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緒 言

白 ア リ防 除 懇 と し て,有 機 塩 素 系 殺 虫 剤 で あ

る ク ロ ル デ ン が 約25年 間 に わ た っ て 広 く用 い ら

れ て き た.ク ロル デ ン は 難 分 解 性 で,環 境 中 はこ

長 期 間 残 留 し,魚 介 類 へ の 蓄 積1)や 露ア リ防 除 処

理 家 屋 の 大 気 お よ び 土 壌 の 汚 染2) 3)が数 多 く報 告

され て い る.ま た ヒ トで は 母 乳 へ の移 行4),そ の

他,暴 露 後 に 修 業 巻 の 運 動 夫 調,痙 攣 等 が 観 察

され て い る5).し た が っ て ヒ トの健 康 や 生 活 環 境

の 保 全 等 に 悪 影 響 を お よ ぼ す 恐 れ が あ る と し,

 1986年9月,ク ロ ル デ ン は 「化 学 物 質 の 審 査 お

よ び 製 造 等 の 規 則 に 関 す る法 律 」 に よ り,特 定

化 学 物 質 に指 定 され,国 内 で の そ の 製 造,使 用,

輸 入 が 禁 止 と な っ た6).

そ の た め ク ロ ル デ ン に替 わ る 薬 剤 と して,よ

り環 境 汚 染 お よ び 人 体 に 対 す る 影 響 の 少 な い と

され て い る有 機 リン系 薬 剤7)で あ る ク ロル ピ リホ

ス(0,0-diethyl 0-(3, 5, 6,-trichloro-2

-pyridinyl)phosphorothioate) ,ピ リ ダ フ ェ ン

チ オ ン(4, 5-dihydro-3-oxo-2-phenyl-6-

pyridazinyl diethyl phosphothioate),ホ キ シ

ム(0, 0-diethyl 0-(α-cyanobenzyliden-

eamino)phosphorothioate)お よ び ク ロ ロ ナ フ

タ リン系 薬 剤 で あ る α-ク ロ ロ ナ フ タ リン,β-ク

ロ ロ ナ フ タ リ ン の 使 用 が 増 加 し て 来 た.そ の 中

で も有 リン系薬剤 が多用 されるよ うになった.

有機 リン系薬 剤 は クロルデ ンに比べ て残 留性 が

少 ない こ とが特性 とされて い る7),しか し,有 機

リン系薬剤 であ る クロル ピ リホ スにつ いては,

農 業用 の使用 濃度 に銘較 して 白ア リ防除剤 と し

ての散 布濃度 は約2.5～75倍 と著 しく高 い8).そ

れ故 に,白 ア リ防除作業従 事 者に とっ て中毒 事

故 発生 の危険 が よ り多 くな る と考 え られ る.そ

こで,作 業従事 轡 の健康 管理や 環境 汚染等 の公

衆衛 生 的見地 か ら も,こ れ らの薬剤 の毒性 につ

いて よ り詳細 に情報 を得 る必要 があ る と思 われ

る.

一 方
,ク ロルデ ンの生体 膜 に対 す る作用 につ

い ては,す で に単離 ラッ ト肝 ミ トコン ドリアの

酸化 的 リン酸化 にお け る,エ ネル ギー伝 達 阻害,

お よびATPase活 性 はこおけ る酵素 系の障害 につ

い て,報 告され てい る9) 10) 11),そ こで,今 回 これ

ら有機 リン系お よび クロロナ フタ リン系薬剤 の

生体 膜に対 す る作用 はこつ いて検索 す るため,単

離 ラ ッ ト肝 ミ トコン ドリアにおけ る酸化 豹 リン

酸化 お よびATPase活 性 に及ぼす影 響 に関 して

比較検 討 し,その 阻害様 式 を も併せ て考 察 した.

実験 材料 と実験 方法

1. ラ ッ ト肝 ミ トaン ドリア(Mt)の 分 離it

体 重約200gの ドン りユ ウ系 ラ ッ トを断頭後,
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直 ちに肝 臓 を摘出 し, Hogeboon-Schneider12)の

変 法13)によ り,肝Mtを 分離 調製 した.な おMt

蛋 白の定 量 はBiuret法14)に よ り測定 した.

2. 呼吸 活性 の測 定

0.15MKCI, 10mM Tris-HCl緩 衝 液(pH

 7.4), 5mM MgCl2, 2.5mMリ ン酸緩衝 液(pH

 7.4)よ り成 る反 応液 にMT(5.0～8.8mg protein/

mの を懸濁 し, 25℃ で攪 拌 しなが ら呼吸 基質(5

mMコ ハ ク酸 ナ トリウム),各 薬剤, 0.3mMア

デ ノ シンニ リン酸 ナ トリウム(Na-ADP)お よ

び2, 4-ジ ニ トロ フェ ノー ル(DNP)を 順 次添

加 し,反 応液 中の 溶存 酸素 濃度 の変化 をガ ルバ

ニー電 極(給 水化 学)を 用 いて経 時的はこ測定 した.

各Stateの 酸素 消 費速度,お よび呼 吸調 節能

(RCI)は 萩 原の方 法 で算 出 した15).

3. ATPase活 性 の測 定

0.2Mシ ョ糖 液, 20mM KCl, 5mM Tris

HCl緩 衝 液(pH 7.4), 3mM MgCl,よ り成 る

反 応液 にMt(2.5～4.4mg protein/ml)を 懸濁

し, 50mMNa-ATPを 加 えて金 量2mlと し,

 25℃, 15分 間 反応 させ た.そ の後 氷冷 過塩 素 酸

で反 応 を停 止 させ,遠 心 除蛋 白後,上 清 液 中の

無 機 リン(Pi)を 高橋 の方法16)で測定 した.

4. 試 薬 類

本 実験 に使 用 した試薬 類 は以下 の通 りで あ っ

た.

クロル ピ リホ ス標準 品お よび ピ リダフ ェンチ

オン標準 品 は和光 純薬工 業㈱ よ り,ホ キ シムは

ナ ノゲ ン社 よ り,そ して α-クロロナ フ タ リンお

よび β-クロロナ フ タ リンは東京 化成工 業㈱ よ り

購入 した.

Fig. 1に 本実 験 に使用 した,白 ア リ防除剤 と

しての有機 リン系 薬剤 お よび クロ ロナ フ タ リン

系薬 剤 の構造 武 を示す.

これ らの もの はすべ て エ タノー ルはこ溶解 して

実験 に供 した.

その他 の 試薬類 はす べ て試薬特 級 の もの を使

用 した.

実 験 結 果

1. 肝Mtの 呼吸 活性 に鴬 す る作用

3種 類 の有機 リン系 薬剤 お よび, 2種 類 の ク

ロ ロナ フ タ リン系 薬剤 につ いて,単 離 ラ ッ ト肝

Mtの 呼 吸活性(State 3お よびState 4)に 対す

る作 用 を比較検 討 した.

Fig. 1 Chemical structure of pesticides

1)有 機 リン系薬 剤

有 機 リン系薬 剤 の 呼 吸 活 性 に 対 す る作 用 を

Fig. 2に 示 す.図 に示 す よ うに クロル ピ リボス,

ピリダフェンチオンおよびホキシムの全 てにState

 3呼 吸 活性 の抑制 が認め られ た。 各々 の薬剤 の

State 3呼 吸 活性 の 頬照 に対 す る75%阻 害 濃度

は,ク ロル ピ リホスで は約45μM,ピ リダフェ

ンチオ ンでは約300μMお よびホキ シムで慧約70

μMで あ った.

State 4呼 吸 活性 につ いて は,ク ロル ピ リホ ス

お よび ピ リダ フェ ンチオ ンは濃度依 存 的に その

活性 を促進 した.し か しホ キシムはState 4呼 吸

活性 に対 して はほ とん ど作用 を示 さなか った.

 State 4呼 吸活 性の対 照 に対す る150%促 進濃 度

は,ク ロル ピ リボ スでは約65μMで あ り,ピ リ

ダフェ ンチ オンにお いて は約200μMで あ った.

2) クロ ロナ ツ タ リン系 薬剤

ク ロロナフ タ リン系薬剤 の呼吸 活性 に対 す る

作用 をFig. 3に 示 す.図 に見 られ る よ うに α-お

よび β-クロロナ フタ リンの両 者 とも, State 3呼

吸活性 を抑 制 したが,そ の抑制 の度 合 は僅 か で

あ った.

しか し, 両薬 剤はState 4呼 吸活 性 を濃 度依 存
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的 に促進 した. State 4呼 吸活性 の対 照 に対す る

150%促 進 濃 度は,α-ク ロロナ フタ1リンでは約170

μMで あ り β-クロ ロナ フ タ リンにおいては約75

μMで あ った.

Fig. 2 Effect of organophosphates on mito

chondrial respiratory activity

State 3: •›-•›, Chlorpyrifos 

•¢-•¢ Pyridaphenthion _??_-_??_ 

Phoxim

State 4: •_??_-_??_ , Chlorpyrifos A-A, 

Pyridaphenthion _??_-_??_, 

Phnuim

Fig. 3 Effect of chloronaphthalenes on mito

chondrial respiratory activity

State 3: •›-•›, ƒ¿-Chloronaphthalene 

ƒÀ-Chloronaphthalene

State 4:_??_-_??_, ƒ¿-Chloronaphthalene _??_-_??_

, ƒÀ-Chloronaphthalene

Fig. 4 Effect of pesticides on mitochondrial 

activity (RCI)

•› -•›
, Chlorpyrifos _??_-_??_, Pyrida

 phenthion D-D, Phoxim_??_-_??_

ƒ¿-Chloronaphthalene _??_-_??_, 

ƒÀ-Chloronaphthalene

以上 の結 果 よ りState 3呼 吸活 性の 抑制 の度

合 は,ク ロル ピ リボ ス>ホ キ シム>β-ク ロロ

ナ フ タ リン>α-ク ロ ロナ フ タ リン>ビ リダフ

ェ ンチ オンの順 であ った.

State 4呼 吸 活性 の促進 は クロルピリボス>β-

クロ ロナ フ タ りン>α-ク ロロナフ タ リン>ピ

リダフ ェンチ オ ンの瀬 で強か った.し か し,ホ

キ シムはState 4呼 吸活性 に対 してほ とんど作用

を示 さなかっ た.

3) 有機 りン系薬剤 お よび クロロナ フ タ リン

系薬剤 はこよる呼吸調 節能(State 3/State 4,

 Respiratory Control Index: RCI)は こ与 え

る影響

RCIに 対 す る有機 リン系薬 剤および クロロナフ

タ リン系 薬剤の 作用 をFig. 4に 示す.図 はこ見 ら

れ る よ うに,全 て の薬剤 にお いてRCIの 低下 が

見 られ た.そ の低 下 の度合 は,ク ロルピ リボス>

β-クロロナフ タ リン>ホ キ シム>α-ク ロ ロナ

フ タ リン>ピ リダフェ ンチ オンの順 であ った.

2. 肝MtのATPase活 性 に対す る作用

1) 有機 リン系薬 剤

有 機 リン系薬 剤 によ るATPase活 性 に対 す る

作用 をFig. 5に 示す.

クロル ピ リボ ス,ホ キシム お よび ピ リダフ ェ

ンチオ ンの全て の薬剤 は潜 在性ATPase(latent

 ATPase)活 性 を濃度依 存的 に捉 進 したが,ビ リ
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ダフェンチ オンは その作用が最 も弱かった. DNP

で 活 性 化 し たATPase(DNP stimulated

 ATPase)活 性 に対 しては,い ずれの 薬剤 もほ と

ん ど作 用 をお よぼ さなか った.

Fig. 5 Effect of organophosphates on mito

chondrial ATPase activity

- DNP:•›-•›, Chlorpyrifos •¢-•¢, 

Pyridaphenthion _??_-_??_, 

Phoxim

+DNP: _??_-_??_, Chlorpyrifos •£-•£, 

Pyridaphenthion _??_-_??_, 

Phnvim

Fig. 6 Effect of chloronaphthalenes on mito

 chondrial ATPase activity-

DNP: •›-•›, ƒ¿-Chloronaphthalene,•¢-•¢

, ƒÀ-Chloronaphthalene 

+DNP:_??_-_??_, ƒ¿-Chloronaphthalene •£-•£

, ƒÀ-Chloronaphthalene

2) クロ ロナ フ タ リン系薬剤

クロロ ナ フ タリン系薬 剤 によるATPase活 性

に対す る作 用 をFig. 6に 示 す.

α-お よび β-クロ ロナ フ タ リンは 共に 濃度 はこ

依 存 して, latentATPase活 性 を促 進 したが,

 DNP stimulated ATPase活 性 に対 しては,ほ

とん ど影響 が認 め られ なか った.

考 察

ミ トコン ドリア には細 胞の生 命維 持 に重要 な

器 官が あ り,種 々の 反応 を行 って い る.そ の ひ

とつはこミ トコン ドリアの呼 吸鎖 で生 じたエ ネル

ギー を利用 して, ADPとPiか らATPを 生成

す る酸 化 的 リン酸化 反応が ある17) 18).この反応 は

エ ネル ギー の生成 に 大切 な役割 を果 た し,そ の

機能 障害 は生 体 に大 きな影 響 をお よぼす と考 え

られ る. Chanceとwilliamsは 酸素 電極 を用 い

て,無 傷 の ミ トコン ドリアの 生理 的状態(State)

を観 察 して い る19). State 3は 呼 吸基質, Pi, ADP

お よび酸素 が十 分に あ り,酸 化 的 リン酸化 反応

が最 もスムー スに進行 し,呼 吸速 度 が極め て速

く, ATPが 合 成 されて い る状 態で あ り,そ れに

続 くState 4はADPが 全 て リン酸化 され て,

呼吸 速度 はゆ るやか とな り,呼 吸鎖 の電子伝 達

系 と リン酸化系 が平衡 とな る制御 呼 吸状態 をい

う.

ミトコン ドリアの イ ンタ ク トネ スの指標 は,

一般 に呼 吸調HG(RCI: Respiratory Control

 Index: State 3/State 9)が 使 用 され てい る.

この 価 を無傷 の ミ トコン ドリアの それ と銘 較す

るこ とに よ り,ミ トコン ドリアの イ ンタ ク トネ

スの状態 を推測 す るこ とが で きる17).

また,ミ トコン ドリア の酸化 的 リン酸化 反応

に対 す る隆害作 用 は電子伝 達 隆害,エ ネル ギー

伝達 阻害 お よび脱共役 の三 つ の様式 に大別 され

て い る17), 18).す なわ ち,ミ トコン ドリアの呼吸

鎖 の電子 の流 れ を阻害す る ものが,電 子伝 達 阻

害 で あ り,そ の阻害 剤は 呼吸鎖 に おけ るそれ ぞ

れ のSiteを 阻 害す る.ま たATPへ のエネ ル

ギー 伝達 反応 を阻害 す る ものが,エ ネ ルギー伝

達 阻害 であ り, State 3呼 吸 のみ を阻 害 す る とい

う.そ して ミ トコ ン ドリア の電子伝 達 系 とエ ネ
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ル ギー伝達 系の共 役 を切 断 し, ATPの 形成 を阻

止 し, State 4呼 吸 を促 進 す る もの が,脱 共 役 で

ある といわ れて い る.

また,無 傷 の ミ ト コ ン ド リア に は 潜 在 性

ATPase活 性 は ほ とん どない が,こ れ は ミトコ

ン ドリアの機 械 的損 傷や 脱共 役剤 等 に よって活

性化 され る といわれ て い る.そ してDNPで 活

性化 され たATPaseは オ リゴマ イシンなどのエ

ネル ギー 伝 達 阻害剤 で抑 制 され るとい う17)　18).

今 回実 験 した有機 リン系 薬剤 は ミ トコン ドリ

アの呼 吸機 能 に対 して,そ れ ぞれ異 な った作用

を示 した.す なわ ち クロ ル ピ りホスは強 くState

 3呼 吸 を抑 制 し, State 4呼 吸 を促 進 した.そ の

結果RCIは 濃度 に依 存 して低 下 し,こ の こ とに

は, State 3 お よびState 4の 相 方が 関与 した.

そ してlatent ATPase活 性 を促 進 した.こ れ

らの こ とか ら脱共役 作 用が推 測 され,ま たState

 3呼 吸 活 性 の 強 い 抑 制 とDNP stimulated

 ATPase活 性 にはま影 響 の ない こ とか ら,電 子伝

達 阻害 も うか が われ た.ピ リダ フェンチ オ ンで

は弱いState 3呼 吸 活性 の抑制 とState 4呼 吸活

性 の促進 が見 られ, RCIの 低下 作用 も最 も弱か

った.ま たlatent ATPase活 性の僅 か な活性

化 が認め られ た のみ であ った.ホ キ シム にお い

て はState 3呼 吸 活性 の抑 制が 認め られ たが,

 State 4呼 吸 活性 に は影響 が なか った.こ の こ と

か らホ キ シムに よ るRCIの 低 下 は, State 3呼

吸 活 性 の 抑 制 に よ る と 考 え る.ま たlatent

 ATPase活 性 を 促 進 し, DNP stimulated

 ATPase活 性 には影 響 の ない こ とか ら,ミ トコ

ン ドリア の阻 害様 式 として,電 子伝達 阻害 が考

え られ,ま たlatent ATPase活 性 の作 用 か ら,

ミ トコン ドリア の呼吸鎖 はこおけ る作用 の他 に ミ

トコ ン ドリア膜 自体 へ の損 傷が 推察 され た.

以上 の こ とか ら,今 回検 討 した有機 リン系薬

剤に おい ては,ク ロ ル ピ リホ スが ミ トコン ドリ

ア呼吸機 能 に雌 して最 も阻 害作 用が強 く,次 い

でホ キ シムが,ピ リダフ ェンチ オ ンはその 作用

は弱 く,そ れ ぞれ の薬剤 はこよ る ミトコン ドリア

の酸化 的 リン酸 化反 応 に対 して は,異 な った作

用様 式 を もつ こ とが 示唆 された.

クロロ ナフ タ リン系薬 剤 であ る α-お よび β-

クロロナ フタ リンはいずれもState 3呼 吸活 性 を

獲 かに抑 制 し, State 4呼 吸 活性 を濃度依 存的 に

促進 した.そ の結果RCIは 低 下 したが,こ のRCI

の低 下 には, State 4呼 吸活性 の促進 作用 が 多 く

間 与 して い る こ とが認 め られ た.ま た, DNP

 stimulated ATPase性 には影 響 を与 えないが

Latent ATPase活 性 を濃度 依存 的 に促 進 した.

これ らの ことか ら α-お よび β-クロ ロナ フ タ リ

ンの ミ トコン ドリア呼吸機 能 に対す る阻害様 式

は脱 共役 的 であ るこ とが,強 く示唆 され た.そ

してState 3お よびState 4呼 吸活性,な らび

にlatent ATPase活 性 ともに クロル ピ リホ ス

が最 も影響 を多 く与 え た.

イ ンタ ク トネ スの指 標 として用 い られて い る

RCI値 で,今 回検討 した薬 剤 を比較す る と,ク

ロル ピ リホ ス>β-ク ロ ロナフ タ リン>tキ シ

ム>α-ク ロ ロナ フ タ りン>ピ リダフ ェンチオ

ンの順 であ った.ク ロル ピ リボスが最 も強 く,

ピ リダ ツェ ンチ オンが 最 も弱か った.

いずれ に して も,ク ロル デ ンはこ替わ る白ア リ

防除 剤は ミトコ ン ドリア膜 に対 して,そ れ ぞれ

の阻 害様 式で作 用 をお よぼ した.特 に クロル ピ

リホスは その膜作 用が 強力 であ った.白 ア リ防

除作 業者 の作業環 境等 を考 え併せ ると,特 に,

定期 的 な健康 診 断は もとよ り,暴 露に対 す る防

御 を よ り一 層注 意す る必要 があ る と考 え る.さ

らに命 後 も,こ れ らの 薬剤 の生体 への有 害作 用

につ いて種 々の検 討が望 まれ る。

結 論

今 日,ク ロル デ ンに 替わ り使用 され てい る有

機 リン系 お よび クロロナ フタ リン系 白ア リ防 除

剤に 関 し,単 離 ラッ ト肝 ミ トコン ドリアの呼 吸

活性 お よびATPase活 性 に対す る作 用 を調べ た

結 果,以 下 の成績 を得 た.

1. Mt呼 吸 活性 に対 して

クロルピ リホスは強 くState 3呼 吸活性 を抑 制

し, State 4呼 吸活性 を促進 しtv.そ の結果RCI

を低 下 した.

ピ リダフェンチオンはState 3呼 吸 活性はこは殆

ど影響 をお よぼ さず, State 4呼 吸 活性 を僅か に

健 進 させ た.

ホ キシムはState 4呼 吸活性 には影 響 を与 えな

か ったが, State 3呼 吸活 性 を抑制 した.
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α-お よびβ-ク ロロナ フタ リンは ともに, State

 3呼 吸 活性 に 対 して は作絹 は弱 く, State 4呼 吸

を促 進 させ,そ の作 用 は β-クロ ロナ フ タ リンの

方が 強か った。

RCI低 下 の 度合 い は,ク ロル ピ リホ ス>β-ク

ロロナ フ タ リン>ホ キシム>α-ク ロ ロナ フタ

リン>ピ リダフ ェンチ オ ンの順 であ った.

2. ATPase活 性 に対 して

検 討 した全 ての薬 剤 はlatent ATPase活 性

を促 進 させ,そ の作 用 強度 は クロル ピ リボ ス>

ホキ シム>β-ク ロ ロナ フ タ リン>α-ク ロロナ

フタ リン>ピ リダ フェ ンチ オ ンの順 で あっ た.

 DNP stimulated ATPase活 性 に対 しては,

いずれ の薬剤 も影響 を与 えなか った.

本稿 を終えるに当た り,御 懇篤なる御指導 と御校

閲をいただいた岡山火学医学部 緒方正名教授に心か

ら深謝いたします.ま た,終 始御脇力 いただきまし

た岡山大学医学部公衆衛生学教 室の諸先生に感謝い

たします.
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Toxicity of organic phosphates and chloronaphthalenes

Part 1. The effect on mitochondrial oxidative 

phosphorylation in the rat liver
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The effect of organic phosphates and chloronaphthalenes, which are used in new pesticides 

on mitochondrial oxidative phosphorylation in the rat liver was examined.

Chlorpyrifos and phoxim decreased State 3 respiration in a dose-dependent manner, but 

pyridaphenthion, a and Q-chloronaphthalene had only a slight effect. Degree of their effect 

in the order of chlorpyrifos>phoxim>ƒÀ-chloronaphthalene>ƒ¿-chloronaphthalene> 

pyridaphenthion. Chlorpyrifos, pyridaphenthion, ƒ¿-and ƒÀ-chloronaphthalene affected on the 

State 4 respiration, but phoxim did not. Consequently, they lowered the respiratory control 

index and the effect being in the order of chlorpyrifos>ƒÀ-chloronaphthalene>phoxim> 

a-chloronaphthalene>pyridaphenthion.

All the compounds tested stimulated latent ATPase activities, but DNP-stimulated ATPase 

activities were not affected by these compounds. Their effect on latent ATPase activities were 

in the descending order of chlorpyrifos>phoxim, ƒÀ-chloronaphthalene>ƒ¿

chloronaphthalene>pyridaphenthion.

These findings suggest that chlorypyrifos, pyridaphenthion, phoxim, ƒ¿-chloronaphthalene 

and ƒÀ-chloronaphthalene impede mitochondrial oxidative phosphorylation.


