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Radiosensitization of Halo酢nOphenylβ－Ⅰ）－Glucosides  

脚Effects of Polyamines on Radiosensitization of  

研一Iodophenylβ－D－Glucoside－   

TakashiKoM‡YA，Tetsuya YAMADA，HironoriMASUI  

and Hiroshi酢HIBASAM王  

洗浄操作を2桓L練適した後，1／15Mリン酸繊彿液（pH  

6．0）により磯波皮を約107cells／mlに調整した。  

2．バクテリオファージ¢Ⅹユ74懸濁液の調整   

バクテリオファージとしてその宿主乳E．α敲CN（野  

生株）を持つバクテリオファージ¢Ⅹ174を用いた。寒  

天蕊層法12〉により得られたバクテリオファージ≠Ⅹユ7月  

のプラーク1梱を0▲05Mホウ酸緩衝液に入れてすりつ  

ぶしたものをL一橋地（Tablel）に移し，3時間370cで  

通気壇嚢する。遼柳こなった蘭液を10，000rpnlで15分  

問40cで冷却遠心分離を行う。得られた沈澱を0．05M  

ホウ教練簡液に懸濁させる。更にファ山ジ濃度を商める  

ため渾び岡じようにして冷却遠心分羅を行う。その練乳  

1×108p，f，u／王nlのバクテリオファージ¢X174を循，以  

後の爽験に供した。  

Tabl（∋1．L山Medium  

Ⅰ．緒  

放射線増感に関する基礎研究として，♪・nitroaceto・  

王）Ⅰ－enOne類縁化合物卜3），ニトロフラン誘導体4），d才・g・  

butylnitroxide類縁化合物5）などの親電子性化合物が微  

生物に対して嫌気的条件下で放射線増感効果を与えるこ  

とが知られている。著者らはこれまでにモノハロゲノフ  

ュエルグルコシド顛の放射線増感に関する研究を行い，  

ヨード化合物が最も強い放射線樽感動巣を示すことを明  

らかにし6），更にそれらの化合物の放射線増感の作用磯  

作と放射線分解反応との関係について考察を加えた718）。  

今固は微生物珊胞の増殖効果9）と耐熱効果10）を与える  

ことが知られているポリアミン類（1）utreSCine，Si）erm・  

idineおよびspermine）による椚†ヨードフエエルグル  

コシド（沼伽IPG）の放射線増感効深に与える影響につい  

て調べたので報嘗する次第である。  

Ⅰ王．実験村料および実験方法   

1．属．ごひ～ぎB懸濁液の調整   

微生物細胞としてE，r〃J∫Bをj酌－，無機培地6）で培  

養後，1／15Mリン級緩衝液（pI加16．0）に懸濁し，9000  

rpmで5分間の遠心分雑により菌体を洗浄した。この  

polypepto11e  lO．Og  

Yeast Extract  5．Og  

NaC1  5．Og  

glucose  l．Og  

l．OM CaCl之  0．1】Ⅵ1  

iIllL distilled water  

昭和60年10月ほ‡〕′受理  
さ本学大学院学生  

掴三発火学l義挙部  

3．洗  素  

肌－iPGはKoenigs・Knorr法11により合成した。薬剤   
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溶液の調査には2固蒸留水を用いた。t6・堅陣ym主diIle  

ほNewE喝iandNしIClearCo，より購入した。ポリアミ  

ン類（putrescine，Spermid主neおよぴsl）ermine），その他  

の鍵機訊凝はすペて特級品を用いた。  

4，照射条件   

E．roJ‖き懸濁液（Pト王丘0）と5mM7′才一IPGにポリア  

ミンが入った溶液をそれぞれ1m】ずつ2mlガラス製ア  

ンプル管に入れて褒素ガスを通気し，管を封じた。バク  

テリオファれジ¢Ⅹ174懸濁液（p王う7．0）0．1mlと 刀サー  

Il）G水溶液0．9mlを2mlのアンプル管に入れ，窒素置  

換を行い管を封じた。これらの就料は水冷しながら，線  

源は東芝EXS－300－2型X線照射装徽を用い，線駿率  

400rad／millで照射した。級数はFrickeの鉄線螢計の  

方法13〉により測定した。  

5．且c8／fBに対する研一IPGの放射線増感効果の評  

（i）コ＝ロニケ計数法によるカ凝   

X線照射歯懸濁液を1／15Mリン敵緩横波（PH6，0）  

で10倍希釈を繰返し行い，希釈液の0．5mlを孔5mlの  

寒天培地6〉を入れた就験管に移し，機絆した後，11Tll  

のピペットで吸い取った。これを300c約18時間培養し  

た後1ml当たりのコロニー数を測定した。ポリアミン  

の添加による椚－IPGの放射線増感効果の影響に対する  

評定は照劇した薬剤無添加の歯数をユ00％としてすべて  

来した。  

（ii）t6・3H】・Thymidineの取り込みによる方法   

シャーレ（内径2cm，深さ1cm）に錬機培地ぢ）0．5  

nll雄雌榊－ymi（lineO．02m川〟Ci），X線照射直後の蘭  

懸濁液0．5mlを加え370cで30分間培発した。培牽後  

5％いノクロル酢酸（TCA）溶液1．Omlを増発液に加え  

て3はtllymidineの取り込みを停止させた。次にこの  

シヤ鵬レriコの薗懸濁混合液1！mlをSartoriusiⅥembr之Ine  

長Iter（poresizeO．1メ∠m）で折尭し，続いて5％TCA溶  

液1ml出5軒先浄した。このmelTlbrane鋸terを20ml  

容バイアルピンに入れ，トルエンシンナラント3mlを  

加えた後，液体シンチレーションカウンターで酸不溶慄  

漸分に取り込まれた放射線を測嘉した。未照射の歯懸濁  

液の鮎川1ymin（line取り込みの放射能の係数をN軌照  

射した薗懸濁液の放射能の係数をN．として，グラフの  

縦軸にIogNト／N。，横軸に級数をとり，X線照射右枠う  

得うタ′卜IPGによるg．ぐ∂J∫Bのニ‡H・t】1yrlli（1ine取り込み  

の変化をみた。更にポリアミンの共存した場合の〝Z小  

IPGによる照射後のぶ．roJJBの3日・thymidine取り込  

みの効果は照射した薬剤無添加のものの放射能の計数を  

100％として薬剤添加したものの放射能を表わしたけ  

6．バクテリオファ…ジ¢Xユ7‘＝こ対する〝‡－‡PGの  

放射線作用の評定   

バクテリオフア…ジ¢X174（約108p，いl／Il再ホウ酷  

後衛液（0．05M，PH7．0）0．1mlと〝巨IPG水溶液0，9m】  

を2mlのアンプル管に入れ，褒嚢置換後X線照射を  

行った。照射紙料0．1mlと1／15Mリン酸緩衝液（pH  

8．0）0．9mlを加え，10倍希釈を繰返した。鼠roJ／CN株  

を指示餞とした寒天義層法ユ2）によりプラーク致を算出  

した。  

ⅠⅠⅠ．結果および考察   

1．椚－tPGの放射線増感効果   

Fig．1ほ嫌気的免件下におけるE．roJ∫Bに対するX  

線の照射線優による致死効果をガl－膵Gの添加したもの  

しないものについてコロニ岬係数法によりみたものであ  

る。残存磯数はいずれも線魔の増加とともにほぼ緻線的  
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Fig．1．Efrect o一明－IPG on RadiationInactivati（〉n Of  
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Irradiation source；Ⅹ・ray aPparatuS（’rosllil）；l  

EXS－300－2type）．Doserate；400rad／min．  
1、hesusl）enSioIIS Of g．（・〃J∫B wit王10rWitllOut′？卜  

IPG wereirra（liatedinN2byX‘r；iy．  

0輌H…nOadditive．⑳…酬椚－IPG（2．5mM）   
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に減少した。更に，研一Il）Gを添加したものの方が無添  

加のものより残存歯数が少ないことから，放射線照射の  

際，研一IPGにより g．roJ‖∋の致死作用が増強される  

ことが明らかとなった。刑－1PGの放射線増感効果は微  

生物細胞中の核酸合成の阻寒川が山つの原因と考えら  

れるので，Fig．2に3H・thymidineの取り込みの級数に  

よる効果を椚－‡PG添加したものしないものについて示  

した。この結果より，前述の度．ro／∫Bの細胞致死作用  

の場合にみられたように，椚－IPG添加したものの方が  

添加しないものに比べて3日疇thymidi11eの取り込みの阻  

害効果が大きくあらわれた。即ち，照射利こ研一IPGが  

ぶ．roJ∫Bの核酸合成に大きな阻寮効果を与えることを  

示したものである。  1 2  3  ム  5  
Concenlralionof m－IPG（mM）   

王rig．3‘EfrecモOf〝卜‡PG on王モadiationInactivation o一  

重彗acteriophage≠Ⅹ174 

Irradiation；Ⅹ・ray，irradiated at400rad／mirlOf  

doserateinN2 

べた。Fig．3に示すように，研一王PGの添加浪度1mM  

までは鯉添加に比べ放射線によるバクテリオフア…ジ  

¢X174の不括化が大きく抑制された。更に研一IPGの  

添加濃度を増していくと，逆に徐々にプア…ジの不清化  

が増大する傾向を示した。この終発，放射線によるバク  

テリオファージ¢Ⅹ174の不清化が椚】IPGの低濃度の  

添加により保護されることが明らかとなった。これは  

ⅠⅠ卜1で述べた微生物細胞E．coJfBに対する〝トIPG  

による放射線増感効果とは著しく興なる現象である。こ  

のことほおそらくバクテリオファージ¢X174では核酸  

が蛋白質によりコートされているので，水の放射線分解  

物の活性棟・OHとその蛋白翼やのSHアミノ酸残基と  

反応速度（・Oti＋cystein，k＝ニ4．0×1010）15〉が極めて早く  

反応すると考えられる。ヌ∴OHと〝7－王PGとも極めて  

反応速度が速いと考えられるので，1mMの〝卜IPGの  

添加により・OHと戎自貿申のアミノ酸残基との反応を  

捕捉したものと考えられる。更に7？卜1PGの添加螢を5  

mMまで増加していくと放射線によるプァ・榊ジの不活  

化がコントロール（薬剤無添加）へと回復に向かった。  
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Fig．2．EffectOf〝～－IPG on双adjatjonlnacとjvat羞on on  

DNA syntlleSisin且ビのJ＝3．   

Irrad涙ion；X・rayirradiated at dOOra（けmin of  

doseratein N2．  
0伽nOadditive，⑳叫′J卜IPG（2mM）   

2．照射申の〃卜Ⅰ王）Gによるバクテリオファージ  

¢Ⅹ174に対する影響  

1日・1で述べたように，研一王PGがき朋寸による＆α沼  

Bの核酸合成阻審効果を増強した。このことほJ〃－IPG  

水溶液における放射線分解により生成すると考えられる  

短寿命生成物が…郡生体申の核酸に作用したものと考え  

られる。それ放，そのモデル系として照射中の〝巨‡PG  

によるバクテリオファ岬ジ¢X174に対する不清化を閑  

（；1し、－¢－1＋l∴こl（1－・・一→－＝1c－¢・十l  

l∴ト（）11－・・・・・－l・十（汁1   

ト＋Ⅰ州h叫・Ⅰ；  
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これは．上武6）に示すように，（1）式でe朋－a（lと研一Ⅰ王）G  

との反応により生成するⅠ‾が（Z）式で・OHと反応しト  

を生成し，更に（紙（4）式のように反応して生成するⅠ完  

がいくつかのアミノ酸や戴自賛と反応関することによ  

りバクテリオフア…－ジ¢Ⅹ174を不清化したものと考え  

られる。  

3．研一IPGの放射線相感効果に対するポリアミンの  

添加勃発  

ⅠⅠ卜1において7〃－IPGがぶ．ro／‖うの放射線による  

致死作用を増強することを明らかにした。ここでは微生  

物緋胞の増殖効果鋸をもつことが知られているポリアミ  

ンであるputrescine，SPermidineおよびspermineを照  

射中にそれぞれ添加した搾乳 〝卜王PGの放射線増感動異  

にどのような影響をあたえるかを調べた。その結果，  

′rab‡e2に示すように，PutreSCineおよびs蜃）ermidineの  

みの添加では薬剤鮎恭加に比べて磯数残存率に大きな姦  

興が見られず，Sl派rmi11eに比べて菌数残存率75％とな  

り，それ自身にわずかな致死作用の増強効果がみられた。  

次に〝卜王PGとポリアミンとの共存効果をみると，Put・  

rescine，SPermidineおよびsl）ermineの添加により，い  

ずれも77巨IPGのみの添加における歯数残存率よりも比  

較的商い催をしめした。  

′rable2．E汗ects of Poiさ′anlines（〕n RadiosellSi鉦  

工乙Iti州いfJこl・り／／lミl〕），川Il）（；  

以上の結果により，j明－ⅠⅠ）Gによるg．でOJ∫Bの放射  

線による致死作用の増強効果を3つのポリアミン，】）ut・  

rescine｝SPermiくIineおよびspermi！leがいずれも抑制す  

る効果を示した。  

4．放射線照射中における7′卜IPGによるガ．Ⅲ〟B  

の核酸合成阻審作用に与えるポリアミンの影響   

照射中に〝卜IPGにより E．用′∫Bの核酸合成に大き  

な阻審効果を与えることをⅠⅠ卜1で明らかにしたが，  

ここでは照射申に椚－IPGとポリアミンとを共存したl祭  

の椚一王PGによるg．coJ∫Bの核酸合成阻寒効果に与え  

る影轡を調べた。Table3に示すように，1mMのput・  

TabIe：う．E汀ects of PoIyamines oIlIIlllil〕itio王10f  

DNA Synt‡1eSis of且cβ～JB by研肋IPG  

dtlring X・Raylrradiation  

ニ11ト’1、hリ11i（li肝  
I11COrpOratio11   

（％）  

Additives  

八
一
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．
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nOne  

用′W‡PG（2．5mM）  

】）しItreSCiile（1mM）  

SPel・midine（1mM）  

SPermine（1mM）  

〃㌣一IPG（2．5mM）＋pt‡treSCine（1mM）  

研」ヤG（2．5】血M）＋sper111idine（1mM）  

方㍗IPG（2．5ⅠnM）＋spermi11e（＝血M）  

だc〃J＝きcellsuspe11Sions＼Vereirradiated wit】1   

0r Without the addiとi＼㌢eSllritlldose of7lくrad from   

X・ray unde‡・N烹．  

resciIleおよび1】れMのs】）erlれi（li王1eのみの添加と薬剤  

撫添加との間にほ放射線による且roJ′Bの核酸合成阻  

害効果の割合は殆ど差興がみられなかったのに対して，  

spermineはそれ自身で放射線によるg．ど0／∫Bの核酸合  

成阻害効慄透かなた増強した。これはⅠⅠ卜3で述べた  

ように，放射線によるE．α〉／∫Bの致死作用においても  

現われた。こjlほsperlⅥine水溶液における放射線分解  

物がE．roJ～Bの致死作用に関与したものと思われる。  

次に，照射申にポリアミンが共存した際の7〉ト1Ⅰ）Gによ  

るg．r〃／∫Bの核酸合成阻客作用の増強効果への影響を  

みると，PutreSCi11e，SPer】Ⅵidineおよぴspernlineはいず  

れも研㌦‡PGのみの添加の核酸合成阻害効果よりもかな  

り低下することが明らかとなった。この結果は川・3  

で述べたポリアミンによる〝卜王PGの放射線増感灘瀾の   

StlrVival  
（％）  

Additives  

（a）110ne   
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l）utreSCitle（jnlM）  
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沼」ヤG（2，5mM）   

Spermid主ne（1mM）   

肝・IPG（2．5nlM）＋spernlidine（1nlM）  
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抑制効灘と相応するものである。しかるに，放射線によ  

る微掴勿細胞の致死作用の原因の1つに細泡娘描傍があ  

る14）。又1mMのs妄）erl－1i（1i王－eあるいはsl）erlユーineが浸  

透圧の作用あるいは音波処割こ対して微生物柵胤 5．  

ル州南の細胞膜を安走化させることが知られている17）。  

このようにポリアミンが抑」PGの放射線矧盛効果を抑  

制する作用機作は単なる保護効果ではなく，おそらくポ  

リアミンにより＆α漬Bの細胞膜を安定化させること  

によって∽一王PGの放射線増感作月ほ抑制したのではな  

いかと考えられる。  

要  

嫌気的条件下での放射線照射において′ガーIPGにより  

且α漬Bの致死作用および核酸合成阻容作用が捌こ増  

強された。照射によるバクテリオファージ¢X174の不  

活化の7児－IPG添加効果をみると，1mM7′巨IPGの添  

加lにより放射線によるファwジ不清化を大きく抑制した。  

動こ，研一IPGの浪度を増すと徐々に無添加の効果に近  

づいた。研一IPGの放射線増感作用に対するポリアミン  

（l）utreSCiI－e，S主）ermidineおよぴspermine）の添加効果を  

調べた綺鼠 いずれのポリアミンも且皿沼Bに対する  

照射申の椚…IPGによる致死作用および核酸合成阻寮作  

用の増感効果を抑制した。この効果はポリアミンにより  

E．躇ぷBの細胞膜が安定したことによるものと思われ  

る。  

本研究の実施にあたりバクテリオファージ¢Ⅹ174を  

擢供し，且つファージ実験を御指導下さいました三蕊大  

学助教授，相柑鮭樹博士に深く感謝いたします。本研究  

の概安はlI綱‡】57年皮目本農芸化学大会で発嚢した。  
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