
50 日眼会誌 97巻  1号

有機燐剤投与による脳内の免疫学的GABA陽性細胞に対する影響

小嶋 良宏,関谷 治久,石川

北里大学医学部眼科学教室

要  約

有機燐剤中毒患者では,滑動性眼球運動および衝動性眼球運動が障害 される。この原因を追求するために有

機燐剤 fenthionを Wistar系 ラット(雄,体重 180g～200g)に 投与 し,眼球運動に関係する脳内の核上性支

配核である黒質網様体核,上丘,お よび小脳皮質におけるGABA陽性細胞の変化を免疫組織化学的手法を用い

て研究 した。Fenthionの 投与量は20 mg/kg/dayで,30日 間連続投与を行い,投与前および投与第 6日 ,10

日,14日 ,18日 ,22日 ,26日 ,30日 目のラットについて検討 した。Fenthionに よるGABA陽性細胞の抑制

は,小脳皮質が最も強 く黒質網様体核,上丘の順であった。また視覚系と関連する外側膝状体核,視蓋前域核

中の GABA陽性細胞 も抑制 された。以上の結果から有機燐中毒患者における異常眼球運動の発生の原因に,黒

質網様体核,上丘,小脳皮質の GABA陽性細胞の減少が関わることが分かった。(日 眼会誌 97:50-57,1993)
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Abstract

Organophosphorus pesticide (OP) produces abnormal eye movements. This is possibly due to an

inhibition of central cholinergic neurons as well as GABAnergic neurons. Using anti-GABA'antibody,
the authors studied the efrect of OP on GABA-positive cells in the central nervous system. Fenthion
(dimethyl 4-methylthion-m-tolyl-phosphorothionate, 20 mS/kg body weight), was given subcut'

aneously to the dorsal portion of Wistar rats for 30 days. After staining, the number of GABA'
positive cells were counted at the superior colliculus (SC), the cerebellum, and the substantia nigra

reticularis (SNR) on day 6, 10, L4, 18, 22,26 and 30 respectively. The number of GABA-positive cells

reduced in the cerebellum, SNR and SC decreasing remarkably after the initiation of fenthion
administration. The number of GABA-positive cells also decreased in lateral geniculate nucleus and

pretectal nuclei. Those results suggest that the reduction of GABA-positive cells produces abnormal

eye moyements in human OP intoxication. (J Jpn Ophthalmol Soc 97 :50-57, 1993)
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平成 5年 1月 10日

I緒  言

有機燐剤中毒患者に見 られる眼症状の一つ として
,

垂直眼振,水平並びに垂直の滑動性眼球運動障害, ラ

ンダム刺激による衝動性眼球運動で潜時の延長1)な ど

の異常眼球運動が出現することが知 られている.そ れ

ら異常眼球運動の発生の機序の考察として,脳内の眼

球運動抑制神経回路系に異常を来すことが推察されて

いる。

眼球運動系は, アセチルコリンエステラーゼ系のみ

でなく,中枢神経のアミノ酸系伝達物質のひとつであ

るγ―ア ミノ酪酸 (γ_aminObutyric acid, GABA)が
,

眼球運動の特に抑制系の神経回路系に関係することが

分かってきた2)～ 8).特 に,黒質網様体核,上丘深層2)～ 7),

および小脳内ニューロンの神経伝達物質8)に 関与 して

いることが報告されている。また,最近ラットの黒質

網様体核に GABAの 拮抗剤を注入すると眼振様の異

常眼球運動の発生が報告されている6)。 そこで,今回

我 々は,前述 した異常眼球運動発生に対する原因を追

及するため, ラット(ウ イスター系)に有機燐剤 fenth‐

lonを 投与 し,黒質網様体核,上丘,小脳皮質における

GABAに対する影響について免疫組織化学的手法を

用いて実験的に研究を行った。また運動系ニューロン

だけでなく,眼球運動の情報入力 として関係する視覚

系である外側膝状体核9)10),お よび視蓋前域核7)につい

ても検討を行った。

II方  法

対照は,Wistar系 ラット(雄,体重 180g～ 200g)

42匹 を用いた.21匹を正常対照群 とし,生理食塩水を

有機燐剤のかわ りに30日 間継続皮下注射し,正常対照

群とした。他の 21匹 には有機燐剤を投与し,こ れを中

毒群 とした。投与有機燐剤は,fenthiOn(dimethyl_

4‐ nlethythiOn_in_tOlyl_phOsphOrOthiOnate, 2ョ ,尾 ]ェ 業

(株 ),純 度 97%)を用いた。化学構造式は図 1に示す .

投与方法は,マ イクロシ リンジを用い,30ゲ ージ針で

ラット背部皮下に 1日 当た り20 mg/kgに 相当する量

を 30日 間連続投与を行い,投与第 6日 ,10日 ,14日 ,
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18日 ,22日 ,26日 ,30日 目のラットを免疫組織化学

的手法を用いて検討を行った。ラットをペン トバルビ

タールナ トリウム (ネ ンブタール①)(30～ 40 11lg/kg)

にて深麻酔を行い,経心臓的に生理食塩水にて脱血 し,

2.5%glutaraldehyde と0.5%parafOrnlaldehyde lこ

てラットの脳を灌流固定した。続いて 10%薦糖 リン酸

緩衝液で灌流 し,脳を摘出した後,30%薦糖 リン酸緩

衝液に 24時間冷所保存 した。翌日,厚 さ 25 μmの凍結

前額断の連続切片を作成 し,切片の中より,上丘,小
脳皮質,黒質網様体核,外側膝状体核および視蓋前域

核を含む切 片を取 り出し,正常対照群 および中毒群

ラットの切片について同時にGABA免疫組織化学的

染色 を行った。5,000倍 に希釈 した 抗 GABA抗 体

(CcsmoBio社 製)を用いて切片を 4℃ 下にて 3日 間反

応させ, さらにビオチンース トレプ トアビジンを用い

反応 させた後,DAB(3,3‐ Diaminibenzidine,tetraphy_

drochloride)を用いて発色させた。染色 した切片は
,

ゼラチン塗布 したスライ ドガラスに載せ室温下に 2

～ 4日 間乾燥 させた後,ethyl‐alcoholで脱水,xylene

で脱脂,封入剤で包埋 した。免疫学的 GABA陽性細胞

の評価については,光学顕微鏡 (オ リンパス社製 BH‐

2)を 用い,上丘,小脳皮質,黒質網様体核,外側膝状

体核および視蓋前域核の各部位に対 して各々10か 所

の一定の面積内 (0.2 mm2)の 免疫学的 GABA陽性細

胞を数え,その平均値を求め,それを対照群の免疫学

的 GABA陽性細胞数 と比較した。

III 結  果

1.正常群 (図 2):上丘は浅層 (Zo,SuG)(視 覚系

に関係)と 深層 (OP)(眼球運動系に関係)に分けられ

る。図 2aに示す ごとく破線より上が浅層,下が深層で

ある。GABA陽性細胞 (黒い点として染色 されている

もの)の密度は深層よりも,浅層に多 く見 られた。小

脳では,小脳皮質の分子層 (ML), プルキンエ細胞層

(LP)お よび顆粒層 (GL)に染色細胞を認めたが,分
子層に多 く見 られた (図 2b)。 黒質では,上丘の深層

に投射する網様体核 (SNR)に見られた (図 2c)。 外

側膝状体核では,背側核 (DLG)(図 2d),腹側核(VLG)
(図 2e)に多 く見 られ,網膜からの視覚入力のある腹

外側核 (VLG l)に より多く見られた (図 2e)。 視蓋

前域核では,GABA陽 性細胞がオ リーブ核 (OPT)や
前視蓋前域核 (APT)な どに散在 して見 られた (図 2

f)。

2。 投与群(図 3):上丘の GABA陽性細胞は,視細
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図 1 有機燐農薬 fenthionの 化学構造式.



日眼会誌 97巻  1号

01● いヽ

図 2 正常対照群における免疫学的GABA陽性細胞.

a:上丘 (× 100).OP:視 神経層,SuG:浅灰白層,Zo i帯 状層

b:小脳皮質 (× 400).GLi顆粒層,ML:分子層,LP:プ ルキンエ細胞層

ci黒質網様体核 (× 400)。 CPi大脳脚,SNR:黒質網様体核

di外側膝状体背側核 (× 100).DLG:外 側膝状体背側核

e:外側膝状体腹側核 (× 100).VLGm:外 側膝状体腹内側核,VLGl:外側膝状体腹外側核

f:視蓋前域核 (× 40)。 APT:前視蓋前域核,OPT iオ リープ核

胞層 (OP)に強い抑制を認めた (図 3a).小脳皮質の

GABA陽性細胞は,分子層 (ML)に 強い抑制を認め

た(図 3b).黒質網様体核の GABA陽性細胞は,強い

抑制を認めた (図 3c).視覚系諸核すなわち外側膝状

体核,視蓋前域核のGABA陽性細胞の抑制は,外側膝

状体背側核,外側膝状体腹外側核,外側膝状体腹内側

b

■.   4
■

|■    ‐.

‐
|・. ‐

=

憑
｀―_'7_   .fi_

臨L
04,瘤、

●
●

|■ヽ| '■

●
　
　
■
ヽ

■
目
巫

買
回は

e f
ヽ |, ‐・

‐

．ヽ



平成 5年 1月 10日 有機燐剤投与による脳内細胞の影響・小嶋他 53

330 mg/kg12)と されてお り,今回の実験での投与量は

1日 当た り20 mg/kgと し最長 30日 間の連続投与を

行った.こ の時総投与量は 120 mg/ラ ットとなる.投与

期間中に死亡 したラットも 10匹みられ,こ れらは総数

より除外 した。生存したラットも投与 6日 以降に下痢 ,

振戦,行動力低下,体重減少などが見られた。農薬中

毒患者に見 られる症状も, ラットの症状 と同じく,急
性期では下痢,振戦,行動力低下,体重減少などが見

られ,慢性期では眼症状 としては,視覚系障害,眼球

運動障害,調節障害,瞳孔異常が知られている。滑動

性眼球運動で階段状波形の出現および衝動性眼球運動

での潜時の延長などの異常眼球運動の出現が報告 さ

れ1),海
外で もMetcalfら 13),Kashyap14),Tabershaw

ら15)に より報告されている。滑動性追従運動はその異

状の発生に関して,中脳の網様体,上丘,黒質網様体

核などの異常で出現することが知られている。衝動性

眼球運動の潜時の延長に最 も関係する部位 としては
,

黒質網様体核から上丘の神経線維連絡が考えられ,障
害されている線維は抑制性の線維が疑わ しいとされて

いる.

有機燐 による最近の基礎的研究は,早川や奥脇に

よって行われ,早川ら16)は ,fenthionが ラットの視蓋

前域核,Edinger_Westphal核のアセチル コ リンエス

テラーゼ活性を強く抑制 し,その結果,有機燐剤中毒

患者では副交感神経優位にな り瞳孔が縮瞳傾向を示す

と報告 した.ま た,奥脇17)は ,fenthionは ラットの螢

光性脂質過酸化生成物を増加 させ, 2次的に中枢神経

組織の加齢現象を促進することを最近報告 している。

この二つの研究結果は,今回目的とした中毒の眼症状

とし中枢神経諸核の障害 との関連性について述べてお

り,今 回示 した中毒における異常眼球運動の発現 と眼

球運動に関係する中枢神経諸核の障害の関連性 と一致

している。

免疫組織化学的手法の進歩により,免疫組織化学的

手法を用いて神経伝達物質や,神経投射経路が中枢神

経系において研究されている。神経伝達物質 としては

種々のものが存在するが,その中でも,GABAは 中枢

神経系における抑制性伝達物質 として働いていること

が知られている。その組織学的研究は,合成酵素であ

るグルタ ミン酸脱炭酸酵素 (GAD)8)18),分 解酵素であ

るGABA―transaminase19),放 射性 同位元 素 で あ る

[3H]_GABAを用いたオー トラジオグラフィ_20)～ 22)に

よるものであった。それらの方法は,間接的に GABA
の局在を知 るものであったため,直接 GABAの 神経

核,視蓋前域核のすべてで抑制 された(図 3d,図 3e,

図 3f).

以上の結果をまとめて図 4に示す。縦軸は GABA
陽性細胞の染色性の低下または非染色性を示すが, こ

れを抑制度 と表現 し100%で示 し,fenthionに よる脳

内 GABA陽 性細胞の影響を見るために各部位につい

て GABA陽 性細胞を数え,平均値 と標準偏差 を プ

ロットした。横軸に fenthionの 投与 日数および総投与

量を示 した.Aは 上丘,Bは小脳皮質,Cは黒質網様

体核,Dは視覚系諸核である外側膝状体核および視蓋

前域核である。正常対象群では抑制がまったく認めら

れなかったので正常より得られた値を 100%と してそ

れぞれの日々において得られた投与群よりのデータを

グラフで示 した。投与後 30日 までのカーブは S字形

または釣 り鏡型の一方のみの形を示 した.平均値 と標

準偏差を示すが,各組織は最低 3匹以上の平均値であ

る.GABA陽性細胞の抑制度は,各組織によって異な

るが, 6日 目にして,ほ とんどすべての核において切

片上からGABA陽 性細胞の抑制が認められた.各部

位の30日 目の抑制度は,上丘浅層では 53%,上丘深層

では63%,小脳 皮質では88%,黒 質網様体核 で は

70%,外側膝状体背側核では 50%,外側膝状体腹外側

核では 65%,外 側膝状体腹膜内側核では 58%,視蓋前

域核では 38%であ り,眼球運動系に関する上丘深層 ,

小脳皮質,黒質網様体核中の GABA陽性細胞の抑制

度が,視覚系に関連する上丘浅層,外側膝状体核,視
蓋前域核などに比べて高く,眼球運動系が視覚系に比

べて障害されやすいことが分かった。

IV 考   按

有機燐剤 fenthionは ラットにおいて,眼球運動情報

の出力 と関 係 す る と考 え られ る核上性核群 中 の

GABA陽性細胞 と,入力と考えられる外側膝状体核お

よび視蓋前域核中の GABA陽性細胞に対し,著 明な

抑制作用を引 き起 こした.

有機燐剤の たnthiOnは ,昭和 60年 に登録された殺

虫剤および防疫用薬剤で,稲,芋類および豆類に対 し

て現在も使用されている農薬であるH).毒 性は,劇薬区

分で劇薬11)と され,魚毒性は,コ イにおいて 48時間以

内に半数が死対す る濃度 (半 数致死濃度 TLm)が
10～ 0.5 ppmで ある B群に分類されているH)。 この,

fenthionは ,発癌性 と催奇形性の報告があり,環境汚

染として,水田で使用されるため水質汚染が問題 とさ

れている1。 .本剤の ラットに対す る LD50は ,皮 膚で
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内局在を確かめることは不可能であった。免疫学的に

GABA抗体の作成は,分子量 130と 小さいため困難 と

されていたが,Storm‐ Mathisenら 23)が,GABAを グ

ルタールアルデハイ ドを用いて, キャリヤープロテイ

ンであるウシ血清アルブミンに結合 したものを抗原 と

し,抗 GABA抗体を得る方法を報告 した。その後,免

疫学の進歩により,特異性の高い抗体が生成されるよ

うになり,GABAそ のものが,直接的に研究されるよ

うになった。今回の実験では,GABAそ のままを直接

日眼会誌 97巻  1号

的に検 出す る酵素抗体法 の うち ABC法 (Avidin‐

biOtin―complex法 )を用いた。 これは,抗原抗体反応

部位を avidin‐ blotin‐ perOXidaSe COmpleX(ABC)で

標識し,最終的には peroxidaSe酵 素組織化学を行 う

ものである。この ABC複合体は,PAP複合体よりも

分子量が小さいため組織細胞への浸透も安易であり,

一般的に backgroundも 低 く非常に優れた方法と考え

られる。抗体は,市販の抗 GABA抗 体を用いた。切片

の染色に差が出ないように特に配慮 した。すなわち,

図 3
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GABA抗体の 5,000倍 濃度 と中毒群 ラットと正常群   factの 除去に努めた。性差を避けるため雄のラットを

ラットを同時に染色した。更に,投与 7日 から投与 30  用いた.

日目のラットをも同時に染色し,染色条件による arti‐    近年,眼球運動制御に関する神経線維連絡の研究で ,
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図 4 FenthiOn投与に伴う脳内諸核の GABA陽性細胞の障害程度 .

A:上丘,Bi小脳皮質,Ci黒 質網様体核,Di視覚系諸核 (外側膝状体核,視蓋前

域核)(平均値士標準偏差)

図 3 FenthiOn投与に伴う免疫学的 GABA陽性細胞の変化 .

al上丘(× 100)。 投与 30日 目(総投与量 120 mg),対照群に比較して免疫学的 GABA陽性細胞は,

浅層では 53± 7%,深層では 63± 6%抑制された。OP:視神経層,SuG:浅灰白層,Zo:帯状層
bi小脳皮質 (× 400)。 投与 30日 目(総投与量 120 mg),対 照群に比較して免疫学的 GABA陽性細

胞は,88± 8%抑制された。CLi顆粒層,ML:分 子層,LP iプ ルキンエ細胞層
ci黒質網様体核 (× 400).投与 30日 目(総投与量 120 mg),対照群に比較 して免疫学的 GABA陽
性細胞は,70± 7%抑制された。CP:大脳脚,SNR:黒 質網様体核
di外側膝状体背側核(× 100).投与 30日 目(総投与量 120 mg),対 照群に比較して免疫学的 GABA
陽性細胞は,50± 7%抑制された。DLG:外側膝状体背側核

e:外側膝状体腹側核(× 100)。 投与 30日 目(総投与量 120 mg),対 照群に比較 して免疫学的 GABA
陽性細胞は,腹外側核では 65± 8%,‐腹内側核では 58± 8%抑制された。VLGm i外側膝状体腹内
側核,VLGl:外側膝状体腹外側核

fi視蓋前域核 (× 40).投与 30日 目(総投与量 120 mg),対照群に比較して免疫学的 GABA陽性細

胞は,38± 8%抑制された。APT:前視蓋前域核,OPT:オ リーブ核
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特に,抑制性伝達物質であるGABAを伝達物質 とす

る黒質網様体核か ら上丘 深層の神経連絡 が注 目さ

れ2)～ 7),こ の GABAの 働 きで黒質網様体核が上丘の活

動を抑制 していることが明らかにされている。彦坂

ら4)6)はサルの上丘に,GABAの 強力な agonistである

muscimolを注入すると,衝動性眼球運動の潜時の延

長が認められるようにな り, またサルおよびラットの

黒質網様体核にmuscimolを注入すると緩徐相が注入

側へ向か う眼振様の異常眼球運動が認められることを

報告 している。一方小脳皮質,室頂核,上丘への神経

経路,お よび小脳片葉,前庭神経核を介しての神経経

路 も眼球運動制御 に重要 である経路 として注 目さ

れ24),小脳皮質に存在す るプルキンエ細胞が抑制性伝

達物質であるGABAを用いて眼球運動を制御 してい

ることが知 られている8)。 今回の我々の実験からラッ

トの黒質網様体核,上丘 および小脳皮質内の GABA
陽 性 細 胞 が fenthionに よって著 明 に影 響 を受 け

GABA陽性細胞が減少 した状態は,黒質網様体核,上

丘および小脳内皮質に muscimolを注入した状態 と等

しいと考えられる。以上の結果から農薬中毒患者に見

られる滑動性眼球運動での階段状波形の出現および衝

動性眼球運動での潜時の延長の出現の原因の一つとし

て黒質網様体核,上丘および小脳皮質内の GABA陽
性細胞の障害によるものであることが考えられる.一

方,視覚系においては,網膜はもちろんのこと外側膝

状体核においてもGABA細胞は重要な役割を果たし

ている。特に後者では主細胞が受容野機構に抑制的に

働 く介在ニューロンとして働いている25).ラ ットでは
,

網膜から外側膝状体の背側核 と腹外側核へ投射がみら

れ, ここが視覚系に関連する重要な部位 とされてお

り26)27),inぬlonに よる外側膝状体の両核の GABA
陽性細胞の抑制は fenthionが視力障害のみならず,視

野障害 さらには衝撃性眼球運動の潜時の延長 も関係す

る可能性がある。さらに, ラットの外側膝状体腹内側

核は,対光反応28),視蓋前域核は,瞳孔運動
29)お よび調

節29), さらに視運動性眼振30)に 関連する核であること

から, これらの部位におけるfenthionに よるGABA

陽性細胞の抑制は,患者にみられた調節の異常,瞳孔

異常および視運動性眼振の異常の可能性を示唆するも

のであ る.ま た,興 味 あ る ことに諸核間 において

GABA陽性細胞の障害の程度の差が存在 し,限球運動

系諸核の方が視覚系諸核 に比べ強 く障害 された こと

は,有機燐剤中毒患者の初期診断として眼球運動検査

が重要であることを示唆するものである.特に,黒質
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網様体核,上丘深層 とい う神経線維連絡が関係する衝

動性眼球運動の潜時に注 目すべ きで,上丘 ニューロン

の発火を抑えるべ き黒質綱様体核 の GABAニ ューロ

ンの低下は潜時を延長 させる。 したがって,視覚系の

障害が現れていない患者において も潜時を測定 し,診

断,治療を行 うべ きである。また,有機燐剤中毒患者

の臨床症状の差 よ り,ある程度,脳障害の程度も推測

で きることか ら, どの程度の有機燐剤 中毒の暴露が

あったかを推察で きると考えられ,治療方針に役立つ

もの と思われる。今後,大脳基底核の GABA陽 性細胞

の有機燐剤の影響 も含め,有機燐剤投与を中止した後

に GABA陽 性細胞が回復す るのか ど うかについても

検討を行 う予定である。

稿を終えるにあたり,御懇篤なる御指導を賜 りました向

野和雄助教授に深謝いたします。また,本研究において多大

なる御助言をいただいた理科学研究所 。端川 勉先生に深

謝いたします.本論文の要旨は,第 93回 日本眼科学会総会

にて発表した.
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