
3 7.キノホルム糖尿病家兎の尿中メチルマロン酸（MMA）排出

三好 和夫

伊勢 浩

大昔 康郎 粟永篤信

八木田 正聖

（徳島大 ・医 ・第 l内科）

スモンの神経症状が悪性貧血のSCDC ( subacute combined deg en er aもユon of 

七he cord）と類似し，またスモン患者なよび糖尿病症例で尿中MM A排出が増加しているという

報告がある（右京ら，l 9 7 l）。 著者らは，著者らの作製したキノホノレム糖尿病家兎で尿中MM A排

出異常の有無を知ろうとした。

I 動物と実験方法

実験動物は 2.0～3.0 kgの家兎を用い，キノホノレム静注法はすでK発表した方法Kょった（ 三好

ら，l9 7 l ）。

尿中MM Aの測定法はイオン交換樹脂Kて吸着溶出し，ヂアゾ試薬KよP発色0 . Dを測定した

( G i or gュo, Pl auも， 1965）。 また併せて薄層クロマトグラフィを用いてチェックした。

E 結果

図IK，乙の実験のためK作ったキノホノレム糖尿病家兎の l例をあげ，尿中MM A測定の時期の関

係を示した。

尿中MM Aの排出測定は，キノホJレム60 mg/kg l回静注家見で行ったが，とれら家兎ではすでK

発表したどとく ，キノホノレム静注後，初期高血糖ついで低血糖，その後持続性高血糖を来たす。尿中

M 11 A測定は，注射前，注射後 1～4日の糖尿病発生時，そして注射後 10日前後の糖尿病固定時期

に行在った。

結果は，主K被検尿量の少量であったととのため，現段階ではつぎのとなPである。

す念わち，キノホノレム糖尿病家兎の尿中MM A排出は，ム前，ム直後（2 4時聞から4日固まで） ，

ム10日自のいずれも正常家兎と大差なく 5～20 mg/ I ( l日量と して2～8mg/Iのレベル）以

上K増量している成績はえられ念かった。念企， これらの家兎では， J-Val1nelg負荷したも

のもあるが同じ成績であった被検尿量を増量して検討を行念っている。

ill 芳察と総括

キノホノレム60 mg/kg l回静注家兎Kは，既報のどとく糖尿病を作製する ととができるが ，尿中

MM A排出の特別の増量は，今までの実験では確認できなかった。

しかし，上述のMM A量以下のレベノレで差のあると とを否定するζとはできない。また実験家兎は，

キノホノレムl回静注のものであるので，繰返し投与などキノホノレム投与の形や量，期間K関しでも検

討の要がある。いずれも今後実験を続けて結論をえたい。
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3 8.キノホルムの carbonicanhy吐rase(Zn含有） に対する
阻害効果
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武田喜久子

私たちは家兎でキノホノレム糖尿病作製に成功したのは前述のどとくであるが，キノホノレムのd1a-

b eもogenie act10 nはキノホノレムKよるラ氏島のZnキレートKよるものと考えられ（三好ら，

19 7 1 ），またスモン臨床例でも尿中亜鉛の増加が報じられて凶る（池田ら，197 0）。

乙れらの事柄からキノホノレムは生体内Kなける金属と ＜VL重金属を必要とする反応系K，または金

属とく Kz n を含有する meもalloenzyme にかなPの影響をなよぼすのではないかと考え， Zn 

含有のmeもalloenzymeで神経組織に多量K含有される carbon1c anhydrase ( C.A.) 

K着目し，本酵素情性K対する阻害効果を ln vitr Oの実験で観察した。

I 試料ならびに実験方法

C . A .はシグマ社製の牛赤血球よタ抽出されたものを使用し，基質としては重炭酸ソーダ（和光

純薬）を用いた。キノホノレムはChib a社製の 100 %キノホノレムを使用した。

C.A.の活性測定はワーノレブノレグの検圧計を用い，発生する炭酸ガスの発生速度を測定した。

阻害実験は同一濃度酵素液K，キノホノレム生食液を加えたものと，生食のみを加えたものを 38℃ 

24時間 incubaもeした後，活性値を比較した。

また，キノホノレムのキレー ト能による阻害効果であるととを明らかKするために，キノホノレム混入

液K当モノレの ZnS04溶液合よびZnを加え，キノホノレムのキレート能を減殺したキノホノレ ム液を

C. A .溶液K加え，同様条件で incubateしたものKついても活性を測定した。

II 実験成績

図1～4~てその成績を示す。

c . A . VL対するキノホノレムの阻害効果は4℃ 24時間 ln cu baもeした場合図3のどとく約33 

%の阻害効果を示す。

同様C.A .をキノホノレムと 38℃ 2 4時間 ln cu bat eしたときは図4VL示すどとき傾斜となP

阻害効果は 39 %である。

キノホノレムKあらかじめ侃酸亜鉛液を加えてC.A .をl九Cu baもeしたものなよび同様Znをあ

らかじめキノホノレムK加えたものでC.A.をincub aもeした場合の成績を図 3, 4 l'L示すが，両

者とも阻害効果はみられていない。

m 総括と結論

キノホノレムがC .A .VL対して阻害効果をもつか否かを in viもroの実験で検討し， C.A.活

性の阻害されるととを認めた。またとれがキノホノレムのキレート能K由来するものと考え，キノホノレ
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ムのキレート能を ZnS04なよび Znで滅殺して阻害効果を検討した。結果は阻害効果をみとめえな

かった。キノホノレムはrnetaloenzyrneである C . A . ~対して軽度Kせよ阻害効果を有し，その

阻害はキノホノレムのキレート能K由来すると考えた。

とれら実験は ln v lもroむものであり ，ln viv o での機序と同一視するととはできないが，

C.A .は神経組織K多量K存在する酵素であP，何らかの影響を受けるであろうととは充分推定さ

れる。神経組織の中でも，その分布は大脳とく K，被量生，視床下核等K多〈（西村健， 1963），ま

た，脊髄Kも存在するとの成績がある（ Ashby, 1952）。

文献的Kも他のZn含有meもalloezyme, carboxy peptidas eでキノホノレムではない

が同様キノリン核を有するオキシンでキレート Kよる阻害効果が認められているとと（ Vallee,

19 5 5）を併せ考えると，との成績はキノホノレムの神経障害の機序解明K一つの手がかりを与えると

とが考えられる。
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3 9.キノホノレムの睡眠に及ぼす影響

松本淳治

（徳島大 ・医学部 ・第2生理）

キノホルムによって末梢神経，脊髄K病理変化の現れることが諸家Kよって明かKされてきている。

そとで，筆者は脳機能のうち，高次神経活動の背景的条件と考え られる睡眠K対して，キノホノレムが

如何左る効果を示ずかKついて検討し，さらKキノホノレム長期投与の生殖，遺伝左どの行動K対する

影響について観察を行左った。

I.実験方法

w i S七ar系，雄ダイコクネズミ （270-380?') 2 8匹を用い，急性実験と慢性実験K舟けて

行左 った。行動KついてはさらK同系，雌雄のダイコクネズミ （145-220?) 14匹を加えて観

察を行在っている。
1) 

1；急性実験： N emb u七al ( 3 5 fll9/kg）麻酔下K手術を行左い，既報の方法K従い，前頭，

後頭部脳波，眼球運動，筋電図，呼吸曲線を慢性的に記録できるよう Kした。

手術後， 10日以上を経た動物の尾静脈(IL, 1/4注射針を用いて生理的食塩水2.0CCを注射 し

たものを対照群とした。キノホノレムとしてはエマホノレム斉！Jを用い，キノホノレム量K換算して60 呼／

kgの量K，生理的食塩水2.0 ccを加えた（約1% ）懸濁液としたものを尾静脈K注射した。また8

ーオキシキノリン，なよびその硫酸塩を同僚Kして注射した。

セロトニンの前駆物質である 5-HTPは50 mg/kg(!Lして同じ〈生理的食塩水2.0CCkとかし，

キノホノレム静注後，ただちに腹腔内K注射した。

動物は防音防電箱Kシいて，行動，摂食，摂水を自由Kしてなき ，注射後24時間のポリグラムを

記録し，覚醒，徐波睡眠（ s s ），逆説睡眠（ PS)(!L分けて，24時間内K発現したSS, PS<D 

総量，訟よび6時間毎3 あるいは1時間毎のそれぞれの量十てついて，実験群と対照、群を比較検討した。

2.慢性実験 ：ネラトン ・カテーテノレ（ 3号）の先端5.Ocmを，短か〈切断した1/2注射針に緊

縛固定し，生理的食塩水2.occを毎日 1回注腸したものを対照群（ 3匹）とし，実験群（ 3匹）と

してはキノホノレム （9 0 呼／kg)vc生理的食塩水2.0 c Cを加えたものを同療に注腸した。

注腸開始2月後K，急性実験と同様K手術を行左h，慢性的Kポリグラムを記録できるよ うKし，

注腸後24時間の睡眠量Kついて，実験群と対照群を比較検討した。

3.行動： 慢性実験動物については，注腸毎に体重を測定し，注腸開始（昭和46年 1月29日）

よbポリグラフ用手術を行7まった3月18日まで約2月十てわたって摂会，摂水量，糞便数を調べ，同

年 12月24日より ，生存した実験群の1例，対照、群の2例に雌ネズミを2匹ずつ交配させてそれぞ

れの出産回数，異常仔分娩の有無念どKついて観察した。同時K新しい雌雄ネズミ 十てついてもキノホ

ルム注腸群，非注腸群Kついて同様のことを調べ現在Kいたっている。
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Il.実験成績

1.急性実験： キノホルム静注後，動物はしばらく安静状態K在るが，その状態は睡眠では左〈，

第 1図に示すよう K脳設は低握幅K念り，筋電図はほとんど消失し，呼吸は不規則，促迫状K念り，

いわゆる脱力状態にあるとみなされる。その後，しだいKs Sが散発し，連続した SSは3時間後Uて

いたって明瞭K認められている。

20' after i nj. 
、‘巴. . . .且－ ι‘ ． 』. .‘．‘』‘．’＿....圃．闘＿，.

F(R.L) w榊~」も，，，，..，.~哨剛州岬山叫'<I'(' · ..... ~ι~－－・

F(Rトαυ
EM(L) 

EM G It日IH¥rHH川：：：IH ,,rn：；；：いけ，H.HI榊榊榊時件附州件付柏村山 1
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180‘after inj・ IOOμV

. ・ • ・ 且 ・ ・ 昼 、四四世田町ザ ・ － A司両面白”明暗帽、回目

：：：ι）ニ：ぷ北口北刀出店に：
EMG w 1.1+1＂山 ：＂＇’』：I I It"'' I' 111' "I川日：1 1 ~ ＂，，＇ 」T
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、園・・4‘
I sec 

Chinoform(60mg/kg・i.v.) 

第 1図 ．キノホルム静注後， 20分， 18O?子K念けるボリグラム（上より前頭部，

前一後頭部脳波，項筋筋電図，呼吸曲線）

キノホノレム静注例では， SS/TT(TT:24時間）は対照、群K比較して有意K減少してかb

( P < 0.01 ) , P S /T  Tも減少傾向を示しているが，その差は有意では左かった。 8ーオキシキノ

リン硫酸塩では SSのみ有意K減少しているが（ p < 0 .02），キノホルムほどではを く，またPs V'L 

は影響は見られなかった （第1表， 2.3）。

しかし， 8ーオキシキノリンそのもの（ 3 0 1119/kg）の静注， bよびキノホルム 60 1119/kgの腹腔
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内注射では， 24時間Kなけるss, p Sの出現量Kは変化は認められなかった。

つぎK，キノホルム（6 O m~／ kg ） 静注後，ただちVL 5 -H T P ( 5 0 JnG!/kg）を腹腔内K注射し

た場合Kは，キノホルム単独KよるSSの獄少，PSの誠少傾向はいずれも除訪れている（第1表4）。

との際，キノホノレム単独例（第 1表 3）と，キノホノレム＋s-HTP例（第1表4）との間Kシける

SS /T T値の差は有意であった （pく 0.05） 乙の関係はさらVL1時間毎の睡眠量の変化Kついて

見れば明らかとな b，その 1例は第2図である。すなわち，キノホノレム単独投与例ではとく K注射後

6時間内のSSは抑えられ，PSは 12時間後Kはじめて現われているが，同動物K対してキノホル

ムと 5-HTPを投与した際KはSSの抑制は除かれ， PSの莞現も促進されている（第2図），

第l表．キノホノレムその他を投与した際の睡眠量の変化（本文参照）

2 

3 

4 

5 

6 

Drug Dose 

Saline 2.0cc, l.v. 

8-0xychlnoline 60mg/kg, I. v. 
sulfate 

Chino form 

Chinoform + 
5-HTP 

Saline 

Chino form 

60mg/kg, l.v. 

60mg~~~ i.v. 
50mg i.p. 

2.0cc, p.a. 

90mg/同p.a.

骨 zp < 0.02 

TT= 24hrs 

No SS/TT PS/TT 
（%｝ 

4 43.1土1.36 10.2±1.32 

骨

4 38.0士2.79 9.8±3.84 

輔椅

6 31.1±5.93 6.8士3.49

4 40.8±3.35 8.9全1.92

4 45.8士3.1 9.6±1.03 

骨骨

5 357±4.97 9.0±1.26 

輔 椅 zp < 0.01 

PS/TS 

19.2±2.63 

20.0士6.65

173±5.52 

179±1.33 

174±2.31 

203±3.0 

第1表の成績を6時間どとK分けた場合十ては，第3，第4図のようK左り，最初の6時間Kなける

s s' p Sの抑制が著明である。

2.慢性実験： 第1表s,6VL示すようK，同一動物Kついて2回記録をしたものもあるが，実験

群では SSが対照群K比較して有意に滅少して訟り（ pく0.01) ' p s Kは~響は見られなかった。

しかし，6時間どとK分けた場合Kは，と＜ VL最初の6時間K急性実験K見られたような特別念変化

は認められ7まかった。

3.行動 ：第5図K示すようK，体重の変化Kついて実験群，対照群（ 9月27日までは平均値を

示す） VLついて比較したととろによると，最初の2月間Kないては実験群の体重増加度が大であった

が，その後Kないては著明な差異は認められ念かった。また，同期間の摂水量，糞便数は対照群K多
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第4図 ．第3図と問機， PS/T T量

〈，摂食量は実験群K多かった。

実験群K緑色便の排世が注腸4月後Kはじめて認められたが，その以前Uてすでに排世されていたの

を見逃していたらし〈 ，改めて 12月末よ b注腸を開始した新しい群については第 1日目 より認めら

れた。そとで試みK夏季， 冬季K分けて無処置のダイコクネズミ Kキノホルムの注腸を行なったとと

ろ，夏季KはただちK認められ，冬季Kはしばしば認められないととがあった。

実験群3匹のうち1匹は注腸後 7. 5月（9月17日）' 1匹は8月後（ 9月27日）vc死亡して

いるが，いずれも鼻出血，振戦，体温低下，知覚過敏，急激な体重滅少のほかK前者は便秘（1昼夜

の糞便数1個） ，後者は緑色便のみの下痢症状を呈して死亡 した。

対照群は残存 している筋電図用電極よ b化膿し，2号は2回の切開手術後vc9月末， 1号は3回自

の手術中(IC4月中匂K死亡し， 3号のみが1回の手術を受けた後，生存している。とれK反して， 3

匹の実験群については化膿は一度も認められなかった。

昭和46年 12月24日より，生存していた実験群1匹，対照、群2匹Kそれぞれ若い雌タ・イコクネ

ズミ 2匹を交配させたところ5月31自主でK，実験群では5回の妊娠，分娩が認められ異常仔の出

産はなかった。と とろが，対照群では1回の妊娠も見られをかった。同時K若いネズミをキノホノレム

注射群と非注射群K分けて性行動を観察したが，前者5回， 後者8回の分娩が認められた。第5図枠

内はその例であり，上段は前者Vてあたり雌雄ともキノホノレム注腸，下段は後者Kあたり雌のみキノホ

ルムを注腸したが，下段の場合は後半K別の雌を交配せしめたためK比較は困難であった。

皿．考察

1.睡眠について
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第5図 ．実験群と対照、群の行動の比較 ．縦軸は体重，横軸は年月（昭和47年5月1日まで）。

e一一・： キノホルム注腸ネズミ，D一-0：対照ネズミ，ただし9月末までの対照群の体重は3匹

の平均値を表わし，括弧内は動物の番号を表わす。 OPC今 ：ポリグラフ用手術， Op.ーう：化

膿切開用手術， → ：ポリグラム鵠，←→ ：雌雄交配， d：分娩，＋ ：死亡。

キノホルムの静注によってSSの誠小，PSの誠少傾向がなとり，その誠少がいずれも 5-HTP
2) 

の追加によって除かれるととは， Mat.sumoもO&JOUVe七 の成績から判断して，キノホJレムは

脳内のセロトニンのみを誠少させるものと考えられる。ななPSの獄少度は統計的K有意差がなく ，
3) 

しかも 5-HTPの追加Kよって回復するととはUr s i nがネコKないて証明しているようV'C, s s 

の獄少Kよる二次的影響であるととは明らかである。

また，キノホノレムのSS抑制効果が注射後最初の6時間K著明であるととはPCPA( Para 

chlorophenylalanine) が投与後 30～6 0時間後Ks S抑制効果を現わすとととは対象
4) 

的な効果であるOす念わち，効果の発現時聞の異なるととは作用点の異なるととを示すものであ 9,

pc  p Aがトリプトフ 7ン酸化酵素レベルKはたらいてセロトニン生合成を抑制するのK対して，キ

ノホノレムはセロトニンを分解するモノアミン酸化酵素レベルKはたらいて，セロトニンの誠少を直接

に促進させるものと解釈すべきであろう。

実際V'C, S M 0 N患者3名に トリプト フ7ン2？＇を与えて，尿中にセロトニンの最終代謝産物であ

る5-HIAA( 5-Hydroxy indol ac eもic acid）の増量するととを認めている柴田
5) 

らの成績はζの考えを裏書きするものであろう。
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また，キノホルムの作成過程Uてなける前物質としての8ーオキシキノリンも同様Ks Sを抑制する

が，キノホノレムにくらべるとその作用は弱い。

慢性実験にないてはキノホルムのSS抑制効果は急性実験のようK最初の6時間Kと〈に著明であ

るという様相は見られ左かったが，それはキノホノレムの投与方法の異左るζ と，なよび連日のキノホ

ノレム投与Kよるトリプトファ ン代謝系の適応、左ども関係するだろう。

今後K残された課題としては，本実験ではキノホノレムの睡眠K対する効果はネズミの頭部K固着さ

せたソケットの離脱のために，注腸後約4月までの検討しか行なってい左いが，さらに生存をつづけ

ているネズミKついて長期投与の効果を調べる必要があり ，またセロトニンの定量も実施されるべき

である。

2.行動について

( 1）緑便：キノホノレムKよる緑色便Kついてはキノホノレムと金属の錯化合物であることが明かにされ
6) 

そいるが，その結合は生体内で行なわれるものであり，成績にのべたようK夏季Kは冬季Kくらべて

緑色便の排世されやすいととは何らかの季節的因子が関与するものとなもわれる。

(2）体重の変化など：キノホノレム投与後，2月聞は実験群の体重増加度は対照群Kくらべて大であっ

たが7 その後は各種の処置を行なったためK比較は困難であった。しかし，対照群がすべて化膿した

のK対して，実験群では1匹も認められ左かったことはキノホノレムの殺菌効果Kよるのかも知れ左い。
7) 

(3）性行動：8ーオキシキノリンがマワスの卵細胞の細胞分裂K異常効果を示すことを知り＼キノホ

ノレム注腸ネズミの性機能十てついて調べたが，長期投与C一匹の雄，なよび新し〈注院をはじめて5月

を経過した雌雄からの仔ネズミ Kも異常は認められ念かった。

しかし？長期生存の食塩水連続注腸を行なった2匹が全然妊娠せしめないのK対して，キノホノレム

注腸ネズミ はすでvc5月の間vc2匹の雌vc5回妊娠させている。ダイコクホズミの生殖能力は 1.8～

2.0年とされておおり，今回のネズミは生後 1年10月でありキノホノレムの性機能K対する増強効果が

うかがえる。

3.総括
8,9) 

本報告の一部はすでに短報として発表ずみであるが，現在までK得られた以上の成績をまとめて S

MO  Nとの関連にあえて言及する在らば，つぎのよう左想像が許されるであろう。

上記のキノホノレム連続注腸の結果死亡したネズミ の症状は SMO  Nの症状と同一視し得左いが，キ

ノホノレムが脳のみ7まらず，全身のセロトニンを減少させるものとしたならば， セロ トニンの多量K存

在する消化管壁，シナプス前膜などの機能障害が考えられ，消化，感覚，運動機能K具常を生じさせ

るととも考えられる。また，キノホルムがトリプト フ7ン代謝異常をきたすとするならば， トリプト

ファンの多い牛乳，チーズ類を日常の栄養材料として摂取する西欧人，あるいは乳幼児Kはキノホノレ

ムKよって獄少するセロトニンの補給が行念われ，SMO  Nの発症の少念いととも当然であろう。

左 :i:,~ ，キノホルム連続投与K よって死亡しなかった例は， かえ って対照群よりも生活力が強〈 ， そ

《

h
u

司

i
円
L



の意味では既往Kキノホルムを摂取したがSMO  N発症の見られ左かった人は，キノホルム剤の発売

禁止の行なわれている現在Kシいては発症するととは念いであろう。

また， SMO  Nの際の脳症状については意識障害，神経症状，不眠，などを呈し，さらに自殺者の
1QI11) 

少左くないととも報告されている。本報告K訟けるキノホルムの徐波睡眠抑制効果は，直接には不眠

を，間接Kは不眠より〈る智彦病ひいては自殺への推移をある程度説明するであろう。

N.結 論

ダイコクネズミ の睡眠K対する影響から，キノホノレムは脳内のセロトニンを誠少させるものと考え

られ，さらK全身のセロ トニンを滅少させるという仮説の下KSMO N発症と トリプトフ 7ン代謝異

常の関係K言及した。

また，キノホノレムの1年 5月にわたる連続投与をつずけたと とろ， 3匹のうち2匹は約8カ月後K

特異症状を呈して死亡したが，生存している l匹は対照群よりかえって生活力の旺盛であるととを認

めた。
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4 0.ミトコンドリアの呼吸調節になよぼナキノ ホルムなよび
その類似物質の作用

八木 国夫， 山中直樹， 萩原 昌子

勝又義直， 田村 善蔵

（名大 ・医・生化学） （東大 ・薬学・薬品分析化学）

SM  0 N患者に認められる緑尿，緑便b よび緑舌の本体がキノホルム（0 h ）の鉄キレートである
1,2〕

ととがわかってから，SMO  NとChとの関係が注目をあつめている。 そとでChの毒性をしらべる一

つの手段として単離したミ トコンドリア （Mt)VL作用させたととろ 3 脱共役斉！Jとして作用し， しか

も，その作用発現vco hとキレートを作りうるイオンのー共存を要することが判明しえまた投与され
4〕

た Chから肝臓で生成されるキノホノレムグノレク ロナイドは脱共投剤としての作用を有し左いととがわ
3) 

かった。さらにchの類似物質である8ーハイドロキシキノ リン， 5, 7-Br-8ーハイドロキシ

キノリン， 5-01-8ーハイドロキシキノリン，なよび 5, 7-I-8ーハイドロキシキノリンの

M もK対する作用を同様に検討したととる，その作用の仕方K若干の相違がみられるが同様にその呼

吸解放作用を有するととが判明した。

以上のどと＜0 hが神経毒である DN Pと同様脱共役剤であることは注目K値する。

実験材料と方法

3) 
白ネズミ肝ミトコンドリアの調製は既報のどとく行左った。白ネズミ脳のミトコンドリアは Bas-
Sl 

ford(rl:従って調製した。キノホノレムとそ

の類似物質はいずれも純品を使用した。キ
6) 

ノホルムグノレク ロナイ ドは田村らの方法K

従って合成した。 ミト コン ドリアによる酸

素の消費はB 占ckma nの酸素電極Kょっ

a 

て測定した。特K記した場合以外は肝M 七

の結果を示す。
b 

実験結果と考察

図IVL示すように呼吸調節比4.2を示す

M七（図la)(rl:4.2勿 M0 hを添加する

と図 Ib k示すようKDN  Pと同様K脱共

役斉！Jとして作用する。しかし，図Ic k示 「;,.. 、．
・H、

~ ~ 0 
~1も も

与、 4
c:i""" ~、

ト H子 斗

c 

L

T
糸
口

、
主
、

「
1

1

4

主

長

＼

者

ヨ
E
∞．0

すようにキノホノレムグノレク ロナイドは脱共

役剤としての作用を有さ左い。 このととは

キノホノレムの毒性幹よび解毒作用を考える

上でも興味深い。
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トコンドリアへの影響ーキノホノレムの脱共役

トイ オンとの関係

4] .キノホルムのミ

イ乍用と キレー

善蔵，田村直樹，山中国夫，八木

自
力志登

（東大 ・薬学 ・薬品分析化学）
1.2) 

SMO N患者の緑尿，緑便為、よび緑舌がキノホノレムの鉄キレートであるζ とからMもの脱共役作用

今成

（名大 ・医 ・生化学）

とキレートを作るイオンとの関連が注目される。そとで鉄イオン， その他各種イオンとcbの脱共役

作用を検討したと とろ共存するイオンの種類Kよってその作用発現K相違を見い出した。

実験材料と方法はI-1と同様である。

実験結果と考察

M gイオンKついては図4a~ 
図4

b 

aqlμ
岡』
〈

F
昔
』h

N

．0

出

F4
F

E

E

－。

a 

4
4
1
lt

“
三

示すようにc h添加前KM gイオ

ンを添加してなけばその脱共役作

てもその脱共役作用は現われ念い。

用を示す。一方図4bで明らか念

ょうKc h添加後KM gを添加し

またCh-M gキレート はMgイ

100 mμatoms 

政イわ反収
分→

オンの添加が左〈ても脱共役作用

上

ト l

を有する。一方 Caイオンの場合

図 5

T 
a
T
I－－
M
W
U

FιE

マ
．
3

は図 5 ~示すよう ~p工の存在し

左い条件で Caを添加すると cn添加の

前でも後でもcdの脱共役作用を示す。

s rイオンの場合Kついても Caイオン

B aイオン，と同様の効果が認められたっ

l 
Mnイオンについても Ch添加によって

c aイその脱共役作用が認められるが，

ト lタ→s rイオンの場合程その効果が明オン，

確ではない。

SMON 以上共存ずる各種キレー iイオンKよって Chの脱共役作用K相違が認められることは，

tてないて生体内金属が注目されている事実や神経系の機能K各種金属が関連しているとと等を考え合

せると Chの毒性を考える上でも興味深い事実である。
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4 2.蛙の坐骨神経の活動電位なよび蛙腹部上皮の短絡電流
なよび娃皮抵抗Kなよぼナキノホノレムの影響

八木国夫， 勝叉義直， 山中直樹

（名大 ・医 ・生化学）

chとSMO  Nとの関連K公いてSMO  Nの神経症状を重視すると Chの神経系K与える効果が注

目される。との観点から トノサマ蛙の坐骨神経なよび同じ く舛匪葉性の腹部上皮Kっき，それぞれ細

胞外誘導法Kよる活動電位台よび上皮電位，短絡電流を測定した。

実験材料と方法

トノサマ蛙を用いて背髄切断Kより単離した坐骨神経Kっき細胞外誘導法tてより活動電位を測定し

た。刺激はO.lmsec持続時間の矩形技刺

激法でQ,4volもと 0.8 v 0 lもの電位で刺激

した。腹部上皮については食用蛙を上皮固定

用セルKセァトし，酸素供給と境梓の目的で

エアポンプKよる通気を行いながら，カロメ

ノレ電極》よび短絡電流発生装置を用いて蛙腹

部上皮電位なよび短絡電流を測定し，その値

から抵抗を計算した。 用いたリングル液（ p 

上l7 .4 ）はlJ,中VC,NaC16.5?', KCl 

0 . 25 Y C a C l 2 0 . 3 ？－ぉ、よびNa EC 03 

0.2 yを含むものである。

図6

I：対照
n : 0.4m~ キノホルム
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実験結果と考察

坐骨神経の細E砂1誘導法Kよって0.4volも の刺激で測定した活動電位は図6VL示す。 0.4mM 

c hを添加して5分後K測定すると，その活動電位の出はじめが早〈念り，電位そのものは低下する。

0 .8 v 0 1 t刺激でも問機である。

腹部上皮については，図7VL示す知〈，短絡電流は 1m MC  h添加Kより棋少するが，電位差は逆

K増大する。 セノレ中のリ ングル液を交換（2回）することKより ，いわゆる ”Wa shin g”Kより

短絡電流は回復の傾向を示すが，腹部上皮の抵抗は高い値を保ったままである。

以上の結果 Chは蛙坐骨神経なよび腹部上皮K作用 し，その能動輸送等K影響を与えていると考え

られるが，chが難水港性であり， D lID eもnyel sulfox1deV(とかして用いているととからそ

の作用も加わっているとともあり，今後さ らK検討を要する。
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4 3. 14 c－キノホノレムの組織切片へのとり込み

八木国夫， 勝又義直， 山中直樹

大石誠子

（名大 ・医 ・生化学）
14 
C-C hを与えた動物実験で，chが坐骨神経K多量Kとb込まれ，蓄積されるととが報告され

ていえとの所見K基づき， in viもro で組織切片へのChのとり込みを検索した。 またSMON
3十 1,2) 3+ 

患者の緑舌等Kc hのF" キレート化合物が検出され注目されているととから，Fe イオンの

c hのとり込みK及隠す影響を検索した。

実験材料と方法

ウィスター系白ネズミを断頭撲殺して，各臓器を採取し，秤量した上で，その3() 0 呼（坐骨神経

のみ 5Olll9）を実験K用いた。 との際大脳，肝，腎，筋肉は厚さ l11!171の切片とした。

用いた反応液（ pH 7.4）は 100mt:中（！（Nae10.9gr, KC10.042gr, CaC120.024gr, 

14 
NaHC03 0.02gr, glucose 0.2 g ri>~ よび牛血清アノレブミン 0 . 5g rを含むものである。 C-

c hは6.6mμc i/meとし，coldと合わせ1O mμmoles/me と念るよ う反応液中に加えた。反

応液は5meとし， 25℃で援盛反応させ，30分後Kその反応上清O.I meをと り，AlokalO0 シ

ンチレーションカクンターで政射能を測定し，カウントの誠少量よりとり込み量を計算したラ

実験結果と考察

表 1(IL示すどと ＜' c hのとり込みは神経系特K坐骨神経K多いととがわかる。またいずれの組織
3十

κないても Fe イオンの存在した場合，chのとり込み量が増加している。 とのととはキレー トイ
3+ 

オンの存在下ChがMもの調節呼吸を解放する Iの結果，緑舌等から単離されたCbのFe キレー
1, 2) 3+ 

卜化合物であるとどを考え合わせると ChのFe キレートの作用を検索する上で示唆K富むもので

ある。

表 1 各臓器へのキノホノレムのとり込み

キノホルム獲度（ mμmoles/g)

1 H~ 

2 背髄

3 坐骨神経

4 肝

5 腎

6 筋肉（大腿）

7 脂肪組織

-F eC h系

3.88 

4.00 

12.26 

1.87 

8.34 

10.65 
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44.キノホルムのラット脳へのとタ 乙みについて

八木国夫， 鈴木 修， 大石誠子

（名大 ・医・ 生化学）

投与されたキノホノレムが坐骨神経はもちろん中枢神経Kもとり とまれるととは既K多くの報告で知

られているが，脳へとりとまれたキノホルムの細胞レベル以下での分布Kついては未だ検索されてい

左いので，キノホノレムのとり とみKついて脳の諸細胞K注目して，そのレベル以下でのキノホルムの

分布を検討した。

材料ならびに方法
14 
c ーキノホノレム（ S • A . 1.6 3 rn cl / mmo le , 第 一化学製）を0.1N NaOH水溶液ire4 

呼／meire左るよう K良〈溶解せしめ，2meを400～500 Fクィスター系雄ラ シトの股静脈よ b約2

分間で注入し， 1時間後K採血すると同時K，断頭し，速やかK脳をとり出し，洗浄除血した後，小

脳と脳幹部分を取b除き，0.32M 庶糖液中でポッ ター型テアロンホモグナイザーで磨砕し，図8の

如き操作（ 8, 9)VC従って遠沈分画し，各成分を得て，その放射活性を測定した。分画Kは目立P

Aスピンコ，問Rp s -2 5ローター，ベックマン L4スヒンコ，同40アングノレローターを用い，

放射能測定KはAloka250 シンテレーションカウンターを使用した。全操作はO～5℃で行なっ

た。キノホノレムと脳細胞画分との親知性を調べるためKは，脳のホモジェネート (r(0.1 N Na 0 H 
14 

1 0 μl ( 2 μg Cーキノホノレム含有）を添加し，同様K分画しその各放射能を測定した。

1 0%( w/v) r aも brain homogenaもe

sucrose soln. 

図8
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結果と考察

結果を表2VLまとめて示す。 脳へのとbとみの実験Kよる比活性と，ホモジェネートへの添加実験

14 
表2 ネズミ脳細胞画分への Cーキノホルムのとり とみ

分 蛋白量 放射活性 RSAヰ： 添加実験
画

RSA* 

mg % cpm % 
(A｝接公よび細胞片 22.3 4.5 927 7.8 1.73 0.82土0.08

粗ミトコンドリア 416 4 84.8 6535 55.1 0.64 1.32土0.03

ミク ロゾーム 11.0 2.2 1:=!62 11. 5 s.20 1.34土0.07

上 清 41.4 8.4 3048 25.7 3.06 0.22土0.04

総、 言十 491.1 11872 

回 収 率 99.8 % 79.9% 

lB) ミエ IJン 28.4 31.0 605 29.5 0.95 1.24土0.08

シナプ トゾーム 48.4 52.8 677 33.1 0.63 0.92土0.04

遊離ミトコンドリア 14 .9 16.3 766 37.4 2.29 0.91土0.02

総 計 91. 7 2048 mea n土S.D

回収率 69.3 % 66.4 % =4 

〉｜くRSA:Rel aもive Specific actir rもy( %放射活性1%蛋白 ）

での比活性とは全〈異なった介布傾向を示し，注射されたキノホノレムが脳血液関門を通過し細胞陀舟

布した事を支持した。血中放射能の測定Kよって，脳血管内血液中の放射能が全脳中の放射能の約5

分のlであった事も， ζれを立証した。向，各画分の乾燥重量と蛋白量はほY平行している（ 8 ）の

で，比放射能は蛋白当bで算出した。いずれの実験Kないても細胞画分（ A）ではMic, Sup, 

Nucleus, C rudd Mも．のj贋にとり とみが多い。とく K，ミク ロゾームK多〈認められるとと

はその解憲機構の可能性と関連して注目される。 Supern aもanもの比活性が，添加実験の値K比

して特K高いのは，キノホルムが代謝され，水溶性産物（例えばグJレクロン酸抱合や硫酸抱合キノホ

ルム）が溶出したものと思われる。 crude Miもochondr1a 画分をさらK分画したばあい，

( B ）ではFree Mも.v亡特K多い。とのととはキノホルムがミ トコンドリアの酸化的リ ン酸化tて

ないて脱共役剤として作用する知見（ 1 0 ）とあわせ考えると興味深い。 Syn a pもosomes よb

もMyelinl'L比較的多 くとり込まれ，添加実験でも Myel1n kよD多〈親和性をもっているとと

は，髄鞘膨化や脱髄現象左どの病理所見の説明のーっと左b得ると思われる。

文献 (39, 40, 41, 42 論文）

1 ）吉岡正則， 田村善蔵，医学のあゆみ，74, 320, 1970 

2）今成登志男，田村善蔵，医学のあゆみ， 75, 547, 1970 
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3）山中直樹，八木国夫，今成登志男，田村普蔵，医学のあゆみ，76, 919, 1971 

4）田村巻蔵，第2回スモン調査研究協議会資料集

5) R.E.Basford, M eもhods in Enzymology, vol.×，P . 9 6, A cad em i c 

Press, New York 

6) M aもsunaga, I .and Tamura, Z., Chem.Pharm.Bull., 1 9, 1056, 

1 9 71 

7）高橋康夫，荒木一明，第1回スモン調査研究協議会資料集

8) J .E icbberg, Jun., V.P. Whiももaker and R.M.C.Dawson, Biochem. 

J.,92, 91, 1964 

9）柏俣重夫、第14回日本神経化学会予稿集， P.107, 1971 

10）八木国夫，勝又義直，萩原昌子， 山中直樹，スモン調査研究協議会第2回キノホノレム部会資料集，

1 9 7 1 
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4 5.実験的キノホノレム中毒の神経病理

(I） 一 次知覚ニューロン

山田英智， 東儀英夫

（東大 ・医・解剖）

緒 雪国

我々は家兎を用いキノホノレムが神経系各部位の徴細構造K及ぼす影響について病理組織学的観察を

進めているが，今回はそのうち一次知覚ニューロン（ Go1 l核のaxon もermina l，腰髄後根神

経節，排腹神経）(ILついて検索した結果を報告する。

材料と方法

成熟家兎（体重2-2 .5 Ksi) 1 2羽，幼若家兎（体重400-5007)5羽K対し，夫々エンテロ

ピオフオルム0.5 7 / d a y ( 0. 2 -0. 2 5 7 / Ksi • d a y ) , 0 . 2 5 7 / d a y ( 0. 5ー0.67 /K9. 

day) を生食水K懸濁し無麻酔のもとK胃ゾンデKより経口的Kほ ~ 1 8 j:,~ き K投与した。対照成

熟家兎5例には胃ゾンデKょb生食水を約1カ月間投与した。

組織学的検索K供した動物は8%paraformaldehyde, 8%sucrose, 0.1 N燐酸緩

衝液 （P・H・7.2)(1Lより経心臓的K海流固定 し，とb出した組織を2% Os 04-で後固定し，アル

コール脱水， エポン包埋した。 切片は urany lと鉛で二重染色した。

光顕的観察は約0.5μの切片Kトノレイジンブノレー染色をほどとして行った。

結 果

症状

成熟家兎12羽のうち2羽は6日目（総投与量1.5?' ）及び18日目（同4.5?-)(IL後肢の運動麻

揮を呈し，とれらは麻算出現の2-3日後K港流固定K供した。 1羽は10日目 （総投与量2.57) 

後肢の麻揮を呈したが12日§(IL死亡し，8羽は 12日以内（総投与量 3.0y) (IL麻捧を示さず全身

衰弱で死亡した。 1羽は30日間何ら神経症状を示すととなく生存した。

幼若家兎では 5羽中2羽が16日目（総投与量2.0y) ' 3 2日目 （同4.0Y)K死亡 したが残b

の3羽は42日間（同5.25 y）の観察期間中生存した。いずれも神経症状は示さ念かった。

病王監E轍学的所見

対象家兎2羽と比較しつつ運動麻揮を呈した家兎2羽KついてGoll核，腰髄後根神経節，排腹神

経を光顕的 ・電顕的に観察し，次の所見を得た。

(I) 光顕

Go 11桜の神経細胞，Gol l 索，後根神経節の神経細胞Kは光顕的K明らかな病的変化は認めら

れ念かった。排腹神経では大径有髄線綿雌kmyclin spl lもも lDgが認められた（図 1）。
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〔図1〕 ×2000 

(JI）電顕

1) Go 1 l核

Gol l核の神経細胞， axon tarminal kは明らかな異常は認められ左かった。

2）後根神経節

腰髄後神経節では神経細胞のnaurof1lame nもが増加し，密K東をなして集っている部分も見

られた（図2）。 nauro七ubuleはほとんど見出しえなかった。

〔図2〕 ×54.000 
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大型神経細胞（ 1 i g aも cell, A- cell）ではミトコンドリアが対照K比して小さく， mat-

r ixのdens1もyの増加， in七racri Sもa1 spa c eの軽度の拡大がみられた（図3）。 との

ミトコンドリアの異常は saもe1 1 1もe cell kみられたが，小型神経細胞（ dark C 占11, B 

-cell)VLは認められ念かった。大型神経細胞のミト コンドリアの長経及び短径Kついて対照家兎

〔図3〕 ×39.000 

1例と 6日目K麻揮を呈した中毒家兎を比較すると，短経の平均は対照、家兎0.222μ(8.D. 0.046 

μ）であb，乙の差は推計学的K有意であった （図4: p < 0 .o 1 ）。長径の平均は対照家兎0.466

μ ( S. D. 0.4 6 6 μ ）中毒家兎0.3 9 4 μ ( S. D. 0 .2 8 2μ ）であり Pく 0.05で有意の差であっ

た。

E Rは通常のcisもern を形成せず，管状のERが多〈 ，リボゾームはcom pa cも VL密集して

いた（図 5）。また，胞体中Kいわゆる核小体類似物質が散見された（図 5）。

核膜は，凸凹が増し，内膜の fibrous laye rがやや厚い細胞がみられた。

核小体のsegregationが認められ， pars amorphaが数個所K分れている所見がみられ

た（図6）。

3）排腹神経

有髄鱗住のaxonVLneurofilame nも の増加がみとめられ （図 7），大径有髄線維に選択的

VLmyelin split七ingがみられた。Sc hwa nn細胞では一部のERが拡大している像がみと

められたが， そのほかK明らかな変化はみられなかった。
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Frequency distribution for mitochondrial width 

a ) Control rabbit 

F
円
Jw
g」
勺

co£uoz
z・』

』
也

DEコ
Z

0.2 

句ト・。

b) Intoxicated rabbit 

5

1

 

E
』宮』

o
z
uo
z
Eち
』
安
担
当
Z

0.2 0.4 

〔図4〕

〔図 5〕 ×401 800 
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〔図6〕 ×21.000 

〔図7〕 x3s.ooo 
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考案

エンテロピオフオルムの体重あたbの設与量が幼若家兎の方が大きいKもかかわらず死亡率，運動

麻簿出現率の点で幼若家兎よ bも成熟家兎の方が高い点が注目される。

従来， SMO  Nでは軸索変性が主要左病変であるとされているが， 今回の初期病変の観察では軸索

Kも髄鞘Kも変化がみられ，形態的Kはむしろ後者の変化がより強かった。腰髄後根神経節の神経細

胞Kみられたミ トコ ンドリアのcon dens aもlon は，肝壊死（ラァト）腎腫第（ハムスター）等

で同僚の所見の報告があり ，roc p中毒ヒナの神経節細胞でミ トコンドリアが正常K比し細いと云

う記載もみられるが，その意味づけは充分なされてい左い。キノホノレム中毒の場合，本剤が脱共役と
2) 

して作用するとする生化学的知見があb興味深い。

Neu r oもubul eが少なく ，とれと対照的VCneurofilamenもが増加しているととは両者が

相互K形態的K移行するという考え方がある点を考慮すると理解できょう。

核小体のsegregaもionは種々のcarcinogenic agenも Kよる変化と程度は軽度であ

るが形態的K類似している。

とれら神経細胞内小器宮Kみられた変化のいずれがprimar y の変化であるかは今後の問題とし

て残されている。

要 約

1 ）成熟家兎（体重2ー2.5K9)12羽，幼若家兎（体重400～500?)5羽K対し，夫々 0.5?' 

/day, 0.25 ?-/dayのエンテロピオフオノレムをほ ＇：； 1日なきに経口投与し，成熟家兎3羽が18 

以内（総投与量4.5?-)VC後肢の運動麻揮を呈した。

2）対照家兎2羽，麻揮を呈した家兎2羽UてついてGol l核，腰髄後根神経節，排腹神経を光顕的，

電顕的K比較検討した。

後根神経節細胞では， neurofilame nもの増加， miもocnondriaのcondensa七100

のほかリボゾームがcompacもK密集しても ubular E R が増加する所見がみられた。また核膜

のindenもaもionの増加，接小体の segregaもiODも認められた。

排腹神経では有髄鱗佐の軸索のneurofilamenもの増加，大径有髄線維K選択的VCmyelin

spl lもも ingが認められた，， GO 1 l 該Kは明らかな変化は認められ乏かった。

l)vay.S.L :A Cもa N占uropaもh.17:103,1971 

2）八木国夫他：ス〉ン調査研究協議会（昭和46年 3月2日）
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