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暑熱ス トレスによる実験動物の生化学的ならびに組織学的変化

浅沼 信治 1)･佐藤 勝紀 2)･

1)(財)日本農村医学研究所 ･2)岡山大学

はじめに

恒温動物の中でも特に育種により高い生産能力

を発揮するように選抜された家畜や家禽は暑熱ス

トレスに敏感で､夏季の猛暑の際は多数の動物が

衰弱症状を示し､場合によっては高体温症のため

死亡する｡このため現在の状況のままでは､ヒー

トアイランド現象と地球温暖化の進行に伴 う暑熱

のため畜産や家禽被害も大きくなることが予想さ

れている｡気候変化に適応 した畜産や家禽の育種

や新たな飼育形態-の取り組みは､今後一段と重

要性を増すと考えられる｡

本研究では夏季の暑熱が家畜 ･家禽類にどのよ

うな健康障害を及ぼすかについて明らかにするた

めに､実験動物を用い猛暑に相当する暑熱暴露を

行い､暑熱下における生体-の影響について検討

した｡

暑熱の生体機能-の影響観点か らは､肝臓に

おける酸素ラジカルの生成が注 目される｡酸素

ラジカルは生体内脂質 と反応 し脂質過酸化反

応を引き起こす と考えられ､生体膜の変性を引

き起こす一方､生体高分子 と反応するため酵素

活性-の影響 も顕著 と考えられる｡

酸素ラジカルに対す る生体の重要な防御系

の中で､ラジカルスカベンジャー系酵素である

グルタチオンペルオキシダーゼ とカタラーゼ

は主要な防御系をなしている｡グルタチオンペ

ルオキシダーゼには非セ レン型 とセ レン型グ

ルタチオンペルオキシダーゼが存在する｡酸素

ラジカル暴露に対 して誘導 され るセ レングル

タチオンペルオキシダーゼは特に重要 と考え

られるが､その活性には種差が大きく､ラット

は高い活性を示すがモルモ ッ トには活性が見

られない｡ヒ トの活性はモルモ ットとラッ トの

活性の中間に位置するため､ヒ トは酸素ラジカ

ルに対 して比較的脆弱 と考えられる｡

グルタチオンペルオキシダーゼ活性の違い

が酸素ラジカルによる生化学的毒性に影響を

及ぼす と予想 されるため､モルモッ トとラット

を用いて暑熱ス トレスによる生体の生化学的

影響に関する実験を行った｡

材料および方法

使用動物 :spF仕様の5週齢 Fischer系ラットお

よびHartley系雄モルモットを用い､25℃群 (対照
群)､30℃群､32℃群､35℃群の実験群を設定した｡

温熱環境条件 :温熱負荷実験には室温をそれぞ

れ 25±0.5℃ (25℃群)､30±0.5℃ (30℃群)､32
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±0.5℃ (32℃群)､35±0.5℃ (35℃群)に設定し

たセミクリーン状態の飼育室を用い実験した｡実

験条件は湿度 40±10%､風速 15cm/sec､換気回数

15-20回nlr､明暗各 12時間周期 (照明時間午前 7

時～午後 7時)に制御した｡温熱負荷は25℃室で

2週間の検疫飼育の後､7週齢時に 1週間の連続温

熱負荷を加えた｡また､高齢 ･老齢ラットについ

ては25℃で飼育後､52週､68週､100週を経過し

た後､耐性に配慮し暑熱ス トレスに 3日から1週

間暴露した｡

試料の処理

各試料は次のような方法で処理を行った｡肝臓

のミトコンドリア､ミクロゾーム､細胞質は以下

に述べる方法を用い調整 した｡肝臓は冷却 した

0.9%の生理食塩水で完全に洗浄脱血し､9倍容の

0,15M塩化カリウム､10mMHEPES緩衝液を加え､

ポッタ一 ･エルべッ-ム型ガラステフロンホモゲ

ナイザーを用い､ホモゲナイズした｡ホモジネー

トは 300gで 10分間遠心した｡上清を 7,000gで

10分間遠心した｡沈殿を 0.15M 塩化カリウム､

10mM fIEPES緩衝液 (pH7.4)に再溶解し､再度
7,000g で 10分間遠心しミトコンドリア分画を得

た｡最初の7,000g の上清を105,000g で60分間

遠心し､ミクロゾーム分画を得た｡上清の細胞質

を分取し沈殿は再度 0.15mM塩化カリウム､10mM

HEPES緩衝液 (pH7.4)で洗浄した｡洗浄したミ
トコンドリアとミクロゾームは､0.15M 塩化カリ

ウム､10mMHEPES緩衝液 (pH7.4)に溶解した｡
ホモジネー ト､ミトコンドリア､ミクロゾーム､

細胞質は液体窒素下で急速冷凍し､-80℃で保存

した｡

チ トクロム P450濃度は一酸化炭素結合の差ス

ペクトルを利用する常法に従い測定した｡蛋白質

の測定は､γ-グロブリンをスタンダー ドとし､ク

マシーブルー染色法で測定した｡チオバルビツー

ル酸反応生成物 (TBARS)は酸性条件下における

チオバルビツール酸との反応を利用する常法に従

い測定した｡肝臓の細胞質のグルタチオン濃度は､

酸化型と還元型を分け常法に従い測定した｡SDS

ポリアクリルアミドゲル電気泳動は 12.5%アクリ

ルアミドゲルを用い測定した｡電気泳動後の蛋白

はクマシーブリリアントブルーで染色した｡

還元型チ トクロムCの酸化活性測定と酸化型チ

トクロムCの還元活性測定はUV-240分光光度計

を用い､550mm の吸光度変化を記録し測定した｡

アミノピリンN脱メチル化酵素活性は5LAMP添
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加によりNADPHのミクロゾームピロリン酸酸化

酵素による分解を抑え､ホルムアルデヒド生成に

より測定した｡

細胞質のグルタチオンペルオキシダーゼ活性は

共役反応を利用 し測定した｡細胞質スーパーオキ

シドディスムターゼ (SOD)､細胞質グルタチオン

S-トランスフェラーゼ (転移酵素)､カタラーゼは､

50Jlg蛋白/mi 相当の肝細胞質を用い測定したO酵
素活性はUV-240分光光度計を用い､吸光度変化

を記録し測定した｡

組織学的に検討するため解剖後､各臓器を 10%

ホルマリンで固定､パラフィン切片､-マ トキシ

ン ･エオジン染色 (H･E染色)を行い､光学顕微

鏡を用いて観察した｡検索した臓器 ･組織は､肝

臓､腎臓､心臓､肺､牌臓､胸腺､骨髄､消化管

(胃､十二指腸)､肺臓､副腎､甲状腺､精巣､大

脳､脳橋､延髄､小脳などである｡

また､細胞の微細構造への影響を観察するため､

燐酸緩衝液下 1%グルタールアルデヒ ドおよび

1%オスミック酸の二重固定を行い､アルコール系

統脱水後､クェトール包埋の試料をミクロ トーム

で細切片化し､電子顕微鏡 (JEX-1200EXⅡ型 日

本電子製)を用いて観察した｡

統計解析にはF-テス トとt-テス トを実施したO

統計的有意差検定を行い､有意差のある数値は､

*:p<0.05､**:p<0.01で表した｡

結 果

図 1に､ラット肝臓について脂質過酸化反応生

成物の指標であるチオバルビツール酸反応生成物

(TBARS)の濃度変化を示 した｡25℃および穏やか
な温熱条件である30℃群では肝臓ホモジネー ト中

TBARS濃度は2週間の間､経時的にほとんど変化

しなかった｡それに対し35℃の暑熱ス トレス下で

は脂質過酸化物の生成が急増 した｡暑熱暴露後 2

日目から増加 し､1週間まで直線的に増加 し､2週

間にはピークに達していた｡

暑熱ス トレスにより急性期の脂質過酸化物生成

が明確になったため､比較的長期にわたる暑熱ス

トレス-の暴露について調べたO図2に示すよう､

穏やかな温熱条件である 30℃ と 32℃の温熱暴露

下においては 6週間まで肝臓ホモジネー ト中の脂

質過酸化物の生成は経時的に増加 しなかったO-

方､35℃暑熱ス トレス下では急性期に引き続き 6
週間までの比較的長期にわたり脂質過酸化物生成

のピークが持続 していた｡

ラットで肝臓の脂質過酸化反応の促進が得 られ

たため､ラットの暑熱ス トレスと並行 してモルモ

ットに暑熱ス トレスを加え､両種の過酸化反応の

違いについて検討 したo図3に示すように､ラッ

トおよびモルモットの両種とも穏やかな温熱条件

である30℃において､肝臓ホモジネー ト中の脂質

過酸化物の生成が経時的に増加する傾向があった｡

図 1 異なる暑熱温度と暴露期間におけるラット

肝臓の脂質過酸化物生成量の変化

図2 暑熱暴露によるラット肝臓における脂質過

酸化物生成量の変化

図3 ラットおよびモルモット肝臓の脂質過酸化

物生成量の変化

また35℃の暑熱ス トレス下ではラットおよびモル

モットの両種とも暑熱暴露 2日目に増加がみられ､

1週間目には 25℃のコントロール群に比べ顕著に

増加 していた｡

図4､図5に示すように､ミトコンドリアやミ

クロゾームといった肝臓細胞内小器官の脂質過酸

化物生成は7適齢の若齢ラットでは暑熱による影

響を受けていなかったが､52週齢､68週齢､loo

週齢の高齢 ･老齢ラットでは著しく誘導されてい

た｡
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図4 異なる週齢のラット肝臓のミトコン ドリア

における過酸化物生成量の変化

図5 異なる週齢のラット肝臓のミクロゾームに

おける過酸化物生成量の変化

腎臓における脂質過酸化は肝臓の場合と同様に

若齢ラットでは暑熱環境による影響を受けていな

かったが､高齢 ･老齢ラットでは著 しく誘導され

ていた｡心臓 と脳では若齢､老齢いずれも暑熱環

境による影響を受けていなかった｡血清コルチコ

ステロン濃度は暑熱 ストレスにより軽度の影響が

みられた｡

ラットおよびモルモ ットにおいて､暑熱ス トレ

スの暴露による内臓核心温の上昇を伴 う高体温症

は酸素ラジカルを生成 し､脂質過酸化反応を促進

することが明らかとなった｡細胞の脂質過酸化の

促進は細胞の生化学的変化 と連動 していた｡

図 6に示すように､若齢ラッ トにおいては肝臓

の細胞質のグルタチオンペルオキシダーゼ活性は

環境温度の上昇により誘導された｡暑熱ス トレス

下で誘導される肝臓のグルタチオンペルオキシダ

ーゼ活性は 4週間に及ぶ長期の暑熱暴露中､環境

温度に比例 した誘導が起こっていたO一方さらに

長期に及ぶ 6週間の温熱負荷の継続下においては､

環境温度に比例 した直線的誘導は観察されなかっ

た｡

図 7に示すように､通常の飼育環境条件におい

てラット肝臓細胞質グルタチオンペルオキシダー

ゼ活性は加齢に伴って著 しく増大 した｡

その一方､高齢 ･老齢ラットの肝臓グルタチオ

図 6 異なる温度と暴露期間でのラット肝臓にお

けるグルタチオンペルオキシダーゼ活性の変化
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図 7 異なる週齢のラット肝臓におけるグルタチ

オンペルオキシダーゼ活性の変化

ンペルオキシダーゼ活性は暑熱ス トレスによりわ

ずかに減少 した｡図には示していないが､若齢ラ

ットにおいては肝臓細胞質のグルタチオン トラン

スフェラーゼ活性も長期の暑熱暴露中わずかに誘

導されていた｡

図8に示すように､若齢ラットにおいて肝臓の

カタラーゼ活性は暑熱ス トレスによる著しい影響

を受けていなかった｡ しかし通常の環境条件にお

けるカ々ラーゼ活性は動物の加齢に伴って減少 し

た｡高齢 ･老齢ラットにおいては肝臓と腎臓のカ

タラーゼ活性は暑熱ス トレスにより著しく減少 し

ていた｡一方､心臓､腎臓､脳のグルタチオンペ

ルオキシダーゼ活性は若齢､高齢 ･老齢のいずれ

のラットにおいても暑熱による影響を受けていな

かった｡

スーパーオキシ ドジスムターゼ (SOD)活性も

暑熱 ストレスによる変化は見られなかった｡また

抗酸化成分で抗酸化酵素の補酵素である還元型グ

ルタチオン (GSH)や酸化型グルタチオン (GSSG)

はこの実験における暑熱環境下では変化 しなかっ

た｡

若齢ラットにおける肝臓の細胞質 soD 活性は

対照群において 13.2±0.5unit/mgprotein､暑熱暴露

(35℃)群 12.9±1,5unit/mgprotelnであったO還

元型グルタチオンは対照群において5.50±0.31/⊥
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図 8 週齢の異なるラット肝臓におけるカタラー

ゼ活性の比較

molノgliver､暑熱環境-の暴露後 5.41±0.44〃moUg

llVer､一方､酸化グ′レクチオン (GSSG)は対照群

において 0.26±0.021〟mol/gllVer､暑熱環境-の暴

露後 024±0.029JJmOl/gliverであり､顕著な変化
は見られなかった｡

高齢 ･老齢ラットにおける肝細胞の小胞体は暑

熱環境下で変形することが観察されたため､ミク

ロゾームの電子伝達系酵素についても検討 した｡

凶9に示すように､アミノピリン脱メチル化酵素

(AM-DM)は加齢につれて活性の低下が見られた

が､適齢の高いラットにおいては暑熱ス トレスに

より､さらに活性が低下した｡

図 10に示すように､肝臓 ミクロゾームのペルオ

キシダーゼであるTMPDペルオキシダーゼ活性は

加齢につれて活性の低下が見られる一万､52週齢､

68適齢､100適齢のラットにおいては暑熱ス トレ

スにより､さらなる活性の低下が見られた｡

チ トクロムP450 リグクタ-ゼ活性も高体温症

において斉 しく減少 していた｡ 一方､若齢ラット

においてミクロゾームの電子伝達系は暑熱暴露に

よる影響を受けていなかった｡

チ トクロムCオキシダーゼ､チ トクロムCリダ

クタ-ゼといった肝臓 ミトコン ドリアの電了･伝達

系は若齢ラッ トにおいて急性の高体温症による影

響を受けていなかった｡ しかし､高齢 ･老齢のラ

ットでは暑熱ス トレスによりチ トクロム Cオキシ

ダーゼ､チ トクロム Cリダクタ-ゼは同時に阻害

されていた｡

暑熱ス トレスによる熱ショック反応を検出する

ために､ラットの肝細胞 と好中球 (PMN)を単離

し､35Sメチオニンで標識 して電気泳動 (SDS

PAGE)で分析 した｡その結果､70-kDaタンパク質

と一致するタンパク質バン ドの合成が誘導されて

おり､単離した肝細胞とpMNにおいて70-kl)aの

熱ショックタンパク質が暑熱ス トレスによって強

く誘導 ･発現していた｡

組織学的変化

組織学的にみると､受動性高体温症はラ､ソトお

よびモルモッ トの臓器 ･組織に対 して大きな変化

を引き起こした｡また､高齢 ･老齢ラットでの暑
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図 9 異なる週齢のラ･ソト肝臓 ミクロゾームでの

アミノピリン脱メチル化酵素活性の比較

図 10 異なる適齢のラット肝臓 ミクロゾームでの

TMPDペルオキシダーゼ活性の比較

熱暴露による諸臓器の組織学的変化と細胞内微細

構造の変化は若齢ラットより深刻であった｡

月刊掛こついてみると､若齢動物においては 35℃の

暑熱暴露群では全例に肝静脈 と小葉下静脈の周辺

にある肝細胞に膨化や蕃縮がみられた｡電子顕微

鏡による観察では細胞内において脂肪軸粒が増え

る 一方､変形 したマイクロ′J､体が顕著であった｡

細胞内呼吸の中心器官であるミトコン ドリアの変

形が観顛され､脂肪頗粒や脂溶性化合物の代謝を

行 う小胞体が増加 していた｡肝小葉構造や門脈系

には特異的所見は見られなかった｡比較的穏やか

な暑熱暴露である32℃､28日間 (4週)の実験群

から､栄養門脈血流としては遠位である肝静脈と

小葉下静脈の周辺にある肝細胞の膨化や萎縮､細胞

内小器官の変化がみられ､より高温-の暴露によりそ

の変化が顕著になった｡変化の見られる部位は血

液と直接物質交換がある部分であるため､暑熱暴

露により門脈血が流れる類洞が拡張 し､そのため

血流速度が減衰 し渦流を形成 したり､旺盛な発汗

により血液の粘性が増加 したと考えられる｡その

ため哲熱効果が促進され ミトコン ドリアやペ/I,す

キシゾ-ムに存在する脂肪酸化酵素の活性が変化

した結果と考えられた｡

高齢動物の肝においては肝小兵の周辺部分から

中間部分にかけて､肝細胞に空胞変性が増加 して

いた｡この空胞変性や膨化は電子顕微鏡観察によ

って脂肪額粒 とリボフステンの沈着による脂肪変
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図 11 ラットの対照区 (25℃)における肝臓の組

織標本 (H-E典色 100倍)

図 12 ラットの暑熱暴露 (35℃)下の肝臓の組織

標本 (H-E染色 100倍)

肝細胞の膨化と萎縮が顕著

図 13 ラットの暑熱暴露 (35℃)下での肝細胞の

電子顕微鏡写真 (3,000倍)

ミトコン ドリアの不揃い､滑面小胞体の膨化､脂

肪頼粒の増加などが見られる｡
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図 14 モルモットの暑熱暴 露 (35℃ ) 下 での肝臓

の組織標本 (H-E染色 100倍 )

肝細胞の膨化 と萎縮が顕著

図 15 モルモットの暑熱暴露 (35℃)下での肝細

胞の電子顕微鏡写真 (4,000倍)

ミトコン ドリアの不揃い､滑面小胞体の膨化､脂

肪額粒の増加などが見られる｡

性や ミトコン ドリアの膨化､滑面小胞体の膨化な

どが原因であることが明らかになった｡類洞では､

その幅が不規則に狭くなった り拡大 したりしてお

り､ディッセ睦も広がって繊毛が短くなった部分

が認められた｡月旦管系については肝小葉の周辺部

分で細胆管の微純毛にばらつきが観察された｡ラ

ットには胆汁濃度の調節機能を持つ胆の うが解剖

学的に存在 しないため､胆汁分泌の調節は本来的

な肝細胞と肝細胞の接着面に存在する微細胆管で

対応 し､外環境の変化に順応できる｡ 一方､モル

モットの微細胆管ではその順応力は弱く､微細胆

管の微繊毛に変化が強くみられたO静脈系の拡張

は肝小葉下静脈および肝静脈に顕著に見られたC

これ ら静脈に近接 した肝細胞は膨化 している傾向

があり､電子顕微鏡の観察では滑面小胞休の増加

と拡大がみられ､細胞内に脂肪頼粒の増加 とミト

コンドリアの変形が起こっていた｡肝小葉のクッ

パー細胞の多くはリボフスチンを含む黄褐色の顛



粒の食食像が増加していた｡

腎臓は肝臓に比べて､暑熱暴露による組織化学

的変化の現われる時期がやや遅れる傾向があった｡

暑熱暴露により腎臓の葉間静脈､弓状静脈には拡

張している傾向がみられ､毛細血管の拡張は中軽

度であった｡尿路では糸球体に特異はなく､暑熱

暴露に伴い尿細管上皮に軽度な浮腫と尿細管内腔､

特に遠位尿細管内に円柱状および不整形のタンパ

ク様物質の貯留が散見された｡これも高温負荷の

程度に応じて増加がみられた｡

心臓は高温の負荷により冠状静脈に拡張の傾向

があり､毛細血管にも軽度ながら同様に拡張がみ

られ､寧血像が散見された｡高齢動物の心臓では

対照群に比較して萎縮傾向がやや増加 した｡冠状

静脈の拡張と筋層深部の毛細血管に哲血が出現し､

周囲の心筋細胞は-マ トキシリン-エオジン濃染

性の萎縮がみられ､微細な空胞変性があった｡さ

らに暑熱負荷によりほぼ全例で夢血像と周囲の心

筋細胞に大型の空胞を含む変性が認められた｡

肺は気道末梢部の肺胞に拡張の傾向がみられ､

小気腫の形成がみられた｡肺門に近い周辺の気管

支の肺野には浮腫が散見された｡肺動脈および肺

胞の毛細血管には特異的変化はみられなかった｡

気腫形成や浮腫などの所見は暑熱ス トレスに依存

性があり､35℃､42日間 (6週)の暴露群に多数

認められた｡高齢動物の肺では暑熱ス トレスのた

め欝血傾向が増強していた｡これら暴露群の肺動

脈､肺胞毛細血管､肺静脈などはいずれも拡張し

て肺野全体としての滞血量が増加 していた｡この

ため含気量は相対的に減少していた｡肺野の末梢

部にみられる気腫は対照群よりも拡大していた｡

肺門部から中心部にかけては逆に欝血と浸出性の

無気肺形成がみられ､肺胞腔-上皮細胞の脱落が

認められた｡気管および気管支には対照群に比べ

て顕著な変化はみられなかった｡

考 察

非常に高い気温は死亡率や疾病を増加させてい

るため､地球温暖化やヒー トアイランド現象の加

速により､熱ス トレスが人間や動物の健康に影響

を及ぼすかどうかについて評価することが必要で

ある｡

また､極端な熱ス トレスが人間の健康に重大な

生理的 ･生化学的影響を及ぼすので､人間と動物

において暑熱環境によって引き起こされた受動的

高体温症による生化学的影響について研究するこ

とが重要である｡

ラットでは肝臓細胞質のグルタチオンペルオキ

シダーゼ活性が暑熱暴露により強く誘導された｡

ラットの肝臓ではセレン型グルタチオンペルオキ

シダーゼ活性が主要なグルタチオンペルオキシダ

ーゼ活性を占めているが､暑熱ス トレスはセレン

型グルタチオンペルオキシダーゼ活性を強く誘導
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していた｡

モルモットの肝臓ではセレン型グルタチオンペ

ルオキシダーゼの活性はなく､非セレン型グルタ

チオンペルオキシダーゼ活性は高体温症の状態に

あっても誘導されなかった｡

人間の肝臓でのセレン型グルタチオンペルオキ

シダーゼ活性はラットと比較すると非常に低い｡

したがって､暑熱ス トレスや熱波による人や動物

-の生体影響を比較検討するとき､動物の種によ

り生化学的適応に差があることを重要な因子とし

て考えておく必要がある｡

若齢ラットにおいて､肝臓の脂質過酸化は環境

温度の上昇により誘導されていた｡肝臓の脂質過

酸化は短期の暑熱暴露のみではなく､長期の暑熱

暴露によっても増大していた｡老齢ラットにおい

て､グルタチオンペルオキシダーゼ､グルタチオ

ントランスフェラーゼ､カタラーゼといった酸素

ラジカルに対する防御系酵素は暑熱環境により減

少するため､肝臓の脂質過酸化が著しく誘導され

たものと考えられる｡ラットを35℃に暴露すると､

肝臓の脂質過酸化が著しく促進される一方で､脂

質過酸化物の生成は32℃の暑熱暴露では影響を受

けなかった｡

このように肝臓での脂質過酸化反応の誘導は高

体温症における非常に敏感な生化学的指標であっ

た｡肝臓の脂質過酸化物の生成は暑熱ス トレスに

起因する受動的高体温症に依存して増大した｡

高体温症によって､若齢のラット肝臓でのグル

タチオンペルオキシダーゼ活性が顕著に誘導され

酸素ラジカルに対する防御系が作用したため､ミ

トコン ドリアや ミクロゾームなどの細胞内小器官

の脂質過酸化は影響を受けなかった｡他方､モル

モットの肝臓のグルタチオンペルオキシダーゼ活

性は誘導されなかったため､暑熱ス トレスにより

著しい脂質過酸化反応がミトコンドリアとミクロ

ゾームにおいて観察された｡ミトコンドリアとミ

クロゾームの顕著な脂質過酸化反応は抗酸化試薬

(BHT)を反応混合物に加えてもなお観察された｡こ

れは暑熱ス トレスにより細胞内で脂質過酸化物が

常在する状況にあることを意味している｡

生体膜の中の脂質過酸化が細胞の酸化還元状態､

細胞内小器官およびいくつかの膜結合酵素を障害

すると報告されている｡モルモットでは､高体温

症においてチ トクロムC酸化酵素やチ トクロムC
還元酵素などの肝臓のミトコンドリアの電子伝達

系酵素の活性は同時に抑制された｡しかしながら､

高体温症でシ トクロム P450モノオキシゲナーゼ

活性などのミクロゾーム電子伝達系酵素には深刻

な影響は及ぼさなかった｡このことから脂質過酸

化によりミクロゾームの電子伝達系酵素活性に影

響を及ぼすほどの膜の撹乱は未だ起こっていない

と考えられた｡

晴乳類の細胞の中では熱のショック反応は細胞
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質 soDを誘導することが知られている｡この実験

では細胞質 soD の誘導は高体温症では観測され

なかった｡ また､カタラーゼやグルタチオントラ

ンスフェラーゼなどの酸素ラジカルを防護する他

の酵素も影響されなかった｡このことから生体で

のラジカル生成の急増に対してはグルタチオンペ

ルオキシダーゼの誘導は第一義的重要さを持って

いることを示している｡

暑熱はラットおよびモルモットの肝臓において

脂質過酸化を顕著に誘発 したため､熱ス トレスは

人間と動物-の健康に悪影響を及ぼす可能性があ

ると考えられる｡暑熱暴露は腎臓や心臓､脳など

の他の器官には脂質過酸化の生成増加を引き起こ

さなかったことから､肝臓が暑熱ス トレスの標的

臓器の可能性があるため､熱ス トレスによる肝臓

の生化学的機能-の影響について､今後､詳細な

研究が必要である｡

熱ショック反応は多種の生物において熱ショッ

クタンパクの生成反応を活性化させることが認め

られている｡熱ショックタンパクは暑熱ス トレス

により合成する蛋白質の立体構造形成が不安定化

することを防ぐ分子シャペロンとしての機能を持

っている｡モルモットとラットでは主に誘導され

る熱ショックタンパクに差があり､モルモットで

は暑熱ス トレスにより､核 とミトコン ドリアで

90-kDaの熱ショックタンパクの明らかな誘導が認

められた｡一方､ラットにおいても単離された細

胞において 70-kDaの熱ショックタンパクの合成

促進が観察された｡両種において暑熱ス トレスに

よる細胞機能の変調に対して､分子シャペロン機

能を示す防御系が活性化したと考えられる｡両種

において誘導される熱ショックタンパクが異なる

ことはその分子シャペロン機能の解析とともに今

後に残された興味ある課題と考えられる｡

本研究により､高体温症による生体機能の障害

に対して抗酸化系酵素の誘導や熱ショックタンパ

ク質の誘導など､様々の生化学的損傷から生体を

防御する機構が発現することが明らかになった｡

高体温症は肝臓においていくつかの重大な組織

学的な変化を引き起こし､細胞構造に損傷を与え､

肝臓の静脈周囲の細胞の中で肥大と空胞変性を引

き起こしていた｡

暑熱ス トレスに対する生体の適応としては馴化

による体温の熱放散の努力が認められる｡しかし

適応性が低下していると考えられる高齢 ･老齢期

ラットでは顕著に暑熱ス トレスの影響があらわれ

た｡35℃の暑熱環境下では､暴露期間が長くなる

ほど病理学的な諸変化が増強していたO臓器 ･組

織における最も顕著な変化は静脈系の拡張であっ

た｡心筋の空胞変性とともに肝臓､腎臓､心臓､

肺および骨髄などに萄血の傾向が認められた｡

肝臓では各小葉の中間帯から中心静脈周辺帯に

かけて､肝細胞に空胞変性がみられ､電子顕微鏡

による観察によれば､脂肪頼粒の増生､滑面小胞

体の拡張やミトコンドリアの膨化などが認められ

た｡特に脂肪頼粒ではそのサイズや電子密度に差

が大きく､その原因として暑熱ス トレスによる過

酸化脂質の増加が考えられた｡また､ラットとモ

ルモットでは胆のうのバ リアーの有無により､肝

細胞の微細胆管に形態的な差異がみられることも

反映していると考えられた｡

腎臓の萄血は副腎皮質の萎縮と呼応して､アル

ドステロン分泌の低下と遠位尿細管からの再吸収

不全などによる電解質平衡の乱れを起こす可能性

が考えられる｡

心筋細胞の空胞変性は､肺の静脈拡張や哲血の

負荷の結果と考えられるが､再生能がみられない

心筋細胞であることから重要な変化ととらえる必

要がある｡

細網内皮系では､骨髄､牌臓などにみられる赤

芽球増生は造血機能の低下-の反応と考えられる｡

またリンパ系におけるリンパ球の分布密度の減少

は当然免疫能の減弱に繋がると予想される｡

神経系では暑熱負荷群ともに大脳の静脈系や毛

細血管に拡張がみられ､第三脳室とその脈絡叢に

浮腫性の変化があらわれていた｡また､延髄の神

経細胞に空胞変性ならびに星状グリア細胞の分布

減少がみられた｡ラットの生理学的実験において

延髄の加熱により頻呼吸､皮膚血管の拡張や除脈

などがあらわれることから､これらの変化は暑熱

ス トレスによる反応と考えられる｡

暑熱暴露後の変化については 3日目から変化な

どがあらわれはじめ､7 日目において顕著となっ

た｡連続した暑熱 (35℃)暴露実験から､生体の

適応特に馴化適応の範囲として､7 日間の暴露が

ほぼ限界であることを示している｡

高齢ラットについての病理組織学的な検討では

加齢性の変化と暑熱ス トレスの変化が重複して認

められたO組織学的変化としては対照群動物を含

め､各群の臓器および組織には萎縮と腫癌の発生

が認められた｡

萎縮性の変化は消化管の粘膜､勝臓の外分泌腺､

腎臓の皮質､副腎皮質の球状帯､生殖器 (精巣)

および各所のリンパ装置などにみられた｡更に脂

肪やリボフスチンの沈着が広い範囲にわたって認

められた｡

高齢ラットの腫癌の発生については全例の精巣

に間質細胞腫が存在し､種による特異性病変と考

えられた｡これらの変化は加齢による影響と考え

られ､暑熱暴露群において特に顕著な増加は認め

られなかった｡連続的な暑熱環境下では暴露量に

依存して全身性の静脈系拡張がみられた｡神経系

では大脳第三脳室の拡大と脈絡叢上皮や脳橋の髄

鞘に空胞変性が出現していた｡暑熱暴露により松

果体は萎縮が強く､電子顕微鏡による観察でも､

松果体細胞の分泌頼粒 (メラトニン)が著しく減



少していた｡分泌頼粒の減少は睡眠の質-の重要

な影響を示唆しており､猛暑下の不眠等-の影響

が予想される｡また､暑熱暴露により延髄の神経

細胞に空胞変性がみられた｡空胞変性を示す神経

細胞の周辺では星状グリア細胞の減少がみられた｡

加齢による組織学的変化である萎縮が暑熱暴露

により増強する傾向が認められたが､このことは

高齢に伴 う暑熱ス トレスによる生化学的障害の増

強と一致する結果として注目される｡一連の組織

学的変化は生化学的変化や疫学的事例とほぼ一致

した結果を示しており､熱ス トレスが高齢動物や

高齢者に重大なリスクとして反映することを示し

ている｡

要 約

暑熱環境が生体の生化学的変化に及ぼす影響に

ついて検討 した｡暑熱影響を生化学的観点からみ

ると､肝臓における酸素ラジカルの生成が注目さ

れる｡酸素ラジカルによる生体高分子との反応に

よる脂質過酸化は生体膜や酵素の変性に結びつく

ため重要な障害反応と考えられるためである｡ラ

ット肝臓の脂質過酸化反応生成物の指標であるチ

オバルビツール酸反応生成物 (TBARS)の濃

度変化をみると､30℃では変化がなかった生成も､

35℃の暑熱負荷では急激に増加 した｡ラットとモ

ルモットを比較すると､モルモットは30℃におい

ても若干の増加が認められ､35℃では顕著な増加

が認められた｡モルモットは暑熱-の耐性が弱く

暑熱負荷の長期的な実験は困難であった｡

肝臓細胞内小器官の脂質過酸化は若齢では影響

を受けていなかったが､高齢 ･老齢ラットのミト

コンドリア､ミクロゾームでは脂質過酸化が著し

く誘導されていた｡ラットでは肝臓の細胞質グル

タチオンペルオキシダーゼは高体温症で強く誘導

されたが､モルモットでは誘導がみられなかった｡

肝臓カタラーゼ活性は若齢のラットでは暑熱ス ト

レスによる影響を受けていなかったが､高齢 ･老

齢ラットは肝臓､腎臓のいずれの臓器においても

減少していた｡高齢 ･老齢ラットにおける肝細胞

の小胞体は暑熱ス トレスにより変形していたため､

ミクロゾームの電子伝達系酵素のアミノピリン脱

メチル化酵素やTMPDペルオキシダーゼ活性につ

いて検討した｡その結果､加齢につれていずれの

酵素も活性の低下がみられ､週齢の高いラットで

は暑熱暴露によりさらに活性が低下した｡

暑熱ス トレスにより合成する蛋白質の立体構造

形成が不安定化することを防ぐ分子シャペロンと

しての機能を示す熱ショックタンパク誘導にはモ

ルモットとラットで種差があり､モルモットでは

核とミトコンドリアで 90-kDaの熱ショックタン

パクの誘導が認められ､ラットの単離細胞におい

ては 70-kDaの熱ショックタンパクの合成促進が

観察された｡両種において暑熱ス トレスによる細
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胞機能の変調に対して､分子シャペロン機能を示

す防御系が活性化したと考えられる｡

実験動物に暑熱ス トレスを加え､臓器 ･組織を

光学顕微鏡と電子顕微鏡を用いて観察した結果､

肝臓､腎臓､心臓､呼吸器系､内分泌系､免疫系

などにおいて､暑熱ス トレスにより組織的変化が

認められた｡特徴的な組織的変化は肝臓の静脈

周辺細胞の空胞変性､脂質過酸化物に起因する

とみられる脂肪頼粒の貯留､欝血などであった｡

さらに動物の加齢により暑熱ス トレスの影響が増

強し､適応性が低下していると考えられる老齢期

ラットでは顕著に暑熱ス トレスの影響があらわれ

たO35℃の暑熱環境下では､暴露期間が長くなる

ほど病理組織学的な諸変化が増強していた｡臓

器 ･組織における最も顕著な変化は静脈系の拡張

であった｡心筋の空胞変性とともに､肝臓､腎臓､

心臓､肺および骨髄などに欝血の傾向が認められ

た｡

この研究により､暑熱ス トレスが組織学的変化

を伴 う生体組織の障害を引き起こすことが判明し

た｡暑熱ス トレスの増大は生体諸機能の低下して

いる高齢者や高齢の動物に対し深刻な影響を及ぼ

すと予想される｡
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