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嗅覚系の異常とカルシウム局在化
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Olfactory Disorders and Calciulll Localization
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Deficiency and excesses of trace elements induce various kinds of brain lesion.In this study,organotin

exposure~ and zinc deficiency―  induced olfactory leslons were kinetically analyzed from the viewpoints

of the movement of trace elements,an inhibitiOn of signal transduction and toxic cell death(necrosis or

apoptosis)in the olfactory systems.

Remarkable results were that organotin expOsure and zinc deficiency induced each excessive accumula‐

tion of calcium in the olfactory system such as olfactory epithelium and 01factory bulb.This calcium loca―

lizatiOn depended upon the number and species of ligand of organotin compounds in case of organotin ex‐

pOsure and was parallel、 vith the degree of manifestation Of deficiency symptom in case of zinc deficiency.

In case of organotin exposure,excessive increases of parathyroid hOrmone(PTH),cAMP and excessive

decreases of inositol triphOsphate(IP3),Ca2+/calmodulin― dependent prOtein kinase II(CaM kinase II)

、vere seen. In case of zinc deficiency, a remarkable decrease of PTH and a little decreases of cAMP, IP3

、vere seen in the olfactory tissues, and a remarkable decrease of calcium and a remarkable increase of

PTH 、vere seen in the cerebrospinal fluid

Putting all results together,the calciunl localization in the olfactory system seems to be due to the pro‐

cesses such as the activatibn of adenylcyclase by an excessive increase of PTH in the special regions Of

the brain, excessive increase in the formation oF cAMP by the activation of adenyicyclase, disorder of

cAヽ4P―activated channels by the excessive increase of cAヽ4P, and an excessive influx of extracellular

ca2+ by the disorder Of the channels lヽoreover this rapid and excessive increase in the cOnOentration Of

intracellular Ca2+ seems to inhibit CaM kinase II functions f0110wed by leading to necrosis or apOptosis

in viv0 0r toxic cell death in vitro.

微量元素 はその欠乏あ るいは過剰 に よって生体系 に種 々の影響 を及ぼす
1~→

。我 々はこれ まで に免疫
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系において,欠乏では亜鉛欠乏
5,6),過

剰では有機錫暴露
7.鋤 が最もドラマチックに, しかも互いに類

似の症状や現象を呈することから,こ の 2つのモデル系を使って種々検討 してきたが,脳神経系におい

ても同様に両者が学習記憶系ばかりでなく,嗅覚系においても類似の症状や現象を呈することを見いだ

し,あ る程度の知見を得たので報告する
9'l①

。

実 験 方 法

1.動物実験

1)亜鉛欠乏実験 i SPF動物実験施設において,SPF Wistar系 幼若ラット (雄性, 3週齢,体重

40g前 後)に亜鉛無添加飼料 (Zn含量 :0.05mg%,オ リエンタル酵母 K.K.)も しくは亜鉛添加飼料 (コ

ントロール飼料,Znco3添 加,Zn含量 :5.8mg%,同 社)お よび超純水 (自 作)を与え4週間飼育 した。

その後,両群のラットにコントロール飼料を与え,さ らに 6週 間飼育 した。投与開始後 0,4な らびに

10週 目に両群のラットを断頭 し,海馬,線条体,皮質,小脳,延髄ならびに嗅球の各部位を摘出し,超

純水で洗浄後,凍結乾操 した。

2)有機錫暴露実験 :Wistar系 ラット (雄性,6週齢,体重 200g前後)に コーンオイルに溶解 した

トリブチル錫クロリド (2.Omg/kg bOdy weight)を 腹腟内 (lp.)に 1回投与 し, 0,1,2,3,4日 後

に断頭して海馬,皮質,小脳,延髄,線条体,嗅球を摘出,それぞれの組織を超純水で洗浄した後,凍

結乾燥 した。

また,カ ルシウム局在化の程度と有機錫の化学構造の違いとの関連性を検討する実験では,同様に 6

週齢の雄性 Wistar系 ラットを使用 し,コ ントロール群にはコーンオイルのみを,有機錫暴露群にはコー

ンオイル溶解の等モルの各種有機錫 ;モ ノブチル錫 トリクロリド (BuSnC13),ジ エチル錫ジクロリド

(Et2SnC12)ジ ブチル錫ジクロリド (Bu2SnC12), トリメチル錫クロリド (Me3SnCl), トリブチル錫ク

ロリド (Bu3SnCl), トリブロピル錫クロリド (Pr3SnCl),テ トラブチル錫 (Bu4Sn)を それぞれ腹腔内

投与 (3.072× 10~3M溶 液を0.4mi投与, トリブチル錫クロリドの場合,2.Omg/kg body weight lこ 相当)

し, 2日 経過後に断頭 し,嗅球を摘出した。

2.放射化分析

亜鉛欠乏実験ならびに有機錫暴露実験で得た飼料を,照射カプセルに封入し,京都大学原子炉実験所

において圧気輸送管 (KUR Pn-1)を 用いて炉心部に送り,30秒間ならびに60分間,熱中性子束を照射

し,これを適時冷却後,高分解能 Ge半導体検出器を装着 した波高分析器 (Pulse height anJyzer,PHA)

を用いてγ線スペクトロメトリーによる多元素分析を行なった。

3.副甲状腺ホルモン (PTH)の測定

血清はそのまま,組織は20倍量の 0.6M PBS中 にてモホジナイズし,遠心分離後,上清中の PTHを

1251標
識ラットPTH抗体を用いたラジオイムノアッセイ法

111つ にて測定 した。

4.イ ノシ トール トリホスフェイト (IP3)測 定

嗅球 IP3摘 出画分,[3H]標識 1,4,5-IP3,IP3レ セプター含有膜調整,IP3標 品を用いてリガンド結
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合の競合反応を利用 したラジオレセプターアッセイ (RRA)に より,嗅球中の 1,4,5-IP3を 測定 した
16.17)。

5.サ イクリックアデノシンモノホスフェイ ト (cAMP)濃 度測定

嗅球中の cAMPを 6%ト リクロロ酢酸により抽出し,サ クシエル化後,[1251]_サ クシニル cAMPの

抗血清に対する競合反応を行い,抗体に非結合の [1251]_サ クシエル cAMPチ ロシンメチルエステルを

デキス トランコーティングの活性炭で吸着除去 し,上清の放射活性を測定 した
18,10。

6.Ca2+/ヵ ルモデュリン依存性プロテインキナーゼ H(CaMキ ナーゼ II)活性測定

嗅球よりCaMキ ナーゼ Hを摘出し,そのリン酸化活性を基質に Syntide 2を 用い,[32P]で標識する

ことにより測定 した
20)。

結果ならびに考察

1.亜鉛欠乏ならびに有機錫暴露による脳内微量元素の変動

亜鉛欠乏あるいは有機錫暴露によって特異的にカルシウムが嗅覚系へ過剰蓄積することがわかった

…
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Fig.1.  卜10vement of calcium concentration in various brain tissues of zinc― deficient rat

SPF Wistar denved hale rats(3 weeks ages)fed w■ h zinc deiclent d"t for 4 weeks and

after that period a control diet for 6 weeks Vertical bars denote SE of the mean for 5 de‐

terminations
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Fig。 2. Movement of calcium in various brain tissues of rats which received single i p in―

jection of tributyltin chioride(2.Omg per kg body weight)Vertical bars denote SE of the

mean for 5 determinations

(―O― )dfactory,(…・7・ …̈ )cortex,(―― )hppOCampus,(― □― )corpus

stnatum,(・・・A・・。)medtllh oЫongata

(Fig。 1,2)。 他の有意に変動する微量元素については前報
21)で

報告 したので,本稿では割愛する。

2.嗅覚系の異常

1)嗅覚系の病理所見

組織病理学的所見でも,亜鉛欠乏あるいは有機錫暴露のいずれの場合においても嗅球ならびに嗅上皮

において神経細胞,特に顆粒ニューロンの破壊が観察された (Fig.3)10)。 この細胞死は形態学的には

ネクローシスならびにアポ トーシスの両方が観察された。

翻

Fig.3. Olfactory cortex,(A)control,(B)tributyltin― treated,3 days Extensive destruc

tion of the corticai neurons was observed,x250

2)カ ルシウム局在化の程度と有機錫の化学構造の違いとの関連性

有機錫暴露をモデルにして検討すると,カ ルシウムの局在化の程度は有機錫の側鎖の数や種類に依存

することがわかった。例えばブチル錫では,カ ルシウム局在化の程度はアルキル基の数の違いによって
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Bu3Sn>>>Bu2Sn=BuSn>Bu4Snの 順であった (Fig.4)。 また, トリアルキル錫の間では,その程度

はアルキル基の種類の違いによって変動 し,Bu3Sn>Pr3Sn>Me3Snの 順であった (Fig.5)。 これ らの

結果は嗅覚系に

'す

する有機錫の毒性の強 さとも良 く一致 してお り,その中で特 に トリブチル錫が最 も強

2000

Fig.4.  ComparisOn of the concentration of calciunl in the olfactory bulb of rats which re‐

ceived sinttle i p iniectiOns of various kinds of butyitin compounds(6.144m01/kg body

weight)Vertical bars denote SE of the mean for 5 determinations

(■):contrd,(Z):mnobutyLh tnchlonde,(国 ):dlbuけ lun dに hbnde.(図):tnbutytin

chbrde,(国 ):tetrabutylun

2000

Fig.5。  ComparisOn of the concentration oF calciunl in the olfactory bulb of rats which re‐

ceived singie i p injections of various kinds of trialkyltin chlorides (6.144mO1/kg body

weight)Vertical bars denote SE or the mean for 5 determinations

(■ ):contrd.(図 ):trimethylun ch10ride,(目 ):tripropylun ch10ride,(国 ):tributylun

chioride
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く嗅覚系にカルシウムを局在化させるということは注目すべきことであり,嗅覚系へのカルシウムの局

在化と嗅覚障害の発症との関連性を解析する上で,極めて重要な糸口となる。

3)亜鉛欠乏の発症と嗅覚系へのカルシウム局在化との関連性

有機錫暴露の場合と同様に,亜鉛欠乏の発症とともに嗅上皮や嗅球など嗅覚系において特異的なカル

シウムの局在化が見られたが,亜鉛欠乏を発症 しない群 (こ こでは亜鉛欠乏耐性群と呼称する)で はこ

の局在化は見られなかった (Fig.6)。 これは亜鉛欠乏によって特異的に嗅覚系における微量元素とく

にカルシウムバランスの調節機構に異常が生じていることを示 している。
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Fig.6.  The comparison of calcium and magnesium concentrations in the olfactory bulb

and olfactory epithelium of zinc― deficient rat and its tolerant rat SPFヽ Vistar― derived male

rats(3 weeks ages)fed with zinc― deficient diet or zinc― supplement diet(contrOl diet)for

4 weeks Vertical bars denote the SE of the mean for 5 determinations

(A):calcium in the olfactory bulb,(B)i magnesium in the olfactory bulb.(C):calcium in

the olfactory epitheliu興

(■)i contrd,(■ ):zlnc deicた ncy,(囲 ):tderance for」 nc deidency

3.嗅覚系へのカルシウム局在化の機序解析

嗅覚情報伝達系では,細胞外からの Ca2+流入経路 として主にIP3作動性チャンネルおよびcAMP依

存性チャンネルの 2つのチャンネルの介在が考えられている場。また,細胞内における Ca2+遊離の機

構として小胞体 (ER)か らの IP3作動性のカルシウム遊離が考えられる (Fig.10)。

1)有機錫暴露

Fig.7に示す如 く,有機錫暴露に伴ってカルシウム過剰増大,cAMP著増,IP3著減,CaMキナーゼ

H活性低下などが見られた
23,20。 この動的解析結果から,有機錫暴露による嗅球へのカルシウムの過

剰蓄積は細胞内では トリブチル錫による小胞体膜破壊あるいは構造変化 といつた IP3非依存性のカルシ

ウム遊離による増大も考えられるが,量的観点からこの細胞内カルシウム遊離のみでは説明 し得ず,細
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Fig.7.  Changes with the passage of time in the activity of Ca2+/calmodulin― dependent

protelll kinase H(O in the A axも ),in the concentration of ino“ tol l,4,5 triphosphate

(IP3)(△ in the B axis),cAMP十 (□ in the c axヽ ),cakltlm(● in the D axお ),and Organo‐

tin(■ in the E axis)in the olfactory of rats which received single ip inieCtiOns of tributy

ltin chloride(2.O mg/kg body weight)Vertical bars denote SE of the mean for 5 deter

mihations *Each cAヽ lP value in the C axis is corrected for the value taken without tri

butyltin at each feeding period

Fig.8. The relationship of calcium,magnesium,parathyroid hormone(PTH),cAMP and

inositol-1,4,5-triphosphate(IP3)in the olfactory epithelium of zinc― deficienct rats,SPF

Wistar denved male rats(3 weeks ages)fed with Jnc deicい nt dlet or zinc suppkment

diet(control diet)for 4 weeks Vertical bars is the mean of SD;those marked with aster

icks differ significantly(student's t test)from the c6rresponding control value *p<0.05
オキp<0.01 *ホ・ p<0.001A : calcium,B : magnesium,C : PTH,D i cAMP,E :

IP3
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胞外からの Ca2+流入が考えられる。 しかも,IP3作動性チャンネル介在ではなく,cAMP依存性チャ

ンネル介在の細胞外 Ca2+の流入が考えられる
23.2の

。

また,有機錫の脳内暴露に伴なってカルシウムの嗅球への著 しい移行 と嗅球中副甲状腺ホルモン

(PTH)の著 しい増大とが相関 していることから
21),嗅

球カルシウムの過剰増大の要因の 1つ として

組織内外 (あ るいは細胞外)におけるPTHの著増が考えられる。即ち,細胞外カルシウム流入の引き

金となっていることが考えられる。そして,こ の結果はとりもなおさず脳内にもPTH作動機構が存在

することを示唆 している。ちなみに,ヒ ツジの下垂体での PTH産生
25)ゃ

脳内での PTHレ セプターの

存在
2の

が確認されている。

また,こ のとき細胞内カルシウム濃度増大に伴って作動するCaMキ ナーゼ H活性も過剰カルシウム

により失活 し,こ の酵素作用の異常が細胞死を誘発する要因の一つになっているものと思われる。

2)亜鉛欠乏

亜鉛欠乏症の完成期では,亜鉛欠乏という長期の異常状態によリホメオスタシスが壊れ,種々の代謝

系に異常が生 じ,ネ ガテイブフィー ドバ ック機構の作動あるいは細胞死が誘起されている状態である。

Fig.8に 示す如 く,亜鉛欠乏時の嗅上皮ではカルシウム過剰蓄積,マ グネシウム不変,PTH低下 ,

cAMP微低下,IP3低下などが見られた。また,Fig。 9に 示す如 く,嗅球ではカルシウム過剰蓄積,マ

グネシウム微増大,PTH低下,cAMP微低下,IP3微低下が見られ,脳脊髄液ではカルシウム低下,マ

eont Zll‐der

Fig.9. The relationship of calcium,magnesium,parathyroid hormone(PTH)and cAMP

in the cerebrospinal fluid and olfactory bulb of zinc―deficient rats SPF Vヽistar― derived

male rats(3 weeks ages)fed with zinc― deflcient diet or zinc― supplement diet(control diet)

fOr 4 weeks Vertical bars is the mean of SD i those marked with astericks differ signifi‐

cantly(student's t test)frOm the corresponding control value
■

pくrO.05  **pく (0.01  **オ pく(0.001

A : calcium in the olfactory bulb,B : calcium in the cerebrospinal■ uid,C : magnesium

in the olfactory bulb,D : magnesium in the cerebrospinal fluid,E : PTH in the olfactory

bulb,F : PTH in the cerebrospinal fluid,G : cAMP in the olfactory bulb
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グネシウム低下,PTH増大などが見られた。これらの結果をまとめると, 1)カ ルシウムについては

髄液中カルシウムの低下,組織中カルシウムの増大により髄液から組織へのカルシウム過剰流入が窺え

る。 2)マ グネシウムについては変動は量的には少ないが,カ ルシウム同様,髄液から組織への流入が

窺える。3)cAMPな らびにIP3についてはいずれも微低下を示 したが,こ れはネガティブフィー ドバ ッ

ク機構の作動や代謝系の破綻,あ るいは細胞死に因るものであろうと思われる。 4)PTHに ついては

組織中で著減 し,髄液中で著増 した。組織中 PTHの著減は同様に代謝系の破綻や細胞死によりPTHの

レセプターヘの親和性や結合量が低下 したためであろうと思われる。また,髄液中 PTHの 著増は髄液

中の低カルシウムや低マグネシウムを,あ るいは組織中 PTHの著減を改善すべ くPTH産生が充進され,

髄液中濃度が増大しているものと思われる。

3)結論

Flg 10に嗅党情報伝達系図を示すが,有機錫あるいは亜鉛欠乏いずれの場合においても嗅覚系 (特

に嗅上皮,嗅球)へのカルシウムの過乗1蓄積,即 ち局在化は脳内特定部位での PTHの著増によるアデ

ニルシクラーゼの活性化とそれに伴うcAMP過剰産生,そ してこの cAMPの過剰増大によるcAMP依

存性カルシウムチャンネルの調節異常,そ してこのチャンネルの調節異常による細胞外カルシウムの過

剰流入といった一連のプロセスに因るものであろうと考えられる。
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