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1 . 略 譜

動 力 学 的 重 畳 基 準 中 央 径

(mass nedianaerOdynamic diameter)

重 壷 基 準 中 央 径

(n8SS mediandi8ueter)

酸 化 カ ド ミ ウ ム

塩 化 カ ド ミ ウ ム

肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ

多 形 核 白血 球

乳 酸 脱 水 素 酵 素

β一グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ

ェ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸

ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム

MMAD

MMD

CdO

CdCl2

AM◎

PMN

LDH

β -Glu

EDTA

N8N3

退 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン

ジ ヌ ク レ オ チ ド NADH

退 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン

ジ ヌ ク レ オ チ ド リ ン 酸 NIDPH
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酸 化 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン

ジ ヌ ク レ オ チ ド リ ン 酸 NADP◆

メ タ ロ チ オ ネ イ ン

遼 元 型 グ ル タ チ オ ン

酸 化 型 グ ル タ チ オ ン

グ ル コ ー ス 6 リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 G6PDH

グ ル タ チ オ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ GPx

グ ル タ チ オ ン リ ダ ク タ ー ゼ GR

ス ー パ ー オ キ サ イ ド ジ ス ム タ ー ゼ SOD

-4-



2 _ 緒 言

2∵｢､l 重 金 凧 エ ア､ロ l/‥Ji･

成 人 の 気 管 支 肺 胞 表 面 は 呼 吸 に と も な い 1日 に 10- 15m3の 空

気 と 接 し て い る｡ こ q)体 敬 は､ 空 気 の 平 均 分 子 塁 (約 29) と 2

5℃､ 1モ ル の 気 体 の 休 載 (約 24.5)を 用 い て 重 畳 に 換 辞 す る

と 12･～ 18k gに 相 当 す る｡ 食 事 等 に よ り経 口 的 に 摂 取 す る 食

物 や 飲 物 の 立 が 数 k g程 度 で あ る こ と と 比 較 す る と､ 経 気 道 的 曝 露

に よ り体 内 に 取 り込 ま れ る 有 害 物 質 は､ た と え そ の 渦 度 が 低 くて も

相 当 な 屋 に 上 る も の と 推 定 さ れ る｡ し た が っ て､ 腸 管 吸 収 率 の 低

い 物 質 で は､ 呼 吸 器 か ら の 体 内 へ の 取 り 込 み 量 が 腸 管 か ら の 取 り込

み 丑 を 上 回 る 場 合 も 考 え ら れ る｡ さ ら に､ 肺 胞 域 に 沈 著 し た 物 質

の 吸 収 率 が は ば 100%で あ る と 考 え ら れ る こ と か ら､ 経 気 道 曝 露

し た 有 害 物 質 に 関 す る 毒 性 学 的 研 究 は､ 第 - 標 的 臓 器 で あ る 呼 吸 器

へ の 影 響 の み な ら ず､ 肺 に 沈 着 し た 物 質 の 他 の 臓 器 へ の 移 行 と 影 響

に つ い て も 合 わ せ て な さ れ る べ き で あ る｡

経 気 道 的 に 曝 露 す る 汚 染 物 は､ 大 き く ガ ス 状 物 質 と粒 子 状 物 質 に

分 け ら れ る が､ C dな ど の 重 金 属 穀 は､ 大 気 環 境 中 で は そ の ほ と ん

ど が 粒 子 状 物 質 と し て 存 在 す る｡ ま た､ 粒 子 状 物 質 は そ の 発 生 過

程 の 適 い に よ り 次 の 3つ に 分 類 す る こ と が で き る｡

① ダ ス ト

: 破 砕 に よ り生 ず る 1次 粒 子 (例 ア ス ベ ス ト､ フ ラ イ ア シ ュ､

炭 粉､ 火 山 灰 な ど )

② ミ ス ト

:霧 化 に よ り生 t:る 液 滴 粒 子 (例 硫 酸 ミス ト､ 水 和 剤 な ど )

@ ヒ 11 ム

: 蒸 気 の 凝 縮 や 凝 集 に よ り生 ず る 粒 子 (例 各 種 金 属 酸 化 物､

多 環 芳 香 族 化 合 物 な ど )

こ れ ら の 粒 子 状 物 質 は､ 空 気 を 分 散 媒 と し そ の コ ロ イ ド状 態 が 安 定

で あ る 時､ 浮 遊 粒 子 状 物 質 (粒 径 10FLm 以 下 ) ま た は エ ア ロ ゾ
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ル と 呼 ば れ る｡ 大 気 環 境 中 の 浮 遊 粒 子 状 物 質 の 粒 径 分 布 は 2 ′上m

を 境 に し て 二 蜂 性 を 示 し､ 一 般 に ダ ス トは 粗 粒 子 に､ ミ ス ト と ヒュー

ム は 微 粒 子 に 属 す る｡

粒 子 状 物 質 の 呼 吸 器 へ の 影 響 を は じ め とす る 毒 性 学 的 研 究 に は､

ガ ス 状 物 質 に 比 べ 未 解 決 の 部 分 が 多 い. こ れ は､ ガ ス 状 物 質 に 比

べ 粒 子 状 物 質 を 榊 成 す る 化 学 物 質 の 種 類 が は る か に 多 い こ と､ 前 述

の ① - ③ に 示 し た よ う に､ 粒 子 状 物 質 と言 っ て も そ の 発 生 過 程 や

物 理 化 学 的 活 性 質 が 異 な る こ と､ さ ら に 毒 性 を 評 価 す る 上 で 脱 皮 の

み な ら ず 粒 径 も 合 わ せ て 考 慮 す る 必 要 が あ る な ど の 理 由 に よ る｡

粒 子 状 物 質 の 生 体 影 響 に 関 す る 実 駿 的 研 究 は､ 実 際 わ れ わ れ が 曝

露 す る 状 況 か ら 考 え る と低 氾 度 慢 性 吸 入 実 教 に よ っ て 行 わ れ る べ き

で あ る｡ し か し､ 慢 性 吸 入 実 駿 に は 多 大 の 労 力 と 時 間 が 必 要 と さ

れ る こ と か ら､ 多 くの 種 類 の 粒 子 状 物 質 の 蒔 性 を 調 べ た り､ 同 じ条

件 下 で 用 量 影 響 関 係 を 求 め た りす る 研 究 に は 必 ず し も 適 し て い る と

は 言 え な い｡ さ ら に､ 曝 露 装 置 の 制 約 な ど も あ り､ 吸 入 実 鮫 の 実

施 に は 困 難 が 伴 う こ と が 多 い｡ 一 方､ カ ニ ュ ー レ を 用 い て､ 試 料

を 直 接 小 動 物 の 肺 に 注 入 す る 気 管 内 投 与 法 は､ 肺 に 沈 着 し た 物 質 の

生 体 内 挙 動 に お い て､ 高 め 皮 急 性 吸 入 実 験 の 結 果 と 良 い 一 致 を 示 す

こ と が 知 ら れ て お り [1,2]､ 簡 便 か つ 経 済 的 で あ る 上､ 生 体 へ の 負

荷 玉 を 特 定 で き る と い う 利 点 が あ る｡ 以 上 の 理 由 に よ り､ 本 研 究

で は､ カ ド ミ ウ ム 化 合 物 の ラ ッ トへ の 経 気 道 曝 露 方 法 と し て 気 管 内

投 与 法 を 用 い た｡

と こ ろ で､ カ ド ミ ウ ム は 最 も 毒 性 が 高 い 重 金 属 の 一 種 あ る こ と が

知 ら れ て い る｡ 重 金 属 と は､ 比 重 4.0ま た は 5.0以 上 の 比 較

的 比 重 が 大 き い 金 属 元 素 の 総 称 で あ り､ ま た､ そ の 多 く は 生 体 に 及

ぼ す 影 響 が 大 き い こ と か ら､ 毒 性 学 研 究 者 の 注 目 を 集 め て き た｡

一 般 大 気 環 境 や 労 働 環 境 に お い て､ 人 が 経 気 道 的 に 曝 正 さ れ る 重 金

属 の 多 くは､ 粒 子 状 物 質 の 分 類 (前 述 ) で 示 し た ダ ス ト と ヒ 1- ム に

屈 す る｡ 経 気 道 曝 露 し た 重 金 属 化 合 物 の 呼 吸 器 へ の 影 響 を 論 じ た

実 教 程 性 学 的 研 究 例 数 は､ 静 脈 内 や 経 口 投 与 な ど の 非 経 気 道 曝 露 に

よ る 蒔 性 研 究 例 に 比 べ 少 な い が､ ニ ッ ケ ル (N i)､ ク ロ ム (C r)

､ バ ナ ジ ウ ム (V )､ マ ン ガ ン (M n )､ 鉛 (P b)､ カ ド ミ ウ ム

ー6-
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(C d) に 関 し て は あ る 程 度 情 報 を 得 る こ と が 可 能 で あ る｡ こ れ

ら 6 桂 の 重 金 属 の 肺 毒 性 に 関 す る 研 究 例 が 多 い の は､ 労 働 環 境 に 浴

い て 曝 露 さ れ る 機 会 が 多 い ば か り で な く､ 化 石 燃 料 の 燃 焼 に と も な

い 排 出 さ れ た り (N i,V,M∩)､ 自 動 車 排 ガ ス (M ∩, Pb)

や タ バ コ (C d, N.i) に 多 く含 ま れ る こ と､ さ ら に は 発 癌 性 (

N i, Cr, Cd)が 疑 わ れ る こ と に 起 因 し て い る も の と 考 え ら れ

る｡

だ ま だ 一様 完 謂 堤 芯__にだ 軒…E...芸.棄 ムJ…_g浩一…体 Fji惣

一 般 人 に お け る C dの 取 り込 み は､ こ れ ま で 主 と して 食 物 由 来 で

あ る と 考 え ら れ て き た｡ し か し､ 経 気 道 曝 露 に よ り体 内 に 取 り込

ま れ る C d屋 は､ 土 壌 や 飲 料 水 の C d汚 染 が 減 少 し た 現 在 で は､ 体

内 へ の 全 取 り込 み 丑 の か な り 大 き な 部 分 を 占 め て い る も の と 推 定 さ

れ る｡ 例 え ば､ タバ コ 1本 に は 約 1〟 gの Cdが 含 ま れ て お り､

20本 喫 煙 す る こ と に よ り 1.5〟gの Cdが 肺 に 沈 着 す る と 考 え

ら れ て い る [3,4]｡ ま た､ 喫 煙 者 の 血 中 Cd渦 度 は 非 喫 煙 者 の 約

1.5倍 で あ り [5]､ 喫 煙 習 慣 の あ る 妊 婦 の 羊 水 中 の C d汝 皮 は 非

喫 煙 妊 婦 の 約 2.8倍 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る [6]｡ さ ら に､

自 動 車 排 ガ ス や､ 精 錬､ 溶 接 な ど の 工 程 が 大 気 中 の C d の 主 た る 発

生 源 で あ り､ 全 世 界 に お け る 大 気 中 Cdの 発 生 総 量 は 年 間 約 7,50

0ト ン と見 硫 ら れ て い る [7]｡ 従 っ て､ 経 気 道 曝 露 し た C dの 生

体 内 挙 動 を 調 べ 串 性 を 評 価 す る こ と は､ 単 に 中 毒 学 研 究 の 発 展 の た

め だ け で は な く､ 大 気 汚 染 物 質 の ヒ トへ の 影 哲 を 考 え る う え で も 重

要 な 意 味 を も っ て い る｡

経 気 道 曝 露 し た C dの ヒ トへ の 影 響 と し て は､ 偶 発 的 に 高 渦 度 吸

入 し た 作 業 者 に 急 性 肺 臓 炎 や 金 属 ヒュー ム 勲 が､ ま た､ 慢 性 吸 入 曝 露

に よ っ て 肺 気 腫 や 肺 線 維 症 が 起 こ る こ と な ど が 報 告 され て い る [8-

10]｡ 一 方､ 経 気 道 曝 露 し た C dに 関 す る 実 験 毒 性 学 的 研 究 は､

肺 に 沈 着 し た C dの 体 内 動 態 を 論 じ た も の と 呼 吸 器 へ の 影 響 を 論 じ

た も の と に 大 別 で き る｡

oberdoersterら は､ 760-930〟gCd/m3 の 氾 皮 の Cd

0 (MMAD=0.46JLb)と CdC 12 (MMAD:0.36LLDl)の エ ア ロ ゾ ル を ラ
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ッ トに 4 5分 間 吸 入 さ せ C dの 肺 ク リ ア ラ ン ス 速 度 を 求 め た と こ ろ､

C dO と C dC I2 で は 半 減 期 が と も に 67 日 で あ っ た と 述 べ て い

る [11]｡ こ の 実 駿 で は､ 曝 露 直 後 の 肺 の C d負 荷 塁 は 0.67

- 0.83FLどC d/ ラ ッ トで あ っ た と 報 告 さ れ て い る｡ ま た､

Biossetら は､ 粒 径 が 約 1〟m､ 渦 度 が 9.43m g/ ma の C d0

エ ア ロ ゾ ル を､ 1日 あ た り の 曝 露 時 間 を 3 0分 間 と し､ 連 続 5 日 間

ラ ッ トに 吸 入 さ せ C d の 肺 ク リ ア ラ ン ス 速 度 を 調 べ た と こ ろ､ 曝 露

中 止 直 後 の C dの 肺 内 沈 宕 鼠 は､ 17.5′上gC d/ ラ ッ トで､ 肺

に お け る C dの 半 減 期 は 5 6 日 で あ っ た と報 告 し て い る [12]｡

こ れ ら 二 つ の 報 告 は､ 何 れ も 肺 に お け る C d の 半 減 期 は 比 較 的 長 い

と い う 結 論 に 達 し て い る｡ し か し､ M M D = 0.39- 0.43

JLm の C dC l 2 エ ア ロ ゾ ル を 0.85m g/ m 3 の 氾 皮 で ラ ッ ト

に 2時 間 曝 露 し た 直 後 の 肺 の C d泊 度 は､ 1.85′▲g/g-tissue

で､ 6 日後 に は 1.0〟 g/ g-tissue と な っ た と い う 報 告 [13]､

MM A Dが 0.5- 1.5LLmで､ 独 度 が 4.5m gL/ m3 の C d

O ま た は C dC 1 2 エ ア ロ ゾ ル を ラ ッ トに 曝 露 し て､ 曝 露 終 了 3日

後 に お け る 肺 の C dの 妓 存 率 を 調 べ た と こ ろ､ そ れ ぞ れ 5 4% と 4

2% で あ っ た と い う報 告 [14] は､ 肺 に お け る C dの 半 減 期 は 数 日

な い し は 10日 程 度 で あ る こ と を 示 唆 し て い る｡ さ ら に､ 粒 径 が

1〝m以 下 の C dO を 15 〝 g/ ラ ッ ト (約 13〟 gC d/ ラ ッ ト

に 相 当 ) の 用 星 で 気 管 内 授 与 し た と こ ろ､ 1日 後 に は す で に 投 与 量

の 2 4% に 相 当 す る C d L か 肺 に 禁 存 し て い な か っ た と の 報 告 [15]

や､ ラ ッ トに 0.25m g/ 汰g体 重 (約 60LLgC d/ ラ ッ ト)

の 用 是 で C dC 1 2 を 気 管 内 投 与 し て C dの 体 内 動 態 を 調 べ た と こ

ろ､ 12時 間 後 に は 投 与 晶 の 6 4% に 相 当 す る C dが 肝 臓 に 移 行 し

て い た と い う報 告 [16]､ C d0 (粒 径 4.4FLm ) と C dC 1 2

を lm aC d/ ラ ッ トの 用 品 で 気 管 内 投 与 し た ラ ッ トで は､ 両 実 紫

群 と も に 投 与 9 0分 後 に は 肺 の C dの 妓 存 率 が 初 期 沈 若 丑 の 半 分 に

減 り､ C dO の 肺 ク リ ア ラ ン ス 速 度 は C dC I 2 よ り少 し 遅 か っ た

と 報 じ た 研 究 [17] は､ 肺 に お け る C d の 半 減 期 は 1日 以 下 で あ る

こ と を 示 唆 し て い る｡

上 述 の 研 究 報 告 例 に お い て､ C dの 肺 ク リ ア ラ ン ス 速 度 に 著 し い
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不 一 致 (数 時 間 - 67 日 ) が 見 ら れ る｡ し か し､ こ れ ら 報 告 例 に

お け る 曝 露 直 後 の 肺 の C d負 荷 塁 を 検 討 す る と､ 肺 が 保 持 で き る C

d是 に は 一 定 の 限 界 が あ り､ そ の 限 度 を こ え る と C dの 肝 ク リ ア ラ

ン ス は 急 に 速 く な る こ と､ お よ び､ C dの 繰 り返 し 喝 采 に よ り肺 が

保 持 で き る C d塁 .の 最 大 値 が 上 昇 す る こ と な ど が 推 定 さ れ る｡ さ

ら に､ 不 溶 性 の C dO も 肺 に お い て 可 溶 化 さ れ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ

て お り､ 肺 で の C dO の 代 謝 を 詳 し く調 べ る 必 要 が あ る も の と 考 え

ら れ る｡

一 方､ 経 気 道 曝 露 し た C dの 肺 へ の 影 響 に つ い て の 研 究 は､ 様 々

な 視 点 よ り な さ れ て い る｡ 高 波 度 急 性 吸 入 曝露 あ る い は 一 回 気 管

内 授 与 し た 実 験 に お い て は､ 肺 の 傷 害 と 炎 症 お よ び そ れ に 伴 う 肺 組

糊 の 増 殖 に つ い て の 報 告 [18-27〕､ コ ラ ー ゲ ン 合 成 能 の 上 昇 に つ い

て の 報 告 [28130]､ T) ン脂 質 合 成 能 の 変 動 に 関 す る 報 告 [31,32]､

抗 酸 化 防 御 系 酵 素 の 変 動 に つ い て の 報 告 [14.26,32-35]､ 感 弛 抵 抗

性 の 低 下 [36] や､ A M 卓 の 桜 能 低 下 に つ い て の 研 究 報 告 [37,38]､

コ ハ ク 酸 脱 水 素 酵 素､ シ ト ク ロ ム cオ キ シ ダ ー ゼ 活 性 の 低 下 と マ レ

イ ン 酸 脱 水 素 酵 素 活 性 の 上 昇 な ど ミ ト コ ン ド リ ア 酵 素 活 性 の 変 動 [

13.39.40] や､ 薬 物 代 謝 能 に よ り調 べ た ミ ク ロ ゾ ー ム 酵 素 活 性 の 低

下 に つ い て の 報 告 [41143] な ど が 見 ら れ る｡ ま た､ 低 減 度 慢 性

吸 入 実 駁､ あ る い は 繰 り返 し 気 管 内 投 与 を 行 っ た 実 験 に お い て は､

C d O の 投 与 に よ り ラ ッ トに 良 性 の 肺 腫 癌 が 生 じ た が 肺 癌 は 生 じ な

か っ た と い う 報 告 [44]､ ラ ッ トに 12.5､ 2 5､ 5 0 iLどC d

/ m 3 の 泊 度 の C dC I2 を 18ケ月 間 曝 苗 す る こ と に よ り用 量 依 存

的 に 肺 癌 が 生 じ た と い う 報 告 [45]､ さ ら に､ 肺 胞 壁 の 肥 厚 に よ り

ガ ス 交 換 能 が 低 下 し､ 血 中 酸 素 分 圧 の 低 下 と 炭 酸 ガ ス 分 圧 の 上 昇 が

み ら れ た と い う 報 告 [46] な ど が あ る｡

一 方､ Cdの 曝 詔 に よ り､ 肝 臓 や 腎 臓 な ど で チ オ ー ル 基 が 豊 富 な

低 分 子 塁 蛋 白 質 で あ る M Tの 合 成 が 促 進 さ れ､ 合 成 さ れ た M Tは､

c dイ オ ン を キ レ ー トす る こ と に よ り 生 体 防 御 的 役 割 を 果 た し て い

る こ と は 広 く知 ら れ て い る が [47]､ C dの 経 気 道 曝 琵 に よ り､ 肺

に お い て も M Tが 訪 中 合 成 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る [19,28,

48-50]｡
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こ れ ら の C dの 肺 窃 性 に つ い て の 報 告 は､ Takenak8ら [45] の 発

癌 実 験 を 除 い て は 用 品 影 蟹 関 係 が は っ き りせ ず､ 肺 に お け る C dの

許 容 量 は 依 然 不 明 の ま ま で あ る｡ ま た､ 個 々 の 研 究 は 断 片 的 で あ

り､ 肺 に お け る C dの 毒 性 発 現 機 構 や C dに 対 す る 生 体 防 御 機 構 は

明 ら か に さ れ て い る と は 言 え な い｡

以 上 の 点 を ふ ま え､ 本 研 究 で は 肺 に 沈 著 し た C d O の 代 謝 的 動 態

と肺 毒 性 に 関 連 し た 生 体 反 応､ な ら び に 生 体 防 御 反 応 を 一 連 の 実 教

に お い て 捉 え､ 特 に､ 以 下 に 示 し た 3点 の こ と を 中 心 に 議 論 を 展 開

し た｡

① c d0 (不 溶 畦 ) と C dC l 2 (水 溶 性 ) の ラ ッ ト肺 か ら の 消

失 過 程 を 調 べ､ 肺 に 沈 著 し た C d O の 代 謝 機 械 な ら び に 体 内 動

態 を 明 ら か に す る｡

② 気 管 支 肺 胞 洗 油 液 に 回 収 され る 炎 症 指 標 の 用 品Li影 響 関 係 を 調 べ

る こ と に よ り､ 経 気 道 曝 露 し た C dO に 対 し て ラ ッ ト肺 が 生 理

的 生 体 反 応 を 示 し得 る 最 大 用 星 を 求 め る｡

③ c dO を 気 管 内 投 与 し た ラ ッ トに お い て､ 肺 と肝 臓 に お け る

M Tの 生 成 な らび に 抗 酸 化 防 御 反 応 を 調 べ､ 経 気 道 曝 露 し た

c dに 対 す る 生 体 防 御 横 柄 を 明 ら か に す る｡
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3 _ 実 験 プヲ 法

.3 - ℃ 転=….m カ だ 完…9!.:…瓜 助 詞 遷諾

突 放 に 用 い た C dO 粒 子 は､ 市 販 の 特 級 試 薬 (関 東 化 学 ) を ボ ー

ル ミル (遊 星 型 微 粉 砕 機 p-7,.フ )) ッ ツ & ジ ャ パ ン ) に て 5分

間 細 粒 化 し た も の で あ る｡ C d O の 粒 子 は､ 水 や 生 理 食 塩 水 中 で

は 安 定 し た 懸 濁 状 態 に は な ら ず 凝 集 し て し ま う こ と が 確 認 さ れ た の

で､ 100% の プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル (特 級､ 和 光 鈍 重 ) 中 に 怒 濁

し 保 存 し た｡ 懸 濁 保 存 液 は､ 超 音 波 洗 浄 器 内 で 十 分 C dO 粒 子 を

分 散 さ せ た 後 20分 間 放 監 し､ そ の 後､ デ カ ン テ ー シ EZン に よ り大

き な 粒 子 を 除 去 し､ さ ら に､ 目 的 の 渦 度 に な る よ う に プ ロ ピ レ ン グ

リ コ ー ル で 希 釈 し た も の で あ る｡ 懸 濁 保 存 液 の 一 部 を メ ン ブ レ ン

フ ィ ル タ ー ( poresize=0.03〟 m. NucleporeCo‥ Ple8SantOn,

cA.USA)で 油 過 し､ 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 (JSM-840, El本 電 子 ) で 粒

径 を 測 定 し た 結 果 を F ig･. 1に 示 し た｡ こ こ で 得 ら れ た C d0

粒 子 は 球 形 で もまな か っ た の で､ 定 方 向 径 (グ ))- ン 径 ) を 求 め た と

こ ろ､ 粒 径 は す べ て 2 〟m以 下 で あ っ た｡ ま た､ C dO の 比 較 美

袋 に お い て 用 い た C d C I2 投 与 液 は､ 市 販 の 特 級 試 薬 (和 光 純 真 )

を 滅 菌 生 理 食 塩 水 に 溶 解 し､ 目 的 の 渦 度 と な る よ う に 調 製 し た｡

Fig.1 Scanning electron qlicrographs of CdO particles

collectedonaNucleporefilter (poresize=0.03LLm).

AEuicronDarker [(a) loll b,(b) lFLm]wasshown in the

low e r right-ha n d side of e a c h p ictu r e.

Ill-
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使 用 し た 動 物 は す べ て 日 本 ク レ ア よ り 購 入 し た 甘istar 系 雄 性 ラ

ッ トで あ る｡ ラ ッ トは､ 10退 齢 の も の (平 均 体 重 270 gL) 杏

一 群 3匹 と し て 用 い た が､ _8....q7=..6.に 示 し た 抗 酸 化 防 御 系 に 関 す る実

敦 で は 8- 9過 齢 の ラ ッ ト (平 均 体 重 2 15 g ) を 一 群 4匹 と し て

用 い た｡ 一 部 の 実 験 を 除 き､ 実 敦 期 間 中 ラ ッ トに は 餌 と 水 は 自 由

に 摂 取 さ せ た｡

3-3..;..投 等…芳 江

ラ ッ トへ の CdO 懸 濁 液 ま た は CdC I2 浴 液 の 投 与 は す べ て 気

管 内 投 与 法 を 用 い た｡ CdO の 投 与 に は 3照.江.に 示 し た CdO 懸

濁 保 存 液 を､ 投 与 直 前 に 9 9倍 是 の 蒸 留 水 と 混 和 し た も の を 用 い た｡

た だ し､ 後 述 の 10〟 gC d/ ラ ッ ト用 量 の 投 与 液 は 1% プ ロ ピ レ

ン グ リ コ ー ル 中 で は 懸 濁 状 態 が 不 安 定 で､ 粒 子 の 凝 姓 が 観 察 さ れ た

の で､ 49倍 塁 の 蒸 留 水 と 混 和 し用 い た (2% プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー

ル 溶 液 と な る )｡ 気 管 内 投 与 に あ た っ て は､ ま ず､ ラ ッ トを エ ー

テ ル 麻 酔 し､ 片 側 に 試 料 g 人 用 の タ イ ゴ ン チ ュ ー ブ を 付 け た 長 さ 1

0cmの ポ リ エ チ レ ン カ ニ ュ ー レ (No.5, ヒ ビ キ ) を 気 管 に 挿 入 し

た｡ 次 に､ あ ら か じ め 0.5m Lの 空 気 を い れ た lm Lの 注 射 用

シ リ ン ジ に 0.4m Lの 投 与 液 を 吸 引 し､ カ ニ ュ ー レ の 先 に 付 け た

タ イ ゴ ン チ ュ ー ブ よ り 試 料 を 気 管 に 注 入 し た｡ 試 料 の 注 入 は ラ ッ

トの 呼 吸 に 合 わ せ 吸 入 時 に 瞬 時 に 行 い､ 続 い て 注 入 時 の シ 3 ツ ク に

よ っ て 起 こ る 無 呼 吸 に よ る 死 亡 を 防 ぐ た め､ 小 動 物 用 人 工 換 気 装 置

(sN-480-7, シ ナ ノ製 作 所 ) を 用 い て 約 10秒 間 陽 圧 換 気 を 行 っ た｡

対 照 群 に は､ 1% と 2% の プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 溶 液､ ま た は 生

理 食 塩 水 を そ れ ぞ れ 0.4m L投 与 し た｡

元 素 過 渡 の捌 蓮≒

cdO ま た は CdC 1 2 を 気 管 内 投 与 し た ラ ッ トは､ 経 時 変 化 観

察 群 で は 5〟 gC d/ ラ ッ トの 用 量 を 注 入 後､ 0.5､ 3､ 1 2時

間､ 1､ 2､ 3､ 7日 後 に､ 用 毘 影 響 観 葉 群 で は 0.5､ 1､ 2､

5､ 10FLaC d/ ラ ッ トの 用 塁 を 注 入 後､ 2日 後 に 解 剖 し､ 肺､
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肝 臓 と 腎 臓 を 摘 出 し た｡ 対 照 群 の ラ ッ トは 投 与 2日 後 に 解 剖 し た｡

肺 は､ 気 管 支 肺 胞 洗 渦 (後 述 旦二むユ ) 後､ 2 0% ホ モ ジ ネ ー トを

調 製 し そ の 1m L を､ 肝 臓 と 腎 臓 は 約 0.25g の 組 接 を 切 取 っ た

後 秤 量 し､ そ れ ぞ れ 試 敦 管 に 入 れ た｡ 試 料 に､ 0.5- 1m Lの

混 酸 (cone.H N 0 3 : H C 10 4 =5: 1) を 加 え た 後､ ド ラ イ ブ

ロ ッ ク バ ス (13 0℃)中 で 無 色 透 明 の 液 体 と な る ま で 約 2 日 間 湿

式 灰 化 し た｡ 硝 酸 と 過 塩 素 酸 は 重 金 属 測 定 用 の も の (和 光 純 薬 )

を 使 用 し た｡ 気 管 支 肺 胞 洗 淋 液 は 上 清 と ペ レ ッ トに 分 け (後 述 呈

二を二ユ )､ ペ レ ッ トの 一 部 は 同 様 に 湿 式 灰 化 し た｡ 灰 化 試 料 は 純 水

に て 2.5ま た は 5m Lに 定 容 し た｡ こ れ ら 試 料 と気 管 支 肺 胞 洗

渦 液 上 清 (無 処 理 ) の C d淵 度 な ら び に 生 体 必 須 元 素 で あ る イ オ ウ

(S )､ リ ン (P )､ カ ル シ ウ ム (C a)､ マ グ ネ シ ウ ム (M ど )､

鍋 (C u)､ 亜 鉛 (Z ∩) 泊 皮 を､ プ ラ ズ マ 発 光 分 光 法 分 析 器 ( ∫

y48PVH､ セ イ コ ー 電 子 ) を 用 い て 測 定 し た｡

3 - 5 肺 a)炎 症 指 ほ の 測 定

肺 の 炎 症 指 標 の 測 定 は､ 最 も 感 度 が 優 れ て い る と 考 え ら れ る 気 管

支 肺 胞 涜 職 液 中 の 細 胞 致､ 酵 素 活 性 や 蛋 白 質 是 を 測 定 す る こ と に よ

り行 っ た｡ 気 管 支 肺 胞 洗 渦 に 用 い た 肺 は､ … ‡で 述 べ た 灰 化 用

の も の と 同 じ試 料 で あ る｡

31511気 管 支 肺 胞 洗 聴 法

ラ ッ トを 脱 血 死 せ し め た 後､ 肺 を 心 臓､ 気 管 や 胸 腺 を 付 け た ま ま

協 を つ け な い よ う に 取 り 出 し､ プ ロ ッ テ ィ ン グ の 後 重 丑 を 測 定 し､

600に 傾 斜 し た 台 に 保 定 し た｡ 三 方 活 栓 を 用 い て､ 37℃ に イ

ン キ ュ ベ - ト し た 6- 7m Lの 5mM の ト リ ス 塩 酸 接 衝 液 (p H

7.4､ 0.25M の グ ル コ ー ス 含 有 ) を シ リ ン ジ よ り気 管 を 通

し て 肺 に 注 入 し､ 別 の シ リ ン ジ に 洗 渦 液 を 回 収 す る と い う 操 作 を 繰

り返 し た｡ こ の 操 作 は 3 5m Lの 洗 渦 液 が 回 収 さ れ る ま で 行 い､

洗 髄 液 は 氷 冷 し た コ ニ カ ル チ ュ ー ブ ( Falcon 2070,Becton Dick-

inson Labware, Cl ) に 入 れ た｡ こ の 操 作 を も う 一 皮 繰 り 返 し､

全 体 で 7 0m L (3 5m LX 2本 ) の 気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 を 得 た｡
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肺 組 織 は 肺 門 部 よ り切 り取 り､ 残 り の 心 臓､ 気 管､ 胸 腺 は ま と め て

ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 後､ 重 丑 を 測 定 し た｡ 肺 湿 重 炭 は､ 洗 淋 前 の 胸

腔 内 全 段 器 重 量 よ り洗 渦 後 の 肺 以 外 の 組 織 の 重 是 を 差 し 引 く こ と に

よ り求 め た｡

洗 渦 液 は､ 650且 で 5分 間 遠 心 し (4℃ )､ 上 清 と ペ レ ッ トに

分 離 し た｡ 上 清 は 虫 初 に 回 収 し た 35mLか ら 得 た も の を 元 素 浪

皮 (前 述 ;3≡漬 菜蓬…) と 生 化 学 的 指 標 の 測 定 (後 述 315-3 )に 用 い､ ペ

レ ッ トは 2本 の 遠 沈 管 よ り得 ら れ た も の を 洗 渦 用 援 衝 液 で 2m Lの

懸 濁 液 と し､ 元 素 波 皮 (前 述 … ) と 細 胞 数 の 測 定 (後 述 とj二

呈 ) に 用 い た｡

3-5-2 洗 搬 液 に 回 収 さ れ た 細 胞 学 的 指 標 の 測 定

吐 上 で 得 ら れ た ペ レ ッ ト懸 濁 液 (2m L) の う ち､ 1m Lを 遠

心 (650且､ 5分 間､ 4℃) し､ 上 清 を 捨 て た 後､ 150〟Mの

N HJC l液 (10m M の K H C 03を 含 む ) を lm L加 え､ 混 入 し

て い る 赤 血 球 を 溶 血 さ せ た｡ さ ら に 遠 心 操 作 を 繰 り返 し､ ペ レ ッ

トを 一 定 量 の ダ ル ベ ッ コ の リ ン 酸 鐘 衝 液 (C a､ M g･不 含 ) に 懸 濁

さ せ た 後､ 懸 濁 液 の 一 部 を 血 球 計 昇 盤 (Burker-Turk型 ) に 入 れ 全

細 胞 数 を 数 え た｡ 残 り の 懸 濁 液 は 遠 心 後､ ペ レ ッ トを 非 動 化 (5

6℃､ 3 0分 間 ) し た 氷 冷 牛 胎 児 血 清 に 懸 濁 さ せ ス ラ イ ドガ ラ ス に

塗 抹 し た｡ こ れ を､ Vrite 液 (1分 間 )､ 2 0倍 希 釈 し た Gie4Sa

液 で 染 色 し (15分 間 ) 検 鏡 し た｡ 細 胞 は､ A M 申､ ))ン バ 球､

pMN (大 部 分 は 好 中 球 で 一 部 好 酸 球 も 見 ら れ た ) に 分 け て 数 え､

気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 中 に 回 収 さ れ た 各 細 胞 総 数 と し て 表 示 し た｡ リ

ン パ 球 の 同 定 は 特 に 曝 露 群 で は 難 し く､ 他 の 方 法 (た と え ば 非 特 異

的 エ ス テ ラ ー ゼ 染 色 ) に よ ら な け れ ば は っ き り し な い と 考 え ら れ た

の で､ 本 研 究 で は デ ー タ と し て は 示 さ な か っ た｡

3

三ヒ上土 で 得 ら れ た 気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 (35mL) の 上 沼 を 用 い て

LD H と β -G 1 u活 性 な ら び に 蛋 白 質 塁 を 測 定 し た｡ LD H は 疎

結 融 解 に よ り活 性 を 失 う こ と が 知 ら れ て い る の で 解 剖 当 日 に 測 定 し､
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β-G 1u活 性 と 蛋 白 ff丑 は -20●Cで 保 存 し た 後､ 解 剖 E]よ り 2週

間 以 内 に 測 定 を 行 っ た｡

L DH活 性 の 測 定 は､ 市 販 の 分 析 用 キ ッ ト (LDH-UV Test Wako,

和 光 純 葉 ) を 用 い､ 腎robleyskiと LaDue[51] の 方 法 に し た が っ て 行

っ た｡ り 才- タ ー ジ ャ ケ ッ トを 蓑 著 し た 分 光 光 度 計 (UV1260､ 島 津

製 作 所 ) に セ ル を 入 れ た 後 3 5℃ に 加 温 し､ 分 光 光 度 計 は Tine-Cou

rse Mode で 測 定 液 晶 を 3 4 0 n m に 設 定 し た｡ セ ル の 中 に あ ら か

じ め 3 5'Cに イ ン キ ュ ベ ー ト し た 基 質 液 (0.1M の リ ン 酸 緩 衝 液

(pH 7.4) 中 に 2 0 0 〟 M の NADHと 0.72 m M の ピ ル ビ

ン 酸 を 含 む ) を 2.5m L入 れ､ 数 分 後､ 3 5'Cに イ ン キ .>ベ ー ト

し た 気 管 支 肺 胞 洗 滑 液 上 沼 を 0.2mL入 れ よ く担 辞 し た｡ 吸 光

度 が 安 定 し て か ら､ NADHの 減 少 に も と ず く吸 光 度 の 変 化 を 5分

間 ulJ定 し妃 錠 し た｡ 気 管 支 肺 胞 洗 椴 液 上 清 中 の LDH活 性 は､ 洗

渦 液 3 5m L中 の 全 LDH活 性 値 と し て 求 め 国 際 単 位 (IU / 3 5

m L)で 表 わ し た｡ 計 罪 に は､ NADHの モ ル 吸 光 係 数 6220

と 25℃ へ の 温 度 補 正 係 数 2.04を 用 い た｡

β -G 1u活 性 は､ Lockardと Kennedy[52] の 方 法 に し た が っ て 測

定 し た｡ あ ら か じ め 37●Cに イ ン キ ュ ベ ー ト し た 基 質 液 (1/

15M 酢 酸 緩 衝 液 (pH 4.5) 中 に 2.Om M の p- ニ ト ロ フ

ェ ニ ル -β-D-グ ル ク ロ ニ ド (N1627,SigDa, St.Louis. MO, USA )

を 含 む ) 2.5m Lに 気 管 支 肺 胞 洗 滑 液 上 清 を 0.5m L加 え て

3 7℃ で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し､ 氷 冷 し た 0.2N の N a0 H溶

液 lm Lを 加 え 反 応 を 終 了 さ せ た 後､ 波 長 4 2 0 nm で の 吸 光 度 を

測 定 し た｡ 標 準 曲 線 は 基 質 液 の か わ り に 5 0 と 10 0 〟 M の p -

ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル を 含 む 緩 衝 液 2.5m Lを 用 い て 作 製 し た｡

3 7 ●Cで 1分 間 に 1〟 m o 1eの p - ニ トロ フ ェ ノ ー ル を 基 質 よ り

遊 離 さ せ る β-G 1uの 活 性 を 1単 位 と 定 義 し､ 気 管 支 肺 胞 洗 液 液 中

の β -G 1uの 活 性 は L DH活 性 同 様､ 3 5 m L中 の 全 β -G 1u活

性 値 (m U / 3 5m L ) と し て 表 わ し た｡ 10 0 JLM の 槙 撃 破 を

用 い た と き の 吸 光 度 は 0.825で あ っ た｡

気 管 支 肺 胞 洗 椴 液 上 沼 中 の 蛋 白 質 塁 は､ 市 販 の プ ロ テ イ ン ア ッ セ

イ キ ッ ト (BioIRad Laboratories, Richmond,CA ) を 用 い て 行 っ た｡
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気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 上 沼 0.1m Lに 水 で 5倍 希 釈 し た 測 定 用 試 薬 5

mLを 加 え よ く投 拝 し､ 5分 間 室 温 で 放 怒 し た 後､ 波 長 595nm

で 吸 光 度 を 測 定 し た｡ 標 準 曲 線 は､ 0.144､ 0.228､ 0.

720ma/mLの BoyinePlasm8AlbuDin (Bio-Rad)溶 液 を 用

い て 作 製 し た｡ 気 管 支 肺 胞 洗 油 紙 上 清 中 の 蛋 白 質 塁 は､ 3 5m L

中 の 全 重 量 と し て あ ら わ し た｡

… と肘 封昏≡Hで 述 べ た 操 作 手 順 を F iど.2に 示 し た｡ こ の

図 に お い て､ 気 管 支 肺 胞 統 派 液 中 の ]) ン (P ) 含 屋 は､ サ ー フ ァ ク

タ ン ト星 を 示 し て い る と 考 え ら れ る の で (後 述 … )､ 元 素 波 皮

で は な く生 化 学 的 指 接 に 含 め て あ る｡

3-L白 抗良化臨.加 系 に 肘 与 す る 生 休 物 fIの imJ定

C d O を 気 管 内 投 与 し た 後､ 肺 と 肝 臓 の 抗 酸 化 防 御 系 に 関 与 す る

生 体 物 質 の 塁 や 活 性 の 測 定 を 行 っ た が､ こ こ で 測 定 し た 項 目 の う ち

GSH､ GSSGな ら び に 酵 素 な ど ほ 赤 血 球 に も 多 く含 ま れ て い る

こ と が 知 ら れ て い る の で､ こ れ ら の 臓 器 は 液 流 に よ り血 確 を 除 去 し

た 後､ 試 料 調 製 を 行 っ た｡

316-1臓 器 潮 流 法

胸 腔 内 の 全 段 器 を 傷 を つ け な い よ う に 気 管 を 付 け た ま ま 取 り 出 し､

ブ ロ ッ テ ィン グ の 後､ 重 量 を 測 定 し た｡ 大 動 脈 を 止 血 相 子 で 止 め､

右 心 室 よ り 氷 合 し た 生 理 食 塩 水 (ヘ パ リ ン を 1,000U/ L含 む)

を 注 射 器 で い れ､ 肺 が 十 分 拡 張 し た と こ ろ で 相 子 を 緩 め る と い う操

作 を 肺 が 白 くな る ま で 繰 り返 し た｡ 潜 流 後､ 肺 組 総 を 切 取 り､ 三ヒ

u と 同 様 の 方 法 で 肺 湿 壷 屋 を 求 め た｡

Fig.2 Di8gramJnatic representation of theexperimental

nethod. Thebroncho81yeo18r laY8ge Was Performed by

repreated instillation and withdrawalof 5DMTrisIHCl

buffer (pH7.4) containing 0.25M glucose with each

yoluEne Of6-7DL.
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肝 臓 は､ 門 脈 と 肝 静 脈 を 付 け た ま ま 傷 を 付 け な い よ う に し て 取 り

出 し､ プ ロ ッ テ ィン グ し た 後､ 湿 重 畳 を 測 定 し た｡ 門 脈 と肝 静 脈 に

カ テ - テ ル を 挿 入 し､ 肝 静 脈 側 の カ テ ー テ ル に は 空 の 注 射 筒 を､ 門

脈 側 に は 肺 の と き と 同 様 に ヘ パ リ ン を 含 む 水 冷 生 理 食 塩 水 を 入 れ た

注 射 筒 を 接 続 し た｡ 潮 流 は 肝 臓 の 拡 張 状 態 を 確 認 し な が ら 門 脈 よ

り数 m Lの 生 理 食 塩 水 を 入 れ て は 肝 静 脈 よ り抜 き 取 る と い う 操 作 を

3回 繰 り返 す こ と に よ り行 っ た｡ 瀧 流 終 了 後､ 門 脈 と 肝 静 脈 を 切

取 り､ プ ロ ッ テ ィン グ 後､ 重 是 を 測 定 し た｡ 肝 湿 重 是 は 潮 流 前 の 臓

器 全 重 畳 よ り血 管 分 の 重 立 を 差 し 引 く こ と に よ り 求 め た｡ 肺 と肝

臓 は､ ホ モ ジ ナ イ ズ 処 理 を す る ま で - 80℃ で 保 存 し た｡

2-6-2 チ オ ー ル 化 合 物 の 測 定

肺 は 解 凍 の 後､ 氷 冷 し た 10m M の ト リ ス 塩 酸 店 衝 液 (p H 7.

4) に 入 れ､ 真 空 ポ ン プ で 約 10分 間 脱 気 を 行 っ た｡ 肺 と 肝 臓 は

同 じ 揺 衝 液 中 で､ 氷 冷 し た Potter-EIyehje山 型 ホ モ ジ ナ イ ザ ー (チ

フ ロ ン ) を 用 い 窒 素 気 流 下 で 磨 砕 し､ 20% ホ モ ジ ネ ー ト と し た｡

M T の 測 定 は､ EatonとTo81ら [53] の 方 法 を 一 部 変 更 し て 行 っ た｡

組 綴 ホ モ ジ ネ ー ト 0.8m Lを マ イ ク ロ セ ン ト リ フ エ ー ジ チ ュ ー ブ

に 取 り､ 遠 心 (10,00 0且､ 5分 間 ) し て そ の 上 清 を 10 0℃

で 2分 間 加 熱 処 理 し た｡ こ の 熱 処 理 し た 試 料 を 同 様 に 遠 心 し､ そ

の 上 清 0.4m L に､ 上 記 招 衝 液 に 溶 解 し た C d C l 2 溶 液 (2

〟 gLC d/ m L) を 0.4m L加 え 室 温 で 10分 間 放 置 し た｡ そ

の 後､ 2%の BoyineHeznoglobin ( H2625, TypeⅡ,Sigtm) を 0.

2m L加 え 投 秤 の 後 10 0℃ で 2分 間 加 熱 処 理 し､ 再 び 遠 心 (10,

000且､ 2.5分 間 ) し た｡ こ の 上 清 に､ も う 一 度 ヘ モ グ ロ ビ

ン 溶 液 の 添 加 一 加 熱 一 遠 心 と い う 一 連 の 処 理 を 加 え､ そ の 上 清 中 の

C d氾 皮 を 原 子 吸 光 分 光 光 度 計 (170-50A､ 日 立 製 作 所 ) で 測 定 し た｡

肺 の M Tは､ 含 立 (FEど/lung ) と 洩 皮 (〟 g/g tissue) で､ 肝 臓 の

M T は 漉 度 で 表 わ し た｡ 計 罪 に は M T の 分 子 毘 (= 6,000)

と､ こ の 方 法 に お い て 1分 子 の M Tに 結 合 す る C dの 原 子 数 (= 6)

を 用 い た｡

G S H と G S S Gの 測 定 は､ Berntと Bergbeyer[54] の 方 法 に 準
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じ て 行 っ た｡ 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト 1m L を 5分 間 煮 排 し た 牧 水 冷 し､

10% の ト リ ク ロ ロ 酢 酸 溶 液 を 10 LLL加 え､ I0,00 0且 で 5

分 間 遠 心 し た｡ こ の 上 沼 0.3m L を 予 め 3 7●C に 加 温 し た 分 光

光 度 計 (波 長 を 240nm に 設 定 ) の セ ル に 入 れ､ さ ら に､ 0.2

5Mの ))ン 転 居 衝 液 2.5m L､ 1% の Egg AlbuDin ( A5503,

lradeV .Sign8) 溶 液 0.2m L と 250FLg Protein/PL に 調 製 し た

Glyox8lase-I( G4252,GradeⅣ ,Sigma ) 20JLLを 加 え 投 坪 の 後

数 分 放 置 し た｡ 加 え た 溶 液 は､ 予 め 3 7'Cに イ ン キ ュ ベ ー ト し て

お い た｡ 吸 光 度 が 安 定 し た と こ ろ で 0.1Mの Methylglyoxal

(Fluk8,Buchs,Switzerland ) を 20JJL加 え 5分 間 吸 光 度 の 変 化

を 測 定 し た｡ さ ら に 0.1Mの Methylglyox8120LLLを 加 え､

Methylglyoxal の 添 加 そ の も の に 基 ず く吸 光 度 の 上 昇 分 を 記 録 し た｡

次 に 測 定 波 長 を 340nm と し､ 1% の N aHC03 に 溶 解 し た

15mMの NADPH ( N1630, TypeI,Sigma) 溶 液 を 20〝 L加

え 投 拝 し た｡ 吸 光 度 が 安 定 し た と こ ろ で､ 1.1J)g Protein/DL に

調 製 し た GR ( G4759.TypeⅣ , Sigma) を 10LLL加 え､ NAD

PH の 減 少 に 基 ず く吸 光 度 の 減 少 を 3分 間 測 定 し た｡ 以 上 に 述 べ た

操 作 の 過 程 を 化 学 反 応 式 で 示 す と 次 の よ う に な る｡

Glyox8lase-I
GSH + Methylglyoxa1 - - - I - -◆ S-18CtOyl-GSH

GR
GSSG + NADPH + H' 2GSH + NADP◆

G S H と G S S Gは そ れ ぞ れ m g と 〟 gで 表 わ し､ 肺 の G S H は

は 器 全 体 の 含 塁 と グ ラ ム 組 械 当 り の 渦 度 で､ 肝 臓 の G S H と G S S

Gは 波 圧 と し て 表 わ し た｡ 肺 の G S S Gは 減 度 が 低 く､ 本 方 法 で

は 正 確 な 数 値 を 出 す こ と が で き な か っ た の で デ ー タ と し て 示 さ な か

っ た｡

2-6-3 抗 酸 化 防 御 系 酔 繁 の 測 定

肺 と 肝 臓 の ホ モ ジ ネ ー トの 一 部 を 4℃､ 10 0,00 0且 で 6 0

分 間 超 遠 心 し､ そ の 上 沼 を 用 い て G 6 P D H､ G P x､ G R､ S 0
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D の 活 性 を 測 定 し た｡ そ れ ぞ れ の 群 素 活 性 は､ 肺 で は 臓 器 全 体 と

グ ラ ム 組 織 当 り の 活 性 と し て､ 肝 臓 で は グ ラ ム 組 織 当 り の 活 性 と し

て 示 し た｡

G 6 P D H 活 性 の 測 定 は London [55] の 方 法 に 従 っ て 行 っ た｡

測 定 用 セ ル や 試 薬 溶 液 は 予 め .2 5'Cに 加 温 し て お い た｡ セ ル の 中

に､ 水 に 溶 解 し た 2 5 m M の グ ル コ ー ス 6 ))ン 酸 ( G7250, Signa )

溶 液 0.1m L､ 0.2M の M ど C I2 溶 液 0.1m L､ 2 m M の

N A D P◆( NO505, Signa ) 溶 液 0.1m L､ 1M の ト リス 塩 酸 淫

衝 液 0.1m Lと 水 を 2.5m L入 れ 投 拝 し た｡ 吸 光 度 が 安 定 し

た と こ ろ で 試 料 0.1m L を 加 え 投 秤 後､ 波 長 3 4 0 nm で､ N A

D PHの 生 成 に 基 ず く吸 光 度 の 上 昇 を 測 定 し た｡ 25●Cで 1分 間

に 1〝皿0le の N A D P H を 生 成 す る こ と の で き る G 6 P D H 活 性 を

1単 位 (1U ) と 定 義 し た｡

GP x活 性 の 測 定 は､ PagliaとValentine[56] の 方 法 に 従 い 測 定

し た｡ 分 光 光 度 計 は､ G6PDH活 性 の 測 定 時 と 同 様 に 設 定 し た

(2 5 ●C､ 波 長 3 4 0 nm )｡ セ ル の 中 に､ 4.0× I0~3M の

ED T A を 含 む 0.1M の リ ン酸 緩 衝 液 (p H 7.0) を 1.5

8rnL と､ 上 記 援 衝 液 に 溶 解 し た 0.01M の N aN 3 浴 液 0,3

m L､ N A D P H溶 液 0.3m L､ 10 U / m L と し た GR (

sigma) 0 .3m L､ G S H ( p-L Biochenicals, Inc‥ Milyau-

kee. 甘Ⅰ, USA) 溶 液 0.3m L と 測 定 試 料 2 0 〟 L を 加 え よ く投 拝

し た｡ 吸 光 度 が 安 定 し た と こ ろ で 上 記 援 衝 液 を 用 い て 調 製 し た 5.

om M の H202溶 液 0.1m L を 加 え 投 拝 の 後､ N A D P H の 減 少

に 基 ず く吸 光 度 の 減 少 を 測 定 し た｡ GPx活 性 1単 位 は､ 25'C

で 1分 間 に lFEnOle の N A D P H を 酸 化 す る こ と の で き る活 性 と 定

毛 し た｡

G R 活 性 の 測 定 は､ Packer[57] の 方 法 に 準 じ て 行 っ た｡ 分 光

光 度 計 の 設 定 は G 6 P D H 活 性 の 測 定 時 と 同 様 で あ る｡ セ ル の 中

に 0.1M の リ ン 酸 緩 衝 液 (p H 7.6) 2.25 m L と､ こ の

穏 衝 液 に 溶 解 し て 調 製 し た 2 % の G S S G ( G4501, GradeⅢ ,

SigEba) 溶 液 0.3m L､ 1.5m M の N A D P H 溶 破 0 .3m L を

入 れ 投 挿 し た｡ こ の 中 に 試 料 液 50〟 Lを 加 え よ く撹 拝 し た 後､
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NADPHの 減 少 に 基 ず く吸 光 度 の 減 少 を 測 定 し た｡ GR活 性 1

単 位 は､ 2 5●Cで 1分 間 に 1J上nOle の NADPHを 酸 化 す る こ と の

で き る 活 性 と 定 義 し た｡

S 0 D活 性 の 測 定 は､ CraPOら [58] の 方 法 に し た が っ て 行 っ た｡

ま ず､ 超 遠 心 上 清 を 10mMの ト リ ス 塩 敢 淫 衝 液 で 5倍 に 希 釈 し､

さ ら に 試 料 を 透 析 し た｡ 透 析 を し た 理 由 は､ 生 体 試 料 中 の 低 分 子

化 合 物 の 中 に S 0 D活 性 を 示 す 物 質 (例 え ば､ イ オ ン状 の C u も S

0D と 同 程 度 の S0 D活 性 を 示 す ) の 存 在 が 知 ら れ て い る た め で あ

る｡ 透 析 は､ 市 版 の 透 析 膜 (Seanless Cellulose Tubing 20/32,

visk8Se Co.,Chicago, IL,USA ) を 用 い､ 4°Cで 18時 間､ I0

倍 星 の 上 記 緩 衝 液 に 対 し 2回 行 っ た｡ 分 光 光 度 計 の 測 定 波 長 を 5

50nm に 設 定 し､ セ ル な ら び に 試 薬 溶 液 は 予 め 25℃ に 加 温 し て

お い た｡ セ ル の 中 に､ 0.1m M の ED TA を 含 む 5 0m M の リ

ン 酸 緩 衝 液 2.2m L と､ こ の 緩 衝 液 に 溶 解 し た 0.2m M の シ

トク ロ ー ム C( C7752, TypeⅣ ,Sigba) 溶 液 0.3m L､ 0.5m

M の キ サ ン チ ン (XO626,Sigha) 溶 液 0.3m L､ 0.3m M の シ

ア ン 化 カ リ ウ ム (特 級 試 薬､ 和 光 純 薬 ) 溶 液 0.1m L と 透 析 試 料

10- 60 〟 L (試 料 の S 0 D活 性 に 合 わ せ 加 え る 晶 を 調 製 ) を 加

え 投 拝 し た｡ シ ア ン 化 カ リ ウ ム を 加 え た の は､ S 0D活 性 の 測 定

を 妨 害 す る シ ト ク ロ ー ム C オ キ シ ダ ー ゼ を 阻 害 す る た め で あ る｡

こ の 溶 液 に､ キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ (GradeⅢ ,X4500,Signa) 宿

液 (0.6 units/nL) を 加 え､ シ ト ク ロ ー ム C の 退 元 に も とず く吸 光

度 の 増 加 を 測 定 し た｡ 2 5°Cに お い て､ S 0 D を 含 ま な い (透 析

試 料 の 代 わ り に 同 量 の 緩 衝 液 を 加 え た ) 系 で 測 定 し た シ トク ロ ー ム

C の 退 元 速 度 を 半 減 さ せ る S0 D活 性 を 1単 位 と 定 義 し た｡

317 枚 定

実 故 に よ り得 ら れ た 数 値 は､ 平 均 値 ± 標 準 偏 差 (uean±SD) ま た

は 平 均 値 ± 標 準 誤 差 (山e8n±SEM) で あ ら わ し た｡ 一 部 の 実 験 に お

い て､ 対 照 群 に は 1% と 2% の プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル を 投 与 し た が､

こ の 2群 間 に 気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 上 清 中 の 蛋 白 質 是､ LD H と β -

G 1 u活 性､ な ら び に 洗 渦 液 ペ レ ッ ト中 の 細 胞 数 に 有 意 差 は 認 め ら
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れ な か っ た の で､ 対 照 と し て は､ 1% プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル を 投 与

し た 群 を 検 定 に 用 い た｡ 投 与 群 と対 照 群 あ る い は CdO 投 与 群 と

c dC l 2 群 と の 差 の 検 定 は､ 等 分 散 検 定 を 行 い､ 等 分 散 で あ る と

い う 仮 定 が 成 立 し な い 場 合 は Welch の 両 側 t検 定 で､ そ れ 以 外 の 場

合 は Student の 両 側 t検 定 で 行 っ た｡ 危 険 率 が 5% 以 下 の 場 合 に､

両 群 間 に 有 意 差 が あ る と考 え た｡
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4 _ 結 果

.4-J.繋 ℃ 惑 北,カ.琵 芙 蓉 ム'紛 様 蔚 勲一浩

CdO と CdC I2 を そ れ ぞ れ 5〟g Cd/ ラ ッ トの 用 量 で 気 管

内 投 与 し た 後 の､ 肺 組 織 な ら び に 気 管 支 肺 胞 洗 瀧 液 中 の C d含 量 の

経 時 変 化 を F iど.3に 示 し た｡ 投 与 30分 後 に は､ CdO と

cdC l 2 投 与 群 と も に 用 丑 の 約 65% に 相 当 す る Cdが 肺 (組 持

+ 気 管 支 肺 胞 洗 滑 液 ) に 残 存 して い た｡ そ の 後､ 肺 組 織 の C d含

量 は 緩 や か に 減 少 し た が､ 気 管 支 肺 胞 洗 液 液 中 の C dは 投 与 3時 間

後 に は 両 群 と も に 検 出 さ れ な か っ た｡ 投 与 30分 後 の 気 管 支 肺 脂

洗 轍 液 に は､ C d O 投 与 群 で は 投 与 量 の 10% が 回 収 さ れ た が､

cdC l 2 投 与 群 で は ご く微 虫 し か 回 収 さ れ ず､ 両 群 間 に は 有 意 差

が 認 め ら れ た｡ ま た､ C d O 投 与 群 で は 気 管 支 肺 胞 洗 瀧 液 中 に 回

収 さ れ た C dの ほ と ん ど が 洗 渦 液 上 清 中 に 存 在 し て お り､ 洗 淋 液 の

ペ レ ッ ト中 で は 検 出 限 界 以 下 で あ っ た｡ こ れ ら の こ と は､ C d0

が 気 管 支 肺 胞 腔 に お い て 速 や か に (30分 以 内 ) 可 溶 化 さ れ､ イ オ

ン 状 の C d と し て 代 謝 さ れ た こ と､ ま た､ イ オ ン 状 の C dは､ 3 0

分 以 内 に 肺 組 成 に 吸 収 さ れ た こ と を 示 唆 し て い る｡ 投 与 し た C d

が す べ て 肺 組 位 に 取 り込 ま れ た と 考 え ら れ る 12時 間 以 降 の 肺 の

c d含 量 に 対 し､ 1次 の 指 数 減 衰 曲 線 を 当 て は め 最 小 二 乗 法 で 計 算

す る と 次 式 が 得 ら れ た｡

Cd0: ln y =-0.032t + 1.06 r= -0.53

CdC I2: 1n y =-0.051t + 0.94 r= -0.62

y: 肺 の Cd含記 (iLど)

t:投 与 後 の El数 ( days )

r:相 関 係 数
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これ ら の 式 よ り､ 肺 に お け る C dの 半 減 期 を 求 め る と､ C d O 投 与

群 で 2 2 日､ C d C 12 投 与 群 で 14 日 と算 出 さ れ た｡ C d O投

与 群 に お け る肺 の C d ク リ ア ラ ン ス が や や 遅 い も の の､ 両 群 間 で､

C dの 肺 か ら の 消 失 速 度 に あ ま り差 が な い こ と が わ か っ た｡ 一 方､

肺 の C d含 量 の 経 時 的 減 少 に 伴 な い､ 肝 臓 と 腎 旗 へ C dが,移 行 す る

様 子 を 示 し た も の が F ig.4で あ る｡ 肝 臓 に は､ 投 与 12時 間

後 に 投 与 塁 の 約 20% に 相 当 す る 1〟 g の C dが 苗 敬 し､ そ の 後 緩

や か に 減 少 し て 行 く傾 向 が み られ た｡ これ に 対 し､ 腎 旗 で は､ 時

間 の 経 過 と と も に C dの 苗 敬 塁 が 上 昇 し､ 7 E]後 に は 投 与 晶 の 10

% 程 度 の C dが 検 出 さ れ た｡ こ の こ と は､ 肺 組 抱 に 吸 収 さ れ た

C dの 一 部 は 速 や か に 血 流 を 介 し て 肝 臓 に 移 行 す る が､ 戎 り の C d

は､ 前 述 の 式 で 示 し た 減 衰 曲 線 に 従 っ て 腎 股 へ 移 行 し た こ と を 示 し

て い る も の と考 え られ る｡

以 上､ 気 管 内 投 与 し た C dO の 肺 か ら の ク リア ラ ン ス と､ 肺 か ら

肝 臓 と 腎 臓 へ の C dの 移 行 に 関 す る経 時 変 化 に つ い て 説 明 し た が､

こ の C dの 体 内 動 態 を､ 投 与 2日 後 に お け る 用 量 反 応 関 係 と し て 示

した も の が Table lで あ る｡ C dO の 用 量 の 増 加 に 伴 っ て 肺

の C d含 量 は 上 昇 した が､ 投 与 盃 に 対 す る百 分 率 で 表 わ し た 肺 に お

け る C dの 戎 存 率 は､ 用 是 依 存 的 に 低 下 して い る こ とが わ か る｡

肝 臆 で は､ C dO の 用 量 が 2 FLgC d/ ラ ッ ト以 上 の 場 合､ 用 量 の

増 加 に 伴 い C dの 移 行 率 が 上 昇 し､ 10 〟 g C d/ ラ ッ トの 用 量 で

は 34% に も 適 し た｡ し か し､ 腎 股 で は 投 与 塁 の 如 何 を 問 わ ず､

移 行 率 は ほ ぼ 5% と一 定 の 値 を 示 し た｡ こ れ ら の こ と は､ C d0

の 一 回 気 管 内 投 与 に お い て､ 投 与 是 と 肺 の C dの 苗 群 星 に 直 線 関 係

が 得 ら れ る の は お よ そ 2 〟 gC d/ ラ ッ トま で で あ り､ そ れ 以 上 の

用 昌 を 授 与 し た 場 合､ 肝 臓 へ の 移 行 率 が 急 増 す る こ と､ な ら び に､

肺 組 接 に 結 合 し た C d は､ 徐 々 に 代 謝 を 受 け 腎 股 に 移 行 す る こ と を

示 唆 し て い る も の と考 え ら れ る｡ 腎 臓 に お け る C d の 苗 前 に は､

肺 か ら 肝 臓 へ 移 行 した C dが､ さ ら に 腎 臓 へ 移 行 し た 分 も 一 部 寄 与

して い る も の と 考 え ら れ る｡
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412-1 肺 組 織 の 必 須 元 素 渦 度 の 変 化

F i ど.5に Cd O を 気 管 内 投 与 し た 後 の ラ ッ ト肺 湿 壷 屋 の 変 化

を 示 し た｡ 経 時 変 化 群 で は､ 投 与 3日 後 を ビ - ク と し た 肺 湿 重 量

の 上 昇 が み ら れ､ 投 与 7 E]後 も 対 照 値 に 比 べ 有 意 な 上 昇 を 示 し た

( F iど.5 (a) )｡ こ の 肺 湿 重 畳 の 上 昇 は､ 肺 .の 炎 症 に と も

な う 血 祭 成 分 の 肺 胞 腔 へ の 浸 出 と 肺 傷 害 の 修 改 に 伴 う組 織 の 増 殖 の

両 者 に 由 来 す る も の と 考 え ら れ る｡ ま た､ 用 丑 彩 瞥 変 化 群 で は､

2JLg C d/ ラ ッ トの 用 量 ま で は 肺 湿 重 塁 の 有 意 な 上 昇 は み ら れ な

か っ た が､ 5 ′Jg･C d/ ラ ッ トの 用 量 を 投 与 し た 群 で は 著 し い 上 昇

が み ら れ､ 用 星 と 肺 湿 重 量 に は 直 線 関 係 は み ら れ な か っ た ( F iど.

5 (b) )0

次 に､ こ の 肺 湿 重 量 の 上 昇 に と も な い､ 肺 の 必 須 元 素 渦 度 に 変 化

が 生 ず る か 否 か に つ い て 検 討 を 行 っ た ( F iど.6 )｡ 元 素

は､ プ ラ ズ マ 発 光 分 光 法 に よ り測 定 可 能 な も の に つ い て 示 し た が､

F eと C aは そ れ ぞ れ 脱 血 さ れ ず 肺 に 妓 存 す る 赤 血 球 と 血 祭 (細 胞

外 液 ) の 著 し い 影 響 を 受 け る の で こ こ で は 示 さ な か っ た｡ 必 須 元

素 を 肺 の 含 量 (JLg ま た は FLg/lung) と し て 表 わ し た 場 合 ( F i g.

6 (a) )､ S, P, M a, Z n とM nの 含 量 は､ と も に 投 与 3 日

後 を ピ ー ク と し た 上 昇 が み ら れ､ 肺 湿 重 量 と 同 様 の 変 化 を 示 し た｡

し か し､ C u含 丑 は 他 の 5元 素 と 異 な り､ 投 与 7 日 後 に 始 め て 対 照

値 に 比 べ 有 意 な 上 昇 が み ら れ た｡

Fig.5 Changes in lung yet weight folloying instH lation of

CdO 8t a dose of 5JLg Cd/rat (a), and 2 days after instH-

1ation of CdO 8t doses of 0.5,1,2,5.10〟g Cd/rat (b).

O p en ci rc le s indicate cont rol va l ues. E ach po int repre-

sents mean 土 SEM.

☆ = - Signif icantly differen t f ro m t h e co n trol va lue

(P<0.05).
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同 様 に､ こ れ ら の 元 素 を 肺 に お け る 渦 度 と し て 示 し た 場 合 (〟 g

ま た は Jlg/g lung)､ S, P, M g, Z n とM nの 波 皮 は､ 実 験

期 間 中 対 照 値 と ほ と ん ど 同 じ 一 定 値 を 示 し た が､ 肺 の C u渦 度 は 投

与 3 日 後 を 最 低 値 と す る 減 少 を 示 し ( P>0.05 )､ 7 日 後 に は 対 照

値 の レ ベ ル に 回 牧 し た ( F iど.6 (b) )｡

4-2-2気 管 支 肺 胞 洗 聴 液 中 の 必 須 元 素 脱 皮 の 変 化

F ig･.7に 気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 の ペ レ ッ ト中 に 回 収 さ れ た 元 素 (

S, M ど, P)の 含 是 の 変 化 を 示 し た｡ こ の 必 須 元 素 含 晶 の 変 化

は､ 経 時 変 化 群 と 用 量 彰 等 変 化 群 と も に､ 後 述 す る (… 損と 搬漬

漣※) 気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 に 回 収 さ れ た 全 細 胞 数 の 変 化 と ほ と ん ど 同 t:

傾 向 を 示 し､ 気 管 支 肺 胞 洗 油 液 の ペ レ ッ ト中 の 必 須 元 素 含 壷 は､ 細

胞 数 そ の も の を 反 映 し て い る も の と 考 え ら れ る｡

F iど.8は､ 気 管 支 肺 胞 洗 粘 液 上 清 中 の 必 須 元 素 膿 度 ( S,

C a, P) の 経 時 変 化 と用 星 影 苔 関 係 を 示 し た も の で あ る｡ S と

Ca渦 度 の 変 化 は､ 後 述 す る (… と … ) 洗 滑 液 上 清 中の

蛋 白 質 浪 皮 と 同 様 の 変 化 を 示 し て お り､ こ の 2種 類 の 元 素 渦 度 の 変

化 は 血 祭 成 分 の 肺 胞 腔 へ の 浸 出 の 程 度 を 示 し て い る も の と 考 え ら れ

る｡

臼且j Changes in contents (a)and concentrations (b) ofS,

P.Mg,Zn,Cuand Mn in the lung after instillation ofCdO at

8 dose of5LLgCd/rat. Opencirc一es indicate control

yalues. Each point represents nean ± SEM.

☆一一一 Significantlydifferentfrob the controlgroup

(P<0.05).
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しか し､ P渦 度 の 変 化 は､ 経 時 変 化､ 用 塁 影 響 変 化 と も に 前 二 者 の

元 素 減 度 の 変 化 と 著 し く異 な っ て い た｡ 経 時 変 化 で は､ 投 与 3時

間 後 に 対 照 群 に 比 べ 有 意 な 減 少 が み ら れ､ そ の 後 上 昇 し て､ 投 与 3,

7日 後 に は 有 意 な 上 昇 が 観 察 さ れ た｡ ま た､ P波 皮 の 用 量 影 響 変

化 で は､ 投 与 畳 が 2〟 gC d/ ラ ッ ト ま で は 上 昇､ そ れ 以 上 の 用 量

で は 直 線 的 に 減 少 し､ 10 FLaC d/ ラ ッ トの 用 量 で は 対 照 値 に 比

べ 有 意 な 減 少 が み ら れ た｡

Fig.7 Changes in S,Mg and P contents in the pellet of

bronchoalveo18r l8V8ge fluid 8fter instil18日on of CdO

into the rat lung. R8tS Were intratracheally instilled

yith CdO ata dose of 5〟g Cd/rat 8nd killed0.5.3 and

12h,1,2,3 8nd 7 days after instillation in the time-course

experiEuentS (a-C)_ On the other hand,rats in each dose

groupwere killed 2 days after instillation (d-f). E8Ch

pointrepresents Dean ± SEM. Open circles indicate cont-

roly8lues.

☆ 一一一 Signif ic8n t ly diff errent fr o bl the c ontrolg r o up

(P<0.05).

Fig.8 Time-course (a-C) and dose-response changes (d-I) in

S,C8 8nd P contents in the supernatant Of broncho-

alyeo18r 18Vage fluid. See 8lso the legend to Fig.7.

☆ -H significantly differentfrob the controlgroup

(P<0.05).
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漣.三二喜 気 管 支 肺 胸 抹 消 涜神 .獄 難 琵 指 楼 甜躍 持詫滋.那:

F ig･.9に 最 初 の 35mLに 回 収 さ れ た 気 管 支 肺 胞 洗 掘 液 上 清

中 の 蛋 白 質 含 量 (a)､ L D H (b) と β-G 1u活 性 (C)､ な ら

び に､ 全 洗 渦 較 中 (35mLX2)に 回 収 さ れ た AM少数 (d)､

pMN数 (e) と全 細 胞 数 の 経 時 変 化 (f.) を 示 し た｡

蛋 白 質 星 は､ CdO と CdC 1 2 投 与 群 と も に 投 与 1日 目 に 最 大

値 を 示 し､ 7E]後 に は 対 照 値 の レ ベ ル に 戻 っ た｡ 両 実 駿 群 間 に 有 意

差 は み ら れ な か っ た が､ 実 駿 期 間 中 CdO 投 与 群 の 方 が CdC I2

投 与 群 に 比 べ 高 い 値 を 示 し た｡ LDH活 性 は､ 両 実 敦 群 と も ほ ぼ

同 じ経 時 変 化 を 示 し､ 投 与 1日 目 に 活 性 値 が 最 大 と な り､ 7日 後 に

は 対 照 値 の レ ベ ル に 戻 っ た｡ β-G 1 u活 性 は､ C d O 投 与 群 で は

12時 間 後 に､ CdC I2投 与 群 で は 1日 後 に そ れ ぞ れ 最 大 値 を 示 し､

そ の 後 減 少 し た が､ 両 実 駿 群 と も 投 与 3 日後 に 第 2の ピ ー ク が み ら

れ､ 7日後 に は 対 ,q 値 の レ ベ ル に 戻 っ た｡ AM卓 は､ 高 い ラ イ ソ

ゾ ー ム 水 解 酵 素 活 性 を も っ て い る こ と が 知 ら れ て お り､ β-G Iu活

性 の 投 与 3日後 に お け る 第 2の ピ ー ク は AM 少数 の 増 加 に 由 来 す る

も の と 考 え ら れ る｡

iju Tiコe-Courseprofilesofproteincontent(a).LDH(b)

8nd β-glucuronidaSe 8Ctiyities(C), and nuubers of

8lyeol8ruaCrOPh8geS (d), poly皿OrPhonuclear leukocytes

(e)andtotalceHs in thebronchoalyeol8r layagefluid.

R8tS Yere instilledyithCdO( ● ) orCdCl2 (○ )at

8doseof5FLどCd/rat 8ndkilled0.5,3 8nd 12h, 1,2,

3,7 d8ySafter instill8tion. Eachpoint represents

Ebean± SEM. Controiyaluesareshown inthe shaded

area.

☆ --- Signif ic ant l y different fro m the cont rol g r oup

(P<0.05).

★--1 S ign if ic 8ntly diffe rent fr o Tn t h e C dC12ltr ea t ed

group(P<0.05).
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AM 4数 は､ 両 実 教 群 と も に 投 与 3日 目 ま で ほ ぼ 直 線 的 に 上 昇 し､

そ の 後 減 少 し た が､ 投 与 7 日 後 も 対 照 値 に 比 べ 高 い 値 を 示 し て お り､

C dO 投 与 群 で は 対 照 値 に 対 し有 意 差 が み ら れ た｡ PM N数 は､

両 実 験 群 と も に 投 与 1- 2El目 に 叔 大 値 を 示 し､ 7日後 に は 対 照 群

の レ ベ ル ま で 回 改 し た｡ し か し､ 有 意 差 こ そ 検 出 さ れ な か っ た が､

投 与 1､ 2 日 目 に お い て､ C dO 投 与 群 の PM N数 は､ C d C 12

投 与 群 の 2倍 以 上 の 値 を 示 し た｡ AM 少 と PM N数 の 経 時 変 化 を

ま と め る と､ 最 初 に PM Nの 肺 胞 腔 へ の 浸 出 が み ら れ､ PM Nの 減

少 に 続 い て AM 少数 が 増 加 し た こ と が わ か る｡ こ の 経 時 変 化 は､

肺 の 炎 症 時 に 見 ら れ る 典 型 的 な バ ター ン で あ る｡ 全 細 胞 数 の 経 時

変 化 は､ AM 少 と PM N数 を 合 わ せ た も の に ほ ぼ 等 しい が､ 投 与 1

日 目 に C dO投 与 群 は､ C d C 12 投 与 群 に 比 べ 有 意 に 高 い 値 を 示

し た｡

F ia.10に､ 気 管 支 肺 胞 洗 淑 液 に 回 収 さ れ た AM 卓 と PMN

数 の 全 細 胞 数 に 対 す る 割 合 の 経 時 変 化 を､ 百 分 率 で 示 し た｡ AM

少 と PM N数 の 全 細 胞 数 に 対 す る 割 合 は､ C dO と C d C 12 投 与

群 と も に 投 与 12時 間 か ら 3 日後 に 対 照 値 に 比 べ 有 意 な 変 化 を 示 し

た が､ 投 与 7日 後 に は 対 照 値 の レ ベ ル に 戻 っ た｡

Fig.10 Time-Course changes in percentages of alyeolar

DlaCrOph8geS ( ○ ) and poly血OrPhonuclear leukocytes

numbers to the total cell number ( ● ) following

intr8traChe81 instillation ofCdO ( a )and CdCl2 ( b )

in to the rat lung. Control yalues a re Sh o y n i n the

sh8ded 8re8.

☆ -一一 Sign if ic8ntly d i ffe ren t f r o m the con trol gr o u p

(P<0.05).

-39-





細 胞 数 の 測 定 は､ 気 管 支 肺 胞 洗 淑 液 を 選 心 して 得 られ た ペ レ ッ ト

中 に 含 まれ る赤 血 球 を､ 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 で 溶 血 さ せ て か ら行

な っ た｡ 細 胞 数 の 測 定 と 同 時 に 白 血 球 の 生 存 率 ( viability ) ち

I .)バ ン ブ ル ー 染 色 に よ り昇 出 し た が､ 気 管 支 肺 胞 洗 髄 液 の ペ レ ッ

トを 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 に 意 濁 させ る 時 間 が 長 くな る に つ れ､ 白

血 球 の 見 か け の 生 存 率 が 低 下 す る こ と を 認 め た の で､ 本 研 究 で は､

白 血 球 の 生 存 率 を 経 気 道 丑 毘 し た C d化 合 物 の 肝 毒 性 の 指 標 と して

は 用 い な か っ た｡

F iど.11に､ C dO 気 管 内 投 与 2日 目 と 7 日 目 に 回 収 さ れ た

気 管 支 肺 胞 洗 淑 液 ペ レ ッ トの 塗 抹 模 本 の 写 真 を 示 し た｡ 一 番 上 に

示 し た 写 真 (a) は､ 対 照 群 か ら 得 た も の で あ る が､ 細 胞 の 経 とん

ど が､ 核 に 比 べ て 細 胞 質 が 少 な い こ と を 特 徴 とす る AM少 で あ っ た｡

投 与 2日後 は､ 最 も 多 くの 細 胞 が 気 管 支 肺 胞 洗 液 液 に 回 収 さ れ た 時

点 で あ る が､ 好 中 球 が 多 くみ られ､ ま た､ AM 少 に 混 じ っ て 細 胞 質

が 赤 く触 ま っ て 見 え る 好 酸 球 も 牧 案 さ れ た (b)｡ CdO投 与 7

日後 に 得 ら れ た 気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 ペ レ ッ ト中 の 細 胞 は､ そ の 柱 とん

ど が AM少 で あ っ た が､ 対 照 群 に 比 べ 細 胞 質 に 富 む 大 き い AM 少が

観 察 さ れ た｡ さ ら に､ こ の 投 与 7日 後 の AM 卓 の 細 胞 質 に は 多 く

の 空 胞 が 見 ら れ､ 形 態 学 的 に は 明 ら か に 対 照 群 か ら 得 た AM ≠異 な

っ て い た (C)｡

Fig.ll Histo log i cal exa m inatio n of a l yeo18r free cells

retr i e y e d in the b ron choalyeolar lay a ge f tu id . The

pelletofthebronchoalyeolar layage fluidWas suspended

inheat-inactiyatedfet81calfseruh (FCS ),sロearedon8

slideglass,dried byair and stained by Write-Giensa.

(8)control, (b)2days8fter instillation of CdOat8

doseof5JLどCd/rat. and(C)7daysafter instH18tionof

CdOata doseof5J上gCd/rat. (×400).
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蓮芸41▲三気 管 支･新 婚 雄 推…_汝-串 の炎琵指 捜 投招 丑 #-選 的 変 北

F iど.9に 示 し た よ う に､ CdO ま た は､ C dC I2 を 気 管 内

授 与 し た 後 の 生 化 学 的 な ら び に 細 胞 学 的 炎 症 指 標 の 経 時 変 化 は､ 投

与 lか ら 3日 後 に 虫 大 値 を 示 し た｡ そ こ で､ 気 管 支 肺 胞 洗 場 液

に 回 収 さ れ る 炎 症 指 槙 の 用 星 影 響 関 係 を 投 与 2日 後 に お い て 求 め た

くF iど.12 (a)- (f))｡

蛋 白 質 塁 と L D H活 性 は､ CdO と C dC I2 投 与 群 と も に 同 様

の 変 化 を 示 し､ 用 塁 に と も な っ て ほ ぼ 直 線 的 に 上 昇 し た｡ 両 実 教

群 と も に､ 蛋 白 質 晶 は 2/Ja Cd/ ラ ッ ト､ LDH活 性 は 1〝g

Cd/ ラ ッ トの 用 丑 か ら 対 照 群 に 比 べ 有 意 な 上 昇 が み ら れ た｡ ｣

れ に 対 し､ β-G 1u 活 性 は､ 用 益 が 2JLg Cd/ ラ ッ トま で は 直

線 的 に 上 昇 し た が､ そ れ 以 上 の 用 量 で は 横 ば い ま た は 減 少 す る 傾 向

に あ っ た｡ こ の β-G Iu の 用 品 影 響 関 係 は､ F iど.8 (f) に

示 し た 気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 上 清 中 の P波 度 の 用 星 影 哲 関 係 に お い て 得

ら れ た 結 果 と 同 様 の 傾 向 を 示 し た｡

Fig.12 Dose-effectprofileso†proteincontents (a),LDH

(b) 8nd β-glucuronidase8Ctiyity(C). 8ndnuElbers of

baCrOPhages (d). polymorphonuclear leukocytes(e) 8nd

totalcells(f) inthe bronchoalyeolar layage fluid.

MaleWistarratsWere instilled intratrache811ywithCdO

(+ ) and CdCl2 (0 )atdosesof 0.5. I,2,5 and

lO〟gCd/rat8ndkilled2 daysafter instillation. Each

pointsrepresentsmean ± SEM. ControlyaluesareShown

intheshaded8rea.

☆-- Sign if i c 8n t ly d if f e r e n t fro m the controlgroup

(P<0.05).

★ = - Sign if i c antly diff e rent f r o m the CdC12 -tr ea ted

group(P<0.05).
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こ の こ と に つ い て は､ 考 案 に お い て 詳 し く述 べ る が､ 両 物 質 が と も

に 細 胞 の 分 泌 能 を 示 す 指 標 で あ る こ と か ら､ 2 〟 g C d/ ラ ッ ト

の 用 歪 の CdO ま た は CdC I2 は､ ラ ッ トの 肺 に お い て 分 泌 能 の

昂 進 が 起 こ る最 大 用 量 で あ る と考 え ら れ る｡

次 に､ 気 管 支 肺 胞 洗 滑 液 に 回 収 され た 細 胞 数 の 用 益 影 響 関 係 に つ

い て 害発明 す る｡ CdC I2 投 与 群 で は､ AM 少 と PMN数 は と も

に 用 塁 に 対 して 直 線 的 に 増 加 し た｡ 一 方､ C d O 投 与 群 で は､ 両

細 胞 数 は と も に 5 JJa Cd/ ラ ッ トの 用 量 ま で 直 線 的 に 上 昇 し た が､

10 〟 g C d/ ラ ッ トの 用 品 で は 5 〟 g C d/ ラ ッ トに 比 べ む し

ろ 低 下 し た｡ ま た､ CdO投 与 群 で は､ CdC I2投 与 群 よ り

多 くの PMNが 回 収 さ れ て お り､ 最 大 用 量 の 10LLど C d/ ラ ッ ト

で は 有 意 差 が み ら れ た｡

F iど.13は､ 気 管 支 肺 胞 洗 滑 液 に 回 収 され た AM 中 と PMN

数 の 全 細 胞 数 に 対 す る 割 合 の 用 孟 影 響 関 係 を 百 分 率 で 示 し た も の で

あ る｡ CdO と CdC 12 投 与 群 と も に､ 2 f上g Cd/ ラ ッ トの

用 量 で､ AM 少 と P帆Nの 全 細 胞 数 に 対 す る 割 合 の 変 化 は ほ ぼ 飽 和

した も の と 考 え ら れ る が､ CdO 授 与 群 は CdC 12投 与 群 に 比 べ

AM 卓 と PMN と も に 約 20% 大 き い 変 化 を 示 し た こ と が わ か る｡

Fig.13 Dose-relatedchanges in percentagesof8lyeolar

止aCrOph8geS (○ ) and polymorphonuclear leukocytes

nuDlbers to the tot81 cell nuznber ( ● ) folloying

intratraChealinstillationofCdO (a)and CdCI2(b)

i n t o t h e rat l u ng . C o n trol va lues 8re Sho yn in the

shaded8rea.

☆ 一一一 Signif ic ant ly d if f er ent f rom the con trolgr o up

(P<0.05).
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4 -5 肺 の 抗 由 化 防_加 系 の 変 化

F iど.14に､ 抗 酸 化 防 御 系 の 実 駿 に お い て 得 られ た 肺 湿 重 量

の 変 化 (a) と､ 肺 と肝 臓 の C d含 量 の 経 時 変 化 (b) を 示 し た｡

こ れ ら の 変 化 は､ 前 述 の 肺 の 炎 症 指 棲 測 定 に お い て 得 ら れ た 突 放 結

果 (F ig.3､ 4と 5) と ほ と ん ど 同 様 で あ り､ 肺 や 肝 股 の Cd

含 盃 は､ 臓 器 の 商 流 に よ り彰 啓 を 受 け な か っ た こ と が わ か る｡

F iど.15の (a) と (b) は､ 5FLg Cd/ ラ ッ トの 用 量 で

CdO を 気 管 内 授 与 し た 肺 に お け る､ MTと GSH含 立 の 経 時 変 化

を そ れ ぞ れ 示 し て い る｡ 肺 の MT含 量 は､ 投 与 2日後 ま で 急 増 し

た 後､ 穏 や か に 減 少 す る傾 向 を 示 し､ ま た､ す べ て の 測 定 点 で 対 照

群 に 対 し て 有 意 な 上 昇 が 観 察 され た｡ 一 方､ 肺 の GSH含 量 は､

投 与 2日後 に 初 め て 対 照 値 に 対 し て 有 意 な 上 昇 を 示 し､ 4El後 に 最

大 値 と な り､ 7 日 後 に は や や 減 少 し た｡ ま た､ 投 与 2､ 4 と 7日

後 に は 対 照 値 に 対 し有 意 差 が 検 出 され た｡ し か し､ F iど.14

(a) に 示 し た よ う に､ 肺 湿 重 塁 は 気 管 内 投 与 後 経 時 的 に 増 加 し た

の で､ 肺 の MTま た は GSH含 量 の 上 昇 は 肺 組 織 の 増 殖 に よ る 見 か

け 上 の 上 昇 で あ る 可 能 性 が あ る｡ そ こ で､ MTな ら び に GSH塁

を､ 肺 の 単 位 当 り に 換 辞 し て 示 し た も の が F ia.15の (C ) と

(d) で あ る｡

Fig.14 Changes in lung yet yeight (a) and Cd contents in

the lung and liyer(b) foHowing intratrache8l instillation

of CdO ata dose of 5 〟g Cd /rat. Shaded area denotes

plean ± SD of the controlvalue.

* -I- Si gn if icantly d ifferent fro m c o nt rolya lue

(P<0.05).
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肺 の M T渦 度 は､ 投 与 7時 間 後 を 除 くす べ て の 測 定 点 で 有 志 差 が み

られ､ そ の 変 化 は､ M Tの 含 畠 の 変 化 と ほ と ん ど 同 じ で あ っ た (C)

｡ し か し､ 肺 の G SH渦 度 は､ 投 与 4 日 目 に 有 意 な 上 昇 が み られ

た も の の､ 他 の 測 定 点 で は 対 照 値 と ほ と ん ど変 わ ら な か っ た (d)｡

以 上､ 肺 の チ オ ー ル 化 合 物 の 変 化 に つ い て ま と め る と､ C d O の

気 管 内 投 与 に よ り投 与 2日 後 を 最 大 値 と す る M T渦 度 の 上 昇 が 起 こ

り､ そ の 後､ M Tie度 の 減 少 に 伴 っ て GSH波 度 が わ ず か に 上 昇 し

た こ と が わ か る｡ す な わ ち､ G SH よ りM Tの 合 成 が 俊 先 さ れ た

も の と考 え る こ と が で き る｡

F iど.16に CdO を 気 管 内 投 与 し た 後 の､ 肺 の G6PDH (

a)､ GPx (b)､ GR (C) と S0D活 性 の 経 時 変 化 (d) を､

肺 全 体 の 活 性 値 と して 示 し た｡ G6PDH活 性 は､ す べ て の 測 定

Fig.15 Ch8ngeS in metallothionein (a) and reduced glut8-

thione contents (b) and thief concentrations ( (C) for

zdetallothionein, (d) for reduced glutathione ) in the rat

lung 8fter instill8tion ofCdO at adoseof 5JJg Cd/rat.

Shaded area denotes mean 土 SDof the controlyalue.

*---Signific8ntlydifferentfromCOntrOIyalue

(P<0.05).

Fig.16 Changes in G6PDH (a),GPx (b),CR (C) and SOD acti-

Vities (d) in the rat lung following instillattonOfCdO

8t8 dose of 5FLg Cd/rat.Dat8 WereShoyn as units/lung

Shaded area denotes mean ± SDof the controlvalue.

*-I-Significantly different fron controlvalue

(P<0.05).
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点 に お い て 対 照 値 よ り有 意 に 高 く､ 投 与 2､ 4 日 後 に は 対 照 値 の 2

倍 以 上 の 値 を 示 し た｡ G P x と GR活 性 も､ G 6 PD H活 性 と ほ

とん ど 同 じ経 時 変 化 を 示 し､ 投 与 2､ 4 日 目 に 虫 大 店 と な り 7 日 目

に や や 低 下 し た｡ ま た､ こ れ ら の 酵 素 活 性 は､ 投 与 7日 後 も 対 照

値 に 比 べ 有 意 に 貰 い 値 を 示 し た｡ こ れ に 対 し､ S 0 D 活 性 は､ G

6P D H､ G P x や G R 旺 ど の 上 昇 は 見 ら れ ず､ 投 与 2､ 4 日 後 の

活 性 値 が 少 し上 昇 した の み で あ っ た｡ 投 与 2日 後 の 活 性 値 は､ 対

照 群 に 比 べ 有 意 差 あ っ た｡

と こ ろ で､ F iど.15の MT と GSHの と こ ろ で 述 べ た よ う に､

C d O の 気 管 内 投 与 に よ り肺 湿 重 歪 も 上 昇 す る の で､ こ れ ら の 酔 素

活 性 も 肺 湿 重 患 の 上 昇 分 を 補 正 し た 値 (比 活 性 ) で 示 す べ き で あ る｡

酵 素 活 性 を 比 活 性 に 変 換 す る 方 法 と し て､ 蛋 白 質 塁 や デ オ キ シ リボ

核 酸 で 除 す る 場 合 も あ る が､ こ こ で は M Tや GSH と同 様 に 酵 素 の

比 活 性 を 肺 の 単 位 湿 重 昆 当 り の 活 性 と し て 示 し た (F iど.17)｡

肺 に お け る 酵 素 活 性 の 補 正 に 関 し て は､ 考 案 に お い て 詳 し く述 べ る

こ と と す る｡

こ こ で 測 定 し た 4つ の 抗 酸 化 防 御 系 酔 素 の う ち､ 比 活 性 が 対 照 値

よ り高 い 値 を 示 し た の は G6PDHの み で あ り､ 投 与 2, 4日 後 に

有 意 差 が 検 出 さ れ た｡ G P xと G R活 性 は､ 実 穀 期 間 を 通 し て ど

の 測 定 点 に お い て も 対 照 値 と 同 じ レ ベ ル で あ っ た｡ ま た､ S0

Dの 比 活 性 は､ 対 照 値 に 比 べ 逆 に 低 下 し て お り､ 投 与 1, 2, 4日

後 に 有 意 差 が み ら れ た が､ 投 与 7日後 に は 対 照 値 の レ ベ ル に 回 役 し

た｡

Fig.17 Changes inG6PDH (a),GPx (b),GR (C)andSOD8Cti-

yities (d) in the rat lung following instiHationofCdO

8tadose of 5LLどCd/rat. Datawereshoynasunits/ど-

tissue. Shadedareadenotes Iコean ± SD ofthecontrol

value.

* --- Signif i cantly d ifferent fromcon troly8 l ue

(P<0.05).
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.崖.一百一….…W..設…投…抗 顔 托 防胡 累の変_兆
Table 2は､ CdO を 5〟g Cd/ ラ ッ トの 用 量 で 気 管 内

授 与 し た 後 の 肝 臓 の 湿 重 量 と G SH､ G S S G と M T泊 皮､ な ら び

に 単 位 肝 臓 組 織 重 塁 当 り の 活 性 値 と し て 示 し た G6PDH､ GPx､

GR と S0Dの 経 時 変 化 を 表 わ し て い る. 肝 湿 重 量 は､ 実 験 期 間

中 対 照 値 と 同 じ レ ベ ル で あ っ た｡ G S H と G S S G脱 皮 は､ C d

O投 与 7時 間 後 に 低 下 し､ そ の 後 対 照 値 の レ ベ ル ま で 回 祝 し た｡

ま た､ GSH波 度 の 投 与 7時 間 後 の 店 は 対 照 値 に 比 べ て 有 意 差 を 示

し た｡

肝 臓 の M T波 度 は､ G SH渦 度 の 経 時 変 化 同 様､ 投 与 7時 間 後 に 対

照 値 に 比 べ 有 意 な 低 下 を 示 し､ そ の 後 対 照 値 の レ ベ ル に 戻 っ た｡

と こ ろ で､ 肝 臓 は 他 の 臓 器 と 異 な り､ 組 総 の GSH渦 度 が 1日 の 内

に 周 期 的 に 変 化 ( circadian yariation ) す る こ と､ な ら び に こ の

日 内 変 動 は 食 餌 に 由 来 す る こ と な ど が 知 ら れ て い る [59-61]｡

そ こ で､ 各 群 を 4匹 と し た 3群 の ラ ッ トを 用 い て 追 加 実 駿 を 行 い､

本 当 に CdO を 気 管 内 投 与 し た ラ ッ ト肝 位 の GSH渦 度 の 低 下 が 肺

に 沈 着 し た C d O に 基 づ く変 化 で あ る か ど う か を､ 解 剖 時 間 と 食 餌

塁 を 同 一 条 件 に し て 調 べ た｡ 実 故 を 午 前 9 :00に 開 始 し､ 第 1

群 は 無 処 理 群 と し､ 第 2群 に は 1% プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 溶 液 0.

4m Lの み を 投 与､ 第 3群 に は CdO の 懸 濁 液 を 5J∠g Cd/ ラ ッ

トの 用 丑 で 授 与 し､ そ の 後 す べ て の ラ ッ トを 7時 間 絶 食 さ せ た｡ 午

後 4 :00に ラ ッ トを 脱 血 死 せ し め､ 肝 臓 を 掃 出 し た 後､ G S H波

皮 の 測 定 を 行 っ た｡ 時 間 の 都 合 上､ 本 実 験 に お い て は 肝 臓 の 東 流

は 行 わ な か っ た｡ 肝 臓 の GSH渦 度 は､ 第 1群 と 第 2群 で は 同 じ

値 が 得 ら れ た が､ 第 3群 は､ 第 1群 ま た は 第 2群 の 84% に 低 下 し

て お り､ 両 群 に 対 し て 有 意 に 低 い 値 を 示 し た｡

一 方､ 肝 臓 の 抗 酸 化 防 御 系 の 酵 素 は､ 肺 と 異 な る 経 時 変 化 を 示 し

た｡ G 6PD Hの 比 活 性 値 は､ 実 験 期 間 中 い ず れ の 測 定 点 に お い

て も 有 意 差 は み ら れ な か っ た｡ ま た､ G P xは 投 与 1日 か ら 7日

目 ま で､ 対 照 伍 に 対 し有 意 に 高 い 比 活 性 値 を 示 し た｡ GRの 比 活

性 値 は､ 投 与 4E]後 と 7日 後 に 対 照 値 に 比 べ 有 意 に 低 い 値 を 示 し た｡
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こ れ に 対 し､ S0Dの 比 活 性 値 は､ 実 験 期 間 中 対 照 値 に 比 べ い か な

る 有 意 差 も 示 さ な か っ た｡
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5 . 考 察

-5-一弘.… 醸 北 力三三F..葺き ム 跡.肝 一斉 XJ才 芸 謀 議 と#.-紛潮 惣

F iど.1に 示 し た よ う に､ 本 研 究 に お い て ラ ッ トに 気 管 内 投 与

し た C dO の 懸 濁 液 試 料 に､ 粒 子 の 凝 集 が 一 部 見 ら れ た が､ そ の 粒

荏 (定 方 向 径 ) は 2 〟 m 以 下 で あ り､ 吸 入 実 敦 に お い て ほ と ん どが

肺 胞 域 に 到 達 可 能 と考 え ら れ る大 き さ の も の で あ っ た｡

と こ ろ で､ C dO は､ 水 に 不 溶 性 の 粒 子 で あ る [62]｡ し か し､

気 管 支 肺 胞 腔 に お い て C d O粒 子 は 速 や か に 可 溶 化 され る も の と考

え ら れ る｡ こ の こ と は､ F ig.2に お い て､ 気 管 支 肺 胞 洗 渦 液

に 回 収 され た C dは 投 与 3 0分 後 に お い て の み 投 与 量 の 10% 程 度

検 出 さ れ､ 3時 間 以 降 は 回 収 され な くな っ た こ と､ ま た､ 投 与 3 0

分 後 に 気 管 支 肺 胞 洗 油 液 に 回 収 さ れ た C dは､ そ の ほ と ん ど が 洗 油

液 上 清 す な わ ち 可 溶 性 画 分 に 存 在 し て お り､ ペ レ ッ ト中 に は 検 出 さ

れ な か っ た こ と よ り明 か で あ る｡ で は､ ど う し て i∩ vitro で は

不 溶 性 の C dO 粒 子 が､ in yiyo で は 速 や か に 可 溶 化 さ れ た の で あ

ろ う か｡ 以 下 に､ そ の 理 由 に つ い て 考 案 す る｡

C d O懸 濁 液 の 調 製 時 に 経 教 さ れ た こ と で あ る が､ C dO 粒 子 を

生 理 食 塩 水 ま た は 水 に 懸 濁 さ せ る と､ 数 分 間 で 粒 子 が 凝 集 し沈 澱 す

る事 が 観 察 さ れ た｡ こ の 現 象 は､ C d O が 茶 褐 色 の 化 合 物 で あ る

こ と か ら､ 肉 眼 で は っ き り摂 案 で き た｡ 上 記 の 凝 集 反 応 は､ 気 管

内 投 与 した C d O 粒 子 の 肺 ク ))ア ラ ン ス と体 内 動 態 を 論 じ る 際 に 著

しい 影 響 を 及 ぼ す と考 え ら れ た の で､ 本 実 教 で は C dO 粒 子 を プ ロ

ピ レ ン グ リ コ ー ル 中 に 保 存 し､ 投 与 直 前 に 水 で 希 釈 す る と い う方 法

を 用 い た｡ こ の 系 で は､ C dO 粒 子 の 懸 濁 状 態 は 極 め て 良 好 で､

CdO 粒 子 の 気 管 支 肺 胞 壁 へ の 沈 着 時 に も F ig.1の 写 真 に 示 し

た 状 態 が 保 た れ て い る も の と 考 え ら れ る｡ と こ ろ が､ こ の 安 定 し

た 懸 濁 液 中 (1% ま た は 2% プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 溶 液 中 ) で は､

1時 間 程 度 で C d O粒 子 の 一 部 が 溶 解 す る こ と が 確 認 さ れ た｡ 気

管 支 肺 胞 腔 に お け る C dO 粒 子 の 可 溶 化 に は 次 の 2つ の 横 柄 が 考 え

られ る｡
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(I) A M 少 が C d O 粒 子 を 会 食 し､ 2次 ラ イ ソ 1/- ム 中 で C d

O 粒 子 が 可 溶 化 さ れ る｡

(2) CdO粒 子 が 気 管 支 肺 胞 腔 で 化 学 的 に 可 溶 化 す る｡

と こ ろ で､ M n O2 粒 子 が 前 者 の 機 械 (I) に よ り可 溶 化 さ れ る

こ と は in yitro の 系 で 証 明 され て い る [63]｡ し か し､ こ の 実

験 で の 培 養 時 間 は 数 日 と 長 い の で､ こ こ で 得 ら れ た 結 果 は 粒 子 の 速

や か な 溶 解 機 序 を 説 明 す る も の で は な い｡ ま た､ 一 般 に､ 肺 胞 腔

に 沈 着 し た 不 溶 性 の 粒 子 の 大 半 が A M 中 に 取 り込 ま れ る た め に は 数

時 間 - 1日 程 度 の 時 間 が 必 要 と さ れ る [64]｡ し か し､ 今 回 の 実

教 で は 可 溶 化 が 終 了 し た の は 30分 以 内 と考 え ら れ る こ と､ ま た､

気 管 支 肺 胞 洗 泊 液 の ペ レ ッ ト中 に は C dが ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ

た こ と よ り､ A M 卓 に よ る 貴 食 か ら 始 ま る可 溶 化 扱 楢 で は C d O 粒

子 の 肺 胞 腔 で の 可 溶 化 を 説 明 す る こ と は で き な い｡

後 者 の 化 学 的 可 溶 化 機 構 (2) は､ 水 や 生 理 食 塩 水 中 で は ほ と ん

ど起 こ り え な い と 考 え ら れ る が､ 気 管 支 肺 胞 腔 で は 十 分 に 起 こ り得

る こ と で あ る｡ な ぜ な ら ば､ C dO 懸 濁 碓 調 製 時 に プ ロ ピ レ ン グ

7)コ ー ル 水 溶 液 中 で は C dO 粒 子 の 一 部 が 溶 解 す る こ と が 確 認 され､

ま た､ 肺 胞 腔 表 面 は ジ バ ル ミ トイ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン を 主 成 分

と し た リ ン 脂 質 が 豊 富 で あ り､ 強 い 界 面 活 性 作 用 す な わ ち 粒 子 の 分

散 作 用 が 存 在 す る と考 え ら れ る か ら で あ る｡ こ こ で､ C dO のむ｣

山上且で の 可 溶 化 に 気 管 内 投 与 し た プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル が 作 用 し て

い る 可 能 性 も 考 え ら れ る が､ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い な い 気 管

内 投 与 実 験 に お い て も C d O 粒 子 の 速 や か な 可 溶 化 が 確 認 さ れ て い

る の で [15,17]､ 肺 胞 腔 に お い て CdO 粒 子 が 速 や か に 溶 解 さ れ る

時 に､ 肺 表 面 活 性 物 質 が 大 き な 役 割 を 果 た し て い る こ と は 明 か で あ

る｡

一 方､ Norseth は､ 水 中 で は 半 分 溶 解 す る の に 1 0年 か か る 硫 化

ニ ッ ケ ル 粒 子 が､ 血 清 や 腎 可 溶 性 分 画 中 で は そ れ ぞ れ 3 4 日 と 2 1

日 で 半 分 塁 溶 解 し た と 報 告 し て い る [65]｡ こ の こ と は､ 不 溶 性

の 金 属 酸 化 物 も 生 体 試 料 中 で は 速 や か に 溶 解 す る こ と を 示 唆 し て 浴

り､ C dO 粒 子 の 肺 胞 腔 に お け る 速 や か な 溶 解 機 序 と 関 連 性 が あ る
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も の と 考 え ら れ る｡

と こ ろ で､ F iど.3に お い て､ C dO と CdC I 2 投 与 群 と も

に､ 投 与 3 0分 後 に お け る 肺 組 織 と気 管 支 肺 胞 洗 淑 液 の C d含 晶 の

合 計 は､ 投 与 星 の 7割 弱 で あ っ た｡ こ の 理 由 と し て は､ 投 与 30

分 後 に 投 与 量 の 10%以 上 の C dが 肺 よ り血 中 に 吸 収 さ れ て い た こ

と (F iど.4よ り明 ら か な よ う に､ 30分 後 に は 投 与 量 の 10%

に 相 当 す る C dが 肝 臓 へ 移 行 し て い る ) と投 与 し た C d化 合 物 の 一

部 が 気 管 の 下 部 な ら び に 第 1気 管 支 に 沈 着 し 吸 収 さ れ た 可 能 性 が あ

る (肺 組 織 は 肺 門 部 で 切 り取 っ た ) こ と な ど が あ げ ら れ る｡ C d

化 合 物 が 気 管 支 肺 胞 洗 溶 液 に 全 く検 出 さ れ な くな っ た 投 与 I2時 間

以 降 の 肺 に お け る C d含 量 の 値 に､ 1次 の 指 数 減 衰 曲 線 を 当 て は め

半 減 期 を 求 め た と こ ろ CdO と CdC 12 投 与 群 で そ れ ぞ れ 14日

と 2 2日 と 昇 出 さ れ､ 両 C d化 合 物 の 肺 ク リ ア ラ ン ス 速 度 に 大 き な

差 異 は 検 出 さ れ な か っ た｡ こ の こ と は､ C dO 粒 子 が 気 管 支 肺 胞

腔 で 速 や か に 可 溶 化 さ れ､ イ オ ン 状 の C d と し て 肺 組 抱 に 吸 収 され

た と い う前 述 の 結 論 か ら す れ ば 当 然 の 事 で あ り､ 他 の 研 究 例､ す な

わ ち 肺 に 沈 着 し た CdO と CdC I2 の 肺 ク リ ア ラ ン ス 速 度 は 同 じ

[11]か､ ま た は CdC I2 の 方 が わ ず か に 速 い と い う 報 告 [17]

と一 致 す る｡

F iど.4は､ CdO を 5〟g Cd/ ラ ッ トの 用 量 で 気 管 内 投 与

し た 後 の 肝 臓 と 腎 臓 へ の C dの 移 行 を 示 し た も の で あ る が､ 投 与

12時 間 後 に 用 屋 の 2 0% に 相 当 す る C dが 肝 臓 に 移 行 し､ そ の 後

鐘 や か に 肝 臓 の C d含 塁 が 低 下 し た こ と が わ か る｡ ま た､ 腎 臓 で

は､ 投 与 12時 間 後 か ら 実 験 終 了 時 の 7 日後 ま で 時 間 と と も に C d

が 上 昇 し続 け た｡ と こ ろ で､ C dを イ オ ン 状 態 で 静 脈 内 ま た は 腹

腔 内 に 投 与 す る と 主 と し て 肝 臓 に､ ま た､ M T - C d と し て 投 与 す

る と 主 と し て 腎 臓 に C dが 苗 前 す る こ と が 知 ら れ て い る [66-68]｡

ま た､ 虫 近､ イ オ ン状 の C dは 血 中 で は 主 と し て メ ル カ プ トア ル ブ

ミ ン に 結 合 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る [69]｡ こ れ ら の こ と

と､ C dO の 気 管 内 投 与 7時 間 後 に 肺 の M T含 丑 が 有 意 に 上 昇 し た

(F iど.15) こ と を 考 え 合 わ せ る と､ F ia.4に 示 し た 経 時

変 化 は､ 次 の よ う に 理 解 さ れ る｡ す な わ ち､ C d O が 肺 胞 腔 で 溶
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解 し た 後､ 肺 組 織 に 吸 収 さ れ た C dの 一 部 は 12時 間 以 内 に 血 液 中

の メ ル カ プ トア ル ブ ミ ン に 結 合 し て 速 や か に 肝 JBへ 移 行 す る の に 対

して､ 残 り の C dは 肺 組 織 で M T を 誘 申 し M T に 結 合 し た 状 態 で ゆ

っ く り代 謝 され 腎 按 に 移 行 し た も の と考 え ら れ る｡

上 に 述 べ た C dの 代 謝 横 柄 は､ C d O 気 管 内 投 与 2 日 後 で 調 べ た

用 品 反 応 関 係 に お い て も 矛 盾 す る こ と な く説 明 す る こ と が で き る (

Table 1)｡ C dの 肺 に お け る 技 存 率 は 投 与 丑 の 上 昇 に と も

な い 低 下 し た が､ 肝 臓 へ の 移 行 率 は 用 量 が 2 〟 g C d/ ラ ッ トの 時

は わ ず か 3.6% で あ り､ 5, 10 〟 g C d/ ラ ッ トの 用 是 で は そ

れ ぞ れ 2 3, 3 4% と 急 増 し た｡ こ の こ と は､ 1回 気 管 内 投 与 に

お い て ラ ッ トの 肺 組 織 が 授 与 した C d の ほ ぼ 全 量 と結 合 し得 る 量 は

約 2 〟 gで あ り､ そ れ 以 上 の 用 丑 で は 肺 か ら 肝 臓 へ の 移 行 率 は 急 激

に 上 昇 す る こ と を 示 し て い る｡ ま た､ 腎 臓 へ の 移 行 率 は 用 量 の 如

何 を 問 わ ず 0.5- I0 〟 g C d/ ラ ッ トの 範 囲 で 5% と ほ ぼ 同

じ値 を 示 し た が､ こ れ は 用 是 に 比 例 し て 肺 で M T が 合 成 され､ 一 定

の 割 合 で 腎 臓 に C dが 移 行 し た も の と理 解 さ れ る (一 部､ 肝 臓 か ら

腎 臓 へ の 移 行 も 考 え ら れ る )｡ 以 上 に 述 べ た 気 管 内 投 与 後 の C d

の 肺 ク リア ラ ン ス と体 内 動 態 を 流 れ 図 と して F ia.16に 示 した｡

悪-_2 胴至難･邑践 物 議≡'宗一摂 庶 物 宏一侶

肺 は､ 傷 害 に と も な い 重 塁 が 著 し く増 加 す る こ と が 知 ら れ て い る

粗 描 で あ る｡ N 02[70]､ ア ク ロ レ イ ン 【71】､ シ ))カ 【72]､

ア ス ベ ス ト [73] な ど の 化 学 物 質 の み な らず､ 放 射 線 の 被 爆 [73]

に よ っ て も 傷 害 の 程 度 に し た が っ て 肺 湿 重 是 が 増 加 す る こ と が 知 ら

れ て い る｡ こ の 節 湿 重 丑 の 上 昇 の 機 構 は 非 常 に 松 雄 で あ る が､ 一

般 的 に は､ (1)肺 炎 や 肺 水 腫 に お い て み られ る よ う な 炎 症 細 胞 の 浸

也 (infiltration of free celJs) や､ 血 盟 成 分 の 肺 組 縦 へ の 浸 潤

(exudation of plasma coEqpOnentS) と､ (2)倍 等 を 受 け た 部 分 に 対

す る 前 例 作 用 と し て の 肺 組 織 の 増 殖 (reparative prolifer8tion)

との 2相 性 の 反 応 に よ り起 こ る も の と考 え ら れ て い る｡ F ig.

5 (a) に 示 し た C d O 投 与 後 の 肺 湿 重 量 の 経 時 変 化 も ま た､ 上 に

述 べ た 2つ の 反 応 横 柄 に よ り説 明 で き る も の と考 え られ る｡

-60-





F ia.9 に 示 し た よ う に､ 気 管 支 肺 胞 洗 椴 液 に 回 収 さ れ た

PM N数 や 酔 素 な ど の 炎 症 指 標 は 7日 後 に は 対 照 値 の レ ベ ル に 戻 っ

て い た｡ し た が っ て､ 少 な く と も 投 与 7 日 後 に お け る肺 湿 重 量 の 上

昇 は､ C dO に よ る肺 組 織 の 増 殖 に よ る も の と 思 わ れ る｡

と こ ろ で､ F ig.5(b)は､ C dO の 投 与 是 と 肺 湿 重 量 の 変

化 と の 用 量 影 響 関 係 を 示 し た も の で あ る が､ 投 与 立 が 2JLg. C d/

ラ ッ ト ま で は 肺 湿 重 丑 の 上 昇 は み ら れ な か っ た が､ 5〟g C d/ ラ

ッ ト以 上 で は 著 し い 上 昇 が み ら れ た こ と が わ か る｡ こ の こ と は､

5FLa C d/ ラ ッ トの 用 品 か ら 著 し い 肺 の 炎 症 が 進 行 し た こ と を 示

し て い る｡ こ の 肺 湿 重 丑 の 用 塁 影 響 関 係 と､ 同 じ く 5LIg C d

/ ラ ッ ト以 上 の 用 量 で 肺 に お け る C dの 残 存 率 が 著 し く低 下 し た こ

と (Table I)は､ 肺 組 織 に 結 合 し得 ず 血 流 を 介 し て 肝 臓 に 移

行 し た Cd量 と､ 肺 の 炎 症 の 程 度 に 関 係 が あ る こ と を 示 し て い る｡

F iど.6(a)は､ CdO の 気 管 内 投 与 に よ り､ S､ P､ M g､

Znや Mnと い っ た 生 体 内 必 須 元 素 の 肺 組 織 含 量 は 肺 湿 重 最 と 並 行

し て 変 化 し た が､ Cu含 壷 だ け は 他 の 元 素 と 異 な る バ タ ー ン で 変 化

し た こ と を 示 し て い る｡ F ig.6(a)で 得 ら れ た 結 果 を 単 位

肺 重 量 あ た り で 表 わ し た も の が F ig.6 (b)で あ る が､ 投 与 2

-3日 後 の 肺 の Cu洩 度 は 有 意 で は な い が 低 下 し て い た こ と が わ か

る｡ 小 林 ら は､ C dC I 2を 気 管 内 投 与 し た ラ ッ トの 肺 に お い て､

S0 D分 画 に 相 当 す る C u渦 度 が 低 下 す る こ と を 兄 い だ し て お り [

75]､ ま た コ ラ ー ゲ ン 合 成 に 関 与 す る 金 属 酵 素 と し て 知 ら れ て い る

Iysyloxidase の C u2◆ は Cd2◆ と 置 換 可 能 で あ る こ と が 知 ら れ

て い る 〔28,29]｡ こ れ ら の こ と は､ 投 与 し た C d化 合 物 が､ 組 織

内 の (endogenous) C U の 代 謝 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る こ と を

示 唆 し て い る｡

5- 3 気 管 支 lrB綜 性 の評 価

気 管 支 肺 胞 洗 淑 液 中 に 回 収 さ れ る 細 胞 数､ 蛋 白 質 見 や 種 々 の 酵 素

活 性 は､ 肺 胞 腔 に お け る 傷 害 や 肺 の 炎 症 を 知 る 上 で 虫 も 感 度 の よ い

指 標 で あ り [76】､ 臨 床 に お い て も 特 発 性 肺 臓 炎 や サ ル コ イ ド - シ

ス 等 の 診 断 に 用 い ら れ て い る 〔77,78コ｡ こ れ は､ 腎 尿 細 管 障 害 ま
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た は 傷 害 に お い て､ 尿 中 の 低 分 子 蛋 白 質 是 や N -ア セ チ ル ーβ-D-グ ル

コ サ ミ ニ ダ ー ゼ 活 性 な ど が よ い 指 標 と な る こ と に 類 似 し て い る｡

す な わ ち､ 臓 器 全 体 と し て は そ れ ほ ど 大 き な 生 理 学 的 変 化 あ る い 紘

病 理 学 的 変 化 と し て 捉 え る こ と が で き な くて も､ 肺 胞 腔 ま た は 尿 中

へ 逸 脱 し た 物 質 を 測 定 す る こ と に よ り､ 測 定 試 料 (気 管 支 肺 胞 洗 漁

液 や 尿 ) に お け る 対 照 値 が 低 い 分 だ け 感 度 良 く槙 的 臓 器 (肺 や 腎 は )

に お け る 影 響 を 検 出 し 得 る わ け で あ る｡

と こ ろ で､ 本 研 究 で は 気 管 支 肺 胞 洗 職 液 中 に 回 収 さ れ た 物 質 の 内､

細 胞 学 的 指 標 と し て AM 少 と PM N数 を､ 生 化 学 的 指 標 と し て 蛋 白

質 盃､ LDH と β-G Iu活 性 に つ い て 測 定 を 行 っ た｡ ま た､ 洗 渦 頼

中 の 必 須 元 素 泊 度 に つ い て も 測 定 し た｡ こ こ で､ こ れ ら の 指 接 の

意 毛 付 け に つ い て 解 説 す る｡

ま ず 細 胞 学 的 指 培 で あ る が､ 気 管 支 肺 胞 涜 職 液 中 に 回 収 さ れ る有

核 の 細 胞 と し て は､ AM 少､ PM N (好 中 球､ 好 酸 球 と 好 塩 基 球 )､

リ ン パ 球 や 剥 離 し た 上 皮 細 胞 な ど の 存 在 が 考 え ら れ る｡ 本 研 究 で

は､ 気 管 支 肺 胞 洗 椴 液 中 に 回 収 さ れ た こ れ ら の 細 胞 の 中 で､ Write-

GieJnSa染 色 に よ り細 胞 種 を 同 定 し た の は AM 少 と PM Nだ け で あ る｡

上 皮 細 胞 や リ ン パ 球 を 除 外 し た 理 由 は､ 洗 渦 液 中 に 回 収 さ れ る こ れ

ら の 細 胞 総 数 が 少 な い う え､ 曝 露 群 で は 細 胞 の 形 態 が 様 々 に 変 化 し

て お り AM 少 と 区 別 が つ き に くい か ら で あ る｡ AM ¢ 総 数 は 細 胞

全 体 に 占 め る 割 合 が 大 き い の で､ 収 に .) ン バ 球 を 加 え て AM 中 絶 数

を 算 出 し た り､ 本 来 AM 卓 で あ る 細 胞 を リ ン パ 球 と 見 な し て 除 外 し

た と し て も 誤 差 は わ ず か で あ り､ 実 教 結 果 を 歪 め る こ と は な い と考

え ら れ る｡ リ ン パ 球 を AM 少 と は っ き り 区 別 す る た め に は 他 の 染

色 法 (た と え ば 非 特 異 的 エ ス テ ラ ー ゼ 染 色 法 ) に よ ら な け れ ば な ら

な い が､ こ れ は 時 間 の 都 合 上 困 難 で あ っ た の で 行 わ な か っ た｡ 気

管 支 肺 胞 洗 脳 液 中 に 回 収 さ れ る AM 少 や PM Nな ど の 細 胞 数 の 増 加

は､ 肺 の 炎 症 時 に み ら れ る 非 特 異 的 な 反 応 で あ り､ 経 気 道 曝 詔 し た

有 害 物 質 の 肺 毒 性 を 評 価 す る 上 で 有 用 で あ る と 考 え ら れ る｡

気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 を 通 心 し て 得 た ペ レ ッ ト中 の 必 須 元 素 渦 度 の 測

定 は､ 洗 渦 液 に 回 収 さ れ た 細 胞 数 の 変 化 が 元 素 氾 皮 の 変 化 で 表 わ す

こ と が で き る か ど う か の 碓 認 と､ 沈 粘 液 上 沼 中 の 元 素 城 皮 と の 比 較
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の た め 行 っ た｡

次 に､ 生 化 学 的 指 標 の 意 義 に つ い て 詳 し く説 明 す る｡ 肺 の 炎 症

時 に は､ 肺 の 血 管 透 過 性 が 上 昇 す る こ と が 知 ら れ て い る [79]｡ 気

管 支 肺 胞 洗 髄 液 上 清 中 の 蛋 白 質 壷 の 上 昇 は､ 主 と し て こ の 肺 血 管 透

過 性 の 昂 進 に よ り血 祭 蛋 白 質､ と くに ア ル ブ ミ ン な どが 肺 胞 腔 へ 浸

潤 し た 結 果 と し て 起 こ る も の で､ 化 学 物 質 を 吸 入 曝 露 し た こ と に よ

り引 き 起 こ さ れ る 肺 傷 害 の よ い 指 標 と な る｡ ま た､ LDH活 性 は す

べ て の 細 胞 の 可 溶 性 画 分 に 存 在 し て お り､ 細 胞 の 壊 死 に 伴 い 細 胞 外

へ 放 出 され る｡ し た が っ て､ 気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 中 の LDH活 性 の

上 昇 は､ 気 管 支 肺 胞 腔 に お い て 壊 死 し た 細 胞 数 を 示 す 良 い 指 標 と な

る｡ β-G Iuは､ ラ イ ソ ゾ ー ム に 存 在 す る 酵 素 で あ り､ 有 害 物 質

の 曝 露 に よ り細 胞 が 壊 死 す る 以 前 に 細 胞 外 へ 分 泌 さ れ る こ と が 知 ら

れ て い る [80]｡ し た が っ て､ 洗 胸 椎 上 清 中 に お け る β 一G Iu活

性 の 上 昇 は､ 細 胞 の 分 泌 能 が 昂 進 し た こ と を 意 味 し て い る も の と考

え ら れ る｡ ま た､ 洗 瀧 液 上 清 中 の 必 須 元 素 の 内､ S含 立 が 主 と して

蛋 白 質 量 を､ P含 屋 が 主 と し て サ ー フ ァ ク タ ン ト歪 を 示 し て い る も

の と 考 え ら れ る｡ Toshim8 ら は､ 気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 上 沼 中 の P含 量

の 86% は サ ー フ ァ ク タ ン トに 由 来 し て い る と報 告 して お り [81]､

こ の こ とが､ 洗 渦 液 中 の P含 星 で サ ー フ ァ ク タ ン ト盃 を 代 表 さ せ る

こ と が で き る こ と の 褒 付 け と な っ て い る｡ こ こ で 述 べ た 肺 の 炎 症

指 標 の 意 義 を､ F iど.19に 模 式 的 に 示 し た｡

Fig.19 Schebatic representation of the influx of alveolar

EE8CrOPhages (AM≠ ) and polymorphonuclear leukocytes (PJYlN).

e x udat lOn O f blood plasma protein , l eakage o f lac ta te

dehydrogenase (LDH) and secretion of β-glucuronidase

(β一Glu ) and surfact8nt from Type Ⅲ pneumocytes into the

bronchoalveolar Ebilieu.
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F ia.9の (d) - (f) と F ia.12の (d)- (f) に､

気 管 支 肺 胞 洗 滑 液 に 回 収 さ れ た A M 少､ PM N と 全 細 胞 数 の 経 時 変

化 と 用 量 影 響 関 係 を､ ま た､ F ig.10と F ig.13に は AM

中 と PM N 数 の 全 細 胞 数 に 対 す る 割 合 の 経 時 変 化 と 用 昆 影 響 変 化 を

そ れ ぞ れ 示 し た｡ F ia.9の (d) と (e) や F ia.10に

見 ら れ る よ う に､ 気 管 支 肺 胞 洗 髄 液 に お い て ま ず PM N 数 が 上 昇 し､

そ れ に 引 続 き A M 中敷 が 上 昇 す る と い う 経 時 変 化 は 肺 の 炎 症 時 に み

ら れ る 典 型 的 な バ タ ー ン で あ る｡

と こ ろ で､ 気 管 支 肺 胞 洗 椴 穂 中 の 細 胞 学 的 指 標 に よ り C d O と C

dC I2 の 肺 毒 性 の 程 度 を 比 較 す る と､ PM N数 は C d O 投 与 群 の

方 に 著 し い 上 昇 が 見 ら れ て お り､ CdO の 肺 毒 性 は CdC I2よ り

高 い こ と が わ か る｡ 文 献 的 に も､ 小 動 物 を 用 い た 吸 入 曝 露 実 験 に

よ り CdO と CdCI2の 肺 に 及 ぼ す 影 響 を 比 較 し た 研 究 例 が あ る｡

Oberdoersterら は､ 曝 露 後 の 肺 湿 重 量 の 上 昇 を 指 標 と し た 場 合､

CdC I2は CdO よ り や や 毒 性 が 高 い と報 告 し て い る [11]｡

し か し､ Groseら は CdO を 曝 露 し た 実 験 群 の 方 が CdC 12曝 露

群 よ り強 い 肺 傷 害 が み ら れ た と報 告 し て い る [14]｡ し た が っ て､

本 研 究 で は 後 者 を 支 持 す る 結 果 が 得 ら れ た こ と に な る｡ F iど.

3よ り 明 ら か な よ う に､ C d O は 肺 胞 腔 に お い て 速 や か に 溶 解 し た

の で､ 当 初 は､ CdO と CdC I2の 肺 に 及 ぼ す 影 響 は ほ ぼ 等 し い

も の と 予 想 さ れ た｡

し か し､ C dO が 溶 解 す る と き に は､ 肺 胞 腔 に お い て 次 の 反 応

Cd0+H20 --- Cd2◆ + 20H-

が 起 き て い る と 考 え ら れ､ CdO を 投 与 し た 実 駿 群 に CdC 12投

与 群 よ り戟 い 肺 の 炎 症 が み ら れ た の は､ こ こ で 生 じ た OH~ に よ る

ア ル カ リ刺 激 に よ る も の と 考 え る こ と が で き る｡ ま た､ C dO は

粒 子 状 物 質 で あ る の で､ A M 少 が 粒 子 を 会 食 す る 際 に 放 出 さ れ る ス

ー パ ー オ キ シ ドア ニ オ ン ラ ジ カ ル (02~) [82] や､ コ ラ ゲ ナ ー ゼ

や エ ラ ス タ ー ゼ と い っ た 蛋 白 分 解 酵 素 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 肺 似 苔

〔83,84]､ な ら び に こ れ ら の 刺 激 物 質 の 相 乗 作 用 な ど も 理 由 の 一 つ
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と し て 考 え ら れ る｡

F ig.7に 示 し た 気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 ペ レ ッ ト中 の 必 須 元 素 含 量

の 変 化 は､ 細 胞 数 の 変 化 と ほ ぼ 同 じ傾 向 を 示 し た｡ し た が っ て､

こ こ で は 特 筆 す べ き事 項 は あ ま り な い が､ 以 下 に 述 べ る 気 管 支 肺 胞

洗 椴 液 上 清 中 の 必 須 元 素 含 丑 との 量 的 比 較 を 行 う と､ 上 清 中 の Sと

P含 立 は ペ レ ッ トよ り約 10倍 程 度 多 い こ と が わ か る｡

気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 上 沼 中 の 蛋 白 質､ LDHや β-G 1 u 活 性 の 経 時

変 化 に お い て､ CdO と CdC I 2 投 与 群 は､ と も に 投 与 12時 間

- 1日 後 に 最 大 値 を 示 し 7日 後 に は 対 照 値 に 戻 っ た が､ こ れ ら の 生

化 学 的 指 標 に よ り C d化 合 物 の 肺 毒 性 を 評 価 し た 場 合､ 両 突 放 群 問

で 大 き な 差 は み ら れ な か っ た (F iど.9 (a)- (C))｡

し か し､ 蛋 白 質 塁 に お い て は 有 意 で は な い も の の､ C d O 投 与 群 で

は CdC 1 2 投 与 群 に 比 べ 強 い 影 響 が 見 られ た｡ β-G lu活 性 の

経 時 的 変 化 は 二 嘩 性 を 示 し た が､ 投 与 3 日 目 に お け る第 2の ピ ー ク

は､ 高 い β-G l u活 性 を 持 つ こ と が 知 ら れ て い る AM 少 の 細 胞 数 の

変 化 と一 致 す る の で､ こ の 第 2の ピー ク は AM 卓 に 由 来 す る も の と

考 え ら れ る｡

用 量 影 響 変 化 群 に お い て､ 洗 淑 液 上 清 中 の 蛋 白 質 量 と LDH活 性

は 用 塁 依 存 的 に 上 昇 し た が､ β-G 1u活 性 は CdO と CdC l 2 投

与 群 と も に 2 J上g C d/ ラ ッ トま で は 上 昇 し た も の の､ そ れ 以 上 の

用 豆 で は 減 少 す る 傾 向 を 示 し た｡ ま た､ 2 LLど C d/ ラ ッ トの 用

量 で は 蛋 白 質 量 や LDH活 性 値 の 上 昇 が 対 照 値 の わ ず か 2-3倍 で

あ っ た の に 対 し､ β-G Iu活 性 は 約 7倍 に 上 昇 し て お り､ 気 管 支 肺

胞 洗 渦 液 中 の β -G iu活 性 は､ 肺 の 傷 害 を 検 出 す る た め の 鎖 敏 な 指

倭 で あ る と い え る｡ Daviesら は､ AM 少 を 用 い た invitro の

実 駿 に お い て､ 培 地 で は LDH活 性 が 上 昇 す る 前 に β-C Iu 活 性 が

上 昇 す る こ と を 認 め て い る [80コ｡ こ の こ と は､ 細 胞 が 壊 死 す る

以 前 に AM中 内 の ラ イ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 放 出 が 昂 進 さ れ て い る こ と を

示 し て お り､ 本 突 放 に お け る 上 記 結 果 と 一 致 す る｡ し た が っ て､

Fig.12(C ) に 示 し た β-G 1u活 性 の 用 星 影 哲 関 係 は､ 2

〟 g C d/ ラ ッ トの 用 正 ま で は ラ イ ソ ゾ ー ム 酵 素 の 分 泌 能 の 昂 進､

そ れ 以 上 の 用 量 で は 分 泌 の 抑 制 が み ら れ た こ と を 示 して い る も の と
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考 え る こ と が で き る｡

気 管 支 肺 胞 洗 職 液 上 沼 中 の 必 須 元 素 渦 度 の 経 時 的 あ る い は 用 量 影

響 変 化 に お い て､ S と C a含 丑 は 洗 滑 液 上 清 中 の 蛋 白 質 と 類 似 し た

動 き を 示 し て お り､ こ の 2つ の 元 素 は 主 と し て 血 祭 成 分 の 肺 胞 腔 へ

の 浸 出 の 指 標 と し て 用 い る こ と が で き る も の と 考 え る こ と が で き る

(F ig.8 (a) .(b ) ,(d ) ,(e) )｡ し か し､ 洗 椴 液

中 の P含 量 の 経 時 的 あ る い は 用 量 髭 響 関 係 は､ Sや Ca含 晶 と 全 く

異 な っ た 変 化 を 示 し た (F ia.8 (C) ,(f))｡ 特 に､ 用

量 影 響 関 係 に お い て は､ 2LLど C d/ ラ ッ トの 用 品 ま で は 洗 泊 液 中

の P含 量 は 上 昇 し た が そ れ 以 上 の 用 量 で は 逆 に 低 下 し､ さ ら に 10

〟 g C d/ ラ ッ トの 用 量 で は 対 照 群 に 比 べ 有 意 に 低 い 値 を 示 し た｡

気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 上 沼 中 の P含 丑 の 大 部 分 は サ ー フ ァ ク タ ン トに 由

来 し て い る の で､ こ の P含 塁 の 変 化 は 肺 の サ ー フ ァ ク タ ン ト分 泌 能

の 変 化 と し て 捉 え る こ と が で き る｡

肺 胞 腔 に お け る サ ー フ ァ ク タ ン ト塁 は､ Ⅲ 型 上 皮 細 胞 に よ る 産 生

と AM 少 に よ る 代 謝 に よ り そ の 恒 常 生 が 保 た れ て い る｡ し た が っ

て､ 高 用 量 の C d O を 気 管 内 投 与 し た こ と に よ り 生 じ た 気 管 支 肺 胞

洗 場 液 上 清 中 の P含 量 の 低 下 は､ AM 卓 の 貴 会 能 の 上 昇 に 由 来 して

い た と も 考 え ら れ る｡ し か し､ 経 時 変 化 に お い て は P含 量 が 最 大

値 を 示 し た 投 与 3日 後 に AM 少数 も 最 大 と な っ て い た こ と (F iど.

9 (e) )､ ま た､ 用 星 影 督 関 係 に お い て､ 2J上g･ C d/ ラ ッ ト以

下 の 用 量 を 投 与 し た 群 に P含 歪 の 上 昇 が 見 ら れ た が､ こ の 場 合 に も

AM 少 数 が 上 昇 し て い た こ と よ り､ 気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 中 の P含 是 の

変 化 を サ ー フ ァ ク タ ン トを 代 謝 す る AM 少 数 の 変 化 に よ り説 明 す る

こ と は で き な い｡ し た が っ て､ 洗 滑 液 に 回 収 さ れ た P含 量 の 変 化

は､ Ⅱ 型 上 皮 細 胞 の サ ー フ ァ ク タ ン ト分 泌 能 の 変 化 を 示 し て い る も

の と 考 え る こ と が で き る｡

と こ ろ で､ F ig･.8 (f) と F iど.12 (C) に お い て､ と

も に 細 胞 の 分 泌 能 の 指 標 で あ る気 管 支 肺 胞 洗 渦 液 上 沼 中 の β -G 1 u

活 性 と P含 星 の 用 丑 影 響 関 係 は 同 じ バ タ ー ン を 示 し た｡ す な わ ち､

2〟 g C d/ ラ ッ トの 用 in ま で は 細 胞 の 分 泌 能 が 昂 進 し､ そ れ 以 上

の 用 品 で は 分 泌 の 抑 制 が 起 こ る こ と が 槻 黙 さ れ た｡ ま た､ 肺 湿 重
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塁 は､ 5〟 g C d/ ラ ッ トの 用 量 か ら は 急 増 し た が 2 FLa C d/

ラ ッ ト以 下 の 用 塁 で は 変 化 が み ら れ ず (F ig. 5 (b) )､ 肺 に

お け る C dの 残 存 率 も 2- 5 FLg C d/ ラ ッ トの 間 で 減 少 が み ら れ

た (Table 1)｡ こ れ ら の こ と を 総 合 す る と､ C d化 合 物

の 急 性 経 気 道 曝露 実 験 に お い て､ ラ ッ トの 肺 が 生 理 的 反 応 を 示 す こ

と が で き る 最 大 用 塁 は 2 /∠g C d/ ラ ッ トで あ る こ と が わ か る｡

生 理 的 生 体 反 応 が み ら れ る 最 大 用 晶 が 2 〟 g Cd/ ラ ッ トで あ る と

数 値 で 示 せ た こ と は､ 本 研 究 で の も っ と も 大 き な 成 果 で あ る｡

と こ ろ で､ こ こ で 用 い た ラ ッ トの 推 定 分 時 換 気 量 は l 1 1m Lで

あ り､ 2〝m の 粒 子 の ラ ッ トの 肺 に お け る 沈 着 率 は 約 10% で あ る

[85]｡ こ れ ら の 値 を 用 い る と､ い ま こ こ で 用 い た ラ ッ トが､ C d

O エ ア ロ ゾ ル を 8時 間 (作 業 場 に お け る 1日 の 就 業 時 間 ) 吸 入 し た

後 に､ 肺 に 2 〟 g･ の C dが 沈 宕 す る た め の エ ア ロ 1/ル 渦 度 (C) は､

C X lllX60× 8× 0.1× (1/1000)= 2

よ り､

C =0.38

す な わ ち､ 0. 3 8m aC d/ m 3 で あ る と 昇 出 さ れ る｡ こ れ は

滋 性 ラ ッ トを 用 い た 場 合 の 結 果 で あ る が､ 他 種 の 動 物 を 用 い て 同 様

の 実 験 を 行 う こ と に よ り人 へ の 外 挿 も 可 能 に な る も の と 期 待 さ れ る｡

5- 4 坦 化 カ ド ミ ウ ム を 5t管 内 授 与した き ･J トに お ける 生 体 l打神

反 応

5_-3 に 経 気 道 曝 露 し た Cd化 合 物 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 肺 傷

害 の 経 時 変 化､ 並 び に 用 量 影 哲 関 係 に つ い て 述 べ た が､ で は､ 肺 に

沈 着 し た C dは､ ど の 様 な 機 構 に よ り毒 性 を 発 現 す る の で あ ろ うか｡

C dの 毒 性 発 現 機 械 に 関 し て は､ 呼 吸 器 へ の 彰 替 の み な ら ず､ 肝

毒 性 や 腎 毒 性 を 考 え る 上 で も 重 要 な 問 題 の 一 つ で あ る｡ こ の 間 猫

を 解 決 す る た め に は､ C dが 細 胞 膜 に 及 ぼ す 作 用 を 分 子 レ ベ ル で 解

明 す る 必 要 が あ る と考 え ら れ る が､ 実 敦 手 法 は ま だ 確 立 さ れ て お ら

ず､ C dの 毒 性 発 現 機 柄 に 関 して は は っ き り し た 回 答 が 得 ら れ て い
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な い と い う の が 現 状 で あ る｡

し か し､ 有 害 物 質 が 細 胞 内 に 取 り込 ま れ る と､ 生 体 に は そ の 物 質

の 毒 性 を 軽 減 す る た め の 防 御 機 構 が 働 く の で､ そ の 横 柄 を 明 ら か に

す る こ と に よ り 間 接 的 に 毒 性 発 現 機 械 に ア プ ロ ー チ で き る 場 合 が あ

る｡ C d化 合 物 を 曝 露 し た 生 体 に お け る 防 御 段 構 と し.{ ま ず 考 え

ら れ る の は､ Cdの 捕 捉 剤 と し て 作 用 す るMTや GSHな ど の チ オ

ー ル 化 合 物 に よ る Cdの キ レ ー シ ョ ン 作 用 で あ る [47,86.87]｡

一 方､ C dの 毒 性 発 現 機 柄 と して 活 性 を 素 の 関 与 も 示 唆 さ れ て い る

が [19,33]､ 活 性 酸 素 唖 の 代 謝 は､ 抗 酸 化 防 御 系 酵 素 と 呼 ば れ る 一

群 の 酵 素 が 行 っ て い る (F iど.20)｡ 前 述 し た MTや GS

H は､ C dの キ レ - タ ー と し て 働 くの み な ら ず 生 体 の 抗 酸 化 防 御 系

を 構 成 す る 成 分 で も あ る｡

と こ ろ で､ ラ ッ トに CdO を 5〟g Cd/ ラ ッ トの 用 丑 で 気 管 内

投 与 し た 時 に 明 ら か に 肺 の 協 苔 が み ら れ､ ま た 授 与 し た C d O の 約

10- 20% が 肝 臓 に 移 行 し て い た こ と は､ 前 述 し た 通 り で あ る｡

そ こ で､ 5iLa Cd/ ラ ッ トの 用 量 で CdO を 気 管 内 投 与 し て､ 肺

と肝 臓 に お け る チ オ ー ル 化 合 物 と 抗 酸 化 防 御 系 酵 素 の 経 時 変 化 を 調

べ る た め の 実 験 を 行 っ た の で あ る が､ 以 下 に､ そ の 結 果 に つ い て 考

察 す る｡

一 般 に､ 肺 に 炎 症 が 起 き た 場 合 に 肺 湿 重 量 は 上 昇 す る の で､ 肺 に

お け る 械 成 成 分 や 酵 素 活 性 の 変 化 を 論 ず る た め に は な ん ら か の 補 正

が 必 要 と さ れ る｡ 補 正 と し て は､ 肺 全 体 と し て 求 め ら れ た 活 性 値

な ど を 蛋 白 質 塁､ DNA是 や 肺 の 重 量 で 除 す る と い う方 法 が 用 い ら

れ る｡ し か し､ 蛋 白 質 や 肺 の 重 量 で 補 正 し た 場 合 は 浸 潤 し た 血 祭

蛋 白 質 が､ DNA星 で 補 正 し た 場 合 は 浸 出 し た 血 球 成 分 が そ れ ぞ れ

誤 差 要 因 と な り､ 曝 露 以 前 の 肺 組 織 に 起 こ っ た 真 の 変 化 を 表 わ す こ

と は 困 難 で あ る｡ 本 研 究 で は､ 補 正 法 と し て 最 も 簡 単 で あ る 肺 湿

立 見 を 用 い た｡

F ig.15- F ia.17に 示 し た よ う に､ C dO の 気 管 内 投

与 に よ り肺 の チ オ ー ル 化 合 物 や 抗 酸 化 防 御 系 酵 素 は､ 肺 全 体 の 塁 や

活 性 で 表 わ し た 場 合 は す べ て 有 意 な 上 昇 を 示 し て い た が､ 補 正 後 の

値 を 見 る と､ MTと GSH法王皮 の 上 昇 や G6PDH活 性 の 上 昇 と

一70-





S0D活 性 の 低 下 の み が 有 意 な 変 化 と し て 認 め ら れ た｡ と り わ け

M T渦 度 は､ 投 与 2日 後 に 対 照 値 の 6倍 程 度 の 上 昇 を 示 し て お り､

M Tの 誘 中 は 経 気 迫 曝 露 し た C d O に 対 す る 肺 の 防 御 系 と し て 虫 も

重 要 な 役 割 を 果 た し て い る も の と 考 え ら れ る｡

と こ ろ で､ 亜 鉛 も ま た M Tを 誘 導 す る 重 金 属 の 一 つ で あ り､ 気 管

内 授 与 し た Zn O の 肺 に お け る 半 減 期 は 14時 間 で あ る こ と を､ 本

研 究 の 参 考 論 文 と して 発 表 し た [88]｡ F iど.19に 示 し た よ

う に､ 酸 化 亜 鉛 を 気 管 内 投 与 し た ラ ッ トで は､ 肺 の MT含 量 は 投 与

2日 後 を ピ ー ク と し て 上 昇 し､ そ の 後 速 や か に 対 照 値 の レ ベ ル に 戻

っ た｡ 一 方､ 前 述 し た よ う に C dO に よ り誘 g さ れ た 肺 の M T含

是 は 投 与 2 日 後 に 最 大 と な っ た が､ そ の 後 の 減 衰 は 緩 や か で あ り､

肺 に お け る C dの 半 減 期 は 2 2日 で あ っ た｡ M Tは 生 体 内 に お

い て こ れ ら の 重 金 屈 を 強 く捕 捉 す る 蛋 白 質 で あ る の で､ 肺 に お け る

Z nO と C dO の 半 減 期 の 違 い は､ Z nと C dの M T訪 中 能 や M T

へ の 親 和 性 の 適 い に 起 因 す る も の と 推 測 され る｡

ま た､ GSH波 度 は M Tが 減 少 し始 め た 4日 後 に 有 意 に 上 昇 し て

い た が､ こ の こ と は､ 肺 の シ ス テ イ ン が 投 与 2日 後 ま で は 主 と し て

M T の 合 成 の た め に 使 わ れ て い た も の と 理 解 さ れ る｡ M T の 誘 導

が G SHの 低 下 を 伴 う こ と は 肝 臓 や 腎 臆 で 証 明 さ れ て お り [89]､

さ ら に､ in vitro の 実 敦 に お い て も 細 胞 内 の GSHと M T波 度 の

経 時 変 化 は 対 象 的 な バ タ ー ン を 示 す こ と が 知 ら れ て い る [90]｡ こ

れ ら の G S H と M T渦 度 の 経 時 的 変 化 は､ 肺 に つ い て 得 ら れ た 本 実

験 結 果 と よ い 一 致 を 示 し て い る｡

と こ ろ で､ 肺 単 位 量 塁 当 り の G 6P D H活 性 は 有 意 な 上 昇 を 示 し

た が､ 本 酵 素 は 抗 酸 化 防 御 系 に 関 与 す る NA D P H を 産 生 す る ば か

り で は な く､ 核 酸 の 合 成 の た め に も 重 要 な 酵 素 で あ る｡ G 6 PD

H活 性 の 上 昇 時 に は 肺 重 塁 の 上 昇､ す な わ ち 肺 組 織 の 上 昇 も 同 時 に

起 こ っ て い た の で 核 酸 の 合 成 も 盛 ん に な っ て い た こ と が 推 測 さ れ る｡

し た が っ て､ 本 酵 素 活 性 の 上 昇 は 勿 論 ペ ン トー ス リ ン酸 回 路 の 活 性

化 を 意 味 し て い る が､ こ の 活 性 化 が 肺 の 抗 酸 化 的 防 御 だ け の た め (

NA D PH の 産 生 ) に 誘 申 さ れ た と 考 え る こ と は で き な い [91]｡
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ま た､ S0Dの 比 活 性 が 減 少 す る こ と が 認 め ら れ た が､ こ こ で 測

定 し た S0Dは 細 胞 質 に 存 在 す る い わ ゆ る Cu,Zn-S0Dで あ

り､ F ig･.6 (b) に 示 し た 肺 の 銅 渦 度 の 低 下 と 関 係 が あ る も の

と 考 え ら れ る｡ さ ら に､ 小 林 ら は､ CdC 1 2 を 気 管 内 授 与 し た

ラ ッ トの 肺 ホ モ ジ ネ ー ト上 清 を 高 速 液 ク ロ ー IC Pを 用 い て 分 析 し､

S0D画 分 の Cu渦 度 の 低 下 を 認 め て い る が [75]､ こ れ は､ 本 実

教 に お い て CdO の 気 管 内 投 与 に よ り肺 の S0D比 活 性 値 が 低 下 し

た と い う結 果 と 良 い 一 致 を 示 し て い る｡ 肺 の 単 位 重 孟 当 り の G P

xや G R活 性 値 に は 特 に 変 化 は 認 め ら れ な か っ た｡ 一 方､ C dは､

V や F e等 に 比 べ 過 酸 化 脂 質 産 生 能 が そ れ ほ ど 高 く な い 重 金 属 で あ

る こ と が 報 告 さ れ て い る [92,93〕｡ 以 上 の こ と よ り､ 肺 の 抗 酸 化

防 御 系 酵 素 は､ 経 気 道 曝露 し た C dO に 対 す る 生 体 防 御 に 関 し て､

主 た る 役 割 を 果 た し て い る と は 考 え に く い｡

Table 2に､ C dO を 気 管 内 投 与 し た 後 の ラ ッ トの 肝 臓 に お

け る チ オ ー ル 化 合 物 と 抗 酸 化 防 御 系 酵 素 活 性 の 変 動 を 示 し た｡ 注

目 す べ き は､ 投 与 7時 間 後 に お け る チ オ ー ル 化 合 物 波 皮 の 減 少 で あ

る｡ 肝 臓 の G SH渦 度 は 食 餌 時 間 に 大 き く依 存 し､ 日 内 変 動 を 示

す こ と が 知 ら れ て い る の で､ 同 じ 時 間 ス ケ ジ ュ ー ル で 対 照 群 と 曝 露

群 の 投 与 と 解 剖 を 行 い､ か つ､ そ の 間 食 餌 制 限 を 行 っ て C d O 投 与

7時 間 後 の GSH波 度 を 調 べ た｡ こ の 実 敦 系 に お い て も､ や は り

C d O 投 与 群 は 対 照 群 に 比 べ て 有 意 に 低 い 値 を 示 し た (産 業6)｡

こ の こ と は､ 肝 臓 の G S H と M T壷 の 低 下 は､ C d O の 気 管 内 投 与

に よ り肺 で の シ ス テ イ ン の 要 求 星 が 上 昇 し た た め に 起 こ っ た こ と を

示 し て い る｡ 一 方､ 末 檎 部 に 起 こ っ た 炎 症 や 【94]､ セ フ ァ デ ッ

ク ス ビ ー ズ を 気 管 内 投 与 し て 起 こ し た 肺 の 炎 症 に よ り肝 臓 の GSH

レ ベ ル が 低 下 し た と い う 報 告 が な さ れ て い る が 【95]､ こ れ ら の 結

果 も､ 肝 臓 の GSHが､ 他 の 組 織 に お け る シ ス テ イ ン の 要 求 に 伴 い

供 給 さ れ 得 る こ と を 示 し て い る｡

肝 臓 の 抗 酸 化 防 御 系 酵 素 活 性 の 経 時 変 化 に お い て､ G P xの 上 昇

と GR活 性 の 低 下 が み ら れ た｡ こ れ は 多 分､ 肝 臓 に お け る GSH

や G S S Gの 代 謝 に な ん ら か の 変 化 が 起 こ っ た た め で あ ろ う と 推 定

さ れ る｡ C dの 経 口 や 皮 下 投 与 に よ り､ 心 臓､ 肝 臓 や 腎 臓 の G P
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x活 性 が 低 下 す る こ と が 知 ら れ て い る が [96,97]､ 一 方､ Grose ら

は CdC 1 2 の 吸 入 実 駿 に お い て 肺 の GPx活 性 の 低 下 を 認 め て い

る｡ 本 研 究 結 果 は､ 後 者 の 報 告 を 支 持 す る も の で あ る｡

重 金 属 化 合 物 の 中 に は 毒 性 が 高 い も の が 多 く､ 希 性 学 研 究 者 た ち

の 注 目 を 集 め て き た｡ し か し､ 経 気 道 曝 露 し た 重 金 屈 化 合 物 の 毒

性 に 関 す る 研 究 例 は 少 な く､ 全 体 像 を 捉 え る た め に は 今 後 の 研 究 の

発 展 に 期 待 し な け れ ば な ら な い｡ 経 気 道 曝 露 し た 有 害 物 質 の 毒 性

評 価 は､ 本 来 長 期 吸 入 曝 露 実 故 に よ り行 わ れ る べ き で あ る こ と は 言

う ま で も な い が､ 吸 入 実 敦 は 多 くの 費 用 と労 力 を 必 要 と す る た め､

数 限 り な い 化 合 物 の 肺 毒 性 を ス ク リー ニ ン グ す る 目 的 に は 合 致 しな

い｡ ま た､ ス ク リー ニ ン グ だ け を 目 的 と す る の で あ れ ば inyitro

の 実 験 系 で 十 分 で あ る｡ し か し､ 毒 物 の 生 体 へ の 彩 笹 は､ 曝 露 し

た 物 質 の 代 謝 的 体 内 動 態 に 基 づ い て 発 現 され る も の で あ り､ や は り

inyivo の 実 敦 に お い て 体 内 動 態 と影 響 を 同 時 に 調 べ る 必 要 が あ る｡

そ こ で､ 本 論 文 で 述 べ た 実 験 方 法､ す な わ ち 小 動 物 に 重 金 属 化 合

物 の 溶 液 ま た は 懸 濁 液 を 気 管 内 投 与 し､ 経 時 的 あ る い は 用 量 反 応 的

に､ そ の 体 内 動 態 と呼 吸 器 へ の 影 響 を 調 べ る と い う実 験 系 が 有 効 で

あ る と考 え ら れ る｡

肺 毒 性 の 指 標 と して は､ 虫 も 感 度 が 優 れ て い る と 考 え ら れ る 気 管

支 肺 胞 洗 聴 液 中 に 回 収 され る 酵 素 活 性 や 細 胞 数 を 用 い た｡ そ の 中

で も､ LDH活 性 は 用 量 に 対 して よ い 直 繰 性 を 示 し､ か つ､ LDH

活 性 の 上 昇 は 細 胞 の 頓 死 そ の も の を 表 わ して い る の で､ 金 属 間 の 毒

性 を 比 較 す る 上 に お い て 政 も 適 当 な 指 標 で あ る と 考 え ら れ る [98]｡

F ig.22に､ 同 じ実 敦 条 件､ す な わ ち 平 均 体 重 270gの

汀IStar系 雄 性 ラ ッ トに 重 金 属 の 溶 液 ま た は 懸 濁 液 を 0.4m L気 管

内 投 与 し､ 投 与 2 El後 に 気 管 支 肺 胞 洗 糠 を 行 う と い う方 法 で も とめ

た､ 洗 轍 液 中 の LDH活 性 と重 金 属 の 用 量 と の 関 係 を 示 し た｡

本 研 究 で 述 べ た CdO や CdC 1 2 の 肺 毒 性 は "nuisancedust''

で あ る と考 え ら れ て い る T i02 の 約 1,000倍 で あ り､ Z ∩O や

C u化 合 物 は そ れ ら の 中 間 の Fi･性 を､ ま た､ 高 度 技 術 化 産 業 な どで
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今 後 使 用 量 が 増 大 す る と 考 え ら れ る YC 13 は C u化 合 物 と 同 程 度

の 肺 毒 性 を 示 す こ と が わ か る｡ さ ら に､ 難 溶 性 の C d O や C u0

は､ 水 溶 性 の C d C I2 や C u S 04 と そ れ ぞ れ 肺 毒 性 の レ ベ ル が

ほ と ん ど等 し い こ と が わ か る｡ こ れ ら の こ と は､ 呼 吸 器 毒 性 学 の

分 野 に お い て 重 要 な 知 見 で あ り､ 本 論 文 で 述 べ た 実 敦 方 法 の 有 用 性

を 示 し て い る｡

Fig.22 t)ose-effectprofilesbetweendosesofhe8Yymetal

cozDPOunds instilled intotherat lungand lactatedehydr0-

genase(LDH)actiyities in thebroncho8lyeol8r l8Yage

f lu id used 8S an in d e x o f lung in J'ury . Thebronchol

a lyeo18r layag e y a s perforn ed by repeated i n stillat ion 8nd

yi thd ra yalo f 5州 Tr isIHCl buff e r (pH 7.4 , cont a i ning 0 . 2 5

M glucose) y ith ea c h yoluJne O f617 n L u n t il 35 m L wa s h

fluidyaSObtained.

☆ 一一一denotescontrolvalue.
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6 . 結 言吾

1) C dO を ラ ッ トに 気 管 内 投 与 し て 肺 へ の 古 都 と 消 失 過 程 を

調 べ た と こ ろ､ 用 益 の 上 昇 に 伴 っ て C dの 苗 戟 率 は 低 下 した

が､ C dO 粒 子 は 気 管 支 肺 胞 腔 に お い て 速 や か に 可 溶 化 され

た 後､ イ オ ン状 の C d と し て 代 謝 され て い た (用 星 が 5〟 g

C d/ ラ ッ トの 時､ 半 減 期 は 2 2 El)｡ 12時 間 以 内 に

肺 よ り消 失 し た C dは 主 と し て 肝 臓 へ 移 行 し た が､ 残 りの

C dは 肺 で M T を 誘 申 した 後､ C d-M T と して 一 定 の 割 合

で 腎 臓 に 移 行 し た こ と を 明 ら か に し た｡

2) 気 管 支 肺 胞 洗 漁 礁 中 に 回 収 さ れ た 炎 症 指 接 の う ち､ β -G I

u活 性 や .)ン含 昆 (サ ー フ ァ ク タ ン ト塁 ) の 用 昆 影 響 関 係 よ

り､ ラ ッ ト (体 重 2 7 0 g ) の 肺 が､ 経 気 道 曝 露 し た C d0
に 対 し て 生 理 的 生 体 反 応 を 示 し得 る最 大 用 量 は 2 /Jど C d/

ラ ッ トで あ り､ こ れ に 相 当 す る 気 中 渦 度 は 約 0.38m a/

m 3 で あ る と推 定 し た｡

3) 経 気 道 曝 露 し た C d O に 対 す る 肺 の 主 た る 生 体 防 御 反 応 は

主 と し て M T の 誘 中 で あ り､ 抗 酸 化 防 御 系 の 関 与 は 少 な い も

の と考 え ら れ る こ と､ な ら び に､ 肺 に お け る シ ス テ イ ン の 要

求 に 伴 い 肝 臓 の M T や G S Hが 低 下 す る こ と を 示 し た｡
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