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環境化学物質の実験的アンルギー性結膜炎への影響

難波 龍人,本間 啓蔵,堀内 浩史,辻澤 宇彦,宮田 幹夫,石川  哲

北里大学医学部眼科学教室

要  約

アレルギー疾患は従来特異的な体質を持つ人にのみ発症するという印象が強かったが,近年増加の傾向にあ
る。抗原の増加だけでは説明ができず,我々は環境化学物質がこの種の疾患の増悪に関与 しているのではない
かと推定 し,ハー トレイ系モルモットをモデルとして実験的解明を行った。モルモ ットにスギ花粉に対する受
動免疫 を与え,背部皮下 に有機燐系殺虫剤 (tHCh10rOfOn,fenitrothion),有 機塩素系除草剤 (paraquat
dichloride)を投与 し,実験的スギ花粉アレルギー性結膜炎に対する影響を評価 した。結膜炎の強度の定量は,

炎症部位の血管から組織中へ出る Evans blueを 抽出し分光光度計で測定することにより行った。その結果 ,

trich10■ OfOn,fenitrOthionで は 10-4～ 10-5mg/kgレベル という極めて少量の投与群 において,paraquat
diChlorideで も 10-3～ 10-4mg/kgの極めて少量の投与で結膜炎の有意の増悪が認められた。 また増悪効果は
2週間以上にわたった。 (日 眼会誌 97:297-303,1993)
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I緒  言

ここ数年,ア レルギー疾患,特 にスギ花粉症は増加

してきている。.従来特具体質の人だけと考えられて

いたこの種の疾患の増加の原因として,戦後進められ

てきたスギ植林面積の拡大を挙げる者 もある2).確 か

に林野庁の調査によれば,積極的な植林の結果,わが

国のスギ林は昭和 60年度末現在で人工林の 45%を 占

めるに至っている。)。 しかし都衛生局の調べによれば,

スギ花粉の飛散量はスギ植林面積ではなく,そ の年 ,

その前年の気候に影響 されて毎年まちまちであること

が分かっている4)。 そこでアレルギー反応を増悪 させ

る物質の増加が考えられ,環境に広がっている化学汚

染物質が注 目されてきた。自動車の排気ガスの影響の

報告 もあるが5)0),我 々は戦後,大量に使用されてきた

殺虫剤,除草剤
7)-10)の 影響が大きいのではないかと推

定 し, そルモットを用いた実験的アレルギー性結膜炎

で解明を試みた。

II 方  法

実験にはすべて 8週齢のハートレイ系雄モルモット

を用いた .

1.抗血清の作製

まず始めに以後の実験に使用するための抗スギ花粉

血清を作製した。石崎n),竹 内ら12)の 方法に準じて行っ

た。すなわち腹腔内に一匹あた り水酸化アル ミニウム

グル 10 mgと 蛋白質量 として 3μgの スギ花粉を生理

的食塩水 l mlと ホモジネイ トし,一週間間隔で 8回反

復投与 した。スギ花粉 (Cryptomeria iaponica D.

Don。)は関東近隣にてその年の春に採取 したものを使

用 した。最終投与 1週間後にベン トバルビタールナ ト

リウム (ネ ンブタール①)50 mg/kg投 与の深麻酔下で

心腔内より全採血を行った。採取血液はしばらく室温

放置後,遠心分離により血清を分離 した。

2.抗血清の抗体価確認

実験 1にて作製 した抗血清の抗体価 を測定 した。

Ovaryら 13)の 方法に準 じて抗血清の希釈系列を作製

し,各血清をハー トレイ系雄モルモットの背部皮内に

0.l mlず つ注射した。48時間後,蛋 白質量 として 10

μg相 当量のスギ花粉 と0.5%Evans blueを 含んだ生

理的食塩水ホモジネイ トl mlを 静脈内に投与した。20

分後背部の皮内注射部の PCA(passive cutaneous

anaphylaxie)反応を確認した。色素漏出した青色斑の

直径が 8mm以上のものを陽性とした。予備実験より

日眼会誌 97巻  3号

安定したスギ花粉による I型 アレルギー反応を得るに

は少なくとも抗体価 160倍の抗血清が必要であり,ま

た反応があまりに鋭敏でも結果の評価が困難であるた

め,抗体価が 160倍から320倍 の血清を混合し,抗体

価を平均化 して 160倍 強に調節 し,以下の実験に使用

した。

3。 実験的ア レルギー性結膜炎に及ぼす化学物質量

の影響

投与化学物質には有機燐系殺虫剤の trichlorfon(和

光純薬,図 1),fenitrOthiOn(西 尾工業,図 2),有機

塩素系除草剤の paraquat diCh10ride(和 光純薬,図 3)

を用いた。ハー トレイ系雄モルモ ットに実験 2で作製

した抗血清 l mlを 静脈注射し,ス ギ花粉に対する受動

免疫を与えた。受動免疫 8日 目に化学物質を皮下投与

した.投与量は trich10FfOnで は 3× 100mg/kgか ら 10

倍系列希釈で 3× 10-5mg/kgま で,fenitrothionで は

6× 10。mg/kgか ら 10倍 系列希釈で 10-5mg/kgま で ,

paraquatで は 100mg/kgか ら 10倍 系列希釈で 10-5

mg/kgであった。なお各投与量につ きモルモット5匹

ずつ,10眼を 1群 として行った。化学物質投与 48時間

後,す なわち受動免疫後 10日 目に 1%Evans blue生

理的食塩水溶液 l mlを 静脈注射 した。静脈注射後直ち

に蛋白質量で 0.7μ g/mlを 含むスギ花粉生理的食塩

水ホモジネイ トを 0.05 mlずつ両眼に点眼した。30分

後ペン トバル ビタールナ トリウム (ネ ンブタール①
)

(50 mg/kg)投 与の深麻酔下で心臓 より放血,致死せし

め,その後球結膜 と瞼結膜を剖出した。剖出結膜は 1
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を,それぞれ 5匹ずつ 10眼測定 した。

4.残留効果

TriCh10rfOn,お よびparaquat dichlorideの 投与量

は実験 3で得られた結果の最も増悪反応の強かった量

で行った。すなわち triChlorfonでは 3× 10-3mg/kg,

paraquat dich10rideで は 1× 10-4mg/kgの 皮下投与

を 1回行い,そ のアレルギー性結膜炎の増悪作用の残

留効果をみた。trichlorbn投 与後 1日 , 2日 , 4日 ,

7日 , 14日 目″こ, paraquat dich10ride・ で`|ま 7日 , 14 日

目にスギ花粉を実験 3と 同様に行い, アレルギー性結

膜炎の強度を定量的に測定した。なお,受動免疫のた

めの抗スギ花粉血清は花粉点眼 10日 前に静脈内投与

した。また各群は 5匹,10眼ずつで行った。

なお対照 として,ス ギ花粉の点眼のみで化学物質の

投与 しなかったもの,お よび上記の各濃度の化学特質

は投与したがスギ花粉を点眼しなかったものを,そ れ

ぞれ 5匹,10眼ずつを測定 した。

図 5 A:3× 10-5mg/kg体 重の trichlorお n負荷の

結膜炎.B:対照の化学物質負荷なしの結膜炎.

Trichlorfon負 荷では対照に比べて著明な結膜内色

素漏出が認められる。
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図4 アレルギー性結膜炎実験の模式図

眼ずつ 0.5%硫 酸ナ トリウム水溶液 とアセ トン混合液

(3:7)l mlで 48時間暗所,室温に浸漬 して Evans

blueを 抽出した。抽出色素量は波長 620 nmで 吸光度

を測定 し,その吸光度をそのアレルギー性結膜炎の強

度 とした (図 4).

なお対照として, スギ花粉点眼は行ったが,化学物

質の投与をしなかったもの,お よび上記の各濃度の化

学物質は投与したがスギ花粉の点眼をしなかったもの
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III 結  果

1.化学物質量によるアレルギー性結膜炎の変化

Trichlorofon 3× 10-5mg/kgの投与では,trichlor‐

fon投与なしの対照に比べ,肉眼的にも結膜は非常に

青 く染色され,そ の差は一 目瞭然であった (図 5A,

B)。 それらの定量結果を図 6に示 した。アレルギー性

結膜炎は 10-5mg/kgと ぃ う極めて微量投与か らすで

にtrichlorfon投与なしの対照 より有意の増悪効果が

認められ,3× 10-3mg/kgの 投与量で最もアレルギー

性結膜炎の強度は高 く,それ以上の濃度の投与ではむ

しろやや低 くなる釣 り鐘型を示 した。なお,抗原の点

眼なしの対照は各投与量 とも低値で,trichlorfon自 体

の色素漏出の増悪効果は認め られなかった。すなわち

trichlorfonの みでは結膜血管の漏出増強作用は示 さ

なかった。

Fenitrothionの 投与でもほぼ同様で,吸光度は 6×

日眼会誌 97巻  3号

10-5mg/kgの 投与量ですでにたnitrothiOn投 与なし

の対照 より有意に高 くな り,6× 10-4mg/kgの 投与量

で最 も強 くなり,さ らに高濃度ではやや低下するとい

う釣 り鐘型を示した(図 7)。 なお抗原の点眼なしの対

照は各投与量とも低値で,たnitrothion自 体による結

膜血管からの色素漏出効果は認められなかった。

Paraquat dichlorideの 投与では,l X 10-4mg/kgの

投与量で有意に高 くなり,1× 10-2mg/kgの 濃度で最

も高 くなるやは り釣 り鐘型を示 した (図 8)。 なお,

paraquatの 投与のみで抗原であるスギ花粉の暴露の

ない群ではすべての投与群で低値を示し,paraquat自

体による色素漏出効果は認められなかった.

2.残留効果

Trichlorfon 3× 10-3mg/kgの 一回投与,paraquat

dichloride l× 10-4mg/kgの 1回投与後の残留効果を

それぞれ図 9,10に 示した。両化学物質とも投与後時

間とともにその増悪作用は減弱したものの, 2週間で

もなお対照に比べ有意に高い値を示 し,明 らかな残留
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図 7 Fenitrothion投 与量 とアレルギー性結膜炎の

強度 .

各値は平均値と標準偏差。たnitrothionを負荷して

いない対照群での範囲.6× 10-5mg/kgと ぃう微量

からすでに増悪効果が認められ,6× 10-4mg/kgの

投与量で最も強い増悪効果,それより大量ではやや

弱い増悪効果が認められる。
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各値は平均値と標準偏差.斜線の範囲はtrich10rfOn

を負荷していない対照群での範囲。3× 10-5mg/kg

という微量からすでに増悪効果が認められ,3× 10-3

mg/kgの投与量で最も強い増悪効果,こ れより大量

ではやや弱い増悪効果が認められる。
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図 8 Paraquat dich10ride投与量とアレルギー性結

膜炎の強度.

各値は平均値と標準偏差.斜線の範囲は paraquet

を負荷していない対照群での範囲.1× 10-4mg/kg

という微量からすでに増悪効果が認められ,1× 10-2

mg/kgの 投与量で最も強い増悪効果,それより大量

ではやや弱い増悪効果が認められる。

効果が認められた。

IV 考  按

ある種の物質に対 して過敏な反応を示す人があるこ

とは古 くから知られていた.同 じ植物に接 しても接触

性皮膚炎が重症になる人,あ る物質の吸引によって喘

息発作を起こし易い人など,ど ちらかと言えば特殊な

疾患であり,特異体質の人が罹患するとい う印象が強

かった.し かし近年重い軽いはあるに して もアレル

ギー疾患に関わる人が増加 してきた1).身近にも花粉

や家ダニが原因の鼻炎や結膜炎を持つ人が増 えてい

る.眼科領域でも,そ の季節になれば外来にアレルギー

性結膜炎の患者が浴れるという事態を,臨床に携わっ

ている者ならば誰 しも経験 してきたことである。この

スギ花粉症の増加の説明として, しばしばスギ植林面

積の増加が挙げられてきた。確かにスギ植林の奨励に

よりかなりの面積を占めるに至っているが2)3),前
述し

Ipく 005
静キpく 001

124714C
投与後日数

図 9 Trichlorbn l回 投与の残留効果.

C;trichlorfonを 負荷していない対照値で,そ の範囲

を斜線で示した。 1回 の投薬 2週間後でも有意の増悪

作用が認められている.

たように花粉の飛散量は必ずしも植林面積に比例して

いない4)。 そのため他の原因として,環境化学物質の関

与が考えられている。ある化学物質がアレルギー反応

を起こし易い状態を造 り,そ の上に抗原であるスギ花

粉 と接触すると花粉症を発症するとい うものである。

石山ら5)は 日光周辺で自動車の通行量が多い地域 と少

ない地域に分けてスギ花粉症の発症率を調査した。そ

の結果通行量の多い地域の発症率が高いことから, 自

動車の排気ガスが花粉症発症増加に関与 していると結

論づけている.そ してその効果はディーゼル車の排気

微粒子によるアジュバン ト作用によっていることが述

べ られている6)。 その他の環境汚染物質の関係につい

ても論じられているが14),今回我々は広 く使用されて

きた殺虫剤,除草剤 も花粉症に対 して影響を及ぼして

いるのではないかと考え,実験的研究を行った。なお,

本実験に際して結膜採取前に動物を放血致死せしめる

事で,血液からの色素の混入を最小限に防ぐことがで

き,実験精度を非常に高めることができた。

結果は,今回実験に使用した 2種の有機 リン系殺虫

剤,triCh10rfon,た nitrothionお よび有機塩素系除草
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図 lo Paraquat dichloride l回 投与の残留効果.

C;paraquatを 負荷していない対照値で,その範囲

を斜線で示した.1回 の投薬2週間後でも有意の増

悪作用が認められている.

剤,paraquoat dichlorideを 投与したモルモ ットでは

いずれ もスギ花粉アレルギー性結膜炎の明らかな増悪

が認められた。また,同時に施行した化学物質の投与

のみで花粉の暴露のない群ではほとんど反応 していな

いことから,化学物質 自体は結膜血管の透過性を充進

させることはなく,発症 しようとしているアレルギー

反応を増強せ しめることが明 らかになった。それも

LD50の 10-7～ 10-6倍 とい う極めて少量の投与で増強

効果があった。この程度の濃度ならばヒトの場合,直

接殺虫剤や除草剤の散布に携わらなくとも接触する可

能性は十分にあると思われる。

スギ花粉アレルギー性結膜炎はよく知られているよ

うに典型的な I型 アレルギー反応である。 この反応は

肥満細胞によるところが大 きいが,こ の細胞は acetyl‐

choune receptorを 持っているい)～ 17)。 したがって有機

リン系殺虫剤がこの receptorに 作用した cholinergic

な状態では,肥満細胞は活性化された状態になってお

り, ヒスタミンなどの化学伝達物質を放 出 しやす く

なっていると考えられた。また,肥満細胞表面の IgE
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からの信号の伝達に serine e゛ eraseに属する複数の

酵 素 が介在 して い る。これ らの酵素 は高濃 度 の

diisOprOpylphOsphO■ uoridate(DFP)や他の有機 リン

系殺虫剤で阻害され18), また phosphoHpaseも 阻害 さ

れることが知られている19)。 このためヒスタミンなど

の伝達物質の放出が,高い有機 リン系殺虫剤の投与群

で却 って反応が弱 くなったと考えられた。

一方,有機塩素系除草剤であるparaquat dichioride

は組織中の遊離基を増加 させることが知 られている

が20),遊離基の存在下で肥満細胞からのヒスタ ミン遊

離が促進される21).こ のため paraquat dichlorideの 投

与でアレルギー性結膜炎が増悪したことの説明はでき

た。ただなぜ高い投与群で逆にあまり増悪効果が認め

られなかったかの理由は現時点では不明であるが,毒

物により細胞障害性が高 くなると一般に免疫反応 も抑

えられるのかも知れない。

また,trichlo■ ofon,paraquat diCh10rideの 残留効

果実験では,微量な 1回投与後でも少なくとも 2週間

はアレルギー反応の増悪効果が残存 していることが判

明した.すなわち, この期間内に抗原の暴露を受ける

とアレルギー性疾患が発症あるいは増悪 しやす くなる

と考えられた。

以上のようにある種の殺虫剤や除草剤がスギ花粉ア

レルギー性結膜炎の発症や増悪に少なからず影響を及

ぼしていることが明らかになった.

本論文の要旨は第94回 日本眼科学会総会にて発表した。

また研究費の一部は文部省科学研究費一般研究 02454407

によるものである.
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