCtionontheATPaseactiYitiesofratredcells  

NaNO3COnC．  Ca2＋，Mg2＋rATPasel  Na十，K十一ATPasel  

5．56±1．26（100）  

5．42±0．53（97）  

5．06±0．42（91）  

4．84±0．62（87）  

5．44±1．04（1（氾）  

3，72±0▲28■（68）  

3．78±0，14●（69）  

4．30±0．90（79）  

Contro1  

50 mM 

100 mM 

200mM  

（mean±SD．，〃＝4）  lJLmOIPire］eased／hr／mgorphospholipid   

表  4 赤血球膜ATPaseに及ぼすNaNO2静注の効果  
Table 4 E斤ectofNaNO2injectionontheATPaseactivitiesorratredcells  

NaNO2COnC．  Ca＋，Mg＋－ATPasel  Na＋，K＋rATPasel  

5．S7±0．24（1〔氾）  

4．70±0．35（80）  

4．87±1．10（83）  

5．92±0．6（）（101）  

Contro1  

50 mM 

100 mM 

200 mM 

5．43±0・45（100）  

4．29±0，68（79）  

4．40±1．07（80）  

3．96±1．20（73）  

（mean±SD．，〝＝4）   1JLmOIPireleased／hr／mgofphospholipid  

3．硝酸ナトリウム又は亜硝酸ナトリウムの静注が肝ミクロソーム成分に及ばす影響   

表5に4ppmNO2を4日間暴露したラットの肝ミクロソーム成分の変動を示した。ミクロソーム  

電子伝達系成分中チトクロームP－450含量は対照群の84％と有意に低下し，NADH一チトクロー  

ムC還元酵素及びNADPH－チトクロームc還元酵素活性は各々対照群の89％及び貼％と減少す  

る傾向を示した。表6に硝酸ナトリウムの静注が肝ミクロソーム電子伝達系成分に及ぼす影響を検  

討した結果を示した。いずれの電子伝達系成分も注入した硝酸ナトリウムの濃度に依存して減少す  

る傾向を示した。減少の程度は，チトクロームP－450含量が最も大きく次いでNADPH－チトタロー  

ムc還元酵素活性であった。表7に亜硝酸ナトリウムの静注が肝ミクロソーム電子伝達系成分に及  

ぼす影響を検討した結果を示した。硝酸ナトリウムの場合と異なり，亜硝酸ナトリウムの静注はチ  

トクロームP450含量を特異的に低下させた。50，100，200mMの亜硝酸ナトリウムの注入によっ  

てチトクロームP450含量は，各々対照群の59％（♪＜0．01），67％（♪＜0．01），26％（♪＜0・001）  

と有意に低下した。50mMと100mMの亜硝酸ナトリウムの場合，チトクロームP－450以外の電子  

伝達系成分に及ぽす効果は同濃度の硝酸ナトリウムの効果よりも小さい。  

考  察   

ラットの頸静脈に硝酸ナトリウム又は亜硝酸ナトリウムを注入し血液中の硝酸イオン濃度を上昇  

させると，比較的短時間で赤血球膜のATPase活性と肝ミクロソームの電子伝達系成分が減少する  
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表  5 NO2暴露が肝ミクロソーム成分におよぽす効果  

Table 5 E爪さCtS OfNO2－eXpOSure and NaNO3rtreatment OnCOmpOnentS Orliver  
mlCrOSCOmeS  

4ppmNO2（4days）】  
Cornponents   

ControI  Exposed  

NA上）PHCy【，ビreduuc【aSe  19．0±0．ぎ  

CytochTOmeP－450  96± 5  

NADH－Cyt．Creductase  458±29  

Ⅰ6，2±Ⅰ．5   

81± 6  

407±22   

65± ユ  

9．6±1．0  

5
 
4
 
0
ノ
 
7
 
5
 
 

∩
八
）
 
n
l
U
 
n
l
U
 
q
ノ
 
9
 
 

Cytochrome毎  

AⅣ1sulfatase  

67± 4  

】0．1±1．2  

1urlitpermgOrhomogenateproleirL  
－ク＜0．05・  

（mean±SD）  

表  6 肝ミクロソーム成分に及ぼすNaNO3静注の効果  
Table 6 EfrectofNaNO3inJeCtiononmicrosomalcomponentsofratliver  

NC  Nt’C  
NaNO3（mM） cytochromeP－4502Cytochrome毎2  

蒐  冗  
71± 6（100）   100±Ⅰ8（100）  

61± 8（86）  95± j（95）  

57±16（80）‘   95± 6（95）  

5〕±26（75）  Sユ± 3（S））  

％  

263±17（100）  

261±22（99）  

259±50（99）  

244±21（93）  

％  

19．1±3．3（100）  

18．1±2．3（95）  

16．2±3．5（85）  

15．3±1．9（80）  

（
U
 
O
 
O
 
O
 
 
 
 
5
 
0
 
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
－
－
 
 
、
 
■
 
 

1nmol／min／mgprotein2pmol／mgprotein  （mean±SD）  

表  7 肝ミクロソーム成分に及ぼすNaNO2静江の効果  
Table 7 E仔ectofNaNO2injectiononmicrosomalcomponentsofratliver  

N N■C  
NaNO2（mM） cytochromeP－4502 Cytochrome毎2  

． 

％  ％  

79±10 （1（氾）  94±2 （100）  

47±10＝（59）  92±6 （98）  

53± 2＝（67）  92±4 （98）  

20± 5■－■（26）  S9±4 （95）  

％  

20．5±0．8（1（氾）  

20．2±2．0（99）  

197±0．5（96）  

18．9±0，9（92）  

％  

ユ61±ユ6 （l（氾）  

250±19 （96）  

248±45 （95）  

225±14（86）  

n
U
 
O
 
O
 
O
 
 
 
 
5
 
0
 
0
 
 
 
 
 
 
 
 
■
－
▲
 
つ
」
 
 

（mean±SD）．   1nmol／mir・／mgprotein，2pmol／rngproteirl，●●p＜0・01，暮‖p＜OrOOl  
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ことを本研究では明らかにした。   

4ppmNO2暴露1日目で赤血球膜のCa2＋，Mg2＋－ATPase活性は有意に減少した（表2）。4ppm  

NO2暴露によってラットの血液中硝酸イオン濃度は0．1～0．2mMにまで上昇する10）。50mM硝酸ナ  

トリウムを1時間毎に5回注入した場合，血液中硝酸イオン濃度は4時間目にはほぼ一定の値とな  

り0．16mMになった。従って4ppm NO2暴露の場合とほぼ同様に血液中の硝酸イオン濃度を増加  

させると，赤血球膜のCa2＋，Mg2＋－ATPase活性は減少したことになる（表3）。この結果はNO2が  

肺胞において硝酸イオンの形で血液中に溶解した赤血球膜のCa2＋，Mg2＋－ATPase活性を低下させ  

ることを強く支持している。有意差は認められなかったが亜硝酸ナトリウムの静注によっても  

Ca2＋，Mg2＋－ATPase活性は低下する傾向を示した（表4）。血液中に入った亜硝酸イオンは速やかに  

赤血球に取り込まれてヘモグロビンをメト化し硝酸イオンとなる11）。従って亜硝酸ナトリウムの静  

注によるCa2＋，Mg2＋－ATPase活性の低下は硝酸イオンの効果である可能性が考えられる。硝酸ナ  

トリウム，亜硝酸ナトリウムの静注はまたNa＋，K＋－ATPase活性の減少傾向をもたらした（表3，  

4）。4ppmNO，暴露では1E］日でNa＋，K＋－ATPase活性が増加した（表2）。NO2暴露によるNa＋，  

K＋－ATPase活性の増加は，NO2暴露によって血液中の赤血球が若返る結果であることを明らかに  

した】2）。本実験に使用した硝酸ナトリウムと亜硝酸ナトリウムの濃度と処理時間では赤血球の若返  

りは起こっていないと考えられる。血液中に増加した硝酸イオンは先ずNa＋，K＋一ATPaseの活性  

を低下させるように作用する可能性を本研究では明らかにした。   

硝酸ナトリウムの静注によって肝ミクロソームの電子伝達系成分は用いた硝酸ナトリウムの濃度  

に依存して減少した（表6）。減少の程度はチトクロームP－450含量が最も大きく，次いでNADPH  

－チトクロームC還元酵素活性であった。この硝酸ナトリウムのミクロソーム電子伝達系に及ぼす  

影響のパターンと度合いとは，4ppmNO2暴露4日目の肝ミクロソーム電子伝達系成分の変化とよ  

く一致していた。従ってNO之暴露によって血液中の硝酸イオン濃度が104M以上になれば，肝ミク  

ロソーム成分の減少が起こることが強く支持された。亜硝酸ナトリウムの静注は肝ミクロソーム成  

分中チトクロームfL450含量を特異的に低下させたが，NADPH一チトクロームc還元酵素活性に  

対しては同濃度の硝酸ナトリウムよりも効果は小さかった（表7）。NO2暴露ではこのようにチトク  

ロームP－450含量の特異的な低下は観察されていない1）。従って，NO2暴露による肝ミクロソーム成  

分の減少は血液中に増加した硝酸イオンが原因となっている可能性が高い。現在の所硝酸イオンが  

直接肝臓内に入りミクロソームに作用しているのか否かについては不明である。  
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声酸化窒素を暴露したマウスの肺における  

ガス交換の変化とその回復過程◆   

ChamgesorGaseousExd18mgein仙eLu皿gOrMiceExposed  

tt〉NitTOgenDidxideandTbeirReeoYery Proeess  

鈴木 明1・局 博一1・嵯峨井勝1・久保田憲太郎1  

Akira K．SUZUKIl，l－Iirokazu TSUBONEl，Masaru SAGAIl  

and Kentaro KUBOTAl  

要  旨   

暴露中及び暴露後のマウス肺におけるガス交換に及ぼすNO2の急性影響を明らかにす  

るために，頭部密閉法を用いて容器中の02とCO2濃度及び呼吸数を測定した。さらに，動  

脈血pHa，Paco2，Pao2，肺湿重量及び肺水分含量も検討した。應研究の結果は，20ppm  

のNO2に暴露したマウスの肺のガス交換は，3～24時間暴露で急速に抑制されるが，NO2  

暴露後3日冒には，対照のレベルまで機能的に回復することを示した。  

Abstr8Ct   

ToelucidatetheacuteefTectsofNO20ngaSeOuSeXChangeinthelungofmiceduringand  

afterNO2eXpOSure，02andCO2COnCentrationsintheresplratOrygaSandresplratOryrat占  

weremeasured uslngthe headencIosed method，arldarterialblood pHa，Paco2and Pao2，  

1ungwetweightandlungwatercontentwerealsoexamined．Theresultsorthepresentstudy  

indicatethatthegaseousexchangeinthelungofmiceexposedto20ppmNOユWaSa，CuteLy  

inhibitedduringNO2eXpOSurefromthe3rdto24thhour，butitrecoveredfLLnCtionaIlyto  

thecontrollevelonthe3rddayaherNO2eXPO5ure・  

はじめに   

二酸化窒素（NO2）は刺激性ガスであり，内燃機関及びその他の発生源に由来し，広範囲に分布  

している一つの大気汚染物質である。NO2の肺に対する毒性学的影響はと卜及び数種の動物で広く  

研究されてきた。多くの研究者が，NO2暴露に●よるその毒性，肺の形態学的変化及び機能不全につ  

＊ 本論文は，ToxicologyLettersに印刷中である．  

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

TheNationalIrlSlituteforEnviTOnmentalSIUdies，BasicMedicalSciencesDivision，Yatabe－maChi，Tsukuba   

lbaraki305，Japan．  
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いて，よく特徴づけてきたが，暴露中及び暴露後における動物の肺内におけるガス交換に及ぽす  

NO2の影響に関する実験的研究は比較的少ない。   

一方，動脈血の低酸素が，8～12ppmのNO2を3～4カ月暴質したウサギでDavidsonらL）に  

よって，15ppmのNO2を生涯暴露したラットでFreemanら2）によって，そして，4ppmのNO2を  

3カ月間暴露したラット3）及び0．4ppmと4ppmのNO2を9カ月間暴露したラット▲）で鈴木らに  

よって，それぞれ報告された。   

近年，鈴木ら5）は，肺のガス交換及び生体の02とCO，の代謝が5ppmのNO2を24時間暴露した  

マウスで完進すること，そして肺のガス交換が，10ppmおよぴ20ppmのNO2を24時間暴露した  

マウスで阻害され，呼吸代謝に変化をもたらすことを報告した。   

これらの知見はNO2の影響が肺機掛こ及び肺のガス交換を変化させる可鱒性を示唆している。本  

研究では，マウス肺のガス交換に対するNO2の急性影響とその回復過程を明らかにするために，頭  

部密封法による呼吸ガス中の02とCO2及び呼吸数の変化，動脈血pH／ガス分圧（Paco2，Pao2），  

肺湿重量及び肺水分含量について検索した。  

材料と方法  

1．動物とNO2暴露  

15～16週令のJcl：ICR雄マウスを使用した。それらは，暴零期間中を除くと，市販の餌と水を  

自由に与えられて飼育された。マウスは20ppmのNO2に，毎時20回換気の120リットルのチャン  

バー内で，3，6，12及び24時間暴露された。NO2を5，000ppmのNO2のシリンダーから供給し，  

チャンバー内に入れる前に動物暴雷システム（日本クレア，PT－300A，東京）によって浄化空気  

で希釈した。対照群の動物もNO2暴露と同様に浄化空気だけで暴露した。チャンバー内のNO三浪度  

をケミルミネッセンス方式の窒素酸化物分析器（MonitorLab．ML8440H，SanDiego）で連続的  

にモチターし，その濃度は±5％以内に維持し，その時の温度は22±1’Cであった   

2．02，CO2，△02及び△CO2の測定   

マウスのような小動物では，呼吸ガスから呼気ガスだけを分離することは技術的問題（例えば，  

マウスの呼吸数がとても早く，その一回換気量は非常に小さい6・7）のために困難である。それ故，著  

者らは頭部密封法5〉を使用した。マウスの頭部容積は，目盛付シリンダーフラスコを使用して，実験  

の最終段階で測定された。対照とNO2暴露群との間で頭部容量に有意な羞はなかった。それ故，対  

照とNO2暴霹群の間で，密封容器内の頭部容積を除いた残余量に有意な差がないと仮定した。容器  

内の02とCO，濃度を呼気ガス分析器（San’ei－SOkki，1H21，東京）によって測定し，その時の△02  

濃度を純粋空気（20．9％02，0．0％CO2，79．1％N2）と容器内の呼出02ガス濃度の善から計算した。  

純粋空気はCO2を全く含まないので，△CO2は容謳内のCO2濃度に等しいとみなすことができる。   

図1は，容器内の△02と△CO2の測定の典型的パターンを示す。両方の濃度は，波形の先端と基線  
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NO2暴露マウスのガス交換の変化と回復過程  

Nロ．Of subje⊂tS  

1  2  3  4  5  

C8z  

∴1  

園 1容器中の02，CO2測定の典型的パターン  

Fig．1TypicalpatternsofmeasurementsofO2andCO2inthecontainer・△02and  
△CO2COnCentrationsweredeterminedbytheheightfromthebaselinetothetopof  
thewaveform，Calibrationsweredoneusingstandardgas（16．29石Ozand4．59石COz  

gas）．   

との問の高さによって決定された。測定を各々の動物で2回ずつ行い，そして図1に示すように各々  

の動物の2回測定の波形の高さはほとんど等しかった。呼気ガス分析器の校正は標準ガス（16．2％  

0ユ，4．5％CO2及びN2バランス）を使用して行われた。   

容器内の02とCO2濃度はNO2暴露中3，6，12及び24時間日と，NO2暴露後1及び3日目，そし  

て1及び3過日に測定した。  

3．呼吸数（RR）  

呼吸数は圧トランスジューサー法を使用して呼吸固から計算した。   

4．動脈血PHa，炭酸ガス分圧（Paco2）及び酸素分圧（Pao2）   

ガス分析後，血液採取をクロロホルム（Dai－ichi，CO，東京）浅麻酔下でマウスの腹大動脈から  

行い，動脈血pHa，Paco2及びPao2を血液pH／ガス分析器（CORNING168，Medfield）を使用し  

て測定した。  

5．肺湿重畳及び肺水分含量  

本実験の最後に，肺湿重量と肺水分含量を定法（1050C，10時間）に従って測定した。  

結  果  

1．△02と△CO2の変化   

図2は，NO2暴露中と暴露後の△02と△CO2濃度の相対的変化（％ofcontrol，各時点での対照  
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値に対する割合をパーセンテージで示した。）を示す。20ppmのNO2に24時間暴露したマウスの  

△02は，6～12時間に，わずかに対照群のレベルに近づく傾向を示したが，暴露期間中及び暴霹後  

1日日まで対照群のマウスより低かった。その後，その△02レベルはNO2暴露後3日目には対照群  

のレベルに回復した。NO2に暴露したマウスの△CO2レベルは常に対照のレベルより有意に低かっ  

たが，暴露後3日目以後対照群と暴露群マウスとの間に有意な羞がなかった。  

図 2 容器中の△02，△CO2濃度の変化  
Fig・2 Char）geSDf△02and△CO2COnCentrationiTlthecontainer  

Plotwith bars represents mean±SD ornve subjects・（○）control，（●）exposed  
mice，－ク＜0・05，＝タ＜0・Ol・  

2．呼吸数（RR）   

△02と△CO2の変化は，一定時間内の呼吸数によって変化するかも知れない。それ故，対照群と暴  

露群マウスの呼吸数を測定した。囲3はRRの相対的変化を示す（％of control），暴露群マウス  

の・RRは顕著に増加し，その増加は，NO2暴露時間に依存していた。その後RRは暴露後3日目に  

は対照群のレベルにまで徐々に戻った。   

3．△02／RRと△CO2／RRの変化   

RRと△02あるいは△CO2との間に一定の関係があることは明確である。それ故，マウスの一呼吸  

当りの△02と△CO2の変化を検索するために，△02と△CO2はRRで除され，それらは図4に△02／  

RR，△CO2／RRで示された。NO2に暴露したマウスのこれらのパラメーターは，暴露中3時間から  

暴露後1日目まで対照群のマウスより有意に低かったが，暴露後3日日には対照群のレベルに近づ  

き，暴露後3週間目には完全に回復した。  
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図 3 20ppmのNO2を24時間暴露したマウス呼吸数の変化  
Fig・3 Chan㌍SO†TeSplratOryTate0†血ceexposedto20ppm  

Plotwithbarsrepresentsmean±SDofnve subjeCtS▲（○）  
mice・●ク＜0・05，＝ク＜0・01・  
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図 4 △02／RRと△CO2／RR濃度の変化   
Fig．4 Changesor△02／RRand△CO2／RRconcentrationinthecontainer・  

Plotwithbarsrepresents mean±SD ofnve sub）eCtS．（○）control，（●）exposed  
mice，事●ク＜0．01．   

4．動脈血pHa．Paco2及びPao2の変化  

図5は20ppmNO2の24時間暴露直後と暴露後のマウスの動脈血pHa，Paco2，Pao2の相対的変  
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化を示す。そのpHaとPaco2は20ppm24時間暴露でわずかに増加したが，対照と比較して有意で  

はなく，その後対照群のレベルに戻った。暴露マウスのPao2は，20ppm24時間暴露から暴露後1日  

目まで有意に低下していた。そして暴露後3日目には対照群のレベルまで回復した。  

巨su十一川terexposure →  

・－－－・＿：  

巨  

図 5 動脈血pHa，Paco2とPao2の変化  
Fig・5 ChangesofarterialbloodpHa，Paco2andPao2．  

PIot with bars represents mean±SD ofnve subjects．（○）control，（●）exposed  
mice，暮ク＜0・05，‥ク＜0．01．   

5．肺湿重量と肺水分含量   

対照群と暴露群マウスの肺湿重量と肺水分含量の相対的変化は図6に示した。暴露マウスでは両  

方とも暴露3時間目に対照群の値より増加した。その後，それらの値は，徐々に増加し，暴露12～  

24時間及び暴露後1～3日日まで有意に高い値を示した。その後，これらの値は，暴露後1～3週  

日には対照群のレベルまで減少した。  

考  察   

肺に対するNO2の毒性学的影響はヒトと動物で広範に研究されてきたが，マウス肺におけるガス  

交換に及ぼす影響に関する実験的研究は少ない。それ故著者らは，マウスの肺におけるガス交換に  

対するNOzの急性影響及びその機能の回復過程を頭部密封法を使用して検索した。その方法の詳細  

は我々の前の報告5）で述べてある。その報告の中で，我々は20ppmのNO224時間暴露したマウス  

肺のガス交換及び02とCO2の代謝が阻止されNO2暴露が呼吸代謝を変化させることを報告した。  

その結果は，NO2を暴露したマウス肺のガス交換は24時間暴露より，より短時間でその機能を変化  
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NO2暴露マウスのガス交換の変化と回復過程  
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図 6 肺湿重量と肺水分含量の変化  
Fig・6 Changesoflungwetweight（○，●）andlungwatercontent（△，▲）    P 

lo【w仙barsreprese爪【5mean±Sこ，or爪vesubJects・（○，△）control，（●，▲）  
exposedmice・■クく0・05，■●ク＜0．01．  

させる可能性を示唆した。それ故，20ppmのNO2を3，6，12そして24時間暴露し，暴露中，後の  

マウス肺のガス交換の変化について検索した。というのもNO2暴露中からNO2暴露後の回復過程  

が明らかにされるかもしれないからである。   

容器内の△02の増加は生体への0；摂取の増力［を示し，一方△02の減少は生体への02摂取の減少  

を示す。また，ACO，の増加は，生体からのCO2呼出の増加を示し，△CO2の減少は，CO2呼出の減  

少を示す。それ故，△02と△CO2濃度は生体内の02とCO2の代謝と密接な関係をもっている。   

20ppmのNO23時間暴露時の△02と△CO2の有意な減少は，呼吸機能不全8〉と心機能異常9・10）が  

急速に起ったことを示唆している。なぜなら肺湿重量と肺水分含量の増加はわずかであるからであ  

る。これらの事実はまた，20ppmのNO2を暴露した肺のガス交換の抑制が暴露3時間以内で起こる  

可能性があることを示している。   

NO2暴露中のマウスのRRは，除々に増加し，その最大回数は24時間暴露時で起こり暴露後1日  

日には元に戻った。その時，暴露マウスの△02／RRと△CO2／RRの有意な減少が，3時間暴露から  

暴靂後1日目まで観察され，暴露後3日日には対照群のレベルまで戻った。これらの事実は，生体  

の一呼吸当たりの02摂取とCO2呼出は常に一定であるとは限らず，その生体の呼吸様式がNO2暴  

露によって変化したことを示唆している。   

24時間暴露から暴露後1日日まで動脈血Pao2は有意に低下していた。このことは，02摂取が24  

時間目と暴露後1日冒に減少した事実と一致し，肺における02のガス交換が抑制されていることを  
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示している。   

24時間暴露からNO2暴露後1日目までの低△02，低△CO2，低△02／RR，低△CO2／RRそして低  

Pao2は，肺での02とCO2のガス交換が抑制され，肺でのその抑制は，肺の水腫及び肺機能の変  

化日・11），生化学的変化12・13），病理学的変化2・14・15），そして心機能の変偲・10｝のような要因のために，  

暴露後1日目まで続くことを示す。しかしながら，そのガス交換は暴露後3日削こは機能的に回復  

するのかもしれない。なぜなら△02，△CO2，△02／RR，△CO2／RRそしてPao2は対照レベルまで  
戻ったからである。   

これらの知見から，20ppmのNO2に暴露したマウスの肺における02とCO2のガス交換は，暴露  

3時間以内に急速に抑制されること，そして20ppmのNO2を24時間暴露したマウスの肺のガス交  

換の機能的回復は，暴露後3日目に起こること，さらに対照群レベルヘの完全な機能的回復はNO2  

暴露後1～3週間目に起こると結論された。  
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卜8  

二酸化窒素暴露に対する肺の抗酸化性防御機構の動物種差に関する研究   

StLLdiesonSpeciesDifferenceinAAtioxidatiYeProtectiYeSystems  

imLu噸SO†FourAnim81sExposedtoNitrogemDioxide  

鈴木誠一2・市瀬孝道1・鈴木 明1・嵯峨井勝1  

SeiichiSUZUKl2，TakamichiICHINOSEl，AkiraK，SUZUKIl  

and MasaI・u SAGAIl  

要  旨   

Golden系ハムスター，ICR系マウス，Wistar系ラット及びHartley系モルモットの4  

種の動物の雄を用い，2DppmNO216時間暴露を行い，各動物における肺の過酸化脂質量，  

防御系酵素活性及び抗酸化性物質量を測定し，これらの結果とNO216時間暴露で得られ  

た動物種間のLC5。値との関連性を検討した。   

4動物種間では暴露前，暴露後ともに肺の過顧化脂質量，防御系酵素活性及び抗酸化性  

物質量等にLC5。値と相関性を示したものはなかった。しかし暴露前と暴露後の結果を比  

較した場合の割合（Exposed／Control）ではLC5。値と相関性を示すものがいくつか認めら  

れた。その様なものとしてはα－tOCOpherol，tOtallipidsとミクロソームTBA値があった。  

またGSHPx，GSHLR，aralkylS－tranSferase，epOXy S－tranSferaseとミクロソーム  

AHH活性は，モルモット以外の3動物種間で同様の関係が認められた。これらの結果は対  

照レベルからの逸脱度合の大きい動物ほど感受性が高い傾向にあることを示している。し  

かし，対照レベルからの逸脱度合で比較すると，低感受性動物であるモルモットは多くの  

パラメーターにおいてその傾向から外れてミクロソーム中のAHH活性は極端に高い値  

を示していた。これらのことからミクロソーム画分のCytochrome Pl．450関連酵素がモ  

1．国立公害研究所 環境生理郡 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2  
TheNationaIInstituteforEnvironmentalStudies，BasicMedicalSciencesDivision，Yatabe・maChi，Tsukuba，   

IbarakijO5，Japan・  

2．昭和56年度国立公害研究所共同研究員（東邦大学理学部化学科環境化学教室，〒274，千葉県船橋市三山22  

－1）   

TheThohoUniversity，Dept・Chemistry，Miyama－Cho2－2－1，Funabashi，Chiba274，Japan・  
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ルモットの感受性と高い関連を持っている可能性が示唆された。   

さらに4種の動物間では肺のTBA値とビタミンE量が負の相関性を示し，逆にTBA  

値七GSH－Px，GSHStranSferase活性は正の相関性を示した。この結果から，これら防  

御酵素や抗酸化性物質が動物種の遠いを超えて過酸化脂質生成に対して重要な防御機能を  

果たしている可能性が示された。   

以上の結果から過酸化脂質量や抗酸化性防御機能がNO2に対する動物種間の感受性を  

決定する重要な要因である可能性が示された。  

Abstr且ぐt  

Speciesdiqerence ofanimalsin their5uSCePtibility to nitrogen dioxide（NO2）were  

examinedbymeasuringlipid peroxides，theactiviliesofaTllioxidativeprDteCtivee－1ZymeS，  

andtheamountsofantioxidantssuchasreducedglutathioneandvitaminEinlungs．Four  

SpeCiesoranimals（Goldenhamster，1CRmouse，Wi5tarratandHartleyguineapig）were  

usedinthisstudyandtheseanimalswereexposedto20ppmNO2for16hrsI   

Theactivitieso［antioxidativeprotectiveenzymesandtheamountsofantioxidantsin  

lungs orthe four species oranimalsin controland exposed groups did not show any  

correlationtothemagnitudeofLCs。infourspeciesofanimalsdeterminedpreviously（14）  

byI6hrs exposure to NO2・On the other hand，［he ra【ios of the coT｝［TOlanimals【O  

NO2eXPOSedanihalsin theamountsorαrtOCOpherol，tOtallipidandmicrosomalTBA  

reactantswereantlparalleltothemagnitudeofLC5O・Simi1arrelationshipswereobserved  

between the magnitude of LC，。and the ratiosin glutathione peroxidase，glutathione  

reductase of four species ofanimals andin aralkyJStranSferase，epOXy StranSferase・  

arylhydrocarbonhydroxylaseofthre早SpeCiesofanimalsexceptforthoseorgutneapig・These  

resultssuggestthattheanimalshavinglargerratiosofdeviationIromthecontrollevelare  

moresusceptibletoNO2・However，COmparedwiththeratioofde、′iation一丁Omthecontrol  

level，theratioofmanyprotectiveenzym由inlungofgulneaPigdidnotcorrespond10the  

orderofLC5。．Onthcotherhand，eVidencelhattheactivitiesofarylhydrocarbonhydroxylase  

inlungmicrosomes ofgulnea plglS eXtremely high was observed・lt seemslikely that  

CytOChrome Pl450reJatedenZymeSinlung microsomes may play anyroJe on protec【Lng  

cells一丁Om OXidative stress．   

A signi丘cant relationship between some parametersinlung5WaS Observedin thi5  

experiment・TBAreactantsshowedaninverserelationshipwithvitamin E，anditshowed  

posiLiverelationshipwithglutathioneperoxidaseandNADPHCytOChrornecreductasein  

both ofthe controland the NO2－eXpOSed groups．GluLathioneperOXidase was reIaLed  

inverselywithnon－prOteinsulfTlydryls．  

These results suggest thatlipid peroxides，antioxidative protective en革ymeS and  

anLioxidantsareimportantfactorsfordeterminingthesusceptibilityoftheanimals．  

はじめに   

我々の生活環境中には大気汚染物質としての呼吸器系刺激ガスが広く存在していることがよく知  

られており，二酸化窒素（NO2）はその代表的なものであるとみなされている。   

このNO2を吸入すると肺のうっ血，浮腫，細気管支炎，肺胞壁細胞の変化や肺胞壁の肥厚化，気  
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道線毛の退素敵気管狭窄，肺胞の拡大やコラーゲン線維の増加などを起こし，ひいては気管支ぜん  

息や肺線維症あるいは肺気腫等を引き起こすことが病理学的に詳しく調べられている。   

NO2は非常に酸化性の強いガスであるため，生体影響としては酸化反応が最も注目される。この  

ような生体成分の酸化反応に関しては，まず不飽和脂肪酸とNO2との反応によってフリーラジかレ  

生成を経る脂質過酸化反応があげられ，事実Thomasら1）やSagaiら2）はNO2暴露により肺に脂質  

過酸化反応が起こることを報告した。NO2による脂質過酸化は下に示した式のように不飽和脂肪酸  

の二重結合にNO2が付加し，ラジかレを形成し（式i），それがさらに他の脂肪酸（R，H）をラジカ  

／レ化させたあと，生体内の酸素と反応してパーオキシ・ラジかレ（ROO・）を生成する。このパー  

オキシラジカルは再び他の脂肪酸（R”H）から水素を引きぬき，自からは過酸化脂質（R，00Ii）と  

なり，一方のR”Hをラジカル化（R”・）させ，連鎖的にラジかレ反応を起こす3）（式ii～iv）。  

NO2  
1  

＋NO2 －→告⊃e－C－R                    I  

H  

NO2  

R  
R   

C＝C  

／  H  

NO2  

l l RCIl－CHR ＋R’H －→R一・＋RCHCHR  

→R’02・  R’・＋02   

R’02・十R”n  一→R”・十R’001i   

この反応（式iii，iv）によって生じた過酸化脂質（ROO・，ROOH）は生体にとってきわめて有  

害な物質であり，細胞膜，酵素など多くの生体構成成分に作用して細胞変性や機能障害を起すこと  

が知られているA・S）。   

一方，細胞内には過酸化脂質やフリーラジカルから生体を防御するための生化学的な防御機構が  

存在することが知られている。Chowら8）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Glutathioneperoxidase（GSH・Px）系酵素の防御的役割について報告している。  

．GSH・Pxは式viに示すようにGlutathione 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表わす。  

GSH－perOXidaseasamernberinperoxidativemetabolicpathway  

GSH－Px  
GSSG＋ROH＋H20  2GSH＋ROOH  

G6PTNADP＋←－rr－→りGSHTROOH  
G6PD  ・GSH－R  GStt－Px  

6PG←⊥NADPH－⊥GSSG十－  」  ROH   

また，GSH・Pxと同じ反応を行うものとしてGlutathioneS－tranSferase（GSHTase）の存在  

が知られている7）。GSHrTaseの触媒作用は酵素的反応（式vii）とこれにつづく非酵素的反応（式vi誼）  

の2つからなり，両反応のNetReaction（式ix）はGSH・Pxと全く同じ反応（式v）を触媒し，  
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過酸化物を代謝する。  

GlutathioneS－tranSferaseasaperoxidase  

GSHTase  
GSOrl＋ROli（Enzymatic）  GS11＋ROOH   

GSOH＋GSH  GSSG＋H20（NonEnzymatic）  

GSSG＋ROH＋H20（NetReaction）       ” ix）   2GSH＋ROOH  

NADHやNADPHは生体の還元ポテンシャルを維持し，酸化的ストレスから生体を防御するう  

えで重要な役割を果たしてしゝる。このようなNA工）P打を供給する主な酵素としてはGlucose－6  

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

Isocitratedehydrogenase（ICDH）などがある（式Ⅹ～xii）。  

Enzymesformaintenanceofreducingpotential（NADPHformation）  

G6PD  
6－PG＋NADPH  G6P＋NADP＋  

6－PG＋NADP＋  R5P＋NADPH  

2rDXOglutarate十CO2＋NADPH      －＝r  Xii）   1socitrate＋NADP＋  

また，Ⅹ∂nthjneoxidaseやAmj110aCidoxidase等の各種の生体内酸化反応によって生成される  

活性酸素の一つであるSuperoxide radical（02P）の酸化的障害から細胞を保護する作用を持つ  

Superoxidedismutase（SOD）は広く生体内に分布し抗酸イヒ的役割を果たしているB）（式Ⅹiii）。  

Superoxidedismutase（SOD）  

20盲＋2H＋一302十H202  

cfHaberWeissReaction（0盲＋H202一一－－ナ102＋・OH＋OH一）  

DeLuciaら9〉はオゾン暴露によって生体内の還元型Glutathione（GSH）が酸化塾Glutathione  

（GSSG）になるよりむしろタンパク質や膜内SH基と反応してmixeddisul負deを形成することを  

報告した。またLeeら101はオゾン暴露によって生じたこのようなDisulLideを還元するDisuほde  

reductase（DSR）の誘導を見い出し防御系酵素の一つであることを示した（式Ⅹiv）。  

DisulBdereductaseforrnaintenanceofSHgroup  

（Exchangeofinterand／orintramoleculardisulfide）  

Membrane－SH＋ProteinSH   

MembraneSH＋GSH  

Protein－SH＋GSH  

2 Cysteine 

Membrane－S－SProtein  

Membrane－SSG  …  Xiv）   
Protein－S－SG  

Cystine  
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さらに細胞中のミクロソームにおいてもCytochrome P450により種々の過酸化脂質を代謝す  

る能力があることがHrycayら11〉によって報告されている。この反応はNADPHを必要とする系  

（NADPH－CytOChromeCreductase）とNADHを必要とする系（NADH－CytChromeb5reduc－  

tase）の2種類がある（式ⅩⅤ，XVi）。  

CytochromeP－450inperoxidativemetabolicpathway  

／ 慧悪eC←NADPH －  －－＝ 
ROOHr  ⅩⅤ）  

＿  

ROH→ 竺空romeP450 ＼。yt。。hr。m。b5  
reductase  

NADIl －－－      －－ XVi）   

以上のごとく，NO2やオゾンのような大気汚染物質から生体を防御する酵素的防御系の役割は極  

めて大きい。その他，抗酸化的防御系の一つとして，ビタミンE12）やグ／レタチオン9）のような抗酸化  

性物質（Antioxidant）も重要な役割を果たしていることが知られている。   

一方，Goldsteinら13）は，系統の異なるマウス（Indredmice）にオゾンを暴露し，その50％致死  

濃度（LC5。）の違いから系統間に感受性の相違があることを示し，また竹中ら叫まNO2暴常におい  

ても，動物種および系統間に50％致死濃度（LC5。）と呼吸器系の病理学的所見から感受性に相違が  

あることを示した。さらに市滑ら＝りはNO2暴露に対して∴系統の異なるマウスのLC5。値と肺の過酸  

化脂質量及び抗酸化性防御機能との間に高い相関性があることを見いだし，マウスの系統間での感  

受性の相違を生化学的な面から報告した。   

本研究はGolden系ハムスター，1CR系マウス，Wistar系ラット及びHartley系モルモットの雄  

を用い，市瀬らと同様に20ppmNO2を16時間暴露し，竹中らによって，すでに報告されている各  

動物のLC，0値と肺の過酸化脂質皇，抗酸化性防御系酵素活性及びビタミンEやGSHのような  

Antioxidants量との相関を調べNO2に対する感受性との関係を比較検討した。また，エーテル及び  

ベントパルビタールによる睡眠時間を測定し比較の参考とした。  

材料と方法  

1．動  物   

竹中ら1畑こよる動物種間の感受性（LC50：NO216時間暴露によって50％の動物が死亡するNO2  

の濃度）の相違に関する報告の中から，動物はハムスター（Golden系：LC5。：28ppm），マウス（ICR  

系：LC，。＝38ppm）．ラット（Wistar系：LC5。＝49ppm）及びモルモット（Hartley系：LC，。＝62  

ppm）の雄の4種を用いた。．ともに静岡実験動物農業協同組合より8過令で購入し，10週令で実験  

に供した。マウスは対照群，暴露群ともに48匹ずつ，ハムスターは12匹ずつ，ラットとモルモッ  

トは8匹ずつの動物を用いた。なお，分析試料はマウスは8匹の肺をまとめて1サンプルとし，ハ  

ムスターは2匹の肺で1サンプル，ラットとモルモットは1匹の肺で1サンプルとした。サンプル  

数は各群6サンプル（乃＝6）とした。  
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2．NO2暴露   

NO2暴露は国立公害研究所実験動物飼育施設内の六鮭形AC系チャンバー（1．68m3）を使用し，  

20ppm16時間暴露を行った。動物はチャンバー内に順応させるために暴露する前日からチャン  

バー内に入れた。なおNO2暴露中（16時間）は絶食，絶水状態に置いた。   

3．試  料   

暴露終了後，動物をエーテル深麻酔状態で開胸し心臓と肺を共に摘出し，右心室より生理食塩水  

を注入し肺が白色になるまで潜流を行った。そして，その肺を心臓より分離し，水分を除き試料ビ  

ンに入れ窒素ガス置換後，使用時まで－800Cに保存した。   

4．試料調製及び測定   

肺は，減圧脱気後窒素を十分バプリングして嫌気的にした50mM Phosphate bu庁er（pH7．5）  

を用いてテフロンホモジナイザ一により窒素気流下で磨砕し，10％ホモジネートを調製した。この  

ホモジネートを200×g5分間の遠心を行い上清を得た。この上清は非タンパク性SH（NPSH）量，  

過酸化脂質量（TBA値），α－Tocopherol量および総脂質量の測定に用いた。また，この上清の一部  

をさらに10，000×g20分間および105，000×g60分間の遠心分離を行った。この超遠心上清を  

Glutathioneperoxidase（GSH・Px），Glutathionereductase（GSH・R），Glucose－6－phosphate  

dehydrogenase（G6PD），6Phosphogluconatedehydrogenase（6－PGD），Isocitratedehydrogenase  

（ICDH），及びGlutathioneS－tranSferase（aryl－，aralkylandepoxy一）の活性測定用酵素標品  

とした。さらに，105，000×gの上沼の一部を0．1mMEDTAを含む50mMPhosphatebuffer（pH  

7．5）で一夜透析後Superoxidedismutase（SOD）とDisulfidereductase（DSR）活性の測定に用  

いた。一方，105，000×gの沈殿部分のミクロソーム画分を0．25MPhosphatebuffer（pH7．25）30％  

Glycerolによりホモジナイズし，アリルハイドロカーボンハイドロキシラーゼ（AHH）活性，  

NADPH cytochrome c reductase活性及びミクロソームの過酸化脂質量（TBA値）の測定榛品  

とした。なお，DSR及びAHH以外の酵素活性はすぺ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型日立分光光度計及び・650型日立けい光光度計によって測定した。  

（1）Glutathioneperoxidase（GSH・Px）活性の測定   

GSH・Px活性の測定はLittleら16）の方法に従った。反応液は0．1MTris－HClbuffer（pH7．0）  

380FEl，2mMNADPH（OrientalYeastCo・Ltd）60JLl，5mMGSH（和光純薬）60pl，10mM  

Cumenehydroperoxide60JLl，GSH・R（1．2units，OrientalYeastCo．Ltd，）20FLlをこの順に  

加えて合計580JJlとし，これに酵素試料20／Jlを加えて300Cで反応を開始した。反応速度は  

NADPHの340nmの減少から求めた。非酵素的反応の補正の為に酵素試料の代わりにBu仔erを加  

えた場合の反応を同時に行い，この値を酵素試料添加反応の値から差し引いて補正した。なお  
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NADPHとGSHは0．1M TrisHClbuffer（pH7．0）に溶かし，Cumer）ehydroperoxjdeはエタ  

ノールに溶かしたあと同じbu庁er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秒おきに10回の読み取りで行った。   

また，基質としてCumenehydroperoxideのかわりにH202を用いた場合（GSH・Px－H202）の  

測定も行った。  

（2）Glutathionereductase（GSH・R）活性の測定   

GSH・R活性の測定はBergmeyerの記述17）に準拠した。反応液組成は1mMEDTA・Na2を含  

む0．1MTris・HClbuffer（pH8．0）460iLl，2mMNAI）PH60JLl，10mMGSSG（PLBiochemical  

In．）60FLlの合計580JLlからなり反応はこれに20／‘1の試料を加えて300Cで行った。なお，NADPH  

及びGSSGは1mMEDTA・Na2を含む0．1M Tris－HClbuffer（pn8．0）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）Glucoser6－phosphatedehydrogenase（G6PD）活性の測定   

G6PD活性の測定はWilhelmら18）の方法に従った。反応組成は10m山MgC12を含む0．1M Tris  

－HClbuffer（pIi7．5）460FLl，4mMNAI〕P＋（OrientalYeastCo．Ltd．）60jLl，12mMGl11COSe  

－6－phosphate・Na2（Sigma）60JLlの合計580JLlからなり反応はこれに試料20／‘1を加えて300Cで  

行った。なおNADP＋およびGlucose－6－phosphateは本反応に剛ゝたbllfferに溶かして用いた。測  

定は340nmにおけるNADPHの増加を反応開始60秒後から30秒おきに10回読み取りで行っ  

た。  

（4）6LPhosphogluconatedehydrogenase（6PGI））活性の測定   

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

Tris－HClbuffer（pH8．5）に，G6Pを6－Phosphogluconateに代えて行った。  

（5）Isocitratedehydrogenase（ICDH）活性の測定  

ICDH活性の測定はBerntらの方法19）を修飾して行った。反応液組成は42mM NaClを含む0．1M  

Tris－HClbuffer（pH7，5）400JLl，10mMNADP＋，55rnMd，1－isocitrate（和光純薬：特級）各々  

40JJl，110mMMnSO。100メイlの合計580ノJlからなり，反応はこれに105，000×g遠心上滑の5倍希  

釈酵素試料20FLlを加え300Cで行った。なおNADP＋，Isocitrate及びMnSO．は42mMNaClを含  

む上言己のbu任erに溶かした。測定条件はGSH・Pxと同様である。  

（6）GlutathioneStranferase（GSH・Tase）活性の測定   

GSH・Tase活億の測定はKaplowitzらの方法2D）に従った。ArylS－tranSferase活性は0．143M  

Phosphate bu庁er（pH8．0）8．4ml，100mM GSHl．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〟1に100〃1の試料を加えて300Cで  

反応を開始した。なお3，4Dichloronitrobenzeneは57．6mgを5mlのエタノールに溶かした後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回の読み取りによって行った。酵素活性の計算の為の分子吸光係数（g）は  
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8・5（mM．1cm1）を用しミた。AralkylSrtransferaseはbufferをpH6．5に，基質をprNitrobenzylr  

Chloride＿（和光純薬：一級）の15mM溶液に代え，ArylS－tranSferaseの場合と同様に測定した。  

なお測定波長は340nmを用い，分子吸光係数（e）は0．63を用いた。またEpoxyS－tranSferase  

はbufferのpHを7・，5に，基質を1，2－Epoxy－3－（pnitrophenoxy）prOpane（Eastman Chem．）  

の26mM溶掛こかえてArylSLtranSfrraseと同様に測定した。なお測定波長は460nmで分子吸光  

係数（亡）は0．5を用いた。  

（7）Superoxide－dj＄mUtaSe（SOD）活性の測定   

SOD活性の測定はMcCordとFridovichによるFerricytochrome c還元法8）に従った。反応は  

10丁4MEDTA・Na2を含む50mMNa，K－Phosphatebuffer（pH7．8）80JLl，25×105MXanthine  

（和光純薬：特級）120JLl，1×10．5M ferricytochromec（Sigma，Horseheart由来TypelIl）  

100JLlの合計400JLlの試薬溶液に試料200〟1を加えて300Cで行った。なおXanthine及びferri・  

cytochromecは10‾4MEDTAを含む50mMNa，K－Phosphatebufferに溶かして用いた。測定  

波長は550nmを用しラ測定条件はGSH・Taseと同様であった。またSODが存在しない状態での還  

元塾Ferricytochromec生成の反応速度（Ⅴ）はSOD酵素のかわりにBufEer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ferricytochromec生成速度（v）と上  

記Ⅴとから（Ⅴ－γ）／レによって求めた。  

（8）Disulfidereductase（DSR）活性の測定   

DSR活性の測定はTietzeの方法21）に準拠した。酵素反応は10mM EDTA－Na2を含む50mM  

Na，K－PhosphatebufEer（pH7．5）100JJl，2mM NADPHlOOJLl沸騰水浴中で加熱溶解した飽  

和Cystine液の2倍希釈液100／Llの合計300／‘1の試薬液に酵素試料200JJlを加えて370Cで1時間  

インキュペーションした。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5mMEDTA・Na2溶液0．5miと10％TCA液1．Omlを加え3，500rpm，  

10分間の遠心によってタンパク質を除いた上清中のCysteine量の定量によってNADPH添加の  

場合から無添加の値を差し引いて求めた。酵素反応によって生じたCysteineの定量は後に述べる非  

タンパク性SH定量法22）によって行った。  

（9）Arylhydrocabonhydroxylase（AHH）活性の測定   

AHH活性の測定はWarrenとBellwardの方法23）で行った。反応液は10．8mM NADPHと10．  

8mMNADH（OrientalYeastCo．Ltd）の混合液0．1ml，MgC12・6H20138mgの水溶液0．1ml  

に牛血清ア）t／プミン1，8mgを含む溶液0．1ml，0．05mM Benzo（a）pyrene（和光純薬：特級）0．05  

ml（アセトン溶媒），126rnMTris－HClbuぽer（pH7．4）0．2rnlを加え，370Cで15分インキュベー  

ションしたあと，冷HexanerAcetone（3．25：1．00）4，25mlを加え反応を止めた。10分間握とう後  

遠心し有機溶剤層1mlを取り，これに1N－NaOH3mlを加え，10分間振とうした。3，000rpmlO  

分間遠心し，ア）L／カリ層をけい光光度計（Excitation396nm，Emission522nm）で測定した。  
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uO）NADPHrcytochromecreduttase活性の測   

NADPHCytOChromecreductase活性の測定はStrobelらの方法24）に従った。反応液組成は0．1  

MPhosphatebuHer（pH7，5）340JLl，0．2mMcytochromec40JLl，1mMNADPH40JJlの合  

計580FElからなり，これに20JLlの試料を加えて，30？Cで反応を行った。測定波長は550nmを用い，  

測定条件はSOD活性と同様であった。   

仙 過酸化脂質（TBA値）の定量   

TBA反応はSDS可溶化を含む大川らの方法25）によって行い，けい光分光光度計（Excitation515  

nm，Emission553nm）を用いて測定した。   

02）Glutathione（GSH）含量の定量   

GSHはSedlakLindsayらの方法を修飾したDeLucia＼らの方法22）により，試料は0．5mlを用い  

て，非タンパク性SH（NPSH）として測定し，これをGSH量とした。  

（13）総脂質量（Totallipids）の定量   

総脂質量はFrings－Dunnによる方法26）（Sulfo－Phospho－Vani11in反応）により，試料0．2mlを用   

いて測定した。  

（14）α－Tocopherolはホモジネートの200×g遠心上浦からn－Hexaneで抽出した脂質画分を乾  

燥したあとエタノールに溶かしてから阿部らの高速液体クロマトグラフィーを用いる方法27）で測定   

した。   

q5）タンパク質の定量   

タンパク質の定量は牛血清アルブミンを標準としてLowryら28）の方法によった。   

5．エーテルとベントパルビタールによる睡眠時間の測定   

NO2は経気道的に吸入されて肺に障害を起こすものであることから，動物によってはNO2の気道  

通過様式が異なるために感受性が異なる可能性がある。このような遠いがあるかどうかを調べる為  

に，初歩的な指標としてエーテルによる睡眠時間を調べた。10gのデシケ一夕一に8mlのエチル  

エーテルを気化充満させてから4種の動物を1匹づつ同時に入れ陸掛こしゝたるまでの時間を各動物  

20匹ずつについて測定した。一方，睡眠は神経系や脳の働きが複雑に関連して起こるものであるた  

め，比較の為に30mg，40mg及び50mg／kg・体重のベントパルビタール（大日本製薬）腹腔内投  

与によって陸別引こ入ってから目ぎめるまでのいわゆるSleepingTimeも測定した。  

6．統計処理  

表中の値はすぺて平均±標準偏差で示し，平均値の有意差検定はStudentのt検定によった。  

結  果  

1・体重，肺のTBA胤 α－tOCOPheroI，非タンパク性SH（NPSH）及びTotalLipids主について  
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体重及び肺のTBA値，α－tOCOpherol量，非タンパク性SH（NPSH）量とTotallipids量をLC5。  

値の小さい動物の順に並べた（表1）。  

表 1動物種間におけるNO2暴露群と対照群の体重と肺のTBA値，¢－トコフ  
ロール，非タンパク性SH及び総脂質量  

TablelBodyweightandthecontentsofTBAreactants，α－tOCOpherol，nOnLPrOtein  
Sulfhydryls（NPSH）andtotallipidsinlungsoftourspecies  

mposed／Cont和】  
Enzymes  Ånimals   

M±SD  9も8）  〆〉  ％亡）  pd〉  

Body  Hams【er   107－7±9・3 】〔旧  
－   110・1±10・6  

Weigh【  Mouse  32．1±1・9  30 J〉＜0．001  34・2±1，9  

（g）  Rat  19】．8±2・4 178  p＜0・001 205・S±5・9  

GuineaP・ 咄丁・7±10■9 378  タ＜0・001 403・1±15・5  
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体重は対照群に比べてNOz暴露群において有意な変化を示したものはなかった。   

対照群における肺のTBA値はハムスターに比べて他の3種の動物が有意に高い値を示し，α  

－tOCOpherol量はマウスでハムスターより低かったがラットとモルモットでは，高い値を示した。  

NPSHはマウスがハムスターより低くモルモットが著しく高い値を示していた。Tota‖ipjds量は  

ハムスターに比べ3種の動物で高値を示し，かつNO2に対する感受性（LCs。）と比較的よく対応し  

ていた。   

暴露群についてみるとTBA値はマ▲ウスで高く，ラットで低く，α－tOCOPherolと全く逆の関係を  
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示していた。NPSHはマウスで顕著に低く，モルモットは対照群と同様に著しく高い値を示してい  

た。   

また，対照群に対する暴露群の割合（（Exposed／Control）をみると，TBA値はハムスターとモ  

ルモツ’トで有意に増加していた。これに対し，αtOCOpherolの比率はNO2に対する感受性（LC5。）  

とよく対応していた。NPSHの比はマウスとラットで有意な低下を示していた。これに対しTotal  

lipidsの比率は4種の動物すべてで増加し，その比率はLC5。とよく対応していた。   

4種の動物について，TBA値とαtOCOpherol童との間の相関を調べ，その結果を図1に示した。  
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図 1対照群とNO2暴露群の動物穐間における肺の過酸化脂質（TBA値）とα一ト  
コフェロール量との相関  

Fjg，1ReJatjonshipt）etWeenTBAreactants（TBA）andα－tOCOPherolinlungs or  
thefourspeciesofanimalsincontrolgroup（A）andNO2eXpOSedgroup（B）  
●，Ham5ter；○，Mouse；□，Rat；△，GuineaPig，  

対照群と暴露群で共に負の相関を示し，αtOCOpherol畳が高いとTBA値が低く，α－tOCOpherol急  

が低いとTBA値が高く，αLtOCOpherolのAntioxidantとしての作用が明瞭に示された。   

2．タンパク賀且，Glutathione peroxidase（GSH・Px），GIutathione reductase（GSH・R）．   

GIucose－6－Phosphated早hydyogense（G6PD），6－PhosphogIuconatedehydrogenase（6PGD）   

及び1socitratedehydrogenase（lCDH）活性について   

タンパク質量，Glutathioneperoxidase系酵素（GSIl・Px－Cumene，GSH・Px▼H202，GSH・  

R）活性，NADPHを産生して還元ポテンシャルの維持に働くG6PD，6PGD及びICDH活性の測  

定結果を表2に示した。  
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表 2 NO2暴露群と対照群の動物種間における肺のGSH－Px，GSH－R，G6PD，6  
PGD，1CDHの活性値  

Table 2 The contents of total proteins and the activities of glutathione peroxidase 
（GSH－Px），glutathionereductase（GSH－R），glucose－6－phosphatedehydroge－  
nase（G6PD），6－phosphogluconate dehydro声enaSe（6PGD）andisocitrate  
dehydrogenase（1CDH）inlungsorfourspecleSOfanimals  

osed／Control  
Enzymes Animals   

渇  ク  
Hamster  48．2± 4．1 100  

－  4臥8± 7．7  

Protein  Mouse  4S．9± 臥5 101  non  43．4± 6．2  
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対照群において，タンパク質量はモノソモットだけが有意に高い値を示していた。Cumenebydro・  

peroxideを基質としたGlutathioneperoxidase（GSH・Px－Cumene）活性はハムスターに比べマ  

ウス及びラットが有意に高く，モルモットでは低値を示した。H202を基質としたGlutathione  

peroxidase（GSH・PxH202）活性はGSH・PxCumeneの場合と同様にマウスとラットで高く，  

モルモットでは活性を示さなかった。  
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NO2暴露による脂質過酸化の動物種差  

GSH・Rはハムスターに比べラットが有意に低く，G6PDはハムスターに比べマウス及びモル  

モットが有意に高い値を示した。6PGDはハムスタpに比べ他の3種の動物が有意に低く，ICDHは  

マウスでのみ高値を示し他の動物はハムスターと変わりなかった。   

暴露群においてはタンパク質量は対照群の場合と同様にモルモットでのみ高値を示した。GSH・  

Px－CumeneとGSH・Px－H202活性も対照群の場合と同様にマウスとラットで著しく高く，モル  

モットでは逆に著しく低いか活性を示さなかった。G6PD活性は4種の動物の間で有意な羞はな  

かったが，6PGD活性はハムスターに比べ他の3種ではすべて有意に低値を示し，1CDH活性はマウ  

スとラットで高い値を示しモルモットはハムスターと変わりなかった。   

次に対照群に対する暴露群の比でみると，■タンパク質量は4種の動物とも有意な差は認められな  

かった。GSH・Px活性は2種類ともハムスター，マウス及びモルモットでNOg暴露によって有意  

に低下していた。GSH・R括性はラット以外では低下しており，G6PD活性はハムスターで増加し，  

マウスで低下していた。6PGD活性はマウスでのみ有意に低下し，ICDH活性はすぺての動物で低下  

していた。この暴露群に対する対照群の比をLC，。値と比較するとGSH・Pxの2種類の酵素と  

GSH・Rは比較的LC，。に対応していたがモルモットの場合はその傾向から著しく外れていた。図2  

にTBA値とGSH・Px－Cumene活性の相関を示した。対照群と暴露群で共に正の相関性が認めら  

れ，TBA値が高い動物ではそれを代謝する為にGSH・Px活性も高く，TBA情が低い動物では  
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図 2 対照群とNO2暴露群の動物種間における肺の過酸化脂質（TBA値）とグル  
タチオンパーオキシダーゼ活性との相関  

Fig・2 Relationship between TBA reactants（TBA）and glutathione peroxidase  
activityiTllungsorthefourspeCiesofanimalsincontTOlgroup（A）andNO2  
exposedgroup（B）  
●，Hamster；○，Mouse；□，Rat；△，GuineaPig．  
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GSH・Px活性が低くなっており，GSH・Pxが抗酸化性酵素として重要な防御機能を果たしている  

ことが示された。   

また，園3にNPSH量とGSH・PxCumene活性を示した。対照群と暴露群で共に負の相関性が  

認められ，NPSH量が高い動物はGSH・Px活性が低く，NPSH量が高い動物はGSH・Px活性が  

高くなっており，Antioxidantと抗酸化性酵素とが相互的に補い合って防御機能を果たしているこ  

とが示された。  
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図 3 動物種間における対照群とNO2暴露群の肺のグルタチオンパーオキシ  
ダーゼ活性と非タンパク性SH（NPSH）量との相関  

Fig・3 Relationshipbetweenglutathiomeperoxidase（GSHPx）aetivityandnop－  
proteinsulfhydryl（NPSH）contenslnlungsofthefourspeCleSofanimalsln  
COntrOlgroup（A）andNO，eXpOSedgroup（B）  
●，Hamster；○，Mouse；□，Rat；△，GuineaPig．   

3．GlutathioneSTtranSferase（Aryl－，AralkyI，及びEpoxyS－tranSferase）活性について   

GSH・Pxと同一の過酸化物代謝を行うGlutathioneStranSteraSe晴性の測定結果を表3に示し  

た。対照群において，arylS－tranSferaseはハムスターに比べマウスが極端に高い値を示し，モ／レ  

モットも比較的高い値を示した。aralkylS－tranSferaseとepoxyS－tranSferase活性は共にハムス  

ターに比べ他の3種の動物が有意に高い値を示し，特にマウスとモルモットが顕著であった。  
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表 3 NO2暴露群と対照群の動物種間における肺のGSH S－tranSferase（aryト，  
aralkyl，epOXy）の活性値  

Table3 The activities ofglutathione S▲tranSfヒrasF（aryト，aralkyl－and epoxy S  
－tranSferase）inlungsoffourspeciesofanlmals  

osed／Con【rOl  
EnヱymeS  Amimals  

M±SD   ％  ク  M±SD   ％   ク  ％  ク  
Ary】S   H且mSter  4．81±1．72 1（氾  3．0ヱ±l．02 】06  

trans  Mouse  42・0±3・2 873  タ＜0・001  32・2±2．2 10糾  

托rase  Ra【  4．08土0．31  85  non  2．38± 0．26  79  

Guirlea P一  ‘．86±l．36 14二I  non  3．ユ8± 0，36 112  

6ユ  ク＜0．（粕】  

ク＜0・001 77 J，＜0・00】   

non  58  p＜0．001   

nol1  49  J〉く0．〔氾1  

Ar且1kyl Hamster  
S－1ranS－    Mou5e  

毎rase  Rat  
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EpoxyS－  Hamster  l．57±D．441〔の  
－  0．る〕±D．26  

trans  Mouse  9・03±0－76 575  ′＜0・001  7・12±0・27  

丘rasモ  Rat  〕・77±0・49 2咄  〝＜0・001  3・23±0・35  

GuineaP・   6▼丁＄±1・12 4】Z  ′＜0・001  3．71±0，48  
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図 4 動物種間における対照群とNO2暴露群の肺の過酸化脂質（TBA値）とエポ  
キシS－トランスフエラーゼ活性との相関  

Fig．4 RelationshipbetweenTBAreactanls（TBA）andepoxyS－tranSftr魚SeaCtivity  
inlungs ofthe four species of animalsin controlgroup．（A）and NO2  
exposedgroup（B）．  
●，Hamster；○，Mouse；□，Rat；△，GuineaPig，   

一方，暴露群においてはarylS－tranSferase活性がマウスで著しく高かったが，ラットとモルモッ  

トはハムスターに比べ有意な差がなかった。aralkylSrtran声feraseとepoxyS－tranSferase活性は  

共にいずれの動物種もハムスターより著しく高い活性を示していた。  

－103－   



鈴木誠一ら  

一方，対照群に対する暴露群の比率でみるとNO2暴靂によって3種のGSHS－tranSferase括性は  

すぺての動物種で低下していた。また，aralkylS－tranSferaseとepoxyS－tranSferase活性はLC5。  

値の順序と比較的よく対応していたが，GSH・Pxの場合と同様にモルモットはその傾向から外れて  

いた。GSHS－tranSferase活性とTBA値の間の相関性についてみると，aralkylSLtranSferase活  

性とTBA値は暴露群で正の相関を示し，aryl及びepoxySJtransferase活性とTBA値との相関  

は対照群と暴露群の両方で共に正の相関を示していた。図4にはepoxy S－tranSferase活性と  

TBA値の間の相関性を示した。これらの結果もGSH・Pxの場合と同様にTBA値が高い動物では  

それを代謝する為にGSHS－traTISferase活性も高く，TBA値が低い動物ではGSHS－tranSferase  

活性が低くなっており，GSHS－tranSferaseもGSH・Pxと同様に抗酸化性酵素として重要な防御  

機能を果たしていることが示された。   

4．Superoxidedismutase（SOD）と．Disu［fidereductase（DSR）について   

Superoxide anion radicalを異性化するSOD，及びDisulfide化合物をSH化合物に還元する  

DSR活性の測定結果を表4に示した。  

表  4 NO2暴露群と対照群の動物種間における肺のSODとDSR活性値  
Table4 TheactivitisofsupelOXidedismutase（SOD）anddisul丘dered11CtaSe（DSR）  

inlungsorrourspecleSOranimals  

hpo沈d／Cont叩1  
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対照群において，SOD活性はハムスターと比べマウス及びモルモットが有意に高い値を示したの  

に対し，DSR活性では逆にマウスとモルモットが有意に低い値を示した。一一方，暴露群において，  

SOD活性はハムスターに比べて他の3種の動物ですべて活性が有意に高く，DSR活性はマウスと  

モルモットで有意に低い値を示していた。対照群に対する暴露群の比率でみるとSOD，DSRともす  

べての動物で低下していた。LC5。との対応はSOD及びDSRとも特に認められなかった。  
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5・ミクロソーム画分におけるTBA胤AryIhydrocarbon hydroxyrase（AHH）活性およぴ   

NADPH－CytOChromecreductase活性について   

ミクロソーム画分におけるTBA値，AHH活性及びNADPHrcytochromec reductase活性の  

測定結果を表5に示した。対照群において，ミクロソームのTBA値はハムスターに比べマウスが有  

意に高い値を示した。AHH活性はハムスターに比べマウス及びモルモットが有意に高く，特にモル  

モットが極端に高い値を示した。NADPHrcytochromecredctase溶性はハムスターに比べマウス  

が有意に高く，ラットが有意に低い値を示した。  

表  5 NO2暴露群と対照群の動物種間における肺のミクロソーム中のTBA値と  
AHH，NADPH－QytOChromec還元酵素の活性値  

Table5 The contents or TBA reactants and the activities or arylhydrocarbon  
hydrDユylase（AHH）a】1dNADPH－Cy【OCllrOmeCreducta5einmicrosomesof  
lungsfromfourspeciesofanimals  

ConしrOIGroup  osed／Con【rOl  
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また，暴露群において，TBA値はハムスターに比べてマウスが有意に高く，200×g上清の場合と  

同じ結果を示した。AHH活性はハムスターに比べ他の3種が共に有意に高い値を示し，特にモル  

モットが顕著であった。NADPH－CytOChromecreductase活性はマウスの場合のみ高い値を示し  

た。一九対照群に対する暴露群の比率でみるとNO2暴露によってTBA値の比はLC，。に対応し増  

加の傾向を示し，モルモットが有意差を示した。AHH活性は逆にLC5。の増加につれて低下する傾  

向を示し，ハムスターが有意羞を示していた。NADPHLCytOChromecreduetase活性は逆にすべ  

ての動物種で有意に低下していた。また図5に200×g上清のTBA値とNADPHrcytochrome c  

reductase活性との相関を示した。対照群及び暴露群の両方で共に正の相関を示した。  
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図 5 動物種間における対照群とNO2暴露群の肺の過酸化脂質（TBA値）と  
NADPH－チトクロームC還元酵素活性との相関  

Fig・ RelationshipbetYeenTBAreactants（TBA）andNADPHcytochromec  
reductaseactivitylnlungsofthefourspeciesoranimalsineontrolgroup（A）  
andNO2eXpOSedgroup（B），  
●，Hamster；○，Mou5e；□，Rat三△，GuineaPig・   

6．エーテルとベントパルビタールによる睡眠時間について   

ベントパルビター／レ及びエーテルによる睡眠時間の測定結果を図6に示した。エーテルによる睡  

眠に至るまでの時間は，その時間の短いものから，マウス，ハムスター，モルモット，ラットとい  

う順序を示した。これは吸入したエーテルが肺胞にまで到達する時間が異なることを示していた。   

ベントパルビタールによる睡眠時間は，モルモットが顕著に長い時間を示した。この睡眠時間は，  

AHH活性及びLC5。値の増加に対応していた。  

考  察   

市瀬ら15）はマウスの4系統間でNO，に対する感受性（LC，。）と肺の過酸化脂質童（TBA値），抗  

酸化性防御系酵素活性や抗酸化性物質（Antioxidants）等との間に高い相関性があることを報告し  

た。   

本研究は動物種が異なる場合でもこのような相関性が成立するかどうかを調べるためにハムス  

ター，マウス，ラット及びモルモットを用いて検討した。   

本実験において，動物種間では対照群，暴露群とも過酸化脂質量及び防御系酵素活性や抗酸化性  

物質（Antioxidants）量等の単一項目では，マウスの系統羞の結果のように，LC5Oと明瞭な相関性  

を示したものはなかった。しかし，対照群に対する暴露群の割合（Exposed／Contorol）でみると，  
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図 6 NO2暴露による動物種間のLC5。値と各動物のベントパルビタール及び  
エーテルによる睡眠時間との相関  

Fig・6 The reJa【ionship be【weeEILC，。arld sJeepLT）gtlme hl［he contTOlaTlimals  
fromthefourspeciesofanimal（HamsterLC，。＝28ppm；MouseLC5。＝38  
ppm；RatLC50＝49ppm；GuineaPigLC50＝62p叩1）  
Thesleepingtimesweremeasuredbyethylether（■）andpentobalbital（○，30  
mg／kg；●，40mg／kg，and田，50mg／kg，）．  

αLtOCopherol，Tota11ipids，GSH・PxとGSH・R（モルモットは除く），aralkylSlransferase  

とepoxyS－tI■anSferase（モルモットは除く），ミクロソームTBA値，AHIi活性（モ／レモットは  

除く）などがLC5。の増加の順に並び，LC5。値と相関性を示していた。このような結果からNO2暴露  

に対する感受性を決める要因の一つは，生体の対照値からの逸脱の度合と関連があり，NO；暴露に  

よって防御系酵素活性やAntioxidant量が大きく変動する動物ほど感受性が高いことが示された。   

なお，多くの項目についてモルモットがLC5。値は高いにもかかわらず防御系酵素活性では対照群  

に対する暴露群の割合がラットより低下しており，LC5。との対応から外れていた。しかしながら，  

モルモットのミクロソーム中のAH打活性は極端に高い値を示していたところから，このことが高  

いLC50値を示すことに強く寄与しているのかもしれない。AHH活性に関与しているcytochrome  

P－450は緒言の式ⅩⅤとⅩivに示したように過酸化物を代謝する作用があることからその可能性が  

考えられる。この結果はベントパルビタールによる睡眠時間が各動物のLC5。と対応していたが，特  

にモルモットで著しく長かったこと（図6）とも関連しており，今後，ミクロソーム画分の酵素類の  

詳細な比較を行うことによって動物種間の感受性の遠いを説明しうる可能性があり興味ある課題で  

ある。また，このような推測は，Sagai29）がラットにAHH活性誘導薬物の3－メチルコランスレンを  

投与した場合に，致死濃度NO2暴露に対して著しい延命効果があることを認めたこととも対応す  
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る。これらの結果はミクロソーム画分の酵素活性の増加がNO2に対する感受性と何らかの関連を  

持っていることを示唆しているものと考えられ興味深い。   

α－Tocopherolは天然のAntioxidantとしてよく知られており，生体内でα－tOCOpherol含量が  

高いと過酸化脂質の生成は抑制さた，αtOCOpherol含量が少ないと過酸化脂質が増加するというこ  

とは多くの研究者によって報告されている。たとえば．FletcherとTappe130）はビタミンE含量の異  

なる飼料を摂取したラットを0．7ppmオゾンに5日間暴露したところ，飼料中のビタミンEが低い  

群では肺のTBA値が高く，かつこのTBA値と飼料中のαtOCOpherol含量の対数値は負の相関を  

示したことを報告している。   

今回，著者らは飼料中のどタミンE量は肺のどタミンE量と相関するという仮説に立って，肺の  

TBA値とa－tOCOpherol量との相関性について調べてみた。その結果，FletcherとTappelの報  

告30）と同様に肺のTBA憤とα－tOCOpherol量との間には負の相関性（図1）が存在し，肺内のα  

一tOCOpherol含量が高い場合は過酸化脂質量が低く，逆にα一tOCOpherol含量が低い場合は過酸イヒ脂  

質量が高いということが，動物種の違いを越えて成り立つことが示された。この結果は，NO2のヒ  

トヘの影響を外挿する上で重要な意味を持っているものと考えられる。   

また，図2に示したように，肺のTBA値とGS11・Px活性との間は正の相関性が認められ動物種  

の遠いを越えて過酸化脂質童とその代謝酵素活性が密接な関連を持っている可能性が明らかにされ  

た。   

また，NPSHはマウスの系統差の結果のようにLC，。値の高い系統で肺のNPSH量が高く，Anti－  

oxidantとして重要なものであることがよく知られている。しかし，今回の実験ではNPSH量が種  

の違う動物のLC5。と相関しているという結果は得られなかったが，図3に示すようにGSH・Px活  

性の低い動物ではNPSH含量が高く，GSH・Px活性の高い動物ではNPSH含量が低くなってお  

り，NPSH量はGSH・Px活性と相補的な関係にあることが明らかになった。   

以上のように今回の実験では4種の動物のLC5。は過酸化脂質量，抗酸化憧防御系酵素活性及び  

Antioxidantとの間に直接の相関はなく，防御系酵素やAntioxidantなどが複雑に作用し合って感  

受性が決まるものである可能性を明らかにした。そこで，著者らはマウス同志の場合と違って動物  

の種間では，呼吸器の解剖学的相違によって同じ濃度のNO2を吸入しても気道を通過して肺胞に達  

するまでに濃度差が生ずる可能性があると考え，エーテルによる睡眠時間を調べた。その潜果，睡  

眠時間の指標としてのMAC（50％の動物が睡眠にいたるのに必要とするminimum alveoler conr  

centration）は動物種間では変わらない31）と報告されているが，今回の実験では，一定条件のエーテ  

ル麻酔で睡眠時間が違うという結果を得た。このことは同一濃度のNO2を吸入してもそれが肺胞に  

まで到達するのに動物種間に遠いがあることを示しているものと考えられる。   

以上のことから，動物種間の感受性の間係iこついて昼，今回調べたような生化学的相違の他に，  

呼吸器系の生理学的，解剖学的相違等をも考慮して，さらに詳細に検討する必要があると考えられ  

る。  
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なお，今回の実敬は再現性を確認する為に2回の実験を行い，極めて高い再現性が得られた。本  

報告は2回目の結果を集録したものであることを付記する。  

結  論  

1．動物種間におけるNO2に対する感受性は肺の過酸化脂質畳，抗酸化性防御系酵素活性及び  

Antioxidant量などが複雑に関連し合い決定させている可能性が明らかになった。   

2∴さらに，動物種間におけるNO2に対する感受性は対照群に対する暴露群の割合，すなわち，  

NO2暴露による対照傾からの逸脱度合の大きい動物ほど感受性が高い傾向にあることが示された。   

3．この対照値からの逸脱度合で比較するとモルモットが多くのパラメーターにおいて，その傾  

向から外れていた。モルモットの場合はAHH活性で示されたようにCytOChromeP－450関連酵素  

酒性が他の3種動物より極端に高いことと，CytOChrome P－450が過酸化脂質を代謝する作用を  

持っていることから，CytOChrome P－450関連酵素がモルモットの感受性に強い関係を持っている  

ことが示唆された。   

4．肺のTBA値とαtOCOpheroI量は4種の動物聞で負の相関を示し，逆にTBA値とGSH・  

Px，GSH S－tranSferase，NADPHcytochromecreduetase活性は正の相関を示し，Antioxidant，  

抗酸化性酵素活性と過酸化脂質との相関が動物の種の適いをこえても成立することが示された。   

5．動物桂間におけるNO2に対する感受性の遠いは，エーテル麻酔実験の結果から呼吸器の生理  

学的，解剖学的相違も考慮すべきであることが示された。  
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要  旨   

先に，SD系ラットに種々の薬物代謝酵素誘導剤を前段与すると致死濃度のNO2暴露に  

対して生存時間が著しく延長されることを見い出し，かつ雌の生存時間が雄よりも長いこ  

とを報告した。   

今回，Wistar系ラットに30～60ppmのNO2を8時間暴露し，雌雄の死亡率曲線を求め，  

雌のLC5。が45ppmであるのに対して雄は39ppmであったことから雌が雄よりも強い耐  

性を示すことを再確認した。更に，薬物代謝酵素誘導剤のNO之に対する延命効果の観序と  

雌雄問の生存時間の相違の原因を調べる為に，3メチルコランスレンの前投与による生存  

時間と肺のミクロソーム系酵素活性との相関を検討した。その結果，一般に3MC投与量の  

増加に伴ってNO2暴露ラットの生存時間は延長し，かつミクロソームのArylhydro・  

carbonhydroxylase（AHH）活性も増加しており，両者の間に高い相関性が認めら，れた。  

また，3MC前投与による生存時間の延長とAliH活性の増加は雌で顕著であり，量効果  

関係も雌雄問に相達があることが認められた。一方，肺ミクロソームのNADPH－チトクロ  

ムc還元酵素活性は3MC投与量をかえても変化しなかったことよりNO2暴露による生  

存時間の延長効果とNADPHチトクロムc還元酵素活性との間には関連が無いことが示  

唆された。   

これらの結果から，肺ミクロソームのCytOChrome Pl－450系はNO2に対する何らかの  

防御作用を示す可能性が示唆された。  
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Ab5；traet  
ln a previous paper，it was reportedthat survivaltimes ofrat5administered drug  
metabolizlngenZyme－inducingagentsprlOrtONO2eXpOSureWereprOlongedagainstNO2  
exposureorletha）1evel，andthatthesurvivhltimesorfemaleratswerelongerthanthoseof  
male rats．   

ToinvestlgateameChanismofprolongationofsun′ivaltimesbyadministrationofdrug  
metabolizlngenZyme－inducingagentsandofsexdifrerence，arelationshipbetweensuⅣival  
timesandmicrosomalenzymeaCtivitylnlungsofratsadministeredenzyme－inducingagenls  
PrlOrtONO2eXPOSureWaSeXamlned・ThesurvivaltimesofratsexposedtoNO2Were  
proIongedgenerallywithincfeaSeOf3MCdoses，andarylhydrocarbonhydroxylase（AHH）  
activitiesinlungsofratswerearisedwithincreaseof3MCdoses・Asignificantcorrelation  
betweenthesurvivaltimeandAHHactivltyWaSObseTVed．InductionorAHHactivityby  
administration of3MCin female rat5WaS higher than thatin male rat・NADPH  
－CytOChromecreductaseactivltylnlungsofratsdidnotchangewith3MCadministration，  
andaslgnificantrelationshipbetweenthesurvivaltimesandNADPH－CytOChromecreductase  
activities wa5nOt Observed．   
TheseresultssuggestthatcytochromePl－450systeminlungmicrosomesmayhaveany  
protective action againnf NO, exposure 

はじめに   

我々は先に，各種の薬物代謝酵素誘導剤を前投与したラットはNO2の致死濃度暴露に対して生存  

時間が著しく延長されることを見い出し，かつ雌の生存時間が雄よりも長いことを報告した1〉。   

これまで，肝臓の薬物代謝酵素の誘導に関する研究は極めて多く，最近は肝臓以外の臓器の酵素  

誘導に関する報告も増加している。   

このうち，NOzのような大気汚染物質の影響を最も強く受ける肺に関してもLawら2）がモルモッ  

トについて，BurkとPrough3）がハムスターについて，またSeifriedら4）がマウスについて報告し  

ている。これら誘導実験の多くは3－メチルコランスレン（3MC）について行われており，この3MC  

による薬物代謝酵素の誘導は各種臓掛こよって異なることが知られている。この薬物代謝酵素のう  

ちArylhydrocarbonhydroxylase（AHH）活性はCytP．－450系の誘導を調べるのに極めて有効な  

手段として用いられてきている。最近，WarrenとBellward5）は肺，肝及び腎について各々3MC濃  

度とAHH活性のdoseLreSpOnSe関係について詳しく報告し，臓器特異性に関する貴重な結果を報  

告している。   

今回，著者らはこの琴物代謝酵素誘導剤のNO2に対する延命効果の横序と雌雄間の生存時間の相  

違の原因を調べる為に，酵素誘導剤のうち延命効果が最も高かった3MCを用いて，その投与量をか  

え，その時のCyt Pl－450系の酵素であるAHH活性とラットの生存時間の相関性について検討し  

た。  
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NO2暴靂による生存時間とAIiH活性  

方  法  

動物は8週令のJcl：Wistar系ラットを用いた。死亡率曲線は犯35，40，45，50，55及び60ppm  

のNO2を各々8時間暴露してから3日以内に死亡した数から求めた。ラットヘのNO2暴霹は各濃度  

群とも雌雄各20匹ずつ同時に行った。なお，NO2の暴露方法は先の報告1）に準じた。3－メチルコラ  

ンスレン（3MC）は東京化成工業肌より購入したものをオリーブ油に溶かして1日1回，4日間連  

続腹腔内投与した。3MCの投与量は2．5，5，10，20及び40mg／kgB．W．とし，すべてkg体重当た  

りの該当畳を2mlのオリーブ油に溶かして注射し，対照群はオリーブ油だけを注射した。NO2暴虎  

は5日日に行い，ミクロソーム酵素の活性測定も3MC投与開始後5日日のラットを用いて行った。   

肺の濯流は右心室より冷生理食塩水を注入して行い，白色になった肺は，減圧脱気後窒素を十分  

バブリングして妖気的にした50mMPhosphatebuffer（pH7．5）を用いてテフロンホモジナイザ一  

により窒素気流下で磨砕し，10％ホモジネートに調製した。このホモジネートを200×g5分間の遠  

心分離を行い上浦をさらに10，000×g20分間遠心分離した。この遠心上清を105，000×gの超遠心  

分離を行い，そのペレットを30％のグリセロールを含む0．25M Tris－HClbuffer（pH7．5）にサ  

スペンドしてミクロソpム酵素試料とした。AHH活性の測定はWarrenとBellward5）の記載に従  

い，NADPHCyt．Creductase活性の測定はStrobelら6）らの方法に従った。  

結  果   

先に，SD系ラットが高濃度NO2暴露に対して，雌雄間に感受性の遠いがあることを報告した1）が，  

今回使用したWistar系ラットでも同じ傾向を示すかどうかを調べる為に，30，35，40，45，50，55  

および60ppmのNO2に各々8時間暴露し，3日以内の死亡率から雌雄のNO2に対する感受性の遠   
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図 1高濃度NO之暴露に対するラットの死亡率曲線  
Fig，1MortalitycurvesofratsuponNO2eXpOSureOfhighlevels  

●，Malerats；○，Femalerats．  
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いを検討した（図1）。雌雄とも30ppmのNO2暴露では死亡例は認められなかったが，100％死亡す  

る濃度は雄で50ppmであり，雌では55ppmであった。さらに，この死亡率曲線からLC5。値を求め  

ると，雄は39ppnlであったのに対して，雌Jま45ppmとなり，Wistar系ラットでも雄が雌より若干  

感受性が高いことが判明した。   

次に，先の実験1〉で最も延命効果が高かった3MCについて，その投与量を2．5，5，10，20および  

40mg／kg B．W．と変えて注射してから65ppm NO2暴露による生存時間の変化を雌雄のWistar系  

ラットについて検討した（図2）。雄ラットの生存時間は3MC投与量が10mg／kgB．W，までは直線  

的に延長したが20mg／kg B．Wあるいは40mg／kg B．Wと投与量を増やすと逆に生存時間は短  

した。一方，雌ラットでは雄ラットとは異なり3MCの投与量の増加に伴って生存時間は40mg／kg  

BLWレベルまで直線的に延長した。この結果から，．3MC投与量と生存時間の間の量一効果関係は  

雌雄間で様式が異なるが，3MCで薬物代謝酵素を誘導しておくと，NO2暴露によって死亡するまで  

の時間を延長する作用を示すことが強く示唆された。  
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図 2 3－メチルコランスレン（3MC）投与量と65ppmNO2暴露による生存時間の  
関係  

Fig・2 Relationshipbetween3－methylcholanthrenedosesandsurvivaltimesby65  
ppm NO2 eXpOSure  
●，Malerats；○，Femalerats．M±SE   

この3MC投与による酵素誘導は3MCの投与量とどのような童一効果関係を示すかを調べる為  

にチトクロームPL450系の誘導の検索に極めて有効な手段として用いられているArylhydro－  

carbonhydroxylase（AHH）活性の変化を調べた。図3には肺ミクロソ山ム中のAHH活性と3MC  

投与量の量．効果関係を示した。雄の対照群のAHH活性は0．25Units／mg・PrOt／minで雌の0．78  

Units／mg・PrOt／minに比べて低いうえに，3MC投与による活性増加も雌に比べて著しく低く，か  

つ生存時間の場合と同様に10mg／kg B．W以上の3MC投与ではむしろAHH活性は低下してい  

た。一方，雌の場合は生存時間の場合と同様に40mg／kgB．Wまで3MCの投与量の増加につれて  

AHH活性は増加していた。  
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NO2暴露による生存時間とAfi打席性   

図2と図3の結果から，65ppm NO，暴露による生存時間と3MC投与ラットの肺のAHH活性  

の相関性を調べ図4に示した。図から理解されるように相関係数（γ）は0・9288（♪＜0．001）となり  

雌雄の違いにかかわらずNO2暴露に対する生存時間と肺のAHH活性との間には高い相関性が存  

在していた。   

次に，肺のミクロソーム中でチトクロームP－450に電子を供給する酵素であるNADPH－Cyt c  

reductase活性がNO2感受性と相関があるかどうかを調べる為に3MCの投与量を変えた場合の雌  
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図 3 3－メチ）L／コランスレン．（3MC）投与量と肺ミクロソームのarylhydro・  
Carbonhydroxylase活性の関係  

Fig・3 Relationshipbetween3－methyleholanthrenedosesandarylhydrocarbon  
hydroxylase（AHH）activityinlungmicrosomes  
●，Malerats；○，Female∫aI5．M±SE  
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図 4 65ppm NO2暴雷による生存時間と肺ミクロソームのarylhydrocarbon  
hydroxylase（AHH）活性の相関性  

Fig・4 Relationship between arylhydrocarbon hydroxylase activltyinlung  
microsomes andsurvivaltimesby65ppmNO2eXpOSure  
●，Malerats；○，FemaleraLS・M±SE，｛＝0．9288（p＜0．001）  

ー117－   



嵯峨井勝・鈴木誠一・市瀬孝道  

知
 
 
Ⅶ
 
 
刀
 
 
刃
 
 

言
亡
ヒ
＼
．
｝
O
J
n
二
P
u
＼
崇
二
2
－
∪
）
 
 
 

霊
D
｝
U
⊃
P
巴
 
U
．
】
ゝ
U
・
エ
d
白
d
＝
 
 

C  2．5 5 10 a〕 Ⅶ  

5MC Dose（mg／kg8．椚  

図 5 3－メチルコランスレン（3MC）投与量と肺ミクロソームのNADPH－CytO－  

Chromec遠元酵素活性の関係  
Fig・5 Ralationship between 3－methylcholanthrene doses and NADPH－CytO－  

Chromecreduttaseactivltylnlungmicrosbmes  
●，Malerats；（⊃，Femalerats．M±SE  

雄ラットの量丁効果関係を調べ図5に示した。この結果，肺のNADPHCytcreductaseは3MC  

投与量の変化によって鱒とんど変化しなかった。この結果は当然のことながらNO2暴露の生存時間  

との間にも何らの相関性も示さなかった。  

考  察   

高濃度NO2暴露に対する生存時間は3MC投与量の増加につれて延長し，かつこの生存時間は肺  

ミクロソームのAHH活性との間に高い相関があることを明らかにした。さらに，ラットの雌雄間  

では雌の生存時間が長く，AHH活性も対照群あるいは各3MC投与群とも雌で高かった。これま  

で，肺ミクロソームのAHH活性の雌雄の違いについてはNebertとGelboin7）が6系統のマウスに  

ついて調べ，雌が雄より数倍高いと報告したが，GurtooとParker8）及びChhabraとFouts9〉らは雌  

雄差はないと報告している。一方，ラットについては，WarrenとBellward5）がAHH活性は雌のほ  

うが高く，かつ3LMC投与によるAHH活性の誘導も雌で頭著であることを報告した。我々の結果  

はWarrenとBellwardの結果と長く一致している。またWarrenとBellwardは3MCによる肝  

と腎のAHH活性の誘導も調べ，両者は3－MC5mg／kgまではほとんど誘導されず肺のAHH活性  

誘導の量一効果関係とは異なることを報告している。この結果はNO2暴露に対する生存時間は肝，  

腎のAHH活性とは相関していないということを示唆している。これらのことから，高濃度NO2暴  

露に対する生存時間は肝，腎のAHH活性とではなく肺のAHH活性と相関していることが示され  

た。しかしながら，肺のAHH酵素がそれ自身で直接に生存時間の延長を起こすと考えることは難  

かしい。  
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NO2暴露．による生存時間とAtlH活性  

‾方，NOヱ暴露によるAHH活性の変化に関して，Palmerら10）はウサギに5，20及び40ppmNO2  

を3時間暴露し，AHH活性に変化がないことを報告し，HusainとDehnenll）はラットに14．7ppm  

NO2を連続4週間暴雷しAHH活性が約1．5～4倍に増加したことを報告している。これらの報告よ  

り，AHH活性は短時間暴露では相当の高濃度でもあまり変化が認められないが，1か月程の長期暴  

露では活性が著しく増加することを示している。我々は先に，ラットを0ム1．2及び4ppmNO2に  

暴露した場合，抗酸化性防御機能は1か月日頃が最も高い時期で，また細胞にとって有害な過酸化  

脂質生成は逆に最も低下している時期であることを報告した12〉。このようなくとから，肺の可溶性画  

分の抗酸化性防御機能に対応してAHH酵素の本体であるcytochromePl－450（系）にもNO2に対  

する何らかの防御機能が存在しているのかもしれない。Reddyら13〉は最近ミクロソームに結合して  

いるGlutathioneperoxidaseの存在を報告した。このような酵素の他にも防御機能が存在している  

可能性があるので，今後各種のcytP450誘導剤についてその酵素誘導能と生存時間の関係を検討  

する予定である。  
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二酸化窒素のラット肢器内膜成分に及ぼす影響   

EqectsofNitrogenDioxideoJIMembr8nOuSConstituentsofRatTissues  

高橋勇二1・三浦 卓l・持立克身1・大住拓美2  

YujiTAKAHASHll，TakashiMIURAl，KatsumiMOCHITATEl  

and TakumiOSUMI2  

ヒ：i   ∈‡   要  

二酸化窒素（NO2）による臓器の損傷と修復過程を明らかにするためにラットに4．O  

ppm，1・2ppm及び0．4ppmのNO2を4週間暴露し，肺および肝臓の生体膜系成分の変動  

を経時的に調べた。   

肺のミトコンドリアとミク竺ソームの電子伝達系成分は1週目までは対照群よりも高い  

情を示し，以後減少し2遇削こは対照群よりも低い値となった。4．Oppm及び1．2ppmNO2  

暴露では2週目以降再び増加し4過日には対照群より高い値を示したが，0．4ppmNO2暴  

露では2週目以降の増加が起こらなかった。NO。による電子伝達系成分の減少はミクロ  

ソームわチトクロムP－450に特異性が高く，4．Oppm，1．2ppmNO2暴軌こよって対照群の  

各々に57％（♪＜0．05），62％（♪＜0．05）及び54％（♪＜0．01）にまで低下した。   

肝ミクロソームの電子伝達系成分は1過日までは低下し対照群の値よりも低くなるがそ  

の後増加し2週目には対照群よりも高くなった。2週目より再び低下し，4．Oppm及び1．2  

ppmのNO2暴露では4週日には対照群の値よりも低くなった。NO2暴露の影響は薬物代  

謝系に特異性が高く，チトクロムP－450含量は4．Oppm及び0．4ppmNO2暴露の1過日で  

各々対照群の75％（P＜0．01）及び69％（♪＜0．001）にまで低下した。また，NADPH－チ  

トクロムc還元酵素活性も有意に低下した。   

以上の結果から，NO2暴露によって肺及び肝の生体膜系は損傷一修復■損傷というサイ  

クルを辿っていることが明らかとなった。  

Abstr且Ct  

Inordertoclari吋responsesorrattissues10NO2inhalation，Wistarrat5WereeXPOSedto  

4・0，l・2andO・4ppm NO2for4weeksandalterationswereobservedin componentsor  

electronrtransportsystemsinmi10Chondriaandmicrosomeso［1ungandliver・  

1・国立公害研究所 環境生理郡 〒305 茨城県筑波郡谷田町小野川16番2   
TheNationalInstiluteforEnvironmentalStudies，BasicMedicalSciencesDivision，Yatabe－maChi，Tsukuba，   

Ibaraki305，Japan．  

2・昭和56，57年庭園立公害研究所共同研究員（日本女子大学家政学部 〒112 東京都文京区目白台2丁目8番   

1）   

JapanWomen’suniversity，Mejirodai2－8－1，Bunkyoku，Tokyo，Japan．  
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Components orelectron－tranSpOrtSyStemS Oflungmitochondria and micro50meSWere  

increasedbyNO2inhalationuntilthefirstweekand，then，reducedtobelowthecontrollevel  

atthesecondweek．Subsequently，eXpOSuretO4LOandl．2ppmNO2CauSedanincreasein  

thesecomponentsandreachedabovethecontrollevelattheforthweek．Ontheotherhand，  

exposuretoO，4ppmNO2didnotcauseanincreaseandthesecoJTlpOnentSWereretainedat  

belowthecontrollevel・TheefTcctofNO2inhalationoncomponentsofelectron－tranSpOrt  

SyStemSWaSpre†eTentiallyd醜riora〔iv＝ocytochromeP－4氾   

Componentsofelectron－tranSPrtSyStemSOrlivermicrosomesdecreasedbythe丘rstweek  

and，then，increased to the controILevelat the second week，At the forth week these  

COmPOnentSShowedreducedvaluesattheexposureconcentrationsor4．OandO・4ppm．The  

eqeclofNO2jnha】ljonwasmorespecificforcomponent50rdruB－metabolizlngSyStem・   

Based on these results，itis concluded that processes ofdegradation and repair are  

Periodical】ydevelopedincomponentsofmitochondriaandmicrosornesoflungandliver  

uponexposure10NO2・  

はじめに   

NO2の生体影響については呼吸器系を中心として多くの研究が行われて来た1）。15ppm程度の  

NO2をラットに暴露すると，肺の上皮細胞が傷害を受け脱落した後修復されることが明らかにされ  

ている2・3）。この際，肺組識において過酸化物代謝系が一担減少した後昂進することが報告されてい  

る4）。これらの現象は，硬化性のガスに対して動物の肺組織が適応する反応と考てられる。我々は前  

報において4ppmNO2急性暴露によっても肺ミトコンドリアの呼吸系酵素活性，ミクロソーム電子  

伝達系成分及び解糖系酵素溶性が昂進することを報告した5・‘）。更に肝臓においては，4ppmNO2急  

性暴露によってミクロソーム電子伝達系成分が有意に減少することを見出した。   

動物は通常4ppm以下の低濃度のNO2に対して傷害を受けても容易に修復し適応していると考  

えられる。我々は，動物のNO2に対する適応機構を解明する第一段階として，4～0．4ppmNO2を  

ラットに亜急性暴靂し，肺及び肝の生体膜成分が受ける損傷と修復過程とを明らかにすることを試  

みた。本報告には，ミトコンドリアとミクロソームの電子伝達系成分が1か日の養蚕期間にNO2の  

暴露濃度に対応して損傷と修復のサイクルをたどることを記した。  

方  法  

1、暴露条件及び試料の採集  

Jcl：Wistar系雄ラット（26週令）を4・0±0．08ppm，1．2±0．06ppm及び0．4±0，02ppmNO2に暴  

露し，1週間毎に一群6匹のラットを取り出しエーテル麻酔下で頚動脈から採血して屠殺した。屠  

殺後心臓より0．95％NaCl溶液を濯流して臓器から血液を除いた。肺及び肝且削ま4倍容の10mM  

トリス緩衝液（pH7．4）を含む0．15MKCl溶液中でポッター・エルベジェム型テフロンホモジュナ  

イザーでホモジュナイズした。このホモジ土ネートを用いてコハク酸エチトクロムc還元酵素活性  

を測定した。ミクロソーム画分は，肺及び肝臓のホモジェネートを10，000×g15分間遠心し，遠心  

ー122－   



NO2暴露の臓器内膜成分に及ぼす影響   

上清を105，000×g60分間遠心して調製した。   

2，酵素活性及びチトクロム含量の測定法   

コハク酸チトクロムc還元酵素活性はSottocasaらの方法7）により測定した。NADH－チトク  

ロムc還元酵素及びNADPH一チトクロムC還元酵素の活性はOmura＆Takesueの方法8）によ  

り測定した。チトクロムbiとチトクロムP450含量はOmura＆Satoの方法9）で測定し，分子吸  

光係数を各々91cm1mM‾1及び185cm1mMLlとして含量を計算した。蛋白質量はLowryの方  

法10）により測定した。酵素活性及びチトクロム含量はホモジュネートタンバク質当たりで表した。  

結  果  

1．肺のミトコンドリアおよぴミクロソーム成分の変動   

図1にNO2暴露による肺ホモジュネートのタンパク質量の変化を示した。4．OppmNO2暴露に  

よってタンパク質量は4日目と14日日をピークにして対照群の114％（夕＜0－05）と122％（p＜0．  

001）と有意に高に値を示した後減少し，28日目には対照群の92％となった。1．2ppmNO2暴露の  

場合，タンパク質量の変化は4．OppmNO2暴露の場合とほぼ同じであったが変動幅はより小さく対  

照群に対して有意差は認められなかった。一方，0．4ppmNO2暴露では7日目から28日冒までほぼ  

直線的に増加し，28日日には対照群の107％（♪＜0．05）と有意に高いタンパク質量を示した。この  

過程でミトコンドリアのコハク酸－チトクロムC還元酵素活性は7日目から14日日にかけてNO2  

の暴露濾度に依存して減少した（図2）。14日日の活性は4．Oppm，1．2ppm及び0．4ppmNO2暴露  
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図 3 NO，暴露による肺ミクロソームのNADPH－チトクロムc還元酵素活性の  
変化  

Fig・3 ChangesintheNADPH－CytOChromecreductaseactivltyOflungmicrosomes  
duringNO2inhalation  
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図 4 NO2暴露による肺ミクロソームNADHチトクロムc還元酵素活性の変化  
Fig・4 ChangesintheNADH－CytOChromecreductaseactivltyOflungmicrosomes  

duringNO2inhalation  
O，0・4ppmNO2；①，l・2ppmNO2；●，40ppmNO2  
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図 5 NO2暴露による肺ミクロソームのチトクロムP－450含量の変化  
Fig・5 ChangesinthecytochromeP－450contentoflungmicrosomesduringNO2  

inhalation  
O，0・4ppmNO2；0，1，2ppmNO2；●，4．OppmNO2  
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で75％（P＜0．05），82％（P＜0．05）及び87％であった。その後4．Oppm及び1・2ppmNO2暴露で  

は対照群のレベルにまで回復していったが，0．4ppmNO2暴露では14日目と同様に低い活性を維持  

した。   

ミクロソームの電子伝達系成分中NADPH－チトクロムc還元酵素活性は，ミトコンドリアのコ  

／、ク酸一チトクロムC還元素活性と類似の変化を示した（図3）oつまり，4・Oppm及び1・2ppmNO2  

暴露では7E］目から14日目にかけて減少した後再び増加したが，0．4ppmNO2暴露では増加が起こ  

らず28日目まで低い活性が維持された。一方，NADHrチトロムc還元酵素活性は4．Oppm及び1・  

2ppmNO2暴露によって7日日には対照群の各々91％と88％（♪＜0肌）とに減少した（図4）。そ  

の後4．OppmNO2では経時的に増加し28日目には対照群の117％（P＜0・05）に達した。1L2ppm  

NO2では対照群よりも低い活性が維持され28日日では対照群の84％（♪＜0・05）であった。0・4ppm  

NO2暴露ではNADPH－チトクロムC還元酵素と同様の変化を示した。肺ミクロソームのチトクロ  

ムP450含量はNO2暴露によって最も顕著に減少した（図5）。4．Oppm及び1．2ppmNO2暴露に  

ょって7日目には対照群の各々58％（♪く0．05）及び68％（♪＜0．01）に減少しその後対照群のレベ  

ルにまで回復した。一方，0．4ppmNO2暴露ではチトクロムP－450含量の減少は7日目から14日目  

にかけて起こりその後増加したが，28日日においても対照群の78％（♪＜0．05）と有意に低い含量  

を示した。   

2．肝ミクロソーム成分の変動   

肝ミクロソームには二つの主要な電子伝達系が存在する。一つはNADH依存性であり，NADH一  

チトク■ロム転還元酵素とチトクロムあよりなり，脂胞酸の不飽和化等を行っている11）。もう一つの  

電子伝達系はNADPH依存性であり，NADPH－チトクロムPT450還元酵素とチトクロムP－450  

からなり薬物代謝等を行っている12）。本研究ではこれら還元酵素の活性をチトクロムcを電子受容  

体として測定した。図6に肝ミクロソームのNADPHチトクロムc還元酵素活性がNO2暴露に  

よって受ける変化を示した。4．OppmNO2暴露によって1日日から2日目まで減少を続け，7日日に  

は4．Oppm及び0．4ppmの暴露濃度で79％（P＜0．05）及び77％（P＜0．001）と有意に低い活性と  

なった。その後14日目には対照群のレベルにまで回復するが再び減少した。4．OppmNO2暴露の場  

合，28日目の活性は対照群の81％（♪＜0．001）となった。NO2暴窟によるチトクロムP－450含量の  

変化はNADPHLチトクロムc還元酵素活性の変化と同様のパターンを示した（図7）。4．Oppm暴露  

によって1日目から減少を続け，7日目には対照群の75％（♪＜0．01）となった。0．4ppm及び1．2  

ppmNO2暴露でも対照群の各々69％（♪＜0．01）及び84％であった。その後増加し14日目には1．2  

ppm及び0．4ppmNO2暴露で対照群の各々112％（P＜0．05）及び110％と対照群よりも高い含量を示  

した。4．OppmNO2暴露では対照群の93％（P＜0．05）と低い値に留った。チトクロムP－450含量は  

14日目以降再び減少し，4，Oppm及び0．4ppmNO2暴露で28日日には対照群の各々70％（P＜0，05）  

及び73％となった。  
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Time of Exposure（doys）  

図 6 NO2暴露による肝ミクロソームのNADPH－チトクロムc還元酵素活性の  
変化  

Fig・6 ChangesintheNADPHCytOChromecreductaseactivltyOrlivermicro－  
SOmeSduringNO2inhalation．  
0，0・4ppmNO2；◎，1r2ppmNO2；＋，4．OppmNO2  
◆♪＜0・05；＝－／ク＜0．001   
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図 7 NO2暴露による肝ミクロソームのチトクロムP－450含量の変化  
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図 8 NO2暴露による肝ミクロソームのNADHrチトクロムc還元酵素活性の  
変化  

Fig．8 ChangesintheNADH－CytOChromecreductaseactivltyOflivermicrosomes  
duringNO2inhalation  
O，0．4pT）mNO2；◎，l・2ppmNO2；●，4．OppmNO2  
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図 9 NO2暴靂による肝ミクロソーのチトクロームち含量の変化  
Fig・9 Chang？Sinthecytochromeb5COntentOflivermicrosomesduringNO2  

inhalatlOn  
O，0．4ppmNO2；◎，1・2pprnNO2；●，4・OppmNO2   

図8と図9にNO2暴露によるNADH一チトクロムc還元酵素活性とチトクロムあ含量の変化を  

示した。これら両成分の変化はNADPHpチトクロムC還元酵素活性の変化と同様のパターンを示  
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したが変動は対照群に対して有意ではなかった。  

考  察   

本研究の結果から，NO2暴露によって肺のミトコンドリアとミクロソームの電子伝達系成分は損  

傷を受けその後修復されるという過程を辿る可能性が明らかになった。ミトコンドリアのコハク酸  

－チトクロムC還元酵素とミクロソームのNADPH－チトクロムc還元酵素活性は同様な変動を示  

した（図2，3）。NO2暴露の7日冒までは対照群よりも商い活性を示し，以後減少し14日目には対照  

群よりも低い活性となった。14日日以降活性は増加し28日目には対照群よりも高い活性となった。  

このような活性の増加→減少→増加のサイクルは4．Oppm及び1，2ppmNO2暴露で観察された。ミ  

トコンドリア及ミクロソームの電子伝達系成分の活性が共に増加することは，1．2ppm～4．Oppmの  

NO2暴露によって代謝系の昂進のみならず細胞数の増加が起こることを示唆しているのかもしれ  

ない。0．4ppmNO2暴露ではコハク酸－チトクロムc還元酵素とNADPH－チトクロムC還元酵素の  

活性はともに2回目の増加が起らなかった。これら二つの還元酵素活性と異なり，NADH－チトクロ  

ムc還元酵素活性とチトクロムPL450含量は4．Oppm及び1，2ppmNO2暴露によって7日日には  

最低値にまで減少しその後増加した。0．4ppmNO2暴貰では7日日には対照群のレベルに留まり14  

日目に最低値にまで減少した。その後チトクロムP－450含量は増加したが，両者ともに暴露期間中  

対照群よりも低い値に留った。従って肺ミクロソーム成分の中でもNADH－チトクロムc還元酵素  

とチトクロムP－450は，1．2～4．OppmNO2暴露においてNO2により他の成分よりもより速やかに傷  

害を受けるものと考えられる。また，肺ミクロソーム電子伝達系成分の中でもチトクロムp450含  

量は最も顕著に減少し，NO2暴露の7日目または14日目において0．4ppm～4．Oppmの暴露濃度で  

有意な減少が認められた。このようにチトクロムP－450に特異性が高いことは、肺に対してNO2が  

亜硝酸イオン又はNO2ガスの形で作用する可能性を示唆しているのかもしれない13・14〉   

肝臓のミクロソーム電子伝達系成分はNO2暴露に対して肺とは異なる挙動を示した。NO2暴露1  

日目から減少し全ての成分が7日日には最低値を示した（図6「9）。その後14日目には対照群のレ  

ベルあるいはそれ以上にまで増加するがその後再び減少した。従って肝ミクロソーム成分の場合減  

少→増加→減少のサイクルを辿り肺ミクのソーム成分の変動とは時間的なずれが認められた。更に  

肺ミクロソーム成分において観察されたNO2の暴露濃度による変動幅と変動の時間的ずれが，肺ミ  

クロソーム成分では認められなかった。肺ミクロソーム成分に対してはNO2暴露の影響がチトクロ  

ムP450に特異性が高かったが肝ミクロソーム成分ではNADPH－チトクロムc還元酵素とチト  

クロムP－450により特異的であり，NO2暴露によって選択的に薬物代謝系が損傷を受けると考えら  

れる。我々は先にNO2暴露によって血清及び肝上清中の不飽和脂肪酸含量が増加することを報告し  

た15）。Kamatakiらはラット肝ミクロソームの脂肪酸不飽和化の系をシアンにより阻害すると薬物  

代謝活性が増加することを明らかにしている16）。このことは，NO2暴露によって選択的に薬物代謝系  

が損傷を受け結果ヒして脂肪酸の不飽和化が進行し，肝上清及び血清の不飽和脂肪酸含量が増加す  
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る可能性を示唆するのかもしれない。   

NO2暴露による肝ミクロソーム成分の損傷と修復は0．4～4．Oppmの暴露濃度で同調的に起こつ  

ておりミクロソーム成分の変質と生合成の促進として説明できると考える。しかしながらミクロ  

ソーム成分の減少にはNO2の暴露濃度に対する依存性が明確でなかった。現在この現象を説明する  

ことは出来ないが，NO2の肝ミクロソームに対する作用形態が肺に対する場合と臭っているのが原  

因ではないかと考える。  
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二酸化窒素の肝ミクロソーム成分に及ぼす影響  

一硝酸ナトリウムの効果－   

EfrectsofNitrogenDioxideonComponentsofLiYerMicrosomes：  

E仔eet（〉fSodium Nitr8te  

持立克身1・国本 学1・三浦 卓1’・彼谷邦光1  

KatsumiMOCHITATEl，Manabu KUNIMOTOl，TakashiMIURAl  

and Kunimitsu KAYAl  

要  旨   

二酸化窒素（NO。）暴露がラット臓器のミクロソーム電子伝達系成分に及ぼす影響の原  

因を明らかにするために，NO2暴露によって血液中に増加する硝酸イオンと亜硝酸イオン  

の効果を肝ミクロソームを用いて検討した。ラット肝臓より調製したミクロソームを最終  

濃度0．05～1．OmMの硝酸ナトリウムと370cで1時間インキューぺ－卜すると，ミクロ  

ソーム画分に回収される電子伝達系成分は硝酸ナトリウムの添加湧度に依存して減少し0．  

1mMで最低となった。亜硝酸ナトリウムは同濃度の硝酸ナトリウムよりもチトタロ」ム  

P－450含量を除けば減少効果は小さかった。0．1mM硝酸ナトリウムの添加によるミクロ  

ソーム成分の変化は、低下する酵素及びチトクロムの種類と低下の度合において4ppm  

NO2暴雷によるミクロソーム成分の変化と一致した。また、NO2暴露と硝酸ナトリウム処  

理によりミクロソーム成分が減少するのは共に比重が小さいミクロソーム画分であること  
が明らかとなった。   

これらの結果からNO2暴露によって血液中の硝酸イオン濃度が増加し肝臓内にも反映  

されれば，ミクロソーム成分は硝酸イオンによって低下することが支持された。  

Abstraet   

ln orderto determine thechemical†orm ofNO2PrOducing alterationsofmicrosomal  

components，microsomalfractions ofratliver wereincubated with sodium nitrate and  

sodium nitrire at the concentration ranging rrom 0.05 ta 1.0 mM. Sixty minutes aRer 

incubationat370C，microsomeswererecoveredbycenlrirugationandvaluesofcomponents  

Ofelectron・tranSpOrtSyStemSWeredetermined・Incubationwithsodiumnitrateresultcdina  

rapiddecreaseinactivitiesofNADH－andNADPH－CytOChromecreductasesuptoO・1mM  

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

TheNational．InstituteforEnvironmerttalStudies，BasicMedicalSciencesDivision，Yatabe－maChi，TsJkuba，   

lbaraki305，Japan．  
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andlevele（lo仔．Thee鮎ctorsodiumnilritew仁一elesssi昌ni鮎antthaT】tha10†sodilユmTlitTate  

exceptforthecytochromeP－450・Bothionsdidnotaffectthearylsulrataseactivltyandthe  

CytOChromeb5COntent・Theseresultsarecornpletelyconsistentwithalterationsobtainpdby  

NO2eXpOSure．1n addition，addition of50dium nitrate and NO，eXPOSurelowered  

microsomalsubfractionwithlowestdenslty・   

TheseresultssupportthatmicrosomalcomponentsaredecreasedbynitTateionduring  

NO2inhalation，i［thenitrateconcentrationoftheliveriselevatedtothesimi1arleveltothat  

in the blood．  

はじめに   

NO2の呼吸器系への影響については過去20年以上にわたり多くの研究が行われて来た。しかし  

ながら，吹呼器以外の臓器に及ぼすNO2の影響については余り関心が払われて来なかった。先に  

我々は4ppmNO2暴露によって肝ミクロゾームの電子伝達系成分が有意に減少することを見出し  

報告した1）。   

NO2ガスは呼吸器に吸入されると肺胞において硝酸イオンと亜硝酸イオンの形で血液中に入り、  

体内を循環した後尿中に排出されることが報告されている2・㌔従って吸入されたNO2は硝酸イオン  

と亜硝酸イオンの形態をとって体内の臓器に影響を及ぼす可能性が考えられる。亜硝酸イオンは血  

液中で速やかに赤血球内に取り込まれヘモグロビンをメトモグロビンとし，その際自身は硝酸イオ  

ンとなることが明らかにされている㌔血液中の硝酸イオン濃度はNO2の暴露濃度に依存して増加  

し，4ppmNO2を暴靂した場合0．1～0．2mMと対照値の数倍になっている5）。そこでNO2暴露による  

肝ミクロソーム成分の減少の原因を明らかにするために，肝臓よりミクロソーム画分を調製し，硝  

酸イオンヒ亜硝酸イオンがミクロソーム成分に及ぼす影響について検討した。  

方  法  

1．ミクロソーム画分の調製及び硝酸イオン・亜硝酸イオン処理  

JcL：Wistar系雄ラットより肝臓を採集し，0．9％NaCl溶液で確流し、血液を除去した。肝臓は  

4倍容の10rnMトリス緩衝液を添加した0．15M KCl溶液中でポッター型ホモジェナイザーを用  

いてホモジュナイズした。ホモジェネートを10，000×g15分間遠心し，その上清を105，000×g 60  

分間遠心して得られた沈殿を同じ溶液に懸濁してミクロソーム画分とした。   

ミクロソーム画分は，硝酸ナトリウム又は亜硝酸ナトリウムを添加したインキュベーション培地  

に約10mg／mlになるように懸濁し，370Cでインキュベーションした。インキュペーション培地は最  

終濃度がグリセロール20％，トリス緩衝液（pH7．4）10mM，KClO，15Mになるように調製した。   

2．ミクロソーム画分のショ精密度勾配遠心   

4ppmNO2暴露したラットの肝ミクロソーム及び硝酸イオンで処理したミクロソーム画分を  

ショ糖密度勾配遠心により細分画した。ショ糖溶液は，2M，1．23M及び0・9M溶液を10mMトリ  
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ス緩衝液（pH7．4）と0．15MKClを添加して調製した。ペックマンSW40Ti用超遠心チューブに  

1．5m12Mショ精溶液，次いで0．5mll．23Mショ糖溶液を加え，その上に1．2M～0．9Mショ糖溶液  

の連続的密度勾配を作成した。このショ糖溶液勾配に2mlのミクロソーム懸濁液を重層し40，000  

rpmlO～14時間遠心した。遠心後遺心チューブの底から試料を分取した。   

3．酵素活性及びチトクロム含量の測定法   

NADHチトクロムc還元酵素及びNADPH－チトクロムc還元酵素の両活性はOmura ＆  

Takesueの方法6）により測定した。チトクロムb5とチトクロムP450含量はOmura＆Satoの方  

法7）で測定し，分子吸光係数を各々91cm▼1mM‾1及び185cmrlmM‾1として含量を計算した。アリ  

ルサルファターゼ活性はFrenchらの方法8）により測定した。   

タンパク質量はLowry法9）により求めた。  

結  果  

1．ミクロソーム電子伝達系成分に及ぼす硝酸イオンと亜硝酸イオンの影響   

4ppmNO2をラットに暴露すると血液中の硝酸イオン濃度は0．1～0．2mMになる。この程度の濃  

度の硝酸イオンと亜硝酸イオンがミクロソームの電子伝達系成分に及ぼす影響を検討するため，肝  

図 1硝酸ナトリウム及び亜硝酸ナトリウムの肝ミクロソーム電子伝達系成分に  
及ぽす  

Fig．1Effects ofsodium nitrate and sodium nitrite on componeTltS Ofelectron－  
transportsysteInSOrlivermicrosomes  
O，SOdiumnitrile；●，SOdiumnitrate．  
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臓よりミクロソーム画分を調製しこれらイオンと370Cで1時間インキュベーション後遠心により  

ミクロソームを回収した。図1に硝酸イオンと亜硝酸イオンがミクロソーム電子伝達系成分に及ぼ  

す効果を示した。NADH－チトクロムc還元酵素及びNADPH－チトロムC還元酵素活性は硝酸ナ  

トリウムの添加濃度に依存して低下し，0．1mMで共に80％以下にまで減少した。添加する硝酸ナ  

トリウムの濃度を0．2mM以上にしても活性低下は進行しなかった。亜硝酸ナトリウムの場合，同濃  

度の硝酸ナトリウムよりもこれら還元酵素の活性に及ぼす効果は小さかった。しかしながら，チト  

クロムP－450に対しては硝酸ナトリウムよりも低濃度で低下効果が認められた。  

表  1肝ミクロソーム成分に及ぽすNO2暴露と硝酸ナトリウム処理の効果  
Tablel E仔ectsofNO2eXpOSureandNaNO3－treatmentOnCOmpOnentSOflivermicrosomes  

4ppmNO2（4days）1  0．lmMNaNOa（1hr）2  
Components  

ControI Exposed  ％  ControI Exposed  ％  

NADPH－Cyt・Creduc・  
684  5（）8  19．0±0．8  16．2±1．5  ∫
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衰1に，4ppmNO2を4日間暴露したラットの肝ミクロソーム成分の変化とミクロソーム画分を  

0，1mM硝酸ナトリウムで処理した場合の変化とを示した。4ppmNO2暴露によってチトクロムP  

－450含量は84％（P＜0．05）に減少し，NADH－及びNADPH－チトクロムc還元酵素活性も各々  

対照群の85％と減少する傾向を示した。一方，チトクロムあ含量とアリルサルファターゼ活性はほ  

とんど変化しなかった。ミクロソーム画分を0．1mM硝酸ナトリウムで処理した場合，チトクロムP  

450量は対照群の71％に低下しNADHL及びNADPHrチトクロムc還元酵素活性は各々81％及  

び83％に低下した。チトクロムあ含量とアリルサルファーゼ活性はほとんど変化しなかった。従っ  

て4ppmNO2暴露によるミクロソーム電子伝達系成分の低下は，ミクロソームを0．1mM硝酸イオ  

ンで処理した結果と類似していた。   

2．NO2暴露と硝酸ナトリウム処理がミクロソームの細画分に及ばす影響   

ミクロソームは比重及び酵素の局在性という点で異質成分からなっている。NO2暴露及び硝酸ナ  

トリウム処理に対して感受性の高いミクロソーム画分が存在する可能性を明らかにするために，  
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図 2 0．1mM硝酸ナトリウム添加による肝ミクロソームNADH・及び  

NADPH－チトクロムC還元酵素活性の経時変化  

Fig12 ChangesintheactivitiesofNADH－andNADPH－CytOChromecreductases  
OfLlivermicrosomesduringlnCubationwithO．1mMsodiumnitrate  

O，COntrOl；●，addition・  

NO2暴露したラットの肝ミクロソーム及び末暴露ラットから調製したミクロソームを0．1mM硝酸  

ナトリウムで処理したものをショ精密度勾配遠心により細分画することを試みた。図2にミクロ  

ソーム画分を0．1mM硝酸ナトリウムと370Cでインキュベー卜した際に起こる酵素活性の時間変  

化を示した。NADHチトクロムc還元酵素とNADPH－チトクロムC還元酵素活性は40分間は硝  

10   15    0  5  10   15  

Fr（】C‖on Number  

図 3 NO2暴露ラットの肝ミクロゾーム及び硝酸ナトリウム処理ミクロゾーム  
のショ精密度勾配遠心法による細分画  

Fig，3 Subractionation ofliver microsomes prepared from NO2－eXpOSed rat and  
incubatedwithsodiumnitTatebydensity－gradientcentrifugationsofsucrose  
O－＝一′○，COntrOl；・岬・ ，eXpOSed・  
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酸ナトリウム添加による減少が進行し，40分目以降は無添加の対照群でも両酵素の活性か減少し  

た。そこで0．1mM硝酸ナトリウムと370cで1時間インキエペーションしたミクロソーム画分につ  

いてショ糖密度勾配遠心を行った。   

図3にミクロゾーム両分のショ帝密度勾配遠心パターンを示した。ショ糖密度勾配遠心によって  

破線で示した対照群のミクロソーム画分はほぼ三つの面分に分かれた（Ⅰ～1Il）。4ppmNO2暴露群  

の場合，NA工）H－チトクロムc濁元酵素活性は最も比重が小きいⅢで著しい活性低下が起こってい  

表  2 ミクロソーム細分画画分のNAD王i一およぴNADPfトチトクロムC還元酵素  
活性  

Table  2 Activities ofreductasesin microsomalsubfractions  

Ⅰ  Il  

Cont Expo E／C Cont Expo E／C Cont Expo E／C  

NADH一巧t．C  

reductase（〟mOl／min）  

TA－  0．9Z l，08 l．17  4．04 ・ヰ．13 l．02  占．2】 4．68  0．75  

SA＝ 2．88  3，04 1．06  7．62  7，68 1．01 （）．06  4．9S O．82  
4ppmNO2  

4．80  5．43 1，13  7．55  5．40  0．72  

6．58  7．05 1．07  5．76  4．26  0．74  

TA－  1．4j l．55 l．08  

SA＝  2．98  3．04 1．02  
0▲1mMNO「も  

NADH一巧t．ぐ  

reductase（nmol／miTり  

4ppmNO2  
1（）2 168 1．04   245 158  0．64  

215  219 1．D2  192 134 0，70  

TA■  44   44 1．10  

SA事●  t36  15（〉 1．15  

1（〉4 180 1．10   236 170  0．7Z  

2Z5  Z34 1．04  1ぎO j2j O．占8  

TA－  49   59 1．20  

SA事－ 102  11（〉 1．Ⅰ4  
0・】mMNO；  

●Totalactivity（Permlorfraclion）；’’SpeciflCaCtivity（permgofprotein）  

ることが明らかとなった。同様に0．1mM硝酸ナトリウム処理を行ったミクロソームでもNADH  

－チトクロムC還元酵素活性の減少は最も比重の小さい111画分で起こっていた。表2にⅠ，ⅠⅠ，ⅠⅠⅠ画  

分のNADH－チトクロムC還元酵素及びNADPH一チトクロムc還元酵素の活性が4ppmNO2暴  

露又は0．1mM硝酸ナトリウム処理によって受ける変化を示した。比重が大きな画分Ⅰ及びⅠⅠでは  

4ppmNO2暴露，0．1mM硝酸ナトリウム処理いずれの場合でも対照群よりむしろ高い活性を示し  

た。比重の小さな画分ⅠⅠⅠは，両酵素とも対照群より低下していた。  

考  察   

前報においてラットにNO2を暴露すると肺，肝，腎等臓器のミクロソーム成分が減少することを  
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NO∫‾の肝ミクロソーム成分に及ぼす影響   

報告した1）。本研究ではNO2がミクロソームに作用する化学形態について明らかにすることを試み  

た。NO2は肺胞におしゝて硝酸イオンと垂硝懐イオンとなり血液中に溶解する㌔これらイオンは体内  

を循環する過程で一部は臓器内にとりこまれると考えられる1㌔4ppm程度のNO2をラットに暴露  

すると血液中の硝酸イオン濃度は数時間後にほぼ定常値となり0．1～0．2mMの濃度になる5）。亜硝  

酸イオンは速かに赤血球に取り込まれヘモグロビンをメト化し硝酸イオンとなる11」従ってNO2の  

生体への作用機作を解明しようとする場合，呼吸器以外の臓器では硝酸イオンと亜硝酸イオンとし  

ての作用についても考慮しなければならない。本研究では肝臓よりミクロソーム画分を分離しこれ  

らイオンが電子伝達系成分に及ぼす影響について検討した。その結果，ミクロソーム電子伝達系成  

分を低下させる効果は，チトクロムIL450を除いて硝酸イオンの方が高いことが明らかとなった  

（図1）。硝酸イオンは4ppmNO2暴露によって血液中に増加する程度の濃度で有効であった。ま  

た，NO2暴露によって影響を受けるのはミクロソーム成分中チトクロムfL450，NADH－チトクロム  

c還元酵素とNADPロトチトクロムc還元酵素であり，チトクロムあとアリルサルファターゼはほ  

とんど影響を受けなかった（表1）。硝酸ナトリウム処理による影響はこれとよく一致しており，更  

に影響の度合いもほぼ同じであった。NO2暴露によって比重が小さいミクロソーム画分が特異的に  

こわれることが明らかとなった（図3）。硝酸ナトリウムの作用も同様に比重が小さいミクロソーム  

画分に特異的に起った。これらの結果から，NO2暴露によって血液中に増加する硝酸イオンが肝臓  

内にも同程度の濃度になると仮定すれば，ミクロソーム電子伝達系成分は硝酸イオンによって減少  

する可能性を明らかにした。  
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オゾン急性暴露に対する各種動物の感受性  

－NO2暴露との比較－   

Comp8ratiYeStudiesoISuseeptibilityorV8riousAmim孔1sto  

ShorトTermExposllretOOzomeorNO2  

竹中参二1・堀内博人2・今井 透Z  

清水不二雄1・村上正孝1  

ShinjiTAKENAKAl，HirohitoHORIUCHI2，TooruIMAI2，  

FujioSHIMIZUlandMasatakaMURAKAMI1  

日   要  

オゾン急性暴露に対する各種実験動物の感受性を，NO2暴露の場合と比較しつつ検討し  

た。この実験に用いられた動物は9系統のマウス，4系統のラット，ゴールデンハムスター，  

ハートレーモルモットである。   

マウスの系統問にはオゾンとNO2のいずれに対しても顕著な感受性の羞が認められた。  

オゾンに対しては．雄C，Hと雌C5，BLの問に4．8倍のLC5。の差があり，NO2に対しては雌  

CFlと雌C5，BLの間に2．1倍の差があった。ラットの全ての系統でLC5。は，オゾンに対し  

て3．1・〉4．3ppm，NO2に対して39～56ppmの範囲にあった。ゴールデンハムスターは  

NO2に対し高感受性（雌のLC，。が22ppm，雄のLCs。が28ppm）であったが，オゾンに対  

しては中程度の感受性を示した。30群（15系統の動物のそれぞれ雌雄）におけるオゾンに  

よるLC5。とNO2によるLCs。には相関関係が成立し，（相関係数0．52，P＜0．01），LC5。の比  

率の平均値（NO2によるLC50／オゾンによるLC，。）は9．8であった。LC5。と肺の変化（肺  

湿重畳と含水量の増加及び形態学的変化）にもよく相関が認められた。  

Abstr8et   

MortalityratesofvariousanimalsexposedtooヱOneOrNO2for16hourswerecompared，  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田都町小野川116番2  
TheNationallnstituteforEnvironmentalStudies，BasicMedicalSciencesDivjsion，Yatabe・maChi，Tsukuba，   

Ibaraki305，Japan．  

2．昭和55，56年度国立公害研究所共同研究貞   

（東京慈恵会医科大学 〒105 東京都港区酉新橋3丁目25番8）   
JikeiUniverslty，SchoolofMedicine，3－258，Nishishinbashi，Minatoku，TokyolO5，Japan・  
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andpuImonarychangescaused by12hourexposure【02，6ppmozorIeWereeX8m川ed．9  

Strainsofmice，4strainsofrats，Goldenhamster5andHartleygulneaplgSWereuSedinthis  

CXpeTltne†lt・   

TheLC5。ValuesofmiceshowedthemarkeddifTerencesamongstrains，reaChinguptothe  

factors4・8and2・1a丘ertoozoneanlNO2，reSpeCtively・Allstrainsofratsexaminedwere  

moderatelystlSCeptibletobothairpo11utants・Goldenhamsters，COmparedwiththeother  

SpeCiesexamind，WerehighlysusceptibletoNO2，WhereastheirsusceptibilitytOOZOneWaS  

moderate・HartleygulneaplgSSbowedlow5en5jtjviIy【obo止ozoneandNO2．   

TherewasacorrelationintheLC5。ValuesbetweenofozoneandofNO2（COrrelation  

COe爪cient：0・52，P＜0・01）in30groupsofanimals（15strainsorbothsexes）・ Themean  

OfallLC5。ratios（LC5。tONO2eXpOSure／LC5。tOOZOneeXPOSure）was9．8．ALterexposure  

toozone，pulmonarychangeswerewellcorrelatedtotheLC5。Values．  

はじめに   

疫学研究とともに動物を用いた実験的研究が環境基準値を設定する上で有益である。ところが，  

各種汚染物質に対して実験動物の種または系統による感受性の相違が予想され，ヒトヘの外挿の大  

きな問題とされている。代表的大気汚染物質であるオゾンとNO2においても同様の問題があり，す  

でにいくつかの報告もある2封・6・8、10・14）。Hineら8）は5種の実験動物のNO2に対する感受性の差を明  

らかにしたが，系統差に関しての言及はない。Goldsteinらも）はオゾンに対するマウスの系統による  

感受性の差を明らかにした。今回，大気汚染におけるオゾンとNO2の重要性に鑑み，両者に対する  

各種実験動物の感受性の相違を詳しく検討することにした。すでにNO2に対する感受性の差につい  

ては，前報15）で報告したので，ここではオゾン影響を中心に，両者を比較しつつ報告する。  

実験材料と方法  

1．実験動物と暴露方法   

既報15）のNO2急性暴露実験と同様の動物が使われた。使用動物と匹数の詳細を表1～3に示した。  

同じくNO2暴露装置も既報に示した。オゾン暴露には，NO2暴露チャンバーを共用し，オゾン発生  

器（三菱オゾナイザーOS－4型）で発生したオゾンを，オゾン連続測定器（モニターラボ製Mode1  

8410）でモニターし，PID制御器を用し〕てフィードバックコントロールした。   

2．しCs。（50％致死濃度）  

1群針匹以上の動物に対して，1匹も死亡しない濃度から100％死亡濃度までの各段階の濃度（オ  

ゾン暴露では公比1．4，NO2暴露では公比1．2の等比級数）毎に，16時間のNO2暴露を行なった。暴  

露終7直後の死亡匹数を数えた後，通常の飼育室に移し，毎日生死を観察し，1週間の死亡率を求め  

た。LC，。の算定はBehrensの方法によった。  

3．肺過重畳．肺含水量及び病理組織学的検索  
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03に対する各種動物の感受性  

各群6匹の動物に対し2■6ppmのオゾンを12時間暴露した。暴露直後にネンブタール麻酔下腹大  

動脈から出血死させた。肺湿重量を測定後，病理組織学検査用の左肺を除き，950Cで5日間乾燥し，  

乾燥重量を求めた。肺左葉は10％緩衝ホルマリンで固定され，常法に従って病理組織標本を作製し  

た。  

結  果   

表1に，オゾンとNO2それぞれに対する種々の動物のLC50を示した。  

オゾン暴露；マウスの系統差が著しく，感受性が最も高い雄C，HマウスのLC5。が2．3ppmに対し  

て，感受性の最も低い雌C5，BLマウスのLC，。は11．1ppmであった。両者の間には4．8倍の開きが  

あった。ラットの全ての系統及びゴールデンハムスターは中程度の感受性を示した。ハートレーモ  

ルモットは低感受性であった。  

NO2暴露：ゴールデンハムスターが非常に高感受性を示し，雌のLC5。は22ppm，雄のLC5。は28  

ppmであった。マウスではオゾン暴露と同様に明らかに系統善がみられた。雌のCFlマウスのLC5。  

が33ppmに対し雌のC，7BLマウスのそれが67ppmであった。4系統のラットはいずれも中程度  

の感受性を示した。ハートレーモルモットはオゾン暴露と同様，NO2に対しても低感受性であった。  

オゾン暴露とNO2暴露の比較：全ての動物（15系統の雌雄）のオゾンとNO2暴露に対するLC5。には  

相関が認められた（相関係数0．52，P＜0．01）。LC5。の比率の平均値（NO2によるLC，。／オゾンによる  

LC5。）は9．8であった。C3Hマウスでは例外的に，オゾンに対して，高感受性であったが，NO2に  

対しては低感受性を示した。ゴールデンハムスターにおいても，NO2に対して高感受性，オゾンに  

対して中程度の感受性を示し，逆の傾向であった。   

表2に示したように，C8Hマウスとゴールデンハムスターでは，オゾンとNO2に対し相反する感  

受性が明らかに認められた。  

オゾン暴露による肺湿重畳と肺含水量の変化：表3に，2．6ppmオゾン12時間暴露後の各動物の肺  

湿重量と肺含水量を示した。   

図1に示したように，両者には密接な相関関係がみられた（9系統のマウス雌雄の相関係数は  

0．93）。LC50と肺含水量の関係を比較すると，図2に示したように，有意の相関関係が成立していた  

（9系統のマウス雌雄における相関係数は0．62，ク＜0．01）。   

オゾンに暴露された動物の肺には，肺胞腔内水腰，肺胞壁細胞の壊死性変化そして問質中の多形  

核白血球の浸潤が著明にみられた。高感受性動物（低LC5。値）では，これらの変化が明らかに強く，  

低感受性動物（高LCs。値）では弱かった。  

考  察   

先に行われたNOzに対する各橙実験動物の感受性実験15）に続いて，オゾ㌢に対する同様の実験を  

まとめたのが本報告である。特に，オゾンとNO2との比較に重点が曳かれた。先の実験と全く同様  
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表   1各種動物のオゾンとNO2それぞれ16時間暴露におけるLC5。値  
Table l LC5。OfvariousanimalsexposedtoozoneorNO2for16hours  
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0。に対する各種動物の感受性   

表  2 オゾンまたはNO216時間暴露に付するC。Hマウスとゴー′レデンハムス  
ターの死亡率  

Table 2 MORTALITYOFC3HMICEANDGOLDENHAMSTERSEXPOSED  
TONO20ROZONEFOR16HOURS  

29ppmNO2  3.6 ppm ozone 

MaleC3Hmice  O／10■  10／10  

FemaleGoldenhamsters  7／10  0／10  

Thisexperimenlwasdonetwo－COnthluOuSdaysus】ngthesamegrouporanimalsl  
－ NO．dead／NO．tested  

に，再現性と一般性を考慮し，遺伝学的に十分な統御を受け，清浄な環境下で繁殖飼育され．一般  

に市販されている動物が用いられた。従来の報告が高濃度，短時間の暴露による生存時間あるいは  

死亡率を求めたのに対し，今回の実験では，オゾンとNO2ともに16時間暴露で致死量となる濃度で  

暴露された。用いた濃度範囲ではほとんどの動物が実験開始後12時間から暴露終了後1日にかけて  

死亡した。   

今回のオゾンとNO2の比較研究から次の点が明らかになった。  

1．マウスにおける系統差は両者でともに顕著である。  

2．ラットの系統間には特に大きな感受性の差はみられず，いずれも中程度の感受性である。  

3．ゴールデンハムスターはNO2に対して高感受性，オゾンに対して中程度の感受性である。  

4．ハートレーモルモットは両者に低感受性である。  

5．LC5。と肺水腫（肺含水量）にはよく相関がみられる。  

6．オゾンとNO2に対する各動物の感受性は並行する。ただし，例外として，C3Hマウスとゴール   

デンハムスターでは相反する結果が観察される。   

オゾン及びNO2暴露による急性死は重篤な肺水腫によると考えられる。Gregory7）は肺水腫の受  

容器の存在を提案している。その根拠として，系統発生的変異（系統差による感受性の相違）と個  

体発生的変異（年齢による感受性の相違）をあげている。受容器の概念は未だ不明確ながら，検討  

を加えるべき課題であろう。我々の実験では，オゾンとNO2のいずれにも，マウスで著しい系統差  

が認められたが，動物種と感受性には相関がみられなかった。特に，大きさまたは体重との関連は  

みられなかった。動物種間の肺の解剖学的差異が報告されている13）が，感受性には大きな役割を果  

たしていないかもしれない。むしろ，他の国子，例えば肺胞壁の透過性12），肺胞壁細胞の抵抗性9tll）  

にその原因を求めるべきかもしれない。   

我々はこの実験で6週令動物のみを使用した。CabraトAndersonl）及びEvansら5）が明らかにし  

たように，年齢によって感受性に差がみられることが知られている。高週齢動物における感受性も  

検討されなければならない。   

C。HマウスとゴールデンハムスターがオゾンとNO2に対して相反する感受性を示した。オゾン毒  
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竹中参二ら・  

表  3 2．6ppm12時間のオゾン暴露に対する各種動物の肺湿重量と肺含水量  
Table 3 LungwetweightandlunBWaterCOntentOfvariousanimalsexposedto  

2・6ppmozonefor12hours  

Wet weight Water content 

Mice   

C57IIL  

BDFI  

CDFl  

e
 
e
 
e
 
e
 
e
 
e
 
e
 
e
 
e
 
 

a
e
a
e
a
e
a
e
a
e
a
e
a
e
a
e
a
e
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m
 

0．90－±0．0（〉  

0．89 ±0，04  

0．84 ±0．04  

0．88 ±0，10  

1．08 ±0．1（；  

0．きき ±0．‖  

0．95 ±0．06  

1．11±0．15  

1，12 ±0．1（〉  

1．08 ±0．12  

1．16 ±0．29  

1．42 ±0，35  

1．03 ±0．20  

1．19 ±0．22  

1，17 ±0．24  

0．92 ±0．18  

1，61±0．08  

1．44 ±0．07  

Sl．9＝±0．81  

81．6 ±0．44  

82，Z ±0．57  

82．8 ±0．88  

83．7 ±1，35  

β2．】1．0；〉  

83．6 ±0．82  

84．4 ±1．0（）  

84，3 ±1．34  

83．9 ±Z．09  

83．1 ±1，45  

85．2 ±1．75  

83．2 ±1．92  

84．6 ±1．62  

＆3．8 ±2，26  
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Hamsters   

Golden  lemale  l．02 ±0．15  

male  O．95 ±0．1（〉  

G11ineaplgS   

Hartley  female  O・93±0・04  

male  O．90 ±0．07  

ー ％orbodyweight  
＝ ％orlungwetweight  
Al）values aremean±SD．with／I＝6   
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図 1肺含水量と肺湿重量の相関性  
FiglCorrelationbetweenlungwatercorltentandlungwetweightofmice（9  
strainsandbothsexes）exposedto2．6ppmozonefor12hours・  

こ
〓
望
山
草
一
山
享
望
∃
」
○
ボ
｝
ト
N
山
一
N
O
U
缶
転
享
d
Z
∃
 
 

1  5   5   7   9  11  

LC50（PPM】  

図 2 LC5。と肺含水量の相関性  

Fig 2 CorrelationbetweenLC50andlungwatercontentormice（9strainsand  
both sexes）e叉eS）exposedto ozone，  
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竹中参二ら   

性とNO2毒性が全く同一ではないことを示す点で興味深い。  
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国立公害研究所研究報告 第40号（R－40－’83）  

Res．Rep．Natl．lnst．Environ．StudJpn，，No▲40，1983  

Ⅰ－13  

オゾン急性暴露のラット肺及び血液中の  

SH化合物に及ぼす影響   

Elfeet oC Acute Exposure to Ozone on Sulfhydryls in 

LungandI1loodofRats  

河田明治1  

MeijiKAWATAl  

要  旨   

0鼠2，4ppmO。をそれぞれ，7訓乱12，6時間ラットに暴露し，肺に存在する還元型グ  

ルタチオン（GSn），酸化型グルタチオン（GSSG），非タンパク性SH（NPStt）、タンパ  

ク性SH（PSH）量を測定した。肺の湿重量は，0，8ppmOa5．7日間暴君群及び2ppmと  

4ppmのすペての暴露群におしゝて有意に増加した。肺のGSHとNPSHは，0．8ppm暴露群  

では暴霧開始1日削こ対照群より低い値を示したが，それ以後急速に増加して3日削こは  

最高値に達し，7日目まで高い値に維持された占2ppm及び4ppm群では，GSH，NPSH  

ともに暴露時間とともに著しく減少した。GSH畳とNPSH量との間には，いずれの暴露  

許においても有意な善が見られなかった。肺のPSH量は0．8ppm群では変化が見られな  

いが，2pprn及び4ppm群で有意に減少した。血液中のGSH立とNPSH量はすぺての暴  

君群で有意な変化が見られなかった。GSSG畳は，0，8，2，4ppmの各群で，肺では有意に  

増加したが，血液では減少の傾向を示した。  

Abstr8et   

Thelevels ofreduced glutathione（GSH），OXidized glutathione（GSSG），nOnprOtein  

Sulmydryl（NPSH），andproteinsulfhydryl（PSH）wereexa叩inedinthelungandbloodafter  

ShorttermeXPOSureOrratStOO3．RalSWereeXPOSedLOOヨattheconcentrationsofO・8ppm．  

2ppm，and4ppmfor7days，12h，and6h，reSpeCtively、Thewetweightoflungsincr占ased  

；T｝thegTOuP5eXpO5edtoO・8ppmO3atIhe51hand71hday，andirllhegroupsexposedto  

2ppmand4ppmO，．lnthecaseofO．8pprnO3eXpOSure，thelevelsofGSHandNPSHin  

lungsdecreasedslightlyafterlday，1nCreaSedthehighestlevelatthe3rdday，andtheelevated  

levelsweremaintainedthereafter．Exposureto2ppmand4ppmO，reSultedinaslgnincant  

1，国立公害研究所 環境生理郡 〒305 茨城県筑波郡谷田郡町小野川16番2  
TlleNationallnslitl】tefoTEnviTOnrnenlalStt）dies，BasicMedicalScien∝SDivision，Yalabe－rrLaChi，Tsukuba，   

Jbar∂kjユ05，Japan．  
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河田明治   

decreaseinGSH，NPSH，andPSHlevlesinlungsdependingonthecorlCentrationsofO3and  

Ontheexposureperiod．TherewasnoslgrlificantdifrerenceinlevelsbetweenofGSHand  

OfNPSHinthelungsorbothcontrolandexposedrats・ExposuretoO・8－4ppmO3reSulted  

inaslgnincantbutsmallirlCreaSeintheGSSGleveloflungs・ExposuretoO，didnotcause  

Slgnificant changesin GSH anq NPSHlevels of whole blood，While the GSSGlevle  

decreasedslightly・  

はじめに   

大気汚染物質の一つであるオゾン（03）は生体に対して酸化的障害を起すことが知られている1・2）。  

0。は強い酸化性を有し，多くの生体構成成分と反応するが，中でも脂質との反応は過酸化脂質生成  

の観点から多くの研究が行われている3・4・㌔またSH化合物は特に酸化に対して不安定な物質であ  

り，酵素や補酵素など生体にとって重要な機能を営むものが多いことから6】7），Oa暴露と生体内SIi  

化合物との関係について検討した研究も多い2・8）。しかし，03暴露において肺に存在する低分子SH  

化合物の代表物質である還元塾グルタチオン（GSH）やタンパク性SHが減少する現象2・9tW・ll）を  

SH基の酸化によると推定している報告11）があるにもかかわらず，酸化体の生成についての研究は  

少なく不明な点が多い。また比較的低濃度の0。暴露では，肺の低分子SH化合物が増加する  

がJ2IJ3・川，GSH以外の低分子SH化合物も増加すると考えられる報告もあり2▼射，0，暴靂がGSH以  

外のSH化合物や，これに関連する化合物にどのような影響を及ぼすかについても明らかにされて  

いない。血液中のGSH又は非タンパク性SH化合物（NPSH）に及ぽす03の影響については，0．  

5～0．8ppmの低濾度暴露でもこれらの値が低下することを認めた鞄告15，16〉や，これに対し0．5  

ppm17），高濃度の8ppm暴昂18）でも有意な変化が認められなかった例もあり，いまだ明確な結論が  

得られていない。   

このような0。暴露が生体内SH化合物に及ぼす影響に関する不明な点を明らかにすることを目  

的として，ラットに03を暴露し，肺および血液中に存在するGSH，酸化型グルタチオン（GSSG），  

NPSH，及び肺のタンパク性SH（PSH）量の変動を03濃度と暴露時間との関連において検討した。  

方  法   

実験には10～12週令のJcl：Wistar系雄ラットを用い，03を0．8ppmで1，3，5，7日間，2ppm  

で4，8，12時間，4ppmで2，4，6時間暴露した。ラットをエーテルにより麻酔し，頸動脈から採血  

したのち直ちに胸部を切開し、肺を採取して－800Cで保存した。ヘパリン処理した血液中の非タン  

パク性SH（NPSH）はメタリン掛こより除タンパクした後，5，5’ジチオビス（2一ニトロ安息香酸）  

（DTNB）を用いる方法19）により測定し，還元型グルタチオン（GSH）と酸化型グルタチオン  

（GSSG）は血液を0．01Mリン酸緩衝液（pH7．5）で溶血，希釈した後，グルタチオンレダクター  

ゼ，DTNB，NADPHを用いるTietze20）の方法により求めた。   

肺のNPSHは，約0．2gの肺を5mlの5％トリタロロ酢酸（TCA）中で破砕し，ホモジネートを  
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0。暴露の肺および血液中のSti化合物に及ぼす影響   

2，300gで20分間遠心して得た上清を用い，Beutlerの方法19）を応用したDTNB法21）により求め  

た。肺のGSHとGSSGはTCA上浦を用いてTietzeの方法20）により，肺の総SH（TSH）とタン  

パク性SH（PSH）は，Sedlakらの方法22）に従って以下のように測定した。約0．2gの肺を5mlの  

0．02MEDTA中でホモジネートとし，pH8．2のトリス緩衝液，メタノール，DTNBを加えて発色  

させ，遠心して得られる上清の412nmにおける吸光度よりTSH量を求め，この値から肺のTCA  

ホモジネート上清を用いて求めたNPSH量を差し引くことによりPSH量を求めた。  

結  果   

肺の湿重量に及ぼす0き暴露の影響を表1に示した。0．8ppm群では1日目に対照群に対して減少  

傾向，3日目には増加傾向を示し，これ以外の0．8ppm群および2ppmと4ppm群のすべての暴露  

期間で肺の湿重量は有意に増加した。   

総グルタチオン（GSH＋GSSG）と酸化型グ）L／タチオン（GSSG）量を測定し，これらの値から還  

元型グルタチオン（GSH）量を求めた結果を表2に示した。肝のGSIlはOt8ppm群では1日日に  

対照群より低い値を示したが，3日日には最高値に達し，それ以後ほぼ一定の高い備に維持された。  

2ppm及び4ppmの高濃度暴雷群では，肺のGSHは有意に減少し，暴露溝鼠暴露時間に依存し  

て減少する傾向を示した。   

肺の総SH（TSH）量と非タンパク性SH（NPSH）量の測定値よりタンパク性SH（PSH）量を  

求めた結果を襲3に示した。TSHは0．8ppm群では対照群との差が見られないが，2ppm及び4  

pprn群ではすべての暴露群で有意に減少した。NPSHは，0．8ppm群において1日日に減少し，3日  

表 1ラットの肺湿重量に及ぼすOa暴露の影響  
Tablel E晩ctorO。eXpOSuTeOnWetWeightorTatlungs   

03  Ex。。Sur。 Lungwetweight（g）  

ConcentTalioll   pモーiod  ContTOI  Exposed   

0．8ppm  1day   1．22±0．1l   l，15±0．08  

3   1．34±0．20   1．41±0．14  

5   1．27±0．0（i   1．3S±0．05事■  

7   1．34±0，12   1．63±0．13■－  

2ppm  4hour  1．21±0．06  l．4（〉±0．10■■  

8  l．69±0．22－■■  

1ユ  l．柑±0．09  2．28±0．22■■■  

4ppm  2hour  1，18±0．08   1．48±0．14＝●  

4  2．68±0．38●＝  

6  3．1（〉±0．42●＝   

Valuesaremean±SD，〃＝6  
‥：クく0・01，…：♪＜0．（泊l  
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表  2 ラットの肺総グルタチオン（GSH＋GSSG），酸化型グルタチオン（GSSG），及  
び還元型グルタチオン（GSH）量に及ぼす03暴露の影響  

Table 2 E耽ct of O3 eXpOSure On tOtalglutathione（GSH＋GSSG），OXidized  
glutathione（GSSG），andreducedglutathione（GSH）levelsinratlungs  

Exposure  A   8   A－2Bb）   晋×100（％）  

03  
period            GSH十GSSC且）   GSSG（％）   GSH（％）   

GSSGintotal  
glutathione   

0・8ppm  

Ccntrot  1day   1．62±0．14   0・036±0・（氾7 （1〔将）  l．55±0．13 （1（氾）   4．4  

3   1．60±0．14   0．041±0・008 （100）  1．52±0．上5 （100）   5．1  

5   t．65±0．柑   0．029±0．003 （100）  1．59±0．18 （100）   3．5  

7   1．67±0．10   0・038±0・（刀4 （100）  1．56±0．07 （】00）   4．6  

Expo5ed  1．50±0．12   0．鋸8±0．（氾9－（133）  1．46±0．08 ’（タ4）   6．4  

1．98±0．三三●  0．058±0・005●＝（t41）  1．87±0・22■（123）   5．9  

5   1、96±0、15■  0．恥7土0．（氾7■＝（1るヱ）  l．亀6±0．15●（117）   4．S  

7   2．05±0．21■  0．056±0・007●＝（147）  1．8g±0．22－（1Zl）   5′5   

2ppm  

Control  4hour   1．74±0．09   0．035±0．008 （100）  1．69±0・15 （1α））   4．0  

12   1．69±0．05   0・040±0・010 （1〔旧）  1．61±0．05 （1〔巾）   4．7  

Exposed  4   l．24±0．10＝●  0．055±0・00S●－（157）  1．Ⅰ3±0．11‥■（67）   8．9  

8   l．03±0．23＝■  0．052±0・008■－（149）  0．9ユ±0．23●＝（54）   10．1  

lユ   0．74±0．19＝－  0．049±0・Oll（lユ3）  0．65±0．17－、書（4D）   13．2   

4ppm  

Con一丁ol   2hour   1．7二≧±0．16   0．鵬2±0・006 （100）  1．64±0．15 （1（刀）   4．9  

2   l＿15±0．08＝－  Q．06Z土0．0鵬●、●（14S）  l．0ユ±0．OS＝◆（るユ）   10．も  

4   0．55±0．08＝義  0．054±0・010◆’129）  0．44±0．】0■‥（27）   lp．6  

6   ロ．45±P．09■●－  0．056±0．007－◆り33）  0．j4±0．09●●●（2り   24．9   

a）： GSSGirltOta）glutathione（GSH＋GSSG）iscalcu］atedirltermSOfreducedg］utathiorle（GSH）・  
b）二 OnemoleofGSSGcoTreSpOndsLOtWOmOlesorGSH．  
Tola】gliltatione（GSH＋GSSG），GSSG，andGSHlevelsareexpressedasJL mOles／glung・  
Valuesaremean±SD，n＝6．  
■＝P＜0・05，‥＝P＜0・01，…：P＜0．CK）1（Thevalueat8hexposureto2pprr）0，WaSCOmpared tothe   
COnt－01valueat4h．）  

目に最高値に達したのちほぼ一定の高い値を示したが，2ppm及び4ppm群では暴露時間とともに  

有意に減少した。PSH量は0．8ppm群では5E］目以後に減少傾向，2ppm群では4時間目に減少傾  

向を示したのち有意に減少し，4ppm群ではすべての暴露群で有意に減少した。   

肺の酸化型グルタチオン（GSSG）の測定結果を表2に示した。肺の総グルタチオン中に含まれる  

GSSG含有率は対照群で2～5％となり文献値20・21）とよく一致した。0．8，2，4ppmの各暴露群で  

GSSG量は有意に増加したにもかかわらず，すべて低い値を示しており，暴露時間とともに増加す  

る傾向は見られなかった。従って2ppm及び4ppm群で肺の総グルタチオン中に含まれるGSSG  

含有率が時間に依存して増加する傾向を示すのはGSSG量の増加ではなく・，GSH畳の減少による  

ためと考えられる。表2と3のGSSG，GSH，TSH，NPSH，PSH量はFEmOles／glungの単位で表  
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されており，2ppm及び4ppm群では暴露濃度と暴露時間に依存してGSH，NPSH，PSHは減少  

するが，肺の湿重量は増加する。このことから肺湿重量の変化と各SH量の変動との関連性を明ら  

かにするためGSHとGSSGを肺の総湿重量当りの値（FEmOles／lung）で表した結果を園1に示し  

た。その結果，GSHは肺の単位湿重畳当り，また肺の総湿重量当りのいずれを用いても，GSHの  

暴露時間に対する変動傾向は表2と図1とで同一の結果となるが，GSSGは図1の如く肺の総湿重  

量当りで表した場合は表2と異なり，暴露濃度と暴露時間に依存して増加する傾向を示した。   

血液中に存在する総グ）t／タチオン，GSSG，GSH，NPSH量に及ぼす0，暴露の影響の結果を表4  

に示した。GSSGはそれぞれの暴露群で減少傾向を示したが，GSH，NPSHともに暴露濃度と暴露  

時間に依存した減少または増加傾向は見られなかった。  

表  3 ラットの肺総SH（TSH），非タンパク性SH（NPSH），及びタンパク性SH  
（PSH）量に及ぼす03暴露の影響  

Table3 EfrectofO3eXpOヲure On tOtalsulfhydryl（TSH）｝nOnprOtein sulfhydryl  
（NPSH），andproteln Sulfhydryl（PSH）1evelsinratlungs  

Exposure  A   B   A－B  
0。  

period  TSH   NPSH （％）   PSH （％）   

0．Sppm  

Control  1day   】2，9±0，7   1．61±0．14 （100）   11．3±0．7 （1（氾）  

3   12．1±1．2   1．51±0，18 （1〔氾）   10．6±1．0 （100）  

5   12．9±0．9   1．69±0．12 （1〔旧）   11．2±0．9 （100）  

7   1．28±1．1   l．61±0．19 （100）   11．2±0．9 （100）  

Exposed  13．4±0．8   1．51±0．08 （94）   1l，9±0．7 （105）  

3   12．6±0．6   1．85±0．16＝（123）   10．S±0．7 （102）  

12．6±0．7   1，92±0．17■（114）   10．7±0．6 （96）  

7   12，2±1．5   1．S8±0．16■（117）   10．4±1．4 ’（93）   

2ppm  

Control  4hour   1l．5±0，8   1．64±0．03 （100）   9．9±0．7 （100）  

12   11．5±0．7   1．70±0．10 （100）   97±0．7 （100）  

Expo5ed  4   9．9±0．1●   1．23±0．09＝◆（75）   8．7±0．9 （88）  

9．0±l．7■   0．90±0．20…（55）   7．6±1．1‥（77）  

12   7．1±1．1＝◆   0．71±0．21‥●（42）   6．4±0，9＝（66）   

4ppm  

Control   2hour   11．4±0，9   1．67±0，07 （100）   9．7±0．9 （110   

Exposed   2   9．4±0．8＝   1．13±0．0計‥－（68）   8．3±0．7■（86）  

4   5．6±0．針＝   0・49±0・10＝（29）   5．1±0．7‥－（53）  

6   5．3±0．5事＝   0．43±0．12＝－（2（））   4．8±0．4■■事（49）   

TSH，NPSH，arldPSHlevelsareexpressedasFL mOles／glung・  
Values aremean±SD，n＝6．  
－ニ P＜O・05，‥：P＜0．01，◆■■：P＜0．001（Thevalueat8hexposureto2ppmO，WaSCOmParedtothecontroI  
Valueat4h．）  
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図 1ラット肺中の還元型および酸化型グルタチオン含量に及ぼす0．8，2，4ppm  
O3暴露の影響  
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GSHandGSSGlevelsareexpressedasJLmOles／1ung・  
Valuesaremean±SD，n＝6・Thevaluesatzerohourof2and4ppmO3  
exposurearethecontroIvaluesat4and2h，reSpeCtiYely．  
－：♪＜0．05，－●：♪＜0．01，…：♪＜0．001  

考  察   

還元型グルタチオン（GSH）はSH基を有する他の化合物の同様に，玩イ東和では容易に酸化さ  

れ6）．特に強い酸化力をもつ0，との反応では酸化型グ）L／タチオン（GSSG）にとどまらず，更に酸化  

の進んだ化合物を生成する23〉占グルタチオンは多くの生体組織に存在し，その大部分は還元型をとっ  

ており，酸化型のGSSG量は総グルタチオン（GSH＋GSSG）の1～5％に過ぎない20・24・25）。Delucia  

ら11）はラットに高濃度の4ppm O3を6時間暴露した場合でも，よ咋蕗仇の場合と異なり，肺の  

GSSG量は対照群に対して有意な増加を示さないと報告している。また本実験では表2，図1の如く  

0．8，2，4ppm O3の各暴靂群で肺のGSSG量は有意に増加したにもかかわらず，すべての暴露群で  

低い値にとどまった。Mustafaら8）は0．8ppmO3暴露において，SH化合物の酸化体の還元に関与  

する酵素を調べたところ，グルタチオンレダクターゼ，ジスルフィドレダクターゼ，グ／レタチオン  
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表 4 ラット血液中に存在する総グルタチオン（GSH＋GSSG），酸化型グルタチオ  
ン（GSSG），還元型グルタチオン（GSH），及び非タンパク性SH（NPSH）量に  
及ぼす08暴露の影響  

Table4 EfTect or O，eXpOSure On tOtalglutathione（GSH＋GSSG），0Ⅹidized  
glutathione（GSSG），reducedglutathione（GSH），andnonproteinsulfhydryl  
（NPSH）1evelsin blood orrats．  

Exposure  A   B   A－2Bb）  

08  
period            GSH＋GSSG8）   GSSG（％）   GSH（％）   NPSH（％）   

0．8ppJれ  

Control  1day   1．1二i±0．10   0．013±0．004（1（刀）   1・10±0・11（1（氾）  1・22±0．07（1（氾）  

1．24±0．09   0．011±0．002（1（粕）   1．22±0．08（1（氾）  1・26±0．09（1（氾）  

1．35±0．12   0．012±0．（X拍（1（刀）   1．32±0．1Z（1（氾）  1・29±0．05（100）  

7   1．30±0．06   0．014±0．〔旧5（1（犯）   1．27±0．06（1∝り  1・25±0．05（1（叫  

Exposed  l．18±0．11   0．008±0．（氾2■（62）   1．17±0．11（106）  1・25±0．07（102）  

1．18±0．13   0．（M9±0．（氾2（S2）   l．1（〉±0．14（95）  1・20±0．07（95）  

1．36±0．07   0．01Ⅰ±0．002（9Z）   1．33±0．07（101）  1・27±0．06（98）  

7   1．21±0．08   0．0‖±D．OD2（79）   】．】9±0．0即94）  】・柑±0．06（94）   

2ppm  

Control   4hour   1．15±0．09   0．010±0．（氾2（100）   1．13±0．11（1〔船）  1・20±0．06（1（氾）   

1：   1．19±0．07   0．011±0．（泊3（l（氾）   1．17±0．0（）（1∝））  1・19±0．05（1（氾）  

Exposed  4   1．11±0．10   0．009±0．（氾2（90）   1．09±0．10（9（り  1・19±0．11（99）  

8   1．11±0．13   0．010±0．002（1（巾）   1．09±0．13（9‘）  1・24±0．11（103）  

12   1．28±0．OS   0．010±0．002（91）   1．23±0．04（105）  1・22±0．06（103）   

4ppm  

Control   2hour   1．18±0．11   0．012±0．003（1（将）   1．15±0．10（100）  1・Z7±0．11（1（泊）   

1・10±0．08●（  
Exposed   2   1．0（）±0．1Z   0．010±0．（カ3（83）   1．04±0．12（90）  

R7）  

4   1．22±0．OS   0．010±0．（氾1（83）   1・25±0．05（98）         1．ZO±0．08（104）  

6   t．30±0．13   0．（刀9±0．〔氾2（75）   1．28±0．13（111）  1・40±0．0（）（110）   

a）＝ GSSGintotalglutathione（GSH＋GSSG）iscalculatedinterm5Ofreducedglutathione（GSH）．  
b）： OnemoleorGSSGcorrespondstotwo molesorGSH．  
TotalgLutathione（GSH十GSSG），GSSG，GSH，andNPSHlevelsareexpressedasノLmOles／mlblood．Value5  
are mean±SD，〃＝6．  

●＝ p＜0・05  

ジスルフィドトランスヒドロゲナーゼの活性が著しく上昇しており，これらは肺の酸化的障害に対  

する防御機構であると説明している。従って本実験の結果についても，これらの防御機構により  

GSSG量が低い値に抑えられている可能性が考えられる。   

Mustafaら2・8）は0．8ppmO3を7日間ラットに暴露すると，肺の非タンパク性SH（NPSH）と還  

元型グルタチオン（GSH）が暴露開始3日日に最大値に達し，対照群に対してNPSHで40％，GSH  

で30％増加し，その後はそれぞれの値がほぼ一定に維持されると報告している。本実験では表2及  

び3に示す如く0．8ppmO37日間暴露において，肺のNPSHとGS＋lはMustafaら2・B）の結果と同  
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様に3日臼に最大値に達したのちその値は維持されたが，いずれも対照群の14～23％の増加蘭眉内  

にあり，NPSH値とGSH値との間に有意な差は認められなかった。このことは，0ヨの比較的低濃  

度暴露により肺の低分子SH化合物は増加するが，その大部分はGSHであることを示している。こ  

のような低濃度0。暴露による肺のGSH増加についての要因を追求するためには，NO2暴雷実験21）  

の場合に指摘した如く，暴露群のGSSG値が著しく低いことから，SH化合物の酸化体の還元に関  

与する酵素だけでなく，GSHの合成と分解に関係ある酵素系26▼27）の活性についても検討する必要  

がある。   

酸化的条件下では生体中に混合ジスルフィドの生成することが知られている28・29）。Dewciaら11）  

は高濃度の03暴露で肺のGSHが減少するにもかかわらず，GSSGの増加が認められないことは  

GSHとPSHとの間に混合ジスルフィドが生成するためと説明している。しかしその証明のために  

種々検討を行っているが，いまだ明確な結果は得られていない。表2及び表3に示す如く，2ppmと  

4ppm暴露群では肺に含まれる総グルタチオン量よりも多い量のPSHが減少することばタンパク  

性SH間におけるジスルフィド生成の可能性を示唆しており，0。の肺に対する酸化的障害を解明す  

るためには，GSHが混合ジスルフィド以外の物質へ変化する経路についても検討する必要がある。   

Buckleyら15）はヒトに対して0＝5ppmOs2．75時間暴露で，Chowら30）はビタミンE欠乏食で飼  

育されたラットの0．8ppmO3暴露で赤血球中のGSHが有意に減少することを認めたが，これに対  

してChowら川は0，5ppm O37日間（1日8時間）暴露したラット及びサルで，Goldsteinら18）は  

8ppmO，4時間暴露したマウスで赤血球中のGSHは有意な減少を示さないと報告している。本実  

験では表4に示す如く，0．8，2，4ppmの各暴露群で血液中のGSSGは減少傾向を示したが，GSH  

及びNPSHには有意な変化が見られなかった。したがって，03暴露は標的臓器である肺とことな  

り，赤血球に対してSfi化合物を再現性よく変動させるほどの酸化約障害を及ぼさないと考えるべ  

きなのかも知れない。ラットの血祭中のGSH量は3～5JLmOles／12O31）と著しく低く，血液中のGSH  

の大部分は赤血球中に存在する。上記の03暴露実験15，17・即0）において，赤血球中のグルタチオンペ  

ルオキシダーゼ，グルコースー6－リン酸デヒドロゲナーゼ等の酵素活性が測定されているが，これら  

の酵素活性と0。の暴露濃度，暴露時間との関連性は示されていない。本実験で，高濃度0き暴露にお  

いても血液中のGSSGが低く，GSHが有意な変化を示さなかった要医を明らかにするためには，肺  

の場合と同様に8），赤血球中に存在するSH化合物の酸化体の還元に関与する酵素の活性について  

も検討する必要があると考えられる。  

引 用 文 献  

1）Lee，S．D・ed・（1977）：BiochemicalEETectsorEnvironmenta］PollutantsIAnn ArborScience，Mich・  

2）Muslafa，M・G・andD．F．Tierney（1978）＝Biochemicalandmetabolicchangesir11helungwithoxygen，OZOne，   
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オゾン亜急性暴露の免疫応答に及ばす影響  

EffectoISubactlteExposuretoOz：OneOnAntit．odyResponse  

藤巻秀和1・小澤 仁2・今井 透2・村上正孝1  

HidekazuFUJIMAKIl，MasashiOZAWA2，ToruIMAI2  

and Masataka MURAKAMIl  

要   

0．4ppm及び0．8ppmオゾン（Os）の4週間暴露によるBALB／C雄マウスの抗体産生能  

に及ぼす影響について検討した。  

In vivoでの抗SRBC抗体産生は，0．8ppmO。2週間暴露により抑制されたが，4週間  

暴露では逆に，対照群に比べ冗進する傾向がみられた。0．4ppmOま暴露では，対照群との  

間に差はみられなかった。  

1nuitn＃では，0．8ppmO，2週間暴露により抗SRBCPFC，抗DNPPFC応答の抑制  

が観察された。4週間暴露では，抗体産生の抑制はみられなかった。   

これらの結果は，0。2週間暴貢は，マウスの免疫応答を著明に抑制することを示唆して  

いるq  

Abst一札Ct  

・To evaluate the systemic effect ofozone（0。）exposure on antibody response，this  
ex匹－imentwaspe－brmed，BALB／cmi∝WereCOntinuQuSlyexposedtoO、4ppmandO・8  
ppmo3for4weeks・InvtvoprlmaryantibodyresponsetoSRBCinexposedmicewas  
suppressedbyO・8ppmO3eXPOSureLor2weekscomparedtothatincontrolmice・However・  
theantibodyresponseinmiceexposedfor4weeksatO・8ppmwasslightlyenhanced・Invitro  
prlmaryantibodyresponsetoSRBCandDNP－Ficollinexposedmicewa5Significantly  
supp－eSSedby¢X匹SuretOO・SppmO3ゎーユweeks，buttbeantibQdy【eSpQnSeOrmiceexposed  
for4weeksremainedatnorma11evels・AnydetectableefTectofO▲4ppmO3WaSnOtfound  
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in antibodyresponsetoSRBC．  

はじめに   

03暴雷により，肺胞マクロファージの数やその貧食能が低下し，感染に対する抵抗性が低下する  

ことを示唆する報告がある（Coffinら1）．Dowellら2），Goldsteinら31磯村ら4））。更に，Campbell  

とHilsenroth5）は，0．59ppmの0，に暴露されたマウスでは，トキソイドで免疫したあと，トキシン  

を投与されると，対照群に比べ，致死率や疾病率が増すことを報告している。0．5ppm及び2ppmO3  

急性暴露による一次免疫応答の抑制も報告されている（瀬戸6））。   

これらのことから，03暴露により免疫応答が影響をうけることを推定できるが，実験報告が少な  

く，詳細は不明である。   

我々は，これまでに，NO2の亜急性暴露により一次免疫応答の抑制がみられることを報告したト9）。  

本研究では，03亜急性暴露による一次免疫応答に及ぼす影響を調べるとともに，NO2暴露実験の結  

果と比較検討することを目的として，以下の実験を行った。  

方  法   

実験動物として，6週令のCRJ：BALB／c雄マウスを用いた。   

0，暴露条件は，0．4ppmと0．8ppmの濃度で各4週間とした。暴露チャンバーは，容量1．8m3のも  

のを用い，チャンバー内温度は，24～260C，湿度は，50～60％であった。対照群として，0。を含ま  

ない清浄空気で，暴露群と同一条件で暴露したものを用いた。暴露時の餌は，新しいものと毎日交  

換し，水は，一日おきに交換した。   

免疫応答の検索には，抗原として羊血球（SRBC：5×107／mouse）とDNP－Fico11（0．25FLg／mouse）  

を用い，暴雷後静注した。4～5日後に既報の方法7〉で，膵臓中の抗体産生細胞数（PFC）の算定と，  

血清中の血球凝集素価（HA）の測定とを行って抗体産生能を調べた。  

九＝通れ系での検索は，以下のように行った。暴露後，マウスを屠殺し，脾臓をとりだし細胞  

浮遊液にして，細胞数を調整した。それに，抗原としてSRBC（1×107／well），あるいは，DNPFico11  

（0．025FLg／well）を加えて培養した。培養は，すでに報告9）した条件で行った。3～5日後に，各we11  

当たりのPFCの数を算定した。   

暴露後の脾臓中のT細胞・B細胞の比率を調べるため，抗Thyl抗血清と，FITC一ヤギ抗ウサギ  

IgG抗血清とを用いた間接法と，FIナc一ウサギ抗マウスIgG抗血清を用いた直接法とによる免疫  

螢光法での検索を行った。  

結  果   

0。4週間暴露で，体重の増加には，対照群と暴露群との間に変化はみられなかった。   

2週間と4週間暴露による脾鳳胸腺の湿重量の変動を表1に示した。脾臓重量は，0．8ppm O3  
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2週間，4週間の両暴露で．対照群に比べ増加の傾向を示した。4週間暴露後，脾臓中のT，B細胞  

の比率を求めると，対照群に比べ，T細胞で11．1％，B細胞で20．9％の増加がみられた。胸腺重量  

は，2週間暴露では減少がみられたが，4週間暴霜では，逆に増加傾向が認められた。0．4ppmO3暴  

露では，ほとんど差はみられなかった。  

表  103暴露の脾臓と胸腺重量に及ぼす影響  
Table l EffectsofsubacuteexposuTetOO30r）Spleenandthymusofexposedmice  

03COnCentTation5  Spleenγeight（mg）a  thymusweighL（mg）   

（ppm）  Exp・1  Exp・2  Exp・1  Exp．2  

2weekざ  COnけO1  8三±1  99±7  43±ユ  45±2  

0．4  99±3＝  105±2  44±2  47±1  

0．8  117±4－・   tOl±ユ  3i±ユ・  3ユ±l‥  

4weeks  control  ．】32±5  140±5  54±2     52±4  

0，4  137±5  151±5  58±1  61±ユ  

0．8  145±3  172±11■  63±2◆  65±4  

ーク＜0・05、＝ク＜0．8】，P8rame【ersdif托ringfromcontrollevelsbッSt11dents‡test，αEachvaluerepresenlsthe  
mean±SE orfive mice．   

h2Uivo7？の抗SRBCPFC応答は，0．8ppmO32週間暴露では抑制されたが，4週間暴露では，  

対照群に比べ増加の傾向が認められた，（表2）。血清中でのSRBCとDNPに対する抗体価に，2週  

間，4遥間（表3）の03暴露で有意な差はみられなかった。   

劫 び血系における一次免疫応答への08の影響を表4に示した。0．8ppm 2週間暴露では，抗  

SRBCPFC，抗DNPPFC応答で共に抑制がみられたが，0．4ppmOa2週間暴罵では，ほとんど差  

はみられなかった。4週間暴露では，抗SRBC PFC，抗DNP PFC応答で，対照群と暴露群との  

間に有蕎な差はみられなかった。  

表  2 03暴露の抗SRBC PFC応答に及ぼす影響  
Table 2 EffectofsubacuteexposuretoO30ninvivoanti－SRBCantibodyresponse  

08COnCentrations   

（ppm）  

No．orPFC□  

2weeks  4weeks  

ユ．04±0．Z7b  

2．30±0．29  

2，28±0．1S■  

l．ユl±0．07  

1．54±0．10  

l．67±0．09●  

庄XlO、5perspleen．  
b EachvaluerepresentstherrLean±SEorfivemice．  
●p＜0・05，Parametersdifreringfromcontrolleve15by StudentsItest．  
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表 3 0。暴露のHA反応に及ぽす影響  

TabIe 3 EfrtctofsubacuteexposuretoO30rlHAresponses  

03COnCentrations   

（ppm）  

HA titerα  
anti－DNPantibody  aJ】tj－SR£C8山ibody  

S．D±0．Ob  

8．3±0，1  

8．4±0．2   

8log2titer（I∝iprocals）．  
b Eachvaluereprescntsthemean±SEoffivemicewhichwereexposedfor4wecks・  

表  4 0ユ暴露の加l正和一次免疫応答に及ぼす影響   
Table 4 EfrtctsofsubacuteexposuretoO30nin vitroprlmaryantibodyresponses  

4weeks  

Day3  Day5  

2w¢eks  

Day3  Day5  

0きCOnCentrations  

（ppm）  

118±13  790±85  A，anti－SR13CPFCa  contro1   298±4lb  2955±98  

ユ710±l11  t33±19  593±47  

755±96＝  100±14  545±78  

303±36  73±5  215±35  

225±35  75±6  195±16   

93±9＝  69±6  200±5  

0．4  ユユ3±16  

0．8  130±18  

B，anti・DNPPFC  contro1   170±25  

0．4  150±20  

0．8  83±11  

O PFCresponseswereassayedorlDay3andDay50ftheculture・  
b Eachvaluerepresentsthe汀1ean±SEorfourtonveweus・  
‥p＜0・01，Parametersdit7eringfromcontro11evelsbyStudenl’sltest  

考  察   

今回の実験で，0．8ppm O12週間暴露により一次免疫応答の抑制が観察された。同時に，胸腺重  

量も対照群に比べ有意に減少していた。0．4ppmOa暴露では，ほとんど影響はみられなかった。   

ところで，暴露を更に2週間延長し，4週間連続暴露にすると，一次免疫応答は克遺する傾向に  

あった。胸腺重量も，同様に，対照群に比べ増加する傾向にあり，一次免疫応答の抑制，冗進と，  

胸腺重量の減少，増加が平行してみられた。これらの結果から，一次免疫応答の変動が，T細胞へ  

の03暴露による影響に起因する可能性が示唆された。一方，わl涙仇での結果は，2週間暴軍で，  

抗DNPPFC応答の抑制を示しているので，B細胞の活性も低下していることが示唆された。   

本研究で観察された032週間暴露による免疫反応の抑制は，これまでに報告されているCoffin  

らl）や瀬戸）の急性暴露の結果及びCampbeJJとHiJsenroth5）の亜急性暴犀の結果と一致するもの  

である。   

Oseboldら10）は，0．8ppmO，暴露により肺に及ぼされる障害のピークは，暴露4日日頃であるこ  

－160「   



03暴露の免疫応答に及ぼす影響   

とを示唆している。従って，03暴露の免疫応答への影響は，短期暴露に現れて，長期の暴靂になる  

と，Dungworthら11）が報告しているように，細胞レペ）L／や酵素レベルでの変動により影響が回復す  

るのかもしれない。今回の結果でも，4週間暴露で，暴露群の一次免疫応答が対照群に比べて上昇す  

る傾向にあったことと，脾臓の重量が増加したことは，その現象が起こっていることを示している  

のかもしれない。   

ところで，これまで，我々は，NO2の免疫応答への影響について検索してきた。その結果と，今  

回の0。暴露の結果とを比較すると，03暴露による牌減・胸腺重量の増加と一次免疫応答の冗進傾向  

などは，NO2暴露では観察できなかった現象である。Goldsteinら12）も，肺胞マクロファージのコン  

カナパリンAに対する反応が、0も暴雷とNOユ暴覆とでは異なることを報告している。0。ヒNO2共  

に強い酸化力をもつ物質ではあるが，生体に及ぼす影響については，このように著明に作用を異に  

する点があるようである。   

現在，IgE抗体産生に及ぼす08暴露の影響について検索中である。  
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実験小動物のための呼吸流速・流量測定用リニアライサーの開発   

AI．；me㍍1yzerforMe8SurememtSOfRespir8tOryVeloぐity8mdFl（IW－  

VolumeforExperimentalSmallAnim＆1s  

清水 明2・鈴木 明1・局 博→1  

Akira SHIMIZU，Z AkiraK．SUZUKllandHirokazuTSUBONEl   

要  旨   

本報告はラットの吸気量あるいは呼気量を呼吸流速曲線から求める装置について述べて  

いる。この装置は実験小動物の呼吸生理及び有害ガスを暴露した動物の生理学（代謝学）  

的変化の検索のために計画され，製作され，改良されてきた。この装置の機能，一回換気  

量，分時換気量及び呼吸数がこの新しい装置を用いて，麻酔ラットで検討され，他の研究  

者の結果と比較された。これらの結果から本装置は，ラットの呼吸生理学及び代謝に関す  

る研究に使用できると結論された。  

Abstrael   

The present report describes an apparatus f6r measurements ofinspired volume and  

expired volume uslnglntegration method or resplratOry Veloclty．This apparatus was  

designed，［abricatedandimprovedrorthestudyorresplratOryphysiologyofexperimental  

SmalJanimalandofphysiologicaI（metabolic）changesinanimalexpo5edtonoxiousgase5．  

Astudywasmadeonthefunctionofthisapparatusand alsoonthetidalvolume，minute  

VOlumeandresplratOryrateOfanesthetizedratsusirlgthisnewapparatusincomparisonwith  

resultsobtainedbyotherinvestigators・Itisconcludedfromtheseresultsthatthepresent  

apparalu5CanbesatisfactorllyusedinstudyonresplratOryphysiologyandmetabolismor  

rats．  

はじめに   

近年／DiamondandO，Donne17），HolubandFrarlkll・），Koshら12）そしてSinetら22）は，実験  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田郡町小野川16番2   
TheNationaJInstitutc rorEr）vironmentalStudies，BasicMedicalSciencesDivision，Yatabe・nlaChi，  

TsukしIba，lbaraki305，Japan．  

2．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   

TheNationa）IrlStituteforEnvironmentalStudies，EngineeringDivision，Yatabe－maChi，Tsukuba   

lbaraki305，Japan  
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小動物における肺機能の一般的換気力学指標を測定する新しい改良した方法を報告した。そしてそ  

れらの報告は種々の動物の換気力学的指穣をよく特徴づけている。しかしながら，上述した方法の  

大部分はspirographyあるいはbody pletysmographyであるため，これらの方法によって呼吸流  

速及び呼吸流量を容易にかつ正確に測定することは困難であった。呼吸流速及び換気量のより正確  

な測定は，ともに生体の呼吸機能及び代謝状態を知る上で非常に重要な手法である。家兎やイヌの  

ような中型の実験動物では，呼吸流速が早く換気量が多いために比較的容易に測定することができ  

る。しかしながら，ラットやマウスのような小動物では，呼吸量が小さいため2点間の差庄による  

流量測定は困難であ1た。その第一の問題点は，2点間で測定する差圧が必ずしも流速と直線比例関  

係にあるとは限らず，多くの場合，図1に示すように曲線になるためである。このことは，実際の  

気体の流れは層流だけでなく層流と渦流が混合しているために2点間の差圧が一次回帰式をとらな  

いためである。2点間の差圧（△P）とガス流量との関係は層流の場合Poiseui11eの法則によって次  

式で規定される。   

△♪＝慧－×Ⅴ  

ここで〃：ガス粘性（単位ポイズ）  

J：導管の長さ  

r：導管の半径  

ノニレイノルズ数  

V：．流量   

（1）  

＿ZOO▼】60－12D－80－40  

ヰ0 80120160 200  

Velocjty（l備／～eC）  

－10  

▼20  

図 1流速と二点間の羞圧（△p）との関係  
Å：補正前の曲線，B：補正後の曲線  

Fig．1Relationshipbetweendifferencepressure（△p）andflowvelocity  
A：realcurve，B：Calibratedcurve  
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この場合△♪はガス流の一次式で表せるが，乱流が生じている場合は   

△p＝了み一×ケ2  （2）  

で△pはガス流量に関して二次式で表される。実際上，理想気体を想定できないので，ガスの流れ方  

は層流と乱流成分との混合と考えられる。すなわち 

△♪＝乾Ⅴ＋馬㌍  （3）  

ここで凡及び馬はそれぞれ層流と乱流抵抗である。上述の曲線を較正して，直線化し，正確な流速  

を測定し，流速の積分によってガス流量を求めるために本装置が開発された。   

本報告では，本装置の機能について述べるとともに，本装置を使用して，麻酔下のラットにおけ  

る一回換気量（佑），分時換気量（坑），呼吸数（斤斤）が測定され，他の研究者の結果と比較された。  

なお本装置では，流速用差圧トランスジューサーからの出力の非直線性を補正して圧力と比例関係  

に規正する折線近似方式による関数発生器（以下リニアライザーと呼ぶ）と，入力電圧をインパル  

ス数に変換してそのパ／レスをカウントする積分器を組合わせて，従来の解析手法を一掛こ行える装  

置にした。  

材料と方法  

1．装置の機能   

図2は，本装置のブロックダイアグラムを示す。差圧トランス‘ジューサー（トヨダ，一DD－102S－0．  

1F）からの信号は，リニアライザ一部に入り，圧力とリニアライザー出力が比例関係になる様に処  

理される。次の絶対値回路は，Ⅴ／Fコンバータ（入力電圧に比例した周波数のパルスを発生させる  

電圧対周波数変換器）の入力特性が片極性であるため，リニアライザー出力の負極性の信号を、正  

≠幣t   

図 2 本装置のブロックダイアグラム  
Fig，2 Aschemeofsystemblockdiagram  
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極側へ折り返す働きをするいわゆる全波整流回路である。絶対値回路からの信号は，Ⅴ／Fコンバー  

ターに入り入力電圧に比例した周波数のパルスに変換される。このパルス出力を，必要とする時間  

（例えば，15秒，30秒，1分）だけデジタルカウンターで計数するようにゲートをコントロールす  

れば，カウンターの傾から，差圧力の平均値及び積算値を求めることができる。   

2．ラットにおける実験例   

20過令と40遇令のWistar系ラットを使用した。ラットは市販の餌と上水で飼育された。ベント  

パルビタール・ソディウム（30mg／kgB．W．）静注後，気管を露出させ，流速測定器のついた気管カ  

ニューレを気管に接続させ自発呼吸時の流速の変化を上述の装置に電気シグナルとして出力し，上  

述の装置で処理させ，一回換気量（佑），分時換気量（佑），呼吸数（月度）を測定した。  

結  果   

図3は，本装置に三角波を入力した場合の各部の波形を示す。図3（A）は，入力（上の波形）に対  

するリニアライザーの出力（下の波形）を比較したものであり，図2に於けるA点の波形である。  

この時リニアライザーは，入力電圧が±2V以内の時は入力をそのまま出力し，入力電圧が＋2Vを  

越えると若干増幅し，入力電圧が－2Vを越えると若干減衰する様に入出力特性を調整してある。す  

なわち，入力電圧の正負2Vの位置に折点を持つ入出力特性になっている。   

図3（B）は，・リニアライザーからの波形（上の波形）を絶対値回路に通した時の出力波形（下の波  

形）を比較したものであり，図2に於けるA及びB点の波形にあたる。ここでは入力波形の負極性  

の部分が極性のみ反転されて出力されている。   

図3（C）はⅤ／Fコンバーターの入出力波形を示す（図2のB及びC点に相当する）。入力電圧（上  

の波形）が高いほど出力パルス（下の波形）の頻度が多くなっている。   

図4は，各種の入力波形に対する本装置の周波数特性を示す。横軸は周波数，縦軸はカウンター  

の読みを相対値で示す。この中で特に方形波の特性が悪化しているのは，内部に使用されているOP  

アンプのスルーレートの影響と考えられるが，実際の呼吸波形は方形波ではないので，この周波数  

特性は測定上あまり問題とならない。また本装置が使用されるのは，数Hz～7Hz程度であるので  

周波数特性としては十分である。   

次に，麻酔下ラットにおける呼吸流速積分法で測定した一回換気量（佑），分時換気量（佐）及  

び呼吸数を表1に示した。また表1には他の研究者の結果も載せてある。10過令と20週令の体重  

は，他の研究者の使用動物より重く，佑もまた大きい傾向を示した。10過令のラットの坑は  
Paleeekの結果よりわずかに小さかったが，20過令のラットのそれはCrosfillandWiddicombeの  

結果とほぼ一致していた。本実験例における佑と坑は遇令善が明瞭で，両者のパラメーターは  

ラットの年齢に依存していた。  
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10  50  1UO  

Frequenくツ  

500   川   2K【Hz〕  

図 4 各種波形に対する周波数特性  

Fig．4 Frequencyre5pOnSeStOSinewave，triangularwaveandrectangularwave  
X：Rectangularwave  
●：Sint：WaVe  
OこTriangularwaYe   

表 1本実験と他の研究者による体重，一回換気量，分時換気畳及び呼吸数  

Tablel Bodyweight，tidalvolume，miTlutevolumeandfrequencyofthepresentstudy  

and thos（≡OrOther authors、  

AuthoTS  Bodeight  
v。．。1）  V。．）（n）  

［5］  4  250（】9ひj2叩 1．55（1．0〕－Z．13）■ 1的（90－270）8  

［7］  〕2  Z33±32  1－4±0，25  

［8］   9   203  l，3  104  

［9］  35 】1〕（63－152）－  0．87（0．65－1．25）－  73（50－101）■  

［19］ ¢7  ZO6±5  0．96±0，14  86±8   

［20］ 10  220±j■  】．30±0．6■  1ユヱ±19－  

10≠・e亡ks   9   529±23  1．83±0．21  123±8  

20we仁王s   9   506±2‘‡  2．17±0．1（）  15ヱ±lZ  

Crosr11［and Widdicombe  

Diamond amd O’Donnell  

DroTbaugh  

Guyton A．C－  

Paleeek且nd Rochov負  
Mikuほ5kov丘  

Paleeek  

Presen【data（Suヱukietal．）  

97（糾－126）■  

115±21  

80  

86（る6－1日）－   

86．6±6．2   

】04士1】●  

67－2±6．〕  

70．0±8．2  

Dataaree叩re5SedasMean±SD，●M±SE；［No．］coiTICideswithreferencenumber，ai5mean（mirLrmaX．）  

考  察   

Amudur and Mead3），及びMead16）は一つの画期的方法を報告した。その報告では，body  

－pletysmograph法と胸腔内圧カテーテ）L／が使用され，intactな無麻酔モルモットの呼吸のメカニ  

ズムを研究するのに適していた。その後，多くの研究者が，モルモットでり7・24），フェレットで▲），  

ラットで7・9，13・19・20），ラビットで6・26〉，ネコで朋・25）サルで2・12） ，小動物で10・11・14） ，そして種々の哺乳類  
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（a）  

（A）：Linearlizerblock  
Upperwave：lnput  2〔V／div〕  
Lowerwave：Outpu1 2〔V／djv〕  
Sweeptime二  2〔msec／div〕  
lnputfTequenCy：125〔Hz〕  

（b）  

（B）：Absolutev且1uecircuit  
Upperwave：1nput 2〔V／div〕  
Lowerwave：Oulpuト 2〔Ⅴ／div〕  
Sweeptime：  2〔ms既／div〕  

（C）  

（C）：VoltagetoLrequencyconverter  
Upperwave：Input 2〔Ⅴ／div〕  
LowerYaVe＝Output 2〔V／div〕  
Sweeptlme： 1〔msec／div〕  

図 3 三角波入力に対する各部の波形  
㈱：リニアライザ都，上の波形：入力波形 下の波形：出力波形  
（B）：絶対値回路部，上の波形：入力波形 下の波形：出力波形  
（C）：Ⅴ／Fコンバーター部，上の波形：入力波形  下の波形：出力波形  

Fig・3 Responsestotriangularwaveform  
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でS・8），呼吸機能を測定するために，その方法を改良してきた。   

これらの方法は．種々の動物の換気力学的パラメーターを検索するのにはよい方法であったが，  

実験小動物においては必ずしも満足できるものではなかった。それらの種々の要因の中でも特に，  

呼吸流速測定用の差圧変換方式は，その直線性について議論の的であった。著者らは，種々の条件  

下においてその直線性を検討したが，2点間を流れるガスを層流にできないことが判明したので，2  

点間の羞圧は曲線であるということを前程に直線化させようと考え，本装置を作製したのである。  

本実験結果が示すように，本装置は，周波数特性，極性の変換等が問題なく行われ，比較的満足で  

きる装置と考えている。   

しかしながら，本装置のリニアライザ一部は，個々の羞圧トランスジューサーの特性に適合させ  

るための較正手帳が複経であり，最大10点までの折線近似しか出来ない。   

今後の課題としては，より簡単に校正ができて，もっと平滑な近似特性が得られる様な改良が必  

要であろう。それには，高次多項式回路を構成するアナログ回路に，そのパラメーターをマイコン  

等で計算しセット出来るような部分を組み合わせる方式が考えられる。   

しかしながら，本装置における10点間補正は，正・負側どちら側にも較正出来るので，ラット及  

びマウスのようなVTが小さい場合には，その縛間性は十分であると考えられる。   

従って，本装置は実験小動物の呼吸生理学的研究及び代謝等の研究に有用であると考えられた。   

本装置の製作にあたり，岡村辿夫著（OPアンプの回路設計；P177－179），NationalSemi－  

conductorLinearDataBook（P383－388）及びTeledynePhilbrickproductGuide（P5657）を  

参考にした。  
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ニ酸化窒素長期暴露のラットに及ぼす影響  

一策2回日実験の暴露チャンバーの環境制御－  

EffectsofIJOng－TermExposure toNitrogenI）ioxideonRats  

MRestlI（SOfETtYironmentalCoJltrOlinthe2ndExperimcnt－  

清水 明1・松本 茂1・藤田和伸1・木村英雄1・高橋 弘1  

AkiraSHIMIZUl，ShigeruMATSUMOTOL，Kazunobu FUJITAI  

Hideo KIMURAland HiroshiTAKAHASHIl  

要  旨   

特別研究の一環として，二酸化窒素長期暴露のラットに及ぼす影響についての第2回目  

実験を柑か月間にわたって実施した。   

本報でiま，この実験期間中の各暴露チャンバーの温・湿度及び二酸化窒素濃度の設定条  

件と，制御結果をまとめた。これら各項墳園子の制御結果は，設定条件と比較して満足で  

きるものであった。  

Abstr8et   

Thisreportwasdescribed onthebasicdata ofregulation and monitorlngOfnitrogen  

dioxide（NO2）concentration．tempefature and humidityin chambers althe secQnd  

experimenttoexaminetheefTectsoflong・termeXPOSuretO nitrogendioxideonrat5．   

The concentration orNO2Were O・0357±0・007，0・122±0・015and O．396±0・031ppm  

throughoutthewholeexposureperiodof18monthsagalnStthesettlngeOnCentrationatO．  

04，0・lZandO．4ppmrespectiv亡Iy・ThesモーeSultsweTeSu汀tcientascompaTedwiltleaChsetting  

levels．  

はじめに   

本特別研究における二酸化窒素のラットに及ぽす影響に関する第1回目実験は，1977年7月から  

1979年10月までの27か月間にわたって実施され，その結果は，国立公害研究所報告第15号（1979  

年）に報告された。   

今回は，その第2回目実験として，1980年5月より1981年11月までの18か月間にわたり，二酸  

化窒素の暴霹濃度は一部変更したが，それ以外の温湿度環境条件は前回と同一とし，供試ラットも  

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   

TheNationaltrLStiしutetOrEnvi【OnmentalStudies，EngineeringDivisiorL、Yatabc－maChi，  

Tsukuba，Ibaraki305，Japan．  
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清水 明ら   

前回と同じウィスター系雄とした。   

本報告は，各種実験に供試されたラットに共通した実験飼育環境の設定条件とその制御結果を一  

括して示し，各種実験に関する共通の基盤を掲示するとともに，当施設の小動物用慢性ガス暴露チャ  

ンバーを2回にわたり長期運転した結果判明した運転上の問題についても併せて報告する。  

方  法  

1．ガス暴露チャンバーのシステム構成   

本暴露実験に使用したチャンバーは，前回と同様，当研究所動物実験施設の4階に設置されてい  

る「小動物用慢性ガ7R暴露チャンバー」（ASC及びASG－1・2・3と呼称している）4台である。し  

たがって，ここにはチャンバーのブロックダイヤグラムを図1に示すにとどめる。取入外気のフィ  

ルター処理，空調及び二酸化窒素（以下NO2ガスと記す）の添加調整，排気浄化処理及び各環境因  

子の測定・制御システム等についての詳細は前回の報告を参照されたしゝ1）。  

図 1チャンバー系統ブロック図  

Fig．1Blockdiagramofchambersystem  
F．ニdisposal†ilter  

F2：Calalyst－bearing丘1ter（MnOx）  
F3：aCtivecarbonfilter  
F4：absolutefilter  
F5：MatsucIeanfilter（K2CO．＋Ca（OH）2）  
MC：．mixlngChamber  
MFC：maSS nOW COntrO】】er  

C／C：COOlingcoil  
D／C：dehumidifyingcoil  
R／H：heater   

NO2濃度制御用測定器としては，大気モニター用ケミルミネッセンス方式のサ】モエレクトロン  
社製M。d。ト14D型NOx分析計を使用した。又，NO2ガスを添加しない対照群チャンバーASC（以  

下コントロールチャンバーと記す）内のNO2濃度についても，夏期と冬期の2回にわたり測定を  
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長耶暴露用チャンバーの環喚制御   

行った。その際使用した測定器は，ケミルミネッセンス方式のモニターラボ社製Modeト8440型  

NOx分析計である。   

分析計の校正は50ppm，500ppm，2500ppmのNO2標準ガスをゼロガスで稀釈し分析計に導入  

して行った。校正用のガスは製鉄化学工業製のNO2／N2標準ガス及びゼロガス（Air）を使用した。  

稀釈装置は製鉄化学工業製SDS－201型とスタンダードテクノロジー社製SGGU－14型稀釈装置を  

使用した。なお希釈ガス発生方式は，前者が質量流量比混合法，後者が流量比混合法で方式が異な  

るが，両者間に問題となるような発生濃度の差異は認められなかった。   

暴露用ガスは，250ppm及び1000ppmのNO2／N2ガスを容器に充填し，ボンベ庫からチャンバー  

室に集中配管で供給した。供給ガスは，前回と同じ仕様のものを使用した。   

今回は各種環境条件の測定結果の整理にあたっては，各記録紙から読み取ったデータをSORDM  

223MK－Ⅴコンピュータシステムを使用して処理した。   

2．ガス暴露チャンバーの運転条件   

今回の実験（第2回目）での暴露期間は，1980年5月27日から1981年11月30日（一部は12月  

11日）までの約18か月間である2）。   

この期間中の各チャンバーのNO2濃度，温度及び湿度の設定条件を表1に示す。  

表 1チャンバー設定条件  

Tablel EnvironmentalCondition setin chambers  

Chamber  Concentration  Ternperature  Humidity  Concentrationof  

OfNO2（pprn）  （OC）  （％）  suppliedga5eS（ppm）  

ASC  

ASG－1  

ASG－2  

ASG－3  

つ
一
 
つ
‘
 
2
 
つ
」
 
 

±
 
±
 
±
 
±
 
 

2
 
つ
一
 
つ
ん
 
2
 
 

55 t 10 

55±10  250 NO2／N  

55±10  250 NO2／N2  

55±10  1000 NO2／N。   

温t湿度の設定条件は前回実験ヒ同一であるが，NO2濃度については前回の実験結果をふまえて，  

0．04，0．12，0．4ppmの3濃度と対照群の4群を設定している。   

又，各チャンバーの換気量は50回／hに設定した。  

結  果   

各チャンパー内の温度及び湿度の制御結果を図2の（a）～（d）に示した。これらの結果は実験の全期  

間の測定値を各記録紙から1時間単位で読み取り，全暴露期間（18か月間）当たりの出現頻度とし  

てまとめたものである。  
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図 2 チャンバー温湿度制御結果  
Fig・2 Contro）oftemperatureandhumiditylnChambers  
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各チャンバーの温度及び湿度の制御結果の平均値と標準偏差を表2にまとめた。更に各チャン  

パー内のNO2濃度の制御結果を図3に示し，その平均値と標準偏差を表2に示した。0，04ppm，0．  

12ppm及び0．4ppm NO2設定チャンバー内の平均値±棟準偏差はそれぞれ0．0357±0．007ppm，  

0．122±0．015ppm及び0．396±0．031ppmであった。  

18   24   32   4ロ   イd   72   08  †～0 †一d 】88 320  ●00  叫O   
NO2Con律ntrat－0∩（ppb〉  HO2Co【C印tr8t†8n（ppb）   H口2Con⊂川trltlDn（ppb〉  

（a）ASG－1  （b）ÅSG－2  （C）ASG■3   

図 3 NO2濃度制御結果・  
Fig・3 ControlofNO2COnCentrationingasexposurechambers  

表  2 チャンバー制御結果  

Table 2 Results ofenvironmentalconditionin chambers  

Chamber Concentration（ppb） Temperature（Oc）  Relativehumidity（％）  

M  ＋  SD  M  ＋ SD  M  ＋  SD  

0
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．
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4
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4
 
 

つ
ム
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2
 
2
 
 

ASC  

ASG＿1   35．7 ±  7．O  

ASG＿2  122 ± 15  

ASG■3  396 ±  31  

これらの制御結果は設定条件に対してほぼ満足できる結果であった。  
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本実験におけるコントロールチャンバー（ASC）内のNO2濃度を全実験期間を通じて測定するこ  

とは出来なかった。この為，本研究所敷地内で計測技術部分析室が実施している大気環境モニタリ  

ングデータ3）の解析を行ない参考とした。これによると本実験中の一年間の外気NO2濃度の平均値  

は約12ppbとなり，その度数分布は，95％が25ppb以内に．99％が36ppb以下の範囲にあった。  

このことから，本実験中の期間を通じて，コントロー′レナャンバー内のNO2濃度が40ppbを超えた  

割合は，1％以下であったと考えられた。更に，当地において外気NO2が上昇する冬期の一時期とそ  

の他の時期について，実際のコントロールチャンバー内のNO2濃度の状態を確認するために．各々  

1か月間ずつ測定した結果を図4に示した。  

；
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ニ
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ヱ
＿
ご
豊
 
 

～8 16  24  32 40  ヰ8 56～  

NO2Concent「atうOn（ppb）  

図 4 コントロールチャンバー内のNO2濃度  
Fig．4 Concentration orNO2inASCchamber   

実験期間中の各チャンバーの換気量は40～60回／hであった。飼育部の風速に換算すると1．1～1．  

7cm／sであった。なお換気量の設定は，実験飼育部の風速・動物由来のアンモニアガスの濃度・NO2  

ガス濃度分布・温湿度及びガス濃度コントロールシステムの制御系の安定度や供給ガスの使用量等  

を検討して設定した。  

考  察   

今回行われた一連の実験（前回の27か月暴露実験も含む）でのチャンバーシステム運転上の困難  

の多くは，これらチャンバーの内部に供試案験動物がSPF状態で飼育されており，かつ4チャン  

ー177－   



清水 明ら   

パーが1組となって1．5－＼－2年を超える長期間の連続運転が必要とされる事から生じて来る。すなわ  

ち，長期連続運転を行う事からシズテム構成機器の故障は避けられず，これを修理する場合，感染  

事故は実験に致命的な打撃を与えるので，実験飼育郡を汚染しないように十分な配慮が必要である。   

その上，故障期間が長くなる事は，他の正常な運転を続けているサヤンバーとの実験成績の比較  

に問題を生じる可能性を′含むため，常に迅速な対応が要求される。－これらの事から，今後同様な長  

期連続運転を行う場合は，■システム構成機器の予備機や予備部品を予め用意する以外に，連続運転  

開始後の修理を考慮した装置の構造や修理手順の検討が重要な課題であると考えられた。   

図3の各チャンバーのNO2濃度制御結果において，低濃度設定のチャンバーほど日標値からはず  

れた測定値が多く観察された。中でも0．04ppm設定のASG1ではその傾向が強い。   

この原因としては，現用分析計の限界レンジである0．05ppmレンジの使用によるS／Nの低下  

と，設定濃度が外気NOxのバックグランドに近づくために，その急激な変動による制御系への外乱  

が考えられる。特に冬期において，一時的にではあるが給気浄化システムの能力以上に外気NOxの  

濃度が上昇し（図4，図5），NO2操作量がゼロになる・分析計のNOx例の増幅器が飽和する等によ  

りNO2濃度の自動制御が不可能な場合があった。今後この様な極低濃度NO2長期暴露実験の濃度  

制御精度を更に向上させるには，NOx分析計の低レンジでのS／Nの改善・ダイナミックレンジの拡  

大・信頼性の向上等分析計自体の性能向上と，給気浄化システム（図1参照）の再検討が必要であ  
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図 5 ASG・1チャンバー内のNO濃度  
一Fig．5 ConcentrationofNOin ASG－1chamber  
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ると考えられた。   

又，コントロールチャンバーについては，全運転期間にわたる目的成分（今回はNO2）のモニター  

が必要であると同時に，その日的機能の確認と向上のためには，ASG－1と同様に分析計と給気浄化  

システムの検討が必要であると考えられた。  

附  記   

本報告をまとめるにあたり，大気環境モニタリングデータの使用については計測技術部分析室室  

長 溝口次夫氏，解析については環境生理部環境生理研究室室長 嵯峨井勝氏並びに同室 鈴木  

明氏に全面的な御援助と御助言を頂いた。更に本暴露チャンバーの運転や故障時の修理対応等に閲  

し，小糸工業株式会社・製鉄化学工業株式会社・裕生工業株式会社の各位，基礎データの処理作業に  

関しては，日本クレア株式会社の各位の御協力を頂いた。ここに記して謝意を表する次第である。  
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要  旨  

大気汚染物質の1つであるNO2が生体に及ぼす影響を明らかにするために，低濃度の  

NO2（0．04，0．12，0．4ppm）をラットに最大18カ月問暴露した。   

その結果，暴露したラット576匹のうち555匹は予定通り撒出され，各実験に供試する  

ことか出来た。残りの21匹は暴露途中で死亡したが，NO2の影響によるものではなく下垂  

体腫瘍等による自然死と考えられた。また暴露期間中の休重の推移についても，NO2の影  

響と考えられるような変化は認められなかった。   

以上の結果より，今回設定したような低濃度のNO2暴翠に対しては，ラットの寿命及び  

体重に何ら影響を受けることがないことが示唆された。  

Abstr8Ct   

Tocrar呵thebiologicalem≡CtSOfairpollutants，nitrogendioxide（NO2）wasexposedto  

maleWistarTatSattheconcentrationorO・04，0・12andO．4ppmformaximum18months．   

555rat50utOf576we（eSuppliedto plannedexperimentsand re5idua121ratsdiedof  

SpOntaneOuS tumOr and other reasons but not ofthe e恥ct ofNO2．And there wa5nO  

di能renceinthe bodyweightbetween NO2eXpOSed andcontrolgroupsthroughoutthese  

experiments．   

1twassuggestedthatexposuretoNO2atlowconcentration（0．04，0．12，0．4ppm）didnot  

afrectthelirespanorratsandtheirbodyweights・  

1．国立公害研究所 技術部 〒305 茨城県筑波郡谷田郡町小野川16番2   
TheNationalInstitutefor EnvironmentalStudies・Engineering Division．Yalabe・maChi，Tsukut）a，1baraki  

305，Japan・  
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高橋 弘ら  

はじめに   

大気汚染物質の一つである二酸化窒素（NO2）の生体に及ぼす影響研究として，国立公害研究所  

動物実験施設（以下，当施設と略）では，ラットを用いてNO2単一の長期暴露実験を実施してきた。  

第1回目のNO2長期暴環実験は1977年7月から1979年10月まで最大27か月間行われ，その結果  

は国立公害研究所研究報告第15号にまとめられている1）。   

本研究は第2回目のNO2長期暴露実験として，1980年5月から1981年11月までの18か月の日  

程で実施され，NO2低濃度の長期暴露がラットに及ぼす影響について更に詳細に調査したものであ  

る。   

本報告は，当施設で調査分担した供試動物の飼育経過，途中死亡例及び体重推移について一括し  

てとりまとめ，以下の各研究報告の基礎資料とするものである。  

表 1材料及び方法  

Table】 Materia】5alld Metbod5  

Exp・   No. Animals Date of Dateor＾rTival  DateofHousing  Periodof   

Group   （Sex）  Birth  at NIES（Age）  inChamber（Age）  NO2Exposure  

6 mas 

’80．5．20 （7wk） ’80．5．27 （8wk）  9mos  

18 mos  

’80．3．31  

－ 4．2  
A  ヱ88（倉）－  

B   9…） 
凱1 

邪‖・18（7wk）・弧11・29（8wk）  3 mos 
1．4  

c   9…）暮 
’80’3 

，80・5・20（7wk），81・川（49wk）  3 mos 
．2  

D   
’80■3  

96－3）・ ，弧5・ヱ0（7wk）判′5・ユタ（60wk）  6 mos 

l00（含）・ 
’80■3  

cont  ・BO・5・20（7wk）  
RearinglntheBarrier  

（’SO．5．27 一’81．12．11）  

● Same Lot ofJcl：Wistar Rats  

材料及び方法  

1．供試動物  

Jcl㊥：Wistar系含ラットの計576匹（144匹×4チャンバー）を暴露用として使用した。なお，  

ルームコントロール群として100匹を供試し，バリアー内で飼育した（義一1参照）。   

2．実験飼育期間   

ガス暴露期間及び動物の導入時期の別によって，（1）A群，（2）B群，（3）C群及び（4）D群に大別し  

た。このうち，A・C・D群は同じロットの動物である。なお，各群のガス暴露期間は，（1）A群；6・  

9・18か月（暴露開始時8週令），（2）B群；3か月（暴露開始時8過令），（3）C群；3か月（暴露開始  
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長期暴露実験の供試動物の飼育経過   

時49週令）、（4）D群；6か月（暴露開始60週令）であった く図－1参照）。   

3．NO2暴露群構成   

これまでに当施設内でなされた暴霹実験の成積1）・2L3）から総合的に判断して，（1）NO2の0．04ppm  

暴霹群（ASG－1群），（2）NO2の0・12ppm暴露群（ASG－2群），（3）NO2の0．4ppm暴露群（ASG－3群）  

及び（4）NO2を添加しない対照群（ASC群）の4群構成とした。なお，本実験に使用したガス暴露チャ  

ンバーの性能・仕様については既報の通りである。   

4．実験飼育方法   

ラットの収容ケージはステンレス網製特注型（365Wx280DX220Hmm）で1ケージ当り収容匹  

数は8過令から49過令までは6匹，それ以降は4匹を原則とした。飼料はオートクレープで滅菌し  

たマウス・ラット用固型飼料を自由摂食させ，飲水は滅菌蒸潜水を自由に飲ませた。なお，飼料・  

水等のチャンバー内への搬入に際しては，パスボックス内でアルコール噴霧消毒を行って清浄度を  

維持した。   

5．動物搬入出方法   

実験動物のチャンバー搬出に際しては，SPFレベルを保持させるように配慮した。すなわち，SPF  

ラット導入後，当施設のバリアー内検疫室にて常法により1週間検疫し，検疫に合格したラットの  

みをフィルターキャップ付滅菌ケージに収容し，パスボックス内で5％ヒビテン・アルコール噴霧  

消毒（3分間）してチャンパー内へ搬入した。また。搬出時には暴露ケージごとパスボックスを通し  

て取り出し．動物の異常の有無を肉眼所見し実験に供した。なお，動物が異常の場合は，速やかに  

チャンパーから取り出し，剖検した。   

6．体重測定方法   

ラット体重測定は1か月に1回の割合で全個体について実施した。すなわち，各ケージ別に動物  

個体名（1・2・3・4・5・6）を付け個体識別をしながら，実験飼育期間中の各個体の体重の増減を  

月毎に調査した。なお，体重測定の結果は各実験群別にまとめ，平均値と標準偏差（Mean±SD）  

で示した。  

結果及び考察  

1．実験飼育期間中の飼育経過と途中死亡数   

A・B・C・D群において実験飼育したラットの匹数の推移を，各チャンバー別にして図2－1～24  

及び表2に示した。   

A群では，’80年5月27日に各チャンバー72匹の計288匹が8週令で搬入され，6か月間のガス  
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Expnsu「e  ●：－ －： 
Ch（】mbe「   ・ 3.9 

（8Hk）  

ASG－1   61mS   

A        ＝」．UllPPmJ  
91rOS  

AS（ト2  

＝」．1∠P印11，  
18T†PS  

（8Hk）H  
3 mos 

ASG－ち lU耶潤11J  B  

C  トー……－－－－－＝－－－－－－－ 

AS〔  
†伽㌣ナl ちms   

「J  
D  トーーーー…＝－－－＝…－－叩…－－－－－一 （紬座州卜 ms   
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図 1NO2ガス暴露タイムスケジュール  

Fig．1Time ScheduleofNO2Exposure  
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図 2－1ASC対照群での動物飼育数の推移  
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長期暴露実験の供試動物の飼育経過  

月 5  6 T 8  g l（〕l】12 1 2  3 4  5  6 7  8  9 1D 】】12  

日 1 2 3  4  5 6  7  8 9 1D l】Z 13＋‖ 15 】6 17 】8 】g 20  F叫   
図 2－2 ASG－1暴露群での動物飼育数の推移  

Fig・2r2 changesoftheNumberorRatsMaintainedinASG－1Chamber（NO2；0，  
04ppm，Exp．A）  

ラット  
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図 2－3 ASG－2暴露群での動物飼育数の推移  

Fig・2－3 Changes ofthe Number ofRats Maintainedin ASG．2Chamber（NO2；  

12ppm，Exp・A）  
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図2－4 ASG－3暴露群での動物飼育数の推移  
Ffg．2－4 ChangdsoftheNumberofRatsMaintainedinASG－3Chambdr（NO2；0・  

4ppm，Exp・A）  

表  2 各実験群での動物飼育数の推移  
Table2 ChangesofNumberofRalsMaintainedineachChamt）er  

’80  ’81   

5 6 7 8 9 101112 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011】Z O111／In  
（0）（1）（2）（〕）（4）（5）（6）（7）（8）（9）（10）（11）（12）（13）（14）（15）（】6）（】7）（柑）（19）  

Exp， Cham Date  

Group ber （mos）  

ASC  72…           －－－71－－－48－－－   －24 Z｝一    一＝2ト   ーーー一三ひO  

ASG－t  Tota172－－－     ＝－7ト48－＝ －－－242トーー  ーーー22Zl  －－－O  
ASG2  288 72…      －－－7ユー－一郎ト …一24＝＝    ・－－242ヱ2ひ0  

In  
ASG－3  72－－－－          －－－72－－－48－－－ －－－－472｝  

ヱ¢一一一一  －＝0  

24－－   －0  

2小一－－－・ －・－0  

ユ｛＝－－・ 一一一0  

ASC  
Total  

B  
ASG－t  

96  
ASG－2  

1r】  

ASGユ  

2■－…－  －－－0  

24－－－－  －－＝0  

24－＝－＝  －0  

24   －－－0  

ASC  
Total  

ASG1  

C  
9（）  

In  
ASG－3  

ヱトー－－・－  －－－2j 2Z Zl一O  

Z¢…2｝＝－－＝・22・－－ 一一0  

2小一－－－－      －－一之｝－O  

Z4－－      －Z｝－－－－0  

D  
ASG1 96  
ASG－2  

ASGユ  

Tola1  576  288  （95）  （96十96）  （96）  
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長期春寒実験の供試動物の飼育経過   

暴露後に各チャンバー24匹の計95匹（但しASCは23匹）が搬出された（，80年11月24日～30  

日）。また，9か月間のガス暴露後に各チャンバー24匹の計96匹が搬出された（，81年2月23日～3  

月9日）。さらに，18か月間のガス暴露後にASC；20・ASG－1；21・ASG－2；20・ASG3；22匹の  

計83匹が搬出され実験が終了した（’飢年11月24日～12月11日）。なお，A群の当初のチャンバー  

収容匹数288匹から6か月暴露群95匹と9か月暴露群96匹及び18か月暴露群83匹を差し引いた  

残り14匹は，実験飼育期間の途中で死亡した例数となる。   

B群では，’80年11月29日に各チャンパー24匹の計96匹が8週令で搬入され，3か月間のガス  

暴露後に96匹の全てが描出された（’81年2月23日～3月9日）。   

C群では，’81年3月10日に各チャンバー24匹の計96匹が搬入され（搬入時49遇令，A鮮ヒ同  

じ導入ロットの動物をこれまでバリアー内で飼育），3か月間のガス暴露後に96匹の全てが搬出さ  

れた（’81年5月25日～29日）。   

D群では，’81年5月29日に各チャンバー24匹の計96匹が撤入され（搬入時60過令，C群と同  

様にバリアー内で飼育），6か月間のガス暴露後にASC：21・ASG－1；22・ASGr2：23・ASGL3：  

23匹の計89匹が搬出され実験が終了した（’81年11月24日～12月11日）。なお，D群の当初のチャ  

ンバー収容匹数96匹から6か月暴雷群89匹を差し引いた残り7匹は，実験飼育期間の途中で死亡  

した例数となる。   

ところで，今回のような長期ガス暴露実験においては，途中死亡の時期や死因が実験の性格のう  

えで重要な意味を持つものと考えられる。そこで，今回の実験飼育期間中に死亡したA群とD群に  

おいて，途中死亡の時期ヒ死因（剖検所見）を表3に示した。   

ガス暴露期間中の途中死亡数は，A群：14匹・D群：7匹の計21匹であり，総暴露匹数576匹（A  

群；288・B群；96・C群：96・D群；96）に対して占める割合は4％である。   

また途中死亡の時期は，A群では暴露開始後11か月までに14匹中4匹が死亡し，残りの10匹は  

暴霹開始後15～18か月で死亡した。一方，D群では暴露開始後3～6か月で7匹が死亡した。   

次に，死因別では自然発生腫瘍が21例中11例（52％）と最も多く，そのうち9例は脳下垂体腫  

瘍であった。衰弱による切迫屠殺は3例（14％）で残り7例（33％）の直接的な死因は不明である  

が，経過からみて感染性が原因でないことは明らかである。   

上記のように，今回のガス暴露期間中に死亡したラットは計21匹であり，前回の18か月までの  

死亡数は計28匹（衰弱死；23・腫咳：5）であった1）ことより，死亡ラットは前回より7匹少ない結  

果であった。   

NO2濃度と死亡数との関連をみるために，チャンパー間で比較すると，ASC（対照群）：8（38％），  

ASG－1（0，04ppm暴露群）；5（24％），ASG－2（0．12ppm暴露群）：5（24％），ASGL3（0．4pph暴  

露群）；3（14％）となり，暴露群より対照群での死亡数が多いという結果が得られた。しかしなが  

ら，各チャンバー間での死亡匹数には何ら有意な羞は認められず‥・今回のNO2暴露濃度の設定で  

は，ラットの死亡匹数の増減までには反映しなかったと考えられよう。  
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表  3 A・D実験群での途中死亡数の推移  

Table3 NumberoftheDeadRatsineachChamberthroughExperimentalPeriods  

NO2ExposurePer】od（mos）  

Chvmber Gas Exp・A O－5 6 7－8 9 10 11121415 16 17 18  Total  
Name 

】8ri8n Exp・D  O－2 3 4 5  6 （○・▲・●）  

（Age）（2－T）（8）（9－10）（11）（12）（13）（14－16）（17）  （18）（19）（20）  

●  ▲●   ▲  5（1，2，2）  Air  A  O  

（CoJ】り  ○▲  ▲  封1，Z，0）  

●  ●  ●  3（0，0，3）  

▲  ▲  ユ（0，2，0）  

▲  ○  ▲▲  4り，ブ，0）  02 
ASG2 NO2  

（0．12ppm）  ▲  1（0，1，0）  

▲  2（0、1，1）  

●  1（0，0，1）  

A O l O l O   2   0   3   2  1  4 14（2，6、6）  

D  O  1  2   2   2   7（1，5，1）  

4   3   6  ユ1（3，11，7）  

○；SacilflCedforWeakrleSS， ▲；SpontaneousTtlmOr， ●；OtherReason   

なお，当施設ではラットの搬出時（①’80年11月24～30日，②’81年11月24日～12月11日）に  

感染症検査を実験動物中央研究所に依頼したが，抗体検査（ネズミコリネ菌，ネズミチフス菌，ティ  

ザー嵐 マイコプラズマ，マウスアデノウイルス，MHV，HVJ）の結果，全例（16例×2回）とも  

陰性という報告が得られている。   

また，全実験飼育期間を通して，ラットに感染症が疑われるような事例は，皆無であった。   

2．体重の推移   

ASC，ASG－1・2・3 の4台のチャンバー内で飼育したA・B・C・D群ラットの体重及びバリ  

アー内で飼育した対照群（ルームコントロール群）ラットの体重を一括して表4に示した。また，  

A群及びB・C・D群でのラットの平均体重の推移をそれぞれ図3－1と図3－2に示した。   

A群では，ASC（チャンパーコントロール）ラットと比較して，ASG－1・2・3のガス暴露群ラッ  

トの平均体重はやや重く推移したが，しかしながら，いずれの測定時期においても各チャンバー間  

で体重に有意な差は認められなかった。チャンバー内で飼育したA群ラットの体重とバリアー内で  

飼育したラット（ルームコントロール群）の体重を比較すると，ASC群も含めてチャンバー内飼育  

ラットはルームコントロー／レ群よりも暴犀開始後6か月日まで体重が有意に軽く推移した。しかし  

ながら，チャンバー内飼育群ラットの体重はWistarラットの標準値の範囲内に入っている5｝ことよ  

り，成長は特に問題がなかったと考えられる。  
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表  4 A・B・C・D群での実験飼育期間中の平均体重の推移（ASC．ASG．1・2・3チャンバー別）  
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表  5 A群・D群での実験飼育期間中死亡ラットの体重の推移  
Table 5 Changesofthebodyweightofdeadrats（草木p・A＆D）duringtheexperiment  
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次に，C及びp群では，A群と同様にいずれの測定時期においても各チャンバー間で体重に有意  

な差は認められな牢ゝった。しかし，A群と比較するとC及びD群の体重は搬入時から重く推移する  

傾向が各チャンバーとも認められた。なお，導入時週令の異なるB群についても，各チャンパー間  

で有意な差は認められなかった。   

上記のように，各チャシバ一間で体重の推移に有意な差異が認められないことは，第1回目のガ  

ス暴露でも報告挙れており‖，今回のNO。濃度の設定条件では，前回と同様，ラットの体重に与える  

影響はなかったと考察される。   

3．途中死亡個体についての考察   

チャンノヤー内で夷験飼育中に死亡した個体について，チャンバー搬入暗から死亡するまでの体重  

の推移を表5に示した。」   

途中死亡個体21例のうち，死亡する前月に体重が減少した個体は15例あり，74％が体重に異常  

が認められたと考えられる。次に，各チャンバーの体重平均値と比較すると，ASCでは8例中6例，  

ASG－1では5例中4例，ASGr2では5例中3例，ASG－3では3例中1例と21例中15例（74％）  

が平均値以下の体重となっている。また，体重が平均値以下でしかも前月より減少した個体は21例  

中10例（47％）あり，体重の減少は何らかの病的徴候を示していると考えられる。   

そこで，体重が減少して死亡した10個体について死因別に調査すると，下垂体腫瘍：6・衰弱：  

1・症状不明：3となり，この種の長期実験では体重の減少と下垂体腫瘍の関連が深いことが示唆さ  

れた。なお，今回の下垂体痕瘍による死亡率は1．6％（9／576）であったが，これは文献6，と比較して  

少ない出現率であった。‘   

以上，途中死亡個体について体重の推移より考察し，体重の減少が動物の異常の目安となること  

が示され，この種の長期実験では不可欠な測定項目であることが確認された。  
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国立公害研究所研究報告 第40号（R40－，83）  

Res．Rep．Natl，Inst．Environ．StudリJpn．．No．40，1983  

ll－3  

二酸化窒素長期暴露のラットに及ぼす影響  

一病理的形態学所見－   

EfreetsoIL011g－TermNitrogenDioxideExposureo皿R且tS  

－Morllhologie810t〉SerYatio－1S－   

京野洋子2■・三枝順三・故河合清之2・3・山田靖子1，4・久保田憲太郎1  

HirokoKYONO2，Jyunzo SAEGUSA2，1ateKiyoyukiKAWAI2・3，  

Yasuko YAMADAl14and Kentaro KUBOTAl  

要  旨  

Wistar系雄ラットに，NO2を0．04，0．12，0．4ppmの濃度で，3，6，9，18か月連続暴露し．  

肺の病理形態学的観察を行った。このうち，0．04，0．4ppmへの9，18か月暴霧は再実験と  

して行われた。光顕観察のかぎりでは0．4ppmレベルで3か月から18か月の暴露期間中，  

局所的に軽微な変化を認める頻度がやや増加し，全体としては疑陽性であった。0．4ppm以  

下の低濃度のNO2への連続暴露によって，18か月までの期間の範囲では光顕レベルで十  

分確定出来る程の定型的肺病変の出現には至らないという第一実験の結果がはぼ支持され  

た。  

Abstr8et   

LungsofJcl：WistarmaleratsexposedtoNO2at the concentration orO．04，0．12and  

O．4ppm for3，6，9and18 months continuously were submitted tolightmicroscopIC  

Observation・ExposuretoO・04andO．4ppmNO2R）r9and18monthswasplannedasapart  

OrrepeatlngeXperimentf8r血eformerreport．   

ThelungsattheO．4ppmleve15howedambiguousfeatureswithincrea5edoccurencesof  

localandminutechangesduringtheexposureperiodsthrough3to18months．Nodefinite  

and typlCa）morphologlCalalterationsOfthelung becarne evident throughout the whole  
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exposureperiodaslongas18monthseYenattheconcentrationorO．4ppmNO2SOfaras  

lightmicroscoplCObservations，SuppOrtlngtheresultsortheformerexperiment．  

はじめに   

比較的低濃度領域のNO2への長期暴露による呼吸器病変の形態学的検索の知見が蓄積し，定型  

的病変の像に一致した見解が得られるようになった1・2・㌔ しかし，低濃度の長期暴露実験において，  

量・影響関係と暴露期間の関連を系統的に解折した研究は，前報を含め，きわめて少ない4・5）。さら  

に十分整備された実験条件下において，長期暴靂の再現性を検討した例はほとんどなく，本研究は  

用いた動物のロット，実験を行った季節仁施設間の羞などの附加約諾条件が，NO2の濃度・暴露期  

間等の主因子にどの程度修飾的に作用するのかを検討する上にも有意義であろう。   

本報告は電顕検索が未了であり，光頭観察の範囲に限って判定した。  

方  法   

既報6I7）の暴露条件に従って，8週令のJcL：Wistar系雄ラットを用い，0．04ppm，0．12ppm及び  

0．4ppmNO，を連続3か月，6か月，9か月及び18か月の長期暴露を行った。検索した動物頭数は，  

1群6匹で，6か月の対照群及び18か月の全濃度群は1群5匹であった。   

ラットはNa一ベントパルビタール（0．6ml／animal）を腹腔内注射し，深麻酔下に頚動脈切断によ  

り約6mlを採血した。続いて気管・肺を露出し，右肺肺門部を紺子により結集後離断し生化学的検  

索に用いた。残る左肺に冷したグルタールアルデヒド固定液（1．5％glutaraldehydein O．088M  

cacodylatebuffer，pH7．4，330mOs）を20cmの高さより滴下し気管注入により再拡張固定した。  

グルタールアルデヒド中で一晩固定後中性フォルマリンで固定し，通常のパラフィン包理切片を作  

製した。ヘマトキシリン・エオジン，アザン，エラステイカ・ワンギーソン各染色標本を用い光顕  

観察を行った。  

結  果  

1．0．4ppm暴露群所見   

0．4ppm18か月の全暴露期間を通じて光顕的には著変を認めず，詳全体としては確定的な定型病  

変が成立しているとは判定出来なかった。しかし気管支・末梢気道には部分的ながらごく軽微な病  

変も見られ，その出現頻度は他の濃度群より多かった。   

3か月暴露後，中等大気管支の非線毛上皮細胞が局所的にやや肥大し数個以上まとまって出現す  

る（囲1）が，この部分でも塊状の増殖には至らず，線毛上皮の線毛には変化が見られない。しかし  

細気管支では対照群（国別にくらべ明らかに非線毛細胞の突出が減少し滑らかな気管支脛面にはマ  

クロファージの遊出像（図5）もしばしば見出す。末梢気道と肺胞道近傍では，気道上皮の軽度の肥  

大や肺胞道への気道上皮の増殖性延長を認め，又肺胞道の壁も軽度の結合織増加による肥厚を見る  
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（図9）頻度がやや増す。その結果低拡大の光顕観察でも対照群肺（図16）にくらぺ肺胞道都の存  

在が目につくことが多い（図13）。これらの変化はNO2による定型的病変のごく初期に相当するも  

のと判断されるが，動物の個体と肺部位によってわずかな差があり，部分的には陽性もあるが，群  

全体としては疑陽性の域にとどまっていた。   

暴露6か月後には，全体として3か月暴露より変化はむしろ日立たなくなる。中等大気管支上皮  

では対照群と差異を見出さず，3か月で見られた局所的上皮の肥大も消失していた。紐気管支から  

気道末端では上皮の突出減少は認めるが，肺胞道壁の肥厚性変化の増強はない（図17）。   

暴露9か月でも6か月評と変わらず，終末気管支上皮の突出減少とごく軽微な肥大を認めること  

はあるが（図21），対照群と羞のない気道末端像も多い。  

18か月後，中等大気菅支では対照群と差を認めず（図25，26）細気管支では（図27）3か月暴露  

でも認めた細胞の突出減少が同様に続いていた。末梢気道と肺胞道近傍でも3か月群とほゞ同程度  

のごく軽度な変化が全個体に，部分的ながら現れていた。しかしより強い病変への進展は示さず（園  

29），全体としては疑陽性の段階を越えない。   

2．0．12ppm暴露群所見   

中等大から和気管支上皮の反応は，18か月までの全暴露期間中対照群との差は確定出来ない（図  

2，図6）。末梢気道と肺胞道近傍では，3か月，18か月暴霹群で二0．4ppmと同様の，さらに軽い変  

化を局所和こ見る（図10，14，30）が，6か月，9か月群では対照群との差は明らかでない（図18，  

図22）。  

3．0．04ppm暴露群所見  

全暴露期間を通じ，対照群との差異を認めない（図3，7，1－1，15，19，23，31）。  

考  察   

0．04～0．4ppm濃度のNO2に3～18か月連続暴靂されたラットの呼吸器病変は，全暴露期間を通  

じごく軽微であり，光顔観察の限りでは，NO2による定型的肺病変の成立は見られず，結果は疑陽  

性にとどまっていた。しかし，0．4ppmでは全観察時点で末棉気道上皮の突出減少ヒ軽度の肥大を認  

める頻度が高く，3，18か月暴露では，6，9か月暴露よりやや強い印象があった。又0．12ppmでも  

0．dppm群と似た像を，3，18か月暴露群で局所的に見ることはあったが，6，9か月暴露では対照詳  

との差異は見出せず，－0朗ppmでは全期間中変化は認められなかった。   

上記の結果は，前報第一実験の結果を支持するが，全体として本実験の病変がやや強く現れてい  

る印象があった。検索した動物頭数は第2実験の方が多く，動物の個体差につし1ても注意したが，  

軽度の変化と判定される出現頻度にわずかな差はあるものの，変化そのものが全暴露期間を通じて  

かろうじて認められる以上の強さには達していない為に，個体差までは判定出来なかった。  
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光顕観察に限っての情報は十分とは云えないが，第一実験の0．4ppm群で，9か月では著変を認め  

ず，18か月で軽微な，27か月で軽度の定型的病変を認めており，少なくとも0．4ppm水準以上の衰  

露が長期にわたれば病変が発生すると考えられた㌔一方中島らさ）による0．5～0．8ppm濃度の1～1．  

5か月連続暴露実験（マウス），三吉ら9）による0．55～1．6ppm，5週間連続暴露実験（マウス）で見  

られた比較的早期の末梢気管支上皮の増殖等を含む陽性結果にくらぺ著しく緩徐に進展した印象を  

与える第一実験の結果は，9か月以前に生じたごく軽度の反応の消退と，老齢期へ向かって再び徐々  

に病変の蓄積する可能性を示唆していた。   

最近寺田ら5）B享NO2濃度0．5～8ppmへの1～4通達続暴露及び0．3～1，Oppmへの3～18か月暴  

露実験（ラット）を行い，中等大気管支では，8，4ppm群で1遇後，2ppm群で3過後，0．5ppm  

で4過後から病変カミ見出され，又暴露時間の経過と共に病変の領域が気道末梢方向へ拡大すると報  

告している。0・3～1．Oppm濃度への長期連続暴露では，0．5ppm18か月暴露後に，中等大以下の気  

管支上皮に軽度の定型的変化が出現し，0．3ppm群では3，18か月で疑陽性であるが全体として確定  

的ではなく，6，12か月では0．3ppm3か月群にみられた変化はむしろ弱まったと述べている。本実  

験の結果は寺田らの長期暴露の結果と基本的に一致を示すと考えられる。   

京野ら10）は，0．1～10ppm濃度のNO2に生後，1，3，12，21か月齢のラットを各1か月連続暴露  

し，肺胞道を除く肺胞壁に関しての電顕形態計測を行い，暴露開始時の動物の月齢により同濃度の  

NO2に対する反応性あるいは感受性に善があり，若年期に比べ12か月齢の反応性が低く，21か月  

齢で再び反応性が上昇すると述べており，又肺胞壁の組織量，肺胞脛と毛細血管内脛の合計表面積  

等の指標は，12か月齢を除き，0．1～0．5ppmの濃度でも対照群と有意差のあることを報告した。   

Cabral－Andersonll），Evans12）等により，ラットの加齢とNO2による肺障害の進展の関係が追求  

され，加齢により初期障害に対する修復開始時期が遅れるため，障害の程度は大きくなるが，修復  

開始後は若いラットと同様にNO2耐性が成立すると報告された。彼らのデータ中，25か月齢の老  

ラットでは，11，19か月齢よりむしろ1か月齢の若いラットに近い結果が得られていることは，中  

年期での全般的反応性の低下と老齢期での反応性再上昇を示唆するものとも考えられる。   

上記の報告と本実験を比較し，0．4ppm濃度の連続暴露により，3か月以前に中等大気管支上皮に  

はごく軽度の線毛異常や肥大等が生じた可能性はあるが，一時的な反応として消退し，末梢気道上  

皮にのみ軽微な反応が，18か月の暴露期間を通じ保たれていたと考えられる。この反応は1～2ppm  

程度の低濃度NO2への長期暴屠により成立する，主として末梢気道上皮細胞の綿毛消失，細胞質の  

突出減少と軽度の肥大による終末～呼吸気管支腔表面の平坦化等の定型病変と質的に同じである  

が，出現部位が局所にとどまっている点で，反応はより弱く，結果は疑陽性と判定される。第一実  

験で示されたように暴露期間がさらに延長した晩0．4ppm水準の変化が増強される可能性は十分  

であるが，少なくとも18か月までの暴露期間では，期間の延長に伴う反応性の増強は光顕レベルで  

判定出来ない。3か月暴露後に見られた反応は，6，9か月暴露後にやや弱まった印象むあり，この  

期間については，呼吸器病変の強さが，濃度×時間＝全暴露量と相関を示さない。むしろNO2濃度  
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水準と，動物の加齢に伴う反応性に，より相関する病変が出現し，低濃度連続暴露下における耐性  

の獲得と関連して一定の変化をある期間持続していたと考えられた。   

0．4ppmでの病変も疑陽性程度であり，004，0．12ppm間の羞は光顕観察で当然確定は出来ない  

が，3，18か月暴露群では量・影響関係が成立していると思われた。第一，第二実験の結果は共に，  

寺田等の0．5ppm18か月の反応より明らかに弱いが，0．3ppmの反応とは区別出来ず，動物のロッ  

ト羞，季節・施設間差などの諸要素は，十分な管理下においては著しい差異をもたらさず，病変の  

発現は主としてNO2濃度水準により定まると考えられた。   

第一実験でも示されたように，低濃度域のNO2による病変の進展が，加齢が進む18か月齢以後，  

生体例の反応性の変化と共に強まるか或いは質的に変わることは十分予想され得る。特に肺胞問質  

の加齢に伴う肥厚10・13）に対し，線推化等の変化を低濃度のNO2暴露がどの程度加速し得るかの問  

題は，2ppm生涯暴露により肺胞腔の大きさに不整を生ずる2）ことと，肺の弾性系の変化1り5）との関  

連，さらに生命の長い動物にとっては軽度の肺気腫への進展16）との関連を検討する上で十分解明さ  

れてはおらず，今後電子顕微鏡レベルで追求すべき課題として残されている。  
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写 真 説 明   

図 10▲4ppm3か月気管支上皮：非綿毛上皮の局所的増殖と軽度の肥大（矢印）  
エラスチカ・ワンギーソン染色  

Fig・10・4ppm3M Bronchialepithelium：A partialproliferation and aminute  
hypertrophyofnon－Ciliatedepitheliun（arrows）．  
Allthefigure5are什Omtheprepa－ationsstainedwithElasticaYallGieson．   

図 2 0．12ppm3か月気管支上皮：非線毛上皮（矢印）の突出と数の増加  
Fig・2 0・12ppm3MBronchialepithelium：Extrusionandaslightincreaseinthe  

numberornon－Ciliatedepithelium（arrows）、   

図 3 0．04ppm3か月気管支上皮：非線毛上皮の軽度の肥大がまれに出現する  
Fig・3 0・04ppm3M Bronchialepithelium：A rare occurence orslightly hyper－  

trophicfociofnon－Ciliatedepithelium、   

図 4 対照群3か月気管支上皮  
Fig・4 Contro13M】】ronchialepithelum，   

図 5 0－4pp刀〕3か月細気管支上皮二上皮糖胞突出が減少し腔面が滑らかとなる  
線毛の消失、又は短縮，肺胞喰租胞の附着がしばしば見られる  

Fig，5 0．4ppm3M Bronchiolar epithelium：Smooth surface ofthe bronchiolar  
lumenwithoutextrusionofnonCiliatedepithelium．  
1JOSSOrShortenlngOfciliaandattachmentofalveoIarmacrophagesarefrequently  
encoL【n【ered．   

図 6 0．12ppm3か月紐気管支上皮：部分的に細胞の突出消失  
Fig・6 0・12ppm3Ml】ronclliolarepithlium：Cellularextrusionsdisappearinpart．   

図 7 0．04ppm3か月細気管支上皮：対照群と差を認めない  
Fig・7 0．04ppm3MBronchiolarepithelium：Nodefinitechange．   

図 8 対照群3か月細気管支：非線毛上皮の規則的な突出  
Fig・8 Contro13Ml）ronchiolarepithelium：Aregulararrangementforextruded  

non－Ciliated cells．   

図 9 0．4ppm3か月末楷気道：末梢気道上皮の軽度の肥大と肺胞道への増殖性  
延長，軽度の肺胞道壁肥厚（矢印）  

Fig・9 0・4ppm3M Terminalairway‥Mild hypertrophy of the epithelium of  
terminalairwayandproliferativeextrusionintothealveolarduct，  
SlightIythiekenendwallorthealveolarduct（arrows）′   

図10 0．12ppm3か月末相気道：肺胞道壁の軽度の肥厚（矢印）  
Fi各・100・12pprn3MTerminalairway＝Apartofthewallofalveolarductwitha  
traceofthickening．  
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図110．04ppm3か月末梢気道：対照群との羞を認めない  
Fig・110・04ppm3MTerminalairway＝NodeEinitedi爪汀enCetOthecontrol・   

図 12 対照群3か月末相気道  
Fig．12 Contro13MTerminalairway   

図13 0．4ppm3か月肺胞：一部の肺胞遺で軽度の肥厚が見られる（矢印）  
Fig．13 0．4pprn3MAIveoli：Someofthealveolarductsshowatraceofthickening  

（arrows）   

図 14 0．11ppm3か月肺胞：0．4ppmと似た像が見られる  
Fig，14 0，12ppm3MAIveoli：Asimi1arappearancetotheO・4ppmfigure・   

図 15 0．04ppm3か月肺胞：変化は認められない  
Fig．15 0，04ppm3MAIveoli：Noremarkablechange・   

図 16 対照群3か月肺胞  
Fig，16 Contro13MAlveoli，   

園 17 0．4ppm6か月末栴気道：肺胞道に軽度の肥厚を認めることがある  
Fig．17 0．4ppm6MTerminalairway：AminutethickeTlingoralveolarduct・   

図 18 0．12ppm6か月末棺気道：特記すべき所見を認めない  
Fig．18 0．12ppm6MTerminalairway：Nodefirlitechange・   

図 19 0．04ppm66月末楷気道：特記すべき所見を認めない  
Fig．19 0，04ppm6h4Terminalairway：Nodenrlitechange・   

図 20 対照群6か月末梢気道：特記すべき所見を認めない  
Fig．20 Contro16MTerminalairway：Nodennitechange・   

図 210．4ppm9か月末棺東通：末棺気遣上皮の軽度の肥大（矢印）  
肺胞道の肥厚は必ずしも明らかでない。  

Fig，210，4ppm9MTerminalairway：Slightly hypertrophicbronchiolarepithe－  
1ium．  

Thickeningofthewallsofalveolarductisnotclear．   

図 22 0．12ppm9か月末棺気道：特記すべき所見を認めなか  
rjg・22 0・12ppm9MTermina】a血′8yニNodem－如cbange・   

図 23 0．04ppm9か月末精気道：特記すべき所見を認めなか  
FigL23 0・04ppm9MTerminalairway＝NodennlteChange・   

図 24 対照群9か月末相気道：特記すべき所見を認めない  
Fig・24 ContrD19MTerminalairway：Nodefinitechange・  
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NO2長期暴露ラットの病理形態学的所見  

図 25 0．4ppm18か月気管支上皮こ特記すべき所見を認めない  
Fig・250．4ppm18MBronchialepithelium：Noremarkablealteration・   

図 26 対照群18か月気管支上皮  
Fig．26 Control18M8ronchialepithelium・   

図 27 0．4ppm18か月拙気管支上皮：非線毛上皮細胞の突出消失による滑らか  
な腔面，粘膜下結合織への細胞浸潤は認めない  

Fig．27 0．4ppmJ8M8ronchiolarep油eZium：Smootheningofbronchiolarlumen  
duetothelossofcytoplasmicextrusionofnon－Ciliatedeplthelia，  
Nocellularinfiltrationintothesubmucosallayer．   

図 28 対照群18か月経気管支上皮  
Fig．28 Control18MBronchiolarepithelium．   

図 29 0．4ppm18カゝ月末棺気道：気道上皮の軽度の肥大と肺胞道への延長（矢  
印）  

Fig．29 0．4ppm18MTerminalairway：Aminutehypertrophyofepitheliumand  
proliferativeextrusionintothealveolarduct（arrow）．   

図 30 0．12ppm18か月末楷気道：気道上皮の軽度の肥大  
Fig．30 0．12ppm18MTerminalairway：A slightly hypertrophicepithelia atthe  

terminalairwaysareseensporadically．   

図 310．04ppm18か月末相気道：変化は確定出来ない  
Fig．310．04ppm18MTerminalairwayニNodeLinitechange．   

図 32 対照群18か月末棺気道：変化は確定出来ない  
Fig．32 Control18MTerminalairway：Nodehitechange 
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国立公害研究所研究報告 第40号（R－40，83）  

Res．Rep．Nat】．lnst．Environ．Stud．，Jpn．，No．40，1983  

ⅠⅠ－4  

二酸化窒素長期暴露のラットに及ぼす影響  

一酸素消費長の変化について－   

EffectsofLongTe川1ExposuretoNitrogenDioxideonRats  

－02Comsumption－  

鈴木 明1・局 博一l・嵯峨井 勝1   

AkiraK．SUZUKll，HiTOkazuTSUBONElandMasaru SAGAll  

ヒ   日   要  

NO2の低濃度長期暴霹がラットの呼吸代謝及び，ガス代謝に及ぼす影響を検索するため  

に，低濃度の0．04，0．12ないし0．4ppmのNO2をラットに3，6，9か月間暴露し，分時換  

気量（VE），呼吸数（RR），一回換気量（VT），収集した呼気ガス（02，COク）について分  
析した。0．04ppmNO2暴露群で分時換気量（VE）は，対照群の1023％の増加を示し，RR  
もまた7－18％の増加を示し，低濃度長期間暴露ラットではRRの増加だもナでなく換気畳も  

増加していることが明らかとなった。また呼気ガスを分析した結果，酸素消費量は0．04  

ppm及び0．12ppm暴露群で対照群の23～38％の増加を示した。その増加率は3，6，9か  

月間暴露というように暴露期間の延長に伴って小さくなる傾向がみとめられた。低濃度  

NO2暴露における酸素消費量の増加については，呼吸生理学的立場からより詳細な検討を  

加える必要があると考えられた。  

Abslr乱Ct   

ToelucidatethechroniceI7ectsofNO2eXPOSureOngaSeOuSeXChangeormetabolismin  
lhElungandwholebody，ratSWereeXpOSedtoNO2atCOnCentTatio11SO†0．04，0．1ユalldO．40  
ppmfor3，6and9months，reSPiratoryrate（RR），minuteventilatio？VOlume（VE），tidal  
VOlume（VT）andco11ectedexpiredgasten5ions（02，CO2）wereexarninedforexposedand  
COntrOl・VEOfratsexposedtoO．04ppmwasincreasedtollO－123％ofthecontrol．RRof  
the rats was alsoincreased tolO7．118％ofthe control．These findings show thatlow  
COnCentrationofNO2a什ectnotonlyanincreaseofRRbutalsoanincreaseofventilatory  
VOlume′02COnSumptior）OfratsexposedtoO・04ppmandO・12ppmNO2for3，6，9month5  
WaSincreased to123－13B％ofthecontrolandthe）ongertheexposure period was，the  
SmallerthいralueorO2COnSumptlOnWaS．  

1・国立公害研究所 環境生理郡 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
TheNalioLla11nstituteforEnYironmentaLStudies，BasicMedicalSciencesDivisiorl，Yatabe－maehi，Tsukuba．   

Ibaraki305，Japan．  
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はじめに   

二酸化窒素（NO2）は，主として内燃機関等から排出され空気中に広く分布し，光化学オキシダ  

ントの生成に関与する物質として注目され，その生体影響に関する研究が進められている。近年に  

なり，15Nのような安定同位元素を使用した実験1），あるいは血中の硝酸及び亜硝酸を測定した実験2）  

によって，NO2は比較的すみやかに体内に分布することが確認されている。したがってNO2は呼吸  

器系ばかりではなく他の各種組織に影響を与えることが推測される。→方，数ppm以上のNO2は  

肺内末梢部まで入り，呼吸器に形態学的変化3・4〉あるいは機能的変化5，6）を引き起こすことが知られ  

ている。したがってNO2暴露による呼吸器障害としては，肺におけるガス交換機能が変化し7・8），動  

脈血酸素分圧の低下を起こす9・10）ことが報告されている。これらの事実は，生体内での呼吸ガスに係  

わる代謝にも影響が及ぷ可能性如あることを示唆して」〕る。   

そこで，NO2の低濃度長期暴露の影響を検索する一手段として，肺に顕著な形態学的変化を引き  

起こさないで11〉，かつ実際の大気濃度レベルと考えられる0カ4ppmを最低濃度として，NO2をラッ  

トに暴露し，収集した呼気ガスについて分析を試みた。  

材料及び方法   

8週令のJcl：Wistar系雄ラットを使用し，暴露期間中滅菌した市販の餌と滅菌水を自由飽食さ  

せた。NOzはボンベから供給され，暴露チャンパーに入る前に，動物暴露装置（小糸工業）によっ  

て清浄空気で，0．04，0．12，0ヰppmのNO2濃度に希釈された。ラットは毎時50回換気の角錐型チャ  

ンパー（気解約2．3mg）内で3，6，9か月間NO2に暴露された。対照群の動物は，NO2暴露と同じ  

方式で，清浄空気だけで暴露された。チャンバー内のNO2濃度はケミルミネッセンス方式の窒素酸  

化物分析器（TherrnoelectrorlNOxanalyzerとMonitorLab．，ML8440ES）で連続的にモニタ丁  

され，また温度は25±10C以内に，そして相対湿度は50±10％以内に維持された。   

02，CO2分析用呼気ガスは，Pentobarbitalsodium（25mg／kg．B．W．，iv）麻酔下で呼気・吸気  

分離装置12〉を用いて収集された。02，CO2濃度は，02，CO2分析器（三栄測器1H21）によって，  

ガス分圧及び含有率を測定した。また分時換気量（VE）を呼気収集量から，また一回換気量（VT）  

をVEを呼吸数で除算して求めた。この場合は，呼気量が分時換気量に近似していると仮定した。呼  

吸数は呼気・吸気分離装置から出力される信号から琴出した。02，CO2分析器は棲準ガス（02：16・  

2％，CO2：4．9％，N2バランス）によって校正された。呼気ガス収集量及び02，CO2ガス分析値  

は，すべてBTPS（BodyTemperatureandPressurewithSaturatedWater）に換算した。した  

がって本報告における対照群と暴露群との相対的比較は，BTPSで算出した値について二次的処理  

をしている。  
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NOz長期暴露ラットの酸素消費量の変化   

結  果  

1・呼吸数（RR），分時換気量（VE）．一回換気量（VT）の変化  

′3・6，9か月間NO2暴露時のRR，VE，VTの対照群に対する相対的変化を図1に示した。いずれ  

の暴露期間においても0・04ppm群でVEは対照群の10－23％の増加を示し，RRもまた7－18％の増  

加を示した。また，RRは3か月間暴露及び6か月間暴露ではいずれの濃度においても7－20％の増  

加を示したが，9か月間暴露の0・12ppm及び0・4ppm暴雷群では対照とほとんど差がなかった。3か  

月間暴露の0・12ppm群および0．4ppm群ではVE，VTともに対照群より減少した。9か月間暴露の  

VTはいずれの暴露濃度においても対照群とほとんど差がなかった。  

C O．04  D．1Z 8．4D   

NO2bn⊂亡ntr∂t了on（p卿〕  

園 1呼吸数（RR）分時換気量（VE）一回換気量（VT）の変化  
Fig・1Changesofrespiratoryrate（RR），minuteventilationvolume（VE）andtidal  
VOlume（VT）inratsexposedtoNO2atCOnCentratlOnSOrO．04，0．12andOL40  
Ppmfor3，6and9month5，  
Valuesshowrelativechange（％ofcontrol）．   

2．呼気ガス中の02．CO2濃度の変化   

収集した呼気ガス中の02，CO2濃度を求め，02については純粋空気（02ニ20．9％，CO2：0．0％，  

N2バランス）との差を』02とし，CO三浪度を』COヱとして対照群と比較して相対的変化を図2に  

示した03か月間暴露ではAO2，ACO2は0，04ないし0．12ppmで対照群と比較して増加を示すが，  

0・4ppm暴霹群では逆に減少を示した。また，6か月間及び9か月間暴露では．絶対量が大きいとは  

必ずしもいえないが，いずれの濃度においても』02より』CO2の方が大きい事を示した。しかしな  
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鈴木 明・局 博一・嵯峨井 勝   

がら，その変化の様相は6か月間暴露と9か月間暴露では顕著に異なった，すなわち，6か月間暴露  

では』CO2が0．04，0、12ppm暴露群で増加傾向を示しル4Dppm暴屠では』0ヱとともに減少したの  

に対し，9か月間暴露では0，04ppm群でACO2，AO，ともにわずかに減少し，0．40ppm暴露群では  

』CO2，』02ともに増加を示した。  

（
－
E
雲
0
∪
－
○
】
）
 
 

C O・04 D・12 0．10lp叩〉   

㈹zCon亡川tr批10∩  

C O・粥  0・12 0．40血呵  

図 2 ∠ゴ02と』CO2の変化  
Fig．2 Changesof AO2and Aco2inratsexposedtoNO2atCOnCentrationsofO．  
04，C）．12andO．40ppmfor3，6and9months，Valuesshowrelativechange（％  
OrCOntrOl）．   

3．酸素消費且   

定法に従いBTPSの02消費量を計算し，対照群を100％として相対的変化を示したのが図3で  

ある。3か月間暴露の0．04及び0．12ppm群では対照群と比較して高い値（23～38％）を示したが，  

0．40ppm暴露では対照群の約85％と低い値を示した。また，02消費量は，3，6、9か月間暴露とい  

うように暴露期間の延長に伴って小さくなる傾向があったが，0．04ppm及び0．12ppm群では対照  

群より大きい傾向を示し，0．40ppmでは3か月間暴露とほぼ同じ値を示した。  

考  察   

肺組織における酸素消費量は0．8ppmのオゾン7日間暴露において対照群より増加するという報  

告lき・l‘〉がある。またNO2暴露したマウス肺切片において，酸素消費が増加したという報告15）もあ  

る。しかしこれらの報告はいずれも比較的高濃度での結果である。今回の報告のように現実的な濾  
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NO2長期暴露ラットの酸素消費立の変化  

図 3 酸素消費量の変化  
Fig・3 ChangesofO2COnSumptlOrlinratsexposedtoNO2atCOnCentrationsofO・  
04，0・12andO・40ppmfor3，6and9months，Valuesshowrelativechange（％  
orcontrol）．  

度である0．04ppm3，6及び9か月間暴露において酸素消費量が増加するという報告はなされてい  

ない。また，本実験結果は，組織片というよりwhole bodyとしての酸素摂取から計算したもので  

あるから，NO2暴露による肺障害という要因を除けば生体1個体内の変化を示していると考えられ  

る。ところで，0月4ppm9か月間暴露では，病理学的な顕著な変化はいまのところ認められていな  

い1り。したがって，0．04ppm9か月間暴露の変化については肺の形態学的障害といった肺性要因をと  

り除いて考えることができよう。しかしながら本実験結果のように最高で対照の38％という増加  

は，呼吸代謝の点から考えると大きすぎる値であると考えることもできる。即ち，この02がすべて  

生体内の代謝に使用されたと考えるとかなり多くの酸素を必要とする運動や労働をしている16）こ  

とになる。一方，血中の酸素は，組織内での呼吸代謝だけに使用されるとは限らず，血中での細胞  

膜での附着及び脂質の過酸化反応を起し17）たりしている可能性が推測され，今後組織で実際に呼吸  

代謝として消費される酸素量を求めることが必要であると考えられる。また，酸素消費量の増加率  

が，3，6及び9か月間暴露というように暴露期間の延長に伴って減少した。ヒトでは，酸素消費量  

は老齢者より若齢者の方が呼吸量が大きく1射さらに酸素消費量が大きい19）といわれている。した  

がって，本実験結果は，NO2暴露による応答の差ばかりではなく，年齢による差をも考慮すること  

が必要であることを示している。   

また，0．4ppm9か月間暴露では，暴露群の酸素消費量は対照群と比較して低下した。しかしこの  

時の呼気中の』02及び』CO2は増加の傾向を示し，換気童は対照群のレベルと同程度であった。こ  

れらの事は，0．4ppmのNO29か月間暴露ラットでの動脈血中Pao。の有意な低下10），及び，竹中  

ら11〉，河野と林8）らの病理学的知見を考慮すると，形態学的肺壁性要因も加わって，肺におけるPAO2  
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低下に伴うガス交換が低下し，いわゆるハイポキセミアになったた捌こみかけ上の低酸素消費に  

なったのかもしれない。   

いずれにしても，NO2暴露と酸素消費の関係は複雑な関係であるといわざるをえず，今後組織レ  

ベルあるいは器官レベルでのより詳細な検討が必要であると考えられる。ここに提示した成績は今  

後の解決すべき問題の一つとして重要であると考えた。  
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＝酸化窒素長期暴露のラットに及ばす影響  

一低酸素血症について－   

Hypoxemi80†R8tSExposedtoNitrogemDioxide  

鈴木 明1・局 博一1・嵯峨井 勝1  

AkiraK，SUZUKIl，HirokazuTSUBONElandMasaru SAGAIl   

要  旨   

二酸化窒素（NO2）慢性暴露の動脈血pHa，Paco2及びPao2に及ぼす影響を明らかにす  

るために，ラットに0．04，0．12，0．4ppmのNO2を3，6，9，18か月間連続的に暴露した。  

心拍数（HR），呼吸数（RR），血液ヘモグロビン（Hb），動脈血pHa，Paco2及びPao2を，  

暴露動物と対照動物について測定した。Hbは暴露群と対照群との間に大きな変化は認め  

られなかった。0．4ppm暴露群のRRは対照群の4～6％とゎずかに増加したが有意な煮で  

はなかった。HRは，0、12ppm，6カ月間暴露のラットで有意に減少じたが，0・4ppmのNO！  

18ヵ月間暴露では有意に増加した。0．4ppmのNO2に9－18か月間暴露したラットの動脈  

血Pao2は対照群より有意に低下した。  

AtIStr8亡t   

Toclari＆theeL7ectsofchronicexpo5uretOnitrogendioxide（NO2）onarterialblood  

pHa，PacozandPao之．ratSWereeXpOSedcontinuouslytoNO2atCOnCentrationofO・04，0・12  
and O．4ppm for3，6．9and18months・Heart rate（HR），reSpiratory rate（RR），blood  
hemoglobin（Hb），arterialblood pHa，Paco2and Pao2Ware meaSured forexposed and  
control．HRofratsexposedtoO．12ppmfor6monthswasslgnificantlylowerthhnthatof  
controlb－ユtHRoT－atSeXpOSed100・4ppmNO2rOrlSmonlhswassIBni†lCantlYl－－CTeaCed・  
RRofratsexposedtoO・4pprnwasincreasedtolO4－106％ofthecontroIwithoutslgnincant  
dif7erence．BloodHbalsodidnotshowslgnificantdifrerencebetweenexposedandcontrol  
rats．ontheothcrhand，arterialbloodPao2WaSSlgnificantlylowerinratsexposedtoO・4  
ppmfor9and18monthsthaninthecontro）rats・  

はじめに   

近年，ステーブルアイソトープである15Nを使用した実験によって，吸入された二酸化窒素  

l．国立公害研究所 環境生理郡 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川1¢番2   
TheNationalInstiluteforEnvironmentalStudies，BasicMedicalSciencesDivision，Yalabe－maChi，Tsukuba・   

lbaraki305，Japan．  

ー229－   



鈴木 明・局 博¶・嵯峨井 勝   

（NO2，11．159．9ppm）はラットの血祭，尿，その他の器官にすみやかに分布し，比較的早い時間  

に排出されることが明らかにされた1・2）。織田ら3一軋40ppmのNO2をマウスに2時間暴露させた血  

中のNO2とNO3‾が増加することを観察した。鈴木ら4）と居ら5）は，20－40ppmのNO2を12時  

間暴霹したラットの異常心電図所見を基に，NO2暴露はラットの心臓脈管系に自律神経を介して影  

響する可能性を示唆した。Kayaら6）は4，10あるいは20ppmのNO，を1～10日間暴露したラット  

の赤血球膜の構成が変化することを報告した。   

これらの知見は，吸入されたNO2が体内に広軌こすみやかに分布し，呼吸器に直接的あるいは間  

接的影響を与えているだけではなく，他の組織へも影響を及ぼしていることを示している。   

→方，NO2の第一次標的臓器が呼吸器でありNO2は呼吸器系に形態学的変化7・8）及び機能的変化  

をもたらす9・10）ことは周知の通りである。鈴木ら11〉は，5ppmのNO2を24時間暴露したマウス肺で  

のガス交換の変化並びに02とCO2の代謝が元進したこと，及び10－20ppmのNO2を24時間暴露  

したマウスの肺でのガス交換の抑制と呼吸代謝の変化を報告した。これらの事実は，NO2の影響が  

血液pH／ガス分圧（Paco2，Pao2）に及ぶ可能性を示している。   

本研究においては，低濃度レベルのNO，長期暴露が動脈血pH／ガス分圧（Paco，，Pao2）に及ぼ  

す影響について検索するために，0．叱0．12，0．4ppmのNO2を3，6，9及び18か月間暴露したラッ  

トの心拍数（HR），呼吸数（RR），血液ヘモグロビン（Hb），動脈血pHa，Paco2及びPao，につい  

て検討した。  

材料と方法   

雄の2ヶ月令のJcl：Wistarラットが本実験で使用され，暴露中滅菌した市販の餌と滅菌水を自  

由に与えた。ラットを，毎時50回換気の角錐型のチャンバー内（容積2．3ma）で0．04，0．12，0．4ppm  

のNO2に3，6，9及び18か月間暴露した。NOgはシリンダーボンベから供給され，チャンバーに  

入る前に動物暴露装置（小糸工業，東京）によって清浄空気で希釈された。対照群の動物は，NO2  

暴露と同じ方法で，清浄空気だけで暴露された。チャンバー内のNO2濃度を，ケミルミネッセンス  

方式の窒素酸化物分析器（ThermoelectronNOxanalyzerとMonitorLab，ML－8440ES）で連続  

的にモニターした。また温度を25±1－C以内にそして相対湿度を50±10％以内に維持した。   

動脈血の採血は，キシロカイン（Lidcainhydrochloride，藤沢薬品）局所麻酔下でヘパリン（和  

光純薬）静注後（400unit／0．2ml／head），大腿動脈から1mlのディスポザプル注射器で行われ，動  

脈血pHa，Paco2及びPao2を血液pH／ガス分析器（Corning168，Medfield）ですみやかに測定し  

た。血液ヘモグロビン量は国際標準法（CNMetHb）により，ヘモグロビンテストキット（和光純  

薬）を使用して測定した。   

心拍数（HR）は標準肢Il誘導法による心電図から計算した。   

呼吸数（RR）は圧トランスジューサー（TOYODA，PD－104－0．1F，TOYOTA）法を使用して呼  

吸気流曲線から計算した。  
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暴露群と対照群の平均値の蓋の統計的有意性はスチューデントのけストによって検定され，p  

値が0．05より大の場合有意ではないと判断した。  

結  果  

1．心拍数（HR／10秒）の変化   

心電図から計算した10秒間当たりのHRの変化を表1に示した。この裏に示したように，心拍数  

は対照群と比較して，0．12ppm6か月間暴露で有意な減少を示し，逆に0．4ppm18ヵ月間暴露で有  

意な増加を示した。  

表  1心拍数の変化  
TablelChangeofheartrate（HR／10sec）  

Expased period NO, concentration 

（Month）  CQntrO1  0．04  0．1ユ  0．40  

83．7±1．8  82．8±2．0  

83．0±2．】  別．j±ユ2  

79．8±2．3  78．8±1．1   

7（〉．4±1．0  72．2±5．S  

83、0±2．5  86．2±3．9  

細、0±2．】－  β0．0±まj  

7臥7±1．7  82．0±1．0   

79．4±2．9  80．2±1．8＝  

「
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U
 
 

Dataarcexpressedasmean±SDor6subjects，－p＜0．05，■■p＜0．OJ   

2．呼吸数（RR／10秒）の変化   

呼吸気流曲線から算出した10秒間当たりのRRの変化を表，2に示した。RRは，0．4ppm暴露群  

では対照群と比較して4～6％の増加傾向を示したが有意な変化ではなかった。また，0．04ppmと0．  

蓑  2 呼吸数の変化  
Table 2■ changeofrespiratoryrate（RR／LOsec）  

Exposed period NO2COnCentration  

（Month）  Control  O．04  0．12  0，40  

15．S±1．8  16．5±0．8  

20．0±1．2  21．5±2．8  

14．7±1．5  15．1±ユ．7  

14，5±2．3  15．7±2．9  
8
 
 

3
 
6
 
9
 
1
 
 

15．5±0．5  15．S±ユ．0  

20，7±0．9  19．5±1．5  

14．4±2．3  14，8±2．0  

14．8±1．6  14．6±2．3  

Dalaareexpressedasmean±SDor6subjects 
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12ppm暴露群では2～5％の増減を示したが，いずれの暴露期間においても有意な差を認めなかっ  

た。   

3．血中ヘモグロビン（Hb）の変化   

生体内における主たる酸素の運搬体であるHbの変化を表3に示した。Hbは，対照群と比較して  

2～5％の増減を示したが，いずれの暴露期間においても有意差は認められなかった。  

表  3 血中ヘモグロビンの変化  
Table 3 Changeofbloodhemoglobin  

NO2COnCenlration  Fxposed period 

（Month）   

1（）．1±0，9  1（）．1±0．6  

16．2±0．4  16．3±0．3  

16．2±0．4  1（）．1±0，3  

14．S十0．13  14．6±3．2  
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Dalaareexpressedasmean±SDor6subjecIS，gm／100mlr  
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図1NO2暴露による動脈血pHa，Paco2とPao2の変化  
Fig・lChangesofarlerialbloodpHa，Paco2andPao21nrateXpOSed10nitrogen  

dioxide  

Plotwithbarsrepresentmean±SDof5－6subJeCtS，＊P＜0・05，＊＊P＜0・  
01．  

ー232一   



NO2長期暴露ラッr・の低酸素血症  

4・動脈血pH，Paco2及びPao2の変化   

動脈血pH／ガス分圧（Paco2，Pao2）の変化を図1に示した。3か月間，6か月間暴露では，対照  

群と比較して3～5％の増減を認めたがいずれの暴露群においても有意な差はなかった。しかし，  

Paozは，9か月間暴露の0．4ppm暴露群及び18か月間暴露の0．4ppm群で対照の約90％に低下し  

有意な差を示した。また，18か月間暴露の0．12ppm群ではPaco2の有意な低下が認められた。PHa  

はいずれの暴露期間及び暴露濃度においても大きな変化を示さなかった。  

考  察   

大気汚染ガスの一種であるNO2の動物暴露実験から，NO2が呼吸系に対し，形態学的変化および  

機能的変化を引き起こすことが報告されている。呼吸器が障害を受けた場合，肺でのガス交換が障  

害11）され，生体は酸素不足を引き起こし，さらに炭酸ガス（CO2）の蓄積によっていわゆる呼吸不全  

になる12）ことが知られている。そして，その程度は血液ガスの分析によって推測でき13），特にPao2  

の変化は肺栓塞，無気肺，肺炎などの障害を鋭敏に反映する14）といわれている。NO2の第一次標的  

臓器が呼吸器であり，高濃度のNO2暴露は呼吸器の器質的，機能的変化を引き起こすことは明らか  

であり，NO2暴露が動脈血酸素分圧を低下させることは，すでに，Niedingら15・16）（ヒト，5ppm，  

15分間暴露），Freemanら7）（ラット，平均15ppm，生涯暴露），Davidsonら17）（ウサギ，8．12ppm，  

3－4か月間暴露），鈴木ら（ラット，4ppm，3か月間暴露18），ラット，0．4ppm，9か月間暴霹1g））に  

よって報告されている。今回，著者らはより低波風長期間のNO2暴露における，動脈血pH／ガス  

分圧について検討した訳であるが，本実験結果からも明らかなように，Pao2は，0．4ppmのNO2暴  

露9および18か月間暴露でともに対照群と比較して有意に低い値を示した。しかしながら，0．12  

ppm群のPao2は対照ヒ比較して18か月間暴質しても有意に低下することはなかった。このこと  

は，NO2暴露におけるPao2を低下させる閥値は0．4ppmと0．12ppmの間にあることが明確となっ  

た。さらに鈴木1β）らの報告を考慮すると，NO2暴露によるPaoヱの低下は，3か月間暴震では4ppm  

以上，9－18か月間暴露ではD．4ppm以上の暴露濃度で起こることが示された。また，6－9か月間に，  

Pao2を低下させる0．4L4ppmのNO2演度があることが示唆された。   

ところで，Pao2を減少させる要因として，肺疾患，塩基過剰によるアルカリ血症，甲状線機能低  

下，中枢神経疾患等が考えられる14）が，NO2暴寄の場合，Pao2の低下の主因を肺疾患及び組織での  

呼吸代謝に求めることができるのかもしれない。山林12）は，動脈血Pao2の低下（hypoxemia，低酸  

素血症）の原因として1）肺胞気酸素分圧（Pao2）の低下，2）肺胞気酸素分圧は正常でhypoxemiaの  

みられるものに大別し，2）をさらに，a）右→左シャント，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，肺毛織管壁の透過性，②ガス交換面積，③肺血管容量，④血液のヘモグロビ  

ン濃度を挙げている。本実験において，血液循環の－指棲となる心拍数は対照群と比較して0．4  

ppm，18ヵ月間暴露で有意な増加を示した。また，肺換気塵と密接な関係をもつ呼吸数は0．4ppm群  

で対照群と比較してわずかに増加傾向を示した。このことはPao2の有意な低下あるいは低下傾向  
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が生体内の化学受容器等を刺激して肺換気量を増加させるために呼吸数を増加させている可能性を  

示している。また，体内を循環して肺と組織間の酸素の担体であるHbは，本実験においては，いず  

れの暴寛期間，暴露濃度においても大きな変化は認められず，さらに，NO2暴露におけるMetHb及  

びNOHbの生成20）は，全体のHb量からすると無視できるほど少ないので，Pao2の低下原因とは  

考えられない。いずれにしても，上述したHR，RR，Hbの変化からは本実験でのPao2の低下の原  

因となるような直接的要因を見い出すことは困難である。   

一方，高濃度あるいは長期間の暴露実験において，ラットで肺胞ガス交換面積の減少7），肺胞壁の  

再被覆と空気一血液バリアーの肥厚21）及び神気管支内腔狭窄化22）が，またサルで細気管支上皮の肥  

大2a）が病理形態学的に確認されている。最近，河野と林8）は0．5ppmのNO2をラットに暴露し，電  

頗的に2－19か月間暴露群でⅠⅠ型細胞の腰大と増大した層状封入体を観察した。また，2か月後に，  

毛細血管内皮細胞のpinocytoticvesiclesの著明な像と，4か月後には軽度の浮腰を，6か月後には  

高度の浮腫と内皮細胞と基底膜との間の空隙を認め，これらの変化は19か月後も持続していること  

を，報告した。また，竹中ら24）は，0．4ppmのNO2を9か月間暴覆したラットで，光顕的には著変  

を認めず，電顕的にも変化を確定するに至らないこと，及び18か月間暴露では光頭的に著変を認め  

ないが，電頭的には，所によって肺胞壁の問質の拡大とⅠⅠ型上皮細胞のラメラ体の腰大など軽度の  

変化を認めた。さらに，電較形態計測結果から，0．4ppm群18か月間暴露において平均肺胞壁厚の  

増加傾向を観察した。河野と林8），及び竹中ら24）の所見を考慮すれば，拡散障害，ガス交換面積の減  

少，肺毛細管壁の透過性の変化といった肺胞壁性の要因を本実験におけるPao2の低下の一因と考  

えることもできよう。   

また，NO2と同様な酸化性を有するオゾン暴露において肺組織での酸素消費量の増加に関する報  

告25）があり，NO2高濃度暴露においても同様の報告26〉があるので，組織で酸素消費が増加する可能  

性もありえる。今後，組織あるいは器官でわ酸素消費をも検討していく必要があると考える。  
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二酸化窒素長期暴露のラットに及ぼす影響  

一呼気中エタン産生による脂質過酸化－  

EffectsofI．ong－TermExposureofNitrogeJIDioxideonRats  

－LipidPeroxidationasMe8SuredbyEth8meExhalatiominI主ー囲thGases－  

嵯峨井 勝1・市瀬孝道1・小林隆弘1  

Masaru SAGÅll，TakamichilCHINOSElandTakahiro KOBAYASHIl   

要  旨   

本報告は，先の0．04ppm，0．4ppm及び4ppmの低濃度NO2長期暴露によって過酸化脂  

質が増加したという報告1）の再現性を確認することを主な目的として行われた。   

8遇令のJcl：Wistar系雄ラットを0，04ppm，0．12ppm及び0．4ppmNO2に6か月，9  

か月及び18か月間連続暴露し，わ＝血”の過酸化脂質産生の指標として呼気中のエタンと  

ペンタンの測定を行った。エタンの産生は6か月暴露の場合には0．4ppmNO2群でのみ有  

意に増加し、9か月及び18か月星霜の場合には0．04ppm，0．12ppm及びOAppmのすぺて  

の暴露群で有意に増加していた。これら炭化水素量はNO2の暴露濃度の上昇につれて増加  

し，かつNO2の暴露期間の延長につれて増加しており，先の報告と同一傾向を示し、明ら  

かに再現性が確認された。   

次に，NO2暴露による過酸化脂質生成が動物の老若によって異なるかどうかを調べた結  

果，加令によって過酸化脂質が増加することは認められたが，NO2暴掛こよって加令動物  

のはうが過酸化脂質産生率が高いという結果は得られなかった。また∴動物のNO2暴露中  

に飼料もNOユに暴貰され過酸化されているため，この過酸化された飼料を摂取したこと  

によって呼気中エタンが増加したという可能性を検討した。その結果，飼料の過酸化は  

NO2暴露濃度に依存して上昇し，0．4ppm群では対照群の約50％の増加を示していた。し  

かし，この過酸化された飼料を3～4日ごとに取りかえながら18か月間摂取させても呼気  

中エタンは対照動物の場合と全く異なることはなく，過酸化された飼料のエタン産生に及  

ぼす影響ほ認められなかった。  

AIIStr且et   

Thisresearchwasconductedtoconfirmreprodueibilityofthepreviousresult，inwhich  

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

The NationalInstitute for EnvirorlmCntalStudies，Basic Mcdicat Sciences Division，Yatabe・maChi，TsukL）ba，   

IbarakijO5，Japan．  
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嵯峨井勝・市瀬草道・り＼林隆弘   

1ipidperOXidationwasincreasedsignificantlyeveninexposuretolowlevels，SuChasO．4ppm  

arIdO■錮pp∬】nitroge∫－djoxide（NO2）・  

Jcl⑧：Wistarmaleratsof8weeks－01dweree叩OSedcontinuouslytoO．04，0．12andO，  

4ppmNO2for6，9and18monlhs，TeSpeCtively，a11dtheamountsorethaneandpentanein  

breathgasesasindicesorinvivolipidperOXidationweremeasured・Ethaneevolutionofrats  

exposedto NO2for6monthsincreased signiEicantly onlyin O・4ppm group，and ethane  

evolutionofratsexposedfor9and18monthsincfeaSedsignificantlyinallgroupsexamined  

OfO・04，CI．12andO．4ppm NO2，Theincrement was dependent on exposuretime and on  

exposureconcentrations，Theseresultsareincompleteagreementwiththepreviousre5ults．   

TheamountsofethaneproducedbyNO2eXpOSureforsixmonthswereexaminedusing  

youngandoldrats，andethaneexhaLationinoldratswasgreaterthan［ha［inyoungrats・  

TheincrementofethaneexhalationinoldratswasduetoaglngefTecl，   

Inordertoexaminethee什ectofthedietsoxidizedbyNO2Onethaneexhalation，thediets  

wereexposedtoNO20reaChconcentrationわr3－4daysandsuppliedtoratsincontrolroom，  

Tl】edjetswereexcba∫－gedIWjcepe∫Week′E止aneeスbalation orratsfedtheNO2・eXpOSed  

dietsfor18moTlthswasnotdifferentfromthatofratsfedthecontroldiets．Thisresultshows  

thattheincreasedamountofethaneexhalationisduetoinvivolipidperOXidationbyNO2，  

but nottotheNO2・eXpOSeddiets．  

はじめに   

比絞的高濃度NOzの短期間暴露により肺において過酸化脂質が増加することはTbomasら2〉，著  

者ら3‾6）が報告している。また，著者らはこの過酸化脂質は呼気中エタン量で測定した場合，0．04～0．  

4ppmのような極めて低濃度の場合でも9か月以上の長期暴露によって増加することを先に報告し  

た㌔   

生体内における過酸化脂質の上昇は老化や動脈硬化，肝臓病，腎臓病，糖尿病，脳卒中，未熟児  

網膜症あるいは癌など様々な疾患の場合にもみられ，最近基礎及び臨床医学上から注目されてい  

る7）。この過酸化脂質は生体内でタンパク質や脂質と反応して酵素の不活性化，細胞膜の破壊，ビタ  

ミンやかレモンの分解など多くの生休成分に作用し，重篤な場合には細胞変性や腰器障害を起こす。  

また近年，過酸化脂質あるいは過酸化脂質の生成過程で生ずるフリーラジカルは核酸と反応して突  

然変異を起こすことも報告されている。   

本報告は先に報告した0，04～0．4ppmNO2の長期暴露によって過酸化脂質が増加したという報  

告の再現性を確認する為に行い，かつ加令の影響と過酸化された餌の影響についても調べた。  

方  法   

実験には8週令のJcl：Wistar系雄ラットを用い，0．04ppm，0．12ppm及び0．4ppmNO，を連続  

6か月，9か月及び18か月の長期暴露を行った。ラットはハンギング・ワイヤーメッシュ・ケージ  

（365WX280Dx220H，（mm））の中で6匹ずつに分けて飼育した。なお，18か月暴露の場合は動  

物が大きくなる為，9か月暴露終了時点で1ケージ当り4匹に分けて飼育した。NO2暴露はステン  
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NO2長期暴露ラットの脂質過酸化   

レス・スチール・ガラス製チャンバー（1500WX1550DXlOOO札（mm））内で既報8）のように行っ  

た。チャンバ 

料はオリエンタ／レ酵母KK製MF固型飼料を滅菌して与え，飲料水も滅菌して自由に飲水させた。   

ム仁淀弼の脂質過酸化の指標としての呼気中エタンとペンタンの測定は既報㌣11）に従った。   

NO2に暴露された飼料中の過酸化脂質（TBA値）の測定は，飼料を薄く輪切にしてから乳鉢中で  

粉末になるまで擦りつぶし，FoIchの方法12）に従って脂質を抽出し，一旦窒素気流下で乾燥してか  

らエタノールに溶かし，Ohkawaらの方法13）に従ってTBA反応を行い測定はEx－－515nm，Em  

－553nmの蛍光測定を行った。   

肺のリン脂質中のPeroxidizabilitylndex（Pl）の計算は既報の結果ザからMenzelの方法用に  

従って行った。  

結果および考察   

低濃度NO2の長期暴露によって生体内の過酸化脂質が増加したという先の報告1）の再現性を調  

べる為に，ラットを，0．04，0．12及び0．4ppmのNO2に6，9及び18か月間暴露し呼気中のエタン  

とベンダン量を測定した。  
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図10．04ppm，0．12ppmおよび0．4ppm，NO2に各々6，9および18か月間連続  
暴露したラットの呼気中エタン産生量  

Fig・1EthaneexhalationinexpiredgasesofratsexposedcontinuouslytoO・04，  
0・12andO・4ppmnitrogendioxidefor6，9and18months・  
●，6months：口，9months；○，18months：  
＊ク＜0・05；＊＊クく0・01；＊＊＊クく0・001＝  
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嵯峨井膵・市瀬草道・小林隆弘  

図1にエタン産生の結果を示した。6，9及び18か月間NO2暴露ともにエタン産生はNO2の暴露  

濃度の増加に依存して増加し，かつNO2の暴露期間の延長につれて増加しており，先の報告と極め  

て類似した結果が得られた。対照群との比較で有意な増加が検出されたものは6か月暴露の場合は  

0．4ppm群のみであったが9及び18か月暴露の場合は0．04ppm群を含むすべてのNO2暴靂群で  

有意な増加が認められた。一方，ペンタン産生（図2）は0．4ppmNO2の18か月暴露群で増加する  

傾向を示していたが有意差は認められず，その他のすべての群でも対照群のレベルにとどまった。  
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NO2Concentrot10n（p師）   

図 2 0．04ppm，0．12ppmおよび0．4pprnNo主に各々6，9および18か月間連続暴  
露したラットの呼気中ペンタン産生量  

Fig・2 PentaneexhalationinexpiredgasesorratsexposedcontinuouslytoO・04，  
0，12andO．4ppmnitrogendioxidefor6，9and18months▲  
●，6months；□，9months；○，18monthsニ   

次に，一般に大気汚染物質によ■る生体影響は一定の月令を越えると加令につれて強く現れるとい  

う報告16‾18）があるので，NO2暴露による過酸化脂質生成も加令によって増加するかどうかを調べ  

る為に，同一ロットの動物を用いて加令による影響を調べた。実験は7週令で購入したラットを8群  

にわけ，4群は8過令時点から，対照群，0．04，0．12及び0．4ppmNO2に6か月間暴露しエタンの産  

生量を測定した。この群をYoungrat群とする。あとの4群はSPF（Specific Pathogen Free）  

レベルに保たれた清浄飼育室で1年間飼育したあと，前記暴露群と同様に6か即乱各濃度のNO2  

に暴露（Oldrat群）してからエタン産生量を測定した。この結果を図3に示した。国中に黒丸印で  

示したYoungrat群の値は図1の6か月暴露群の値を示している。これに対して01drat群は0■12  

ppm群で高値を示しているが，その他の群ではYoungrat群の値より若干高いレベルで，平行移動  

した値を示していた。この結果は加令につれて過酸化脂質が増加するということを示してはいるが，  

NO2暴露によって，特に加令動物が若い動物より脂質過酸化を起こしやすいということを示すもの  
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NO2長期暴露ラットの脂質過酸化   

ではなかった。むしろ，エタン産生量のOldrat群に対するYoungrat群の比率は対照群でl．126，  

0・04ppm群で1．0弘0．4ppm群で1．037となりNO2暴露濃度の増加につれて［01drat群のエタン  

産生量／You喝rat群のエタン産生量］その比率が低下していたことより，しいて言えば，加令ラッ  

トは若いラットよりもNO2暴露による過酸化脂質の産生は起こりづらい状態にあると考えること  

む出来る。  
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図 3 0．04ppm，0．12ppmおよび0．4ppmNO2に6か月間連続暴露したラットの  
呼気中エタン生産量の年齢による相違  

Fig・3 Age－de匹nぬId騰rence50re血aれeeX加1a【jonjnァxpiredgasesorra【s  
exposed continuously to O・04，0・12and O．4ppm nltrOgen dioxide for6  
months  

●，6monthsroldrats（Yourlgrat）；○，20months－01drats（01drat）．  

表 1ラットの肺リン脂質の過酸化易容度（PI）の変化  
Tablel ChangesorPeroxidizabilityIndex（Pl）inphospholipidsofratlungs．  

Exp（）紙dt｝eTiod  
toNO2（Ag6）  Control  O．04ppmNO2  0．4ppmNO2   

9 month 
（11monlh）  

18month  
（20month）  

27 month 
（29month）  

PI＝（％monoenoicacidxO．025）＋（％dienoic acidxl）＋（％trienoicacidx2）十（％t¢traer10ic acidX4）＋（％  
penlaenoicacidx6）＋（％hexaenoicacidX8）  
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そこで次に，NO2暴露によるエタン産生の増加は肺の変化に基づくものと仮定して，肺のリン脂  

質中の脂肪酸組成の測定結果川から脂質過酸化の起こりやすさを示すPeroxidizabilitylndex（Pl）  

を計算し表1に示した。■その結果，9，18及び27か月間暴露群とも，対照群から0．04ppm群，0．4  

ppm群とNO2濃度の上昇に伴いPl値は低下し，脂質過酸化は起こりづらい脂肪酸組成になってい  

た。また，対照群，0．04ppm群及び0．4ppm群内で加令による変化をみると，加令につれてPI値の  

低下は著しく，加令につれて脂質過酸化は起こりづらくなることを示唆していた。また，0．04ppm  

NO2の9か月暴露群のPI値（62．09）は対照群の20か月令ラットのPl値と等しく，さらに0．4ppm  

NO2の9か月暴露群のPI値は0．04ppmNO2を18か月間暴露したラット（20か月令）のPI値と類  

似の値を示していた。この．ことからNO2暴露は加令を促進する効果があると考えることが出来る  

かもしれない。しかしながら，脂質過酸化の起こりやすさを示す指額として，現在ビタミンE量ノPI  

比が広く用いられている19）為，本当にNO2暴露や加令につれて脂質過酸化が起こりづらくなって  

いるかどうかはビタミンE含量がどのような変化を起こしているかを調べなければ正確なことは  

わからず今後の検討課題である。   

以上の結果から，0．04ppmという極めて低濃度のNO2でも9か月以上の長期暴露によっては過  

酸化脂質の生成が有意に増加するということの再現性が確認され，また，過酸化脂質の生成は  

Young ratと01d ratの比較から加令影響よりもNO2の暴露期間により強く依存することが示唆  

され，さら．にNO2暴露は加令を促進する可能性も示唆された。   

最後に，NO2暴霹による脂質過酸化の増加は「NO2暴露群の動物は飼料もNO2に暴露されて過酸  

化されたものを摂取していた」ことによる可能性が考えられる。事実，大石ら20）は過酸化脂質を投  

与したラットではある種の臓器で過酸化脂質が増加することを報告している。この時，過酸化脂質  

が最も増加するのは網膜であり約1．8倍に増え，次は肝臓で約1．2倍であった。その他の臓器ではほ  

とんど変化がなかったという。そこで，本実験においても過酸化された飼料の影響を調べる為に，  

チャンバー内のラットが摂取していた飼料と同じ期間（3～4日）NO2に暴露された飼料をSPFレ  

ベルの清浄飼育室に戻してラットに18か月間与えた場合のエタン産生量を調べた。なぉ，過酸化さ  

れた飼料は3～4日ごとに次の飼料と交換した。表2に4日間各濃度のNO2に暴露された飼料中の  

TBA値と対照飼料及び0，4ppmNO，に暴露された飼料を連続18か月摂取したラットの呼気中エ  

タン産生量を示した。飼料中のTBA値はNO2暴露濃度に依存して増加し，0．4ppmNO2暴露飼料で  

は約1．5倍に増加していた。しかしながら，呼気中二タンの産生量は対照群の場合と全く変化がな  

かった。この結果より，飼料はN（も濃度に依存して確かに過酸化されていたが呼気中エタン産生に  

はほとんど影響がなかったことが確認された。   

以上の実験結果より，0．04ppmから0．4ppmのような極めて低濃度のNO，でも暴露期間の長期  

化によって過酸化脂質は有意に増加し，その増加は過酸化された飼料を摂取したことによるもので  

はないことが明らかとなった。  

－242   



NO。長期暴詔ラットの脂質過酸化  

表  2 慢性実験におけるNO2暴露飼料のエタン産生に及ぼす影響  
Table 2 EfTectofDiets ExposedtoNO20n EthaneExhalationinChronicExperlment  

Conlrol  O・鵬ppm・NO2、－ 0▲12ppm・NO2  0・4ppm・NO2  

25．0±0．8  29．3±2．2 －  
（1（M偏）  （113％）   

29．6±1．2  39．7±3．2  
（114％） （15ユ％）  

TliA valuesa）  

Ethaneb）  
Exhalalion  

2．09±0．16  2．11±0．15  

a）nmolesorMI）Å／g・diet．  
b）pmolesorElhane／100gbodywt／min．  
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Res・Rep・Natl・Inst．Environ．Stud．，Jpn．，No．40，1983  

ⅠIl－1   

大気汚染物質の吸入が神経系機能に  

及ぼす影響に関する考察   

FunctionalAlterationsofNervousSystem   

Fo1lowinglnbalationtoAirPo11utants  

局 博一1  

l－Iirokazu TSUBONEl   

要  旨   

種々の大気汚染物質の吸入が神経系機能に与える影響について，過去に報告された資料  

に基づいて整理し総説した。とくにSO2，03及びNO2などの主要な大気汚染物質が気道反  

射機構にいかなる効果をもたらすかについて詳述した。  

Abstr8Ct   

Areviewwasperformedontherunctionalalterationsorthenervoussysternwhenanimals  

andmenwereinhaledairpollutantscontainingvariouschemicalirritants，beingbasedupon  

thepastref7erencesreportedbymanyresearchers・EspeciaIIy，thecharacteresticsofairway  

reflexmechanismstosuchcommonairpoLlutantsasSO2，03andNO2Werearrangedand  

discussedin detail．  

はじめに   

各種の大気汚染物質の吸入ないし暴露によって，呼吸器や循環器を中心に，白樺神経系を含む神  

経系の機能が変化することを示唆する研究報告例は少なくない。生体にとって神経系機能の変調な  

いし障害は，息苦しさ，頭重感，動惇，倦怠感，吐き気，痛みなどの自覚症状とむ深い関係がある  

ので，大気汚染物質が神経系機能に与える影響を研究することは重要である。しかしながら，神経  

系という内容自体が生理学的にも解剖学的にも複雑でわかりにくい面を多々有していることや，ア  

プローチが比較的難しいこともあって，大気汚染の生体影響研究分野におけるこの方面の成果は期  

待されるほど蓄積されていないのが現状である。  

1・国立公害研究所 環境生理郡 〒305；天城県筑波郡谷田部町小矧r16番2   

TheNationalInstituteforEnYironmentalStudies，BasicMedicatSciencesDiYision，Yatabe－rnaChi，Tsukuba，   

lbarakijO5，Japan．  
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局 博一  

一般に，環境からの生体に対する化学的，物理的刺激が閲値以上に達した場合，各種の知覚神経  

や感覚神経系に興奮（インパルス）が生じ，興奮は入力情報として中枢に伝えられ，中枢内で一定  

の処理を受けたのち，最終的には出力情報として，生体各部位の効果軌こ伝えられるものと考えら  

れている。また，これによって効果掛こ生じた反応は，再び入力情報として中枢に送り込まれるの  

が原則である。このような一連の情報伝達，フィードバックシステムはいうまでもなく，生体の生  

命維持にとって重要なものであり，生体を常に一定範囲内の活動レベルに置くための功妙な装置と  

して考えられている。大気汚染物質によって，直接影響を受ける可能性のある人力郡は，気道や眼  

の粘膜面及び嗅覚器が挙げられる。これらの部位の刺激によって発生した入力情報は，嗅神経（第  

Ⅰ脳神経），三叉神経（第Ⅴ脳神経）及び迷走神経（弟Ⅹ脳神経）によって，求心性さと中枢側へ伝え  

られると思われ，また効果器に対する出力情報は迷走神経を含む副交感神経系，交感神経系ならび  

に横隔神経や肋間神経など脊髄から出る各種の運動神経系を介して運ばれると考えられる。   

一般的にいって，大気汚染物質が神経系に与える影響は必ずしも明瞭ではなく，むしろ微妙かつ  

軽微な変化から成っている場合が多い。したがって大気汚染物質による神経系への影響を明確に把  

握することは容易ではないが，各種の大気汚染物質が生体のどの神経系に作用しやすいか，また作  

用の結果いかなる生体反応が起こるかといった点について，大まかながらも傾向を整理することは  

今日有意義なことと思われる。   

この報告では大気汚染物質と神経系とのかかわりについて，我々の知見を含む過去の研究報告例  

の中から主だったものを取り挙げ概説し，今後の研究展望に対する資料の提供を試みたものである。  

1．二酸化硫黄（SO2）   

一般的にいって．大気汚染物質が生体に作用した場合，大気汚染物質の種類によってその手たる  

作用部位が異なると考えられており，生体のどの部位に作用するかによって生体反応の現れ方も異  

なってくると思われる。SO2は上位気道に作用するとの考え方が支配的である。SO2の気道内吸入に  

よって呼吸数の減少・気道抵抗＿（気流抵抗）の増大が起こることが，ヒト及び各種の哺乳動物で明  

らかにされている1ふ3）。このような反応が起こる閥値濃度の決定とともに，反応が気道のどの部位の  

刺激によって起こるか，また反応の出現にどのようなメカニズムが働いているかについて大きな関  

心が持たれている1）。  

Davis，T・R・A・ら2）は，モルモットを用いて鼻咽頭，喉頭と気管上郡，気管下部と肺及び全気道  

（intact）の4区域に対して，それぞれSO2（5ppm，10ppm）を含む種々の刺激剤の吸入実験を行  

い，呼吸器反応をみている。SO2では経鼻的に吸入されたintactな動物において，アタロレインやホ  

ルムアルデヒドの場合と同様に，吸入中，気道抵抗の増大，呼吸数の減少，分時換気量の減少，一  

回換気量わ増加などの明瞭な変化が認められるのに対して，気管以下の気道に対する吸入では上述  

した指標に変化が認められなかったという。この研究では，intactな動物で出現する呼吸器反応が，  

暴露の終了とともに速やかに回復することから，反応の出現メカニズムはおそらく反射効果による  
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ものと考えられており，SO2などの刺激剤に応答する受容器は喉頭部及び鼻咽頭に存在することを  

推測している。またintactな動物で観察された気道抵抗の増大は，肺ないし下位気道の反応による  

ものではなく，鼻咽喉を中心とした上位気道の反応に起因すると結論している。同様な研究成績は  

イヌを実験材料としたFrank，N．R．ら4）の報告にもみられる。これらの研究で明らかにされた気道  

抵抗の増大は、上位気道の収縮性反応のほか払粘膜における腫脹や粘液分泌克進が原因として考え  

られる。   

一方，上位気道に対するSO2の刺激によって，気管支収縮反応が出現するとの報告もあり，ここ  

では明らかに神経系が関与する反射効果が強調されている。すなわち，Nadel，J．A．ら5）は健康なヒ  

ト及びネコにSO2（ヒトの実験では4～6ppm）を短時間吸入させ，換気力学的指榛の変化をみてい  

るが，ヒトとネコのいずれにも強い気管支収縮が起こること，またヒトでは咳，咽頭及び胸部の刺  

激感をもたらすことを報告している。この研究の中で，ネコの実験では上位気道（気管上部，喉頭，  

咽頭口部）と下位気道（気管下部，肺）の2区域に対してそれぞれSO2の吸入を行い結果を比較し  

ているが，上位気道への刺激においては，全肺気流抵抗が対照値の約3．3倍，下位気道への直接刺激  

では約2．5倍に増大している。さらに，このような反応における自律神経の関与を調べるために，ヒ  

ト及びネコに対するアトロビン投与ならびにネコにおける頚部迷走交感神経（cervicalvagosympa・  

theticnerve）の冷却遮断を行い，処理前後の変化を比較している。その結果，ヒト，ネコのいずれ  

もこれらの処置により気管支収縮反応の消失が起こったとしている。このことから，SO2の吸入によ  

る気管支収縮反応には，迷走神経の求心路及び遠心路が関与しているものと考えており，とくに，  

咳受容器（coughreceptor）が刺激される可能性を指摘している。   

SO2の吸入による同様な知見はYokoyama，E．ら6〉によっても認められている。6人の健康な志願  

者に対して，3640ppmのSO2を10分間経口的に吸入させ，暴露前，暴露の最終時点及び暴露終了  

後10分での各種の呼吸機能検査を試みるとともtこ，ピロカルビン，アトロビン投与の効果を調べて  

いる。薬物を投与しない場合，暴露を行うことによって肺気流抵抗は約50％の増加を示すのに対し  

て，アトロピンを投与した場合には，暴露による肺気流抵抗の増加ははるかに′j、さいことを示した。  

またピロカルビンの投与では暴露によって気流抵抗が約40％の増加を示すものの，暴露終了後の回  

復過程が促進されることをみている。この研究ではNadelらの報告と同様に，気道狭窄の主な原因  

は副交感神経遠心路が関与する気管支収縮であると推測している。   

このように，SO2の気道への影響を眺めた場合，SO2が大部分上位気道に作用するとの見方はほぼ  

一定している。しかし気道反応の生じる部位に関しては喉頭及びそれより上位の気道であるとする  

考え方と肺をも含む気道全体の変化であるとする2通りの考え方が存在するように思われる。上位  

気道の刺激によって誘発される反射効果は極めて多様であることが知られているが7，8），これらの反  

射効果の出現様式は動物種や麻酔の有無によって異なることがいわれている7】8）。SO2など上位気道  

刺激剤の適用による生体反応の出現には，こうした反射様式の多様性ど実験条件の相違からくる複  

雑な要因が絡んでくるものと思われる。SO2の動物に対する吸入実験では，呼息相の延長を伴う呼  
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吸数の減少が起こることが報告されている。この現象に関しては，前述のDavis，T．R．A．らの記載  

にもみられるように，“息こらえ≠（breathholding）を行うことによって，過剰な異物侵入を防止す  

るという生体防御の機構が働いていると解釈することも可能である。一般的にいって，外界に近い  

上位気遣では反射効率が高く，かつ反射効果が多様であるとみなすことができるが，このことは異  

物侵入防御と異物吐出を主な働きとする気道反射の合目的性からいってもごく自然なことのように  

思われる。しかし，呼吸数の減少・気管支収縮，分時換気量の減少，咳などの状態が長期間にわた  

り慢性的に持続するならば，呼吸困難などの生体にとって極めて不利な状況をもたらすことになる  

と思われる。鼻粘膜ないし上位気道の刺激では，交感神経及び副交感神経の活動増加によって，末  

棺血管収縮，血圧上昇，心拍数減少などの変化が出現するとされているユ）が，SO2に関してはこれら  

の知見は乏しい。   

2．オゾン（03）及び二酸化窒素（NO2）   

08やNO2の吸入実験では，呼吸数の増加，一回換気量の減少が起こるとの報告1t9・10）が多い。呼  

吸数の増加はSO2，Formaldehyde，CBMNなどの上位気道作用物質にみられる呼吸数の減少とは  

対称的である。0。とNO2は上位気道における吸収率が低く，吸入された0。やNO2は比較的多量に  

下位気道に到達するものと考えられている。したがってこれらの物質の神経系への影響をみる場合，・  

気管，気管支及び肺胞などに分布する神経終末への作用が問題になるが，これに関する報告は少な  

い。   

Lee，L．Y．（1977）ら11〉は0。を暴露（0，7～1．2ppm，2時間）したイヌについて，人工呼吸下でヒ  

スタミンエーロゾルの吸入試験を行い，全肺気流抵抗の変化を観察している。0。暴露前及び暴露後  

のいずれもヒスタミン吸入によって，気流抵抗が増大するが，暴露後は暴露前の約2倍に高まるこ  

とを示した。またアトロピンエーロゾルの吸入を行うとヒスタミン吸入による気流抵抗の増加が抑  

制されること，及び迷走神経の伝導を冷却遮断すると同様に気流抵抗の増加が抑制されることを示  

した。この研究では03暴露によって気管支の被刺激性が高まり，それは迷走神経路を介する機序に  

よって起こるものと考えている。上述したヒスタミン吸入による気道抵抗の増大は，気管支に分布  

する肺刺激受容器（1ungirritantreceptor）の活動増加によることが他の研究者によってほぼ明ら  

かにされている12・13）。また，上述のLee，L，Y．ら14）は03吸入による浅連呼吸の発現メカニズムにも迷  

走神経路が働いているものと考えている。   

0さの暴露による中枢神経系の機能変化に関する二三の報告がある。一般に中枢神経系の活動は，  

動物の意識レベルの変化によって大きく左右されるので，通常の脳波記録を行うだけでは，暴露に  

ょる影響を十分に評価しきれないという難しさがある。Ⅹintaras，Cらユ5）は，CO及び03の暴露に  

ょる中枢機能の変化を把捉するために，ラットの大脳皮質の視覚領及び中脳上丘から光誘発電位の  

記録を行った。この際，誘発時の意識レベルを統一し，また光源に対するラットの姿勢方向を整え  

るために，ラットにはほぼ一定の割合でレバー押し操作をするよう条件づけている。一回につき，  
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数百回の光刺激応答をマイクロコンピューターで加算平均して得られた誘発電位図を養蚕前後で比  

較している。COでは50ppm，2時間の暴露で誘発電位図の振幅や潜時に変化がみられそれらはベ  

ントパルビタール麻酔時の汲形変化によく似てしゝる。03ではCOとはやや異った波形を示すが，0．  

51ppm，1時間の暴露で暴露前とは明らかに区別できる変化を認めている。この．ような誘発電位の  

変化が中枢神経系機能の低下と結びつくかどうかは，今後の詳細な検討が要求される。   

類似した手法による03に関する研究報告がJognson，B．L．ら16〉によって発表されている。暴露  

濃度（1～3ppm）と1日あたりの暴露時間（8～23．5時間）を異にする5系統のチャンパー内でそれ  

ぞれ8頭ずつのピーグルを18ケ月間飼育し，暴露の9か月日及び18ケ月目で脳波及び光誘発電位  

の記録に基づく綿密な中枢神経系機能検査を行っている。検査はサクシニルコリン静注による非勤  

化及び人工呼吸下でなされている。03暴露の9ケ月日では多くの暴露群で頭頂部及び後頭部の脳波  

活動におけるベーター波（14～31．75Hz）成分の減少とシーター波（3～7．75Hz），アルファ波（8～13．  

75Hz）成分の増加が示されている。18ケ月目では頭頂部のベーター波成分の減少及び頭頂部，後頭  

部のアルファ波成分の増加がみられている。一方，光誘発電位は陰性波とそれに続く陽性波が主要  

な構成成分となっているが，039ケ月目では頭頂部及び後頭部における陽性波の潜時の延長と陽性  

波の波高の増大を認めている。このような光誘発電位の変化は先に触れたⅩjJ】tara5，C．らのラットに  

おける成績と類似点が多い。一般的にいって，脳波活動における低周波款域の増加は，麻酔時，睡  

眠時（nonREM睡眠）17）あるいは意識レベルの低下時に共通して観察される現象である18〉ことか  

ら，上述した03暴露による知見は中枢神経系の活動レベルの低下を示唆するものと推測すること  

がもっとも自然のように思われるが，この点に関してもさらに詳細な検討が望まれる。   

NO2の吸入と神経系機能の変化とに関する知見は乏しい。NO2の暴露がマウス自発運動量の抑  

制19、あるいは遊泳時間の短縮叫を示す報告がみられる。これらの知見は神経系機能，循環系機能及  

び全身の代謝機能が関与するトータルとしての生体反応と思われる。NO2の暴露が循環機能に変化  

を来たし，その要因として自律神経が関与する可能性を示唆する二，三の報告がある。山賀ら21）は  

モルモットとウサギに比較的低濃度のNO2を数ヶ月間にわたって反復暴露し，各種の生理学的検  

索及び病理組織学的検索を行ってし）る。この研究の一部としてウサギ4羽を暴露群とし，Z3ppmの  

NO2を毎日5時間，週6日間，計朗日間にわたって暴零した場合の心電図変化を対照群との間で比  

較している。この際，暴露開始後一定の時期に3ppm，10ppmまたは20ppmのNO2を短時間再暴  

露した場合，3ppmと10ppmで4羽中2羽に心拍リズムに不整がみられ，また残り2羽のうち1羽  

については30ppmの暴露によって同様な心拍不整が出現したことを述べている。このとき，いずれ  

の個体も再暴露の前には心拍不整が認められないこと，対照群では同様な暴露によって概して心拍  

数の減少を示すものの，心拍リズムの不整は終始出現しなかったと述べている。また呼吸運動と心  

電図の同時記録によって，両者の対応関係を調べたところ，呼吸運動は再暴露中も規則正しく現れ，  

心拍不整の出現との間に明瞭な時相関係は得られなかったことから，観察された心拍不整はいわゆ  

る呼吸性不整脈ではないことを裏付けている。この研究ではまた，アトロピン，アセチルコリン，  
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アドレナリンの投与による心拍数の変化を追求し，暴靂によって自律神経機能の不安定状態が認め  

られたとしている。   

一方，著者ら23－25）は10ppm，20ppm，40ppmといった高濃度のNO2を無麻酔，無拘束のラッ  

トに3時間まで暴露し，標準肢誘導等による心電図を導出し，急性影響をみている。その結果20ppm  

以上の暴露では暴露開始後約30分でまず徐脈が出現し，続いて約60分以降には房室ブロック，期  

外収縮などの不整脈ならびにP波の異常を伴うワンダリングペースメーカーなどの心電図異常が  

現れることを観察した。とくに不整脈の出現は際立った特徴といえ，RLRintervalhistogramの解  

析では心拍間隔の著明な延長と二峰性の分布様式が示されている。暴露によって出現した徐脈や不  

整脈は暴露前または暴霧中におけるアトロピン投与ならびに両側迷走神経切断によってほぼ完全に  

消失することから，NO2暴露によって自律神経とくに迷走神経の機能が高まるものと考えている。  

またNO2では暴露中，血液中に亜硝酸イオンおよび硝酸イオンが生成される26）ことが知られてい  

るが，これらのイオンを投与した実験では心電図に変化を来たさないこともわかっている27）。   

NO2の吸入によって生じる気道反応に対する自律神経機能の関与の有無をみた報告も少ない。  

Yokoyama，E．28）は健康な5人の志願者にNO24．7～17．6ppmを10分間吸入させ，吸入前後の気道  

反応をみているが，吸入によって気流抵抗が増加すること，を示すとともに，アトロピンの皮下投与  

による影響を調べている。その結果，アトロピンを投与した場合でもNO2の吸入によって気流抵抗  

が増加し，無処置との間に大差がなかったことを述べている。   

3．その他の大気汚染物質   

この項では光化学オキシダントに関連する炭化水素類，自動車排ガスおよびタ／でコ煙について述  

べたい。Acrolein，Benzene，Formaldehyde，Toluelle，Xylene及び自動車排ガス，タバコ煙などの  

物質は，いずれも上位気道に対して主体的に作用し，呼息相の延長などを伴う呼吸抑制を起こすこ  

とが知られている1・29）。この呼吸抑制反応は概して反射効果によることが明らかにされており，関与  

する求心路は主に三叉神経と考えられ，また呼息相の延長時には横隔神経活動の停止及び第5肋間  

神経の活動停止が伴うとされるl〉。またこれらの物質は鼻兼膜の刺激作用の結果，迷走神経遠心路の  

関与する心拍抑制と交感神経の関与する血圧上昇を起こすとされる。しかし，これら循環系におけ  

る反応は呼吸抑制が出現するときに始めて認められるという。鼻粘膜刺激による一般的な効果に関  

してはAngellJames，）．E，ら30）の詳細な研究報告がある。   

光化学オキシダントに関連してKane，L・E・ら31〉の研究成績について触れたい。Propylene，1  

－butene，Cis－2pbutene，1，3－butadiene，n－butane，EthyleneおよびEthaneに対してNO2をそれぞ  

れ3：1の割合で混合し，それらに紫外線照射を行って発生したガスをマウスに暴露して呼吸数の変  

化を観察している。n－butaneおよびEthaneを除く他の5種類の炭化水素とNO2の組合せでは，5  

分間の暴買中いずれも明瞭な呼吸数の減少を来し，呼吸数の50％減少率からみた作用力の傾向は  

Propylene＞1，3butadiene＞1－butene＞cis－2－butene＞Ethyleneの順であったという。この研究  
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で，気管カニューレを施したマウスでは呼吸数の減少が認められなかったことから，作用部位は上  

位気道にあることを，また作用メカニズムは回復の早さなどから感覚刺激そあることを示している。  

また呼吸数の減少が種々の光化学オキシダントにおける感覚刺激の強さを予測するための指標とし  

て有用であることを強調してし〕る。三叉神経の刺激によって呼吸抑制が起こることの直接の証明は  

Ulrich，C．E．ら32）によってなされている。ラットの三叉神経（第1枝及び第2枝を含む）を100Hz，  

1msec，0．1～0．5maの条件下で電気刺激を行うと，電気刺激の間，呼息相の延長を伴う呼吸数の減  

少が起こることを示し，呼吸数の減少率ヒ刺激電流の大きさとの間に明瞭な関係があることを示し  

ている。また，粘膜刺激性の強いCBMNをマウスに吸入させると、明瞭な呼吸抑制がおこるが，こ  

れは三叉神経を切断したマウスではほとんどみられなくなることを示した。また三叉神経（第1枝＋  

第2枝）の記録では，CBMN溶液の鼻孔作用によってインパルスが増加することを示している。刺  

激性ガスの粘膜面に対する刺激開値や刺激の強さに関する濃度一反応関係は，その粘膜を支配する神  

経の電気的活動を記録することによって，より正確に得ることができる。Ku11e，T．J．ら33）は  

Formaldehyde及び0，の鼻粘膜に対する刺激作用を評価するために，ラットの鼻口蓋神経（naso・  

palatinenerve）から記録を行っている。各種の濃度のFormaldehyde及び03を2分間吸入させ，  

その際，応答するスパイク数から非刺激時のスパイク数を引いた増加分をプロットすると，濃度の  

対数に比例する濃度一応答関係が得られることを示している。この濃度一応答関係図から推定される  

闇値は，Formaldehydeで0．25ppm，0，では5．Oppmであるとしている。また，0．5～2．Oppmの  

Formaldehydeに一定時間暴露したラットのアミルアルコールに対する応答性は，暴露前の応答性  

に比べて鈍くをり，Formaldehydeの濃度の上昇に平行して閲値が高くなるのに対して，0，を暴露  

したラットでは逆にアミルアルコールに対する応答閲傾が低くなるといった極めて興味深い知見を  

得ている。   

4．総  括   

大気汚染物質が気道や限の粘膜面に触れたとき，どの部位にもっとも強く作用するか，また作用  

の結果いかなる生体反応が現れるかを見究めることは大気汚染物質による生体影響を理解する上で  

大切なことは言を待たない。気道や眼の粘膜近くには三叉神経や迷走神経に由来する各種の知覚神  

経終末が分布し，それらの刺激は様々な反射効果を惹起することが知られている。表1は眼及び呼  

吸器に対して物理的，化学的刺激を加えた際に起こることが明らかになっている各種の反射効果に  

ついて整理したものである。表の右側には大気汚染に関係の深い化学物質の主な作用部位を対応さ  

せた。眼刺激症状は光化学オキシダントによる被害として重要な位置を占めるが，各眼刺激物質の  

刺激閲値や眼刺激に関与する神経性メカニズムなどについての基礎的研究は著しく立ち遅れてい  

る叫。また眼刺激と呼吸抑制との関連性35）など基礎的問題の解明が待たれる。鼻咽頭刺激による吸引  

反射（aspiration reflex）や喉頭弛緩，また肺におけるHering・Breuerinflation reflex（呼吸抑  

制）が表の右に示したような化学物質によって引き起こされる否かについては明らかにされていな  

－251－   



局 博一   

表 1 眼および呼吸器の刺激によって生じる種々の反射様式と，大気汚染物質を  
含む各種化学物質の主要な刺激部位  

TabZel VariousrerZexpat（ernscausedbystimuJio［eyeandresplra【oryorgan，and  
mainstimulussitesofchemicalsubstancescontainlngCOmmOnairpollutants  

STIMULUS SITE  AFFERENT NERVE  REFLEX P＾TTERNS  SUBSTANCES  

eye  tr柑eminal  decreaseorresp卜1・ 
p 

nose  【r】geminal  sneezing，apnea，muCuS光Cre－  
【ion，bradycardia  

brmaldehyde，aC【01ein，Xylene，  
tolu印e．benzene，CBMNl，  
auto？Obile exhau5l・．photo－  
chemlCal olidants，Clg且rette  
SmOke，SO2  

appiralion renex▼hypeⅣenti】a－  
110n，dila中n 

． 

sioIl  

nasopharynx   trlgeminal  
glossophaIγngeal  

1arynx  tr】gemin且1  coughrenex，apnea，Closureor  
vagus  glo【lis，bradycardia  

trachea  vagus  Eough rencn 
（lower）  Cough reccplor 

1ung  ∨竺gけS  

lung】rr】tant  
rect：plor  

pulmonaけ  
SlretChrecep【Or  

J－reCeptOr  

08， 
． 

brorlCho⊂OnStriく：tion，increase  
orresplratOryrate，insplratOry－  
augmenting renex 

Hering－Breuerinnalion renex  
（inhibitionorrespira【ion）  

apnea and rapid－Sha】low  
brealhing，bradycardia，hypo一  
【ension  

peroxyacelylnilrate  
peroxybenヱOylnitrate  
O－Chlorobenzylidenemalononitlile  

い。また03やNO2の吸入で生じるといわれる呼吸数の増加，浅連呼吸，あるいは徐脈などが対応  

する神経機序によって起こる否かについてもまだ確証が得られていない。   

大気汚染物質を含む種々の化学物質の作用部位や作用の結果生じる生体反応を全体として眺めた  

場合，SO2など水溶性が高く，粘膜刺激性の強い物質は鼻粘膜，鼻咽頭，喉頭などの上位気道に作  

用しやすく，それらの部位の刺激によって呼吸抑制などの一次的な反射効果を生じるが，逆に0。や  

NO2など水溶性が低く，粘膜刺激性もそれほど高くない物質では，主に気管下部，肺に持続軋慢  

性的に作用することにより種々の生体反応をもたらすと考えられる。このような傾向はすでに各方  

面で幾度か述べられてきているが，とくに0ユNO2の吸入実験で得られる生体反応に関しては，気道  

に対する一次的刺激効果のほかに，全身の生理学的変化に由来する二次的効果についても十分に考  

慮する必要があると思われる。   

大気汚染物質による神経系機能の変化を明確に把握したい場合には，どうしても動物実験が主体  

にならざるをえない，神経系の構成を動物とヒトの間で比較してみると，類似点はあるものの大脳  

皮質の発達状況や嘆覚に関連する領野の占める割合など，両者の間で著しく異なる面の存在するこ  

とも否定できない。とくに上位気道の刺激による反射効果をみる際には，動物特有の反応パターン  
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大気汚染物質による神経系機能の変化   

が現れる可能性も否定できない。しかし反面，動物実験から得られた情報をもとにして，生体の複  

雑なメカニズムを合目的に推察することも可能になるという利点がある。動物からヒトへの外挿は  

必ずしも容易ではないが，今後とも動物実験を主体にした数多くのデーターが蓄横されることが望  

まれる。  
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二酸化窒素の急性，亜急性及び慢性暴露による  

脂質過酸化と抗酸化性防御機構の変化について   

Ch＆ngCSOfLipidP色roxidationaJldAntioxidatiYeProtectiYe  

SystemsinLungsofRatsExposedAcutly，Sub＆Ctltelyand  

ChronicallytoNitrogenDioxidc．  

市瀬草道1・嵯峨井勝1  

TakamichiICHINOSEland Masaru SAGAll   

要  旨   

NO2の生体影響について脂質過酸化の面から，Wistar系雄ラットを用いて急性，亜急性  

及び慢性暴露実験を行った。  

10ppmNO22週間暴君では過酸化脂質生成は1日目に減少したがその後3～4日巨＝こ  

対照群の2倍に増加した。しかし，その後再び低下し5～10日日には対照レベルヘ戻った。  

q九過酸化脂質による障害から生体を防御するGSHperoxidase（GPx），GSHreductase  

（GR），Glucose－6－phosphate dehydrogenase（G6PD），Superoxide dismutase（SOD），  

Disulfide reductase（DSR）等の酵素活性と還元型グ）L／タチオン（GSH）等は初期に低下  

するが3日目より増加しはじめ，5～7日目にはMaximumレベルに達し14日日までその  

レベルを維持し，過酸化脂質生成とは対称的なinverserelationshipを示した。0．4ppm，  

1，2ppm及び4ppmNO2の4か月暴露の亜急性暴露実験でも1か月冒までは急性暴露の  

場合と同様の変動パターンを示したが，2～4か月日にかけて過酸化脂質は再び徐々に増加  

した。一方防御系酵素活性は逆に徐々に低下して対照レベルに近づく傾向を示し両者の間  

にはやはりinverserelationshipが成り立っていた。0．04ppm，OAppm及び4ppmNO2の  

9，18及び27か月暴露の慢性実験においても呼気中エタン測定による過酸化脂質生成は0．  

04ppm，9か月暴露の時点からすでに有意に対照群より増加し，その増加はNO2濃度の増  

加に伴って上昇し，かつNO2暴露期間の延長につれて増加していた。しかし，4ppm27か  

月暴露の場合はエタン生成はむしろ減少していた。これは回復を意味するものではなく，  

むしろ肺組織の質的変化を意味するものと考えられ，病理班の結果からもこのことは支持  

されている。  

Ⅰ・国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県舟渡郡谷田部町小野川L6番ヱ   

TheNationalInstituteforEnvironmentalStudies，BasicMedicalSciencesDivision，Yatabe・maChj，T5ukuba，   

lbaraki305，Japan．  
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今後，ここで得られた低濃度NO2による過酸化脂質生成を健康影響の観点からその生理  

的意味の解明を行う予定である。  

Abstr8亡t   

Thisworkwasdonetoclari吋therelationshipbetweenthechangesoflipidperOXidation  

andtheprotective5yStemSinlungsofratsexposedacutely，Subacutelyandchronicallyto  

nitrogendioxide（NO2）．   

Inacuteexperiment，Jcl＝ Wistar8week－OldmaleratswereexposedcontinuouslytolO  

ppmNO2for2weeks・Lipidperoxidation，meaSuredbyethaneexhalationinthebreathof  

theratsandbythereactionofthiobarbituricacid（TBA）withlunghomogenates，increased  

toamaximumatthethirddayafterdeclinedatthenrstday，andthenreturnedtotheinitial  

level（OrdayO）・  

Activities of glutathione peroxidase（GPx），glutathione reductase（GR），glucose・6－  

phosphatedehydrogenase（G6PD），6－phosphogluconate dehydrogenase（6PGD），disulfide  

reductase（DSR），andsuperoxidedismutase（SOD）inthelO5，000×gsupernatantorlung  

homogenatesweredepressed51ightlyatthefirstday・Thereafter，theylnCreaSedsigniLicantly  

totheirmaximumlevelsfromthe5thto10thday，andthesemaximumlevelsweremaintained  

untilthe14thday．Thepatternofchngeintheseprotectiveenzymeswassymmetric（Othat  

Oflipidperoxidationa魚erthe3rdday・Theorderortheratiooftheincreasedvaluetothe  

initialvaluewasG6PD＜DSR＜6PGD＜GR＜GPx＜SOD．Thetimecourseofnonprotein  

Sulfhydrylswassimilartothatortheprotectiveenzymes・Incontrast，theamount50fvitamin  

Eincreasedtoamaximumatthesecondday，andthenreturnedtotheinitiallevel・The  

periodicchangeofvitaminEwassimilartothatoflipidperoxidationratherthanthatofthe  

protectiveenzymes．   

lnsubacuteexperiment，13week－01dmaleratswereexpo5edconti轟uouslytoO・4，1・2and  

4ppmNO2forl，2，4，8，12and16weeks・Ethaneexhalationincreasedtoamaximumat  

the firstweek，andthen returned to neartheinitiallevelat the4th week．Thereafter，it  

showedatendencytowardgradualincrease，again・TBA reactant5inlunghomogenates  

showeda5imilarpatterntothatofethaneexhalation・   

Theactivities 

（GPx），glutathionereductase（GR），glucose－6－Phosphatedehydrogenase（G6PD），6－phospho－  

gluconate dehydrogenase（6PGD），SuperOXide dismutase（SOD）and disulnde reductase  

（DSR）increasedfromthe†irstweek，andreachedtheirmaximumlevelsatthe4thweek，and  

thendecreasedgraduallyuntilthe16thweek・TheordeTOftheincreasedratiosagalnStthe  

controlgroupatthe4thweekwasG6PD＞6PGD＞GR＞SOD＞DSR＞GPx，andthe  

activitiesweredose－dependentagalnStnitrogendioxidelevelsorO・4LO4ppmeachperiod・  

Thecontentofnon－PrOteinsulmydrylsreachedmaximumlevelsatthe4thweek，andthe  

levelsweremaintaineduntilthe16thweek．ThetimecourseofvitaminEwassimilartothat  

orlipidperOXidation as measured by ethane exhalation rather than those ofprotective  

enZymeS・   

Inchronicexperiment，8week－01dmaleratswereexposedcontinuouslytoOO4・0・4and  

4ppmNO2for9，18and27months・Ethaneexhalationincrea5edsignificantEywithO・04・  

0．4and4ppmNO2eXpOSurefor9and18months・anddose－reSpOnSerelationshipwasclearly  

observed．Ethaneexhalationorratsexposed100・04andO．4ppmNO2for27month5also  

increasedtwofc．1dsthecontrollevel．Ontheotherhand，ethaneexhalatiorlOfratsexposed  

to4ppmNO2foT27rnonthsreturnedtotheconlrollevel・Pentaneexhalalionwasnotso  
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markable・TBAreactan－sinlungsalsoincreasedsignificantlyinthe4ppmNO2grOuPSat  

the9thmonth，andirltheO・4and4ppmNOzgroupsatthe18thmonth・   

Theactivitiesofglucose－6－Phosphatedehydrogena5eandglutathionereductaseinlungs  

OrratS eXpOSed to4ppm NOz Lor9months were sJgnincantly higher than thosein the  

COntrOl．Otherenzymesdidnotshowanyslgnificantchangesatthe9thmonth．Theaclivities  

OrglutathioneperoxidaseandgIutathioneS－tranSferaseintheO・4and4ppmNO2grOuPSat  

the181h momh showed a tendency to decrease below the corltrOl．The activities of  

Superoxidedismutaseanddisulndereductasedidnotchangefromcontro11eveluponNO2  

exposuref8r9and18months．  

From血sere5U廟jIwa5COnかmed【hat【鮎abi】j【y or【he an【jo肌daいVe prOteClive  

SySlems to protect cells from oxidative stre5Sincreasedin an early phase，and then they  

decreasedgradually．Ontheotherhand，1ipidperoxidesincreasedonceinanearlyphase，  

andthentheyreturnedtothecorltrOllevel．Thereafter，theYincreasedgradua11y，aBaln．It  

WaS COnnrmed that cytotoxiclipid pero又ides formlng prOCeSS alteredinversely with the  

pTOteCtiヽ7eSYStemS．  

はじめに   

大気汚染物質の一つであるNO2は強い酸化性を有し，特に肺に病理学的障害を引き起こす1・2）。組  

織の細胞膜中の脂質の過酸化ほ拙胞障害や多くの毒性発現の原因であると見なされている㌔ この  

ためNO2の毒性は脂質の過酸化と部分的に関連しているのではないかと考えられている。事実  

NO2暴露によって脂質過酸化が起こることは肺の共役ジェンの測定によってThomosら4）によって  

報告されている。しかし，その後多くの研究者がNO2暴露による過酸化脂質の検出を試みたが成功  

していない㌔   

一方，生体内にはこの様な有害な過酸化脂質を代謝したりその生成を抑制する抗酸化性防御機構  

が存在している。今回我々が検討した細胞上清画分に存在する酵素的防御機構を衰1に示した。ま  

た，生体内にはこの様な抗酸化性防御系酵素以外に内因性の抗酸化性物質である非タンパク性SH  

（NPSH）やどタミンEが存在し，過酸化反応から生体を防御している。これら生体内の酵素的防  

御系や抗酸化性物質はNO2暴露によって変動することが示されている。Fukaseら6）は28ppmNO2  

7日間暴露においてマウスの肺のGSHとGPx，GR，G6PD活性の有意な増加を報告し，また彼ら7）  

は6±1ppmNO2に30日間暴露したマウスの場合にも肺のGRとG6PD活性の増加を認めている。  

さらに，ChowらS）も2，3ppmと6．2ppmNO2に4日間暴露したラット肺のGRとG6PDの活性上  

昇を報告している。これらのことからNO2暴露に伴う抗酸化性防御機構の役割はきわめて重要なも  

のであると考えられる。   

そこで著者らほNO2の生体影響を解明するためにはNO2暴霜によって脂質過酸化が起こること  

を証明し，さらに過酸化脂質の毒性影響を解明するために抗酸化性防御機構と脂質過酸化の関連性  

について経時的に検討すると同時に量【効果関係を検討することは意義あることと考え，急性，東  

急性及び慢性実験を行った。  
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表 1西安化的ストレスに対する酵素的防御機構   

Tablel EnzymaticPrbtectiveMechanismsagainstOxidativeStress  

l）dsH－perOXidaseasamemberinperOXidativemetabolicpathway  

GSH－Px  

2GSH＋ROOH  GSSG＋ROH＋H20  

G6P－一丁NADP＋－－→Y一ノ2GSH－－－〉′・－ROOH  
G（）PD GSH－R GSH－Px  

6PG一〈－NADP＝一人－－GSSG 一ノーーーーRO＝  

2）Enzymesformaintenanceofreducingpotential（NADPHformation）  

G6Pl）  

6－PG＋NADPH  G6P＋NADP＋  

R5P＋NADPH  6－PG十NADP＋  

2－OXOglutarate＋CO2十NADPH …      （iii）  1socitrate十NADP＋  

））Gl11tathioneS－tTanSkTaSeaSapeTOXidase  

GSH・Tase  
GSOH＋ROH（Enzymatic）  GSH＋ROOH   

＋）  GSOH＋GSH   GSSG＋H20（NonEnzymatic）          （ii）  

GSSG＋ROH＋H20（NetReactio11）  2GSH＋ROOH   

4）Superoxidedismutase（SOD）  

Cu－ZnSODincytoplasm，erythrocyte（soluble）  

習二諾〉inmitochondria  

20言＋2H＋  302＋H202  

102＋・OH＋OH▼）  CflHaber．WeissReaction（0言＋．H202  

5）DisulfidereductaseformaintenanceofSH－grOup  

（Exchangeorinterand／orintramoleculardisulnde）  

Membrane－SH十Prolein－SH ‥   （i）  
Membrane－SH＋GSH ■・・     （ii）  

Protein－SH＋GSH…‥       （iii）  

Membrane－S－S－Protein  

Membrane－S－SG  

Protein－S－SG  

2Cysteine  Cystine  

実  験  

1．動物及び暴露方法   

急性実験は8週令のJcl：Wistar系雄ラットを用い10ppmNO2に2週間の連続暴露を行った。  

亜急性実験では13遇令のJcl：Wistar系雄ラットを用いて0．4，1．2及び4ppmのNO2にそれぞれ  

1，2，4，8，12，16週間の連続暴露した。また慢性実験では8過令のJcl・Wistar系雄ラットを用い  

0．04ppm，OAppm及び4ppmのNO2に連続9か月，18か月及び27か月の長期暴露を行った。こ  

れらのラットはハンギングワイヤーメッシュ・ケージの中で6匹ずつ分けて飼育し，NO2暴露はス  
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テンレス・スチールガラス製チャンパーを用いて既報1鋸1）のように行った。チャンパー内温度は24±  

10Cに，湿度は55±5％に制御され，室内照明は14時間点燈，10時間消燈とした。またこれらのラッ  

トは日本クレア製CE－2固型飼料で飼育し慢性実験の場合は滅菌したものを与え飲料水も滅菌して  

自由に飲水させた。なお，飼料は週に2回取りかえた。この固型飼料のVitaminE量は23mg／kg，  

粗脂肪は3．5％であり，この粗脂肪の脂肪酸組成はパルミテン酸が18．3％．オレイン酸が21．0％，  

リノール酸が54．8％及びリノレン醗が2．8％であった。   

ラットはエーテル深麻酔下で右の頚動脈より放血屠殺し，急性，亜急性実験では右心室に生理食  

塩水を注入して肺が白色になるまで潜流を行った。慢性実験では肺を濯流せずそのまま用いた。こ  

れらの肺は試料ビンに入れ，窒素ガス置換密閉後，用時まで80－Cに保存した。なお，動物数は特  

にことわらないかぎり，すべて1群6匹（調＝6）づつ用いた。   

2．肺ホモジネートの調製   

ラットの肺は窒素気流下，テフロンホモジナイザーでホモジナイズし，10％ホモジネートとした。  

このホモジネートを200×g，．5分の遠心分離を行い，得られた上清はNPSH，TBA及びVitaminE  

測定に使用した。上清の残りは12，000×g，10分間の遠心分離を行い，さらにこの上清を1D5，DODx  

g，60分間の遠心分離を行った。この上清の一部をGlutathione peroxidase（GPx），Glutathione  

reductase（GR），Glucoser6rphosphatedehydrogenase（G6PD），6・Phosphogluconatedehydro－  

genase（6PGD），Glutathione S・tranSferase及びIsocitrate dehydrogenaseの測定に用いた。残  

りの上清は0．1mMEDTAを含む50mMNa，K・リン酸緩衝液（pH7．5）に20時間透析（透析外  

液2回交換）し，この透析上清をSuperoxidedismutase（SOD）とDisulfidereductase（DSR）の  

測定に使用した。   

3．酵素と抗酸化性物質の測定   

Glutathione peroxidaseはCumene hydroperoxideあるいは過酸化水素を基質としてLittleら  

の方法12〉によって測定した。Glutathione reductaseはBergmeyerが記載した方法13），Glucose－6r  

phospatedehydrogenaseはWilheJmらの方法‖），6・Phosphogluconatedehydrogenase清性は20  

mMMgCl2と6．5mMCysteineを含む0，1MTris・HClbufferと6rPhosphogluconateを基質とし  

て使用してG】ucose・6・phosphatedehydroger）aSeの方法に従って測定した。GJutathioneS・trarlSfe－  

raseはKaplowitzの方法15）に従って測定した。なお基質として，ArylS－tranSferaseには3，4－  

Dichloro nitrobenzeneを，AralkylSLtranSferaseには♪・Nitrobenzylchlorideを，Epoxy S－  

transferaseには1，2－Epoxy－3（L）rnitrophenoxy）rpropaneを使用した。Isocitratedehydrogenase  

はBerntら16）の方法，SuperOXidedismutase措性測定はキサンチンオキンダーゼによって酵素的に  

生じたsuperoxideanionradicalsが、チトタロpムcを還元するのをSODがさまたげる反応を利  

用したMcCoTdヒFTidovicb17）の方法に従った。  
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Disulfide reductase活性の測定はシステンを基質としてTietzeの方法18）によって行い形成され  

たシステインをDeLuciaらの方法19）で定量した。非タンパク性SH（NPSH）量はDeLuciaらの方  

法19〉，TBA反応はOhkawaらの方法20）に従って行った。VitaminEは肺ホモジネートの200×9画  

分からnLhexaneを用いて抽出し，スタンダpドヒして1FLg・dl－a・tOCOpherol／mihexaneを使用し  

て阿部ら21）の高遠液体クロマトグラフィー法で測定した。タンパク質はスタンダードとして牛血清  

アルブミンを使用してLowry22）らの法によって測定した。   

4．Im vivoの脂質過酸化の測定   

NO2の急性，亜急性及び慢性暴露ラットの呼気中のエタン，エチレン，ペンタンの分析はFID付  

き島津GC・7AGガスクロマトグラフィーを用いて既報23I24・25〉に従って行った。  

結  果  

1．急性暴露実験  

10ppmのNO2に2週間連続暴露したラットの呼気中エタン産生の経時的変化と肺のTBA値及  

びGPx活性の経時的変化を図1に示した。エタンは暴露1日目で減少し初期レベル（100％）の約  

70％に相当したが，2日目後から急速に増加し，3日～4日目では初期レベル（100％）の約210  
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図 110pprnNO2に2週間暴露したラットの呼気中エタンと肺のTBA反応物  
質及びグルタチオンパーオキシダーゼ活性の経時的変化  

Fig・1Time－dependentchangesorethaneexhalationinbreathgases・thiobarbituric  
acid reactants and glutathioneperOXidase（GPx）activityinlungs ofrats  
exposedto10ppmNO2for2weeks・  
Theinitialvalueswere：2．07±0，23pmoles／min／100gbodyweightforethane  
exhalation（●），and24．5±】．5nmoles／glungrorthiobarbituricacidreactants  
（○），B8．8±2．9（nmolesNADP＋reduced／mgofprotein／min）forGPx（■）・  
Thedashedstraightlineshowstheinitialleve］，andthedashedcurvedlineshows  
the di†托rence between ethane exhalation aT】d TBA reactants・Th已Yalues are  
expressedasmean±SEM（〃＝6－t2）・  
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～220％のレベルに達した。その後呼気中エタンは急速に減少し，10日日で初期レベルに戻った。  

またTBA悼も1日目に減少し2日冒から3日目で急速に増加し，最高値は3日目に観察され，その  

値は初期値の200％に相当した。その後は再び急速に減少し5日目で初期レベルに戻った。   

なお，図中にWholebodyの脂質過酸化を示すエタン産生の増加率から肺の脂質過酸化を示す  

TBA値の増加を差し引いた値を2点破線で示した。この差は5日日で最大となり，この頃には肺以  

外の臓器でも脂質過酸化が起こっている可能性を示唆している。   

また国中に過酸化脂質と抗酸化性防御系酵素活性の変化との相関性を理解しやすいように  

Glutathioneperoxidase（GPx）活性の変化を挿入した。GPx活性は1E］目で若干低下するが退  

化脂質生成が最大となる3日日項より増加し始め，5日冒から7日目に最高レベルに達し，そのレ  

ベルは14日目まで持続した。この結果から，過酸化脂質生成とその代謝酵素であるGPxは明瞭な  

inverserelationshipを示していることが明らかになった。   

図2には肺のGPxと共にGlutathionereductase（GR），Glucose・6・Phosphatedehydrogenase  

（G6PD）及び6－Phosphogluconated6hydrogenase（6PGD）活性の経時変化を示した。GR，G6PD  

及び6PGD活性もGPx活性と同様の経時的変化を示し，これらの活性の有意な増加は5日目から  

14日目まで認められた。  

図 210ppmNO2に2週間暴露したラットの肺のグルタチオンパーオキシダー  
ゼ，グルタチオン還元酵素，グルコースー6－リン酸脱水素酵素及び6－ホスホ  
グルコネート脱水素酵素活性の経時的変化  

Fig・2 Time－dependent changes of glutathione peroxidase（GPx），glutathione  
reductase（GR），glucose－6－phosphatedehydrogeTlaSe（G6PD）and6－Phos－  
phogluconatedehydrogenase（6PGD）inlungsofratsexposedtolOppm  
NO2br21l・eeks．  
Thej刀jぬ】、・a】ue∫（〝mO】e5NADP＋reduced／mgorpro【ejn／mh）were8∂．β±  
2・9forGPx（□），124．4±3．5forGR（●），126．6±5．9forG6PD（・），and145．4±  
5・6for6PGD（○），reSpeCtively．ThevaluesareexpressedasTnean±SEM（n＝6－  
12）．  
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一方，データーは示していないが，qlutathioneS－tranSferase活性は2日目から3日日に最低レ  

ベルヘ低下し，そのあとやや初期レベルに近づく傾向を示していた。DSRとSOD活性の経時的変  

化を図3に示した。DSR活性はNO2暴露2日目で最低値を示しその値は初期レベルの60％に相当  

した。その後活性は著しく増加し10日日で最高レベル（210％）に達し14日冒までそのレベルを維  

持した。SOD活性の経時的変化もDSR活性の変化と同様であった。しかしその変化の程度は比較  

的少ないが5日目以後では有意な増加であった。   

肺における抗酸化怪物質としてのNPSHとVitaminE量の変化を図4に示した。NPSHは2日  

目で減少し初期レベルの約90％に相当した。その後5日から14日日にかけて初期レベルの約150  

～170％に増加した。これに対して，VitaminEは2日目で初期レベ）L，の140％に増加し，2E］目以  

後急速に減少し，再び初期レベ）L／に戻った。このVitaminEの経時的変化はNPSHの変化と対称  

的でむしろ過酸化脂質の経時的変化に類似していた。   

2．亜急性暴露実験   

対照群と0．4，1．2及び4ppmNO2を連続16週間暴露したラットの呼気中エタンと肺のTBA反  

応による過酸化脂質生成量の経時的変化を図5に示した。NO2暴靂ラットの呼気中エタン量は1週  

日で最大に達し，その後減少し4週目で初期レベルに戻った。1週目の呼気中エタン量は0ム1．2及－  
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図 310ppmNO2に2週間暴露したラットの肺のスーパーオキシド・デスム  
ターゼとダイサルファイド還元酵素活性の経時的変化  

Fig，3 Time－dependent changes of disulnde reductase（DSR）and superoxide  
dismufチSe（SOD）inlungsofratsexposedto10ppmNO2for2weeks・  
Theinltlalvalueswere：125・8±8．8（nmoles／hr／mgofprotein）forDRS（●），and  
18．8±0．5（units／min／mgofprotein）forSOD（○）．Thevaluesareexpressedas  
mean±SEM（刀＝6－12），  
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図 410ppmNO2に2週間暴露したラットの肺の非タンパク性SH量とビタミ  
ンE量の経時的変化  

Fig・4 Time－dependentchangesoftheamountsofnonproteinsulnlydryls（NPSH）  
andvitaminEinlungsofratsexposedtolOppmNO2for2weeks・  
Theinitialvalueswere：1・11±0・05JLmOlesofnonprotein－Sulmydryls／g・1ungs  
（○），and33・2±1・1JLgOfde－α・tOCOpherol／g・1ung5（●），Thevaluesareexpressed  
asmean±SEM（〃＝6・12）．  

〓
舌
苛
｝
舌
〇
一
口
（
岩
一
、
⊂
盲
＼
■
0
∈
ヱ
一
巳
－
亡
3
－
○
ポ
 
 

⊂
○
〓
○
ち
‘
火
山
 
ぎ
○
エ
ー
】
 
 
 
帥
－
U
O
－
0
0
空
 
く
凸
ト
 
 

ー
○
上
u
8
0
－
○
 
ポ
．
エ
ー
＞
－
－
2
）
 
】
仁
6
 
 

5
 
 

0
 
 

0
 
 

0
 
 0

 
0
 
 
0
 
 
0
 
0
 
 

－
 
 
0
 
 

ウ
L
 
 

■
 
 
 
■
 
 

OIZ 4  8  12  16  

Weokう 0†NO2 Exposu′8  

図 5 0．4，1．2及び4ppmNO2に4か月間暴露したラットの呼気中エタン塵生と  
肺のTBA値及びグルタチオンパーオキシターゼ（GPx）活性の経時的変化  

Fig・5 Time－dependentchanges ofethane exhalationin breath andglutathione  
peroxidase（GPx）activityinlungs（A），andTBAreactantsinlungs（B）of  
raIseスpOSedtoO・4，】．2and4ppmNO2伽伽rmoれth5．  
ControIvaluesorethaneexhalationwerelocatedbetween2．20and2．62pmoles／  
100gB．W．／min．，andcontroIvaluesorTBAreactantslocatedbetween34．1and46．  
2moles／g・1ungsnomthefirstthroughthe16thweek，  
GPxactivltyinthisfigurewasmeasuredusingcumenehydroperoxideassubstrate・  
ControIvalues orGPx werelocated between145andlJln moles ofNADP＋  
brmed／mgprotein／min．   
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び4ppm群ではそれぞれ対照群の108，135及び172％に相当した。その後，一旦低下し対照レベル  

に戻った後再び8週目から16週目にかけて徐々に増加した。またすべての期間で濃度との間に量  

一効果関係が見られた。呼気中ペンタンはNO2暴露による過酸化脂質の指標となりえなかった。   

また，区中に1．2ppm及び4ppmNO2暴露による肺のGPx活性の経時的変化を1点破線で示し  

た。GPx活性は4週目で最大レベルへ増加したが，その後徐々に活性は低下し対照レベルに近づく  

傾向を示したこな払0．4ppmNO2暴露群ではほとんど変化がなかった。これらの結果から，GPx  

活性の変化は急性暴露実験の場合と同様に，その増減はエタン産生で示した過酸化脂質の変化と対  

称的な経時変化を示し，両者の間にjれVer5ere】atjon511jpが認められた。   

また，肺のTBA値は4過E］で最大レベルに達し，この時の0．4ppm，1．2ppm及び4ppm NO2  

暴露群の値は対照群のそれぞれ103％，106％，116％に相当した。その後，TBA値は8週目で一  

旦対照レベルに戻ったが，12週目から16過日にかけて再び増加してゆく傾向を示し，4ppmの16  

週間目で対照群と有意差を示した。  
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図 6 0．4，1．2及び4ppmNO2に4か月間暴露したラットの肺のグルタチオン還  
元酵素（GR）活性とグルコースー6一リン酸脱水素酵素活性の経時的変化  

Fjg，6 T血e－dependent changes ofglutathioりe．reductase（GR）and glucose－6－  
phosphatedehydrogenase（G6PD）activltleSinlungsofratsexposedtoO・4，  
1．2and4ppmNO2forfourmonths・  
corltrO）valuesofGR activltylocatedbetweenllOarLd78n molesofNADP＋  
br爪ed／mg・prOtein／min・and contTDIvaluesofGもPD activity werelocated  
between69．5and44．8nmolesofNADPHformed／mg・prOtein／mjn・fromthefirst  
through the161h week・（○，COn附】group；●，0・4ppmgroup；□，】・2pp∫¶  
group；■，4ppmgroup）  
（●ク＜0・05；‥ク＜0・Ol；…β＜0・001）  
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次に，肺のGRとG6PD活性の経時変化を図6に示した。両酵素ともGPx活性と同様の変化を示  

した。GR活性の4過日における0．4ppm群，1．2ppm群及び4ppm群の値はぞれぞれ対照群  

（100％）の106，110及び120％に相当し，G6PDでは各々106，115及び145％に相当していた。  

6PGl）活性の経時的変化もG6PDの変化に類似したパターンを示し，4週目に見られた最大活性値  

は各濃度群で対照群の103，110及び131％に相当する増加を示した。ICDH活性はNO2暴露期間中  

有意な変化を示さなかった。SOD活性とDSR活性の経暗的変化を図7に示した。これら酵素活性  

の変化もまたGRやG6PD活性の変化と類似していた。2過日から4週目で見られたSODの最大  

活性値は対照群の103，111及び119％に相当した。また対照群に対して4過日で見られた各酵素活  

性の増加率の順序はG6PD＞6PGD＞GR＞SOD＞DSR＞GPxの順であった。これとは別に  

GSHS・tranSferaseの活性は1過日から4過日にかけて減少し，その後8週日から16週目で初期レ  

ベルまで回復した。抗酸化性物質である肺の非タンパク性SHは防御系酵素の経時的変化と類似し  

ていた（図8）。4過日で最大レベルに達し，それぞれ対照群の102，116及び132％に相当していた。  

しかし，NPSH量は他の抗酸化性防御系酵素のように4週目以後での低下は示さず，2～4週目で到  

達したレベルは12～16週目まで持続していた。   

肺のα－Tocopherol含量は1週日で最大レベルヘ増加し，4週日では対照レベルに戻っていた。こ  
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図 7 0．4，1，2及び4ppmNO2に4か月間暴露したラットの肺のスーパーオキシ  
ドデイスムターゼ（SOD）活性とダイサルファイド還元酵素（DSD）活性の  
経時的変化  

Fig・7 Time・dependent changes of superoxide（SOD）and disulfide reductase  
（DSR）inlungs ofrats exposed to O，0，4，1．2and4ppmNO2for four  
months．  

ControIvalues ofSOD activity werelocated between29．6arld18・9unilS／mg  
protein／min，andthoseofDSRactivitylocatedbetween126and92nmolesor  
CySteirlerOrmed／mg・PrOtCin／min・fromthefirstthroughthe16thweek・  
（○，COntrOlgroup；●，0．4ppmgroup；□，1．2ppmgroup；■，4ppmgroup）  
（■タく0．05）  
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12  4  8  12  16  

W別旺S（†NO2Expos＝r●  

図 8 0．4，1．2及び4ppmNO2に4か月間暴露したラットの肺の非タンパク性  
SH（NPSH）皇の経時的変化  

Fig．8 Time－dependent changes ofnon－prOtein sulfhydryls（NPSH）contentsin  
lungsofratsexposedtoO，0・4，l・2and4ppmNO2forfourmonths・  
ControIvalues ofNPSH werelocated betweenl．10and O．95FLmOles／g ofwet  
lungs．  
（○，COntrOlgroup；●，0・4ppmgroup；ロ，l．2ppmgroup；4，4ppmgroup）  
（－ク＜0・05；事■ク＜0・01；…p＜0・001）  

図 9 0～10ppmNO2に2週間暴露されたラットの肺の防御系酵素活性及び  
TBA値と抗酸化性物質の量一効果関係  

Fig，9 Dose－reSpOnSe relationship ofantioxidative protec［ive systems and Zipid  
peroxidesinlungsofratsexposedtoOtolOppmNO2fortwoweeks．  
GlutathioneperOXidase（○），gluta（hione reductase（Jl），glucose－6－phosphate  
dehydrogenase（□），6．phosphogluconaf？dehydrogenase（Ei］）・5uperOXidedismutase  
（●）aL］ddjsulf】dereductase（▲）activltleS，andnon－PrOteinsulmydryls（0）．TBA  
reactants（ロ）andα・tOCOPherol（△）contents．  
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の経時的変化はTBA値よりもむしろエタン産生で示した過酸化脂質の変化に類似していた。   

以上の結果から，NPSHとGSH S－tranSferaseを除く防御系酵素の活性はNO2から細胞を保護  

するために初期（2～4週目）に急速に誘導されるがこの増加レベルはそれほど長くは持続できず4  

週目以降でゆっくりと低下してゆき，エタン産生で示された過酸化脂質生成の変化と対称的な  

inverserelationshipを示していた。   

この亜急性暴露実験の2週間目と10ppm2週間暴露で得られたラット肺の防御系酵素活性，  

TBA値，非タンパク性SH童及びα・Tocopherol含量の量一効果関係を図9に示した。Oppmから  

10ppmまでのNO2暴露による量一効果関係は各防御系酵素及びNPSH量について観察された。こ  

れには3種のタイプの量一効果関係が見られた。G6PD，6PGD活性及びNPSH量はNO2暴露濃度  

ヒ直線的な量一効果関係を示し，GPx，GR及びDSRは凹塾の量一効果関係を，またSODは凸型  

の量一効果関係を示していた。しかしTBA値とα・Tocopherol含量はこの様な量一効果関係を示  

さなかった。   

3．慢性暴露実験   

肺の抗酸化性防御系酵素活性，非タンパク性SH（NPSH）量及びTBA憶測定の為に0・04ppm，  

0．4ppm及び4ppm NO2lこ9か月間と18か月間の連続暴露実験を2回行い，それぞれの結果を  

Experimentl及びExperiment2として表2～4に示した。このExperimentlと2は再現性を確  

認する為に行ったものであるが，用いた動物のロットと実験を行った季節は異なっている。   

表2に．Totalprotein量，GPx，GR及びG6PD活性の実験1と実験2の結果を示したoCumene  

hydroperoxide（Cumene・00H）を基質としたGPx活性は9か月日で対照群よりやや増加傾向を  

示すが有意差は示さなかった。18か月日の実験2では0．4ppm群と4ppm群で有意な低下を示した  

がやはり再現性は得られていない。過酸化水素（H202）を基質とした場合も同様の傾向を示した。   

GRとG6PD活性は9か月日の4pr）m群でわずかながら有意な増加を示し再現性も認められた。  

6PGDとICDH活性は共に9，18か月日で全く変化がみられなかった。   

表3にはGSHS－tranSferaseのうちAryl，Aralkyl及びEpoxyS・tranSferase活性を示した。こ  

れらの三酵素はともに9か月日では対照群と変わらないが18か月日ではAryl及びAralkylS－  

transferase活性が4ppm群で有意に低下し，かつ再現性も認められた。EpoxyS・tranSferase活性  

は対照群と変わりなかった。   

SODとDSR活性については両者とも1度だけの測定であるが全く有意差はなくNO2慢性暴感  

の場合にはSuperoxideやDisulfideの生成は起こっていない可敵性を示唆した。   

表4にはTBA法による肺の過酸化脂質量を示した。TBA情は9か月日の4ppm群，  

Experimentlで有意な増加を示したのみであるが，18か月日では0．4ppm群と4ppm群で有意な  

加を示し，かつ再現性も明瞭であった。  

つぎに，図10に呼気中エタンの測定によって得られた過酸化脂質生成の結果を示した0なお・エ  
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表2 NO2慢性暴露ラットの肺の総タンパク量およびグルタチオン・パーオキシダー  
ゼ（GPx），グルタチオン還元酵素（GR）とグルコースー6－リン酸脱水素酵  
素（G6PD）活性の変化  

Table 2 ThechangesofthecoIltentSOftotalprotein，andtheactivitiesofglutathione  
peroxidase（GPx），glutathione reductase（GR）and glucose－6－phosphate  
dehydrogenase（G6PD）inratlungsbychronicexposureofnitrogendioxide・  

RalSeXpOSedtoNO2br9months  Ra【S亡XpOSedtoNO2brlSmonths  

Experimentl   Ex匹rlment2   Ex匹r】ment】   Ex匹rlme【l12  

Mean±Sl）（％）   Mean±Sl）（渇）   Me且n±SD（％）   Mean±SD（％）   

Tolalprotein   Cor11rol   9ユ．4±7，7（100％）   85、9± 4．9（1（刀儒）  95．0±10．4り00％）  8ユ．2±ユ・8（100利   

0．掴  pp爪  92．7±42（1〔氾先）   8ユ、7± 2，5（1∝慌）  96．ユ± 9．5（101ワ己）  87．2±3．6（105％）   

（mg／g・L11rlg）．  0．4  ppm  96．7±4．4（1059乙）   88．7±14－5（103％）  99．7± 3．7（105罵）  92■5±占・6（l】憫）●   

4■O  ppm  101．3±3．0（110％）   87．3± 6，3（10ヱ％）  93－0± 5．ユ（98％）  85．1±3■2（102％）   

GP〉、－Cu爪ene▼00Hd〉 Conlr〔〉1   】81± ユ8（1α）％）   253± 29（100％）  150± 9 （l〔氾％）  ユ66±1丁（100％）   

0掴  ppm  2桝±10（112％）   2‘10±20（95％）  154±13（】0）％）  279±10（105篤）   

（nmol／mg／mi巾  0・4  ppm  193± 9（107％）   25ユ±33 （1（研）  1（〉2±15（108兜）  】91±】7（72％）…   

4■O  ppm  ユ（氾± 91（110％）   269±40（107％）  150土ヱ0（1ⅨI究）  229±14（8弼）‥   

GPx－H20z占）  Control  109±1（，（1（泊％）  155±18 （1（K席）   

0．鵬  ppm  】09±17（100％）  159±15（10ヱ渇）   

0，4  ppm  11S±19（1D9％）  11】±1ユ（7ユ％）‥   

4O  ppm  13ユ±25（122％）  1ユ9±10 （那鴨）   

GR  CorltrOl   S5－9±15．0（100兎）   94．8± 臥4（100％）  87．4± 4．1（lⅨ）％）  94．6±4・5 り（偶）   

0．鵬  ppm  89．9± 3，＄（104％）   89．6± 5．8（959ち）  90．9±14．8（104％）  88．4±ユ．5（94兜）   

（nmol／m且／mirり  0，4  ppm  92．9± 5．4（108％）   962±11－2（1D2％）  86．4± 4．4（99％）  67．9土6・6（7ユ％）●●‘   

4・O  ppm  10コ・8± 5，0（】20％）暮  109．ユ±10．9（115％）◆  97．5± 9－6（11ユ蒐）  95．3±7．3（10偶）   

G（〉pD  Conけ01   dg－7±‖．6（1α）利   引．j± β．5（l（追究）  d7．2±‖．2りα）汚）  79．2士∂■∂（1α席）   

0・鵬  ppm  57．4±仙5（118％）   5Z－5± 3．9（鋸偶）  7（〉．8±17．5（114％）  呂9．1±8．6（】0三先）   

（nmol／mg／mir】） 0．4  ppm  65．8± 9．9（135％）●  57．8± 8．】（，4％）  80．7±11．6（120％）  弧0±9・3 し76％）   

4O  ppm  只良穴士 92（】7B％）‥●   79．7±10．7（130％）◆  1∝〉．8±1】一4（15隅）＝■  80一〕±9．5（10偶）   

a）GRxLCumene・00H showsBlutathioneperoxidaseassayedby cumenehydroperoxideasa substrate  
b）GPxH202ShowsglulathioneperoxidaseassayedbyhydrogeTlperOXideasasubslrate・  
●♪く0．05，＝♪く0．01，…♪＜0．00l．  

タン測定に用いた動物のうち9か月間暴露群は前記9か月間暴露のExperiment2と同一の動物（6  

匹）であるが，18か月と27か月間暴露動物はExperimentl，2に用いた以外の動物である。18か  

月と27か月間暴露動物のうち対照チャンバー内のラットは死亡により数が著しく少なかった為に，  

図中の対照群（C印）の値はNOz暴露動物と一諸に購入した同一ロットの動物を清浄飼育室で同一  

期間飼育していたものの値を示した。この動物は9，18及び27か月群ともすべて8匹ずつ測定に僕  

し，9か月群の場合，清浄飼育室内で飼育したラット（8匹）と対照チャンパー内のラット（6匹）  

の呼気中エタン産生量の間には全く羞は認められなかった。18か月と27か月間NOz暴露群のラッ  

トも死亡例があったため，各群とも3匹か4匹の測定結果を示している。   

NO2暴露によるエタン生成は9か月と18か月日では0・04ppm群，0・4ppm群及び4ppm群のす  

べての群で対照群より有意に増加していた。さらに，その生成量はNO2暴露濃度に依存し，かつ暴  
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表  3 NO2慢性暴露ラットの肺のグルタチオン S－トランスフエラーゼ，すなわ  
ちアリル，アラルキルおよびエポキシSトランスフエラーゼ活性の変化  

Table3 ThechangesoftheactivitiesofthreekindofglutathioneS－tranSferasざ，  
aryl・，aralkyl－，and epoxy SLtranSferasein ratlungs by chronlC  
exposure of nitrogen dioxide 

RatsexposedtoNO2br9months  Ratsexposed10NOまbr18months  

ExperimeI】【l   Experimen12   Experimentl   Experiment2  

Me且n±SD（％）  Mean±5D（％）  Mean±SD（％）  Mean±SD（％）   

Aり1S－1ran5kra5  Con【rol  ヱ．88±0．52（100％）  3．29±0．31（1∝慌）  3．4ヱ±0．13（1（対偶）  〕．1ユ±0－23（1∝偶）   

0・04 ppm  〕一10±D．〕4（10B％）  3－05±0．33i9〕％）  3．D7±0－41（90％）  2．∽±0・つl（S4ワも）   

（nmolノmg／min）  0－4 ppm  3．36±0，24（117渇）  ユー19±0．46（97％）  ユ．53±0．38（10j％）  1．99±0・14（649忘）●‥   

4，O ppm  3．06±0．】8（106％）  3．00±0．56（91％）  3．（旧±0．29（88％）●  2．20±0．15（7095）●‥   

AralkylS－tranS托rase  Contro】  42．0±7．6（1∝偶）  44．9±2．8（100％）  31．3±0－6（1（M鴨）  45．5±2．5（100渇）   
0・04 ppm  44．0±ヱ．4（105％）  4ユ．0±6．7（94馬）  三0－1士ま．0（9も％）  44．9±ユ．邑（999も）   

（nmol／mg／min）  0．4 ppm  47．4±3，0（113渇）  45．6±5．7（】02％）  32．8±4．ヨ（105％）  31．8±1．5（70％）●‥   

4・O  ppm  464±2．7（110％）  41．4±4．9（92％）  29－1±1．5（93％）－  35．9±2．7（79％）－■－●   

EpoxyS－1ransたra5e  Contro】  2．69±0－55（1（M虜）  ヱ．10±0．35（1〔拇％）  2．86±0・45（1（M慌）   

0．04 ppm  3．04±0．58（113％）  2．49±0．39（119％）  3．35±】．1ユ（11丁％）   

（nmo】／ng／min）  0・4 ppm  2．B6±0．ヱ4（106％）  2．33±0．85（111％）  2．42±0．56（8496）   

4．O  ppm  Z・ヱ7±0－24（84％）●  2－4j±0．57（11（）％）  3．05±0．5Z（107，乙）   

衰  4 NO2慢性暴露ラットの肺におけるチオパルピッール酸（TBA）反応性物質  
量の変化  

TabLe 4 Thechangesofthecontentsofthiobarbituricacid（TBA）reactantsinrat  
lungsby chfuIlicexpoゝurC Or－1itrogじn dio入idc．  

RatsexposedtoNO2rOr9months  RatsexposedtoNO2わr18monlhs  

Experimentl   ExperimentZ   E）くperiment】   Experiment2  

Mean±SD（％）  Mean±SD（％）  Me且n±SD（％）  Mean±SD（％）  

Con【rOl  39．6±1．5（1（M％）  54．9±4．1（100％）  46．9±2．9（1（拇％）   
TBAl   

0．04ppm  52．9±3．1（100％）   37．6±2．4（95％）  56．コ±4．1（102％）   5Z．4±3．5（112％）   

（nmolノg－Lung） 0－4 ppm  54．9±）．Bい04％）   ユも．7±l．4（9さ％）  る4．0±ユ．B（106％）＝  ∬．3±3．6（l18％）‥   
4．O  ppm  66．2±4．4（125％）‥■  4】．1±1．4り04％）  る9．8±32（1279も）●■－●  57．8±4，6（12j％）‥   

・♪く0．05，＝ク＜0．01，－●－β＜0．001  

露期間に依存して増加していた。また，27か月間暴露群では，0．04ppm群と0．4ppm群が対照群の  

約2倍へと有意な増加を示していたが4ppm群では逆に低下し対照群との間に有意差は認められ  

なくなった。   

一方，ペンタンの変化（図11）はエンタンに比べると比較的少なく，有意羞が見いだされたのは  
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図10 0．04，0．4及び4ppmNO2に各々9，18及び27か月間連続暴露したラット  
の呼気中エタン産生量  

Fig．10 EthaneexhalationinbreathofratsexposedcontinuouslytoO，04，0・4and4  
PpmNO2for9，18and27months，reSpeCtively．  
0，9months；□，18months；●，27months；  
－p＜0．05∴＝p＜0．01，事‥p＜0．∝）1  

18か月日の0．04ppm群と0．4ppm群のみであり，4ppm群ではエタンの27か月目の場合と同様に  

むしろ低下していた。   

最後にNOg慢性暴靂によるエタン生成増加の再現性を確認することと同時に低濃度範囲での量  

L影響関係を把握する為に0．04ppm，0．12ppm及び0．4ppmNO2に6か月，9か月及び18か月間連  

続暴露しエタン生成の変化を調べその結果を図12に示した。図から理解されるようにエタンの生成  

量は6か月間暴露の場合には0．4ppm NO2暴露群で有意な増加を示しただけであったが9か月及  

び18か月間暴露の場合には0．04ppm，0．12ppm及び0．4ppmNO2のすペての暴靂群で有意に増加  

していた。また，このエタンの生成量はNO2の暴露濃度の上昇につれて増加し，かつNO2の暴露期  

間の延長につれて増加しており，前記の結果と同一傾向を示し再現性が確認された。また0．04～0．4  

ppmNO2の間には直線的量．影響関係が存在し，特に何ppm以下では影響が現れないということを  

述べることはできなかった。なお，この実験においては，ラットのNO2暴露中に飼料もNO2に暴霹  

され過酸化されているので，この過酸化された飼料を摂取したことによって呼気中エタンが増加し  

たのかもしれないという可能性についても検討した。実験は，NO2暴露チャンパー内のラットが摂  

取していたものと同じ飼料を同じ期間（3～4日間）NO2に暴露されていた飼料をSPFレベルの清浄  
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飼育室に戻して正常ラットに与えた。なお，この飼料は3～4日ごとに次の飼料と取りかえながら連  

続18か月間与えた。この時の飼料の過酸化度（TBA法による）とそれを18か月間摂取したラット  

の呼気中エタン生成量を表5に示した。飼料中のTBA値はNO2暴露濃度に依存して増加し，0．4  

ppmNO2暴霹飼料は約1．5倍に増加してし）た。しかしながら，呼気エタンの産生量はOAppm群の  

みの測定であるが対照群の値と全く異ならなかった。この結果より．飼料はNO2暴露によって確か  

に過酸化されているが呼気中エタン生成には全く影響がないことが確認された。  

考  察   

本実験ではNO2の急性∴亜急性及び慢性暴露による過酸化脂質産生と酸化的障害から生体を防御  

する抗酸化性防御機構との関連を経時的に検討しその関係を調べた。その結果，高濃度及び低濃度  

NO2暴露による過酎ヒ脂質の増加を呼気中のエタン測定と肺ホモジネート中TBA値の測定によっ  

て明らかにすることができた。10ppm NO2暴露実験の過酸化脂質はNO2暴露開始後1日目に1度  

減少するがその後2日冒以降から増加し始め3～4日日で最高レベルに達し，その後再び初期レベル  

に戻った。この過酸化脂質量の変動は肺の共役ジエン測定によるThomasら4）の結果と類似してい  

る。初期に見られたこの過酸化脂質の減少は肺の機能的SH基等の直摩酸化による生物学的活性の  

低下によるものと考えられる。またエタン生成及びTBA値の経時的変化はEvansら26I27）が行った  

2ppm及び15～17ppmNO2暴露による肺胞u型紙胞の増殖過程とも類似している。つまり，NO2  

暴露によって初期（01日）にⅠ型細胞が障害を受け，1～3日でIl型細胞の増加と修複が始まり，  
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図110．04，0．4及び4ppmNO2に各々9，18及び27か月間連続暴質したラットの  
呼気中ペンタン産生量  

Figl11PentaneexhalationinbreathorratsexposedcontinuouslytoO・04，0・4and  
4ppmNO2for9，18and27months，reSPeCtively．  
0，9months；□，18months；●，27months．  
●p＜0．05  
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図12 0．04，0．12及び0．4ppmNO2に各々6，9及び18か月間連続暴葦したラット  
の呼気中エタン産生量  

FigL12 EthaneexhalationinbreathofratsexposedcontinuouslytoO・04，0・12and  
O．4ppmNO2for6，9and18months，reSpeCtively  
●，6months；□，9months；○，18months．  
－p＜0．05，－事pく0．01，…pく0．001  

表  5 慢性実験におけるNOg暴露飼料のエタン産生に及ぼす影響  
Table 5 EffectofdietsexposedtoNO20nethaneexhalationinchronicexperiment  

Cantralal O．04ppm・NO2  0・12ppm・NO2   0▲4ppm・NO2   

TtiAvaluesd）   25．0±0．8  29．3±2．2  29，6±1、2  39．7±3．2   

ordiets   （100％）  （113％）  （11▲尋冗）  （15j％）   

Ethaneb）  
2．11±0、15  

Exb8】a【jorl  
2．09±0．1（）   

a）nmolesorMDA／g・diet・  
b）pmolesofEthane／100gbodywt／min・  

その増殖は3日以降で減少するという結果と類似していた。   

一方，3日目にみられた呼気中エタン分析による脂質過酸化の増加率はTBA反応一 二る増加率  

より若干高く，また初期レベルに対する増加率を経時的に比較するとエタンの増加知慮線の方が  

TBA値の増加率曲線よりもブロードであった。この増加率の経時的変化の違いはその由来が肺に  

よるものか，Whole bodyによるものかということの違いであると考えられる。それゆえに図中に  
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2点破線で示したように呼気中エタンの増加率からTBA偲の増加率を差し引いた差は5日冒に  

ピークとなり，肺以外の組織において脂質過酸化が起こったことを示唆している。   

この様な過酸化脂質の変化に対して抗酸化性防御機構も10ppm NO2急性暴露によって複雑な変  

化を示した。防御系酵素活性はGlutathioneS－tranSferaseを除いて，3日日以降では呼気中エタン  

とTBA値で示した過酸化脂質の変化と対称的そあった。過酸化脂質が最高レベ／レに達すると過酸  

化脂質を代謝したり生成を抑制する防御系酵素活性が増加し始め．逆に防御系活性が最高レベルに  

達すると過酸化脂質生成は対照レベルに戻っていた。これらの酵素活性の増加はNO2暴露による酸  

化的ストレスから細胞を防御するための防御性変化であろうと考えられる。一方，抗酸化剤のうち  

非蛋白性SHは防御系酵素と類似の変化を示したがビタミンEはむしろ過酸化脂質の変化と類似  

していた。ビタミソEは体内では合成できないため，この早期の増加は主に肝臓など肺以外の組織  

から運ばれてきたものと考えられる。それ故，ビタミンEは脂質過酸化反応を極力最少限にとどめ  

るために動員される重要な早期防御因子の一つであると考えられる。このことはDumelinら2B）が  

ラットに1ppm O3を1時間暴露した場合，ビタミンE含有食摂取ラットの呼気中ペンタンは増加  

せずむしろ若干低下するのに対して，ビタミンE欠乏食摂取ラットの呼気中ペンタンは著しく増加  

していたという結果からも支持される。   

次に，より低濃度長期の亜急性暴露を行った場合，過酸化脂質壁がどのように変化するかを調べ  

たが比較的低濃度のNO2暴露の場合でも過酸化脂質が有意に増加することを確認した。急性暴露の  

場合と同様に過酸化脂質はNO2暴露濃度に対応して初期に増加し，その後10ppm暴雷の場合と同  

様に減少しはじめ1か月日では4ppm群で再び対照群との間に有意差はみられなくなった。しか  

し，その後再び極めてゆるやかに増加し始め，16週目の4ppm群で再び対照群との間に有意差が認  

められるようになった。またTBA値も同様の変化を示したが，高濃度NO2暴露の場合とは異なり  

TBA値が最高レベルに達する時期はエタンのそれより遅れていた。この相違は過酸化脂質の代謝  

経路におけるエタンとTBA反応物質の形成過程の相違によるものと考えられる。すなわち，一旦形  

成されたエタンはそれ以上に代謝されることはない29）が，TBA反応物質の本体と考えられるマロ  

ンジアルデヒドはアルデヒド脱水酵素などによってさらに代謝されるため，組織中に蓄積されるま  

でに時間を要することによる相通であろうと考えられる。   

一方，亜急性暴露実験における抗酸化性防御系酵素等も急性暴霹の場合と同様に過酸化脂質の変  

化と対称的なinverserelationshipを示していた。このような変化は慢性暴露の場合にも認められ，  

過酸化脂質の増加につれて抗酸化性防御機能は低下してゆくものであることが明らかにされた。   

更に長期の慢性暴露を行った場合，9か月及び18か月日で0月4ppm群を含め，すべてのNO2暴  

露群でエタン測定による過酸化脂質は対照群より有意な増加を示し，かつ明瞭な量一効果関係を示  

し再現性も認められた。一方，27か月間暴霹の場合には0．04ppm群と0．4ppm群では対照群の約2  

倍へと有意な増加を示していたが4ppm群では逆に低下し対照群との間に有意差はみられなく  

なった。この低下は回復を意味するものではなく，むしろ肺組織の質的変化を反映しているものと  
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考えられる。事実この変化は本研究と同時に実験した同一ロットのラットにおける電子原微鏡的形  

態計測による肺胞壁の肥厚化30）の濃度依存性変化と極めてよく対応した変化であった。さら■に，4  

ppm27か月暴露では肺の線維化の進行が見られたという病理学的変化も鑑察されている。これら  

の変化を総合すると生体にとって有害な過酸化脂質の生成はNO2の暴露濃度の増加に伴って上昇  

し，かつ暴露期間の延長につれて蓄標的に増加し，■ぁる限界を超えると肺組織の質的変化を伴って  

減少することを示している。   

以上の結果より急性，亜急性及び慢性暴露の場合の抗酎ヒ性防御系と過酸化脂質生成の経時的変  

化を図13に模式的に示した。  
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図13 呼気中エタン測定による脂質過酸化と抗酸化性防御酵素活性との間のすぺ  
ての期間にわたる変化  

Fig．13 The overallchanges betweenlipid perOXidation measured by ethane  
exhalationinthebreathandtheantioxidativeprotectiYeenZymeaCtivi（ies．  
（Ethane exhalatiorl，M⊥；Antioxidative protective enzyme activities，  
－；）   

最後に，上述してきたようなNO2暴霹によって過酸化脂質が増加する原因について考えてみる。  

その原因の一つには先に述べたように過酸化物を代謝する防御系酵素活性の低下によることが考え  

られる。その第二は本研究と同事に行われた動脈血酸素分圧（PaO2）の測定により，NO2を9か月  

間暴露した場合0．4ppm群と4ppm群でPaO2が有意に低下していたという鈴木ら31）の生理学的知  

見と関連する可能性が考えられる。これは組織が低酸素状態に傾いていることを示唆し，低酸素性  

動脈硬化症の場合に動脈壁中に過酸化脂質が増加するのと似た現象であると考えられる。このよう  
なNO2暴露による動脈血酸素分圧の低下はDavjdsonら細のウサギによる実験やFreemanら33）の  

ラットの実験あるいはNiedingら34｝のヒトでの実験などでも見いだされている。このような動脈血  

酸素分圧の低下による組織への酸素供給の低下は先に述べた肺胞壁の肥厚化による肺胞でのガス交  

換能の低下による可能性が考えられる。また，八木ら35）は未熟児網膜症の原因を調べるためにニワト  

ー274「   



NO2暴露による脂質過酸化と抗酸化性防御機構の変化   

りの胚網膜に高濃度酸素を暴露し網膜の肥厚化と肥厚した網膜中に過酸化脂質が著しく増加してい  

ることみ見いだし，未熟児網膜症が過酸化脂質によるものであることを報告している。   

以上のような事実から，NO2慢性暴露による過酸化脂質の増加は1）過酸化物代謝系酵素活性の低  

下，2）動脈血中酸素分圧の低下，8）肺胞壁の肥厚化，等が複雑に関連して起こっている可能性が  

考えられる。しかしながら，これらの因果関係は現在の段階では断定できない。   

一方，これまでNO2による生体影響がみられるのは約0．4ppm前後と考えられており．最低は  

0．12ppm NO2に35日間暴露したラットの肺胞壁の電子顕微鏡的形態計測で異常値が観察されたと  

いう東野と河合36）の報告であり，0．1ppm以下のNO2暴露で影響を検出したという報告は全くない。  

この意味で，今回環境規準値の0．04ppmでも明瞭な過酸化脂質の増加を検出したことは注目すべき  

事実であると考える。しかし，0．04ppmのような極めて低濃度のNO，暴露によって検出された変化  

が健康影響の点でどのような意味を持つかということを評価することは現時点では難かしい問題で  

あり今後の研究に待たなければならない。  
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二酸化窒素暴露による生体膜系の損傷とその修復について   

Degr8d＆tioTlaT［dRep＆irofBiologlC81Membraneupon  

Nitrogem－DioxideInh8l8tion  

三浦 卓1  

TakashiMIURAl  

要  旨   
二酸化窒素（NO2）が生体に直接作用する化学形態はNO2ガス，硝酸イオン及び亜硝酸  

イオンである。NO2はフリーラジカルであるので生体構成成分の中でも不飽和脂質に富む  

生体膜系に作用しやすい。そこで，NO2及びNO2の水溶液中での存在形態である硝酸．亜  

硝酸イオンが赤血球膜i肺及び肝臓のミトコンドリア，ミクロソーム膜成分に及ぼす損傷  

について検索した。また，これら生体膜系の修復過程を検討しNO2に対する適応機構につ  

いて討論した。  

Abstraet   

Theel龍ctofnitrogendioxi¢e（NO2）onbiologicalmembraneswasreviewed，eSpeCially  

withTeSpeCttOChemicalformsorinhaledNO。、1maddition，rep8．1rprQCeSSeSOrbioIQgical  

membranesdegeneratedbyNO2inhalationwerediscussed・   

1． はじめに   

生体が周囲の環境条件の変化を認識し，環境の変化に対抗して体内をほぼ一定の状態に保とうと  

する機構を持つことは，Walter B．Cannonによってホメオステーシス（恒常性維持）の機構とし  

て指摘された1）。大気中にある種のガスが増加することは，生体をとりまく外的環境の化学的条件が  

変化することであり，必要ならば生体は恒常性維持の機構を動員してこの刺激に対抗し生体内を正  

常な状態に保つ努力をする。外的環境の化学的条件の変化に対して生体は生理的反応と生化学的反  

応を行ない生体内を調整し環境変化に適応する努力を払う（図1）。環境中の化学物質が量的に変動  

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   
TheNationalInstituteforEnvironmentalSludie5，BasicMcdicalScien∝SDivisiorl，Yatabe－naChi，Tsukuba，   

Ibaraki305，Japan．  

ー279－   



三浦 卓   

する条件変化が感覚受容暑削こよって認識されると，条件変化の情報は自律神経系内分泌系に伝達さ  

れ体内器官の生理機能を変化させ生体内を調整する。このような生理的反応も本質的には生化学的  

変化として理解されるべきものである。また。化学物質は生体内に吸収され生体構成分子と何らか  

の化学反応を行うことによっても生体に認識される。化学物質を認識すると，生体は細胞内の物質  

代謝系を変化させ生体内をほぼ一定の状態に保つ恒常性の維持に努める。この生体反応は多くの場  

合酵素蛋白質の合成，新たな代謝系の誘導といった生化学的反応である。従って，環境中の化学物  

質が生体に影響を及ぼすのは，その物質が生体構成分子の原子に対して価電子の態様に応じた変化  

を与えるように反応するからである。  

化学的条件の変化  一化 学 物 質  

収 」」  

反
 
 

∪
が
ナ
＝
＞
 
 

吸
 
 
化
 
 
 

受 容 器  
（化学反化）  

U  
自律神経系  
内 分泌系  

一生体による認識  

系
 
 
応
 
 

謝
 
反
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千
 
－
 
学
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化
 
 

物
 
 
生
 
 

生理的反応 一 生体の諷私 通応  

図 1環境条件の変化と生体反応   

代表的な大気汚染物質である二酸化窒素（NO2）が生体構成分子と反応する際の可能な化学形態  

について考えてみることにする。表1に示したように，NO2は鼻腔から肺胞に至る呼吸器系の気相  

ではNO2ガスの状態で存在する。NO2と生体構成成分との反応についてはいまだ充分に解明され  

ていないが，NO2はフリーラジかレを持ち脂質の不飽和基と反応するとニトロソフリTラジカルを  

形成することが報告されている2）。Thomasらはin vivoO）実験でNO2と肺リン脂質の不飽和脂肪  

酸が反応する可能性を示唆しており3），Kamelらはコレステロールーレシチン膜にNO2が強い相互  

作用を持つことを報告している4）。従って，吸入されたNO2が呼吸器を構成している細胞と接触す  

ると，細胞の形質膜の構成成分であるコレステロー／レや不飽和脂肪酸と反応する可能性が考えられ  

る。NO2は水に難溶性なため肺深部にまで到達する。肺胞においてNO2は毛細血管を通して血液中  

に入るが，その際2）に示した反応で硝酸と亜硝酸とに形態を変えて血液中に溶解する5）。また，呼  

吸器内においても一部は水蒸気と反応し硝酸と亜硝掛こなる可能性が考えられる。血液中の硝酸イ  

オンと亜硝酸イオンは循環器系を通過する際に一部は血液中の細胞と臓器内にとりこまれ6），大部  

分は硝酸イオンと尿素の形態で尿として排泄されることが明らかにされている7）。血液中の亜硝酸  

イオンは遠かに赤血球内に取り込まれヘモグロビンをメト化し，その際自身は硝酸イオンに変換す  

ることが報告されている8）。従って，外的環境のNO2濃度が増加し生体が恒常性維持の機構を発揮  
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するに至るのは，呼吸器系ではNO2とNO2が呼吸器内の水蒸気と反応して出来る硝酸，亜硝酸が原  

因であり，循環器系以後の生体内では硝酸イオンと亜硝酸イオンが主原因となると考えられる。  

表 1吸入されたNO2の存在形態  

存  在  形  態  反  応  基  

1）気  相  

NO2  HC＝CH－C112  

2）水  相  

2NO2＋H20→  

HNO2  
十  
HNO3  

－NH2，－SH．母OH  

？   

吸入されたNO2と生体との出会いは先ず生体を構成する細胞の膜で行われる。いうまでもなく  

生体の基本単位は細胞であり，生体内の組織は機能的に分化した細胞の集合体である。細胞は単独  

で生命活動を営む潜在性を持っているが，独立した存在となっているのは形質膜にとりかこまれ必  

要な物質を選択的に取り込み有害物質の侵入を抑えているからである。細胞内には生命の維持に  

とって重要な代謝機能を営む為の場としてミトコンドリアやミクロソーム等の膜系を保持してい  

る。形質膜を含めこれら細胞内膜系を生体膜と総称している。生体膜の基本構造は全ての膜系で同  

一であり，リン脂質が二分子ずつ並んだ脂質二重層からなっている。この脂質二重層にほぼ等量の  

疎水性の部分を持つタンパク質粒子が散在して生体膜としての機能を発揮している。生体膜リン脂  

質の脂肪酸はフリーラジカルを形成しやすい不飽和基を持つ不飽和脂肪酸が約半数を占めており，  

NO2の主要な作用部位となる可能性が考えられる。   

2．NO2と生体膜  

1）呼吸器への影響   

呼吸によって吸入されたNO2はまず気管粘膜と肺胞壁に作用する。7ppm以上の濃度では数日  

以内に種々の病理的変化が観察されている㌔15ppm前後のNO2をラットに暴露した場合，数日後  

に肺胞壁のⅠ型肺胞上皮細胞の変性と脱落，ⅠⅠ型肺胞上皮細胞の増殖とⅠ型上皮細胞との置換，肺気  

腫の成立などが観察されている10・11）。一方，5～0．4ppmのNO2暴露では表2に要約したように数ヶ  

月以降になって，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・線推化・上皮増殖などが認められている12）。肺胞璧ではⅠ型上皮細胞の壊死とⅠⅠ型上皮細胞によ  

る置換がみられる。この現象は，NO2の作用によって肺胞上皮細胞が肥大化し或るものは変性脱落  

すると共に，ⅠⅠ型上皮細胞が増殖して修復する過程を繰り返しているものと解釈できる。この過程  

では抗酸化性防御系の酵素活性の増加が認められており，NOユにより肺胞紐胞が傷害を受ける一つ  
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の原因は過酸化物の生成である可能性が考えられる1㌔  

表  2 NO2（5ppm以下）の長期暴露による呼吸器の病理変化  

動物種  暴露期間  病理所見  
。。m  

Wagnerら （1965）  

Fenterら  （1971）  

竹中ら   （19SO）  
Stephensら（1971）  

Freemanら （1966）  

竹中ら   （1980）  
Freemanら （1968）  

Blairら  （1969）  

Chenら  （1972）  

異常なし  
肺胞浮腰  
肺胞壁肥厚，末梢気道の病変  

基底膜肥厚  
上皮増殖，線毛喪失  

肺胞壁肥厚，末梢気道の変化  

肺胞細胞崩壊，線毛喪失  

肺胞膨張，末梢気道径の減少  

気管支上皮の破壊  

イ  ヌ  5．0  15・～18ケ月  

リスザル  5．O  169日  

ラ ット  4．0  ≦〉ヶ月  
2．0  2年以上  

0．8～2．0   一生涯  

0．4  27ヶ月   

0．5  3ヶ月   

0，5  3－4ヶ月  

0．30，5  （iヶ月  

マ ウ ス  

肺 胞  気管支一肺胞  

図 2 －NO2と気管支，肺の細胞（中島黍知博士の原図を改変）   

我々は肺における病理的変化の前段階を検出することを試み，4～0・4ppmのNO2をラットに暴  

露し肺の生体膜成分が受ける影響について検討した。コハク酸－チトクロムc還元酵素はミトコン  

ドリア内膜に局在し，細胞内のエネルギー生産系の律遠段階となっている。4ppmNOzをラットに  

暴露すると，肺の本酵素活性は暴露当初増加した後減少し2週日には対照群の活性よりも有意に低  

い活性となる（図3）1‘）。その後再び増加し4過日には対照群の活性よりも商い値となる。このような  
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増加→減少→増加のサイクルは肺のミクロソーム電子伝達系成分でも観察された。活性が最捌こ増  

加する時期に肺よりトリプシン消化によって細胞を分離し調べた結果では，4ppmNO2暴露によっ  

て肺胞から分離される細胞数が増加することと細胞数の増加以上に解糖系および呼吸系の酵素活性  

が増加していることが明らかになった1㌔従って，4ppmNO2暴露に対して肺は病理的変化が観察  

される以前に，まず代謝系を昂進させるように対応していることになる。この際肺胞に存在する細  

胞数の増加が起っている可能性もある。次いで何らかのNO2の作用によってミトコンドリア及び  

ミクロソームの電子伝達系成分は損傷を受ける。この損傷が肺の場合チトクロムP・450に高い特異  

性を持つことは，NO2がNO2又は亜硝酸イオンの形で作用する可能性を示唆しているのかもしれ  

ない。肺の生体膜系が受けた損傷はその後修復されていく。この肺の生体膜系が受ける損傷と修復  

は1，2ppmNO2暴露によっても観察されたが，0．4pprnNO2暴露の場合13週目でも修復は起こら  

なかった。  

（
洪
）
車
両
昭
小
豆
り
】
祐
監
音
 
 

50 0   

暴露日数  

10  20  50  O  10  20  

図 3 NO2暴露による肺のミクロソーム，ミトコンドリア電子伝達系成分の変化  
●：4ppmNO2，◎：1．2ppmNO，，○：0．4ppmNO2，  
◆♪く0，05，●■♪＜0，01，‥●♪＜0．001．   

以上のように，呼吸器では病理的変化に先立って生体膜成分はNO2暴露に対して複雑に対応し  

ていることが明らかとなった。呼吸器に対するNO2の傷害発生機構はいまだ不明であるが，同時に  

肺では0．4～4．Oppm NO2暴露によって脂質過酸化物の増加と抗酸化性防御系酵素活性の上昇が認  

められている13・16）。従って，NO2の肺細胞に対する作用は，形質膜に濃縮されている脂肪酸の不飽  

和基にラジカルを転移し脂質過酸化物を生成することが主要な作用である可能性が考えられる。肺  
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細胞の形質膜に脂質過酸化を起こり，過酸化脂質がすみやかに細胞内の抗酸化機構によって駆除さ  

れない場合には，膜流動性の低下，膜結合酵素活性の低下，ひいては膜構造の破壊が起こる。細胞  

が膜構造の破墳を修復しえない場合，その細胞は壊死し組織から脱落していく。NO2によって気管  

および肺において認められた上皮細胞の変性と壊死の現象に亜硝酸イオン及び硝酸イオンが関与し  

ているか否かについては不明である。  

2）赤血球への影響  

肺胞にまで到達したNO2は，肺毛細血管に作用し，毛細血管の物質透過を増加させる可能性が示  

′
 
 
 

O
 
 
 

●
八
〓
〓
＝
‖
▲
▼
 
 
 

●
∩
‖
i
 
 

タンパク質 コレステロール  

I：Nd＋．K＋－ATPQSe  

リン脂質  

？：糖  

？：シァル酸  Ⅱ：Cc2＋．Mg2＋－ATPose  

図 4 赤血球膜の模式図  

表  3 4ppmNO224時間暴露による赤血球膜成分の変化  

膜  成  分  対 照 群  暴 露 群  
シァル酸1〉  

ヘキソース1）  

Na＋，K＋－ATPase2）  

Ca2十，Mg2＋一ATPase2〉  

12．4±1，2  17．2±2．3－  

55．1±4，9  43．0±3．3●  

4．8±0，1  6，1±0．7■  

5．7±0，8  4，3±0．7  
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1）〟g／mgリン脂質  
ヱ）〟モル／1時間／mgリン脂質  
（平均値±標準偏差）  
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唆されている17）。NO2は毛細血管から血液中に硝酸イオン，亜硝酸イオンの形態をとって循環器系  

に入る。ラットにNO2を暴露すると，血液中の硝酸イオン濃度が数時間後には数倍に増加する18）。  

硝酸イオンと同時に生成した亜硝酸イオンは赤血球内に遠かに取り込まれ，ヘモグロビンをメトヘ  

モグロビンにし，その際自身は硝酸イオンとなることが明らかにされている㌔従って，血液中の細  

胞はNO2暴露下で亜硝酸イオンと高いレベルの硝酸イオンと絶えず接触していることになる。こ  

れらイオンと赤血球との接触は先ず赤血球の形質膜で起こる。そこで，ラットに4ppmNO2を暴露  

した場合に赤血球膜成分が受ける影響について検討した。   

図4に赤血球陵の模式図を示した。リン脂質二重層を基本構造とし，細胞の外側に脂質およぴタ  

ンパク質に結合した糖鎖が突出している。この糖鎖にはシァル酸も結合している。脂質二重層に浮  

かんでいる酵素蛋白質として，ナトリウムイオンを細胞外へ汲み出す役割をし脂質二重層に埋め込  

まれているNa＋，K＋ATPase，カルシウムイオンを汲み出し細胞内のカルシウム濃度を調節してい  

るCa2＋，Mg2＋－ATPaseがある。表3に4ppmNO2を24時間暴零したラットから赤血球を採集し  

赤血球膜成分が受ける影響を調べた結果を示した19、21）。赤血球膜のへキソース含量とCa2＋，  

Mg2＋一ATPase活性は各々対照群の0．78，0．75倍と減少していたが，シァル酸含量とNa＋，  

K＋LATPase活性は各々1．39，1．27倍と増加していた。図5に赤血球の分化の過程を図示した。赤血  

球は骨髄において幹細胞から分化し，血液中に浸出して来る際に細胞の核が脱落し網状赤血球とな  

る。網状赤血球は血液中で成熟赤血球へと分化し，ラットの場合血液中に約70日間生存する間に老  

化し比重の増加，形態の変化，酵素活性の低下21t22〉，細胞内のカルシウムイオンとナトリウムイオン  

含量の増加が起こる。また，ラット赤血球では分化の過程で脂肪酸代謝能の著しい低下が起こるこ  

とも報告されているヱ3l。赤血球膜表層に存在するシァル散は血液中のシアリダーゼの作用を受け赤  

血球の老化につれて減少していくと考えられている24）。成熟赤血球には細胞核がなくNa＋，  

K＋－ATPaseのような酵素蛋白質を生合成できない．従って，NO2暴露によって赤血球のシァル  

酸含量とNa十，K＋－ATPase活性が増加したことは，血液中に若い赤血球の割合が増加した結果で  

ある可能性が考えられる。この可能性を確かめるために，赤血球は老化に伴って比重が増加するこ  

とを利用し若い赤血球と老化した赤血球とを分画した。図6に4ppmNO2暴露期間中における赤  

血球各画分の変化を示した。最も比重が小さく若い赤血球が集まっている画分ⅠⅤの割合は，NO2暴  

露1日目で増加しており，有意に高い割合が4日冒まで続いた21〉。その後，7日目には対照群のレベ  

ルにまで低下するが，その際比重の大きな画分lヒ11の増加が起こった。この結果は，NO2暴寛に  

よって1日目で血液中に若い赤血球の割合が増加し，7日冒には比重が増加し老化していく可能性  

を示唆している。また，NO2暴露16時間以内で比重の大きな赤血球の割合が増加することも観察さ  

れている24）。   

NO2暴屠1日引こおいて観察されたNa＋，K＋－ATPase酒性の増加の原因を明らかにするため  

に，4ppmNO2を24時間暴露したラットの赤血球を比重により分画し，各画分の赤血球膜Na＋，  

K＋－ATPase活性を測定した（表4）25）。NO2暴露によって末分画の赤血球のNa＋，K＋－ATPase活  
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幹細胞  l  

エリスロボイエテン 網状赤血  

比重の増加  
形態の変化  
シァル酸の減少  
酵素活性の低下  
Ca2＋．N8＋の増加  
脂肪無代謝の低下  

欄欄内皮系  
死   

図 5 赤血球の分化  
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暴環日数  

図 6 4ppmNO2暴露による赤血球画分の変化  
●♪＜0．略＝♪＜れ01．   

性は1．25倍に増加したが，この際比重の最も大な画分Ⅰ以外の全ての画分において暴露群の活性は  

対照群の1．2倍以上に増加していた。従って，Na＋，K＋－ATPase活性の増加は，最も高い活性を持  

つ画分ⅠⅤの赤血球の割合が増加したことと，高い活性を持ちながら比重が大きくなっている結果で  

あることが明らかになった。同様の結果はシァル酸含量の増加についても得られた（表5）。以上の  
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結果から，NO2暴露によって赤血球は細胞内の酵素活性が高い状態で比重が大きくなり老化が促進  

されている可能性が考えられる。老化が促進された赤血球が血液中から速やかに除去されれば赤血  

球の新生が刺激されるという仮説をたてて現在研究中である。NO2暴露によってラットの赤血球新  

生が促進されることは，0．5及び1．OppmNO2を3，6，12か月間暴露した場合に血液中の網状赤血  

球が有意に増加していることから低濃度NO2暴露で長期間にわたって起こっている現象と考えら  

れる26）。NO2春雷によって赤血球の比重が増加する原因については不明である。  

表  4 4ppmNO2を1日間暴露したラットの赤血球各画分のNa＋，K＋－  
ATPase活性  

未分画  赤 血 球 画 分  

赤血球  Ⅳ  1ⅠI  lI  I  

対照群  5，7±0．9  6．0±0．8  5．2±1．0  5．1±0．2  4．8＋0．6  

暴露群  7．1±0．5  7．7±0．7  64±0．3  6．2±0．4  3，8±0，3  

比率  1．25  1．28  1．24  1．22  0．79  

Na＋，K◆－ATPase酒性は〃モル／1時間／mgリン脂質で表わした。  
（平均値±標準偏差）  

表  5 4ppmNO2を1日間暴露したラットの赤血球画分のシァル酸含量  

赤 血 球 画 分  未分画  
赤血球  1V  

ⅠIl  II  I  

対照群  12，4±1．ヱ  11．9±2．5  12．7±3．2  12．1±19  9．9±3．1  

暴題辞  17．2±2．3  17．4±3．4  18．3±3，5  13．7±1．7   11．5±2．9  

比率  1．39  1．46  1．44  l．13  1．16  

シァル酸含丑は〟g／mgリン脂質で表わした。  
（平均値±標準偏差）   

一方，NO2暴露によって低下したCa2＋，Mg2＋－ATPase活性とへキソース含量は，同様に赤血球  

を分画して調べた結果では，全ての画分の赤血球で低下していた。全ての赤血球が同程度の影響を  

受けることは，NO2暴露によって血液中に増加した硝酸イオン，亜硝酸イオンの作用によって起こ  

る可能性を考えさせる。そこでラットの頸静脈から硝酸イオンと亜硝酸イオンを注入して赤血球膜  

ATPase活性が受ける影響を調べた27〉。表6に，ラットに50，100，200mMの硝酸ナトリウム又は  

亜硝酸ナトリウムを0．4mlずつ1時間毎に5回注入し，5時間目に血液を採集して赤血球膜ATP－  

ase活性を測定した結果を示した。50，100及び200mMの硝酸ナトリウムの静注によって，5時間  

後には血液中硝酸イオン濃度が各々0．16，0．30及び0．70mMとなった。4ppmNO2を1日間暴露し  
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たラットの血液中硝酸イオン濃度は0．1～0．2汀1Mとなる。50mM硝酸ナトリウムの静注によって  

血液中硝酸イオン濃度は0．16mMとなるが，この際赤血球膜のCa2＋，Mg2LATPase活性は対照群  

の68％と有意に低い憶となった。また，100mM，200mMと静注する硝酸ナトリウムの濃度を上  

げた場合も対照群より低い活性が観察されたが，静注濃度に依存して活性は低下せずその原因は不  

明である。同様に亜硝酸ナトリウムを静注した場合も20～27％の活性低下が認められたが，対照群  

に対して有意な差はなかった。Na＋，K＋一ATPase活性は硝酸ナトリウム，亜硝酸ナトリウムの静注  

によって増加することはなく，むしろ低下する傾向が認められた。従って，NO2暴露によってCa2十，  

Mg2＋－ATPase活性の低下は，NO2が硝酸イオン或るし1は亜硝酸イオンの形で作用した結果である  

と考えられる。両イオンのいずれが作用しているかについては不明であるが，硝酸イオン単独の作  

用としても充分説明ができる。NO2暴露によるNa＋，K＋rATPase活性の増加はこれらイオンの静  

注では起こらなかった。  

表  6 赤血球膜ATPase活性に及ぼす硝酸ナトリウム，亜硝酸ナトリウム静注の  
効果  

静注濃度（mM）  Ca2＋，Mg2＋－ATPase  Na＋，K＋－ATPase  

石肖酸ナトリウム  
0  

50  

1〔旧  

200  

発  
5．4±1．0（100）  

芳  
5．6±1．3（100）  

5．4±0．5（97）  

5．1±0．4（91）  

4．8±0．6（87）  

3．7±0．3■  

3．8±0．1■  

4．3±0．9  

68）  
9
 
0
ノ
 
′
0
 
7
 
 亜硝酸ナトリウム  

0  

50  

】00  

200  

5，4±0．5（100）  

4．3±0．7（79）  

4′4±】．1（80）  

4．0±1．2（73）  

5．9±0．2（100）  

4．7±0．4（SO）  

4．9±1．1（83）  

5．9±0．7（101）  

ATPase活性は〃モル／1時間／mgリン脂質で表した。  
（平均値±標準偏差，乃＝4）●ク＜0．05   

NO2暴罵による赤血球膜成分の変動が血液中に増加した硝酸イオン或るいは亜硝酸イオンの作  

用である可能性を更に確かめるために，ラットより採集した血液に0．05～1．OmMの硝酸ナトリウ  

ム又は亜硝酸ナトリウムを添加し370Cで1時間インキュベーションした（表7）27）。硝酸ナトリウム  

の添加によって赤血球膜のCa2＋，Mg2＋ATPase活性は添加濃度に依存して低下し0．2mMで対照  

値の79％と有意に低い活性を示した。亜硝酸ナトリウムの添加によっても同様の効果が認められた  

が，・その作用は硝酸ナトリウムよりも小さかった。Na＋，K＋－ATPase活性な両イオンにより増減が  

認められたが変動巾は微弱であった。同様に赤血球膜シァル酸含量はこれらイオンの添加によって  

ほとんど変化しなかったが，へキソース含量は低下し0．1mM亜硝酸ナトリウム添加によって対照  
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値の77％となった27）。  

表  7 赤血球膜成分に及ぼす硝酸ナトリウム及び亜硝酸ナトリウムの効果  

Ca2＋，Mg2＋  Na＋，K＋－   

ATPase  ATPase  シァル酸  ヘキソース  

％
 
0
0
 
9
1
 
7
9
 
7
8
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これらの結実から，NO2暴露によって認められた赤血球膜のCa2＋，Mg2＋－ATPase活性とヘキ  

ソース含量の低下は，各々NO2暴露によって血液中に増加する亜硝酸イオンと硝酸イオンの作用に  

よることが支持された。最近我々はNO2東急性暴露実験を行い，赤血球のCa2＋，Mg2＋一ATPase活  

性の低下がNO2暴露漉度0．4ppmでも起こることを観察している28）。   

硝酸イオンや亜硝酸イオンが赤血球膜に作用する機作についてはほとんど解明されていない。  

NO2暴露によって赤血球膜の脂肪酸組成が変化する原因を解明しようという試みの中で，硝酸イオ  

ンが0．1mM程度存在すれば赤血球膜ホスファチジルセリンのアラキドン酸が増加することを見出  

した29）。ラットより採集した赤血球を0．1～2．5mM硝酸ナトリウムと37bCで1時間インキュベー  

ションすると，添加した硝酸ナトリウムの濃度に依存して赤血球膜ホスファチジルセリンのアラキ  

ドン酸量が増加した（図7）。この増加はかレシウムイオンの存在下で起こり，二価カチオンイオノ  

ホアであるA23187の添加によっても起こることから，硝酸イオンは赤血球膜に作用しカルシウム  

イオンの赤血球内への流入を促進する作用を持っている可能性が示唆された。硝酸イオンは膜構造  

を乱すとされているカオトロピックイオンの一種である加）。一連のカオトロピックイオンは硝酸イ  

オンと同様に赤血球膜ホスファチジルセリンのアラキドン酸量を増加させるので，硝酸イオンは赤  

血球隈に対してカオトロピックに作用している可能性が考えられる（表8）。   

3）肝臓への影響   

NO2の生体影響に関しては，呼吸器と血液成分についての研究が中心ヒなっており，その他の臓  

器への影響には余り関心が持たれて来なかった。NO2暴露によって血液中に増加した硝酸イオンと  

亜硝酸イオンは門脈を通り肝臓に入る。肝臓では肝細胞の列の間を枝分れし潜流していく。4ppm  
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図 7 赤血球膜ホスファチジルセリンの脂肪酸組成に及ぼす硝酸ナトリウムの効果  
●：アラキドン酸，○：ステアリン酸＋パルミチン酸．  

8 赤血球膜ホスファチジルセリン（PS）のアラキドン酸含量に及ぼす陰イオ   
ンの影響  
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％  

52．4±0．1  

52．8±0．2  

53．1±0．ユ  

53．8±0．2＝－  

57．3±0．4＝■  

58，1±0．4＝－  

59．2±0．7＝■  

無添加  
硫酸ナトリウム  
炭敬一水素ナトリウム  
酢酸ナトリウム  
硝酸ナトリウム1  

過塩素酸ナトリウム1  

チオシアン酸ナトリウム1  

（平均値±標準偏差）  
◆＝P＜0．001  

1カオトロビックイオン  

NO2をラットに暴露すると数日日から血清および肝上清中の不飽和脂肪酸組成に有意な変化が起  

こることを認めた31）．肝臓は生体内の脂質代謝に中心的な役割を担っており，脂肪酸の不飽和化は  

ミクロソーム膜で行われている。従って，肝上清中の不飽和脂肪酸組成の変化は，NO2暴露によっ  

て肝ミクロソーム機能が変化する可能性を考えさせる35）。そこで，4ppmNO2暴露がラット肝ミク  

ロソームの電子伝達系成分に及ぼす影響について検討した36）。肝ミクロソームは二つの電子伝達系  

を持ち，脂肪酸の不飽和化，コレステロール生合成，異物の代謝等を行っているく図8）。4ppmNO2  

を暴露すると4日目にミクロソーム電子伝達系成分の中でもチトクロムP450含量は対照群の値に  
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比べ84％と有意に低い値を示した（表9）。またNADPHLチトクロムc還元酵素とNADHイトク  

ロムc還元酵素の活性も減少傾向を示した。図9に0．4～4．OppmNO2をラットに1か月間暴露し，  

肝ミクロソーム成分が受ける影響を経時的に検討した結果を示した。肝ミクロソーム成分は暴露開  

始直後から低下し1週目で最低の値を示した後，2週目には対照群のレベルにまで回復した。その後  

更に低下していくことが明らかになった14）。この変動は肝ミクロソームの場合チトクロムP450と  

NADPH－チトクロムC還元酵素で大きく，0．4ppmNO2暴露でも有意な低下が認められた。また，  

このような増減のサイクルは少なくとも3ヶ月目までは続くことが確かめられた。従って，NO2暴  

露によって肺のみならず肝臓の生体膜系も損傷→修復→損傷というサイクルを辿っていることが判  

明した。   

次に，NO2暴露によって起こるミクロソーム電子伝達系成分の低下の原因を明らかにすることを  

試みた。ラット肝臓よりミクロソームを分離し，硝酸ナトリウムまたは亜硝酸ナトリウムと370Cで  

1時間インキエペ－ション後，ミクロソーム画分を遠心により回収して電子伝達系成分を測定し  

た32）。その結果，チトクロムP450含量およびNADPH－チトクロムc還元酵素とNADH－チトクロ  

ムc還元酵素活性は添加した硝酸ナトリウムの濃度に依存して低下し，0．1mM硝酸ナトリウム添  

加でほぼ最低の値となった（図10）。亜硝酸ナトリウムの添加効果はチトクロムP450に対してはよ  

り低濃度で認められたが，その他の電子伝達系成分に対しては同濃度の硝酸ナトリウムよりも小さ  

かった。表9に0．1mM硝酸ナトリウムによって肝ミクロソーム成分が受ける影響を示した。チトク  

ロムP450含量が最も低下し，次いでNADPH－チトクロムc還元酵素とNADHチトクロムc還  

元酵素活性が減少した。チトクロムあ含量とアリルサルファターゼ活性はほとんど変化しなかっ  

た。この綜果は，変化するミクロソーム成分の種猿ヒ変化の露台いという点で，NO2暴露による影  

響と0．1mM硝酸ナトリウムの添加効果がよく一致していることを示している。従って，NOz暴露  

によって血液中の硝酸イオン濃度が上昇し，このことが肝細胞内にも反映されればミクロソーム電  

子伝達系成分は硝酸イオンによって低下する可能性が考えられる。   

この可能性を確かめるために，赤血球の場合と同様に硝酸ナトリウムまたは亜硝酸ナトリウムを  

ラットに頚静脈から注入する実験を行った33）。肝ミクロソーム電子伝達系成分は注入する硝酸ナト  

リウムの濃度に依存して低下し，特にチトクロムP450含量次いでNADP王i－チトクロムc還元酵  

素活性の減少が認められた（表10）。一方，亜硝酸ナトリウムを静注した場合はチトクロムP450含  

量が特異的に顕著な低下を示した。これらの結果は，血液中の硝酸イオン濃度を上昇させればNO2  

暴露の場合と同様な変化が肝ミクロソーム電子伝達系成分に起こることを示しており，NO2は肝ミ  

クロソームに対して硝酸イオンの形態で作用する可能性を支持している。硝酸イオンがミクロソー  

ム膜に直接反応しているのか間接的に作用しているのかについては現在の所不明である。  
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NADP11→fpT－－▲－チトクロムP450＋こ異物代謝  
コレステロール合成  
ホルモン合成  
等  

NADH →fpD一－－－・チ  トク占ムb， ＋こ脂肪酸の不飽和化  
等   

図 8 ミクロソームの電子伝達系  

0  ‖）  さ0 0   

暴路日数  

10  20  50  

図 9 NO2暴露による肝ミクロソーム電子伝達系成分の変化  
●：4ppmNO2，◎：1．2ppmNO2．0：0．4ppmNO2．  
■♪＜0．05，…♪＜0，01，…♪＜0．001．  

表  9 肝ミクロソーム成分に及ぼすNO2暴露と硝酸ナトリウム処理の効果  

4ppmNO2（4日間）  0・1mMNaNO3（1時間）  
ミクロソーム成分  

対照群  暴露群  ％  対照群  暴粛群  

NADPHuチトクロムC還元酵  

チトクロムP－450  

NADH－チトクロムC還元酵  

チトクロムb5  

アリルサルファテース  

1S〉±1   1（）± Z  

96± 5  8Ⅰ± 6－  

458±29   407±22  

67± 4  65± 2  

10±1   10±1  
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3．NO2の生体膜に及ばす損傷と修復   

囲11にNO2と生体膜との可能な反応を要約した．NO2がNO2ガスの状態で細胞の形質膜に  

作用した場合，脂質二重層の不飽和基にラジかレを転移し脂質過酸化が起こる。発生した過酸化物  

は形質膜の不飽和脂質やタンパク質と反応し，膜タンパク質の重合が起こることも報告されてい  

る31）。このような状況の下では，膜流動性や膜の変形能も低下し，ひいては膜構造の破壊と細胞の破  

壊，死にまで至る可能性が考えられるさ㌔NOz暴露によって観察されたⅠ型肺胞上皮細胞の壊死は  

NO2のこのような作用によって起こっている可能性が考えられる。NO2は血糖中に亜硝酸イオン  

の形態で溶解するが，亜硝酸イオンはタンパク質を構成するアミノ酸と反応し生体膜のタンパク質  

を変性させてし）る可能性も考えられる（表1）。また，ヘモグロビンやチトクロムP450のようなヘム  

タンパク質のヘムに高い親和性を持ちヘムと反応し変性させることが明らかにされている8）。NOz  

暴露の影響が肺ではミクロソーム成分中チトクロムP450に著しい特異性を示したことは，NO2が  

肺では亜硝酸イオンとして作用している可能性を示唆しているのかもしれない（図3）。NOヱのむう  

一つの産物である硝酸イオンはカオトロビックイオンの一種である30）。血液中の亜硝酸イオンの多  

くも速やかに赤血球によって硝酸イオンに変換される。硝酸イオンはカオトロビックな作用によっ  

て膜構造を乱すが，直接的あるいは間接的に生体膜系に作用し膜タンパク質の解離や細胞内へのカ  

ルシウムイオンの流入促進をもたらしているのかもしれない。硝酸イオン及び亜硝酸イオンのこの  

表 10 肝ミクロソーム成分に及ぼす硝酸ナトリウム，亜硝酸ナトリウム静注の効果  

静注濃度 NADH－チトクロムc NADPHチトクロムC  

（mM）  避元酵素  避元酵素  
チトクロムP450  チトクロムら  

硝酸ナトリウム  
0  263±17（100）  

50  2（）1±22（99）   

100  259±50（98）  

200  244±21（93）  

71± 6 （1（氾）  

61± S （86）  

57±16 （80）  

53±26 （75）  

100±18（1（刀）  

95± 3（95）  

95± 6（95）  

83± 3（83）  

19．1±3．3（100）  

18，1±2．3（95）  

1（）．2±3．5（85）  

15．3±1．9（80）  

亜硝酸ナトリウム  
0  261±2る（100）  

50  250±19（96）   

100  248±45（95）  

200  225±Ⅰ4（S6）  

94± 2（100）  

92±6（98）  

92± 4（98）  

89± 4（95）  

20．5±0．8（100）  

20．2±2．0（99）  

19．7±0．5（96）  

79±10 （100）  

47±10‥（59）  

53± 2－ （67）  

18．9±0．9（92）   20± 5－■■一（26）  

（平均値±標準偏差，れ＝4）  
●p＜0．05，－●p＜0．01，－●●p＜0．001  
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ような作用によって肺及び肝臓のミクロソーム成分と赤血球膜Ca2＋，Mg2＋一ATPase活性の低下が  

起こる可能性を考えている。赤血球の場合NO2暴露によって比重の増加が起こる原因は不明であ  

るが，肺胞において直接NO2と反応することが可能である上血液中では硝酸イオン亜硝酸イオン  

と直接反応しており，この間に比重が増加し老化が促進される。このようにNO2という単純な分子  

が生体内に吸入されると，生体膜系は多様な損傷を受けることが明らかになった。   

低濃度のNO2の存在下で生体膜系は多様な損傷を受けるが，このような生体膜系の損傷が原因  

で疾病が発症することは通常起こりにくいと考えられる．図3及び図9の結果から明らかなよう  

に，肺および肝臓の生体膜成分はNOz暴露の影響で一担低下した後回復するという変動パターン  

を示した。従って，低濃度のNO2による損傷に対しては生体はかなりの程度まで修復することが可  

能であると考えられる。図12にNO2の作用に対する生体の可能な調整反応と適応反応とを図示し  

た。NO2暴露によるミトコンドリアやミクロソーム膜成分の変動は損傷と修復というサイクルを辿  

ることを示したが，この場合修復は膜成分の活性化というよりはむしろ膜タンパク質の生合成が促  

進されたことによる可能性が高い。また，硝酸イオンや亜硝酸イオンの腎臓での排出が昂進され血  

液中のこれらイオンレベルが低下すれば細胞内膜系成分の損傷も起こらないであろう。NO2暴露に  

ょって血液中の赤血球の比重が増加し見掛け上の老化が促進される可能性を示したが，生体はこれ  

に対応し網状赤血球の産生を促進し血液中により活性が高く若いと考えられる赤血球の割合を増加  

させ調整している。肺胞細胞では抗酸化性代謝系酵素活性やエネ／レギ一生産系酵素活性がこう進す  

るが，この現象もNO2の酸化的作用に対抗し酵素タンパク質の生合成を促進しているものと考え  

図10 肝ミクロソーム成分に及ぼす硝酸ナトリウムと亜硝酸ナトリウムの効果  
●：硝酸ナトリウム，○：亜硝酸ナトリウム  
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ることができる。このように代謝的に活発になった細胞は肥大化あるいは増殖を行っている。病理  

学的に観察されている肺胞細胞の過形成はNO2暴露に対する生体の過剰調整と考えられている。   

このようにNO2の作用に対して生体は多様な対応をしているがこの多くは生体の調整作用ある  

いは代償作用として位置付けられる。NO2の暴質が長期にわたる場合NO2に対する生体の適応作  

用が発現される可能性も考えられる。これまでに述べたNO2の作用に対する可能な適応について  

考えてみることにする。硝酸イオンあるいは亜硝酸イオンによって細胞内膜系成分が損傷を受けこ  

れに対して細胞が適応しようとすれば，まず第一に細胞がこれらイオンの細胞内への流入を低下さ  

せるように形質膜のイオン透過機構を変化させることが考えられる。また，膜成分をこれらイオン  

に抵抗性を持つ成分に変えることも考えられる。このような適応作用はいずれも細胞内の遺伝子レ  

ベルの変化として理解されるべき問題であろう。NO2による肺胞細胞群の変動は生体の適応作用と  

も考えられる内容を含んでいる。NO2暴露が進行すると，NO2に対して感受性が高いⅠ型肺胞上皮  

細胞は壊死を起こし，NO2に対して抵抗性を持つと考えられる立方形をした細胞で肺胞上皮は置き  

換えられていく。NO2に対する細胞の抵抗性の一部は形質膜成分によって説明ができるのかもしれ  

ない。このようにNO2とVlう化学物質に対して生体は多様な調整，適応作用を発揮し生体内の恒常  

性維持に努めている可能性が考えられる。  

NO2  NO㌻  NOr  

蛋白賞の解離  
（Cざ†の流入促進）  

膜偶成 過酸化物の発生  
分子と （蛋白質の盛会）  
の反応   

l  

＼＼、  

ヘムの変性  
（蛋白賀の変性）  

′一ノ（膜物性の変化）  
′ 

ぺ ／′ノ＼  
l  

肺胞上皮撼順の壊死  生体膜  
の損傷  赤血球の老化 紙胞内騒系成分の低下  

図11 NO2と生体膜  

現実の環境汚染に通常認められるような低濃度のNO2に対して多くの場合生体は健康を維持し  

正常な日常生活を過ごしているように見受けられる。それではNO2に対する適応調整作用が抑制  

される要因が共存した場合，生休は恒常性を維持できるのであろうか。生体の調整，適応作用を抑  

制する生体側の要因を老令あるいは病態とし，外的因子を他の汚染物質とし，NO2に対する恒常性  

維持の限界を明かにする研究が我々の今後の主要な課題であると考えている。  
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l適  応l  匝直垂司  調   整  NOモの作用形態   

トコンドリア，ミクロノームT（異種蛋白質による置換）  NOJ．（NOJ）＋ 細胞内膜系  

‾1  

1＝  

電子伝達系成分の癌性回復   

（蛋白質合成の昂進）   

（NO㌻の排出昂進）  

（NOJ．NOJの細胞内とりこみ阻止）  

NO∴NO∴（NO2）一赤 血 球十 網状赤血球の増加  
‾  抗■化世■♯活性の昂1   ．（虹色■成分の土T）  NOz．（NO；▲ NO㌻）一肺胞細胞  

1  （蛋白質合成の昂進）   

細胞の肥大化  
細胞の逓増殖  

異種細胞による置換  

図12 NO2の作用に対する生体の調整と適応  
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大気汚染物質暴露による細胞の嫌気的代謝こう進に関する考察   

OnStimulatioJlOfAnaerobicMet＆bolisminCellsbyAir  

Po1111tantExptlSuTe   

嵯峨井 勝1   

Masaru SAGAIl   

要  

オキシダント暴露された実験動物の細胞内グルコースの嫌気的代謝こう進に関する文献  
的知見をまとめた。その内容は，1）グルコース代謝の概要，2）グルコース代謝に対する  

オキシダントの影響，3）二酸イヒ窒素暴露による2．3－ジホスホグリセレートの変化，から  

成っている。  

Abstr且et   

AliteratuTeCOnSiderationonevidenceofstimulationofanaerobicmetabolismofglucose  

ince）1sofexp∈rlmentalanimalsexposedto oxidantswascorlductedinthis review・The  

COntent5areCOhsistedofl）anoutlineofglucosemetabolism，2）efrectsoroxidantgaseson  

gluco5emetabolism，3）changeof2，3diphosphogryc∈ratebynitrogendioxide．  

はじめに   

オゾン（03）や二酸化窒素（NO2）のような大気汚染物質の生体影響に関する第一の標的臓器が  

肺であるということは異論の無いところである。   

肺はこれまで単なるガス交換の場としてのみ評価されてきたが，近年になってむしろ積極的な代  

謝活動を営んでいることが物動実験などに与って明らかにされてきた1・2）。たとえば組織化学的研究  

から，肺細胞はTCA回路3・4），解糖系5）あるいは五炭糖回路4，6）等に関与する酵素を比較的豊富に持っ  

ていることが示きれた。一方，肺組織白身は肝臓の70％に相当する酸素（全吸入巌素の約2～10％）  

を消費して生体成分の活発な酸化や合成反応を行っている7）。しかも肺における脂質の酸化や合成  

速度は肝臓のそれよりもはるかに早く8・9），かつ，この清発な脂質代謝は肺胞表面活性物質（AIveolar  

1． 国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田郡町小野川16番2   
TheNationalInstiluteforEnvirorlmentalStudies，BasicMedicalSciencesDivision，Yatabe－maChi，Tsukuba，   

Ibaraki305、Japan．  
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Serfactant）の合成に関与し6・8），さらにこれは炭水化物代謝とも密接な関係がある3I7〉こともよく知  

られている。   

著者は先に，この脂質代謝を中心に肺胞表面活性物質への窒素酸化物の影響について現状をまと  

めた10）。   

一九我々は0・04ppm，0・4ppm及び4ppmの低濃度NO2の長期暴露により生体の過酸化脂質生  

成が著しく増加することを報告した。現在この過酸化脂質生成こう進の原因を検討中である。一般  

に0，やNO2のような大気汚染物質の吸入は生体（Wholebody）の酸素消費（QO2）を低下させる11）  

といわれていることから我々が現在見いだしている過酸化脂質生成のこう進は低酸素性動脈硬化症  

の場合と類似の現象ではないかという考え方を持っている。しかしながら現在まだ，大気汚染物質  

暴露によって組織や細胞レベルでの低酸素症を直接立証する知見は見あたらない。   

今回は大気汚染物質吸入により細胞が嫌気的代謝をこう進させるという事実を－一凝代謝を中心  

に文献的考察を加えて，今後過酸化脂質生成のこう進をどのように説明すべきか，また今後どのよ  

うな研究を進めるべきかを考える参考とした。  

1．椿代謝の概要   

細胞は炭水化物，脂肪及びタンパク質などからエネルギーを取り出し，そのエネルギーを“高エ  

ネルギー化合物”であるATPにたくわえて様々な細胞の生命活動に利用してし）る。   

細胞が炭水化物からエネルギーを取り出し，ATPを合成する為の炭水化物分解システムには次  

の二つの様式がある。その一つは好気性細胞が行っている酸素呼吸による生体酸化，すなわち燃焼  

反応であり，これは分子状の酸素が関与している経路であり，ブドウ糖を例にとると，  

C6H1206＋602→6CO2十6H20  

のような反応が起こり，1g分子のブドウ糖が完全に酸化（燃焼）されると674Kcalの自由エネル  

ギ山が放出される。もう一つの方法は，嫌気性細胞や酸素欠乏状態の好気性細胞が行っている嫌気  

性呼吸で解糖現象といわれているものである。この場合は不完全分解であり，同じブドウ糖の場合  

でも，  

アルコール磯酵では  

C6H1206＋＝2C2H50H＋2CO2  

乳酸簡酵では  

C6H120√－－－←2CH3CH（OH）COOH  

となり，放出される自由エネルギーはいずれも約50Kcalにすぎず，完全酸化の場合の約7％にすぎ  

ない。残りのエネルギーは2分子のエタノールあるいは乳酸中に残存する。また，好気性細胞の酸  

素呼吸の場合はTCA回路と電子伝達系によって完全酸化されると38分子のATPを生ずるのに  

対し，嫌気性呼吸の場合にはブドウ糖1g分子がEmden－Meyerhof（EM）経路で解精されてピルビ  
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ン酸になるときに4分子のATPが作られるが，途中2分子のATPが消費されるので最終的には2  

分子のATPが得られるにすぎない。したがって嫌気的条件下でのエネルギー産生効率は棲めて悪  

い。   

このEM経路で解糖をうけるとき図1に示すように，GlyceraldehydeL3phosphateの酸化に  

伴って還元型NAD（NADli）が生じるので，無酸素的な条件下ではNADHが増加するがこのよう  

にピルビン酸やNADHが細胞内に蓄積するとこんどはLDHによって，  

上塑 py，。V。te十NADH2La。tate＋NAD・  

となり，細胞内のNAD11およぴピルビン酸を減少させる。一方，NAD＋はGlyceraldehyde－3  

－phosphatedehydrogenaseの反応に必要とされる為に，嫌気性の解糖現象は継続され，細胞内の一  

定の還元ポテンシャルを維持し，生体の恒常性を保つように再度NADIiが生成される。このように  

細胞内では一定方向の円滑なサイクル反応が回転している。   

ところが最近，0。やNO2のようなオキシダントの暴露が細胞内酸素消費に著しい影響を及ぼすと  

同時に上に述べたように細胞内の還元ポテンシャル維持に働くNADHやNADPH，さらには同じ  

作用を持つ還元型グルタチオン（GSH）等の生成にも著しい影響を及ぼすことが示唆されつつあり，  

糖代謝に対するオキシダントの影響に興味ある問題を提起している。   

そこで，ここに述べた糖代謝に対する0。及びNO2暴露の影響について述べる。   

2．楯代謝に及ぼすオキシダントの影響  

i） オゾンの影響   

オゾン（0。）の吸入は前記糖代謝にとってどのような影響を及ぽすのであろうか。  

1959年Scheelら11）は03吸入によってWholebodyの02消費（QO2）は著しく抑制されたと報告  

している。また生体にとって必要な02の供給が不十分になったとき細胞内では炭水化物の代謝に変  

化が起こることはMcDowell12）によって示され現在では広く知られている。このような事実から，  

もしrO。吸入が結果的に細胞への02供給を不十分にするとするならば，細胞内ではその02不足を代  

償する為に廉気的代謝系のこう進が見られるのではないか』と考えられる。このような発想のもと  

にChowとTappel13）は1973年，ラットに0．8ppmの03を1か月間連続暴露して肺の解糖系酵素と  

五炭糠回路の酵素活性を抗酸化剤であるビタミンEの効果と共に比較検討した。表1は肺の可溶画  

分の酵素活性に対する0さ暴露と食事性ビタミンEの効果を示している。   

この表からわかるように五炭糖回路の律速酵素であるGlucose－6－phosphate dehydrogenase  

（G6PD）と6－Phosphogluconatedehydrogenase（6PGD）活性は0。の暴露によってビタミンE  

欠乏群及び供給群ともに有意に増加した。さらに，ピルビン酸からリンゴ酸への反応を触媒して  

TCA回路に入るステップのMalic enzymeもビタミンE欠乏群で有意に増加した。この3つの酵  

素は図1からわかるようにNADP＋を補酵素としてNADPHを産生している。このように五炭糖回  
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表 1肺の解糖系酵素活性に対するオゾン暴露とα小コフテロールの影響1さ）・  
Tablel Efrectsofozoneexposure and dietaryα一tOCOpherolon activities orlung  

SOlubleenzymes13）．  

Dietarα－Toeo【血ero】  0ヱOne－  
Enzymモ  （mg／kg【）iet）  Expos七d  ConしrOI  J〉  

0  173±27††  121±10   ＜．（旧1  

45  147±17  ほ1±10   ＜、001  

♪‡  ＜．〔船l  】  
又  】00±26  121±10   ＜、（氾1  

45±5  ＜．（XI1  

42±6  く．01  

1  

43±6  ＜一（旧1  

0
 
4
5
 
P
■
X
 
 

‖
 
‘
．
〇
 
‖
 
 

±
 
±
 
＜
 
±
 
 

朗
 
5
1
 
 
5
7
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♪
■
X
 
 

1
1
 
〓
，
一
 
 

±
 
±
 
＜
 
±
 
 

25±1  く．05  

ユ8±2  ＜．1   

＞．1  

Z6±3  ＜．〔旧1  

Ma】icenヱyme●  

0
 
〇
．
■
 
ハ
U
 
 

±
 
±
 
＞
 
±
 
 

0  1820±210  

45   1730±140  

タ  ＞．1  

又  1770十170  

Ma】ate dehydroge・  

nase†  

78±6  く．D1  

78±10    ＞．1   

＞．1  

78±8  ＜．01  

0
 
4
5
 
タ
又
 
 

／
n
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b
 
」
 
／
D
 
 

±
 
±
 
＞
 
±
 
 

Phosphouctokinase†  

0
 
4
5
タ
■
X
 
 

55±8  ＞．1  

55±9  ＜．1   

＞，1  

55±8  く，05  

0
ノ
 
／
b
 
l
 
0
0
 
 

±
 
士
 
＞
 
±
 
醐
 
6
1
 
 
輸
 
 0    448±閃  37る±】6   ＜．00】  

45  448±52  386±26 ・＜．01  

タ  ＞．1  ＞．1  

又   448±66  380土ユ0   ＜．001  

Pyuvatekin亡父†  

O   1890±ユ50  1530±ユ以）  ＜．〔01  

45  】750±ヱ80  14SO±250   ＜．〔氾2  

♪  ＜．1  ＞．1  

又  1820±270  1510±250  ＜，00】  

＊Unitsor印ヱymicactivltylSeXpreS虻d asnanomoIsMβア〟brmedperminute匹rrn川■gram   

protein．  

†UnitsorenzyrrLicactivityisexpressed asnanomo】sNAt）r［（血dized pモrmint］tePermilligram   

protein．  

††Mモan±standarddeviation．  

‡ProbabiiityvaluモOrOYS45mgα・10COpherolI光rkilogramdiel・  

Mean±standarddeviationorbothdielaけ即OUpS・  

注 暴禿オゾン濃度は0．79±D．14ppmであった．  
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グルコース  

∴＼・（）  

フルクトースー6－P  

′ヽ【．  

ケルクロンラクトンー6－P  

ヽ ′ 
フルクトースーt．6－P  3‾ケトー6－P－ケルコン酸  

I  

リボースー5－P  

一 ／  

ヒ・－  

2．3－ジホスホグリセリン  

、－－→－  
グリセリン酸－1′3－P  

†  
グリセリン酸－3－P   

l  

グリセリン酸2－P   

l  

ホスホエノールビルビン酸  

－－V．E   

パーオキシテーション  

PYruV虞O k山dSO  

NAD   

NADH  

園 1解槍系とGSH・perOXidase系酵素による過酸化脂質の代謝  
Fig・1Glycolytic pathway andlipid peroxidemetabolisrn by GSH－perOXidase  

SyStem・  

RH，POlyun5atLlrated fatty acid二ROOH，1ipid peroxides；ROH，hydroxy fatty  
acid；GSH，reducedgJutathione；GSSH，OXidizedglutathione：  

路とMalic enzymeによって生成されたNADPHは細胞の還元ポテンシャルの維持に働くと同時  

にGSHreductaseの補酵素として還元型グルタチオン（GSH）の必要濃度を保つ為に用いられる。  

さらに図2に示すごとく生体膜のリン脂質中の多価不飽和脂肪酸の過酸化反応によって生じる脂質  

過酸化物（ROOH）による障害から細胞や組織を保護するのに役立っているものと思われる。   

またこの0，暴露は解糖系酵素であるPhosphofructokinase，Pyruvate kinase及びLDHをも共  

に上昇きせ，特にPyruvatekinaseとLDH活性を顕著に上昇させており妖気的代謝系のこう進を  

示している。一方，高エネ）L／ギー供給回路につながるTCA回路のMalate dehydrogenaseの活性  

にはほとんど変化が見られていない。   

また先に述べた脂質過酸化との関連で，同じChowとTappelによる0．7～0．8ppmの0。に7日  

間暴露されたラットの肺での抗酸化性酵素活性と過酸化脂質（TBA反応物質）の増加に関する実験  

結果を表2に示した14）。   

この結果もまた五炭糖回路の律速酵素であるG6PDの増加とそれによって生じたNADPHを利  
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表  2 マロンアルデヒド形成，グルタチオン・パーオキシダーゼ，グルタチオン・  
レダクターゼ及びG－6－P脱水素酵素活性に対するオゾン暴露とα－トコ  
フェロール（Ⅴ．E）の影響川．  

Table 2 EfrectsofO，eXpOSureanddietaryα－tOCOpherolonmaIonaldehydeforma－  
tion and activities of GSH peroxidase，GSH reductase and G－6rP  
dehydrogenase14），  

GSHreductase，  G6Pde九ydro酢na父，  Ⅷ01ized／nmoled／  TBAreactants，  GSHperOXidase，  
D．叫 nmOlesmalonaldehyde／ nmo】甲9SHoxiqized／  

gprotein  mi扉mgprotein  －t∝OPhml  

l叩／t8dicl  

03Exposed ControI p O・E岬Sd ControI p  qEl匹血 ConlrOl ク  0；E叩如 ControI Jフ   

0 162±19b82±18 ＜0．∝）1  

10 134±15 70± 9 ＜0．（氾1   

45 125±10 54±14＜0．001  

150 122±22 54±18 ＜0．001  

1500 106±1140± 0＜0．〔氾1  

又⊂113±ヱ5 63±19 く0、001  

50±430±0＜0．01  

39±526±3＜0．05  

39±424±5＜0．05  

37±124±3＜0．01  

27±820±4＜0．1  

38±S25±4＜0．（氾1  

118±9 87± 7＜0．05  

114±9107±1：事＞0．1  

】1（i±9 タき±6＜0．】  

125±SlO5±15＜0．1  

118±4107±15＞0．1  

118±8101±11＜0．001  

236± 7154±11＜0．01  

21（〉±29158± 7＜0．t  

2】D±】7】56± 9＜0．05  

209±17159± 9＜0．05  

103±12165± 2＜0．1  

213±21159± 7＜0．01  

8GSH＝Gllltatllione；G－6－P＝glucose－6【phosphale．  

bMean±stalldard deviation．  
CMean±standarddeviatioTlrOralldietarygroups．  

用してGSHを生成させるGSH－reductase活性の増加とさらにGSHを利用して過酸化脂質を代  

謝するGSHLperOXidase活性の増加へとリンクして，0。暴露によって生じた過酸化脂質の代謝を促  

進し，かつ生体の還元ポテンシャルを維持し恒常性を保つように働いていることを示唆している。  

またビタミンEはこのような0。暴霹の場合において抗酸化割として働き過酸化脂質の生成を抑制  

する働きがあることが明瞭に示されている。さらにこのような抗酸化性酵素活性の増加はNO2暴露  

の場合にも同じように起こることが知られている。   

一方，このような五炭糖回路はむしろ好気的な代謝経路であるがこの回路はまた図1に示したよ  

うにリボースー5－リン酸からグリセルアルデヒドー3－リン酸を経て嫌気的な解楯系に進むものであ  

る。   

また極めておもしろいことには，これまで述べてきた0き暴露と直接の関係はないが，一般的に前  

述したようにビタミンEが欠乏した場合にも解糖系ではグリコーゲン量が減少し，乳酸やピルビン  

酸生成量が高まり，乳酸／ピルビン酸比が増加する15）（表3）。このことは表4のTCA回路系がE欠  

乏によって部分的に障害を受けていることと合わせ考えれば，E欠乏ではエネルギー獲得が正常動  

物に比べてやや嫌気型になっていることを示す。五炭楯回路のG6PD活性はE欠乏で増加す  

る16）・17）。これは細胞質において，NADl）Hの供給能力を高めると考えられるが，抗酸化剤であるビ  

タミンEの欠乏がNADPH供給を盛んにしてGSH－perOXidase－reductase系を活用することによ  
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り，生体過酸化に対するE欠乏の部分的補償作用を行っていると推定される。TCA回路に関しては  

E欠乏で部分的に障害を受けるが，isocitratedehydrogenaseやmalate dehydrogenaseが低下す  

るという報告15・18・19）と変化しないという報告16・20）とがある。この両酵素はNO2暴露によっては変化  

しない21・22）  

その他，1975年にBuckleyら23）はと卜に0．5ppmO，を2時間45分間暴露し，その赤血球中の  

表  3 ビタミンE欠乏動物の炭水化物代謝の変化  
Table 3 VariationorsugarmetabolismbyvitaminEdeficiency・  

enzyme，SubtTate  

Glycogen  

GlycolysIS  

Phosphoglucomutase  

Aldolase  

1iver  

muscle  

muscle  

liver  

muscle  

（一）  

（＋） ，（±）  

（－）  

（－）  

（＋）  

（－）  

（L）（FDPsubstrate）  

（＋）（Fll）substrale）  

（±）  

rat  

rabbit  

rabbit  

Chick  

rabbil  

1iver  

・（±）げDPs11bstrate）  

（±）（FIPsubstrate）  

muscle   （＋）  

muscle   （±）  

tlluSCIc  （－） 、（±）  

1iver  （±）  

testes  （）（LDH′X′－1，′X′2）  

（＋）（LDH2，3，4）  

mu5Cle   （＋）  

muscle  （＋）  

muscle  （＋）  

1iver  （±）  

musc】e   （±）  

1iver  （＋） ，（±）  

kidney  （±）  

lung  （±）  

testes  （＋）  

muscle   （＋）  

adipose  （＋）  

liver  （±）  

αLGlycerophosphateDH■  rat  

Lactate dehydrogenase  rat  

Lactate  rat  

Pyruvate  rat  

Lactate／pyruvateratio  rat  

β－HydroxybulyrateD11  g・pig＝  

rat  

Glucose 6-P DH 

Gluconate6－P DH  

－DH＝dehydrogenase， ＝g．plg＝gulrLeaPlg．  
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ビタミ．ンE欠乏動物のトリかレポン酸（TAC）および有機酸代謝の変化  
VariationofTCAandorganicacidsmetabolismbyvitaminEdenciency・  
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▲OAA＝0二Ⅹ8loacetale  

G6PDとLDHが有意に増加し，GSH量は逆に減少していることを観察している。さらに表5と6  

に示すように1975年にCbowら21）は0．5ppmの03に7日間間歓暴露（1日に8時間）した猿とラッ  

トの肺と赤血球中のG6PD活性を比較している。   

この場合は，肺の上浦画分中のG6PD活性はラットで有意な上昇を示しているが獲では対照群と  

の間に有意差を認めていない。これに対して，赤血球中のG6PDはラットの場合にも猿の場合と同  

様に対照群との問に差は見られない。この結果は猿とラットではラットのほうが0。暴露の影響を受  

表  5 猿とラットの肺におけるグルタチオン・パーオキシダーゼ系酵素活性とグ  
ルタチオン含量に対するオゾン暴露の影響24〉．  

Table 5 E晩ct ofozone exposure on the activities ofthe glutathione peroxidase  
system，andlevelorGSHinthelungsormonkeysandrats24）  

Species Ozone GSHperoxidase－  Pb GSHreduelascA P G－6－Pdehydrogena5e＆ P GSH亡 P  

ユユ±4  47±6  

NS  NS  

20±3  42±4  

7β±6  jg±d  

＜0．01  ＜0．α）1  

62±9  31±ヱ  

38±4  

35±5  

d5±7  

53±7  

Monkey Exposcd  22±4  

Contro1  20±3   

Rat E叩OSed  銅±ヰ  

Contro1  70±5  

8nmolesNADPHoxidizedorformed／min／mg；protein．  

bSludenl′－teSl．  

亡nmoles／mgprotein・  
dNon slgni爪cant・  
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表  6 猿とラットの赤血球におけるグルタチオン・パーオキシダーゼ，G－6－P脱  
水素酵素活性とグルタチオン含量に対するオゾン暴露の影響24）．  

Table 6 EtTectorozoneexposureontheacoivitiesofGSHperoxidase andG－6－P  
dehydrogenase，andlevelofGSHintheerythrocytesofnlOnkeysandrats24）  

Sp∝ics Ozone GSH peroxidasea Pb G－6－Pdehydrogenasea P GSHC P  

1．4±0．3   

l．5±0．2  

7．8±0．9   

7．5＋0．7  

Monkey Exposed  15±4  

Control  14±3   

Ral Exposed  57±8  

Contro1  55±11  

7．3±0．S  
NS  NS  

7．7±0．9  

4．4±0．5  
NS  NS  

4．8±0．6  

NSd  

NS  

anmolesNADPHoxidizedorlormed／min／mghcmoglobin  
bStudent仁test．  

亡nmoles／mghemog】obin．  
dNot slgniticanl．  

けやすく種（Species）の達し）による感受性の相違を示しているものと思われる。また一般的に，感  

受性の遠いに関してはこのようなSpeciesの違いばかりではなく系統（Strain）の遠いや性（Sex）  

の遠いについてもNO2を含めてよく知られている25，26）。  

ii） 二酸化窒素の影響   

次に，糖代謝へのNO2暴露の影響を見てみる。これに関してはBuckleyとBalchum27I2日）のモル  

モットによるA】do】ase，LDfJ活性及びLDHのアイソザイムの変化に関する“連の報告を見るこ  

とが出来る。まず，表の7と8に10ppmのNO2に連続暴露した場合の各組織のAldolaseとLDH  

活性の変化を示した27）。   

Aldolase活性の変化は複雑であるが初期の12日目での肺における著しい増加が特徴的である。  

その後19日目及び26日目では肺と腎での活性は対照群より逆に減少するなど複雑な時間的経過を  

たどるが，また32日日では肺と肝では有意に増加し，腎と脾臓は有意な減少を示し，NOヱ暴露によ  

る変化が一定の方向性を得たように見える。これに対してLDH活性はすべての臓器において初期  

から顕著な増加を示している。なお，同じくNO2暴露によってAldolaseやLDH活性が増大すると  

いう結果はその後もKosmiderら29）をはじめとする多くの研究者によっても報告され，さらに  

Hueterら30）により，好気性反応の抑制と敗気性反応の促進を支持する絶説も出されている。一方，  

これまで見てきた肺をはじめとする各種臓器中のLDH活性の増加の機序についてもSherwin  

ら31）Evansら32・33），あるいはMargolickら34）によって肺の組織化学的あるいは生化学的面からの結  

果が多数報告されている。たとえば，Sherwinら31）はモルモットに2ppmNO2を暴露して1，2及び  

3週間にわたってLDH陽性の11型肺胞上皮細胞の変化を調べ，このIi型細胞数は経時的に増加し  

Ⅰ型肺胞上皮細胞が減少していることを報告している。さらに，Evansら32）はこのような肺胞上皮  

のⅠ型細胞がNO2暴露により損傷を受けて減少するのに対して，Ir型細胞が工型細胞の減少を補償  

する為に増殖するのであろうと述べている。  
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表  710ppmNO2暴露モルモットの各臓器におけるア／レドラーゼ活性の変化27）．  
Table 7 AldolaseenzymeactivltylevelsinLourtissuesofgulneaplgeXpOSedtolO  

ppmnitrogendioxide27）．  

AldolaseActivity（units／hr／mgNitrogen）  

Days of 
Exposure  Tissue  ControI  SE  Exposed  SE  ♪valuest  

Lung  380  ±21．8  700  ±33．4  ≦0．00i†  

Liver  220  ±45．7  275  ±51  ＞0．05  

12  

Kidney  390  ±52▲4  475  ±30・9  ＞0・05  

Spleen  235  ±9，6  220  ±7・4  

Lung  320  ±46  308  ±38  ＞0・05  

Liver  175  ±24，6  180  ±28．8  ＞0．05  

lq  
Kidney  490  ±33・7  425   ±25・1  ＞0・05  

Spleen  265  ±13・4  235  ±11・4  ＞0・05  

Lung  325    ±10，9  Z83  ±10・5  ≦0・005†  

LiYeT  175  ±10．7  ユ10  ±16ユ  ＞0．05  

2（）  

Kidney  500  ±24．4  400  ±20  ≦0▲01†  

Spleen  395  ±36．6    260  ±37，9  ≦0・025†  

Lung  375  ±26．6  640  ±33，4  ≦0．001†  

Liver  205  ±11．8  270  ±25．6  ≦0．05†  

32  
Kidney  530  ±22．4  310  ±21▲3  ≦0・001†  

Spleen  420  ±40．4  283  ±30，6  ≦0．025†  

●Changeinopti甲1density（OD）equalsO・001／h・／mgdryweighttissuehomogenate12  
†p≦0．05．   

このような，肺におけるLDH活性の増加は単なる酵素の構造的変化や誘導による増加ではなく  

LDH陽性の肺胞ⅠⅠ型細胞そのものの増殖によるものであることが示され組織の細胞レベルでの明  

確なAdaptationであることが示唆された。また，Buckleyら3S〉はNO2暴露による肺可溶性画分の  

LDHisozymeパターンの変化について検討を行い，移動度の小さい嫌気的酵素バンドの活性が増  

加することを見いだし嫌気的代謝系のこう進を示唆した。   

一方，1967年にDavidsonら36）は図3に示すように，8～12ppmのNO2に3～4か月間暴露したウ  

サギの動脈血中の酸素分圧（Pao2）が有意に低下し，炭酸ガス分圧（Paco2）はわずかな増加を示し  

たことを報告している。このようなNO2暴露によるPao2の低下現象はより長期の低濃度のNO2暴  

露についても見いだされている。鈴木ら37）は図4に示すようにラットを0．04ppm，0．4ppm及び4  

ppmのNO2に連続9か月間暴露し動脈血中のPao2が0・4ppmヒ4ppm群で有意に低下し弱いな  

ー308一   



大気汚染と細胞の嫌気的代謝   

表  810ppmNO2曝露モルモットの各臓器におけるLDH活性の変化27）．   

Table 8 LDHenzymeactivltylevelsinthreetissuesorgulneaplgeXpOSedtolOppm  
nitrogendioxide27）．  

LDHEnzymeActivityLevels（LDHunits／mgN／min）  
Days ol 
Exposure  Ti5Sue  ControI  SE  Exposed  SE  J〉value5t  

8，530  ±298  12，1（氾  ±177  ≦0．001†  

12  Liver  7，200  ±112  9，200  ±298  ≦0．001†  

1l，4（氾  ±130  ±184  ＞0．05  

8，050  ±36  ±88  ≦0，025†  

2（〉  Liver  7，2〔旧  ±112  7，900  ±1（）5  ≦0，005†  

Kidney  9，400  ±129  10，900  ±430  ≦0．01†  

8，250  ±204  9，850  ±345  ≦0．005†  

45  Lil／eT  7，6ZO  ±1S5．   8，050  ±4ユ0  ＞0．05  

Kidney  9，400  ±277  11，550  ±380  ≦0．001†   

’ChangeofODequalsO．（Ml／rnin／mgtissuer）itrogen．   
†p≦0．05．  

がらも低酸素血症になっていることを見いだした。さらに彼等は0．04ppm，0．12ppm及び0．4ppm  

NO2を9か月と18か月間連続暴露した実験においても0，4ppm群でのみ有意差があったことを確  

認し，低酸素血症は0．4ppm以上のNO2暴露によって起こることを報告している38）。   

そこで，このような低酸素血症が起こる原因について考えてみると，第1にはwllOle bodyへの  

酸素そのものの取り込みの低下による可能性であり，第2にはNO2暴露によって各組織の酸素消費  

が増大したことによる血中酸素分圧の低下の可能性が考えられる。第1の可能性については，鈴木  

ら38）がラットを用いて004ppm，0．12ppm及び0．4ppmNO，に3，6及び9か月間暴露した実験に  

よりWholebodyの酸素消費がOAppm群で3，6，9か月暴毘のすべての時期に10％強の低下が起  

こっていることを認めている。しかし，この場合0．04ppm群と0．12ppm群では酸素消費は3か月  

目で逆に有意に増加し，6か月9か月と暴露期間の延長につれて対照レベルに近づいていた。このこ  

とからwholebodyの酸素消費はNO，の暴露濃度と暴露期間によって複軌こ変化するものであるこ  

とが明らかになった。第2の可能性についてはBuckleyヒBalchum27）が10ppmNO，に45日まで  

暴霹されたラットの各臓器の酸素消費（QO2）に関する報告を見ることが出来る（表9）。表からわ  

かるように，基質としてグルコースを添加した19日日では肝，腎，脾臓とも対照群に比べて酸素消  

費の変化は見られないが，26日目以降では肺と腎で有意な増加を示し，肝と脾臓でも32日冒で肝と  

肺臓でもやはり有意な増加が認められている。このようにNO2暴露の経過につれ肺はもちろん肝，  

腎，脾臓などの多くの臓掛こおいてinvitro系での酸素消費が増加している。このような結果はウ  
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・フリーラジカル属生刑l臥アロキサン・CC11・03・NO2etC  
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表  910ppmNO2連続暴露モ）L／モットの各臓器におけるinvitro系酸素消費（  
QO2）27）．  

Table 9 QO2Valuesin rour tissues of guinea pig exposed to10ppm nitrogen  
dioxide27）．  

WithSubslrale（10／‘mGlucose）  WithoutSubstrate（10J‘mGlucose）  

Days of 
Exposure Tissue ConlrOISE・Exposcd SE Pvalues† controI SE Exposed SE Pvalues†  

Liver  l，129±59   】，412 ±110 ≦0▲05†  1，756±35S l，387±50 ＞0．05  

Kidn巳y  536±17   1，249 ±咄 ≦0．001†  567±11  1，198 ±45 ≦0．001†  

Spleen  

Liv亡r  l，576 ±26  1，641±188 ＞0．05  l，739 ±148  1，493 ±61 ＞0－05  

Kidney  545 ±34  6ユ8 ±臥3 ＞0・05  581±8・9  831±〕1 ≦0・001†  

Spleen  776 ±18  782 士17 ＞0．05  807 ±16  797 ±21 ＞0．05  

Lung  6〕9±19  935 ±41 ≦0．001†  732 ±19  966土61 ≦0．005†  

Liver  l、690 士37   1，590 ±85 ＞0．05  1，744 ±19   1，420 ±糾 ≦0一（氾1†  

Ki血ey  817土鳩  981±10 ≦0・005†  831±12  8醐±63 ＞0－05  

Spleen  

Lung  494±35  961士71 ≦0．00け  433 ±27  734±35 ≦0．00上†  

Liver  り㈹ ±4S  l，951±52 ≦0．（氾1†  1，465 ±12  2，2（拇 ±26 ≦0．001†  

Kid爪ey  480±6  769±39 ≦0．001†  508 ±37  884±38 ≦0．001†  

Spl亡en  787±22   1，027 ±34 ≦0．001†  769±32  粥1±30 ≦0．00け  

Lung  706±j3   1，439±45 ≦0・（帝1†  785 ±26   1，371±32 ≦0・00け  

Liv亡r  l，839 ±66   2，113 ±30 ≦0．（拇5†  2，044 ±31   Z，055 ±103，＞0．05  

Kidney  677±20   1，0ヱ4±23 ≦0・001†  952±ユ5  908±37 ＞0－05  

Splでen  879±21  767 ±4ヱ ≦0．05†  8㈹±Z2  870±35 ＞0－05  

Units，レ1／gdryweight／hr）  

．SEindicates standard error ofLhe mean．  

†p≦0．05．  

注 酸素消費量（QO2）の測定はモルモットを表中の各暴雷期間後に屠殺し，臓器を切除し，凍結粉砕してか  

らホモジネートを作り，その10．00×9，30分の遠心上清を用いて，Umbreitら57Jの方法によってレス  

ピロメ一夕ーで行った．  

サギの肺胞マクロファージについてもActonとMyrvick39）によって報告されている。しかしなが  

ら，現在まだ低濃度長期暴露のWhole bodyでの酸素消費のデータと対比させるぺき臓器レベルの  

酸素消費に関する報告がないので，0．4ppmNO2の9か月暴露による低酸素血症の原因が臓器レベ  

ルでの酸素消費の増加によるものかどうかはわからない。しかし，鈴木40）は前記低濃度NO2暴露  
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ラットの肝，腎，脾の酸素分圧は明らかに低下していることを認めている。   

一方， このようなオキシダント暴露とは別に，肝臓のような著しく好気的な組織の細腰を比較的  

嫌気的な条件である単層培養を行った場合，NADPHCytcreductaseやCytochromeoxidaseな  

どの電子伝達系酵素瀞性は培養の経過とともに急激に低下し，培養5日冒には両酵素活性ともに培  

養前の約1／5になり，逆にHexokinase，Phosphofructokinase，Pyruvatekinase，Aldolaseある  

いはLDHなどの解糖系の主要な酵素活性は培養経過とともに増加し，培養5日目には培養前の数  

倍にもなることが知られている41）。これは初代肝細胞が嫌気的条件下の低エネルギー供給のもとで  

生存する為の一種のAnaerobic adaptationと考えられている。この単層培養による呼吸系酵素酒  

性の低下はコラーゲン膜浮上法により培養細胞面の酸素分圧（Po2）を上げてやるとある程度回復す  

る▲1〉ことも知られている。   

その他に糖代謝に関してSimmons一派によるヒト赤血球に対するinvitroでのNO2暴露による  

グルコース代謝と細胞内のRedoxratio（NAD＋／NADH）に関する一連の研究があり，NO2暴露は  

細胞内のredox ratioを増大させるという結果を報告し42劇，このことからさらにNO2暴露が  

NADH一俵存性酵素の活性に変化をひき起こす可能性も示唆している。   

一方，これまで述べて来た動脈血中の酸素分圧の低下や組織細胞での解糖系酵素活性のこう進に  

ょってみられた嫌気性代謝こう進とともに低酸素状態におかれた細胞に対して酸素の運搬役である  

ヘモグロビン（Hb）はどのような変化を示しているのかを解糖系の一環である・RapoportLueberg  

回路の2，3－diphosphoglycerate（2，3LDPG）の変化の面から調べてみよう。  
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図 4 低洩NO29か月暴露のラット動脈血pHa，Paco2，Pao2に及ぼす影響（無麻  
酔時）37）．  

Fig・4 EfTect of NO2eXpOSure On arterialblood pHa，Paco2and Pao2in  
unanesthetized rats37）  
（m±SD；n＝6；●♪＜0・05，‥クく0・01；‥暮p＜0・001；C，COntrOl＝）  
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3・NO2暴露による2，3－Diphosphoglycerateの変化  

i） 2，3．Diphosphoglycerateの生理的意義   

2，3TDiphosphoglycerate（2，3－DPG）は図1に示されたようにD－glycerate－1，3－diphosphate  

からdiphosphoglyceromutaseによって触媒され，不可逆的に合成され天然に広く存在する。特に哺  

乳動物の赤血球中には高濃度に存在し，その濃度は約6mMで，含量は赤血球中の全リン酸量の  

64％を占めているといわれている。その他はアデノシンヌクレオチドが26％，無機リンその他が  

10％程度である…5）。   

それでは赤血球中にこのような多量に存在している2，3DPGはどのような生理的役割を果して  

いるのであろうか。このことは1967年にBeneschら46・47）とChanutinら48〉によって「2，3－DPGは  

赤血球中でヘモグロビン（Hb）の酸素（02）に対する親和性を調節する働きをしている」というこ  

とが証明され一躍注目をあびた。すなわち，2，3DPGはHbと直接結合してHbのコンホメレショ  

ンを変え，赤血球の酸素解離特性を変化させることが明らかにされたわけである。図5に赤血球の  

酸素解離曲線に及ぼす赤血球中の2，3－DPGレベルの影響に関するデータを示した瑚。2，3－DPGは  

Hbとの直接結合によりそのコンホメーションを変化させ，Hbから02解離を高め，末梢組織への  

02の供給を高める働きをする。このことはHypoxia（低敬素症）において，2，3－DPG含量が増加  

し，Hyperoxja（高酸素症）において低下する（囲6）というLerlfantら50），Valeriら5り，Oskiら52）  

及びWeissbergら53）の報告によっても裏付けられた。   

図654）に示すように20％酸素の正常空気にさらされた時の乙3DPG畳が約8JLmOles／ml・RBC  

であるのに対して02％が増加すると2，3－DPG量は低下し，逆に10％の低酸素空気にさらされる  

と約10JLmOles／ml・RBCへと増加した。   

なおヒト赤血球中2，3－DPGに関しては濱崎55〉による弄れた総説があるので参照されたい。  

ii） NO2暴露による2，3DPGの変化  

1973年，Merschら56）はモルモットに0．36ppmのNO2を1週間連続暴謁することによって2，3  

－DPGの有意な変化を見いだした。表10は同じ実験を4回行った結果を示しており，いずれの場合  

においても，NO2暴露群の2，3－DPG量は対照群の値よりも高値を示してしゝる。この結果は低酸素  

症（Hypoxia）の場合と同様の現象であり，先に述べたDavidsonら36｝，鈴木ら37・38〉のPao2低下の  

結果ともよく対応するものである。すなわち「NO2暴露による2，3－DPGの増加」はHbとの直接  

結合によりそのコンホメーションを変化させてHbからの02解離を高め，末梢組織への02供給を  

高めている可能性が考えられる。いいかえるならば，この結果もやはり「NO2暴露は赤血球や各種  

の組織を酸素欠乏性の状態に傾ける」と言うことを裏付けておりChowとTappel13）の0，暴露によ  

る肺の嫌気的解糖系酵素清性の増大，Buckleyら払叫NO2暴露による肺その他の臓器でのAldolase  

やLDH活性の増加や肺のLDHアイソザイムの嫌気性画分の増加及び好気性画分の減少など組織  

細胞内での嫌気的代謝こう進を示す報告と合わせて考えると極めて興味ある結果であるといえよ  
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図 5 赤血球の酸素解離曲線に及ぼす赤血球中2，3・DPGレベルの変化49〉．  

Fig．5 E付ectof2，3－diphosphoglycerate（2，3－DPG）againstoxygen－releasecurves  
orred blood cells49）  
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図 6 吸入空気中の酸素含有率の違いによる赤血球中2，3・DPGレベルの変化54）．  

Fig．6 Effect of varlng COnCentrations of oxygen on red blood cel12，3－dipho－  
Sphoglycerate（2，3－DPG）in4week－01drats54）  
Exposures were carried out for30hr・A dose・reSPOnSe relationship between  
perCentOXygenand2，3－DPGwasdemonstratedbyJonckheere’stestatalevelor  
Slgnificanceorク＜0・01：′¶±SD，乃＝6・  

う。  

おわりに   

以上，糖代謝を中心としてオキシダントによる細胞レベルでの嫌気的代謝系のこう進に関する文  

献的考察を行った。この文献的考察の中で現在もなお低濃度長期暴露による代謝系の変化を調べた  

データが著しく不足していることを感じる。たとえば，比較的高濃度NO2の1か月程度の暴露によ  

り，各臓器の酸素消費（QO2）は著しく増加することは詳しく調べられているが，低濃度長期暴露で  

も増加するのかどうかは調べられていない。これがどのような変化を示すかは著者にとって，低濃  

度長期暴露による過酸化脂質生成のメカニズムを考える場合に非常に重要な資料となる。今後，さ  
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表 10 0，36ppmNO2暴露モルモットの赤血球中2，3－DPG含量56）．  
TablelO 2，3－DiphosphoglyceratephosphoruSCOntentOfredbloodcells（JLmOl／ml）  

ingulneaplgS56）．  

Group  1  2  3  4  

1S．625  

17．025  
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17．325  
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17．650  

16・650  

15．550  

1（〉．250  

SD  O．8508  3．9564  0．8655  0．8770  

Mean  20．1125  20．40（氾  17．4（氾0  16．5250  

Exposed  24．650  2】．175  

25．450  2S．775  

17．950  ユユ．775  

25．750  24．575  

30．925  

34．625  

ユユ．925  

30．325  

20．600  

22．000  

ユ0．7（氾  

20．700  

SD  3，6959  3．275（）  1．9619  0．6683  

Mean  23．45〔氾  24．3250  32．20（氾  21．0∝〉0  

ーDPG〃mOIvaluesa†eeq11altoく）netlaliorthept10Spt10TuSVal11モS．  

らに様々な角度から低濃度長期暴露の生体影響に関する知見の集積に努める必要があり，それらの  

蓄積によって現在見いだされている影響や変化の生理的意味づけが可能になるものと思われる。  
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ニ酸化窒素またはオゾン暴露のラット肺および血液中のSH化合物に及ぼす影響  

EffectofExposurctoNitrogen●Dioxideot10zoneon  

Sulnlydry15imLung8ndBl00do†R8tS  

河田明治1   

Meiji KAWATAl 

要   

NO2または0。をラットに暴露し，肺及び血液中の非タンパク性SH（NPSH），還元型  

グルタチオン（GSH），酸化型グルタチオン（GSSG），ならびに肺のタンパク性SH（PSH）  

に及ぼす影響について検討した。NO2急性，亜急性，慢性実験の結果と，03急性実験の結  

果とをここにまとめ，これに関連する他の研究成果と比較検討した。  

Abstr8亡I   

Thee打沈tOreXpOSuTetONO20TO30n thelevelsornonprotein sulmydryl（Nl）S†1），  

reducedglutathioりe（GSH）・Andoxidizedglutathione（GSSG）inlungsandblood，and  

proteinsul什1ydryl（PSH）inlungswerestudiedusingrats・Theresultsofacute，Subacute，and  

long・teTme：くpOSuTetONO2，andofacuteexposuretoO3WereSummarizedanddiscussedin  

COlllparisiollWith those oro止erworkers．  

1．はじめに   

大気汚染物質である二酸化窒素（NO2）とオゾン（0。）はともに酸化性を有する点で共通してい  

る。SH基を有する化合物は生体内で重要な機能を営むものが多い。それはある意味ではSH基が容  

易に酸化される性質によるとも考えられることから1），NO2又は03の生体内SH化合物に対する影  

響については多数の研究が報告されている。しかしSH化合物は不安定で，多くの物質と複雑な反  

応を示すことから，現在なお多くの問題が残されている。昭和52年度から5年間にわたって行われ  

た特別研究「大気汚染物質の単一および複合汚染の生体に対する影響に関する実験的研究」で行っ  

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番ユ  

The NatiorlalInstitute for EnvironmentalStudies，Basic MedicalScierlCeS Division，Yatabe－maChi，T5ukuba，  

1baraki305，Japan．  
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た，ラットの肺及び血液中のSH化合物に及ぼすNO2又は0。の影響についての研究成果は，国立公  

害研究所研究報告2－5）に発表した。ここではこれら個々の実験結果を整理し，更にこれに関連する他  

の研究成果との比較検討を行った。   

2．肺に存在する還元型SH化合物の量的変動   

NO2又は03の低濃度暴露により肺の非タンパク性SH（NPSH）又は還元型グルタチオン（GSH）  

量は増加する。肺のGSH量は，6ppmNO2（1日4時間）7日間（マウス）で変化が見られず，15  

およぴ28ppmNO2（1日4時間）7日間（マウス）で有意に増加6一，0・2，0・5，0・8ppmO37日間（ラッ  

ト）で暴露濃度に応じた増加7），0．2，0ふ1．OppmO3（1日4時間）30日間（マウス）で暴露濃度，  

暴露時間に依存して増加した且）。0．8ppmO33日間（ラット）で肺のNPSHは25％増加するが，暴  

露ラットを清浄空気中で飼育すると2日以内に減少を開始し，6日後にほぼ正常値に近づき9日後  

には完全に回復する9）。   

NO2または0，を暴露したラット肺のNPSH量をBeutlerlO一に準じた方法で，またGSH量を  

Tietzell）の方法により測定し以下の結果を得た。4および6ppmNO210日間の急性暴露2〉で  

NPSH，GSHは暴露開始直後より増加し，7E］後に最高値に達した。0．4，1．3，4ppmNO21週間～3  

か月間の亜急性暴露で4）NPSH，GSHは0．4，1．3ppm群で有意な変化が見られず，4ppm群では暴  

露開始1週間以後有意に増加した。0．04，0，4，4ppmNO2低濃度長期暴霹実験3一では，0・04，0・4ppm  

；
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〇
∈
且
｝
〓
S
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C  O．04  0．4  l．3   4．O  

NO之 Concen†ro＝0∩（ppm）  

図1ラット肺中の還元型グルタチオン（GSH）量に及ぼすNO2暴露の影響  
Fig．1EfrectofNO2eXPOSureOnthelevelofreducedglutathione（GSH）inrat  

lungs  
ReducedglutathionelevelsisexpressedasJLmOles／gwetlung・  
Valuesaremean±SD（〃＝6）．●＝ク＜0．05，＝＝クく0・Ol，■＝：♪く0・00l・△：1  
week，▲：3months，○：9months，●：18months  
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18か月間暴露でNPSH，GSIlは変化せず，4ppm9，18か月間暴露で有意に増加した。NO；急性，  

亜急性，長期暴露実験の結果より肺のNPSH，GSHは0．04，OAppmNO2長期暴露で変化が認めら  

れず4ppm群では暴露1週間後に最高値に達したのちこの値は18か月間維持された。GSHについ  

ての結果を図1に示した。   

Mustafaら7）は0・8ppmO，7日間暴露で，ラット肺0）NPSH，・GSHは暴露開始3日後に最高値に  

達し（対照群に対してNPSHで40％，GSHで30％の増加に相当する），以後それぞれの値ははぼ  

一定に維持される結果を得た。しかしこれと同一条件での実験5）ではNPSH，GSHともに3日以後  

14～23％の増加を示しNPSHとGSH値の間に有意な差は見られなかった。   

高濃度のNO2又は03暴露で肺のNPSH又はGSHは減少し，0。暴露では暴露濃凰暴露時間に  

依存して減少することが認められた5・12〉。暴露群の肺のNPSH又はGSHの対照群に対する値は，20  

ppmNO21日間（ラット）で80～60％2），2ppmO38時間（ラット）で55％5），75％12），59％13），  

4ppmO36時間（ラット）で51％12）と著しく減少した。しかし4ppmO。4時間（マウス）で肺の  

GSHは変化せず8｝，8ppmO，4時間（マウス）で86％8），8ppmO。3時間（マウス）で46％まで減  

少した14）。ラットとマウスにおける03のGSHへの影響の遠いは種差によるものと考えられ，マウ  

ス系統間においても感受性の差が認められた－5）。   

タンパク性SH（PSH）量は総SH量よりNPSH量を差し引くことにより求められる16）。肺の  

PSHは4ppmNO23か月間（ラット）4），0．8ppmO，7日間（ラット）5），2ppmO。4時間（ラット）13）  

で変化しないが（NPSH及びGSHは有意に増加又は減少する），2ppmO。61亨）及び85）時間（ラッ  

ト），4ppmO，2時間（ラット）5）で暴露時間に依存して有意に減少した。これらの結果から肺には  

タンパク性SH量がGSH量より多いにもかかわらず，NO2又は0。の影響を受け難いことが明ら  

かになったさ・13）。   

09暴露による肺GSHの変動を他の生体成分や生体の状態との関係において調べた研究がある。  

マウス肺中の還元性物質であるGSHとビタミンCに及ぼす0。暴露の影響を検討し，ビタミンC  

投与は低濃度繰り返し暴露による0。の影響を抑制した17〉。03暴露でビタミンE欠乏食を投与した  

ラットでは赤血球中のGSHが減少した柑・1㌔マウスの03暴露で，運動させた群の肺GSHは増加し  

た20）。   

3．肺に存在するSH化合物の酸化   

最も緩和な条件でSH化合物を酸化すると二分子よりジスルフィド，異なるSH化合物とで混合  

ジスルフィドを生成する。玩＝励叩の系でSH化合物にNO2や03を作用させ，その酸化生成物を  

調べた例は多く，ジスルフィド以外に更に酸化の進んだ種々の髄化体や，NO。との反応で窒素を含  

む誘導体も得られているl・2ト25）。還元型グJt／タチオン（GSH）の酸化によって生じた酸化型（GSSG）  

は可逆的に還元されて再びGSHとなること，チオールとジス）L，フィドの交換反応によってGSSG  

自体が他のSH化合物を酸化すること25），SH化合物はフリーラジかレ反応26）によっても他の物質  
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と反応するなどSH化合物の酸化反応の過程は複雑である。これに加えて生体中では，SH化合物の  

代謝に関与する種々の酵素が存在するので，生体中のSH化合物の酸化過程を正しく把握するには  

困難な間鱒が多い。NO2又は03を暴露した動物の組織や血液中のSH化合物の酸化についての研  

究は多いが，実際に酸化体を定量した例は少ない。その理由として，（1）生体中では低分子SH化合  

物はその大部分が還元型として存在する，（2）高濃度03暴露でも肺の低分子SH化合物の酸化体の  

濃度が低い12），（3）低分子SH化合物とタンパク性SHとから生成する混合ジスルフィドを直接定量  

する優れた分析法が存在しないなどの点が挙げられる。   

グルタチオンレダクターゼ（GR），DTNB，NADPHを用いる方法11）により，NO2又は0。を暴  

麗したラット肺中のGSSG量を測定し以下の結果を得た。GSSGは10ppmNO21日間暴露で増加  

傾向，20ppmNO21日間暴露で有意に増加した2－。0．04，0．4，4ppmNO2低濃度長期暴露実験では，  

GSSGは表1に示す如く，4ppm9か月間，0．4ppm18か月間暴露で増加傾向を示し，4ppm18か  

月間暴露で有意に増加した（肺の総グルタチオン中の酸化型グルタチオン含有率で表した結果は前  

報3一に示した）。0．4，1．3，4ppmNO23か月間暴露では肺のGSSGは有意な変化を示さない4）。0．8  

ppmO，7E］間，2ppmO312時間，4ppmO，6時間暴露で，ラット肺のGSSGは有意に増加したが，  

いずれの暴露群でも低い情を示した㌔この場合2及び4ppm群では，肺に含まれる総グルタチオン  

量よりも多い量のPSHが減少することから，タンパク性SH間においてジスルフィドの生成して  

いることが示唆された。  

表  1ラット肺の酸化型グ）t／タチオン（GSSG）量に及伊すNO2暴露の影響  
TablelE耽ctorNO2eXpOSuTeOntheleveloroxidizedglutat山one（GSSG）fnra亡  

1ungs   

9MonthsExposure  

NO2  First Experiment Second Experiment 

0．025±0．004  

0．024±0．004  

0，025±0．〔泊4  

0．035±0，Ⅸ）3＝  

Contro1  

0，04ppm  

O．4 ppm  

4 ppm  

0．030±0，（氾8  

0．038±0．012  

0．039±0．011  

0．037±0．008  

1SMonthsExposure  

Firsr Experiment Second Experiment  

0．032±0，019  

0．036±0．010  

0．047±0，010  

0．065±0．O18■  

0．023±0．006  

0．025±0．00ユ  

0．033±0．00（）－  

0．03（）±0．00（〉＝  

Control  

O．04ppm  

O．4 ppm  

4 ppm  

Oxidizedglutathiorle（GSSG）Leve）isexpressedasJJmOle／gwetlung・Valuesaremean±SD（77＝6）・  
●：p＜0．05，－●＝ク＜0・01・  
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DeLuciaら12）はラットを用いた4ppmO36時間暴露の実験で，肺のGSSGが増加を示さず，上記  

の実験5）と異なる結果を得た。しかしその報告の中で，GSSGの測定に問題があったため肺のGSSG  

畳に変化が認められないとする結論には疑問のあることが指摘された。   

酸化的条件下で赤血球中にHeinzbodies（ハインツ小体）が生成する。0，又はオゾニドの作用に  

よるHeinz bodies生成と非タンパク性SH（NPSH）及びヘモグロビンの関与について論じた報  

告27）があり，血球中のグルタチオン代謝に関連してGSHとヘモグルビンとのジスルフィドの生成  

とその性質について調べられている28・2g）。   

以上述べた如く，生体内に存在するSH基のNO2又は0。による直接的な酸化に関する研究は多  

いが，一方NO2又は03の大気汚染物質としての有害性とフリーラジカル反応の関与によって生成  

する過酸化脂質との関連性が論じられている24〉。Chowら30）によりOa暴露において脂質過酸化に  

よる障害に対する肺の防御機構としてPeroxidativeMetabolicPathway（PMP）が示れた。PMP  

系にはGSHとGSSGとの可逆的酸化還元反応が組み込まれており，ここでのGSHの役割は，不飽  

和肪肪酸に対するNO2又は0きの作用によって生成する過酸化脂質の還元である。NO2又は03暴  

露における肺のPMP酵素活性に及ぼす影響についての研究は多く，PMP活性の増加する場合，  

GSHも増加する3134）。PMP系ではGSSGの還元にはGRが関与するが，ラットを用いた0．8ppm  

O3暴露でGRの他にジスルフィドの還元酵素であるジスルフィドレダクターゼ，グルタチオンージ  

スルフィドトランスヒドロゲナーゼ活性の増加が認められた7〉。このように比較的低濃度のNO2又  

は0。暴露で種々の酵素活性が増加するが，2ppmO，8時間暴露（ラット）ではPMP系酵素である  

GR，グルコース6一リン酸デヒドロゲナーゼ（G6PI））活性が低下した13）。このGRとG6PD活性  

の低下は03が活性部位のSH基に障害を与えることによると推定されている。また，この酵素活性  

の低下とタンパク性SHの経時的減少傾向とがよく一致するという結果が，同一条件による暴露実  

験で確認された5）。DeLuciaら12）は03暴露による肺GSH量の減少をGSHとPSHとの混合ジス）t／  

フィド生成によると結論しているが，混合ジスルフィドの定量的な検討は試みられていない。   

4．血液中のSH化合物への影響   

血液中の還元型グルタチオン（GSH）は1または2ppmO，2．5～3時間暴露（ヒト）35），0，04，0．4，  

4ppmNO2（ラット）の9か月間暴露で変化が認められず，0．4，4ppm18か月間暴露で減少する傾  

向を示した3）。   

0。暴露が血液中のSH化合物，他の生体成分，酵素活性に及ぼす影響に関する多数の研究が報告  

されているにもかかわらず，なお不明な点が多い36）。0．8ppmO。7日間（ビタミンE欠乏食ラッ  

ト）18，19），0．5ppmO。2．75時間（ヒト）37〉の暴露では血液中のGSHは有意に減少したが，これに対  

し0．15及び0．3ppmO，1時間（ヒト）38），0．5ppmO3（1日8時間）7日間（ラット，サル）3g），高  

濃度の8ppmO。4時間（マウス）細の暴露でも有意な変化は認められないと報告している。   

このように03暴露による血液中のGSHに及ぼす影響については明確な結果が得られていない。  
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血液中のSH化合物の変動を暴露濃度と暴露時間との関係において詳細に検討するため，ラットを  

用いて0・8ppmO37日間，2ppmO312時間，4ppmO36時間の暴露を行い，血液中のGSH，GSSG，  

NPSHをBeutlerlO）およびTietzell）の方法により測定した結果，GSSGは減少傾向を示したが，  

GSH及びNPSHでは有意な変化が認められなかった5）。   

血梁中のGSH量はマウスで28JLmOles／113），ラットで3～5pmoles／142I43）で，血液中のGSH量3I5）  

に比べて著しく低く，静脈より投与されたGSHは血中より速やかに消失して血梁中のGSHは正  

常値の低い濃度に保たれる43）。これらのことから03暴露によって肺のGSHに著しい変化が見られ  

るにもかかわらず，血液中のGSHが有意な変化を示さない事は血液中のGSHの大部分が赤血球  

中に存在しており，0。．の直接的な影響を受け難い状態にあるためと考えられる。また，酸化された  

GSHが速かに血球内の酵素系によって還元されている可能性も考えられる。  

5．おわりに   

以上NO2又は0。の動物暴露実験における肺及び血液中のSH化合物に及ぽす影響について述  

べた。これまでは生体成分の中で，酸化性を有する大気汚染物質であるNO。，0。と反応し易いSH  

化合物を中心として研究を行ってきたが，これと関連する他の多くの研究結果とを合わせ考えると，  

なお検討を要する多くの問題の存在することが明らかになった。低濃度0。暴露によってタンパク  

合成の促進されることが認められていること7）などから今後は生体中のSH基だけでなく，SH基  

を持ったアミノ酸，ペプチド及び関連物質にも注目し，これら生体成分に及ぼすNO2，0。等の暴露  

による影響へと研究を展開する予定である。  
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告．（1982）  

第31号 大気汚染物質の単一および複合汚染の生体に対する影響に関する実験的研究一昭和55年度  

特別研究報告．（1981）  

第32号 スモッグチャンバーによる炭化水素一窒素酸化物系光化学反応の研究一昭和54年度特別  
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