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最近の高度先端技術，すなわちハイテクノロジーの社会では，いろいろな材料が利用されるが，  

掛こ，カドミウム，水銀等，様々な重金属が用いられ，それらが廃棄物等となって環鄭こ存在す  

る。その上 従来からも鉱山や工場などでは重金属によって汚染された土壌が存在し，そこで収  

穫された作物を人間が口から摂取している。   

その結見 これらの重金属ほ腎隠や肝掛こ葛額して，そのために人間の健康に被暑が出る場合  

がある。   

重金属の環境汚染による健康影響に関する問題ほ，汚染物質が微量で，かつ長期間にわたって  

人体が暴露されているのでいろいろ難しいことがある。一般にこのような慢性影響についくほ，  

自覚症状があった段階ではすでに手遅れになることやミ多いので，早期にその影響を発見する必要  

がある。これがいわゆる早期診断である。   

この研究を通じて，例えば早朝の尿中に総タンパク質が高いこと，尿中のαlマイクログロブリ  

ンが高いこと等や，また赤血球が減少して貧血を起こすことなどが分かった。ここでほ動物実験  

も行ったが，主として疫学的な方法を用い，重金属に汚染されている地域の住民等の多大の協力  

によって完成したものである。この調査で地域の方々に積塩的な協力をいただいたことほ，その  

高い受診率によ ってもうかがうことができる。   

一方では，生理・病理学的な研究から，健康被害が起こってくる原因を明らかにすることにも  

努力した。これは，主として研究所内で行った。そして，単なる老化の影響でほなくて，それと  

区別して重金属摂取の影響が発現する後作について追求した。   

この他，本研究では，尿細管の損傷，甲状腺ホ／レモソ分泌代謝異常，メタロチオネインのラジ  

オイムノアッセイ，薬物代乳 脂質過酸化による傷害，貧血等身体異常や体液ノミランスの異常な  

どについても，専門的な議論を進めることができた。   

国立公害研究所では，このように環境の汚染が人間の健康にどのような影響を与えるかについ  

て．従来から多大の関心を持っているが，人体について直接に実験を行うことは，倫理的にも許  

されないので，なかなか思うように研究が進まない。しかしながら，今回，重金属の経口摂取の  

影響について，ある程度成果をまとめることができたので，ここに発表する次第である。この研  

究ほ，1982年から3か年計画で特別研究としてとりあげ，最近終了したものである。本報告に対  

してこの間確に関心を持たれる方々からのご批判を歓迎する。  

1985年9月  

国立公害研究所  

所 長 近 藤 次 郎   

，  11t ‾‾‾   
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Abstract   

InthecontemporarysoFietydemandforheavymetals・theirproductionandconsumption  

havebeenconsiderablyirlCreaSedinadailylife．Asaresult，releaseofthemetalstoour  

environmerl［noton】ygive5aCOntjnuousimpactbutaJsorajsesserjousorpTObab】eproblems  

on human health．   

Thepresentresearchprojectentitled＜’AComprehensiveStudyontheDevelopmentof  

AssessmentTechniquesfor HealthEffectsdueto EnvironmentalHeavyMetalExposure  

WaSthusdesignedandcarriedoutbyresearchersbelongingtoDivisionsofEnvironmental  

Health ScieTICeS and Basjc MedjcaJSdences with co］1aboratjon of those jn Djvjsjons of  

ChemistryarldPhysics，Engineering，andEnvironmentallnformationduringafiscalperiodof  

1982to1984．  

Theprincipalaimsoftheproject weretwofold：（1）toobtain a wholespectrum of  

healtheffectsofheavymetals，particularlycadmium，intermsofalowlevelexposurefora  

】jfespaれ．（2）tofindanddeve】opnewsensjtjvejT）djcatorsusefuljnevaluatjnghealtheffects  

Ofheavymetals．Theresearchprojectconsistsofeightindependent，butpartlyinter・related  

re岳earch plans as described below，In the plans，eXperimentalstudies usinglaboratory  

anirnalsandepidemi0logicfieldsurveyonhumanpopulationatrisk werecarriedout．  

Theeightresearchplansareこ（1）assessmentofhealtheffectsinpeoplelivinginheavy・  

meta］rpol】utedareas，（2）effectsofheavymetaJexposureonthemetabolismofessential  

elements，（3）effectsofheavy metalexposure on homeostasis．particularly ofendocrine  

SyStem，（4）developmentofametallothioneinradioimmunoassayanditsapplicationtoan  

epidemiologic study，（5）effects ofheavY metalexposure orldrug metabolizing enzyme  

SyStem and onlipidperoxidation，（6）studies of heavy metalexposure on the onset of  

ar）eamja，（7）studjesonmodifjcatjorlfactorsofheavy・metaltoxicity and（8）effectsof  

heavy metalexposure on the regulation of body fluid andits constituents・Scientific  

achievementsontheseplansaredescribedin22articleswhichareincludedinthisreport．  

Keywords：Cadmium，α．microglobulin，J32－microglobulin，NaCetyトβ－D－glucosaminidase，  

urinarytotalprotein，metallothionein，lipidperoxide，red bloodcell、pretreatL  

menteffect，renaltubulardysfunction，urinaryosmolality．thyroidglandfunctL  

ion，radioimmunoassay，enVironmentalcadmiumexposure，isometallothionein，  

CySteine，bodywaterbalance，Chromium，COPper，Zinc・   
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Ⅰ 研究成果の概要と意義   

OutlineandSignificanceoftheStudiesCompiledimthisVolume  

脇阪一郎1  

Ichiro WAKISAKAl  

昭和57年から3か年計画で着手した「重金属環境汚染による健康影響評価手法の開発に関する  

研究」ほ，環境保健部，環境生理部を中心とし，これに計測技術部，技術部及び環覚悟報部から  

一部参加を得て実施されたものである。研究担当者の所属と氏名並びに客員研究貞の氏名は，下  

記のごとくである。  
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1．国立公害研究所 環境保健部 〒305茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
EnvironmentalHealthSciencesDivision．the NationallnstituteforEnvironmentalStudies，Yatabe－   

machi．Tsukuba．1b畠raki305，Japan′  

－l－－   



脇阪一郎  

1）58年度末における所属と氏名  

2） プロジェクトリーダー  

3）57～58年度幹事，現在 長崎大学医学部  

4）現在 静岡済生会病院  

5）現在 環境生理部慢性影響研究室  

6）同上  

7）59年度より参加  

8）57～59年度幹事  

9）現在 額境生理部環境生理研究室  

10）59年度幹事，現在 環境保健部人間生態研究室  

11）現在 国立衛生試験所食品部  

12）現在 環境庁環境保健部保健調査室  

13）現在 環境保健部環境疫学研究室   

B．客員研究員  

本特別研究を遂行するにあたり，以下の諸先生方に客員研究員として御協力いただいたことに  

謝意を表します。  

荒記 俊一  

池田 正之  

大井  支  

大沢 基保  

児島 三郎  

河野 俊一  

小町 吉男  

桜井 治彦  

佐藤 良博  

清水  美  

白石 浩二  

鈴木 継美  

住野 公昭  

滝  幸  

竹本泰一郎  

田畑 米穂  

能川 浩二  

久道  茂  

藤田 敏郎  

（大分医科大学）  

（東北大学医学部）  

（帝京大学医学部）  

（帝京大学薬学部）  

（秋田県衛生科学研究所）  

（金沢医科大学）  

（筑波大学医学専門学群）  

（慶応義塾大学医学部）  

（共立薬科大学）  

（杏林大学保健学部）  

（東京大学工学部）  

（東京大学医学部）  

（神戸大学医学部）  

（北里大学衛生学部）  

（長崎大学医学部）  

（東京大学工学部）  

（金沢医科大学）  

（東北大学医学部）  

（筑波大学医学専門学群）  

安藤 哲夫（鹿児島大学医学部）  

乾  道夫（東京都監察医務院）  

大熊 勝治（帝京大学薬学部）  

加須屋 実（富山医科薬科大学）  

児玉  泰（産業医科大学）  

小林 悦子  
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佐藤  洋（北海道大学医学部）  

清水不二堆（新潟大学医学部）  

嶋本  喬（筑波大学医学専門学群）  

常見  和（聖マリアンナ医科大学）  

角田 文男（岩手医科大学医学部）  

関野  宏（医療法人宏人会）  

竹林 茂夫（福岡大学医学部）  

田口 吉雄（東北大学医学部）  
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松田 晴夫（石川県衛生公害研究所）   三浦  亮（秋田大学医学部）  

矢島 毅彦（東邦大学薬学部）  芳野 充男（東京大学農学部）  

山口 誠哉（筑波大学医学専門学群）   山村 行夫（聖マリアソ医科大学）  

吉永  馨（東北大学医学部）  吉田 克己（東北大学医学部）   

本研究は，文明生活に欠かせない重金属の需要利用の増大に伴い，その環境サイクルの中での  

人間の健康とのかかわりについて，長期間の微量暴露の影響の全ぼうを明らかにするとともに，  

人体に対する影響評価のために新しい鋭敏な指標の開発を目的としたものであり，八つの研究課  

題について，基礎的な動物実験から，人間集団を対象とした野外調査に至る様々の研究が行われ  

た。各研究課題でとりあげた内容は，22編の報文としてまとめられ，ここに一冊の報告書として  

刊行されることになったものであり，その概要を以下に説明する。．  

（1）盃金属汚染地域住民の健康評価に関する研究（報文番号1～5）   

重金属汚染が人の健康に及ぼす影響について，重金属汚染地域住民を対象とした悉皆調査を行  

い，重金尾汚染の影響を疫学的見地から検討したものである。カドミウム汚染の指標として，尿  

中α1マイクログロプリンも，良マイクログロプリンと並んでよい指標であることが判明した。  

また，尿中の総タンパク質濃度の数量測定法を改良応用することによって，汚染地域住民の早朝  

尿に対照群よりも総タンパク質が多く排せつされていることを確認した。   

カドミウム非汚染地域住民について尿中N7セチルーβ－DTグルコサミニダーゼ活性を測定して  

その正常上限値を求めた。カドミウム汚染地域住民では尿中N－アセチルβDグルコサミニダー  

ゼ活性値が，カドミウム暴露の程度を反映して，年齢に伴って増加していることから，N一アセチ  

ルーβ－D－グルコサミニダーゼがカドミウム暴露による尿細管損傷を反映する鋭敏な指標であること  

を明らかにした。更に，カドミウム汚染地域在住の50歳以上の住民から採取した尿及び血清で，  

α1－マイクログロプリンの動向を疫学的に検討し，本指標が加齢によって上昇するものではなく，  

カドミウム暴露による近位尿細管機能低下を反映する鋭敏な指標であることを示した。カドミウ  

ム汚染地域住民のなかには尿細管障害に加え糸球体障害の傾向が見られる老がいることも示唆さ  

れた。  

（2）重金属暴露が必須元素代謝に及ばす影響の研究（報文番号 6）   

重金属の長期微量暴霞下で生体内に蓄積した重金属が生体必須微量元素代謝に及ぼす影響を明  

らかにする目的で，頭髪の多元案分析を行った。重金属汚染地域住民について18元素の分析を行っ  

た結果，カドミウムと鉛の濃度が正常値より高いことが認められた。しかし，生体必須元素に関  

しては正常値との問に差は認められなかった。  
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（3）重金属暴露がホメオスターシスに及ぽす影響の研究（報文番号 7，8）   

カドミウム汚染地域住民の尿の浸透圧を測定し，尿中のA－マイクログロブリン濃度との関連性  

を調べた結果，両者の間に有意な逆相関関係があることを認めた。このことから，カドミウムに  

よる腎尿細管障害が尿浸透圧の低下に関係していることが示唆された。また，甲状腺機能に与え  

る影響を調べた結果からは，カドミウム汚染地域住民に，甲状腺ホルモンの分泌及び代謝の異常  

がひき起こされている可能性が示唆された。  

（4）■ メタロチオネインのラジオイムノアッセイの開発と疫学的応用に関する研究（報文番号  

9～12）   

カドミウム汚染による人への影響を知る指標の一つとして尿中のメタロチオネインの測定法を  

確立し，その意義を明らかにして疫学的研究への応用をほかるのが目的である。ラットのメタロ  

チオネインを抗原としてウサギを免疫し，力価の高い抗血清を得て，これを用いたラジオイムノ  

アッセイでngレベルでメタロチオネインを定量することを可能にした。また，カドミウム春霞と  

の関係をラットで調べ，尿中へのメタロチオネインの排せつはカドミウム排せつに先立って上昇  

すること，人を対象とした調査でも尿中メタロチオネインレベルほ尿中カドミウム及び銅レベル  

と高い相関を有することを見いだした。さらに，カドミウム汚染地域に在住し，それによる障害  

を持つ女性の尿をゲルクロマトグラフィーによって分析し，尿へのカドミウム，銅及び亜鉛の排  

せつにメタロチオネインが寄与していることを明らかにした。これらのことから，尿中のメタロ  

チオネインがカドミウム暴琵による尿細管障害のよい指標となることが示唆された。尿中のメタ  

ロチオネインのラジオイムノアッセイを行う上で，メタロチオネインの化学的安定性を知る必要  

があるため，ラットのメタリチオネイソを用いて空気中の酸素の影響などを検討した。その結果，  

メタロチオネインⅠ型がⅠⅠ型よりもすべての反応において反応性に富むことを見いだした。また，  

lH－NMRを用いて哺乳動物から得た5種類のメタもチオネインの高次構造に関する研究も行った。  

（5）重金属暴露による薬物代謝への影響と脂質過酸化的障害に関する研究（報文番号13，  

14）   

カドミウム投与による脂質過酸化ほ，雄ラットの方が雌ラットに比べ著しく促進されることか  

ら，カドミウムの毒性発現の雌雄差を解明するために，カドミウムのステロイド合成系，分解系  

に関与する薬物代謝系酵素への阻害作用を検討した。カドミウム投与による生体影響の一つとし  

て，ステロイド代謝が阻害され，血梁中テストステロソ濃度の低下を引き起こし，肝臓薬物代謝  

系酵素活性の低下をもたらすことをラットで確かめた。   

カドミウム汚染地域において，60歳以上の住民の呼気中炭化水素と血清過酸化脂質濃度を測定  

したところ，カドミウムによる腎障害老においてほ，正常者に比して両者とも有意に低値を示し  

た。また，実験的にカドミウムメタロチオネインをラットに投与すると，呼気中プロ／くソ濃度は  
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一過性に上昇するが数日後には初期レベルの半分以下に低下し，カドミウムによる腎障害と過酸  

化脂質生成との関連性が示唆された。  

（6）重金属暴露の貧血に及ばす影響に関する研究（報文番号15，16）   

重金属汚染地域住民の問に貧血症が見いだされていることから，カドミウム雲霞による貧血の  

発現機構を動物実験で検討した。   

ラットにカドミウムを投与して，ヘマトクリット値の低下が起きる以前に赤血球比重の増加が  

進行していることを見いだした。また．赤血球を3Hでラベルしてカドミウム投与による消長を調  

べたところ，ラベルした赤血球が減少していることを見出した。さらに，溶血を起こさないカド  

ミウム漁家でラッ†赤血球への影響をわ＝扉和て消討し，比重増加，形態変化 変形能の低下等  

の赤血球の老化に伴う変化が，カドミウム濃度依存的に生じていることを見いだした。これらの  

変化は、赤血球険のチオール基とカドミウムの相互作剛こよって引き起こされている可能性が示  

唆された。  

（7）重金属の毒性を修飾する因子に関する研究（報文番号17～19）   

蓄積性汚染重金属であるカドミウムの代謝や毒性が，生理的条件下でどのような影響を受ける  

か，また，投与経路や化学形態が毒性にどのようなかかわりがあるかを明らかにするのが目的で  

ある。   

肝臓に対するカドミウムの蓄積限界と，それに伴う必須金属濃度への影響を明らかにするため，  

ラットを用いて投与実験を行い，カドミウムの体内における移動を示す模式図を提案した。   

腎臓へのカドミウム取り込みに対するL－システイソの影響を検討し，カドミウムとL一システイ  

ンの同時投与によって，カドミウムの腎への移行が促進されることを見いだした。さらに，ラベ  

ルしたシステインが腎臓の組織中でどのような分布をとるかオートラジオグラフィで検討し，投  

与されたカドミウムがしシステイソと結体を生成して生体内を移動する可能性を示した。また，  

少量の異なった錯体を投与して腎臓にメタロチオネインを誘導した後，腎病変を起こさせる量の  

カドミウム銘体を投与することによっても，カドミウムの腎毒性発現俵構を検討した。  

（8）環境中正金属の暴露による身体変調と体液／くランスに関する基礎的研究（報文書号  

20～22）   

有害物質が体内に摂取されたときの影響を全身症状として把捉するため，水，電解質バランス  

をとりあげ，測定法とLて垂水を指標とする技法を開発した。この方法を用いて，人に対する重  

水経口投与及びその尿中排せつ量の測定を試み，腎不全患者の細胞内水分量を算出した。また，  

カドミウムを投与したラットを用いて，水代磯臭常を調べ，カドミウム投与群の全体水分量が増  

加することを見いだした。  
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上記の8テーマに加えて，6価クロム取扱い作業者の剖検例についても報告した。  

本特別研究の成果として発表された論文等を以下に示す。  

研究成果一覧  

〔印刷発表〕  

番号  発 表 者   題  目   掲 載 誌   巻   ページ   刊 年   

（DM．Ando  Cadmiumeffectonmicrosomal  27  446－456  

drug－metabolizingenzyme  

activitylnratliverswith  

respecttodifferencesinage  

andse】（  

②M．Kunimoto，  Anapparentaccelerationof   77  451－457  

T．Miura．   a紆reIatedchangesofra亡rd  Ⅰ）harmaco】．   

K．Kubota   bloodcellsbycadmium   

（訝LM．Kunimoto．   DensityiIICrementand   Environ．Res．  1986  

T．Miura  decreasedsurvivalofratred  

bloodcellsinducedby  

cadmium  

①斎藤寛  血液蛋白結論．尿蛋白  臨床検査M（二）OK12．  36－42  

血襲蛋白（高月清編，  

金原出版．221p．）  

（9G．Ohi．  Urinarybeta2－microg】obulin     Arch．Environ．   37  366－341  

S．Yamamo【0．   d（〉父n（）t父rVeaSdjag】10Stic  Hea】tll   

T．FujirLO，Y．Itai，  

K．Uer10，H．Sajto．  

Y．Inabe，  

K．Nakajjm8．  

K．Slliroshi  

48  105－111  

遠山千春・′ト野雄司・  タイイタイ病およぴカ  
三種裕子・杉平直子・  ト■ミウム中温日本公  
脇阪一郎  衆衛生協会，222p．）  

⑦斎藤冤   6  87－92   

らみた人間の健康  資源利用協議会莞）   

（診斎藤冤  人間と重金属（下）カト’ミウムか  99－104  

らみた人間の健康  資源利用協議会誌）  

⑨斎藤寛  過剰の重金属に対する人間生態系  69－80  

の応答  究報告集  
B199－R12－6  

⑲斎藤冤・中野鴇浩  119130  

一生態中毒学的アブ仁一・一チ  （大井玄・鈴木紙業・井  

村仲正編，篠原出版，  

204p．）  

⑪斎藤寛  地域検診による重金属汚染の分析  30  9¶13   1984   

とその指標   
⑩ 斎藤 発   重金属と生活環境   薬局   35   】147ユ152  1984   
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番号  発 表 者   樋  ‖   掲 載 誌   巻   ページ   刊 年   

⑬  134－136  

遠山千春・三種裕子・  
杉平直子・石原縛・  
小林悦子・吉田克己・  
鈴木道子・桜井俊郎  

⑩   腎機能検査   臨床検査（医学望院）   1479－1487   

⑮  メタPチオネイソの分析法の開発  102  801－815  

とその応用  

⑲  メタPチオネインの構造的特徴と  91－108  

生化学  の生物活性一生物無機  
化学の新しい流れ－）  

⑳  Inductionanddegradationof  215235  

metallothioneinandtheir  metaIlothionl己in  

r占1ationtothetoxicityof  （Fou】kes，d．，  

cadmil】m  引sevier，327p．）  

⑲  Accumulationandeffectsof  28  S－56  1982  
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K．Yaguchi，  accumu】ationanditseffecton  

R．Ohnuki．  essentia】metalsinliver．  

M．Nishikawa，  kidney，andbodyE］uids・  
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⑳  31  44694475  

T．Maitani  thetwoisometa）1othioneinsin  
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substitutian reactions 

⑳  重金属の生体内動態とノタロチオ  25  767770  

ネイン  

⑳   St11diesofcadmium11ptake  54  21－30   

andmetabotismbythekidney  
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M．Yamamura  cadmium  

⑳  メタPチオネイソのラジオイムノ  5  94106  

7ッセイの確立とカ「ミウム毒性  

学への応用  
⑳  81－88  

指標としての尿中メタロチオネイ  
ン′  B199－R12－6  

⑳  Urinarymeta】lothioneinasan   54  17l174  

C．Tohyama  indicatorofcadmiumbody  

burden and of cadmium 

inducednephrotoxicity．  

㊥  172  97－99  

中野篤浩り」、林悦子・  

斎藤寛  チオネイソ排泄との関連  
㊨  Protonnuclearmagnetic  J．Biochem．  96  533－543  

C．Tohyama  resonancestudiesof  

manmalianmetal］othioneins  

㊨   人体に蓄諾するカドミウムの加令  116  621－622   

による変動  
㊨  AutoradiogT’aphicalstudieson  53  185－192  

thelocalizationof  

R．Kawamura．  metallothioneininproximal  

K．Kubola  tubularcellsoftheratkidney  

⑮   カドミウムの苛性と生物学的暴露  25  46l－464   

指標   
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番号  発 表 者  頃  日   学 会 等 名 称  開催都市名  年 月   

⑥  国本 草・三満 貞  カドミウムの赤血球陸構成々分の相互作用  
に及はす影響  
カドミウム春雷と尿良マイクログロブリン  

遠山千春・三穐裕子・  会  
杉平直子・脇阪－一郎  

尿を用いての人間集団の健康評価  第31回東北公衆衛生学  

遠山千春・杉平直子・  
三種裕子・陥阪一郎  

カドミウム土壌汚染地域住民睡康調査報告   
遠山千春・三役裕子・  カドミウム中毒に係る隠  
杉平直子・脇阪一郎  合会議  

⑧  
中野馬浩・遠山千春・  
≡種裕子・脇阪一郎  

⑨  
村田勝敬・青野裕士・  序の解析一血塊中濃監（糸球体濾過型）．  

柳原進・新沼華子・  
牛尾耕一・石原信夫・  
山本玲子・斎藤寛  

⑲  
中野篤浩・杉平直子・  
新田裕史・遠山千春・  
三種裕子・石原裕・  
脇阪一郎  

⑪  京都  
遠山千春・小林悦子・  ならびに尿蛋白濃度による人間集団の健康  
三種裕子・中野篤浩・  
石原裕・脇阪一郎  

⑫  東京  
標  汚染物賃とそのトキシコ  

ロブーシ∵／オ㍉ノウム  

⑬  
中野渇浩・遠山千春・  
三毯裕子・石原裕・  
′ト林悦子・脇敬一館  

⑩  
小林悦子・中野篤浩・  
三種裕子・杉平直子・  
石原裕・脇阪一郎  

⑮  
桜田俊郎・中野鴇浩・  
杉平直子・斎藤寛  

⑲   
遠山千春・三種裕子・  ドミウム中毒研究班給金   
杉平直子・石原裕・  
′ト林悦子・吉田克己・  
鈴木道子・桜田俊郎   
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脇阪一郎  

番号  発 表 者   題  目   学 会 尊 名 称  開催都†打名  年 月   

⑰  
中野篤浩・小野雅司・  
遠山千春・三種裕子t  

脇阪一郎  
⑲  

中野篤浩・遠山千春・  おけるNアセチルβグルコサミニダーゼ   

新田裕史・三種裕子・  
脇阪一郎  

⑲  
中野篤浩・小林悦子・  
脇阪一郎  

⑳  
中野鴇浩・小林悦子・  ルβ一D－グルコサミニダーゼの尿中排泄に関   

脇阪一郎   する疫学的研究  
⑳   

の比較   休閑蓮反応シソポジウム   

⑳  重金属とメタロチオネイン  日本化学会第46秋季年  

会．化学関係学協会連合  

協議会研究発表会  
⑳  

田中康宜・河村涼子・  
山村充・久保田憲太郎  

⑳  
官本栄子・山村充・  会  
河村涼子・  
久保＝田憲太郎  

⑳  
官本栄子・河村涼子・  
山村充・  
久保田憲太郎  

⑳  
田中康宣・河村涼子・  ZnとCuの排泄におよぼす低蛋白飼料の影  円  

山村充・  響ⅠⅤ  
久保田京大郎  

⑳  東京  
海老原佳之・  タロチオネイン比と必須金属濃度の変化  
秋富博之・河村原子  

㊧  Srudies of cadmium uptake and Metatlothionein  Research   

metabolism by the kidney Cadmium  Triangle  

NephrotoxicityConf．   Park  

⑳  
渡部裕子・山村 充・  前処理が両錯体り攻撃投与によるCdの蓄   

河村涼子・村上正孝・  
久保田憲太郎  

⑳   
斎藤寛・杉平直子・  会 ’   
中野璃浩・脇阪一・郎・  
小野雅司   
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研究成果の概要と意義  

番号 発 表 者 題  目  学会尊名称 開催獅名年月   

⑳  
小林悦子・首藤 鼠  汚染物須とそのトキシコ  

ロゾーシ′ソポジウム  
⑳  

小林悦子・中野確浩・αrmicroglobulin（努1雑）各種指標との 会  

三種裕子・杉平直子・＝関係  

石原 裕・簾坂叫郎  
⑳  

小林悦子・杉平直子・lオネイソ排泄増加の意義  

中野馬浩・斎藤 冤・  
脇阪一郎  

⑳  
清水文夫・中嶋克行・のRadioimmunoassay  

遠山千春・斎藤 寛  
⑳  

河村涼子・須長宏行・ばす飼料の影響  汚染物須とそのトキシコ  
山村 充・西川雅高・  ロンーシンポジウム  
下篠信弘・鈴木和夫  

⑳  
遠山千春・三種裕子・カドミウムと必須元素との相関性について 会  
杉平直子・安達史朗・  
脇阪一郎  

◎  
三種裕子・杉平直子・ ミウムと銅並びに良MG温度の相関性  会  

安達史朗・膨阪】郎  
㊥  

三種裕子・杉生直子・＝くの尿中排泄  

脇駁一鉢  
⑳  

三種裕子・杉平直子・l［】リンの尿中排泄  

脇阪一郎  
⑲  

鈴木和夫  佐野俗書における腎中カドミウムの臨界液 体関連反応シンポジウム  
度  

⑪  

㊨  
（2）  会  

⑬  吹 田 58．4  

遠山千春・中野薦浩・lム，銅の排泄とタンパクとの結合状態につ  

斎藷 冤・腸阪一郎  いて  
⑲  

斎藤 寛  分析条件の検討  
⑮  

小林悦子・中野鷲浩・ オネインの分析  
意謹 鼠・脇阪「刊  

㊨  福 岡 58．8  

′ 造の研究  
⑳   lO，Cd－サイオニソの腎内分布  第54回日本産業務生半 徳 島 弘・4  
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陥阪一郎  

番号  発  表 者   項  目   学 会 等 名 称  開催都市名  年 月   
⑲  村上正孝   カドミウム腎毒性に対するLシステイソの  

影響  四   
⑲  カドミウム，粥S－システイソ投与時の腎中   

久保＝田憲太郎・  】SSの分布   ∠ゝ  
佐野憲一  

⑳  
佐野憲一・河村原子・  
斎藤寛・久保田憲太郎  

⑳  
鈴木和夫・久保田憲太郎  

毒性に及ぼす影響  
⑳   大阪   

脇阪一郎   
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国立公害研究所研究報告 第84号（R－84’85）  

Res．Rep．NatZ．InsLEnviron．1Stud．，JpnりNo．84，1985．  

Ⅰト1  カドミウム土壌汚染地域住民におけるカドミウムと  

戊一マイクログロブリンの尿中排せつに関する研究  

Studieson UrinaryCadmiumandJ晃一Microglobulin  

of Rcsidentsin Cadmium－Polluted Are  

中野篤浩1・斎藤 寛1・2・脇阪一郎1   

Atsuhiro NAKANOl，HiroshiSAlTOl12andlchiroWAKISAKAl  

要 旨   
環境中カドミウム（以下Cdと略す）暴落とその健廉影響の有用な指標である尿中Cd濃  

度及び尿中戊「マイクログロプリン（以下A－mgと略す）濃度との関係を明らかにするた  

めに，Cd土壌汚染地域住民の早朝尿においてCd濃度とJ32mg濃度の関係を男女Bu．年齢  

別に検討した。   

調査地域ほ，Cd土壌汚染地威として秋田県小坂町，石川県小松市，長崎県厳原町を，対  

照地域として秋田県井川町を選んだ。調査は1979年から1980年の間に行い，901人の被験  

者から早朝尿を採取した。尿中Cd濃度はフレームレス原子吸光法で測定し，成一mg濃度ほ  

ラジオイムノアッセイ法で測定した。濃度ほクレアチニソ比で表した。   

尿中Cd濃度は全地域住民において年齢とともに直線的に上昇する傾向を示し．Cd土壌  

汚染地域住民が対照地域住民に比べて全年齢にわたり有意に高かった。尿中良一mg濃匿ほ  

Cd土壌汚染地域住民で男女とも40歳代から指数関数的に上昇し，対照地域住民では上昇  

はみられなかった。男女とも40歳代から尿中のCd濃度と良mg濃度が有意な正の相関関  

係を示し．Cdが腎尿細管機能に影響していること，また腎尿細管の機能異常によりCd  

の尿中排せつが促進されていることが示酸された。また，尿中A－mg濃度に対する尿中Cd  

濃藍の回帰除数ほ加齢に従い減少し．，同者の関係が加掛こ強く影響されることが示唆さ  

れた。  

Abstract  

Toclarifytherelationshipofenvironmentalcadmium（Cd）exposureinmanwith  

regardto urinaryCd andβrmicroglobulin（尾＞mg）concentrations，therelationship  

between urinaryCd andJ％mglevelsinresjdentslivlnginCd－pOIluted areaswas  

Studiedaccordingtosexandage．  

1．国立公宅研究所 環境保健部 〒3（）5茨城県筑波郡谷田部町′ト野川16番2   
EnvironmentaIHealthSciencesDivision．the NationalInstituteforErlVironmentalStudies，Yatabe－   

machi，Tsukuba，1baraki305．Japan．  

2．現住所：長崎大学医学部 〒852長崎市坂本町Ⅰ2番4   
Presentaddress：NagasakiUniversitySchooIofMedicine，SakamotoLmaChi，Nag2LSaki852，Japarl・  
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中野篤浩・斎膝 見・協阪一郎   

Astarget areas，CdppoIIutedareasinKosakain Akita prefecture．Komatsuin  

IshikawaprefectureandlzuharainNagasakiprefectureandasareferenceareaanonr  

POllutedareainIkawainAkitaprefecturewereselected．Epidemiologicstudieswere  

Carriedoutin1979and1980andanearlyrmornlngurinespecimenwasobtainedfrom  

totalof901subjects．Urinary Cdconcentrationwasmeasuredby flameless atomic  

absorption spectrometry．Urinaryβ2rmg COnCentration was measured by radior  

immunoassay．Bothconcentrationswereexpressedbycreatinineratios．   

TheurinaryCdlevelwassignificantlyhigherinbothmaleandfemaleresidentsof  

allagegroupsinCd－POllutedareasthanthatinnonrpo11utedarea，anditincreased  

linearlywithage．Theurinaryβ2Pmglevelinbothmaleandfemaleresidentsliving  

intheCd－pOllutedareaswasfoundtoincreaseexponentia11y over40yearsofage，  

Whereasin the nonrpolluted areait did notincreasedwith the age．There was a  

SignificantrelationshipbetweentheurinaryCdlevelandβrmglevelinthoselresidents  

aged40andover．TheseresuZtssuggestedthatrenaZtubuJarfunc仁ioTIWaSint】uenced  

byCdaccumulatedinkidneytissues，andthaturinaryCdexcretionwasincreasedby  

renaltubulardysfunction．Theregressioncoefficientoftheurinaryβzmgleveltothe  

urinary Cdlevelin theresidents aged40and over wasdecreased with age．These  

resultssuggestedthattherelationshipbetweentheurinaryCdlevelandβ，一mglevel  

WaSaffectedbyaglng．   

1 はじめに   

日本には，昔の鉱業活動によりカドミウム（以下Cdと略す）による土壌汚染を引き起こした地  

域が存在している。これらの地域の住民は，そこで生産された米や野菜を食べて生活してきた。  

Cd汚染米対策の進展や汚染土婁の改良などがなされ，住民への昔のような濃厚な暴露はなくなっ  

たと思われるが，現在でも一般人よりは高いCd暴露が続いているものと予想される。人体に対す  

るこのようなCdの低濃度長期暴露がある場合，諸臓器の中で腎腐が標的臓器となり，最も高濃度  

にCdを蓄積してゆく。この嘗模したCdにより．腎機能特に尿細管の低分子量タン／くク賀q）再吸  

収綴能が障害されてゆくものと考えられている1）。   

尿中に排せつされるCdほ，腎臓中Cd濃度及び体内Cd負荷量をよく反映することから，Cd暴  

露のよき指標とみなされている2・3）。また腎尿細管の低分子量タン／くク質再吸収機能低下の指標と  

しては，尿中に排せつされる成マイクログロプリン（以下βトmgと略す）の濃度が最も鋭敏な  

指標と考えられている1）。   

そこで．Cdによる土嚢汚染を引き起こした地域の住尉こおいて，Cd暴露の指標である尿中Cd  

濃度と腎尿細管隆能の指標である尿中良一mg濃度の関係を，地域別，男女別，年齢別に検討した。  

2 対象及び方法  

調査地域は．Cdによる土壌汚染対策地域として指定されている秋田県鹿角郡小坂町紳越地区，  

ー14 一   



Cd土壌汚染地威住民におけるCdとJ32Lmgの尿中排せつに関する研究  

石川県小松市金平地区及び長崎県下県郡赦原町を選び，厳原町の樫現地区を薮原1，下原，小茂  

田，椎根地区を厳原2とした。対照地域として秋田県南秋田郡井川町小竹花及び下中村地区を選  

んだ。これらの調査地域の5歳から80歳代までの全住民を調査対象とした。地域別，男女別，年  

代別の被験老数を蓑1に示した。総数ほ901人であった。これらの被除去数は，調査地域全住民  

の90％以上に相当した。また，これらの調査ほ1979年から1980年の間に行った。  

蓑 1カドミウム汚染地域及び対照地域住民における性別，年代別の被験老数  
Tablel Numberofsubjectsincadmium－pO11uted（Kosaka，Komatsu，Izuhara－1and  

lzuhara－2〕andnon－pOlluted（lkawa）areasbysexandage   

これらの調査地域住民から早朝尿を採取した。この尿試料の一部分を塩酸酸性にして持ち帰り，  

クレ7チこ／とCdを測定した。クレ7チニンは原尿を20倍希釈し，Jaffeの反応4〉で測定した。  

Cdは硝酸分解後10倍又ほ20倍に希釈して，D2ラソプ補正下フレームレス原子吸光法で測定した。  

ヒトの尿中のCdのフレームレス原子吸光分析では，原子化干渉が強く直接検量線法では行えない。  

そこで．個ぺの尿のマトリックスを平均化するために混合尿を調整して，これにCdの漂準液を添  

加し検量線を作成した5）。β2mgは，チモール添加リソ酸緩衝液（pH8．2，0．2M）を尿3mlに  

2滴の割合で加え－200Cで保存して．ラジオイムノアッセイ法（ファルマシア製良一マイクロテス  

ト）で測定した。  
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中野箱浩・斎藤 寛・脇阪→郎   

Cdと良一rngのこれら早朝尿における温度は．クレアチニソ1g当たりの〟g数．すなわちCd／  

クレアチニ∴／此（〝g／gクレアチニン）と成一mg／クレアチニン比（〃g／gクレアチニン）で表現した。   

また，これらの濃度の差の検定はStudent’strtestに従った。  

3 結 果  

Cd土壌汚染地域と対照地域住民の早朝尿におけるCd濃度を，蓑2，蓑3，図1，図2に示した。   
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図1カドミウム汚染地域及び対照地域の男性住民における尿中カドミウム／ク  
レアチニソ比  

Fig，1Cadmium／creatinineratioinurineofmaleresidentsincadmiumpOlluted  
（Kosaka．Komatsu，lzuhara－1andIzuhara2）andnon－PO11uted（Ikawa）areas  
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Cd土壁汚染地域住民におけるCdと｝％－mgの尿中排せつに関する研究  

尿中Cd濃度は，Cd土嚢汚染地域住民の方が対照地域住民に比べて，男女とも全年齢にわたって  

有意差をもって高かった。男性の尿中Cd濃度は，Cd土壌汚染地域，対照地域とも年齢の上昇に  

応じて一次関数的に上昇した。一方女性では，調査地域の中で高濃度暴霞の予想される「小松」  

と「厳原一1」において，50歳代に顕著など－クを示すCdの尿中排せつバターソを示した。  

AGE  

図 2 カドミウム汚染地域及び対照地域の女性住民における尿中カドミウム／ク  

レアチニソ比  
Fig．2 Cadmium／creatinine ratioinurirle Of female residentsin cadmiumpOlluted  

andnon－pO】1utedareas  
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中野鳶浩・斎藤 冤・脇阪一郎  

蓑 2 カドミウム汚染地域及び対照地域の男性住民における尿中カドミウム／  

クレアチニソ比  
TabJe2 Cadmium／crea血ine ratioin uTineof ma】eresjdents jn cadmjum－PO‖uted  

andnon－pOllutedareas  

5－9 1019  20－29  3039  4049  5059  60－69  70  

Arithmetiぐmean（upper）alldS．D．（lower）  

2．17   2．28  
0．71  0．61   

6．50   7．60  
2．86   4．04   

10．64  14．87  
7．24   6．63   

10．96  13．01  
5．28   7．77  

7．34   9．89  
4．52   5．60  

0．59   0．66  
0．33   0．43  

1，29  1．71  
0．42   0．84  

2．04   2．59  
0．71  2，37  

2．01  1．42  
0，42   0．36  

1．79  1．90  
0．97   0．95   

7．98   4．96  
5．66  1．70   

6．97   7．23  
4．57   4．27   

4．77   8．86  
2．50   4，00  

7．29  
4．58  

1．05  1．32  
0．30   0．64  

2．96   6．02  
1．33   2．71   

4．28   6．10  
1．97  1．87  

4．63   6．23  
1．69  1，90  

lkawa  

Kosaka  

Komatsu  

Izuhara」  

Izuhara－2  

Geometricmeam（upper）amdS．D．●（lower）  
（S．D．，：antilogarithmofS・D．in  thelogarithmicscale）  

0．52  0．56  1．00  1．19  1．58  1．69  2．08  2，22  
1．73  1．80  1．45  1．62  l．67  1．65  1．38  1．29  

1，22  1．53  2．69  5．53  6．78  4．58  5．77  6．81  
1．49  1．66  1．60  1．53  1．77  1．56  1．75  1，65  

1．91  2．D2  3，82  5，79  5．52  6．22  8．34 13．65  
1．51 1．93  1．69  1．42  2．11 1．82  2．11 1．56  

1，98  1，39  4．34  5．97  4，44  8，09 10．12 11．80  
1．23  1．26  1．51 1．37  1．73  1．55  1．51 1．89  

6．21  6，00   8．36  
1．79  1＿98  1，86   

Ikawa仏）  

Kosaka（B）  

Komatsu（C）   

Izuhara－1（功   

Izuhara－2（E）  

P一Valu七  

0．016  0．000  0．001 0，000  0．000  0．000  0．000  

0．000  0．000  0，000  0．000  0．000  0，000  0．000  

0，ODO O．000  0．000  0．000  0．O16  0．000  0．000  

0．000  0．000  0
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D vs．E  

NS  NS  NS  

NS o．003  0，045  

0．071  NS  

NS  NS  NS  

NS  NS  

NS O，088  

NS  NS  NS  NS  

O．035  NS o．054  NS  

NS O，031  NS  NS  
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unitニ〟g／g－Creatinine   NS：nOtSignificant  
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Cd土娠汚染地威住民におけるCdと良一mgの尿中排せつに関する研究  

衰 3 カドミウム汚染地域及び対照地域の女性住民における尿中カドミウム／  

クレアチニソ比  
Table3 Cadmium／creatinineratioinurineoffemaleresidentsincadmium－pOl］uted  

andnon－pO】lutedareas  

0－9  1019  2029  3039  40－49  50－59  60－69  70－  

ATithmetiemean（up匹T）andS．D．（lower）  

0，62   0．57  
0．34   0．25  

1，91  1．37  
0．89   0．49  

2．13   2．12  
1．86  1，66  

0．89   3．33  
0．35   0  

1．27  1．44  
0．59   0，49  

6．33   8．03  
6．70   3．74  

6．84   8．50  
5．95   5．18  

6．91  9．12  
5．71  2．88  

2，72  3．25  
1．05  1．30  

10．52  10．98  
3．83   3．47  

11．71  21．21  
5．46  11．18  

9．62  26．24  
3．81  28．82  

11．88  
7．81  

3．23   3．09  
1．32  1．03  

13．55  13．87  
9．28   7．00  

14．83  14．46  
6．35   6，87  

17．85  16．36  
11．15   9．47  

15．50  13．73  
12．40   6．79  

Ikawa  

Kosaka  

Komatsu  

Izuhara－1  

lzuhaTa－2  

GeometricmeaIl（upper）andS．．）．■（lower）  
（S．DJ：a†ltilogarithmofS．D．inthe10garithmicscale）  

3．01  2．93  
1．47  1．44  

11，75  12．08  
1．68  1，79  

f3．61 12，82  
l．54  1．72   

14．89  14．59  
2．01  1．66  

12．76  12．30  
1．80  l．63  

0．000  0．000  

0．000  0．000  

0，000  0．000  

0．000  0．000  

NS  NS  

NS  NS  

NS  NS  

NS  NS  

NS  NS  

NS  NS  

1．16  1，36  
1．59  1．48   

3．95   7．13  
2，78  1．71   

4．69   7．11  
2．57  1．88  

4．99   8．S5  
2．38  1．35  

2．52   3．02  
1．53  1，48   

9，93  10．45  
1．40   1．41  

10．40  18．28  
1．71  1．18   

9．93  19．10  
1．53   2．13  

0．54   0．53  
1．77  1．54  

1，74  l．29  
1．59  1．45  

1．63  1，63  
2．24   2．15  

0．84   3．33  
1．56   0  

Ikawa伍）   

Kosaka（B）  

Komatsu（C）  

1zuhara－1（叫   

1zuhara－2（E）  
9．82  
1．88   

P－Value   

O．001 0．000  0．003  0．000  0．000  0．000  

0．011 0，000  0．000  0．000  0，000  0．000  

NS o．002  0．000  0．000  0．000  0，000  

0．000  

NS  NS  NS  NS  NS  NS  

O．051 0，027  NS  NS  NS o．010  

NS  

NS  NS  NS  NS  NS  NS  

O．000  

0．001  

A vs．B  

A vs．C  

A vs．D   

A vs．E  

B vs．C  

B vs，D   

B vs．E  

C vs．D  

C vs．E  

D vs，E  

unit：〟g庸一Creatinine   NS：nOtSignificant  
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中野渇浩・斎藤 寛・脇阪一郎  

Cd土壁汚染地域と対照地域住民の早朝尿における成一mg濃度を，表4，蓑5，図3，図4に示  

した。尿中戌－mg濃度ほ，Cd土壌汚染地域住民と対照地域住民において，30歳代までは男女と  

も前者が高い傾向は示すが有意差とはならなかった。しかしながら，Cd土坂汚染地域住民では男  

女とも，40歳で明らかな上昇を示し，その以後は年齢に対して指数鞠数的に上昇した。   

また，良一mgの尿中排せつは，加齢による生理的能力の低下により促進される可能性が考えら  

れる。対照地域住民の女性の70歳代以上でわずかにその傾向がみられる。しかしながら，Cd土  
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図 3 カドミウム汚染地域及び対照地域の男性住民における尿中β「マイクログ  
ロプリン／クレアチニソ比  

Fig．3 β2PMicroglobulin／creatinineratioinurineofmaleresidentsincadmium  
po11utedandnon‾pO11utedareas  
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Cd土嚢汚染地域住民におけるCdと尾－mgの尿中排せつに関する研究  

壌汚染地域住民の男女における40歳代からの急激な良一mgの尿中排せつの増加ほ，加齢によると  

考えるよりも明らかにCdの影響を示唆するものであろう。   

Cd土壌汚染地域の女性住民の尿中Cd排せつにおいて．．50歳代に急激な排せつ増加のビrクを  

示すバターソがみられたが，これに対する良mgの排せつ増加のど－クほみられなかった。この  

ことほ，尿中へのCdの急激な耕せつ増加が必ずしも顔著な腎尿細管級能の低下を伴わないことを  

意味している。  
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図 4 カドミウム汚染地域及び対照地域の女性住民における尿中良一マイクログ  

ロプリン／クレアチニソ比  

Fig．4 β2－Microglobulin／creatinineratioinurineoffemaleresidentsincadmium－  

pollutedandnon－pOllutedareas  
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中野眉浩・斎藤 男・脇阪一郎  

蓑 4 カドミウム汚染地域及び対照地域の男性住民における尿中成マイクロ  

グロプリン／クレアチニン比  

Table4 β2rMicroglobulin／creatinirleratioinurine ofmale residentsin cadmium、  

pollutedandnon－pOllutedareas  

unit：（Amg）〟g／g－Creatinine   Min．：minimum value，Max∴rnaXimum value，  

Me8n：geOmeけjcmea札 NS二刀OtSigr－jfjc8nt  
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Cd土壌汚染地域住民におけるCdとAmgの尿中排せつに関する研究  

衰  5 カドミウム汚染地域及び対照地域の女性住民における尿中Arマイクロ  

グロプリン／クレアチエソ比  

TabIe5J％Microglobulin／creatinineratioinurineoffemaleresidentsincadmium－  

pollutedandnonpOllutedareas  
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Cd士族汚染地域と対照地域の両住民における尿中Cd濃度と良一mg濃度の相関係数を，男女  

別，年代別に蓑6に示した。男女とも40歳代以後で有意な正の相関関係を示した。このことは，  

Cd土襲汚染地域住民におけるA－mgの尿中排せつ増加、すなわち腎尿細管の低分子タンパク質の  

再吸収機能の低下が，腎臓組織に蓄積しているCdの影響であることを示唆している。一方，40歳  

代からの尿中Cd濃度とAmg濃度の有意な正の相関関係は 腎尿細管の低分子タンパク質の再  

吸収機能の低下により，Cdの尿中排せつが促進されていることも示唆している。   

尿中におけるA－mg濃度に対するCd濃度の回帰性は，加齢により変わってゆく。これらの関  

係を図5，6，7，8に示した。上記の回帰係数は，年齢の上昇に従い低下してゆく傾向を示してい  

る。   

以上のごとく尿中へのCdと昆－mgの排せつは，加齢による生理的状態の変化に強く影響され  

ている。  

蓑 6 カドミウム汚染地域と対照地域住民の性肌年代別における尿中のカド  
ミウム濃度と成一マイクログロブリン濃度の相関係数  

Table6 Correlation coefficient between urinary cadmium andβ2microglobulin  
concentrationsinresidentsincadmiumpOIlutedandnonrpo‖utedareasby  
SeX andage  

Age Sex  09  10－19 20－29 3039 40－49 5059 60－69 70－   

Male   －0．083  0．250  0．316  0．237  0．398  0．460  0，652  0．577   

Fema】e   0．373  0．2ユ6  0．260  0．177 （l．462  0．642  0．606  0．546   

●：P＜0、05，‥：P＜0．01，■＝：P＜0．001  
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Cd土壌汚染地城住民におけるCdと良一mgの尿中排せつに関する研究  
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図 5 カドミウム汚染地域及び対照地域の40歳代住民における尿中の良一マイク  

ログロプリン濃度とカドミウム濃度の関係  
Fig．5 Relationshipbetweenβ「microglobulinandcadmiumconcentrationsinurine  

OfmaleandfemaIeresidentsaged40－49incadmium－pO11utedandnon－pOll・  
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図 6 カドミウム汚染地域及び対照地域の50歳代住民における尿中のA▼マイク  
ログロプリン濃度とカドミウム濃度の関係  

Fig・6 Relationshipbetweenβ2microglobulinandcadmi11mCOnCentrationsinurine  

ofmaleandfemaleresidentsaged5059incadmiumpOllutedandnonpOl－  

1uted areas  
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図 7 カドミウム汚染地域及び対照地域の60歳代住民における尿中の良一マイク  

ログロプリン濃度とカドミウム濃度の関係  
Fig．7 Relationshipbetween＆microglobulinandcadmiumconcentrationsinurine  
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図 8 カドミウム汚染地域及び対照地域の70歳以上の住民における尿中の良マ  
イクログロプリン濃度とカドミウム濃度の関係  

Fig，8 Relationshipbetweenβ2－microglobulinandcadmiumconcentrationsinurine  
。f male and female residents aged over70in cadmium－pOlluted and non  
polluted areas 
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Cd土壌汚染地域住民におけるCdとAmgの尿中排せつに関する研究  

4 考 察   

日本人ほ特別な暴冨歴のない一般人においても，世界長高の体内Cd負荷量を持つことが報告さ  

れている6）。我国に存在しているCd土坂汚染地域の住民は，一般人より更に高いCd暴露を受け  

ており，明らかな腎尿細管機能障害を呈する寒が存在していると報告されている7・8）。   

Cdの環境汚染による人間への暴冨様式にほ大別して二つの様式がある。一つほ，Cdを取り扱  

う産業現場の労働環境のCd汚染による，高濃度でほあるが労働時間内だけのCd暴露である。こ  

の様式では，主に経気道的な暴露であり，暴霞者はほとんど男性労働者である。もう一つの様式  

は，Cd土壌汚染地域のように低濃度ではあるが生活環境がCdに汚染される場合である。この様  

式では，Cdに汚染された米や野菜や水などを摂取することにより，主に経口的なCd暴露がなさ  

れる。そこに居住している期間中ずっとCdに暴露され 子供から大人までのすべての住民が暴露  

老となる。   

これまでのCdの人体影響に関する研究は，大部分が産業医学的研究であり，成人の男性労働者  

に関するものがほとんどである。子供や女性へのCd暴露に関する研究報告ほ非常に少ない。Cd  

土壁汚染地域住民のように，生まれたときから老人になるまでの全生温にわたりCdに暴冨される  

場合にほ，子供から大人まで男女を問わず全住民に対するCdの影響研究が必要と思われる。そこ  

で我々ほ，調査地域の5歳から80歳以上までの全住民を研究対象とした。   

経口的暴露により体内に取り込まれたCdは，肝臓，腎臓その他の臓器や組織に蓄積してゆく。  

これらの臓器や組織の中で，腎臓が標的臓器となり最も高濃変にCdを蓄領し，肝臓中濃度がこれ  

に続く。この腎臓と肝臓の蓄積量がCdの体内負荷量のほとんどを占めると考えられている卯。尿  

中に耕せつされるCdの濃度が，Cdの体内負荷量，特に腎臓のCd濃度をよく反映することが報  

告されている2・3）。このために，尿中Cd濃度は，Cd暴露量推定のよき指標とされている。しかし  

ながら，腎尿細管障害が発現すると，この尿中Cd濃度の指標としての有効性は弱まると報告され  

ている10）。   

Cd暴露による腎尿細管障害発現の磯序は，Fril麗rgらの研究Ilに始まり，その後のCdやメタロ  

チオネインの代謝に関する研究1ト13〉により，下記のように考えられるようになってきた。   

経口的に取り込まれたCdは，腸管で吸収され肝臓にゆき，低分子量タン／くク質であるメタPチ  

オネイソを誘導合成してCdチオネイソとなり，まず肝臓に蓄積する。この肝Cdチオネイソが肝  

臓組織のクーソノーパ←等により血流に漏出し，腎糸球体でろ過され腎尿細管で再吸収される。  

ここで新たに腎臓Cdチオネインに再合成されて蓄積してゆく。腎尿細管組織のCdの蓄積濃変が  

上昇するに従い，蓄積率は次第に低下してゆき．ゆっくりと臨界濃度に達するだろうと考えられ  

ている。   

正常な腎臓組織においても，常に組織のタ【ソノーパーによる細胞の分解と合成が繰り返され  

ている。分解した細胞中のCdが尿中に排せつされる。これが正常な組織のターンノ】パーの規則  

性に従っているので，腎中Cd濃度を反映するものと考えられている。  
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腎臓中Cdの蓄積濃度が上昇してゆき，臨界濃度に達するころから，尿細管細胞の活力が低下し  

てくる。このような状態になってくると，腎組織のクーソノーバーも再生よりも崩壊が優先する  

ようになり，腎続能障乱 すなわち腎尿細管の低分子量タンパク質の再吸収隆能も徐々に低下し  

てゆくものと考えられている。肝臓由来の血流中のCdチオネイソは，腎機能が正常である場合は  

ほとんど腎尿細管で再吸収されるが，再吸収機能が低下してくると直接尿中へ排せつされるよう  

になる。一九腎組織の崩壊が促進されると，腎臓由来のCdチオネイソの尿中排せつも増加する  

ことになる。このように腎尿細管の低分子量タン／くク質の再吸収按能が低下するころから，尿中  

Cd濃度は必ずしも腎臓中Cd濃度を反映しなくなるものと考えられている。   

我々は前報14）で，Cd暴露老と特別な暴露歴のない対照老において，年齢がCdの累積暴露量に  

相関するものとの仮定のもとに，年齢と尿中Cd濃度の相関関係を検討した。Cd土壁汚染地域及  

び対照地域の住民男女とも，5歳から49歳までの間は年齢と尿中Cd濃度の間に非常に強い正の  

相関関係を示した。50歳代以後では，特にCd士擾汚染地域の女性住民において，年齢と尿中Cd  

濃度の相関性の低下がみられた。このことほ，50歳までは尿中Cd濃度が腎臓中Cd濃度をよく反  

映するが，50歳代以後の腎尿細管の機能低下が発現する頃から，尿中Cd濃度は必ずしも腎臓中  

Cd濃度を反映しなくなることを示醸しているものと考えた。   

また，腎尿細管の低分子量タソバク質再吸収躁能低下の指標としては，尿中に排せつされる  

良一mg濃度が最も鋭敏な指標と考えられている。これまでに，Cd暴露による／％－rngの尿中排せ  

っ増加が，Bernardら1S），野見山ら18），斎藤ら17〉によって報告されている。J％mgほ血液中にほぼ  

一定の濃度で有産する，低分子量の血策タン／くク質である。経口的なCd暴露の場合，Cdはj％－mg  

の代謝に対してほとんど直接的には影響しない。腎機能が正常である場合には，血液中の良一mg  

は糸球体でろ過され，そのほとんどが腎尿細管で再吸収され，尿中にほごく数量しか排せつされ  

ない。低分子量タソ／くク質であり，分子量の類似したCdチオネインにより腎尿細管が障害される  

と，尿中へのAmgの耕せつが顕著になる。   

我々の成綴では，Cd土壁汚染地域住民の尿中良一mg濃度が，対照地域住民のそれに比べて40  

歳代から有意に高くなり，その後の50歳代から指数関数的に上昇した。一方，Cdの暴露のない  

一般人において，50歳頃から諸種の腎機能の低下18）や腎重量の低下19）などが起こることが報告さ  

れている。このようなことから，50歳頃から腎臓の加齢による生理按能の低下ほ顕著になるもの  

と考えられる。成一mgの加掛こよる尿中排せつ増加の可能性も考えられるが，対照地域住民の70  

歳代以上でわずかにその憤向がみられただけであった。Cd土壌汚染地域住民における，40歳代か  

らの鎮著な尿中への昆－mgの排せつ増加ほ，加齢によるものではなく，Cdによる腎尿細管の低分  

子量タン／くク質再吸収扱能異常によるものと思われる。   

また，尿中の良一mg濃度とCd濃度の間で，男女とも40歳代以後において有意な正の相関関係  

がみられた。腎尿細管践綻低下のもとでは，必ずしも尿中Cd濃度が腎中Cd濃度を反映しなくな  

るが，この相関性は腎臓に蓄積しているCdが腎尿細管機能異常の原因であることを示唆している  
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ものであろう。この両者の関係を，｝％Lmg濃度のCd濃度に対する回帰性を検討すると，加齢とと  

もにその回帰係数は低下している。腎尿細管障害は蓄積Cdに対してほ耕せつ促進的にはたらき，  

腎中Cd濃度及びCd体内負荷量を低下させる傾向を示唆している。加齢とともに，指数関数的な  

βrmgの尿中排せつ増加を示す腎尿細管の畿能低下は，蓄積性の強いCdの長い年月にわたる腎尿  

細管への作用の累積を示竣している。   

以上のようむこ，Cdの人体への影響ほ，その20～30年と推定される非常に長い生物学的半減期20）  

のために，年齢により説明されるところが非常に大きい。  
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Ⅰト2  人間集団の健康評価指標としての尿タンパク質濃度  
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要 旨   
カドミウム土坂汚染地威（長崎県厳原町 秋田県小坂町）及び対照地域の住民の早朝尿  

及び24時間尿を採取し，トネイソーTP法により尿中総タンノミク貿を測定した。   

尿中総タンノくク質排せつ量は若年者から壮老年者まで互いに等しく加齢による変化は認  
められなかった。早朝尿総タンパク濃度は各年齢層で差がなく，調査したどの人間集団で  

も総タン／くク質濃度は対数正規分布を示した。カドミウムによる尿細管障害が確認されて  

いる人間集団（汚染地域の社宅年齢者）の早朝尿総タンノくク質濃度累積度数分布は対照群  

（健常者）と明らかな差を示した。   

尿中総タンパク質を測定することにより，特定の人間業団のなんらかの腎障害性因子（重  

金属．薬軋 高血圧など）による健康影響を迅速簡便確実に診断できるこ‘とを立証した。   

Abstral・t  

Epidemiologicstudieswerecarriedoutincadmium（Cd）pOIlutedareas（1zuhara  

in Nagasakiprefecture and Kosakain Akita prefecture）and a non－pOlluted area・  

PeoplelivingintheseareaswererequestedtoprovideanearlymOminganda24－hour  

urine specimens．Protein amourltSin the urine speclmenS Were determined with  

ToneinTPmethod．Excreted arnountsofprotein appearto beindependent ofage  

andtheirvaluesapproximatedalognOrmaldistributioninanyofthethreedifferent  

populations，Cumulativefrequencycurvesonurinaryprotein amountsofpeopIein  

1．国立公害研究所 環境保健部 〒305茨城県筑波郡谷田部町小野川16番Z   
EnvironmentalHealthSciencesDivision，the NationalInstitutefoTEnviTOnmentalStudies，Yataber   

machi．Tsukuba，Ibaraki305．Japan．  

2．現在：長崎大学医学部 〒852長崎市坂本町12番4   
PresentaddTeSS：NagasakiUniversitySchoolofMedicine，SakamotomaChi．Nagasaki852．Japan・  

3．現在：静岡済生会病院 〒422静岡市小鹿111   
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4．昭和57～59年度 国立公賓研究所客員研究員   
VisitingfellowoftheNationa】InstituteforEnvironmentalStudies（1982r1984）・  
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斎藤 寛ら  

Cd－POllutedareasshowedamarkeddifferencefromthoseinanon－pOllutedarea．It  

isconcluded，fromtheseresults．thatmeasurementoftheexcretedamountsofprotein  

isverysimpleandalsoexpeditesinevaluatingrenaleffectsofsomeriskfactorssuch  

asheavymetals．drugSandhypertension・   

1 はじめに   

タン／くク質尿の出現（尿中タンパク質量の異常増加）ほあらゆる腎病変に必発の教候として重  

要視されている。   

尿ほbiologicalfluidである。したがって腎に機能的にも形態的にもなんの異常のない人間の尿  

であっても敬呈のタンパク質（数mg／dJ）を含んでいる。腎に病的変化が出現すると，尿タンパ  

ク質は健常者の数mg／dlのオーダpから数百mg／dl，さらにほg／dlq）オーダーにまで増加する  

が，この間の変化は連続的である。これまで尿タ／バク質測定法に感度のよいものがなかったた  

めに，臨床医学でも産業医学でも，また地域保健でも30～50mg／dJを検出の下方限界とする半定  

性試験紙法によりタン／／てク質尿の検査を実施せぎるを得なかった。これまでの径験から，臨床医  

学で問題にすべき腎病変を有する人間の尿タソバク賀は30～50mg／dJ以上ということが明らかに  

されている。したがって明らかな病者の発見ということからいえは半定性試験紙法は十分に有用  

であるといえよう。   

しかしながら，上に述べたように人間の尿タン／くク質量はごくごく微量のものから数g／dJのオし  

ダーまで連続的であり，また当然のことながら，すべての腎病変において病初期にほ健常者と変  

らないか，わずかに増加しているだけのことがあるはずである。この状態を把えることができれ  

ば各種原軌こよる腎病変の早期発見・早期診断が可能となる。   

最近，健常老の尿タンパク質量をも正確に測定できる方法が開発された（トネイノーTP法）‖。  

我々はこの方法を用いて，カドミウムなどの環境中の腎毒性物質の生体内侵入に享る健康影響（腎  

変化）の早期診断に応用できないかを検討した。   

2 方法及び対象  

1981年に秋田県小坂町立中学校，茨城県土浦市立第六中学校及び同県谷田部町，学校法人著  

漢学園中学校の3年男子合計179人の早朝尿を採取した。3中学校の3年男子生徒総数の99％に  

相当する。  

1982年に小坂町立中学校及び著漢学園中学校3年男子生徒合計142人（受診率100％）の早朝  

尿を採取した。  

1981年に長崎県厳原町佐須地域（カドミウム土壌汚染地域）及び秋田県井川町下中村（非汚染  

地域）の50～69歳男子住民（それぞれ65人，47人）の早朝尿を採取した。受診率は佐須94％，  
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下中村92％であった。  

1981～1983年に岩手県大迫町，茨城県協和町，同県筑波町（いずれも非汚染地域）の男子住民  

101人の24時間尿を採取した。   

早朝尿及び24時間尿の一部をチモ←ル添加して－200Cに保存した。   

尿中総タンパクは尿100J‘lにトネイソTP試薬（CoomassiebrilliantblueG－200法，大塚7ッ  

セイ）5mJを加え，転倒混和，発色後に島津比色計（590mJ‘）により測定した。標準タンパク質  

溶液は測定キット添付のヒトア′レプミソを用いた。   

3 結 果   

カドミウム土壌汚染のない大迫町，協和町，筑波町の一般男子住民101人の1日（24時間）尿  

総タンパク質排せつ量をみると，住民の90％までが150mg以下であり，従来の定説と一致した。  

また加掛こよっても尿総タソ／くク質排せつが増加するという事実のないことが明らかとなった（図  

1）。   

上と同じ3地域において同年齢，同数の女子住民についても検討したところ，男子住民と全く  

同じ成績が得られた。ただしタンパク質排せつ量ほ男子よりもやや少なめで90％までが120mg／  

d以下であった。  

1981年に採取した小坂町立中学校（カドミウム土壌汚染地域），土浦第六中学校及び著漢学園中  

学校（非汚染地域に所在）の3年生男子生徒179人の早朝尿総タソバク質濃度の累積度数分布を  

囲2に示した。尿総タンパク質濃度ほ対数正規分布をとり．95％タイル値は20mg／dJであった。  

30  40  50    60  70  

AGE   

図1成人男子の1日尿給タソバク排せつ量（mg／24h）  
Fig．1Urinaryexcretionrateofproteininmalesubjects（mg／24h）  

岩手県大迫軋 茨城県協和町及び同県筑波町在住の30歳以上の一般住民，〃＝101，  

198ト1983調査．  
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1  510 20  100  

Urinそ PrOtぞin（mg／dl）  

図 2 早朝尿総タン′くク濃度の累積度数分布  

Fig．2 Cumulative frequency curve of protein concentrationin mornlng urinein  

juniorhighschoolboys（seniorclass）  

中学校3年男子，〃＝179．  

これも従来の説と一致した。  

1982年に採取した小坂町立中学校及び者漢学園中学校3年男子生徒，それぞれ58人及び84人  

の早朝尿総タン／くク質濃度累積度数分布もまた対数正規分布を示し，両者は互いによく一致して  

おり，95％タイルは20mg／dJであった（図3）。   

なお，1981～1982年の3地域の中学校3年男子と同時に3年女子についても尿検査を実施した。  

男子と全く同様の成績が得られた。  

1981年に行ったカドミウム非汚染地域住民（男子，年齢50～69歳）の悉皆調査では尿総タンパ  

ク質濃度は若年者（中学校3年男女）と同じく対数正規分布を示し，95％タイルほ20mg／dJで  

あった。一方，カドミウム土壌汚染地域住民ほ同年齢の対照の非汚染地域住民よりも尿総タンパ  

ク賀濃度が高く，累積度数分布には両者間に有意の差を認めた（図4）。上記2地域の女子住民に  

ついても悉皆調査を行った。男子住民と全く同様の所見が得られた。  
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図 3 早朝尿総タンパク質濃度累積度  

数分布の比較  
○ 秋田県小坂町立中学校3年男  

子，邦＝58（カドミウム土嚢  

汚染地域）  

▲ 茨城県谷田部町，学校法人菩  

漢学園中学校3年男子，〝二  

84（非汚染対照地域）．  

Fig．3 Comparisonofcumulativefrequenr  

cy curves of protein concentration 

in mornlng urine from Kosaka  

juniorhigh schoolboys（cadmium  

－pOIlutedarea）andMeikeijunior  

high schooIboys（non－pOlluted  

area）  

0．1  α51   51020 100  

Urinだ PrOttin（mgJdl）   

囲 4 早朝尿総タンパク質濃度累積度  

数分布の比較  
▲ カドミウム土壌汚染地域住民  

（長崎県敵原町佐須地域），  

50～69歳男子．〃＝阻 受診  

率94％．  

● 非汚染対席地域住民（秋田県  

井川町下中村地域），50～69  

歳男子，押＝47，受診率  

92％．  

Fig，4 Comparisonofcumulativefrequen・  

cy curves of protein concentration 

in mornlng urine from residents  

With age from 50 to 69in a  

CadmiumpOlluted and a nonpOl・  

luted area   

4 考 察   

尿中微量タンパク質を正確かつ容易に測定する方法がなかったた捌こ，健常者の尿タンノミク質  

に関しては多数例の検討があるとはいえないが，しかし健常者の1日（24時間）尿総タソバク排  

せつ量は100～150mg以下，随時尿の総タンパク質濃度は10～20mg／dJ以下ということにはまず  

異論がない。   

今軋 広く使用されている試験紙法は半定量的という限界があるが－ 30～50mg／dJ以上のタン  

／くク賓尿に対してほ原則としてfaisenegatfveをきたさないという事実，すなわち病抑こ増加し  

た尿タンパク質量を示す対象者を見逃さないという点でほ十分に有用であった。腎にほっきりし  

た変化（機能的，形態的）のある例では尿総タン／くク質濃度が30～50mg／dJ以上となるというこ  
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ともまた事実だからである。   

しかし，この半定性的試験紙法による尿検査では各種原因による腎病変の早期診断が困難であ  

ることは本文のほじめに述べたとおりである。   

我々の研究により，健常者の1日尿総タン′くク質排せつ量及び早朝尿総タンパク質濃度は従来  

の通説のとおりそれぞれ100～150mg以下，10～20mg／d／以下であることが確認され，また総ク  

ソバク質排せつ量は単なる加齢によってほ増加しないこと，早朝尿総タン／くク質濃度ほ一般の年  

少者と壮～老年者の間で差がなく，いずれの集団も対数正規分布をとることがはじめて明らかに  

なった。・   

我々が明らかにしたこの新事実は，ある特定の人間集団について早朝尿総タンパク質濃度累積  

度数分布を観察したとき，対照となる健常者群の分布に対して囲4のような右方転移を示してい  

る場合は当該人間集団になんらかの原因による腎障害が出現していることを意味することになる。   

図4で右方転移を示している人間集団はカドミウム土壌汚染地域（長崎県厳原町佐須）の50～69  

歳の男子住民である。この住民の半数以上に近位尿細管機能障害が存在し，尿中にAマイクログ  

ロブリンなどの血兼低分子タ／バク質が健常者の10～1，000倍量（数mg／d／）も排せつされてい  

ることを我々は確認している2・3）。   

周知のように，腎障害時の尿中総タンパク賀排せつ増加は2種塀あり糸球体障害時はアルブミ  

ン増加が，尿細管障害時には良一マイクログロブリンなどの低分子血凍タンパク質増加が本態であ  

る▲）。   

カドミウムなど重金属による腎障害ほ尿細管障害が本態であり，当然のことながら本報告集で  

別に述べたとおり尿成一マイクログPプリンなとの低分子タこ／ノク質の測定が最も特異性が高い。  

しかしこの良一マイクログロプリンほかの低分子タン／くク賀排せつの増加は総タンパク質量排せつ  

増加としてもとらえうることは図4に示したとおりである。  

トネインTP法による尿中総タン／てク質定量ほ極めて簡単な比色法であるのに対し，β巨マイク  

ログロプリソは放射免疫測定法であり，測定上の簡便さ，低コストという特色を前著ほ有してい  

る。   

なんらかの腎障害性因子（重金属，薬剤，高血圧，糖尿病など）の関与が想定される人間集団  

の健康評価（腎障害発現の有無）に尿中総タンパク質測定は極めて有効であることを強調したい。  
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and Ichiro WAKISAKAZ 

要 旨   
長崎県対馬のカドミウム汚染地で，尿細管障害を生じている住民の血液所見の特徴を把  

握するために，50歳以上の住民285人（男119人，女166人）について血液検査を実施し  

た。検査成績は尿尾－マイクログロブリン排せつの多寡によって，戊マイクログロブリソ  

陽性群と陰性群に分けて観察した。結果は以下のとおりである。  

1．良一マイクログロプリン陽性群の，特に女では，尿細管障害を反映して，カリウム，  

尿酸の低下，CAmg（％Ccr），Cu＾（％Ccr）の上昇がみられた。また障害が糸球体にまで  

進行していることを示唆する成績として，成マイクログロプリン，α．マイクログロプリソ  

クレアチニノの上昇が得られた。さらにアルカリフォスファターゼの上昇．ストロンチウ  

ムの増加がみられ，骨代謝が冗進していることが推察された。   

2，女のβ「マイクログロプリン陽性群では，鉄の低下が観察され，鉄欠乏性貧血が生じ  

ている可能性が示唆された。  

Abstraet  

Twohundredsandeightyfivebloodsampleswerecollectedfroml19menand166  

WOmenaged5C．andoverlivlnglnaCdpOllutedareainNagasakiprefecture．They  

WereanalyzedforNa．K，Mg，Ca，P，Fe，Cu，Zn，Sr，tOtalprotein，albumin‥倶－micro－  

g】obulin，α1－microglobulin，alkalinephosphatase．GOT，GPT，γGTP，BUN，uricacid，  

Creatinine．totalcholesterol，freecholesteroIandtrigliceride．  

1．昭和57～59年度 国立公害研究所客員研究員   
VisitingfellowoftheNationa】InstituteforEnvironmentalStudies（19B21984）．  

Z．国立公害研究所 環境保健部 〒305茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
EnvironmentaIHealthSciencesDivision．the NationallnstituteforEnvironmentalStudies，Yatabe－   
machi，Tsukuba，Ibaraki305，Japan．  

3．現在：長崎大学医学部 〒852長崎市坂本町12番4   
Presentaddress：NagasakiUniversitySchoolofMedicine，Sakamoto－maChi，Nagasaki852Japan・  
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Whensubjectsweredivided to two groupsbased on a cutoffvalue of urinary  
J32microglobulinconcentrations（1000JLg／gcreatinine）．a groupoffemalesubjects  
Whoseurinary＆rmicrogZobu7inwereabnormal】yhigh（戌pmg（十）groups）manjfest－  
edlowerlevelsofserumKanduricacid，andhighervaluesofCJ3，－r。g（％Ccr）andCuA  
（％Ccr）thanthatof／ちmg（p）groups．ThesefindingsretZects the renaL tubu】ar  
dysfunctionobservedparticu［arlyinfemaLesubjects．  

Theresultsthatthelevelsof良microglobulin，α1、microglobulinandcreatininein  
Serumin j3，mg（＋）groups were also high may reflect renaldysfunctionin the  
glomeruluswhichseemedtobecausedsecondarIybyrenaItubuIardysfunction・  

ThelevelsofalkalinephosphataseandSrinserumwereincreasedinβ2rmg（＋）  
groups．suggestingthatthemetabolismofbonewasalteredintheβ2－mg（＋）groups．  

Further，theFelevelsirlSerumWeredecrease（＝nthewomeninJ亀mg（＋）groups  
SuggeStlngaPOSSibilityoftheoccurrenceofanirondeficiencyanemia．   

1 はじめに   

環境がカドミウム（以下Cd）によって汚染されたとき，ヒトの健康被害として腎障害が発生す  

ることほ，既によく知られている。Cdによる腎障害は尿細管障害が特徴的とされ タソバク尿特  

に低分子タン′バク尿，糖尿，アミノ酸尿などがその所見としてあげられている13）。我々も，長崎  

県対馬のCd汚染地域の住民について調査し，50歳以降の住民において，低分子タンパクの一つ  

である良一マイクログロプリン（以下良mg）の尿中排せつが増加していることを報告してきた4）。   

一方，環境中Cd暴露による健康影響を多面的に把握するためには，尿所見のみでほ十分とはい  

えす，理学的所見とともに，血液所見が非常に重要である。しかし血液を採取するには，被験者  

の多大な理解と協力が必要であり，尿の採取に比Lて困難である。Cd汚染地域ほ日本各地に存在  

するが5），住民の血液所見が報告されている例は非常に少ない。富山県神通川流域に発生したイタ  

イイタイ病（以下イ病）患者6郎，及びその流域住民について9〉と，骨軟化症患者の発生が報告され  

ている10），兵庫県市川流域の住民についての報告があるだけである川。   

今回我々は，前述の長崎県対馬のCd汚染地住民について，血液学的検索を実施することに成功  

したので，腎障害の認められる住民の血液所見の特徴を把握し，既報のCd汚染地における成績と  

比較検討し，その所見の意義を考えた。   

2 調査方法   

2．1調査対象者及び受診者   

長崎県対馬のCd汚染地域である厳原町の下原，樫根，小茂臥 椎板の4部落に居住する50歳  

以上の全住民を対象とした。検診ほ1982年5月29臥 30日に実施した。受診者は285人（男119  

人，女166人）で，受診率は8㍗4％（男85．7％，女郎．6％）であった。  
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2，2 尿の採取と分析方法   

2．2．1採 尿   

ポリユチレソ容器を各家庭に配布し，検診当日の早朝尿をとってもらい、検診会場で回収した。  

回収した尿ほ直ちに測定項目別に，ポリエチレン試験管に小分けして凍結し（－200C），分析時ま  

で保存した。成一mg剰定分には，良一mgの減少を防ぐために，凍結前にリソ酸緩衝液（pIi8．5）を  

滴下してpHをあげ，防腐剤としてアジ化ナトリウムを添加した。  

2．2，2 検査項目と分析方法  

クレチニソ及び尿酸…自動分析計（東芝ノミイオケミカルアナライザー TIミA－360）  

良一mg…RadioimumOaSSay法（以下RIA法）（ファルマシア）   

2．3 血液の採取と分析方法   

2．3．1採 血   

検診会場で肘静脈より採血後，血清を分離し，用途別にポリエチレン小試験管に小分けしてド  

ライアイスで凍結した後，冷凍庫に移して（一帥DC）分析時まで保存した。   

2．3．2 検査項目と分析方法   

カルシウム（以下Ca），無幾リソ，総タソバク，7ルプミソ，7ルカリフォスファタrゼ，GOT，  

GPT，γLGTP，BUN，総コL／ステロール，遊離コL／ステロロル，トリプリセライト・自動分析  

計（東芝バイオケミカルアナライザー TBA－580）  

クレアチニン…自動分析計（東芝バイオケミカルアナライザー TBA－360）   

成一mg…RIA法（ファルマシア）   

α．Lマイクログロブリン（以下α．mg）＝・Enzymeimunoassay法（富士レビオ）   

ナトリウム（以下Na），カリウム（以下K）＝・硝酸と過酸化水素水で湿式灰化後，EDTA液さ  

らに希硝酸で希釈して，原子吸光光度計（島津AA64012）で測定した。   

マグネシウム（以下Mg），鉄（以下Fe），銅（以下Cu），亜鉛（以下Zn），ストロンチウム（以  

下Sr）…Na，K測定用と同様の前処理を行い，ICP発光分析計（Jarre11Ash975）で測定した。   

血清量の少ないものについては，分析を実施してない項目がある。したがって衰1，2から分か  

るように，測定数は必ずしも一致していない。   

2．4 統計検定   

蓑1及び表2におけるグ／L／－プ間の有意差の検定にほ，Student－t検定（ただし分散に差のある  

場合はWelchの方法を用いた。）を行った。各グループにおける血清の測定項目の値は，必ずしも  

正規分布をしているとは限らないが，便宜的に正規分布をしているものとして取り扱った。した  
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表 1β2一マイクログロプリン陽性群8）と陰性群における血液検査成綴の比較  

（女，年齢階級別）  

TablelComparisonofb100dfindiTlgSOfpeopleexcretingabnorma11yhighconcen－  

trationsofP2microg10bulina）andthoseexcretingnormalleveJsofJ5；rr［1icro－  

globulin  （Female）  

50－69（y．0．）  70（y．0，）一  

A－mg（－）group  烏mg（＋）group  βrmg（）group  良一mg（＋）group   

Parameter   N  M  S．D．  N  M  S，D．  N  M  S．D．  N  M  S．D．   

Na（mg／J）   64  3292  69  20 3312   92  10  3298  81  24 3297   85   

K （mg／J）   64  164  22  20 156⊂〉  15  10  1（）8  17  24 165   20   

Mg（mg／J）   64   20 1．4  20  20   3．1  10   21 1．3  24  21  1．7   

Ca（mg／dJ）   78  9．27 0．67  25 9．14  0．64  17  9．34 0．66  27 9．07  0．69   

P （mg／dJ）   78  3．67 0．47  25 3．54  0．54  17  3．54 0．52  27 3．3〔） 0．55   

Fe（mg／J）   64  0．88 0．29  20 0．69d）0．36  10  1．02 0．48  24 0．68亡1 u．28   

Cu（mg／J）   64  0．98 0．14  20 1．01 0．17  10  1．00 0．15  24 1．06  0．22   

Zn （mg／／）   84  0．71 0．‖  2（I O．64e〉 0．08  】0  0．75 0．07  24 0．69C） 仇09   

Sr （〟g／J）   63   22  川  20  31d） 14  10   26   9  24  29  11   

Totalprotein  （g／dl）  78  6．88 0．58  25 6．64C） 0．66  17  6．66 0．62  27 6．56  0．65   

Albumin  （g／dl）  78  4．3S O．37  25 4．23⊂） 0．36  17  4．36 0．30  27 4．21 0．43   

J％－microglobuliTl  （mg／l）  78  1．72 0．51  25 2．05e〉 0．64  17  2．29 1．02  27 3．38e）1．52   
α】－microgIobulin   （mg／J）  77 12．99 3．63  2415．33e〉 2．62  17 14．99 3．75  271臥96d〉 6．64   

Alkalinephosphatase（IU／J）  78  172  51  25  214d） 86  17   207  55  27  244⊂） 87   

GOT  （1U／り   78  12．0  7．1  25 15．5d） 6．5  17  14．5  7．0  27 11．4   4．2   

GPT  （IU／J）   76   8．5  7．9  25 10．2   6．3  17   9．3  6．7  26  5．3   2．9   

78  12．0  6．6  25  ユ2．5   4．9  ユ7  ユ0．9  4．6  27 ユ0．9  5．ユ   

（mg／dJ）   78 14．2  3．3  25 15．0   3．0  17  15．4  3．4  27 17．0   5．3   

Uricacid （mg／d［）   78  3、78 1．19  25 3．22d〉 1．00  17  4．52 1．42  27 3．70d〉 1．08   

Creatimine（mg／d／）   77  0、94 0．15  25 1．01d）0．16  16  1．02 0．27  27 1．27d）0．36   

Totalcholesterol（mg／dl）   78  197  45  25 187   43  17  192  29  27 190   51   

Freecholesterol（mg／dl）   78   59  13  25  57  13  17   59   9  27  62  14   

Triglyceride  （mg／dJ）   78  112  60  25 109   48  17   94  摘  27 105   46   

Cβ「汀帽（％C。r）b）（％×100）   77   7．Z  Z、5  25 184．Oe） 3．0  16   9．5  2．5  27 78d、OP） d．7   

CuA（％C。，）（％）   77  21．6  臥6  25 29．9ご）13．6  16  18．2  6．8  27 32、Oe〉 13．4   

Age（yearsold）   
Y－GTP  （IU／／）                          BUN  

78  57．1 5，3  25 59．3C） 4．7  17  73．8  4．6  27 77，4d） 6．0   

a）：陽性レベル β2－mglOO仙g／gクレアチニソ  

N ：検査人数  
M  二平均値  
S．D．：標準偏差  
b）：幾何平均値と標準偏差  
り 二成一mg（一）群と比較して有意差あり （p＜0．10）  

d）：同 上  （p＜0．05）  

e）：同 上  （p＜0．01）  
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表 2 βrlイタログロプリソ陽性群81と陰性群における血液検査成績の比較  

（男，年齢階級別）  

Table2 ComparisonofbIoodfindingsofpeopleexcretingabnormallyhighconcen－  

trationsofJ％rnicroglobulin8）andthoseexcretingnormallevelsofβ2micro－  

globulin  （Male）  

50－69（y．0．）  70（y．0．）－  

A－mg（一）group  成mg（十）group  成mg（－）group  良一mg（＋）group   

Parameter   N  M  S．D．  N  M  S．D．  N  M  S．D．  N  M  S．D．   

Na（mg／／）   47  3292  78  6 3243   81  12  3285  99  6 3270   97   

K （mg／J）   47  16S  18  6  172   20  12  157  21  6 170  18   

Mg（mg／り   47  19 1．6  6  19  l．0  12  1g  2．0  6  19  0．4   

Ca（mg／dJ）   71  9．18 0．59  9  8．73d） 0．7さi  15  8．97 0．41  7  8．79  0．56   

P （mg／dJ）   71 3．29 0．46  9  3．13  0．55  15  3．08 0．46  7  3．46  0．83   

Fe （mg／J）   47 1．08 0．34  6 1．03  0．64  12  0．91 0．42  7  0．96  0．19   

Cu（mg／J）   47 1．01 0．15  6 1．01 0．16  1Z  l．02 0．10  7  0．89  0．17   

Zn（mgノJ）   47  0．74 0．14  6  0．70  0．17  12  0．67 0．09  7  0．73  0．16   

Sr （〝g／J）   47   23  8．7  6  19   臥0  12   23 12．3  6   23   3．0   

Totalprotein  （g／dJ）  71  6．70 0．56  9  6．47  仇54  15  6．55 0．42  7  6．49  0．55   

Albumin  （g／dl）  71  4．35 0．30  9  4．18  0．36  15  4．09 0．29  7  3．96  0．2ユ   

J32－microglobulin   （mg／J）  70  1．69 0．51  9  2．11 1．05  13  2．23 0．57  7  3．91 3．90   

αrmicroglobulin   （mg／り  68 13．88 2．95  g 17．29d）4．26  13 14．74 3．69  7 18．76 14．92   

Alkalinephosphatase（IU／l）  71 168  51  9 156   45  15  178  61  7 165   44   

GOT  （IU／J）   71 15．9 11．6  9  21．0   8．6  15  11．g  4．6  7 15．7   9．l   

Gl〕T  （lU／～）   71  9．7  6．2  9  9．8  5．9  15   7．5  5．3  7  7．9   5．3   

γGTP  （IU／l）   71 43．8109．8  9  26．2  24．2  15 15．9  6．5  7  20．1 1臥0   

BUN   （mg／d／）   70 16．7  4．1  9 17．8   4．3  15  14．7  3．7  7  24．9 19．3   

Uricadd （nlg／dJ）   71  5．36 1．69  9  3．90d）1．46  15  5．10 1．17  7  5．44  2．22   

Creatinine（nlg／dJ）   69  1．11 0．16  9 1．34e） 0．23  15  1．13 0．18  7 1．78 1．80   

TotaTcholestero］（mg／dl）   71 179  36  9  172   39  15  174  32  7 172   17   

Freecholesterol（mg／dl）   71   54  12  9   53  14  15   57   9  7   55  9   

Trig】yceride  （mg／dJ）   71 117  82  9 127   g3  15   97  31  7  85   66   

Cβ】mR（％C。r）b）（％×100）   68   5．9  2．4  9 254．6∈） 4．0  1：i  9．2  2．7  7 132．8e〉  3．3   

CuA（％C。r）（％）   69  16．5  6．6  9  28．9d）13．8  15  14．3  6．7  7  20．1亡〉  7．5   

Age（yearsold）   71 57．5  5．2  9  62．1d〉  4．9  15  75．9  4．5  7  76．7   3．1   

a  

N  

M
ゝ
b
 
C
 
d
 
e
 
 

：平均値  

D．：標準偏差  

）：幾何平均値と標準偏差  

）：良mg（）群と比較して有意差あり  
）：同   上  
）：同  上  

（p＜0．10）  

（pくP．05）  

（p＜0．01）  
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がって成績の評価に際しては，その点を考慮する必要がある。尿良一mg排せつは，明らかに対数  

正規分布をしていたので，Cノ晃mg（％Ccr）についてほ，幾何平均値を用いた。   

3 調査成績   

血液検査成績を，尿良一mg排せつの陰性者と陽性者に分けて，性，年齢別に比較検討した。床  

尾－mgの陽性レベルは100仙g／gクレアチニソとした。各検査項目の平均値と標準偏差を表1及び  

蓑2に示してある。   

良一mg陽性群がAmg陰性群に比較して，有意に低い値を示したのは，女ではK，総タンパク，  

7ルプミソ（以上は50～69歳），GPT（70歳以上），Fe，Zn，尿酸（以上ほ全年齢層）であり，  

男ではCaと尿酸（両者とも50～69歳）であった。逆にA－mg陽性群で有意に上昇していた項目  

は，女のSrとGOT（両者とも50～69歳），J3z－mg，αL－mg，7／L，カリフォスファクーゼ，クレア  

チこ／（以上は全年齢層）及び男のα．－mgとクレアチニン（両者とも50～69歳〕であった。   

衰1及び蓑2に付記した，良一mgクリアランス／クレアチニソクリアランス比（以下Cβ】mg（％  

Ccr））及び尿酸クリ7ラソス／クレ7チニノクリアラソス比（以下CuA（％Ccr））ほ，女では全  

年齢層で，男でほ50～69歳でA、mg陽性群が有意に高い値を示した。   

4 考 察   

我々ほ今回の調査成績を，尿A－mg排せつの多寡によって（陽性レベルは1000／‘g／gクレアチ  

ニソ）J32rmg陽性群と陰性群に分けて観察した。尿J32－mgが環境中Cd暴露によって生ずる尿細  

管障害の鋭敏な指標であることは，既に明らかにされている1Z14〉。成mg陽性群のうち，Amg  

排せつ増加の程度が比較的軽度な人々については，その腎障害ほ可逆的な，一過性のものかもし  

れない。しかし検診時において成mg陽性群の住民は，陰性群に比べて相対的に尿細管機能に異  

常をきたしていたとみなすことは，十分妥当性があると考えた。   

環境中Cd汚染者の血液生化学的所見について報告されたもののなかで，腎障害を反映している  

成績を抜粋すると，まず初期の頃のイ病患者に関する中川6），武内ら7）の報告がある。中川は10人  

のイ病患者について検査した結果，高クPル血症性のアシドーシスと低カリウム血症を報告して  

いる。4名のイ病患者について検索した武内らほ，低カリウム血症を除いて同様の成績を得ており，  

両者とも，イ病点者の腎障害は尿細管蛙の障害であるとしている。近年のイ病点者については，  

能川らが40人を検査して，その腎障害が尿細管のみでなく，糸球体にも及んでいることを報告し  

ている6）。すなわち，尿細管障害を反映するK，尿酸の低下のほかに，糸球体障害を示唆する尿素  

窒素，クレアチニソの上昇を観察している。また能川らは，兵庫県市川流域の50蔵以上の女26人  

について調査した結果，尿中の低分子タ：／／くクの一つであるRetinoIBindingProtein（以下RBP）  

陽性老でC】，尿素窒素，クレアチニソの上昇などの同様の成績を得ている】1〉。今回我々が調査し  

た対馬のCd汚染地住民においても，良mg陽性帯の，特に女ではその血液所見は基本的に上述の  
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報告に一致するものであった。尿細管再吸収障害を反映してK，尿酸の低下，C′㌢mg（％Ccr），  

C。A（％Ccr）の上昇がみられ，また糸球体障害を示唆する成綴として，βトmg，α．mg，クレ7  

チニソの上昇が認められた。   

骨代謝に関連した血液所見としてほ，イ病愚老については中川6），武内ら7），能川ら8）ともに，無  

陸リソの低下とアルカリフォスファクーゼの上昇を報告している。またイ病患者が発生した神通  

川流域の住民約6000人について疫学調査を行った福島らは．レ線上骨所見のみられなかった発生  

地住民のうち，尿（タンパク・糖）陽性着で同様の傾向があることを認めている㌔能川らは市川  

流域の住民でも，RBP陽性老ではCa，無機リソの低下，7ルカリフォスファタ．ゼの上昇を観察  

している11）。すなわち，イ病患者を含めたCd汚染地住民で，腎障害の重篤な老は，血液生化学的  

意味での骨軟化症傾向を有していることが示唆されている。今回の対馬の住民においては，女の  

属－mg陽性群では陰性群に比して，全年齢層でアルカリフォスファクーゼの上昇が認められた。  

しかしCaや無級リソの低下ほみられす，上記の報告されているCd汚染地住民の，骨変化に関連  

した項目の成績とは，程度に差があるように思われた。今回の我々の得た血液所見をもとに，骨  

代謝の状態を推測してみると，まず骨代謝の克進が考えられる。それは血清Sr濃度の上昇（50～69  

歳のみ有意差）で示唆される。Srは体内での動態がCaによく似ているとされている15）。その放射  

性同位元素が骨スキャソの骨検索子として用いられていることからも分かるように，骨ノ、イドロ  

キシアパタイト中の結晶格子内に入ることができ，結晶内のCaイオソと置換できる。すなわちSr  

ほ骨蓄積性が短めて高いので，対馬の女の成一mg陽性群で，血清中に増加しているSrは，骨由来  

であることが考えられる。血清Caの恒常性維持の機構が働く過程で，β巨mg陽性群では陰性群に  

比較して，より多くの骨Caが動員され，それに付随して骨Srも血中に流出し，血清濃度が上昇  

したのでほないかと推察される。次に血清アルカリフォスファクーゼの上昇から，女のA－mg陽  

性群でほ，骨の石灰化が陰性群よりも不十分であると考えられる。しかしほじめに述べたように，  

血清Caの低下は認められないので，その程度は軽いものであろう。   

対馬の住民におけるその他の特徴的血液検査成績としては，女の戊一mg陽性群でFeの低下が  

観察され．鉄欠乏性貧血が生じている可能性が示変された。Cd暴霹により貧血が生ずることは，  

人間においても16‾20），動物実験によっても2133〉観察されている。Cd作業者についての土屋の報告  

でみられる貧血は28〉，小球性低色素性貧血に相当するように思われる。そしてその貧血状態ほ，Cd  

暴露減少後ほぼ正常にまで回復したとされている。イ病患者については．中川は初期の頃の臨床  

所見についての報告の中で，赤血球数とヘモグロビン量の減少を観察し．ビタミンD治療により  

貧血状態は次斯こ改善したとしている6）。これは骨折の治癒や痛みの緩和により，食欲が回復し七  

栄養状態が改善されたことによるのではないかと推測される。一方能川らは，現在のイ病患者の  

貧血は鉄欠乏性のもとは異なり，正球性正色素性貧血であり，有効な治療が困難であると報告し  

ている叫。初期の頃のイ病患者でほ，Cd経口摂取により，腸管からの鉄吸収阻害による鉄欠乏を  

主体とした貧血が生じ，それはビタミソD治療や，ビタミソC，鉄剤の投薬により改善可能であっ  
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た。腎障害がさらに進行するとともに，造血因子に関与するといわれるエリスロボェチソの産生  

が低下し，改善の困難な腎性貧血が発症したと考えると，イ病患者の貧血に関する両者の観察結  

果の相違を，かなり説明できるように思われる。今回の対馬の成績は，前者の場合に一致するよ  

うに思われるが，正確な実態を明らかにするにほ，貧血に関する調査が必要であろう。   

以上のように，長崎県対馬のCd汚染地住民について，尿検査に加えて血液検査を実施した結果，  

尿所見から尿細管障害が起こっていると思われる人々には，糸球体障害も認められ，また女では  

骨代謝の克進，鉄欠乏性貧血が生じている可能性が示唆された。これらの血液所見を，他のCd汚  

染地住民特にイ病患者の所見と比較することで．類似点と相違点が明らかになり，対馬の住民の  

Cd暴冨による健康影響を把握するうえで，有用であったと考えられた。  
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要 旨   
N一アセチルβDグルコサミニダーゼ（NAG）は，腎尿細管上皮細胞に局在するライソ  

ソーム酵素のひとつであり，尿細管損傷によってその尿中排せつが増加することが知られ  

ている。   

今回は，カドミウム（Cd）汚染地域である長崎県厳原町住民及び茨城県内の非汚染地域  

住民の尿中NAG活性を測定し，その意義について検討した。   

結果ほ次のとおりである。  

1．非汚染地域住民の尿中NAG活性の分布ほ対数正規分布に近似できた。非汚染地域  

住民の尿中NAG活性の対数正規確率図から尿中NAG活性の正常上限値を求めた。   

2．Cd汚染地域住民の尿中NAG活性は，40歳以上のすべての年齢階級で，非汚染地域  

住民に比べ高値を示した。   

3．Cd汚染地域住民の尿中NAG活性は，Cd暴冨の程度を反映すると思われる尿中Cd  

濃度と有意の相関関係が認められた。   

4．Cd汚染地域住民の尿中NAGほ年齢とともに直線的に増加した。   

5．Cd汚染地域住民の尿中J32マイクログ1］プリン（＆mg）濃度と尿中NAG活性と  

の問には有意の相関関係が得られたが，良mg濃度が正常であるのにNAG活性が正常上  

限値以上の被験老が見られ，その大部分は50歳代であった。   

以上のことから，尿中NAG活性ほCd暴露による尿細管損傷七反映する鋭敏な指標であ  

ることが示竣された。  
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Abstra（・t   

N－aCetyl－βDglucosaminidase（NAG）isoneoftheenzymeswhichareknownto  

localizeinlysosomesoftheproximaltubularepithelialcells・1thasbeenreportedthat  

urinaryexcretionofNAGincreasesduetorenaltubularinjury．   

1nthepresentstudyurinaryactivityofNAGofpeopleinacadmium（Cd）－pOlluted  

area．Izuhara，Nagasakiprefecture，andinnonrpollutedareasinTbarakiprefecture  

WaSdeterminedanditssignificancewasstudied・  

Theresultsobtainedwerefollows：   

1．Thefrequency distribution of urinary NAG activity of peoplein the non－  

po】luted areasshowedcloseproximity oflog－nOrmaldistribution．Upperlimits of  

normalactivityofurinaryNAGweredeterminedfromlognOrmalprobabilityplotsof  

urinary NAGactivityofpeopleinthenonpOuutedareas，  

2．Onagroupbasis，peOplelivingintheCd－pOllutedareaexeretedincreased  

amountsofurinary NAG comparedwiththose ofpeopleIivingin the non－pOlluted  

areasinallageclassesover40yearsold・  

3．TheurinaryNAGactivitylnpeOplelivingintheCd－pOllutedareashoweda  

significantcorreactionwiththeirurinaryCdconcentrationthatisconsideredtoreflect  

theextentofCdeXpOSure．  

4．TheurinaryNAGactivityofpeoplelivingintheCdpOllutedareatendedto  

increaselinearlywithage．  

5，Althougha significantcorrelation was obtained between urinaryノ亀micro－  

globulin（成mg〕concentrationand11rinarYNAGae［ivrity，thereweresomesubjects  

whoexcretenormalconcentrationof良一mgbutabnormallyhighactivityofNAG，and  

mostofthembelongtoaagegroupof50－59yearsold，  

TheseresultssupportthesuppositionthattheurinaryNAGactivltylSaSenSitive  

indicatorwhichrefLec［stheexten亡OEproximaJ［ubuLarinjuryduetoCd．   

1 はじめに   

富山県神通川流域をはじめとするカドミウム（以下Cdと略す）土壌汚染地域に眉任し，食物を  

通して長年にわたりCdの大量摂取を続けてきたと考えられる住民の多くにほ，近位尿細管障害が  

認められている1）。Cd汚染による尿細管障害の指標としては，タン／くク風 アミノ酸鼠 腎性糖  

尿，またリソ酸再吸収率の低下などが用いられているが，特に低分子タンパク質であるAマイク  

ログロプリソ（以下＆rmg）の尿中排せつ増加は，Cdによる尿細管依能障害を表す鋭敏な指標と  

され，Cd土壌汚染地域住民の健康調査に応用されている2・3）。   

十方 尿中には種々の酵素が存在するが．そのうちのひとつ，N－7セチルーβ－D－グルコサミニ  

ダーゼ（NAG）は，近位尿細管上皮細胞に多く含まれるグリコシダvゼのひとつである。尿中NAG  

活性は，尿細管損傷との関連で最近注月されており，慢性糸球体腎炎や本態性高血圧などの原発  

性あるいほ続発性腎疾患の重症度の判定4・5，，また薬物の腎毒性の指標6－として数多く報告されてい  
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る。しかし，Cdなどの重金属の健康影響の指標としての尿中NAG活性の検討は，イタイイタイ  

病患者7），Cd暴露作業者且）等の限られた集団について報告がなされている程度である。   

そこで我々ほ，Cd汚染にi：る尿細管損傷の指標として尿中NAGに着目し，Cd土壌汚染地域住  

民の悉皆調査において尿中NAG活性を測定した。非汚染地域住民の尿中NAG活性との比較，及  

び尿中Cd濃度との関係，さらに排せつ桧構の異なる良mgの尿中濃度との関係について検討を  

加え，指標としての尿中NAGの有用性を検討したので報告する。   

2 対象と方法   

Cd土壌汚染地域である長崎県対馬厳原町樫棍地区5歳以上の住民及び同町下風 小茂田，桂根  

地区50歳以上の住民合計316人（男性136人，女性180人 対象者総数の93％）より尿を採取  

し，分析に供した。また対照として，Cd汚染の認められない茨城県協和町40歳以上の住民並び  

に国立公害研究所勤務者，茨城県内の某中学校3年生合計298人（15歳～79歳，男性158人，  

女性140人）より尿を採取した（蓑1）。   

採取した尿の一部はリソ酸緩衝液（pH8．5）を添加し，pHを6以上に調整したのち，J32－mg  

測定まで凍結保存（－200C）した。尿の残りほ二つに分け，いすれも凍結保有（－200C）し，一方  

はNAG．クL／7チニソの分析に，他方はCd濃度の分析に供した。   

尿中NAG活性は，尿中NAG活性測定試薬「NAGテストシオノギ」（塩野義製薬）を用い，  

東芝生化学分析装置TBA360で測定した。尿中成一mg濃度ほ，ラジオイムノアッセイ法（良マ  

イクロテスト，ファルマシア）で，尿中Cd濃度は，尿を濃硝軌 過酸化水素水で湿式灰化したの  

表 1分析対象者数  

Table 1 Number of subjects 
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ち，偏光ゼーマソ原子吸光光度計（日立180－70形）を用いて測定した。また尿中クレアチニノ濃  

度は，Jaffe（rate）法により，東芝生化学分析装置TBA－360で測定した。尿中NAG活性，尿  

中Amg濃度，及び尿中Cd濃度は，尿中クL／アチニソ1g当たりの比として求めた。   

なお，データの統計学的解析にほ，分散分析及びt検定を用いた。   

3 結 果   

3，1非汚染地城住民の尿中NAG活性   

非汚染地域である茨城県住民の尿中NAG活性の幾何平均値を年齢階級別に蓑2に示した。茨城  

県住民の尿中NAG活性は，男女ともに10歳代から50歳代までは各年齢階級の間に有意差が認め  

られず，また60歳代と70歳代との間に有意差はなかった。一方男女ともに60歳末満と60歳以  

上の両グループの間には有意差が得られた。このことから60歳末満と60歳以上の2群について  

男女別に検討した。男性の60歳末満，60歳以上（図1a），女性の60歳未満，60歳以上（図  

1b）についてそれぞれ一人一人の尿中NAG活性を対数正規確率紙にプロットした。図1－a，bの  

いずれの因もほぼ直線を示し，尿中NAG活性の分布は対数正規分布に近似できた。図1a，bの  

各図から95パーセンタイル値を求め，正常上限値とした。60歳未満の男性は4，9，女性は4，5，  

60歳以上の男性は9．0，女性は8．8U／gクレアチニソという値が求められた（蓑3）。なお，分布  

形からはずれた低い値ほ，95バーセンタイル値に影響を及ぼさなかった。  

蓑 2 非汚染地域住民の尿中NAG活性と尿中成一mg濃  
Table2 UrinaryNAGactivityandurinaryβz－mgCOnCentrationofpeopleinnon  

polluted areas 

Female  

NAG（U／gcr．）J％－mg（FLg／gcr．）  NAG（U／gcr．） βrmg（FLg／gcr．）  
Geometric  Geometric   

）     mean Range mean Range  
Geometric  Geometric  

Age Nl）mean Range mean Range Nl  

2，0  1．0－5．5  

2．2  1，0－4，3   

2．3  1．53．7  

l．9  0．39．8  

2．4  0．68．1  

3．4  0．3▼10．3  

4．3  2，4－7．1  

14   

51   7111 4   

140   61－ 397  3   

105  15－357 35   

82   9－634 32   

83  1卜1582 35   

89  15－1097 17  

1．8  1，4－3，0  

2．8 ．l．54．4  

3．4   2．1－5．2  

2．1  0．1－4，7  

2．6   0．7－ 7．9   

3，4   0．8－12．4   

3，6  1．1－12．7   

101916   

20－29 24   

30－39 10   

40－49 38   

50－59 30   

6069 27   

70－7913  

132   43364   

50  14－116   

89  18－686   

98  17－300   

61  16－759   

110  18－877  

注1）分析対象者数  
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区l］非汚染地域の男性（a）及び女性（b）住民における尿中NAG活性の対数  

正規確率図  
Fig．1LognOrmalprobabilityplotofurinaryNAGactivityofmale（a）andfemale  

（b）subjectsinnon－POllutedareas  

衰 3 尿中NAG活性の正常上限値  

Table3 Upperlimitofr10rmalactivityofurinaryNAG  

MaIe  Female  

Age u／gcr・ U／gcr・  

10－59  4．9  4，5   

60－79  9．0  8．8   

3．2 非汚染地蟻住民の尿中良一mg濃度   

非汚染地域である茨城県住民の尿中成mg濃度の幾何平均値を年齢階級別に表2に示した。た  

だし，10歳代についてはAmg濃度を測定していない。茨城県住民の尿中成一血g濃度は男性で  

は，20歳代と30歳以上の両グループの間に有意差が見られ，30歳以上では各年齢階級の間に有  

意差が認められなかったので，30歳末満と30歳以上の2群について，尿中NAG活性の場合と同  

様にして95バーセンタイル値を求め正常上限値とした。女性でほ20歳代から70歳代まで各年齢  

階級の間に有意差が認められなかったので20歳以上全員をまとめ95パーセンタイル値を求めて  

正常上限値とした。尿中Amg濃度の正常上限値は，男性では20歳代が94，30歳以上が470  

〝g／gクレアチニン，女性では20歳以上で357〟g／gクレ7チニソと求められた（蓑4）。  
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表 4 尿中良mg濃度の正常上限値  
Table4 Upperlimitofnormalvalueofurinaryβ，－mg  

Male  Female  

Age FEg／gcr・ Age FLg／gcr，  

20－29  94  20－79  3.57 

3079  470   

3．3 Cd汚染地域住民と非汚染地域住民の尿中NAG活性の比較   

Cd汚染地域である長崎県厳原町住民と，非汚染地域である茨城県住民の年齢階級別平均尿中  

NAG活性をプロットしたのが図2である。男性でほ，40歳以上のすべての年齢階級で厳原町住民  

が茨城県住民に比して高値を示し，50歳代で両者の間に有意差が認められた（図2a），（p＜  

0．01）。女性においても，40歳以上のすべての年齢階級で厳原町住民が茨城県住民に比して高値  

を示したが，その差は男性よりも顕著であり，40歳以上すべての年齢階級で両者の値に有意差が  

認められた（図2b，p＜0．05ないしp＜0，001）。  
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図 2 Cd汚染地域と非汚染地域の男性（a）及び女性（b）住民における尿中  

NAG活性  
Fig，2 UrinaryNAGactivityofmale（a）andfemale（b）subjectsinGd－POllutedand  

nom∴pOllutedareas  

国中の卓及び卓は．幾何平均値土標準偏差値を表す0瑚汚染地域住民の活性  

に対してpく0．05で有意差が認められる。＝p＜0．01，…pく0．001で同様に有意  

差が認められる。  
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3．4 Cd汚染地域住民における尿中Cd濃度と尿中NAG活性との関係   

厳原町住民の尿中Cd濃度と尿中NAG活性との関係を図3に示した。男性（図3－a）では相関  

係数0．362（乃＝136）で，女性（園3－b）では相関係数0，537（邦＝180）であり，男女ともにp＜  

0．001で有意の相関関係が得られた。  
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図 3 Cd汚染地域の男性（a）及び女性（b）住民における尿中Cd濃度と尿中  
NAG活性の間の関係  

Fig・3 RelationshipbetweenurinaryCdconcentrationandurinaryNAGactivltyOf  
male（a）andfemale（b）subjectsinaCdLpO11utedarea   

3．5 Cd汚染地蛾住民における年齢と尿中NAG活性との関係   

厳原町住民の年齢と尿中NAG活性との関係を図4に示した。男性の場合は，両者の間に相関係  

数0．420（乃＝136），P＜0．001の有意の相関が得られたが，ほぼ50歳くらいまでは上昇の傾向は  

なく，50歳を過ぎる頃から加齢とともに増加していた（図4La）。それに比べて女性でIi．尿中NAG  

活性ほ若年層から高年層へと加齢とともに直線的に上昇し，相関係数も0．588（邦＝180）と高く，  

p＜0．001で有意の相関関係が認められた（図4b）。   

3・6 Cd汚染地域住民における年齢と尿中成一mg濃度との関係   

厳原町住民の年齢と尿中成一mg濃度との関係を区5－a，bに示した。男性は相関係数  

0・288（”＝136，p＜0．01），女性ほ相関係数0．533（〝＝100，p＜0．001）でいずれも有意の相関  

が得られた。しかし，尿中成mg濃度は男女とも50歳く♪らいまでは正常範囲内で，50歳を過ぎ  

た頃から急激に異常値が増加していた。この尿中＆－mg濃度の推移は，尿中NAG活性が女性の  

場合加齢とともに直線的に増加したのと対照的であった。  
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3．7 Cd汚染地蛾住民における尿中良一mg濃度と尿中NAG活性との関係   

厳原町住民の尿中A－mg濃度と尿中NAG活性との関係を図6－a，bに示した。相関係数は，男  

性0，371（氾＝136），女性0．624（乃＝180）で，男女ともにp＜0．001で有意の相関関係が得られ  

た。国中破線は，茨城県住民の尿中A－mg濃度から球めた正常上限値（男性30歳以上こ470J′g／  

gクレアチニソ，女性20歳以上：357／‘g／gクレアチニソ，蓑4）と尿中NAG活性の60歳末軌  

60歳以上の正常上限値（男性60歳未満：4．9U／gクレアチニノ，60歳以上：9．OU／gクレアチニ  

ソ，女性60歳末満：4．5U／gクレ7チニソ，60歳以上二8．8U／gクレアチニソ，蓑3）を示してい  

る。男女とも40歳代までの若年層ほほとんど，尿中戊一mg濃度，尿中NAG活性ともに正常範囲  

内にあり，尿中＆mg濃度，尿中NAG活性とも正常上限値以上の老は大部分が60歳以上であっ  

た。女性においては，尿中A－mg濃度が正常上限値以下であるのに尿中NAG活性が正常上限値  

以上であるような被験老が多く存在し，そのうちの大部分が50歳代であった。また男性において  

も，女性ほど顕著でほないが同様の傾向が見られた。  
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図 6 Cd汚染地域の男性（a）及び女性（b）住民における尿中良一mg濃度と尿  

中NAG活性の間の関係  
Fig．6 Relationshipbetweenurinaryノ32mgCOnCentrationandurinaryNAGactivity  

ofmale（a）andfemale（b）subjectsinaCd－pOlIutedarea  
破線AとBは，10歳から59歳まで（A）と，60歳から79歳まで（B）の尿中NAG  

活性の正常上限値を表す。破線Cは，男性で30歳から79歳まで，女性では20歳から  

79歳までの尿中β2mg濃度の正常上限値を襲す。   

4 考 察   

尿中にほ種々の酵素が含まれ，それらは血奨由来のものと腎組織由来のものに大別できる9）。今  

回測定したNAGほ，近位尿細管上皮細胞に多く存在するライソソーム酵素であり，分子量が約12  
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万と大きく，通常は糸球体基底瞑を通過しないこと10），また血清と尿中におけるアイソザイムに差  

が見られること11）から尿中NAGの由来は腎組織であると考えられている。尿中NAG活性は，各  

種腎疾患の重症度や活動性の診断の指標柏12），腎移植後の拒絶反応の早期発見の指標13▼14），またア  

ミノグリコシド系抗生剤や7スピリン等薬剤による腎毒性の指標6・15・1ぢ）として，その有用性につい  

ての報告ほ数多い。NAGは，尿細管細胞損傷時に腎組織から尿中に逸脱してくると考えられてい  

る川。またPierceら17Jは，ラットにCdを遺尿投与し，尿中へのCdの排せつ増加に伴ってNAG  

の尿中排せつが上昇したと報告している。そこで本研究でほ，Cdによる尿細管細胞損傷の指標と  

して，尿中NAG活性をCd汚染地域住民の健康調査に応用することを検討した。   

日本人の尿中NAG活性の正常レベルの設定は，多くの研究者によってなされているが，例数が  

不十分であったり，算術平均から求めている場合が多いため，値がまちまちである。本研究では，  

Cd汚染の認められない茨城県の住民の尿中NAG活性を用いて正常上限値を設定することを試み  

た。茨城県住民の，クレアチニソ比として表した尿中NAG活性は，男女とも10歳代から50歳代  

までの各年齢階級の間で有意差ほなかった。しかし，60歳未満に比べて60歳以上の住民の尿中  

NAG活性ほ有意に高かった。Kuninら18）ほ，健常人で尿中NAG活性を測定し，生後2歳までと  

56歳以上が高い値を示し，それを除けは子供から大人まで尿中NAG活性のクレアチニソ比は比  

較的一定であったと報告している。今回我々の成績でも60歳以上が60歳末滞に此べて有意に高  

値を示した。我々ほ，健常人209人の24時間尿のクレアチニソ分析データから，体重kg当たり  

のクレアチニソ1日排せつ量が，年齢とともに低下することを確認している19）。非汚染地域住民の  

尿中NAG活性のクレアチニソ比が60歳以上で高値を示したのほ，クレアチニソ排せつ量が高年  

齢層で低いためと考えられる。Paigenら20）は，健常人で尿中に排せつされるライソソーム酵素の  

活性の分布は対数正規分布であることを示した。我々の待た茨城県住民の尿中NAG活性の分布も，  

性・年齢を問わず対数正規分布に近似できた（図1）。尿中成分の分析値を統計的に取り扱う際に  

はその分布形を考慮することが必要である。茨城県住民の尿中NAG活性を対数正規確率掛こプロッ  

トした図から95パーセソタイル値を諌め正常上限値とした（表3）。その結果，同じ年齢層では  

性差ほ見られなかった。   

Cd汚染地域である長崎県厳原町住民と，茨城県住民とを年齢階級別に比較すると，男女ともに  

40歳以上の年齢階級で，厳原町住民の方が茨城県住民より高値を示した（図2）。また厳原町住民  

の尿中Cd濃度と尿中NAG活性との間には統計的に有意な相関関係が偏られた（図3）。尿中Cd  

濃度ほCdの生体負荷量を反映する21）ことから．Cdの生体負荷量と尿中NAG活性との間に密  

な関係があることが示唆された。これらの結果から尿中NAG活性は，Cd生体暴露による尿細管  

損傷を反映する良い指標であることが推察された。   

今回の調査対象である長崎県厳原町住民ほ，この地域に生まれ育った人々であるので，年齢ほ  

ほは居住年数とみなすことができ，したがってCd暴露量を表しているといえる。年齢と尿中NAG  

活性との関係を見ると，男女ともに有意な相関関係が得られたが，女性の方がより顕著であり，  
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尿中NAG活性ほ年齢とともに直線的に増加していた（図4－b）。男性については，50歳く・らいか  

ら上昇し始めていた（図4－a）。Cdによる尿細管障害は，男性よりも女性の方に顕著に現れるとい  

われており22）．今回の尿中NAG活性の成績もそれとよく一致している。   

一方，尿中良mg濃度は，男女ともに年齢が約50歳までは一定の値をとり，50歳を過ぎる頃  

から急激に異常値が増した（園5）。尿中良mg濃度ほ，Cdによる尿細管再吸収機能障害の結果  

として増加すると考えられる2）が，図5の成案酌ま，あるいき倍以上のCd負荷があったときにはじ  

めて尿細管再吸収障害が生じ良一mgの尿中排せつが増加し始めることを示唆している。一九 尿  

中NAG活性は，女性では年齢とともに直線的に増加していたが，これは尿細管機能障害が出現す  

る以前の段階での尿細管細胞損傷の存在の可能性を表しているものと考えられる。   

厳原町住民の尿中／％－mg濃度と尿中NAG活性との関係をみることにより．／％rmgとNAGの  

尿中排せつの磯序の違いほより明確になる（図6）。尿中A－mg濃度と尿中NAG活性の間には，  

男女ともに有意の相関が認められたが，特に女性において厳原町住民は散布図の上で主として三  

つのグループに分かれた（図6－b）。すなわち，（1）尿中良一mg濃度も尿中NAG活性もともに正  

常範囲内，（2）尿中成mg濃度が正常範囲内であるのに尿中NAG活性は正常上限値以上，（3）  

尿中J32mg濃度も尿中NAG活性もともに正常上限値以上，の3グループである。40歳代までの  

若年層はほとんど（1）のグループに入り，（3）のグループは60歳以上の高年齢層が大部分であっ  

た。なお，60歳以上住民の一部に，尿中成mg濃度が正常上限値以上で尿中NAG活性が正常  

上限値を超えない老があった。これらの人々の尿中NAG活性ほ，ほとんどの場合正常上限値に近  

く，高値であると考えるが，今後検討する必要がある。注目すべきほ（2）のグループで，ここに  

入るのほ大部分が50歳代であった。このことは，尿細管低分子タソバク質再吸収障害が起こり  

成一mgの尿中排せつが増加する以前に，尿細管細胞損傷（おそらくは細胞変性・壊死など）が生  

じてNAGの尿中への逸脱が起こっている可能性を示唆している。Ellisら23〉は，犬に塩化水銀を  

投与した結果，尿細管揆能に変化が生じる前に，尿中NAG活性の異常な上昇が起こったと報告し  

ている。Cdの場合も，今回のように汚染地域住民を集団レベルで見ると，尿中NAG活性は，尿  

細管再吸収級能障害の発現よりも早期にCdによる生体影響を反映することが推測できた。   

以上のように．NAGは尿細管細胞の変性，壊死などの損傷に際し尿中に逸脱してくるが，今回，  

その尿中排せつが，Cd汚染による尿細管に対する影響を表す鋭敏な指標として用い得ることが示  

酸された。今後，尿中Amgのような尿細管再吸収按能障害の指標と組み合わせて用いることに  

よって，Cd環境汚染地域住民の健康調査において個人及び集団レペ／レでより多くの情報が得られ  

るものと思われる。  
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要 旨   
環境中カドミウム（Cd）暴露によって生じる近位尿細管の再吸収障害の早期スクリーニ  

ングのための新しい指標の一つとして，α1マイクログロプリン（叫mg）の有用性とこの  

低分子タンパクの腎における処理について検討した。   
対象地域としてCd土壌汚染地域である長崎県厳原町佐須地域の4部落を選び，ここに居  

住する50歳以上の全住民（男119人 女166人）を対象に疫学調査を行い，血液及び尿試  
料の提供を受けた。   

尿中へ排せつされるα1－mgレベルは，加齢に伴って上昇する傾向を示したが，α1mgク  

リ7ラソスも同様の傾向を示した。このことは，尿中α1－mgレベルは，単に加齢によって  

上昇するのでほなく，近位尿細管の再吸収畿能低下によることを示唆する。   

尿中α】－mg L／ペルは，Cd暴露の程度を反映すると考えられる尿中Cdレベル，並びに，  

Cd暴富によって排せつが増加する尿中Cuレベルと有意な正の相関を示した。さらに，近  

位尿細管機能障害の指標である尿中給タノバク，良一mgレベル，β2－mgクリ7ラソス，尿  

酸クリアラソス（以上男女共）及びリソ酸クリアランス（女のみ）が高い程，尿中α1mg  

レベルも高くなる傾向を示した。  
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今回の調査対象者のうち県行政当局がCd中毒症の精査のため経過観察が必要と認定した  

近位尿細管機能障害を有する患者においても，α1mgクリ7ランス値及び尿中α．－mgレベ  

ルの増加が認められた。   

以上の結果，尿中α．－mgレベルは，Cd土壌汚染地域住民に見いだされる近放尿細管機能  

低下を反映する鋭敏な指標であることが示された。  

Abstract  

Asanewindicatorforanearlydiagnosisofproximaltubulardysfunctiondueto  

environmentalcadmium（Cd），uSefulnessofα．rmicroglobulin（a．mg）anditshand－  

1inginthekidneywerestudiedinpeoplelivlnglnaCd－pOllutedarea．Asatarget  

populationpeople（119malesand166femals）whowere50yearsofageandoverand  

livlnglnaCdpO11utedarea，fourhamletsinSasu，Izuhara，NagasakiPrefecturewere  

Selectedandreqestedtoparticlpatethehealthexaminationandtoprovideb100dand  

urinespecimens，  

Theα1rmgleveIurinetendedtoincreasewithageandasimi1artrendwasalso  

Observedin theα1mg ClearanceleveI，SuggeSting that theincreaseinthe urinary  

α．－mglevelisnotduetoagingbutduetothedeteriorationofrenaltubularabsorption．  

Theurinary almglevelalsoshowedasignificantcorrelationTlOtOnlywiththe  

urinaryCdlevd亡ha亡isconsidered亡OrefZecttheextentofCdrexposurebutaZsowith  

theurinarycopperlevelthatis knowntoincreaseuponCdexposure．Further，the  

increaseintheurinaryα．rmglevelwascloselyassociatedwiththeincreaseinurinary  

】evels ofvariousindeces oいerla】tubu】ardy5functjon，～．丘〉．【0とa】pro【ein二戌－micro－  

globulin，Clearancesofβzrmicroglobulin，uricacid（inmaleandfemalesub】eCtS）and  

of phosphate（infemale subjects only），The urinaryα．rmg and almg Clearance  

】evelslVereObserved tojncrea錐jr】SOmepadentssu5pe申ed of・havjngrer】a】tubl】1ar  

dysfunctioncausedbyCdexposure．  

Thepresentresultsstronglysupportthesuppositionthattheurinaryal－mglevel  

jsar】Sensjtjvehdicatorwhjchref】ectstJ］eeXteT】tOfproxjmalttlbuJardysfuTICtjondue  

toCdexposure．   

1 はじめに   

カドミウム（以下Cdと略す）土壁汚染地域に長年にわたり居住している住民の間に，低分子タ  

ン／くク尿，糖尿，アミノ酸尿，及びリン酸再吸収率低下などを特徴とする多発性近位尿細管障害  

が見いだされている1・2）。この障害を個人及び集団レベルで早期に検出し，予防に役立てるために，  

尿中に排せつされる各種の低分子タソ／くク（レチノール結合タソバク，β「マイクログロプリソ（以  

下成一mgと略す））が指標として用いられてきた1・2）。   

最近，低分子タンパク質の一つであるα．－マイクログロプリγぬ下α1－mgと略す）の血清及  

び尿中レベルが，腎機能障害の初期変化を反映する新たな指標となり得ることが示唆された㌔ こ  

のタソパタは，1975年に，Ekstrt）mらによって，Cd取扱作業者及び健常人の尿中から分離精製  

された。その分子量ほ33．000ドルトンで，へキソース，へキソー㌧スアミン，シァル酸を22％含有  

する糖タソ／｛クであり，電気泳動上fastα．－regionに泳動される性質を有する4）。  
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近年，河合らによって，このタンパク質の酵素免疫測定法（以下ELI弓Aと略す）が確立され，  

7ッセイをルーチノ化することが可能となった5）。現在までのところ，Cd土壌汚染地域住民にお  

けるα1mgの尿中排せつの意義についての検討はほとんどなされていない。そこで，本報告では，  

尿中仇mgレベルと腎機能障害の他り諸指標との関連を明らかにし，加えて腎におけるα．mgの  

処理（handIing）について検討した。   

2 調査方法及び分析方法   

2．1対象地域及び被験老   

調査地域として，Cd土壌汚染地域である長崎県厳原町佐須地域の4地区（樫根，小茂田，樵  

札 下原）を選んだ。被験者として，推恨地区では5歳以上の男女住民全員，他の3地域でほ50  

歳以上の男女住民全員を選び，検診への協力を依頼した。調査ほ1982年5月29，30日の2日間  

行った。本報告では，破談老のうち50歳以上の男女住民の試料について分析を行った。被敬老数  

は285人（男119人，女166人）で，受診率は87．4％（男85．7％，女88．6％）であった。   

2．2 分析項目及び方法   

被験老からほ早朝尿及び血液の提供を受けた。尿は，あらかじめ各家庭に配布しておいた採尿  

容器に，検診当日の早朝尿を採尿してもらい，検診場所にて回収した。尿はできるだけ速やかに，  

小分けした後に，ドライアイスで冷凍した。ノ晃mg測定用の尿は，リン酸緩衝液（pH8．5）を添  

加し，pHを6以上に調製した。   

血液は，遠心分離後に血清を回収して小試験管に分注し，ドライ7イスにて凍結した。尿及び  

血清試料は凍結したまま研究所に送付し，分析まで－80DCで保存した。なお，重金属分析のため，  

尿及び血液の採取，分注，保存の器具ほ，注射器と針以外は，すべて硝酸洗浄したものを用いた。   

血清及び尿中の物質のうち，クレアチニソ（Jaffe法）無機リソ（モリブデン青法），尿酸（酵  

素比色法）は生化学自動分析装置（東芝TBA－360又ほTBA560）を用いて分析した。   

血清及び尿のβトmgほラジオイムノ7ッセイ法（ファルマシ7／塩野義）．α1LmgはELISA（雷  

士レビオ），尿中総タンパクは，トネインTP法（大塚製薬）を用いて分析した。   

尿中Cd，銅（Cu）及び亜鉛（ZJl）は，尿をクレアチニソ濃度に応じて希釈後，前2老について  

は日立ゼーマソ無炎障子吸光法により，ZnについてほD2補正石炎原子吸光法により分析した。   

3 結果及び考察   

今回の対象地域であるCd土壌汚染地域男女住民の尿中α1－mgレベルと他のパラメータ（年齢，  

尿中Cd，Cu，Zn，総タンパク，成一mg及びNAG，並びにJ3zrmgクリ7ラソス（％Ccr），尿酸  

クリ7ランス（％Ccr）．リソ酸クリアランス（％Ccr））との関係を蓑1に示した。参考値として，  

各／ミラメータの算術平均値又は幾何平均値並びに最大値と最小値を併記した。後述するように，  
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表 1Cd土壁汚染地域住民の各種パラメータとその値10）  
TablelVariousparametersandthosevaluesofpeopleinaCd－pO11utedarealO）  

Male  Female  

Num一光TOf submea刀ヱ 蝉 血jan 血 m8Ⅹ・霊霊長Pfme且n2 m血 min・汀柑げ  

Age  

Urime   
C∂血j相調  

（〟g／gcreatinine）   

Cop匹r  
（〃g／gcreatinine）   

Z血c  

（FLg／gcreatinine）   

Protein  
（mg／gcreatinine）   

戊microglobulhJ  
（〃g／gcreatinine）   

αrmicroglobulin  
（〟g／gcreatinine）  

CIe乱ran亡e   

瓜－mg（％Ccr）   

Uricacid（〝）   

Phosphate（〝）   

飢－mg（〝）  

Serum   
吼－microglobulin  
（〝g／J）  

109  62．2  60．0  50．0   84．0  153  63．6  61．0  50   92  

6．5タ  6．5β  1．g」9   36．7      】】．g4  ヱ1．4β  2．92  4ア8  

18．3  17．3  6－31 127．6       3D．3  25－9  10．0  295．】  

427．6  4服．7  11Ⅰ，4   Z440  34Z．8 352．4  汀．3  Ⅰ920  

粥．6  89．1   31．3   2430  162．9 131．呂  32．7  3270  

g7  Ⅰ59．6  79，4  21．0   77800       657．7  266．1 16．7   

109  1291 1164  86．9   56490  3622  3540  62．7  
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1・調査協力者男109人女153人のうち，血清又は尿試料が不足したために．実際に分析できた項目の数は，これらの値よりも  
小さい。  

2．年齢の平均値は算術平均取残りのパラノ夕の平均値ほ幾可平均値。  
3・尿戊mgレベルは，極めて高い値を示す被験者（要観察者）がいるため．厳密には対数正規とはならないが，慣例により対   

数変換した憶を用いて解析した。  

尿中α1－mgレベルと他の大部分のパラメータとの関係は男よりも女の住民については顕著であり，  

これら指標間の関係の散布因も示した。   

まず尿中へのα1－mg排せつと年齢との関係を検討した。男女住民とも，尿中α1－mgレベルは，  

加齢とともに上昇する傾向を示した（表2，図1）。   

ヒトの尿中Cdレベルは，Cdの体内蓄積量を反映すると考えられている1）。そこで，Cd暴露の  

程度の指標として尿中Cdレベルを取り上げ，これと尿中α1－mgレベルとの関係を調べたところ，  

尿中へのCd排せつレベルが大きい程，尿中αl－mgレベルも上昇する傾向を示した（蓑1，園  

2（a））。興味深いことは，男女ともに，尿中α】－mgレベルは，尿中Cdt／ベルよりも尿中Cuレベ  

ルとより高い正の相関を示したことである（表2，図2（b））。他九 尿中Znレベルとの間には，  

何らの相関も認められなかった（蓑2，図2（C））。今回の対象地域にある鉱山では，近年まで，  

鉛，Zn，その副産物としてCdが産出されていた。そのため，この地域でほこれら重金属による士  

族汚染があったが，嗣による汚染ほ特に知られていない2）。したがって，この地域住民に，銅への  
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蓑 2 尿α．－マイクログロプリン及びα1－マイクログロブリンクリアランスと他  

のパラメータとの関係10）  

Table2 Relationshipofurinaryα1－microglobu）inanditsclearancewithotherparaL  

meterslO）  

ParamelerS  Male  Female  

x  Y n Re訂由0岬a血 r s訟監≡とL n Re耶血叫Uation r詣慧・  

ur】nar）′  

曙rm】CrOghbu】in  
109LogY＝0．0175 Ⅹ 十2．02 0．2g4  ＊＊ 153LogY＝OrO368 X ＋1・22 0・556 ＊■＊  Age  

ur】nary  

Cadmium  

urin且ry  

CopI㌍r  

urinary  
Zinc  

urin叩7  
Prote】n  

uri†laFY  
舟m】CrOg】obulin  

戊g】obu】in  

Uricacid（％Cr）  

Phosphate（％Cr）  

αrmicroglobulin  
（％Cr）  

＝1．21LogX＋2．29 0．416   

＝1．74  〟 十0－973 0．71（〉  

＝q．Olヱ6 〝 十3．53 q．Oq4  rl．S  

＝1．345 〟 十0．585 0．761 ＊■＊  

＝0．803 〝 十1．郎 0．908  

＝0．633 〝 十3．86 0．9の3   

＝1．70  〃 ・‖．2了 0．4Sl  

＝1．43  〝 ＋1．72 0．349  ＊＊   

＝0．996 〝 十4．15 0．990  ＊＊攣  

＝0．037 〝 2．94 0．543  

＝2－324 〝 10．2 0．416  

＝0．737LogX十2．510．281 ＊＊   

＝1．047 ／′ 十1－79 0．447  ■◆＊  

＝0．0479 ′′ 十2．関0．019  n．s  153   

＝1．13 LogX十0．8510．594  ＊＊＊ 153   

＝0．5呂1 〝 ＋1．83 0．794  ＊＊■  

109  

109  

1（19  

108  

109  

〝  97  

1t）0  

〝  99   

〝  95  
■
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＝0．901   十2．旧  

＝0．457    十2．51  

＝0．964LogX＋4．D6 0．980  

Age ㍍訝0如血血  
＝0．0184 〟 一2．13 0．300  ＊＊  142  

＝0．200 〝 一1．83 0．296  ＊■  Serl皿  
仇ml仁一Oglob111iTl  

1．有意墓石り（（＊）P＝0．05，（＊＊）0．01and（＊＊＊）0．001），n．S，＝有意差なし。  
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図1Cd土筆汚染地域の女子住民における尿中α．－マイクログロブリソと年齢と  

の関係10）  

Fig．1Relationshipofurinaryq．microglobulinwithageinfemalesubjectsinaCd  

－pOllutedarealO）  

○印ほ要観察者  
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図 2 Cd土壌汚染地域の女子住民における尿中α1－マイクログロプリンと尿中  

Cd（a），銅（b），亜鉛（C）との関係10）  

Fig．2 Relationshipofurinaryαlmicroglobulhw止hurinaryCd（a〕，COPper（b）and  

zinc（c）infemalesubjectsinaCd－pOllutedarealO）  

過剰暴貢があったとは考えにくい。既に報告したように6▼8），尿中への銅の排せつほ，Cd暴露によっ  

て体内で生合成されたメタロチオネインの尿中排せつと密接な関連があると考えられる。尿中α．mg  

レ∴ルと尿中鋼レベルとの有意な正の相関は，恐らく，近位尿細管の再吸収機能低下によって，  

低分子タンパクである銅結合メタロチオネインの排せつが増加したことの反映であろう。   

腎機能，特に近位尿細管障害と尿中へのαrmg排せつとの関係を調べるために，尿の各種パラ  

ノー一夕の尿中レベルとの関係を検討した。尿中の総タンパクレペル及びA－mgレベルとの間には，  

男女被験者ともに，有意に高い正の相関が認められた（衷2，図3（a，b））。さらに，尿中  

α1－mgレベルほ，クレアチニソクリアランスに対する尾mgの相対的クリアランス，すなわち良一mg  

クリアランス（％Ccr）との間に，男女とも，極めて高い正相関が認められた（表1，図4（a））。  

尿中αrmgレベルと近位尿細管障害を反映する指標として従来から用いられているリソ酸クリア  

ランス（％Ccr）及び尿酸クリ7ランス（％Ccr）との関係については，女子被敗者の場合にはこ  

れら両者との問に有意な正相関が認められ，男の被疑者の場合には，尿酸クリアラソス（％Ccr）  

との聞にのみ有意な正相関が観察された（蓑Z，図4（b，C））。以上の調査成績ほ，尿中α．一mg  

レベルが，近位尿細管障害の程度を短めて鋭敏に反映する指標であるとされている尿中良一mgレ  

ベルと同程度に蓑用な指標であり，尿酸クリアランス（％Ccr）及びリソ酸クリアランス（％Ccr）  

よりも鋭敏な指標であることを示酸している。   

尿中へのα．－mg排せつ量の増加の意義をさらに検討するために，クレ7チニソクリアラソスに  

対するα．－mgの相対的クリアラ／ス，すなわちα．rmgクリアランス（％Ccr）を算出Lた。この  

α．－mgクリ7ランスは（％Ccr）値は，男女ともに，尿中α．mgレベルと極めて高い相関を示し  

た（表2．図5）。α1Pmgクリアランス（％Ccr）も，尿中α1mgレベルと同様，加齢に伴い，上  

昇する傾向を示した（表2，図6）。したがって，先述した尿中町mgレベルの加掛こ伴う上昇煩  
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図 3 Cd土壌汚染地域の女子住民における尿中α1－マイクログロプリンと尿中総  
タン／くク（a），及びAマイクログロプリン（b）との関係10〉  

Fig．3 Relationship of urinary al－rnicrog10bulin with11rinaTy prOtein（a）and  
＆microglobulin（b）infemalesubjectsinaCdLpOllutedarealO）  
図（a）の右下の1点ほ異常値とも考えられるが，ここでは、解析の対象に含めてある。  
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図 4 Cd土壁汚染地域の女子住民における尿中α「マイクログロプリンと成マ  
イクログロブリンクリアランス（a），尿酸クリアランス（b）及びり／酸  

クリ7ラソス（C）との関係州  

Fig．4 Relationshipofurinaryα1microglobulinwithclearancesof成microglobulin  

（a〕，uricacid（b）andphosphate（C）infemalesubiectsin aCdLpOll11ted  

area】0）  
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図 5 Cd土壌汚染地域の女子住民における尿中αⅠ－マイクログロプリンとα「マ  
イクログロブリンクリアラソスとの関係10）  

Fig・5 Relationshipofurinaryα．一microglobulinwithα1microglobulinclearancein  
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図 6 Cd土壌汚染地域の女子住民におけるα．マイクログロブリンクリアランス  

と年齢との関係10）  

Fig．6 ReIationshipofα1microglobulinclearancewithageinfemalesubjectsinaCd  

pOllu亡edarea10）  
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向は，クレアチニソ補正による見かけ上の上昇ではなく，単位ネフロン当たりの再吸収機能の低  

下によるものと推論できよう。   

一般に，分子量5万以下の血策タン／くクは，糸球体基底膜をろ過された後，近位尿細管におい  

て再吸収され，主として，尿細管上皮細胞のライソゾームにおいて加水分解され，ごく一部が尿  

中に排せつされる9）。内因性クレアチニソクリアランスに特別の異常のない健常人の血清中α．一mg  

レベルは，一元免疫拡散法による定量で21．8±10．8mg／J（邦＝8），クリアラソス値は0．63±  

0．69％（乃＝8）との報告がある10）。健常人の場合，糸球体をろ過されたα．－mgのうち，99．4％が  

再吸収されることになる。   

本報告の対象者のうち，男では93％，女では90％が，血清α．－mgレベルは20mg／L以下であっ  

た。本報告でほ，almgの測定にほELISAを用いているが，同一試料を分析した場合，一元免疫  

拡散法のほうが高目の値を示すことから5），いわゆる正常値は20mg／Jとみなして良いであろう。  

血清ふ．mgレベルが20mg／J以下の生理的範掛こ収まる被験老において，α．mgクリアランス値  

の変動ほ，男の場合0．007～5．1％，女の場合0．006～17．1％であった（図7）。   

上述の河合らの報告値に比べて，高目の値を示す老が見いだされた。血清仇－mg値は生理的範  

囲であることから，これら被験老の場合，単なるoverflowでほなく，尿細管再吸収機能の低下並  

びに一部には尿細管における異化作用の低下によって，尿中α．－mgレベルが上昇していると考え  

られる。  
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図 7 Cd土壌汚染地域女子住民におけるα．－てイクログロブリソクリ7ラソスと  

血清α．マイクログロプリンとの関係10）  

Fig・7 Relationship ofα1－microglobulirlClearancewith serumα1rmicrogIobulinin  

femalesubiectsinaCdLpO11utedarealO〉  
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さらに，Cd過剰暴霞による中毒症が疑われている患者のうち，今回の調査において試料の提供  

を受けた男2人，女11人の血清及び尿の分析データを表3に示す。このうち，男1人，女7人ほ  

血清αl－mgレベルは20mg／仁以上の値を示し，女1人も19．9mg／Lと高値であり，α．一mgクリア  

ランス値も，比較的高値であった。これら患者では，尿中へのCd及びCuの排せつ畳も多く，尿  

中α1－mg量だけでなく，稔タンパク，成mgレベル，並びに尿酸クリアランス（％Ccr），リン酸  

クリ7ランス（％Ccr）の増加が認められた。これらの事実は，尿中α．mg排せつレベルの増加  

が，近位尿細管再吸収綴能低下を反映する指標であるという上述の考えを支持する。   

また，これらの患者の中に，BUN値が15mg／l．血清クリ7チニソ値1，5mg／dl，血清／％mg  

値4mg／dJを超える被験老が見いだされたが（蓑3），これは尿細管顔能異常に伴って生じた糸球  

体俊能の二次的低下であろう。   

以上 今回の長崎県厳原町のCd土壌汚染地域における疫学調査において見いだされた尿中への  

んl－mg排せつレベルの増加は，環境中のCdへの暴露によって生じた近位尿細管の再吸収障害を反  

映する可能性が示唆された。血清及び尿α1－mgレベルほ，Cd土盤汚染地域住民の腎機能検査にお  

いて，有用な新たな指標となり得ることが明らかとなった。  

衰 3 Cd腎症要談案者の各種パラノ一夕の値10）  

Table3 Valuesofvariousparametersofsubjectssuspectedofhavingrenaldysfunc  

tionduetoCdexposurelD）  

tDSexAgeα．mg瓜mgBUN Crt Crt。．－mgJ％－mgl）roteinNAG Cd Cu。，rng 慧誓phosphate  

121M 6717－8 2．5418．81．60 0．436 56．483 77，氾4 603 4．13 7．9 58・6 5．05 60・0  

203 M 79 5Z．112．56 67．2 5．郎 0．479 34，038 25．016 243110．鵬 3．4 91．13．82 23，3  
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注）単位は表1に同じ。  
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Ⅰト6ICPを用いた毛髪分析法の検討と小坂町住民の毛髪試料への応用  
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森田昌敏l・斎藤 寛2・3   

Masatoshi MORITAl and Hiroshi SAITOZI 

要 旨  
ICP発光分析法を用いて，毛髪中の微量の元素についての分析を行った。測定された元  

素ほ，Na，K，Mg．Ca．Sr，Fe，Cu．Zu，Al，P，Cd，Pb，Se．Ni，V，Co，Cr，  

Bの18毯であった。As，Mo，Liなどは測定が困際であった。日本人の平均的な分析値を  

求め，既報告と比較した。秋田県小坂町の住民約150名の分析を行った結果は，頭髪中に  

CdとPbが多いことが認められ，Pbの汚染の寄与も考慮すべきことが明らかとなった。  

Abstra（・t  

MinortotraceelementsinhumanhairsamplewereanalysedbyusingICPatomic  

emissionspectrometry．E】ementsmeasuredwereNa．K，Mg，Ca，Sr．Fe，Cu，Zn．Al，P，  

Cd，Pb．Se，Ni，V，Co．Cr and B．Elementsincluding As，Mo and Liwerellard to  

determine．AveragevaluefornormalJapanesepopulationwasestimatedandcom－  

pared withreported values．Themethod wasapplied to the population of Kosaka  

LmaChi，Akita．TheresultindicatedtherewereCd and Pbcontamination．   

1 はじめに ■   

重金属等の汚染を調べるための材料として毛髪はかなり古くから用いられてきた1〉。毛髪ほこれ  

らの元素を濃縮しているために分析化学上容易に分析できる試料である。また同時にサンプリン  

1．国立公賓研究所 計測技術部 〒305茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
Chemistry and Physics Division，the NationalInstitute for EnvironmentalStudies，Yatabe－maChi，   

Tsukuba，lbaraki305，Japan．  

2．国立公害研究所 環境保健部 〒305茨城県筑波郡谷田郡町小野川16番2   
EnviT・OnmentalHealthSciencesDivision．theNationalInstituteforEnvironmentalStudies，Yatabe－   

machi．Tsukuba，Ibaraki305．Japan．  

3．現在：長崎大学医学部 〒852長崎市坂本町12番4   
Presentaddress：NagasakiUniversitySchoolofMedicine，Sakamoto－maChi．Nagasaki852，Japan・  
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グに際し，苦痛を伴わず，保存性がよいために，取り扱いやすい試料であるという側面もある。  

一方，毛髪分析の欠点も指摘される。それは外部組織であるために，外部汚染り影響を受けやす  

く，体内負荷量を反映していない場合があることや，毛髪中の元素濃軍のもつ生理学的意味がはっ  

きりしていないことが多いことである。   

毛髪中の微量汚染元素の多元素同時分析は，主として機器中性子放射化学分析法（INAA）を  

用いて行われてきた。例えば国際原子力機構（IAEA）による国際的な毛髪分析のプログラムはそ  

の代表的なものである2）。近年になって，lCP発光分析法が台頭し，lNAAに置き換わろうとして  

いる。その理由は，原子炉を必要とせずに容易に分析ができること，また分析に要する時間が短  

いこと，INAAでは測定できないが1CPでは測定できる元素がある（逆の元素もあるが）ことが  

指摘されよう。ICPを用いた毛髪分析ほ既に米国では商業ペースにのっており，また日本でもの  

りつつある。同時にICP分析において，どのように分析の精度を確保するかは重要になっており，  

いくつかの機関で不正確なデータが出されているのが実情である。   

本研究でほ，正確な分析に重点を置き，．いくつかの集団の毛髪の分析を行うこととした。批判  

に耐えうる分析値のみが，役に立つと考えられるからである。   

2 分析法   

2．1サンプリング   

毛髪試料ほ，国立公害研究所職員とその家族，東京都立衛生研究所職員とその家族，茨城県及  

び東京都一般住民，徳島県小中学生から採取し，これを一般人（対照群320名）とした。一方，  

今回調査対象として秋田県小坂町の住民の協力を得て160名の毛髪を採取した。採取に際し用い  
た記入事項は次のとこおりである（図1）。   

2．2 試料の洗浄   

毛髪分析において最初に重要なことは，洗浄方法である。過去においていくつかの方法が提案  

されている。ここでは非イオソ界面活性剤を用いる方法を採用した。試料約1gをビーカー（100  

mJ）にとり，これに0．4％ポリオキシュチレングリコールラウリルエーテル水溶液50mJを加え  

て，－超音波洗浄器にかけ，10分間洗浄する。これをグラスフィルター付ロート上でろ過し，精製  

水を加えて何度も洗浄する。洗浄後，無灰ろ紙に包んでデシケ一夕一に入れ 乾燥させる。   

2．3 試料の灰化   

洗浄乾燥した毛髪1gを精押し，50mJのテフロニ／ビーカーに移す。これに硝酸8mJ及び過塩  

素酸2mほ加えてホットプレートにのせ1300C一夜加熱する。翌臥∴過塩素酸1mJを加え，200  

。Cにホットプレートの温度を上げ．白煙を出させながら，残液が0．5m／程度になるまで過塩素酸  

を揮散させていく。最後に水を加えて溶解させ20mJ定容とし，ポリエチレン瓶に保存した。こ  
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（ 才）  

男・女  

氏  名  

採取場所   

採取年月日   

採取部位  前頭・後頸・右側頭・左側頭  

毛根よ り  Cm  

洗 髪   
洗髪料  石けん  （  

シ1・ソプー  （  

リンス  （  

回／週  

その他  （ミカロソ・・・）  

有・無  回／年  

有・無  色（  ）  

バ←マネソト  

染  毛  

NOTE  

タバコ  本／日  

園1毛髪サンプリソグに際しての記録  

Fig．1Protocolforhairsarnpling  

のうちの一部をザルトリウスノ∵／プランフィルタ∴－を用いてろ過し，ICP分析にかけた。   

水は，蒸留水をミリポアQシステムを通して精製し，次いでヤマト科学製石英ガラスニ段蒸留  

装置で蒸留したものを使用した。また硝酸は半導体工業用（関東化学ELSS グレード）を，過塩  

素酸ほ和光純薬有害金属用を，クリーソルーム内のクリーソドラフト内において，非沸騰型合成  

石英製蒸留器を用いて蒸留精製して用いた。また実掛こ使用する器具類ほ，硝酸3規定液に3日  

以上漬け，蒸留水で洗浄したものを用いた。灰化操作ほすべてクリーソルーム内で行った。  
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2，4ICP発光分析  

ICP発光分析器は，本研究所のJarrelAsh AtomComp975を用いた。本校は28元素多元素  

測定用ポリクロメークーとN＋1channelの単元素測定用モノクロメーターをもち，合計29元素  

が同時に測定できる。  

ICP発光分析器の操作条件は，RFPowerl．1kW，プラズマガス流量181／minネブライザー  

ガス流量3J／minである。使用した元素標準液ほ，多くの元素について1％硝酸溶液を用いた。ま  

た検量線の零は，蒸留水を用いた。   

3 結果と考察   

3．1ICP発光分析法の検討   

徴量元素の分析は，特に多元素同時分析として行うとき，分析途上の汚染との闘いであるといっ  

ても過言ではない。上から降下する大気粉じん，溶液化に用いる酸類，そして水からくる汚染を  

最小限にすることが必要である。ICP発光分析は，フレームレス原子吸光法に比べて高感度とは  

言えないれ 有意な誤差を発生させない程度のクリーソ度ほ必要である。本研究で用いたクリー  

ソルーム，クリーソドラフト，酸，水，テフロソビーカーの使用等は完全ではないが，この規準  

には合格する。しかしまれに微量の汚染がブランク試験でみられることもあり，精度管理に十分  

な配慮を必要とした。   

分析値の確度の検定には標準毛髪（NIESNo．5）を使用した。標準毛髪（NJESNo．5）につ  

いてのICP分析結果を以下に示す（表1）。本標準試料は，メノウを不純物（約3％）として含ん  

でおり，通常の硝酸分解や硝酸過塩素酸分解では不溶性沈殿物が残澄として残る。これほフッ化  

水素酸を加えることにより溶解するが，このため用いる酸により（つまり分解の程度により）分  

析値が異なることとなる。ノノウは主成分ほケイ酸であるが，不純物として，Ca，Mg，Na，K，  

Mn，Fe，Al，Tiなどを含んでおりこれらの元素について，灰化法による分析値が異なってくる  

こととなる。その他の元素については両灰化法とも分析値が一致してくる。   

標準毛髪試料中の元素としてICPを用いて検出定量可能であったのは，この衰にある19元素で  

あった。As，Se，Sb，Tl，Sn，Rb，Hgなどほ1CPの検出感度不足や光学干渉のため測定され  

ていない。なお，Sほ新しい分光器によって現在ほ可能となっている。   

3．2 健常日本人毛髪中の元素濃度   

毛髪中の元素濃度は，洗浄法によって大きく値が異なる元素があることが知られている。IAEA  

が採用した方法はアセトン洗浄法であった。本研究でほ非イオン界面活性剤（ポリエチレングリ  

コールラウリルコニーーテル）を用いて洗浄した。洗浄法の違いによる分析値の違いについてほ若干  

の報告がある㌔   

本研究で分析した塵常日本人の毛髪の分析値を最近の二つの報告と合わせて表2に示す3・㌔値  

－ 76一   



ICPを用いた毛髪分析法の検討と小坂町住民の毛髪試料への応用  

表 1毛髪標準試料中の元素濃度  

TabIel Elementconcentrationinhairreferencematerial（NIESNo，5）  

灰化法（Ⅰ）●  灰化法（Il）■事  

Al  180．4±6．8   

B  3．3±0，9   

Ca  607±46  

24F, 

722  

Cd  O．20±0．03  0．21■＝   

Co  O．34±0．07   

Cr  l．37±0．13  1．39＝■   

Cu  16．3±2．2  16，7   

Fe  214．4±8．8  224   

K  20．6±1．6  38．7  

Mg  162．2±9，1  

Mn  4．69±0．22   

Na  ll．1±2．6  

ごt1   

5．3  

2（）   

1．85‥●   

168  

N
i
 
P
 
P
b
 
S
r
 
T
i
 
V
 
Z
n
 
 
 

2．8±1．5   

174．1±7．6  

6．8±0．7  

2．1±0．1  2．2  

11．8±0．6  23．0  

0．67±0．07   

164．1±9．1   

■HNO3／HC】0▲分解  
＝HNO】／HF丑IC】0．分解（岡本による）  

＝●原子汲光分析（岡本による）  

が異なっている理由として，母集団の違いや分析法の違いがある。分析法の違いはかなり重要で  

あり，不適切な分析法の適用による奇妙な値等もこの裏にほ含まれている。例えは，鎌倉のAsの  

値は明らかにおかしい。分析法の精度と確度を確保する必要があり，このために今回の研究では  

標準試料を用いて分析の確度の検定を行っている。本報告の分析値は分析法上からの問題ほ余り  

ないと考えている。  

－ 77 －   



森田昌敏・斎藤 寛  

表 2 一般日本人の毛髪中元素濃度  
Table2 ElementconcentrationinhairofJapanesenormalpopulation  

竹内ら■3）  鎌 倉…）  森 田  
（1NAA）  （ICP）  （ICP）  

Ag  仇39±0．43  

Al   】2．8±9．9  

As O．103±0．078  

Au O．035±0．122  

B  

Br  16．4±38  

Ca  1150±1140  

Cd l．6±2．O  

C1  540±550  

Co O．08±0．22  

Cr O．82±1．66  

Cu  13．1±9．9  

Eu O．0035±0．0030  

Fe   35±33  

Hg  4．2±2，O  

1  1．4±3．3  

K  18．7±23  

La O．028±0．022  

Li  

Mg 127±136  

MJ】 】誹）±3．8  

Mo   

Na 23±64  

〈 
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（ 
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（ 
1  
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竹内ら●3）  鎌 倉＝4）  森 田  
（1NAA）  （ICP）  （ICP）  

Ni  

P  

Pb  

S（％） 4．4±0，38  

Se l．柑±4．2  

Si  

Sm O．0059±0，0070  

Sr  

V  O．072±0．568  

Zn   183±59  

（誓呂二…≡≡≡二≡芸 〈 

（誓i≡喜≡…冨 （晋i≡：諾  

（ 〈 

（ 
1■2付近  

（ 

加Ⅰ2．0±1．1  

（ 〈 
－ －－－  

‥ 

＊  7■セトン洗浄／中性子放射化分析法  

＊＊ El〕TA洗浄／lCl】一久ES  

M：male． F：†emale   

（男）  （女）   

3，3 小坂町住民の毛髪中元素濃度   

小坂町の住民について調査した結果を図2に示す。図のタテ軸1は対照群の平均値をとったも  

のである。図を見て明らかなように，この集団に特異的に多い元素はPbとCdであった。Cdと  

この地域の疾病については既に斎藤らによる研究がある8〉。Pbについては今まで余り考慮されて  

こなかったので，今後Cdとともにあわせて検討する必要があろう。  
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AI A5 日 Ca u Co（二r Cu トF K Mg Mn N且 N■ ll’b S亡 ヽ Zn   

図 2 小坂町住民の毛髪中の元素濃度  

Fig．2 ConcentrationoftraceelementsinthehairofKosaka－maChiresidents  

（日本人の平均的濃度を1として表示）  
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Ⅰト7  カドミウム汚染地蟻住民の尿浸透圧に関する研究  

StudiesonUrinaryOsmolalityofResidents  

in Cadmium－Polluted Areas  

中野篤浩l・斎藤 寛1・2・杉平直子1  

三種裕子l・脇阪一郎1   

AtsuhiroNAKANOl，HiroshiSAtTOl・2，YukoMITANEI  

Naoko SUGIHIRAlandIchiro WAKISAKAl  

要 旨   
カドミウム汚染地域住民において，重要な腎臓陵能の一つである尿浸透圧形成に対する，  

カドミウム暴露の影響を明らかにする目的で，尿浸透圧な測定して尿中＆マイクログロブ  

リソ濃度やカドミウム濃度との由係を検討した。調査地域は，カドミウム汚染地域として  
秋田県小坂町 石川県小松市，長崎県厳原町を，対照地域として秋田県井川町を選んだ。  

調査ほ1979年と1980年の間に行い，901人の被験着から早朝尿を採取した。   

尿浸透圧は，カドミウム汚染地域住民と対照地域住民の間で有意差は示さなかった。し  

かしながら，カドミウム汚染地域住民の男性において60歳以上で，また女性においては50  

歳以上で，尿浸透圧と尿中針マイクログロプリン濃度が有意な逆相関を示した。この結果  

ほ．カドミウムによる腎尿細管障害がある程度尿浸透圧の低下に関連することを示酸して  

いる。  

Abstract  

Toclarifytheeffectsofcadmiurnexposureontheformationofurinaryosmolality，  
whichis animportant renalfunction，urinary osmolalitylevels and relationship  
between urinary osmolalitylevels andβz－microglobulinlevels were studied with  
residentsincadmium－pOllutedand／ornonpOllutedareas．Astargetareas，Cadmiu  
pollutedareasinKosakainAkitaprefecture，KomatsuinlshikawapTefect11reand  
lzuharainNagasakiprefectureandasareferenceareaanonl）01IutedareainIkawa  
inAkitapref占ctureweTeSelected，reSpeCtively・EpidemiologlCStudieswerecarried  
outin1979and1980andanearly－rnOrnlngurinespecimenwasobtainedfromtota］of  
901subiects，  

1．国立公害研究所 環境保健部 〒305茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
EnvironmerltalHeatthSciencesDivision，theNationallnstituteforEnvirorlmentalStudies，Yataber   

machi，Tsukuba．Ibaraki305，Japan．  

2．現在：長崎大学医学部 〒852長崎市坂本町12番4   
Presentaddress＝NagasakiUniversitySchoolofMedicine，Sakamoto－maChi，Nagasaki852，Japanr  
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中野鴇浩ら   

There was not a significant difference in urinary osmolality levels between 

residentsin cadmium－pOlluted and non二pOlluted areas by sex and age．1t was，  

however，found that there was a significant opposite correlation between urinary  

J％－microglobulinlevelsandosrnolalitylevelsinmaleaged60yearsandoverandin  

femaleaged50yearsandover．Theseresultssuggestthatthedecreasedosmolality  

levelinurineisconsiderablylinkedtorenaltubulardysfunction．   

1 はじめに   

人体がカドミウムに長期間暴露されると低分子タンパク尿，アミノ酸尿，糖尿等を呈する近位  

尿細管障害が誘発されるり。   

一方腎臓は，生体内における水代謝やミネラル代謝等のホメオトスタシスの推持Fこついて重要  

な機能を果している。この腎臓践能の有用な指漂の一つが尿浸透圧である。   

そこで，カドミウムによる腎障害の水代謝やミネラル代謝に及ぼす影響を明らかにする為に，  

カドミウム汚染地域住民において尿浸透圧を測優し，カドミウムによる腎尿細管陵能障害の指漂  

である尿中良一マイクログロブリソ濃度との関係を検討した。   

2 対象及び方法   

調査地域と対象老は，「カドミウム暴霞量と尿細管機能障害発症に係る量・効果関係の検討」と  

同様である。Cd汚染地域として秋田県鹿角郡小坂町細越地区，石川県小松市金平地区，長崎県下  

県郡厳原町を選び，厳原町の軽板地区を厳原一1と下原・小茂田・椎棍地区を厳原－2とした。特  

別な汚染がない対照地域としてほ，秋田県南秋田郡井ノー岬丁の小竹花及び下中村地区を選んだ。調  

査時期は1979年から1980年の間であり，各調査地域の5歳から80歳以上までの全住民を対象と  

して総数ほ901人であった。   

これらの被験老より早朝尿を1採取して，その一部を無処理でドライアイスで凍結して持ち取り  

氷点降下法で浸透圧を測優した。またクレアチニソほJaffeの反応で，カドミウムほD2ランプ補  

正フレームレス原子吸光法で，A－マイクログロプリンはファルマシアキットによるラジオイムノ  

アッセイ法で測定した。■′カドミウムとβ「マイクログロプリンの濃度は，クレアチニソ1g当たり  

の〟g数で表現した。   

3 結 果   

カドミウム汚染地域と対照地域住民の尿浸透圧を，地域軋 性j札 年代別に蓑1と図1．図2に  

示した。対照地域である井川町住民とカドミウム汚染地域住民の尿浸透圧には，地域別 性別，  

年代別にみて系統的な有意差はなかった。しかし全地域住民において，尿浸透圧ほ加齢とともに  

低下する傾向を示した。  
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カドミウム汚染地域住民り尿浸透圧に関する研究  

衰 1カドミウム汚染地域及び非汚染地域住民の尿浸透圧  
TablelOsrr101alitylnurineofresidentsincadmiumpolluted  

and／ornon－pOllutedareas  

単位：mOsm／kg・H壬0   数字ほ平均（上）と梗準偏差（下）を示す。  
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カ「ミウム汚染地域住民の尿浸透圧に関する研究  

クレアチニソ濃度を地域別，性札年代別に蓑2と図3，図4に示した。クレアチニソ濃度もカ  

ドミウム汚染地域と対照地域住民の問において，地域j札 性別，年代別に系統的な有意差はみら  

れなかった。しかし各地域住民集団において，男性はほは20歳代を女性ほほほ10歳代をピーク  

として，その後は加齢とともに低下する傾向を示した。  

表 2 カドミウム汚染地域及び非汚染地域住民の尿中クレアチニソ濃度  

Table2 Creatinineconcentrationinurineofresidentsincadmiumpollutedand／or  

nonpO1111tedareas  

0－9  1019  20－29  30－39  40－49  50－59  60－70   70－  

Male   

t．939  1．384  1．223  

0，455   0．537   0．510   

1．453  1．320  1．318  

0．682   0．450   0．415   

1，311  1．277  1．231  

1．037   0．625   0．619   

1．590  1．610  1．435  

0．524   0．782   0．081  

Ikawa  

Kosaka  

Komatsu  

lzuhara－1  

Izuhara2  

0．969  1、891  

0．418   0．766   

0．562  1．325  

0．281  0，502   

0．853  1．328  

0，166   0．娼5   

0．733  1．634  

0．334   0，504  

1．456   0．855   0．911  

0．619   0．185   0，414   

1．087   0．873   0．638  

0．325   0．291  0．324   

0．750   0．806   0．776  

0．320   0．440   0．256   

1．116  1．071  0．530  

0，551  0．507   0，382   

1．250  1．062   0．946  

0．509   0，495   0．489  

Female   

l．020  1．594  1，482  l．107   0，913  

0．415   0．618   0．716   0．308   0．327   

0．822  1，281  l．246   D．922   Cし729  

0．411  0．772   0，465   0．503   0．344   

0．958  1．425  1．077   0．840   0．771  

0．389   0，705   0．605   0，492   0．335   

l．196  0．921 1．200  Q．960  1．270  

Ikawa  

KDSaka  

Komatsu  

lzuhara－1  

Izuhara－2  

0．716   0．681  0．935  

0．425   0．217   0，549   

0．572   0．512   0．519  

0．340   0．178   0．194   

0．606   0．552   0．517  

0．444   0．385   0．277   

0．534   0．527   0．457  

0，398   0  0．516   0．502   0．356  0．284   0．181  0．210  

0．858   0．692   0．460  

0．3銅   0．273   0，244  

数字は平均（上）と標準偏差（下）を示す。  単位：mg加J   
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図 4 カドミウム汚染地域及び非汚染  
地域の女性住民における尿中ク  
レアチニソ濃度  

Fig・4 Creatinine concentrationin urine  
of female residentsin cadmium  
pollutedand／ornonpOllutedareas  

図 3 カドミウム汚染地域及び非汚染  

地域の男性住民における尿中ク  
レアチニソ濃度  

Fig．3 Creatinine concentrationin urine  

ofmale residentsin cadmium pol－  

1utedand／ornonrpollutedareas  



カドミウム汚染地域住民の尿浸透圧に関する研究   

尿浸透圧とクレアチエソ濃度そして尿中カドミウム濃度と尾マイクログロブリン濃度の間の相  

関関係を，性別と年代別で検討して蓑3に示した。尿浸透圧と成マイクログロプリン濃度の関係  

は，男性の60歳代以後と女性の50歳代以後で有意な逆相関を示して，カドミウムによる腎臓の  

尿浸透圧形成への影響が示唆された。しかLカドミウムによる腎尿細管挽能低下の指標である尿  

中良一マイクログロプリソ濃度は，加齢とともに急上昇する。尿の浸透圧は加齢とともに低下する  

が，A－マイクログロプリン濃度ほど扱者ではない。両者の相関関係からみて，カドミウムによる  

腎臓の尿浸透圧形成への影響は，Aマイクログロプリンの排せつ増加にみられる低分子タン／くク  

の再吸収隆能の低下とは，必ずしも同一続序ではなさそうである。   

尿浸透圧とクレアチニソ濃度は，男女とも各年代において非常に強い正の相関関係を示した。  

クレアチニソ濃度が年齢に対して，男と女で20歳代と10歳代にピークを示すバクーソになるた  

めに，年齢の要因は考慮せねはならないが，腎臓における尿浸透圧形成とクレアチニソ排せつの  

関係の深さを物語っている。  

蓑 3 カドミウム汚染地域住民の尿における性別・年代別の浸透圧とクレアチニ  

ソ・良一マイクログロプリンとカドミウムの濃度の相関係数  
Table3 Coefficientsofcorrelation between concentrations ofcadmium，戊rmicro－  

globuIin．creatinine，andosmolalitylevelsinurineofresidentsincadmium  

pollutedareasbysex arldage   

P9 10－19  20－29  3039  40－49  50－59  60－69  7什－  

Ma】e  

O．069  0．324  0．230  0．046  0．261   

0、790  （）．590  0、847 （】．543  0．7gl  

O．146 －0．126 －0．146  0．192 －0．171  

Fema】e  

O．155 0．043  0．222 －0，207  0．280   

0．749  0．884  0．727  0．640  0．829   

0．D90 〔し105 －0．2呂3  0．188 －0．005  

0．303  0．586  0．397  

0．614  0．685  （〉，769  

0．124 10．402 －0．311  

Cd品－mg   

Crea、Osmo．   

良mg－Osmo．   

0．560  

0．806  

0．454  0．388  

0．751  0．747  

Cd品一口lg   

Crea．Osmo．   

β「汀唱Osmo，  －0．3朗 －0．298 0．280  

●：P＜0．05∴＝：P＜0．01，＝■：Pく0．00l  
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中野局浩ら   

4 考 察   

人体がカドミウムに長期間暴露されれは，肝臓や腎臓のカドミウム濃度が上昇してゆき，いず  

れ腎臓が標的臓器となり腎障害が誘発される。体内に取り込まれたカドミウムほ，まず肝臓で低  

分子タン／くクであるメタロチオネインを誘導合成し，カドミウムチオネインとして蓄積される。  

この肝カドミウムチオネインが血流を介して腎臓へ移行してゆき，低分子クソバクであるために，  

糸球体でろ過され 近位尿細管で再吸収されてそこに蓄積してゆく。腎臓において，カドミウム  

が臨界濃度に達して障害が発現してくる場合，メタロチオネインという低分子タンパクの再吸収  

部位である近位尿細管の槙能低下が先行して発現し，その他の障害がこれに続くものと考えられ  

ている2‾S）。我々の成績においても，腎尿細管における低分子タンノミク吸収の機能低下の指標であ  

る尿中尾、マイクログロブリン濃度が，カドミウム暴露老群において，男女とも40歳代から有意  

な上昇を示している。   

一方人間の体液の浸透圧ほ．常に286～296mOsm／kg・H20の狭い範陵内に保たれている。こ  

の浸透圧維持には腎臓が非常に大きな役割を果たしている。腎臓の尿形成における希釈あるいほ  

濃縮に関与している因子は複雑多岐にわたり，GFR，近位尿細管の再吸収，髄質高浸透圧形成に  

あずかる対向流増幅系としてのヘソレ係蹄と対向流交換系としての直血管，さらに髄質高浸透圧  

形成に関与する尿素の集合管からへソレ係蹄へのリサイクリノダ，集合管での再吸収，特にADH  

存在下での水，尿素の透過性克進などが上げられる‘）。   

そこで，カドミウムによる近位尿細管障害が，腎臓の尿浸透圧形成にどれはどの影響を与えて  

いるかと言うことになる。我々の成績（衰3）によれは，年齢的にみて成マイクログロブリンの  

尿中耕せつ増加にしばらく遅れて，尿浸透圧と成一マイクログロプリン濃度が有意な逆相関を示す  

ようになり，両指標により表現されるカドミウムの腎臓への影響は，必ずしも同一俵序ではなさ  

そうである。   
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カドミウム汚染地域住民の甲状腺機能   

ThyroidGlandFunctionofPeopleinaCadmium－PollutedAre  

ⅠⅠ－8  

吉田克己1・斎藤 寛2て3・杉平直子2・中野篤浩2   

KatsumiYOSHIDAl，HiroshiSAITO2・3，NaokoSUGIHIRA2  

and Atsuhiro NAKANO2  

要 嘗   
昭和57年5月にカドミウム土嚢汚染地域である長崎県対馬厳原町の住民258名について，  

血清中のthyroxine（T．）と3，5，3’rtriiodothyronine（T3）濃度及びT，摂取率を測定し，  

T．及びT，濃度とT3摂取率との拓からfreeT．index（FT．1）及びfreeT3index（FT，T）  

を算出し，性と年齢を合致させた対照地域住民230名の値と比較した。対馬では対照地域  

に比べてT。は60及び70蔵代で，T。ほ50，60及び70歳代で，FT41ほ70歳代で，FT31ほ  

60及び70歳代で．いずれも有意に低下していたが，Tユ摂取率は各年代で有意差がみられな  

かった。以上のことから，カドミウム汚染地域の住民では，甲状腺ホルモソの分泌及び代  

謝の両者に異常が惹起されている可能性が考えられた。  

Abstract   

InMay．1982，SerumCOnCentrationsofthyroxine（T．）and3，5，3しtriiodothyronine  

（T3）andT3uptakeweremeasuredin258adu］tslivinginacadmiumrpollutedareafor  

alongtime（Izuhara，maChi，Tsushima，NagasakiPref．Japan），andthevalueswere  

comparedwiththoseobtainedinage／andsex－matChed230adultslivlnglnCadmium  

－nOnrpOllutedareas．FreeT。indexandfreeT，indexwerecalculatedfromserurnT．  

andT，COTICentrationsmultipliedbyT，uptake．FreeT．indexintheseventies，and  

freeTaindexinthesixtiesandseverltiesinTsushima area wereslgnificantlylower  

than those obtainedin the controlareas，Theseresultsindicate that cadmium may  

havesomeeffectsonboththyroidhormonesecretionandmetabolism・  
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1 はじめに   

甲状腺ホルモンは，主としてthyroxine（T．）として分泌され，肝や腎などの末梢組織で5′－deio－  

dinaseにより脱ヨードをうけて3，5，3′、triiodothyronine（T。）になり，ホルモソ作用を発揮するl）。  

本酵素活性は，dithiothreitolや還元型グルタチオン′などの－SH基を有する物質により活性化さ  

れ n方，絶食や種々の急性及び慢性疾患，経口胆嚢造影剤などの薬剤により抑制されるl）。カド  

ミウム，水銀，鉛などの重金属イオソーま，SH基と結合しやすく，本酵素活性を阻害する可能性  

が考えられ，水銀がラット肝T。5’一deiodinase活性をin vitroT抑制するという報告2）がある。  

また，重金属が甲状腺あるいほ下垂体に取り込まれて，甲状腺ホルモソの産生を抑制する可能性  

も考えられ，この点については鉛中毒で甲状腺のヨード摂取率並びに血中甲状腺ホルモン濃度が  

低下すると報告3〉されている。以上のように，重金属が甲状腺ホルモンの分泌及び代謝こ影響を与  

える可能性が考えられるため，本研究ではカドミウム汚染地域住民の甲状腺ホルモン濃度を測定  

し，対照地域住民の値と比較した。   

2 対象並びに方法  

1982年5月にカドミウム土壌汚染地域である長崎県対馬厳原町の住民258名及び対照地域とし  

て秋田県井川町，岩手県大迫町及び茨城県筑波町の性と年齢を合致させた住民230名から採血し，  

血清中のT．とT3濃度，T，摂取率及びthyroidstimulatinghormone（TSH）を測定した。T．濃  

度はダイナポット社製T。RIAキット（正常範囲4．5～13．OJLg／dl）で，T。濃度は既に報告した我々  

の方法4）によるラジオイムノアッセイ（正常範囲70～180ng／dJ）で，Tさ摂取率ほコーニソグ社製  

MagicT，Uptakeキット5）（正常範囲26．2～35．0％）で，TSH濃度ほ第一ラi）オ7イソトープ  

社製TSHRIAキット（正常範囲0～8FLU／ml）で測定し，血清T。及びT。濃度とT，摂取率との積  

からfreeT．index（FT▲I）及びfreeT3index（FT31）を算出した。これらのindexはタソ／iク  

質と結合していない，遊離のすなわち活性型のホルモンを示している。汚染地域住民と対照地域  

住民の血清T。及びTaレベルとT3摂取率は，その平均値を，Studentのt検定を用いて解析し，  

比較した。なお，T．及びT3レベルがともに高値（対馬2例，対照2例）及びともに低値（対馬1  

例）を示した症例は，統計的処理から除外した。   

3 結 果   

表1に示すように，対馬では対照地域に比べて血清T。濃度は60及び70歳代で，血清T3濃度は  

50，60及び70歳代で有意に低下しており，T。摂取率は各年代で有意差がみられなかった。蓑2及  

び表3にFT．Ⅰ及びFT，Ⅰを示す。FT．1は対馬では年齢によりほとんど変動がみられなかったの  

に対し，対照地域では70歳代で40及び50歳代に比べて有意に高値を示した。対馬でほ対照地域  

に比べて30歳代から60歳代までほ有意差が認められなかったが，70歳代では有意に低値を示し  

た。＋－一方，FTユ1は対馬では年齢に伴い低下する傾向を示し，60及び70歳代でほそれぞれ30，40  
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表 1カドミウム汚染地域と対照地域住民の血清丁小T3濃度及びT3摂取率  

TablelSerumTlandT31eveIsandT3uptakeofadultslivinginCd－pOllutedand  

non－pOlluted areas  

血清T4（JLg／dl）  血惜T3（ng／dl）  T3摂取率（％）  

対照地域  対 馬  対照地域  対 馬  対照地域  対 馬  

30歳代 9．3±2．1（n＝33）9．4±1．7（n＝19）110，3±22．2（n＝33）124．8±21．5（n＝18）31・2±3．2（n＝31）  

」。．S． 」  」。＜。．。5 」  」。．  
40歳代8‘7±1■74 

．s ． 

．  

50歳代 8，9±2．0（n＝86）8．4±1＿7（n＝120）115．2±21．2（n＝87）106．4±21．1（n＝120）30．7±2．9（n＝79）  

」。．S． 」  」。＜。．。5 」  」。．  
60歳代 9．6±2．1（n＝46）8＿8±l．9（n＝60）118．2±23．9（n＝45）103．3±19．4（n＝59）30．5±2．8（n＝39）  

」p＜。．。5 」  」。＜。．。1 」  」。．  
70歳代10．0±1■，7（n＝17）8．8±1．7（n＝50）118．5±16．6（n＝17）100．1±21．6（n＝50）30．0±2．4（n＝16）  

」pく。．。5 」  」p＜。．。1 」  」。．  

30．7±3．9（n＝16）  

」  

30，4±3．7（n＝4）  

」  

31，4±3．け（n＝85）  

」  

30．4±3．3（n＝37）  

」  
竺
∴
寸
土
遥
遠
些
誓
言
烏
望
霊
蒜
 
 
 

31．8±3．2（n＝35）  

荘）n．s∴有意差なし  
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表  2 カドミウム汚染地域と対照地域住民のfreeT．index  

Table2 FreeT．indexofadultslivlnginCd－pOllutedandnonpOllutedareas  

対照地域  対  馬  

2．88±0．46（n＝16）  
＿ ．」  

2，92±0．49（n＝4）  
＿  」  

2．71±0．58（n＝84）  
」  

2．70±0．51（n＝37）  
▼▼ ■  

2．68±0．50（n＝36）  

05 －」  

30歳代  2．89±0．44（n＝30）  
ヽ一一  

40歳代  2．64±0．43（n＝48）  
L__ 

50歳代  2，71±0，54，（n＝79）  
」  

60歳代  2．89±0．55（n＝39）  
仁  

70歳代  3．07±0．50（n＝16）  

」 p＜0  

注）n．s∴有意差なし  

蓑 3 カドミウム汚染地域と対照地域住民のfreeT3index  
Table3 FreeT3indexofadultslivinginCdpOllutedandnon－pOltutedareas  

対  馬   対照地域  

38．6±6．2（n＝16）  

.05 」   
38，4±7．3（n＝4）  

＋l   

30歳代  34．4±6．1（n＝31）  

」 p＜0  
40歳代   33．2±6．8（n＝48）  

1__ 

50歳代   35．4±6．3（n＝79）  
I__ 

60歳代  35．5±6．0（n＝39）  

35，0±6．0（n＝84）  
＋1   

31．6±5．4（n＝37）  

」 p＜0．01←」  
70歳代  35．5±3．9（n＝16）   31．2±6，4（n＝36）  

」 pく0．01 」  
注）n．s．：石膏差なし  

及び50歳代に比べて有意に低下していたのに対し，対照地域では30歳代から70歳代まで各年代  

でほぼ一定の値を示した。対馬では対照地域に比べると30，60及び70歳代で有意に低下してい  

た。蓑4に示すように，血清TSH濃度は各年代で対馬と対照地域の間に有意差は認められなかっ  

た。  
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カ「ミウム汚染地壊住民の甲状線蝕能  

表 4 カドミウム汚染地域と対照地域住民の血清TSH濃度  

TabIe4 SerumTSHlevelsofadultslivinginCd－pOllutedandnonpOllutedareas  

（〃U／m／）  

対照地域  対  馬  

30歳代  2．9±4．2（n二＝33）  2．7±1．4（n＝17）  

」 。．S．⊥  
40歳代  2．5±1．5（n＝47）  3．3±1，8（n＝5）  

」  n．s．＿＿＿」  

50歳代  3．4±2．8（n＝那）  2．8±1．9（n＝110）  

」 。．S，＿＿＿」  
60歳代  2．7±1，7（n＝45）  2．3±1．4（n＝5釦  

」 。．S．＿＿＿」  
70歳代  2．3±1，0（n＝18）  3．2±1．9（n＝44）  

」 。．S．， 」  

注）n．s∴有意差なし   

4 考 察   

カドミウム環境汚染の健康に及ぼす影響については，腎障害及び骨軟化症がよく知られている6）。  

冒頭にも述べたように，重金属が甲状腺ホルモノの分泌及び代謝に影響を与える可能性が十分に  

考えられるにもかかわらず，カドミウムの甲状腺機能に及ぼす影響Ⅰ声ついては現在まではとんど  

報告がみられない。   

本研究では，カドミウム土簗汚染地域である長崎県対馬厳原町住民の血中甲状腺ホルモン濃度  

を測定し，FT41は70歳代で，FT3Ⅰは60及び70歳代で，いずれも対照地域住民の値に比べて低  

下していた。   

成人の場合，血清甲状腺ホルモンの年齢に伴う変動については，一般にT．及び遊離T．はほぼ不  

変であり，T。及び遊髄T。は高齢になるに従い低下すると考えられているが7l，高廃老でも健康に  

生活している人を対象にするとT。濃度は低下しないという報告8）もみられる。今回の我々の検討  

では，対照地域のFT。Ⅰは30歳代から70歳代までほぼ一定の値を示しており，後者の報告を支持  

する結果が得られた。一九 対馬地域でほ，FT31は60及び70歳代で，いずれも30，40及び50  

歳代に比べて有意に低下していた。   

以上のことから，対馬地域の高齢老では，カドミウムに長期間暴露された結果，腎あるいは他  

の臓器の障害が起こり，T。からT3への転換が低下するとともに，甲状腺からのT。の分泌も低下  

しており，血清TSH温度には変化がみられなかったものの，潜在性甲状腺低能低下状態になって  

いる可能性が考えられた。  
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潜在性甲状腺機能低下症と動脈硬化性疾患との閑適は以前より注目されているところでありgメ，  

一方，カドミウム投与家兎での高コレステロ・－ル症の発症10｝や，カドミウム汚染地域住民の血中カ  

ドミウム値と動脈硬化性疾患との関連川も報告されており，これらにカドミウムによりひきおこさ  

れた甲状腺ホルモンの変化がどのように関与しているか今後の検討を要する。   

謝 辞   

本研究の遂行に当たり，御協力いただいた東北大学医学部第二内科，鈴木道子博士，桜田俊郎  

博士に深く感謝します。  

引 用 文 献   

1）Chopra・I・J・，D・H・So10mOn・U・Chopra，S・Y・Wu，D、A・FisherandY・Nakamura（1978）：Pathways  

OfmetaboJismofthyroidhormones．RecentProg．Horm．Res．，34，521567．  
2）Visser，T・J・，Ⅰ．Ⅴ．D．DoesTo隠R．DoctorandG．Hennemann（1976）：Subcellularl。Calizati。n。f   

a rat】jlrerenZymeCOWertjng亡hyroxinejnto亡rトiodothyroni眠and possib】einvo】venlen仁of  
essentialthiolgroups．Biochem，）．，157，479－492．  

3）Robins・JLM■・MR・Cullen・B・B・ConnorsandR・D・PKayne（1983）：DepressedthyTOjdinde3（eS   
associatedwithoccupationalexposuretoinorganiclead．Arch・1ntern．Med．，143，220－224．  

4）桜田俊郎・山口 徹・LLJ本蒔子・出村黎子・出村 博・福地総逸・斎藤慎太郎（1972）：triiodothyronine  

のradioimmunoassay．El木内分泌学会雑誌．48，559568，  
5）吉田克己・桜田俊郎・野村 隆・鈴木道子・海瀬和郎・海瀬信子・貴田岡博史・深沢 洋・板垣洋飢・   

山本蒔子・斎藤慎太郎（1984）：MagicT，UptakeによるTa摂取率測定法の基礎的ならびに臨床的  
検討．医学と薬学，11，1061－1066．  

6）Saito・ILR・Shioji・Y・Hurukawa・K・Nagai，T・Arikawa．T・Saito，Y・Sasaki，T．Furuyamaand   
K・Yoshinaga（1977）＝Cadmiumpinducedproximaltubulardysfunctioninacadmium－pOlluted  
area．Contr．NephroL6，1】2．  

7）Havard，C・W・Hr（1981）：Thethyroidandaging．Clin．Endocrinol，Metab．，10，163－178．  
8）Sakata，S・，S、Nakamura．K，Kamikubo．N．Kojima，T．KomakiandK．Miura（1984）：Effect。f   

aglngOnSerumT31T4andTSHlevelsinhealthy・ProgramoftheⅥlthlnternationalCongress  
ofEndocrinology，1097P．（Abstract）．  

9）Fowler・P・B・S・・J・SwaleandH・Andrews（1970）‥llypercholesterolemiainborderlinehypothyro－   
idism，StageOfpremyxedema．LancetII，488491．  

10）Yoshikawa，fI．．M．Ohsawa，and M，Kaneta（1974）：ClinicochemicaIstudies on subacute  
cadmiumpoisoninginrabbits．Ind∴Health，12，127140．  

11）CarroJ】，R．E．（1966）ニThere加jonsl】ipofcad汀】julれin theairtocardiov85CU】ardjseasedea抽  
rates．］．Am．Med．Assoc，，198，177179．  

ー96¶   



国立公害研究所研究報告 第84号（R郎卜■85）  

Res．Rep．Natl．lnst．Environ．Stud・．Jpn．，No．84．1985．  

Ⅰト9  メタロチオネインの超微量定量法の開発と環境中  
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要 旨   
メタロチオネイソ（MT）は，カドミウム（Cd）への暴露によって体内での生合成が誘  

導され，Cd等重金属を結合する低分子のタン／ミク質である。微量（1×10‾9g）のこのタン  

／くク質を特異的に定量する方法として．今回，ラi／オイムノアッセイ（RIA）を確立し．Cd  

の毒性評価に関する実験的及び疫学的研究に応用した。   

ラットMTを抗原とし，ウサギ及びウズラに免疫したが，RIAに使用可能な抗血清を産  

生したものは，ウサギ24羽のうち2羽のみであった。この抗血清を用いたRIAでは．1～100  

ngのMl、を定量することが可能である。   

Cd界雷と臓器中及び尿中MTとの関係を調べるた捌こ，ラットにCd塩を10週間にわ  

たって投与した。尿中へのMTの排せつほ，尿中へのCdに先立って上昇し．排せつレベ  

ルほ暴露とともに増加した。肝隠及び腎隠においては，投与1週間後には既に大量（それ  

ぞれ対照群の44倍と9倍）のMTが生食成され貯留していた。これらの結果から，尿中MT  

レベルは，Cd暴富程度を反映する特異的指標となり得ることが示唆された。   

本来の研究対象である人間集団について，Cd土壌汚染地域住民（長崎県厳原町）の検診  

を行い，Cd暴露と腎尿細管障害との関係を検討した。尿中MTレべ／L／は尿中Cd及び銅レ  

べ′レとの間に有意な相関が認められ，また，近位尿細管再吸収綴能低下を反映する種々の  

1，国立公害研究所 環境保健部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
EnvironrnentalHealthSciencesDivision，theNationallnstituteforEnvironmentalStudies，Yatabe－   
rnachi，Tsukuba，Ibaraki305，Japan．  

2、現在：長崎大学医学部 〒防2 長崎市坂本町12番4   
Presentaddress：NagasakiUniversitySchoolofMedicine，Sakamotormachi，Nagasaki852，Japan・  

3．昭和57～59年度 国立公害研究所客員研究員   
Visiti喝fellowoftheNationallnstitlユtefortheEnviTOnmentalStudies（1g821984〕・  
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遠山千春ら  

指標との間にも統計的に有意な正の相関が認められた。’   
以上の成績から．尿中MT L／ペルほ，環境中Cd暴露の程度を鋭敏に反映し，かつCd暴  

露による腎機能低下を評価するうえで有用な新しい指標となり得ることが示唆された。  

Abstract  

Meta1lothioneinisalowmOlecularAWeightandheavymetaトbindingprotein．the  
biosynthesis of whichisinduced upon Cd exposure．Asa specific determination  
methodofaverylittleamountsoftheprotein（109g），Wehavedevelopedaradio－  
immunoassayofMTandappliedtheassaytoexperirnentalandepidemiologicstudies▲  
AlthoughrabbitsandJapanesequailswereimmunizedwithdifferentkindsofratMT－  
1preparations，Only two out of24rabbitsproduced antisera utilizablein the RIA・  
Usingthe antisera a range ofltolOO ngof MT wasdetermined withsufficient  
Predsion．   

InordertoinvestigaterelationshipsofCdexposurewithMTlevelsintissuesand  
inurine，ratSWereinjectedCdsaltsoveralOweekperiod・Theurinaryexcretionof  
MTwasfoundtoincreasewithdurationofCd－eXpOSure，PreCedingtotheincreasedCd  
excretion．1tshouldbenotedthattheliverandkidneyoftheCd－eXpOSedratsretained  
considerableamounts（44and9timesashighascontro11evelsofsalineiniectedrats）  
ofMT．1nahealthexaminationofpeoplelivinginaCdpOlluted areainIzuhara，  
NagasakiPrefecture，therelationshipbetweenCdexposureandrenaltubulardysfunc－  
tionwasexamined．TheurinaryMTlevelshowedaslgnificantcorrelationnotonly  
withurinaryCdandCulevelsbutalsowithvariousindecesofrenalproximaltubular  
dysfunction▲   

The present resuits，thus，SuppOrt the supposition that the urinary MTlevel  
reflectswithhighsensitivitytheextentofenvironmentalCdexposureandthatitcould  
be a new specificindicatorofevaluatingtherenaldysfunction caused by the Cd  
eXpOSure・   

1 はじめに  

1960年代初頭に，カドミウム（Cd）を高濃度に含有する低分子タソバク質が，馬の腎皮質から  

初めて分離精製され，メタロチオネイン（MT）と命名されて以来，同様の物理化学的特徴を有す  

るタソバク質は，ほ乳額のみならず，微生物，高等植物にも遍在することが明らかとなった。い  

まだ，このタソバク質の生理的役割ほ明らかでほないが．必須金属である亜鉛（Zn）と銅（Cu）  

の代謝並びにCdと水銀（Hg）の毒性軽減に関与していると考えられている。このような生理学  

的役割とは対照的に，Cdを結合しているMT（以下，CdMT）が腎毒性を有することも観察さ  

れた。Cdに暴露後に，循環血流中及び尿中へ出現すると予想されているMTとCdによって引き  

起こされる腎障害との関連も検討される必要があろう1‾ユ）。   

MTの生理学的及び毒性学的意義を解明するために，MTを特異的かつ感度良く定量する方法  

が不可欠である。この目的のた捌こは抗原抗体反応に基づいたラジオイムノアッセイ（RIA）が最  
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適である。ほは時を同じくして，我々及びGarveyらによって，ナノグラム量のMTをRIAによっ  

て定量できることカ予報告された47）。   

MTのRIAの開発に際して困難な点は，力価及び親和性の大きい抗体を作製するこであり，測  

定感度の高い7ッセイ系を確立することである。本報告でほ，これらの点並びに，RIAによって  

初めて定量可能となった尿中へのMT排せつレベルがCdによる腎障害の指標として有用である  

点について，Cdを投与した実験動物の場合と，Cd土坂汚染地域住民の場合について検討を加え  

る。   

2 材料と方法   

2．1メタロチオネイン（MT）の分離精製   

RIAの系を確立するた捌こ必要な抗体を得るためには，高純度の抗原が必要である。既に明ら  

かにしたように，ラット由来のMTに対する抗体は，ヒト由来のMTに対しても完全に交叉性を  

示すS）。そこで，抗原として用いたMTは，あらかじめの塩化カドミウム水溶液を皮下注射してMT  

を産生させておいたラヅトの肝臓から，既報の方法に基づいて単離精製した。分離精製法の概要  

を図1に示す。精製したイソタンパク質であるMT－1とMT－2の純度は，Davjsの方法に基づく  

ポリアクリルアミド電気泳動で，単一のタソバク質として泳動されることを確認したl・㌔   

作製した抗体との免疫学的交叉性を調べるために，剖検で得た，病変のないと卜の腎組織から，  

上記の方法に基づいて，MT－1及び2を分離精製した。  

生体組織  
ヽ  

ホモンネート   
1超遠心（106．000gX90min）  

上 宿   
1  

SephadexGr75カラムクT＝マト   
J  凍結乾燥  グラフい）㌃3冨  

DEAESephadexA25カラムクロマトグラフィv   

J■  凍結乾燥   
J  脱塩   
」  凍結乾燥  

MT1  MT－2   

図1メタロチオネインの分離精製の手順  

Fig．1Aschemeoftheiso】ationandpurificationofmeta1lothioTlein  

2．2 抗体の作製  

ラット肝臓から分離精製したMT－ユもしくはMT－2を用い，5饉類の異なる免疫用注射液を調  

ー g9 一   



遠山千春ら  

製した。それらは，（1）RatMT－1ポリマー，（2）RatMTL2ポリマu，（3）RatMTplと牛血  

清7ルプミソ（以下BSA）との複合体，（4）RatMT－2とBSAとの複合体，（5）RatMT1と  

回虫由来タソ／｛ク質の租精製晶との複合体，（6）RatMT－1とウサギIgGとの複合体，（7）ヒト  

MT－1とヤギIgGとの複合体，（8）ヒトMT－1と回虫タンパク質の粗精製品との複合体，（9）Rat  

MT－2と回虫タン／くク質の粗精製品との複合体，並びに（10）RatMT－2とメチル化BSAとの混  

合液である。   

これらの抗原（1）～（5）は2匹ないし5匹のウサギにそれぞれ注射した。また，（2）及び（10）  

については，本研究所動物棟において継代繁殖しているニューカッスル病ウィ／レスに対する抗体  

産生能の高いウズラを用いた。   

以上のうち，RIAに用いることが可能な抗体を産生したものほ，上記（3）又は（5）を免疫した  

ウサギ各5頭のうちの1頭であった。以下に，その抗原の調製法を記す。   

RatMT－1（20mg）とBSA（11mg）もしくは回虫租精製タンパク質（15mg）を5mlのOLI  

Mリソ酸緩衝液（pH7．0）に溶解した。この液に14％グルクルアルデヒド175／‘Jを，5分に一滴  

の速度で添加した。反応液は30分間室温に放置し，その後生理食塩水5Jに対して一昼夜，透析  

した。透析後，反応液をタンパク質濃度がMTとして，1mJ当たり0．4mgとなるように生理食  

塩水で希釈した。アジュバントを用いた場合には，等量を抗原液と混ぜ，乳化させた。   

体重2．5kgのNewZealand系ウサギの背中（5cm四方）の皮内40か所に，2週間間隔で4回  

免疫した。最初の2回ほFreund’sincomplete adjuvant（FIA）を用い．次の2回はFreund’s  

completeadjuvant（FCA）を用いた。免疫量は1mlで，MTとして200FLgであった。5，6回目  

はアジエバソトを用いず，0．2mJを耳静脈から注入した。   

コントロール用血清ほ，免疫開始前に採取した。抗体産生の程度を調べるため，注射後5～7日  

ごとに採血し，血清を待た。   

標歳抗原としては，BoltonHunter試薬（Nrsuccinimidy13（4hydroxy5－［125I］iodophenyl  

propionate）を用いた。MTにはチロシソ残基が存在しないために，従来の方法では，ヨ．ド化  

できないためである。標識にはRatMT2を用いた。図2に示すように，標識MTはSephadex  

G25クロマトグラフィーーによりvoidvolume（分画16～26）に溶出された。標識の収率は10～30％  

であった。   

抗体産生の程度を調べるために，硫酸アン㌧モニウム（硫安）による塩析法を用いた。正味（特  

異的）結合率ほ，RatMT1及びBSA複合体に対する抗血清の場合最終希釈度600倍で11．6±  

1．2％（n＝5），非特異的結合率は3．11±0，44％（n＝5）であった。この条件で－も 既報3）の我々の  

アッセイ条件に比べ，特異的結合率と非特異的結合率の比が，2．2倍から3．7倍へ改善された。   

RIAの至適条件を検討した結果，7ッセイは以下の手順で40Cで行うこととした。希釈用緩衝  

液として，75mMNaCl，10mMEDTAを含む125mMborate－NaOH緩衝液（pH8．3）を用  

いた。試料の希釈液としては，透析してMTを除去したウマ血清を上記緩衝液で10倍希釈したも  
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20  40  60  

FRACT10N NUl刑1ER  

図 2 セファデックスG－25カラムクロマトグラフィーによる125トMTの分離  

Fig．21so）ationof12S卜1abelledmetalIothioneinbySephadexG－25columnchromato－  

graphy  

のを使用した。   

試料は，尿については10倍以上，臓器上清は500倍以上に希釈した。検量線又は免疫学的交叉  

性を検討するために、既知量のMTを溶解した液を調製した。これらの生体試料希釈液又ほMT  

溶液10仙ほプラスチック試験管にとり，これに坑血清またほコントロール血清を10仙J添加後，  

125ト標識ラットMT－2溶液（～20，000cpm）を100JLl加えて混合した。5時間以上40Cで放置後，  

抗原抗体複合体を遊離抗原から分離するために100％飽和硫安を200J‘J加え，十分にかくはんし，  

30分間40Cで放置した。2，000gで20分間遠心後，上清をアスビレークーで吸引除去し，沈殿は  

40％飽和硫安500JJJで洗い，再鼠 同様に遠心した。上清を除去後，沈殿忙含まれる1251の放射能  

をγ線用井戸型シソチレーションカウンターで測定した。   

RIAのデータの標準化のために，非放射性抗原の存在する場合，すなわち生体試料または既知  

量のMTを含む溶液の場合に得られる正味の結合／く一セント値（B／T）を，非放射性抗原が存在  

しない場合に得られる正味の値（B。／T）で割って得られる商（B／B。）を用いた。また，試料中の  

MT値を，コソピューターを用い算出するために，以下の式を用いて，logitrlog変換8）を行い，直  

線近似できる範囲（通常，B／B。値が10～90％）で，MT値を求めた。  

y＝a十bズ   ただし，y＝logiり＝logて半丁 1 
1．、■  

B  
ツ＝1訂  

g＝logズ；ズ＝dDSe   

2，2．1Cd投与ラットにおける尿中及び臓器中MTの定立   

Wistar系の雌ラット（11週齢）をステンレス飼育箱で飼い，この間，食飼と飲料水は自由に摂  

取させた。実験群として45匹を1群5匹ずつ9群に分け，10週間にわたって塩化カドミウムを，  

体重1kg当たりCdとして1mg週5臥皮下注射した。コントロール群として，5匹には生理食  
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塩水を同様に皮下注射した。ラットは，一定期間ごとにガラス製代謝ケージにて24時間飼育し，  

採尿した。採尿管は，冷却槽において5qCにて保った。なお，尿への重金属短の外部からの混入を  

防ぐために，採尿期間の給飼ほ行わなかった。採尿終了後，ユ】テル麻酔下で解剖し，肝臓及び  

腎臓を摘出した。重金属測定のため，代謝ケージ等ガラス器具ほすべて硝酸洗浄したものを用い  

た。尿及び臓器の一部ほ重金属分析のため，混酸（硝酸，過塩素酸，硫酸を50：48：2の割合で  

混合）にて湿式灰化した。残りの試料ほ分析まで800Cにて保存Lた。   

臓器は窒素置換したRIA用緩衝液を用いて10％ホモジネートを調製し，趨遠心動こて200，000  

×gで40分間遠心し，上清を得た。上清及び尿は，RIAの検量線の至適域に納まるように希釈し，  

MTの定量を行った。   

2．2．2 Cd土壌汚染地域住民を対象とした疫学研究   

対象地域及び被扱者及び分析方法は，基本的には，本報告集の別報告に記した内容と同様であ  

る9）。すなわち，Cd土壌汚染地域の一一つである長崎県厳原町の4地区の50歳以上の男女住民であ  

る。血清又は尿中の物質についてほ，クレアチニソ，無機リソ，尿酸，成一マイクログロプリン，  

α1－マイクログロプリソ，総タンパク質，NL7セチ′レβ－Dグルコサミニダpゼ（NAG），重金属（Cd，  

Cu，Zn）を分析した。尿中MTほ，上述のように，尿を緩衝液で10倍希釈後に分析した。   

3 結 果   

3．1 メタロチオネインのRIAの確立   

今回免疫を試みたウサギ24羽のうち，MTのRIAに可能な抗血清を産生したものは，RatMT  

1とBSAの複合体，もしくはRatMT－1と回虫粗精製晶との振合体を抗原としたもの各1羽で  

あった。MTの抗原性が極めて弱い理由は，一つには異なる動物種のMTのアミノ酸配列が極め  

て類似しているためであろう。ちなみにRat MTr2ポリマー，もしくはRat MTp2とメチル化  

BSA混合物を投与したウズラにおいても，抗体産生が見いだされなかった。   

RatMT－1とBSAとの複合体に対する抗体を用いて，MTのRIAの系を作製した。図3に示  

したように，この抗原に対する抗血清ほ，ラット肝臓及びヒト腎臓由来のMT1とMT－2と，完  

全に免疫学的に交叉した。この知見ほ，我々の既に報告した知見4・5）及びGarveyらの知見と一致す  

る。この点，様々な抗原特異性を示す抗MTモノクロナール抗体10）とは，性質が異なっているよ  

うに考えられる。   

図4に，標準曲線及びlogit－log変換図の一例を示す。50％阻害値ほ，測定感度の指標の一つと  

して用いられている。この値は，試験管当たり約ZOngであり，試料imJ当たり200ngとなる。  

ただし，実際のMT量は，試料の希釈度を乗じた値となる。今回，動物実験及び人間集団の疫学  

謁査の試料分析に際してほ，試験管当たりのMT値が1ないし2ngから100ngの範囲でアッセ  

イを行った。  
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3．2 Cd投与ラットにおける尿中MT及び臓器中財Tの意義   

図5に示したように，Cdの暴露量が増加するに従い，肝臓及び腎臓のCd濃度一王上昇し，投与  

開始後6週後に，それぞれ 550JLg／gと190JLg／gに達し，プラトー状態となった。臓器中MTレ  

ベルについて，肝臓でほ既に投与開始1週間で3．3mg／gに達し，その後上昇して6週目以降6．O  

mg／gで掛飢、となった。腎臆のMTレベルは，1週日で0．6mg／gであり，肝臓と同様6過日で  

プラトーに達し，10週目で減少傾向を示した（囲6）。  
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図 5 Cd投与ラットにおける肝臓及び  

腎臓中Cdレベルの経時的変化  

Fig，5 ChangeinCdlevelsintheliverand  

kidneyofCd－treatedrats  

（●一一●：Cd投与群，○一C：対照群）  

図 6 Cd投与ラットにおける肝臓及び  

腎臓中メタロチオネインレベル  

の経時的変化  
Fig，6 Chargeinmetallothioneinlevelsin  

theliverandkidneyofCdrtreated  

rats  

（●一－■：Cd投与群，M対照群）   

Cd暴露の程度を反映すると考えられる尿中Cdレベルは，投与開始後3過日まではコントロー  

ルのラットと同様，1日1J‘g以下であったが，4週目以降上昇し続け，9遡及び10週目では1日  

当たり130〟gにまで達した（図7）。尿中へのMTの排せつは，投与開始後から9週目までその  

レベルの対数値は，ほぼ直線的に増加し，10週日でやや減少する傾向を示した（図8）。  

－1（j4   



メタロチオネイソの超微量定立法の開発  

l
富
¶
ヽ
璽
「
）
羞
－
暑
一
●
t
 
ご
■
⊂
；
⊃
 
 

（
■
－
弓
＼
○
ヱ
∈
ヨ
盲
’
疇
0
 
■
】
ヨ
ー
ー
ー
⊃
 
 

0  2  ●  0  8 10   

Dul■引011（w●●k）  

0 2 4  8  8 †O   

Dllr轟tl011（w●●k）  

図 7 Cd投与ラットにおける尿中Cd  図 8 Cd投与ラットにおける尿中MT  

の経時的変化  レベルの経時的変化  
Fig・7 ChangeintheurinaryCdlevelof  Fig・8 ChangeintheurinaryMTlevelof  

Cdtreated rats CdLtreatedrats  

（●－●：Cd投与群．Cト＜L対照群）  （●●：Cd投与帯」〔ゝ－C対照群）   

3，3 Cd土壌汚染地域住民における尿中へのMT排せつ増加の意義   

本報告でほ，50歳以上の住民のうち女154人（受診率91．0％）について検討し，このうち，定  

量限界（269J‘g／J）以上のMTを排せつしている129人のデータについて解析を行っ阜。図9に  

年齢と尿中MTレベルとの関係を示す。加齢に伴い、尿中へのMT排せつほやや上昇するように  
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も見受けられるが，統計的に有意な関係ほ認められなかった。   

尿中MTレベルと，MTに結合する重金属のうちCd，Cu，Znの三金属の尿中L／ペルとの関係  

を調べてみると，Cd，CuはMTと有義な相関が認められたが（図10（a），（b）），Znとの間に  

ほ有意な相関は認められなかった（図10（C））。   

腎機能障害の指標である尿中タン／くク質レベル，また近位尿細管再吸収機能の障害の非特異的  

指標である尿中総タンパク賓，J32rmg及びα．－mgレベ′レ並びに，＆rmgクリ7ランス（％Ccr），  

リン酸クリアラ／ス（％Ccr），尿酸クリアランス（％Ccr）との関係を調べてみると，いすれの指  

標とも危険率0．1％で有意な正相関が認められた（園11（a）～（g））。さらに，近位尿細管上皮細  

胞のライソゾームに局在することが知られ，この細胞の損傷の指標である尿中NAGレベルとの間  

にも有意な正の相関が認められた（図11（g））。さらに興味深いことは，尿中成一mgレベルのし  

きい値は，約1400〟g／gクレアチニソである11）が，図11（b）から明らかなように，ほぼこの値を  

境にして尿中へのMT排せつも増加する傾向が認められた。  
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図10 Cd土壌汚染地域女子住民における尿中メタロチオネイソレベルと尿中  
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障害の各種指標との関係  
Fig．11Relationships of the urjnary rnetallothioneinIevet wjth variousindeces of  

rena】dシ▼SfurICtjonjnwomerl】jvingin8Cd－PO‖utedare∂  

（a）尿中総タンパク質，（b）尿中成マイクログロプリン，（C）尿中仇マイクログ  

ロプリノ，（d）飢－マイクログロブリソクリアランス（％Ccr），（e）リソ酸クリアラ  
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4 考 察   

本研究で作製した抗血清は，1ng～100ngの範囲内でMTを定量するために十分なものであり，  

この測定領域ほ，我々が既に報告したMTのRIAの系とほぼ同じ範試である5）。ただし，抗血清  

の最終力価は600倍であり，既報の条件に比べて4分の1であった。この抗血清ほ，特異的結合  

率の非特異的結合率に対する比が2．2倍から3．7倍へと改善された。   

この抗血清も．既に我々及びGarveyらが報告したように，ラット及びヒト由来のMT－1とMT  

－2との間で完全に交叉性を示したト7〉。このことほ，この抗血清及び標識ラットMT－2を用いて，  

ラット及びと卜MTの定量が可能であることを示している。Bremnerらの最近の報告12）によると．  

ラットMT1とウサギ1gGをダルクルアルデヒドにて架橋した可溶性抗原を用いてヒツジに免疫  

し抗血清を作製したところ，この抗血清はMT－1にのみに特異性を示し，MT－2とは反応を示さ  

なかった。一般に，ポリクローナール抗体の場合には，MT－1とウサギIgG複合体の複数の抗原  

決定基に対する抗体から成ると考えられる。またMT1とMT－2は，数個のアミノ酸が異なるだ  

けであり，ポリクロナール抗体が，この両者を完全に識別するとすれは，アミノ酸組成の違いと  

それによる立体構造の違いが，MT－1とMT－2との抗原決定基の違いとして機能していると考え  

られよう。   

今回確立したMTのRIAcワァッセイ系をCdを投与した動物実験に応用した。従来から，Cdを  

投与した実験動物の血液及び尿中にMT様タンパク質が出現することが知られていた。MTのRIA  

を用いることによって，Cdを注射したラットの血凍中及び尿中にMTが検出され5・7），従来からそ  

の存在が報告されていた“MT様タンパク賀′′は，MTそのものであることが確認されたのであ  

る。本報告において明らかなように，尿中へのMT排せつ増加は，尿中へのCd排せっに先立っ  

て生じ，Cd暴罵量とともに上昇した（園7，8）。尿中へ排せつされるMTの由来は明らかではな  

い。しかし，Cd暴露開始後1週間で既に高濃度のMTが肝において生合成され（国6），既報で  

示したように，Cd暴露後．速やかに血凍中MTレベルが上昇することを考えが）と，肝臓から編  

出したMTにより血祭中レベルが上昇し，腎機能が正常のうちは主としてオーバーフローにより  

尿中に排せつされCd暴露によって尿細管再吸収機能障害が発現すると，さらに尿中への排せつ  

が増加すると考えられよう。以上の動物実験のデータは，尿中へのMT排せつ増加が，Cd暴霞  

度の鋭敏な指標であることを示している。   

尿中へのMT排せつが，Cdに職業的に暴露している労働者及びCd土壁汚染地域住民において  

上昇することは，RIAを用いることにより初めて明らかとなった13p16） 。それらによれはCd取扱  

作業者及びCd土壌汚染地域住民ともに，尿中MTレベルと尿中Cdレベルとの間には，極めて有  

意な正の相関があることが示されている。これらの報告では，極めて限られた数の対象者につい  

て解析が行われており，対象者がその所属する母集団の特性を反映するかどうかについては更に  

検討が必要であった。本報告に示したように，Cd土壌汚染地域の悉皆調査によっても，集団とし  

ては，尿中MTレベルを尿中Cdレベルとは有意な正相関が認められた。これらの結果は，上述  
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の動物実験の結果と同様，尿中MTがCd暴露程度を反映することを示唆する。   

興味深いことに，尿中に排せつされるMTレベルは，CdよりむLろ尿中Cuレベルを有意な正  

相関を示した。この知見は，少数例ではあるが，神通川流域の汚染地域住民及び金沢市の非汚染  

地域住民の分析成績とも同様であった16）。この理由は，Cdへの過剰暴露によって肝臓で生合成さ  

れたMTが血流中に放出された結果，本来MTに結合しているCdとZnがこれらの重金属より  

もMTに対して親和性の大きいCuイオンによって置換され 大部分がCu結合MTとして尿中  

へ排せつされたためと考えることもできるであろう。実際イタイイタイ病患者及び要観察者の尿  

をゲルろ過法で分析すると，尿中のCdとCuのそれぞれ30％以上がMTと結合して排せつされ  

る17）。ヒトの腎臓は，ラットに比べ，Cuレベルほ低く，特別に重金属暴露のないヒトの腎臓から  

分離精製されたMTが結合している金属ほCdとZnと考えられるl）。したがって，ヒトの尿中に  

排せつされるMTは，主として肝臓由来のものである可能性が大きいと言えよう。加えるに，尿  

中MTレベルと尿中NAGレベルとの間に有意な正の相関が観察されたこと（図11（g））ほ，尿  

中へ排せつされるMTの一部は近位尿細管上皮細胞由来のものも含まれている可能性を示唆する。   

尿中MTレベルは，近位尿細管における再吸収障害の指標である尿中戌一mgレベ′レ及び成一mg  

クリ7ランス（％Ccr），α、Lmgクリ7ランス（％Ccr），リソ酸クリアラソス（％Ccr），尿酸クリ  

7ランス（％Ccr）との間に正の相関が認められた。MTがCdの暴露によって生体内で誘導され  

るタンパクであることを考えると，尿中MTレベルは，単にCd春雷の程度の指漂にとどまらず，  

Cdによる腎障害の指標ともなり得ると考えられる。   

ラットにおいて，尿中MTレベルは．Cdだけでなく，Hg，Cu，Zn投与によっても上昇す  

る1㌔人間集団においては，Cu，Znの過剰暴冨の事例ほまれと考えられるが，無機水銀取扱作業  

者については検討の余地があろう。さらに，特別な重金属暴露のない種々のタイプの腎疾患の患  

者における腎におけるMT処理についても研究する必要があろう。   

以上の成績から，RIAによるMTの微量定量が可能となった結果，Cdの健康影響のうち，腎  

尿細管の機能低下を特異的かつ鎖敏に検出する新たな指標として，尿中MTが有用であることが  

明らかとなった。   
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国立公雪研究所研究報告 第84号（R－84ノB5）  
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Ⅰト10  ゲルクロマトグラフィーによるカドミウム汚染  

地域住民の尿の分析  

GelChromatograpllicAnalysisoflJrinefromPeopleLiving  

in a Cadmium－Polluted Area  

三種裕子1・遠山千春l・中野篤浩1  

小林悦子2・斎藤 寛1，3・脇阪一郎1  

YukoMITANEl，ChiharuTOHYAMAl，AtsuhiroNAKANOI  

EtsukoXOBAYASH12，HiroshiSAITOlr3andlchiroWAKISAKAl  

要 旨   
カドミウム（Cd）汚染地域に眉任し，Cdによる重篤な障害を有する3名の女性と，非汚  

染地域の住民，女性1名を対象とし，尿中Cd．鋼（Cu），亜鉛（Zn）及びメタロチオネイ  

ン（Ml、）の分析をゲルクロマトグラフィーによって行った。Cd汚染地域住民のうち1名  

の尿では，分子量約1万の分虐（MT－F）にラジオイムノアッセイ法によってMTが検出  

され さらにその分画にCdとCuのt＝’－クが観察された。一方．他の2名のCd汚染地域  

住民の尿では，MT－FにMTが検出されたが，重金属のど－クは認められなかった。これ  

らの尿を2メルカプトユタノー／L／で還元した後，分析を行うと，MTLFにCdとCuのビー  

タが現れた。また酸化防止剤としてプチオスレイト【ル（DTT）を採尿時に添加し，保存  

しておいた尿でほ，60％以上のCdとCuがMT－Fに検出された。   

以上の結果より，MTは非常に酸化されやすく，それによって結合していた重金属がMT  

から離れ，高分子分画や低分子分酎こ移行する可能性が指摘された。また，Cd汚染地域住  

民におけるCdとCuの尿中排せつ増加に，1vITは直接的に大きく寄与していることが示唆  

された。  

Abstra（・t   

Gelchromatographicanalysisofurinarycadmium（Cd），COpper（Cu），Zinc（Zn）  

andmetallothionei［l（MT）ofthreewomenlivinginaCdrpo11utedareaandhaving  

SeVere renaldysfunction due to Cd exposure and of aninhabitant（female）of non  
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pOlluted area was carTied out．1n one ofthe three CdeXpOSed women MT was  

detectedin the fraction corresponding to mol．wt．aboutlO．000（MT－F）by radio－  

jmmunoassayandCdandCupeakswereobservediT］MTrF，However，jntJ）eOther  

twosubjectsnometalpeakwasfoundinMTFalthoughMTalonewasdetectedinit・  

Whentheseurinespecimensweretreatedwith2－merCaptOethanolbeforechromato－  

graphy，Cd andCu peaks appearedin MTF．In a sampleto whichdithiothreitol  

（DTT）wasaddedatthetimeofsamplingmorethan60％ofbothCdandCuwere  

recoveredinMT－F．TheseresultssuggestthatMTissosusceptibletooxidationthat  

metalsboundtoMTmaybereleasedfromitanddistributeintohighandlowmol・Wt，  

fractions．1tisalsosuggestedthaturinaryCdandCuareexcretedwithMTandthat  

MTisdirectlylnVOIvedintheincreasedexcretionofthesemetalsinpeoplelivingin  

Cd－pO血tedareas，   

1 はじめに   

カドミウム（Cd）土壌汚染地域住民において，Cdだけでなく銅（Cu）の尿中排せつも増加す  

ることが報告されている1・2）。この尿中Cu濃度が尿中Aマイクログロプリン（J3rmg）濃度と高  

い相関をもつことから3），尿中Cu排せつ増加に尿細管障害が関与していることが示唆された。一  

方，ラットにCdを投与すると，CdとCuを結合したメタロチオネイン（MT）の尿中排せつが増  

加する4）。またヒトにおいてもCd汚染地域濫おいて尿中MT排せつが増加していることが見いだ  

されていが）。そこで，Cdにより誘導されたMTが血中に出て，尿細管再吸収障害のために尿中  

に多量に排せつされるようになり，そのMTに結合したCdやCuの尿中排せつも増加するのでは  

ないかと考えることができる。しかし一方では，Cd暴露により糸球体障害が生じるという報告も  

あり6），セルロブラスミソのような高分子タン／くクに結合してCuの尿中排せつが増加する可能性  

も否定できない。そこで，Cd汚染地域に居住し，Cdによる最も重篤な障害を有するイタイイタ  

イ病（イ病）患者を中心に，その尿をゲルろ過法により分析し，尿中タンパク排せつと重金属排  

せつとの関連を明らかにしようと試みた。   

2 対象及び方法   

2．1尿試料   

富山県神通川流域のCd汚染地域に居住するイ病患者2名（女167歳及び80歳）と，要観察者  

1名（丸76歳）並びに非汚染地域である茨城県筑波町住民（女＼69歳）1名を対象とした。こ  

れらの被験者からスポット尿を採取し，分析項目別に小分けした。ゲルろ過分析用の尿試料には  

Tris－HCl緩衝液（pH8．0）とNaN3，さらにタンパク賀分解酵素阻害剤としてaprotininと  

phenylmethylsulfonylfluorideを終濃度がそれぞれ0・02M，0・05％・0・3U／ml及び0・001Mに  

なるように添加した。またゲルろ過分析用の尿試料の－・部には酸化防止剤としてジチオスレイトー  
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ル（DTT）を終濃度が0，005Mになるように添加した。これらの尿試料は直ちに凍結し，分析時  

まで－200Cにて保存した。   

2．2 尿分析   

尿中クレアチニソ渡掛りaffe法により，良一mg濃度及びMT濃度ほラジオイムノアッセイ  

（RIA）法（ファルマシ7）7）によって測定した。セルロブラスミソ濃度は尿を15倍に濃縮し，免  

疫拡散板（へキストンャ／くン）を用いて分析した。CdとCu濃度は偏光ゼーマン原子吸光光度計  

（日立18070形）を用いて，標準添加法により求めた。Zn濃度は，尿を硝酸で湿式灰化後，フレー  

ム原子吸光光度計（島津640形）を用いて測定した。   

2．3 ゲルクロマトグラフィー   

ー200Cで保存しておいた尿は，解凍後，不溶物を1，700g，15分間の遠心分離によって除去し，  

直ちに，あるいは10分の1容量の2－メルカプトニクノールを加えて30分間室温で還元後，Se－  

phadex GlOOカラム（2．2×75cm）にかけた。流出は，0．15MのNaClを含む0．02M Tris  

－HCl緩衝液（pH8．0）を用い，UVモニター（ISCO）で280nmの吸光度を観測しながら流速  

11．OmJ／hで行った。溶出液の3．7～3．8mJを1分画とし，それぞれ二分して重金属分析用とタ  

ソバク質分析用とした。重金属分析用の各分画には 硝酸，TritonX－100と硝酸アン㌧モニウムを  

終濃度がそれぞれ1．5N，0．3％及び5％となるように加えて，偏光ゼーマン原子吸光光度計によ  

りCdとCu濃度を，フレ．ム原子吸光光度計によりZn濃度を測定した。なお今回の実験では，  

操作中に尿中重金属の再分配やタンパク質の変性が起こることを避けるため．尿を濃縮せずに分  

析に用いた。その結果，溶出液の重金属濃度は非常に低くなり（Cu＜0．02〃g／mJ），溶出中に周  

囲からの重金属の汚染が生じると，分析が困難になると予想された。そこで硝酸洗浄したフラク  

ショソチューブは溶出時のみ10本ずつフラクショソコレクターにセットするようにし，溶出の終  

わったチューブにほ速やかにふたをしながらゲルろ過を行って，外部汚染を極力防く・ように努め  

た。   

各分画中のタンパク質の分析として，免疫拡散板（LCパルチゲン∵ヘキストジャパン）を用い  

てセルロブラスミソ，lgG，アルブミン，レチノール結合タンパク（RBP）を分析し，RIA法に  

よりMTを分析した。   

溶出体積と分子量の関係を求めるためのマーカーとしてBlueDextran（mol．wt．200．000），  

BSA（67，000），OValbumin（45，000），Chymotrypsinogen A（25，000），CytOChrome C  

（12，400）を用いた。  

3 結 果  

イ病患者，要観察者及び対照老の尿中Cd，Cu，Zn，成mgとMT濃度を衰1に示した。イ病  
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三種裕子ら  

表 1女性対象者の尿の分析結果  

Tablel Urinalysisoffemalesubjects  

Subject   age  Cd  Cu  Zn  J32mgb  

（〃g／g・Cr8）（〟g／g・Cr8）（〟g／g・Cr8）（〟g／g・Cr且）（〃g／g・Cr8）  

1“itai－itai”   

disease patient 

二1  

3 SuSpeCted   
patient  

4 n（汀malstlh】eCt  

67  30．7  191  

80  5．3  190  

76  24．4  160  

69  3．3  8．4  

281  55600  

98．6  8570（）  

468  131gOO  

464  257  

6300  

6100  

3600  

N．D、d  

a cr   ：ク レアチニノ／  

b 戊mg：戊－マイクログロブリン  
C MT ：メタロチオネイン  
d N．D．：検出限界以下   

患者と要観察者り尿中Cu濃度は対照老に比べて著しく高い値を示した。また腎尿細管障害の指標  

とされる成一mg濃度も前者の値ははるかに高かった。尿中MT濃度ほ，イ痛点者と要観察者でほ  

測定されたが，（6300，6100及び3600mg／g・Cr），対照老では検出限界以下（＜50FLg／l）であっ  

た。セルロブラスミソはいずれの尿試料においても検出されなかった（検出限界＜120mg／mJ）。   

図1は症例1（イ病愚老，丸 67歳）の尿を採取後3日後にSepl】adexGユ00で分析した結果  
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図1症例1（イ病患者，女，67歳）の尿のセファデックスG川0によるゲルろ  

過図13）  

Fjg，ユ Sephadex GlOO e】ution profi】e of urjne from subJeCtl（t’itaトjtaj’’djse∂駆  

patient，female，67yearsold）13）  
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である。IgGが33～37番の分酎こ，7ルプミノが39～43番に，RBPは56～59番の分画にそれぞ  

れ検出された。セルロブラスミソは検出されなかった。分子量約10，000の分画には，MTのど－  

クがRIA法により観察された。Cdほ，分子量約45，000の高分子分画（HM－F），MTが溶出さ  

れなかった分画（MT－F）と分子量4．000以下の低分子分画（LMF）に三つのt＝’－クをもって溶  

出された。Cuほ主にHMFとLMLFに溶出された。MT－F中に回収きれたCdとCuは，それ  

ぞれ全体の37．3％及び31．8％であり，モル比ほCd：Cu＝1二11．6であった。またMTに対する  

重金属（Cd＋Cu）のモル比は4．7であった。症例1の尿を採尿後6日目に，再び同様に分析した  

ところ，Cdほ三つのt’－クに分かれたが．CuほMT－Fの割合が13．8％に減少し，LMFの割合  

が増えた。MT－F中のMTに対する重金属（Cd＋Cu）の比は2．0に減少した。   

症例2の尿は採尿後24日目に分析を行った。図2（a）に示すように．分子量約10，000のMTが  

溶出されるべき分画（MT▼F）にほ重金属のどークほ観察されなかった。Cdほ分子量約45，000の  

HMFとLM－Fに，Cuは主にLM－Fにそれぞれ溶出された。この症例2の尿に10分の1量の  

2－メルカプトエタノールを加えて室温で30分間反応させて後，同様に分析すると，図2（b）に示  

すように，CdとCuのビータがMTFに現れ，それぞれ全体の43、3％，87．1％を占めた。また  

この分画中のCdとCuのモル比はCd二Cu＝1：30．6であった。   

症例3の尿を採尿後27日目に分析した結果包囲3（a）に示す。症例2と同様，MT－FにほMT  

は検出されたが，重金属のビ「クは認められなかった。CdほHMFとLM－Fに，CuとZnは主  

にLM－Fにそれぞれ溶出された。次に症例3の尿を2メルカプトエタノールで遷元後，同様に分  

析を行った（図3（b））。Znの分布は変化しなかったが，CuについてほLM－Fのど一クが消失し，  

MTrFに，MTのど－クと重なってCuのピ．クが現れた。CdについてはHMFのピークが減  

少し，MTFにど－クが現れた。ゲルろ過で回収されたCdとCuのそれぞれ28，1％，59．4％が  

MT－Fに検出された。MTF中のCdとCuのモル比はCd：Cu＝1：23．1，MTに対する（Cd＋  

Cu）のモル比は3．0であった。図3（C）は採尿直後にSH基の酸化防止剤であるDTTを添加  

し，20qCで44日間保存後，分析した結果である。MT－Fには，MTのど」クとともにCdのCu  

のどークが観察された。HM－Fのvoidvolume付近に，280hmの吸収ビータと重克って，Cd，  

Cu，Znのどークが認められた。MTFに回収されたCdとCuはそれぞれ全体の62．9％及び60・0％  

であり，そのモル比ほCd：Cu＝1：13．5であった。またMTに対するCd＋Cuのモル比ほ5・3で  

あった。   

図4ほ非汚染地域住民である症例4の尿のゲルろ過パター／である。CdとZnはLMFのみに  

ピークが観察され，Cuほ主にHM－Fに認められた。この尿を2メルカプトエタノールで還元し  

て同様に分析してもゲルろ過／くターンは変化しなかった。  
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囲 2 症例2（イ病恩熟女，80歳）の尿のセファデックスGlOOによるゲルろ過  

囲  
Fig．2 SephadexGlOO elution profile of urine from subject2（t’itai－itail’disease  

patient，female，8Dyearsold）  
（a）：未処理（b）：分析前に2一メルカプトエタノールで環元  
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図 3 症例3（要観察者，女，76歳）の尿のセファデックスGlOOによるゲルろ過図  

Fig．3 Sephadex GlOO elution profiIe of urine from subject3（suspected patient  

female，76yearsold）  

（a）：未処理（b）：分析前に2－｝ルカプトエタノールで環元（C）：採尿時にDTT  

を添加して供存  
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図 4 症例4（対照老，女，69歳）の尿のセファデックスGlOOによるゲルろ過図  
Fig．4 SephadexG100elutionprofileofurinefromsubject4（normalsubject▼female・  

69yearso】d）  
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4 考 察   

今回の実験で用いた尿試料中にはセルロブラスミソは検出できず，またセルロブラスミソが溶  

出されるべき高分子分画に，セルロブラス三ソ，Cuいずれのピークも認められないことから，Cd  

汚染地域で観察される尿中Cu排せつ増加に対して，セルロブラスミソはほとんど寄与していない  

と考えられる。むしろ尿中Cu，Cd排せつに対してはMTが大きく寄与していることが明らかに  

された。   

症例1を除いて，症例2及び3の尿でほMTFに重金属のピークは認められず，MTのみRIA  

法により観察されたが，これは酸化によりMTが結合していた重金属を失い，アポチオネインに  

なったためと考えられる。MTはシステイソ基を非常に多く含み，酸化を受けやすいことが知ら  

れている8）。症例2と3の尿ほ採取してから分析するまでの保存期間が症例1より長かったため，  

より酸化が進行したのかもしれない。2メ′レカブトエタノールによる還元によりMT－FにCdと  

Cuのど一クが現れたが，MTに対する（Cd＋Cu）のモル比は症例3では3．0であった。還元せ  

すにMTFに重金属のピークが認められた症例1の尿でほその比は2．0であった。MTは1分子  

当たり，Cd，Znほ7原子．Cuは10原子結合するとされている。分画中のMT濃度が低いため，  

RIA法で測定したその値にはある程度誤差が含まれるとしても，これらのMTに対する重金属の  

比ほ低く，MTの一部が顧化された状態にあることを示している。一方，DTTを添加して保存し  

た症例3の尿ではその比は5．3と高かった。すなわち，かなり有効にMTの酸化を防ぐことがで  

きたと考えられる。なお，この尿試料ではHM－Fのvoidvolume近くに280nmの高い吸収ピー  

クとCd，CuとZnのどークが観察された。これが何に起因するのかわからないが，DTTの関与  

により，タノバク質と重金属のcomplexが形成されているのかもしれず，さらに検討を要する。   

DTT添加により，60％以上のCd及びCuがMTrFに回収され これら重金属の排せつにMT  

が直接，大きく関与していることが示された。遠山らは，イ病患者の尿中MT濃度とCd，Cu濃  

度との間に強い相関関係を見いだしているが9），今回の結果は直接それを裏付けるものである。な  

お，MTに含まれる重金属は，Cdに比べ圧倒的にCuの方が多かった。Cd暴露によってなぜCu  

を多く含むMTが尿中に排せつされるのか，その機構については明らかではない。ヒトの肝臓，  

腎臓中のMTほZnを多く含み，Cuはほとんど含まない10・11）。一方，MTのZnほそれより親和  

性の高いCuと血疑中で置換されることがブ〝ぴ7′川で示されている12）。したがって，Cdによって  

臓器に誘導されたCd，ZnMTが血中に出ると，MT中の重金属がそれより親和性の高いCuと  

置換されてCuを多く含むCu，CdrMTとなり，それが尿細管再吸収障害のた捌こ尿中に多く排  

せつされるようになって，Cuの尿中耕せつ増加をもたらすのではないかと考えられる。尿細管障  

害の指標とされる尿中良一mg濃度ほ，Cd汚染地域住民において，尿中Cu濃度及び尿中MT濃  

とそれぞれ高い相関関係があることが報告されており3・9），上記の考えを支持する。   

なお，尿中Cu排せつに関してはMTの寄与によるものとして大半が説明できるが，Cd排せつ  

については，症例1，2，3のいずれの尿においても分子量約45，000のCdに対し親和性の高いタ  
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ソバク質が観察されており，このタソバク質の寄与についてはさらに研究する余地があろう。  
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イソメタロチオネインの性質の比較＊  
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ComparisonofPropertiesofTwoIsometallothioneinsinOxidation  

and MetalSubstitution Reactions●  
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要 旨   
2種類のイソメタロチオネイン（ラットの肝臓より単離した亜鉛一及びカドミウムーチオ  

ネインの2種類のイソタン／くク質）の反応性をわ＝融和斉ぺ比較した。金属とチオール塞  

からなるメルカプチド結合に特徴的な反応として以下の反応を選んだ。それらは，5，5－ジ  

オチビス（2ニトロ安息香酸）による分子内のジスルフィド結合の形成，空気による分子  

内と分子間酸化反応，及びェチL／ンジアミン四酢酸（EDTA）によるリガソド交換反応の  

3反応である。2種類のイソメタロチオネインの相対的な比率と反応生成物を高性能液体ク  

ロマトグラフィー原子吸光法によって決定した。メタロチオネインのⅠ型が11型よりも，  

すべての反応において反応性に富むことがわかった。これらの結果，メタロチオネインを  

定量するとき影響を及ぼすと予想されるメタロチオネイソの反応生成物がその生成過程と  
ともに明らかとなった。  

Abstract   

Thereactivityoftwoisometallothioneins（twoisoformsofratliver zincL and  

cadmium－thioneins）wascomparedin uttro．Reactionscharacteristicofmetalthiol  

mercaptide bonds were seIected asfollows；0Ⅹidative formation ofintramolecular  
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disulfide bonds by5，5’一dithiobis（2－nitrobenzoic acid），intraandinter－mOlecular  

o二てjdatjonsbyajrand】jgandsubstjtutjonre8CtjonⅥr血eth）7】enedjamjnetetraaceticacid  

（EDTA）．Therelativeratioofthetwoisometallothioneinsandthereactionproducts  

were determined by high performance liquid chromatography-atomic absorption 

spectrophotometry・MetaI10thionein－lwasshowntobemorereactivethanrnetaト  

10thionein－Ilinallreactionstestedinthisstudy，   

1 はじめに   

重金属中毒による尿細管傷害の特異的な指標物質として，尿中に排せつされるメタロチオネイ  

ンが注目され その測定手段としてラジオイムノアッセイ法が開発されているト4）。メタロチオネ  

インに結合している金属はすべてチオール基を配位子としているが，チオール茎が酸化されたり，  

結合Lている金属が変わったりすると，メタロチオネインの立体構造が変化し（抗原としての構  

造が変化し），ラジオイムノアッセイ法による定量法に影響を与えると考えられる。そこで金属結  

合タンパク質としてのメタロチオネインを最も特徴付ける金属とチオール塞からなるメルカプチ  

ド結合に特異的な反応を行い，その生成物を特徴付けることを目的とした実験を行った。   

ほ乳動物のメタFチオネイ／に共通したアミノ酸配列として，61個のアミノ酸残基の内20個を  

占めるシステイソ残塞が全く同じ配列位置をとっていることが知られている。ほ乳動物のメタロ  

チオネインにほ，この20個のシステイン残基以外の構成アミノ酸の一部が異なっている2種類の  

イソタンパク賀（メタロチオネインⅠ型及びⅠⅠ型と呼んでいる）が存在する5）。しふし2種頬のイ  

ソメタロチオネインの化学的な性質や生物学的な役割はほとんどわかっていない。本実験でほメ  

タロチオネイソのラジオイムノアッセイに影響を与える構造上の変化に関する基礎的データを得  

るとともに，メルカプチド結合の化学的性質をも明らかにすることを目的とした。   

メルカプチド結合を特徴付ける反応として，酸化反応によってジスルフィド結合を形成させる  

反応6）と，エチレンジアミン四酢酸（EDTA）を共存させてメクPチオネインに結合している金属  

を競争的に脱離させるリカーソド交換反応7〉を選んだ。前者の酸化反応として軋 チオール基の定量  

に用いる5，5′－ジチオビス（2－ニトロ安息香酸）（DTN王】）とのジスルフィド結合の交換による酸  

化及び空気中の酸素による酸化の両反応を行い，生成する分子内及び分子間生成物を分析定量し  

た。   

2 材料及び方法   

2．1亜鉛一及びカドミウムーチオネインの調製   

雌性ウィスターラット（平均体重198g）に酢酸亜鉛を亜鉛として12mg／kg体重，1回腹腔内  

注射し，18時間後にと殺した。肝臓を3倍量の0．1Mトリス塩酸緩衝液（pH7．4，0，25Mグル  

コース含有，使用前に窒素ガスで置換）中でポリトロソホモジュナイザーを用いて窒素気流下で  
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ホモジェナイズした。ホモジェネートを170000gで60分間超遠心した。得られた上清10mJを直  

接又は塩化カドミウム（1mgCd／ml）と混和した後，セファデックスG－75カラム（2．6×90cm）  

に添加し，10mMトリス塩酸緩衝液pH8．6で溶出させた。亜鉛一チオネイソ又ほカドミウムチ  

オネイン分画の内，2種鞍のイソメタロチオネイソを約1：1で含む分画を集めた。イソメタロチ  

オネイソの比率は高性能液体クロマトグラフ（HPLC）原子吸光（AAS）法で分析した8）。   

2．2 SWゲルカラムによるゲルろ過分析   

ゲル浸透カラム（TSKゲル3．000SW，7．5×600mm）を装着したHPLC分析器（東洋曹達  

HLC803A）の出口を直接，原子吸光分光器（AAS，日立17050A）のネブライザーチコ」－－プに  

接続した且）。カラムを50mMトリス塩酸緩衝液，pH8．0，流速1．Oml／minで溶出した。溶出液  

の254と280nmの吸収及び金属濃度を連続的にモニターした。   

3 結果と考察   

3．1カドミウムーチオネインとDTNBの反応   

通常のチオール基定量反応においては，チオール基に対して大過剰のDTNBを使用する。事実，  

メタロチオネイン中のチオ←ル基を定量する場合にも大過剰のDTNBが用いられているが7），本  

実験においてほ当量以下のDTNB（メタロチオネイン中のチオール基に対して0．42モル当量）を  

カドミウムーチオネイソと反応させ，反応過程を追跡した。   

反応過程はDTNBが反応して生成する5Lチオ2ニトロペソゾェrトの412nmの吸収を測定  

することによって追跡した（図1）。反応は約7時間で終了した。反応により1分子の5－チオー2一ニ  

トロペソゾェ←トが形成されると仮定したときの412nmの吸光度は0．73であるが，図1の結果  

は2分子の5－チオー2－ニトロ〈∴／ゾェートが形成されていることを示している。このことは1分子  

のDTNBから5チオZ－ニトロペソソェートが1分子でなく2分子形成されていることを示して  

いるとともに，メタロチオネインのチオ「ル基と5一チオ2－ニトロペソゾェート間でジスルフィド  

結合が形成されていないことを示している。またこの反応過程ほ1分子の5チオ2－ニトロベンゾ  

ェートが形成されるまでの反応が速いことも示している。   

メタロチオネインとDTNBの反応中におけるカドミウムの分布ほ図2に示したように変化した。  

Ⅰ型のカドミウムのピークはⅠⅠ型のものより速く減少し，1型とⅠⅠ型よりも保持時間の長いピー  

クが出現した。カドミウムの分布の変化は最初の内は明らかであったが，約40分後ほ明らかでな  

かった。また図2ほl型，11型よりも保持時間の短いピークが存在しないことから，分子間でジ  

ス′レフィド結合が形成された2量体が存在しないことも示している。さらにメタロチオネインと  

5チオー2ニトロペソゾェート問の分子間ジスルフィド結合も存在しないことを示している。   

図3ほ反応終了後のカドミウムの分布を示しているが，ピーク面積から算出したカドミウムは  

DTNB添加以前のビドク面積の16％であった。ノ㌧タロチオネイン中のチオール基に対して0・42倍  
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！l．5  

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9  

l、】melh）   

図1カドミウムチオネインとDTNBの反応の経時変化9）  

Fig．1TimecourseofreactionbetweencadmiumthioneinandI）TNB9）  

カドミウム「チオネイン溶液〔pH8．6の50mMトリス塩酸緩衝液1mJ中に6．1J‘gの  

Cdを含む）1m［と10mM DTNBを含むpH7．OMリソ酸緩衝液6．4FL［を混合し，窒  

素気流下に放置し，412nmの吸光度を往時的に軌定した。  

Retentjon tim（ゝ（mjnl   

図 2 カドミウムチオネインとDTNBの反応におけるカドミウムの分布の経時  

変化g〉  

Fig．2 Changeindistribution profiles of cadmium with time on reaction between  

cadmium－thioneinand DTNB9）  

灰＝＝に示したカドミウムチオネインとDl’NBの混合溶液中のカドミウムの分布を  

HPLCpAAS法で測定した。反応液0．1m［rT’っをSWカラムに添加。図AほDTNB  

添加前の対照。図B－Hはカト∵ウムチオネインとDTNBを混合し，次の時間経過後  

測定こB（1．5分）．C（6．5分）．D（16分），E（26分）．F（40分），G（60分），H（100  

分），ⅠとⅠⅠはメタロチオネイン∴ⅠとⅠⅠを示す。  

－124－   



イソメタロチオネインの性質の比較  

Relention time fmin）   

図 3 カドミウムーチオネインと1／2当量以下のDTNBを混合後，20時間のカ  

ドミウムの分布9）  

Fig．3 Distributionprofileofcadmjum20haftermixingcadmium－thioneinwithIess  

thanahalfmolareq11ivalentofDTNBTelativetothiolgroups9）  

量のDTNBを添加した結果，2分子の5チオー2－ニトロペソゾニートが検出されたことは，メタ  

ロチオネインのチオール基の糾％が酸化されたことを示している。したがって，図3の結果はカ  

ドミウム7原子当たり20個のチオール基が存在するとの仮定とよく一・致した。   

メタロチオネインとDTNBの反応を模式的に示すと図4のようになる。過剰のDTNB存在下  

ではn＞mの場合に相当する反応をし，等量以下のDTNB存在下では2n＜mの場合に相当する  

反応過程をとる。本実験は後者の場合に相当する。  
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図 4 カドミウムーチオネインとDTNBの反応過程の模式図9）  

Fig．4 Schematic presentation of the reaction between cadmiumthionein and  

DTNB9〉  

mモルのチオール墓を含むカドミウムチ＊ネインとnモルのDTNB（（NbS）2と略記）  

が反応してnとmの量比に従ってNbS一（412nmの吸収を示す）が生成される。  
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3．2 カドミウムー及び亜鉛－チオネインの空気酸化   

力ドミウムーチオネイ／の希薄及び濃縮溶液を空気存在下で放置し，経時的にカドミウムの分布  

の変化を調べた結果を図5に示す。1型が酸化されやすいこと，並びに濃縮溶液中では分子間酸  

化による2量体ができやすいことなどがわかる。亜鉛－チオネインの濃縮（図6）及び希薄溶液（図  

7）を用いて同様の検討をしたが，やほりⅠ型が酸化されやすいことが明らかとなった。また一部  

酸化された生成物がさらに酸化されやすくなるためか，酸化生成物がはとんど検出されなかった。  

Relenli（）nIinけrm1日）   

図 5 カドミウムチオネインの濃縮及び希薄溶液中の空気酸化，）  

Fig．5 Air－OXidationofcadmiumthioneininconcentratedanddilutesolutions9）  

カドミウムチオネインを10mMトリス塩酸緩衝液（pH8，6）に高濃度（345FLgCd／ml  

を10〝／）又は希薄溶液（ユ2．2〝g（コ／m／をユ50〆）となるよう調整し，24DCで放置す  

ることにより空気酸化させた。カドミウムの分布図A、FとG～lはそれぞれカドミウ  

ムーチオネインの高濃度及び希薄溶液に相当する。各回ほ24□Cで以下の日数放置して空  

気酸化することによって得られた（ただしAは一20－Cで保存した）A（20），B（2），C  

（3），D（5），E（7），F（20），G（2）．H（7），及びⅠ（17日）。メタロチオネイン  

ーⅠ（Ⅰ）と一ⅠⅠ（ⅠⅠ）は20，9と20．0分に溶出された。分子間酸化生成物（2量体）と  

分子内酸化生成物は18．7と23．3，25．8分に溶出された○  
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1t 20．0  
Ⅰ20．9  

l12仇O  
120．9  

Retentiotltimt〉「min〕   

図 6 亜鉛チオネインの高濃度溶液中における空気酸化9）  

Fig．6 Air－OXidationofzincthioneininconcentratedsolution9）  

】OmM Tリス塩酸緩衝液（pH8．6）中に亜鉛－チオネインを243JLgZn／m［含む溶液10  

FL［を24qCで以下の日数放置Lた（ただし．Aは200Cで保存した）：A（ユ9），B（2）．  

C（4），D（8），E（15）とF（19日）。IとlIほメタロチオネインーlとIIを示す。  

Relf】nljnnlim（‥min）   

図 7 亜鉛－チオネインの希薄溶液中における空気酸化9）  

Fig．7 AirOXidationofzinclhioneinindilutesolution9）  

10mMトリス塩酸緩衝液（pH8、6）中に亜鉛－チオネイノを7．6〟gZn／mJ含む溶液150  

〟／を24■Cで以下の日数放置した（ただしGは窒素気流下放偏した）：A（1），B（2），  

C（4），D（6），E（15），F（19）pとG（19日）。IとⅠⅠはメタpチオネイソーⅠと一IIを  

示す。。  
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3，3 カドミウムー及び亜鉛－チオネインとEDTAのリガンド交換反応   

メタロチオネインは金属酵素などの金属クソ／くク質と比べ，結合している金属を容易にはずす  

ことができる。EDTAを共存させることにより，メタロチオネインに結合している金属をはずす  

リガソド交換反応を行った結果を図8に示す。カドミウムーチオネインも亜鉛一チオネインもⅠ型  

の方が金属がはずれやすいことがわかる。またカドミウムよりも亜鉛の方がはずれやすいことも  

わかる。  

Retention time（min〕   

図 8 カドミウム．及び亜鉛－チオネインとEDTAのリガソド交換反応9）  

Fig，8 Ligandsubstitutionreactionofcadmium－andzincthioneinswithEDTA9）  

10mMトリス塩酸緩衝液（pH8．6）中にカドミウムーチオネイソを12．2I‘gCd／mJ含む  

溶液92JJJ又は亜鉛【チオネイソを7．6JJgZn／m／含む溶液86I‘／な0～100メイJの1．OmM  

EDTAと混合した後．192又ほ186／JJに希釈した。各溶液を22qCで，窒素気流下15分  

間放置した後，100JLlをSWカラムに添加し，分析した。A～F図ほカドミウム．チオネ  

インとEDTAを以下のEDTA／Cd比になるように混合した：A（10），B（20），C（40）．  

D（60），E（80）とF（100）。一方a～C囲ほ亜鉛チオネインとEDTAを以下の  

EDTA／Zn比となるように混合した∴a（10），b（40）とC（80）。メタロチオネイノ  

ーⅠと」Ⅰ及びEDTA金属錯体は20．9，20．0と21．5分に溶出された。   

以上の結果をまとめると，メタロチオネインを最もよく特徴付けるメルカプチド結合の反応性  

を，酸化反応とリガソド交換反応で調べた結果，Ⅰ型の方がⅠⅠ型のメタロチオネインよりも反応  

性が高い（メルカプチド結合が弱い）ことが明らかとなった。またこれらの反応生成物がカラム  
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上でどのような挙動をとるかについても明らかとなった。これらの結果はメタロチオネインのラ  

ジオイムノアッセイを行うに当たり，その検出能に最も影響を与えると思われるメタロチオネイ  

／の構造上の変化が起こったとき，それらの検出手段が確立されたことを意味する。  
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FumiyukiMITSUMORIlandChiharuTOHYAMAl  

要 旨  
1HNMRを用いて，は乳動物より精製した5種のメタロチオネインについて高次構造の  

研究を行った。用いたタンソク質ほ，ラット，ウサギのメタロチオネイン1及び2，ヒトの  

ノタロチオネインー2の5種類である。カドミウムを結合したメタロチオネイソほ，互いに  

ょく似た1H－NMRスペクトルを示し，はっきりした，しかも動物種によらないよく似た高  

次構造を有していることを示した。一方，カドミウムと亜鉛をともに結合したメタロチオ  

ネイソほ，カドミウムだけを含むメタロチオネインとほやや異なるコソホノーショソを有  

していることが明らかになった。   

NMR二重共晩pH滴定の結果と，一次構造の少しずつ異なるこれらのメタロチネイン  

の1H－NMRスペクトルの比較検討により，5種類のメタロチオネインの大部分のメチル基  

共鳴線を，それぞれ個々のメチオニン，イソロイシソ，ロイシソ，バリソ，スレオニソ，  

7ラニソ残基に帰属することができた。   

またメタロチオネイン中のアラニソ残基のα－プ云トンの共鳴線は，その化学ソフト値が  

4．1ppm付近にあるものと，4．4ppm付近にあるものの2種掛こ区分されることが見いだ  

された。しかも，この両区分に属するアラニソ共鳴線の数はそれぞれ，メタロチオネイン  

のC末端ドメイン，N末端ドメイソに存在する7ラニソ残基の数と－・致することが明らか  

になった。このことはアラニソ残基のα－プロトンの化学シフト値がメタロチオネインのド  

メイソ構造を反映していることを強く示唆する。  

Abstract  

Proton nuclear magnetic resonance studies of various mammalian metal－  

lothioTleinsaredescribed．Metallothionbins－1and2，isolatedfromratandrabbit．and  

alsometal）othionein－2fromhumans，Wereinvestigated．ProtonNMRspectrashowed  

that mammalian metallothioneins containing Cd have simi1ar tertiary structures  

regardlessoftheirsources，Ontheotherhand，metallothioneinscontaini喝bothCd  

1．国立公害研究所 環箪保健部 〒305茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
EnvironmentalHealthSciencesDivision．theNationallnstituteforEnvironmentalStudies，Yatabe－   

machi．Tsukuba，Ibaraki305．Japan．  
＊本論文の一部は．Mits．1mOri，F．andC．Tohyama（1984）′：J．Biochem．，96，533543・に発気  
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andZnhaveasIightlydifferentconformationfromthosecontainingCdalone．Almost  
allmethylresonancesofCdrmetallothioneinswereasslgnedtothoseofMet，Ile．Leu，  
Val．Thr，andAlaresiduesbyNMRdoubleresonancetechniques，pHtitration．and  
SpeCtra】comparjson of these metal】0とhioneins．A】pha－PrOtOn reSOrほnCeS Of Ala  
residueswereclassifiedintotwogroups，OneOfwhicharosearound4．1ppm，theother  
around4．4ppm，Moreover，thenumberofα－prOtOnreSOnanCeSarOund4．1ppmand  
4・4ppmagreedwiththenumber ofAlaresiduesintheCOOHterminalandNHl－  
terminaldomainsofthemetallothionein，reSpeCtively，Thisfindingsuggeststhatthe  
Chemicalshift values ofα一prOtOnS Of Ala residues are reflective of the domain  
StruCture Of the metallothioneins．   

1 はじめに   

メタロチオネイソ（MT）ほシステイソ残基に富みCd2＋，Zn2＋，Cu＋などの重金属と結合する，  

分子量6000－7000の低分子量タンパク質である1・2）。MTの生体内における綴能についてはまだ確  

定されてほいないが，有害な重金属の無毒化，あるいほ生体に必須なZnやCuなどの重金属の代  

謝に重要な役割を果たしていることが示唆されている。MTはまた多くの動植物や，微生物中に  

普遍的に存在し，互いに良く似た一次構造を有していることが明らかになってきた。特に，ほ乳  

動物のMTは，一次構造の相同性が非常に高い。一般に，一つの動物種からは，¶次構造のわず  

かに異なる二つのメタロチオネイン，MT－1及びMT－2が得られる。また，ウマ，ウサギ，ヒト  

及びサルにおいてはこれらのイソタン／くク質の中に，さらにアミノ酸配列の置換が生じた分子種  

が存在することが知られている。   

この特異なタンパク質の構造を明らかにするために，これまで紫外線吸収スペクトル，円二色  

性（CD）3・4），EXAFS5）．NMR6‾1一），ESR15‾17）などさまざまな分光分析法が用いられてきた。特  

に，113Cd－NMR法によりMT中のCdは金属クラスターを形成していることが示された。すなわ  

ち，MTl分子中に結合される7個のCdが4個（クラスターA）と3個のクラスター（クラスター  

B）の2種に分かれて存在していること，さらにサ7’チリシソを用いたMTq）限定分解と113CdNMR  

の組み合わせにより，クラスターAがMTのC末端ドメインに，クラスタrBがN末端ドメイン  

に対応していることが明らかにされた18tl㌔   

MT中の金属の構造が上記のように明らかにされてきたのに比べ，ペプチド側の高次構造につ  

いてはあまり情報が得られていない。タン／くク質構造の全貌を明らかにするのに有効なⅩ線結晶  

解析には多大な努力が払われているが，今までのところ成功例はない。溶液中のMTのペプチド  

部分のコソホメーショソに関して．1H－NMRを用いた研究が2，3ある6‾8）。この方法によりVa皇孟k  

らはMTがほっきりした高次構造を有していること，システイソ残基が金属の結合に関与してい  

ることを確認した8）。彼らはまた，】H－NMR信号と構成アミ／酸種との対応付けを行ったが，高  

次構造解析の基礎となる，1H－NMR信号の各アミノ酸基への帰属はまだ行われていない。  
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本研究においては，MTのペプチド例の高次構造についての知見を得るためにラットのMT1，  

MT2，ウサギのMT－1，MTL2，及びヒトのMT2の5種のタソ／1ク質について400MHzIH．  

NMR測定を行い，比較研究を行った。この結果，MT中のメチル基信号を一次構造上のイソロイ  

シソ，ロイシソ，パリソ，スレオニソ，アラニソの各アミノ酸残基に帰属することができた。ま  

た，MTの高次構造についても議論を進める。   

2 材料及び方法   

2．1 メタロチオネイン   

MTは．それぞれの実験動物に毎日5〟mOl／kg体重のCdCllを2週間以上注射することに  

より誘導させた。エーテル麻酔下で肝臓を採取し，生理食塩水で洗浄後，精製操作を行うまで，  

－800Cで保存した。MTの分取及び精製は，既報の方法に従ってゲルクロマトグラフィー，イオ  

ン交換クロマトグラフィーを用いて行った加・21）。ヒトのMTは，病理解剖時に得られた，特別の  

腎病変のない腎臓より同様の方法により精製した。   

2．2 MT中のZmのCdへの置換   

Cdのみを結合したMTを得るために次の方法で本来MT中に含まれているZnをCdに置換し  

た。1mgのMT（0．14JLmOl）を100mMTrisバッファ（pH7．4）0，45mlに溶解する。これに  

100mMジチオスレイトLル（DTT）0，05mlを加え，さらに1mM CdC120．5mlを加え，30分  

間40Cに放置する。混合液をSephadexG－75カラム（1．6×75cm）に通して脱塩な行う。ろ液の  

254／280nmの吸光度比の高い画分を分取し，凍結乾燥によりCd置換したMTを得た。MTの純  

度を検定するた捌こCd置換の前後にポリ7クリル7ミドゲル電気泳動を行った。MT中の金属組  

成を知るためにJarrel－Ashmode1975分光計を用いて発光分析を行った。   

2，3 NMR測定   

約1mgのMTを0．1M NaClを含む重水0．5ml中に溶解しNMR測定用試料とした。試料  

pHは0．1M又は0．01MのNaOD．∝lを用いて8．5前後に調整した。NMRの測定はJEOL  

GX－400分光計を用い，FT法により10004000回の積算を行った。繰り返し時間は1．74秒，ス  

ペクトル幅5000Hzとし，8Kx2点のデータを取得した。ゼロサブリメント後16Kx2点につい  

てフーリエ変換を行った。スペクトルの分解能向上のためコソボリューショソディファレソスを  

行った。化学シフト値ほキャビラリに封入した2，2－ジメチル2－シラペソタン」5－サルフォン酸ナ  

トリウム（DSS）を基準として測定した。測定温度は370C。  
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3 結果及び考案   

3．1金属組成と高次構造   

図1に主にCdを含む（Cd／Zn＝96／4）ラットMT－2の重水中における1HrNMRスペクトルを  

示す。芳香族アミノ酸残基を完全に欠いていることから予想されるとおり，スペクトルの5．5ppm  

より低磁場側にほ全く信号が現れない。0．㌻1．6ppmの間にはメチル基に由来する．よく分離し  

たダブレット信号がいくつか認められる。2．09ppm，2．03ppmにはそれぞれMe卜1及びそのN  

アセチル基の信号が大きなシソグレットとして観測される。MTに含まれる20残基のシステイ  

ンのメチレン基は，3．Oppm周辺に重なって出現している。また，すべての残基のα一プロトン由  

来の信号が4．0もpmを中心とした広い範巨如こ観測される。   

本研究においては，各信号の帰属の第一段階として，よく分離したメチル基信号の解析を行っ  

た。しかし，動物より精製したCd，Znをともに含むMT（（Cd，Zll）－MT）においては，1H  

2  

巳HEIYIIE］f3L SHIFT （PPM〕  

図1ラットCd－メタロチオネインー2の400MHz】H－NMRスべクト′レ抑  

Fig．1400MHzIH－NMRspectrumofratCdmetallothioneinr2｝0〉  
pH8．46 測定温度：37ロC，化学シフト基準：外部DSS。コソボリュ．シ′∃ンディファ  

レンス処理。  
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NMRスペクトルほそれほど単純ではない。図2Aにラットの（Cd．Zn）LMT－2及び，このZn  

をCdに置換して得たCd－MT－2の1H－NMRスペクトルを示す。同様に図2Bにラットの（Cd，  

Zn）－MT1，及びCd－MT1の1HNMRスペクトルを示す。いずれにおいても，（Cd，Zn）MT  

でほCdMTに比べて，スペクトルが複雑化していることが容易にわかる。   

この違いをさらに詳細に検討するために，園2A，2Bで観測されたメチル基ピークの各アミノ  

酸残基への同定を試みた。1．1ppmより高磁場側における共鳴線は．Val及びIleに由来すると考  

えられる。1．1ppmより低磁場側のダブレット信号はAla及びThrによる。AlaとThrのメチル  

基ピークの弁別には，以下の判定基準を用いた。1）MTのように芳香族アミノ酸残塞からの大き  

な環電流シフトがない系においては，Thrのメチル基は一般にAlaよりも高磁場側で共鳴する。  

2）Thrの｝チルダブレットのスピソ結合定数はおよそ6．7Hzであるのに対し，Alaではやや大  

－．l  l。0  

［HErYITERL SHIFT （PPrl）   

図 2A ラット メタロチオネイン2の400MHzIHNMRスペクトル（0，7－1．9  

Ppm）30）  

Fig・2A 400MHzIH－NMRspectribetweenO・7andl．9ppmofratmetallothionein－230）  

（a）Cd／Zn＝g6／4．pH8．46（b）Cd／Zn＝63／37，pH8．53 測定温度二3TC 化  

学シフト基準：外部DSS。コソボリューショソディファレソス処乳  
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【。5  l。□  

［HErYlI［F）L SHIFT （PPrYl）  

図 2B ラット メタロチオネインー1の400MIizIH－NMRスペクトル（0，71．9  

ppm）30）  

Fjg．2B 400MIJzIHMf～specけabetween仇7andl．9ppmofra【meねl】othionejn－130）  

（a）Cd／Zn＝g8／2．pl18．28（b）Cd／Zn＝65／35，pH8．74 測定温度：370C 化  
学シフト基準：外部DSS。コソボリューショてノディファレンス処乳  

きく，7．3Hz前後である。3）メチル基のダブレット信号をプロトン照射したとき，そのメチル基  

がAla由来のものであれは，aプロトンはデカップルされてシ㌧／クレットとなるが．Thr由来で  

あれは，スピン結合の相手ほβプロトソであるのでデカップルされてもシソグレソトにはならな  

い。この三つの判定基準に基づいて，（Cd，Zn）－MTr2においては9個のAlaメチ／L／基t’－ク，  

及び4個のThrメチル基ビータが同定された。一方，Cd－MT－2においては，5個のAla及び2個  

のThrが同定された。   

アミノ酸分析の結果，ラットのMTr2は，5個のAla，2個のThrを有していることが知られ  

ている22）。CdrMT－2CDIH－NMRの結果ほ，このアミノ酸分析の結果と一致している。しかし，  

（Cd，Zn）pMT2の場合は，4個のAlaピーク，2個のThrが余分に観測されている。この原因と  

してMTの純度がまず疑われるが，Cd置換の前後で実施したポリアクリルアミドゲル電気泳動に  
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よる純度検定の結果では，いずれのMTもRm＝0．71に強い単一バンドを示し，ほは単一のタ  

ン㌧バク質であることが示された。一九 元素分析の結果は，Cd置換前のMT－2ではCd／Zn比が  

63／37であるのに対し，Cd置換後にはこれで96／4と大部分のZnがCdに置換されていることを裏  

付けた。いずれのMTでもCuは検出限界付近で，その量は無視し得る。上述のとおり，（Cd，Zn）一  

MT－2とCd－MT2の基本的な違いはCd，Znの組成のみと考えられるので．1H－NMRスペクト  

ルで認められた差ほ，この金属組成の違いに由来するもわであると考えられる。   

この結果は，Cd，Znをともに結合したMTのコンホメーシ′ヨンがCdのみを結合したMTと  

ほ少し異なっていることを強く示唆し，（Cd，Zn）rMT2で観測された余分のAla，Thr信号は，  

分子内に一部Znを結合したMT分子種に由来するものであると考えられる。この違いの最も特  

徴的な例が図2AのThrのメチル基に認められる。CdMT－2においては1．21ppm及び1．29ppm  

に2組のThrダブレットが認められる。～九（Cd，Zn）－MT－2においてはこれに対応する2組  

のダブレット（1．21ppm，1．29ppm）に加えて，それぞれの高磁場側に小さなThrピークが余分  

に観測されている（1．20ppm，1．28ppm）。この小さなビータは分子内にZnを含んだMTq由  

来すると考えられるが，メチル基及びβ一プロトンの共鳴位置がともに，隣接の大きなど－クと近  

いことから，それぞれ隣接したど－クと一次構造上同一のThr残基に由来するものと考えられる。  

すなわち，1．20ppm及び1．28ppmの小ピークは，一次構造ほ同一でも，分子内に存在するZnの  

ために高次構造がCdMT－2とはやや異なるために1．21ppm，1，29ppmのどークエりも，わず  

かに高磁場側に共鳴位置がシフトしたものと推定されるp Cd－MT－2と（Cd，Zn）一MT2の違い  

はこのほかにも，スペクトルのさまざまな部分で見いだされる。   

Va蓋えkらはウマの（Cd，Zn）－MT－IAの1H－NMRスペクトルにおいて，分子内にただ1個存  

在するVal残基のメチル基信号が2本以上観測されることを報告している8）。Otvos．Armitageは，  

ウサギの（Cd，Zn）MTの113Cd－NMRスペクトルがCdMTに比べて，Lずっと複雑で構造が不  

均一であることを報告している12）。彼らはまた，（Cd，Zn）MT－2の113CdrNMRスペクトルパター  

ンの解析から，Znが金属4個のクラスターよりも金属3個のクラスターに偏って存在していると  

いうモデルを提出している23）。この結果ほ，（Cd，Zn）一MT－2においてはZnはラノダムに存在す  

るのではなく，特異的な結合部位を有していることを示唆する。本研究で1HNMRより得られた  

結果も上記の結果と一致しており，（Cd，Zn）－MTほCd－MTとほコノホメーショソが少し異  

る分子種を含むことを示唆している。（Cd，Zn）－MTにおいて観測された，Ala，Thrの余分のビ  

クは，113CdLNMRで示唆された特定のCd，Znクラスターを有するMT分子種に対応しているの  

かもしれない。   

3．21le，レu，Val殊基の帰属   

MTの高次構造を明らかにするために，1H－NMRスペクトル上の各ピークを一次構造上の特定  

の残基へと帰属する試みを行った。CdとZnの混在によるスペクトノレの複雑化を避けるために，  
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以後の実験ではすべて高いCd／Zn比を有するMTを用いて測定を行った。図3に示すように5種  

のCd－MTほ互いに良く似た1H－NMRスペクトルを与え，ほ乳頬のMTは動物種によらず，相同  

l．5  L．口  

［HErlI［FIL SHIFLT （PP「1〕   

図 3 各種ほ乳摂Cd－メタロチネオイソの400MHzIHNMRスペクトル  

（0．7－1．9ppm）30）  

Fig．3 400MHzl＝NMRspectrabetweenO・7andl▲9ppmofvariousmammalian  

Cdrmeta11othioneins3O）  
（a）ラット メタロチオネイン1▼p＝8・28（b）ラット メタロチオネイソ2・  

pH8・46（C）ウサギ メタPチオネイン㌧1・pIi8・70（d）ウサギ メタロチオネイ  

ン2，pH8・17（e）ヒト メタPチオネイン2・p＝8・28測定温度＝3rCI化学シ  
フト基準＝外部DSSoコソボリューショソディフ7レンス処軋  
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性の高い高次構造を有していることを示した。Met，Ile，Leu，Val，Thr，Ala残基に由来する  

すべてのメチル基れ 分離したピークとして観測され，それぞれのど－クの数は，MTのアミノ  

酸組成から得られた値と一致している。ヒトのMT224）及びウサギのMT225）（木村ら，未発表資  

料）については，全一次構造が明らかにされている。ウサギのMT－1（木村ら，未発表資料），ラッ  

トのMT－222），MT－126）についてほ部分的な一次構造が報告されている。ラットMTの一次構造に  

ついては，相同性の極めて高いマウスMTの全一次構造が明らかにされているので，一次構造未  

決定部分については，これを参考にした27）。   

5種のMTのIle，Leu，Val残基について，メチル基ビ．クの化学シフト値と一次構造上の位  

置を図4に示す。ウサギMT2は1個のIleのみを有し，Leu，Valを含まないので，1．03ppmの  

ダブL／ット信号及び0．93ppmのトリプレット信号ほただちにIle49のγ－CH，，6．CH3に帰属さ  

れる。Ileの2個のメチル基は相異なる炭素に結合しているので，二重共鳴によるデカップリング  

のされ方がLeu，Valとは異なる。これを用いて，ヒトMT－2，ウサギMTrl，ラットMTL2に  

おいても11e49の帰属を行った。この結果，ヒトMT－2，ラットMT－2においては，残りの2組  

のダブレット信号がVal39に帰属された。マウスMT－1との一次構造の相同性から．ラットMT－  

2はVal39，Ⅴal49の2個のVal残基を有すると類推される。ヒトMT－2，ラットMT2のVal－  

39のγCH，の化学シフト値との比較により．ラットMT－1の0．90ppm，0．97ppmのピークを  

Val－39に帰属した。したがって0，88ppm，1，04ppmのピークはVal49に帰属される。ウサギ  

Rab 2 1 49 ＿＿虹仙】岬」虹．＿＿＿．＿＿＿＿   
149  

Rabl L54  

V 39 

149  Rat2  

V 39 

Ratl v49  

0．9  

図 4 ほ乳類メタロチオネインのIle，Leu，Val残基のメチル基ピークのダイア  

グラム及び一次構造上の位置30）  

Fig．4 ChemicalshiftdiagramsofmethylsignalsofIle，Leu，andValresiduesand  
theirpositionsin amino acidsequencesinvariousmammalian metallothio－  
neins30）  
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MT－1においては0．90pp叫0．g7ppmのt＝’－クが兼備属であるが，このタンパク賓では54番目  

の残基にSerを有する分子種とLeuを有する分子種が存在しているので28），上記の二つのどーク  

は，後者のLeu－54のγ－CH3に帰属した。   

以上ですべてのIle，Leu，Valの帰属が完了したが，各MTでのIle－49及びVal39のメチル  

基の化学シフト値の差はそれぞれ0．01ppm以内に納まっており，ほ乳類MTの高次構造の相同  

性の高さを示している。また，この結果は，一次構造の少しずつ異なるMTのピーク位置の比較  

が．信号の帰属に有効な方法であることも示している。   

3．3 Thr残基の帰属   

図5に各MTのThr残基のメチル基ピークの化学シフト値と，一次構造上の位置を示す。両者  

の比較から，ヒトMT－2，ウサギMT1，ラットMT2の1＿29ppmの信号をThr－27に帰属した。  

ヒトMT－2，ラットMT－2でほThr残基の数は2個であるので，残りの信号をThrr14（1．22  

ppm），Thr－9，（1．21ppm）とそれぞれ帰属した。ラットMT1では，Thrr9とThr－14が1．22  

ppmに重なって出現している。この帰属の結果から，ラットの（Cd，Zn）MT－2で論じられた2  

本のThr信号（囲2A）はThr－27及びThrT9であることがわかった。Thr信号についてはこれ  

以上の帰属は行っていない。Thrのメチル基信号の化学シフト値は，Ile，Valの場合と異なりMT  

間でのはらつきが大きい。これはThrのβ位に存在するOH基が水素結合に関与し，メチル基の  

91416172742   

Hum2  0  0  

2  

′    ▲   1  

Rabl  ∴二■ノこ1こ二・0 0  

Rat2  0  0  

R8tl 000  ◆1  

図 5 は乳煩メタロチオネインのThr残基のメチル基ピークのダイアグラム及び  

一次構造上の位置抑  
Fig．5 ChemicalshiftdiagramsofmethylsignalsofThrresiduesandtheirpositions  

inaminoacidsequencesinvariousmammaIianmetallothioneins3D）  

ラット メタロチオネインー1では1個のThr残基の一次構造上の位置が未定。ウサギ  

メタロチオネインー1では，919番残基の間に2個のThr残塞が存在することが明らか  

にされてし、る。  
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共鳴位澄に影響を与えているためでほないかと考えられる。   

3．4 Ala残基の帰属   

図6に各MTのAla残基のメチル基ピークの化学ソフト値及び一次構造上の位置を示す。化学  

シフト値のダイアグラムはかなり複雑で，これまでに行ってきた単純など－ク位置の比較は有効  

ではない。しかし，Alaの一次構造上の存在位置が完全に同一なヒトMT－2とウサギMTL2のダ  

イアグラムが極めて近似していることは注目に値する。   

本実験で用いた5種のMTのCOOH末端残基ほすべてAlaであることがわかっているので2・18）  

まず，pH滴定を行うことにより，このCOOH末端Ala残基の帰属を試みた。図7にラットMT－  

2，MT－1のAlaメチル基ピークのpH滴定の結果を示す。ラットMT2では1．38ppmのピーク  

2が，ラットMT－1でほ1．36ppmのピーク1がpH5以下で化学シフト値の変化を示し，これら  

のピークがCOOH末端のAla－61であると帰属された。同様にして，ウサギMT－2においても，  

高磁場側から2木目の1．38pprnのピークをAla－61と帰属した。ウサギMT－1，ヒトMTL2にお  

いてはpH滴定を行っていないが，ピーク位置の比較から，1．38ppmのビpクがAlaT61である  

と考えられる。   

二重共鳴によるAla残基のα－プロトン信号の同定の結果，次のような興味ある事実が判明した。  

すなわち，Ala残基のαプロトンは，4．1ppm付近に出現するものと4．4ppm付近に現れるもの  

8 91¢20：3942455361   

Hum2 000 ： 0000  

Rab2 000 ： 000 0  

Rabl 000 ：0  000  

61 丸止血＿出」Rat2。。…。。。  
61  

Rat 1 O；  ○・1  

1．5  1．4  

図 6 ほ乳煩メタロチオネインのAla残基のメチル基ピークのダイアグラム及び  

一次構造上の位置30）  

Fig・6 ChemicalshiftdiagramsofmethylslgnalsofA］aresiduesandtheirpositions  

intheaminoacidsequencesinvariousmammalianmetallothioneins30）  

一次構造中の点線ほ二つのドメインの境界を示す。ダイ7プラム上の斜線を施したど－  

クほNH2rメイソにあると考えられるAlaを示す。  
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図 7（A）ラット Cdメタロチオネインー2及び（B）ラット Cdrメタロチオ  

ネイン1のAlaメチル基ビータの化学シフト値のpH依存性叩  

Fig．7 ThepHdependenceofchemicalshiftvaluesofAlamethylpeaksof（A）rat  

Cd－meta】1otJliol】einL2and（B）ratCdrneta1lothionein130）  

回申の番号ほ図2A，2Bのビータ番号と対応。  

の2組に区別され，しかも，それぞれの組に含まれるα－プロトソ信号の数は，MTのCOOHド  

メイン（30づ1番残基）及びNH2ドメイン（ト29番残基）に存在するAla残基の数と一致すると  

いうものである。図8に一例としてラットMT－2のα一プロトソ領域の1H－NMRスペクトルを示  

す。さらに，この区分されたα－プロトンとメチル基との対応を示すために，図6のメチル基ピー  

クのうち，対応するα－7■ロトンが4．4ppm付近にあるものに斜線を施した。斜線ビータは1．45  

ppm付近にまとまって出現することが明らかである。以上の事実から，MT中のAla残基のαプ  

ロトンが2組に区分されるのは，その化学シフト値がMTの二つのドメインの差を反映したもの  

であるとの仮説が導かれる。   

pH滴定により帰属されたAla－61のメチル基ピークはいずれも，図6のダイアグラムにおいて  

斜線を施されないピークに属しており，このことは，上述の仮説から導かれる，斜線ビータはNH2  

ドメインのAla残基，という結果と一致している。さらに，ラットMT－2のCOOHドメインの  

フラグメソト（α－フラグメソト）については，500MHzIH－NMRスペクトルが報告されており，  

そのAlaメチル基領域には3本のダブレット信号が認められるものの，1．45ppm付近には全く信  

号が出現していない。この事実は，前述の仮説の妥当性を支持するものである。  
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リ．□   

CHErlIC白L SHIFT （PF）rY7〕  

図 8 ラット Cd－メタロチオネインー2のαプロトン領域の1HNMRスペクト  

ル（3．8－4．5ppm）30）  

Fig・8 400MHzIHNMRspectrumbetween3．8and4．5ppmofratCd－metallothio一  

刀eir】2岬  

pH8．46，測定温度：3rC 矢印ほAla残基のα－プロトソ位置を示す（番号ほ図2Aの  

メチル基ピークとの対応を示す）。コソボリューシ芦ソディファレソス処理。   

上記の仮説を認めれは，αプロトンの化学シフト値を用いて，COOHドメインとNH2ドメイ  

ンにあるAla残基を区別することができる（図6の非斜線ピークと斜線ピーク）。この結果，図6  

のダイアグラムは単純化され，ピーク位置の比較による帰属が可能となる。ます，非斜線ピーク  

について比較を行う。ウサギMT－1とMT－2においてほ，一次構造上のAla位置は．39番目と  

42番目が入れ替わっただけである。化学シフトダイアグラム上では，最も低磁場にある1，50ppm  

（MT－1），1．53ppm（MT－2）のピークがこれに対応すると考えられる。したがって，これらをAla－  

39，Ala－42に帰属した。この結果から．ヒトMT－2．ラットMT－2においても，1．53ppm，1．54  

ppmわど－クをAla－42と帰属した。－一次構造上の位置と化学シフトダイアグラムの比較により，  

ラットMT1以外のMTの最も高磁場側のt＝’－クはA】a－53と考えら九る。したがって，ヒトMT  

r2，ウサギMT－2，ウサギMT－1に見られる1，48（1．47）ppmのt＝’－クはAla45と帰属される。   

次に斜線ピークの比較を行う。ラットMT－1の唯一の斜線ピークはAla－20と帰属される。ヒト  

M′Ⅰ㌧2，ウサギMT2及びMT－1における1．43ppm近傍のピークほAla9と帰属した。ラット  

MT－1以外のMTで共通して観測される1．40ppnl，1．45ppm付近の2本のど－クは，Ala－8又  

はAla－16に対応すると考えられるが，この両者ほ，本実験で用いたMTの比較からは区別できな  

い。ラットMT－1においては，現在－・次構造上の30－61番目で位置が特定できないAla残基が1  

個存在している。化学シフトダイアグラム上で末帰属の1．49ppmのピークは，この残基に対応す  
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ると考えられ，その化学シフト値から，このAla残基ほAla45ではないかと推定される。以上の  

ようにMT中のAla残基の化学シフト値がMTのドメイソ構造を反映しているという仮説に基づ  

けは，ほとんどすべてのAlaピークほ矛盾なく帰属できる。   

Ala残基のα－プロトソの化学シフト値がMTのドメイン構造を反映する理由は現在のところ明  

らかではないが，MTの二つのドメインの性質が異なっているこのとを示す結果は多い。NH2ド  

メイソほ3個の金属を結合するが，COOHドメインは4個の金属結合サイトを有する19）。CuやZn  

はNIi2ドメイソに優先的に結合することが報告されている13・2ユ）。このことは両ドメインの構造の  

違いを示唆している。Boulangerらは，MTの金属クラスタ．構造をもとに，ChourFasman理論  

によるポリペプチドの2次構造予測を援用し，MTの高次構造モデ／レを提出した（図9）29）。この  

モデルによれは，ポリペプチド鎖はNH2ドメインに比べCOOHドメインの方がより緊密な折りた  

たみ構造を示しており，COOHドメインにあるAla残基のα7■ロトソが，この折りたたみ，又  

は金属クラスターによってより大きな遮へいを受け，高磁場シフトすることほ考えられる。   

本研究において，は乳動物の，Cdを結合したMTは互いに良く似た高次構造を有していること  

が示された。これらのMTの1H－NMRスペクトル上におけるはとんどすべてのメチル基ピークを  

各アミノ酸残基に帰属できた（表1）。また，Ala残基のα－プロトソほ，その化学シフト値により，  

2種掛こ区分され，MTの二つのドメイソに対応していることが推定された。MTのポリペプチド  

の1HNMRスペクトルにドメイン構造が反映しているというデータが得られたのは本研究が初め  

てである。本研究で行われた1HNMRスペクトルの帰属は，MTという特異なタンパク質の全体  

像を明らかにする上で，MTの構造と段能の関連を解明する上で有用な基礎資料となると考えら  

れる。  

囲 9 Boulangerらの提案したメタロチオネイソの高次構造モデル2n  

Fig．9 AstructuremodelofmetallothioneinproposedbyBoulangeretal29）  
●は金属位置を示す。  
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蓑 1ほ乳類Cdメタロチオネイノのメチル基ビータの帰属抑  

TablelThe assignment of methylresonancesin various mammalian Cdmetal－  

lothioneins叫  

化学シフト基準：外部DSS，測定温倭：370C，pH8．28（ラット メタロチオネイソー  

1），8．46（ラット メタロチオネインー2），8．70（ウサギ メタPチオネイン1）．  

8．17（ウサギ メタPチオネイン2），8．28（ヒト メタロチオネインー2）．  
S：シソグレット．D：ダフ■レット．T：トリ7●レット  

SpeCleS   

and  

isotype  

竺聖禦］（HZ）assignm。nt6き。。。．ed  ∂託。thy】  

（ppm）   （ppm）  

D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
S
 
S
 
D
 
T
 
D
 
D
 
D
 
O
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
S
 
S
 
D
 
T
 
D
 
D
 
 

7．3  va149  2．52  

7．3  Va139  1．93  

6．7  Va139  1．93  

6．7  Va】49  2，52  

6．7  Thr9  4．42  

6．7  Thr14  4．42  

5．5  Thr  4，29  

6．1  Thr  4．38  

7．3  Ala61  4．10  

7．3  Ala20⊂  4．45  

7．3 （Ala45）c  4．12  

－  N－Acetyl  

－   Met1   

6．7  Va139  1．95  

7，O Tle49（F  

6．7  Va139  

6．7 Ile49γ  

6．1  Thr9  

6．1  Thr27  

7．3  Ala53亡  

7．3  Ala61  

7．3  Ala80r16c  

7．3  Ala80r16亡  

7．3  Ala42亡  

－  N－aCetyl  

Met 1 

5
 
＜
U
 
q
レ
 
9
 
9
 
1
 
」
】
 
6
 
4
 
 

n
つ
 
2
 
4
 
2
 
0
 
1
 
4
 
4
 
1
 
 

－
⊥
 
 
2
 
 
4
 
 
4
 
 
4
 
．
∧
7
 
 
」
H
「
 
．
4
 
 
4
 
 

6．1  Leu54  1．61  

6，1 Ile49（㌻  

6．1 Leu54  1．61  

6．4 Ile49γ  2．23   
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表 1つづき  

Table 1 continued 

SpeCIeS  

and  ♂鼠ethyl  
isotype （ppm）  

（HZ）assignment  凪u，】。。  

（ppm）  

1，20  

1．24  

1．28  

1．29  

1．37  

1．38  

1．41  

1．44  

1．46  

1．47  

l．50  

2．03  

2．09  

rabbit2  0．93  

1．03  

1．14  

11ド  

1．18  

1．27  

1．35  

1．38  

1．39  

1．43  

1，47  

1．48  

ユ．53  

2．03  

2．09  

human2  0．89  

0．92  

0．95  

1．02  

1，22  

1．29  

D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
S
 
S
 
T
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D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
S
 
S
 
D
 
T
 
D
 
D
 
D
 
D
 
 

6．1  Thr  4，31  

6．1  Thr  4．24  

6．4 （Thr27）   4．30  

6．4 （Thr27）   4．17  

6．7  Ala53亡  4．29  

7．3  Ala61  4．11  

7．O Ala80r16C  4．38  

7．3  AIa9C  4．45  

7．1  Ala80r16C  4．43  

7．O Ala45亡  4．30  

7．6  Ala39⊂  4．12  

－  N、aCetyl  

－  Meと1  

7．0  Ile49（，  

7．O lle49γ  

6．7  Thr  

6．4  Thr  

6．1  Thr  

6．4  Thr  

Ala53亡  

7．3  Ala6工  

Ala80r16⊂  

7．3  Ala9亡  

Ala80r16亡  

7．6  Ala45亡  

7．3  A】a42⊂  

N－aCetyl  

－   Met1  

6．7  Va139  

Ile49（F  

6．7  Va139  

6，7 Ile49γ  

6．1 1、hr14  

6．7  Thr Z7  
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表 1つづき  

Table 1 continued 

SS  

∂託eth，1  

isotype （pprn）  
（uZ）assignment亀upled  

（ppm）  

7．9  Ala53e  4．n4  

7．3  Ala61  4．10  

7．3  Ala80r16C  4．28  

7．3  Ala9C  4．45  

7．3  Ala80r16亡  4．45  

7．3  Ala45⊂  4．10  

7．3  Ala42亡  4．12  

－  NaCetyl  

Mrt 1 

1．35  D   

l．37  D   

l．40  D   

l．43  D   

l，44  D   

l．48  D  

l．53  D  

2．OZ  S  

2．09  S  

a：メチル基の化学シフト値  

b：メチル基とカップリングしているプロトソの化学シフト値  

C：7ラニソ残基の同定ほ，アラニンのα7■ロトソがメタロチオネインのトー  

メイン構造を反映していると仮定して行った。  

引 用 文 献   

1）Margoshes，M．andB．L．Vallee（1957）：AcadimumproteinfromequinekidneycortexJ．Am．   

Chem．Soc．，79，48134814．  

2）Nordberg，M．andY．Kojima（1979）：Metallothioneinandotherlowmolecu］arweightmetaト   

bindingproteins．MetaIlothionein．K去gi，J．H．R．and M．Nordberg（eds，），Birkhauser，Basel，  

41－116．  

3）Btlhler．R．H．0．andJ．H．R．K畠gi（1979）：Spectroscopic propertieson zinc－metallothionein．   

Metallothionein，K宜gi，J．H．R．andM．Nordberg（eds）．Birkh宜user，Basel，211220．  

4）Rupp，H，andU．Weser（1978）：CirculardicllrOismofmetallothioneins．Astructuralapproach．   

Biochjm．Biophys．Acta，533．209226．  

5）Garner．C．D．，S．l．Hasnain，l，BremnerarldJ．Bordas（1982）：AnEXAFSstudyofthezincsites   

insheeplivermetal10thioneis．J．Inorg．Biochem．，16．253256．  

6）Rupp，H．，W．Voelter and U．Weser（1974）：270MHz proton magnetic resonance spectra of   

metallothionein．FEBSLett，，40，176－179．  

7）Ga】des，A．，M．Va喜色k，H．A．0．HillandJ．H．R．K宜gi（1978）：1H NMRspectra ofmetal］0－   

thioneins．FEBSLetL92，1721．  

8）Va喜色k，M．．A．Galdes，H．A．0．Hi11．］．H．R．K温gi，Ⅰ，BremnerandW．Young（1980）：Investigation   
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Chemistry，19．416－425．  
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Ⅰト13  カドミウム汚染地域住民の呼気中炭化水素分析  

による過酸化脂質の測定  

MeasurementsofLipidPeroxidesofHabitants  

inanAreaPollutedbyCadmiunl  

嵯峨井勝1・市瀬孝道l・杉平直子2  

鈴木和夫1・3・斎藤 寛2－4   

MasaruSAGAIl，Takamichi、ICHINOSEl，NaokoSUGIHIRA2  

Kazuo T．SUZUKIl・3and HiroshiSAITO214  

要 旨   
慢性的にカドミウム（Cd）負荷を受けていたCd汚染地域の60歳以上の住民の呼気中炭  

化水素と血清過酸化脂質濃度を測定したところ，Cdによる腎障害を起こしていると判定さ  

れている，いわゆる「要経過観察者」の呼気中プロパンと血清過酸化脂質濃度は同地域に  

住む正常者の値より有意に低い値を示した。   

十九 ラットにカドミウムメタロチオネイン（CdMT）を投与すると．玩＝戒川の過酸  

化脂質の指標としての呼気中プロパン濃度はCd－MT投与初期に一過性の増加ピークを示  

したが，数日後には遭笹初期レベルの50ウ右以下に低下するという顕著な変化を示した。   

これらの結果より，Cd－MTによる腎障害と過酸化脂質生成との関連が示唆され，特にプ  

ロノミソの前駆体であるひ4族の脂肪酸の過酸化との関連が示唆された。同時に，呼気中炭  

化水素分析法の疫学研究への応用の可能性も示酸された。  

Abstra（・t  

Breathhydrocarbonsandserumthiobarbituricacid（TBA）valuesasindices of  

lipidperOXidation ofhabitantsinan areapollutedby cadmiumforlongtimeswere  

examined．BreathpropaneandserumTBAvaluesofhabitantswithkidneyharmed  

1．国立公琶研究所 環境生理郡 〒305茨城県筑波郡谷田部町小野川16番Z   
Basic Medica】Sciences Division．the Nationallnstitute for Environmenta】Studies，YatabemaChi．   

Tsukuba，Ibaraki305，Japan．  

2．国立公害研究所 環境保健部   
EnvironmentalHealth Sciences Division．  

3．現在：国立公害研究所 環境保健部   
PTeSent address：EnvironmentalHeatthSciencesDivisjon，theNationaIInstituteforEnvironmentat   
Studies．  

4．現在：長崎大学医学部 〒852長崎市坂本町12番4   
PTeSentaddress：NagasakiUniversitySchoolofMedicine，Sakamoto・maChi．Nagasaki852，Japan・  
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chronicallybycadmiumwerelowersignificantIythanthoseofnormalhabitants．   

Breath propane of female rats administeredintraperitoneally with cadmium、  

metallothionein（Cd－MT，300FLgaSCdZ十／kgbodyweight）increasedtwiceafter18h，  

andthendecreasedtoonephalfoftheinitia11evelafterseveraldays．Fortheseresults，  

arelationshipbetweenlipidperoxidation，eSpeCiallyperoxidationofw4familyfatty  

acidsasaprecursorofbreathpropane，andkidneydamagebyCdMTwassuggested．  

Furthermore，pOSSibi】iとyofapp】lCatjorltOePjdemjo】og】Caレe5e∂rChofbre∂lhpropane－  

measurement was also discussed．   

1 はじめに   

重金属による細胞毒性の発現俵序についてはi）重金属と生体内SH基との反応ト4），ii）重金  

属によるミトコンドリア機能の阻害3一寸〉，iii）重金属によるATPase活性の阻害2・4〉などが報告され  

ているが，過酸化脂質の生成も細胞毒性の主要なメカニズムの一つと考えられていが・59）。これほ  

生体膜脂質の過酸化により，細胞膜の透過性912〉や構造が変化したり，膜結合酵素が不活性化12‾14）  

されたりすることによるものと考えられている。カドミウム（Cd）による生体内脂質過酸化反応  

の促進に関しても多くの研究者によって報告されている15－17〉。しかしながら，Cd投与ラットにお  

いては」厄乙扇形の脂質過酸化の指標である呼気中ペソタン18）あるいはエタン19〉の排出促進ほ認めら  

れないという報告がある。これに加えて，Cdによる脂質過酸化反応は水銀や銅の例と同様に細胞  

毒性とは関連しないという肝浮遊細胞による報告20・21）もあり，その毒性と脂質過酸化の関連につい  

ては多くの未解決の問題が残されている。また，長期間にわたってCd負荷を受けてきたCd汚染  

地域住民の中にほCdに起医する腎障害の例が数多く報告されている22）が，∈れら住民の生体内過  

酸化脂質に関する報告は見当たらない。   

メタロチオネインほ例えばCdなどの重金属が生体内に入った時に体内で合成される金属結合タ  

ン／くク質であり，これまでほ重金属を無毒化する作用を有するタソバク質と考えられてきた。し  

かし，近年になってカドミウムーメタロチオネイン（CdMT）をラット等に投与するとCd－MTは  

体内，特に腎臓で分解されて遊離のCdイオンに変化し，この遊離のCdが顕著な腎障害を引き起  

こすことが知られてきた23）。   

我々ほ上記のようなCdによる細胞毒性と脂質過酸化との関連性を明らかにすることを目的にCdr  

MT投与ラットの過酸化脂質生成を呼気中炭化水素分析法を用いて検討中に，呼気中のプロノミン  

濃度がCd－MT投与初期に増加するが，その数日後には初期レベルの50％以下に低下することを  

見いだし声。一方，ユタソやペソタンもCd－MT投与初期には増加するが数日後には初期レベル  

に戻り，それ以下に低下することほなかった。このことから，呼気中7■ロ／㌣／ほ腎障害に対して  

特異性の高い指標である可能性が示唆された。この指標が慢性的にCd負荷を受けたCd汚染地域  

住民に対しても特異的であるかどうかを調べたところ，同地域内の「正常者」とCdにより腎障害  
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を起こしていると判定された「要経過観察者」の間を明りょうに区別しうる指標であることが判  

明したので，その結果について報告する。   

2 材料と方法   

2．1Cd汚染地域住民の呼気中炭化水素と血清過酸化脂質の測定   

呼気中炭化水素と血清過酸化脂質の測定は長崎県対馬郡厳原町樫根地区に居住している60歳以  

上の住民を対象として行った。検診に訪れた60歳以上の対象者ほ男性8名，女性14名の合計22  

名で，これら対象者の平均年齢ほ70．7歳であった。このうち，臨床検査等の結果から「要経過観  

察者」の判定を受けていた人ほ男性1名，女性7名であった。   

対象者の呼気ほ炭化水素を含まない高純度空気ボンベ（ZeroUAir，製鉄化学製）からダグラ  

スパックに移した空気をリプレスバルプで10分間呼吸させ，肺の中の汚れた空気を十分に洗い出  

した後に約1Jの呼気をテドラーりミッグに移し取り，その中の300mJをラ、ツトの場合と同様の  

方法にて濃縮して測定に供した。なお，呼気採取場所から国立公害研究所までの輸送中のサンプ  

ルの変化を補正するため，呼気採取現場で対照用としてテドラー・パックに純空気をつめたもの  

も持ち帰り，その測定値をヒトの測定値から差し引いた値をデータとした。   

また，対象者の血清TBA値測定ほ八木法24〉によったが，血清ほ採取現地で10％リンク∵／タス  

テン酸で沈殿とし，ドライアイスで凍結して研究所へ運んでから発色，定量した。   

2．2 動物の過酸化脂質の測定   

笑覧如こほ，6週齢で購入し，検疫と環掛こ馴らすために2週間正常飼育した8過齢のJclニウィ  

スター系雌ラットを用いた。CdAMTはCdに換算して体重kg当たり300FEgを腹腔内に投与した。  

過酸化脂質の指標としてのユタソ，プロパン．ペソタン等の呼気中炭化水素の測定は嵯峨井が記  

載した方法25）に準じた。測定には6匹の動物を用い，Cd－MT投与直前の値を対照値とし，その後  

も同一ラットを用いて経時的変化をフォローした。なお，投与したCdMTはSuzukiら26）の方法  

に従って調製したものを用いた。   

3 結 果   

3．1Cd汚染地域住民の過酸化脂質   

正常なヒトの呼気中炭化水素のFIDガスクロマトグラフィ←分析チャートを図1†こ示した。ピー  

クは出現順にメタソ，エタン，エチレン，プロノペソ，iso－ブタン，n－ブタ／，iso一ノくソタン及びn－  

ペソタソを示す。なお，70ロバソとiso－ブタン及びn←ブタンとisoペソタソの間のど－ク（Pl  

とPII）ほGCMSなどの結果よりフレオンガスと同定されており27），これは生体成分に由来す  

るものでほなくスプレー噴茅剤として用いられている環境汚染フレオンガスに由来するものであ  

ろうと思われる。  
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園1ヒト（正常者）の呼気中炭化水素の分析チャ・一卜  

Fig．1A gas chromatography of hydrocarbonsin the practicalbreath of normal  

human  
Me‥メタンこEt＝エタンニEIhy】ニュチレン；Proこプロノくソ：Bu：ブタソ：Pen：ペ  

ソタン′ Pland PIIニ フ・レオンガス   

呼気中炭化水素を測定した22名の対象者を他の臨床検査等の結果から，正常者と「要経過観察  

者」及び喫煙者の3群に分け，各群の年齢，血清過酸化脂質，呼気中エタン，プロ／てソ及びペソ  

タソの平均値を蓑1に示した。蓑から理解できるように喫煙者群の呼気中炭化水素ほエタン，プ  

ロ／ミソ及びペソタンとも他の2群より著しく高い値を示しているが，これは既報2且）の結果よりタバ  

コの煙の中の炭化水素に由来するものと考えられる。   

正常者と「要経過観察者」について比較すると，エタンとベンタンは両者の間に有意差は認め  

られないが，プロ／ミンと血清過酸化脂質濃度は「要経過観察者」の値が正常者の値より有意に低  

い値を示していた。両群の個人個人の呼気中ユタソと血清過酸化脂質値の分布を図2に，呼気中  

ペソタンと血清過酸化脂質値の分布を図3に示した。図2のユタソと血清過酸化脂質の分布を見  

ると正常者（○印）と「要経過観察者」（●印）の値は入り混じった分布を示しており，特に正常  

者と「要経過観察者」を区別する指標とはなりえないようである。また，ペンタンと血清過酸化  

脂質の分布も両者とも入り浸じっており，ユタソと同様に両者を区別する指標とほなりえなかっ  

た（図3）。これに対し，プロ／くソと血清過酸化脂質の分布（図4）は円に囲んだように正常者と  

「要経過観察者」の値ほ明りょうに異なる分布範囲を示しており，特にプロパンについては6p  

moles／100ml・breathgasesを境界として明確な分布の相違を示し，Cd慢性負荷に伴う生体影  

響検索の有効な指標となりうることを示唆している。しかし，図4中のaとbは互いに別のグルー  

プ内に局在した。  

一ユ54一   
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衰 1カドミウム汚染地域住民の過酸化脂質値  
TablelLipidperoxidesofhabitantsinanareapollutedbycadmium  

正 常 者  要経過観察者  喫 煙 者  
N±SD  ％  M±SD  ％  M±SD  ％   

検査者 数（n）   8  8  6   

年  齢 （歳）   66．0±5．6  76．0 ±10．5a）  69．8 ±5．5   

血 清 TBA値1）   10．21±1．94  8．10±l．37a）  10．97±2．25   

呼気中ユタ ソ2）   3．59±2．76  3．74±l．78  27．21±10．13⊂）   

呼気中プロ／ミソ封   7．37±2．08  3．35±2．27b1  18．23±5．14ヾl   

呼気中ペソタン2）   6．09±2．82  4．48±2．04  12．64±2．14C〉   

尿 中 成一mg3）   1．492±1311  39．305±10．556⊂）  2．870±1．172   

1）n mo】esofMDA／mJ  

2）pmo］esofhydrocarbon／100m［ofbreath  

3）〟g／J  

a）lE常幸群に対する有意義（Sludentのt検定による），Pく0．05  
b）P＜0．01  

C）P＜0．001  
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図 2 カドミウム汚染地域の60歳以上の住民の呼気中エタンと血清TBA値の分  

布  
Fig．2 DistributionofbreathethanearldserumTBAvaluesofhabitantsinanarea  

pollutedbycadmium  

O 正常者こ● 要経過観察者  
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図 3 カドミウム汚染地域の60歳以上の住民の呼気中ペソタンと血清TBA値の  

分布  
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図 4 カドミウム汚染地域の60歳以上の住民の呼気中プロ／くソと血清TBA値の  

分布  
Fig，4 DistributionofbreathpropaneandserumTBAvaluesofhabitantsinanarea  

pollutedbycadmium  

O 正常者：● 要経過観察者  
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3．2 Cd－MT投与によるラットの過酸化脂質生成   

Cd－MTを投与したラットの呼気中エタンとプロ／くソ濃度の経時的変化を図5に示した。なお，  

0時間E］の値はCdAMT投与直前の値を示している。エタンの0時間目の値は2，3p moles／min／  

100g・体重である。Cd－MT投与後，エタンは急速に増加し，18時間目前後で約2倍に達し，そ  

の後低下して3日目にほ初期レベルに戻った。これに対し．プロノミソのCd－MT投与前の値は8．7  

p moles／min／100g・体重でありエタンの約4倍の値を示していた。CdMT投与後のプロパンの  

経時的変化ほユタソの場合とよく似ているが，投与3日目にほCdMT投与前の約半分に低下し  

ていた。  
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図 5 カドミウムメタロチオネイン投与ラットの呼気中エタンとプロパンの経  

時変化  
Fig．5 Periodicalchangesofbreath ethane and propane of rats administeredwith  

Cadmium－metallothionein（CdrMT）  

CdMTwasadministeredintraperitoneallyaLadoseof300JLgCd2’／kgbodyweight．   

4 考 察   

近年，生体内過酸化脂質の測定法として呼気中炭化水素分析法が注目されている。我々はこの  

分析法を用いて，障害を受ける臓器の違いによって呼気中炭化水素の生成割合が著しく異なるこ  

とを見いだした。例えば，NO2のような肺障害の場合には呼気中ユタノが増加し2g・30），無機水銀に  

よる腎障害時にほペソタンとプロ／くソが増加し31），四塩化炭素による肝障害時にはエタンと人∵／タ  
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ソが著しく増加する32〉。また，メチル水銀のような肝臓と腎臓に障害を及ぼす物質ではエタン，ベ  

ンタソ及びプロパンが増加していた33）が，初期の肝障害が弓削＼時期にはエタンとペソタソが増加し，  

後期に腎障害を起こしほじめる時期にはエタンほ低下し，ペソタンとプロパンが著しく増加した。  

これらの結果より，プロパソは腎障害に特異的な指標と思われたので，最近著しい腎障害を起こ  

すことが知られてきたCd－MTについても調べた。その結果は図5に示したごとく，初期にほエ  

タンとプロパンが顕著に増加したが，後期にほプロパノが対照レベルの半分以下に低下し，この  

Cd－MTによる結果も腎障害とプロパンの関連を示竣した。   

プロパンはOctadecatrienoicacid（C18：3，GJ4）やEicosatetraenoicacid（C20：4，u4）  

のような鮎4族脂肪酸の過酸化反応後のβ分解によって生じるものと考えられている25）。それゆ  

え，腎の山．4族の脂肪酸ほ腎毒物によって過酸化を受けやすい状態にあると同時に生理的に重要  

な役割を果たしていることが推測される。   

一方，これまで化学物質による細胞障害の場合，過酸化脂質が増加すると考えられてきたが，  

上記のような結果からみると，Cd汚染地域の「要経過観察者」q）呼気中プロパソと血清TBA値  

の低下は矛盾しているように思われる。しかしながら，Cd－MT投与ラットの例では呼気中プロノベ  

ンほ一過性に増加した後では「要経過観察者」の例と同様に正常時の50％以下に低下している。  

このことはCd汚染地域住民の腎障害のうちCdだけでは説明しえない部分はCdMTの作用によ  

る可能性を示唆し，本部定法ほCd－MTによる腎障害のより詳しい研究に有益な手法となるかも  

しれない。  
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ⅠⅠ－14  カドミウムのステロイド代謝に及ぼす影響   

Effeets ofCadITtiuml）n Steroid Metabolisnin Rat  

安藤 満1・安藤哲夫2・高橋 弘3・高橋供司3  

清水 明3・山元昭二3・伊藤勇三3   

MitsuruANDOl，TetsuoANDO2，HiroshiTAKAHASH13，ShinjiTAKAHASHI3  

AkiraSHIMIZU3，ShojiYAMAMOTO3andYuzoITO3  

要 旨   
この特別研究でほカドミウムのステロイド代謝への影響を研究した。塩化カドミウムは，  

尿中尿素，クレアチニソ，尿酸含量を変化させない。さらに，塩化カドミウムは尿中17－／、  

イドロオヤシコーチコステロイド含量にも影響しない。   

－・九 塩化カドミウムは血梁中テストステロン濃度の低下を引き起こす。カドミウムに  

よる血嫌中テストステロソ濃度の低下は，尿中17－オキソステロイド含量の低下として反映  

する。17－オキソステロイドの尿中排せつは，カドミウム投与量の増加に伴い低下する。   

カドミウムによるチトクロームP450の破壊と血祭中テストステロソ濃度の低下は，肝  

臓薬物代談系酵素活性の低下をもたらし，ベント′こルビタール麻酔時間を延長させる。   

Abstract   

Theeffectofcadrnium on the steroidmetabolism wasinvestlgated．Cadmium  

Chloridedidnotaffectthecontentofurea，Creatinineanduricacidinurine，Cadmium  

Chloridedidnotaffectthecontentof17rhydroxycorticosteroid（17－OHCS）inurine  

either．   

Ontheotherhand，Cadmiumchloridecausedthereductionofplasmatestosterone  

COnCentration・The reduction of plasma testosterone concentration by cadmium  

CauSed the decrease of170Ⅹ0－SterOid contentin urine．The decrease of17OXO－  

SterOidexcretiondependeduponthedoselevelofcadmium．  
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ThedestructionofcytochromePq450andthereductionofplasmatestosterone  
COnCentratjonbycadmiumcausedthereductioT）Ofhepatjcmjcrosoma】drug－metabo－  
1izingenzymeactivityandprolongedthepentobarbitalsleepingtime．   

1 はじめに   

環境中に常在する重金風 力ドミウムは腎臓，肝臓，精巣等広般な生体桟能の障害を引き起こ  

す。カドミウムほ肝臓薬物代謝系酵素を著しく阻害し，そのため外来性汚染物質の代謝が遅延す  

る1）。   

この薬物代謝の阻害ほ，一つほミクロゾームのチトクロ・－ムP450のチトクロームP420への  

変成により引き起こされる。このことは玩＝戒加㍉潮と，玩＝壷が・5）の両方において証明されている。   

このカドミウムによる薬物代謝系の阻害は妊ラットにおいて著しく，阻害からの回復も遅い。  

一方雌ラットでは阻害作用が弱く．阻害からの回復も早い。さらに動物のageにより薬物代謝系  

酵素の阻害作用が著しく異なり，成熟ラットにおいて阻害が強く現れ阻害からの回復も遅い5）。一  

方，ラットにおける肝臓薬物代謝系酵素の活性ほ雌雄差が著しく，この雌雄差ほテストステロソ  

による薬物代謝系酵素の誘掛こより引き起こされる㌔重金属によるステロイドホルモンの変動ほ，  

各種生体機能の障害をもたらすと考えられる。   

カドミウムに掌る精巣壊死作用は顕著であるたが8－，カドミウムのステロイドホルモン代謝へ  

の影響を検討した。   

2 方 法   

5，21，．42遇齢の雌雄のウィスター系ラット，90匹を実験に供した。各週齢の雌雄ラットを1群  

3匹ずつに分け，個別に代謝ケージに入れ，カドミウム投与前の24時間尿を水冷下採取した。尿  

採取後塩化カドミ，ウムを体重kg当たり0，0．3，0．6，1．2，云．4mg腹腔内投与し，投与後さらに  

2，7，14日目に24時間尿を採取した。採尿後直ちに，ラットは心採血により脱血死させた。   

24時間尿，血凍等ほ採取後直ちに20dC凍結保存した。尿中窒素，クレアチニソ，尿酸含量等  

を自動分析法により，また尿中17－ハイドロオキシコーチコステロイド（17－OHCS），17一オキソ  

ステロイド（17－OS）は神戸川法を用い比色計（410，520nm）にて測定した。尿中ステロイドの  

組成ほガスクP・マトグラフィー（2％，0V1，80／100メッシュ，2mmx2m）を用い測定した。   

血祭中テストステロソ濃度は，抽出後ラジオイムノアッセイ法により測定した。   

3 結 果   

今回の実験においては，カドミウム投与により尿中尿素窒素，クレアチニン，尿酸含量に変化  

は認められなかった。17－OHCS，17－OSは個体差が著しいため，カドミウム投与前を基準とし，  
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カドミウムのステロイド代謝に及ぼす影響  

各投与群ごとに相対変化量（％）を比較し検討した。   

副腎由来のステロイドの代謝産物である17■HCSは，雌ラット，雄ラットとも，カドミウム投  

与により有意な変化ほ示さない。適齢が異なっても，カドミウム投与の影響はみられない。  

17－OSもまた雌ラットについてほ，カドミウム投与による影響はみられない。しかしながら雄  

ラットについては著明な変化がみられた。   

図1は5適齢の雄ラットの尿中17OSのカドミウム投与後の経時変化を示す。0．3mg／kg（○）  

のカドミウム投与でほ，17－OSの排せつに影響がみられない。これに対し0．6mg／kg（▲）のカド  

ミウムの投与でほ，1週間削こ17－OSの著明な低下を示す。2週間臥にほ．正常値に回復する。1．2  

mg／kg（△）のカドミウムの投与では，投与二日目より17．OSの著明な低下を示す。17－OSのこ  

のような低下ほ，2週間目にほほぼ正常値に回復する。2．4mg／kg（■）のカドミウム投与では，投  

与二日目にみられる17－OSの著明な低下は，投与後2週間目になっても回復がみられない。この  

ようにカドミウム投与量に比例した17－OSの排せつ量の低下が認められる。   

図2は21適齢の雄ラットの尿中17OSのカドミウム投与後の経時変化を示す。0，3（○），0．6  

mg化g（▲）のカドミウム投与でレ1，17－OSの排せつに影響がみられない。1，2（△），2．4mg／kg  

（■）のカドミウム投与により，投与後二日目より17－OSの著明な低下がみられる。17－OSの低下  

（
ご
 
1
2
】
u
巳
竃
雲
3
L
岩
 
 

O d 812＝；由ys   

図15週齢雄ラットにおけるカドミウム投与後の17」〕S排せつの経時変化  
Fig．1Thetimecourseof17OSexcretionof5－Weeks－01dnlaleratsaftercadmium  

administration  

＊印はコントロール群（Omg／kg）に対し，有意差有り（p＜0．05）  
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は投与後2週間目になっても回復しなかった。   

図3はd2週給の雄ラットの尿中17－OSのカドミウム投与後の経時変化を示す。21週齢の妊ラッ  

トの場合と同じく，1．2（△），2．4mg／kg（t）のカドミウム投与により17－OSの著明な低下がみ  

られ，かつその低下は2週間後になっても回復しなかった。  

17刀Sの低下は精巣由来のテストステロこ／の産生低下によると考えられるため，血奨中テストス  

テロソ濃度を測定した。やドミウム投与量に応じた血中テストステロソの著しい低下がみられた0   

蓑1にカドミウム投与後の5，21，44週齢ラットのペソトパルビタール麻酔時間の経時変化を  

示す。17－OSの摩時変化と類似した変化を示す。  
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国 2 21適齢雄ラットにおけるカドミ  

ウム投与後の17－OS排せつの経  

時変化  
Fig，2 The time course of17OS ex－  

cretion of21AWeeks－01d male rats  

aftercadmiumadministration  

図1の説明参照  

8  4  8  】2   川 d8ツ5   

図 3 42週齢雄ラットにおけるカドミ  

ウム投与後の17OS排泄の経時  

変化  
Fig．3 The time course of17OS ex－  

cretion cIf42rweeks－01d male rats  

aftercadmiumadministration  

図1の説明参照   

4 考 察  

ヵドミウムによる精巣壊死作用は敏感でかつ著明であることが報告されている7－㌔一九 カド  

ミウムは雄ラットの肝臓薬物代謝系酵素を著しく阻害し，成熟ラットにおいては阻害からの回復   



蓑 1カドミウム投与後の5．21，44遇齢雌雄ラットのペソトパルビタール麻酔  

時間の経時変化  
Tablel Thetime（min）courseofthe sleepof5，21and44－Weeks－01d maIe and  

femaleratsaftercadmiumadministration（units＝minutes）  

Male  FemaIe  

Dose 2ndDay lstWeek 2ndWeek 3rdWeek 4thWeek  2ndDay lstWeek 2ndWeek 3rdWeek 4thWeek  

5－Weeks－Old Rats  

69±10  70±5  151±28  153±29  

67±16・  68±10  135±18  114±19  

69±20  61±4  145±20  143±28  

113±43●  119±46◆  136±27  139±26  

135±35‥  142±40■  156±23   167±23  

21rweeks－01d Rats  

lOO±28  93±17  153±23  146±17  

94±18   100±23   192±37   168±20  

106±9  88±18   166±20   160±21  

138±24◆  114±15   195±18…  169±23  

206±47■  166±21  

144二±37  

150±30  

166±18  

121±38  

163±18  

152±17  159±52  

134±21   136±16  

164±7  147±50  

147±35  150±21  

179±21   184±ユ5  

0  69±15  65±11  67±11  

0．3  78±6  69±16  67±22  

77±25  

97±27－  

112±23‥  

0．6  90±21  71±9  

1．2  128±33…  93±15‥  

2．4  138±34‥  85±24  

一
〔
い
い
－
 
 170±60  

155±54  

169±52  

165±35  

198±24  

166±51   171±4Z  

174±62  184±45  

159±43  173±55  

161±16  174±52  

146±56  189±36  

0  105±23  100±17  

0．3  124±39  100±23  

0．6  181±45‥ 134±33■  

1．2  194±53＝ 144±46■  

Z．4  5ratsdead  －  

86±9  

94±13  

106±18◆  

134±30●●  
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44Weeksrold Rats  

125±26  129±18  208±33   223±31  230±41  224±72  250±46  0  157±16   128±34   120±22  

0．3  182±38  153±19  134±23  

0．6  188±57   139±35  134±33  

1．2   306±55■事  265±58‥  230±66■■  

2．4   438±37蠣■   309±37‥   253±50‥  

157±40   157±46   205±24  214±67   199±27   204±21   204±40  

137±27   133±42   220±24  218±37   241±56   256±43  239±35  

229±53＝  230±69＝  231±31   223±46  248±56   239±52   242±59  

386±71‥   319±39‥   293±46…   220±11  204±56   232±40  257±63  

●コントロール群（Cd無投与群）との間に有意差が認められた（pく0．05）。  
＝コントロール群との間に有意差が認められた（p＜0．01）。  
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も遅いことが確証されている5）。   

精巣はテストステロソの生合成を行う臓器であり，肝臓薬物代謝系はステPイドホルモン′の代  

謝を行う主要な部位である。このことから，カドミウムはステロイド代謝に著しく影響し，ステ  

ロイドの生体内バランスをかく乱し，それによる健康障害をもたらすと考えられる。   

この実験ではカドミウム投与により，尿中尿素窒素，クレアチニソ，尿酸含量に変化は認めら  

れなかった。著しい排せつ障害ほ起こっていないと考えられる。   

副腎由来のステロイドホルモンの代謝物である17－0IiCSの排せつには．このような濃度のカド  

ミウム投与により，各適齢の雌雄のラットとも影響がみられない。カドミウムは副腎皮質に著し  

い急性の機能障害は起こさないと推察される。   

これに対し，17－OSの耕せつは，カドミウム投与により，雄ラットに著明な変化がみられた。  

1．2mg／kg以上のカドミウム投与により，各週齢の雄ラットとも尿中17－OSの排せつ量が著しく  

低下する。血奨中テストステロソ濃度もこれに並行し，カドミウム投与により著しい低下を示し  

た。   

このような尿中17－OSの排せつ量の低下は，17－OHCSの結果と比較して考えると，カドミウ  

ムの精巣機能障害作用によると考えられる。カドミウムによるテストステロソ生産低下がステロ  

イドの生体内バランスを壊し種々の機能障害をもたらす一助となっていると考えられる。肝臓薬  

物代謝系酵素の阻害もその一部は，カドミウムによるテストステロソ生産低下に起因すると考え  

られる。  
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Ⅰト15 カドミウムによるラット赤血球の比重増加と生存期間の短縮＊  
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TakashiMIURAl，ManabuKUNIMOTOlandKentaroKUBOTAl  

要 旨   
赤血球の比重と生存期間に及ぼすカドミウム（Cd）の影響を調べるた捌こ，Wistar系雄  

ラットにCdCl2を皮下投与した。ImgCd／kg体重の投与により以下の変化が観察された。  

1）投与後1－3日目までに，比重の大きな赤血球量の増加と比重の小さな赤血球量の減少  

が進行した。2）3日目には脾臓重量が増加した。3）5日目にはヘマトクリット値の低下と  

比重の小さな赤血球の増加が起こった。4）7日目にはヘマトクリット値が対照群のレベル  

に回復した。ヘマトクリット値は，Cd投与後5日日で，1．0及び1．5mgCd投与群で有意  

な低下を示した。脾臓重量は，0．5mg以上のCdで有意に増加した。   

赤血球寿命に及ばすCdの効果を調べるために，3H－diisopropylfluorophosphate（3H－  

DFP）をラットに注入し赤血球を標識した。療誠後11日目に，0，5又は1．OmgCdを投与  

し経時的に3H一棟鼓された赤血球量を測定した。Cd注入後6【＝∃でほ，0．5及び1．OmgCd  

により標致された赤血球は対照群の76％及び68％（p＜0，05）に低下していた。   

これらの結果は，Cdが赤血球比重を増加させることによって，赤血球のおそらくは脾臓  

での捕そくを促進し貧血を起こすことを示している。  

Abstra｛t  

Male Wistar rats wereinjected with CdC12（Cd）subcutaneously to examinein  

uiuoeffectsofCdondensityandsurvivalofredbloodcells，Duringsevendaysafter  

administrationofl．Omg／kg，thefollowingsequenceofeventsoccured：1）aprogres－  

siveincreasein theamount ofdenserred bIoodcellsconcomitantwithadecreasein  

thatoflighterredbloodcellsfromthefirsttothethirdday，2）anincreaseinthespleen  

weightatthethirdday，3）adecreaseinthehematocritvalueandanincreaseinthe  

amountoflighterredbloodcellsatthefifthday，and4）arecoveryofthehematocrit  

value at the seventh day．Five days after administration，the hematocrit value  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305茨城県筑波郡谷田部町′ト野川16番2   
BasicMedicalSciencesDivision，the NationallnstituteforEnvironmentalStudies．Yatabermachi．   

Tsukuba．Ibaraki305．Japan．  
＊ 本論文の一部は，KuniTTtOtO．M．andT．Miura：I元nsityincrementanddecreasedsurvivalofratred   

bloodcellsinducedbycadmium．EnviTOTl，Res．（inpres）．である。  
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descreasedsignificantlyatthel％1evelatl，Oandl．5mgCd／kg．Ahighlysignificant  

SplenomegalywasalsoobservedatO．5tol．5mgCd／kg．Inordertolabelredblood  

ceIIsin uiuo，3Hdiisopropylfluorophosphate（3H－DFP）wasinjectedinto rats．At  

dayll，CdateitherO．50rl：omg／kgwasadministeredto3HTDFPppreZabeLedaTlima】s．  

Cdadministration accelerated3H－1abeled red cellclearance from the blood．Six  

daysafterCdradministration，theradioactivityofredbloodce11swas76％and68％  

（p＜0．05）ofthecohtrolatO．5andl．OmgCd／kg．respectively．Theseresultsshowthat  

Cdatlowdosecancauseanemiabyincreasingredcelldensityandbyacceleratingred  

Cellsequestration，preSumablyinthespleen．   

1 はじめに   

カドミウム（Cd）は，投与された実験動物ト3）あるいは被暮した作業者1）に貧血を起こすことが  

知られている。この貧血は，溶血性あるいは鉄欠乏性と説明されている1）。しかしながら，Cdに  

よる貧血の発症機構は，いまだ不明である。   

経口あるいはその他の方法で投与すると，Cdほます血液中に現れ 次いで血液によって各種臓  

器に運はれる114）。Gartyら5）は，皮下投与されたCdが血液中から3時間目まで急速に除去され，  

その後ほ一定の値に留まることを報告している。血液中のCdは，主に赤血球に局在している5、9）。  

例えば，ラビットに連続投与すると，血液中のCdの90％以上が赤血球に見いだされる7）。Garty  

ら5）は，赤血球中のCdの大部分が赤血瞑画分に分布していると報告している。   

赤血球は，血流中で老化するにつれて比重が増加し，比重の増加した赤血球ほ細網内皮系に描  

そくされ死を迎える10・川。赤血球の寿命は，細胞内を還元状態に維持している還元型ダルクチオン  

の生成が阻害される条件下で短縮される。そのような例として，グルコースー6リ／酸脱水素酵素  

欠損あるいはビルピソ酸キナーゼ欠損では，赤血球の変形能の低下が起こって細網内皮系に輪そ  

くされやすくなり，慢性の溶血性貧血となる12，13）。また，SH基反応試薬で処理すると，赤血球ほ  

脾臓に捕そくされやすくなり血流中での寿命が短縮される14・1㌔Cdは，SH基反応性重金属であ  

るので赤血球膜のSH基と反応し，赤血球の細網内皮系での描そくを容易にして溶血性貧血を発  

症させるとも考えられる。そこで，Cdが丸和扉Mで赤血球の比重と寿命に及ぼす効果を検討した。  

また，低濃度のCdをラットに皮下投与し，脾臓重量とヘマトクリット値の変化についても検討し  

た。   

2 方 法   

2．1Cdの投与法及び試料の採集法   

一群6匹のJcl：Wistar系雄ラット（420－470g）に，生理的食塩水に溶解したCdC12を皮下投  

与した。経時的にヘパリン血を採集して密度こう配遠心法による赤血球の分酎こ使用した。また，  

血液の⊥部は，ヘマトクリット値の測定に用いられた。  
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2．2 密度こう配遠心による赤血球の分画   

Cd投与したラットから採集した血液ほ，0．25容の50％デキストラソ溶液と混合し先に報告し  

たようにデキストラソの段階的密度こう配に重層した16）。デキストラソT40溶液Ii．Abrahamら川  

の方法により調製した。遠心により赤血球は5層に分かれ遠心管の上部よりⅤ，ⅠⅤ，ⅠⅠⅠ，ⅠⅠ，  

Ⅰと命名した。各層の赤血球を回収後ヘモグロビン汎定試薬で10mJとし，各層のヘモグロビン  

量を測定した。   

2．3 赤血球寿命の測定   

赤血球をinviuoでdiisopropylfluorophosphate（DFP）標識するために，生理的食塩水に溶  

解した5FLCiの〔1，3－3H〕－I）FP（5．2Ci／mmol，NewEnglandNuclear）を1群4匹のラットの  

尾静脈より注入した。3H－DFP標識後2ないし11日目に，ラットは0．5又は1．Omg Cd／kg体重  

を注入された。Cd投与後経時的に約0．4mJの血液を限窟静脈より採集し放射活性の測定に供し  

た。   

2．4 赤血球及び血華中の放射活性の測定   

血液0．15mJは，全血中の放射活性の測定に使用し，残りの血液－i血疑の調製に使用した。血  

液ほ，1mlのプロトゾー／L／（NewEnglandNuclear）と混合し600Cで60分間インキュべ－ショ  

ソ後，0．5mJの30％H20ゴと更に600Cで30分間インキュべ－ショソした。透明な溶液となった  

血液は，シソチレーター（Bioflour，NewEnglandNuclear）と混合し，3Hの放射活性の測定に  

用いられた。血祭は，直接同じシ∵／チレークーと混合し，3H放射活性の測定に用いられた。  

2，5 有意性の検定法  

対照群とCd暴露群との差は．ANOVAにより複数の検定法で有意性を調べた。   

3 結 果   

3，1体重，脾肢重畳及びヘマトクリット（Ht）値に及ばすCdの効果  

1．OmgのCdをラットに皮下投与し，経時的に体重，脾臓重量及びHt値を測定した結果を図1  

に示した。体重は有意な変化を示さなかったが，脾臓重量はCd投与後3日目に対照群の156％  

（p＜0．001）に増加し、7日目まで有意に高い値を維持した。脾臓重量とほ逝忙，Ht値ほ経時的に  

減少し5日目には対照群の86％（p＜0＿01）になった。その後回復し，7日目にほ対照群のレベル  

に至った。   

表1に，体重，脾臓重量及びHt値に及ぼすCd投与濃度の効果を示した。脾臓重量は，0．5，  

1，0及び1．5mgのCd投与後5日目で対照群の147％（p＜0．01），141％（p＜0，01）及び150％  

（p＜0．001）に増加した。一方，Ht傲i，0．5，1，0及び1．5mgCd投与により対照群の3％，9％  
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図1カドミウム投与後7日間における体重，脾臓重量，ヘマトクリット値の変  

化  
Fig．1Changesintheweights ofbodyandspleen andthehematocritvalueduring  

諾Ven由ysafteradm5nistr飢jollDflJれgCd／kg  

l群6匹のラットの平均値と標準偏差を示した。○－○，対照群：●●，暴霹群，  

◆■p＜0．01：■‥pく0．00l  

蓑 1カドミウム投与後5日目における体重，脾臓重量，ヘマトクリット値の  

変化  
Tablel TheweightsofbodyandspleenandthehematocritvaluesfivedaysafterCd－  

administration  

Cd－administration（mgCd／kg）  

Control  O．5mg  l．Omg  l．5mg  

454±19  430±11  424±21  418±26   

854±119 1，258±172，＝  1，146±97■】－一  1．270±132‥●   

44．7±1．5  43．5±0．5  40．8±1．5事●  39．9±1．8‥  

Bodyweight（g）   

Spleenweight（mg）   

Hematocrit（％）  

数値ほ，1群6匹のラットの平均値±標準偏差で示した。‥p＜0・01，…p＜0・00l  
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（p＜0，001）及び11％（p＜0．01）だけ低下した。体重は，Cd投与後5日目で有意な変化を示さな  

かった。   

3．2 Cdにより誘導される赤血球比重の変化  

赤血球比重に及ぼすCdの効果を調べるために，1．OmgのCdを投与したラッtより血液を経時  

的に採集し，赤血球を比重により分画した。Cd投与により比重の小さい画分Ⅴ＋lVの赤血球量は  

1日且より減少し，3日目にほ最低値（対照群の41％，p＜0001）に達した（表2）。これとは逆  

に，より比重の大きな画分ⅠⅠⅠと最も比重の大きい画分II＋Ⅰの赤血球量は，増加を示し3日目で  

各々対照群の325％（p＜0．001）と300％（p＜0．001）となった。Cd投与後5日目には，画分  

Ⅴ十lVが対照群のレベルに回復し，画分ⅠⅠⅠと画分ⅠⅠ＋1が対照群の約半分に減少した。7日目には，  

Cd投与群と対照群との間に有意な差が認められなくなった。以上の結果から，Cd投与は赤血球  

比重を増加させると結論された。  

蓑 2 カドミウム投与による赤血球比重の変化  
Tab］e2 Changesinredce11densityinducedbyCd－administration  

Thehemoglobincontent（arbitraryunit）  

Ⅴ＋ⅠⅤ  Ill  Il＋l  

1，9±0，2  0．4±0．2  0．1±0．1   

1．4±0．2■事  0．8±0．1■‥   0．3±0．2  

0，74  2．18  2．46  

2．0±0．1  （）．3±0．2  0．1±0．0   

0．8±0．4■＝   1．1±0．4雷＝   0．3±0．0■‥  

0．41  3．25  3．10  

1，7±0，1  0．5±0．2  0．2±0，1   

l．8±0．3  1），2±0．1  0．1±0．0   

1．06  0．44  0．56  

1．8±0．2  0．4±0．2  0．2±0．1   

1．7±0．3  0．5±0．2  0．2±0．1   

0，92  1．22  1．04  

lday ControI  

Exposed  

E／C  

3days ControI  

Exposed  

E／C  

5days ControI  

Exposed  

E／C  

7days ControI  

Exposed  

E／C  

数値ほ，1群6匹のラットの平均値±標準偏差で示した。  
‥p＜0．01．‥●pく0．001  
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3．3 Cdの赤血球寿命に及ぼす影響   

赤血球の血流中の寿命に及はすCdの効果を調べるために，ラットに3H－DFPを静江して赤血球  

を3H標識した。3H－DFPの静江後，赤血球及び血奨の放射活性ほ指数関数的に減少し，10日目に  

はほぼ定常値となった。そこで，11日目に0．5又は1．OmgのCdを3H－DFP標識したラットに皮  

下投与し，経時的に血液及び血策中の放射活性を測定した（図2）。Cd投与により号‖票讃した赤  

血球は血流中からの除去を促進され 投与後3日目にほ1．OmgCdで対照群の86％（p＜0．05）に  

低下した。6日日にほ，赤血球の放射活性が0．5及び1．OmgCd投与で対照群の各々76％及び68％  

（p＜0，05）となった。以上の結果から，Cd投与ほ赤血球の血流からの除去を促進すると結論され  

た。  

（
官
0
↓
q
盲
、
？
○
【
べ
∈
d
p
）
H
M
 
 

1 2  3  ん  5  6  
Days after Cd Administration  

図 2 カドミウムの赤血球寿命に及■はす影響  

Fig．2In utuo effectofCdonredce11clearance  

l群4匹のラットの平均値±標準偏差を示した。  

CL－－rO，0．5mgCd／kgこ●r●，1，OmgCd／kg：Orr○，対照群：  

×＝－×．血策中の放射活性：■pく0．05   

4 考 察   

慢性影響実験によると，血液中のCdは主に赤血球に局在している6・18）。Cdの1［司投与によって  

も同様の結果が得られでいるa）。て最近，Gartyら5りi，静江されたCdが赤血球の映画分と卵胞質画  

分の両方に同程度に増加すると報告している。赤血球の比重がCd投与により増加する機構は現在  

不明である。細胞膜の損傷を検出する一般的な方法であるカリウムイオンの漏出が，Cd等の重金  

属で起こるとされている19）。したがって，Cdは赤血球膜成分に結合し，赤血球の物理化学的性質  
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を変化させると考えられる。最近，著者らは，わ＝血欠で赤血球をCd処理すると，本来細胞膜に  

存在するタソ／くク質がCdとともに細胞骨格に検出されることな見いだした。Cdは，SH基反応  

性重金属であるので，細胞骨格と細胞膜クソ／くク質との間に架橋結合を作ることができる。した  

がって，Cdによる赤血球比重の増加は，Cdを介した架橋結合が一部原因となり起こると考えら  

れる。   

Cd投与は，3H標識した赤血球の血流からの除去を促進した（図2）。3H標識赤血球の血流から  

の除去は，Cd投与後1－6日の聞直線的に進行した。一方，比重の大きな赤血球量は，Cd投与後  

3日目まで増加し，次の2日間で3日目の1／2以下に減少した（衰2）。赤血球は，血流中での老  

化の過程で，比重の増加をきたし，比重の大きくなった赤血球ほ血流中から速やかに除去される  

ようになる10・11）。これらの現象を総合して考えると，Cd投与により増加する比重の大きな赤血球  

は，血流中における老化した赤血球の場合と同様に，速やかに血流中から除去されると考えられ  

る。   

Cdにより脾臓の肥大が起こることほ，マウスで報告されてきた20‾22〉。本研究の結果では，0．5  

mgCd投与によっても有意な脾臓の肥大が観察された（蓑1）。赤血球は，血流中での老化の過程  

で脾臓に捕そくされるので，脾臓の肥大はCdが赤血球の脾臓での描そくを促進した結果とも考え  

られる。この仮説は，SH基反応性試薬で赤血球を処理すると，赤血球が脾臓に選択的に描そくさ  

れるようになることからも支持される1…）。   

本研究は，低濃度のCdをラットに皮下投与すると，以下の一連の現象が誘導されることを明ら  

かにした。  

1）赤血球比重の増加   

2）脾臓の肥大   

3）比重の大きな赤血球の減少とHt値の低下   

4）血液中での若い赤血球の増加とHt値の回復  

この過程で，赤血球ほ血流からの除去を促進された。したがって，Cdは低濃度で赤血球比重を増  

加させ，赤血球の脾臓での輔そくを促進させることによって，貧血を発症させうると結論付けら  

れる。  
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Ⅰト16  カドミウムによるラット赤血球の老化に伴う変化の促進＊  

AnApparentAcceleration ofAge－RelatedChanges  

ofRat RedBloodCellsbyCadmium■  
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要 旨   
溶血を起こさない濃度でり，カドミウム（Cd）のラット赤血球へのん川南竹での影響に  

ついて検討し，水銀（Hg）の作用との比較を行った。赤血球を0，52．OmMCdC12存在下，  

370C，60分間，インキュペーショソすると，比重増加，形態変化，変形能の低下等の赤血  

球の老化に伴う変化が，濃度依存的に引き起こされた。0．5及び1．OmMCdC12とのイソキュ  

べpショソにより赤血球のinuivotの寿命の短縮が認められた。2mM以下のCdC12との  

インキュべ－ショソでほ，ATP，ダルクチオンの減少等の代謝阻寄 あるいは，カリウム  

イオンの漏出は認められなかった。HgC12の赤血球の老化に伴う変化への影響は．CdC12の  

5－20倍強かった。以上の結果より，溶血を起こさない濃度でCd軋 赤血球の老化に伴う  

変化を促進し，これが，赤血球膜のチオール基とCdの相互作用によって引き起こされてい  

る可能性が示唆された。  

Abstract  

TheeffectofCd2＋atthenonhemolytlCCOnCentrationonratredbloodcellswas  

examinedin uilro and compared with that of Hg2＋．When red blood cells were  

incubatedat370CwithO・5to2．OmMCdCl2for60min，theagerelatedchangesofred  

bloodce11slikejncreasesinthecellder）Sltyandthenumberofechinocytesanddecrease  

h the filterability were deveLoped dosedependently．The fncubation of red bJood  

cellswithO，5andl．OmMCdC12reSultedintheirshortened玩＝扉uo survival．Neither  

metabolic blockade such as a fallin the ATP and GSrlcontents nor K＋1eakage  

occurredatnonhemolyticconcentrationsofCd2＋．TheeffectofI・IgCIzonagerelated  

changesofredbloodcellswere5p20foldhigherthanthoseofCdC12．Theseresults  

ShowthatagerelatedchangeswereapparentlyacceleratedbynonhemolytlCCOnCen－  

trationsofCd2十andmaybe，atleastjnpart，duetotheinteractionofCd2＋withthio】  

residue of cellmembranes．  
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1 はじめに   

カドミウム（Cd）はよく知られた環境汚染物質であり，Cd投与動物において，貧血ほ一般的に  

認められる現象である1・2〉。Cdよる貧血は，溶血性あるいは鉄欠乏性とされているが1〉詳細なメカ  

ニズムは，いまだ明らかではない。   

赤血球は，血流中で一定の寿命を持ち，老化した赤血球は，紳網内皮系で描そくされるように  

なる3・一）。血流中での老化に伴い，赤血球ほ比重が増加し，小型化するS・6）。老化した赤血球は，変  

形能が低く7），円盤状の形態が失われ8），赤血球内カリウムイオソが，低下しており6・8），酵素活性  

の低下も認められている9）。   

チオール基反応性物質処理により，赤血球の変形能が低下し，血流中での寿命の短縮と，脾臓  

での捕そくが認められることが既に報告されている10112）。Cdは，チオール基反応性の金属の一種  

であり，Cdが赤血球の細網内皮系での描そくを促進することにより．溶血性貧血に引き起こすと  

いう可能性が考えられる。本論文で孜々は，溶血を引き起こさない濃度のCdが，7〝びか0で見か  

け上ラット赤血球の老化に関連した変化を促進することを示し，Cdの作用と水銀（Hg）の作用と  

の比較を行う。   

2 方 法   

2．1赤血球の調製とインキュベーション  

Jcl：Wistarの雄ラット（420－470g）より，既に述べた方法瑚により，赤血球を調製した。重  

金属の影響を検討するため，赤血球を3倍容の5mM KCl，116mM NaCl，11．1mMグルコー  

ス，0．54mMアデニン，12．7mMイノシソ及び，各濃度のCdC12あるいほHgCZ2を含む50mM  

グリシルグリシソ，pH7．4と混ぜ，370Cで1時間，ゆるやかに振とうしながらインキュべ－ショ  

ソした。   

2，2 密度こう配遠心による赤血球の分画   

イソキュベーシ′ヨンした赤血球懸濁液の一部を，1／3容の34％デキストラソT40溶液と混ぜ，  

デキストラソの段階的密度こう配遠心にかけた14）。遠心後，赤血球ほ5画分に分かれ，上層から，  

画分Ⅴ、Ⅰとした。遠心管の底に沈でんした赤血球は，画分0とした。各画分を回収し，一定量  

として，そのヘモグロビン含量を測定した。   

2．3 走査型電子顕微鏡観察   

インキュペーショソした赤血球懸濁液の一部を，10倍容の1％グルクル7／レデヒドと混ぜ，室  

温で2時間固定した。固定した赤血球ほ，等張のリソ酸緩衝液で2臥 蒸留水で2回洗浄した後，  

スライドグラスにまき，凰乾した。試料は，金一パラジウム（60：40）でコートした後，日立HHS  

－2R型，走査電靡で，加速電圧10kV，ステージ角35で撮影した。  
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2．4 赤血球カチオン含且の測定   

インキュべ－ショソした赤血球懸濁液の一部私 2mlの10％庶糖を含む 5mM TrisrHCl．  

pH7，4に重層し，3000回転で10分間遠心した。得られた赤血球を1mJのHNO，／60％HClO。  

（5：1）で灰化し，1％HNO3で3mJとした。カチオソの含量は，プラズマ発光分光分析装置（日  

本シャーレル・アッシ／ユ）で測定した。   

2．5 赤血球のATP，グルタチオン含量の測定   

ATP含量は，赤血球の過塩素酸抽出液を用い，ルシフェリンールシフェラーゼ法で測定した。  

また，主に還元型グルタチオンである赤血球内チオール基は，Beutlerの方法15）により定量した。   

2，6 赤血球のfilterability   

インキュべ－ショソ後，遠心によって得た赤血球2mlを，Teitelの方法16）に従い，ガラスt］  

卜にセットしたろ紙（東洋No．5A）に載せた。Filterabilityは，半分の赤血球（1ml）がろ過さ  

れてくるまでの時間の対数であるpTindexで表した。   

2．7 Cd処理赤血球の血流中での寿命   

赤血球を，腹大動脈から得た血液より無菌的に調製し，血兼中で，3H－ジイソプロビルフルオロ  

フォスフェート（3HLDFP）で標識後，前記のごとくCd処理した。Cd処理赤血球を洗浄後，再  

び血凍と混ぜ，尾静脈よりラットに注入した。注入より3，24，96時間後，眼眉より採血し，血  

中の放射能を液体シンチレーション法により測定した。   

3 結 果   

3．1Cd及びHg処理による赤血球の溶血とATP，グルタチオン含丘の変化   

赤血球を各濃度のCdC12と378C，60分間インキュべ－う／ヨンすると，懸濁液に加えたCdの約  

1／3が赤血球に取り込まれ，その5－10％は，赤血球膜に存在した。0．1mMHgC12あるいは，2．O  

mMCdC12とのインキュベ．ショソで，わずかに溶血が認められたが，有意ではなかった（表1）。  

それ以下の濃度では溶血は認められず，また，赤血球のATP，ダルクチオソ含量も，ほとんど変  

化はなかった（表1）。   

3．2 Cd及びHg処軌こよる赤血球の比重と形態の変化   

蓑2にCd及びHgの，赤血球の比重と形態に対する影響を示した。赤血球の比重は，溶血を起  

こさない濃度のCdで，濃度依存的に，増加した。0．5mMCdCl2でほ，Tot）画分Ⅵヘモグロビン  

（Hb）の減少と同時に，Middle画分のHbの増加が認められ，1．OmMCdC12では，Top画  

Hbは，対照の半分にまで減少し，Middle，Bottom画分のHbの増加が認められた。Hgも，濃  
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蓑 1CdC12とHgC12の赤血球の溶血及びATP，グルタチオン含量への影響  

TablelEffectsofCdC12andHgCI20nhemolysISandthecontentsofATPandGStl  

ofredb］00dcells  

Addjtjon Hemo】ユ7sis ATPcorltenと事 GSIIconter】t●  
（mM）  （％）   （〃mOl／gHb）（〃mOl／gHb）  

None  l．86  4．35±l，05  8．17±0．53  

CdCl2（0．5）   

〝 （1．0）  

〝 （2．0）  

4．19±0．83  8．19±0．28   

4，55±0．97  8．14±0．30   

4．11±0．75  8．19±0，13  
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HgCl2（0．05） 1．80  

〝 （0．10）  2．04  3．84±0．83  7．83±0．18  

＊平均値±標準偏差（試料教3）  

蓑 2 CdC12とHgC12による赤血球の比重と形態の変化  

Tabte2 Changesindensityandshapeofredbloodcellsinducedbyincubationwith  

CdC12 and HeCI, 

Addition  DistributionofHb（％）   Content of 

（mM）  Top Middle Bottom discoidalcells（％）  

None  50．7  33．1   16．2  68．4  

CdC12（0．5）   30．1   53．6   16．2  

〝 （1．0）   24．3  51．4  24．5  

〝 （2，0）   20．6  48．9  30．3  

5
 
 
4
 
 
3
 
 

〔
X
U
 
 
 
6
 
 
史
U
 
 

3
 
 
2
 
 

HgC12（0，05）  22．0  55．2  22．8   

〝 （0．10） 10，1   36．9  53．0  

5
 
 ．

 
．
 

7
 
 
5
 
5
 
 
 
2
 
 

度依存的に赤血球比重を増加させ，0．05mMHgC12ほ，1．OmMCdC12と同等の効果を示した。  

また，溶血を起こさない濃度のCd，Hgは，赤血球形態にも影響を及ぼし，外方突出型の形態変  

化が認められた（図1）。正常の円盤状赤血球の比率は，0．5，1，OmMCdC12処理によりそれぞれ  

対照の56％，39％となり，0．1mMHgC12は1．OmMCdC12と同等の効果を示した。  
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図1CdCl，及びHgCl2とインキュベーショソした赤血球の電子疲徴鏡写真  
Fig．1ElectronmicrographsofredbloodcellsincubatedwjthCdC12andHgC12  

（A）対照．（B）1mMCdCl2，（C）O．1mMligCl2 スケpル10FLm   

3．3 Cd及びng処理による赤血球の力りりムイオン（R＋）．ナト■jウムイオン（N乱＋）含量  

の変化   

Cd，Hgを含む数種の重金属は，赤血球からのK＋の漏出を引き起こし，赤血球の収縮をもたら  

すことが知られている17）。このK＋の漏出の赤血球比重増加への関与を検討するため，赤血球のK＋  

含量の変化を測定した。0．1mMHgC12及び，2．OmMCdCl2とのインキュベ．ショソで，K＋含  

量ほ有意に減少した（表3）。それ以下の濃度でほ．Cd，Hgとも有意な変化はもたらさなかった。  

赤血球のNa＋含量ほ，Cd処理により増加傾向は認められたが有意ではなかった。一方Hgほ0．阻  

01mMいずれでも有意なNa＋の減少を引き起こした。インキュペーショソの際のメディウム中  

のNa・をK十に置き換えて（高K＋メディウム）赤血球内外の濃度こう配を消失させ，K＋の漏出を  

抑えた場合でも，Cd，Hgによる赤血球比重の増加ほ，ほとんど影響されなかった。したがって，  

赤血球比重の増加に，K＋の漏出は必ずしも関与していないと考えられる。   

3，4 Cd及びHg処理による赤血球のfilterabilityの変化   

赤血球のfilterabilityと，赤血球の血流中での残存時間の相関性が知られている18）。そこでCd，  

tlgの赤血球のfilterabilityへの影響を検討した結果Cdは，濃度依存的にfilterabilityを減少  

（pTindexを増加）させた（因2）。対照のpTindexが，0．57であるのに対し・0・5，1・0・2・O  

mMCdCl，とイソキュべ－ショソした赤血球では，それぞれ，0，91，1，11，1，73と増加しており，  

0，1mM HgC12ほ，0．5mMCdC12と同等の効果を示した。  
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表 3 CdC12とHgC12による赤血球のK＋及びNa＋含量の変化  
TabJe3 Changes jn（he contents of K＋and Na＋of red bJood ce】】s produced by  

incubationwithCdC12and HgC12  

Addition  K＋content  Na＋content  
（mM）   （gcation／gFe）（gcation／gFe）  

None  3．41±0．11  0．097±0．040  

CdC12（0，5）  3．38±0．16  0．102±0，020  

〝 （1，0）  3，17±0．27  0．130±0．014   

〝 （2．0）  2．98±0．11●  0．168±0．009  

HgCIz（0．05）   3，28±0．11   0．187±0．004■   

〝 （0．10）  3．01±0．08●  0．231±0．043－  

・pく0．05（平均値±標準偏差．試料数3）  
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図 2 CdC12及びHgC12とインキュベーショニ／した赤血球のfiltration  

Fig・2 FiltrationofredbIoodcellsincubatedwithCdC12andHgC12  

対照（○），0．1mMHgC12（△），0．5mMCdCl，（●），1mMCdCl2（▲），2mMCdC12  

（■）  
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3，5 Cd処理による赤血球の血流中での残存時間の変化   

3H－DFPで標識した赤血球を0．5，1．OmMCdC12と1時間インキュべ－ショソした後，再びラッ  

ト血流中に戻し，それらの血流中での残存量の経時変化を測定した。対照の赤血球は，尾静脈よ  

り注入後，24時間，96時間で，3時間目のレベルの，それぞれ 53％，20％に減少していた（図  

3）。Cd処理した赤血熟まより速く血流中から消失し，Cd濃度に依存した変化であった。注入後  

3時間で，1．OmMCdC12で処理した赤血球ほ，対照の80％と有意に減少しており，24時間では，  

Ot5，1．OmMCdC12処理群で，それぞれ対照の48％，36％に減少していた。96時間後には，対照  

群は20％が残存しているにもかかわらず，Cd処理群は，はぼ完全に血流中から消失していた。し  

たがって，ね＝流用でのCd処掛ま，赤血球の血流中（玩＝正和）での残存時間を短縮すると結論  

されよう。  
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図 3 ん＝血れでCdC12とインキエペ－シ／ヨソした赤血球の血流中（玩∴正和）で  

の残存時間  
Fig．3In utuosurvivalofredbloodcellsincubatedwithCdC12tn Uitro  

O．5mM CdC12（●），1．OmM CdCl2（▲），対照（○）．たて棒ほ梗準偏差（試料数4）  

を褒す。p＜0．001   

4 考 察   

一般に赤血球は，血流中での老化に伴い，比重の増加と変形能の低下をきたし，細網内皮系で  

描そくされるようになる。本研究で，溶血を引き起こさない濃度のカドミウム（Cd）及び水銀（Hg）  

とのインキエペーショソにより，赤血球の老化に関連した変化（比重の増加，円盤状形態の消失，  

filterabilityの減少）の促進が認められた。変形能（deformability）あるいはfilterabilityの変化  
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は，赤血球の血流中での寿命と密接な関連があるとされている。したがって，Cd処動こよって赤  

血球の老化に伴う変化が促進されたため，Cd処理赤血球が血流中より速やかに除かれるものと考  

えられる。最近我々は，1mg／kg以下のCd投与により，ラット血流中の赤血球比重が増加し，ヘ  

マトクリット値が減少し，赤血球寿命が短縮されることを見いだした19）。したがって，溶血を起こ  

さない濃度のCdは，赤血球の血流中からの除去を促進することにより貧血を引き起こす可能性が  

考えられる。   

CdとHgは，赤血球からのK＋漏出を引き起こすことが知られている17）。しかし，Cdによって  

引き起こされた赤血球の老化に伴う変化ほ，K＋の漏出が主因とは考えにくい。なぜならば，0．5mM  

CdC12あるいは0．05mMIigC12では，赤血球の比重増加，形態変化（蓑2），filterabilityの減少  

（図2）ほ認められたにもかかわらず，K＋，Na＋含量ははとんど変化していなかったからである（蓑  

3）。また，解糖系から供給されるATPによって維持されている赤血球の形態，変形能が，代謝  

阻害によるATP含量の減少によって影響を受けることが考えられるが，2．OmMCdC12あるいは  

0，1mMHgC12でも，ATP含量，ダルクチオソ含量は影響を受けなかった（蓑1）。したがって，  

ATPあるいはグルタチオン含量の変化ほ，Cdによる赤血球の変化に関与してはいなかった。   

Hgほ強いチオール基反応性を持っている。Hgの赤血球の老化に関連した変化への影響はCdに  

比べはるかに強かったよ特に，0．05LO．1mMHgC12によって引き起こされた赤血球比重の増加，  

形態変化ほ，1．OmMCdC12によるものとはぼ同等であった（表2）。また，0．1mM HgC12によ  

るfilterabilityの減少は0．5mMCdCl2とほぼ同等であった（図2）。これらの結果から，Cd，Hg  

による赤血球の老化に関連した変化の促進ほ少なくとも→部ほ，赤血球の，おそらく赤血球膜に  

存在するチオール基との相互作用によるものと考えられる。これを支持するものとして，p一クロ  

ロマーキュリ十安息香酸，∧トエチル「7】／イミド，ヨード酢酸等のチオール基反応試薬は，赤血球  

睦成分と反応し，filterabilityを含めた赤血球機能の修飾と，血流中での残存時間の短縮等を引き  

起こすという報告がある10・11・20）。また，ジアミド，マロンジアルデヒド等の2価反応試薬ほ，膜タ  

ンパク質を架橋し，赤血球の変形能を低下させ，血流中での寿命を短縮することが知られている】2・21）。  

しかし，溶血を引き起こさない濃度のCd，Hgは，膜タン／くク質の架橋は引き起こさなかった。  

また，最近我々は，赤血球，あるいほ赤血球膜をCdで処理すると，膜タソバク質と細胞骨格の相  

互作用が修飾を受けることを見いだした22）。このような相互作用の変化が，赤血球の変形能あるい  

ほ形態の変化につながることも考えられる。以上の結果より，Cd，Hgによって認められた赤血球  

の老化に関連した変化の促進は，主に，Cd，Hgと赤血球膜成分との相互作用によって引き起こさ  

れているものと考えられる。   
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ⅠⅠ－17  カドミウムの蓄積限界と必須金属濃度への影響＊  

Extent ofCadmium Accumulation andits Effect on EssentialMetals．  
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要 旨   
臓器の内でも特に肝旗に対するカドミウムの蓄積限界とそれに伴った必須金属濃度への  

影響を明らかにすることを目的とした実験を行った。雌性ウィスター系ラットにカドミウ  

ムを体重1kg当たり3．Omg，遇4臥1，2，3，4，5及び6週間皮下投与した。肝臓につ  

いてほカドミウムと5種類の必須金属濃度を発光分光法で測定した。肝臓中のカドミウム  

は3週目まで直線的に増加し．次いではとんど定常な最大濃度（440〟gCd／g湿重量）を  

2週間とった後，減少した。全肝施中と熟に安定なタソ／ミク質に結合したカドミウム濃度の  

差は，カドミウム濃度がプラトーとなっている時点で他の時点より大きくなっていた。肝  

臓中の亜鉛並びに腎臓中の銅濃度はカドミウムの投与とともに劇的に変化したが，その変  

化は血凍並びに尿中の変化と密接な関係があった。腎臓中の鉄濃度はカドミウムの投与と  

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   
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ともに減少した。マグネシウムに対するカルシウムの含量比ほ肝臓の浮腫がみられるとき  

高かった。尿中のカドミウムは，肝臓中にカドミウムが高濃度にあるときほ，直接肝礁に  

由来すると推定された。   

脾臓と膵臓中のカドミウムほ，肝臓で最大蓄積量を示した後も増加し続けた。脾臓中の  

亜鉛，カルシウム及びマグネシウム含量ほ脾臓の肥大化とともに増加したが，鉄含量は減  

少した。膵臓中のカルシウム，マグネシウムと鉄の濃度ほ減少したが，亜鉛濃度は一次的  

な増加を示した。脾臓と膵臓の上清中のカドミウムはほとんどメタロチオネインに結合し  

ていた。膵臓中のメタロチオインほ非常に酸化されやすかった。   

カドミウムの体内における移動を示す模式図を提出した。  

Abstract  

CadmjumwasjnjectedscintofemaleWistarratsatadoseof3．OmgCd／kgbody  

weight．4timesaweekforl，2，3，4，5，and6weeks・Cadmiumar）dfiveessentialmetals  

in thelivers and kidneys were determined simultaneously byinductively coupled  

plasma－atOmicemission spectrometry．Concentration ofcadmiumin theliversin－  

creasedlinearly up to3weeks，remained at an a［most constant and highest value  

（440FLgCd／gwetliver）forthefollowing2weeks，andthendecreased・Thedifference  

betweencadmiuminthewholeliversandcadmiumboundtoheatStableproteinswas  

widerduringtheplateauthanduringtheotherperiodsr Cadmi11minthekidneyswas  

closetoaplateauafter6weeksofin）eCtions・Concentrationsofzincinthelivesand  

copperin the kidneys changed drarnatjcally withinjections of cadmium，and the  

changeswererelatedtothechangesinconcentrationsofthetwometalsinplasmaand  

urine．Concentration ofironin the kidneys decreased w血injectjons ofcadmium．  

ThecontentratioofcalciumtomagnesiumwashighinthecaseofllVeredemaandwas  

suggestedtobeanindicator．Cadmiuminurinewasassumedtooriginatefromthe  

liverinthecaseofhighaccumulatjonofthemetal．  

Cadmiuminthespleenandpancreasincreasedevenaftermaximumconcentration  

was attainedin theliver．Contents of zinc，Calcium，and magnesiumin the spleen  

increasedwith splenomegaly，While content ofiron decreased・Concentrations of  

ca7cium，111agrleSium．andirorIdecreasedjnthepancreas，WhjJeconcentratjonofzjT］C  

showedatransitoryincrease．Cadmiuminthespleenandpancreassupernatantswas  

mostly bound to metallothionein，and metallothioneinin the pancreas was highly  

SuSCeptibletooxidationreaction・Thespleenandpancreaswerehistologicallyless  

affectedbycadmiumloadingcomparedto theliverand kindney，andthepancreas  

showedon）yslightalterationsafterinjectionsfor5and6weeks▲   

1 はじめに   

体内に蓄積したカドミウムがどのような化学的形態をとっているか，またその化学的形態（存  

在状態）と毒性との間にどのような関係があるか明らかにすることを目的とした研究の一環とし  

て，本実験を計画した。   

ヵドミウムの毒性を，体内に蓄積しているカドミウムの量でなく，その化学的形態と関連付け  
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ようとする努力はこれまでにもなされてきた1‾㌔肝臓や腎臓中ではカドミウムの大部分はメタロ  

チオネインに結合しているが，蓄積量が増えると相対的にメタロチオネインに結合しているカド  

ミウム量が減少し，細胞中に存在する高分子量のタン／ミグ質に結合しているカドミウム量が増え  

ることが明らかにされているり）。高分子量タンパク質に結合しているカドミウムは．＝活性な′′  

カドミウムと推定され，毒性の本体ではないかと言われている。メタロチオネインとしてカドミ  

ウムを描そくすることによって，その毒性を軽減させることが生体の防御機構であると考えられ  

ていることから，カドミウムが毒性を示す本体が，この、、活性〃 ヵドミウムであるとする考えは  

興味深いものである。   

カドミウムの蓄積量が増加することに伴った存在状態の変化として，“活性′′ヵドミウムの増加  

以外にもいくつかの変化が現れることはこれまでにも指摘した2）。それらはメタPチオネインの酸  

化生成物（2量体や分子内酸化生成物）の増加であり，メタロチオネイソに結合している金属の内，  

カドミウム以外の共存金属（生体に必須な亜鉛と銅）量の減少である2）。   

主としてメタロチオネインを中心として現れるこのようなカドミウムの存在状態の変化が現れ  

ることが予想される。本実験においては，カドミウムが体内に蓄積する限界を明らかにするとと  

もに，その過程でどのような存在状態の変化以外にも，各臓器に特異的な必須金属濃度の変化が  

みられるか明らかにすることを目的とした。経口的な投与方法をとったとき，吸収過程における  

相互作用が起こり，現象の解析が複雑になるため，非経口的にカドミウムを投与した。またカド  

ミウム以外にも主な必須元素量の変化を追跡したが，本論文でほ亜鉛，鋼，鉄，マグネシウム並  

びにカルシウムについてのみ報告する。臓器としてほ肝臓，腎隠 脾鱒並びに膵臓，体液として  

は血液と尿について検討した。   

2 方 法   

雌性のウィスターラット（JCL，日本クレア：実験開始時に8週齢）に塩化カドミウムを3．Omg  

Cd化g体重ずつ，1週間に4回，1，2，3，4，5及び6週間，皮下投与した。対照群には生理食塩水  

（0．1mJ／ラット）を同様に投与した。各群のラット（5匹／群）ほ最終投与3日後にエーテル麻酔  

下にと殺した。   

肝隠（約1．5g）並びに腎腋（1．5個分）を9倍量の0．1Mトリス塩酸経衝液（pH7．4，0．25  

Mグルコース含有）（使用前に窒素ガスで置換）中でポリトロソホモジfナイザーを用いてホモジュ  

ナイズし，170．000gで1時間程遠心した。上清を窒素流下200Cで保存した。上清各1．Om／  

ずつをとり，700ClO分間熱処理することによって熱に不安定なタンパク質を変性除去させた。   

組織のホモジェネート，上清並びに熱処理上清中の金属濃度は，各溶液0．5mJを1．OmJの混  

酸（過塩素酸：濃硝酸＝1：5）で湿式灰化した後，発光分光法で分析した。  

1．OmJのヘパリン血並びに血凍ほ2．OmJの混酸で湿式灰化した。また24時間尿（最終投与後  

3日から4日にかけて採尿）の1．OmJも1．OmJの混酸で灰化した。血中並びに尿中の金属濃度ほ  
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原子数光法によって測定した。   

各臓器上清中の金属の分布はSW3000カラム（TSKgel，東洋曹達＝業（株），7．5×75mmの  

プレカラム付の7．5×600mmカラム）を用いて，原子吸光分光器を検出器とした高性能液体クロ  

マトグラフ（HPLC－AAS法）によって分析した2・3・6）。カラムは50mMトリス塩酸緩衝液（250C  

でpH8■0，一0・1％NaN，含有，溶存ガスほ減圧下800Cで除去）を1m／／minの流速で流した。   

金属の濃度と含量ほ5試料の平均土語準偏差として示し，Studentのt検定によって有意差の検  

定を行った〔（・）p＜0．帆 い・）p＜0．01，（‥りp＜0．001〕。   

3 緒 果   

3．1体重と臓器重量   

対照群の体重は実験中に186±6gから264±11gに増加したが，カドミウム投与群の体重は図  

1Aに示したようにカドミウムを投与するにつれて減少した。一方，投与群の肝臓重量ほ対照群の  

1．7倍にも増加し，腎臓の重量も各対照群よりも増加していた。また脾臓の重量は対照群では  

0・5～0・6gの間にあり経時的な変化はみられなかったが，カドミウム投与により増加して1．7gに  

までなった（図1B）。  
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図1カドミウムの投与による体重と臓器重量の変化17・18）  

Fig．1Changesjnbodyandtissueweightswithinjectionsofcadmiurn17118）  

カドミウムの投与に伴った体重．臓器重量並びに各臓器の体重に対する比重量を，対照  

群に対する百分率で示した。  
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3．2 肝臓中の金属   

肝臓中のカドミウムは濃度（mg／g湿重量）と含量（mg／肝臓）で示した（図2）。濃度で示し  

たカドミウムの蓄積過程は，投与3週間まで直接的に増加したが，その後の2週間はプラト「と  

なった。さらに第6遇巨＝こにほ，カドミウムを投与し続けているにもかかわらず濃度が突然減少  

した。含量で示したカドミウムは，5週間目まで直線的に増加した後，減少しはじめた。4及び5  

遅日の含量の増加は肝重量の急激な増加と関連していた（図1A，図2）。   

肝臓中のカドミウムについてほさらに，上清画分濫抽出可能なカドミウムと熟に安定なタンパ  

ク貿に結合したカドミウムに分別定量した。これらの分画中のカドミウム量は肝臓全体に含まれ  

るカドミウム量とほぼ類似した変化を示したが，図2に示したごとく，3～5週の間でほ，その差  

が大きくなったていた。   

カドミウム投与による肝臓中の必須金属濃度への影響を調べた結果を図3に示す。亜鉛量はカ  

ドミウムの投与につれて増加したが，カドミウム濃度がプラトーになった時点より減少し始めた  

（図3a）。亜鉛量の増加は主としてメタロチオネインに結合した亜鉛によることが図4に示した結  

果よりわかる。しかし，亜鉛濃度が対照群と同じレベルにまで減少した6週目においても，メタ  

ロチオネインに結合している亜鉛量は対照帯よりほるかに高かった（図3a，図4w－6w）。  
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図 2 カドミウムの投与に伴った肝臓中のカドミウムの濃度と含量の変化17）  

Fig．2 ChangesinconcentrationsandcontentofcadrrLiumintheliverswithinjections  

ofcadmiurn）7）  

肝臓を9倍量の緩衝液中でホモノェナイズした後，170．000gで60分間遠心した。上清  

を70DC，10分間熱処理した後，2．300gで10分間遠心した。ホモジュネート（－C－），  

上情（－△－），及び熱処理上清（」コー）の中のカ†♪ミウム温度な10倍し，5試料の平  

均土標準偏差として示した。カドミウム含羞は－●－で示した。  
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肝臓中の銅とマグネシウム濃度は5週目まで対照群と同じであったが，その後減少した。鉄濃  

度はカドミウム投与によって対照群より低い値をとり続けていた。カルシウム濃度はカドミウム  

投与によって有意に増加した。  
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図 3 カドミウムの投与に伴った肝臓中の5種類の必須元素の濃度と含量の変  

化：（a）亜鉛，（b）銅，（c）軌（d）カルシウム，（e）マグネシウム17〉  

Fig．3 Changesinconcentrationsandcontentsofthefiveessentiatmetalsinthelivers  

Withinjectionsofcadmium：（a）Zn，（b）Cu，（c）Fe．（d）Caand（e）Mg】7）  

肝臓中の5種類の元素の濃度（→○－）と含量（－●）を5試料の平均土標準偏差で計  

算し，各対照群に対する百分率で示した。  

一190   



カドミウムの苓観取界と必須金属温度への影響  

I120．2  

図 4 カドミウムの投与に伴った肝臓上清中の亜鉛の分布の変化17）  

Fig．4 CllallgeSinthedistriblユtionpTOfilesofzincinliversupematantwithiniections  

of cadmium17）  

肝臓上清中の亜鉛の分布をHPLCAAS法で分析した。I（21．2分）とⅠⅠ（20．2分）は  

メタuチオネインーlとIlを示す。11．2分と17．0分のどークはカラムの排除容積とスー  

／く－オキシドデイスムターゼに相当する。   

3，3 腎膿中の金属   

腎臓へのカドミウムの蓄桁過程ほ図5に示すようなものであった。肝臓中のカドミウムとは対  

照的に，6週目においてもカドミウム濃度はプラトーの状態であった。一方，全腎臓中のカドミウ  

ム濃度と熱に安定な分画中のカドミウム濃度の差は，カドミウムの投与とともに大きくなった。   

腎臓の5種類の必須金属濃度の変化を図6に示した。亜鉛濃度はカドミウムの投与とともに増  

加したが，その増加の程度は肝臓中の亜鉛よりも少なかった（図6a）。  
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図 5 カドミウムの投与に伴った腎臓中のカドミウムの濃度と含量の変化17）  

Fig・5 Changesinconcentrationsandcontentofcadmiuminthekidneyswithinjec－  

tionsofcadmium17）  

図2の脚注に示した肝臓に対する処理方法と同様に腎膿を処理した。ホモジュネー卜  

し（ニー），上活し△）と熱処理上宿（一口ー）中のカドミウム濃度を10思し，5試料  

の平均土標偏差として示した。含量は－●－で示した。   

腎臓中の鋼濃度は投与2週目まで増加したが，その後突然対照群と同じレベルにまで減少した  

（図6b）。同じような変化ほ既にこれまでにも観察し，メタロチオネインに結合している銅量の変  

化として説明した2，。6週目の鋼濃度は対照群よりも有意に低くなっていた。腎臓中の鉄はカドミ  

ウム投与とともに減少し，6週目においては対照群の30％の濃度にまで下っていた（図6b）。カ  

ルシウムとマグネシウムの濃度ほ投与初期には増加したが，その後対照群より低いレベルにまで  

減少した（図6d，e）。  
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図 6 カドミウムの投与に伴った腎臓中の5種類の元素の濃度と含量の変化：  
（a）亜鉛，（b）銅，（C）臥（d）カルシウム，（e）マグネシウム17）  

Fig．6 Changesin mean concentI’ations and contents of the five elementsin the  
kidneyswithinjectionsofcadmium：（a）Zn，（b）Cu，（c）Fe，（d）Caand（e）Mg川  
図3と同様に濃度（→〇）と含量（－●－）を対照群に対する百分率として示した。   

3．4 脾臓中の金属   

脾臓中のカドミウム濃度ほ，カドミウムを投与するとともに増加したが，特に6週目の増加は  

若しかった（図7）。この著しい増加は脾臓重量の増加が止まり（図1B），体重の減少が始まった  

時期（図1A）と一致するとともに，肝臓中のカドミウム含量が減少しほじめた時期とも一致した  

（園2）。   

脾臓中の必須金属濃度の変化をまとめたものが図8である。亜鉛濃度ほ対照群とほぼ同一レベ  

ルであったが，重量が増加したため，含量ほ有意な変化を示した（図8a）。類似した変化を示し  

た元素としてマグネシウム（囲8b）とカルシウム（囲8c）がある。一方，これら元素とは違い  
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園 7 カドミウムの投与に伴った脾臓（○）と膵臓（」コ）中のカドミウムの  

増加18）  

Fig．7lncreasesofcadmiuminspleen（C－）andpancreasトロー）withinjections  
ofcadmiumlB）  

肺臓中のカドミウム含量は－△で示した。  

鉄濃度は図8dにみられるような少し変わった変化のパターンを示した。これは使用した動物の脾  

隠中の鉄渡寛が，年齢とともに増加（250から1100〃g／g湿重量にまで6週間の間に増加した）し  

ている時期に当たることも関連していると思われる。銅濃度は低く，信頼限界以下であった。   

脾臓中のカドミウムの化学形態についての報告ほ少ない㌔カドミウムの蓄掛こ伴って化学形態  

がどのように変化するか明らかにする目的で，脾臓上清をHPLC用のゲルろ過カラムであるSW3000  

ヵラムに添加し，カドミウムの分布を調べた結果を図9に示す。カドミウムは大部分メタロチオ  

ネイソを結合していることが明らかになった。  
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図 8 カドミウムの投与に伴った脾臓中の金属の濃度（一〇－）と含量（「△－）  

の変化：（a）亜鉛，（b）マグネシウム，（C）カルシウム，（d）鉄18〉  

Fig．8 Changesintheratios．forexposedveTSuSCOntrOlofconcentTations（一〇）  

andcontents（「〇「）ofmetalsinspleenwithinjectionsofcadrnium：（a）Zn，  

（b）Mg，（c）Caand（d）Fel阜）  

データほ平均濃度及び含農の各対照群に対する比率として示した。   
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図 9 カドミウムの投与に伴った脾臓上清中のカドミウムの分布の変化柑〉  

Fig．9 ChangesinthedistributionprofilesofcadmiumirlthespleensupernatantSwith  

ln】eCtionsofcadmium18）  
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3．5 膵臓中の金属   

肝臓や腎臓と異なり，全膵臓を分けとることは不可能であるため，膵臓中の金属は濃度でのみ  

示した。カドミウム濃度ほ図7にみられるように，投与量に比例して6週目まで直線的に増加し  

た。また，そのときのカドミウムの存在状態を脾臓と同じようにSWカラムで調べた結果，上清  

中に存在するカドミウムは主としてメタロチオネインに結合していることがわかった。しかし，  

図10でも明らかなように，メタロチオネイン以外のど－クも観察された。これらのピークの帰属  

についてはメタロチオネイソが分子内酸化されることによって生成したピークであることを別途  

に明らかにした。   

膵臓中の必須金属濃度の変化についてまとめた結果を図11に示す。カドミウム投与1過日にほ  

亜鉛濃度ほ対照群より低くなっていたが，その後3週目まで増加した。しかし，4週目以降は再び  

減少しはじめ，5過と6週目では対照群より有意に低くなっていた。膵臓中の金属の内，カドさウ  

ム投与により対照群より有意に高い濃度となったものは亜鉛のみであった。  

Retentlon ttme（mln）   

図10 カドミウムの投与に伴った膵臓上清中のカドミウムの分布の変化18）  

Fig，10 Changesinthedistribution profilesofcadmiurninpancreassupernatants  

withinjectionsofcadmium18）  
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図11カドミウムの投与に伴った膵臓中の金属濃度の変化：亜鉛（○），カルシ  

ウム（D），マグネシウム（△），鉄（●）18）  

FigrllChangesintheexposed／contro】ratiosforconcentrationsofmetalsinpancrer  

aswithinjectionsofcadmium：Zn（○），Ca（D），Mg（△）andFe（●）18）  

各金属の濃度を5試料の平均土標準偏差として算出し，各対照群に対する百分率で示  

した。   

3．6 血液中の金属   

血液中のカドミウムの濃度については，全血液と血斯こついて調べた（図12）。血奨中の濃度  

は全血液中の濃度の1／10程度であり，血液中のカドミウムの大部分が血球中に存在することを示  

している。全血液中のカドミウム量ほ，投与回数が増加するにつれて，ほぼ同じ割合で増加した  

が血渠中のカドミウム濃度ほ5週目以降で急に増加し，全血液中とほ変化の仕方が異なっていた。   

血液中の亜鉛と銅の濃度についても，全血液と血渠に分けて調べた（図13）。亜鉛に比べて，  

鋼濃度ほ全血液中でも血凍中でも同じパターソで劇的に変化し，カドミウムの影響を示すよいマー  

カーとなっていることが推定された。  
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図12 カドミウムの投与に伴った全血液（C－）と血竣（●一）中のカドミウ  

ム濃度の変化17）  

Fig・12 Changesinconcentrationsofcadmiuminwholeblood（C←）andplasma  
（＋）withinjectionsofcadmium  
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図13 カドミウムの投与に伴った全血液中の亜鉛（1ゝ－）と銅（C－），及び  

血祭中の亜鉛（一▲【）と銅（－●－）濃度の変化17）  

Fig．13 Changesin concentrations of zinc（「ご「－）and copper（－｛ゝ）in whole  

bloodwithinjectionsofcadmiurn，andofzine（▲一）andcopper（一●－）in  

plasma17）  

亜鉛と銅濃度ほ各対照群に対する百分率で示した。  
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3．7 尿中の金属   

尿に排せつされるカドミウム量は図14に示すようにカドミウムの投与とともに増加したが，特  

に5週目以上の排せつ畳の増加は著しかった。尿中への亜鉛と鋼の排せつ量ほ1過日においては  

対照群より減少したが，その後カドミウムの投与とともに増加した（図15）。しかし4週目には  

プラトーに達しており，カドミウムの排せつバターンとは違っていた。  
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図14 カドミウムの投与に伴った尿中  

のカドミウム量の変化17〉  

Fig．14 Changesin amounts of urinary  

cadmiumwithinjections of cadr  

mlum17）  

尿は各卸こおける最終投与後3日から  

4E＝∃にかけて24時間尿を採取した。  

InJectlonSln Heeks   

図15 カドミウムの投与に伴った尿中  

の亜鉛（0一）と銅（一1ゝ－－－－－）  

含量の変化17）  

Fig，15 Changesin amounts of urinary  

ヱincトー〇一）a†ld copper（－1ゝ一）  

withinjectiorlSOfcadmium17）   

4 考 察   

本実験に用いたカドミウムの投与方法によるカドミウムの蓄積限界は，肝臓でほ440〃g／g湿重  

量であった。これほ5．67mgCd／肝隠に相当した。蓄積量ほNomiyama（198q）7〉が指摘している  

ように投与量を始めとする様々な条件によって左右される。今回用いた投与量は比較的多量であっ  

たため，腎臓よりも肝臓の方が早く飽和された。   

組織中の全力ドミウム量と熱に安定なタソバク賀に結合しているカドミウム量との差ほ，カド  
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ミウムの投与回数の増加とともに大きくなったが，6週目では逆に小さくなった。熱に安定なタン  

ノミク質はメタロチオネイン並びに関連したカドミウム一括合タンパク質であることから3），今回の  

結果は，カドミウムの投与回数の増加とともに熱に不安定なタソバク質に結合しているカドミウ  

ムと他の分画中に存在するカドミウムが増加することを示している。6週目にこの差が減少した現  

象は，メタロチオネイン中のCdノZn比が増加したこと，及びカドミウムの存在状態の変化3）との  

関連で興味深い。理由は明らかでないが，この結果ほカドミウムをより多く蓄積した肝細胞から  

カドミウムが選択的に失われていることを示している可能性を示している。またもう一つの可能  

性として，肝臓の実質細胞とそれ以外の細胞の間でカドミウムの蓄積性と感受性に違いがあるこ  

とも考えられる8・9〉。   

投与4週目以降に血奨中のカドミウムが突然増加したことと，尿中のカドミウムが突然増加し  

たことの間にほ密接な関連があった。しかし，腎臓中のカドミウムは連続的な増加過程をとって  

おり，突然増加した血奨中のカドミウムが腎臓では再吸収されなかったことを示している。血祭  

中に増加したカドミウムほ，肝臓毒による肝傷害の場合10）と同じようにカドミウムによって傷害さ  

れた肝臓に由来すると推定されるが，このカドミウムが直接尿中に排せつされたと考えられる。  

この結果は，カドミウムを多量に蓄積した肝臓が傷害を受けたとき観察された結果10）と一致するが，  

カドミウムの蓄積量が少ない肝臓の結果並びにメタロチオネイソを注射したときの結果11‾‖）とほ  

異なっていた。この違いほカドミウムを高濃度に蓄積した腎臓ではカドミウム（メタロチオネイ  

ソ）の再吸収率が下がっていることで説明できる。この結果はカドミウムの蓄積量が多いときに  

は，尿中のカドミウムが主として肝臓に由来することも示している。   

必須金属の内では，亜鉛はメタロチオネインを介してカドミウムと密接に関連している。肝臓  

と腎臓中の亜鉛濃度の変化は大部分メタロチオネインに結合しているものとして説明可能であっ  

た。両組織中の銅濃度の変化 特に腎臓中の変化についても同様に説明可能であった。1週目にお  

いて尿中の亜鉛と銅量が対照群より低かったことは，肝臓による亜鉛及び腎臓による鋼の取り込  

みの増加で説明できる。その後の両金属の排せつ量甲増加は肝臓からの亜鉛と腎臓からの鋼の排  

せつが促進されたと推定される。カドミウム，亜鉛及び銅の排せつパターンはSuzukiとYoshikawa  

の報告例とも類似していた15〉。   

脾臓と膵臓中のカドミウムの蓄積量ほ肝臓や腎臓よりも低かったが，肝臓と腎臓中のカドミウ  

ム濃度が最大値又ほプラトーに達した後も増加し続けた。また脾臓と膵臓中のカドミウム濃度ほ  

まだまだ増加しうることが推定されるとともに，メタロチオネインの合成量も増える余地がある  

ことが示された。   

膵臓と膵臓中のカドミウムの存在状態に関する報告は少ない。今回の実験結果は両組織中のカ  

ドミウムの蓄積過程とともに，その存在状態についても明らかにしたはじめての報告である。特  

に膵臓中のメタPチオネインが非常に酸化されやすいことを指摘し，その取り孜し、方に注意が必  

要なことを示した。   



カドミウムの蓄栢限界と必須金属濃度への影響   

鉄の濃度は肝臓と腎鳳 特に後者で著しく減少したが，この意味については今回明らかにしな  

かった。またカルシウムとマグネシウムの濃度の変化についても，現象を把捉したのみであり，  

その解析は行わなかった。   

本実験において得られた結果とこれまでに明らかにされている結果をあわせて，生体に吸収さ  

れたカドミウムの代謝過程を模式的に示すと．囲16のようにまとめることができる。詳細につい  

ては原報16）を参照されたい。  

PrOte川S  

図16 吸収されたカドミウムの代謝過程の模式図16）  

Fig．16 Scllematicpresentationofthemetat）01icpathwaysofabsorbedcadmiumin  

rats16）  
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Masataka MURAKAMIl  

要 旨   
Cd（10〟mOIs／kg体重）を皮下に，LCySteineを腹腔内に同時投与すると，LLCySteine  

の投与量（0．2，1．0，5．OmmoIs／kg体重）の増加に伴って，注射部位からのCdの体内へ  

の移動が促進され，次いで腎臓でのCdの取り込み量が増加した。一方，35SLCySteineを  

Cdと同時投与すると（3〆mOIs，Cd，1．5mmoIs，CySteine／kg体重），投与直後より血液及  

び腎臓中の35Sは最高の濃度を示し，この状態ほ投与2時間後においても認められ その後，  

両者ともに減少し続けた。投与後7時間まで腎臓中の35S濃度は血液の約5倍の濃度比率を  

保ち，10時間以降は急速に血液中の∬S濃度は減少した。この条件下での投与直後における  

腎切片の35Sのオートラジオグラフ1－の結果は，腎髄質のOuteTStripeの直近位尿細管に  

35Sが集中することを示した。これは109CdとLCySteineを同時投与した（10FLmOIsCd，  

5，OmmoIscysteine／kg体重）報告14）の109Cdのオートラジオグラフイーの結果と同一であっ  

た。さらに．本論においてこの条件下で投与されたCdが，しcysteineと錯体を生成して，  

その錯体の構成成分として，生体内を移動する可能性について考察した。  

Abstra（・t  

TnWistarfemalerats，SimultaneousadministrationofLCySteine（0．2，1，Oand5．O  

mmoIs／kg，i，p，）causedadosedependentdecreaseintheretentionofCd（10FLmOIs／kg）  

atthes．c．injectionsiteandincreaseintherenaluptakeofCd．Rerlalconcentration  

of35SwasmaximalatO．5andlhourafteradministrationwithCd（3JLmOIs／kg）and  

35S－L－CySteine（1．5mmoIs／kg），after then decreased graduaIlyin proportion to the  

b100d 35S concentration．Autoradiographic studies with 35SLCySteine revealed  

that）5S accumulated by the kidney under these conditions，WaS COnCentratedin  

proximaltubulesintheouterstrlpeOftheoutermedulla，ThesefindingsarecorlSist－  

entwiththerenallO9Cddistribution，administeredwithlO FLmOIslO9Cd，5．OmmoIsL  

rcysteine／kg，repOrtedearier（Murakami，1981）14〉．Possiblemechanismoftheeffect  

ofLCySteineontherenaltransportanduptakeofCdarediscussed・  

1．国立公害研究所 環童生理部 〒305茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
Basic MedicalSciences DivisioTl，the NationalInstitute for EnvironmentalStudjes，YatabemaChi，   

Tsukuba，1baraki305．japan．  
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1 はじめに   

長期間，Cdに暴露された場合，Cdはmetallothioneinの構成成分として大量に腎臓に蓄積され  

やがて腎障害が発症する1）。しかしながら障害が認められるのは腎病変の発症後であり，その障害  

発生の初期の段階における機構を明らかにすることは難しかった。   

ところが，Cdの取り込みによって肝臓や腎臓に誘導生成されたmeta1lothioneinを直接，投与  

した動物において，Cdとしては低用量であるにもかかわらず著明な腎病変の発症が認められた2・3）。  

その病変の起こり方4・5）は慢性のCd中毒腎において観察される病変6〉，すなわち腎組織内において  

病変が初発する部位，その病巣の広がり方，さらに細胞レベルでの変化など，極めて共通する点  

が多いという興味ある現象がみられた。さらに，このmetallothioneinによる急性腎病変のおこる  

機構ほ，この物質が腎皮質，COrteXの曲近位尿細管SlとS2の上皮細胞のendocytoticsystem7▼8）  

によって急速に取り込まれ 引き続いてライソゾーム酵素によって分解を受け，あるいは腎臓内  

での必須金属イオンの量の著しい変化に伴って，metallothioneinからCdイオンが解離すること  

によるものと推定されている3）。   

一方，Cdを大量のキレーティング物質，例えばLCySteine，2，3dimercaptopropanol，penicii－  

1amine9‾13〉などと同時に動物に投与すると，metallothionein投与の場合と同様に，Cdの腎臓での  

取り込みが著しく急速に促進され，引き続いて腎病変が発症する。ここにおいて，Cdによる初期  

の段階における腎障害の機構を明らかにするモデルとして，キレーティソグ物質とCdとの同時投  

与による実験が有効であると考えられた。Cdとして10JLmOIs／kg，b，W．のCdC12水溶液（s，C．）  

と5mmoIs／kg，b，W．q）Lrcysteine水溶液（i＿p．）をラットに同時投与したところ，投与後2時間  

にして，腎臓中のCd濃度は21JLg／gと急速に，しかも最高濃度に達した。しかもCdは腎髄質の  

outermedu11aにある直近位尿細管S，に集中して取り込まれ，2時間後にほ電子顔徴鏡観察により  

細胞質の空胞変性を認め，24時間後にほ壊死に至るという現象がとらえられた14）。   

そこでこのOuterStripeにあるS，に急速にCdが取り込まれる機構を明らかにするため，以下  

の実験を行った。   

2 方 法   

実験1Cdの生体内分布に対するレ亡y如eineの効果  

Wistar系雌ラット，9遇齢（200g）。Cdは10FEmOIs／kg，b・W－，CdC12・2‡H20水溶液（1・O  

ml／kg，b．w．）を右後肢大腿部の皮下に注射し．その直後に投与直前に調整されたLCySteine  

（0．2．1，0，5＿0，10．OmmoIs／kg，b，W，）水溶液（10．Oml／kg，b，W，）を腹腔内に注射した。なお，  

Cd注射液には比放射能0．5〝Cjルmo】のl09Cdが加えられている。24時間後に各群5匹のラット  

の右後肢，両側の腎臓及び肝臓が摘出され．その放射能をLKBwa11acの1282CompuGamma  

で測定し，Thompsonの方法15）で肝臓，腎臓を湿式灰化し，そのCd量を原子吸光法によって測定  

した。  
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腎臓におけるカト∵ウムの取り込み   

実験2 35S－レcysteimeの生体内分布  

（1）Wistar系雌ラット，4週齢（100g）。Cdは投与24時間後においても腎病変を認めない用  

量の3JLmOIs／kg，b・WL，CdCl2・2‡H20水溶液（1▲Oml／kg．b・W・）及びLCySteineの1・5  

mmoIs／kg，b．w．を実験1と同様に投与した。投与直後から48時間に至る35SLCySteineの生体  

内の挙動と分布を知るために，Lrcysteine注射液ほ35SLcysteine（比放射能0，033JJCi／JJmOl）  

が加えられた。  

（2）投与後30分，及び1時間後のLCySteineの腎臓内分布をオートラジオグラフイU」こよって  

知るために，L－CySteine液に35SLCySteine（比放射能 2，1JLCi／JLmOl）が加えられた。   

所定の時間の経過後，動物をエーテルで麻酔し，（1）でほ肝鳳 腎臓，心臓，血液を摘軋 採  

取して，Cd及び35Sを実験1と同様の方法で測定した。（2）のオートラジオグラフィー用の腎臓  

ほ，固定液16）（2．5％glutaraldehyde，4％paraformaldehyde，0，5％tannicacid，0．1Mphosr  

phatebufferpH7．0）を用いて，3時間固定し，常法どおり，ethanol脱水，prOpyleneoxideで  

浸透し，Epon812に包埋して厚さ1FLmの切片を作製し，オートラジオグラフィー用乳剤SAKURA  

NRLM，を塗布して，6週間，暴露し，konidolXで現像した。   

3 結 果   

実験1   

CdC12（10FLmOIs／kg，b．w，）を単独投与して24時間後，腎臓のCd濃度は2▲5±0．5JLg／gで  

あった。これに対して，CySteine（0．2，1．0，5．0，10．OmmoIs／kg，b．w．）をそれぞれ同時投与し  

た場合の腎臓のCd濃度ほ，3．3，5．1，18．0，17．6〟g／gと増加した。表1に示すように注射部位  

におけるCdの残留率は，LrcysteinelO．OmmoIs／kg，b．w．の場合を除けは，LcysteineO）投与  

量の増加に伴って減少した。一方，肝臓全体でのCdの取り込み量は減少する傾向がみられた。こ  

の実験において測定ほしていないが，おそらくLCySteineの各投与量L／ベルにおいて，注射部位  

i：り体内に移行したCd量から肝臓に移行したCd量を差し引いた分が腎臓に含まれるCd量に比  

べて，大きいことから，Cdの尿中への排出がLCySteineによって促進されたものと推定される。  

もっとも，Lcysteineを10mmoIs／kg，b．w．投与した場合，Cdの注射部位よりの移行がむしろ  

妨げられた。しかし，移行した肝臓及び腎臓でのCd量は5mmoIs／kg，b・W．，Lrcysteine投与の  

場合と，それほど変わらなかった。投与されたCdがより体内に移行しやすくなるという観点から  

ほ，Cd，10JLmOIs／kg．b．w，に対してL－CySteine，5mmoIs／kg，b．w，が適当な実験条件と考えら  

れた。  
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表 1CdとLrcysteineを同時に投与したとき（10FLmOIs，Cd／kg体重と0．2，  

1．0，5．0，10．OmmoIs，L－CySteine／kg体重）の注射部位．腎鳳 肝臓  

中に存在する投与Cd量の分布  
TablelEffectofthesimultaneousadministrationofL－CySteineonthedistribution  

。fCdat24hafterthes，C．injectionoflOJLmOIs，Cd（5FLCilO9Cd）／kg，b・W・tO  
Wistar rats  

LCySteinedose（mmoIs／kg，i．p．）b）  
0．0  0．2  1．0  5．0  10．0  

Organ／Tissue  Cdcontent（％dose）  

Injectionsite8）弧4±16．6 34．4±11．6 36．2±11．6 18，2±7・4 42・4±3・8  

Kidneys  l・9±0・5 2・5±0・4 3・9±0▲9 13・7±1・8 13・4±1・5  

Liver  56．1±9．7 52．4± 5．8 51．7±3．2 45．5±3．4  41．6±4．4  

a）Cdケま，右後肢大腿部皮下投与   

すべての実験群の動物敬は5匹  

b）分散分析の結果，有意水準5％で投与LたLrcysteirLCの塁ほ投与部位に残留したCd晶及   
び移行した腎，肝中Cd量に影響を及ぼしたといえる。   

実験2   

先の報告川において，10FLrnOIsCd／kg，b．w．と5mmoIs／kg，b▲W．のLrcysteineを同時投与し  

た結果，著明な尿細管上皮細胞の壊死が生じた。そこで，病変を起こさない用量の3J‘mOIs／kg，b・W・  

に，Cd投与量17）を減少して，1．5mmoIs／kg，b，W．のL－CySteineを同時投与した場合が5SL  

cysteineの臓器内分布の時間的経過を追跡Lた結果が蓑2に示されている。血液中が5SrLCyStr  

eineは投与直後が最高で，この状態が4時間目まで続き，以後7時間ほ1／2，10時間以降，1／4と  
緩慢に減少した。一方，肝臓卜腎臓の濃度の減衰傾向ほ血液と濃度のレベルが異なるものの，極  

めて似かよった比率で減衰してゆくのが認められた。しかも，肝鼠腎臓ともに冬時間ごとの濃  

度レベルほほとんど差がなかった。これに対して心臓は初めから血液と同程度の濃度レベルで推  

移し，48時間後には肝臓，腎臓もこのレベルまで低下した。   

一九Cd投与なしに35Sしcysteineを単独投与した場合においても，同時投与の場合の各臓器  

中が5S濃度の減衰傾向とほとんど同じであり，この条件下においてはCdがしcysteineの生体内  

分布に何らの影響も与えないようにみえた。   

Cdの腎臓での取り込みは，10JLmOIs／kg，b－W・のCd投与の場合と同様に3JLmOIs／kg．b・Wの  

Cd投与の場合も，L－CySteineの存在によって促進されることが衰3によって示されているo   

極めて興味のある結果は，図1に示される3〟mOIsCd／kg，b．w，と1．5rnmoIsLCySteine／kg，  

b．w．を同時投与して30分後の35SrLCySteineによる腎臓組織のオ．トラジオグラフイーである。  

なお投与後1時間も同様が5Sの分布パターンを示した。35Sによって生じた現像銀粒子の腎組織  

における分布は，腎髄質，innermedulla，そして，Outermedullaのinnerstripeに相当する部  
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腎臓におけるカドミウムの取り込み  

分，及び腎皮膜からarciformarteriesを含む腎皮質，COrteXの部分にほとんど認められない。し  

かし，arCiformarteriesを含むcortexを避けるようにして，medullaryrayを含むoutermedulla  

のOuterStripeにある直近位尿細管Sヨに35Sによる現像銀粒子が集中して存在することが確認され  

た。  

衰 2 35Sしcysteine（1．5mmoIs／kg体重）単独あるいはCd（3／‘mOIs／kg体  

重）を同時投与したときの，腎臓，肝臓，心臓及び血液中35S濃度の経時  

的変化  
Table2 Renal，hepatic．cardiac and blood concentrations of35S at different times  

aftertheinjectionof35SlabelledLCySteine（1．5mmoIs／kg，b．w．）aloneand  
togetherwithCd（3FLmOIs／kg、b．w．）inWistarratsb〉  

Liver  Heart  Blood  Kidney  

Cysalone Cys十Cd  

a）  

10，0±2．2 9．0±0．7  
（n＝4）  

12．5±0．8 12．0±2．3  

8．2±1．1 8．1±1．3  
（n＝4）  

6．1±0．6 5，6±0．8   

4．7±0．4 5．7±0．7◆   

4．5±0．5 4．7±0．5  

4．2±1．1 4．0±0．3  
（n＝4）   

3．4±0．3 2．8±0．2◆  

1．8±0．2 2．0±0．l   

Cys＋Cd  

8．4±2．2  

9．S±l，4  

10，8±3．7  
（n＝4）  

9．1±1．7  

7．2±l．7  

6．4±1．4   

5・6±0：7  

（∩＝4）  

2，2±0．4  

1．9±0．4   

Cysalone  

l．7±0．3  

2．4±0．8  

1．9±0．4  

2．1±0．3  

1．7±0．2  

1．7±0，3  
（n＝4）  

1．7±0．3  

1．9±0．2  

1．4±0．3  

Cys＋Cd  

2．2±0．2◆  

4．2±l．1事  

（n＝4）  

2．2±0．5  
（n＝4）  

2．0±0，4  

1．9±0．8  

1．8±0．4  

1．8±仇4  

（n＝4）  

1．6±0．1  

1．5±0．3   

Cysa10ne  

2．1±l．4  

2．3±1．1  

2．1±0．6  

2．0±0．3  

1．0±0，3  

1．1±0．1  

0．5±0，2  

0．3±0．1   

0．3±0．1  

Cys＋Cd  

l．6±0，5  

1．4±0．2  

1．3±0．8  

（n＝4）  

1，7±1．1  

1．4±0．6  

1．1±0，5  

1．2±0．3  

（n＝4）  

0．7±0．2■  

0．6±0．2  

Cysalone  

12．4±2．9  

8．9土1．7  

10，4±1．9  

8．7±1．2   

7，3±1．1   

5．2±1．5  

4．7±1．6  

2．5±0．2  

1．6±仇2  

a）×102〟Ci／g湿重畳   

すべての実験群の動物数は5匹  

b）各時点における各臓器巾の濃度値について，両群の平均値検定（t検定）を行った。＊P＜0．05  
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村上正孝  

表 3 Cd単独（3FLmOIs／kg体重）あるいはしcysteine（1．5mmoIs／kg体重）  

を同時投与したときの腎臓中Cd濃度の経時的変化  
Table3 Renalconcentration of Cd at different times after theinjection of Cd  

（3FEmOIs／kg，b．w．）a10ne and together with LCySteine（1．5mmoIs／kg，  
b，W．）b）  

Cd＋Cys Cda】orIe  

a）  

1．38±0，30 0．15±0．02■  

1，47±0．15  

2，44±0．43  

2．91±0．69 0．29±0，06－  
（n＝4）  

Time（h）  

0．5  

1  

2  

4  

5
 
7
 
4
 
8
 
 

4
 
9
 
5
 
2
 
 

ハ
リ
 
5
 
2
 
1
 
 

n
U
 
O
 
O
 
O
 
±
 
±
 
±
 
±
 
 

6
 
0
 
2
 
7
 
 

7
 
6
 
9
 
9
 
 
 

2
 
2
 
1
 
0
 
 

0．38±0．02■  

0．51±0，07◆  

0．50±0．10●  

a）Cdノ∠g／g腎湿重量  

すべての実験群の動物数ほ5匹  

b）各時点における両群の濃度値について，平均値の検定   

（t一検定）を行った。－Pく0．05  

図1Cdと35S－Lrcysteineを同時投与後30分の腎切片のオートラジオグラ  

フイ ‾  
Fig・1AutoradiographofEponembeddedsectionofthekidneyat30minafterthe  

injectionofCd（3FLmOIs／kg．b．w．）and35Slabe11edcysteine（1．5mmoIs／kg，  

b．w．）  

35Sによる現象銀粒子は腎髄質のouterstripe（OS）にある直近位尿細管に集中し，腎  

皮質（C）及び腎髄質のinnerstripe（IS）には，ごくわずかしか認められなかった。  

弓状動脈（A）。Ⅹ2く了  
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腎臓におけるカドミウムの取り込み   

4 考 察   

Cdによって腎病変が発生するネフロンの部位はcortexの曲近位尿細管，S．とS，である1？－19）。  

Cd－metallothioneinによって起こる急性中毒腎障害においても，同様にSlとS2が障害を受ける4・5・7l。   

一方，Cdと多量のLCySteine巷′同時投与した場合においてほcortexにある曲近位尿細管S．十  

S2ではなく，Outermedul】aのOuterStripeにある直近位尿細管S，が障害を受けた14）。このこと  

は図2によって明らかに示されるように投与されたCdがouterstripeのS3に集中し，その結果，  

その部位において毒性が発揮されたためと考えられる。   

では，何故，CySteineと同時にCdを投与した場合，CdほouterstripeのS，に取り込まれるの  

であろうか。  

図 21O9CdとLCySteineを同時投与後4時間の腎切片のオ－トラジオグラ  
フイー14）  

Fig．2 AutoradiographofEpon－embeddedsectionofthekidneyat4hoursafterthe  

injectionoflO9Cd（10FLmOIs／kg，b，W．）ahdL－CySteine（5mmoIs／kg，b．w．）  

Cdは腎髄質のOuterStripe（OS）にある直近位尿細管に集中し，腎皮質（C）の曲近  

尿細管には．ごくわずかしか認められない。さらに近位尿細管の存在しない腎髄質の  

innerstripe（lS）には全くCdは認められない。弓状動脈（A）。X60  
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水溶液中において，Cdとcysteineとが錯体を生成するという事築から，動物にCdとL－CySteine  

を同時投与した場合においても，生体内で，直接的証拠ほ得られないものの，CdとLcysteineと  

が錯体を生成する可能性が十分あり得る。しかし，その錯体生成の条件として体液中における両  

者の存在する量あるいはモル比率が重要であるようだ。すなわち水溶液中においてCdとLrcysteine  

を極称こ差のないモル比率で，混合・生成したCd－LCySteine錯体20・21）を動物に投与したところ，  

腎臓でのCdの取り込みと，その毒性のレベルはCd単独投与の場合と変わらない。それは投与さ  

れたCd錯体が生体内において，解離したためと考えられた22）。   

実験1において，10JLmOIs／kg，b．w．のCdに対して，1mmoIs／kg，b．w，以下の量のL－CySteine  

を投与した場合，注射部位からのCdの移動ほ増加したものの，肝軌 腎臓でのCdの取り込みに  

は，それほど影響はもたらさなかった。しかし，用量を増加して5mmo】s／kg，b．1l▼．のしc）TSteine  

を投与した場合，肝臓でのCdの取り込みほ減少し，腎臓での著しい増加が認められた（蓑1）。  

この事実ほ，あるレベル以上の量のL－CySteineの投与が生体内でのCdL－CySteine錯体の存在を  

可能にし，注射部位からのCdの移動を容易にし，腎臓での取り込みを増加させる条件として必要  

であることを示している。   

一方，実験2において，LCySteineの生体内での挙動に注目する。蓑2は実験2－（1）において  

35SLcysteine投与後の血液，腎臓，肝臓，心臓に含まれる35S濃度の経時的変化を示したもので  

あるが，LCyStejne単独投与とCdとL－CySteheとの同時投与を比較した場合，各腰器における  

35Sの挙動に差がないことを示した。すなわち，Lrcysteineの投与量に比べて，低用量であるCdほ，  

35Sの挙動に全く影響を与えなかった。   

実験2－（2）において，単独あるいはCdと同時投与した35Sしcysteineの投与直後30分及び1  

時間の腎臓内における35Sのオートラジオグラフイーの結果ほ，同時に投与したCdが取り込まれ  

る部位であるoutermedullaのOuterStripeにあるS3に特異的に取り込まれることを示し，35S  

LCySteineがS，に取り込まれる可能性を強く示唆するものである。従来，CySteinuriaについて  

数多くの報告があるものり，腎臓内でのネフロンにおけるcystejneの輸送について検討された報  

告は見当たらない。LCySteine以外のアミノ酸でouterstripeのS3に取り込まれることが確認さ  

れている物質としてはmethionine23），alanine24），ethionine25），dipiodo－tyrOSine26）などがオート  

ラi＞オグラフイpによって示され，さらにethionineZ5），histamine27）は血液から，直接S3に取り  

込まれることが確認されている。これらのアミノ酸に共通する特徴などについてほ，腎生理学上  

興味ある課題であるにもかかわらず，いまだ，よく分かっていない。   

ここで再び実験2（1）に戻って投与後のLrcysteineとCdの挙動を考察する。35S－LCySteine  

は血液においては，投与直後より4時間後まで，2．1×102〟Ci35S／gのレベルで推移し，その後は  

徐々に減少する。一方，肝臓，腎臓ほ両者同じ濃度レベルで変動し，ともに投与直後の期間が最  

高濃度で，以後，血液の濃度の減少に伴って減少した。アミノ酸の取り込みの能力が大きいとほ  

考えられない心軌ま，ほとんど投与直後から低いレベルで変わらない。しかし，アミノ酸の再吸  
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収能力の高い腎臓においては，投与直後から血液中が5Sの濃度に対応して高濃度を示した。当初  

からの急速なLCySteineの腎近位尿細管のS3での取り込みと，3SSの腎臓中濃度が次第に減少す  

る現象を次のように考える。すなわち，LCySteineあるいほCd－L－CySteineの錯体は近位尿細管  

上皮細胞に取り込まれたあと，分解・代謝され その代謝産物は3SSでラベルされたものとあわせ  

て尿細管脛より尿中に排出される。一方，血液中のしcysteine濃度ほ時間の経過とともに減少し，  

これに伴ってS3でのL－CySteineの再吸収畳も減少するであろう。従って，腎臓内に存在する35S  

の量は，S3において取り込まれた35S－LCySteineの分量から，分解代謝されて腎から排出された  

ユSSの分量を差し引いた量ということになる。結果的に，腎臓内でが5S濃度は表2のごとく当初  

から減衰するノミターンを示すことになる。肝臓が5S濃度は腎臓と極めてよく似た挙動を示すが本  

論では議論しない。   

一九 同時に投与されたCdの挙動であるが，実験1において同時投与されたLCySteineの塁  

の増加に伴なって，注射部位から移行するCdの畳が増加することが示された。さらに，この移行  

に関与する血液に含まれるCd畳もcysteineの増加に伴って，増加することが確められた。未発  

表資料ではあるが，Cd投与量を3JJmOIs／kg体重としてLcysteineの投与量を増加（0，06，0．3，  

1．5，5．OmmoIs／kg体重）してゆくと，投与1時間後の血液中のCd濃度が，Cd単独投与時の血  

液中Cd濃度をlとしたとき，1．0，1，3，2ふ 3．0というように上昇する28）。   

生体ほ一般にCdに暴冨されると，取り込み速度に遅速はあるものの，一方的に，その腎臓中の  

Cd濃度が増加してゆく。CdCl2及び，Cd－metallothionein投与の場合，腎近位尿細管上皮細胞に  

取り込まれたCdは，細胞に以前から存在していたZn／metallothioneinあるいは新たに誘導生成  

されたmetallothioneinの構成成分として細胞内にとどまり，尿中には排出され難い1）。このCd－  

CySteine錯体の場合においても，上皮細胞内に取り込まれたCdはmetallothioneinの構成成分と  

して上皮細胞内に貯留されるものと考えられる。10JLmOIs／kg体重のCdと5mmoIs／kg体重のLr  

cysteineを同時投与した前報‖）において，腎臓にCdは急速に取り込まれ 投与1時間後に最高濃  

度の70％に達し，以後緩慢に上昇して2時間後にほぼ最高の濃度に達した。このことは腎近位尿  

細管でのCdの取り込み速度が初めは大きく，時間の経過とともに減少したことを示す。   

本報告の実験結果ほ，当初の期間，血液，腎臓中の3きS濃度は高く，以後減少したのに対して，  

腎臓でのCdの取り込み速度は当初急こう配で，時間の経過とともに，こう配ほ鈍〈なった。なお，  

血液中のCd濃度も当初は高く，以後は減少するものと推測される。したがって，血液中に存在す  

るところの生成されたCdLLcysteine錯体の濃度もLLCySteine濃度と同様に投与直後高く，時間  

の経過とともに減少する。さらに，これに対応して腎臓の近位尿細管上皮細胞の，この錯体の取  

り込み量－ま減少するが，蓄積された腎中Cd濃度は上昇するという機構の存在を推察させる。   

以上のことから，生体内で生成されると推扱けされるCdLrcysteineの錯体ほ，L－CySteineの生  

体内での挙動に伴って移動し，腎臓のouterstripeのS3に取り込まれたものと考えられる。  
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両錯体の攻撃投与によるカドミウム腎毒性に与える影響  

EffectsofPretreatmenteitherwithCd／CysteineorMetallothionein  

on RenalToxicityofCadmiumChalleIlgedwithbothComplexcs  
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Masataka MURAKAMIl，Kazuo T．SUZUKll・2and Kentaro KUBOTAl  

要 旨   
動物にCdとLCySteine（Cd／cys）を同時に投与，あるいはCdmeta】lothionein（Cd  

MT）を投与した場合，Cdは前者でほ腎髄質の直近位尿細管（S3）上皮に，後者でほ腎皮  

質の曲近位尿細管（Sl＋S2）上皮に取り込まれ，上皮細胞に壊死病変が引き起こされる。  

そこで，病変を引き起こさない量のCd／cysあるいほCdLMTを前投与してCdをS3あるい  

はS．＋S2に取り込ませ，24時間後に，病変を引き起こす量の丙Cd錯体な，それぞれ投与  

したところ，攻撃投与した両錯体のCdはCd／cysではS3に．Cd－MTでほS．＋S，に取り込  

まれた。そのCdの腎蓄積量は前投与と攻撃投与の相加，あるいは，それ以上の効果で増加  

した。特にCdMTを攻撃投与したとき，相加作用以上の取り込み効果を示した。一方，  

病変ほ前投与として．いずれのCd錯体であれ，攻撃投与で生ずる腎病巣の領域，すなわち  

Cd／cysでほ腎髄質にあるS3．Cd－MTでは腎皮質にあるSl＋S2に限られた。しかし病巣の  

範囲は前投与なしに単独投与で起こされた病巣と比較して，より限局され．縮少さ九てお  

り，病変の程度も核の消失した著明な壊死病変から，核濃縮を伴った壊死あるいほ変性病  

変のレベルに軽減されていた。  

Abstraet  

Renaldistributions oflOgCdC）TSteine（cys）andlO9CdLmetallothionein（CdrMT）  

havebeenstudiedmorphoIogicallyandautoradiographicallywithspecialreferenceto  

thesitespecific damage ofthe segmeTlt Of proximaItubules．ln the kidney ofrats  

administeredsimultaneouslywithlOFLrnOIsCd／kg，b，W．，S．C・and5mmoIscys／kg，i．p・，  

thelesionandrO9Cdwerelocatedmainlyint†leS，SegmentOftheouterstripeofouter  

medullal）．On the other hand，109Cd was confined to the damaged S．＋S2Segment  

throughout the cortexiTlthe case of7FLmOIsID9Cd－MT／kg，b．w．，i．v．2）．Effects of  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
Basic MedicalSciences DivisioIl，the Nationallnstitute for ETIVironmenta】Studies，YatabemaCi，   

Tsukuba，Ibaraki305，Japarl．  

2．現在：国立公宅研究所 環境保健部   
Presentaddress：Environmenta］HealthSciencesDivision．theNationallnstituteforEnvironmentaJ   
Studjes．  
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pretreatmenteitherwithnontOXicdoseofCd／cys（3JLmOIsCd＋1．5mmoIscysteine）or  

thatofCdrMT（0，51（mOIs）ontherenaldistributionofCdaswe11asthelesioninduced  

with a toxicdoesofCd／cys（7JLmOIsCd and3．5mmoIscys）or that ofCd－MT（2．  

7FLmOIs）wereinvestigated．  

ThepresentstudiesreveaLedthattheratioof川9CdcorlCen［ratioTlOEmeduZZa亡OOTle  

ofcortexwasdifferentbetween［o9Cd／cysadministrationandLO9CdMT．Theformer  

wastwicehigherthantheIatter．Irrespectiveastowhetherratswerepretreatedwith  

none，Cd／cys orCdrMT．thelO9cd ratiosbychallenge withlO9Cd／cys weresimilar  

among different pretreatment groups．The challenge withlO9CdrMT also showed  

a】mosとthesarneratjoregard】essofとheabovepre亡柁atmer】とt〉rpe5．比issuggestedthat  

anypretreatmentswithdifferentCdCOmplexesdidnotaffectontherenaldistributions  

ofthechallengedlO9Cd／cysandlO9CdMT．WhenadministeredsinglywitheitherCd／  

cys or CdMT，Cd concentrationsin the kidneys ofhighly dosed animals did not  

increaseinproportiontotheiradministereddoses▲ Thegroupchallengedwithalow  

dose of Cd／cys or Cd－MT after pretreatmentwith Cd／cys or Cd－MTincreased  

additivelyinrenalCdconcentration．Ontheotherhand，therenalCdconcentrations  

jnthechaJ】engedhighdosegroupsincreased，mOrethanthesumofCduptakeexpected  

fromtheresultsofsingletreatments．Theadministrationwith7FLmOIsCd／cysalone  

and2．7JLmOIs CdMT alone caused the proximaltubular necrosis without nuclei  

throughout the outer stripe of medulla and the cortex，reSpeCtively．On the other  

hand，Whenchallengedwith7JLmOIsCd／cysafternontOXicdoseof3LLmOIsCd／cys，the  

morphologlCalchangeoftheproximaltubularepitheliawaslimitedto necrosiswith  

pyknoticnucleithroughouttheouterstrlpe，Whenpretreatedwithnon－tOXicdoseof  

O．5FLmOIsCdMT，thechallenge（）f7FLmOIsCd／cysinducedthesamedegreeoflesionin  

theouterstripeasmentionedabovewiththelackofchangesinotherrenalareas．A  

cha11engewith2．7JJmOIsCdMTafterO．5FEmOIsCd－MT，thelesionwasreducedtothe  

areaaroundthearciformarteryandsubcapsularpartinthecortex．inwhichproxima】  

tubuleswere necrosed withpyknotic nucleiordegeneration．Thechallenge with2・  

7JJmOIsCdr MT after3FLrnOIsCd／cys，induced the samelesion as occurredin the  

pretreatmentwithO，5JLmOIsCd－MT．   

TheseffndingssuggestedthatpretreatmenteitherwithCd／cysorCd／MTpermits  

theproximaltubularepitheliatoobtainthecapacltyOfresistanceagalnStthechal－  

1engedCd－COmplexesregardlessoftherenaldifferentdistributionofCdbetweenCd／  

cysandCdれIT．   

1 はじめに   

動物にCdとキレーティング物質であるしcys［ejneを同時投与した場合，あるいほCd－metaト  

】othioneinを投与した場合，投与されたCdは前者においてほ腎臓組織の髄質，Outermedullaの  

outerstripeにある直近位尿細管（S3）に1），後者においてほ皮質，COrteXの曲近位尿細管（Sl＋  

S2）に特異的に取り込まれ2〉，しかもCdを集中的に取り込んだ近位尿細管上皮細胞に病理的変化  

が生ずることが認められている1t2）。  
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Cdの前投与が攻撃投与に∴［るCd腎毒性に与える影響   

そこで，あらかじめ，Cd－CySteineあるいはCd－metallothioneinなどのCd錯体を投与しておい  

てCdをそれぞれ outerstripe及びcortexの近位尿細管上皮に取り込ませ，その後で，CdCyStL  

eineあるいはCdmetallothioneinを投与したとき，攻撃投与したCd錯体の腎組織内での分布が  

どう変わるか。病巣の局在部位，病変の進展にどのような影響を及ぼすか。この疑問を確かめる  

ために，以下の実験を行った。   

2 方 法   

動物はWistar系ラットの雌で5適齢（100g）。前投与の処置として，CdとLCySteineとの同  

時投与（Cd／cysと略す）あるいはCd－metal】othionein（CdLMTと略す）を投与する。Cd／cys  

（3）はCdとして3JLmOIs／kg，b・W・，CdC12・2‡H20水溶液（1．Oml／kg，b・W・）を右後肢大  

腿部皮下に注射し，引き続いて調整直後のL－CySteinel．5mmoIs／kg，b．w．，水溶液（10．Oml／  

kg，b．w，）を腹腔内に注射する。一方，Cd－MT（0．5）はCd中毒ラット肝より得たものである  

が3），その0，5／‘mOIs／kg，b．w．を腹腔内に注射する。Cd／cys（3）及びCd－MT（0．5）はいずれも  

投与24時間後に腎病変が生じない投与量である。それぞれのCd鎧体を投与24時間後に，Cd／cys  

（3）あるいほCd／cys（7）（すなわち7JLmOIsCd／kg，b．w，，S．C．と3．5mmoIscysteine／kg，b．  

w．．i，p．）をそれぞれ攻撃投与する。あるいほ攻撃投与のCd／cysの代わりにCdMT（0．5）又は  

Cd－MT（2，7）（すなわち2，7JLmOIsCd－MT／kg，b．w．，i，p．）を攻撃投与する。このCd／cys（7）  

及びCd－MT（2．7）の投与量は明らかに24時間後に腎病変を引き起こす量である。これらの攻撃  

授与24時間後にラットを麻酔して腎臓を摘出し．右腎を湿式灰化，原子吸光法4〉にて，そのCd量  

を測定した。一方，左腎はホルマリソ固定，パラフィソ旬埋，HE染色して光学顕微鏡的観察を  

行った。   

実験群は次に示す15群からなり，各帯5匹である。実験は，Cd／cys（1），CdMT（II）そして  

Cd（Vtl）をそれぞれ単独に投与したときの，Cdの腎中濃産，腎内分布及び病変を観察するための実  

験と，この結果をふまえて，さらにCd／cys（lII，V）あるいほCdMT（lV．Vl）を攻撃投与し  

たときの結果を知るための実験から構成されている。  

I Cd／cys単独投与群   

（l）Cd／cys（3）二3pmoIsCd，1．5mmoIscys／kg，b．w．   

（2）Cd／cys（7）：7JJmOIsCd，3．5mmoIscys／kg，b，W．  

ⅠI Cd－MT単独投与群   

（3）CdMT（0，5）：0．5FLmOIsCdMT／kg，b．w．   

（4）Cd－MT（2．7）：2，7／‘mOIsCd－MT／kg，b．w．  

IIICd／cys前投与＋Cd／cys攻撃投与群   

（5）Cd／cys（3）＋Cd／cys（3）   

（6）Cd／cys（3）＋Cd／cys（7）  
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lV Cd／cys前投与＋Cd－MT攻撃投与群  

（7）Cd／cys（3）＋Cd－MT（0．5）  

（8）Cd／cys（3）＋Cd－MT（2．7）  

V Cd－MT前投与＋Cd／cys攻撃投与群  

（9）CdMT（0．5）＋Cd／cys（3）  

（10）CdLMT（0．5）＋Cd／cys（7）  

VICdrMT前投与＋CdrMT攻撃投与群  

（11）Cd－MT（0．5）＋CdMT（0．5）  

（12）Cd－MT（0，5）＋Cd－MT（2．7）  

ⅥlCd単独投与群  

（13）3／‘mOJsCd／kg，b．w．，1．Oml水溶液／kg，b．w，，S．C．  

（14）7JLmOIsCd／kg，b，W” 1．Oml水溶液／kg，b．w．，S．C．  

Ⅷ（15）無処置群   

→方，攻撃投与したCd錯体によるCdの腎臓内での分布を知るために，実験群（1），（3），  

（5），（7），（9）及び（11）において攻撃投与するCd錯体のCd溶液の7i：かに，Cd／cys（3）にほ，  

比放射能83．3iLCi／F（mOICd，CdMT（O，5）にほ，500JLCi／JJmOICdの109Cdが加えられた。こ  

れらのラットほ単独投与後，あるいは攻撃投与後24時間を経てエーテル麻酔し，腎臓を摘出し，  

中央で横断，2分したあと，固定液（2，5％glutaraldehyde，0．5％tannicacid，0．1Mphosphate  

bufferpH7．0）を用いて24時間．固定後，前述の割面を断端とする厚さ約1mmの切片を2杖  

切り出し，低倍率の顕微鏡下において，図1に示すように，弓状動脈（arciforrnarteries）を境  

界として，腎皮質（cortex）（6．3±1．8mg）と腎髄質（medulla）（19，0±4，3mg）に相当するブ  

ロックを切り出した。その重量は括弧内に示されている。このmedullaのブロックはoutermedu11a  

のduterstrわeとjnnerstripe及びinnermeduJJaから構成されている。なお，固定液への組識  

からの109Cdの流出分は，約2．4～5．0％であり，同定前の1DgCdの腎臓内での分布を知るために，  

はとんど無視できる量であった。なお，109Cdほ，LKBwa舶cの1282CompuGa汀】maで測定し  

た。  
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Cdの前投与が攻撃投与によるCd腎苛性に与える影響  

園1腎臓組織中109Cd測定のための皮質と髄質の切り出し方法  

Fig．1Methodtoseparatethecorticattissueandthemedullarytissuefromthewhole  

kidney  

攻撃投与された両錯体の109Cdの腎臓組織内での分布傾向を知るために，腎臓の水平断  

切片を図に示すごとく．弓状動脈（arciform artery）を境界として，皮質部分（B，  

cortex）と髄軍部分（A，medu11a）のブロックに取徽鏡7で切り分け 各々に含まれ  

る10ウCdの濃度を測定した。Bに対するAの濃度比 すなわち  

109Cd Concentration of Medulla（A）  
The Ratio of  

】09CdConcentrationofCortex（B）  

をもって1D9Cdの腎臓内分布の指標とした。   

3 結果と考察   

先に報告したオートラジオグラフィーを用いての実験。すなわち，図2に示すように109Cdmetal・  

lothionein投与後の109Cd2）あるいは125トmetallothionein投与後の125I5）（図3）はCOrteXに分布  

するのに対して，1D9CdCySteine投与後の1O9Cd（図4）ほoutermedullaのOuterStripeに特異  

的に局在し】〉，Cdの結合する錯体によってCdは異なった腎組織内分布／iグーソを示すことが明ら  

かとなっている。   

本実験で用いられた腎ブロックの作製法において，COrteXとouterstripeの部分を腎臓からブ  

ロックとして完全に分離することが可能ならば，その結果ほ上述のオートラジオグラフィーで示  

されたように，両者の濃度が明らかに異なるデータが得られるほずである。しかし，Outermedulla  

のouterstripeにおいて，その－・部であるmedullaryrayがarciformarteryより腎皮膜方向に  

突出して存在すること，また．outerstrit）eとinnerstripeの境界が無染色の同定組織では不明りょ  

うであることから分離に正確が期待し難い。この点を克服するためにmedulIaに相当するブロッ  

クにはo11termedullaのouterstripeの大部分と，あえてCdの取り込み量の短直に少ないOuter  

medullaのinnerstripeとpapillatipを含むinnermedullaを含ませることにした。このような  
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図 21O9Cdを標識したmetallothioneirlを投与後7時間の腎切片のオ．トラジオ  

グラフィー2〉  

Fig．2 Autoradiograph of Epon－embedded section of the kidney at7h after the  

injectionofCdMT（195FLCi／JJgCd，0．8mgCd－metallothionein／kg，b．w．）2J  

Cdほ腎皮質（C）の曲近位尿細管に集中し，腎髄質のouterstripe（OS）にある直近位  

尿細管にはわずか存在するが，近位尿細管のない腎む質のinners【rj匹（JS）及び弓状動  

静脈（A）にはCdは認められなかった。×60  

便量的方法によっても，使用するRl量がオートラジオグラフ ィ一に比較して著しく少量で足りる  

こと，その結果，実験に供する動物数が多くデータを統計的に処理できるという利点がある。   

このようにして分離された腎組織中の109Cd直接測定法によって，COrteXとmedulla組織中の  

109Cdq）濃度を計算し，その濃度比率が表1に示されている。Cd／cys（3）を単独投与して24時間  

後のLO9cdの腎臓内での分布は，CdMT（0．5）単独投与の場合に比較して，COrteXに対するme－  

d山1aの109Cdの濃度比率が2倍も高いことが示された。このことほCd／cy5（3）単独投与の場合，  

CdrMT（0，5）単独投与の場合と比べて，Cdほmedullaの，特にouterstripeに取り込まれる割  

合が増加することを示唆している。  
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Cdの前投与が攻撃投与によるCd腎毒性に与える影響  

図 3125Iを標識したmetallothioneinを投与後30分の腎切片のオートラジオグ  

ラフイー5）  

Fig・3 AutoradiographofEpon－embeddedsectionofthekidneyat30minafterthe  

injectionof）251rmetallothionein［29FLgmetalIothionein（710JLCj）／kg．b．w．］5〉  

】25ILま，腎皮質（C）の曲近位尿細管に認められたが，腎髄質のOuter Stripe（OS）及び  

inner stripe（IS）にほ認められなかった。なお．曲近位尿細管の管腔には12SIは存在し  

ていなかった。×60   

－・方，Cd／cys（3）あるいほCdMT（0．5）を前投与後，川gCdMTを攻撃投与した場合，109Cd  

のcortexに対するmedullaの濃度比率は109CdMT単独投与の場合と同じ比率であった。ちな  

に，この3群の比率について分散分析を行うと，有意水準1％で有意の差が認められなかった。一  

方．Cd／cys（3）を攻撃投与した場合，前投与としてCd／cys（3）あるいはCdLMT（0＿5）を処置し  

ても，Cd／cys（3）単独投与に比べて，その比率ほやや低いものの，傾向としてほ同じレベルであっ  

た。ちなみに，この3群の比率についての分散分析の結果，有意水準1％で，有意の差ほ認められ  

なかった。この事実ほCd／cys（3）あるいほCdrMT（0．5）などのCd一錯体の前処置が攻撃投与さ  

れる両錯体の109Cdの腎臓内での分布に，ほとんど影響を与えないことを意味する。  
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図 4189CdとLCySteineを同時投与後4時間の腎切片のオ．トラi＞オブラ  

フイー 1）  

Fig・4 AutoradiographofEpon－embeddedsectionofthekidneyat4hoursafterthe  

injectionoflO9Cd（90▲5FLCi／FLmOICdC12，10JLmOIsCd／kg，b．w．）andLCySteine  

（5mmoIs／kg，b．w．）1）  

Cdは腎髄質のouter stripe（OS）にある直近位尿細管に集中し，腎皮質（C）の曲近位  

尿細管には，ごくわずかしか認められず，さらに近位尿細管りない腎髄質のinner  

stripe（1S）には全く認められなかった。×60   

蓑1には各実験群において腎臓内に取り込まれたCd濃度が示されている。Cd／cysあるいはCd－  

MTを単独に投与した場合，それぞれ，その投与量が増加Lても，単純に腎臓内のCdが相加的  

に増加するというわけにはいかなかった。しかしながら，前投与に加えて攻撃投与した場合は，  

単独に投与した場合と結果が明らかに異なっている。すなわち．両錯体を前投与してCd／cys（3），  

Cd／cys（7）あるいはCd－MT（0＿5）を投与すると，その腎臓中のCd量は前投与で蓄積されたCd  

量に加えて．攻撃投与で与えられた量のCd錯体が単独投与されたときに蓄積される量のCdが加  

算されたものとして示された。他方，両岸体を前投与して，CdrMT（2，7）を投与すると，Cd－MT  

（2．7）単独に投与されたときの腎蓄積量の約2倍量と前投与で蓄積された量を加算した値を示した。  

このことほ，Cdの腎臓での取り込みに関して，前投与，攻撃投与の2回の処置は，相加作用ある  

いほそれ以上の効果をもたらすことを意味している。  
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Cdの前投与が攻撃投与FこよるCd腎毒性に与える影響  

蓑 1腎中Cd濃度，攻撃投与18gCdの腎内分布及び病巣の腎臓内分布と病変の  

程度  
TablelCd concentration and distributioniTlthe kidney and the grade of renal  

damage  

Ratio of  

medulla／   

COrteX  

Medu11aビ  
Renal Cd 

concentration  
Cortex   Treatrnent  

Outer lnner  

nr Stri 

0．175±0．007d（3）⊂  

0．073±0．018（4）  

0．130±0．027（5）  

0．061±0．008（4）  

0．114±0．020（4）  

0．067±0．015（4）  

7．1±0．4b（3）ぐ  －  

10．5±1，2（4）  －  

3．9±0．2（5）・ －  

6．7±0，7（5）  ＋＋  

11．7±1．5（4）  

Cd／Cys（3）且a10ne  

Cd／Cys（7）alone  

CdMT（0．5）alone  

CdMT（2．7）alone  

Cd／Cys（3）＋Cd／Cys（3）  

Cd／Cys（3）＋Cd／Cys（7）  

Cd／Cys（3）＋Cd－MT（0．5）  

Cd／CYS（3）十Cd－MT（2．7）  

CdLMT（0．5）＋Cd／Cys（3）  

CdMT（0．5）十Cd／Cys（7）  

Cd－MT（0．5）＋CdMT（0．5）  

CdMT（0．5）＋Cd－MT（2．7）  

Cd（3） alone  

Cd（7） alone  

Control  

＋＋  

2ユ′ユ±1．0（3）  －  ＋  

10．8±1．3（4）  －  

22．8±3．1（5）  十  －  －  

9．4±1．8（5）  －  

17．5±1．2（5）  

7．7±0．3（4）  －  

16，1±3．4（4）  十  

0．7±0．1（5）  

1．7±0．2（5）  －   

N．D． （5）  一  

十  －  

Cd／cys二Cd／cysteine，CdMT：Cdmetallothionein，a）JLrr10ls／kg体重 b）JLg／g腎湿重量 c）実  
験動物数 d）腎髄質中の】09Cd濃度／腎皮質中の購Cd濃度 e）腎病変の程度：（）近位尿細管上皮  
ほ全く病変なし。（十）一一部の近位尿細管上皮細胞に核狼縮を伴った壊死病変を認める。その上皮細胞の  

－・軌皐核の消失したものが散見する。（＋＋）すべての近位尿紐管上皮細胞に核消失を伴った壊死病変を  

認める。   

さて，病理学的的所見についてであるが，Cd／cys（7）単独（第（2）群，図5）あるいほCdMT  

（2．7）単独（第（4）群，図6）投与24時間後において，前者はoutermedu11aのOuterStripeに，  

後者ではcortexにそれぞれ存在する近位尿細管上皮細胞が決定的な壊死に陥り，病巣の腎組織に  

おける局在部位は明らかに異なっていた。ところが，Cd／cys（3）の前投与後．Cd／cys（7）を攻撃  

投与する（第（6）群，図7）と病変ほCd／cys（7）単独に比べてouterstripeの病巣範囲が縮少し，  

病巣にある近位尿細管上皮細胞は，Cd／cys（7）では核も認められないほどの壊死を起こしたのに  

対して，核濃縮を伴った壊死へと病変が軽減した。他7f．CdMT（0．5）の前投与後に，Cd／cys  

（7）を攻撃投与（第（10）群，囲8）Lた場合においても，同様に病巣の縮少と壊死病変の軽減が  

out二er Stripeにおいて認められた。一方，CdMT（0．5）を前投与後にCdMT（2．7）を攻撃投与  

（第（12）群，図9）した場合，病巣部位はCdrMT（2．7）単独ではcortex全域が病巣であったのに  

対して，arCiforrnarteries周辺及び腎皮膜直下のcortexに限局され．病巣部位の近位尿細管上皮  

ー223   



村上正孝・鈴木和夫・久保田憲太郎  

図 5 Cd／cys（7）単独投与の腎病変  

Fig．5 SectionofthekidneytreatedwithCd／cys（7）alone  

腎髄質にあるouter stripe（OS）の直近位尿細管上皮細胞は核が全く消失するほとの壊  

死を起こしている。一方，腎皮質（C）にある近位尿細管ほ病変がみられない。HE染  

色。X60  

図 6 Cd－MT（2．7）単独投与の腎病変  
Fig．6 SectionofthekidneytreatedwithCd－MT（2・7）alone  

腎皮質（C）にある曲近位尿細管上皮細胞ほ核が全く消失するほどの壊死をおこしてい  

る。一九腎髄質にあるouter stripe（OS）にある近位尿細管は病変がみられない。  

H－E染色。×60  
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Cdの前投与が攻撃投与に上るCd腎毒性に与える影響  

図 7 Cd／cys（3）十Cd／cys（7）投与の腎病変  

Fig．7 SectionofthekidneytreatedwithCd／cys（3）＋Cd／cys（7）  

Cd／cys（3）＋Cd／cys（7）図7，CdLMT（0．5）＋Cd／cys（7）図8両実験群ともに，  

腎髄質のouter stripe（OS）にある直近位尿細管上皮細胞が核濃縮を伴った壊死におち  

いっているが．Cd／CyS（7）単独投与（図5）に比較して，明らかに病変が軽減してい  

る。皮質（C），腎髄質のinner stripe（IS）などには病変は認められない。H－E染色。  
×60  

図 8 Cd－MT（0．5）＋Cd／cys（7）投与の腎病変  

Fig，8 SectionofthekidneytreatedwithCd－MT（0．5）＋Cd／cys（7）  

HE染色。×60  
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図 9 CdMT（0．5）＋CdMT（2．7）投与の腎病変  

Fig・9 SectionofthekidneytreatedwithCd－MT（0，5）十Cd－MT（2．7）  

CdMT（0．5）＋Cd－MT（2．7）（図9），Cd／cys（3）＋CdMT（2．7）（図10）両実験群  

ともに，病巣は腎皮質にある弓状動脈周辺及び腎皮瞑直下の曲近位尿細管上皮に限局さ  

れ，その上皮の病変は核濃縮を伴った凄死あるいほ変性病変へとCdMT（2．7）単独投  

与（図6）に比較して軽減している。腎髄質にほ病変は認められない。H－E染色。×60  

図10 Cd／cys（3）十Cd－MT（2，7）投与の腎病変  
Fig．10 SectionofthekidneytreatedwithCd／cys（3）＋CdLMT（2・7）  

HE染色。×60  
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Cdの前投与が攻撃投与によるCd腎毒性に与える影響  

細胞は核濃縮を伴った壊死あるいは変性へと病変が軽減されていた。さらにCd／cys（3）前投与後，  

Cd－MT（2．7）攻撃投与（第（8）群，図10）の場合においても同様の効果が認められた。   

このようにすべての組み合わせ条件において，病変が軽減される事実は実験前においては予想  

されなかった。すなわち，同種のCd錯体による攻撃投与（第（6），（12）群）の結果，腎病巣が  

縮小し病変が軽減したことは，前投与，攻撃投与によるCd錯体が腎組織の同一部位に取り込まれ  

ることから理解できることである。しかし異種のCd錯体による攻撃投与に際して，同種の場合と  

同様のレベルで腎病巣が締少し，病変が軽減することは，それぞれのCd錯体の取り込まれる腎組  

織の領域が異なることから予想できなかった。   

この現象の解釈として，異種のCd錯体の攻撃投与の場合においても，同種のCd錯体の攻撃投  

与の場合と同様のレベルで腎臓中のCd濃度が上昇するという事実から，この攻撃投与のCd錯体  

によって運はれるCdを取り込むだけの用意が，攻撃投与のCd／cys（第（10）群）あるいはCdrMT  

（第（8）群）を処置する以前に，既に前者においてはoutermedu11aのouterstripeにある直近位  

尿細管上皮細胞に，後者ではCOrteXにある曲近位尿細管上皮細胞に準備されていたと考えられる。   

その準備とは，攻撃投与の後に細胞内に取り込まれたCd錯体由来のCdが錯体から解離してCd  

イオンとして存在しないように無毒化する耐性能力を，標的となる近位尿細管上皮細胞に与えた  

ことを意味している。   

すなわち，直接の確認は今後の問題として残されているが，攻撃投与されたCd錯体のCdを取  

り込んで解毒するのに十分な量のmeta1lothioneinが新たに生成されたものと推測される。なお，  

このmetallothioneinの局在についてほ方法論を含めて目下，検討中である。   
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重水による水代謝異常検査手法の検討  

一カドミウム暴露動物による実験－   

AStudyon BodyWaterBalanceofRatsExposedto  

CadmhmlJsil帽HeaYyWater  

11－20  

松本 理1・太田庸起子1   

MichiMATSUMOTOlandYukikoOHTAl  

要 旨   
カドミウムを投与したラットを使用して，重水のトレーサ利用による水代謝異常検査手  

法の検討を行った。カYミウム投与により体重増加の停止，臓器の肥大，臓器へのカドミ  

ウムの蓄積及び腎近位尿細管上皮の変性が観察された。カドミウム投与後垂水を投与し，  

4日間にわたって－・日尿を採取した。尿中の重水濃度は疎水性白金触媒カラムとTCD付ガ  

スクロマトグラフを組み合わせた重水分析計により測定し，全体水分量，水の代謝回転率  

及び生物学的半減期を計算により求めた。カドミウム投与群では対照群に比べて全体水分  

量の増加が観察されたが，半減期は両群で差がなかった。  

Abstra（：t   

Thebodywaterbalancewasstudiedbytracertechniqueusingheavywater，The  

PurpOSeOfthisstudywastodevelopmethodsforprecisemeasurementofbodywater  

balallCeWhenrenalfunctionwasdisorderedbyexogeneoustoxicmetals．Inthisstudy  

weespeciallydealtwiththetoxicityofcadmium．  

The experiment was performed using rats exposed to cadmium．and the slight  

histologicalchangeswereobservedintherenaltubularepitheliumoftherats，Heavy  

Water（99．8atom％DzO）wasadministeredtotheratsbysubcutaneousiniectionafter  

cadmiumexposure，andtheurinewascollectedfromthecadmiumeXpOSed ratsand  

thecontrolratsevery24hoursforfourdays．  

Theurine sampleswerepurified by pseudo－Sublimation．The concentration of  

heavywaterinurinewasmeasuredwithaheavywater－ana】yzer，WhichisaTCD－gaS  

chromatogTaph connected with a hydTOphobic platin11m Catalyst column，and tlle  

amountsoftota】bodywaterwereobtained．TheturnoverrateandthebiologlCalhalf－  

1ife of water were also calculated．   

Inthecadmium－eXpOSedgrouptheamountsoftotalbodywaterwerelargerthan  

1．国立公害研究所 環境保健部 〒305茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
EnvionmentalHealthSciencesDivision，theNationalInstituteforEnvironmentalStudies．Yatabe・   
machi，Tsukuba．Ibaraki305∴hpan．  
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inthecontrolgroup，however，therewasnosignificantdifferenceofthebiologicalhalf  

lifeofwaterirlbothgroups．   

1 はじめに   

急性糸球体腎炎，ネフロー＝ぜ症候群などの腎疾患や，心不全，肝硬変など多くの疾患における  

浮腫，あるいほ腎不全，尿崩症，ファソコニー症候群などにおける脱水症といった病的な水分代  

謝異常は臨床上しばしばみられる症状である。体液のノミランス異常は全身症状を引き起こし，重  

篤時には死にもつながる。これらの水分代謝の状態は尿検査，腎機能検査，血液検査，耕せつ・  

分泌液の検査及び体液量の直接測定などによって把握することができる。一般には尿量・尿比重・  

血液Ht値の検査と患者の臨床症状を考え合わせれほ水分の過不足の程度を判定することができる  

が．体液量の測定を行えはさらに精密な判定をすることが可能である。   

体液は細胞内液と細胞外液に分けることができ，細胞外液はさらに主として血奨と親戚間液に  

分けられる。全体水分量，細胞外液量，及び循環血凍量の測定を行えば体液の量的分布の変動を  

知ることができる。各体液区画の測定はそれぞれ適当な指示薬を用い希釈法により行う。用いた  

指示薬により分布空間が多少異なるため，測定値に差があることが知られている】）。全体水分量の  

測定には生体の全水分中に分布し，体内で変化したり選択的に排せつされたりすることのない物  

質を用いることが理想的であり，重水（D20），tritium oxide（T，0，THO），7ソチビリン，  

NAAP（N－aCetyl4aminoantipyrine）などが用いられる。Hevesyら2）が重水を用いて全体水分  

量の測定を行ってから種々の指示薬を用いての希釈法による測定37）が行われているが，一般には  

測定が簡便で特殊な装置，設備等を要しないNAAPが多く使われてきた。しかし厳密な意味でほ  

生体に最初から存在する水と同等であるD20やT20，THOが望ましい。T20，THOは放射性の  

標識化合物であるため，高価で，使取 捌定に関して特殊な設備が必要であり，また臨床上の応  

用が難しいが，D20は安定同位体であるため取り扱いも容易であり，大量でない限り生体にとっ  

ても危険がなく臨床上の使用も可能である。重水中の重水素濃度の測定にほ従来質量分析法や赤  

外分光法が用いられてきたが，最近ガスクロマトグラフ利用による簡便な重水分析法が開発され  

た8・9〉。本研究ではカドミウム投与を行ったラットを例としてこの分析法により水分代謝異常の観  

察を行うことを試みた。   

2 実験方法   

2．1カドミウム投与実験   

CdC121mgCd／m／の溶液を滅菌水にて調製し，Wistar系姓ラット（9適齢，体重262～282  

kg）に2mgCd／kg／dで皮下投与を行った。投与間隔は平均l．7日に1回で，25日間にわたり15  

回の投与を行った。Cd投与総量ほ約30mg／kgb，W・である。  
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2．2 重水授与及び採尿   

Cd投与による水代謝べの影響を観察するために，Cd投与ラット及び対照ラットに重水を投与  

し，代謝ケージ内で飼育して1，日尿～4日尿を24時間ごとに採取した。重水ほ99．8atom％D20  

を使用し，1mJ／kgb．w．を皮下注射にて投与した。実験は2回行い，Cd投与終了後3日目及び  

10日巨＝こ重水を投与した。またCd投与終了後7日臥14日臥 21日目にラットのうち一部を解  

剖し，肺，肝鼠 脾臓，腎臓．筋肉を採取した。各組織中のCdをはじめとする元素の濃度をICP  

（プラズマ発光分光分析）法により測定した。肝臓，脾臓，腎臓の一部はホルマリソ固定を行い組  

織標本を作成して病理組織学的観察を行った。また一部についてほCd投与終了後102日日に解剖  

し，同様に組織中の元素濃度の測定を行った。   

2．3 試料の調製   1   

尿試料中の重水濃度をガスクロマトグラフにより測定する場合，共存する不純物を除去し水分  

のみを取り出す必要がある。卒研究でほ試料の調製にほ，A■Hvidt，K，Linderstr4mLang考案  

のイソシュリン，リボヌクレア－こゼのD－H交換測定方法に準じた真空蒸留（昇華）法8▼11）を採用  

した。この方法ほガスタロマトグラフィはかりでなく質量分析法や振動式密度法による重水測定  

の前処理法としても用いられて卒り，空気中の水分を取り込まないように注意しさえすれは同位  

体効果を考慮する必要のない簡便な方法である。試料は一200Cに冷凍保存しておき．調製時に解  

凍し各3mJを真空蒸留により精製した。   

2．4 ガスクロマトグラフによる重水の分析   

前述した前処理法により精製した重水試料を熱伝導変型検出器（TCD）付ガスクロマトグラフ  

（昭光通商垂水分析計HK1）を用いて測定を行った。この分析法8・9〉は試料を疎水性白金触媒カ  

ラムに通して試料中の重水と水素を接触させ，D20をHDに変換してTCDで検出するものであ  

る。キャリヤーガスには高純度の水素を用いた。分析計には触媒カラムとTCDの問に水分吸収の  

ためのモレキュラーシープ充てんの吸着力ラムが装着されている。各試料2／JJを注入して測定を  

行った。   

3 結 果   

3．1Cd投与による体重変化   

Cd投与前のラットの体重は272±6g（range：262～282g）で，対照群と投与群に差はなかっ  

たが，投与開始後対照群の体重ほ直線的に増加し終了時点で347±12g（range：329～366g）と  

増加したのに対し，Cd投与群は投与開始後数日で体重が減少し，しばらくして回復，増加した後，  

再び減少，その後横ばい状態が続き投与終了時点で273±12g（range：255～291g）であった。  
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3．2 臓器重畳   

各回の重水投与及び採尿の実験がそれぞれ終了した動物のうち対照帯，Cd投与群より1～2匹  

を取り出し解剖，軋 肝晩 脾鳳 腎鳳 筋肉（右大腿筋）を採取した。また実験終了後飼育を  

続けた動物をCd投与終了後21日目及び102日目に解剖L同様に組織を採取した。   

Cd投与終了後7日目，14日目で肝臓，脾臓の重量が投与群で高く，特に脾臓は体重の  

0．4～0．5％に達した（対照群では0．2％）。21日目では肝臓，脾臓に加えて腎臓も投与群で高値を  

示した。肺重量には差がなかった。102日目でも肝臓，脾臓，腎臓の重量は投与群で増大したまま  

であった。例数が少ないが，測定値（2匹の場合ほ平均値）を体重比で表したものを蓑1に示す。  

蓑 1Cd投与群と対照群における臓器重量の比較  

Tablel WeightoforgansofcontrolandCd－eXpOSedrats  

Group   Lung  Liver  Spleen Kidney   

％  ％  ％  ％  

Cd    7－                    0，4  5，3  0．4  0．9   

14  0，5  5，0  0．4  0．9   

21   0．4    5．1  0，5  0，8   

102  0．3  3．8  0，4  0．8   

％  ％  ％  ％  

Control－  7                    0，4  4．3  0．2  0．8   

14  0．4  4，1  0．2  0．8   

21   0．4  3．5  0．2  0．6   

102  0．3  3．2  0，2  0，5   

値ほ体重に対する％で示した。  

＊印の数字（7．14，21，102）はカドミウムの最終投与後の日数を示す。   

3．3 組織中元素濃度   

前項で採取した臓器，組織中の元素濃度をICP法で測定した。CdほCd投与群の肺，肝臓，脾  

臓，腎鳳 筋肉のすべての組織で検出されたが，対照群では検出されなかった。Cdの蓄積ほ肝臓，  

腎臓で著しかった。また肺，肝臓，筋肉中のCdがCd投与中止後徐々に減少を示しているのに対  

し，腎鳳 脾臓中のCdはほは一定で102日後もそのレベルほ変わらなかった（図1，2）。また他  

の元素でCd投与群と対照群との間に差がみられたのは肝臓中のCu，Zn，肺，腎臓中のZnの濃  

度であった（国3）。  
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図1カドミウム投与ラットの肝臓及び腎臓中のカドミウム濃度  

Fig．1Cadmiumconcentrationinliverand kidneyofcadmium－eXpOSedrats   
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図 2 カドミウム投与ラットの肺，脾臓と筋肉中のカドミウム濃度  

Fig．2 Cadmiumconcentrationinlung，Spleen andmuscleofcadmiumrexposedrats  
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図 3 カドミウム投与群及び対照群におけるラット肝臓中の銅濃度と肺，肝臓と  

腎臓中の亜鉛濃度  
Fig．3 Copper concentrationsinliver and zinc concentrationsinlung，1iver，and  

kidney ofcadmiumrexposedandcontrolrats   

3．4 病理組織学的観察   

Cd投与終了後7日目，14日目，21日酎こ肝臓，脾臓，腎臓を摘出し，常法に従い病理組織標  

本を作成，HrE染色及びPAS染色により組織学的観察を行った。   

肝臓では一部肝細胞の変性とそれに伴う壊死，再生が認められたが投与群と対照群に差は認め  

られなかった。   

脾臓においては投与群で脾陸が認められた。これはうっ血によるものと考えられる。   

腎臓ではH－E染色による光顧像では糸球体の変化ほ特に見られず，細胞の増机 毛細血管，メ  

サソギクム等に関しても対照群と比較して著変は認められなかった。基底膜はPAS染色でほ変化  

が認められず，やや肥厚の傾向を示す程度であった。尿細管でほ投与群に上皮細胞の変性（細胞  

の膨化，腫九 核の大小不同，細胞の管内へのはく離脱落等），壊死（図4，5）が認められたが  

いずれも近位尿細管に限られ，遠位尿細管の変化はほとんどないと思われる。また基底膜の変化  
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図 4 カドミウム投与終了後14日目のラットの腎臓  

Fig・4 DegenerationofrenaltubularepitheliumSWellingofepithelialcellsfroma  

rat2weeksafterthelastadministrationofcadmium  

PASstaining  

尿細管上皮の変性上皮細胞の腫大Ⅰ）AS染色  

図 5 カドミウム投与終了後21日目のラットの腎臓  

Fig．5 Renaltubularnecrosisfromarat3weeksafterthelastadministrationof  

cadmium  

lトEstaining  

尿細管壊死 HE染色  
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もほとんど観察されなかった。いずれも障害の程度ほ軽く，腎不全等を起こすほどの障害には至っ  

ていないと思われた。   

3．5 尿 量   

Cd投与群，対照群共に個体差が大きくほとんど差はみられない。初回の実験（実験1）におい  

て投与群でわずかに多尿の傾向がみうけられるが有意な差ではない。   

3．6 尿中重水排せつ呈   

Cd投与終了後3．10，17日日に重水を投与し，24時間ごとに4日間採尿を行った。尿中の  

D20の存在率を測定し片対数方腹掛こプロットしたものを図6（a）～（d）に示す。   

一般に健康体の場合，尿中の重水存在率は1日尿．2日尿と減少し、その状態は，  

Y＝A。e‾1【  （1）  

で表される18）。故に片対数方眼紙に時間に対して存在率をプロットしたものは直線を示す。図6の  

測定結果よりそれぞれ回帰式を求めA。とAを得た。直線からほずれた値が見られたため，回帰式  

をあてほめた時の残差の各々に対しその値を除いて評価した標準偏差を用いたt検定で両側0′．1％  

有意に絶対値の大きい残差があれば，その測定値を除外して回帰式を求め直した（図6）。図6に  

おいて回帰直線を実線で示した（（）で囲んだ点ほ除外した測定値）。   

3，7 全体水分量   

尿中への重水排せつ量から同位体希釈法の原理により全体水分量を求めることができる。成書12）  

によると全体水分量は次の式で表される。  

ClV．一CEVE  
（2）   VF＝   

CF  

ただし，Cl：投与した指示薬の濃度  

Vl：投与した指示薬の容量  

CE：平衡に達するまでに尿中に喪失した指示薬の濃度  

VE：平衡に達するまでに排せつした尿量  

CF：平衡に達したのちの指示薬の血中濃度  

VF 二全体水分量   

指示薬とはここでは重水のことである。平衡に達するのが速くて尿中への喪失が少なけれは，  

式（2）は  

・ 、 
C, 

（3）   
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図 6 尿中重水排せつの経時変化  

Fig・6 Timecourseofurinaryexcretionofdeuteriumoxide  

（a）実験1．対照群  

（b）実験1．Cd投与群  

（C）実験2．対照群  

（d）実験2．Cd投与群  

で表される】2）。また重水の場合尿中濃度と血中濃度は相まって変化する7▼10）。筆者らの別のラット  

を使った実験でも同様の結果が得られている。故に指示薬の血中濃度（CF）は尿中の濃度で代用  

することができる。重水投与後尿中濃度は2時間ぐらいで平衡状態に達する7）ためそれ以前に尿中  

に喪失した量はわずかであると考えられる。平衡に達したときの尿中濃度は式（1）においてt＝0  

のときの値A。となる。グラフよりA。を読みとり，次式  
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VF＝  （4）  

によりVFを求めることができる。   

本実験において投与した垂水の濃度は99．8atom％，投与量ほ1ml／kgb．w．である。式（4）に  

代入すると  

99．8（％）×W  
VF（mJ）＝   （5）  

A。（ppm）×104  

W：体重（kg）  

全体水分量（TBW）を体重比で表すと，   

TBW（％）＝ぷ忘×100  

故に次式により全体水分量が求められる。  

（6）  

99．8×10ユ  
TBW（％）＝   （7）   

Ao（ppm）  

本実験では重水投与後24時間たつまでは採尿を行っていないため，3，6において求めたt＝0の  

ときの外挿値A。により全体水分量を求めた。  

また式  

Tlノ2＝  （8）  

により，生物学的半減期Tり2を求めた。これらの結果を表2に示す。全体水分量，生物学的半減  

期については標準誤差の範囲を（）内に示した。2回目の実験（実験2）においては前回重水投  

与の影響がまだ残っていると考えられるので，実験1の回帰式よりt＝7（日）のときの尿中重水  

存在率を求め，実験2で求めたA。より差し引いてt＝0のときの値とした。実験1ではCd投与群  

において全体水分量の増加が観察されたが実験2では差はみられなかった。生物学的半減期は両  

群で顕著な差はなかった。   

4 考 察   

重水のトレーサ利用は水が身近な物質であるにもかかわらず，その分析法が複雑であったり，  

高度の技術を要したり，また費用がかかったりするということから，現在でもそれほど広くは行  

われていない。それも主として地球化学の分野での利用であり，生物学，医学の分野でのトレー  

サ利用による研究はわずかである。我が国では「重水による体液／てランスの研究」10）のテーマで文  

部省の研究が手がけられたことがある。最近ではフラソスのE．Roth13），G，Bassetら14）のグルー  

プが重水を利用しての全体水分量の測定や肺の水分量の測定などから病状の診断への応用が可能  

なことを報告している。また妊娠中の婦人の体液パラソスと脂肪の関係などについて研究した報  
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告15〉もある。   

今回我々は新しく開発された簡便な方法を用い，重水のトレーサ利用により水分代謝の状態を  

観察することでどの程度重金属暴冨などによる身体の異常を把握することができるかを知るため  

に，カドミウムを投与したラットを使っての動物実験を試みた。結果として－ま例数が少なかった  

こと，人間と異なり尿量が少ないために採尿が頻繁に行えないこと，重水による全体水分量の測  

定以外の体液区画の測定を実施しなかったことなどから完全なものを得られなかった。ラットほ  

15回にわたるカドミウムの投与により体重増加の停1L 臓器の重量増加，カドミウムの蓄税，そ  

れに伴う元素含量の変化などを起こしており，身体に何らかの影響が及んでいることは明らかで  

ある。しかし病理組織学的観察によると多少の変化ほ見られるものの腎障害，腎不全に至るはど  

のものでほなく，回復の様子もうかがえる。重水の尿中排せつ量から全体水分量，代謝回転率，  

半減期などを求めてみた（表2）が，投与群と対照群の差はそれほど明らかではない。実験1で  

は投与群にやや浮腫の傾向が見られたが実験2では差は小さくなった。これはCd投与中止によっ  

て急性の変化が回復していることを示すものではないかと思われる。膵臓，肝臓などに見られる  

重量増加は浮腫を裏付けるものとも考えられる。実際組織標本において牌踵が観察されている。  

しかし鱒器の肥大上まCd投与終了後21日臥102日目にも継続したままであり，また腎臓に関し  

てほ後になるほど肥大の傾向が大きくなっている。■これらは必ずしも水分量の増加が肥大につな  

がっているものではないことを示している。  

表  2 全体水分量，代謝回転率と生物学的半減期  
Table2 ■Totalbody■water，turnOVerrate arldbiologlCalhalf－1ife  

Experiment Group  No． TBW（％）●  入±SE  T．′2（day）  

Contro1  5  69．1（65．4～73．1） 0126±0．024 5．50（4，62丁一6．80）  

CdLeXpOSed  5 q7．17（82，ト93．7） 0．138±0．029 5．02（4．15～6．36）   

－－！ 
‥、≡・． 

●TfiW：・tOtalbodywater．■ ％ofbodyweighl   

全体水分量は両群ともに実験1よりも実験2の方が減少している。これはひとつには加齢によ  

る水分の減少を反映していることが考えられる。人間の琴含も加齢に伴い76％から43％く小らいま  

で水分量が減少するとされている1Z，1㌔  しかし，今回の実験結果からだけでは加齢の影響とCd投  

与群における回復効果を分離して考察することができず，この点については新たに検討を行う必  

要があると考えている。ただ，遇齢差ほわずか1週間であり，実験2において投与群と対照群の  

差がなくなっていることは急性影響の回復を示していると考えてよいと思われる。  
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重水のトレーサ利用による体液／ミラソスの観察は安全で測定にも特別の技術を要しない手軽な  

診断方法になり得ると思われる。しかし実際に臨床への応用を行うにはさらなる簡便さと大きな  

メリットが要求される。簡便さに関しては，たとえば他の指示薬による他の体液区画の測定など  

を同時に行えること17）や判定に必要な時間の短縮などであり，メリットは他の様々な診断法と比較  

しての有用性であろう。実際的な診断方法の開発にはさらに研究が必要であると思われる。今回  

の研究はCd暴露による全体水分量の増加という点において，明らかな病変の現れる以前に急性の  

全身的な影響をとらえられる可能性を示したものと考える。さらに例数を増やし時間をかけて検  

討することにより明確な結論を導くことができるかもしれない。しかしCd暴露の急性影響の正確  

な判定には他の多くの診断法を併用しての詳細な検討が必要であろう。  
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要 旨  
腎不全患者の水分代謝を，正常対照例と比較し検討したので報告する。   

患者の細胞内水分量をinulinを使用して算出し，正常例と比較すると，その量は正常例  

に比べて少なかった。また，本症例は無尿症例のため透析を行ったが，その際の水の生物  

学的半減期は，正常例の9日間に比べて，7時間と極めて短く，水の交巻率は正常の30倍  

にも達した。   

以上の結果から，体内の水分代謝について考察を試み，体液代謝の重要性を明らかにし  

ようとした。  

Abstract  

Thewatermetabolismofthepatientsdisturbedkidneyfunctionwasinvestlgated  

andthedatawascornparedwithnormalpersons．  

Theintrace】】u】arwaterspacecalcuJated byinuLin assump【LOnforpatietltSWaS  

Smaller than that of the normalperSOnS．When a treatment of rapid dialysis for  

circulating blood was performed for the patients．The biologicalhalflife of body  

WaterWaSOnly aboutsevenhoursandtheturn，OVerrate Ofbody waterwas thirty  

timesasfastasthecontrol，Sincethebiologicalhalflife ofthenormalpersonswas  

aboutIlinedays．  
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1 はじめに   

重金属及びその他の有害物質が体内に摂取された時，急性影響又は慢性影響の差I土あるにして  

も，全身症状として把握する必要がある。その一つに水電解質バランス異常が考えられる。体液  

ノミランスの異常をきたす疾患はいくつかあるが，重金属の体内摂取との関係を推定するものとし  

て，重金属の蓄積が特異的である部位（臓器）についての検討は意義があるものと考える。   

生体水分代謝の状況ほ，尿検査，腎続能検査，血液検査，排泄分泌液の検査，体液量の直接測  

定などにより判定されうるが，全体液量及び細胞外液量の測定を行えは精密な判定ができる。こ  

のために，生体液分中に等分に分布し，変化せず選択的に排せつされることのない水のうち，垂  

水（D20）を用いての測定が望ましい。   

本研究では，重金属の中でもカドミウムが腎．肝に蓄積し，カドミウム暴琵量が多けれは腎障  

害を起こすといわれていることから，腎の畿能異常に対処する所見の基礎的知見を求めるための  

検査手法を検討した。本特別研究報告書の中に，松本らが，動物ラットを用いて垂水による体液  

量の変化を試験的に観察した知見を報告している。しかし，細胞外液及び細胞内液の量の変化を  

求めるには動物実験が困難である。このため，腎綴能異常患者について，垂水によるトレーサー  

手法を用いてこれらの検査を行うことを目的とした。本手法は，重金属暴露が原因で生じた浮腫，  

脱水症等の水代謝異常がみられる場合に適用できるとして本特別研究の中にとりあげたが，これ  

ら症状の認められるその他の疾患，またほ身体変調，生理的変化に対しても，ヒトへの応用が可  

能と考えている。   

水は体の構成成分の60％以上を占めており，水が生体の機能に及ぼす影響は極めて大きい1）。例  

えば小児における水の交替率は成熟時とを比較すれは数倍に及ぶといわれ 楔能の盛んな乳幼時  

においてほ水分代謝も極めて旺盛であることが伺える。したがって体内における水の動態を明ら  

かにすることは生命を維持するために重要な最も基本的な課題であるといえる。   

水の動態を調べるのに最も容易に用いられるものは標識化合物である垂水である。垂水は標識  

化合物ではあるが，非放射性標識化合物であるために放射性障害を考慮することなく，しかもそ  

の毒性ははとんどなく，体液の15％を置換しても異常はみられず0．5％の重水置換を4か月の長  

期間にわたり続けても悪影響はなかったという。したがって重水を通常の投与量で用いても，そ  

の障害を特に考えることなく使用できるといってよい。   

さて，体内水分の分布は，細胞内に40％，細胞外に20％に存在しており，これらが常に栄養物  

や老廃物とともに流動し体内の新陳代謝にかかわってくる。したがって細胞内・外の水分代謝の  

様相を知ることは生体機能の変動を知る上でも重要な課題である。細胞内及び細胞外を分けて水  

分代謝を知るためには，細胞に対して毒性を持たず，しかも細胞内に入らないといわれるinuIinを  

用いる方法が使われる。   

以上の観点に立ち，本研究では病態時の体液動態について研究を進めひいては諸機能の変化に  

おける水分代謝の重要性を明らかにしようとした。  
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2 研究方法   

2．1重水の毒性試験   

大量の重水投与においては毒性を考慮する必要があるが，今回は少量の投与でも病態時である  

ことを考えバイロジェソ・テストを施行した後に経口投与を行った。すなわち，一定量を皮下に  

注射し発赤の有無をあらかじめ調べた。全例についてパイpジエソ・テストの結果で発赤の発現  

は認められなかった。   

2．2iれ山inによる細胞内及び細胞外液の算定方法   

ヒトにおける細胞内・外の測定用のinulin溶液（Sigma製）を使用し，一定量を静脈内に投与  

する。一定時間後に，血液を採取して血清中のinulin濃度を測定する。その後にさらに2ないし  

3回血清中のinulin濃度を一定時間の間隔で測定する。これらのinulin濃度が直線的な変化を示す  

ようになったとき，全身の細胞外に均等にinulinが分布したと考えられるので，そのときの血中  

濃度をb（mg）／mlとする。その時点での排尿中のinulin総量をc（mg）とし．血中への投与量をa  

（mg）とすると，arC（mg）は血中濃度b（mg）／mlのときの細胞外におけるinulin総量ということ  

になる。したがってa－C／b＝d（mJ）が細胞外水分量ということになる。細胞内水分量は2．3で求  

められる体液総量からの差として求められる。   

また，細胞外液には循環血紫と細胞間液とがあるので，細胞間液量ほ求められた細胞外液量か  

ら循環血疑量を差し引いたものである。また，循環血疑量ほ131Ⅰで標識されたヒト血清アルブミン  

を投与し，その希釈濃度から算出する，いわゆるRIHSA法を用いて測定された。   

2，3 重水による体液塁の測定  

inulinの場合と同様に，まず99．8Atom％の重水を一定量経口投与し，一定時間ごとに3～4回  

採血し，それらのAtom％値の変化が直線性を示したとき，投与した垂水が均等に全身へ拡散した  

と考える。その際に得られた排せつ尿内の総Atom％の重水を投与総量の重水から差し引いたもの  

が体内に存在する重水総量である。これを血疑1mJ当たりの重水Atom％で険した値が体液総量  

である。ちなみに，その際に分泌されている尿中の重水濃度は血液中の垂水濃度と等しいと考え  

られる。   

2，4 測定法   

a）重水のAtom％値の測定法   

重水のAtom％の測定は，水素及び重水素の熱伝導度が異なること（蓑1）を利用したガスクロ  

マトグラフィ測定器（GC／TCD）を用い行った2〉。この熱伝導法を用いた測定の原理は，ガスタロ  

マトグラフの検出器として使用されているTCDに水素ガスをキャリヤーガスとして流しながら，  

この中に重水素ガス又は重水素化水素をパルス状に注入するとクロマトグラムのど－クが検出さ  
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表 1熱伝導度  

Tablel rIeatconductivity  

（cal．cm‾1．srl．degJl．）  
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れる。しかしこのままでは重水中の重水素濃度D Atom％は測定できないので，重水試料をHD  

に変えるために，疎水性白金触媒に重水と水素を接触させ，発生したHDをTCDに導入する。  

白金触媒  
HDO＋HD  D20＋H2   

試料1／JJ程度を注入するオートインジェククーを用い，インテグレークーにより自動化をして連  

続測定を行う。なお，触媒の寿命な考慮して高純度のキャリヤしガスな用い，水分吸収剤にほモ  

レキュラーシ←一プが充てんされた。   

重水素の分析の場合，常に同位体効果3）に留意しなけれはならないが，この分析システムの工程  

中でほ，同位体効果の影響を考慮する必要がない。したがって同位体効果に関してほ，重水試料  

をこのシステムにかける前に含有不純物を除く操作が必要で，重水抽出には低温真空蒸留を行っ  

た。すなわち，採取した血清の入った試験管を二又管の一方に装着し，他方に清浄な空の試験管  

を同様に装着し，血清の入った試験管のみを液体窒素で冷却しながら10▼3Torrに減圧する。低圧  

下にしたまま血清の入った試験管から冷却用の液体窒素を取り除き，次に他方の試験管を液体窒  

素で冷却して放置すると，その中に血清中の水のみを移し出すことができる。これを前述したガ  

スクロマトグラフィで分析測定した。その分析パターンは（図1）に示した。   

b）inulinの測定法   

Higa＄hiらの方法4）に従って行った。   

C）生物学的半減期及び交替率の測定   

次の式によって求めた。  

C＝C。。rlt  C：t時の重水Atom％値  

C。：投与時の重水Atom％の濃度  

A ご交替率 t ∴時間  
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H Dl   

トiD2   

rlD3   

日D4   

日【）5   

Hl）6  

日D7   

H D8   

H D9  

。l．66 
F  

図1重水のガスクロマトグラム  

Fig，1Gas－Chromatographicpatternofheavywater  

すなわち生物学的半減期とは現在の濃度が1／2に減少するまでの時間であり，体内の水の50％が  

交換される時間といえる。   

2．5 実験手順   

正常者及び腎依能不全のための無尿患者に99，8Atom％の重水を17mJ経口的に投与し，同時  

にinulin及び1311－ヒト血清アルブミンを静派内に投与した。その後継時的に血液を採取し，重水  

のAton％とinulin濃度及び1ユ1I放射能を測定し，前述の方法に従い体液総量，循環血祭量及び細  

胞内・外液量を算定した。   

3 結 果   

3．1透析法について   

正常人の場合は，投与した重水は吸収され，腎により尿分泌が行われ継時的にみると漸次Atom％  

の減少が認められるが，患者の場合は無尿患者であるため血液中のAtom％ほ一定値を示すように  

なる。したがって．正常人では減少が直線的になったときに，また患者の場合は一定値を2回に  

わたって示した時点で投与された重水が全身に行き渡ったと考えた。  
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その時点で，患者で無尿患者であるため透析を行い血液の浄化を計った。この場合の透析法は  

図2に示す方法で，急速にポソプを用いて血液を吸引ろ過し，透析によって失われた血液水分は  

継時的に自動的に補給するようにしてある。   

図 2 血液透析法  
Fig．2 Methodofdialysisforcirculatingblood   

3．2 体液の体内分布について   

正常人における体液の分布ほ（表2）に示すように，全体液量の中で細胞外液ほ20％で細胞内  

液ほ40％を占めている。細胞外液中で循環血祭量は全体液量の5％であり，細胞間液の占める％  

は15％であった。この数値は二人の被検老の平均値であるが，正常人である若い医師であること  

もあって，標準値‖を示していた。  

蓑  2 体液の体内分布（体重当たりの％）  
Table2 Distributionofbodyfluid（％ofbodyweight）  

Compositionofbodywater anuricpatient control（normal）  

Extracelluler fluid  
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Interstitial fluid 

lntercellular fluid  
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重水を用いた病態時の水分代謝に関する研究   

腎不全患者である無尿患者の2例の平均値を示したのが（衰2）の患者例の結果であるが，細  

胞外液の体液分布％ほ21．9％で正常に比べ高い傾向を示し．外液分布のうちで循環血凍の占める  

割合は正常に比べ高かった。また細胞内液の占める割合は正常に比べ低値を示した。   

3．3 水分代謝について   

方法の項で示した算出方法によって，生物学的半減期，交換量を調べると，（蓑3）に示すよう  

な結果を得た。正常人では生物学的半減期ほ約9日で平均体内寿命は13日位であり，交換量ほ1  

日で約2．5仁である。   

無尿患者の場合は，強制的にポソプにより透析を行い透析液の中から自動的に継続して必要水  

分量を補給する操作を行うので，交換量は5時間の短時間で22，6／にも及ぷ。したがって生物学  

的半減期は7．29時間で正常人の30倍にも及ぷ早さで交換したこととなった。  

表  3 水分代謝  

Table3 Watermetabolism  

Sarnple  BiologlCOlhalト1ife meanspanoflife exchangerate＝  

anurine  7，29hours  lO．5 hours  22．6（5hours）  

9，15days  13．25days  3．0（24hours）  

9．1Odays  13．25days  2．3（24hours）   
normal 〈：：三－。  

4 考 察   

4．1毒性及び同位体効果について   

水は体内の60％以上を占めており，体内の構成成分の上でも極めてその占める割合は大きい。  

しかも細胞内において占める割合は，体内水分量の70％近くで細胞の隆能活動の上で水は極めて  

大きな役割を占めていると考えられる。すなわち脱水状態においては，細胞の機能活動が急激に  

低下してこん睡を招きひいては死に至ることはコレラの場合でみられるようによく知られた事実  

である。一九腎幾能不全症において尿分泌障害がおきて水分が体内に貯留した際にも浮踵や尿  

毒症を引き起こし，脱水症と同様にこん睡や死を招くことの例からも考えられるように，水は常  

に流動し水分代謝として新陳代謝が行われてこそ生命維持に連なると考えてよい。   

さて，このような水分の動的な変化をみるために軋 標識された水の流れを追跡するのが最も  

よい方法と考えられる。水を標識するにばnユ0又ほ彗も0がしばしば用いられるが，3Hは放射性  

標識化合物であるために生物に対しての放射性障害を考えねはならない点から人に使用するため  

には重水が適応できる標識化合物といえる。しかしながら，安定同位体の使用に当たって留意す  
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ベきことは同位体効果が引き起こされることである。しかもこの効果は軽同位体と重同位体との  

両者の質量の2乗に反比例して起こり，反応速度の面では質量による反応速度への影響は質量が  

増すほど効果が減少するといわれる。すなわち，軽同位体と重同位体の比が大きけれは大きい亀  

同位体効果ほ大きく現れる。つまり，Hと重水素Dとの速度係数をKH，K。とすると，その効果  

ほ22／12＝4．0であり，窒素の軽同位体と重岡位体である14Nと15Nについてみられる同位体効果で  

あるK14N／K15N＝1．48に比べれは極めて大きい。   

しかし，重水素化合物を用いて重水素の代謝転位を観察するのと異なり，重水そのものの動き  

をみる点ではあまりこの同位体効果を考慮する必要ほない。   

次に，投与した場合の毒性に関してであるが．はじめに述べたように体液の15％を置換しても，  

また0，5Atom％の重水を4か月にわたって投与しても悪影響がみられなかったことから，今回の  

ように7mJの経口投与でほ全く異常を起こしうることはないと考えてよい。   

4．2 体液分布について   

体液のうちで細胞内及び外液の区分についてはinulinを用いる以外NaあるいほClを用いた方  

法が行われている。すなわち細胞内にはNa＋あるいはCl▲が細胞外に比べ極めて少ないことから細  

胞内には存在しないという仮定のもとで行う算出方法である。しかしNaあるいはClの代謝を追  

究するにほ不適当な方法である。例えば脳組誠に應いて，脳構成細胞の一つであるアストロサイ  

トでは神経綴能の変化に伴ってCl代謝の変動が引き起こされることが知られてお・り5），また神経  

細胞においてほ酸素欠乏の際に細胞陵のNa＋に対する透過性が増大し，細胞外に高濃度に存在す  

るNaClが細胞内に侵入し細胞内水分量の増加も起こってくる現象もみられており6〉，このような  

場合での細胞内水分量の算出にNa又はCI量を用いることはできない。このような観点に立てば，  

inulinは外来性の物質であるから，NaあるいほCl代謝を含めて細胞内・外の水分量を算出する  

のには適していると考えられる。   

さて，本研究例でinulinを用いた場合に正常例では多数の報告例と同様に細胞外の体液分布は  

体重の20％であり細胞内は40％であった。   

そして細胞外液のうちで循環血渠量ほ体重の5％である。無尿患者の例では循環血渠量は7．1％  

と正常に比べ水分量は増大していた。この測定値は透析終了後の状態であるため．ポソプによる  

急速な透析方法によるための結果であるかも知れない。この2％の増大が細胞外液量の増大として  

表れている。これに反して細胞内液の分布は正常に比べ8％も少ない。細胞内の水分量は細胞が正  

常の綴能をする上でほ，ほは正常と同様の分布をしなくてはならない。浮腫の状態が引き起こさ  

れたとしても水分の貯留は細胞間げきに起こり，細胞内水分の増加としては認められることはな   

い0   

前述したとおり細胞内での水分増加は細胞内に存在する諸物質一特に機能変化に対応して急速  

に変動するイオン濃度の低下に連なるものであり，このことは細胞の機能低下を意味するといえ  
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る。本症の場合も、腎壊能不全の患者であるが，その他の臓器である肝，脳あるいほ筋などほ正  

常に活動しており，また理学的所見によっても異常は観察できていなかった。以上のことを考え  

ると細胞内水分量の低下は見掛け上のものであると考えられる。すなわちinulinは細胞内に侵入  

しないと考えたことによるもので，もし細胞内に侵入していたと想定すれば細胞外のinulin濃度  

は少なくなり，そのため投与したinulin総量を細胞外inulin濃度で除した細胞外水分量は見掛け  

上大きく計算されてくることになる。本症例における細胞内水分量の低下は，この結果として導  

かれてきたものであると考えられる。本症例の2例についても同様の傾向が示されていたことは，  

腎不全患者の特徴とも思われる。特に本症例は無尿患者であり，透析直前の状況下で行った検査  

であるため血液中の尿素及び尿酸値，いわゆる非タンノミク性窒素（NPN）ほ正常に比し100常に  

近い高値を示していた。既に知られているようにNPNのうち尿素ほ細胞膜を通過しやすい物質の  

一山ノニであり，そのため細胞内に尿素の侵入が起こるとともに細胞外と等浸透圧を保つため細胞内  

への水分貯留も引き起こされていたと考えるべきであろう。このような条件下でのinulin投与に  

おいては，inulinが細胞内にも入りうる可能性を否定できない。   

以上のことを考えると，透析技術の進歩が腎不全患者の延命を助けたとしても，長期間にわた  

るNPNの高値の持続が他臓器に及ぼす影響まで除くことは困難と思える。以上のことを勘案すれ  

ば，心不全に対するペースメーカーの植え込みと同様に，従来のような不連続的な透析方法でカ  

く持続的な血液清浄装置の開発が望まれるゆえんである。   

4．3 水分代謝について   

先に述べた測定式によって生物学的半減期等を算出すると，体内の水分代謝ほ正常人で約9日  

であった。このことは9日間で正常人の場合は体液の1／2が交換することを意味する。   

つまり1日で約3Jの体液の交換が起こっていることを示している。本症例における交換量ほ急  

速な透析例であるため5時間で22．6Jであった。したがって本症例での生物学的半減期は7．3時  

間ということになり正常の30倍近くである。無尿患者の体液の清浄を行うため従来ほ一昼夜を必  

要としたものが短時間で行い得て，しかも透析効果としてほ従来のものと変わり得ない点で有用  

と考えられる。   

4．4 まとめ   

重水を用いた水分動態の研究は，単に体液の移動という点のみならず，体液中に溶解している  

溶質の動態を調べる上で極めて重要と考えられる。今回の無尿患者という極めて重篤な腎不全患  

者な用いた研究からも明らかにされたように，inulinな用いた細胞内水分量の減少は溶掛こ含まれ  

るNPN濃度の上昇が健常と思われる腎以外の臓器一土も強く影響を及ぼしていることを示唆してい  

ると考えられる。現在，問題にされている血圧と食塩の関係についても血祭中のNa濃度が測定限  

界内で上昇しているとほ決して考えられず，長期にわたる高濃度の食塩摂取が血圧変動に反応す  
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る細胞の機能変化を起こし，その結果として浮腫を引き起こすこともあり得ると考えられる。   

今後，体液動態を各方面から観察することが疾病の予防や治療に連なり，健康の維持に大きく  

役立つことを期待したいと考える。   
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ⅠⅠ－22  重金属吸入摂取に対する影響評価のための一知見  

一6価クロム暴露の剖検例に関して－  

DetermirLationofAccumulatedHeavyMetalsandOtherSubstances   

irLIJun卵OfanAutopsiedChromium FactoryWorker，Evaluatedto  

Unfavourable Effects ofIIexavalent Chromium  

太田庸起子1・乾 道夫2   

YukikoOHTAland MichioINUI2  

要 旨   
重金属の吸入摂取による人体影響を評価するための知見として，6個クロムの暴露を受け，  

鼻中隔穿孔の障害があった剖検試料について，多面的な結果を得，考察を加えた。   

病理組識学的所見では，肝に6価クロム結晶沈着を伴う好酸球性肉芽瞳が認められ 肝  

小結節から微量のクロムを検出したことはいまだ報告のない知見であった。   

剖検試料の肺，肝，腎，頭髪等よりクロム，その他の重金属蓄積量を求めてクロムの体  

内移行を考察した。肺については疾病歴のない対照群12例を含めて肺黒色沈着物のみを化  

学的に分離し，その組成元素濃度及び大気中に存在する結晶性物質の同定等を行った。さ  

らに黒色沈着物からフリーラジカルを検出した。黒色沈着物より高濃度のクロム蓄積，ま  

た，マソガン アンチモソ，コノくルト等も多く，作業に由来したものと考えられた。この  

ように多面的な分析手法による知見は評価をより確実に■するものであった。   

Abstract   

In order to obtain up－tO－date results of chromiuminhalation on human body，  

Samplefromanautopsiedchromiumfactoryworkerwasexamined．1naddition，the  

lungsofdeceasedresidentsoftheTokyoMetropolitanareawithnohistorYOflung  

diseaseweretakenforcomparisonwiththechromiumexposedlung，Tissuesoflung，  

】iver，kidney，hairandblackdustdepositedinlungswereanalyzedbyseveraltechni－  

queS・  

l．国立公害研究所 環境保健部 〒305茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
EnvironmentalHealth SciencesDivision，the NationalInstitutefoT・EnvironmentalStudies，Yataber   
machi，Tsukuba，Ibaraki305．Japan．  

2．昭和59年度 国立公害研究所客員研究員（東京都監察医務院 〒112東京都文京区大塚4丁目2118）   
Visitingfel］ow ofthe NationalInstitutefor EnvironrnentalStudies（1984）．（Tokyo MetTOpOlitan   

MedicalExaminer’sOffice，Ohtsuka，Bunkyorku，Tokyol12，Japan．）  
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Theresultsweredividedintofourgroups、   

Inthefirstgroup，pathohistologicalstudieswereperformed．Eosinophilicgranu－  

lomaw氾ICryS【alizeddeposjtionofhexava】erl仁Chromiumwerefoundin】jver，Chro－  

miuminminuteamountswaschemicallydeterminedinhepaticnoduli．   

1nthesecondgroup，neutrOn aCtivationanalysisandX－raymicroanalysiswere  

usedto determined the concentration of elemer止Sin［issues aIld eompos出orIOf  

accuplulatedparticulate：   

Thirdly，electronspinresonancewasusedtodetectfreeradicalsintheuntreated  

blackdustdepositedinIungs．   

Finally，thecrystalstructureintheblackdustwasanalyzedusingXraydiffrac－  

tion，andalphaquartSWaSfound・   

ThechromiumconcentrationinIungwashigherthananyotherspeCimens，Mn，Co  

andSbwerealsohigh，  

Theresultobtainedbyourexperimentsprovidedinterestingandnewinformation・   

1 はじめに  

クロムほ通常CrO，Cr2＋，Cr3＋及びCr6＋として存在する。しかし，2価のクロムは比較的不安定  

で，速やかに3価の状態に酸化される。したがって，3価と6価のクロムが自然界にみられる。6  

価から3価の型への酸化還元電位が大きく，6価状態（酸化クロム，クロム酸塩，重クロム酸塩）  

でほ，ほとんどが，酸素と結合していて強い酸化剤であり，酸性溶液中で有機物と容易に反応し，  

3価に還元される。6価クロムは生体膜を容易に通過するが，毒性の低い3価クロムにはこの性質  

ほない。このように6価タロ・ムは生体にとって有毒である。6価クロムにヒトが暴露される形態ほ，  

クロム酸塩作業に従事したような場合で，呼吸器系と皮膚に対する障害となって現れてくる1・2）。  

さらに，クロムによる肺がんもクロム酸塩作業者にみられているり■叩このようにヒトについての  

クロムの有害作用の知見は産業現場におけるものがほとんどである。  

クロムほ必須金属であるため，生体に対して不足量，適当量，中毒量，致死量が存在する。ク  

ロムの生体に対する作用についてほクロムの原子価を考慮する必要があり，自然環境中では，生  

体に関係するのほ3価と6価であるが，生体内で生理作用をしているのは3価クロムと考えられ  

ている。  

クロムの一・般環境汚染とその健康影響についてほ評価が難しいが，産業現場で起こるものとは  

異なると考える。しかし，クロム廃棄物として環境中に放置された場合は，大気中浮遊粒子となっ  

たものを吸入したり，皮膚沈着をするた捌こその身体影響を考えねはならない。   

昭和40年代後半より昭和50年にかけて東京で起こったクロム鉱さい投棄による埋立て事件は  

まさに，この間題を提起している。  

クロムの体内分布及び蓄掛こついての動物実掛こよる報告は多いが，その多くは桂皮又は注射  

による投与である。したがって．空気中のクロムを吸入摂取した場合を評価する必要があり，こ  
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こにおいて，クロム酸塩作業者の一剖検試料を用いて，クロムの体内蓄積量を求め，病理組織学  

的所見と併せてクロムの体内移行を検討することを目的とした。一般にヒト組織中のクロム濃度  

は肺が最高で，その濃度は地域によって著しく変動するといわれている11〉。これに関する基礎的知  

見を得るために，東京都区内居住者の剖検肺についても分析を行い，得られた結果と6価クロム  

暴琵例との比較検討を行うこととした。   

2 実験方法及び結果   

2，1材 料   

対象剖検試料は，クロム酸塩製造作業に7年間従事して昭和40年頃退職した54歳の男子（東  

京都江東区居住）。   

比較対象試料ほ，東京都区内居住者の剖検肺12例である。いずれも，肺に疾病歴がなく，慢性  

疾患の共存もない。薬物等の治療も受けていないが，喫煙歴は明らかである。多くは虚血性心不  

全であった。   

2．2 解剖学的及び組織学的診断   

6価クロム暴露例については以下の結果であった。  

（1）虚血性心不全  

（2）慢性い縮性気管支炎  

（3）動脈硬化症  

（4）6価クロムによる病変   

① 鼻中隔穿孔   

② 肝における小豆大の灰黄色散在性結節が認められた。組織学的にほ6価クロム結晶沈着  

を伴う好酸球性肉芽踵（図1）。一部に中心部壊死を伴っている（図2）。   

ジフェニルカルパジド法の比色分析の結果，肝小結節より数量のクロムを検出した（図1）。   

図3ほ肝組織壊死周辺部にみられた異物型巨細胞を示す。  
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囲 3肝姐敵襲死海辺都路私らある展豹塾巨郷地媒酌，〉18り僧  
F短．写】毎欄酢聯叩鋸廓叩か騨瓜a鞠感t地味¢m由一Liv訂（永1叩）   

2．3 生餓肉クロム調味と他の元素搬ぬ此鞍 

（1）勒組嘩   

取払′乳頭髪を分析対象よLぬぢ腱こつk、馴も姉縦線と臆測監，組織監沈着している黒  

色物（泉粉）の綴相継』電分斬恕待った尊王2楓嘩比鮮碧群吏めいてほ炭撥督分析対象とした。  

組織よ短潤しで稽恕暴騰律は鰯が身熊井歯糞挽物賓む考ゑることカ㌣昏きる。  

（2）黒色沈曽鞄の分■l■I   

肺姐横を凱5Ⅳ恥0班溶液乾昭柵凄ぜ娩療・裔漆遠心分離操作恕欝珍返しす暴色沈殿物  

として分離し，最終的紅ほ，嵐 ア鹿世y等嘲静観雛秘儀として回収したや組織湿重量1g  

当たりの熊塾抽象炭粉観察車として求め璃妹，念．ア瀾車重な〉であ恐た。50嵐よ  

り59歳まで15例の平均値は1．¢m匡〆組織線量畳妙で¢溺～3．1mgノ組織湿重畳な）の範囲  

であった。  
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（3）元素濃度  

クロム及びその他の元素の分析については，迅速，かつ非破壊敏量分析に優れている中性子放  

射化分析法を用いた。武蔵工大原子炉研究所，原子炉（TRIGA11型）の気送管（熱中性子束密  

度＝1．5×1012n／cm2・S）及び中央実験管（熱中性子束密度＝3×1012n／cm2・S）にて照射した。  

Ge（Li）検出器（相対効率15％，1332keVでの半値幅2．OkeV）と多重波高分析器（GAMAシ  

ステム）によりγ線測定を行った。分析結果については，蓑1に肺，肝，腎，頭髪中の濃度，蓑2  

に組織から分離して得た黒色粉体中の元素濃度を示す。   

6価クロム肺でほ，組織中クロム濃度ほ高く，Mn，Ⅴについても肺組織中濃塵が他の臓器組織  

中の含有量よりも多かった。この頃向は炭粉試料についてもみられた。その他 Sb，Coも多かっ  

た。Mn濃度が高かったことほ，本例が勤務していた工場で過マソガソ酸カリも製造していたこと  

に由来するものと考える。さらに，SEMXMA13）による元素分析の結果（wt％）は，Mg：0．36，  

Al：8．10，Si：21．4，P：1．46，S：1．71，K：2．45，Ca：17．3，Ti：1．02，Fe：39．8，Cr：6．34，  

Ⅴ：0．05で，Cr，Ⅴ，Feの各濃度は他の検体試料に比較して多かった。  

表 16価クロム暴露の剖検組織中の元素濃度  

TablelConcentrationofelementsintissuesofaspecimenexposedtohexavalent  

chromium  

Concentration（FLg／gwettissue）  

Cr  Zn  Hg  Se  AI  Mn  V  

Lung  309  58．6  0．645 1．00  701   20，8  2，83   

Liver  19．9 163  0．660 1．76   22，6  7．43  N．D，   

Kidne）r  

（cortex）   29．7  245   1．62  4．06  70．2  5，64  0．589   

（medu11a） 68．7 108  0．73  1．60  258  9．57  0，553   

Hair  O．40 153  5．0  0，45  

注）N．D∴検出限界以下  
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重金属吸入摂取に対する影響評価のための一知見   

2．4 結晶性物質の同定14）   

肺より得た黒色粉体ほ大気及びその他身体外に由来する物質の組成であると考えて，その中の  

結晶性物質の存在の有無について検討した。粉末微量Ⅹ繰回折法により同定を行った結果，α一石  

英（大気中粉じん由来）が検出された。クロムについては，原子帆 2，3，6価について同定を検  

討したが，結晶性物質ほなく，たとえ，徴粒子との錯体であっても結晶でほなかった。   

2．5 ラジカル種の測定15）   

ヒトの肺の黒色沈着物からフリーラジカル（炭素ラジカル）を既に検出しており1S），6価クロム  

暴露肺沈着物についても検討を試みた。   

80①Cに凍結保存させておいた肺組織を室温状態にして，肉眼的にも観察できる黒色沈着物の  

みを取り出し，直ちに凍結乾燥をした。   

測定にほ電子スピン共鳴法（ESR）を用い，室温にて測定した。   

結果は3種類の常磁性種が検出された。これらをRl，R2並びにR3と略し，既報告15）と同様にま  

とめたのが衰3である。この結果，炭素を中心としたラジカルのスペクトルは検出されたが，本  

例は喫煙歴がなかったので，クノニコとほ別の要因によると考えられる炭化水素類の熱分解や燃焼  

の際に生じたものではないかと推察する。図4に試料全体のスペクトルを示す。広い磁場掃引に  

よるスペクトルであるが，Rl，R2の有機ラi＞カルと違って幅も広く（約500G），g田子のシフト  

も大きいl本線が観測されている。このRユ成分は無機イオソ種と考えられ，g因子や元素分析の  

結果からMn2＋，Co2＋，Fe3＋が主成分と思われる。炭粉中の遷移金属の由来ほ土ほこりの吸入によ  

るとこうが大いと考える。しかし，本6価クロム例は，過マンガン酸カリ製息クロム酸塩製造  

等の作業に関係していたことから，重金罵な吸入していた事実を推定できる。上記無機イオソ種  

の他に，クロムほもちろんのこと，バナジウムも含有量は多かった。これら遷移金属イオソはそ  

の置かれている環境によって同じ原子価状態でもスペクトルが大きく変化する。Cr3十も配位の対称  

性が良い場合にほg二2、0の所に鋭い吸収を示すとのことであるが，対称性が低い場合には異方  

性が生じ，非常に幅の広いスペクトルとなる。   

R．成分がフリーラジカル，R2成分が共役炭素系に酸素が付加した形のラジカルの存在を推定し  

たが．6価クロムの吸入暴露を受けた剖検肺よりラジカルを検出した報告はいまだない。しかも，  

喫煙と関係がないとすれは，炭化水素類の熱分解や燃焼の際に生じて，空気中の存在を経たと考  

えられ かえって注裔すべきかもしれない。フリーラジカルの生体組織中の存在は，還元反応が  

起こることも考えられる一方，比較的安定ラジカルかもしれない。しかし，外来性物質として好  

ましいものでほない。  
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表 3 肺の黒色沈着物中のラジカル濃度と常磁性イオン濃度  
Table3 Concentrationofradicalsandofparamagneticionsinblaekdustdeposited  

inlungs   

TotalradicalRelativeconcentration  
PathohistologicaトCigarette concentration ofparamagneticions  

Age Sex           findin酢  ／day R．十R2  R。  

（Spin／g）－1  

Specimen  

（（元cupatjon）  

Y  

（Worker）  

Exposedtohexar  
valentchromium  

54  M  0．56×1016  

Cell dessuamation 
（Medica1  78 M duetobronchitis   30  1．05×101も  1．0  

doctor）  

B  

（Non）  

C  

（Clerk）  

D  

（Student）  

E  

（Housewife）  

F  

（Uncertain）  

G  
（Student）  

H  
（Secretary）  

emph）r5ema  

Metaplasia of 
65  M bronchjo】ar  

epftheIium  
30  0．78×川】β  

Emphysema  

（slightly）  

Plumonary  

edema   

Emphysema   

Chronic  
bronchiolitis  

Non  

Non  

50  M  

20  M  

68  F  

78  F  

19  M  

26  F  

10  0．67×10】6  

0．47×1016  

0．57×1016  

0．39×1016  

（20）●2  0．21×1016  

0．18×1016   

＊1誤差100％の可能性もありうる。  

♯2 契腰期間が年齢からみて非常に軌、と考えられる。  
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図 4 試料YのESR全体スペクトル  

Fig．4 Thewho】eESRspectruInOfspecimen Y taken with awidemagnetic field  

SWeep  

中央部の短く，鋭いビータはフリーラジカル，広い磁場掃引による全体のスペクトルは  

無機イオソ種．変調幅＝10G，Gain＝4×103   

3 おわりに  

クロムの呼吸器系侵入による体内移行と影響の基礎的知見を得るために，ヒト剖検試料を用い  

て検討した。  

クロム酸塩製造作業に従事して，6価クロムの吸入暴琵を受けた職業歴の試料である。その肺，  

肝，腎．頭髪の組成と肺黒色沈着物について，クロム及び他の元素濃度を求めた。比較対照群は  

肺黒色沈着物のみについて分析をした。その結果，暴露を受けたクロム，マンガン等は明らかに  

肺に高濃度に蓄積していた。例えば，クロムは対象群12例についての20ないし390倍，マンガ  

ンほ同じく2．3なしい17倍，アンチモソは同じく3．0ないし59倍，コバルトが2．7ないし38倍  

と顕著であった。   

肺黒色沈着物よりフリーラジカ′レ（炭素ラジカル）を検出した。タバコ以外の由来によると考  

えている。さらに，結晶性物質として，大気中に存在するα一石英を全例に検出した。   

また，Cr3＋とCr6＋の原子価同定に関して，光電子分光装置（ESCA）により測定を試みたが試  

料が少量であったことから同定は困難であった。   

解剖学的及び組織学的診断でほ，6価クロムによる呼吸器障害である鼻中隔の潰蕩と穿孔が認め  

られているとともに，肝組織に6価クロム結晶沈着を伴う好酸球性肉芽腫がみられていること，  

肝小結節からは数量のクロムを検出したこと等はいまだ報告のない新しい知見であった。複数の  

分析手法を用いて，多角的に得た分析知見は，組織学的所見をより確実にするものであった。  
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クロムの蓄積量のみから生体影響を評価することは困難である。本例はクロム取扱作業現場を  

離れてから10数年経過していたにもかかわらず，クロム，マンガン等の重金属暴露による生体内  

蓄積量が多かった。しかし，肺組織への粒子沈着率では特別に多い値ではなかった。6価クロムほ  

容易に肺より吸収されると考えられるため，肝組織にも影響を与えていた。肺に蓄積しているク  

ロムの原子価を実験的に検討できなかったが，大部分は3価の状態であると考える。クロム酸塩  

作業中に吸入した6価クロムほ肺の中で3価に還元されたと考えることもできる。その過程にお  

いて，肺組織への好ましくない作用も推察できる。また，腎髄質中のクロム濃度が高かったこと  

は尿への排せつを意味するが，それに反してクロムの頭髪への移行量は少ないといえる。   

これらの知見から，6価クロムの吸入による生体影響は，既に報告が多くみられている鼻中隔穿  

孔にみられる呼吸器系皮膚障害及び肺がんの他に，肝についても考察すべき結果を得たこと，明  

らかに取扱い作業に由来するクロム，マンガンの肺蓄積，及びその他の重金属の肺蓄積もみられ  

たこと，タバコ由来ではないと考えられるラジカル種を肺沈着物より検出し得たこと等，考察す  

べき点ほ残されている。しかし，動物実験では再現できない条件で6価クロムの長期暴露を受け  

たヒトの組織から得た知見は，現実的でありかつ，貴重であった。   
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国立公専研究所特別研究成果報告  

第1号 陸水域の富栄養化に関する総合研究一霞ケ滞を対象域として一昭和51年慶．（1977）   

第2号 陸上植物による大気汚染環境の評価と改善に関する基礎的研究一昭和51／52年度 研究報  

告．（1978）  

（改 称）   

国立公害研究所研究報告   

沃第3号 Acomparativestudy ofadultsandimmaturestagesofnineJapanesespecies ofthe  

genuschiro710muS（Diptera，Chironomidae）．（1978）  

（日本産ユスリカ科 C／！如〃∂机鵬属9種の成虫，サナギ，幼虫の形態の比較）   

第4号 スモッグチャンノく一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52年度 中間  

報告．（1978）   

第5号 芳香族炭化水素望素酸化物系の光酸化反応機構と光酸化二次生成物の培養細胞に及ぼす影  

響に関する研究一昭和51，52年度 研究報告．（1978）   

第6号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（Iり霞ケ浦を中心として．一昭和53年慶．（1979）  

※第7号 Amorphologicalstudy ofadultsandimmaturestagesof20Japanesespecies ofthe  

fami1yChironomidae（Diptera）．（1979）  

（日本産チスリカ科20種の成丸 サナギ，幼虫の形態学的研究）  

※第8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52，53  

年監 研究報告．（1g79〕   

第9号 スモッグチャン／く一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53年度 中間  

報告．（1979）   

第10号 陸上植物による大気汚染環境の評価と改善に関する基礎的研究昭和51～53年度 特別研  

究報告．（1979）  

※第11号 Studiesontheeffectsofairpollutantsonplantsandmechanismsofphytotoxicity，  

（1980）  

（大気汚染物質の植物影響およぴその植物毒性の機構に関する研究）   

第12号 Multielement analysisstudiesby flame aTldinductively coupled plasma spectroscopy  

utilizingcomputer－COntrO11edinstrumentation．（1980）  

（コンピュータ制御装置を利用したフレームおよび誘導結合プラズマ分光法による多元素同時  

分析）   

第13号 StudiesonchironomidmidgesoftheTamaRiver．（1980）  

Partl．Thedistributionofchironomidspeciesinatributarylnrelationtothedegree  

ofpol）utionwithsewagewater・  

Part2．Descriptionof20speciesofChironominaerecoveredfromatributary．  

（多摩川に発生するユスリカの研究  

一策1報 その－・支流に見出されたユスリカ各種の分布と下水による汚染度との関係－  

－第2報 その一支流に見出されたChironominae亜科の20種についてL）   

第14号 有機廃棄物，合成有級化合物，重金属等の土壌生態系に及ぼす影響と浄化に関する研究一  

昭和53，54年度 特別研究報告．（1980）  

※第15号 大気汚染物質の単一および振合汚染の生体に対する影響に関する実験的研究一昭和54年度  

特別研究報告．（1980）   

第16号 計測車レーザーレーダーによる大気汚染遠隔計滋批（1980）  
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詳第17号 流体の運動および輸送過掛こ及ぼす浮力効果一臨海地域の気象特性と大気拡散現象の研究  

一昭和53，54年度 特別研究報告．（1980）   

第18号 Preparation，analysisandcertificationofPEPPERBUSHstandardreferencematerial・  

（1980）  

（環境標準試料「リョウプ」の調製，分析および保証値）  

※第19号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（ⅠⅠⅠ）一霞ケ滴（西浦）の湖流一昭和53，54年鼠  

（1981）   

第20号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（ⅠⅤ）－窮ケ涌流域の地形．気象水文特性およびその湖  

水環境に及ぼす影響一昭和53，54年度．（19鋸）   

第21号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（Ⅴ）霞ケ補流入河川の流出負荷量変化とその評価  

一昭和53，54年度．（19糾）   

第22号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（ⅤⅠ）一霞ケ酒の生態系の構造と生物現存量一昭和  

53，54年虔．（1981）   

第23号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（Vll）一湖沼の富栄養化状態指標に関する基礎的研究  

一昭和53，54年慶．（19飢）   

第24号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（Ⅷ）一富栄養化が湖利用に及ぼす影響の定量化に関す  

る研究一昭和53，54年度．（1981）   

第25号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（IX）－〟z’〝鋸鰐蕗（藍藻煩）の増殖特性一昭和  

53，54年度．（1981）   

第26号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（Ⅹ）－藻類培養試験法によるAGPの測定一昭和  

53，54年度．（1981）   

第27号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（XI）一研究総括一昭和53，54年鼠（1981）   

第28号 複合大気汚染の植物影響に関する研究－昭和54，55年度 特別研究報告．（1981）   

第29号 StudiesonchironomidmidgesoftheTamaRiver．（1981）  

Part3．Speciesofthesubfami1yOrthocladiinaerecorded atthe summer survey and  

theirdistributioninrelationtothepo11utionwithsewagewaters．  

Part4，Chironomidaerecordedatawintersurvey．  

（多摩川に発生するユスリカ類の研究  

－、第3報 夏期の調査で見出されたェリユスリカ亜科Orthocladiinae各種の記載と，その  

分布の下水汚染度との関係について一  
■第4報 南浅川の冬期の調査で見出された各種の分布と記載－）  

戎第30号 海域における富栄養化と赤潮の発生機構に関する基礎的研究一昭和5d，55年度 特別研究  

報告．（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 スモッグチャンパーによる炭化水素一望素酸化物系光化学反応の研究一環境大気中におけ  

る光化学二次汚染物実生成校構の研究（フィールド研究1）一昭和54年度 特別研究中間  

報告．（1982）   

第33号 臨海地域の気象特性と大気拡散現象の研究一大気運動と大気拡散過程のシミュレーう／ヨン  

飢昭和55年度 特別研究報告．（1982）  

深第34号 環境汚染の遠隔計測・評価手法の開発に関する研究一昭和55年度 特別研究報告（1982〕   

第35号 環境面よりみた地域交通体系の評価に関する総合解析研究．（1982）   

第36号 環境試料による汚染の長期モニタリング手法に関する研究昭和55，56年度 特別研究報  

告，（1982）   

第37号 環境施策のシステム分析支援技術の開発に関する研究・（1982）   



第38号 Preparation，anaIysis and certification of POND SEDIMENT cer〔ified refereTICe  

material．（1982）  

（環境標準試料「地底質」の調製，分析及び保証値）   

第39号 環境汚染の遠隔計測■評価手法の開発に関する研究昭和56年度 特別研究報告．（1982）   

第40号 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、一昭和56年度  

特別研究報告．（1983）  

済第41号 土壌環境の計測と評価に関する統計学的研究．（1983）  

洋舞42号 底泥の物性及び流送特性に関する実験的研究．（1983）  

禄 第43号 StudiesonchiTOnOmidmidgesoftheTamaRiver．（1983）  

Part5．AnobservationonthedistributionofChironominaealongthemainstreamin  

Junewittldescriptionof15newspecies、  

Part6．DescriptionofspeciesofthesubfamilyOrthocladiinaerecoveredfromthemain  

StreamintheJunesurvey．  

Part7．Additionalspeciescollectedinwinterfromthemainstream．  

（多摩川に発生するユスリカ頬の研究  

【 弟5報 本流に発生するユスリカ類の分布に関する6月の調査成績とユスリカ亜科に属  

する15新種等の記録  

節6報 多摩本流より6月に採集されたェリユスリカ亜科の各種について－  

一第7報 多摩本流より3月に採集されたユスリカ料の各種について－）   

第44号 スモッグチャ「／ノミ←による炭化水素窒素酸化物系光化学反応の研究一環境大気中におけ  

る光化学二次汚染物質生成依構の研東（フィー′レド研究2）一昭和54年度 特別研究中間  

報告．（1983）   

第45号 有機廃棄物，合成有磯化合物，重金属等の土壌生態系に及ぼす影響と浄化に関する研究一  

昭和53／55年度 特別研究総合報告．（1983）   

弟46号 有機廃棄物，合成有幾化合物∴重金属等の土壌生態系に及ぼす影響と浄化に関する研究一  

昭和54／55年度 特別研究報告 第1分冊．（1983）   

舞47号 有機廃棄物，合成有幾化合軌 重金属等の土簗生態系に及ばす影響と浄化に関する研究一  

昭和54／55年度 特別研究報告 第2分冊．（1983）  

涼弟娼号 水質観測点の適正配置に関するシステム解帆（1983）   

凍49号 環境汚染の遠隔計測・評価手法の開発に関する研究一昭和57年変 特別研究報告．（1984）  

発布5n号 陸水域の吉光養化防止に関する総合研究（Ⅰ）一霞ケ浦の流入負荷量の算定と評価一昭和  

55－、一57年度 特別研究報告．（19銅）  

音節51号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（II）一霞ケ浦の物質循環とそれを支配する因子  

一昭和55～57年変 特別研究報告．（1984）   

節52号 陸水域の富栄養化防山こ関する総合研究（ⅠIl）一霞ケ浦高浜入における隔離水界を利用した  

富栄養化防止手法の研究一昭和55～57年度 特別研究報告（1984）   

第53号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（ⅠⅤ）一霞ケ滞の魚類及び甲かく短現存量の季節変  

化と富栄養化昭和55～57年度 特別研究報告．（1984）   

第54号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（V）一霞ケ滞の富栄養化現象のモデル化一「昭和  

55～57年度 特別研究報告．（19糾）   

第55号 陸水域の高架茎化防止に関する総合研究（ⅤⅠ）一宮栄養化防止対策一昭和55～57年度  

特別研究報告．（19朗）   

搾56号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅵ】）一湯ノ湖における富栄養化とその防止対策  

－一昭和55～57年度 特別研究報告．（19飢）   

第57号 俸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅷ）一総括韓告一昭和55～57年度 特別研究   



報告．（1984）   

第58号 環境試料による汚染の長期的モニタリンク手法に関する研究一昭和55～57年度 特別研究  

総合報告．（1984）   

第59号 炭化水素望素酸化物一硫黄酸化物系光化学反応の研究一光化学スモッグチャンノし一によ  

るオゾン生成陵横の研究一大気中における有機化合物の光酸化反応践構の研究昭和  
55～57年度 特別研究報告（第1分冊）．（1984）   

第60号 炭化水素一望素酸化物硫黄酸化物系光化学反応の研究一光化学エアロゾル生成機構の研  

究一昭和55～57年度 特別研究報告（第2分冊）．（1984）   

第61号 炭化水素一窒素酸化物硫黄酸化物系光化学反応の研究一環境大気中における光化学二次  

汚染物質生成畿構の研究（フィールド研究1）一昭和55～57年度 特別研究報告（第3分  

冊）．（1984）   

第62号 有害汚染物質による水界生態系のかく乱と回復過掛こ関する研究・一昭和56～58年度 特別  

研究中間報告．（1984）  

※第63号 海域における富栄養化と赤潮の発生機構に関する基礎的研究－一昭和56年度 特別研究報  

告．（1984）  

妓第64号 複合大気汚染の植物影軌こ関する研究昭和54～56年度 特別研究総合報告．（1984）   

第65号 StudiesoneffectsofairpoIlutantmixturesonplantsdPartl．（1984）  

（複合大気汚染の植物に及はす影響 、 第1分冊）  

※第66号 Studiesoneffectsofairpollutantmixturesonplants－Part2．（1984）  

（複合大気汚染の植物に及ほす影響、 第2分冊）   

第67号 環境中の有害物質による人の慢性影響に関する基酵的研究一昭和54～56年度 特別研究船  

合報告．（1984）  

叛第68号 汚泥の土壌還元とその環境影響に関する研究一昭和56～57年度 特別研究報告．（19別）   

第69号 中禅寺湖の富栄養化現象に関する基礎的研究．（1984）   

第70号 StudiesonchjroTlOmidmidgesinlakesoftheNikkoNatioTlaJPark（1984）  

Partl．EcologlCalstudiesonchironomidsinlakesoftheNikko NationalPark．  

PartlI，TaxonomicalandmorphologlCalstudiesonthechironomidspeciescollected  

fromlakesinthe Nikko NationalPark．  

（日光国立公園の湖沼のユスリカに関する研究  

第1部 日光国立公倭の湖のユスリカの生態学的研究  

一策2部 日光国立公園の湖掛こ生息するユスリカ炸の分類学的，形態学的研究一）  

澤第71号リモートセノシソグによる残雪及び雪田植生の分布解析．（1984）   
第72号 炭化水素一窒素酸化物一硫黄酸化物系光化学反応の研究環婆大気中における光化学二次  

汚染物賀生成槙構の研究（フィールド研究2）一昭和55～57年度 特別研究報告（第4分  

冊）．（1985）   

第73号 炭化水素望葉酸化物硫黄酸化物系光化学反応の研究昭和55～57年度 特別研究総  

合報告．（1985）  

済第74号 都市域及びその周辺の自然環掛こ係る環酎旨標の開発に関する研免 環境指標一その考え  

方と作成方法昭和59年度 特別研究報告．（19飢）   

第75号 Limnologicaland environmentalstudies of elementsin the sedjmeT］t Of Lake Bjwa．  

（1985）  

（琵琶湖底泥中の元素に関する陸水学及び環境化学的研究）   

第76号 Studyonthebehaviorofmonoterpenesintheatmosphere．（1985）  

（大気中モノテルペンの挙動に関する研究）   

第77号 環境汚染の遠隔計測・評価手法の開発に関する研究一昭和58年度 特別研究報告．（1985）   



第78号 生活環境保全に果たす生活者の役割の解明．（1985）  

第79号 StudiesonthemethodforIongtermenvironrnentalmonitoring－Resear。hrep。rt1980  
1982．（1985）  
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