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慢性有機燐中毒ラットによる老化の促進に関する実験的研究

奥 脇 賢 ―

北里大学医学部眼科学教室

要  約

有機燐剤と老化との関係 を知る目的で,fenthionの微量皮下投与 (6mg/kg/day)を最長12週 ラットに投与

した。全身への影響を知るために諸組織,臓器における螢光性脂質過酸化生成物 (FLPP),superoxide dis‐

mutase(SOD)活性の測定,お よび水晶体の病理組織学的観察を行なった.FLPPは網膜・脈絡膜,水晶体 ,

腎臓,心臓で有機燐剤投与群が対照群に比べ週齢が増すにしたがって増加傾向にあり,水晶体 (p<0.01)と 腎

臓 (p<0.05)は 統計学的にも有意な増加 を認めた.SOD活性 は網膜・脈絡膜,視神経,肝臓,心臓で投与開

始後 4週 目あるいは8週 目に一時的に投与群で増加傾向を示 したが,有意差はなく,12週 目には対照群の値ヘ

近づ く傾向を示 した.水晶体の光顕結果は12週投与群では対照群 と比べ,弓状部構築の乱れ,赤道部線維細胞

の核が後嚢側へ偏位 している所見が認められた。FLPPは 脂質の過酸化に起因 し生成 される螢光物質であり,

加齢 にともなって増加する。FLPPが投与群で増加傾向を示 したこと,ま た水晶体の光顕所見も加齢現象の促

進を示唆するものであった.SOD活性については加齢現象促進のために誘導の低下がおきているものと思わ

れた。以上より有機燐剤が加齢現象を促進する可能性のあることが示された。(日 眼会誌 94:723-730,1990)
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Possible accerelation of aging due to the "lHrTr:::rran of organophosphorus pesticide (oP) was

studied. Fenthion (6mg/kg/day) was subcutaneously administered dorsally to rats over a period of 12

weeks. The amounts of fluorescent lipid peroxidation products (FLPP) and superoxide dismutase (SOD)

activity were measured in various tissues. Microscopic examination was added only in the lens. The
amount of FLPP in the retina-choroid, lens, kidney and heart of the rats was found to be increased
(lens ; p(0.01, kidney ; p< 0.05). The activity of SOD in the retina-choroid, optic nerve, liver and heart
increased temporarily, but eventually returned to control levels. The lens preparations at the end of
the 12-week administration period showed irregular bow configuration and epithelial nuclear disloca-
tion in the bow area. FLPP are fluorescent products produced by peroxided lipids and their amounts
increase with aging. Increase in the amounts of these products and microscopic findings for the lens
were indications of the progress of aging. There is thus the possibility that the inducement of SOD
production may decrease with aging. It was concluded that the organophosphorus pesticide may
accelerate the aging of rats. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 94: 723-730, 1990)
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I緒  言

近年,殺虫剤等の農薬における環境汚染が問題に

なっている。有機燐中毒における臨床報告 1)～5)は多数

み られるが, しかし,そのほとんどが農薬散布者や大

量散布地域での濃厚暴露が主流である。 しかし,現在

の状況は家庭内での殺虫剤等の増加や ゴルフ場等での

農薬の使用による周辺地域および河川の水質汚染など

により,特定地域のみならず多 くの地域,人 々への汚

染における慢性的な微量摂取の可能性が考えられる.

また,あ る種の農薬,殺虫剤,抗癌剤などの化学物質

は,植物,動物の体内で,活性酸素,過酸化脂質を産

生 し組織の障害な どを もた らす ことが知 られてい

る6)。 さらに,活性酸素による脂質の過酸化は組織の老

化の促進を考えるうえで非常に重要である。 しかし,

今までの有機燐中毒実験では組織の著 しい変性に関す

る報告はあるが,老化に注 目した報告は存在 しない。

そこで今回は,低毒性有機燐剤 (たnthion)の 微量投与

による慢性中毒ラットにおける老化の促進 との因果関

係について,老化の指標 となる螢光性脂質過酸化生成

物(fluorescent lipid peroxidation products, FLPP),

脂質の過酸化に関与す る活性酸素の除去酵素である

superOxide dismutase(SOD)の 測定を行ない, さら

に水晶体の病理組織学的検査において興味ある結果が

得 られたのでここに報告する。

II 実験方法

1.実験動物,投与薬剤および投与法

実験動物は,体重330g前後 (投与開始時12週齢)の

雄 ウイスター系ラットを用いた。投与群32匹,対照群

42匹で合計74匹 を使用 した。体重測定は,投与前(Pre)

より投与開始後12週 目まで, 2週 ごとに行なった。投

与有機燐剤は,西 尾工業製 fenthion(dimethy1 4‐

methylthion‐m■olyl phosphorothioate:Baycid O)を

用いた.分子式は C10H1503PS2,分子量は279.33であ

る。投与方法は, ラット背部皮下にマイクロシリンジ

を用いて, 1日 あた り6mg/kgを 月曜 日から金曜 日ま

での週 5日 間連 日投与,土 , 日曜 日は休薬 し,最高60

日間 (12週投与群)投与 した。 1日 の投与量はラット

における LD50(経 皮330～ 500mg/kg)7)の 約60～ 80分

の 1相当であった。動物飼育条件は,室温23± 3°C,

湿度55± 10%お よび明暗周期12時 間 (点灯時間年前 7

時より午後 7時,照度400～ 500Lux)に維持された空調

動物室内で,金属 ケージに個別に収容 し,飼料には固

形型普通食 (CE-2, 日本クレア)を使用し,水 ととも

に自由に摂食させ特に栄養学的に過不足な状態になら

ないよう配慮し飼育した。

測定組織は,網膜・脈絡膜,虹彩・毛様体,視神経 ,

水晶体,肝臓,腎臓,肺臓,小脳,心臓の 9種類を用

いた。測定時期は,投与前 (Pre),投与後 4週 目, 8

週 目および12週 目として,それぞれ 5匹ずつについて

測定した。組織採取はネンブタール腹腔内投与麻酔下

で放血致死後に行なった。

2.蛍光性脂質過酸化生成物の測定

Fletcherら の方法3)に より,螢光性脂質過酸化生成

物 OuOrescent lipid perOxidatiOn products:FLPP)

を測定した.網膜・ 脈絡膜,虹彩・ 毛様体および視神

経は 2眼を,水晶体は 1眼を 1検体 とした。その他の

臓器は,0.2gを 1検体 とした。クロロホルムーメタ

ノール (2:1)混 液を網膜・脈絡膜,虹彩・毛様体 ,

視神経には2ml,そ の他の組織には4mlを加えテフロ

ンホモジナイザーにてホモジナイズした。ホモジナイ

ズ後10分間放置 し,等量の蒸留水を加え,3,000回 転で

2分間遠心分離を行なった。クロロホルム層からlml

を取 リメタノール0.lmlと 混合 したのちセルに移し,

そ の蛍光 スペ ク トル を測定 した.s“ctrophoto‐

nuorometerは 日立 PF245を 使用 した。なお標準化合

物 として硫酸キニーネの0.lN希硫酸溶液 (lμ g/ml)

を用い,螢光強度を60～ 90単位になるようにセットし

まこ. excitatiOn wave lengthヤ ま365nm, emission、 vave

lengthは450nmと した。

3.Supero対de Dおmutase(SOD)の活性測定

McCordと Fridovichの チ トクロームC法9)に よっ

て SODの活性を測定した。網膜・脈絡膜,虹彩・毛様

体,視神経,水晶体は FLPP測定 と同様に,その他の

組織は100mgを 1検 体 とした。125mM燐酸緩衝液

(pH 7.8)を 網膜・脈絡膜,虹彩・毛様体,視神経には

lml,そ の他の組織には2mlを注入 し,テ フロンホモジ

ナイザーにてホモジナイズした。その後氷中にて 1

～ 2時間放置 した。このサンプルlmlに対して,ク ロロ
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図 1 体重曲線。● :投与群,○ :対照群.両群の間

に有意差は認められなかった。

ない対照群 と比較した。図 1で示すように投与群 (●)

は対照群 (○)に比べ体重増加量がやや低下している

が,12週 目まででは有意差は認められなかった。

2.FLPP測 定結果

虹彩・ 毛様体,肝臓,肺臓は測定結果のバラツキが

非常に大 きかったので今回は結果より除外し,その他

の検体について検討した。●は投与群,○は対照群で

ある。結果は図 2に示す。水晶体 (b)お よび腎臓 (c)

は週齢 とともに投与群が対照群に比べ増加傾向を示

し,8週 ,12週 目では有意差(水晶体 ip<0.01,腎臓 :

p<0.05)が 認められた。網膜・脈絡膜 (a),心臓 (f)

は有意差は認められなかったものの投与群が対照群に

比べ増加傾向を示した。視神経 (c)お よび小脳 (d)

に変化は認められなかった。

3。 SOD活性測定結果

結果は図 3に示す。対照群は週齢による変化はほと

んど認められなかった。投与群では,網膜・脈絡膜 (a)

は 4, 8週 目には増加傾向を示 したが12週 日では対照

群の値へ近づいて行 く傾向を示 した。しかしいずれの

週も有意差は認められなかった。視神経(c),肝臓 (e)

も8週 目で, また心臓 (i)は 4週 目でやや増加傾向を

しめしたが,12週 目には対照群の値へ近づ く傾向を示

した.小脳 (h)は 8週,12週 目と徐々に対照群よりも

増加してい く傾向を示しているが,12週 目まででは有

意差は認められなかった.その他の測定臓器 も特に対

照群 との差は認められなかった。

4.病理組織学的観察結果

FLPP測定結果において統計学的に有意差のあった

水晶体のみについて光顕にて観察 した。光顕所見は図
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ホルムーエタノール (3:5)混 液を0.35ml加え撹拌

し,10,000rpm(約 7,000g)10分間,冷却遠心し,上清

0.3mlをサンプルとした。測定する検体数の 2倍 の試

験管を用意 し,各試験管に50mM EDTA 50μ l,HypOx‐

antine(Sigma 13.5mg/50ml生食)100μ l,lmM KCN
23μ l,125mM燐酸緩衝液1.7ml(コ ン トロール用に2

ml)を入れた。 この混合液に調整 したサンプルを加え

た。 コ ン ト ロール 溶 液 に0.12U/mlの Xanthine

Oxidase 100μ lネ,よ びチ トクロームC(type III Sigma

12.5mg/1.5ml生 食)50μlを同時に加え直ちに撹拌 し

セルに移した。1分後の O.D.値 を測定 しさらにその 1

分後の O.D.値 を測定した。550nmの 吸光度の上昇が

1分 間 に0.025± 0.002上 昇 す る よ うに Xanthine

Oxidase濃度を調整した。各サンプルも同様に測定 し

た。各サンプルの Blankは Xanthine Oxidaseの 代わ

りに生食100μ lを加え同様に測定 し,最初 と最後にコ

ン トロールも数回測定した。spectrophotometerは 日

立124を 使用 した。各サンプルの タンパク定量 は
,

Bradfordの 方法 1。 )に よる Coomassie briniant blue

G‐ 250を 用いた色素結合法によって行なった.活性値

は計算式 (C‐ (A― B)}/(C/2)unitsに て算出し, この

値をタンパク量で割 りunits/mg proteinで表 した .

(A:サ ンプルの O.D.値,B:blankの O.D.値 ,C:
コントロールの平均 OD.値 )

4.病理組織学的検査

12週投与群 と同時期の対照群において水晶体を病理

組織学的に検索 した。眼球摘出後, 4%グ ルタールア

ルデヒドー0.075M燐酸緩衝液中に入れ 3日 間前固定

した。固定後0.075%燐 酸緩衝液で軽 く洗浄ののち 1%
四酸化オス ミウムにて後固定を行なった。アルコール

脱水,エ ゾン樹脂包埋, トルイジンブルー染色後水晶

体を光顕にて観察 した。

III 結   果

有機燐剤(inthion)総 投与量は,投与開始後 4週 目

で120mg/kg,8週 目で240mg/kg,12週 日で360mg/kg

であった。12週 目での総投与量は急性中毒ラットに対

するLD50に はぼ相当する量である。しかし今回の場

合,投与期間中食事の摂取力は正常であり,体のふる

え,下痢等の諸症状を示した例はなく,ま た死亡した

例 もなかった。以下それぞれの測定値の有意差は

Welchの T検定にて判定した。

1.体重曲線

投与開始前と投与開始後 2週間おきに体重測定を行
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4に示す。12週投与群水晶体 と対照群のそれを比較す

ると,上皮細胞,皮質,水晶体核のいずれの部位にも

特記すべき所見は見られなかったが,赤道部の上皮細

胞 と幼若線維細胞の核が連なって形成される弓状部構

築に顕著な違いが認められた.すなわち,対照群に比

べ投与群では,弓状部構築が乱れ,い くつかの赤道部

線維細胞の核は後嚢側へ著しく偏位 していた。

IV考  按

有機燐の生体内での作用H)は大 きく分けて三つに分

けられる。第 1は アシル化 (ア シル基―CO―CHを結

4 12

Weeks

合させる)作用による生体の障害で,臨床症状は主 と

して真 コ リンエステラーゼ (ア セチル コリンエステ

ラーゼ)の阻害による.第 2は アルキル化 (ア ルキル

基‐C‐Hを結合させる)作用による生体の障害である.

第 3は コリンエステラーゼ以外のいろいろな酵素,例
えばキモ トリプシン, トリブシン,肝エステラーゼ

,

カルボキシラーゼなどを抑制する。 しかしそれらの作

用機序にはいまだ不明な点が多い。本邦における有機

燐中毒例は,当初急性中毒がほとんどであったが,1969

年に石川 ら1)の佐久地方での慢性例が報告されて以来

慢性中毒に対 しての関心が強まり,その後現在まで多

Pre 8

図 2 Fluorexent Lipid Peroxidation Products(FLPP)の測定結果.● :投与群,

○ :対照群.網膜・脈絡膜 (a),水 晶体 (b),腎臓 (e),心臓 (f)は週齢とともに

投与群が対照群に比べ増加傾向を示した。統計学的に有意差が認められたのは水晶

体 (★ :p<0.01)お よび腎臓 (☆ :p<0.05)で あった。
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数の報告2)～ 5)が なされるようになった。 これらの報告

による中毒患者の症状は眼を含む全身に異常を示すが

眼では,視神経障害,眼球運動障害,網膜の異常,屈
折 。調節の異常,眼孔の異常,全身では内分泌,循環

器,中枢・末槍 。自律神経系などである。過去の有機

燐剤中毒実験は主にコリンエステ ラーゼ活性に注 目

し, この活性値の変動 と臨床症状 との因果関係,あ る

いは諸臓器の変化 と対比 した ものがほ とんどであっ

12 48
Weeks

,2

た12)～ 15)。 また比較的大量に長期間投与 された実験で

は,犬で視神経等16)に
,ラ ットで網膜 17)の

変性が報告さ

れている。しかし前述したように有機燐の作用はコリ

ンエステラーゼ以外は未だに不明な点が多 く残されて

いる。一方,慢性有機燐中毒での組織の退行変性は全

身的に見出されることが報告18)さ れ,そ して臨床的に

は剖検例でも動脈硬化,心臓の異常などむしろ老化の

促進を示唆する所見が報告 19)さ れている。そこで今回

g)Lung 1)Heart

Weeks                   weeks                   Weeks

図 3 SuperOxide DismutaT(SOD)活 性の測定結果。● :投与群,○ :対照群.対
照群は週齢による変化は認められなかった。投与群は増加傾向を示している組織も
あるが統計学的有意差は認められなかった.
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は,低毒性有機燐剤の微量投与による慢性中毒 と考え

られるラットにおいて加齢にともな う組織の変性つま

り老化の促進について実験が行なわれた。

FLPPの 実験結果は,水晶体,網膜,腎臓,心臓に

おいて投与群 と対照群で投与期間が増加するに した

がって,両群の差が増大する結果を示した。両群 とも

同一 の週齢 であるにもかかわ らず,投与群 の方 が

FLPPの 増加量において,特に水晶体,腎臓では有意

な増加を示 した。 しかし視神経,小脳の神経組織での

FLPPの 増大は認められなかった.FLPPは脂質過酸

化に起因し生成される螢光物質であ り,加齢現象によ

り増加するものであると言われている.Tappelら 20)は

マウス睾丸内において FLPPが加齢にともなって増

加 していることを示 し,Hiraiら 21)も モルモット脳内

で加齢により増加することを明らかにしている.こ れ

らのことより今回の実験結果は,有機燐剤が神経組織

以外では加齢現象を促進していることを示唆している

ものと思われる。

FLPPの 差が明瞭に認められた水晶体については
,

それを他覚的所見 として捉えるために病理組織学的検

索を加えた。水晶体の光顕結果では,対照群に比べ投

与群においては弓状部構築が乱れ,赤道部線維細胞の

核が後嚢側へ著 しく偏位している所見が認められてい

る。正常マウス水晶体の加齢変化についての報告
22)で

は,月 齢12カ 月以後に,後極側へ偏在する核が増加す

る加齢性変化がみられるとし, このことは上皮増殖帯

の分裂能減衰が加齢によって起 きていると推察してい

る。今回の結果で投与群と対照群を比較すると同週齢

(24週齢)の ラットであるにもかかわ らず前記変化が出
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現したことは一連の加齢変化の過程で投与群において

よリー層の加齢変化が進行していることを強 く推察さ

せる結果である。有機燐剤が比較的大量で長期に投与

された犬の実験
16)で は,視神経および末檎知覚神経に

病理組織学的に変性が認められているし, また同様に

長期間に投与された ロングエバンスラットにおける実

験
17)で は網膜に重篤な変性が出現することが報告され

ている.こ れらの実験結果より有機燐の暴露量が長期

でしかも多いと病理組織学的に明らかな変性を神経系

にも引き起 こすことがわかる.し かしサルの長期微量

投与実験
23)で は肝臓の慢性的な鬱血 と肝細胞の腫大の

みがみられたとしている報告 もあるがこの点はさらに

詳しい観察を必要 とする。今回の実験 も比較的微量投

与でしかも12週間であるため著しい組織の変性には至

らず とも,わずかな組織の変化を引き起こしているか,

またはその前段階にあることが考えられる。一般的に

加齢性変化を老化といい,今回の有機燐剤における水

晶体の弓状部構築の乱れ,赤道部線維細胞の偏位等は

水晶体の老化 と同様の変化 といえる。

このような加齢現象の促進の機序に直接関与する因

子として近年, フリーラジカル,特に活性酸素が注 目

されている.し かし,活性酸素自体の実質組織内の定

量はなお問題が多く,そのため今回はその除去酵素で

あるSODが どのように働 くかに注目した。SODは活

性酸素の うち 0ラ を不均化す る酵素であ り,活性酸素

は脂質の過酸化の過程で重要な役割を演 じている.今

回の実験では網膜・脈絡膜,視神経,肝臓,心臓が投

与期間中一時的に対照群よりもその活性の増大してい

る傾向が認められたことは,有機燐剤投与に直接的に,

ba
図4 水晶体光顕所見 (× 110).a:投与群,b:対照群.12週投与群では対照群に比

べ弓状部構築が乱れ,赤道部線維細胞の核が後嚢側へ著しく偏位している。
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あるいは有機燐剤によ り増加した FLPPに反応して

SOD誘導が増加したものと思われる.しかし,最終的

には対照群のレベルヘ近づいていく傾向を示 した.ま
た,小脳は 8,12週 と増加傾向の増大を示 した。一般

的に生体の各組織,臓器でのSOD活性値の強弱はお

おむねその組織,臓器中に存在する過酸化脂質の高低

に比例すると言われている24)。 しかし今回の実験結果

では FLPPが 対照群 よ りも投与群の方で増加してい

る臓器 (網膜・脈絡膜,水晶体,腎臓,心臓)であっ

ても,最初は SOD活性の増加傾向を示 したにもかか

わ らず,最終的には対照群の値へともどる傾向を示 し

た。SODと 老化に対する最近の報告では,Michelson

ら25)や
丹羽ら26)に よると平常時には,加齢によるSOD

活性の低下はみられないとされている。 また,丹羽ら

の別の報告
27)で は火傷患者,火傷モルモットの老若 2

グループにおいて,老齢の ヒト,モ ルモ ットでは若年

のそれに比して SODの誘導が有意に低いことが証明

されている。SODと有機燐 との関係についての報告は

未だになく,そ の機序はなお不明である。今回の実験

結果は投与初期に SOD誘導の増加傾向が認められる

が,最終的には FLPPが増加しているにもかかわらず

SOD誘導が増加していない。このことは有機燐剤自身

が SOD誘導を阻害 しているとは考えにくく,投与群

において加齢現象の促進のためにSOD誘導がむしろ

低下 したのではなかろ うかと考えるのが妥当と思われ

た。

しかし重要なことは本実験より,今まで明らかにさ

れていなかった有機燐 と老化 との関係について,長期

的な微量投与が加齢性変化を促進する可能性のあるこ

とが示 された。以上の点より,職業的に慢性被曝して

いる農民などに対 して も今後老化の観点 か らFLPP
や SODの測定を行ない, さらに老化の問題で長期の

詳細な観察が必要であると思われた。また眼では水晶

体の混濁の加速性もさらに追求する必要があると思わ

れた .

稿を終わるにあたり,石川 哲主任教授の御指導,御校

閲,な らびに宮田幹夫教授,宇賀茂三助教授の御指導,御協

力に深謝いたします。
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