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現在，都市部における大気汚染物質として窒素酸化物，一酸化炭素，オゾン，エアロゾル等が注  

目されており，都市化，工業化の傾向とともに大気の汚染も広域化する傾向にある。したがって大  

気汚染物質の生体影響を解明することは，生活環境基準の設定の基礎として環境行政上も重要な側  

面を占めており，予防医学の基礎を確立するためにも必要である。   

しかるに，大気汚染物質の生体影響は．これまで多くの研究が行われていたにもかかわらず，総  

合的，系統的なとり組みが不十分であったためにいまだ十分に解明されていない。   

そこで本研究においては．動物実験棟（ズートロン）内の高性能暴露チャンパーを使用し，生理  

学的，病理学的，生化学的．免疫学的検索に新たな手法を開発しつつ研究を行って釆た。   

これまでに大気汚染物質中，とくに重要と考えられる窒素酸化物についてのラットの生産期間  

（27か月）にわたる低濃度長期暴露実験を行い，得られた知見はt一大気汚染物質の単一および複合  

汚染の生体に対する影響の実験的研究’’として国立公害研究所研究報告第15号に発表した。これは  

問題の重要性にかんがみ，とりあえず得られた研究成果を公表したものである。しかしその過程で  

見いだされた所見は必ずしも学問的に満足な説明ができるには到っていない。そこで低濃度長期暴  

露実験の結果を解析して現れた幾多の疑問箇所について追試を試みるとともに，新たに開発した手  

法を用いて結果の科学的醸拠を明らかにすることを試みた。なお，本報告には窒素酸化物だけでは  

なく，オゾンについて行った研究成果も含んでいる。   

生物に対する大気汚染の影響の解明は環境行政の上からも予防医学上，治療方法の確立のために  

も極めて重要で，そのための研究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  

期待する研究の極く一部にしかすぎない。しかしながら，正確な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われわれは目標としている。   

所期の目的を達成するためには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。本研究に対して多くの方々が興味をひき，さらに研究の遂行上有益なる御支援を賜わることが  

できれば甚だ光栄と存ずる次第である。  

昭和56年7月15日  

国立公害研究所   

所長 近 藤 次 郎   



研究の概要および今後の展望  

久保田憲太郎（プロジェクトリーダー ）  

1．二酸化窒素急性暴露のマウスの肺機能に及ぼす影響  11  

鈴木 明・市瀬孝道・局 博一  

2，ラットの呼気・吸気分離装置について一装置の機能とその応用  2ユ  

清水 明・局 博一・鈴木 明  

3，二酸化窒素吸入時のイヌの呼吸気道内二酸化窒素濃度の変化  31  

鈴木 明・市瀬孝道・局 博一  

4，一酸化窒素および二酸化窒素の生体内挙動  

織田 肇・永澤節子・局 博一・鈴木 明  

45  

5．二酸化窒素の急性暴露によるラットの心電図異常  59  

局 博一・鈴木 明・永澤節子・紐田 肇  

6．二酸化窒素急性暴露ラットの脂質過酸化と肺の抗酸化佐防御機構の変化・  

嵯峨井 勝・市瀬草道  

7．二酸化窒素亜急性暴露ラットの脂質過酸化と肺の抗酸化性防御機構の変化 ▲  

市瀬孝道・嵯峨井 勝  

8．二酸化窒素長期暴露のラットに及ぼす影響一脂質過酸化と肺の抗酸化性防御機構  

67  

81  

95  

嵯峨井 勝・市瀬孝道  

9．二酸化窒素亜急性暴露のラット肺SH化合物に及ぼす影響  

河田明治  

10，二酸化窒素と肺の表面を構成する物質との反応－コレステロールとの反応・・・  117  

小林隆弘  

11．二酸化窒素と不飽和脂肪酸の反応生成物のラット肺リン脂質脂肪酸組成に及ばす影  

小林隆弘  

12二 二酸化窒素と不飽和脂肪酸の反応生成物の肺プロスタサイクリソ合成に及ぼす影響…133  

′ト林隆弘  

13．二酸化窒素急性塞罵の肺プロスタサイクリン合成に及ぼす影響  

／ト林隆弘・森田育男・室田誠逸  

141   

－iji－  



14．二酸化窒素暴露ラットの臓器内膜成分に及ぼす影響  

三浦 卓・持立克身・彼谷邦光．・」司本 学  

15．二酸化窒素の肺の解糖系および呼吸系に及ばす影響  

持立克身・三浦 卓・彼谷邦光  

16．二酸化窒素またはオゾンの赤血球解糖系に及ぼす影響  

持立克身・三浦 卓・彼谷邦光・国本 学  

17．二酸化窒素甲ラット肝臓・血清および赤血球膜甲脂肪酸組成に及ぼす影響 …   175  

彼谷邦光・三浦 卓  

18，÷酸化窒素またはオゾンの間軟暴罵による赤血球膜成分の変動′…       187  

彼谷邦光・国本 学・三浦 卓・持立克身  

19・二酸化窒素亜急性暴露のリンパ球に承ぼす影響ヤ扉如系での検車■…   195  

藤巻秀和   



J．－．Contents：・  

Preface：J．KONDO  

OutlineofPerformedResearchesandFuture′Prospects  

K．KUBOTA（ProjectLeader）  

1．EffectofAcuteNitrogen・DioxideExposureonPulmonaryFunctionofMouse‥   11   

A．K．SUZUKI，T・ICHINOSE，andIl・TSUBONE  

2．AnAppaTatuSfortsolationoflnspiratoryandExpiratoryGasesofRats  

－FunctionofApparatus，and｝Application－  

A．SHIMIZU，H．TSUBONEandA．KLSUZUKI  

3．AltcrationsofNitrogenDioxideConcentrationinRespiratoryTractof  

NitrogcnDioxideInhalmgI）ogs  

．＾．K．SUZUKI，T．1CHINOSEandH，TSUBONE  

4．FateofInhaledNitricOxideandNitrogenDioxide  

H．ODA，S．NAGASAWA，H．1TSUBONEandA．K・・SUZUKI；  

5．ElectrocardiographicAbnormalitiesinRatsbyAcuteExppsuretO・t7  

NitrogenDioxide  

H．TSUBONE，A．K．SUZUKI，S．NAGASAWAandH・ODA  

6．ChangesofLipidPeroxidationandAntioxidativeProtectiveSystems  

inLungsofRatsExposedAcutelytolOppmNitrogenDioxide  

M．SAGAIandT．1CHINOSE†  

7；・，ChangesofLipidPeroxidationandAntioxidativeProtectiveSystems r   

inLungsofRatsSubacutelyExpo豆edtoLowLevelrNitrogenDioxide  

T．ICHINOSEandM．SAGAlr‘  

J．81  

8・JEffectsofLong－TermExposureofNitrogenDioxideonRats  

－ChangesofLipidPeroxidationandAntioxidativeProtectiveSystemsinLungs・l・95  

M，SAGAZandT．ICHINOSE  

9．EffectsofSubacuteNitrogenDioxideExposureonLungSulfhydryl  

GroupsofRats  

M．KAWATA  

lO．TheReactionofNitrogenDioxidewithLungSurfaceComponents  

LTheReactionwithCholesteroI   

T．KOBAYASHI   



11・EffectofReactionProductsofNitrogenDioxidewithUnsaturated  

FattyAcidontheCompositionofFattyAcidintheLungPhospholipid‥     ．125  

T．KOBAYASHI   

12，EffectofReactionProductsofNitrogenDioxidewithUnsaturated  

FattyAcidontheProstacyclinSynthesisofLungs  

T．KOBAYASHI  

13．EffectofAcuteNitrogenDioxideExposureontheProstacyclln  

SynthesisinLungs  

T，KOBAYASHI，Ⅰ，MORITAandS，MUROTA  

14．EffectsofNitrogenDioxideExposureonMembraneConstituents  

ofRatTissues  

T．MIURA，K．MOCHITATE，K．KAYAandM，KUNIMOTO  

15．EffectsofNitrogenDioxideonAcitivitiesofGlycolyticandRespiratory  

Enzymes in Rat Lungs 

K．MOCHITATE，T．MIURAandK，KAYA  

16．EffectsofNitrogenDioxideandOzoneonActivitiesofGlycolytic  

EnzymesofRat RedBloodCells  

K．MOCHITATE，T．MIURA，K．KAYAandM，KUNIMOTO  

17．EffectsofNitrogenDioxideonFattyAcidCompositionsofRedCell  

Membranes，SeraandLiversofRats  

K．KAYAand T．MIURA  

18．EffectsofNitrogenDioxideandOzoneontheComponentsofRedCell  

MembranesorRat5  

K．KAYA，M，KUNIMOTO，T，MIURAandK．MOCHITATE  

19，EffectofSubaeuteExposuretoNitrogenDioxideonLymphocytes  

RequiredforAntibodyResponse－hyiEroStudy  

H．FUJIMÅⅩl   



尿立公害研究所研究報告 第31号（R－31’別）  

Res．Rep．Nat】．Inst．Envirom．Stud・，N0．31，1981．  

研究の概要および今後の展望   

OutlineofPerformedResearchesandFutureProspects  

久保m憲太郎I  

KentaroKUBOTA  

昨年10月に■■大気汚染物質の単一および投合汚染の生附こ対する影響に関する実験的研究一昭  

榊54年度特別研究報告‖を本シリーズ，第15号として発刊した。   

今回は，第15号に報告した慢性影響暴露実験の成績を解析し，得られた問題点を中心に，主とし  

て従来の研究システムを踏襲し．専門領域別に行った二酸化肇素（NO2）に対するより詳細な研究  

成果とオゾンについて行った研究成果の－・郡を19編の論文に一括したものが本報告望である。   

まず生理学的7プローチとしては，頭部閉鎖法によりNO2暴謁マウスの肺の換気力学的指標の変  

化に関する基礎的研究を行い，5ppm以下の比較的低濃度領域では，生体内の02，CO2のガス代  

謝が元遷するが，10ppm 以上の高濃度群では肺でのガス交換機能の抑制およびガス代謝の変化が  

みられた〔1〕＊。また′ト動物用の呼気・吸気分離装置を考案し，NO2塞完動物の分離呼気につい  

て解析中であり．NO2暴露の代謝に関する生理学的意義が明らかにされるであろう〔2〕。一方イ  

ヌにNO2を吸入させたときの呼吸気道内の濃度変化を検討した結果，NO2濃度は呼吸気道の奥にゆく  

にしたがって低下していた。また鼻腔および口腔経由の吸入では，吸入されたNO2濃度は，口腔  

だけを経由した場合に比較して2－3倍の高い値を示した〔3〕。   

血液生理学的機能に関しては，NOおよびNO2の生体内挙動を明らかにするため，昨年のマウ  

スでの実験につづいて，ラットを用いて，血軋尿中のNO盲′NO言を定屈すると共にNaNO2，  

N。NO3による実験的シミュレーションを行い，各種の薬動力学的パラメーターの推定を試み，NO2  

の生体内動態に関するシエマを提案した〔4〕。また，これと平行して行ったN。NO2，N。NO3の  

注入実験では，心電図に変化はなく，NOヱ暴露ラットで観察された心電図果儒は，むしろ副交感神  

経活動の変化に原因があると推測される結果を得た〔5〕。  

1．プロジュクトリーダー ，国立公望研究所 環境生理部艮 〒305 茨城県筑波郡谷恥部町小朝川16番Z   

Project Leader，The NationalInstitute foT EnvironmentalStudics，Director，BasicMedicユ1Sciences   

Division，Yatabe－maChi，Tsukuba，Ibaraki305，Japan  

＊ 〔〕内は論文番号  

【1 一   
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生化学的研究としては，比較的低濃度のNO2ガス暴罵による急性∴確急性実験を行い，i刀如β  

の脂質過酸化を反映すると考えられる呼気中エタン生成と過酸化物生成抑制酵素．抗酸化性物質等  

の経時的変動と竜効果関係を明らかにした〔6：7’〕三・十方前年度の長期慢性暴露実験の補遺とし  

て，呼気中エタンの測定による脂質過酸化は9．18か月日では明瞭な畢一効果関係を示し，0・04．0・4  

および4．Oppmのすべての群で有意に増加し，27か月ラットでは0▲04，0．4ppmでは有意に増加し  
たが，4，Oppmでは逆に低下を示した。この4．Oppm27か月日でのエタン生成の低下は回復を示す  

ものでなくむしろ肺の障害の質的変化を示唆しているものと考えられる。一方肺の抗酸化性防御機  

能についてみると，4．OppmNO2の9か月暴露セはグルフrス6－リン酸脱水素酵素（G6PD），  

グルタチオンレダクターゼ（GR），非タンパク性SH（NPSH）が対照群より高い値を示したが，18か  

f＝∃では，対照レベルに戻っていた。これに対し，脂質過酸化物代謝に直接関与するグルタチオン  

・パ，オキシダ⊥ゼ（GPx）と グルタチオンS－トランスフエラ．ゼ（GSH Srtransferase）  

活性は9か月目では対照群と変わりなかったが，18か片目ではそれより低下する傾向を示していた。  

▼こ’れらのことから全般的にみて，肺の抗酸化性防御機能はNO2暴諾わ長期化に伴らで，対照レベ  

ルに近づくか，あるいはそれ以下に低下し，逆に脂質過酸化はNO2暴罵の長期化につれて増加す  

る傾向にあることが認められた〔8〕。また肺のSH化合物について，低濃度領域の東急性実験が  

行われ，GSH，NPSH含還は4．Oppm群のみが有意な上昇を示した〔9〕。   

つぎに視点をかえて．NO2と肺胞細胞膜を構成する脂質の一つであるコレステロールとの反応を  

検討した。コレステロールの3位のOH基とNO2 とが反応したコレステリルナイトライト等の生成  

を確認した〔10〕。つぎに肺胞の 

成物をラッ■卜に静脈注射し，肺のリン脂質の脂肪酸組成に与える影響を検討した結果1パルミチン  

醸が有意に増加した。ここで得られた脂肪酸の組成変化はNO2急性暴琵による変化と同様の傾向  

を示した〔11〕。   

前の論文をうけて，NO2とオレイン酸の反応生成物が肺のホモジネーィトのプロスタサイクリン合  

成に及ぼす影瞥を玩肌－Jroで検討した。反応生成物はプロスタサイクリン合成を低下させることが  

判明した。その原因は反応生成物中に存在する脂質過酸化物と考えられた〔12〕。つぎにNO2急  

性塞竃ラットの肺のプロズタサイクリン合成能について検討した。肺のホモジネイトを用いた実験  

では／NO2濃度の上昇とともに合成能さ－ま低下し，Intactな肺組織を用いた血小板凝集抑制反応から  

も同様の結果が得られた〔13〕。プロスタサイクリン（PGI2）はアラキドン酸を前駆体として合成  

されるプロスタブランジン類の一つであり，血小板凝集抑制，血管拡張，平滑筋弛緩等生体内の調  

節機構に重曹な役割を果たすものである。   

NO2の生体影響については，呼吸器系を小心と心て多くの研究が行われているが，ノ肺以外にも肝  

吼 腎臓をとりあげ，生休にとって重要な数多くの桟能を担っている生体膜系であるミトコンド  

－ 2 ニー   



リア，ミクロソームおよび細胞膜の成分がNO2によって受ける影響を検索した。その結果，，NO2  

暴罵ラットでは，肝臓および腎臓の呼吸系活性，ミクロソーム電子伝達系成分の活性と含塁の低下  

が，暴露後1日目にみとめられ，7日目には対照群のレベルにまで回復することが判明し，腎臓の  

場合，肝臓よりも速かに回復することが認められた。肺の場合，前二者と異なり，呼吸系活性の顕  

著な冗進とミクロソーム電子伝達系成分の活性低下の遅延が認められた〔14〕。   

NO2暴露ラットの肺ホモジネイトを用いて解糖系および呼吸系酵素活性の変化を追及したところ，  

これら各種酵素の活性上昇が観察され．NO2暴露濃度にはぼ比例して上昇することが判明した。特  

にピルビン酸キナーゼの活性増加が識者であることが判明した〔15〕。   

一方，4．OppmNO2又は・0．8ppm オゾンの1日8時間中間欠暴琵を行ったラットでは，赤血球  

のピルビン酸キナーゼの活性増加が顕著であり，赤血球のエネルギー代謝が元進されることが判明  

した〔16〕。   

次に脂肪酸代謝に及ばす影響に関する研究では，4．Oppmまたは10ppmNO2に暴露したラット  

の赤血球膜，血清および肝臓上描画分中の脂肪酸組成の変化を調べた。その結果．両濃度群とも，  

赤血球膜のアラキドン酸の増加が認められ，血清のホスファチジルコリン（PC）においてもアラキ  

ドン酸の増加が認められた。この結果は，血清のアラキドン酸が赤血球膜に取りこまれたことを示  

すものと考えられる。4，OppmNO2暴露では血清PCのアラキlドン酸が増加するのに対し．リノpル  

酸は減少したd肝臓上宿画分の脂肪酸組成の変化は4．Oppmの場合は血描PCと同様であったが，  

10ppmの場合には血清PCとことなり，より複雑な変化が認められた〔17〕。  

■さらに，NO2又はオゾン農露の細胞膜に及ばす影響を検討するために，0．8p♭mオゾン，ま．た  

は，4，OppmNO2，1E】8時間の間欠暴露の実験を行い．ラット赤血球膜のリン脂質，．シァル酸の  

含見の変化を追及した三その結果，NO2、，オゾン共に7日間の暴露ではPCとシァル酸含員の著明  

な減少が認めらゎた。赤血球脹の外側に存在する成分であるシァル酸およぴPCが低濃度のオゾン  

暴露によって銀著に減少することから，オゾンは主として赤血球膜の外側に障害を与えるものと考  

・えられた〔18〕。   

以上の観点と異なる研究として二生体防御反応に対するNO2の免疫学的影響が検討された。す  

なわち，マウスの抗体産生能に及ぼすNO2の亜急性暴露の影響を玩〃抽正の系を用いて検索した。  

0．4，および1．6PPmNO2を4週間暴露し．ヒLlyジ血球に対する溶血斑形成細胞一（PFC）数を算定  

した結果，一次反応は両濃度群とも抗体産生能を抑制した。一方∴二次反応は∴0．4ppm群では対  

照群と変わりないが，1．6ppmでiま逆に抗体産生能の冗進が認められた。また抗体産生機構に関与  

する細胞群の組み合せ実験を行い．細胞レベルでの影響を検討したか∴T細胞群 B細胞群とも  

NO2暴露による影響に明らかな速いは認められなか弓た〔19〕。   

現在これらの基礎的な研究をさらに発展させながら；動物実験棟内に設置された慢性暴露チャン  
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パーを用いて，第2回慢性暴露実験として，0．04ppm．0．12ppmおよび0．4ppmNO2の18か月  

間暴露の実験が進行中である。長期暴露実験に関しては，供試動物の老化による生理性状の変化が  

重要な問題である。この加令に伴う生理性状の変化を考慮した上で，再現性を確認しつつ，見出さ  

れた影響が暴琵中止によって回復しうるものかどうか，また得られた影響はどのような生理的意義  

を持っものか．さらに人間集団の感受性の遠いを，動物実験の成績からどのように評価すべきなど．  

健康影響の評価にとって重要な課題の解決に向かって研究を進めて行く予定である。  
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国立公害研究所研究報告 第31号（R－31’81）  

Res，Rep．Natl・rnSt・ETrViron・Stl・d・，No・31，1981・  

ニ酸化窒素急性暴露のマウスの肺機能に及ぼす影響   

EffectofAcuteNitrogenDioxideExposureonPulm6naryFunctioTlOfMouse  

鈴木 明1・市瀬孝道1り昂 博一1   

AkiraK，SUZUKll，TakamichiIC＝INOSEland＝irokazuTSUBONEl  

要   

NO2の肺機能に及ばす影響を解明する目的で，5，10，20ppmのNO2を24時間暴  

露したマウスを用いて，頭部密封法による呼気ガス，血液ガス，肺湿毒見および肺水分  

含藷について検討した。   

東部密封客気中の02，CO2濃度と純粋空気との差をdO2，dCO2とすると，dO2  

は対照群と比較して5ppm暴露群で増加する傾向を，10ppmと20ppm群では低下傾  

向を示した。ACO2は5ppm群で有意に増加し，10ppm群でわずかな増加傾向を，  

20ppmで逆に低下傾向を示した。呼吸一一回当たりの』02，』CO2濃度をdO2／RR，  

ACOz／RRとすると AO2／RRとACO2／RRは5ppm群で減少傾向を，10ppm群  

と20ppm群で有意に低下した。Pao2は，5ppm群でわずかに高く．一方，Paco2は  

有意に低下し，過呼吸による低炭酸血症の徴候を示した。10ppmと2Dppm群ではPa  

o2が有意に低下した。肺湿重量および肺水分含壷は10ppm君羊と20ppm群で有意に  

増加した。   

以上の結果から．マウスに520ppmのNO2 を暴露すると，比較的低濃度域では，  

生体内の02あるいはCO2のガス代謝が元超するが，10ppm以上の高濃度暴詣では，  

肺でのガス交換機能が抑制されている可能性が示唆された。  

Abstract   

ln order to clarify theeffectofacuteNO2eXpOSureOnpulmonary function  

ofexpeTimentalanimal，micewere exposed to5，10，and20ppm NO2for24hr．  

ExpiTed gas（02，CO2）concentTation was measuTed t〉y head encIDSed metllOd，  

arterialb100d pH，Pao2，Paco2，reSplratOry rate，1ungwetweightandlungwater  

content were examined，   

△02（differencebetweenO2COnCentrationinpureairandO2COnCentrationin  

thecontaiJler）washigherthancontrolat5ppmexposure，butlowerthancontrol  

l．国立公望研究所 環境生理瓢 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   

The NationalInstitute for EnvironmentalStudies，Basic MedicalSciences Division，Yatabe－maChi，  

Tsukuba，Ibaraki305，Japan．  
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at10ppmand20ppm．△CO2（differencebetweenCO2COnCentrationinpureair  
and PA。。Iin the container）was significantly higher thancontrolat5ppmex－  
posure，butlowerthan controlat20ppm・Respiratoryrate（RR）intheexposed  
micewereincreaseddependentontheNO2COnCentration・△02／RRand△CO2／RR  
werelowerthancontrolat5ppmandweresignificantlydecreasedatlOppmand  
20ppm NO2 eXpOSure・Pao2is slightlyir．creased，but Paco2is slgnificantly  
decreasedat5ppmNO2eXpOSure，fromwhichseemtobeslighthypocapnaemia・  
Pao21SSlgnificantlydecreasedatlOppmand20ppmexposure・Lungwetweight  
andlungwatercontentwereslgnificantlylowerthancontrolatlOppmand20  
ppmNO2eXpOSure．   

From these results，itisconcludedthatO2andCO2metabolicratesmaybe  
acceleratedinmiceexposedtolowconcentrationNO2eXPOSure，andgasexchange  
functionsinlungassume to be depressedin miceexposedtohighconcentration  
NO2eXpOSure．   

はじめに   

大気汚染ガスの一つである二酸化窒素（NO2）は酸化性が高く，気遣内末梢部まで達するために  

肺の形態学的変化l・ぎ）生化学的変化ユりぁるいは肺換気力学的変化5G7）を引き起こすことが明らかと  

なっている。したがって，NO2の呼吸器への影響に関する動物実験報告は，病理学的，生化学的知  

見を動いこ多いが，測定上の技術的困難さも相まって，肺機能への影響に関する報告は比較的少な  

く，いまだ不明の点が多いといえる。そこで．NO2の肺機能への影響を解明する目的で，NO2を暴  

露したマウスの頭部密封法による呼気ガスの変化および，血液ガスについて検索を試みた。  

方  法  

14－16遇令のJCL：lCR雄マウスを，1群6匹として総計54匹使用した。NO2濃度は5．10．  

20ppmで24時間暴竃とし，NO2の代わりに清浄空気をNO2暴露と同一条件で暴露した群を対照  

群とした。NO2暴露はチャンバー客員1201，換気同数毎時20臥温度22±1℃で行った。NO2  

暴露は，NO2急性暴露題眉（日本クレア，PTr300A）によって，5000ppmのボンベを希釈し  

て使用した。暴露中はチャンバー内のNO2，NO，NOx 濃度をケミルミネッセンス法の窒素酸化  

物測定装置（モニターラボ，ⅣIL一声440H）によって測定し，目的濃度±5％以内で暴露したD   

図1は呼気ガス分析および呼吸気流曲線図を測定している時の模式図である。マウスの一回呼吸  

記は小さく早いため8）呼気と吸気を分離し，呼気だけを分析することは困難なので．この図に示し  

たように，マウスの頭部を内容積45mlの容器内に一定時間（15－30秒間）入れ，その時の呼吸数  

を圧力トランスジューサー方式（西島電子）によって呼吸気流曲線図から算出した。その容器内の酸  

素と炭酸ガス濃度を呼気ガス分析装置＝三栄測器1HO2）で測定した。容器内へ頭部を保足する時  

および，測定の前後には耗土アーボンベ（02‥20・9％，CO2ニ0・0％．N2バランス）供給の空気で  

十分に換気し．動物が安定し落ちついた様子をみせた時にバルブ操作によって頭部を密閉する方式  
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図1実験装置の模式図  
Fig・1 Schematicillustrationofexperimentalmethod  

とした。図1の中央に簡素濃度および炭酸ガス濃度の分析図を示した。酸素濃度はボンベ供給によ  

り大気中と同じ20，9％とみなせるので．呼吸することによって酸素は肺において交換され体内に入  

り，逆に炭酸ガスが呼出される0したがって一定時間内の頭部客気中の酸素濃度と炭酸ガス濃度は  

この図のように酸素濃度は減少し，炭酸ガス濃度は増加する。これらの容器内の増加分および減少分  

をdO2，dCO2（デルタ02，デルタCO2）と示すと，』02 の増加は，容器中の酸素含塁の低下  

すなわち動物生体内への摂取竃が増加した事を示し巨逆にdO2の減少は，容器内の酸素の減少が  

少ない事すなわち酸素摂取量の減少を示すと解釈できる。また同様に，炭酸ガスはボンベ中の含有  

率を0％とみなし，その差をdCO2としたので』CO2の増加は．動物体内からの炭酸ガス呼出量の  

増加を，逆にdCO2の減少は炭酸ガスの呼出鼻の減少を示すことになる。   

ここで使用した純粋空気（前述）および較正ガス（02＝16．2％，CO2：4．9％，N2バランス）  

は，調整された標準ガスを用い2～3回測定をくり返すことによって測定誤差をできるだけ小さく  

した。   

一方，実験に使用したマウスの頭部の体積の平均値は約9．8cc士1．2cc（範囲8－11・5cc）で  

対照群と暴露群との間に有意な差がなかったので，頭部容器中の頭を除いた残りの容掛ま，対照と  

暴露群の聞で差が烏いと考えられた。  

ー13 －   



呼気ガス分析後，クロロホルム浅麻酔下で腹大動脈から0．2－0．5mlの動脈血を採血し．動脈血  

中のpH，酸素分圧および炭酸ガス分圧をpH／ガス分析器（コーニング168）によって分析した0測  

定終了後，肺の湿重量と乾燥重量（．1050c，10時間乾燥）を求め肺の水分含量を求めた。   
呼吸図の記録および測定には三栄測器の180システムを使用した。  

結  果  

1）dO2とdCO2の変化   

頭部密封容器内のdO2と』CO2について，対照群の測定値を100％として暴露群の変化を相対  

値で図2に示した。5ppm暴露群では』02，dCO2ともに増加を示し，特に』CO2は有意に増加  

した。10ppm暴露群ではdCO2は対照群と比較してやや高い傾向を，dO2は逆に低い傾向を示し  

た。20ppm暴露群ではACO2，AO2ともに低下傾向を示した。   

2）呼吸数の変化   

前述したdO2，dCO2 の変化は，肺の機能的変化の他に呼吸数に依存している。一回換気量を  

一定と仮定した場合肺摸気量は呼吸数に依存するからであり特に本実験のように密閉測定法の場合  

は，容気中の酸素濃度および炭酸ガス濃度が呼吸中枢に作用し，呼吸数の変化に伴う肺換気量の変  

化，ひいてはdO2，dCO2の変化を引き起こすことが予想される。そこで呼吸数の変化について  

』02，』CO2 と同様に対照群を100％として暴露群の変化率を示すと国3に示したごとく呼吸数  

は，5ppm群で対照群の134％（P＜0．05），10ppm群で146％（P＜0．01），20ppm 群で162％  

（アく0，01）とNO2濃度の増加に伴って明らかに増加した。  
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図 2 容器中の』02．dCO2の変化  図 3 呼吸数の変化  

Fig．2 Changeof△02and△CO2inthe Fig・3 RespiratoryrateofNO2eXpOSedmice，  
container，〃＝6，り＜0・05  〃＝6，＊タ＜0・05，＊＊P＜0・Ol  
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3）dO2／RR，』CO2／RRの変化   

上述したように呼吸数は暴露濃度の増加に伴って増加している。したがって一呼吸当たりの酸素  

および炭酸ガス濃度を検討するためにAOz，ACO2をそれぞれ呼吸数（Respiratory rate，RR  

と略す）で割って呼吸一回当たりのdO2とdCO2の変化を図4にdO2／RR，』CO2／RRで示し  

た。   

AO2／RRは，5ppm群で対照群の88％．10ppm群で65％（P＜0．01），20ppm群で48％（P  

＜0．0＝へと減少しACO2／RRも5ppm群で85％，10ppm群で71％（P＜0．01），20EPm群で  

60％（Pく0．01）と減少した。  
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図 4 ∠ゴ02／RRとdCO2／RRの変化  

Fig．4 Changeof△02／RRand△CO2／R  

inthecontainer，…P＜0．Ol   

4）動脈血酸素分圧（Pao2），炭酸ガス分圧（Paco2）およぴpHの変化  

クロロホルム浅麻酔下で腹部動脈から採血した動脈血の酸素分圧（Pao2），炭酸ガス分圧  

（Paco2）とpHの変化を蓑1に示した。  

衷に示したようにpHははとんど変化がなくPaco2が対照群と比較して5ppmで対照群の79％  

（P＜0，01）および10ppm群87％と低下傾向を示し，逆に20ppm群で107％と高い傾向を示した。  

Pao2は5ppm群で対照の103％と増加傾向を示し，10ppm群で58％（P＜0・0．1）．20ppm群で  

は52％（P＜0．01）と低下した。   

5）肺湿重昂と肺水分含塁の変化   

肺湿重員と肺水分含量の変化を表2に示した。肺湿壷屋，肺水分含曳ともにNO2暴露濃度の増  
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加に伴って増加傾向を示し．10ppm以上の暴露群では両省ともに有意な増加を示した。  

表 i5－ZOppmのNO2を24時間暴露したマウスの動脈血Pao2．Paco2 PHの変化  
TablelArtefialb100doxygentension，CarbondioxidetensionandpfIinmice  

exposedto5－20ppmNO2for24hours  

NO。Concentration  Paol（mmHg）  Paco。（mmHg）  pH  

ContIO1  

5 ppm 

10 ppm 

20ppm  

95・2±16・2  46．5± 4，8  7．2S±0．04  

77・9±13・5  36・6± 3・9＊＊  7．29±0．04  

61・3±14・7＊＊  40・2± 4▲5  7．28±0，06  

50・2士16・5＊＊  49・7±11・0  7．23±0．04  

Dataareexpressedasmean土S工）or6su旬ects，＊輩：P＜0．01．  

表 2 肺湿重量と肺水分含鼻の変化  

Table2 LungwetweightandlungwatercontentofmiceexposedtoNO2atthe  
COnCentrationof5－20ppmNO2for24hours  

NO, Concentration LungWetWeight（mg）  LungWaterContent（mg）  

Co】1け0】  

5 ppm 

10 ppm 

20ppm  

20古土 9  

217±16  

289±47＝摩＊  

321±39＊＊  

上古3土】2  

1（；7±14  

217±42＊  

262±40＊＊  

Dataareexpressedasmean±SDof6sub）eCtS， ＊：P＜0．05，＊＊：P＜0．01．  

考  察   

比較的高濃度のNO2暴露が．肺の形態学的，生化学的，換気力学的変化を引起こすことは種々  

の動物実験によって確かめられているところである。しかしながら技術的困難さもあって小動物を  

使用して肺機能の影響を検討した報告は少なく，呼気ガスおよび血液ガス分析に関しては特に少な  

いといえる。また，マウスのような′ト動物でほ．呼気と吸気を分離することは技術的に困難である。  

そこで区＝のように東部を密封容器中に一定時間＝5～30秒間）入れ，その容器内の酸素濃度と炭  

酸ガス濃度の変化を・対照群のマウスとNO2暴露マウスについて．測定し，対照群に対する相対  

値で比較することを試みた。   

密封容器内での』02の増加は，動物生体内への摂取崖が増加した事を示し，逆にdO2の減少は，  

生体の酸素摂取昂が減少した事を示している。また，』CO2の増加は，動物体内からの炭酸ガスの  

呼出長吉の捌口を・逆にdCO2の減少は呼出景の減少を示し，この二つの要素はいずれも生体内の代  

謝と深い係わりをもつものである05IpmのNO224時間暴露では暴露動物の酸素の摂取が高く．  

炭酸ガスの排出も増加していることを示唆した。このことは生体内での酸素消㌍が活発で，いわゆ  
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る代謝が元超していることが示唆される。また一呼吸当たりの酸素および炭酸ガスの運搬は，5  

Ppm 24時間暴露においても低下傾向を示したが，dO2および』CO2の変化からみる限り，呼吸  

数を増加することによって代償的に生体内の代謝元進を維持している可能性が示唆された。またこ  

の時動脈血Pao2は増加傾向を示し，Paco2 は有意に低下し，一見すると過呼吸による低炭酸血  

症を示しているようにも考えられる。さらに5ppm暴露群では，肺湿重量および肺水分含量の増加  

もわずかで，肺水腫等による肺でのガス交換が抑制されているとは考え難い。いずれにしても5  

ppm24時間暴琵はマウスに，機序は不明であるが，何らかの代謝性の変化を引き起こしていること  

が推測された。   

Ni占dingらqlO）は，5ppmのNO2を15分間暴露したヒトで，Pa。2の有意な減少を認めたが．  

呼気ガス■いのPAO2およびPACO2に差を見いだせなかった。一方，鈴木らは4．OppmのNO2を3  

か月間暴諾したラットで11），さらに0．4ppmと4．OppmのNO2を9か月間暴謁したラットで12）  

Pao2の有意な低下が起こることを報告した。ほぼ同じレベルのNO2濃度において，Niedingらは  

短時間暴露で，また鈴木らは長期間暴露でPao2の有意な減少を認めている。しかしながら，短時  

間暴露（15分～24時間）におけるPao2，PAO2およびP＾CO2のNiedingの結果と鈴木らの結果の  

相迎は，ヒトとラットという種の特性13），暴露方法，暴露期間の違いに関係していることも考えら  

れる。また，5～10ppmのNO2を24時間暴露したマウスでは呼吸数が対照と比較して異常に高く  

なることが報告されている14）0 したがって5ppmのNO2を24時間暴露したマウスでは肺に水腫  

等の重大な損傷は本実験結果から考えられないので，過呼吸によってPao2の増加およびPaco2の  

低下が生じたものと考えられる。しかし過呼吸の原因が単に神経性の直接作用なのか15），各組織を  

含む代謝元進によるのか，あるいは代謝とはあまり「業】与しない酸素の吸収のためなのかについては  

今後の課題であると考えられる。  

10ppm24時間暴露では，dO2，dCO2はみかけ上対照群とはぼ同じレベルにあるが，dO2／RR．  

dCO2／RRは有意に低く，呼吸数を増加させることによってdO2，dCO2を維持しているように考  

えられ，動脈血Pao2が低いことと肺湿餌抗および肺水分含員が増加していることを考え合せると，  

10ppmのNO224時間暴露は肺における02，CO2のガス交換機能を抑制している可能性が示され  

た。   

20ppmのNO224時間暴露ではAO2およぴACO2の減少，AO2／RR．ACO2／RRの顕著な減  

少，さらに動脈爪Pao2の有意な低下，そして肺湿重量，肺水分含量の増加等を考え合わせると，  

20ppmのNO2を24時間暴露したマウスの肺機能が抑制されていることは明らかである。   

一九高濃度のNO2暴露では，Buckleyら3）は40ppmのNO2を20E）間暴謁したマウス肺の  

スライス11・で酸素消費が増加したことを報告した。また，Mustafaら16）は0．8ppmの034E】聞暴  

で同様にラット肺スライス片の酸素消費が31％（P＜0．05）増加したことを報告した。これらの報  

告は，NO2およぴNO2より強い酸化性をもつオゾン暴露によって組織での酸素消費が増加する可  

能性があることを示している。したがって組織での酸素消型増加は，血液中のPao2の減少を引き  
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起こし，肺でのガス交換が肺水腫等によって抑制された場合，見かけ上．酸素摂取が減少したよう  

に誤って解釈される可能性がある。一方，炭酸ガスは各種の緩衝作用系によって変化が抑えられて  

いることも考えられる17）。しかし肺でのガス交換機能の程度は血中ガス濃度によって推測できる18）  

という考えもある。   

近年，ティソトプを使用した実験19訓），および血中硝酸イオン，亜硝酸イオン濃度を測定した  

実験21）によって，NO2の生体内での動態が明らかにされつつあり．NO2が肺以外の血液および臓  

器に分布することが確認されている。したがって，NO2の生体への影響を解明するに当っては，肺  

以外の臓器に対する直接作用をも考慮すべきである。   

上述した結果から，マウスに24時間のNO2を暴露した場合，比較的低濃度では生体内の酸素ある  

いほ炭酸ガス代謝を元進させ．逆に高濃度の暴露では肺でのガス交換機能が抑制されている可能性  

が示唆された。と同時に，組織でのガス代謝に変化が及ぶことが考えられた。   

今回は呼気と吸気の分離が困難であるために頭部だけ密封容器の中に入れるというやり方をとっ  

た。この場合，容器中の02，CO2 ガスの変化と生体内の代謝が平衡状態になっている事が必要で  

あるが，残念ながら，この点については技術的側面も含めてより詳細な検討が必要であると考えら  

れる。しかしながら，相対的評価といえ，呼気ガスおよび血液ガス分圧の検索は低濃度あるいは高  

濃度のNO2等のガス暴露に関して今後より多くの資料をもたらすものと期待される。  
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呼気ガスの分析は，生体内の呼吸機能あるいは代謝等の生理的状態を知る上で非常  

に重要である。しかしラットの様な小動物に於いて，受動的な方法で呼気を分離収集  

する事は，技術的に困難であった。   

そこでラットの気管内圧力信号を処理して，呼気ガスだけを収集する装置の製作を  

試み，優れた結果を得ることができた。   

本装置は，実験用小動物（特にラット）の呼吸生理学に関する研究および代謝の検  

索のために使用できると結論される。  

AbstIaCt   

To analyze a expired gasis veryimportant means forinvestigations of  

resplratOry function and metabolic conditionsin thelivlng bodies．Butin small  

experimentalanimalsuchasrat，isolationofexpiredandinspiredgasesbypassive  

methodhasbeendifficultduetotechnicalproblems．Recentlyexcellentpartshave  

beendevelopedforthispurposesuchasallteflon3waysolenoidvalves，miniature  

pressure transducer and their controIsystem5．Using these excellent parts our  

WOrkinggroupdesignedandmanufacturedanapparatusforcollectingonlyexpired  

gaS．  

The present apparatus are usefulforastudyofresplratOryPhysiologyanda  

metabolicinvestigationofsmallexperimentalanimal，eSPeCia11yrat．  
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305，Japan．  

－ 21－   



はじめに   

呼気ガスの分析は，生体内の呼吸機能あるいは代謝等の生理的状態を知る上で非常に重要である。  

そのためには．可能な限り呼気七吸気を分離し，呼気ガス．だけを採取する事が必要である。比較的  

大きなウサギ・イヌなどの実験動物に於いては㌧簡単な三方弁を用いて受動的に分離する事が容易  

であるが，ラットの様な／ト動物では1回の呼吸量が数ccと少なく，呼吸数は1分間に83～230同  
量  

と高いのでミ）受動的な方法で呼気と吸気右分離する事は困難であった。痘近になってオールテフロ  

ン三方向電磁弁，小型圧力トラン■スデュー耳⊥，そし七それらの制御系等のすぐれた部品が開発さ  

れてきている。それらの部品を使って，呼気と吸気を反映する気管内圧力の変化から，呼気相か吸  

気相かを判定し電磁弁を切り換える事により，能動的に呼気ガまを分離収集する方法が考えられた。   

本論文は，ラットの呼吸生理に関する研究，あるいは有害ギスを暴露したラットの生理学的（代  

謝学的）変化の検索のために開発した装置の概略について報告する。  

装置の機能   

図1は，本装置の模式的ダイアグラムと■，その構成成分の特性を示している。本装置は（1）圧力ト  

ランスデューサー，（2値流増幅器，（3）電圧傾斜弁別器，（4）オールテフロン三方向性電磁弁，（5）記録  

システム，（6）呼気ガス収集器からできている。Pentobarbitalsodium（Nembutal）30mg／kg，  

B．Wノで麻酔したラットの気管を切開し，図1の様に圧力トラノンスデューサー（1ゆ付いたカニュー  

レを取り付ける。その信号を，（3）の電圧傾斜弁別器（Voltage Slope、Detecter以後V．S．D．と略  

記する）に入力し，呼気相か吸気相の判定を行い，その結果から三方向性電磁弁（3way Sole－  

noid Valve（4＝を切り換え，呼気ガスのみをガス収集器（Gas Collector（6））で収集する。   

v．s．D．は，呼気ガスだけが収集されるように，図2に示す様ないくつカiの重要な機能を持って  

いる。圧力トランスデューサーの出力波形は，呼吸によ・って高圧，低圧の変化を交互に繰り返して  

いる。それを微分回路（Differehtiator）匿通すと．高圧（呼気相）から低圧（吸気相）へ圧力が  
移行する時は負極性の出力が発生し，逆の場合は正極性の出力が得られる。従って，；微分出力が負  

極性の時は外気管から肺への経路を接続し，逆の場合は肺からCollectoiへ経路切り換えが行われ  

る様に】電磁弁を駆動する。ま七，Comparatorは，微分出力の極性判定を行うと同時にヒステリ  

シス特性を持たせる事により，不安定動作を防ぐ役割を持1ている。木器は目的信号の検出を微分  

回路により行っているため，ノイズや波形の乱れに対し敏感であり，圧力トランスデューサーの出  

力を直接処理すると誤動作をする挙がある。そのためLowpass fi［terを通し，不要成分をある程  

度取り除いてから判定処理を行う様にしている。更に，入力信号のおおよその状態を知るために，  

ピークレベル計を装備している。   

麻酔ラットを使用し，気管カテーテルを使用した場合，本装置によって呼気と吸気右分離できる  

事がわかったが，さらに，Ⅴ．S－D．の応答性およぴ，分離ガネが逆流などをしないか等について総  

合的な動作を詳細に検討した。  
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4，3waySolenoidValve  

図l呼気ガス分離装置の模式図と各部の機能  

Fig．1Schematic diagram ofanapparatusfoTisolationofinspired and expi∫ed  
gases，andcharacteristicfeaturesofitscomponents   

RemaIks：   

1．PressuretransduceT  Miniaturepressuretransducer・   

2．D．C．amplifier   

3．Voltageslopedetcctor＊   

4．3waysolenoidvalve  Alltefronsolen6id3wayvaIve．  

5．Recordersystem   

6．Expiredgascollector＋‘ Cylindertype，（0100ml）・  

＊ThesewerefabTicatedinEngineeringDivision，NationalInstituteforEnvironmental  

Studies．  

一 23 －   



図 2 ボルテージ・スロープ・ディテクタのブロック・ダイアグラム  

Fig．2 Blockdiagramofvoltageslopedetector  

結  果  

1．V．S．D．の応答性と逆流テスト   

まずV，S．D．の入力に発振器を接続し，入力波形（正弦波および矩形波）および周波数に対する  

応答を調べた。囲3は作動時間の遅延結果を示す。Function Generator（YHPp3311A）から  

正弦波あるいは矩形波がⅤ．S．D．の入力に送られると，矩形波ではその出力信号は入力信号とはと  

んど一致しているが，正弦波では明瞭な遅延が観察された。図4は∴正弦波での周波数と遅延時間  

（位相（度）で示す）との関係を片対数グラフ上に示してある。この結果は，4Hz以下では一定の  

遅延を示すが，6Hz以上では遅延が周波数に応じて増加してくる軍を示す。   

更に，ラットの代わりに人］∴呼吸器を接続し，外気導入部及びCollector部の流速を差止流速計  

により測定し，総合的な動作確認を行った。図5は毎分弧60．120回で人工呼吸器を作動した時  

の吸気と呼気の典型的パターンを示している。どの呼吸回数においても，吸気と呼気の切り換え  

（S唱na＝波形で示される）が適確に行われている。   

図6は本装置での結果と，流遺測定法の結果の関係を示している。本装掛こよって収集した呼気  

貰は，流馴促法乙3）による呼出昂とはぼ一致していた。それ放，木方法は流馴■促法の代わりに  

も使えるものと考えられた。  
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凶 3 TE弦波・矩形波入力に対する応答遅れ  

Fig・3 Relationship between theinputofthesinewaveorrectangularslgnalar．d  

delayofoutputpulse  

Renlarks：  

UPPERWAVE：INPUT －1LV／div］   t FREQUENCY  

LOWERWAVE＝OUTPUT－0．5LV／div】   H＝ HORIZONTALT［MESCALE  

－ 25 －   



′  
＼   

＼  
（   

u   
ノ   

し2  

＼   
＼ ／   

OuTP〕T  

ON  

OFF  

DEし  

（
山
巴
訂
p
）
山
S
巾
≡
 
 

● ＼．  
＼   

＼・、            ●  

＿一一一・・・一・一●  

1  Z  4  6 810（Hz）  

Frequency  

図 4 周波数対位相特性  

Fig．4 Relationshipbetweenfrequencyandthephase（degree）onthesemilogarith－  
mic scale．DelaylSrePreSentedthedifferencebetweenthebaselineand  
switchingpointofoutputpulseindegree・  

Remalks  

IJLニThresholdlevelofpositivesignal   L2：Thresholdlevelofnegativesignal  

「  

1sec  

図 5 人工呼吸器使用時の呼吸流速と極性の記録  
Fig．5 Typicalpatternoftheinsplrationandexplrationuslngtheflowvelocity  

rneasurlngrnethodwithmechanlCalrespl∫atOrattherateof30rpm，60rpm  
and120rpm  

V）（［）＝ Velocilyofinspiration  

Vっ（E）＝ Velocityofexpiration  

P（T）：Pressureortransducer  

Signal：Signalor3waysolenoidvalvedrive  
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図 6 本装置の結果と流速積分による流量測定法の結果との比較  
Fig・6 Relationshipbetweentheresultsofpresentmethodandflowratemeasuring  

method（Velocityintergrationmethod）   

2．本装置における応用   

本装置をガス暴露動物に応用し呼吸機能に関する数種の指標について検討した。   

実際に本装置を用いて呼気ガスを分離している典型的パターンを図7に示す。NO2（0．4ppm）  

と03（0．8ppm）を1．2週間複合暴露した時のdO2濃度，dCO2濃度．分時換気蔓（VE），一回  

換気量（VT）の変化を表1に示した。この場合，dO2，dCO2は標準空気と呼気ガス成分中の  

PAO2，PAGO2との差である。1週間暴露では，VTが03：0．8ppmおよぴ03：0・8ppm＋NO2  

：0・4ppm群で有意に低下した。2週間暴露では，03：0．8ppm群および03＝0．8ppm＋NO2＝  

0．4ppm群でdO2．dCO2，Vではいずれも有意に低下し．VEは逆に増加傾向を示した。この事  

ほ03：0、8ppm単独でも03：0．8ppm＋NO2：0．4ppm複合暴露においても，肺換気機能の薯し  

い低下が示唆された。  

考  察   

気管内圧力波形から呼気・吸気相を判定する方法として，次のものが考えられる。  

1．気管内圧力が基準とした圧力レベルより高いか，低いかにより呼気・吸気相の判定を行う。   

2．気管内圧力が高圧から低圧へ移行した場合は，呼気相から吸気相への移行とみなし，逆の場  

合は吸気相から呼気相への移行とみなす。   

3．気管内圧力波形のパターンから呼気相・吸気相を判定する。  
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図 7 測定中の典型的パターン図  

Fig・7 Typicalpatternofisolationofexpiredgasinmeasurlng  

PG：Pneumogram  

ECG：Electro－Cardiogram  

衷 1NO2（0．4ppm）と03（0．8ppm）をlおよび2週間，複合暴露した時のdO2．  
』CO2，VEおよびVTの変化  

TablelChangeof△02，△CO2，VEandVTinmiceexposedtoNO2（0・4ppm）  
andO3（0．8ppm）withsingleorcomplexforland2weeks・  

△0一（％）  ACO2（％）  VE（ml／min）  VT（ml）  

1W exposure 

Control  

OZ：0．8ppm  

OZ：0．8ppm   
＋NO2：0・4ppm  

2WSexpos11re  

Contro1  

0Z：0．8ppm  

OZ：0．8ppm   
十NOっ：0・4ppm  

3．37±0．3＆  2．52±0．19  

3．19±0．32  2．48土0．25   

3．31±0．35  2．53±0．28  

117± 9  1．49±0．07  

128±16  1，26±0．13〉l   

12（〉±14  1．24土0．15＊  

5．71±0．34  3．56±0．21  

2．10±0．45＊書  1．55±0．22＊＊   

2．30±0．15＊事  l．65士0．15＊＊  

122±11  1．58±0．13  

133±16  1．25±0．12＊   

139±16  1．15±0．13事  

mean±SD，〃＝6，＊：♪＜0．05，＊＊：タ＜0．01  
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三者を比較すると．方式としては3が最も望ましいが，かなり復姓な手順を必要とする。2は圧  

力の時間的変化に着目している点で仁単に圧力レベルのみで判定する1．に比較してすぐれていると  

思われたので，2の方式によりV．S．D．を試作した。この方式によると．図3に示される様に，矩  

形波入力に対して応答ははとんど同期しているが，正弦波入力の場合は周波数によって作動時間の  

遅れが変化していく。入力に対する応答の遅れは，電磁弁の躯動が遅れてガス逆流の原因となるが．  

図4は本方式にとってかなりきびしい正弦波に対する応答（本方式では矩形波が最も応答性が良い）  

であり，実際の呼吸波形では正弦波より矩形波に近いため，遅れはもっと短縮されると考えられる。   

更に，実際の動作状態に近い人工呼吸器による結果をみると，図5に於いて差圧流速計出力Vl  

＝トV2（E）は．流速が振幅，流速の方向が極性として出力されるので∴気管内圧力P（T）の変化に伴  

ってVl（l卜V2（E）がはぼ単一極性の出力を出している事から，呼気・吸気の経路切り換えが適切  

に行われている（V．S．D．がはぼ完全に動作している事を示唆している）と考えられる。   

次に今後考慮すべき問題としては，V．S，D．回路上のキャパシタンス，レジスタンスなどの各定  

数の段通化による応答範囲の拡大∴更に波形により逆流や不安定動作等が発生する場合があるので  

先に述べた旺カレベルや波形の変化パターンから呼気相・吸気相を判定する方法をも加味して，動  

作をより確実なものにする事を検討している。   

以上述べた事から，本装置はラットの呼吸生理学に関する研究および代謝の検索のために有用で  

あると考えられる。本装置は吸入した物質の濃度あるいは量が，呼気ガスと吸気ガス濃度の差から  

計算できるため．布告なガスあるいは他の霧状物質をラットに暴露するのにも有用であると考えら  

れる。   

はお，本装置と方式は，特許山甑tいt受付計号，56131215）である。  
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Res．Rep．Nat】．Insl．Environ・Stud，，N（〉．31，1981．  

二酸化窒素吸入時のイヌの呼吸気道内二酸化窒素濃度の変化  

AlterationsofNitrogenDioxideConcentrationiJIRespiratoryTract  

OfNitrogenDioxideInhalingDogs  

鈴木 明－・市瀬孝道l・局 博一1   

AkiraK・SUZUKIl，TakamichilCHINOSElandHirokazuTSUBONEl   

ヒ  日   要  

NO2呼吸気道内の動態について検討するために，口郡，気管郡および気道の深度に  

おけるNO2濃度の変化について検討した。   

同一濃度のNO2を吸入させた場合，気道内のNO2濃度は吸入したNO2量に伴って  

変化し，吸気時・呼気時のNO2濃度はともに吸入したNO2量の減少に伴って減少し  

た。主た－吸気時のNO2濃度と呼気時のNO2濃度の差は，吸入したNO2濃度に依存  

して減少した。またNO2濃度は呼吸気道の深さ（長さ）に伴い低下した。口腔と鼻  

腔を介しての呼吸では，口腔だけを介する場合の2～3倍卜NO2濃度は高かった。気  

道内のNO2濃度は経時的に変化しなかった。  

Abstract   

To clarify achange ofNO2COnCentrationin the respiratorytract，theNO2  
COnCentrations at mouth，traChea and descending tract ofanesthetizeddogwere  
examined・WhenthedogwasinhaledsameconcentrationofNO2，NO2COnCentra－  
tionsin respiratory tract were decreased dependently on the decrease ofNO2  
il－haled rate，NO2 COnCentrationsininspLratOry and explratOry gaSeS Were also  
decreased dependently NO2inhaled rate．The difference concentration between  
in5plratOry gaS and expiratory gas was decreased depending on the decrease of  
inhaledgas．NO2COnCentratiorLSintheresplratOrytraCtWerelowerassociatedwith  
thedepth（1ength）ofrespiratorytract．NO2COnCentrationinhaledthroughtheoral  
cavity and nasalcavity wastwo－threetimeshigherthaムIthatthroughoralcavity  
Only・NO2COnCentrationinthetracheawasnochangewithtimecourse．  

1・国立公害研究所 環境生理郡 〒305 茨城県筑波郡谷田郡町小野川16番2   

The Nationallnstitute for EnviTOnmentalStudies，Basic MedicalSciences DivisiorL，Yatabe－maChi，   

Tsukuba，Ibaraki305，Japa爪  
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はじめに   

大気汚染物質中には呼吸器の上部気道を刺激する種々の化学物質が知られている1も その一つに  

二酸化窒素（NO2）があるoWagner2）は0．5～5．OppmのNO2を吸入させると，正常換気時には  

吸入量の8ト87％の吸収が起こることを，さらに最大換気時には90％以上が呼吸器内に摂取される  

ことを報告した0またGoldsteinら3）は，サルに0．30－0．91pplnのNをラベルした13NO2を7－  

9分間吸入させ13Nの生体内分布を13Nを追跡することによって調べ，吸入量の50－60％か呼吸器  

内に摂取され，血流などを介して肺外に分布することを報告した。一方」chi。ka4）はガラス管を  

使用して気道モデルを作り，SO2の吸収は96％以上であるが，NO2のガラスモデルでの吸収は50  

％以下であり，NO2の方がSO2より気道内での吸収が少ないことを証明した。近年，太田らら6）は  

14NO2を暴露したラットでは組織および血液への分布が早いことを報告し．またOdaら7）は生体  

内に入ったNO2は血中でNO言およびNO；に変化し，さらにNOJはNO；に変化して尿中に排出  

されることを報告した。   

このように酸化性が高く、生体内分布が早いNO2は呼吸器を介して生体内に入るために，呼吸器  

に病理形態学的邑9】D）ぉよび機能的変化ユOAユかを引き起こすことが知られている。   

上述したように．吸入されたNO2の生体内の動態は各碗の実験によって明らかにされてきたが．  

呼吸器内（特に上郡気道）における動態については，SO2などの研究等15嶋1て1呂） に比較して，少な  

く不明な点か多い。   

そこで，NO2の上部気道における濃度変化を明らかにするために，イヌを用いて，口元部，咽・喉頭  

部，気管分岐部等の呼気・吸気に伴うNO2濃度を測定し検討を加えた。  

方  法   

雑種成犬9頭を用いた．このうち6頑は同腹のイヌであった。イヌの平均体重は15．2kg（範囲  

10～20kg）で，最大吸気時の胸囲は58cm～61．5cm，胸長（胸部横隔膜までの長さ）は，35  

Cm～42cm，頸長は7cm～10cm，頭部（鼻端から後頭骨後縁まで＝ま22cm～23cmで，胸囲お  

よび胸長に個体差が大きかったが，頭部および頸島では個体差が′トさかった。   

イヌにおける本研究にあう暴露方法には，Yokoydma19）のように人工呼吸器を使う方法と，自発  

呼吸にまかせる方法がある。前者の場合は，換気塁および換気回数そして暴露濃度を任意に変化さ  

せられる利点があるが，必ずしも自然の呼吸と一致しないという不利な点がある。逆に後者は，換  

気回数，吸収時のNO2濃度を任意に変えることは難かしいが，自発呼吸というより自然の呼吸に  

近い状態で呼気・吸気等のNO2濃度の変化を知ることができる。   

本実験においては，動物にいわゆる負荷ができるだけかからないように考え，イヌの口元にテフ  

ロン製Yピ．スを取り付け，Yピrスを流れる流最をNO2の流動こ関係なく常に11／minとする  

方法をとった。本実験では60ml／min～360mI／minまで一次希釈NO2ガス塁を変化させたが，  

Yピ，スを通過する総員は，】1／minで，YピースでのNO2濃度を変化させるには，一次希釈  
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NO2ガス員を増減させることによって行った。したがって一次希釈NO2ガス量360ml／minの時  

が最大のNO2濃度を吸入していることになる。この方式では，NO2濃度の調節は難かしいが，動  

物はより自然様式に近い呼吸を行った。   

NO2濃度の測定はすべてPentobarbita－Sodium（Nembutal⑧）25mg～30rng／kg麻酔下で  

行い，口元部および口元部からカテーテルを挿入する方法と，喉頭部の後方1～2cmの部位で気管  

を切開し．気管カニューレを挿入する方法で，口元郡および気管郡で呼気・吸気に伴う NO2濃度  

の変化を測定した。さらにテフロン製の気管カテーテルを口元部から深さを測定しながら入れ，  

NO2濃度の変化を測定した。またNO2濃度の経時的変化を検索するために，80分間にわたり気管  

のNO2濃度を測定した。   

NO2濃度は窒素酸化物測定装置（モニターラボ・ML－8440H）で測定し，測定器へのガス導  

入はすべてテフロン製の製品を用いた。また，呼吸に伴う圧力の変化を測定器が硫接受けないよう  

に，測定部位と測定器の途中に水トラップと圧力調整のためのテフロン容器を取り付けた。   

NO2ガスは，急性暴露装置（日本クレア，PT－300A）によって，5000ppmのNO2を静浄空  

気で希釈して一次希釈ガスとした。また．本実験では，Yピースを流れるガス量を調節するため  

に，NO2供給側と排気側との間に調節弁を取り付けた。  

番吉  果   

＝ 口腔部気管系   

前述したように，自発呼吸においてイヌが吸入するNO2は口元部を流れる第二次希釈流皇道すな  

わちNO2の濃度を示すのであって，麻酔したイヌが自発呼吸中に自発的に吸入量を変化させること  

はできない。しかしながら．Yピースを流れるNO2を，複雑な系を介しての暴完のために，最初か  

ら設定できないのでこういう方法をとったのである。したがって図1～図5までのNO2流昂とは  

Yピースに流れ込むNO2董を示す。   

そこで自発呼吸時におけるNO2ガス流員（Yピースでの濃度）と口元郡および気道内のNO2濃  

度について検討した。図lに360cc／min（53ppm）と180cc／n11（34ppm）のNO2 を流した時  

の呼気・吸気に伴うNOx，NO2濃度を示した。二本の波状波形ではNOx濃度とNO2濃度を示し，  

濃度の高い方（上方）は吸気時のNO2濃度を，また低い方（下方）は呼気時の濃度を示し，この差  

は体内でのNO2の吸収等による減少を示すものと推測できる。同一流量（濃度）のNO2を吸入さ  

せても口元郡と気管部ではNO2濃度に差を生じ，吸入時における差は，口元部から気管までの吸収  

を示し，呼Flj時の差は．逆に気管部から口元部までのNO2減少を示すと考えられる。また流遺（濃  

度）を下げると左図のように．同じ口元部で測定しても50ppmからおよそ30ppmへNO2濃度が  

低下したD口元部におけるNO2ガス流還（濃度）と．NO2濃度の関係を示すと図2のように．呼気，  

吸気ともに．口部におけるNO2ガス流昂の減少に伴ってNO2濃度が低下した。このことは．吸入  

するNO2濃度が低‾Fすると呼気および吸気・l】のNO2濃度が低下することおよび．吸気と呼気の  
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図 2 NO2の吸入遼（5－25ppm NO2）とrj元部における吸気と呼気のNO2濃度  

Fig．2 Changes of NO2 COnCentrationsininspiration and explration at mouth  
associatedwithNO2gaSflowrate（5p25ppmNO2）  
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NO2濃度差が′トさくなることが明らかに示された。同様のことは．図3に示すように気管部での測  

定についても確認された。さらに吸気と呼気の濃度差は口元部で測定した場合に大きいことから，  

この差は．口元測定部より深部（気管気管支細気管支一肺胞ウ）でのさNO2吸収が大きいこと  

を示唆している。そして；その吸収の痙度はNO2濃度が低下すると減少することを示している。  

図4は，□郡における呼気と吸気のNO2濃度を気管部との濃度差で示した「。いずれの吸入濃度の場  
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図 3 NO2の吸入量（5～25ppm）と気管における吸気と呼気のNO2濃度  

Fig・3 Changes of NO2COnCentrationsininspiration and explration at trachea  

associatedwithNO2gaSflowrate（5－25ppm）  
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図 4 口部と気管部におけるNO2の濃度差  
Fig．4 DiffererlCedfNO2COnCe∫ltrationsbetweenmouthandtrachea  
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含も呼出時のNO2濃度が吸入時のNO2濃度より高いことを示した。このことは，気管一口元間に  

おいては，呼気時のNO2の吸収が少なく，吸気時のNO2の吸収が大きいことを示している。この  

現象は，一般的に呼吸様式が一様と限らず吸気時が早く短く．逆に呼気時等が遅く長いことを考え  

ると理解できよう。図5には，気管部と口元部における吸気と呼気の濃度差を示した。気管部にお  

けるNO2濃度差はいずれの流速（濃度）においてもつねに大きかった。この□部でのNO2濃度が  

低いことは，□部の方が気管部より，NO2の通る経路が長いことから理解できる。  
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NO2gdS fl帥r8te   

剋 5 吸気と呼気のNO2の濃度差  

Fig，5 Difference of NO2COnCentrationsbetween that ofinsplrationand that of  

explration   

次に，気遣の深さ（長さ）とNO2濃度との関係を図6に示した。この図で明らかなように口元か  

らの深さ仁良さ）が大きくなるとともにNO2濃度は低下した。図の下部におおよその気道部位を示  

した。NO2濃度の減少様式は，一様ではなく喉東部より深くなるとNO2濃度の減少が大きくなり  

左右に気管が分岐する部位ではかなり低下することを示していた。   

2）鼻．脛および口腔と気管系   

以上述べてきたことは，口部にテフロン管を継ぎ．口腔郡を通過する呼気・吸気のNO2濃度の  

変化に関するものである。しかしながら，動物によっては，尻l脛経由の呼吸が主たるものと，口腔  

経由の呼吸が主たるものとがある20）ことば周知の通りである。頭部における呼吸路としては鼻腔と  
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図 6 呼吸気道の探さ（長さ）に伴うNO2濃度の変化  
Fig・6 Change of NOっ concentrations associated with the deepness（1ength）of  

resplratOrytraCt   
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図 7 マスク法とチューブ法におけるNO2濃度の変化  

Fig・7 ChangeofNO2COnCentrationsatmaskmethodortubemethod  
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口腔の2通りあるので，特別なイヌ用マスクを開発し，鼻腔t 口腔の両方を通過する時の温度と，  

口腔だけを通過する時のNO2濃度を気管郡で測定した。イヌにマスクをした場合には一 口を閉じて  

しまうために，上歯と下歯の間に直径3cm，長さ6cmのテフロン管を挟み込んだ。これを後述の  

マスク法に対応させてチューブ法とした。マスク使用の場合，すなわち．鼻腔と口腔を通過する場  

合には．口腔だけを通過する場合よりもNO2濃度は明らかに高いことを示した。マスク使用時の濃  

度とチュ「プだけでの濃度の比率を計算するとt 口腔だけで呼吸した場合に比較して，口腔および  

鼻腔を介しての呼吸の場合には2～3倍の高い濃度のNOzが体内に入るととを示唆した。   

3）経略的変化   

図8は，NO2濃度の経時的変化を80分間にわたり気管部で測定したものである。この図では，  

上方の線と下方の線は呼気・吸気の変動範囲を示している。20～30分後に一時的な変化が観察され  

たが，全搬的にみると，ほぼ安定した経過をたどり，吸入時間の経過に伴ってNOz濃度が変化す  

ることがないことが明らかとなった。   

図9は，イヌの帝都から胸・肺部にかけての断面図と，剖検図を参考のために示した。   
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図 8 Np2濃度の経嘩的変化  

Fig・8 ChangeofNO2COnC6ntrationduringNO2CXPOSure  
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考  察   

荻間21）によると大気汚染物質として．一次性汚染物質と．03．アルデヒド，PAN，アクロレイ  

ン等の二次性汚染物質が考えられるという。そして一次性汚染物質には，硫黄酸化物（SO2，H2S，  

等），窒素酸化物（NO，NO2，N205，NH。）等がある。これらのうちSO2は上部気道での吸収  

が多いため，疾患との関係から上郡気道での吸収等の動態に関する研究は多い…1718） ，Amdur14）  

は，モルモットにSO2を吸入させて換気力学的手法によりdosereSPOnSeの関係を探り，0・16－  

835ppmの濃度において直線的関係があることを報告したoまた，Yokoyama19）はイヌ（3L51／  

min）およぴウサギ（0．751／min）の遊離上郡気道を使って上郡気道での通過率はNO2で58％で  

ありSO2（7～87ppm）の6％より明らかに高いことを示した。一方，Yokoyamaら161Frank  

ら17）はラジオアイソトープを使用してSO2の上郡気道での吸収について詳細に研究している。   

上述したように，SO2等の上部気道に関する研究に比較してNO2での研究は遅れているといわ  

ざるをえない。   

近年，アイソトプを使用した実験5・6）ぉよぴ．血中NO㌻，NO㌻を測定した実験7）によって，  

NO2の生体内に－ぉける動態が明らかにされつつある。しかし．NO2が末梢気道を経て体内に入り  

込むことから，NO2の生体内での動態に注目が集まり，上部気道におけるNO2の濃度の変化につ  

いては報告が少ないといえる。   

一方，NO2の生体への影響の程度は，動物種，系統などによって異なることが報告されている2乙  
23） 。また，動物によって呼吸器の解剖学的構造が異なることも明確になっている13）したがって．種  

間の影響の遠いを論ずる場合，吸入実験である限り，呼吸気道におけるNO2の動態を知るべきで  

あると考え，今回は，イヌの上部気道における自発呼吸下の各種条件下のNO2濃度の変化につい  

て検討したわけである。   

本実験に去いて，呼気・吸気のNO2の濃度差および口元と気管との濃度差軋気道表面での吸収，  

吸着，また浮遊水分との化学反応などによるNO2濃度の減少等を示していると考えられる。   

イヌにNO2を吸入させた場合，吸入濃度が同一であっても気道内のNO2濃度が低下し，その低  

下の程度ね口元から遠ざかるはど大きく，気管分岐郡では口元のNO2濃度の約1／10の重度まで低下  

することが明らかとなった。このことは．口腔を経て気管分岐郡までに約90％の■NO2が上郡気遣  

において吸収されることを示し，Yokoyama19）ぉよびI；hiokaのモデル実験4）結果Zi・り吸収率が  

大きかった。この原因としては．動物の大きさ，実験条件の違い等が考えられる。   
また，気道内のNO2濃度は，吸入濃度に依存しており，この傾向は，吸気時および呼気時におい  

ても認められた。このことは上部気道での吸収率が吸収したNO2濃度によって異なることを示し，  

NO2の反応が口腔あるいは上部気道内の浮遊水分含量によって異なる4）ことを示唆した。   

頭部における気道には口腔経由と鼻腔経由の2通りがあり，動物種によって異なる加法いわれて  

いる。安静時には鼻腔経由で呼吸し，運動中には両者を経由して呼吸活動が行われるのが一般的で  

ある。口腔経由だけのNO2濃度は，鼻腔と口腔経由の場合の約30～40％と低く．口腔および鼻腔経  
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由では，口腔経由だけと比較して2－3倍の高濃度のNO2が気道内に入り込むことが推測される。  

一般に鼻腔内にはヒダ状の鼻甲介があり，外気から入る物質の各種の防御の働きや，神経反射によ  

る有害物質の排除の働きをもっており21）．神経性の反射は気管の収縮等に直接的に作用する24』い  

われている。口腔は舌と上顎との間のすき間で，それはど異物に対する感受性は神経性反射を除く  

と高くないと推測される。にもかかわらず，NO2の口腔および鼻腔経由の結果は鼻腔でのNO2濃  

度の減少が少ないことを示し，NO2暴露の場合，口腔中心の呼吸様式をした方がよいように考えら  

れた。   

また，同一部位でNOヱ漁家を経時的に測定した場合，多少の変動を認めたものの，はぼ一定の範  

囲内にあり，塞罵後80分間にかぎって言えば，吸入濃度の経時的変化はないと考えられた。   

今回は，口腔および鼻腔から気管分岐郡までの検索にとどまったが，これより深部の検索は技術  

的に困難な点が多い。また．動物実験の結果をヒトに外挿するためには動物種の特異性について  

検討する必要がある。Tyler13）らは，動物の呼吸器系を解剖学的特徴からⅠ型；ウシ，ヤギ，ブタ  

の肺，Ⅱ型；サル，イヌ，ネコの肺，Ⅲ型；ウマ，ヒトの肺，Ⅳ型；ウサギ，ラット，モルモット  

の臥の四つのタイプに分け”呼吸器の構造でヒトに一番近いのはウマであることを報告し，他の  

生理学的，病理学的特徴についても検討すべきであると述べている。また，イヌ，ネコ，ウサギ，  

モルモットおよびラットについて換気力学的に比較した報告万・訪・㌘）がある。いずれにしても今後実  

験を積重ねることによって，種，系統間の差を明確にしていく必要があると考えられた。  
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国立公害研究所研究潮告 訴31号（R31－’81）  

Res，Rep．Natl．Inst．Environ．Slud．，No．31，1981．  

一酸化窒素および二酸化窒素の生体内挙動   

Fateof［nhaledNitricOxideandNitrogenDioxide  

織田 肇1・永澤節子2・局 博一l・鈴木 明1   

Ha］imeODAl，SetsukoNAGASAWA2，HirokazuTSUBONElandAkiraK．SUZUKIl  

要   

NOおよびNO2の生体内挙動を明らかにするために，ガス暴露したラットの血液中，  

尿中のNO2‾．NOiを定義し．血液へのとり込み，血液中での変化，尿中への排出を  

検索するとともに，Na，NO2，NaNO3液をラットに注入し，ガス暴露の実験的シ．ミュ  

レーションを行い．さらに薬動力学的シミュレーションによって各種のパラメーター  

の推定を試みた。   

40ppmのNO2を暴露すると，塞霹開始後血液中のNO㌻，NO；はともに増加したが，  

NOをは30分後にほぼ一定となり，一方NOiは4時間後でも多少の増加傾向を示した。  

暴露1時間後ラットを室内に移すとNO言，NOJ濃度は減少し，半減期はNO言で約  

15分，NO言で約60分であった。   

40ppmのNO暴露では，NO盲の量はNO2暴完と比較して少量であったが，時間的  

推移はNOz暴露と同様であった。NOどもNO2暴露の場合とはぼ同様な経過をたど  

った。   

5，10，20，40ppmのNOまたはNO2を1時間暴露した時．血液中のNO百，NO言は，  

NO2濃度に対し非直線的な増加傾向を示し，NO暴露の場合は直線的であった。   

NO盲，NO；を血液内に連続的に注入すると，300〟g／mlNO古－Nを1ml／時間  

で注入した場合のNO言とNO言の挙動はラットに40ppmのNO2を暴露した場合の値  

と近似していた。  

invlrtrOで37Ccの血液とNaNO2またはNaNO3を反応させると，NaNO2では時  

間とともにNO言は減少してNO言の増加が認められた。NaNO3ではNO言 には変化  

がみられなかった。   

尿中へのNO言の排出は，NOお声びNO2の1時間暴露後，約0－8時間前後まで  

多盈に行われ，24時間以内にそのはとんどすべてが排泄された。NO言は検出されなか  

1・国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
The Nationallnstitute for EnviLOnmentalStudies，Basic MedicalSciences Division，Yatabe－maChi，   

Tsukuba，Ibaraki305，Japan．  

2．東邦大学理学部化学科   
TohoUniversity，FacultyofScience．  
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った。  

以上の成績に基づいて，NO2の生体内動態が推測された。  

Abstract  

In order toelucidate thefatesofinhaled NOand NO2，ratSWereeXpOSed to  
these gases and nitrite and nitratein blood and urlne WeremeaSured．Whenrats  
Were eXPOSed to40ppm NO2nitritein the blood became constantin30min，  
while nitrateincreased even after4hours with the higher concentration than  

mitrite，When rats were removed to room alr，nitrite and nitratein the blood  
declinedwithahalf－1ife of15and60minute5，reSpeCtively，Bloodofratsexposed  
to40ppm NO showed similar changes to thosein NO2eXpOSure；however the  
concentration of nitrite waslower thanin NO2 eXPOSure．In urine of the rat  
exposed to the gases，Only nitrate was detected・Theexcretioncontinuedfor24  
hours after the exposure．Dose dependence ofnitriteand nitrateintheblood of  
rats exposed to NO or NO2at the concentrations ranglng5to40ppmforon  
hour were also determined．Dose－reSpOnSe CurVe WaSlinearin NO exposure and  
bentin NO2 eXpOSure．Nitrite or nitrate was administrated continuouslyvia  
femoralvein ofaratandtheconcentrationoftheionsinthebloodweremeasured．  

Their changesin the case of nitrIte administration was similar to those by NO2  
exposure，Whichindicatedthatthisrnethodcanbeusedastheexperimentalsimula－  
tionoftheeffectofNO2eXpOSureOnblood．Thechangesoftheionsintheblood  
wasmathematically simulated based onthe sirnple fate modelandthefatesofNO  
andNO2Werediscussed．  

はじめに   

窒素酸化物の健康影響に関する研究では，地域の住民を対象とした疫学調査，志願者による人の  

吸入実験の他に．マウスやラットなどの動物を用いて，肺の病理学的．生イヒ学的変化，肺機能の変  

化一免疫学的影響，あるいはオゾンとの複合影響について詳細な検索がされている。   

一方，吸入された窒素酸化物の生体内での挙動を知ることは，その毒性を理解するために必須の  

ものである。一酸化窒素（NO）および二酸化窒素（NO2）については，これまで安定同位体元素で  

ぁる15Nを含む15NOl），15NO22）のラットを用いた暴露実験，放射性同位元素である13N（半減  

期10分）を含む13NO2をサルに暴露した実験3）などによってその生体内挙動が研究されている。  

5） またNO2を暴諾したウサギの血液中のNO言，NO言イオンの定量も行われている4）。著者らは既報  

において，NO2に暴露したマウスの血液中のNO言，NO言の経時的変動とガス濃度に対する量一効  

果関係を明らかにし，同時に実施した各イオンと血液のわ＝再わ仇に太ける反応の解析とあわせて，  

NO2の生体内挙動に関する研究を行った。   

本研究では，NOおよびNO2の生体内挙動をより詳細に明らかにするために，これらのガスを暴  

露したラットの血液中，尿中のNO㌻，NO盲を定量し，血液中への窒素酸化物のとりこみ，血液中で  

の変化尿中への排泄の様子を検索した。またNaNO2，NaNO3をラット体内に連続的に注入する  

ことにより，ガス暴露の実験的シミュレーションを行った。さらにこれらイオンについて挙動モデ  
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ルを作り，実験データと対比することにより，血液中での挙動に関係する各種のパラメーターを推  

定した。得られた成績に基づいて，NOとNO2の生休内運命に関する考察をも行った。  

方  法   

1．ガス暴毘   

動物は4遇令のJCL：Wistar系雄ラットを用いた。NO2暴露のために窒素バランスの5000  

ppmNO2を馴ヒ空気で所定の濃度に希釈し，22±1℃に保った4001のチャンバー（日本クレア  

製）内でラットに暴露した。また．NO暴露では，窒素バランスのNOを標準ガス希釈装直（モニタ  

ーラボ社製トを用いて浄化空気で希釈した後，混在するNO2量をできるだけ少量にするために，  

61のチャンバー内に急速にガスを導入した。この場合，NO2の混在はNO濃度（ppm）の2－3  

％であった。チャンバー内ガス濃度は化学発光法窒素酸化物測定器（モニターラボ社製，ML－8440  

H）により測定した。   

2．NO2，NOさの定五  

採血はラットの眼高静脈より可及的速やかに行い，血液中のNO盲，NO言の測定は既報5）のとおり  

に行った。   

尿については，あらかじめ適当に希釈し，Blank値を測定した後に，血液の場合と同様にNOE，  

NO言を定量した。   

5．NO妄，NO5の血液内注入実験   

NO言，NO訂の血液中での変化を観察するため，NaNO2あるいはNaNO3の注入実験を行った。  

ラットはJCLpWistar雄ラット（8週令）を用いた。図1に示すように．ヘパリンを静注して血  

雨七和一川Je亡tjon pu叩  
felⅦralarteIツ   

図1 NaNO2およびNaNO3溶液の注入と採血方法  

Fig．1 Method of continuous administration ofNaNO2andNaNO3，and blood  

Sampling  
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液凝固を阻止したラットの左大腿静脈に薬液注入ポンプを接続し，300A1200JLgNO支－N／ml  

のNaNO2またはNaNO3（生理食塩水中）を1ml／時間の速度で連続的に注入し．一定時間どと  

に右大腿動脈からディスポーザブル注射筒で採血を行った。その後，前述の方法により血液中の  

NO盲，NO三▼を測定した。   

ムiルpiI川でのNO立と血液の反応   

新鮮なラットの血液0，45mlに40pgNO立rN／mlのNaNO2あるいはNaNO350JLlを添加し  

10分どとに，NO盲，NOちの量を測定した。   

5．薬動力学的モデル  

稟験結果を解析するために，体内に入ったNO，NO2の運命を図2のように考え，各種パラメー  

ターを与えて微分方程式をたて，実験データに合致するように各々の値を求めた。  

図 2 NO2およびNOの生体内挙動モデル  

Fig．2 ModelsandparametersofthefatesofinhaledNOandNO2   

NO2は肺から血液中に入ると溶解してNOをとNO言になると考え．ガスが一定濃度の場合．時間  

あたりのNO言，NO言の一次生成量は一定と仮定してそれぞれal，a2（JLg・mlJJ】・min．1）とおい  

た。次いで，HbによるNO言のNOiからの生成は後述の血乙府¶の血液とNO㌻の反応の結果よ  

り一次反応とみなされるところから反応速度定数庵1（min▼1）としたo NO古．NOiの尿中への排  

泄の速度定数をそれぞれた2，ん3とした。ただし，今回の実験結果では．尿中にNO言は検出されな  

かったので烏2＝0とおいた。微分方定式を書くと．  
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d（NO言）  
＝α1一点1（NO言）  （1）   

d乙  

d（NO盲）  
＝＝α2十た1（NO盲トん3（NO盲）  

J（  

血液中のNO言，NO訂について対照群すなわち ↓＝0の時，NO言は血液中に全く検出されない  

が，NO訂は．ある程度の濃度が検出される。そこで，これを一定（＝＝‘）と仮定した。（2）式の  

（NOi）濃度を（NO言）E叩。S。dとするとNO言の総量（NO言）T。Ia】は下記に示す式で表現できる0  

（NO㌻）で。t。】＝（NOi）Exp。S。d＋c  （3）   

亡＝0の時（NO言）＝0．（NOi）E岬，S。d＝0の初期条件をおいて連立微分方程式を解くと  

（NO古）＝（1－eり）  

（NO言）Tota】＝聖上塑（1－e一点ユ‘ト訂二石（e－んtfe席3‘）＋c                                      α1           ん3  （5）  

暴言を中止した場合，£′分後のNO盲，NOiの量は，中止時のNO言，NO言量をそれぞれれ1，≠2  

とおくと下記の通りになる。  

一鳥，i／  
（6）   （NO言）＝≠1e   

（NO言）＝盲（ek3E′－e‾klt′ kt’ ）・（n2－C）e3・c  

一九 NO暴露の場合は，血液中でのNO言，NO；の一次生成速度をそれぞれα3，α4とし，一方  

ガス状NOとHbが結合してNOHbが生成し，これに酸素が反応してMctHbとNO言になる一連の  

経路（図13参照）から生成するNO言の生成速度を時間当り一定であると仮定してα5とした。NO2  

の場合と同様に烏】．わをおき微分方程式をたてると，  

（NO言）＝芸（1－e‾り）  （8）  

α3＋α4＋α5  
（1－e中一＋ （e‾り一e「隼＋仁   

盲   一9）  （NO言）T。tal＝   
l・l   

となる。   

暴露を中止した場合，亡′分後の偵は  
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（NOJ）＝＝乃1e 
‾り′   

≠1んl  

（NOi）＝石二玉 （e‾た31Le‾り′ト＝几2－C）e‾軒＋c  

個  

（11）   

NOE，NO；の注入については，（1）（2）式において，NO吉江入でa2＝0，NO言注入でal＝0とし  

て計算した。計算及びプロッティングは，YHPパーソナルコンピューター（9830B）と日立大型  

電子計算機HITACM180を用い．計算は最小2乗法とPowellの共役傾斜法を使用した。  

結  果  

1．ガス暴露による血液中NO元の経時的変化   

ラットを40ppmのNO2に暴露開始後，一定時間どとに2匹ずつ取り出し可及的速やかに採血を  

行った。暴露は4時間まで行った。また1時間暴罵後，何匹かのラットは室内空気中に放置し，そ  

の後同様に一定時間どとに2匹ずつ採血した。図3に，血液中のNOぎ，NO言の変動を示した。図  

中の各点は2匹の値の平均値である。  

0  1  2  3  4  

Tl爬Of exposure（hour）  

図 3 40ppmNO2暴露時の血中NO言，NOi濃度の変化  
Fig．3 ChangesofNO2‾andNO｛concentrationsinthebloodofratsexposedto  

40ppmNO2  

Eachpointrepresentsthemeanvalueoftworats・●：duringexposure・O：afterone  

hourexposuIe，－：Simulatedcurveduringexposure，－”＝Simulated curveafter  

Onehourexposure・   

対照群では．NO盲は検出されなかったが，NO［は平均1・3iLgNO5rN／mlの値を示したo 暴  

露開始後血液中のNO㌻とNO言は次第に増加しNO言は30分後にほぼ一定の値になり，一方，NO言  

は4時間後でも多少の増加を続けた。   

また，1時間後，チャンバーから室内に移したラットの血液中のNO言，NO言濃度は減少し，対  
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照群の値に近付いていった。その半減期はNO盲で約15分，NO言で約60分であった。   

図中の実線は暴露中のNO言，NO盲の実測値に理論式を最小2乗法でフィットさせたものである。  

計算の際NO亘の暴露中止後の減少データおよび後述の才■〝〝か♂におけるNO；と恥の反応の実験  

結果より，HbによるNOEのNO言への変換の半減期を15分．すなわちkl＝0．0462min‾1（k＝  

ln2／t÷）とし，NO言の減少のデータからわについては半減期60乱すなわちわ＝0，0116m‾1  

とした。また，初期値としてc＝1．3〝g・ml1を与えた。馴、2乗法で計算すると，，もっとも近似  

の曲線を与える値としてα1＝0．03堀・m】‾1・min，α2＝0．05〟g・mI■l・min－1が得られた。 一l   

点線は暴露中止後の濃度変化について同様の計算を行った結果である。   

40ppmのNO暴露を行った結果を図4に示した。図中の各点は2匹の値の平均値である。NO言  

の責はNO2暴琵に比較して少量であった。NOJはNO2暴霜の場合とほぼ同様の経過をたどった。  

これらの結果からNO2暴琵の場合と同様，た1＝0，0462min－1．ん。＝0，0‖6min‾1とし．。＝1．2  

〟g・min‾1の値を与えてモデルに基づく計算をした。その曲線は図中に実線と点線で示した。もっ  

とも近似の曲線を与える値として・a3＝0・006pg・ml，1・min1，a4＋a5＝0・022〟g・mlrl・  

min▼1が得られた。  

0  1  2  3  4  

Ti爬Of expo～ure（hour）  

図 4 40ppmNO暴露時の血中NO訂，NO亘濃度の変化  

Fig・4 ChangesofNO2‾andNO3‾concentrationsinthebloodofratsexposedto  

40ppmNO  

RemaTksarethe氾meaSinFig．3．   

2．血液中のNO丈濃度の暴犀濃度依存性   

5，札20，40ppmのNO2またはNOを各3匹ずつ1時間暴露し，NO言，NO言を測定した。 図  

5に示したようにNO2を暴露した場合．NOをとNO言濃度の増加はNO2濃度に対して非直線的な  

傾向を示し，一方．NOを暴露した場合はNO言，NO言ともNO濃度に対しはば直線的な関係を示し  

た。’血液中のNO言，NOiは，NO2暴罵の方がNO暴露の場合よりも多良に観察された。  
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囲 5 1時間塞琵時のNO2およぴNO濃度と血中NO言，NOi濃度の貞一反応関係  
Fig．5 DosedependenceofNO3‾andNO｛inthebloodofratsexposedtoNO2  

0rNOat5－40ppmforlhour  

Eachpointrepresentsthemeanvalueof3rats．  

3．NOを，NO富の血液内注入実験   

ラットに300FLgNO；－N／mlのNaNO2あるいはNaNO3を1時間にわたって連続的に注入し  

た場合の血液中のNO言，NO言の濃度変化を図6，7に示した。NaNO2の注入では，血液中にはNO言  

とNO言濃度の増加が認められたが．NaNO3の注入の場合にはNO言は検出されなかった。図6，7  

の実線はいずれも理論式を実測値に最小2乗法でフィットさせたものである。   

NO言注入の場合にはal＝0．04JLg・m「1・min，a2＝0，NO；注入の場合にはal＝0，a2＝  

1 0．05JLg・ml・minlとすると実験結果とよく一致した。なお実際の1ml／hの注入量を血液量  

で補正して計算すると，前者でα1＝0．23甘ml‾1・min‾1，後者のα2でも同じ値が得られた。  

喜
卓
言
夢
 
 

O  ZO  40  60  

Tlm of admうnうstraいon（mうn）  

図 6 300〝gNO喜一N／mlの連続的注入（1ml／hlによる血中NO言，NO言濃度  

の変化  
Fig．6 ChangesofNO｛，NO｛concerLtrationsinthebloodofaratbythecon－  

tinuousadrninistrationof300JlgNO2J－N／ml（1ml／h）Yiafemoralvein  

LinesaresimulatedcurYeS．  
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図 7 300pgNO言－N／mlの連続的注入（1ml／h）による血中NOi，NO盲濃度  

の変化  
Fig・7 ChangesofNO2LandNO3‾concentrationsinthebloodofaratbycon一  

山ⅢOIJ58dm血】jstratjoJ－Of300JJgNOき‾－N／mユ（1J叫h）vjafemo∫alvein  

ThelirLeisasimulatedcurve．   

3001200JLgNO；rN／mlまでNaNO2とNaNO3の濃度を変えて注入を行ったところ，図  

8のように注入したNO盲－N，NOち－Nの濃度と1時間後の血液中のNO言，NOちの量の問には一，  

直線的な比例関係が成り立つことが判明した。  
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図 8 血管内に連続注入したNO元の濃度と血中NO吏濃度の董一反応関係  

Fig・8 Dose dependence ofNOx‾intheblood afterNO｛orNO｛werecon－  

tinuouslyadministratedtoratsviafemoralYeinforlhour  

Leftrigure：NO｛administration；Rightfigure：NO｛administration  
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4．れぴiわ℃でのNOズと血液の反応   

NaNO2またはNaNO，を37℃で血液と反応させ10分どとにNOi，NO言濃度を測定した。図9  

の左図に示すように，NaNO2では血液中のNO言は急速に減少し，逆にNO釘の生成が認められた。  

NO亘の半減期は約15分であった。この反応の経過はマウスの場合5）と相似であり，反応の次数は  

一次であると考えられた。一方，NaNO3は，図9の右図に示すように血液中のNO言量には変化  

がみられず，NO訂と血液の相互作用が非常に′トさいことを示した。  

0  10   20   30  10  

Incubation tirne（min）  

ZO   30  

図 9 NO盲あるいはNO；を血液中でインキエペー卜した時の変化  

Fig．9 CllangeSOfNO2‾andNO3‾incubatedwithTatbloodinYitTO  
Leftfigure＝NO｛addition；Rightfigure：NO｛addition  

5．尿中へのNO亘，NO才の排泄   

40ppmのNO2あるいはNOを1時間暴露し，その後約24時間にわたり尿中のNO6，NO言の定量  

を行った。図10に排泄されたNO訂の累積値（4匹のm±SD）を示した。暴露中止後8時間前後  

までは多量のNO盲の排泄がみられたが，NO言は検出されなかった。1日後のNO言の排泄は対照群  

とほぼ同程度になった。またNOの暴罵の場合は同程度のNO2暴買によるNO言の排泄と比較する  

と，パターンは類似していたが，その量は少なかった。   

る．薬動力学的モデルにおける各種パラメーターの決定   

体内に入ったNO．NOzの運命を図3のように考え，各種バラメーターを与えて（1ト（31の連立微  

分方程式を解き，条件によって（4ト（11）の式を組立て，各種モデル実験によって各種のパラメーター  

を決定した。40ppmNO2暴露に’ぉいて馴＼2乗法によって決定したパラメーターをまとめてみる  
一1 －1－1－1 と．kl＝0．0462min1，k3＝0・0116min，C＝1・3JLg・ml，al＝003JLg・ml・min・  

a2〒0．005pg・ml－1・min1となったo一方，Powel】の共役傾斜法による多次元探索法によって1  

，l．．、＿、l 連立微分方程式を解くと，kl＝0・0747minJl，k3＝0・0116min，C＝1・185JLg・ml，al＝  
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図10 NOあるいはNO2を1時間暴露した後の尿中NO言塁の変化（累積値）  

Fig．10 Excretion of NO｛in urine（accumulated values）after the rats were  

exposedtoNOorNOユーorlhour   

－1 0．01〟g・ml‾1・min，α2＝0・026〟g・ml‾1・min1となり，近似の値を示すものと，差が大き  

いものがみられた。この差は計算法の特性による差とも解釈され，どちらの方法が優れているかを  

判定することは困難である。最小2乗法においては初期推定値が重要であり，最適な初期推定値を  

与えなければ，十分近似した値をとらなくなり，非線形最′ト2乗法P狛1＝軸＋dPはdPl≒0  

に収束しなくなることもありうることが知られている。一方，いわゆる山登り法といわれる共役傾  

斜法による多次元探索法では，初期推定値が必ずしも最適である必要はないが，計算過程が複雑で  

あることおよび計算時間が長くかかることなどの不利な点がある。生物実験などのように，実験ど  

とに最適パラメーターを決定する場合は，最小2乗法による計算法も十分生かすことができると考  

えられるが，上述のような理由で－共役傾斜法による多次元探索法によって各種パラメーターの値  

を見直すことも必要であると考えられる。  

考  察   

窒素酸化物については，NO，NO2ともに正常呼吸ではその80％以上が，深呼吸では90％以上  

が体内に侵入するといわれ6ミ比較的水に難溶なNO2の肺深部への侵入率はSO2より大きく末梢の  

気管支肺胞まで到達して障害を及ぼすとされ，各方面で研究が進んでいる。   

著者ら5）は，5－4nppmのNO2をマウスに暴露し血液中のNO言，NOJの時間経過とガス濃度  

に対する依存性を調べた。その結果，40ppmのNO2を暴露すると10分以内にNOi濃度は一定値  

を示すが，1時間暴露した後，マウスを室内空気中に移動すると数分の半減期で減少し，NOiの塁  

はNO言の約10倍であり，またNO言とNO言の生成畠は明らかにガス濃度に依存性することを報告  
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した。今回の一連の研究は，これらの成績を基礎としてラットについて窒素酸化物の生体内運命を  

より詳細に検討したものである。   

40ppmのNO2を暴露したラットの血液中のNOをおよびNO訂の挙動のパタ「ンは，前述のマウ  

スの場合とはぼ燥似していた。このことは動物種が異なってもNO2 の生体内挙動は基本的に同一  

であることを示唆している。   

今回の実験では，NOを暴覇した時の血液中のNO言，NO言をも測定した。NOは一部体内でガス  

状のまま存在すると考えられるが，血液中のガス状NOは走塁が困難なため，その挙動は生成する  

NO妄とNO訂から推測を行った。同一濃度の場合，NOではNO2に比較して血液中に生成するNO言，  

NO言および尿中に排泄されるNO古見はいずれも少量であった。しかし巨尿中への排泄物として両  

者ともにNO言が検出されたことから，NO言が最終生成物のつであることは共通していると考え  

られる。なおNOとNO2では，血液中のNO真の暴露濃度に対する依存性のパターンが異なってお  

り．この原因の一部に両ガスの肺から血液沖への移行様式が関連することが考えられる。すなわち，  

ガス濃度が上昇した場合，NOの血中侵入量が直線的に増加するのに対し．NO2では高濃度になっ  

てもあまり増加しない可能性がある。これに関与する因子としては，換気量，肺組織への吸着量な  

どをあげうる。   

ガス暴露あるいはNO完の血管内注入実験において，実験の結果とモデルによるシミュレーショ  

ンは，「般によく－一致しており．モデルが妥当性をもつ可能性のあることを示唆していた。モデル  

は撞く単純化したものであり，特にNOとHbの反応によりNOJの生成する一連のプロセス，およ  

び血液以外の臓器中の分布に関しては，今後のより詳細な検討が必要と考えられる。   

興味深い事実としては－ NOJあるいはNO言の血管内注入実験において．血液中に観察された  

NO支の値からモデルに基いて計算すると，血中でのNO言とNOどの一次生成速度α1，α2は実際の  

注入速度に対し，それぞれ17％および22％であった。モデルを妥当とするならば，このことは注入  

されたNO言およびNO言の相当の部分が速やかに血液以外の部分に移行することを示している。   

また，NO2暴露における最小2乗法によるシミュレーションから，NO2が血中に侵入した場合，  

NO言の一次生成速度α1はNO言の一次生成速度α2に比して数倍大きいが．NO言はHbによって  

NOiに変わるため，血中でのみかけの濃度はNO言の方がはるかに高いことが推定された。一方  

NOでは，NO言の一次生成速度α3はNO2の場合に比較して小さく，またα3＝α4をNO2の場合の  

α1：α2＝6二1と仮定すると，α4＋α5の大部分はα5に寄与するものであり，NO暴露の場合の  

NO古生成の大部分がNOHb経由のものであることが示唆された。   

NaNO2の血管内注入実験において，300FLg／mlのNO言－Nの注入による血液中NO元の変動は，  

40ppmのガスを暴露した際の変動と相似しており，NO2暴露実験の実験的なシミュレーションと  

して用いることができるであろう。肺以外の臓器に対するNO2の影響の検索には有効な手段であ  

り，NO2により生じた影響が血液中に生じたNOを，NO言に由来するものか．あるいは肺の障害に  

よる二次的なものであるかを判断することが可能であると考えられる。  
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著者らはすでに前報5）において，NO2の生体内運命に関する模式図を描いたが，本実験の結果  

に基づいて，NOおよぴNO2の運命を推測し，それを図11に模式的に示した。  

AL〉EOLl  Bし00D   REDCELL  UR川E  

NO  

HO 

NO2 

8  ←MO2  

3  

トHO3．  

；Ur9a  

一◆HO  HO3ヰー＝－一日Oz一－－－刈代∂   
3  

LUNGTISSUE  O丁目ERORGANS   

図11吸入されたNOとNO2の生体内挙動の模式図  

Fig．11PossiblefatesofinhaledNOandNO2inthelivingbody   

図のように肺胞内に侵入したガスは，一部は肺組織に入りNO言またはNOすとなるが，大部分は  

血液に侵入してNO2はNOEとNOtに，NOはNO，NOぎ．NO言となるであろう。これらは赤血球  

中に入り，HbO2，Ilb，NOHb，MetHb間の反応に関与する。NOxとHb7－9），NO㌻とHblO），  

NOHbと0211）の反応に関してはこれまで種々の研究が報告されている。NO言とNO言の一部は組  

織［恒こ入り，オルニチンサイクルを経て尿素になるといわれている。尿中へは，NO古（存在した  

としても極少量と考えられる），NO言あるいは尿素の形で排泄されるであろう。図中の点線で示し  

たのは．現在のところ十分に解明されていない経路である。   

今後はより詳細にNOおよびNO2の生体内挙動を解析し，暴露による生体影響の研究のための基  

礎データを収積することが重要であると考えられる。  
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国立公喜研究所研究報告 第31号（R－31－’81）  

Res▲Rep・Natl・Inst・Environ・St止INo・31，1981・  

二酸化窒素の急性暴露によるラットの心電図異常   

ElectrocardiographicAbnormalitiesinRatsbyAcuteExpost］retONitrogenDioxide  

局 博一l・鈴木 明1・永澤節子・織田 肇1   

rliTOkazuTSUBONEl，AkjTaK．SUZUK）l，SetsukoNAGASAWAand叫jmeODA  

要   

二酸化窒素（NO2）に急性暴露したラットの心機能の変化について，心電図（ECG）  

記録をもとに検索を行った。20ppm以上のNO2をラットに3時間暴露すると，徐脈  

や不整脈が観察されたが，それらの心機能異常は硫酸アトロピンの投与で消失した。  

正常ラットにNaNO2溶液を連続静注することにより，血液中に亜硝酸イオン（NO盲）  

と硝酸イオン（NO言）を実験的に生成させ，心竜図学的観察を行った。その結果．心  

電図には特記すべき変化は認められなかった。これらの成績から，NO2に急性暴露し  

て生じる心機能異常は，血中のNO盲やNO言の増加によるよりは，副交感神経系の活  

動の変化に原因があるものと考えられた。  

AbstracI  

Changesincardiacfunctionofratsacutelyexposedtonitrogendioxide（NO2）  
WereeXaminedbyelectrocardiographic（ECG）records．Bradycardiaandarrhythmia  
induceduponexposureto20ppmNO20rmOrefor3hrwereabolishedbyiruec－  
tionofatropinesulfate．ECGswererecordedfollowingexperimentalformationsof  
nitrite（NO言）and nitTate（NO；）in blood of noTmalratsby administratioI10f  
NaNO2SOlution，butnoremarkablechangeswereobservedonECG．  

These results suggest that abnormalcardiac functioJ10bserved during acute  
exposure to NO2is attributable changesinparasympatheticrLerVOuSaCtivityand  
nottoelevatedNO；andNO；concentrationsinblood．  

はじめに   

二酸化窒素（NO2）のような大気汚染物質やその他の化学的刺激剤の吸入によるJL、機能に対する  

影響は呼吸器に対する影響1～3）はどよくは知られていない。  

一本報告の資料の一部はすでに日本衛生学雑誌，36巻2号に発表済みである。  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒弧5 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   

The Nationallnstitute for EnvironmentalStudies，Basic MedicalSeiences Division，Yatabe－maChi，   

Tsukuba，Ibaraki305，Japan．  
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最近になって，NO2の暴露中，血液中に亜硝酸イオン（NO言〉と硝酸イオン（NO訂）が生成．増  

加することが報告されている亀5）が，暴露中の両イオンの生体影響については検討すべき問題が少  

なくない。   

この研究では，NO2に急性暴言したラットの心機能の変化について明らかにした。また血中の  

NO言，NO言の生成と心機能との関連性，ならびにNO2暴露rf］の心臓に対する副交感神経活動の役  

割を追求した。  

方  法   

動物に対するNO2暴露は，窒索で安定化した5000ppmのNO2を使って行われた。清浄室内空  

気で希釈したNO2を体積4001のステンレススチール・ガラス製のチャンバーに導いた。チャンバ  

ー内の温度は22±1℃に維持した。NO2濃度の測定は化学的発光法に従って，窒素酸化物分析計  

（モニター・ラボ社ML8440H）を用いて行った。実験にあたっては10～40ppmの濃度を採  

用した。NO2の暴言中，標準肢m誘導による心電図記録を無拘束，無麻酔下のラット（8～10過令）  

に対して行った。NO2暴露申の血液中NO妄とNO言の濃度を測定するために，4週令ラットの眼高  

から採血を行った。NO亘とNO言の測定は以前に報告した方法4）に従って行われた。300〟gNO言  

－N／mlのNaNO2溶液を1時間あたり1mlの割合で8週令ラットに連続的に静注し，投与前と  

投与中の十定時間に採血を行い，NO言とNOiの濃度測定を行ったはか，心電図を記録した。暴露  

中の心機能に対する副交感神経活動の役割を明らかにするために，暴露中に0．3mg／kgの硫酸アト  

ロピンを皮下投与した。  

結  果   

ラットに40ppmのNO2を暴露したときの典型的な心電図パターンの1例を図1に示した。正常  

なラットの心電図は安静時に420～480／min の範囲内で規則正しい心拍リズム㌧を示した。しかし  

ながら，NO2に暴露すると暴露開始後約30分で徐脈を示すようになり，90分以降では激しい不整  

脈が出現した。このような心竃因果常は，しばしば房室ブロック，期外収縮およぴワンダリングペ  

ースメーカーを伴って出現した。これらゐ知見は20ppm以上の暴露で認められ，3時間暴罵の最  

後まで観察された。また，心電図異常の強さはNO2の濃度上昇に平行して高まった。   

上述した心機能障害では，血中NO言，NO盲濃度の増加45）や自律神経系活動，とくに副交感神経  

活動の変化6〉が原因因子として作用していることが推測される0それゆえ，心機能と血中NO言，  

NOi濃度との関連性を明らかにするために，まず第一に40ppmのNO2に暴露したときのNOをと  

NO言濃度の測定，ならびにNaNO2溶液（300／上gNOi－N／m＝を連続的に投与したときの両イ  

オン濃度の測定を行った（図2）。NO2暴露のときとNaNO2溶液の投与のときとでは，血中NOE，  

NO言の濃度の推移は類似した傾向を示した。最初の時点ではNO言は検出されず，一方NO言は1．4  

βgNOi－N／mlの濃度を示した。両イオンとも暴露ないしNaNO2溶液の投与によって増加しそ  
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図140ppmNO2暴露前と暴露中の心電図記録  

Fig・lElectrocardiogrambeforeandduringexposureto40ppmNO2  
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図 2 40ppmNO2暴罵とNaNO2溶液（300FLgNO言叫N／ml）の連続投与時にお  
ける血中NO百，NO言の濃度  

Fig・2 ConcentrationsofNO2‾andNO3－inthebloodduringexposureto40ppm  
NO2andcontinuousadministrationofNaNO2SOlution（300FLgOfNO｛・  

N／ml）  

0△：ExposuretoNO＝●▲：AdministrationofNaNOユSOlution  
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いくが，NO喜ば暴露開始後30分で最大のレベルに達し．NO言は120分まで増加を続けた。上述し  

た同じ濃度のNaNO2溶液（300FLgNO言－N／m＝をラットに連続投与したとき，および40ppm  

のNO2に暴謁したときの心拍数の変化を図3に示した。NaNO2溶液を投与しているときの心拍数  

の変化は模擬処置を施した対照群と比べて，ほとんど差が認められなかった。それに反して，40  

PPmのNO2に暴罵したラットでは心拍数の著明な減少が示された。またNaNO2溶液の投与中に  

は，不整脈のような心電図異常も全く観察されなかった。次に，暴露中の心機能に対する副交感神  

経活動の役割を明らかにする目的で，硫酸アトロピンの投与による心電図記録の変化とR－R間隔  

（心拍間隔）のヒストグラムの変化を検索し，図4に示した。硫酸アトロピンの投与によって．徐  

脈や不整脈は直ちに消失した。投与前のRR間隔ヒストグラムは間隔の増大と分布の広がりを示  

したが，投与後のヒストグラムは，暴露前のパターンに戻った。また暴琵中および暴露前のP－P  

間吼 P－Q間隔ならびにQRS持続時間を測定し，硫酸アトロピンの投与がこれらの測定値に及  

ぼす影響を調べ，表1にまとめた。40ppmの暴露では，暴還時間の進行に伴ってP－P間隠 P  

－Q間隔，QRS持続時間のいずれもが増大し，120分では暴露前の値に比べて，PP間隔は  

195－360％に，P－Q間隔は138～188％に，QRS持続時間は131～146％に増加した。しか  
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図 3 40ppmNO2暴露とNaNO2溶液（300J‘gNOi－N／ml）の投与時における  

心拍数の変化  
Fig．3 Changesofheartrateduringexposureto40ppmNO2andadministration  

ofNaNO2SOlution（300JJgOfNO2‾－N／ml）  

0：AdministTation of NaNO2 SOlution，▲＝Exposure to NO．，●：Sham－pTepaTation  

withadministrationofsalinewater  

Eachpointi5eXpTeSSedasameanorrou＝at5・  
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図 4 40ppmNO2暴露中に硫酸アトロピンを投与した場合の心電図およびRR  

間隔ヒストグラムの変化  
Fig．4 EffectsonECGand R．RintervalhistogramfollowlnginjeCtionofatropine  

5ulfatedl汀iJ鳩eXpO5ureね40ppmNO2  

Asterisks：ECG and histogram afteriruection ofatropine sulfatc（0，3mg／kgBW）at  

130min．Thehistogram＄WeremeaSuredforsubsequentlOOheartbeatsusingamicro－  

COmp11tet・  

蓑140ppmNO2暴露中に硫酸アトロピンを投与した場合のPP間隔，P－Q  

間隔およびQf～S持続時間の変化  

Tablel ChaJlgeSin P－Pinterval，P－Qintervaland QRS duration following the  

administrationofatroplneSulfateduringexposureto40ppmNO2  

Atropine sulfate（0．3mg／kgBW）wasiqectedtoeachratat130minofexposure・  

Eaehvalueisexpressedasamean±SLD・Ofsubsequent15samples・  

Case  Time  P－p（msec）  p－q（ms¢c）  qRS（ms8C）  

4l．9土1．9（100）  

58．0土 3．4（138）  

47．9± 2．6（114）  

39．4±1．7（100）  

74．0士13．4（1S8）  

4≦I．5±1．6（126）   

3（i．9土1．8（100）  

61．2土 6．0（1（i6）  

42．1± 3．0（114）  

44．9± 2．3（100）  

64．1± 4．9（143）  

50．6土 2．2（113）  

9．9±0．7（100）  

13．0士1．7（131）  

12．5±1．0（126）  

10，1±1．1（100）  

14．7土1．7（146）  

13．0土1．2（129）  

10，6±0．8（100）  

14．3±1．1（135）  

12，5±0．5（1柑）  

10．4士0．9（100）  

14．1±1．2（13（；）  

12．0土0．7（115）  

berore  l14．5土 2．7（100）  

1  120min  412．4幸66．2（360）  

140min  156．5± 4．3（137）  

berore  l14．6土 2．4（100）  

2  120min  318．1士57．3（278）  

140min  150．7土 2．4（132）  

berore  l16．1土 4，7（100）  

3  120min  258．7±27，4（223）  

140mil1  137．1± 4．7（118）  

beroTe  130＿1± 5．6（100）  

4  120min  253．7± 7．2（195）  

140min  139．0土 2．7（107）  
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し40ppm暴露中の130分時点で硫酸アトロピン0．3mg／kgを投与した10分後の計測では，P－  

P間隔は107－137％に，P－Q間隔は113～126％寧こ，QRS持続時間は115－129％となり，  

各計測値は明瞭な短縮を示した。  

考  察   

大気汚染物質の心臓への影響に関しては，一酸化炭素を除けばよく知られていない。このことは  

NO2をほじめとする大気汚染物質による肺以外の臓器への影響についてあまり関心がもたれてい  

なかった7）ことと関連している。しかしながら．オゾン8）や硫黄酸化物9），エーロゾルとしてのフ  

ルオロカーポノ0）などは多少なりとも心臓血管系に影響を与える可能性が考えられ，とくに心筋梗  

塞や心筋虚血，冠動脈硬化などの心疾患が潜在する場合には．一酸化炭素におけると同様にこれら  

の物質も無視できない有害因子となる可能性がある。   

この研究では，20～40ppmの高濃度のNO2をラットに暴露したとき，徐脈や不整脈などの心機  

能異常が生じることが明らかになった。この知見がラットに特異的なものであるかどうかについて  

は今後の研究に待たぎるをえない。NO2暴露による心臓への影響は，直接的効果とは考えにくく，  

むしろ血液や神経系を介する間接的効果であることは．NO2が主に肺を経て生体内部に侵入するこ  

とからも容易に推測される。NO2暴露中に生じる血液性状の変化として，比較的明らかになってい  

るのは，血中NO㌻とNO；の生成，増が5）である。この研究では，40ppmのNO2暴露で生じる  

血中のNO盲，NO言濃度とはぼ等しい量を正常なラットに対して実験的に形成させ，心電図観察を  

行った。その結果．NO2暴露では特徴的に出現する徐脈や不整脈などの心電図異常が全く認められ  

なかったことから，この研究で行われた暴露時間と濃度範囲内では，NO言とNO㌻の心臓への影響  

は無視できるものと考えられた。このことはまた，5～40ppmのNO2に暴露されたマウス血中の  

メトヘモグロビン責が1％以下11）であり，血液の酸素運搬能の低下が極めて小さいことにも関連し  

ているかもしれない。しかし，これらの成分が長期間にわたって慢性的に作用すると，心筋変性，  

冠動脈拡張12）や心電図波形におけるS波の異常13）などが観察されることから，NO2の慢性暴露影  

響では重要な作用因子として考慮しなければならないと思われる。   

ところで，本実験においてNO2暴露中に生じた心電図異常は硫酸アトロピンの投与によって消  

失したことから．心機能真常の発鄭こは副交感神経活動が関与していることが明らかになった。塵  

填ならびにSO2やアンモニアのような化学的刺激剤を吸入した際，迷走神経の求心性インパルスな  

いし遠心性インパルスが増加することがすでに報告されているL14〉。遠心性インパルスが増加した  

場合，気管支収縮や粘液分泌を起こすものと考えられている1島16）0心臓は発生学的にも神経支配面  

でも呼吸器と密接な関係をもっていることから，呼吸器刺激による迷走神経活動の変化が心臓に対  

して反射性の効果を及ぼす可能性は否定できない。CBMN（0Chlorobenzylidene malononi－  

trilモ）の吸入では．呼吸数の変化とともに反射性の徐脈が起こり．この徐脈は両側迷走神経の切断  

によって消失する17〉ことが明らかにされている。CBMNとNO2とでは呼吸器内での作用部位が異  
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なることも考えられるが，心臓に対する作用機作として迷走神経を介する点では共通の要素を含ん  

でいると考えられる。  
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ニ酸化窒素急性暴露ラットの脂質過酎ヒと肺の抗酎ヒ性防御穂積の変化＊  
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嵯峨井 勝l・市瀬孝道I  
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【∃   要  

本論文はNO2に対する肺の抗酸化性防御機構と脂質過酸化の関連性について経時  

的に検討したものである。実験は8遇令のJCL：Wistar系雄ラットを用いて，10  

ppmNO2に2週間連続暴露した。   

脂質過酸化はラットの呼気中エタンと，肺ホモジネート中のTl∋A反応によって  

測定した。これらは1日目に減少し．続いて3日目で最大に上昇し．その後ふたたび  
初期のレベルに戻った。   

酸化的障害に対する防御系酵素であるGlutathione peroxidase，glutathione  

reductase，glucose －6‾ Phosphate dehydrogenase．6－phosphogluconate  

dehydrogenase，disulfidc reductaseおよびsuperoxide dismutase の活性は1  

日目，もしくは2日目で最低レベルに減少しその後徐々に増加し5－10日目でおのお  

の最大レベルに達し．このレベルは14日目まで維持された。これらの防御系酵素の経  

時的変化は3日目以後についてみると，脂質過酸化の経時的変化と対称的であった。   

非タンパク性SH（NPSH）含見の経時的変化は防御系酵素と類似した変動を示した。  

これに対しど夕・ミンE量は2日目に最大レベルまで増加し，それ以降は過酸化脂質の  

変化と同様に初期レベルに戻り，その経時的変化は防護系酵素や非タンパク性SH畠  

と対称的であった。   

これらの結果からNO2に対する肺の防御機構は複雑な経時的変化を示し．その変  

化は，過酸化脂質と逆の変動パターンを示した。  

＊本論文の原著は現在■tJ．Toxicol．Environ．Health”に印刷中である。  

1．国立公宅研究所 環境生理部 〒諷5 茨城県筑波郡谷田郡町′ト野川16番2  
The NatioIlalInstitute for EnvironmentalStudies，Basic MedicalSciences Division，Yatat）e－maChi，  

Tsukuba，肋aIaki305，Japan．  
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Abst柑Ct  

This work was done to clarify the Telation between the change ofllpid  

PerOXidation and the protectivesystemsinlungsafternitrogendioxideexposure．  

JCL＝Wistar8week．old male ratswere exposedcontinuouslytolOppmnitrogen  

dioxidefortwoweeks，  

Lipid peroxidation，meaSured by ethane exhalationin thebreathoftherats  
and by the reaction ofthiobarbituricacidwithlunghomogenates，increased toa  

maximumatthethirddayaftera declineatthefirstday，andthenreturnedtothe  

initiallevel（ordayO）．  

The activities of glutathione peroxidase（GPx），glutathione reductase（GR），  

glucose－6－phosphate dehydrogenase（G6PI）），6－phosphogluconate dehydrogenase  

（6PGD），disulfidereductase（DSR）andsuperoxidedismutase（SOD）in105．000×g  

Supernatant Oflung homogenates were depressed slightly at thefirstday．There－  

after，theylnCreaSedsignificantlytotheirmaximumlevelsfromthe5thtothelOth  

day，and these maximumleveIsweremaintaineduntilthe14thday．Thepatternof  

change of these protective enzymes was symmetric to that of lipid peroxidation 

afterthethirdday．The orderoftheratiooftheincreasedvaluetotheinitialvalu  

（“increased ratio”）was G6PD＞DSR＞6PGD＞GR＞GPx＞SOD．Thetime  

COurSe OfnonproteinsulfhyLdryJs wassimilarto thatoftheprotectiveenzymes．1n  

COntraSt，theamountsofvitaminEincreasedtoamaximumatthesecondday，and  

then returned totheinitiallevel．Theperiodicchangeofvitamin Ewassimilarto  

thatofthelipidperoxidationratherthanthatoftheprotectiveenzymes．  

Tlle5ere5u比55ugge5【that抽eabili【yoftlleer】Zyme5y5tem5inllユ刀gゴーOprOfect  

agalnSt nitrogen dioxide fluctuatedinacomplexmannerandtheactivitiesofthe  

protectiveenzymesvariedinverselytothelipidperoxidation．  

はじめに   

NO2は肺に広範な病理学的障害を起こす12）。多くの場合，NO2による障害はその酸化作用によ  

ると考えられているため，生物細胞の膿脂質の過酸化が細胞の障害や多くの毒性発現の原因である  

とみなされている3）。それゆえにNO2の毒性も少なくとも部分的には脂質の過酸化と関連している  

のかもしれない。NO2暴屠によって脂質過酸化が起こることは肺の共役ジュン（Conjugated  

dienes）の測定によってThomqsら4）によって示された。その後，多くの研究者がNO2暴露によ  

る過酸化脂質の検出を試みてきたが成功していない5）。最近．我々は先の論文6）において，NO2  

暴露によりg■〝み東川で脂質過酸化が起こることをラットの呼気中エタンの測定によって明らかにし  

た。   

一方，生体において過酸化脂質を代謝したりあるいはその生成を防御するための酵素の役割はた  

いへん重要なものである。NO2暴露に伴って防御系酵素機構の経時的変化を検討すること，および  

酸化的ストレスに対する防護機構と過硬化脂質の毒性影響を解明するために過酸化脂質生成の経時  

的変化と防御系酵素の変化とを比較することは意義のあることと考えられる。   

Glutathione reductaseおよぴg【ucose －6－ Phasphate dehydrogenase等からなる  
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Glutathioneperoxjdase系は，酸化的障害に対する代表的な防御酵素系である7）。   

Glutathione S－tranS†eraseはnet reactionとして見るならば次式によりglutathione  

peroxidaseとまったく同じ反応を触媒し過酸化物を代謝する89）。  

0  

†  
GSH＋ROH（Enzymatic）  GSH＋ROOH  

GSSG＋H20（Non enzymatic）  

2GSH＋ROOH∵GSSG＋ROH＋H20（Net reaction）  

それゆえにGSH SptransferaseもまたNO2暴琵の様な酸化的ストL／スに対する防御系酵素の  

一つと考えることができる。Superoxidedismutase（SOD）は細胞毒として強力な反応性を持つ  

s。P。r。Xideani。nradicalを異性化し細胞を防御する酵素である10bでSOD活性の増加は酸  

的障害を低減きせることができる。   

オゾン暴露の場合，肺においてタンパク性SH基と非タンパク性SH基の間で形成されたmixed  

disulfideは酸化型 Glutathi。neよりも多いことがDeluciaらIl）によって報告されている。この  

ように酸化的ストレスによって生成されるmixed disulfideはdisulfide reductase によって各  

々のフリーのSH基に還元されるL2）。それゆえDisulfide reductaseはmixed disulfide還元に  

重要な役割を果たすことから酸化的ストレスに対する防御系酵素と呼ぶことができる。   

また，GlutathioneやNADPHのような還元性物質は酸化的ストレスから細胞を保護したり，通  

常の細胞機能維持のために重要な働きをする物質である。掛こGlutathioneは多くのGlutathione  

関連辞案，たとえばGlutathioneperOXidasQ，Glutathione reductase，Glutathione S  

trans（eraseあるいはDisulfide reductase 等の基質として重要なものである。更に，ビタミン  
Eもフリーラジ カル捕捉剤として酸化的障害から細胞を保護する働きを有している1a14B）   

我々は本実験において10ppmNO2に2週間暴露されたラットの肺の上記防御系酵素，およぴ  

GlutathioneやどタミンEの経時的変化を検討した。さらに防御機構の経時的変化を呼気中エタン  

や肺のチオパルピッール酸反応性物質（TBA値）と比較した。  

材料および方法  

＜動  物＞   

8過令のJCL‥Wistar雄ラットを用い10ppmNO2の2週間連続暴罵を行った。このラットは  

ハソギソダ・ワイヤーメッシュ、ケージの中で6匹ずつに分けて飼育し，ステンレス・スチール‾  

ガラス製チャンバー（2．Om3）の中で既報のように16）NO2に暴露した。チャンバー内温度は24－  

26℃に，湿度は50～60％に制御され．室内照明は14時間点燈10時間消燈とした。これらのラットは  

日本クレ7製CE12飼料で飼育した。  
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ラットはエーテル深麻酔下で右の頸動脈より採血し，その後右心室に生理食塩水を注入して肺が  

白色になるまで感流を行った。肺の湿重量は潜流により約30％ほど増加した。   

この肺は窒素ガス置換密傑隣席時まで－80℃に保存した。なお，体重あたりの肺湿重量比の測定の場合  

は肺の荏流は行わなかった。  

＜肺ヰモジネートの調製＞   

肺は窒素気流下でテフロンホモジナイザーでホモジナイズし，10％ホモジネートとした。緩  

衝液は減圧脱気と窒素ガスをバブリングして嫌気的に調製した50mMNa，K、リン鱒緩衝液（pH  

7・5）を用いた。このホモジネートを200〉ぐg，5分間の遠心分離を行い，得られた上宿はNPS打，  

TBA値およぴどタミンE測定に使用した。上宿の残りは12000×g．10分間の遠心分離を行い，さ  

らにこの上清を105．000×g，60分間の遠心分離を行った。この上清の一部をGlutathione per－  

OXidase，GZueathione reduc［ase，GZuccse －6－ Phosphate dehydrogenase，6－Phosr  

phogluconate dehydrogenase，とGlutathione S－tranSferaseの測定に用いた。残りの  

上清は0．1mMEDTAを含む50mMNa，K－リン酸緩衝液（pH7．5）で20時間透析（2回交換）  

した。この透析上宿をsuperoxide djsmutaseとdisuLfide reductaseの測定に使用した。  

＜酵素と抗酸化怪物質の測定＞   

Disulfide reductaseを除くすべての酵素活性の測定はDECコンビュpターを備えたJEMSAC  

自動分析器で30℃にて行った。すべての酵素活性はタンパク塁および時間の関数に対して直線にな  

る条件下で測定している。   

Glutathione peroxidaseはクメソハイドロパ，オキサイドを基質としてLittleらの方法17）に  

よって測定した。非酵素的反応は酵素液のかわりにbufferを加えて測定した。真のGlutathione  

peroxidase括性は酵素添加反応値から非酵素的反応値を差し引いて補正した。Glutathione  

reductaseはBergmeyerが記載した方法18）によって測定したo Glucose－6－phosphate  

dehydrogenaseはWiihehらの方法1g）に従った。6－PhosphogIuconatedehydrogenase活性  

は20mMMgCl2と6．5mMcysteineを含む0，1M Tris－HCIBufferと6－Phosphogluco－  

nateを基質として使用してGlucose－6－phosphate dehydrogenaseの測定に従って行った。  

G（utathione SrtransferaseはKaplowitzの方法20）に従って測定した。なを基質として，  

Aryl－S－tranSfer早Seには3，4－Dichlorornjtrobenzeneを，Aralkyl－S－tranSferase  

にはp－Nitrobenzylchlorideを，Epoxy－S－tranSferaseには1．2－Epoxy－3（prnitro－  

phenoxy）－PrOPaneを使用した。Superoxide dismutase活性測定はキサンチンオキシダーゼ  

によって酵素的に生じたsuperoxide anion radicalsが，チトクロpムCを還元するのをSOD  

がさまたげる反応を利用したMcCordとFridovichの方法10）に従った。   

Dis。1fid。r。d。。t。S。活性の測定はTi。tZ。の方法12）によって測定した。シスチンを基質として  

使用し，完全反応によって形成されたシステインをDetuciaらの方法11）で測定した。非酵素的反  

応はNADPHを除いて測定し，真のDisulfide reductaseの活性はNADPHプラスの完全反応値か  
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ら非酵素的反応値を差し引いて求めた。非タンパク佐SH塁はDeLuciaらの方法11）に従って測定  

した。TBA反応はOhkawaらの方法21）に従って行い，その測定はExcitation515nmとEmis－  

sion 533nm で蛍光的に測定した。   

∫≠γ叩0の脂質過酸化分析法としての呼気中エタンの分析は以前に述べた方法22～24） に従った。   

Vitarnin Eは肺ホモジネートの200×gからn－hexaneを使って抽出し，スタンダードとして  

1JLg・dJα－tOCOpheroI／rnL of n－hexaneを使用して，Excitation 298nmとEmission  

325nmで蛍光的に測定した。タンパク質はスタンダードとして牛血清アルブミンを使用して  

Lowry法25）によって測定した。すべてのデータは平均値±SEMとStudentのt検定によって有  

意差レベルをPく0．05として解析した。  

結  果   

ラットの体重の経時的変化と体重当たりの肺湿毒見比の変化を図1に示した。体重比は各々の時  

点での対照群の体重に対するユOppmNO2暴露群の体重をパーセンテージで示した。10ppmNO2暴  

0 1 2 5  5  7  10  川  
Dqys□fte「10p即日O2Expos＝re  

図110ppmNO2暴露ラットの体重と体重あたりの肺湿重量の対照ラットに対す  

る比率の経時的変化  
Fig・1 Periodicalchanges oftheratio agalnSt COntrOIvalue ofbody weight and  

lungwet weight／body weight ofratsexposedtolOppmnltrOgendioxide  

rortwoweeks  

●ShowstheTatiooflungwetwc唱htperbodyweight．  

0Showstheratioofbodyweightagainstcontrol．  
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露ラットの体重は初期においては10％程度の減少が見られたが，その後7日日ごろから14日日では  

対照群のレベルに戻った。NO2暴露ラットの休重当たりの肺湿重量の比は対照群に比べると2→3  

日目で急速に増和し，3日日で最大に達し，その値は初期レベルの1．5倍に相当した。この増加は  

肺水腫を引き起こした結果と思われる。その後，この比は次第にわずかづっ減少してゆく傾向を示  

している。この減少は肺水腫のある程度の回復と生長に伴う休垂の増加によるものと考えられる。   

ラットの呼気中エタン生産の経時的変化と肺のTBA値の経時的変化を図2に示した。エタンは  

暴露1日目で減少し初期レベルの約70％に相当したが，2日後から急速に増加しはじめ3日～4日  

目では初期レベルの約210～220％のレベルに達した。その後呼気中二タンは急速に減少し，ユ0日  

目で初期レベルに戻った。またTBA値も1日目に減少し2日目から3日目で急速に増加し，最高  

値は3日目に観察され，その値は初期値の200％に相当した。その後はふたたび急速に減少し5日  

目で初期レベルに戻った。  
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D□ySqfter10p抑NO2Exposu「e  

図 210ppmNO2に2週間暴露したラットの呼気中エタンと肺のTBA反応性物  

質の経時的変化  
Fig・2 Periodicalvariationsofethaneexha）ationinbreathgasesandthiobarbituric  

acidreactantsinlungtissueofratsexposedto10ppmnitrogendioxidefor  

2weeks  

Thej血jdγdue5Wereご2，07土0．23pmoJes／mjil／100gbodywe帥【血retll且爪eeXhda－  

tion（4），and24・5士1．5nmoles／glungforthiobaJbituricacidreactants（0）．Thevalues  

are¢XpIeSSedasmeaJl±SEM（〃＝6－12）．  
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10ppm NO2暴謁ラットの肺におけるGlutathiorleperOXidase，Glutathionereductase，Glucoser  

6Phosphate dehydrogenaseと6－Phosphogluconatedehydrogenase活性の経時変化を囲3に  

示した。Glutathione peroxidase活性は1E］目で有意に減少し，その後暴露3日目から5日目に  

012 う  5  7  10  111  

加ysがte「10p【¶NO2Exposu「e  

図 3 グルタチオンバーオキシダーゼ，グルタチオン還元酵素，グルコースー6  

リン酸脱水素酵素およぴ6－ホスホグルコネート脱水素活性の経時的変化  

Fig．3 PeTjodjcaJYaTiationsDfglutathioneperoxidase（GPx），glutathionereductase  

（GR），Blucose－6－phosphatedehydrogenase（G6PD）and6－phQSphoduconate  

dehydrogenase（6PGD）  
＋ 

Theinitialvalues（nmolesNADPIeduced／mgofprotein／min）were＝88・8±2・9for  

GPx（D），124．3±3．5fっTGR（・），12“土5・9わrG占PD（・），and145・4±5・6わr6pG上）  

（0），reSpeCtively、ThevaluesaLeeXpreSSeda5mean±SEM（n＝6－12）▲  

かけて増加し14E］目までその最高レベルを維持した。Glutathione reductase 活性の経時的変化  

はGlutathione peroxidaseの変動に類似していた。更にGl11COSe－6－phosphate dehydTO－  

genaseと6－Phosphogluconate dehydrogenase活性もまた同様の経時的変化を示した。  

これらの活性の有意な増加は3E］目から14日目まで見られた。Seleniumに依存しないperoxidase  

としてのGlutaLhione S－1rarlSferaseのうち．Aryl－，Aralkyl－．およぴEpoxy－Sp  

Lransferase活性の変化を図4に示した。これらの酵素活性は2日目から3E］目に最低レベルに低  

下し▲ そのあとやや初期レベルに近づく傾向を示した。  
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D8yS□fte「10p叩NO2Exposu「e  

図 4 グルタチオン Sトランスフエラーゼのアリルー，アラルキルー，および  

エポキシーS－トランスフエラーゼの経時的変化  

Fig．4 PeriodicalvariationsofglutathioneS－tranSferase，aryl－，aralkyl－andepoxy－S－  

transrerase  

TheinitialYalues（uTlitsofnmole／min／mgofprotein）were：3．75±0，18foraTly－（0）  

70．4±2．3for aralkyl（●），and4．7lj＝0．58forepoxyLS－tranSfeIaSe（□），reSpeCtively．  

TheYaluesareexpressedbymean±SEM（n＝6r12）．   

DisuLfide reductaseとSuperoxide dismutase活性の経時的変化を図5に示した。Disul  

fide reductase活性はNO2暴露初期に有意に減少し．2日目で最低値を示しその値は初期レベル  

の約60％に相当した。その後，活性は著しく増加し10日日で最高レベルに達し14日目までそのレベ  

ルを持推した。その最高レベルは初期レベルの約210％であった。Superoxjde dismutase の経  

時的変化もまたDisulfide reductaseの変化と同様であった。しかしその変化の程度は比較的少な  

いが．有意なものであった。2日目での減少は初期レベルの約70％に相当し．5日目から14日目の  

間の値は約110－120％に相当した。   

肺における抗酸化性物質としての非タンパク性SHとVitamin Eの畳を図6に示した。非タン  

パク性SHは2日目で減少し初期レベルの約90％に相当した。その後5日から14日目にかけて初期  

レベルの約150～170％に増加した。これに対して，Vitamin E は2日目で初期レベルの140％  

に増加し，2E］目以後急速に減少し，初期レベルに戻った。このVitamin Eの経時的変化は非タ  

ンパク性SHの変化と対称的であった。  
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D8yS8fte「10p叩H82Exposu「e   

図 5 スーパーオキシド・デイスムターゼとダイサルファイド還元酵素の経時的変化  

Fig．5 PeriodicalvariatiorLSOfdisulfidereductase（DSR）andsuperoxidedismutase  

（SOI））  

Theinitialvalues weTe：125，8±8，8（n moles／hr／mg ofprotein）forI）RS（・），and  

18．8±0．5（units／min／mgofprotein）forSOD（0）．Thevaluesareexpressedasmean  

±SEM（〃＝612），  

考  察   

以前の報告で我々は10ppmNO2に2週間暴露されたラットの呼気中エタンの量はNO2暴露の  

間複雑に変化することを示した6）。   

本実験では過酸化脂質産生と酸化的障害に対する防御機構との関連を経時的に調べその関係を明  

らかにした。NO2暴露による過酸化脂質の増加を呼気中エタンの測定と肺ホモジネートのTBA  

値の測定によって確認した（図2）。過酸化脂質はNO2暴露開始後早期に一度減少するがその後2  

日冒以降から増加しはじめ3～4日目で最高レベルに達した。この過酸化脂質長の変動は肺の共役  

ジェ凋促によるThomasら4）の結果と頬似している。   

今回の実験において見られた過酸化脂質の初期での減少は肺の中の機能的SH基の酸化というよ  

うな直接酸化による生物学的活性の低下によるものと考えられる。   

エタン生成およびTBA値の経時変化はEvansら26，27）が行った17pprnNO2暴露による肺胞II  

型細胞の増殖過程と輯似している。つまり，NO2暴露によって初期（01日）にⅠ型細胞が障害  
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D□ySqfter10脚川02Expos＝re  

図 6 肺の非タンパク性SH量とどタミンE量の鐙時的変化  

Fig・6 Periodicalvariationsoftheamountsofnonproteinsulfhydryls（NPSH）and  

VitaminEinthelungs．  

Theinitialvalues were：1・11±0・05〃mOlesornonpfOtein・5ulnlydryls應・1ul唱5rO），  

and33・2土1■1JJgOfd史廿・tOCOpherol／g・1ungs（・）．Thevaluesareexpresscdasmean  

SEM（6－12）．  

を受け，1～3日で皿型細胞の増殖と修復が初まり，その増殖は3日以降で減少するという経過を  

たどり．Evansら2627）の結果と類似している。   

一方，3日目にみられた呼気中エタン分析による脂質過酸化はTliA値による脂質過酸化の値よ  

り若干高かった。また．初期レベルに対する各々の増加率を％で比較するとエタンのピークの方が  

TBA値のピークよりもブロードであった。この量的な違いはその由来が肺によるものか．Wh01e  

bodyによるものかという逢いによるものと考えられる。それゆえに呼気中エタンの増加率から  

TBA値の増加率を差し引いた差の部分は5日目にピークとなり，肺組織以外の他の組織における  

脂質過酸化が生じたことを示唆している。   

ここで検討した防御系酵素の癌性は複雑な様式で変化した。これらの複雑な変化は酸化的障害か  

ら細胞を防護するための肺の相補的変化を反映しているものと考えられる。   

Glutathione S－tranSferaseを除いた酵素活性の経時的変化は3日目以降では呼気中エタ  

ンとTBA値によって示した脂質過酸化の変化と対称的であった。それゆえ，それらの酵素の活性  
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増加はNO2による酸化的ストレスから細胞を防御するための相補的変化であると考えられるbこ  

れらすべての酵素活性はNO占暴電によって形成された過酸化脂質によって誘導されたものと考え  

られる。J▲さらにその誘導されたGlutathidheJperOXida畠eがGlutathionbreductase，Glucose  

⊥6－Phosbhate dehydrogenaseあるぃは6－Ph0去phoglucdna［e－dehydrd豆erlaSeと連動して  

過酸化脂質を分解したりあるいは脂質過酸化物の形成を抑制している為）ものと考えられる。そのた  

こめに過厳化脂質はGlutathioile perOXidaSeが誘導された5日目以降で減少したのであろう。   

Fukaseら29）は1976年，マウスに28ppmNO2を7日間問軟暴零し．肺におけるGlutathione畳  
′  

め上昇と同様にこれら■の酵素活性の有意な増加が起きたことを報告している。しかしCh。Wら鱒）  

は1974年，Glutathione pet6xidase活性が2．3pphlと6．2ppm、NO2のL4日間連続暴露では増加  

しなかったことを報告しているが，この実験ではGlutathioneTeductaseとGl11COSe－6－  

phosphate dehydrogenase活性は有意に増加していたというoMenzelら31）もまた3・4±0，1  

ppmNO2に3か月間暴甫したマウス肺のGlutathionep二peroxidase′は増加せず，また1．Oppm；  

No之に′31か月間長期塞蕗した吏ル宅らトの場合らGlu㍍thiohe peroxidase活性は増加し■なか一二っ  

キちと号報告してし、る0．Glutathi？neP？r？Xidase P活性もまた鱒鱒的に複雑に変動する与とから  
これらの結果の違いはNO2の暴露塁と暴露期間さらに動物の種差によるものと考えられる。  

，・ラッ：ドにpNO2を暴露rLた場合∴同様に誘導さ▲れたGlutathi占ne reductaseほ還元型豆Luta∴  

tトioTlee）要求を増加し，そ．り結果G里叫ionep9rOXidaseの活性増加を誘導するのであろうo  
また．Glucose－6－Phosphate dehydrogenaseと6てPhosphoglucon？te dehydrogenase  

活性の増加はLNADPH形成による層元ポテンシャルa）維持めために働く。一・方．Selenium非依存性  
J 

GILtath’i？り旨pe蒜丞as占（Glutathion？S一王ran三ferase）は誘導されぬった‘こそれ故・基  
I F■、．t  

質としてCtunenehydroperoxideを用いて測定したGLlutat坤nep？rOXidよse活性の増加部分は  

Selenium依存性のGlutathione peroxidaseによるものと考えら’れる。   

Disulfide reductaseの誘導はタンパグ性SH基，あるいは非タンパク性SH基の間ゐ結合によ  

って生じたdisulfidesの著しい増加を反映していると考えられる。  
l∴superらxidedishutaseは酸素32）やオゾン33）の高洩度暴露で誘導されるこlとがよく知られてい  

る。これとは反対に，Crapoら34）は25ppmNO2に．5E］からL6E］間の暴露‘t’よっセ，Wh占1eLung  ■ 一〟  
当たりの：Unitsで表したPuprqzincsup叩X嘩dチSmutよse活性は有意差は叫が約10鱒の増  

加を示したことを報告している。我々は本実験においてunits／rng・PrOtein／min■によって示した  

弘peL占xid占’di叫tas 

． 

の増加にSuperoxide a山on radjc∂1が関与していることを間接的に示唆し，さらに細胞障害が  

過酸化脂質の産生と関連していることを示唆している。  

＼） ＿、非夕，ン†ヾク性SHの経時的変化は防御系酵素め変化に類似していた。こ．の結果■はSH基童の物日  
がGlutathione reductaseやDisulfide reductase活性の増加と関連し，防御系酵素と同t：様に  
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酸化的障害から細胞を保護するために働くことを唆示している。   

これとは対照的に，ビタミンEは初期に増加しその経時的変化は非タンパク性SHの変化と対称  

的であった。ビタミンEは生体内では合成されず，肝臓等に貯蔵されていることからこのどタミン  

Eの増加は主に肝臓など肺以外の組織から選ばれてきたのであろう。それゆえに，ビタミンEは脂  

質過酸化の予防のために動員される早期救疫因子の一つであると考えられる。これらの結果から非  

タンパク性SHに対してどタミンEは酸化的障害から細胞を守る相補的因子として作用するものと  

考えられる。   

以上水天掛こおいてNO2暴露に対する肺の生化学的応答は複雑な様式で変化し．さらにNO2暴  

露に対する防御機構は脂質過酸化と密接に関連していることを示唆している。  
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二酸化窒素亜急性暴露ラットの脂質過酎ヒと肺の抗酸化性防御機構の変化  
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i   

ク   要  

太研究はNb2の生体ぺ叫蔓性影響を評価する一療として，低濃旺NO2をi4か月暴  

■ 霹したテットの肺の抗酸化性防御機構に？．いて経時的変化と量「効果関係を検討した。  
更にその結果を過酸化脂質の変化と．比較してNO2の酸化的障害に対する生体の代償・；  
能について検討した。実験には13過令のJCL：Wistar系雄ラットを用い′ 0．4．1．2（，＿  

およぴ4如mのNO2にそれぞれ1；2；4，8ニ12；・16週間の連続暴露を行った。ラッ∵  

卜の呼気由のユタソ産生量によ‘って測定された過酸化脂質は1i壁旧で最大となり，そ一  

の後減少し4過日で初期レベノ項雇った。しかし，その後ふたたびゆるやかな増加をt  
示した。肺ホモジネート中のTBA反応によって測定した過酸化脂質量ち同傾向の変  
化を示んたが，最大ピークはエタンより■も時期的に遅れて現われ，かつ低値を示レた。   

一方．p酸化的障害に対する防御系酵素であるGlutathione peroxidase（GPx），l  

Glutathion占reductase（GR）．Glucose r61－・Phosphate dehydrogena岳e（G6  

PD），6’－Ph6sphogluconatedeh沖6genase（6PGD），Sube■rokid占dismhJtase二  

（SOD〕，．．およびDisulfider占ductas占（DSR鳩性は1‘週目から増加しはじめ，i  
過日で最大のレベルに達し，その疲16過日まで徐々に低下した。また4週目における  
活性増加率の大きさはG6PD＞6PGD＞GR＞SOD＞DSR＞GPxの順であり，こ．  

れら酵素活性は暴露終了まで3濃度間で良効果関係を示した。またGSH S－  

transferase活性の変化は1週目から4過日にかけて減少し，その後8週目から16遇  
自にかけて初期レベ両こ回復した。抗酸化性物質である非タンパク牲SH量は防御酸  

素と較似した変化を示した。   

前報告に記した亭濃度暴露の場合と比較すると，低濃度長期暴露においては脂質過酸  

化および抗硬化性防御機構の変化は高濃度暴露の場合よりも小さく，そのピークの出  
現時廟も遅れる‘ととが判明した。さらに暴露期間が痘ぐなるのにつれて酸化的障害か  
ら細胞を防御する機細が偲下し，逆に細胞内に過疲北脂質生成がしだいに元進じてゆ  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷餌部呵小野川16番2   
The NationallTIStitute for EnvlrOnmentalStudies，Basic MedicalSciences Divi5ion，Yatabe－maChi，   
T5ukuba，Ibalaki305．Japan．  
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くことが示された。  

Abstract  

The time－and dose－dependent changesofantioxidativeprotectivesystemsin  
lungsofratsexposedcontinuouslytolowlevelsofnitrogendioxide for4months  
WereeXaminedfortheevaluationofchronichealtheffects〉andtheyサereCOm－  
Paredwiththoseoflipidperoxidation．JCL：Wistarrr）aleratsof13week－01dwere  
exposedtonitrogendioxidetoO（control），0．4，1．2and4ppmconcentrationsfor  
l，2，4，8，】2andユ6week5．  

Lipid peroxidation as measured byethaneexllalationinthebreathofratsin－  
CreaSed to a maximum at thefirst week，and thenreturnedtoneartheinitiallevel  

at the4thweekLThereafter，itshowedatendencytoward．gradualincrease，agaln・  
Lipid peroxida亡ion as measured by the reactionwith thiobarbiturlC aCidandthe  
lung homogenates showed a similarpattern，buttheappearanceofthemaximum  
WaSlaterthanthatofethane，andtherelativepeakheightwasalsolower．  

The activities of glutathione peroxidase（GPx），glutathione reductase（GR），  
glucose－6－phosphate dehydrogenase（G6PD），6－phosphogluconate dehydrogenase  
（6PGD），SuperOXidedismutase（SOD）anddisulfidereductase（DSR）increasedfrom  
the flrSt Week，and reached their maximumlevels at the4th week，and then  
decreased gradua11yuntilthe16thweek・TheorderoftheincreasedratiosagalnSt  
thecontrolgroupatthe4thweekwasG6PD＞6PGD＞GR＞soD＞DSR＞GPx，  
and the activities were dose－dependentagalnStnitrogendioxidelevelsofO．4to4  
ppmin each period・While，glutathione S－tranSferase activity decreased fromthe  
幻rs亡totlle4一九week，jfrecoveredtoIhe力Iitia】1eve】from抽e8仁山【othe16tllWeek．  
Thecontentsofnon－prOteinsulfhydrylsshowedasimilarpatternastheprotective  
enzymes・The time course ofvitamin E was similartothatoflipidperoxidation  
ratherthanthoseoftheprotectiveenzymes．  

From these resuits，it was confirmed that the ability of tlle antioxidativ  
protective systems to protect cells from the oxidative stress was at a maximum  

in the early phase，butit was not maintained solong．Itwasalsoconfirmedthe  
CytOtOXiclipid peroxide forming process followed areverse course．Theseresults  

SuggeStthepossibilitythattheantioxidativeabilitymaydecreasewithlongerterm  
exposuretonitrogendioxideandlipidperoxidationmaylrLCreaSemOreandmore．  

はじめに   

大気汚染物質であるNO2や03は生物細胞の不飽和脂肪酸と容易に反応してフリーラジカルメカ  

ニズムによって過酎ヒ脂質を生ずるチ）。また細胞膜の脂質過酸化が細胞障害や多くの毒性発現の原  

因であると見なされている2）。一方細胞内には過酸化脂質やフリーラジカルから生体を防御するた  

めのいくつかの生化学的な機構が存在していることが知られている3）。これらには抗酸化性防御機  

構として協同的に作用するG6PD，6PGD，GR，GPx′GSH S－traT）Sferase，SOD，DSR  

などの酵素群とさらに内匪性の抗酸化性物質である還元型グルタチオンやどタミンEなどが含ま  

れることを先の論文で詳細に説明した4・吊）0またNO2を急性暴諾すると過酸化脂質とこれら肺の  
lヽI－1  

防御系酪薬店性が複雑な様式で変化し，この両者の変化は逆相関性の変化を示すことを報告した。  

そのためNO2の慢性影響を解明するためにはより長期の暴露実験を行い．抗酸化性防御機構の変  
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化を研究することが必要となる。   

本実験は0．4，1．2一および4ppmのNO2に4か月間暴露したラットの肺の抗酸化性防御機構の  

経時的変化と量一効果関係について検討し，更にその結果を過酸化脂質の変化と比較し，NO2の暴  

露経過に伴う酸化的障割こ対する代償能の変化について調べた。  

材料および方法  

13遇令のJCL：Wistar系雄ラットを用いて0．4．1．2およぴ4ppmのNO2にそれぞれ1，2，4，  

8，12，16週間の連続暴露を行った。NO2濃度はモニターラボ杜の窒素酸化物分析計tMode184  

40H型）によって測定した。ラットはノ＼ンギング・ワイヤーメッシュ・ケージの中で6匹を一群  

として飼育し，ステンレスガラス製チャンバーの中で各濃度のNO2に暴露した。チャンバー内  

温度は24～26℃に，湿度は50－60％k制御され，室内照明は14時間点燈10時間消燈とした。またこ  

れらのラットはE］本クレア製CE2固型飼料で飼育した。この固型飼料のVitaminE量は23mg／  

kg，租脂肪は3．5％であり，この粗脂肪の脂肪酸組成はパルミチン酸が18．3％，オレイン酸が21．0  

％．リノール酸が54．8％およぴリノレン懐が2．8％であった。   

ラットをエーテル探麻酔下で右の頸動脈より放血屠殺し．その後肺を摘出し，生理食塩水で洗浄  

しスクリュービンに入れ，窒素ガス置換後用暗まで80℃に保存した。   

肺のホモジネートの調整と酵素活性ならびに非タンパク性SH圭遼，TBA値の測定は前報告6）  

と同様に行った。GPx活性測定はLittleらの方法7），GR．G6PD．1CDIiおよびGSH S  

transferase活性測定はそれぞれBer宮mcyer法8），Wilhelmらの方法9），Berntらの方法10）ぉ  

よぴKaplowitzらの方法11）に従った。Pなお6PGD活性測定埠6－Phosphog】uc。nateを基質と  

してG6PDの測定法に従った。SODとDSR活性の測定はMcrCordとFrindovichの方法12），  

Tjetzeの方法13）に従った。また非タンパク性SH塁の測定はD。Lし1。i。らの方法14），TBA値の測  

定はOhkawaらの方法15）に従．って行った。九＝膏鋸の脂質過酸化の測定は呼気中エタン，エチレ  

ン，ペンタンの分析により既報 
1q1718） に従って行った。またタンパク員はLowry法19）によって測  

定した。呼気中エタンの値は平均値±SEで，またTBA・値．各酵素活性および非タンパク性SH  

の値は対照群を100％とした他で示し，Studcntの£検定によって有意差レベルをP＜0．05とし  

て解析した。  

結 一果   

ラット甲体碓の繹時的変化を図1に示した。NO2に暴露したラットの体重は1．12過日の初期に  

は対照群よりわずかに高い値を示したが，すべての期間において対照群との間に有意差は認められ  

なかった。対照群と0．4，l．2，および4ppmNO2を16週間暴露したラ◆ットの呼気中エタン測定に  

よる過酸化脂質生成腿の経時的変化とTBA反応による肺の過酸化脂質量（TBA値）の経時的変化  

を図2に示した。NO2暴露ラットの呼気l1】エタン還は1週目で最大に達し，その後減少し4週目で  
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図1 0．4．1．2および4ppmNO2に4か月間暴露したラットの体重の経時的変化  

∴Fig・1PeriodicalchangesofbbdyweightofratsexposedtoO・4，1・2and4・Oppm  
・一nitroge針dioxidHbr4months．  

pl．、C，1COntrOlgroup；ノ●，0二4ppmgroup；1□，1・2ppmgTOup；・，4ppmlgrOup：・  

0，4．1．2および4ppmNO2に4か月間暴露したラットの呼気中エタン産生  

と肺のTBA値の経時的変化  

Periodicalchangesofethaneexhalation（A）inbreathandTBAreactants（B）  
inlungsofrat主expo畠edtOO（conirol），0．4，1．之1and4ppmNO2forfour  
叩pntl15  

0，C9ntrOlgroup；●，・0・4ppmgroup；□，l・2ppfn．grOup；■，4ppmgroup：、  

＊，タ＜0．05；＊＊，♪く0．01；＊■＊，タ＜0．001  

図 2  

Fig．2  
I  
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初期レベルに戻った。1過日の呼気中エタン塁は0．4ppm群では対照群の108％，1．2ppm群では  

135％，4ppm群では172％に相当した。呼気中二タンはその後ふたたびゅるやかに増加し初め，  

8過日から16週目にかけて徐々に増加した。また，すべての期間で濃度との淘に塁－一効果関係が見  

られた。呼気中エチレンとペ？夕ニソニはNO盲■暴露による過酸化脂質の指標とはなりえなかった。ま  

た肺のTBA値は4週目で最大L／ベル．に達し，．〔q）時の】0▲4ppm．，1・2ppmおよぴ4ppm NO2暴  

露群の値は対照群のそれぞれ103％．106％，116％に相当した。その後TBA値は8過日で一旦  

対顔レベルに戻ったが，12週目から16過日にかけてふたたび増加してゆく傾向を示し．4ppmの16  

週間目で対照群と有意差を示した。また±タン産生と比較した場合，最大ビ」クはエタンのピーク  

が出現する時期よりも遅れ，かつ低い値を示したも   
過酸化脂質を代謝する防御酵素としてのGPxとGR活性の径時的変化を函3に示した。NO2 の  

各濃度におけるGPx括酎まi週目から4由如こかけて増加し’たが，その後ふたたび減少して対照  

レベルまで戻った。最大レベルに達した去週召の各濃度料どおける活性値は対照群のそれぞれ106，  

108およぴし110％に相当し，その変化は極めてわずかなものであった。GR活性の経時変化はGPx  

と似たパターゾ右示した■据■4■週目以降に見られた減少はGPxめ場合よりゆるやかで，より持続  
一  

的な代償性変化を示す酵素セあるととを示した。q叩D徳性中経時由変化車由4セ示二した。ノ4過日  
に見られた最大店性値は対照群に比較して各濃度群でそれぞれ106．115およぴ－145％に相当した。  

またこの変化もGPx，GRと類似した経時的変化を示したこ 6PGDj活性の経時的変化もGPxの  

変化に類似したパターンを示し．4週目に見られた最大活性値は各濃度群で対照群の103，110お  

よぴ131％に相当する増加を示した。ICDH活性はNO2・暴露期間中有意な変化は見られなかった。  

SOD活性とDSR活性の経時的変化を図5に示した。これら酵素活性の変化もまたGRやG6PDの  

変化と類似していた。2週目から4過日で見られだSoDの最大活性値は対照群の103．111および  

119％に相当した。またDSR活性は4週目で最大レベルに達し、対照群のそれぞれ104．107お  
よび113％であった。また対凰軌こ対して4週目で見られた各酵素活性の増加率の順序はG6PD＞  

6PGD＞GR＞SOD＞DSR＞GPxの服で担？た。．，これとは別にGSH S－tranSferaseの活性値は  

1過日から4過日にかけて鱒少し，その後8週目から16週目で初期レづノじまで回復した（囲も，図  
ト・帯－  

7）。この結果から，GSH．－S一－tranSferaseを除く肺の防御系酵素iまNo2暴露から細胞を保護  

するために初期に急速に誘導■されるこ■とを示している■が∴ちめ増和まそ■れはど長くは持続しなかっ  

た。抗酸化性物質（Antioxidants）であ、る肺の非クツ；ヾク性SH量は防御酵素の経時的変化と類  

していた（鱒8）。4週目で最大㌢ベルに遵し；tそ串ぞ．れ対照群の103，・133やよぴt164虜七相当  

していた。  1∴’■√■  

r！  本実験のNO2‘g繭泰盛せ鳩ら加±古†ッ．ド肺仕廟如系酵索活性J 
、 

α－Tocopherolのよう．な抗酸イヒ性物質含量甲車⊥効果関係を国9I与示し7＝oLまた10ppmNO2の  
2週間暴露の値は前報で得られた結果qを引用した。．qppmから一10叩m嵐でのNO2長澤による真  

一効果関係はGSH S－tranSferaseを除いた非タンパク性SHおよび各防御系酵素について観察さ  

－、851－”   
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図 3 0＿4′1，2および4ppmNO2に4か月間暴露したラット肺のグルタチオンパ  

ーオキシダーゼ（GPx）活性とグルタチオン還元酵素（GR）活性の綬時的変化   

Fig・3 PeriodicalchangeヲOfglutathioneperoxidase（GPx）（A）andglutathione  

reductase（GR）（B）activitiesinlungsofratsexposedto O，0．4，1．2and4  
PpmNO2forfourmonths  

O，COntrOlgroup；●，0，4ppmgroup；ロ，1．2ppmgroup；・，4ppmgroup：  

さ，タ＜0．05；＊＊，P＜0．01  

012  11  8  12  16  

Heeks8fte「NO2Exposure  

1図 4 0，4，1．2■および4ppmNO2に4か月間暴謁したラット肺のグルコース1－6－  

リン麒脱水素酵素活性の鐙時的変化  
Fig．4PeriodicatcPangesofglucose－6－Phosphatedehydrogenase（G6PD）inlungs  

ofrats■exposedtoO，0・4，1L・2and4ppmNO2forfourmonths  
O，COntrOlgroup；●，0・4ppmgroup；ロ，1・2ppmgIOuP；■，4ppmgIOup＝  

♯，タ＜0．05；＊＊，タ＜0・01；＊＊■，β≠0・001  
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図 5 0．4，1．2奉よび4ppmNO2に4か月間暴露したラット肺のスパーオキシドデイ  

スムテース（SOD）活性とダイサルファイド還元酵素（DSR）活性の経時的変化  

Fig・5 PeriodicalchaTlge50f superoxide dismutase（SOD）（A）and disulfide re－  

ductase（DSR）（B）inlungsofratsexposedtoO，0．4，1．2and4ppmNO2  

forfourmonths  

O，COntrOlgTOup；●，0．4ppmgroup；□，1．2ppmgroup；t，4ppmgroup：  

＊，タ＜0．05  
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図 6 0，4，1．2および4ppmNO2に4か月間暴露したラット肺のアリルーS－ト  

ランスフエラーゼ活性の経略的変化  
Fig．6 Periodicalchanges ofglutathione S－tranSferase（aryl，S－tranSferase）activity  

inlungs ofrats exposed to O，0．4，1．2and4ppmnitrogendioxidefor4  

months  

O，COntrOlgroup；●，0．4ppmgroup；ロ，1．2ppmgTOup；■，4ppmgTOllP：  

■，P＜0．05；…，Pく0．05  
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0，4．1．2および4ppmNO2に4か月間暴露し＃ラミソ讐卜肺のテラルキルーS－  図 7  

トランスフエラーゼ活性の経時的変化  
Fig，7  Periodicalchanges ofglutatllione－S－tranSferase（aralkyl－S・tranSferase）activ－  

itylnlungsofratsexposedtoO，0．4，l．2and4ppmllNO2forfourmonths  
■     ○，COntrOlgIOup；●，0・4ppmgr6t）p；d，l・27pphlgrOup；1．，4ppmgroup：  

■，アく・0．05；：＊，♪＜0，0．1  
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図 8 0．4，1、2およぴ4ppmNO2に4か月間暴露したラット肺の非タンパク性SH  

責（NPSH）の経時的変化  
Fig．8 Periodicalchangesofnon－PrムieinsulfhydTjls（NPSH）contentsinlungsof  

ratsexposedtoO，0．4，1．2and4ppmNO2forfour叩Onths．r  
o，eOntrOJBrOuP；・，0．4ppmBrOuP；D，1・2bpmgrOuP；・，4ppmETQup＝  

■，タ＜10．05；＊ナ，タく0こ01；＊＊チ，■ア＜0・001■  
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れた。これには3種のタイプの量．効果関係が見られた。G6PD，6PGDおよび非タンパ‘ク佐SH  

含量はNO2暴露濃度・と直線的な塁効果関係を示し，GPx，GRおよびDSRは凹型の曲線的な量一  

効果関係を，tまたSODは凸型の曲線的畠一効果関係を示していることか認められたdしかし∴TBA  

値とαTocopher、01▲含量にはこの様な量一効果関係は詠め■られなかった云・  

■  

・ ナ，、  

一  
r▲∫：▼一  

′．桑守ノ1、  ノー ′．  

．ノゝL「亡  

・∴  、  

≡J▲†  

∴ ＝k■  

NO2COnC・（PPm），  

r図 ▲9 0～10pp血のNOヱに2週間暴罵●されたラットの肺の防御系酵素活性および‘t  

TBA値と抗酸化佐物質の量「効果関嘩  

Fig・9 Dose－reSpOnSe relationship ofglutaPione pcroFidase＝（？），g！utathionere・－、1  

ductas占（－），glucose－6－Phosphat占dehydr？去9naSe（□），6－phpsphoglucdnate  
dehydrogenase（回），Psuperoxid邑・dismutake（．）anddisulfidereductaもe（＾）：  
actiYities，1andnon－prOteinsulfhydryls（0），TBAr6actah丘（t））ahddTtOCOて皐、ヾ・三く′  

Pherol（△）con！entSLinlun鱒OfratsexposedtoNO20flOtoIP．pppcon：A…  
centrationsfortwoweeks  ■  
Th。，山。Si。10ppmNOiW。．。。it。dr．。mth。pfe，i。両ょさ¢r5）  
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考  察   

我々は前報告4島6）の10ppmNO22週間暴露実験で，ラットの過酸化脂質が3－4日目で最大レ  

ベルに上昇し．その後再び初期レベルに戻ること．および肺の抗酸†ヒ性防御機能は3日日より増加し  

始めて．5－10日目で最大レベルに達することを報告した。この抗酸化性防御機能が3日目以降  

に増加するのに対して，過酸化脂質がその逆の変化を示したことから，これら防御機能の増加が  

NO2暴露における脂質過酸化反応に対する相補的変化を起こしたものであることを示唆した。   

本研究では更に，低濃度NO2の最新暴露実験を行いNO2暴露の経過に伴う脂質過酸化反応の昂  

進に対する抗酸化性防御機能について調べた。   

本実験において，比較的低濃度のNO2でも過酸化脂質が生成されることを呼気中エタン測定と  

肺のホモジネートのTBA値の測定によって確認することができた（図2）。遇戯化脂質は初期に，  

NO2濃度に対応した上昇を示し．呼気中エタンのピークは防御酵素の増加に先だって現れた。そ  

してエタンの上昇レベルはTBA値レベルより高い値を示し，この増加は肺以外の組織に生じた過  

酸化脂質による影響であると考えられる。また呼気中二タンとTBA値との聞にピークの出現時期に違  

いが生じていた。この相違は過酸化脂質の代謝経路におけるエタンとTBA反応物質の形成過程の  

相違によるものと考えられる。過酸化脂質の減少によって形成されたエタンはそれ以上に代謝され  

ることはないが，TBA反応性物質の本体と考えられてい冬マロンジアルデヒド（MDA）は他の  

化合物に代謝される27）ためであると考えられる。その後，過酎ヒ脂質は一旦は対照レベルに戻るが  

再び増加する傾向を示し，抗酸化性防御系とは逆の変化を示したことから，徐々に過酸化脂質生成  

が進行していると考えられる。またこれら低濃匿NO2暴謁における過酸化脂質の経時変化は，高  

濃度NO2暴竃よりもピークのレベルは低く，また経時的な遅れはあるが．10ppm NO2急性暴露  

の場合と類イ以の経時的変化を示した。   

一方，抗酸化性防御系は10ppmNO2暴露と同様の複雑な変化を示し，低濃度長期暴言におい  

ても脂質過酸化障害に対する相補的変化を示す乙とが認められた。防御系酵素ほ1過日から4週目  

にかけて増加が見られ，特に4ppm群のG6PD活性の増加が特徴的であり，また6PGDやGR  

活性の増加率も4ppm群で比較的高かったのに対し，過酸化脂質を分解するGPx 活性の増加率は  

低かった。深頼ら20）は6±1ppmのNO2に30E］問暴諾したマウスの肺でG6PDとGRの活性の増  

加を認めているがGPx活性は変化しなかったと報告している。またMen3。lら21）も3．4±0．1  

PPmNO2 に3か月間暴露したモJL／モットでもGPx活性の増加は認めなかったと報告している。  

一方，我々が行った10ppmNO22週間暴露拍6）において，肺のGPx癌性の有意な増加を認め．  

またFukaseら22）が行った28ppmNO27週間遺跡こおいてもGPx，GR．G6PD活性の有意な  

増加を認めたことを報告している。これらの結果から，GPx活性の増加は比較的高濃度のNO2塞  

蒔の場合に限られ，低濃度NO2暴露の場合にはG6PD，6PGDおよぴGRなどのPMP系（Peroxi－  

jdative metaboJic pathway）の酵素活性の増加が特徴的であると言えよう。またGPxは図9に  

示す様に，凹型の曲線的良効果関係を示すことからも．低濃度レベルのNO2暴露によって誘導  

－・師 －   



されにくく，高濃度レベルで誘導されることを示している。また図9で示す様に．TBA値が高濃  

度レベルで逆に低く畏一効果関係を示さなかったことはこのGPxの過酸化脂質に対する解毒分解  

能を反映しているものと考えられる。SOD活性は酸素23）やオゾン24）の高濃度暴露で誘導されるが，  

我々は本実験において．比較的低濃度のNO2暴露でも増加を認め，4ppmにおいては全期間で有  

意な将加を示す結果を得た。これらの結果から，NO2の低濃度暴露でもSuperoxideanionrad－  

icalが発生することが間接的に示唆された。しかし，図9で示す様に凸型の曲線的量効果関係が  

見られることから，高濃度レベJL／のNO2でもそんなにSuperoxide radicalの発生は大きくはな  

いと考えられる。またDSR活性も有意ではなかったが増加傾向を示したことから低濃度暴竃でも  

disulfideが生成されることが示唆された。   

Fukaseら22）は28ppmNO27E］間の問歌暴露で肺におけるグルタチオン含量の上昇を認め・，我  

々も前轍ら6）で非タンパク性SHの上昇を認めた。本実験において，比較的低濃度NO2暴罵の場  

合にも非タンパク性SHの増加を認め，図9で示す様に，G6PDと同様に直線的義一効果関係を示  

していた。これらの結果から．その還元作朋によって防御系酵素と同様に．酸化的障害から細胞を  

保護していることが示唆される。これらの酵素活性や抗酸化性物質の増加は酸化的ストレスから生  

体を防御するための相補的変化であると考えられ，この考えは酵素活性や抗酸化性物質が最大に上  

昇した4週目で，呼気中エタン測定による過酸化脂質蓋が最低レベルに減少したという結果によっ  

て支持された。しかし∴酵素活性や抗酸化性物質の増加は良くは持続せず，4週目以降16週目まで  

ゆるやかに減少していったことから，酸化的ストレスに対する代償性反応は一時的なものであって，  

塞琵の経過とともに代償能が徐々に低下してゆくことが考えられる。このことは［鳩ら2良26）の0．8  

ppm5E］，0．7－0．8ppmNO21かj＝】あるいは0．5ppmNO2に6か月暴言したマウスの還元型グ  

ルタチオンの消長に関する結果からも支持されている。この様に抗酸化性防御機構はNO2暴露の  

初期段階で過酸化反応に対する代償機梢として生体を防御する働きを示すが，これは一時的であり，  

NO2暴露の長期化につれて徐々に代償能が低下し，逆に過酸化脂質の生成がしだいに進行するこ  

とを示唆した。  
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MasaruSAGAIlandTakamichilCHINOSEl  

要   

Wistar系雄ラットに0．04ppm，0．4ppm，4．OppmのNO2を9．18，27か月間暴露し，  

脂質過酸化と肺の抗酸化性防御機構の変化について調べた。   

呼気中のエタン測定による脂質過酸化は9．18か月間暴罵の場合0．04，0．4 およぴ  

4．OppmのすべてのNO2 暴露群で対照群に比べて有意な増加を示し，かつその増加  

はNO2濃度に依存していた。また27か月暴露の場合は0，04ppmと0．4ppm群で対  

照群の約2倍に増加したが4，Oppm群では逆に低下し対照群に近づく傾向を示し，肺  

障害の質的変化を示唆した。一方，呼気中ペンタンは18か月暴露の0．04ppmと0．4  

ppmでの増加以外にはばとんど変化を示さなかった。TBA法による肺の脂質過酸化  

は9か月間暴露では4．Opprn群のみが，18か月暴露では0．4ppm群と4．Oppm群で有  

意な増加を示し，その変化はエタン測定による脂質過酸化と類似の傾向を示した。   

一方，肺の抗酸化性防御機構は9か月間暴完でGlucose L6phosphate dehy－  

drogenase，Glutathione reductase活性および非蛋白性SH含量が4．Oppm群で  

わずかながら有意な増加を示したがその他は対照群と全くかわりなかった。  

18か月間暴露の場合過酸化物代謝に関与するGLutathione peroxidaseとGlu［a  

thione S－tranSferase活性が0，4ppm群と4ppm群で低下する場合があり，肺  

の防御機能が低下していることを示唆したが．非タンパク性SH基は0．4ppmと4  

ppm群でなお対照群より有意に増加していた。   

これらの結果から，肺の抗酸化性防御機能はNO2暴罵の長期化に伴って対照レベ  

ルに，あるいは対照レベルよりもさらに低下するのに対して，脂質過酸化は逆にNO2  

暴露の長期化につれて増加しつづけ，その両者の変化は対称的であることが明らかと  

なった。更に．4ppmNO2の27か月暴竃の場合には肺障害の質的変化が示唆されたQ  

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

The Nationallnstitute for EnvironmentalStudies，Basic MedicalSclenCeSl）iYision，YatabeLmaChi，   
Tgukuba，Ibar丘kj3（）5，Japan．  
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Abstract  

This work was conducted to evaluate the chronic health effects from the  

Changeoflipid peroxidationand theantioxidativeprotectivesystemsinlungsafter  

thellfe sparleXpOSure tOlow・levels ofnitrogen dioxide．JCL＝male Wistar rats   

（8－Weeks－Old）wereexposedcontinuouslytoO・04・0・4・and4ppmnitrogendioxide  
ror9，18and27months．  

Lipidperoxidation，aSmeaSuredbyethaneexhalationinthebreath．oftherats，  
increasedsignificantlywith o，04，0．4and4ppmnitrogendioxideexposurefor9  
and18months，and theihcriasingratio was dependent to■thelevelsofnitrogen  

dioxide．In the exposure to O．04and O．4ppm nitrogen dioxide for27months，  

ethane formationincreased to twicethecontroIvalue．Ontheotherhand，ethane  

formationintheexposureof4ppmnitrogendioxidefor27monthsreturnedtothe  

controllevel．Pentane formatio71did not show such marked changes，eXCeptthe  

increases significantlyin the O．04and O▲4ppm groupsatthe18thmonth．Lipid  

peroxidation，aSmeaSuredbythiobarbituricacidreaction，also・increasedsignificant－  

1yinthe4ppmnitrogendioxideexposuregroupatthe9thmonth，andintheO・4  

aJld4ppm山r（唱eIIdioxjdeexposuregroupざatthe18抽mon仇・  

The activities ofglucose－6－phosphate dehydrogenase，glutathione reduct苧Se，  

and the contents ofnon－prOtein sulfhydrylsincreased significantlyin the4ppm  

nitrogen dioxide exposuregroupatthe9thmonth，Theotherparametersdidnot  
showsignificamtchangesatthe9thmonth．Theactivitiesofrbutathioneperoxidas  
and glutathione S－tranSferasein the O．4and4ppm nitrogen dioxide exposure  

groupsatthe18thmonthshowedthetendencytodecreasebelowthecontrol・  

From these results，it was suggested that the ability of the antioxidative  
protective systemsinlungs andlipid peroxidation changed converse1y by the  

prolongationoftheexposureperiodsofnitrogendioxide・   

はじめに   

NO2は大気中に広く存在する硬化性の強い汚染物質の一つであり，肺に種々の障害を起こすこ  

とがよく知られているt2）。一方，細胞膜中の脂質の過酸化は細胞に重大な障害を起こすので3），  

NO2の毒性は肺で脂質過酸化を起こすことによる可能性が考えられている。事実．NO2が過酸化  

脂質を生成するということは共役ジュンの測定によって1968年にThomasら4）が報告している0   

生体内における過酸化脂質量の上昇は老化や動脈硬化．肝臓病．腎臓病，糖尿病，脳卒中あるい  

は癌など様々な疾患の場合にもみられ，最近基礎および臨床医学上からも注目されるようになって  

きた5）。この過酸化脂質は生体内でタンパク質や核酸あるいは脂質と反応し，細胞膜を破壊したり．  

酵素を不活性化したり，ビタミンやホルモンを分解するなど多くの生体成分に作用し．重篤な場合  

には細胞変性や臓器障害を起こす。   

一方，生体にはこのような有害な過酸化脂質を代謝したりその生成を抑制する・いわゆる抗酸化  

性防御機構（Antioxidative protective systems）が存在していることもよく知られている6）o   

ch。Wら7）は2．3ppmと6．4ppmNO2に4日間暴露したラットの肺の抗酸化性防御系である  

per。Xidative metabolic pathway（PMP）酵素につい七調べている。この結果，gtutathione  

red。。t。Seとglucose－6－phosphate dehydrogenase癌性の上昇を示したが過酸化脂質の代謝  
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に直接関与するglutathioneperoxidase活性には変化がなかったという0深瀬ら8）も6土1ppm  

NO2に30日間暴霹したマウスの肺ではgluta伽one reductaseとglucose－6－Phosphate  

dehydrogenase活性の増加を認めているがglutathione peroxidase活性ほ変化しなかったと報  

告している。またMenzelら9）も3・4±0．1ppmNO2に3か月暴露したマウスでも1．OppmNO2  

に3か月間暴電したモルモットでもglutathionc peroxidaseレベ■ルの増加は認められなかったと  

報告している。   

Th。maSら4）のNO2暴露による肺での過酸化脂質生成の報告にもかかわらず，その後多くの研  

究者がNO2暴露による過酸化脂質の検出を試みたが成功していない10）ことと上記の実験でgluta－  

thione peroxidase活性が変化しなかったことから，．NO2暴露は過酸化脂質を生成しないと考  

えられていた。   

最近，著者らItl乞13）は10ppmNO2暴露による脂質過酸化とPeroxidative metabolic pathJ  

way（PMP）酵素の経時的変化から過酸化脂質が2日昌より増加し3～4日目に初期濃度の2倍に  

増加し，その後glutathione peroxidase活性がglutathione reducta去eやglucose－6－  

phosphate dehydrogenaseとともに増加していることを見いだした。これら三つの酵素活性は7  

～14日目まで最高レベルを維持しているが， この時点で過酸化脂質は対照レベルに戻っており，10  

ppmNO2暴碍によって過酸化脂質が生成し，かつglutathione■perOXidase活性も増加することを示  

した。また．市瀬らは0．4ppm，1，2ppmおよぴ4．OpphNO2のような比較鱒低濃度暴露ではgluta－  

thione reductaseおよぴgluco■se－6Lphosphatedehydrogenase活性が4ppm群で有意な増加  

を示したが，glutathioneperoxidase活性は4prm群でも増加は示さなかったことを報告14）してい  

る。しかし，この場合でも呼気中エタンの測定による過酸化脂質はNO2暴露一週間後に1，2ppm  

群と4．Oppm群で有意に増加していた。   

このように，過酸化脂質は比較的低濃度のNO2でも生成されるのに対して，glutathione per－  

oxidase活性の変化は比較的高濃度暴露の場合に限られていたが，PMP系酵素の変化は酸化的ス  

トレスから生体を防御する為の代償性変化とみることができる。   

本報告では前記報告1at4）よりも更に低濃度の0．04ppmNO2を含む0．4ppmと4ppmNO2の長  

期慢性暴露によるラットの抗酸化性防御機構と脂質過酸化の変化について検討した。  

方  法   

実験には8週令のJCL＝Wistar系雄ラ1ニットを用い0．04ppm，0．4ppmおよび4・Ot・PmNO2を  

連続9か月．18か月および27か月の長期慢性暴露を行った。ラットはハンギング・ワイヤ丁メッシ  
15）  

ユ・ケージの中で6匹づつに分けて飼育し．ステンレス・スチールガラス製チャンバー内で既報  

のようにNO2に暴露した。チャンバpは角錐形で飼育部の大きさは1500mm（■Wlx1550mm（D）  

×1000m（H）（2．3m3）である。チャンバー内温度は25±1℃に，湿度は55±5％に制御され，  

室内照明は14時間点燈，10時間消燈とした。なお飼料は日本クレア製CE－2を滅菌したもの首与  
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え，飲料水も滅菌して自由に飲食させた。   

ラットはエーテル深麻酔下で右の顆動脈より放血屠殺し，肺を摘出して窒素ガス置換後用時まで  

－80℃に保存した。   

肺のホモジネートの調製と酵素活性ならびに非タンパク性SHの測定は先の報告1a14）と同様に  

行ったoGlutathione peroxidase，GLutathione reductase，Glucose－6－Phosphate  

dehydrogenaseおよびGS＝S－tranSferase活性測定はそれぞれLittleらの方法16）．BergL  

meyer法17），Wilhelmらの方法18）ぉよびKaplowitzの方法19）に従った。なを6PGD活性測定は  

6‾phosphogluconateを基質としてGlucose－6APhosphate dehydrogenaseの測定法iこ従  

ったDSuperoxide dismutaseとDisulfide reductase活性測定はMcCordとFridovich夕方  

法20），Tjetzeの方法21）に従った0また非タンパク性Sfす量の測定はDe】ucjaらの方法22）．T8A  

値の測定はOhkawaらの方法か〉に従って行った。血＝両州の脂質過酸化分析法としての呼気中エ  

タンとペンタンの分析は既報2巨益）に従った。   

絵脂質量は肺ホモジネートの200×g遠心上宿を用いてFringsら27）のSulfo－Phospho－  

Vanillin法によって測定した。またリン脂質，トリグリセリドおよび総コレステロール量は肺ホモ  

ジネートの200×g上清からFoIchの方法認）で抽出した脂質画分を用いて酵素法で測定した。  

なを測定試薬はリン脂質には和光純薬Phospholipid BTest Wakoキットを，トリグ1）セリ  

ドはBoehriLlger－Mannheim TTig）YCeride－UVTestキットを．総コレステロールは栄研化  

学コレステザイムC一栄研テストキットを使用した○またタンパク量はLowry法29）によって測定  

した。  

結  果   

表1には0．04ppm，0，4ppmおよび4ppmNO2に9か月および18か月間連続暴露したラットの  

肺のTotalprotein二量，Glutathione peroxidase，Glutathione reductaseおよぴGlucose  

－6－phospha亡e dehydrogenase活性の実験1と実験2の結果を示した。なお．実験1と2は  

再現性を確認する為に2度行ったものであるが，用いた動物のロットや実験を行った季節は異なっ  

ている。各酵素活性の測定は対照群，0．04ppm，0．4ppm群および4．Oppm群の4群を同時に行  

った。   

Totalprotein量は9か月暴露の実験1の4ppm群と18か月暴露の実験2の0．4ppm群のみが対  

照群より有意に増加していたが他の群では対照群と全く差がみられなかった。有意差がみられた群  

の増加も再現性は認められていない。クメソハイドロパーオキシド（Cumene・00H）を基質と  

したGiu仁athione peroxidase活性は9か月日で対照群よりやや増加傾向を示すが有意差はなかっ  

た。18か月日の実験2では0．4ppm群と4ppm群で逆に有意な低下を示したがやはり再現性は得ら  

れていない。過酸化水素（H202）を基質とした場合も同様の傾向を示した。   

Glutathione reductaseとGlucose－6－Phosphate dehydrogenase 活性は9か月日の4  
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表 1 NO2慢性暴露ラットの肺の総タンパク塁およびグルタチオン・パーオキシダーゼ（GPx），グルタチオン  

還元酵素（Gf～）とグルコースー6－リ／酸脱水素酵素（G6PD）活性の変化  
Tablel Theehangesofthecontentsoftotalprotein，andtheactivitiesofglutathioneperoxidase（GPx），  

glutathionereductase（GR）andglucose－6－Phosphatedehydrogenase（G6PD）inratlllIlgSby  
ehronicexposureofnitrogendioxide．  

■． ▲ ■● 一■ ●  ●  ● ■  ■ l  R且t5eXpOSedtoNOirOr18mo∫－ths  

ExpeIimentl   Expe†imentユ   Expモーimentl   ExpeTimentZ  

Mean±SD（％）   Mean±SD（％）   Mean土SD（％）   Mean±SD（％）   

TotalpT（）td山  Control   92，4土7．7（100啄）   85．9± 4．9（100％）   95．0±10．4（10略）   83．2土3．8（100％）   

0．04ppm  92＿7土4．2（10〔悌）   82．7士 2，5（100％）   96．3±9，5（101％）   87．2±3，6（105％）   

（mg／g・Lung）．  0．4 ppm  96．7±4．4（105％）   88＿7±14．5（103％）   99．7±3．7（105％）   92，5土6．6（111％）■   

4．O ppm  】01．3±3．0（110％）   ∂7．3± 6．3（102％）   93．0±5，2（98鯵）   85．1±3．2（1029ら）   

GPx瓜1mene・00Ha）control   181土28（100％）  253土29（100％）   150± 9 （100％）   2（i6土17 （100％）   

0．04ppm   204±10（112％）   240±20（95％）   154±13（103％）   279±10 （105％）   

（nmol／mg／min）  0．4 ppm   1≦13± 9（1（け％）   252±33 （100％）   ユ62±15 り08％）   19】土17 （72％）＊＊＊   

4．O ppm   200土91（110％）   269±40（107％）   150土つ0 （100％）   229±14 （86筒）■t   

GPx－＝20まb）   control  109±1（；（100％）  155±18 （100％）   

0＿04ppm  109±17（100％）  159±15 （102％）   

0－4 ppm  118±19 （109％）  111土13 （72％）…   

4．O ppm  133士25 （122％）  139±10 （89％）   

GR  Cont∫01   85．9土15．0（100％）   軋8± 臥4（10略）   g7．4士 4．1（10耶邑）   ク4，古±4．5（ユ00％）   

0．04ppm  89．9± 3．8（104％）   89，6± 5．8（95％）   90．9土14．8（104％）   88．4±2．5（94％）   

（れmOl／mg／min）  0．4 ppm  92．9士 5．4（108％）   96．2士11．2（102％）   86．4士 4．4（99％）   67，9±6．6（72％）◆＊＊   

4．O pp∬】  102．8± 5．Or120％）■   109，3±10．9（115％）≠  97．5土 9．6（112％）   95．3±7．3（101％）   

G（iPD  Cont∫01   48．7土11．6（10（略）   61．3± 8．5（100％）   67．2±11．2（100％）   79．2±6．6（100％）   

0．04ppm  57．4士10．5（118％）   52．5± 3．9（86％）   7（i．8±17，5（114％）   89．1±8．6（102％）   

（nmolノmg／m叫  0．4 ppm  65．8± 9．9（135％）■   57．8± 8，1（949ら）   80．7±11．6（120％）   60．0土9．3（76％）   

4．O ppm  86．8± 9．2（1789ら）＊■■  79．7±10．7（13㈹）■  100．8±11．4（150％）＊＝  80．3±9，5（101％）   

a）GPx－Cumene・00HshowsglutathioneperoxidaseassayedbyCumenE；hydroperoxidea5aSubstrate．  
b）GPx－HlOIShowsglutathioneperoxidaseassayedbyhydrogenperoxideasasubstrate・  
＊タ＜0．05，■＊タ＜0．01，蠣嶋■ァ＜0．001．   



RatsexposedtoNO】rOr9months  Ratsexpo詑dtoNO。rOr18months  

ExpeTtmentl   Expe∫iment2   Expe工imentl   ExpeTimellt2  

Mean±SD（％）   Mean±SD（％）・   Mean土SI）（％）   ノMean土SD（％）   

Aryl－S－tranSt七工aSe   Control   2，88±0．52（100％）   3．29±0．31（100％）   3．42土0．13（100％）   3．13土0．23（100％）   

0．04ppm  3．10±0．．34（108％）   3．05±0．33（93％）  3．07±0．41（90％）   2．63±0．31（84％）   

（nmol／mg／min）  0．4 ppm  3．36±0，24（117％）   3．19±0．4（l（979ら）   3 1．99±0．14（649ち）＊…   

4・O ppm  3．06土0．18（10（〉％）   3．00±0，5（〉（91％）   3．00±0．29（889ら）＊   2．20士0．15（70％）＊＊＊   

Araユkyl－S－tTanSreraSe ContTOl   42．0士7．6（10（略）   44，9±2．8（100％）   31．3±0．6（100％）   45．5土2．5（100％）   

0，04ppm  44．0±2．4（105％）   42．0±6．7（94％）   30．1±3．0（9（i％）   44．9±2．8（99％）   

（nmol／mg／min）  0．4 ppm  47，4±3．0（1139わ   45．6±5．7（102％）   32．8±4．3（105％）   31．8±1．5（709ら）…＊   

4．O ppm  4（■．4士2．7（110％）   41．4±4．9（92％）   29．1±1．5（93％）＊   35．9±2，7（79％）＊＝   

Epoxy－S－tranSferase  Control   2．69±0．35（100％）   2．10士0．35（100％）  2．86±0．45（100％）   

0．04ppm  3．04土0，58（113％）   2，49±0．39（119％）  3，35±1．13（1179ら）   

（nmol／mg／min）  0．4 ppm  2．86±0．24（10（；％）   2．33±0．85（1119ら）  2．42±0．5（〉（849ら）   

4・O ppm  2．27土0．24（84％）＊   2．43±0．57（11（〉％）  3．05土0．52（107％）   

書ア＜0．05，■●■P＜0．001，   



ppm群でわずかながら有意な増加を示し再現性も認められたJ8か月日では実験】では増加傾向を  

示したが再現性ほなく，むしろ対照群と善がなくなった。また，6－phosphogluconate dehyd－  

rogenaseとIsocitrate dehydrog9naSeも共に9，18か月目で全く変化がみられなかった。   

蓑2には広範な生体異物を代謝すると同時に過酸化物の代謝をも行うGlutathione S－  

transferaseのうち，AryI，AralkylおよびEpoxy－S－tranSferase．の徳性を示した。これ  

ら三つの酵素はともに9か月日では対照群と変わらないが18か月目ではArylおよびAralkyI－S－  

transferase活性が4ppm群で有意に低下し，かつ再現性も認められた。Epoxy－S－tranSfer－  

ase活性は対照群と変りなかった。   

表3にほSuperoxide dismutase（SOD）とNO2暴露によって生じたDisulfideを還元しても  

との生物活性を持ったフリーのSH基にするDisulfide reductase（DSR）活性を示した。両者と  

も一皮だけの測定であるが全く有意な差はなくNO2慢性暴露によるSuperoxideやDisu1日de 生  

成は起こっていない可能性を示唆した。  

去 3 NO2慢性暴罵う▼ツトの肺のスーパーオキシド・デイスムクーゼ（SOD）と  

ダイサルファ．イド嘩元酵素活性の変化  

Table3 Thechangesoftheactivitiesofsuperoxidedismutase（SOD）anddisulfide  
reductase（DSR）inratlungsbychronicexposureofnltrOgendioxide・  

Ratsexposedto   Ratsexposedto  
NO, far 9 months NOlrOr18mon血  

Experiment2・   Experimel】t2  

，‘Mean≠SD（％）   Mean土SD（％）   

SOD  ContIOl   17．4±2．2（10（悌）   17．6土0．8（10略）   

0．04ppm   15．1、±1，3（87％）   1臥1±3．2（103％）   

（units／m由  0．4 ppm   1（；．8士コ．0（96％）   17．4±0．7（999ら）   

4・O ppm   14．6土1．0（84％）   17，9±1．5（102％）   

DSR  Control   1（〉2± 9（100％）   142±47（100％）   

0．04ppm   147±23（91％）   175±27（123％）   

（nmく）l／m各／m叫 0．4 ppm   147土 8（91％）   1（；3土34（115％）   

4■O ppm   156士30（96％）   182土42（129％）  

蓑4には肺の中で抗酸化的作用を示すAntio元idant としての非タンパク佐SH化合物（90％以  

上はグルタチオンと考えられる）とTBA法によって測定された過酸化脂質良を示した。非タンパ  

ク性SH化合物は9か月目で4．Oppm群のみで有意な増加を示したが18か月目では0▲4ppm群と4  

pprn群で有意な再現性のある増加を示していた。TBA値は9か月日の4．Oppm群で増加傾向を示  

したがユ8か月日では0．4ppm群と4．Op匹】詳で有意な増加を示しかつ再現性も明瞭であった。  
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蓑 4 NO2慢性暴露ラットの肺における非タンパク性S＝量とチオパルピッrル酸（TBA）反応性物質量の変化  

Table4 Thechangesofthecontentsofnon－PrOteinsulfhydrylsandthiobarbituricacid（TBA）reactantsin  
ratlungsbychronicexposureofnitrogendioxide．  

RatsexposedtoNO，for9months  RatsexposedtoNOlrOr18months  

Experimentl   Experime∫lt2   Experimentl   ExpeIiment2  

Mean±SD（％）   Mean土SD（％）   Mean±SD（％）   Mean±SD（％）   

Non一匹Otein  ContIOl   0．73士0．17（10〔悌）   0．64±0．0（〉（100％）   0，71±0，08（100％）   0．65土0．8（100％）   
5ulfもydryls  o・04ppm  0．80土0．13（109％）   0．64±0，08（100％）   0．包3士0．02（114％）   0，68±0．07（105％）   

（〃mOl／g・Lung）  0，4 ppm  0．99±0．12（134％）   0．69±0．07（107％）   0．95土0．13（135％）＊＊  0．84±0．08（129％）＊ヰ   

4，O ppm  1．57土0．27（2139ら）＊＝  0．78±0．15（121％）■  0．93±0．07（132％）＝  0．85土0．12（131％）ヰ＊   

TBAvaIue5  Control   52．8±4．9（100％）   39．6±1．5（100％）   54▲9±4．1（100％）   4（〉．9土コ．9（100％）   
（FluofOmeblC）   

0■04ppm  52．9±3．1（100％）   37．6±2，4（95％）   5（〉．2土4．1（102％）   52，4±3．5（1129乙）   

（nmol／g・Lung）  0．4 ppm  54．9士3．8（1049ら）   38．7±1．4（98％）   64．0±3．8（10（■％）＊＊  55．3±3．6（118％）＊＊   

4・O ppm  66．2±4．4（125％）＊■■  41．1土1．4（104％）   69，8±3．2（127％）■書＊  57，8土4．6（123％）＊ヰ   

＊タ＜0・05，＊＊タ＜0・01，＊＝ァ＜0・001・   



表5には実験1の場合の肺の総脂質量と主要脂質成分であるPhospholipid．Totalchole－  

sterolおよぴTriglyceride含塁を示した。これらは9か月日で若干増加する傾向を示したが18か  

月日ではtotalcholesterolを除き逆にむしろ若干低下する傾向を示した。しかし有意な差はいず  

れの群においても見いだしえなかった。  

蓑 4 NO2慢性暴露ラットの肺の総脂質，リン脂質，稔コレステロールおよびトリ  
グリセリド量  

Table3 Thechangesofthecontentsoftotallipid，Phospholipids（PL），tOtal  

Cholesterol（T・CHL）andtrlglycende（TG）inratlungsbychronicexposure  
Ofnitrogendioxide  

9か月  
脂   質   NO2濃度  

18か月  

M±SD   ％   P   M土SD   ％   P   

Tota11ipid   mg／g・tissue   mg／g・tissue   

（Phospho－  Control  19．2±2，9 （100）  22．3土0．9 （100）   

Sulfo   NS＊    NS              0．Odppm  17．7土1．6 （92）   21，1土2．5 （95）   

Vaniline法）   0．4 ppm  18．6：±1．3 （97）  NS  20．6：±2．3 （92）  NS  

4．O ppm  20．7±0．8 （108）  NS  20．4士1．8 （91）  NS   

mg／g・tissue  mg／g・ti∬ue  

PL   Control  11．8土2．9（100）   16．6土2．7（100）   

NS  NS  

0．4 ppm  11．5：±1，7 （97）  NS  16．1±2．9 （97）  NS  

4．O ppm  1Z，2士1．0 （103）  NS   15．7土1．8 （95）  NS   

mg／g・tissue  mg／g・ti防ue  

T・CHL   Control  2．81土0．73（100）   1．64±0．84（100）   

NS     NS   0，04ppm  2．56±0．43（91）   1．89±0．59（115）  

0．4 ppm  2．72土0．82（97）  NS  2．53±0．64（152）  NS  

4．O ppm  3．06±0．19（109）  NS   1．81±0．25（110）  NS   

mg／g・tissue  mg／g・tissue  

TG   CQntrOl  4、98土0、22（10（‖   7．79士1．41（100）   

NS     NS   0．04ppm  5．30±1．24（106）   7．36士1．45（95）  

0．4 ppm  5，83土1，57（117）  NS   7，69±1．13（99）  NS  

4．O ppm  5．70土0．76（114）  NS   7．23＝ヒ1．37（93）  NS   

＊NSmearLSrOnSlgnificantfromthecontroIvalue．  
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次に，図1と図2に実験2で呼気中エタンとペンタン測定によって得られた過酸化脂質生成の結  

果を示した。エタン生成は9か月と18か月目では0．04ppm群，0．4ppm群およぴ4ppmのすべて  

の群で有意に増加し，かつその生成量は濃度の上昇につれて増加していた。また27か月暴露群では  

0・04ppm群と0・4ppm群が対照群の約2倍へと有意な増加を示していたが4．Oppm群では逆に低  

下し対照群との間に有意差はみられなくなった。また0．04ppm群と0．4ppm群についてみると，  

9か月，18か月と・NO皇の暴露期間の延長につれて過酸化脂質生成は増加していることを示してい  

る。一方．ペンタンの変化はエタンに比べると比較的小さなものであり，有意差が見いだされたの  

は18か月日の0，04ppm群と0、4ppm群のみであり，4ppm群ではエタンの27か月目の場合のよう  

にむしろ低下していた。  
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図10・04ppm，0・4ppmおよぴ4ppmNO2に各々9，18および27か月間連続暴露  
したラットの呼気中エタン産生塁  

Fig・1 EthaneeYOlutioninexpiredgasesofratsexposedcontinuouslytoO・04，0．4  
and4ppmnitrogendioxidefor9，18and27months．  
■タ＜0．05，＊＊ァ＜0．01，＊■＊p＜0．001．  
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図 2 0・04ppm，0．4ppmおよび4ppmNO2に各々9，18およぴ27か月間連続暴露  
したラットの呼気中ペンタン産生量  

Fig・2 Pentane evolutionin expired gases ofrats exposed continuouslytoO．04，  

0，4and4ppmnitrogendioxidefor9，18and27months．  

＊タ＜0．05，＊＊ア＜0．01，＊＊＊タ＜0．001．  

考  察   

本研究において・NO2慢性暴露によるラット肺の抗酸化性防御系酵素活性と過酸化脂質生成の変  

化について検討した。   

この結果，NO2暴露によって抗酸化性防御系酵素活性は9か月目では対照群よりわずかに高いか  

同じ程度であったが18か月日では対照群より高かったものは対照群と同じレベルヘ，また対照群と  

同じだったものは更に低下する傾向を示した。一方，TBA法や呼気中二タン測定による過酸化脂  

質の生成はNO2暴罵期間の延長につれて明瞭な増加を示し，抗酸化性防御系酵素活性の変化と対  

称的な変化を示すものであることが判明した。   

我々は前報1ユ14）におい てNO2急性および亜急性暴露による抗酸化性防御系酵素活性と過酸化脂  

質生成の変化について報告した。10ppmNO2の急性暴露では12）抗酸化性防御系酵素活性は1－  

2日目で一旦低下するが3日目頃より増加し5～7日目には最大レベルに達し．実験した14日目ま  

ではそのレベルを維持していた。これに対しTBA法と呼気中エタン測定による過酸化脂質の生成  

は1日目でやはり一旦低下するが，その後速急に増加し，3日目で対照群の2倍の最高レベルへと  

増加した。しかし抗酸化性防御系酵素活性やグルタチオン含量が増加しはじめるのにつれて過酸化  

脂質生成は低下し5－7日削こは対照レベルに戻っていた。また，0．4ppm，1．2ppmおよぴ4  

ppmNO2に4か月間暴露した亜急性実験14〉でも1週目に過酸化脂質が最大レベルに増加した  

が抗酸化性防御系酵素が最大レベルに達する1か月日には過酸化脂質は対照レベルに低下しており  

時間的な遅れはあるが，急性暴露の場合と類似の経略変化を示していた。なお，亜急性暴露におい  
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ては，1か月日以後は抗酸化性防御系酵素活性は徐々に低下して対照レベルに斬近してゆく傾向を  

示していたのに対して，過酸化脂質生成は逆にふたたび徐々に増加してゆき4ppm群では4か月日  

に対照群より有意に増加するに至った。   

このような抗酸化性防御機構のNO2暴露初期の活性増加はNO2に対する肺の代慣性反応とみ  

られるが．この代償性反応は一時的であって暴露期間の経過とともに．代償継が低下する時期に到  

るものと考えられる。このような考えはマウスに0．8ppmNO25日，0．7～0．8ppmNO21か月，  

あるいは0▲5ppmNO26か月暴露した中島ら3q31）の肺の還元型グルタチオンの消長に関する結果  

からも支持されている。   

本慢性暴琵実験において得られた結果は上記の急性，亜急性実験の結果の延長線上であることを  

示しており，特に過酸化脂質生成に関してはNO2暴言の良馴ヒに伴いその生成は増加してゆくも  

のであることか判明した。一方，呼気中二タンが27か月，4ppm暴露群でむしろ低下したことは興  

味ある事実である。しかしながらこの低下は回復を意味するものではなく，むしろ肺の障害の質的  

変化を反映しているものと考えられる。事実，この変化は本研究のラットと同一ロットのラットで  

同時に実験した電子顕緻蹟的形態計測聴よる肺胞壁の肥厚化32払渡度依存性変化と極めて類似した  

変化であり病理学的にも病変の質的変化が示唆されている。   

これらの変化を総合すると生体にとって有害な過硬化脂質の生成はNO2の濃度の増加に伴って  

増加し，かつ暴露期間の延長につれて蓄積的に増加し，ある限界を越えると肺障害の質的変化とと  

もに減少するものであることを示唆している。   

次に，このような過酸化脂質が増加する原因について考えてみる。その原因の一つは先に述べた  

ように過酸化物を代謝する防御系酵素活性の低下によることが考えられる。その第二は本研究と同  

時に行われた動脈血酸素分圧（PaO2）の測定により，NO2を9か月間暴露した場合0．4ppm群と  

4ppm群でPaO2が有意に低‾Fしていたという鈴木ら㍊）の生理学的知見と関連する可能性が考えら  

れる。これは組織が低腹案状唐に置かれていることを示唆し，低酸素性動脈硬化症の場合に動脈壁  

中に過酸化脂質が増加するのと似た現象であると考えられる。このようなNO2塞霜による動脈血  

簡素分圧の低下はDavidsonら34）も8～12ppmNO2をウサギに3か月間暴謁した実験で見いだし  

ているD鈴木ら33）の成績はより低濃度NO2でも暴露期間の長期化によって同様の影響が生じるこ  

とを示している。このような動脈血酸素分圧の低下による組織への酸素供給の低下は先に述べた肺  

胞壁の肥厚化による肺胞でのガス交換能の低下による可能性が考えられる。   

一方．八木ら35）は未熟児網膜症の原因を調べる為にニワトリの胚網膜に高濃度酸素を暴露し網膜  

の肥厚化と肥厚した網膜利こ過酸化脂質が著しく増加していることを見いだし，未熟児網膜症が過  

恨化脂質によるものであることを報告している。   

以上のような事実から，NO2慢性暴露による過酸化脂質の増加は1〉過酸化物代謝系酵素活健の  

低下，2）動脈血中酸素分圧の低‾F，3）肺胞壁の肥馴ヒ，等が複維に関連して起こっている可能  

性が考えられる。しかしながら，これらの因果関係は現在の段階では断定できない。  
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一方，これまでNO2による生体影響がみられるのは約0．4ppm前後と考えられており，最低  

は0．12ppmNO2に35日間暴露したラットの肺胞壁の電子顕微鏡的形態計測で展常値が観察され  

たという京野と河合詭b報告であり．0，lppm以下のNO2暴露で影響を検出したという報告は全  

くない。この意味で，今回環境規準値の0．04ppmでも明瞭な過酸化脂質の増加を検出しえたこと  

は有意義であったと考える。しかし．0．04ppmのような極めて低濃度のNO2暴露によって検出さ  

れた変化が健康影響の点でどのような意味を持つかということを評価することは現時点では難かし  

い問題であり今後の研究に待たなければならない。  
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国立公害研究所研究報告 第31号（R－31一’81）  

Res．Rep．Natl．lnsl．Enviro¶，Stud．，N0．31，1981．  

二酸化窒素亜急性暴靂のラット肺SH化合物に及ぼす影響   

EffectsofSubacuteNitrogenDioxideExposureollLungSulmydrylGroupsofRats   

河田明治1  

Me再iKAWATAl  

要   

0，4．1．3，4ppmNO2を1週間～3か月間雄ラットに暴露し，肺に存在する還元型  

グルタチオン（GSH），酸化型グルタチオン（GSSG），非タンパク性SH（NPSH），  

タンパク性SH（PSH）量を測定した。肺重量はすべての暴罵濃度，暴露期間におい  

て対照群と暴露群で差が見られなかった。GSH量は4ppm群において対照群に対し  

て有意に増加し，その値は1週間～3か月間一一定に保たれた。GSSG量は対照群と暴  

言群との間に差が見られなかったことから，4ppm以下の濃度ではNO2はGSHから  

GSSGへの酸化反応には大きな影響を及ぼさないと考えられる。タンパクに結合し  

ているSH基の量はNO2暴露によって影響を受けなかった。4ppm暴露群では，  

NPSH量は対照群に対して有意に増加し，4ppm群のGSH塁と近似した値を示した。  

Abst柑Ct  

The effect ofsubacuteNO2eXPOSure On Sulfhydrylgroupsinratlungswas  
Studied・Rats were exposed to O．4，1．3，and4ppm NO2for3months．Protein  
Sulfhydryl（PSH）and nonprotein sulfhydryl（NPSH）1evelsweredeterminedwith  
theEllmanreagent（DTNB）．Reducedglutathione（GSH）andoxidizedglutathione  
（GSSG）were determined by theenzymaticmethodbasedonthecatalyticaction  
Of NADPHandglutathionereductase．Thewetweightofthelungsofthecontrol  
and exposed rats did not changed during the period of exposure．Exposure of  
4ppm NO2increased the GSHlevelinthelungsslgnificantly，andtheincreased  
GSHleveldidnotfluctuateduringthelweek．3monthsexposure．4ppmNO2  
exposurehadnoeffectontheGSSGandPSHlevels，butincreasedtheNPSHlevel  
in thelungssignificantly．ThereisnosignificantdifferencebetweentheGSHand  
NPSHlevelsinthelungsoftheratsexposedto4ppmNO2．  

1，国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷悶郡町小野川16番2   
The Nationallnstitute foT ErLvironmentalStudies，1］asic MedicalScienees Division，Yatabe・maChi，   

Tsukuba，lbaTaki305，Japan．  
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はじめに   

低分子SH化合物であるグルタチオンは生体中に広く分布しており，酸化還元反応に関与して生  

体成分の酸化を防止し，SH酵素のSH基を保護する作用を有する。NO2またはオゾン暴露による  

生体に対する転化的障害を，過酸化脂質の生成とこれを分解するために必要なグルタチオンが関与  

する酸化防止機構との関連において検討した多くの研究が報告されているト7）。   

高濃度のNO2またはオゾンによる急性暴露実験において仁標的臓器である肺に存在する還元型  
8）  

グルタチオン（GSH）が暴琵時間とともに減少し，酸化型グルタチオン（GSSG）が増加すること  

やGSHとタンパク性SH（PSH）との混合ジスルフィドが生成すること9）から，これら酸化性汚染  

物質がSH基と直接反応することが示唆された。   

これに対して比較的低濃度のNO2やオゾンをラットやマウスに塞罵すると．グルタチオンパー  

オキシダーゼ，グルタチオンレダクターゼ，およびグルコースー6－リン酸脱水素酵素の活性が上  

昇し，GSH量も増加することが報告されている3～6）・10～13） 。しかしGSHに関連のある物質の定  

竃的検討が十分なされていないため，GSHの増加する機構についてはまだ明らかにされていない。   

本研究では，NO2暴露によって肺のGSHが増加する要因を明らかにすること，およぴGSH以  

外のSH化合物に及ぼすNO2の影響について検索することを目的とし，0．4，1，3，4ppmNO2を  

1週間～3か月間ラットに暴露し，肺のGSHとこれに関係のあるGSSG．非タンパク性SH  

（NPSH），およぴPSHに及ぼすNO2の影響について検討した。  

方  法   

実験には12－16週令のJCL：Wistar系雄ラットを用いた。6匹を1群とし，0．4，1．3，4ppm  

のNO2を1，2，3矧乱1，2，3か月間暴露したのち，エチルエーテルを用いて麻酔し，頚動脈か  

ら採血し，直ちに胸部を切開して採取した肺を超低温槽（一80℃）に保存した。約0．2gの肺を5  

mlの5％トリクロロ酢酸中で破砕し，ホモジネートを遠心分離することにより上宿を得た。   

NPSH量は，0．1mlのトリクロロ酢酸上活に0．9mlの0．3Ml）ン酸ニナトリウム溶液，10pl  

の0．01M 5．5′一ジチオビス（2一ニトロ安息番酸）（DTNB）を加え，412rmにおける吸光度  

を測定することにより求めた。  

トリクロロ酢酸上浦に水を加えて10倍に希釈した溶液を試料とし，DTNB，グルタチオンレダク  

ターゼ，NADPHを用いる酵素サイク1）ング法14）によりGSHとGSSGとの総量を求めた。GSSG  

負はトリクロt］酢酸上宿にNエチルマレイミドとpH7，5のリン酸緩衝液を加えてGSHをS  

（エチルスクシソイミド）グルタチオンとし．過剰のN－エチルマレイミドをエーテル抽出により  

除いたものを試料として上記の酵素サイクリング法により求めた。GSH量は絵グルタチオン塁よ  

りGSSG塁を差し引くことによって求めた。   

また総S＝蛍（TSH）とタンパク性SH（PSH）をSedlakら15）の方法により求めたo約0．2g  

の肺を5mlの0．02M EDTA中でホモネジートとし，pH8．2のトリス緩衝液，メタノール，DTNB  
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を加えて発色させ，遠心して得られる上宿の吸光度より総SH（TSH）丘を求玖この値からNPSIi  

量を差し引くことによってタンパク性SH（PSH）量を求めた。   

なお肺組織に直接5％トリクロロ酢酸を加えてホモジネートとした場合と，0，02M EDTA 中  

でホモジネートとしたのちトリクロロ酢酸で除タンパクした場合とでNPSH塁の測定値に有意な  

差は見られなかった。  

結  果   

0．4，1，3，4ppmNO2をラットに1週間～3か月間暴露し，肺に存在する総グルタチオン（GSH  

＋GSSG）と酸化型グルタチオン（GSSG）量とを測定し，それらの低から還元型グルタチオン  

（GSH）鼻を求めた結果を表1に示した。GSH竜は，0．4と1．3ppm暴露において対照群と暴露群  

との間に差は見られなかったが，4ppm群では対照群に対しすべての暴罵期間において有意に増加  

した。また4ppmの各暴露期間におけるGSH値の間には有意な差が見られないことから，4pprn  

NO2暴言では肺のGSH量は1週間後には有意に増加し，以後その値が3か月間持続されるという  

結果が得られた。   

酸化型グルタチオン（GSSG）は4ppm，1か月間暴露の場合を除くとすべて対照群と暴露群と  

の間に差は見られなかった。表1に示す如く総グルタチオン中に占めるGSSGの割合は暴露濃度，  

暴言期間に関係なく2～4％とはぼ一定であった。したがって酸化性を有するNO2であっても4  

ppm以下の暴琵濃度では，GSHからGSSGへの酸化反応には大きな影響を及ぼさないと考えられ  

る。   

肺の総SH（TSH）量と非タンパク性SH化合物の総量を示すNPSH童の測定結果からタンパク  

性SIl（PSH）塁を求めた結果を表2に示した。NPSH塁は，0．4，1，3pprn暴竃では1．3ppm3  

か月間暴露の場合を除くと対照群と暴露群の間に差が見られなかったが，4ppm群でほ対照群に対  

しすべての暴露期間において有意に増加した。PSH量はすべての暴露濃度，暴露期間において対  

照群と暴露群との間に差が見られなかった。このことより4ppmNO2暴露では．タンパクに結合  

したSH逓には量的な変化が見られなかったが，これに対して量的に少ない非タンパク性SH化合  

物は有意に増加することが明らかになった。  

考  察   

M。St。f。ら12）は，比較的低濃度の0，8ppmオゾンを1週間ラットに暴露すると，肺の非タンパ  

ク性SH（NPSH）と還元型グルタチオン（GSH）董はともに暴露開始約3日後に最大値に達し，  

その後はほぼその値が持続されると考えられる結果を報告している。この場合に，NPSHとGSH  

が増加開始とともにNPSHとGSHとの差も次第に増大していることから．GSH以外の低分子SH  

化合物もオゾン暴罵によって増加すると推定される。   

肺におけるこの低分子SH化合物がどのような物質であるかは現在まだ明らかにされていない0  
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衰1 ラットの肺中絶グルタチオン（GSH十GSSG），酸化型グルタチオン（GS  
SG）．および還元型グルタチオン（GSH）量に及ぼすNO2暴露の影響  

TablelEffectofNO2eXPOSureOntOtalglutathione（GSfI十GSSG），OXidized  
glutathione（GSSG），andreducedglutathione（GSH）1evelsinratlungs  

A   ム   A－2xBb）   xlOO  

NOl   
ExposuT¢  
peTiod  

GSH＋GSSGa）   GSSG   GSH   
GSSGp¢JtOtal  

glutathione   

1W   1．78±0．11   0．027±0．007  1，72士0．11   3．0  

2W   1．93±0．21   0．028±0．005  1．88±0．21   2．9  

3W   1，87±0．14   0，032±0．005  1．81±0，14   3．4  
Control  

1M   2．09±0．07   0，027士0．001  2．04±0．08   2．6  

2M   1．93±0．03   0．027±0．007  1．88±0．03   2．8  

3M   1．75±0．08   0．041土0．010  1，68±0．09   4．7   

1W   1．82±0，12   0．018±0．005  1．78±0．11   2．0  

2加   1．87±0．17   0．031±0．008  1．80±0．17   3．3  

3W   1．80±0．14   0．031±0．004  1．74士0．13   3．4  
0．4ppm  

1M   2．00±0．10   0．025±0．034  1，95±0．10   2．5  

2M   1．94±0．10   0，028±0．00（；  1．89土0．11   2．9  

3M   1，70±0．13   0．036土0．007  1．63±0．14   4．2   

1W   1．7（；±0，1（〉   0．018±0．005  1．72±0．15   2．0  

2W   1，91±0．08   0．028士0．006  1．86±0．07   2，9  

3W   1．88土0．19   0．032±0，005  1．81士0．19   3．4  
1．3ppm  

1M   2．00±0．13   0．025±0，003  1．9（〉士0．15   2．5  

2M   2．00±0．08   仇030±0．002  1．94士0．Og   5，0  

3M   1．74±0．10   0，037±0．009  1．66±0，09   4．3   

◆◆◆ 2．32土0．19   
●●■  

1W  0．030土0．007     2．2（〉±0．18   2．6  
◆  

2W  2．34±0．24   0．038土0．011      2．27±0．24   3．2  

3W   2．34±0，30   0．0：！5±0，003  2．28士0．29   3．0  

4 ppm  ◆◆   
1M  2．49土0．19   ◆◆◆  2，9  

◆◆◆  
2M  ■●◆ 2．3（i士0．08   0．034±0．006     2．29±0，07   2．9  

◆◆◆  ◆◆◆  
3M  2．28±0．11   0．045±0．010     2．19±0．10   3．9   

a）ニGS5Gj爪foねIgJula仙jtコne（GSH十G55G）i5Ca】cuJ8redjn亡erm50rreducedgluね血orIe（G5H）．  
b）：OnemoleofGSSGcorrespondstotwornolesofGSH，；  
Totalglutathione（GSH＋GSSG），GSSG，andGSHlevelsareexpressedasJLmOles／glung．  
Vduesaremeans±SD，〃＝6，  
＊：♪＜0．05，＊＊：ア＜0．01，…＊：P＜0．001  
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蓑‘2 ラットの肺中総SH（TSH），非タンパク性SH（NPSH），およびタンパク  
性SH（PSH）量に及ぼすNO2暴露の影響  

Table2 EffectofNO2eXPO5ureontOtalsulfhydryl（TSH），nOnprOteinsulfhydryl  
（NPSH），andproteirlSulfhydryl（PSH）1evelsinratlungs  

Exposure  
A   B   A－B  

NO】  period  TS〃   Np5〃   P5〃   

1W   10．6±1．5   1．89±0．08   8．7土1．5  

2W   10．6士0．7   1．91±0．06   8．7土0．7  

3W   10．7土0．8   1．73±0，12   9．0±0．9  
Control  

1M   ‖．2土0．7   1．∂7土0．21   9．3±0．∂  

2M   12．0士1．0   1．8（i土0，11   10．1±0．9  

3M   11．2土0．6   1．82±0．09   9．3±0．6   

1W   10．7土0．5   1．88±0．08   8．9土0．5  

2W   ユ仇5土1．0   ユ．タ7±0．09   β．5士0．9  

3W   10．2±0．8   1．77土0．10   8．4±0．8  
0．4ppm  

1M   11．1±0．9   1．81±0．05   9．3±0．9  

2M   12．4±1．0   1．95±0．06   10．5土0．3  

3M   11．2士0．5   1．87±0．0（i   9．3土0，5   

10．6土1．3   1．89±0．11   8．7土1．3  

11．0土0．4   ユ．03士0，06   9．0土0．4  

10．6土0．3   1．80±0，07   8．8±0．5  
1．3ppm   

11．8±0．6   1．9（l士0．07   9．8±0，6  

12．0±0．7   1．90±0．08   10．1±0．7  

11．7土0．6   l．99土0．09＊   9．7±0，5   

1W   11．0±1．3   2．14±0．15   8．8士l．4  

2W   11．0±1．0  ◆◆ 2，38士0．13   S．6±0．9  

3W   10．9±0．8  ◆◆◆ 2．1：l土0．03   臥7±0．8  
4 ppm  

1M   11．8±0．5  ◆◆ 2．30土0，0（；   9．5±0．5  

2ふl   12．3土0．4   2．23土0．‖   ユ0．0士D．4  

3M   11．9±D．3  ◆●■ 2．33土0．15   9．6土0．3   

TSIl，N】】SH，andI，SHlevelsareexpressedas〃mOles／glung．  

ValuesぴemeanS±SD，〃＝6．  

＊：ダ＜0，05，＊＊：タ＜0．01，＝＊：ア＜0．001．  
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しかし，ラットやマウス等の哺乳動物の肝．腎におけるグルタチオンの合成および代謝に関する一  

連の反応についてはt■r一グルタミルサイクル〝の存在が主張されており16～は） ，このサイクルに  

よるとGSH（Lr－グルタミルーL－システイニルグ1）シソ）はSH基を有するL一システイン  

からL－r－グルタミルシステイソを経て合成される。従ってこのサイクルから，GSH以外の低  

分子SH化合物はL－システインおよぴシステイン残基を有する低分子ペ70チド等が考えられる。   

これまでの実験結果から，（1）4ppmNO2暴露群では，GSHとその他の低分子SH化合物との線  

量を示すNPSHの測定値とGSHの測定値の間には，すべての暴露期間において有意な差が見られ  

なかったことから，NO2暴露によってGSHは著しく増大したにもかかわらず，GSH以外の低分  

子SH化合物は本実験で測定したNPSHとGSHとの差による方法では検出できない程の低い値に  

常に保たれており・Mustafaら12）のオゾン暴露の場合とは異なる結果が得られた。（2）4ppmNO2  

暴露群では，肺の酸化型グルタチオン（GSSG）量は，4ppmlか月間暴露の場合を除くと．すべ  

ての暴露期間で対照群と暴露群との間に差は見られず，またGSSGの総グルタチオン皇に対する割  

合は2～4％と低い値を示した。タンパクに結合したSH基の総量を示すタンパク性SH（PSH）  

量はすべての暴露濃度および暴言時間によって変化しなかった。このことは高濃度オゾン暴露で見  

られたタンパク性SHとGSHとの混合ジスルフィドへの酸化反応9）が起こっている可能性の少な  

いことを示している。   

以上の（1），（2）のことから4ppmNO2暴露によって肺のGSH量は対照群に対して有意に増加する  

が，GSI了以外の低分子SH化合物は常に低い値に保たれていると結論されることから，暴露によっ  

て増加するGSHの合成に必要なLTシステインやシステイン残基を含む低分子ペプチドがどこか  

ら供給されるかはt－r一グルタミルサイクル”説では説明できず今後の問題点と考えられる。また  

増加するGSHの合成には，L－システインと同様に，Lグルタミン酸およびグリシンが必要で  

ある。従ってNO2暴露の生体に対する影響を明らかにする上で，肺におけるGSH以外のSH化合  

物およびアミノ酸に及ぼすNO2の影響も今後の課題と考えられる。  
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10  
ニ醸イヒ窒素と肺の表面を構成する物質との反応＊  

－コレステロールとの反応－   

TheReactiorLOfNitrogenDioxidewithLurLgSurfaceComponents  

＿TheReactionwithCholesterol一  

小 林 隆 正   

TakahiroKOBAYASHII   

二酸化窒素（NO2）と肺の表面を構成する脂質の一つであるコレステロールとの反応  

を検討した。NO2はコレステロールの3位のOH基と反応しコレステリルナイトライト  

を生成することが判明した。反応を続けるとコレステロールの5位の二重結合と反応  

した生成物も観察された。水はこの反応を加速し酸素はこの反応を抑制することが見  

出された。  

Abst∫aCt  

The reaction of nitrogen dioxide（NO2）with cholesteroIwasinvestigated．  

NO2reaCted withthehydroxylgrouplnCholesteroltoproducecholesterylnitrite．  

In this reaction，Otherminor products were also observed，Chole5terylnitrate，  

however，WaSnOtdetected aswasreportedbyotherworkers．Wateracceleratesand  

OXygenretardsthisreaction．  

はじめに   

NO2は水への溶解度がSO2などとくらべ低いため，呼吸器系に吸入されると肺胞に達しモ硝酸  

塩，亜硝酸塩の形で血液中に入り，その多くは硝酸塩として尿中に排出される。その過程で呼吸器  

系にさまぎまな変化を及ぼヂ，3と化学的に見るとNO2は強い酸化力を有している。従って呼吸器系  

に入ったNO2は肺の表面をおおう成分と反応する可能性を有している4‾讐肺胞の表面はコレステロ  

ールやリン脂質が重要な役割をしている。従ってもしこれらの脂質とNO2が反応すると脂質の組成7）  

＊本論文はChemosphere Vol．9，pp．777L784（1980）に掲載したものを和訳したものである。  

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

The NationalInstitute for EnvironmentalStudies，Basic MedicalSciences Division，Yatabe－maChi，   

Tsukuba，lbaraki305，Japan，  
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や代謝に変化8）を与える可能性が考えられる。KamelらはNO2はコレステロール単分子膜と強い相  

互作用をすると報告している9‾nと そこでNO2の肺胞への影響を検討する一環として，NO2とコレ  

ステロールとの反応を解析した。  

方  法   

コレステロール⊥，コレステリルナイトレイトとNO2標準ガスは市販品を購入した。赤外吸収スペ  

クトル．核磁気共鳴（NMfりスペクトル，質量スペクトルはそれぞれ日立分光光度計285，ブルッカー  

社製パルス核磁気共鳴装置SXP型，日本電子製JMS－100質量分析計を用いて測定した。   

⊥とNO2との反応生成物の定量分析はヤトロン社製ヤトロスキャンTH－10分析計を用いた。反応  

生成物の分離は0．9mmの直径で152mmの長さのガラス棒に75／lmの厚さのシリカゲル微粉末を蒸着  

させたもの（クロマロッドS）を用いて行った。反応生成物をクロマロッドSに吸着させた後にnヘキ  

サンで展開した。クロマロッドSを乾燥（5分）し溶媒を除いた後水素炎を通し，FID検出器で検出  

する方法をとった。   

反応はコレステロール（1g）の四塩化炭素溶液（500ml）に5，100，477，44．4ppmのNO2（窒素中）  

を流速50ml／minで吹き込みを行った。   

水や酸素の反応に及ぼす影響を検討する場合は衰1に示すような4条件下で2時間反応を行った。   

反応過程の解析は赤外吸収スペクトル，NMf～スペクトル．クロマロッドSを用いた薄層クロマトグ  

ラフィーを用いて行った。表1の反応条件ではいずれの場合も反応生成物の80％以上はコレステリ  

表 1反 応 条 件  

Tablel ReactionConditions  

Gas   SoIvent   

choleste∫01a  NO2b＋NIC  CC14（120ml）   

ChoIesteroIa  NO？b＋01C  CC14（120ml）   

ChoIcst即0Ia  NOlb十NIC  CCl。（100mI）十Hユ0（20ml）   

choIestelOla  NO2b＋0ユC  CC14（100ml）十日っ0（20ml）  

a：100mg  

b：5，85（；ppminN】，Flowrate120ml／min，  

c：Flowrate60ml／min．  

ルナイトライト2で残りは未反応の1であった。2は一20℃で四塩化炭素から再結晶により精製  
した。この物質はmp．94C12）．m／ら：415（M＋），368（M＋－HONO）．シKB．2950，2932，2873，2852，  

1640，1469．1380，1369，862，820，785cm‾1，∂cDCL35・22（l＝．rrtC3H），5A6（1＝，m，C6－H）  

の特性を示した。少塁の生成物を分析する場合は1gの上の四塩化炭素溶液に5640ppmのNO2を  

45ml血in流速で吹き込み27時間反応させた。1184mgの粗反応混合物を得た。四塩化炭素から再  
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図1コレステロール（1g）と三種の濃度のNO2（5100，477と44．4ppm，  

流速50ml／min）との四塩化炭素溶液中での反応  

Fig．1 Reaction of cholesterol（Jg）with three different coTICentratjorIOfNO2  

（5，100，477and44．4ppmin N2，flow rate；50ml／min）in carborL tetra－  
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図 2 02とH20の存在下でのコレステロールとNO2との反応，  

コレステリルナイトライトの生成量％）の時間変化  

Fig．2 ReactionofcholesterolwithNO2inthepresenceofO2and／orf120．  
Plot of％ofcholesterylnitritevs・t・□NO7＋Nク，■NOl＋01，．NO】＋H20and  
ONO，＋0】十H，0・Forreactionconditions，班eTablel・  
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結晶を繰り返し764mgの2を得た。残りをシリカゲルのカラムクロマトグラフィーを行いヘキサン  

とエーテルで溶離させた。エーテル分画から39mgの如－OH，6α－NO2 －コレスタノール3の無  

色の結晶を得た。この物質は，mp．193～194℃，m／e449（b（），431（㌦⊥NO2），yKBr3520，  

3350，2900，1545cn｛1。∂JnlSOrd63・78（1＝，m，C3r＝），4・35（1H，dd，］＝11，6，C6－＝）ppmの  

特性を示した。  

結果と考察   

図1にNO2濃度と旦の生成量との関係を示した。図2に表1に示した四つの条件下での旦の生成  

員を示した。赤外吸収スペクトル，NMRスペクトルはいずれも主反応生成物がコレステリルナイ  

図 3 反応混合物〔A〕と反応混合物＋コレステリルナイトレイト〔B〕  
の薄層クロマトグテム．展開溶媒n－ヘキサン  

Fig．3 Thinlayerchromatogramsofreactionmixtures（A）andthemixturesplus  
cholesterylnitrate（B）■  

Developmentin〃－hexaれe・   

トライト且であることを示している0すなわち，赤外吸収スペクトルでは壬生成物は典型的なナイ  

トライトの吸収を1，640．785cmJlに有しておりプロトンNMRスペクトルでは5・22と5，46ppmに旦  

の3位および6位の水素に帰属できる吸収が観察された。また質量スペクトル，融点やR＝直のい  

ずれも壬生成物が見であることを示しているD  
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KamelらはNO2とユとの反応生成物のうちコレステリルナイトレイトが壬生成物であるとしてい  

るが1？いずれの条件下でもコレステリルナイトレイトの生成は観察されなかった。図3Aは，反応混  

合物をクロマロッドSを用いて分離した蒋層クロマトグラムである。図3Bは，反応混合物にコレステ  

リルナイトレイトを加えて行った。主生成物のRf値はコレステリルナイトレイトのものと明らかに  

異なり，反応混合物中にコレステリルナイトレイトは存在しないことが示されている。一方コレス  

テリルナイトレイトの標準品の赤外吸収スペクトルは1628，1272，868cT√lにナイトレイトの典型的な  

吸収を示したが，反応混合物の赤外吸収スペクトルにはこれらの吸収は観察されなかった。またコ  

レステリルナイトレイトの標準品のNMRスペクトルには84．85および5．46ppmに3位と6位のプロト  

ンの吸収を示すが反応混合物のNMRスペクトルにはこれらの吸収は観察されなかった。Kamelらの  

実験ではコレステリルナイトレイトの同定を薄層クロマトグラフィーだけで行っていることと，彼らの薄  

層クロマトグラフィーの条件ではコレステリルナイトレイトと壬生成物である旦はRr値が極めて近くな  

るため旦を誤ってコレステリルナイトレイトと同定したのではないかと推察される。   

反応をさらに続けると多くの生成物が形成される。それらの生成物のうちで旦が構造決定に必要  

なだけ得られた。且は無色の結晶で質量スペクトルはm／も449に親ピークでエの親ピークより63マス  

分多くなっており⊥にH，N，0の原子が各廿3個付加した形をとっている。その赤外吸収スペクト  

ルにはOH基の伸縮振動に基づく吸収が35礼3350cT√1に見られ一つは水素結合したOH基の伸縮振動  

であることが判明した。また1545c－√1こはニトロ基の伸縮振動に基づく吸収が観察された。またDM  

SOd6溶媒中でのNMR吸収スペクトルでは3位と6位のプロトンの吸収が3，78，4．35ppmに観察さ  

れた。6位のプロトンはddカップリングしており，カップリング定数はJ＝11とJ＝6であり，6位の  

プロトンがアキシャル（α）配向であることが示唆される聖5位のOH基はニトロ基と水素結合してい  

るためα側に配向していると推定される。従っqは5α－0玖 6α－NO2一コレスタノールと推定された。   

図4に反応機構を示した。ユの3位のOH基は2分子のNO2と反応し旦と硝酸を形成する。同様の  

反応はメタノールのOH基とNO2との反応でも見られ，Silverwoodらにより化学量論的に扱われて  

いる。   

旦は図4に示した経路で生成される。すなわちエの二重結合にNO2が付加しA．旦のニトロ置換し  
たラジカルが形成される1聖19位のメチル基のしゃへい効果によりニトロ基の攻撃はα側からのもの旦  

が優先すると推定される。生成したニトロ置換したラジカルはNO2の攻撃を再びうける。β側から  

の攻撃ほ19位のメチル基のしゃへい効果で起こりにくいと考えられる。AにNO2が付加すると19位．  

のメチル基と6位のβ側のNO2との間でvan der Waals相互作用が強くなると考えられるため不  

利と推定される。従って且にα側からNO2は攻撃すると考えられる。この結果5α一ONO，6α－NO2  

－コレスクノール旦が生成する。旦は精製過程で加水分解され旦が生成すると考えられる。図2に示  

すように水は反応を促進し，酸素は反応を遅らせる。水が存在する場合は，NO2は水と反応し亜硝  

酸を生成する。この亜硝酸が⊥と反応し£と水を生成する。ユを亜硝酸ナトリウムと塩酸とで処理  

すると⊥のOH基は即座にナイトライトエステル旦となる。この亜硝酸との反応が速い為旦の生成が7kの  
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図 4 コレステロールとNO2との反応機構  
Fig・4 ReactionprocessofcholesteroIwithnitrogendioxide  

存在下で促進されると考えられる。一方酸素の存在下では酸素分子が中間体のラジカルと反応する  

為旦の生成が遅くなると考えられる。   

以上の結果は，NO2を含んだ大気に⊥を暴露すると，⊥の3位のOH基がNO2と反応し旦が主に  

形成されることを示すものである。エの単分子膜にNO2を作用させると，同様に旦が生成することを  

確認したが，旦は膜から離脱し膜の凝縮が起きると考えられる。コレステロールの同様の離脱は，コ  

レステロールとレシチンの混合単分子膜においても報告されている。動物の場合もNO2を暴露すると，  

肺胞の表面でNO2とコレステロールが反応する可能性がある。従って膜の性質が変化し，浸透圧等が  

変化する可能性がある。これらの変化がNO2暴露した場合におきる肺の病変に16・17ミ何らかの関係  

を持っている可能性があり，現在これについて検討中である。  
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要  旨   

NO2（5．000ppm）とオレイン酸（1g）を四塩化炭素溶液中酸素存在下で12時間反応  

させ，その反応生成物をリン酸緩衝液（pH7．56，TritonX－100を含む）に懸濁させ，ラ  

ットに尾静注した。24時間後の肺と肝のリン脂質の脂肪酸組成の変化をみた。肺の湿  

重量は増加し－リン脂質中のパルミテン酸の割合も有意に増加した。また他の脂肪酸  

の増減の傾向はNO2急性暴露の際の肺組織のリン脂質における脂肪酸の増減の傾向と  

同じであった。これらの結果は肺の表面でNO2とリン脂質中の不飽和脂肪酸が反応す  

ると仮定すると，その反応生成物は肺のリン脂質の脂肪酸組成を変化させる一因にな  

りうることを示唆している。  

Abstract  

Oleic acid（1g）dissoIYedin CCl4WaS reaCtedwith NO2（5，000ppm）inthe  

presenceofO2for12hours．TheresultingreactionproductssoIved byphosphate  

buffer（pH7．56）containing O．1％Triton X－100wereiqected to ratsviathetail  

Vein．After24hr，fatty acid compositions of phospholipidsin thelungandliver  

tissues were observed．Thelungwetweight and therelativeratio ofpalmitic acid  

increasedby theinJeCtionofthereactionmixtures．Thetendencyofthechangesin  
Otherfattyacidsinthelungswassimilartotheresultsforacuteexposureofratsto  

20ppm NO2・These obseJVations suggest that the reactionproductofNO2With  

unsaturated．fatty acids would be one of thefactorswhlChmakeachangeinthe  

fattyacidcompositionofphosphollpidsin1ungs，WhenratswereexposedtoNO2，  

1．国立公害研究所 環境生理郡 〒諏5 茨城県筑波郡谷田部町′j＼野川16番2   

The Nationallnstitute for EnYiror）mentalStudies，BasicMedicaISciences Division，Yatabe－maChi，   

Tsukuba，IbaIaki305，Japan．  
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はじめに   

ラットをNO2に暴露すると肺の表面活性物質として重要な役割をしているリン脂質が種々の影響  

を受ける。我々はこのリン脂質に及ぼすNO2の影響を検討し以下の点を明らかにしてきた。すなわ  

ち，1）化学的にNO2はリン脂質の脂肪酸の二塁結合と容易に反応し．ニトロ置換したラジカル中  

間体を経たと考えられる誘導体を生成すること1，2ミ2）ラットのNO2急性および慢性暴露により肺  

リン脂質の脂肪酸組成が有意に変動すること3∑3）ラットのNO2急性暴言により肺胞洗浄液中のリ  

ン脂質の脂肪酸組成が有意に変動すること4七4）標的臓器以外の肝においても脂肪酸組成が有意に  

変動すること3），などである。   

Thomasらはinvi別の実験でNO2と肺のリン脂質の不飽和脂肪酸が直接反応することを示唆す  

る報告をしている5）。もしNO2と不飽和脂肪酸が反応するとすれば，不飽和脂肪酸の過酸化物やニト  

ロ化物などができる可能性が考えられる。Cortesぅらはオゾンあるいは酸素と不飽和脂肪酸との反  

応によって生ずるオゾナイドやハイドロペルオキンドが肺のリン脂質の脂肪酸組成等に影響を及ぼ  

すことを観察した6とそこで今回はNO2と不飽和脂肪酸との反応生成物が肺のリン脂質の脂肪酸組  

成にどのような影響を与えるか検討しNO2暴露による肺リン脂質の脂肪酸組成の変化と比較するこ  

とを目的とした。  

方  法   

不飽和脂肪酸としてはオレイン酸（99，9％純度PL社）を用いた。NO2は5，000ppm標準ガス，02  

は99．99％純ガスを用いた。核磁気共鳴スペクトル，赤外吸収スペクトルはそれぞれ90Mcブルッカー  

社製パルス核磁気共鳴装置SXP型，目立赤外分光光度計285を用いた。ラットに静注する脂肪酸と  

NO2の反応生成物は，オレイン酸（1g）の四塩化炭素溶液に5．000ppmのNO2（120m】血in）と純酸  

素（60ml／厄in）を12時間反応させたものを使用した。NMR，IRの結果から反応混合物の組成はオ  

レイン酸（15％），エライジン酸（29％），ニトロケトン体（30％），ニトロヒドロキシル体（18％），ジニト  

ロ体（8％）であったたまた反応生成物はヨウ化カリウムーデンプン反応がプラスであったことから過酸  

化物の存在が示唆された。  

JCL：Wistar系雌ラット（10遇令）を各群6匹ずつ6群にわけた。第1群はpH7．56のリン感緩衝液  

（水1I中NaC18．Og，KClO．2g，Na2HPO41．15g．KH2PO40．2gを含む）0，5mlを尾静注した0  

第2群は0．ユ％の割合でTritonX－100が入ったpH7，56のリン酸緩衝液0．5mlを尾静注した。第3群  

から第6群までは第2群で用いたTritonX－100を0．1％含むリン酸緩衝液を用い以下の物質を添加し  

尾静江した。第3群はNO2とオレイン酸の反応生成物2．5mg．第4群はNO2とオレイン酸の反応生成  

物5mg，第5群はオレイン酸5mg，第6群はエライジン酸5mgをそれぞれ含んでいる。これらを尾静注  

してから24時間後エーテル麻酔下で勤動脈から放血後．肺，肝を摘出した。採取した肺および肝の一  

部（約500一喝）はメタノールークロロホルムー水（2：1：0・3．t／v）の混合溶媒3・3ml中Polyb‾On  

ホモジナイザーを用いホモジナイズした。F。l。hらの方法で脂質を抽出しガ）。操作はすべて窒素気流  
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中，水冷下で行った。リン脂質は薄層クロマトグラフィー（シリカゲルF25。メルク社製），展開溶媒：  

n∵－ヘキサンーエチルエーテルー酢酸，（80：40：1，〆ん）を行い分駁した。リン脂質はMorganらの方  

法8）で窒素雰囲気中メタノリシスし，得られた脂肪酸のメチルエステルを島津GC－5Aガスクロマトグ  

ラフを用い分析した。カラムはスコット型の40mガラスキャピラリーカラム（内径0．3nvn）を用い，液  

相はシアノエチル化したポリシロキサン（SS－4）を用いた。分析条件はカラム温度160℃，注入口温度  

250℃，キャリ7ガス流量0．71ml／分で行った9tデータの有意差は第2君を対象としStudentのt検  

定によって行った。   

結  果   

表1に体重および臥肝湿重畳ならびに肺の体重比を示した。NO2とオレイン酸との反応生成物  

を静注した群では肺湿垂塁ならびに肺の体重比が有意に増加した。表2に肺リン脂質の脂肪酸組成  

を示した。表2から明らかなように肺リン脂質中点も多塁に含まれているパルミチン酸は反応生成  

物を静注した3，4群で増加し，特に第4群では有意な増加を示した。オレイン酸投与群（第5群）でも  

増加傾向がみられた。他の脂肪酸ではパルミトレイン酸は有意に増加し，ミリスチン酸，ステアリ  

ン酸，オレイン酸，7ラキドン鰍ま第4群でオレイン酸投与群と第4群の反応生成物投与群の増減の  

傾向は同じ傾向を示した。   

表3に肝リン脂質の脂肪酸組成を示した。肝のリン脂質の脂肪酸組成はこれらの物質を静江する  

ことにより新著な変化を示さなかった。  

表 1体重，肺，肝湿重量およびその体重比  

Tablel Bodyweight，1ungandliverwetweiglltandexperimentaldata  

Graup I Group2   GTOup3   GTOup4   Group5  Group 6 

lT】itialBody  
Weight．（りg  

Final Body 
Weighl．（F）g－  

Lung Wet 
Weight．（L11）m呂  

Lu／F（XlO3）  

⊥jyerWef  
Weight，（Li）g  

Li／F（×10ユ）  

224±2a）   

2：！1±3  

901±32  

4．1±0．1   

7．16±0．60   

32．5±2，7  

22：Z±9  

220±11  

888±79   

4，0±0．2   

7．88±0．70   

35．8±2．1  

22（〉±16   225士13   219土6  231±11  

226±8  219±6  222±12   22（）±12  

997士1031、047±48＊＊b）956土32  

4．4土0．4   4．6土0．4   4．1土0．1   

7．29±0．51 7．47±0．51 7．14±0．44   

32．3±2．3   33．8±1．4   3：〉．3±1．9  

945±63  

4．2±0．3   

7．53±0．61   

33．3±1．8  

a：MeanValue±S．D，  

b：t・1estascomparedwithGroup2．＊＊P＜0．01，  
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蓑 2 NO2とオレイン酸との反応生成物の静注による肺リン脂質脂肪酸組成の変化  

Table2 Changesinthefattyacidcompositionoflungtissuephospholipidsbyin］eCtion（i．v二）of  
reactionmixturesofoleicacidwithNO2  

Fatty acids RTa） Groupl  Group2   GTOup3  Group4  Group5  Group 6 

2611．40±0．06b）   
341  3．27±0．17   

411  34．77±0，18   

558   2．04±0．19   

694 13．21±0．24   

763 11．28±0．45   

915   7．03±0．23  

2．01さ i2．02±0．45  

1．35±0，10＊C）  

3．58±0．49  

36．1（；±1．5（〉  

2．0（i±0．23  

12．88±0．42  

10．45±0．35   

7，55±0．21  

ヱユ．3ク土0．74  

1．59±0．09  

3＿22±0＿17  

35，32士1．01  

2．07±0．19  

13．04土0．44  

10．93±0．45  

7．37士0．20  

‖．82土0．4g  

1．44土0．12   

3－26±0．47  

36．43±1．35＊  

2．03±0．20  

13．06±0．51  

11．22土0，25   

7．45土0，17  

11．82±0，4さ  

1．55±0．07  

2．7タ土0．27  

38．62±1．81＊＊  

2．00士0，17  

12．33士0．72  

10．09土0．32ヰ  

7．46土0．11  

11．3（；士0．41  

1．24土0．10＊＊＊   

2．97±0．21  

34．20±0．78  

2．13土0．17  

13．28±0．24  

11．48±0．25＊  

7．67±0．25  

12，93±0．30＊＊  

My∫j5tjcacjd  

Palmitic acid 

Palmitoleic acid 

Stearic acid 

Oleic acid 

Linoleic acid 

AIaChidonicacid  

a：Retentiontime（sec）at160Oc（coltlmntemperature）．  
b＝Meaヮva】ue±S・D・（恥  

c：t－teStaSCOmparedwithGroup2，＊P＜0，05，＊＊P＜0．01and＊＝p＜0．001．  

表 3 NO2とオレイン酸との反応生成物の静注による肝リン脂質脂肪酸組成の変化  

Table3 Changesinthefattyacidcompositionoflivertissuephospholipidsbythe  
iqection（i．v二）ofreactionmixturesofoleicacidwithNO2  

FaHy且Cid5  Group2  Group 4 

11．83士0．69a）  

30，41±1．11  

4．14±0．35  

12．47±0．91  

25．ユ6±ユ．64  

11．31±0．96  

Palmitic acid 

Stea∫icacid  

Oleic acid 

Linoleic acid 

ATaClljd0月jcacjd  

Docosahexaenoicacid  

11．73±0，55  

30．1（〉±0．63  

4．25±0，22  

12．72±0．42  

25，86±1－27  

10．50±0．94  

a二Meanv山ue±S．D．（％）   



考  察 ■   

NO2とオレイン酸の酸素存在下での反応生成物を静注すると，肺の湿重畳が有意時増加した。著  

者らの行った急性NO2暴罵（20ppmNO2，20，40時間）3ミArnerらの9か月間暴露実験（2．9ppm，  

NO2，24時間／日，5日間／週）追kも肺湿重量の増加が観察されている。   

肺のリソ脂質の脂肪酸組成は第2群と第4群を比較するとパルミチン鹸が有意に増加していた。こ  

の増加はNO2急性暴露（20ppmNO2，・20，40時間）3）NO2長期暴露（0．4ppmおよび4ppm，9．18か  

月間）11）のリン脂質中の脂肪酸組成およぴR。。hmらの行った亜急性暴露（10ppmNO2，4週間J2  

の場合の松脂雪中の脂肪酸組成においても観察された。   

一方他の脂肪酸ではミリスチン艶 ステアリン酸，オレイン乳 アラキドン酸が有意な減少また  

はわずかな減少傾向を示した。この傾向は，き・NO2急性暴寄（20ppmNO2，20，40時間）3）の場合で  

も観察された。また，NO2長期豪罵u〉の場合でもオレイン酸の場合をのぞき傾向が一致した。また  

パルミ．トレイン酸，リノール酸の増加傾向もNO2急性暴露で観察され七。．   

肝リン脂質脂肪酸の場合NO2急性暴露，NO2長期暴露により，肺と逆の増減の傾向が観察された  

が，反応生成物を静江した場合には一定の傾向はみられなかった。   

以上NO2とオレイン酸との反応生成物の静注により肺りン脂質脂肪酸組成がNO2暴露の場合と同  

様の変動を示すことが判明した。中でもパルミチン酸の増加は，1）ジバルミチルホスファチジルコ  

リンを多量に含むsurfactantの合成，分泌が活発になること，2）パルミテン駿をとり込んだレシチ  

ンの分解が遅くなること，などの要因が考えられる。   

NO2暴露で肺のsurfactantの合成が盛んになることは，・Blanck13）らの報告でノヾルミチン酸の取り  

込みがNO2急性暴露後増加することから，支持される占また’surfactAntの分泌が増すことば一著者  

等4）のNO2暴露による肺胞洗浄液中あル脂質捜の増加とリン脂質串のノア1レミチン酸の画の結果  

から支持される。従って，NO2暴露による何らかの刺激が肺のJI型上皮細胞に伝わり，Surfactant  

が分泌されると同時にsurfactantの合成も増加すると考えられる。Surfactantの分泌をコントロー  

ルするものとしてはプロスタグランジンE2，F2ふ14‾17）p－adrenergicagents17ra），Cholinergic  

ag。。tSlllち2‾別ミヵルシウムイオノホアⅣ，25・26ミチ口車シソ27）等々が挙げられる。プロスタタラジ、ン  

E2．F2。（PGE2，PGF2a）に関してはAndersonら1S如II塁上皮細胞を使いホスフナチジルコ・）ン  

（PC）の分泌を促進すると報告している。またColacicco】6）ら’はPGE2，PGF2aもコリ．ンやパル  

ミチン酸のPCへの取り込みを増加させると報告している。一方Ma，ln。17？らはPGE2，ほ確かにII  

型上皮細胞のPC分泌を促進するがPGF2aは促進しないとしでいる。   

肺はPGE2，PGF2cEの活性を失わせる作用をもつ器官である。肺を1回通過するとこれらのPG  

の活性は98～99％失われる。著者らはNO2暴露によってPGE2やPGF2aの活性を失わせ皐プロス  

タグランジンデヒドロゲネースの活性が対照の∞％へと有意に低下するごとを観察した聖徒って  

NO2暴露により肺で活性が失われるPGE2，（F2。）が不活性化されず，Surfactantの分泌を増申さ  

せる可能性が考えられる。同時に分泌されたsurfactantを補うため合成を活発にする径路があるの  
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かもしれない。NO2とオレイン酸との反応生成物を静注した場合の肺のリン脂質脂肪酸組成の変動  

の傾向がNO2暴露の場合と類似であることから，NO2と不飽和脂肪酸の反応生成物も肺のプロスタ  

グランジンデヒドロゲネースの活性を低下させ，NO2暴露の場合と同様の機構でsurfactantの分泌，  

合成を盛んにさせている可能性が考えられる。   

今後他のsurfactant分泌の要因である，カルシウム，β－adrenerglC reCeptOr，Cholinergicre－  

ceptorなどへのNO2暴露の影響を検討すると共にこれらに対するNO2と不飽和脂肪酸の反応生成  

物の影響を検討していく予定である。  
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二醸イヒ窒素と不飽和脂肪酸の反応生成物の肺プロスタサイクリン  

＼  

合成に及ぼす影響  

Effe。t・。fReactionProduct畠bfNitrogenDioxidF示ithUnsattLratedFattyAcid  

ontheProstacyclinSynthesisofLungs   

小 林隆弘1   

TakahiroKOBAYASHIl   

要、旨 一丁  
、二酸化窒素とオレイン酸との反応生成物が肺ホモジネートのプロスタサイクリン合  

成に及ぼす影響を検討一した。ホモジナイズした肺のプロスタサイクリン合成能は反  

応混合物右添加すると低下する。このプもスタサイクリン合成能低下の一つの要因と  

して反応生成物中に存在することが示唆さ、れる脂質過酸化物か挙げられる。  

Abstract  

The effect of盲主立ction mixtures ofNO2Witholeic acid ontheprostacyclin  
synthesisofthelunghomogellate afe reported．Prostacyclinsynthesizingactivity  

ofhomogemized‘1もんglSinhibited、bythereictionmixfures．L皐Pidperoxideinthe  
reactionmixturesmよy′beoneofthefactorsrelitedtothisdecrease▼inprostacyclin  

Synthesis．  

はじめに   

呼吸器系に吸入されたが02のうち大部分はNO言，NO…の形で血液中に入り，尿中に排出されるD  
この過程でNO2が化学的に高い反応性を持っているため肺の表面を構成する成分と反応する可能性  

がある。Th。maSらはNO2に暴露したラットの肺の脂質に過酸化反応がおきていることを示唆した聖  

我々はNO2とコレステ占－ル2ミ不飽和月自由酸など3）の脂質との反鱒を癖折してきた8NO2と不飽  

和脂肪酸との反応ではニトロ置換したラジカル中間体に酸素が反応し∴生成した過酸化物から誘導さ  

れる物質を同定じた。そこでNO2■と不飽和脂肪酸との反応で生ずる物質が肺にどのような影響を与  

えるか換討を行っている・。今回はこの反応生成物■が肺のプロスタサイクリン合成にどのような影響  

を与える中電≠隼γ？の系で検討した。7てPスタサイクリ．．ン（PGI2）は図1に示すアラキドン酸を前駆  

1，国立公害研究所 環境生理郡，〒3q早．一茨鱒県筑波郡谷田部町小野ハ＝6番2   

The NationalInstitute for EnvironmentalStudies，J3asic MedicalScienc甲DiYision，Yatabe－maChi，   

T餌k11ba，lbaIaki305，JapaTl．  
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図1 アラキドン酸カスケード  

A．A：アラキドン乳 PG：プロスタグランジン．TX：トロンポキサン，  

HHT：12L－ハイドロキシー5，8，10－へプタデカトリエン酸，  

MDAニマロンジアルデヒド，HPETEニノ＼イドロペルオヰシー  

エイコサトリエン酸，HETE：ハイドロヰシーエイコサトリエン酸．  

LT：ロイコトリエン  

Fig．1 Arachldonatecascade  

A．A：araChidonic acid，PG：prOStaghndin，TX：血omboxane，HEIT；12L－hydroxy・  

5，8，10－heptadecatrienoic acid，MDA：malondialdehyde，HPETE：hydroperoxy  

eicosatetraenoicacid，HETE：hydroxy－eicosatetIaenOicacid，LT二1eukotriene  

a：phospholipaseAl，b：phospholipaseC，C＝diglyceridelipase，d＝PGcyclooxygenase，  

e二PGhydroperoxidase，f：PGDisomerase，g：PGEisomerase，h：PGLisomerase，i：TX  

isomerase，j：5－）ipoxygenase，k：8・1ipoxygenase，etC・，1：1ipoxygenase，m：rglutamyl  

transpeptida5e  
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体として合成されるプロスタグランジン類の一つである。肺はこのプロスタサイクリン合成が非常  

に活発な臓器である4・5と Moncadaらは15－ハイドロペルオキソアラキドン酸が動脈壁のプロスタサイ  

クリン合成を抑えることを報告している6三またOkumaらはどタミンE欠乏ラットでは脂質の過酸  

化がおき，動脈壁から分泌されるプロスタサイクリン様物質の邑が有意に減少することを見出した7）○  

従ってNO2と不飽和脂肪酸との反応生成物も肺における70ロスタサイクリン合成を抑える可能性が  

あるため．乙の点について血Ⅴ五8γ○の系で検討を行った。  

方  法   

不飽和脂肪酸としてはオレイン酸（99．9％純度PL社）を用いた。NO2は5，000ppm標準ガス，02  

は99．99g％純ガスを剛、た。核磁気共鳴スペクトルは90Mcブルッカー社製パルス核磁気共鳴装置  

SXP型，赤外吸収スペクトルは日立赤外分光光度計285，脂肪酸のガスクロマトグラフィーは脂肪  

酸をジアゾメタンでメチルエステルとして島津GC－5Aガスクロマトグラフを用い分析した。用いたカ  

ラムはスコット型の亜mガラスキャビラリーカラム（内径0．3mm）を用いた。液相は50％シ7ノエチル  

化した8）ポリシロキサン（SS－4）を用いた。また放射活性物質の検出にはベルトルド社製薄層クロ  

マトスキャナー，放射活性はヒューレットパッカード社製液体シンチレーションカウンターを用いた。   

反応は1gのオレイン酸を500mIの四塩化炭素に溶解し，5．000ppmのNO2と02をそれぞれ毎分  

120mI，60ml吹き込み，12時間反応を行った。そのIRスペクトル，NMRスペクトルより反応混合  

物中にはオレイン酸（15％），エライジン酸（29％），ニトロケトン体（30％），ニトロヒドロキシル体（18  

％），ジニトロ体（8％）が含まれていた3乞またヨウ化カリウムデンプン反応はプラスであり，過儲化物  

が生成されていることを示唆した。  

12週令のWistar系姓ラットを勤椎脱臼後勤動脈から放血し屠殺した。左肺（三匹分）1・5gを3m）  

の水冷しキリン酸緩衝液（pli8・2，1／】5M）中でホモジナイズし鳥一方pH8・2のリン酸綬衝液0・5ml  

に0．2FLCiの【1J4c）．アラキドン酸（Specific actlVity56，4Ci／mol）と5FLgの14cラベルしてい  

互いアラキドン談を加えた後，NO2とオレイン酸との反応混合物を2′1，0．5，0・乙0・1，Omg加え，超音  

波処理した懸濁液を作った。この懸濁液0．5mlに肺のホモジネート0．5mlを加え1mlとし，37℃で15  

分間インキエペートした。反応は0．1NHClを加えpH3．0にすることにより止めた。反応混合物に酢  

酸エチル6ccを加え，10分間振とう後3．000rpmlO分間遠心し，酢酸エチル層を採取した。溶媒留  

去後，エタノールに溶解し薄層クロマトグラフィー（シリカゲル）により分離した。展開溶媒は酢酸エ  

チル／2，2．4－トリメチルペンタン／酢酸／水（11：5：2‥10，小）の有機層を用いた9と薄層クロマ  

トスキャナ一にて放射活性のある位題を検出し，薄層をかきとった後，液体シンチレーションカウ   

ンターにて放射活性を測定した。  

結  果   

図2に正常な肺とアラキドン酸をインキエペー卜した場合のラジオクロマトグラムを示した。壬生成  
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物ほプロスタサイクリンの安定な代謝物である6【ケトープロスタグランジンFld（6－ketd－PGFl。）セ  

あることが判明した。また∫ このピークにプロスタグランジンF2。が重なづていないことがH⊥PGF2。  

とのコカラム．ならびにCOldのPGF2。とのコカラム後1101％のリンモリブデン酸の発色■によって  

確認した。  

SoIv甲t   
front  

Origm  

図 2 ラット肺組織ホモジネー．トのプロス・タグラ1ンジン合成活性を示す   

・典型的なラジオクロマトグラ．云  

Fig・2 Typi6alradiochromatogram showingprostaglandinsynthesizlngactivityln  

thehomogenateofLungtissueofWistarrat：j  r  

ChromatogTaphy was carried out with6－keto二prostaglindinFld（6J（F）ahdprosta・  

glandinF2α（F）asauthenlicstarLdardsu＄ingtheorganiFPh早SeOfamixtureofethyl  

acetate・2，2，4－tTimethylpentane・aCeticacidandwater（11ミ、5＝2，：10，Vh）・   

またpH7，8，8．5二9．05，10．1のリン酸緩衝液でインキュベ⊥卜をした結果pH8～9．05の範囲で  

癌性が最大であった。  ．，－   

オレイン酸とNO2の酸素存在下における反応機構を推定すると，■NO2はオレイン酸の二重結合と  

反応する。ニトロ置換したラジカル中間体を経て壬生成物のこ卜′ロケトン体となる。詳しくは前報  

を参照して頂きたい3も反応混合物はヨウ化力小ウムデンプン反応プラスであり，過酸化物の存在が  

示唆された。   

図3にNO2とオレイン酸との反応生成物の添加量を変え・た場合の肺ホモジネートのプロスタサイ  

クリン合成能の変化を示した。一反応生成物を添加するに伴い6一定to．二pGFl。のピークは顕著に低  

下した。図4■に添加したNO2とオレイン酸との反応生成物の添加量どプロスタサイクリッの合成能  

（6－keto－PGFl。の生成竜）との関係を図に示した。加えた反応生成物の－添加量が少ない所でプロ  

スタサイクリンの合成能は多少活発になるが反応生成物の量が多くなるに伴いプロスタサイクリン  

合成能が顕著に低下することが明らかになった。  
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が明らかになった。  
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々の実験条件下ではプロスタグランジンD2，トロンボキサンA2．プロネタグランジンE2なども少貞  

でほあるが生成することがわかった。  

肺のプロスタサイクリン合成能はNO2とオレイン酸との反応生成物の添加によって低下した。   

肺組織のリン脂質には不飽和脂肪酸としてパルミトレイン軋オレイン隠リノール軌 アラキ  

ドン軌ドコサヘキサエン酸などが存在し全体で40％程度を占めている10J我々はこれらの不飽和脂  

肪酸とNO2が酸素の存在下で反応すると，二重結合を一つだけ有するものではニト？置換したペル  

オキシドを中間体とした生成物を生成すること，リノール酸などのように1，4－ジェンの形の二重結  

合を有するものでは，ニトロ置換したペルオキシド以外に環状ペルオキシドを中間体とした生成物  

（アゼライン酸セミアルデヒド）を生成することを明らかにしてきた3t従ってThomasらDが示唆して  

いるようにNO2暴露で肺に脂質過酸化が起きるとすると，上述してきたようなNO2と不飽和脂肪酸  

が化学的に反応したとき生成する化合物および反応中間体の過酸化物等が肺でも生成している可能  

性が考えられる。Moncada6）らは15－ハイドロペルオキンアラキドン酸がプロスタサイクリン合成を抑  

えることを報告している。Okuma7）らも同様の報告をしている。従ってNO2とオレイン酸との反応  

生成物が肺のプロスタサイクリン合成を低下させることにニトロ置換した過酸化物が寄与している  

可能性があると考えられる。反応生成物はヨウ化カリウムーデンプン反応はプラスであり，過酸化物  

が存在することを示唆している。一方，主反応生成物もプロスタサイタリン合成能を低下させる可  

能性がある。従って今後一つ一つの生成物を単離しプロスタサイクリン合成に及ぼす影響を検討し  

ていく予定である。  
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国立公害研究所研究報告 額31号（R－31－’81）  

Res．Rep．Natl．Inst．Environ・Stud・，No・31，1981・  

1る  

二酸化窒素急性暴露の肺プロスタサイクリン合成に及ぼす影響   

EffectofAcuteNitrogenDioxideExposuTeOntheProstacyclimSynthesisinLungs  

小林 隆弘1・森 田 育男2・室 田 誠逸2  

TakahiroKOBAYASHIl，IkuoMORITA2andSei－itsuMUROTA2   

ラットにNO2を急性暴謁した場合の，肺のプロスタサイクリン合成に関して検討し  

た。Wistar系雄ラットを5，10．15．20．25ppmのNO2に24時間暴露した。肺のホ  

モジネートのプロスタサイクリン合成活性は暴露濃度に依存して減少した。また，  

無処置のラットの肺のプロスタサイクリン分泌もNO2の暴露濃度に依存して減少するこ  

とが観察された。このNO2暴露によるプロスタサイクリン合成能の減少はNO2暴露に  

よるプロスタサイクリン合成能の減少はNO2暴露．による脂質過酸化物の生成ならびに  

肺胞上皮細胞や毛細血管の内皮細胞の損傷によるものと推定される。  

Abstract  

The effect of acute nitrogen dioxide（NO2）exposure on prostacyclin syn－  

thesisin theratlungwasstudied．MaleWistarratswere．exposedto5，10，15，20  

and25ppm NO2for24h．Dose－dependentdecreaseinprostacyclinsynthesizlng  

activities of both homogenized andintactlung was observed．Thi岳decreasein  

PrOStaCyClin synthesis by NO2 eXPOSure may be related to formation oflipid  

peroxides due to NO2eXPOSure andtodamageofpulmoTlaryepithelialcellsalld  

endothelialcellsbyNO2eXpOSure．  

はじめに   

新しいプロスタグランジン頓がこの数年の間に次々と発見され強い生理活性を持っていることが確  

認された。それらを列挙すると，プロスタグランジンエンドパーオキサイド（PGG，PGH），トロンポキ  

サン（TX），プロスタサイクリン．ロイコトリエソ（LT）となる。この中でプロスタサイクリン   

本論文は現在Toxicology LettersVoI．9，PP．373－378（1981）に掲載したものを和訳し．若干の説明を   

追加したものである。  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒勤5 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
The Nationallnstitute for EnvironmentalStudi巳S，Liasic MedicalSciences DiYision，Yatabe－maChi，   

Tsukuba，lbaraki305，Japan．  

2．東京都老人総合研究所 〒173 東京都板橋区栄町35－2  
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は半減期が約10分で強い血／ト板凝集阻止作用，血管平滑筋弛緩作用を有している。プロスタサイクリ  

ンは肺や血管の内皮，腎，子宮，胃，炎症巣などで生合成される。こ明稲区体はアラキドン酸であり，リ  

ン脂質の2位のアシル基として貯えられている。細胞膜への刺激でホスホリパーゼA2または，ホスホリ  

ノヾ－ゼCとジグリセリドリパーゼによりアラキドン酸が遊離されリボキシケネース，サイクロオキシゲネ  

ースの作用によりPGG2，PGH2を経て，プロスタサイクリン合成酵素により合成される。プロスタサ  

イクリンは他のプロスタグランジン規と異なり，肺でほとんと不活性化されないこと，肺が常時プロスタサイクリ／  

を産生して血中に送り出していることなどから肺を産生臓器とするホルモンの可能性がある。先の論  

文では盲竹Ⅴ鳥γ○の実験においてNO2と不飽和脂肪酸の反応物は肺のプロスタサイクリンの合成能を減  

少させることを明らかにした1乞ThomasらはラットへのNO2暴露で肺の階質に過酸化が起きることを  

示唆した望 また，Mon。ada3ミokum。4）らは脂質過酸化物はプロスタサイクリン合成酵素の活性を  

阻害すると報告している。今回ラットをNO2に暴露し，肺のプロスタサイクリン合成活性の変化を検討  

したので報告する。  

方  法   

j2遇令のJCLニW雨ar系雄ラットを1．16m3の暴露チャンバー内でNO2に暴露した。チャン′ヾ－一内  

温阻ま25±1℃．湿度は55±5％，空気流星は110m3／hである。NO2濃軋ま化学発光法により測定  

した。用いたラットは対照群と暴露群の2群にわけた。対照群（10匹）は24時間清浄空気下におかれた。  

この間絶食した。NO2暴露群（各3匹）は5，10．15，20，25ppmのNO2に24時間暴罵し，この間絶食  

した。20ppmNO224時間暴露の場合，同様の実験を2回線り返した。（2回目は対照群，暴露群各6  

匹用いた0）NO2暴罵直後ラットを気絶させ勤動脈放血によって屠殺した。600mg程度の肺を2．5ml  

の水冷したリン酸緩衝液（pH8．2，1／15M）でホモジナイズした。肺のホモジネートを0．2／‘C；の〔1－  

14c〕－7ラキドン酸（Specificactivity56・4Ci／mol）と5lLgの14cラベルしていないアラキドン酸  

を加え37℃でユ5分間インキエペー卜した。反応は0．】NHC】を加えpfI3，0にすることにより止めた。反応  

混合物は6mlの酢酸エチルで抽出した。酢酸エチルを留去した後，エタノールに溶解し薄層クロマト  

グラフィー（シリカゲル）により分離した。展開溶媒は酢酸エチル／2，2，4－トリメチルペンタン／酢酸／  

水（11＝5＝2＝10，γ／γ）の有機層を用いた5㌔放射活性を持つ生成物は薄層クロマトスキャナ一にて検  

出した。   

血′ト坂凝集抑制能は以下のように測定した。肺（100mg）を1mlのホウ酸緩衝液（pH9．0）と308c  

l分間インキエペー卜した。血小板竃有プラズマ（Pf‡P）はクエン酸を加えた家兎の血液を200×g，10  

分間遠心した上活を用いた。PRP（200／jl）に肺とインキュベー卜したホウ酸緩衝液20／りを入れ，1  

分後に20jLlのADPを加え血′ト板の凝集を起こさせた。ADPの最終餞匿は100FLMとした。反応はモ  

デルDP－247ESienco二重サンプル凝集メーター用試験管中撹拝しながら行った。タン／＜ク定量は，  

Lowryらの方法6）により牛血清アルブミンを標準として測定した0  
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結  果   

表1のa欄は20ppmNO2に24時間暴露した場合のプロスタサイクリン合成が対照群より有意（P＜  

0．001）に低下していることを示している。NO2暴露によるプロスタサイクリン合成の低下は比較的高  

濃度のNO2急性暴露では一般的な現象である。表1のb備にNO2濃度と肺ホモジネートのプロスタサ  

イクリン合成能との関係を示した。5－25ppmの範囲の24時間NO2暴露では，暴露濃度の増加と共  

にプロスタサイクリンの合成は抑制されることが判明した。次に肺の断片をそのまま用い内在するア  

ラキドン酸によるプロスタサイ久リソの合成活性をADPによって引き起こされる血′ト板の凝集抑制能を  

観察することにより検討した。図1に示すようにNO2暴露濃度の増加と共にADPによって引き起こ  

される血′ト板の凝集作用を抑制する能力が低下していくことが明らかになった。この肺とインキエペ  

－卜した媒体中にある血小板凝集の抑制因子は媒体を塩酸酸性にし再びpH9．0に戻すと完全に血小  

板凝集作用を抑制する能力が失われることから，媒体中に放出された物質はプロスタサイクリンと推  

定した㌔  

考  察   

NO2暴露によってラットの肺のプロスタサイクリン合成能は暴露濃動こ応じて減少することが明ら  

かとなった。   

このプロスタサイクリン合成能の減少は．  

1）NO2暴露による脂質過酸化物の生成，2）肺の上皮細胞や肺の毛細血管の内皮細胞がNO2暴  

露で損傷を受けることと関係している可能性がある。まず第1の可能性を検討すると，前の論文で，  

衰 1肺のホモジネートのプロスタサイクIノン合成活性におよぼす  

急性NO2暴露（24時間）の影響  

Tablel Effect of acute NO2eXPOSure（24h）on the prostacyclin synthesizing  

activityonlunghomogenate   

NO。  
concentration   

（ppm）  

ProstacyclinsynthesizlngaCtivity  ％ofprostacyclin  
（dpm／TTlgprOteinper15min）  synthesizing activity 

1，104±86i）  100  

613±154…ii）  56  

0（〃＝6）  

20（〃＝6）  

0（乃＝10）  

5（〃＝3）  

10（習＝3）  

15（〃＝3）  

20（〃＝3）  

25（〃＝3）  

1，054±225   

84（l土 99   

696士 72   

578士 54   

565士106   

454±214  
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i）mean±S，D，  

ii）トtestascompaledwithcontrol：＊筆舌タ＜0．001．  
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NO2Concen亡ratlon  

図1種々の濃度のNO2に暴罵（24時間）したラットの肺とインキエペー卜した  

媒体による，ADPにより起される血小板凝集の抑制  
Fig．1Inhibition of ADPinduced platelet aggregation by the mediaincubated  

WithlungsofratsexposedtovariousconcentrationsofNO2for24h  

NO2と不飽和脂肪酸との反応生成物がプロスタサイクリン合成を抑制することを明らかにした。ラッ  

トの肺組鰍こは40％程度8），肺胞洗浄液中には25％程度9）の不飽和脂肪酸があり．Tbomas2如示唆し  

ているようにNO2暴露で脂質過酸化が起きるとすると，その反応生成物はプロスタサイクリン合成を  

抑える可能性がある。事実，M。n。adaら3）は脂質の過酸化物がプロスタサイクリンの合成を抑制する  

ことを見出した。また，Okumaら4）はどタミンE欠乏ラットではラットの動脈から分泌されるプロスタ  

サイクリン様の物質の量が有意に減少することを見出し，ビタミンE欠乏による脂質過酸化物の増加  

によるとしている。   

次に第2の可能性を検討すると，Tay】orらは肺胞皿型上皮細胞はプロスタブランジン額の中でプロス  

タサイクリンを主に合成することを報告した彗肺胞Ⅰ型上皮細胞でどのような型のプロスタグランジンの  

が合成されるかはいまだに明らかにされていない。一方肺の毛細血管の内皮細胞がプロスタサイクリン  

を放出していることをWekslerらが報告している11乞 従ってこれらの細胞がNO2暴得で損傷を受ける  

とすると肺のプロスタサイクリンの合成能力の低下が起きる可能性がある。この点に関してEvans  

はⅠ型上皮細胞はNO2暴零で損傷をうけ易く，E型上皮細胞数は増加すると報告している望 また，  

D。W。11はNO2暴露によって毛細血管の内皮細胞が肥厚することを観察している聖 肺でのプロスタ  

サイクリン合成能力はこれらの細胞数とおのおの細胞のプロスタサイクリン合成活性によって決まる。  

従ってもしト型上皮細胞のプロスタサイクリン合成能が高いとすると，前述の2）のⅠ型上皮細胞の損  

傷が重要な因子となる。またⅠ型上皮細胞のプロスタサイクリンの合成能が低いとすると，前述の1）な  

どの原因によってⅡ型上皮と毛細血管の内皮細胞のプロスタサイクリン合成能が低下するか，毛細血  

管内皮細胞の損傷の度合に応じてプロスタサイクリンの合成能が低下するかのどちらかが重要な要因  
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となってくると考えられる。   

NO2暴露により肺のプロスタサイクリン合成能が低下することが明らかとなった。プロスタサイク  

リンは動脈平滑筋弛緩作札血′ト板凝集能阻止作用などいくつかの強力な生理作用を有している。肺  

におけるプロスタサイクリン合成の低下がNO2暴露時にみられる生理的な変化と何らかの形で関連し  

ていると考えられる。現在この点に関して検討中である。  
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14  
二酸化窒素暴露ラットの臓器内膜成分に及ぼす影響  

EffectsofNitrogeTIJ）ioxideExposureonMembraneConstituentsofRatTissues  

三 浦   卓1・持 立 克 身1・彼 谷 邦 光1・国 本   学I   

TakashiMIURAl，KatsumiMOC＝lTATEl，KunimitsuKAYAlandManabuKUNIMOTOl  

要   
4ppmまたは10ppmのNO2暴露によるラットの肺．肝および腎の膜成分に及ぼす影  

響を検索した。その結果 肝および腎の呼吸系とミクロソーム電子伝達系成分の活性  

および含量の低下が暴露後1日目に認められ，次いで7日目には対照群のレベルにま  

で回復することが明らかとなった。腎の場合，肝よりも速やかに回復することが認め  

られた。肺の場合，肝および腎と異なり呼吸系の顕著な昂進とミクロソーム電子伝達  

系成分の活性低下の遅延とが起こった。  

Abslract  

Male Wistar rats were exposed to4ppmNO2forlOdaysandlOppmNO2  
for7days，1nOrdertoexamineeffectsofNO2Onmembraneconstituentsoflung，  
1iverandkidney・TheactivitiesofcomponentsrelevanttomitochondrialresplratOry  
Chain and microsomalelectron－tranSpOrt pathwaysinlivers arLd kidneys reduced  

One dayafterexposurefollowedbyrecoverytothecontrollevelsevendaysafter  
exposure．Response oflung tissues was different from those of the others：the  
activity ofrespiratory chainincreasedmarkedlywiththetimeofexposure，While  
reductionofcomponentsofelectron－tranSPOrtpathwaysoccurredinthelateperiod  
OreXpOSuretONO2．  

はじめに   

NO2の生体影響については呼吸器系を中心として多くの研究が行われて・きた1），2）・警15ppm程度  

のNO2をラットに暴露すると，肺の上皮細胞が傷害を受け脱落した後修復が起こることが明らかに  

されていガ〉・5）。この際，肺組織において過酸化物代謝系の活性昂進と還元型グルタチオン含塁の上  

昇が起こることも知られている6）・㌔これらの現象は∴酸化性のガスに対して動物の肺組織が適応す  

る反応と考えられる。  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒別5 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
The NationalInstitute for EnviLOnmentalStudies，Basic MedicalSciences Division，Yatabe－maChi．   

Tsukuba，Ibaraki305，Japan．  
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一方，NO2ガスは肺を経由して血液中に硝酸イオンと亜硝酸イオンの形で入り，体内を循環した  

後尿中に排泄されることが知られている8）・9㌔従って，赤血球ほ肺胞においてNO2ガスと直接接触す  

る外に，血流中において硝酸イオンと亜硝酸イオンに暴露されていることになる。この仮説は．NO2  

暴露によって赤血球内にメトヘモグロビンが形成されることと酸化還元状態が変化することにより支  

持されている10粗○更に，我々はNO2暴露によって赤血球膜成分が多様な変化を受けることを報告  

して釆た12㌔これらの結果は，赤血球と同様に肺以外の臓器もNO2暴露によってその機能が影響を  

受ける可能性を示唆している。最近，我々はNO2暴露によって肝臓と血清中の脂肪酸組成が変化す  

ることを明らかにしこの可能性を確認した13㌔ しかしながら，肺と血液以外の臓器に及ぼす昭2の  

影智を生化学的に調べた研究は非常に少ない。我々は，NO2暴露に対してラットの臓器がどのように  

対応するのかを明らかにするために．生体にとって重要な数多くの機能を担っている生体膜が受け  

る影響を検索した。本報告には，肺に加うるに肝，腎のミトコンドリア，ミクロソームおよび細胞膜  

の成分がNO2暴露によって受ける変化を記した。  

方  法   

1．暴犀条件および試料の採集  

JCL：Wistar系雄ラット（13－26週令）を10土0，5ppmNO2に7日間，および4．0士0：08ppmの  

NO2に10日間連続暴露した。一群6匹のラットを経時的に屠殺し心臓より0．9％NaCl溶液を蓮流し  

て臓器から血液を除いた。各臓器はユ0倍容の20mMトリス緩衝液（pH7，4）と1mMEDTAを添加し  

た0．25M庶糖溶液中でポッター型ホモジェナイザーでホモジュナイズした。このホモジュネートを用いて  

コハク酸L≠トクロムc還元酵素活性およぴナトリウム，カリウムjlTPase徳性を測定した。後者の  

測定は，Skouの方恵4）によりホモジュネートに等容の20mMトリス緩衝液（pH7．4）と1mMEDTA  

を添加した0・2％デオキシコール酸ナトリウム（Difco Lab．MichiganUSA）溶液を加えた後，105．000  

×g60分間の遠心によフて得られた沈殿を用いて行った。   

ミクロソpム画分の調製は，各臓器を4倍容の20mMトリス緩衝液（pH7，4）を添加した0．15MKCl  

溶液中でホモジュナイズして行った。肝，腎および肺のホモジュネートは各々75ml，15mIおよび12  

叫．とし，10，000×g15分間の遠心上清を105，000×g60分間遠心して得られた沈殿を同じ溶液に懸  

濁してミクロソーム画分とした。  

．2．酵素活性およぴチトクロム含土の測定法   

コハク酸－チトクロムc還元酵素活性はSottocasaらの方法15）により測定した。NADH－チトクロ  

ムC還元酵素およびNADPfI－チトクロム¢還元酵素の両店性はOmura＆Takesueらの方法16）に  
1刀 ょり測定した0チトクロムみ5とチトクロムP－450含量はOmura＆Satoの方法で測定し，分子  

吸光係数を各々91。mJlmNrl及び185。m－1mM‾1として含塁を計算した。Prニトロアニソールの  

0「睨メチル化活性は．Ne地r＆Seide】の方法遁）により測定し．ホルムアルデヒドの生成量をNasb  
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の方法泊）の方法で定量した。また．クーニトロフェノールの生成を400nmの吸光度増加によっても測  

定し，分子吸光係数を14．5。m▲1mM‾1（pH7．4）として活性を算出しfZO）。ナトリウム，カリウム  

ATPase活性はSkouの方法14）により測定し．遊離した無機リン酸を定量し活性を求めた。タンパク質  

はLowryの方法により測定した。  

結  果  

1．コハク酸一チトクロムC還元酵素活性   

NO2暴露がミトコンドリアの呼吸系におよぼす影響を調べるために呼吸系の律速段階となってし喀  

コハク酸一チトクロム¢還元酵素の活性を測定した。細胞分画により得られたミトコンドリア画分よ  

りもホモジュネートで高い活性が得られた。図1に10ppmNO2をラットに7日間暴露した際に肺，肝  

腎のコハク酸－チトクロム¢還元酵素活性が受ける影響を示した。本活性はこれら臓器の全てにお  

いてNO2暴露後1日目で対照群より低い活性を示した。腎と肝ホモジュネートの場合各々79％（ァ＜  

0．05）と57％（P＜0．01）と有意に低い値であった。いずれの臓器の場合もその後の暴露経過に伴い  

活性の増加が認められた。特に．肺ホモジュネートの活性はNO2塞罵後3日目には対照群より高い値  

となり，その後も増加を続け．暴露後7日目には対照群の1．44倍（p＜0、01）となった。腎ホモジェ  
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図110ppmNO2暴露による肺，腎および肝のコハク酸LチトクロムC  

還元酵素活性の変化  
Fig．1Changesinsuccinate－CytOCllrOmeCreductaseactivityofthehomogenates  
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ネートの場合暴露後7日目には対照群と同じレベルにまで回復したが，肝ホモジュネートでは完全に回  

復するにはいたらなかった。4ppmNO2暴露により臓器ホモジュネートのコハク酸一チトクロムC還  

元酵素活性も同様の変化を示した（図2）。NO2暴露後ユ日日に肺，肝および腎のホモジュネートの本  

活性は有意差は認められなかったが，いずれも低い値を示した。肺ホモジュネートの場合，暴露7日  

目まで徐々に増加し，4日目では対照群の1．27倍（P＜0．01）となった。肝ホモジュネートにおいても  

活性増加が認められ7日目には対照群の1．16倍に増加した。このように暴露群で7日日にわずかなが  

ら高い値を示すことは再現性をもって観察された。一方，腎ホモジュネートのコハク酸－チトクロム¢  

還元酵素活性は暴零後4日目までに対照群と同じレベルになり以後そのレベルを維持した。  
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凶 2 4ppmNO2暴露による肺，腎および肝のコハク酸一チトクロム¢  
還元酵素活性の変化  

Fig．2 Changesinsuccinate－CytOChromecreductaseactivityofthehomogenates  
ofluれg，ki血eyandliverdu血gexpo5ureわ4ppmNO2・  

A，BandC；1ung，kidneyandliYer▲  
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2．NADPH－チトクロムC還元酵素活性とチトクロムP－450含量   

ミクロソームの主要な電子伝達系の一つはNADPH依存性であり，NADPH－チトクロムPr450  

還元酵素とチトクロムP－450からなっている。本研究ではNADPH－チトクロムP－450還元酵素  

はチトクロムCを電子受容体として測定した。10ppmNO2暴露による肝ミクロンームのNADPfiLチ  

トクロム¢還元酵素活性とチトグロ 

日目において両者は共に対照群より低い値を示した。この値は5日目まで維持され，この時のNADPH  

一チトクロムc還元酵素活性とチトクロムP－450含量は各々対頗群の83％（P＜0，01）と，71％  
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図 310ppmNO2暴露による肝ミクロソーム画分のNADPHLチトクロム¢  

還元酵素活性の変化  
Fig．3 Changesin NADPH－CytOChrome c reductase activity oflivermicrosomal  

fractionsduringexposuretolOppmNO2．  
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＊ク＜0．05；＊＊タ＜0▲01▲  

0  2  4  6  
DAYS  

図 410ppmNO2暴露による肝ミクロソーム両分のチトクロムP－450含量の変化  
Fig．4 ChangesincytochromeP－450contentoflivermicrosomalfractionsduripg  

exposuretolOppmNO2．  

A，SpeCげiccontent；B，tOtalcontent．  

0＝－0，COntfOl；●－－●，eXpOSed．  

＊＊タ＜0．01，  
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（p＜0・01）であった。一方，ミクロソーム画分のmgタンパク質当たりで示した比活性は，暴露後1  

日日から低下し5日目には対照群より低い値を示す傾向が認められ，チトクロムP450の場合には  

1％レベルで有意差が認められた。4ppmNO2暴露の場合も同様に，暴露開始後1日日で肝ミクロ  

ソLムのNADPH－チトクロムC還元酵素活性（図5）とチトクロムP450含量（図6）は各々対照群  

の86％（タく0．05）と80％（p＜0．01）と低い値を示した後，7日目までには対照群のレベルにまで  

回復した。これに対し比活性は対照群よりも高い値を示し，10ppmNO2暴露の場合と同様に，7日  

目には対照群よりも低い値を示す傾向が認められた。   

表1と2に10および4ppmNO2暴露が腎ミクロソーム画分のNADPH－チトクロムC還元酵素活性  

とチトクロムPL450含量におよぼす影響を検討した結果を示した。NADPH－チトクロムC還元酵  

素活性は両暴露濃度で共に変化が認められなかったが，PL450含塁は1E］目に10および4ppmNO2  

で各々対照群の75％（p＜0．05）と68％（Pく0．05）と低い値を示した。一方，4ppmNO2暴露が  

肺ミクロソーム画分におよぼす影響は暴露後7日目にチトクロムP450含量が著しく低下すること  

で認められた（衰3）。   

以上の結果から明らかなように，薬物代謝に関与している臓器ミクロソームの電子伝達系成分は，  

NO2暴露によって変化することが明らかとなった。肝ミクロソームのクーニトロアニソーリレ0一脱メチ  

ル化活性におよぼす4ppmNO2暴罵の影響を検討した（表4）。この活性は暴露後1日目と10日冒に  

おいて対照群の55％（ァく0．01）と66％（p＜0．05）と低い値を示した。比活性も約70％と有意に  

低下していた。  

0  2  －i 6  8  70  
DAYS  

図 5 4ppmNO2暴露による肝ミクロソーム画分のNADPHMチトクロム。  
還元酵素活性の変化  

Fig，5 Changesin NADPH－CytOChrome c reductase activlty Oflivermicrosomal  

fractionsduringexposureto4ppmNO2．  

A，SpeCificactivity；B．totalilCtivity．  

0＝－0，COrl【rol；●一－●，eXpOSed．  

＊タ＜0．05；＊＊p＜0．01．  
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図 6 4ppmNO2暴露による肝ミクロソーム画分のチトクロムP－450含塁の変化  

Fig・6 ChangesincytochromeP－450contentofllVer叫CrOSOmalfractionsduring  

exposureto4ppmNO2．  
A，SpeCiriccontent；B，tOtalcontentL  

O‥・0，COntrOl；●－－－■，eXpOSed，  

＊ァく0，朋；＊＊ァ＜0・01・  

表 1NO2暴露後1日目および7日目における腎ミクロソームの  

NADPH－チトクロムc還元酵素活性  

TablelNADPH－CytOChromecreductaseactiVityofkidneymicrosomebrLeand  
SeVendaysafterexposuretoNO2  

Total  ％or  Speciflc  ％or  

activitya  control  activity b  control  

10PPMNO2  

1day ControI  

Exposed  

7days ControI  

Exposed  

1．14±0．12  （100）  

1．25±0．09  109  

1．22±0．14  （100）  

1．28±0．07  105  

28±3  （100）  

28±2  100  

2（■±3  （100）  

27±1  104  

4PPMNOl  

Iday ControI  

Exposed  

7days ControI  

Exposed  

31土4  （100）  

30±3  97  

31±4  （100）  

33±2  10（；  

1．3＄±0．14  （100）  

1．30±0，15  94  

1．30±0．10  （100）  

1．27±0．29  98  

a：JJmOIcytochromecTeduced／minperkidney．  
b：nmO】cytochTOmeCTeduced／minpcrmgormicrosomalprotein．  
Ratsareexposedto4and10ppmNOっasindicated・Preparationofkidneymicrosomalfraction  
and determination ofNADPH－CytOChromec reductase activityare performed asdescTibedin  
MaterialsandMethods．Valucsaremean±SD．  
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表 2 NO2暴露後1日日およぴ7日日における腎ミクロソームの  

チトクロムP450含量  
Table2 CytochromeP－450contentofkidneymicrosomesoneandsevendays  

afterexposuretoNO2  

Total  ％or  Speciric  9らor  

c。ntenP  c。nt．。I  c。ntent 
b  

。。ntent  

10pPMNO‡  

1day ContIO1  4，31±0．60  

Exposed  3，21±0．51  

7days Contro1  4．47±0，51  

Exposed  4．38士0．60  

（100）  0．080±0，010  （100）   

75  0．062±仇007★  78  

（100）   0．081±0．022  （100）   

98  0．075±0．010  93  

4PPMNO；  

1day ContfO1  3．93±0．48  

Exposed  2．70±0．84＊  

7days Contro1  3．87±0．90  

Expos¢d  3，87±0，60  

（100）   0，067±0．013  （100）   

68  0．040±0．018＊  60  

（100）   0．074±0．O16  （100）  

100  0．082±0．015  111  

d：nmOIcytochlOmePイ50perkidney．  
b：nmOIcytochromeP－450permgofmicrosomalprotein．  
RatsaTeeXpOSedto4andlOppmNOっasindicated・PreparationofkidneymicrosomalfTaCtion  
anddetermimtionofcytochromePL450contentareperfoTmed asdescribediTIMaterialsand  
Methods▲ValuesaTeT71ean±SD・Thesignificanceofthedifferencebetweencontrolandexperi－  
mentalvaluesisshown：＊ァ＜0、05．  

表 3 4ppmNO2暴露後1日目および7日目における肺ミクロソームの  

NADPH－チトクロムC還元酵素活性とチトクロムP－450含量  
Table3 NADPH－CytOChromecreductaseactivityandcytochromeP－450content  

Oflungmicrosomesoneandsevendaysafterexposureto4ppmNO2  

Tota1  9らor  Speciric  ％or  
Value  contIOl  value  control  

NADPHヾyfo血omeど∫edueb占㌔  

1day Cont101  801±133  （100）  77土7  

Exposed  788土 81  98  77士8  

7days CorltrO1  898±171  （100）  84±9  

Exposed  884± 50  98  78±5  

（100）  

100  

（100）   

93  

cytochlOmeP」50 占  
1day Control  O．38±0．21  

Exposed  o，43士0．14  

7 days Control O．40±0．17  

Exposed  O．25±0，08＊  

（100）   0．037±0．019  （100）  

112  0，042±0．01（〉  】14  

（100）   0．042±0．016  （100）   

50  0，021±0．00（；＊＊  53  

a：Totaland specific values are  expressedasnmoIcytochromecreduced／minperlungandn   

moIcytochromecreduced／minpermgofmicrosomalprotein，reSPeCtively．  
b＝TotalandspecificvaluesareexpressedlaSnmOIcytochromeP－450perlungaTldpeTmgof   

miclOSOmalprotein，reSpeCtively．  

Rats are exposed to4ppm NOっ asindicated・PrepaJation oflung microsomalfractionand  
determinationofcytochromePL450contentaTldNADPH－CytOChromecreductaseactivityare  
performedasdegcrjbedinMateぬIsandMcthods・Valesaremean±S8・Thes喝n析canceofthe  
diffeTenCebetweencontrolandexperimentalYaluesisshown二＊p＜0・05；Hp＜0．01．  
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表 4 4ppmNO2が肝ミクロソームのP－ニトロアニソール 0一脱メチル化活性  

に及ぼす影響   

Table4．Effectof4ppmNO20nP－NitroanisoleO－Demethylationactivityof  
liver microsomes 

aα  。1  。．  

（100）  0．41±0．03   

55  0．29±0．02＊＊＊  

（100）  0．41±0．04   

95  0．39土0．04  

（100）  0．47士0．04   

66  0，34±0．01＊＊＊  

（100）   

71  

（100）   

95  

（100）   

72  

112土 5  

61土 9＊＊＊  

101±10  

96±13  

96±29  

64土 9■  

1day Collt101  

Exposed  

7days ContlOI  

Exposed  

10days ControI  

Exposed  

qニnmOIprnitrophenolformed／minperliver，  
bニnmOIp－nitrophenolformed／miIlpermgOfmicrosornalprotein・  
Rats areexposed to4ppmNOコaSindicated・PreparationofllVermicrosomalfractionand  
determination ofprnitroanisoleO・demethylationactivityareperformedasdescribedinMatc－  
rialsand Methods，ValuesaTemean±SD．ThesignificanceofthediffeTenCebetweencontrol  
aJldexperimentalvaluesisshown＝＊p＜0・05；＊＊＊p＜0・00l・  

5．NADH一チトクロムe還元酵素癌性とチトクロムむ5含量  

ミクロソームにおけるもう一つの主要な電子伝達系はNADH依存性であり，NADH－チトクロムb5  

還元酵素とチトクロムあ5とからなっている。本研究ではNADH－チトクロムあ5還元酵素活性をチト  

クロム¢を電子受容体として測定した。図7に，4ppmNO2暴諸による肝ミクロソームのチトクロムあ5  

含意の変化を示した。チトクロムb5含量はNO2暴罵後1～4日目まで対照群より低い傾向を示したが  

7日目には対照群よりも高い値を示し，以後減少傾向を示した。一九 ミクロソームタンパク質当た  

りのチトクロム♭5含量は暴露群で7日目まで高い値を維持した。図8に，4ppmNO2暴露による肝  

ミクロソームのNADH一チトクロム¢還元酵素活性の変化を示した。暴露群の活性は暴露後1日目お  

よぴ4日目において対照群の72％（p＜0．01）および66％（ア＜0．01）に相当した。次いで対照群の  

88％にまで増加した。ミクロソームタンパク質当たりの比活性は，暴買後4日目までは対照群と同じ  

レベルであったが7日冒にはわずかに減少した。   

4．ナトリウム，カリウムーATPase活性   

ナトリウム，か）ウム→ATPaseは細胞膜に結合しナトリウムポンプの役割りを果たしている。細胞  

膜画分を精製せずに本酵素の活性を測定するため，腎ホモジュネートを「方法」の項に記したように  

デオキシコール酸処理を行い試料とした。肺および肝の場合，同様の方法あるいは庶糖密度勾配遠心  

法により細胞画分を分画して測定を試みたが再現性ある結果は得られなかった。図9に4ppmNO2  

暴露による腎ホモジュネートのナトリウム，カリウムーATPase活性の変動を示した。本酵素宿性は暴  

露後7日日以降対照群の1，2倍にまで増加したが有意な差は認められなかった。  
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図 7 4ppmNO2暴言による肝ミクロソーム画分のチトクロムあ5含塁の変化  

Fig・7 Changesincytochromeb5COntentOflivermicrosomalfractionsdurlng  
expos11retO4ppmNO2・  
A，SpeCificconterLt；B，tOtalcontent・  

○－－・○，COntTOl；●・・・・・・・・一，eXpOSed．  

＊♪＜0▲05；＊＊タ＜0・01・  
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図 8 4ppmNO2暴露による肝ミクロソpム画分のNADH‾チトクロムc  

．通元酵素宿性の変動  
Fig．8 Changesin NAD＝－CytOChrome c reductaseactivityoflivermicrosomal  

fractionsduringexposuretO4ppmNO2・  
A，SpeCiricactivity；B・tOtalactivlty▲  

○＝－○，COntrOl；●－●，eXpOSed・  

＊＊タ＜0・軋  
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図 9 4ppmNO2暴露によるDOC処理腎ホモジュネ，トのナトリウム．  
カリウムーATPase活性の変動  

＋ 
Fig・9 ChangesinNa，K＋－ATPaseactivityofDOC－treatedhomogenatesofkidney  

duringexposureto4ppmNO2．・  
＋ ＋ 

A，Na，K，Mg－ATPaseactivity；B，Na，K－ATPaseactivity・  

○－‥○，COntrOl；●・・・・・・・・一，eXpOSed．   

5．肝ホモジェネートおよびミクロソーム画分のタンパク質丑の変化   

図10に，4．OppmNO2暴露による肝のホモジュネートとミクロソーム画分のタンパク質量の変化を示  

した。ホモジュネートのタンパク質量は，NO2塞琵によって4日目までわずかな減少傾向が認められた  

が，7日目以降にはむしろ対照群よりわずかに高くなる傾向を示した。一方，ミクロソーム画分のタ  

ンパク質量は4ppm暴露で1日目に対照群の84％（ァ＜d．05）と有意に低い値を示し，その後徐々  

に増加し7日目には対照群に近い｝ベルにまで回復した。  

考  察   

本研究の結果から，ラットの肺，肝，腎の膜成分がNO2暴露によって多様な変化を受けることが  

明らかとなった。特に，肺と共に肝臓の膜成分が受ける影響は顕著であ祇4および10ppmNO2†  

暴露後1日目に肝のミトコンドリア呼吸系とミクロソーム電子伝達系構成成分の活性低下が起こった。  

次いでこれらの成分の値は増加し暴露後7巨】日には嘩とんど対照群のレヤレまで回復した。 
． 

の現象をラットの肝臓がNO2暴露に対して適応する過程ととらえるのか睾当と意われる。生休膜成  

分の生合硯はむろんのくと，．生体膜の組み換えにもエネルギーが必要である。4ppmNO岳暴露によ  

って，ミトコンドリアのエネルギー．産生系の律速段階となっているコハク酸丁チトクロム¢還元酵素活  

性はわずかではあるが対照群より高い値を示したが，10ppmNO2暴罵では暴露廟間中対照群より低  
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図10 4ppmNO2暴露による肝ホモジュネートおよぴミクロソーム両分の  

タンパク質含量の変化  

Fig・10 Changesinproteincontentsofhomogenatesandmicrosomalfractionsof  

liverdurlngeXpOSuretO4ppmNO2．  

A，microsomalrlaCtion；8，homogenate．  

0－－－0，COntrOl；●一一，eXpOSed．  

■タ＜0・05．  

表 5 4ppmNO2暴露後1日目および7［］目におけるミクロソームの  

チトクロムむ5含量  

Table5 Cytochromeb5COntentOfkidneymicrosomesoneandsevendaysafter  
exposuTetO4ppmNO2．  

Tota1  9乙or  Speciric  ％of  

。。。te爪ピ   。。れ加1   。。nt。。t 
ム  

。。nt∫。1  

1day Contro1  97±1．8  （100）   0▲21土0．04  （100）  

Expo㌍d  6，9士ユ．5＊  72  0・1古土0・02＊  76  

7days ContJO1  9，3土3．2  （100）   0・20土0・06  （100）  

Exposed  8．4±2．3  90  0▲19±0．04  95  

〃＝nmOIcytoch∫Ome古事pe∫kidney・  
ム＝nmOIcytochTOmeゐ5pe∫mgOrmicrosomalp－Otein・  
Ratsare exposcdto4ppmNOっasindicated・Preparationofkidneyrnicrosoma］fractionand  
determinationofcytochromeb5COntentareperformedasdescribedinMatelialsandMethods・  
Values aTe mean±SD．The significance of thedifferencebetweencontTOlandexperimental  
valuesisshown：＊タ＜0．05．  
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い値を維持した。従って，肝臓は4ppmNO2には7日間ではぼ適応できるが，10ppmNO2には充分  

適応し切れないように思われる。   

肝ミクロソーム画分のタンパク質量は，4ppmNO2暴露後1日目において74％にまで減少した。こ  

の時点でNADPH－チトクロムC還元酵素活性とチトクロムPL450含量の低下は20％以下であり，チ  

トクロムも5含量の低下は更に少なかった。その結果．これらの成分のタンパク質当たりで示した比  

活性は暴露群の方が高くなった。また，NADH－チトクロム¢還元酵素の場合は対照群と同じレベル  

であった。これらの結果は，チトクロム♭5はミクロソームに保持されているのに対してNADHチト  

クロムc避元酵素を含むミクロソーム画分のタンパク質は全体としてNO2暴露によってミクロソーム  

から容易に遊離することを示唆しそいると思われる。次いで暴露期間の経過につれて対照群より高  

い値を示していたミクロソーム電子伝達系成分の比活性は，全店性の増加にもかかわらず，対照群の  

レベルあるいはそれ以下にまで減少した。このことは，ミクロソーム画分のタンパク質量が増加した  

結果であると説明できる。暴露後10日目には，ミクロソーム電子伝達系成分の全ての比活性が対照群  

とほぼ同じ値になった。   

ミトコンドリアのコハク健チトクロムC還元酵素活性の変化は4ppmと10ppmのNO2暴露浪漫で  

著しい差異が認められた。このような硬度依存性はミクロソーム電子伝達系成分の場合明瞭ではな  

かった。同様に．腎ミクロソームの電子伝達系成分にもNO2暴露濃度に対する依存性は認められな  

かった。この原因は，第一にNO2暴罵のミクロソームへの作用が4ppmのNO2濃度ですでに最高値  

に達しているからであると考えられる。現在この可能性を確かめるために，4ppm以下のNO2濃度  

での暴露実験を行っている。第二にNO2の作用する際の形態がミトコンドリアとミクロソームとで異  

なることが考えられる。ミトコンドリアの呼吸系は過酸化脂質により活性が低下することが知られて  

いるがぴ，ミトコンドリア内膜に局在し外膿で保護された形となっている。一方，ミクロソームの  

電子伝達系成分は同様に過酸化脂質によって活性が低下するが22ミ 細胞質側に露出していることが  

知られている。従って，ミクロソームに対してNO2が過酸化脂質等の形で散化的に作用している場  

合，ミトコンドリアよりも感受性が高い可能性が考えられる。しかしながら，10ppmNO2暴露によっ  

てラット肺に過酸化脂質が生成することが明らかにきれているが2374ppmNO2急性暴露では過酸  

化脂質の生成は認められない。   

NO2が生体の臓器に影響をおよばす機構としては少なくとも三つの可能性が考えられる。   

1）NO2そのもの，あるいはNO2が血液中に入ったNO言とNO言が臓器に作用する場合 2）NO2  

が呼吸器の組織成分と反応して形成される過酸化物等が臓器に作田する場合．そして3）前二者  

の形で生体革官が影響を受け二次的に他の臓器に影響が伝達される場合であろう。我々は1）の可能  

性を探るために肝ミクロソームをNO言およぴNO盲と反応させる血巨両↓川の実験を行った結実，0．05  

mM－0．15mM NO主によってiルγ古り0と同様に電子伝達系成分がミクロソーム画分に回収されなく  

なる可能性を見出した（未発表データ）。この範囲のNO言濃度は5ppm～ZOppmのNO2急性暴屠  

によってラット血液中に出現し濃直平衡に達することがOda24〉らにより報告されている8従って，  
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NO2暴露柑目に認められたミクロソ」李電子伝達系成分の低下は，NO2暴露によって増加した血液  

中のNO言が臓器の細胞内に取り込まれるとすればNO盲によって起こりうると考えられるが，現在そ  

の他の可能性も排除することはできない。  

t NO2暴露による腎臓の膜成分の変化は，肝臓の場合と同様に暴買後1日目に認められたが，その  

影響からは肝臓よりも速やかに回復するように見える。有意差は認められないがナトリウムイオンの  

汲み出し1こ関与しでいるナトリウム．カ1）ウムーATPase活性の増加が認められることは興味深い。  

NO2暴露によって血液中のNO言濃度は上昇し定常状態になるが24ミこの定常状態を維持するために  

は腎臓の陰イニオン汲み也し機構が昂遷する必要がある。多くの場合，陰イオンの汲み出しは陽イオ  

ンの透過に付随して起こると考えられている25乞従って，ナトリウム，かノウムーAT臨se活性の増加  

は；腎においてNO言、の汲み出しの必要性が増大したことに対応している可能性を示唆しているのか  

も知れない。  

・■NO2’暴露による肺の膜成分への影響は，肝および腎腰と異なる様相を示した。NADPH－チトク  

ロム¢還元酵素活性およびチトクロムP－450含量はNO2暴露後1日目でむしろ増加している傾向も  

認められた。また，NO2暴露後7日目には低下する傾向が認められた。更に，コハク酸－チトクロム  

・¢還元酵素活性の顕著な昂進が暴露時間の経過と共に起こった。これらの現象は肺における各種細  

胞群の組み換え等を反映しているのかもしれない5〉。  
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二酸化窒素の肺の解糖系および呼吸系に及ぼす影響  

EffectsofNitrogenDioxideonActivitiesofGlycolyticand  

Resp血toryEnヱymeSinRatLu喝S   

持 立 克 身1・三 浦   卓l・彼 谷 邦 光1  

KatsurniMOCHITATEl，TakashiMIURAlandKunimitsuKAYAl   

要  
4．0およぴ10ppmNO2 をラットに暴露した場合，肺において暴碍開始後それぞ  

れ7日日およぴ5日自に，解樺系および呼吸系の各酵素活性が増加し，肺のエネルギ  

ー代謝が昂進していることが認められた。活性増加の程度は，4ppmNO2暴屈の場  

合10～40％，およぴ10ppmNO2暴露の場合20～80％であり，NOz濃度にはぼ  
比例した。特にビルピン酸キナーゼの活性増加が顕著であった。  

Abst一札ct  

Enhancement of activities of glycolytic and respiratory enzymes，eSpeCially  

PyruVatekinaseandsuccinate－｛ytOChromecreductasewasnotableinratlungfiv  
andsevendaysafterexposure toNO2attheconcentrationsof10ppmand4ppm，  
respectiYely．Theseactivitiesincreasedcorrespondingtotheexposureeoncentration  

Of NO2：theincrementwaslO to40％and20to80％at the exposure coTICentra－  

tiomsof4ppmandlOppm，reSpeCtively．  

はじめに   

大気中の代表的な汚染物質の一つである二酸化窒素（NO2）は，第一次榛的である肺に作用し，末  

梢細気管支上皮の増隠肺胞壁の肥厚やⅠ型上皮の脱落と汀型上皮による置換，そして更に著しい場  

合は肺水腫等の数々の病変を引き起こすことが知られているD・2とまた生化学的には，肺における過  

酸化物代謝系（PMP系）の酵素活性の上昇が明らかにされている3とこの現象は．NO2のような酸化  

性の強いガスに対して肺が耐性を獲得する過程の一つと考えられている0   

しかしそれ以外にも，肺において種々の細胞が増殖しつつNO2に対して耐性になっていく際には．  

エネルギーの供給が必要であり，この為，肺の耐性獲得の過程に平行もしくは先立って，エネルギ  

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

The Nationallnstitute for EnvironmentalStudies，Basic MedicalSciences Division，Yatabe－maChi，   

T5ukuba，IbaIaki305，Japan．  
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一代謝系が昂進する可能性が考えられる。この理由から，我々は肺がNO2によって障害を受けた後，  

それを修復する過程に注目し，その過程を肺のエネルギー代謝の面から明らかにすることを試みた。  

その第一段階として，肺ホモジネート中の解磨系および呼吸系の酵素活性を径時的に調べた。  

方  法   

1．暴露条件および試料の調製  

JCL；Wistar系雄ラット（1418週令）に，4．0もしくは10ppmNO2を7～10日間連続暴露した。  

暴露後ラットを潟血し，心臓から生理的食塩水を注入し肺を還流した後，0，25M庶糖一10mMトリ  

ス塩酸緩衝液（pH7．4）－1mMEDTA溶液中で肺をホモジナイズした。   

呼吸系酵素のコ／、ク酸－チトクロムc還元酵素の活性測定にはホモジネートを用い，解糖系の各＃  

素およびグルコース6－リン酸脱水素酵素の活性測定には，ホモジネートを105，000gX60分 遠  

心して得た上宿を用いた。   

2・酵素活性およ．びタンパク丑の測定方法   

低km型へキソキナーゼ（HK）4ヲホスホフルクトキナーゼ（PFK）5）I6ミ ピルビン酸ヰナーゼ（PK）7）I即）  

およぴ，グルコースr6一リン酸脱水素酵素（G6PDHf）活性は，30℃，至適pHにおいて，雇法に従  

いNA工）H．NA工）PHの増加減少より測定した。尚，PFKおよびPKの活性測定溶液には，これらの  

アロステリック酵素を，ミカエリス・メンテン型に転換させる為に，それぞれ5mM 硫酸アンモニ  

ウム およぴ0・2mMフノヤクト－スー1，6－ビスリン酸を添加した。コハク酸－チトクロムe還元  

酵素はSottocasaの方法1O）に従い，還元型チトクロム¢の増加より求めた。   

タンパク塁の測定はLowryの方法11）に従って行った。  

結  果   

肺のタンパク量（ホモジネートおよび上宿）は，4ppmNO2暴露の際は，ユ0日間を通じわずか  

に増加する傾向が認められたものの，有意な増加を示さなかった（図1，2）。また10ppm NO2  

嶺露の場合は，3日目に約20％の有意な増加を示したが，この時にはG6PDHを除いて，解糖系の  

各酵素活性はほとんど増加していなかった（図2）。   

解糖系の各酵素および呼吸系酵素であるコノウ酸－チトクロムc還元酵素活性は，4ppmNO2の  

場合は暴露開始後4日目まで．10ppmNO2の場合は3日目まで，対照群との間に差異は認められ  

なかったが，その後著しく増加し，それぞれ7日目，5日目に最大になり．それ以後は減少して対  

照値に近づく傾向を示した（図1－2）。解糖系の律速段階を触媒するHK活性は，約1．1倍（4  

ppm）～1．2倍（10ppm）に，PFK癌性は，約1．2倍（4，10ppm）に，PK活性は，約1．4倍（4ppm）  

～1．8倍（10ppm）になる等，解糟系での後の段階に位置するもの程，顕著な活性増加が認められた。  

またNO2濃度が増すにつれ，活性が最大になるのに要す時間は，7日間（4ppm）から5日間（10  
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ppm）に短縮された。3－ホスホグリセリン酸キナpゼ（PGK）や乳酸脱水素酵素（LDH）等，他の解  

糖系の酵素活性も図2に示したHK活性と顆似の変化を示し，その最大値は対照値の約1．1倍（PGK）  

－1，2倍（LDH）（4ppm），および約1．2倍（PGK）～1．4倍（LDH）であった。   

PMP系の代表的酵素であるG6PDHの活性は，4ppm NO2暴露の場合．解棺系および呼吸系  

各酵素の活性増加に先立って著しく増加し5日目で最大になり，解糖系の各酵素法性が対鼎値に戻  

った10日員においても，最大値とほぼ等しい値を維持した。  

考  察   

これまでNO2暴露によって．肺のG6PDH，グルタチオンりヾ－オキシダーゼ，グルタチオン・還元酵  

素等の酵素活性が増加することから，これらに代表されるPMP系酵素の活性上昇が，NO2による  

酸化作用から肺を保護する機構の一つであると考えられて剰禦   

肺におけるエネルギー代謝の昂進は，G6PDH活性の増加に代表されるPMP系の活性上昇より  

も遅れること，および暴露開始後10日目で，PMP系が十分昂進されているにもかかわらず，エネ  

ルギー代謝系は既に対照群の状態に戻りつつあることから，今回認められたエネルギー代謝の昂進  

は，PMP系の活性上昇とは生化学的に別の現象であると考えられる。このことは，エネルギー代  

謝系酵素の活性上昇もまた，肺がNO2による障害を修復し，耐性となる過程に関与する可能性があ  

ることを示唆している。   

本研究では，解糖系および呼吸系の各酵素活性は．NO2暴露によってはぼ同調して増加すること，  

および解糖系の律速段階を触媒するHK，PFK，PKの各酵素徳性の増加程度は，解糖系での後の  

段階に位置するもの程大きいことが示された。このことは．肺が血祭中から取り込んだグルコース  

を効率よくATP生産に結びつける上でも重要であると考えられる。  
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1る  

二酸化窒素またはオゾンの赤血球解糖系に及ぼす影響  

EffectsofNitrogenDioxideandOzoneonActivitiesof  

GlycoIyticEnzyl¶eSOfRatRed以00dCells  

持立克身モ・三浦 卓1・彼谷邦光1・国本 ぎ  

KatsumiMOCHITATEl，TakashiMTURAl，KunimitsuKAYAlandManabuKUNIMOTOl   

4ppm二酸化窒素，もしくは0．8ppmオゾンをラットに間欠暴露（8時間／E］）す  

ると，赤血球のピルビン酸キナーゼ活性は，両暴罵において4日間に約35％．7日目  

に10数％増加した。このことより，両暴完によって，赤血球におけるエネルギー代謝  

が昂進する可能性が示唆された。  

Abstract  

AnincreaseinpyruVatekinaseactivityofredbloodcel15WaSObservedfourto  
sevendaysafterinteTmittentexposure（daily8hQutS）toeither4ppmNOlOrO．8  
ppmO3．  

Theincrementwasabout35％inbothexposuresfourdaysafterexposure．  

はじめに   

我々はこれまで，NO2が生体組織中の細胞に及ばす影響を明らかにし，その作用機作を解明する  

為のモデル系として赤血球を用い．その生体膜への影響を検索して来た。その結果，NO2暴露によ  

り赤血球膜タン′ヾク乱膜脂質，および膜糖質に顕著な変化が起こることを見い出したト43本報告  

では，NO2の赤血球可溶成分への影響を知るために，赤血球が機能する上で必要なエネルギーを供  

給する働きをしている解糖系をとりあげ，この系への影響を記した。また併せて，解糖系に対する  

NO2とオゾンの作用の類似点についても検討した。  

方  法  

1．．暴密方法および試料の調製  

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

The Natlollallnstit11tモー明EnYironm¢ntalSt＼1di巳S，Basic Med血IScien00S Divj5jo巧Yatabe－maChj，   

Tsukuba，Ibaraki305，JapaJl，  
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6匹を一群としたJCL：Wistar系雄ラット（14－18過令）に，4▲OppmNOzまたは0．8ppmO3  

を10日間間欠暴罵（8時間／日，9：00－17：00，暴露休止中にのみ給餌）した。採血は暴露停止  

後翌朝に，ヘパリン存在下で行った。赤血球を生理的食塩水で洗った後，15倍量の10mMトリス塩  

酸緩衝液（pH7．4）中で溶血させ，それを18，000gx20分遠心して得た上宿を酵素活性測定試料  

とした。   

2．酵素活性およぴヘモグロビン量の測定   

グルコースー6－リン酸脱水素酵素（G6PDH）5：低km型へキソキナーゼ（HK）6ミグリセルアルデ  

ヒドー3Lリン酸脱水素酵素（GAPDH）7ミ 3Lホスホグリセリン酸ヰナMゼ（PGK）8）ぉよびピルビン  

酸キナMゼ（PK）5・910）活性は，30℃，至適pHにおいて．定法に従いNADH．NADPHの増加減少  

より測定した。尚．pKの活性測定溶液には．シグモイド型からミカエリス・メンテン型に転換するた  

めに0．2mMフルクトースー1，6－ビスリン酸を添加した。   

ヘモグロビン量はシアンメトヘモグロビンとして求めた㌔  

結  果  

p NO2の間欠暴露の場合，PK（図1）およびG6PDH活性（図2）にのみ変化が認められ，他のHK  

（図3），GAPDH（図4），およびPGK（図5）活性はほとんど変化しなかった。PK活性は，暴露開  

始後4日目に32％有意に増加し，7日目には減少する傾向をみせたが対照群より12％も高い値を示  

し，10E］日には対照群と一致した。一方G6PDH活性は1日目に対照群の84％にまで有意に減少し  
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図1NO2およびオゾン暴露による赤血球のピルビン酸キナーゼ活性への影響  

Fig．1 EffectsofNO2andO30npyruVatekinaseactivityinredbloodcells  
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図 2 NO2およびオゾン暴露による赤血球のグルコースー6－リン酸脱水素  

酵素への影響  
Fig．2 Effects of NO2and O30nglucose－6－phosphatedehydrogenaseactivityin  

redbloodceus  
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図 3 NO2およぴオゾン暴露による赤血球のへキソキナーゼ活性への影響  

Fig・3 EffectsofNO2andO30nhexokinaseactivityinredbloodce11s  
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図 4 NO2およびオゾン暴露による赤血球のグリセルアルデヒドー3－  

リン酸脱水素酵素活性への影響  
Fig・4 Effects of NO2 and O3 0n glyceraldehyde－3－phospllate dehydrogenase  

activityln redbloodcells  
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図 5 NO2およびオゾン暴露による赤血球のホスホグリセリン敢キナーゼ  

■ 活性への影響  
Fig・5 Effects of NO2 and O3 0n3－Phosphoglycerate kinase activityinred  

blood cells  
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たが，4日目にはすでに回復し対照群と同じ値を維持した。・NO2は酸化性の強いガスであることか  

ら，活性部位に反応性の高いSH基を持つGAPDHの活性は，NO2暴露により失活するのではない  

かと考えられたが，本暴露実験においてはほとんど変化せず，10日目にわずかに減少したのみであ  

った。   

オゾンの間欠暴罵の場合，NO2の場合と同様に，PK活性に著しい変化が認められた（区1）。P  

K活性は，暴露開始後1日目にはわずかに減少する傾向を示したが，4日目には35％も有意に増加  

し，7日目には対照群に近づく傾向をみせたが，それでも19％高い値を示し，10日目には対照群と  

一致した。G6PDHおよびPGK活性は仁暴露期間の前半には，対照群より10％程度高い値を示し  

たが，後半には対照群と一致もしくは低い値を示した。他のHK，GAPDHに大きな変化は認めら  

れなかった。  

考  察   

NO2およびオゾンの間欠暴露により，赤血球中の解楯系酵素であるPK活性が，暴露開始後4～  

7日目に著しく増加することが認められた。PKが解糖系の律速段階を触媒する酵素の一つである  

ことから，PK活性の増加は赤血球において解糖系によるエネルギー生産が両暴露により昂進してい  

ることを示唆すると思われる。   

赤血球には，タンパク合成系がないことから本実験で認められたPK等の活性増加の理由として  

は，不活性型から活性型への転換，もしくはPK活性に富む赤血球の割合が増加したことが考えら  

れる。現在，これらの可能性について検討中である。  
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17  
二酸化窒素のラット肝鼠血清および赤血球膜の脂肪酸組成に及ぼす影響   

EffectsofNitrogenDioxideonFattyAcidCompositionsofRedCellMembmnes7  

SemandLiversofR且tS  

彼谷邦光1・三浦 卓1  

KunimitsuKAYAlandTakashlMIURAl  

要  約   

Wistarの雄ラットにNO2を4．Oppm，10日間および10ppm，7日間暴露し．赤血  

球膜，血清および肝臓上宿画分中の脂肪酸組成の変化を調べた。4ppmおよぴ10ppm  

暴露によって赤血球膜のアラキドン酸（20：4）の増加が認められた。血清および血  

清phosphatidylcholine（PC）においても20：4の増加が認められた。これらの結  

果は血清の20：4が赤血球陰に取り込まれたことを示すものと考えられる。4ppm  

NO2暴露において血清PCの20：4が増加するのに対して18：2の減少が認められた。  

また，肝臓上活両分の脂肪酸組成の変化からこれらの脂肪酸はprecursor－prOduct  

の関係にあることを示していた。10ppmNO2暴露の場合には4ppmNOzの場合の  

ような明瞭な関係は見い出せずより蝮雑な変化を示した。これらの結果から，4ppm  

と10ppmのNO2暴露における肝臓での脂肪酸代謝の違いについて検討した。  

Abstract  

Malewistarratswereexposed tonitrogendioxide（NO2）attheconcentration  
of4ppmand10ppmfor10and7days，reSpeCtively，1nOrdeTtOObtainevidence  
of changesin fatty acids of red cellmembranes，Sera andliYer SupernatantS・A  
significantincreaseinthepercentageofarachidonicacid（20＝4）tothetotalfatty  
acid was observedin red cellmembranes during exposure to NO2at both con－  
cerltrations．Thisincrease accompanied a decreaseinpalmiticacid（16＝0）and／or  
steanc acid（18：0），SO．that the ratio ofmajorunsaturated fatty aeids to major  
saturated fatty acidswasraised tol・25andl・33fold attheconcentrationof4  
ppm andlO ppm，reSPeCtively・Consistently，the percentage of20＝4inserum  
showedahighlysignificantincreasesimultaneouslywithalesssignificantdecrease  
inoleicacid（18：1）andlinoleicacid（18：2）upon7－daysexposuretolOppmNO2．  
It mustbe noted thatadecreasein16：Oandanincreasein18：Owerealsoobserved  
withhighsignlficaIICe．Inaddition，fattyacidcompositionofserumphosphatidyl－  

本論文の原著は現在ttEnvironmenta］Research”に印刷中である。  

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

The Nationallnstitute forEnvironmentalStudics，BasicMedicalScieTICeSDiYision，Yatabe．machi・   

Tsukut〉a，Ibaraki305，Japan・  
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Choline（PC）paraueled thefattyacidcompositionofserabutthesechangeswere  
morepronounced・Thepercentageof20：4wasincreasedtol．53foldthecontrol，  

10－daysexposureto4ppmNO2reSultedinthesameprofileofchangesinserum  
PC′aS－that oflO ppm NO2inhalationalthoughthemagnitudeofchangeswas  
SmallerLTheseresultsmaysupporttheassumptionthat20：4inserumispreferen－  
tiallylnCOrpOratedintoredcellmembranes．  

Duringexposureto4ppmNO2thepercentageof20：4inserumPCincreased  
progre5Sivelyin striking contrast to a decreasein18＝2L A precursor－PrOduct  
relationship ofthesefattyacidswasalsosuggestedfromalterationprofileinliver  
Supernatant fraction（SlO5）・Itis，therefore，aSSumed that synthesis of20：4  
rnoleculesmightbestimulatedintheliveruponexposureto4ppmNO2・Exposure  
tolOppmNO2CauSedcompletelydifferentandmorecomplexalterationsofthe  
percentagesof18：2aれd20二4jn5emmpCa刀dユiyerS10ぎ■Jn5erumPC抽eper－  
Centageof20：4stayedatahigherlevelthanthecontrolandthatof18：2remained  

atalowerlevelinthewholeperiodofexposure・Ontheotherhand，thepercentage  
Of20＝4inliverSlO5Showedaratherlowervaluethanthecontrol，Whilethatof  
18＝2stayed at ahigherlevel．Fromtheseresultsdifferencesbetweeneffects。f4  
ppmandlOppmNO2Werediscussed．  

はじめに   

NO2暴露によって血液成分に種々の変化が起こることが指摘されている。例えばアセチルコリ  

ンエステラーゼ，アスパラギン酸アミノトランスフエラーゼやカタラーゼ等の酵素活性の変化1）や  

メトヘモグロビンの生成乙3）等である0また，我々はNO2暴罵による赤血球膜成分の変化を調べ，  

糖脂質含量の変化やLysophosphatidylethanolamine（Lyso－PE）の著しい増加が起こることを  

見い出した4）0このLyso－PEの増加は赤血球の脂肪酸代謝に影響を与えることが考えられる。そ  

こで我々は赤血球膜の脂肪酸代謝に及ぼすNO2暴露の影響を検討している。   

成熟赤血球には脂肪酸の生合成系がなく′5），脂肪酸の更新は血清脂肪酸の取り込みや血清脂質と  

の交換によって行われていることが知られている6）。従って赤血球膜の脂肪酸組成の変化は血清脂  

肪酸の組成の変化によって起こる可能性が高い。また．肝臓は多くの血清成分の供給源であり．血  

清脂肪酸代謝の中心的役割を担う臓器である7）ことから，肝臓の脂肪酸組成の変化と血清の脂肪酸  

組成の変化は密接に関係していると考えられる。   

本報は赤血球膜の脂肪酸組成に及ぼすNOzの影響を明らかにし，この影響と血潤および肝臓の  

脂肪酸組成の変化との関係を明らかにしたものである。  

方  法  

1．暴露条件および試料淘製   

前報4）と同様に一群6匹の昭star雄ラット（8－18逓令＝こ川±0．5ppmまたは4．0±0．08  

ppmのNO2を連続暴露した。血液は頸動脈から採集した。採血に際しては′）ヾリンを用いて血液  

の凝固を妨いだ。赤血球膜の調製はDodgeら8）の方法に順じて行った。すなわち，血液に5倍量  
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の生理食塩水を加えて3回洗浄して赤血球を分取し，これに20倍量のImM塩化カルシウム（Ca  

C12）も含んだ10mMトリス一塩較緩衝液（pH7．4）を加えて溶血させた。これを4℃で20，000  

×g20分間遠心してゴースト画分を分取し，溶血に用いた緩衝液と同じ緩衝液で3回洗浄して赤血  

球膜画分を得た。血清は凝固防止剤を用いないで採血した血液を遠心分離して調製した。肝臓は摘  

出後冷却した生理食塩水で在流し，10倍塁の蒸溜水を加えてホモジナイズした。肝臓ホモジネート  

は25，000×gで20分間遠心し，その上活をさらに105．000×gで60分間遠心した。各遠心で得ら  

れた沈澱はP25およびPlO5とし，最後の遠心で得られた上宿を1iver SlO5 とした。   

2．脂質の抽出と分析  

脂質の抽出はF。1。hらの方法9）に従って行た。すなわち，各試料に20倍量のクロロホルムーメタ  

ノール（2：1）を加えて振とう後，残漆を炉過し，炉液に1／5圭邑の生理食塩水を加えて分配させた。  

下層を窒素気流下で乾田させて脂肪酸分析用の試料とした。Phosphatidylcholine（PC）はHP  

TLCシリカゲルプレ，ト（Merck）を用いて分画した。用いた展開溶媒はクロロホルムーメタノー  

ルーアンモニア水水（28＝10‥1こ1）である。リン脂質員はHarrisらの方法10）で測定した。脂  

肪酸組成は脂肪酸をBF3－メタノールを削、てメチルエステル11）とし，ガスクロマトゲラムより求  

めた。  

結  果  

1．赤血球膿の脂肪酸組成の変化   

ラット赤血球陵に含まれる不飽和脂肪醸の主なものはオレイン酸118＝1〕，リノール酸（18：  

2）およぴアラキドン酸（20：4）である。また，飽和脂肪酸の主なものはパルミチン酸（16：0）  

とステアリン酸（し18：0）である。これら5種類の脂肪酸で全体の95％以を占めており，3種類の  

不飽和脂肪酸で全体の40％以上を占めている。図1は10ppm NO2暴罵による赤血球膜の脂肪酸  

組成の変化を示したものである。NO2暴露によって20：4はしだいに増加するのに対して16：0と  

18：0は有意な差はないが徐々に減少した。20：4は5日間暴露で対照群より4．8％増加（P＜  

0，00】）し．7日間暴冨では2．9％増加（P＜0．Om）した。また不飽和脂肪酸と飽和脂肪穀の比  

は暴露5日目には0，76から1．01に上昇した。このような20＝4の増加傾向は4ppmNO2暴露に  

っても観察された（図2）。   

2．血清脂肪酸組成の変化   

表lは10ppmNO2暴露による血清の脂肪酸組成の変化を示したものである。暴露1日目に大き  

な脂肪酸組成の変化が認められ，特に20こ4とRtlO44の増加，16＝0，18：1およぴ18：2減少  

が著しい変化であった。また，20：4は全暴露期間を通して高い値を維持しているのが観察された。  

これらの変化は血清PCにおいてより明瞭に観察された（去2）。血清q－のPCは全血楕リソ脂質  
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図110ppmNO2暴露による赤血球膜脂肪酸組成の変化  

Fig．1Changesin fatty acid composition of red ce11membranesdurlng  

exposuretolOppmNO2．  

Rats were exposed tolOppm NOっ asindieated・Atintervalsblood sampleswere  

collected・Preparation ofred cellmembranesand deteTminationoffatty acid com－  

position were performed asdescribedin Materials and Methods・．‥－●，palmitic  

acid（16：0）；0・”0，Stearicacid（18こ0）；0－○，01eicacid（18：1）；●－ ●，1inoleic  

acid（18：2）；and x－×，araChidonic acid（20：4）．Fatty acidsless thanl％are  

Omitted．Eachpointisthemeanofsixrats，ErrorbaLSTepreSentj＝SD・  
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図 2 4ppmNO2暴露による赤血球膜脂肪酸組成の変化  
Fig．2 Changesinfattyacidcompositionofredcellmembranesduringtnvivoex－  

posureto4ppmNO2・  
Rats wcIeeXpOSed to4ppm NOっasindicated・Preparatjon ofred cellmembranes  
arLd determination of fatty acid composltion were the sameasin Fig，1．4－－－●，  

palmitic acid（16：0）；○－－－○，Stearic acid（18：0）；O－0，01eic acid（18：1）；  

●－”●，1in01eicacid（18：2），andx－×，araChidonicacid（20＝4）・Fa巾acidsless  

thanl％areomitted．Eachpointisthemeanofsixrats・ErrorbarsrepTeSent土SD・  
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表 110ppmNO2暴露と血清脂肪酸組成  
TablelSerumfattyacidcompositionwiththetimeofexposuretolOppmNO2  

1day  3days  5days  7 dayS 

co抽01  
％  Ratio  9ら  Ratio  ワら  Ratio  9ら  Ratio  

24．0±0．8  N．S．  

1（；．4±0．5  1．08＊＊＊   

臥9±0，4   0．83＊＊＊  

2臥6土0．6   0．93＊  

1（i．2土0．8  1．2（〉＊＊＊   

3．8土0．6  N．S．  

2（l．6土1．O N．S．  

15．4±0．4   N．S．   

9．8±0．6   N．S．  

28．2±1．0  0．92＊＊  

14．5±0．6  1．12＝拍＊   

3．5±0．4   N．S．  

26，4±0．8  N．S，  

1（5．7±0．4  1，10＝事＊＊  

8．8±0．2  0．82＊…  

27．6±0．8   0．90＊＊  

14．6±0．4  1．1㍗＝“  

3．8±0．6  N，S．  

0．80＊傘＊   

N＿S．  

0．67＊＊＊  

け了4●●●  

1．34＊＊＊  

1．80＊⊃l■  

20．0±1．0  

15．6±0．6  

7．2±0，4  

22．9±0．8  

17．3±0．6  

5．4±0．4  

16：0  24，9士0．9   

18：0  15，2±0．4  

18：1  10，7±0．2  

18：2  30．8±0，9   

20：4  12．9±0，4  

Rtl，044〃   3．0±0．4  

a：Unidentifiedfattyacidshowinga＝etentiontimeofl，044sec・  
Ratsa＝eeXpOSedtolOppmNO2aSindicated・Atintervalsserumiscollectedandfattyacidcompositionisdeterminedasdescribed  
inMaterialsandMethods．Numbertotheleftofthecoloninthefir5tCOlumnreferstothenumberofcarbonatoms；numbertolhe  
rightofthecolonreferstothenumberofdoublebonds・Valuesarethemeanpercentageofsixrats±SD，andratiosofexperimental  
valuestoc。nt，0lonesarealsoshown，Fattyacidslessthnl％areomitted・ThesignificanceofthedifferencebetweencontIOland  
experimenta】valuesareshown＝＊＊＊，タ＜0・001；＊＊，タ＜0・01；＊，タ＜0・05；N・S・，nOtS唱n漬cant■   



表 2 NO2暴露と血清レシチンの脂肪酸組成  
Table2 FattyacidcompositionofserumphosphatidylchollneupOneXpOSuretONO2  

10ppmNOっ  4ppmNOっ  Fatty  
Acid  

Contro1  7 daVs Ratio  Control  10 days Ratio  

％  

26．0±0，6   0．97＊■  

17．5±0．6  N．S．  

6．8±0．3   0．88＊＊＊  

25．5士0．3   0．89＊事オ  

19．3±0．5   1．30＊＊轟   

3．9±0．7  N．S．  

％  

26．9±0．1  

16．5±0．5  

7．9±0．1  

28．5土0，6  

14．8±0．5   

3．8土0．1  

％  

23．7±0．6  

21．2±0．9  

7．1土0，3  

21．8±0．6  

20．2土1、0  

2．8±0．4  

％  

1（，：0  26．7土0．8  

18：0  17．7±0．6   

柑：1  9．7±0．5  

18：2  27，8±0．6   

ZO：4  13．2±0．4  

Rtl，044β   1■7±0・2  

0．89＊＊＊  

1．20＊＊＊  

0，73＊＊＊  

0．78＊辛＊  

1、53＊＊＊  

1．65＊＊＊  

q：Unidentifiedfattyacidshowingaretentiontimeofl，044sec，  
RatsaTCeXPOSedto4and10ppmNO壬foTlOaJld7days，reSpeCtively，aSindicated・Preparation  
ofsefumPCanddeterminationoffattyacidcompositionareperformedasdescribedinMaterials  
andMethods．Number to theleftofthecoloninthefirstcolumntothenumberofcarbonatoms；  
numbertothcEightofthecoIonIeferstothenumberofdoublebonds．Valuesarethemeanper－  
centageofsixrats±SD，andratiosofexperimentalvaluestocontroIonesarealsoshown・Fatty  
acidsless thanl％are omitted．The significance between controland experimentalvalues are  
shown：＊＊＊，P＜0．001；＊＊，P＜0．01；N．S．，rLOtSignificant．  

中の72．5±1．4％含まれており，10ppmNO2の7日間暴琵による18：0，20＝4およぴRtlO44  

の増加と16：0．18：1および18＝2の減少の傾向は血清の脂肪酸組成の変化と一致していた。ま  

た．血清PCにおけるこれらの変化は0．1％以下の危険率で有意であった。図3は4ppmNO2暴  

買による血清PCの主要不飽和脂肪酸の変化を経時的に調べたものである。20：4は暴露第1日目  

を除いて全暴露期間中増加した。反対に18：2は減少していた。しかし，10ppmNO2の場合は4  

ppmNO2で見られた20ニ4と18±2との関係は見られなかった（図4）。10ppmNOz暴露の場  

合，20＝4は暴露3日目から増加し始め，7巨1日で急激な増加が認められた。また18：1は4ppm  

NO2の場合と同じような変化を示した。   

5．肝臓上溝画分の脂肪酸組成の変化  

蓑3は4ppmおよび10ppmNO2を暴露したラットの肝臓上宿画分（S－05）の脂肪酸組成の変化  

を示したものである。表3に示したように，4ppmNO2，10日間暴裔によって18：0と20：4は対  

照群に対して1．20と1．30倍に増加し，16：0は0．81倍に減少した。一方，10ppmNO27【］間塞  

琵の場合は4ppmNO2暴露の場合とは異なり，18：0と20：4の減少と18：2の増加が認められ  

た。図5は4ppmNO2暴露によるSlO5画分中の主要不飽和脂肪酸の変化を経時的に調べたもの  

である。18‥2は5日目まで増加し，以後しだいに減少した。一方，20＝4は3日目まで対照群よ  

り低い値を示し．3日目以後しだいに増加した。この20：4の変化は肝臓ホモジネート，P25およ  

ぴP．05 においても同様に認められた。10ppmNO2暴罵の場合は4ppmNO2の場合と製なり，  

暴露1日日に18＝2と20：4の増加が起こり以後減少した。そして．4E掴以後は対照群より低い  
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図 3 4ppmNO2塞冨による血清レシチン中の不飽和脂肪酸の変化  
Fig．3 Changesin the percemtages of maJOr unSaturated fatty acidsin serumL  
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図 4′10ppmNO2暴露による血清レシチン中の不飽和脂肪酸の変化  

Fig．4 Changesin the percentages of nlaJOr unSaturated fatty acidsin serum  
phosphatidylcholineduringinvivoexposuretolOppmNO2・  

・RatswcreexposedtolOppmNOlaSindicated・Experimenlalconditionswerethe′  
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表 3 NO2暴露と肝上宿画分の脂肪酸組成  

Table3 FattyacidcompositionofliversupernatantfractionuponexposuretoNO2  

10ppmNOっ  4ppmNOユ  

ColllTOI  Tdays  Ratiu  Control   10 daVs Ratio  

％  ％  ％  

34．6±1．7  31．5±1．4  N．S．  33．2±0．7  

8．8±0．4  7▲5±0，2   0．85＊■＊   11．1±1．4  

14．‘±0．5  14．3±0．7  N．S．  14．0土0．4  

20．2土0．4  23，6±0．き  1．17♯♯♯   ユ0．5土乙0  

10．8±0．5  9．5±0．4   0．88ヰ＊＊  12．2±1．0  

％  

26．8±0．2   0．81■拍  

13．3±0．4  1．20＊＊  

13．5±0．5  N．S．  

ユ1．9±0．7  11．S．  

15．8±0．2   1、30＊＊＊  
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図 5 4ppmNO2暴露による肝上清中の不飽和脂肪酸の変化  

Fig．5 ChangesinthepercentagesofmaJOrunSaturatedfattyacidsinliversuper－  

natantduringinvivoexposureto4ppmNO2．  

RatsweTeeXpOSedto4ppmNO2aSindicated．PTeParationQfliYerSupCrnatantfrac－  

tion and det¢rmination orratty acfd compo5ition were pe†brmedasdesctibedin  

Materialsand Methods．0一○，01eic aeid（18：1）；●－●，1inoleic acid（柑：2），  

andx馴X，射aChidonicacid（20：4）．Eachpointisth¢meaれOrS玩Tals．   

値を示した。18：1はこれらの変化とは異なり，4ppm NO2暴罵の場合と同様の変化を示した。  

考  察   

NO2暴露による赤血球膜不飽和脂肪酸の増加，特に20＝4の増加は16＝0あるいは18：0の減少  

を伴っている。なぜなら，赤血球膜における脂質の含有量はNO2暴露によって変わらない4〉から  
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である。このような20＝4の増加は膜機能の変化や膜の流動性に関係がある12）ものと考えられる。  

前述のように，赤血球における脂肪酸代謝はリン脂質の脱アシル化と脱アシル化によって生成した  

リゾ型リン脂質の再アシル化および血清脂質との交換によるものが全てであって，赤血球自身によ  

るアシル鎖の延長や不飽和化は存在しない机），したがって赤血球膜の脂肪酸組成の変化は血清遊離  

脂肪酸の栗り込みと赤血球膿PCと血清PCとの交換によって起こったものと見ることができる。   

血清中のPCは極めて多い。一方，赤血球膜PCの大部分は膜の外側に分布している13）ことから  

PCの交換は容易に行われるものと考えられる。De GierとVan Deenen は赤血球膜PCの1／4  

は血清PCと24時間で交換すると報告している14）。4ppmNO2暴露における血清PC（図3）と  

赤血球膜の20：4の増加（図2）の一致はこれらの仮説を支持しているものと考えられる。また7  

日目を除けば10ppmNO2においても20：4の変化は血清PCと赤血球膜とで一致している。   

肝臓上宿画分においても脂肪酸組成の変動が認められ，4ppmNO2暴露によって20：4の増加  

が認められた（表l，衷2）。20：4は肝臓ミクロソームで18：2からアシル鎖の延長と不飽和化  

をへて生合成される15）。   

哺乳動物には】8二2の生合成系は存在せず，全て食物から供給されている16）。血液中のユ8：2は  

肝臓に取り込まれ，20：4の合成に利用される。NO2暴露においても．肝臓上宿画分の塞苫前期に  

おける20：4の低下と18：2の増加は血清PCの18：2の減少とよく対応している。また．肝臓上  

宿画分の18：2が最大値に達した時点から20：4の増加が起こっている（図5）。これらの現象は  

血清の18：2の肝臓への取り込みと肝臓での20：・4の合成が活発化していることを示すものと考え  

られる。これらのことから，4ppmNO2暴露によって肝臓での脂肪酸代謝が活発化するものと考  

えられる。このような考えは肝臓と血清PCにおける16：0の減少と18：0の増加と云う変化によ  

っても裏付られる。なぜなら，18：0は16：0のアシル鎖延長によって合成される脂肪酸だからで  

ある。  

】OppmNO2暴霜の場合は4ppmNO2暴露の場合と異なり，血清および血清PCの柑：2のレ  

ベルは対照群より全景霜期間を通して低く，肝臓上槽画分では逆に高くなっていた（図4∴図6）。  

このことは肝臓へ取り込まれる血清の18：2が多くなっていることを示すのかもしれない。20：4  

について見ると，暴露1日目を除けば肝臓上宿画分中で減少し，対照群の値以下に低下した。一方，  

血清および血清PCはしだいに増加した。この現象の解釈には少なくとも二つのことが考えられる。  

つまり，回20：4の合成が活発化する以上に20：4が肝臓から血清へ出て行く，㈲血清の20：4の  

増加は肝臓以外の組織からの流入によって起こる。というものである。現在のところ，この問題に  

対してはっきりとした答を見い出せないが，NO2暴露による肝臓での脂肪酸の不飽和化やアシル鎖  

延長反応等の変化を調べることによって明らかになるものと考えうれる。   

前にも述べたように，4ppmNOz暴露によって肝臓での18：0と20ニ4の合成が活発化するこ  

とが明らかとなった。一方，10ppmNO2の場合はより複雑で，単純に肝臓での脂肪酸代謝か活発  

化するとは云いきれない。この4ppmと10ppmNO2との違いは肝臓ミトコンドリアの電子伝達系  
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図 610ppmNO2暴露による肝上宿中の不飽和脂肪酸の変化  

Fig・6 Changesinthepercentagesofmqorunsaturatedfattyacidsinliversuper－  

natantduringznvLvoexposuretolOppmNO2．  

Ratswere exposed to10ppm NO，aSindicated．Experimentalconditionswerethe  

Same aSin Fig．5．0－0，Oleic acid（18：1）；●－●，1inoleic acid（18：2），and  

X－×，aLaChidonicacid（20：4）．Eachpointisthemeanofsixrats．  

にも認められた。4ppmNO2暴露によってその成分の低下が起こり．その後しだいに対照群の値  

に回復して行くのが認められた。一方，10ppmNO2暴露の場合は暴露7日目においても回復せず，  

低い値のままであった。このことは，4ppmNO2暴露の場合に起こる代謝系の阻害は回復可能な  

ものであるのに対して10ppm の場合は回復困難な阻害となることを意味している。   

今まで述べてきた肝臓における脂肪酸代謝の活発化や阻害がNO2暴諾によってなぜ起こるのか  

は現在のところ不明である。   

結論的に云えば二NO2暴露によって肝臓の脂肪酸代謝系に変化が起こり，この変化が血清の脂肪  

酸組成に影響を与え，特に20こ4の増加として現れる。さらに，この20＝4の増加は赤血球膜の20  

：4の増加として反映される。  
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二酸化窒素またはオゾンの間故暴露による赤血球膜成分の変動  

Effects of Nitrogen Dioxide and Ozone on the Components 

orRedCel＝Membrane＄OfRats  

彼谷邦光1・国本 学1・三浦 卓1・持立克身I  

KunimitsuKAYAl，ManabuKUNIMOTOl，TakashiMIURAlandKatsumiMOCHITATEl  

要  旨  

4ppmNO2または0．8ppmオゾンをラットに暴露（8時間／日）し，ラット赤血球  

膜中のリン脂質組成とシァル酸含量の変化をしらべた。NO2またはオゾンの7日間暴  

露によって赤血球膜中のリゾホスファチジルエタノールアミンは2．7％に増加した。オ  

ゾンの10日間暴露ではホスファチジルコリンとシァル酸含量の著しい減少が認められ  

たが，NO2の1C旧聞暴露ではこれらの成分の含景は対照群の値と同じであった。とれ  

らのことからNO2とオゾンの赤血球膜に及ぼす影響の遠いについて検討した。  

Abstract  

Changes ofphospholipids and sialic acid contentsin red ce11membranes of  
ratsexposed daily8，hoursto4．O ppm NO20rO．8ppm O3forlto10dayswere  
examined．Seven days after exposure to either NO2 0r O3，1ysophosphatidyl－  
ethanolamine contentin red cellmembranes wasincreased to2．7％of the total  
phospholipid．A marked decreasein the contentsofphosphatidylcholineandsialic  
acid wasobservedlOdaysafterexposuretoO．8ppmO3．Ontheotherhand，these  
COntentSShowedthesamevalueasthe controllOdaysafterexposureto4．Oppm  
NO2．Based ontheseresults，differencebetweentheeffectsofNO2and ofO30n  
red cellmembraneswasdiscussed．   

はじめに   

我々はNO2連続暴露によって赤血球膜成分に種々の変化が起こることを明らかにして来た1）0  

しかし，赤血球膜成分に対するオゾンの作用については不明な点が多い。そこで，オゾンの赤血球  

膜に対する作用およぴNO2とオゾンの赤血球膜に対する作用の類似点と相違点を明らかにするた  

ためにNO2およぴオゾンを暴露したラットの赤血球膜成分の変動を調べた。赤血球膜の主要成分  

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

The NationalInstitute for EnvironmentalStudies，Basic MedicalScienccs Division，YatabeLmaChi，   

TsukubaIbaJaki305，Japa几  
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であり．またNO2の連続暴露によって変動の著しいリソ脂質および糖質の変化を経時的に調べた。  

方  法．  

†．森澤方法   

6匹を一群とした14週令のJCL：Wistarの雄ラットに4，OppmのNO2または0．8ppmのオゾン  

を10日間問軟暴露（・8hr己ノdaシ（9＝00～17＝00＝七た。雇眉ヰ厄水だけを与え，暴露後に飼料を  

与えた。これはNO2やオゾンによる飼料の酸化たよる影響を除くためである。   

2．採 血  

採血は暴率後16時間経過した翌日の午前9時に行った。頸動脈からの採血は前報1）と同様に行っ  

た。  

る．赤血球膜成分の分析  

赤血球膜の調製および股成分の分析は前報t2）と同様に行った。  

結  果  

1．LYSOPhosphatidYlethanolamine（Lyso－PE）含丑に及ぼすNO2およぴ05の影   

赤血球膜のLyso－PE含量はNO2を7E］聞達続暴露するとNO2の暴露濃度に比例して増加した。  

また，O3の間軟暴露においてもLysoPEは03の濃度に比例して増加した（図1）。Lyso－PE  

を基準として見た場合，4ppm－NO2と0．8ppm－03の間歌暴露は赤血球膜に対して同程度の影響  

を与えていると見ることができる。【のことから，4ppm－NO2と0．8ppm－03の間軟暴露がラ  

ットの赤血球膜成分に及ぼす影響を比較することとした。また．Lyso－PE含量を経時的に調べる  

と03では4日目に3，3革まで増加し，以後徐夕隼減少して10日目には対照群と同程度の含量になっ  
た。一方NO2の場合はしだいに増加し，10日目では3．1％となった（図2）。これはNO2の連  

続暴露の場合と同様であった。   

之．phosphatjdyIeth8nOJdmjn8（PE）およぴphosph8tidylchoEinB（PC）含JLの変化  

、赤血球膜リン脂質の中の約1／4を占めているPEはNOz暴露に比べて03暴電の方が著しい変化  

を示していた（図3）。■丁方∴PCはNO2暴言によって塞零期間中対照群より約2％低い値を示し  

たが．03暴露では4日目以後急激に減少し．10日目では対照群より8％低い38％に減少した（図  

4）。03暴露におけるPEとPCの組成変化を見ると，乙の変化はPCの減少kよってPEの増加  

が起こったものと見ることができる。  
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図1ラット赤血球膜中のLysophosphatidylethanolamine含量とNO2およぴ03   

の暴琴濃度との関係  
．．．⊥  

Fig・1Relationship between thelysophosphatidylethanolamine contentin red  
cellmembranesofratsand，theexposure甲nCentrationofNO2andO3  
（RatswereexposedtoNO2andO，for7days）  
lNT：inteTmittentexposure（8hrs／day）  
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図2‘ラPl；ト赤血球鹿のLysophdsphatidヅ1ethdnolaminら含量に及ぼすNO2または  
03暴露の影響  

Fig．2 Changesinlysophosphatidylethanolamine content ofred cellmembranes  
ofratsduringexposuretoNO2andO3  
NOl，4・Oppm；0い0・8ppmexposure（8h／d）・  
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図 3 ラット赤血球膜の Phosphatidylethanolamine 含量に及ばすNO2または03  

暴露の影響  
Fig．3 Changesin phosphatidylethal101amine content of red cellmembranes of  

ratsduringexposuretoNO2andO3  

ExposureconditioTIWaSthesameasdescribedinFig．2．  

図 4 ラット赤血球膜のPhosphatidytcholine含量に及ぼすNO2または03暴露の  

影響  

Fig．4 Changesin phosphatidylcholine content of red cellmembranes of rats  

during exposure to N01 and 03 

ExposuTeCOnditionwasthesameasdescribedinFig．2．   

5．脂肪酸組成の変動   

前報と同様に赤血球膜脂肪酸中のアラキドン酸含畠を調べた結果，NO2暴露の場合は暴露1日目  

から7日目まで対照群より約1％高い値を示し，10日目には対照群より約1．5％高い27％となった。  

一方，03暴霜の場合，暴露1日目と10日目は対照と同じ値を示し，4日目と7日目はNO2暴露  
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の場合と同じ値を示した（図5）。  
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図 5 ラット赤血球膜のアラキドン酸含量に及ぼすNO2または03暴露の影響  

Fig・5 Changesin arachidonicacid comtent ofredcellmembranesofratsduring  

exposuretoNO2andO3  
Exposureconditionwasthesa111eaSdescribedinFig．2．   

4．糖質含宜の変化   

赤血球膜に含まれる糖脂質や糖タンパク質の変化を調べるために赤血球膜のヘキソース（Hex－  

ose）含塁を見ると，NO2およぴ03暴露動こ対照群より低い値を示したが，10日目では共に対照  

群と同程度の値に回復した（図6）。また，全て赤血球膜の外側に存在しているとされているシァ  

ル酸の含量の変化を見ると，NO2暴露では7日目まで対照群より低い値を示すが．10日目では平均  
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図 6 ラット赤血球順のヘキソース含畏に及ぼすNO2または03暴露の影響  

Fig．6 Changesin hexose content ofredce11membranesofratsduringexposure  
toNO2andO3  

ExposureconditionwasthesameasdescribedinFig，2．  
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値として対照群より高い値を示した。一方，03暴露の場合は10巨Ⅰ間の暴露期間を通して対照群よ  

り低い値を示し．10日目においてもNO2暴露の場合と異なり低い値を維持していた（図7）。  
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図 7 ラット赤血球膜のシァル酸含量に及ぼすNO2または03暴琵の影響  

Fig・7 Changesinsialicacidcontentofredcenmembranesofratsduringexposure  
toNO2andO3  

ExposureconditionwasthesameasdescribedinFig．2．  

ま 「  

考  察   

以上の結果から特に03で変化の著しいシァル酸とPCは主として赤血球膜の外側に存在する成  

分であることから，03は主として赤血球膿の外側に障害を与えているものと考えられる。この理  

由として，NO2と03の物性の遠いが大きな原因と考えられる。NO2は水と反応してNO言とNO言  

となり，このNOEは赤血球内のヘモグロビン（Hb）と反応してMetHbとNO言となることが知ら  

れている3）。一方．03は不安定な物質であり水系と反応して分解すると同時に不飽和化合物を酸化  

する能力が高く，赤血球膜に03を暴露するとPC中の不飽和脂肪酸が分解され，膜酵素に影響を  

与えることが知られている4）。これらの性質の違いが赤血球膜に対するNO2と0。の作用の違いと  

なって現れたと考えられる。   

NO2および03暴露によってへキソースの含量は4日目で対顔群妄り低下し，10日目では対照群  

と同じ値を示したが，このような現象はNO2または03と赤血球とが反応した結果としては説明で  

きないものである。なぜなら，赤血球には生合成系が存在しないからである。このような現象の説  

明には赤血球の新生や機能低下した赤血球の除去機構を考える必要があろう。  

引 用 文 献 ．  
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ニ酸化窒素亜急性暴露のリンパ球に及ぼす影響  

一丁n pifr（I系での検索－   

EffectofSubacuteExposuretoNitrogenDioxideonLymI）hocytes  

RequiredforAntibodyResponse  

一丁几 〃ifr（）Study一  

藤巻秀和1  

HidekaヱuFUjlMAKll  

ヒ1  

E】  要  

マウスの抗体産生能に及ぼす二酸化窒素（NO2）の亜急性暴露の影響をi和むか0の  

系を用いて伶索した。BALB／C堆マウスを用いて，7週令時より，NO20．4ppmと   

1，6ppmの4週間暴露を行った。抗体産生能の検索は，ヒツジ血球（SRBC）に対す  

る溶血斑形成細胞（PFC）算定法によった。その結果，一次反応は，NO2暴露により  

抑制された。二次反応は，0．4ppmNO2塞毘では，対照群と変わりなかったが，1．6  

ppmNO2暴竃では．抗体産生能の元進がみられた。そこで，1．6ppm暴露群と対照  

群との間で抗体産生機構に関与する細胞群の組み換えを行い，細胞レベルでの影響を  

検討したが．T細胞群とB細胞群の間でNO2暴露による影響に明らかなちがいは認  

められなかった。  

Abstract  

BALB／cmicewerecontinuouslyexposedtoO．4andl．6ppmNO2for4weeks，  
and the effects onlymphocytes required for prlmary and secondary antibody  
responsesto sheep red blood cells（SRBC）were examinediTZ Vi（ro・Theprimary  
antibody respon5e WaS SuppreSSed by NO2 eXpOSure，Whereas the secondary  
antibody response was slightly stimulated．By the experiment ofreconstitution，   
itwasfoundthatnoslgnificantdifferenceofactivitiesbetweenTandBce11sunder  
conditionofsubacuteNO2eXPOSureWaSObservedL   

はじめに   

NO2の比較的低濃度の短期および長期暴露による生体の免疫反応への影響については，いくつ  

かの報告がある1－3）。Maigetterらイ）は，0・5ppmNO2をマウスに長期暴露すると，T細胞やB  

細胞のmitogenに対する反応が抑制されたことを報告しているoHolt5）らは－血中の抗体帆T  

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

The NationalInstitute for EnvirortmentalStudies，Basic MedicalSciences Division，Yatabe・naChi，   
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細胞のmitogen に対する反応や移植片対宿主反応などの免疫機能が．短期の暴露では，元進する  

が，長期暴露では，逆に，抑制されることを明らかにした。我々は，これまで，主にNO2の急性  

暴露による抗体産生能べの影響にういて， こ力u山叫■：とtf劫・ぬや．”の系で検索し，抑制がみられ  

ること，その抑制は，主にB細胞の活性低下によ，るこ．と、を明らかにした…）。本研究では，この抗  

体産生機構に及ぼすNO2亜急性塞竃の影響を，■tJ刀〃か0”の抗体産生系を用いて検索し，合わせ  
；
る
 
 

，
 
＼
 
 

し
 
 
 

J r＼）i てその機構に関与して   

J】  

細胞レベんでの影響の遠いの有無についても検討した。  

方  法   

実験動物は，BALB／C雄マウスをE］本チャール不．リバr㈱より6週令で購入し，7遇令より暴  

露を行′討二。NO2暴露は，0．4ppmおよび1．6ppmの4週間連続暴露とし，ガラス・ステンレス製  

大型チャンバー（18001）を用いて行った三内部温皮は，・24～26℃に，湿度は．50～60％に制御さ  

れた。対照群のマウスは，同型チャンバー内で，フィルターを通した空気を暴諾し，他の条件は，  

暴露群と同様にしたものを用いた。抗体産生能の検索について，一次反応は，暴蛋終了後マウスよ  

り脾臓■をと一りだし，その細胞浮遊液をつくり，細胞数を調整して抗原（ヒヅジ血球）とともに培養  
した。4．㌻．5日後、に溶血斑形成細晦（PFC）算定法を剛、て行った。二次反応早ま，暴露革前に抗原  

を5×107／マーウ子尾静脈注射し，、NO2．暴犀後に，一次反応の手順と同様に行った。脾臓細胞の培養  
条件．・T細胞，・B細胞群の分画法軋前報7）に述べたとうりである。  

結、黒   

血l雇用系での一次反応は，0．4ppmおよび1．6ppmNO2暴露により，対照群に比べて有意に  

抑制された（表ユ）。その抑制は，0．4ppmNO2暴露群に比べ，ユ，6ppmNO2暴露群の方により強  

く現れる傾向にあった。   

b”ifr？率で？二次反桓わ結界ば，義2に示し七ある。0・4ppmNC）2暴露群のPFC・の数は 対  
照群の数とあまり差は稼いが，一1，6ppmNO2展露群のPFCの数は 対照群と比べて 有意に冗進   

ノ1  キ．て111…書？2璽醸埠車軸．㌫轟カー壷纏扉如す影響、  
Tablel Effectofsubacuteexposure、tONO2Oninvi［TOP．rimarylantibodyresponse  

No．ofllFCpe∫We】ヂ  

耳Xp．1  Exp．2  Exp．3  ．ppm  

＝、・÷－′・cohtIOl  ・3，273i134占■  1，344士24  5，656±155  

川・ナ      2，247±159＊＊  952±91＊＊  3，4‘4±191＊■＊  

1．6一－  2，087±170＊ヰ■  712±7（〉＊■＊  2，624± 68＝●  

a：AntiSRBCIgMPFCrマSpOnSCsWereaSSayedoTIday4to50ftheculture．  
b＝Eachvaluc†epreSPntSthemean±SEpffivetOsixwens・  
ニ7∴F・iiまmetersdiffe；in邑f．omcontfolleYelsbyStudent，ittestaieihdicatedas；＝，Pく0．01  

＊＊＊，タ＜0．001．  
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表 2・NO2亜急性暴露の如上山王叩での二次抗体産生に及ぼす影響  

Table2 EffectofsubacuteexposuretoNO2Oninvttrosecondaryantibody  
reSpOnSe  

No．orPFCperwelピ  

Exp. I わ  Exp，2C  
ppm  day4  day5  day4  day 5 

contro1  2，984±183d  6，780土588  7，760土661   4，120土146   

0．4  3，268±212  7，220±493  8，0（〉0士685  3，200土314  

1▲6  4，888±■191＝＊  10，140±882♯  11，600±344＊＊  4，920土104…  

0：AntiSRBCIgMPFCIeSpOnSeSWereaSSayedonday4to50ftheculture．  
b：1x107cells：Culturedspleencellsperwe11．  
C：2xlO7cells：CulturedspleencellspelWell．  
d：EachvaluerepTeSentSthemean±SEoffivetosixwells．   

ParametersdifferingfromcontrollevelsbyStudent’s（testareindicatcdas；■，P＜0．05   
＊＊，P＜0．01；＊＊＊，♪＜0．001．  

していることが認められた。  

1，6ppmNOz暴罵群で，抗体産生に明らかな影響が認められたため．抗体産生機構に関与する細  

胞群に対する1．6ppmNO2暴露の影響について実験を行った。   

まず，脾細胞をプラスチック・デイシュヘ付着する群と付着能をもたない群に分け，付着能をも  

つ群に対する影響を検討した（表3）。SephadexG－10 通過細胞を付着能をもたない細胞群と  

して用いた。その結果，対照群の非付着性細胞に，暴露群と対照群の付着性細胞を，別々に加えて  

表 3 1，6ppmのNO2暴露の脾臓中付着性細胞に及ばす影響  

Table3 Effectofsubacuteexposuretol．6ppmNO20nSplenicadherentce11s  

Cellsourc¢S  

SO  
Adherent cells No・OfPFC・peTWelf   

ControI  ControI Exposed Prima∫yreSpOnSe SecoTldaryresponse  

Grollp   

520±34d  447±127  

＋  445土38  507±114  

0  0  

0  NDe  
O  ND  

a：2×107cellsperwe11inpIimary．esponse：Spleencellsdepleledofadherentcells・   

1×107cellsperweuinsecondaryIeSpOnSe：Spleenceusdepletedoradherentcells．  
ム＝2xlO5cellsperwell．  
C：AntiSRBClgMPFCresponse＄WereaSSayedonday40fthecultuTe・  
d：Thevaluer叩reSentSthemeanj＝SEoffourwells．  
e：Notdone．   

ResponsesinexposedmicedidnotdifferfromcontroIsby（test．  
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培養しても．一次反応二次反応ともに，PFCの数に差がみられないことから，脾臓中の付着能を  

もつ細胞群の活性は，NO2暴露によって影響がみとめられないことが 明らかとなった。   

次に，T細胞とB細胞（付着性細胞を含）を暴露群と対照群とからそれぞれ分画して，組み合わ  

せ実験を行った結果を 表4に示した。一次反応と二次反応において．GroupAからDの間で  

有意な善がみられないことから，T細胞，B細胞群への特異的なNO2の影響は認められなかった。  

表 4 T細胞とB細胞に及ぼす1．6ppmNO2暴竃の影響の比較  

Table4 Comparisonoftheeffectsofl．6ppmNO2eXPOSureOnTandBcellsiII  
Prlmaryandsecondaryantibodyresponses  

Cellsources No、QfPFCperwe11C  GroupC’treOOIpa b  

primaryres。OnSe Secondar”SPOn醍  

A
 
B
 
C
 
D
 
E
 
F
 
G
 
H
 
 

1，680±168  9，760土346  

2，005± 80  10，440±614  

1，525±136  9，520±524  

1，240±183  10，240±377  

20  

十  20  

a：Bcel】populations＝Splcencells（2×107perwell）incubatedwithanti－8＋coTnPlement．  

b：Tccllpopulations：1・2xlO6ce11sperweuinpriT71aTyreSPOnSe，  
1■0×10るcel15pe∫We山inseconda∫yreSpOnSe．  

C；AntiSRBCIgMPFCresponseswereassayedonday40fthecuItuTe．   
A，8，CandDvaltleSlepI¢Sentthemean土SEofrou【Wd鮎．   
E，F，GandHvaluesrepresentthemeanofPFCpertwowells．  

考  察   

今回の実験で，比較的低濃度のNO24週間暴言で，■■玩ひか0”系での抗体産生能が 影響を受  

けたことが明らかになり，中でも一次反応は著しい抑制影響を受けていた。この結果は“J〃〃iが0”  

での実験結果と良く一致していたe）。   

抗体産生系に関与する細胞レベルでのNO2による影響については，急性暴露により 一次反応  

において B細胞の活性が T細胞の活性より低下することが明らかとなっている78）。今回の亜  

急性暴琵では．NO2による特異的な細胞群の活性の低下は認められなかった。抗体産生能の抑制は，  

牌臓中の細胞数の減少，つまり，T細胞，B細胞群の牌膿中にしめる割合の減少によるかもしれな  

いが，この点について 今回の実験では 明確な結論は得られなかった。   

Th。maSら糾0）は 免疫反応に対するたばこの影響について調べ，比較的短期暴露では その反  

応が冗進される傾向にあるが，長期暴露になるとむしろ抑制される二相性の変化が認められること  
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を報告している。NO2暴露についても．Holtら5）は 長期暴露において同様の報告をしている。  

その中で．T細胞が 上記の二相性の変化に重要な役割を果たしていることを示している。今回の  

報告の中で，二次反応が1．6ppm暴露により冗進したことは．彼らの指摘した短期暴言における  

冗逓と一致しているものと思われる。   

NO2暴露による生体の免疫反応．特に脾臓における反応が いかにして影響をうけるのか，その  

詳しいメカニズムは明らかでない。最近，S。hnizIcinら11）は 肺の免疫機能に及ぼすNO2急性  

暴謁の影響について報告している。その中で，暴露の直前．直後に抗原の吸入感作をすることによ  

り，肺近接のリンパ節における抗体産生が元進することを示した。更に，彼らは そのリンパ節で  

の抗体産生の先進が 肺でのNO2による損傷に起因するのであり，リンパ節，脾臓などのリンパ性  

器官は．NO2の影響はうけていないとしている。一方，我々は 抗体産生能に及ぼすNO2急性暴  

露の影響を調べた先の報告且7）で脾臓や胸腺も影響をうけていることを明らかにしており，NO2暴  

露の影響は 肺組織に限られたものでないことを示した。   

ただ，肺以外の組織での影響が 肺における影響の間接的なものである可能性は否定できない。  
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