
19. Gunn rat k対する Chinoformの長期投与成績
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経口投与された chinoformの一部は消化管より吸収された後K体内での代謝過程を経て，尿，

尿中K排世されるLとの際は肝臓附けるグノレク ロン酸抱合が，もっとも重要視されている。一方，

SMO Nの病因として ch1noform中毒説が報告されているが， との場合は非抱合の遊離chin-

o for mが問題陀在っている。したがって，グノレク ロン酸抱合能が殆んど欠如し，黄痘を有するGu-

DD r aもκかける実験は極めて意義のあるものと思われる。以上のよう左考えから，以下の 3つの

実験を行った。

II 実験方法

実験 l chino form投与Raも の成長曲線について

方法 ．使用したRa七は昭和45年 11月 17日生の同腹のGUDil r a七であb，里帰りした l匹

の白鼠と 9匹のまだらRaも（非黄痘）を含み，雌4匹，雄6匹であった。そのうち，雌1匹と雄2匹を選び

Chino for mを投与した。

Chino for mはエマホノレムとして 60 呼／体重 1000pを粉末飼料に混じて投与 した。飼料は予

め摂取状態を調べ，体重の変化に応じて 3日毎K飼料中のChi no for m含有率を調整し，投与量の

誤差はほ~ 1 0 %以下Kとどめ得た。

飼育状態 ：Ratは常に 17～1 8℃K調整された動物室Kないて飼育した。

実験は昭和 46年1月5日K開始し， 6日目より上記の如く 3適間Chinoform投与を続け，連

日左いし3日目毎の午後K体重を測定し，毛並み，便左らびK全体の健康状態を観察した。

実験 2 Raも体内でのCh iロofO r m糟溜状態の変動について

方法．使用したRatは昭和 45年 11月17日生の雄 1匹と昭和45年9月22日生の雌1匹合

計 2匹のGunn r a七責痘例と昭和45年 9月22日生の雄 1匹 ，昭和45年 10月11日生の雄

1匹，雌 1匹，昭和45年 11月17日生の雄1匹合計4匹の非黄痘Gunn rat k昭和46年 1

月7日生の雌1匹と昭和 46年 1月 11日生の雄1匹の計 2匹のGunn r aも より里帰bした白鼠

を用い，実験 1と同様の投与法で昭和 46年 3月15日より エマホルムを全例に投与開始した。 また，
125 

エマホノレム投与中の昭和 46年 6月22日よ.！？ I ChiDoformを上記飼料K混入し，whole

body COUDもln g VLよb，ファント ームにした 10 pの飼料 との測定比から，各Raもの体内Ch-

inofor m 停滞量を計算した。投与期間は 16日間である。 測定は毎日午後8時～ 10時K行なっ

た。

-162-



実験 3 Chino for mを1年間連続投与したRaもの臨床的変化の観察

実験2の終了後・ さらκエマホルムの投与を続け， 1 年間飼育し， 長期間のエマホノレム投与中~i.~

ける全身の健康状態の変動を観察した。

田 結 果

実験 1 ：図 1 ~示される知く ， 3 週間の成長曲線Uてないて誰群， 雌群ともに投与群と対照、群の間K

図 1. 
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は，成長状態κ有意の差は認められなかった。また臨床上見るべき変化はいずれの群VL.i>＇いても認め

得ず，3週間後，歩行跳躍シよび水中遊詠時間にかいても差が左かった。

実験2:Chino for m含有飼料Kよる飼育は3カ月を越えたが，病的状態はいずれのRaもにも
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見出し難〈 ，黄痘Gunn r aもκかいて特別発育の悪い傾向はなかった。 IChino for m投与によ

る成績は図 2 の如くで， 投与開始後ほ ~ 4 日目より平担となり ， Gunn r a七貧痘例ではや〉高値

の体内保有傾向を投与終了まで持続した。投与終了後は急速K下降し，中止3日後κはほ三前値に復

したが，GUDD r aも 黄痘例でわずかに下降の遅延傾向が認められた。

実験 3:Ch1nofor m含有飼料による 1年間の飼育の結果Kついては，全Raもは極めて健康で，

毛並み，運動状態，飼料摂取状態念どK病的所見はみられず，全例が順調K生存し得た。また，黄痘

gunn r aもの 2匹も同様であり ，特別の差異はなかったe

N 断 案

資痘例では，グルクロン酸抱合能が殆んど欠如している Gunnraもを用いて，Chinofor m投与

実験を行念仏以下の結論を得た。

1）成長曲線について： 里帰Dした白鼠l匹を含む，10匹の非黄痘Gunnrat（雄6匹，雌4匹〉を
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用い．そのうちの3匹 （雄 1匹，雌2匹） VLCb1noformが90%に含有されるエマホルムを60 

TllfJ／体重1000？＂の割合陀投与し，4週間の成長状態を検討した。その結果，投与群の3匹の体重増

図 2
mg/Kg 

Gunn ratのChinoform体内含有量の変動
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加はいずれも コント ローノレ群と差がなく，また，歩行，跳躍，水中遊泳時聞にも差がなかった。

2) Ch i n o f o r mの体内糟溜状態：雄雌各 1匹の黄痘Gunn rat，雄3匹，雌l匹の非貧痘

Gunn r a七台よび Gunn r aもより里帰りした白鼠撞雌各 1匹の合計10匹を用いてエマホノレム
125 

6 01llf)／体重 10005"を長期間連続投与しているが，投与開始より 4ク月後に 1 Cb1noformを

飼料に混入し，whole body coun七ln gにより Cb1noform の体内滞溜伏態を検討した。

その結果，放射性Ch1nofor mの体内滞溜量はいずれも投与開始後，最初は次第K増加し，4日目

より平担κなり ，投与中止後急速K下降した。との際K黄痘Gunn r aも の2匹では他の例よりも

や込高値で平担となり ，投与中止後の下降κもや h遅延の傾向があった。との成績は黄痘Gunn raも

の成績をも含めて，長期連続投与にお、いても体内の Cb1noform量は一定のレベルκ保たれ，次第

に増加し続けるものではないととを示している。

3) ] 2ヶ月連続投与：上記2) VL記載した 10匹の raもを対象として同量のCh1nofor mの

投与を続け，投与開始より 12カ月間観察した。その結果，黄痘GUDD  ra zを含む全例K，毛並み

の変化，成育の遅延，その他臨床上病的と見倣される所見は念〈 ，全例健康なま 込12カ月を経過し

たと判定された。

4）以上 1),2), 3) vc示すよ うに，賞痘例ではグノレク ロン酸抱合能がほとんど欠如している Gunn 

r a もを用いた実験vc:1o~いても ， 放射性Ch1nofor mの体内精溜状況がや 込高い傾向を示したのみ

で，成長曲線砂よび 12カ月の長期投与実験の結果から. Ch1noform中毒を示す所見は全く得ら
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れなかった。
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20.スモンの病理学的研究
キ ノ ホルムの組織化学的証明Kつ~て

武 内 忠 男 ， 桜 間信義， 三隅哲朗

（熊本大 ・医・病理学第二講座）

1 緒言

Subac uもe mye lo-op t1 co-neuropaもby ( SM  0 N）の原因は，多くの人々の研究によ

りキノホノレム托よるものであるらしいことがわかってきたが，動物Uてなける再現性と，患者の材料か

らキノホノレムを実証検出するととの必要性が要求された。他方その原因がキノホノレムとすれば，スモ

ンの病理学的変化がどのよう左作用機序によって起るか検討する必要がある。そとで私共は，キノホ

ノレムの組織化学的証明法を考案し，乙れを応用して臓器組織内の当該物質の検出を試み，その組織内

分布を明らかにし，その病理解明の手がかりを得ょうと企画した。
3) 

そのために，先ず手初めとして，第 lに，合成 chiロoform glucuronid eを酵素基質とし

て，組織細胞内のβ－glucuronidaseの作用を応用し，それにより組織化学的陀分解させたキ

ノホノレムを組織細胞内に沈着させ，その切片を使用して，顕微鏡的に可視下にもって〈るという方法

を試みた（図 1）。そして，その組織化学的方法が確実にキノホノレムを証明しているというととを確

めた。次いで，第2!tL工ーch1no for mをう さぎに径口投与し，その臓器組織Kなけるキノホノレム

の分布をみるためκ，131工－ chinofor mのオートラジオグラフを試み，実際の中毒Kなけるキノホ

ノレムの組織内分布との比較を可能にした。第 3!tL，考案した方法を用いてキノホノレム中毒に応用して

みた。

実験材料およびキノホルムの組織化学的証明法について。

(I)実験材料

1） β－glucuronidas eを用い組織化勃句方法でキノホノレムを沈着させた切片の作製。

合成 ch1noform glucuron1de 10711gを0.1N NaOH2滴を加えた留水 10 m.£(1(加

温しながら溶かす。室温で冷却後 0.1N He l で PH7.0 K補正する。 との液をA液とする。

A液10 m.£(1( PH 5.2のac eもaもe buffer 10 Mを加え酵素基質液とする。

うさぎを断頭し，濡血後新鮮肝組織切片をとり出し， 15～2 0 mμ のクリオスタット切片

を作る。未固定切片あるいは瞬時アセ トンで固定した切片を 37℃， 1時間前記基質液に作用

させる。留水で水洗し，との切片について，キノホノレムの組織化学的証明法の確立を試みると

とにした。

2/311ー chlnofor mを経口投与したうさぎの組織切片作製。

体重 1100gmから 1300gmのうさぎを用い，2.9μ ci( 2 3m:t)/100gmぷ包－ ch-

inoform を経口投与し，投与後 1'2, 4時間してと殺した。肝，腎，坐骨神経，脊髄

をと bだし，ホノレマリン園定の後，dipping法により NR-M2乳剤（サクラ 〉を用い
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キノホルムの組マイクロオートラジオグラフ を作製するとともに， 同じ連続切片を用いて，

織化学的証明法を試みた。

キノホノレム中毒う さぎの組織切片について。3) 

初回量40呼／K9で与え始め，漸増し，最終量 160m<;/K9で，84日目で死亡し，総量19.l

キノホノレムの組織rのエマホノレム（キノホノレムを95%含有〉を与えた うさぎの肝を用いて，

I自〉β－G lucuronidase 

化学的証明法を試みた。
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β－glucuronidaseにより組織化学的にキノホルム

を沈着させた切片について、銅塩を用いるキノホルム

ムの組織化学的証明法の原理

図1. 

キノホノレムの組織化学的証明法κついて。、、』ノπu 
オキシンの誘導体であるキノホノレムを，組織化学的に証明するには 2つの方法があると考えられる。

とれを組織細胞内に沈着させ，。lつは，適当な金属をキノホノレムとキレートまたは結合させて，
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沈着した金属をその金属の組織化学的証明法κより証明するととKより ，キノホルムを間接的K証明

する方法である。他の 1つは，キノホルムを適当な金属とキレー トさせて組識K沈着させ，適当なPH

の下で起る埜光を盛光顕徴鏡で観察し，キノホノレムの存在を確かめる方法である。とれら二つの方法

論にしたがい，キノホルムの組織化学的証明法を考案するととにした。

キノホノレムと金属は溶液の状態陀ないてのみキレー トまたは結合するc したがって，溶媒を選ぶこ

とは重要在条件となる。 選んだ溶媒中でキノホノレムとキレートまたは結合しうる金属を選ぶζ とが次

K重要左条件である。金属をキレートまたは結合させキノホルムを組織化学的κ証明する方法Kない

ては，まずキノホルムが溶解しうるいくつかの溶媒を選び，試験管内でとれらの溶媒中Kとかしたキ

ノホノレムと金属の反応を調べた。次κ選んだ溶媒の中Kキノホノレムと結合しうる金属を溶かし，上に

述べた実験材料の切片をとの中に漫潰し，金属をキノホノレムと結合させ組織細胞に沈着させ，その金

属の組織化学的証明法Kよb乙の金属を証明した。との様にして，金属塩を用いるキノホノレムの組織

化学的証明法の条件を確立し，上K述べた実験材料の切片を用い，さ らにその有用性を確かめていっ

た。

盛光を用いる組織化学的証明法陀沿いては， 西J~ （vと したがい昨酸を溶媒陀用いた。試験管内で， キ
ノホノレムと金属を酢酸Kとかし，それらのキレー ト物をつく b，その沈積物をろ紙でと b，いろいろ

なpH VL.;1:.~いたあと ，埜光顕徴鏡で観察した。最も強い盛光を発する金属を用い ， 埜光を用いるキノ

ホノレムの組織化学的証明法を確立した。さら陀 との方法の有用性を上K述べた実験材料の切片を用い

て確めた。

E 成績

(A）キノホノレムの組織化学的証明法Kついて。

I）金属塩を用いる証明法Kついて。

( 1) 溶媒Kついて

キノホノレムはエタノーノレ，メタノーノレ，酢酸，クロロホノレム， Tween等に搭解するが，水

Kは殆んどとけない。その中でTween8 0へのキノホルムの溶解量が不明であったので，実

験を行って調べたととろ，1？のキノホルムはふっとうしたTween80,21m£VL.溶けるこ

とがわかった。

キノホJレムがよくとけ，しかも組織への影響の少いアセ トン，酢酸， Tween8 0を溶媒K

選び実験を行ったところ，Tween80で最も良い結果が得られた。

(2) 金属塩について。

表 1VL.しめしたようκ，Tween80中でのキノホノレムと金属の反応をみてみた。金属塩の

内，銅， 鉄，銀まFよび水銀がキノホノレムと結合した。その内，銅，銀なよび水銀との結合物は

沈澱を生じたが，水銀はキノホルムとの反応、が遅〈 ，組織化学には不適当であるととを知った。

鉄との反応は非常に早いが，沈澱物を作ら念いので，これも不適当ではないかと考えたが，9
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-glucuronidas eを用い組織化学的方法でキノホノレムを沈着させた切片VLi>＂いて ，きわ

めて徴量の鉄塩でもよい結果が得られた。

表 I Chyl aもlng Agenもs for Ch l no f o rm dis so l v e d in Tween 8 O 

Solub1l 1もy Color aもion
Chemicals Prec1p lもaもlOD

in Tween 80 of Rea cもlOD

MgCI2 good non 

ZnCI2 // non 

Co(N03 )2 // non 

Fe C工3 // green 

P205・24W03 品少 non 

HgCI2 poor ＋＋ yellow 

SnCI2 good non 

AgN03 // ＋＋＋ yellowish 

BaCI2 。 non 

CuS04 // ＋＋ yellow 

Ni CI2 // non 

K2Cr201 // non 

(3) Tween 8 0の湿度忙ついて。

Tween SOの獲度が高ければ高い程キノホノレムの溶解度も高くなり ，金属との化合物も多

く在るととが考えられる。しかし，濃度が高〈左れば，組織への影響は悪い。そとで比較的濃

度の低い 4%,6%, 89ら，10 %. 1 2 %. 1 6 9らの謹度のTween8 0 VLついて調べたと

ころ，1 0 %, 1 2 %, 1 6 %のものはほぼ等しく良い結果が得られたので，10 % Tween 

8 0溶液を用いる事Kした。

(4） 硫酸銅，塩化第2鉄，硝酸銀の温度について。

金属塩が 10 9らTweenSO中K飽和K近い量で溶けている程，その金属と キノホノレムとの

化合物は多〈在ると考えられる。しかし，鉄塩の温度はあまり高いと組織への不定沈着があり ，

コントローノレにも沈着した鉄が観察され，量が多ければかえってよ〈念いことがわかった。実

験の結果，鉄塩の護度は 5× 10 2 mM以下の塩化第 2鉄で充分であったe硫酸銅，硝酸銀の

量は，10 9らTween8 0 K飽和量に近いと考えられる 3mMが適当である事がわかった。

以上の成績より ，以下述べる 3つの金属塩を用いたキノホノレムの組織化学的証明法を確立し

た。

a） 銅塩を用いるキノホノレム証明法。

， , 
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1）賢料切片を 3mM CuS0<1-を溶かした 1O%Tween 8 0液中VL2時間漫潰。

2）流水で 30分程水洗。

3）留水で水洗後新しく作った次の液K3 7℃で 12時間作用させる （容器は密栓して使用）。

0.1 %ノレベアン酸無水アノレコ ーノレ溶液… 2-s m.e 

10%酷酸ナトリウム水溶液…… lo o m.e 

4）水洗。

5) クノレンエヒテロートで対照染色。

6）脱水，キシロールで透徹後中性ノζノレサムで封入する。

結果：陽性反応は緑色を帯びた黒色を呈する。

註釈：との方法は特異性が高い。しかし，もともと組織内K銅がないととを組織化学的に証

明されている場合Kのみ有効である。銅が証明される場合は稀であるが，銅が証明された

場合は他の方法を併用するとよい。

b）鉄塩を用いるキノホノレム証明法。

1）資料切片を 5×10-2 mM FeC_t,3を溶かした 10 % Tween 8 0液の中(IL1時間漫漬。

2）再蒸留水で充分洗う。

3) 2 %フェ ロシアン化カ リワ ム， 1 ~ら塩酸等量混合液K 1 5～ 3 0分間入れる。

4）再蒸留水で洗う。

5) ケノレンエヒテロートで対照染色。

6）脱水，キシロ ーノレで透徹後，中性パルサムで封入する。

結果：陽性反応は脊藍色を呈する。

註釈 ：との方法は組織内にもともと鉄が存在していないととを組織化学的K証明されている

場合Kのみ有効である。鉄を含む物質としてヘモジデリ ンが組織内K存在する場合が多い

が，との場合は 5%修酸水溶液3時間処理の後との方法を行えばよい。さらに左な鉄が証

明される場合は他の方法を併用する。

c）銀塩を用いるキノホルム証明法。

1） 資料切片を 3mM硝酸銀を含む10 ~ら Tween 80 液の中K 2時間漫漬。

2）再蒸留水でていねいに洗うe

3）新しく作った次の液K37℃で2～5時間入れる。

0.1% ）レベアン醸無水アルコール溶液…2～sm.e 

局方アンモニアの100倍稀釈液……2～sm.e 
（局方アンモニア 1 ：水99)

留7.1<...... 1 oome 

4) 水九

5) クノレンエヒテロートで対照染色。
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6） 水洗。

7）脱水，キシロールで透徹後，中性パノレサムで封入する。

結果：陽性反応、は黒褐色を呈する。

註釈：理論的にはもともと組織Kあった銀なよび 1価の水銀との鑑別を要するが，通常の組

織内にはとれらのものはないのでその必要はない。

IT）壁光を用いる証明法托ついて。

表 2 prope rもles of Ch1noform-Metal Compounds 
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wh1七e5.0 

5.2 wh1 te 

4.8 yellow-green 

wh lもe4.5 

4.8 wh1七e

4.8 wh lもe

5.3 wh iもe

4.7 wh lもe

7.6 yellow-green 

5.5 yellow-green 

8.6 yellow 

5.2 orange 

dark green 

Pb++ white 4.8 

6.0 

5.2 

5.4 Whlもe

Sn++ 

er+++ 

Mn＋十

Fe++ 

N1++ 

yellow-green 

wh lもe

4.7 black 

5.3 yellow-green 

＋ dark orange 

＋ dark orange 

＋ dark orange 

＋ dark orange 

＋ dark orange 

＋ dark orange 

＋ dark orange 

＋＋ yellow green 

＋ dark orange 

＋＋ orange 

＋＋＋ yellow green 

＋＋＋ orange 

＋＋＋ orange 

＋＋ yellow green 

＋＋ yellow green 

＋ dark orange 

＋ dark orange 

ー；no fluorescence, +;slight, ++;middle,+++; intense, 

表 2(I(示すように，酢酸Kとかしたキノホノレムは，ガリク ム， アノレミニウム， E鉛，ジリ コニ
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カドミウム，鉛等とキレートし，適当な PHVC i.＇いて壁光を発するととがわかった。そのクム，

附近の埜光が最も強かつ中でガリクムお、よびアノレミニクムとキノホルムのキレート物は pH8.6 

た（図 2）。そとで次のようなキノホノレム証明法を確立した。

2.5 

2 
A
TI
l
l－
－

mw
U
E
m
w
U的
世
』

O
ロ
一
弘
』

0
2帽
一
信

11 10 9 8 7 6 5 4 

pHーー一一＋

図2. Change of Fluorescence Intensity of Ga -Chinoform 

Chelate Compound at pH. 

(The fluorescence rate is set up unit at pH 1 

GaCl sを飽和にした 25%酢酸液の中に賢料切片を 2時間漫潰する。

2）氷酢酸vc1 0ー20%のアンモニアを滴定し pH8. 6 VC調整した液κ30介入れる。

留水で水洗。3) 

乾燥，封入液を用いずカバーグラスだけで封入しパラフィンで封ずる。4) 

結果：陽性所見は撞黄色の壁光を示す。

註釈： tこの方法で得られた撞黄色の埜光は特異的である。

(B）それぞれの材料切片について確立されたキノホノレムの組織化学的証明法Kより得られた結果と

その有用性Kついて。

S-glucuronidas eを用いキノホノレムを組織化学的に沈着させた切片陀ついて。

私共は始めてキノホノレムの組織化学的証明を行うためKは，組織細胞内K間違いなくキノホ

とれを応用して，実際のキノホノレムを沈着せしめて，そのものを先ず証明する方法を確認し，

8-glucuronidas e活ノレム中毒例に応用するのが合理的でるると考えた。そのために，

田村らKより合成された chinoform 性の高い肝組織切片bよびAH 1 3細胞を用いて，

glucuronid eを！酵素基質として，細胞内酵素を作用せしめ，細胞内の特定部位に分解キノ

との切片について，金属塩を用いるキノホノレム在明法（図

1参照）訟よび埜光法を用いる証明法を行った。
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金属キレート法による組織化学的証明法では，肝細胞の原形質t'L8-glucuronidase

の存在する部会そらく lysosomes k一致して，3つの金属塩を用いる方法とも ，同じよう

にキノホルムが間接的K証明された。銅塩を用いた方法では黒緑色調κ，鉄塩を用いた方法で

は背藍色K，銀塩を用いた方法では黒褐色調K，それぞれ顎粒状の物質K着色して観察された

（写真 1, 2, 3. 4参照）。

とれらのキノホノレム証明法は，金属とのキレー トないし結合を応用した方法であるので，も

ともと組織に存在する金属を証明する可能性があり，鑑別を充分にし左ければ左ら左い。その

ためには対照検索を充分に実施しなければ左らない。予め銅，鉄，銀左どのそれぞれの組織化

学的証明法をやってみて，それらが証明されないととを確かめてお、〈必要がある。対照標本の

必要性はそと陀ある。しかし，一般Kは，銅や銀などは組織化学的K証明される程臓器組織内

には存在しないし，病的な場合K銅を証明しえても特定の組織のみである。また通常金属の証

明されない神経組績などに証明される場合は尚更問題とならない。ただ鉄は通常の人または動

物の組織中Kかなり存在し，鉄を証明する組織化学的方法を行えば，臓器によって異るがかな

bの部にそれが証明される。従って， ζれを用いるキノホノレムの組織化学的証明法ではその鑑

別を充分注意しなければならない。組織中で鉄はへモジデリンで証明されることが殆んどであ

る。とれは方法に訟いて述べた様K前処理で除外できるし，普通染色標本で容易K鑑別される。

私共が考案した銀を用いる証明法ではさらに 1価の水銀との鑑別が必要でるる。しかし，通常

の生体内にはこれはほとんど存在せず，組織化学的にも証明されないので鑑別の必要はほとん

どない。

もう一つの問題として，キノホノレム以外に銅，鉄または銀と結びつくものが組織Kあって，

とれと結びついたそれらを証明する可能性がとのキノホノレム証明法κあると考えられる。 しか

し，キノホノレムを飲んでいない人または動物の組織切片を銅，鉄，銀をそれぞれ溶かしたTw-

een80液の中K覆潰し，それぞれの金属の組織化学的証明法を行ったが，とれをしないもの

との差はなかったので上の可能性は否定できた。

従って，との銅，鉄，または銀の金属塩を用いるキノホノレムの組織化学的証明法は，充分左

コントローノレと比較してキノホノレムを特異的K証明しうるととがわかった。

盛光法では撞黄色の盛光が細胞全体K淡〈びまん性にみられるととが多い。しかし，よく検

出された場合は金属塩法と同じ細胞内のなそらく lysosomes k一致した部K萱光を認める

ととができた。

との方法の場合は埜光の弱い点が問題となったが，ガリクムを使用した場合の萱光法は，ー
2) 

応目的を違ナる ζとができた。一般に，西川の論文にあるようK，キノリン環で 5位と 7位の

位置にハログン元素が存在すると，金属とキレー トして見られる盛光はオキシンの場合とくら

べ著しく弱くなる。キノホノレムは構造式の第 5位κ塩素が，第 7位に沃素がそれぞれついてい
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てそのためK盛光が著し〈弱められる。しかし，ガリワ ムとの結合は比較的埜光を保ち，他の

金属の場合よりよい結果が得られた点は注目される。

との埜光を用いるキノホノレム証明法は，キノホノレム，ガリウムのキレート化合物が比較的特

異な登光を発し，特異性も高い。しかし，との方法はなシ差光が弱〈 ，それを強めようとすれ

ば局在性が悪くなり ，従ってかなりの量のキノホノレムが存在しなければ証明する事ができない

失点がある。さらに埜光性の強い物質をさがす必要があろう。

2)131工ー ch1nofor mを経口投与したうさぎの組織切片について。

8-glucron1das eを用いて，キノホノレムを組織化学的K沈着させた切片Kついて，キ

ノホノレムを組織化学的κ証明する実験Kより ，とれらの方法がキノホノレムを証明しうるととが

わかった。また逆κ，とれらの方法のいくつかは 8-glucron1daseの組織化学的証明法

にもなりうるととがわかった。

しかし，生体内Kはいった中毒キノホノレムはそのまま細胞内の iysosomes VCはいりうる

し，組織内金属ともキレートして沈着しうるし，また肝では glucuron1de として処理さ

れうるので，実際の中毒症の際の細胞内分布は簡単ではないと考えられる。そとぞ1I-ch1-

no for mを動物に経口投与し，オートラジオグラフでキノホノレムの実在と組織細胞内局在と

を確かめる方法をとり，同時に同一組織にお、ける連続切片Kついて組織化学的証明法を試み，

それらKより証明されたキノホノレムの存在が一致するかどうかを検討した。

131I-ch1noformのオートラジオグラフでは銀粒子は，肝では，肝細胞陀主として証明さ

れ，時間と共に増強した（写真5'6 ) c 類洞内皮では肝細胞より取込がわるく投与後 2時間

では比較的に強い取込みがみられた。腎では，尿細管主部の上皮に最も強い取込みがあり，投

与後 1時間で既K強い反応をみた。その他の尿細管上皮Kも軽度の出現をみた。脊髄では，灰

白質，白質ともKグリア細胞にその取込みがあり ，神経細胞とその線維には証明が困難だった。

末梢神経では，その神経線維に明らかK銀粒子の出現がみられた。そして，とこではSchw・

an n 細胞の周辺部Kその粒子を認めた。

組織化学的証明法では，銅，鉄，銀の何れの金属塩を用いる方法でも，同様K同じ局在で証

明された。肝では肝細胞形質内の一部の領域（恐らく lysosome sないしphagosomes 

か）陀顎粒状K出現する（写真7,8, 11）。 Kupffer細胞Kないても同様の現われ方

をする。腎では，尿細管上皮の原形質内に穎粒状に出現し，との局在は管佐内面K接する側に

多い傾向があるが（写真9' 1 0 ），投与後経過したものは必ずしもそうではない。グリア細

胞内でも徴小額粒状κ認められ，また末梢神経では，主として軸索の部K一致して顎粒状反応

をしめした（写真12参照）。

この結果，オートラ ジオグラフによぎ包－ cb1noformの組織細胞内分布と，キノホノレム

の組織化学的証明法κょった組織細胞内分布とは全〈一致した成績を示し，それらがよく目的
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オートラジオグラフ
組織化学的証明

lbr 2brs 4brs 

肝臓：

肝細胞 ＋＋ ＋＋＋ ム＋＋ ＋＋＋ 

Kupffe r細胞 （＋） （＋） 土 ＋ ＋＋＋ 

胆管上皮細胞 （＋） ＋＋ （＋） 一

腎臓：

糸球体 ＋ （＋） ( +) 一

尿細管主部上皮細胞 ＋＋＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋ 

遠位尿細管上皮細胞 ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ 

集合管 （＋） （＋〉 （＋） 一

脊髄

灰白質

神経細胞 土

グリア細胞 ＋ ＋ （＋） 

自質

グリア細胞 ＋ ＋ ＋ 

神経綿維 平 平

中心管上皮 ＋ ＋ 

坐骨神経

神経鱗住 ＋ ＋＋ ＋ 

表 3 組織化学的証明法とオートラジオグラフKより証明された工 ーキノホルムの分布

を達成しているととを確認した。

3） キノホルム中毒うさぎの組織切片について。

金属キレート法として銅，鉄，銀を用いる方法も，埜光法としてガリクムを用いる方法でも ，

同じ局在でキノホルムを証明した。肝細胞とKupffer細胞質のなそらく lysosome sと

思われる部K，穎粒状Uてそれを検出したe しかし，接Kは証明されなかった。

4）人のキノホノレム中毒肝切片について。

最後K，実際にないて有用であるかどうかを確認するために，人のキノホノレム中毒患者の剖

検材料で，しかも田村らによ b化学的にキノホノレムが証明された肝（東大剖検例）について私

共の方法を試みてみた。
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銅，鉄，銀塩を用いた何れの方法の場合も，組織化学的κ一致 した局在で証明が可能であっ

た（写真15' 1 6入ガリク ムを用いた盛光法の場合とも同じ局在を示した（写真 14 ）。

肝細胞ではキノホノレムは頼粒状κ証明され，小さな頼状から比較的大きなものまでが細胞内に

種々の割合κ証明されたが．核κは陰性であった。またKupffer細胞の肥大したものの胞

体内K粗大頼粒状K証明された。

N 総括ならびに芳察

上述した様K，キノ ホルムの組織細胞内存在の実証とその局在を知るととは重要であり ，その目的

のためには組織化学的方法Kよる外左い。そして確実κ，そのものの証明であるという特異性が高〈

左くては左ら左い。

盛光を用いるキノホノレム証明法は，操作が簡便であ b，ガリウ ムとキレートしたキノホノレムは，特

異的左埜光を発するためK，特異性も高い。しかし，キノホルムの存在が比較的多い場合は，ζの方

法は有効であるが，少い場合は，それを検出し得念い失点が在公存在している。

キノホノレムの金属と キレー トする性質を剰用した着色性の組織化学的証明法ではかなり徴量のキノ

ホノレムも検出し得た。キノホノレムは，金属とキレー トしただけでも発色するが色が弱いので，さらに

その金属を組織化学的K証明するととによ b可視化することができた。この方法は，反応、産物の金属

結合ないし金属置換発色Kより，局在の移動性を生じる可能性が考えられる。しかし，操作上で拡散
5) 

や吸着左どの現象を防止すれば，理想的な局在も得る ζ とが可能であb，ととに述べた実験でわかる

よう K，との方法になける結果は，確実にキノホノレムの所在とほぼ一致したものを示すものであ 9'

局在を違えているととは考えられない。しかし，との方法では，もともと組織K存在する金属を証明

する可能性があり ，特異性κ問題がある。そのために，対照の検索を充分に行えばとの方法陀よりキ

ノホルムの証明がなし得られるが，一つの方法のみで足bないとともあるだろう。従って埜光法とキ

レート着色法とを併用あるいは 2' 3のキレート法を併用するととにより ，その特異性を確認する方

法をとるととも必要となる。

v まとめ。

キノホノレムの組織化学的証明法を考案し，金属キレー ト法によるう悼的顕徴鏡法と同じく埜光顕微

鏡法との二種類をえた。 chinoform-glucuron id e を用い{3-gl ucur on i das e (I[よ

り分解したキノホノレムを確実K組織細胞内K沈着させ，その切片を用いるととによ b，まず組織化学

的証明の可能性と確実性を確めた。さらに，1311ーchinoformを投与したう さぎの組織切片を用い

てオートラジオグラフと組織化学的所見の一致を確認した。それらを用いて，動物シよび人のキノホ

ノレム中毒切片K訟いて応用の可能性を実証した。

主要文献

1 西川泰治：日本化学雑誌、 7 9, 1003, 1958 

2 西川春治 ：日本化学雑誌 7 9, 1007, 1958 
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3 Is ao Ma七su nag a and Zen j o Ta ill u r a : 0 hem. Ph a rill. Bu 1 1. 1 9, 1 O 5 6, 

1971 

4 岡本耕造，上田政雄，前田隆英：顕徴鏡的組織化学 医学書院，1965

5 武内忠男，他：酵素組織化学，朝倉書店，昭和43年

写真説明

写真①，②，③，④ (d-glucuronidas e vr:よb組織化学的陀キノホノレムを沈着させた切片陀

ついて，金属キレート法Kより キノホノレムを組織化学的に証明した。肝細胞質の訟そらく lys-

osome sと思われる部Kキノホノレムが穎粒状にみられる。写真①，②，④は鉄を用いた方法Uて

よる。写真③は銅を用いた方法による。

写真⑤，⑤ 工－ chiDOfOrillを経口投与したうさぎの肝切片κbけるオート ラジオク ラフ。⑤は

投与後 1時間のもの。⑥は投与後2時間のもの。細胞質に銀粒子がみられる。

写真⑦，③ 工－ chinofor mを経口投与したうさぎの肝切片Kついて，銅塩を用いたキノ ホノレム

の組織化学的証明法を行勺たもの。⑦は投与後2時間のもの。③は投与後4時間のもの。細胞質

K頼粒状陀キノホノレムがみられる。
131 

写真⑨ 工－ chinofor mを経口投与したうさぎの腎切片投与後2時間のものUてついて銅塩を用い

たキノホルム証明法を行ったもの。尿細管上皮細胞の細胞質K穎粒状Kキノホルムが見られる。
131 

写真⑪ 工－ chinoformを経口投与したうさぎ腎切片投与後1時間のものについて鉄塩を用いた

キノホノレム証明法を行ったもの。尿細管上皮細胞質内陀頼粒状Kキノホノレムがみられる。

写真⑪ 工ー chinofor mを経口投与したうさぎ肝切片投与後 1時間のものについて銀塩を用いた

キノホノレム証明法を行ったもの。細胞質の lysosome sと思われる部K頼粒状Kキノホノレムが

見られる。
131 

写真⑫ 工－chinoformを経口投与したうさぎ坐骨神経切片投与後4時間のものについて鉄塩を

用いたキノホノレム証明法を行ったもの。軸索Kキノホノレムがわずか陀みられる。

写真⑬ エマホノレム（キノホノレムを 95 %含有）を門脈内に注入したワサギ肝切片注入後 2時間のも

のKついて，ガリクムによる壁光法を用いたキノホノレムの組織化学的証明法を行ったもの。中心

静脈周囲κキノホノレム ・ガリクムのキレート物の盛光がみられる。さらに細胞質K顎粒状K同じ

壁光が見られる。

写真⑬ 東大病理よ b分与されたキノホノレム中毒剖検例の肝κついてガリウムによる埜光法を用いた

キノホノレムの組織化学的証明法を行ったもの。細胞質K顎粒状黄色のキノホノレム ・ガリクムのキ

レート物の萱光がみられる。

写真⑮，⑮ 東大病理より介与されたキノホノレム中毒剖検例の肝について，金属キレート法Kよbキ

ノホノレムの組織化学的証明法を行ったもの。肝細胞とKupffer細胞の細胞質に大小種々 ，顎

粒状にキノホノレムが見られる。⑮銅塩を用いたもの。⑮銀塩を用いたもの。
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21.スモン患者の血清ヨワ素とキノホルムの関係

田村善蔵

（東大 ・薬学部 ・薬品分析学）

I 緒言

4 6年 3月のスモン調査研究協議会研究報告会tてないて，河合らは質量分析器を用いて，スモン患

者血清の諸元素を測定し、そのうちヨウ素量が正常群Kくらべ4.7～280倍にも増加しているとと

を報告しえこれらの左かで，キノホノレム剤を服用してい左いでスモンにな ったといわれる患者血清

中Cヨワ素量が，キノホノレムを服用したことのあるスモン患者で，キ剤中止後 1ヶ月たった血清中の

ヨク素量と，ほほ同じ位K高い値を示している例がある。

キ剤非服用スモン患者血清K大量のヨク素が存在するととは，何を意味しているもの左のかという

こと K興味がもたれたので、ζ のキ剤非服用スモン患者（症例6）ならびK対照と してキ剤服用を中

止後 1ク月のスモン患者（症例 4）なよびキ剤非服用の正常人（症例15 ）の各1例づっの乾燥血清

からキノホノレムの検出を試みたの

E 方法

凍結乾燥血清75 mg （約 1mlの血清K相当する）を秤量して 1mlの水K溶かし，ベンゼン ・ピリジ

ンで抽出し，水洗し， N a2 S 04で脱水後アセテノレ化して，ガスクロマトグラフィーを行った。検出

器KはEc Dを用いた。三種類のカラ ム， QF-1, SE - 30.;IO~ よび X F-1105を用いて，標準品

のキノホノレムとピークの位置を比較すること Kより同定した（図 1）。

E 結果

キ剤服用スモン患者血清からキノホノレムが検出された。その濃度は約 10 μ g /ml血清で，キ剤服

用中止後 1ヶ月の患者とほぼ等しかった（表 1）。

N 芳察

症例6について河合らのデータ は塩素K対する ヨウ素量が2.8 ×10 -3 であ D，我々の値を塩

素濃度100 mE q/ IとしてそれK換算すると， 1.2 ×1 0 -3 になる。両方法とも測定誤差が相

当に大きいととを考えると，河合らが観察したスモン患者血清のヨワ素上昇は，キノホノレム K由来し

ているとして説明できるであろう。

V 要約

キノホノレム斉lj非服用スモン患者乾燥血清から本法Kよりキノホノレムが約 10 μg /ml検出された。

との値は質量分析法Kよるヨウ素／塩素値から換算したキノホノレム値と近似していた。

文献

1)河合忠ほか ：スモン調査研究協議会研究報告書， No. 4 （昭和 45年度病理班研究報告）15 3, 

昭和46年
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乾燥血清75 mg k含まれるキノホノレム

症例番号と挙断 キ剤使 用 I/ Cl キノホノレム

4 スモン あ タ 4.5×1 0 -3 約 10 μ g 

6 スモン な し 2.8×1 0 -3 約 10 μ g 

15 正 戸F品r:, な し 1×1 0 -5 検出されず
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ロナイドの代謝 ・排誼キノホル ムグルク22. 

善蔵田村

（東大 ・薬学部 ・薬品分析化学 ）

1) 

先K合成したキノホノレムグノレクロナイドの分析法を検討し，

言緒

キノホノレムの代謝研究の一環として，

ラノト tてよる代謝予備試験を行った。

験実II 

ガスクロ マトグラフ ィ－vcよる分析法の検討1 

キノホノレムグノレク ロナイドを直接トリメテノレシリル化してガスクロマ トグラフ ィーを行うと分解し

トリメテノレシリノレ化しガスク ロマトグラフ ィー（2ジアゾメタンでメチノレエステノレKし，てしまうカ人

又は 2%0V-l;220。） を行えば定量性はないが分析できる。定量を行う Kは(d-%Q  F-1, 

グノレクロニダーセ・で加水分解した後トリフノレオロアセチノレ化してガスク ロマ トグラフィ ー （水素炎検

出器 ；2%XFー 1105;180°）を行う手法をと った。内部標準物質は 5' 7ージブロムー8ーヒ

ドロキシキノリンを使用した。

尿中の遊離キノホノレムお、よびそのグノレクロ ナイドを定量 した

代謝予備試験

図 1のような操作法K従っ て胆汁，

2 
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（添加回収率は図 1ti(示すように定量的であった。

330ー 35 0 g ）をエーテノレ麻酔し胆管Kカニュレーションし経時o. ラット（ w h lsもer系，

一方勝脱の出口を閉め，勝日光K注射針をさし注射器で経時的K尿を的K胆汁を採取できるよう Kし，

%キノホノレムグノレクロ ナイドNa塩溶液を 26～2 7 

上記の方法で分析すると図2ti(示す結果を得た。

採取できるようにしてなく。股静脈よタ 0. 9 

胆汁を採取し，血g/kg程度投与し経時的K尿，
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察ラ巻ill 

キノホノレムグノレクロナイドはラットの組織内の8ーグノレクロニダーゼで加水分解され，遊離キノホ

しかしながら 5時間でノレムもそのグノレク ロナイドも主として胆汁の方K排世されるととがわかった。

投与量の 32%程度にしか達しないの遊離キノホノレムの抽出が不完全のなそ

抽出分離法自体Kも問題点があるものと考えられる。

の全排世量の定量値は，

れがあり，

約要N 

合成キノホルムグルクロナイドNa塩溶液をラ yトvc2 6～2 7 mg/kg股静脈よタ投与すると，組

議内の8ーグノレク ロニタ・ーゼで一部加水分解され，遊離したキノホノレムシよびそのグノレクロナイドと

もK主として，胆汁の方K排世されるととがわかった。

1971 105 6, 1 9, Bull(Tokyo), Pharm 
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23.胆汁酸によるキノホルムの可溶化

田村善蔵

（東大 ・薬学部 ・薬品分析化学）

I 緒言

各種の実験に行う際，キノホノレムの水K対する溶解度の低さが大きな支障に左っている。とれを克

服するため溶解補助剤などを用いる工夫が左されているが，生体成分をその目的K利用できれば好都

合である。事実キノホノレムが血清K比較的良〈溶解するととは知られている。一方胆汁酸は経口投与

されたキノホノレムと腸内で接触することから胆汁酸Kよる可溶化の検討は動物実験V'Lj;~いて， より生

理的念条件を再現する上でも有意義であると思われるη

II 実験及び結果

キノホノレム約 1mg/mlの溶液を作るととを目標とした。

まずキノホノレムを O.lNNaOH中；スターラーでよく境梓し，溶解させ， 2 mg/mlの溶液を調整

する。との 1ml V'L 1 O %タウロ コーノレ酸 1mlを添加後， 1 N及び O.lNHClで中和して pH 7～8 

tてすると，約30分間は溶解した状態を保持するが，次第K結品が析出してくる。デスオキシコ ール

酸，グリココーノレ酸でもほぼ同様である。な念上記のアノレカリ溶液を胆汁酸無 しで直接中和すると，

pH 1 0. 5で結晶が析出する。

E 考 察

キノホノレムの純7./<V'L対する溶解度は 1μ g /mlと言われているが， 5%胆汁酸溶液では約pH 9で

1 mg/ml V溶液を調製することが可能である。この事実は経口投与されたキノホJレムが胆汁酸Kよっ

て可溶化するととを示してなり，吸収との関連が示1変されて興味深い。
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24.血清キノホノレムの微量定量法

田村善蔵

（東大 ・薬学部 ・薬品分析化学）

I 緒言

キノホノレムKよるスモン発症の機作を解明するため，スモン患者の血中からキノホノレムを検出し，

キノホノレムの中毒発現と血中レベルとの関係を調べることは重要な課題である。そとでガスクロマト

グラフィーを用いて徴量のキノホルムを正確K定量する方法を検討した。

JI 方法及び結果

田村Kよって報告された血清キノホノレムの徴量分析＆基づき図 1のような定量法を作成した。

Method for the Determ斗nation。fChin。formin Serum 

Extraction 

pp乞

Adsorption 

Eluti。n

Acetylation 

Deterir.ina tion 

Serum ( l.O ml ) 

+ 5,7-dichi。ro-8-hydroxyqu主noline(0 .2 μg ,I. S.) 
+ pyridine-benzene (l.9) 5 ml 

supernatant 

!evaporation t。dryness

residue 

I+ b回目ne 0 5 ml 

FlorユSll c。lumn
1wash1ng with benzene, acetone 

J+ MeOH-AcOli (lOO:l) l ml 

eluate 

lev 
residue 

｜ + Ac2o・pyr込dine (l:l) 0.2 ml, 60 ,30 m孟n

evaporation 

residue 

卜 山叫山xane

Gas Chr。ma乞ography (E.c.o.) 

図 1

内部標準物質としては， 5 ' 7ージクロロ－ 8ーヒドロキシノリンを用いた。定量は内標 K対す

るキノホノレムのピーク高比で行うが，一方， ピリジン ・ベンゼンKよるキノホノレムの絶対抽出率を

検討するため 14-oキノホノレムを血清K添加し，その回収率を調べたととろ，表 ivr示すどとく 1回

の抽出操作で平均95%の良好な回収率を得た。吸着剤として前報ではアルミナを用いたが， 操作

の簡使性という点から今回はフロリジルKついて調べた。 14-oキノ ホノレムをフロリジノレカラムK吸着

表 1

Recovery of added 140 Ohinoform from Serum by 

Exもra cもi0 D W 工もh Py r id in e - benzene ( 1 : 9 ) 

added μg 0.1 0. 5 1 3 . 3 5 1 0 20 av唱 rage 

recovery 92.8 95.7 98.8 98.7 94.3 93.4 92.8 95.2 
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させ，ベンゼン，アセトンで順次洗った後，メタノ ーノレ・酢酸（ 100:1）で溶出し，その絶対回収

率をみると，表 2K示すととく添加量を変えてもほぼ 74%の一定値を示した。以上の結果は本定量

法K：.！：：≫ける非抱合型キノホノレムの抽出，精製操作の信頼性を裏づけるものである。

表 2

Recovery of '4c-Chinoform from Florisil Column 

addedふlg 0 . l 0 . 1 0 . 6 l . 2 average 

recovery 
毛 73.9 74.1 75.5 73.3 74.2 

ロ
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図 2

アセテノレ化の条件は図 2K示すとと〈キノホノレム，内標とも 60。， 2 0分で最高K達するが，反

応を充分K行なわせるため30分と決めた。

血滑に既知量添加し，全操作を行って得られた検量線は図 3(IC::示すように満足すべき直線性を示し

た。

E 芳察

本操作法Kょp，キノホノレム金属キレート も定量的K回収されるため潤定値は非抱合型キノホノレム

の総和を示している。

アノレミ ナカラムを用いても測定出来るが，欠点は操作が簡便で左いととである。 一方長所は抽出液

からキノホノレムを直接吸着させ得ること，及び水のよう念極性溶媒でも充分洗えることなどから，不

純物混入の可能性の大きい生体組織を用いる場合Kはアノレミナの方が有効であろうと思われる。

N 要 約

-188 -



ガスク ロマトグラフ ィー （EC  D使用）を用いて血清1ml中K含まれるキノホルムを 0.05μ9ま

で正確K定量することが出来る信頼性の高い測定法を開発した。

Calibration Curve for Chinoform Added in Serum using 

5,7喧 Dichloro-8-hydroxyquinolineas an Internal Standard 
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1）田村善蔵 ：スモン調査研究協議会研究報告書，No.3 C昭和45年度病原班研究報告 ），

日出和 46年
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