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Tablel．Mediumfbrshakingculture．  

菖．緒  

撃潜らは既にハロゲノフュエルグルコシド類のうち，  

プロムフふエルグルコシド化合物を微塵物納胞（g，α直  

B）と共に放射線照射すると，微生物細胞の致死作用が  

好気的あるいは嫌矧均条件下で増強されることを見出し  

た。り 今回はハロゲノアユニルグルコシド敷の放射線増  

感効果に対するハロゲン優換嘉の称斜による影響をみた  

ところ，ハロゲンの塩遜舅 炎森およびヨウ素のうちヨウ  

素置換体が敢も強い効果を与えた。これらの増感効栄の  

誘起は薬剤と水の放射線分解物である水和亀子（e蒜），  

OH ラジカルあるいはH ラジカルなどの活性穣との反  

応によるものと考えられる。そこで特に敢も効果の大き  

いJ′円山ヨ岬ドフュエルグルコシド（汀卜IP（言）の放射線堵  

感効果の作用機作を明らかにするために，活性礎のラジ  

カル捕捉剤を照射関砥瀦激したときのナチトIPGの増感効  

果の影啓をコロニ岬劉一数法およぴ［6仙ユH］－ぬymidineの  

取り込みによって調べたので報告する次第である。  

玉里．実験材料および英数方法  

畳．g．ぐβJ∫B懸濁液の調製   

微生物はg．亡びJJBを用い，Table12）に示す合成培地  

で培嚢後，1／15Mリン酸緩衝液（pH6．0）に懸濁させ，  

これをガラスフィルター（G】2）に適したものを 9Ⅸ拇   

Na2HPO4  18g  

K柑ヱPOヰ  1g  

NH4Cl lg  

Glucose Igg 

MgSOヰ・7Hヱ0  0．2g  

FeSO√7日二20  0．005g   

imlLdis“‖edwater（p‡ヰ7．4）  

rpmで5分托舅50Cで遠心分離した。沈殿した菌体を上  

のリン酸援簡故に懸濁させ，上と同様に遠心分離を行い，  

この洗浄操作を更に繰り返した後，リン酸緩衝液により  

歯漉庶10d～107celIs／m7に調製した。   

Z．各様試薬の調製   

β血クロロフュエルグルコシド（ダーCPG），β…プロムフふ  

エルグルコシド（〆肝G）およぴJ刀－1PG はKoenigs－  

Knorr法3）により合成し，メタノールで汚結し，結晶  

を得て，それぞれガスクロマトグラフィJりにより単  

・〟一｝H・であることを確認した。基剤溶液の調製にイオン交換  

水を2匝卜姦留したものを用いた。その他の薬品はすペて  

特級硫黄を用いた。［6w3H〕－tllymidineはNewだn油nd  

NuclearCo．より鵬人した。   

3．照射条件   

g．co～～B懸濁液と5mM研一IPGにラジカル捕捉利か  

入った溶液をそれぞれ1mJずつ2mJガラス製アンプ  

ル管に入れて窒素ガスを通気し管を封じた。N20の効  

果をみる場合は嚢紫ガス通気後Nヱ0ガスを30秒間通気  

して管を封じた。これらの紙料は水冷しながら東芝   
昭和58年】レ0月15冒 党蔑  

＊三波大学院学部  
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EXS血300鵬2塑X級照射波紋により400rad／minで照  

射した。級数はFrickeの鉄線漁計の方法4）により測定  

した。   

4．薬剤の放射線増感効果の評定  

（ま）コロニ岬劉・教法による方法   

X線照射した寒剤添加あるいは無添加の歯懸濁液を  

1／15Mリン酸緩衝液（p‡i6．0）で1（糖希釈を繰り返し行  

い，希釈液1mJをTable25）に示す寒天培地に移し，  

これを300C で約18時間培沓した後1mJ当りのコロ  

ニー数を測定した。来照射の歯数N。，照射した蘭数Nt  

とし，グラフの縦軸にlogNノN。，機軸に線盈をとると，  

数存曲線はばぼ寓線となったので，薬剤の放射線増感効  

果を直線の傾き kの大小で評定し，さらに薬剤無添加  

の低級の傾きをⅠく。，童剤添加したものをkとし，薬剤  

白身による咽感効果をk／k。で評定した。  

Table2．Meditlmfbrcolonycount．  
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Fig．1．だぼectsorMonoba電genopbenyl針必－Glucosides  
onRadiation封ⅦCtivationorゑどβJ∫B．  

IrradiationSourc¢；芳ray apparatus（Tosbiba EXS－  
300－2type）．  

Doserate；400rad／min．  
TlleSuSPC11SionsorE．（1（，［（B＼、′ithor＼、′itt－0しttthcnddi－  

tiv¢SWereirradiatedinNヱby芯ray．  
k。alldkcM）l・eSSedlhe suvivnlslol）CSrOrl10ndditi、′C  

and additive，reSp¢Ctively．◎脚nO additiv¢；△…  

p－CPG（5mhl）．k：kL一＝二l．19；しニトノ，qBl）G（5mhl），k／！ko  

ご1．31；○仰山j朝一‡pG（2．51ⅥM），んル。＝ニ2．67．   

嫌気的条件下において残存歯数ほいずれも級数の増加に  

伴ってほぼ破線的に減少した。しかも基剤添加したもの  

は無添加のものに比べて低級の傾きは大きく現われた。  

このことばこれらの化合物はg．甜～′Bの致死作用に対  

して放射線増感効果を示したと考えられる。次にハロゲ  

ン澄換基による埴感効栄の大きさはk／k。條でみると，  

5Illh（P－Cl｝G．5111M［，－1il｝Gおよぴ2．5111トt川－1l－Gでは  

それぞれ1．19，1．31およみ2．63であることからJ？7－IPG  

≫ダーBpG＞ダーCPGの版で，特にヨウ来聴換体の増感効  

果が他のものに比べて著しく大添いことが明らかにされ  

た。これは松山らによるハロゲノフふノールの場合る）と  

類似した傾向を示した。  

H20聖彗‥OH，・牲¢㌫  （1）   

このようにハロゲ′フュエルグルコシド薪の放射線増  

感効果は薬剤と（1）式に示す水の放射線分解物である  

・OH，・H，¢㌫などの活性種との反応により生成する短  

寿命ラジカルが関与しているものと考えられる。このよ   

McこIIcxtL・こICt  lOg NlもC1   5g  

Peptoll¢  10g NaC憂  5g  

Agar  12g   

主nlLdistil】edwa紐r（PH7．0）  

（ii）［6血きH〕－Thymidineの取り込みによる方法   

セル培養署旨（4∞〃J）にTablelに示した合成培地80  

〆，［6－ユH］－tbylnidin¢20〃J（0．5〃Ci），X線照射直後の  

磯懸濁液80〆を加え370Cで50分間培養した。培餐後  

5％トリクロル酢酸（TCA）溶液1わ〃Jを培養液に加え  

て［6門3H〕－tbymidineの取り込みを停止させた。次にこ  

の堵衣紋中の菌体をSartoriusのmembrane即ter（po陀  

SizeO．1〃m）で群集し，続いて5％TCA溶液100〆で  

之回流絆し，さらにこのmembrane帥erを5％TCA  

溶液500〆で引払洗浄した。このm¢mbrane紬erを  

20m～容パイアルピンに入れ，トルエンシンチラント 3  

mJを加えて一夜放置し，液体シンチレーションカウ  

ダーで酸不溶性画分に取り込まれた放射能を測定した。  

照射した葦剤無添加のものの放射能の劉・数を100％とし  

て薬剤添加したものの放射能を袈わした。  

‡Ⅰ王．結果および考察  

ま．ハロゲノフェニルグルコシド類の放射線増感効果   

Fig．1にホすように，♪－Cl－G，JトBl｝Gおよび川－11｝G  

の鼠00服Bに対するX線による致死作用をみたところ，  
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TこItllc3．E汀cct or KSCN oIlradiillio11  

inactivatior10rDNAsynthesisi王1  

g．ぐOJ才力byけトIPG  

うな放射線噌感効果の分子メカニズムを推定するために，  

ハロゲノブユニルグルコシド薪のうち特に増感効果の汲  

も大きかった′乃－1pGについて各様ラジカル捕捉剥の添  

加による彩啓を調べた給栄を‡Ⅰト2の（i），（ii），（iii）にお  

いて後述した（｝   

2．ガ！一貫PGの放射線増感効果に対するラジカル捕捉  

剤の影輝  

（i）KSCNの添加効果  

J乃－IpGにOHラジカル捕捉剤であるKSCNを共存  

したもののg．甜〃Bに対するX線による致死作用の影  

響を調べ，コロニー計数故による結果をFig．2に示し  

た。KSCNのみの添加でば薬剤無添加に比べてわずか  

にg．cpg∫Bの致死作用は強く，〝巨IPGにKSCNが共  

存するとこの作f削まk／l（。條で3・79となり，ナ乃一貰PGの  

み（k／k。ニ2．67）に比べて大きく増強した。  

3＝・Thymidine  

Add両ves  imo「poraモion  

CPM  ○／。   

None   10794  100   

択一IPG（2・5倒M）   ろ305  39   

KSCN（2ふれM）   9391  87   

KSCN（5例M）   432  ム   

朝一IPG（2・5軌M）   

＋KSCN（2・5軌M）   
3239  30  

恥fPG（2・5爪M）   

＋KSCN（5mM）  
2267  21  

Irradiation：X－rayirradiation，Dos¢：10  

たrad．   

浪皮を5mMにして添加した機合の取り込みは大貴く減  

少した。さらに，2．5mMJ肝IPGにKSCNが共存した  

場合の取り込みをみると，2．5mMKSCNではけ卜IPGの  

みでの場合に比べてわずかに減少したが，5mMKSCN  

では，5mMKSCNのみの添加に比べて逆に大きく減少  

した。   

以上の結深，m－‡pGの放射堵感効果がKSCNの共存  

により聯鼓され 又KSCNの濃度が高まると，それ自  

身により特に核酸合成書こ大きな阻寒効果が与えられた。  

これはおそらく（2），（3）式により舷成するチオシア  

ンラジカルアニオン，（SCN）言が粒々のアミノ酸，蛋‡ヨ  

質あるいは酵素，特にリボスクレアーゼなどとの反  

応7－10）が知られていることから（SCN）；が大きく関与  

しているものと考えられる。又用一押G ほ牒腋 5mM  

KSCNが共存した際の照射後のぶ．甜J∫Bの3日一班y－  

midineの取り込みが5mMKSCNのみの吻合に比べて  

大きく回捜したことは，川－11）Gが・OHとBPGとの反  

応1）にみられたように，（4）の反応により・OHがm－  

IPGに捕捉され（SCN）言の生成浪度が減少したためと  

考えられる。  

SCN‾1嶋・OH－SCN・＋OH椚  （2）  

SCN・＋SCN－→（SCN）；  （3）  

Gk－0句中OH→G…0 囁（4）  

（ii）HCOONaの添加効果   

KSCNについで01－1ラジカル捕捉剤であるHCOONa   
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Fig．2．E汀ectorKSCNonRadiationInactivation or  

エぐりJ‖ih〉′〃トIl｝G  

⑳州－nOadditive；△血KSCN（2，5mM），た／々。ニ1．30；  

○㈹JかIpG（2．5mM），ん／た¢ニ2．67；罠酬J門－IPG（2．5  

mM）・十KSCN（2．5mM），た葎。£3．79．  

次に照射後のg．cクJ∫Bの核酸合成の彩啓を［6…3H］－  

thymidineの取り込みによって調べた結果をTable3  

に示した。薬剤無添加の取り込みを100％としたとき，  

2．5mMJ乃－IpGのみの添加の取り込みは39％となったこ  

とから，∫．押〃B悪戦漉とユ5IllNl〃ト1l）G と共にX緑  

照射すると，J†巨‡PGが照射後のぶ．〝〃Bの核酸合成に  

大会な阻窃効果を与えることが明らかとなった。   

次に KSCN の添加効果についてみると，2・5mM  

KSCNのみの添加での 3H－thymidineの取り込みは轟  

剤無添加の場合に比べてわずかに減少したが，KSCNの  
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かに減少しているが大望な変化はみられなかった。〝ト  

IPGをこHCOONaが共存した場合では，5mMHCOONa  

の添加により撤り込みは91％となり，薬剤無添加に近い  

檎となった。さらに抗COONaの濃度を50mMに高め  

に添加した場合の取り込みをみると46％となり，5mM  

濃度の添加の場合に比べて大凄く減少した。  

l1COr・いOll‥CO‡十t1二0  （5）  

G王c－0餞十・CO賄0 
…◎＋‡－（6）  
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Fig，3．E汀ectorHCOONaonRadiatiorl‡nactiYation  

OrJこ押J用h〉√〃卜11）G  

⑳…nO additive； △w HCOONa（2．5mM），た／た。＝＝  

0．79；○血〃1－‡PG（2．5mM），烏／舟8慧2．67；0柚J桁‡pG  

（2．5mM）十HCOONa（乙5mM），た／ん。ニ1．19．  

の添加効栄をコロニ朋劉・教法で調べた始発を Fig．3に  

示した。HCOONaのみの添加では薬剤無添加に比べて  

g．甜〃B の X線による致死作用はわずかに弱く，又  

〝ト1PG に HCOONaが共存すると，この作用はk／k。  

楢で1．19となり卜椚－1PGのみ（k／k。慧2．67）に比べて大  

きく抑制された。次にナ乃一王PGの放射線噌感効果に対す  

る HCOONaの添加効果を照射後の ぶ．ぐOJ∫BのきH－  

thymidine取り込みによって調べた終発を Tabie4に  

示した。HCOONaのみの添加の取り込みは5111Mある  

いは 50mMの濃度では薬剤無添加の場合に比べてわず  

TabIe4．Ef托ct of HCOONa on radia・  

tio王Iinactivation orかNÅsy王Mhe－  

Sisinガ．00粛Bby〃1－IPG  

以上の結果により，用一IPGの放射線増感効果が低浪  

度のHCOONaの添加により大きく抑制されたのほOH  

ラジカルはDNA不活性化の主役となることが知られて  

おり，11）（5）の反応によりOHラジカルの作用が保護  

されたものと考えられる。HCOONaの添加盈を高波皮  

の50mルlにしたとき，3罠－tbymidi王1e取り込みが大きく  

減少したのは，おそらく（5）の反応で飴成したヱ酸化  

炭紫ラジカルアニオン，。CO；の浪度が高くなり，続い  

て（6）の反応による連鎖反応ユ之）によりヨードイオン  

（I－）を生成する。このi仙が（7），（8）および（9）  

の反応13）喜こより生成するⅠ；がいくつかのアミノ酸や  

蛋白質と反応することが知られており，14）このような反  

応がぶ．00右BのX線による核酸合成阻審効果を増強し  

たものと考えられる。  

（iii）Nヱ0の添加効果   

′得一IPGの放射線増感効果に対するe；。の捕捉剤であ  

るN之0の添加効果についてコロニー計数法で調べた結  

果をFig．4に示した。N20のみの添加‖こよりト＆α沼Ⅷ  

のX線による致死作用はkパ（。倍で3．19となり，2．5mM  

〝トIPGのみによる効果（k／k。慧1．64）に比べて著しく増  

強された。2．5m細別－IpGにNヱ0を添加すると1i／k。低  

で3．59となり，N20のみによる作用よりもわずかに増  

強されたね   

次にJ押－IPGの放射線咽感効果に対するN20の添加  

効果の照射後のぶ．c∂～～Bの3路tbymidine取り込みに  

よって調べた始発をTable5に示した。Nヱ0のみの場  

合の取り込みは 2．5mM〃トIpGの場合の取り込みに比  

べて大きく減少した。このNヱ0 による ガ．甜〃B の   

恥Thymidine  
Additives  inco「poration  

CPM  ○／。   

None   1079ろ  100   

研一IPG（2・5飢M）   4305  39   

HC00Na（5吼M）   8839  82   

HCOONa（50間M）  10307  95   

閏－IPG（2・5椚M）   

十忙（X則武5仰M）   
9788  91  

腎卜IPG（2・5榊M）   ん953  46   
＋HCOONa（50翫M）   

‡rradialion：X－rayirradia臼on，Dose：10  

んrad．  
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に捕捉されたことによるものと考えられる。  

要  

軋肘緑肥肘によりJトCl）G．／ト1il｝Gおよぴ〃卜11－G化合  

物が微生物細胞g．錯J′Bに対する致死作用を増強し，そ  

れらの増感効果の大きさはJ〃一三PG≫クーBPG＞ず・CPGの  

頗であった。そのうち特に研一IPGの放射線増感効来の  

分子メカニズムを明らかにするため，KSCN，HCOONa  

およぴN20のラジカル捕捉剤添加効果をコロニ…劉▲数  

放とユH－tbymidirle取り込み法により調べた。0‡iラジ  

カル捕捉瀾であるKSCNの添加効果では，KSCNの共  

存により細－IPGのぞ．即〃B托対するX線による致死  

作用は大貴く増強された。当払亜ymidine取り込み放で  

は，5ⅠⅥM KSCNのみの添加によりX線による且α沼  

Bの核酸合成阻窃効果は大きく増強された。この作用  

はSCN脚と・OHとの反応により生成する（SCN）；の  

微生物細胞内のある酵素蛋白肇への攻撃によるものと考  

えられる。しかしながら，この効果はJ円－IPGの共存に  

より大きく抑制きれた。HCOONaの添加効果について  

ほ，低浪皮の添加により 椚一‡PGの鼠甜おBに倒する  

X線による致死作用および核酸合成阻率効果が共に抑  

制され，高濃度添加により同様の核酸合成阻肇効果は  

J乃－IPG のみによる効果に近いレベルとなった。これは  

J〃一IpGと・CO；との連鎖反応により生成する‡；が関  

与したものと考えられる。Nヱ0の添加効発については，  

Nヱ0のみの添加によりX線による鼠α潰Bの致死作  

用および核酸合成阻饗効果はともに増強された。これは  

Nヱ0がe㌫iとの反応により・OHに変換され，。OH汲  

庶が増大したことによるものと考えられる。しかしなが  

ら，〝ト‡PGの共存によりNユ0による強いg．〝〃Bの  

核酸合成阻肇効果は大きく抑制された。  

本研究の概賓はl昭和55，57年皮日本戯芸化学大会で発  

寂した。又本研究の〟部は昭和54年度文部省科学研究費  

補助栗（山般研究，D）の助成により行った。  
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Fig．4．E仔ectorN之00n RadiationInactivat主onof  
Jご．ぐ（？J‖il－〉’〃ト11）G  

◎…l10additive；△…Nヱ0，ん／た。ニ3．19；○脚－′門一  

IPG（2．5mM），た／た。だ1．67；□…研一IpG（2．5mM）－ト  

N之0，た／た。㍊3，59．  

Tabi¢5．Ef鞄ct or Nユ0 0Ilradiation  
i11：lCtiヽ・i11iollOl、DN＾sylltllCSisill  

ノご．（lり／JBh〉■川－11｝G  

さHl竹ym盲dine  

Add r t lves 盲nco「PO「ation  

CPM  ○／。   

None   1079J－  100   

仇－1PG（2・5′机M）   ろ305  39   

N之○   2159  20   

昭一1PG（2・5mM）  8205  76  
＋帖0  

‡rradiation：X－rayirradiation，Dos：10  

たrad．   

3日－thymidille取り込みの大きな阻率効果は用－‡PGの  

共存により大きく抑制された。  

・＼（－、・． ‥川I川t、＼・・   ：11・   

以上の練栄により，N之0ほ8㍍を（10）の反応によ  

りOHラジカルに変換し，それにより反応系は・OH浪  

皮が増大し，（ii）で前述したようにOHラジカルがDNA  

の不活性化に大きく寄与することが考えられるので，  

Nヱ0のみの添加によりg．押J～BのX線による致死作  

用が著しく増強されたものと考えられる。又汀巨‡pGに  

N20が共存した場合，Ⅶ－thymidim¢の取り込みが著し  

くl計復したのは，KSCNの添加効果の場合にもみられ  

たように，（4）の反応により OHラジカルが〃？一Ⅰ㌣G  
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