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緒 言

赤血球 中のSODは ヘモクプレインで あ り,銅 を含

む酵素であ ると言 われている1).そして赤血球 のSOD

はシアンイオ ンによって阻害 され ることが報告 され

てい るsi本 酵 素は生 体 内で生成 されるsuperoxide

 free radicalのscavengerで あるのでその酵素 活

性の増減 が生体 に与 える影響 は大 きい.シ アンの生

体内での解毒機構 は酵素 ロダネースによってチオシ

アンに代謝 され ることが報告 されている3).この よう

に して解 毒 されたチオシアンになおSODの 阻 害作

用があるか ど うか,ま た現在広 く用 い られて いるシ

アンの類似物質 アセ トニ トリルに阻害作用が あるか

どうかにつ いて検討 をお こなった.一 方農薬の うち

ではカーバ メイ ト系殺菌剤 が数多 く使用 されてい る

が4) 5)特にジラム型 ジチオカーバメイ ト系の化合物は

その構造が銅 ・鉄のキレー ト試薬6)で あるジエチルジ

チオカーバメイト7)に酷似 してお り,従 って血 中SOD

に対 して阻害作 用を有す ることが推定 され る.ま た

パ ラコー トは除草剤 として現在広 く使われその中毒

例は致命率が高 く8)社会的に も問題 となっている.そ

の毒性の一部 は生体 内でsuperoxide free radical

を発生 するため特 にSOD活 性 の低 い肺 組織 を破 壊

.す るためであると報告 されてい る.以 上 の知見か ら

上記の物質 につ いて血中SODの 阻 害作 用の検討 を

お こな った の で そ の成 績 を こ こに報 告 す る.

実 験 材 料 お よ び方 法

シ ア ンカ リ,チ オ シ ア ン,プ ロ ピオニ ト リル,ブ

チ ル ニ ト リル,ア セ トニ トリル,ジ メ チル ジチ オ カ

ーバ メ イ トお よ び パ ラ コ ー トは試 薬 特 級 を
,グ ラモ

キ ソ ン(パ ラ コー ト製剤)は 除草 剤 と して 実 際 に用 い

られ てい る もの を, SODは 牛 血 液 よ り精 製 した 純 品

(Sigma社)を 使 用 した.試 薬 は そ れ ぞれ 純 水 に溶 か

して 阻害 実 験 に使 用 した.ま た対 照 実 験 と して,阻

害 の 検討 に 用 い た試 薬 に つ い てxanthine oxidase

を加 える前 に 反応 液 に試 薬 を添 加 し, NBTを 還 元 し

な い こ と と, xanthine oxidaseを 加 えてNBTを 還

元 す るこ とを,つ ま り試 薬 自体 が本 実 験 の 反 応系 で,

 superoxide free radicalを 発 生 した り, xanthine

 oxidaseを 阻 害 した りし ない こ とを確 認 した.反 応

液 に前 もつ て阻 害 を求 め る試薬 を混和 し,そ の 中 に

ヒ トの赤 血 球 の 粗 抽 出 液(ク ロロホルム ・エ タ ノー ル

抽 出液,前 報 に よ る)と 純SODを 加 えて,前 報 と同

様 に そ の活 性 値 を求 め た.阻 害 剤 を含 まな い コ ン ト

ロー ルの最 大 阻 害 率 の1/2の 濃 度 を1単 位 と して 阻

害 試 薬 を加 えて どの程 度 活 性 値 が 低 くな って い るの

か%で 示 した.反 応 はpH 10.2,温 度25±0.5℃ で

お こな っ た.

457



458　 植 田 和 子

実 験 成 績

血中SODの 阻害作用が認 められた ものはシアン,

ジメチル ジチ オカーバメイ ト,パ ラコー トおよびグ

ラモ キソンであ った.一 方 チオシアンは40mM,ニ

トリル化合物 は20mMで も阻害 は認 められなかった.

1, シアンイオ ンの阻害作用

SOD活 性(コ ントロールに対 する%)と,シ アンの

濃度 との関係 は 〔図1〕 に示す ごと くで,そ の50%阻

害 濃度 は,ヒ ト赤 血球 の粗酵 素 抽 出液 に対 して,

0.036mM,ウ シの血液 か ら精製 した純酵素液 に対 し

て0.043mMで あった.

2, ジメチルジチオカーバ メイ トの阻害作用

銅のキ レー ト試薬 として用 い られ るジエチル ジチ

オカーバメ イ トにつ いてはすで にSOD阻 害 作用が

あることが報告 されて いる3一 方 これに類似の物質

で殺 菌剤 ジメチルジチオカーバ メイ トの血 中SOD

に対す る阻害 は,〔図2〕 に示す ごとく,そ の50%阻

害 濃度が粗 酵 素抽 出液で0.66mM,精 製酵素液で

0.96mMで あ った.

3, パ ラコー トおよびグラモキ ソンの阻害作用

パ ラコー トの阻害作用 を 〔図3〕 に示 す.そ の50%

阻害 濃度 は粗 酵 素抽 出液 で0.96mM,精 製酵素液で

1.09mMで あ った.ま た実際 に農薬 として使 用 され

てい るグラモキソンにつ いて は〔図4〕 に示 す ごとく

50%阻 害濃度 が粗酵素抽出液で0.0054mM,精 製 酵

素液 で0.0084mMを 示 し,バ ラコー トに比 してそれ

ぞれ約180倍, 130倍 と阻害 作 用 が極めて高い こと

がわかった.

考 案

本 実験 において チオシアンにSODの 阻害作用 が

認 め られない事実は,シ ア ンイオ ンはチオ シア ンま

で解毒す ると, SODに 対す るその毒性 は失 なってい

る事が推 測 され る.一 方,ア セ トニ トリル中毒 の臨

床 像は アセ トニ トリル分子 が生体 内において分解 し

なが ら増加 しているシアンイオンの作用 が加 わった

ものであ ると言 わ れて い る3).シアンイオ ンにSOD

阻害作用 が認 め られた ことか ら,ア セ トニ トリルの

SODに 対す る作用 が注 目 されたが本 実 験 において

は阻害作用は認 められなか った.そ れ故 にアセ トニ

トリル中毒の際には分解 して生 じるシア ンイオンの

みがSOD阻 害作用 を有す と考 え られ る.

一 方ジメチル ジチオカーバメイ トはジ ラム型 ジチ

オカーバメイ ト系殺菌剤 として土壌消 毒に ウ リ類 の

苗枯病 を予防す る目的で ジメチルア ンバム とい う商

品名で広 く用い られてい る.今 後生体 内投与実験 を

行な う予定 にしてい る.パ ラコー トの生体内 にお け

る毒性につ いては明 らかでないが,肺 に強 い障害 を

お よぼす説明 として, superoxide free radicalを

生体内で生 成 し, SOD活 性の低 い肺 組織 にその作

用 をおよぼす と言 われている.本 実験でパ ラコー ト

が さらにSOD阻 害 作用 を有す ことが認め られた こ

とは新 しい知 見であ り,今 後生体内実験 との対応 が

必要であ ると考 える.さ らにバ ラコー ト製品である

グラモキ ソンの阻害作用 が極 めて強い ことは注目す

べ きことで ある.グ ラモキソンは,パ ラコー トを24

%含 み賦形剤 として界面活性剤 が添加 されている.

本研 究よ り農薬 について はその基本 とな る化合物の

毒性のみな らず,賦 形剤 につ いての毒性 の考慮 が さ

らに必要な ことを意味す ると考 える.な お牛赤血球

よ り精製 した純SODに 対す る阻害度 が人赤血球粗

抽出液に対す るよ り低 い ことは種属差 によ るもの と

考 えられ る.

結 論

ヒ トの血 中SODの 抽出液(ク ロロホルム ・エタノ

ール によ る)お よびウシの血 中SOD精 製液 を用 い

て,シ アン,チ オ シア ン,ア セ トニ トリル,ジ メチ

ル ジチオ カーバ メイ ト,バ ラコー トお よびグ ラモキ

ソンによ る阻害作 用を検討 した結果以下に示 す成績

が得 られた.

1, シアンイオ ンにはSOD阻 害作用が認め られ,

その50%阻 害濃度 は,ヒ ト赤血球の粗酵素抽 出液で

0.036mMウ シ血 液の精製酵素液 で0.043mMで あ っ

た.

2, シアンイオ ンの生体 内の代謝産物で あるチオ

シアンイオンは粗酵素液および精製酵素液 でSOD阻

害作 用を示 さなか った.

3, アセ トニ トリルは粗酵素液お よび精製酵素液

でSOD阻 害作用 を示 さなか った.

4, ジ メチル ジチオカーバメイ トはSOD阻 害 作

用 を示 し,そ の50%阻 害 濃度は粗酵 素液で0.66mM

精製酵素液 で0.96mMで あ った.

5, パ ラコー トはSOD反 応 を抑 制 しその50%阻

害 濃 度は粗酵素抽出液で0.96mM,精 製酵素液 で,

 1.09mMで あ った.ま た実際に農薬 として使用 され

て いるグラモキソ ン(界 面活性剤が添加)のSOD反

応の抑制 は極 めて強 く, 50%阻 害濃度 は粗酵 素液 で

0.054mM,精 製酵素液 で0.0084mMで あった.
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Final concentration of KCN

Fig. 1 Inhibition by KCN

Final concentration of

 Dimethyldit hiocarbamote

Fig. 2 Inhibition by Dimethyldithiocarbamate

Final concentration of Paraquot

Fig. 3 Inhibition by Paraquat

Final concentration of Gramoxon

Fig. 4 Inhibition by Gramoxon
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The levels of human erythrocyte superoxide dismutase activity

 classified by age and in vitro inhibition by some polluting agents

Part 3 In vitro inhibition of cytoplasmic superoxide dismutase

by some polluting agents 

(cyanide ions, nitriles, dimethyldithiocarbamate, paraquat and Gramoxon)
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In vitro inhibition of cytoplasmic SOD by cyanide ions, nitriles, dimethyldithiocarbamate, 
paraquat and Gramoxon was determined. In this experiment NBT reduction in aerobic xanthine 
oxidase system was used. Inhibition by polluting agents against crude extract of SOD of human 
erythrocytes and purified SOD from bovine blood. 
The following results were obtained.
1, Potassium cyanide inhibits SOD reaction, giving 50 percent inhibition at 0.036mM in crude 
extract of human blood and 0.043mM in purified bovine blood SOD.
2, No inhibition was observed by nitriles up to 20mM both in crude extract and purified SOD.
3, Sodium thiocyanate gives no inhibition up to 40mM both in crude extract and purified SOD.
4, Dimethyldithiocarbamate inhibits SOD reaction giving 50 percent inhibition at 0.66mM 
in crude extract and 0.96mM in purified SOD.
5, Paraquat inhibits SOD reaction giving 50 percent inhibition at 0.06mM in crude extract 
and 1.09mM in purified SOD. And Gramoxon containing 24 percent paraquat and certain 
surfactants gives 50 percent inhibition as low as 0.0054mM in crude extract and 0.0084 in 
purified SOD.


