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緒 言

二酸化窒素(NO2)な どの窒素酸化物は,大 気中に

存在して呼吸により吸入され,そ れ自身でも呼吸器

に有害に作用するし,亜硫酸ガス(SO2),浮 遊粒子状

物質等の大気汚染物質 と共に複合汚染により相加的

相乗的に人体に影響 を及ぼすことが推定されている.

また光化学オキシダント等の二次汚染物質の生成に

重要な化合物でもあることなど,大 気汚染物質 とし

て近年注目されている.

窒素酸化物は産業活動や自動車等の発生源におけ

る燃料の燃焼にともなって発生するため,大 規模工

業立地地域や大都市等において大気汚染をひきおこ

すこととなった.発 生源である工場の燃焼施設や自

動車からは主として酸化窒素(NO)が 排 出されるが

大気中でO2等 と反応 して二酸化窒素(NO2)に 変化

するため,環 境大気中では両者が汚染物質 として検

出されている.

窒素酸化物のうち,生 体に対する影響についての

研究報告はNO2に 関するものが多く発表されてい

る.

動物実験では,肺 気腫をおこし死亡率を増大させ

ること,1),2)窒素酸化物は,同 様に主要な大気汚染物

質である亜硫酸 ガスに比べ水に溶けにくく従って肺
 

の未端上皮細胞 に到達 しやすく,3)従って呼吸機能へ

強い影響を及ぼすこと,4)呼吸器細胞の変化5),6)や気管支

上皮細胞の増殖をおこすこと,7),8),9)インフルエンザウィ

ルスに対する感染抵抗性の低下,10)インフルエンザウ

ィルスに感染 させた場合に未梢気管支に腺腫様異型

像が出現す ること,10)メトヘモグロビンを増加 させる

こと,11)等が知 られている.

人に対する二酸化窒素の影響については,産 業曝

露に係る症状に関し多種多様の例がみられる.12)疫学

的な調査結果は米国と日本で報告 されているが,現

段階ではWHOの 報告によれば疫学的に二酸化窒素

と人の健康影響の関係を決定的に対応づけることは

困難であるとされている.16)しか しこの点に関 しては

今後研究の余地が残 されているものと考 えられる.

生化学的な研究は,肺 などの還元型 グルタチオン

量の変化,6),17)リン脂質生成に対する影響,18),19)脂質過酸化

反応20)などの例があり,い ずれ も生体膜 に対する二酸

化窒素の影響を認めている.

大気中の二酸化窒素は水に吸収された場合は,ほ

ぼ等モルの亜硝酸イオンと硝酸イオンになるとされ

ており,21)筆者 は主 として亜硝酸ソーダを使用して亜

硝酸イオンが ミトコン ドリアの呼吸活性に与 える影

響を調査 し,い くつかの知見を得たので報告する.
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調 査 方 法

1 ミ トコ ン ドリア の分 画

体 重200g前 後 の ドン リ ュウ系 ダ イ コ ク ネズ ミの

肝 よ り ミ トコ ン ド リア を分 離 して 実 験 に供 した.ミ

トコ ン ドリアの 分 離 は, 0.25M sucrose, 3mM

 tris-HCl(PH 7.4), 0.1mM EDTA中 でHogeboom,

 Shneiderの 変 法で分画 し, 0.25M sucrose, 3mM

 tris-HCI(PH 7.4)で 洗浄 したものを使用した.

2 酸化的 リン酸化反応

反応液として, 3.5mlの0.15MKC1, 10mMほ う

酸緩衝液(PH 7.4)を 用 い,反応温度25℃ で反応 し

た.呼 吸基質としてはコハク酸ソーダ5mMを,ま

たリン酸化基質 としてADP 0.3mMを 添加し,溶 液

申の溶存酸素の経時変化を酸素電極を用いて測定記

録し,亜 硝酸 ソーダ等の添加による影響を調べた.

実験は前述のように,二 酸化窒素が水に吸収 され

た場合に亜硝酸 イオンと硝酸 イオンになるとされて

いるため,亜 硝酸ソーダと硝酸ソーダによる影響の

差を調査 した後,酸 化的 リン酸化反応の亜硝酸ソー

ダ添加による影響を調べた.

また,亜 硝酸イオンの ミトコンドリア膜への影響

の機構 を解明する目的で,反 応液を10mM tris-KCl

緩衝 液(PH 7.4)を 使用 して比較を行った.

Fig. 1 Effects of NaNO3
, NoNO2

 and NaNO2＋NaNO3 on the

 oxidative phosphorylotion

(A)control

(B)NoNO3 5.7mM

(C)NoNO2 5.7mM

(D)NaNO3 5.7mM

＋NaNO2 5.7mM

結 果

ミトコンドリアの酸化的 リン酸化反応に対する亜

硝酸イオンと硝酸イオンの作用の差

図1に みられるように,硝 酸 イオンの添加による

影響は極 く僅少で呼吸調節能(RCI)は コントロール

3.8か ら3.7に 低 下したのみであるが,亜 硝酸イオ

ンを添 加 した場合の影響は強く発現 し呼吸調節能

(R. C. I.)は3.0に 低下 した.

また亜硝酸イオンに同量の硝酸イオンを加えた場

合 も硝酸イオンの影響は少なく,呼 吸調節能は3.0

か ら2.8に 低下 したのみであった.
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亜硝酸イオンの作用

Fig. 2 Effect of NaNO2 on the relative

 activity of State 4 and the ratio 

of respiratory-release

Fig. 3 Effect of NoNO2 on the relative 

activity of State 3

Fig.4 Effect of NoNO2 on the respi

ratory control index

Fig. 5 Respiratory control index on the

 condition of borate or tris-HCI buffer

State 4の 呼吸活性の変化は,図2に み られるよ

うに亜硝酸ソーダの濃度が0-5mMに 上昇するに

従 って,呼 吸活性が上昇している.ま た,図2の(脱

共役時呼吸速度)/(State4の 速度)に ついては亜

硝酸ソーダの濃度が0-5mMに 上昇するに従って

比率の低下が認められた.

State 3及 び呼吸調節能(R. C. I)に 対する作用は,

図3,図4の ように, State 3の 呼吸活性は亜硝酸

ソーダの濃度が0-5mMに 上昇するに従ってコン

トロールの約70%程 度 に低下 し,呼 吸調節能につい

ては約50%程 度 に低下することが認められた.

なお本研究はtris-hydroxymethyl-aminomethane

がNH2基 を有することを考慮してホウ酸緩衝液を

反応液 としたがtris-HCI緩 衝液を用いた場合にも

類似の作用が認められた.
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Fig. 6 Relative activity of state 3 on the

 condition of borate or tris-HCI buffer

Fig. 7 Relative activity of state 4 on the 

condition of borate or tris-HCI 'buffer

反応液の相違による亜硝酸イオンの作用の差

同一の ミトコンドリアによるホウ酸緩衝液 とtris.

 HCI緩 衝液を反応液とした場合の亜硝酸イオンの作

用の差は図5,図6,図7の とおり得 られた.図5

の ように呼吸調節能に関 しては,図4と 同様に亜硝

酸ソーダ濃度に依存 して低下す るが,ホ ウ酸緩衝液

を使用 した場合の方が呼吸調節能の低下が著しい.

またState 4の 呼吸活性は図6の ように亜硝酸ソー

ダの濃度が0-20mM程 度 の範囲では,濃 度の高い

ほど両緩衝液の差が大 きく, State 3の 呼吸活性は

図7の ように亜硝酸ソーダの濃度が0-5mMの 範

囲では両緩衝液の差が大 きく, 10-20mMの 付近で

の差がほとんど認められなかった.

考 察

ミトコンドリアの酸化的リン酸化反応においてみ

られる呼吸調節能は,ミ トコンドリア膜の微細な変

化に対応 して変化することが知 られている.硝 酸イ

オンに比べて亜硝酸イオンを添加した場合の呼吸調

節能への影響は,亜 硝酸イオンの場合の方が強く現

れ,今 回の実験濃度, 5mM程 度では亜硝酸イオン

の作用に注目すべ きであると思われる.

亜硝酸ソーダ0-20mMの 添加により呼吸調節能

が低下 したことから,亜 硝酸ソーダの添加により,

ミトコン ドリア膜は何 らかの傷害を受けて変化した

と考 えられる.こ の傷害の結果は図2に みられるよ

うに亜硝酸 ソーダが ミトコンドリアの酸化的 リン酸

化反応に対して脱共役作用を有するものと考えられる.

この結果は長谷川等による亜硝酸イオンがミトコン

ドリアの潜在ATPase活 性 を活性化 させるという

内容とも一致 している.

図5～7の ようにホウ酸緩衝液に比べtris-HCl

緩衝液が亜硝酸ソーダのミトコンドリアに対する作

用を緩和す るように作用しているものと考えられ,

このことは α-ア ミノ酸のアミノ酸Nの 定量に利用

される, α一ア ミノ酸の亜硝酸による脱アミノ化反

応のように, tris-HCl緩 衝液中のtris-hydroxy-

methyl-aminomethaneの ア ミノ基に亜硝酸イオン

が何 らかの作用を及ぼした ものと推定される.ホ ウ

酸緩衝液ではこのような作用がな く呼吸調節能等に

差が生 じたと推定 される.こ のことは亜硝酸ソーダ

が ミトコンドリアの生体膜のアミノ基に作用を及ぼ

していることを示唆 しているもの と思われる.ま た

この作用は亜硝酸ソーダ0-5mMで はState 3

の 呼吸活性に影響を与え,さ らに10-20mMで は

State 4の 呼吸活性の上昇,即 ち脱共役作用の発現

に関与 しているものと推定 される.

二酸化窒素の生化学的な影響に関しては,マ ウス

の肺,肝 蔵組織の還元 グルタチオンの減少,ラ ット

の肺脂質における脂質過酸化反応など,二 酸化窒素

の酸化作用を説明するような研究例があるが,本研
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究 では亜硝酸イオンが ミトコンドリア膜へ作用し細

胞に傷害を与 えることが明 らかとな り,こ の事は生

体膜の作用に対 して新 しい知見を加えたものと考え

られる.

結 論

二酸化窒素の生体作用に関連 して,亜 硝酸ソーダ

と硝酸ソーダのラット肝 ミトコンドリアに対する作

用を調査して以下の結果を得た.

1 ミトコンドリアの酸化的 リン酸化反応に対し

て,亜 硝酸ソーダは硝酸ソーダに比べて5mM程 度

の濃度では影響が強 く発現する.

2 亜硝酸ソーダは, 1-10mMの 濃度において

State 4の 呼吸活性 を上昇 させる.こ のことは亜硝

酸ソーダが脱共役作用を有 しているためと考えられ

る.

3 ミトコンドリアの呼吸調節能は1-10mMの

濃度において低下することが認められた.

4 二酸化窒素がアミノ基に影響を与えることが

知 られていることか ら,酸 化的 リン酸化反応の反応

液をホウ酸緩衝液,tris-HCl緩 衝液について比較

した結果, tris-HCl緩 衝液の場合に亜硝酸ソーダ

の作用が弱 くなる傾向が認められた.こ のことか ら

亜硝酸 ソーダが ミトコン ドリア生体膜のアミノ基へ

作用する可能性が推定 された.

本研究にあた りご指導いただいた岡山大学医学部

公衆衛生学教室緒方正名教授,ご 協力いただいた同

教室長谷川亨氏に深謝いたします.
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Effects of NaNO2 and NaNO3 on the oxidative phosphorylation of mitochondria were 
studied, and following results were obtained.

1) The effect of NaNO2 on the oxidative phosphorylation is higher than NaNO3.
2) Relative activity of State 4 is activated by NaNO2 (1-10mM) added to reaction mixture.
3) The respiratory control index of mitochondria is decreased by NaNO2.
4) The effect of NO2 on oxidative phosphorylation in the borate buffer as reaction mixture 

is higher than that in the tris-HCL buffer. It is suggested that NO2 has a probability of the 
reaction on -NH2 site of mitochondria.


