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論 文 の 内 容 の 要 旨

一般に有機リン化合物は,aC呵1cbo血estemse(A〔丸E)活性の阻害作用によって,急性の

神経毒性を発現する.しかし,一部の有機リン化合物は,曝露後1-2週間の潜伏期の後に,

下肢の進行性弛緩性麻痺を特徴とする遅発性神経毒性(OrganOpbospboms血血ceddelayed

neurotoxicity,OPⅡ)N)を引き起こし,形態学的に末梢神経系,脊髄,脳幹および小脳におけ

る神経軸索の膨化･変性をもたらす.このOPImの発現機序として,神経組織内に存在す

る酵素nenropa也y加getesterおe(mE)の阻害およびその後のNTEの不可逆的な経時変化が

提案されてきた･しかしこの説に軋NTE阻害とOPIDN徴侯の発現との間に時間的ギャッ
プがあること,mB活性を高度に阻害する薬物が必ずしもOPIDNを発症させる訳ではな

いこと,などの問題点があり,_NTE阻害とOPIDN徴候の発現との関連は不明のままである.■

第1章では,mEと0ⅢDN発現能との関連性の有無を確認する目的で,0日DN高感受

性動物であるニワトリおよび低感受性動物であるウズラを用いて,OnDN誘発に閑達する

薬物を投与し,経時的な症状変化を観察するとともにmE活性を測定した.OPIDN誘発性

有機リン化合物であるdiisopropylphosphorofluoridate(DFP)を投与したニワトリでは,

mE活性は顕著に抑制され,典型的な0和〕Nの症状も観察された.しかし,N町E阻害作

用を持つpbeny血血ylsulronyl加oddeげMSF)を投与したニワトリでは,OPIDNの症状は
観察されなかった.またウズラでは,D田㍗およびPMSF投与群においてニワトリと同様に

顕著なNTモ活性阻害が認められたにもかかわらず,症状は全く観察されなかった.したがっ

て,NTEの活性阻害と0椚℃即発現との関連性は否定される結果となった.

第●2章では､有機リン化合物は神経細場内で何らかの機能性物質に結合し,その機能を
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障害することによって0ⅢPNを発症させる･と仮定し,そ甲機能性物質を見つける目的で,

ニワトリの脳･脊髄の膜および可蒔性画分標本を作製しj【3E】で標識したDFPの特異的結

合能を検討した.その結呆,【3H】DFPはNTE活性の大部分を占める膜画分だけではなく可

捧性画分においても結合能を示し,脳よりも0門ONが発症しやすい脊髄で強い結合能を示

すことを明らかにした.さらに､種々の結合阻害物質を用いてこの[短】Df智結合部位の特

性について検討した.各嘩分において,最も強く【3H】DFP結合を阻害した薬物は非標識

DFPであり,OPIDN非誘発性有機リン化合物であるparaoxonは膜画分において強い阻害を

示したが,可溶性画分での阻害作用は低かった.0ⅢDN誘発性有機リン化合物である

mipabxも各画分において高い阻害を示し,脊髄可溶性画分で顕著であった･A皿E阻害剤

であるeserine,mE活性阻害剤であるPMSFおよびNTEの外因性基質であるphenyl

vderate,は各画分において,高濃度存在下においてのみ弱い結合阻害を示した･

第3章では､この結合部位の生伴内での変化を調べるために,OPIDN誘発に関連する薬

物を投与したニワトリから投与後24時間および8日の脳･脊髄の膜および可溶性画分標本

を作製し,【3H】D甲の特異的結合量を測定するとともにNT巳およびACb三宿性を測定した･

投与後24時間における【3日】DFP結合は,Df甲投与群において各標本ともに顕著な結合阻害

を示したが,投与後8日では,膜画分においては結合の阻害は回復したにもかかわらず,
可溶性画分において顕著な結合阻害が持続した.このときの回復の相違には,NTEおよび

A皿E活性との関連性は認められなかった.･以上の結果より,･0ⅢDN発症に関与するm

の特異的結合部位は可溶性画分に存在し,NT訂およびACbE活性部位とは異なることが示

唆された.

第4章では,この0ⅢDN発症に関係すると思われるDFPの結合部位を単離するために,

D汗の結合阻害実験に感受性の高かった脊髄の可琴性画分をゲル濾過クロマトグラフィー
により細分離し,採取した各フラクションの【短】DFP結合量を測定するとともにmEおよ

びA皿E活性を測定･比較した.【3E】D抒結合皇の測定から,脊髄可溶性画分にはDFPと

の結合能を有する部位が3点存在していることが判明した.各酵素の活性を示すフラクシ畠

ンと比較すると,【3耳】DFP結合を示す部位のうち2つはNTEまたはA皿玉活性を示すフラ

クションに相当していたが,残りの1部位はNTEやAq艦活性に対して関連性は認められ

なかうた.したがって,DI甲結合部位にはmEおよびAO正活性に依存しないものが存在

し,その部位はOPIDN発症に関与する独自のものである可能性が示唆された.

本研究により,0ⅢDN誘発性有機リン化合物であるDFPの結合部位は脳および脊髄の可

帝性画分にも存在し,膜画分よりもOPIDNとの関連性が高いことが明らかにされた.きら

に,可溶性画分には既知の酵素であるNT王およびAql王の活性部位とは異なるm結合部

位が存在することが明らかにされた.したがって,OPIDNの発症のメカニズム解明には,

叩EまたはA皿E活性の阻害ではなく,この結合部位と有機リン化合物との相互作用の必

要性を考慮に入れるべきである,との結論に至った.

審 査 結 果 の 要 旨

有機リン化合物には､曝露後1-2週間の潜伏期の後に,下肢の進行性弛緩性麻痺を特徴

とする遅発性神経毒性(OPIDN)を引き起こすものがある｡OPIDNの発現機序として,神経
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組織内に存在するneuropathytargetesterase(NTE)の阻害およびその後のNTEの不可逆的な

経時変化が提案されてきたが､NTE阻害とOPIDN徴侯の発現との関連性は明らかにされて

いない･本申請者は､OPIDN誘発性有機リン化合物であるdiisopropylphosphorofluoridate

(DFP)を用いてOPIDNの発現機序に関して研究を行った｡

NTEとOPIDN発現能との関連性の有無を確認する目的で,OPIDN高感受性動物ニワト

リおよび低感受性動物ウズラを用いて,0Ⅲm誘発に関連する薬物を投与し,経時的に症

状の観察およびM恨活性の測定を行った.DfPを投与したニワトリでは,mE蒔性は顕著

に抑制され,典型的なOPIDNの症状も観察された.しかし,NTEぬ晋作用を持つPMSFを

投与したニワトリでは,OPIDNの症状は観察されなかった.ウズラでは,DFPおよび

PMSF投与群において顕著なmE活性阻害が認められたにもかかわらず,症状は全く観察
されなかった.したがって,NTEの活性阻害と0ⅢDN発現との関連性は否定された.

新しいOPIDN発症機序として,有機リン化合物は神経細胞内で何らかの機能性物質に結

合し,その機能を障害すること■によってOPIDNを発症させると仮定し,その機能性物質を

見つける目的で,ニワトリの脳･脊髄の膜および可蒋性画分標本を作製し,【3E】で標識し

たDFPの特異的結合能を検討した.その結果,【3H】DFPはm三宿性の大部分を占める膜画

分だけではなく可溶性画分においても結合能を示し,脳よりも○ⅢDNが発症しやすい脊髄

で強い結合能を示すことを明らかにした.

この【3H】D抒結合部位の特性を明らかにするために,種々の結合阻害物質を用いて各画

分旗本における結合阻害実験直行った.各画分においてl恵も強く【3H】D抒結合を阻重し
た薬物は非標識DFPであり,0ⅢDN非誘発性有機リン化合物paraoxonは膜画分において

強い阻害を示レたが,可啓性画分での阻害作用は低かった･OPIDN誘発性有機リン化合物

血p正oxも各画分において高い阻害を示＼し!脊髄可溶性画分で顕著であった.A01E阻害剤

ese血e,PMSFおよびNTEの外因性基質pbenylvderateの各画分における親和性は低かった｡

この結合部位の生体内での変化を調べるために,OHm誘発に関連する薬物を投与した

ニワトリから投与後24時間および8日の脳･脊髄の膜および可溶性画分標本を作製し,

【3H】DI甲の特異的結合量､mB活性およびACb三宿性を測定した.投与後24時間における

【3H】DFP結合は,m投与群において各標本ともに顕著な結合阻害を示したが,投与後8日

では,膜画分においては結合の阻害は回復したにもかかわらず,可啓性画分において顕著

な結合阻害が持続した.このときの回復の相違たは,NTEおよびA皿玉活性との関連性は

認められなかった.以上の結果より,OPIDN発症に関与するDFPの特異的結合部位は可捧

性画分に存在し,NT占およびACbE活性部位とは異なることを示レた･

次に,このOPIm発症に関係すると思われるD抒の結合部位を単離するた酬こ∴m貯の

結合阻害実験に感受性の高かった脊髄の可溶性画分をゲル濾過クロマトグラフィーにより

細分離し,採取した各フラクションの【旬DI甲結合量を測定するとともにNTEおよび

ACbE活性を測定･比較した.脊髄可溶性画分にはDI甲との結合能を有する部位が3点存

在していることが判明した.【3H]DFP結合を示す部位のうち2つはNTEまたはACh五倍性

を示すフラクションに相当していたが,残りの1部鹿はNTEやAo止宿性に対して閑達性

は認められなかった.したがって,DFP結合部位にはmEおよびAn正活性に依存しない

ものが存在し,その部位がOPIDN発症に関与する独自のものである可能性を示唆した.
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本研究により,OHDN誘発性有機リン化合物であるDf甲の結合部位は脳および脊髄の可

静性画分にも存在し,膜画分よりもOPIDNとの関連性が高いことを明らかにした.さらに,

可捧性画分にはNTEおよびACbEの活性部位とは異なるDFP結合部痩が存在することを明
らかにした.したがって,OPIDNの発症のメカニズム解明には,NTEまたはAChE活性の

阻害ではなく,この結合部位と有機リン化合物との相互作用の必要性を考慮に入れるぺき

である,との結論に至った.

以上について､審査委貞全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論

文として十分価値のあるものと認めた｡
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