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研究成果の概要（和文）：4-PAOは、有機リン中毒で抑制されたAChEを再活性化させ、BBBを通過することから、脳内の
解毒効果が期待されるが、それ自体の毒性に関する研究報告はほとんど認められない。そこで、ECG測定システムを用
いてラット心筋収縮能に対する4-PAOの影響について調べたところ、房室伝導系に対して強い抑制作用を持つことが示
唆された。さらに、40uM 濃度では、4-PAOだけでなく2-PAMもK+-EDTA-ATPase活性を有意に低下させ、オキシム類がミ
オシン分子を介してATPase活性に影響を与える可能性が示唆された。一方、4uM濃度の各種オキシム類は有意に抑制せ
ず、今後さらに詳細な検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：The pyridinium aldoxime methiodide (PAM)-type oxime 4-PAO, which can reactivate AC
hE inhibited by alkylphosphonate and penetrate the blood-brain barrier, is expected to be effective for re
activating blocked cholinesterase in the brain. However, the toxicity of 4-PAO has not yet been investigat
ed in detail. The present study investigated the effects of 4-PAO on the contractile activity of the rat h
eart using electrocardiography analysis. 4-PAO was suggested to inhibit the atrioventricular conduction sy
stem more strongly than 2-PAM. In addition, not only 4-PAO but also 2-PAM inhibited the inherent K+-EDTA-A
TPase catalytic activity of myosin, indicating that oximes might interact directly with the catalytic cent
er of the myosin molecule. No significant inhibition was observed for less than 4uM 4-PAO, 2-PAM, 4-PAPE, 
obidoxime and DAM, which correspond to the clinical dose of 2-PAM. Further studies are required to clarify
 the mechanism of 4-PAO toxicity.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 1995年、東京地下鉄サリン事件が発生し、
最終的に 13 人が亡くなり、6000 人以上の中
毒症状を伴った被害者をもたらしたが、当時、
治療薬として 2-PAM が投与された。このよう
に、サリン等の神経ガス暴露時に、日本では
主たる治療薬として2-PAMが用いられている。
しかしながら、1992 年、急性有機リン中毒治
療において、アトロピン単独と 2-PAM 併用で
は治療効果に差がなかったと報告されてい
るように、近年、多くの研究者が 2-PAM の効
果については懐疑的とし、その有効性につい
ては未だ結論に至っていない。その原因の一
つに、2-PAM がほとんど BBB を通過できない
ことがあげられる。すなわち、これまで 2-PAM
が脳内に効果がないとする報告とBBBを通過
するとした報告があり、明らかな結論を得て
いなかったが、2003 年、研究代表者らは、Rat 
brain microdialysis system を用いて、2-PAM
がBBBを約10%通過することを明らかにした。
これは、2007 年に Petroianu et al.によっ
て妥当な数字であると報告された。しかしな
がら、この程度では、実際のサリン暴露時の
移行量はさらに少ないと推測され、速やかに
BBB を通過可能な解毒剤開発が必要であるこ
とを意味する。 
 
(2) 研究代表者らは、2006 年に数十種類の新
規パム類似体を有機合成し、その中から比較
的 AChE 再活性能型が高く、構造的に BBB 通
過が期待される6種類のパム類似体を選択し
て、そのBBB通過レベルを調べた。その結果、
2種類の化合物の通過を確認し、中でも4-PAO
は、約 30%の通過率を示し、中枢神経系のAChE
再活性に有効である可能性を示唆した。さら
に、これら新規パム類似体の LC-MS/MS を用
いた各種臓器からの新規定量法についても
確立することができた。 
 
(3) 2-PAM の効果に否定的であるもう一つの
理由として、2-PAM を含めたオキシム類の毒
性である。1956 年、Kewitz and Wilson は、
2-PAM の主たる毒性として Respiratory 
paralysis について言及した。その後、1958
年、Jagar et al.は、2-PAM 15-20mg/kg 静注
後、めまい、霧視、複視、眼調整障害あるい
は頭痛などが生じたことを報告するなど、そ
の多くは副作用に関する臨床的報告がほと
んどであった。2009 年、研究代表者らは、ラ
ット心筋を用いて、オキシム類のミトコンド
リアオキシダーゼ活性に対する影響を初め
て調べた。その結果、異なったオキシム類の
毒性の強さに比例してその酵素活性が抑制
されることを確認し、さらに発生するフリー
ラジカルがミトコンドリア電子伝達系の抑
制に深く関与している可能性を確認した。 
このように、一連の研究は、神経ガス中毒
治療における新たな治療法を確立する上で
その成果が期待されているものである。 
 

２．研究の目的 
 神経ガス中毒治療において、現在、2-PAM、
アトロピン及びジアゼパムの3剤併用による
治療が一般に用いられているが、その主たる
解毒機序は神経剤によって活性を失った
AChE活性を2-PAMが復活させるとするもので
ある。近年、多くの研究者が 2-PAM の効果に
ついては懐疑的であり、その大きな原因の一
つに 2-PAM 自体の持つ毒性があげられる。す
なわち、2-PAM をはじめとするオキシム類の
心毒性については、臨床的な報告が大多数を
占め、それらの毒性機序に関する詳細な検討
はほとんど行われてこなかった。研究代表者
がこれまでに明らかにしてきたBBB通過可能
な新規解毒剤候補 4-PAO においても、LD50が
小さいなど、それ自体の毒性は強く、しかし
ながらその詳細は不明のままである。 
本研究では、4-PAO を含めたオキシム類投
与後の房室伝導系に与える影響についての
検討、あるいは心筋 Actomyosin ATPase 活性
に対する影響等について詳細に検討し、これ
までに明らかにしてきたミトコンドリア電
子伝達系酵素抑制との関連など、オキシム類
自体が持つ毒性機序を明らかにすることを
目的としており、これにより神経ガス中毒治
療における新たな治療法の確立を目指そう
とするものである。 

 
３．研究の方法 
(1) オキシム類及び生体試料 
4-[(hydroxyimino)methyl]-1-octylpyrid
inium bromide (4-PAO)、4-[(hydroxyimino) 
methyl]-1-(2-phenylethyl) pyridinium  
bromide (4-PAPE)、  2-PAM、 Obidoxime、
Diacetylmonoxime（DAM）がオキシム類とし
て用いられた。これらの化学構造式を図 1に
示す。生体試料としては SD ラット（12-18 週
齢、295-385g）を用い、動物実験は科学警察
研究所動物実験倫理委員会の承認を得て行
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1  2-PAM、4-PAO、4-PAPE、Obidoxime、DAM
の化学構造 
 
 



(2) 循環動態計測システムによる解析 
房室伝導系に対する影響についての検討
として、Softron ECG Processor SP2000 がデ
ー タ 解 析 に 用 い ら れ た 。 ラ ッ ト は
Pentobarbital 麻酔下で心拍数及び ECG 波形
の安定を確認した後、生食に溶解したオキシ
ム類（50μmol/kg、n=4）を尾静脈より投与し、
データを採取した。 
 
(3) Actomyosin の作製 
ラット心臓を用い、Malhotra et al. 及び
Yoshida et al.の方法を参照して作製を行っ
た。すなわち、心筋 1gを 5mL の Buffer A（50mM 
KCl、10mM imidazole-HCl pH7.0、1mM EDTA、
0.5mM PMSF、10mM 2-mercaptoethanol）で
30sec ホモジナイズ後、5mL の Buffer A を加
え、5000g で 10min 遠心。次に、Myofibril
を含んだ沈渣が 1% Triton X-100 を含んだ
20mL の冷 Buffer A の下（30min）で回収され
た。再度、5000g で 10min 遠心後、4mL の 0.6M 
KCl、10mM imidazole-HCl pH7.0、0.5mM PMSF、
10mM 2-mercaptoethanol を加え、氷上に
20min 静置。10000g で 10min 遠心後、上清を
30mLの10mM imidazole-HCl pH6.5で希釈し、
40min 氷上に静置。Actomyosin が 14000g で
30min の遠心により回収され、1mLの 0.3M KCl、
10mM imidazole-HCl 7.0、50% glycerol、0.5mM 
PMSF、10mM 2-mercaptoethanolに溶解された。
タンパク濃度は BCA Protein Assay Kit を用
いて決定された。 
 
(4) Mg2+-ATPase 及び K+-EDTA-ATPase 活性 
Mg2+-ATPase 活性は、0-40μM 濃度のオキシ
ム類の存在下、10mM imidazole-HCl pH7.0、
10mM NaN3、10mM MgCl2、5μM free Ca2+、0.1mg/mL 
actomyosin、1mM ATP を含んだ溶液下（37℃）
で測定された。一方、K+-EDTA-ATPase 活性は、
10mM imidazole-HCl pH7.0、10mM NaN3、10mM 
EDTA、0.6M KCl、0.1mg/mL actomyosin、1mM 
ATP を含んだ溶液下（37℃）で測定された。
反応液中の Inorganic phosphate は Lanzetta 
et al.の方法を参照して決定し、酵素活性は
直線性のある4つのポイントを使って決定さ
れた。 
 
４．研究成果 
(1) オキシム類の房室伝導系に与える影響 
4-PAO 50μmol/kg静脈投与後3分までのECG
波形データの一部を図2A-Dに示す（ただし、
上段の連続波形は第 II 誘導）。波形データか
ら得られた解析結果を表 1 にまとめて示す。
4-PAO 投与後 1min で HR は Control に対して
経時的に有意な減少を示し（P < 0.01）、3min
にはさらに高度に低下した（P < 0.01）。同
時に RR は経時的に増大し、3min で有意な増
大を示した（P < 0.01）。また、PR は投与直
後から、PD は 1minで延長を示すように見え、
P波の電位は投与後1minでControlに対して
減少傾向を示した。QT の長さは 1min で
Control に対して増加を示しているように見

えたものの、QRS に有意な変化は認められな
かった。このように、投与直後から洞性徐脈
が出現し、1min 後には洞停止が出現するなど、
4-PAO は洞結節における刺激生成を抑制し、
房室ブロックを惹起させる可能性が示唆さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2-A  4-PAO（50μmol/kg）静注前の ECG デ
ータ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2-B  4-PAO 静注直後の ECG データ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2-C  4-PAO 静注後 1min での ECG データ 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2-D  4-PAO 静注後 3min での ECG データ 
 
表 1 4-PAO 静注後の ECG データ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
一方、 2-PAM50μmol/kg 静脈投与後の波形デ
ータから得られた解析結果を表 2 に示す。
2-PAMではPDがわずかに増大するように見え
る他、いずれも有意な変化を示さなかった。
Calesnick et al.は、ヒトに本実験とほぼ同
濃度の 2-PAM 15mg/kg を静注する実験を行い、
投与後にわずかに脈拍が変化し、一時的な血
圧上昇が見られたもののその他に変化はな
かったとしており、本実験における 2-PAM の
結果はほぼ一致する。これらの結果より、
4-PAO は 2-PAM に比べ房室伝導系に与える影
響の強いことが示唆された。 
 
表 2 2-PAM 静注後の ECG データ 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(2) Actomyosin ATPase 活性に対する影響 
Mg2+-ATPase 活 性 に 対 す る 4-PAO の
0.04-40μM 濃度での影響を調べた。その結果、
図 3-A に示すように、いずれの濃度でも
Control に対して有意な変化を示さなかった。
同様に、2-PAM に対しても有意な変化が認め

られなかった（図 3-B）。4μM 濃度（2-PAM の
臨床濃度相当）での 4-PAO、2-PAM、4-PAPE、
obidoxime 及び DAM との比較を図 2-C に示す
が、有意な違いは認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3-A Mg2+-ATPase 活性に対する 4-PAO 
（0.04-40μM）の影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3-B 2-PAM（0.04-40μM）の影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3-C 各種オキシム類（4μM）の影響 
 
 
一方，K+-EDTA-ATPase 活性に対する 4-PAO の
0.04-40μM 濃度での影響を調べたところ、図 
4-A に示すように、40μM 濃度では Control に
対して 67.9±7.2%まで活性が低下し、有意な
抑制が認められた。同様に、2-PAM に対して
も、40μM 濃度では Control に対して 66.8±
15.9%まで活性が低下し（図 4-B）、有意な抑
制が認められた。また、4μM 濃度ではいずれ
も有意な抑制は認められず、オキシム類間で
の有意差は認められなかった（図 4-C）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4-A  K+-EDTA-ATPase活性に対する4-PAO 
（0.04 -40μM）の影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4-B 2-PAM（0.04-40μM）の影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4-C 各種オキシム類（4μM）の影響 
 
 
本実験において、比較的高濃度のオキシム類
が Mg2+-ATPase 活性に対しては有意な抑制は
示さなかった。しかしながら、K+-EDTA-ATPase
活性に対しては有意な抑制を示したことか
ら、オキシム類は myosin 分子を介して何か
しら影響を与える可能性が示唆された。以前
の研究において、我々は ATP 産生に重要な役
割を担う呼吸酵素系に対してオキシム類が
抑制的に働き、さらに発生するフリーラジカ
ルがミトコンドリア電子伝達系抑制に深く
関与する可能性を報告したが、今後、より詳
細な解析を行い、本実験結果との関連につい
てなど、オキシム類の毒性機序について明ら
かにしていく予定である。 
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