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緒 言

ク ロル デ ン(工 業 製 品)は,米 国 で開 発 され た

有機塩 素 系殺 虫 剤1),2)でBHC, DDTな ど農 薬

として 使用 され た有 機 塩 素 系殺 虫剤 と異 な り,

わが 国 で は,そ の ほ とん どが 白蟻 防 除処 理 剤 と

して使 われ て お り,そ の使 用 量 は年 々著 し く増

加 して い る1).従 っ て,防 除処 理 家 屋居 住 者 及

び防 除 作業 者 の クロ ルデ ン被曝 に よ る健 康 障 害

が懸 念 され てい る.

著 者 は,先 に,白 蟻 防 除 処理 家 屋 に お け る ク

ロル デ ン濃 度 の 測定 と防 除 作業 者 の 血 液検 査 等

を実施 し,居 住 空 間 にお い て長 期 間 クロ ルデ ン

が 検 出 され る こ と,ま た,防 除作 業 者 の 血 中か

ら も クロル デ ンが検 出 され, CPK値 上昇 の傾 向

が み られ る こ と等 を明 らか に した3).更 に,ク

ロル デ ンの 生体 内運 命 に つ い て も検 討 した結 果,

低 濃度,短 時 間 暴露 であ るに もか か わ らず 各 組

織 か ら ク ロ ル デ ン 成 分 及 び 代 謝 産 物 と しての

Oxychlordane, Heptachlorepoxideが 検 出 され,

な か で も特 に, trans-Nonachlorが 脂 肪 組 織

肝臓等 に長 期に蓄積 され る こ とを明 らか に した4).

ラ ッ トを用 い た ク ロル デ ンの 投 与 実験 では 中

枢 神 経 系 の 刺激,胃 潰瘍,肝 肥 大 の 発現 等 が あ

り5),甲 状 腺 癌 の 発 生 が 確 認 さ れ て い る6).さ

らにマ ウス を用 いた 実 験 で は, 18ヵ 月 間 クロル

デ ン を投与 した場 合,肝 癌 の 多発 が み られ7),

胎 仔 の 発 育 低 下 が 観 察 され て い る8).ま た,種

々の動 物 実 験 に お い て肝 臓 障害 を伴 な う慢 性 毒

性 が報 告 され9),人 の 場 合 に は,け い れ ん,共

調 性 の失 調 が み ちれ る こ とな どの 報 告 が あ る10).

この よ うな観 点か らク ロル デ ンの 毒性 に関 し,

特 に 肝毒 性 発 現機 構 を明 らか にす る 目的 で ラ ッ

ト肝 ミ トコン ドリア(Mt)の 酸 化 的 リン酸 化 反

応 に対 す る作 用 につ い て検 討 した.そ の 結 果,

興 味 あ る事 実 が 明 らか に な っ た の で こ こに報 告

す る.

実験 材 料 と方 法

1.肝.ミ トコ ン ドリア(Mt)の 分 離調 製

体 重 約200gの ドン リュウ 系 ラ ッ トを断頭 屠

殺 し, 0.25Mシ ョ糖 液 を用 い てHogeboom-

Schneider11)の 変 法12)に よ り肝Mtを 分 離 調 製

した. Mt蛋 白の 定 量 は,牛 血 清 ア ル ブ ミン

を標 準 と しBiuret法13)に よ り測定 した.

2. Mt呼 吸 活性 の測 定

分 離 した肝Mtの 呼吸 活 性 は,ガ ルバ ニ 電 極

(給 水 化 学 研 究 所)を 用 い て 測 定 した.即 ち,

 0.15M KCl, 10mM Tris-HCl緩 衝 液(pH 7.4),

 5mM MgCl2, 10mMリ ン酸 緩 衝 液(pH 7.4)

よ り成 る 反 応 液2.5mlMt中 に試 料 を 懸 濁 し,

 25℃ で攪 拌 しなが ら呼 吸 基 質(5mMコ ハ ク酸

ナ トリウ ム, 5mMβ-ヒ ドロ キ シ酪 酸(β-OH)ま

たは, 5mMア ス コル ビ ン酸+0.1mM N, N,

341
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Fig. 1 Effect of chlordane on the respiratory activity of rat liver mitochondria 

(A) 5mM succinate

(B) 5mM ƒÀ-hydroxybutyrate

(C) 5mM ascorbate+0.1mM TMPD
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Fig. 2 Inhibition of respiration by 

trans-chlordane

N', N'-テ トラ メチ ル-p-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミン

(TMPD), 250μM Na-ADP及 び2, 4-ジ ニ トロ

(DNP)を 添加 し,各 種 ク ロル デ ン成分 存在 下 で

溶 存酸 素 濃 度 の 変化 を連 続 的 に記 録 測定 した.

得 られ た 結 果 よ り各Stateの 酸 素 消 費 速 度,

呼吸 調 節 能(RCI)及 び酸 化 的 リン酸 化 能(ADP

/O比)を 算 出 した.

3. ATPase活 性 の測 定

0.2M Sucrose, 20mM KCl, 5mM Tris-HCl

緩衝 液(pH 7.4)及 び3mM MgCl2よ り成 る反

応 液にMtを 懸濁 して全 量 を2mlと し, 3mMNa

-ATPを 加 えて25℃
, 15分 間 インキ ュベー トした.

終 末 濃 度8%の 氷 冷 ト リクロル 酢 酸(TCA)を

添加 して反 応 を停 止 し,遠 心 除 蛋 白後,上 清 液

中の無機 リン(Pi)を 高 橋 の 方 法14)で測 定 した.

4.試 薬 類

クロル デン(工 業製 品)の 成分trans-Chlordane,

 cis-Chlordane, Heptachlor及 び代謝産 物の一 つ



344 野 口 信 行

Fig. 3 Effect of chlordane on the mitochondrial 

respiration, RCI gand ADP: O ratio

Heptachlorepoxideは,和 光 純 薬 工 業KK.の

製 品 を用 い,各 々 エ タ ノー ル に 溶解 して 実 験 に

供 した.

また, Na-ADP及 びNa-ATPは ベ ー リン ガ

ー ・マ ンハ イム 山 之 内KKの 製 品 を,オ リゴマ

イ シ ンは シ グマ 社 製 の もの を用 い た.他 の試 薬

はす べ て 市 販 の特 級 品 を用 い た.

結 果

1.肝Mtの 酸 化 的 リン酸 化 反 応 に 対す る作用

Fig. 1は5mMコ ハ ク酸(A), 5mMβ-OH

(B)あ る いは5mMア ス コル ビ ン酸+TMPD

(C)を そ れ ぞれ 呼 吸 基 質 に した と きのMtの 呼

吸 様 式 と種 々 の 濃度 のtrans-Chlordaneを あ ら

か じめ 反 応 液 中 に添 加 した際 の呼 吸 活性 の変 化

Fig. 5 Effect of trans-chlordane on the latent 

ATPase activity of rat liver mitochondria

* Non-treated

** Solvent control (1% ethanol)•Z

: -DNP, •Z: +DNP (5•~10-5M)

Fig. 4 Effect of chlordane on the respiratory activity of rat liver mitochondria
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Table I Effect of chlordane on the latent ATPase activity of rat liver mitochondria

を示 す.

Fig. 1(A)に 示 す ご と く,コ ハ ク酸 を呼 吸 基

質 に用 い た場 合,終 末 濃 度50μM(22-25n mol

/mg protein)で はState 3及 びState 4の 呼 吸

の明 らか な抑 制 が 見 られ た. 100μMで はState

 3呼 吸は ほ ぼ 完 全 に抑 制 され るが, DNPの 添

加 で解 放 され,さ らに 高 濃度(0.5mM)で はす べ

ての呼 吸 が 抑制 され た.

呼吸 基 質 に β-OHを 用 い た場 合 にほ ぼ 同様 で

あ る(Fig. 1(B)).

しか し,呼 吸 基 質 に ア ス コル ピン酸+TMPD

を用 い た場 合 に は,高 濃度 の被 検 物 質存 在 下 に

お いて,な お基 質 レベ ル の呼 吸 が維 持 され, KCN

存在 下 では 完全 に呼 吸 阻害 が 見 られ た(Fig. 1

(C)).

Fig. 2は,高 濃 度(0.5mM)trans-Chlordane

が 各Stateの 呼吸 を抑 制す るこ とを示 す.

Fig. 3(A),はtrans-Chlordane存 在 下 の

Mtに お け る呼 吸(State 3, State 4及 びDNP

に よる解 放 呼 吸), RCI及 びADP/O比 の 濃 度依

存 性 を示 す.図 か ら 明 ら か な よ う に,こ れ らの

う ち, State 3呼 吸 の 抑 制 が 最 も強 く,そ の50%

阻 害 度 は,お よ そ50μMで あ っ た.

trans-Chlordaneの 他, cis-Chlordane, Hep

tachlorな い し は, Heptachlorepoxideに つ い

て も,ほ ほ洞 様 で あ っ た.

Fig. 4は,ク ロ ル デ ン 成 分 及 び 代 謝 産 物 に つ

い て そ れ ぞ れ 終 濃 度50μM存 在 下 に お け る 呼 吸

活 性 の 変 化 を 比 較 し た も の で あ る.そ の 結 果,

 RCI値 の 低 下 の 度 合 は, trans-Chlordane>cis-

Chlordane>Heptachlor>Heptachlorepoxide

の 順 で あ っ た.

2.肝Mtの 潜 在 性ATP ase活 性 に対 す る 作 用

Fig. 5にtrans-Chlordane存 在 下 に 於 け る肝

MtのATP ase活 性 の 変 化 を示 す.即 ちtrans-

ChlordaneはMg2+依 存 性ATP ase(Mg2+-

ATP ase)活 性 を促 進 し,そ の 度 合 は 終 末 濃 度

100μM(81n mol/mg protein)で 最 高 値(溶 媒

対 象 の7.2倍)を 示 し,さ ら に 高 濃 度(0.5mM)で

は,活 性 の 促 進 効 果 は 顕 著 に 低 下 し た ,一 方,
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DNP活 性 化ATP ase(DNP-ATP ase)活 性 に 対

し て は,濃 度 依 存 的 な 抑 制 効 果 を 示 し,終 末 濃

度0.5mMの 阻 害 率 は60.2%で あ っ た. cis-Chlor

dane及 びHeptachlorの 場 合 は,濃 度 依 存 的 に

Mg2+-ATP ase活 性 を 促 進 し, DNP-ATP ase

活 性 を 抑 制 した.し か し, Heptachlorepoxide

は,上 記 二 者 と は 異 な り, Mg2+-ATP ase活 性

の 促 進 もDNP-ATP ase活 性 の 抑 制 も 見 られ な

か っ た(Table 1).

考 察

生 体 内 でエ ネ ル ギー 転 換 作 用 を担 うMtに つ

い て は,多 くの化 学 物 質 に よる 阻害 が 知 られ て

い る.即 ち,各 種 環 境 汚染 物 質のMtに 対 す る

in vivoな らび にin vitroの 作 用 に 関 して数 多

くの 報告 が あ り,重 金 属15),16)をは じめPCN17),

フ タル酸 エ ステ ル16),ブ ロム 化合 物19)な ど,各

種 化学 物 質 の毒 性 検 定 に も こ う した手 法 が 取 り

入 れ られ つ つ あ る.

Mtの 酸 化 的 リン酸 化 に対 す る阻 害 様 式 は電

子伝 達 阻害,脱 共 役 及 びエ ネル ギー 転 移 阻害 の

三 つ に大 別 され るが,そ の 区分 は必 ず しも容 易

でな く,緒 方 ら20)のよ うな方 法 も考案 され てい る.

本実 験 に 用 い た クロ ルデ ン成分 及 び代 謝 産 物

のMtに 対 す る影響 につ いては, trans-Chlordane,

 cis-Chlordane及 びHeptachlorが 比 較 的低 濃度

(≦100μM)でState 3及 びState 4の 呼 吸 を抑

制 し, RCI及 びADP/O比 を低下 させ るが,特 に

3呼 吸 の低 下 が鋭 敏 で あ り,抑 制 され たState

 3呼 吸 がDNPで 解 放 され る ところか ら,化 学 説

に お け る これ らの エ ネ ル ギー 転 移 阻害 作 用 が 示

唆 され る.し か し,高 濃度 で は, trans-Chlordane

に み られ る よ うな 電子 伝 達 阻害 作 用 が あ る.

呼 吸基 質 の 種 類 に よ る作 用 の 違 い につ い ては,

ア ス コル ビン酸+TMPD系 では 高 濃度 の クロル

デ ン類 に よ る電 子 伝 達 阻 害 が 観 察 され ず,こ れ

らの 作用 点 に 関 してSite特 異性 が 考 え られ る.

即 ち,こ れ らの 結 果 は, cyt.c→O2間 の 電 子伝

達 経 路(Site 3)の クロル デ ンに 対す る感 受 性 が

他 の部 位 よ りも低 い こ とを示 唆 す る.

次 に,酸 化 的 リン酸 化 反応 の 部 分 反 応 と して

のATP ase活 性 につ いて は,無 傷 のMtは 活 性

を示 さ な いが,機 械 的 損傷 や 脱 共 役 剤 に よ り リ

ン酸 反 応 の逆 反 応 が促 進 され て,著 しい活性 の

上 昇 を示 す よ うに な る.ま たDNPで 促 進 され る

ATP活 性 は,オ リゴマ イ シ ン な どのエ ネル ギー

転 移 阻害 剤 で抑 制 され る こ とが知 られ てい る.

こ う した こ とか ら, MtのATP ase活 性 に対す

る作 用 の上 か ら,ク ロル デ ンの 呼 吸活 性 に対 す

る阻害 様 式 を よ り的確 に把 握 す る こ とが 可能 で

あ る と考 え た.

実 験 結 果 か ら明 らか な よ うに, Heptachlorep

oxideを 除 くクロル デ ン成 分 は いず れ もMg2+-

ATP ase活 性 の著 明 な促 進効 果 を もち,そ の 作

用 は 先 の酸 素 消 費 速 度 の上 か ら得 た 阻害 様式 と

異 な る脱共 役 剤 と して の特 徴 を示 す.

この 原 因 の一 つ に,こ れ ら薬 剤 の 酸化 的 リン酸

化 反 応 に対 す る作 用 につ い ての 多様性 が 考 え ら

れ るが,こ の点 につ い て は詳 細 な 検討 が 必要 で

あ る.更 に,ク ロル デ ンの主 た る代謝 産 物 であ

るOxychlordaneが 得 られ なか った ため,本 実

験 で は 用 い なか っ たが,こ の点 に 関す る検討 も

必 要 で あ る.

いず れ にせ よ,本 研 究 の結 果 は ク ロルデ ンが

DDTや リンデ ンと比べ か な りの低濃度 でChinese

 Hamster Cellsに 対 して障 害 作 用 を示 す とい う

Tsushimotoら21)の 結果 と併 せ て クロルデ ンに よ

毒 性 発 現 の 機構 を考 え る上 で 一 つ の 示唆 を与 え

る もの であ ろ う.

結 論

白蟻 防 除 処 理 剤 クロ ルデ ンの毒 性 に関 し,ラ

ッ ト肝Mtの 酸 化 的 リン酸 化 反 応 に対す る作 用

を調 べ た結 果,以 下 の成 績 を得 た.

1.ク ロ ルデ ン成 分 及 び代 謝 産 物 存 在 下 でMt

の 呼 吸, RCI及 びADP/O比 の低 下 が起 こ り,

その度 合は, trans-Chlordane>cis-Chlordane>

Heptachlor>Heptachlor epoxideの 順 であった.

2.各 種 呼 吸 活 性 指 標 の うち, State 3の 呼吸

が 最 も鋭敏 に 阻害 され,ク ロル デ ンの エ ネル ギ

ー 転 移 阻 害 作 用が 示 唆 され た
.し か し高 濃度で

は,全 て の 呼 吸 が抑 制 され,電 子伝 達 阻害が示

され た.

3.呼 吸 活 性 の低 下 は呼 吸 基 質 の 種 類 に よって

異 な り,作 用 部位 のSite特 異性 が示 され た.

4. trans-Chlordane, cis-Chlordane及 びHep
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tachlorはMg2-ATP ase活 性 を促 進 し, DNP-

ATP ase活 性 を 抑 制 し た.

5. Heptachlorの 代 謝 産 物Heptachlorepoxide

はHeptachlorよ り もMtに 対 す る 阻 害 作 用 が

弱 い.
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In order to clarify the cytotoxicity of chlordane (industrial product as insecticide), the 

effect on oxidative phosphorylation in rat liver mitochondria was studied.

The respiration rate. RCI and ADP/O ratio were inhibited by chlordane related 
compounds, and the degree of inhibition was in the descending order of trans-chlordane, 
cis-chlordane, heptachlor and heptachlor epoxide. Of the indexes indicating various 

respiratory activities, state 3 respiration was the most sensitively inhibited by these 
compounds, suggesting their energy transfer inhibition. However, electron transport was 

also inhibited by high concentrations of chlordane constituents. The inhibitory effect of 
the chlordane constituents on respiratory activity varied depending on the species of 

respiratory substrate, suggesting site specificity of these compounds. Trans-chlordane, 
cis-chlordane and heptachlor stimulated Mg2+ ATPase activity and inhibited DNP

-stimulated ATPase activity. Heptachlorepoxide, a metabolic product of heptachlor, has 
less effect on mitochondria than heptachlor.


