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1．緒　言

　2003年，茨城県神栖市の集合住宅の井戸水から水質環境基準の450倍

のヒ素（4．5mg／1）が検出され，そのヒ素は有機ヒ素化合物ジフェニル

アルシン酸（DPAA）であることが判明したD。発端となったのは，集合

住宅に住む女学生が，2001年ごろから睡眠中に突然手足をばたつかせて

暴れたり，物を持つ手が震えて字がうまく書けなくなってしまったた

め，2002年に茨城県内の病院で診察を受けたことだった。女学生の母親

も同じような症状で，すでに他の病院に数回入院し，治療を受けていた。

2003年には，同じ集合住宅に住む42歳の女性が，歩行時のふらっきや

めまい，手の震えなどで女学生と同じ病院を受診した。さらに，同じ集

合住宅の7歳の女児と1歳8ヶ月の男児も同様な症状で治療を受けて

いた。医師の問診で，この集合住宅は1本の井戸を共有していることが

わかったため，井戸水の検査が行われた。一方，住民検診も行われ，集

合住宅で井戸水を飲用していた30名中22名に，四肢の協調運動障害，

振戦またはミオクローヌス，睡眠障害，記憶障害等の中枢神経障害を中

心とする症状がみられた2・3）。DPAAは，旧日本軍の化学兵器である赤筒

を製造するためのくしゃみ剤の中間原料として使用されていた経緯が

ある。1970年には，瀬戸内海大久野島で千本以上の赤筒が発見された。

1993年には，広島市の道路用地でDPAAの漏出事故があった。また，1996

年には，大久野島の土壌と水から最高で水質環境基準の470倍のヒ素

を検出している4）。さらに，2004年には，神奈川県平塚市で旧相模海軍

関係施設跡付近の井戸水からDPAAを検出し5），2009年には，千葉県習

志野市で，旧陸軍習志野学校跡地内で61個の赤筒らしきものが発見さ

れた6＞。このように，これまでに漏出や発見が報告されているが，実際

にヒトへの健康被害が報告されたのは茨城県神栖市の件のみであった。
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そのため，DPAAの中毒については，どのような症状がでるのか知られて

いない状況にあった。無機ヒ素化合物による中毒については，これまで

数多くの報告がある。海外では，バングラディシュ，インド・西ベンガ

ル州，中国・内モンゴル地域において，地下鉱床から汚染された井戸水

によって，多くの慢性ヒ素中毒患者が発生している71°）。また，日本で

は，1948年に，三重県津市で，アミノ酸醤油に含まれていた不純物であ

るヒ素により，嘔吐，下痢，腹痛，顔面浮腫，筋肉痛などを訴える患者

が2000人以上あった。1955年には，山口県宇部市でも，アミノ酸醤油

により450人の中毒患者が発生した。1955年には，森永ヒ素ミルク事件

もあり，131人が死亡している。また，比較的最近では，1998年に和歌

山県和歌山市でヒ素入りカレー事件があり，4人が死亡しているD。

DPAAの中毒症状は，中枢神経障害が中心であり，無機ヒ素長期暴露でみ

られる皮膚症状や末梢神経障害が全くなかったことから，一時期ヒ素に

よる中毒ではないと考えられた。しかし，汚染源と考えられる井戸水の

飲用と関連して症状が変化していることやDPAAが患者の生体試料から

検出されたことなどから，井戸水に含まれていたDPAAが神栖市の中毒

の原因物質とされるに至った2・3）。

　ヒ素化合物の中枢神経に及ぼす影響として，三酸化ヒ素によるマウス

脳モノアミン代謝の変化lDや亜ヒ酸ナトリウムによるラット及びモル

モット中枢神経伝達物質濃度変動の報告があるが12），DPAAに関してはこ

の中毒事例までほとんど研究されておらず，いまだ十分な知見が得られ

ていない状況である。

　近年，様々な病態における活性酸素種の関与が注目され，無機ヒ素化

合物も活性酸素種発生誘因の一つであり1°・13），発生した活性酸素種の量

が組織の抗酸化機能を上回った場合，その酸化ストレスにより細胞組織
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機能傷害が起こると考えられている。酸化ストレスの生体内指標とし

て，主に活性酸素種による過酸化脂質（LPO）形成，過酸化水素を分解

するカタラーゼ（CAT）及び酸化的傷害から細胞を保護する還元型グル

タチオン（GSH）などの挙動が検討されているlu5）。いくつかの研究に

おいて，無機ヒ素化合物2．5mg／kg　body　weightを3週間腹腔内投与し

たマウス肝臓や16），亜ヒ酸ナトリウム10．5mg／kg／body　weightを与え

たラット肝臓で17），GSH及びCATが有意に減少したことが報告された。

また，Santraら18）も，無機ヒ素3．2mg／1が含まれる飲用井戸水を9箇

月与えたマウス肝臓でGSH及びCATの有意な減少がみられることを報告

した。

　本研究において，著者らは実験動物マウスにDPAAを経口投与し，酸

化ストレス毒性の指標としてLPO，　CAT及びGSH量の変化を調べた。ま

た，健康被害を引き起こした飲用水のヒ素濃度が4．5mg／1であったこ

とから1），投与に用いるDPAAの濃度はその毒性をより明確にするため，

ヒ素として10mg／1の濃度となるよう調整した。同時に有機ヒ素化合物

と無機ヒ素化合物の毒性の違いを知る目的で，DPAAの他に有機ヒ素化合

物としてフェニルメチルアルソン酸（PMAA），無機ヒ素化合物としてヒ

酸水素ニナトリウムあるいは亜ヒ酸ナトリウムをそれぞれ経口投与し，

それらを比較検討した。ヒ素化合物については，これまで種々の実験動

物に単回，短期間，長期間投与した報告がされている。しかし，DPAAに

ついては報告例が少ないことから，暴露期間による影響の違いをみるた

め，7日間投与実験及び28日間投与実験を行った。

　著者らは，DPAAが活性酸素種発生の誘因物質として作用し，その酸化

ストレスによって中枢神経症状が引き起こされると考え，空間学習能力

の変化を測定するモリスの水迷路実験19）を用いてマウスの中枢神経系
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への影響を見た。この方法はラットの空間認識に関する記憶学習を測定

する方法として確立されたものであるが，マウスにも用いられている

2°・21）

B著者らは，この方法をDPAAまたは無機ヒ素を投与したマウスに適

用し，その結果，有機ヒ素化合物DPAAと無機ヒ素化合物の毒性に関す

る興味ある知見を得た。
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皿．材料と方法

i．動物

　ddY系マウス（3週齢雄，日本エスエルシー（株））を，室温22±2℃，

湿度60～65％，7：00～19：00明の12時間の明暗サイクルで一週間馴化

させた後，実験に用いた。馴化ならびに実験期間中，水及び実験飲用水

溶液，固形飼料CE－2（日本クレア㈱，東京）を自由摂取させた。

　本実験は，茨城県「衛生研究所における動物実験に関する指針」に準

拠して実施した。

li．実験飲用水溶液の調製

　DPAA水溶液は，ジフェニルアルシン酸標準品（和光純薬工業（株），大

阪，日本）35．Omg，　PMAA水溶液は，フェニルメチルアルソン酸（林純薬

工業（株），大阪，日本）26．7mg，　Na，HAsO4水溶液は，ヒ酸水素ニナトリ

ウム七水和物（和光純薬工業㈱，大阪）41．7mg，　NaAsO2水溶液は，亜ヒ

酸ナトリウム（和光純薬工業㈱，大阪）17．3mgをそれぞれ精製水に溶

解して，1000mlとした（いずれの実験飲用水溶液もヒ素として10mg／1

含む）。

ih．7日間投与実験

　マウス18匹を3群に分け，そのうち2群のマウスにはDPAA水溶液あ

るいはNa2HAsO4水溶液を7日間飲用させた（各7－DPAA群，7－Na，HAsO4

群）。対照7－Cont（1）群には精製水を与えた。また，実験日を変えて別

のマウス18匹を3群に分け，そのうち2群のマウスにPMAA水溶液ある

いはNaAsO2水溶液を7日間飲用させた（各7－PMAA群，7－NaAsO2群）。

同様に対照7－Cont（2）群には精製水を与えた。各々1群は6匹とし，実

験期間中，飲用水及び飼料はすべて自由摂取とした。投与期間中飲水量

及び体重を計測した。
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iv．28日間投与実験

　マウス12匹を2群に分け，各群を6匹とし，1群のマウスにはDPAA

水溶液を28日間飲用させた（28－DPAA群）。もう一一つの対照28－Cont群

には精製水を与えた。実験期間中，飲用水及び飼料はすべて自由摂取と

した。投与期間中飲水量及び体重を計測した。

v．試料採取

　7日間投与実験においては投与から7日後，また28日間投与実験に

おいては28日後に，エーテル麻酔下，血液を後大静脈からヘパリン加

血液として採取し，遠心分離後血漿を得た。また，赤血球沈査は冷生理

食塩液にて洗浄し，赤血球試料とした。採血後摘出した肝臓及び脳試料，

血液分離後採取した血漿試料は，測定まで一80℃で保存した。

vi．生化学的測定

　血漿ゐPO！　血漿LPOはYagiの方法22）にて測定した。　すなわち，血

漿に1／12N硫酸と10％リンタングステン酸を加えて生じた沈殿に0．67

％チオバルビツール酸（TBA）試薬を加えて，95℃，60分間加熱した。室

温まで冷却後，反応液にR一ブタノールを加えて振とうして反応生成物を

抽出し，1，500gで10分間遠心分離後のn一ブタノール層中の反応生成

物を蛍光光度計（日立F－4010）にて励起波長515nm，測定波長551nmに

よって測定した。標準物質としての1，1，3，3－Tetraethoxypropane（和光

純薬工業㈱）をTBA試薬と反応させ，得られた反応生成物を同様に測定

した。血漿LPOは過酸化脂質が分解して生じるマロンジアルデヒド量

（nmol　MDA／ml）として表わした。

　茄『醗及乙囎∠PO’　肝臓及び脳LPOはUchiyamaらの方法23）にて測定

した。肝臓又は脳試料にその9倍容の1．15％塩化カリウム溶液を加えて

ホモジネートし，1％リン酸と0．67％TBA試薬を加えて混合し，95℃で
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45分間加熱した。室温まで冷却後，反応液にn一ブタノールを加えて振

とうして反応生成物を抽出し，1，500gで10分間遠心分離した。　n一ブタ

ノール層中の反応生成物を分光光度計（日立U－3410）にて535nm及び

520nm波長光の吸光度を測定し，その差（A535－520）からLPO量を求

めた。血漿LPOと同様，肝臓及び脳LPOは，標準物質としての

1，1，3，3－Tetraethoxypropane（和光純薬工業㈱）をTBA試薬と反応させ，

得られた反応生成物を同様に測定した。肝臓及び脳LPOは過酸化脂質が

分解して生じるマロンジアルデヒド量（nmol　MDA／g　tissue）として表わ

した。

　047’　CATはAebiの方法24）にて測定した。赤血球試料については，

その4倍容の精製水を加えて溶血試料液とした。肝臓又は脳について

は，9倍容の0．25Mショ糖液を加えてホモジネートし，700　g，10分間

遠心分離して得た上清を，さらに7，000g，10分間遠心分離後，得られ

た沈渣の粗ミトコンドリア画分を各組織試料液とした。50mMリン酸緩

衝液（pH　7．0）で希釈した溶血試料液又は組織試料液各2．　Omlに，基質と

して30mM過酸化水素1．Omlを加えて反応を開始し，分光光度計にて

240nm波長光による吸光度の減少を1分間測定した。30　mM過酸化水素

1．Omlの代わりに50mMリン酸緩衝液1．Om1を加えた溶液をブランク

とした。各試料CAT活性（k　units／m1又はkunits／g　tissue）は，標

準物質としてのcatalase（Catalase，　from　Bovine　Liver，12，000

units／mg和光純薬㈱）各濃度溶液における吸光度から検量線を作成し，

そこから求めた。

　赤血球65万ノ　赤血球GSHはMiwaらの方法25）にて測定した。　GSHは過

剰の5，5’－dithiobis－nitrobenzoic　acid（DTNB）の存在下で酸化型グル

タチオン（GSSG）となる。一方，　DTNBは定量的に還元される。

一7一



　赤血球試料に精製水とメタリン酸溶液（メタリン酸1．67g，　EDTA　O．2

g，塩化ナトリウム30gを蒸留水に溶解し，全量100　mlとした）を加

えて混合後，8，000gで10分間遠心分離し，上清をGSH画分とした。　GSH

画分に0．3Mリン酸水素ナトリウムと5，5’－dithiobis－nitrobenzoic

acid（DTNB）試薬を加え，生成した黄色のDTNB還元物質の412　nm波長

光の吸光度を分光光度計にて測定した。赤血球100ml中のGSH濃度

（mg／dl　RBC）は，その還元物質の分子吸光係数から求めた。

　汐9『醗及び脳65π’　肝臓及び脳GSHは，　GSH測定キットGSH／GSSG－412

（BIOXYTECH社）を用いて測定した。肝臓及び脳試料の9倍容の0．25　M

ショ糖液を加えてホモジネートし，試験に供した。

述．ヒ素濃度測定

　肝臓及び脳中ヒ素濃度は石崎の方法26）にて測定した。均一に細切し

た肝臓又は脳試料（0．1～0．2g）を磁製るつぼにとり，精確に秤量した

後，50％硝酸マグネシウム溶液を2ml加えて，よく湿潤させた。60℃

で12時間加熱乾燥後，電気炉にて550℃で6時間灰化した。冷後，10N

塩酸5mlを加え，ホットプレート上で約50℃，30分間加熱して灰化試

料を溶解させた。次いで，この溶解液を分液漏斗に移し入れ，さらに

10N塩酸5mlでるつぼを洗い，この洗液を同じく分液漏斗に移した。

分液漏斗に40％ヨウ化カリウム溶液1mlを加えて混和後3分間放置

し，五価ヒ素を三価に還元した。次いで，生じた三価ヒ素をクロロホ

ルム5mlずつで2回振とう抽出し，さらに0．025％硝酸マグネシウム液

2mlで抽出液中のヒ素を逆抽出した。原子吸光光度計（セイコーイン

スツルSAS7500）を用いて逆抽出液中ヒ素濃度を測定した。

面．モリスの水迷路実験

　水迷路実験はMorris　19）及びTroenら2°）の方法に準じた。実験には，
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前述の生化学的項目測定に用いたマウスとは別のddY系マウス個体群を

用いた。一週間の馴化とさらに一週間の水迷路実験の訓練の後，先の実

験と同様，実験期間中，対照のMWM－Cont群には飲用として精製水を与

え，MWM－DPAA群にはDPAA水溶液，　MWM－Na2HAsQt群及びMWM－NaAsO，，群に

はそれぞれNa2HAsO，水溶液及びNaAsO2水溶液を与えた。いずれのヒ素化

合物水溶液投与群においても，投与ヒ素濃度は，先の実験と同様，10mg／1

とした。1群は6～7匹とし，実験期間中，飲用水及び飼料はすべて自

由摂取で与えた。実験には，直径90cm×高さ45　cmの塩化ビニル製円

筒型水槽（中山商事（株），日立，日本）を用いた（図1）。直径10cm

の円形避難用踏み台を，水槽の内壁から約15cm離し，また，底から29

cmの高さに設置した。水槽には，スキムミルクを適量加えて不透明とし

た水を，踏み台表面より上1cmになるまで満たし，水面から踏み台が

見えないようにした。実験中の水温は約25℃とし，水槽の水を毎回実験

毎に交換した。マウスを水槽の壁の任意な場所からスタートさせ，水面

下の踏み台に到達するまでの時間を計測した。踏み台への到達時間が90

秒以上の場合は，実験者がマウスを踏み台へ誘導するか，直接踏み台へ

運んだ。これを1日3回繰り返し，3回の平均時間をその実験日におけ

るそのマウスの到達時間とした。実験は投与から2週までは毎日，その

後9週までは週に1日実施した。なお，水槽の周囲の目印となる棚や実

験台などは，実験期間中同位置に配置した。

ix．統計分析

7日間投与実験及び28日間投与実験の各データについて，スチューデ

ントのt検定で有意差検定した。水迷路実験の開始から9週までの投与

群問の測定値の差については，二元配置分散分析の後，Tukey－Kramer法

による多重比較検定で解析し，同時に各投与週における投与群の各ポイ
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ントについて，スチューデントのt検定で有意差検定した。危険率5％

又はそれ以下の値を有意差ありとした。
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皿．実　験　結　果

i．体重及び飲水量

　7日間投与実験においては，投与7日までどの投与群マウスの体重及

び飲水量も対照群と比べて有意な差はなかった。28日間投与実験におい

ては，投与7日後に28－DPAA群マウスの体重が28－Cont群と比較して減

少傾向を示したが，徐々に回復し28日後までに対照群と比べて有意な

差はみられなくなった。この28－DPAA群マウスの飲水量も，同様に，一

時的に減少した後，回復した。マウスの歩行等の一般的行動については，

7日間投与実験及び28日間投与実験いずれも，対照群マウスとヒ素化

合物投与群マウスに特徴的な違いは認められなかった。

il．LPO量，　CAT活性の変化

　実験期間中マウス飲水量から算出した体重あたりのヒ素摂取量は，

7－DPAA群で1日平均2．47　mg／kg／day（総量17．28　mg／kg），28－DPAA群

で1．76mg／kg／day（総量49．23　mg／kg）であった。

　LPO測定及びCAT活性測定の結果を表1に示した。7－DPAA群マウスに

おける血漿，肝臓及び脳LPOは，7－Cont（1）群のそれらと比較してほぼ

同値となり，群間比較における有意差は認められなかった。また，

28－DPAA群マウスの血漿，肝臓及び脳LPOも，28－Cont群のそれらとほ

ぼ同値であった。7－DPAA群，28－DPAA群の赤血球CAT活性も，各々

7－Cont（1）群，28－Cont群のそれと比較して，有意差は認められなかった。

一方7－DPAA群，28－DPAA群マウスにおける肝臓CAT活性のみ，7－Cont（1）

群，28－Cont群のそれと比較して有意な低値を示した（ρ〈0．001，　p

〈0．01）。脳CAT活性は，すべての群で検出限界以下であった。

i［ii．　GSH量の変化

　マウス飲水量から算出した体重あたりのヒ素摂取量は，一部重複する
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が，7－DPAA群で1日平均2．47　mg／kg／day（総量17．28　mg／kg），7－PMAA

群で2．15mg／kg／day（総量15．05　mg／kg），7－Na2HAsOl群で2．65　mg／kg／day

（総量18．57mg／kg），7－NaAsO2群で2．22　mg／kg／day（総量15．54　mg／kg）

であった。また28－DPAA群では1．76　mg／kg／day（総量49．23　mg／kg）で，

有機及び無機ヒ素化合物におけるヒ素摂取量の差は認められなかった。

　各試料中GSH測定の結果を表2に示した。7－DPAA群における赤血球及

び肝臓GSH濃度は，7－Cont（1）群のそれらと比較して有意な低値を示し

た（p〈0．01，p〈0．001）。一方，脳GSH濃度は，7－Cont（1）群とほぼ同

値であった。7－Na2HAsO4群における肝臓GSH濃度も7－CoRt（1）群と比較

して有意に減少した（p＜0．05）が，7－Na，HAsO4群の赤血球及び脳GSH濃

度は7－Cont（1）群とほぼ同値であった。他の有機ヒ素化合物PMAA投与の

7－PMAA群における肝臓GSH濃度も，7－Cont（2）群のそれと比較して有意

に低値を示した（．ρ〈0．05）のに対して，赤血球及び脳GSH濃度は，

7－Cont（2）群とほぼ同値であった。　NaAsO2投与の7－NaAsO2群における赤

血球，肝臓及び脳GSH濃度は，7－Cont（2）群のそれらとほぼ同値であっ

た。また，28日間DPAA継続投与した28－DPAA群においては，7日間投

与の7－DPAA群でみられた赤血球及び肝臓GSH濃度の低下はみられず，

いずれも28－Cont群のそれらと比較してほぼ同値であった。それに対し

て，28－DPAA群における脳GSH濃度は，28－Cont群と比較して有意な低

値を示した（p〈0．05）。

iiNiP．無機及び有機ヒ素化合物による肝臓・脳中ヒ素濃度

　肝臓及び脳中のヒ素濃度測定の結果を表3に示した。有機ヒ素化合物

DPAA　7日間投与の7－DPAA群における肝臓中ヒ素濃度（0．333±0．105μ

g／gtissue）に対して，同群の脳中ヒ素濃度は0．921±0．178μg／gtissue

で，約3倍高値を示した。この値は，無機ヒ素化合物7－Na2HAsO4群にお
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ける脳中ヒ素濃度，0．065±0．044μg／gtissueと比較しても14倍高値

であった。別のマウスを用いて実施した実験においても，有機ヒ素化合

物PMAA　7日間投与の7－PMAA群における脳中ヒ素濃度は0．170±0．074

μg／gtissueで，7－NaAsO2群における脳中ヒ素濃度（0．052±0．032μ

g／gtissue）の約3倍高値を示した。また，有機ヒ素化合物DPAA28日

間投与の28－DPAA群における肝臓中ヒ素濃度（O．374±O．124μg／g

tissue）に対して，同28－DPAA群における脳中ヒ素濃度（0．590±0．194

μg／gtissue）は，1．6倍程度高値を示した。

v．モリスの水迷路実験

　モリスの水迷路実験（図2）において，MWM－Cont群における避難用踏

み台までの到達時間は開始初日で25秒であったが，1～2週間で比較

的速やかに減少し，3週以後5～10秒でほぼ一定となるかわずかな減少

傾向を示した。到達時間の個体差も小さく，比較的安定していた。それ

に対してMWM－DPAA群における到達時間は緩やかに減少し，また実験開

始後7週目で到達時間が一過性に上昇した後，再び緩やかな減少にとど

まった。実験開始後第1週から4週までにおいて，MWM－DPAA群の到達時

間はMWM－Cont群の到達時間と比較して二元配置分散分析にて有意に高

かった（p〈0．05）。さらに，開始から9週までの到達時間はMWM－Cont

群とMWM－DPAA群間の比較では，二元配置分散分析にて有意な差が認め

られた（p〈0．01）。　MWM－Na2HAsO4群における到達時間も，　MWM－DPAA群

ほどではないものの，4週までのMWM－Cont群に比較して緩やかに変化

し，5週目以後にようやく10秒程度となった。MWM－NaAsO，群では，開

始初日での到達時間が他群よりやや高かった（30秒）が，その後の到達

時間の変動はMWM－CORt群でのそれとほぼ同様であった。開始から9週

におけるMWM－DPAA群の到達時間は，　MWM－NaAsO2群と比較しても有意に
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高値であった（p〈0．05＞。8週目のMWM－DPAA群における到達時間平均

値15．13±3．32secは，　MWM－Cont群での値6．91±0．54　secよりも有意

に高値であった（p〈0．05）。また，9週目においてもMWM－DPAA群にお

ける到達時間平均値13．44±2．51secは，　MWM－Cont群での値6．24±0．88

secに比較して有意に高値であった（p＜0．05）。
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N．考　察

　Maitiら27）は，亜ヒ酸ナトリウム50％致死量（LD5§）15．　86mg／kgを腹

腔内投与したラットの肝臓中GSHが有意に減少し，同時にLPOが増加し

たことを報告した。また，RabbaniらL’8）は，三i駿化ニヒ素3－5mg／kg／day

を7日間投与したウサギの血液中GSHが有意に減少し，　LPOが増加した

ことを報告した。本研究においては，血液，肝臓及び脳においてLPOの

有意な変化は認められなかった（表1）。DPAA投与動物における血液

等生体試料中LPOへの作用についての充分な検討はなされておらず，環

境省によるDPAAの毒性試験報告29）においてもLPO測定に関する報告は

なかった。今実験において血液・肝臓・脳LPO値の上昇がみられなかっ

たことは，動物種や系統の違いあるいは投与期間や投与方法・濃度の違

いによるのかもしれないが，さらに詳細な検討を要する。

　これまでDPAAの毒性試験報告29’）では，　DPAA　5．　Omg／kg（ヒ素として

1．43mg／kg）を28日間反復経口投与したラットにおいて，血液中アスパ

ラギン酸アミノトランスフェラーゼAST（あるいはGOT），アラニンア

ミノトランスフェラーゼALT（あるいはGPT），γ一グルタミルトランス

フェラーゼ’y　GT，アルカリフォスファターゼALP，総ビリルビン，尿素

窒素及びクロール値が有意に高い，または高い傾向があるとしている。

病理組織学的検査では，ラット肝臓の胆管増生，グリソン鞘における炎

症性細胞浸潤や肝細胞の限局性壊死等を認めた。さらにこのDPAA反復

経口投与ラットに振戦や易刺激性など神経系への作用がみられたが，脳

組織染色では異常変化は認められなかったとしている。なお，この実験

においては，雄10例中2例が，また雌では10例中6例が死亡している。

その他　Bashirらi7＞及びSantraらi8）は，無機ヒ素化合物投与後のマウ

スまたはラット肝臓中GSHとCATがともに減少したことを報告した。本
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研究において，有機化合物DPAA　7日間投与（7－DPAA群）及び28日間投

与した（28－DPAA群）マウスの肝臓粗ミトコンドリア画分におけるCAT

の活性は有意に低下した（表1）。一方肝臓ホモジネート700g遠心上

清でいずれも高いCAT活性はみられるが，各対照Cont群に比較して

7－DPAA群及び28－DPAA群いずれも低くなる傾向はみられるものの有意で

はなかった。粗ミトコンドリア画分CAT活性の寄与率は不明ではあるが，

一般にCATは，過酸化水素を水に分解する触媒として働き，過酸化水素

による細胞傷害を防止するが，これとは異なった機序，すなわちGSHと

グルタチオン酸化還元サイクルもまた細胞傷害防止に重要な役割を持

っている。種々の誘因物質によって生成した活性酸素やフリーラジカル

は，脂質やタンパク質，糖に対し，それぞれ酸化やタンパク質変性，酵

素の不活性化などを起こし，結果的に細胞を傷害する。過酸化水素と過

酸化有機物は，グルタチオンペルオキシダーゼ（GSH－Px）の働きでGSH

と反応して除去される。その際GSHはGSH－Pxにより酸化型グルタチオ

ン（GSSG）に変換する。　GSHは細胞を酸化的傷害から保護することが知

られており，そのためGSHの減少は，細胞の酸化的変化による防御機能

低下を意味する。また，Oshinoら3°）は過酸化水素及び脂質過酸化防止に

働くCATとGSH－Pxの役割分担について検討した。ラットから摘出した

肝臓に2μmol／min／g　liver未満の割合で過酸化水素を注入するとき，

過酸化水素の約50～60％はCATによって分解され，また残りはGSH－Px

により分解されることから，彼らはこの2つの酵素が条件によって相補

的に働くことを示した。血液及び肝臓GSHの減少は，これまでに無機ヒ

素投与の実験において認められている28・31）が，本研究において，無機ヒ

素化合物の他に有機ヒ素化合物でも同様に，赤血球や肝臓でGSHの減少

が認められた（表2）。
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　有機ヒ素化合物の7日間投与によりGSHに有意な低下が観察された

後，さらに継続投与した28日目には，GSHは回復傾向が認められた（表

2）。有機ヒ素化合物のこのような回復傾向について，Kuhsら32）は，

ベンゼンのヒ素誘導体（Stovarsol，　Carbarsone，　Tryparsamide，

Proparsanol，　Mepharsenなど），ナフタレンのヒ素誘導体及びキノンの

ヒ素誘導体をそれぞれラットに継続静脈内投与したときに致死量が増

加する傾向，すなわち耐性の発現がみられたのに対し，カコジル酸ナト

リウムや亜ヒ酸ナトリウムでは発現しなかったことを報告している。ヒ

素に対する耐性の有無，及びその発現機序に関する詳細は不明だが，こ

れらのいわゆる“耐性”は，無機ヒ素化合物よりもベンゼン環等を有す

る有機ヒ素化合物に現れやすい傾向が伺える。

　DPAAの代謝については毒性試験報告29）の中でいくつか検討されてい

る。i4　C　－DPAAを0．3　mg／kg単回経口投与したラットでは，大部分の組織

で投与後4時間までにi4C－DPAAが最高濃度に達し，それぞれ投与量の3

％以上に相当する濃度が認められた。その後経時的に低下し，168時間

経過した血液及び肝臓中i4　c　－DPAA濃度は，最高濃度の10％以下あるい

は検出限界未満にまで低下した。一方，大脳や小脳では，遅れて投与後

24時間に最高値を示し，それぞれ投与量のわずか0．102％，0．020％に相

当する量であったが，さらに168時間経過後の大脳及び小脳中1℃－DPAA

濃度は，24時間後に示した最高濃度の約20％も残留した。このことは，

脳における有機ヒ素化合物DPAAの蓄積と代謝が，他の臓器における蓄

積・代謝と異なっていることを示唆している。石崎33）は，ラットへの無

機ヒ素亜ヒ酸ナトリウムの長期連続投与実験において，ヒ素の脳への移

行は，他の臓器と比べて極めて少ないものの，僅かながら蓄積が認めら

れることを報告している。表3に示すように，有機ヒ素化合物DPAA　7日
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間投与における肝臓中ヒ素濃度（o．333±o．105μg／gtiss慧e）に対して，

脳中ヒ素濃度は，0．921±0．178μg／gtissueで，約3倍高値を示した。

これに対して，無機ヒ素化合物Na2HAsO，　7日間投与における脳中ヒ素濃

度は，0．065±0．044μg／gtissueであった。有機ヒ素化合物PMAA7日

間投与における脳中ヒ素濃度も，0．170±0．074μg／gtissueで，無機

ヒ素化合物NaAsO27日間投与における脳中ヒ素濃度（0．052±0．032μ

g／gtissue）の約3倍高値を示した。同じくDPAA28日間投与において

も，脳中ヒ素濃度（0．590±0．194μg／gtissue）は，同群の肝臓中ヒ

素濃度（0．374±0．124μg／gtissue）に比較して1．6倍程度高値を示し

た。無機化合物と比較して，有機ヒ素化合物は脳に移行し易く，肝臓よ

りも脳に蓄積し易いことが示唆された。また，DPAA　7日間投与における

脳中のヒ素濃度は，PMAA　7日間投与における脳中ヒ素濃度と比較して

5．4倍高値を示し，PMAAよりDPAAの方が脳に蓄積し易いことも示唆さ

れた。

　先に，Kannanら12）は，ヒ素として10　mg／1又は25　mg／1を含む亜ヒ

酸ナトリウム飲用水をラットに16週間与えたとき，25mg／1投与群に

おける脳中GSH及び中枢神経系伝達物質であるドパミンが有意に減少す

ることを報告した。また，宮川ら34）は，マウスを回転棒に乗せてから最

初に落下するまでの経過時間及び一定の観測時間中の落下回数を指標

とするRota－rod法を用い，　DPAA暴露マウスにおける行動評価と中枢神

経系との関連を検討した。その結果，1及び5mg／kgのDPAAを1日1

回10日間投与したマウスの落下時間は，非投与対照群よりも有意に短

縮し，さらに，DPAAによるこの運動協調性障害は，線条体ドパミン受容

体の機能低下によることを示唆した。現在知られているドパミン受容体

は5つあり，興奮性，抑制性に大別されるが，線条体には興奮性である
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Dl受容体と抑制性であるD2受容体が多く存在する。線条体からの神経

は，淡蒼球内部や中脳の黒質網様体まで直接的および間接的経路にそっ

て進んで，運動機能に関わっている。そして，中脳の黒質緻密部は，直

接的経路のD1受容体や間接的経路のD2受容体を介するドパミンの相対

的活動を調節している。さらに，空間認識に関わる脳内メカニズムは単

純なものではなく，海馬，線条体，基底核，大脳新皮質，小脳など様

々な中枢神経ネットワークとして成立すると考えられている。中でも

海馬は記憶や空間学習に基本的な役割を持つが，ここにもD1受容体と

D2受容体が存在する。高橋ら3，g）は，前頭葉機能検査法として知られる

Wisconsin　card　sorting　testによって，健常者において，海馬のDl受容体

結合能と認知機能との間には有意な相関がみられなかったのに対し

て，海馬のD2受容体結合能と記憶課題の成績との問に有意な正の相関

が認められることを報告した。

　図2に示すように，モリス水迷路実験開始後第1週から4週で

MWM－DPAA群の踏み台までの到達時間はMWM－Cont群の到達時間と比較し

て有意に延長した（p〈0．05）。さらに，投与後8週では，MWM－DPAA群

の到達時間は対照群と比較して有意に延長した（p〈0．05）。詳細な研

究が必要ではあるが，無機iヒ素化合物と比較してDPAAは脳に移行し易

く，脳内ドパミンの減少，あるいは線条体ないし海馬D2受容体の機能

低下を介して，中枢神経系へ影響を及ぼし，マウスの空間認識能を低下

させると考えられる。

　茨城県神栖市におけるDPAA中毒による健康被害が中枢神経中心であ

ったことは，メチル水銀化合物を原因とする水俣病の症状と共通する。

高濃度メチル水銀の短期間暴露あるいは低濃度メチル水銀の長期間暴

露したマウスでは，DPAAによる作用と近似して線条体の小型神経細胞が
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傷害されることが報告されている36）。また，パーキンソン病は，主とし

て黒質線条体ドパミンニューロンの変性・脱落とこれに伴うドパミン機

能の障害に基づく疾患であるが，Sianら37）は，パーキンソン病患者の中

脳黒質においてGSHが対照と比較して40％減少したことを報告してい

る。このようにパーキンソン病もまたDPAA中毒と共通点を有している。

　以上のことから，DPAAは，マウスの血液，肝臓及び脳中のGSHを減

少させることや，無機ヒ素化合物よりも脳に移行しやすいことが明ら

かとなった。またそのことから，DPAAはマウスに中枢神経症状を引き

起こさせ，空間認識能を低下させることが示唆された。今後さらにDPAA

の中枢神経系作用へのより詳細な検討が必要となるが，本研究がその手

がかりとなるとともに，GSH等を指標としてDPAA毒性軽減効果をあらわ

す物質の探索に繋げ，さらにはメチル水銀中毒やパーキンソン病治療研

究の一助となることを期待してやまない。
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表1．DPAA投与マウスにおける血液，肝臓，脳中LPOとCAT
LPO CAT

群 　　血漿
（nmol　MDA／ml）

肝臓　　　　　　脳
（nmol　MDA／g　tissue）

　赤血球
（k　units／ml）

肝臓　　　　　　脳

（k　units／g　tissue）

7－COR（1）

7－DPAA

28－Cont

28－DPAA

26．8±6．4

32．4 ± 8．1

38．5　±　 19．6

38．2　±　 15．0

172±51
171±32

261±34
210±87

134±57
157±23

182±46
208±33

19．4　：！：　3．1

20．6　±　 3．3

16．1　±　 2．7

13．2　± 2．9

16．9 ±　2．4

8．9 ±　3．0＊＊＊

19．5　±　4．0

12．2　±　 3．4＊＊

各数値はマウス6匹から得られた平均値±SD

＊＊；p＜0．01，＊＊＊；ρ〈0．001，対照群に対する有意差

一；検出限界以下
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表2．有機または無機ヒ素化合物投与マウスにおける赤血球，肝臓及び脳中GSH
GSH

群 　赤血球
（mg／dl　RBC）

　　肝臓　　　　　　　　脳

（μmo1／g　tissue）　（μmol／9　tissue）

7－Cont（1）

7－DPAA　　　有機

7－Na2HAsO4　無機

22．4±3．9　　　　11．00±0．72　　　　 1．49±0．42

14．8　±　 3．4＊＊　　　　　8．75　±　 0．72＊＊＊　　　　1．56　±　 0．09

22．6　±　 3．4　　　　　　10．06　±　 0．61＊　　　　　　1．86　土　 0．29

7－Cont（2）

7－PMAA　　　有機

7－NaAsO2　　無機

21．8　±　5．8

20．5　±　 2．0

23．7　±　 3．9

7．93　±　 1．61

5．92　±　 1．19＊

6．81　±　 1．56

2．35　±　 0．24

2．41　±　0．19

2．34　±　 0．12

28－Cont

28－DPAA 有機

22．4±6．9

17．6　±　5．3

9．31　±　 1．15

8．78　±　 0．70

1．99　土　 0．27

1．66　±　 0．26＊

各数値はマウス6匹から得られた平均値±SD

＊；ρ〈0．05，＊＊；p＜0．Ol，＊＊＊；p〈0．001，対照群に対する有意差
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表3．有機または無機ヒ素化合物投与マウスにおける肝臓及び脳中ヒ素濃度
As

群 　　肝臓

（μ9／gtissue）

　　脳
（μ9／gtissue）

7－Cont（1）

7－DPAA

7－Na2HAsO4

7－Cont（2）

7－PMAA

7－NaAsO2

28－Cont

28－DPAA

機
機
有
無

機
機
有
無

有機

0．020　±　 0．009

0．333　±　 0．105＊＊＊

　　NT

T
T
T

N
N
N

0．015　±　 0．011

0．374　±　 0．124＊＊＊

0．020　±　0．019

0．921　±　 0．178＊＊＊

0．065　±　 0．044＊

0．015　±　 0．009

0．170　±　 0．074＊＊

0．052　±　 0．032＊

0．015　±　0．011

0．590　±　 0．194＊＊＊

各数値はマウス6匹から得られた平均値±SD

＊；ρ〈0．05，＊＊；ρ〈0．01，＊＊＊；ρ＜0．001，対照群に対する有意差

NT；測定なし

一31一



（
8
の
）
。
∈
軍
〉
。
⊂
g
』
⊆
8
Σ

40

35

30

25

20

15

10

5

0

0 1 2 3 4 5

聯゜・一… ﾜ．一辱

7 8

＊

9

＋MWM－Cont
＋MWM－DPAA
…△…MWM－Na2HAsO4

十MWM－NaAsO2

Weeks

図2．有機または無機ヒ素化合物投与マウスにおけるモリス水迷路平均到達時間の変化

一32一


