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現在，都市部における代表的汚染物質として，二酸化窒素，二酸化硫黄，オゾン，一酸化炭素，  

一酸化窒素等があげられるが，その他にも浮遊粒子状物質や浮遊粉じん，炭化水素と二酸化窒素  

の光化学反応によって生ずる光化学第二次生成物質等が知られており，これらによる大気汚染は  

二酸化硫黄，一酸化炭素以外についてあまり改善がみられていない。   

近年の大気の汚染は複雑な，いわゆる複合汚染として知られるものであり．それらの汚染の態  

様は複雑化，広域化の傾向にある。したがって，大気汚染物質の生体影響を解明することは，生  

活社会や行政のニ←ズとしても重要な部分を占めており，予防医学の基礎を確立するためにも極  

めて重要な課題である。   

先の特別研究，「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」  

においては主として二酸化窒素を中心に生体に対する急性，亜急性，慢性影響研究を行い，生理  

学的，病理学的，生化学的，免疫学的検索手法の開発により，各種の影響指標を確立した。これ  

らの研究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号として既に公に  

されている。この研究の延長線上に，今回の特別研究「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」は位置づけられ，昭利57－61年度の5か年計画で進行しつつある。   

昭和57年度において，動物実験棟（ズートロン）の中にある二酸化窒素専用の低濃度長期慢性暴  

露チャンバーにオゾンガスを同時に供給するシステムを附加設置し，直ちに長期慢性暴露実験が  

開始された。   

今回の報告書は昭和57－60年匿にわたる研究成果をまとめる中間報告である。   

本報告においては生理学的，生化学的，免疫学的，珊胞遺伝学的手法を用いた研究成果18編が  

収録されている。内10編が二酸化窒素＋オゾンの複合汚染の研究成果で，8編はその前段階とし  

てそれぞれのガスに対する単独影響の基礎研究であり，慢性暴露実験の研究成果は次の報告にゆ  

ずることとした。   

本研究の成果が急がれていることはよく承知している。ここに報告するものは期待する成果の  

ごく一部にすぎないが，科学的知見を一歩一歩積み重ねて現象の本質に迫ることを我々は目標と  

している。   

所期の目的を達成するためにはまだまだ多くの研究を必要とし，長い期間が必要なものと覚悟  

している。  

昭和61年3月  

国立公害研究所 環境生理部長  

久保田 憲太郎（プロジェクトリーダー）   
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Ab5；traCt   

The object of this rescarchis to understand the health effect of gaseous air poLlutantsin  

combination，andtoprovidebasicillformationiordeterminingairqualitycriteriaoiambientairorfor  

preventing the occurence of new adverse effects・   

ThcBasicMedicalSciencesDivisionandEngineeringDivision（AnimalResearchCenterSection）  

areconcernedwiththeresearchpro）eetfoT・theperiod1982to1986．Approachcsusedtoperformthe  

investigationsincludephysiological，pathological，biochemica】，tOXicologleal．andimmunologicalstudies・  

Althoughsomanychemicalsubstanceshavebeenrecogniledasgaseousairpollutants．particularly  

nitrogendioxideandozonewereusedintheexposureexperiments．Majorproblemsdesignedtostudy  

are as follows．  

1）changesofgaseousexchangeinlung，OXygenmetabolisminorgansandpneumoVaSCularfunction，  

2）Electrophysiologicalchangesofneuralfunctionrelatedtorespiratorymovementandtheaction  

potentialofthemhscles，3）Themorphologicalalteration．particularly．intherespiratorysystem．the  

imm11nOlogicalresponsesincludinghumoralandcellularimmunlty，andtheぐytOgenice什ectindicated  

frequenciesofsisteトChromatidexchange，4）Effeetsonthemetabolicfunctionsintissueorganellaand  

theproliferativeresponseofredbloodcellsandalveolareellsbyusingyoungandagedanimals，5）  

Thechangesoflipidperoxidationandtherelatedfactorsinlungsofvariousanlmals．6）Elfectsonthe  

synthesis and metabolism of prostaglandinsinlung and other organs．and on the contents of  

prostaglandinsin bronchoalveolarlavage，7）Effectson theaminoacids and peptidescoTltaining  

sulfhydrylgroupstounderstandthemeehanismofoxidativetoxicity，8）physiological，biochemical，  

and pathologicaleffects atlong－term，low－1evelexposure．  
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γ－glutamylcysteine synthetase．glutathione syIlthetase・  
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研究の概要及び今後の展望  

OutlineofPerformedResearchesandFutureProspects  

久保田憲太郎  

Kentaro KUBOTA   

本特別研究は複合ガス状大気汚染物質による生体の反応並びにその影響の発現機構を解明するこ  

とを目的としている。この研究は環境生理部と技術部（動物実験施設管理室）との共同で，5か年計  

画で昭和57年度より開始された。研究の全体計画は以下の通りである。   

（1）呼吸生理学的研究，（2）神経系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）細胞内果粒成分に及ぼす影響に関する生化学研究，  

（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）複合汚染ガスの低濃度長期暴露による慢性影響の解明に関する研究   

現在，都市における代表的大気汚染物質として窒素酸化物，オゾン，二酸化硫黄，一酸化炭素，  

炭化水素，その他にも光化学大気汚染物質などの多くのガス状汚染物質があげられるが，本研究に  

おいては，動物実験施設に設置されている二酸化窒素慢性暴露チャンバーにオゾン供給系を増設し  

て二酸化窒素（NO2）とオゾン（03）の混合ガスによる亜急性及び慢性影響に関する問題を中心に研究  

を進めてきた。   

本報告昏はこれまでに得られた主な成果，並びに先の特別研究「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」において十分満足すべき段階にまで到達し得なかった  

問題についても検討を加え．その得られた結果をとりまとめたものである。以上の研究成果の内容  

を次に概説する。  

大気汚染物質が神経系に及ぼす影響を系統的に追求した研究は非常に少なく，一部の行動学的研  

究を除けば，わずかに中枢神経系機能変化に関する報告や呼吸生理機能との関連において報告され  

ているものがあるに過ぎない。神経系機能に関する電気生理学的研究として，NO2及び03暴露が  

ラットにおける自律神経系機能に及ぼす影響について検討した。その一つの試みとして，肺におけ  

る）受容器を刺激する薬物であるPhenyldiguanideを対照ラット及び暴露ラットに一定量投与した  

ときの呼吸気流曲線，心電図及び血圧の変化の違いを調べた。その結乳比較的高濃度のNOz暴  

露により迷走神経，特に】受容器を介する呼吸・循環反射が先進することを示した（報文1）。  

－ 3 －   



生体防御反応に対する03及びNOzの影響を，マウスの液性あるいは細胞性免疫応答を調べるこ  

とにより検討した。1．8ppmO3及び30ppmNOzの3時間という急性暴露において，卵白アルブミ  

ン（OA）をエアロゾルとして暴露し，樫気道的に投与した場合，抗OAlgE抗体塵生能は03及び  

NO2の暴露群で増強された。しかしながら，OAと水酸化アルミニウム混和物の腹腔内投与のみに  

よる抗OAlgE抗体産生能には，03及びNOzの暴露による影響は認められなかった。このことは，  

03及びNO2の気道局所での反応がIgE抗体産生に影響を与えることを示唆した（報文2）。一方，  

0．8ppmO3を1過，2過、及び4週間と亜急性最高した場合，Oa暴露後のOAのエアロゾル投与  

では，抗OAlgE抗体産生能は，かえって抑制された。また，OAと水酸化アルミニウム混和物の  

腹脛内投与による抗OAIgE抗体産生能には，03暴露による影響は認められなかった。そこで，  

03暴露によるIgE抗体産生の抑制現象のメカニズムをhapten－Carrierを用いた実験系により解析  

したところ，03影響はB繊胞よりもT細胞に及ぼされていることが示唆された（艶文3）。さらに，  

0．8ppmO3及び4ppmNO2を3日，7日，及び14日間と暴露して，マウスの胸腺重量と細胞性免疫  

応答の遅延型過敏（DH）反応への影響を検討した。胸腺重量は，03暴露の全暴露期間とも対照に比  

べて低下がみられ，一方，NO2暴露では14日間の暴露群のみ低下がみられた。DH反応は，03暴露  

の3日，7日で抑制傾向がみられ，特に7日間暴露群では有意な抑制がみられた。それに対して，  

NO2暴露ではほとんど変化はみられなかった。03暴露によるDH反応の抑制機構を解明するため  

に，暴露マウスの胸腺と血中のT細胞数の比率を調べたところ，7日間暴露で胸腺のThyl．2陽性  

細胞数及び血中リンパ球数の低下がみられた。血中でのリンパ球数は，3日及び7日間暴露で減少  

したが，T細胞とB細胞の比率は対照群と差がみられなかった。これらの結果は，0．8ppmO3が4  

ppmNO2に比べて胸腺で分化・増殖するT細胞に対して，より抑制効果を示すことが考えられた  

（雑文4）。   

NOz，03，及びNO2と03の複合ガスの暴露による細胞遺伝学的影響をラットを用いて検討した。  

はじめに，細胞う引云毒性の指標となる姉妹染色分体交換（SCE）頻度をガス暴露されたラットの末梢  

血リンパ球で調べるために．ラットの末梢血リンパ球のSCE分析法を検討し，micro法とConcana－  

valinA及び2rMercaptoethanolを細胞分裂促進に使用することにより，比較的容易に，かつ安定  

してSCEの観察が可能となった。この検索系の有用性を試験するために，SCE誘発の陽性対照と  

してのCyclophosphamideを気管内投与したところ，ラット末梢血リンパ球のSCE頻度を有意に増  

加させることが確認された。NO24・Oppm，030・2ppm，030．2ppm＋NO21．2ppm，及び03  

0．2ppm＋NO24．Oppmの4種類のガスまたは複合ガスについて，4週，8過，及び12週間の亜急  

性暴露を行った。仝暴露群とも全暴露期間を通して，基底SCE頻度には対照群との間に差は認め  

られなかった。しかしながら，03の8過と12週，030．2ppm＋NO24．Oppmの12過の暴露群で，i托  

γ伽でのMitomycinCの負荷による誘発SCEを高める作用が認められた。これらの結果は，03あ  

るいはその複合ガスの暴露がラット末梢血リンパ球に何らかの細胞遺伝的影響を及ぼしていること  

を示唆するものである（報文5）。  
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NO2暴露において，吸入されたNO2により血液中の硝酸イオン濃度が増加すること，及び赤血  

球膜のリン脂質組成とその脂肪酸組成に変化が起こることが明らかにされている。このことに関連  

して，ラット赤血球膜エタノールアミンホスホグリセライドの各成分へのアラキドン酸の取り込み  

速度の違いはホスホリパーゼA2の基質特異性によるものと推定されること，また硝酸イオンに  

よってホスホ】ノバーゼA2の括性が増加されるという結果を得た。硝酸イオンによる赤血球の脂肪  

酸代謝の活性化は硝酸イオンによる膜構造の変化と，それに伴う細胞外カルシウムイオンの細胞内  

流入，更に流入したカルシウムイオンによるホスホリパーゼA2の活性増加によるためと考えられ  

る（報文6）。   

各種臓器における主要なエネルギー産生系は，ミトコンドリアに局在する呼吸系と可溶性画分に  

局在する解糖系である。ミトコンドリア呼吸系の律連投階となっているコハク酸－チトクロムC還  

元酵素の活性は，4ppmNO2あるいは0．8ppmO3間欠暴露（7－8h／d）により14E［聞の暴露期間中，  

ラットの肺，肝臓，腎騰削こおいて有意な変化を示さなかった（報文12）。しかしながら，両ガスの複  

合暴露は，いずれの臓器においても活性を減少させた。一方，肺においては解糖系の律速段階を触  

媒している酵素及びグルコースー6－リン酸脱水素酵素の活性が03間欠暴露により増加した。酵素  

活性の増加は，肺胞マクロファージにおいても観察された（雑文7）。ラットに4ppmNO2を連続  

暴露すると，4日目には肺胞マクロファージのエネルギー産生系，抗酸化系，蛋白質及びDNA合  

成系が昂進し，次いで細胞数が増加した。03間欠暴露は，肺胞壁細胞の増殖と問質中の膠原線碓  

の増加による肺胞壁の肥厚を起こすことが病理学的に観察された（報文12）。したがって，NO2や  

03による肺の酵素活性の増加は，代謝系の活性化のみならず肺細胞の増殖をも反映していると考  

えられる。   

03暴露により肺のミクロソーム成分は顕著に変化した。0．8ppmO3間欠暴露（1日7又は8時間）  

により肺の異物代謝系成分が特異的に増加し，14日間の暴露期間中有意に高い活性を維持した。異  

物代謝系成分の中でもチトクロムP－450含量は最も高い感受性を示した（雅文8）。0．2及び  

0．4ppmO3連続暴露によっても同様の現象が観察された（報文9）。異物代謝系成分の増加と並行し  

てベンゾピレン，7－エトキシクマリン等の代謝活性も増加した（報文8，9）。03暴露とは対称的  

に，NO2暴露は肺ミクロソームのチトクロムP450含量を減少させるが，この減少と並行して7  

エトキシタマリンの代謝活性が特異的に減少した（報文9）。したがって，肺ミクロソームの異物代  

謝系はNO2と03に対して感受性が高く，両ガスに対して対称的に反応した。また，03とNO2暴  

露各々に対して感受性の高いチトクロムP－450イソ酵素の存在する可能性が考えられる。肝ミク  

ロソーム電子伝達系成分は，0．8ppmO3間欠暴露1日目に減少した後4日日までには回復し，14日  

目まで対照群のレベルに止まった（報文8）。数種の異物代謝活性も同様の変化を示した。   

NO2と03の複合効果を明らかにするために，4ppmNO2と0．4ppm又は0・8ppmO3の複合ガスを  

14日間間欠暴露（7h／d）した。0．8ppmO3暴露による肺ミクロソームの異物代謝活性の増加は，  

NOzとの複合により軽減された（報文10）。03暴露による肝ミクロソームの異物代謝活性の減少も  
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NO2との複合により軽減された。しかしながら，NO2と03の複合暴露による変化が，各ガス単独  

の場合には発現されない暴露14日目に観察された。同様に，肺及び肝ミクロソーム電子伝達系成分  

も，NO2と03の複合により各ガス単独での効果が軽減されたが，暴露14日目に複合暴露による変  

化が観察された（報文11）。これらの結果から，臓器ミクロソーム電子伝達系，特に異物代謝系に対  

するNO2と03の複合効果は，暴露初期には相殺的であるのに対して，暴露後期に発現される可能  

性が示唆された。   

ドリコールは動物臓器に存在するポリイソプレノールであり，糖タンパク質生合成において重要  

な中間受容体の役割を果たしていることが明らかにされてきた。ラットにNO2を暴露すると，遊  

離ドリコール量は肝臓及び腎臓では有意な変化が認められず，標的臓器である肺においてのみ増加  

した。ラット肺の遊離ドリコールは炭素数が75から100（イソプレノイドユニット15－20個）の6種  

で構成されており，NO2暴露により炭素鎖の短い同族体ほど著しく増加するという結果が得られた。  

このことは，NO2暴露が糖タンパク質の生合成に影響を及ぼす可能性のあることを示唆している（報  

文13）。   

NO2と03の混合ガスのヒトの健康に及ぼす影響を外挿するに役立つ基礎資料を得ることを目的  

に，5桂の実験動物の正常肺の過酸化脂質と抗酸化性防御系の比較及び4種の実験動物に0．4ppm  

NO2と0．4ppmO3を連続2週間農産した場合の過酸化脂質の生成と抗酸化性防御系の変化について  

検討した。   

まず，IC尺系マウス，Golden系ハムスター，Wistar系ラット，打artIey系モルモット及びⅣew  

ZeelandWhite系ウサギの5種の動物の肺の生理的過酸化脂質レベルはどのような因子によって規  

定されているのかを調べたところ，マウス＞ハムスター＞ラット＞モルモット＞ウサギの順となり，  

マウスの値はウサギの3．7倍もあり，動物の種間には著しい相違が存在していることが明らかにさ  

れた。さらに，このような相違は肺のリン脂質中の不飽和脂肪酸の含量とその各々の脂肪酸の過酸  

化反応の起こりゃすさを示す係数から計算されたPeroxidizabilityIndex（Pl）によって強く規定され  

ており，ビタミンEと非蛋自性SH基含量を考慮すると両者の相関性はより高くなった。   

一方，ウサギを除く4種の動物にNO2と03の混合ガスを暴露すると，モルモットとマウスで顕  

著な過酸化脂質の増加が認められた。これらの変化も対照動物で認められた，PeroxidizabilityIn－  

dex（Pl），ビタミンE及び非蛋白性SH含量の変化で説明しうるが，モルモットの値だけは他の動  

物が示す傾向からはずれる傾向を示していた。モルモットは過酸化脂質を代謝する肺のSe一依存性  

グルタチオンペルオキシダーゼ活性が遺伝的に欠損しているうえに，ヒトと同様にどタミンC合  

成能力を欠損しているなどの点で他の動物とは異なる特徴を持った動物であると言える。今後も，  

これら実験動物間の生理的相違及びヒトとの相違を明らかにすることにより，実験動物に及ぼす大  

気汚染物質の影響からヒトヘの影響を外挿する方法の確立に有益な研究が必要とされるものと思わ  

れる（報文14）。   

NO2の急性及び慢性暴露実験を行い，コラーゲン代謝関連因子の変化を．調べ，肺線維化発症経過  
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の変化と発生メカニズムの検討を試みた。10ppm，2週間のNO2急性暴露実験では病理学的検索  

を行った7日目，14日目で肺の線維化が確認されたが，肺胞道や肺胞壁の肥厚は7日目よりZ週間  

目の方が軽度であった。この肺の線維化発症過程におけるコラーゲン代謝の変化は，壁肥厚が認め  

られる線維化進行段階ではコラーゲン合成と分解が促進し，肺のコラーゲン含量の増加と共に血清  

ヒドロキシプロリン（HOP）量が増加するが，最終的に線維化が認められた2週間後ではコラゲナー  

ゼ阻害因子の増加によってコラーゲン分解が抑制され，血清HOP量や尿HOP比が低下することが  

明らかになった。   

0．4，1．2及び4ppmNO218か月間の慣性暴露実験ではコラゲナーゼ阻害因子活性の増加とコラ  

ゲナーゼ活性の低下によってコラーゲン分解能が低下し，その結果，尿中HOP比が低下した。そ  

して、その分解能が最も低下している4ppm群で肺のコラーゲン含量が増加することが明らかと  

なった。この結果は竹中らが報告した4ppmNO2暴露18か月目のラットの肺に軽度の線維化が認  

められたという病理学的結果とも一致している（報文15）。   

アラキドン酸のシクロオキシゲナーゼ産物である，プロスタグランジン（PG）l2とPGEは気管平  

滑筋を弛緩する作用を持つが，トロンポキサンA2（TXA2）ヤPGF2。は気管を収縮する作用を示す。  

したがって肺胞洗浄液中でのこれらシクロオキシゲナーゼ産物の含量の変化は肺の機能に重要な影  

響を及ぼすと考えられる。そこで二酸化窒素NO2を暴露した場合のラットの肺胞洗浄液中のPG  

類及びTXA2の代謝物であるTXB2量に及ぼす影響に関して検討した。ラットを10ppmNO2に1，  

3，5，7，14日暴露すると，ラットー匹当たりの全肺胞洗浄液中のPGI2量は1日目で既に減少し，  

その後暴露期間中この減少状態が続いた。これに対しTXB2量は増加し5日目に最大となったが，  

以後NOま暴露を続けるとTXBヱ量は次第に減少し対照群のレベルに戻った。PGFz。及びPGE含量  

は1日間暴露で減少し3日及び5日間暴露では一時的に増加したが7日及び14日暴露後には再び有  

意に減少した。PGF2。及びPGE量が増加した時点で，肺のホモジネpトのプロスタグランジン  

ー15－ヒドロキシーデヒドロゲナーゼ（PGデヒドロゲナーゼ）の活性は減少していることが観察され  

た。   

以上の佑果から，NO2暴罵により気管の平滑筋の弛緩作用のあるPG12及びPGE含量が減少し，  

収縮作用のあるTXA2の代謝物であるTXBz及びPGF2a含量が増加したことにより，気管が収縮  

しやすい方向に平衡がずれている可能性が考えられた（報文16）。   

グルタチオン生成に及ぼすNO2又は03暴露の影響を明らかにすることを目的として，ラットの  

各種臓掛こおけるグルタチオン合成系酵素（γ一グルタミルシステインシンテターゼ及びグルタチオ  

ンシンテターゼ）の活性を測定する新しい方法を開発した。ラットにNO2，03を暴露すると，この  

合成系酵素活性は肝臓及び腎臓では有意な変化が認められず，標的臓器である肺においてのみ増加  

した。更に肺においては，03暴露により二つの合成酵素活性がいずれも増加するが，NO2暴露で  

はγグルタミルシステインシンテターゼ活性のみ増加することから，NO2と03ではグルタチオ  

ン合成系酵素活性に対して異なる影響を及ぼすことが明らかになった。またNO2亜急性暴露では  
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肺のグルタチオン量とγ－グルタミルシステイイシンテターゼ活性は類似した変動傾向を示した（報  

文17，18）。   

本研究の主要な課題は，前期特研において得られたところのNO2単独暴露による生体影響の結  

果と，今特別研究における，NO2＋03の複合暴露の影響の結果を比較検討して，その影響の異同  

を明らかにすること，また作用として，相加的かあるいは相乗的であるかの作用効果様式の確認，  

さらに影響発現の機序の解明に迫ることであり，慢性の結果も，このような観点から整理する予定  

である。  
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制．第34回目本アレルギー学会，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：NOzと03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・渡辺直勲：エアロゾル抗原によるIgE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回環境科学シンポジウム，岡山（59・11）・  

佐野憲一・村上正孝・下條信弘・加納克身・山口親裁ニSOz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7－ジに対する二酸化窒素の影響．第25回大気   

汚染学会，宇部（59．11）．  

1985年  

白石不二雄・森本兼嚢・小泉 明・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m．オゾン．第55回日本衛生学会総会，熊本（60．4）．  

高席勇二・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とオゾ   

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：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回日本   

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ば   

す影響．第26回大気汚染学会，東京（60．11）．  

市瀬孝通・嵯峨井勝・久保田憲太郎：NO2＋03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03の複合．第26回大気汚染学会了東京（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同大気汚染学会，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  
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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・久保田憲太郎：NO2＋03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Z6匝】大気汚染学会，東京（60．11）．  

清水 明・松本 茂・藤田和伸・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（60．11）．  

鈴木 明・局 博一・河田明治・久保田憲太郎：NO2十03長期暴露のラットに及ぼす影響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   

理形態学的変化 第26回大気汚染学会，東京（60．11）．  

嵯峨井藤・市瀬草道・久保田憲太郎：NO2十03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：NO2十03長期暴露のラットに及ぼす影響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）．  
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国立公害研究所研究報告 第101号（R10ト’86）  

Res．Rep．NatL．Inst．Environ．Stud．．Jpn”No．101，1986  

Ⅰ－1 二酸化窒素及びオゾン暴露による自律神経系機能変化に  

関する影響評価の試み＊  

Assessment for Functional Changes of Autonomic Nervous System 

血etoEx匹SnTeSWi血Nit－OgenDioxideandO王One＊   

局 博一1  

flir。kazuTSUBONEl  

要 旨   

NO2及び03に暴露されたラットにおける自律神糸機能の変化を評価するために，肺に  

おけるJ受容器を刺激するphenyldiguanideを対照ラット及び暴露ラットに一定量投与  

し，投与直後に生じる呼吸・循環反射を比較検討した。   

20ppmのNO2に1．5時間または3時間暴露した群と，10ppmのNOzに24時間暴露した群  

では，心拍数の有意な減少が認められた。一方呼吸数の有意な増加が10ppm3時間暴露群  

と4ppml週間暴露群で認められた。0．4ppmのNO2または03を4週間暴露した群，さ  

らには0．4ppmのNO2に0．2または0．4ppmの03を加え，1－4週間暴露した群では心拍  

数，呼吸数のいずれにも特記すべき変化は認められなかった。   

これらの成績は，比較的高濃度のNO2暴露によって，迷走神経，とりわけJ受容器を  

介する呼吸・循環反射の克進が生じることを示した。  

Abstract  

To assess thefunetionalchangesofautonomie nervoussysternin NO2and O3・eXPOSed  

rats，phenyldigtlanide，Whieh stirnulatestypeJreceptorsinthelungs．wasinjeetedtocon  

trolandexposedratsataconstantdose．Basedonastatisticaltesしadeereaseintheheart  

rate（HR）after theinjection wasobservedinthegroupsexposed to20ppm NO2forl・5h  

and3h．artdlOppmNOzfor24h．   

On theother hand，anincreasein respiratory rate（RR）wasobscrvedinthegroups  

exposedtolOppm NO2for3hand4ppm NO2forlwklA］lgroupsexposedtocombined  

gascontainingboth O．4ppm NO2andO．20rO．4ppmO3Showed noconsiderablechangein  

HR and RR．  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305茨城県筑波郡谷田部町小野川16番Z   
Basic MedicalSciellCeS t）ivisiqn．the Nationalhstituしe for EtlVirorLmetltalStlldies、YatabemaChi．Tsukuba，   

lbaraki305，Japan，  

＊ 本論文の内容の一部は，）．Toxicol．EnvirorL．Health，13，905－917（1984）に発表したものである。  
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局 博一  

These resuLts suggest that the augmentation of the reflex cardiopulmonary responses  

due to stimulation vagalafferent fibers，eSpeCiaLl）・typeJreceptors，WaSindueed byexpo－  

SureSWithahigherconeentrationofNO2．   

1 はじめに   

大気汚染物質が神経系に及ぼす影響を系統的に追求した研究は非常に少なく1），一部の行動学的  

研究を徐けば，わずかに中枢神経系の機能変化に関する報告2・3）や呼吸生理機能との関連性で報告  

されている4‾11）ものがあるに過ぎない。  

本研究は，大気汚染物質が自律神経反射に及ぼす影響を評価するための一つの試みとして，NO2及  

び03を暴露したラットに対してphenyldiguanideという特殊な薬物を一定量投与することにより，  

薬物反応の違いから暴露の影響を検討したものである。   

phenyldiguanide（N－PhenylLN′－guanylguanidine，C8HllN5）の薬理作用に関しては，末梢神経系を  

中心としてかなり多くの研究がなされている。これらの研究から，phenyldiguanideの神経作用及  

び反射作用について知られていることをまとめると，以下に述べるとおりである。   

①静脈内または動脈内に投与されたとき，胃，小腸，帆心臓，大動脈弓，頚動脈洞に分布する  

無髄または有髄の細い求心性線維（主に迷走神経）を強〈刺激する1214）。②静脈内投与によって生  

じる反射効果の中で，最も特徴的な反応は呼吸・循環反射にみられ，それらは呼吸促進または無呼  

吸に続く呼吸促進，徐脈，血圧降下である15－7）。③脊髄の単シナプス反射の抑制に起因する運動  

抑制Oreflex）をもたらす15）。ここに挙げた②の反射効果の機序については，Dawesら18）やPairltal15r  

19・20）を始め，多くの研究2123）によって検討された結乳肺に分布する迷走神経中のJ受容器（多分  

C線椎の一種）がphenyldiguanideに対して強い刺激を受け，上述の呼吸・循環反射に深く関与す  

るものと考えられている。最近では肺における類似の作用をもつcapsacinと共に，いくつかの詳細  

な研究24・25） がなされ，J受容器と呼吸・循環反射とが強く結びついていることが再認識されている。  

著者はこの薬物により誘発される呼吸・循環反射に注目して多くの暴露群について投与実験を行っ  

た結果，NO2の暴露群の一部では反射の著しい増強作用が起こることを明らかにした。   

2 材料と方法   

2．1実験項日と供試動物   

実験には合計161匹のウイスター系雄ラットを用いたが，それらは実験内容に応じて，以下に述  

べる各実験項目2・1・1～2．1・4に配分された。なお各項目の中で記されている週令は，実験終了時  

点での過令を示す。  

2．1．1投与量一反応関係  

12”13週令，正常ラットの，phenyldiguarlide（以下PDGと略す）に対する投与量一反応関係を調べ  
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二酸化窒素及びオゾン暴露による自律神経系機能変化  

るために，5匹のラットに対して2．5．5，10，20及び50FLg／kgのPDGをそれぞれ投与した。   

2．1．2 NO2急性暴露実験   

a．20pt）m暴露：12－13週令。1時間暴露群（20ppm／1h群，n＝5），1．5時間暴露群（20ppm／1．5h  

群，押＝5），3時間暴露群（20ppm／3h群，抑＝6），3時間暴露した後24時間清浄空気に放置した  

群（20ppm／3h－Clean群，れ＝6）．及びこれらの対照群（control群，n＝6）。以下，同様の方法で記  

載する。   

b．10ppm暴露ニ11過令。10ppm／3h群（n＝6），10ppm／3hClean群（n＝6），10ppm／24h群（n＝  

6），COntrOl群（れ＝5）。   

c．肺湿重量測完：9－10過令。20ppm／1．5h群（托＝10），20ppm／3h群（乃＝10），COntrOl群（”＝10）。   

2．1．3 NO2及び03の単独の亜急性暴罷実験   

a．4ppm暴露：12－13過令。NO24ppm／1w群（れ＝6），COntrOl群（n＝6）。   

b．0．4ppm暴露：12－13過令。NO20．4ppm／4w群（n＝6），030．4ppm／4w群（n＝6），COntrOl  

群（習＝6）。   

2．1．4 NO2＋03亜急性春霞実験   

a．1週間暴露：9過令。NOzO．4ppm＋030．2ppm／1w群（れ＝5），NO20．4ppm十030．4ppm／1  

w群（乃＝5），COntrOl群（れ＝5）。   

b．4週間暴露：12週令。NO20．4ppm＋030．2ppm／4w群（n＝5），NO20．4ppm＋030．4ppm／4  

w群（れ＝5），COntrOl群（れ＝5）。なお，この実験は2匝；行われた。   

2．2 実験操作手順及び記録法   

暴露チャンバーないし対照チャンバーからラットを外に取り出した後，直ちにラット用固定器を  

用いてラットを背臥位に保志した。左後肢の脛骨部内側面の皮膚を鋭利なハサミで薄く切度し伏在  

静脈が見えるようにした。1mJのツベルクリン用注射シリンジを用いてネンブタール  

（pentobarbitalsodium）を30mg／kg，伏在静脈に投与し，麻酔を行った。続いて，右側大腿部の内側  

面で皮膚を取り除いた後，脂肪組織を分け開き，大腿静脈を大腿動脈及び坐骨神経から分離した。  

PDG投与のために準備された外径1mmのポリエチレンチューブ（Hibiki．No．3）を大腿静脈内にそ  

の先端を中枢部に向けて約1cm挿入し，血管とチューブとの間を細い縫合糸で結繁した。次に，  

頚部腹側の皮膚を広く取り徐き，胸骨舌骨筋を正中線に沿って左右に開くことにより気管を露出し  

た。気管の背側部を結合組織から分離して，太目の縫合糸を間に通した後，第4気管軟骨一第5気  

管軟骨間の軟組織の腹側部にハサミで小さな割れ目を入れた。外径2．5mm，長さ2cmのポリエチ  

レンチューブ（Hibiki，No．8）を呼吸気流曲線用のカニューレとして用い，上述の割れ目から肺に向  
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けて5～7mm挿入したところで止め，気管と共に縫合糸で固定した。   

呼吸気流曲線の記録は気管カニューレにオリフィスと半導体差庄式トランスジューサー  

（Toyoda－koki，PDlO2）を接続することによって行った。気管カニューレを出入りする空気の流れは  

トランスジューサーで電気的変化に置換された後，直流増幅器で増幅された。心電図の記録軋 ス  

テンレス製法射針を導出電極として利用し，ラットの右前肢と左右後肢の皮下に電極を刺入して，  

標準肢］誘導を行った。一部の実験では大脇動脈に挿入したカニューレを介して全身血圧を記録し  

た。   

呼吸気流曲線，心電図及び血圧は実験中，4チャンネルのブラウン管オッシロスコープ（National，  

VP5403A）でモニターすると共に，直記式ペン書きレコーダー（SanLei，Rectigraph8S）で記録紙上  

に描出された。PDGd）投与は，インジェクターを用いて約3秒間かけて行った。PDG投与前後の  

各々1分間における記宴剥こ基づいて，10砂ごとの心拍数（HR）及び呼吸数（RR）を計測した。   

なお，PDGはICNPharrnaceutiea】．Ine．（Plainview，N，Y．）製の製剤を用い，リン酸バッファーを  

含む生理的食塩水で10／‘g／m日英験項目2．1．2－2．1．4）になるよう稀釈し，pHは7．36に調整した。   

3 結果と考察   

3．1投与量一反応関係   

2．5，5，10，20及び50／′g／kgのphenyldi糾anide（以下，PDGと略す）を正常ラットに投与し，  

投与量と，心拍数及び呼吸数の変化度との関係を調べた。その結果を囲1に示す。最小量の2．5／」g  

は心拍数（HR）と呼吸数（RR）のいずれにも変化を起こさなかった。5／▲gでは心拍数は不変か，ま  

たはごく軽微な減少にとどまった。10／‘gから心拍数の減少は明りょうとなり，投与量が増すほど  

減少度が大きくなった。特に最大量の50／」gでは，投与前に比べて半減し，投与後1分を経過して  

も完全な回復はみられなかった。呼吸数は5－20〟gの投与で増加したが，50／」gでは反対に著し  

〈減少した。これは投与直後に約10秒間持続する無呼吸相が出現するためである。   

図2には5／1g／kgのPl〕Gを投与したときの呼吸気流曲線（A），心電図（B）及び血圧（C）の変化を  

示す。呼吸気流曲線では，吸息相の増高を伴って呼吸運動が活発化していることを示す。血圧は下  

降したが，心拍勅にはほとんど変化が生じていない。前述したように10／∠g以上の投与量では心拍  

数が減少したが，このとき心電図は房宣伝導障害（A－Ⅴブロック）や羽性不整脈を示した。   

PDG投与によるこのような呼吸・循環反応はすべての個体で投与開始後2．5秒以内，遅くとも3  

秒以内に発現し，この時間はネコやウサギなどで知られているPDGの右心房内投与によるinjec－  

tionィesponse timeとほとんど同じであった。このように投与から反応までの潜時が極めと短いこ  

とから，これらの呼吸・循環反応は神経系を介した反射性のものであることを示唆する。事実多く  

の研究15・18・19・21・22）によって，この反射の主要ルートは迷走神経であることが明らかになっている。  

迷走神経中のどのような線維がPDGによって刺激を受けるのかが問題となるが，この点に関して  

pai。Ial15・19〉は綿密な実験を行った結果，肺の畑気管支壁内または肺胞壁内に到達していると思わ  
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図 1 正常ラットの心拍数（a）及び呼吸数（b）に及ぼすphenyldiguanide（2．5－50  

〃g／kg）投与の効果  

Fig．1 EflectsofphenyL diguanide（2，5～50FLg／kgbodyweight）on（a）heartrate  

arLd（b）respiratoryrateofnormaIrats  

EachpoirLtrepreSentSthevaLt］eper10seconds．  

れる細い無髄線維すなわちJ受容器（juxta－Pulmonarycapillaryreceptor）がこの薬物に対して，最も  

鋭敏に応答することを見いだした。この際，】受容掛まPDGの投与後，遅くとも2．5秒以内に刺激  

を受け放電している。この受容器は肺循環中のPDGのみならず，気管支動脈の血流中に含まれる  

pDGによっても刺激を受けることが確実視されている24・Z5）。また，呼吸・循環反射に関して，  

PDGと類似の作用をもつcapsacinをイヌの気管支動脈中に投与し，この際投与された薬物が，純  

粋に肺のみを循環するように特別な手術を施した場合でも，上述の反射が明りょうに出現する25）  

ことがわかっている。著者は，迷走神経を頚部で左右の両方とも切断したラットでは，PDGの投  

与を行っても心拍数の減少と血圧降下は全くみられないこと，同様の知見はアトロピン投与ラット  

でも認められること，また両側迷走神経切断ラットでは，PDGの投与直後に，呼吸気流曲線が1  

－2秒間，瞬間的に増高することはあっても，呼吸数そのものは，投与前後でほとんど変化しない  

こと，及び迷走神経求心性線維の電気的活動の記録では，PDGの投与によって低振幅の一過性バー  

ストを示す線維群が存在すること（著者未発表データー）をみている。これらの知見から，PDGは  

静晩内に投与されたとき，主に肺のJ受容器を刺激することは明らかで，このことはたぶんラ・7ト  
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図 Z 正常ラットにおける呼吸気流曲線（a），心電図（b）及び血圧（c）の同時記録  

Fig．Z A simultaneous record of（a）pneumogram，（b）e）ectrocardiogram．and（c）  

blood pressureofanormalrat  

PherLyldigllanide（5FLg／kgbodyweight）wasinjectedattheupperLeEtsigrLa）．  
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二酸化窒素及びオゾン暴露による自律神経系機能変化  

についても当てはめることが可能と思われる。   

NO2や03に暴露されたラットは呼吸・循環系に変化をきたし，それらの一部には副交感神経の  

関与も示唆される26）ことから，暴露ラットのPDGに対する反応性を調べることは意義深い。そこ  

で，正常動物では心拍数，呼吸数に軽微な変化しか起こさなかった5／∠g／kgを投与量として選び，  

後述の各暴露群で投与前後の反射反応を比較した。   

3．2 NO2急性暴賓実験   

control群，10ppmNOz／24h群及び20ppmNO2／3h群におけるPDG5FLg／kg投与前後各々1分  

間の心拍数と呼吸数の変化を図3に示す。両暴露群とも投与後の10秒間に，心拍数と呼吸数の著明  

な減少が認められた。10ppm／24h群では投与後1分以内での心拍数の回復は認められなかった。  

PDGに対するこのような反応の大きさは，正常動物に50／」g／kg（10倍量）を投与したときの反応（園  

1）に近かった。   

これらの実験例も含めて，20ppm及び10ppm暴露群に対して行ったすべての実験結果を図4に  
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図 3 phenyldiguanide（5FLg／kg）投与による対照詳と暴露群の心拍数（fTR），呼  

吸数（RR）の変化  

Fig．3 Changesofheartrate（Hli）arLdrespiratoryrate（RR）oLtheeorLtrOlandex  

posedgroupsbyphenyldiguanideinjections（5FLg／kgbodyweight）  

（○）：亡0机ro】group（九＝6）．（□）＝NO210ppm／24hgroup（托＝6）．（△）＝NO220ppm／3h  

group（¶＝6）．  
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図 4 20ppm及び10ppm暴露群におけるphenyldiguanide（5FLg／kg）投与前後10  

秒間の心拍数（HR），呼吸数（RR）の値  

FigL 4 Valuesofheart rate（HR）aIld respiratory rate（RR）10s beLoreaIldafter  

phenyLdigtLar・ideinjection（5FLg／kgbodyweight）incorLtrOl．and20ppmand  

lOppme叩OSuregrOupS  

（A）20ppme叩OSure．（B）10ppme叩OSure．Each valueshowsLhe meanvalueandstan  
darddeviation．＊：p＜0，05．＊＊：p＜0．Ol．  

OperLbarsshowthevaLl］ebeforeLn）eetionandclosedbarsa圧erinjection．  

示す。20ppm暴露群ではいずれの群においても心拍数が減少することを示し，20ppm／1．5h群，／  

3h群，／3h－Clean群では，投与前の値との間で有意差が認められた。20ppm／3h群では，投与前  

の心拍数レベルがはっきりと低下しているが，これはこれまで著者らが報告してきたように，高濃  

度のNO2暴露それ自身が赦しい徐脈を起こしているためである。20ppm／3h－Clean群では，投与  

前の心拍数レベルが既に正常レベルに復しているにもかかわらず，投与後には心拍数の減少が明  

りょうであることから，投与前の心拍数レベルの違いに関係なく，20ppmNO23時間暴露の影響  

は明りょうに現れていると考えられる。呼吸数に関して，20ppm暴露群では／3h群でのみ，有意  

な減少が示された。20ppm／1h群と／1．5h群では，投与後呼吸数が異常に増加する個体（1h群で1  

匹，1．5h群で1匹）と反対に極端に減少する個体（1h群で2匹，1．5時間群で1匹）とが観察された。  

このような正反対の反応は，正常動物における呼吸数が50／ノg／kgの場合と，20〃g／kg以下の場合  

とで逆転すること（図1）を考えると興味深い。  

10ppm暴露群における心拍数の変化は全般的に乏しかったが，10ppm／Z4hでのみ有意な減少が  

示された。呼吸数は10ppm／3h群と，／3hLClean群で有意に増加した。10ppm／24h群の心拍数及  

び呼吸数の減少度は，20ppm／3h群における減少度に比較的近かった。  
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二酸化窒素及びオゾン暴露による自律神裡系機能変化  

3．3 NO2及び03の単独亜急性暴露実験   

同様に，NO20．4ppm／4w群，030．4ppm／4w群及びNO24ppm／1w群にPDG5FLg／kgを投与  

したときの投与前後における心拍数，呼吸数の比較を図5に示す。4ppm／1w群でのみ呼吸数の  

有意な増加が認められた。他の群では投与後の変化は小さく，COntrOl群と同じ程度であった。   

3．4 NO2＋03亜急性暴珠美験   

同様にNOzO．4ppm十030．2ppm／1，4w群とNO2十030．4ppm／1，4w群の各群における実験  

結果を図6に示す。心拍数はすべての群で有意の変化は認められなかった。しかしながら，NO2  

0．4ppm十030．2ppm／4w群の一匹のラットでは心拍数が異常に減少（投与前の47％に減少）した。  

呼吸数はNO20．4ppm＋030．4ppITl／1w群と，4w群で有意に増加した。しかしいずれの群もそれ  

らに対応するcontrol群で呼吸数が有意に増加していた。これらの実験は同じ暴露濃度と時間の組  

み合わせで，再度繰り返して行われたが，ここではすべての暴露群とcontroI群で，心拍数，呼吸  

数のいずれも有意の変化が示されなかった。   

以上の各暴露実験で得られた成績から，10ppm及び20ppmのNO2急性暴露群や4ppmのNO2亜  

急性暴露群において，それらの一部ではPDGによる呼吸・循環反射の明りょうな増強が示された。  

11代ek  
（
U
U
叩
O
T
＼
Ⅵ
刃
可
U
q
）
∝
エ
 
 ContrDl q ppm  

n
り
（
U
n
）
0
 
 

（
U
U
S
O
一
＼
芯
霊
ヰ
〓
〓
 
 

n
U
O
n
U
O
 
 

（
U
崇
○
く
s
U
］
巾
h
）
∝
∝
 
 

血  
nヒ6  Jl＝6  n≡≡6  nミま6  n＝6  

図 5 NO2及び03単独暴露詳におけるphenyldiguanide（5／′g／kg）投与前後10  

秒間の心拍数（HR），呼吸数（RR）の値  

Fig．5 Valuesofheartrate（Hl‡）and respiratory rate（RR）10s beforeand aEter  

phenyldiguanideinjection（5FLg／kgbodyweight）irLCOntrOl，and exposure  

groupssubjectedtoNO20rO3alorl  
RemarksareしhesきmeaSin Fig．1．  
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図 6 NO2十03複合暴露群におけるphenyldiguanide（5FLg／kg）投与前後10秒間  

の心拍数（HR），呼吸数（RR）の値  

Fig，6 Valuesofheartrate（11R）and respiratory rate（RR）10sbeLorearLda（ter  

phenyldiguanideinjection（5JJg／kgbody weighL）in control，and exposure  

groupssubjectedtotherrLixedgasoLNO2arLdO3  

RemarksarethesameasinFjg′ユ．＊＊pく0，n】，＊＊＊pく0，POl′  

このような反射の増強が起こることの原因を直接的に証明することは困難である。J受容器の興奮  

に関連して次のことが知られている。J受容器は肺が正常状態にあるときはほとんど活動していな  

いが，気胸による肺虚脱22），肺充血19），肺水臆20）及び運動時16）など，肺が病的な状態にあるときや  

非安静状態で始めて刺激を受け輿督するといわれる。J受容器に対する最も自然な刺激は，この受  

容器の終末が到達している部位における問質液の増加で，上述した肺の各種病態においても，この  

ことが最終的な刺激として関与する可能性が高い16）といわれる。周知のとおり，NO2の暴露下で  

はある濃度と時間を越えると，肺水腫もしくは問質中に浮腫が生じることから，本実験でも肺水腫  

の形成ないしは肺水腫に至る過程が，J受容器の刺激効果を増強している可能性は否定できない。  

表1はPDGに対する反射効果が著明であった20ppm／1．5h群と20ppm／3h群について，暴露終了  

直後に測った肺湿重量の値をcontrol群との間で比較したものである。肺湿重量は20ppm／1．5h群  

で．control群に比べ有意に増加した。単位体重当たりに補正した肺湿重量は20ppm／3h群で有意  

に増加した。ことような成績は，これらの群では肺水腫が進行しつつある状況と受けとめることが  

できる。このことがJ受容器の終末部を取り巻く環境を微妙に変え，終末部のPDGに対する感受  

性を高める可能性は十分に考えられる。  
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二酸化窒素及びオゾン暴軌こよる自律神経系機能変化  

表 1対照群及びNOzlO．20ppnl暴露群における肺湿重量  

Tablel LungwetweightsofcontrolandlOppm－and20ppm－eXpOSedgroups  

亡OntrO1  20ppm／1．5h  20ppm／3h  

B・W・（g）w（g）w／kg B．W．W W／kg B．W．W W／kg  

M  273，61．095 4．018 279．6 1．164＊ 4．164 262－8 1．136 4．324＊■  

S D   7．8 0．054 0．134  8．3 0．060 0，ZO2  8－2 0．080 0，280  

（B．W．）bodyweight．（W）at］rLgWetWeight（g），（W／kg）】ungwetweight／kgbodyweight 

＊：P＜0．05．＊＊：p＜0．01   

NO20・4ppm／4w群，030・4ppm／4w群及びNOzO．4ppm＋0。0．2ppm／1，4w群，NOzO．4ppm  

十030・4ppm／1，4w詳の各群では，J受容器を介する反射機能は変化していないものと推測され  

る。しかしながら，J受容器の刺激受容性が問質液の増大で高まることが事実であるとすれば．こ  

れらの濃度群においても暴露時間の選択が問題となり，この研究で得られた知見のみですべてを判  

断することはできない。また一部の暴露群でみられたPDGによる反射克進の原因が単に求心性経  

路のレベルに限られるのか，あるいは中枢神経や効果器といった反射弓全体の感受性変化にも関与  

しているのか，などの点に関しても現時点では不明である。   

本研究では大気汚染物質の神経系影響を評価する一つの試みとして，薬物投与実験の成績を報告  

したが，今後他の実験方法による研究とも平行しながら，NO2や03などの物質が神経系に及ぼす  

影響をより明りょうにする必要性が残されている。  
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オゾン及び二酸化窒素急性暴露による  

マウス】gE抗体産生の増強  

EnhancementofIgEAntibodyProductionbyAcuteExposure  

toO20neOrNitrogenDioxideinMice  

Ⅰ一2  

今井 透1・藤巻秀和Z・白石不二雄2・  

本多芳男3・清水不二雄4  

TorurMAIl，HidekazuFUJIMAKI2，FujioSHIRAISflI2，YoshioHONDA3  

andFujioSHIMIZU4  

要 旨   
BALB／cマウスに，1，8ppmO3及び30ppmNO2のそれぞれ3時間，急性暴露を行ってそ  

の後のtgE抗体直生に及ぼす影響を検討した。1．8ppmO3及び30ppmNO2急性暴露は，エ  

アロゾル抗原投与後に引き起こされる抗卵白アルブミン（OA）IgE抗体産生をそれぞれ増  

強した。これに対し抗原の腹腔内接種単独によるIgE抗体族生には03及びNOz急性暴露  

による影阻ま認められなかった。これらの結果より03及びNOzが気道局所での反応を介  

して，IgE抗体産生に影響を与えることが示唆された。  

Abstract  

Theeffectsofacuteexposuretol．8ppmO30r30ppmNO20nlgEantibodyproductiorL  

were皐nvestigatedin BALB／crnice．Whenaerosolizedantigen（ova】bumin：OA）wasadmi－  

nistered after the exposureior 3h．antトOAlgE antibody prodlユCtions were enhanced．ln  
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contT’ast，the exposure to O30r NO2did not change primaryIgE antibody response by  

intraperitoneaLln）eCtior10ftheantlgen．  

TheseresuLtssuggestthattheaeuteexposuretoO30rNOzaffectthelgEantibodypro  

ductionthroughtheresponseofrespiratorytract、  

l はじめに   

アレルギー性気道疾患の発症と大気汚染との間に因果関係の存在することが疫学的研究により指  

摘されている1j。  

1型のアレルギー反応では1gE抗体が重要な役割を果たしていることが知られているが，大気汚  

染物質が1gE抗体産生に与える影響についての実験動物を用いた報告はほとんどみられない。そこ  

で我々は，03及びNO2の急性暴露が，マウスのIgE抗体産生に及ぼす影響を明らかにする目的で  

本研究を行った。   

2 方 法   

2．1動 物   

6－8過令のBALB／c雄マウス（El本チャールスリバー）をIgE抗体産生に，また200～250gWis－  

とar系雄ラット（日本クレア）をPCA（P8SSjveCuねneou5An叩hy】axjs）反応に用いた。   

2．2 03及びNO2の暴露   

0。暴露は，1．8ppmの濃度で3時臥NO2暴露は，30ppmの濃度で3時間，我々が既に報告した  

方法乙3）でそれぞれ行った。   

2．3 抗原投与   

GradeⅢ（Aerosol暴露）とGradeⅦ（腹胚内接種）の卵白アルブミン（OA＝Sigma）を用いた。抗原  

Aerosolは，1％OA生理食塩水溶液を超音波nebulizer（DevilbisMode165）を用いて発生させた。  

このAerosolをアクリル製チャンバー（3封）内に鼻尖を固定されたマウスに6分間暴露した。   

2．4 免疫法  

1％OAを6分間マウスに暴露することで抗OAlgE抗体産生におけるPrirLling効果をマウスに  

起こさせた4）。次に7日後，10／∠gOAを2mgAl（OH）3（和光純薬）と共にマウス腹艦内接種すること  

で，抗OAlgE抗体産生を誘導した。これらのマウスの眼静脈より経時的に0．2mJの採血を行い，  

0．9mJのヘパリン加生理食塩水（10unit／m′）と混合し，遠沈した上清をもって10倍希釈血清とした。  
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2．51gE抗体価の測定   

マウス血清中の抗OAIgE抗体はWistarラット背部皮膚を用いたPCA反応で測定した。まず  

プール血清の希釈系列の0．1mJずつをラット皮内に注射した。2時間後ラット尾静脈より1mgOA  

を含む1％EvansBluelmJを注射し，30分後にはく脱したラット皮膚における青色班を観察した。  

直径5mm以上の青色斑を示す血清の最終希釈倍数をもってPCA抗体価とした。なお，被検ラッ  

トとして2匹以上を使用した。   

3 転 果   

3．103及びNO2急性暴露によるIgE抗体産生の増強   

BALB／cマウスに1．8ppmO3又は30ppmNO2を3時間暴露した。その直後に1％OAAerosolを  

6分間暴露し，更に7日後10FEgOA2mgAl（OH）3と共に腹腔内投与し，抗OAlgE抗体産生を誘  

導した。その結果，OA腹腔内接種7日彼の血清中の抗OATgE抗体は，03暴露群，NO2暴露群に  

おいて1：160を示し対照群の1：40に比べ有意に増加した（表1）。NO2暴露群においては，OA接  

種14日後における抗体価にも差を認めた。  

表 103及びNO2急性暴露によるIgE抗体産生の増強  

Table l Enhancemerlt Of anti・OAIgE antibody productions by acute exposure to O30r  

NO2  

Exposure■ Aerosolized OA Tmmunization  AntiOAIgE PCA  

administration  （i，P．）‥  titers  

day7  day O  day7  day 14 

10羊gOA  
2mg Al（OH）3  

10gOA  

2mg Al（OH）3  

10gOA  

2mg Al（OH）3  

160  160  

160  320  

40  80  

l．8ppm O3  ＋  

30ppm NO2  十  

Control  ＋  

＊：E叩OSuretOO30rNO2！or3h  

＊＊：tnけaperito口ea】injection   

3．2 03及びNO2急性暴環の一次tgE抗体産生への影響   

前実験で1．8ppm O3及び30ppm NO2がIgE抗体産生を増強させたことから，03あるいはNOz  

が2度のOA抗原刺激のいずれに作用したかを知る目的で次の実験を行った。   

BALB／cマウスに1．8ppm O3及び30ppm NO2を3時間暴露し，7E（後に10FLgOAを2mgAl  

（OH）3と共に腹腔内接種することで抗OAlgE抗体産生を誘導した。その結果1・8ppm O3及び  

30ppm NO2暴露は，抗原腹艦内接種による一次1gE抗体産生に影響を及ぼさなかった（表2）。こ  
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表  2 03及びNO2急性暴露の一次IgE抗体産生に及ぼす影響  

Table 2 EffectofacuteexposuretoO30rNO20nPrimarylgEantibodyresponsetoOA  

Exposure  lmmunization＝   AntiOAlgE PCA titers   

day7  day O  day7  dav 14 

Exp■1 Control  lO〟gOA＋2mgAl（OH）3 0  160  

1・8ppmO3   10FLgOA＋2mgAl（OH）3 0  160  

Exp・2  Control  lO〃gOA＋2mgAl（0Ii）320  160  

30ppm NO2   10FLg OA＋2mg Al（OH）340  160  

＊：ExposuretoO30rNO2rOr3h  

＊＊：IntraperitoI】ealln】eCtion  

の結果より，03及びNO2急性暴露の影響が抗原Aerosol投与された際に認められることが示唆さ  

れた。   

4 考 察  

1．8ppm O3及び30ppm NO2の暴露は，その後のOA抗原投与に対するマウスIgE抗体産生を増  

強した。この増強は抗原をAerosol投与したときにのみみられた。これに対し，抗原の腹腔内接種  

単独による一次IgE抗体産生には03及びNO2暴露は影響を示さなかった。これらの結果は，今回  

の実験条件下で03及びNO2急性暴露が気道局所に影響を与え，経気道的に投与されたOA抗原に  

よる抗体産生系を変化させたと推測される。   

03及びNO2の作用樺序については，次のことが考えられる。1）03及びNO2の酸化作用により  

気道粘膜の損傷が起こり，細胞間げきへの抗原の侵入が容易になった。2）繊毛運動や換気能力の  

抑制により異物に対する亡1earance機能が低下した。3）抗原の変性により抗原性が増強した。こ  

れらの可能性の検討には種々の手段を用いた実験による解決が必要と考えられる。   

これまでに大気汚染物質が生体の抗体産生系にも影響を与えるという動物実験での報告はいくつ  

かある5‾7）。しかし1gE抗体産生への影響を実験動物を用いて検討しているものは少ない。Geト  

shwjnら8）は03暴露及び抗原Aeroso】暴露したマウスの肺に非特異的にJgE含有細胞の分布が著明  

に増加したが，血中でのIgE抗体価には変化がみられなかったことを報告している。今回の我々の  

結果では，抗原特異的なIgE抗体産生の増強が血清中に認められた。   

03とNOzの呼吸器への影響は異なるという報告があるが乳10），今回の条件下では両者共に同様  

のIgE抗体産生の増強を観察した。このため，両者共，同様の機序が働いた可能性が示唆されるが，  

今後さらに大気汚染物質の濃度，暴露期間の比較検討が望まれる。   
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Ⅰ－3  オゾン亜急性暴露がマウスIgE抗体産生に及ぼす影響   

E仇さCtOfSubacuteExposuretoOヱOmeOmIgEAntibodyI〉rductioninMice  

小澤 仁1・藤巻秀和2・白石不二雄2  

本多芳男3・村上正孝2  

MasashiOZAWAl，HidekazuFUJIMAKIZ．FujioSHIRAISHI2  

YoshioHONDA3andMasatakaMURAKAMll  

要 旨   
0．8ppmオゾン（03）の1，2及び4週間暴露によるBALB／c雄マウスの1gE抗体産生に  

及ぼす影響について検討した。   

全暴露群とも，03暴落後に抗原0valbumin（OA）とAl（OH）3の投与により引き起こされ  

る抗OAlgE抗体産生は，対照群との間に差がみられなかった。一方，Aeroso】抗原の経  

気道投与後に引き起こされる抗OAIgE抗体産生は，1－4週間の03暴露により抑制さ  

れた。   

さらに，このIgE抗体産生の抑制現象のメカニズムを解析するためにHapten－Carrierを  

用いた実験を行ったところ，03の影響はB細胞よりはT斉田胞に及ぼされていることが示  

唆された。  

Ab！itraCt   

The effect ofsubaeute exposure to ozone（03）onIgE antibody production wasin  

vestigatedinBALB／cmice．  

Mice were continuously exposed toO．8ppm O3forl，2，Or 4 weeks．respectively．  

No signifieant diEferencein the primaryIgE antibody production byintraperitoneal  

immunization alone was observed betweer103－eXpOSed and non－eXpOSedmice．However，  

1gE antibody production after administrationofaerosotized antigen was suppressedin O3  
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exposed mice・   

Ir10rder to elucidatethe supT）reSSive mechanism oftheIgE antibody producti叫hap  

ten－earrierantigenic system wasused．Itisshown thattheinductionofhelperTceufuncr  

tionwassuppressedwhileBcellwasalmostintacし  

TheseresultssuggestthatO3eXpOSurehastheeffectonTcellandthequlteinsigTlifi－  

CanteffectonthergEantibodyproductionafterintraperitonealimmunlZationwithantigen．  

1 はじめに   

気道のアレルギー性疾患と大気汚染との閤の因果関係が示唆されている1・2）にもかかわらず03と  

IgE抗体との関連性についての実験的研究は少ない。   

先に孜々は03，NO2の急性暴露がその後の抗原Aerosol感作により引き起こされるIgE抗体産  

生を増強することを報告しが）。また．03亜急性暴露の免疫応答に及ぼす影響について検討した  

ところ，0．8ppmO3の2週間暴露によりIgM抗体産生の抑制が観察された。   

本研究は03亜急性暴露後，マウスにAerosol抗原を経気道的に投与して，03のIgE抗体産生に  

及ぼす影響の機構の解明を目的とするものである。   

2 方 法   

2．1実験動物   

日本チャールス・リバーより購入した7過令の雄BALB／cマウスを一群6匹として使用した。  

IgE抗体価測定用として，200”250g雄Wistarラット（日本クレア）を使用した。   

2．2 03暴露   

マウスに0．軸pmの濃度の03で，それぞれ1，2，及び4週間の連続暴露を行った。暴露は既  

報射の方法に従った。対照群として03を含まない清浄空気を暴露群と同一条件で暴露した。03暴  

露中，飼料は毎日交換し，水は隔日交換した。   

2．3 抗原投与法   

Ovalbumin（OA）はSigma ChemicalCo，USAより，Keyholelimpet hemocyanin（KLH）はCa］－  

biochemBehringCorp，USAより．Humangamma－globulin（HGG）はABKabi，Swedenより購入した。  

Hapten－Carrier系の実験のために，OA・KLH・HGGの3種0）抗原はEisenらの方法6）によりDinitA  

rophenol（DNP）とそれぞれ結合させた。蛋白分子1個当たりのDNPの分子数はOAでは3，KLH  

では9，HGGでは6であった。DNPとOAを結合した溶液（DNP－OA）は，Aerosol抗原及び腹腔内  

接種用抗原として．DNPとKL11を結合した溶液（DNP－KLH）は腹艦内接種用抗原として，さらに  

DNPとHGGを結合した溶液（DNP－HGG）はPCA反応のchallenge用抗原として使用した。   

Aerosol化したOA及びDNP－OAの経気道投与は超音波ネプライザ，（DevilbissCo，Ltd．．Model  
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65）とガラスチャンバーを用いて行った。超音波ネブライザーは，1分間に約10Jの風量と1分間  

に約2mJの霧化量を有するものである。ガラス・チャンバーは容量が6・2Jで，一度に8匹のマウ  

スを同一条件下でAerosol抗原に暴露できる性能を有する。6匹のマウスをチャンバー内に鼻尖部  

のみを挿入した姿勢で固定し，1％OAあるいはDNP－OA生理食塩水のAerosolを6分間程気道  

投与した。  

2．4 免疫法  

10〃gOAとadjuvantとしてのZmgAl（OH）3とを混和したものをマウスの腹腔内に接種して免  

疫した。Aerosol抗原の経気道投与後に誘導されるIgE抗体産生においては，AerosolOAの投与よ  

り7日後に同様の操作で免疫した7）。また，0。のB細胞に与える影響をhapten－Carrier系により検  

討するために，KLHで前もって免疫したマウスに1％のAerosol化したDNP－OAを投与し，7El  

後に10FLgDNPKLHと2mgAl（OH）3とを腹腔内接種した8）。さらに，やはりhaptenCarrier系を  

使用してT細胞に及ぼす03の影響を検索する目的で，1％OAAerosol投与し，7日後に10／‘g  

DNP－OAとZmgAl（Oli）3とを腹腔内接種した。  

2．5 tgE抗体価の測定   

抗原の腹腔内接種より7日後と14日後に，マウスの後眼福静脈叢よりそれぞれ0．2mJずつ採血し，  

これと0．9mJのヘパリン加生理食塩水（10U／mJ）とを直ちに混和した後1000gで10分間遠心分離し  

た。その上清を10倍の希釈抗血清とし，それぞれ6匹分を混合した血清のIgE抗体価を各群ごとに  

pcA反応によって測定した9）。PCA反応は剃毛した雄Wistarラットの背部の皮内に0．1mlの一連  

の希釈抗血清を注射した。24時間後に1mJの0．5％Evansblueに溶解した1mgの適当な抗原をラッ  

トの尾静脈より静注した。抗原感作より30分後に，ラットの皮膚上の青色斑の大きさを測定し，直  

径5mm以上を陽性とした。これらの判定にほ2匹のラットを使用し，反応が陽性となった最高希  

釈倍数を抗体価とした。ラットの個体差による反応の相違はほとんど認められなかった。   

2．6 二級射線照射   

放射線感受性のある抑制性細胞の存在を除外する目的で，マウスに200Rの放射線全身照射を抗  

原の腹膝内接種より1日後に行った。放射線照射装置はMBR1505R日立メディコ製を使用した。   

3 裏芸 果   

3．1抗原の腹腔内接種後に引き起こされる一次IgE抗体産生に及ぼす03暴露の影響   

0．8ppmO，1週，2週及び4週間の暴露終了後に，10FLgOAと2mgAl（OH）3とを混和し，これ  

を腹膵内接種した。その結果，0。暴露群と対照群との間の血清中の抗OAlgE抗体価に有意差は認  

められなかった個1）。また，03暴露終了7日後に同一の抗原を腹腔内接種した場合にも同様な  

結果が認められた（図2）。  
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オゾン暴露の一次IgE抗体産生に及ぼす影響（1）  
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Al】mieereceivedlOFLgOA2mgA）（OH）3irLtraPeritorleal】yoJIDay OimmediatelyafterexL  
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図 2 オゾン暴露の一次IgE抗体産生に及ぼす影響（2）  

Fig・2 EfLectofexposuretoozoneforvariousperiodsonprimaryIgEantibodyproduc  

tionirlmieeimmunized7daysafterexposuretoozone  

Group50fmicewereex卯Sedozoneforlweek（▼）．2weeks（■）or4week5（◆）by  
Day・7．  

Acontro］group（○）wasexposedtoambientair・A］LmieereceivedlOfLgOAwith2mg  
Al（OH）ユjnLraper血neallyonDay O．   

3．2 A8rOSOl抗原の経気道投与後に引き起こされるIgE抗体産生に及ぼす03暴露の影響   

種々の期間の03暴露後マウスに1％のAerosol化したOAを6分間投与し，その7日後に10F，g  

OAと2mgAl（OH）3とを腹腔内接種した。図3のごとく，03の亜急性暴露は，抗OAIgE抗体産  

生を有意に抑制した。  
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図 3 オゾン暴露のエアロゾル抗原投与後に引き起こされるIgE抗体産生に及ば  

す影響  
FigL 3 EfLectofexposuretoozoneorlIgEantibody responseafter aerosolizedOAinL  

halation  

Groupsofmice叩OSed【00ZOneforlweek（▼）．2weeks（■）or4weeks（◆）by  
Day－7．Acon［川Igroup（○）wasexpsed【oambientair．  
Immediate］yaEterozoneexposure，allmicewere administeredl％aerosoLizedOALor 6  
minon Day7・OnI）ay O，al】mice receivedlO／‘gOA with Z mgAl（OH）3intraperi・  
to】】eally．   

3．3 hapten特異的B細胞に及ぼす03暴鴛の影響   

上記の抑制機構を解明するために以下の実験を行った。まず，マウスのCarrier特異的丁細胞を  

誘導するために，03暴露7日前に1FLgKLHで免疫した。次に，031週間暴露終了直後にAero－  

SOl化したDNP－OAを投与した。さらにその7日後に，DNP－KLHを腹腔内接種した。その結果，  

対照詳と03暴露群の両者において抗DNPIgE抗体産生に有意な差は認められなかった（表1）。   

3．4 T細胞に及ぼす03暴政の影響  

1週間の03暴露後に，1％のAerosol化したOAを6分間マウスに投与した。さらに，1週後  

に2mgAl（OH）3に混和した10FLgDNP－OAを腹膵内接種した。表2に示すように03暴露群（C）に  

衷 1 オゾン暴露のハブテン特異的B細胞に及ぼす影響  

Table l EEfectoLozoneexposureonhaptenspecificBcells  

Intraperitoneal  Ozone Administration of lntraperitoneaJ  Anti・DNPIgE   

PCA titprZ （0．軸p扉  1mmunlZattOn   DNP・OA aerosol immunization  

day－21  
rm14  

day－7  dayO  day7 day14  

1／∠g KLH＋2mg Al（OH）3None  6min．  10FLgDNP－KLH＋2mgA】（OH）3160 320  

1FLg KLH＋2mgAl（OtT）3Exposed  6min．   10FLg DNP－KLH＋2mgAl（OH）3 80 320  

1Micewereadministeredl％aeros。LizedDNP－OAinsa】irLefor6nlin  
2Titerdeterminedbypooledsera－rom6miee  
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表  2 オゾン暴露のエアロゾル抗原投与後に引き起こされるⅠ妨抗体産生に及ぼ  

す影響  
Table 2 EffectofozoneexposureonTeellsinducedwithaerosoliヱedOA  

OzorLe  Administration  

（0．8ppm） ofOA aerosol  

Intraperitoneal  lgE PCA titer  

immunization  irradiation  AntiDNP AntiOA  

【rom day  

14 to．7  
day O  day 1 day7   day7  

10／′g DNPOA＋Zmg Al（OH）3 0R  A．None  6mim  
0
 
0
 
0
 
0
 
 

n
八
）
 
6
 
1
 
】
●
 
 

0
 
0
 
0
 
∩
）
 
∩
－
0
 
2
 
1
 
1
⊥
 
 

3
 
 

B・None  6min．  10／‘g DNP－OA＋2mg Al（OH）3200R  

C■Exposed  6min． 10FLg DNP－OA＋2mg Al（OH）3 0R  

D・Exposed  6血刀． 10／∠g工）NP0▲4＋2mgA】（0上】）g200fi  

1Micewereadminis［eredl％aerosolizedOAinsalinefor6min－  
2TiterdeterminedbypooLedserafrom6miee・  

おいては，対照群（A）に比べ抗OAIgE抗体産生で認められたのと同様の抑制が抗DNPIgE抗体産  

生でも認められた。次に，放射線感受性の抑制性細胞を除去するためにDNPLOA免疫1E］後に  

200Rの放射線照射を行った。放射線照射を行った対照群（B）と03暴露群（D）の両者のIgE抗体産  

生を比較すると，03暴露群において，抗DNPlgE抗体及び抗OAlgE抗体ともに，その産生の増  

強は認められず，抑制されたままであった。   

4 考 察   

近年，03暴露した実験動物におけるアレルギー反応についての報告が認められる。松村10〉は，  

モルモットにおいて03の急性暴露がOAに対する感作を促進させるとし，またOseb。1dら11）も，  

03暴露したマウスにおいて感作開催が著明に完進したと報告している。さらにGershwi。ら12）は，  

Aerosol抗原で免疫し，かつ03を暴露したマウスの肺においてIgE含有細胞の分布が著明になっ  

たと述べている。これらの報告は，03暴露の局所での刺激によって，IgE抗体産生が克進したこ  

とを示唆している。我々も03急性暴露で同様の結果を得が）。しかしながら今回の実験ではA。r。－  

sol抗原により誘導される一過性のIgE抗体産生は，0．軸pmO3の1週間・2週間・4週間暴露に  

より抑制された。すなわち03亜急性は動物のIgE抗体産生を増強しなかった（図3）。これは藤巻  

らがこれまでに報告4・5）した0．8ppmO3の2週間暴露によって，IgG，IgM抗体産生が抑制された結  

果と一致するものと考えられ，03亜急性暴露はマウスの液性免疫応答に抑制的に働くことが示唆  

された。   

一方，腹隆内接種により誘導される一次IgE抗体産生は，03暴露により増強も抑制も起こさな  

かった（図l・図2）。これらの結果は，03のIgE抗体産生に及ぼす影響は，Aerosol抗原が気道を  

介して摂取される過程に対するものと思われる。また，亜急性の03暴露後に気道の粘膜の透過性  

や防御機構が変化することにより，抗原の取り込みも変化した可能性が考えられる。これらの点よ  

り今回の実験とこれまでの報告との聞に相違が生じたものと思われる。  
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さらに，0．8ppmO3の亜急性暴露によるAerosoI抗原の経気道投与後のIgE抗体産生の抑制磯構  

をhaptenrcarrier系を用いて解析したところ，DNPrOAの免疫の7日前にAerosolOAを投与した  

ときに03暴露群では放射線照射の有無にかかわらず，抗haptenあるいは杭carrierIgE抗体の産  

生が抑制された（表2）。これらの結果は，抑制現象がhelperT細胞の誘導の遅延か，あるいは放  

射線抵抗性のsuppresser細胞の関与によるものであることを示唆する。放射線感受性のsuppres－  

ser細胞やhapten特異的B細胞の障害が，この抑制現象に関与しているとは考えにくい。また，  

Peters。nら13）は03暴露直後に得られたヒトg）リンパ球は，T細胞のmitogenであるPHAに対して  

の反応が著明に抑制されたと報告しており，このことはT細胞群は，B細胞群より亜急性の03暴  

露に対して感受性が高いことを推測させた。  
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Ⅰ－4  オゾン及び二酸化窒素暴露による  

細胞性免疫応答に及ぼす影響  

EffectsofExposuretoOzoneorNitrogenJ）ioxide  

on Cellular Immunity in Mice 

藤巻秀和l・白石不二雄1・足川哲夫2・村上正孝  

HidekazuFUJIMAKll，FujioSHIRAISHl一，Tetsu。ASHIKAWA2  

andMasatakaMURAKAMIl  

要 旨   

0．8ppmオゾン（03）及び4ppm二酸化窒素（NO2）暴露によるマウス胸腺及び遅延型過敏  

（DH）反応に及ぼす影響について検索した。0．8ppmの3，7及び14日間暴露ではすべての  

暴露群で，対照群に比べて胸腺重量の低下がみられた。一方，4ppmNO2の暴露では，  

14日間の暴露で低下がみられたが，3日と7日間暴露では胸腺重量に変化はみられなかっ  

た。DH反応については，3－7日の03暴露で抑別傾向が認められ，特に7日間暴露で  

は有意な抑制がみられた。それに対して，NO2暴露ではほとんど変化がみられなかった。  

そこで，03暴露によるDH反応の抑制機構解明のため，03暴露マウスの胸腺と血中のT  

細胞数（Thyl．2抗原陽性細胞）の比率を検討した。その結果，7日間暴露で胸腺のThyl．  

2陽性細胞数の低下がみられた。血中でのリンパ球数は，3日及び7日間暴露で減少した  

が，T細胞とB細胞（表面免疫グロブリン陽性細胞）の比率はほとんど対照群と差がみら  

れなかbた。0．8pprnO3の暴露は．4ppmNO2に比べリンパ球，中でも胸腺で分化・増  

殖するT郷胞に対して，より抑制効果を示すことが考えられた。  

Ab5traCt   

ToinverstigatetheeEfectofozone（03）ornitrogendioxide（NO2）ondelayedhypersen  

Sitivity（DH）reaction，micewereexposedtoO．8ppmO30r4T）pmNO2forcontinuously3  

days．7daysor14daysandthensheepredbloodcells（SRBC）wereinjected．  

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

Basic MedicalSeierleeS Division，tlle Natiorlallnstitute for EnvirorlmentalStudies．Yatabe－maehi，Tsukuba，   

Ibaraki305，Japan．  

2・昭和58－60年庭 園立公害研究所共同研究員（東京慈恵会医科大学 〒105東京都港区西新橋3－25－8）   

Research Collaborator ofthe NationalInstitute for EnvirorlmentalStudies．Presentaddress：TheJikeiUni－   

YerSitySehoolofMedicineNishishinbashi，Minato－ku，TokyolO5．Japan．  
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TheweightsoLthethymusinO3eXpOSedmicedecreasedthrougha”exposureperiodsI  

Though the decreased weight of thymus was also observedin14days exposure to NO2．  

OtherperiodsofNO2eXpOSuredid notaffecttheweightsofthymllS．  

03eXpOSure St）pPreSSedthe DH reactiorLinmiee，particularly7daysexposuretoO3  

sigrLificantly suppressedit．On theother hand，nO effectofNO2eXpOSureOn DH reactions  

was shown．  

To estimate the s11pPreSSion of DH reaetion by O3eXPOSure，the numbers oflympho－  

cytesin thymllS and bloodofexposed mice were compared with those ofcontrolmice・It  

was foundthatthedeereaseofthenumbersoflymphoeytesin boththymllSand bLoodwere  

observedin3daysand7 daysexposuretoO3．TherateofTandBlymphocytesinblood  

ofexposedmicewasthesameasthatinbloodofcontrolmiee．  

These results suggestthatO．8ppmO3eXpOS11re，eOrnpared with 4ppm NOzexpost）re 

affectsthentlmbersandthefunctionoflymphocytes，eSpeCiallyTlymphoeytes．  

1 はじめに   

これまでに我々は，オゾン（03）や二酸化窒素（NO2）が生体の防御機能の¶つである抗体産生機構  

に対して抑制効果のあることを報告した1‾3）。さらに，0．8ppmO3の短期暴露によって，T細胞依  

存性抗原である羊赤血球（SRBC）に対する抗体産生は抑制するが，T細胞非依存性抗原である  

Djnitrophenol（DNP）Fieo11に対する抗体産生にはほとんど変化を及ぼさないことを示した4）。また，  

03暴露されたマウスのIgE抗体産生は抑制され，その機構解明のために，hapten－Carrier系を用い  

た実験を行ったところ，B細胞よりT細胞への影響によることを見いだしが）。   

そこで，今回は，免疫応答の中で抗体産生と共に重要な役割をもつ細胞性免疫に及ばす03及び  

NO2暴露の影響について検索した。  

2 方 法  

2．1実験動物  

2－3か月齢の雄BALB／cマウスを日本チャールスリバー（株）より購入して使用した。   

2．2 03及びNOz暴露   

マウスに0．8ppmO3あるいは4．OppmNO2を3日，7日及び14日間連続暴露した。03及びNO2  

のマウスヘの暴露条件は．既報2，3）に従って行った。   

2．3；遅延型過敏（DeIayedhypersensitivity；DH）反応の測定   

細胞性免疫反応の一つであるDH反応の測定は，Mitsuokaら6）の方法で行った。すなわち，抗原  

sRBC（1×106／マウス）を暴露直後に静注し，4El後に右足掛こ1×108／20／‘l／マウスのSRBCを  

射した。対照として，左足掛こ同量の生理食塩水を注射した。24時間後にエーテル麻酔下で屠殺し，  

左右の足腋の厚さをダイマルゲpジ（PeacockG．OzakiSeisakusho，Tokyo）で測定し，その差をDH  
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反応の指標値とした。   

2．4 リンパ球の分灘   

胸腺細胞浮遊液は，マウスより取り出した胸腺をステンレスメッシュを通してバラバラにし，  

100～150gで5－10分の遠心操作により2－3回洗浄したものを用いた。   

血中のリンパ球は，マウスの心臓より採血した1mlの血液を3mlのBalancedsaltsolution（BSS）  

と混合し，それを3mlのFieolトpaque（Pharmacia）に重層し，400gで30－40分遠心し，取り出した  

リンパ球層を3回BSSで遠心洗浄して用いた。   

2．5 丁細胞，B細胞の同定   

前報に述べた方法1）と同様に，FITC標識抗マウスThyl．2抗血清とFITC標識抗マウスIgG抗  

血清（両抗血清ともMiles－YedaLTDで購入）を用いた直接法による免疫蛍光法でT細胞（Thyl．2  

陽性細胞）とB細胞（表面1gG陽性細胞）の同定を行った。   

3． 結 果   

3．103及びNOz暴訊こよる胸腺重畳の変動   

マウスに0．8ppmO3あるいは4．OppmNO2の連続暴露を3，7及び14日間行い，直後にマウスを  

屠殺し，胸腺重量を測定した。その結果，03暴露では，仝暴露期間を通じて胸腺重量の低下がみ  

られた。一方，NO2暴露では，14巳暴露で低下がみられたが，3El，7日暴露ではあまり変化は認  

められなかった（図1）。4ppmNO2暴露に比べ0．8ppmO3暴露の胸腺重量の低下が若しかった。   

3．2 03暴露によるDH反応への影響   

0．8ppmO3を1，3，7及び14日間それぞれ暴露後，抗原を静注してDH反応への影響を調べた。  

表1に示すように，7日暴露で有意なDH反応の抑制（対照群の63％）がみられた。1日，3日間暴  

露でも対照群の87％，75％と抑制傾向が認められたが，14日間暴露ではほとんど差はみられなかっ  

た。   

3．2 NO2寺跡こよるDH反応への影響   

マウスに4ppmNO2を3日，7日及び14日間暴暮し，抗原を静注してDH反応を調べた。その結  

果，いずれの暴露群でもDH反応に著しい変化はみられなかった。7日及び14日間暴露では，対照  

群に比べ暴露群で克進の傾向がみられた（表2）。  

3．4 03暴悪の胸腺と血中のT細胞へ及ぼす影響  

0．8ppmO。を3日及び7日間暴露して，胸腺と血中のThyl．Z抗原陽性細胞の比率の変動につ  
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図 1 胸腺重量に及ぼす03及びNO2暴蕗の影響  

Fig．1 EfleetsofO3andNO20nthymusweight  

表 1マウスのDH反応に及ぼす0．8ppmO3暴露の影  

Tablel EEfeetsofO．8ppmO3eXpOSureOnDHreactioninmice  

Eズ因5Ure  Foo亡pad s佑，e＝ng（0．0ユmm）a  No．o一皿ljce  

COntrOl  exposed  

35．2土2．8（即）b  

35．8±2．8（75）  

26，5±5．0♯（63）  

30，Z士2，4（97）  

1  40．3±3．8  

3  48．0±4．9  

7  41．8土3．7  

14  31．0土2．3  

8
 
7
 
7
 
1
0
 
 

■p＜0．05（Student■s巨test）  

¢Eaehvalueisexpressedasmean±SEorseventotenmice  

♪perce】】t【oco】1tr（〉1va】ue 

いて検索した。3日及び7日間の両暴露で胸腺の細胞数ほ，胸腺重量と同様に減少した。Thy  

l．2抗原陽性細胞の比率は，3日間暴露では，ほとんど差がみられないが，7日間暴露で減少し  

ているのが認められた（表3）。表4には，暴露後血中より回収されたリンパ球数と，その中の  

Thyl．2抗原陽性細胞（T細胞）と表面免疫グロブリン陽性細胞（B細胞）の比率を示した。血中の  

リンパ球数も3日及び7日間暴露で胸腺の場合と同様に減少しているのが認められた。しかしなが  
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表  2 マウスのDH反応に及ぼす4ppmNO2暴露の影響  

TabLe 2 ELfectsof4．OppmNO2eXpOSureOnDHreactioninmice  

Exposure  Footpad swe11ing（0．Olmm）d  Nq．ofmice  

（day）  control  exposed  

3  48．0土4．9  45．5士5，2（95）b  7  

7  41．8土3．7  50．2士5．1（lZO）  7  

14  36．0土2．0  43．0±6．3（119）  5  

ロEachvaluerepresen【smean士SEoffiveorsevenmice  

もperce机toconlroIvalue．  

表  3 胸腺に及ぼす0．8ppmO3暴露の影響  

Table 3 ELEectsofO．8ppmO3eXpOSureOrlthynusA  

OJ exposure for 

3 days  7 days  

Wt．oL thymus  57．8j＝2．9b  30．7士5，l  

No．of thymus cells  45．9土4．5  11．1±6．3  

Thyl．2positive ce11s  96．4±2．6  74．4±2．3  

〃Eachresulいepresentsmean±SEofsixmice  

b percent【0ぐOntrOIvalue 

表  4 03暴露による血中リンパ球亜集団の変動  

Tab】e 4 ChangesoflymphocytesubpopulationsirLbLoodoLO3eXPOSedmice  

0ユeXpOSUre rOr  

3 days  7 days 

control exposed corltrOl exposed  

N（）．Oflympl10CyteS  

（×104／miof btood） 76．7±4．3d z6．3±3．4＊ 77．0土3．5 46．0土8．O  

T‾B Lymphocyte  

proportion  

T cell（％）  75±3  80±3  70±2  63土10  

B cell（％）  25士3  20±3  31±2  37土10  

dEachvalueisexpressedasmean士SEofsixmi亡e  

●p＜0，01（StudentlsrteSし）  
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ら，T及びB細胞の比率には，3日及び7日間暴露ともに対照詳と比べ，ほとんど差がみられなかっ  

た。   

4 考 察   

本研究で，0．8ppm．03の短期暴露によりマウスの胸腺湿重量は減少し，Dti反応は抑制されるこ  

とが明らかとなった。一方，それに比べ，4ppmNO2の暴露は，胸腺への影響は少なく，DH反応  

に大きな変動は認められなかった。NO2暴露の抗体産生に及ぼす影響についてはいくつかの報告が  

あり，濃度や暴露期間の違いにより抗体産生の抑制あるいは先進が観察されている2・7）。我々は4  

ppmNO2の14日間暴露で抗SRBC抗体産生にほとんど変動がみられなかったことを確認している  

（未発表）。これらの事実から，4ppmNO2の短期暴露では免疫応答への影響は少ないことが考え  

られる。   

ところで，我々は0．8ppmO3暴露によって，T細胞に依存性の抗原に対する抗体産生を抑制し，  

非依存性の抗原に対する抗体産生にはあまり影響がみられないことを報告してきた4）。しかし今回  

の実験で，胸腺の重量，細胞数が減少し，T細胞が重要な働きをする細胞性免疫の中のDH反応の  

抑制もみられたことから，0．8ppmO3は，リンパ球の中のB細胞よりT細胞により強い影響を与  

えることが示唆された。細胞性免疫には，DH反応以外にも感染防御，移植片や癌細胞に対する拒  

絶反応，幼君化反応などが含まれ，これらの機能にも03暴露が影響を及ぼすことが推察され，既  

に感染防御系については，Coffinら8）が0．3－1．OppmO3の3時間暴露によりウサギの肺胞マクロ  

ファージの貪食能の低下，またGoldsteinら9）がStaphylococcusaureus感染後2ppmO3の4時間暴  

露により肺の殺菌作用の抑制を報告している。他方，肺胞マクロファージの1atex会食能や肺での  

殺菌作用が0．ト0．8ppmO3暴露により先進したという報告もあり10・11），肺における感染防御に対  

する03暴露の影響は，暴露波風 暴露期間，感染時期の違いにより変動すると思われる。   

Aranyiら11）は，5h／d，5d／wkの103E）間の0．1ppmO3暴露により，B細胞による1ip。P。1ysac－  

charide（LPS）に対する幼若化反応にはほとんど影響がみられなかったが，T細胞のphytohemagglu－  

tininやConcanavalinAに対する幼若化反応は抑制されたことを明らかにした。   

今回の研究とこれまでの2，3の報告4・11）から03暴露に対する感受性について，リンパ球の中  

でもその機能の異なる集団によって，差がみられることが示唆され，今後，その機構がそれぞれの  

機能の異なるリンパ球の細胞表面への03の作用によるのか，細胞内への作用によるのか，詳しい  

検討が望まれる。  
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Ⅱ－5   二酸化窒素，オゾン，及びそれらの複合暴露による  

ラット末梢血リンボ球の姉妹染色分体交換頻度への影響  

TheEffectsofintivo ExposuretoNitrogenI）ioxide，0ヱOne，and  

theirCombinedGasesonFrequenciesofSisterChromatidExchanges  

inPeripheral丑100dlヴmpho亡叩e50fRaf5  

白石不二雄1・村上正孝l・森本兼嚢Z・′ト泉 明3  

FujioSHはAJSHll，Masa亡akaMURAKAMIl，KanehisaMORⅢOTO2  

andAkiraKOIZUMI3  

要 旨   

ラット末梢血リンパ球の姉妹染色分体交換（SCE）の分析の検討を行い，二酸化窒素  

（NO2），オゾン（03），及びそれらの複合ガスのラット末梢血リンパ球のSCE頻度に及ぼ  

す影響について検討を行った。ラット末梢血リンパ球のSCE分析は．RPM11640培養液  

5．Omlに仝血0．4mLを加えるミクロ法を用いることと，Coneanavatin Aと2－Mercap－  

t。。tha。Olを細胞分裂刺激物質あるいは補助剤とすることにより，容易に，かつ安定して  

行えるようになった。  

inviLUにおけるSCE誘発試験の陽性対照として用いたCyclophosphamideは，気管内注  

入によりラット末梢血1）ンバ球の基底SCE頻度を有意に増加させた。NO24．Oppm，03  

0．2ppm，030．2ppm＋NOzl，2ppm，及び030．2pp汀けNO24．Opp」Ⅵの4種類のガスについ  

て，亜急性暴露（4週，8過，及び12過）を行い，ラット末梢血リンパ球のSCE頻度を調  

べたところ，基底SCE頻度は対照（清浄空気暴露）との間に有意な差は認められなかった。  

一方，MitomycinCによる誘発SCE頻度は030，2ppmの8過と1Zj軋 030．2ppm＋NO2  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2  
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4．Oppmの12過の群で対照との問で有意な増加が認められた。このことは03あるいはそ  

の複合ガスの暴霹がラット末梢血リンパ球のSCE誘発剤に対する感受性を高めるような  

細胞封云的影響を引き起こすことを示唆するものである。  

Abs什act   

The studies were made an the experimental method far sister charmatid exchange 

（SCE）a朋】γSjsjnperipbera】b】DOd】y∫叩ムocy【e50fra上S，∂nd加erfecと50f如γJ〝クe叩0－  

SuretOnitrogendioxide（NO2），OZOne（03）．andtheireombinedgasesonfrequeneiesof  

SCEinpreipheralbloodlymphocytesofrats．   

1twasfoundthatSCEsinperipheralbloodlymphoeytesofratswereanalyzed easiLy  

andstabEybythemicromethodwhiehweaddedO．4mEofheparinizedwholebloodtothe5  

mJoflモアMJユ640汀把djumco山aj血g2－merCaP加とhanoI（ユ0／′M），andconcanava加A（20  

FLg／mL）asamitogen．Cyclophosphamidewhichwasusedasapositivecontrolinthein  

t，ivo exF）eriment of SCEinduction，CauSed a dose－dependentinereasein baseline SCE freL  

quencies fo1lowingl．8to7．2mg／kgb．w．oLintratrachealinjection．In exposure to NOz  

4・Oppm，030・2ppm，030．2ppm十NO21．2ppm，and O30．2ppm＋NO24．Oppm from 4  

Weeksto12week5，ⅢOSj卯jfjcantj即reaSej爪baseljneSCEfrequencjesⅣaSわundjna】】沌e  

exposed groups・On theother hand．significantincrease ofthemitomycin Cinduced SCEs  

inexposedgroupstoO30．2ppmfor8weeksand12weeks，andO30．2ppm＋NO24．Oppm  

Ior12weeks，COmparedwithcontroIwereiound・Theseresultssug宮eStthatiれIWOe叩0－  

Sure tO O3．Orits combined gases caused cytogerletic eLfects that raise the serlSitivity of  

b】DDdIympムoryte50JraとStOthe5CEinducer5とreaとedダ〃〝£助．   

1 はじめに   

姉妹染色分体交換（sis亡er亡hromatidexchange；SCE）は染色体DNA傷害の鋭敏な指標でありり，例  

えば，人間集団における末梢血リンパ球のSCE分析は有害環境因子による細胞遺伝毒性のヒトモ  

ニタリング系として広く用いられている2・3）。有害環境因子の影響を末梢血リンパ球のSCE分析で  

検索する利点としては，末梢血リンパ球は他の臓器細胞に比べて容易に採取できること，全臓器内  

を循環していること，分裂を停止した休止期（Go期）の細胞であることなどがあげられている4）。  

しかしながら，実験動物，特に様々な毒性試験に汎用されているラットでの末梢血リンパ球の  

SCE検索は末梢血リンパ球の培養が困難であるためにほとんど試みられなかった。   

最近になって，Ⅹl庭rmanら4▼5）は，ラット末梢血リンパ球でのSCE分析法について検討を行い，  

その検索系を用いてエチレンオキサイドやホルムアルデヒドなどのガス状物質のラットへの吸入暴  

露によるラット末梢血リンパ球での細胞遺伝的影響の検索を試みている6‾8）。しかしながら，彼等  

の検索系はラットから採取した血液を培養する前にリン酸緩衝液で洗浄するなど，かなりの繁雑な  

操作を必要とする。そこで，我々は，．多数のサンプルを培養する必要性から，できるだけ簡単に培  

養が行える方法として培養液に無処理の仝血を添加するいわゆるミクロ法によるラット末梢血リン  

パ球のSCEが分析できる検索系の検討を行った。そしてその検索系を用いて，大気汚染物質の吸  

入暴露によるラットヘの細胞遺伝毒性を末梢血リンパ球のSCE分析により試みることとした。  
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代表的なガス状大気汚染物質として知られている二酸化窒素（NO2）及びオゾン（03）の変異原性あ  

るいは細胞遺伝毒性は，多くの様々な検索系により検討されており，哺乳動物細胞を用いた玩用症  

γ。の検索では陽性の報告が多数を占めていが▼1Z）。しかしながら，実験動物を用いた吸入暴露によ  

る玩＝ル机の実験系においては，末梢血リンパ球での細胞遺伝毒性は一報告例13）を除いて陰性の報  

告が多い9・14・15）   

本研究では，NO2，03，及びそれらの複合ガスについて4週から12過と比較的長期間ラットに暴  

露して，末梢血リンパ球での細胞遺伝毒性の検索をSCE頻度により検討を試みたので報告する。   

2 実験材料及び方法   

2．1動 物   

すべての実験にWistar系雄ラットOcl）の生後10過令以降を使用した。ガス暴露実験においては  

暴露期間中，SPFレベルで飼育した。   

2．2 採血及び培養液   

末梢血は，ラットにエーテル麻酔をほどこした後，大腿骨動物より無菌的に採血し，ヘパリンで  

凝固防止して培養開始まで氷温で保持した。   

末梢血リンパ球の基底SCE頻度を検索するために，市販のRPMI1640液（FlowLab，）に最終濃度  

が牛胎児血清15％．HEPESlOmM，L－Glutamine20FLM，Penicillin50IU／mL，Streptomycin50mcg／mE，  

5－Bromodeoxyuridine（BUdR）20FLMになるように添加した培養液を使用し，またinvitroでの  

SCE誘発剤添加による誘発SCE頻度を検索するために，さらにMitomycinC（MMC）を最終濃度が  

3．3×108Mになるように添加した培養液を使用した。両培養液は15m′用の滅菌プラスチック尖底  

遠心管に5mJずつ分注し，0．4mJの全血を培養液に添加した。   

2．3 細胞分裂誘発物質   

末梢血リンパ球の細胞分裂誘発剤（mitogen）として，ConcanavalinA（ConA）と2－Mercaptoentha－  

no（2ME）を組み合わせて用いることとし，両者の培養液への最適添加量について末梢血リンパ球  

の幼君化率及び分裂中期細胞の出現率により検討した。   

ConAは5FLg／mLから20FLg／mlの3段階の濃度について，2MEは10FLMと20FLMの濃度につ  

いて実験を行った。   

2．4 培 養   

培養液に仝血及びmitogenを添加した遠心管をよく混和した後，試験管培養用斜位台に立てて，  

370cのCO2インキュベーターで48時間培養を行い，細胞分裂周期をM期に同調するためにCol－  

cemid（最終濃度0．2／一M）を添加して，さらに，5時間培養を行った。なお，リンパ球への酸素の供  
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給が促進されるように培養期間中，12時間ごとに遠心管を軽く栃とうする操作を繰り返した。   

2．5 染色体標本の作成と染色分件の染色   

培養後．遠心管の末梢血リンパ球は0．075MのKCl溶液で低張液処理し，メタノール：酢酸（3  

：1）液で3回の固定処理を行った。少量の固定液で細胞浮遊液として，その2ないし3滴をスラ  

イドグラスに落としホットプレート（800c）上で乾燥を行い、染色体標本とした。なお，培養以降の  

処理はすべて暗所あるいは，540nm以下の波長がカットされたイエロー蛍光ランプ（三菱；  

FLR40Y－FIl／M）のもとで行った。SCE分析のための染色体横板の染色はG。t。ら16）の改良した  

FluoreseeneePlusGiemsa法により行った。   

2．6 SCE頻度の算定   

SCE頻度は光学顕微鏡（×1．000倍）を用いて，1サンプルにつき明りょうにSCEが観察できる25  

個の2回分裂中期細胞の細胞当たりの平均頻度として求め，血＝府叩でSCE誘発剤を添加しなかっ  

た無処理のSCE頻度を基底SCE（Ba5eLjneSCE），SCE誘発剤のMMCを添加して得られたSCE頻  

度から基底SCE頻度を減じた値をMMC誘発SCE（MMC－inducedSCE）として算定した。   

2．7 Cy¢tOphosphami血の気管内投与によるSCE誘発試験  

invivo実験におけるSCE誘発剤としてよく用いられるCyclophosphamide（CP）を気管内に投与  

し，ラット末梢血リンパ球のSCE誘発の陽性試験を行った。生理食塩水に溶かしたCPをベント  

パルビタールナトリウム液の腹腸内注射により麻酔を施したラットの気管内に，1．8mg／kgBW，  

3．6mg／kgBW．及び7．2mg／kgBWの3段階の量について投与した。投与後．24時間目に末梢血を採  

取し，培養を行った。そして，それぞれの投与量について基底SCEとMMC誘発SCEの検索を行っ  

た。   

2．8 NO2単独，03単独，及び03＋NO2複合ガスの暴露   

5台の暴露チャンパーを用いて，清浄空気暴露による対照群，NO24．Oppm単独暴露群，03  

0．2ppm単独暴露群，030・2ppm＋NO21・2pprn暴露群，及び030．2ppm＋NO24，Oppm暴露群につい  

て，6匹を一群として4週，8過，及び12週の期間について暴露した。暴露後，速やかに末梢血を  

採取し，培養を行い，基底SCEとMMC誘発SCEの検索を行った。   

3 結 果   

3．1ConAと2MEの刺激によるラット末梢血リンパ球の幼若化率   

ConAと2MEの組み合わせによるラット末梢血リンパ球の幼若化率を図1に示した。幼君化率  

は，実験を試みたConAあるいは2MEの濃度に依存した増加を示したが，全細胞に占める分裂  
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図 l ラット末梢血リンパ球の幼若化に及ばすConAと2MEの影響  

Fi宮．1 Ef（ectso‡ConAand ZMEconcentrationsonblasttrans（ormaしionofperipheral  

bloodlymphocytesoLrats  

中期細胞の比率はConAの濃度が20／」g／mJのとき，2MEの濃度が10／」Mの場合と20／」Mの場合  

とではほとんど差は認められなかった。また，48時間培養と5時間のCoIcemidの処理時間で得ら  

れる2国分裂中期細胞の仝分裂中期細胞に対する比率はほとんどのサンプルで30％以上を示した。  

そこで，ラット末梢血リンパ球のSCEを分析するためのmitogenとして．最終濃度がConAZOFL  

g／mJ，2MElO〃Mになるように添加量を設定して以下の実験を行った。   

3．2 ラット末梢血リンパ球の基底SCE頻度の分布   

対照として使用したラット24匹から得られた末梢血リンパ球（600細胞）の基底SCE頻度の分布を  

図2に示した。基底SCE頻度の平均値は8．97／細胞を示し，ほぼ平均値を頂点とする山形の分布を  

示したが，分布に正規性は認められなかった。   

3．3 CPの気管内投与による末梢血リンパ球のSCE頻   

CPの気管内投与によるラット末梢血リンパ球の基底SCE及びMMC誘発SCEを表1に示した。  

生理食塩水を投与した対照詳の基底SCE頻度は9．63／細胞を示したのに対して，CPを投与した群  

では投与量に依存した顕著な増加が認められ，最高投与量の7．2mg／kgBW群では対照の2・6倍を示  

した。一方，MMC誘発SCE頻度は対照群との間で有意な変化は認められなかった。  
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図 2 ConA刺激による無処理ラット末梢血リンパ球の基底SCE頻度の分布  

Fig・2 Distribution of baseline SCE frequenciesin peripheraL bloodlymphocytes oL  

non－treated rats  

衷 1Cyelophosphamideの気管内投与によるラット末梢血1）ンパ球のSCE頻度  

への影響  
Tablel TheefLectofcyelophosT）hamideonSCELrequenciesiJlperipheralbLoodLympho－  

CyteSOfratsbyintratrachealinjection  

Dose  SCEs／celド  

Baseline SCEs  Netinduction MMCinduced SCEsb Netinduction  

Contro1  9．63±0．63  7．45±1．32  

CPl．8mg／kgBW15．13j＝1．51＊●  5．50  6．32±0．43  －1．12  

CP3．6mg／kgBW19，∬士1．12…★   10．25  3．93土1．06  －3．94  

CP7．2mg／kgBW24．86±2．65’’＊  15．23  5．58士0．84  －1．87  

dEaehva［ueise叩reSSedasmearL土SEoffol］rratS，Significantat＝p＜0，01arLd  
■■● pく8・00】by5【ude刀と■5′1es亡．ぐOmparedw油ぐOnlro－ya】ue■  

b MMCinduced SCEsis expressed as Va）ue which subtract the cDrreSpOndirtg baseLine   

SCEsEromtheSCElrequeneiestreatedint，iEYObynitomycinC（3．3×10▼邑）   

3．4 ガス暴露による末梢血リンパ球のSCE頻度   

NO24．Oppm，030・2ppm，030・2ppm＋NO21．2ppm，030．2ppm＋NOz4．Oppmの暴露群と対照詳  

のラット末梢血リンパ球の基底SCE及びMMC誘発SCEの成績を表Zに示した。   

基底SCEは，全暴露群とも4週，8週，及び12過の暴露期間を通じて対照詳との問で有意な差  

は認められなかった。一方，MMC誘発SCEは，NO24．Oppm暴露群の4週暴露で対照群に比べて  

有意な減少が，また030．2ppm暴露群の8過と12週，030．2ppm＋NO24．Oppm暴露詳の12週暴露  

でそれぞれの対照群に比べて有意な増加が認められた。  
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表 2 NO2，03，及びそれらの複合ガスのど〝〝i〃♂暴露によるラット末梢血リン  

パ球のSCE頻度への影響  

Table 2 TheeffectsoLi71VivoexposuretoNO2，03，andtheircombinedgasesonSCEfre．  

querLCiesirLperipheralbloodlymphocytesofrats  

SCEs／cella  

Exposure  

Baseline SCEs  MMCirLduced SCEs  

Exposure for4weeks  

ControI   

NO24，Oppm   

Oユ0．2ppm  

O30．2ppm＋NO21．2ppm  

O30．2ppm＋NO24．Oppm  

Exposure for8weeks  

ControI   

NO24．Oppm   

Oユ0．2ppm  

O30．2ppm＋NO21．2ppm  

O30．2ppm＋NO24．Oppm  

Exposure for12weeks  

ControI   

NO24．Oppm   

Oヨ0，2ppm  

O30．02ppm＋NO21．2ppm  

O30．2ppm＋NO24．Oppm  

9．70±0．44  14．15±1．60  

10．16±0．26  9．43±1，24＊  

9．79士0．21  14．78±1．11  

9．60士0．54  15．36±1．16  

10．27士0．60  15．58±0．95  

8．77±0，25  8．16±0．50  

8．99±0．22  6．58±0．49  

8．73±0．23  10．64±0．46事蠣  

8．95±0．31  7．37±0．51  

8．35±0．28  8．53±1．20  

9．51±0．20  13．50±0．92  

9，87士0．33  13．63士0．76  

9．36±0．20  17．03±1，36＊  

9．61±0．39  13．72±0，75  

9．84士0．38  17．65±0，58＊＊  

dEachvalueise叩reSSedasmean士SEofsixrats．signi－iぐan【at●p＜0．05and  
＝ p＜0・OlbyS［ude¶tls巨t瑚COmParedwithcorrespondingcon【ro】value．   

4 考 察   

我々は，ラット末梢血リンパ球のSCEを分析する方法として，比較的簡単に培養ができるミク  

ロ法で，mitogenとしてConAと2MEを組み合わせることにより，容易に，かつ安定してSCEが  

分析できる検索系を開発した。本検索系では，ConAを20／‘g／mJ，2MEを10／‘Mの波動こ調整し  

たとき，幼君化辛が約40％と高い値を示し，またスライドグラス上での全細胞数に対する分裂中期  

細胞の出現率は8％近い値を示した。そして，ほとんどのサンプルで2回分裂中期細胞の仝分裂中  

期細胞に対する比率は30％以上を示し，広く試みられているミクロ法によるヒト末梢血リンパ球の  

SCE分析と同様，比較的容易にSCE頻度の測定が可能となった。本検索系の利点を挙げるとこれ  

まで報告されているラット末梢血リンパ球のSCE検索系の多くが末梢血を培養前に洗浄するなど  

の処理を必要とするい7・18）のに比べて，採血した全血をそのまま培養に供するために前処理にてま  

どらず，多くのサンプルを培養でき，また前処理操作による細胞への傷害なども除外できることで  
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ある。   

正常ラット（無処理ラット）の基底SCE頻度を測定し，その頻度分布を検索したところ，平均値  

は8．97／細胞を示し，ほぼ平均値の付近を頂点とした山形の分布を示したが，高SCE頻度の付近に  

肩が認められ，正規性は認められなかった。ラット末梢血リンパ球の基底SCE頻度は，培養液中  

のBUdRの濃度の違い4）やラットの系統差20）により，値が違うことが報告されている。また，末梢  

血リンパ球だけを分離して培養した場合にも基底SCE頻度は高く出ることが知られている。本実  

験で得られたWistarラットでの8．97／細胞の基底SCE頻度をBUdRの濃度の違い，mitogenの違い  

などはあるが，Kligermanら6J8）のFischer344ラットでの7．5から9，5／細胞の基底SCE頻度やDear－  

fieldら19）のFischer－344ラットでの10．83から11．91／細胞，Sprague－Dawleyラットでの7，62から  

9．05／細胞の基底SCE頻度と比較した場合，ほぼ同程度の枠内にあるといえる。一方，分布曲線の  

山形には正規性は認められず，高SCE頻度側に肩が認められることにより，Carranoら20）の示し  

たヒトの基底SCE頻度の分布と類似しているといえる。   

実験動物の血涙川実験における変異原性あるいは細胞遺伝毒性の陽性対照としてよ〈用いられ  

るCPについて，ラットの気管内に投与して24時間後の末梢血リンパ球のSCE頻度を調べたとこ  

ろ，基底SCE頻度は投与量に依存した顕著な増加が認められ，最高投与量の7．2mg／kgBWのとき，  

対照詳の2．6倍にも増加した。これは，例えばSCE誘発物質が気管を通って肺に吸入された場合で  

も，末梢血リンパ球に作用してSCE頻度を誘発することを証明するものである。一九 CP投与実  

験によるMMC誘発SCE頻度は投与群と対照群との間に差は認められなかった。inviれでのいわ  

ゆる化学物質負荷法は微小なSCE頻度の差を拡大すると考えられているが，CP投与実験でMMC  

誘発SCE頻度に差が認められなかったことは，基底SCE頻度の増加が著しいために誘発SCE頻度  

の差が相殺されたものと考えられる。   

NOz，03，及びそれらの複合ガスについてラットヘ吸入暴露を行ったところ，末梢血リンパ球の  

基底SCE頻度は仝暴露期間を通じて対照群との間で有意な差は認められなかった。▼NO2及び03を  

実験動物に吸入暴露を行い末梢血リンパ球で細胞遺伝毒性を検索した報告としては，NO2ではマウ  

スに0．1ppmから10ppmの4段階の濃度を6時間暴露したとき，染色体異常は増加しないという  

G。。。hら14）の報告がある。一方，03ではチャイニーズ・ハムスターに0．2ppmを5時間暴露したと  

き，染色体異常が増加するというZelacら13）の報告があるが，逆にマウスに0．15ppm5時間，  

0．21ppmを5時間，及び0．99ppmを2時間と3段階暴露した場合でも染色体異常やSCE頻度は増  

加しないというTi。eら15）の報告がある。NO2も03も哺乳動物細胞のi”γ血の実験では変異瞭性  

あるいは細胞遺伝毒性はほとんどの報告が陽性であることも併せて判断すると，NOzも03のどち  

らも強い変異原活性や細胞遺伝毒性活性を持たないために引き起こされる結果と推察される。一方，  

MMC誘発SCE頻度はNO24．Oppm暴露群の4週暴露で有意な減少が，また030．2ppm暴露群の8  

過及び12過，030．2ppm＋NO24．Oppmの12週暴露で有意な増加が認められた。ガス暴露群の誘発  

scE頻度における減少あるいは増加による対照詳との差は，暴露群の末梢血リンパ球の質的変化  

ー58一   



ガス暴露とラット姉妹染色分体交換傾度  

例えばガス暴露によるリンパ球の老化の促進，あるいは turnoverの促進による細胞の幼令化が  

細胞の感受性の差異としてMMCの負荷により拡大して示されたものと考えられ，NO2及び03の  

ラットヘの暴露は末梢血リンパ球への細胞遺伝的影響を示すことが示唆された。しかしながら，本  

研究ではNO2と03の複合効果は特に認めることはできなかった。  
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Ⅰ－6 ラット赤血球のアルケニルアシル，アルキルアシル及び  

ジアシルエタノールアミンホスホグリセライドヘの 

アラキドン酸取り込み速度の違い＊  

DiEferentIncorporationRatesofArachidonicAcidintoAlkenylacyl，   

AlkylacylandDiacylethanolaminephosphoglycerideofRatErythrocytes＊  

彼谷邦光1・三浦 卓1  

KunimitsuKAYAlandTakashiMIURAl  

要 旨   
二酸化窒素の生体内存在形態である硝酸イオンが赤血球膜リン脂質への脂肪酸取り込み  

を促進する機構を明らかにすることを試みた。   

ラット赤血球膜エタノールアミンホスホグリセライド（EPG）はアルケニル型60％，アル  

キル型5％及びジアシル型35％からなっており．各成分へのアラキドン酸の取り込み速度  

はアルケニル型89，アルキル型136及びジアシル型1360pmol／hper F川10LEPCであった。  

この取り込み速度の遠いを明らかにするために，赤血球膜にホスホリパーゼ活性があるか  

否かを調べたところ，ジアシル型を選択的に分解するホスホリパーゼA2が検出された。  

アシルCoA－リゾリン脂質アシルトランスフミラーゼもトアシルリゾEPGの2位を持異  

的にエステル化したが，このアシルトランスフエラーゼ活性はホスホリパーゼA2活性よ  

りかなり高いことから，EPG各成分へのアラキドン酸の取り込み速度の違いはホスホリ  

パーゼA2の基質特異性によるものと推定された。   

このホスホリパーゼA2の活性はカルシウムイオンによって増加したが，基質特異性に  

は変化はなかった。これらの結果と前回（BBA688，305315（198Z））の結果から，硝酸イオ  

ンによる赤血球の脂肪酸代謝の活発化のメカニズムを推定した。  

AbstT孔Ct  

Raterythrocyteethanolaminephosphoglyceride（EPG）consistsof60％alkenYlacyl、5％  

alkylacyL and35％diacyltypes．The Lattyaeid atthe2－POSitionofthesetypesis mainly  

COmPOSed of arachidonie acid．Whenintact rat erythrocyLes wereincubated with  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305茨城県筑波郡谷詞部町ノト野川16番Z  

Basic MedicalSciences DivisiorL，the Nationallnstitute for EnvironmerltalStudies．YatabenlaChi，Tsukuba，   

Ibaraki305，Japan．  

＊ 本論文の内容の一部はBiochim．Biophys．Acta，796，304－311（19別）に発表したものである。  
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exogenousarachidonic acid，about90％ofthearachidonicacidineorporatedintotheEPG  

fraction was foundin the 2－pOSition of the diaeyltype．The rates ofirLCOrpOration oL  

araehidonicacidintoalkenylacyl－，alkylacyl－anddiaeyLEPGwere78，134and1360pmol／h  

per FE mOlof the corresponding EPC，reSPeCtiveIy．The substrate specificities oE  

endogenotLS phospholipase Az and acyl・CoA：1ysophospholipid acyLtransferase were  

Observed・DiacylEPG was hydroLysed rapidly by endogenous phospholipase A2，While  

alkenylacylandatkylacylEPGwerepoorsubstratesfortheenZyme．Theselectivetransfer  

Ofarachidonicacidintothe2－POSitionofトaeyLlysoEPGwasobserved・l－alkenylandト  

a）kyト1ysoEPG were also poor substrates for acyトCoA：lysophospholipid acyltransEerase．  

TheacyltransferaseactivitieswiththelysoEPGanaEogueswerehighertha爪thephosphoLi  

pase A2aCtivities with EPG anaIogues．Theseresultssuggestthat thedifferentincorpora－  

tion ratesofarachidonic acidintoalkenylaeyl．alkylacyland diacylEPG are based on the  

SubstratespeeificityofendogenousphospholipaseAz．  

The activlty Of phospholipase A2WaSincreased by calciumion．while the substrate  

SpeCificitywasunaffected．FromtheseresuItsandourpreviousresults［BBA688．305315  

（1982）］．thestimulationmeehanismoffattyaeidmetaboLisminraterythrocytebynitrate  

ion．wasposLuLated．   

1 はじめに   

大気汚染物質であるNO2は，吸入されると硝酸イオンまたは亜硝酸イオンになって血液及び尿  

中に現れる12）。我々は，NO2暴露によって血液中の硝酸イオン濃度が増加すること3〉，及び赤血球  

膜のリン脂質組成とその脂肪酸組成に変化が起こることを明らかにしてきた4）。また，ラット赤血  

球を硝酸イオンとインキエペー卜すると赤血球膜リン脂質へのアラキドン酸の組り込みが促進され  

ることを見いだしが）。   

赤血球膜リン脂質の脂肪酸代謝に関する研究6）のほとんどはエーテル型とジアシル型の区別をし  

ないで行われたものであり，エーテル型とジアシル型リン脂質における脂肪酸代謝の違いについて  

は不明な点が多い。また，エーテル型リン脂質の脂肪酸代謝に及ぼす硝酸イオンの影響についても  

ほとんど知られていない。これらの不明な点を明らかにするために，ラット赤血球アルケニル型，  

アルキル型及びジアシル型エタノールアミンホスホグリセライド（EPG）へのアラキドン酸（20：4）  

の取り込みと取り込みに関連する酵素の基質特異性を明らかにし，エーテル乳 EPGへの脂肪酸  

取り込みに及ぼす硝酸イオンの影響を調べた。   

2 方 法   

2．1赤血球の調製   

ラット頚動脈より得たヘパリン血を遠心して血清及びbulfycoatを除き，SE－セルロースカラム  

処理して赤血球を待た。  
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2．2 赤血球の20：4の取り込み  

赤血球をNakaoのmediumにサスペンドし，［3H］20：4（2．7FLCi／3．6FLmOl）BSAComplexを加  

えて370c，1時間インキエペ－卜した。インキュベーション後，赤血球を溶血させ，膜画分を調製  

しが）。   

2．3 脂質の抽出と分離  

脂質はBligh－Dyer法7）で抽出した。中性脂質と1）ン脂質をTLC（ジュチルエpテル／酢軌100／  

1v／v）で分離した後，クロロホルム／メタール／酢酸／水，67／33／4／2，Ⅴ／v）及びクロロホルム／メタ  

ノール／アンモニア／水，70／30／2．5／2．5，Ⅴ／v）で展開して各リン脂質を分離した。   

2．4 エーテル型及びジアミル型リン脂質の分離及び定立   

各リン脂質をホスホリパーゼC（β．Cg稚拙ざ）で処理し，次いで3Hまたは14c一無水酢酸を用いてア  

セチル化して1－radyl－2－aCy卜3［3H］or［14c］acety／g／ycero／誘導体を調製した。アルケニル型，  

アルキル塑及びジアシル型の分離はSugiuraら8）の方法に従って行った。成分組成は放射活性から  

求めた。定量は1．2－ジオレインから誘導した1．2－dioleoy卜3L［3H］or［14c］acety／g／ycero／（標準物質）  

を外部標準として用いて行った。脂肪酸はBF3メタノールを用いて脂肪酸メチルエステルとし，  

GLCで分析した。   

2．5 ホスホリバーゼA2及びアシルトランスフェーラーゼ活性の測定   

赤血股から調製したinsideOutVeSicles（IOV）を酵素源として用いた。A2の活性は1．palmitoyl－  

2L［1－14c］arachidonylEPG及び1－radyl2［3H］arachidonyl／EPG剛－て測定した。アシルトラ  

ンスフェラpゼ活性はIOVに［31i］20：4及び1radylLysoEPGを加え，室温でインキュベー卜し  

て測定した。  

2．6 二放射活性の測定  

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

3 結 果   

ラット赤血球膜の主要リン脂質はコリン，セリン及びエタノールアミンホスホグリセライドであ  

る5）。これら主要リン脂質のアルケニル型，アルキル型及びジアシル型の組成（表1）を見ると，コ  

リン及びセリンホスホグリセライドでは90％以上がジアシル型であるのに対して，EPGではアル  

ケニル塑が約60％含まれ，ジアシル型は35％と他のリン脂質の1／3であった。アルキル型はコリン，  

セリン及びエタノールアミンの各リン脂質共に約5％含まれていた。   

EPG3成分の脂肪酸組成を見ると（表2），3成分ともに20：4が2位で最も多く，アルケニル  
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表 1ラット赤血球膜ユタノーアミン，コリン及びセリンホスホグリセライドの  

成分組成  
Tablel Class eomposition ofethanolamin，Choline and serirLe phosphogLyceridesofrat  

erythrocyte rrLembranes  

Classcompositionsofphosphog】yceridesweredeterminedasdescTibedunderMaterialsand  
Methods▼Theneanpercentages j：SDweretakerLLromthreediLIerentsampLes．  

Ethanolamine  

Pht）Sphoglycerides  

Chotine  Serlne  

Phosphoglycerldes phosphoglycerides  

（mol％）  （md％）  （mol％）  

Alkenylacy1  59．7±1，O  

Alylacy1  5．5±0．8  

Diacy1  34．8土0．6  

4．2±0．8  2．1±0，4  

4．1±0．5  4．4±1，3  

91．7±0．7  93．5士0．9  

表  2 エタノールアミンホスホグリセライドの脂肪酸組成  

Table 2 Fatty acid composition of ethanolamine phosphoglycerides of rat erythrocyte  

membranes  

Fatty acids were anaLysed asthe methyLesters．TodeterminethepositionaldistributiorLOf  

theEattyacidsindiac）・1cDmPOurLds，SnakevenomphDpho］ipaseA2WaSuSedasdeseribedin  

Materia】sand Me血ods．Themean percentages（weight％）±Sl）weretakenfromdifre  

rerLtSamples（n＝＝6）．Fattyacidsaredesignated bynumberofcaTbonatons＝rmmberof  

d01】ble b［〉Un5 

Alkenylacyl Alkylacyl  

2  2  

34．6±0．7  11．8土ユ．0  

2．5±0．6   2．5±0．3  

1．6±0．1   1．8±0．2  

0．8±0．1  3．3±0．3  

0．6±0，2   3．3土0．7  

6．1±3．0  

37．7±0．6   56．7士1，5  

0．5±0．1  

6．2±0．9   3．8±0，2  

8．0±0．7   5．7±0．8  

6．4士0．4  5，5±0．6  

53．2士1．6  7．5士0．9  

1．6±0，1  0．7±0．1  

9．5±1．3   4．7±0．5  

22．9±1．2  17．2±0．4  

5．1±0．4  13．Z±0．3  

7．8±1．2   49．6±0．8  

0．6士0．1  

2．1士0．4  

1．1土0．6  

3．3±0．2  

型37．7％，アルキル型56．7％及びジアシル型で49．6％であった。不飽和脂肪酸の割合はアルケニル  

型で60．2％，アルキル型で朗．4‰ ジアシル塑の1位で35．8％，ジアシ／レ型の2位で87．1％であり，  

アルケニル型で少なかった。   

赤血球にZO：4を取り込ませると，EPGに取り込まれた20：4の約90％はジアシル型に見いだ  

された（表3）。各成分への20：4の観り込み速度はアルケニル型89，アルキル型134，ジアシル型  

1360pmol／hper FLmOIEPGであった。アルケニル型への組り込み速度を1．0とした場合，アルキル  
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表  3 EPGに取り込まれた［3H］アラキドン酸の分布  

Tab】e 3 Distributionof［3H］arachidonicacidirLeOrPOratedintoEPG  

I，．ta。terythrocyteswereincubatedwith［3r［］arachidonicaeidat3rCEorlh．Distribu  
tionandineorportionratesof［3H］arachidonicacidweredeterminedasdescribedunder  
Materia］sarldMethods，Themeanpereentages±SDweretakertfromsixdiLferentsamp】es．  

H］Arachidonic acid  Incor  

Class  （moL％）  （pmol／h per umoIEPG）  

Alkenylacy1   8．8士1．1  89  （1．0）  

Alkylacyl  l，4±0，2  134  1．7  

Dia亡y1  89．8±0．9  1360  17．4  

型は1．7，ジアシル型は17．4倍であった。   

赤血球にはリン脂質及び脂肪酸のdenovo合成系がないことから，20：4の組り込み速度の遠い  

はホスホリパーゼ，またはアシルトランスフエラーゼの基質特異性によるものと考えられる。そこ  

で，赤血球膜にホスホリパーゼ活性があるか否かを調べるために，1－Palmitoy卜2［ト14c］  

arachidonylEPGを基質として各pHにおける［14cト20：4の遊離を調べたところ，pH8．5で最大の  

遊離量を示した（図1）。また，1mMカルシウムの添加によって遊離量が増加した。【14c］20：4  

の遊離量が赤血球膜蛋白質に比例していることから，赤血球膜にはpH8．5リーOptimumpIiを持つホ  
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図 1 赤血球膜IOVによる1－PalmitoyI－2r［1r14c］arachidoTlylEPG分解のpH依  

存性  
Fig．1 p1loptimaforthehydrolysisoflpalmitoyl－2L［114c］arachidonylEPGby  

inside－OutVeSicles（IOV）ofraterythrocytemembranes  

ActivitieswereassayedwithlmMCaC）2（0）orlmMEDTA（0）inO・1MbuLfer・  
ReactionsatpH4．56wereirLSOdiumacetate／aceticacidbufEersandthoseat7T9were  
inTrisHClbuEEers．trlCubationwereIor2h．ResuLtsareexpressedasaveragesoltripト  
catedetermirlatiorLSwithestandarddeviationslessthanlO％．  
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スホリパーゼA2が存在することを確認した。このホスホリパーゼAzの基質特異性を調べるため  

に，赤血球に［3fl］20：4を取り込ませて1－rady卜Z－［3fI］arachidonytEPG（3Hの98％は2位に取り  

込まれる。）を調製した。これを基質としてIOVと37bc16時間インキュベートし，未反応基質の各  

成分の3H量から反応量を求めた（表4）。16時間のインキュベーションで60．2nm。1の基質のうち  

3．5nmolが分解された。もとの基質の親戚に此斬して，分解された基質の組成は著しく異なゥてい  

た。すなわち，もとの基質の組成がアルナニル型59．9％，アルキル型5．1ヲ‘及びジアシル型35．0％  

であるのに対して，分解された基質の組成はアルケニル型10．2％，アルキル型0．9％及びジアシル  

型88．9％であった。アルケニル型の分解速度を1．0とした場合，アルキル型は1．1，ジアシル型は  

15・0倍であった。分解された基質の組成は基質の濃度及びpHによって変動しなかった。   

アシルーCoA：リゾホスホリピドアシルトランスフエラーゼの基質特異性を調べるために，IOV  

に［3H120：4－CoA及び1－radylLLysoEPG（ア）L／ケニル型60．1％，ア）t，キ）L／型4＿g％，ジアシル  

35．0％）を加えて室温で40分間インキエペー卜した。表5に示したように，エステル化された基質  

のほとんどはジアシル型であった。IOVに［3H］zO：4CoAを加えて370c，2時間インキエペhト  

（pH7．4）すると，リン脂質画分に少量の3Hが検出されたが，リゾリン脂質は検出されなかった。  

このことはホスホリパーゼA2の病性よりアシルトランスフエラーゼ活性が高いことを示すものと  

考えられる。   

以上ラット赤血球のホスホリパーゼA2及びアシルトランスフエラーゼの基質特異性を調べてき  

たが，消磨イオンによってこれら酵素の基質特異性が影響を受けるか否かを調べるために，ユmM  

硝酸ナトリウムと［311〕20：4を含むインキュベーションメジウム中で赤血球をインキエペー†し，  

表  4 ラット赤血球のホスホリパーゼA2による1Lradyト2－［3H］arachidc．nylEPG  

の加水分解  
Table 4Ilydrolysisoflradyl－2－［3fI］arachidonylEPG by phospholipaseA2inratery－  

throcytemembranes  
Inside・Out VeSicles（2．Omgorpro［ein）wereincubatedatpH8．Owithl・rady卜2［3H］  
a川Chidony‖‡PG（60．ほ7nmoりat3アロcfor16わ．CJasscompositionorhydrolysed5Ubstra［e  
was determirtd as describedin MateriaLis and MethodsVa］ues are averages ofthree rep卜  

cateexperiments．TDta）amountofhydrol）rSed sl］bstrateisexpressedasmearl±sD．／16h  
per2，0汀Ig PrOtein of three rep】ica【e experriments．Class亡OmpOSitionis given as mol％．  

values董orradioactivityaredpmけ10ユ）andtolalarenmolanddpm（×10‾3）．respec  

tively．  

Origirlalsubstrate  Hydrolysed  

holipaseA＝  CorLtrOL  Phyos   
（C）／（Aト（B）   

Class  CEass radioactiYity  Class radioactivity C】ass radioactivity  

Compos血n（A）  composiいon（B）   composiLion（C）  

18．5  0．鵬  10．Z  O．33 0．99・10■2（1．0）  

4，7  0．02  0．9  0．06 1．08・10‾Z（1．1）   

76．8  3．27  88．9  56，59 14．86・10‾2（15，0）  

0，233±0．024 3．33 3．487±0．19156．98  

Alkenylacy159▲9  33・54  

Alkylacy   5・1  5・56  

Diacy1   35．0  384．06  

Tota1  60．柑7   423．16  

一66－   



ラット赤血球のエーテル塑リン脂質  

表  5 ラット赤血球acyl－CoA＝LysophosF）holipidacyLtransferaseによってエステ  

ル化された基質の成分組成  
Table 5 CLasscomposition ofesteriLied substraLe by acyトCo A：Lysophospholipid acyt  

transreraseorrate「ythrocytemelmbranes  

IOV（l．Omg）wereimeubatedwithトrad】ylysoEPG（712．8nmol）．PH］araehidony卜Co  
＾（LI32rLmO）），arldO．5mLoEO．1M TrisbuEfer（pH7，4）atroomtemperaturefor40min．  
Class composition oresterified substrate was determined as deseribed under MateriaLs and  

Mothod5．VaLl】eSaremOL percentagesarld areaveragesofthreerepl）CateeXperimerLtS．Total  
amountores［eriIiedsubstrateise叩reSSedaslnean土SD／40minpermgproteinofしhree  
rep11CateeXperjme】】tS  

（A）  （B）  

Class  OrigiTlalsubstrate Esterified substrate（B）／（A）  

（mol％）   （mol％）  

Alkenylacy1  60．1  1．1  0．018 （1．0）  

Alkylacy1  4．9  0．1  0．020 1．ユ  

Diacy1  35．0  98．8  2．823156．8  

To【a】amount  712．8nmol   192．2士1l，2nmol  

20：4の取り込みに及ぼす硝酸イオンの影響を調べた。囲2に示したように，アルケニル型，アル  

キル型及びジアシル型への20：4の取り込みは硝酸イオン（1mM）によっていずれも1．45倍に増加  

した。このことは，硝酸イオンによってホスホリパーゼA2及びアシルトランスフエラーゼの基質  

特異性が変化しなかったことを示すものと考えられる。また，EPGの3成分に取り込まれた3Hの  

都合がコントロールと同じであったことも硝酸イオンによって上記酵素の基質特異性が変化しな  

かったことを簑付けている。   

4 考 察   

ラット赤血球EPGアナログヘの20：4の取り込みの違いの理由を明らかにするために，赤血球  

膜ホスホリパーゼA2の確認及び基質特輿性を調べ，赤血球膜にはホスホリパーゼA2が存在し，  

ジアシル型EPGを選択的に分解することを示した。このことは，このA2がグリセロリン脂質の  

1位のエーテル結合とエステル結合とを砥別していることを示すものであり，エーテル型リン脂質  

の脂肪酸代謝の面から重要な意味を持つものと思われる。エーテル型EPGが脂肪酸の取り込みに  

あまり関与していないという結果は赤血球におけるエーテル型リン脂質とジアシル型リン脂質の役  

割（機能）の違いを示唆しているものと考えられる。   

また，赤血球膜中のエーテル型リン脂質及びジアシル型リン脂質の20：4代謝が硝酸イオンに  

よって活発になることを示した。この活発化の原因の一つとして，硝酸イオンによるホスホリパー  

ゼA2の活性の増加が考えられた。これらの結果は硝酸イオンのカオトロピック効果によって膜構  

造が変化するという前報12）の結果を支持するものである。前報での結果と本研究で得られた赤血  

球膜ホスホリパーゼA2の基質特異性とカルシウムイオン依存性の結果から，硝酸イオンによる赤  
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図 2 ラット赤血球膜アルケニル塑，アルキル型及びジアシル型EPGへの  

［1－14c］20：4の取り込みに及ぼす硝酸ナトリウムの影響  

Fig・2 ElfectofnitrateonirlCOrpOrationoL［1－14c］araehidonic acid（20：4）irltO  

alkenyLacyl‾，alkylacyl‾anddiacylEPGoferythrocytemembranes  

Erythro亡yteS Wereincubaled wilhl・OmM sodium nitratein anincuba【iD”medium sup・  
p）ementedwith4mMCaC】2and［1一＝c］20：4（3．6uM／2．7uCi）conpLexedt◇bovine  
Serumalburnirl・NO言，＋rLitrate：C：rLitratepEachpointismeanoLthreesamp】esanderror  

barsrepresen［±S．D．  

血球の脂肪酸代謝の活発化は硝酸イオンのカオトロピック効果による隈構造の変化と，それに伴う  

細胞外カルシウムイオンの細胞内流入，さらに流人したカルシウムイオンによるホスホリパーゼ  

A2の活性増加が起こったためであると考えられた。  
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Ⅰ－7  二酸化窒素による肺胞マクロファージの活性化と  

細胞数の増加＊  

ActivatiohandIncrementofAlveolarMacrophages  

InducedbyNitrogenDioxide＊  

持立克身1・高橋勇二l・大住柘英21三浦 卓I   

KatsumiMOCHITATEl，YuiiTAKAHASHIl．  

TakumiOHSUMIZandTakashiMIURA）  

要 旨   

NO2による肺胞マクロファージヘの影響を検索するため，ラットに4ppmNOzを10日  

間暴露し，肺洗浄により調製した肺胞マクロファージの抗酸化系及びエネルギー代謝系の  

酵素活性及び細胞数の変化について調べた。暴露4日目には，肺胞マクロファージの代謝  

が著しく昂進した。抗酸化系酵素のグルコースー6－リン酸脱水素酵素及びグルタチオン  

パーオキシダーゼ活性はそれぞれ対照詳の1．29倍及びl．17倍に有意に増加した。また，ミ  

トコンドリアの呼吸系酵素であるコハク酸－チトクロームc還元酵素及び解糖系のビルビ  

ン酸キナーゼ活性は，それぞれ対照群のユ．17倍及び1．20倍に有意に増加した。これらの酵  

素活性の増加と平行して，暴露4日目には3H一口イシン及び14cチミジンの取り込みもそ  

れぞれ対照詳の1．77倍及び1．84倍に有意に増加し，蛋白賀及びDNAの生合成が著しく促  

進していることが示唆された。暴露10日目までには，測定した酵素活性及びRI．の取り込  

みは対照詳のレベルに戻った。   

暴露群の肺胞マクロファージの細胞数は，暴露4日目までは対照群との間に有意の差は  

認められなかったが，暴露7日目には対照群の1．Z4倍に有意に増加し，10日目も有意に高  

い値を維持した。肺胞マクロファージは，そのほとんどが直径1卜17ノ“nlの細胞であるが，  

4ppmNo2暴露7日目で増加した細胞は．その大きさが9－13／∠mで小形の細胞であっ  

た。これらの結果から，4ppmNO2暴露によって肺胞マクロファージの代謝が上昇し，  

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

Basie MedicalSciencesI）ivision，the NationaLInstitutefor ErlVironmer）talStudies．Yatabe▲maChi．Tsukuba．   

Ibaraki305，Japan．  

2・昭和57年度 国立公害研究所共同研究員（日本女子大学家政学部 〒113東京都文京区目白台28－1）   

ReseaTChCqlla加ratoro（theNationallnstit“lt｛orEnvironmentalStudies・Presentaddress二Facultyoftlqme   

Eeononlics．JapanWoman’sUniversity，Mejirodai．Tokyol13．Japan．  
♯ 本論文の内容の一部はJ．Toxicol．Environ，Health，17，229－239（1986）12）に発表したものである。  
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その後，少なくともその一部は細胞分裂によって細胞致が増加したことが明らかになった。   

なお，0．4，1．2及び4．OppmNO23か月間の亜急性暴露によっても，肺胞マクロファー  

ジの細胞数はそれぞれ対照群のLl封書，i．27倍及び1．30倍とNO2濃度に依存して増加し  

た。このことは，4ppmより低濃度のNO2暴露でも前述と同様の模作によって肺胞マク  

ロファージが増加したことを示唆すると考えられる。  

Ab51円仁I  

MaleWistarratswereexposedto4ppmnitrogendioxide（NO2）forlOdaysandat  
intervalsalveo）arTnaCrOPhageswerecoLlectedbyDulmonarylavage．A．metabolicenhance－  
mentofalveoLar macrophages was observed on the fourth day ofexposure．The specific  
activitiesofglucoser6－phosphatedehydrogenaseandgIutathioneperoxidaseoftheperoxida－  
tivemetaboLicpathwayincreasedtol．29－（p＜0．00ユ）aT）dユ．17－（p＜0．05）Lo】dfhoseoL  

thecontroIvalues，reSPeCtiveLy・ThespeeificactivitiesoLsuceinate・CytOChromecreductase  
OfthemitochondrialresplratOrySyStemandpyruVatekinaseoftheglycolyticpathwayalso  
increasedtol・17r（p＜0・01），andl．ZO－（p＜0．01）foldthoseofthecontroIvalues，reSpeC－  

tively・ln addition，theincorporationof3rI－1eucine and14c－thymidineinto alveolar mac－  
rophageswereelevatedtol．77－（p＜0．001）andl．84（p＜0．01）foldthoseoLthecontroI  
Values，reSPeCtiveLy・TheactivitiesoEallenzymestesteddecreasedtocontrollevelsbythe  
tenthday．  

Thenumberofa（veoJarmaerophagesco（lectedfromexposedanimaLsincreasedtol．24  
fold（p＜OLOl）thatofthecontroIvalueontheseventhdayandwasmaintinedatasignifir  
Cantlyhigherlevel11ntilthetenthday．AIveolarmacrophageswereheterogeneousimsize（7  
－21FLmindiameter）andmostofthemweredistributedbetweenlト17FLmindiameter，Eエー  
POSureStO4ppm NO2increased signiEicantly the ce11sof9－13FLmin diameteron the  
Sever】一九day．A5jgrlifica机jncreasein tわe ce】lnumber aJ50ⅣaS Obseryed a亡ユ．2and4．O  

F）PmNO2after3monthsofexposure．  
These results show thatexpc｝SureStO4ppm NO2CauSe ametabolic enhaneementand  

Subsequentincreaseinalveolarmacrophages．   

1 はじめに   

代表的な大気汚染物質の一つである二酸化窒素（NO2）は，肺の最深部に位置し，ガス交換の場に  

なっている肺胞に傷害を与えることが知られている1・2）。肺胞マクロファージは肺胞に存在し，呼  

吸の際肺胞内に侵入した微生物を貧食し殺菌することにより微生物が肺胞内で増殖することを防い  

でおり．生体防卸の上から重要な役割を担っている。これまで，15ppm以上のNO2暴露によって  

肺胞マクロファージの貧食能及び殺菌能は傷害を受が5） ，そしてまた抗ウイルス物質であるイン  

ターフェロンを産生する能力も低下する4・6）ことが報告されている。しかしながら，より佐渡度の  

NO2暴露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研究されていない。   

筆者ら7t8）はこれまで2－10ppmNO2暴露によって肺の呼吸系及び解糖系の酵素活性が暴露濃度  

に比例して増加することを明らかにし，肺におけるエネルギー代謝がNO2暴露で昂進することを  

示唆した。また，肺におけるこれらの酵素活性の増加は，終末神気管支上皮の過増殖やⅠ型肺胞上  
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皮細胞の増殖及び肺胞マクロファージの増加l・Z・g川の時期とほぼ一致している。したがって，酵  

素活性の増加は傷害を受けた肺の各細胞がNO2に対して適応するため，増殖もしくは新しい細胞  

と交換する過程を反映しているとも考えられる。本研究では，4ppmNO210日間の暴露期間中に，  

肺胞マクロファージのエネルギー代謝及び抗酸化系の酵素活性が肺全体のこれらの酵素活性と平行  

して上昇し，その後炎症性細胞である多形核白血球やリンパ球の増加を伴わずにマクロファージの  

細胞数が増加することを明らかにした12）。   

2 方 法   

2．1暴貫方法及び試料の調製   

6匹を一群としたJcl：Wistar系雄ラット（19－23過令）に4．OppmNOzを10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ヲ‘食塩水で肺を港  

流した。次にこの肺を取り出し，35mfの128mMNaCl－5mMKCl－Z．5mMリン酸後衛液－5  

mMグ）t／コース17mMHepes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。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。   

細胞数は血球計算頼もしくはコールクーカウンター（7〝以上の大きさの細胞を計測するように  

調製）で計測した。細胞の生存率はトリバンプノレ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柾細胞の組成は，その塗抹標本をギムザ染色した結果，約97％が肺胞マ  

クロファージ，多形核白血球及びリンパ球はそれぞれ約1％，残り約2％は変性した細胞であった。   

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－10rnM Tris－HCl緩衝液－0．5mMEDTA．  

（pH7．4）溶液に懸濁しPotterrEIvehjemテフロンホモジュナイザーでホモジュナイズした。そのホ  

モジュネートを用いてコハク酸－チトクロムc還元酵素活性を測定し，ホモジェネートを105，000×  

g60分間遠心した上清を用いて他の酵素活性を測定した。   

コハク酸－チトクロームc還元酵素及びグルタチオンパーオキシダーゼ（GPx）活性は，それぞれ  

Sottocasaら】3）及びChiuら14）の方法を用い370cで測定した。グルコースー6－リン酸脱水素酵素  

（G6PDH）活性はL6hrら15）の方法に従い30Ocで測定した。ピルビン酸キナーゼ（PK）活性はG。tman  

ら16）の方法を一部変更し，100mMTris－HCl（pH7．4）一2mMホスホエノールピルビン醸－4mM  

ADP－0，2mMフルクト，スー1，6－ビスリン酸－0．13mMNADH－100mMKCl－10mMMgC12－30  

units／mJ乳酸脱水素酵素の測定液を用いて30Dcで測定した7）。  
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2．3 3H一口イシン及び14c－チミジンの取り込みの測定   

2PxlO6佃の肺胞マクロファージを3H－ロイシン（1FLCi／ml），14c－チミジン（50nCi／ml）及び10％  

牛胎児血清を含むEag】eのMEM培地4∫nJに懸濁し，370c3．5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剥ぎ取り，DulbeccoのPBS溶液で洗っ  

た後，シンチレ一夕ーに懸濁して取り込んだ3H及び14c量を測定した。Schmidt－Thannhauser－  

SchTleider法18）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4ppmNO210日間暴露による肺胞マクロフア，ジのG6PDH，GPx及びPK活性の経時変化  

を示した。抗酸化系酵素であるG6PDH及びGPx活性は，暴露4日目にそれぞれ対照群の1．29倍（p  

＜D．001）及び1，17倍（p＜0．05）に増加した。ミトコンドリアの呼吸系の律速段階を触媒する酵素で  

あるコハク酸－チトクロームc還元酵素活性は同じく暴露4日巨＝こ対照群（25．9土1．5／」mOI  

cytochromecreduced／min／gprotein）の1．17倍（p＜0．01）に増加した。これと平行して解糖系の律速  

段階を触媒するPK活性も対照群の1．20倍（pく0．01）に増加した。その後これらの酵素活性は，  

G6PDH除き暴露7［＝］には対照群の値に戻った。G6PDH活性は7E］目も対照群より有意に高い値  

を示したが，10日目には対照群の値に戻った。  

表 1 4ppmNO210日間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（G6PD打），グルタチオンバーオキシダーゼ（CPx）及びピルビ  

ン酸キナーゼ（PK）活性の変化  

Table l Changesin the spectific activities of glucose・6－phosphate dehydrogenase  

（G6PDH），glutathioneF）erO扇dase（GPx）andpyruvatekirLaSe（PK）oLalveo－  

1armacrophagesduringlO・daysexposureto4ppmNOz  

ExposureTime ProteirLa E／C G6PDHb  E／C GPxb E／C PKb  
364士3‘1  1950土ユ10  

1．05 385±38 1．06 1780±80■  0．91  

1t）ay Cont O，93±0．07  柑6± 5  

Expo O．90士0．15 0．97 195±11  

4Days Con【0．92±0．12  199±12  371士28  1950±140  

E叩0 0．92±0．131・00 257±9＊＝1・29 436土46＊1．17 2330±180＝1．20  
7Days Cont O．94±0．14  192土17  385土14  2020士110  

Expo l．03±0．111・10 228±9＊＊1■19 401土29  1．04  2240±200  1．10  

10Days Cont O．92士0．09  1即士24  

Expo l．04士0．10 ユ．ユ3 210士6  

361±61  1870± 70  

ユ．ユ2 393士Z4 1，09 20ユ0±3ユ0  1．07  

val．1eSareeXPreSSdasmean±SD（nヒ6）  
ロmgo†supernatantproLein／1ung・  

－〝mOle／min／gofsupernaLantprOtein・  

雷p＜0・05．＝p＜0・01・■＝p＜0・00j・  
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3．2 3H一口イシン及び14c－チミジンの取り込み畳の変化   

4ppmNO2暴露による蛋白質及びDNAの生合成への影響を調べるため，3H一口イシン及び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14c量の約  

80％はDNA画分に存在した。表2に4ppmNO210日間暴露によるロイシン及びチミジンの取込量  

の経時変化を示した。肺胞マクロファージに取り込まれた3H及び14c量は，暴露4日目にはそれ  

ぞれ対照群の1．77倍（p＜0．001）及び1．84倍（p＜0．01）倍に上昇した。その後3H及び14cの取込量は  

10日目までには対照群の値に戻った。  

表 2 4ppmNOzlO日間暴露による肺胞マクロファージの3ローロイシン及び14c  
チミジン取に込み量の変化  

Table 2 Changesintheincorporationof3＝－1eucineand14cthymidineinto  
aLveo）armacrophagesduringlOdaysexposureto4ppmNO2  

（dpm／2×10  Expo5ure TirrLe  Incorporatiorl   

3HLeueine  E／C 14cThynlidine E／C  

1Day Cont  24200±5000  2720±710  

Expo  22900土2700   0．95  3210±900  1．18  

4Days Cont  23700±3ZOO  

Expo 41900±2500＝＊1．77  

2700±700  

4960±1180■＊1．糾  

7Days Cont  2ZOOO士7400  

Expo  31400±8100  

2610士600  

1，43  2890±450   1．11  

10Days Cont 18400±4400  

Expo 19400土5000  

2060±470  

1．05   Z180士510  1．06  

A】Ⅴ印1armacrophages（ZXlO6ce】王s）weresuspendedin4mJ。fEagle▼smi。imumesse。tial  

mediumsupplemenLedwithlO％feta王ca】fsermし3H－】eu亡ine（1〃Ci／mりand‖c－1hymi▲  

dine（50nCi／mり andincubatedat370cror3．5h．  

Valuesareexpressedasmean±SD（州＝6）．  
＝ p＜0．01．■●●pく0．001，   

3．3 肺胞マクロファージの細胞教の変化   

表3に4ppmNO210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。暴露4  

日目までは，対照群と暴露群の閉に肺胞マクロファージの細胞数に関して，有意の差は認められな  

かった0 しかし暴露7日目には，暴露許の細胞数は対照群のl．24倍（p＜0．01）に増加し，10日日も  

有意に高い値を維持した。肺胞内の他の遊離細胞に増減があるかどうかを調べるため，肺洗削こ  

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  

に約97％は肺胞マクロファージであり，他の多形核白血球及びリンパ球の割合は2％以下で仝暴露  

期間中有意の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7－21／ノmの間に分布しているが，  

対照群では約76％の細胞が直径1ト17〃mの大きさである。4ppmNOz暴露4日目までは対照群  
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と暴露詳の間に細胞の大きさに違いは認められなかった。しかし暴露7日目には，暴露群で小形の  

肺胞マクロファージが著しく増加した。すなわち，直径9－11及び11－13／川lの細胞数がそれぞれ  

対照群の2．16倍（p＜0．01）及び1．51倍（p＜0．05）に増加した個1）。暴露群における小形の細胞の  

増加は10日目も認められた。  

表  3 4ppmNOzlOE】間暴露による肺胞マクロファージの細胞数の変化  

Table 3 changesirlthe number ofalveolar macrophagesduringlOdays exposure to  

4 ppm NOz 

Number of Cells（×10  Exposure Time  

ControI  Exposed  E／C  

1 Day lO．6±2．2  9．8土1，4   0．92  

4 D∂yS lO．9±1．5   ユ0．5士ユ，7   0．96  

7 Days lO、2±l，3 12・6±0■6＝ 1・24  

10Days lO，6±1．1  13・1±1▲8■ 1・23  

Va】uesareexpresedasmean士S【）（”＝6）  

■p＜0▲05．蠣●p＜0・Ol・  
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図 1 4ppmNO27［】間暴露による肺胞マクロファージの細胞の大きさの変化  

Fjg．1 CharlgeSj∫1thesizedistributiorLOfalveolar maerophagesontheseventhdayof  

exposureto4ppmNO2  
Thece11numberofalveoLarmacrophagesinvarioussizewascountedwithCot］1terCoutlter  
adjusted【oeo叩亡ビelJslarger沌引17．9．H．】3．】5．ユ7．1ク，and21Jrm jn dfame亡ers卸d  

was estimated by ca）culatirlg the difEerence between tbe va）t］eS Of nearest neighbot］rS．  

Abscissaindicaしesthe亡e11size．thatis．7－9，911．1113．13－15．15‾17．17‾19．and19ZIJ′  
mi乃djameler5－SII8dedeo】u血刀a月do四月One5h｛IW亡e刈5frome∬pO丘eda乃dco力けp】8njma】5．  

respe血vely．Valuesareexpressedasmean±SD（れ＝6）．■p＜0．05．■■p＜0．01．  
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4ppmより低濃度のNO2による肺胞マクロファージの細胞数への影響を検索する目的で，0．4，  

1．2及び4．OppmNO2を3か月間ラットに暴露した。表4に示したように．肺胞マクロファージの  

細胞数はNO2濃度に依存してそれぞれ対照群の1．18倍，1．27倍（p＜0．05）及び1．30倍（p＜0．05）に  

増加することが明らかになった。  

表  4 NO23か月間暴露による肺胞マクロファージの細胞数の変化  

Table 4 Effect af 3months exposure to NOz on the number of alvealar 

macrophages  

ofNO2  （×106／rat）   E／C  

Control  ユZ．0±2．3  （1．00）  

0．4 ppm  14．2土3．0  1．18  

1・2 ppm  15▲2±2・1＊   1・27  

4・O ppm  15▲6±Z・1■   1・30  

Val11巳SareeXprビSSedasmean±SD（n＝6）  

■p＜0．05．   

4 考 察   

本研究の結果，4ppmNO2暴露によって肺胞マクロファージの代謝は暴露4日［＝こ昂進し，そ  

の後10日巨＝こは対照群の倍に戻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6－リン酸脱水酵素はグル  

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，4ppmNO2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昂進していると考えられる。筆者ら8）はこれまで，4－10ppmNO2  

暴露によって肺全体の過酸化物代謝系酵素の活性が上昇することを報告した。今回肺胞マクロ  

ファージにおいて認められた過酸化物代謝系酵素の活性増加は，肺全体での活性増加とよく一致し  

ている。   

同様にしてピルビン酸キナーゼ及びコハク酸－チトクロームc還元酵素活性も暴露4日目に増加  

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，一部はミトコンドリア  

の呼吸系から供給されている19）。ピルビン酸キナーゼ20）及びコハク酸－チトクロムc還元酵素はそ  

れぞれ解糖系及び呼吸系の律連投階を触媒する酵素であることから，4ppmNO2暴露によって肺  

胞マクロファージのエネルギー産生能は上昇したと結論できる。これは細胞が増殖する際にはエネ  

ルギー供給量が増加する必要があるためと考えられる。   

ピルビン酸キナーゼやコハク敬一チトクロームc還元酵素の活性増加と平行して，暴露4［柑に  
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は3Ii口イシン及び14c－チミジンの取込畳も対照群の約1．8倍に上昇した。14c－チミジンはほとんど  

がDNAに取り込まれた。肺胞マクロファージは，血流中の卓球が肺胞内へ流人することだけでは  

なく，肺胞内へ流入して間もない単球が細胞分裂することによっても補給されている21）。したがっ  

て，エネルギー産生糸の酵素活性とチミジン及びロイシン取り込み量が一過性に上昇したのは，4  

ppmNO2暴露に対して肺胞マクロファージが増殖性の応答を示したためとも考えられる。Evansら  

9，10・22）はオートラジオグラフイーの技術を用い，17ppmNO2暴露に対して肺胞マクロファージの  

チミジン取り込み，すなわち増殖性の応答は暴露4E＝］に最大になると報告している。本研究では，  

暴露4日目に】連の代謝の昂進が起きた後，7日目に細胞数の増加を認めた。しかも増加したのは  

小形の細胞であった。これらの知見を総合すると，DNA及び蛋白生合成の促進，そしてエネルギー  

産生系の昂進は肺胞マクロファージが細胞分裂するために起こった一過性の応答であると考えられ  

る。   

4ppmNO27E］暴露，及び1．2ppmNO23か月間暴露によって肺胞マクロファP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，60ppmNO23時間暴露3），30ppmNO22－30日間暴露23），及び12－22ppm  

NO22日間暴露Z4）によって，ウサギ及びハムスターの肺内には多形核白血球やマクロファージの  

著しい増加が認められたことから，NO2は肺に炎症反応を引き起こすと考えられたきた。しかしな  

がら本研究では，4ppmNOz暴露によって多形核白血球が全く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21）。  

これまでの研究によれば，15－17ppmNO2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とされている。また2ppmNO2によっても上皮細胞の再生もしくは  

肥大が起こることが知られている1・10）。したがって，本研究の結果は，4ppmNO2暴露で壊死した  

肺胞上皮細胞が直接肺胞マクロファージの増加を誘引したものと考えられる。今臥 0．4ppmNOz  

3か月間の暴露によって肺胞マクロファージの細胞数は増加する傾向を示し，1．2ppmの濃度では  

有意に増加した。このことは0．4－1．2ppmNO2亜急性暴露によっても肺胞の上皮組織は傷害を受  

け，それが肺胞マクロファージの増加を引き起こしていると予想される。  
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Ⅱ－8  ラット巌器ミクロソームの異物代謝系に及ぼす  
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MebbliムngSystemsofRalTisslleS＊  
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河田明治1・国本 学1  

YujiTAKAHASIIIl，TakashiMIURAl．KatsumiMOCHITATEl，  

MeijiKAWATAlandManabuKUNIMOTOl  

要 旨   
オゾン（03）間欠暴露が肺及び肝臓の異物代謝系に及ぼす影響を調べる目的で，Jcl：Wis－  

ta一系雄ラットに0．4pp軋 または，0．8ppmO3を1日7時臥14日間暴露し．ミクロソ←  

ム画分の電子伝達系成分及び異物代謝活性を測定した。0．4ppmO3暴露によっては，肺と  

肝ミクロソームの異物代謝活性に変化は認められなかった。しかし，0．軸叩IO3暴露によ  

り肺ミクロソームのNADPH－チトクロ町ムP－450還元酵素活性と．チトクロームP450含  

量は有意に増加した。肺のベンゾピレン水酸化活性と7一エトキシクマリン脱エチル化活  

性も同様に，暴露7日目に有意な増加を示し，14日白まで活性の増加が続いた。   

一方，肝臓では．0．8ppmO3暴露1日目に，ミクロソーム画分の蛋白質量及びすべての  

電子伝達系成分の減少が認められた。ベンゾピレン水酸化活性，7－エトキシタマリン脱  

エチル化活性、そして，アニリン水酸化活性も暴露1日巨＝こ減少した。暴露1日目に認め  

られたこれら活性の減少は，暴露4から7日目には対照詳の倦まで回復した。♪一ニトロア  

ニソール脱メチル化活性は，他の異物代謝活性とは挙動が異なり，暴露期間を通じて変化  

しなかった。これらの結果は，肝臓のチトクロームP－450イソ酵素には，03暴露に対し  

て感受性の高い酵素分子億と．低い酵素分子礁があることを示唆している。  

Abstract  

MaleJclニWistar rats were exposed toO．4and O．8ppm O3daity Eor 7 hours for14  

daytoexamirletheeffectofO30nXer10biotic metabotismoflungandlivermicrosomes・An  

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

Basjc Medjca】ScjeIICeS Division，the NatiorLalInstitute for EnvironmentalStudies．Yatabe・maChi，Tsukuba．   

1baraki305．Japan．  

＊ 本研究の原著は，J．Toxicol．En，iron．Heal軋15，855－864（1985）に発表したものである。  
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e】【POSure to O，4ppm O3did not affeet the microsomalxenobiotic metabolism oE eitherl11ng  

Orliver．On the other hand，0．8ppm O3itlCreaSed significantly the NADPH－CytOChrome  

P－450reductaseactivityaJldtheeytochromeP－450corltentOflungmicrosomes．Theactivi－  

ties oflurlg benzo（a）pyrene hydroxylase and 7－ethoxyeoumarin OdeethyIase also  

increased significantly on the7th day．and remained at a higherlevelby the14th day．  

These results show that exposures to O，8ppm O3induce the xenobiotie metabolizing sysL  

temsinthelulIg．   

Intheliver，afterthefirstdayofexposuretoO・8ppmO3，aSignificantreductionoccurr  

red in all components af the electron-transport systems examined as well as in the micro- 

somalprotein．AsignificantdecreasewasalsoobservedjnberlZO（a）pyrenehydroxyLation，  

7ethoxycoumarinO－deethylation，arld aniline hydroxylation．Thedecreased aetivitiesreco・  

VCredin the followirlg period of exposure・In contrast，the♪・nitroarLisole Ndemethylase  

activity was not altered during the14Lday exposures．These results suggest that some  

isozymesofthebepatjcrytDCIIrOmef】－450aresen5j‡jveroO3，jllわal8日on buと0抽er（5）are  
resistant．   

1 はじめに   

チトクロームP－450及びその還元酵素群から成る，チトクロームP－450依存性一原子酸素添加酵  

素系は，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。  

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1）。大気汚染ガス  

の吸入によって肺のチトクロームP－450を中心とする異物代謝系が影響を受けることが考えられ  

る。オゾン（03）は，光化学スモッグを代表するオキシダントの一つである。Palmerら2），Gold－  

steinら3），そして，MontgomeryとNiewoehner4）は，0．75～］ppmO3を数時間から1日暴露すると  

肺の異物代謝活性が低下することを報告した。しかし，03を繰り返し暴露した場合に肺の異物代  

謝系が受ける影響を研究した報告はない。   

外来性化学物質の代謝は主に肝臓で行われる。これまで，03暴露と肝臓の異物代謝系に関する，  

2，3の研究が報告されているが，その結果は必ずしも明確なものではない。G。Idst。inら3）は，1  

ppmo3の急性暴露によりウサギ肝臓のチトクロームP－450含量は変化しないことを報告した。しか  

し，Grahamら5）は，1E15時臥 2E］間の1ppmO3暴露により，肝ミクロソームのアニリン水酸  

化活性が増加することを見いだした。   

今臥0．4ppm及び0．8ppmO3を1日7時臥14日間暴露し，肺及び肝臓の異物代謝系が受ける  

影響を検討した。その結果，0．4ppmO3暴露により，肺及び肝臓の異物代謝系に変化は認められな  

かったが，0．8pp∫刀D。暴露により，肺の異物代謝活性は増加するが，肝臓では，暴露1日目に減少  

することが明らかになったので報告する。  
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2 方 法   

2．1暴露条件及び試料の採取  

Je）：Wjstar系凍ラット（19～22遡令）をOt8士0．02ppm，0．4±0．CrlppmO3に1E）7時間（9：30－  

16：30）1，4，7及び14日間暴露した。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  

テル麻酔下で頸動脈から採血してと殺した。臓器を0．95％NaClを用いて港流後，4倍量の10mM  

トリスー塩酸礎衝液（pH7．4）を含む0．15MKCl溶液中，ポッダー・エルベジェム型テフロンホモジ  

ナイサーを用いてホモジナイズした。ミクロソーム画分は．肺及び肝臓のホモジネートを10，000×  

g15分間遠心し，遠心上清を105，000×g60分間遠心し調製した。   

2．2 チトクローム含量及び還元酵帯活性の測定   

チトクロームゐ5とチトクロームP－450の含量は，OmuraとS良一o6）の方法で測定し，分子吸光係数  

を各々185cmJlmMJl及び91cm1mM「」として計算した。NADHチトクロームb5還元酵素及び  

NADPH一チトクロームPT450還元酵素活性はOm。r。とTakesue7）の方法により測定した。   

2．3 異物代謝活性の測定   

7－エトキシタマリン脱エチル化活性はAiti。8）の方法により測定した。50mMトリスー塩酸  

（pH7．4），0．1mM7－エトキシクマリン，1mMNADPH及びミクロソーム懸濁液（0．25－0．5mg黄  

白質当量）を含む反応液0．5mJを370cで10分間反応させた。反応により生じる，7一ハイドロオキシ  

タマリンを蛍光法により測定した。   

ペンゾビレン水酸化活性はD。hnenらg）の方法により測定した。50mMトリスー塩酸（pH7．4），3  

mMMgC12．40FLMベンゾピレン，900FLgアルブミン，0．5mMNADPH，及びミクロソーム懸濁液（50  

－150／∠g蛋白質相当量）を含む反応液1．OmJを370cで，肺ミクロソームの場合は10軌肝ミクロソー  

ムは3分間反応させた。反応により生じた3－ハイドロオキシベンゾピレンを蛍光法により測定し  

た。  

トニトロアニソール及びアニリンの代謝活性はLitlerestら10）の方法に準じ測定した。100mMト  

リス一塩酸（pH7．4），1mM♪－ニトロアニソールあるいは5mMアニリン，ミクロソーム懸濁液  

（0．7mg蛋白質相当量），及び1mMNADP＋，10mMグルコース6リン隠 5mMMgCI2，0．5units  

グルコース6J）ン酸脱水素酵素からなるNADPH生成系を含む反応液0．5mLを37Qcで10分間イン  

キエペー卜した。♪－ニトロアニソール脱メチル化反応により生じたホルムアルデヒドはNashll）ら  

の方法に従い定量した。アニリン水酸化反応により生じた♪アミノフェノールは，Z％フェノール，  

0．5MNaOHと反応させ，630nmの吸光度より定量した。   

蛋白質量はLowryら12）の方法により測定した。チトクローム含量及び酵素活性はホモジネート  

蛋白質当たりで表した。  
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2．4 有異差の検定法  

対照群と暴露群の間の差の有意性は，分散を分析後，Student又はWelchのt検定法で調べた。   

3 結 果   

3．1肺の蛋白質量及びミクロソーム電子伝達系成分の変化   

表1に，0．4ppm及び0．8ppmO3暴露による蛋白質量の変化を，また，表2にミクロソーム電子  

伝達系成分の変化を示した。0．8ppmO3暴露によって，ホモジネート及びミクロソームの蛋白質量  

は暴露7日目に各々対照群の109％（p＜0・05）及び120％（p＜0・05）と増加し，14日日に対照詳の値ま  

で減少した。チトクロームP－450含量は，暴露1日目に減少の傾向を示したが，4日日及び7日目  

には対照群の各々165％（p＜0．05）．186％（p＜0．01）と著しく増加し，14日目には，わずかに対照  

表 1肺のホモジネート及びミクロソーム画分の蛋白質量の変化  

Table 1 Changes in the pratein eontentsO of lung homagenate and micrasomsl 
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Contro】  9．7士1．8  

0．4ppm O3  9．3士0．8  

0，8ppm O3  9．5±0．8  

Dmgproteinpertissue．（mearL土SD）  

♭signi†icantatp＜0．05．  

表  Z 肺ミクロソーム電子伝達系成分の変化  

Table Z ChangesincomponentsoLeLectron－tranSpOrtSyStemSOLlungmicrosomes  

Timeofe叩OSure（da）・S）  

Componen【s  1  4  7  14  

Cytochrome P－4508  （％）   

C（）¶t”1  4．78±0．89 （100）   

0．4ppm O3  3．82士1．21（80）   

0．8ppm O3  3．98±0．58 （83）  

NADPHCytOChrome P－450reductaseb   

Con【ro】  4．13士0．41（100）   

0．4ppmO1  4．21土0．36 （10Z）   

0．8ppm O3  4，42±0．53 （107）  

（％）  （％）  

4．26士1，06（100） 4．56士0．92 （1叫） 4．36±1．04  

5．67士l，Z9（133） 5．47±2．00 （120） 5．67±1．22  

7．05±1．75（（165） 8．50士2．14d（186） 6．41±1．5訂  

別
冊
 1

3
 

4．27±1．25（100） 4．01士0．31  

4，70±0．41（110） 4．37±0．43  

4．96士0．51（116） 5．04士0，71‘  

3
 
9
 
ざ
 
 

士
 
±
 
±
 
 

■pmol／mgh◇mOgenateprOtein．（mea∫±SD）・  

ふnmo】cytochromecreduced／min／mghomogena［eprotein  
√Significanlatp＜0・05．dsignirican［aLp＜0・01一  
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備に近づいたものの対照群の147％（p＜0．05）と有意な増加を示した。NADPHチトクロームP－450  

還元酵素活性は，暴露7及び14日目に対照群の各々126％（p＜0・05）及び119％（p＜0．05）と有意に  

増加した。一方，NADHチトクロームむ5還元酵素活性は有意な変化を示さなかった。0・4ppmO3  

暴露により蛋白質量及び，両チトクローム還元酵素活性は有意な変化を示さなかった。   

3．2 肺ミクロソーム異物代謝活性の変化   

上記の結果は，肺ミクロソームの異物代謝活性が03暴露により活性化されている可能性を示唆  

している。表3に肺ミクロソームのベンゾビレン水酸化及び7エトキシクマリン脱エチル化活性  

の変化を示した。0．8ppmO3暴露によりペンゾビレン水酸化活性は，1日目にわずかに減少したが，  

7日及び14E＝］には対照群の各々132％（p＜0．05）及び16Z％（p＜0．05）に増加した。7－エトキシク  

マリン脱エチル化活性は，暴露7日目に対照群の140％（p＜0．05）に増加したが，14日目には対照  

値に近づき，有意な変化を示さなかった。   

0．4ppmO3暴露により肺ミクロソーム異物代謝活性に有意な変化は認められなかった。  

表  3 肺ミクロソーム異物代謝活性の変化  

TabLe 3 Changesin xerLObiotiemetabolizirLg aCtivitiesaoflungmicrosomes  

Time of exposure（days）  

（％）  （％）  

（100） 0．92土0．15（100）  

（朗） 1．09±0．20（119）  

（69）1，Zl士0．ZZ♪（132）  

（100） 31．0±5．3 （l00）  

（97） 38．1±8．6 （123）  

（109） 43．5±7．7♭（140）  

（％）  

0，95士0．22 （100）  

1．09±0．3】（115）  

1．54±0．39♪（162）  

33．6士6．6 （100）  

41．3土9．0 （123）  

41．3±5．2 （123）  

Benzo（a）pyrene hydoxy】ase   

Control  O．86士0．22   

0．4ppm O3  0．72士0．23   

0．8ppm O3  0．60±0．17  

7－Ethoxycoumarjn Ode巳thlase   

Conlro1  28．5士6．7   

0．4ppm O3  Z7．6±5．4   

0．8ppm O3  31．0±4．3  

dnmol／min／mghomogenateprotein．（mean±SD）一  

Osignifican【atpく0．05   

3．3 肝巌の蛋白質土及びミクロソーム電子伝達系成分の変動   

表4に，0．4ppm及び0．8ppmO3，14日間暴露による肝臓の蛋白質量の変化を，表5にミクロソー  

ム電子伝達成分の変化を示した。ホモジネートの蛋白質量は14日間の暴露期間を通じて変化が認め  

られなかった。しかし，ミクロソーム画分の蛋白質量は0．8ppmO。暴露1日馴こ対照群の80ヲ＝p＜  

0．01）と有意に低下し，暴露4日目には対照群の値まで回復した。同様に，0．8ppmO3暴露1日目  

にはすべてのミクロソーム電子伝達系成分が減少した。すなわち，チトクロームP－450含量及び  

NADPH一チトクロームP－450還元酵素活性は各々対照群の73％（p＜0．01）及び72％（p＜0・01）を示し  

た。チトクロームわ5含量及びNADHチトクロームか5還元酵素活性はそれぞれ対照群の80％（p＜  
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表  4 肝ホモジネート及びミクロソーム画分の蛋白質量の変化  

Table 4 Changesinproteir”OntentSaO‖iverhomogenateandmicrosomalfIraCtion  

Time ofe叩OSure（days）  
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表  5 肝ミクロソーム電子伝達系成分の変化  

Tat）le 5 changesincomponentsofelectrontranSpOrtSプStemSOIliverTrLicrosuTrLeS  

Time ore叩DSure（days）  
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Co血ro】  71．5土8．4   

0，4pp∬】03  75．8±9．8   

0．8ppm Oユ  51．9±10．2〔J  

NA【）PIi－CytOChrome P－450reductaseb  

ControI  Z9．Z士4．2 （100）   

0．4ppm O3  32．1±3．7 （110）   

0．8ppm O3  21．】士3．0〟 （72）  

Cy10亡hromeb5∂   

C【｝刀加】  諸士8   り00）   

0．4ppm O3  63±8  （109）   

0．8ppm O3  46±6r  （別）  

NADli－CytOChrome b5reductaseb   

Conlro】  316±43  （100）   

0．4ppm Oユ  356±66 （11Z）   

0．8ppm O3  24B土37d  り9）  
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 山pmo】／mghomogenateprotein．（mean士SD），  

ム”mO】cytochromecreduced／min／mghomogenateprotein  
√Signiricantatp＜0，05．Jsignificantatp＜0．01．  

0．05）及び79％（p＜0．05）を示した。しかし，これら暴露1日日の減少は，4日目までに回復し，  

以後14日目まで有意な変化を示さなかった。0．4ppmOa暴露により，肝瞼の蛋白質量及びミクロソー  

ム電子伝達系成分は有意な変化を示さなかった。  
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3．4 肝属ミクロソームの異物代謝活性の変化  

表6に，0．4ppm及び0．軸pmO314日間暴露による，肝臓ミクロソームの異物代謝活性の変化を  

示した。0．8ppmO3暴露1日目に，ベンゾピレン水酸化活性・7－エトキシクマリン脱エチル化活  

性及びアニリン水酸化活性は各々対照群の64％（p＜0．05），73％（p＜0・01）及び77％（p＜0・05）と有  

意に低下した。アニリン水酸化活性は暴露14日目に有意に増加した。一九♪ニトロアニソール脱  

メチル化活性は，14日間の暴露を通じて変化が認められなかった。0．4ppmO3暴露により，いずれ  

の異物代謝活性も有意な変化を示さなかった。  

表  6 肝ミクロソーム異物代謝活性の変化  

Tab】e 6 CharlgeSinxenobiotie・metabolixirlgaCtivitiesaoflivernicrosorrLeS  

Time o†e叩OSure（days）  

Enzyme  1  7  

％
0
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＋
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±
 
 

3
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1
 
 

9
 
9
 
9
 
 

Benzo（a）pyrene hydTOXylase   

Con亡ro1  86±16   

0．4ppm O3  糾±13   

0．軸pm O3  61士17b  

7－Ethoxycoumarin O－deetyhlase   

C。。け。1  軋7士12．8 （100） 79．7±8，6 （100） 77．5±12，4 （100）   

0．4ppmO3  87．2士10．3（103） 8Z．8±9．3（104） 69・8±11・0（90）   

0．8ppmO3  6l．9±7．5r（73） 73．8土10．3（93） 79・1土9・6 （102）  

Anilirle rlydroxylase   

C。。tr。1  63．2土11．9 （100） 60．5土18．7（100） 57．3±7．4 （100）   

0．4ppmO3  61．9土8．4 （98） 64．1±9．3（106） 63・0±10・1（110）   

0．8ppmOユ  48．6士6．1b（77） 63・1±4．5（104） 68・4±6・3b（119）  

PNitroanisole N－demethylase   

c。nLr。1  308士42 （100） 356土34 （100） 330士31 （100）   

0．4ppmOヨ  326土37 （106） 381士41（107） 389±38 （118）  

327士27 （106） 335士34 （97） 345士52 （108）  0．8ppm O3  

dp■¶OIproduct／min／mghomogenaLeprotein．（mean士SD）  

bsigniEicarLtatp＜0．05，（SigniEicantatp＜0・01▲   

4 考 察  

1ppm前後の03を3－24時間暴露すると肺ミクロソームの異物代謝系の活性が低下することが  

知られている2－4）。本研究においても，0．8ppmO37時間暴露によって肺のチトクロームP－450含量  

とベンゾビレン水酸化活性が減少する傾向を示す結果を得た（表2，3）。しかし，0・8ppmO3暴露  

が肺の異物代謝系にもたらす最も顕著な変化は，暴露を繰り返し行うことによって，異物代謝活性  

が増加することであった。   

今回の03暴露により生じた異物代謝活性の変化と，これまで報告されといる肺の病理学的知見  

を比較することも興味深い。0。やNO2などの酸化性ガスに対して肺胞Ⅰ型上皮細胞は最も障害を  

－87－   
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受けやすい細胞種の∩つであることが広く認められている13）。Steph。nSら14）は，0．5ppmO3，2－  

6時間暴露によりこのⅠ型上皮細胞が著しい障害を受けたことを示した。また，Ⅰ壁上皮細胞が渦  

傷を受けると，肺胞Ⅱ型上皮細胞が増殖し15，16），1型上皮細胞に分化する可能性17）が示唆きれて  

いる。近年，肺胞Ⅲ型上皮細胞は，チトクロームP450を比較的多く含む細胞であることがDe  

veruxら18・19）によって明らかにされた。したがって，03暴露によって肺の異物代謝活性が増加す  

る機構の一つとして，チトクロームP－450を比較的多く含んだ細胞の数が増えたことが考えられる。   

肝臓では，0．8ppmO37時間暴露により，ミクロソームの構成成分，特に異物代謝系の酵素活性  

が減少した（衷5，6）。以前我々は20）4ppmNO2急性暴露によって，肝ミクロソームの構成成仇  

特に異物代謝系の酵素活性が減少することを認めている。したがって，肝異物代謝系酵素の減少は，  

動物が酸化的ストレスを受けた場合に共通して認められる現象なのかもしれない。   

肝ミクロソームのクーニトロアニソール睨メチル化活性は，0．4ppm及び0．8ppm14日間暴露によ  

り，暴露期間を通じて有意な変化を示さなかった。さらに，暴露14日目には，測定した4種の異物  

代謝活性の中で，アニリン水酸化活性が唯一増加した。同様に，Grahamら5）は，1ppmO3を2E［  

間（5h／d）暴露し，肝ミクロソームのアニリン水酸化活性ほ上昇したが，アミノピリン脱メチル化  

活性及びクーニトロアニソール脱メチル化活性は変化がないと報告している。Imaiら2】）らは，肝臓  

の異物代謝に関与するチトクロームP－450には十数種のイソ酵素があることを示した。したがって，  

我々の結果及びGrabamらの結果は，03暴露によって，選択的に分解または変性を受けるチトク  

ロ岬皐P－450のイソ酵素が肝ミクロソームに存在する可能性を示唆している。  
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高橋勇二l・三浦 卓1  

YujiTAKAHASlillandTakaslliMIURAl  

要 旨  
Jcl：Wistar雄ラットにNO2又は03を7及び14日間連続暴露し，肺ミクロソームの異  

物代謝系に及ぼす両ガスの影響を比較した。0．Z及び0．4ppmO3暴露14日目に，ミクロソー  

ム蛋白質，NADPHチトクロームト450還元酵素及びチトクロームP－450含量は増加した。  

一方，NADHチトクロけムわ5還元酵素活性は変わらなかった。最も顕著な増加は，チト  

クロームP450含量であった。この増加と平行してベンゾピレン水酸化及び7－ユトキシ  

クマリン脱エチル化活性の増加が，0．2及び0．4ppmO3暴露7及び14日目に観察された。   

NO2暴露は，03とは逆に7日目にチトクロームP－450含量を減少させた。また，7エ  

トキシクマリン脱エチル化活性も，4ppmNO2暴露7及び14日巨＝こ対照群の各々61％（p＜  

0．05）と74％（p＜0．001）に減少した。この減少は．0．4－4．OppmNOz暴露で濃度依存的で  

あった。一方，ベンゾピレン水酸化活性は，有意な変化を示さなかった。   

以上の結果から，03は低濃度で肺の異物代謝系を誘導し，NO2は減少させることが明  

らかになった。  

Abstract  

MaLeJcl：Wistarratswereexposedcontinuouslytoeitherozone（03）ornitrogendiox  

ide（NO2）for7and14daystoexaminetheeLfectsofthesegasesonthexenobioticmetabo－  

1izing systems oflung microsomes．Exposures to O．2 and O．4ppm O3increased  

NADPH－CytOChrome PL450reduetaseaetivityandcytochromeP－450asweLlasmicrosomal  

protein by the14th day，Whereas NADHCytOChrome b5reduetase was not affected．The  

mostmarkedincreasewasobservedincytochrome P－450．ln parallet tothisincrement，Lhe  

aetivities of benzo（a）pyrene hydroxylase and7・ethoxycoumarin O－deethyIaseofexF）OSed  

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

Basic MedicalSciences Division，the NatiorLalInstitute for ErlVironmentalStudies，Yatabermachi，Tsukuba，   

1baraki305．Japan．  

＊ 本論文の原著は，ToxicoL．Letし26．145－152（1985）に発表したものである。  
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anirrLalsincreased significantlyonthe7th and14thdaysoLexposurestoO．2andO．4ppm  

O3．   

In contrasしexposures tol．2and4ppm NO2decreased cytochrome P4500n the7th  

day・Moreover，the7rethoxycoumarinOLdeethylaseactivityoEexposedanimalsdeereasedto  

61％（p＜0．05）and74％（p＜0．001）ofthecontroIvaluesonthe7thand14thdaysof  

exposureto4ppmNO2．reSpeCtively・ThisdecreaseoccuredinadosedependerLtmannerby  

exposuretoO．4”4．OppmNO2，Whereasthebenzo（a）pyrenehydroxyIaseactivitywasnot  
affected．  

These resultsshowthatO3atlowdosesinducesthexertobioticmetaboliziIlgaCtivities  

inthelung，WhereasNO2reducestheactivitymetabolizlngCertainxenobitic．   

† はじめに   

二酸化窒糞（NO2）とオゾン（03）は，都市環境に存在する主要なオキシダントである。両ガスは，  

フリーラジ かレを生じ呼吸器内に酸化反応を引き起こすl）と考えられており，Ⅳ02や03に短期間  

暴露すると肺の抗過酸イヒ物代謝系が昂進される24）。呼吸器のチトクロームP－450依存性一原子酸  

素添加酵素系は，呼吸により吸入される生体異物（化学物質）の代謝に重要な役割を果たしていが）。  

これまでに，1ppm前後の03を暴露すると，24時間以内に肺のチトクロームP－450と異物代謝活  

性が減少すると報告されていが8）。最乱我々は9），0．8ppmO3間欠暴露4日目からラット肺の  

チトクロームP－450含量が増加することを明らかにした。   

二酸化窒素の肺異物代謝系に及ぼす影響は，ほとんど明らかにされていない。Palmerら6）は，5  

－50ppmNO2をラットに3時間暴露しても肺のベンゾピレン水酸化活性は影響を受けないと報告  

している。次いで，HusainとDehnenは10），14，4ppmNO2をラットに7日間暴露すると肺のベンゾ  

ピレン水酸化活性が増加することを示した。最近，我々は，0．4－4．Oppm NO2急性・亜急性暴露  

によって肺のチトクロームP－450含量が周期的に減少することを見いだしが1・12）。これらの結果は，  

NO2の肺異物代謝系に及ぼす影響が03のとは同一でない可能性を示唆している。本研究の目的は，  

肺の異物代謝系に及ぼすNO2と03の効果の相違を明らかにすることである。   

本報告は，低濃度のNO2と03をラットに14日間単独暴露し，肺ミクロソームの異物代謝系に及  

ぼす影響について検討した結果を記している。03暴露はベンゾピレン水酸化及び7－エトキシクマ  

リン脱エチル化活性を昂進させるが，NO2暴露は後者の活性を減少させた。   

2 方 法   

2．1使用動物及び暴貰條件  

Jcl：Wista，系雄ラッ＝cLEAJapan Co．．SPF）を1O遇令で贋入し，滅菌餌・水で飼育し暴露開  

始時までSPF状態を維持した。   

ラット（22～24週令）に，03（0．2±0．01及び0，4±0．01ppm）又はNO2（4．0±0．2ppm）を14E］間暴露  

した。暴露7及び14日目に暴露チャンバーより一群6匹の動物を取り出し，屠殺後心臓より0．95％  
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仰の異物代謝系  

NaCl溶液を港況して随器より血液を除去した。暴露したすべての動物に呼吸器系の病変は観察さ  

れなかった。肺を港流後取り出し，0．15MKClを含む10mMトリス績衝液（pH7．4）中で薄片化後ポッ  

クー型ホモジナイザーでホモジナイズした。得られたホモジネートから分画遠心法によってミクロ  

ソーム両分を調整し，酵素活性の測定に供した。  

2．2 酵素活性の測定法   

NADPHrチトクロームP－450還元酵素及びNADH－チトクロpムb5還元酵素の活性は，Omuraと  

Tak。S。。13）の方法によりチトクローLcを電子受容体として測定した。チトクロームP－450含量は，  

omuraとSat。14）の方法により測定し分子吸光係数を91cm】M，1として算出した。   

7エトキシクマリン脱エチル化及びベンゾピレン水酸化活性は，各々Aitio15）及びDehnen16）ら  

の方法に準じ，TakahashiとMiura17）に記した方法で測定した。   

肺のホモジネート及びミクロソーム画分の蛋白質量は，L。W。ylS）の方法で定量した。  

2．3 有意差の検定法   

対照群と暴露許の間の差の有意性は，分散の比を分析後，Student又はWelchの［検定法で調べ  

た。   

3 結 果   

3．1肺ミクロソームの異物代謝系に及ぼす03の影響   

表1に，0．2又は0．4ppmO3暴露による肺の蛋白質量，異物代謝系成分及び異物代謝活性の変化  

を示した。ラットに0．4ppmO3を暴露すると，肺ホモジネートの蛋白質量は7日目に対照群の112％  

くp＜0．05）に増加し，14日目までには対照群のレベルに減少した。一九 ミクロソーム画分の蛋白  

質量は，0．2及び0．4ppmO。暴露14日目に各々対照群の117％（p＜0・05）及び128％（p＜0・01）と暴露  

濃度に依存した増加を示した。この増加と平行して，NADPHチトクロームP－450還元酵素活性も，  

0．2及び0．4ppmO3暴露14日引こ各々対照群の123％（p＜0．01）及び126％（p＜0・01）に増加した。更  

に，チトクロ′ムP－450含量は顕著な増加を示した。0．2ppmO3暴露7及び14日目では，各々対照  

群の166％（p＜0．001）及び192％（p＜0．001）に増加し，0・4ppmO3暴露7及び14日目では，各々対照  

群の147％（p＜0．001）及び246％（pくD．001）に達した。NADH－チトクロームわ5還元酵素活性は，03  

暴露により有意な変化を示さなかった。   

チトクロームP－450含量の増加とほぼ平行して，ベンゾピレン水酸化活性が増加し，0．2ppmO3  

暴露7及び14日目には各々対照群の145％（p＜0．01）及び175％（p＜0．01）に達した。0・4ppmO3暴露  

により，本活性は暴露7及び14日目に各々対照群の137％（p＜0．01）及び190％（p＜0・001）に増加し  

た。7－エトキシクマリン脱エチル化活性も03暴露により増加し．0．Z及び0．4ppmO3暴露7日目  

では各々対照群の133％（p＜0．01）及び130％（p＜0．05）に達した。暴露14日削こおいても有意に高  

い活性が維持された。  
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表 103暴露による肺ミクロソームの蛋白質含量，電子伝達系成分及び異物代  

謝活性の変化  
Table l CharlgeSin proteirICOnterlt，COmPOnentSOfelectrontranSpOrtSyStemSand xeno－  

bioticmetabolizingactivitiesoflungmicrosomesproducedbyO3  

T血e ofe叩OSure（days）  

HomogenaLe proteind   

Control   

O．2ppm O3   

0．4ppm O3  

MicrosomalproLeind   

Contro1   

0．2ppm O3   

0．4ppm o3  

（％）  

93±6   （100）  

94±6   （102）  

104土2a   （112）  

8．4±1．3  （100）  

8．7±0．7  （104）  

9．3±0．7  （110）  

％
 
0
0
 
0
6
 
1
1
 
 

8．9±1，1 （100）  

10．5±0．5∂ （117）  

11．4±0．8b （128）  

4．4±0．4  （100）  

5，4±0．4ム （123）  

5．6±1．4ム （126）  

4．0±0．6  （100）  

7．6±0．7亡 （192）  

9．8土1．1C （246）  

0．84±0．16 （100）  

1，鳩±0．18ぐ （175）  

l．60±0．13e （190）  

23±2   （100）   

29±5C   （123）   

29±3C   （1Z3）  

NADP11・CytOChromeP－450reductase（   

4．3土0．7  （100）  

5．0±0．4  （116）  

4，6±0，6  （107）  

Control   

O．Zppm Oユ   

0．4ppm Oユ  

Cyt（）Chrome P－450e   

Control   

O，2ppm o3   

0．4ppm O3 －  

4．2±1．0  （100）  

7．0±0．7C （166）  

6．2±0．8r （147）  

Benzo（8）pyrene hydroxylaseg   

Control  O．99±0．14 （100）   

0．2ppm o3  l．43士0．07亡 （145）   

0．4ppmO3  1．33±0．19b （137）  

7Ethoxycoumarin O・deethyLaseg   

Comtro1  25土4   （100）   

0．2ppm O3  34±4b  （133）   

0．4ppmO3  33±5月   （100）  

Valuesareexpressedaslhemeano（sixanimaLs±S・D・4p＜0・05＝bp＜0・01＝Cp＜0・001・  

dTngOfproteinpertissue；epnOL／mgoEhomogenateprotein：んmoE／minpermgofhonogen－  
ateprotein：gpmOl／minpermgローhDmOgenateprDtein▲   

3．2 肺ミクロソロームの異物代謝系に及ぼすNO2の影響   

衷2に，4ppmNO2暴露による肺の蛋白質量，異物代謝系成分及び異物代謝活性の変化を示した0  

肺のホモジネート蛋白質量は，暴露7日目に対照群の112％（p＜0．01）に増加した後，14日目まで  

には対照群のレベルに回復した。03暴露の効果とは反対に，チトクロームP450含量は暴露7日  

目に対照群の55％（p＜0．05）に減少し，次いで14日目には対照群のレベルにまで回復した。7エ  

トキシクマリン脱エチル化活性も，4ppmNO2暴露により減少した。本宿性には，NO2暴露7及び  

14日目で各々対照群の61％（p＜0．05）及び74％（p＜0．001）となった。ミクロソーム画分の蛋白質鼠  

NADPHpチトクロームP－450還元酵素，NADH－チトクロームb5還元酵素及びベンゾピレン水酸化  
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肺の異物代謝系  

表  2 NO2暴露による肝ミクロソームの蛋白質含量．電子伝達系成分及び異物代  

謝活性の変化  
Table 2 CharLgeSinproteirlCOntenしeomponentsofelectron－tranSpOrtSyStemSandxenor  

bioticmetabolizingactivitiesoflurLgmicrosomesproducedby7102  

osure（da  Time or ex   

7  14  

（％）  

93±4   （100）  

97±8   （104）  

8．3±0．7 （100）  

9．1±0．9 （109）  

3．9±0．7  （100）  

4．0±0．7  （102）  

4．2土0．2  （100）  

4．2±0．2  （100）  

1．04±0．10 （100）  

1．02±0．19 （98）  

30±3  （100）   

22士2仁   （74）  

（％）  

95士6   （100）  

106±4b  （112）  

8．8土0．5 （100）  

9．8土0．6  （111）  

3．9土1．1 （100）  

2．2土0．7タ （55）  

＝omogena仁e proteind   

Contro】   

4ppm NO2  

Microsomalproしeind   

Contro1   

4ppm NO～  

Cytochrome P450ビ   

Contro1   

4ppm NO2  

NADPIiCytOehromeP・450reductasel   

Cく）ntrO1  4．3土0．5  （100）   

4ppm NO2  4．4士0．2 （103）  

BerLZO（a）pyreIle hydroxylaseg   

Control  O．92±0．27 （100）   

4ppm NO2  1．00±0．25 （109）  

7・EthoxycoumarinO・deethylaseg   

Contro1  28±6  （100）   

4ppm NO2  19±4∂   （61）  

Valuesareexpressedasthemeanofsixanima】s土S・D・・dp＜0・05＝かp＜0・01；ビp＜0・001・  

dngoTpTOteinpertissue；Epmol／mgofhomogenateproteinこ／nmoL／minperngoLhonogenate  
prDlein：gPmOl／minpermgofhomogenateprolein・  

酵素の活性は4ppmNO2暴露で有意な変化を示さなかった。   

7－エトキシクマリン脱エチル化活性は，0．4～4．OppmNO2暴露7日目に，NO2の暴露濃度に依  

存して減少した（表3）。0．4，1．2及び4．OppmNO2暴露で，各々対照群の84％，73％（p＜0．005）及  

び64％（pく0．05）であった。一方，ベンゾピレン水酸化活性は，本研究で用いたNOzのいずれの暴  

露濃度，暴露期間においても有意な変化を示さなかった。   

4 考 察   

本研究の結果は，03の肺異物代謝系への効果がNO2の効果と異なることを明らかにしている0  

0．2及び0．4ppmOき暴露が，肺ミクロソームの異物代謝系を誘導することは明りょうである（表1）0  
ミクロソーム電子伝達系成分の中でも，異物代謝系成分がより選択的に誘導された00・75－1ppm  

O。暴露により，1日以内に肺ミクロソームのチトクロームP－450が減少することが報告されてい  
る8‾B） 。最近，我々は，0．8ppmO3をラットに1日7時間間欠暴露すると，肺ミクロソームのチト  
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表  3 肺ミクロソームのベンゾピレン水酸化酵素及び7－エトキシクマリン脱エ  

チル化酵素に及ぼすNO27日間暴露の影響  

Table 3 Effects ofseven－day e印OSUreS tO O．4，1．Z and4．O ppm NOzorlb。，10ZO（a）  

pyrerLehydroxylasearld7・ethoxycoumariIlOLdeethylaseoflungmicrosomes  

Expos11re CDnCentrations oiNO2  

Control  O．4ppm  l，2ppm  4、Oppm  

Homogenate proteinb lOl土7  99土12  99±7  112士5白  

7－ELhoxycoumarin   

O－deethylase亡  

翫nzo（a）pyrene   

hydroxylase亡   

33±6  29士10  24土6a  21±7a  

O．98±0．20 1．07土0．20  1．00±0．19  1．03±0．09  

Va】uesareexpressedasthemean±S・D．．ap＜0．05  
♭mgofproteinpertissueこ‘pmol／minpermgofhDmOgenatePrOtein  

クロームP－450が1日目に減少した後4日目から増加することを見いだしが）。したがって，低濃  

度オゾン暴露の場合暴露期間が延長されると，肺においてミクロソーム異物代謝系が誘導され，異  

物代謝活性が昂進すると結論できる。   

オゾンの場合とは反対に，4ppmNO2暴露は，7日［＝こ肺のチトクロームP450を減少させた（衷  

2）。この結果は，Mochitateら11〉の報告と一致している。この報告では，1．2－4．OppmNO2をラッ  

トに7E］間暴露すると，肺のチトクロームP－450は減少するが，NADH－チトクロームb5還元酵素  

活性は変化しないことを示している。以上の結果から，NO2暴露は，その作用機作は不明であるが，  

肺のチトクロームP450を減少させると結論できる。7－エトキシクマリン脱エチル化楕性もまた，  

1．2－4．OppmNO2暴露7日目に減少した（表3）。一方，ペンゾビレン水酸化活性はNO2暴露に  

影響されなかった。ミクロソームの異物代謝は，多くのアイソザイムからなるチトクロームP－450  

によって触鑑されている19〉。UengとAtvares20）ほ，ラビッ＝柿においてチトクロームP－450アイ  

ソザイムの1種であるチト．クロームP－450上がポリクロリネイティドビフェニル投与により選択的  

に分解されると報告しているよ この結果から類推して，NO2暴露は7エトキシクマリン脱エチル  

化を触媒するチトクロームP450アイソザイムを選択的に減少させる可能性が考えられる。   

結論として，本研究の結果からNO2と03は，共に生体成分に対して酸化的ストレスを引き起こ  

すにもかかわらず，肺ミクロソームの異物代謝系に対して相反する影響を及ぼすことが明らかに  

なった。  
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andManabuKUNIMOTOl  

要 旨  
Jcl：Wistar系雄ラットに，4ppmNO2と0．4ppm又は0．8ppmO3の複合ガスを14日間間  

欠暴露（7h／d）し．肺及び肝臓のミクロソーム異物代謝活性に対するNO2と03の複合影  

響を検討した。   

肺では，0．8ppmO3間欠暴露によるベンゾピレン水酸化及び7－エトキシタマリン脱エ  

チル化活性の増加が，4ppmNOzの添加によって軽減された。0．8ppmO3と4ppmNO2の  

間欠暴露は，肺ミクロソームの異物代謝活性に対して相殺的に作用すると考えられる。   

肝ミクロソームの異物代謝活性は，0．8ppmO3の間欠暴露によって1E＝］で減少した後  

回復する。この異物代謝活性の減少は，4ppmNO2の添加によってほとんど観察されな  

くなった。しかしながら，0．8ppmO3と4ppmNO2の複合暴露で，アニリン水酸化及び7  

－エトキシタマリン脱エチル化活性が7日目に減少しトトニトロアニソール脱メチル化活  

性が7日目に増加した後1引日日に減少した。これらの結果は，肝ミクロソーム異物代謝活  

性に対する0．8ppmO3と4ppmNOzの複合効果は，暴露初期では0。の作用の軽減である  

が，暴露後期に発魂される可能性を示唆している。  

Abst一礼Ct  

MaLeJcl：Wistar rats were exposed to nitrogen dioxide（NO2．4．0±0．08ppm）and  

ozone（03．0．4±0．02印mandO．8土0．04ppm）aIoneandjncom柚al加daj】yfor7hours  

for14daystoexaminetheeffectsofslrlgleandmultiplegasesonthemicrosomalxenobiotic－  

metabolizingsystemsoflungandliver．  

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

Basic MedicalSciences Divisiorl．the Nationallnstitute for Environmenta］Studies．Yatabe－maChi，Tsukuba，   

Ibaraki305．Japan．  
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Inthelung，eXPOSureStOO．8ppmO。increasedbenzo（a）pyrenehydroxylationand7－  

e伽ズyCOumarin O－deethy】a【jon on伽5eVe出血and four亡een亡わdays．E叩OSureStO themfx－  

tureof4ppm NO2and eitherO．40rO．8ppmO3tOOincreasedtheformeractivity．although  

the magnitude oftheirlCreaSe WaS reduced by combination of4ppm NO2and O．8ppm O3．  

Moreover，7・ethoxyeQurnarinO－deethylationwasnotaJteredbyexposurestothemixtureof  

NO2andO3．Similarly．combinationofNO2andO3SuPpreSSedtheearlyeffectofO3eXpO－  

Sureonthexenobiotie－rnetabolizlngaetivitiesofliverrnierosomes，Which weredecreasedon  

thefirstdayofexposureand thenreeovered．TheeffeetsofthemixtureofNO2and O3de・  

Velopedinthe）atterphaseofexposureperiod．Exposurestothemixtureof4ppm NO2and  

O・8ppmO3CauSed decreasesinani［inehydroxy】ation and7・ethoxycoumarinO・deethlation  

O頂上he5eVen［わdayandクーnjけOanisoleN－deme【hy】a“onon【hefour仁ee山九day．  

TheseresultsshowthatexposurestoNO2andO3incombiJlationsuppresstheeffectof  

O30rlthexenobioticmetabolizingsystemsoflungandlivermicrosornes．Itis，however，SugT  

gestedthattheeffectofthemixtureofNOzandO3developsinthelatterphaseofexposure  

period．   

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  

スは，生体に対して酸化的ストレスを引き起こすと考えられている1）。大気中に存在する異物（化  

学物質）が呼吸によって吸入されると呼吸器において代謝されるが，特に脂溶性有機化合物の場合，  

ミクロソームに局在するチトクロームP450依存性酸素添加酵素系（薬物代謝系）によって水溶性物  

質に変換され体外に排泄される2）。この酵素系はまた，化学物質をより毒性の強い物質に変換する  

場合もある。   

これまでに，0．2－0．4ppmO3をラットに連続暴露すると肺ミクロソームの薬物代謝系と異物代  

謝活性が昂進することを報告してきが）。同様の結果は，0．8ppmO3間欠暴露によっても得られて  

いる4）。一方，0．4－4．OppmNO2をラットに連続暴露した場合，肺及び肝臓のミクロソーム薬物代  

謝系は特異的に低下する5▼6）。この際，ある嘩の生体異物を代謝する活性も特異的に減少すが）。  

以上のように，臓器ミクロソーム薬物代謝系は，NO2や03の暴露に対して鋭敏に反応する。した  

がって，NO2や03を吸入した場合，臓器における異物代謝の修飾が考えられる。   

本研究では，NO2と03の複合間欠暴露によって姉及び肝臓の異物代謝活性が受ける影響を検索  

した。   

2 方 法   

2．1暴露条件及び試料の採集  

Jcl＝Wistar系雄ラット（18－22週令）に4，0±0．08ppmNO2と0．4士0．02ppm又は0．8±0，04ppmO3  

の複合ガスを，14日間間欠暴露（7h／d）しが）。暴露期間中経時的にチャンバーよりラットを取り  

出し屠殺し心臓より0．95％NaCl溶液を港流して臓器から血液を除いた。肺及び肝臓を10mMトリ  

一100一   



ミクロソーム異物代謝系と複合暴露   

ス緩衝液を含む0．15MKCl溶液中でホモジナイズしTakahashiら4）の方法によりミクロソーム画分  

を調製した。   

2．2 ミクロソーム異物代謝活性の測定法  

肺及び肝ミクロソームの異物代謝活性は，Takahashiら4）の使用した方法で測定した。7エトキ  

シクマリンー0一脱エチル化及びベンゾピレン水酸化活性の測定は，Aitio8）及びDehnenら9）の方法  

に準じて行った。アニリン水酸化と♪－ニトロ7ニソールrO一脱メチル化の活性は，Litterestら10）の  

方法で測定した。   

肺及び肝ホモジネートの蛋白質量は，Lowryら11）の方法で定量した。   

2．3 有意差検定法  

対照群と暴露群との間の差の有意性は，分散の比を分析後Studentのt又はWelchのtの検出法  

を用いて検定した。   

3 結 果   

3．1肺ミクロソームの異物代謝活性に及ぼすNO2と03の影響   

0．8ppmO3をラットに間欠暴露（7h／d）すると，1El目にべンゾビレン水酸化活性が対照群の69％  

に低下した後，7及び14日目には対照群の各々132％と160％に増加するが0．4ppmO3暴露では有意  

な変化が認められなかった4）。表1に示したように，0．8ppmO3暴露による本酵素活性の減少の度  

合いは，4ppmNO2の添加によって増幅されることはなかった。また，0・8ppmO3暴露7及び14日  

表 1NO2と03暴露による肺ミクロソームのベンゾビレン水酸化酵素活性の変  

化  
Tablel ChaIlgeSinthebenzo（a）pyrenehydroxyLaseactivityoflungmicrosomesdurirlg  

exposurestoNO2andO3  

ExposureTime（days）  

1  7  14  

（％）  （％）  （％）  

c。ntr。1  1．04±0，31（100） 0．91±0．18 （100）1．04±0．16 （100）  

（120） 0．97±0．31（87）  4ppm NO2  0．67土0．25 （64）1．09±0▲33  

C。。tr。1  1．00土0．14 （100）1．15±0，20 （100）1．20土0．20 （100）  

4ppmNO2  0．98土0．26 （93）1．90±0．28＝＊（163）1．32±0・Z8 （110）  

＋0．4ppm O3  

4ppm NO2  0．68士0．11ヰ●（68）1．20士0．15 （104）1．56±0・20＊（130）  

十0．8ppm Oユ  

Valuesareexpressedaspnol／minpermgoEhomogerLatepTOteirL  
■p＜0．05．‥p＜0．01．‥●p＜0，OOl（mearL±SI），n＝6）L  
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削こ観察された増加も，4ppmNO2によって軽減した。一方，0．4ppmO3と4ppmNO2単独暴露7  

日目でベンゾピレン水酸化活性は増加傾向を示すに過ぎないが，両ガスの複合によって対照群の  

163％（p＜0．001）と有意な増加を示した。   

7エトキシクマリン脱エチル化活性は，0．軸pmO3暴露7日目に対照群の140％に増加するが，  

4ppmNOzとの複合はむしろ減少の傾向をもたらした（表2）。アミノピリン脱メチル化活性も同  

様の傾向を示した。  

表   2 NO2と0。暴露による肺ミクロソームの7－エトキシタマリン脱エチル化  

酵素活性の変化  
Table 2 Changesinthe7・ethoxycoumarinO－deethylaseactivityoflungmicrosomesduト  

ingexposurestoNO2andO3  

Exposure Time  

1  7  14  

（％）  （％）  （％）  

Contro1  28．4±6．5 （100） z7．4土7．1（100） z8．7±8．0 （100）  

4ppm NOヱ  27．3±4，5 （96） 26．4土3．0 （96） 40．1±9．3 （140）  

Conlroi  29，3±7，4 （100） 30．0±3，8 （100） 30．1±3．9 （100）  

4ppm NO2  33．0±7．6 （113） 34．6±9．6 （115） 29．4±9．0 （98）  

＋0．4ppm O3  

4ppm NO2  23■2土5■0 （97） z5．0±3．5 （83） 3Z．0±11．3 （106）  

＋0．8ppm O3  

VaLuesareexpressedaspmol／mirLpermgOlhomogenateprotein．（mean士SD．n＝6）   

3．2 肝ミクロソーム異物代謝活性に及ぼすNO2と03の影響   

0・8ppmO3間欠暴露1日目に，肝ミクロソームのベンゾピレン水酸化 7－エトキシクマリン脱  

エチル化及びアニリン水酸化の諸活性は，各々対照群の64，73及び77％に低下するが，P－ニトロ  

アニソール脱メチル化活性は変化しない4）00・軸pmO3と4ppmNO2複合暴露1日目には，いずれ  

の異物代謝活性も有意な変化を示さなかった（表3－6）。0．8ppmO3暴露による肝ミクロソーム異  

物代謝活性への影響吼 7及び14日目には認められない。一九0．軸pmO3と4ppmNO2の複合暴  

露では，♪一ニトロアニゾール脱メチル化活性が7日目に対照群の112％（p＜0．05）に増加した後，14  

日冒には対照群甲83％（p＜0．05）に減少した（表3）。アニリン水酸化及び7－エトキシクマリン脱  

エチル化活性も，0・8ppmO3と4ppmNO2の複合暴露7日日で，各々対照群の82％（p＜0．05）と85％  

（p＜0．05）に減少した（表4，5）。ベンゾピレン水酸化活性は，NO2と03の複合暴露で有意な変化  

を示さなかった（表6）。  
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ミクロソーム異物代謝系と複合暴露  

表  3 NO2と03暴露による肝ミクロソームの♪ニトロアニソールN脱メチル化  

酵素活性の変化  
Table 3 Changesinthe♪一nitTOanisoteNdemethylaseactiv恒0川veTmicrosom鴇duTing  

exposurestoNOzandO3  

Exposure Time（days）  

％  ％  

Contro1  310士21（100） 3ZZ士23 （100） 317土18 （100）  

4ppm NO2  326±45 （105） 306±21（96） 311土17 （98）  

Co爪trO】  336土24 （100）  

4ppm NO2  332±16 （98）  

＋0．4ppm O3  

4ppm NO2  313土42 （93）  

＋0．8ppm O3  

300±18 （100） 359±24 （100）  

294±21 （99）  341±45 （94）  

336±26■ （112） 300±21－ （83）  

Valuesaree叩reSSedaspmol／minpermgofhol¶OgenaLeprotein  
●p＜0．05（mean士SD．れ＝6）  

表  4 NO2と03暴露による肝ミクロソームのアニリン水酸化酵素活性の変化  

Table 4 Changesintheanilinehydroxylaseactivityof■ivermicrosomesduring  

exposurestoNO2andO3  

Exposure Time（days）  

1  7  14  

（％）  （％）  （％）  

Contro1  70±8 （100） 63±12 （100） 69±10 （100）  

4ppm NO2  68±8 （96） 65土13 （1Q4） 59土邑  （87）  

Contro1  64±14 （100） 71士5 （100） 70士8  （100）  

4ppm NO2  75±13 （117） 66±7 （93） 72±10 （102）  

＋0．4ppm O3  

4ppm NO2  67±13 （105） 58±6● （8Z） 64±6  （92）  

十0．8ppm Oユ  

Va）uesareexpressedaspTTtDl／mhpermgofhomDgenateprOtein  
●p＜0．05（mean±S【）．托＝6）．   

4 考 察  

1ppm前後の03を暴露すると，1日以内に肺の薬物代謝系成分と異物代謝活性の減少すること  

が，ハムスター，ラビットやラットで知られている1Z‾14）。一九0．軸pmO3の間欠暴露期間を延長  

すると，4日引こラット肺の薬物代謝系成分が特異的に増加し，14日目まで高い値を維持する4）。  

この際ベンゾピレン水酸化及び7エトキシクマリン脱エチル化活性も増加する。0．4ppmO3の間  

欠暴露でも同様の傾向が観察されている。これに反して，1．2－4．OppmNO2の連続暴露によって  

肺ミクロソームのチトクロームP－450含量と7－エトキシクマリン脱エチル化活性は特異的に減少  
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表  5 NO2と03暴露による肝ミクロソームの7－エトキシクマリン脱エチル化  

酵素活性の変化  
Table 5 Changesinthe7・ethoxycoumariIlO・deethyLaseaclivityoLliverrnierosomesdur－  

ingexposurestoNO2andO3  

E叩05Ure Time（days）  

1  7  14  

（％）  （％）  （％）  

Contro1  84±6 （100） 85士15 （100） 81士13 （100）  

4ppm NO2  80±9 （95） 88±19 （102） 73±13 （91）  

Contro1  73±19 （100） 70士7 （100） 79±ZO （100）  

4ppm NO2  76±14 （104） 63±12 （90） 71±18 （90）  

＋0．4ppm O3  

4ppm NO2  62士12 （85） 59±7－ （85） 67±12 （85）  

＋0．8ppm O3  

Valuesareexpressedaspm8】／minpermgofhomogena［eproLein  

●p＜0．05（mean±St）．乃＝6）一   

表  6 NO2と03暴露による肝ミクロソームのベンゾピレン水酸化酵素活性の変  

化  
Table 6 Changesinthebenzo（a）pyrenehydroxylaseactivityoLlivermicrosomesduring  

exposurestoNO2andO3  

Exposure Time（days）  
1  7  14  

（％）  （％）  （％）  

Contro1  80土25 （100） 80±17 （100）  84±28 （100）  

4ppm NO2   110土40 （136） 80±10 （104）  66±12 （77）  

Contro1  80±柑 （100） 84±13 （100）  87±Z8 （100）  

4ppm NO2  78±15 （95） 67±13 （80）  87±23 （104）  

＋0．4ppm OJ  

4ppm NO2  65±13 （糾） 71±11（86） 123±27 （141）  

＋0．8ppm O3  

Valuesareexpressedaspmo）／minpermgofhomogenateprotein（meanj＝SD．n＝6）  

する3）。しかしながら，本研究の結果から明らかなように，4ppmNO2の間欠暴露では14日間の暴  

露期間中肺ミクロソームの異物代謝活性は有意な変化を示さなかった。4ppmNO2の添加は，  

0．8ppmO3による肺ミクロソーム異物代謝活性の増加を軽減させた（表1，2）。したがって，  

0．8ppmO3と4ppmNO2は，肺ミクロソームの異物代謝活性に対して相殺的に作用すると考えら  

れる。0．4ppmO3と4ppmNO2の複合暴露7日目でベンゾピレン水酸化活性が有意に増加したこと  

は，低濃度では03の効果がNO2により増幅される可能性を示唆しているのかもしれない。   

肝ミクロソームの薬物代謝系成分は，0．8ppmO3の間欠暴露によって1日昌で減少した後，4日  
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削こは対照群のレベルに回復し14日目まで対照群のレベルにとどまる4〉。この際，異物代謝活性も  

同様の変化を示す。4ppmNOz間欠暴露は，ユ4日間の暴露期間中肝ミクロソームの異物代謝活性  

に影響を及ぼさなかった（表3”6）。0．8ppmO3の間欠暴露1日目に観察される異物代謝活性の減  

少は，4ppmIヾ02との複合によって軽減された（表4－6）。0．8ppmO3と4ppmNO2の複合による  

異物代謝活性の減少は，むしろ7日目（表4，5），又は14日目（表3）に発現した。これらの結果は，  

肝ミクロソーム異物代謝活性に対する0．8ppmO3と4ppmNO2の複合効果は．暴露初期ではNO2  

による03の作用の軽減であるが，暴露後期に両ガスによる低下作用が増幅（発現）される可能性を  

示唆している。  
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1  ラット臓器のミクロソーム電子伝達系に  

及ぼす二酸化窒素とオゾンの複合間欠暴露の影響  

EffectsofInter・nittentExpos11reStONitrogenDioxideandOzoneAlone   

aJldinComt）inationontheMicrosomalElectron・TransportSystems  

ofRatTissues  

Ⅰ－1  

三浦 卓l・高橋勇二1・持立克身1・彼谷邦光1・国本 学1  

TakashiMIURAl，YujiTAKAHASHIl，Kats。miMOCHITATEl，K。nimits。KAYAl  

andManabuKUNIMOTOl  

要 旨  

Jcl：Wistar系の雄ラットに，4ppmNO2と0．4又は0．8ppmO3の複合ガスを14日間間欠  

暴露（7h／d）し，肺，肝且乳 腎臓のミクロソーム電子伝達系成分に対するNO2と03の  

複合影響を検討した。NO2と03の複合暴露は，肺，肝臓，腎臓のミクロソーム電子伝達  

系成分を変動させ，その作用は薬物代謝系成分，特にチトクロームP－450含量に特異性が  

高かった。   

肺では，14日間の暴露期間中チトクロームP－450含量とNADPH－チトクロームP－450i宅  

元酵素活性がNO2単独暴露で増加したが，増加の度合いは03単独暴露の場合よりも小さ  

かった。しかしながら，NO2と03の複合暴露14日目には，各ガス単独の場合よりも顕著  

な増加が認められた。また，肺蛋白質量は，複合暴露によって増加する期間が持続した。  

肝臓では，NOzと03の単独暴露によってミクロソーム電子伝達系の各成分が暴露1日目  

に減少したが，複合暴露では低下効果が軽減された。しかしながら，NO2と03の複合暴  

露14日目にチトクロームP－450含量の顕著な低下が認められた。腎ミクロソームの場合も  

同様に，NO2によるチトクロームP－450含量の減少が03との複合により相殺された。   

以上の結果から，NO2と03の複合によって各ガス単独での臓器ミクロソーム電子伝達  

系成分への影響が軽減されることが明らかになった。また，NO2と03の複合効果は，暴  

露後期に発現される可能性が示唆された。  

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

Basic MedicalScienees Division，the NationalIrLStitute for EnvironmentalStudies．Yatabe▼maChi，Tsukuba．   

Ibaraki305，Japan．  
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三浦 専ら  

AbstTaCt  

MaleJcl：Wistar rats were exposed to nitrogen dioxide（NO2．4．0±0．08ppm）and  

DZOne（03，0．4±0．02ppmandO．8±0．04ppm）aloneandincombinationdailyfor7hours  

for14days to examirletheeffectsofslngleand multiplegaseson the mierosomalelectron・  

transportsystemsofLung，liverarLdkidney．ExposurestothemiⅩtureOfNO2andO3CauSed  

alterations preferentialfor the drug－metabotizing systems，eSpeCiaLly for the cytoehrome  

P450LeveLin atltissues examined．   

In thelung．the cytochrome P－450content and NADPH－CytOChrome Pr450reductase  

activitywereincreased byexposurestoO．8ppmO3and4ppmNO2aLone．Exposurestothe  

mixtures or4ppmⅣOz and e血erO．40rO．8ppm O3加increasedとわesecompo爪印主50Ver  

theerltireperiodofexposures，althoughthemagrlitudeoftheincreaseswasnotneeessarlly  

augmentedbyeombinationofbothgases．Inadditiorl．theaetivitiesoftheseenzymesbecame  

corlSiderablyhigherin animalsexposed tothemiⅩtureOfthetwothaninthoseexposed to  

eachindivis11algason day14．1n theliver．a11the componentsexamined ofthe microsomal  

electron-transport systems decreased on the first day of exposures to 4ppm NOz and 

O．8ppm O3alone．Combination oE NO2and O3redueed the magnitude of the decreasein  

thesecomponerltS，On day14，however，theeytochrome PJ45OcontentwasdeereasedagaiTI  

by exposures to the mixtures o14T）pm NO2and eitIler O．40rO．8ppm O3，Whereasit re  

mained within the controllevelupon exposures to eachindividualgas．Inthe kidrley，the  

eEfects（）f expo5ureS tO 4ppm NO2aL）d O・8ppm O3 alone on the microsomaldrug－  

metabolizingsystemsweresuppressedbycombinationofthetwo．  

These results show thatexposurestoNO2andO3in ct）mbinationredueettleeffeetsof  

asinglegasonthemicrosomalelectron－tranSPOrtSyStemS．1tis，however．suggestedthatthe  

effectsofexposuresto the mixture ofNO2and O3developiTlthelatter phaseofexposure  

period．   

1 はじめに   

二酸化窒素（NO2）とオゾン（03）は，大気中に存在する主要なオキシダントである。両ガスは，呼  

吸器に吸入されるとフリーラジカルを生じ酸化的に作用すると考えられている1〉。呼吸器のチトク  

ロームP－450依存性酸素添加酵素系は，吸入された生体異物（化学物質）の代謝に重要な役割を果た  

しているZ）。これまでに，1ppm前後の0。を実験動物に暴露すると，1日以内に肺のチトクロー  

ムP－450含量とある種の生体異物の代謝活性が減少すると報告されている3▼5）。最近我々は，  

0．8ppmO3をラットに間欠暴露すると4日目から肺の薬物代謝系成分と異物代謝活性が昂進するこ  

とを報告した6）。一方，肺の薬物代謝系に及ぼすNO2の影響は必ずしも明確にされていない。Pal－  

merら3）は，5－50pp爪NO2をラットに3時間暴露しても肺の芳香族炭化水素水酸化活性は影響さ  

れないと報告している。HusainとDehnen7）は，14．4ppmNO2をラットに7日間暴露すると，肺の  

芳香族炭化水素水酸化活性が増加することを示した。これまでに我々は，0．4－4．OppmNOzをラッ  

トに暴露すると，肺及び肝臓の薬物代謝系成分が周期的に減少することを明らかにしてきた乳9）。   

このように肺ミクロソームの薬物代謝系成分に対して，NOzと03は相反する影響を及ぼし，肝  

ミクロソームの薬物代謝系成分に対しては共に低下効果を示す。また，腎ミクロソームの電子伝達  
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糸成分は，1．2－4．OppmNO2亜急性暴露により顕著に昂進すが）。NO2と03の生体影響に関する  

病理学的，生化学的研究の結果から，03はNO2よりも5－20倍毒性の高いことが知られている。  

そこで本研究では，4ppmNO2に，0．4又は0．8ppmO3を添加して，ラットに間欠暴露し，臓器の  

ミクロソーム電子伝達系成分に及ぼすNO2と03の複合効果を明らかにすることを目的とした。本  

研究の結果から，NO2と03の作用は，ミクロソーム薬物代謝系成分に特異性が高く，両ガスの複  

合は相殺的に作用するが，暴露後期に影響を発現することを明らかにした。   

2 方 法   

2．1暴露条件及び試料の採集  

Jcl：Wistar系雄ラット（13～26過令）を4．0±0．08ppmNO2，0．4±0．02ppm又は0．8±0．04ppm  

O3を単独又は複合で14日間暴露した。ガス暴露は午前8時半から午後4時半まで1日7時間行い，  

暴露時間中は餌を与えなかった。ガス停止後16時間目に－・群6匹のラットを屠殺し心臓より0．9％  

NaCl溶液を潅成して臓器から血液を除いた。肺及び肝臓を4倍容の10mMトリス緩衝液（pH7．4）  

を含む0．15MKCl溶液中でポッター型ホモジナイザ一によってホモジナイズした。ミクロソーム  

画分は，肺，肝臓及び腎臓のホモジネートを10，000×g15分間遠心し，遠心上活を105，000×g60分  

間遠心して調製した。   

2．2 酵素活性及びチトクローム含量の測定法   

NADH－チトクロpムb5還元酵素及びNADPHチトクロームP－450還元酵素の両活性はOmuraと  

Takes。eらの方法10）により測定した。チトクロpムわ5とチトクロームPr450含量はOmuraとSato  

の方法11）で測定し，分子吸光係数を各々185cm‾1mM‾1及び91cm‾1mMLl として含量を計算した。  

蛋白質はLowryの方法12）により測定した。   

3 結 果   

3．1肺ミクロソームの電子伝達系に及ぼすNO2と03の影響   

表1に，NO2と03の単独又は複合暴露が肺ホモジネートの蛋白質量に及ぼす影響を示した。14  

日間の暴露期間中，0．8ppmO3暴露群で4日目に有意に増加した後7日目には対照群のレベルにま  

で低下し，以後の暴露期間中対照群のレベルにとどまった。0．appmO3＋4ppmNOヱ暴露群でも4  

日目に蛋白質量が増加したが，0．8ppmO3暴露群と異なり10日目まで有意に高い値を維持した。4  

ppmNOz又は0．4ppmO3＋4ppmNO2暴露群では有意な変化が認められなかった。肺ミクロソーム  

の蛋白質量は，4ppmNOz十0．8ppmO3暴露4日目で対照群の136％（p＜0．01）に増加した以外有意  

な変化を示さなかった。肺ミクロソームの電子伝達系成分の中では，チトクロームP－450含量の変  

動が最も顕著であった。表2に示したように，4ppmNO2暴露群では．4日目に対照詳の138％（p  

＜0．05）に増加した後7日目には対照群のレベルにまで減少し，以後の暴露期間中対照群のレベル  
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表 1NO2と03暴露による肺の蛋白質含量の変化  

Tablel changesintheproteiJICOntentOflungsduringexposurestoNO2arldO3  

Exposure time（days）  

（％）  （％）  （％）  （％）  （％）  

Contro】  8．9士0．5（100） 8，4±0．6（100） 9．5±0．5（100）10．6±0．9（100）11．2±0．6（100）  

4・Oppm NO2  9・5±1．0（107） 8．8±0．7（105） 9．6±0，9（101）10．4±0．5（99）11．0±0．9（98）  

0・8ppm O3   9，2±0．8（104） 9．6±0．7蠣（114） 9．6士0，8（101）  10．8±0．9（103）10．2±0．9（91）  

Contro1   11，2士0．5（100）11．1±0．9（100）11．4土0．8（100）11．8±1．0（100）12．4±1．2（100）  

4・OppmNO2 11・3土0・4（101）11．5士0．7（104）lZ，2±0．9（107〉 13．0±0，7（110）12．7±0．5（102）  
十0．4ppm O3  

4・OppmNO2 10・8士1・4（97〉 12．2土0．3■（111）12，3±0．4■（108）13．5士0．3●＊（1ユ5）1Z．9土0．7（104）  
＋0．8ppm O3  

VaLuesareexpressedasmgprDtein／mEothomogenate（mean士SD，YZ＝6）  

■p＜0．05，■■p＜0．01．  

表  2 NO2と03暴露による肺ミクロソームのチトクロームP－450含量の変化  

Tab】e Z ChangesintheeytochromeP450contentoflungmicrosomesduringexposures  

to NOz and Oi 

E叩OSure【ime（days）  

1  4  7  10  14  

（％）  （％）  （％）  （％）  （％）  

Contro1  7．7±1．4（1（泊） 7．7±1．3 （100） 7．8±1．3（100） 7．6±1．0（100） 7．0±1，7（100）  

4，O ppm NO2  7．7±1．5（100）10，6±1．9★（138） 6．3±Z．6（81） 5．5±1．7（86） 7．7±Z．3（111）  

0．8ppmO3  5．3士1．1－（69）16．5±ユ．1‥蠣（215）7．3士2．0（94）1Z．5士3．8■（193） 8．3土0．9（118）  

Contro】  6．1±2．4（100） 5．7±1．2 （100） 6．6土2．0（100） 7．6土1．0（100） 5．4±1．Z（100）  

4．O ppm NOz  7．2±Z．Z（101） 8．2±2．5 （145） 8，1士1，0（123） 8．6士3．8（110）10．1±2．7＝n跳）  
＋0．4ppm O3  

4．O ppm NO2  6．3±1．1（97） 8．7士1，5‥（154）8．9士1，8（135） 9，0士1．2（115） 臥7±2．4●（160〉  
＋0．8ppm O3  

Va】uesareexpressedaspmo）／mgoEhomogenateprotein（mean±SD．n＝6）  
■p＜0・05．＝p＜0．01．＝★p＜0．00ユ．  

にとどまった。一方，0．8ppmO3暴露群では，1日目に対照群の69ヲ‖p＜0．05）に低下するが，4  

日目及び10日削二は，215％（p＜0・001）及び193％（p＜叩5）にまで増加した。NO2と03の複合暴  

露群では，1日目から14日目まで増加傾向を示し，0．4ppmO3は4ppmNO2によるチトクローム  

P－450の増加を増幅させたが，0．8ppmO3による増加の度合いは4ppmNO2によって軽減された。  

肺ミクロソームのNADPHチトクロームP－450還元酵素活性も増加したが，増加の度合いは，チト  

クロームP450より小さく14－22％であった（表3）。チトクロームP－450の場合と同様に，4ppm  

NO2と0．4ppmO3の複合は活性増加を増幅させた。一方，NADH－チトクロームb5還元酵素活性は，  

すべての暴露群において有意な変化を示さなかった（表4）。  
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表  3 NO2と03暴露による肺ミクロソームのNADPH－チトクロームP－450還元  

酵素活性の変化  
Table 3 Changesin the NADPIl－CytOChrome P－450reductase activity oflung micro－  

somesduringexposurestoNO2andO3  

Ex匹S“retime（days）  

1  4  7  10  14  

（％）  （％）  （％）  （％）  摘）  

C∽tr。1  7，3±0．7（100） 6．5士0．7（100） 7，0±0．5（100） 6．4±0．9（100） 6．1±0．7（100）  

4．Oppm NO2  6．7±0．5（91） 7．3士0．7（111） 7．6±0．7（1帽） 6，2士0．7（97） 6・6±0．8（107）  

0．8ppmO3  6．5土0．5（89） 7．8士0，3‥（119） 8．1士1．1（116） 7．5士1．4（118） 7・1士1．4■（115）  

Contro】  5．7土0．4（100） 6．1土0．6（100） 5．6±0．5（100） 5．5土0．6（100） 5．9士0．4（100）  

4．Oppm NO2  6．5土0．6＊（114） 6．3±0．2（103） 6．4±0．7（113） 5．9±0．4（107） 6．8士0．6＊（115）  
十0．4ppm O3  

4．Oppm NO2  5．6土0．7（97） 6，6士0．3（108） 6．2士0．2（110） 6．0士0．6（109） 7・1±0．6‥（122）  
十0，8ppm O3  

VaLuesareexpressedaspmo］／minpermgo（homogenateprDtein（mean±SD，”＝6）▲  
●p＜0．05．＝p＜0，01，  

表  4 NO2と03暴露による肺ミクロソームのNAI）H－チトクロームb5還元酵素  

活性の変化  
TabLe 4 ChangesirLtheNADH－CytOChromeb5reduetaseactivityofLurlgmierosomesdur  

ingexpos11reStDNO2andO3  

E叩OSure time（days）  

（％）  （％）  （％）  （％）  （％）  

Contro1  40．4士4．5（100） 33．9±8．4（100） 42．6土2．6（100） 38．5±5．2（100） 41．2±4，2（100）  

4．O ppm NO2 39．3土4．6（97） 40．2士4．2（119） 45．0士6．7（106） 41．Z士4．5（107） 37，3±5．0（91）  

0．8ppmO1 37．2土4．Z く91） 40．0土Z．5（118） 48．9土6．Z く115） 41．5土7．7（108） 乱4土Z．1（g3）  

Contro】  51．6士4．5（100） 55．5士8．1（100） 55．4士6．8（100） 62．5士8，3（100） 49．7土5．7（100）  

4，O ppm NO2 56．1±5，7（109） 65．3士7．2（118） 59．7士5．6（108） 54．8士Z．6（∬） 48，0土5．4（97）  
＋0．4ppm O3  

4．OppmNO2 45，9±3．2■（89）63．5士7．6（114） 61．6土5．5（111）56．2±4．9 く的） 52．8土4．0 く106）  
＋0，8ppm O3  

Va】uesareexpressedasnmol／minpermgofhomogenatepro［ein（mean士SD．州＝6）  
●p＜0．05．   

3．2 肝ミクロソームの電子伝達系に及ぼすNO2と03の影響   

0．8ppmO3，4ppmNO2，並びに4ppmNO2と0，4又は0．8ppmO3の複合暴露は，14E［間の暴露期  

間中，肝臓ホモジネート及びミクロソーム画分の蛋白質量に影響を及ぼさなかった。しかしながら，  

いずれの暴露群においてもチトクロームP450含量の低下が認められた。0．軸pmOa暴露は，1EI  

削ニチトクローム‘p－450含量を対照詳の46％（p＜0．01）にまで低下させた。4ppmNO2暴露の場合  

も，1日引こ対照群の57％（p＜0．01）に減少したが，4日日には対照群のレベルにまで回復し14日  

目まで対照詳のレベルにとどまった（表5）。4ppmNO2に0．4ppm又は0．8ppmO3を添加するとい  

ずれの場合も単独暴露によるチトクロームP－450含量の低下は軽減された。14日目に複合暴露にお  
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表  5 NO2と03暴露による肝ミクロソームのチトクロームP450含量の変化  

Table 5 ChangesinthecytoehromePr450contentoflivermierosomesduringexposures  

to NOz and Oi 

Exposure Lime（days）  

（％）  （％）  （％）  

Contro1  55±11（100） 53±12（100） 59土10（100）  

4・Oppm NO2  32±12‥（57）41±11（77） 57士28（96）  

0・占ppmO∫  26士 ざ蠣＊（dβ） 50土‖＝5） 5古土】Z＝賠  

（須  （別  

50土19（1（叫  5Z士10（100）  
37±18（73） 44士 9（101）  
4Z±Ⅰ7（83） 5Z士 4（101）  

C8ntrO1  51± 4（100） 50士10（100） 40±13（100） 42± 9（100） 40土 9（100）  
P 

．3  
p 

．。 
Va】uesaree叩reSSedaspmo）／TT）gOLhomogenateprotein（mean±SD．n＝6）  
■p＜0▲05．事♯pく0・01．＝◆p＜0．001．  

いて対照群の約半分にまで有意に低下したことは注目に催する。一方㌧NADPHチトクローム  

P‾450還元酵素活性は，0・8ppmO3暴露1日目で対照群の59％（p＜0．01）に低下した以外，有意な変  

化を示さなかった（表6）。   

肝ミクロソームのチトクロームわ5含量も，NOzと03の単独又は複合暴露により低下した（表7）。  

0・8ppmO3暴露は，1及び10日目に対照群の67％（p＜0．001）及び81％（p＜0．05）に減少させた。4  

ppmNOz暴露も同様に，チトクロームわ5含量を1日引こ対照群の76％（p＜0．05）に減少させた後，  

10日冒にも有意に低下させた。しかしながら，NO2と03の複合暴露は，各ガス単独でのチトクロー  

ムb5含量を低下させる効果を軽減させた。有意な減少は，4ppmNO2＋0．8ppmO3暴露7日目で観  

察されたに過ぎなかった。NADH－チトクロームむ5還元酵素活性は，0．8ppmO3暴露1及び4日目  

表  6 NO2と03暴露による肝ミクロソームのNADPtトナトクロームP－450還元  

酵素活性の変化  
Table 6 Changesin the NADPH－CytOChrome P450reductase ac如jty oⅢver mjeTOL  

SOmeSduri喝eXPOSureStONO2andO3  

Eズ匹5Ure【血ビ（days）  

1  4  7  10  14  

（％）  （％）  （％）  

C叩trOl   】9▲5±4・l（100）25－6士3．D（】00）ユ9．7士3．2（100）  

4．Oppm NO2 15・2士Z・7（78）26・4±1．4（103）22．1土4，4（112）  
0．8ppmO3 11・5±l・7‥（59）23．7士3，7（93）21．4士3，0（108）  

（％）  （％）  

26．0士3，4（100） 22．d土山）仲叫  

21，5±3．5（83）21．6±2，6（96）  
20・3±2．9（78）22．3±3．1（99）  

Co山ro1   17．1±2・4（1∝））17．5士5．1（】叫 2P，5士4，2（ユ00）  

4．Oppm NO2 17．6±3．0（103）20．6±5．8（118）22．1±4．6（107）  
＋0．4ppm O3  

4．Oppm NO2 15．8士Z，3（92）16．4士3，5（94）19．8士3．5（97）  
＋0．8ppm O3  

ユ5・0士2．】り叫〉 15．∂士1，7（ユ0の  

17．4士2．4（116）16．3±1．9（103）   

16・8±4．5（11Z）13．4±3．2（8封  

VaLtleSareeXPTeSSedasnmoL／minpermgofhomogenateproteirL（meanj＝SD．n＝6）  
＝p＜0・01．  
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に対照群の54％（p＜0．01）及び78％（p＜0．05）に減少した（表8）。4ppmNO2暴露によっても1及  

び10日目にね照詳の71％（p＜0．05）及び76％（p＜0．05）に減少した。しかしながら，NOzと03の複  

合暴露では，14日間の暴露期間中有意な減少は観察されず，むしろ，0・4ppmO3暴露群で10日日に  

は対照群の134％（p＜0．05）にまで増加した。  

表 7 NO2と03暴露による肝ミクロソームのチトクロームわ5含量の変化  

Table 7 Changesin thecytoehromeb5COnterltOflivermicrosomesduringexposuresto  

NO2andO3  

Exposure Lime（days）  

1  4  7  10  14  

（％）  （％）  （％）  （％）  （％）  

c。。Lr。】  58土4 （100）50士 4（1叫） 53± 7（100） 51士 5（100） 46土 3（1（嘲  

4．OppmNOユ 44土5●（76）51土 4（100） 44土IZ（糾） 41土 4■（80） 43± 5（・93）  

4Z± 5●（81） 43± 5（94）  0．8ppmOユ  38士3…（67）52± 6（103） 41± 4（78）  
c。。tr。1  40±5 （100）44± 8（100） 44± 4（100） 42± 4（100） 44± 2（100）  
4．OppmNO2 34±7 （87）65±Z3（150） 39± 5（∬） 46士 3（112） 45± 3（101）  
＋0．4ppm Oユ  

4．OppmNO2  35土4 （89）55±23（128） 36± 5●（82） 40± 6（96） 39± 7（弘）  
＋0．8ppm O3  

VahJeSaree叩reSSedasT）mOL／mgoEhomogerLateprO［ein（mean±SD，”＝6）  
■p＜0・05．＝◆p＜0・001・  

表  8 NO2と03暴露による肝ミクロソームのNADH－チトクロームム5還元酵素  

活性の変化  
TabLe 8 ChangesirltheNADHCytOChI■Omeb5reductaseactivityoflivermicrosomesdurr  

ingexposurestoNO2andO3  

Exposure time（days）  

1  4  7  10  14  

（％）  （射  摘）  （％）  （％）  

c。。tr。1  367士53（100）316±43（100）z94士54（100）277±42（100）231±40（1（泊）  

4．OppmNO2 260士41●（71）259±46（82）275土51（94）211±21●（76）232±23（1（氾）  

Z24士38（飢） 252±41（109）  0．SppmO3 197士38岬事（54）247士29●（78） 277±34（94）  
c。nけ。】  213土40（100）267士18（100）377士82（100）Z4Z土29（100）295士35（100）  
4．Oppm NO2 15Z士31（71）270±48（101）297士31（79）324±60●（134）300士16（】06）  
＋0．4ppm O3  

4．OppmNO3 171士3Z（80）273±70（114）285±38（76）248±67（103）232土34（89）  
＋0，8ppm O3  

Va】uesareexpressedas¶mOl／minpermgofhomogenaLeprolein（mean士SD．乃二6）・  
●p＜0．05．＊■p＜0．01．  
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3．3 ■腎ミクロソームの電子伝達系に及ぼすNO2と03の影響   

腎臓のホモジネート及びミクロソーム画分の蛋白質量は，肝臓の場合と同様に，NO2と03の単  

独又は複合暴露により影響されなかった。一方，ミクロソームのチトクロームP－450含量と  

NADPH－チトクロームP450還元酵素活性は，有意な変動を示した（表9，10）。チトクローム  

P－450含量は，4ppmNO2暴露ユ日日で対照群の58％（p＜0．05）に減少し，以後10日目まで，低下  

傾向を示した。4ppmNO2＋0．4ppmO3暴露では，チトクロームPr450含量とNADPH－チトクロr  

ムP－450還元酵素活性が暴露1日目に対照群の各々197％（p＜0．05）と138％（p＜0．01）に増加し，以  

後10日目まで経時的に低下した。腎ミクロソームのチトクロームわ5含量及びNADH一チトクローム  

わ5還元酵素活性はいずれの暴露群でも有意な変化を示さなかった。  

表  91102と03暴露による腎ミクロソームのチトクロームP－450含量の変化  

TabEe 9 Changesin the eytochroETle P－450content of kidrley microsomes during expo・  

SureStONO2amd O3  

Exposure Llme（days）  

（％）  （％）  （％）  （％）  

Con汀01  4．7土1．5（100） 5．1±1．9（100） 5．7±2．0（100） 7．6±2、4（100）  

4．O ppm NO2  2．7士0，9●（58） 2．7±0．7（54） 3．8±1．3（67） 6．4±2、9（84）  

0．8ppm O3   6．7土3．1（141） 3．6±1．5（72） 4．8士2．7 ト粥）10．7士4、1（141）  

Contro1  4．6士2．2（1（嘲  5．0士j，9 り00） ∂．ユ士4．0（ユ00） 臥3土2、9（】0卯  

4，O ppm NOz  9．ユ±2．4－（197） 6．6土2．2（132） 7．4±2．2（94） 7．2土1．9（87）  
＋0．4ppm Oユ  

4．O ppm NOz  4．0土1．9（即） 3．8土1．7（77） 8．4±1．3（104） 5．7±2、5（69）  
＋0．已p】】m O3  

VaLl］eSareeXT）reSSedaspmol／mgoEhomogenateprotein（mean士SD，n＝6）  
■pく仇05■  

表 10 NO2と03暴露による腎ミクロソームのNADPH－チトクロームP－450還元  

酵素活性の変化  
TablelO Changesin the NADP11－CytOChrome P－450reductaseactivityofkidney micro－  

SOmeSduringexposurestoNO2andO3  

Exposureし血ほ（days）  

（％）  摘）  （％）  （％）  

CbntrO】  2．6±0・5（100） 2．7士0．3（100） 3．0±0．5（100） 3．6士0．5（1叫  

40ppm NO2  2．5±0・4（97） z．9±0．7（109） 3．2±0．5（108） 3．3±0．6（92）  

0．8ppm Oユ  3．3士0．7（128） 2．6土0．Z（96） 3．1±0．5（104） 4．6±0．3（128）  

CQn（rO1  2．3土0．3 り咄  2．0±0．2（IOの  Z．0±0．3（100）1．9±0．Z（100）  

4．OppmNO2  3，1士0．4‥（128） 2．0土0．3（105）1．9±0．2（gl）1．6士0．2（糾）  
＋0．4ppm O3  

4．O ppm NO2  2，6士0，8（123） 2．0土0．2（100）1．9士0．1（91）1．9±0，2（97）  
＋0．8ppm O3  

Valuesareexpressedasnmol／minperTrLgOEhomDgerlateprOtein（meanj＝SD，n＝6）  
■●p＜0・01・  
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4 考 察   

ラットにNO2を連続暴露すると，肺及び肝ミクロソームの電子伝達系成分は周期的に減少する  

8▼9）。この減少は，チトクロpムP450とNADPH－チトクロームP－450還元酵素よりなる薬物代謝  

系に特異性が高く，チトクロ【ムP－450が最も顕著な変化を示した。本研究の結果から，NO2と  

03の複合暴露によっても肺，肝臓，腎臓のミクロソーム電子伝達系成分中，チトクロームP450  

含量が最も顕著な変化を示すことが明らかになった。   

肺ミクロソームのチトクロームP－450含量は，0．8ppmO3の間欠暴露1日日に減少した後，4El  

白までに増加し14日目まで高い値を維持する現。この増加は，4ppmNO2との複合によって軽減さ  

れた（表2）。同様のNO2と03の複合による相殺的な効果は，NADPH－チトクロームP－450還元  

酵素活性でも観察された（表3）。4ppmNO2及び0．8ppmO3単独間欠暴露は，肝ミクロソーム電子  

伝達系成分を減少させるが，NO2と03の複合暴露は両ガス単独での低下効果を軽減させた（表5  

～8）。同様の相殺的効果は，腎ミクロソームの薬物代謝系成分についても観察された（表9，10）。  

したがって，NO2と03の単独暴露による臓器ミクロソーム電子伝達系成分への影響は，本研究で  

使用した濃度範囲では両ガスの複合により軽減されると結論づけられる。   

肺の蛋白質含量は，0．8ppmO3単独暴露によって4日［＝二増加したが，NO2と03の複合暴露に  

よって，その増加は10日目まで持続した（表1）。更に，肺ミクロソームのチトクロームP－450含量  

とNADPHチトクロームP450還元酵素活性は，NO2と03単独暴露では必ずしも有意な増加が認  

められない暴露14日目においても，NO2と03の複合暴露によって有意に増加した（表2，3）。同  

様に，肝ミクロソームのチトクロームP－450含量も，NO2と03の複合暴露によって14日目に有意  

な変化を示した（表5）。これらの結果は，NO2と03の複合効果の一つが，影響の持続である可能  

性を示唆している。また，NO2や03暴露により周期的に変化する生体成分の場合，両ガスの複合  

効果は，変化の周期を短縮させることである可能性も考えられる。  

1．2～4．OppmNO2をラットに連続亜急性暴露すると，肝ミクロソームのチトクロームわ5含量が  

持続的に低下する9）。本研究の結果から，4ppmNO2と0．8ppmO3の単独間欠暴露によっても肝ミ  

クロソームのチトクロームわ5及びチトクロームP－450含量の低下することが明らかになった（表5，  

7）。NO2と03は，生体に対して酸化的ストレスをもたらすと考えられている。酸化的ストレス  

によってヘムの生合成が低下するので，NO2と03は一義的にはチトクローム含量を低下させる作  

用を持つ可能性が考えられる。  
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要 旨  

Jcl：Wistar系の雄ラットに，4ppmNO2と0，4ppm又は0．8ppmO3の単独及び複合ガ  

スを14日間間欠暴露（7h／d）し，凧肝臓，腎臓のエネルギー産生糸に対するNO2と03  

の単独及び複合暴露の影響を検討した。また，0．8ppmO3間欠暴露による肺の病理学的  

変化も模訂した。   

生体内における主要なエネルギー産生系であるミトコンドリア呼吸系に及ばすNO2と  

03の影響を検索するために，肺．肝臓及び腎臓のコハク酸チトクロームご還元酵素活性  

を測定した。4ppmNO2と0．8ppmO3の単独暴露では，暴露期間中いずれの臓掛こおい  

ても有意な活性変化はほとんど認められなかった。しかしながら，4ppmNO2十0．8ppm  

O3暴露群は，肺において1日目に，肝臓において1，7，14日巨＝こ有意に減少した。後者  

の場合，4ppm＋0．4ppmO3によっても14E柑に有意に減少した。一方，習儲のコハク敬  

一チトクロームc還元酵素活性は．0．8ppmO。暴露により10日目に有意に増加したが，4  

pprnNO2＋0．8ppmO3及び4ppTnNO2＋0．4ppmO3暴露により各々14日目及び7El目に有  

意な減少を示した。これらの結果は，NO2と03の複合暴逐が，ミトコンドリアのコハク  

酸－チトクロームc還元酵素活性を相加的に低下させる可能性を示唆している。   

肺における主要なエネルギー産生糸は解糖系である。解糖系の律速段階を触媒している  

肺のピルビン酸キナpゼ（PK）活性は，0．8ppmO3単独及び4ppmNO2との複合暴露14  

日目に同程度の有意な増加を示した。また，4ppmNO2及び0．8ppmO3の単独暴露は．  

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

Basic MedicalScienees Division．the Natiorlallnstitute for ErlVirorlmentalStudies．Yatabe・maChi，Tsukuba，   

化araki305，Japan．  

2・Present address：FraunholerInstiture ftlr Toxikologie und Aerosolforschung．NikolaiLFuchs－S（ra瓜1，   

D－30001laTlnOVer61．F．R．G．  
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持立夏身ら  

肺のグルコースー6－リン酸脱水素酵素（C6PD拭）活性を増加させ，4ppmNO2と0．4ppm  

又は0．8ppmO3の複合暴露も同程度に活性を増加させた。したがって，NO2と03の複合  

暴露は．肺のPK及びG6PDH活性を増加させるが，複合による効果を示さなかった。   

0．8ppmO3を間欠暴露したラット肺では，1日巨＝こ肺胞壁細胞の変性脱落が観察され  

た。暴露14日目には，肺胞壁の肥厚が認められた。この肥厚は，問質中の膠原線維の増加  

と肺胞壁細胞の増殖によると考えられた。  

Ab5itmCt  

MaleJclニWistar rats wereexposedto nitrogendioxide（NO2．4．0±0．08ppJTl）and  

ozone（O3，0．4±0．02ppmandO．8j＝0．04ppm）aloneandineombinationdaily7hoursEor  

14days to examine the effects ofsingle and multiplegases on Lhe energy－generatirlgSyS一  

亡emsofLung．1iver and kidT）ey．In addition，pathologieaIexaminationwasperformedonthe  

lungexposedtoO．8ppmO3、  

The succinate－CytOChromec reductase activity．alimitingStep Ofthe mit（）ehondrialre－  

Spiratory system oflung，1iver and kidney was notaltered signiglCanLly by exp（）SureS tO a  

SiTrgJega5．HoweYer．eXpOStIreStOthemiⅩtureOf4ppmNO2andO．8ppmO3decreasedthis  

enzymeactivltyOnthefirstdaylnthelungar）dortthefirst，SeVenthandfourteenthdaysin  

theliver．Similarly，eXpOSureStOmixedgasesreducedthesuccinate・CytOChromecreduetase  

activity oE the kidney．These resuJts show that the effect of eachindividualgasis au一  

卯把nとed bycombjna［柑nOf抽e［ⅣOinlungandlivel－，  

The activities of pyruvate kinase．alimitiIlg・StepOf the glucoLytic pathway，and glu－  

COSe－6－phosphate dehydrogenaseofthelungincreased duringexposures to 4ppm NO2and  

O．8ppm O3alone．CombinationofNO2and O3alsoincreased these activities，aIthoughthe  

mag】】itudeoltheincreaseswasれOtaugmer】ted．   

ExF）OSureStOO．8pT）mO3reSultediTlneerOticresponseoEalveolarwallsontheEirstday・  

Onday14，however．thealveolarwallswerethickenedowingtotheincreaseofco11agenfi－  

bers and alveolar wallcells．  

1 はじめに   

二酸化窒素休Oz）とオゾン（03）は，大気中に存在する主要なオキシダントである。両ガスは，  

呼吸器に吸入されるとフリーラジカルを生じ生体成分に対して酸化的に作用すると考えられて  

いる1）。これまで比較的高濃度のNOz及び03単独暴露による呼吸器の病理学的，生化学的変化に  

ついて，多くの報告がなされてきた。   

NO2及び03の連続暴露による病理学的変化としては，第一次標的臓器である附こおいて1型肺  

胞上皮細胞が傷害を受け，その後m型上皮細胞が増殖．分化して傷害が修復されることが知られて  

いる2㌔ また，生化学的変化としては，過酸化物代謝系の酵素活性は初期に減少するがその後増  

加することが知られていが・10）。これらの病理学軋生化学的変化は，酸化性ガスに対する呼吸器  

系の適応反応と考えられている。   

我々は，これまでに0．4”10ppmNO2の連続急性，亜急性暴露及び0．2～0．4ppmO3の連続急性  

暴露による生化学的影響を検討してきた11】5）。その結果，両ガスは，第一次標的臓器である肺の  
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臓器エネルギー供給系と複合暴露  

エネルギー産生糸と薬物代謝系に影響を及ぼすのみならず，肝臓及び腎臓の薬物代謝系にも影響を  

及ほすことが明らかになった。   

本研究では，NO2と03の単独及び複合での間欠暴露を行い，エネルギー供給系に及ぼす影響に  

ついて検討した。また，03単独暴露による肺の病理学的検討も行った。  

2 方 法   

2．1暴無条件及び試料の採取  

Jel：Wistar系ラット（18－22過令）に，4．0±0．08ppmNO2及びP．4±0．02ppm又は0．8j＝0．04  

ppmO3を単独または複合で14日間間欠暴露した。ガス暴露は，午前9時から午後4時まで1日7  

時間行い，ガス暴露時間中は餌を与えなかった。チャンバーからのラットの取り出しは，ガス停止  

後翌朝9時に行った。一群6匹のラットを屠殺し心臓より0．95％NaCl溶液を港流して臓器から血  

液を除いた。I札 肝臓及び腎臓を10mMトリス塩酸緩衝液（pli7．4）を含む0．15MKCl溶液中でポッ  

ター型ホモジナイザーを用いてホモジナイズした。このホモジネートを用いてミトコンドリアのコ  

ハク酸一チトクロームr還元酵素活性を測定した。また，肺ホモジネートを105，000×g60分遠心し  

て得られた上清画分を用いて可溶性酵素活性を測定した。  

2．2 酵素活性の測定   

コハク酸－チトクローム。還元酵素活性は，S。ttOCaSaら16）の方法により測定した。細胞分画法に  

より調製したミトコンドリア画分とホモジネートの本酵素活性を比較した結果，調製したミトコン  

ドリア画分では回収率が著しく低下するので，本研究ではホモジネートを用いてコハク酸－チトク  

ロームc還元酵素活性を測定した。   

ビルビン酸キナーゼ（PK）及びグルコースー6J）ン酸脱水葉酸素（G6PDfl）の活性は，各々Staal17）  

及びBergmeyerら18）の方法に従い，Mochitateら13）に記した変法で測定した。   

肺ホモジネート及び上清画分の蛋白質量は，Lowryら19）の方法で定量した。  

2．3 肺の形態学的観察   

肺の形態学的観察に当たっては，屠殺時にネンブタール腹艦内注射による深麻酔下で，固定液の  

気管内注入法による再拡張固定を行った。気管から20cm水柱圧で，水冷2．5％グルタールアルデヒ  

ド固定液／0．18Mカコジル酸ナトリウム績衝液（pH7．4，浸透圧330mOsm）を気管から注入した。   

再拡張固定した肺から切片を採取し，光顕用試料とした。光顕観察には，ヘマトキシリン・エオ  

ジン染色を用いた。  

2．4 有意羞の検定   

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検定又はWelchのE検定法で  

調べた。  
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3 結 果   

3・1肺，肝臓，腎臓のコハク酸－チトクロームc還元酵素活性に及ぼすNO2と03の影響   

生体内における主要なエネルギー産生系は，ミトコンドリアに局在する呼吸系である。コハク酸  

‾チトクロームc還元酵素は，呼吸系の律速段階となっている。そこで，NO2と03の単独及び複合  

での臓器エネルギー産生系への影響を検索するために，肺，肝臓，腎臓のコハク酸チトクローム  

C還元酵素活性を測定した。表1に，肺のコハク酸チトクロームc還元酵素活性の変化を示した。  

4ppmNO2と0・8ppmO3の単独暴露では，有意な活性変化は認められなかったが，1日目に減少  

傾向を示したD次いで03暴露では7及び14日目に増加する傾向が観察された。4ppmNO2十0．8  

PpmO3暴露群では，1日目に対照群の76％（pく0．05）に減少した後10日削こは対照群のレベルに回  

表 1NO2及び03暴露による肺のコハク酸－チトクローム「還元酵素活性の変化  

Tablel ChangesinthesuecinateてytOChromecreductaseactivityoLlungduring  

exposurestoNO2and Oユ  

E叩OSureしme（days）  

7  10  4  14  

摘）  （％）  （％）  （射  （％）  

Contro1  3▲0±0■4（100） 3・1土0・5（100） 3．2±0．5（100） 3．1±0，5（100） 3．2士0．4（100）  

4・Oppm NO2  2・5±0▲2（85） 2，6士0，3（朗） 3，1±0．3（96） 3．1±0．2（103） 3．4士0．6（105）  

0．8ppm Oユ   Z．5±0．3（85）  3．1±0．2（100） 3．6±0．Z（111）  2．8±0．2（93） 3．7士0．4（115）  

ConLro】  3・0±0・4（100） 3，0±0，4（100） 3，0士0，4（1叫 3．0±0．4（100） 2．9土0．3（100）  

p 

．。 

Z▲0±0▲Z●（76） z．8土0．3（94） 2．7±0．3（00） 3．1±0．4（103） 3．0士0．5（102）  4．O ppm NO2  
＋0．8ppm O3  

Va］uesareexpressedasnrT）01／minpermgoEhomogenateprolein（mearL±SD，n＝6）  
●p＜0．05．  

表  2 NO2及び03暴掛こよる肝臓のコハク酸－チトクロームL還元酵素活性の変化  

Table 2 CharLgeSinthesuccinate－CytOChromecreductaseactivityolliverdurirLgeXPO・  

SUreStONO2andO3  

E叩OSure Lime rdays）  

（％〉  （％）  （％）  

Contro】  2Z7±1Z（100） 235士15（100） 2射±50（100）  

4．O ppm NO2 206士31（91） 234土20（100） 255士22（91）  

0．8ppm O3 195士30（86） 208士22（∬） 258土14（92）  

（％）  （％）  

236士31（100） z30±17（100）  

206士20（87） z24±16（98）  

225土19（95） z23±14（97）  

Contro1  228士25（100）250±ZO（100）270土Z4（100）226土16（100）z26±16（100）  
4，OppmNO2 253士12（110）216±Z5（88）230±24（85）233土20（103）197±13●（即）  
十0．4ppm Oユ  

4，OppmNOz Z28士26（100）176土21■（71）207士3Z●（77）233士35（103）190±Z3●（飢）  
十0．8ppm O3  

Va］uesareexpTeSSedasnmoL／minperrngoEhomogerLatePrOtein（mean土SD，Y［＝6）  
■p＜0，05  
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復した。   

肝臓のコハク酸－チトクロ【ムc還元酵素活性は，NOz及び03の単独暴露により共に減少する傾  

向を示し複合暴露により有意に減少した（表2）。4ppmNO2＋0．8ppmO3暴露群では，4，7，14日  

日に対照許の各々71％（pく0．05），77％（p＜0．05），84％（p＜0．05）に減少した。4ppmNOz＋  

0．4ppmO3暴露群でも14巨l目に対照群の87ヲ＝p＜0．05）に減少した。   

腎臓のコハク酸－チトクロームc還元酵素活性は，0．8ppmO3単独暴露では増加傾向を示し，10  

日昌には対照群の123％（p＜0．05）に増加した（表3）。しかしながら0．8ppmO3に4ppmNO2を添  

加した複合暴露群では03による増加効果は認められなくなり，14日目には対照群の75％（p＜0．05）  

に減少した。4ppmNO2＋0．4ppmO3暴露群でも7日目に対照群の82％（p＜0．05）に減少した。  

表  3 NO2及び03暴露による腎臓のコハク酸一チトクロームc還元酵素活性の変化  

Table 3 ChangesinthesucciTLateLCytOChromecreductaseactivityofkidneyduringexpo－  
SureStONO2andO3  

E叩OSure time（days）  

（％）  （％）  （％）  （％）  （％）  

Contro1  156±21（1∝））138士11（100）123±23（100）127±11（1（氾）164土10（100）  

4．O ppm NO2 166±17（107）136士16（98）116士13（94）141±19（111）161士ZO（98）  

0．るppm O3 166±15（1D6）151±20（110）116± 7 し94）156±16†t123）181±29（113）  

ConLro】  1伯土12（100）139士17（100）133±1Z（100）145±20（100）177±23（100）  

4．O ppm NO2 152士13（102）152±18（109）110±10■（8Z）123士22（鮎）167±32（84）  
十0，4ppm O3  

4，O ppm NO2 153±13（103）112士24（別）122士Ⅰ6（92）138±Z3（96）132±ZO＊（75）  
＋0．8ppm O3  

Valuesareexpressedasnmol／minpermgo！homogenateproLein（mean土S工）．ル＝6）  
●p＜0．05，   

3．2 肺の解糖系酵素活性に及ぼすNO2と03の影響   

肺におけるエネルギー産生は主に解糖系で行われている。これまでに著者らはZ－10ppmNO2  

をラットに連続暴露し，肺の解糖系酵素活性とグルコースー6－リン酸脱水素酵素（G6PDH）活性が  

増加することを明らかにしてきた13）。解糖系酵素の中ではピルビン酸キナーゼ（PK）が最も顕著な  

増加を示した。本研究では，NOzと03の間欠暴落が肺の解糖系に及ぼす影響を肺可溶性画分の  

PK活性を測定することによって検討した。   

表4に，4ppmNO2と0．4ppm又は0、8ppmO3の単独及び複合暴露が肺可溶性画分の蛋白質量  

に及ぼす影響を示した。0．8ppmO3暴露群では7日目に対照群の119％と増加傾向を示した。0．8  

ppmO3に4ppmNO2を添加した複合暴露群では，暴露1日目で対照群の122％（p＜0．05）に増加し  

たがその後対照群のレベルに戻った。その他の暴露群では，ほとんど変化しなかった。   

表5に示したように，肺可溶性画分のPK活性は，4ppmNO2暴露群では有意な変化を示さなかっ  
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表  4 NO2及び03暴露による肺上清中の淡白墓の変化  

Table 4 CharLgeSinthesupernatantproteinofLungduringexposurestoNO2andO3  

Exposure t血ビ（days）  

（％）  

46士 3（】00）  

48± 2（105）  

46士 2（100）  

（％）  

d4士 4（1（瑚  

45±1（103）  

52士 6（119）  

（％）  

Co山ro1  38士 6（100）  

4．O ppm NO2  37土 2（98）  

0．8ppm O3   41士 2（109）  

舶± 2（ユ00）  

49± 4（107）   

49土 2（105）  

46士 4（1（ガ）  

44士 4（95）   

48± 3（103）  

CoれIro－  d7土 3 rlOO）  

4．O ppm NO2  43士 3（92）  
十0．4ppm O3  

4．O ppm NO2  58± 7■（122）  
＋0．8ppm O3  

VaLt）eSareeXPreSSedasmgproteirL／LurlgSupernatant（meani：SD．n＝6）  
■p＜0・05．  

衷  5 NO2及び03暴露による肺のピルビン酸キナーゼ活性の変化  

Table 5 ChangesinthepyruvatekinaseactivityoLlungduringexposurestoNO2andO3  

E叩OSUre L血1E（days）  

（％）  

1880±80 （100）  
柑90±110 （101）  

2110±5（r‥（11Z）  

（％）  

Co】】tJ▼Dj  212n士ユ30 り00）  

4．O ppm NO2 2110土170（100）  

0．8ppm Oユ 1980±50（93）  

（％）  

1朗0土50（ユ00）  

1890士90（103）  

16射土120●（91）  

1960±60（100）  

1940土40（99）   

1970±40（101）  

1950±110 （100）  

1980土60 （102）   

2250士110●（115）  

Contro1  1810±20（100）  

4．O ppm NO2 1880±70（104）  
十0．4ppm O3  

4．O ppm NO2 1730±240（96）  
十0．8ppm O3  

Valuesaree叩reSSedasrLmOl／mirL／gsupernatantprotein（mean±SD．n＝6）  
■p＜0，05．＝■p＜0．001．  

た。0．8ppmO3暴露では7日目に対照群の91％（p＜0．05）に減少したが，14日巨＝こは対照群の112％  

（p＜0．001）に増加した。また，0．8ppmO3＋4ppmNOz暴露群でも，14日目に対照群の115％（p＜  

0．05）に増加した。   

G6PDHは，核酸合成系の第一段階を触媒すると共に，臓器における主要なNADPH産生系である。  

NADPHは，過酸化物代謝系に電子を供与する還元型グルタチオンの生成に必須である。本酵素活  

性は，4ppmNO2の単独暴露では1日目及び7日目に各々対照群の118％（p＜0．05）及び110％（p＜  

0．01）に増加した（表6）。0．8ppmO3暴露では，1日目及び14日目に各々対照群の115％（p＜0．05）  

及び114％（p＜0・01）に増加した。NO2と03の複合暴露もまたG6PDH活性を増加させた。4ppm  

NO2と0．4ppmO3複合暴露では1日目及び7日目に各々対照群の109％（pく0．01）及び108％（p＜  

0．05）に増加した。4ppmNO2と0．8ppmO3複合暴露では7日El及び14日目に各々対照許の118％（p  

＜0．001）及び112％（p＜0．01）に増加した。  
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衣  6 NO2及び03暴露による肺のグルコース6－リン酸脱水素酵素活性の変化  

TabLe 6 ChangesirL the glucose・6phosphate dehydrogenase activity ofluIlg during  

exposurestoNO2andO3  

Exposure time（days）  

（％）  

107士6 （100）  

110± 5 （103）  

122±5■■（114）  

（％）  

108土4 （100）  

114±5‥（110）  

102土8 （98）  

（％）  

Conlrol  104士13（l00）  

4．OppmlJO2 123士 5－（118）  

0．8ppm O3 120土 4＊（115）  

105±4 （108）  

113土5● （10引   

124±7■‥（1柑）  

111±6 （100）  

112土4 （101）   

124±4＝（112）  

Contro1  101± 3（100）  

4．OppmNOヱ I10± 4‥（109）  
十0．4ppm O3  

4．O ppm NO2 101±1（100）  
＋0．8pp爪03  

Valuesaree叩reSSedasnmol／min／gsupernatantproleil－（mean±SD．竹＝6）  
■pく0．05．■■pく0・01，■■■pく0・Ⅶ1・   

3．3 03間欠暴悪による肺の形態学的変化   

0．8ppmO3の7時間暴露によって，肺胞壁細胞の変性脱落が観察された（囲1，2）。暴露4日  

日には，軽度ながら限局性の肺胞壁肥厚が認められた。さらに肺胞マクロファージの増数も観察さ  

れた（図3）。   

図4に，暴露14日目における稚気管支及び肺胞像を示した。この時点では，明らかに肺胞壁の肥  

厚が見いだされた。この肥厚は、問質中の膠原線維増加及び肺胞壁細胞の増殖に因っていた（図5）。  

また，軽度の限局性細気管支肺胞部増殖も観察された（図6）。   

4 考 察   

肺胞壁表面を覆っているⅠ型肺胞上皮細胞は，03やNO2暴露に対してとりわけ感受性が高いZO）。  

Stephensら20）は，0．5ppmO3を2－6時間暴露するとⅠ型肺胞上皮細胞が重篤な傷害を受けると  

報告している。本研究においても，0．8ppmO37時間暴露後17時間目において，肺胞上皮細胞の変  

性脱落が顕著に観察された（図1－3）。0．8ppmO3暴露では，12時間目に肺胞上皮細胞の壊死が  

最大となることが知られている㌔そして，肺胞1型上皮細胞が変性脱落すると，肺胞n型上皮細  

胞が増殖し1型細胞に分化すると考えられている軋8）。しかしながら，03暴露によって増殖する肺  

胞打型上皮細胞は，180日間の暴露によっても完全にⅠ型細胞へ分化することはなく，代謝的に活  

性な中間型細胞として止まっている21）。これまでに著者らは，2一」OppmNOzをラットに連続暴  

露すると肺の解糖系酵素活性が増加すること，この増加は肺胞上皮の増殖と一致することを報告し  

てきた13）。本研究に用いた4ppmNO2の間欠暴露によっては，解糖系酵素活性の昂進が認められ  

ないが，0．8ppmO3暴露14日日には有意に増加した。この時点で，肺胞壁の肥厚が観察され特に  

問質の肥大が顕著であった（図4－6）。10ppm前後のNO2連続急性暴露の場合，このような病変  
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図 1 0．8ppmO3暴露1日  

目のラット肺：肺胞  

壁細胞の変性脱落  
Fig．1 LungoLaratexposed  

toO．8ppmO3lorone  

day  
Degenerativeanddesquamativeぐhanges  

ofalveoJarwa上l亡eりs（打emaro又ylin－  

Eosin，×82）．  

0．8ppmO3暴露4日  図  2  図1の強拡大倭  国  3  

目のラット肺二軽度  
の限局性肺胞壁肥厚  
及び軽度の肺胞マク  
ロファージの増致  

Fig．3  Lungofaratexposed  

toO．8ppmO3for4  

days  
Slight．localthickenjngofalveolar walls；  

Sligh＝nereaseoIaLveolarmacrophages  
（HE．×82）．  

Fig．Z Highermagniricationor  

Fig．1．（Ⅰ卜E，×164）  

は必ずしも観察されず，03暴露による病理学的変化とはこの点で異なる。0．8ppmO3暴露による  

PK活性の増加は，少なくとも一部は肺胞壁における細胞の肥大もしくは増殖を反映していると考  

えられる。0．8ppmO3に4ppmNO2を添加すると，暴露1日目から肺の全PK活性が増加し，14  

日目では比活性も有意に増加した（表5）。しかし，活性増加の度合いはNO2添加によりほとんど  

影響されなかった。   

肺のG6PDHは，4ppmNOz及び0．8ppmO3の単凛暴露でユ日日から有意に増加した（表6）。  

NO2や0，暴露による肺のG6PDH活性の増加については多くの報告がなされており9・10・13・22） ，酸  

化的刺激に対する肺の適応反応と理解されている。NO2と03は共に酸化的ガスであるが，4ppm  

NO2に0．8ppmO3を添加してもG6PDHの比活性増加の度合いはほとんど変わらなかった（14日  

目）。また0．4ppmO3の添加は4ppmNO2による活性増加の度合いを軽減させた（表6，1日目）。   

ミトコンドリア呼吸系の律速段階となっているコハク酸－チトクロームc還元酵素活性は，肺の  

場合NO2及び03の単独初期で減少傾向を示した（表1）。更に4ppmNO2と0．8ppmO3の複合暴  
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図 4 0．8ppmO3暴露14日  

日のラット肺二中程  
度の限局性肺胞壁肥  
厚  

Fig・4  LungoLratexposed  

toO．8ppmO3rOr14  

days  
Moderatethjcke】1jJlgOfa】yeo】且rW且1】5  

（tl－E．×82）．   

図 5 図4の始拡大倭  国 6 0．8ppmO3暴露14日  

日のラット肺：細気  

管支一肺胞部の増殖  
性変化  

Fig▲ 6  Lungofaratexposed  

【00．8ppmO3for14  

days  
Slig机∴bc8】brorlehio】0alveo】ar  

hyperplasia（bronchiolizaLion）、（H－E．  

×164）．  

Fig．5  HighermagnH■icatio】10f  

Fig．4（HE，×164）  

露によって，本酵素活性は有意な低下を示した。また，肝臓のコハク酸チトクローム。還元酵素  

活性も，NO2及び03の単独暴露によって減少傾向を示し，両ガスの複合は本酵素活性の有意な減  

少をもたらした（表2）。これらの結果は，肺及び肝臓のコハク酸－チトクロームc還元酵素活性に  

対してNO2と03は相加的な低下効果を示す可能性を示唆している。一方，腎臓のコハク酸－チト  

クロームc還元酵素は，NO2及び03の単独暴露によって活性増加すら示したが，両方スの複合は  

有意な低下効果を示した（表3）。   

したがって，4ppmNO2と0．8ppmO3の間欠複合暴露は，単独暴露に比して，ミトコンドリア  

のコハク酸－チトクロームc還元酵素活性の低‾Fすなわち，ATP産生の低下をもたらすと考えられ  

る。また，肺のピルビン酸キナーゼ及びグルコースー6－リン酸脱水葉酸素活性は複合暴露による比  

活性の増大を示さなかった。なお，4ppmNO2連続暴露で観察されたPK活性の増加が，今回の間  

欠暴露で認められなかったのは，暴露時間が約l／3に短縮されたためと考えられる。  
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EfrectsofNitrogenDioxideonFree－I）olichoIContentsinRatTissues   

Ⅰ－13  

野原恵子l・彼谷邦光1一高橋勇二l・三浦 卓1・河田明治1  

K。ik。NOHARAl．K。nimitsuKAYA】，YujiTAKAHASHIl，TakashiMIURAl  

andMeiiiKAWATAl  

要 旨   
ドリコール代謝系に対するNO2の影響を検索するために，ラットに4．OppmNO2を3か  

月間暴露し，肺，肝及び腎の遊離ドリコール景の変化を調べた。   

NOz暴露ラットの肺で遊離ドリコール量が有意に増加し，その増加は炭素税の短い同族  

体ほど顕著であった。肝及び腎では追徴ドリコール畳の有意な変化は認められなかった。   
以上の結果から，大気汚染物質であるNOzが肺のドリコールサイクルに影響を及ぼす  

ことが示唆された。  

Abstract  

Changesin freedolichoIcontentsinLung，1iverandkidneyofratswhichwereexposed  

tonitrogen dioxideattheconcentrationof4・Oppm forthree months◆WereeXamined・By  

the exposure oE rlitrogen dioxide，the Eree－dolihoIcontentin ratlung wasinereased to  

133％ofthatofthecontrol，WllereaSthoseinliverandkidneywereunaffeeted．  

Theseresultssuggestedthatnitrogen dioxideasan airpollutantaffeetsdoliehoIcycLe  

inratlung．  

1 はじめに  

ドリコールは，糖蛋白質生合成に必須のmedi。t。，であることが明らかにされてきtl）。N－グリ  

コシド結合を有する糖蛋白質は，ドリコールサイクルを棍由して生合成される（図1）。図1に示す  

ように，ド1）コールは遊離型（D。1i。h。1），脂肪酸とのエステル（DotFA），モノリン酸エステル（DolP）  

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

Basic MediealSeierlCeS DivisionJhe NationalInstitute Eor EnvironmentalStudies・YatabemaChi，Tsukuba，   

1baraki305，Japan．  
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図 l ドリコールサイクルとN－グリコシド型糖蛋白質の生合成  

Fig・1 Utilizationofdolicholderivativesinglyeoproteinformatiorl  

FPp．farnesyldiphosphaしe．  

及びジ リン酸エステル（Dol－PP）として細胞内に分布するが，その大部分（90％以上）は遊離型及び  

脂肪酸とのエステル型である2）。   

最近，Mookerjeaら1）はラットに松やにを投与し炎症を起こさせた際に，肝臓のドリコールサイ  

クルに変化が起こることを報告した。ブタル酸ジュチルヘキシルを投与したラットの肝臓でも，ド  

リコールサイクルの変動が観察されが）。また，ラットにフユニルヒドラジンを投与すると，脾臓  

における遊離ドリコール及びモノリン酸エステル合成が高まるという報告もなされている4・5）。   

大気汚染物質であるNO2が上記のようなドリコール代謝系に対する影響をもつか否かを検討す  

るために，4．OppmNO2を3か月間暴露したラットの肺及び腎について遊＃ドリコール量の測定を  

行った。   

2 方 法   

2．1暴密集件及び試料の採集  

Jcl＝Wistar系雄ラット（SPF）（12週令）に4，OppmNOzを3か月間連続暴露した。暴霜終了後，動  

物をエーテル麻酔下で放血し，心臓から生理的食塩水を注入して札 肝及び腎を港流した。各臓器  
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を0．25M庶糖10mMトリス一塩酸緩衝液（p117．4）でホモジナイズし，以下の実験に用いた0   

2．2 ドリコールの分析   

各臓器ホモジネートからクロロホルム・メタノール（2：1，Ⅴ／v）で遊離ドリコールを抽出し・  

pullarkatらの方法6）で分画，定量した。ドリコールの同族体は高速液体タロマトグラフ（HPLC）を  

用いて定性，定量した。分析条件は，カラム，ZorbaxODS：溶出液，ヘキサン●イソプロパノ‾ルー  

メタノール（4：4ニ2，Ⅴ／v）：検出器，UV（214nm）である。   

蛋白質量は，L。Wryの方法7）に従って定量した。  

3 結 果  

NO2暴露において，対照群と暴露群のラットの体重及び臓器重量に有意差はなかった0   

3．1各度器の遊離ドリコール組成  

図2に，ラットの臥肝及び腎の遊離ドリコールの高速液体クロマトグラムを示した0標準物質  

として，ブタ肝臓のドリコール（Sigma）を用いた。   

ラットの肺，肝及び腎の遊離ドリコールは炭素数75から100（C7卜ClOO，イソプレノイドユニッ  

ト15－20個）の6種類で構成されており，臓器によって含有量及び組成に違いが見られた（表1）q  

各臓器を通してC85ドリコールが主要成分であった。蛋白質当たりの遊離ドリコール量は，肺・腎・  

肝の順に多かった。   

3．2 度器の遊離ドリコール主に及ぼすN02の影響   

NO2暴露されたラットの肺の遊離ドリコール量は対照群のそれに比べて有意に増加した（1・33  

倍）が，肝及び腎の遊離ドリコール量には変化が認められなかった（表2）。肺の遊離ドリコール量  

表 1ラット（対照群）の肺，肝及び腎の遊離ドリコール含量  
Tablel FreedolichoIcompositionsoflung11iverarLdkidneyofcorLtrOlrat  

do］icholeomposition（％）  

Lung  l，iver  Kidrley  

5．Z  l．3  

21．9  12．6  

45．5  46．2  

23．2  3l．1  

4．2  7．4  

1．5  

C 75  1．9  

C80  18，8  

C85  47．3  

C90  26．O  

C95  6．O  

ClOO  

Total（ng／mglO9．85±9．40 49．15±4．16 90・46土19・19  

protein） （刀＝4）   （n＝6）  
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5  10  15（min） 0  5  10  15hin）  

5  10  】5（min）0  5  10  15（min）   

ラット（対照群）臓器の遊離ドリコールの高速液体クロマトグラム  

HPLCamaLysisoffreedolichoIsirlrattissuesonaZorbaxODScolumn  

E二tPerime】1ta】亡Ol川dilionswerea5discribedinlhetexし  

Numberson沌epeaksj刀d血te仙eloIa】numberDJr∂rbn5j刀ea亡hdo】jcわ0】わomo】og．S！8n  

dards．mix【ureofplgliverdo】ich〔〉ls，  
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表   2 NO2暴露したラットの軋 肝及び腎の遊離ドリコール含量  

Table 2 EffectsoLNO20nfreedolichoIconterLtSinlung．1iverarLdkidneyofrat  

Lung  Liver  Kideny  

c。ntrOI  NO2  COntrOI  NO2  COntrOI  NO2  
（〃＝4）  （β＝4）  （〃＝6）  （月＝6）  （刀＝4）  （れ＝4）  

3．Z3±0．Z2■  

31．12±3．00＊  

68．70±3．40●  

36，04士2．44■  

6．86±1．14  

1．46±0．21  

14，06±1．32  

49，7Z±2．97  

34．20±2．76  

8．10±1．38  

1．64±0．44  

1．17±0．1Z  

9．09±0．95  

23．57±2．06  

13．97±1．23  

2．94士0．34  

1，18土0．59  

11．36±1．42  

41．76±9．05  

28．15士6．30  

6．67士Z．04  

1．35士0．54  

2．58±0．82  

10．75士0．72  

22，36士2，20  

11．39±1．50  

2．06±0．24  

C75   2，08±0．38  

C80  20，60±2．21  

C85  52．00士4．81  

C90  28．55±2．09  

C95  6．62±0．71  

ClOO  

TotallO9．85±9．40 145．95±9．96＊ 49．15±4．16 50．74士4，13 90．46±19．19 109．17±7．68  

Valuesweree叩reSSedasM±SD（ng／mgprotein），■＝P＜0．01．  

RaLswereexposedtoNO2attheconcen【rationor4．Oppmfor3mon［hs  

の増加は各同族体によって異なり，炭素鎖の短い同族体ほど増加が著しかった。C75，C80，C85，  

C90及びC95の対照群に対する増加は，それぞれ1．55，1．51，1．32，1．26及び1・04倍であった。  

C75からC90までの増加に有意差が認められたが，C95には有意差はなかった。   

4 考 察  

本実験で分析したラット臓器のドリコ【ル含量及び組成は，Putlarkatら6）の結果と異なっていた0  

これは本実験で用いたラットがSPFであったためかもしれないが，詳細は不明である。   

糖蛋白質の生合成には，ドリコールモノリン酸エステル（図1，Do卜P）の生成が律速段階となる  

と考えられている1）。ラットに松やにを投与すると，肝臓でドリコールリン酸の増加が起こる1）0  

また，この場合にはα．一酸性糖蛋白質が肝臓で増加することも確認されていが）。またフユニルヒ  

ドラジンを投与したラットの牌臓では，遊離ドリコール及びモノリン酸エステルの合成が起こるこ  

とが示されていが。しかし一方で，フタル酸ジエチルヘキシルを投与した肝では，遊離ドリコー  

ルは増加するがモノリン酸エステルの増加は起こらず，さらにドリコールリン酸に糖の結合したも  

の（図1，D。1づLGl。）及び糖蛋白質の生成が阻害されることが示されていが。これらの知見から，  

遊離ドリコールの増加は直接糖蛋白質生合成の活発化にはつながらず，正または負の影響を与える  

ことを意味するものと考えられる。   

本実験において，NO2暴露によってその標的臓器である肺でのみ遊離ドリコール量の増加が認め  

られ，しかも短い同族体ほど増加が著しいという結果を得た。このことは，大気汚染物質である  

NO2がラット肺のドリコールサイクルに影響を及ぼすことを示唆するものと考えられるが，糖タン  

パク質合成との関連など，詳細については現在検討中である。  
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Ⅰ－14  二酸化窒素とオゾンの混合ガス暴露による  

肺の脂質過酸化とその動物種差について   

SpeciesDifferencesofLipidPeroxidationandtheRelatedFactorsinL11ngS   

OfVariousAnimal＄ExposedtoCombinedGasofNitrogenDioxideandOzone  

荒川健司1・市瀬孝道Z・嵯峨井勝2  

KenjiARAKAWAl．Takami。hiICHINOSE2andMasaruSAGA12  

要 旨   
複合ガス状大気汚染物質の生体影響の解明，及びその影響のヒトヘの外挿を考える場合，  

様々な実験動物に及ぼす生体影響を比較，検討することは極めて重要と思われる。   

ここでは，各種の動物に比較的低濃度の二酸化窒素（NO2）とオゾン（03）の混合ガス（各  

0．4ppm）を暴露し，その生体影響指標として，肺の過酸化脂質生成とその関連因子の変化  

について検討を行った。実験にはICR系マウス，Golden系ハムスター，Wistar系ラット，  

Hartley系モルモット及びNewZeelandWhite系ウサギの5種の動物を用いた。   

NO2＋03暴露以前の．いわゆる生理的条件下での5種の動物の肺の過酸化脂質量（n  

moles／g・lung）はマウス＞ハムスター＞ラット＞モルモット＞ウサギの順となり，動物の  

種間に著しい相違が存在することが判明した。なお，マウスの値はウサギの3．7倍であった。   

このような各動物の肺の過酸化脂質量の相違はどのような因子によるものであるかにつ  
いて検討した。その結果，肺の主剤旨質成分であるリン脂質中の不飽和脂肪酸の含量とそ  

の反応性から求めたPeroxidizabilitylndex（Pl），ビタミンE含量（VE）及び非蛋自性SH量  

（NPSH）の三つの因子からなる対数値，すなわちlog（PI／VE・NPSH）が過酸化脂質量との  

間に高い相関（γ＝0．917，p＜0．001）を示した。一方，グルタチオンペルオキシダーゼ（GPx）  

系酵素，グルタチオンS－トランスフエラーゼ（GSH－Tase），スーパーオキシドデイスム  

ダーゼ（SOD）及びジスルフィド還元酵素（DSR）などの，過酸化脂質代謝やその生成抑制に  

働く，いわゆる抗酸化性防御系酵素の中でその活性が過酸化脂質と高い相関を示すものは  

1，昭和58－59年度 国立公害研究所共同研究月慨波大学大学院環境科学科 〒305茨城県新治郡桜村天王台   

1－1）   

ResearchCollaboratoroftheNationalInstituteforEnvirorlmentalStudies．Presentaddress：SchoolofErLVirorL－   

mentalScierlCeS．TsukubaUniversity，Sakura－mura．Niihari．Ibaraki305，Japan．  

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

Basic MediealScier）eeS Division，the NationalInstitute for ErlVironmentalStudies．YatabemaChi．Tsukuba．   

Ibaraki305．Japan．  
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認められなかった。   

次に，ウサギを除く4種の動物にNOz＋0。を連続2週間暴露した。NO2＋0。暴露に  

より，過酸化脂質生成が最も著しく増加したのはモルモット（2．2倍）であり，次はマウス  

（1・7倍）であった。一方，ハムスターとラットは対照群に比べて全く変化を示さなかった。  

なお．NO2＋03の1週間暴露後のモルモットとマウスの過酸化脂質生成は各々1．4倍と  

1・25倍であったことから，両動物の過薮化脂質生成はNOz＋03の暴露期間の延長につれ  

て増加しているものと思われる。一方，ハムスターとラットは1週間目でも全く変化を示  

さなかった。   

過酸化脂質生成に関するこのような種差を反映して，モルモットとマウスで，特にモル  

モットのリン脂質袖成及びリン脂喪中脂肪酸組成の変化が若しかった。リン脂質組成の変  

化についてみると，モルモットとマウスではホスファチジルコリン（PC）画分の増加とそ  

れ以外のリン脂質画分の減少が特徴的であった。また，リン脂安中の脂肪酸組成の変化に  

ついてみると，飽和脂肪酸のパルミナン酸（C16＝。）含量の増加と高度不飽和脂肪酸（C2。：4，  

C22＝4．C22二5，Cz2ニ6）含量の低下が特徴的であった。一九 ハムスターとラットではこの  

ような変化はほとんど認められていない。   

これらのことより，NO2十03を暴露されたモルモットとマウスでは過酸化反応を受け  

た高度不飽和脂肪酸が分解されて含量の低下をきたしているのに対して，一方の修復過程  

では過酸化反応を受けかりりレミチン酸のような飽和型脂肪酸に置き換えられ，さらに過  

酸化反応が克進するのを避けるような変化を起こしているものと推測される。   

NO2＋03を暴露された4種の動物の肺のどタミンE含量は肺の過酸化脂質量と負の有  

意な相関を示したが，非蛋自性SH含量にはそのような相関性は認められなかった。また，  

抗酸化性防御系の各酵素活性も特に過酸化脂質と相関を示すものはなかった。しかしなが  

ら，過酸化脂質の代謝に働くGPxとGSHTase活性はモルモットとマウスで低かったり，  

遺伝的に欠損していることがNO2＋03暴露による過酸化脂質生成の増加を引き起こして  

いる可能性として考えられる。  

Ab5traCt  

Tocomparethebiologicaleffectsofvariousexperimentalanimalsexposedtothecom・  
PlexedgaseousairpollutarltSisverylmpOrtanttOeXtrapOlatetheeffeetstohumanfromthe  
resultsofanimals・InthepresentstudyJhechangesoElipidperoxjdarjon aTH］tJ】Cre】ated  
factorsinlungsofvariousanimals underphysiologicalconditionandtheanimalsexT）OSed  
totheeombincdgasofnitrogendioxideandozonewereexamined．ICRmouse．Gotdenhams－  
terIWistar rat▼Hartley guinea pigand New zeeland White rabbit were usedin experト  
ments．  

MarkedspeciesdifferencesinlipidperoxideleveLswerefound．TLleOrderofthevalues  

wasmouse＞hanster＞rat＞guineapig＞rabbiしandthevalueforJTLicewas3．7timeshigh・  
erthanthatforrabbit・ThecontentsofvitaminE（VE）andnonproteirlSulfhydryls（NPSH）  
inlungsvariedwidely amongthcfiveanimalspecies．Both antioxidantsshowedaninverse  

relationshipwithlipid peroxide Levels・SpeciesdiLfererlCeSWereaIsoobserved forpolyun－  
saturatedfattyacidconpositionintungphospholipids・Espeeia”y．thecompositionofdoco・  
sahexaenoicacid（C22：6）variedwjdelyamongthefiveanimalspecies．Theperoxidizabil・  
ityindex（PI）．whichshowstherelativerateofperoxidationreaction，WaSealculatedfrom  
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the composition ratio and the reactivity of each polyunsaturated（atty acid，and theindex  

（PI）wasfound tobesignificantly correlated tothelipid peroxidetevelsinlungs（Y＝  

0．886．p＜0．001）．ThePIvaluenormalizedbythereeiprocalofVEcontent．（Pl／VE），also  

wasfoundtocorrelatesignificantlytotheTBAvalues（r＝0．865，p＜0，001），butLhecor  

relationcoefficientofPl／VEwith LipidperoxideswaslowerthanthatofonLy PI・However，  

thelogvaLueofPlnorma】izedbythereciprocaLofVEXNPSH，log（Pl／VE・NPSH），Showed  

a highesL correlation coefficient（Y＝0．935，P＜0．001）．NormaLization by the activities of  

arltioxidative protective enzymes，glutathione peroxidasc．glutathione reductase．glucose  

－6－phosphatedehydrogenase，gLutathione StranSferase．superoxide dismutase and disulfide  

reductase in lungs did not shaw higher correlation coefficients than the normalization by 

the eontcntsofVE and NPSll．These results suggest thatlipid peroxidelevelsin thelungs  

oi animals may be regulated mainly by the contents oi vitamin E and nonprotein sulf 

hydryls，thecomposition ratioandthereactivityofeaehpolyunsaturatedfattyacidirLlung  

phospholipid fractioLl，  

Theother hand，fourspeciesanimals，mice，hamsters．rats aTldguinea plgS WereuSed  

t（）eXaminethechangeso†lipid per（）Ⅹidesand phospholipidsinlungs（）ffollranimalspecies  

exF）OSedcontinuouslytocombinedgasesofO．4ppm nitrogendioxidcandO．4ppmozonefor  

two weeks．Lipid peroxidesinlungs of mice and guinea plgSincreased signifieantEy with  

theprolongationoftheexposureperiod．and theincrementratiooflipidperoxidesinguinea  

T）igs was higher tharlthatin mice at the first and seeond week after thestartofexposure．  

Lipid peroxidesin harnsters and rats did not ehange even at the second week．Changes of  

VEcontentsatthesecondweekwasalittle，butthecontentswererelatedsigrlifieantlywith  

lipid peroxideleveEsoffour animals．Orttheotherhand．inerementsofNPSHwerestriking．  

andtheorderofchaIlged degreewasinversewith thatoflipidperoxidelevelsoffouranim－  

als，however NPSH did not show a sigrlificant correlatioTL With Lipid peroxideleveLs．Total  

phospholipidsinlungsofmice，ratS andguinea plgSWereincreased signifiearltLy by theexL  

POSureOfcomt）inedgasesfor twoweeks，butnotin hamsters．TheincrementratiooLtotal  

phospholipidscharlgedwiththeorderofguinea pig＞mol］Se＞rat．Changed degreeoffatty  

acid compositionin the phospholipids was simiLar to that oflipid pero】【ides among four  

animals．ThechartgesoEfattyaeidcompositioninmicear）dguineapigs weremarked，eSpe  

ciallytheincreasesofpalmitateand palmitotateandthedeereasesofpolyunsaturatedfatty  

acidswerecharaeteristic．On theother hand，the changesin hamsters and ratswereincon  

siderable．Changesofphospholipidelasses werealsosimilartothechangesoflipid perox  

d  

s，  

d  

e  

he  

e  

ides among four animals，PhosphatidylchoLine contentsincrease  

amineeontents decreased by theexposure ofthe combined gase  

pig＞mouse＞rat，ThesecorltentSOfhamsterdidnotchangeatall．  

From these results，itwasobservedthatthe changesoflipi  

pidsir11ungs exposed to the eombined gases oL nitrogen dioxid  

markedly with species of animaLs、andit was suggested that t  

Classesarldfattyacidcompositiorlmightbeinducedbyoxidativ  

oxidation．  

1 はじめに   

今日の大気汚染の状況は様々な汚染物質の複合化 広域化の傾向にあるが，その生体影響の面か  

ら特に二酸化窒素（NOz）とオゾン（03）が重視されている。NO2は工場のボイラーや自動車のエンジ  
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ンなどのすべての燃焼過程において窒素と酸素の反応によって生じる典型的な大気汚染物質であ  

り，現在都市部では比較的高い濃度に汚染されている地域が多い。光化学オキシダントの主成分で  

ある03は自然大気中に0．01－0．03ppm程度含まれており，さらに成層圏03の沈降及び上記のよ  

うに人為的に発生したNO2と炭化水素との光化学反応等によって生成することが認められている。  

したがって，NOzと03の混合ガス（NO2十03）暴露による生体影響を研究することは住民の健康を  

守る立場から極めて重要な課題である。そこで本研究は，NO2＋03暴露によって生ずる生体影響  

について，主に肺の過酸化脂質生成を中心に，その基礎的知見を得ることを目的として行った。   

過酸化脂質とは，膜脂質の重要な構成成分である不飽和脂肪酸の過酸化反応によって生ずる物質  

であり，ヒドロペルオキシド体（ROOH），環状ペルオキシド体（Rく3）及びその他多くの前駆体や  

分解生成物等を指すl）。これらの過酸化脂質は，膜構造を破壊して細胞の膜機能を低‾Fさせたり2），  

酵素や蛋白質を変性させたり3），核酸を切断したり47），核酸の塩基部分と反応して細菌の突然変  

異を起こしたり8・9）する。更に，ホルモンやビタミン等の生理活性を失わせるなど多〈の生体成分  

に作用し，細胞の機能障害や変性，壊死，ひいては臓器障害を起こしたりすることが知られており  

川，生体にとって極めて有害な物質である。加えて，過酸化脂質は老化ヤ動脈硬化肝臓病，糖  

尿病，脳卒中あるいはがんなど多くの疾患の場合にも増加することが認められており，最近では基  

礎及び臨床医学上からも大変注目されているIl・12）。   

肺は酸素をはじめとするガス状物質や粒子状物質に対する第一次標的臓器であり，－・岩浪度以上  

のNO2や03の吸入は特に肺に様々な病理学的障害を引き起こす13・14） 。また，そのような障害を起  

こさない程度の濃度においても，肺組織内で両者はその水に溶けづらいという性質により，肺深部  

の肺胞にまで達し，肺胞内細胞に種々の生化学的影響を及ぼしているものと推測される15・16）。特に，  

両者とも非常に酸化性の強いガスであるため，これらの毒性の一部は肺の脂質の過酸化反応と関連  

しているとする考え17）が多くの研究者に受け入れられている。   

NOzと03によって脂質の過酸化反応が起こることは，はじめに高度不飽和脂肪酸  

（Polyunsaturatedfattyaeid：PUFA）のinvitroO）系で証明され，両ガスとPUFAの反応による過酸  

化脂質の生成はフリーラジカル反応によるとされている18）。すなわち，NO2はRCH＝CHR′で示し  

た二重結合を持つ脂肪酸と反応してNO2が付加したラジカル体〔下式（1）〕を，03は活性の高い  

フリーラジカ ル化合物であるCriegeeのzwitterionを経てオゾナイド〔下式（2）〕を生ずる。  

R。H＝。HR．＿致R一壷一R′  

O R。。ご。。R，且R芸H。dlH＆R′→R一£等H－R′ ＼0／     ＼ 
£。（。。，。。。  

（l）  

（2）   

これらのラジカル化合物は第2の不飽和脂肪酸（R”H）と反応して脂肪酸のフリーラジカル体  

（R・・）を生じ，このR”・は酸素と反応してペルオキシラジカル体（R”00・）を生ずる。このR”00・  
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は第3の不飽和脂肪酸（R′′′H）から水素を引き抜いて自らは脂肪酸ヒドロペルオキシド（Rノ′00H）と  

なり第3の脂肪酸をフリーラジカル化（R′′′・）し，このR′′′・がさらに反応を繰り返すことによって，  

脂質過酸化反応は連鎖的に進行していく－9）。   

一方，玩研涙でNO2吸入によって肺に過酸化脂質が生成することは，共役ジエンの測定により  

ThomasらZO）によって初めて報告された。しかし，その後多くの研究者が検討を行ったがNOz吸入  

による過酸化脂質生成を証明することはできなかった16）。その後，Sagaiら21‾24）は過酸化脂質の分  

解物が呼気中にエタンやペンタンなどの低級炭化水素として放出されているという事実に基づく呼  

気ガス分析法25）及び過酸化脂質の定量に最も広く用いられているチオパルピッール酸（TBA）法を  

用いて，それぞれNO2吸入により過酸化脂質が増加することを認めた。更に，Seva。ia。ら26′28）も  

脂質epoxidesの測定などからNO2による過酸化脂質生成を報告している。03吸入の場合について  

は，Goldsteinらによって赤血球29）と肺30）での過酸化脂質生成が報告され，その後も多くの研究者  

によって03暴露による肺の過酸化脂質の増加が報告されている31・32）。しかしながら生体内では，  

iれγi加の系とは異なり，遺憾化脂質が際限なく生成され，蓄積するものではない。生体内には抗  

酸化剤のように，有害な過酸化脂質の生成を抑制したり，また過酸化脂質が生成してもそれを代謝  

する機構が存在していることが知られている15・16）。   

生体内には数種の抗酸化剤の存在が知られているが，最も注目されているのはビタミンE（VE：  

αトコフェロール）である。生体内でVEが過酸化脂質生成の抑制に働いているという報告は極め  

て多い31‾34）。VEは細胞膜を構成する高度不飽和脂肪酸（PUFA）と複合体を形成して院内に存在し  

ており，ラジカル反応によってPUFAが過酸化されるのを防ぐために自らがラジカル化され，ラ  

ジカルによる連鎖反応を防ぐ作用を有している。一方，いったん生じた8㌧トコフェロール・ラジ  

カル体は〃トコフェロールキノンとなり分解されるが5），あるいは還元塑グルタチオン（GSH），  

アスコルビン酸（VC）．NADPH等の還元性物質によって再生される36・37） 。さらに，GSH，VC，  

NADPtl等の還元性物質もラジカルに水素を与えて連鎖反応を停止させると考えられている。また，  

特に，GSHは過酸化脂質の代謝系において中心的な物質であることから，VE同様脂質過酸化に対  

する抗酸化性物質として掛二重要な役割を果たしている38・39）。一方，VCやNADPHは遷移金属イ  

オン（掛こFe2＋）と共同して脂質過酸化を促進する，という逆の作用も有している40〉。   

さらに生体内には表1に示したような酵素的抗酸化性防御機構が存在している。Glucose  

▲6－phosphatedehydrogetlaSe，あるいは6－PhosphogLuconatedehydrogenase及びGltItathionereduc－  

taseと共役して働〈Glutathionepero霊idase（GPx）を介して，脂肪酸ヒドロペルオキシドは無毒なヒ  

ドロキシ脂肪酸へと代謝され，この系が代表的な過酸化脂質代謝系であると考えられている41）。  

GlutathioneS－t，anSferaseも絵反応としてGP又と同じ反応を触媒することができる42）。S。perOXide  

dismutaseは，過酸化脂質生成のイニシエーターのひとつであるスーパーオキシド・ラジカル（0盲）  

を異性化し，0盲による酸化的障害から生体を防御している43）。また，オゾン暴露の場合，非蛋白  

性SHは主に蛋白質や酵素のSH基と反応しMixeddis。Lfideを形成すると報告されている44）が，  
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表 1酸化的ストレスに対する酵素約防御機構  

Table l EnzymaticProtectiveMechanismsagainstOxidativeStress  

1）GlutathioIle perOXidase as a memberin peroxidative metabo）ic pathway  

2GSH＋ROOH・…■”→GSSG十ROH＋H20  

G6P・サNAI）P←－－′－｝2GSf】－－－ヽ■－・・・・・ROOII  
G6PD  GR  GPx  

6PG ←一ノーー＞NADPH・－・－GSSG ◆－一一し→ROH＋Ii20  

2）EnzymeSfor maintenanceof reduciIlgpOtentiaL（NADPH formation）  

G6P＋NADP・G隼PP‥・→6＿PG十NADPH  

6PG＋NADP＋ 9モGP＿RSP＋NADPH  

lsoeitrate＋NADP＋lGPJl・～2OXOglutarate＋CO2＋NADH  （iii）  

3）Glutathione StranSEerase as a peroxidasc   

GSH＋ROOH与§モモニT争RS”→GSOH＋ROH（Enzymatic）  
＼＋） GSOH＋GSH ＝  ＝‥・・・→GSSG＋H20（NorLEnzymatie）  

2GS打十ROOH…■・・・・…→GSSG＋RO打十H20（Nat Reaction）  

4）superoxide dismutase  

Cu－Zn SODin cytoplasm，erythroeyte（soluble）  

MnSOD in mitochondria   

20；十2H十・‥築里■→ 302＋H202  

cf．Haber－W。issRea。ti。n（02＋t1202・・＝→Zo2＋・OH＋Olr）  

5）Disulfide reductase for rrLainterLanCe Of SHgrOup   

（EヌCb8れge Of血er∂刀d／ori刀tra mO」鋸u】ar djsu】fide）  

MerrLbrane－S－S－ProteirL ・…・・・・→   Membrane－SH ＋ ProteirL－SH  

MembrarLeSrSG …・  ・・・・”・→   Membrane－S11＋ GS11・  

Protein－SrSG …▲     ・…・‥・・→   Protein－SH ＋ GSH  

→  2Cysteine  

ABBREVIATlONS．GPx：Glutathione peroxidase．C6pD：Glt］COSe－6－phosphate dehydTOgenaSe．GR＝GLu  

tathione reduetase．6PGD：6－Phosphog】uぐOnate dehydrogenase．IC【）Hこ1socitrate dehydrogerLaSe  

GS〃丁85eニG】u亡8rムioneSrranSfer85e．SODニ5uper（Iズjdeく】e5muf85e．  

Dis。1fidereductaseはこれらを元の機能的SH基に戻す働きをしている45）。   

一九生体内の過酸化脂質の生成は主にリン脂質中のPUFAの過酸化反応に基づくものであり，  

その生成に預かる主な場所は生体膜及び細胞内器官であるとされている。特にミトコンドリアやミ  

クロソームはその構成成分であるリン脂質中に多量のPUFAを含有しており，過酸化脂質生成の  

主要な部分を占めている46・47）。リン脂質は生体膜の主要構成成分であるのみならず，膜結合酵素  

の活性の制御や膜の流動性や透過性を含めた膜の諸韓詑に極めて重要な役割を果たしている48）。  

加えて，肺リン脂質の一都は肺胞表面活性物質（surfac【ant）の主要構成成分として膨大な気相一液  
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相界面の維持に寄与している49）。このようなことから，NO2や03による肺の脂質．特にリン脂質  

への影響については多くの研究がなされてきており，リン脂質鼠リン脂質組成及びその構成脂肪  

酸組成の変化についての様々な報告がある50‾78）。   

生体膜内での過酸化脂質生成の主要な基質がリン脂質中のPUFAであることから，リン脂質の  

脂肪酸組成は過酸化脂質生成にとって特に重要な因子となる。これに関して，KornbrastとMavis  

の報告79）は極めて興味深い。彼らは，ウサギ，ラット，ヒト及びマウスの肺のミクロソーム中の  

二重結合を3個以上もつ，過酸化を受け易い（peroxidizable）puFA，いわゆるPPUFA含量に対す  

るどタミンE含量の比（VE／PPUFA）と，鉄（II）一アズコルピン酸添加時のinviEroC＝おけるそれぞ  

れの肺ミクロソ，ムの過酸化脂質生成を比較している。その結果，VE／PPUFA比はウサギが最も  

高く，次にラット，ヒト，マウスと並び，血＝点Ⅷでの過酸化脂質生成とは全く逆の相関を示すと  

報告されている。しかし，ここでは各々のPUFAの反応性の相違は考慮されていない。一般に  

PUFAの酸化速度は二重結合の数によって異なり，その数が増加するにつれて反応性が増大するこ  

とが知られている。各々の反応速度定数も知られており，二重結合の数が1，2，3，4，5，6個の  

不飽和脂肪酸についての相対的反応速度定数はそれぞれ0．025，1，2，4，6，8，とされてい  

る8085）。WittingとHorwitt80）は下式のように，各不飽和脂肪酸の組成比（％）にこれらの各定数を  

乗じたものの合計を，PcroxidizabilityIndex：Pl（被過酸化指数）として提案している。  

PI＝（Wt％monoenoicXO．025）＋（Wt％dienoicXl）＋（Wt％trienoicX2）  

十（Wt％tetraenoicX4）＋（Wt％pentaenoicX6）＋（Wt％hexaenoicX8）  

このような報告から，生体内での脂質過酸化に際して，リン脂質のPI胤 さらにPl／VE値等が  

重要な因子である可能性が考えられる。   

また，Kornbrastら79）のiナ川血の実験から，血涙加における肺の過酸化脂質生成も動物の種類  

によって差があることが推測される。さらに，通常生体内の過酸化脂質量はほぼ一定のレベルに保  

たれていると言われているが，肺の過酸化脂質の生理的レベルが果たして動物の種類によって異な  

るのかどうかにも興味がもたれる。しかし，これまで過酸化脂質の動物種属間の相違（種差）につい  

て系統的に調べた報告はほとんど見当たらない。動物の種類によって生体反応が著しく異なること  

は数多く知られており，動物実験の結果からヒトに及ぼす影響を予測したり，外挿する上で，動物  

種差に関する成績は極めて重要である。環境汚染物質の生体影響を研究する場合においても．その  

究極の目的がヒトに及ぼす影響を予測し，それによる障害を防ぐことであることから，動物種差に  

関するデータは非‘馴こ重要なものになると考えられる。   

そこで本研究は，肺の脂質過酸化を中心に，NO2＋03暴露による生体影響についての基礎的知  

見を得ること及びヒトに対する影響を外挿するための基礎資料とすることを目的として，動物種差  

についての検討を含めた次のような実験を行った。まず，第1に，各種実験動物の肺の過酸化脂質  

とその関連因子，特に過酸化脂質生成の主要な基質であるリン脂質に着目して，動物の種差を調べ  
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た。次に，NO2＋03を暴露した場合のそれらの変化について比較検討した。   

2 材料と方法   

2．1動 物   

動物は，静岡県実験動物農業協同組合より7週令で購入したICR系マウス，Golden系ハムスター，  

Wistar系ラット，Hartley系モルモットの雄を，9過令で実験に供した。更に，体重約3．5kg（16週  

令相当）のNewZea加dWh混糸雄ウサギも用いた。   

マウスは48匹，ハムスターは12匹，ラット，モルモット及びウサギは各6匹を1群として実験に  

用いた。分析試料として，マウスは8匹，ハムスターは2匹，その他の動物は各1匹分の肺をそれ  

ぞれ1サンプルとし，すべての動物とも1群を各々6サンプル（氾＝6）となるようにした。   

これらの動物は，温度20－250c，湿度50－70％，室内照明14時間点燈，10時間消燈の条件下で飼  

育された。飼料は，マウス，ハムスター及びラットには日本クレア社製CE－2固形飼料を，モルモッ  

トとウサギには飼料1kg当たりどタミンCが500mg強化されオリエンタル酵母社製RC4固形飼料  

を与え，飲料水は蒸留水を，それぞれ自由摂取させた。   

2．2 二醇イヒ窒素（NO2）とオゾン（03）の混合ガス暴露   

NO2と03の混合ガスの暴露実験には環境庁国立公害研究所実験動物飼育施設内の六錐型AC系  

チャンバー（1・68m3）を用いた。暴露実験にはウサギを除く4種の動物を用い，0．4ppmNO2と  

0・4ppmO3の混合ガス（0．4ppmNO2十0．4ppmO3）に1－2週間連続暴露した。対照群には，NO2  

も03も含まない清浄空気を，NOz＋03暴露群と同一条件下で暴露したものを用いた。   

2．3 肪の摘出方法   

既報2124）のように，エーテル麻酔下で頸動脈より放血屠殺した後閑胸し，肺を心臓とともに摘  

出した。左肺を脂質抽出用として心臓より分離し，右肺は右心室から，脱気後窒素ガスをバブリン  

グし嫌気的に調整した生理食塩水を注入して，白色になるまで鹿流した。それぞれの肺は表面の水  

分を除き，窒素ガス置換密封し，使用時まで－800cで冷凍保存した。   

2．4 肺ホモジネートの調製   

潅流した肺は窒素気流下でテフロン・ガラスホモジナイザ一にて磨砕し，10％ホモジネートに調  

製した。なお，ホモジネート用緩衝液はあらかじめデガッサー（ErmaOpticalWorks社製，  

ERC－3310）で脱気後，窒素を十分バブリングして嫌気的に調製した50mMNa，K－リン酸横衝液  

（pH7．5）を用いた。10％ホモジネートは200×g，5分間の遠心分離を行い，得られた上活を過酸化  

脂質量，非蛋白性SH（NPSH）量及びどタミンE量の測定に用いた。上清の残りは12，000×g，20分  

間遠心分離し，更にその上清を105，000×g，60分間超遠心分離した。この上清の一部をGlu－  
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tathione peroxidase（GPx），Glutathione reductase（GR），GLucose－6－Phosphate dehydrogenase  

（G6PD），6－Phosphogluconatedehydrogenase（6PGD），GlutathioneSrtransferase（GSHTase）の活性  

測定に用いた。残りの上晴は，0．1mMEDTAを含む50mMNa，Kリン酸横衝液（pH7．5）で20時間  

透析（透析外液は2度交換）し．Superoxidcdismutase（SOD）とDisulfidereductase（DSR）の活性測定  

に使用した。   

2．5 過酸化脂質の測定法   

本実験のTBA反応性物質量の測定は，SDS可溶化を含むOhk。Waら86）の方法に従った。肺の  

ZOOXg上清試料0．2mJに8ヲ占SDS（和光純薬）溶液0．2m＝を加えて混和，20％酢酸緩衝液（pH3．5）及  

び0．5％TBA試菜（Merck）を各々1．5mlずつ加え，そのつど十分に混和してから，沸騰水浴中で1  

時間加熱した。加熱後冷却し，n－ブタノール5mLを加え30分間振とうし，遠心分離（3，000rpm，  

10分間）後，ブタノール層について，励起波長515nm蛍光波長553nmの相対蛍光強度を測定した。  

なお，標準物質として1，1，3，3Tetramethoxypropaneを用い，TBA反応性物質量は肺のグラム  

湿重量当たりのモル数（nmoles／g・1ung）として示した。   

2．6 抗酸化性物質の測定法   

NPSH量はD。Lu。iaら44）の方法で測定した。200×g上沼試料0．5m【に5mMEDTAO．5mlと10％  

TCAlmlを加え，水冷下20分間放置後，3，000rpm，10分間の遠心分離で黄白質を沈殿させた。上  

清1mEをとり，0．4Mトリスー塩酸緩衝枚（pH8．9）2mL，0．1MEDTAO．2mLを加え，Z．5mMの5，  

5′一ジチオビス（2－ニトロ安息香酸）（DTNB）試薬0．2mLを加えた後，412nmの吸光度を測定した。  

なお，標準物質として遠元型グルタチオン（GSH）を用い，値は肺のグラム湿重量当たりのモル数（〃  

moles／g・lung）として表示した。   

ビタミンE（αトコフェロール）量は阿部ら87）の方法によって測定した。肺の200×g上活試料1  

mJにエタノール1mJを加えてよくかくはんした後，れヘキサン5血を加えて撮とう抽出を2回線  

り返し，窒素気流下，400cの温浴上で乾固させた。この試料を100／‘Jの”－ヘキサンに溶かしたも  

のを，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）により分離定量した。なお，外部標準はエーザイ株式  

会社より供与いただいた精製α－トコフェロールを用いて定量した。結果は肺のグラム湿重量当た  

りの重量（〝g／g・lung）で表した。   

2．7 抗酸化性酵素活性の測定法  

GPx活性はCumenehydroperoxide及び過酸化水素を基質としてLittleら88）の方法，GR活性は酸  

化型グルタチオン（GSSG）を基質としてBergmeyer89）が記載した方法によって測定した。G6PD活  

性は10mM・MgC）2を含む0．1Mトリスー塩酸緩衝液を用い，Glucose－6－T）hosphate・Naz塩を基質と  

して，WilheLmら90）の方法によって．6PGD活性は20mM・MgCt2と6．5mM・Cysteineを含むb・1M  
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ト1）ス一塩酸墳衝液を用いて，6－Phosphoglueonateを基質としてC6PDの測定法に従って測定した。  

GSH－Tase活性の測定はHabigら42）の方法に準じて，1－Chl。r。－2，4－dinit，。benzeneを基質として  

測定した。SOD活性はキサンナンとⅩanthineoxidaseによって酵素的に生じたSuperoxideanion  

radicalがチトクロpムCを還元するのをSODが妨げる反応を利用したM。C。，dとFrid。Vieh43）の  

方法に従った。DSR活性の測定は，シスチンを基質としてTietze45）の方法によって行い，それか  

ら形成されたシステインはNPS11と同様にDeL。Ciaら44）の方法で定量した。   

DSR以外の酵素活性はすべ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。  

なお，蛋白質の定量は牛血清アルブミンを標準物質としL。W．yら91）の方法に従って行い，酵素活  

性値はすべて蛋白質mg当たりの比活性で表示した。   

2．さ」肺の脂質の抽出   

F。Ichの方法92）に従って，左肺の一部（過重量約300mg）にZmlのクロロホ）t／ムメタノール（C－M，  

2：1）を加え，ポリトロン（クリエンス社製，CH－6010）を用い，窒素気流下でホモジナイズした。  

これを3，500rpm，10分間遠心後，タロロフ」りレム層を分取してから残部にさらに4】¶上のC M（2：1）  

を加え，再びホモジナイズした。同様に遠心し，次いで上澄みを分取し，前回の分と合わせて租脂  

質抽出液とした。   

混在する非脂質成分の除去は，F。1。hの水洗法44〉によって行った。租脂質抽出液に，約0．2容の  

0．9％KClを加えてよく振とう混和し，2，000rpnl，5分間の遠心により2層に分離し，非脂質性の  

上層をとらないように下部のクロロホルム層をシリンジで分敬し，10m′容の褐色スピッツ管に回  

収した。溶媒乾燥器（石井商店社製，JetAirVapolizer）で窒素を吹きつけながら40Ocの温浴中で乾  

固させた後，素早く5m′のC－M（2：1）混液に溶かし，総リン脂質定量用にマイクロシリンジで  

50恒を取り，乾属させた。残りの抽出液は，さらにC－M（2：1）でスピッツ管の首まで溶媒を満  

たして，－200cで用時まで保存した。   

なお，脂質の抽出に用いた溶媒及び薄層クロマトグラフィーに用いた溶媒には，すべて抗酸化剤  

としてプチル化ヒドロキシトルエン（BHT：2，6ジtert一プチルー4一メチルフェノール）を0．005％  

（w／v）添加したものを用いた。   

2．9 リン脂質の分析   

2．9．1リン脂質構成脂肪醒組成   

脂質保存液を乾固させた後，素早く300／‘上のC－M（2：1）に溶かし，その50／り（あるいは100  

両）についてリン脂質を分離し，その構成脂肪酸組成の分析を行った。  

リン脂質はKobayashiら93）の方法で分離した。薄層クロマトグラフィp（プレート：HPTLCFer－  

tigplattenKieselge160，Merek社製，展開溶媒：n－HexaneEthyLether－Aeetieacid，80：40：1，V／v）  

で非極性脂質を上昇させ，原点にリン脂質を残した。薄層面への着点及び展開後の乾燥は窒素気流  
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下で行った。  

リン脂質画分をプレートから吸着剤ごとかき取り，ネジぶた付きパイレックス試験管に入れ，  

Metcatfeら94）の方法で脂肪酸のメチルエステルを調製した。シリカゲルを入れた試験管に，  

0．5N－NaOH（メタノール溶液）0．8mJを加え，シリカゲルをよく分散させた後，窒素中1000cで20分  

間加熱した。水冷後さらに14％BF3（メタノー）t／溶液）1mlを加え窒素中1000cで10分間反応させた。  

十分に冷却した後蒸留水6．5mJを加え，次いでこれに1mJの的ヘキサンを加え，よく振とう混合  

した後，2，000rp叫 5分間遠心分社しヘキサン層をとり，この操作をさらにもう1度繰り返すこ  

とによって，脂肪酸メナノレエステルを回収した。分取したヘキサン層を合わせ，窒素気流下で溶媒  

を留ました後，ヘキサン50FLlに溶かし直してShimadzuGC－7Aガスクロマトグラフィーで分析し  

た。   

ガスクロマトグラフィーの運転は，カラム：5％Sh川C加omeE－71（3mmIDX3叫ガラスカラ  

ム），カラム温度：2300c，試料注入口温度：2500c，キャリアーガス：窒素，40mJ／min，検出器：  

FID，（水素：0．6kg／cm2，空気：0．5kg／cm2）の条件で行った。定量はインテグレーター（Shimadzu  

クロマトパックC－RIB）によるピーク面積の測定によって行った。定性は標準品の脂肪酸メチルエ  

ステルを用いて行った。標準品のない脂肪酸は保持時間の対数と炭素数をプロットして得られる直  

線から未同定脂肪酸を推定する方法，いわゆるSemilogplot法で推定した。   

2．9．2 リン脂質組成   

リン脂質組成は薄層クロマトグラフィーで分離したリン脂質の各スポットをかき取り，それを分  

解して生じた無機リン酸を定量することによって求めた。薄層クロマトグラフィーのプレートは  

Merck社製のIIPTLC（High－performanceThin－1ayerChromatography）FertigplattenKieselge160（10×  

20cm）を用いた。プレートは110ロC，1時間加熱して活性化した後，シリカゲルの入った薄層板保  

存箱の中で室温になるまで放置してから，試料を窒素気流下で下端から約Zcmの位置に幅3．5mm，  

長さ2cmの帯状にスポットした。試料は約15－17〃gのリンを含む脂質抽出液を用し、た。クロロ  

ホルムーメタノールー酢酸一水（50：30：8：1）の溶媒を用い，展開槽内を溶媒で十分に飽和させて  

から，約17cm展開させた（展開時間約2時間30分）。展開後，プレートをドライヤーで乾燥させ，  

次いでヨウ素蒸気にさらして各スポットを検出した。   

各試料スポット及びそれぞれの試料スポットの大きさに相当するスポットのない部分（薄層ブラ  

ンク）をほぼ同量かき観り，R。uS。rら95）の方法で無機リン酸を定量した。かき取った試料に7摘過  

塩素酸0．5mJを加え，1800cで30分間の加水分解によりリン脂質のリン酸を無機リン酸に変えた。  

室温に放置後2．5mJの蒸留水を加えて試験管の内壁を洗い，次いで2．5％モリブデン酸アンモニウ  

ム溶液0．5血，その都度調製した10ヲ占アスコルビン酸溶液0．5mJ，蒸留水1mJを加え，その都度よ  

く混和した。5分間沸騰水浴中で加熱し，次いで冷却し，2，000rpm，5分間遠心後，透明な上澄  

みをキュベットに移し，試薬ブランクに対して820nmの吸光度を測定した。試料の吸光度から薄  
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層ブランクの吸光度を差し引いて読みを補正し，仝画分の補正値の合計から，総脂質リンに対する  

各リン脂質画分の組成パーセントを算出した。  

2．9．3 縮リン脂質の定量   

総リン脂質定量用にとった試料に，70％過塩素酸0．5mJを加え．2．9．2と同じ方法で加水分解と  

無機リン酸の定量を行った。1．097gのKliヱPO4を250mlの蒸留水に溶かした液を100倍希釈した標  

準液（10／‘gリン／血）を用いて，検量線を作成した。給リン脂質量は肺のグラム湿重量当たりの脂  

質性リン量（〝mOl／g・1ung）として表した。   

3 結 果   

3．1生理的条件下における肺の過酸化脂質関連因子の動物種差について   

3．1．1過酸化脂質量   

5種の実験動物の肺のTBA反応性物質量（TI】A値）を図1に示した。各動物の肺のTBA値には  

著しい動物種差が認められ，マウスの値が最も高く，最も低い値を示したウサギの3．7倍以上の値  

であった。更に，これらの動物の肺のTBA値は，マウス＞ハムスター＞ラット＞モルモット＞ウ  

サギの順に並び，この5種の動物の間では小動物程高い値を示した。このように，肺の過酸化脂質  

の生理的レベルには大きな動物種差が存在する，という結果が得られた。   

なお，以後のすべての結果はこの肺のTBA備に対応させるため，その値の高かったノ帆 すなわ  

ちマウス，ハムスター，ラット，モルモット ウサギの順に表示した。  

3．l．2 リン脂賞構成脂肪酸組成   

肺のリン脂質を構成する脂肪酸組成も動物の種類によりかなりの相違が存在した。肺のリン脂質  

の脂肪酸の中で，特に過酸化を受け易いと考えられる高度不飽和脂肪酸のアラキドン酸（20：4），  

ドコサテトラエン酸（22：4），ドコサペンタエン酸（22：5）及びドコサヘキサエン酸（22：6）の各  

Q lq  20、 ちO qO  50  60  7（）  

ⅧA冊1ues（∩灯船1es T丑A・Ⅳg・1ung）  

国 1 生理的条件下の各種実験動物の肺のTBA反応物質濃度（TBA値）  

Fig．1 TB九val11eミinlu喝S of five animalspecies11nder physiologicalstatus・The  

valuesareexpressedasmean土SD  
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動物における組成比（％）を図2に示した。アラヰドン酸は，ラットが約11％で比較的高い値であっ  

た以外は，8％程度でほとんど差がなかった。これに対して，ドコサテトラエン酸は他の動物と比  

べて，これもラットが高いのに加えてウサギで低い催を示し，またドコサペンタエン酸はマウス，  

ハムスター，ラットではほほ同じレベルであったが，モルモット，ウサギヘとTBA値が低〈なる  

順に従って低い値を示した。脂肪酸組成の中で最も顕著な差が認められたのはドコサヘキサエン酸  

であった。マウスで最も高く，平均6．71％を占めていたのに対し，ハムスターでは2・97‰ ラット  

では2．42％と低く，さらにモルモットとウサギでは検出されなかった。   

図2の上端に，すべての不飽和脂肪酸の組成比（％）と反応性から計算したPeroxidizabilitylndex  

（Pl値，141ページ参照）を示した。それぞれの動物のリン脂質のPI値の平均は・マウスが129・2，  

ハムスターが104．6，ラットが110．8，モルモットが72．2，ウサギが69・7となり，最も高いマウスは  

モルモットやウサギの値の2倍近い値を示した。そして，各々のPI値とTBA値との相関を調べた  

結果，■両者の間には極めて高い有意な正の相関（γ＝0・8阻p＜0・001）が認められた（図3）0このこ  

とから，肺の過酎ヒ脂質の生理的レベルの動物種差に関して，リン脂質の脂肪酸組成とそれぞれの  

反応性が重要な因子であることが示唆された。  

甑US亡   日加t打   Rqt  G．Plg   随bb【t  

図 2 生理的条件下の各種実験動物の肺のリン脂質の多価不飽和脂肪酸組成と  

Peroxidizabilitylndex（Pl値）  

Fig．2 PoIyunsaturatedfattyaeidcompositionandperoxidizabiLityindex（Pl）inlungs  

offiveanimalspeciesunderphysiologicalstatus  

Values oL fatty acid eomposiliDm are eXPreSSed as mean oL area percent j＝SDr PT  
（PeroxidiLabilityIndex）va］uesareexpressedasmearL土SD・  

3．1．3 リン脂質組成及び総リン脂質畳  

各動物の肺のリン脂質組成を衷2に示した。リン脂質組成はどの動物もホスファチジルコリン  

（PC）が最も多く，46－47％とほほ半分を占めており，次いでホスファチジ）L／エタノールアミン（PE）  
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図 3 生理的条件下の各種実験動物の肺のTBA反応性物質量（TBA値）とPeroxi－  

dizabilitylndex（Pl値）の相関  

Fig・3 RelationbetweerLTBAva【uesandperoxidizabilityindex（PI）inlurLgSOffive  

animalspeciesunderphysiologicalstatus  

表  Z 生理的条件下の各種実験動物の肺のリン脂質組成と総リン脂質量  

TabLe 2 PhosphoLipidclassesandtotalphospholipidconteIltSinlungsoffiveanimaL  

SpeCiesunderphysiologLCalstatus  

Mouse  Hamster  Rat  G．Pig  Rabbit  

LPC  l．7 ± 0．2  

Sph  9．5±0．2  

PC  46．9 ± 0．4  

0．7 ± 0．3  

PI十 PS  12．7 ± 0．2  

PE  21．9 ± 0．6  

4．5 ± 0．4  

1．8 ± 0．2  

soIvent rront O．5 土 0．2  

1．3 ± 0．1  

10．4 ± 0．3  

47．4 ± 0．4  

0．5 ± 0．2  

12．9 土 0．2  

21．9 土 0．3  

1．9 ± 0．1  

10，2 ± 0．1  

47．1± 0，6  

1．3 士 0．2  

12．5 士 0．2  

21．，6 士 0．3  

0．8 ± 0．1  

11．Z ± 0．3  

46．2 土 0．3  

0．3 ± 0．1  

13．1± 0．5  

22．3 ± 0．4  

0．9 士 0．4  

11．7 ± 0．8  

47．0 ± 3．0  

0．7 ± 0．2  

13．0 ± 0．8  

21．3 ±1．5  

4．1± 0．4   3．7 ± 0．3   3．5 ± 0．3   2．8 ± 0．6  

l．6 土 0．1 1．6 士 0．1  2．5 ± 0．4   2．3 ± 0．4  

0，l± 0．1  0．3 士 0．2  0．2 ± 0．1  0．5 ± 0．4  

（％ratio oftatoIP oflunglipid）  

To【alP  39．2 ±1．2  35．8±1．9  33．6土0．6  34．6 ±1．4  35．7 士4．5  

（〝mOl／g・1ung）  

Al】valuesareeXpreSSedasmean j＝SD．  

ABBREVIATIONS  

LPC：Lysophosphatidy）cho）iJlelSph＝SphingoJTl）・elin・PC＝Phosphatidy】cholirLe・PI‥PhosphatidyLinDSitol・PS  

Phosphatidy】serine・PE；PhosphatidyletharLOlamine・P二PhosphorusL  
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が21”22％，ホスファチジルイノシトールとホスファチジルセリンの混合画分（P＝－PS）が約13％，  

スフィンゴミエリン（Sph）が9－11ヲ左程度を占めていた。これら主要構成成分以外にもリゾホス  

ファチジルコリン（LPC）及び末同定画分（PEのリゾ体，ホスフ7チジルグリセロール，カルジオリ  

ピン等と考えられる）の成分が少量ずつ存在しているが，仝動物を通じてその変動は極めて狭い範  

囲にあり，肺のリン脂質組成については動物種間の相違はほとんど認められなかった。このことは，  

この肺のリン脂質組成は肺の構造あるいは肺の諸機能にとってエッセンシャル（essentjal）なもので  

ある可能性を示唆しているものと思われる。   

また，各動物の肺の総リン脂質畳も，マウスが他の動物よりやや高い値を示したものの，ハムス  

ター，ラット，モルモット及びウサギの問にはほとんど差はみられず，動物柱間で大きな相違は認  

められなかった。   

3．1．4 抗酸化性物貿皇   

各動物の肺のどタミンE（VE）量と非蛋自性SH（NPSH）量を図4に示した。VE量はラットとウサ  

ギが非常に高く，マウスは最も低い倍を示した。ラットを除くとウサギ＞モルモット＞ハムスター  

＞マウスの順に高く，肺の過酸化脂質の生理的レベルと全く逆の順に並んだ。NPSH量は，モルモッ  
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図 4 生理的条件下の各種実験動物の肺のビタミンE（VE）量と非蛋自性SH  

（NPSH）  

Fig．4 ConterLtS OIvitamin E and nonprotein suLfhydryls（NPSH）inlungs of Live  

arlimalspeciesunderphysiotogicalstatus  

ThevaluesareeズPreSSedasmean±St），  
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トとウサギが高い値を示した。NI〉SH畳も，モルモットが若干飛び抜けているものの，各動物の三】ま  

均値はやはり肺の過酸化脂質の生理的レベルとは逆の順であった。   

さらにT すべての動物の肺のVE量とTBA値の例の相関及びNPSti量とTBAとの間の相関につ  

いて調べ，その結果を図5に示した。両者とも有意な負の相関を示し，VEもNPSHもその含量が  

高い動物程，過酸化脂質量は低い傾向がみられた。しかし．VEではラットの値が，NPSHではモ  

ルモットの値がその他の動物の値から著しくずれていた。  
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TBA voIue（n rrK）l／g、1ung）  

図 5 生理的条件下の各種実験動物の肺のTBA反応性物質量（TBA値）とどタミ  

ンE（VE）量との相関（A）とTBA反応性物質量（TBA値）と非蛋自性SH  

（NPSH）量との相関（B）  

Fig．5 RelationbetweenTBAvaluesarLdvitaminEeorLtentS（A），andrelationbetween  

TBA values and nonprotein sulfhydryls（NPSH）（B）irL Eungs offive animal  

SpeCiesunderphysiologicalstatus  

O：Mouse．●：HamsLer，■：Rat．□：G．Pig．▲：Rabbi［．   

3．l．5 抗酸化性酵零活性   

表3に各動物の肺のG［utathioneperoxidase（GPx）系酵素の活性を示した。Cumenehydroperoxide  

を基質としたGPx活性はマウス＞ウサギ＞ラット＞ハムスター＞モルモットの順で高く，動物種  

によって比較的大きな相違が認められた。GPxは活性中心にセレン（Se）を含有し有機過酸化物と  

過酸化水素の両方を基質にしうる酵素（Se依存性GPx）と，Seを含まず有機過酸化物のみを基質と  

しうる酵素（Se非依存性GPx）の2種類が存在している。過酸化水素を基質とした場合のGPx活性  

は，ウサギが非常に高く，モルモットでは活性を示さなかった。すなわち，Se依存性と非依存性  
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表  3 生理的条件下の各種実験動物の肺のグルタチオンペルオキシダーゼ系の酵  

素活性の比較  
Table 3 The activitiesofglutathiorle perOXidase enzyme systemirl）urlgS OL Live animal  

speciesunderphysiologicalstatus．  

Enzyme Animal Mean±SDa） ％b）  
G6PD Mouse  213．0 土15．8 100  

Hamster  127．3 ± 8．9   60  

Rat  lO8．2 ± 31．0   51  

G，Pig  194．7 ± 34．2  91  

Rabbit  l15．4 士 33，2   54  

6PGD Mouse  122．6 ±10．9  100  

Hamster  139．6 ± 8．0 114  

Rat  127．8土10．9 104  

G．Pig  167．9 土15．0 137  

Rabbit  44．3 士 8，0   36  

GR  Mouse  299．6 ±12．7 100  

Hamster   252．1±16．7   84  

Rat  190．9 ±13．6   64  

G．Pig  303．3±13．2 101  

Rabbiし  260、3 土 8、1  87  

GPx－   Mouse  197．0 ± 2．8 100  

Cumene 11amster   63．9 j： 4．7   32  

Rat  lO6．3 ±10．5   54  

G，Pig  22．8± 2．5  12  

Rabbit  149．Z ±15．7   76  

GPx＿   Mouse  57．1± 1．9 100  

H202  Hamster  14．0 ± 4．4   Z5  

Ra［  61．3 土 9．0 107  

G．Pig  O  O  

Rabbit  128．9 ±15．3  226  

a）ThevaLuesareexpressedasnmoINADPIlformedorreduぐed／mgprotein／min．  

b）Theva）uesshowpereerltratioagainstthevah］eOIMouse．  

の割合も動物によってかなりの相違があり，モルモットのGPx活性は，それ自体極めて低いが，  

100％がSe依存性であるのに対して，その他の動物は両方存在しているが，マウス，ハムスターに  

比べてラットとウサギが，特にウサギがSe依存性酵素の占める割合が高いようである。共役系の  

GlucoseT6－Phosphatedehydrogenase（G6PD）活性は，マウスとモルモットが非常に高いが他の3種の  

動物には差はなく，6－Phosphoglueonatedehydrogenase（6PGD）活性はウサギが極端に低く，モル  

モットが若干高かった。Glutathionereduetase（GR）活性は，ラットが若干低い以外はほほ同じレベ  

ルであった。   

各動物の肺のGlutathi。rl。S－tranSferase（GSH－Tase），Superoxidedismutase（SOD），及び，Dis－  

ulfidereductase（DSR）活性を表4に示した。GSH－Tase活性は，マウスとモルモットで非常に高く，  
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表  4 生理的条件下の各種実験動物の肺のグルタチオンS－トランスフエラーゼ．  

スーパーオキサイド異性化酵素，ジスルフィド還元酵素活性の比較  

Tab】e 4 The actjyjtje50Eg】utBthione SJtranSfera5e．SuPerOXide dismutase and disu】fide  

reductaseinlurlgSOfLiveanimalspeciesunderphysiologicalstatusL  

Enzyme  Animal Mean士SD ％a）  

GSH－Taseb） Mouse 1459± 49 100  
Hamster   408 ± 29   28  

Rat  138 ± 13   9  

G．Pig  1419士 69  97  

Rabbit  622 ± 36   43  

soD亡）  hlouse   61．8 ± 2．7 100  

Hamster  48．4 ± 4．3  78  

Rat  48，8 ± 5．6  79  

G．Pig   65．8±11．3 106  

Rabbit   30．9 ± Z．8  50  

Mouse l15．2 ±13．0 100  

Hamster 236．2 ± 36．5  205  

Ra【  276，6 ± 28．9  240  

G．Pig  157，2±18．5 136  

Rabbit   67．1± 1，4  58  

a）Theva】uesshowpercentratioagainstthevalueofmot］Se．  
b）ThevaluesareexpressedasrLmOLofmetabo）iteformed／mg■prOtein／min  
c）Tbeva】uesaree叩reSSedasunit／mg・PrOtein／min．  

d）Theva】uesareexpressedasnrnoIcysteineformed／mg・PrOtein／h．  

ラットではそれらの10分の1程度の活性しか示さなかった。SOD活性は，ウサギが低かったが，  

その他の動物の間の変動は比較的少なかった。DSR活性は，ハムスターとラットが高く，ウサギ  

が極端に低い値を示した。なお，各抗酸化系酵素の活性倍は，いずれも各動物の肺のTBA値との  

閤に，VEやNPSHのような一定の方向の相関性を示さなかった。   

3．1．6 肺の過酸化脂質量の動物種差の決定因子について   

これまでの結果から，肺の過幣化脂質の生理的レベルの動物種差を決定する因子について検討し  

た。   

本実験における肺のリン脂質の脂肪酸組成から，不飽和脂肪酸の二重結合の数による反応性の相  

違を考慮したPeroxidizabilityIndex（PI値）を貸出したところ，PI値とTBA億で示されたin  

の肺の過酸化脂質量との間に極めて高い正の相関性（γ＝0．886，p＜0．001）が認められた（図3）。   

一方，肺の総リン脂質量は動物種間で大きな相違はみられなかった（表1）。これらのことから，  

本論文ではKornbrastらが用いたPPUFA含量の代わりにPl値を用いたPI／VE比を求め，  

での肺の過酸化脂質量との間の相関を調べた。その結果，図6に示したとおり，PI／VE比とTBA  

値との間にも有意な正の相関が認められた（r＝－0．806，p＜0．001）。しかし，ラット以外の動物は  
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図 6 生理的条件下の各種実験動物の肺のTBA反応性物質量（TBA値）とどタミ  

ンEとPeroxidizabi11tylndex比（Pl／VE）の相関  

Fig．6 RelationbetweenTBAvaluesarldperoxidizabilityindex／vitaminE（PI／VE）ir1  

1ungsoLfiveanimalspeciesunderphysiologicaistatus  

一定の直線上に乗るものの，ラットの肺のVE畳は非常に高かった（図4）ため，ラットだけが他の  

動物との関係から外れ，相関係数の絶対値もPI値単独とTBA値との間で得られた値（0．886）より  

低下した。血涙血の過酸化脂質生成においては，細胞の可溶性画分の抗酸化性因子の関与も考え  

る必要がある。   

可溶性画分に存在するNPSHは，VEと同様に，その含量が高い動物程肺のTBA値は低い値を  

示す傾向（図4，図5）がみられた。肺のNPSHの90％以上は還元型グルタチオン（GSH）である。“は  

じめに、’で述べたとおり，GSHは珊胞内に比較的高い濃度で存在する抗酸化性物質であり，また  

GPx，GSHTase等の過酸化脂質の代謝に働く酵素の重要な基質でもある。したがって，これらの  

ことから．NPSH畳も過酸化脂質の生理的レベルを規定する重要な因子である可能性が考えられる。  

そこで，NPSH量をPl／VE比の補正係数として用いた（Pl／VE）・（1／NPSll）を計算し，この値の対  

数値とTBA値との相関を調べた。その結果は，図7に示したとおり，極めて強い有意な負の相関  

（r＝－0．935，P＜0．001）を示し，相関係数の絶対値も増大した。また，TBA値対PI／VE比の場合  

のような他の動物との関係から特に外れる値を示す動物もなくなった。各動物の平均値の分布は，  

図8に示す如く，すべての動物の催が一定のシグモイド曲線上にプロットされた。なお，Pl／VE  

比の補正項としてNPSHのほかに可溶性画分中に存在する抗酸化性酵素の活性備についても検討し  

－153－   



荒川健司・市瀬草道・嵯峨井勝   

20  句0  60  aO  

TBA volues（n mol／g・1ung）  

B］ 7 生理的条件下の各種実験動物の肺のTBA値とlog（Pl／VE・NPSH）値の相関  

Fig．7 ReLationbetweenTl〕Avaluesandlog（PI／VE・NPSH）intungsoLfiveanimal  

speciesunderphysiologicalstatus  
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図 8 生理的条件下の各種実験動物の肺のTBA値の平均値とlog（PI／VE・  

NPSH）値の平均値との関係  

Fig．8 RelationbetweenTBAvaluesandlog（Pl／VE・NPSH）inlungsoffiveanimal  
speciesunderphysiologicaLstatus  
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てみたが，すべて相関係数の絶対値は著しく低下し，有効な補正項となるものは見いだされなかっ  

た。   

以上の結果から，現時点では，肺の過酸化脂質の生理的レベルの動物種差に関して，過酸化脂質  

生成の主要成分であるリン脂質の脂肪酸の組成比，過酸化に対する反応性，ビタミンE量及び  

GSH量の四つが特に重要な因子であることが示唆された。   

なお，生理的条件下の動物については，ウサギを除いて2度の実験を行った。相対的な傾向は極  

めて高い再現性が得られたが，実験に用いた動物のロットが異なるため，得られた絶対値は項モ＝こ  

よって多少のズレがみられた。本稿で用いた結果は2度目の実験のものであり，次に述べる急性実  

験に用いた動物と同一ロットの動物，すなわち対照動物の結果の方を記載した。  

3．2 0．4ppmNO2と0．4ppmO3の混合ガス暴露による肺の過酸イヒ脂質関連田子の  

変化の動物種差について   

3．2．1過酸化脂質皇   

0・4ppmNO2と0・4ppmO3の混合ガス（NO2十03，名0．4ppm）に1－2週間連続暴露したマウス，  

ハムスター，ラット及びモルモットの肺の過酸化脂質量（TBA値）の変化を図9に示した。マウス  

の肺の過酸化脂質量は，暴露7日目で24％，14日目では69％，それぞれ対照群より有意に増加した。  

また，モルモットでは，7，14日目でそれぞれ対照群より44％，123％の有意な増加を示した。一九  

ハムスターとラットの肺の過酸化脂質量は7日日，14日日とも対照群と変わらなかった。また，ラッ  

トについては暴露10E＝］についても検討したが対照群と全く変わりがなく，7日目及び14日目では  

逆に若干低下する傾向がみられたが，いずれも有意差は認められなかった。   

このように，生理的条件下で肺の過酸化脂質が最も高い値を示したマウスでは，NO2＋03（各  

0．4ppm）の暴露期間の延長につれて過酸化脂質は増加した。一方，ハムスターとラットではNO2  

十03暴露による肺の過酸化脂質の増加は認められなかった。この4種の動物の中では肺の過酸化  

脂質量の生理的レベルが最も低く，さらに過酸化脂質も生成されにくい状態にあったモルモットで，  

NO2十03暴露によって肺の過酸化脂質の顕著な増加が認められた。NO2十03の2週間暴露後の  

各動物の肺のTBA値は，マウスが114．9±19．2，ハムスターが55．7±9．3，ラットが31．3±8．5そ  

してモルモットで65．2±12．1（nmol／g・1ung，平均±標準偏差）となり，肺の過酸化脂質のレベル  

はマウス＞モルモット＞ハムスター＞ラットの順となった。   

3．2．2 リン脂質構成脂肪酸組成   

ハムスターとラットの対照群及びNO2十03（各0．4ppm）2週間暴露群のリン脂質の構成脂肪酸組  

成を表5に示した。ハムスターでは，ステアリン酸（18：0）の含有率が若干増加し，オレイン酸（18  

：1）及びパルミトレイン酸（16：1）がわずかながら減少し，共に有意差を示した。ラットではオ  

レイン酸（18：1）とドコサペンクエン酸（22：5）がわずかに減少し，アラキドン酸（20：4）がわず  
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7  

Exposu「e Tlme（dqys）  

1小   

図 9 0．4ppmNOzと0．4ppmO。の混合ガス暴露による各種実験動物の肺のTBA  

反応性物質量（TBA値）の変化  

Fig・9 PeriodicalchangesofTBAvaluesirlLungsoffouranima）speciesexposedeom  

tinuouslytothecombinedgasesofO．4ppmNO2andO．4ppmO3fortwoweeks  
C。乃け0】ya】ue5Were】∝ated6g．Da刀d5】．5n∬血ノg・】ungfDrmDuSe and hamster，36・3．  

26．6．and38．7nmol／g・1ungf8rratOf7．10and14day5．33．5．29．3nmol／g・lungIorC・  
pigoり．14days．respectively．  

Thevaluesareexpressedasmean土S】）．  
嶋：p＜0・05．嶋■＝p＜0・01，■＝＝P＜0▲001・  

かながら増加し，いずれも有意差がみられた。しかし，ハムスターとラットは，いくつかの脂肪酸  

が統計的有意差を示したものの，その変化は極めて′トさいものであった。脂肪酸のPeroxidizabi－  

1itylndex（PI値）は，ハムスターでは全く変化がなく，ラットでは，ドコサペンクエン酸（22：5）  

の有意な減少に加えてドコサテトラエン酸（22：4）及びドコサヘキサエン酸（22ニ6）の含有率がと  

もに減少傾向を示したことを反映して有意ではあるがわずかな低下（110．8→107．6）を示した程度で  

あった。   

一方，マウスとモルモットの肺のリン脂質の脂肪酸組成は比較的大きな変動を示した。この両動  

物の対照群及びNO2十03（各0．4ppm）2週間暴露群のリン脂質の構成脂肪酸組成を表6に示した。  

両動物とも特に顕著な変化を示した脂肪酸はパルミナン酸（16：0）であり，マウスでは37．60→  

39．42％へ，またモルモットでは34．60→41．43％へとそれぞれ有意な増加を示した。また，ミリス  

チン酸（14：0）及びマウスではパルミトレイン酸（16：1）もわずかながら有意に増加していた。こ  

れに対して，両動物ともステアリン酸（18ニ0），オレイン酸（18ニ1），ドコサテトラエン酸（22：4）  

及びドコサペンクエン酸（22：5）が有意な減少を示した。特に，モルモットのステアリン酸（18：0）  

は11．52％→9．37％へと著しく減少した。加えて，モルモットでは，アラキドン酸（20ニ4）も8．37％  

→6．61％へと比較的大きな減少を示した。モルモットではすべての高度不飽和脂肪酸（PUFA）含有  

率が減少したことを反映して，PI値は72．2から57．3へと著しく有意に低下した。マウスでは，ド  

－156－   



脂質過酸化とその動物種差  

表  5 0．4ppmNO2と0．4pF）mO3の混合ガス連続2週間暴苗によるハムスターと  

ラットの恥のリン脂質構成脂肪酸組成の変化  
Table 5 Chan酢S Ofiaしty atid eomposiしion of phospl101ipidsinlungs olhamsしers a爪d  

ratsexposedcontinuouslyLothecomt）irledgasesofO．4ppmNO2andO3fortwo  

weeks  

Contro】  Exposed  

（A）Hamster  

14：0  1．37 ± 0．11  

16：0   34．14 ± 0．47  

16：1  4．75 ± 0．08  

18：0   11．46 ± 0．21  

18：1  15．33 ± 0．22  

18：2   10．40 ± 0．18  

20：4  8．99 ± 0．19  

22：4  1．72 ± 0．06  

22：5  2．76 ± 0．11  

1．49 ± 0．08  

33．68 ± 0，39  

4．63±0．08＊  

12．07±0．11ヰ■●  

14．51±0．17＝＊  

10．60 ± 0，18  

9，04 ± 0．18  

1，74 ± 0．05  

2．79 ± 0．10  

6  2  97 ± 0  

P1  10′l．6 ±1．4  104．8 ± 0．8  

（B）Rat  

14：0  2．66  

16：0   34．83  

16：1  5．16  

柑：0   11．79  

18：1  11．67  

18：2  7．99  

20：4   11．59  

22：4  2．41  

22：5  2．85  

22：6  2．42  

2．75 ± 0，13  

35．47 ± 0，54  

4．9ユ ± 0．22  

11，59 ± 0．22  

11．10±0．12＋＊＊  

8，Z5 士 0．21  

12．07±0．35♯  

2．32 ± 0．05  

2．51±0，15＊★  

2．29 ± 0．18  

± 0．15  

± 0，44  

士 0．17  

± 0．15  

± 0．11  

± 0．19  

士 0．27  

± 0．09  

土 0．07  

土 0．07  

107．6 ±l．5■  PI llO．8 土 2．8  

Minorcomponenlsofralty a亡idswereomilledfor亡1arity．  

Va】uesof raしty acid cDmpOSi【ionare expressed as area  

匹rCentmean土S［）．Pl（PeTOXid血biliしylndex）  

va】uesaree叩reSSedasmean±SD・  

■＝P＜0．05．＝＝p＜0・01．■＝＝P＜0・001・  

コサヘキサエン酸（22二6）が増加傾向を示したこともあって，Pl値はわずかな低下（129．2→127．5）  

にとどまり，有意な変化を示すには至らなかった。   

なお，4種の動物のうちで，PI値が最も低い値を示したモルモットで過酎ヒ脂質が増加したこ  

とから，暴露後の肺のTBA値とPl値との間に，生理的条件下の動物間でみられたような有意な相  

関性は認められなかった。  
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衷   6 0．4ppmNO2と0．4ppmO3の混合ガス連続2週間暴露によるマウスとモル  

モットの肺のリン脂質構成脂肪酸組成の変化  
Table 6 Changesoffatty acid compositionofphospholipidsinluIlgSOfmice andguinea  

pigsexposedcontinuouslytothecombinedgasesofO・4ppmNO2andO3fortwo  

weeks  

ControI  Exposed  

（A）Mouse  

】4ニ0  ユ．鋸  

16：0   37．60  

16：1  6．04  

18：0   11．01  

18：1  10．04  

18：2  7．01  

ZO：4  8．78  

22：4    1．82  

22：5  2，84  

2．26士 0」が＝  

39．42±0，27＝－  

6．47 ±0．17★…  

10．12 ±0．12＝■  

9．45 ±0．15■■●  

7．04 ± 0．14  

8．85 ± 0，15  

1．50±0．06＊…  

2．67 土0．07■：●  

6，85 ± 0．08  

土 0．08  

土 0．44  

± 0．10  

± 0．09  

± 0．18  

± 0．15  

± 0．07  

± 0．06  

± 0．07  

6  6  

PI  129．Z ±1．9  127，5 ± 0．7  

（B）G．Pig  

14ニ0  3．15  

16：0   34，60  

16：1  4．OZ  

18：0   11．52  

18：1  17，71  

18：Z  9．91  

20：4  8．37  

22：4  1．49  

22：5  1．96  

3．45 ±0．18＊  

41．43±1．93■■r寸  

4，30 ± 0．45  

9．37±0．47－－＊  

16．17 土0．6Z＝♯  

9．42 土1．22  

6．61士0．43■●●  

1．13±0．11轟－ヰ  

± 0．21  

±1．16  

± 0．45  

± 0．35  

± 0．49  

± 0．87  

士 0．39  

土 0．12  

± 0．15  1土0．08■■■  

P1   72．2 ±3．5  57．3 ±5．0＊＝  

Minor亡DmPOnenLsoffa比yacidswereolni［tedIorclarity．  

Va】uesoffattyaeidcomposi【ionareexpressedasareaper〔ent  

mean±S工〉．PI（Peroxidiヱabi】itylndex）valuesare  

e二（PreSSedasmea】1±SD．  

◆：p＜0・05．■●：p＜0．01．■●■＝p＜0・001■   

3．2．3 リン脂質組成及び総リン脂質畳   

4種の動物の対照群及びNOz十03（各0．4ppm）2週間暴露群の肺のリン脂質組成を表7に示し  

た。モルモットは．NO2＋03暴露によりリン脂質組成にも大きな変動がみられ，ホスファチジル  

コリン（PC）の含有率が大きく増加（46．2％→54・7％）し，ホス77チジルエタノールアミン（PE），  

ホスファチジルイノシトールとホスファチジルセリンの混合画分（PI＋PS）及びスフィンゴミエリ  

ン（Sph）がすべて減少し，それぞれ有意差も認められた。また，ホス77チジルコリンの1）ゾ体（LPC）  

の増加もみられた。マウスでは，モルモット程顕著ではないが，PCが有意に増加し，PE，PI＋PS  
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及びSphが有意に減少した。しかし，LPCはモルモットの場合とは逆に，若二t二の減少を示した。ラッ  

トでも，PCの増加及びPE，Sph．LPCの減少がみられ，いずれも有意差も認められた。しかし，  

その変動幅はマウスの場合より小さかった。一方，ハムスターでは，PH－PSがわずかではあるが  

有意に減少した以外は，有意な変化はみられなかった。   

図10には，NO2十03（各0．4ppm）を2週間暴露した各動物の肺の絵リン脂質量の変化を示した。  

モルモッ‘トの肺の総リン脂質茎は，暴露によって対照群より30％の有意な増加を示した。マウスの  

肺の給リン脂質量は対照動物で既に他の3動物よりやゃ高かったが，暴露後さらに8％の有意な増  

加を示し，ラットでは5％程度であるが有意に増加していた。しかし，ハムスターでは全く変化が  

みられなかった。  

リン脂質組成及び稔リン脂質量についても，脂肪酸組成の変化と同じく，過酸化脂質の増加がみ  

られたマウス及びモルモットで変動がみられ，掛こモルモットの変化が顕著であった。以上の変化  

の程度は．TBA値の変化と比較的対応しているように思われた。   

3．2．4 抗酸化性物質量   

NO2＋03（各0．4ppm）を連続2週間暴露した各動物の肺のどタミンE（VE）量及び非タンパク性  

SH（NPSH）量を，それぞれを対照群と比較して図11に示した。VE量はハムスタ←とラットで8％  

増加したが，マウスは対照群と全く変わらずモルモットでは逆に6％減少した程度であり，いずれ  

も有意差はなかった。NPSH量は，マウスで67％，ハムスターでは95％，そしてラットで30％のそ  

れぞれ有意な増加を示し，これに対して，モルモットでは対照群とほとんど差がなかった。  

表．7 NO2と03の混合ガスに暴露された各種動物の肺リン脂質組成の変化  

Tab】e 7 Changes of totalphospholipids and phosphoEipid classesinlurLgS Of various  

arlimalsexposedtothecombirLedgaseso（rLitrogerldioxideandozorle  

TDta】  

PhoSllholipidS 

【．PC  Spll  
（％）  （％）  

PC  Pl＋ PS  PE  

（％）  （％）  （％）  

Contro1   39．2 ±1，2  

E叩OSed  42．5±0．7＝■  
（108ヲ‘）   

Contro1   35．8 士l．9  

Exposed   35，5 士1．3  
（99％）   

Conしro】   33．6 ± 0．6  

E叩8Sed  35．5士1．6■  
（106％）   

Col】trO1   34．6 ±1、4  

1，7 ± 0．2  9．5 ± 0．Z   46，9 ± 0．4 12．7 土 0．Z  21，9 士 0．6  

1．4±0．2◆ 8．6±0．1■＝50．8±0．5＝●10．6土0．2‥■20．7±0．2…  
＝軋5射   

2l．9 ± 0．3  

Z2．1士 0．3  
（100．9％）   

Zl，6 士 0．3  

ZO．9±0．3事  
（96．8％）   

22．3 士 0．4  

（82、4％） （90．5射  （108．3％）   （83．5％）   

1．3 ± 0．1 10．4 ± 0，3  47．4 ± 0．4 12．9 ± 0．Z  

l．4 ± 0．2 10．1± 0．2  47．0 ± 0．5 12．4 士 0．2  
（107，7％） （97．1％）   （99．Z％） （96．1％）   

1．9 士 0．1 10，2 ± 0．1 47，1士 0．6 12．5 士 0．2  

1．7士0，1－  9．2士0．3■で●50．0土0．8＝－12．2±0．3  
（89．5％） （90．Z％） （106．2％） （102．5％）   

0，8±0．1 11．2土 0．3  46．2士 0．3 13．1±0．5  
G．Pig  1．4■攣■11．4±0．3‥●17．4士1．0■●●  Exposed  45，2±3．4■■■1．5士0．3＝ 8．5±0．6＝●54．7±  

UrLidentiEiedcomponentswereomittedfDre）arity．Theva］uesareexpressedasnean±SD  
Abbreviations：SeeTabLe3EDOtrLOte．＋：Pく0．05．＝：p＜0，01．＋”：p＜0・001．  
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図 10 0．4ppmNO2と0．4ppmO3の混合ガス連続2週間暴露による各種実験動物  

の肺の稔リン脂質量の変化  
Fig・10 ComparisonofthetotalphospholipideontentsinlungsofthefourcorltrOlarLim・  

a】5peCjesand ani∫刀alsexpo5ed co乃頼】UDuS】yIDt】1e亡OmbinedgasesofO．4ppm  

NO2andO．4ppmO，fortwoweeks．□＝COntrOl．旺≡ヨ＝NO2＋0，grOup．  

Thevalt）eSareeXPreSSedasmearL±sD．＊：p＜0・05．■■■：p＜0・001．   

NO2＋03（各OAppm）を2週間暴露したすべての動物の肺のVE量とTBA値の相関を図12に示  

した。生理的条件下の5種類の動物でみられたと同様に，有意な負の相関が認められた。相関係数  

の絶対値は0．713となり，生理的条件下の5種の動物の間で得られた値（lγ＝0．455）より著しく  

上昇した。なお，肺のNPSH量とTBA値の間には，生理的条件下の5種の動物の間でみられたよ  

うな有意な相関性は認められなくなった。これらのことから，Ⅳ02＋03による脂質過酸化に対す  

る抗酸化作用に関しては，還元型グルタチオン（GSH）よりもVEがより効果的である可能性が示唆  

された。   

一九 生理的条件下の5種の動物で，TBA値との間に非常に高い負の相関性が認められた  

（Pl／VE・NPSH）の対数値について，NO2＋03（各0．4ppm）2週間暴露時の各動物の値を求め，同じ  

く2週間暴露時のそれぞれのTBA値に対してプロットした結果を図13に示した。統計的には有意  

な正の相関性（r＝0．761，p＜0．001）が得られ，生理的条件‾Fの5種の動物で得られた相関と規似の  

結果が得られた。このことから，Ⅳ02十03（各0，4ppm）暴露により肺の過酸化脂質生成も，リン脂  

質の脂肪酸の組成比と過酸化に対する反応性，VE量及びGSH量によって規定されている可能性  

が考えられる。  
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図110．4pprnNO2と0．4ppmO。の混合ガス連続2週間暴苗による各種実験動物  
の肺のビタミンE（VE）量及び非タンパク性SH（NPS11）量とその対照群と  

の比較  
Fig．‖ C。mp左risonofthevitaminEandnonproteinsu】fhydryLs（NPSH）contentsin  

lungsoitbe｛0ⅥrCDntrOlanimalspecleSandanimalse叩OSedcontinuouslytothe  
combinedgasesorO・4ppmNO2andO・4ppmO3rOrtWOWeeksrespectively  
Thevaluesareexpressedasmean±SD，■＝T）＜0，05∵J’－：p＜0・OOl・  
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図12 0．4ppmNOzと0．4ppmO3の混合ガス連続2週間暴露による各動物におけ  
る肺のTPA反応性物質量（TBA値）とどタミンE（VE）の相関  

Fig・12 RelationbetweenTBAvaluesandvita爪inEcontentsinLungso（Louranimal  
speciesexposedcontinuouslytothecoTnbinedgasesofOL4ppmNOzandO・4  
ppmO3Eortwoweeks  

●：hl。uSe．0＝Hamster．■＝Rat．ロ＝C．pig一  
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図 13 0．4pprnNO2と0．4ppmO3の混合ガス連続2週間暴露の各動物における肺  

のTBA値とlog（Pl／VE・NPSH）値の相関  

Fig．13 RelationbetweenTBAvaluesarldlog（Pl／VE・NPStl）inLutlgSOifouranimal  

species exDOSed eontinuously to the combined gases oEO．4ppm NO2and O．4  

PpmO3fortwoweeks  

●＝Mouse．0＝Hamst巳r．■＝Raし□＝G，Pig．   

3．2．5 抗酸化性酵素活性   

NO2＋03（各0．4ppm）暴露による各動物のGlutathioneperoxidase（GPx）系の各酵素の活性変化を  

図14に示した。Cumenehydroperoxideを基質としたときのGPx活性は，すべての動物で有意に増  

加していた。過酸化水素を基質とした場合のGPx活性も，ハムスターでは減少傾向を示したが，  

マウス及びラットでは有意に増加していた。Glucose－6・phosphatedehydrogenase（G6PD）活性も、モ  

ルモット以外のすべての動物で有意な増加を示した。モルモットでも有意差はないが増加傾向がみ  

られた。6－PhosphogIueonatedehydrogenase（6PGD）も，ラットでは対照群とほとんど変わらなかっ  

たが，マウス及びハムスターでは有意に増加し，モルモットでも増加傾向がみられた。Glutathione  

reduc仁a5e（GR）活性は，データは示していないが，どの動物でもわずかに増加ける傾向はみられた  

が有意な変化は認められなかった。   

さらに図15にNO2＋03（各0．4ppm）2週間暴露による各動物のGlutathione S－traIISferase  

（GSH－Tase），Superoxide dismutase（SOD），Disulfide reductase（DSR）活性の変化を示した。  

GSH－Tase活性は，過酸化脂質の増加がみられたマウスとモルモットで有意に減少し，逆にハムス  

ターは有意に増加，ラットは対照群と全く変わりがなかった。SOD活性は，すべての動物で増加  

しており，マウスとハムスターでは有意な増加を示した。DSR活性は，マウスで有意に増加し，  

モルモットは増加傾向を示したが有意差はなかったのに対して，ハムスターとラットでは逆に有意  

に減少していた。  
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囲14 0，4ppmNO2と0．4ppmO3の混合ガス連続Z週間暴露による各動物の肺の  

グルタチオン・ペルオキシダーゼ系の酵素活性の変化  
Fig．14 Changesofthea血vitiesof如tathionepモーoxida駅SyStemenヱymeSinlungsof  

EourarlimalspeciesexposedcontinuousLytothecombimedgasesofO・4ppmNO2  

andO，4ppmO3fortwoweeks  
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図15 0．4ppmNO2と0．4ppmO。の混合ガス連続2週間暴露による各動物の肺の  

グルタチオンS－トランスフエラーゼ，スーパーオキサイド異性化酵素，  

ジスルフィド還元酵素活性の変化  
Fig・15 Changesoftheactivitiesofglutath10neS・trチnSferase（GSH－Tase）ISuperOXide  

dismutasc（SOD）arlddisulfidereductase（DSR）inlungsoffourarlimalspecies  

exposedcon山ⅧOuSlytothecombinedgasesofO・4ppmNO2andO▲4ppmO3for  

two weeks  

Controlvalueswere）ocatedthecorrespondingnlearLVa）uesirLTable4・Theva］uesareex－  
pressedasmean土S【）．事＝P＜0・05．＊■＝p＜0・01．＝事＝P＜0・001・  
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4 考 察   

4．1生理的条件下での肺の過酸化脂質量の動物種差とその決定因子について   

本実験では，5種の実験動物の生理的条件下の肺の過酸化脂質量を調べた結果，肺の過酸化脂質  

の生理的レベルには著しい動物種差があり，これらの差を決定する国子として，肺のリン脂質中の  

脂肪酸の組成比及び過酸化に対する反応性，ビタミンE量及び還元型グルタチオン量の四つの国  

子が重要であることが明らかとなった。   

各動物の肺の過酸化脂質量をTBA反応性物質量として測定した結果，肺の過酸化脂質の生理的  

レベルは動物種によって異なり，その幅が比較的大きいものであることを見いだした。このように，  

正常時の生体内の各種臓器中や血液中にも，生体に有害な作用をもつ過酸化脂質が検出される。し  

かし，生物は長い進化の中で，自己の体中にある因子及びその作用を，単に避けるべき対象として  

放置しておいたものはほとんどなく，必ず何か有用な目的あるいは調節因子として有効に利用する  

形に変えている例が多い。このことから，過酸化脂質も，生体にとって何らかの存在意義のある物  

質である可能性が考えられる。事実，過酸化脂質からの代謝物であるプロスタグランジン（PG）や  

プロスタサイクリン〔px）は生体内で重要な役割を果たす生理活性物質であが6）。さらに，Hemler  

ら97・98）は，PGは生体内にその前駆物質であるアラキドン酸と酸素があるだけでは生成されず，こ  

れに加えて微量の過酸化脂質の存在が必須条件であることを報告している。また，Vladimirovら99）  

は生体内の過酸化脂質の有用な働きとして，1）過酸化脂質が細胞膜や顆粒膜の表面陰電荷や粘性  

を増加させて，膜のイオン透過を促進したり，膜結合性ホスホリパーゼを活性化したりすることに  

よって，リン脂質等の交換を調節していること，2）細胞内の過酸化脂質量が生理的条件下での細  

胞の増殖や分裂を規定しているこ，などをあげている。このようなことから，通常の生体内では過  

酸化脂質は一定の必要レベルに調節されており，この調和が崩れ過酸化脂質が増加することによっ  

て，病的状態へと進行してゆくものと考えられる。   

次に本研究では，肺の過酸化脂質の生理的レベルの動物種差の成績から，過酸化脂質量の調節因  

子についての考察を試みた。過酸化脂質量を調節している因子として，過酸化脂質生成の主要成分  

であるリン脂質の脂肪酸の組成比と過酸化に対する反応性，抗酸化性物質量及び抗酸化性酵素活性  

等を考慮した。肺のリン脂質中の各脂肪酸の組成比と各脂肪酸の反応性から計算されたPeroxidi－  

zabilityIndex（PI債）とTBA値の間には正の相関性（r＝＝0．886，P＜0．001）が認められ，ビタミンE  

（VE）量とTBA値の間には負の相関（r＝一0．455，p＜0．02），肺においてはほぼ90％が還元型グル  

タチオンと考えられる非蛋白性SH（NPSH）量とTBA値との間にも負の相関性（Y＝rO．723，p＜  

0．001）が認められた。これらのことから，これら四つの因子が過酸化脂質の生理的レベルの調節に  

強く関与していることが示唆された。さらに，Kornbrastら79）のf…血での知見から血＝ル川でも  

過酸イヒ脂質生成の規定因子となりうるのではないか，と考えられたPl／VE比をNPSH量で補正し  

た（PI／VE・NPSH）値とTBA値との間には極めて強い相関性（r＝－0．904．p＜0．001）が認められ，  

各動物のTBA値の差が（PI／VE・NPSH）備によって説明可能であることが示された。  
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また，表3と4に示したように，ほとんどの抗酸化性酵素活性は動物種によって大きく異なって  

いたが，どの項目もTBA値と負の相関を示すものはなかった。抗酸化性酵素の中で，Superoxide  

djs汀】リー∂Se（SOD）は脂質過酸化の開始剤の一つと考えられている活性酸素種のスーパーオキシドラ  

ジカル（0盲）を異性化しうることから，またGlutathioneperoxidase（GPx）はヒドロペ）t／オキシドを  

還元する酵素であることから，共に脂質過酸化抑制機能を持つ酵素として特に注目されている。本  

実験では，各動物の肺のSOD活性はウサギで最も低い値を示したが，動物梗問にはさほど大きな  

差はないことが示された。また，SOD活性がしばしば0言の間接指標とされる1恥101）ことから．肺  

での0富の発生頻度が動物種によって大きく異なることもないのかもしれない。また，生理的条件  

‾Fでの脂質過酸化反応の開始条件として，0言を含む各種活性酸素種（一重項酵乳102；ヒドロキ  

シラジカル，HO・；過酸化水素，H202）ヤフリーラジカルの発生等が考えられるが，肺の過酸化  

脂質の生理的レベルが（Pl／VE・NPSH）でほぼ決定されることから，肺の活性酸素やラジカル畳も  

GPxやSODのような酵素類よりも（Pl／VE・NPSH）によって規定されているものと思われる。一方，  

GPxについては，この酵素の脂質過酸化抑制機能を示唆する成績が数多く報告されている。例えば，  

血＝仙川の実験では，NO2暴露2ト別），03暴露31‾3Z）などの脂質過酸化促進条件に対応したGPx活性の  

増加，またS。欠乏ラットでの呼気中エタン産生の増加とそのSe投与による抑制10Z），さらにi〃  

γ血でも0盲生成系による膜脂質の過酸化反応のGPx系の共存による阻害103）等が認められてい  

る。しかしながら，本実験では肺のTBA値が最も高いマウスでGPx活性が最も高く，TBA値が  

比較的低いモルモットのGPx活性は極めて低いというような結果となり，GPxによる脂質過酸化  

抑制を示唆する結果は見いだされなかった。M。Cayら】04）はf…血での0す生成系による過酸化  

連鎖反応系はGPx系の添加で確かに阻害されたが，陵内脂肪酸のうち，不飽和脂肪酸の減少や水  

酸化脂肪酸の増加はみられず，GPxは膜中の脂肪酸ヒドロペルオキシドを還元しえないと報告し  

ている。このようなことから，GPxの脂質過酸化抑制作用は，GPxによるH202の除去による活性  

酸素分子種の発生頻度の低下（例えば，鉄イオンの存在下でのFenton反応による打0′の生成抑制  

など）としての解釈も可能であると思われる。ただし，このことは膜脂質から遊離してくる脂肪酸  

ヒドロペルオキシドの還元作用そのものを否定するものではない。事実，Seva。ianら105）は，ラッ  

ト肝ミクロソーム及びリポソーム中で生成した過酸化脂質がPhospholipaseA2の作用で切り出さ  

れ，これが可溶性画分に存在するGPxで効率よく代謝されることを見いだしている。一方，吉村  

ら106）はGPx，Gl。tathionereductase（GR），還元型グルタチオ．ン（GSH）濃度を正常ラットの肝の10  

万×g上清中と同レベルに調製し，これにNADPHを加えてCumenehydroperoxideを還元させる  

系で，GPx，GR，GS11のそれぞれの含蒐を100％～300％まで増やしていった場合，GSH量を増加  

させたとき，この系の活性上昇が最も著しかったことから，生体内でのGPx活性はGSH量に強く  

規定されているのではないかと述べている。  
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4・2 0・4ppmNO2と0・4ppmO3の混合ガス暴露による肺の過酸イヒ脂質関連因子の  

変化の動物種差について   

本研究では・マウス，ハムスター，ラット，モルモットの4種の実験動物に0．4ppmNO2と  

0・4ppmO3の混合ガスを1－2週間暴露し，肺の過酸化脂質量の変動及び2週間暴露後の肺のリン  

脂質並びに抗酸化性物質量，抗酸化性酵素活性の変化について検討した。その結果，動物種によっ  

て異なる変化を示す項目がいくつか見いだされた。   

肺の過酸化脂質量は，マウス及びモルモットで有意に増加し，対照動物に対する増加率でみると  

モルモットの増加が最も若しかった。一方，リン脂質についてもモルモットでみられた変化が最も  

顕著で，脂肪酸組成ではパルミルチン酸（16：0）の含有率が大きく増加し，リン脂質組成ではホス  

ファチジルコリン（PC）の含有率の増加と他の主要リン脂質種の減少を，さらに肺の総リン脂質量  

が増加することを見いだした。マウスの肺のリン脂質も，モルモット程変化率は大きくなかったが，  

全く同じ傾向の変化を示した。   

本実験で認められたリン脂質の変化と類似の変化は，NO2あるいは03の単独暴露実験でも認め  

られている。例えば，NO2暴露によって肺のリン脂質中のパルミチン酸が増加することは小林ら58・  

93）によって報告され，Roehmら107〉も稔脂質を用いて調べたところ，やはりパルミチン酸が増加す  

ることを認めている。03暴露でもパルチミン酸が増加することは，PCについて市川ら77）が，総脂  

質についてRoehmら69）及びMenzelら108）が，それぞれ見いだしている。また，Blankら55）及び  

Kleinermanら54）は，NO2暴露で肺のPCの含有率及び肺のリン脂質量の増加を報告している。一方，  

パルミチン酸をリン脂質に導入しようとする動きについては，胎生末期の肺についてOkanoら】09）  

により観察されており，肺で呼吸を始める際の酸化防御機構の一つとして論じられている。本実験  

結果でも，モルモットではPI値が著しく低下し，過酸化を受けにくい脂肪酸組成に変化していた  

ことから，モルモットでのリン脂質の変化が同様の意味あいをもつ可能性も考えられる。多くの動  

物組織において，リン脂質はグリセロールの1位飽和，2位不飽和脂肪酸型PCが主成分であるが，  

肺においては1，2位飽和脂肪酸型PCであるジバルミトイルホスフ7チジルコリン（DPPC）が主  

成分である49）。本実験で，マウス及びモルモットの肺のリン脂質量が増加し，脂肪酸ではパルミ  

ナン酸，リン脂質種ではPCの含有率が比較的大きく増加したことから，これらのリン脂質の変化  

はDPPCの増加に起因しているものと考えられる。一方，ハムスターの1）ン脂質はほとんど変化せ  

ず，Huberら11O）も03短期暴露でウサギの肺の1）ン脂質組成及び脂肪酸組成に変化はなかったと報  

告している。ラットについては，PC含有率の増加及びリン脂質量のわずかな増加はみられたが，  

脂肪酸組成でパルミナン酸の有意な増加は認められなかった。これらのことから，ハムスター及び  

ラットの姉では，マウスヤモルモットのようなDPPCの増加は起こっていないものと考えられる。  

肺の過酸化脂質の増加がみられたマウスとモルモットでのみDPPCの特異的な増加が推測されるこ  

とから，DPPC増加に対する過酸化脂質の関与が推測される。過酸化脂質がDPPCを増やす要因で  

あるという考え方は，Cortesiら‖l）のオゾナイド及びヒドロペルオキシドの経口投与が肺の脂肪酸  
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組成を変化きせるとの報告，更に，Roehmら69）の03暴露による総脂質中のパルミナン酸の増加が  

どタミンE欠乏食を与えた動物でより若しかったとする報告からも支持されるものと思われる。   

肺のリン脂質の大部分は他の組織の場合と同様に組綴中の種々の細胞の膜構成要素として存在  

し．生体膜中のリン脂質の脂肪酸が膜の安定性，透過性あるいは流動性などの物理的性質と深い関  

連があることはよく知られている48）。膜中脂質でDPPCが増加しているとすると，これによる膜  

の流動性の低下等，膜の物理的性質の変化が生ずる可能性が考えられ，また過酸化脂質による毒性  

発現機構のひとつとして膜機能の低下を引き起こす可能性が考えられていることから，過酸化脂質  

の増加に起因するDPPCの増加による膜の性質の変化が，過酸化脂質の毒性の発現につながってい  

く可能性も考えられる。一方，肺のリン脂質はsurfactantの主要構成成分としても重要で，特に  

DPPCは最も表面活性が高いことが知られており，Surfactantの中で最も重要な役割を果たしてい  

るものと考えられている49）。今回は肺細胞内のリン脂質とsurfa。tantのリン脂質を分離した測定は  

行わなかったため推測の域を出ないが，マウスやモルモットにおいてsurfactant中でもDPPCが増  

加していることが考えられる。そしてこのことが肺胞の表面活性を増加させることによって，過酸  

化脂質により障害された肺胞細胞の虚脱や，あるいは肺胞機能（ガス交換能等）の低下等を防御する  

作用を有するのかもしれない。   

DPPCの増加が過酸化脂質の増加と関連している可能性が示唆されたが，DPPCの増加機構とし  

ては次のようなことが考えられる。まず第1に，DPPCの合成系の活性化である。すなわち．肺の  

聡リン脂質畳も増加していたことから，denovo合成系の活性化によりPCの生合成が高まったこ  

とが考えられる。しかし，この系で合成されるPCの2位にはほとんど不飽和脂肪酸が導入され，  

直接DPPCの合成への寄与は少ないと考えられている49）ことから，同時に，1，2位飽和型PCを  

合成する再アシル化系あるいはアシル基転移系の活性化が推定される。Ichikawaら76）は，NO2を  

暴露したラットの肺で，再アシル化系酵素であるリゾレシチンアシルトランス7エラーゼ活性は，  

パルチミン酸を基質とした場合に変化はないが，不飽和脂肪酸に対する活性は対照群よ・り有意に低  

下したことを認めている。第二には，DPPCの分解が遅くなるなどの代謝系の要因が考えられる。  

Thomasら50）は，NO2暴露で，14c－パルミチン酸を取り込んだ肺のPCの生物学的半減期が長くな  

ることを報告している。第三に，SurfacLantを合成し分泌するn型肺胞上皮細胞は，NO2暴露で  

も03暴露でも増殖することが形態学的に認められており112・113），このことがDPPCの増加に寄与  

していることも考えられる。このように，DPPCの増加に関しては以上のような多くの要因が考え  

られるが，これらの要因がどの程度寄与しているのかについて，相互の定量的な関係及びそれぞれ  

の要因に対する過酸化脂質の影響も含めて．今後更に検討を進める必要があると思われる。   

一方，各動物の肺のどタミンE量はあまり大きな変化は認められなかったが，非蛋白性Sli  

（NPSH）量はモルモット以外の動物で有意に増加していた。Mustaねら16）は0．8ppmO3の2－7日  

暴露でラットの肺のNPSH量が増加することを認めている。このようなNPSH，すなわち還元型グ  

ルタチオン（GSH）の増加は，NO2や03の酸化作用から細胞を保護するための防御性変化であると  
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者えられる。また，GS打は多くの生化学反応に関与しており，多くの細胞が正常の機能を保つの  

に不可欠な物質である。特に，GSHは細胞の再生，修復あるいは増殖時に必要であることから，  

GSHの増加はⅠ型上皮細胞ヤ内皮細胞などが障筈を受けたことに対応した変化である可能性もあ  

る。   

G】u［ath血eperoズjdaserGPx）系の酵素活性は，どの動物でも，G】u［油ionereductase（GR）を除いて，  

暴露後増加することが認められた。NO2ヤ03暴露によりGPx系酸素（GRも含む）の活性上昇につ  

いては多くの報告があり15，16・3l・33・41） ，このGPx系酵素の活性化は酸化的障害に対する防御的変化  

であると考えられている。一九Ch。Wら31）やNishikiら‖4）はGPx活性の増加は過酸化脂質増加  

のマーカーとなると解釈しているが，本実験の結果では過酸化脂質の増加のみられなかったハムス  

ターとラットでもその活性上昇がみられることから，GPxが過酸化脂質のマーカー酵素であると  

する解釈は適当ではないように思われる。また，Glucose－6phosphatedehydrogeIlaSe活性や6  

－Phosphogluconatedehydrogenase活性の増加は種々の組織の障害修復過程，いわゆる炎症過程で観  

察されており，これらの変化はおそらく修復に必要とされるNADP11が増加するのに対応して起  

こっているものと考えられている16）。したがって，本実験でのこれら酵素活性の上昇も，NO2と  

03による障害の修復過程を示したものであるかもしれない。   

G】utathjo】1eS－け∂nSねrase（GSli－Tase）活性は，過酸化脂質の増加のみられたマウス及びモルモッ  

トで有意に低下した。Sagaiら22Z4）は，NO2暴露によってラットの肺に過酸化脂質の増加がみられ  

た時期には，やはりGSH－Tase活性が低下することを認めている。SH酵素であるコハク酸酸化酵  

素ヤ乳酸脱水素酵素が過酸化脂質によって阻害され易いことはよく知られている‖5）。このような  

事実から，GSH－Tase活性の低下は過酸化脂質によって不活性化されたことによる可能性が考えら  

れる。すなわちGSH－Taseの活性中心の構造についてはまだ明らかではないが，ラット肝GSH  

Tase活性がSH試薬で阻害されることが知られている116）ことから，GSHTase活性の低下はその  

Sfi基が過酸化脂質の作用で酸化されることによるのかもしれない。また，Superoxidedis爪u亡ase  

活性がすべての動物で増加する傾向がみられたことから，NO2と03の混合ガスを暴露した動物の  

肺でスーパーオキシドラジカル（0盲）が発生していることが示唆される。Disulfidereductase（DSR）  

活性についてはマウスでのみ増加していたことから，マウスの肺で混合ジスルフィドの形成が増加  

した可能性，あるいは先に述べたGSll量の増加にDS】モの活性化が寄与している可能性が考えられ  

る。   

一方，暴露後の各動物の肺のどタミンE（VE）量とTBA値との間には生理的条件下で得られた結  

果よりも強い相関性（γ二0．826，p＜0．001）が認められ，VEの抗酸化作用が，NOzと03の混合ガ  

ス暴露時のような脂質過酸化促進条件‾Fにおいて，特に重要となる可能性が考えられる。これに対  

して，NPSHについては，暴露後もなお4種の動物の中で最もそのレベルの高かったモルモットで  

過酸化脂質が著し〈増加したため，NPSH妥とTBA値の間に生理的条件下でみられたような相関  

性は認められなくなった。同様に，リン脂質のPeroxjdjzabj】jtyI乃dex（PI値）についても，モルモッ  
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トの値が最も低いにもかかわらず過酸化脂質が大き〈増加したため，PI値とTBA値の間にも生理  

的条件下のような正の相関性はみられな〈なった。しかしながら，03暴露後の各動物の肺の過酸  

化脂質量は，生理的条件下の場合のように4種の動物のうちモルモットを例外的な動物として除外  

すると，4種の動物のTBA値とlog（Pl／VE・NPSH）値の関係■はほぼ生理的条件下で得られたもの  

と類似しており，暴露後の過酸化脂質量の変化もlog（Pl／VE・NPS11）で説明しうる。   

また，モルモットの肺で脂質過酸化が克進することに関して，今回の実験結果からは明りょうな  

解釈は下せないが，過酸化脂質の生成がミクロソームのチトクロムP－450やP－450還元酵素などの  

働きによることを考えると，モルモットの肺のこれら酵素活性が他の動物の活性とはかなり異なる  

という鈴木ら117）の結果からそれら活性の相違に基づ〈可能性も考えられる。この点については，  

過酸化脂質量の決定因子としてのlog（PI／VE・NPSH）の妥当性も含めて，今後さらに検討されなけ  

ればならない問題であると考えられる。   

一方，このようなガス暴露実験を異なる動物種に対して行う場合には，たとえ同一条件で暴露し  

て肺の生化学的変化に差が観察されたとしても，それが呼吸生理に関する差異（呼吸数ヤ呼吸量の  

差など），あるいは呼吸器の解剖学的相違（気道・肺胞系において事実上NO2や03をろ過する作用  

における差など）等11B）によるものではないかという疑問が常に付随してくること，さらに，すべて  

の動物を同一の飼料で飼育するわけにはゆかないため，食餌条件が異ならざるをえないこと等を考  

えると，動物の種差に関する研究は非常に困難な課題であると思われるが，さらに詳しく研究され  

るべき課視であると思われる。  
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Ⅰ－15  二幣イヒ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  

ChangesofCo11ageIIMetabolism・RelatedFactorsinl■ung，  

SerumandUrinein  

RatsExposedAcutelyandChronicallytoNitrogenDioxide  

市蘭孝道1・嵯峨井勝l・久保田憲太郎I  

TakamichilCHINOSEl，MasaruSAGAl）andKentaroKUBOTAl  

要 旨   
NO2の急性及び慢性暴露実験を行い．コラーゲン代謝関連国子の変化を調べ，肺線雑化  

の発生経過の変化と発生メカニズムの検討を試みた。  

10ppmNO22週間の急性暴露実験では肺のコラーゲン含量は4－10日目にかけて最も  

増加したが，14日目では低‾Fする傾向を示した。肺の過酸化脂質畳も暴露初期から急速に  

増加し，4－7日馴こかけて最も増加したが14日目では対照レベルに戻った。病理学的検  

索では7日目，14日目に肺の線維化が確認されたが，肺胞道や肺胞壁の肥厚は7日目より  

14日目の方が軽度となった。これらの結果から肺胞壁の肥厚組織中には過酸化脂質とコ  

ラーゲンが増加していると思われる。一方，肺のコラゲナーゼ様活性はコラーゲン含量が  

最も増加している時期に増加し，血清HOP畳もこの頃に増加していたが．14日後の壁肥  

厚が軽度になった頃にはコラゲナーゼ様活性は対照レベルより低下した。また，師のコラ  

ゲナーゼ棟活性と血清中のHOP量との間に有意な正の相関が認められた。この結果から，  

コラゲナーゼ樵活性の増力ロによりコラーゲンの代謝回転が一時的に克進し，血清中HOP  

量が増加したものと思われる。一九肺及び血清のコラゲナーゼ阻害因子活性は，NOz暴  

露初期に低下し．肺の過酸化脂質が最高レベルに達した頃から急速に増加した。この増加  

のためにNO2暴露2週間後では肺のコラゲナーゼ様活性が抑制されたものと思われる。  

また，肺のコラゲナーゼ阻害因子活性が低下する時期には肺の過酸化脂質量とコラゲナー  

ゼ阻害因子活性との間に有意な負の相関性が認められた。しかし．郷のコラゲナーゼ阻害  

因子活性の低下によって肺のコ‘ラーゲン分解が促進するような結果は得られなかった。コ  

ラーゲンの架橋にあずかるモノアミンオキシダーゼ（MAO）活性はNOz暴露初期から急速  

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

Basic MediealScienees Division，the NationalInstitute for EnvironmentalStudies・YatabemaChi，Tsukubal   

Ibaraki305，Japan．  
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に増加した。この結果から，NO2暴露によって，コラーゲンの架橋が促進していることが  

示唆された。  

0・4，1．2及び4ppJ刀NOzユ鋤、月間の慢性暴露実験では．4pp爪群のみでコラーゲン含  

量が若干増加した。血清I†OP量は増加することなく，尿HOP比はNOz過度の上昇につ  

れて低下する傾向を示した。これとは対称的に，肺のコラゲナーゼ阻害因子活性はNO2  

濃度の上昇につれて増加する傾向を示し．また，肺のコラゲナーゼ棟活性は1．2及び4  

ppm群で有意に低‾Fした。肺のMAO活性及び過酸化脂質量はNO2濃度に依存して増加  

した。これらの成績から，肺の過酸化脂質が再び増加するNO2暴露18か月目では，肺の  

コラゲナーゼ阻害因子活性の増加とコラゲナーゼ棟活性の低下によってコラーゲン分解能  

が低下し，その結果，尿HOP比が低下する。そして，その分解能が最も低下している可  

能性が考えられる4ppm群でコラーゲン含量が増加するものであることが明らかとなっ  

た。この結果は竹中ら封が報告した4ppmNOz暴露18か月日のラットの肺に軽度のコラー  

ゲン線維の増生が認められたという病理学的な結果とも一致している。  

Ab5；traCt  

Tムjs51udy wasdone toclarjf）r沌e mechanjsmofappearaれCeOfと転】ungfjbro5js by  
NOz・investigatingthe alterationin reLated factorsofcollagen metabolismin ratsexposed  
acutelyand chronical】yt（）NOz．  

ln aeuteexperimentoflO ppm NO2，COILagencontentsin Lungincreased rapidlyafter  
thesecorldday．andreachedtothemaximumlevelatthe4thdey．Thereafter．theleveLwas  
rcmainedtolOthday・butdecreasedatthe14thday・Lipidperoxidesmeasuredbythiobar  
bituricacid（TBA）reaetionwithlunghomogenateincreasedfromthefirstday，andthen  
reached tothe maximumlevelfromthe4thto7th day・Thereafter，■ipid peroxideslevel  
returnedtothecontroIIevelafterthe14thday．  

Thickeningof the wallof atveolar duct and adiacent alveoliand Lungfibrosis were  
Observedbymicroscopicalobservationatthe7thand14thday．butthedegreeofthethickr  
enlngatthe14thdaywasslightlylessthanthatatthe7thday・Thisfactsuggeststhatlipid  
peroxide and collagen contentsinlungsincreasedin the wallof the alveoIar duct and  
alveoliatthe7th day．When the collagen contentsinlurlgSincreased from the4th to the  
lOthday，eOllagenolytieenzymesandserumhydroxyproline（HOP）increasedalso．Therer  
afterthecoLLagenolyticenzymeactivity・thehydroxyprolinecontentsinserumandurinary  
HOPratio（HOP＝Creatinineratioinurine）deereasedbelowthecontrollevel．Asignifieant  
retationship between the coLlagenolytie enzyme activityinlungs and the hydroxyproLine  
COntentSin serum was observed．  

Changesofthecollagenaseinhibitor（CI）activityinlungsandserumdeereasedfrom  
thefirsttothe5thday．arldthentheyrapidlyincreased．Itseemedthatthedecreaseofthe  

COLLagenoLitic enzyme activityln Lungat the14th day was caused by theincrementofthe  
COllagenaseinhibitor activity atthistime poirLt・WhentheClactivityinlungsdecreased，a  

Significarlt and negative relationship between thelipid peroxides and the CIaetivityin  
lungs wasobserved・Btlttherewasnoevidencethattheco11agen decornpositiorlWaS F）rOm－  
oted by the dccrease ofthe CIaetivityinlungs，t）eCauSe HOPin serum did r10tincrease  

fronl沌efjr5［to班e上hirdday．TわeacいVjtyofmono∂mjneoxjdase（MAO）jn血gswhjch  
invoIvesintheformationofcross－1inkingofcol】agenincreasedfromthefirstdaytothe4th  
day．and then the maxirrLumlevelwas remained urltilthe14th day．A significant rela・  
tionship between the Eipid peroxidesandtheMAOactivitywasobserved．Thisresultsug・  
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geststhattheformationofcross－1inkingofcollagenwaspromotedbyMAO．   

ln chronic experiment ofO．4，1．2and4ppm NO2，Lhe collagen conterltSir11ungsin－  

creasedin4ppm NO2eXpOSuregrOuP，and thcurinary HOP ratio wasdecreased with the  

inerementofNO2COnCentrations，invcrsely．TheCIaetivitylnlungswasincreasedwiththe  

inerement of NO2eOnCentrations．On the other hand．the collagenoliticenzyme activityin  

Eungs decreased dose－dependently，and significant dccreascs were observedinl・2and4  

ppm NO2grOupS．TheMAOactivityandamouJltSOfthelipidperoxidesin］ungsincreased  

dosedependently．andaslgnifieantrelationshipwasobservedbetweenthemlTheseresults  

showclearlythatthecoILagenconLentsinlungsinereasedin4ppmNO2grOuP・inwhichthe  

abiLity of collagen decomposition decreased，because Clactivityinlungs and serumin－  

creased，andthisagreewiththeresultsofthemorphologicalobservation．Ⅶhiehlunglibro－  

siswasobs6rvedpreviously3）in4ppmNO2grDup・Theseresu■tssuggestthatthedecLineof  

the ability ofthecollagen decomposition and theinerementsoflipid peroxides are related  

totheoccureneeoflungfibrosisbylongrterrn exposuretoNO2L  

l はじめに  

NOz暴露によって肺に線維化が起こることは数多く報告されているo Freemanら1）は25ppmNO2  

に40E］閉塞露したラットについて，Stephansら2）は17ppmNO2に90E］間暴露したラットについて，  

また竹中ら3）は4ppmNO2に18か月及び27か月間暴露したラットについて肺の軽度のコラーゲン線  

維の増生を認めている。さらに低濃度の実験ではFreemanら4）が0．8ppmNO2に約2年間暴露した  

ラットの肺に，また，Hattoriら5）は0．5ppmNOzに6か月間暴露したマウスの肺に線維化を認めて  

いる。一方，NO2暴露によって肺気腫が起こることも数多く報告されている。Haydonら6）は  

25ppmNO2に135日間暴露したラットについて，Drozdzら7）は1ppmNO2を1日8時間ずつ・180  

日間暴露したモルモットについて肺気腫を認めている。しかし，これらの肺線維症や肺気腫の成田  

はいまだ十分に解明されていない。   

一九NO2暴露により，これら成因に関係すると思われる肺のコラーゲンの代謝に関与する生化  

学的指標の変化も報告されている。Orth。eferら8）は1．21ppInのNO2と0．31ppmのNO，あるいは  

0．27ppmのNO2と2．05ppmのNOをイヌに5年間暴露したところ，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ている0また，＝ackerら9）は5ppmのNO2  

を12時間暴露した後のラットの肺のコラーゲン画分への14cプロリンの取り込み量を調べ，不溶性  

コラーゲンへの14c－プロリンの取り込みが増加することから，NO2暴露によって肺のコラーゲン合  

成が促進することを報告している。しかし，Kl。i。。rma。ら10）はハムスター（シtノアン系）に30ppTn  

NO2を21日間暴露すると肺のコラーゲン含量が4日目から10日目にかけて低下し，エラスナン含量  

もやや遅れて低下することを報告している。また，Dr。Zdzら7〉も1ppmのNOzを180日間暴露した  

モルモットでは肺の総コラーゲン含量が低下し，一方で血清や尿中のヒドロキシプロリン量が増加  

することを報告している。また，Kosmidorら11）やKucharzら】2）もNOヱ暴露によってモルモットの  

尿中ヒドロキシプロリン排せつ量が増加することを報告している。このように，Kleinermanら以  
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下の研究者は肺のコラーゲン含量の低下や血清あるいは尿中ヒドロキシプロリンの増加が肺の結合  

組織や肺胞細胞の損傷や消失，すなわち肺気腫に起因するものであることを示唆している。このよ  

うに生化学的には，NO2がコラーゲン含量の低下を引き起こすという報告がある一方で，肺のコラー  

ゲン合成を促進するという報告もあり，NO2が肺のコラーゲン代謝に複雑に関与していることが示  

されている。   

また，孜々は先にNO2暴露によって肺で脂質過酸化反応が起こることを報告1315）したが，過酸  

化脂質生成に関する活性酸素（スーパーオキシド・ラジカル，0言）がprolylhydroxylase活性を増  

加させコラーゲン合成を促進させること16・17）も報告されている。Bleomycinl郎やパラコート19）によ  

る肺の線維化はこのような0盲によってコラーゲン合成が促進されることによって起こるものと考  

えられている。一方，コラーゲンヤエラスナンの分解酵素であるコラゲナーゼやエラスターゼ活性  

を阻害するal－antitripsin（a工卜AT）活性が種々の活性酸素（0盲，H202，・OH）によって不活性化  

される20）ことも報告されている。血清中α1－AT活性の低下は肺気腫への進行と関連すること2】）が  

報告されており，Janolfら22）はオゾンやタバコの煙を暴露したラットの肺ではα1ATのエラス  

ターゼ阻害因子活性が低下することを見いだし．喫煙によって肺気腫が起こる可能性を示唆してい  

る。また最近，Pryorら23）もタバコの煙に含まれるNO2から生じる短寿命フリーラジカル等によっ  

てα1prOteinaseinhibitor（al－PI）活性が不活性化されることを報告している。このように0言が  

コラーゲン合成を促進させ，それが肺の線維化につながるという報告がある一方で，0盲をはじめ  

とする活性酸素ヤフリーラジカルがα1－ATやαl－PIの活性低下を引き起こし，それが肺気腫への  

進行と関連する可能性を示唆する報告も数多い。しかし，現在のところNO2暴露による肺の線維  

化が生化学的にどのような過程をへて，どのようなメカニズムで起こっているのかを明らかにする  

ことは大気汚染物質による健康影響の解明にとって極めて重要である。   

また，大気汚染物質の健康影響に関する疫学的研究において，NO2汚染地域住民や喫煙者では尿  

中HOp比が増加する2426）と報告されており，この尿中HOP比の増加機序の解明はその影響指標  

としての有用性を評価する上でも極めて重要である。   

本研究ではNOzの急性及び慢性暴露実験を行い．活性酸素あるいはフリーラジカル発生指標と  

して肺のSuperoxidedismutase活性と過酸化脂質量を測定し，これらの変化とコラpゲン代謝関連  

因子の変化を比較し，肺線維化の発生経過と発生のメカニズムについて検討すると共に，現在疫学  

的研究で注月されている尿中HOP比の増加機序を明らかにすることを試みた。   

2 材料及び方法   

急性実験では10週令のJcl：Wister系雄ラットを10ppmNO2に1，2，3，4，7，10及び14El  

間連続暴露した。慢性実験では8過令のJcl：Wistar系雄ラットを0．4，1．2及び4ppmNO2に18か  

月間連続暴露した。これらのラットは各6匹ずつハンギングワイヤーメッシュ・ケージの中で飼育  

し，NO2暴露はステンレス・スチール製ガラスチャンバーを用いて既報14・27）のように行った0なお，  
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急性実験のラットの数は特に断らない限り対照群，暴露群とも各々6匹ずつであった。また，慢性  

暴露実験では対照群5匹，0．4ppm群7匹，1．2ppm群と4ppm群はそれぞれ6匹ずつであった。  

暴露終了後ラットをエーテル麻酔下で頸動脈より放血屠殺し，血清を骨法によって分離した。肺に  

ついては左肺をただちに摘出し，電気オープンに入れ950c2日間放置後，コラーゲン含量測定に用  

いた。また，右肺は生理食塩水で濯流してから摘出し，■－800cに保存し，後日TBA値，モノアミ  

ンオキシダーゼ（MAO）活性，SOD活性，コラゲナーゼ様活性及びコラゲナーゼ阻害因子活性の測  

定に用いた。   

肺の過酸化脂質測定は前報13）のとおり．10％ホモジネートの200×g上清を用い，TBA反応は  

Ohkaw。らの方法28〉によって行い．定量はEx515，Em553nmでの蛍光測定によった。また，0す  

発生の間接指標としてのSOD活性は10％ホモジネートの105，000×g上浦を一夜透析した試料を用  

いて，McC。rdとFrid。Vi。hの方法29）に従って測定した。蛋白量は午血清ア）t／プミンを標準として  

Lowryらの方法30）によって測定した。コラーゲン代謝関連因子として肺及び血清のコラゲナーゼ  

阻害因子活性の測定は，コラーゲン（Sigma社製，Typel）とコラゲナーゼ（Sigma社乳Tyt）eⅧ）  

を用い，山本ら帥の方法に従って測定した。肺及び血清中のコラゲナーゼ活性の指標としての  

pz－peptidas。（コラゲナーゼ様活性）はPZpeptide（Sigma社製）を用いるGriesらの方法32）によって  

測定した。なお，肺の活性の測定には10％ホモジネートの105、000×g上浦を用いた。   

肺，血清及び尿中のヒドロキシプロリン（HOP）量の定量は各々の試料を6N塩酸で，肺の場合は  

120。c・24時臥血清と尿は1100c・18時間加水分解後Bergmanらの方法33）に従って測定した。なお，  

肺のヒドロキシプロIjン量測定は乾燥左肺を乳鉢中で粉砕したものを用いた。また，尿中クレアチ  

ニン（Cre）菜はJaffeらの方法34）に従って測定し，松木らの報告24）に従って尿中HOP：Cre比  

（HOP／Crc．HOP比）を求めた。急性実験の尿HOP比の測定は，NOz暴露14E］目の尿についてのみ  

行った。肺のMAO活性は和光純薬MAO・B・TestWakoキット（mLニトロベンジルアミン基質法）  

を用いて用手法にて測定した。また，急性暴露実験における肺の病理形態学的検索はラ、ソト6匹を  

NO2に暴露し，暴露7E＝］と14日巨＝こ，各々3匹ずつのラットを用いて行った。肺は10％ホルマリ  

ンで固定しアルコール脱水－パラフィン包埋後，4”5／∠の薄片標本を作成し，HematoxylinEosin  

（HE）染色とAzanMallory染色（アザン変法）を施し鏡検した。   

3 結 果   

3．1急性暴露実験   

3．1．1コラーゲン代謝関連因子の変化   

ヒドロキシプロリン（HOP）量で示した肺のコラーゲン含量と血清HOP量の経時変化を国1に示  

した。肺のコラーゲン含量はNO2暴露1E＝∃で若干低下したあとZ－4日E＝こかけて急速に増加  

し，41］目では対照群より12％の有意な増加を示した。その後，10日目までは4日目と同じレベル  

を維持していたが14日目では対照値に近づく傾向を示し，対照群の6％程度の増加にとどまった。  
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∈xposu「e†ime（d8yS）  

図 110ppmNOzに2週間暴露したラットの肺の血清中のヒドロキシプロリン  

（HOP）量の経時変化  

Fig▼1 TimeLdependerltCharLgeSOfhydroxyproline（HOP）eontentsinlurLgandserum  

OfratsexposedtolOppmNO2Eor2weeks  

Contro）valuesofHOPinLungwere）ocatedbetweenO．832andO．958rng／）eftLung．andeon  
troIvaluesof上ICIPin serum wereloeated betwecn44．8arLd50．7／Jg／mlErom the Eirst  
throughthe14thday（○：SerumlIOP，● ト＝IJungHOP）．Thevaluesaree叩reSS・  
edasmean±Sl）（書＝P＜0．05．■嶋＝pく0．Ol）．   

血清中のHOP量はNO2暴露1日目に5％程度低下したが3日目には対照レベルに戻った。その  

後4－10日巨＝こかけて対照群より5－7％増加し，10日目には有意な増加を示した。14日目には再  

び対照群より8％程度低下し有意差も認められた。また，医＝こ示すごとく血清HOP量は肺のコラー  

ゲン含量と同調した経時変化を示し，両者の間には有意な正の相関（γ＝0．324，p＜0．01，拘＝82）が  

認められた。   

衷1には対照群とNO2暴露詳の14日目の尿中ヒドロキシプロリン：クレアチニン比（HOP比）を  

示した。対照群には柄理検索用の対照群として用いた2匹のラットの結果も加え，合計8匹の値を  

示した。対照群ではHOP比の平均値が107．4±‖．3であったのに対してNO2暴露群では88．6±8．4  

となり，対照群より約18％低い値を示し有意差も認められた。この結果は血清HOP量が14日目で  

は対照群より有意に低下していたのとよく対応している。   

肺及び血清中のPZ－Peptidase活性（コラゲナーゼ様活性）の経時変化を図2に示した。NO2暴露  

1－2日目の肺のPZ－peptidase活性の測定値はないが，3日目では対照群とほほ伺じレベルで，  

4～】OE＝］では対照群より9－10％増加していた。しかし，14日目では対照群より6％程度逆に低  

．Fした。また，3日目以後の肺のPZ－peT）tidase活性と血清HOP量の経時変化は類似しており．か  

つ3日目以後についてみると両者の問には有意な正の相関（γ＝0二389，p＜0．05，托＝58）が認められ  
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表 110ppmNOzに2週間暴露したラットの尿中ヒドロキシプロリン：クレア  

チニン比（HOP比）の変化  

Tablel ThechaTLgeSOfhydroxyproline＝CreatirLine ratio（HOPratio）inurirLeOfrats  

e叩OSedcontinuoslytolOppmNO2for2weeks  

ThevaluesareexpressedasHOP／CreXlO3  

ControI  NOz expos 

MEAN lO7．4  88．6  

SD  ll．3  8．4  

％   100％  83％  

p  
p＜0・01  

Thevaluesaree叩reSSedasROP／CreXlO3  
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Exposu「e†ime（dqys）  

14  

図 2 10ppmNO2に2週間暴露したラットの肺と血清のピーゼットペプチ  
ダーゼ活性の程時変化  

Fig．2 Time・dependentchangesofPZpeptidase（CoLlagenolytieenzymes）activityin  
lungandserumofratsexposedtolOppmNO2Lor2weeks  

conlroIvaluesofPZpeptidase3CtivityirL）ungwereLocated6．Z3and7，95umits／mg・prO  
tein／hXlO3．and eontroL va）uesoEPZ－PePtidaseactivityirL SerumWerelocated51・2and  

75．9units／mJfromfirstthroughthe14thday（○－－－＝SerumPZ・peptidase，●－＝  
LungPZPePtidase）．Theva】uesareexpressedasmearL±SEM・   

た。一九血清中のPZpeptidase活性はNO2暴露1－2日EHこかけて対照群より12％～9％程度  

増加し，3日目には対照レベルに戻った。しかし，4日目には逆に対照群より17％低‾Fし，さらに  

このレベルは14日目まで持続し，肺のPZ－peptidase活性とは対称的な経時変化を示した0   

次に肺及び血清のコラゲナーゼ阻害因子括性の律時変化を図3に示した。肺のコラゲナーゼ阻害  

因子活性はNO2暴露1日昌から低下し．3日日に最低となり対照群より25％も低下した。その後  

は徐々に回復し，7日目には対照レベルに達し，10日目には対照群より9％増加し，このレベルは  
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図 3 10ppmNO2に2週間暴露したラットの肺と血清のコラゲナpゼ阻害因子  

活性の経時変化  
Fig．3 Time・deperLdentchangesoLco11agenaseinhibitor（CI）activityinlurLgaIldserum  

ofratsexposedtolOppmNO2for2weeks  

Controlvalues o†CIacいVityin】ungwerelocated18．5alld26．5％inhibi加．and co¶t川1  
values oL CIaetivityirL Serum Werelocated2O，3and25．1％inhibiton from the Eirst  
Lhroughthe14thday（0一：SerumCI，●－：LungCれ沌evaluesareexpressedas  
mean±SEM（●＝pく0，05）．  

14日目まで持続した。血清中のコラゲナーゼ阻害因子活性も肺と同様に，NO2暴露1巨l目から低下  

したが肺で見られたほどの低下は示さず，3日目では対照群より19％程度の低下にとどまった。そ  

の後，4日［＝こは対照レベルに近づき，7日日には対照群より20％増加し，このレベルはほほ14E】  

目まで持続した。肺及び血清のコラゲナーゼ阻害因子活性に低下が見られた1－4日目までは両者  

の間に有意な正の相関（γ＝0．525，p＜0．001）が認められた。   

肺のMAO活性は図4に示すごとく1日目から増加しはじめ，4－14日目にかけて対照群より26  

－34％増加し，2日目を除き対照群との間に有意差を示した。   

3．1．2 肺のSuporo刑ded，smuはSe（SOD）活性と過酸化脂質畳及びコラーゲン代謝関連因子  

との相関   

肺のSOD活性とTBA法で測定した過酸化脂質量の経時変化を図5に示した。肺のSOD活性は  

NO2暴露3日目で10％程度ではあるが有意な低‾Fを示し，その後，7－10日目にかけて対照群より  

若干増加し，14日目には14％の有意な増加を示した。肺の過酸化脂質量はNO2暴露2日目から急  

速に増加しはじめ，4－7日目にかけて最大レベルに達し，対照群より約80ヲ‘の有意な増加を示し  

た。その後10～148日にかけて対照レベルに近づく傾向を示し，14日目では対照群より9％の増加  

にとどまった。なお，1－4日日までの肺のTBA値と肺のコラゲナーゼ阻害因子活性との間には  
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図 4 10ppmNO2に2週間暴露したラットの肺のモノアミンオキシダーゼ  

（MAO）活性の経時変化  

Fig・4 Timedependentchangesofmonoamineoxidase（MAO）activityinlungofrats  
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図 5 10ppmNO2に2週間暴露したラットの肺のスーパーオキシド・デイスム  

クーゼ（SOD）活性とTBA値の経時変化  

Fig．5 Time－dependeJlt Changes of TBA reactants arLd superoxide dismutase（SOD）  

activityinlurlgOfratsexposedtolOpF）mNO2Lor2weeks  

ControL va】uesoETBA reaetant wereloeated17．7and3l．9n moLes／g・1urLg．and controI  
value ofSOD activity were Loeated26．O and33．3units／mg・prOtein／min from theLirst  
throughthe14Lhday（●－こTBArea⊂tamLs，○一一－こSOD）．Thevaluesareexpre5Sed  
且S■mean±SI）（‥＝P＜0，01．‥●＝P＜0．001）．  
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有意な負の相関（γ＝－0．585，p＜0．001）が認められた。また，肺のTBA値と血清のコラゲナーゼ阻  

害因子活性との間にも負の相関が認められた。   

3．l．3 肺の光学顕微鎧的所見   

NO2暴露7日目では図6に示すごとく，細気管支接合部から肺胞道にかけて浮腫性の肥厚と軽度  

の線維化が見られ，また，肺胞道に隣接した肺胞壁にも軽度の壁肥厚が見られた。しかし，肺胞構  

築はよく保たれ肺気腫様の変化は認められなかった。NO2暴露14日目では7日目より肺胞壁の肥厚  

は軽度であった。  

図 6 10ppmNO2暴露7日目のラットの肺（AzanMallory法），肺胞遺壁及び付  

近肺胞壁の肥厚・線維化（原拡大×50）  

Fig．6 鮎亡Iu昭e叩OSed亡O ni加gendioてjdeof】Oppm for7day5．（Az∂刀M∂‖∬y  

staining）  
Thiekeningofthewallofthealveolarductandadjaeentalveoli．advancedEibrosis．（oTigina）  
magx50）   

3．2 慢性暴零実験   

3．2．1コラーゲン代謝関連因子及び肺の過酸化脂質丑の変化   

国7のA）に肺のコラーゲン含鼠B）に血清ヒドロキシプロT）ン（HOP）量，C）に尿HOP比を示  

した。ヒドロキシプロリン量で示した肺のコラーゲン含量はそれぞれの体重に差があるため，体重  

当たりの左肺のヒドロキシプロリン量此によって求めた。肺のヒドロキシプロリン真北は0・4ppm  

群では対照群と変わらなかったが，1．2ppm群では対照群より6％低下し，4ppm群では15％増加  

していたがいずれも有意差は認められなかった。しかし，4ppm群でコラーゲン含量の増加傾向  

が見られたことは竹中ら3）のNO218か月暴露の4ppm群で軽度のコラーゲン線維の増生が見られ  

たという病理学的結果と一致している。血清HOP量は0．4ppm群では対照群より11％低下してい  
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図 7 0．4，1．2及び4ppmNO2に18か月間暴露したラットの肺のヒドロプロリ  

ン量：体重比，血清ヒドロキシプロリン量及び尿中ヒドロキシプロリン：  

クレアチニン比の変化  
Fig．7 ThechangesoftheeonterltSOfhydroxyproline（HOP）inlung（A）andserum（B），  

hydroxyproline：Creatinineratio（HOP／Cre）irLurjrLe（C）ofratsexposedcon－  

tinuouslytoO，4，1．2and4ppmNO2for18month5  
Theva】uesexpressed asmean j＝SEM（C＝Controlgroup，1：0．4ppmgrol］P．2＝1．2ppm  
group．3：4ppmgrDuP）．  

たが有意差は認められず，また，1．2ppm群と4ppm群では対照群と変わりなかった。尿HOP比  

は0．4，1．2及び4ppm群で対照群よりそれぞれ6％，5％及び14％低下していた。しかし，いず  

れも有意差は認められなかった。このようにNO218か月暴露では血清HOP量ヤ尿HOP比は増加  

することなくむしろ対照群より低下する傾向を示した。   

図8のA）に肺のPZPeptidase，B）に血清のPZ－pePtidase活性を示した。肺のPZpePtidase活性  

は尿HOP比と同様0．4，1．2及び4ppm群とも対照群よりそれぞれ6％，24％及びZ3％低下し，  

1．2及び4ppm群には有意差が認められた。血清のPZPeptidase活性は0．4ppm群は対照詳より12％  

低下していたが，1．2ppm群と4ppm群では対照群よりそれぞれ12％と36％増加し，4ppm群に対  

照群との間に有意差が認められた。血清のPZ－peptidase活性は肺のPZ－Peptidase活性とは逆の変  

化を示していた。   

図9のA）に肺のコラゲナーゼ阻害因子活性を，B）に血清のコラゲナーゼ阻害因子活性を示し  

た。肺のコラゲナーゼ阻害因子活性は0．4，1．Z及び4ppm群とも対照群よりそれぞれ13％，11％  

及び30％増加した。最も増加していたのは4ppm群であるが有意差は認められなかった。血清中  

のコラゲナーゼ阻害因子活性も，肺の場合と同じように0．4，1．2及び4ppm群とも対照群よりそ  

れぞれZ2％，26％及び26％増加していたが，いずれも有意差は認められなかった。  
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図 8 0．4．1．2及び4ppmNOzに18か月間暴露したラットの肺と血清のピーゼッ  

ト・ペプチダーゼ活性の変化  
Fig．8 ThechangesofPZpeptidase（collagenolyticerlZymeS）activityinlung（A）arLd  

serum（B）of rats exposed continuousLy to O．4，1．2and4ppm NO2for18  

months  

Thevall］eSareeXpreSSedasmearL±SEM（C二Controlgroup；1：0．4ppmgroljT）；2：1．2ppm  
gro岬3、4ppmgroup）．（事＝p＜0．05．‥＝p＜0．01）．  
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図 9 0．4，1．2及び4ppmNO2に18か月間暴露したラットの肺と血清のコラゲ  

ナーゼ閲善因子活性の変化  
Fig．9 The changes of collagenaseirLhibitor（Cl）activityinlung（A）and serum  

（B）ofratsexposedcorLtirLuOuSlytoO．Jl．1．2and4ppmNO2for18months  

Thevaluesareexpressedasmean士SEM（C＝ConlrDlgrotlp．1：0．4ppmgroup，2＝1．Zppm  
group．3：4ppmgroup）．  
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図10のA）に肺のMAO活性を，B）にT】ミA法による肺の過酸化脂質量を示した。0．4，1．2及び  

4ppm群の肺のMAO活性は対照群よりそれぞれ8％，20％及び23％とNO2の暴露濃度に依存し  

て増加し，1．2ppm許及び4ppm群には対照群との間に有意差が認められた。肺の過酸化脂質量は  

0．4，1．2及び4ppm群で対照群よりそれぞれ12％，23％及び28％とNOz濃度に依存して増加して  

いたが対照詳との間に有意差は認められなかった。又，肺のMAO活性と過酸化脂質量の間には正  

の相関（r＝0．556，p＜0．001）が認められた。  
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図 10 0．4，1．2及び4ppmNOzに18カ、月間暴露したラットの肺のモノアミンオ  

キシダーゼ（MAO）活性とTBA値の変化  

Fig．10 Thechangesofmonoamineoxidase（MAO）aetivityinlung（A）andTBAreacL  

tantsinlurlg（B）ofratsexposedcontirmousLytoO．4，1．2arLd4pF）mNO2for18  

morlths  

ThevaluesaTeeXpreSSedasmean士SEM（C：CorLtrOlgrollp，1：0．4ppmgroup．2‥1・2pp爪一  
gro叩，34ppmgroup〉（‥‥p＜0．01．‥－てpく0．001）．   

4 考 察   

本実験の10ppmNOz暴露によって見られた病理学的変化は肺胞道や肺胞壁の肥厚と軽度の線維  

化であり，肺気腫様の変化は認められなかった。生化学的にみても，肺胞壁の肥厚が軽度となった  

14日目には肺のコラーゲン含量も10日目のレベルより低い値を示していたが，全体的に肺のコラー  

ゲン含量が対照群より低下することはなかった。   

肥厚した動脈硬化組織中にはコラーゲンと過酸化脂質が増加している35・36）ことが報告されてい  

る。本実験でも肺の過酸化脂質量の増加に伴って肺のコラーゲン量が増加し，この時肺胞壁の肥厚  

もみられた。しかし，肺のコラーゲン量が対照レベルに近づいた14日目では肺胞壁の肥厚の低下と  

共に過酸化脂質量も低下していた。このようなことから，NO2暴露ラットの肺胞壁の肥厚組織中に  
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もコラーゲンと過酸化脂質が増加しているのかもしれない。   

NO2とNOの混合暴露によってコラーゲン合成律速酵素であるprolylhydroxylase活性が増加す  

ることはOrth。ef。rら8）によって報告されている。一方1fl。SSainら】6）はNO2と同様に肺の線維化  

を起こすことが知られているオゾンを0．2ppmから0．8ppmの濃度でラットに暴落すると，肺の  

prolylhydroxylase活性は高濃度オゾンの場合の方が速い時期に上昇し，しかも低濃度の場合より  

も高くなり，その後この活性は再び対照レベルに戻ることを報告している。このような報告から，  

本実験に関しても，コラーゲン含量が最も増加した4－10日日ではprolylhydroxylase活性が増加  

し，コラーゲン合成が促進しているものと思われるが，コラーゲン含量が対照レベルに近づく14日  

目頃では，その活性が低下しコラーゲン合成も対照群とあまりかわりなくなっているのかもしれな  

い。Prolylhydroxylase活性はスーパーオキシトラジカル（0盲）によって誘導され，これによっ  

てコラーゲン合成が促進することは既に報告16・17）されている。しかし，本実験では，0盲発生の間  

接指標として測定したSOD活性は4日目以降では増加していたが，肺のコラーゲン含量の変化と  

は必ずしも明白な対応を示さず，肺のコラーゲン含量はむしろ肺の過酸イヒ脂質量の経時変化と類似  

していた。コラーゲン合成に0盲以外の活性酸素ヤフリーラジカルあるいは過酸化脂質等が関与し  

ているという報告はないが，本実験の結果からするとコラーゲン合成に0盲以外の活性酸素，フリー  

ラジカルあるいは過酸化脂質の何かが関与している可能性も考えられる。また，肺のコラーゲン含  

量が急速に増加しはじめた1～4日日頃には肺の過酸化脂質量とMAO活性との間に有意な正の相  

関（r＝0．528，p＜0．00りが認められた。このことから，この時期ではコラーゲン合成の促進ととも  

に，肺の過酸化脂質の増加と平行して何らかの理由でMAOが活性化されコラーゲンの架橋も促進  

されていることが推測される。   

一方，肺のコラゲナーゼ阻害因子活性はNO2暴露1－4日目にかけて対照群より低下していた。  

DooleyとPryor37）はNOzと過酸化水素（H202）との次式の反応によって生ずるヒドロキシラジカル  

トOfl）がヒトのαl－prO亡ejnaseinhib如「（α一1－PJ）を酸化して，エラスターゼ阻害能脇asとasejn  

hibitorycapacity）を低下させることを報告している。  

打NO3＋・OH   NO2十H202  

また，最近Pryorら23）はコラゲナーゼやエラスターゼ活性を阻害するα－1PIがタバコのガス成  

分中に含まれているラジカルから生ずるperoxy扇tra仁eによって不活性化されるというよ搾〝血の結  

果を報告している。このような・OHやperoxyradicalは脂質過酸化反応を起こす38）ことはよく知  

られている。本実験では，NO2暴露1－4E1日に肺の過酸化脂質量が増加し，コラゲナーゼ阻害因  

子活性は逆に低下し，両者の間には有意な負の相関（γ＝－0．585，p＜0．001）が認められた。本実験  

のNO2暴露により肺で過酸化脂質が生成していることから，この生成に関与する・O11やperoxy－  

nかateがコラゲナーゼ阻害国子を不活性化している可能性が示唆される。また，1～4日目の肺  

と血清のコラゲナーゼ阻害因子活性の聞には有意な正の相関（r＝0・525，p＜0・001）が認められてい  
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ることから，血清中のコラゲナーゼ阻害因子活性の低下は肺でコラゲナーゼ阻害因子が不活性化さ  

れたことによって起こったものと推測される。今後は10ppmNO2暴露条件下で確かに・Otlや  

peroxynitrateが生成しているかどうかを調べる必要がある。しかし，コラゲナーゼ阻害因子活性  

が低下している1－3日日頃の時期には血清HOP量は必ずしも増加していず，また肺のコラーゲ  

ン含量もこの時期には低下していないことから，肺のコラゲナーゼ様活性は図2に一点破線で示し  

た如く，この時期には低下し肺のコラーゲン分解は促進していないものと推測される。   

血清中のα1－aれ山ripsinは肝臓で合成され，血清のプロテアーゼ活性の約90％を阻害し，炎症や  

組織破壊などの際に増加し，ライソゾーム，マクロファージあるいは好中球から放出されるコラゲ  

ナーゼを初めとする様々なプロテアーゼ活性を阻害し，組織破壊を防止している39）と言われてい  

る。本実験の血清中のコラゲナーゼ阻害因子活性は肺の過酸化脂質が最大レベルに達する4日日頃  

から7E＝］にかけて急速に増加し，肺のコラゲナーゼ阻害因子活性も対照値まで回復した。  

Kleinermanら40）は20ppmのNO2に暴露したハムスターでは暴露1日目に肺の総プロテアーゼ活性  

が増加し，2日目には血清中のプロテアーゼ阻害因子活性が増加しているのを見いだし，血清中の  

プロテアーゼ阻害因子活性の増加は肺のプロテアーゼ活性を中和するためのものと示唆している。  

本実験では，NO2暴露濃度が低いために，肺のコラゲナーゼ様病性は4日目になってようやく対照  

群より増加し，肺のコラゲナーゼ阻害因子活性の増加はさらに時間的に遅れていたが，両者がたど  

る経時変化は基本的にはKlein。rma。ら40）の結果と一致していた。このようなことから，血清中の  

コラゲナーゼ阻害因子活性の増加は肺の過酸化脂質が最大レベルに達する時期に肺が障害され，炎  

症が起こることによって増加するコラゲナーゼ等のプロテアーゼが炎症部位の組織を無秩序に分解  

するのを防ぐために肝暗がコラゲナーゼ阻害因子を盛んに合成し血清中に放出しているためなのか  

もしれない。また，NO2暴露14日目で肺のコラゲナーゼ様活性が低下するのは，このような血清中  

のコラゲナーゼ阻害因子活性の増加に伴った肺のコラゲナーゼ阻害因子の増加によるものかもしれ  

ない。   

血清HOP量は肺のコラーゲン含量が最も増加した4－10日目にかけて対照詳より増加した。こ  

の増加はこの時期に肺のコラゲナーゼ様活性が増加し，コラーゲン分解が促進したことによると考  

えられる。それゆえ，測定はされていないが，この時期には尿中HOP比も増加して行くことが推  

測される。後述の笠原ら4Zlの結果はこの推測を裏付けている。肺のコラゲナーゼ様活性の増加に  

よる肺のコラーゲン分解の促進は肺のコラゲナーゼ様活性と血清HOP克との間に正の相関が認め  

られたことからも支持される。しかし，4－10E＝］にかけて肺のコラーゲン分解が促進されている  

にもかかわらず，この時期の肺のコラーゲン含量は対照群より有意に増加していることから，この  

時期にはコラーゲン合成は分解を上回るほどに克進しているものと推測される。これに対して，14  

日目に血清HOP量や尿HOP比が低下するのは肺のコラゲナーゼ様活性が低下したことによるもの  

と考えられる。   

以上10ppmNO2暴露の場合ではコラーゲン合成の促進に始まり，それに伴ってコラーゲン分  
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解も促進する。この時，コラーゲンの架橋形成が促進して肺の線維化へと進むのであろう。その後，  

更にNO2暴露を受け続けると肺のコラーゲン分解能がむしろ低下し，血清HOP量や尿中HOP比  

は逆に低下するものと思われる。   

一方，0．4，1．2及び4ppmNO2の18か月暴露では肺の過酸化脂質量が増加傾向を示しているこ  

とから，活性酸素ヤフリーラジカル等の発生が推察される。しかし，肺のコラゲナーゼ阻害因子活  

性の低下は認められず．むしろNO2濃度に依存して増加する傾向を示していた。この増加は肺で  

コラゲナーゼ阻害因子が活性酸素やフリーラジカル等によって不活性化される．あるいはコラゲ  

ナーゼ阻害因子がコラゲナーゼを初めとするプロテアーゼと結合する41）以上に肝でコラゲナーゼ  

阻害因子の合成が促進されて肺に運ばれているためとも考えられよう。NO2長期暴露の場合では，  

このような肺のコラゲナーゼ阻害因子活性の増加によって肺のコラゲナーゼ様活性がNO2濃度に依  

存して低下し，肺のコラーゲン分解速度が低下して尿中HOf〉比がNO2濃度の上昇につれて低下す  

るのであろうと推測される。また，コラゲナーゼ様活性が最も低下していたことにより，コラーゲ  

ンの分解速度が最も低下Lているであろうと推測される4ppJ¶群では肺のコラーゲン含量の増加  

傾向が認められた。このような結果から，NO2暴露18か月日での病態は，コラゲナーゼ阻害因子活  

性の増加によるコラーゲン分解の低下と，また，この時 MAO活性の増加が見られていることか  

らコラーゲンの架橋形成の促進によって肺線維化への方向に進行しているものと考えられよう。事  

実，竹中ら3）は4ppmNO2ユ8か月暴露では肺の軽度のコラーゲン線維の増塵を認めている。しかし，  

コラーゲンの増生はコラーゲン分解の低下によるものだけとは考えにくい面がある。なぜなら，0．4，  

ユ．2pp∫n群でもコラーゲン分解の低下が考えられるが，コラーゲン含量は増加していか、。それゆ  

え，この程度の濃度のNO2ではコラーゲン合成はあまり促進していないのかもしれない。竹中ら3）  

も0．4ppmⅣ0218か月暴露では肺のコラーゲン照雄の増塵を認めていない。しかし，彼らは4ppm  

NO227か月暴露ラットの肺では18か月暴露ラットの肺に比較してコラーゲン線維の増生が更に進行  

していることを報告している。このような報告から，4ppmNO218か月暴露ではコラーゲン分解  

の低下とともに肺のコラーゲン合成が促進しているのかもしれない。   

笠原ら42）はラットに0．3，0．5及び1ppmNOzを30，60，及び110日間，あるいは8ppmNO2を24  

日間暴露すると尿中ヒドロキシプロリン量は一時的に増加するが暴露期間の延長に伴って徐々に対  

照レベルに戻り，しかもこの現象は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。  

本実験の10ppmNO2急性暴露でも血清HOP量や尿HOP比は暴露14日目に既に低下している。この  

ようなことから，本実験の0．4．ユ．2及び4ppmNO21＆か月暴露の名辞の尿HOP比は対照群より低  

下しているが，笠原らの報告のように18か月目以前に尿HOP比がいったん増加し，しかも4ppm  

群の方が先に増加していた可能性が考えられる。竹中ら3）は4ppnlⅣ029か月暴露の時点では肺の  

軽度のコラーゲン線維の増生を認めていない。このようなことから，4ppm程度の濃度で初期に  

血清HOP量や尿HOP比が増加すると思われる時期には，肺の線維化は起こらか－のかもしれない。   

大気汚染物質の健康影響に関する疫学的研究において，NO2汚染地域住民や喫煙者の尿中HOP  
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比が増加する24‾26）ことが報告されているが，本実験結果から尿HOP比の増加機序を考えると，そ  

の増加は10ppmNO2暴露実験の4〝10日目頃に観察された肺のコラーゲン代謝回転の完進による  

ものなのかもしれない。また，低濃度NO2に慢性的に暴露された場合にはコラゲナーゼ阻害因子  

が誘導されコラーゲン分解が抑制されるために肺の軽度のコラーゲン線維の増生が起こるのかもし  

れなし㌔ したがって肺の線維化の点から見ると，むしろHOP比が低下している事例の方に注意を  

払うべきかもしれか－。’一方，尿HOP比の増加は．肺気腫発症の要因であるプロテアーゼ阻害因  

子活性が低下し続けた場合43）に起こりうると考えられる。したがって疫学的研究において，尿  

HOP比と同時に血清中のコラゲナーゼ阻害因子活性の変化を調べることは極めて重要であると思  

われる。ある大気汚染物質の比較的長期間の吸入によってコラゲナーゼ阻害因子活性が増加したり，  

低下したりする原因を実験的に，より詳しく解明することができれば疫学的研究において優れた指  

標と〔て多くの研究者に用いられている尿中HOP比の増加の意味をより正確に理解しうるものと  

考える。  
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Ⅰ－16  二酸化窒素暴露がラット肺胞洗浄液中の   

プロスタグランジン類及びトロンボキサンB2含量に及ぼす影響＊  

EffectsofNitrogenDioxideExposureontheContents  

ofProstaglandin5andThromboxaneB2inRronchoAIveolarI・aVage＊  

小林隆弘1  

Takahir。KOBAYASHll  

要 旨   
二酸化窒素（NO2）を暴露した場合のラットの肺胞洗浄液中のプロスタグランジン（PG）類  

及びトロンボキサンB2（TXB2）量に及ぼす影響に関して検討した。正常ラットー匹（体束  

399±16g）当たりの仝肺胞洗浄液中のPC類とTXB2量は以下のとおりであった。PGIz  

（38．0±6．4ng）＞TXB2（11．8±4，Ong）＞PGF2。（5．7±1．6ng）＞＞PGE（0．5±0．3ng）。ラッ  

トを10ppmNOzに1，3，5，7，14日間暴露するとラットー匹当たりの全肺胞洗浄液  

中のPGI2量は，一日間暴露後には65％に減少し，その後暴露期間中この減少状態が続いた。  

これに対しTXB2量は増加し5日目に最大（155％）となったが，以後NO2暴露を続けると  

TXB2量は次第に減少し対照群のレペ）L／に戻った。PGF2。及びPGE含量は1日間暴露で  

減少し3［Ⅰ及び5日間暴露では一時的に増加したが7日及び14日間暴露後には再び有意に  

減少した。PGF2。及びPGE量が増加した時点で．PGF2。やPGEを代謝し．不活性化す  

るプロスタグランジンー15ヒドロキシーデヒドロゲナーゼ（PGデヒドロゲナーゼ）の活性  

が，肺のホモジネートで低下していることが観察された。   

以上の結果から，NO2暴露により気管の平滑筋の弛凝作用のあるPGI2及びPGE含量が  

減少し，収縮作用のあるTXA2の代謝物であるTXB2及びPGF2。含量が増加したことに  

より，気管が収縮しやすい方向に平衡がずれている可能性が考えられる。  

Abstract   

EffectsoElOppmnitrogendioxide（NO2）exposureonthecontentsofprostaglandins  

（PGs）andthromboxane（TX）Bzinbronchoalveolarlavage（BAL）ofratswerestudied．  

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

Basic MedicalSciencesI）ivision，the NationalIrLStitute Lor EnvironmerLtalStudies．Yatabe－maChi，Tsukuba，   

Ibaraki305，Japan．  

＊ 本論文の大要はProstaglandins，31，469－475（1986）Bこ発表したものである。  
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IntheBALofnormalrats▼theamountsofPGsandTXB2inthewhoLelavagewerePCIz  
（38．0士6・dng）＞TXBz（‖．8±4．0喝）＞PGF2α（5．7±1．6ng）＞＞PGE（0．5±0．3ng）．  
Rats wereexposedto NO2forl，3，5，7and14days．TheNO2eXpOSuredecreasedinthe  
levelofPG12byabout35％throughouttheexposure．TheleveLoLTXBzwashigherinthe  
day5exposuregroup（155％）．TheeontentsofPCF2d andPGEfirst，deereasedandthen  
transientlyincreased on days3and5．PG15－hydroxy－dehydrogenase activity oflung  
homogenatedecreasedcorrespondinglyondays3and5．ThenthecontentsPGF2q andPGE  
decreasedondays7and14．  

PGl2and TXAzare a bronchorelaxant，and astrongbronchoconstrictor respectively．  
ThereforetheresultssuggestedthatthedecreaseirlPGIz，amajorprostanoidintheBAL  
aTLdtheinereaseitlTXB2（me亡aboLiteoETXA2）maycorrelatewithbronchoeonstrictionby  
NO2eXpOSure．   

1 はじめに   

アラキドン酸のシクロオキシゲナーゼ産物は気管や肺で重要な役割を果たしている。PG12－・2）と  

PGE3・4）は気管平滑筋を弛緩する作用を持つが，TXAz5）やPGF2。6・7）は気管を収縮する作用を示す。  

したがって肺胞洗浄液中でのこれらシクロオキシゲナーゼ産物の含量の変化は，換気量，呼吸数と  

いった，肺の機能に重要な影響を及ぼすと考えられる。一方，我々は酸化力の強いNO2やオゾン  

暴露が肺のアラキドン酸代謝を変化させることを報告してきた810）。すなわちラットにおいては肺  

でのアラキドン酸代謝の主産物であるPGI2の合成活性がNO2暴露によって低下することを見いだ  

した。このPGI2の合成活性の低下に伴い血小板のTXAz合成が増加することを観察してきた。一方，  

NOz暴露は肺のPGデヒドロゲナーゼ活性を低下させることが報告されている11）。このことは，肺  

胞内でのPGEやPGF2。の含量に影響を及ぼす一因になると考えられる。そこでNOz暴露による  

呼吸機能への影響の解析のため，気管や気管支の平滑筋の収縮と弛後に強い作用を及ぼすPG類及  

びTXB2の肺胞洗浄液中の含量への影響を検討した。  

2 材料と方法  

2．1実験動物  

11過令のJcl：Wistar系雄ラット（各群6匹）を用いた。   

2．2 NO2暴露   

NO2暴露は10ppmNO2を容量1．39m3の暴露チャンバー内に流量110－120m3／hで流し1．3，5，  

7，14日間ラットに暴露する方法をとった。チャンバー内は温度25±10c，湿度55±5射こ保たれ  

た。  
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2．3 肺胞の洗浄   

肺胞の洗浄は10mJの水冷したダルペッコのCa，Mg不含リン酸緩衝液を気管から注入し出し入  

れを3回行った後回収する方法をとった12）。上記操作を3回行ったが1回目は8m＝旨，2，3回  

目は各10mJを回収した。集められた洗浄液は3，000rpmで20分間遠心し細胞を除去し，その上清を  

肺胞洗浄液とした。   

2．4 ラジオイムノアッセイ   

肺胞洗浄液は4倍量のエタノールを加え除蛋白後溶媒を溜去し各ラジオイムノアッセイ用の溶媒  

に溶解させ試料とした。PGl2及びPGEはそれぞれ安定な誘導体である6k。tO－PGF、a及びPGB  

として測定に供した。6－k。t。－PGF．。及びTXBzはNewEnglandNucIear社製［3H］RIAキットを  

PGF2。及びPGEはTravenol社製［3H］RIAキットを用いて測定した。   

2．5 肺ホモジネートのPGデヒドロゲナーゼ活性の測定法   

およそ500mgの肺を2mJの水冷したトリス一塩酸緩衝液（pH8．4，1／10M）でホモジナイズした。  

肺のホモジネート1．Omgと10iLCiの［5，6．8，11，12，14，15（n）－3H］PGE2（160Ci／mmoL）と  

8mMのPNAD＋を含んだ0．5mlのトリス一塩酸緩衝液と370cで20分間インキエペー卜した。1N  

塩酸を加えpHを3にし反応を止めた。代謝物である15－0Ⅹ0PGE2は薄層クロマトグラフィーによ  

り分離した。展開溶媒は酢酸エチル化2，4トリメチルーペンタン／酢酸／水（11／5／3／10）系の有機層  

を用いた。放射活性産物は薄層ラジオクロマトグラフィーにより分析した。蛋白量は牛血清アルブ  

ミンを標準としてL。W，yらの方法13）により測定した。   

2．6 統計処理   

PG類並びにTXBzの含量はラット1匹当たりの仝肺胞洗浄液中に含まれる量とし平均値±SD  

で表した。検定はStudentの′検定を用いた。   

3 結 果   

正常なラット1匹当たりの仝肺胞洗浄液中のPG類とTXB2類の含量はPGI2（38．0±6．4ng）＞  

TXB2（11．8±4．Ong）＞PGF2q（5．7±1．6ng）＞＞PGE（0．5±0．3ng）であった（図1）。   

図2にNO2暴露で仝肺胞洗浄液中のPGl2含量が減少することを示した。PGI2含量は1El間暴露  

で既に有意に減少（65％）し，その後PGIz含量は減少したまま（59～66％）14日後まで回復しなかっ  

た。   

図3にNO2暴露が仝肺胞洗浄液中のTXBz含量に及ぼす影響を示した。TXB2量はNO2暴露する  

と徐々に増加し5日間暴露後に最大（155％）になり，その後徐々に対照群の値に戻ることが明らか  

になった。  
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図 1 正常ラットの肺胞洗浄液中のPG類とTXB2の含量  
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屈 2 NO2（10ppm）暴露によるラット1匹当たりの仝肺胞洗浄液中のPGI2含量の  

変化  
Fig．2 CharLgeSintheleveloLpGI2intheBALbyNO2（10ppm）exposure  
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rilteredair．p＜0，01andp＜0．05respectively、  
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図4，図5に全肺胞洗浄液中のPGF2。及びPGE含量に及ぼすNO2暴露の影響を示した。両者  

とも1日間暴露で有意に減少（それぞれ45‰44％）した。その後3日間暴露（それぞれ122％，164別  

及び5日間暴露（それぞれ120％，134％）で一時的に増加した。その後再び減少した。   

図6にPGF2u及びPGE代謝するPGデヒドロゲナpゼ活性に及ぼすNO2暴露の影響を示した。  
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図 3 NO2（10ppm）暴露による肺胞洗浄液中のTXB2含量の変化  

Fig．3 Changesintheleve）ofTXB2intheBALbyNO2（10ppm）exposure  
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図 4 NO2（10ppm）暴露による肺胞洗浄液中のPGFz〝含量の変化  

Fig．4 changesinthecontentoLPGF2。intheBALbyNO2（10ppm）exposure  
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図 5 NO2（10ppm）暴露による肺胞洗浄液中のPCE含量の変化  

Fig．5 ChangesinthecontentoEPGEintheBALbyNO2（10ppm）exposure  

Va】uesaremeans士SDfor6rals．＝and■：ト［est ascomparedwithratsex叩Sed［oIil－  
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図 6 NO2（10ppm）暴露によるPGデヒドロゲナーゼ活性の変化  

Fig．6 ChangesinactivityofPGdehydrpgenaseoflungbyNO2（10ppm）exposure  

va】uesaremearLS±SDLor6rats．■＝and■＝tteSt aSeOmparedwitt16ratsexpDSed［0  
†此eredaれp＜0．001andp＜0▲05respec【ive】y■  
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3日間暴露後から有意に減少することが観察され，5日間暴露で最小になり以後徐々に回復してい  

くことが見いだされた。   

4 考 察   

今回の実験結果からNO2暴露により肺胞洗浄液中のPGI2含量が減少することが明らかになっ  

た。既に，我々は肺のホモジネートのPGI2合成活性がNO2暴露により低下することを見いだして  

きた8，9）。肺のホモジネートのPGlヱ合成活性は10ppmNO2の3日間暴露で最低になった後徐々に回  

復し，14日間暴露後では対照詳の値に戻っていることを報告した。一九 今回の結果から肺胞洗浄  

液中のPGI2含量はNO2暴露により1日後から減少し，その減少した値は14日間暴露後も続き，肺  

のホモジネートの場合と差があることが明らかになった。肺胞や気管の上皮細胞からのPGI2の放  

出が肺胞洗浄液中のPGI2含量に主に反映されるとすると，NO2は酸化力が強い物質のため暴露に  

より肺胞ヤ気管の上皮細胞からのPG12合成活性は早い時期に傷害されることが推測される。また  

肺胞や気管は‘削こNO2にさらされているため，低‾FしたPGIz合成活性は暴露申その状態にあるも  

のと考えられる。一方，肺のホモジネートは血管内皮細胞などの上皮細胞の内側の細胞も含まれて  

いるのでNO2によるPG12合成活性は肺胞内のPGI2含量の低下から遅れ，回復は早かったものと  

考えられる。このことはNO2暴露による血管内皮のPGI2合成酒性は3日後に最低となり14日間暴  

露後には回復することから14）も支持される。   

次に肺胞洗浄液中のTXB2量は5日間暴露後に最大になりその後対照群の値に戻った。このNO2  

暴露の際に血中の血′ト枚数は減少し血／ト板のTXA2合成活性は増加していることは既に報告してき  

た9）。したがってNO2暴露により血′ト板は凝集しやすくなり，血小板の凝集塊が毛細血管に詰まり  

TXA2を合成し，この合成されたTXA2（TXA2の半減期は30秒程度なのでTXB2にすぐ変換される）  

が肺胞内に浸出液と共に入って行くことがTXB2量の増加の一因と考えられる。   

PGF2。及びPGEは1日間暴露で減少したがNO2暴露によりシクロオキシゲナーゼの活性が低下  

している可能性が考えられる。その後PGF2。及びPGEの含量は3El及び5El間暴露後に増加する。  

血中のPGF2u及びPGEはPGデヒドロゲナーゼにより肺を1回通過するとほとんどが代謝される  

ことが知られている。このPGデヒドロゲナーゼ活性は3日及び5日間暴露後に減少した。したがっ  

てこの時期のPGF2。及びPGEの増加はPGデヒドロゲナーゼ活性の低下に関係している可能性が  

考えられる。   

NOz暴露による肺胞洗浄液中のPG類やTXB2含量の変動は呼吸器系の機能にどのような影響を  

与える可能性があるであろうか。これらシクロオキシゲナーゼ系産物のなかでもPGI2は気管の平  

滑筋を弛緩し，TXA2は強く収縮することが知られている。正常な状態ではこのPGl2を含む気管  

の弛緩効果のある物質群とTXA2を含む気管の収縮効果のある物質群とが平衡を保っていると考え  

られる。NO2暴露によりPGI2が減少しTXA2の代謝物であるTXBzが増加したことにより正常状  

態での平衡が崩れ収縮しやすい方向に傾いているものと考えられる。  
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国立公告研究所研究報告 第101号（R－10巨細）  
Res．Rep．Natl・Inst．Environ．Stud．．Jpn，．No．101，1986，  

Ⅱ－17   グルタチオン合成系酵素活性測定法の開発，並びに  

ラットの各種臓器における合成酵素活性に及ぼす  

二酸化窒素又はオゾン暴露の影響  

ANewMethodEorAssaYOftheGlutathioneSynthesisEn2＝ymeSandthe  

EffectsofExposuretoNitrogenDioxideorOzoneontheActivityof  

山eEnzymesinRatTissues  

河田明治1・高橋勇ニユ・三浦 卓1  

MeijiKAWATAl．YujiTAKAHASHIlandTakashiMIURAl  

要 旨   
ラットの各種臓苦言（腎，肝，肺）のグルタチオン合成系簡素けダルクミルシステインシ  

ンテクーゼ及びグルタチオンシンチターゼ）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  

の方法によりこれまで測定されていなかった肺のグルタチオン合成系酵素活性を精度よく  
測定することが可能になった。グルタチオン合成系酵素活性は臓器間に大きな差が見られ，  

検討した臓器における酵素の比活性は腎，肝，肺の順に減少し，掛こ肺においては著しく  

低い値を示した。次に新しく確立した測定法を用いて二酸化窒素（NO2），オゾン（03）暴露  

がラットの各種臓器におけるグルタチオン合成系酵素活性に及ぼす影響を調べた。  

Jcl＝Wistar系雄ラットに，4．OppmNO2又は0．4ppm，0．8ppmO。を14日間間欠暴蕗（7  

h／d）し，肺のγグルタミルシステインシンテターゼ活性の変動を検討した。γグルタ  

ミルシステインシンテターゼ活性は，4ppmNO2暴露及び0，4ppmO3暴露で暴露期間中対  

照群と暴露群で差は見られなかったが，0．8ppmO3暴露では暴苗7日目以後有意に増加し，  

その高い惜は14E［目まで維持された。一九 腎では，0．2ppm．0．4pT）mO3を3か月間連  

続暴露した場合雨晴性とも3か月日にのみ有意な増加を示した。肝では，3か月の暴露期  

間中いずれも有意な変化を示さなかった。  

1・国立公害研究所 環境生理部 〒305茨城県筑波郡谷田部町′ト矧し116番2   

Basie MedicalScienees Division．the NatiorLalInstitute for EnvironmentalStudies．YatabemaChi．Tsukuba．   

Ibaraki305．Japan．  
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Abstract   

AnewmethodfortheassayofthegIutathionesynthesisenzymes（y－gluLamyleysteine  

synthetase and glutathione synthetase）in rattissues（kidney，1iver，andlung）was de－  

Veloped by usinghighPerformanceliquid chromatography．The aetivity oftheglutathione  

SynthesiserlZymeSintissuesdeereasedintheorder二kidTley，1iverandlullg，  

This sensitive assay rrlethod was used to examinetheeffectsoEexposure to nitrogen  

dioxide or o乙OneOn the activtty ofthe enzymesin rattissues．MaLe Wis［ar ra亡S WereeX－  

posedto4・OppmNO20rO，4andO．8ppmO3dailyEor7hoursfor14daysandtheactivity  

Ofγ－glutamylcysteinesynthetaseoEratlungwas determined．Whileexposureto4．Oppm  

NO2OrO．4ppmO3didnotaffecttheenzymeaetivity，aIleXpOSuretOO．8ppmO3increased  

Signieicantlythe enzyme activity after7daysofexposure，and theincreased activity was  

maintained throughout the exposure period．ContirluOuS CXPOSureS OL rats to O，2and O．4  

ppmO3for3monthsdidnotaffecttheactiviLiesofbothγ－glutamylcysteinesynthetaseand  

glutathionesyrlthetaseirLkidneyandliver．   

1 はじめに   

これまでの研究において，比較的低濃度の二酸化窒素（NO2）又はオゾン（03）をラットに暴露し，  

肺の非蛋白性SH（NPSH），還元型グルタチオン（GSH），酸化型グルタチオン（GSSG）量の変動につ  

いて検討した。その結果，暴露群では肺に存在する低分子SH化合物の総量を示すNPSHが増加す  

るが，その大部分はGSHであること，又，03暴露ではG5SG畳も増加するが，その増加量はGSH  

の増加量に比べると著しく低い値であることを明らかにしたl3）。   

Mustafaら4〉は0．8ppmO3をラットに暴露すると，肺のNPSH又はGSH含量が増加すると共に  

SH代謝系酵素（sulfhydrylmatabolizingenzymesニグルタチオンレダククーゼ，ジスルフィドレダ  

クターゼ，グルタチオンージスルフィドトランスヒドロゲナーゼ）の活性も又増加することを明ら  

かにし，このことから肺におけるGSHの増加によって肺細胞に対する酸化的障害が軽減されると  

推論している。しかしこの三つの酵素はSH基を有する化合物の酸化体を還元する反応を触媒する  

ものであって，グルタチオン量の増減に直接関与する酵素ではない。   

GSHの生合成には，グルタチオン合成系酵素（γ－グルタミルシステインシンテターゼ及びグル  

タチオンシンテクーゼ）が関与しており，肝臓及び腎臓を中心としたGSHの代謝に関する多くの報  

告があるが8）肺についてはまだ研究が行われていない。   

GSHの増加する直接的な要因を明らかにするためには，NO2又は03暴露がラットの各種臓器に  

おけるグルタチオン合成系酵素活性に及ぼす影響について研究を行う必要がある。そこでまず乳  

肝，肺のグルタチオン合成系酵素活性の測定法について検討した。   

次に，新しく開発した高速液体クロマトグラフィーによるグルタチオン合成系酵素活性測定法を  

用いて，NO2又は03暴露がラットの各種臓器におけるグルタチオン合成系酵素活性に及ぼす影響  

について検討を試みた。  
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2 方 法   

2．1酵素液の調製  

Jel：Wistar系雄ラットをエpテル麻酔下で頚動脈から採血したのち，心臓から0．95％NaClを注  

入して肺，肝及び腎を港流した。肺，肝及び腎に0．15MKC卜10mMトリス緩衝液（pH7．4）を加えて  

ホモジナイズし，それぞれ9mJ，75mJ及び12mJとした。ホモジネートを10，000×gで15分間遠心  

して得られる上晴を更に105，000×gで60分間遠心した。この上清をグルタチオン合成系酵素の活  

性測定用酵素液として用いた。   

2．2 試 薬   

①1Mトリス塩酸穏衝液（pH8．2，0．2MMgC12，1mMEDTA），②1Mト1）ス．塩酸緩衝液  

（pH8．5，1MKCl，0．1MMgC12），③0．05Mグルタミン酸，④0．05Mαアミノ酪酸，⑤0．05M  

γ－グルタミルーα－アミノ酪酸，（◎0．05Mグリシン．（む1％午血清アルブミン，（診0．05MATP，  

（91．8Mトリクロロ酪酸   

γ－グルタミルシステインシンテクーゼ活性測定における基質として，又，グルタチオンシンテ  

ターゼ活性測定における標準物質として必要なγ－グルタミルーα－アミノ酪酸は，Ⅵ√aleyの方法9）  

により合成した。グルタミン酸のγ位のカルポキシル基をアジド法により活性化したのちα－アミ  

ノ酪酸と結合させ，塩化カルポベンゾキシによる保護基を接触還元によって除去する方法によりγ  

－グルタミルーαアミノ酪酸を合成し，高速液体ク・ロマトグラフイー及び再結晶によl）精製した。   

2．3 酵素反応   

2．3．1γ－グルタミルシステインシンテターゼ   

肺の酵素活性測定には，①1Mトリス一塩酸緩衝液（pti8．2）0．1mi，③0．05Mグルタミン酸0．1ml，  

④0．05Mα－アミノ酪酸0．1mJ，⑦1％年二血清アルブミン0．1m上の各試薬及び酵素液50／‘J，H20  

450FLLを混和し．37Oc，5分間プレインキュベーションした後，⑧0．05MATPO．1mlを加えて37Oc，  

60分間反応させ，⑨1．8Mトリクロロ酢酸0．1mJを加えて反応を停止し，60分後に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。   

肝臓の酵素活性測定には，試薬①，③，①，⑦をそれぞれ0．2mJ取り，酵素液15／∠J，H20985  

直，試薬⑧0．2mJを用い37Dc，20分間反応させ，試薬（90．2mJを加えて除蛋白し，その他の操  

作は肺の場合と同様に行った。腎臓の酵素活性測定には試薬①，③，①，⑦をそれぞれ0．6mJ取り．  

酵素液10／∠J，H202．99mJ，試薬⑧0．6mJを用い，370c，10分間反応させ，試薬⑨0．6mJを加え  

て除蛋白したのち遠心により上酒を得た。  

2．3．2 グルタチオンシンテターゼ  

肺の酵素活性測定には．②1Mトリスー塩酸横衝液（pH8．5）0．1mJ，⑤0．05Mγグルタミルーα  
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一アミノ酪酸0、1mJ，⑥0．05Mグリシン0．1扉，⑦1％牛血清アルブミン0．1m上の各試薬及び酷索液  

50／‘J，H20450恒を混和し，370c，5分間プレインキュペーションした後，⑧0．05MATPO．1mr  

を加えて370c，60分間反応させ，（91．8Mトリクロロ酢酸0．1mJを加えて反応を停止し，60分後に  

2，300×gで30分間遠心して得られる上活を分析用試料とした。   

肝臓の酵素括性測定には，試薬②，⑤，⑥，⑦をそれぞれ0．1mJ取ij，酵素液10／〃，H20490／‘J，  

試薬⑧0．1mJを加え，370c，20分間反応させ，試薬⑨0．1mJを加えて除蛋白し．その他の操作  

は肺の場合と同様に行った。腎臓の酵素活性測定には試薬②．⑤，⑥，⑦をそれぞれ0．1mJ取り，  

酵素液10／∠J，HzO490／′r，試薬⑧0．1mJを加え，370c，10分間反応させ，試薬⑨0．1m／を加え  

て除蛋白したのち遠心により上浦を得た。   

2．4 反応生成物の測定   

上記の酵素反応によって生成するγ－グルタミルーαアミノ酪酸及びγグルタミルα－アミノプ  

チリルグリシンを陽イオン交換樹脂カラム（4．OmmX500mm，HitachiCustomNo．2619）に充てんし，  

0．14Mクエン酸リチウム媛衝液（pfJ3．2）により流量0．30mJ／血nで溶出分倒した。次いで835塑柑立  

アミノ酸分析計により定量した。γ－グルタミルシステインシンテターゼ及びグルタチオンシンテ  

クーゼ活性は肺，帆腎上暗中に含まれる蛋白質量（mg）当たりで表した。蛋白質量は，Lowryら10）  

の方法により測定した。   

2．5 黍毘条件   

暴露実験にはJc】：Wjstar系雄ラットを使用した。19過令のラットに4．OppmNO2を14日間間欠  

暴露（7h／d）し，23過令のラットを用いて0．4ppm及び0．8ppmO3を14日間間欠暴露（7h／d）した。  

また19週令のラットに0．2ppm及び0．4ppmO3を3か月間連続暴露した。   

3 結 果   

これまでに報告されているグルタチオン合成系酵素活性測定法は主として高い酵素活性を有する  

肝臓及び腎臓を対象としたものである。その測定法を改良して，酵素反応生成物を高速液体クロマ  

トグラフィーによって測定できるようにカラム，溶出溶液などの分離条件を確立すること，及びこ  

れまで測定されていない肺の合成系酵素活性に対しても精度よく測定できる分析条件の確立を目的  

として種々検討を行った。   

グルタチオン合成系酵素反応に用いる試薬，反応液組成，反応条件などについては，γ－グルタ  

ミルシステインシンテクーゼ活性はGriffithら1りの方法を，又グルタチオンシンチターゼ活性は  

M。。Zら12）の方法を参考にして，検討した。また，酵素反応の反応生成物の測定に関する条件，方  

法も方法の項に示すごとく決定した。   

確立した酵素活性測定法を用いて各種臓器の酵素活性に及ぼすpHの影響について調べた。デー  
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夕は示していないがpH7．8－8．6の間で検討した結果，肺のγ－グルタミルシステインシンテクーゼ  

活性は肝，腎の場合とよく一致し，pH8．2で最高値を示した。又，肺のグルタチオンシンテターゼ  

活性においても肝，腎と同様にpH8．5で最高となった。   

ラット肺上満と基質とを含む反応液をインキュベーションすることによって生成するγ－グルタ  

ミルーα－アミノ酪酸及びγ一グルタミルーα－アミノプチリルグリシンを高速液体クロマトグラ  

フィーによって分離したクロマトグラムを図1に示した。γ－グルタミルシステインシンテクーゼ  

の反応系では，43分付近にγ－グルタミルーα－アミノ酪酸が単一のピーク（ピークNo．3）として検出  

され，ATPを除去した反応系では検出されず反応は全く進行しなかった（図トA，B）。グルタチ  

オンシンテクーゼの反応系では，29分付近に，γ－グルタミルーα－アミノプチリルグリシンが単一  

のピーク（ピークN。．7）として検出され，ATPを除去した反応系においては検出されず反応は進行  

しなかった個トC，D）。基質として加えたグルタミン酸及びγ一グルタミルーα一アミノ酪酸がそ  

れぞれ図1A，BのピークNo．6，及び図1C，DのピークNo．3に大きく現れた。   

軌肝及び肺の上沼量とグルタチオン合成系酵素活性との直線牲について検討した結果を図2に  

示した。γグルタミルシステインシンテターゼ，グルタチオンシンテクーゼともに，測定条件下  
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図 1 ラット肺上晴と基質をインキュペーションすることによって生成するγ－  
グルタミルーα－アミノ酪酸及びγ－グルタミルーαアミノプチリルグリシ  

ンの分離  
Fig．1 SeF）arationofγ・glutamylaaminobutyricacidaIldγglutamyl－aaminobutyr  

rylglycineprocueedbyineubationoEthesubstrateswithratlurlgSLlperr［atant  

l：Tauri爪e．2：Asparticaicd．  

3：γ一G】utamyl・α・aminol）両yr】Ca亡id．4：Tl廿eOnine．  

5：Serine．6：Glu【amicacid．  

7：γ・G】山at¶yトαaminobutyry】かycine  
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図 2  ラットの腎，肝及び肺の上酒量とグルタチオン合成系酵素活性との直線性  

Fig．2 Linearity between theanountofsupernatantsofkidney．1iver．arLdlungofrat  

arldactivitiesoftheglutathionesynthesiserLZymeS  

TheamountofsupernatarLtSWaSeXPreSSedasthatofthesupernatantprotein，  

において反応液中に含まれる上浦の黄白量が0から約400－500〝gの範囲内で，反応生成物と直線  

関係にあることが明らかになり，各組織に存在するグルタチオン合成系酵素活性を精度よく測定す  

る方法が確立された。   

ラットの腎，肝及び肺におけるグルタチオン合成系酵素活性の正常値を表1に示した。6匹のラッ  

トを1群としてmean±SD値を求め，6群の侶の最小値と最大値とで活性値の範囲を示した。各  

臓器におけるγ－グルタミルシステインシンテクーゼとグルタチオンシンテクーゼの活性を比較す  

ると，肝と肺ではほぼ同じ値であるが，腎ではγグルタミルシステインシンテターゼが著しく高  

い値を示した。またGSH量は腎，肝，肺のうち，肺が最も低いことから推定されるごとく，肺の  

グルタチオン合成系酵素活性も他の臓器に比べて著しく低い億を示した。   

ラットに4ppmNO2及び0．4．0．8pp皿03を14日間間欠暴露（7h／d）した場合′肺のトグルタミ  

ルシステインシンテターゼ活性の変動を表2に示した。4．OppmNO2及び0．4ppmO3暴露群では対  

照群との間に有意な差が見られなかったが，0．8ppmO3暴露詳では暴露7日目に有意に増加（110％）  
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泰 1Wislar系雄ラットの腎鳳 肝臓及び肺におけるグルタチオン合成系酵素  

活性の正常値  
Tablel Activityoftheg】utathionesynthesiserlZymeS（γ′glutamyIcysteinesynthetase  

andglutathionesyrlthetase）irLkidrley．Liverarldlungofeomtrolrat  

Organ  γG山tamylcysteine syntlletaSe  Gl11tattliDne Synthetase  

Kidneyll、300士620 －15，000土440   2．440士 90 － 2．810±170  

Liver  620 士 50 －   940 土 40  720 士 20 －  740 ± 40  

Lung  ユユ0土 ユ0 －  】30土 ユ0  1ユ0士20 －  ユ30士 ユ0  

Va】uesweree叩reSSedasn恥Ie／h／mgprntein（mean±SD，”＝6）．  

衷  2 ラット肺のγ－グルタミルシステインシンテターゼ活性に及ぼすⅣ02又は  

03間欠暴露（7h／d）の影響  

Tat）1e 2 EflectofNO20rO3e叩OSureOntheactivityofγ・glutamyLcysteinesynthetase  

Orratlung  

NO2eXpOSUre（7h／d）  

（％）  7days  （％） 14d革yS （％）  NO2  1day  

Conh℃1 134 土5．0（100）  

4．O ppm 136土7．6（ユ0り  

126±6．7（100） 132±6．2（100）  

】3】士4．8（104） ユ39士ユ3 （ユ05）  

03eXPOSure（7h／d）  

Og  iday （％）  4day5 （％）  7由ys  （％）  
Conけ01 118±5．2（100）  

0．4ppm l18±5．1（100）  

0．8ppm l15士4．2（97）  

125 ±2．4（100）  

127 ± 5．9（102）  

130±8．3（104）  

113±5．9（100）  

117±3．2（104）  

124±3．7事（110）  

03  10days （％） 14days （％）  

Contでq1 1Z9土4．3（100） 1Z3土3．9（100）  

0．4ppJカ ユ32土3．1（102） 128士11（104）  

0．8ppm 138土3．7■（107）133±6．5◆（108）  

Valuesweree叩reSSedasnmo】e／h／mgprotein（mean士SD，柁＝6）  
■：p＜0．05．  

し，それ以後その高い値は暴露期間中持続した。   

ラットに0．2，0．4ppmO3を3か月間連続暴露し，肝，腎におけるγ－グルタミルシステインシン  

テターゼ及びグルタチオンシンテクーゼ活性に及ぼす影響を表3及び表4に示した。その結果，肝  

ではグルタチオン合成系酵素活性に有意な変動は見られないと結論された。一方，腎では3か月目  

にのみ両活性とも有意な増加を示した。  
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表  3 ラットの肝臓及び腎臓におけるγ一ダルクミルシステインシンテクーゼ活  

性に及ぼす03暴露の影響  

TabLe 3 EffectofO3eXpOSureOntheactivityoLγLgluLaTnylcysteinesyrlthetaseiItliYer  

andkidneyorrat  

Liver  

1month （％）  2months  （％）  3mo山hs   （％）  

ContrD1  759士69 （100） 941±43 （100）  

0．2ppm  729土25 （96） 951士81 （101）  

0．4ppm  721士24 （95） 9ユ6±98 （97）  

681± 44 （100）  

732士 42 （107）  

702± 58 （103）  

Valueswereexpressedasnmole／h／ngproteirt（mean土SD．n＝6）  

Kidney  

1month  （％）   2months （％）  3montrlS  （％）  

Control 15．0土0．44（100） 13．8土0．76（100）  

0．2ppJn ユ5．1士0．66（101） ユ3．4士ユ．0（97）  

0．4ppm 14，3士2．1（96） 1Z．5±0，94（90）  

13．6土0．43 （100）  

15．7士0．62－＊坤（1】5）  

13．8±1．2  （101）  

ValⅥeSⅦeree叩reSSedas／」mOle／b／mgprotein（mean±SD．M＝6）  

■■蠣pく0．001．  

表  4 ラットの肝臓及び腎臓におけるグルタチオンシンテターゼ活性に及ぼす  

03暴露の影響  

Table 4 EffectofO3eXpOSureOntheactivityofgLutathiorleSyrlthetaseinliverarldkid－  

neyofrat  

Liver  

1month   （％） 2months  （％）  3months  （％）  
Contro1 717士22 （100） 740土40 （100）  

0．2ppm  742土21（103） 750土39 （101）  

0．4ppm  726士34 （101） 751±36 （101）  

741± 36 （100）  

752土 44 （104）  

724±13 （98）  

Valt・eSWereeXpreSSedasrLmDLe／h／mgproteir）（mean土SD，n＝6）   

Kidney  

1month  （％）  2months （％）  3mqnths  （％）  

Contro1 2．81士0．17（100） 2．44士0．09（100）  

0．2ppm 2．80士0．14（100） 2．59±0．12（106）  

0．4ppm 2．90土0．25（103） 2．51士0．06（103）  

Z，81士0．09（100）  

3．05±0．18＊（10g）  

2．88士0．10（103）   

Va】ueswereexpressedas〃mOle／h／mgproしein（mean±SD．几＝6）  
■p＜0▲05・  
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4 考 察   

酸化性を有する大気汚染物質であるNO2又は03を比較的低濃度においてマウス．ラットに暴露  

すると肺のNPSH又はGSHが増加するという研究が多数報告されているにもかかわらずl4・1315）  

まだその機構については不明である。またNO2と03の化学的性質には著しい相違のあることが詳  

細に検討されているが，生体に及ぼす影響に関する両者の遠いについてもまだ十分な研究が行われ  

ていない。   

これらの酸化性大気汚染物質が，SH化合物の代謝に関係のある酵素の活性に及ぼす影響につい  

ての研究としては，03暴露によりラット肺において－SS緒合の還元反応に関与するSH代謝系酵  

素（sulfhydrylmetabolizingenzymes）の活性が増加するという結果が得られている4）。   

一九Tateishiら7・16）は肝臓GSHの動態と代謝回転に与える諸因子の検索において，GSHの変  

動に直接影響を及ぼす因子として，第1にGSHの合成に関与するグルタチオン合成系酵素（γグ  

ルタミルシステインシンテクーゼとグルタチオンシンテクーゼ）の活性，第2にGSH合成に必要な  

アミノ隠 すなわちグルタミン酸，システイン，グリシンの細胞内濃嵐 第3にグルタチオン分解  

酵素（γグルタミルトランスフエラーゼ）活性を挙げている。以上のことから第1の要因として考  

えられるグルタチオン合成系酵素活性に着目し，酸化性汚染物質による暴露の影響について検索す  

るため，最初にラットの各種臓器における酵素活性測定法について検討した。   

新しく開発した高速液体クロマトグラフィーを利用したグルタチオン合成系酵素活性測定法は，  

従来のγ－グルタミルシステインシンテターゼ17▼18），グルタチオンシンテターぜ2t19・20） 活性測定法  

に比べて，放射性同位体でラベルした基質を必要としないこと，反応生成物の煩雑な分離操作を省  

略できるなどの利点があり，高感度であるため肺における低い酵素活性を精度よく測定することが  

可能となった。   

この度開発したグルタチオン合成系酵素活性測定法を用いて，NO2及び03の生体に及ぼす影響  

に関する一つの新しい指標の確立を試みた。ラットに0．2，0．4ppmO3を3か月間連続暴露し，肺  

以外の臓器として肝臓と腎臓を選びグルタチオン合成系酵素活性への影響を調べたが，肝臓の酵素  

活性は暴露による有意な変化は認められなかった。腎臓では3か月のみ有意な増加を示した。一方，  

4．OppmNO2及び0．4，0，8ppmO3の14El間の間欠暴露実験の結果，0．8ppm暴露詳において，肺の  

γ－グルタミルシステインシンテクーゼ活性が対照群に対して有意に増加したことから，今後は  

NO2及び03の連続暴露実験を行い，ラット肺におけるグルタチオン合成系酵素活性に及ぼす影響  

に関する詳細な検討を試みる必要のあることが示唆された。更にその結果と，これまで行ったNO2  

及び03暴露がラット肺のGSH量に及ぼす影響についての結果とを比較検討する予定である。  
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Ⅰ－18   二酸化窒素またはオゾンの亜急性暴露がラット肺の  

グルタチオン合成系酵素活性に及ぼす影響  

Ef鮎ctsofSubac11teExposutetoNitroge－1DioxideOrOzoneo止血e  

ActivityortheGlutathioneSynthesisEnzymesofRatLungs  

河田明治1・高橋勇二1・三浦 卓1  

Mei5iKAWATAl，YuiiTAKAHASHllandTakashiMIURAl  

要 旨   
Ⅵ02と03の単独亜急性暴藩によるラット肺のグルタチオン合成系簡素活性の変動につ  

いて調べた。   

0．4．1．2，4．OppmNO2を3か月間暴露した場合，γ一グルタミルシステインシンテクー  

ゼ活性は，0．4，1．2ppm暴露群では変化が認められなかったが，4．Oppm暴露群では対照  

群の値の112－116％と有意に増加した。これに対してグルタチオンシンテターゼ活性はす  

べての暴露群において対照群との間に有意な差は見られなかった。   

0．2及び0．4ppmO3を3か月間暴斉した場合，γ－グルタミルシステインシンテターゼ活  

性は0．Zppm暴露群でほ対照群の値の108～113％と有意に増加し，0．4ppm暴露辞では112  

－118％と更に高い値を示した。またグルタチオンシンテターゼ活性は0．2ppm暴露群で  

は対照群の値の105－10門‘と有意に増加し，0．4ppm暴露群では更に110－114％と高い値  

を示した。   

以上の結果と，0．4，1．3，4．OppmNO23か月間暴露がラット肺の還元型グルタチオン  

（GSH）量に及ほす影響に関する結果より．4．OppmNO2亜急性暴露では肺のGSH克とγ  

グルタミルシステインシンテターゼ活倦は類似した変動傾向を示すことが明らかになっ  
た。  

Abstract  

TheeffectofsubacuteexposuretoNO20rO30ntheactivitiesofglutathionesynthesis  

enzymes（γrgLutarnytcysteine synthetase and glutathione synthetase）in ratlungs was  

investlgated．  

MaleWisterratswereexposedtoO．4．1．2．and4・Oppm NO2for3months．ArleXpO－  

Sure tO4．O ppm NO2reSultedinl12116％increa5ein γ－glutamyLcysteine synthetase  

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

Basic MedicalScienees工）ivision．the NationalInstitute for EnvironmentalStudies．Yatabe，maChi，Tsukuba．   

Ibaraki305．Japan．  
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aetivity．whilethisactivityremainedunchangeddurirlgeXpOSureStOO，4andl．2ppmNOz．  

On theother hand，eXpOSureS tO O．4，1．2．and4．O ppm NOz did T10taffect theactivlty Of  

glutathionesynthetase．  

When rats wereexposed toO．2and O・4ppm O3for3mon拍s．theacとiv托yofγglリー  

tamylcysteine synthetase wasincreasedin a dose－dependent manner tolO8rl13％ and  

l12118％ofthecontrolforO、2andO．4ppmO3，reSPeetively．The activity ofgIutathione  

synthetasetooinereased tolO5－107％andllO－114％ofthe controlforO．2and O．4ppm  

O3，reSpeCtively．   

l はじめに   

前報1）において，ラットの各種臓器を用いてグルタチオン合成系酵素（γ－グルタミルシステイン  

シンテターゼ及びグルタチオンシンテターゼ）の反応系を検討し，反応生成物を高速液体クロマト  

グラフィーにより定量する新しい方法を開発した。またこの測定法を用いることにより4．Oppm  

ⅣOg及び0．4，0．8ppmO3をラットに14日間間欠暴露した場合，0．8ppmO3暴蕗群で肺のγ－グルタ  

ミルシステインシンテクーゼ活性が有意に増加することを明らかにした。   

これまでの実験において0．4，1．3，4．OppmNO2をラットに3か月間連続暴露すると，4．Oppm  

暴露群における肺の還元塑グルタチオン（GSH）含量は暴露1週間目に対照群に対して有意に増加  

し，それ以後その高い値が暴露期間中一定に持続した2）。このことから同様な暴露条件において肺  

のグルタチオン合成系酵素活性がどのように変化するかについて調べると共に，肺のGSH量と酵  

素活性の変動との関連性について検討した。   

更に0．2，0．4ppmO3をラットに3か月間暴露し，グルタチオン合成系酵素活性に及ぼす影響を  

調べることにより，NO2と03との酵素活性に対する作用の相違について比較検討した。  

2 方 法  

肺のグルタチオン合成系酵素活性測定は前報に従って行ったり。   

2．1暴軍兵件及び酵素液の調製   

4．OppmNO213週間暴露では25週令，0．4，1．2，4．OppmNO23か月間暴露では10週令と19週令，  

0．2，0．4pp汀〉03暴露ではユ9過令のJc】：Wistar系雄ラットを使用した。   

ラットをエーテル麻酔して頚動脈から採血したのち，心臓から0．95％NaClを注入して肺を荏流  

した。採取した肺に0．15MKCl－10mMトリス一塩酸緩衝液（p117．4）を加えてホモジナイズし9mJと  

した。このホモジネートを10，000×gで15分間遠心して得られた上宿を105，000×gで60分間遠心し，  

上活を酵素液とした。  
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2．2 Y－グルタミルシステインシンテターゼ滴性の測定  

1MトリスL塩酸積衝液（pH8．2，0．2MMgC12，1mMEDTA）0．1mL，0．05Mグルタミン酸0．1mL，  

0．05Mα－アミノ酪酸0．1mJ，l％牛血清アルブミン0・1mJ，酵素液50／り，H20450／∠J，を混和し，  

370c，5分間プレインキュベーションした後0．05MATPO．1nEを加えて370c．60分間反応させた。  

反応終了後，1．8Mトリクロロ酢酸0．1mJを加え60分後に2，300×gで30分間遠心して得られる上宿  

を分析用試料とした。   

酵素反応によって生成するγ－ダルクミルーα－アミノ酪酸を陽イオン交換樹脂カラム（4．OmmX  

500mm，HitachiCustomNo．Z619）に充てんし，0．14Mクエン酸リチウム緩衝液（pH3．2）で溶出分  

後835型日立アミノ酸分析計により定量した。   

γ－グルタミルシステインシンテターゼ活性は肺酵素液中に含まれる蛋白質量（mg）当たりで表し  

た。蛋白質の定量はLowryら3）の方法により測定した。   

2．3 グルタチオンシンテクーゼ活性の測定  

1Mトリスー塩酸緩衝液（pli8．5，1MKCl，0．1MMgCl2），0．05Mγ－グルタミルα－アミノ酸醸  

0．1mJ，0．05Mグリシン0．1mJ，1％牛血清アルブミン0．1mJ，酵素液50／∠J，H20450両を混和し，370c，  

5分間プレインキュベ←ションした後0．05MATPO．1mlを加えて37ウc．60分間反応させた。反応  

終了後1．8Mトリクロロ酢酸0．1mJを加えて60分後に2，300×gで30分間遠心して得られる上活を分  

析用試料とした。酵素反応によって得られる．γ－グルタミルα－アミノプチリルグリシンをγグル  

タミルシステインシンテターゼの場合と同様の方法で測完した。   

3陪 果   

25過令ラットに4．OppmNO2を13週間暴露した場合，肺のγグルタミルシステインシンテター  

ゼ活性の受ける変化を図1に示した。暴露群の酵素活性は暴露1日目で既に対照群に対して有意に  

増加し，それ以後その高い値が暴露期間中維持された。  

10週令のラットを用い，0．4，1．2，4．OppmNOヱを連続3か月間暴露し，肺のγ－グルタミルシ  

ステインシンテクーゼ及びグルタチオンシンテクーゼ活性に及ぼす影響について調べた結果を表1  

及び表2に示した。   

γグルタミルシステインシンテターゼ活性は0．4及び1．2ppmNOz暴露群では変化が認められな  

かったが，4．OppmNO2暴露群では対照群の憶の112－116％まで有意に増加した。   

これに対してNO2暴露におけるグルタチオンシンテクーゼ活性は表2に示すごとく，0．4，1．2  

及び4．OppmNO2すべての暴露群において対照詳との間に有意な差は見られなかった。   

更に19週令のラットを用い0．4，1．2，4．OppmNO2を3か月間暴露した繰り返し実験においても，  

肺のγ－グルタミルシステインシンテターゼ及びグルタチオンシンテクーゼ活性に及ぼすNOz暴露  

の影響は表1及び表2に示す結果と良く一致した。  
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図 1 ラット肺のγグルタミルシステインシンテクーゼ活性に及ぼす4．Oppm  

NOz暴露の影響  

Fig．1 EEfectofexposureto4．Oppm NO20n the activity ofγLglutamyleysteirLeSynth・  

etaseorratlung  
－○－－－： cDntrOl．一●－：eXpOSed．  

■＝pく0・05・＝‥p＜0・01．＊●●：p＜0・叫1．  

表 1ラット肺のγ－グルタミルシステインシンテクーゼ活性に及ぼすNO2暴露  

の影響  
Table l EffectofNO2eXpOSure Orlthe activity ofγglutamylcysteine synthetaseofrat  

tung  

NO2   1m。nth  （％） 2morLths （％）  3months （％）  

C。ntr。1124土4．8 （100）130土6．1（100） 122±6．1（100）  
0．4ppm lZO±9．7 （97） ユ24士1．6（95） 】26土3．9（】03）  
1．2ppm 124±4．6 （100）130±5．1（100） 128±5．7（105）  
4．Oppm 144±2．9◆’－■（116）146土4．8＊♯（112） 140士5．4‥（115）  
Value5Weree叩reSSedasnmole／h／mgpro［ein（mean士SD．乃＝＝6）、  

＝＝P＜0・01．蠣＝：P＜0，001・  

表  2 ラット肺のグルタチオンシンテターゼ活性に及ばすNO2暴露の影響  

Table 2 E仔ectofⅣ02e二にpOSureOn沌eachv圧yofg】utaとhjonesyrl仁山eとa5eOrra亡】ung  

NO2  1month  （％） 2months （％）  3months  （％）  

‖7±5．4 （100）  

114±3．0 （97）  

114士5，5 （97）  

117± 7．8 （100）  

115±7、3 （100）  

114 ±4、5 （99）  

109士8、8 （95）  

109士1，9 （95）  

C。ntrOl l12±6．4 （100）  
0．4ppm lO9±4．1（97）  
1．2ppm l14士3．7 （102）  
4．O ppm l16±6．9 （104）  
va】ueswereexpressedasnmo】eノh／mgpro〔ein（mean土SD．”＝6）  
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19週令のラットを用いて0．2及び0．4ppmO3を連続3か月間暴露し，肺のγ－グルタミルシステイ  

ンシンテターゼ及びグルタチオンシンテターゼ活性に及ぼす影響について調べた結果をそれぞれ表  

3及び表4に示した。   

γ－グルタミルシステインシンテターゼ活性は0．2ppmO3暴露群では対照群の倍の108～113％と  

有意に増加し、0．4ppmO，暴露群では112－118％と更に高い値を示した。また0．Zppm及び0．4ppm  

O3暴露群とも暴露1か月後における高い酵素活性が3か月間の暴露期間中変動することな〈持続  

された。   

03暴露におけるグルタチオンシンテターゼ活性は表4に示すごとく，0．2ppmO3暴露群では対  

照群の値の105－107ヲ右と有意に増加し，0．4ppmO3暴露群では更に110－114％と高い値を示した。  

また03暴露群のこれらの高い酵素活性が暴露期間中一定に保持された。また衷3及び表4に見ら  

れるごとく，γ－グルタミルシステインシンテターゼ及びグルタチオンシンテターゼ活性は共に03  

の暴露濃度に依存して増加する傾向が見られた。   

更に19過令のラットを用いて0．2ppm及び0．4ppmO3を3か月間暴露した繰り返し実験において  

も肺のγ－グルタミルシステインシンテターゼ及びグルタチオンシンチターゼ活性に及ぼす03の  

影響は表3及び表4・に示す結果とよく一致した。  

表  3 ラット肺のγ－グルタミルシステインシンテターゼ活性に及ぼす03暴露  

の影響  
Table 3 Effeet of O3eXpOSure On the activity of γ・glutamyLcysteine syrlthetase of rat  

lung  

03  1month  （％） 2months （％）  3months （％）  

Con【ro1 126±3．7 （100）132土8．8 （100） 122土7．3 （100）  

0．2ppm 136±6，6＊（108）142±4．9◆（108） 137±10＊（113）  

0．4ppm 14Z±12＊（114）1娼士5，7■（112） 143士11－＊（118）  
Va】ueswereexpressedasnmo】e／h／mgprotein（mean士SI）．れ≡6）  

■＝p＜0．05．＝＝p＜0．01  

表  4 ラット肺のグルタチオンシンテターデ活性に及ぼす03暴露の影響  

TabLe 4 Ef‡ectorO3eXpOSut◆eontheactivityqfgluLathiomesymtheはSeOfratlung  

03  1moIlth  （％） 2months （％）  3monlhs （％）  

Control l15士0．8 （100）128士5．8 （100） 127±6．2 （100）  

0．2ppm 121士5．1＊（105）135士3．5★（105） 136土4．8－（107）  

0．4ppm 127±5．5＊ヰ（110）146士9．6＝（114） 145土7．2■－（114）  
Valueswereexpresseウasnmo］e／h／mgprotein（meanj＝SD．n＝6）  
●：Pく0．05．＝：p＜0．01  
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4 考 察   

これまで行った研究において，ラットに4．OppmNO2を1，3，5，7日間暴露すると．肺の  

GSHは徐々に増加して5日目に最高値に達すること4），また0、4，1．3，4．OppmNO2の1，2．3  

週間及び1，2，3か月間暴露では，肺のGSHは0．4と1．3ppmNO2暴露において対照群と暴露群  

との間に差は認められなかったが，4．Oppm暴露群では暴露1週間後には対照群に対して131％と  

有意に増加し，以後その高い値が3か月間持続した2）。   

本研究の結果は，4．OppmNO213週間暴露及び0．4，1．2，4．OppmNO23か月間暴露において，ラッ  

ト肺のγ一グルタミルシステインシンテターゼ活性は，0．4ppmと1．2ppmNO2暴露群では変化が見  

られか斬4．Oppm暴露許では暴露1日後に有意に増加し，それ以後その高い値が暴露期間中持  

続することを示している。これらの結果から4．OppmNO2亜急性暴露では肺のGSH量とγグ）L／タ  

ミルシステインシンテターゼ活性は類似した変動を示すことが明らかになった。   

肺のグルタチオン合成系酵素活性に及ぼすNOz暴露と03暴露の結果を比較すると，4．Oppm  

NO2暴露でγ－グルタミルシステインシンテクーゼ活性は増加するがグルタチオンシンテターゼ活  

性には変化が見られないこと，及び0．2，0．4ppmO3暴露ではいずれの酵素活性も増加することから，  

NO2と03とではグルタチオン合成系酵素活性に対して異なった影響を示すことが結論される。   

γ－グルタミルシステイン及びGSHには，これまで述べてきた合成系酵素の他に，それぞれに分  

解系酵素が関与している。   

γ－グルタミルシステインには，γ－グルタミルトランスフエラーゼ（γGT）によりグルタミン酸  

とシステインに分解される系57）とγ一グルタミルシクロトランスフエラーゼによって5一オキソプ  

ロリンとシステインに分解される系5‾7）との二つの分解系が関与している。またGSIJには，γ一グ  

ルタミ■ル基をアミノ酸又はペプチドに転移することによってGSHを分解するγ－GTが関与してい  

る。   

GSliの合成系酵素はすべて細胞内に局在しているが，GSHの分解酵素（γrGT）は細胞膜外側に  

局在している㌔細胞内のGSHは非常に速い速度で代謝回転を行っており8・9），また最近臓器間相  

関によるGSHの代謝・輸送サイクルの存在する可能性が考えられるようになっている。したがっ  

て，GSHに関係する問題を総合的に明らかにするためには，生体膜高分子の酸化還元状態の変化  

と細胞内のGSf†代謝との関係を明らかにすることの重要性が示唆されていが）。   

大気汚染物質の生体影響において，最初の作用点が肺であることから，NO2又は03暴露による  

生体膜系の損傷と修復について報告されている10）。GSHを分解するγ－GTが主に上皮組織細胞膜  

に存在することから，NOz又は03暴露の生体に対する影響を細胞内GSHの量的変動としてとらえ  

るのみならず，この現象を細胞外膜に存在するGSH分解酵素の変化との関連性について追求する  

ことも今後の課趨であると考えられる。   

以上のことから，酸化性を有する大気汚染物質の生体に及ぼす影響に関する研究を生体内SH化  

合物との関連において進めるためには，γ一グルタミルシステイン及びCSHの分解系酵素活性及び  
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上皮細胞膜高分子の酸化還元状態に及ぼすこれら汚染物質の影響についても更に検討する必要のあ  

ることが示唆された。  
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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室葉酸イヒ物系光化学反応の研究【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1）一昭和54年鹿 特別研究報告．（1982）   

第33号 臨海地域の気象特性と大気拡散現象の研究一大気運動と大気拡散過程のシミュレーション  

一昭和55年庶 特別研究報告．（1982）  

※第別号 環境汚染の遠隔計測・評価手法の開発に関する研究一昭和55年度 特別研究報告．（1982）   

第35号 環境面よりみた地域交通体系の評価に関する総合解析研究．（1982）  

穀第36号 環境試料による汚染の長斯モニタリング手法に関する研究一昭和55，56年度 特別研究報告．  

（1982）   

第37号 環境施策のシステム分析支捜技術の開発に関する研究．（1982）   

第38号 PTeParation，analysisandcertiflCationofPONDSEDIMENTceltifiedrererencematerial，（1982）  

（環境標準試料「地底質」の調製，分析及び保証債）  

弾第39号 環境汚染の遠隔計測・評価手法の開発に関する研究一昭和56年度 特別研究報告．（lg82）  

一X －   



第40号 大気汚染物質の単一及び複合汚染の生体に対する影響に関する実験的研究一昭和56年虔 特  

別研究報告．（1983）   

第41号 土壌環境の遠隔計測と評価に関する統言十字的研究．（1983）  

＃第42号 底泥の物性及び流送特性に関する実験的研究．（19日）  

汲第43号 studiesonchironomidmidgeso【tlleTamaRiver、（1983）  

Part5．Anobservationonthedistrib11tionofChiTOnOmir）aealongthemainstreaminJunewith  

descriptionor15newspecies・  

Part6・DescriptionofspeciesofthesubfamilyOrthocladiinaerecoYeredfromthemainstream  

intlleJunesⅥⅢey．  

Part7．Additionalspeciescollectedinwinterfromthemainstream・  

（多摩川に発生するユスリカ現の研究  

一策5報 本流に発生するユスリカ頓の分布に関する6月の調査成績とユスリカ亜科に属す  

る15新種等の記録一  

－発6報 多摩本流より6月に採集されたエリユスリカ重科の各種宜ついて－  

一第7報 多摩本流より3月に採集されたユスリカ科の各種について－）   

第44号 スモッグチャンバーによる炭化水素一室葉酸化物系光化学反応の研究 －環境大気中におけ  

る光化学二次汚染物菅生成機構の研究（フィールド研究2）一昭和54年度 特別研究中問報  

告．（1983）  

第45号 有機廃棄物，  

和53／55年度  

第46号 有機廃棄物，  

柑54／55年皮  

第47号 有機廃棄物，  

和54／55年度  

合成有機化合物，   

特別研究報告  
合成有機化合物，   

特別研究報告  
合成有機化合物，   

特別研究報告  

重金属等の土壌生態系に及ぼす影皆と浄化に関する研究一昭  
（1983）  

秀金属等の土壌生態系に及ばす影響と浄化に関する研究一昭  
第1分冊．（1983）  

重金属等の土塩生態系に及ぼす影皆と浄化に関する研究一一晦  
第2分冊．（】983）   

第48号 水質観測点の適正配掛こ関するシステム解析．（1983）   

第49号 環境汚染の遠隔計測・評価手法の開発に関する研究－昭和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（l）一霞ケ浦の流入負荷塁の算定と評価一昭和  

55－57年度 特別研究報告．（1984）  

※第51号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅱ）一層ケ浦の湖内物質循環とそれを支配する凶  

子一昭和55→57年度 特別研究報告．（ユ舗4）  

塩竃52号 陸7k域の富栄養化防しとに関する組合研究（Ⅶ）一層ケ捕高浜入における隔離水界を利用した  

富栄養化防止手法の研究一昭和55－57年度 特別研究報告．（1984）   

第53号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅳ）－霞ケ浦の魚類及び甲かく類現存立の季節変  

化と富栄養化一昭和55－57年度 特別研究報告．（1984）   
第54号 陸水域の高架違化防止に関する総合研究（Ⅴ）一霞ケ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．（1984）   

第55号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅵ）一一言栄儀化防止対策一一昭和55′－57年皮 特  

別研究報告，（1984）   

第56号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅶ）－湯ノ湖における富栄養化とその防止対策∵一  

昭和55－57年度 特別研究報告．（1984）  

※第57号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅶ）一総括報告㌦昭和55－57年度 特別研究報  

告．（1984）   

第盟号 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岬」昭和55～57年度 特別研究総  

合報告（1984）   



第甜号 炭化水素窒素酸化物一硫黄酸化物系光化学反応の研究一光化学スモッグチャンバーによる  
オゾン生成機構の研究一大気中における有機化合物の光酸化反応機構の研究■昭和55→57  

年度 特別研究報告（第1分冊）．（1984）   

第60号 炭化水素一窒素酸化物「硫黄酸化物系光化学反応の研究上一光化学エアロゾル生成機構の研究  

一昭和55～57年度 特別研究報告（第2分冊），（1984）   

第61号 炭化水素一筆葉酸化物一硫黄酸化物系光化学反応の研究一環墳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1）一一昭紅55～57年度 特別研究報告（第3分冊）．  

（1984）   

笥62号 有害汚染物賀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～ち8年鼓 特別研  

究中間報告．（1984）   

第63号 海域における富栄養化と赤潮の発生機様に関する基礎的研究一昭和56年度 特別研究報告．  

（1984）  

秦第別号 複合大気汚染の植物影響に関する研究一昭和54～56年度 特別研究船会報告．（1984）  

弊第65号 Studiesoneffectsofai－pOllutantnixturesonplants－Partl▲（1984）  

（複合大気汚染の植物に及ぼす影響策1分冊）  

※第66号 Studiesoneffectsofairpollutantmixturesonplants－Part2．（1984）  

（複合大気汚染の植物に及ぼす影響一第2分冊）   

第67号 環境中の有害物質による人の慢性影響に関する基礎的研究一昭和54－56年度 特別研究総合  

報告．（19糾）  

※第68号 汚泥の土壌還元とその環境影響に関する研究一昭租56－57年度 特別研究総合報告．（1984）  

弊第69号 中禅寺湖の富栄養化現象に関する基礎的研究．（】％4）   

第70号 StudiesonchironomidmidgesinlakesoftheNikkoNationalPark（1984）  

Partl．EcoIoglCalstudiesonchironomidsinlakesoftheNjkkoNa†jonaJPark・  

Partn．TaxonomicalandmorphologlCalstudiesonthechilOnOmidspeciescollectedfromlakes  
intheNikkoNationalPalk．  

（日光国立公園の湖沼のユスリカ払関する研究  

一策1部 日光国立公園の湖のユスリカの生態学的研究－  

－第2郡 日光国立公園の湖沼に生息するユスリカ頬の分類学的．形態学的研究一  

＃第7】号リモートセンシングによる残雪及び雪田櫓生の分布解析．（19朗）   

第72号 炭化水素＝窒素酸化物一硫黄酎ヒ物系光化学反応の研究一環墳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）一昭和55～57年皮 特別研究報告（笥4分冊）、  

（1985）  

鞘第73号 尉ヒ水素一室葉酸化物一流黄酸化物系光化学反応の研究 一昭和55→57年度 特別研究総合  

報告．（1985）  

※第74考 証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．環境指標一その考え  

方と作成方法一昭和59年度 特別研究報告，（1985）   

第75号 LimnoIogicalandenvIIOnmentalstudiesofelementsinthesedimentofLakeBiwa．（1985）  

（琵琶湖底泥中の元素ほ関する陸水学及び環境化学的研究）   

第76号 AStudyontllel）ellaVio10fmonoteJ匹nSintheatmosplleTe，（1985）  

（大気中モノテルペンの挙動に関する研究）   

第77号 環境汚染の遠隔計測・評価手法の開発に関する研究一昭細58年度 特別研究報告．（】985）   

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 StudiesonthenlethodforlongtermenYiTOnmentalmonitoring－Resea∫Chreportin1980L  

19陀（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）  
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第80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ほ関する研究一地方公共団体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鉱）   

第83号 StudiesonchironomidmidgesofsomelakesinJaparL．（1985）  

（日本の湖沼のユスリカの研究）   

第84号 重金属環境汚染による健康影響評価手法の開発に関する研究一昭和57～59年度 特別研究総  

合報告．（1985）   

弟85号 S亡Ud上巳son tflera亡e cOJ15‡8れtざOrたee radj仁山∫eaC！jo刀5a刀dre】8ted5peCtrO5COpjc ar】d t）】e∫mO  

chemicalparameters，（1985）  

（フリーラジカルの反応速度と分光学的及び熱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．（1986）   

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基礎的研究一昭和53一関年度総合報告．  

（1986〉   

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Ⅱ．環境指標一応用例  

とシステム一昭和59年度 特別研究報告．（1986）   

第89号 Measuringt†leWaterqualltyOfLakeXasumlga11raby LANDSAT remotesensing．（1986）  

（LANDSATリモートセンシソグによる霞ケ浦の水質計測）   

弟90号 ナショナルトラスト題動にみる自然保護にむけての住民意識と行動一知J末国立公園内100平  

方メ←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．（19B6）   

第91号 Economicanalysesofman’sutihzationofellVironmentalresourcesinaquaticenvironmentsand  

nationalpaTkregions．（1986）  

（人間による環境資源利用の経済分析一水環境と国立公園地域を対象にして）   

弟92号 アオコの増埴及び分矧こ関する研究．（1986）   

弟93号 汚泥の土壌還元とその環境影響に関する研究（1）一一昭和58～59年度 特別研究総合報告  

第1分冊（報文l）．（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  

案2分冊（報文2）．（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）M汚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）  

※第96号 自然浄化機附こよる水質改善に関する総合研究（Ⅱ）帽水草帯・河口域・池沼の生態系構造  

と機能一昭和58～59年度 特別研究報告．（1986）   

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削ヒ一  

昭和58－59年度 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（Ⅳ）一自然浄化機能を活用した処理技術の  

開発と応用一昭和58－59年慶 特別研究報告．（1986）   

第粥号 有害汚染物賃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56－59年度 特別研  

究総合報告．（1986）   

第100号 バックグラウンド地域における環境汚染物質の長期モニタリング手法の研究一特定汚染選択  

的検出法及び高感匿分析技術の開発一昭和58～60年匿 特別研究報告．（1986）  

弟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昭和57～60年度 特別研究報告・  

（1986）．  

戴残部なし  
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Report of Speci＆1Rese＆rCh P10ject the Nation＆1Institute for EnvironmentalSt11dies   

No．1■Man activity and aquatic enYironrnent－With specialreferencesto Lake Kasumigaura－Progress  

reportin1976．（1977）   

No．2＋Studies onevaluation andamelioration ofairpouution by plants－Progressreportin1976－1977・  

（1978）   

［StartingwithReportNo．3，thenewtitleforNIESReportswaschangedto＝】   

Research Report from the N孔tional1n£tittLte for EnvironmentalStudies  

矩NoL3 AcomparativestudyofadultsandimmaturestagesofnineJapanesespeciesofthegenusC71E”nOmuS  

（Diptera，Chironomidae）l（1978）   

No．4＋Smogchamberstudiesonphotochemicalreactionsofhydrocarbon－nitlogenoxidessystemrProgress  

JepOrtin1977・（197即   

No．5＊Studies onthephotooxidation productsofthe alkylberlZene－nitrogen oxidessystem，andon their  

effectsonCulturedCe11s－Researchreportin1976－1977．（1978）   

No．6＊Man activity and aquatic environment－With speCialTeferences to Lake Kasumlgaura－Progress  

repor亡jn1977－1卯8・（】979）  

舞No．7 Amorphologicalstudyofadultsandimmaturestagesof20JapanesespeciesofthefamilyChiTOnO・  

midae（Diptera）．（19丁9）  

※No．8＊Sludiesonthebiologicaleffectsofsingleandcombinedexposureofairpol）utants－ReseaTChreport  

in1977－1S〉78．（1979）   

No．9＊Smogchanberstudiesonphotochemicalreactionsofhydrocarbon－nitrogenoxidessystem－Progress  

repoltin1978・（1979）   

No．10＊Studies on evaluatior）and amelioration ofair pollution by plants－Progressreportin1976－1978・  

（1979）  

※No，11StudiesontheeffectsofairpollutaT・tSOnplantsar・dmechanismsofphytotoxicity・（1980）   

No．12 Multielement analysis studies by name andinductively coupled plasmaspectroscopyutilizingcom－  

puter－COntrOlledinstrumentation▲（1粥0）   

No，13 StudiesonchironomidmidgesoftheTamaRiveT・（1980）  

Partl．ThedistTibution ofchironomid speciesinatributaryirHelationtothedegreeofpollution  

Withsewagewater・  

Part2．Descriptionof20speciesofChironominaeTeCOVeTedf【Omatributary・   

No．14＊Studiesonthee［fectsoforganic☆astcsonthesoilecosystem－Progressreportin1978・1979・（1980）  

※No．15＊Studiesonthebiologicaleffectsofsingleandcombinedexposureofairpollutants、ResearchrepoTt  

in1977・1978．（1980）   

No．16＋RemotemeasurementofairpollutionbyamobilelaserradaT．（1980）  

※No．17＊Influenceofbuoyancyonfluidmotionsandtransportprocesses－Meteorologicalcharacteristicsand  

atmosphericdiffusionphenomenainthecoastalregion－Progressreportin1978r1979・（1980）   

No．18 PrepaTation，analysisandcertificationofPEPPERBUSHstandardreferencematerial■（1980）  

※No，19＊Comp－ehensiYe Studiesontheeutrophicationoffresh・WaterareaSLakecurrentofKasumigaura  

（Nishiura）－1978・1979，（19島1）   

No．20－ComprehensivestudiesontheeutlOPhicationoffresh・WaterareaS－Geomorphologicalandhydrome－  

teorologicalcharacteristicsofKasumlgauraWaterShedasrelatedtothe・lakeenYironmentr1978L1979・  

（1981）  
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No．21■ComprehensiYeStudiesontheeutrophicationoffresh・WaterareaSVariationofpollutantloadby  

i爪nuenlriverstoLakeXasumigaura－1978－1979・（1981）   

No．22＋Comprehensive studies on the eutrophication of fTeSh・Water areaS－StruCture Ofecosystem and  

StandingcTOpSinLakeKasumigauTa－1978・1979▲（1981）   

No．23＋ComprehensiYe Studies on the eutrophication offresh－WateTareaS－Applicabillty Oftrophic state  

indicesrorlakes－1978－19乃．（1981）   

No．24■ComprehensivestudiesontheeutrophicationorfTeSh－WaterareaSQuantitativeanalysisofeutrophi－  

cationeffectsonmainutilizationoflakewaterTeSOurCeS－1978・1979，（1981）   

No，25＊ComplehensiYe Studies on the eutr¢phicationoffresh・WatelareaS・－GTOWthcha【aCte－isticsor8lue－  

GreenÅlgae，坤c′OCγ∫rfぎ1978・1979・（1981）   

No．26＋Comprehensive st11dies on the eutrophication of fresh－Water areaS L Deterrninationofargalgrowth  

potentialbyalgalassayprocedu∫e■1978・1979．（1981）   

No，27＋Comprehensivestudiesontheeutrophicationoffresh－WaterareaSSummaryofreseaTChes－1978・  

1979．（1981）   

No．28＊StudiesoneffectsofairpollutantmixtuTeSOnplantsProgressrepotin1979・1980．（1981）   

No．29 StudiesonchironomidmidgesoftheTamaRiver．（1981）  

Part3．Speciesofthe subfami1yOrthocladiinaeTeCOrdedatthesurn7TlerSurVeyandtheirdistTibution  

in relarion to the pollutlon with sewage waters. 

Part4，Chironomidaerecordedatawintersurvey．  

※No．30＊Eutrophication and red tidesinthe coastalmarineenYlrOnment－Progres5repOrtin1979－1980．  

（1982）   

No．31＊Studiesonthebiologicaleffectspofsingleamdcombinedexposureorairpollutants－Researchreport  

irl1980．（1981）   

No．32＋Smogchambe【StudiesonphotochemicalreactionsofhydrocaTbon－nitrogenoxidessystern－Progress  

reportin1979LResearch onthephotochemicalsecondarypollutantsformationmechaJlismin the  
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