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序  

本報告書は国立公害研究所において実施された大気汚染物質の健康影響に関する特別研究「複  

合ガス状大気汚染物質の生体影響に関する実験的研究」（昭和57年度から61年度）の5年間の研  

究成果の最終報告書である。この特別研究は動物実験であるが，得られた成果はと卜への影響を  

予測するための基礎的資料になると考えられる。   

従来の比較的高濃度の硫黄酸化物や粉じんによる環境汚染は，我が国ではこれまでに各関係者  

の努力により，改善されてきている。しかし，近年の都市部における大気汚染は，窒素酸化物，  

光化学オキシダント及び粒子状物質などを主体とする複合汚染が主であり，今日もなお，これら  

の汚染状況は必ずしも改善されたとは言えず，健康への影響が危惧されている。そこで大気汚染  

物質による生体影響を動物実験により明らかにすることは，健康への影響を評価するために不可  

欠である。   

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

（昭和52年度から56年度）においては，二酸化窒素（NO2）の慢性影響を中心に影響指標の検索  

を行い，二酸化窒素の環境基準に係るクライテリアの検討に必要な資料を提供した。その成果は  

国立公害研究所研究報告第8号，同第15号，同第31号，同第40号として既に公表されている。  

今回の特別研究は，この研究の延長線上に位置づけられる。本特別研究においては，ガス状大気  

汚染物質の複合化によって影響の作用様式及び発現の機序がどの様に変化するかを明らかにする  

ことを目的として，環境基準レベルを含む二酸化窒素とオゾンの複合ガスの慢性影響，及び亜急  

性影響に関する研究を行った。本研究において得られた知見は，中間報告として国立公害研究所  

研究報告第101号として既に公表しているので，前回の報告と合わせて読んでいただければ幸い  

である。   

前回及び今回の特別研究においてラットの生涯ガス暴露実験を4回行ったが，感染事故などの  

トラブルもなく遂行された。これは，きわめて信頼性の高い動物飼育管理とガス暴露制御技術に  

基づくものであることを特記すべきであろう。   

本研究の成果は当研究員のみによるものでなく，客員研究員をはじめとして多くの方々の御指  

導，御助言によるところが大きい。ここにこれらの方々に深く感謝するものである。   

大気汚染による生体影響の評価研究に対する行政的ニーズは高く，当研究所では今後も引き続  

き，重点的にこの分野の研究を遂行し，科学的知見を集積してゆく必要があると考えている。   

この研究報告と今後の研究活動に対して，なお一層のご批判，ご指導等をお寄せ頂ければ幸い  

である。  

昭和63年3月  
国立公害研究所   

所長 江上信雄   
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Abstraet  

PrirrlaryObjきctivesofthisre5earChprojectweretoexaminewhetherandhowbiological  

efrectsofNO20rO3 arCalteredby？Ombinedexposurestothesegases・Inorder10ClariLy  

Lheseobjectives，ralswcreeXpOSedtoO．05ppmO，aloneandincombinationwithO．04ppm  

NO20rO，4ppmNO2rOruptO22months・Acuteandsubacuteexposureexperimentswere  

alsoconductedtoasscsstheresultsobtained bychronicexposuresL ThefollowlngStudies  

WCreperrOrmCdinthisrcsearchproJeCt．  

1）Efrect50n the ga5eOuS eXChangein puJmonary syslem，2）EfTects on the neural  

functionfclatedtorespiratorytract，3）ErfecLSOntheimrnuneresponsesrelevanttohumoral  

and cel】ularimmunity，4）MorphoJogicalefrectsonlungsexamined bylight andelectron  

microseopy，5）Effectsonthemicrosomalxenobioticmetabolizingsystemsinlungs，1iverand  

kindey，6）EfrectsonlipidperoxidationandtherelatedfactorsinlungsofvariousspeCiesof  

animals，7）EfTectsonthemetabolismofprostaglandinsinlungsandotherorgans，8）Effects  

Onlheaminoacidsandpeptidescontainingsulnlydrylgroupsinlungs，9）Cytogenotoxic  

ef7ects estimated by sister－Chromatid exchange，10）E一指ets on red blood ce］1s and the  

CytOkillingactiviliesofalveolarmacrophages・  

MajorresuLtsobtainedbychronicexposure5areaSfoLlows：  

MorphoIoglCalchanges，SuCh as enlargcment and proliferation of the bronchiolar  

epithelialcells，WereObservedmuehearlicrbyexposuretoO．4ppmNO2andO．05ppmO3  

in combination than by exposurc to O．4ppm NO2alone．However，the extent ofthese  

morphologECalchangeswasnotmarkedlyafrectedbytheadditionorO3tONO2．  

ThecombinedexposuretoNO2and O，alteredlhechangejn thepartialpressureof  

arterialgasescausedbyNO2alone．ThcdecreaseinarterialO2preSSureWaSOl）SerVedduring  

exposurestoNO2aloneandiTICOmbinationv／ithOき，andrurthermore，theincreaseinarterial  

CO2PreSSureWaSObservedduringexposurcstocombinedga5eS・  

Thecytokillingactiviliesora）veolarmacrophagcs，eSpeCiallyagainstCandidaGlbican5  

decreasedmorcprofoundlyln ratSeXpOSedtocombinedgasesthaninthoseexposedtoO3  

alく川e．AsfortheimmunerespoTISeS，Subac11tee7LpOSureOfmicetocombinedgasescaused  

aseverereducLioninthcwetwcightsorspleeTlandthymus，adecreaseintheanti－0ÅlgE  

antibody production，and a suppression of the delayed hypersensilivLty reaCtionin  

COmParisonwiththosecauscdbyexposuresto NO2andO，alone，  

ThemicrosornalxenobioticmetabolizlrlgaCtivitiesintheratlungswereirlducedbyO3  

WhileTeducedbyNO。，andweTe－－OIctlanBedby exposuTeStOCOmt・i11edgases，SuggeSllng  

that NO2andO3af7bctthexenobioticmetabolizlngSyStemSindependcntlyandadditivelyL   

［nconclusion，eXpOSureStOCOmbinedgases，NO2andO3，augmentedtheeffect50rNO2  

andO3alonewithregardtothechangesinlungmorphology，gaSeOu5eXChange，CytOkilling  

activitiesofalveolarmacrophagcs，immuneresponses，andxenobioticmetabolizlngSyStemin  

thelung，Which are allvital10tl巳alth．HoweveT，CaTerulcDnSideTaliD11S aTe needed†DT  

asscssing thccombined efTects orNO2and Oヨ，becau5e，forinstance，the ma（ked species  

difTerence5WCreObservcdinthercsponseorlipidperOXidaLionofexperimentalanimalstothe  

COmbinedgases．  

1－   
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1  

研究の概要と展望  

OutlilleO†Per†ormedResearches andFutureProspeets  

村上正孝  
Masataka MURAKAMl   

l 研究の目卜的と意義   

近年の大気汚染の特徴は，従来の硫黄酸化物や降下媒じんによる汚染が大幅に減少した一方で，  

市街地及び幹線道路沿道を中心とした地域においては，窒素硬化物，光化学オキシダント，炭化  

水素，及び粒子状物質を主体とする複合汚染が進行し，その地域が広がりつつあることである。  

今日もなお，これらの大気汚染物質による汚染状況は必ずしも改善されたとは言えず，大気汚染  

物質の複合効果による人の健康への影響が危惧されている。こ甲ような状況下で，低濃度で存在  

する多数の汚染物質による人の健康への影響を明らかにする研究は，益々その重要性を増してい  

ると言えよう。大気汚染物質による健康への影響を解明する研究の方法としては，地域住民を対  

象にした疫学的研究と実験動物を用いて行う実験的研究がある。本特別研究「複合ガス状大気汚  

染物質の生体影響に関する実験的研究」では，後者の立場から研究を行った。   

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

（昭和52年度から56年度）においては，二酸化窒素（NO2）の慢性影響（脚注1参照）を中心  

課題に据えて，生理学的，病理学的，生化学的及び免疫学的見地から系統的及び総合的に影響の  

検索を行い，NO2の環境基準に係るクライテリアの検討に必要な資料の提供を行った。本特別研  

究においては，ガス状大気汚染物質の複合化によって影響の作用様式及び発現の機序がどのよう  

に変化するかを明らかにすることを目的として，環境基準レベルを含む二酸化窒素（NO2）とオ  

ゾン（03）の複合ガスの慢性影響，及び亜急性影響に関する研究を行った。   

2 研究課題と研究組織   

本研究は，環境生理部と技術部（動物実験施設管理室）との共同研究で，昭和57年より5か年  

計画で開始された。本特別研究では，低濃度NO2＋0。複合生涯暴露実験（脚注2参照）を中心課  

脚注1：NO2長期暴質実験は，0．04，0．40，及び4．Oppmの三段階の濃度のNO2ガスをラットに連続暴露して行った。  

脚注2：0。十NO2複合長期暴露実験は，NO2を混合しない03のみの暴露群（Gl群）．あるいは0．04ppm及び  

0．40ppmNO2を0。と混合した暴露群（G2及びG3群）の三種類の方法で行った。03の暴買方法は，  

午後1時に最大0・10ppm，その間の平均値が0．05ppmになる様に，午前9時から午後5暗まで0。濃度  

を正弦曲線に沿ってプログラム制御で変化させた。NO2は，連続暴露とした。  
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萄の一つとし，ここで得られた影響の生物学的意味を理解するために，もう－づつの中心課題とし  

て急性及び亜急性複合暴霹実験を行った。このため本研究では，次の9の研究課題を設けた。   

1）呼吸生理学的研究   

2）神経機能に関する電気生理学的研究   

3）免疫反応に及ぼす影響の解明に関する研究   

4）病理学的研究   

5）細胞内顆粒成分に及ぼす影響に関する生化学的研究   

6）脂質過酸化障害と抗酸化性生体防御機構の変化に関する生化学的研究   

7）各種臓器におけるプロスタグランジン合成及び代謝に関する研究   

8）アミノ酸及びペプチド等に及ぼす影響に関する研究   

9）NO2と03の低濃度混合ガスの慢性暴露実験   

研究課題9）及びそれに関連する成果を研究課題1）～8）から抜粋し，「研究の概要」にまとめた。  

研究課題1）～8）の詳細な成果は，後述の小括に示した。この際，研究課題9）の成果を関連する他  

の研究課題1）～8）に分割して記述し，結果に対する生物学的意味の理解を図った。また，研究課  

題4）及び5）の中で，細胞に対する影響を抜粋し，新たに設けた9）及び10）項目にその結果を記述  

した。   

本特別研究に参加した人員は，国立公害研究所・環境生理部及び技術部動物実験施設管理室と  

生物施設管理室の26名（表1）、及び以下の客員研究員と共同研究員である（表2）。  

表1研 究 組 織  

特別研究責任者  

環境生理部   
環境生理研究室  
環境病理研究室  
環境生化学研究室  
慢性毒性研究室  

環境生理部長  久保田憲太郎（昭和57～60年度）  

村上 正孝 （昭和61年度）  

河田明治，鈴木 明，局 博一，野原膏子  

彼谷邦光，米元純三，白石不二雄，藤巻秀和，河越昭子  

三浦 卓，持立克身，国本 字．高橋勇二  

嵯峨井勝，小林隆弘，市瀬孝道，山根｝柘，佐野友春  

技術部   
動物実験施設管理室 高橋 弘，高棒憤司，清水 軋 山元昭二，伊藤男三   
生物施設管理室  松本 茂  
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表 2 客員研究員及び共同研究員  

（東北大芋農学部）  

（東邦大学理学部）  

（お茶の水女子大学生活環境センター）  

（産業医学総合研究所）  

（筑波大学農林学類）  

（東京大字医学部）  

（東邦大学理学部）  

（大阪大学蛋白質研究所）  

（東京大字農学部）  

（新潟大学医学部）  

（愛媛大学医学部）  

（筑波大字社会医学系）  

（東京大字農学部）  

（東京大学薬学部）  

（宮崎医科大字）  

（筑波大学臨床医学系）  

（岐阜大学医学部）  

（香川医科大学）  

（東京大字薬学部）  

（筑波大字臨床医学系）  

（東邦大学理学部）  

（慈恵会医科大苧）  

（名古屋大学農学部）  

（自治医科大字）  

（筑波大学社会医学系）  

（国立公衆衛生院）  

（三重大字医学部）  

客員研究員  足立  達  
戎野 侯一  
大橋 昌子  
京野 洋子  
草野 忠治  
′ト泉  明  
後藤佐多良  
佐藤  了  
沢崎  担  
清水不二雄  
志賀  健  
下条 信弘  
菅野  茂  

． 帯刀 益男  
常俊 義三  
晶   健  
野沢 義則  
中島 泰知  
名取 俊二  
長谷川鎮雄  
藤井 良三  
本多 芳男  
水島 昭二  
矢尾坂英夫  
山口 誠哉  
横山 栄二  
吉田 克己  （以上アイウエオ順）   

（昭和57年度）  

（昭和57年度）  

（昭和57年度）  

（昭和57年度）  

（昭和57～58年度）  

（昭和57～58年度）  

（昭和57～58年度）  

（昭和57～59年摩）  

（昭和58年度）  

（昭和58年度）  

く昭和58～59年度）  

（昭和58～59年度）  

（昭和59～60年廣）  

（昭和59～60年度）  

（昭和59～60年度）  

（昭和59～60年度）  

（昭和60～61年度）  

（昭和60～61年度）  

（昭和60～61年度）  

共同研究員  今井  遺  （慈恵会医科大学）  
大住 拓突  （日本女子大学家政学部）  
辻井 直観  （筑波大字大学院環境科学研究科）  
原口 裕文 （筑波大学大学院県境科学研究科）  
内田 義之  （筑波大学大学院医学研究科）  
佐藤 浩明  （東邦大学塩草部）  
矢野 友啓  （筑波大学大学院環境科学研究科）  
小沢  仁  （慈恵会医科大芋）  
飯塚ゆかり  （日本女子大学家政学部）  
夏目  徹  （筑波大学生物農林学系）  
荒川 健二 （筑波大字大学院環境科学研究科）  
前川 佳子  （東邦大学理学部）  
足川 哲夫  （慈恵会医科大芋）  
石田 邦彦  （筑波大学大学院環境科学研究科）  
梅津 豊司 （筑波大学大学院環境科学研究科）  
近藤 一子  慄邦大学理学部）  
井上 忠弘 （筑波大字大学院医科学研究科）  
平良 淳誠  （筑波大学大学院環境科学研究科）  
平山  仲 （筑波大学大学院環境科学研究科）  
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3 研究の概要   

3．1病理学的変化   

低濃度NO2＋0。複合長期暴露による肺の病理学的変化の程度は，観察する部位によって異な  

り，気管支上皮においては軽度であり，遠位の肺胞においてはより軽度であった。また，NO2単  

独長期暴露によって引き起こされた変化と質的な差異は認められず，肺の気腫性変化も同様に認  

められなかった。光学顕微鏡による中等大気管支から肺胞道にかけての観察では，18か月以降に  

G3群で細気管支を中心とした上皮の肥大と増生が認められた。その変化の程度は，前回のNO2  

単独長期暴露の結果と比較すると，0．4ppm NO2の場合よりは大きいが，4ppm NO2によって  

生じた定型的病変までには至らなかった。したがって，G3群での変化は，気管支上皮の反応性の  

上昇の結果とみなされる。G2群での変化は軽微であるが，G3群の変化と同様の傾向を認めた。  

光学顕微鏡で観察の困難な肺胞璧の変化については，比較的均質な構造を持った末梢の肺胞につ  

いて，電子顕徴壷削こよる形態計測の手法を用いて定量的な評価を行った。その結果，暴露2～4か  

月目で肺胞壁犀の増加が認められた。しかしその後，9～18か月では不明瞭になり，22か月目に  

は再び肺胞壁厚の増加と更に問質におけるコラーゲン線維の増加を認めた。この一連の変化は，  

2～4か月目での初期反応とその修復，9～18か月でのそれに引き続く変化，及び18～22か月日で  

の問質の線維化傾向にみられる加齢による修飾など，いくつかの相に分けて理解することができ  

る。肺胞における変化の程度は，G3群でも4ppmNO2単独長期暴露によって生じた病変までに  

は至らなかった。   

今回の複合長期暴露実験の結果をNO2単独長期暴露実験の結果と比較すると，低濃度03との  

複合によって，気管支上皮の反応性は一層強まると結論できる。すなわち，光学顕微鏡による観  

察では複合暴露18か月目で，細気管支上皮の肥大と増生を示す個体の頻度がNO2単独暴露の場  

合に比べて高くなった。他方，末梢の算術平均肺胞壁犀は，18か月日では複合暴露とNO2単独暴  

霹との間に葦は認められなかった。しかし，複合暴露4か月に肺胞壁厚が増加を示したことから・  

前回のNO2単独暴露実験では9か月日以前の検索が行われていないため比較はできないが，肺  

胞上皮はより速やかに複合ガスに反応している可能性がある。   

22か月日で認められた肺胞壁間質の縁維化傾向は，長期間の低濃度暴露によって軽微ではある  

が蓄積性の変化がゆっくり進行し，加齢という修飾因子が加わったときに顛在化してきたものと  

解釈される。今後，生体側の反応を修飾する因子として加齢の影響はますます重要な研究課題と  

考えられる。   

3．2 肺の線維化と気圧性変化   

肺気腫は「肺胞壁の破壊的変化に伴い，呼吸細気管支以下の気腫の異常拡張を特徴とする解剖  

学的変化」と定義されている。病理学的検索によれば，今回の低濃度複合長期暴露実験でも，前  

回の低濃度NO2単独長期暴露実験と同様に，気嘩性変化は認められず，肺の線維化傾向のみが再  
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現性長く認められた。また生化学的にも，前回のNO2単独長期暴露の場合と同様にコラーゲン  

の架橋を促進すると考えられているモノアミンオキシダーゼ活性が，暴露時間の延長とともに次  

第に上昇し，形態学的に肺胞の線維化傾向が認められた18～22か月には有意に増加した。これら  

の結果は，前回及び今回の長期暴露実験と同程度の濃度のNO2で肺に気脛性変化が生ずるとい  

うこれまでの報告とは異なる。   

これまでの疫学調査によれば，都市においては肺気腫を示す症例が他の地域より多いことが知  

られている。しかしながら，我々のラットを用いた実験では，低濃度NO2単独及び03との複合  

長期暴露によって肺の気腰性変化が生ずる知見は得られなかった。この理由としては，原因とな  

る大気汚染物質が他に存在することが考えられる。この点では，影響の作用様式が異なると予想  

される粒子状物質，炭化水素，あるいは光化学反応生成物による影響の検索，及びこれらの物質  

も含めた広範な範囲での複合効果について今後とも検討が必要であろう。   

3．3 呼吸生理学的変化   

これまで，NO2や0。のような大気汚染ガスは，比較的低濃度でも長期間の暴露によって呼吸  

機能の低下をきたすことが報告されている。我々も前回の低濃度NO2長期暴露冥験において，  

肺におけるガス交換機能が低下し，低酸素血症が引き起こされることを報告した。今回の低濃度  

NO2及び0。複合長期暴露実験においては，肺におけるガス交換機能の低下，及び低酸素血症に加  

えて高炭酸血症も引き起こされることを明らかにした。さらに両ガスの複合化によって，これら  

の症状が悪化することを見いだした。   

低酸素血及び高炭酸血の原因としては，気管支壁の肥厚による気道狭窄，肺胞壁肥厚や問質の  

増加によるガス交換面積の減少などの形態学的変化，換気能やガス交換能の低下等の呼吸機能の  

変化，及び循環機能の変化が考えられる。長期暴露の病理学的所見によれば，細気管支上皮の増  

生及び肺胞壁の問質の組成の変化は軽度であった。したがって，形態学的変化は低酸素血及び高  

炭酸血の一因ではあるが，主因とは判断し難い。他の要因としては，各組織における呼吸代謝の  

冗乱すなわち酸素消費の増加が低酸素血及び高炭酸血を引き起こすことが考えられる。そして，  

低酸素血及び高炭酸血がさらに呼吸機能の変調を起こし，肺におけるガス交換を一層低下させて  

いる可能性がある。これまでの知見によ‘れば，ガス暴露の初期には，呼吸数や心拍数の増加によっ  

て血液中の酸素濃度や炭酸ガス濃度を一定に保とうとする調節作用が働くが，数か月以上の暴露  

では，ヘモグロビンや赤血球数の増加などの代償作用が働いて，生体は恒常性を維持すると考え  

られている（図1）。本研究でも，4～18か月日には調節機能や代償作用が働いていることを認めて  

いる。しかし，本研究の結果は同時に，これらの調節機能や代償作用を働かせても，なお低酸素  

血と高炭酸血は解消できないことを示している。また，22か月以上の長期暴露では，動物の老化  

に伴う代償作円の低下が推察されるので，このため複合ガス暴露の影響がより強くなる可能性が  

ある。低濃度複合長期暴露による低酸素血及び高炭酸血は，組織や臓器の低酸素状態を誘引し，  
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村上正孝   

種々の臓器で呼吸代謝の異常を起こす可能性があること，さらに呼吸筋及び呼吸中枢の機能ある  

いは循環機能などを低下させ，種々の呼吸器系疾患及び循環器系疾患を増悪させる可能性がある  

と考えられる。  

NO2暴臥03暴露  

形態学的変化  呼吸機能低下  

光朗的変化  
気道狭窄．機能的狭窄  

気管支壁の肥厚  

竃朗的変化  
肺胞壁肥厚．聞質の増加  

l  

換気益憾下  
方ス交換碓個F  

代
償
作
用
 
 

l  

ガス交換而応の減少  

駿斉≡消費量増加  
呼吸代謝  
脂質代謝  

組故臓器の  
低酸諸…症  

もっとも敏感であると考えられる  中枢神経系  

第二次代償  
調節メカニズムの変調  
（レギュレ→ションメカニズム）  

呼吸数十 ＋ 十  

［  

赤血球  
へモグロヒ∵ノ ー← 一  
心拍数  
循環血拉  

循環機能  

低‾卜？  

図1呼吸機能の変化に及ぼす種々の因子の関連を示す模式図  
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3．4 気道過敏性の上昇及び気道反応性の克進   

気管支ぜん息は，気道が種々の化学的あるいは物理的刺激等に過敏に反応して気道の閉塞をき  

たす疾患の一つである。この気道過敏性は，アレルギー素因がある場合に現れやすいことが知ら  

れている。また，各種の大気汚染物質も一過性ではあるが，ぜん息時にみられる気道過敏性と類  

似の状態を引き起こすことが明らかになっている。本研究においては，呼吸器を含む種々の器官  

に大きな影響を及ぼす生理活性物質であるプロスタブランジン（PG）の生合成とその代謝，及び  

呼吸気道における神経受容器の活動がNO2や03暴露によってどの様な影響を受けるかを検索  

し，大気汚染物質による気道過敏性に対してPG及び神経受容器の活動が果たす役割について検  

討した。   

気管の平滑筋を弛緩させる作用を持つプロスタサイクリン（PGI2）の肺における生合成は，10  

ppmNO2あるいは0．4～0・8ppmO3急性暴露で低下した。一方，気管支平滑筋の収縮作用を示  

すトロンボキサンA2（TXA2）及びロイコトリエンC．（LTC．）は，肺で増加した。この結果は，  

NO2やOaによってPGの代謝が変化して，気道の弛緩の平衡が収縮方向にずれることにより，気  

遣の過敏性が誘発されることを示唆している。   

気道上皮に対する化学的及び機械的刺激を感知し，気管支収縮や呼吸数増加等の変化をもたら  

す肺刺激受容器の自発活動は，0，4～0，8ppmO。急性暴露で増加した。また，気管支や肺胞壁に  

分布し，それらの部位の炎症や水腫性変化によって刺激され，呼吸異常と循環機能の低下を引き  

起こすC線維の反射活動は，4～10ppmNO2急性暴露で高まった。以上の結果から，これらの濃  

度レベルのNO2や0。による肺刺激受容器及びC線推の活動の冗進は，呼吸困難等をもたらす原  

因になり得ることを示唆している。以上の結果は，これらの濃度レベル以上のNO2や03は，気  

道の過敏性あるいは反応性の元進を引き起こし得ることを示唆する。   

3．5 薬物代謝系への影響   

これまで0。及びNO2は，生体に類似の作用を及ぼす酸化性ガスと考えられてきた。しかしな  

がら0。及びNO2は，肺のミクロソームの薬物代謝系に相反する影響を及ぼすことが本研究で明  

らかになった。これまで，肺の薬物代謝に関与するチトクロムP－450の含量及び7－エトキシクマ  

リン脱エチル化活性等の薬物代謝活性は，NO2急性及び亜急性暴露によって低下することを明ら  

かにした。本研究では，肺のチトクロムfし450の含量及び7－エトキシクマリン脱エチル化活性等  

の薬物代謝活性は，0。急性及び亜急性暴露によってむしろ増加することが明らかになった。NO2  

及び0。の混合暴露の場合は，肺における薬物代謝のNO2暴露による活性低下の程度は軽減さ  

れ，あるいは03暴露による活性増加の程度も軽減される結果となった。この理由と■しては，NO2  

及び03が各々独立して肺ミクロソームの薬物代謝系に作用したため，現象的には互いに相殺す  

る結果になったと考えられる。これと類似の現象は，低濃度NO2十0。複合長期暴露においても認  

められた。03のみのGl群では，9か月日にチトクロムP－450含量が増加，22か月目にクマリン  
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水酸化活性及びベンズフユタミン脱メチル化活性は増加したが，Gl春雷条件にNO2を混合した  

G3暴露群では，これらの薬物代謝活性は増加しなかった。また，実験に用いたラットの老化に伴  

い，薬物代謝活性のNO2暴露による低下，あるいは03暴露による増加の程度は更に増大したこ  

とから，ガスに対する感受性は，老化に伴い増大していることが示された。このことから複合長  

期暴露において，より低濃度のNO2及び0。によってチトクロムP450含量及び薬物代謝活性が  

変化したのは，老化に伴いガスに対する感受性が増大したのがその一因と考えられる。   

さて肺においては，細気管支上皮のクララ細胞及び肺胞上皮のⅠⅠ型細胞が，チトクロムP－450  

含量が多く高い薬物代謝活性を示すことから，薬物代謝を最も活発に行っている細胞であり，肺  

に侵入してきた化学物質を代謝するのに関与すると推測されている。したがって，病理学的検索  

結果を考慮すると，03暴露による肺のチトクロムP450含量の増加及び薬物代謝活性の克進は，  

両細胞の増生あるいは代謝の活性化を反映していると考えられる。NO2暴露の場合は，ヘムタン  

パクがNO2もしくはNO∬‾ に対して不安定なため，両細胞の増加にもかかわらずチトクロム  

P－450含量が減少し，薬物の代謝活性が低‾Fしたと考えられる。肺の異物代謝機能によって，発ガ  

ン物質が無害化されると同時に，時には化学物質が発ガン物質に変化することから，大気中に存  

在する化学物質による発ガンへの影響を予測するために，大気汚染物質による肺の薬物代謝系の  

変化は重要な基礎資料となると考えられる。   

3．6 感染抵抗性   

本研究において，免疫反応に関与するリンパ球及び肺胞マクロファージは，NO2あるいは0き暴  

露によって傷害を受けること，及び回復した場合でも再び傷害を受けやすいことが明らかになっ  

た。暴露初期には，胸腺，脾臓や末梢血中のリンパ球数及び肺胞マクロファージの細胞数は減少  

し，更に機能の点でも，リンパ球の抗体産生能及び肺胞マクロファージの殺菌能は低下した。そ  

の後各臓器及び末梢血中のリンパ球数は，清浄空気を吸入させた対照群と同レベルに回復し，抗  

体産生能も徐々に回復した。しかし，更に暴露を継続すると再びリンパ球の細胞数は減少し，抗  

体産生酒性も低下した。また，リンパ球の幼若化を抑制するプロスタグランジンD2合成活性は，  

NO2及び0。急性暴露によって牌臓及び胸腺で元進した。これらのことは，NO2及び0。暴露に  

よってリンパ球の抗体産生能は傷害を受けることを示唆している。肺胞マクロファージでは，  

DNA生合成の冗進後に小形の細胞が増加し，抗酸化系や解糖系の酵素活性が増加したことから，  

若いマクロファージとの交替促進及び抗酸化系及び解糖系代謝の元進によって，これら酸化性ガ  

スによる負荷に対して適応しているようにみえる。しかし殺菌能は，暴露初期には指標に用いた  

すぺての微生物で減少し，その後も微生物の種類によっては回復しなかった。この殺菌能の低下  

は，低濃度NO2及び03複合暴露22か月日におけるGl～G3のすべての群で，指標に用いた  

種々の微生物に対して認められた。そして，0。暴露による肺胞マクロファージの殺菌能低下の程  

度は，実験に用いたラットの老化によって増大した。したがって，低濃度複合長期暴露によって  
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殺菌能が低下したのは，実験動物の老化に伴いガスに対する感受性が増大したのがその一因と考  

えられる。  

リンパ球及び肺胞マクロファージは，骨髄の多能性造血幹組胞に由来し，この幹細胞の増殖に  

よって補給されることが知られている。このことは，NO2及び0。暴露による傷害からリンパ球  

及び肺胞マクロファージが回復するためには，基本的にはこれらの幹細胞の増殖能力に負うとこ  

ろが大きいと推測される。老化に伴い多能性造血幹細胞の増殖能力が低下することが知られてい  

る。肺胞マクロファージの殺菌能がNO2及び0。暴露で傷害を受けやすくなったのは，老化に伴  

う造血幹細胞の増殖能力の低下によって代償能力が低下したためであろう。   

3．7 脂質過酸化的偽書   

全身の脂質過酸化によりラットの呼気ガス中に放出される各炭化水素の量は，NO2単独長期暴  

露の場合と比較して複合長期暴露の場合には，最大に増加する時期が27か月から9～13か月に  

早まったが，増加の程度に変化は無かった。しかし，TBA反応によって測定した肺の過酸化脂質  

壷は，03との複合によって最大に増加する時期が18か月から9～13か月に早まり，かつその程  

度も相乗的に増加した。他方，脂質過酸化やラジカル生成を抑制するビタミンE及びCの肺にお  

ける濃度も，複合長期暴露初期には増加したが，後期にはむしろ低下した。これらのことは，NOz  

と0。の複合暴露の影響はNO2単独暴露の場合より早期に現れること，及び，暴露後期には肺の  

抗酸化性物質が減少し，生体はより強い酸化的ストレスを受けていることを示唆している。   

3．8 動物種差   

本研究では，マウス，ハムスター，ラット，及びモルモットにNO2＋03を暴露し，肺の過酸化  

脂質生成，抗酸化性防御系因子，及びリン脂質組成の変化を調べた。暴露は，NO2あるいは03単  

独暴露では，いずれの動物にも顕著な変化が起こらない条件で行った。この様な条件下で複合暴  

露を行った結果，モルモットについてのみ，上記指標に顕著な変化が認められた。ラット及びハ  

ムスターでは，複合暴露による影響は認められなかった。このことは，複合暴露についての結論  

をヒトへの影響について外挿する際には，慎重な配慮が必要であることを示唆している。   

3．9 複合影響のまとめ   

本研究では，複合暴霜による生体への影響を単独暴露の場合と比較し，両者の違いを明らかに  

するのが主な目的である。複合暴露に用いる物質としては，これまで知見の蓄積があるNO2と代  

表的なオキシダントである03との複合ガスを選んだ。   

本研究で明らかになった実験結果の中から，複合影響に関するものを各研究課題ごとに表3に  

まとめた。複合効果には，NO2と0。の複合によって各々の単独影響が増強される場合（増強）と，  

影響の程度は単独暴露の場合に比べて同程度であるが，その影響の発現する時期が早められる場  
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表 3 複合影響のまとめ  

研究分野・手法  生体における観察レベル   影 響 指 標   急性・  亜急性実験   

呼  吸  生  理   個体   血中PaO，，PaCO2   ＋   

神経・電 気 生 理  器管・細胞   神経受容器   ±   

免  
胸線・脾臓湿議題  ＋  

■ 疫  個体・器官・細胞   免疫反応  十  
抗体産生能  十  

病理形態  細気管支上皮の肥大・増生  
細胞・オルガネラ（電顕）  算術平均肺胞壁厚  

ミクロソーム異物代謝系   分子   チトクロムP45（I含堂  ＋●  

薬物代謝活性  ＋轟  

脂 質 過 酸 化   分子   過酸化脂質生成  十  
プロスタブランジン   分子   PGl2代謝   

ア ミ ノ 酸ペプチド   分子   GSH代謝   ニヒ  
細 胞 迫 伝 毒 性   染色体   姉妹染色分体交換（SCE）   
生  体  細  胞   細胞   マクロファージ殺菌活性  

＋：複合効果あり： ±：複合効果不明瞭： ：複合効果なし： －：相殺効果  

合（早期化）の二通りが認められた。慢性暴露実験を例に取ると，前者の例としては，呼吸生理  

学的研究における血中酸素及び炭酸ガス濃度への影響，肺胞マクロファージの殺菌活性への影響  

などがあり，後者の例としては，光学顕微鏡観察による病理形態学的変化があげられる。過酸化  

脂質生成については両方の効果が認められた。ミクロソーム異物代謝系への複合効果は相加的で  

あるが，03は促進する方向∴逆にNO2は抑制する方向へ働くため，複合暴露では見かけ上各々の  

影響が相殺されている。また，呼吸生理学的変化や病理形態学的変化に明らかなように，単独暴  

露による影響と異なる種類の影響が，複合暴露によって現れることは無かった。急性，亜急性実  

験の結果については，各実験ごとに濃度，期間が異なり並列的な比較はできない。詳しい暴露結  

果については各研究課題の小括を参照されたい。   

さて，本研究で明らかになった生体に対する各々の影響指標の変化を評価するに当たっては，  

指標の生物学的意味，及び指標の変化の程度を考慮することが重要である。後者は，正常な生理  

機能を営む健康な状態から，死に至る幅広いスペクトラムの中の，どのレベルでの影響を見てい  

るかという点で重要である。生体が示す反応の程度については，中公審専門委員会報告のモデル  

が参考となる（図2）。複合長期暴露実験で観察された影響は，血液ガス性状に関しては，観察さ  

れた影響が疾病との関連で解釈される前臨床的な段階（図2のDの段階）に属し，他の指標は観  

察された影響の可逆性が明らかでないか，あるいは生体の恒常性の保持の破綻，疾病への発展に  

ついては明らかでない段階（図2のCの段階）に属するか，もしくは両段階の境界に位置すると  

考えられる。急性及び亜急性実験でも，前臨床的な段階を越えることはなかった。   

NO2と03との複合暴露は，表3にみられるように常に単独暴買の影響を増強したわけではな  

い。また，急性，亜急性実験でも指標によっては複合効果が認められない場合もあった。しかし，  
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A）現在の医学・生物学的方法では皇ったく影  

F  響が観察されない段階。  

B）医学・生物学的な影響は観察されるが、そ  

E  れは可逆的であって、生体の恒常性の範囲内  
にある段階。  

C）観察された影響の可逆性が明らかでない  

D  か，あるいは生体の恒常性の保持の破綻，疾  

病への発展について明らかでない段階。  

C D）観察された影響が疾病との関連で解釈され  
B  る段階。  

E）疾病と診断される段階。  

A  F）死。  

図 2 大気汚染の健康への影響の程度の考え方  

（中央公害対策審議会大気部会NO2判定条件専門要員会報告（付言）より）  

個体全体に対する影響としてみれば，複合影響があったと判断される。さらに，過酸化脂質生成  

における種差の実験で，ラット，マウス，ハムスター，モルモットのうち，モルモットにだけ強  

い相乗作用が認められたように，複合効果に種差が存在することから，複合影響については一層  

慎重な検討が必要である。   

4 今後の研究の展望と提言   

特別研究「複合ガス状大気汚染物質の生体影響に関する実験的研究」を終えるに当たり，本研  

究での成果を踏まえ，今後必要とされる研究について展望する。   

4．1大気汚染の現状と今後の研究分野   

現在の大気汚染は，おおむね化石燃料の燃焼に帰因するものであり，特に幹線道路沿いの窒素  

酸化物ヒ粒子状物質を主ヒする局地的複合汚染である。この汚染状態の改善は，いまだ不十分で  

あり，特に粒子状物質の環境基準値達成率は依然として低い状況にある。他方，近年の産業構造  

の変化，エネルギー情勢の変化あるいは交通大系の変化などに伴って，新しい様々な有害化学物  

質が大気中に放出され，大気環境の汚染は更に複合化，及び広域化する傾向を示している。この  

ような状況で，大気汚染物質によるヒトの健康への影響は益々危惧されている。   

このような大気環境の現状を踏まえ，国立公害研究所が今後行うべき研究課題としては，粒子  

状物質とガス状成分の生体に及ぼす複合影響に関する研究が当面最も急がれる課題と考えられ  

る。これについては，次の特別研究として予定されている。他方これと平行して，今後環境大気  

中に放出される可能性のある有害化芋物質の毒性に関する研究，とりわけ化学物質が呼吸器を通  

して体内に取り込まれた場合の毒性を吸入実験により評価する方法の開発，さらには吸入毒性を  

予測するための方法論の体系化に関する研究が必要になるものと考えられる。  
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4，2 今後の研究の位置づけ   

これまで述べたように，今後我々が研究対象とすべき物質は極めて多岐にわたると予想される。  

これらの物質の生体に与える毒性を評価する方法としては，動物による吸入実験が今後とも重要  

な位置を占めると考えられる。しかしながら，すべての物質の毒性評価を吸入実験のみで行うこ  

とは困難が予想される。この間翠に対処する方法としては，発癌性のスクリーニングのために  

様々な短期検索法が開発されているのが参考となろう。大気汚染物質の毒性評価に関しても，細  

胞培養法，器官培養法，及び全胚培養法を利用した簡易毒性検索法の開発が強く望まれる。また，  

これらのf裾び才加検出系を用いて大気汚染物質の毒性発現の機構を解明することは，毒性を評価  

する上でも極めて重要と考えられる。さらにこれらの研究結果は，粒子状物質や有害化学物質の  

リスクアセスメントを行うためにも重要な基礎資料となるであろう。   

これまでの生体影響に関する研究は，観察された影響が疾病との関連で解釈される段階（図2の  

Dの段階）や観察された影響の可逆性が明らかでないか，あるいは生体の恒常性の保持の破綻，  

疾病への発展たっいて明らかでない段階（Cの段階）で議論されてきた。本特別研究では，特にC  

の段階における影響を対象に，総合的かつ系統的に研究を進めてきた。その成果を踏まえ本報告  

書では，NO2や0。ガスに対して生体が示す諸反応（生体影響）は，すべてがガスによる傷害を示  

しているのではなく，そこには生体例の修復反応（代償作用）が含まれていることを指摘した。生  

体は，この修復能力によって体内の恒常性を保持し，NO2や0。の毒性から自己を守っていると考  

えられる。この意味で，大気汚染物質による生体影響は，その毒性による傷害の発現として捕え  

るのではなく，生体の修復能力が通常の状態から一層強く求められる状態への移行として理解す  

べきであろう。したがって，NO2や03による傷害を修復するために，生体が本来持っている能  

力以上の代償能力を求められたときに，恒常性は破綻し，生体は疾病もしくは死を迎えると理解  

される。また，何らかの原因で生体の傷害修復能力が弱まったとき，すなわち恒常性が破綻する  

方向へ生体の状態が大きく偏ったときに，生体はNO2や0きに対して高感受性になると予想さ  

れる。今後，恒常性の破綻を招く因子の検索とその作用機構の解明を一層進めることは，大気汚  

染物質に対する毒性評価の上で重要なばかりでなく，高感受性集団を理解する上でも重要な手が  

かりを与えるであろう。このための方法論としては，才乃び∫f和の実験系，及び玩正和の吸入暴  

露実験を併用することが望まれる。玩上ぬれの実験からは，各臓器を構成する細胞や組織への毒  

性発現の機構を解析するのが望まれる。しかし，各臓器が標的臓器になるなり易さ，あるいは各  

臓器の機能がどの程度保持されるかを∫乃〃加の実験から予想することは難しいため，最終的に  

は個体レベルでの吸入暴露実験が影響評価をする上で重要な位置を占めるであろう。   

さて今後は，生体影響の解明と平行して，環境汚染物質による人体被害を未然に防ぐための研  

究が，ますます重要になると考えられる。この点でも・Cあるいはそれ以下の段階における生体  

への影響評価を系統的に進めることが重要である○先に述べたぎ元び正和検出系を用いた大気汚染  

物質の毒性評価法の開発や毒性発現の機構の解明に関する研究，及び吸入暴露実験による個体レ  
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研究の概要と展望   

ベルでの恒常性維持に与える影響の研究は，このための有効な手段となるであろう。   

4．3 今後必要とされる研究課題  

今回の特別研究の成果を踏まえ，大気汚染物質の生体影響の解明に関する将来の研究課題とし  

ては，生体影響の評価に関する研究，及び生体影響を予測するシステムの開発に関する研究が必  

要と考えられる。各研究課題の詳細は，以下に示すとおりである。  

Ⅰ，生体影響の評価に関する研究  

（a）生体の恒常性維持機構の解明に関する研究   

○高感受性因子の解析  

大気汚染物質による生体影響が，加令等の生体側因子の変化に伴ってどのように修復され  

るかを解析し，高感受性因子の解明に努めることが必要である。  

（b）呼吸器疾患の発症の解明に関する研究  

○免疫機能に関する基礎的研究  

員アレルギー，気道過敏性，感染抵抗性の低下，腰癌細胞の転移の促進等の発症の基礎に  

は免疫系の機能異常がある。このため，免疫担当細胞群の機能に関する基礎的研究が上記  

疾患の原因解明には必須である。  

○呼吸器疾患モデル動物の開発  

呼吸器疾患の発症と大気汚染物質との因果関係の解析のために、特に気管支喘息あるいは  

気道過敏性などの疾患モデル動物の開発が必要である。  

ⅠⅠ．生体影響を予測するシステムの開発に関する研究。  

（a）細胞毒性の玩1崩和検出系の開発  

各臓器由来の初代培養細胞もしくは細胞株，器官，及び全胚培養法を用いて，大気汚染物  

質の細胞毒性を検出する系を開発する。また，オ乃〃gぴ∂暴露実験を必要に応じて行い，開発  

したわ＝ぬわ検出系を用いて各臓器への影響を評価する。  

（b）遺伝毒性の解明と検出系の開発  

DNAへの傷害，遺伝情報の発現，及び細胞の分化と増殖に及ぽす大気汚染物質の影響を検  

索する系を開発する。このためには，分子生物学及び細胞生物学的基礎研究が必要である。  
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小  手舌  

1）呼吸生理学的研究  

10～20ppmのNO2を短期間，あるいは0，4～4ppmのNO2を長期間暴露したラットでは，呼  

吸機能の低下，低酸素血症，心拍数の低下及び房室ブロックを主体とした異常心電図等が発現し  

やすいことを前回の特別研究で明らかにした。その原因としては，肺における酸素と炭酸ガスの  

交換能の低下及び自律神経系のアンバランス等が考えられた。そこで本研究では，NO2＋03複合  

暴露の影響を呼吸生理学的観点から明らかにする目的で，0。単独ガス暴露と，種々の濃度の  

NO2＋0。の複合ガスをラット等の動物に暴露し，呼吸生理学的指標について測定し，総合的に検  

討した。   

03単独暴露：ラットに，0．4～0．8ppmO3を2週間暴露すると，10～20ppmNO22週間単独  

暴露と同様に低酸素血症と高炭酸血症が観察された。この時，呼気・吸気及び動脈・静脈血中の  

酸素分圧差は対照群に比較して／トさく，吸気・動脈血酸素分圧羞は大きいことから，肺における  

ガス交換機能の低下が示唆される。しかし，10ppmNO21週間単独暴露による低酸素血症は必ず  

しも高炭酸血症を伴わないことから，03とNO2ではガス交換に対する作用が異なることが推測  

される。また，0。を暴露した肺，肝等の組織では，玩l新和系及び加＝正和系の実験で共に酸素  

消費量の増加ないし増加傾向が認められ，呼吸代謝が元進することが示唆された。したがって，  

呼吸代謝の克進は低酸素血症と高炭酸血症の一因と考えられる。   

複合暴露：4ppmNO2＋O，2ppmO3の2～4週間複合暴露で，低酸素血症及び高炭酸血症が観  

察された。4ppmのNO2及び0．2ppmの03単独暴露では上述のような症状が発現しないこと  

から，複合暴露は血液ガスヘの影響を強めることが判明した。さらに，前述のような複合暴露の  

影響は，ガス交換能の低下を引き起こすことが明らかになった。   

一方，長期暴露実験（脚注参照）では，9及び18か月暴露ではG3群で低酸素血症及び高炭酸  

血症が認められ，同時に赤血球数とヘモグロビン量が増加したことから，代償作用が働いている  

ことが判明した。22か月暴露では，Gl群で低酸素血症及びG3群で高炭酸血症を示した。この  

時，ヘモグロビン量と赤血球数の増加が認められなかったことから，老化による代償作用の低下  

が推測される。   

以上の結果から，NO2と03を呼吸生理学的側面からみると，NO2は0ユより低酸素血症を起  

こしやすく，Pユは低酸素血症と高炭酸血症を同時に起こすことが明らかになった。そして，その  

発症の程度は複合暴露によって強められる可能性が示唆される。長期暴露実験では，18か月冒ま  

脚注：0。及びNO2複合長期暴露実験は，NO2を混合しない0ユのみの暴露群（Gl群）あるいは0．04ppm及び  

0．40ppmNO2を0ヨと混合した暴露群（G2及びG3群）の三種類の方法で行った。0。の暴露方法は，午  

後1時に最大0・10pp叫その間の平均値が0・05ppmになる様に，午前9暗から午後5時まで03濃度を正  

弦曲線に沿ってプログラム制御で変化させた。NO2は，連続暴露とした。  
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研究の概要と展望   

では代償作用が働くが，その後老化に伴って代償作用が低下することが推察される。   

2）神経系に関する電気生理学的研究   

感覚神経並びに中枢神経の働きは，感覚の発生や生体の恒常性維持及び防御反射の遂行といっ  

た生命活動の調和に不可欠の要素と考えられる。このような神経系の機能が大気汚染物質によっ  

てどのような影響を受けるか知るために，呼吸気道受容器，中枢神経への影響及び行動観察の研  

究を行った。   

神経受容器への影響：まず0。及びNO。の単独もしくは複合ガスが，ラットの呼吸気道に配置  

されている各種神経受容器の活動に与える影響を検討した。呼吸気道の平滑筋の伸縮状況を監視  

している肺伸展受容器は，0。及びNO2の暴露による自発呼吸の不規則化に連動して，その清動  

を強めたり弱めたりした。しかし，気道内圧と受容器活動（放電頻度）との相関関係，及び一定  

の気道内圧下における放電間隔の規則性に関する解析からは，0．4ppm O。10日間または0．4  

ppmNO22か月間暴露による肺伸展受容器への影響は認められなかった。一方，気道上皮に加わ  

る化学的及び機械的刺激を感知し，気管支収縮及び呼吸数増加等の呼吸変化をもたらす肺刺激受  

容器は，0．4～0．8ppmO31～3時間暴露によって，正常ラットでは認められない自発活動の増加  

を示した。また，細気管支及び肺胞壁に分布し，それらの部位の炎症や水腫性変化によって刺激  

され，浅表呼吸や無呼吸等の呼吸異常と循環機能の低下を引き起こすC線維の反射活動は，4  

ppml週間または10ppml日間のNO2暴露によって高められた。しかし，0・4ppmO31週間暴  

露及び0，2～0．4ppmO，十0．4ppmNO2，1～4週間暴露では，C線維による反射活動の変化は認  

められなかった。これらの実験を通じて，肺伸展受容器は03やNOzによって影響を受けにくい  

こと，そして肺刺激受容器及びC線推は，比較的高濃度の03またはNO2によって影響を受ける  

ことが明らかになった。肝刺激受容器及びC線維活動の変化は，呼吸困難感等の症状をもたらす  

原因になり得ると推測される。   

中枢神経への影響：中枢神経機能が0。の暴露により変化するかどうか検討するために，人工  

呼吸下で，ガラミン非勧化により筋弛緩したラットに，一定の条件下で閃光刺激を行い，大脳皮  

質上から光誘発電位を測定した。光刺激をしてから大脳皮質の電気的活動に反応が起こるまでの  

無反応時間（帝時）は，0．4ppm O。22日間暴露では対照群に比べてごくわずかではあるが遅延  

する傾向を示した。このことより，0。が中枢神経系を抑制する可能性が考えられる。   

行動への影響：チャンバー内で通常に飼育されているラットに0．2～0．8ppm O。を1週間暴  

露し，飲水行動量，摂食量及び体重の変化を測定した。変化は暴露開始1日目で最も激しく，飲  

水行動量，摂食童は共に顕著に抑制された。その抑制度は暴露濃度が高いほど強く現れ，特に飲  

水行動童は生体リズムの乱れを良く反映していると思われた。このような行動変化には中枢神経  

機能への影響のほかに，呼吸機能，循環機能，体制骨格筋運動，感覚への影響が密接不可分に関  

与していると考えられる。  

一17 －   



村上正孝  

3）免疫反応に及ぼす影響の解明に関する研究   

感染，アレルギー及び発がん等から生体を守るため，免疫反応は重要な役割を果たしている。  

免疫反応は，生体へ侵入してきた異物あるいは生体内にできた異物を，抗体やリンホカイン等の  

特異なタンパク，及びリンパ球やマクロファージ等の白血球の働きにより排除する反応である。  

本研究においては，この免疫反応に及ぼすNO2及び0。の複合暴露の影響を，実験動物としてマ  

ウスを用いて検討し，それぞれの単独暴露による影響と比較することを目的とした。   

複合暴露による影響：4ppm NO2＋0，8ppm O。亜急性暴露により，第一にはリンパ球が分化  

及び増殖する臓器である胸腺や脾臓の湿重量の減少，及びこれらの臓器中のリンパ球数の減少が  

明らかになった。第二に機能変化の点では，脾臓中のリンパ球が，異物である羊赤血球（SRBC）  

抗原に対してIgM抗体を産生する能力が低下し，また，SRBC抗原の投与による血清中の抗体価  

上昇の程度も暴露をしない場合には及ばなかった。さらに，卵白アルブミン（OA）に対するIgE  

抗体産生能の低下，及びSRBC抗原に対する遅延型過敏反応の抑制も認められた。暴露の経過と  

ともに，リンパ球はこれらの傷害から一時的に回復したが，その後再び傷害を受け上記の機能が  

低下した。このことは，リンパ球の機能は，生物のもつ補償作用によって暴露による傷害から回  

復すること，及びその補償能力の低下によっては再び機能の低下が起こることを示唆している。   

単独暴露との比較：検索した免疫反応は，複合暴露によって単独暴露より著しい影響を受ける  

反応と，単独暴露と同程度の影響に留まる反応とに分けられた。胸腺や牌臓の湿重量の減少，OA  

に対するIgE抗体産生能の低下，及びSRBC抗原に対する遅延型過敏反応の抑制は，単独暴露の  

場合よりも一層著しく変化した。一方，SRBC抗原に対して抗体を産生する牌臓中のリンパ球数  

の割合は，単独暴露の場合と同程度にしか減少しなかった。複合暴露によって単独暴露の影響が  

減少される反応は，検索した免疫反応の中では認められなかった。したがって全体的には，免疫  

反応に及ぼす影響は，単独暴露より複合暴露の方がより著しくなる傾向が示された。   

免疫反応での感受性の差：免疫反応に関与している臓器及び各種細胞に対する影響の程度を比  

較することは，免疫反応の基礎的な調節機構を探る上で，さらにその影響により発症する疾患を  

予測する上でも重要と考えられる。影響を受ける臓器として，Tリンパ球が成熟する器官である  

胸腺は，湿重量低下の程度から，他のリンパ球臓器である脾臓よりも複合暴露の影響を受けやす  

いと考えられる。Tリンパ球非依存性抗原は，抗体を産生するBリンパ球に直接作用して抗体産  

生をうながし，他方Tリンパ球依存性抗原であるSRBC及びOA抗原は，Tリンパ球を介して抗  

体産生をうながすと考えられている。NO2及び03暴露によって，Tリンパ球依存性抗原による  

抗体産生は影響を受けたが，Tリンパ球非依存性抗原による抗体産生は影響を受けなかった。こ  

のことは，Tリンパ球の中でも抗体産生を促進するヘルパーTリンパ球が，NO2及び0。暴露に  

ょる影響を強く受けることを示唆する。また，ヘルパーTリンパ球とは異なるTリンパ球が関与  

すると考えられている遅延型過敏反応も，暴露によって抑制された。   

以上のことから，Tリンパ球が増殖，分化及び成熟する場としての胸月私及び成熟したヘルパー  
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Tリンパ球は，Bリンパ球に比べNO2及び03ガス暴露により傷害を受けやすいことが明らかに  

なった0 このことは，大気汚染物質による呼吸器系の疾患を予測及び予防するうえで重要と考え  

られる。   

4）病理学的研究   

前回の特別研究では，4．OppmNO2慢性暴露実験によって，実験動物として用いたラットの肺  

に定型的病変が引き起こされることを報告した。今回はNO2と0。を複合したガスによるラット  

ヘの慢性暴雷実験を行い，NO2のみによる病変とどのように異なる影響を受けるか，すなわち，  

病変の種類やその程度及び病変の生じた部位がどのように変化するか明らかにすることを目的と  

した。光学顕微垂削こよる肺組織の観察は，中等大気管支から肺胞道にかけての部位について行い，  

その観察項目はNO2による定型的病変とされる項目を中心に行った。また，電子頗微鏡による肺  

組織の観察は，光学顕微鏡で観察が困難な肺胞壁の変化について，形態計測の手法を用いて行っ  

た。   

光学顕微鏡による観察結果では，22か月の暴露全期間を通じて，前回のNO2慢性暴露による  

肺組織の定型的病変と異なる変化は認められず，NO2＋0。複合暴露はNO2単独暴露と同種の変  

化を肺組織に与えることが明らかになった。G3暴露群では，気管支から末梢気道にかけて軽度  

の変化が認められた。18か月暴露では，中等大気管支から末梢気道にいたる気道の一部，あるい  

は全領域にわたる上皮の肥大がすべての個体に認められ，終末細気管支における上皮の増生，肺  

胞道における気道上皮の増殖性延長，及び細気管支から肺胞道近傍にかけての結合組織の軽微な  

肥厚が各々2／3の個体に認められた。これらの変化の程度と変化を示した個体の出現頻度は18  

か月暴露で最も顕著であった。しかし，ここでみられた変化はより高濃度の4．Oppm NO。暴露  

による定型的病変までには至らなかった。22か月暴露では，気管支から末梢気道にかけての上皮  

の肥大が依然として2／3の個体に認められ，肺胞道における気道上皮の増殖性延長，及び細気管  

支から肺胞道近傍にかけての結合組織の軽微な肥厚も1／3の個体に認められた。しかし，終末細  

気管支における上皮の増生は認められなかった。G2群でも18及び22か月暴露で同種の変化を  

認めたが，その程度と頻度はG3群より低かった。Gl群では，変化はさらに軽微であった。   

G2及びG3暴露群と前回の0．04及び0，4ppmNO2単独慢性暴露群を比較すると，18か月日  

では0■05ppmO3との複合によって，肺胞道近傍の細気管支上皮の肥大と増生を示す個体の頻度  

が高くなり，気管支上皮の反応性が一層強められた。   

電子顕微鏡による観察では，光学顕微掛こよる観察では客観的評価が困難な末棉の肺胞壁にお  

ける（1）算術平均肺胞壁厚の変化（2）Ⅰ型及びⅠⅠ型肺胞上皮の変化及び（3）非細胞性問質の変化  

を，形態計測の手法を用いて定量的に評価した。算術平均肺胞壁厚は，4か月において暴露群で有  

意な増加を示したが，9及び18か月では壁厚に対する暴露の影響は不明瞭であった。22か月日で  

は再び暴露濃度に依存した壁厚の増加傾向が認められた。  
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非細胞性問質のコラーゲン量については，4か月日では暴罵群においては有意な増加，9か月目  

ではGl群で有意な減少，18か月目ではG3群で増加傾向，及び22か月ではG2及びG3群で増  

加傾向と，暴短濃度及び期間によって複雑に変化することが認められた。また，18か月以降の増  

加傾向は暴露と加齢の影響による線維化の進行を示唆するものと考えられる。全体としてみる  

と，電顔形態形測によって観察されたNO2十03複合暴露による肺胞壁の変化は，暴露期間あるい  

は暴露濃度によって一様ではなく，初期反応とその修復の2～4か月，それに引き続く軽微な変化  

がみられる9～18か月，及び老化による修飾がみられる18～22か月等，いくつかの相における変  

化として把握すべきものと判断される。   

前回のNO2単独暴露実験では，算術平均肺胞壁厚に代表される肺胞壁各種組織成分量の増加  

がみられた9～18か月日とその減退がみられた18～27か月日の二つの相に識別された。肺胞上  

皮については第一の相でⅠ塾上皮を中心とした変化がみられ，第二の相ではこれらの変化の復元  

傾向が認められた。この第一の相で観察されたⅠ型上皮を中心とした変化が，今回の複合慢性暴  

露実験で2か月から4か月においてみられた肺胞上皮の変化と対応するものであるとすれば，  

0．05ppmO3との複合によって肺胞上皮の反応の時期が早められたと考えられる。しかしながら  

前回では9か月以前の検索が行われていないため反応の早期化については確定できなかった。算  

術平均肺胞壁厚については，0．4ppmNO2単独暴露では18か月で増加傾向がみられ，27か月目  

で有意な増加が観察された。今回の実験では，22か月目で増加傾向はみられたが有意ではなく，  

肺胞壁厚においては，0．05ppmO3との複合暴露とNO2単独暴露との間に差は認められなかっ  

た。   

5）細胞内顆粒成分（ミクロソーム異物代謝系）に及ぼす影響に関する生化学的研究   

生体が生命活動を営む上で重要な生理機能の多くは，生体膜に取り囲まれている細胞内顆粒で  

行われている。前回の特別研究において，0．4～4．OppmNO2亜急性暴露によって第一次標的臓  

器である肺のみならず肝臓及び腎臓の生体膜成分が変化することを見いだした。本研究では，0。  

単独及びNO2との複合暴露がラット臓器の生体膜成分に及ぼす影響を検討した。   

肺ミクロソームの異物代謝系に及ぼす影響：0．1～0．4ppmO3の急性及び亜急性暴露は，肺ミ  

クロソーム異物代謝系を持続的に冗進させた。NO2が特異的に異物代謝系を低下させたのとは  

対照的に，0。はチトクロムP－450含量を顕著に増加させた。この増加は，肺胞及び終末細気管支  

の上皮細胞が03により変性頓死したのを修復するために，チトクロムP－450含量の高い細胞の  

活性化と増殖の促進が起きている可能性を示唆する。0・2ppmO3に1．2または4．OppmNO2を  

混合暴露した場合，0。単独の場合よりも肺ミクロソームのチトクロムP－450含量の増加の程度  

は縮小した。低濃度複合ガスの長期暴露により，O言草独暴屠のGl群では，肺ミクロソームのチ  

トクロムP－450含量は，9か月目は増加したが22か月目は対照群の値に戻った。NO2を添加し  

たG2及びG3群の場合では，P－450含量の増加の程度は，9か月日はGl群の場合より縮小した  
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が，22か月日はNO2の添加濃度に依存して増加した。すなわち，NO2の添加によって，0。暴露  

による肺ミクロソームのP450含量の増加は，最大になる時期は遅れたが，最終的には増幅され  

た。このことは，老齢動物へのNO2亜急性暴露で観察された反応の遅延化と過剰な代償反応が起  

こる可能性を示唆する。   

チトクロムP－450により触媒されるミクロソームの異物代謝活性も，チトクロムP450含量と  

同様にNO2亜急性暴露により持続的に低下し，0。亜急性暴露により持続的に増加した。NO2と  

0。の複合による亜急性及び長期暴露においても0。による活性増加はNO2の添加により縮小し  

た。このことは，比較的低濃度のNO2及び0。亜急性暴露によって生ずる肺ミクロソーム異物代  

謝系の変化は，低濃度NO2及び0。の長期暴露においても起こり得ることを示している。また，  

0。によるミクロソーム異物代謝系の克進がNO。の添加により軽減される現象は，03による上皮  

細胞の活性化及び増殖とNO2による異物代謝系の低下効果とが独立して進行し，現象面では相  

殺的となることによると考えられる。   

肝臓及び腎臓のミクロソーム成分に及ばす影響：0．4～4．OppmのNO2亜急性暴露によって  

肝ミクロソームの異物代謝系は周期的に低下した。0．8ppmO。は，初期に異物代謝系を低‾Fさせ  

たが，0．1～0．2ppm亜急性暴露では影響が認められなかった。しかし，低濃度長期暴露実験では  

Gl群で22か月日に，チトクロム包含塁及び異物代謝系が低下したことから，03′盲こよりヘム合  

成が抑制される可能性が示唆される。NO2による異物代謝系の低下はNO。と0。の複合長期暴  

露でも観察されたが，03による低下効果はむしろ弱まった。   

腎振では，比較的低濃度のNO2や0きの単独暴露により，ミクロソーム成分が増加した。NO2  

と0。の低濃度長期暴露においても，03によるミクロソーム成分の増加傾向はNO2の添加によ  

り一層強まった。   

NO2及び03の影響の加齢による修飾：NO2及び03の影響が動物の加齢によりどのように修  

飾されるかを明らかにするために，老齢ラット（23～24か月齢）に1．2及び4．OppmNO23か月，  

あるいは0．1及び0．2ppmO34週暴露を行った。肺の湿重量は，12～14か月齢の成熟ラットでは  

4．OppmNO2暴露3か月目でのみ増加した。老齢ラットでは，NO2及び0。のすべての暴露濃  

度で肺の湿重量が増加し，NO2及び03に対する感受性が高くなっていることが示唆された。腎  

臓の湿重量も，4▲OppmNO2及び0．2ppmO。暴露に対して老齢ラットでは増加した。肺の抗酸  

化系酵素の活性は，NO2暴露により増加するが老齢ラットでは増加しなかった。0。暴露による  

肺のチトクロムP－450含量の増加は，老齢ラットでは増加の程度が縮小した。更に，NO2暴露に  

よる肺及び肝臓のミクロソーム異物代謝系成分及び異物代謝活性の減少は，老齢ラットでは減少  

幅が一層増大し，そしてより低濃度のNO2暴露によっても観察された。これらの結果は，個体の  

加齢と平行して生合成能が低下する生体分子に対しては，加齢とともに代償反応が弱まるために，  

NO2や03による傷害が一層強く現れやすいことを示唆する。  
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6）脂質過酸化的障害と抗酸化性生体防御機構の変化に関する研究   

ラットを用いた前回のNO2慢性暴露実験（27か月暴露）において，NO2濃度の上昇と暴露期  

間の延長につれて，肺の抗酸化性防御系の活性は低下し，その結果として生体にとって有害な過  

酸化脂質が増加することを見いだした。   

脂質過酸化的障害と抗酸化性生体防御機構の変化：今臥ラットを用いてNO2と0。の低洩度  

複合長期暴露実験（22か月暴露）を行い，NO2単独暴露の場合の影響と比較した。脂質過酸化に  

より呼気ガス中に放出された各炭化水素の量及びTBA反応によって測定した肺の過酸化脂質壷  

は9～13か月日で最大レベルに増加し，その後18か月日以降では，4ppmNO227か月間暴露の  

場合にみられたように，対照レベル以下に低下した。また，ビタミンE及びCのような抗酸化性  

物質濃度も9か月日頃には有意に増加したが，18か月日以降はむしろ有意に低下した。一方，抗  

酸化性防御系酵素活性は全実験期間を通じて全く変化は認められなかった。これらのことは，  

NO2と03の複合暴露の影響はNO2単独暴露の場合より早期に現れ，さらに暴露後期には抗酸化  

性防御系の機能が一部低下をきたすことを示唆している。   

コラーゲン代謝関連因子の変化：肺のコラーゲン代謝に及ぼす関連因子の変化について検討し  

た。肺のモノアミンオキンダーゼ（MAO）活性は，G3群では9か月日から有意に増加し，その  

程度は暴露期間の延長につれて増大し，18～22か月目に最大になった。G2群でもMAO清性  

は，暴露期間の延長につれて増加傾向を示し，22か月日には有意に増加した。このように肺にお  

けるMAO活性増加の程度は，NO2濃度の増加，及び暴露期間の延長に伴って増大した。また，  

肺のヒドロキシプロリン（HOP）量から測定したコラーゲン量は，暴露全期間を通じて有意な変  

化を示さなかった。MAOはコラーゲンの架橋化を促進すると考えられていることから，G2及  

びG3群では9～22か月日にかけて，肺におけるコラーゲンの架橋化が進行していると予想され  

る。   

一方，血清中のHOP量は，5か月日には各暴露群で減少したが，その後は回復し，更に18か  

月目には濃度に依存して増加した。血暗中のコラーゲン分解酵素様活性も，血清中HOP量と同  

様の経時変化を示し，9～18か月日にNO2濃度に依存して増加した。他方，血清中のコラゲナー  

ゼ阻害因子の活性は，HOP量及びコラーゲン分解酵素様活性の経時変化とは対照的に，5か月日  

には増加傾向を示し，18か月目には低下し，22か月目で対照群の値に近づいた。このように，血  

清中のコラゲナーゼ阻害因子の活性は，肺のコラーゲン合壁の変化と類似の変化を示した。コラー  

ゲン代謝に関連した各因子は，時間経過とともに周期的変化を示したが，代謝関連因子間の変化  

は妥当なものであった。尿中HOP量は，5か月日には各暴霹群で増加したが，その後は減少し，  

対照群より低い値を示す傾向を示した。今回の複合暴露では，血清及び尿中のHOP量の変化に  

類似性は認められなかった。   

動物種差に関する研究：本研究では，マウス，ハムスター，ラット及びモルモットを用いて，  

各々0．4pprnNO2及び0．4ppmO，の単独及び複合暴露による過酸化脂質生成と抗酸化性防御  
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／系に及ぼす影響を比較した。4種の動物の肺の過酸化脂質量は，暴露をしない場合にはマウス＞  

ハムスター＞ラット＞モルモットのように呼吸代謝率の高い順に高かった。また，NO2あるい  

は0。の単独暴露では，どの動物の過酸化脂質も増加しなかった。しかし，NO2十0。複合暴露で  

はモルモットの過酸化脂質が最も高い増加率を示し，マウスは中間の増加率を示し，ハムスター  

とラットはほとんど増加しなかった。この複合暴露において，過酸化脂質が増加しなかったハム  

スターやラットでは，抗酸化性防御系の活性が代償的に増加していたが，モルモットのように抗  

酸化性防御系が働かなかった動物では，過酸化脂質が簸著に増加していた。これらの結果は，大  

気汚染ガスは単独より複合することにより生体影響が強く現れる場合があることを示していると  

同時に，過酸化脂質の増加に関して動物種差が生ずる原因は，肺の抗酸化性防御系の酵素活性や  

抗酸化性物質が酸化性負荷によって増加し得るかどうかによると考えられる。このように，NO2  

及び03暴露に対する動物種差の研究は，ヒトの健康への影響を考える上でどの動物を用いるの  

が適当かを判断する上からも重要であり，ヒトの健康への影響を予測するための基礎登料となる  

と考えられる。   

7）各種肢器におけるプロスタグランジン合成及び代謝に関する研究   

プロスタグランジン（PG）類は，多様なそして強い生理活性を持つため，各器官におけるPG  

合成及び代謝が変化すると，その器官の機能に大きな影響を及ぼす可能性がある。そこで，NO2  

や03の単独または複合暴露により，呼吸器及び免疫担当器官などにおいて，PGの合成や代謝が  

どのように変化するか，またその変化が，呼吸器及び免疫担当器官の機能にどのような影響を及  

ぼす可能性があるかに関して検討した。   

呼吸器系への影響：10ppmNO22週間暴露では，肺のPG12合成活性は3E〕目に最低になりそ  

の後徐々に回復すること，及び肺胞洗浄液中では主成分のPGI2量が有意に低下しその状態が続  

くことが明らかになった。一方，トロンポキサン（TX）A2及びロイコトリエン（LT）C．含量は  

増加した。この肺でのPGI2合成能の低下は，PGI2合成酵素の阻害によるものであることが確認  

された。0．4及び0，8ppmO34週間暴露の場合も。NO2の場合と同様に肺のPGI2合成は低下  

することが明らかになった。これらのことから，比較的高濃度のNO2やOa暴露により，気管平  

滑筋を弛緩させるPGI2量及びその合成能が肺で低下し，気管平滑筋の収縮作用を示すTXA2及  

びLTC．含量は増加することから，アラキドン酸（AA）代謝は気管平滑筋の収縮と弛緩の平衡を  

収縮方向に移行させると考えられる。しかしながら，このような肺におけるPGI2合成能の低下  

は，低濃度NO2＋03複合暴露9か月日では，すべての暴露群で認められなかった。   

モルモットを用いた実験では，玩∽加での0。暴露によって，気道は収縮刺激に過敏になるこ  

とが報告されている。このオゾンによる気道過敏状態誘起に対するTXの関与に関しては，  

TXA2合成阻害剤の投与により過敏状態から回復すること，TXA，の類縁体であるU46619を静  

脈内注射すると気道は収縮刺激に対して過敏になること，また，03暴露によって気道の過敏状態  
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が起きる時血祭中のTXB2含量が増加することから，0，暴掛こよってTXA2合成が冗進し気道  

の弛緩と収縮の平衡を収縮方向に移行させることが過敏状態誘起の一因と考えられる。そこで，  

NO2暴露による気道の過敏状態におけるAA代謝物の役割を明らかにする目的で，血小板  

TXA2合成への影響を検討した。10pprnNO22週間暴露により，血小板のTXA2合成が増加し  

血小板数は有意に減少することが判明した。このことより，NO。暴露による血奨中のTXB2含量  

の増加を引き起こす血小板のTXA2合成の増加は，気道の過敏性を誘起する一因になる可能性が  

あると考えられる。   

以上のことより高濃度NO2及び03暴露による，肺及び血小板でのPG，TX，及びLT顆の合  

成能，及び肺胞洗浄液中のPG，TX，LT類の含量の変化は，気道の過敏状態を引き起こす一因  

になる可能性を持つものと考えられる。   

免疫担当器官への影響：10ppmNO2，並びに0．8ppmO，の2週間暴露により，リンパ球臓器  

である脾臓及び胸腺の重量が低下すること，及び両器官の主要なAA代謝物であるPGD2合成酒  

性が完進し，3／、－5日目に活性が最大になることが明らかになった。また，pGD2はリンパ球の幼  

若化を抑制した。したがって，NO2及び0。暴諾によるPGD2の合成元進は，牌臓や胸腺の免疫機  

能を低下させる可能性があると考えられる。   

8）アミノ酸及びペプチド等に及ばす影響に関する研究   

これまでの研究において，ラットやマウスに比較的低濃度のNO2及び03を暴露すると，肺の  

還元型グルタチオン（GSH）の増加することが明らかにされ，GSHの増加は酸化性刺激を検出す  

る指標になると考えられてきた。したがって，GSHの増加する機構を明らかにすることは，酸化  

性刺激に対する生体反応を理解する上で重要である。GSHは，GSH合成系によってアミノ酸か  

ら合成される。そこで，本研究ではラット肺のGSHレベル及びGSH合成系に及ぼすNO2と03  

の単独及び複合での亜急性暴露の影響を検討した。また，NO2と0。のGSH合成系への影響の  

ラットの加齢による修飾についても検討した。   

肺のGSH含量に及ぼす影響：肺のGSH含量は，4．OppmNO24週間暴露において持続的に  

高いレベルに維持された。また，0．2ppmO34週間暴露も，肺のGSH含量を有意に増加させた。  

しかしながら，4．OppmNO2に0．2～0，4ppmO3を複合し4週間暴露した場合，GSH含量の増加  

はいずれの暴露群においても同程度であり，NO2による増加効果は03の添加により増幅されな  

かった。この現象は，4．OppmNO2暴露によって既に合成系が過剰に誘導されている可能性を示  

唆している。   

GSII合成系に及ばす影響：GSHはγLグルタミルシステインシンテタし「→ゼ（γGCシンチター  

ゼ）及びグルタチオンシンチターゼ（GSHシンテターゼ）等で構成される酵素系で合成される。  

これらの酵素活性に及ぼすNO。及び03の影響について検討するために，ラットの肺におけるグ  

ルタチオン合成系酵素の反応系を検討し，反応生成物を高速液体クロマトグラフィーにより測定  
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する新しい方法を開発した。この測定法は高感度であり，これまで測定されなかった肺のグルタ  

チオン合成系酵素活性を精度よく測定することができた。0．4～4．OppmNO23か月間暴露にお  

いて，ラット肺のγGCシンテクーゼ活性は，1．2ppmNO2暴露群では変化しないが，4・Oppm  

暴露群で対照群に対して有意に増加した。一方，GSHシンチターゼ活性はすぺての暴露群で有  

意な変化が見られなかった。0．2及び0．4ppmO。の3か月間暴露では，この二つの合成系酵素活  

性はすぺての暴露群において有意に増加した。したがって，NO2及び0ユによる肺のGSH含量  

の増加は，GSH合成系の冗進によって起こることが明らかになった。0．2ppmO，に1．2ppm  

NO2を複合し3か月間暴露した場合，1．2ppmNO2は0．2ppmO。のグルタチオン合成系酵素活  

性の増加作用を増幅させず，4．OppmNO2は，0．2ppmO3の増加作用を増幅させたが，相加的に  

は至らなかった。GSH含量及びGSH合成系酵素活性の増加がNO2と0。の複合によって相加  

的に増幅されない原因の一つは，GSH合成系の過剰な元進によると考えられる。   

GSII合成系の瓦進に及ぼす加齢の影響：12～14か月齢のラットを対照群ヒし，老齢ラット（23  

又は24か月齢）の肺のGSH合成系酵素活性に及ぼすNO3及び03暴露の影響について検討し  

た。4．OppmNO2の3か月間暴露の場合，γGCシンチターゼ活性は対照群において有意に増加  

したが，老齢ラットでは必ずしも活性増加が起こらなかった。また，0．1ppmO3の4週間暴露の  

場合，γ－GCシンチターゼ活性は対照群において有意に増加したが，老齢ラットでは増加傾向が見  

られなかった。したがって老齢は，NO2及び03の酸化性刺激に対して，酵素活性を増加させる能  

力を低下させる可能性が示唆された。   

9）細胞遺伝学的影響   

細胞分裂の休止期（Go期）にある末恰血リンパ球を幼若化剤（mitogen）により培養・分裂さ  

せ，染色体核仮の姉妹染色分体交換（SCE）を分析することは，動物に暴露された環境変異原物  

質による細胞遺伝毒性の蓄積を調べる上で，優れた玩最批検索系の一つである。特に，ヒトに  

おいては容易に採取できる臓器細胞であり，人間集障の細胞遺伝学的影響のモニタリングに広く  

用いられている。しかしながら，ラットなどのゲッ歯類は末梢血リンパ球の培養がヒトに比べて  

難しく，リンパ球を用いてのSCE分析の研究は少ない。そこで，まずラットの末梢血リンパ球の  

苓易で安定したSCE分析法の開発を試み，それを用いて，NO2，03，及びそれらの複合ガス暴露   

によるラットへの細胞遺伝学的影響を，ガス暴露されたラットの末梢血リンパ球のSCE頻度の  

誘発を指標として検討した。採血した全血を培養液に小量添加する簡便な培養法（微量全血培養  

法）を用いて，幼若化剤としてコンカナバリンAと2－メルカプトエタノールを添加することによ   

り，ラット末梢血リンパ球についてもSCEの分析に十分な幼若化率が得られることが明らかと   

なった。この結果，リンパ球を分別あるいは洗浄処理する操作なしで比較的容易にSCEを分析す   

ることが可能となった。上記の分析法を用いて4ppmNO，，0．2ppmO。，1．2ppmNO2＋0・2ppm  

O3，及び4ppmNO2＋0．2ppmO，の4種類のガスについて，4凰8週，及び12週間暴露した  
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ラットの末梢血リンパ球のSCE分析を試みたところ，誘発剤を用いない場合のSCE（基底SCE）  

頻度に変化は認められず，基底SCE頻度の増加を指標とした場合，これら暴露条件ではラットに  

対する細胞遺伝毒性を検出することはできなかった。一方，SCEの強い誘発剤であるマイトマイ  

シンCのin uitroTの誘発SCE試験では，0。，及びその複合暴露群の一部で有意な頻度の増加  

が認められた。このことは，0ユがラットの末棺血リンパ球に対して細胞遺伝毒性因子（マイトマ  

イシンC）への感受性を高める何らかの影響を示したものと推測された。なお，03，NO2，及び  

それらの複合ガスに暴露されたラットの末梢血リンパ球によるSCE分析の結果は，直接的には  

細胞遺伝毒性は陰性であったが，ラットへの他のガス暴露実験において，標的臓器である肺細胞  

では基底SCE頻度の有意な増加がみられ，陽性の結果を示す報告もある。また，培養細胞へのガ  

ス暴露による玩乙厨川の実験系において，03及びNO2ガスは，両者ともわずかではあるが有意  

にSCE頻度を増加させ，弱い細胞遺伝毒性があることを認めている。  

10）生体細胞に及ぼす影響   

生体内には，骨髄で産生される赤血球や白血球が遊離細胞として存在し，多様な機能を発揮し  

ている。前回の特別研究において，NO2は赤血球の寿命を短縮させることを見いだした。また，  

肺に存在する肺胞マクロファージは，NO2暴露によって代謝的に活性化され，肺胞中の細胞数が  

増加することを明らかにした。そこで，これらの細胞に対する0。の影響，NO2と0。の複合影響  

及び動物の加齢による影響の修飾について検討した。   

赤血球に及ばす影響：4．OppmNO2の急性・亜急性暴露によりラットの血液中には，NO2によ  

る傷害に対する代償反応の結果，代謝活性の高い若い赤血球の割合が多くなり，Ht値も増加し  

た。0．1及び0．2ppmO。亜急性暴露では，このような代償反応は一見認められず，高濃度0。の  

急性暴露ではHt値及びHb値はむしろ減少した。また，23～24か月齢の老齢ラットにおいても  

1．2及び4．OppmNO2の3か月暴露及び0．1及び0，2ppmO3の4週暴露によりHt値及びHb  

値が減少した。更に，低濃度複合ガスの長期暴露実験により，G2及びG3群ではHt値は9か月  

日には増加したが，22か月日には減少した。以上の結果は，NO2と0。は赤血球に傷害を及ぼす  

が，この傷害は生体例の代償反応としての赤血球の増生により通常は発現しないこと，及び赤血  

球産生能の低下している老齢ラットでは代償反応が十分でなく傷害が発現しやすいことを示して  

いる。   

肺胞マクロファージに及ぼす影響：0．2ppmOユをラットに2週間暴露すると，肺のマクロ  

ファージでは、NO2暴露の場合と同様に先ず抗酸化系と解糖系の酵素活性が増加し，次いで細胞  

数が増加した。肺におけるマクロファージの細胞数は，0。やNO2を動物に吸入させている限り  

高いレベルに維持された。この現象は，これらのガスによって変性壊死した上皮細胞を肺胞から  

除くためにマクロファージの細胞数が肺胞内で高いレベルに保たれることを示唆している。肺胞  

マクロファージは，肺における微生物への感染抵抗性に主要な役割を果たしている。マクロ  
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ファージによる殺菌活性を定量的にしかも簡便に測定する方法を開発し，0．2ppmO。を暴露した  

ラットの肺胞マクロファージの殺菌活性への影響について検討した。03暴露は殺菌活性を低下  

させた。そして，指標に用いた微生物の種類によっては，この活性低下が暴露期間中持続した。  

また，24か月齢の老齢ラットでは，0。暴露による殺菌活性の低下は一層顕著になった。低濃度複  

合ガスの長期暴露でも，肺胞マクロファージの細胞数は増加し，肺胞上皮細胞への傷害が生じて  

いる可能性を示唆した。また暴露22か月目には，すべての暴露群で殺菌活性が低下し，指標に用  

いた微生物の種類によっては，0。とNO2の複合により殺菌活性が著しく低下した。肺胞マクロ  

ファージの殺菌活性の低下は肺における感染抵抗性の低下の可能性を示唆する。  
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PrOductionbyovalbuminaerosolinmice．Int．Arch．AllergyAppl．Immunol．，70，368372．  

1984年  

市瀬孝道・嵯峨井勝（1984）ニパラコートによる過酸化脂質生成とコラーゲン代謝関連因子に関す   

る研究．過酸化脂質研究，8，63－66．  

嵯峨井勝・市瀬草道・前川圭子・矢野友啓・下條信弘（1984）：ペニシラミンのグルタチオンペル   

オ干シダーゼ阻害，一invitro実験とinvitro実験一過酸化脂質研究，8，8791・  

嵯峨井勝・小林隆弘（1984）：窒素酸化物は肺の脂質にどのような変化をもたらすか．環境と人体  
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ⅠⅠⅠ．窒素酸化物．中馬一郎ら編，東大出版会，56－74，  

三浦 卓（1984）：窒素酸化物は細胞膜にどう影響するか．環境と人体IIl，中馬一郎ら編，東京大   

学出版会，75－87．  

三浦 卓（1984）：二酸化窒素の実験動物に及ぼす影響．衛生化学，30（6），344－355．  

Mochitate，K．andT．Miura（1984）：In viuo effect ofnitrogendioxideontheactivitiesof  

glycolyticenzymesinredbloodcellsofrats．Toxicol．Lett，，22，315－321・  

Mochitate，K．，K．Kaya，T．Miuraandl（．Kubota（1984）：Inuiuoeffectsofnitrogendioxide   

onmembraneconstituentsinlungandliverofrats．Environ．Res．，33（1），1728．  

Kaya，K．，T．MiuraandK．Kubota（1984）：Differentincorporationratesofarachidonicacid   

into alkenylacyト，alkylacyland diacylphosphatidylethanolamine of rat erythrocytes・   

Biochim．Biophys．Acta，，796，304－311．  

Kunimoto，M．，K．Mochitate，K．Kaya，T．MiuraandK．Kubota（1984）：Effectofnitrogen   

dioxideonredbloodcellsofrats：Alterationsofmembranecomponentsandpopulational   

changesofredbloodce11sduringin vivoexposuretoNO2．Environ．Res・，33，36ト369．  

Kobayashi，T．，T．Noguchi，M．KikunoandK．Kubota（1984）：Effectofacutenitrogendixide   

exposureonthecompositionoffattyacidassociatedwithphospholipidsinalveolarlavage．   

Chemosphere，13（1），101105．  

Tsubone，H．andA，K．Suzuki（1984）：Vagalafferentactivitiescorrespondingtorespiratory   

CyCleinrats．Jpn．）．Vet．Sci．，46（3），377－380．  

Tsubone，H．andA．K．Suzuki（1984）：Reflexcardiopulmonaryresponsesbystimulationto   

typeJreceptorsinratsexposedtoNO2．J．Toxicol．Environ．Health．，13，905－917・  

Tsubone，H．，A．K．Suzuki，M．Sagaiand S，Sugano（1984）：Changes of cardiac and   

respiratoryrhythminnonandtracheostomizedratsexposedtonitrogendioxide・Environ・   

Res．，35，197203．  

Fujimaki，H．，M，Ozawa，T．lmaiandF，Shimizu（1984）：EffectofshorttermeXpOSuretOO3   

0nantibodyrespon！einmice■ Environ▲ResL，35（2），490▲496■  

Fujimaki，H．，S．Takahashi，M．Ozawa，M．Murakami，H．TakahashiandK■Kubota（1984）：   

EnhancementofantibodyresponseinJapanesequailsbyacute NO2eXpOSure，Environ．   

Res．，35，399404．  

Sagai，M．，T．IchinoseandK■Kubota（1984）＝Studiesonthebiochemicaleffectsofnitrogen   

dioxide．IV．Relation between the changes oflipid peroxidation and antioxidative   

protectivesysteminratlunguponlifespanexposuretolowlevelsofNO2・Toxicol・ApplL   

Pharmacol．，73，444－456．  
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1985年  

嵯峨井勝・市瀬孝道（1985）：3メチルコランスレン，フェノバルビタール投与ラット肺における   

過酸化脂質について．過酸化月旨質研究，9，66－69，  

市瀬孝道・荒川健司・嵯峨井勝（1985）：老齢ラットの肺における過酸化脂質生成と関連因子の変   

化について．過酸化脂質研究，9，63－65．  

嵯峨井勝（1985）：過酸化脂質と生理的因子．3．種蓋および系統差，「過酸化脂質と生体」，内山   

充・松尾光芳・嵯峨井勝編，学会出版センター，145－170．  

嵯峨井勝（1985）：過酸化脂質と環境因子．2．大気汚染物質，過酸化脂質と生体，内山 充・松尾   

光芳・嵯峨井勝編．学会出版センタ」㍉333354，  

嵯峨井勝（1985）：ビタミンEと大気汚染，ビタミンE基礎と臨床－．福場博保・美濃真監修，五   

十嵐情編，医歯薬出版，250－258．  

白石不二雄（1985）：大気汚染物質とSCE．SCE－姉妹染色分体交換と環境科学一．小泉明・森本   

兼轟編，サンエンスフォーラム，375－382．  

内山 充・松雇光芳・嵯峨井勝編著（1985）：「過酸化脂質ヒ生体」．学会出版センター．p．439．  

Levine，L，andT．Kobayashi（1985）：Acaveatintheinterpretationofradiornmunoassaysfor   

arachidonicacidmetabolites．AdvancesinProstaglandin．Thromboxane，andLeukotriene   

Research，14，Ravenpress，NewYork，83－85，  

Suzuki，H．，T．Kobayashi，S．fIayakawaandO．Wada（1985）：Ageassociatedchangesinrat   

Plasmalipids，plateletfattyacidsandprostacyclinrelease．Biochem．Biophys．Acta，836，   

394－396．  

Takahashi，Y，，T．Miura and K．Kubota（1985）：In vivo effect of ozoneinhalation on   

XenObioticmetabolismoflungandliverofrats，J．Toxicol．Environ．Health，15，855－864．  

Takahashi，Y．and T．Miura（1985）二In viuo effects of nitrogen dioxide and ozone on   

xerlObioticmetabolizingsysternsofratlungs．Toxicol，Lett．，26，145152．  

Mochitate，K，andT．Miura（1985）：Anincreaseintheactivitiesofglycolyticenzymesinrat  

lungproducedbynitrogendioxide．J．Toxicol．Environ．Health，15，323－331．  

Tsujii，N．，M．Kunimoto，N．ShimojoandT．Miura（1985）：Invivoeffectsofnitrogendioxide   

onthebloodnitrateleveland the Na十，K＋ATPase activity ofred bloodcellsofrats．   

Toxicol．Lett．，24，59－63，  

1986年  

嵯峨井勝（1986）：一環境因子と過酸化脂質，「過酸化脂質と栄養」，五十嵐情・金田尚志・福場博   

保・美濃真編，光生館，257－277．  

小林隆弘（1986）：NK活性と易転移性Med．lmmunol．，12，253－259．  
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村上正孝（1986）：NO2生涯暴露の影響評価（動物実験）に際して加令因子をどう考えるペきか・60   

年度筑波大学老化特別プロジェクト研究報告集，小町善男鼠158－1弧  

Ozawa，M．，H．Fujimaki，T．1mai，Y，HondaandN，Watanabe（1986）：SuppressionofIgE   

antibodyproductionafterexposuretoozoneinmice・Int・Arch・AllergyApplLlmmunoIL・   

76，16－19．  

Kobayashi，T．（1986）：Effectsofnitrogendioxideexposureonthecontentsofprostaglandins   

andthromboxaneB2inbronchoalveolarlavage．Prostaglandins，31，469475，  

Arakawa，K．andM，Sagai（1986）：Speciesdifferencesin1ipidperoxidelevelsinlungtissue   

andinvestigationoftheirdeterminingfactors・Lipids，2l，769－775L  

Takahashi，Y．，K．MochitateandT．Miura（1986）：Subacuteeffectsofnitrogendioxideon   

membraneconstituentsoflung，1iver，andkidneyofrats，Environ・Res・，41，184－194▲  

Tsubone，H．（1986）：Characteristics of vagalafferent activityinrats＝Three types of   

pulmonary receptors responding to collapse，innation，and denation of thelung■Exp・   

Neurol．，92，541552．  

Fujimaki，H．，S．Hirano，S．Takenaka，M，MurakamiandN．Watanabe（1986）‥EnhancedIgE   

antib。dyp，。d。。ti。ninmi。。injectedwith日yash．Int．Arch．AllergyAppl，Immunol．，80，1全7   

－131．  

Mochitate，K．，Y．Takahashi，T．OhsumiandT．Miura（1986）：Activationandincrementof   

alveolarmacrophagesinducedbynitrogendioxide．J．Toxicol，Environ・HealthL，17，229   

239．  

1987年  

市瀬孝道・嵯峨井勝（1987）：二酸化窒素暴露によるラットの肺，血清及び尿中のコラーゲン代謝   

関連因子の変化大気汚染学会誌，22，397407．  

局 博一（1987）：各種の鼻粘膜刺激に対応する三叉神経感覚受容器の存在，医学のあゆみ，142，   

897－898．  

Kobayashi，T．，T．TodorokiandH．Sato（1987）：Enhancementofpulmonarymetastasisof   

murine頁brosarcomaNRFSbyozoneexposure．］．Toxicol．Environ．Helth，，20，135－145・  

Umezu，T．，N．Shimojo，H．Tsubone，A，K，Suzuki，K・KubotaandA・Shimizu（1987）：Effect   

ofozonetoxicityinthedrinkingbehaviorofratsLArch・Environ・Health，42，58－62・  

Takahashi，Y．andT．Miura（1987）：Aselectiveenhancementofxenobioticmetabolizing   

systemsofratlungsbyprolongedexposuretoozone・Environ・Res・，42，425L434・  

Murakami，M，，］．YonemotoandAL Kawagoe（1987）＝Difference betweenhumanchronic   

brochitisandmorphologicalalterationsin1ungofratsexposedtolowconcentrationof  
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NO2and／orO，duringlifespan，Semin．Toxicol．Mech．，1，29－37．  

Kubota．K．，M．Murakami，S．Takenaka，K．Kawaiand H．Kyono（1987）：Effectsoflong   

Lterm r）jtrogen dioxide exposure on ratlung：Morphologibalobservations．Environ．   

HealthPerspeCt．，73，157－169．  

Fujimaki，H．，ShiraishL T．Ashikawa and M．Murakami（1987）：Changesin delayed   

hypersensitivityreactioninmiceexposedtoO。．Environ，Res．，43，186－190．  

Tsubone，H．t O，P．Mathew and G，Sant’Ambrogio（1987）：Respiratory Activityinthe   

SuPeriorlaryngealnerveoftherabbit．Respir．Physiol．，69，195207．  

Sagai，M．and T．Ichinose（1987）：Lipid peroxidation and antioxidative protection   

mechanismlrLratlungs upon acute and chronic exposure to nitrogen dioxide．Environ．   

HealthPerspect．，73，179－189．  

Sagai，M．andT．Ichinose（1987）：ChangesoflipidperOXides，VitaminEandperoxidizability  

indexin ratl11ngS during aging．Clinicaland NutritionalAspeCtS Of Vitamin E，（ed．   

Hayalshj，0，andMjno，N．）E】sevierScjencePub】jshers，321324．  

Sagai，M．，K．Arakawa，T．lchinoseandN．Shimojo（1987）：Biochemicaleffectsofcombined   

gases ofnitrogendioxide and ozone，1．Changes oflipid peroxides and phospholipidsin  

lungsofvariousanimals．Toxicology，46，251－265．  

〔口頭発表〕  

1982年  

市瀬草道・鈴木誠一・嵯峨井勝・久保田憲太郎：高濃度二酸化窒素暴露によるラットの生存時間   

と肺のArylhydrocarbonhydroxylase（AHH）活性の相関について．第23回大気汚染学会，宮   

崎（57．11）．  

市瀬孝道・鈴木誠一・鈴木 明・局 博一・嵯峨井勝：二酸化窒素暴露に対する肺の抗酸化性防   

御機能の動物種差に関する研免第23回大気汚染学会，宮崎（57．1i）．  

市瀬孝道・嵯峨井勝：脂質過酸化の動物種差および系統羞について一NOヱ暴露による脂質過酸化   

一．第6回日本過酸化脂質研究会，仙台（57．10）．  

嵯峨井勝・市瀬孝道・原口裕文・与那覇政意：各種環境汚染物質による呼気中エタン，ペンタン生   

成の相違に関する研究．第6回日本過酸化脂質研究会，仙台（57．10）．  

内田義之・本間敏明・藤岡 浩・長谷川鎮雄・嵯峨井膵：呼気ガス炭化水素測定の臨床応用（第  

1報）．第19同日本臨床生理学会，徳島（57．10）．  

嘩峨井勝・市瀬草道・小林隆弘・久保田憲太郎二NO2の長期暴露のラットに及ぼす影響10．呼気   

中炭化水素分析による脂質過酸化について．第23回大気汚染学会，宮崎（57．11）．  

鈴木 明・局 博一・久保田悪太郎：NO2長期暴露のラットに及ぼす影響9．血液pH／ガスおよび  
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呼気ガス（02，CO2）の変化について．第23回大気汚染学会，宮崎（57．11）．  

鈴木 明・局 博一・嵯峨井膵・久保田憲太郎：NO2および0。の単一あるいは複合暴露がラット   

の呼気機能におよぽす影響．第23回大気汚染学会宮崎（57．11）．  

高橋勇二・三浦 卓・大住拓美・久保田憲太郎：NO2暴露のラット肺および肝の生体膜成分に及   

ぼす影響．第23回大気汚染学会，宮崎（57．11）．  

太田庸起子・松本 理・鈴木 明・脇坂一郎・米山忠克：15NO2の生体内動態に関する考察．第55   

回日本産業衛生学会，名古屋（57．4）．  

局 博一・鈴木 明・嵯峨井勝・久保田憲太郎：NO2暴露による心電図異常－とく厄呼吸運動と   

の関連性について．第23回大気汚染学会，宮崎（57．11）．  

局 博¶・鈴木 明・嵯峨井勝・久保田憲太郎：大気汚染物質が気道反射機構に及ぼす影響に関   

する研究Ⅰ．肺伸展受容器について．第23回大気汚染学会，宮崎（57．11）．  

今井 透・小澤 仁・藤巻秀和・渡辺直照：卵白アルブミンaerosolにマウスのIgE抗体産性Il．   

haptenCarrier系を用いた解析．第32回日本アレルギー学会，岡山（57．10）．  

藤巻秀和・小澤 仁・村上正孝・久保田憲太郎：0。亜急性暴露のマウス抗体産性に及ぼす影響Ⅰ．  

IgM抗体産性について∴第23回大気汚染学会，宮崎（57，11）．  

辻井直樹・国本 学・彼谷邦光・三浦 卓・久保田憲太郎：NO2暴露のラット赤血球膜ATPase   

に及ぼす影響．第23回大気汚染学会，宮崎（57．11）．  

持立克身・三浦 卓・国本 学・久保田憲太郎：赤血球の解糖系に及ぼす二酸化窒素の影響．第23   

回大気汚染学会，宮崎（57．11）．  

Kobayashi，T・＝Effectsofacutenitrogendioxideexposureonprostacyclin（PGI2）synthesis   

andcontentofcyclicnucleotidesinthelung．Int．Symp．Biomed．EffectsOzone Relat．   

Photochem，0Ⅹidants．Pinehurst（57．3）．  

1983年  

市瀬孝道・嵯峨井勝：パラコートによる肺の線維化と過酸化脂質生成について（1）．第7回日本   

過酸化脂質学会，名古屋（58．10）．  

市瀬孝道・竹中参二・嵯峨井勝・久保田憲太郎：パラコートによる節線維症と過酸化脂質生成に   

ついて（ⅠⅠ）．第24同大気汚染学会，四日市（58．11）．  

小澤 仁・今井 透・本多芳男・久保田憲太郎ニオゾン暴露によるマウス鼻粘膜のヒスタミンの   

量の変化．第22回日本鼻科学会，鹿児島（58．11）．  

小林隆弘・久保田憲太郎：NO2暴露の肺胞内プロスタサイクリン量への影響．第24回大気汚染   

学会，四日市（5臥11）．  

嵯峨井勝・市瀬草道・久保田憲太郎：二酸化窒素とオゾンの混合暴露によるラットの過酸化脂質   

生成と肺の防御系酵素等の変化について．第24回大気汚染学会，四日市（58．11）．  
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岡三知夫・山岡茂夫・宮崎竹二・黒田孝一・魚住光郎・野上浩二・竹本和夫・片山博雄・嵯峨井   

勝・市瀬孝道：都市街路沿道における長期野外暴露実験一3年後．別系統マウスによる再実験  

（その1）－．第24回大気汚染学会，四日市（58・11）・  

内田義之・本間敏明・藤岡 浩・長谷川鎮雄・嵯峨井勝・伊藤裕康：呼気中炭化水素測定の臨床   

応用一第4報一．第7回過酸化脂質学会，名古屋（58・10）■  

鈴木 明：大気汚染生体影響の実験的研究懇話会，循環器生理学的立場から・第24回大気汚染学   

会，四日市（58，11）．  

鈴木 明・局’博一・嵯峨井勝・久保田裔太郎：NO2および03の単一あるいは複合暴露がラット   

の呼吸機能に及ぼす影響特に酸素の動態について．第24回大気汚染学会，四日市（58・11）・  

高橋勇二・三浦 卓：二酸化窒素暴露によるラット肝ミクロソームCyt．P450の変動・第56回日   

本生化学会，福岡（58．10）．  

高橋勇二・三浦 卓・持立克身・国本 学・久保田憲太郎：NO2と0。暴露によるラット臓器生体   

膜電子伝達系成分の変動Ⅰ．NOユと0も単独暴露の影響．第24回大気汚染学会四日市（58・  

11）．  

局 博一・鈴木 明・嵯峨井勝・久保田憲太郎：大気汚染物質が気道反射機構に及ぼす影響に関   

する研究Il．NO2暴露によるJ受容器の反射機能元進について．第24回大気汚染学会，四日   

市（58．11）．  

藤巻秀和・小澤 仁・村上正孝・久保田憲太郎：03暴露によるマウスIgM抗体産性の抑制・第24   

回大気汚染学会，四日市（58．11）．  

三浦 卓・高橋勇二・持立克身・国本 学・久保田愚太郎：NO。と■0。暴露によるラット瞼器生体   

膜電子伝達系成分の変動ⅠⅠ．NO2と03複合暴露の影響．第24回大気汚染学会，四日市（58・   

11）．  

持立克身・三浦 卓・久保田憲太郎：肺のエネルギー代謝に及ぼす二酸化窒素の影響・第24回大   

気汚染学会，四日市（58．11）．  

持立克身・大住拓美・飯塚ゆかり・三浦 卓：肺のエネルギー代謝に及ぼす二酸化窒素の影響・第   

56匝旧本生化学会大会，福岡（58．10）．  

Fuうirnaki，T．lmai，M．OzawaandN．Watanabe：Theeffectofacuteexposuretonitrogen   

dioxideontheIgEarltibodyproductioninmice．5thInt．Congr．Immunol∴Kyoto（58L8）■  

Ozawa，M．，T，Imai，Y．Honda，N．Watanabe，H．Fu5imakiandKLKubota＝Theeffectof   

exposuretoozoneontheIgEantibodyproductioninmice・5thInt・Congr・Immunol・・Kyoto   

（58．11）．  

1984年  

小林隆弘・森田育男・室田誠逸：大気汚染物質暴露による呼吸温血管のプロスタグランジン合成  
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村上正孝  

の変化とその血小板に及ぼす影響．日本炎症学会糾年炎症セミナー，東京（59．1）．  

彼谷邦光・三浦 卓：ラット赤血球のエーテル型とジアシル型エタノールアミンホスホグリセラ   

イドヘのアラキドン取の取り込みとホスホリパーゼA2の基質特異性．第26回日本脂質生化学   

研究会，新潟（59．7）．  

河田明治・高橋勇二・三浦 卓：酸化性刺激によるグルタチオン合成酵素活性の変乱第57回日   

本生化学会大会，東京（59．10）．  

小林隆弘：ラットの肺および血管壁のプロスタサイクリン合成におよぽすオゾン暴露の影響，日   

本薬学会第104年会，仙台（59．3）．  

白石不二雄・村上正孝・久保田憲太郎：大気汚染物質のラット末棺血リンパ球姉妹染色分体交換   

への影響Ⅰ、二酸化窒素．第25回大気汚染学会，宇部（59．11），  

河田明治・高橋勇二・三浦 卓・久保田憲太郎：二酸化窒素暴露によるラット肺のグルタチオン   

合成系酵素活性に及ぼす影響．第25回大気汚染学会，宇部（59．11）．  

小林隆弘：二酸化窒素がラット脾臓のプロスタグランジン合成活性に及ぼす影響．第57回日本   

生化学会大会，東京（59．10）．  

小林隆弘・久保田憲太郎：NO2暴露の脾臓及び胸線のプロスタグランジン合成能に及ぼす影響．   

第25回大気汚染学会，宇部（59．11）．  

高橋勇二・三浦 卓・久保田憲太郎：オゾン亜急性暴露によ■るラット肺および肝臓の薬物代謝系   

成分の変臥第25同大気汚染学会，宇部（59．11）．  

局 博一・鈴木 明・久保田憲太郎：大気汚染物質が気遣反射機構に及ぼす影響に関する研究ⅠⅠⅠ．   

ラット肺刺激受容器の化学的・機械的刺激に対する応答性．第25回大気汚染学会，宇部（59．  

11）．  

局 博一・鈴木 明・清水 明・久保田憲太郎：大気汚染物質の生体影響に関する行動生理学的   

研究Ⅰ・0言暴露による飲水行動量の変化．第25回大気汚染学会，宇部（59．1ユ）．  

小澤 仁・藤巻秀和・今井 透・本多芳男・渡辺直照：オゾン暴露によるマウスIgE抗体産生の   

抑制．第34回日本アレルギー学会，京都（59．10）．  

藤巻秀和・小澤 仁・足川哲夫・村上正孝・久保田憲太郎：NO2と0。の複合暴露の免疫応答に及   

ぼす影響．第25回大気汚染学会，宇部（59．11）．  

藤巻秀和・久保田憲太郎・渡辺直緊：エアロゾル抗原による1gE抗体産生の誘導．第14回日本免   

疫学会総会，大阪（59．12）．  

三浦 卓：二酸化窒素の生体影響の加令による修飾．第2国環境科学シンポジウム，岡山（59．  

11）．  

佐野意一・村上正孝・下條信弘・加納克身・山口誠哉：SO2暴露モルモットにおける生理学及び   

生化学検索第1報SO2混合アルブミン吸入実験．第57回日本産業衛生学会札幌（59．6）．  

持立克身・三浦 卓・久保田憲太郎：肺胞マクロファージに対する二酸化窒素の影響．第25回大  

－36－   



研究の概要と展望  

気汚染学会，宇部（59．11）．  

Kobayashi，T．：Effectofairpollutantsonthecontentofmetabolitesofarachidonicacidin  

lunglavage．KyotoConf．Prostaglandins，Kyoto（59．3）．  

1985年  

白石不二雄・森本兼重り」＼泉 明・村上正孝・久保田憲太郎：大気汚染物質のラット末輸血リン   

パ球姉妹染色分体交換への影響ILオゾン．第55回日本衛生学会総会，熊本（60．4）．  

嵯峨井勝：過酸化脂質と大気汚染、於過酸化脂質と栄養シンポジウム、第39回日本栄養・食糧学   

会総会，東京（60．4）．  

高橋勇二・河田明治・持立克身・国本 学・三浦 卓：肺の薬物代謝系に対する二酸化窒素及び   

オゾンの影響．第58回日本生化学会大会，仙台（60．9）．  

持立克身・高橋勇二・石田邦彦・三浦 卓：肺胞マクロファージに対する二酸化窒素及びオゾン   

の影響．第58回日本生化学会大会，仙台（60．9）．  

小林隆弘・山根一祐ニラット肺胞洗浄液中のリポキシゲナーゼ系代謝物とオゾン暴露．第58同日   

本生化学会大会，仙台（60．9）．  

小林隆弘・久保田憲太郎：オゾン暴露がラット肺胞洗浄液中のリポキシゲナーゼ系代謝物量に及   

ぼす影響．第26回大気汚染学会，東京（60．11）．  

市瀬草道・嵯峨井勝・久保田憲太郎：NO2＋0。・の混合ガス暴露による過酸化脂質生成の動物種差   

について．第26回大気汚染学会，東京（60．11）．  

白石不二雄・村上正孝・久保田憲太郎：大気汚染物質のラット末梢血リンパ球姉妹染色分体交換   

への影響III．NO2と0。の複合．第26回大気汚染学会，東京（60．11）．  

高橋勇二・持立克身・河田明治・三浦 卓・久保田憲太郎：肺及び肝臓の薬物代謝系に対するNO2   

の影響．第26回大気汚染学会，東京（60．11）．  

石田邦彦・持立克身・三浦 卓・久保田憲太郎：マウスの免疫系に及ぼすオゾンの影響．第26回   

大気汚染学会，東京（60，11）．  

持立克身・三浦 卓・久保田憲太郎：肺胞マクロファージに対するオゾンの影響．第26回大気汚   

染学会，東京（60．11）．  

高橋 弘・高橋憤司・伊藤勇三・山元昭二・米元純三・久保田寮太郎・NO2十0。長期暴露のラッ  

トに及ぼす影響1，供試動物の飼育経過．第26回大気汚染学会，東京（60．11），  

清水 明・松本 茂・藤田和仲・高橋 弘・久保田憲太郎：NO2＋03長期暴露のラットに及ぼす   

影響2．実験環境の設定と維持．第26回大気汚染学会，東京（弧11）．  

鈴木 明・局 博一・河田明治・久保田悪太郎：NO2＋0。長期暴露のラットに及ばす影響3．血液   

ガス分圧の変化．第26回大気汚染学会，東京（60．11）．  

村上正孝・米元純三・河越昭子・久保田憲太郎：NO2＋03長期暴露のラットに及ぼす影響4．病理  
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村上正孝  

形態学的変化第26回大気汚染学会，東京（60．11）．  

嵯峨井勝・市瀬孝道・久保田憲太郎：NOヱ十0。長期暴露のラットに及ぼす影響 5．過酸化脂質と   

抗酸化性防御系の変化第26回大気汚染学会，東京（60．11）．  

市瀬孝道・嵯峨井勝・久保田意太郎：NO2＋03長期暴露のラットに及ぽす影響 6．コラーゲン代   

謝関連因子の変化第26回大気汚染学会，東京（60，11）．  

1986年  

嵯峨井勝：環境科芋における毒性指標としての過酸化脂質について．第56回日本衛生学会総会   

（特別報告）．津市（61．3）．  

市瀬孝道・嵯峨井勝・佐野友春・村上正孝：NOヱと03の単一暴露によるラットとモルモットの肺   

の過酸化脂質生成と抗酸化性防御系の変化．第27回大気汚染学会，京都（61．11）．  

河越昭子・米元純三・村上正孝：NO2＋03長期暴露のラットに及ぼす影響一肺の電顕形態計測一   

第27回大気汚染学会，京都（61．11）．  

河田明治：二酸化窒素又はオゾン暴露がラット肺のグルタチオンの合成系酵素活性に及ぼす影   

響，文部省「環境科学」第1回環境科苧シンポジウム，東京（61．11）．  

河田明治・持立克身・高橋勇二・三浦 卓：老齢ラットに及ぼす二酸化窒素の影響HV）一肺の   

グルタチオン代謝の変化－．第27回大気汚染学会，京都（61．11）．  

小林隆弘・井上忠弘・轟  健・垣生園子・奥村 康：オゾン暴露によるマウス繊維同種の肺転   

移に及ぼす影響とNK細胞ならびに肺胞マクロファージの細胞傷害活性．第45回日本癌学会   

総会，札幌（61．10）．  

小林隆弘・山根一祐：酸化力の強いガス状物質（二酸化窒素，オゾン）が呼吸器系のアラキドン酸   

カスケードに及ぼす研究と気道の過敏状態に関して，文部省「環境科学」第1回環境科学シンポ   

ジウム，東京（61．11）．  

小林隆弘・井上忠弘・山根一箱・村上正孝ニオゾン暴露が膵細胞および肺胞マクロファージの細   

胞傷害活性に及ぼす影響．第27回大気汚染学会，京都（61．11）．  

井上忠弘・山口誠哉・小林隆弘：肺胞マクロファージの活性化に対する肺胞被覆物質の影響．第16   

回免疫学会，東京（51．12）．  

白石不二雄・菊池智徳・村上正孝：大気汚染物質のラット末梢血リンパ球姉妹染色分体交換への   

影響1V．NO2と0。の交互暴露．第27回大気汚染学会，京都（61，11）．  

鈴木 明・梅津豊司・局 博一・清水 明・河田明治：大気汚染物質の生体影響に関する行動生   

理学的研究3．0。反復暴露による飲水行動量の変化．第27同大気汚染学会，京都（61．11）、  

鈴木 明・局 博一・清水 明・河田明治：NO2＋03長期暴露がラットに及ぼす研究（7）ガス交換   

能の変化第27回大気汚染学会，京都（61．11）．  

持立克身・三浦 車：肺胞マクロファージの食殺菌活性に及ぼすオゾンの影響．第59回日本生化  
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研究の概要と展望  

学会大会，西宮（61．9），  

高橋勇二・三浦 卓：大気汚染ガス暴露によるラット肺チトクロームP450イソ酵素の変動．第   

59回日本生化学会大会，西富（61．9）．  

高橋勇二・三浦 卓：老齢ラットに及ぼす二酸化窒素の影響（Il）一肺のミクロソーム成分の変   

化第27回大気汚染学会∴京都（61．11）．  

三浦 卓・高橋勇二：老齢ラットに及ぼす二酸化窒素の影響（IlI）肝臓及び腎臓のミクロソーム   

成分の変化．第27回大気汚染学会，京都（61．11）．  

持立克身■三浦 卓：肺胞マクロファージに及ぼすオゾンの影響Ⅲ）一徹生物に対する食殺菌   

活性の変化－．第27回大気汚染学会，京都（61．11）．  

持立克身・高橋勇二・三浦 卓：酸化性ガスに対する生体の適応過程「その生化学的アプローチ   

ー．文部省「環境科学」第1回環境科学シンポジウム，東京（61．11）．  

山根一祐・小林隆弘：れしひ抽仰でのアナフィラキシー反応前後におけるモルモット気管のβ－ア   

ドレナージック反応およびヒスタミンに対する反応性．第36回日本アレルギー学会総会，岐阜  

（61．10）．  

′ト林隆弘・山根一祐：玩∽加でのアナフィラキシー反応前後における気管の化学伝達物質に対す   

る反応性およびβ－アドレナージック反応∴第36回目本アレルギー学会総会，岐阜（61．10）．  

Kobayashi，T．，T．lnoue，K．Yamane，S，Habu，K．Okurnura：Damage of cytotoxicity of   

SPleencellsamdenhancementofpulmonarymetastasisofmurinefibrosarcomaNR－FSby   

OZOneeXpOSure．ⅠVInt，Congr．Toxicol，Tokyo（61．7）．  

Sagai，M．，K．Arakawa，T．ichinose：Comparison oflipid peroxides and phospholipidsin  

lungsoffourspeciesofanimalsexposedtocombinedgasesofnitrogendioxideandozone，  

IVlnt．Congr．Toxicol，Tokyo（61．7），  

1987年  

白石不二雄：ラット末梢血リンパ球の微量血培養によるSCE分析法と系統比較．日本環境変異   

原学会第16回大会，京都，（62．10）．  

持立克身・三浦 卓：肺胞マクロファージに及ぼす低濃度オゾン及び二酸化窒素の長期複合暴露   

の影響（1ⅠⅠ）．第28回大気汚染学会，東京（62．10）．  

持立克身・三浦 卓：肺胞マクロファージに及ぼすオゾンの影響（1V）老化による殺菌活性へ   

の傷害の増幅－．第28回大気汚染学会，東京（62．10）．  

伊藤勇三・三浦 卓・高橋 弘：老齢ラットに及ぼすオゾンの影響（Ⅰ）一腰器重量，Ht値等の   

変化及び死亡例ラットの解剖所見．第28回大気汚染学会，東京（62．10）．  

高橋勇二・三浦 卓：老齢ラットに及ぼすオゾンの影響（1Ⅰ）ニ肺ミクロソーム成分の変化－．第   

28回大気汚染学会，東京（62．10）．  
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三浦 卓・高橋勇二：老齢ラットに及ぼすオゾンの彩響（ⅠⅠⅠ）「腎臓ミクロソーム成分の変化、   

第28回大気汚染学会，東京（62．10），  

三浦 卓・高橋勇二・持立克身・国本 学：大気汚染物質の生体影響の加齢による修飾．文部省「環   

境科学」環境科芋シンポジウム1987，東京（62．11）．  

局 博一・0．P．Mathew・G．Sant，Ambrogi0：ウサギ上喉頭神経内枝における求心性活動の特   

徴．第64回日本生理学会，千葉（62．4）．  

河田明治・高橋勇二・三浦 卓：二酸化窒素とオゾンの複合暴露によるラット肺のグルタチオン   

合成系酵素活性及びグルタチオン量に及ぼす影響．第28回大気汚染学会，東京（62．10）．  

野原恵子・河田明治・彼谷邦光：酸化性ガス暴露によるラット肺遊離ドリコール量の変軌第60   

回日本生化学会，金沢（62．10）．  

嵯峨井勝・市瀬孝道：NO2と03の複合暴露による肺の過酸化脂質生成とリン脂質組織の動物種   

差について．第11回日本過酸化脂質学会，名古屋（62．10）．  

嵯峨井膵・市瀬草道・平野靖史郎：硫酸エアロゾル吸入動物のコラーゲン代謝と病理組織学的変  

．化について．第28回大気汚染学会，東京（62．10）．  

市瀬草道・嵯峨井勝：NO2と0。の単狼および複合暴露によるラットとモルモットの肺の過酸化   

脂質生成と抗酸化性防御系の変化第11回日本過酸化脂質学会．名古屋（62．10）．  

山根一祐・小林隆弘：モルモット気管平滑筋の自発性張力維持ならびにヒスタミン収縮時におけ   

る内因性アラキドン顔代謝物の役乱第37回目本アレルギー学会総会，東京（62．10）．  

山根一祐・小林隆弘：モルモット気管平滑筋に対するホルムアルデヒドの収縮作用とその機構．   

第28回大気汚染学会，東京（62，10）．  

Tsubone，H．，0．P．Mathew，G．Sant’Ambrogjo：Roleofepiglottjsonthea任erentactivityof   

thesuperiorlaryngealnerve（SLN）intherabbit，37thAnn，FallMeetingofAmer．Physiol．   

Soc．，NewOrleans（61，10）．  

Sant’Ambrogio，F．B．，G．Sant’Ambrogi0，0，P．Mathew（Univ．Texas）andH．Tsubone：E庁ect   
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二酸化窒素とオゾンの複合長期暴露がラットに及ぼす影響 Ⅰ  

一第2回日実験の暴露チャンバーの環境制御－   

EfrectsofLong－TermExposure toNitrogenDioxideandOzoneonRatsI  

－ResuI暮soIEmYirommentControlim the2nd】王xperiment－  

清水 明1・松本 茂1・伊藤勇三1・山元昭二1  

高橋慎司1・高橋 弘1  

AkiraSHIMtZUl，ShigeruMATSUMOTOl，YuzoITOl，ShoujiYAMAMOTOI  

ShinjiTAKAHASHTland HiroshiTAKAHASHIl  

要 旨   
特別研究の一環として，低濃度の二酸化窒素（NO2）とオゾン（03）の長期複合暴露の．  

ラットに及ぼす影響についての第2回目実験が，22か月間にわたって実施された。本報告  

では，この実験期間中の各チャンパーの温・湿度，二酸化窒素濃度及びオゾン濃度の設定  

条件と制御結果をまとめた。これらの結果から各環境因子の制御は，実験期間中おおむね  

良好に行われていた。  

Abstraet  

The2nd experiment concerned with t）iologicale熊cts ofNitorogen dioxide（NO2）  

and／orOzone（03）wa5performedrrornMay，1985toMarch，1987usingmaIeWisterrats．  

Thisreport showedthe basicdataorregulation and monitoringofNO2and／or O3gaS  

COnCentration，temperatureand humidity on thechambers（C，G－1，2，3）throughout22  

months．  

Thcexperimentgroupsweredividedintol）ControI（C），2）03＝0・lppmMax・（G1）、  

3）NO，：0・04ppm＋0。：0・1ppmMax．（G－2），and4）NO2：0．4ppm＋0。：0．1ppmMax．（G  

3）accordingtothelstexperiment・AndNO2WaSCOntinuouslyexpo5edeveryday，butOき  

WaSaVeragedatO・02）ppmperdayinaccordancewith5inecurvefromOtomax・OLIppm．  

Throughout allthcexperimenlperiods，tllegaSCOnCentrations were、welleontrolled  

agalnStthesettlngValues・Andalso，thetemperatureandhumidityweremaintainedalmost  

25±10C，and55±10％，reSpeCtively．TheseresultsweresuF7icientwitheachsettinglevels．  

1・国立公害研究所 技術部 〒305 茨城県つくば市小野川16番2   

EngineerirLgDivision，theNationaHrLStituteforErlVironmentalStudies，】6－20nogawa，Tsukuba，lbaraki305，   

Japan．  
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清水 明ら  

1 はじめに   

本特別研究におけるNO2と0。の複合暴霹がラットに及ぼす影響に関する第一回目の実験は，  

1983年2月から1985年2月までの24か月間にわたって実施された。これに引き続き，第二回目  

の複合暴露実験が，1985年5月から1987年3月までの22か月間にわたり，Wistar系ラットの雄  

（従来と同じ1））384匹を使用して実施された。本報告は，この第二回目の複合暴露実験の制御環  

境因子，すなわち，全暴露期間中のNO2と03の濃度及び温・湿度の維持状態にづいて示し，本  

研究に関する一連の報告の共通の基盤を提供するものである。この実験で，温・湿度並びにNO2  

の制御については従来の長期暴露実験と同様の定値制御を行ったが2】3），0。の暴露に関しては，実  

際の外気状態をシミュレートするために，濃度（目標値）をゼロから漸増し（朝：9時），最大値  

に達し（昼：14時），漸減してゼロヘ（夕：19時）と連続的に変化させる追従制御を行った。し  

たがって，今回の暴露実験（前回も含めて）は，長期連続・低濃度・複合暴露であるとともに，  

その暴露方法にも特徴があると言える。   

2 方 法   

2．1ガス暴露チャンバーのシステム構成   

本暴霹実験に使用したチャンバーは，既報3）のNO2長期暴露のラットに及ぼす影響に使用した  

チャンバーに，03暴露機能を付加したもので，ガス暴露用3台，コントロール用1台の計4台（G  

－1，2，3及びCと呼称している）で構成されている。園1にチャンバーのブロックダイアグラム  

を示すが，03暴露の制御に関する部分を除いては，以前と同様であるので詳細は既報2）を参照され  

たい。0，濃度制御用分析計としては，化学発光方式の紀本電子工業社製MODEL806S並びに  

Air（：0rditionin9 unit  Chamber  

図 1チャンバー系統ブロック図  

Fig．1Blockdiagrarn orchambersystem  

一 42 一   



複合長期暴言 暴露チャンバーの環境制御   

モニターラボ社製MODEL－8410を使用した。   

暴露用0。は，液体酸素を気化させ，高電圧放電管に通して発生させたものを使用した。この時，  

発生する0ユの濃度は，放電管内を流れる酸素の塁によって変化するため制御上好ましくない。そ  

こで，流す酸素の童は常に一定に保ちながら，濃度制御に必要とされる量だけをMFC（マスフ  

ローコントローラ）で制御してミキシングチャンバーに吹き込み，残りはパージラインヘ廃棄  

（チャンパーの排気処理装置で処理）して，供給するOaの濃度の安定化を図った。さらに，オゾ  

ンを吹き込むノズルは，NO2のノズルとは別に設置し，相互に10cm程度の距離を置いた。これ  

により，NO2と03が高濃度状態で接触しないようにして，二次生成物の発生を極力抑えた。また，  

03暴露の濃度変化は，濃度ゼロの状態から正弦波状のパターン変化をすることが要求されたが，  

これはMFCのみの制御では実現できない。それは，一般にMFCは，全閉状態でも数％程度の漏  

れがあるため，完全に操作量をゼロにすることができないためである。そこで，0。濃度がゼロを  

要求される期間は，03吹き込みノズ／レを，電磁弁で遮断することでこれに対処した。実験期間中  

のガス演度並びにガス流量は，データ収録装置で収集記録し，また温・湿度については，各記録  

紙から読み取ったデータを，それぞれマイクロコンピューターシステムを使用して処理した。   

2．2 ガス暴露チャンバーの運転条件   

本暴露実験の暴露期間は，1985年5月15日から1987年3月26日までの約22か月間（681日  

間）である。この期間中の各チャンバーのガス濃度及び温・湿度の設定条件を表1に示す。NO2  

は，0．04ppm，0．4ppmの定値制御を2群設定した。0。は間欠暴露とし，表1に示すように毎日  

9時に暴露を開始し，14時に最大値0．1ppmに達し，19時に暴露を終了する。濃度変化の概形は  

表  
Table  

チャンバー制御環境因子の設定条件  
Enviromenta）condition sctin chambers  

Concentration  Temperaturc R．Humidity  

NO2（ppb） Os（ppb）   （OC）  （％）   

Chambcr   

C  

G－】  

G--2 

G－」  

Fresh air only 

Non  O to tOO－   

40  0tol00ー  

400  0tolOO－  

十
一
±
 
±
 
十
一
 
 

っ
」
 
「
∠
 
2
 
2
 
 

55±10  

55±10  

55±10  

55±10  

◆Programcon【rolasbl】oll7S  （l00Oppb＝】ppm）  

0†2 3 4 5 t；7 8 9101112†3 ■川1516171819202122232   

Time一  †start  End†  
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清水 明ら   

正弦波で，外気状態のシミュレーションを行った。これによれば，暴露時間内（10時間）の平均  

値は0．05ppmであり，一日の平均値は0．021ppmとなる。これと同じ濃度，同じパターンを3群  

設定した。これから，0。早成分が1台，0。とNO2（濃度差をつけた）複合成分が2台と，コン  

トロールチャンバー1台の計4台構成で実験を行った。また，各チャンバーの換気量は50回／hに  

設定した。   

3 結果及び考察   

各チャンバー内の温度と湿度の制御結果を図2，図3に示す。同様に，NO2の制御結果を図4に  

示す。これらの結果は，各測定値の1時間平均を求め，その値の全実験期間（22か月）当たりの  

出現頻度としてまとめたものである。図5には，03の制御結果を示す。これは，03の暴露が追従  

制御であるため濃度が大きく日内変動するので，まず一日ごとに暴露濃度平均値を求め，その値  

の全実験期間について出現頻度としてまとめた。表2に，これらの平均値と標準偏差を示す。ま  

た，実験期間中の各チャンバーの換気畳は40～100回／hであった。   

制御結果の図2，図3，図4及び表2から，温・湿度，NO2の制御については，ほぼ目標値に分  

布のピークがあり，分布の広がりも過去の実験値と同程度であり良好と考える。これらに比べ，  

03の制御結果は，平均値が目標（計算上0．021ppm）に比較して若干高く（0．026～0．028ppm），  

測定値（1日平均値）の分布の広がりも大きい。分布については，0。の制御は1日内の目標値を  

大きく変化させた追従制御であり，他の環境制御因子（温・湿度，NO2濃度は，定借制御である）  

に比べ，制御が困難であるためと考えられる。また，平均値が上がった原因の一つとしては，暴  
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図 4 二酸化窒素濃度制御結果  
Fig，4 ResultsofNO2COntrOIs  

雷濃度がゼロであるべき期間にも若干の残留0ヨがチャンバー内に存在することの影響が考えら  

れる。しかしながら，3チャンバーとも濃度測定値の分布状態（図5）は，似通っており，平均値  

もほぼ同じであり，チャンバー相互の比較に際して，障害にならないと考える。   

次に・暴露を行っていないチャンパーのガス濃度すなわち，CのNO2と0。濃度，G1のNO2  

濃度についてみると，それぞれ暴露を行っていたチャンバーと比べ，ガス濃度の平均値はそれぞ  

れゼロに近く，そのピークの位置は暴露群とは大きく離れている。したがって，暴露群に対する  

コントロールとしての機能は十分に果たしたものと考えられる。この中で，CとG－1のNO2の平  

均値の差が大きいが，これは当地において，冬期に外気のNO2濃度が上昇し，給気浄化フィル  
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図 5 オゾン濃度制御結果  

Fig・5 ResultsorOa controIs  

0  

表  2 チャンバー制御結果  

Table 2 Environmentalcondition setinchambers  

Concentration  Temperature R．Humidity  

NO2（ppb）  03（ppb）  （OC）  （％）   

C  16．4±11．6り  j．1±】．51〉   ユ4．3±0．6  58．1±6．O  

G－1  9．1±4－92）  27．2±5．0  24．5±0．8  60．4±4．7  

G－2   41．9±7．2  25．5±9．5  24．5±0．7  55．9±5．7  

G－5  401±47  27．9±6．6  24．4±0．6  56．9±6．0  

Moni【Orljng▲period＝1）85／9～86／4（8monしhs）  （M±SD）  

2）85／6～8alld86／6～8（3month5×2）  

andolhers：85／5～87／3（22mon【hs）（】〔棋）ppb＝1ppm）  

タ一によっても除去しきれない事態が多く発生するために，夏期にモニターを行ったG－1の結果  

との遠いが表れたものと考えられる（コントロール群の結果は，表2の下段に示す各期間につい  

ての集計である）。   

今回はNO2と03の複合暴露であり，これらのガス反応によって生じる二次生成物の発生が懸  

念される4）。そのため，早成分と複合状態にした場合における，NO2・08分析計の指示値の変化か  

ら，二次生成物の大まかな発生状態を把握することを試みた。チャンパーは，長期暴靂実験の場  

－ 46   



複合長期暴露 暴宵チャンバーの環境制御   

合と同一の条件（温・湿度，換気塁，ただし動物は入れずケージのみ）とし，NOzと03の濃度を  

各0．4ppmでそれぞれのガスを入り切りして，各分析計の指示値の変化を見たがこれによると，  

変化はそれぞれ3％以下であった。これらの結果は，長期暴露実験時の二次生成物の量は暴露ガス  

成分に比べて非常に少ないものと考えられるが，今後さらに詳細な検討が必要であろう。   

以上の考察より，各チャンバーの環境因子の制御については当初計画されたとおりおおむね良  

好に遂行されており，初期の目的を達成できたものと考える。  
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Res．R叩・Nall．lnsしEnYiron－Stud・，Jp＝・，No■115，1988 

1ト2  

二酸化窒素とオゾンの複合長期暴路がラットに及ぼす影響ⅠⅠ  

一第2回日実験の供試動物の飼育経過Ⅳ   

EffectsofIJOng－TqrmExposure toNitrogenDioxide andOz：OneOnRatsII  

－ExperimemtalAnimalsS叫叩1iedtotlle2md′Experime止t一  

伊藤勇三1・高橋慎司1・山元昭二1  

清水 明1・高橋 弘1  

YuzoITOl，ShinjiTAKAHASHIl，ShoujiYAMAMOTOI  

Akira SHIMtZUland Hi【OShiTAKAHASHll  

要 旨   
大気汚染物質であるオゾン（0。）及び二酸化窒素（NO2）が生体に及ぼす影響を明らか  

にするた糾こ，低濃度の0，（最大0．1ppm），0，（最大0．1ppm）＋NO2（0．04ppm），03（最  

大0．1pp汀■）＋NO2（0．4ppm）及び対照群の4群とし，ラットに最大22か月間暴露した。   

その結果，暴露したラット384匹のうち355匹は予定どおり搬出され，各実験に供試す  

ることができた。残りの29匹は暴露途中で死亡したが．03，NO2十03の影響によるもので  

はなく下垂体腫瘍等による死亡と考えられた。また暴君期間中の体重の推移についても，  

0ヨ，NO2＋03の影響と考えられるような変化は認められなかった。   

以上の結果より，今回設定したような低濃度の03，NO2＋03暴露に対しては，ラットの  

寿命及び体重に何ら影響を受けることがないことが示唆され，各種実験に供試することが  

できた。  

Abstract  

Male Wistar rats were exposed to Ozone（0，）and Nitrogen dioxide（NO2）at the  

concentrationofO，（0．1ppmmax），O。（0・1ppmmax）＋NO2（0・04ppm），03（0・1ppmmax）＋  

NO2（0．4ppm）forupto22monthstoclarifythebiologicaleL7bcIsofairpollutants・  

The355ratsoutor384wercsuppliedtoplaTrnedexperiments，andtheresidua129rats  

diedofpituitaryLumorandotherreasons・  

Throughouttheexperiment，thcrewasnosigniflcantdi脆rencehthebodywejghtof  

ratsbetweenanyorgroupexposedNO2and／orO，andcontrol・  

Therefore，itwas5uggeStedthatexposuretoNO2and／orO，atlowcor）Centration（03；  

0．1ppmmax，andNO2；0．04ppmorO．4ppm）didnotaL7ectthelifespanorratsandtheir  

bodyweight・  

Theseratsweresuppliedtolhefollowingvarionsexperiments・  

】．国立公害研究所 技術部 〒〕05 茨城県つくば市小野川崎酎   

EngineeTingDivision，theNationa＝nstituLeforEnvironmentalStudies，1620nogawa・Tsukuba，Ibaraki305，   

Japan．  
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1 はじめに   

大気汚染物質である03・NO2が生体に及ぼす影響研究として，国立公害研究所動物実験施設  

（以下，当施設と略す）では，ラットを用いてNO2単一及び03，NO2複合の長期暴露実験をこれ  

まで計3回実施してきた。第1回のNO2単一長期間暴露実験は1977年7月から1979年10月ま  

で最大27か月間行われ，その結果は国立公害研究所研究報告第15号にまとめられている1・2）。第  

2回のNO2単一長期暴露実験は1980年5月から1981年11月までの最大18か月間行われ，その  

結果は国立公害研究所研究報告第40号にまとめている3）。また，3番目として第1回の03，0き十  

NO2複合長期暴露実験が1983年2月から1984年12月まで最大22か月間行われた。   

本研究は第2回目の0。，0。＋NO2複合長期暴露実験として，1985年5月から1987年3月まで  

の22か月の日程で実施され，03，03＋NO2低濃度の複合長期暴露がラットに及ぼす影響につい  

て更に詳細に調査したものである。   

本報告は，当施設で調査分担した供試動物の飼育経過，途中死亡例及び体重推移について一括  

してとりまとめ，以下の各研究報告の基礎資料とするものである。   

2 材料及び方法   

2．1供試動物   

本実験に際して動物を3回章入したが，いずれも動物勘JCl．Wistar系ラット雄（6週齢）を  

導入して，当施設バリアー内検疫飼育室で1週間予備網育を行った後に実験に供した（表1参照）。  

表 1材料及び方法  

Table l Materials and methods  

Exp． No．Arlimals Deteof DateorArrival DateorHousing Periodof  
Group  （Sex）  Birth atNIES（Age）inChamber（Age）  0。，NO，Exposure  

A  288（♂）事 ’85ヱニ…七3・85・4・30（6wk），85・5・15（8wk）  

B  4S（♂）’86三…．】。，B6・6・17（6wk），86・6・30（8wk）  

’86．10．2   

－10．4  
’86．1tll（6wk） ’86．】1．27（8wk）  C  48（♂）  

RearinglntheBarrier  
（’85．5．15－’87．5．8）  

32（♂）・ 
’85 

（。t．）  。  

’85・4・）0（6wk）  

Rearing川【he Barrier  
（’85．5・t5’87．5．8）  

80（♂） 
∴85 

（Ex。．。。。）  3  

’85・4・30（6wk）  
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複合長斯暴露 供試動物の飼育経過  

2．2 実験飼育期間   

各群別に実験期間を図1に示した。各群のガス暴霹期間は，A群：10か月・13か月・18か月・  

22か札 B群：7か月・8か月，C群：4か月とし，いずれも8適齢時より暴露を開始した。以下  

に各群での飼育日数を示した。  

（1）A群（22か月複合ガス暴露群）   

1985年5月15日から1986年3月10日まで 300日間   

1985年5月15日から1986年6月26日まで 407日間   

1985年5月15日から1986年11月25日まで 559日間   

1985年5月15日から1987年3月26日まで 681日間  

（2）B群（8か月複合ガス暴露群）   

1986年6月30日から1987年1月27日まで 212日間   

1986年6月30日から1987年3月13日まで 257日間  

（3）C群（4か月複合ガス暴露群）   

1986年11月27日から1987年3月26日まで120日間  

E入pOSuer  Exp．  1p85  1986  1986  1986 1987 1987 

Chamber  Group  5／15  3／10  6／30  11／271ノ27 3ノ27   

BⅥreeks   

Gl   

て訂0．05ppm）  
10months  

A  1二！months  

鼠3＝3語呂：）  18months  

Z2months  

誌漑）  
81Veeks   

C  

了ネir）  

B  7months  

gmonths  

8weeks  

C  

4monlhs   

ー：Experimenla】periodinGasChamber   

：BreedingperiodinSPF Room  

・＝ExperimenLa）Grouptvcrenamed・で，forCDnLro），“GLL”torO30・05ppm・、・G2“forO3D・D5ppm＋NO20・04pprnand  
“G－3’1rDrOユ0・05pp汀＋NOzO・4ppm  

図 10。＋NO2ガス暴露タイムスケジュール  

Fi≧．1TimescheduleofO，＋NO2eXPOSure  
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（4）D群（22か月複合ガス暴露群のルームコントロール群）   

1985年5月15日から1986年6月6日まで 387日間   

1985年5月15日から1987年5月8日まで 724日間   

2．3 0。及び03＋Ⅳ02暴露群の構成   

これまでに当施設内でなされた暴露実験の成績から総合的に判断して，（1）03（0．1pprnmax）  

暴露群，（2）03（0．1ppmmax）＋NO2（0．04ppm）暴露群，（3）0。（0．1ppmmax）＋NO2（0．4  

ppm）暴露群，及び（4）03もNO2も添加しない対照群の4群構成とした。なお，本実験に使用し  

たガス暴露チャンバー（C，G－1，2，3）の性能・仕様については既報4・引のとおりである。   

2．4 実験飼育方法   

ラットの収容ケージはステンレス網製特注型（365WX280DX220Hmm）で1ケージ当たり  

収容匹数は8適齢から42適齢までは6匹，それ以降は5匹を原則とした。飼料はオートクレーブ  

で滅菌したマウス・ラット用固形飼料（日本クレア製CE－2）を自由摂食させ，飲水は滅菌蒸留水  

を給水瓶で自由に摂水させた。なお，飲料・給水瓶等のチャンパー内への搬入に際しては，パス  

ボックス内で5％ヒビテン・アルコール噴霧消毒を行って清浄度を維持した。なお，この手法につ  

いても既報3】6〉のとおりである。   

2．5 動物搬入出方法 

実験動物のチャンパー搬入出に際しては，SPFレベルを維持するよう配慮した。すなわち，SPF  

ラット導入後，当施設のバリアー内検疫室にて常法により1週間検疫し，検疫に合格したラット  

のみを飼育室で1週間予備飼育した後フィルターキャップ付滅菌ケージに収容し，パスボックス  

内で5％ヒビテン・アルコール噴霧消毒（3分間）してチャンバー内へ擬人した。また，搬出時に  

は暴露ケージごとパスボックスを通して取り出し，動物の異常の有無を肉眼的に確認し実験に供  

した。なお，動物に衰弱等の異常があった場合は，速やかにチャンバーから取り出し，解剖検査  

を行った。   

2．6 体重測定方法   

ラットの体重測定は，各ケージ別に個体識別をし1か月に1回の割合で全個体について実施し  

た。なお，体重測定の結果は各実験群別にまとめ，平均値と標準偏差（Mean±SD）で示した。  

3 結果及び考察  

3．1実験飼育期間中の飼育経過  

A・B・C・D群において実験飼育したラットの匹数の推移を，各実験群別にして図2（1）～（4）  
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㈹
 
 
 
 
卸
 
 

物
 
 
 
匹
 
 
 
抜
 
 

巌識期酢（月）D】2345678gl011】21314】51617【8】9紛2】訟㍊  

動 物 〃 鮪 234587891011」Zlヨ1ヰ1516171bl”咋ほ㍑は闇      ’     ’  払  跳  87  

J」5／】57ぢ91PlllZ123」567∈主glOl1121234   

図 ユ（ユ）G－1暴露群での動物飼育数の推移  

Fig．2（2）Changes of the number of rats  

maintainedin G1chamber（0，；  

0．05ppm，Exp．A）  

巌ぷ靭岩月（月））123＝15 7891Dll】21314】51紺】琶L9刀2」霊Z3  
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牛 ノ。157h。．。‖2‖567891。．】12234   

図 Z（l）C対照群での動物飼育数の推移  
Fig．2（1）Changes of the number of rats  

rnaintainedin C charnber（Cont・  

Exp．A）  

Ⅱ謀期間（ノ‖ 01234567ヒ＝‖‖121314151川Ib】9加2】公か  

ゎ物月齢Z3d56789】0■】】21j141Sl♭1Tl錮】9顎21㌫日日24巳  訂  
85      離          牛  J】5′】578g川＝■Z】23456T891011】21234   

図 2（4）G3暴露群での動物飼育数の推移  
Fig．2（4）Changes or the number of rats  

maintainedi11G－3chamber（0。；  

0．05ppm＋NO2；0・4ppm，ExprA）  

遽ふ劇那月）OIZ3d56T89101112】314】51♭17】819抑2】盆ヒ3   

動物ノ】醜・孟＝5678皆‖ 314151川酬川得は胴  
勺   月5／】57891‖】12】23456■7自⊆1011121Z34   

図 2（3）G－2暴露群での動物飼育数の推移  

Fig．2（3）Changes or the number or rats  

maintalnedin G－2cbamber（0。；  

0，05ppm＋NO2；0・04ppm，Exp・A）  
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及び表2に示した。A群では，1985年5月15日に各チャンパー72匹の計288匹が8適齢で搬入・  

され，10か月間のガス暴露後に各チャンバー12匹の計48匹が搬出された（1986年2月17日から  

3月10日）。また，13か月間のガス暴露後に各チャンバー12匹の計48匹が搬出された（1986年  

6月11日から6月26日）。ま’た，18か月間のガス暴露後に各チャンバー8匹の計32匹が搬出され  

た（1986年11月25日）。また，22か月の暴露後にC：39匹・G－1：35匹・G．r2：28匹・G－3；  

34匹の計136匹が搬出され実験が終了した（1987年3月16日から3月26日）。B群では，1986  

年6月30日に各チャンバー12匹の計48匹が8適齢で搬入され，7か月間のガス暴露後に各チャ  

ンバー6匹の計24匹が搬出された（1987年1月27日）。また，8か月間のガス暴露後に各チャン  

バー6匹の計24匹が搬出された（1987年3月9日から3月31日）。C群では，1986年11月27日  

に各チャンバー12匹の計48匹が8週齢で搬入され，4か月間のガス暴露後に各チャンバー12匹  

の計48匹すべてが搬出された（1987年3月26日）。D群では，A群のルームコントロールとして  

1985年5月15日から計32匹8適齢で実験飼育を開始され，12．5か月間の実験飼育後に8匹が搬  

表  2 各実験群での動物飼育数の推移  
Table 2 ChangetofnumberorTatSmaintainedineachchamber  

g5  紬  87  

Exp Cham－ Date 5 b 7 8 9 ■0 ■■1212 ユ 4 5 6 7 8 9101」lコ12 ユ 4 50ul／ln  
Group b亡r lm叫（0）（1）r2〉（3）（4）（5〉（6）（7）（8）（9〉 um 伽 q丑 山泊（1勧（1訂 仏日（川（1め u9（淋 伽 松 田 伽  

b▼6  1ユノ】三  

6－6  」ヱ／12  

6－ら  12／12  

b占  lユ／12  

C  Tolal  

G1    48  

G－2    ln  

Gっ  

C  Tolal  

G1    48  

G三    】n  

G－ユ  

Room To181  

D Cotll   二12  j2－J】 ユ2  
l¶  

191817－17  】7／ヱ0  

191S－1（〉  16／20  

C  To【al コO  

G1   窮0  ヱn  
G2   】n  ユO  
G一ユ  ヱ0  

19－19  19／20  

18－17－】5  15／20  

ユ55／ユ84  

（92％）  

l】l  l10  10910710jl00 9る   9b／112  

（86罵）  

A．b．C．D・E 496 棚）111∋卵  398  j50ユ4S封7㌫招：H5  j仙ユ41ユ叫35ムユ5ユユ18309 9b  451／496  

T。■。l  （9偶）  
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出され，24か月の実験飼育後に19匹の計27匹が搬出された（1987年5月8日）。ただし，この  

群では実験初期（1985年7月12日）に死亡した動物を補充するために，1985年7月15日に同じ  

ロットの予備動物右1匹補充した。このため，全搬出数は当初総人数32匹より1匹多い33匹と  

なった。   

3．2 実験飼育期間中の途中死亡（と殺）についての考察   

今回のような長期ガス暴露実験においては，途中死亡（と殺）の時期や死因が実験の性格のう  

えで重要な意味を持つものと考えられる。そこで，今回の実験飼育期間中に死亡（と殺）したA・  

D群において，死亡の時期と死因（解剖所見）を表3に示した。A群では，搬入した288匹中29  

匹が実験飼育期間中の途中で死亡（と殺）した。これは，A群の暴露匹数288匹に対して占める  

割合は10．1％であった。その内訳として，C：4匹死亡（内1匹と殺）・G－1；6匹死亡（内1匹  

と殺）・G－2；12匹死亡（内1匹と殺）・G－3；3匹死亡（内1匹と殺）であった。B・C群では，  

実験飼育期間中の途中で死亡した個体は皆無であった。D群では，搬入した33匹中6匹が実験期  

間の途中で死亡（と殺）した。これは，D群の実験匹数33匹に対して占める割合は18．1％であっ  

た。また，途中死亡（と殺）の時期は，A群で暴露開始後14か月までに29匹の死亡例中6匹が  

表  3 A・D・E群での実験途中死亡数の推移  
Table 3 Number ofthe dead ratsin each experimentalgroup through  

experimcntal periods 

Exp  

Group  

O l ヱ  j  4  5  る  7  8  9 10 1112 1二≧ 14 Ⅰ5 】ム 17 18 19：〉0 ヱ1 ニフ コう 24  Tolal  

（2）（引 回l封（6）（7）（S）（9）（10）（ll）り2）（】））（14）（15）（16）（け）（18）〔19）（加）（之り（2之）（ユユ）（24）（25）（26） （0．▲，●）  

（A）  G－1  0  0 …●  る（2，∩．4）  

－  ●  
●   ●▲  、  
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死亡し，残りの23匹の死亡例は暴露開始後15～22か月で死亡（と殺）した。D群で実験開始後20  

か月までに6匹中1匹が死亡し，残りの5匹は暴露開始後21～24か月で死亡（と殺）した。   

次に，死因別では，A群は脳下垂体腫瘍が29例中7例（24％）と最も多く，その次に各種腫瘍  

が6例（21％），皮下腫瘍が4例（13．8％），腎臓異常が2例（6．9％），その他が10例（34．5％）  

であった。衰弱による切迫と殺は5例（17．2％）であった。D群は脳下垂体腫瘍が6例中2例  

（33・3％），皮下鱒瘍が1例（16・7％）．腎臓異常が1例（16■7％），その他が2例（33■3％）であっ  

た。また，衰弱による切迫と殺は3例（50％）であった。   

上記のように今回のガス暴露期間中に死亡（と殺）したラット時計29匹（29／384：7．6％）であ  

り，前回の22か月までの死亡（と殺）数は計73匹（73／324：22，5％）に対して，44匹（60．3％）  

少ない結果であった。なお，他の長期実験7〉と比較しても今回の死亡率は低かった。   

ガス濃度と死亡（と殺）数との閑適をみるために，チャンパー間で比較すると，C（対照群）：  

3匹（10％），G－1（0，0．1ppmmax）；6匹（21％），G2（030，1ppmmax＋NO20．04ppm）；  

12匹（41％），G▼3（0％0．1ppmmax十NO20．4ppm）：8匹（28％）となり，対照群が最も少な  

く，G－2暴露群が最も多かった。   

なお，当施設では実験群とは別に導入したA・D群と同一ロットの動物をD群と同じ飼育室に  

同居させて動物の微生物学的検査を定期的に行った。その結果，当施設指定の病原微生物は検出  

されなかった。また，死亡したラットを含めて全実験飼育期間を通して感染症が疑われるような  

事例は皆無であった。   

3．3 体重の推移   

C，G－1，2，3の4台のチャンバー内で飼育したA・B・C群ラットの体重及び当施設バリアー  

飼育室で飼育したD群のラットの体重を一括して表4及び図3（1），（2）にそれぞれ示した。このよ  

うに，各チャンバー間で体重の推移に有意な差異が認められなかったことは，第1回目の複合ガ  

ス暴露でも報告されており，今回の03，NO2磯度の設定条件では，前回と同様に，ラットの体重  

に与える影響はなかったと考察された。  
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表  4 ガス暴露群（A・B・C群）とルームコントロール群（D群）での実験飼育期間中の平均体重の推移（C，Gl，2，3チャン  
バーとルームコントロール）  
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図 3（1）ガス暴露実験群（A群）での雄ラットの体重の推移※  
Fig・3（1）Changesofthebodyweightormalewistarrats  

inexperimentA  

薪：Mean±Sl）：BodyWeight（g）  

図 3（2）ガス暴露実験群（B・C群）での雄ラットの体重の推移業  

Fig・3（2）Changesoflhe bodyweightofmaleWistarratar rats  

inexperiment B・C  

兼：Mean±SD：BodyWeight（g）   
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二酸化窒素とオゾンの複合長期暴露がラットに及ぼす影響 ⅢⅠ  

一病理形態学所見－  

E∬ect50fI．伽g－TermExp05ureloNitrogellI）i8Ⅹide8瓜dOzoneonR8tSⅡl  

－MorpbologiealObserYatiom－  

村上正孝1・河越昭子1・米元純三1  

Masataka MURAKAMIl，Akiko KAWAGOElandJunzo YONEMOTOl  

要 旨   

Wistar系雄ラットに，0・05ppmO，（Gl群），0・04ppmNO2＋0・05ppmO，（G2群），0．4ppm  

NO2＋0．05ppmO3（G3群）の濃度で，2，4，9，18，22か月連続暴覆し，肺の病理形態的  

観察を行った。光顕観察のかぎりでは，G3群で9か月まではほとんど変化はみられなかつ  

たが，18か月以降では細気管支上皮が肥大と増生を示したことから，細気管支上皮の反応  

性が上昇していることが認められた。これまでの研究によると，NO218か月単独暴露では  

和気管支上皮は弱い反応を示すにとどまったことから0．05ppmO3が加わることによって，  

反応の時期が早められたと考えられる。  

しかし，Gl～G3すべての暴露群では，22か月までの暴窟期間の範囲において，前回の  

4ppmNO，9か月暴毘でみられたような定型的肺病変を認めることはできなかった。  

Abstr8Ct  

LungsofWistarmaleratswereexposedcon血uously100・05ppmO3（Gl），0．04ppm  

NO2＋0・05ppmO3（G2）andO・4ppmNO2＋0．05pprnO3（G3）for2，4，9，18and22months  

andweresubrnittedtomicroscopicobservation．  

ThelungsofralsexposedtoLheO．4ppmNO2＋0．05ppmOきfor18monthsshowedthe  

entargememt andthe proliferation orthebTOnChiola－epithelialcells，WhichiTldicates the  

elevatedresponsesorepithelialcel15，althoughtheyshowednomorphoIoglCalalterationaL  

earliertimebe†ore9month5・AdditionorO．05ppmO，tOO．04ppmNO2PrOmOtedthemuch  

earlieroccurenceoftheepithelialenlargementandproliferation，COmparedtotheNO2alone  

eXpOSure▲   

In contra5t tO the exposure to4ppm NO2Lor9months，nO deflnite and typlCa】  

morpho】og▲CaIa】【era【ionsor抽e】ungwhlChwasobseⅣedthroughoutthewhoIeexposure  

Periodaslongas22monthsevenattheO，4ppmNO2＋0．05ppmO3SOfarasIightmicroscopIC  

Obsen7ation．  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒jO5 茨城県つくば市小野川16番2   
BasicMedicalScieIICeSDivision、止eNaしiQrlallnstitute－0【EnviTOnmentalStudies．1（〉ユOT10昌aWa，Tsl】klユba，   

Ibaraki305，Japan・  

一 61－   



村上正孝・河越昭子・米元純三  

1 はじめに   

大気汚染による呼吸器系疾患の発症機序解明に関する研究において，大気汚染質，特にNO21・2）  

及び0ユ3）に関して数多くの病理形態学的研究が報告されてきた。   

通常の大気環境下でヒトが受ける影響を明らかにするには，実験動物を用いた長期にわたる低  

濃度暴露実験の結果は重要である。これまでNO2ガスのみによる肺組織の病理形態学的変化の過  

程については，Freeman一派ト6），都立衛生研究所7）そして国立公害研究所の研究810）等により，  

相当部分，解明されて今日に至っている。しかしながら，日常生活に関連した大気汚染状況に近  

似した状況下での動物実験はほとんど行われていない。そこで我々は，NOzガスに更にオキシダ  

ントの代表物質である0きを加えることにより，酸化的ストレスをより現実に近づけるとともに，  

NO2による慢性病変の病像が，どのように影響を受けるか，また病変の質がどう修飾されるかを  

検討した。本報告では肺組織の変化を光学顕微鏡の範囲に限って観察した。   

2 方 法   

既報11）の暴露条件に従って，8週齢のWistar系雄ラットに，0，05ppmO3，0．05ppmO，＋0．04  

ppmNO2，0．05ppmO3＋0．4ppmNO2を連続2か月，4か月，9か乱18か月及び22か月間暴  

露をした。検索は1群当たり6匹で行った。ラットを始めにネンブタール（50mg／kg体重）を腹  

腔内注射し，深麻酔下に腹大数静脈切断により放血しながら，気管から20cm水柱圧で水冷固定  
液（1％グルタールアルデヒド，1．5％ホルムアルデヒドを含む0．1Mカコジル酸緩衝液pH7・4）  

を注入し，肺を再拡張固定した。グルタールアルデヒド固定を一晩行った後，中性フォルマリン  

で再固定し，通常のパラフィン包埋切片を作製した。ヘマトキシリン・エオジン，PAS，アザン，  

ェラスチカ・トリクローム，エラスチカ・ヴァン・ギーソン染色模本を用い光顕観察を行った。   

3 結 果   

光顕レベルでの肺組織の観察は，先の報告8）に基づきNO2による定型的病変とされる項目につ  

いて行った。すなわち，（1）中等大気管支から末梢気道の和気管支と終末細気管支における気管支  

上皮細胞の肥大と増生，（2）気管支上皮細胞の肺胞道への増殖性延長（気管支上皮化），（3）中等大  

気管支から末梢気道における結合組織の肥厚，（4）中等大気管支腔，網気支腔，肺胞道，肺胞内に  

おけるマクロファージの動員，（5）中等大気管支から末梢気道における杯細胞の出現，の各項目に  

ついて実施した。   

ガス暴露群の肺標本を鏡検する前に，対照群について上記所見の有無を確認した。   

気管支以遠の気管を四つに分け，以下のように部位別名称をつける。（1）中等大気管支，（2）肺  

門に対して近位に位置する細気管支及び（3）遠位に位置して肺胞道近傍に隣接する細気管支，（4）  

続いて肺胞道近傍にある終末細気管支である。それぞれの特徴は，中等大気管支は粘膜下結合組  

織が発達し，平滑筋線推に囲まれた大きな径の気管支であり，丈の低い単層の緑毛上皮が内腔に  
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並び，杯細胞は通常，認められない。細気管支は，やや径の大きな近位の部位と肺胞道近傍に隣  

接し，約10偶の肺胞で外周を囲まれている遠位の部位とに分けられる。両者ともに薄い壁厚の粘  

膜下結合組織に囲まれている。遠位の細気管支上皮は近位に比べて，細胞の丈が高く，細胞の密  

集度が高い。終末細気管支は僅量の結合組織に囲まれ，突出したクララ細胞の間に低い丈の単層，  

小型の緑毛上皮が存在し，肺胞道入口郡で，その気管支上皮列は途切れる。通常は気管支上皮が  

肺胞道まで増殖延長することはない。   

マクロファージは，ごく少数，気管支から神気管支の内脛に張りつくように存在するが，目立  

たない。   

上述の形態が対照群において認められるが，各観察項目の陽性所見を次のように定義する。   

気管支上皮の肥大：気道の四つの部位において，上述のように上皮細胞の形態をすなわち丈の  

高さ，細胞体の大きさに若干差異があるが，それぞれ対照と比較して，より有畑 より大きい，  

そして胞体の好塩基性が増していると判断されたとき －t有所見”と判定した。   

気管支上皮の増生二部位により細胞密度が若干異なるが，それぞれ対照と比較して，単層で胞  

体の好塩基性が増している上皮細胞の密度が，より高いと判断されたとき －眉所見’’とした。な  

お，4ppmNO29か月で認められた，重層した細胞の塊状増殖所見は本実験条件ではみられな  

かった。   

杯細胞の存在：中等大気管支以下においてむPASで赤紫色に濃染した細胞が認められたと  

き，■’有所見”とした。   

結合組織の肥厚：それぞれの部位において，対照と比較し，より厚いと認めるとき －竃所見”  

とした。しかし，肺胞道，肺胞の結合組織の肥厚は光顕レベルでは判定不能であった。   

マクロファージは対照と比較して，著しい増加と認めたものを’t有所見”とした。   

終末細気管支における増殖性延長は肺胞遺あるいは肺胞での気管支上皮細胞の存在を確認した  

とき’’有所見”とした。   

以上の基準をもとに判定した結果を表1にまとめた。   

3．1記述形態学的観察   

3．1．10AppmNO2十0．05ppmO3暴露群（G3群）の所見   

22か月の暴露期間を通じて光顕約には著しい変化は認められず，前報8）で報告した4ppmNO2  

暴露によって生起した定型的病変は成立していないと判定された。しかしながら気管支，末梢気  

道における軽微な変化を示す個体がみられ，その出現頻度は他の濃度の暴露群より明らかに高  

かった。   

2か月（図13，15，17），4か月暴露群においては対照群との差異を認めない。9か月暴露後，  

中等大気管支上皮では対照群と差異を見いだせないが，細気管支上皮の肥大を1匹が示した。し  

かし，18か月群（図7，9，11）では対照群（図8，10，12）と比べて差異が明らかとなった。す  
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表 1NO2十オゾン複合暴露ラット肺における’t有所見’’動物数の経  

時的推移  
Table I Time course changes in the number orrats showed the defrned 

morphologlCalalterationsin thelung after exposure to  

combinedgasesofNO2andO，  

暴 露 期 間   2か月   4か月   9か月   18か月   Z2か月  

暴 霹 条 件  C GIG2 G8  C GIG2 G3  C GIG2 G3  C G．G2 G3  C GIG2 G8   

中   上 皮 肥 大  D O O O  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 2 4  0 0 1 3   
等   上 皮 増 生  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 0 0   
大 気   杯細胞の 存在  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 0 0   
管   マクロファージ増加  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 0 0   
支   結合組織肥厚  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 0 0  0 11 0  0 0 0 2   

近  
細  
気  
管  遠  上 皮 増 生  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 1 1  0 0 0 1  0 0 0 0   
マクロファージ増加  0 0 0 0  0 0 0 1  0 0 11  0 0 0 0  0 0 0 0  

支  位                              結合組織肥 厚  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 0 0  0 2 1 2  0 0 0 2   

終   上 皮 肥 大  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 0 1  0 0 2 二）   
末   上 皮 増 生  0 0 0 0  1 0 0 0  0 0 0 0  1 2 二‡ 4  0 0 1 1   
細   増 殖 性 延 長  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 0 0  1 1 Z 4  0 二と 3 ユ   

気   マクロファージ増加  0 0 0 0  0 0 0 0  0 0 0 1  0 0 1 0  0 0 1 3  
管  
支   肺細胞道近傍の結合 組 織 肥 厚  0 0 0 0  0 （） 0 0  0 0 0 0  0 0 1 4  0 0 1 2   

＊動物数は各群6匹であり，各観察項目の有所見についての定義は本文中に記述あり。  

C：対照群，Gl＝0．05ppmO3暴露群 G2＝0．05ppmO，＋0・04ppmNO2群 G3‥0105ppmO3＋0・4ppmNO2群  

なわち中等大気管支（図7）から末棺気道（図9，11）に至る気道の一部あるいは全領域にわたっ  

て，上皮の肥大をすべての個体が示した。また，終末神気管支での上皮の増生，肺胞道での気道  

上皮の増殖性延長，細気管支から肺胞道近傍にかけての結合組織の軽微な肥厚をそれぞれ2／3に  

認めるなど，他群に比べてその’－有所見’’頻度は，明らかに高かった。   

さらに長期の22か月後には中等大気管支（図1）から末梢気道（園3，5）にかけての気道の一  

部または全領域に上皮肥大を2／3に認めたが上皮の増生は，ほとんどなかった。また結合組織の  

肥厚を2匹に，肺胞道への上皮の増殖性延長を2匹に認めた。すなわち，18か月暴露と比較する  

と’t有所見”の個体数が減少した。   

3．1．2 0．04ppmNO2＋0．05ppmO3暴露群（G2群）所見  

2か乱4か月暴露時においては，対照群との差異は認められない。9か月暴露後，中等大気管  

支では，G3群と同様，差異は認められないものの，細気管支上皮の肥大を2匹が示した018か  
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月暴露後，中等大気管支から細気管支にかけて上皮の肥大を2匹が示したが，終末細気管支では  

肥大を伴わない上皮の増生を3匹が示した。．さらに肺胞道への増殖性延長を2匹が示した。中等  

大気管支から末栴気道における結合組織の軽微な肥厚を示したのは1匹だけであった。   

22か月後には18か月と同様に気管支上皮の変化を2匹に認め，終末細気管支上皮の増殖性延  

長は3匹の個体が示した。肺胞道近傍の結合組織の肥厚が認められたのは1匹だけであった。   

3．1．3 0．05ppmO，暴露群（Gl群）の所見   

2か月では，近位の細気管支において，上皮の肥大を2匹に認めた。この時期は，他群では変化  

は認められない。4か月，9か月では変化なし。  

18か月では，細気管支の気管支上皮の肥大を2匹が示し，終末細気管支では，肥大を伴わない  

上皮の増生を2匹が示した。増殖性延長は1匹だけであった。中等大気管支から末輪気道に至る  

気道の結合組織の肥厚を2匹が示した。   

22か月では，肺胞道への増殖性延長を2匹に認めるものの，細気管支の気管支上皮肥大を1匹  

に認めるのみであり，結合組織の肥厚はなかった。   

3．1．4 対照群   

2か月（図14，16，18）では所見はないが，4か月において，終末細気管支に肥大を伴わない上  

皮増生を1匹が示した。さらに9か月群では，近位の細気管支上皮の肥大を示す個体が2匹認め  

られた。18か月群においても細気管支上皮の肥大を2匹が示した。また，終末細気管支では，肥  

大を伴わない上皮の増生を示し，増殖性延長を示す1匹が認められた。   

4 考 察   

本実験による形態学的変化の特徴を，変化を多く認めた18か月，22か月の暴露群を中心に考察  

する。   

低濃度の0，を長期暴露したときの病理的変化について，Bils3）は，0．4ppmの0，をウサギに間  

欠暴霹した実験結果12）から，その病変は問質の浮腫と肺胞上皮及び血管内皮の傷害による肺胞壁  

破壊に基づく中等度の肺気腫病変であると報告している。しかし，本実験では，肺胞構造に変化  

を認めることはできず，前紆・9）で報告した0．4pp！n以下の濃度のNO2暴露で観察されたように，  

その形態学的変化は末梢気道における軽度の気管支粘膜上皮の変化と気道結合組織の軽微な肥厚  

を主とする所見であった。   

細気管支炎を代表とする末棉気道における病変は慢性肺気腫，肺線維症，肺の老化の成立に関  

連して，臨床的にまた病理学的にも関心のもたれているところである13）。   

Reid14）は慢性気管支炎の特徴的な病理所見として，25ppmNO，の半年間IS），あるいは400ppm  

SO2を6週間暴露1¢）したとき多数の杯細胞が末梢気道に出現することを指摘した。しかしなが  
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ら，前紆－の4ppmNO29，18，27か月に至る実験及び本実験において，杯細胞の末棉気道での  

存在は認められなかった。また肺胞壁の破壊によって生起する肺気腫病変－ごつしミても認められな  

かった。以上の事実から，0．4ppmNO2レベルで観察された末梢気道の変化を，慢性気管支炎及  

び肺気腫発症の経過解明あるいはこれらの疾患の初期病変と位置づけて議論することは飛躍があ  

り過ぎると考えられる。   

観察された気管支上皮及び結合組織の変化が，4ppmNO2で観察された定型的病変に連なるも  

のである8）としても，対照群のなかにも末梢気道における上皮の肥大・増生，あるいは肺胞道への  

増殖性延長を示す個体が認められた。一九表1に示されるごとく，この軽微な所見が，0，4ppm  

NO2十0．05ppmO。群においても，暴露時期によっては半数以上に認められず，対照恕と差異が認  

められないなど，個体差が大きいことも確かである。このような事実からも観察された変化は気  

管支から末梢気道における病変と捕えるよりも，気管支上皮細胞及び組織の反応性の上昇という  

理解が適当と考えられる。   

さて，前2回のNO2単独ガスによる低濃度生涯暴露実験の結果8・g）と今回のNO2十0。複合暴露  

実験結果を比較検討する。前述のごとく本実験の肺組織の変化は，肺胞構造の乱れにまでは及ば  

ず，NO2の暴露で観察された気管支上皮の肥大・増生そして結合組織の肥厚を主とするものであ  

り，変化の内容は低濃度のNO2によるものと質的に異なるものではなかった。結合組織について  

は光頗レベルでの客観的評価の信頼性が低いため，検討の対象からはずし，肺胞道近傍及びこれ  

に隣接する細気管支上皮の肥大と増生に観察の対象をしぼって，NO2単独暴露8・g）及び本複合暴  

露実験の肺組織標本の観察結果を表2のごとく整理した。   

まずNO2単独暴露の気管支上皮の反応性の経時的変化を考察すると，4ppmNO2暴露8）では，  

9か月の暴露による肺胞遥近傍の終末細気管支は，重層化して塊状増殖した上皮により内膳が狭  

小化していた。一方，これほど顕著に肥大した上皮の増生所見は，その他のガス暴露条件，例え  

ば，0・4ppm以下のNO227か月暴露では認められず，4ppmに比べ0．4ppmNO2暴露では，気  

管支上皮細胞の反応性に著しい差異のあることを認めざるを得なし㌔   

次に0・4ppmNO2単独暴露粁〉においては，畢霹3か月において，気管支上皮の肥大と増生で  

示される上皮細胞の反応が比較的強く出現した。このようなNO2による初期反応は，Kyono叩，  

寺田ら18・19）により，また03についてもFreeman20）により報告されている。NO2単独暴露9）の場  

合，6か月，9か月において，上皮の肥大，増生はむしろ3か月に比べて目立たず，18か月におい  

て再び反応は少し回復するものの，初期の3か月のそれには及ばなかった。一方，別時期に行わ  

れた0．4ppmNO2の27か即一において，3匹中2匹に上皮の肥大，増生を認めるものの，対照群  

及び0．04ppm群においても，3匹中2匹に，また3匹中1匹にそれぞれ同様の所見が現れた。こ  

の27か月暴露の結果は，老齢ラットにおいては気管支上皮の反応性が上昇することを意味するで  

あろう。このNO2に対する老齢期での組織の反応性の上昇については，Kyono17〉，Cabral  

Andersonら21），Evans22）によって指摘されていgところである。したがって，この時期（29か  
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表  2 NO2単独とNO2十オゾン複合生涯暴屈実験結果の比較  

肺胞道近傍及び隣按する遠位の稚気管支上皮の反応性（肥大と増生）上  

昇を示した動物数  
Tabte 2 ComparisonofthemorphologlCalobservationintheratlung  

bqtweenNO2eXPOSureandNO2十0，eXpOSureincombination  

ゎーlifespan．  

The rLumber ofrats sho＼Ved theincrcased rcsponse orepithelialcc］）s  

（enlargement arLd proliferation）in Lhe proximalregion orthe a】、′eOlar  

ductsandthedi5talbronehiliadjacentto them．  

暴露条件  暴  露  期   間  
（ガスの種類と濃度）   
ppm  2か月  3か月  4か月  6か月  9か月 18か用 ヱ2か月 27か月   

a b  

NO8〉   
4  2－（ユ） 3－（3）  j－（3）   

車   0．4   0（2）’0（3）  2（3）   

独   0．04   0（Z） 0（3）  1（3）  

0   1（2） 0（3）  2（3）   

NO9）   
0．4   3  1  1  1（5）   

単   
0．04   0  0  0  0（5）   

0   0  0（） 0  0（5）   

NO2 ＋  NO, O, 
オ  0．4＋0．05   0  0  1  5  4   

ゾ  
0．04＋0．05   0  0  2  ：≧  2   

ン／                                     裸 合   

0  ＋0．05   n  O  O  ユ  0  

0   0  0  0  1  0   

注 動物数 各群ら匹，ただしInアの記載のある群の動物敏はn匹   

a暮 4ppm NOz暴霜群では，気管支上皮の反応性上昇著しく，綿毛の消失あるいは変形した，エオジン好染性の上皮  

の著明な肥大と塊状に増殖した増生所見を示す。  

月齢）における上皮の反応性の上昇に対するガス暴露の影響についての議論は，加齢の修飾を加  

味して行わねばならないことを示唆している。   

0．04ppmNO2単独暴露では27か月暴露の老齢ラットを除いて，上皮の反応性を示す個体は認  

められなかった。   

以上，NO2単独の経時的変化を示し，複合の場合について以下考察する。本実験の他に  

Yokoyama23），Freeman2O），寺田ら18・19）によってNO2と0。の複合長期暴露実験が報告されてい  

る。5ppm以下のNO2と1ppmの03では，気管支領域の気管収縮の持続と肺胞道壁の肥厚から  

なる病変が現れ，その病変の内容と程度は1ppmO3単独と羞はなかった23）。また2，5ppmのNO，  

に0，25ppmの0。を加えても0。単独で生起した肺胞道近傍の上皮肥大と肺肥道へのマクロ  

ファージの遁走を主とする病変を軽微に修飾する程度であり，0．25ppmの08の影響が主であっ  

たと考えられている20）。さらに2ppmのNO2に低濃度の030．1ppmを複合暴露18）したところ，  
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1か月にして気管支粘膜上皮の肥大，増生，肺胞道の肥厚からなる変化が現れ，3か月の時点でも  

その状態は持続した。これに対して0．1ppmO3単独においては1か月の時点で上蓮の初期変化が  

現れるものの，3か月には上皮の肥大，増生は消失した。このことから，2ppmNO2の複合は0・1  

ppmo3による初期変化の回復を遅延させ，NO2による気管支上皮の反応性の上昇をつけ加えたと  

考える。   

さて本複合暴露実験（0．4ppmNO2＋0．05ppmO3）は，Yokoyama23），Freeman20）の実験と比  

べて，両ガスともに，ほぼ1けた低いレベルであり，寺田1白）と比べてもNO21／5，031／2と低い  

濃度であるため，その影響は質的に差があり23），あるいはさらに軽微なもの18・28）であった。   

とはいえ，0．4ppmNOzg）3か月においてみられた気管支上皮の初期反応は，本実験において観  

察されなかった。0．05ppmO。が複合された影響か否か，今の段階ではコメントできない。この事  

実については，電顕レベルでの観察も含めて，今後の課題として追求されるべきであろう。   

しかし，暴露18か月，0．4ppmNO2単独群9）において，1匹だけが気管支上皮の肥大，増生を  

示すに過ぎなかったのに対して，今回の複合暴露では5匹すなわち，ほとんどすべての個体の気  

管支上皮の反応性が明らかに上昇したことから，005ppmの0。が0．4ppmNO2に加わることに  

ょって反応性の上昇が促進されたものと解釈される。なおこれより長期暴露の場合は，先述のご  

とく，老齢ラットでは，加齢による上皮の反応性の上昇があるため，ガスの影響の区別ができな  

い。   

さて0，04ppmNO2＋0．05ppmO3群については，0．04ppmNO2単独暴露9）では18か月まで上  

皮の肥大，増生を示す個体がみられなかったのに対して，反応を示す個体が2匹見いだされたこ  

とからも，0．05ppmO3が上皮の反応性を高める方向に働くと考えられる。   

以上の事実から，0，05ppmO3を0．04及び0，4ppmのNO，に複合暴露すると，肺胞道近傍の細  

気管支上皮の反応性が促進され，その上皮細胞の肥大と増生を生じやすくする効果があることが  

示唆された。  
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図 1G3群22か月中等大気管支上皮：  

広汎な上皮肥大（原倍率×200）  

Fig．1G3 22M Middle size bronchial  

epithelium＝Extensivehypertrophy  

（Origina】mag．×200）  

22MTCOnt．   

図 2 対照群22か月中大気管支上皮（原  

倍率×200）  

Fig．2 Contro122MMiddlesizebronchiaI  

epithelium（originalmag．×200）  

lし  ■  

図 3 G3群22か月経気管支：上皮肥大  
と軽度の上皮増生（原倍率×100）  

Fig・3 G322MBronchiole＝＝ypertrophy  
and slight proliferation or the  

epithelium（Originalmag．×100）  

図 4 対照群2ユか月細気管支（原倍率×  

100）  

Fig・4 Contro122M Bronchiole（original  

mag・×100）  

暴露条件 対照群：清浄空気  
Gl群：0。0．05ppm  
G2評：030．05ppm＋NO20．04ppm  
G3群：0，0．05ppm＋NO20，4ppm  
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図 5 G3群22か月末棉気道：末梢気管  

支上皮の軽度の肥大と増生，増殖  

性延長（原倍率×100）  

Fig・5 G322MLTerminalairway＝Hyper－  

trophy，PrOliferation and  

bronchiolization（originalmag・×  

100）  

図 6 対照群22か月末精気道（原倍率×  

50）  
Fig・6 Contro122M Terminalairway  

（originalmag．×50）  
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図 8 対照群18か月中等大気管支上皮  

（原倍率×200）  

Fig・8 Control18MMiddlesizebronchial  

epithelium（Originalmag・×200）  

18封トG3   

図 7 G3群18か月中等大気管支上皮：  

軽度の上皮肥大（原倍率×200）  

Fig・7 G318M Middle size bronchial  

epithelium：Slight hypertrophy  

（Originalmag．×200）  
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図 9 G3群18か月細気管支ナ軽度の上  

皮肥大増生（原倍率×tOO）  

Fig・9 G318MBronchiole＝Slighthyper－  

trophy and proliferation（origina】  

mag・×100）  

図10 対照群18か月細気管支（原倍率×  
100）  

Fig・10 Control18M Bronchiole（original  

mag．×100）  
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図11G3群18か月末楷気道：軽度の上  

皮肥大と増生，増殖性延長（原倍  
率×50）  

Fig・11G318M Terminalairway：Slight  

hypertrOphy and proliferation，  
bronchiolization（origina］mag．×  

50）  

図12 対照群18か月末棺気道（原倍率×  

50）  
Fig・12 Control18M Terminalairway  

（originalmag．×50）  
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図14 対照群2か月中等大気管支上皮  

（原倍率×200）  

Fig．14 Contro］2M Middle size bronchial  

epthelium（originalmag，×200）  

2M－G3   

図13 G3群2か月中等大気菅支上皮：  

特記すべき所見を認めず（原倍  

率×200）  

Fig．13 G3 2M Middle size bronchial  

epithelium：Noremarkablealtera－  

tion（Originalmag．×200）  
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図15 G3群2か月神気管支：特記すべ  

き所見を認めず（原倍率×100）  

Fig．15 G3 2M Bronchiole：No remark－  

able aIteration（Originalmag，×  

100）  

図16 対照群2か月細気管支（原倍率×  

100）  

Fig・16 Contro12M Bronchiole（original  

mag．×100）   
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図17 G3群2か月末相気道：特記すべ  

き所見を認めず（原倍率×50）  

Fig．17 G3 2M Tcrminalairway：No  

remarkable alteration（OTiginal  
mag．×50）  

図18 対照群2か月末棺気道（原倍率×  

50）  

Fig．18 Contro12M Terminalairway  

（oTiginalmag．×50）  
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ⅠⅠ4  

二酸化窒素とオゾンの複合長期暴露がラットに及ぼす影響 Ⅳ  

－電顕形態計測所見－   

ELrectsofLong－TermExposuretoNitrogenDioxideandOzoneonR＆tSⅣ  

－Eleetronmieroscopie Morphom¢try－  

米元純三l・河越昭子1・村上正孝1  

Junzo YONEMOTOl，Akiko KAWAGOEland Masataka MURAKAMIl  

要 旨   
NO2＋0。複合ガスの肺胞レベルヘの影響を検討する目的で，Wistar系雄ラットに0．05  

ppmO。単独または0▲04ppmあるいは0，4ppmNO2を加えた混合ガスを2，4，9、18，22  

か月間暴露し，末梢の肺胞の変化を電顕形態計測の手法を用いて定量的評価を行った。   

算術平均肺胞壁厚は4か月暴露群で有意な増加が認められた。22か月では濃度に依存し  

た増加がみられたが統計的には有意ではなかった。Ⅰ型及び一丁型の肺胞上皮には暴露によ  

る初期反応が2か月，4か月において認められた。非細胞性問質に占めるコラーゲンの割合  

は4，9，22か月で群間に有意差が認められた。22か月では暴露と加齢の影響による線維化  

の進行が示唆された。   

電顔形態計測による肺胞壁の変化は多様で統一的な解釈は困難であったが，初期の肺胞  

上皮を中心とした変化，それに引き続く変化，老化による修飾など，いくつかの相におけ  

る変化として捕えられるべきものと考えられた。   

また，前回のNO2長期暴露実験の結果との比較から肺胞レベルでは0．05ppmO。は  

NOzの影響を強めているとは言えないと判断された。  

Abslr8Ct  

AnelectronmicTOSCOpicmorphometTyWaSperformedontl－elungsofmaleratsexposed  

toO・05ppmO3aloneormixtureorO．05ppmO，andO．040rO．4ppmNO2for2，4，9，18and  

22monthstoexamintheefTectsorNO2and／orO30nperipheralalvcoli．  

Arithmetic mean thickness（AMT）oralvcolar wallwas signi6cantlyincreasedin  

exposuTegrOupSat4months．Atrendofdose－dependentincreaseorAMTwasob5erVedat  

22months，butitwasnotstatistiealtysignihcant・Theinitialresponsesoftype1andtype  

IIepilhelialcellstooxidativegasessuchasNO2andO3WereObservedat2and4months．  

Theratioorcotlagen LononLCellu】arinterstitiumwasslgnificantlydi恥rentamc・nggrOUpS  

a14，9and22months・Theincrcasedratioobservedingroupsexposedtomixturegasat22  

1・国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県つくlキ市小野川】6番2   
BasicMedicalScience5Di＼・ision，thcNationaL［nstitutef8rEnvironmentalStudies．】620r）OgaWa，Tsukuba，   

Ibaraki305，Japan一  
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米元純三・河越昭子・村上正孝  

monthswasinterpretedasfibroticchangecau5edbygascxpo5ureandagLng・  

Thechangesdetectedinalveolarwatltissuebyeleetronmicroscop［CmOrphometrydid  

notatwaysshowadose－dependenttrend・1trather5eCmedtoindicateamultiphasicreaclion  

pattern・  

ComparLnglhe presentresults with those obtained Lrom the pre＼′iousexperiment of  

Jong－termeXpOSuretONO2a）one，0・05ppmO，did notshow a potentiationofthee鮎cts  

CauSedbyNO2alone．  

1 はじめに   

肺の形態学的変化，特に末楷の肺胞壁の微小な変化を客観的に評価することは光顕レベルでは  

難しく，電顕形態計測の手法が有用と考えられる。前報のNO20，04ppmから4ppmのラットヘ  

の27か月までの暴露実験において，末梢の肺胞壁の電顕形態計測により，18か月以降の肺胞壁の  

肥厚傾向，肺胞壁の線維化傾向が報告された1）。   

今回，NO2に0．05ppmO。を加えた条件によってラットへの22か月までの暴露を行い，末梢の  

肺胞壁の形態変化を電顔形態計測の手法を用いて計測し，肺胞壁の変化を定量的に評価を行うと  

ともに，光顕レベルでの観察を補うことを目的とした。さらに，前報のNO2の単独暴露の結果と  

比較することにより，0．05ppmO。がNO2の影響をどのように修飾するかを検討した。   

2 材料及び方法   

動物：Wistar系雄性ラット（日本クレア）を用いた。9週令から暴露チャンバーに搬入し，暴  

露2，4，9，18，22か月日に各群より6匹ずつ無作為に搬出し実験に供した。   

暴露条件：国立公害研究所動物施設内の暴露チャンパーにおいて暴露を行った。暴露条件は以  

下のとおりである。C群（対照群）清浄空気を暴露した。Gl群（0。ガス単独群）午前9暗から  

午後7時までの間欠暴露とし，正弦波状に濃度変化するようにプログラム制御を行った。ピーク  

濃度0．1ppm，平均濃度0．05ppmである。G2群（複合暴露群）Gl群の03ガス暴露条件に0、04  

ppmNO2を加えた。NO2は24時間暴露で濃度は一定である。G3群（複合暴露群）Gl群の03  

ガス暴露条件に0．4ppmNO2を加えた。チャンパー内の温度は250C，湿度は55％に制御した。  

暴露条件の詳細については本報告喜別報2）参照のこと。   

電顕試料作製：ネンブタール腹腔内注射（50mg／kg体重）による深麻酔下で気管を露出させカ  

テーテルを挿入した。腹大助静脈切断により放血しながら，気管カテーテルから20cm水柱圧で  

水冷固定液（1％グルタールアルデヒド，1，5％ホルムアルデヒドを含む0．1Mカコジル酸緩衝液  

pH7．4）を注入し，肺の再拡張固定を行った。再拡張固定した左肺の中央部より水平断切片をと  

り，細切し，常法により一個体につき数ブロックの竜頭試料を作製した。   

電顔形態計測は京野ら3）の方法に準じ各個体からランダムに一つのブロックを薄切した。超薄  

切片はVecogridsquaremesh（200mesh）にのせ，鉛・ウランニ重染色を施し，日本電子CX－  
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複合長期秦野 電原形態計測所見   

100型透過電顕を用い，倍率2，000倍でメッシュの一定隅を撮影した。得られたフイルムを3倍に  

プリントし，このプリントをmultipurposetest systemd）に基づくテストシステム（ポイント数  

288，ラインの長さ2／Jm相当）により肺胞壁各構成成分の容量及び容積率，算術平均肺胞壁厚を  

計測した。一個体10枚の写真をもって一つのRepresentativesample5）とし，10枚の測定値の合  

計から各パラメーターを算出した。   

統計処理は国立公害研究所電算機管理室HITACM280HシステムによりBMDPプログラム  

パッケージを用いて行った。処置の効果の検定には分散分析（ANOVA）を，群間の比較には  

DuncanのMu］tipleRangeTestを用いた。   

3 結 果   

結果は1）Ⅰ型，ⅠⅠ型肺胞上皮の変化，2）算術平均肺胞壁厚の変化，3）非細胞性問質の変化，  

を中心に述べる。   

3．1Ⅰ型，ⅠⅠ型肺胞上皮の変化  

Ⅰ型肺胞上皮の容積率は暴露期間，暴露条件にかかわらず，ほぼ，一定の水準で約20％前後で  

あった（図1A）。Ⅰ型肺胞上皮の潤胞一個当たりの容量は4か月において，暴露群で対照に比べ  

有意な減少，9か月のG2群で有意な増加が認められた（図1B）。また，18か月では暴露群で増  

加傾向がみられた。この4か月における減少は細胞数の増加が，9か月のG2群と18か月の暴露  

群における増加は細胞数の減少が寄与していた。  

1Å）   モーl  

＝‖  

□ C′∈≡ヨ Gl′に＝コ62環歪≡G3  

■ pく 0・05，－★ pく．0．01 by 州OVA  

Valu（三S are s19nifican仁1y differ（三n亡 rro爪  

each other hdVe the same－1e比er by Dl】爪Cdnls  

multipl【・ran9e teS仁Ip（8．01〉   

図 11型肺胞上皮  

Fig・1TypcIepithelialcell  

刷 VoIumeder）SityoftypcIepithelialcell  

（B）Typclepithe）ialcelEvolume  
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米元純三・河越昭子・村上正孝   

ⅠⅠ型肺胞上皮の容積率は2か月において，Gl，G2群で対照に比べ有意な増加が認められた。  

4か月におけるGl群の増加，18か月におけるGl群の減少が目立つ，いずれも統計的には有意  

ではない（図2A）。ⅠⅠ型肺胞上皮の細胞一個当たりの容量は2か月において暴露濃度に依存した  

有意な増加が認められた（図2B）。この増加にはGl群，G2群では容量の増加が，G3群では細  

胞数の減少が寄与していた。  

Ⅰ型肺胞上皮，ⅠⅠ型肺胞上皮の細胞数の比を図3に示す。2か月，9か月，18か月と暴露濃度に  

（8）  EPII〉ol川e／Cell  

（pojnts）  

⊂＝コ Cパ≡≡】61′⊂＝コG2′磁G3  

● pく0■05 ★★ pく0▲0－ b∫AHDVA  

Valu（！S are S19niflcantly dlffeTenヒ fro叩  

edCh o亡h（汀have the≦・ameletteT by Duncanls  
m111tiple ran9e teS仁（p く 0．01〉   

図 211型肺胞上皮  
Fig・2 TypeIIepithelialcell  

㈹ VolurnedensityoftypeIlepithe）ialcell  

（B）TypelIepilhelia【∝11volume  

C GI GZ G3  

★ pく0・05 by人目OVA  

図 3II型／Ⅰ型細胞数比  

Fjg．3 RatioorTypeII／TypeI  
（○）2nonths，（t）4rnonths，（□）9months，（▲）18months、（●）22  

monlhs  
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複合長斯暴雷 電願形態計測所見  

対して同様な変動パターンを示し，G2群での上昇が観察された。このG2群でのⅠ型とⅠⅠ型の細  

胞数の比の上昇は，2か月では1型の減少と11型の増加，9か月ではⅠ型の減少，18か月では11型  

の増加によるものであった。G3群の18か月での上昇はⅠⅠ型の増加によるものであった。   

3．2 算術平均肺胞壁厚   

算術平均肺胞壁厚の推移を表1，図4，に示す。4か月において暴霹群で対照に比べ有意な壁厚  

の増加が認められた。22か月においても暴琵濃度に依存した増加傾向がみられるが統計的には有  

意ではない。加齢に伴う肺胞壁の肥厚傾向も明らかではない。  

表  
Table  

Oa＋NO2長期暴露における算術平均肺胞壁厚  
Arithmeticmean thickness ofalveolar wallunderlong．term  
exposuretoOユ＋NO2  
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図 4 算術平均肺胞壁犀  

Fig．4 Arithmeticmean thicknessoralveolarwall  
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米元純三・河越昭子・村上正孝  

算術平均肺胞壁厚と他の形態計測のパラメータとの相関を示す（表2）。算術平均肺胞壁犀は直  

療的には偲容量／表面横として求められる。2か月においては総容量との正の相関，表面積との弱  

い負の相関傾向がみられ，両者の要因の関与が認められるが，4か月，9か月，18か月では総容量  

との正の相関が認められたが，表面積との負の相関はみられなかった。また，肺胞壁厚として測  

られる血管内皮，問質，肺胞上皮のうち，問質とより高い相関が認められた。全問質量と非細胞  

間質量を示す（図5）。いずれの暴諾期間においても算術平均肺胞壁厚と並行した推移が見られた。 

算術平均肺胞壁厚は9か月，18か月とⅠⅠ型肺胞上皮の容積率との相関が認められ，Il型肺胞上  

皮の細胞当たり容量とは9か月から次至引こ正の相関傾向がみられ，22か月で統計的に有意であっ  

た。このⅠⅠ型肺胞上皮の動きと関連して，Ⅰ型上皮の容積率とは9か月，18か月で負の相関が認  

められた。血管内皮の容積率とは，4か月，9か月において負の相関が認められた（表2）。   

3．3 非細胞性問質の変化   

コラーゲンとマトリックス（非線維性問質）の容積率の推移を示す（図6A，6B）。コラーゲン  

は4か月において暴露群で対照に比べ有意な減少がみられ，9か月ではGl群において他の群よ  

表  2 算術平均肺胞壁厚と他の形態計測諸指標との相関  

Table 2 Correlationofarithmeticmeanthicknessoralveolarwallwith  

Othermorphometricparameters  

IS：■Tolalvo］umeofirlterStitium，NCIS二TotalvoIume ofnon－CelLuLaT  
interstitium，EPlニVolume denslty Of typeIepithelia）ce）1，EP2：  
VolulTLedensityortypeIlepithelialeell，EPIN：TypeT epiIhe）ialcell  
volume，EP2N＝TypeIlepithelialcellYOlurrLe・END：VolumedensltyOr  
endothelialcell，MTRX：VolumedensityofmaL（ix（nonCel）ularinter－  
stitium），CLGN：Volume density ofcollagen，DOSE＝Exposure conr  
centration，SA：Surfaceareaoralveolarwall，TPT：Tota）tissuevolume  

2 M  4M  9M  】8M  ヱ2M  

0．7741＝  0．7841－●  0．7466＝  

0，7Z22＝  0，69（）9＝  0．6870■■  

－0．5101事  －0．6348■●  －0．3800  

0．4t60■  0．4487●  0．301二‡  

0．】19（）  －0．17g2  －0．Ojβ0  

0．39f）0  0－439】  0．5036●  

0．6697＝  0．2Z3Z  0．1916  

－0．1507  0．1073  0．345二！  

0－26S9  0－1877  0．2840  

0．1440  0．061二！  0．4t二！ユー  

0．2406  －0．0339  0．047Z  

O．8二‡8（）＝  0．9051＝  0．7170■■  

ÅMT－1S  O．655：〉＝  0．690l＝  

NCIS  O．6414＝  0．6943◆■  

EPl  －0．1847  －0．2794  

EP2  0．0494  0．329二！  

EPLN   0．1499  －0．朝）95  

－EP2N  O．0869  0．2858  

－END  －0．2869  －0．5255雷－  

MTRX O．2251  0．1二100  

－CLGN O．2165  －0．1（107  

DOSE O．1298  0．4949－  

一SA  0．2t74  －0．0489  

TPT  O．588二l‥  0．7184■■  

＊＊ P＜0．01，＊ P＜0．05  
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図 5 全問質量及び非細胞性問質量  

Fig．5 Totalvolumeorinterstitiumandvolumeornon－Cellularinterstitium  

り有意な減少がみられた。   

マトリックスの容積率は，4か月においてGl群，G3群で対照に比べ有意な増加が認められた。  

非細胞性問質に占めるコラーゲンの割合を示す（図6C）。4か月において，対照群が暴露群に比べ  

有意に高く，9か月においてはGl群が対照群，G3群に比べ有意に低かった。22か月ではG2群，  

G3群が対照群，Gl群に比べ有意に高かった。   

4 考 察   

比較的高濃度のNO2暴露によってⅠ型肺胞上皮の傷害とそれのⅠⅠ型による修復，ⅠⅠ型からⅠ  

型への移行というⅠ型とII型肺胞上皮のKineticsが報告されている6‾8）。京野らは，0．1ないし  

0，5ppmNO2に様々な適齢のラットを30日間暴謁し，形態計測の手法を用いて，非常にゆっくり  

ではあるがⅠ型肺胞上皮の傷害とそれに続くIl型肺胞上皮の増殖を認めている㌔Sherwinと  

Richtersはマウスへ0．34ppmNO2を60日間暴霹し，像解析法を用いてII型肺胞上皮細胞の数  

と大きさの増加を認めている10）。このように低濃度領域でも変化の進行はゆるやかであるが同様  

な肺胞上皮の反応が起こると考えられる。このよ†な観点からみると，2か月におけるIl型肺胞上  

皮の細胞当たり容量の暴露濃度に依存した増加，4か月におけるⅠ型肺胞上皮の細胞数の暴霹群  

における増加は，Ⅰ型肺胞上皮の傷害，ⅠⅠ型による修復が2か月で，Ⅰ型への移行が4か月で起  

きていることを示唆している。9か月のG2群，18か月の暴露群ではⅠ型肺胞上皮の肥大傾向（細  

胞当たりの容量増加）がみられるが，22か日ではむしろ減少する傾向にある。   

前回のNO2単独27か月暴露実験では9か月でⅠ型肺胞上皮細胞数の濃度に依存した減少，18  

か月におけるIl型肺胞上皮細胞容量の濃度に依存した増加，Ⅰ型とⅠⅠ型の細胞数比の9か月での  

濃度と並行した増加を認め，9か月でのⅠ型の変化を中心とした9か月から18か月の相とⅠⅠ型肺  

胞上皮の変化を中心とした18か月以降の相とが識別されるとしている1）。   

今回の実験においても，Ⅰ塾肺胞上皮の細胞当たり容量の9か月におけるG2群での有意な増  
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図 6 非細胞性問質  

Fig．6 Non－Cellularinterstitium  

仏〉 VolumedensityofcoIlagen  

（B）Volumedensityofmatrix  

（C）Ratio ofcoHagento nonrcel】ularinterstilium  

加，18か月における暴露群での増加傾向，22か月におけるこれらの減退傾向という同様な相が認  

められ，これらに加えて，2か月，4か月の初期反応の相が識別されるだろう。   

算術平均肺胞壁厚は4か月において暴露群で対照に比べ有意な増加が認められた以外は有意な  

変化は認められなかった。肺胞壁の厚みには変化はなくても肺胞壁を構成する成分は変化してい  

る可能性を考え算術平均肺胞壁厚と他の形態計測のパラメータとの相関を検討した。その結果，  

各暴露期間によって，肺胞壁の内容が特徴的なこ．とがわかる。すなわち，9か札18か月と暴露  

期間の増加とともに，算術平均肺胞壁厚はⅠⅠ型肺胞上皮との正の相関，Ⅰ型肺胞上皮との負の相  
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開が認められた。4か月，9か月では血管内皮との負の相関が認められる。2か月，22か月ではこ  

れらの相関は認められず，ここでも肺胞壁の内容の変化にいくつかの相が識別される。   

非細胞性問質については4か月において，暴露群でのコラーゲンの有意な減少，マトリックス  

の有意な増加が認められた。非細胞性問質に占めるコラーゲンの割合は4か月，9か月，22か月  

で群間に有意差が認められるが，それぞれパターンが異なっており，ここでも肺胞壁の変化にい  

くつかの相があり，4か月，9か月が節目になっていることが示唆される。   

03とNO2との長期複合暴露実験の報告は少なく，濃度的に比較できるものとして寺田らの  

ラットでの軍験がある。0，1ppmO3と0．5，1．0，2．OpprnNO2との90日までの複合暴露を行い，  

0・5，1，OppmNO2との複合暴露においても2．OppmNO2との複合でみられたII型肺胞上皮の増  

殖，Ⅰ型上皮細胞質の不規則な厚薄，膠原線経と基質の増加による問質の拡大などの所見が程度  

は弱いながら認められたと報告している1‖。0．1ppmO3と0．3ppmNO2との18か月までの複合  

暴露では，ⅠⅠ型細胞の腫大と増加，肺胞問質の軽度の水腰を認めている。いずれの実験において  

も変化は03単独と本質的に同じであり，複合によって変化の程度が強まり初期に起きた変化が  

持続する傾向がみられたと報告している12）。本実験でも0。単独に比べ複合暴露群の方に影響が  

強く出ていること，初期の肺胞上皮の変化，後期の膠原線維の増加傾向など基本的には同様な結  

果と考えられるが，電顕形態計測により暴露期間に応じた変化の多様性が定量的に示されたと判  

断される。   

前回のNO2単独暴露実験において，算術平均肺胞壁厚は0．4ppmでは18か月で初めて増加傾  

向が表れ，27か月では有意であった1）。本実験においても22か月で増加傾向がみられたが有意で  

はなかった。18か月以降に認められた非細胞性問質の増加傾向は今回も同様に認められた。した  

がって，0，05ppmO，が0．4ppmないし0．04ppmNO2の作用をより強めているとは認められな  

かった。   

光腰レベルの観寮では末棉気道においては，2，4か月には変化は認められなかったが，電顔形  

態計測による肺胞所見ではⅠ型，ⅠⅠ型肺胞上皮の変化が認められた。また，18，22か月における  

結合織の肥厚傾向は肺胞レベルでも非細胞性問質に占めるコラーゲンの増加という形で認められ  

た。   

以上をまとめると，肺胞壁の変化は，l型，11型肺胞上皮の初期反応を中心とした2か月，4か  

月の相，算術平均肺胞壁厚との相関という観点から，11型肺胞上皮の容積率，ⅠⅠ型肺胞上皮の細  

胞当たり容量との相関が強まっていく9，18か月の相，18か月でみられた変化が減退し非細胞性  

問質に占めるコラーゲンの割合が増加し，線維化が進行していると考えられる18か月から22か  

月の相，以上の三つの相の変化として捕えられよう。しかしながら，肺胞壁の変化は各時期によっ  

て多様であり，変化の程度もさほど大きいとは言えない。前回のNO2単独暴露での結果との比較  

から，末梢の肺胞壁のレベルでは，0．05pprn0，は0．04，0．4ppmNO2作用をより強めていると  

は判断されなかった。  
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Ⅰト5  

二酸化窒素とオゾンの複合長期暴路がラットに及ぼす影響 Ⅴ  

一呼吸機能に及ぼす影響¶   

EffectsofLong－TermExposure toNitrogenDioxideandOzoneonRats V  

－OmthePulmomaryflunetiom一  

鈴木 明1・清水 明2  

Akira K．SUZUKlland Akira SHIMIZU2  

要 旨   

NO。と03の複合長期暴露の呼吸機能に対する影響を明らかにするために，呼吸数（RR），  

分時換気量（VE），一回換気量（VT），炭酸ガス呼出量（VE。02），酸素摂取量（Vio2），基礎  

代謝量（B－Met）．呼吸商（R（〕）について，4，9，18，22か月暴露ラットで検討した。   

RRは4か月暴露のG3で有意に増加した。VEは4か月暴露のGlで，9か月暴露のG3  

で，そして1Sか月暴露のG2で有意に減少した。VE。。，は4か月暴露でNO。の濃度に依存  

して減少しG3群では有意であった。Vi。2はVE。。2と同様な変化を4か月暴露で示した。B  

－Melは4か月暴露で減少傾向を示した。   

以上の結果は，4か月暴露では呼吸代謝の低下及び換気不全が起こっている可能性を示  

唆している。  

Abstr8et  

To clari付the e恥cts orlongterm eXPOSure tO nitrogen dioxide and ozonein  
COnbinati9nOnpulmonaryfunctionorrats・Respiratoryrate（RR），minutevolume（VE）・tidal  
volume（VT），eXpired CO2COntent（VE。0．），intakeO2COntent（Vio2），basicmetabolism（B  

－Met）andRQwereexaminedintheratsexposedtoNO2andO3incombinationfor4，9，  

18and22months．RRorG3exposedratfor4months（mo5）・WaSSigniflCantlyincreased・  
VE OrGlratfor4mos．，thatofG3ratIor9mos．and thatofG2ratfor18rnos・Were  

signi丘cantlydecreased・VECO20fratfor4mos・WaSdecreasedindependentonaincreaseof  
NO2COrLCenLrationandsignificantlydecreasedinG3・ChangeofVio20rraLrOr4mos・WaS  
similartothatorVEC。2．BmetOflratfoT4mos．hasatrendordecrease．Fromtheseresults，  

adecreaseofoxygenmetabalismandaventilationfailuremayoccureinratfor4mos・  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305茨城県つくば市小野川16番Z  
BasicMedicalSciencesDivision，theNalionalInstitutefor EnvironmentalStudies．16－20rLOgaWa，Tsukuba，   

Ibaraki305，Japan．  

2．国立公害研究所 技術部 〒305茨城県つくば市小野川16番ヱ   

Engineerir）gDivi5ion，theNalionalTnstitutefor Environmenla】Studies・】6－20nogawa、Tsukuba，1baraki   

〕05，Japan．  
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鈴木 明・清水 明  

1 はじめに   

NO2や03ガスの第一次標的臓器が呼吸器であることは言うまでもない。著者らはこれまでに，  

マウスに5～20ppmのNO2を24時間暴露すると肺におけるガス交換能が変化すること1・2），また  

NO2はラットの血液中のガス分圧を変化させ，4ppm3か月間重富3）及び0．4ppm9か月間暴露4）  

で低酵素血症が起こることを報告した。さらに，著者らは，5～20ppm急性暴露で．暴露濃度に  

応じて運動能力が低下することを報告した㌔これらの事実は影響と無関係とは言えず，NO2が呼  

吸機能，循環機能，運動機能等に影響を及ぼしていることを示している。一方，著者らは，同様  

の酸化性質を有する0。急性暴露及びNO2との複合長期（9～18か月）暴露で低酸素血症と高炭酸  

血症が起こることを報告した6l。そこで今回は，複合長期暴露のガス交換能を主体とした呼吸機能  

の変化について検討した。   

2 実験方法及び実験材料   

8適齢のJCl：Wistar系雄ラットを，Gl：0．5ppmO3（MaxO．1ppm）単独，G2：0．5ppmO，＋  

0．04ppmNO2，G3：0．5ppmO3十0．4ppmNO2の複合で4，9，18，22か月間暴露した。なお暴露  

方法及び飼育経過の詳細はⅠ，ⅠⅠ項に書かれているのでここでは省略する。暴露後各チャンバー  

から無作為に6匹ずつ取り出し，ネンブタール（PentobarbitalSodium30mg／kgB．W）麻酔後  

直ちに気管カテーテルを挿入し，呼気・吸気分離器（自己開発）にて呼気を採取するとともに呼  

気量を測定した。呼気収集中は体温が低下しないよう留意した。採取した呼気は直ちに02，CO2  

分析器（NEC三栄1H21）で02濃度とCO2濃度を測定した。呼吸数は吸気分離回数から算出し，  

一回換気量（VT）は分時換気量を呼吸数で除して求めた。   

換気量はBTPSで，02摂取量，CO2呼出量，基磯代謝は定法に従って計算し，STPDで各々示  

した。また代謝系の指標は，ヒトでは体表面穏当たりで計算しているが，ラットでは体表面穣と  

の関係が明確でないことや皮毛がありエネルギー放散の仕方がヒトと異なる等の理由から体重比  

で計算した。   

有意差検定にはStudentのt－テストを用い，P＜0．05の場合，有意と判定した。なお統計計算は  

実測値で行ったが，図では対照群を100％とした相対値で示した。   

3 結 果   

3．1心拍数（RR），分時換気畳（VE），一回換気量（VT）の変化   

図1にRR，VE，VTの変化を示す。RRは4か月暴露のG3で有意に増加した。9か月間暴露で  

は有意ではないが，NO2濃度の増加に伴い減少した。18か月のG2で有意に減少した。VEは4か  

月暴露のGlで，9か月暴露のG3で，そして18か月暴露のG2で有意に減少した。Ⅴ，は4か月  

暴露群で減少傾向を示し，22か月暴露のG3では有意に増加した。  

一 晶  
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図 1心拍数（RR），分時換気量（VE），一回換気量（VT）の変化  
Fig．1Changesofrespira10ryrate（R，R），minutevolume（VE）andtidal  

VOlume（VT），BarsshowasperCentOfcontroIvalue  

＊：P＜0・05，＊＊p＜0．別［ニコ：Gl，医≡≡≡］：G2，圏：G3   

3．2 炭酸ガス呼出量（VEC。2）の変化   

VE。。2，一呼吸当たりのVE。。2（VE。。2／RR），体重当たりのVE。。2（VE。。2／BW）の変化を図2に  

示す。VE。。”VE。。2／RR，VE。。2／BWの4か月暴露ではNO2濃度の増加に伴って減少傾向を示し  

た。特にG3で有意に減少した。また，G3では，暴露期間の延長に伴い減少の程度が少なくなる  

傾向を示した。VE。。2／BWでは22か月暴露のGlで有意に増加した。   

3．3 酸素摂取量の変化（Vi。z）   

Vi。”一呼吸当たりのVi。2（Vi。2／RR），体重当たり’のVi。2（Vi。2／BW）の変化を図3に示す。  

Vio2，Vi。2／RRはVE。。。とほぼ同様な傾向を示したが，Vio2では，18か月暴露のG2で有意な低下  

し を，22か月暴露のGlで有意な増加を示した。Vi。2／BWでは，4か月暴露の各群で減少傾向を示  
し，22か月暴露のGlで有意に増加した。  
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図 2 炭酸ガス呼出量（VE。02），一呼吸当たりの炭酸ガス呼出量（VECO2／RR），  

体重当たりの炭酸ガス呼出量（VE。。2／B．W）の変化（説明は図1と同じ）  

Fig．2 ChangesofexpiratoryCO2COntent（VE。Oz），VECO2／RRandVECO2／BW・  
Comments aredescribedin FigLl  

12匂  
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図 3 酸素摂取量（Vio2），一呼吸当たりの酸素摂取量（Vioz／RR），体  
重当たりの酸素摂取量（Vio2／BW）の変化（説明は図1と同じ）  

Fig．3 ChangesofintakeO2COntent（∇io2），Vio2／RRandVio2／BW  

Comments aredescribedin Fig・L・  
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3．4 基礎代謝量（B－Met），体重当た，）の基礎代謝量（B－Met／BW）及び呼吸商（RQ）  

の変化   

各々の変化を図4に示す。B－Met，BMet／BWでは4か月暴露の各群で減少傾向を示した。ま  

た，BMetでは，18か月暴霹G2群で有意な低下を示し，22か月暴露のGl，G3で有意に増加  

した。B－Met／BWでは，22か月暴露のGlとG3で有意に増加した。RQは，4か月暴露でNO2  

濃度の増加に伴い減少し，G3群で有意に減少した。  

〔HANGE5ロF RQ（鴛Or C8nt川1）  

128  

1⑦払  

8¢  

6¢  

園 4 基礎代謝量（B－Met），B－Met／B．Wと呼吸商（RQ）の変化（説明は図1と同じ）  

Fig．4 Changesorbasicmetabolisrrl（B－Met），B．Met／BWandRQ  

CommentsarcdcscribedirL Fig．l・   

4 考 察   

一般に，RR，VE，VT等は換気状態を表す指標と言われ，一方，炭酸ガスの呼出量，酸素摂取量  

は個体レベルあるいは組織での呼吸代謝を表す指標と言われている。しかし，これらの指標の間  

には明りょうな区分はないようである。実験小動物を用いた従来の方法では換気状態を知ること  

はできたが，呼気を正確に分離できなかったことから呼吸代謝まで検索することはできなかった。   

今回，著者らが開発した呼気・吸気分離装置を用いてはじめて呼吸代謝の検討が可能となった  

訳であるが，各々の指標の変化をヒトと同様に解釈することには函難さがあり，今後の課題とし  

て残されよう。しかし，これらの指標を原点に帰って考え，相互関連の上から見直した場合何ら  

かの示唆を与えてくれるものと考える。   

例えば，本実験では，4か月暴露で呼出炭酸ガスがNO2濃度の増加に伴い減少し，また酸素摂  
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取畳も同様の結果を示した。この時，基礎代謝は減少傾向を示すが濃度依存性はなかった。これ  

らの事実は，CO2が体外に出にくくかつ酸素が体内に入りにくいことを示しており，一見すると  

体内の代謝レベルが低下したことに起因されるが，この場合，RQ値（CO2濃度／02濃度）が減少  

していることから，その原因として換気不全も考えられる。そしてその代償作用として呼吸数が  

増加したと考えられよう。そしてこのことは，病理学的知見（前項参照）の光顕的レベルの所見  

と一致すると考えることができる。   

ところで，今回のような低濃度の複合長期間春雷では，変動筆触が大きく一定の意味付けは困  

難である。ただ，暴露条件の最も厳しいG3について見ると，各指標は暴露初期の低レベルから  

経時的に増加し対照レベルに近づくというパターンがありそうである。しかし，Gl及びG2群で  

は変動が大きい。これらの解釈としては，Gl，G2では暴露が軽微なため生体の調節作用が働き  

生理的範囲内で大きな変動を表しているのかもしれない。一方，G3では，生理的調節範囲を越え  

る暴露量のため生体反応が一方向に進む傾向を示しているのかもしれない。   

いずれにしても，今回の知見は，血液ガスの性状とともに，ガス交換及び代謝の動態として考  

えられるぺきであろう。  
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u脂質過酸化的障害と抗酸化性防御系因子の変化－   
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Masaru SAGAIland TakamichiICHINOSEl  

要 旨   
0・05ppmO3（Gl群），0，05ppmO，十0・04ppm NO2（G2群）及び0．05ppmO3＋0．4ppm  

NOz（G3群）に2ユか月間春霞したラットの肺の過酸化階質生成ヒ抗酸化性防御系の経時  

変化を調べ，NO2単独ガス暴露との比較を試みた。   

呼気中エタンと肺のTBA値は，各々9か月日まではGl群，G2群及びG3群の順で暴露  

濃度に依存して増加したが，18及び22か月目では対照群の値より低下した。肺の非酵素的  

防御因子の一つである非タンパク質性SHとビタミンE含量は9か月日で有意に増加し  

ていたが，それ以降では低下してゆき，18及びZ2か月日ではG5群で対照群より有意な低  

値を示した。一方，抗酸化性防御系酵素のグルタチオンペルオキシターゼ系酵気 グルタ  

チオンS－トランスフエラーゼ，スーパーオキシドジスムターゼ及びジスルフィドレタク  

ターゼなどの活性は全期間を通じて全く変化しなかった。   

これらのことから，NO2と0。との複合慢性暴露では，NO3暴露の場合に比べて脂質過  

酸化的障害は比較的早い時期に出現するが，その頃には非酵素的防御国子の含量も増加し，  

防御的作用の冗進が観察された。しかし，その後暴露期間の延長につれて，過酸化脂質は  

若干低下するが，非酵素的防御国子の含量も有意に低下し，生体防御機能が低下してゆく  

ことが示唆された。  

Abstr且Ct  

Thc periodic changes oflipid peroxide formation，antioxidant conterltS and the  

activitiesorantioxidativeprotectiveenzymesinlurLgSOfratsexposedtoO．05ppmO3（Gl  

group），0・05ppmO，＋0・04ppmNO2（G2group）andO・05ppmO3＋0．4ppmNO2（G3group）  

for22monthswereexamined，and theywerecomparedwith thepreviousresultson the  

ChangesorthesameitemsinlungsofratsexposedchronicallytoO・04ppmNO2，0・4ppmNO2  

and4ppmNO2，Ethaneexhalationsinbreath ga5eSandTBAvaluesin thelungsofrats  

l・国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県つくば市小野川16番Z   
BasicMedicalSciencesDivision，theNationallnstituterorEnvironmentalSludies．16－20nogawa，Tsukuba、   

Ibaraki305，Japan．  
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exposedtothecombinedgasesfor9monthswereincreasedwilhtheincreasesorthegas  
concentrations，but their vatuesin thelungs ofrats exposed forl呂and22months were  

decreasedbelowthecontroIvalue，TheconlentSOrnOnPrOteinSHcornpoundsatlhe9Lh  

month，and then theircontentsafter t8and22months were decreased below thecontroI  
value．OntheoLheThand，enZymeaCtivitie50rglulathioneperoxida5e，glutathionereductase，  
glucose6phosphate dehydrogena5e，6Phosphogluconate dehydrogenase，glutathione S  
－tranSferase，SuperOXide dismutase and disulfldereductasc did not show any sLgnificant  
Changesduringa11period50rtheexperiments・  
The5CreSultssuggestthattheprotectiveabilityagalnStCelldamagebylipidperoxides  

at anearly stage wasinducib】e，bulthe abilitywasIostbylongerterm exposure ofthe  
COmbinedgases orNO2and O3，  

1 はじめに   

NO2と0。は大気環境中に広く存在する酸化性の強い汚染物質であり，肺に種々の障害を起こ  

す。また，NO2や03は肺に脂質過酸化を起こすことがよく知られている1‾㌔細胞中の脂質の過  

酸化は組織に重大な障害を引き起こす5）ことから，NO2や0。の毒性は肺での脂質過酸化による  

ものと考えられている㌔実際に，NO2や0。が肺の脂質過酸化を起こすということは種々の動物  

を用いた実験によって明らかにされている。生体内での過酸化脂質の増加は老化や動脈硬化，糖  

尿病，脳卒中あるいはがんなど様々な疾患の場合にもみられ，最近基礎及び臨床医学上からも注  

目されるようになってきた7）。一方，生体にはこのような有害な過酸化脂質を代謝したり，その生  

成を抑制する，いわゆる抗酸化性防御機構が存在している8）。   

我々は先に，低濃度NO2慢性暴露実験において，生体にとって有害な過酸化脂質がNO2の暴  

露濃度と暴露期間につれて増加し，抗酸化性防御機能は逆に低下してゆくことを報告した911）   

本報告では，環境レベルの低濃度NOzに同等レベルの0。を複合したガスに22か月間暴露した  

ラットの肺の過酸化脂質と抗酸化性防御機能の変化について検討したので，先のNO2慢性暴露  

実験の結果と比較して報告する。   

2 方 法   

実験には8週令のJcl：Wistar系雄ラットを用い，Oppm，0，04ppm及び0．4ppmNO2に各々  

0．05ppmO。を複合し，この複合ガスにラットを5，9，13，18及び22か月間暴露した。なお，  

NO2は1日24時間の連続暴露とし，0。は午前10時から午後6暗までの8時間にOppm→0・1  

ppm→Oppmの正弦曲線を描き，8時間の1時間平均濃度は0・05ppmとなるように暴露した。  

ラットはハンギング・ワイヤーメッシュ・ケージの中で6匹ずつに分けて飼育し，ステンレスス  

チール・ガラス製チャンバー内で既報9‾州のように0。あるいはNO2十03に暴露した。なお，暴  

露9か月目にはラットが大きくなるので各ケージ5匹ずつに分けて飼育した。また，暴露チャン  

バーは角錐形で，飼育部の大きさは1500mm（W）×1550mm（D）×1000mm（H）のサイズで，内  

容積は2．3m3である。チャンバー内温度は25±20Cに，湿度は55±10％に制御され，室内照明は  
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14時間点灯，10時間消灯とした。なお，飼料は日本クレア製CE2型固形飼料を滅菌したものを  

自由に食べさせ，飲料水も滅菌したものを自由に飲ませた。   

ガス暴露を終了したラットはエーテル麻酔下で頸動脈より放血と殺し，心臓と気管を付けたま  

ま肺を摘出し，左肺葉の血管を紺子で止め，右肺葉のみを嫌気化した生理食塩水で白色になるま  

で十分かん流した。かん流しない左肺とかん流した右肺は窒素ガス置換後ドライアイスで急速に  

凍結させ，用時まで－800Cに保存した。かん流しない左肺は，その日のうちに，ガラス・テフロ  

ン製ホモジナイザーでホモジナイズし，非タンパク質性Sti，ビタミンC，ビタミンE及び総タン  

パク質含量の測定に用いた。かん流した右肺は後日同様にホモジナイズし，TBA値と抗酸化性酵  

素活性の測定に用いた。   

肺のホモジネートの調製と酵素活性並びに生体内抗酸化性物質（Antioxidants）の測定は先の  

報告9rll）と同様に行った。Glutathioneperoxidase（GPx），glutathionereductase（GR），glucose  

－6phosphatedehydrogenase（G6PD），glutathione S－tranSferase（GSH S－Tr）活性の測定は  

105，000×g上清を用いて，各々Littleらの方法12一，BergTneyerの方法13），Wilhelmらの方法14）及  

びKaplowitzらの方法15〉に従って行った。なお，6－Phosphogluconate dehydrogenase（6PGD）  

活性の測定は6phosphogluconateを基質としてG6PDの測定法14）に従って行った。SuperOXide  

dismutase（SOD）とdisulfidereductase（DSR）活性の測定は各々McCordとFridovichの方法16）  

とTietzeの方法川に従った。なお，SODとDSR測定用の105，000×g上清は0．1mM EDTA  

で約12時間透析してから測定に供した9   

肺のミクロソームは105，000×gで60分間の超遠心分離で得られた沈殿画分を50mMトリス  

塩酸心0．15MKCl緩衝液（pH7．4）にサスペンドし，NADPHcytochromeCreductase18）と  

NADPH cytochTOme P450 peroxidase川活性の測定に用いた。これらの酵素活性は，各々  

Strobelらの方法18）と0’Brienらの方法19）によって測定した。   

また，抗酸化性物質の非タンパク質性SH，ビタミンC及びビタミンEの測定は粗ホモジネート  

を用いて，各々DeLuciaらの方法2O），Omayeらが記載したα，αしジビリジル法21）及びAbeらの  

HPLC法22）に従って行った。粗ホモジネートとミクロソーム画分のTBA値の測定はOhkawa  

らの方法23）によった。わ7 班加の過酸化脂質分析法としての呼気中エタン及びプロパンの分析は  

嵯峨井が記載した方法24・25）によって行った。   

本論文に示したデーターは，すべて各時期の対照群の平均値を100とした相対値として示し，  

SEは各時期のSEの生データーが対照群の平均値の何％に相当するかを計算にて求めた。また，  

各時期ごとの対照群と暴露群の間の有意羞はStudentのf検定によった。   

3 結 果   

本実験では8適齢のWistar系雄ラットに，清浄空気（対照忙）群），0．05ppmO，（Gl群），0・05  

ppmO3＋0．04ppmNO2（G2群）及び0，05ppmO3＋0．4ppmNO2（G3群）を，各々5，9，  
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13，18及び22か月間暴露した。この全実験期間を通じて，三つの暴露群の体重，肺，肝，腎，脳，  

心臓，睾丸及び脾臓の平均湿重量が対照群の値から有意に変化したものはなかった。また，肺の  

g湿重量当たりのタンパク質量も同様であった。なお，肺の（湿重量乾燥重量）／湿重量の比は  

9か月日でG2群とG3群で対照群よりわずかながら有意に増加していた。   

図1には全身の過酸化脂質を反映する呼気中エタン産生の経時変化を，対照群の値を100とす  

る相対値として示した。0．05ppmO。のGl群は5か月目から18か月日にかけてわずかではある  

が有意に増加し，22か月日では対照レベ）L／以下に低下した。0・05ppmO3＋0，04ppmNO2のG2  

群は5か月日から13か月日にかけて有意に増加し，18，22か月日では対照レベル以下に低下し  

た。また，0．05ppmO，＋0．4ppmNO2のG3群では5か月目から9か月目にかけて有意に増加し  

たが，13か月目から低下しはじめ18，22か月目では上記のGl，G2群と同様に対照レベル以下に  

低下した。園2には図1の結果を暴露濃度群間との比較がしやすいように直して示した。なお，  
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図 1二酸化窒素とオゾンの複合ガスを  

22か月間暴露したラットの呼気  

中エタン生成の経時変化  
Fig・1PeriodicaIchanges or ethane  

exhalation orrats exposed tolhe  

combined gases or nitrogen  

dioxide and ozone  

O，Control；●，0．05ppm O，（Gl）  
group；［］，O105ppmO，＋0・04ppmNO2  
（G2）group；■，0．05pp爪08＋0・4ppm  
NO2（G3）group；The values are ex－  
pressedasmean±S已（n＝6）・  

C GI G2   G5   

図 2 二酸化窒素とオゾンの複合ガスを  

22か月間暴露したラットの呼気  

中エタン生成の経時変化  
Fig・2 Periodicalchanges or ethane  

exhalation orrats exposed to the  

COmbined 8aSeS Or nitrogen  

dioxide and ozone  

●，5monlh－eXpOSure二［ユ 9 month  
－eXpOSure；▼，13monlh号XpOSure；○，  
1S mon【heXpOSure；▲，22 month  
eXpOSure；  

＊p＜0．05：＊＊P＜0．01；＊＊ ＊P＜  
0．001：  
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繁雑になるので標準誤差の表示は省略し，各暴露期間ごとの対照値に対する有意差マークのみを  

付した。この図から理解し得るように，エタン産生は5，9か月間暴露では暴露濃度に依存して増  

加するが，13か月目のG3群と18か月暴露では濃度依存性が認められなかった。図3には，肺の  

粗ホモジネート中のTBA値の変化を，対照群に対する相対値で示した。Glは対照群と変わらな  

いが，G2群とG3群は5，9か月日で対照群より有意に増加した。しかし，13～22か月目にかけ  

てはGl，G2及びG3群ヒも対照レベルかそれ以下に低下する傾向を示した。図4には，9か月日  

の肺のTBA値と呼気中エタン産生量の相関を示L／た。両者の間には有意な相関（r＝0，619，p＜  

0．01）が認められ，また肺のTBA値と呼気中プロパンとの間にも有意な相関（r＝OL602，p＜  

0．01）が認められた。   

図5と図6には先めNO2単独暴露と今回のNO。＋0。の9か月間暴露の場合の呼気中エタン  

生成と肺のTBA値を比較して示した。この9か月日の時点では，0・04ppmNO2と0・4ppmNO2  
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図 4 二酸化窒素とオゾンの複合ガスを  

9か月間暴露したラットの呼気中  

エタンと肺のTliA値との間の相  

関  
Fig・4 Relationship between ethane  

e：lhalation and TBA reactants or  

rats exposed to the combined gases 

Ofnitrogendioxideandozone  

Correlation coe租cient（一）was O．619  
（P＜0．0り・  

0  5  9 15  18  2Z  

Months Of Exposu「e   

図 3 二酸化窒素とオゾンの複合ガスを  

22か月間暴露したラットの肺の  

TBA値の経時変化  

Fig．3 Periodicalchanges or TBA  

reactantsinlungs ofratsexposed  

tothecombinedgaseso†nitTOgen  

dioxide and ozone  

O、Control；●，0．05ppm O。（G））  
group；nO．05ppm O。＋0側ppm NO2  
（G2）group；■，0．05ppm O3＋O．4ppm  
NO2（G3）即OuP；  
Each valueis expressed as relative  
mean±SE（n；6）・  
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の単独暴露の場合より，0．05ppm O3の複合化により，呼気中エタン量やTBA値は増加してい  

る。しかし，呼気中エタンは今回の03＋NO2暴露では9か月で最高レベルに増加し，例えばG3  

群では対照群の値の1．6倍になっているのに対し，先の0．4ppmNO2単独暴露では27か月目ま  

で増加し続け，その時点では2倍以上に増加していた。一方，肺のTBA値は今回の03＋NO29  

か月暴露ではG3群で対照群の1．6倍に増加しているのに対し，先のNO2単独暴露では4ppm  

Eth（〕ne evOIutionノ 冤 Of cont「01  

0  100  120   川0  16ロ  18D  200  

0・ロ4pp信「102  

0．4ロDmFlO，  

：棋トl  ★★★  

0・05p叩03  

侶…冒呂器官∂z  

t 

5 

。 

t★－pく0，001▲ 9伽nths Exposure・   

図 5 NO2単独ガスとNO2＋0。の複合ガスを9か月間暴露したラット  

の呼気中エタン生成量の比較  
Fig．5 ComparisonofethaneexhalationorratsexposedtoNO2gaSand  

thecombinedgasesofNO2andO。for9months  

Eachva］ueisexpresscdasreLativemean±SE（n＝6）・  

図 6 NO2単独ガスとNO2十0。の複合ガスに9か月間暴露したナット  

の肺のTBA値の比較  
Fig．6 Comparison ofTBA values ofratsexposed to NO2gaS and the  

COmbinedgasesofNO2andO3for9months  
Eachvalueisexpresscdasrelativemearl±SE（n＝6）・  
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NO2群でさえも9か月日では1．16倍（p＜0．05）で，18か月日では1■25倍（p＜0・01）にしか  

増加せず，0．04ppm群でも18か月で1．17倍の増加でようやく有意差（p＜0・01）が認められる  

程度であった。これらの結果より，呼気申エタン産生率はNO2単独暴露群の場合のほうが，暴露  

期間が18～27か月日へと長くなるにつれてより高くなっていたが，肺のTBA値の増加率は今回  

の03＋NO2暴露のほうが高くなっており，03の複合化は肺の過酸化脂質の生成に強く影響して  

いると考えられる。   

図7と図8には肺の非タンパク質性SHとどタミンE含量の変化を示した。いずれも，過酸化  

脂質が最も高く増加した9か月日に有意な増加を示していた。これに対し，18～22か月日では脂  

質の過酸化はむしろ低下しているのに，非タンパク質性SHやビタミンEは対照レベルより有意  

に低下していた。一方，肺のビタミンC濃度の変化も調べたが，Gl～G3のいずれの群のいずれの  

Nonp「qteln－SH contentsin rqtlungs  
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図 7 二酸化窒素とオゾンの複合ガスに  

22か月間暴謁したラットの肺の  

非タンパク質性SH含量の経時変  

化  
Fi各．7 PeTiodicalcllangeS Or nOTlp†Otein  

Sulfhydrylcontentsorratsexposed  

to thecombined gasesofnitrogen  

dioxide and ozone  

O，COntrO】；●，0．05ppm O3（Gl）  
group二□，0．05ppmOヨ＋0伽ppm NO2  
（G2）group；■，0．05ppm Oユ＋0・4ppm  
NO2（G3）group：  
Each Yall】eis e神代SSed asl仁Iativモ  
mean±SE（n＝6）．＼  

図 8 二酸化窒素とオゾンの複合ガスに  

22か月間暴露したラットの肺の  

ビタミンE含量の経時変化  

Fig，8 Periodic changes of vitamin E  

COntentS hlungs orrats exposed  

tothecombinedgasesornitrogen  

dioxide and ozone  

O，COntrOl；●，0・05ppm O8（Gl）  
筈TDup；［ユ0．05ppmO。＋0・桝ppm NO2  
（G2）group；■，0・05ppm Oヨ＋0・4ppn  
NO2（G二！）group；  

＊P＜0．05；＊＊P＜0．01；＊＊＊P＜  

0．001：  

Each va）ucis expressed as relaLive  
mean±SE（n＝6）・  
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NADPH cYt P－qSO pe「OXld〔lSe  

5  9 15  1g  22  

Months Of E）：POSU「e  

図 9 二酸化窒素とオゾンの複合ガスに22か月間暴露したラットの肺ミクロ  
ソームのNADPHcytP－450peroxidase活性の経時変化  

Fig・9 PeriodicchangesofmicrosomalNADPHcytPT450perOXidaseactivltyln  
lungsofratsexposedtothecombinedgasesofnitrogendioxideandozone  
O，COntrOl；●，0．05ppmO，（Gl）group；□，0．D5ppmO，＋O104ppmNOz（G2）group：  
■，0．05ppm O3＋0．4ppm NO2（G3）group：＊P＜OrO5，＊＊P＜0▲01＝Eachvalueis  
expressedasrelativemear）±SE（n＝6）・  

時期にも対照群と異なるところはなかった。   

抗酸化性防御系酵素ヒして，glutathione peroxidase（GPx），glutathione red11CtaSe（GR），  

glucose－6－phosphatedehydrogenase（G6PD），6－phosphogluconatedehydrogenase（6PGD）等  

のいわゆるglutathioneperoxidase系酵素，glutathioneS－tranSferase（GSHS－Tr），SuPerOXide  

dismutase（SOD）及びdisufidereductase（DSR）等の105，000×g可溶性画分の酵素活性の変化を  

調べたが，いずれの酵素もどの暴露群及び暴露期間でも対照群と異な声ことはなかった。   

図9にはミクロソームに存在するNADPH依呑性cytochromePL450peroxidase（cytP－450  

Px）溶性の変化を示した。本酵素活性はGl群では対照群と変わりないが，G2群とG3群では  

5～9か月日にかけて対照群より有意に低下し，13か月日以降では対照レベルに戻り，その経時変  

化は図3の肺のTBA値と極めて類似していた。   

4 考 察   

本研究では，低濃度のNO2と0ユの長期複合暴露ラットの過酸化脂質生成と抗酸化性防御系の  

変化を調べ，先のNO2単独ガスの長期暴露実験の結果との比較を行った。   

過酸化脂質についてみると，全身の過酸化脂質を反映する呼気中子タンの生成はガス暴露条件  

が強いほど早い時期にピークに達し，その後は対照群の値以下に低下してゆく傾向を示していた。  
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一方，過酸化脂質のもう一つの指標であるTBA値による肺の過酸化脂質はGl群は全期間を通  

じて全く変化しなかったのに対して，G2群とG3群はNO2濃度に依存して9か月目まで増加し，  

その後は対照レベルあるいはそれ以下に低下していた。また，肺のTl∃A値が最高レベルになった  

9か月までは呼気中エタンやエチレンとTBA値との間には有意な相関が認められた。   

これらのことから，9か月までの呼気中炭化水素生成は肺の過酸化脂質生成を反映しているこ  

とが示されたが，それ以降の呼気中炭化水素の生成は肺以外の臓敷こ由来するものであることが  

示された。   

今回の，NO2と03の複合ガス暴露と先のNOz単独ガス暴露実験の呼気中エタンの生成を比較  

すると，0．04pdmNO2と0．4ppmO。の添加による9か月日のエタン生成量の変化は各NO2の  

単独暴霹との場合に比べて有意な変化は認められなかった。こ九に対し，肺のTBA値は，NO2濃  

度が0．04ppmと0．4ppmの場合に0，05ppm O3と共存すると顕著に増加しており，0，共存群  

では各々有意な増加を示していた。これらのことより，大気環境レベルの低濃度であっても0。の  

共存により肺の過酸化脂質の増加は顕著であり，ピーク出現時期もNO2単独暴露の場合に比べ  

ると早くなることが明らかとなった。   

このような過酸化脂質の変化，特に肺の過酸化脂質の変化にもかかわらず，肺の抗酸化性防御  

系酵素活性は全期間を通じて，どの群にも有意な変化は認められなかった。しかしながら，天然  

抗酸化剤の非タンパク質憧SH化合物とビタミンE含量は，肺の過酸化脂質がピークとなった9  

か月日でのみ有意に増加し，過酸化脂質の生成を抑制するために代償的に増加してきたものと思  

われる。その後，これら抗酸化剤の肺内含量は対照群のレベルか，それ以下に低下していた。18，  

22か月目では過酸化脂質は対照レベルに戻っていたが，非タンパク質性SHとビタミンE含量は  

対照レベルよりも有意に低下していた。このことは，NO2十0。暴露後期には，過酸化脂質や抗酸  

化性防御系酵素活性等に有意な変化が認められないにもかかわらず，肺には酸化的ストレス  

（Oxidativestress）がかかっていることを示唆するものと思われる。一方，このような抗酸化剤  

の変化は加齢によっても促進することが知られている26）。しかし，単なる加齢の場合には，肺の非  

タンパク質性SH含量は低下するが，ビタミンEは加齢に伴う脂肪の蓄積につれて増加してい  

た。このようなことから，NO2と0きの複合暴露により，非タンパク質性SHとビタミンEが共に  

低下するということは0Ⅹidativestressの存在を強く示唆する。   

ミクロソームには脂質過酸化生成を抑制する作用を持つNADPH cytochrome P－450peroxi－  

daseが存在している19）。この酵素活性はGl群では対照レベルと変わるところはなかったが，G2  

群とG3群では5，9か月日でTBA値とは対称的に有意な低下を示していた。このようなことか  

ら，その活性低下は脂質の過酸化によってもたされたものと考えられる。   

以上のように，生体にとって有害な過酸化脂質はNO2単独ガス暴露の場合よりも早い時期に  

増加し，その増加程度も，複合暴露によって肺では著しかった。NO2・と03の複合暴露後期では過  

酸化脂質や抗酸化性酵素活性は対照レベルに戻る傾向を示していたが，非タンパク質性SHとピ  
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タミンE等の抗酸化性物質濃度の低下により，肺には酸化的ストレスがかかっていることが認め  

られるが，そのようなストレスが健康に対してどのような意味を持つかは今後の研究に負わなけ  

ればならない。  
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－肺・血清及び尿中のコラーゲン代謝関連因子の変化－   
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市瀬孝道1・嵯峨井勝1  

TakamichiICHINOSEland Masaru SAGAIl  

要 旨   

低濃度のNO2と0きの複合ガスを22か月間暴露したラットの肺，血清及び尿中のコ  

ラーゲン代謝関連因子の変化から，肺のコラーゲン代謝に及ぼす影響につしゝて考察した。   

血清コラゲナーゼ阻害因子活性は5か月日にGl群（0，05ppmO。）とG3群（0．4ppm  

NO2＋0．05ppmO，）に増加傾向が認められたが18か月日にはGl，G2（0．04ppmNO2＋  

0．05ppmO3），G3群とも有意に低下し，減少率はGl＜G2＜G3群の順であった。22か  

月別こなると再びG3群とG2群で増加した。肺のコラーゲン重は血清コラゲナーゼ阻害  

因子とほぼ同様の変化を示し，5か月日ではGl群とG3群に増加傾向を示し，18か月日  

には3群ともに低下傾向を示し，減少率はGl＜G2＜G3群の順であった。22か月日では  

G2群が増加傾向を示し，G3群は18か月日に比べて増加する傾向を示した。コラーゲン  

分解の指標である血清HOP塁はこれらの変化とは逆の変化を示し，5か月日では3群とも  

有意に低下し，その減少率はG3＞Gl＞G2の順であった。9か月目にはG3群で増加傾  

向を示し，18か別封こは3群ともに有意に増加ル，その増加率はGl＜G2くG3群の順で  

あった。22か月目になるとGl群は対照レベルに戻り，G2，G3群は対照レベルより低下  

する傾向を示した。血清コラゲナーゼ様活性はほぼコラゲナーゼ阻害因子の変化と逆の変  

化を示し，血清HOP義の変化と対応していた。肺のMAO活性はG3群では9，18，22か  

月目で有意に増加し，G2群では22か月目に有意に増加した。これらの結果から，18か月  

日では血清コラゲナーゼ阻害因子活性の低下によって肺のコラーゲン分解が冗進し，逆に  

その活性が増加傾向を示す5か月目のGl，G3群，22か月日のG2，G3群では肺のコラー  

ゲン分解が低下している可能性が示唆された。また22か月日のG2，G3群のこのような  

変化やコラーゲン架橋の冗進を示唆するMAO活性の増加は22か月日のG2，G3群にコ  

ラ→ゲン線維の増生を認めた形態学的変化21）と対応するものと考えられる。尿中HOP比  

は5か月日に濃度に依存して増加したが，9～22か月目では低下傾向を示し，血清HOP塵  

1．国立公害研究所 環境生理郡 〒305 茨城県つくば市小野川】6番2  

BasicMedicalScierlCeSDivision．theNationalInslituterorEnvironmentalStudies▲1620nogawa，Tsukuba，   

Ibaraki〕05，Japan．  
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と対応しなかった。  

Abstr8Ct  

Present study haveexamined the changes orcollagenmetabolizlng faetorsin山ng，  

serum and urine ofrats exposed continuously to conlbined ga5eS Orlowlevelnitrogen  

dioxideandozonefor22months，inordertoclariけtherelationshipbetweenthealteration  

OrCO11agen－metabolisminlungandflbrosis・Theactivitiesofcollagenaseinhibitorinserum  

OrratSeXPOSedtoO．05ppmO，（Gl）andO・4ppmNO2＋O105ppmO，（G3）at5monthswere  

higheTthan fheconITO】1eve】，andIhen the actjvities were sIBnificaTltly decreasedwith the  

orderorGl＜G2（0．04ppmNO2＋0．05ppmO，）＜G3al18rnonthsbuttheactivitesofG2，  

G3signihcantlyincreasedat22months．Thechangesofhydroxyproline（HOP）contentsin  

lungweresimi1artothosechangesorcollagenaseinhibitorbutwere not slgni且cant・The  

HOPcontentsinserumslgnlticantlydecreasedwiththeorderorG3＞Gl＞G2at5months，  

andthecontentsorG3at9monthswashigherthanthecontrollevel，andthenthecontents  

signi負cantlydecreasedwithlheordeTOfGl＜G2＜G3at18months，butthecontentsof  

GlrelurnedtocontrollcvelandG2，G3werelowerthanthecontrollevelat22months．The  

changes of collagenolytlC enZyme aCtivltyin serum were similar tolhose of serum  

hydroxyproline・The monoamine oxidase（MAO）activityinlungs，COntributing to the  

formalion ofthe crossLLinking ofcollagen，WaSincrea5ed dosedependently at9，18，22  

months．Thesere5ulIssuggeSlIhatlheco】】ager）decDTnpOSiliorlinlunBat18monthswas  

pTOmOtedandthatorGl，G3at5monthsandG2，G3at22monthswasdecreased，andthc  

changes orbiochemicalcollagenmetabolizlngfacotorsinlung and serum at22months  

correspondedwithlungfibrosisobservedinthemorphologicalexaminalionreported21）・   

1 はじめに  

1ppm以下の0。の比較的短期暴露や長期暴露，あるいは低濃度NO2やこれらの複合ガスの長  

期暴露によって肺の線維化や肺気腫様の変化が起こることが多くの動物種を用いてl13）報告され  

ている。一方，これらの病変と関連する03単独あるいはNO2単独暴露による肺のコラーゲン代  

謝に関与する生化学的指標の変化についての報告も少なくない。Hussain14）らは03暴属した  

ラットでは肺のコラーゲン合成律速酵素であるprolylhydroxylase活性が増加することを報告  

し，また，彼らや14）Lustら15）は03暴露したラットの肺では3Hプロリンの取り込みが増加する  

ことから，コラーゲン合成速度の元進を示唆し，更に肺のコラーゲン含量が増加することも報告  

している。NO2暴露の場合でも，0，暴露の場合と同様に肺のprolylhydroxylase活性が増加す  

る18）ことや肺のコラーゲン合成速度が元進することが17）報告されている。また，NO2暴露の場合  

では肺のコラーゲン含量が低下する廿18）とか，血清や尿中のヒドロキシプロリン（HOP）量が増  

加すると10・19）いうコラーゲン分解の完進を示唆する報告もある。我々がラットに10ppmNO2を  

2週間暴露し，コラーゲン代謝関連因子の変化を調べた成績20）では，暴露初期に肺のコラーゲン量  

が増加することからコラーゲン合成の促進を示唆した。また，コラーゲン合成とともに酸化的障  

害を修復する過程で血清や肺のコラゲナーゼ阻害因子活性が増加し，肺のコラーゲン分解を抑制  
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することが肺の線椎化と関連することを示した。更に，0．4，1．2及び4ppmNO218か月間の長  

期暴露の成績20）でも，肺のコラゲナーゼ様活性の低下と肺，血清のコラゲナーゼ阻害因子活性の  

増加から肺のコラーゲン分解能の低下を示唆し，これが肺の線維化と関連している可能性を示し  

た。   

このようにNO2あるいは03暴常によって肺あるいは血清や尿中のコラーゲン代謝関連因子  

が複雑に変化するが，これらの変化と肺病変との関連性も徐々に明らかにされつつある。しかし  

ながら，NO2と03の複合暴露によって，コラーゲン代謝関連因子がどのように変化するかについ  

てはいまだ明らかでない。   

河越らは21〉0．4ppm NO2あるいは0．04ppm NO2と0．05ppm O，との複合ガスを22か月間  

暴露した場合，肺に軽度のコラーゲン線維の増生が起こることを報告している。本実験ではこの  

肺の軽度の線維化が起こる過程で，肺，血清及び尿中コラーゲン代謝関連因子がどのように変化  

するものなのかについて調べた。また，これらの複合ガスの肺のコラーゲン代謝に及ぼす影響に  

ついて考察した。   

2 材料と方法   

動物は8適齢のJCl：Wistar系雄ラットを用いた。NO2と03の暴露実験はC群（対照群），Gl  

群（0．05ppmO3），G2（O，04pprrlNO2＋0．05ppmO3）及びG3群（0．4ppmNO2＋0．05ppm  

O3）の4群について行った。なお，供試動物の飼育経過及び実験環境の詳細は本報告書の中で伊  

藤ら22）が示すとおりである。ラットにこれらの4群のガスを5，9，18及び22か月間暴露し，各  

群6匹のラットについて肺，血清及び尿中のコラーゲン代謝関連因子の変化を調べた。   

本報告書の中で嵯峨井らが報告231した呼気ガス分析後にラットを代謝ゲージに入れて一昼夜  

採尿し，翌朝，エーテル麻酔下で放血と殺した。血清は常法により分離し，ヒドロキシプロリン  

量，コラゲナーゼ様活性，コラゲナーゼ阻害因子清性測定に用いた。肺の右葉はかん流せずに摘  

出してコラーゲン量測定に用い，右葉は生理食塩水でかん流してから摘出し，N2置換密閉し，用  

時まで－800Cに保存した。左肺は湿重量測定後，電気オープン中で950C，2日間乾燥し，乾燥重  

畳を測定後，乳鉢中で粉末になるまで磨砕しこの試料を，HOP量の測定に用いた。肺のHOP量  

の測定は血清及び尿の場合のHOP塁測定と同様に，6N塩酸で加水分解後，Bergmanらの方  

法叫に従って測定した。なお，尿中HOP比は，クレアチニン（Cre）量をJaffeらの方法25）に従っ  

て測定し，松木らの報告2古〉に従って尿中HOP／Cre（HOP比）を求めた。   

右肺は，脱気・N2バブリングにて十分に嫌気化した50mMリン酸緩衝液（pH7．5）を用いて  

ガラス・テフロンホモジナイザ一によりN2気流下で磨砕し，10％ホモジネートを調製した。この  

ホモジネートを200×g，5分間遠心し，この上清をMonoamineoxidase（MAO）活性の測定に  

用いた。   

肺のMAO活性は和光純薬工業製MAO－Bテストキットを用いて測定し，肺及び血清中のPZ  
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peptidase活性はコラゲナーゼによるPZ－peptide（PZPro－LeuGly－Pro－D－Arg）の分解に  

よって生じたPZPro－Leuの蛍光を測定するGriesら27）らの方法に従った。血清のコラゲナーゼ  

阻害因子活性の特性は血清中のコラゲナーゼ阻害因子がコラゲナーゼによってコラーゲンを分解  

するのを阻害する率から求める山本らの方法28）に従った。   

図1〈－7中の値は対照群の平均値を100とした時の相対平均値±SDあるいはSEMで示し，対  

照群と暴露群の有意差検定はStudentのt検定によった。   

3 結 果   

3．1肺の湿重量，幸乞燥重量及び水分含量   

肺の湿重量，乾燥重量及び水分含量の測定は左肺を用いて行い，肺湿重量は体重当たりの重さ  

で表し，その結果を図1に示した。   

体重当たりの肺湿重量は5か月間暴露ではGl，G2及びG3群とも対照群と変わりない。9か  

月間暴罪では3群ともに低下傾向を示したが有意差は認められなかった。18か月，22か月間暴露  

では逆に3群とも増加傾向を示したが，やはり有意差は認められなかった。また，園には示して  

いないが，体重当たりの乾燥重量も湿重量の場合と同様の変化を示した。肺のg湿重量当たりの  

5   9  18  22  
Exposure tlme（months）  

図 lラットの肺湿重量体重比の経時変化  

各値は対照群の平均値を100とした時の相対平均値±SDで示した。  

Fig．1Time－dependentehangesofleLtlungwetweighttobodyweightor  

ra【5e叩05edIoOすOrNO2＋0ぎねr22mont如  

ControIvaluesorlungwetweightwerel．05，1．CO，0．S6andO，93／bodyweight  
br rats5，9，18and2Z mon【hs，reSPeCLively（▲一，COntrOl；○・，0．05  
ppmO3；・・－■1，0・鵬ppm NO2十0．05ppmO。こ－－口，0．4ppmNO2＋0．05  
ppmO3）、Th∈Valuesareexpresseda貫爪ean±5D．  
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水分含量は全暴露期間対照群と変わりなかった。   

3．2 血清中のヒドロキシプロリン（HOP）鼻   

血清中のHOP量の変化を図2に示した。血清HOP量は5か月間暴露ではGl，G2，G3群と  

も対照群より有意に低下し，減少率はGl群19％，G2群13％，G3群26％であり，G3群が最  

も低下した。9か月日ではGl，G2群は対照レベルに戻ったのに対してG3群では対照レベルよ  

り若干増加傾向を示した。18か月日では3群とも有意に増加し，その増加率はGl群18％，G2  

群22％，G3群25％であった。しかし，22か月日ではGl群では対照レベルより低下する傾向を  

示した。  
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図 2 ラットの血清中のヒドロキンプロリン量の経時変化  

各値は対照群の平均値を100とした時の相対平均値±SDで示した。  

Fig・2 Time dependent changes of hydroxyproline（HOP）contentsin  

Serum OrratSeXpOSed toO，Or NO2＋0，for22months  

ConlroIHOPvaZuesinserumwerell・7］，9．10，7．64andlO・68〟g／m］forrats  
O［5，9，】8arLd22months，rCSPeClive］y卜▲▲－・，COntrOl：○・，0．05ppmOs；  
●・－－，0．04ppmNO2＋0．05ppmO3；一口・一一，0．4ppmNO2＋0．05ppmOユ），  
ThevallユeSareeXprCSSedasmean±Sl）．い：P＜0．05，■・：P＜0・01，■・・  
P＜0．〔旧】）   

3．3 肺のコラーゲン含量   

ヒドロキシプロリン量で示した肺のg湿重量当たりのコラーゲン含量を図3に示した。肺のコ  

ラーゲン含量はすべての期間で有意差は認められなかった。しかし，その変化は血清HOP塁の変  

化と対称的であり，血清HOP堂が低下した5か月日では若干増加する傾向を示し，血清HOP量  
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園 3 ラットの肺のコラーゲン量の経時変化  

各値は対照群の平均値を100とした時の相対平均値±SDで示した。  

Fig，3 Time－dependent changes ofhydroxyproline（HOP）contentsin  

lungofratsexposedtoO30rNO2＋03for22months  

ControIHOPvaluesin）ungwere3．48，3・60，5・10and4・89mg／g・1ungrorrats  
of5，9，18and22monLhs，reSpeCtively（＝・▲▼，COntrOl，－－・○‥、005ppmO，；  
●，0．04ppnNO2＋0．05ppmO3；口▲＝，0．4ppmNO2＋0・05ppmO，）  
Thevaluesareexpressed as mean±SD・  

が増加した18か月日では対照群より若干低下する傾向を示した。22か月目で血清HOP量が対  

照値ないしそれ以下になると肺のコラーゲン量は18か月レベルよりも増加する傾向を示し，G2  

群では対照群より若干増加する傾向を示した。   

3．4 血清中のPZ－peptidase活性（コラゲナーゼ様活性）とコラゲナーゼ阻害国子活性   

血清中のPZ一peptidase活性を図4に，コラゲナーゼ阻害因子活性を図5に示した。血清中の  

PZ－peptidase活性の変化は血清HOP量の変化と対応し，9か月日と18か月日でそれぞれの対  

照群で有意な増加を示し，その増加率は9か月日ではGl群40％，G2群46％，G3群50％であ  

り，18か月日ではGl群50％，G2群56％，G3群73％であった。   

コラゲナーゼ阻害因子活性は図中にも示すように，血清HOP量や血清コラゲナーゼ様活性と  

ほぼ逆の変化を示し，5か月日でGl群とG3群で増加傾向を示したがその後低下し，18か月日  

ではそれぞれの暴露群で有意な低下を示した。その減少率はGl群70％，G2群73％，G3群  

100％であった。22か月日ではGl群は対照レベルに近づき，G2群は対照レベルより増加傾向を  

示し，G3群では対照群より55％の有意な増加を示した。  
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囲 4 ラットの血清中のPZ・ペプチダーゼ活性（コラゲナーゼ様活性）  

の経時変化  
各値は対照群の平均値を100とした時の相対平均値±SDで示した。  

Fig．4 TimedependentchangesofPZ－peptidase（collagenolyticenzymes）  

activltylnSerumOfratsexposedtoO30rNO，＋03for22months  

ControIva）uesorPZ－pePtida5eaCtivlty】nSerumWere60・2，58・8，48・7and56・  
lunilsノmlroTralsor5，9，lSandユニmonths，TeSp∝正代Iy（h▲，COntTOl；  
○…，0．05ppmO，；・－・●＝一，0・04ppmNO2＋0・05ppmO，；”D…，0・4ppm  
NO2＋0，05ppmOコ）Thevaluesareexpressedasrnean±SD・（＋，P＜0．05；●  
・，P＜0．Ol；・義・，P＜0．（田1）．  
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図 5 ラットの血清中のコラゲナーゼ阻害因子活性の経時変化  

各値は対照群の平均値を100とした時の相対平均値±SDで示した。  

Fig・5 Timedependentchangesofco11agenaseinhibitor（Cl）activityin  

SerumOfratsexposedtoO30rNO2＋03for22months  

ControIvalues o「CIactiv】tyln Serum Were15．9，2＝，23．7and25．3％  
inhibitionIorratsor5，9，18and22month5．reSpeCtive】y（▲－▼，COntrOl；  
○▼－，0・05ppmO，；J－－・，0．04ppmNOヱ＋0．05ppmO3；一一一口＝一，0．4ppm  
NO2＋0・05ppmO，），Thevaluesareexpressedasmean±SEM．ト㌧P＜0．05；  
－■，Pく0．01）．  
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3．5 肺のM0110amiれeOXidase（MAO）活性   

肺のMonoamineoxidase（MAO）活性を図6に示した。肺のMAO活性は暴露期間の延長に  

従って増加し，その増加率はGl＜G2＜G3の順であった。G3群は9か月目，18か月目，22か  

月日で有意な増加を示し，その増加率はそれぞれ14％，27％，28％であった。G2群では22か月  

日のみ有意な増加を示し，その増加率は23％であった。  
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図 6 ラットの肺のモノアミンオキシターゼ活性の経時変化  

各値は対照群の平均値を100とした時の相対平均値±SDで示した。  

Fig．6 Time－dependentchangesofmonoamineoxidase（MAO）activityin  

lungorratsexposedtoO30rNO2十03for22months・  

ControIvaluesofMAOaclivityinlungwere2950，2990and3264units／g・1ung  
for rals or9，18and22months，reSpeCtively（▲，COntrOl；一○一＝，0．05  
ppmO3；・・－●－－－，0．04ppmNO2＋0．05ppmO，；一＝ロ・・－，0．4ppmNO2十0・05  

ppmO，）．Thevaluesareexpressed asmean±SD．（，，P＜0・05）  

3．6 犀中のヒドロキシプロリン／クレアチニン比（HOP比）   

尿中のHOP比を図7に示した。尿中HOP比は5か月日に増加レ，それぞれの増加率はGl群  

19％，G2群20％，G3群26％であり，有意差はGl群，G3群に認められた。しかしながら，9～18  

か月日ではG2，G3が対照群より低下する傾向を示し，22か月日ではGl，G2群が対照群より  

低下する傾向を示した。  
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図 7 ラットの血中クレアチニン／ヒドロキシプロリン比（HOP比）の経  

時変化  
各値は対照群の平均値を100とした時の相対平均値±SDで示した。  

Fig・7 Time dependent changes of urinary hydroxyproline／creatinine  

ratioofratsexposcdtoO30rNO2十03for22rnonths  

Con【rOlva】uesofurinaryHOPratiowere32．6，26，3，36．Oand31．8forralSO［  
5，9，18and22months，reSpeClively仁▲，COntrO】；－－・○・・－，0．05ppmO，；  
●・－，0・04ppmNO2＋0・05ppmO3；rr・□・”，0．4ppmNOz＋0．05ppmO，）．  
ThevaLuesareexprcssed asmean±SD．（・雷，P＜0．01）   

3．7 尿中HOP星に対する混入飼料の影響   

採尿したラットの尿中に飼料の混入が認められる。そのため，飼料中のHOPが尿中に溶出して  

尿中HOP量に影響を与えている可能性が考えられる。ここでは飼料中のHOPが尿中にどの程  

度溶出されているかについての検討を行った。   

一昼夜採尿すると最低5ccの尿が得られる。そこで，5ccの生理食塩水あるいは尿に25～300  

mgの飼料を入れて，一昼夜放置してそれぞれのHOP量を調べた。その結果を図8に示した。飼  

料中のHOP量は100mgで127JLg，200mgで254FLg，300mgでは381JJg存在する。一昼夜放  

置して5ml中の生理食塩水中に溶出されるHOP量は100mgの場合16．2JJg，200mgで37．5  

Pg，300mgでは64・2JJgであり，その溶出率はそれぞれ，12．7％，14．8％，16，4％であった。ま  

た，尿飼料を加えない場合のHOP量は850JLg，尿に300mg飼料を加えた場合では882JLgであ  

り，300mg飼料では無飼料群より約3．8％高い値を示した。本実験で採尿した尿中の飼料量を調  

べた結果，平均25mg程度の混入が認められた。図に示すように25mgの飼料では生理食塩水並  

びに尿中ではほとんど飼料中のHOPの溶出による影響は認められない。このような結果から，採  

集した尿中のHOP量には飼料のHOPの溶出による影響はほぼないものと考えられる。  
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図 8 尿中ヒドロキシロプリン（HOP）量への飼料中HOPの影響  

Fig．8 E打ectsoffoodHOPonHOPcontentsinurine   

4 考 察   

4．1血清HOP量の変化について   

血清HOP量は低濃度0。単独あるいはNO2＋03の長期暴露によって経時的に変動する因子  

であり，暴露条件が最も強いG3群でその変動率が最も大きいことが明らかとなった。また，そ  

の経時変化は我々が以前＃告20）した10ppm NO22週間暴露で認めた一時的に増加した血清  

HOP量が再び対照レベル以下に低下するという変化とよく類似していた。更に，このような変化  

は暴露条件が強いG3群で，Gl群やG2群より多少早い時期に起こるという成績を得た。同様の  

変化は低濃度NO2長期暴露の場合の尿中HOP量にも認められている。笠原ら29）はラットに  

0．3，0．5及び1ppmNO2を110日間暴露した場合，血清HOP量と同様，コラーゲン分解の指標  

である尿中HOP量が一時的に増加するのを認めたが，暴露期間の延長に伴って徐々．に対照レベ  

ルに戻り，しかもこの現象がNO2濃度が高い場合の方が早く起こることを報告している。このよ  

うなことから，血清あるいは尿中のHOP量が一時的に増加し，再び対照レベルに戻る変化は  

NO2単独，03単独あるいはNO2＋03暴露のいずれの場合でも起こり，暴露条件が弱ければゆっ  

くり進行し，暴露条件が強ければ，NO2単独春雷であってもそれが早く進行するものと考えられ  

る。  
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4．2 血清HOP量の増加原因について   

血清HOP量の変化は生体のコラーゲン分解の状態を反映する指榛であると考えられる。した  

がって，血清HOP畢の増加はコラーゲン分解の冗進を示唆するものと考えられる。コラーゲン分  

解は血清中に存在するコラゲナーゼやエラスターゼ活性を阻害するαl－antitripsin（α．rAT）に  

よって調節されている。この血清中のα】ATの活性低下30）や遺伝的欠損叫は肺のコラーゲンや  

エラステンの分解を促進し，肺気腫を起こす原田と考えられている。本実験でも血清HOP量が増  

加した18か月日に血清中のコラゲナーゼ阻害因子活性に低下が認められた。このようなことから，  

暴露18か月日に血清中コラゲナーゼ阻害因子活性の低下によって肺のコラーゲン分解が促進さ  

れ，血清HOP壁が増加した可能性が考えられる。肺のコラーゲン分解の促進は18か月日で肺の  

コラーゲン量が若干低下したことからも支持される。血清中のコラゲナーゼ阻害因子活性の低下  

原因については明らかではないが，コラゲナーゼ阻害因子活性を含むα．プロテアーゼ阻害因子  

は種々の活性酸素やラジカルによって不活性化されること32・S3）が知られている。また，我々は  

NO2暴露による肺の過酸化脂質の形成によって肺のコラゲナーゼ阻害因子が不活性化されるこ  

とを報告20〉した。03やNO2＋0ユ暴露によって肺で脂質過酸化が起こることは報告されているが，  

本実験では，これらとコラゲナーゼ阻害因子活性との関連は明らかでない。   

4．3 血清コラゲナーゼ阻害因子活性と肺線雑化との関連   

除草剤のパラコートは肺に高度の線維化を起こす3ヰ）ことが知られているが，この節の線維化過  

程では血清中のコラゲナーゼ阻害因子酒性が増加することが報告28）されている。また，我々は先  

にNO2暴露による酸化的障害を修復する過程で血清や肺のコラゲナーゼ阻害因子活性が増加  

し，肺のコラ｝ゲン分解を抑制し，それが肺の線維化と関連する可能性を報告20〉した。本実験で  

その増加傾向が5か月目のGl群とG3群に，22か月目のG2群とG3群に認められた。また，  

血清コラゲナーゼ阻害因子活性が増加する5か月目ではGl群，G3群のコラーゲン量が増加す  

る傾向があり，22か月日ではG2群が若干増加傾向を示し，G3群は18か月日に比べて増加する  

傾向にある。また，これらの時期にはコラーゲン分解指標の血清HOP量は低下する傾向にある。  

このような成績から，5か月日のGl群，G3群，22か月目のG2群，G3群では肺のコラーゲン  

分解能が低下している可能性が考えられ，特に，血清中のコラゲナーゼ阻害因子清性が有意な増  

加を示す22か月目のG3群でその分解能が最も低下している可能性が考えられる。   

河越ら21）は22か月日の形態学的観察によって肺の非細胞性問質に占めるコラーゲンの割合が  

G2群，G3群で増加するのを認め，これらの群の細胞壁の質的な変化（線維化）を示唆している  

が，2アか月日のG2群，G3群の肺のコラーゲン分解能の低下の可能性や，また，肺のMAO活  

性のG2群，G3群の有意な増加から，コラーゲンの架橋の冗進も推測され，このような変化がG2  

群とG3群で認められている肺胞壁の質的な変化と対応するものと考えられる○   

以上，低濃度NO2＋0，わ長期暴露によるコラーゲン増生過程では肺や血清中のコラーゲン代  
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謝関連因子が複軌こ変化し，ある時期にはコラーゲン分解が促進されるが，コラーゲンの増生が  

認められる時期にはコラーゲン分解が抑制され，それが肺の形態学的変化と関連する可能性が示  

唆された。   

一方，尿中のHOP比は5か月日で暴露条件の強さに対応した増加を示したのみで，9か月目か  

ら22か月目までは対照群より低下する傾向を示し，血清HOP量とはむしろ逆の変化を示した。  

尿中HOP比は大気汚染物質のとトヘの影響を評価するための優れた指標として用いられてい  

る。今後，血清HOP量と尿中HOP比が対応しない原因を明らかにすることが大気汚染物質のヒ  

トへの影響を外挿する上でも重要であると考えられる。  
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要 旨  
JCl：Wistar系雄ラットに，0．05ppmO，（Gl群），0．05ppmO，＋0．04ppmNO2（G2  

群）及び0．05ppm O3＋0．40ppm NO2（G3群）を9及び22か月間暴露し，肺，肝臓及  

び腎臓の生体膜成分に及ぼす影響を検討した。また，血液のHt値及びHb値に及ぼす影響  

も併せて検討した。   

Ht値とHb値は，9か月日にはすべての暴露群で増加傾向が認められ，Ht傾がG3群で  

Hb値がGl及びG3群で有意に増加した。一方，22か月冒にはすペての暴露群で減少す  

る傾向が認められ，G3群でHb値が有意に低下した。   

肺では，ミクロソーム異物代謝系の冗進がGl群で観察され，中でもチトクロムP－450  

含量の増加が最も顕著であった。0．04ppm NO2との複合暴露では，一定の効果を示さな  

かったが，0．4ppm NOzとの複合暴露では，Gl群の克進を軽減する効果を示した。NO2  

によるチトクロムP－450含量の増加は，22か月日に起こる可能性が示唆された。   

肝臓では，22か月日にG3群で湿重量の増加とミトコンドリア呼吸系の完進が観察され  

た。ミクロソームのチトクロムあ含量と異物代謝活性は，Gl群で22か月削こ低下し，NO2  

との複合暴露はこの低下を軽減させた。G2及びG3群では9か月別こミクロソームの他  

の成分の低下が観察され，NO2と0。は独立して作用する可能性が示唆された。   

腎臓では，Gl群でミクロソーム及びミトコンドリアの増加が起こり，NO2との複合暴露  

ではこの傾向が増幅された。しかしながら，NO。独自によると推察される低下効果も観察さ  

れた。   

以上の結果から，低濃度NO2と03の長期間暴露は，各臓器の生体膜成分に影響を及ぼ  

し，特にミクロソーム異物代謝系への影響が顕著であることが明らかとなった。  

1・国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県つくば市小野川t6番2  

t）asicMedicaLSciencesDivision，theNa【ionalInstituteforEnvironmcntalStudies．16－20nogawa，Tsukuba，   

1baraki305，Japan．  
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高橋勇二ら  

Abstraぐt  

MaleJCl：Wistar rats were expoゝed to O・O5ppm ozone（0。，Gt），0・05ppm O。＋0・  

04ppmnitrogendioxde（NO2，G2）andOLO5ppmO，＋0・4ppmNO2（G3）for9and22months  

toexaminetheefTectsorO3andNO20nlhemcmbraneconstituentsorIung，1iverandkidncy  

aswellastheHLandHbvaluesofb）ood．03inha）ationwasdaily8hours・  

TheHtand HbvaluesorGl，G2andG3showedanincreaslngtrend9monthsafter  

exposure，inwhichthcHLValucorG3andtheHboncorGiandG3、VereSlgnificantly  

higher than thosc ofthecontro】s・Twenly－tWO mOnths anerexposure，however・a11the  

exposedgroupsdidnotshowsuchatrendand，rather，theHbvalueofG3wasslgnificantly  

lower than that orthe cont†01．  

Inthelung，thexenobioticmetabolizlngSySlemSOrmicrosomeswereenhancedinGl，  

in which Lhe cytochrome P－450conlent WaS nOtablyincreasedlExposures to O3in  

combinationwithO．4ppmNO，（G3）diminishedthisenhancemcnt，Wh‖elhatwithO104ppm  

NO2（G2）scarcelyafTected．ItshouldbenotedthatthecytochromePL450contentincreased  

dependentontheNO2COnCentrationatthe22ndmonthorexposurel  

Inthelivcr，thewetweightandmitochondrialresplratOrySyStemincreasedinG322  

months after exposure．］n Gl，however，the cytochrome b5 COntent and xenobiotic  

metabo）izingactivltyOrmicrosomesweredecreased・ThecombinationwithNO2loweredthe  

magnitude or these decrements・On the other hand，Other component50r microsomes  

decreasedinG2andG39monthsaLterexposure．  

Inlhekidney，COmPOnentSOfbothmitochondriaandmicrosomesincreasedinGland  

thecombirlation withNO2reinIorcedsuchanincreaslngtrend・  

Theseresultsshowthatlong－termeXpOSUre5tONO2andO3atlowlevelssensiti、′ely  

a†TectmembraTleCOnStitucnts，Particularlymicrosomalxenobioticmctabolizings）rStemSOf  

lung，1iverandkidneyaswe11a5theHtandHb、′aIuesL  

1 はじめに   

二酸化窒素（NO2）とオゾン（03）は，光化学スモッグに含まれる主要なオキシダントである。  

両ガスiま，生体に対して共に酸化的ストレスを引き起こすと考えられている。これまでに，  

0．2～0．4ppnlO。をラットに亜急性暴露すると肺ミクロソームの異物代謝系が持続的に完進し，  

腎臓のミクロソーム成分も誘導されることを報告してきたl・2）。一方，0，4～4．OppmNO2の亜急性  

暴露は，ラットの肺及び肝臓のミクロソーム成分及びミトコンドリア呼吸系酵素を低下させる3・4）  

。ミクロソーム成分の低下は，亜急性暴露の間周期的に起こり異物代謝系に選択性が高い。また，  

NO2亜急性暴露は，03と同様に腎臓のミクロソーム成分を誘導する。これらの結果は，外来性の  

脂溶性化学物質と同様に比較的低濃度のNO2や03も，臓器の生体膜成分，特にミクロソーム異物  

代謝系に影響を及ぼし，NO2と0。とでは影響が異なることを示している。   

本研究では，0．05ppm O，（8h／d）に0▲04又は0・4ppm NO2を複合し9及び22か月間ラッ  

トに暴露した際，肺・肝臓及び腎臓の生体膜成分が受ける影響を検討した。  

一 二1さ   



複合長斯暴露 臓器の田本股成分に及ぼす影鞘  

2 材料と方法   

2．1試料の採取と酵素活性の測定   

低濃度のNO2と0。を複合で9または22か月間暴露したJCl：Wistar系雄ラットを  

使用した5）。一群6匹のラットより前報で記した方法で肺，肝臓及び腎臓のホモジネートとミク  

ロソーム画分を調製した6）。   

ミトコンドリアのコハク酸一チトクロムC還元酵素活性はホモジネートを用いて前報に記した  

方法で測定した6）。ミクロソームの電子伝達系成分（NADH－チトクロムb5還元酵素，NADH－チ  

トクロムP450還元酵素，チトクロムあ及びチトクロムP－450）の活性も前報の方法で測定し  

た6）。また，異物代謝活性は，ベンゾピレン，7一ヱトキンクマリン，クマリン，ベンツフユタミン，  

アニリン，アミノピリン及び♪－ニトロアニソールを基質としてミクロソーム画分を用いて前報の  

方法で測定した7）。タンパク質量はLowr）rらの方法により定量した㌔   

2．2 有意差の検定法   

対照群と暴露群の間の有意羞は，分散の比を分析後，Studentのt検定又はWelchのt検定法  

で調べた。   

3 結 果   

3．1臓器重量と血液性状に及ぼす影響  

、表1に，0。とNO2の複合暴露が体重と臓器重量に及ぼす影響を示した。体重及び肺湿重量は，  

いずれの暴露群でも有意な変化を示さなかった。一方，肝臓及び腎臓の湿重畳は，Gl群で9か月  

日に有意に低下したが，22か月目にはNO2添加濃度に依存して増加し，G3群では対照群の各々  

107％（p＜0．05）と108％（p＜0．05）となった。血液のHt値とHb値は，9か月目にはいずれの  

暴露群でも増加傾向が認められ，Ht値はG3群で対照群の107％（p＜0．01）に，Hb値はGl及  

びG3群で共に108％と有意に増加した（表2）。一方，22か月日にはHt値及びHb値に増加傾向  

は認められず，G3群のHb値は対照群の97％（p＜0．05）に低下した。   

3．2 肺の生体膜成分に及ぼす影響   

表3に，NO2と03の複合暴露による肺のタンパク質，異物代謝系成分及び異物代謝活性の変化  

を示した。ホモジネート及びミクロソーム画分のタンパク質量は，9，22か月間暴露でいずれの暴  

露群でも対照群に対して有意な変化を示さなかった。一方，ミクロソーム電子伝達系成分の中で  

もチトクロムP－450含量は，9か月暴諸においてGl群で対照群の129％（p＜0．01）に増加し，  

NO2の添加により増加の程度が減少した。22か月暴露では，逆にNO2の添加により増加の程度が  

増大し，G3群で対照群の139％（p＜0．001）となった。ミクロソーム電子伝達系の他の成分，チ  

トクロムb；，NADHチトクロムb，還元酵素，NADPH－チトクロムP－450還元酵素及びミトコン  

▼11ミ1   
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臓器重量の変化  
Changesinthetissueweight  

表  
Table  

ExposureConccntration（ppm）  
Exposure  

Period   GZ：0．05ppmO3   G3：0．05ppmO3   
＋0．肌ppm NO2   ＋0．4 ppm NO2  

ControI Gl＝0・05ppmO3  

BODY WEIGHT  

440±25 （108）  

4（）3±3（】（9S）  

4．86±0．4ユ （95）  

4．63±0．62 （100）   

33▼6±1・】（97）  

35．6±2．1◆ （107）  

6－4〕±0．27 （β7）  

7．2（〉±2．0（）事（108）  

1．81±0．24（100）  

2．03±0．21（107）  

410±14 （101）  

4（）3±柑 （98）  

4．93±0．〕4（97）  

4．57±0．38 （99）  

34．3±1．8 （99）  

34．6±1．8 （1（壇）  

6．31±0．45 （ワ5）  

7．1（）±0．3丁（107）  

1．84±0．04 （101）  

1．95±0．25 （103）  

9M   

22M  

LUNG  

9M   

二ごヽt  

LIVER  

9M   

2ZM   

KIDNEY  

9M   

22M  

SPLEEN  

9M   

二二＼t  

406±34  444±19 （109）  

473±37  450±22 （95）  

5．11±0．18 5．34±0．70（】．5）  

4，62±0－80 4．87±0．49（105）  

34．7±0，6  33．4±0，7◆ （96）  

33．4±2．1 32．0±2・6 （96）  

6．62±0．錮 5．99±0．08●…（90）  

6．70±0．62 6．90±0．40（103）  

1．S2±0．】8 1．gl±0．】5（99）  

1．90±D．26 2．03±0・23（107）  

VaLuesareexpressedaslhegramtissue／kgorbodyweight（M巳an±SD，n＝6for9MaTld）2for22M）  

暮pく（）05，‥◆p＜0・00】・  

表  2 Ht値及びHb値の変化  

Table 2 ChangesintheHtandHbvalues  

ExposureConcerltration（ppm）  
Exposure  

Period   G2：0・05ppmO∫   G3：0．05ppmO。   
＋0・04ppmNO2   ＋0．4 ppmNO2  

ControI Gl：0・05ppmO3  

HtValue（％）   

9M  42．1±0．3  43．4±l．4 （103）   

2ZM  43・0±】．】 42・3±】・4 （98）  

Hb Valub（g／dl）   

9M  14・6±0▲5 15・8±0・γ－（108）   

22M  16．0±0．5 15．7±0．6 （98）  

4j．4±】．8 （10〕）  

42．5±】．も （99）  

】5．5±0．8 （10（〉）  

15．8±0．5 （99）  

45．1±1．3‥●（107）  

42．4±Ⅰ．8 （99）  

15．7±0．い＝‖（108）  

15．5±0．4▲ （97）  

Valuesareexpres貯d asthemean±Sl）（n＝6br9M and】2f8r2ZM）  

■p＜005，‥p＜0－01，‥■pく0■（刀1▲  
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複合長期暴露 臓器の生体膜成分に及ぼす影響   

表  3 肺の膜成分の変化  

Table 3 Changesinthemembranou5COmpOnentSOflungs  

ExposureConcen【ration（ppm）  
Exposure   

G2：0，05ppmO3  Gj：0．05ppmOさ   
＋0・04ppmNO2   ＋0・4 ppmNO2  

Period  conlrOI Gl＝0・05ppmO3  

HornogenateProtein（mg／）ung）   

9M  76．4±2．0  78．6±2．3 （】03）   

ユユM  8ユ．S±5．6  81．0±4．ユ （98）  

MicrosomalProlein（mg／hng）   

9M  9．05±0．47 9．09±0．80（1〔旧）   

22M  】0．6±0．Z lO．9±0．4 （102）  

Cy10ChromeP－450（p爪01／mghomogenateprotein）   

9M  7－81±0．84 10．】±】．3＝（129）   

22M  4．81±0．62 5．27±】．37 （109）  

78．7±5．9 （103）  

呈0．9±ユ．7 （9呈）  

9．38±0．58 （1仙）  

10．5±0．3 （9．8）  

8．40±2．】5（108）  

5．89±2．34（122）  

74．8±1．8 （98）  

g5．6±7．0 （1〔13）  

9．42±0．45 （104）  

10．8±0．4 （101）  

7．91±0．88 （101）  

6．70±0．9j‥●（139）  

HADPHCytochTOmeP－450Reductase（nmQl／minpermghomogenateprotein）   
9M  l．17±0．】4 1．14±0．09（98） 1．19±D．15（10Z）   

22M  2．85±0，08 2．98±0．20（105）  2．82±0．】0（99）  

NADHCyLochrorneb，ReducLase（nmo）／minpermghc・mOgenateprOlein）   

9M  9．47±D．75 9．47±0．37（lα））  9．10±】．43（96）   

22M  22．6±3．3  22．S±7．9 （101）  Zl．9±6．6 （97）  

7EthoxycoumarinO－Deethylase（PmOl／minpermghornogenateprotein）   

9M  22．1±】．6  24．0±3．4 （108）  25．3±2．6● （1】4）   

22M  l】．5±6．9 】2－6±4．9 （】10） 14・2±4▲0■（124）  

Coumarin Hydroxylase（pmol／mirlpermghomogenateprotein）   

9M  l．06±D．t3 0．98±0．19（p2）  0．96±0・22（90）   

ユユM  O．9も±0．0ユ l，17±0．07■（lユ0）  lユ0±0．OS事（lZユ）  

BenzphetamineNDemethy］asc（pmol／minpermghomogenateprotein）   

9M  494±28  497±63 （】01）   490±58 （99）   

22M  ヱt4±0  251±】● り17）   240±1－ （】12）  

Benzo（a）pyreneHydroxylasc（PmOl／minpermghomogenateprotein）   

9M  3．46±0．19 3．61±0．〕3（104）  3．45±0．25（】00）   

22M  2．40±0．74 2．56±0．30（107）  3．08±0－48（128）  

Su∝inateCYtOChTOmeぐReductase（nmol／minpermghom（】gen8t∈pr（）tei巾   

9M  2．99±0．44 3．06±0．26（103）  2．71±0．26（91）   

2ZM  9．83±1．87 9－27±1．87（94）  9．24±1．60（p4）  

1．22±0．07 （105）  

Z．94±0．08 （103）  

9．59±1．14 （101）  

22．4±4．1（り9）  

ヱ3．2±4．2  り05）  

1二！．1±6．6 （t14）  

0．85±0．09（80）  

0，96±0．03 （9邑）  

473±75 （96）  

ユ17± 2 （101）  

3．54±0．31（102）  

ヱ．91±0．33 （121）  

2．92±0．27 （98）  

8－85±1．15 （90）  

Valuesareexpressed asLhemean±SD（n＝6for9M and12for22M）  

●p＜0．05，●◆p＜0．01，●‥p＜0一00l，  

ドリア呼吸系のコハク酸チトクロムc還元酵素の諸活性は，9，22か月暴露のいずれの暴露群で  

も有意な変化を示さなかった。   

肺ミクロソームのチトクロムP－450含量の変動は，ミクロソームの異物代謝活性が変化する可  

能性を示唆している。Gl群では，22か月暴露でクマリン水酸化及びペンズフユタミン脱メチル  

化括性が各々対照群の180％（p＜0．05）及び117％（pく0．05）に増加した。G2群でも同程度の  

有意な活性増加が認められた。一方，7－エトキシクマリン脱エチ／レ化活性は，9及び22か月暴露  

のいずれの暴露群でも増加傾向が認められ，G2群では9及び22か月暴霹で各々対照群の114％  
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（p＜0．05）及び124％（p＜0．05）となった。しかしながら，いずれの代謝活性もG3群では有意  

な変化を示さなかった。   

3．3 肝臓の生体膜成分に及ぼす影響   

表4に示したように，肝臓のホモジネート及びミクロソーム画分のタンパク質は有意な変化を  

示さなかった。Gl群では，9か月目にチトクロムP－450含量が対照群の82％と減少傾向を示し，  

22か月日にはチトクロムあ含量と♪一ニトロアニソール脱メチル化括性が対照群の各々87％（pく  

表  4 肝臓の膜成分の変化  
Tab］e 4 Changesinthemembranouscomponentso［1ivers  

ExposureConcenしration（ppm）  
Exp（－Sure  

G3：0・05ppmO3   

＋0．4 ppmNO2  

G2：0．05ppmO3   
＋0．04ppm NO2  

Pe「iod  controI Gl＝0・05ppmO3  

Homogenatepro【ein（g／】iver）   

9M  2．45±0、26 2．56±0．Z2（105）   

22M  2．81±0．23 2朋±0．35（9（））  

Microsoma】protein（mg／1i、・er）   

9M  47（）±56  50ヱ±64 （106）   

22M  513±49  494±94 （9（））  

CyLOChromePr450（poml／mghomogenateprotein）   

9M  82．2±5．5  67．1±1（）．4（87）   

22M  66．3±9．0  64．3±11・4（97）  

Cytochromeb5（pmol／mghohogenateprotein1   

9M  56±8  56± 3 （99）   

22M  74±6  64±】3● （87）  

2．59±0．0了（】06）  

2．87±0．06（】02）  

491±82 （104）  

53ユ±30 （103）  

85．4±6．6 （104）  

69．8±9－4 （105）  

57±5  （101）   

76±5  （102）  

9．2±0．p■ （き4）  

12．0±し4 （108）  

5（）1±23‥（g6）  

ZOl±33 （99）  

64± 2 （91）   

79±21 （110）  

294±0．19（93）  

1．15±0．ZZ（10封  

SlO±73 （tOl）  

9（）3±50● （91）  

14，7±2．9 （93）  

34．9±5．3■ （120）  

2．54±0．20 （1（拘）  

2．86±0．17 （】02）  

457±52 （9（〉）  

532±41 （104）  

7（）．0±17．5 （92）  

67．5± 8．4（102）  

56±3  （99）   

68±4義 （92）  

NADPH－CytOChromeP－450rcductase（nmo】／min   

9M  】0．9士l．1 】0．j±0・3 （錮）   

22M  l】．】±1．5 11．1±1．3 （】（氾）  

permghomogenaleprOtein）  

乳8±0．4‥（別）   

11．5±2．1（104）  

NADH－CytOChromeb，reductase（nmol／minpermghomogenateprotein）   

9M  654±64  引9±40 （95）   668±70 （102）   

22M  203±Z7  1S4±39 （91）   191±35 （94）  

Arlilinehydroxylase（poml／minpermghomogenateprotein）   

9M  71±10   62± 5 （S7）  64±5 （90）   

22M  72±】8   73±18 （102）  79±13 （111）  

ÅminopyrineN－dernethy］ase（pmol／minpermghomogenaleprOtCin）   

9M  3．16±0．34 2．9Z±0．28（92）  3．04±0．34（96）   

22M  l．】3±0．27 1．11±0．ZO（98） 1．2】±0・15（108）  

p－NitroanisoleN－demcthylase（pmoL／minpermghomogenateprotein）   

9M  805±9  乃3±10 （99）   809±59 （101）   

22M  lO54±94  881±195■（84）   972±106 （92）  

Succinate－CytOChromecreductase（nom）／minperrnghomogenateprotein）   

9M  15．8±2．3 15．4±4．2 （98） 15．0±3．1（95）   

Z2M  29．t±5．2  3ユ．3±4．4 （111）  29．8±4・9 （102）  

Valuesareexpresseda51h亡mean±SD（n＝6br9Mand12l8r22M）  
●pく005，＝p＜001・  
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0．05）と朗％（p＜0．05）に低下した。NO2の添加は，03によるこれらの活性低下を軽減させたが，  

G3群で9か月日にNADH一チトクロム∂，還元酵素とNADPH一チトクロムP－450還元酵素の活  

性は対照群の各々84％（p＜0．05）と86％（p＜0．01）に低下した。一方，ミトコンドリアのコハ  

ク酸－チトクロムC還元酵素活性は，G3群で22か月日に対照群の120％（pく0．05）に増加した。   

3．4 腎臓の生体膜成分に及ぼす影響   

肺や肝臓と異なり腎臓の場合，ミクロソーム画分のタンパク質は増加傾向を示し，22か月目に  

はGl及びG3群で対照群の各々107％（p＜0．01）及び110％（p＜0．01）と有意に増加した。ホ  

モジネートのタンパク質も22か月日にNO2の添加濃度に依存して増加し，G2及びG3群で対  

照群の各々108％（p＜0．01）及び110％（p＜0，01）となった。同様に，チトクロムIL450含量も  

9か月日でNO2の添加濃度に依存した増加傾向を示し，NADPH－チトクロムPL450還元酵素活  

性は22か月にG2及びG3群で対照群の各々108％（pく0．05）及び114％（pく0．01）に増加した。  

一方，ベンゾビレン水酸化活性は，9か月目にNO2添加濃度に依存して，G3群では対照群の77％  

（p＜0．01）となった。ミトコンドリアのコハク酸－チトクロムc還元酵素活性は，9か月日に増加  

傾向を示しGl及びG3群で対照群の各々118％（p＜0．05）及び114％（p＜0，05）になったが，  

22か月日にはNO2の添加濃度に依存して低下し，G3群では対照群の79％（p＜0．05）となった。   

4 考 察   

本研究は，低濃度0。の単独及び低濃度NO2との複合長期間暴露が第一次榛的臓器である肺の  

みならず肝鳳 腎臓及び赤血球にも影響を及ぼすことを明らかにした。   

著者ら9〉は，比較的低濃度のNOユをラットに急性，亜急性暴露すると血液中の赤血球の老化が  

促進され，この障害に対する代償作用として血液中に代謝活性の高い若い赤血球の割合が増加す  

ることとHt値が増加することを明らかにしてきた。高濃度の03暴露は赤血球を溶血させること  

が報告されているが10），比較的低濃度の0。東急性暴露では赤血球量の減少は観察されず逆にHt  

値の増加も顎察されている9▼11）。これらの現象は，NO2や03の赤血球への障害に対する代償反応と  

して赤血球の増生が起こると解釈できる。Gl及びG3群で9か月日に観察されたHt値及びHb  

値の増加は，低濃度の0。やNO2暴露によっても赤血球に障害が及び，それに対して動物は代償的  

に反応したことによるとも推測できる（表2）。この場合，NO2ヒ0。の複合効果が明確でないのは，  

代償反応がNOz又は03に対して過剰に発現しているためとも考えられる。暴露22か月日では，  

増加は観察されず，G3群のHb値は有意に低下した。老齢ラットにNO2を暴露すると同様の現象  

が観察されることから，暴露22か月目の老令ラットでは赤血球産生能が低下しており代償反応が  

十分でなく障害が発現したと考えられる。   

比較的低濃度のNO2（0．4～4．Oppm）亜急性暴露によって，肺ミクロソームの異物代謝系成分  

と異物代謝活性は周期的に減少する4〉。この際，ミトコンドリア呼吸系酵素の活性低下も観察され  
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る。一方，比較的低濃度のOa（0．2～0，4ppm）亜急性暴露は，NO2と対照的に肺ミクロソームの  

異物代謝系成分と異物代謝活性を元進させる2）。本研究の結果から，異物代謝系の元進が0．05  

ppmO，の長期間暴露でも発現することが明らかになった（表3）。0・04ppmNO2との複合暴露は  

03による増加効果を増幅させる場合も認められたが，0，4ppm NO2の複合は0きによる増加効果  

を軽減させた。これらの結果は，肺の異物代謝系が0。による増加効果とNO2による低下効果とを  

独立して受け，現象的には影響が相殺される可能性を示唆している。暴露22か月目に観察された  

チトクロムfL450含量の増加は，NO2添加濃度に依存しており，長期間暴露での複合効果，ある  

いはNO2亜急性暴露で認められた過剰な代償反応を示唆しているのかもしれない。   

肝臓のミクロソーム成分は，0．8ppmO。の急性暴露によって初期に低下するが速やかに回復す  

る1）。比較的低濃度の03亜急性暴買では影響が観察されない2）。しかしながら，本研究の結果から，  

0．05ppmO3の長期間暴露ではチトクロム包含量と異物代謝活性の低下することが明らかになっ  

た（表4）。この結果は，03のヘム合成抑制作用が低濃度03の長期間暴霹で発現する可能性を示唆  

している。この0。による低下はNO2の添加によって軽減された。一方，G2及びG3群ではミク  

ロソームの他の成分の低下が観察された。したがって，NO2と0。は共に肝臓のミクロソーム成分  

を低下させる作用を示すが，両ガスは独立して作用すると考えられる。暴露22か月日にG3群の  

ミトコンドリア呼吸系酵素活性と肝湿重量が共に増加したことは，G3群ではNO2と0。による障  

害を修復する必要があることを示しているのかもしれない。   

本研究の結果から，低濃度NOzと03の複合長期間暴露において22日日には腎臓の湿重量，タ  

ンパク質量及びミクロソーム画分のタンパク質量が，Gl群で増加傾向を示し，0ヨの添加濃度に依  

存して増加することが明らかとなった（表1，5）。この結果は，腎臓において細胞の過増生が起っ  

た可能性を示唆している。   

腎臓のミクロソーム成分は，比較的低濃度のNO2と0。単独亜急性暴露によって増加する2・4）。  

0．05ppm O。の長期間暴露においても同様の現象が観察され，NO2の添加はこの傾向を増幅させ  

た（表5）。しかしながら，ベンゾピレン水酸化活性やコハク酸－チトクロムC還元酵素活性のよう  

に，NO2による低下効果と考えられる現象も観察された。   

本研究の結果は，低濃度NO2と0。の長期間暴露により臓器生体膜成分は鋭敏に反応し，その反  

応は各臓器に特異的なものであることを示している。NO2と0。の影響は多くの場合独立している  

可能性が示唆された。特に，臓器ミクロソームの異物代謝系の変化ほ顕著であり，内在基質及び  

外来異物の代謝の程度と代謝のスペクトラムが修飾されると考えられる。  
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表  5 腎臓の膜成分量の変化  
Table 5 Changesinthemembranouscomponentsofkidneys  

ExposureConcenlralion（ppm）  
Exposure   

G2＝0・05ppmO3   
＋0・04ppmNO2  

G3＝0．05ppmO3   

＋0．4 ppm NOz  
Period  con【rOI G】：0・05ppmOヨ  

Homogenateprotein（mg／kidrley）   

9M  241±18  234±t4 （97）   

ユヱM  ユ3ユ±18  ユi7±15 （10ヱ）  

Microsoma】protein（mg／kidney）   

9M  42．9±5．1 45．0±j．0 （】05）   

ユユM  鴎．6±4．1 7l．7±ユ．l＝（107）  

CytochromeP－450（PmOl／mghornogenatcprotein）   

9M  O．46±0．16 n．59±0．ユ4（129）   

ユユM  O．47±0．1（）0－46±0．15（9S）  

ヱ44± 5 （101）  

359±17＝（108）   

46．0±5．1（107）  

68．9±5．9 （103）  

0．61±0．＝ （133）  

0．3S±0．15 （80）  

241±6 （t（わ）  

封沌±さl■◆（lll）  

47・0±2・6 （109）  

73．3±5．l‥（11（））  

0・64±0・04（158）  

0．40±0ユ0（84）  

8．28±0．48（99）  

lユ・6±l・2‥（l14）  

20・6±1・6●（110）  

30．3±2．9 （97）  

192±1ユ  り2ヱ）  

138±15 198）  

156±16●事（77）   

85±10 （94）   

28．0±ヱ．0■（114）  

23．3±l・4 （79）  

NADPH－CytOChromeP－450Teductase（nmol／rnirlpermghomogenaleprotein）   

9M  8．32±0．49 9．36±0．57（113）  8．45±0．76（tO2）  

1ユM  l川±0・9 1l・7±l．6 （106） 1l．9±0．㌢（108）  

NADH－CytOChromeb5reductase（nrrLOl／minperhlghomogenaLeprOtein）   

9M  18．6±0・6  20．4±1．9 り09）  2】．9±】．B●◆（117）   

ユユM  ユlユ±ユ．9  氾．7±ユ．6 （105）  ユ0．1±2．9 （97）  

7－EthoxycoumarinO－deethylase（frnol／minperrnghomogenateprolein）   

9M  157±77  柑3±35 （】11）  157±22 （95）   

ユ2M  141±5ユ 171±51 りユ5）  l糾±50 （l加）  

Benzo（a）pyrenehydrDXylase（fmo】／minpermghomogertateprotein）   

9M  203±35 166±〕2 （82）   158±31（78）   

ユユM  91±10   97±ll（10b）  94±〕 l103）  

Succinate－CytOChromecreductase（rlmOl／minpermghomogenateprotein）   

9M  24．5±1・9  28・8±3．6－（118）  25．7±3．7 （105）   

ユ2M  29．Ⅰ±4．8  29－3±2．5 （102）  25．9±2．5 t89）  

Valu亡SareeXpreS妃dasthemean±SD（n＝6わr9Mand】2わr22M）  

－p＜0．05，＝p＜00】一  
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二酸化窒素とオゾンの複合長期暴露がラットに及ばす影響ⅠⅩ  

一肺胞マクロファージに及ばす影響一   

EffectsoELong－TermExposuretoNitrogenDioxideandOzoneonRatsIX  

－Efrectsom AIYeOlarMaerophages一  

持立克身1・三浦 卓1  

KatsumiMOCHITATEland TakashiMIURAl  

要 旨   
ラット（6適齢）に0．04ppmまたlま0．40ppm NO2十0・05ppmO。（紬／d）をユユか月複  

合暴露し，肺胞マクロファMジに及ぼす影響を検討した。肺胞マクロファージの細胞数は，  

暴露9か月日では，03のみ（Gl）及び0．40ppm NO2を混合した（G3）暴露群で有意に  

増加し，暴露22か月日では，0．04ppmNO2を混合した（G2）群及びGj群で有意に増加  

した。   

暴露22か月巨＝こおけるか止血止血“孔5混槻刑此＝脚伽机血川及び伽〟血相0乃〃∫  

aeruginosaに対する殺菌活性は，すべての暴露群で各々対照群の0・81－0・83，0・80－0・83及び  

0．7ト0．8t倍に有意に低下した。C〃〝df血d伯わd那に対する殺菌活性は，Gl，G2及びGj群  

で各々対照群の0．65，0．52及び0．18倍にNO2濃度に依存して低下した。   

以上の結果から，肺胞マクロファージの細胞数や殺菌活性は，これらの濃度のNO2及び  

03によって影響を受けることが明らかになった。また，C・〟伽α那に対する殺菌活性に  

はNOヱと03の複合ガス暴露による効果が，著しく認められた。  

Abstr札⊂t  

Male Wistarrats（6weekOld）wereexposed to O．040rO・40ppETINO2（continuous  

exf）OSUre）andO．05ppmO3tBh／d）incombinationfor22month5andalveolarmacTOpha呈eS  

werecotlcctedbypulmonarylavagetoexaminetheeE7ectsorNO2andO，Onthece］1number  

andcytokillingactivities・Onthe9thmonth，血enumberoralveolarmacrophagesincreased  

tol．28－fold（Glgroup：OnlyO，eXpOSure）andl・32－fotd（G3group：03＋0・40ppmNO2  

expo5Ure）thoseofthecontroIvalues，reSPeCtivelyrOnthe22ndmonth，thecellnumbera150  

increasedtol．25－fold（G2group＝Oa＋0．04ppmNO2eXpOSure）andl・26－fold（G3group）  

thoseofthecontroIvalues，reSPeCtively．  

On the22nd month，the bacteriocidalactivilies of alveolar macrophages agalnSt  

瓜血沈旭川机ふ油研劇中伊仙冊血椚nd乃ビ〟血mo〃α∫αど川g∫〃∂∫βdecreasedtoO・81to  

O，83－fold，0．80toO，83－foldandO．71toO．8トfoldthoseofthecontroIvalues，reSpeCtively，at  

】一 国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県つくば市小野川16番2   
BasicMedica）SciencesDi＼′ision，1heNationalInstituterorEnvironmentaLStudies・】6－20nogawaITsukuba，   

lbaraki305，】apan．  
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allexposuregroupstothesimilarextent・Incontrast，thecytokillingactivltyagainstCandida  
albicansdecreasedtoO、65－fold，0・52foldandO・18－foldthatofthecontroIvalueatGl，G2  
andG3groups，reSpeCtively，dependingontheconcentrationorNO2．  
TheseresultsindicatethateventheselevelsofNO2andO3afTectedthece11numberand  

CytOkillingactivitiesofalveolarmacrophagesandthatthemostobviouscombinationefYect  
OfNO2andO3WereObservedonlhecy－okj川ngae－jy．（yag∂jnstC・aJbjca〝SL  

1 はじめに   

オゾン（03）及び二酎ヒ窒素（NO2）は，代表的な大気汚染物質であり1），肺胞に傷害を与える  

ことが知られている2－㌔肺胞マクロファージは肺胞に位置することから，呼吸の際に肺に侵入し  

た微生物から生体を防御する機能もまた，高濃度の03やNO2によって傷害を受ける6－10）ことが  

知られている。しかし，低濃度でのこれら酸化性ガスによる肺胞マクロファージの殺菌活性への  

影響は，ほとんど知られていない。これまで筆者らは，低濃度0．2ppm O。によって，肺胞マク  

ロファージの殺菌偏性及び括性酸素発生能が傷害を受ける11・12〉ことを明らかにした。本研究では，  

より環境中の濃度に近い0。及びNO2による殺菌活性への影響について検索した。   

0。及びNO2はまた，肺胞内のマクロファージ数を増加させる13－15）ことが知られている。筆者  

らはこれまで，肺胞マクロファージの増加は多形核白血球の増加を伴わずに起こることを見いだ  

し、この原因としては肺胞上皮細胞への傷害が誘引の原因になっている可能性について指摘じ  

たl…。本研究では，より低濃度の03及びNOzによって肺胞マクロファージが増加するか調べる  

ことにより，この濾度における肺胞上皮細胞への傷害の可能性について検討を試みた。   

2 方 法   

実験方法は，報文「肺胞マクロファージの殺菌活性に及ぼすオゾンの影響（Ⅰ）」11〉と同様であ  

るので，異なる点のみ記載する。   

2．1暴露方法及び試料の調製  

10匹を一群としたJCl＝Wistar系雄ラット（6週齢）に0，及びNO2を22か月間暴露した。暴  

露は，03のみのGl暴露群，あるし）は0，04ppm及び0．40ppmNO2を0。と混合したG2及び  

G3暴露群の三種類で行った。0。は，最大OLlOppm，その間の平均値が0．05ppmになるように，  

濃度を正弦曲線に沿ってプログラム制御で間欠暴露した。NO2は，連続暴露した。暴露終7後生  

埋的食塩水でかん流したラット肺に気管より136mMNaCl→5．3mM KCl－2．5mMリン酸緩衝  

液－5■5mMグルコースー10mMHepes緩衝液（pH7，4）を注入して肺胞を洗浄し，肺胞マクロ  

ファージを調製した。   

細胞数は，直径9／〃n以上の大きさの細胞をコールターカウンターで計測した。細胞の生存率  

は，トリバンプルー排除試験により測定した。  
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2．2 殺菌活性の測定   

aH－ウリジンで標識したEsc毎r言cわ由coJgK12，滋g別0乃e地妙みim視力祝mLT2，托g祝（わ朋0ナ‡心  

細明函脱及びGz習d7血d路∫cα〃5を用いて，肺胞マクロファージの殺菌活性を測定した。始めに，  

且c戒∫妙ゐタ7和紀わ〟椚，Pβgr喝わ”Sα及びC．仇取払が縛を各々［5－3H］ウリジン（5・0／‘Ci／肌J，  

0，19nmol／ml）を添加しわM9十ポリペプトン，PAS及びYNB合成培地に懸濁し，300Cで18時  

間インキュベーションすることにより，3Hウリジンで標識した微生物を調製した。ヨH標識した  

微生物は，0．95％NaCl水溶液で洗った後，D－MEM10mMMOPS（pH7．2）溶液に懸濁し，  

殺菌活性の測定に用いた。次に，肺胞マクロファージをプレインキューベーション後，微生物を  

肺胞マクロファージの各々100，200，50及び15倍量添加し，細菌の場合は30分間，C．α翫cα叩5  

の場合は120分間殺菌反応を行った。殺菌反応終了後のマクロファージの溶解には，0．15％デオ  

キンコール酸を用いた。   

E．coJグK12，Pαg撒gf邦0∫α（IAM1514）は東京大学応用微生物研究所，5．擁粛附加川LT2は  

明治薬科大学微生物研究室，C，αJ抽α〝S966株は名古屋大学医学部附属病態制御研究施設医真薗  

部門より譲り受けたものを用いた。  

3 結 果  

3．1肺胞マクロファージの細胞数の変化  

低濃度NO2十0ユ複合長期暴露による肺胞マクロファージの細胞数の変化を表1に示した。肺  

表 1低濃度オゾン及び二酸化窒素複合22か月暴露による  

肺胞マクロファージの細胞数の変化  
TablelChangesincellnumberofalveolarmacrophagesby22  

months exposure ofrats tolowlevelofozone and  

nitrogen dioxide 

CellNumbeT（Xlぴcells／ー叫  ExposureTime   

（months）   ControI  GI  G2  G3  

6．55±1．07  8．39±0．7ユー  7．35±0．6B  8．65±0．82●●   

り．00）  （l．28）  り．】2）  （J・32）  

7．95±】．16  臥78±I．59  9．96±2．20－ 10．（減±1・36＝  

（1．00）  （1．10）  （1．25）  （】・26）  

ー，Pく0．05；－◆，P＜0．0】．  

Viabilily（％）  ExposureTime   

（months）  ControI  GI  G2  ’G3  

ク  ワユ】士2．6   錮．5±j．8   弧8±4′1  89．2±4・Z  

22  97．3±l．1   97，1±1．1   97．3±1▲4  97・0±1・2  
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胞マクロファージの細胞数は，暴露9か月日では，Gl及びG3群で各々対照群の1．28倍及び  

1．32倍に有意に増加した。また，暴露22か月目では，G2及びG3群で各々1．25倍及び1．26倍  

に有意に増加し，全期間を通じG3群は常に高い値を保った。   

マクロファージの生存率に，暴露群と対照群で差は認められなかった。   

3．2 肺胞マクロファージの殺菌活性の変化   

暴露22か月日における肺胞マクロファージの殺菌活性の変化を表2に示した。この表には，  

E5Cゐgカc／z由coJ7，助J∽∂乃βJ血妙／ヱg研〟r∫〟，乃，乃g〟do刑0れがαgγ封g∫〃05〟及びCα乃d∫血α鋸cα〃ざを  

各々3H量で，34500，27200，70500及び55000dpm添加した際，反応液上浦中に回収した正味の  

3H量を全添加量に対する割合で％表示した。丘．00玖5．如油毎㈲壷佃及びP．αgγ封gわブ∂5αに対す  

る殺菌活性は，すべての暴露群でほぼ同程度iこ，各々対照群の0，800．83，0．810．錯及び  

0．7ト0．81倍に有意に低下した。しかし，C．仇仏たα別に対する殺菌活性は，Gl，G2及びG3群  

で，各々対照群の0，65，0．52及び0．18倍に低下し，NO2の濃度の増加とともに殺菌活性が減少  

することが明らかになった。  

表  2 低濃度オゾン及び二酸化窒素複合22か月暴露による  

肺胞マクロファージの殺菌活性の変化  
Table 2 Changesin cytokilling activities of alveolar macro－  

phagesby22－mOnthsexposureorratstolowlevelof  

OZOneandnitrogendioxide  

C〉■10killing Ac【ivily（releasedユH／10talユH、％）  
Microorganisms  

Contro】  GI  Gユ  G二I  

丘∫亡ん～rJぐカ由  〕9．7±6．9  32．9±3．4■   32．1±3．8＝  32．5±2．5＝  

亡OJ′  （1．00）  （0．鋸）  （0．81）  （0．82）  

鼠血相W〟β  22．4±4．7   は5±2．8－  18．1±〕．1●  17．9±2．7－  

リアカ血〟血用  （1．（ガ）  （0．叫  （0．81）  （0，gO）  

♪∫～〟do〝丁（7mβ〃β∫  】7．4±2．8  1〕．〕±2．針＝  14．2±3一T  12．4±2．3■＝  

αど川g川∂∫β  （1・（刀）  （0・76）  （0．81）  （0．7り  

C♂〝J砧ね  】j．j±d．3   g．占±2．7－   6．少±j．4■■  2．4±王．g●＝  

〟批〟那  （（1．00）   （0．65）   （0．52）   （0．柑）  

ToLaladdition or3日－uridine－Labeled E・CO［E・S・LJPhLmLL，iLLm．P・aerugiTrOSa and CL  

山裾〃…∫■34500、之72（札705〔のand55脇）（dpm），代5peCti、ely，  

BasalreleaseorJH一丁Om∫・e∂れ∫．り〆血〟′血′仇ア．αe′打gJわ∂∫dand C．d仏kα那：44．6，  

35．2、j9－7andJ74・2（％），reSPeCli、■亡】y．  

Ce】1ratio（mieroorgani5mS／m¢）＝100、ユ00，50and15，reS匹Cti、re】y．  

㌧P＜0．05：＝，P＜0．01and‥●、P＜0．（氾l．  

－130一   



1  

複合長期暴霹 肺胞マクロファージに及ぼす影坪  

4 考 察   

Goldsteinらは，2．5ppmO。5時間暴露，あるいは4．1ppmNO2＋0．36ppmO34時間暴露に  

よって，肺胞マクロファージの殺菌活性が低下することを報告している8・g〉。本報告書の報文「肺  

胞マクロファージの殺菌活性に及ぼすオゾンの影響Ⅰ川及びⅠI12〉」において，より低濃度の0．2  

ppm O3連続2週間暴露はよって，（力〃♂ブ血α肋トα乃Sや凡蝕血那購い脚昭血脱に対する殺菌  

活性は有意に低下すること，及び老齢ラットでは，更にEsc／leわcん血coJ～や鬼才机0γ乙eJ血纏最m㍑－  

γ∫〟椚に対する殺菌活性も有意に低下することを報告した。本研究では，更に低濃度の0．05ppm  

O。（8h／d）間欠22か月暴露によっても，これらの指標微生物に対する肺胞マクロファージの殺  

菌活性は有意に低下することが明らかになった。試料の量の制約上本研究では，活性酸素発生能  

について検討できなかった。これまでの研究から，活性酸素発生能の低下は，殺菌活性減少の一  

因であること11），そして老齢ラットでは，肺胞マクロファージの殺菌活性及び活性酸素発生能は，  

0ユ暴露によって一層傷害を受けやすいことⅠ2）が明らかになっている。したがって，本研究におけ  

る肺胞マクロファージの殺菌活性の低下の一因としては，活性酸素発生能の低下が推測される。   

C．仇物わ肪肌トに対する殺菌活性のみが，暴露したNOzガス濃度の増加とともに著しく減少した。  

本研究で用いた殺菌活性測定のための方法は，微生物が食胞中でリソゾーム酵素による分解を受  

けて初めて活性として認められる特徴を有している。また，NO2や03暴露によって，肺胞マクロ  

ファ→ジのリソゾーム酵素の活性が減少し，肺胞洗浄液上清中のリソゾーム酵素活性が増加する  

こと18・19〉が知られている。したがって，C，αJ紘d乃5のように，真核細胞で厚い細胞壁を有してい  

る微生物は，前核細胞でグラム陰性菌である他の指標微生物と比較して，リソゾーム酵素による  

分解を受け難いために，NO2＋0。複合暴露による肺胞マクロファージのリソゾーム酵素の活性低  

下の影響をより強く受けたのかも知れない。いずれにせよ，C．αJ∂打♂乃5に対する殺菌活性の著し  

い低下は，ガス暴露を受けた実験動物のC．dJ∂∫cα乃Sに対する感染抵抗性の低下を予想させる。   

これまで，NO2や03の酸化性ガスによって，肺胞内にはマクロファージが増加することが知ら  

れている。我々もまた，4ppmNO27日間暴露16や1．2ppmNO23か月暴露20，，あるいlま0．2ppm  

O33日間暴露17）や0．1ppmO37日間暴露21）によって，肺胞マクロファージが増加することを報告  

した。本研究の結果は，更に低濃度の0．05ppmO。（8h／d）によっても，肺胞内にマクロファー  

ジが増加すること，そしてこのことは，生体はこの濃度の0。を刺激として認識していることを示  

唆する。  
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二酸化窒素とオゾンの複合暴露が免疫機能に及ぼす影響  

EfrectsofSubacuteExposure toCombinedGasesof  

NitrogemDioxideandOzoneonImmuneResponsesin Miee  

藤巻秀和1  

Hidekazu FUJIMAKll  

要 旨   
二酸化窒素（NO2）とオゾン（0き）の東急性複合暴露が生体の抗体産生系に及ぼす影響  

を解明するために本研究を行った。   

BALB／c雄マウスに4ppm NO2と0．8ppm O。を3日，7日，14日間連続複合暴露し，  

胸腺，ひ臓の湿重量の変軌 ひ随における抗体産生租抱数の変動について検索した。その  

結果，胸腺，ひ臓の湿重量はいずれの暴露期間でも有意に低下し，特に3日，7日目は顕著  

であった。また，すべての暴露期間で肺湿重量の増加がみられた。羊赤血球（SRBC）抗原  

に対する抗体産生能をひ臓での抗体産生細胞数と血中の抗体価の変化で調べたところ，す  

べての暴露群で抗体産生細胞数の有意な減少が認められ，血中の抗体価もすべて低下の傾  

向を示し，特に暴露3日日では有意な低下がみられた。DNPFicoll抗原にたいする抗体産  

生能も同様に調べたが．抗体産生細胞数の減少はみられず，暴露14日日で増加が見られた。   

これらの結果を，以前のNO2あるいは0。の単独ガス暴露の結果と比較すると，複合暴  

露により臓器湿重塁においては著しい影響がみられるものの，抗体産生においては．ほぼ  

単独暴眉と同程度の影響であった。  

Abstr8Ct  

Toinvestlgatetheem：etOrSubacuteexposuretothecombined gasesof4・OppmNO2  

andO．8ppmO30nimrnuneresponses，maleBALB／cmicewerecorltinuouslyexposedfoT3，  

7and14days．ThewetweightsorspleenandthymusintheexposedmlCeWeredecreased  

si帥i鮎antlyl－－allexposuTeperiods・Ontheolherhand，thewelweightsorlungin・the  

exposedmicewcremaTkedlyirlCreaSed：Ir）5pIeenoftheexposedmice，thenumber5Ofanti  

－Sheepfedbloodceus（SRBC）pLaquebrmingcel】s（PFC）weredecreasedincomparison  

withthoseincontrolmicc．Thenumbersofanti－DNPPFCintheexposedmicewercnoL  

decreasedわr3and7daysexposure，butslightlyInCrea5edon14daysexposurecompared  

to controIs．  

ComparedwithpreviousourresultsbyasubacutecxposuretoNO20rO3，Subacute  

exposuretothecombinedgasesofNO2plusO3SeVerelya什ectedthewetweightsofspleen  

andthymus，butdidnotshownthemarkedsuppressionorantibodyre5pOnSe5▲  

】一 国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県つくば市小野川1b番2   
BasicMedicaLSciencesDivision，theNationalIrlStitulelbrEnvhonmenta】Studies・沌－20nogawa，Tsukuba．   

1baraki3帆Japan．  
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藤巻秀和  

1 はじめに   

現実の大気汚染により生体が被る影響は，ガス状物質，粒子状物質に含まれる多くの物質の複  

合暴露の結果として現れるものである。我々はこれまでに，生体の免疫機能：1gM，IgE抗体産生  

能，遅延型過敏反応などに及ぼすNO2あるいは0。の単独ガス暴露の影響について報告した1‾6）。  

また，肺における重要な免疫機能を担っている肺胞マクロファージに及ぼす影響についても多く  

の報告がみられる711）。   

しかしながら，NO2と03の複合暴露の免疫機能に及ぼす影響に関しては，感染抵抗性に対する  

影響を検索したEhrlichらの報告1Z・13）以外にはあまりなく，不明な点が数多く残されている。本研  

究は，抗体産生能に及ぼすNO2と03の複合ガス暴露の影響を検索し，それぞれの単独ガス暴露の  

結果との比較を目的として行われた。   

2 材料と方法   

実験動物は，BALB／c雄マウス（8～12適齢）を日本チャールスリバー（株）より購入し，飼と  

水は2，3日おきに交換した。   

NO2と0。の暴露は，これまでに報告した条件14）で，3日，7日及び14日間行った。暴露直後  

にマウスをと殺し湿重量の測定を行った。抗体産生能の測定は既報14）のごとく抗原として羊赤血  

球（SRBC）とDNP－Ficollを用い，ひ臓での抗体産生細胞数の算定法（PFC）と血中抗体価の測  

定（HA）を指標として行った。   

3 結果と考察   

4．OppmNO2と0．8ppmO，の複合ガス3日，7日及び14日間暴露による体重と肺，ひ臓，胸  

腺それぞれの湿重量の変化を表1に示した。体重はすべての暴露期間で対照群と比べて減少して  

いた。臓器については，肺は湿重量及び体重比とも有意な増加がみられた。ひ臓では，湿重量は  

すべての暴露期間で減少し，体重比も3日間暴露で減少がみられた。胸腺では，湿重量はすべて  

の暴露期間で有意に減少し，体重比も，3日乱7日冒で減少が見られた。これらの結果をNO2あ  

るいは0。の単独ガス暴露の結果と比較したのが図1である。（a）はひ臓湿重量における変動，（b）  

は胸腺における湿重量の変動を現したものであるが，いずれの場合も明らかに，複合ガス暴露の  

場合が一番傷害の程度が大きい。しかしながら，3日，7日間暴露と比べ，14日間暴露で対照群の  

値に近づく傾向にあることが認められる。   

複合暴露後，SRBCとDNPFicollの抗原を静注し，抗体産生能を測定した結果が表2に示し  

てある。抗SRBC抗体産生は，PFCの数ではすべての暴露群で対照群と比べ低下しており，HA  

では，3日日のみ有意な低下がみられた。他方，抗DNP抗体産生においては，PFCの数では3日  

臥7日目とも対照群と比べて差がみられず，14日間暴露ではやや増加がみられた。HAでは，3  

日間暴露で有意に低下している以外は，ほとんど差がみられなかった。  

－134一   



複合暴露の免疫機能に及ぽす影響   

表 1複合3日，7日及び14日暴露による体重と肺，ひ臓，胸腺それ  

ぞれの湿重量の変動  
TablelE恥ctsofO・8ppmO，and4ppmNO20nlung，SPleenandthymus  

ln mlCe8  

Body  Lung  
Wt（g）  Wりmg）   

Sple川  

W＝mg）  

Thymus  
Wりmg）  

W【／Bl～・b  Wt／Bw  

31）  

COntrO1  26－j±0．6  

exposed 19．5±0．6＝   

7D  

COntrO1 2（）．9±0．4  

exposed  2l、8±0、S■■  

14D  

COn【ro】 2（〉．6±0．4  

exposed  23．7±0．6…  

15臥0±2．5  

226．S±9，8－■  

177．7±4．6  

ユ5l、8±Z4、6義  

t5（）．8±】．3  

210．0＋6．4＝  

6．02±0．13  

1l．71±0．85＝  

6．62±0．22  

11，42土0、71＝  

5．90±0．10  

8．8p±0．36＝  

103．8±2．8  3．95±0．07 47．7±3．3 1．82±0．13  

5t．7±ユ．ユ… 2．b8±0．1打＝13．2±】．0●、 D．鵬±0．05◆－  

105．0±6．3  3．92±0．27 50．6±3．4 1．8g±0．‖  

79ユ±7．0●  3．59±0．19 ＝．る±0．7＝ 0．∬±0．0㌢＝  

97．7±4．4  3．66±0．12 40．0±2．1 1．50±0．0（）  

81．0±3．l－  3．44±0．18 32．5±2．1－ 1．39±0．】2  

a Eachva】uerepre紀州＝hemean±SEorsixmice  

b Organtobodyweighlra【jo  

・P＜0．05 ・・P＜n．01  

0・肝P√10㌢ぺ＞－｛  

q．OPF…嘩＝●一－●  

0ぅ＋叫2 ＝｝－｛  

こt  †  
DAYS  

3  7  

DAYS  

図10▲紬pm O。と4．Oppm NO2の単独ガス暴露と複合ガス暴露との  
（a）ひ臓と（b）胸腺湿重量に及ぽす影響の比較  

Fig・1ComparisonoftheefrectsbetweenasingleandamixtureorO3and  
NO2eXpOSurCOnWetWeightsof（a）spleenand（b）thymuS  
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表  2 複合暴露のひ臓での抗体産生に及ぼす影響  
Table 2 Efrect or O．8ppm O3 and4ppm NO2 0n  

antibody response in mice 

An【iDNP  

PFCx102／spleen  

AnlトSRBC  

PFCX岬／spleen  

252±】7  

278±32   

263±コ0  

268±1（）   

227±17  

342±36●  

9．j±0．2  

8．4±0．2■   

9，6±0．1  

9．包±0．1   

9．7±0．3  

9－3±0．3   

3 con【rOl  Ig5±17  

exposed  lll±21＊  

7 c（川trO】  】32± 9   

exposed  83±6暮■  

】4 conlro1  1（）2± 7  

exposed  95±10‥  

g．4±0．1  

7．9±0．2●   

さ．2±0．】  

7．8±0．1   

8．0±0．2  

7．4±0．2  

抗体産生細胞数（PFC）への複合ガスあるいは単独ガス暴露の影響を比較したのが，図2であ  

る。（a〉の抗SRBCPFCでは，複合ガス暴露の場合も03単独暴露の場合とほぼ同様の抑制が認  

められたが，（b）の抗DNPPFCではほとんど差がみられず14日間暴露でやや冗進する傾向が認  

められた。   

以上の結果より，臓器レベルでは，複合ガス暴露は単独ガス暴露に比べて傷害がより増す傾向  

が見られたが，抗体産生能に関しては，ほぼ単独ガス暴靂と同程度の影響を示すことがわかった。   

Ehrlichら12）は，5わ呼わα♂〃J♪花♂〟′那花おに対する抵抗性について，NO2と0。の複合ガス暴  

露は，単独ガス暴寛よりより強く抑制することを報告した。これは，本研究の臓器レベルでの結  

果と一致するが，抗体産生の結果のごとく，すべての反応が複合ガス暴露により相加，相乗的な  

反応を示すわけではない。   

NO2と0。の複合ガス暴露ではないが，Aranyiら15）は，0，とSO2や（NH．）2SO．との暴露の  

場合に，T細胞幼君化反応に及ぼす影響は，単独暴露では抑制するが，複合暴露では克進すると  

いうように全く異なる結果がみられたことを報告している。   

免疫反応をつかさどる多くの細胞の中でも，ガスの感受性にも当然羞がみられ，我々のこれま  

での研究＝）で，0。暴露では，B細胞に比べ，T細胞が影響を受けやすいことが明らかになって  

おり，複合暴露の影響を予測する上でも，免疫機能に関する細胞間での感受性の差についての更  

に詳しい研究が必要と思われる。  
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・・・・  

3  7  

DAYS  

3  了  
OPlYS 

図 2 0．8ppm O3と4．Oppm NO，の単独ガス暴露と複合ガス暴雷との  

（a）抗－SRBCと（b）抗－DNP抗体産生に及ぼす影響の比較  

Fig・2 Comparisonorthee附ectsbetween a slngleand a mixtureofO3  

and NO2eXpOSureOn（a）antトーSRBC and（b）anti－DNP PFC  

TeSpOnSeS  
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ラット肺の異物代謝系に及ぼす二酸化窒素と  

オゾンの複合亜急性暴露の影響  

EfrectsofSubactlteExposuresofNitrogenDioxideaJldOzoneAlone  

orinCombinatioT10nXenobiotit Met8bolismofR8tLllngS  

高橋勇二1・三浦 卓I  

YujiTAKAHASHTlandTakashiMIURAl  

要 旨  
JC巨Wistar系雄ラットに0．2ppmO，とl．2ppmまたは4pprnNO2を1から3か月間  

単独あるいは複合暴罪し肺の異物代謝系に対する影響を調べた。肺のホモジネートタンバ  

ク質量は4ppmNO2及び0．2ppmO3単強暴露3か日日に対照群の110％及び115％と増加  

した。更に，4ppmNO。と0．2ppmO3の複合暴掛こより対照群の12隅と増加し，肺ホモジ  

ネートタンパタ質量は複合暴露により相加的に増加する傾向を示した。ミクロソーム画分  

のタンパク質量及びNADPH－チトクロムト450還元酵素活性に対してNO2と03の複合  

効果は認められなかった。チトクロムP－450（P－450）含量は，0．2ppmO。暴露1か月日に  

対照群の192別こ増加した。4ppmNO2と0．2ppmO。の複合春雷群のト450含量は対照群  

の169％であり01単独暴露群に比べて減少した。暴露2か月日にも同様の変化が認められ  

た。   

ベンゾビレン水酸化酵素（AHH）及び7－エトキシクマリン脱エチル化酵素（ECDE）活  

性は0．，2ppmO3単独暴露により増加し，4ppmNO2単独暴露により低下した。NO2と03  

の複合暴露によりAHH及びECDE活性はNO2または03単独暴雷群の活性の中間の値  

を示し，NO2と0，の複合暴露はAHH及びECDE活性に対して相殺的に作用した。クマ  

リン水酸化酵素（CH）活性はNO2あるいは0。単独暴露により低下した。NO2と0。を複  

合暴露したラット肺のCH活性はNO2単独暴露の活性と変わりなく，複合効果は明らか  

でなかった。   

これらの変化は，NO2と0。を複合暴露した場合，NO203はラット肺の異物代謝系に独  

立して作用することを示唆している。  

Abstr且Ct  

MaleJCL：WislarratswereexposedtoO．2ppmozone（03）andl・2ppmor4・Oppm  
nitrogendioxide（NO2）aloneandincombinationror3monthsLoexaminethee汀ectsoflhe  
slngleandthecombinedgasesonthemicrosomalxenobioticrnetabolizlng5yStemSOrlungs・  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県つくば市小野川16番2   

BasicMedicalScienccst）ivision、theNationalInstituteforEnvironJT－CntalStudies・16－20nogawalTsukuba，   

1baraki305，Japan．  
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AfterlmonthexposureLO4ppmNO2andO・2ppmO3alone，theproteincon【entof  

homogenateincreasedto＝0％andl15％orthccontroIvalue，reSPeCtively・Byexposureto  

themixedgasor4ppmNO2andO．2ppmO。，homogenateproteinwasadditivetyLnCTeaSed  

to120％oftheeontroIvalue・TheproteincontentofmicrosomalfTaCtionandaetivltyOr  

NADPHC）′bchromeP－450reduc【a5eWerenOとa能c【edbyeズPO5Ure5【oNO2andO3aIone  

andin combination．  

Thecytochrome P450contentincT・eaSedto195％orthecontT・OIvalueafterlmonth  

exposuretoO・2ppmO3alone．Afterlmonthexposuretothemixedgasof4ppmNO2and  

O・2ppmO。，thecytochromcP450contentincreased signiflCantlyto169％orthecontroI  

Valuer TheincreasesweremuchgreaterinanexposurctoO，alonethanthatinexposureto  

Oa andNO2incombination．Asimi1archangewasobservedafter2monthexposures．  

The activities or benzo（a）pyrene hydroxylase（AHH）and7ethoxycomarin O－  

deethylase（ECDE）increased signiftcant】y arLerland2months exposurc to O．2ppm O3  

alone，anddecreasedafterexposuTetO4ppmNO2alone，Duringexpo5ureStOthemixedgas  

OfNO2andO3，theactivitiesofAHH and ECDEshowedtheinLermediatevalueobteined  

byexposurestoNO2andO，alone・Thecoumarinhydroxylase（CH）activitywasdecreased  

byexT）OSuretONO2alone．E能etsorcombinationwithO30n（hisactivltyWerenOtClear．  

These Te5ult5Show that the eqect ofLo30nlung xenobiotic metabolizing systems rorms  

COntTaSt tO NO2，and show that anincreaslng tendency ofxenobiotic rnetabolism after  

exposurestoO，isloweredbycombinationwithNO2．Andthosechangesrnaybeduetoan  

indeperldentactionorthesetwogasesonthe．1ungxenobioticmetabolizlngSyStemS．  

Inconclusion，theexposuretothemixedgasofNO2andO3hadadditativeefrectson  

XenObioticmetabolismofratlungs．Weshallproposemodelexpressionwhichexplaine能cts  

Ofexposure5tO NO2and O3alone andin combination on xenobiotic metabolism ofrat  

lungs．  

1 はじめに   

チトクロムP－450（P－450）及びその還元酵素群からなる代謝系は，生体に取り込まれた脂溶性  

化学物質の解毒を行う異物代謝系としての作用を有している1）。環境中に存在する異物（化学物  

質）の毒性を考える上で，この代謝系は重要である。大気中に存在する主要なオキシダントであ  

る二酸化窒素（NO2）やオゾン（0。）の単独暴露が肺の異物代謝系に影響を与えることがこれま  

での我々の研究で明らかにされてきた25）。すなわち1．2～6ppmNO2を4日～3か月間ラットに  

暴露すると7－エトキシクマリン脱エチル化酵素（ECDE）活性及びクマリン水酸化酵素（CH）活  

性が低下し，NO2の濃度を10－15ppmに増すと上記2種の酵素活性に加えてP－450含量とベン  

ゾピレン水酸化酵素（AHH）活性が低下した。また，0．1～0．4ppmO3を1週から3か月間暴露  

するとP－450含量，AHH及びECDE活性が上昇した。今回，0．2ppmO3と1．2ppmまたは4  

ppmNO，をラットに単独あるいは複合暴露し，肺の異物代謝系に与えるNO2と03の複合影響  

を調べた。  
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異物代謝系に及ぼす複合亜急性暴露の影習  

2 方 法   

2．1暴屠条件及び試料の採取  

JCl：Wistar系雄ラット（22適齢）計90匹を5群に分け（1）対照空気（2）4ppmNO之，（3）0．2  

ppmO。，（4）1・2ppmNO2十0．2ppmO，，（5）4ppmNO2＋0．2ppmO，を1，2及び3か月間暴露  

した。暴露後，1群6匹のラットをチャンバーより取り出しエーテル麻酔下で鞘動脈から採血して  

と殺した。肺を0・95％NaCl溶液を用いてかん流後，4倍量の10mMトリスー塩酸緩衝液（pH  

7．4）を含む0．15MKCl溶液中でポッター・ユルベジェム型テフロンホモジナイザーを用いてホ  

モジナイズした。ミクロソーム画分はホモジネートを10，000×g15分間遠心し，その上清を  

105，000×g60分間遠心し調製した。   

2．2 P－450含量及びNADPH－チトクロムト450還元酵素活性の測定．   

PL450の含量は，OmuraとSatoの方法6）で測定し，分子吸光係数を91cm‾1mM‾1として計算  

した。NADPH－チトクロムP－450還元酵素活性は，OmuraとTakesueの方法7）に従い電子受容  

体としてチトクロムcを用いて測定をした。   

2．3 異物代謝活性の測定   

ECDE活性はAitioの方法8）に従い測定した。AHH活性はDehnenらの方法9）に従い測定し  

た。CH活性はTakahashiらの方法5）に従い測定した。タンパク質量はLowryらの方法10）に従い  

測定した。チトスロム含量及び酵素活性はホモジネートタンバク質当たりで表した。  

2．4 統計的検定法  

対照群と暴露群の間の羞の有意性の検定はStudentのl検定法を用いて行った。   

3；陪 果   

3．1肺のホモジネート及びミクロソーム画分のタンパク質量に及ぼす影響   

図1に肺のホモジネートタンパタ質量の変化を，図2に肺のミクロソーム画分のタンパク質量  

の変化を示した。ホモジネートのタンパク質量は4ppmNO2暴露2か月目に対照群の110％に増  

加した。0・2ppmO3暴露2及び3か月日に各々対照群の118％及び115％に増加した。1，2ppm  

NOヱ十0・2ppmOちの複合暴寄2及び3か月目に対照群の115％及び113％に増加した。4ppm  

NO2＋0▲2ppmOユ暴露1から3か月日に対照群の109％から120％に増加し，暴露3か月目に複  

合効果が認められた。また，ミクロソーム画分のタンパク質量は暴靂1か月目に0．2ppmO3群で  

対照群の113％に増加した。暴露2か月日には各暴露群で対照群の117％から124％に増加した。  

しかし，暴露3か月目には有意な変化を示さなかった。  
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図 1ホモジネートタンパタ質量の変化  

Fig・1ChangesinproteincontentsofZunghomogenate  

Malewistarratswereexposedtofiheredair（A），4．OppmNO2（B），0．2ppm  

O，（C），1．2ppm NO2＋0．2ppmO｝（D）and4・OppmNO2＋0．2pprnO。  
（D）for3morLths．After exposure，prOtein contentsoflung homogenates  
were measured undcr the sectiort orthe materials and methods．Values are  

expressedasmean±SD（n＝6）．Significantdi什erencesbetweencontro］and  
exposed valuesa柁ShowrIa5■p＜0．05，，■p＜0．Ol，…pく0．00】・  
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図 2 ミクロソーム画分のタンパク質量の変化  

Fig．2 ChangesiTlprOteincontentsoflungrnicrosomalfractiorl  

ExperirrLentalconditionsarethesameasin Fig・1・Signi6cantdi恥rences  
betweencontrolandexposedva】ucsareareshown as●pく0・05・  
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異物代謝系に及ぼす複合東急性暴露の影響   

3・2 肺ミクロソームのP－450含量及びNADPIトチトクロムP－450還元酵素活性に及ばす  

影響   

図3に肺P－450含量の変化を示した。0．2ppmO3暴露1か月目に，PL450含量は対照群の  

192％に増加し，この増加は暴露2か月日にも認められた（対照群の211％）。03に1■2又は4ppm  

NO2を添加した複合暴露群のP－450含量も対照群の167％から208％に増加した。しかし，4ppm  

NO2＋0・2ppmO3群のP450含量は0。単独群の値に比較して有意に低かった。また，NO2単独  

群のP－450含量は対照群に比較して有意な変化を示さなかった。   

図4にNADPH－チトクロムP450還元酵素活性の変化を示した。暴露1か月日に，1．2ppm  

NO2＋0・2ppmO3群及び4ppmNO2＋0．2ppmO3群のNADPHチトクロムP－450還元酵素活  

性は対照群の各々118％及び110％に増加した。暴露2か月日には，各暴露群の活性とも対照群の  

112％から121％に増加したが，各群間に有意な変化は認められなかった。暴露3か月日には有意  

な変化は認められなかった。  
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図 3 チトクロムP－450含量の変化  

Fig・3 ChangesincytochromeP－450contentsorlungmicrosomes  
ExperimentaLeonditionsarethesameasin Fig・1・SigniflCantdi能rences  
between00ntrOlande叩OSedvaluesareshownas・pく0・05，…pく0・001・  

AndsignificantonesamonggroupsexposedtoNO2andOコalonearldtothe  

mixedgasesareshownas◆◆p＜0・01，◆◆◆p＜0・001・  
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図 4 NADPH－チトクロムP－450還元酵素活性の変化  

Fig・4 ChangesinactivitiesofNADPH－CytOChromeP－450reductaseor  

lungmicrosomes  

Experlmentalconditionsarethesameasin FiBll・SiBnificantdi爪≡renCeS  

between controlandexposed valuesareshown as－p＜0．05，■■p＜0・01・  
AndsignificantonesamonggroupsexposedtoNO2andO3alonearld10  
mixedgase5areShown as◆◆◆p＜0・（氾1・   

3．3 肺の異物代謝活性に及ばす影響   

図5にAHH活性の変化を示した。暴露1か月日に，0．2ppmO，群のAHH活性は対照群の  

145％に増加した。4ppmNO2暴露群のAHH活性は対照群の90％であった。4ppmNO2＋0・2  

ppmo3複合暴露群の活性値は対照群の128％と両単独群の中間値を示した。同様の変化が暴雷2  

か月日にも認められた。暴露3か月日には有意な変化は認められなかった。図6にECDE活性値  

の変化を示した。暴露1か月目に，ECDE活性は4ppmNO2単独暴露により対照群の69％に減少  

し，0．2ppmO，単独暴露により対照群の137％に増加した。1．2または4ppmNO2を03に添加  

した複合暴露によりECDE活性は対照群のそれぞれ130％及び114％となり0。単独暴霹に比べ  
添加したNO2濃度に依存して活性が低下した。4ppmNO2＋0．2ppmO，暴露群の活性値とNO2  

及び03単独暴露群の活性値の差は有意であった。同様の変化が暴露2及び3か月目にも認めら  

れた。図7にCH活性の変化を示した。暴露1か月日に，CH活性は4ppmNO2及び0・2ppmO3  

単独暴露により対照群の43％及び75％に減少した。1，2または4ppmNO2を0。に添加した複合  

暴露によりCH活性は対照群のそれぞれ70％及び41％となり03単独暴露群に比べ添加した  

NO2濃度に依存して活性が低下した。4ppmNO2十0・2ppmOa暴露群の活性値はNO2単独暴露  

群の活性値とほぼ等しかった。同様の変化が暴露2及び3か月目にも認められた。  
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図 5 ベンゾ（α）ビレン水酸化酵素活性の変化  

Fig．5 Changesin benzo（a）pyrene hydroxylase activites orlung  

mlCrOSOmeS  

Experimenta）condition arethe same asin Fig・1・SigniflCanldifrerence～  
betweencontrolandexposedvaluesarcshownas▲pく0．05，＝p＜0・01，＝＋  
pく0．001・AndsignillCan10neSamOnggrOupSeXPOSed10NO2arldO3a】one  
andtomixedgasesareshov・rn aS◆◆pく0．01and◆◆◆p＜0・（氾1．  

（
u
至
2
d
ど
＼
∪
盲
＼
芸
∈
d
）
 
 

黒
岩
一
言
恵
？
O
 
U
盲
∈
⊃
O
U
h
岩
エ
ー
山
・
ト
 
 

0
 
 
 
 
0
 
 
 
 
0
 
 

A
r
 
r
O
 
 
 
 
ウ
L
 
 

2  

E叩OSUre Pe「iods（mo【†hs】  

図 6 7－エトキシクマリン脱エチル化酵素活性の変化  

Fig16 Changesin7－ethoxycoumarin Ordeethylase activities oflung  

mlCrOSOmeS  

ExpcrimentalconditionsarethesameasinFig・11Sigrlificantditrerences  

betweencontrolandexposcdvaIucsareshownas■p＜0・05・．■pくO・OL  
and…p＜0・001・Andsigniftcan10nCSamOnggrOupSeXpOSedtoNO2and  
O3aloneandtomixedgasesareshownas◆pく0・05，◆◆p＜0・01and  
◆◆◆p＜0・∝）1・  
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図 7 クマリン水酸化酵素活性の変化  

Fig・7 Changesincoumarinhydroxylaseactivitiesoflungmicrosomes  

Experjmenalconditions are the same asin Fig・1．Signlicant difrereces  

betweencontro）andexposed vaLuesareshown as’p＜0．05，’’p＜O10】  
and＝書p＜0．COl．AndsignはcantorleSamOnggrOupSeXpOSedtoNO2and  
O，aloneand10mixedgase5areShown as◆・◆◆p＜0．（刀L   

4 考 察   

NO2と0，は共に酸化性のガスである。十数ppmのNO2または0，5～1．Oppmの0。をラット  

に連続暴露すると暴露1～2日後に肺胞Ⅰ型上皮細胞が傷害を受け，暴露2～7日目にかけてマク  

ロファージと肺胞ⅠⅠ型上皮細胞が増殖する。増殖したマクロファージは傷害を受けたト型細胞を  

貪食し，肺胞ⅠⅠ型上皮細胞はⅠ型紙胞に分化し，肺胞が受けた傷害を修復する11‾】3）。今回の実験  

でNO2及び03の単独または複合暴露により肺のホモジネート及びミクロソーム画分のタンパ  

ク質量が増加した。また，NO2と03の複合暴露3か月目にホモジネートタンパタ質量は単独暴露  

群に比べ増加した。これらタンパク質量の増加は，マクロファージ及び肺胞上皮細胞数の増加を  

一部反映した結果と推定される。   

これまで我々は，NOヱと0。は肺の異物代謝系に対して異なった影響を及ぼすことを示してき  

た2‾5）。1．2～15ppmNO2暴露により異物代謝括性またはP－450含量はCH＞ECDE＞AHH＞  

PL450の順で低下した。また，0．1～0．4ppmO3暴露によってPL450＞AIIH＞ECDE＞CHの順に  

NO2とは逆に活性が増加した。今回のNO2または03単独暴露がラット肺の異物代謝系に及ぼし  

た影響はこれまで我々が得た結果とよく一致していた。NO2と0。複合暴露1及び2か月日の  

P－450含量，AHH及びECDE活性はNO2と03単独暴露群の中間値を示した。これらの結果は，  

NO2と03の異物代謝系に対する効果が独立して，■しかも，逆方向に作用したため複合効果が相殺  

的に現れたものと考えられる。この相殺効果は相加効果の変形と考えられる。CH活性に対する  
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異物代謝系に及ぼす複合亜急性暴露の影響   

NO2と03の複合影響はNO2単独の場合と同様であった。この原因については明らかでない。   

NO2暴露により肺のAHH，ECDEそしてCH活性は減少する方向へ，0，暴露によりAHH及  

びECDE活性は増加する方向へ変化した。しかし，対照群に対する暴露群の相対活性値（％値）  

はNO2及び0，の単独または複合暴露のすべての群でAHH＞ECDE＞CHであった（表1）。NO2  

及び0。の単独または複合暴露によって異物代謝の相対活性が同じ順序で変化した要因の一つ  

は，NO2と0ユに共通する酸化性ガスとしての性質によるものであろう。次に，同一暴露群の  

AHH，ECDEそしてCHの相対活性の標準偏差を計算した（表1）。その値は，暴露1及び2か月  

目で，4ppmNO2十0．2ppmO3＞1．2ppmNO，十0．2ppmO，＞0．2pprnO。＞4ppmNO2の順序  

であり，暴露3か月目では，4ppmNO2＋0．2ppmO，＞1．2ppmNO2＋0．2ppmO，＞4ppmNO2  

＞0．2ppmO3であった。この順序は暴霧したガスの酸化力とはぼ同一であり，各暴露群のAHH，  

表 1異物代謝活性の相対値の変動  
TablelChangesin re］aljve ac（jvjles ofxenobjo（jc me（ablolism o［ratlungs  

duringexposurestoNO2andO3  
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ECDE及びCH活性の対照群に対する相対値の標準偏差は酸化性ガスの生体影響指標の一つに  

なる可能性が示唆された。   

NO2及び0。がラット肺の異物代謝活性に及ぼす影響を数式を用いてモデル化して考えてみ  

た。  
1
 
 
2
 
 
3
 
 
 

0。：IO。＋UO。  

NO2：ION十UON＋DLN  

NO2＋03：（（IO。＋ION）十DLN〉＋（UO。＋UON〉  

ここでは各指標を次のように定義した。   

i：相対活性値の平均を増加させる作用   

D：相対活性値の平均を減少させる作用   

U：相対活性値の標準偏差を増大させる作用   

0：酸化力に由来する影響  

L：P－450分子との配位結合に由来すると考えられる影響   

N，。：NO2と03の影響を示す添え字   

0。がラット肺の異物代謝活性に及ぼす影響式（1）は，相対活性値の平均を増加させる作用（IOo）  

と相対活性値の標準偏差を増大させる作用（UO。）を加えたものである。この二つの作用は双方  

とも0もの酸化性ガスとしての性質（0）に由来する。NOヱの影響式（2）は、NOヱの酸化作用（ION＋  

UON）と，NO2がP－450分子に配位結合してP－450を不安定化させ活性を低下させる作用（DLN）  

を加えたものである。NO2と0きの複合影響式（3）は各要素が独立して作用していると考えられ  

る。式（3）の前項〈（IO。＋ION）＋DLN〉は異物代謝活性を増加させる作用（IO。＋10N）と減少させ  

る作用（DLN）が相殺的に働くことを意味している。この例として，4ppmNO2＋0・2ppmO3を  

1及び2か月暴露した群のECDE晴性はNO2単独暴露群より有意に高く03単独暴露群より有  

意に低いが，対照群と比較して有意な変化は認められないことが挙げられる。また，この例は，  

DLNの作用はIONに比べて大きい（ION＜DLN〉ことを示している。式（3）の後項IUO。＋UON）  

は，AI川，ECDE及びCH活性の対照群に対する相対値の標準偏差は複合暴露群で相加的に増大  

することを苦味している。上記のモデル式は，NO2と03がラット肺の異物対謝系に及ぽす影響を  

鮮明するための作業仮説を組み立てたものであり，今後さらにモデル式の妥当性を検討する必要  

があろう。   

結論として，ラット肺の異物代謝系にNO2と0。は独立して作用し，異物代謝系に対するNO2  

と03の複合暴雷影響はNOzと03の相加影響として現れた。  
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1t－1ユ   

ニ酸化窒素とオゾンの単独及び複合暴露によるラットとモルモットの肺の  

過酸化脂質生成と抗酸化性防御系の変化  

CllangeSOfLipidPeroxid＆tioIlandAIltioxidatiYeProtectiYeSystems  

iれLungsofRatsamdGuineaPigsExposedtoNitrogenDioxide，  

Ozone a爪d Their CombiIled Gases  

市瀬孝道1・嵯峨井勝1  

TakamichilCHINOSEland Masaru SAGAIl  

要 旨   
ラットとモルモットに2週間連続してNO2と0。（各0・4ppm）を単独あるいは複合暴露  

し，肺の過酸化脂質と抗酸化性防御系に及ぼす相加的あるいは相乗的効果を比較し，これ  

ら2種の動物の脂質過酸化の起こりやすさの原軌こついて考察した。   

肺の過酸化脂質の生成はトNO2や0。の単独暴露では両動物とも全く変化しないが，  

NO2＋0。の複合暴露の場合にはモルモットだけが2．2倍に増加し，ラットでは全く変化し  

なかった。抗酸化性防御系酵素についてみると，GPxCum仁neヒG6PDがNO2ヒ0。の各  

単独暴露では両動物とも変化がないのに対し，NO2十0。ではラットで相乗的に増加してい  

た。また，GPxH202はモルモットでは欠損しているが，ラットでは03単独の場合に有意  

に増加し，NO2＋0。では相乗的に増加していた。しかし，モルモットではいずれも相乗的  

増加は認められなかった。また．抗酸化剤では，非タンパク質性SHとビタミンCがラッ  

トの03群で有意に増加し，NO2＋03群では相乗的に増加していたが，草ルモットでは何  

の増加も認められなかった。   

以上の結果から，ラットではNO2暴露による変化はないが，0。暴露で抗酸化性防御系因  

子が誘導され，さらにNO2＋03暴露ではこれらの因子が相乗的，相加的に増加するため，  

過酸化脂質の生成が起こりにくいと考えられる。しかし，モルモットではこれらの因子の  

誘導率がNO。あるいは0。群とともに低く，またNO2＋03の複合暴露によっても相乗あ  

るいは相加効果を示さないことから，過酸化脂質が生成しやすいものと考えられる。  

Abstraet  

WeexamindthechangesorlipidperOXidationandantioxidaLiveproteclivesystemsin  

lungsorratsandgu川eaplgSeXPOSCdtonitrogendioxide，OZOrleandtheircombinedgases  

for two weeks，and clariIied the specie5di能ren5eS Or these anirnalsinlipid peroxide  

forrnation，Lipidperoxidccontentsinthe］ungsorratsandgulneaPlgSeXpOSedtoO・4ppm  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県つくば市小野川16番2  

BasicMedicalSciencesDivision，lheNalionallnslituterorEnvironmcn【a）Studies・1620nogawa，Tsukuba．   

1baraki305，Japan．  

－151－   



市瀬草道・嵯峨井膵  

NO2a】oneorO3aloneandtheconlentSOfratsexpo5edlotheircombincdgase5didr．ot  
Changc，butthecontentsofguineaplgSeXPOSedtolhe combined gascs wereincreased to  
2・2timeshightorthecontroIIevels・  
Activitcsorse［eniumindependeTl［gLulathioncperox；dase（GPx－Cumene）andgZucose  

－6－Phosphatedehydrogenase（G6PD）inlungsoreachanimalexposedtoNO20rO3didnot  
changc，butLhoseaclivitiesinlungsofratsexposedtothecombinedgaseswereincreasedr  
Guincapigswerelackingintheseleniumdependentglutathioneperoxidase（GPx‾H2  

02）．TheactivityofGPxH，02inlungsofratsexposedtoO，increasedsigniflCantly，andthat  
Ofrats exposed to the combined gascs showed significantincrernent・Activities orthe  
protective enzymeSinlungs ofgu■nea plgS did not changeL Contcnts ornon－prOtein  
Sulmydryls（NPSH）and vilamin Cinlung50r ratS eXpOSed to O3 Wereincreased  
slgnificantly，andtheseconlentSWerCincreasedbythecombinedgasesL Thesecontentsin  
gulneaplgSdidnotchange・  

FromtheseLresu7ts，theincreaseoHipidpcroxideLeveLingu［neapLgSeXPO5edto【he  
combinedgasesmaybeduetothelowinductionoflheantioxidativeproLectionfactorsand  
tothedeflCiencyorGPxH202・   

1 はじめに   

大気汚染物質に対する動物の種差や系統差に関する研究は，ヒトの健康に及ぼす影響を外挿す  

るうえで重要である。大気汚染物質のNO2や0。に対する感受性が，動物の種やマウスの系統に  

ょって著しく異なること1－jiはよく知られている。この感受性の一つとして過酸化脂質の生成が  

比較されることがある5－7）。   

我々は先に，生理的条件のもとで，ウサギ，モルモット，ラット，ハムスター及びマウスの5種  

の動物の肺の過酸化脂質濃度が著しく異なること，すなわちウサギやモルモットの過酸化脂質濃  

度は低いのに対し，ハムスターやマウスの過酸化脂質濃度は高いことを報告した7）。   

一九0．4ppmNO2と0．4ppmO，の混合ガスをマウス，ハムスター，ラット及びモルモット  

の四種の動物に連続2週間暴露した場合，生理的条件下での肺の過酸化脂質が生成しづらいと考  

えられたモルモットでは顕著に増加し，ハムスターやラットでは全く変化を示さないことを報告  

した㌔しかし，このような大気汚染物質に対する動物種の遠いによる肺の脂質過酸化の起こりや  

すさの原因については，いまだ明らかではない。   

本実験では肺の過酸化脂質が最も増加したモルモットと変化が見られなかったラットを用い  

て，NO2と03（各0．4ppm）を単独あるいは複合暴露し，肺の過酸化脂質生成と抗酸化性防御系  

の変化を調べ，これら大気汚染ガスの単独と複合暴露の場合の相加的あるいは相乗的効果を比較  

し，これら2種の動物の脂質過酸化の起こりやすさの原因について考察した。   

2 材料と方法   

動物恨」Cl：Wistar系ラットとHartley系モルモットの雄を用い，ラットは9週齢で，モ）L／  

モットは13適齢で実験に供した。暴露実験は六錐塾のステンレススチール・ガラスチャンバー  
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複合暴露による過酸化脂質生成と抗酸化性防御系の変化   

（1▲63m3）を用い，1群6匹として0．4ppm NO2と0．4ppm O，をそれぞれ単独あるいは複合  

して2週間暴露した。対照群は清浄空気を同一期間暴雷した。これらの動物は暴霜期間中，温度  

20～250C，湿度50～70％，室内照明は14時間点灯，10時間消灯の条件下で飼育した。   

暴露終了後，各々の動物をエーテル麻酔下で放血と殺し，左肺はかん流せずに摘出し，非タン  

パク質性SH（NPSH），ビタミンE，ビタミンC塾側完用ヒした。右肺は右心室から脱気後窒素  

ガスをバブリングし嫌気的に調製した生理食塩水を右心室から注入し，肺をかん流してから摘出  

した。この右肺を抗酸化性酵素活性と過酸化脂質測定用とした。   

肺は，上記のごとく嫌気的に調製した50mMNa，KLリン較緩衝液（ptI7，5）を用いてテフ  

ロンホモジナイザ一により窒素気流下で磨砕し，10％ホモジネートとした。左肺のこの10％ホモ  

ジネートを200×g，5分間，遠心し，この上清を非タンパク質性SH（NPSH），ビタミンE，VC  

量の測定に用いた。また，かん流した右肺の10％ホモジネートの200×g上浦を過酸化脂質（TBA  

値）の測定に用いた。右肺の上清の残りは12，000×g，20分間遠心分離し，更iこその上清を  

105，000×g，60分間超遠心分離し，この上清の一部をglutathioneperOXidase（GPx）．gJucose  

6－phosphate dehydrogenase（G6PD），6phosphogluconate dehydrogenase（6PGD），及び  

glutathioneS－tranSferase（GSH S－Tase）活性の測定に用いた。残りの上清は0．1mM EDTA  

を含む50mM Na，K－リン酸緩衝液（pH7，5）で20時間透析（透析外液は2度交換）し，  

SuperOXidedismutase（SOD）とdisu16dereductase（DSR）活性の測定に用いた。   

肺のNPSH量の測定はDeLuciaら9）の方法，ビタミンCの測定はOmayeら10）の方法，また，  

ビタミンEの測定は阿部らの方法に従って測定した。肺のTBA値はOhkawaら11）の方法に従  

い，励起波長515，蛍光波長553の相対蛍光強度を測定して求めた。GPx活性はcumenehydro－  

peroxide及び過酸化水素を基質としてLittleら12）の方法，G6PD活性はWilhelmら13）の方法，  

6PGD活性は6－Phosphogluconateを基質としてG6PDの測定法に従って測定し，GSHSTase  

活性はKaplowitzら14）の方法に従って測定した。また，SOD活性はMcCordとFridovich15）の方  

法，DSRはTietze16）の方法に従って測定した。DSR以外の酵素活性はすぺて遠心方式のジェム  

サック自動分析装置を用い，300Cで測定した。タンパク質の定量は牛血清アルブミンを標準物質  

としてLowryら17）の方法に従って行い，酵素活性はすべてmgタンパク質当たりの比活性で表  

示した。   

3 結 果   

モルモットの生理的条件下での肺の抗酸化性防御系酵素活性と抗酸化性物質濃度及び過酸化脂  

質量とPI値はラットの各値を100％とした時の相対値として図1に示した。   

NADPHを産生し，細胞の還元ポテンシャルの維持に働くG6PDと6PGD活性はモルモット  

の方がラットの値よりそれぞれ80％と31％程度高いが，退散化脂質を代謝するGPxCumeneの  

モルモットの値はラットの21％に相当し，また，過酸化水素を分解するGPxH202括性はモル  
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図 1ラットとモルモットの生理的条件下での肺の抗酸化性防御因子と  

過酸化脂質値の比較  
Fig．1ThevalusesorantioxidativeprotectivefactorsandlipidperOXides  
inlungsofratsandgulneaplgSunderphysiolglCalstatus  
Thevaluesorguineapigsshowpercentratioagainstthevaluesofrats（100％）・  

モットでは欠損している。しかし，GPxと同様の反応によって過酸化物を代謝し得るとされてい  

るGSH－S－Tase活性はモルモットの値がラットより約10．3倍も高い。スーパーオキシド（02）  

を異性化し，過酸化脂質の生成を抑制するSOD活性はラットよりモルモットが35％高く，一SS  

r結合を還元して機能的SH基に変換するDSR活性はモルモットの方がラットに比べて43％程  

度低い。抗酸化剤のビタミンCは，モルモットでは体内では合成できないが，ラットとはぼ同じ  

レベルに存在している。一方，NPSHはモルモットの値がラットに比べて約2．3倍高いのに対し，  

VEは逆にモルモットの値がラットより58％程度低い。また，過酸化脂質の起こりやすさを示す  

指標であるPI値はラットよりもモルモットの方が35％程度低く，肺の過酸化脂質塁はモルモッ  

トの方が24％程度低いのと良く対応している。   

NO2と0。の単独及びNO2＋0。の複合暴露によるラットとモルモットの肺の過酸化脂質生成  

を図2に示した。肺の過酸化脂質生成は，NO2や0。の暴露ではラットとモルモットともに全く変  

化しない。一九NO2十0。暴露の場合でもラットでは変化が認められないが，モルモットでは約  

2．2倍に増加した。   

ラットとモルモットの肺のGPx活性の変化を図3に示した。ラットの肺のGPxCumeneと  

GPx－H202活性はNO2暴露の場合より03暴露で増加し，NO2＋0。暴露では相乗的にさらに増  

加した。モルモットではGPx－H202が欠損しているが，GPxCumene活性はNO2，0。各暴露群  

で若干低下しているにもかかわらず，NO2＋0。群では逆に有意に増加した。   

ラットとモルモットの肺のG6PDと6PGD活性を園4に示した。ラットの肺のG6PDと  
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図 2 ラットとモルモットの肺の過酸化脂質量の変化  

Fig．2 ChangesorTBAvaluesinlungsofratsandgulneaPlgS  
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図 3 ラットとモルモットの肺のグルタチオン・ペルオキシダーゼ活性  

の変化  
Fig，3 Chengesorglutathioneperoxidase（GPx）activitesinlungsofrats  

andguineaplgS  

ControIvaLuesorGPxCumcneactivltyWere）06，3and22．8nrr101esofNADP◆  
formed／mg・PrOlein／minforratsarldguineapigs，andcorltrOIvaluesofGPx  
－H202aCtivitywere6l．3andOnmoIofN＾DP十formed／mgprotein／minfor  
rat5and gurLea Pigs，re5peCtively．ロ；GPx－Cumene，E3；GPxH，02・The  
valuesareexpressedasmean±SD，・P＜0・05；‥，P＜0．01；‥・，Pく  
0．001．  
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図 4 ラットとモルモットの肺のグルコース6リン酸脱水素酵素及び  

6－ホスホグルコン酸脱水素酵素活性の変化  

Fig・4 Change50rg）ucose－6－phosphate dehydrogenase（G6PD）and6  

－phosphogluconate dehydrogenase activitiesinlungs orrats and  

guinea plgS  

Contro）values orG6PD actiYlty Were］OB．2and194．7nmoles orNAt）PH  
rormed／mgprotein／minforratsandguineapigs，andcontroIvaluesor6PGD  
activilywere127・Band167・9nmolesofNADPHformed／mgprotein／mirlfor  
ratsandguirLea Pigs、reSpeCtively▲ □，G6Pt）；Ea6PGD．  
Thevaluesareexpressedasmean±SD，雷・；Pく0．01．  

6PGD活性もGPx活性の場合同様に，NO2暴露より03暴露で増加傾向を示しているが有意差は  

ないのに対し，NO2十03暴露では有意に増加し，G6PD活性は相乗的増加を示した。モルモット  

では，G6PD活性がNO2十0。暴露で若干増加する傾向を示す程度であるが有意羞はなく，NO2や  

0。の単独暴露では変化はなく，G6PD活性も全く変化を示さなかった。ラットとモルモットの肺  

のDSRとSOD活性の変化を園5に示した。ラットのDSR活性とSOD活性はNO2暴露より03  

で増加し，NO2＋03暴露では相加的増加を示した。一方，モルモットではNO2，0。及びNOz＋  

03暴露のいずれの場合にも有意な増加は示さなかった。   

ラットとモルモットの肺のGSH－Tase活性とビタミンE量を図6に示した。ラットとモ）L／  

モットの活性はNO2及びOa暴露群とも対照群より低下し，NO2＋0き暴露の場合にはラットで  

は対照値に戻るのに対して，モルモットでは03暴露と同レベルの低い値を示した。ビタミンE量  

はラットでNO2＋0。暴露群のみで8％程度ではあるが有意に増加していたのに対し，モルモッ  

トでは0。暴靂群で25％の有意な低下が認められただけで，他の群では変化がなかった。   

ラットとモルモットの肺のビタミンCとNPSH量の変化を図7に示した。ラットのどタミン  
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図 5 ラットとモルモットの肺のジスルフィド還元酵素活性とスーパー  

オキンド・ジスムターゼ活性の変化  
Fig．5 Changes ofdisunde reductase（DSR）and superoxide dismutase  

（SOD）activitesinlungsofratsandguineapig5  

ControIva）ues of DSR aclivlty Were276．6 arLd157．2nmole50r Cy5teine  
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図 6 ラットとモルモットの肺のグルタチオンS－ト  

活性ヒビタミンE畳の変化  

Fig・6 Changesofglutathione StranSfera5e（GSH S  

VitaminE（V．E）contentsinlungsofratsand  

Co机TOIvaluesorGSHS－TaseaclivltyWerelユ8and14l  
minIorratsandgulneapigs，andcontroIvaluesorV・E  
g・）ungforratsandguineapigs、reSpeClivety．□，GSH  
Valuesarcexpres5edasmean±SD，・，P＜0．O5；＝  

ランスフエラーゼ  

Tase）activity and  

gulnea plgS  

9nmoles／mgprotein／  
Were20．5and8．‘〃g／  

SLTase；E乱VE，The  
P＜0－01．   
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図 7 ラットとモルモットの肺の非タンパク質性SHとどタミンC量  

の変化  
Fig，7 Changesornonproteinsulfhydryls（NPSH）andvitaminC（VC）  

COntentSinlungsofratsandgulneaplgS  
ControIvaluesofNPSHwerel・09and2．4BJLmOle5／g・1ung，andcontroIva】ues  
orVCwere239．8and235・7JLg／g・1ungわrratsandguneapigs，reSpeCtinely・□，  
NPSH；EaVC・Theくaluesareexpressedasmean±SD・＝－，P＜0・001l  

Cは0。単独暴露とNO2＋03暴露の場合で同じで，03単独暴露の効果が見られる。モルモットで  

は全く変化が見られない。NPSH量はラットではNO2暴露では変化が見られないのに対して0，  

暴露で有意に増加し，NO2＋03群では相乗的に増加している。これに対して，モルモットでは  

NO2，03及びNO2＋03の各群間で全く変化が認められない。   

図8にNO2と0。の単独及び複合暴露によりラットとモルモットの肺の過酸化脂質生成と抗酸  

化性防御系の変化をまとめた。   

4 考 察   

本実験ではモルモットとラットを用いて，NO2と0。（各0．4ppm）を単狛あるいは複合暴露し  

肺の脂質過酸化と抗酸化性防御系の面から，これら大気汚染物質の単独及び複合暴露の場合の影  

響を比較し，これら2種の動物の脂質過酸化の起こりやすさの原因について検討した。   

0．4ppm NO，と0．4ppm O3単独暴露を比較するとラットではGPx－Cumene，GPxH202，  

G6PD，6PGD，DSR及びSOD等の抗酸化性酵素やビタミンC，NPSH等の生体抗酎ヒ剤はNO2  

よりも，0ヱ暴露の方で誘導された。また，その誘導率の高いのはDS】ミ，ビタミンC，NPSH等  

であった。これらの因子は0。暴露による酸化的ストレスに対する重要な生体内抗酸化性因子と  
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図 8 NO2と0。単一及び複合暴露によるラットとモルモットの肺の過  

酸化脂質生成と抗酸化性防御系の変化  
Fig・8 Changesoflipidperoxidationandantioxidativeprotectivesysterns  

inlungsofratsandgulneaplgSeXpOSedtonitrogendioxide，OZOne  
andtheircombinedgases  

考えられる。ラットの肺のGSH S－Taseは，我々が以前10ppm NO2暴霹で，低下することを  

報告した。本実験の0．4ppmNO2でも低下が認められ，さらに0．4ppmO3暴露の場合でも低下  

が認められた。最近，平山ら18）はin vitroの実験で，ラット肝臓から生成したGSH S－Taseが  

0盲やH202あるいは過酸化脂質によって不活性化されることを報告している。03暴露の場合，  

ラットでは過酸化脂質は生成されず．GPxH202活性に増加が認められていることから，H202の  

産生が示唆され，03暴露によるGSHS－Tase活性の低下はH202の産生による可能性が考えら  

れる。また，GPxH202活性の増加は発生したH202を代謝するためのものと考えられよう。   

NO，＋0，暴露の場合では，GSHSTaseは対照値に戻るのに対して，G6PD，GPxCumene，  

GPxH202等は更に相乗的に増加し，SOD，DSR活性には相加的増加が認められた。また，ビタ  

ミンEはNO2＋03暴露のみで増加が認められた。これらのことから，このような防御因子の誘導  

は，03暴露の場合よりもNO2が加わることにより，更に相乗的，相加的に増加する酸化的ストレ  

スに対する生体の防御反応と考えられる。   

一方，モルモットでは抗酸化性防御因子の誘導率がNOヱあるいは03暴露群ともに低く，  

GPx－Cumene活性はNO，，0。暴露ともに低下し，GSH STase活性はラットよりも10．3倍高  

いものの0。単独暴露の場合，その低下率はラットよりも高い。また，ビタミンCはラットと異な  
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り体内で合成できないため，0。暴露の場合でも誘導が認められない。NO2十0。の複合暴露の場  

合，抗酸化性防御因子はラットのような相乗あるいは相加的誘導は示さなかった。また，ビタミ  

ンEはラットのような誘導は認められず，むしろ低下する傾向を示し，GSHS－Tase活性はラッ  

トでは対照値に戻るのに対して，モルモットでは03単独暴露同様，有意な低下を示した。唯一，  

増加が認められたのはGPxCumeneのみであった。   

図1に示すようにモルモットとラットの抗酸化性防御国子の正常値は相当異なり，モルモット  

ではGPxLH202が欠損しているが，GSHSTase活性はラットよりも10．3倍高く，NPSH畳も  

2．3倍商い。このような正常値の抗酸化性因子の値は，通常レベル以上に肺の過酸化脂質を増加さ  

せないためのものであると考えられる。酸化的ストレスが加わった場合，抗酸化性防御系因子を  

誘導し得るかどうかが，酸化的障害を受けやすいh，どうかを決定するものと考えられる。した  

がって，本実験の結果から，ラットでは大気汚染物質の酸化的ストレスの強さに対応して抗酸化  

性防御系因子を誘導するために，脂質過酸化が起こりにくく，モルモットはNO2，0。また，NO2＋  

Osの暴露の場合でもラットと異なり，肺の抗酸化性防御因子の誘導率が低いため肺の過酸化脂質  

が生成しやすく，酸化的障害を受けやすい動物であることが示唆された。   

また，モルモットはヒトと同様ビタミンCを体内で合成できない。それゆえ大気汚染ガス暴露  

に対してビタミンCは誘導されない。ラットの場合，肺のビタミンCは0。暴露の効果のみが認  

められ，NO2を加えた効果は認められなかったが，その誘導率は高い。また，ビタミンCを0。暴  

露前に投与することにより死亡率や肺水腫の形成が抑制されることが報告19）されている。このよ  

うなことから，ビタミンCは大気汚染ガスによる酸化的障害に対する防御因子の中でも重要な因  

子であると考えられる。したがって，大気汚染地域の住民や喫煙者等はビタミンCをより多く摂  

取しなくてはならないのかもしれない。  
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二酸化窒素とオゾンの複合暴露によるラット肺の  

グルタチオン合成系酵素活性及びグルタチオン含量の変化  

E打ectsofExposurestoNitrogenDioxideandO2：OneinCombination  

ontheAbtiYitiesofthe Glut8thioneSymthesisEnzymes  

andom theLeYelsoIGlut且thioIleinRatLungs  

河田明治1・高橋勇二1・三浦 卓1  

MeijiKAWATAl，YujiTAKAHASHIlandTakashiMIURAl  

要 旨   
NO2とOjの複合暴露がラット肺のグルタチオン合成系酵素（γグルタミルシステイン  

シンチターゼ及びグルタチオンシンチターゼ）活性に及ぼす影響について調べた。   

0．2ppmO。，0．2ppmOa＋l．2ppmNO2，4．OppmNO2，4．OppmNO2＋0．2ppmO3を3か  

月間暴露した場合．1ユppmNO2は0ユppmO。のグルタチオン合成系酵素活性の増加作用  

を増幅させず，4．OppmNO2は0．2ppmO。の増加作用を増幅させたが，相加的には至らな  

かった。   

NO2と03の複合暴露がラット肺の還元型グルタチオン含量に及ぼす影響を検討した。  

還元型グルタチオン立として非タンパク性SH量を測定した。肺の非タンパク性SH含量  

は0．2ppmO。，4．OppmNO2単独4週暴露で持続的に高いレベルに維持された。しかしなが  

ら4．OppmNO2に0．2，0．4ppmOaを複合し4週間暴露した場合，非タンパク性SH含量の  

増加はいずれの暴露群においても同程度であり，NO。による増加効果は03の添加により  

増幅されなかった。   

本研究の結果はNO2と0。の複合により増強された酸化性刺激に対して，本研究で観察  

された程度のGSH合成系の瓦進によって．GSHの合成が十分に促進されている可能性を  

示唆している。  

Abst一札℃t  

TheefrectsorsubacuteexposurestoNO2andO3incombiantionontheactivitiesor  

glutathionesyTlthesisenzymes（γLglulamylcysteinesynthctaseandgtutathionesynthetase）in  

ratlungswereinvestlgated・  

MalcJcl：WistarratswereexposcdtoO・2ppm O3，0・2ppmO5＋1．2ppmNO2，4・O  

ppmNO2，and4・OppmNO2＋0・2ppmO3for3months・Whilel・2ppmNO2didnota斤∝t  

theeRecLOfcxposuresLOO・2ppmO30ntheglutathionesynthesisenzymes，4・OppmNO2  

t．国立公害研究所 環境生理郡 〒305 茨城県つくば市小野川16番2   
BasicMedicalSciencesDivision，theNatiDnalTTIStituteforExvironmentalStudies・16L20nogawaTsukuba，   

Ibaraki305，Japan．  
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Slightlyenhancedthee鮎ctorO・2pprrLO30ntheseenzymes・  
Exposuresto4・OppmNO2，4・OppmNO2＋0・2ppmO3，and4・OppmNO2＋0・4T）PmO3  

for4weeks，reSultedina120－125％increaseinthenor）PrOtein5ul什1ydryllevelinrattung5・   

1 はじめに   

これまでの研究において，ラットやマウスに比較的低濃度の二酸化窒素（NO2）又はオゾン（Oa）  

を暴露すると，肺の還元型グルタチオン（GSH）の増加することが明らかにされ，GSHの増加は  

酸化性刺激を検出する指標になると考えられてきた1）。NO2や0。に対してGSHレベルが増加す  

る機構は，酸化性刺激に対する生体防御機構の一つとして重要なものである。GSHはγ一グルタミ  

ルシステインシンチターゼ及びグルタチオンシンチターゼで構成されるグルタチオン合成系に  

よってアミノ酸から合成される2‾㌔そこで，ラット肺のGSHレベル及びグルタチオン合成系に  

及ぼすNO2と03の単独及び複合での亜急性暴露の影響を検検した。   

これまでに行ったNO2又は0，の単独暴露実験の結果から，ラット肺のGSHが増加する暴露  

濃度（4．OppmNO2及び0．2，0．4ppmO，）でグ）L／タチオン合成系酸素活性もまた増加することを  

明らかにした6・7）。本研究ではこれまで検討してきたNO2，03の暴露実験の結果をもとに，NO2と  

03との複合暴露がラット肺のグルタチオン合成系酵素活性並びにGSH含量に及ぽす影響を検  

討した。   

2 方 法   

2．1グルタチオン合成糸車素活性の測定  

JCl：Wistar系雄ラットを用い，22適齢において，0．2ppmO3，0．2ppmO。＋1．2ppmNO2，4．O  

ppmNO2，4．OppmNO2＋0．2ppmO3を3か月間暴露した。ラットをエーテル麻酔し頚動脈から  

採血したのち，心臓から0．95％NaClを注入して肺をかん流した。採取した肺に0．15MKCト10  

mMトリス一塩酸緩衝液（pH7．4）を加えてホモジナイズし9mJとした。ホモジネートを  

10，000×gで15分間遠心して得られた上清を105，000×gで60分間遠心し，上清を酵素液とし  

た。肺のグルタチオン合成系酵素活性の測定は前報6）に従って行った。   

γ－グルタミ′レシステインシンテターゼ活性の測定では，1Mトリス塩酸緩衝液（pH8・2）0・1  

ml，0．05Mグルタミン酸0．1ml，0．05Mα「アミノ酪酸0．1ml，1％牛血清アルブミン0．1ml，  

酵素液50FLl，H20450JLl，0．05MATPO▲1mlを混和し，370で60分間反応させた。グ）t／タチ  

オンシンチターゼ活性の測定には，1Mトリス塩酸緩衝液（pH8．5）0．1mJ，基質として，0，05  

Mγ－グルタミルαアミノ酸酪酸0・1mJを用い，以下は前記と同様に反応を行った。反応終了  

後，それぞれの酵素反応液に1．8Mトリタロロ酢酸0．1mJを加え2．300×gで30分間遠心して  

得られる上清を分析用試料とした。それぞれの酵素反応によって生成するγ－グルタミルα一アミ  

ノ酪酸及びγ－グ）t／タミルーα－アミノプチリルグリシンを陽イオン交換樹脂カラム（Hitachi  
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Custom No．2619）に充てんし，0，14Mクエン酸緩衝液（pH3・2）で溶出分離後835型日立ア  

ミノ夢分析計により定量した。酵素活性は肺酵素液中に含まれるタンパク質量（mg）当たりで表  

した。タンパク質量は，Lowryら8〉の方法に従って定量した。   

2．2 非タンパク性SH含量の測定  

JCl：Wistar系雄ラットを用い，13適齢において0．2ppmO3，0．2ppmO3＋4．OppmNO2を，  

また19過齢において4．OppmNO2，4．OppmNO2十0．4ppmO3を1，2，3，4週間暴露した。ラッ  

トをエーテルで麻酔し，頸動脈から採血した後，直ちに胸部を切開して採取した肺を一灯Cに保  

存した。肺の非タンパク性SH含量は，約0．2gの肺を5m上の5％トリタロロ酢酸中で破砕し，  

ホモジネートを2，300×gで20分間遠心して得た上清を用いて，Beutlerの方法9）を応用した  

DTNB法州により求めた。   

3 結 果   

NO2と0。の1～3か月間の複合暴露がラット肺のγ－グルタミルシステインシンチタしゼ活性  

に及ぼす影響について調べた結果を表1に示した。0．2pprnO，，0．2ppmO＄＋1▲2ppmNO2，4・O  

ppmNOzの各暴露群でγ一グルタミルシステインシンテターゼ括性は対照群に対してそれぞれ  

109～115％，112～122％，112～126％とほぼ同程度の有意な増加を示し，3か月間の暴露期間中一  

定の高い値が保持された。これに対して4．OppmNO2＋0．2ppmO，群では酵素活性の増加率は  

124～128％となり他の暴露群より高い値となった。  

表 1ラット肺のγグルタミルシステインシンチ  

ターゼ晴性に及ぼすNO2と0。の複合暴露の影  

響  
TablelEffectsofexposurestoNO2andO3incombina－  

tionontheactivltyOrγ－g）utamylcysteinesynthe－  

taseorratlungs  

1month   （％） 2months  （％） 3months  （％）  

Contro1  

0・2ppmo。  

1封±4・2 （100）】26±10．4 （1〔旧）136±10．S （】（氾）  

145±9．7雷  ＝10）】j7±10．1 （】Op）】56±】6，ユー （‖5）  

0・2ppmOユ＋   

1・2ppmNO2 147±13．9● （】12）】43±12．5■ （114）166±9．〕◆● （122）  

4・OppmNO2  14S±5．2＝（lI2）】58±6．7＝－（126）153±117● （113）  
4・OppmNO2＋   

0．2ppmO3 16S±3．7●＝（128）】55±9．2＝－（124）17】±25．1－ （1ユ6）  

Valueswereexpre5Sedasnmole／hr／mgprotein（mcan±SD，n＝6）  

●p＜0・05，＝pく0－0】，‥■p＜0．（刀1  
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NO2と0。の1～3か月間の複合暴露がラット肺のグルタチオンシンチターゼ活性に及ぼす影  

響の結果を表2に示した。0．2ppmO。，0．2ppmO3＋1．2ppmNO2，4．OppmNO2の各暴罵群でグ  

ルタチオンシンテターゼ活性は対照群に対してそれぞれ105～117％，107～112％，102～111％と  

なり，4▲OppmNO2＋0．2ppmO。群では114～120％に増加し，他の暴露群よりわずかに高い値と  

なった。   

0・2ppmO3，OL2ppmO，＋4．OppmNO2の4週間暴露における肺の非タンパク性SH含量に及  

ぼす影響を衰3に示した。暴露群の非タンパク性SH含量は対照群に対して有意に増加し，増加  

率は0・2ppmO，群，0．2ppmO3＋4．OppmNO2群でそれぞれ107～112％，120～125％となった。  

このように複合暴露群の方が0．2ppmOユ単独暴露群より高い増加率を示したが，その値は暴露  

衰  2 ラット肺のグルタチオンシンテターゼ活性に及  

ぼすNO2と0。の複合暴露の影響  
Table 2 EfrectsorexposurestoNO2andO3incombina－  

tionon thcactivltyOrg］utathionesynthetaseof  

rat lungs 

1rnonth   （％） 2months  （％） 3months p（％）  

Control  126±4．3  （100）124±5．1 （100）122±15．5 （100）  

0・2ppmO3  132±S．2  （105）1j8±6．8■ （】11）t42±11－t■ （】17）  

0・2ppmO。＋   

1－2ppmNO2 135±丁．8● （107）り3±9－9 （】07）136±5．2 （】12）  

4・OppmNO2  129±7．Z  （102）138±3．6＝（111）130±2．4 （107）  

4・OppmNO2＋   

0・2ppmO。 144±9．1‥ （115）14】±1】．7● り14）146±8．4ホ （ほ0）  

VaLueswereexpressedasnrno］e／hr／mgpTOLCirL（mean±SD，rL＝6）  

●pく0・05，‥p＜0，Ol∴‥－p＜0．（船l  

表  3 ラット肺の非タンパク性SH含量に及ぼす4．OppmNO2と0．2pprn  

O。の複合暴露の影響  

Table 3 ELTectsorexposuresto4．OppmNO2andO．2ppmO3incombination  

On nOnPrOteinsulLhydryl（NPSH）1evelinratlungs  

】w亡ek  （％）2≠－eek5  （冤）jw館k5  岬）4week5  （卿  

Conlrol  l・70±0・07 （100）1・64±0・04 （100）1・66±0・06 （100）1・59±0・07  り00）  

0・ZppmOヱ 1・83±0・07－ （】08）1・76±0・06●◆（107）1▼86±0朋＝（1】2）1・70±0・07  り07）  

0．2ppmO。＋   

4・OppmNOヱ 2一鵬±0・05…（120）2・02±0・06義‥（】24）2・01±0・09…（121）1・99±0・13●▲●（125）  

Value5、～・eree叩reS父das〟mOle／g】ung（mean±St），n＝6）▲  

■p＜0・05，＝p＜0・01，＝p＜0・00】  
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表  4 ラット肺の非タンパク性SH含量に及ぼす4．OppmNO2と0．4ppm  

O3の複合暴露の影響  
Table 4 Ef7bctsorexposuresto4，OppmNO2andO．4ppmO3incombination  

On nOnPrOtein sul什Iydryt（NPSH）1evelinratlungs  

1week  （％） 2weeks  （％） 3weeks  （％） 4weeks  （％）  

Control  川コ±0▲07  （1〔泊）1▼63±0・07  （1〔旧）】・46±0・0】 （100）1，34±0．05  り∝））  

4．OppmNOヱ 1．97±0▲07■‥（12り】．97±0・05書‥（1ヱ1）1▲75±0－07◆‥（120）1．6丁±0．10…（125）  

4．OppmNO2十  

0・4ppmO31・96±0・06… り20）1・97±0・掴●‥（】2り1・69±0．07…（】16）1．67±004…（125）  

Values“’ereeXpreSSedas〟mOl亡／glung（mean±SD，n＝6），…p＜0・001  

期間中一定に維持された。   

4．OppmNO2，4．OppmNO2＋0．4ppmO。の4週間暴露における肺の非タンパク性SH含量に  

及ぼす影響を表4に示した。暴露群の非タンパク性SH含量は有意に増加し，対照群に対する増  

加率は4．OppmNO2群，4，OppmNO2＋0．4ppmO，でそれぞれ120～125％，116～125％となっ  

た。   

4 考 察   

先に7）NO2又は08の1～3か月間の単独暴露で，ラット肺のγグルタミルシステインシンチ  

ターゼ活性は，0．4，1．2，4．Oppm暴露では4．Oppm群のみ有意に増加し（対照群の112～116％），  

0．2，0．4ppmO3暴露ではすべての暴露群において有意に増加する（対照に対しそれぞれ  

105～107％，110～114％）ことを報告した。この結果と表1より，1．2ppmNO2は複合において  

も0．2ppmO。のγグルタミルシステインシンチターゼ活性に対する増加作用に有意な影響を  

及ぼさず，また4．OppmNO2は0．2ppmO，との複合で影響を増加させるが相加的には至らない  

ことが明らかになった。   

また前報7）でNOヱ又はOsの1～3か月間の単独暴露で肺のグルタチオンシンチターゼ活性は，  

0．4，1．2，4．OppmNO2暴露におけるすべての暴群で有意な増加が見られなかったが，0・2，0・4  

ppmO。暴露では有意に増加する（対照群に対してそれぞれ105～107％，110～114％）ことを示し  

た。この結果と表2より，1．2ppmNO2は複合においても0，2ppmO。のグルタチオンシンチター  

ゼ活性に対する増加作用に影響を及ぼさず，また4．OppmNO2は0．2ppmO。との複合でも相加  

的な増加効果を示さなかった。NO2又は0。の単独暴露でGSH含量及びグルタチオン合成系酵  

素活性が増加するが，NO2と03の複合によって相加的に増幅されない原因の一つは，NO2ある  

いは03の単独での刺激に対してGSH合成系が過剰に冗進することによると考えられる。   

NO2と0。の複合暴露がラット肺の非タンパク性SH含量に及ぼす影響については，表3，4よ  

り，4．OppmNO2，4．OppmNO2十0．2ppmO，，4．OppmNO2＋0．4ppmO。の1～4週間暴需です  
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べての暴露群の非タンパク性SH含量は対照群の約120～125％の範囲で有意に増加したことか  

ら，0，2ppmOき，0．4ppmO3のいずれにおいても，4．OppmNO2のGSH含量に及ぼす影響を増  

加させる効果は認められなかった。この現象は，NO2と0。の複合により増強された酸化性刺激に  

対して本研究で観察された程度のGSH合成系の冗進によって，GSHの合成が十分に促進されて  

いる可能性を示唆している。  
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要 旨  

1ユー30か月齢のJCl：Wistar系雄ラットにNO2（1．2及び4．Oppm）を3か月間又は03  

（0．1及び0．2ppm）を4週間暴露した。肺の湿重量は，4ppmNO2暴露によって14か月齢  

ラットで3か月日にのみ増加したが，24か月齢ラットで2及び3か月日に増加し1・2ppm  

NO2暴露でも増加した。0ヨ暴露は，12及びt7か月齢ラットの肺湿重義に影響を及ぼさな  

かったが，ユ3か首齢ラットの肺湿重量は0．1及び0．ユppmO3で有意に増加した。心臓及び  

腎腰の湿重畳も，NO2，0。暴靂で加齢に依存して増加した。   

血液のHt値は，14か月齢ラットでは4ppmNO2暴露によって有意に増加した。逆に23  

か月齢ラットでは1，2及び4ppmNO2暴露によって減少し，Hb値の減少も観察された。0，  

暴露の場合，12か月齢ラットではHt値及びHb僧共に影響を受けなかったが，17か月齢  

ラットで0．2ppmO3により減少し，23か月齢ラットで0．t及び0・2ppmO。により減少し  

た。   

以上の結果は，肺等の臓器湿重量の増加及び血液のHt値，Hb値の減少という点で，老  

齢は比較的低濃度のNO2，03亜急性暴露に対して高感受性要医となる可能性を示してい  

る。  

1．国立公害研究所 環境生理郡 〒305 茨城県つくば市小野川16番Z  
B85jcMedicaJScjence5Djvj5joqlheNatわn8】Jn5由uほbrEnvjronme皿】SIUdie5′】6一三On（）ga＼l・a，Tsukuba，   

1baraki305，Japan．  

2．国立公害研究所 技術部 〒305 茨城県つくば市小野川t6番2   

EngineeringDivi5ion，theNaliona］InstituterorEnvironmentalSludies・16－20nogawa・Tsukuba，Ibaraki305，   

Japan．  
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Abstr8Ct  

MaleJClニWistar rats（1230months oId）Ⅵ■ere exposed to cither nitrogen dioxide  

（NO2，1．2and4．Opprn）for3monthsorozone（03，O11andO・2ppm）for4weeks．Thelung  

WetWeightorsenescenL（24monthsold）ratsincreasedatthesecondandthirdmonthsor  

exposuTeStO4ppmNO2，WhiletllatOrabult（14monthsold）TatSincTeaSedonly3months  

afterexposureto4ppmNO2．ExposurestoO．1andO・2ppmO3alsoresultedinanincrease  

inthelungwetweightorsenescent（23monthsold）rats，Whereastheydidnotaffectthator  

adult（12and17monthsold）rats．Thewetweight50rheartandkidneytooincreasedinan  

age－dependentfashion・  

The Ht value oradullratsinereased upon2－mOnths exposurelo4ppm NO2・In  

conlrast，LhatofseTleSCentratSdecTeaSed atthesecond monthorexposuretol．2ppmNO，  

andatLhethirdmonthorexposureto4ppmNO2，inwhichtheHbvaluewasalsodecreased・  

Similarly，eXPOSureStOO・1andO・2ppmO3reSulLedinadecreaseintheHtandHbvalues  

ofsenescentTatS，Whereas（hese values did notalterin12rnonthsold rats．  

TheseTeSultsshowthataglngleadstohigher5uSCeptibilitytoexposurestoNO2andO3  

withregardtoincreaseinthetissueweightanddecreaseintheHtandHbvalues・   

1 はじめに   

大気汚染物質の生体影響の発現については高感受性要因の存在する可能性が考えられている。  

現実に存在するような低レベルの大気汚染の場合，特に影響発現に占める高感受性要因の役割が  

大きくなると考えられる。しかしながら，大気汚染に対して高感受性となる機構については，い  

まだほとんど解明されていない。   

生物学的な老化は，生体内組織の更新が適切に行われなくなることに密接に関連していると一  

般的に考えられている1）。老齢の人や動物に特徴的な病理学的変化は，臓器の幹細胞が活発に増殖  

している状態から増殖できない状態へと移行して臓器の更新能力が低下することに起因してい  

る。この現象は，赤血球の幹細胞で典型的に観察されている2）。したがって，大気汚染物質が細胞  

に損傷をもたらす場合，老齢動物では修復能力が低下しており，細胞数の減少を招く可能性が考  

えられる。これまでに，老齢ラットは若齢に比べNO2により肺の細胞傷害が起こりやすく，死亡  

率も上昇することが報告されている3▼5〉。また，老齢マウスでは，肺の傷害の程度も大きく修復さ  

れにくいことも明らかにされている6〉。   

本研究は，代表的な大気汚染物質である二酸化窒素（NO2）とオゾン（Oz）の影響が動物の加  

齢によりどのように修飾されるかを明らかにすることを目的としている。比較的低濃度のNO2や  

03を成熟及び老齢ラットに暴露すると，老齢ラットに特異的な影響が臓器重量及び血液のHt値  

に観察された。  

2 材料と方法  

2．1暴露条件及び試料の採取  

JCl：Wistar系雄ラット（610適齢）を動物実験施設内のバリアー飼育室で1230か月齢まで  
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飼育し，暴露実験に供した。ガス暴露は，0。（0．1±0．005及び0．2±0．01ppm）を4週間又はNOz  

（1．2±0．06及び4．0±0．2ppm）を3か月間行った。経時的に暴露チャンバーより一群68匹の  

動物を取り出し，エーテル麻酔下で採血と殺後，臓器を分離して湿重量を測定した。また，ヘパ  

リン血についてHt値及びHb値を測定した。   

2．2 有意差の検定法   

対照群と暴轟群の間の差の有意性は，分散の比を分析後，Student又はWelchのt検定法で調  

べた。   

3 結 果   

3．1NO2暴露の臓器重量に及ぼす影響  

14及び24か月齢ラットに1．2又は4，OppmNO2を暴露した過程で，24か月齢ラットのみ72  

匹中14匹が死亡した。解剖を行った13例中11列は，下垂体腫瘍を主症状とした死亡であった。  

また，13例全例に感染症と疑われる所見は認められなかった。   

体重は，4ppmNO2暴露2か月日に対照群の90％（p＜0．05）に低下した以外は有意な変化を示  

さなかった。表1に，臓器重量の変化を示した。肺の湿重量は，14か月齢ラットでは4ppmNO2  

暴露3か月日に対照群の114％（p＜0．01）に増加した。一方，24か月齢ラットでは，暴霹2か月  

目に4ppmNO2暴露群で対照群の113％（p＜0．05）に増加し，暴霹3か月訃こは1．2及び4ppm  

NO2暴露群で対照群の各々110％（p＜0．01）及び111％（p＜0．01）であった。腎臓の湿重量は，  

24か月齢ラットで増加傾向が認められ，4ppmNO2暴露2か月日に対照群の111％（p＜0．05）と  

なった。24か月齢ラットの場合，心臓の湿重量の増加も観察された。4ppmNO，暴露群で1か月  

日に対照群の108％（p＜0．05）に増加し，1．2ppm暴露群で2か月目に110％（p＜0．05）となっ  

た。肝臓の湿重量は，有意な変化を示さなかった。   

3．2 0。暴露の臓器重量に及ばす影響  

12，17及び23か月齢ラットに0．1又は0．2ppmO。を暴露した過程で，23か月齢ラットで72  

匹中2匹の死亡があった。全死亡例に感染症と疑われる所見は認められなかった。   

体重は，すべての暴露群で有意な変化を示さなかった。表2は．肺及び腎臓の湿重量の変化を  

示した。肺の湿重量は12及び17か月齢ラットでは03暴露により有意な変化を示さなかった。23  

か月齢ラットでは0・2ppmO。暴露群で2週目に対照群の120％（p＜0．01）に増加し，0，1ppmO，  

暴露群で4週目に112％（p＜0．05）に増加した。腎臓の湿重量は，12か月齢ラットでは03暴露  

により有意な変化を示さなかった。17か月齢ラットでは0．2ppmO。暴露4週目に対照群の  

106％（p＜0・05）に増加し，23か月齢ラットでは0．2ppmO。暴露1週日に119％（p＜0・01）に  

増加した。肝臓及び心臓の湿重量は有意な変化を示さなかった。  

ー171¶   



三浦 卓ら  

表 11．2及び4．OppmNO。の3か月暴露による臓器  

重量の変化  
TablelChangesin the tissue weight during three  

－mOnthsexposurestol．2and4．Oppm NO2  

ExposureConcentralion（ppm）  Exposure  

Period   Control  l．2ppm  4．Oppm  

LUNG  

】4－mOnths old   

lmonlh   

2 months   

3 months  

24－mOnths old   

lmonth   

2 months   

j months  

2．81±0．22  

2．86±0．58  

2．57±0－27  

2．59±0．ヱり  

2．8丁±0．4：〉  

2，93±0．24  

2．66±0．18 （95）  

2・73±0．23 （95）  

2－9二‡±0．22…（114）  

2．65±0．21（102）  

5．24±0．28■（113）  

3．24±0．24＝（11り  

2．53±0－19■義（90）  

2．71±0．51（95）  

2．78±0．32 （108）  

2．77±0．25 （107）  

Z．90±0．25 （】01）  

3．22±0．10…（110）  

KTDNEY  

14mOnths old   

lmonth   

2 months   

3 months  

24－mOnths old   

lmonlh   

之 months   

3 months  

6．15±0．52  

5．50±0．62  

5．67±0．44  

6．34±0．72  

6．40±0．56  

6．86±0．65  

6．02±0．67 （98）  

6．66±0．41（103）  

5．70±0．jO り（氾）  

6・78±0．45 （107）  

7．09±0．67●（111）  

7・07±0．80 り03）  

5．89±0．52 （9（））  

5．67±0．42 （103）  

5．75±0．Zg （10り  

6．77±0－75 （tO7）  

6．43±0．47 （101）  

6．90±1．06 （】01）  

HEART  

14mOnth old  

lmonth   

2 months   

3 months  

Z4－mOnlhs old  

lmonth   

2 months   

3 months  

ヱ．3二！±0，09  

2．20±0．20  

2．34±0．25  

2．37±0．20  

2．49±0．23  

2．62±0．18  

Z．〕2±0．1（）（100）  

2．2（I±0．11（103）  

2．30±0．11（98）  

2．55±0．ヱ4 （108）  

2．73±0．24－（1】0）  

2．54±0．16 （97）  

2．30±0．10 （99）  

2．31±0．18 （105）  

2．17±0．29 （93）  

2．56±0．19●（108）  

2．64±0．Z5 （】06）  

2－5（）±0．22 （98）  

ValuesareexpTe5SCda5gtissue／kgorbodyweight（mean±SD，n＝12）．  

■p＜0．05，‥p＜00】・  
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表  2 0・l及び0．2ppmNOiの4週暴露による臓器重  

量の変化  
Tab）e 2 ChangesinthetissueweightduringfourWeek去  

exposurestoO・1andO・2ppmNO3  

ExposureConcentTation（ppm）  Exposure  

Period   Contro】  0▲1ppm  O・2ppm  

LUNG  

12－mOnth501d   

2 weeks   

4 weeks 

17mOnlh501d   

ユ weeks   

4 weeke 

2．7（〉±0．14   2．93±0．5g （10（））  

ヱ．98±0．29   3．05±0．】7 （102）  

2．73±0．ユ0  2．74±0．】6 （100）  

2・79±0．21  2．79±0，29 （1（氾）  

2．73±0．38 （99）  

2．83±0．05 （95）  

2．77±0．17 （101）  

2－62±0．25 （95）  

3．）l±0．19－－（lユ0）  

2．77±0．62 （93）  

23mOn【hs old   

ユweeks  ユ76±0．31  ユ．98±0．14 （10S）   

4Ⅵ・eeks  2．97±0．t7   3．32±0．19●（112）  

K】DNEY  

tユーmOnths old   

2weeks  5，37±0．29   

4weeks  5．6〕±0．52  

17mOnths old   

2weeks  （）．13＋0．42   

4weeks  5．71±0ユ7  

23mOnlhs o】d   

㌢≠reeks  （）．0（〉±l．】6   

4weeks  （）．67±0．27  

5．4（）±0．11（10ユ）  

5．54±018 （99）  

5．71±0．27 （93）  

6．14±0．るヱ （10S）  

6．22±0．34 （103）  

6．94±0，83 （104）  

5・40±0．33 （t〔カ）  

5．64±0．20 （1（M）  

5．92±0．38 （97）  

6．06±0ユ5●（10（））  

7．23±0．15‥（119）  

6．45±0．49 （97）  

VallユeSaree又pT巳S㌍dasglissue／kgo†bodYWelght（mean±SD，n＝三8）  

事pく0．05，‥p＜0．01．   

3．3 NO2，0き暴露のHt侶及ぼす影響   

表3に，NO2暴露による血液のHt値及びHb値の変化を示した。14か月齢ラットではNO2暴  

露2及び3か月目にHt値は増加傾向を示し，4ppmNO2暴露群で2か月日に対照群の106％（p  

＜0．05）となった。23か月齢ラットでは逆に有意な減少が認められた。4ppmNO2暴露1か月目  

及び1．2ppmNO2暴靂2か月目に対照群の各々73％（p＜0．01）と79％（p＜0．01）となった。Hb  

値は，．14か月齢ラットでNO2暴露により有意な変化を示さなかった。一方，23か月齢ラットで  

は，4ppmNO2暴露1及び2か月日に対照群の各々76％（p＜0．01）及び87％（p＜0．05）に減少  

した。   

表4に，0。暴雷による血液のHt値及びHb値の変化を示した。12か月齢ラットでは0ヨ暴露に  

より有意な変化を示さなかった。17か月齢ラットでは0．2ppmO。暴露4過日に対照群の96％  

（p＜0、05）lこ減少した。23か月齢ラットでは0．1．ppmO3暴露2及び4週目に対照群の各々96％  

（p＜0．05）及び93％（p＜0．001）に減少し，0．2ppmO。暴露4週目にも95％（p＜0・01）とな．っ  
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表  31・2及び4・OppmNO2の3か月暴露によるHt  

値及びHb量の変化  
Table 3 Changesinthe Ht and Hb values during three  

－mOnthsexposurestol，2and4．OppmNO2  

ExposureConcentralion（ppm）  Exposure  

Period   Control  l．2ppm  4・Oppm  

Ht Value（％）  

14－mOnths old   

lmonth   

2 months   

3 months  

24－mOnths old  

lmonlh   

2 monlhs   

3 monthr 

46．3±1．5 （99） 46．4±1．2 （99）  

4（〉．0±1．2 （103） 47．3±1．5● （106）  

47．1±1．0 （104） 46．5±3・1（103）  

45．9±3．2 （107） 31．2±4・㌢‥（72）  

35．1±6．8＝（79） 4〕．8±3・4 （9S）  

4l．2±6．6 （9Ⅰ） 45．8±j．7 （10り  

46．6±1．3  

44．8±1．1  

45．1±1．6  

42．8±3．1  

44．7±1．7  

45．4±3．4  

HbValue（g／dり  

】4－mOnlhs old  

lmonth  】6．1±0．3   

Z months  16．2±0．9   

3monlhs  16－6±0．4  

24－mOnths old   

t month  15．6±1．3   

2 months l（I．6±0．5   

3 months  15．5±1．8  

（99） 15．S±0．3 （98）  
（101） 16・1±0・6 （99）  
（101） 1（）．1±l．2 （97）   

（104） 11．9±1．3＝（76）  
（92） 14．5±0．9● （87）  
（97） 16．0±1．4 （tO3）  

15．9±0．4  

1（）．3±0．4  

1（〉．7±0．4  

1（）．2±0．7  

15．3±】．0  

15．0十2．0  

Valuesareexpressedas【hemean±SDIn＝12・●p＜0・05，■義p＜0・OL  

た。Hb値も同様に12か月齢ラットでは0。暴露により有意な変化を示さなかったが，17及び23  

か月齢ラットでは08暴露4週目に有意な低下を示した。0．1及び0．2ppmO3暴露で17か月齢  

ラットでは対照群の各々97％（p＜0．05）及び96％（p＜0．001）に減少し，23か月齢ラットでは  

各々96％（p＜0．01）及び94％（p＜0・01）となった。   

4 考 察   

本研究の結果は，ラット臓器の湿重量が比較的低濃度のNO2，0。東急性暴靂の間に動物の加齢  

に伴い増加しやすくなることを示している。NO2や03を高濃度で動物に暴露すると，一般的に標  

的臓器である肺に水腫が起こり湿重量の増加が観察される7）。本研究に用いた程度の濃度での  

NO2や03の亜急性暴露では通常肺水腫による湿重量の増加を起こさない。臓器重量の増加は，臓  

器細胞への傷害を修復する際に観察される細胞の過増殖によっても起こる可能性が考えられる。  

老齢動物においても，傷害に対する腎臓の過増生やNO2に対する末梢気道の肥大，過形成7）が報  

告されている。4ppmNO2暴露によって，14か月齢ラットでは3か月目に肺湿重量が増加したが，  

24か月齢ラットでは2か月目に増加し，1・2ppmNO2暴露によっても増加が起こった（表1）。03  
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老齢ラット Hl値と臓器重畳の変化   

表  4 0－1及び0．2ppmO3の4週暴露によるHt値及  

びHb量の変化  

Tat）1e 4 Changesin the Ht and Hbva］ues during three  

－rnOnthsexposurestoOLlandO・2ppmO，  

ExposureConcentraしion（ppm）  Expo5ure  

Period   Control  O．t ppm  O・2ppm  

Ht Value（％）  

12－mOnths o】d   

2 weeks   

4weeks  

17mOnl†lS O】d   

2 weeks   

4 weeks  

4（）．2±0．7   4（）．ユ±2．0  り（拇）  

4（〉．4±0．6   4（）．7±1．1 （l00）  

4（）．6±0．9   4（）．8±0．4  り00）  

45．8±0．9   45．1±1．0 （98）  

46・8±1．1 （10り  

46・6±1・5 （1〔氾）  

46・3±】．2 （99）  

44．0±0．9－ （9（））  

44、0±l、6 （9丁）  

44・7±1．6＝（95）  

2ニトmonths o】d  

lweeks  45、5±1、3   43、9±1．0▲ （9（】）   

4weeks  4（）．9±0．5   43．6±0．6‖－（93）  

HbVa］ue（g／dL）  

1ユーmOn【hs old   

ユweeks   

4weeks  

17mOnths old   

2 Ⅵ・eek5   

4 weelrr 

23－mOnths old   

2Weeks   

4＼～reeks  

16．4±0．3  

】6．4±0．5  

】7．0±0．4  

1（）．4±0．4  

】5．9±0．5  

1（）．5±0－3  

l（）．7±0．6 （10ユ）  

1（）．5±0．3 （10り  

1（〉．5±0．4 （97）  

Ⅰ6．0±0．4● （97）  

15．j±0．4 （96）  

15．8±0．4‥（96）  

16．7±0．ユ （1（〕Z）  

1（〉．4±0．4 （99）  

16．3±0．3 （96）  

15．7±0．1＝■（96）  

15．3±0．6 （9（））  

15．5±0．7‥（94）  

Valuesareexpres5ed as【he m亡an±SD、n＝臥  

事p＜0，05，‥p＜0．OL 雷‥p＜0，α〕】．  

暴露の場合は，肺湿重量の増加の加齢依存性が更に明確になっていた。12及び17か月齢ラットで  

は有意な変化を示さなかったが，23か月齢ラットでは，0．1及び0．2ppmO。暴露で増加した（表  

2）。NO2や03による老齢ラットの肺湿重量の増加機構については現在の所不明であるが，NO2や  

0。による傷害を老齢動物の肺では受けやすくなっていると考えられる。心臓及び腎臓の湿重量  

も，NO2や0。暴露によって加齢依存的に増加した（衰1，2）。今後，NO2や03暴露により加齢  

に依存して発現する臓器重量の増加について各臓器の受ける傷害との関連で更に検討する必要が  

あろう。   

4ppmNO2をラットに急性，亜急性暴露すると血液中に代謝的に活性な若い赤血球の割合が増  

加する臥β）。この現象は，NO2暴露により血液中の赤血球の老化が促進され，この障害に対する代  

償作用として赤血球の増生が起こったことによると説明された。高濃度の0。暴露は赤血球の溶  

血を起こすことが報告されているが10），比較的低濃度の0。を成熟ラットに亜急性暴露した場合，  

赤血球量は減少せず（表4），4ppmNO2東急性暴露の場合にはむしろHt値の増加が観察された  
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（表3）。23～24か月齢の老齢ラットをNO2や03に暴霜した場合には，Ht僧及びHb値の減少が  

認められた。これらの結果は，NO2と03暴露は共に赤血球に障害を及ぼすが通常この障害は動物  

の代償作用により修復されており，骨髄における赤血球の幹細胞の分裂能力が低下した老齢ラッ  

ト2）では，代償反応が十分に発揮されず障害が発現したと解釈するのが妥当であろう。   

本研究の結果から，老齢は肺，心臓及び腎臓の湿重量の増加，血液のHt値及びHb値の減少と  

いう点で比較的低濃度のNOz，03亜急性暴露に対して高感受性となる可能性が示唆された。  
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老齢ラットに及ぽす二酸化窒素及びオゾンの影響lI  

√肺異物代謝系の変化一  

E∬eetso†NitrogenDioxide8れdOzomeollAgedR如SII  

－Ch8喝e9inXemobioticMetabolizillgSyst¢mOfI」ungS｝  

高橋勇二1・三浦 卓1  

YujiTAKAHASHllandTakashiMIURAl  

要 旨   

二酸化窒素（NO2）とオゾン（0さ）暴露によるラット肺の異物代謝系の変化が，ラット  

の加齢の進行に伴いどのような修飾を受けるかを明らかにするため次の実験を行った。5，  

14，及び24か月齢のJc巨Wisla一系雄ラット（各月齢108匹）に清浄空気，1・2及び4ppm  

NO2を1．2，及び3か月間，】群】2匹として，暴露した。また，17，23及び30か月齢の  

Jcl：Wistar系雄ラット（各月齢48匹）に清浄空気，0．1及び0．2ppmO3を2及び4週間，  

t群8匹として，暴露した。暴露後肺の異物代謝活性に及ぽす影響を調べた。   

NO2暴露により，5か月齢ラット肺の7エトキシクマリン脱エチル化（ECDE）及びク  

マリン水酸化（CH）活性は暴露濃度に依存して低下した。Z4か月齢のラットでは，5か月  

齢のラットに比較し，ECDE及びCH活性の低下率が増大し，さらに．5か月齢のラット  

では変化が認められなかったチトクロムP－450（P450）含量及びベンゾく8）ビレン水酸化  

（AHH）活性が低下した。0さ暴霹により，17か月齢ラットの肺のP－450含量及びベンズ  

フユタミン脱メチル化（BPDM），ECDEそして，CH活性が暴露濃度に依存して増加した。  

30か月齢のラットでは，上記の異物代謝活性の増加率が17か月齢のラットに比較して増  

大した。   

これらの変化は，老齢ラットはNOg及びOgに対して感受性が高まっていることを示唆  

している。  

Abstraet  

TheaimofthisreporlistOeXminetheenectsofaglngOn alteration orxenobiotic  

melabDlismoTratlungsafterexposurestonitrogendioxide（NO2）andozone（03）・MaleJcl：  

Wistarratsor5，14and24monthsoldwereexposedtol．2and4・OppmNO2わrl，2and  

3rnonths（n＝12）・TrlanOtherexperiment，rnalerats of17，23and30rnonths old were  

exposedtoOLlandO・2ppmO3rOr2and4weeks（n＝8）・  

By NO2CXpOSure，the activities or7－ehtoxycoumarin O－deethylase（ECDE）and  

】，国立公害研究所 環境生唾部 〒305 茨城県つくば市小野川16番2   
BasicMedicalScierlCeSDivision，theNationalInstiLuterOrEr）VironmentalStudies・I620rLOgaWa・Tsukuba，   

1barakijO5、Japan．  
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COumarin hydroxylase（CH）were decreased dose－dependentlyin allage group．The  

decreas甲WeremuChgreaterin24monthsoldratsthanin5monthsoldrats・Moreover，in  

24monthsoldrats，thecytochTOmePL450contentandbenzo（a）pyrenehydroxylase（AHH）  

activitydecreased，Whilethesevaluesin5monthsoldratswerenotanected．13yO。eXpOSure，  

thecytochromeP450contentandactivitiesorbenzphetamineN－demethylase，ECDEand  

CHwereincreasedinallagegroups・However，relatil′eValues（exposedpercontroI）ofthese  

activitiesincreased much morein24monthsold ratsthanin17monthsold ones．  

Theseresultsshowthatagedratsbecomemoresu5Ceptibletolhee打ectsorNO2andO，  

gaSeS．   

1 はじめに   

肺の異物代謝系は肺に吸い込まれた低分子性の化学物質を分解し，体外へ排せつしやすい化学  

形態へと変換している1）。ほとんどの化学物質は異物代謝系の作用を受けて毒性を軽減するが，異  

物代謝系の作用を受け毒性が活性化される場合もあるl）。したがって，肺の異物代謝系は大気汚染  

物質の毒性を評価する上で重要な代謝系である。我々はこれまで都市環境に存在する主要なオキ  

シダントである二酸化窒素（NO2）とオゾン（0。）が肺の異物代謝系に及ぼす影響を検討し，肺  

の異物代謝系の変動は，NO2や03の生体影響の良い指標となることを示してきた2－5）。   

一般的に，老齢動物は細胞の分裂あるいは代謝活性が低下しており，毒物による傷害を受けや  

すいと考えられている。Bilsは8）は若齢マウスに比べ老齢マウスは大気汚染ガスによる傷害を受  

けやすいと報告している。また，CabralAndersonら17）は若齢ラットに比べ老齢ラットはNO2暴  

露後の急性死亡率が高いことを報告している。しかし，彼らの実験は，高濃度の急性実験であり，  

低濃度の汚染ガスの影響は明らかではない。今回，比較的低濃度（1．2～4ppmNO2又は0．1～0．2  

ppmO3）のオキシダントが老齢ラットの肺の異物代謝系に及ぼす影響を検討し，老齢ラットはオ  

キシダントに対する受感性が高まっていることを示唆する結果を得た。   

2 方 法   

2，1暴露条件及び試料の採取   

5，14及び24か月齢のJcl：Wistar系雄ラット（各月齢108匹）に清浄空気，1．2及び4．Oppm  

NO2を1，2及び3か月間，1群12匹として，暴露した。また，17，23及び30か月齢のラット（各  

群48匹）に，清浄空気，0．1ppm及び0．2ppmO，を，2及び4週間，1群8匹で，暴露した。暴  

露後，ラットをチャンパーより取り出しエーテル麻酔下で頚動脈から採血してと殺した。肺を  

0．95％NaCl溶液を用いてかん流後，4倍量の10mMトリスー塩酸緩衝液（pH7．4）を含む0．15  

MKCl溶液中でポッター・エルベジェム型テフロンホモジナイザーを用いてホモジナイズした。  

ミクロソーム画分はホモジネートを10000×g15分間遠心し，その上清を105000×g60分間遠心  

し調製した。  
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2．2 チトクロムP－450含量及び異物代謝活性の測定  

P－450の含量は，OmuTaとSato別の方法で測定し，分子吸光係数を91cm‾1mM‾1として計算  

した。ECDE活性はAitiog）の方法に従い測定した。AHH活性はDehnenら10）の方法に従い測定  

した。BPDM及びCH活摩はTakahashiら5）の方法に従い測定した。タン／ヾク質量はLowry  

ら11）の方法に従い測定した。チトクロム含量及び酵素活性はホモジネートタンバク質当たりで表  

した。  

2．3 統計的検定法  

対照群と暴露群の間の差の有意性の検定はStudentのt検定法を用いて行った。   

3 結 果   

3．1NO2暴露の影響   

肝のP－450含量は，5か月齢のラットでは，いずれの暴露の濃度，期間においても，有意な変化  

は認められなかった（図1）。14か月齢のラットのP－450含量は1．2及び4ppmNO2暴露1か月日  

に対照群の62％及び47％に各々低下した。その後，暴露2か月日には対照値に近づき，暴露2及  

び3か月日には有意な変化を示さなかった。24か月齢ラットのP－450含量は，1．2ppmNO2暴露  

1か月日に対照値の77％に低下したのち暴露2及び3か月削こは対照値にまで回復したが，4  
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図 1NO2暴露によるチトクロムP450含量の変化  

Fig．1ChangesinchytochromeP－450contentsduringNO2eXpOSureS  

Malewistarratsor5（A），14（B）and24（C）monthso］dwereexposedto  
別teredair（●），1．2（▲）and4（・）ppmNO2for3months・Afterexposures・  
cylOChromePr450contentsweremeasuredunderthesectionofmaterialsand  
melhods・Valuesareexpressedasmeanor12anlmalsandbarsrepTeSeれl±  
SD▲ ●p＜0・05∵‥p＜0．〔氾1・  
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ppmNOg暴露では，1から3か月の暴露期間を通して，対照値の51から72％に低下した。   

肺のAHH活性は（図2），5か月齢ラットでは，1，2ppmNO，暴露1か月日に対照値の117％  

に増加し，暴夢2か月日にはほぼ対照値にまで低下した。14か月齢ラットのAHH活性は，4ppm  

NO2暴露1及び3か月日に低下し，対照値の各々79％及び85％を示した24か月齢のラットの  

AHH活性は1．2ppmNO2暴露2か月目に，また，4ppmNO2暴露1か月日に各々対照値の66％  

及び63％に低下し，暴窟3か月日にはほぼ対照値まで回復した。   

肺のECDE活性は（図3），5か月齢のラットでは，1．2ppmNO2暴露3か月目に対照値の85％  

まで低下し，また，4ppmNO2暴露1から3か月目に対照値の67％から81％に低下した。14か  

月齢ラットのECDE活性は，4ppmNO2暴露によるECDE活性の低下の程度が5か月齢のラッ  

トに比べて増大し，1から3か月の暴露期間の通じて対照値の55％から65％であった。24か月齢  

ラットのECDE活性は，1，2ppmNO2暴露1及び2か月目に対照値の85％及び72％にて低下  

し，4ppmNO2暴露により，更に低下の程度が増大し，3か月の暴露期間を通じて対照値の55％  

から63％であった。   

肺のCH活性は（図4），5か月齢のラットでは，1．2ppmNO，暴露1及び2か月目に対照値の  

73％及び70％に，また，4ppmNO2暴露1から3か月日に対照値の34％から15％に低下した。  

14か月齢ラットCIi活性は，1．2ppmNO2暴露2及び3か月日に対照値の79％及び80％に，  

た，4ppmNOz暴露1から3か月日に対照値の13％から16％に低下した。24か月齢のラットで  

は，1．2ppmNO2暴露2及び3か月目に対照値の60％及び74％に，また，4ppmNO2暴露1か  
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ら3か月目に対照値の11％から15％に低下した。   

NO2暴露後の肺異物代謝系の変化は，ラットの加齢の進行に伴い，活性が低下が持続する。そ  

して，低下率が増大する方向に修飾された。   

3．2 03暴露の影響   

肺のP－450含量は個5），17か月齢のラットでは，0．1及び0．2ppmO。暴露2週目に変化なく，  

4過日に対照値の各々205％及び192％に増加した。23か月齢のラットのP－450含量は0．1及び  

0．2ppmO。暴露2週目に対照群の各々132％及び152％に，また，暴露4週目に対照値の各々  

127％及び165％に増加した。30か月齢のラットのP－450含量は0．1及び0．2ppmO。暴露2週目  

に対照群の各々137％及び150％に，また，暴露4週目に対照値の各々167％及び180％に増加した。   

肺のBPDM活性は（図6），17か月齢のラットでは0，1及び0．2ppmO3暴露2過日に対照値の  

128％及び146％に，4週目に対照値の各々129％及び149％に増加した。23か月齢のラットの  

BPDM活性は，0・1及び0．2ppmO3暴露2週目に対照群の各々121％及び140％に，また，暴露  

4週目に対照値の各々138％及び140％に増加した。30か月齢のラットのBPDM活性は，0．1及び  

0■2ppmO。暴露2週目に対照群の各々147％及び157％に，また，暴露4過日に対照値の各々  

148％及び161％に増加した。肺のECDE活性は（図7），17か月齢のラットでは，0，2ppmO5暴  

露2週日に対日酎直の113％に，また，0．1ppm及び0．2ppmO3暴露4週目に対照値の127％及び  

言
ど
O
J
d
ぎ
＼
∪
盲
＼
苫
∈
d
】
 
 
 

○
等
・
d
 
聖
ヒ
O
」
ち
○
↑
∂
 
 

5
 
 

0
 
 

2  4  2  4  2  4  

Exposure Periods（vIeeks）  

図 5 0。暴露によるチトクロム450含量の変化  

Fjg／5 Changesincytochromeト450contenlsdurjJlgO3eXPOSure5  

Malewistarratsor17（A），23（B）and30（C）monthsoldwersexposedto  
抗】tercdair（●），0・1（▲）andO・2（－）ppmOsわr4weeks・Anercxposures、  
Cylochrome P－450corltentS Were meaSurCd under the section ofmaterials  

amd methods・Values ar expressed as mean or8 8nimals and bars  

rcpresenl±SD・■p＜0・05，◆・p＜0・01，■＝pく0・00】・  

ー182－   



老齢ラット 肺異物代謝系の変化  

0
 
 
 
 
0
 
 
 
 
0
 
 
 
 
0
 
 
 

0
 
 
 
 
0
 
 
 
 
0
 
 
 
 
0
 
 

▲
‖
B
6
4
2
 
 
 

；
芯
；
」
d
ぎ
＼
∪
盲
＼
U
ち
∈
d
一
 
 

む
S
D
一
ぎ
賀
占
・
Z
苫
∈
D
↑
茎
d
～
忘
皿
 
 

2  4  2  4  2  4  

Exposure Periods（week5）  

図 6 03暴露によるベンズフェタミン脱メチル化酵素活性の変化  

Fig・6 Changesin benzphtamine N－demethylase activities during O。  

eXpOSureS  

ExperinlentalconditionsaTCthe5ameaSin Fig．5．  

‥p＜0・01，●‖p＜0・（Mt．  

〓
至
○
－
d
冨
＼
u
盲
＼
芸
∈
d
）
 
 

誤
D
一
三
↑
冨
？
O
 
U
葛
∈
コ
ロ
U
－
岩
三
山
－
ト
 
 

0
 
 

0
 
 

【
▲
J
 
 

2  4  2  4  2  4  

Expos】re Periods（weeksl  

図 7 0。暴露による7エトキシクマリン脱エチル化酵素活性の変化  

Fig・7 Changesin7－ethoxycoumarinO－deethylaseactivitiesduringO3  

eXpOSureS  

ExpcrimerLtalconditions arethesameasirlFig．5．  

－p＜0．05，‥p＜0・01，■‥p＜0・00】・  

ー183－   



高橋勇二・三浦 卓  

言
ど
O
J
d
ぎ
＼
亡
盲
＼
む
ち
∈
d
】
 
 
 

誤
呈
芦
P
；
u
二
岩
⊃
O
U
 
 

2  4  2  4  2  4  

Exposure Periods（weeks）  

図 8 0。暴露によるクマリン水酸化酵素活性の変化  
Fig・8 ChangesincoumarinhydroxylaseactivitiesduringO3eXpOSureS  

ExperimentalconditionsarethesameasinFig・5  
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145％に増加した。23か月齢のラットのECDE活性は，0．2ppmO。暴露2遠目に対照群の121％  

に，また，0．1ppm及び0．2ppmO3暴露4週目に対照値の各々140％及び139％に増加した占30か  

月齢のラットのECDE活性は，0．1及び0．2ppmO3暴露2週日に対照群の各々145％及び154％  

に，また，暴露4過日に対照値の各々150％及び145％に増加した。   

肺のCH活性は（図8），17か月齢のラットでは0．2ppmO。暴露4週日に対照値の113％に増加  

した。23か月齢のラットのCH活性は，0．1ppmO3暴露2週目に対照値の120％に，また，0．1ppm  

及び0．2ppmO3暴露4週目に対照値の各々135％及び142％に増加した。30か月齢のラットの  

CH活性は，0．1及び0．2ppmO3暴露2過日に対照群の各々167％及び151％に，また，暴露4過  

日には対照値の各々127％及び126％に増加した。   

0。暴露により異物代謝性が増加するがラットの加齢の進行に伴い対照値に対する増加率が大  

きくなり，しかも，暴靂2週間目にその変化が顕著に認められるようになった。   

4 考 察   

我々は，成熟ラットにNO2を暴露し，肺の異物代謝活性はNO2暴露濃度に依存して低下する  

ことを報告してきた2r5一。すなわち，肺のECDE及びCH活性は1・2ppm以上の，BPDM活性は  

6ppm以上の，そして，P450含量は10ppm以上のNO2濃度に依存して低下することを示した。  

本実験で、24か月齢ラットの肺のP－450含量は，5か月齢ラットでは変化が認められない暴露濃  

度である1．2ppm及び4pprNO2で有意な低下が起きた。AHH活性もP－450含量の変化と同様  

にラットの加齢に伴い活性低下の傾向が明らかになった。ECDE及びCH活性はNO2暴露によ  
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り5か月齢のラットで既に活性が低下し，加齢の進行に伴い活性低下の率が増大した。これらの  

変化は，老齢ラットはNO2に対する感受性が高いことを示唆している。   

P450は異物代謝系の律速酵素である。NO2を暴露すると肺のP－450分子はNO2と配位結合  

しニトロソP－450となり徐々に活性を失っていくと考えられている12）。5か月齢ラットの肺P  

－450含量は4ppmNO2暴露により影響を受けない。この原因は，変性を受けた量に相当するP  

－450が新たに生合成され，分解と合成が平衡しているためと考えられる。老化したラットでは一  

般にタンパク質の生合成活性が低下していると考えられている1写）。したがって，老齢ラットで認め  

られた，P－450含量及び異物代謝活性の低下，あるいは、低下率の増大は，異物代謝系に関与する  

タンノヾク分子の生合成の速度の低下によると考えられる。   

0．1ppmから0．4ppmの0。が成熟ラットに暴諾すると，NO2を暴露した場合と異なり，肺の異  

物代謝活性は暴露濃度に依存して増力ロする25）。ただし，CH活性は変化しない。0。暴露による肺  

異物代謝活性の増大は，異物代謝が活発な肺胞ⅠⅠ型上皮細胞あるいはクララ細胞の増加によると  

解釈されている14）。JI型細胞とクララ細胞は肺胞Ⅰ型上皮細胞と繊毛細胞の前駆細胞である用。  

Evansら18）は11型細胞の増加の程度は，l型細胞の傷害の程度を反映していると考えている。こ  

の考えは肺の異物代謝活性が0。暴露濃度に依存して増加した我々の結果2‾5）の解釈にも適用さ  

れる。   

0。暴露によるラットの肺の異物代謝活性の増加率は30か月齢ラットが17か月齢ラットに比  

べて大きい。この変化は，0。暴露により老齢ラットが受ける肺の初期傷害が若齢ラットに比べて  

大きいことを示唆している。しかし，異物代謝活性の増加は傷害の修復過程の随伴現象であるか  

ら，0，2ppmO。暴露によって30か月齢のラットが受ける傷害は修復可能な範囲なのであろう。   

これらの結果は，老齢ラットはNO2又は0。暴露による傷害を若齢ラットに比べ受けやすい可  

能性を示している。  
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老齢ラットに及ぼす二酸化窒素とオゾンの影響ⅠⅠⅠ  

－肝隠と腎晩の生体膜成分の変化一  

EfrectsoINitrogenDioxideandOzoneonAgedRatsIII   

－Cbat唱eSinMembanollSConsti血entsofl■iYe－8ndKidmeyo†R8tS一  

三浦 卓1・高橋勇二1  

TakashiMTURAland YuJiTAKAHASHTl  

要 旨  
12～30か月齢のJCl：Wistar系雄ラットにNO2（1，2及び4．Oppm）を3か月間又は03  

（0．1及び0．2ppm）を4週間暴露し，NO2，0。東急性暴露の臓器生体膜成分への影響が動  

物の加齢によりどのように影響されるかについて検討した。   

肝臓のミクロソーム成分は，0ユ暴罵により変動せず，加齢による影響の発現も認められ  

なかった。一方．NO2暴露はミクロソーム成分を周期的に低下させるが．老齢ラットでは  

チトクロムP－450含量及び7－エトキシクマリン脱エチル化活性の低下幅が大きくなり持  

続した。しかしながら，還元酵素活性等他のミクロソーム成分の変動は加齢により影響を  

受けなかった。   

腎臓のミトコンドリア呼吸系酵素括性もNO2，03暴霹により低下傾向を示し，老齢ラッ  

トでは低下幅が大きくなった。一方，ミクロソーム成分はNO。，0。暴窟により誘導される  

が，老齢ラットではチトクロムP450含量の増加が遅延した。   

以上の結果から，加齢により生合成能が低下する生体膜成分は，NO2や0きの影響が加齢  

により増強される可能性が示唆された。  

Abstr8et  

Ma］eJC］：Wistar rats（12－30months old）were exposed to eithcr nitrogen dioxide  

（NO2，11and4J）ppm）for3TrLOnthsorozone（0も、OrlandO・2ppm）for4weekstoexamine  

thee恥ctorag］ngOnalterationsofmembraneconstituentsortissuesproducedbysubacute  

exposuresLoNO2andOa．   

lntheliver，SubacuteexposuresofadultratstoD・4－4・DppmNO2CauSeda periodic  

decreaseinthemicrosomalconstituents，eSpeCiallycytochromeP－4501evel，Whilethose to  

O．1rO，4ppmO，didnota恥cttheconstituentsofmicrosomesandmitochondria・ExposuTeS  

OragedraLStOl・2and4，OppmNO2reSuttedinaperSistentandaugmenleddecreaseinthe  

cytochrome P－4501eveland7・ethoxycoumarin O－deethylaseactivlty・Ontheother hand，  

allerationsorothermicrc・SDmal亡OnSlitue！115W訂enD一打IOdi鮎dbyaglngOrratS・  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒505 茨城県つくば市小野川16番2   

BasicMedicaESciencest）ivision．theNational】nstituterorEnvironmenta］Sludies・1620nogawa，Tsukuba・   

1baraki305，Japan．  
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Inthekidney，SubacuteexposuresofadultralstoO．1－0．4ppmO。andl．2－4・OppmNO2  

increased thelevcIs of microsomalconstituents，eSpCCially that of cytochrDme P－450．  

Expo5ureSOraBedratstoNO2andO，1ed【OadeJayedj∫一dueIionofcyIOChromeP－450・The  

activltyOrmic－OSt）malreduetasesweTealsDindueedina昌edratsi－－araShionsimila－10adult  

ones．The succinate－CytOChrome c reductaseactivltyOrmitochondrialresplratOrySyStem  

showedadecreaslngtrendinadultratsuponexposurestoNO2andO，andwasledLoan  

augmenteddecreaseinagedrats・  

Theseresultsshowthatagingleadstoanaugmenteddecreaseanddelayedinduction  

DrSOmemembTaneCOnStituentso†liYeTSandkidneッs．   

1 はじめに   

これまでに代表的な大気汚染ガスである二酸化窒素（NOz）とオゾン（0。）をラットに暴露し，  

各種臓器の生体膜成分に及ぼす影響について検討してきた。その結果，比較的低濃度のNO2亜急  

性暴露は，第一次標的臓器である肺のみならず肝臓及び賢臓のミクロソーム及びミトコンドリア  

成分を変動させることを見いだした1・2）。これら臓器の生体膜成分の変動は，ミクロソーム成分，  

特に異物代謝系成分に選択性が高く，肺及び肝臓では8，4－4．OppmNO2により周期的な低下が  

起こり，腎臓では1L24．OppmNO2によりミクロソーム成分の誘導が起こる。－一方，0．20．4ppm  

O。のラットヘの亜急性暴露は，肺ミクロソーム異物代謝系を持続的に克進させるとともに，腎臓  

のミクロソーム成分を誘導する㌔これらの結果は；NO2と0。とでは臓器への影響が必ずしも同  

一でないことを示している。   

動物の加齢に伴い臓器の生体膜成分のレベノレの低下することが報告されている4）。この現象は，  

臓器における生体膜成分の生合成の低下，または変性の促進によると考えられている。本研究で  

は，NOユや03の隠器生体膜成分への影響がラットの加齢によりどのように修飾されるかについ  

て検討した。   

2 材料と方法   

2．1暴露条件及び試料の採集  

JCl：Wistar系雄ラット（6－10適齢）を動物実験施設内のバリアー飼育室（SPF）内で17－30  

か月齢まで飼育し，暴露実験に供した。ガス暴露は，0。（0．1±0．005及び0．2±0．01ppm）を4  

週間，またはNO2（1・2±0．06及び4．0±0．2ppm）を3か月間行った。経時的に暴露チャンバー  

より一群6－8匹の動物を取り出し，エーテル麻酔下で採血と殺後，臓器を分離した。臓器のホモ  

ジネート及びミクロソーム画分の調製は前報に記した方法で行った5）。   

2．2 酵素活性の測定   

ミトコンドリアのコハク酸チトクロムc還元酵素活性は，ホモジネートを用いて前報に記し  

た方法で測定した5）。  
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老齢ラット 肝臓と腎臓の生体膜成分の変化  

ミクロソームの電子伝達系成分（NADHイトクロムb，還元酵素，NADPHチトクロムP450  

還元酵素，チトクロムあ，チトクロムP－450）及び異物代謝悟性（ベンゾピレン水酸化，7－エト  

キシクマリン脱エチル化，♪－ニトロアニソール脱エチル化及びアニリン水酸化）は，ミクロソー  

ム画分を用いて前報の方法で測定した6）。タンパク質量は，Lowryの方法により定量したn。   

2．3 有意差の検定法   

対照群と暴露群の間の有意差は，分散の比を分析後，Studentのt又はWelchのt検定法で調  

べた。   

3 結 果   

3．1NO2と0。暴露の肝臓の生体膜成分に及ぼす影響   

0．1又は0．2ppmO3の4週間暴露の過掛こおいて，17¶30か月齢ラットの肝臓の生体膜成分  

は有意な変化を示さなかった。一九NO2の3か月間暴露の場合には，チトクロムP－450含量が  

14か月齢ラットで4ppmNO2暴霹1及び3か月E］に，1．2ppmNO2暴露3か月E］に有意な低下  

を示した（表1）。24か月齢ラットでは，4ppmNO2暴露1，2及び3か月日に，1．2ppmNO2暴  

露2及び3か月日に低下した。この結果は，NOヱの肝ミクロソームのチトクロムP－450に対する  

低下効果が老齢ラットでは持続することを示している。他のミクロソーム電子伝達系成分．チト  

クロムb，，NADH．チトクロムあ還元酵素及びNADPH－チトクロムP－450還元酵素活性は，  

NO2亜急性暴露の過程で周期的に低下するが，動物の加齢による影響は認められなかった。肝ミ  

クロソームの7エトキシクマリン脱エチル化活性は，14か月齢ラットでは，4ppmNO2暴露1及  

び2か月目に対照群の各々85及び84％（p＜0．01）に低下した。一方，24か月齢ラットでは，1．2及  

び4ppmNO2暴露2か月日に対照群の各々66％（p＜0．01）及び57％（p＜0．001）に低下した。  

これらの結果は，NO2による本酵素活性の低下が老齢ラットでは増幅されるとともにより低濃度  

のNO2によっても低下することを示している。一方．クーニトロアニソー／レ脱メチル化及びアニリ  

ン水酸化活性のNO2による変動は，加齢により影響を受けなかった。   

3．2 NO2暴露の腎臓の生体膜成分に及ぼす影響   

表2に，NO2暴露による腎ミクロソームのチトクロムP－450とあ含量の変化を示した。チトク  

ロムP450含量は，14か月齢ラットでは4ppmNO2暴露1か月日に対照群の199％（p＜0．001）  

に，1．2ppmNO2暴露2か月目に167％（p＜0．001）に増加した。一方，24か月齢ラットでは2か  

月目に増加し，1．2及び4ppmNO2暴露で対照療の各々188％（p＜0．001）及び173％（p＜0．001）  

となった。1、2ppmNO2暴竃の場合，最高値は暴露3か月日に観察された。したがって，NO2暴  

露によるチトクロムP－450含量の増加は老齢ラットでは遅延すると考えられる。一方，チトクロ  

ムあ含量は，14か月齢ラットでは1．2及び4ppmNO2暴露2及び3か月目に有意咤増加した  
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表 1l．2及び4．OppmNO23か月暴露における肝ミクロソー  

ムのチトクロムP－450含量と7－エトキシクマリン脱エ  

チル化活性の変化  
TablelChangesinthecytochrome P－450contentand7－ethoxy－  

COumarinO－deethylaseactivltyOflivermicrosomesduring  

three－mOnthsexposurestol・2and4・OppmNO2  

ExposureConcentralion（ppm）  Exposure  

Period   Control  lL2ppm  4．Oppm  

CytochromeP－450（pmol／mgorhomogenateprotein）  

14－mOn【hs oId  

63．3±9．2 （91）  49．2±10・ユー‥（71）  1month   

2mon【hs   

3months  

24mOnths old  

lmonth   

2months   

3 months 

69．0± T．2  

67．5± 5．9  

69．5± 7．1  

58．3± 9．Z  

61．6± 6．7  

58．t± 4．6  

66．9±14．0 （99）  

62．1± 8．0書（89）  

69．2± 8・2 （118）  

47．4± 7．t…（7S）  

45．8± 6・B＝（79）  

る5．2±4．6 （97）  

55．2±10．8＝（79）  

4Z．0±S・5●（72）  

42．5± 8・2‥（70）  

50．9±9・0■（88）  

7rEthoxycounaTinO・deethylase（pmol／mirLpermgOfhomogenateprotein）  

川－mOn【hs old  

70．6± 5．8 （88）  

72．9±9．4 （93）  

83．6± 6．3 （105）  

68．6±5・計‥（S5）  

65．9±8・2雷事（84）  

75．3±28・6 （94）  

44．6±14．4 （79）  

1month   

2months   

3 months 

24－mOn【hs old  

lmonth   

2months   

〕months  

80▲4± 4．9  

78、4±11．3  

79，9±19．8  

56，4±21．4  

59．7±15．9  

53．5±14，2  

62．6±11．0 （111）  

39．5±9．7＝（66）  33．8±6・5■■■（57）  

57．0±19▲9 （107）  53・5±14▲t （100）  

Valuesareexpressed asmean±S【），n＝12．●p＜0．05，‥p＜0・0Ⅰ，‥一pく0．〔旧1  

が，24か月齢ラットでは4ppmNO2暴霹2か月目にのみ有意な増加を示した。この結果は，NO2  

暴露lこよるチトクロム転の誘導が老齢ラットでは抑制されることを示している。他の腎ミクロ  

ソーム成分，NADH一チトクロムあ還元酵素及びNADPH－チトクロムP－450還元酵素の活性も  

NO2暴罵により誘導されるが，加齢はこの誘導に影響を及ぼさなかった。ミトコン下リア呼吸系  

のコハク酸－チトクロムc還元酵素活性は，14か月齢ラットでは4ppmNO2暴露1か月日にのみ  

対照群の88％（p＜0．05）に低下したが，1．2ppmNO2暴露では3か月日に対照群の110％（p＜  

0．01）に増加した（表3）。24か月齢ラットでは，増加は観察されず4ppmNO2暴露1，2，3か  

月目及び1．2ppmNO2暴露2か月日に有意に低い値を示した。したがって，NO2暴露によるコハ  

ク酸－チトクロムC還元酵素活性の低下は，老齢ラットでは持続的となりより低いNO2濃度でも  

起こるようになった。  
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老齢ラット 肝臓と腎臓の生体膜成分の変化   

表  21・2及び4・OppmNO23か月暴露における腎ミクロソー  

ムのチトクロムP－450とb5含量の変化  
Table 2 Changesinthecontentsofcytochromesp－450and．b，Or  

renalmicrosomesduringthree－mOnthsexposurestol，2  

and4・OppmNO2  

ExposureCorlCeTltration（ppm）  Exposure  

Period   Con【rOl  l・2ppm  4・Oppm  

CytochronePL450（pmol／rngorhomogenateprolein）  

14－mOntllS Old  

】monlh   

2months   

3months  

24－mOnlhs otd  

lmontl1   

2months   

3 monlhr 

0．64±0．11  

0．66±0．1（）  

0．68±0．09  

0．47±0．17  

0．50±0．】3  

0．5：l±0．t9  

0．70±0．20 （109）  

1・10±0．】j●‥（1る7）  

0．88±0．Il‥■（129）  

0．44±0．〕0 （94）  

0・95±0．30‥－（188）  

1．11±0．26■‥（2Ⅰ2）  

】・28±0．35＝－（199）  

1・0】±0．28●（153）  

0・76±0．09 （111）  

0・57±0．30 （120）  

0・87±0．j6…（173）  

0・57±0．30 （108）  

CytDChromeb5（pmol／mgorhomogenateprolein）  
14－mOnths old   
1monlh   

2months   

3 manths 

24－mOnlhs old  

】monlh   

2甲Onths   

3 monthr 

16．5±3，5  

15．2±2．7  

16．3±2．2  

】5．2±2－5  

1（I．1±3．1  

1（）．9±2．9  

1臥5±2．5 （112）  

】8．8±2．7■（125）  

Zl．4±乙0‥■（131）  

17．0±5．2 （112）  

Ⅰ7．9±2．7 （1】1）  

1臥8±2．8  り11）  

け・6±1．4 （119）  

21．8±3．4＝（t45）  

柑・7±Z．1－（1日）  

1臥1±5．0 （119）  

19・0±3．0－（1用）  

18．0±2．1 （】07）  

VaLuesareexprcssedasmean±SD，n＝12・●p＜0・05、・・p＜010）．…p＜OL叩Z・  

表  31．2及び4．OppmNO23か月暴露における腎ミトコンド  

リアのコハク酸－チトクロムぐ還元酵素活性の変化  

Table 3 Cl－angeSinthesuccinate－CytOChromecreductaseactivlty  

OfrenalmitochondriaduringthreemOnthsexposuresto  
l．2and4．OppmNO2  

Exposureconcentration（pprn）  Exposure  

Period   1・2ppm  4・Oppm  

】4－mOnths old  

lmonth   

2montbs   

3mon【hs  

24－mOnths old   

lmonth   

2monlhs   

3 monthr 

21．6±3．2  

ユ0．S±ユ．る  

22．5±l．7  

25．2±3．6  

19．6±】．6  

2（）．7±2．9  

21．7±2．4 （100）  

ユ0．0±l．ユ （98）  

26．0±2．7‥（116）  

23．9±4．8 （95）  

】6、9±Z、7－ （86）  

Z3．9±4．8 （90）  

19．】±2．3－ （88）  

18．9±ユ．ユ （9り  

2〕．0±】．7 （10Z）  

19．0±3．3＝■（75）  

けS±1．6● （91）  

23．4±j．0■ （8g）  

Va］uesareexpre5Seda5mean±SD，n＝12▼■pく0・05，・－p＜0・01，…p＜O・00L  
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3．3 0a暴露による腎臓の生体膜成分の変化   

0。暴露によっても腎ミクロソーム成分の誘導が起こり，チトクロムP－450含量の増加が最も  

顕著であった（表4）。17か月齢ラットでは0．2ppmOa暴露2及び4週間目に対照群の各々116％  

（p＜0・05）及び137％（pく0．05）に増加した。23か月齢ラットでは0・2ppmO3暴露4週目にの  

み有意に増加したが，30か月齢ラットでは有意な増加が観察されなかった。他のミクロソーム膜  

成分，NADHrチトクロムb5還元酵素及びNADPH一チトクロムP－450還元酵素の活性変動は，  

動物の加齢による修飾を受けなかった。これらの結果は，腎ミクロソーム成分の中でもチトクロ  

ムP－450が暴露によって最も顕著に誘導され，動物の加齢に伴い誘導が抑制されることを示して  

いる。表5に，03暴露による腎ミクロソームの7ニェトキシクマリン脱エチル化及びベンゾピレン  

表  4 0．1及び0．2ppmO34週暴軌こおける腎ミクロソームの  

チトクロムP－450含量とNADH－チトクロムb5還元酵  

素活性の変化  
Table 4 ChangesinthecytochromeP－450contentandNADHr  

CytOChrome b5reductase activity of renalmicrosomes  

duringfour－WeeksexposurestoO・1andO．2ppmO3  

ExposureConcentration（ppm）  Exposure  

Period   Control  O・1ppm  0・2ppm  

CytochromeP－450（pmol／mgorhomogenaleprOtein）  

17－mOnths old   

2weeks   

4 weeks 

23－mOnths old   

2weeks   

4 weeks 

3（｝months old   

Z weeks   

4we巳k5  

0、649±0．31S  

O、845±0．115  

0、5Z】±0．Z93  

0．544±0．t85  

0，49g±0．2ぎ8  

0．492±0．227  

0．775±0．294（115）  

0．776±0．205（t20）  

0．670±0．1別（128）  

0．559±0．zlO（103）  

0．占02±0．236り2り  

0．522±0．175（10（〉）   

1．078±0．212暮（1（I6）  

0．885±0．2】6－（1ユ7）  

0．690±0．212（132）  

0．778±0．129■（143）  

0．546±0．294（l10）  

0．631±0．25S（t2S）  

NADH・CytOChromeb，reductase（nmol／minpermgOrhomogenateprotein）  

17－mOnths old   

24．0±2．6  

24．2±3．0  

26．0±5．4  

25．2±2．2  

Z7．2±5．4  

25．Z±2．4  

jユ8±】．4＝ り23）  

ヱZ．6±5．2 （94）  

3Z．6±6．0 （126）  

22．8±t．0 （91）  

33．4±4．0 （12〕）  

25・8±2．6 （102）  

26．6±2、0◆ （‖2）  

26・2±1・6 （109）  

29・0±3・0 （112）  

Z6・8±0－4 （107）  

32．2±4．0 （118）  

Z6・0±3．0 （10〕）   

2weeks   

4weeks  

2〕－mOnths old   

2weeks   

4 weeks 

30＿mOnths old   

Z weeks   

4weel．s  

Valuesareqxpressedasmean±SD，n＝8．●p＜0，05，＝p＜0・01  
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表  5 0．1及び0．2ppmO。4週暴露における腎ミクロソーム  

7－エトキシクマリン脱エチル化とベンゾビレン水酸化  

活性の変化  
Table 5 Changesin the activities of 7－ethoxycoumarin  

ODe－ethylation and benzo（a）pyrene hydroxylation of  

・renalmicrosomesduringfour－Weeksexposures10（）・land  

O・2ppm O。  

ExposureCorlCentratiorl（ppm）  Exposure  

Period   Contro］  0．1pprrL  O．2ppm  

7－E郎叩CQumaTin（ゝdeethyla紀（h叫min阿mgOrhomogeれ旺p【Otein）  

17－mOnths old   

2we¢ks   

4wet：ks  

23－mOnths old   

2Ⅵreeks   

4 weeks 

30－mOn山s old   

2weeks   

4Ⅵ・eepS  

125±16  

120±18  

110± 22  

114± 20  

tjO± 4（）  

1：！4＋ 82  

133±15 （10（））  

1二！2± 2〕 （103）  

117± 20 （10（））  

Il（）± 36 （102）  

142± 30 （109）  

tZ6± 26 （101）  

173±1ユ‥●（13呂）  

126±23 （107）  

129± 30 （117）  

152± 32● （1ユ5）  

150± 55 （115）  

166±36● （1ココ）  

恥1ZO（a）pyrenehydroxylase（伽01／minpermgorhomogenateprotein）  

17－mOnlh501d   

2Ⅵ・eeks   

4 wccks 

ユ3－mOnlhs old   

2we（：ks   

4 weeLs 

3（ゝmonlhs old   

2weeks   

4 weeks 

419±181  

420±192  

220± 71  

239±128  

145± 61  

139＋】5  

461±143 （1tO）  

357±151 （85）  

251±tOg （114）  

182± 53 （B6）  

15Z± 60 （105）   

97± 26◆ （70）  

510±312 （122）  

315±203 （75）  

238±127 （108）  

177± 44 （74）  

83± 22■ （57）  

111± 24 （80）  

Va】uesa「eexp「e5Sed asmean±SD，n＝臥 ■p＜0．05，‥●pく0・〔氾】．  

水酸化活性の変化を示した。17か月齢ラットでは，0．2ppmO。暴露2週目に対照群の138％（p＜  

0．001）に増加した後4過日には対照群のレベルになった。一方，23及び30か月齢ラットでは，  

4週目に対照群の各々135％（p＜0．05）及び133％（p＜0．05）に増加した。したがって，本酵素  

活性の増加は，老齢ラットでは遅延すると考えられる。ベンゾビレン水酸化活性は，17及び23か  

月齢ラットでは0．1及び0．2ppmO3暴露4過日に低下傾向を示した。30か月齢ラットでは，0．2  

ppmO3暴露2週目に対照群の57％（p＜0．05）に低下し，0．1ppmO3暴露でも4週目に70％（p＜  

0．05）に低下した。   

表6に，ミトコンドリアのコハク酸－チトクロムc遼元酵素活性の0。暴露による変化を示し  

た。17及び23か月齢ラットでは低下傾向が認められ，30か月齢ラットでは暴露4週目に0．1及  
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三浦 卓・高橋勇二  

表  6 0，1及び0，2ppmO。4過暴露における腎ミトコンドリア  

のコハク酸－チトクロムC還元酵素活性の変化  
Jable 6 Changesinthesuccinate－CytOChromecreductaseactivlty  

Ofrenalmitochondriaduringfour－WeeksexposurestoO．1  

andO．2ppmO3  

ExposureConcenlration（ppm）  Exposure  

Perjod   Contro1  0・Ippm  O．2ppm  

17・mOnths old   

2weeks   

4 weekS 

23－mOnlhs o】d   

2weeks   

4 weeks 

3ひ－mOnths o】d   

2weeks   

4weeks  

24．2±3．6  

23．6±3．3  

24．6±2．7  

28．3±4．6  

23．1±4．1  

Z2．2±4．3  

26．S±2．6 （111）  

21．9±2．6 （93）  

23．4±3．4 （95）  

23．7±6．5 （84）  

20．3±2．6 （S8）  

17．8±1・4● （BO）  

22・5±5．0 （93）  

封・2±3．1 （90）  

21・5±3・8 （87）  

24・4±5．0 （S6）  

19・4±2・8 （84）  

17・2±1．Z■■ （78）  

Valu巳SareeXpreSSedasnmol／min匹rmgOrhomogenateprotein（mean±SD，n＝8）．●p＜0．05，  

＝p＜0．01．  

び0■2ppmO3で対照群の各々80％（p＜0．05）及び78％（p＜0．01）に低下した。   

4 考 察   

本研究の結果は，NO2，0。亜急性暴露による腎臓の生体膜成分への影響がラットの加齢により  

修飾されることを示している。腎臓におけるNO2，0。・暴露の影響は，ミクロソーム成分の誘導と  

いう点に特徴があり，ミクロソーム成分の中でもチトクロムP－450含量の増加が顕著であった。  

NO2や0さによる腎ミクロソーム誘導の生理的意義については不明であるが，NO2や0。によっ  

て呼吸器で生成する過酸化物の代謝に関連しているのかもしれない。NO2暴露による腎臓のチト  

クロムP450の誘導は，老齢ラットで遅延した（表3）。還元酵素等の他のミクロソーム成分も  

NO2暴露によって誘導されるが，加齢による修飾は観察されなかった。0。暴露の場合も同様に，  

チトクロムP－450の誘導は老齢ラットで遅延したが，他のミクロソーム成分の誘導は加齢により  

修飾されなかった（表4）。0。暴露では，チトクロムP－450イソ酵素により触媒される7－エトキシ  

クマリン脱エチル化活性の誘導がラットの加齢により遅延したが，ベンゾビレン水酸化活性では  

有意な増加は観察されず，30か月齢ラットでは低下した（表5）。この結果は，0。暴露によるチト  

クロムP－450の誘導がある種のイソ酵素に特異性の高い可能性を示唆している。ミクロソーム膜  

成分の中でもチトクロムP－450は，動物の加齢により生合成能が低下することが明らかにされて  

いる8，9〉。本研究において見いだされたチトクロムP－450誘導の加齢による遅延は，加齢による生  

合成能の低下が原因となっている可能性が考えられる。 
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老齢ラット 肝臓と腎臓の生体隈成分の変化  

NOヱ，03暴露は，ミトコンドリア呼吸系の律達段階となっているコハク酸チトクロムc遼元酵  

素活性の低下を老齢ラットで増大させた（表3，6）。同様に，NO2暴露による肝臓のミクロソーム  

成分の低下も，加齢により増大され持続的ヒなった（表1）。肝ミクロソーム成分の低下の加齢によ  

る増幅は，腎臓の場合と同様にチトクロムP450に特異性が高く，ある種のチトクロムP450イソ  

酵素に選択的である可能性が示唆された（表2）。   

結論として，NO2，0。暴露による臓器生体膜成分への影響の加齢による修飾は，ミクロソーム  

成分，特にチトクロムP－450の腎臓での誘導の遅延と肝臓での低下の増幅及び持続であった。ま  

た・腎ミトコンドリアの呼吸系酵素活性の低下の増幅も起こった0与れらの結果は，加齢による  

生合成能の低下により，老齢動物ではNO2や0。の作用に対して代償反応が十分に行われない可  

能性を示唆している。  
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オゾン暴露がモルモット気管平滑筋の自発性収縮並びに  

ヒスタミンに対する反応性に及ぼす影響   

EtTectofOzoTleExpostlreOTLthelnherentToTLeandoTLtheResponsibilityto  

Histamineim Guine8PigT一札che81SmoothMuscle  

山根一祐1・小林隆弘1  

Kazusuke YAMANEland Takahiro KOBAYASHIl  

要 旨   
オゾン（03）暴露が気道の反応性に及ぼす影響を解析する一環として，0．4ppmO。の3，7，  

14日間暴露が気道平滑筋の自発性収縮及びヒスタミンに対する反応性に及ぼす影響をモ  

ルモットの摘出気管筋を用いて検討した。0・4ppmO33，7日及び14日間暴露後のモルモッ  

ト気管平滑筋の自発性収縮に有意な変化はみられなかった。シクロオキシゲナーゼの阻害  

剤であるインドメタシン，あるいはロイコトリエン（LT）の指抗剤であるFPL557】2処理に  

より，自発性収縮の内，内因性プロスタグランジン（PG）及びLT類iこより維持されている  

自発性収縮に対する0。暴露の有意な影響は見られなかった。気管平滑筋のヒスタミンに対  

する反応性も0。暴露群と対照群の間で有意差はなかった。インドメタシン，あるいは  

FPL5571ユ存在下でのヒスタミンに対する反応性も0。暴竃群ヒ対照群ヒの間で有意差は  

なかった。  

Abstract  

Ferna）eHartleyguineapigswereexposedtoO．4ppmozone（0，）for3，7，and14days  

andthetrachealsmoothmusclewasisolatedtoinvestlgatetheef7ectofO，eXpOSureOnthe  

inherent10r）eandresponsetohistaminefromthe aspecLOfarachidonicacidmetat）Olism・  

TheO3eXPOSuredidT10tafrectsignificantlyontheinherenttone・lnordertoexamineLhe  

e恥ctortheO。eXpOSureOnthecontributionorarachidonicacidmetabolitestothe止血erent  

tone，indomethacin，aCyCIooxygenaseinhibitor，and FPL55712，aleukotrieneantagonist，  

wereused．TheO3eXPOSuredidnotaLTecttherelaxationofthemuscleinduccdbythese  

drugs・ItindicatesthatthecontributionofarachidonicacidrnelabolitestotheinherenltOne  

V／aSnOta恥ctedbytheOaexposure．Contraclileresponsestohistamineinthepresenceand  

theabsenceofindomethacinoTFPL557t2werenotalteredsignincantlybytheO，eXPOSure・  

Theseresu】tsindicatethattheO3eXpOSuredidnotefrectsignificantlytheinherenltOne  

andtlleCOntraCtileresponsesinthe【raChealsmoothm11SCleinglユI11eaplg・  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県つくば市小野川16番2   

BasicMedicalScienccsDivision，theNationa】ln5tituteforErLVirqnrr）entalStudle5．16－20nogawa，Tsukuba，   

Ibaraki305，Japan．  
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山根一箱・小林隆弘  

1 はじめに   

モルモットの気管平滑筋はヒスタミン，ロイコトリエン（LT），プロスタグランジン（PG）等  

の様々な化学伝達物質に対する反応性を有するため，気道平滑筋の研究に広く用いられている。  

一般に；平滑筋は静止時もある程度の収縮（緊張 tonus）をしており，モルモットの気管筋にお  

いても持続性の自発的な収縮（自発性収縮）がみられる1）。この白発性収縮は，モルモット気管筋  

標本にシクロオキンゲナーゼの阻害剤であるインドメタシンあるいはLTの桔抗剤であるFPL  

55712を加えると筋が弛緩することから，自発的に産生されるアラキドン酸（AA）代謝産物によ  

り維持されていると考えられている2・㌔   

一方，03暴露によりモルモットの気道反応性が冗進することが報告されている㌔ この0。暴露  

による気道反応性の完進はAA代謝産物に対する桔抗剤により抑制される。このことから03暴露  

による気道平滑筋周囲のAA代謝の変化が気道の反応性の元進と関連を持つ可能性が示唆され  

た5）。気運筋の自発性張力はAA代謝物により維持されているので，03暴露が気道平滑筋周囲の  

AA代謝に影響を与えるとすれば自発性収縮に変化がでる可能性がある。そこで今回，0。暴露が  

気道反応性に及ぼす影響を解析する目的で，モルモット摘出気管平滑筋を用い自発性収縮及びそ  

のヒスタミンに対する反応性に及ぼす影響を検討した。   

2 方 法   

2．1暴露条件及び気管平滑筋標本の作製   

ハートレ一系雌モルモット（体重330～730g）を0．4ppmO。に3日，7日，14日間暴露した。  

対照群は清浄空気に暴露した。暴露終了後モルモットの頭部を強打し放血によりと殺した。頚部  
及び胸部を開き，平滑筋を痛めないように緩やかに気管を摘出した。摘出した気管は，Krebs  

HerlSelej亡SOIutiorl（KHS）を浸したシャーレ中で結合組級，脂肪等を取り除いた後，微小血管  

用のハサミを用いて螺旋状に9匝】転に切り開いた。約3mm幅の九つの平滑筋切片が軟骨郡でつ  

ながった帯を，三つの平滑筋切片が含まれるように3等分した。実験においては，対照群（n＝6  

～7）及び暴露群（n＝6）において咽頭側と中央部と気管支例の三つの部位を対応させながら用  

いた。   

以上のようにして作製した気管平滑筋標本は，10mJのKHSを入れ，95％0ヱ＋5％CO2を吹き  

込みジャケットを37ロC温水で循顎したオルガンバス中に懸垂した。組織切片の両端はセルフイン  

を用いて糸をつなぎ下端はオルガンバスに固定し，上端は等尺性トランスデューサーにつなぎ組  

織の張力を測定した。   

2．2 自発性収縮の測定及びヒスタミン反応性の検討   

2．1に従い装置に設置した気管平滑筋標本は，KHSを10分おきに交換しながら1時間平衡  

においた後，a）無処理（normalKHS），b）1JJMインドメタシンを含むKHS，C）1JJMFPL  
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気管平滑筋の自発性収縮等lこ及ぽす影響   

55712を含むKHSの3種の液に切り替え10分おきに液を交換しながら1時間インキエペー卜  

し自発性収縮の変化を調べた。1時間後張力の変動が安定した状態で，ヒスタミンを累積的に加  

えていき，0．1～100J‘Mのヒスタミンに対する反応を調べた。ヒスタミンに対する反応が最大に  

達したのち5mMEGTAを含むCa－freeKHSで組織を洗いさらに同液でインキエペー卜し．筋  

を最大弛緩させた。測定値は，最大弛緩をベースラインとして測定したactivetension（g）で評  

価した。すべての実験は，暴露群と対照群を並行して行い，結果は暴露群をその対応する対照群  

と比較した。   

3 結 果   

3．1自発性収縮の比較   

気管平滑筋の自発性収縮に及ぼす0。暴露の影響を表1～3に示した。気管筋標本は，約1～1．5  

gの張力を持っており1時間のKHS処理前後では有意な変化は見られなかった。自発性収縮の  

大きさはいずれの暴露群もその対照群との間で有意な差はなかった。   

次に内因性のシクロオキシゲナーゼ代謝産物及びLT類により維持される自発性収縮に対する  

Oa暴露の影響を検討した。インドメタシン（1〟M）は自発性収縮を有意に減少させた。処理後  

の自発性収縮の値については暴露群とその対照群の間で有意な差はなかった。リポキシゲナーゼ  

の代謝産物であるLTの桔抗剤であるFPL55712は，1JJMの濃度で自発性収縮を有意に減少  

させた。処理後の自発性収縮については暴露群とその対照群との間で有意な差はなかった。  

3．2 ヒスタミンに対する反応性（図1～3）  

図1～3に気管平滑筋のとスタミンに対する反応性に及ぼす03暴露の影響を示した。モルモッ  

ト気管筋はヒスタミン濃度10－6Mから収縮し始め10‾4Mで収縮は最高に達した。KHS中でこの  

表 lインドメタシン，FPL55712処理による0・4ppmO33日間暴露モ  

ルモット気管平滑筋の自発性収縮の変化（単位二g）  
Table I Effect of indomethacin or FPL 55712 treatment on the inherent 

toneoftrachealsmoothmuscleisolatedhomgulneaPlgSeXpOSed  
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表  2 インドメタンン，FPL55712処理による0．4pp汀10。7日間暴露モ  

ルモット気管平滑筋の自発性収縮の変化（単位＝g）  
Table 2 Effect ofindomethacin or FPL55712treatment on theinhereTlt  

toneoftrachealsmoothmuscleisolatedfromBulneaplgSeXpOSed  
toO．4ppmO3ねr7days（g）  

処  理  COntrOl  O3 eXpOSed  

normalKHS  処理前  
（1h）  処理後  
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（】h）  処理後  
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表  3 インドメタシン，FPL55712処理による0．4ppmO，14E］間暴露モ  

ルモット気管平滑筋の自発性収賄の変化（単位ごg）  
Table 3 EfTect ofindomethacin or FPL55712treatment on theinherent  

toneortrachealsmoothmuscleisolatedfromgulneaPlgSeXpOSed  
toO・4ppmO3わr14days（g）  

処  理  control  Oa exposed  

normalKHS  処理前  
（1h）  処理後  

1JJMインドメタシン  処理前  
（1h）  処理後  

1／JMFPL557】2  処理前  
（1h）  処理後  
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a＝平均値±SD（対照群n＝7，暴露群n＝6）．bこ処理前と処理後間のJ検定，  

‥p＜0．01．‥◆p＜0一001  

濃度範囲のヒスタミンに対して発生する張力は，暴露群，対照群で有意な差はなかった（図1）。  

また1／JMインドメタシン存在下（図2），1ノJMFPL55712存在下（図3）におけるヒスタミ  

ンによる収縮についても暴露群，対照群で有意な羞は見られなかった。   

4 考 察   

今回の実験結果より，0。暴露の影響によるモルモット自発性収縮の有意な変化は見いだせな  

かった。自発性収掛こは個体差がありその値はパラつさが大きい。03暴露の自発性収縮への影響  

はそのバラつきの中に隠れ，有意な変動が見いだせなかったとも考えられる。   

インドメタンンにより内因性のシンクロオキシナーゼ系代謝産物の産生を止めた場合，自発性  
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図 1モルモット気管平滑筋のヒスタミンに対する収縮（左：3日間暴  

露，中：7日間暴露，右：14日間暴露）  
Fig▲1Contractile response ofgulnea plg traChealsmooth muscle to  

histamine（1e丘：eXposurefor3days，middle：CXpOSureibr7days，  
right：eXpOS11refbr14days）  

○＝Cleanairexposedanimal（n＝6～7），●＝D．4ppmO。eXpOSedanimal（n＝  
6）・Pointsrcpresentmean；baTSShQW St）、  
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図 2 インドメタシン（1／‘M）存在下におけるモルモット気管平滑筋の  

ヒスタミンに対する収縮反応（左：3日間暴露，中＝7日間暴露，  

右：14日間暴露）  

Fig・2 Contractile response or gulnea plg traChealsmooth muscle to  

histamineinthepresenceorindomethacin（1J‘M）（1eft：eXPOSure  

玩汀3days，middle：expOSuTebT7days，ri各ht：eXpOSurefor14  

days）  
○＝C】eanairexposedan盲mat（n＝6～7），●：0．4ppmO。e叩OSedanimal（れ＝  

6）．PointsrepresentmearL：barsshow St）・  
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図 3 FPL55712（1／JM）存在下におけるモルモット気管平滑筋のヒス  

タミンに対する収縮反応（左：3日間暴露，中：7日間暴露，右：  

14日間暴露）  

Fig，3 Co∫】けaclj】e reざPO∫】5e Of gulne8 P】g traChealsmoo止musck【o  

histamineinthepresenceofFPL55712（1JLM）▲（1eft：eXpOSurefor  

3days，midd】eニeXpO5Ureわr7days，rjgh‡：eぷpOSUr¢わr拍day5）  

○＝Cleanairexposedanimal（n＝6～7），●：0．4ppmO，eXPOSedanima）（n＝  

6），POintsrepresenlmean；barsshow SD．  

収縮は有意に減少するがその処理後の自発性収縮について03暴露と対照群で有意な差はみられ  

なかった。また，LT桔抗剤（FPL55712）により内因性のLTの作用を阻害した場合でも同様で  

あった。これらの結果は，自発性収縮のうち内因性PG及びLTにより維持される分のどちらの自  

発性収相に対しても0。暴露の有意な影響は見られなかったことを示している。   

03暴露群と対照群との間でヒスタミンに対する気管平滑筋の反応性に有意な差はなかった。ま  

た，インドメタシン，FPL55712存在下でのヒスタミンによる収縮についても有意な差がみられ  

なかったことより，ヒスタミンにより誘起され気管の反応性に影響を与える可能性のあるAA代  

謝に関しても0。暴露の影響が見られないと考えられる。平滑筋の反応性は平滑筋細胞及びそれを  

取り巻く微小環境によるものと考えられている6）。摘出気管平滑筋を用いて反応性を見る今回の  

実験結果からは0。暴露がこれらに与える変化が平滑筋の反応性の冗進を導くということは確認  

できなかった。  
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オゾン暴露がマウス肺ヒスタミン放出に及ぼす影響  

EげeetofExposuretoOzoneonHist8mineRelease  

fromLu皿ginMiee   

足川哲夫1・本多芳男2・藤巻秀和3・村上正孝3  

Tetsuo ASHtKAWAl，Yoshio HONDA2，  

Hidekazu FUJIMAK13 and Masataka MURAKAM13 

要 旨   
0・8ppmオゾン（03）暴雷が，BALB／c雄マウス，W／WV雄マウス，＋／＋雄マウスの肺及  

び鼻粘膜に及ばす影響について検討した。BALtき／cマウスは，1日，ま日及びl週間暴雷で  

肺湿重義の有意な増加が認められたが，肺，鼻粘膜のヒスタミン量の変化は認められなかっ  

た。   

そこで，この肺湿重量の増加に，肥満細胞が関与しているかどうかを調べる目的で，W／  

WVマウスと十／＋マウスにオゾン暴露を行った。ヒスタミン含有細胞である肥満細胞を欠  

損するW／WVマウスでは，l週間奉軍で肺湿重量の増加を認めなかったが，W／WVマウス  

の野生型であり肥満細胞を保有する十／十マウスでは，BALB／cマウスと同様に肺湿重塵の  

増加が認められた。しかし，＋ノ＋マウスでも肺ヒスタミン量の増加はなかった。   

以上の結果より，0．8ppmO3暴露により，肺ヒスタミン量は変化しないが，肺湿重量の  

増加は認められ，この増加に肥満細胞の関与している可能性が示唆された。  

Abstr8Ct  

Thee恥ctorexpo5uretOOZOne（0，）onhistaminecontentinlungwasinvestigatedin  

maleBALB／cmice，W／WVmiceand＋／＋mice．BALB／cmicewerecontinuouslyexposed  

toO・8pprnOa Lor3hrs，lday，3daysand7days．   

1notherexpeTiments，W／WVmicewhicharemastce＝deflCiencyand十／＋micewhich  

COntainmastcellswerecontinuouslyexposedtoO・8pprnO，for7days．IrlBALB／cmice，  

theincreasedlungweightswereobservedinlday，3daysand7daysexposuretoO3．bulno  
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Reseal・Ch Collaborator or the NationatInstitute for ErlViroTlmentalStudies．Presenladdress：TheJikei  

UniYe【Sity SchoolorMedicine，Nishishinbashi，Minatoku，Tokyo105，Japa爪・  
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VisitiれgFel10Wく）rtheNaしionalltlStituしelo†EnYiTOnmetltalStudie～．PTe紀ntaddTeSS：TheJikeiUnive†Slty   

SchooEofMedicine，Nishishinbashi，Minatorku，Tokyo tO5，Japan．  
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tba†aki弧5，Japan．  

－205一   



足川哲夫ら  

signi丘cantchangewasobservedinhistaminecontentoflungandna5almucosathroughal）  

exposureperiods．Theincreasedlungweightswerealsoobsen′edin＋／＋mice，butnot  

observedinW／WV mice．  

TheseresuLtssuggestthattheincreasedweightso‖unginduced byO，eXpO5uremay  

bepartlyduetothepresenceofmastcells・  

1 はじめに   

03は別名edematogenicgasとして知られるように，それを吸入することにより肺胞内水腫，  

肺胞壁細胞のえ死等が引き起こされる1）。しかし，この肺水腫発生のメカニズムについては不明な  

点が数多く残されている。   

そこで，本研究ではBALB／c雄マウスを用いて03暴露を行い，肺及び鼻粘膜の湿重量とヒス  

タミン量の変化を調べるとともに，肺水腫の発生にヒスタミンを含有する肥満細胞が関与してい  

るかどうかを明らかにするた捌こ，肥満細胞を欠損するW／WVマウスと，その野生塾で肥満細胞  

を保持する＋／＋マウスに対しても0。異常を行い，0。暴露による肺水腫発生のメカニズムの解  

析を行った。   

2 材料と方法   

実験動物は，6週齢のBALB／c雄マウス（日本チャールスリバー）とW／WV雄マウス及び＋／＋  

雄マウス（静岡実験動物協同組合）を用いた。03の暴露は，既に報告した暴露条件2）で，BALB／  

cマウスに対しては0．8ppmの濃度で3時間，1E］，3日及び1週間連続暴露した。W／WVマウス  

及び＋／＋マウスに対しては，0．8ppmの濃度で1週間連続暴露した。ヒスタミン量の測定は，暴  

露終7後，採取した肺と鼻粘膜組織の総ヒスタミン量をSl10reらの方法3）により測定し，さらに  

単位湿重量当たりのヒスタミン量を算出した。平均値の差の有意差検定は，Studentのど検定に  

よった。   

3 結 果   

3．10。暴露による肺及び鼻粘膜湿重畳の変動   

BALB／cマウスに0．8ppmO，連続暴露を3時間，1日，3日及び7日間行い，直後にと殺し，  

肺左葉及び鼻粘膜湿重量を測定した。その結果，3時間暴露では変化は認められなかったが，1日，  

3日及び7日間暴靂では，対照群に比べて肺左菓湿重量の増加が認められた（図1）。鼻粘膜湿重  

量は全暴霹期間を通じて対照群と0。暴露群との間で変化は見られなかった（図2）。次に，肥満細  

胞を欠損するW／WVマウス及び肥満細胞を保有する＋／＋マウスに0・8ppm O3の連続暴露を1  

週間行い，BALB／cマウスと同様の湿重量の測定を行った。＋／＋マウスでは，肺左葉湿重量の増  

加は認められたが，W／WVマウスでは，肺左葉湿重畳に変化は認められなかった（図3）。貞粘膜  

湿重量の変化は両マウスで見られなかった。  

－206一   
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図 10，B ppm O3暴露のBALB／cマウ  

ス肺左棄湿重量に及ぼす影響  
Fig・1EfrbctsorO，8ppmO3eXPOSuTeOn  

Wet Weights oflurtgleftlobein  

BAL町cmice  

Allvalue～are eXpTeS紀d8S mean±SE  
（n＝り＝P＜0．01，－＝Pく0．005，h：  

hour．d：day  

3h ld  3d  7d   

図 ユ 0．8ppm O3暴霧のBALB／cマウ  

ス鼻粘膜湿重量に及ぼす影響  
Fig・2 Efrect50fO．8ppmO，eXpOSureOn  

Wet Weights or nasalmucosain  

BALB／cmice  

）P  りJ  

忙丁忙IGHTS  

図 3 0．8ppmO37日間暴露のW／WVマウスと十／＋マウスの肺左葉湿  

重量に及ぼす影響  
Fig．3 E恥ctsorO．8ppmO，ExposureonwetweightsoflurlgleLtlobein  

W／WV and＋／＋mice  
（A）in＋／＋mice（B）inW／WVmice・A11valuesareexpre5Sedasrnear）±SE  
（n＝6）・P＜0．05  
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3．2 0。暴露による肺及び鼻粘膜のヒスタミン旦への影響   

BALB／cマウスの肺単位湿重量当たりのヒスタミン量には7日間暴露で低下が認められたが，  

肺左葉総ヒスタミン量は，全暴露期間を通じて変化はみられなかった（図4）。   

W／WVマウスでは，肺左葉，鼻粘膜ともにヒスタミンは検出されなかった。＋／＋マウスでは，  

肺単位湿重量当たりのヒスタミン量には低下がみられたが，肺左葉総ヒスタミン畳には変化はみ  

られなかった（図5）。鼻粘膜の総ヒスタミン量，単位湿重量当たりのヒスタミン量にすべてのマ  

ウスで変化は認められなかった。  

図 4 0．＄ppmO。暴露のBALB／cマウス肺ヒスタミン量に及ぽす影響  
Fig．4 E恥ctsorO・8ppmO8eXpOSureOn（A）totalhistamine and（B）  

histamineconte机0‖ungleftlobein BAL】】／cmice  
Å11values are expressed as mean±SE（∩＝6）＝P＜0．01，O control，●  

exposed  
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図 5 0．8ppmO37日間暴露の＋／＋マウス肺ヒスタミン量に及ぼす影響  
Fig．5 E駄cts orO．S ppm O3eXpOSure Qn（a）totalhistamine and（b）  

histaminecontentoflungleftlobein＋／＋mice  
Allvaluesareexp托S馳dasmean±SE（n＝6）   

4 考 察   

03暴露による肺水腫発生のメカニズムとして，肺の血管内皮の障害4〉とともに肺の局所におけ  

るヒスタミンの放出5・6）があげられており，03暴露による肺水腫発生と同時に肺ヒスタミン含有  

量の低下が認められることも報告されている7・8）が，一方では肺ヒスタミン塁には変化は認められ  

ないというSusanとShriの報告9）もあり結論が得られていない。   

本研究では，肺湿重量とヒスタミン量の変動について03暴霹後のマウスで調べたところ，  

BALB／cマウス及び＋／十マウスヘの0．8ppmO3暴露により，単位湿重量当たりのヒスタミン量  

の低下は7日間暴露で認められるものの，肺左葉の総ヒスタミン壁には低下が認められないため，  

この点から03暴露による肺水腫発生のメカニズムにおけるヒスタミンの役割を明らかにするこ  

とはできないと考えられた。   

そこで，さらにヒスタミン含有細胞である肥満細胞を欠損するW／WVマウス10・11）を用いて0さ  

暴露を行いその野生型で肥満細胞を保有している＋／＋マウスの結果と比較したところ，W／WY  

マウスでは肺湿重畳に変化はみられなかったが，同様に行った＋／＋マウスでは，肺左葉の湿重量  

の増加がみられた。   

これらの結果は，0。暴露による肺湿重畳の増加，すなわち肺水腫の発生の一因として，肥満細  

胞の関与を示唆するものであるが，その含有するヒスタミンの役割については不明であり，肥満  

細胞は，ヒスタミンのみならず白血球遊走因子，ロイコトリエン，プロスタグランジン，プロテ  

オグリカン，タンパク分解酵素等多くのケミカルメディエイターを遊離する121のでこれらの物質  

の関与が十分考えられる。   

0。は肺などの下部気道のみならず，上部気道である鼻粘膜に対しても影響を与えることが報告  

されている13－が，本研究では肺ヒ異なり島粘膜の湿重畳に変化は認められなかった。このことの  

原因として，肺と鼻の構造，代謝等の羞や鼻腔が開放性であることが考えられるため，鼻粘膜の  

みならずそこよりの分泌物の変化についての検討が望まれる。  
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オゾン暴露によるマウス線絶肉腫NR－FS細胞の肺転移の促進＊  
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要 旨   

オゾン（0，）暴露がC3H／Heマウスに自然発生した線維肉腫NR－FS細胞の肺転移に及  

ぼす影響を検討した。雄のC3H／Heマウスを0．8，0．4，0．2あるいは0．】ppmO3に1，3，5，  

7，14日間暴露し，暴露終了後ただちに，一定数のNR－FS細胞（5×105，1×105，5×104また  

はlX10●個）を尾静脈より注入した。注入2週間後に，肺への転移数を肺表面にできた腫  

軌こよる結節の数を数えることにより比較すると，1）0さ暴露群では対照群に比べ転移が  

促進されていること，2）転移数は0。濃度が高いほど促進されること，3）0。暴露による  

転移の促進作用は暴露期間により変動すること，を見いだした。  

Abstr8ぐt  

TheefTectsofozoneexposureonthemetaslasisorafibrosarcorna（NR－FS）thatarose  

SPOr）tan甲uSlyinaC3日／Hemousewasstudied・MaleC3H／HemicewereexposedtoO・8，  

0．4，0・ZandO．1ppmo乙One†Q【l，3，5，7and14d．A11仁一theexposu托，themiceweTeinnlSed  

i－11ravenouSlywilhNR－FScellsLAt2weekspos（infusion，thelungswereisolatedtoexamine  

Lhccolonydevelopmentofmetastasis．AsignirlCantJyhigherrateofpulmonarymetastasis  

than that ornorma）mice was observedin the ozoneLeXPO5edmice・The metastasis was  

enhanceddosedependenLlybytheconcentrationofozoneandvariedwithexposurelength．  

●本論文の大要は、J、TQXicol、EnvirQn．Health，ユ0二135－145（1987）に発表したものである。  
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小林隆弘・毒 陛・佐藤浩明  

1 はじめに   

大気中の光化学反応によりオゾン（Oa）をはじめとするオキシダントが生成されることが知ら  

れている。Richtersらは，03と同様に酸化力のある二酸化窒素（NO2）は大気中に存在する程度  

の低濃度の暴露で816メラノーマの肺転移を有意に促進することを見いだしたり。一方，肺転移  

の頻度を促進する効果を指摘されている，血小板の凝集能の増加2），生体防御機構の低下3），タン  

パク分解酵素阻害因子の低下4）が0。やNO2といった酸化力の強いガス状物質の暴雷により起き  

ることが報告されている。そこで，03暴露が腫瘍細胞の肺転移の頻度にどのような影響を与える  

か検討した。   

2 方 法   

2．1動物暴露   

一群6匹のJCJ：C3H／He系雄マウス（8～12適齢）を0．8，0．4，0．2あるいは0．1ppmO3に  

1，3，5，7，14日間暴露した。   

2．2 腫瘍細胞の調整   

腫瘍はC3H／He系マウスに自然発生したNRrFS線維肉腫を使用した。   

皮下に移植したNRFS線推肉腫を無菌的に取り出し，時計皿上で刻んだ。刻まれた腫瘍を  

0．05％トリプシンを含むRPMI164050mJ中で15分間穏やかにかくはん処理し，5分間静置後，  

死細胞，細胞片を含む上清を捨てた。同様のトリプシン処理をさらに2回行い，上清を室温にて  

1800rpmにて5分間遠心し，腫瘍細胞を得た。細胞は10％牛胎児血清を含むRPMI1640を加え，  

遠心後，RPMI1640に浮遊させた。生細胞数を数えた後，一定の細胞濃度に希釈した。   

2．3 実験的肺転移系   

NRFS線維肉腫細胞を使用し．実験的肺転移系を確立した。単細胞浮遊液200JLlをマウス尾静  

脈より注射し，7～24日後肺を摘出し，Bouin液にて固定後5），各肺葉の表面にある結節の数を数  

え転移数とした。注射後の日数と肺転移数の関係を図1に示した。1×10S個注入した場合14～18  

日後に肺の結節数はほとんど変化しなくなることが明らかになり，腫瘍細胞注射後14日目の肺転  

移数を比較することにした。図2に0。暴露及び実験的肺転移のスケジュールを示した。  
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マウス線稚内脛NRFS細胞の肺転移の促進  
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図 2 0。暴露及び実験的肺転移の実験スケジュール  
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小林隆弘・晶  健・佐藤浩明  

3 結 果   

0．8ppmO3暴露により，NRFS線維肉腫細胞の実験的肺転移が顕著に促進されることを図3  

に示した。1×105個注射した場合，0．8ppmO31日暴露により肺転移が対照群の459％になるこ  

とが明らかになった。その後，暴露を続けると，肺転移の促進された状態が続くが，促進する割  

合は徐々に低下していくことが判明した。この傾向は5×104，5×105個尾静脈注射した場合も同  

様であった。   

次に暴露濃度の異なる0ユによる肺転移の頻度に及ぼす影響を検討した（図4）。0，4ppmOき暴  

露の場合1日及び5日暴露で肺転移が対照群のそれぞれ2．3，2，2倍と有意に促進された。3日暴  

露では一時的に肺転移の促進効果が低下した。この変動の傾向は図5に示すように尾静脈注射す  

る細胞数を変えた実験でも再現された。一方，0，2ppm，0．1ppmO3暴露の結果から，暴露濃度  

が低下すると肺転移の促進効果が低下すること，また，これらの濃度でもわずかながら肺転移の  

促進効果がある七と（図4）が判明した。  
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マウス線維肉腫NR－FS細胞の肺転移の促進  
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Fig・4 EfTectorconcentrationofO30nPulmonarymetastasis  

MieewereexposedtoO・8（●），O14（○），0・2（△）andO・J（▲）ppmO，for］，3．  
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0．05 

4 考 察   

比較的高い濃度の03暴露により，NR－FS線維肉腫細胞の実験的肺転移が席著に促進されるこ  

と，肺転移の促進の度合いは，03養蚕の期間に依存し複椎に変化すること，03暴露濃度が低下す  

ると0ユによる肺転移の促進効果が低下することが明らかになった。この03暴露による腫瘍細胞  

の肺転移促進効果がどのような因子により起きる可能性があるかに閲し以下に考察する。   

腫瘍の肺転移はFidlerが提唱するように，いくつかの段階を経て成立すると考えられる5）。すな  

わち，腫瘍細胞の1）原発果から周囲の組織への浸潤，2）血管内への移行，3）血管を通して他の器  

官への移行，4）血流中における，血小板，リンパ球などとの凝集塊の形成，5）血管壁への着床あ  

るいは毛細血管での凝集塊の捕捉，6）血管壁から組織への浸潤，7）組織内での増殖と新たな結節  

の形成，である。本実験で用いた実験的肺転移系は3）～7）の段階をモデル化したものとして用い  

られている。   

3）～7）のそれぞれの段階で，腫瘍細胞は宿主の免疫担当細胞の攻撃を受けると考えられる。  

Hannaらは，シクロホスファミド処理しエフェクター細胞を減少させたマウスは肺転移が顛著に  

増加すること，このマウスに正常なマウスの血清と補体処理した脾細胞をエフェククー細胞とし  
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小林隆弘・梅  健・佐藤浩明   

これを静脈注射すると，肺転移の抑制機能が回復するが，NK細胞に特異的でマクロファージ及び  

リンパ球の能力に影響のない，抗NK－1．2抗体と補体で処理した場合，抑制効果が回復しないこ  

とにより，肺転移の抑制にマクロファージ，リンパ球でなく，NK細胞が重要な役割をしているこ  

とを示した6）。我々は0．8及び0．4ppmO，1日暴露においてNK活性がそれぞれ対照群の28％，  

細％と有意に低下し，その後，対照群の値に徐々に回復することを見いだしている。肺転移も0．8  

及び0・4ppmO。では1日暴露により促進されることから（図3，5）03暴露によるNK活性の低  

下と肺転移の促進との間に関連性のあることが示唆された。   

4）の段階では，腫瘍細胞と血小板，リンパ球などとの凝集塊の生成は血管内皮細胞や肺から放  

出されているプロスタサイクリン（PGI2）により阻害される。このPGI2の凝集阻害能腫瘍細胞の  

肺転移抑制と関係していることがHonnらにより報告されている7）。我々はラット肺でのPGI2合  

成能は0．8及び0．4ppmO3暴露により低下することを見いだしてきた8）。マウスの場合も同様の  

変化が起き，転移の促進に関連している可能性がある。   

一方，より転移能の高いB16FlO黒色腫瘍細胞変異株は転移能の低いB16Flよりも線推素  

溶解能が高いこと9），V2腫瘍をもつ家兎をウロキナーゼで長期間処理すると転移が促進されるこ  

とから1D），腫瘍細胞並びに宿主のタンパク分解酵素活性は転移を促進する可能性があると考えら  

り
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図 5 0．4ppmO3暴露の肺転移に及ぼす影響  

Fig・5 EfTecto［03（0・4ppm）exposureonpulmonarymetastasis．  

1×105（▲）・5×10．（0）arldlxlO4（●）tumoTCel】swcreinjected．At14dafLer  

lnJeCtion・numbers or pulmonary metastases were counted・Signincant  
difrerencesfrommiccnotcxposedtoO3arePreSentedas・・・p＜01001，・・p＜  
0・01，■p＜0．05．  
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マウス繰椎肉腫NR－FS細胞の肺転移の促進   

れている。また，タンパク分解酵素阻害剤であるロイペプチンの投与により実験的肺転移が抑制  

されることも報告されている11）。このことより，宿主のタンパク分解酵素阻害活性は肺転移頻度を  

低下させる役割を持つと考えられている。0。暴露によりタンパク分解酵素阻害活性が低下するこ  

とが報告されており4），これが03暴露による腫瘍細胞の肺転移を促進する一因になる可能性があ  

ると考えられる。   

転移の成立過程は多くの因子が関係しているため，上記以外の因子が0。暴露により修飾され  

転移促進に結びつく可能性があり，0。暴露による腫瘍細胞の肺転移促進の機構解析は今後の課題  

と考えられる。  
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オゾン暴露による肺胞マクロファージの代謝の  

活性化と細胞数の増加  

Met8bolie Enh8n（：eme山t8ndIn（・re8Se OIAl▼eOlar  
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KatsumiMOCHTTATEland TakashiMIURAl  

要 旨   
オゾン（03）による肺胞マクロファージの細胞機能への影響を検索するため，ラットに  

0・革ppmO3を14日間暴露した乱肺洗浄により肺胞マクロファージを調製し，抗酸化系及  

び解糖系の酵素活性，及び細胞数について検索した。グルコースー6－リン酸脱水素酵素及び  

グルタチオンパーオキシダーゼの比活性は，それぞれ対照群の1．55倍（3日目）及び1．47  

倍（5日目）に増加した。また，ピルビン酸キナーゼ，乳酸脱水素酵素及びへキソキナーゼ  

の比活性も，3日削こそれぞれ対照群の1．60，1．37及び】．20倍に増加した。その後これら  

の酵素活性は，14日目まで有意に高い値を示した。このことから，3日冒以降は肺胞マク  

ロファージの抗酸化系及び解糖系の代謝が克進していることが示唆された。更に肺胞マク  

ロファージのチミジン取り込み活性も，一日目及び3日目には対照群の2倍に増加し，  

DNAの生合成活性も促進されていることが示唆された。肺胞マクロファージの細胞数は，  

暴露1日冒には対照群の0．78倍に減少したが，3日員には1．4倍に増加し，その後も有意に  

高い値を維持した。特に5日目以降は，小形の細胞が顕著に増加した。   

これらの結果から，0．2ppmO。暴露は，肺胞マクロファージの抗酸化系及び解糖系の代  

謝を冗進させ，細胞分裂を促すことが明らかになった。  

Abstraet  

MaleWistar－よtswereeKpOSedtoO．2ppmozone（0，）for14daysandatintetrvaLs  

alveolarmacrophageswerecollectedbypulmonarylavagetoexaminethee恥cts ofO30n  

Cel］ular runctions・The speciLic activities of glucose－6Phosphate dehydrogenase and  

glutathioneperoxidaseoralveolarmacrophagesfromexposedratsincreasedtol・55－fold（on  

day3）andl・47Afold（onday5）LhDSeOrthecontroIvalues，reSpeClively・Simi1arly，the  

SpeCi負cactivitiesofpyTuVatekinase，1actatedehydrogenaseandhexokinaseincreasedtol・  
60－fold，1．37Lfo）dandl．20foldthc・SeOfthecontroIvaluesonthethirdday，reSpeCLively・  

TheactivitiesofallerlZymeSteStedweremainlainedatslgnificantlyhigherlevelsunLilthe  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県つくば市小野川】6番2、  
BasicMe止血1ScietlCeS Division，theNationallTIStiしuしef8r EnYirQnmentalSしudies．16一三Onogawa、Tsukuba、   

IbarakijO5，Japan．  
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わリーtEenlhday′1月∂ddjtjo”，lhejncorporal相月Or14CIhymjdjnei口Ioah′eO血m8CrOphag亡5  

increased twice the controIvalues on the Rrst andthird days・The numberoralveolar  

rnacrophagescollectedfromexposedanimalsalsoincreasedtol．48rOldthatoftheeontroI  

Valueonthethirddayandwasmaintainedataslgnificantlyhigherleveluntilthefourteenth  

day・1tisnotedthatalveolarmacrophagesofsma11sizepreferentiallylnCreaSedbetweenthe  

柚handfour（舘nthdays．  

TheseresuttsshowthatexposurestoO．2ppmO，induccdametabolicenhancementof  

theperOXidative metabolism and glycolysISin alveolar macrophages andincreased the  

macrophagesorsma】】size．   

1 はじめに   

オゾン（0。）及び二酸化窒素（NO2）は代表的な大気汚染物質でありり，肺胞及び終末細気管支  

の上皮細胞に傷害を与える2▼S）ことが知られている。肺胞マクロファージは肺胞に位置し，呼吸  

の際に肺に侵入した微生物から生体を防御する上で重要な役割を担っている5）。これまで，高濃度  

の03及びNO2によって，肺胞マクロファージの抗ウィルス活性7・8），殺菌活性6・719・10）及び貪食  

能7】10・11）は傷害を受けることが知られている。しかし，低濃度でのこれら酸化性物質による肺胞マ  

クロファージへの影響については，ほとんど知られていない。   

これまで，筆者らは2～10ppmNO2暴露によって，肺の解糖系及び呼吸系の酵素活性が暴露濃  

度に比例して増加する▲2・ユg｝ことを明らかにし，肺における土ネルギ一代謝がNO2暴露によって  

傷害を受けた肺の上皮細胞の修復及び増殖の時期と一致して冗進することを示唆した。筆者らは  

また，この時期には肺胞マクロファージの抗酸化系及び解糖系の酵素活性が増加し，DNA生合成  

活性も上昇すること，更にその後細胞数も増加する14－ことを明らかにした。したがって，肺にお  

けるこれらの酵素活性の上昇及び肺胞マクロファージの酵素活性の上昇と細胞数の増加は，傷害  

を受けた肺の各種細胞が増殖と修復もしくは新しい細胞との交換によってNO2に対して適応す  

る過程を反映していると考えられる。   

本研究では，0．2ppmO。14日間の暴露によって，肺胞マクロファージの解糖系及び抗酸化系の  

酵素活性が上昇し，これらの代謝系が冗進すること，及びDNA生合成活性が冗進した後，小型の  

マクロファージが増加することから肺胞マクロファージの細胞分裂が促進されることを明らかに  

した。   

2 方 法   

2．1暴露方法及び試料の調製   

6匹を一群としたJCl：Wistar系雄ラット（30～32適齢）に0．2ppmO3を14日間連続暴露し  

た。暴靂期間中経時的にチャンバーよりラットを取り出し，頚動脈より放血した後，0．95％食塩  

水で肺をかん流した。次にこの肺を取り出し，35mlの136mMNaCl－5．3mMKCl－2．5mMリ  

ン酸緩衝液－5・5mMグルコースrlOmMHepes緩衝液（pH7．4）（等張Hepes溶液）で肺を洗  
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浄し，肺胞内の遊離細胞を洗し）出した。回収した肺洗浄液中の遊離細胞は等張Hepes溶液で洗っ  

た後，肺胞マクロファージ標品として以下の実験に用いた1㌔   

細胞数は，血球計数板もしくはコールターカウンター（直径9〟m以上の大きさの細胞を計測す  

るように調整）で計測した。細胞の生存率はトリバンプルー排除試験により測定したところ，す  

べての標品の生存率は95％以上で，暴露群と対照群の間に差は認められなかった。   

肺洗浄により溶出した遊離細胞の組成は，その塗抹標本をギムザ染色した結果，約94％以上が  

肺胞マクロファージであった。   

2．2 酵素活性の測定   

肺胞マクロファージ標品の一部を0．25M庶糖－10mMTris－HCl緩衝液－0．5mMEDTA  

（pH7A）溶液に懸濁しPotte卜EIvehjemテフロンホモジナイザーでホモジナイズした。そのホモ  

ジネートを105，000xg60分間遠JL、した上清を用いて以下の酵素活性を測定した。   

グ）t／コースー6リン酸脱水素酵素（G6PDH）活性はLt）hrらの方法15〉に従い300Cで測定した。  

グルタチオンパーオキシダーゼ（GPx）活性は，Chiuらの方法16）を一部変更し，100mMTris－HCl  

（pH7．6）一2．7mM還元型グルタチオンー0．25mMクメンハイドロパーオキシドー0．2mM  

NADPH0．1mMEDTAr2units／mlグルタチオン還元酵素の測定液を用いて370cで測定し  

た。ピルビン酸キナーゼ（PK）活性はGutmanらの方法17〉を一部変更し，100mM Tris－HCl  

（pH7，4）¶2mMホスホエノールピルビン敏一4mMAt）P－0．2mMフルクトースー1．6－ビス  

リン酸0，13mMNADH100mMKCl－10mMMgC1230units／ml乳酸脱水素酵素の測定  

液を用いて300cで測定した。乳酸脱水素酵素（LDH）及びヘキソキナ山ゼ（HK）活性は，  

Bergmeyerらの方法1B）を用いて，300Cで測定した。   

タンパク質量は，Lowryらの方法】9）を用いて測定した。   

2．314C一チミジンの取り込みの測定   

2×106個の肺胞マクロファージを14CLチミジン（50nCi／ml）及び10％牛胎児血清を含むEagle  

のMEM培地4mJに懸濁し，370cで3，5時間，5％CO2下で培養した。培養後ディッシュに付着  

したマクロファージをラバーポリスマンではぎ取り，DulbeccoのPBS溶液で洗った後，シンテ  

レ一夕一に懸濁して取り込んだ14C量を測定した。Schmidt－ThannhauserSchneider法20）を用  

いて調べた結果，肺胞マクロファージに取り込まれた14C量の約80％はDNA画分に存在した。   

3 結 果   

3．1肺胞マクロファージの酵素活性の変化   

表1に0．2ppmO314日間暴露による肺胞マクロファージのタンパク量及びG6PDH，GPx活  

性の経時変化を示した。タンパク畳は，暴露1日目には対照群の0．80倍に減少したが，3日日に  
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表 10・2ppmO3暴露による肺胞マクロファージのグルコースー6－リン酸脱水  

素酵素（G6PDH）及びグルタチオンパーオキシダーゼ（GPx）活性の変化  
Tab】e】Cbangesjnめes匹C描caclivitie50rgluco5e－6－phospha【edehydrogenase  

（G6PDH）and glutathioneperOXidase（GPx）oralveolar macrophages  

durjngeズpO5uretOO・2pp汀】OZOne8  

Exposure Time  proleinb  E／C G6PDHC  E／C GPxC  E／C  

1Day Cont O．699±0－OZ8  234±20  

Expo o．562±0．062＝  0．SO l．88±17＝  

1890±2（氾  

0．80 1（）30±柑0  

3Days Cont o．702±0．048  181±15  

Expo o．S71±0∬）7＝◆  1、24  280±1炉＝  1．55 2170±250  

5Days Cont O・626±0．105  194±13  

Expo O．97I±0．10l＝●  1．55  279±18■■■  

1990±190  

1．44  2930±100＝－  

7Days Con1 0．642±0．108  t80±10  1910±240  

Expo O．949±0．177＝ 1．48  281±41－●   1．56 3110±280◆●● 1．63  

14Days Cont O．595±0．059  192±14  1910±240  

Expo O・S49±0．192●  1．43 192±2S●＝  1．51 3040±400＝◆  1．59  

－ThepTeparationofmacrophage5uperrlatantSarLdthedeterminatiorLOrtheproteinconlentandenzymeactivilies  

OrtheperoxidativemetabolicpathwaywerepeTformedasdescribcdinmaterialsandmelhods．  

bmgorsupernatantprolein／1ung（mean±．SD，n＝6）・  

⊂〝mOle／min／gorsupernatan【prOtein（mean±SD，n＝6）．  

●P＜0，05，＝P＜0．0】，‥●Pく0．001．  

は対照群の1■24倍に増加し，その後も有意に高い値を示した。抗酸化系酵素であるG6PDH活  

性は，タンパク量の変化と同様に暴露1日呂は低下したが，3日目には対照群の1．55倍に上昇し  

た。GPx活性もまた5日目に1．47倍に増加し，両酵素魔性はその後も有意に高い使を維持した。  

PK，LDH及びHK比活性は暴露3日目にそれぞれ対照群の1．60，1．37及び1．20倍に増加し，  

14日冒まで有意に高い値を示した（表2）。これらの結果から，0．2ppmOユ暴零は抗露化系の代謝  

の冗進とエネルギー産生の上昇を促すことが示唆された。   

3．21ヰC－チミジンの取り込み長の変化   

0．2ppmO，暴露によるDNAの生合成活性への影響を調べるため，14C－チミジンを含む培地で  

肺胞マクロファージを3．5時間培養した。細胞内に取り込まれた‖C畳の約80％はDNA画分に  

存在した。表3に0．2ppmO。14日間暴露によるチミジンの取り込み量の経時変化を示した。0。  

暴露を受けた肺胞マクロファージに取り込まれた14C量は，暴露1日日及び3日目にはそれぞれ  

対照群の2．25及び2．01倍に上昇した。その後14Cの取り込み量は漸次減少し7日日以降は対照  

群の約0．7倍に低下した。  
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表  2 0・2ppmO3暴露による肺胞マクロファージのピルビン酸キナーゼ（PK），  

乳酸脱水素酵素（LDH）及びヘキソキナーゼ（HK）活性の変化  
Table 2 Changesin the speCific activities of pYruVate kinase（PK），1actate  

dehydrogenase（LDH）and hexokinase（HK）ofa］veolar macrophages  

duringexposuretoO．2ppmozonea  

Exposure Tirne  PKb  E／C LDHb  E／C HKb  E／C  

lDay Cont  2j50±3（刀  

Expo  ヱユ50±ヱ90  1伽  

1070± 50  99．3± 9．4  

10ユ0±1ユ0  0．9（） 75．0± 5．〟＝  

3Days Con1 1790±380  930 i 110 7（）．9± 9．7  

0．37  92．5±IO．5義  Expo  2860±290‥－ t．60  1270±100  

5Days Cont  2340± 90  1000± 60  94．3± 6．j  

Expo  3230±210＝－1．38  1390±1〔氾＝● 1．38 107±12．0  

7Days Con1 2360± 70  1040± TO  糾．0± 6．6  

Expo  3340±290－■●1．41 1390±210＝  1．35  97．1±Zl．0  

t4Days Cont  2250±170  8ヱ0±180  

Expo  3280±470‥ 1．46  1170± 60＝  

78．7± 6．3  

1．43  94．3± 9．1■  

8Experimentalconditionswere【hesameasdescribedinTablel  

bFLmO）／min／BOrSupCrnatantprOtein（mean±SD，n＝6）  

暮Pく0．05、●■P＜0．01、＝●P＜0－00l．  

表  3 0．2ppmO，暴露による肺胞マクロファージの14C－チミジ  

ン取り込み量の変化  
Table 3 Changesintheincorporation14CthymidineintoalveoIar  

macrophagesduring14－daysexposuretoO，2ppnOzone8  

Incorporation（dpmノヱ×106∝1－s）  

Expoiure Time 
Contro】b  Exposedb  Expo／Cont  

V
ノ
 
V
ノ
 
y
 
y
 
V
ノ
 
 

a
 
a
 
a
 
a
 
a
 
D
 
D
 
D
 
D
 
D
 
 

4，1∝）±680  9，220±】，620＝■  

4，490±610   9，030±】，280‥●  

4，590±560   5，680± 930  

4，760±810   3，360± 580■  

4，j30±720   3、250± 7（）0●  

5
 
1
 
4
 
1
 
5
 
 

「
∠
 
0
 
2
 
7
 
7
 
2
 
2
 
L
 
O
 
O
 
 

巳AIveolarma⊂rOPhages（ヱ×104cel】s）weresuspモndedin4mlorEag】e’5minimumessen【ial  

mediurn supplemenled v・・ith LO％feta］ca】r serum and）．Cthymidine（50nCi／ml）and  

incubaled atユγC for3．5hr．  

bValue5w亡reelp【巳S父dasmean± St）（n＝6）．  

●Pく0．05，‥●P＜0．（刀】．  

223－   



持立克身・三浦 卓  

3．3 肺胞マクロファージの細胞数の変化   

表4に0．2ppmO314日間暴露による肺胞マクロファージの細胞数の経時変化を示した。肺胞  

マクロファージの細胞数は，暴葦1日目には対照群の0．78倍に低下したが，3日目には対照群の  

1．48倍に増加し，その後も有意に高い値を示した。肺胞内の他の遊離細胞に変化があるかどうか  

を調べるため，肺洗浄によって得られた遊離細胞の塗抹標本を作成しギムザ染色を行った。その  

結果，対照群及び暴露群共に94％以上は肺胞マクロファージであり，他は多形核白血球，リンパ  

球もしくは変性した細胞であった。多形核白血球の割合は，1％以下で全暴露期間中有意な変化は  

認められなかった。   

肺胞マクロファージの大きさは不均一で，個々の細胞の直径は7～21J（mの間に分布している  

が，対照群では約80％の細胞が11～17J（mの大きさである。図1にル2ppmOさ暴露期間中の肺  

胞マクロファージの細胞の大きさの変化を示した。暴露3日目と7日目では，肺胞マクロファー  

ジの細胞数は同程度に増加したが，増加した細胞の大きさは異なった。暴露3日日には，直径  

17～21〟mの相胞が対照群の2，5倍に最も増加し，大きな細胞程増加の程度が著しかった。直径  

11～15／Jmのより小さな細胞の増加は1．3倍に留まった。これとは対照的に，暴露7日目では小  

さな細胞程増加の程度が著しく，直径9－13，1315及び17－21／打nの細胞は，それぞれ対照群の  

2．1，1．6及び1．3倍に増加した。また，増加した肺胞マクロファージの細胞数は，直径1ト13／‘Ⅳ  

の大きさの細胞が最も多かった。小形の肺胞マクロファージの増加は，暴露14日目及び11週間  

目にも認められた。  

表  4 0．2ppmO3暴露による肺胞マクロファージの潤胞数の  

変化  
Table 4 Changesinthenumberofalveolarmacrophagesduring14  

－daysexposuretoO・2ppmOzonea  

NumberorCe11sb（×106ノral）  
ExposureTime  
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図10．2ppmOa暴露による肺胞マクロファージの大きさの分布の変化  

Fig・1Changesinthesizedistributionofalveolarmacrophagesduringexposureto  

O．2ppmO3  

Thecellnumberoralveo】armacrophagesin various5ize wascounLedwith a Coultcr  
CounteradjustedtocourltCells］argcrLhan9，11，13，15，17，19，and21JLmindiameLer  
andwasestimaledbycalctl）at】ngthedi仔erencebetweenthevaluesornearestrLeighbors・  
Abscissaindicatesthece】1size：7－9，91111－13，1ユー15，1517，1719，and19－21〟min  
diameter・Shadedco－umnandopenoneshowce11srromcxposedandconlrolar）irrLalsl  
respective）ylFiguresorA，B，C，andDrepresenttheresulLsonthefirstIthird・柚h，and  
seventh daysorexposure，reSpeCtivelylValuesarcexprcssedas mean±SD（n＝6）・  
Åsleriskindlcates slgn沌c∂nt atP＜0・05；double aslerisk・Pく0・Ol＝TlplE aSeTisk▼Pく  
0．00】．   

4 考 察  

本研究の結果，0．2ppmO3暴劉こよって暴露3日目には，肺胞マクロファージの過酸化物代謝  

系及び解糖系の酵素活性が増加し，その後も高いレベルに維持されることが明らかになった。グ  

ルタチオンパーオキシダーゼは，還元型グルタチオンを消費して過酸化物を還元する酵素であり，  

グルコースー6－リン酸脱水素酵素は，グルコースー6一リン酸を酸化する際NADP＋を還元し，酸化  
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型グルタチオンを還元型に戻すのに必要なNADPHを供給する。両酵素活性が増加したことか  

ら，0．2ppmO。暴露によって肺胞マクロファージの過酸化物を代謝する能力は冗進していると考  

えられる。同様に，解糖系のピルビン酸キナーゼ，乳酸脱水薫酸素及びヘキソキナーゼの活性も  

増加した。肺胞マクロファージにおいては、エネルギーは主として解糖系から供給されている2‖。  

ピルビン酸キナーゼ及びへキソキナーゼは，解糖系の律遠段階を触媒する酵素である22）ことか  

ら，0．2ppmO3暴露によってマクロファージのエネルギー産生能は冗進したと結論できる。過酸  

化物代謝能力及びエネルギー産生能の元進は，オゾンによる傷害の修復もしくは細胞の増殖に必  

要なためであり，肺胞マクロファージの酸化性ガスに対する適応反応と考えられる。これまで，  

肺上清中の過酸化物代謝系及び解糖系の酵素活性が，0．2－0．8ppmO3短期暴露によって増加す  

る2・28・24）ことが知られている。本研究では，肺胞マクロファージの両代謝系の酵素活性の増加は，  

肺上清中の酵素活性の増加とよく一致することが示された。   

肺胞マクロファージのチミジン取り込み量も，暴露1～3日目に著しく増加し，取り込まれたチ  

ミジンのほとんどがDNA画分に回収されたことから，DNA生合成活性の元進が示唆された。  

肺胞マクロファージは，血流中の単球が肺胞内に流入することだけではなく，肺胞内のマクロ  

ファージが細胞分裂することによっても供給されている25，26〉。Evansら27）は，オートラジオグラ  

フイーの技法を用い，仇8ppmO3暴露によって肺胞マクロフ■ァージのチミジン取り込み量が増加  

し，その増殖性応答は1日目に最大になると報告している。本研究では，暴露1～3日日にチミジ  

ンの取り込み量が一過性に上昇し，3日目に細胞数が増加した。したがって，0．2ppmO。暴露に  

よるDNA生合成活性の冗進は，肺胞マクロファージが細胞分裂をするために起こった一過性の  

応答と考えられる。   

0．2ppmO33日間暴露によって肺胞マクロファージの細胞数は増加した。これまで肺胞におけ  

るマクロファージ及び多形核白血球の増加は炎症反応の特徴と考えられてきた。例えば，0・5－7・O  

ppmo33時間暴露11・28）及び0．8ppmO，7日間暴露2）によって，ウサギ及びラットの肺内に多形  

核白血球とマクロファージの著しい増加が認められたことから，0。は肺に炎症反応を引き起こす  

と考えられてきた。しかしながら本研究では，0．2ppmO。暴露によって多形核白血球は有意に増  

加しなかったことから，肺に炎症反応が起きたためマクロファージが増加したと結論するのは困  

難である。肺胞マクロファージの機能の一つは，肺胞内の起炎物質及び壊死した組織を取り除く  

ことであると考えられている2タ）。これまでの研究によれば，低濃度オゾン暴露によって肺の上皮  

組織は傷害を受け，2～3日後には上皮細胞の再生が起こる3D）とされている。また，肺胞マクロ  

ファージの増加は，組織学的には03による傷害が最も著しい領域すなわち肺胞開口部のⅠ型肺  

胞上皮細胞上の集塊として認められるZ▼ヰふ27・31） 。したがって，本研究で認められた肺胞マクロ  

ファージの増加は，0．2ppmO3暴露で壊死した肺胞上皮細胞が肺胞マクロファージの増加を誘導  

したためと考えられる。   

肺胞マクロファージは，細胞の直径が9～21〟mlこわたる，大きさが不揃いの細胞集団である0  
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本研究において，暴露3日目及び7日目には肺胞マクロファージの細胞数は同程度に増加したが，  

増加した細胞の大きさは異なることが示された。すなわち，3日目には大きな細胞が増加したが，  

7日目にはこれと対照的に小さな細胞が増加した。Lumら32）は，ラット肺では0．6ppmO33日  

間暴露によって，大形の肺胞マクロファージの増加とその原因としての二次リソゾームの著しい  

発達を報告している。またPlopperら33）は，3ppmO。4時間暴露によって，肺では貪食胞が著し  

く発達したマクロファージのみが増加すると報告している。したがって，本研究の暴露3日日に  

おいて認められた大形の細胞の一過性の増加は，0。暴露によって肺胞内に増加した界面酒怪物  

質，細胞の死骸及び血液から浸潤してきた血清成分等を貪食した5・31－33）ことによって，二次リソ  

ゾームが発達し膨潤したマクロファージの増加を反映していると考えられる。これと対照的に5  

日目以降認められた小形の細胞の増加は，細胞分裂の促進による娘細胞の増加，もしくは血液か  

らの単球の浸潤によると考えられる。03暴霹による小形の細胞の増加は，暴露11週目にも認めら  

れた。   

これまでの研究で4ppmNO2暴露は，肺胞マクロファージの抗酸化性代乱エネルギー産生及  

びDNA生合成を冗進させ，その後小形の細胞を増加させることを示した14）。したがって，肺胞マ  

クロファージは0．2ppmO3に対して，4．OppmNO2の場合と同程度の反応性を示すことが明ら  

かになった。  
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肺胞マクロファージの殺菌活性に及ぼすオゾンの影響I  

E打ectsofOzoneonCytokillingActivitiesofAIveolarMacroph＆geSI  

持立克身1・三浦 卓1  

KatsumiMOCHTTATEland TakashiMIURAl  

（ノ   

妻 旨   

オゾン（Oa）による肺胞マクロファージの殺菌活性及びその発現に重要な役割を果たす活  

性酸素発生能への影響を検索するため，ラットに0．2ppmO3を14日間星霜し，肺洗浄によ  

り肺胞マクロファージを調製した。始めに，3H－ウリジンで標識した微生物を用いて肺胞マ  

クロファージの殺菌活性を簡便かつ定量的に測定する方法を開発した。魚c力e′～cカノ〟ぐ0〟に  

対する殺菌活性は，暴露3日目には対照群の0．72～0．SO倍に有意に低下したが，14日目に  

は対照群のレベルに回復した。しかし，Cα〝dJd〟α肋cα刀∫に対する殺菌活性は，暴露3E  

目に対照群の0・68～0，78惜及びラット血清存在下では0．77～0，82倍に有意に低下し，その  

後14日目にも活性の回復は認められなかった。   

次に0・2ppmO。暴露による肺胞マクロファージの括性酸素発生能への影響を調べた。活  

性酸素発生のため消費された酸素量を溶存酸素の減少から検出する方法を用いた場合，  

PhorboIMyrislateAceLate（PMA），OpsonizedZymOZan及びLipopolysaccharide（LPS，E．  

C叫刺激による肺胞マクロファージの活性酸素発生量は，暴露3日目で各々対照群の0．60，  
0・79及び0・70倍に有意に低下した。暴露14日目には，活性酸素発生量はPMA及びLPS刺  

激では対照群のレベルに回復したが，Opsonizcd ZymOZan刺激の場合には回復しなかっ  

た。また，発生したスーパーオキシド（0。‾）の丑をチトクロムcの還元量から測定した場合  

も同様に，PMA，OpざOnjzedZyJれOZan及びLPS刺激による02、産生査は，暴露3日目で  

各々対照群の0・12，0・ユー及び0．60倍に有意に低下した。暴露14日目にはPMA及びLPS刺  

激では02▲産生玉は対照群のレベルに回復したが，OpsonizedZymozan刺激では対照群の  

レベルにまでは回復しなかった。   

以上の結果から，肺胞マクロファージの殺菌能は．0．2ppmO。暴露によって傷害を受け  

ること，及び微生物の種類によって殺菌活性が回復しないことが明らかになった。また，  

殺菌活性の低下及び回復と平行して活性酸素発生能の低下と回復が認められたことから，  

殺菌活性の低下の原因の一つは，活性酵素発生能の低下によることが示唆された。  

1・国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県つくば市小野川16番2   

BasicMedica】Sc血ce5Djvj5jon，lheN8tjona】l乃51加工e′0√Envjronmenla】SIudje∫．】ふっC中郡川ⅦT5Ukuba、   

1baraki305，Japan．  
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Abstr8Ct  

Male Wistar rats wereexposed to O・2ppm ozonc（0，）for14days and alinterva15  

alveolarmacrophageswerecollectedbypulmonarylavagetoexaminethee恥ctsorO30n  

CytOkilling and superoxide（02▲）generaLion activities・A convenient and quantitative  

method to measure a cytoki11ing activlty Ofmacrophagc was devised uslng3H・uridine－  

1abeled microorganisms and deoxycholate tolyse only macrophages after cytokilIing  

reaction・Thecytokillingactivitiesoralveolarmacrophages丘omexposedanimalsdecreased  

toO・72toO・80－foldthatorthecontroIvalueagainstEscherichiaco［lonthethirddayand  

recavered to the control level on the fourteenth day. The cytokilling activities against 

CaTldidaa／bicanssimi1arlydecreasedtoO．68toO．78－fc．1dandO．77toO．82－foldthoseofthe  

COntrOIvaluesintheabsenceandinlhepresenceorratserum，reSPeCtively・Onthefourteenth  

day，however，these cytokilling activities remained signiBcantlylower than the contrdl  

values．  

Itis known that active oxygen plays animportant role for cytokilling activlty Or  

leukocytes・ToexaminetheeffectofO，Ontheactiveoxygen－generation，reSPlratOryburst  

and reduction ofexogeneouscytochrome c were measured．Three kindsorreagentswere  

used to stimulate a）veolar macTOPhages：0・33JLg／mlphorbolmyristate acetate（PMA），  

200JLg／mlopsonizedzymOZanand5・OJLg／mllipopolysaccharide（LPS，E・COH）plus5・0〟g／  

m】cリOCl】∂】a5jnE（Cy！・E）・Measurj喝Ⅰムere5Piratorybursいherateoroズygen－COJ】5UJnptjor）  

PrOduced by O2－generation decrea5ed to O．60－Lold，0．79－fold and O．70－fold those orthe  

COntrOIvaluesbythestimulationofPMA，OPSOnizedzymozanandLPSplusCyt．Eonthe  

thirdday，reSPeCtively．Onthefourteenthday，02COnSumpt】OnbyPMAandLPSplusCyt．  

Erecoveredtothecontrollevels，Whilethatbyoropsonizedzymozan remainedO．80－Lold  

lowerthanthecontroIvalue．MeasurlngtheTeductionexogeneouscytochromec，theO2一  

generationratebyPMA，OpSOniuedzymozanand LPSplusCyt．Esimitarlydecreasedto  

O・12・fold，0・31－foldandO．60－fo］dthoseofthecontroIvaluesonthethirdday，reSpeCtively・  

Ontherourteenthday．theO2－generationbyPMAandLPSplusCyt・Erecoveredtothe  

COntrOllevels，WhilethatbyopsonizedzymozanremainedO．63－foldlower．  

Theseresultsindicatethatthecytokilling activltyOfalveolar macrophages alter5in  

parallelwiththe generation activltyOraCtiveoxygen，SuppOrtLngthe assumpt10n that the  

decreaseinthecytokillingactivltylSprlmarllyduetothedamageon theactiveoxygen－  

generation．   

1 はじめに   

オゾン（0。）及び二酸化窒素（NO2）は代表的な大気汚染物質であり1），肺胞及び終末細気管支  

の上皮細胞に傷害を与える25）ことが知られている。肺胞マクロファージは肺胞に位置し，呼吸  

の際に肺に侵入した微生物から生体を防御する上で重要な役割を担っている6▼7）。これまで肺胞マ  

クロラァージについても，高濃度の0。及びNO2によって，抗ウィルス活性7・8），殺菌活性6・7…及  

び貪食能7・10・11）は傷害を受けることが知られている。しかし，これら酸化性物質による低濃度での  

肺胞マクロファージヘの影響については，ほとんど知られていない。   

これまで筆者らは，4ppmNO2もしくは0．2ppmO3暴露によって，肺胞マクロファージの抗酸  

化系及び解糖系の酵素活性が，肺全体における両代謝系の酵素活性の増加12〉の時期と一致して上  
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肺胞マクロファージの殺菌活性の変化l   

昇すること，更に肺胞マクロファージのDNA生合成活性も冗進し，その後小形の細胞が増加す  

る13，叫ことを明らかにした。肺全体における呼吸系及び解糖系の酵素活性の増加は，傷害を受け  

た肺の上皮細胞の修復と増殖及び肺胞マクロファージの増殖の時期と一致している12・1517〉。した  

がって，肺胞マクロファージにおける抗酸化系及び解糖系酵素の活性上昇と細胞数の増加は，マ  

クロファージが傷害を修復し増殖すること18〉，もしくは血流中からの単球の流入19）が増加するこ  

とによってNO2及び03に対して適応する過程を反映していると考えられる。   

本研究では低濃度03暴露による肺胞マクロファージの殺菌酒性及びその発現に重要な役割を  

果たす活性酸素発生能への影響について検討した。その結果，0．2ppmO3暴露によって，肺胞マ  

クロファージの殺菌活性は低下した。殺菌活性低下の原因の一つは，肺胞マクロファージの活性  

酸素発生能がオゾンによって低下したためであることが示唆された。   

2 方 法   

2，1暴露方法及び試料の調製   

6匹を一群としたJCl：Wistar系雄ラット（24～26適齢）に0．2ppmO2を14日間連続暴露し  

た。暴露期間中経時的にチャンバーよりラットを取り出し，頸動脈より放血した後，0．95％食塩  

水で肺をかん流した。次にこの肺を取り出し，35mlの136mM NaCl－5．3mMKCl－2．5mM  

リン敢衝液一5，5rnMグルコースー10mMliepes緩衝液（pH7．4）（等張Hepes溶液）で肺を洗  

浄し，肺胞内の遊離細胞を洗い出した丑14〉 。回収した肺洗浄液中の遊離細胞は等張Hepes溶液で  

洗った後，肺胞マクロファージ標品として以下の実験に用いた。   

細胞数は，血球計数板もしくはコールターカウンタい（直径9／‘m以上の大きさの細胞を計測す  

るように調整）で計算した。トリバンプルー排除試験により測定した細胞の生存率は，すべて95％  

以上で，暴露群と対照群の間に差は認められなかった。   

肺洗浄により溶出した遊離細胞の組成は，その塗抹標本をギムザ染色した結果，94％以上が肺  

胞マクロファージであった。   

2．2 殺菌活性の測定   

きH－ウリジンで標識したEsc加ゎcゐ由 coJよK12及びC（7犯d∫（ね〟J∂ゴビα乃Sを用いて，肺胞マクロ  

ファージの殺菌活性を測定した。始めに，E．coJざ及びC．d桝cα舛Sを各々［5－3H］ウリジン（10  

FECi／ml，0．38nmol／ml）を添加したFJ＋カザミノ酸及びYNB合成培地に懸濁し，30OCで18時  

間インキュベーションすることにより，3Hウリジンで標識した菌体を調製した。3H標識した菌  

体は，0・95％NaCl水溶液で洗った後，RPMI164010mMHepes（pH7▲4）溶液に懸濁し，殺  

菌活性の測定に用いた。殺菌活性測定の手順としては，始めに肺胞マクロファージ（2・0×105細  

胞）を，10％牛胎児血清を含むEagleのMEM培地に2．5×105細胞／mlの濃度に懸濁し，5％CO2  

下370cで30分間プレインキュぺ－ションした。次に，3H－ウリジンで標識した菌体をマクロ  
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ファージの培養液に添加し，E．c∂Jfの場合は30分間，C．αJ∂ざどα〃Sの場合は120分間インキュベー  

ションした。肺胞マクロファージの殺菌作用によって溶菌した菌体より遊離した3H量を測定す  

るため，反応終7後0．15％デオキシコール酸及び25ノ‘g／mJDNaseJを反応液に添加し，更に15  

分間インキュベーションすることによりマクロファージのみを溶解した。この反応液を8000rpm  

で10分間遠心分離した上清中の3H量を殺菌活性の値とした。   

且coJ∫K12は東京大字応用微生物研究所，C．α蹴cα乃S966株は名古屋立大学医学部附属病態制  

御研究施設医真菌研究部門より譲り受けたものを用いた。   

2．3 活性酸素発生能の測定   

酸素電極を用いた呼吸の測定：Clark型の酸素電極を用いて，溶存酸素の減少量から活性酸素  

の発生量を測定した2D）。始めに，肺胞マクロファージ（3．0×106細胞）を，3mlのA溶液：Dul－  

beccoリン酸緩衝液－1．3mM MgCl2－5．5mMグルコースー5．OmM Hepes（pH7，4）溶液に  

懸濁した後，ミトコンドリアの呼吸を阻害するため1mM NaCNを添加し370Cでプレインキュ  

ベーションした。次に，マクロファージに対する刺激物質として，0．33J」g／mJP九orboIMyrト  

State Acetate（PMA），200／Jg／mL Opsonized Zymozanまたは5FLg／mlLipopolysaccharide  

（LPS，E．coli）と5／噌／mlCytochalasinE（Cyt．E）21）を添加し，活性酸素発生による蒋存酸  

素の減少を酸素電極（YSI社53型）を用いて370Cでかくはんしながら測定した。   

スーパーオキシドの測定：細胞外に放出されたスーパーオキンド（02）を，02により還元さ  

れたチトクロムcの重から分光学的に測定した22〉。分子吸光係数は，△ElmM＝21，023）をを用いた。  

始捌こ，肺胞マクロファージ（1．0×106細胞）を，20〟Mチトクロムc及び5〟g／mJカタラーゼ  

を含むA溶液1m／に370Cで懸濁し，刺激物質無添加における500nmの吸光度変化をかくはん  

しながら測定した。次に，刺激物質として0，4JLg／mlPMA，200JLg／mL Opsonized Zymozan  

または5JLg／mlLPSと5JLg／mlCyt．E2Hを添加し，550nrnの吸光度の増加から還元されたチ  

トクロムc量を測定して放出された02‾量に換算した。細胞のかくはんには，風車によるかくは  

ん器2▲〉を用いた。   

3 綺 果   

3．1殺菌活性の測定方法   

肺胞マクロファージの殺菌活性を簡便かつ定量的に測定するための方法を開発した。測定に用  

いる微生物として且scカβわcカねごβ〟及びα㈲ぬね仇鋸躇那を3H－ウリジンで標識し，殺菌反応終  

7後デオキシコール酸を反応掛こ添加して，肺胞マクロファージのみを蒋解した。この方法では，  

マクロファージに貪食され，食胞内で溶解した微生物から反応液上清中に遊離した3H量として，  

マクロファージの殺菌活性を測定することができる。またこの方法では，マクロファージによっ  

て再利用された3H量を区別する必要がない。しかし，微生物のみでも反応液上清中に且coゐ■の  
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肺胞マクロファージの殺菌活性の変化Ⅰ   

場合全3Hの41±3％（平均値±SE），及びC．α伽cα乃∫の場合44±2％を遊離したため，この値を  

差し引いた正味の3H増加量を殺菌活性の値とした。ラット血清の添加による3H遊離量の増加  

は，微生物のみの場合は認められなかった。   

図1にE．cogf添加量に対する肺胞マクロファージの殺菌活性を示した。E．coJiを細胞数当た  

りマクロファージの30～180倍量添加すると，反応液上清中に遊離した正味のユH童は，E．coJ∫  

の添加量に比例して飽和せずに増加した。更に非働化していないラット血清を添加した場合では，  

添加しない場合に比べて，反応液上清中に遊離した正味の！H畳は1．8～3・1倍に増加した。2時  

間のインキュベーションによって上清中に遊離した正味の3H量は，ラット血清非存在下及び存  

在下の場合で，各々3H全添加量の14±2％及び35±5％であった。   

図2にC．αJ∂オ招乃S添加量に対する肺胞マクロファージの殺菌活性を示した。C．α伽α氾5の場  
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図2 3H－ウリジンで標識したカンジグ  

菌に対する肺胞マクロファージの  
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活性の量反応関係  
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含も同様に，マクロファージの細胞当たり2～18倍の添加量に比例して，反応瀬上清中に遊離し  

た正味の〇H量は増加した。非働化していないラット血清を添加した場合は，添加しない場合に  

比べて，反応液上清中に遊離した正味の3H畳は1．4～2，0倍に増加した。しかし，C（7路地〃∫の  

添加量が多い場合には．上清中に遊離した3H量は飽和傾向を示し，ラット血清添加による殺菌活  

性増加の割合も縮小した。2時間のインキュベーションによって上清中に遊離した正味の3H量  

は，細胞比（微生物／マクロファージ）が8以下の場合では，3H全添加量の21±3％（ラット血清  

非存在下）及び38±5％（ラット血清存在下）と商い値を示したが，細胞比12以上の場合では，  

各々3H全添加量の12±1％及び19±2％と低い値を示した。   

3．2 オゾン暴屠による殺菌活性の変化   

0．2ppmO。暴露によりE．co～∫に対する肺胞マクロファージの殺菌活性は，暴露3日冒に対照  

群の0．72（細胞比＝30）及び0．80倍（細胞比＝120）に有意に低下したが，14日目には対照群の  

レベルに回復した（図3）。  
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図 j 大腸菌に対する肺胞マクロファージの殺菌活性の0．2ppmオゾン暴露に  

よる変化  
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肺胞マクロファージの殺菌活性の変化I  

C．α肋トC〃乃5に対する肺胞マクロファージの殺菌活性は，暴露1日目に増加傾向を示したが，3  

日冒にはラット血清非存在下の場合対照群の0．68（細胞比＝8）（図4），または0・78倍（細胞比＝  

16）（図5），及びラット血清存在下の場合各々0．82または0，77倍に有意に低下した。14日目も  

E．α蘭の場合とは異なり，C．α伽cα〃ぶに対する殺菌活性は，ラット血清非存在下の場合対照群  

の0．51倍（細胞比＝16）及びラット血清存在下の場合0．71倍（細胞比＝8）に有意に低下し，他  

の場合も同様の低下を示した。  

（
∈
昔
れ
○
≡
言
ニ
O
D
O
竜
≡
M
－
…
S
D
■
差
 
 

言
昔
M
〇
三
言
ニ
U
岩
石
D
仁
エ
こ
○
琶
雲
∝
 
 

1  3  

亡xposu「e T盲meldqys）  

1  3  

Exposure Tfme（d叩S）   
図 4 低投与量のカンジダ菌に対する肺  

胞マクロファージの殺菌活性の  
0．2ppmオゾン暴露による変化  

Fig．4 Changesinthecytokillingactivlty  

Or alveolar macrophages agalnSt  

low dose of 3H－uridine－labeled  

Candidaalbicansduringexposure  

to O．2ppm ozone  

AIveo】ar macrophages wereincubated  

With B－fold orC．a仏ican5for120min．  

OrdinateindicatesthenetirlCreaSein3H  

radioactivltylnSUpernatan【．So】id and  
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inlheincubalion medium・Open and  
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図 5 高投与量のカンジタ菌に対する肺  

胞マクロファージの殺菌活性の  
0，2ppmオゾン暴露Ⅰこよる変化  

Fig・5 Changesinthecytokillingactivlty  

or alveolar macrophages agalnSt  

high dose ofヨH－uridine－1abeled  

CandidaaH）icansduringexposure  

toO．2ppm ozone  
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withlふbldorC．d仏加〃∫br120min．  
The reaction condilions are rhe same as 

inFis・4・●，P＜0・05・  
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3．3 オゾン暴露による活性酸素発生能の変化   

殺菌活性の発現に重要な役割を果たしている活性酸素発生能への03の影響を，二つの方法で  

検討した。始めに，1mM NaCN添加による肺胞マクロファージの呼吸を阻害した後，PhorboI  

Myristate Acetate（PMA），Opsonized ZymozanまたはLipopolysaccharide（LPS）とCytor  

ChalasicnE（Cyt．E）刺激により活性酸素を発生させ，その際に消費された溶存酸素の減少から  

活性酸素の発生量を測定した。PMA刺激による肺胞マクロファージの活性酸素発生量は，0．2  

ppmO。暴露1日目に対照群の1．46倍に増加し，他の刺激都による活性酸素発生量も同様に増加  

傾向を示した（図6）。しかし，暴露3日削こはPMA，OpsonizedZymozan及びLPSとCyt．E  

刺激による活性酸素発生量は，各々対照群の0．60，0．79及び0．70倍に有意に低下した。その後  
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図 6 種々の刺激剤による肺胞マクロファージの呼吸活性の0，Zppmオゾン暴  

露による影響  
Fig・6 ChangesintheresplratOryburstbystimulantsoralveolarmacrophages  

exposedtoO・2ppmozone  

OrdinaLeindicatestheoxygenconsumpt】OnOfalveoIa・maCrOPhagesbytheslimuIation  

ofphorbormyristateacetaLe（A），OPSOnizedzymOZan（B）arldlipopolysaccharideplus  
cytochalasin E（C）L OT）en andclosed symboIsshowcontrolandexposedgroups，  
re5peCljγe】y．  

－，P＜0、05；＝，Pく0．01；＝●、P＜0．（カ1・  
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14日目には，PMA及びLPSとCyt，E刺激による活性酸素発生量は対照群のレベ）t／に回復した  

が，OpsonizedZymozan刺激の場合は対照群の0．80倍に低下したまま回復しなかった。   

もう一つの方法として，PMA，OpsonizedZymozanまたはLPSとCyt．E刺激によってマク  

ロファージの細胞外に放出されたスーパーオキシド（02‾）により還元されたチトクロムcの吸光  

度増加から，活性酸素発生量を測定した。0．2ppmO3暴露1日目には．PMA刺激による肺胞マ  

クロファージの02発生量は，前者の方法と同様に対照群の1．44倍に増加した（図7）。暴露3日  

冒も同様に，PMA，OpsonizedZymozan及びLPSとCyt．E刺激による02発生量は，各々対  

照群の0・12，0■31及び0・60倍に有意に低下した。その後14日目には，PMA及びLPSとCyt．E  
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図 7 種々の刺激剤による肺胞マクロファージのスヤパーオキシド産生の0・2  

ppmオゾン暴露による変化  

Fig. 7 Changes in the superoxide generation by stimulants of alveolar macro- 

phagesexposedtoO，2ppmozone  

OrdinateindicaleSlhe superOXide generalior10f alveolar macrophages by the  

Stimulation or phorbor myTistate acetate（A），OpSOnized zymozan（B）andlipoL  
polysaccharideandcytochalasiTIE（C）．Openarldc】osedsymboIsshowcontroland  
exposedgTOupS，reSPeCtive】y▲  
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－239－   



持立克身・三浦 卓   

刺激による02発生量は対照群のレベ）t／にほぼ戻ったが，Opsonized ZymOZan刺激の場合は対  

照群の0．63倍に有意に低下した状態が続いた。   

この二つの方法から，0．2ppmO3暴露を受けた肺胞マクロファージの活性酸素発生能は，殺菌  

活性の変化と平行して低下と回復をすることが明らかになった。   

4 考 察   

本研究では，白血球の殺菌活性を簡便にかつ定量的に測定するための方法を開発し，03暴露に  

よる肺胞マクロファージの殺菌活性への影響を調べた。これまで白血球の殺菌活性を調べる代表  

的な方法としては，Quieらの方法25）が知られている。この方法は，白血球に摂取された微生物の  

生菌数を数えるために，低張処理によって白血球のみを溶解させ，その溶解質をプレートに撒き  

更に培養することによって，微生物のコロニー数を数える方法である。この方法では，白血球に  

摂取されなかった微生物を除くために，殺菌反応終了後白血球を十分洗浄しなければならない。  

またマクロファージの場合には，この操作中にデイツシュに付着したマクロファージがはがれな  

いように注意する必要があることから，多数の標品を扱う際はかなり煩雑であり，時間も要する。  

Candidaalbicansを対象にしたLehrerらの方法26）についても同様である。放射性物質で標識し  

た微生物を用いる方法では，寒天培地上のコロニーを数える煩雑さを省くことができるが，依然  

として細胞外の微生物を洗浄しなければならない煩雑さが残る27）。また，細胞外に遊離した3Hは  

洗浄操作により失われ，殺菌活性は過小評価されやすい。本研究では，マクロファージを溶解す  

るための界面活性剤として低濃度のデオキシコール酸を用いることにより，3H－ウリジンで標識  

した微生物からの3Hの遊離を低く抑えることができた。このため，洗浄操作を行わずにマクロ  

ファージを溶解することができ，殺菌活性の測定を簡便に行えるようになった。この方法を用い  

た且融脚融通Ⅷ浦及びC．αJ占gcα〝5に対する肺胞マクロファージの殺菌活性は，微生物の添加量  

に比例して飽和せずに増加した。また，オプソニンの効果も且n浦の場合は顕著に認められたこ  

とから，殺菌活性を測定する方法としては十分有用であることがわかった。 C．α蹴c（Z裾ぶからの  

3Hの遊離量の全添加量に対する割合が，細胞比（微生物／マクロファージ）12以上では8以下の  

場合の約半分と低いのは，C．αJ征〟乃Sが厚い細胞壁を持っているためリソゾーム酵素による消化  

を受け難いためであろう。   

これまでGoldsteinら6）は，エアロゾルとして，in uiuo投与したSh4）julococcus aureusに対  

する肺胞マクロファージの殺菌活性は，2．5ppmO。5時間暴露により著しく傷害を受けることを  

報告している。本研究では，より低濃度の0．2ppmO，暴露によって3日目には，E．coliBtびC．  

仇仏たα願ぃに対する殺菌活性が低下することを明らかにした。その後は03暴露継続下でも，指標に  

用いる微生物の種類によって，殺菌活性が回復する場合と回復し難い場合があること，及びC．  

α伽c（Z〃Sの場合は，回復し難い場合に属することが明らかになった。   

これまで殺菌活性の低下については，高濃度0。暴露によって肺胞マクロファージの貪食能は  

240－   



肺胞マクロファージの殺菌活性の変化Ⅰ   

傷害を受けることから，貪食能の低下が重要な原因と考えられてきた。しかし，Goldsteinらの報  

告6）によれば，2．5ppmO。5時間暴露により肺胞マクロファージのぶ吻匂わcocα岱α〟柁捕の摂取  

率は94％から79％に0．83倍の低下に留まったにもかかわらず，肺胞内からの生菌の除去率は  

64％からむしろ－15％に著しく悪化し，肺胞内でのぶ．〃以れ㌍舶の増殖を許している。また我々の  

予備的検討でも，2時間のインキュベーションでカーボン粒子の貪食する肺胞マクロファージの  

割合は，0．2ppmOユ暴露3日日までは対照群と暴露群との間で差は認められず，7日目も対照群  

の0・88倍とわずかに低下したに留まった。このため本研究では，殺菌作用の発現に重要な役割を  

果たすと考えられている活性酸素発生能について0．2ppmO3暴露の影響を検討した。E．α蘭の  

外膜の構成成分であるLipopolysaccharide（LPS）21）及びC．albicansの細胞壁の構成成分と類似  

のZymozanをオプソニン処理したものは，白血球を刺激し活性酸素を発生させることが知られ  

ている。本研究の結果，これらの刺激物質による肺胞マクロファージの活性酸素発生量は，暴露  

3日日に殺菌活性の低下と平行して減少することが明らかになった。その後14日削こは，LPS刺  

激の場合はE・COliに対する殺菌活性の回復と平行して回復したが，Opsonized Zymozann刺激  

の場合はC．仇旭わ肪別に対する殺菌活性と同様に回復しなかった。また，遺伝的に活性酸素を発生  

することができない慢性肉芽歴症の患者から採取した好中球は，C川似ね那を殺菌することがで  

きず，C・α伽cα”5の殺菌には活性酸素が重要である26）と報告されている。これらのことから，0．2  

ppmO3暴露による肺胞マクロファージの殺菌活性の低下の主要な原因の一つは，活性酸素発生  

能の低下であることが明らかになった。  
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肺胞マクロファージの殺菌活性に及ぼすオゾンの影響ⅠⅠ  

一老化に伴う傷害の増大－  

EfrectsofOzoneonCytoki11ingActiYitiesofAlveolarMacrophagesII  

－Ampli鮎ationo†DamagetoBacteriocidalActiYitiesbyAging一  

持立克身1・三浦 卓1  

KatsumiMOCHITATEland TakashiMllURAl  

要 旨   

肺胞マクロファージの殺菌活性及びその発現に重要な役割を果たす活性酸素発生能に対  

するオゾン（0。）の影響が，実験動物の老化によりどのように変化するかを検討した。成熟  

（】2か月）及び老齢（24か月）ラットに0．2ppmO。を14日間暴露し，肺洗浄により肺胞マク  

ロファージを調製した。肺胞マクロファージの細胞数は，成熟及び老齢ラットで，0。暴露  

により各々対照群の1．12倍及びt．39倍に有意に増加した。   

g∫e加rfc月fd CβJJ及び∫〟Jmβ〃ビ侮りp力fm〟血別に対する殺菌活性は，成熟ラットでは有  

意の変化を示さなかったが，老齢ラットでは0。暴露により各々対照群の0・92倍及び0・72  

倍に有意に低下した。脅e〟ゐ用0〃α∫αe′〟g血∫〝に対する殺菌活性は，成熟及び老齢ラット  

で各々対照群の0．72倍及び0．79倍に有意に低下した。また，成熟及び老齢ラットの対照群  

を比較した場会，E．coJi及びS．坤而m血川に対する殺菌活性は，老化に伴い低下する  

傾向を示した。   

E．co［l及びS．ophhuriumEb来のLipopolysaccharide（LPS）刺激による肺胞マクロ  

ファージのスーパーオキシド（02‾）発生速度は，成熟ラットでは有意の変化を示さなかっ  

たが，老齢ラットでは0。暴露により各々対照群の0．49倍及び0▲51倍に有意に低下した。  

P．αビ川gJ〃0∫〟由来のLPS刺激による02発生速度は，成熟及び老齢ラットで低下傾向を  

示した。PhorboIMyristateAcetate（PMA）刺激による02‾発生速度は，03暴貰による影  

響を受けなかった。   

以上の結果から，肺胞マクロファージの殺菌能及び02▼発生能は，実験動物の老化に伴  

い，03暴露による傷害を受けやすくなることが明らかになった。また，殺菌活性の低下と  

平行して02▼発生速度も減少したことから，0。暴露による殺菌活性低下の原因として，  

02‾発生能への傷害が考えられる。  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県つくば市小野川16番2   
Ba5icMedica）ScicrLCeSDivision，theNationalInstituteforEnvirorlmerltalStudies・16－20nogawa，Tsukuba，   

Ibaraki305，Japan．  
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Abstraet  

Adult（12－mOnthsold）andaged（24－mOnthsold）ma】eWistarratswereexpo5edtoO．2  
pp∫”OZ抑e（05）ぬr】4daysand8】l′eO】ar汀IaCrOPhage＝VereeOI】舘【db）・pu】monary】avage  

to compare the efrects orO，On CytOkilling and superoxide（02－）－generaLion activities  
betweenadultandagedrats・Thenumberoralveotarmacrophagcsinceasedtol．12－foldand  
l・39－foldthoseofthecontroIvaluesinadultandagedrats，reSpeCtively・  
Thecytokillingactivities against Escherjchia co〟and Sqbnone／［aりPhimu，tum Or  

alveolaTmaCrOPhagesslgniticantlydecreasedtoO．92－foldandO．72－foldthoseorthecontroI  
Valuesinagedrats，butdidnotshoⅥ′anySlgnificantchangeinadultrats・Thecytokilling  
activitiesagalnStPseudomonasaeruglnO5adecreasedtoO・72－foldandO．79－foldthoseorthe  
COntrOIvaluesinadullandagedrat5，reSpeCtively・  

TheO2∴g亡neraljon r∂Ie bylhe5Ijmu】8血n orjjpopo】y5aCCharideざ（LPS）prepared  
fromE・CO〟andS・り〆im〟riumsignihcantlydecreasedtoO．49－foldandO．51rroldthoseof  
thecontroIvaluesinagedrats，re5PeCtively，butdidnotshowanyslgnifieantchangesinadult  
rats・TheO2‾－generation rate bythe stimulation ofLPS prepared from P・aeruglnOSa  
Showedtheinclination5tOdecreaseinagedandadultrats・  
TheseresultsindicatelhataglngaltersthecytokillirLgandO2－generationactivitiesof  

alveolarmacTOPhagesmoresensitivetolheoxidativestress・Becauseinparallelwiththe  
CytOkillingactivitiestheO2L－geneTationactivitieswasharmedbyO3eXPOSure，thedamage  
OnthegenerationactivltyOraCtiveoxygenissupposedtobeaprlmaryCauSeOfthedecrease  
inthecytokillinBaCtivlty．   

1 はじめに   

オゾン（0。）及び二酸化窒素（NO2）は代表的な大気汚染物質であり1），肺胞に傷害を与える2‾5）  

ことが知られている。肺胞マクロファージは肺胞に位置し，呼吸の際に肺に侵入した微生物から  

生体を防御する上で重要な役割を担っている6・7）。これまで高濃度の0。及びNO2によって，肺胞  

マクロファージの抗ウイルス活性7▼8），殺菌活性6・7′9・10）及び貪食詑7肋11）は傷害を受けることが知ら  

れている。しかし，低濃度でこれらの酸化性物質による肺胞マクロファージヘの影響については，  

ほとんど知られていない。   

これまで筆者らは，低濃度0。暴露による肺胞マクロファージヘの影響について検討してき  

た12・13）。その結果，0．2ppmOユ暴露によって1日目には，肺胞マクロファージの細胞数は減少し，  

また代謝面でも抗酸化系及び解糖系の酵素活性は低下するなど，03の酸化的ストレスに対して肺  

胞マクロファージが傷害を受けることを明らかにした12）。しかし3日目以降は，肺胞マクロ  

ファージの細胞数はむしろ増加し，また抗酸化系及び解糖系の酵素活性も上昇するなど，03の酸  

化的ストレスに対して肺胞マクロファージが適応することを明らかにした12〉。しかし励cカグわcゐぬ  

α蘭及びα肋宛お仇別路那に対する殺菌活性は，むしろ3日目に低下した1a〉。その後，E．c∂J才に  

対する殺菌活性は回復したが，C・〃J抽α俗に対する殺菌活性は回復しなかった13）。このことは，  

0。の酸化的ストレスに対して殺菌活性が回復するか密かは，指標とする微生物によって異なるこ  

とを示唆する。また，殺菌活性が低下した原因の一つは，活性酸素発生能が03によって傷害を受  
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けたためであることを明らかにした川。   

マクロファージは，骨髄の多能性造血幹細胞を起源とし14・15），老化に伴いこの幹細胞の増殖能  

力は低下するlち）ことが知られている。これまで筆者らは，同じく骨髄幹細胞を起源とする赤血球  

についても，酸化的ストレスにより傷害を受け，その代償作用として若い赤血球が血液中に増加  

すること17・18），及び老齢ラットでは補償作用が不十分なため貧血になる】9〉ことを報告している。同  

様に，肺胞マクロファージの殺菌活性及び活性酸素発生能についても，老化に伴い0。暴露による  

傷害を受けやすくなるか検討した。   

2 方 法   

実験方法は，報文「肺胞マクロファージの殺菌活性に及ぼすオゾンの影響（Ⅰ）」13〉と同様である  

ので，異なる点のみ記載する。   

2．1■ 暴露方法及び試料の調整   

6匹を一群としたJCl：Wistar系成熟雄ラット（12か月）及び老齢雄ラット（24か月）に0・2  

ppmO3を14日間連続暴露した。暴露終了後ラットの肺を洗浄し，肺胞マクロファージを調整し  

た。   

2．2 殺菌活性の測定   

3Hウリジンで標識したEscゐgわcカ由coJf K12，助血抑服肋た励拍削雨脚 LT2及びβ陀机わー  

∽0氾がββr頑乃OSαを用いて，肺胞マクロファージの殺菌活性を測定した。始めに，E．α漬，S■  

Whimurium＆びP．aertQinosa％各々［53H］ウリジン（5．OFECi／m／，0・19nmol／ml）を添  

加したM9＋ポリペプトン及びPAS合成培地に懸濁し，30色Cで18時間インキュベーションする  

ことにより，3H－ウリジンで標識した細菌を調製した。3H標識した細菌は，0．95％NaCl水溶液  

で洗った後，DMEM－10mMMOPS（pH7，2）溶附こ懸濁し，殺菌活性の測定に用いた。次に，  

肺胞マクロファージ（2．0×10S／0．8mJ）をプレインキュベーション後，細菌を肺胞マクロファー  

ジの100倍量添加し，30分間殺菌反応を行った。   

E．cogざK12，P．βeγ喝吉昭OSβ（1AM1514）は常京大学応用微生物研究所，S．妙あ言明〃わ祝刑LT2  

は明治薬科大学微生物学研究室より譲り受けたものを用いた。   

2．3 スーパーオキシド発生能の測定   

細胞外に放出されたスーパーオキシド（02‾）を，02▼により還元されたチトクロムcの豊から  

分光学的に測定した2O・21）。刺激物質としては，0．4JLg／mlPhorboIMyristateAcetate（PMA），  

またはE．coli，S．whimuruLm2kぴP，aenqlnOSaから調整したLipopolysaccharide（LPS，5  

JLg／ml）とCytochalasinE（Cyt．E，5JLg／ml）22）を用いた。  
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3 結 果   

3．1オゾン暴露による細胞数の変化   

0．2ppmO。14日間暴露による肺胞マクロファージの細胞数の変化を衰1に示した。老齢及び  

成熟ラットでは，細胞数は各々対照群の1．39倍及び1．12倍に有意に増加した。また，老齢及び  

成熟ラットの対照群の細胞数は，両者で差が認められなかったが，0。暴露による細胞数の増加率  

は，老化に伴い増す傾向が認められた。  

表 10－2ppmオゾン2週間暴露による肺胞マクロファージの細胞  

数の変化  
TablelChangesincellnumber ofalveolar macrophages by2－  

WeeksexposureofratstoO，2ppmozone  

Ce】】Nt】mber（X川6cejls／rat）  

Adult  Aged  Aged／Adult  

Contro1  8．04±0．63  8．94±0．98  

Exposed  9．01±0．54‘   12．4±1．9‥  

Expo／Cont  l・12  1．39  

1．11  

Viabilityofa王veolaTmaCTr〉phag鴇二弧5±3．Oamd93．4±3．9（adult〉，92．6±2・5and  

92．4±1－8（aged）．暮，P＜0．05；暮■，P＜0．01．   

3、2 オゾン暴露による殺菌活性の変化   

肺胞マクロファージの殺菌活性に対する0．2ppmO314日間暴靂の影響が，実験動物の月齢に  

よりどのように変化するかを検討した。表2に，且scJ7gガcん由coJg，助J椚∂刀g肋妙ゐわz〟豆〟沼及  

び角s－－do”氾”広αe叩か乃D5βを各々3H量で，373DO±18DD，11400±500及び4350は600dpm添  

加した際，反応液上清中に回収した正味の3H量を全添加量に対する割合で％表示した。E．coJ才  

及びS．功痛加㈲南開に対するの殺菌活性は，老齢ラットでは，各々対照群の0．92倍及び0．72倍  

に有意に低下したが，成熟ラットでは有意の変化を示さなかった。f｝〟βナ頑〃OSαに対する肺胞マ  

クロファージの殺菌活性は，老齢及び成熟ラットで，各々対照群の0．79倍及び0，72倍に低下し  

た。また，両月齢ラットの対照群を比較した場合，E∴∝漬及びS．妙揖醐減刑に対する殺菌活  

性は，老化に伴い低下する傾向を示した。   

3．3 オゾン暴露によるスーパーオキシド（02▼）発生能の変化   

種々の刺激剤による肺胞マクロファージの02発生に対する0．2ppmO。14日間暴露の影響  

が，実験動物の月齢によりどのように変化するかを検討した（表3）。実験方法として，マクロ  

ファージの細胞外に放出されたスーパーオキシド（02‾）により還元されたチトクロムどの吸光度  

増加から，02‾発生量を測定した。且n沌及び5．如励血眈壷晰から調製したLipDpO】ysaccharide  
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表  2 0．2ppmオゾン2週間暴露による肺胞マクロファージの殺菌活性の  

変化  
Tab）e 2 Changesin bacteriocidalactivities ofalveolar macrophages by2－  

WeeksexposureofratstoO・2ppmozone  

Bacteriocida］＾ctivity（released3H／Lola13H，％）  
Bacteria  

Adu）1  Aged  Aged／Adu】t  

ConlrO1  71．9±2．9  5臥7±2．1  

fズpO5ed  70・4±5・6  53．9±1・】■■  

Expo／Con1  0．9B  O．92  

arカビ′fc力J♂  

co〟  

Contro】  39．5±6．3  】7．5±1．5  

Exposed  37．2±2・3  12．6±2・9‥  

Expo／Con1  0．94  0．72  

5β〟乃0〃g〟♂  

駆血m血仰  

ConけOl  拍．2±2．2  15．1±0．9  

Exposed  lO．Z±1．4‥   12．0±1・9‥  

Expo／Cのn【  0．72  0．79  

fなど〟do／叩0〃d∫   

αer〟gl〃ロ∫〃  

Tolaladdi（ion or3H－uridine－LabeLed E．co／i．S．LIPjzLmurium and P．aeruginoso＝3730O±1800，  

11400±500and43500±600（dpm），rE・SPeelively．CellraLio（bactcrid／rniLCrOPhages）：100．＝，  

P＜0．0】 

表  3 0・2ppmオゾン2週間暴露による肺胞マクロファージのスーパーオ  

キシド産生能の変化  
TabIe 3 Changesin generation ra［e or supero人ide anion or alveo】ar  

macrophagesby2rweeksexposureorratstoO・2ppmozone  

SuperoxidcGencration Rate（rlmOl／mirL／106cells）  
Slimulant   

Ad山一  Aged  Aged／Adult  

CDnlTOl  l．1ユ±0．7も   l．0（〉±0．5S  

Exposed  l・15±0・3ヱ   0．92±0・05  

Expo／Cont  】．01  0．86  

ConlrOl  O－44±0．】5   0．71±0．30  

Exposed  O．28±0．02   0．35±0．1l■  

Expo／Cont  O．64  0．49  

LPS  

（g．r♂〟）  

ConlrOl  O．28±0．02   0．〕6±0．15  

Exposed  Oユユ士0・06   0．18±0・06■  

Expo／Conl  O．77  0－51  

LPS  

（5．り〆血〟′f〟m）  

Control  O．26±0．04   0．19±0．05  

Exposed  O．20±0．07   0．10±0・10  

Expo／Cont  O．78  0．52  

LPS  

（ク．βビ′〟g′〃0∫〃）  
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（LPS）刺激による肺胞マクロファージの02‾発生量は，殺菌活性の場合と同様に，老齢ラット  

では各々対照群の0．49倍及び0．51倍に減少したが，成熟ラットでは有意の変化を示さなかった。  

P aenqinosaから調製したLPS刺激の場合は，低下傾向を示したに留まった。PhorboIMyri－  

StateAcetate（PMA）刺激の場合は，有意の変化を示さなかった。   

4 考 察   

前報文「肺胞マクロファージの殺菌清性に及ぼすオゾンの影響（Ⅰ）」13）において，肺胞マクロ  

ファージの殺菌活性は，0．2ppmO314日間暴露によって，＆cゐビガcゐ血cβJfに対する活性は低下  

しないが，Cα乃dg（わαJ∂ゴビα乃5に対する活性は有意に低下することを明らかにした。本研究では，  

0．2ppmO。14日間暴露によって，鳥β〟ゐ明〟乃舶αgγ飢gf乃∂5αに対する殺菌活性が，C．仇値わ併催の  

場合と同様に低下することが明らかになった。艮7Jmo乃gJぬ妙ゐg∽〟わ〝椚に対する殺菌活性は，成  

熟ラットに関しては，且co〟の場合と同様に低下しなかったが，老齢ラットに関しては，た  

郎撒蛮加悦の場合と同程度に低下した。老齢ラットの場合，g．rOJ∫に対する殺菌活性もわずかで  

はあるが，03暴露により有意に低下した。これまでの結果をまとめると，03暴露による殺菌活性  

低下の程度が大きい指標微生物としては，C．αJ∂gcα乃5及びヱββγれ好∫乃05α，ほとんど活性低下が  

認められない微生物左しては，且co〟，及び両者の間に位置する微生物として，5．坤繭桐油㈹  

と区分けすることができる。   

成熟及び老齢ラットにおいて，殺菌活性の低下と平行して常に，指標微生物の細胞壁から得た  

リボポリサッカリド（LPS）刺激によるスーパーオキシド産生畳が減少した。このことより，前  

報文と同様に，殺菌活性低下の一因はスーパーオキシド産生量の低下であることが確認された。  

同時に，殺菌滴性の0。に対する感受性が老化に伴い増大する原因の一つは，スーパーオキンド産  

生能が03に対して一層感受性になるためであると考えられる。   

各々の指標微生物に対する殺菌活性の中で，なぜ03暴露に感受性が高いものと低いものが存  

在するかは，現在不明であるが幾つかの理由が考えられる。第一には，活性酸素に対する抵抗性  

に微生物間で善があること，第二には，各々のLPSに対するリセプターを介して活性酸素を発生  

するまでの過程に，03に対する傷害の受けやすさに適いがあることが考えられる。前報文で我々  

は，且c∂〝に対する殺菌活性及び且co〟のLPS刺激による活性酸素産生畳も，初期（3日日）  

には有意に低下するが，その後回復することを認めた。この間に，マクロファージのDNA生合成  

は元進し，小形の細胞が増加した12）。これまでの研究によれば，肺胞マクロファージの細胞教は，  

骨髄からの単球の補給のみならず細胞分裂によっても維持されている23▲25〉ことが知られている。  

したがって，0。暴露によって増加する小形のマクロファージは，細胞分裂の結果生じた痍細胞あ  

るしゝは単球に似た未熟な細胞と考えることもできる。この作業仮説に立てば，媛マクロファージ  

あるいは未熟なマクロファージの殺菌括性及び活性酸素産生能は，成熟した細胞と比較して，E．  

c8Jざに関してはほぼ等しい活性を有するが，Pαgγ喝∫乃β5〃や£たゆ揖海淵壷∽に関しては十分成  
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熱していないため活性が低く，これが原因で03暴露による傷害が現れたと理解することができ  

る。老齢ラットで，0。暴需による傷害が強く現れやすいのは，嬢マクロファージもしくは単球が  

傷害を受けたマクロファージにとって代わる反応，すなわち代償能力が低下しているためかもし  

れない。今後，これらの可能性について，更に検討することが必要であろう。  

謝 辞   

この研究を行うに当たり，活性酸素の測定についてご指導を頂きました東京都臨床医学総合研  

究所炎症研究室柿沼かソ子宝長及び山口照美博士に深く感謝します。  

引 用 文 献  

1）Eschenroeder，A．Q．（1977）：Atmosphericconcentrationsorphotochemicalexidants・ln＝Ozoneand   

Other Photochemica10xidants．Committee on Medicaland BioIQgic E駄cts or Environmental  

Pollutants．，DivisionorMedicalSciencesAssemblyo［LiIeSciencesNationalResearchCouncjl（ed・），   

lユ6－194．  

2）Stephens，R．J．，G．FreemanandM．」．Evan5（1972）：Earlyresponseoflungstolowlevelsofnitrogen  

dio：lide．ATCh．EnviTOn．H仁alth，24，160－179．  

3）Stephens，R．）．，M．F，Sloan，M．J・EvansandG・Freernan（I974）＝Ear［yresponseo‖ungtoZowleYeZs  

of⊂戊One．Åm．J．Pathol．，74，il－58．  

4）SLephens，R・J．，M．F．Sloan，M．J・EvansandG・Freeman（1974）＝AIveolartypelcellresponseto   

expGSure【00・5ppmOaぬrshort匹riod－Exp、Mol・PaIho】■，2仇】ト23・  

5）Schwartz，L．W．，D．L Dungworth，M．G．MustafzI，B・K・Tarkington and W・S・Tyler（1976）：   

PulmonaTyreSpOnSeSOfralStOambientleveLsofozone・E恥ctsor7－daylntermittentorcontinuous  

exposure．Lab・lnvest・，34，565L578・  

6）Goldstein，E・，W．LippertandD、Warshauer（1974）＝PulmonarY alveolarmacTOPhagc・Defender  

agalnStbacterialinfectionorthelung．JLClin・Tnvest・，54，519－528・  

71Acton，J．D．andQ．N．Myrvik（1972トNitrogendioxidee仔ectson alveolarmacrophagesIArch・  

Environ．Health，24，48－52．  

S）Valand，S．B．，J．D、ActorLandQ．N．Myrvik（1970）：Nitrogendioxideinhibitionofviral・induced  

resisLanCeinalveolarmacrophages．Arch．Environ．Health，20，303・309L  

9）Goldstein，EL，H、C．BarE）ema、M．v8nderP】oeg，P，Van Dui）n，J・G・M．M・VanderStapandW・  

Lippert（1978）：Enect or ozone only50SOmalenzymeS Or alveolar macrophages engagedin  

phagocYtOSisatldkillingorinha］ed S［aPhyk）COCCZLS aureuS・J・Infect・Di5・，13S，299－311・  

10）Vassallo，C．L．，B．M．Domm，R．H．Poe，M．L．Dunco打IbeandJ．B．J・Gee（1973）＝NO2gaSandNO2▲  

e仔ectsonalveolarrnacrophagesphagocytosisandmetabolisrn・Arch・Environ・Health，26・270－274・  

11）Co租n，D．L．，D．E．Gardner，R．S．HoIzman and F．）．Wolock（1968）：lnfluence ofozone on  

pulmonarYCellpopulation・Arch・Environ・Health，16，633－636・  

12）持立克身・三浦 卓（t987）ニオゾン暴露による肺胞マクロファージの代謝の活性化と細胞数の増加・  

国立公害研究所研究報乳 第115号，219－229．  

13）持立克身・三哺 貞（1987）：肺胞マクロファージの殺菌活性に及ぼすオゾンの影響Ⅰ，国立公害研究  

所研究報告，第‖5号、コ3ト24j．  

－251－   



持立克身・三浦 卓   

14）vanounAlblas，ArB・andR・VanFuEth（1979）：Origin，kinetics，andeharaeteristicsorputmorlary  
macrophage5jn伽norma】5【eadyslale・J・Exp．Med．，】4タ，】504－15】8．  

15）Virolainen，M．（1968）：Hematopoieticoriginormacrophage5aSStudiedbychromosomemarkersin  

mi代・J・Exp・Med・，12T，943－952・  

16）Gozes，Y．，T．Umieland N．Trainin（19S2）：Selective declinein di能rentiating capacity or  
Lrr．munohemopoieticstemceLIswithaging・Mech・AgingDeveLop・，1S、25l－259r  

17）Mochitate，K，andT．Miura（t984）：1nvivoe恥ctofnilrogendioxideontheactivitiesofglycolytic  

enzymesinredbloodcellsorrats．Toxicol．Lett．，22，315－321．  
1S）Kunimoto，M・．KIMochitate，K．Kaya，T．MiuraandK，Kubota（1984）：E恥ctsornilrOgendioxide  
OnredbIoodceI7sorrat5＝Alteration50fcellrnembranecomponentsandpopulationalehangesorred  
bloodcellsduringlnVivoexposuretoNO2．Environ．Res．，33，17－28．  

19）三浦 卓・高橋勇二・国本 学・持立克身・河田明治・披谷邦光・野原恵子・伊藤勇三・高橋 弘   

（19㍍）：老齢ラットに及ぼす二酸化窒素とオゾンの影響Ⅰ．一Hl値と臓器重量の変化－．国立公害研  

究所研究報告，第115号，169・176．  

20）Massey・V・（1959）：Themicroestimationorsuccinateandtheextinctioncoefhcientofcytochromec．  
Biochim．Biophys，Acta，34，255L256．  

21）Babior，B・M・，R・S・Kipnes andJ・T・Curnutte（1973）：Biologicaldefense mechanism．The  
PTOductionbyleukocytesorsuperOXide，apOtentialbacteriocidalagent・J．Clin．Invest．，52，74l－744．  

22）Kaku，M・，K・Yagawa，S・NagaoandA・Tanaka（1983）：Enhancedsuperoxideanionreleasefrom  
phagocytesbymuramyldipeptideorllPOPOlysaccharide・Infec・lmmun．，39，559－564．  

23）Shc11ito，J・，C・Esparza and C．Armstrong（1987）：Maintenance of the norma】rat8JveoJ8r  
macrophagecellpopulation・Therolesofmonocyteinfluxandalveolarmacrophageproliferationin  
∫血 Am・Rev・Respir．Dis・，135，78－82．  

24）Tarling，J・D・andJ・E・Coggle（1982）＝Evidence†orthepulmonaryoriginoralveolarmacrophages．  
C班Tj男ueKinet．，】5，577－584．  

25）PinkeLt，M・0・，C、R・CowdreyandP・C・Nowell（1966）：Mixedhematopoieticandpulmonaryorigin  
ofalveolarmacrophagesasdemonstratedbychromosomemarkers．Am．）．Pathol．，48，85リー867．  

－252－   



国立公害研究所研究報告 第1】5号（R－115－’88）  

Res・Rep．Na【l・InsしEnvir（”L S【ud．，Jpn，，No．】15，】988 

Il23  

実験小動物の呼吸機能測定用高速デジタルリニアライザーの開発  

Al）e7elt）pementb†Di由ta11血earlyzerfor  

MeasurememtofPulmonaryITullCti州inR8tS  

清水 明1・鈴木 明2  

Akira SHTMIZUland Akira K．SUZUKI2  

要 旨   
本報告は，非線形な特性をもつ呼吸流速センサ→の出力を，デジタル信号処理によって，  

高速，高精度に直線化する新方式について述べてしヽる。また，オゾンを暴露したラットの  

呼吸流速及び換気量をこの方式で測定し，従来の方法と比較した。これらの結果から，本  

方式のリニアライザーは，実験小動物の呼吸流速・換気量の測定に有用であるとともに，  

一般的な非線形特性を有する各種センサーの直線化にも使用できると結論された。  

Abstr8Ct  

Thisreport presents a new method ofdigitaIlinearlyzer for measurement of  
Pulmonary runctionin rats．Themethod has someexcellentcharacteristics onthe  
datatTeatmentSPeedandtheprecision，andconsistsofA／DconverterandmeOy  
tablecontrolledbyaperSOnalcomputer＿ Respiratory鮎wrateandnowvelocltyln  
ratsexposed toozone wereexamined uslng this method・Ttisconc］udedthat this  
methodisaYeryuSableoneformeasurementandanalysISOfpulmonaryfbnctionin  
llleSmallexperimentalanimals，  

1 はじめに   

近年，実験小動物における肺機能の換気力学的指標を測定する新しい方法が報告されている。  

呼吸流速，換気量，一回換気量等の換気力学的指標を正確に測定することは生体の呼吸機能及び  

代謝状態を知る上で非常に重要である。しかしながら，それらの測定は必ずしも容易ではなかつ  

た。なぜなら，測定管（抵抗管）の2点間の差圧と流速が比例関係にないため，これを簡単に高  

精度で補正測定することが困難であったためである。特に，ラットやマウスのような小動物では  

1・国立公害研究所 技術部 〒jO5 茨城県つくば市小野川16番2   

EngineeringDjvision，theNationallnstituterorEnviTOnrnentalStudies．16－20nogawa，Tsukuba，Tbaraki305，   

Japan．  

2・国立公害研究所 環境生理部 〒jO5 茨城県つくば市小野川16番2   

BasicMedicaJSciencesDivision，thdNationalInstituteforEnvirorLrnerltalStudies．16－20nogawa，Tsukuba，   

lbaraki305，Japan．  
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清水 明・鈴木 明   

呼吸量が小さいため従来の差圧方式では誤差も大きかった。そこで，非線形な特性を直線化する  

リニアライザーが必要となる。   

著者らは，以前，アナログ方式のリニアライザーを製作し，改良を続けてきたが，この装置は，  

補正曲線を多くの可変増幅器の組み合わせで行っているため，操作が難しく，安定性に問題があっ  

た。そこで，これらの問題点を解決するために，必要とされる処理をデジタル方式にすることを  

考え，システム化し応用実験に成功したので報告する。   

2 実験方法及び実験材料   

2．1リニアライサーの概念と基本原理   

囲1にリニアライザーの概念を示した。（a）のAのような特性の圧力変換器（圧力を電圧に変  

換）があるとき，このままでは圧力と出力電圧が比例しないので，（B）のような特性を持つ変換器  

で補正を加えて，見かけ上比例関係にするための装置を一般にリニアライザーという。従来では  

この変換はアナログ方式で行われていた（b）。   

今回のデジタル・リニアライザーでは，原信号をまずA／D（Analog to Digital）変換し，変  

換したデジタル値をマイクロコンピュータ等により補正のための数値演算処理を行い，D／A  

（DigitaltoAnalog）変換して目的とする信号を取り出す。これによって，補正精度が改善され  

るだけでなく，システムの制御全般についてマイクロコンピュータの支援が得られるので操作性  

も著しく向上している。   

2．2 本装置の基本原理   

デジタル・リニアライザーの基本については上述のとおりである。しかし，この場合，利点だ  

けでなく，不利な点も考えなければならない。それは，補正処理のため高次の近似多項式の計算  

Pr088urOtOv01tago  

（a）  

図 1リニアライザ一による補正原理  
Fig，1Aprinclpleoflinearlizlngmethod  
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呼吸測定用高遠デジタルリニアライザーの開発   

が必要とされるために，乗除算や条件判断等に時間がかかるという点である。このことは，サン  

プリング時間や即応性を制約するものである。そこで，著者らは，リニアライズ処理中には数値  

演算を行わない方式を考え出し，処理適度に関する問題を解決した。   

図2にその概念図を示した。この図で（a）のような入出力関係をもつリニアライザーを考える。  

ここで，A／D変換器に12ビットのものを使用すると，その変換出力値は4096（212）通りしかな  

いので，そのすべての場合について（b）のように，D／A変換器に送るべき出力値をあらかじめ計  

算した対応表（変換テーブル）を作成しておく。あるいは，何らかの対応関係を定義し対応表に  

する。そうしておくと，単純なテーブルサーチを行うだけでリニアライズをすることができる。  

実際は，入力信号がA／Dに変換され，この変換出力をアドレスとしてメモリをアクセスする。こ  

の動作により，メモリにあらかじめ記入されていた補正データが得られ．これをD／A変換器に送  

り，アナログ信号として出力することにより，リニアライザーとして作動する。この方法によれ  

ば，どのような補正曲線であっても原理上，応答時間が一定である。さらに，これらの動作は非  

常に単純であるので，専用のハードウェアと置き換えることにより，極めて高速な作動も可能で  

ある。また，この方式によれば，補正テープルの作成は高度な機能をもつコンピュータシステム  

で行い，リニアライズの実行はより簡易で専用化されたシステムで行うような，システムの階層  

構成も可能である。更に，変換テーブルを複数準備し，入出力部を多チャンネル化し，それを逐  

次切り換えることにより，容易に多チャンネルの特性の異なるリニアライズ用のシステムを構成  

することができる。  
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図 2 変換テーブルによるリニアライズ処理  

Fig・2 AnewlinearlizlngprOCeSSuSlngfunctiontables  
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清水 明・鈴木 明  

2．3 動 物   

雄のJCl：Wistar系のラットを用い，対照群として12匹，08ppmの0，春雷群として12匹使  

用した。暴露は8過齢から始め1週間連続した。暴露終了後直ちにネンブタール（pentObarbital  

sodium，30mg／kg B．W）で麻酔し，自発呼吸時の呼吸をオリフィス型抵抗管に導き1，．オリフィ  

ス両端の差圧を差圧トランスジューサー（トヨダ工機，DD－101S）で測定し，差圧変化草データ  

レコーダーくrTEAC 270A）に収録した。測定前後に抵抗管を窒素ガスとサーマルマスプロー  

（Ohkura4－200mJ）で正確に較正し，変換表をメモリ（自作）上に作成した。変換表の作成，  

データファイルの転送，数値処理等はすべてパーソナルコンピュータ（NEC－PC－9801）で行った。  

また，BTPSへの変換は定法に従った。   

3 結 果   

3．1特 性   

図3に，今回製作した装置のブロックダイアグラムを示す。本案は，4チャンネル同時にリニア  

ライズができるとともに，A／D変換したデータを記憶させるメモリも装備している。これらの制  

御には，針ピットマイクロプロセッサ（Z－80A）を使用している。リニアライズは，プログラム制  

御で変換テーブルのサーチを行い，1チャンネル当たり250ノJS以内で処理を行うことができた。ノ  

この装置は，変換テーブルの作成や，システム制御に必要なパラメータの作成は別のパソコンシ  

ステムが行い，通信線を介して本器に転送される。図4（a）に，試みに定義した補正曲線（横軸が  

入力，縦軸が出力）と，それに三角波入力を加えた場合の応答を図4（b）に示す。このように複雑  

な（13折点）補正曲線でも，特性設定はマイクロコンピュータのソフトウェアによる支援がある  

ため，操作上は容易である。また，どのような補正曲線でも（ただし，入力に対し出力は一価）  

応答速度は一定である。  

J月S－232C  

図 3 試作機のブロックダイアグラム  
Fig．3 Åblockdiagramorprlmary［inearJizer  
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2 3 4 5（V）   
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図 4 補正変換例  
Fig．4 AnexampleoflinearlizlngCarVeSandorlgZnalorleS  

3．2 動物実験例   

本装置で求めた分時換気塁（VE）と一回換気塁（VT）を補正前の値と比較した。両者ともに補  

正しない場合の最小誤差は3％，最大誤差は28％と大きな値を示し，特に低流速部での誤差が大  

きかった。すなわち，流速，流量が少ない部分での補正が大きいので，ラットやマウスのように  

換気が少ない動物に本装置は適していると考えられる。また，呼気ガスを分離して収集した換気  

量と比較すると，本装置の方が2～3％多い値を得た。この原田は，本装置では吸気相と呼気相が  

明瞭に分離でき，より正確な換気量を得ることができるが，呼気ガス分離器では，電磁弁を作動  

させるため死睦ができ，その分少ない値を示すものと考えられる。また，03暴露ラットでは，VE  

は対照の70～80％に低下し，吸気相の短縮及び呼気相の延長が観察された。   

4 考 察   

現在本器が扱える最高周波数は，2kHzである。これは，テーブルサーチや内部の制御のすべ  

てをソフトウェアにより処理しているためである。もしこれを専用のハードウェアに置き換えれ  

ば，現用の各素子を使用しても20JLS以内（A／D変換時間10JLS＋メモリアクセス時間0．3JLS十  

D／A変換時間2／JS＋若干の制御時間）で処理でき，扱える最高周波数が25kHzまで可能となる。  

このように本方式では，構成素子の限界に近い性能を引き出すことが可能であると考える。補正  

テーブル用のメモリとしては，分解能4096（変換器12ビット）で約8kバイト必要である。   

また，多チャンネルの対応をすると，処理時間はチャンネル数にほぼ比例して増加するが，シ  

ステムを構成する部品はそれほど増加しないので，コストに関しては非常に有利である。これら  

の特性から，特殊なセンサーを使用し，高速・高精度あるいは多チャンネルのリニアライズ処理  

を必要とする工業計測機器や制御装置にも本器のような方式は有用であると考える。  
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本報告では，動物実験例数が少ないため，従来の報告と種々のパラメータを比較検討している  

段階である♂しかし，呼吸流速が正確に把握できること1も従来困難であった呼気量・吸気量の  

差や呼吸パターンを正確に測定できることを意味しており，呼吸機能検査だけでなく代謝の検索  

にも有用な手法と期待できる。   

なお，本システムは特許出願中である。  

謝 辞   
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ラット肺遊離ドリコール定量法の改良  
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要 旨   
ラット肺の遊離ドリコールを簡便に精度よく測定するために，内部標準を用いた新しい  

遊離ドリコール定量法を確立した。本法ではC－55ドリコールを内部標準として用い，脂質  

画分より薄層クロマトグラフィーによって遊離ドリコール画分を分離後，逆相カラムを用  

いた高遠液体クロマトグラフィーによって分析を行う。また脂質画分をアルカリ処理する  

ことによって，全（遊離及び脂肪酸とのエステル型）ドリコールが分析できた。   

ラット肺の全ドリコール中，遊離ドリコール（17・3〟g／g）は739乙を占めた。遊離ドリコー  

ルと全ドリコールの組成は極めて類似し，C－90ドリコールを中心にC80からC－1〔旧の同  

族体が主要ドリコールであった。0．4ppmO3，または4ppmNO2十0・4ppmO3を1か月間  

連続暴露したラットでは，肺の遊離及び全ドリコール含量は両群とも対照群と有意差がな  

く，組成にも羞がなかった。  

Abstr8亡t  

A method ror the precise determination of free dolichoIsin ratlung has been  

dcveloped．Freedo）ichoIsinratlungincludingC－55dolicholasaninternalstandardwere  

SeParated fromlipid extract uslng thin－Iayer chromatography，and analyzed by high  

匹rb－manCeliquidchTOmatOgrahy usinga一号VモーSedphasecolumn・TotaldolichoIs仲e¢  

dolicho15and dolichylratty acylcsters）were also analyzed by this method aner alkali  

treatmentofthe］ipidextractL  

Free dolichoIsin ratlung（17・3JLg／g）represented73％oftotaldolichoIs・The  

COmPOSitionsoffreeandtotaldolichoIswereverysimilareachother，mainlyconsistlngO［  

aseriesofhomologuesfromCr80toCLl∝）．ExposuretoO．4ppmO。aloneormixtureof  

4ppmNO2andO．4ppmO3foronemonth，didnota恥ctbothorcontentsandcompositions  

OffreeandtotaldoliehoIsin ratlung．  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県つくば市小野川16番2  

BasicMedicalSciencesDivisiorl，theNationalTrLStitutcrorEnvirorlmentalStudies．16L20n‘）gaWa，Tsukuba，   

1baraki305，Japan．  
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1 はじめに   

ドリコールは真核細胞に広く分布する鎖長の長いポリプレノイドで，そのモノリン酸エステル，  

すなわちドリキルホスフェートが，N一グリコシド型糖タンパク質合成の中間体として機能するこ  

とが明らかにされている1）。一方，細胞内のドリコー／レの大部分（90％以上）は遊離型または脂肪  

酸とのエステル型として存在している2）。これらはドキルホスフェートの前駆体となるばかりで  

なく，また細胞膜や細胞内小器官の膜に存在し2・3－膜の流動性と密接に関係することが示唆されて  

いる▲・㌔   

前報6）で報告したように，我々は大気汚染物質であるNO2の暴露によってラット肺の遊離ドリ  

コール量が有意に変動することを見いだした。このことから，本研究はオゾン等の各種大気汚染  

物質が肺ドリコール量に及ぼす影響を検討することを目的として行った。   

ドリコールの分析法としては，逆相カラムを用いた高速液体クロマトグラフィー（HPLC）UV  

モニターの系を導入することによって，各同族体の測定が可能となった7）。しかし組織中のドリ  

コールを分析する方法としては，これまで容易に入手できる内部標準を使用する方法がなく，我々  

が前報6一で用いたPullarkatらの遊離ドリコール測定法8）も内部標準を使用していないことから  

精度の点で十分とは言えなかった。このことから，本研究では市販され入手の容易なC－55ドリ  

コールを内部標準としてPullarkatらの方法を改良し，簡便た遊離ドリコール及び全ドリコール  

（遊離及び脂肪酸エステル型ドリコールを合わせたもの）を測定する方法を検討した。また，こ  

の方法を用いて0さ単独または0。及びNO2複合暴露を行ったラット肺の遊芦軌及び全ドリコー  

ルの測定を行った。   

2 方 法   

2，1標準試料   

Cr55ドリコールはSigmaより購入した。定量，同定，及びTLCの対照としてブタ肝ドリコー  

ル（Sigma，主要同族体のピーク面積比，C－85（1．7％），C－90（10・3％），C－95（34・7％），CrlOO  

（38，5％），C－105（12，5％），C－110（2，3％））及びC－90ドリコール（Sigma）を使用した。   

2．2 ドリコールの分析法   

2．2．1脂質の抽出   

ラットをエーテル麻酔して腹大静脈から放血した後，肺を摘出してクロロホルムーメタノ‾ル  

（2：1，Ⅴ／v），40倍容で抽出した。これに一定量のC55ドリコールを加えて混合した後ろ過し  

た。この抽出液に1／4倍容の水を加えて分配することにより，脂質画分を得た。それぞれ肺組織  

100mgに相当する脂質画分を遊離ドリコールまたは全ドリコールの測定に用いた。  
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2．2．2 遊離ドリコールの調製   

薄層プレート（HPTLC，Merck）を用いてラット肺の脂質画分から遊離ドリコール画分を調製  

した。榛準試料としてブタ肝ドリコール及びC－55ドリコールを用いた。ヘキサンージエチルエー  

テルメタノー／レアンモニア（80：20：1：0，5，Ⅴ／v）で展開後，対照試料（20％硫酸発色）のRf  

値に対応する試料中の遊離ドリコール部分をかきとり，1mJのクロロホルムーメタノール（2：1，  

Ⅴ／v）で抽出，遠心後，抽出液を分離し窒素気流下蒸発乾画した。これをヘキサンーメタノール（2：  

1，Ⅴ／v）で分配し，ヘキサン層を蒸発乾固して遊離ドリコール画分を得た。   

2．2．3 全ドリコールの調製   

ラット肺の脂質画分をメタノール中0，5NNaOHに溶かし450C，1時間加熱後酢酸で中和し，  

クロロホルムと水を加えて脂質層を分取した。この脂質画分より，2．2．2項で述べたのと同様に  

TLCによるかきとり，分配によって全ドリコール画分を得た。   

2．2．4 HPLC分析   

ドリコール試料はHPLC移動相に溶かし，Zorbax ODSカラム（4，6mmx25cm）で分析し  

た。移動粗メタノールーイソプロパノールーヘキサン（5：4：1．8，Ⅴ／v）；流速，0．7mJ／min：検  

出，UV（214nm）。定量は重量既知のプタ肝ドリコールとC－55ドリコールのピーク面積比より  

補正係数を求め，測定試料中ドリコールのC55ドリコールに対する面積比に補正係数をかけて  

重量を算出した。組成は各同旅体のピーク面環比として求めた∂ また各ピークの炭素数は，標準  

となるC－90ドリコール及びブタ肝ドリコールの保持時間から求めた。   

2．3 動物及び暴露条件  

JCl：Wistar系雄ラット（12週齢）に0，4ppmO，単独，または0，4ppmOa及び4ppmNO2複  

合ガスを1か月間連続暴諾した。   

また，ドリコール分析法の検討にはJc巨Wista一系雄ラット（20週齢）の肺を用いた。   

3 結 果   

3．1分析法   

ラット肺の脂質画分より遊離及びC－55ドリコールを含む画分を分離するためのTLC展開溶  

媒を検討した結果，ヘキサンエーテルの系にアンモニアを加えることによってドリコールと他の  

脂質との十分な分離が得られた。この展開溶媒は，全ドリコール分析のために脂質画分をアルカ  

リ処理した後のアルカリ安定な脂質画分にも適用できた。   

HPLCの分析条件については，標準試料のC－90ドリコールでは5から500ng，ブタ肝ドリ  

コール（C85～C－110）では50から800ngの範囲で，注入量とピーク面積（の総和）の間によい  
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直線性が得られた。   

図1に本法によって分析したラット肺の遊離及び全ドリコールのHPLCパターンを示す。本法  

で調製したドリコール画分は爽雑物が少なく，また本HPLC条件によって内部標準及びすべての  

同族体をよく分離できた。   

ラット肺組織のドリコールをHPLC分析するためには最低10mg程度の組織から分析が可能  

であったが，操作のしやすさの点からそれぞれ100mgを遊離または全ドリコールの分析に用い  

ることとした。図2は，肺組織と内部標準との塁比を変えて測定を行ったときのキャリブレーショ  

ンカーブである。C－55ドリコール1／‘gに対して肺組織50から300mg，すなわち肺組織100mg  

に対してC－55ドリコール2から0．33〟gの範囲で，遊離ドリコール，全ドリコー／レいずれのグラ  

フとも直線性を示した。同一試料3回の分析に対する標準偏差は0．2から6．8％の間にあった。  

O 1（】 ZO 30汀1in   

囲 1ラット肺の遊離及び全ドリコールの高速液体タロマトグラム  

Fig．1HPLCanalysISOrLTeeandtotaldolichol5jnraIJungonaZoTbax  

ODS column  

ExperimerltaEconditiorlSWerea5di5CribedintheLeXt・Numbersonthepcaks  

jr〉djcale【be！oI8】numberorcarboJ】5irleaChd｛〉】ichot homotog．DolichoiC  

－55was added as anint（汀na】standard．  
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図 2 肺組織とC－55ドリコールの量比を変えて測定した時の遊離及び  

全ドリコールの検量曲線  
Fig・2 CalibrationcurvesforfreeandtotaldolichoIsinratlung  
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組成は遊離ドリコール，全ドリコールとも極めて類似しており，C90ドリコールを中心にC－80  

からC－100ドリコールが主要同族体であった。今回の暴露条件における各暴露群のラット肺遊離  

及び全ドリコール含量は，対照群のものと有意差がなく，組成にも差がなかった。   

4 考 察   

これまでに組織の全ドリコールをHPLC分析する方法は，Ripら9），Eggensら3），Yamadaら1O）  

などによって報告されている。これらの全ドリコール測定法では，脂肪酸とのエステル型ドリコー  

ルを遊離型に変えるために組織のホモジネートをあらかじめアルカリ処理することからアルカリ  

水解を受ける脂質が除かれ，比較的爽雑物の少ないドリコー／レ画分を得やすい。これに対して遊  

離ドリコールのみを測定する場合は，アルカリ処理以外の前処理によって遊離ドリコール画分を  

分離する必要がある。我々が前報6）で用いたPullarkatらの方法8）では，TLCによって遊離ドリ  

コール画分を分画している。しかしながら彼らの方法は内部標準を用いていないことから，この  

方法を内部標準を用いる方法に改良するために検討を行った。内部標準としては，Yamadaら10）  

は全ドリコールの測定に2，2－didecaprenylethanolを合成して用いている。しかし，この試薬は  

TLC上のRf値がドリコールと著しく異なるため，TLCによって前処理を行う方法には利用で  

きなかった。Ripら9〉はトリチウムラベルしたドリコー）t／を，またEggensら3）はC－75ドリコール  

とC115ドリコールを，それぞれ内部標準として全ドリコールを測定しているが，C－75ドリフー  

ルとC－115ドリコールはそれぞれエゾマツ（蕗甜β∂ブg∫）の葉及び牛の脳下垂体より調製してお  

り，これら内部標準の調製はいずれも繁雑である。我々は方法を簡便にするために，市販のC－55  

ドリコールを内部標準として選定した。この内部標準を用いて爽雑物の少ないドリコール画分を  

得るためのTLC展開溶媒と，内部標準及び試料中のドリコールを同時に分析するためのHPLC  

移動相を検討することによって，ラット肺の遊離及び全ドリコールを測定する方法を確立した。  

本法はラットの肝，腎，脾臓の遊離及び全ドリコールの測定にも応用できた（結果未発表）。   

前報6）では，Pullarkatらの報告8）に準じてSigmaより購入したブタ肝ドリコール（C－90，C－95  

を中心にC－80～C－105が主要同族休）を標準試料としてドリコールの推定を行った。しかし，今  

回標準試料のC90ドリコールと比較した結果，我々が標準試料として用いたブタ肝ドリコール  

の同族体はC－95，C－100を中心にC85からC－110のものであることが明らかになった。この試  

料と対照した結果，ラット肺のドリコールはC90を中心にC－80からC100の同族体で構成さ  

れていた。また前報6〉では，ラットの肺，肝，腎のホモジネートより遊離ドリコールを測定し，タ  

ンパク質当たりの含量を求めた。しかし多くの報告が組織重量当たりの含量を示していることか  

ら，これらとの比較のため今回ドリコール含量は組織重畳当たりで表した。   

前額6）で報告したように，4ppmNO2を3か月間連続暴露したラットでは肺の遊離ドリコール  

量は対照群より有意に増加した。一方，今回0，4ppm O3または4ppm NO2＋0，4ppm O。を1  

か月間連続暴露したラット肺の遊離及び全ドリコールを測定した結果，含量，組成とも対照群と  
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善がなかった。以上の結果から，ガスの種類や暴露期間による影響の違いが考えられたが，この  

点についてはさら・に検討が必要である。   

大気汚染物質暴露による肺のドリコールの変化に関する研究は，大気汚染物質の肺細胞への影  

響を検索する新しい手がかりとなることが期待されるが，本研究で検討した測定法はそのための  

有用な研究手段となるものと考えられる。  
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報告．（1g78）   

（改称）  

国立公害研究所研究報告  
渠第3号 A conparative study of adults andilnmature StageS Of nineJapaムese species of  

the ge爪uS Chironomus（Diptera，Chironomidae）．（1978）  
（日本産ユスリカ科 Chirononus屑g種の成虫、サナギ、幼虫の形態の比較）   

第4号 スモッグチャンノヾ・一による炭化7大乗一重薫酸化物系光化学反応の研究－一昭和5ヱ年度中  
間報告．（1g78）   

第5号 芳香族炭化7大乗一室薫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一一昭和51、52年度研究報告．（1g78）   

第6号 陸水域の富栄養化に関する総合研究〈Ⅱ）－一霞ヶ浦を中心として－一昭和53年度．  
（1gT9）  

※第7号 A morphologicalstudy of adults andinmature stages of20JapaJleSe SPeCies of  
tbe family Chiro爪0¶idae（Diptera〉．（1g79）  
（日本産ユスリカ科20種の成虫、サナギ、幼虫の形態学的研究）  

※第β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年庶研究報告．（19Tg）   

努9号 スモッグチ十ンバーによる炭化水素一重素酸化物系光化学反応の研究－一昭和53年庭中  
間報告．（19丁9）   

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－一昭和‖－53年匿特  
別研究報告．（1979）  

※第11号 Studies on the effects of air po11utants on plants and TneCharLislnS Of phyto－  
tolicity．（1g80〉  

（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 aTtalysis studies by flane云ndinductively coupled plasTna SpeCtrO－  

5COpy utilizing co叩uter一亡OntrOlledinstrumentation．（1980）  
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 Studies8n Chironomid¶idges of the Tama River．（1g80）  

Partl．The distribution of chirononid speciesin a tributaryin relation to  
the degree of pollution Yith seYage Yater．  

Part 2．Description of 20 species of Chironominae recovered froTR a tributary，  
（多摩川に発生するユスリカの研究  
一一第1和 その一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重科のZO種について）   

第14号 有権廃棄物、合成有機化合物、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  
－一昭租∽、54年反特別研究報告．（1980）  

※第15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54  
年度特別研究報告．（1980）   

罪1も号 計測車レーザーレーダーによる大気汚染遠隔計測．（1980）  
※第17号 流体の運動および輸送過程に及ぼす浮力効果－一臨海地域の気象特性と大気拡散現象の  

研究一一昭和53、54年皮特別研究報告，（1g80）   
第18号 Preparation．analysis and certi7ication of PEPPERBU訓【starLdard refereT）Ce  

material，（1980）  
（環境標準試料「リ；ウブ」の調整、分析および保証債）  

お第1g号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（m）一一霞ヶ浦（西浦）の潮流－一昭柑53、54年匿．  
（1981）  
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昭和53  81）  
第21号 陸水  合研究（Ⅴ）一一霞ヶ浦流入河川の流出負荷塁変化とその評  

価－一昭和53、54年度．（1981）  
第22号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（Ⅵ）－一霞ヶ浦の生態系の横道と生物現存真一一昭  

柾53、54年反．（1981）  
第23号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（Ⅶ）－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年度，（1981）  
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見化に  

関する研究－一昭柏53、54年度．（1g81）  

‾X111‾   



第25号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（Ⅸ）－－Microcyetis（藍漂類）の増殖特性一一昭和  
5J、54年庶．（1981〉   

第26号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（Xト一幕頸培養試験法によるAGPの測定－一昭和  
53、54年度．（1g81）   

第2T号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（刀）－一研究総括－一昭和53、54年虔．（1981）   
第28号 複合大気汚染の植物影響に関する研究－一昭和54、55年度特別研究報告．（1981）   
第29号 Studies Qn Chironomidl）idges of the Tama River．（1981）  

Part3・Species of the subfanily Orthocladiinae recorded at the summer survey  
arLd their distributionin relation to the pollution Yith seYage Vaters，  

Part4■ Chironomidae recorded at a Yinter survey．  
（多摩川に発生するユスリカ類の研究  
－一第3報 夏期の調査で見出されたエリユスリカ亜科OTthocladiinae各種の記載と、  

その分布の下水汚染度との関係について  
－－第4報 南浅jllの冬期の調査で見出された各種の分布と記載）  

蚕第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一一昭和54、55年度特別  
研究報告．（198Z）   

第31号 大気汚染物屑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  
年皮特別研究報告．（1981）   

第32号 スモッグチャンバーによる炭化水素一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質生成桟橋の研究（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一一大気運動と大気拡散過程のシミュレーシ  
ョンー一昭和55年皮特別研究報告．（198Z〉  

※第34号 環境汚染の遠隔計側・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）   
第封号 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，（198Z）  
※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一一昭和55、S6年度特別研  

究報告．（1g82）  
※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 PreparatiorL．artalysis and certification of POND SEDINENT certificd reference  

material．（1982）  
（環境標準試料「地底質」の調整、分析及び保証値）  

睾第39号 環境汚染の遠隔計酢評価手法の開発に関する研究－．一昭和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一一昭和58年  

度特別研究報告．（1983）   
第41号 土壌環境の計測と評価に関する統計学的研究．（1983）  
※第42号 底泥の物性及び流送特性に関する実験的研究．（1983）  
※第43号 Studies on chirono爪idlnidges of the Tana River．（1g83）  

Part5・An observation on the distributio几Of Chironolninae along thelnain  
Streamin山ne with description of15new species．  

Part6．Description of叩eCies of the subfarnily Orthocladiinae recovered from  
thelnain strealコin theJune5urVey．  

Part 7．Additionalspecies co＝ectedirL Yinter frorq the znain stream．  

（多摩川に発生するユスリカ猥の研究  
－一第5報 本流に発生するユスリカ顆の分布に関する6月の調査成績とユスリカ重科  

に屈する15新種等の記録  
－一第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  
－一策7報 多摩本流より3月に採果されたユスリカ科の各種について〉   

第山号 スモッグチナンバーによる尉ヒ水素一要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機構の研究（フィールド研究2）一一昭和54年虔特別  
研究中間報告．（1983）   

第45号 有機廃棄物、合成有機化合物、東金屈等の土壌生態系に及ぼす影響と馴ヒに関する研究  
－一昭和53－55年虔特別研究総合報告．（1983）   

第46号 有機廃棄物、合成有掛化合物、東金屈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）   

第椚号 有機廃棄物、合成有削ヒ合物、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2分冊．（1g83）   



緊第48号 水質観測点の適正配置に関するシステム解析．り983）   
第4g号 環境汚染の遠隔計測一評価手法の開発に関する研究－一昭和57年度特別研究報告．（1984）  
※第50号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（り一一霞ヶ浦の流人負荷量の算定と評価－一  

昭和55－57年虔特別研究報告．（1984）  
群第51号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究用）一一環ヶ浦の物質循環とそれを支配する因  

子一一昭印55－57年皮特別研究報告．（‖84）  
対策52号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅲ）一一霞ヶ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一一昭和55－57年度特別研究報告．（1gる4）   
第53号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅳ）一一霞ヶ浦の魚類及び甲かく猿現存盈の季  

節変化と富栄養化－一昭和55～57年皮特別研究報告・（1g84）   
第54号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅴト一環ヶ浦の富栄養化現象のモデル化－一  

昭和55－57年皮特別研究報告．（lg84）   
第55号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅵ）一一書栄養化防止対策－一昭和55－57年度  

特別研究報告．（1984）   
第S6号 隆7K域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅶトー湯ノ劫における富栄養化とその防止対  

策一一昭和55～57年度特別研究報告．（1984）  
※第57号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅷ）一一総括報告－一昭和55－57年皮特別研  

究報告．く1g84）   
第58号 環境試料による汚染の長期的モニタリング手法に関する研究－一昭和55－57年度特別  

研究総合報告．（1984）   
第59号 炭化7k乗一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・リグチャンパー  
によるオゾン生成機構の研究一一大気中における有機化合物の光酸化反応機構の研究  
－一昭和55－57年度特別研究報告（第1分冊）．（1g84）   

第8帽 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－一光化学エアロゾル生成穂積の  
研究－一昭和55～57年度特別研究報告（第2分冊）．（1984〉   

第81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－一環境大気中における光化学二  
次汚染物寛生成機構の研究くフィールド研究1）－一昭租∬－57年皮特別研究報告（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程に関する研究－一昭和56－58年度  
特別研究中間報告．く1g81）   

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58年度特別研究  
報告．（1g84）  

葦第6摺 複合大気汚染の植物影響に関する研究－一昭種∬～56年皮特別研究総合報告・く1g84）  
※第65号 Studies on effects of air po11utantlnixtures on plants－－Partl，（1984）  
（複合大気汚染の植物に及ぼす影響－一 策1分冊）  

莱第もも号 Studies on effecIs o†aiT pOllutanlmixtuTeS On plants－－PaTtヱ・（1984）  
（複合大気汚染の椅物に及ぼす影響－一茶2分冊）   

第6T号 環境中の有害物質による人の慢性影響に関する基礎的研究－一昭和54～56年虔特別研  
究総合報告．（1g84）  

業第68号 汚泥の土壌還元とその環境影響に関  
苅第6g号 中禅寺湖の富栄養化現象に関する基  

年度特別研究報告．（1984）  究
究
 
 

研
研
 
 

る
的
 
 

す
礎
 
 
 

～
 
 
 

∩
‖
 
 

壬
T
）
 
昭
8
4
 
 

1
 
日
 
 
 

第7帽StudiesoncbirnOnidれi軸esinlakeso†theNikko甑tioれalPaTk・（1984）  
PartI．EcologlCalstudies on chirononidsinlakes of the Nikko NationalPark・  
Part n．Taxono爪icala几d TnOrphologicalstudies on the chironomid species  

co11ected froれ1akesiれtbeliikko¶atioTlalPaTk．  
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沼のユスリカに関する研究  
一一策1部日光国立公園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沼に生息するユスリカ類の分類学的、生態学的研究）  

糸第Tl号リモートセンシングによる残雪及び雪田植生の分布解析．（1984）   
第†2号 炭化水素一変素酸化物一硫黄酸イヒ物系光化学反応の研究－一環境大気中における光化学二  

次汚染物眉生成機構の研究（フィールド研究2ト一昭和55→57年皮特別研究報告く第4  
分冊）．（1g85）  

詳第73号 炭化水素一要素酸化物一硫黄酎ヒ物系光化学反応の研究一一昭和55－57年度特別研究総合  
報告」1985）  

苅第74号 都市域及びその周辺の自然環境に係る環境指標の開発に関する研究，環境指凄－その考え  
方と作成方法一昭和59年皮特別研究報告．（1984）   

第75号 LilnnOlogicaland environnentalstudies of elementsin the sediment of Lake  
6iwa．（1g85〉  
（冤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 Aミtud∫On the behavior of nonoteTpenS jn the81四0印加re．（19さ5）  
（大気中モノテルペンの挙動に関する研究）   

第77号 環境汚染の遠隔計漁卜評価手法の開発に関する研究－一昭和58年変特別研究報告，く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；Studies on the TRethod forlong term environlnentalTbOnitoring一－Research report  

－inlg80－1982．（1985）  
－（環境試料による汚染の長期的モニタリング手法に関する研究）  

渠第80号 海軌こおける赤潮発生のモデル化に関する研究－一昭和57／58年度特別研究報告．（1985）   

第81号．環境影響評価制度の政策効果に関する研究－一地方公共団休の制度運用を中心として．  
（1985）   

第82号 植物の大気環境浄化機能に関する研究－一昭和57－58年度特別研究報告．（19∬）   
第83号 Studies on chirOnOmid midge50f somelakesinJapan．（1g85）  

（日本の湖沼のユスリカの研究）   
第8増 量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元一一昭和5卜59年皮特別研  

究総合報告．（1985）   
第85号 Studiesontheratec？nStantSOffreeradicalreactionsandrelatedspectro－  

scopic and ther爪0亡hemlCalparameters．（1g85）  
（フリーラジカルの反応速度と分光学的及び顛力学的パラメーターに関する研究）   

第86号 GC／MSスペクトルの検索システムに関する研究．（1g86）   
第87号 光化学二次汚染物質の分析とその細胞毒性に関する研究－一昭和53－58年皮総合報告．  

（1g86）   

第88号 都市域及びその周辺の自然環境等に係る環境指標の開発に関する研究Ⅲ．環境指標一応用  
例とシステムーー昭和59年皮特別研究報告．（ヱ9郎）   

第89号 Neasuring the Yater quality of Lake Kasumigaura by LANDSAT remote sensing．  
く1986）  

（LANDSATリモートセンシングによる雷ヶ靖の水質計測）   
翠叩号 ナショナルトラスト運動にみる自然保護にむけての住民意識と行動－一知床国立公園内  

100平方メートル運動と天神崎市民地主運動への参加者の分析を中心として．（1986）   
第91号 Economic analysis orⅦan■s utilization・Of emviro爪mentalresou∫CeSin aquatjc  
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第92号 アオコの増韓及び分解に関する研  
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）－一昭和58～59年皮特別研究総合報告  

第1、分冊．（1986）   
第94号 汚泥の土壌還元とその環境影響に関する研究（Ⅱ）－一昭和58－59年度特別研究総合報告  

第2分‡軋（1986）   

第95号 自然浄化機能による水質改善に関する総合研究（Ⅰ．）－一再濁負荷の発生と流出・流速－一  
昭和58－59年度特別研究報告．（1986）  

娯第g6号 自然浄化機能による水質改善に関する総合研究‖‖－一水草帯・河口域・池沼の生態系構造  
と機能－一昭和5a～59年度特別研究報告．（1g86）   

第97号 自然浄化機能による水質改善に関する総合研究（Ⅲ）－一水路及び土壌による水質の浄化－  
一昭稚58～59年皮特別研究報告．（1986）  

．第98号 自然浄化機能による水質改善に関する総合研究面〉－一日然浄化桟能を活用した処理技術  
の開発と応用－一昭和58－59年皮特別研究報告（1986〉   

第99号 有害汚染物質による水界生態系のかく乱と回復過程に関する研究一一昭和56－59年度  
特別研究総合報告．（1986）   

第100号バ・yクグラウンド地域にねける環境汚染物質の長期モニタリング手法の研究－－特定汚染  
選択的検出法及び高感度分析技術の開発－一昭和58～60年度特別研究報告．（1985）   

第101号複合ガス状大気汚染物質の生体影響に関する実験的研究一一昭和57－60年度特別研究、  
報告．（1g86）   

第102号地球規模大気質変動に関する予備的研究．（1986）   
第103号環境調和型技術としての電気自動車の評価に関する基礎的研究．（1987〉   
罪1D4号Studies on chironomid midgesinlales of the柚an¶ationalPark．（lg8T）  

（北海道阿寒国立公園の湖におけるユスリカ相の研究）  
．第105号畑地土壌における水分と諸元素の動態．（1g8T）  
※第10帽筑波研究学園都市における景観評価と景観体験に関する研究．（1987）   
第107号遠隔計測による環境動態の評価手法の開発に関する研究－一昭和5g－60年度特別研究報  

告．（＝柑7）   
第108号植物の大気環境浄イヒ機能に関する研究一一昭和5ト60年度特別研究総合報告．（1g87）   
第109号地域環境評価のための環境情報システムに関する研究．（1g87）   



第110号海域における赤潮発生のモデル化に関する研究－一昭和59→60年度特別研究総合報告．  
（1987〉  

第111号Application of X－Ray Photoelectron Spectroscopy to the Study of Silicate  
川inerals．（1g87）  

（ケイ酸塩鉱物研究へのX線光電子分光法の応用）  
気 
究 
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第11Z号光化学汚  
動に閲す  

第113号光化学汚  
全額告．  

第114号水界生態  
総合報告  

第115号複合ガス  
台報告．  
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Report of SpecialResearch Project the NationalInstitute for Environ爪entalStudies   

No．11Man activity and aquatic environment－Vith specialreferences to Lake  
紆asumigaura－ProgreミS rePOrtin19T6．（1gT7）   

No・2＋Studies orL eYaluatiQn and anelioration of air pollution by plants－Progress  
reportinlgT6－1977．（1g78）   

〔Starting Yith ReportⅣ0．3，the neY title for NIESReports YaS Changed to：〕  
Research report from the NationallrLStitute for ErLVironmentalStudies  
※NoL 3 A colnparative study of adt11ts andiTnTnature StageS Of nineJapanese species of  

the genus Chironomus（Diptera．Chirono口idae）．（1978）   
NoL 村STnOg Chamber studies on photocheTnicalreactions of hydrocarbonTnitrogen oxides  

SySteⅦ－Progress reportin1977．（1978）   
No・5＊Studies on the photooxidation products of the alkylbenzene－nitrogen oxides  

SyStem．and on their effects orL C’ultured cells－Research reportin1976－1g77．  
（1gT8）   

No、 6畢NarL aCtivity and aquatic enYironment－Yith specialrefererLCeS tO Lake  
Easumigaura－Progress reportin197ト1978，（1979）  

＃No．7 A morphologiealstudy of adults andimmature stage＄Of20Japanese species or  
the family Chironomidae（8iptera），（1g7g）  

※No．8彙Studies on the biologicaleffects of single and combined exposure of air  
pollutants－Research reportinlg77－1g78．（1979〉   

No．9ISl）Og Chanber studies on photochel）icalreactions of hydrocarborL－nitrogen oxides  
SyStem－Progress reportinlgTさ．（川7g）   

No．10＊Studies on eYaluatioTland amelioration of air pollutioT）by plants－Progress  
reportin1976－1978．（1gT9）  

炎No．11Studies orL the effects of air po11utants on plants and mechanisms of  
phytotoxicity．（1g80）   

No．12 Multielelnent analysis studies by flaTqe andinductiYelY COupled plasTma  
SpeCtrOSCOpy utilizing comouter－COntrOlledinstruTnentation．（1980）   

No．13 Studies on chironomid midges of the TaTna River．（1980）  
Partl，The distribution of chironomid speciesin a tributaryin relatiorL tO  
the degree of pollution with sewage Yater．  
Part 2．Description of 20 species of ChironoThirLae reCOVered from a tributary．   

No．14‡Studies on the effects of organic YaSteS O几the soilecosysten－Progress  
reportinlg7合一1979．（1g80）  

洋No．15‡Studies on the biologicaleffects of single and cotAbined exposure of air  
pollutants‾Researcb reortinlg79・（1g80）  

”0．161ReⅢOte meaSure爪ent Of alr pOllution by aⅧObilelaser radar．（1980）  
某Ⅷ0．171Jnrluence of buoyancy on rluid motions and transport processes－Meteorological  

ChafaCteristics and atmospheric diffusion phenomenain the coastalregion－  
Progress reportin1978－1g7g．（1980）   

No．18 Preparationlanalysis arLd certificatiorL Of PEPPERBUSH starLdard refererLCe mate－  
rial．（1g80）  

巌No．19ICornprehensive studies on the eutrophication of fresh－Yater areaS－Lake current  
Of Xasumiura（Nishiura）‾197い1gTg・（1g81）   

No．20‡CoIAPrehensIVe Studies on the eutrophication of fresh－Yater areaS－Geomorpho－  
】ogicaland hydrometeorologicalcharacteristics ofだasu爪igaura YaterShed as  
related to thelake environment－1978－197g，（1981）   

No．211CoTnPrehensive studies on the eutrophication of fresh－Vater areaS－Variation  
of po11utantload byinfluent riYerS tO Lake Kasumigaura－19T8－1979．（1981）   

Ⅳ0．22＊Comprehertsive studies on the eutrophication of fresトYater areaSLStructure of  
ecosystem and standing cropsin Lake Xasu爪igaura－19丁8－19Tg．（1981）   

No．23＋Conprehensive studies on the eutrophication of fresh－Yater areaSLApplica－  
bility of trophic stateirLdices forlakesr1978－1g79．（1981）   

Ⅳ0．Z41CoTnprehensiYe Studies on the eutrophication of f［eSh－Yater areaS－Quantitative  
analysis of eutrophication effect5 0n mai爪 utilizatiQn Orlake water resources  
－1g78－1979，（1g81）   

No．25＊ CompreherLSive studies on the eutrophication of fresh－Yater areaS－GroYth  
仁haracteri＄tics or81ue－Green Algae．Mycrocystis－197β－1g門，（198り  

ⅩVijj一   



No．26IColnprehensive studies oTt the eutrophication of fresh－Yater areaS－  
Detemination of argalgroYth potentialby algalassaナprocedure．1978－1979．  
（1981）   

Ⅳo．2TICohprehensiYe Studies on the eutrophication of fresh－Yater areaS－Summary of  
researches－1g78－1979．（1ggl）   

No．28＋ Studies on effects of air pollutarLtlnixtures orL plants－Progress reportin  
197g－1980．（1981）   

吊0．29 Studies on．chironomid midges of the Ta¶a RiveT．（1勺81〉  
Part 3．Species of the subfamily Orthocladiinae recorded at the summer survey  
and their distributiorLin relatiorL tO the po11ution vith seYage YaterS・  
Part 4，Chironomidae recorded at a YirLter SurVey．  

欒Ⅷ0．30‡Eutrophication and red tidesirL the coastalTnarirLe enVironment L Progress  
Tepく）Ttin1979－1980．く198ヱ）   

No．311Studies oJlthe biologicaleffects of single and combi几ed e叩OSure Of air  
pollutants－Research reporti爪1980．（1981）   

Ⅳ0．32‡S叩OE Chamber studies on photochenicalreactions of hydrocarbon－nitrogen  
oxides systeTnl－Progress reportirLlg79－Research on the photochemical  
SeCOndary pollutants formation mechanislnin the environmentalatmosphere  
（Partl）．（1982）   

Ⅳ0．331Meteorologicalcharacteristics and aヒmospheric diffusiom pheno†nenain the  
coastalregiort～SiTmulation of atmospheric 爪Otions arLd diffusion processes －  
Progress rep8rtin1980．（1g82）  

※No，34春The deYelopnent and evaluation of remote TReaSure爪ent methods for enYironnental  
pollution－Research reportin1980．（1g82）   

Ⅳ0，351Comprehensive evaluation of envirorLmentalimpacts of roadpand traffic．（198Z）  
摂No．361Studies on the method forlong terln enVironmentalnonitoring－Progress report  

in1980－1981．（1982）  
栄No．371Study on supporti爪g teChJ10logy for systems analysis of environlnentalpolicy  

－The EYaluation Labolatory oてMan－EnviTOnment SystelnS．（1982）   
No．38 Preparation，analysis and certificatiorL Of POND SEt）IMENT certified reference  

material．（1g82）  
詳No．39＊ The dcvelopment a爪d evaluation of relnOte meaSurelnent TAethods for enYiromental  

pollution‾Research rpOrtin1981・（1983）   
No，dO書Studies on tbe biolo81Caleffects of single and conbined exposuTe Of aiT  

po11uta爪tS一尺e5ear亡h reportin1981．（1983）  
禦No，411Statisticalstudies on methods of measurement and evaluation of chenical  

condition of soil－Yith specialreference to heavy metals－．（1983）  
栄No．421Experimetalstudies on the phJSicalproperties df mud aJld the characteristics  

of mud transportation．（1983）  
緊No．43 Studies on chironomid nidges of the TaTna River．（1983）  

Part 5．An observation on the distributiorL Of Chiro爪Oninae along the Tmain  
streaminJu爪e．Vith descriptiorL Of15 neY SpeCies．  
Part 6．DescriptiorL Of species of the subfanily Orthcladiirtae recovered fro爪  
the main strea¶in theJune surYey．  
Part T．Additionalspecies co11ectedin Yinter from the main stream．   

No．‖lSmog chanber studies on photcchemicalreactions of hydrocarbon－rLitrogen oxides  
SyStel］－Progress reportin197gLResearch on the photochemicalsecondary  
pollutants fomationmechanism 

． 

specialresearch project－1978－1980．（1983）   
No．46‡Studies on the effect of organic YaSteS On the soilecosysteln－Research report  

in19T9－1988．Partl．（1983）   
No．47＊ Studies on the effect of organic YaSteS On the soilecosystelqLfZesearch repoI－t  

i爪19Tg－1980．Part 2．（1983）   
¶0．48＊Study on optimalallocation or water qualiけmOnitoTing poi爪tS．（1983）   
No．49‡The deve10pTnent and evaluation of relnOte TmeaSurement method for environmental  

pollution－Research reportin1982．（1g84）  
※No．58事CDmprehensive studies on the eutrophication controlof freshvaters－Estimation  

ofinputloading or Lake Kasu¶igaura－1g80－1982．（1984）   



※Ⅷ0．51‡Co爪prebensive studies on the eutrophication contro10f freshwaters一丁he func－  
tio刀Of tbe ecosyst印8刀d5jgれificance of sedi爪e刀ti刀れUtrient cyele j刀Lake  
【asumigaur‾1g80‾1g82・（1g84）  

※No，52＊ C6mprehensIVe Studies orlthe eutrophicatioTt COntrOlof freshvateI・S－Enc10sure  
experiments for restoration of highly eutrophic shallow Lake Kasumigaura－1g80－  
1982．（1g84〉   

Ⅳ0．531Co爪prehensive studies on the eutrophication controlof fTeSllWaterS－Seasona】  
changes of the biollaSS Of fislleS and crustaciain Lake【asulnigaura－1980－1982．  
（1g84）   

No．541CoTnpreherLSive studies on the eutrophication controlof freshYaterS－Modeling  
the eutropbication ofLake Kasumigaura－1980－1982．（1984）   

No．55事 Conprehensive studies orL the eutrophication controlof freshvatersLMeasures  
for eutrqphication control－1g80－1g82．（1g84）   

No．56ヰCoTnprehensive studies on the eutrophication controIof freshvaters‾Eutrophic－  
ationin Lake Yunoko－1980－1982．（1984）  

※No．571Comprehensive studies on the eutrophication controlof freshYaterS－Sunmary  
of researches－1g80－1g82．（1g84）   

No．581Studies（川 the TAethod forlong term environnental monitoring － Outlines of  
specialresearcb projectinlg80－198Z．（1984）   

No，5g＊ Studies on photochelnical reactions of hydrocarbon－rLitrogen oxides－Sulfur  
OXidesJsysteln － PhotocheTnica10ZOrLe fomatiorL Studied by the evacuable sl）Og  
Chamber－Atnospheric photooxidation mechanisms of selected organic co爪POunds  
一触search reportim1980－1g82，PaTtl．（1984）   

No．60＊ Studies on photoche爪ical reactions of hydrocarbon－nitrogen oxides－Sulfur  
OXides systeln－Fomatiom mechanisms of photochemicalaerozol－Research report  
in1988－1982，Part 2．（1g84）   

No．61＊ Studies on photochemical reactions of hydrocarbon－nitrogen oxides－Sulfur  
OXides system － Research on the photochemicalsecondary pollutants fomation  
necharLismin the enYironTnerLtalatmosphere（Partl）－Research reportin1980－  
1g82．Part 3．（1984）   

No．621Effects of toxic substances orlaquatic ecosystelnS －Progress reportin1980－  
1983．（1984）  

京Ⅳ0．63‡Eutrophication and red tides in the coastaimarine envirorL†コent －Progres  
reportinlg81．（1981）  

嘉No．64‡Studies on effects of air pollutarLt Tbixtures o爪plants－Finalreportin19T9－  
1981．（1g84）  

※No・65 Studiesoneffectsofarpollutant mixturesonplants‾Partl・（1984）  
業恥．66 Studies on efrects or alr POllutant mixtures on plants－Part Z．（川84）   
No．67‡Studies orL unfavourable effects on hulnan body regarding to severaltoxic  
rnaterialsin the enYironment．using epidemiologicaland analyticaltechniques－  
Project research reporti爪197g－1g81．（1984）  

※No．68＊ Studies on the erLVironlnentaleffects of the application of seYage Sludge to  
so‖一定esearch report・in19βト1983．（1984）  

巌No，69 FurLdaTnentalstudies on the eutrophication of Lake Chuzenji－ Basic research  
report．（1g84）   

Ⅳ0．70 Studies on chironolqid】〔idgesinlakes of the Nikko NationalPark  
PartI．Eco10gicalstudies on chironomidsinlakes cf the Nikko NationalPark，  
Part 皿．Taxono爪ieala几d m8rphologicals亡びdies orI亡he eわ王rono苅id ざpeCieざ  
collected fromlakesin the Nikko NationalPark．（1g84）  

隷Ⅷ0．71．Analysis on distributions of rennant snoYPaCk arLd snoY patCh vegetation by  
re¶Ote SenSi叩・（1984〉   

Ⅳ0．721Studies on photoehemical reactions of hydrocarbon－nitrogen oxides－Sulfur  
O＃jdes町S亡e瓜‾だ甲e之rCh o＝わe pho亡OCわemica】second∂けpOiluta爪亡S rOrma【io爪  
mechanismin the erLYironmerLtalatmosphere L Research repcrt in1988－1g82，  
Part 4．（1985）  

※Ⅷ0．73＋Studies on photochelnicalreactions of hydrocarbon－nitrogerL OXides－Sulfur  
oxides syste巾－Finalreportin1980－1982．（1985）  

緊Ⅳ0．741A ぐOmpreわeれ∫ive5tUdy o爪 tわe deyelop圃eれとOfindieeざSySとem for u∫ban 8爪d  
suburban environTnentalqualityLEnvifOnTnentalindices－Basic notion and forma－  
tion．（1g84〉   



No，75 Lizmological and environmentalstudies of elementsin the sedinent of Lake  
Bi甘a．（1985）  

No．78 A study on the behaYior of nonoteTpenちin the atmosptleTe．く1985）  
No．771The developlneTtt aJld evaluation of remote measuremeTLt nethods for environmental  

pollution－Research reportinlg83．（1g85）   
No．78＊Study on residents’roleirL COnSerVirLg theliv．ing environlnent．（1985）   
No．79 Studies oTL the method forlong tem erLVironlnerLtalmonitoring－Research report  

i爪1980－1g82．（1g85）  
Ⅳ0．80I〃ode】i爪g Of red tide♭1（〉OmSin the亡Oa5ta】sea一見esearch report j刀19き2－1983．  

（1985）  

No．811A studies QrL effects ofimpleneTLting enviroJll］entalimpact assessmerLt PrOCedure  
一甘ith particular reference toilqplementation bylocalgoYernmemtS．（1985）  

No．821Studies on the role of vegetatiorL aS a SiJlk of air po11utants－Research report  
in1982－1g83．く1985）   

No．83 Studies on chironomidlnidges of soTnelakesinJapan．（1985）   
No．8日A comprehensive study on the deve10pTRent Of assess爪ent teChniques for health  

effects dtle tO eれVironlneTltalbeavy netalexposu一号－FiTlalrepoTtin198Z－1984．  
（1g85）   

No．＄5 Studies on the rate constants of free radicalreactions and related spectro－  
scopic and thermochemicalpara止eter5．（1g85）  

No．86＊A noYelretrievalsystem foridentifications of unknowmⅦaSS，5peCtra．（1g86）   
No．87＊Analysis of the photochemicalsecondary pollutarLtS and their toxicity oTl  

ealtured ce11s－Research reportinlg78－1g83．（1g86）   
No．881A comprehensiYe Study on the development ofindices systems forlurbaLlarLd  

suburban envirQnmentalquality tIqErLVironnentalirLdices－Applications aJld  
SyStemヲ・（1986）   

No．8g Measurlng the Yater quality of Lake KasuTnigaura by LANDSAT remote seTLSing．  
（198も）   

Ⅳ0，90＊ Nationaltrust movementinJapanese nature conservation － Trustvorthy or  
illusion？（1986）   

No，91Economic arLalysis of man、s utilization of environmeT［talresourdesin aquatic  
environ爪entS andnationalpark regioS・（1986）   

No．92＊Studies on the groYth and decoTRPOSitlOn Of Yater－bloom of Microcyctis・（1986）   
No，93＊ Studies orL the enviro爪1neTttalcffects of the application of seYage Sludge to  

∽‖（‖－だe5earCh report a爪d papers（Par亡1）in 川83－1984．（1986）   
No．94‡Studies o†し the enYirorLTueTttaleffects of the application of sevage sludge to  

soil（Ⅱ）－Re5earCh report and pチperS（Part2）in1983－1984・（1g86〉   
No，g5＊CoTnPrehe爪Sive studies on effectlVe uSe Of naturalecosystems for Yater quality  

¶ana8enentくl）－DTaiれa邑e and floⅦin各do¶n Of po11utantload－ Resear⊂h TePOTt  
inlg83－1g84．（1986）  

※No．961CornpreherLSive studies on effective use of naturalecosystems for Yater qUality  
manageme爪t（n）－Structure a爪d function of the ecosyst印S O－1ittoTalzone－  
Research rpOrtinlg83－1gる4・（1g86）   

No．971CornprehensIVe Studies on effective use of naturat ecosystems for Yater quality  
nanagenent（Ⅲ）－Self－purificationin strea爪and soil－Research reportirL1983－  
1984，（1986）   

No．981Cornprehensive studies on effective use of naturalecosystems for vater qualitY  
managem爪t（Ⅳ）‾Developnent and applicationof YaSteYater treatment teChnolo‾  
giesutllizing 

． 

（1986）   

帖．1001SとUdieざ0爪 とbe爪etわ0由for jong－ter爪mOnitorj刀g（）f e椚iro刀m8山alpollutantsin  
沌e background regions－Deve10pment Of higbly sensitiYe and selective analyt－  
iealnethods for neasurement of pollutantsirL the backgrourLd regions－Progress  
r¢POrtinlg83－1985．（1986）   

Ⅳ0．101‡Experimentalstudies on the effects of gaseous air pollutantsin coTnbination  
On ai爪als・（1986）   

NQ・lQ2＊ArevleV？nStudiesoftheglobalヲCateairqualityperturbation・（1986）   
No，103‡TechnologlCalassessment of electrlC Vehicle from the environmentalprotection  

viewpoint．（1987）   



n  

e  

of lakes in the Akan National 
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No，104 Studies on chironomidl］idgesinlakes of the Aka  
Par亡1．Disけibut王0れOr Cわiroれ0爪jd，】ary∂ei口上ak  
【ussyar0．  

Part Ⅱ．Chironohid midges collected on the shore  
Park．Rokkaido（Diptera，Chironomidae）   

No．105‡Fomulation of the dynamic behavior ofYater and  
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