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(1)は しが き

パラコー ト(PQ)は 、世界 的 に広 く使 用 され てい る除草剤である。急性毒性は

肺及び腎に障害を起 こし、慢性毒性は中枢神経障害 を及ぼすことが知 られてい

る。救急医学の進歩にも関わ らず、未だにその急性 中毒による死亡率は高 く、

特異的な治療法は確立 していない。

我々は、PQへ の低濃度慢性 暴露が、 中枢神経 に脆弱な状態を惹起 し、神経変

性疾患を誘発する可能性 を報告 してきた。PQは 、血液脳 関門を中性 ア ミノ酸 ト

ランスポーターを介 して通過 し、その後の中枢毒性は ドパ ミン トランスポー タ

ー(DAT)を 介 した ドパ ミン神 経毒性 で ある
。PQの 慢性 中枢 毒性機 序 は、 グル

タ ミン酸 放出を起点 とす る興奮性毒性であ り、その細胞死を ドパ ミンD2/3受

容体作動薬が有効 に抑制 した。

一方
、末梢における ドパ ミン受容体存在部位は、肺 と腎臓のみであ り、PQに

よる主な障害部位 と一致す る。そ こで、本研究はPQの 急性 末梢 毒性 にお ける、

細胞 障害機序及び ドパ ミン系関与の検討を 目的 とした。
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パ ラ コ ー トに よ る ドパ ミ ン神 経 細 胞 死 の 機 構

PQは 細胞外液のグルタミン酸濃度を上昇させる。一方、PQは 、 ドパミントランスポーターによりドパミン神経に取

り込まれ、ミ トコンドリア呼吸鎖を阻害する。グルタミン酸はNMDA受 容体を活性化しCa2+を 流入させ、NOの 産生

を高める。NOは 、パラコー トによる呼吸鎖阻害と相まって、恐らくperoxynitriteを経て更にミ トコンドリア傷害を惹

起する。このような機構でPQに よって ドパミン神経は脆弱になり、更に加齢や内因性の神経毒による酸化的ス トレス

が加わって脱落する。
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概 要

パ ラコー ト(PQ)は 、世界 的 に広 く使 用 され てい る除草剤である。急性毒性は肺

及び腎に障害を起 こし、慢性毒性は中枢神経障害を及ぼすことが知 られている。

救急医学の進歩にも関わらず、未だにその急性 中毒による死亡率は高 く、特異

的な治療法は確立 していない。

我々は、PQへ の低濃 度慢性暴露 が、 中枢神経 に脆弱な状態を惹起 し、神経変性

疾患を誘発する可能性を報告 してきた。PQは 、血液脳 関門 を中性 ア ミノ酸 トラ

ンスポーターを介 して通過 し、その後の中枢毒性は ドパ ミン トランスポーター

(DAT)を 介 した ドパ ミン神経 毒性 であ る。PQの 慢性 中枢 毒性機 序 は、 グル タ ミ

ン酸放 出を起点 とす る興奮性毒性であ り、その細胞死を ドパ ミンD2/3受 容 体

作動薬 が有 効に抑制 した。

一方
、末梢における ドパ ミン受容体存在部位は、肺 と腎臓のみであ り、PQに

よる主な障害部位 と一致す る。 そこで、本研究はPQの 急性 末梢 毒性 にお ける、

ドパ ミン系関与の検討を 目的とした。
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パ ラ コ ー トに よ る ドパ ミ ン 神 経 細 胞 死 の 機 構

PQは 細胞外液のグルタミン酸濃度を上昇させる。一方、PQは 、 ドパミン トランスポーターにより ドパミン神経に取

り込まれ、ミ トコンドリア呼吸鎖を阻害する。グルタミン酸はNMDA受 容体を活性化しCa2+を 流入させ、NOの 産生

を高める。NOは 、パラコー トによる呼吸鎖阻害と相まって、恐らくperoxynitriteを経て更にミ トコン ドリア傷害を惹

起する。このような機構でPQに よって ドパミン神経は脆弱になり、更に加齢や内因性の神経毒による酸化的ストレス

が加わって脱落する。
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1.生 命 曲線 を用 い た検 討

【実 験 方 法 】

C57BLマ ウス(20-239)に 、PQ(60mg/kg)の 皮 下 投 与20分 前 に各 薬 物 を腹

腔 内 へ 前 投 与 した。PQ投 与 後 、1時 間 、3時 間 、6時 間 後 に 各 薬 物 を 腹 腔 内投

与 し、 引 き続 き次 の2日 間 は1日2回 、 更 に2日 間 は1日1回 投 与 した 。PQ単

独 投 与 群(contro1)に は 、 生 理 食 塩 水 を 同 じ回 数 腹 腔 内投 与 した 。 薬 物 の 効

果 は 、 生 存 率 と して比 較 検 討 した 。

生 存 分 析 は 、Kaplan-Meier法 を用 い て生 命 表 を作 成 し、Log-1anktestを 用

い て検 定 を行 った 。

【結 果 】(図1及 び 図2)

●PQとsalineの 投 与 マ ウス(コ ン トロー ル)は 、 投 与 後5日 で約90%死 亡 し

た 。

● 中性 ア ミノ酸 、DAT阻 害 薬(GBR-12909お よびnomifensine)、 ドパ ミ ンD2受

容 体 拮 抗 薬(haloperido1)、 ドパ ミ ンD1/2受 容 体 拮 抗 薬(chlorpromazine)は 、

PQ急 性 中毒 に対 す る生 存 率 向上 に 関 与 しな か っ た。

● 一方 、D2/3受 容 体 刺 激 薬 で あ るcabergolineは 、有 意 に死 亡 率 を低 下 させ た 。

ま た 、抗 酸 化 薬 と して しられ るvitaminCとEの 組 合 わせ や 抗 酸化 作 用 を有 す



るACE阻 害 薬 で あ るcaptoprileやenalaprileも 、 有 意 にPQ毒 性 を 軽 減 させ

た 。Captoprile+caber-goline+VitaminC/E処 置 群 に お い て 、 最 も 生 存 率 が 向

上 し、 生 存 率 は71%で あ っ た 。

【考察】

●PQ毒 性 の軽減 は、従来か ら指摘 され ている抗酸化作用を有する薬物に顕著に

認められ る他 、 ドパ ミン刺激薬にも弱いながら認められた。

●この ドパ ミン刺激薬お よびACE阻 害薬 であ るcaptoprileの 作用部位 を考 え

る と、PQの 肺 毒性 の保護作用 には肺細 動脈 における

酸化的ス トレスの抑制が重要であると考 えられた。

(次ペー ジ及 びその次のペー ジは生存曲線)
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2.PQに よる肺障害 とその毒性機構 の検 討

マ ウスを用いた実験から得 られた生存曲線 より、各種抗酸化剤及びACE阻 害

薬 は、PQ毒 性 を抑制 し生存率 の向上 が認 め られた。一方、PQに よる 中枢神 経

障害 を抑制 した ドパ ミン作動薬や ドパ ミン トランスポーター阻害薬は、肺障害

にはむ しろ促進的に作用 した。ACE阻 害薬 は 、抗 酸化 作用 があ るこ とが知 られ

ている。ACE阻 害薬 に よるPQ毒 性軽減 には、酸化 的 ス トレス抑 制が関与 してい

ると考えられる。

そこで、 この機構を解明するために、PQ投 与後2日 及び4日 後 の肺 組織 ホモ

ジネ ー トにつ いて、SDS-PAGEを 行 った。Cleavedcaspase-3抗 体に よって、 ウ

エス タンブ ロ ッ トを行い、抗体で染色 された蛋 白量はアクチンを指標 として半

定量化を検討 した。アポ トーシスの指標であるCleavedcaspase-3は 、PQに よ

って、わずか に検 出 され て きている。 この変化 はPQ投 与後2日 後 か ら著明 に

観察 され る傾 向にあ り、Captopri1に よって 、 これ らの蛋 白質 の出現 が抑制 さ

れる傾向もみ とめられつつある。従 って、ACE阻 害薬 はPQに よる酸化 障害 を防

御 し、PQ中 毒時 の治療薬 として期 待で きる可能性が示唆 されることが否定でき

ず、さらに実験 を勧め、定量的にデータを表示 できるように実験を勧 めてい く

予定である。

さらに、nitrotyrosine抗 体に よって、 ウエ ス タ ンブ ロッ トを行い、抗体で

染色された蛋白量はアクチンを指標 として半定量化す ることで、PQに よって、

nitrotyrosine抗 体 に反応す る蛋 白質が著 明 に増 加 し、PQ肺 毒性 に一酸化 窒

素 による酸化 的ス トレスの関与が示唆 され るか否かの検討 を継続す る予定であ

る。 もし、nitorotyrosine抗 体 に反応 す る蛋 白質 を免疫 沈降法を用いて精製、

Mn-SODで あった場 合、Mn-SODは 、活 性 中心tyrosine残 基 を有 し、 ニ トロ化 さ

れ る と活性 を消失す ることが知 られている。従って、PQに よる酸化 ス トレスは

さらに増大 され ることが示唆 されると予想 される。

以後、研究を継続 し、急性パラコー ト中毒 による肺線維化機構 とその進展阻

止治療薬の探索を検討 してい く予定である。


