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はじめに

放射線治療において がんの治癒線量が正

常組織の耐容線量よりも少なければ治癒に導

くことはなんら問題ないのだが 実際にはが

んの治癒線量 よ り も 少 ない耐容線量の重要臓

器が周辺に存在することが多く 重篤な障害

を出さず に治癒に導くことを困難にしてい

る。 も し 放射線障害に対す る 有 効 な 予 防 法 や

治療法が存在すれば、 より多くの線量を照射

す ることが 可 能 と な り 治癒率の向上が図れる

のだが 残念ながら放射線障害に対する予防

法や治 療法のほとんどは対症的なものであ

り より 多くの線量を照 射 す る こ と を 可 能 に

するほどのものはないのが現状である 現

在 フリ ラジカルは非常に多くの病態 疾

患 との関連で注目されており いろいろな研

究 報告がなされている フリ ラ ジカ ルと

放射線障害との関連においても同様である

放 射線照射により生体内に生じる • OH、 02- 、

eaq一等のフリ ラジカルの多くは反応性が高く



10-12.......10-6 秒と短寿命である。このため生体内に

生じた・ OH、 02-等のフリーラジカルを直接測

定す ることは困難であった 。 最 近 、 周 波 数

1.2GHz付近のマイクロ波を用いた L-バンド ESR

が開 発 さ れ、動物体内のラジカルを体外から

直接 検出することが可能になった。しかし

そ の感度は 気 体 ラ ジ カ ルや体内で発生した活

性酸素を検出するには十分ではなく、その使

用は 外から投与したニトロキシドラジカルの

検出に限られている。一方、ニトロキシドラ

ジカル は最近の研究において生体内酸化還元

系や活性酸素産生のモニターとしての可能性

が強く示唆さ れ て い る 。とれらのことを利用

して、マウス肺内にニトロキシドラジカルを

還元する系が存在することが L-バンド ESR を

用 いて近年 明 ら か に さ れた。この還元系はホ

モジナイ ズにより容易に失活するため、その

測定は無傷の肺のままで測定可能な L-バンド

ESR のみに 限 ら れ る 。 そこで今回は、 L-バ ン

ド ESR を用いて放射線照射によってマウス肺



内でのニトロキシドラジカルの還元能がどの

ように変化するのか またそれが照射線量と

どのように関係するのかを明らかにし検討を

加えた また ラジ カ ルスカベンジャ とし

てのアスコルビン酸による還克能への影響に

ついて も検討したので合 わ せ て 報 告 す る

実験材料および方法

1 実験動物

雌 ICRマウスを 7 週齢で入手し 飼育用ケ

ジにて 5 匹までで飼育した。 また 実験

に使 用したマウスは各 群 と も 8 週齢、 5 "'" 

7 匹である

2 放射線照 射

照射は日立メディコ (株) 製 X 線照射装

置 MBR-1520R を用い 焦点動物問距離 50cm

管 電圧 150kV、 管電流 20rnA、 線量率 90Gy/minで

照射した。 照射に際し マウスに苦痛を与

えないためにネンブタ ル 30mg/kg 腹腔内投

与 にて麻酔し 50m1 ディスポーザルシリン



ジ内 にマウスを l 匹ずつ入れ、 胸郭以外を

2 mm 厚鉛板で遮蔽し 度 に 5 匹以下で照

射した。

3 ESR 測定

( 1 ) 試薬

ニトロキシドラジカルを有する化合

物としては 4-hydro刃r-2，2，6，6一

tetrametylpiperidine-Nーoxyl (以下 hydroxy-TEMPO ) 

を Sigma社より購入した。 乙れを 5 mM  

にな るように等張リン酸緩衝液 ( 0.6% 

塩化ナトリウムを 含む 50mMリン酸ナト

リウム緩 衝 液 、 pH7.4 ) に 溶 解 し た

( 2 ) マウス肺内へのニトロキシドラジカ

ル 溶液の注入

マウスに苦痛を与えないために頚椎

脱 臼により屠殺したマウスをテフロン

板に固定し 頚部を切開して気管内に

挿 入した 20ゲージ径ポリエチレンチュ

ブから 胸郭を圧迫して肺内の空気

を押 し 出 し た 後 hydroxy-TEMPO等張リン



酸緩衝液を O.9ml注入した。その後、液

が漏れないように気 管 を 結 禁 し 、 直 ち

に胸部の ESR スペクトルを測定した

( 3) ESR 測定

L-バンド ESR 装置は、日本電子

(株)製 JES-TE300 (L-バンド ESR ユー

ット ES-LB2Aを装備 ) を 用 い 、 共 振 器 と

して水平型ループ・ギャップ共振器

(感度は内径 33mm、長さ 24mmの共振器

内で均 )を用い た 。 測 定 条 件 は マ イ

クロ波周波数1.1GI-也、出力 1mW 、磁場変

調 100kHz、変調幅 O.2mTで行った

4 実験

コントロ ル群 非 照射のマウス 7 匹に

ついて ESR によるニトロキシドラジカル消

失速度定数の測定を行った。

( 1 ) 放射線照射線量とラジカル還元能

1 回照射線量とマウス肺のラジカル

還元 能 と の 関 係 を観るため 照射線量

を 1Gy 、 2Gy 3Gy 5Gy 7.5Gy、



10Gy と 6段 階 に 分け放射線照射を行

い、直後より ESR 測定を行った

( 2 )ラジカ ルス カベンジャ と して のア

スコルビン酸投与量に よ る 効 果 の 差 異

ア ス コ ル ビ ン 酸投与量とマウス肺の

ラジカル還元能との関係を観るため

蒸留水 O.02m1のみ(基準群)、アスコ

ルビ シ酸投与量が 10mg/kg、 50mg/kg、

250mg/kg、 750mg/kg、 1，250mg/kg となるよう

に蒸留水で希釈した溶液 O.02ml をそれ

ぞれマウス尾静脈より静注し、その 15

分後に 5Gy 照 射した直後より ESR 測定

を行った

結果

マウス肺内に注入した hydroxy-TEMPOの ESR ス

Jてクト jレlま L-J可ンド ESR 装置にて窒素原子核

による超微細構造を持つ ニトロキシドラジカ

ルに特有な 3 本 の ピ クを持つスペクトルと

して捕らえら れた この 3 本のピ クはいず



れも同高で そ れ ぞ れ 同様に経時的に減少

し 線幅に 変 化 は な く 新たなシグナルの出

現もなかった すなわち このピ ク 高 の 減

少 が 投与さ れ た ニ ト ロ キシドラジカル量の相

対的な減少を表している ま た この 3 本の

ピ ク高は同高であるため 低磁場側のピ

クの みを 利用することとし 相 対 的 ピ ク 値

として経時的に 測定 した このニトロキシド

ラ ジ カルの 反 応 は 1 次の指数関数として低下

するため それぞれの測定結果より各 l 次反

応消失速 度定数を求め この値がニトロキシ

ドラジカル還元能を不すものとし 検討を行

った。 なお コ ン ト ロ ール群の 1 次反応消失

速 度定数は 0.113 + 0.012/min (n=7) であった

( 1 ) 放射線照射線量とラジカル還元能

1 次反応消失速度定数は、 照射線量が

1Gy から 5Gy までは 照射線量の増加と

ともに有意 ( p < 0.05 ) な減少を示した

カT 5Gy で速度定数 0.064 + 0.009/min (n=7) 

の値に達した後、 7.5Gy と 10Gy で は 5Gy 



比べ有意な変化は示さなかった

( 2 )ラ ジカルスカベンジャーとしてのアス

コルビン酸投与量による効果の差異

考察

1 次反応消失速度定数は、アスコルビ

ン酸非投与で 5Gy 照射した基準群とアス

コルビン酸 10rng/kgおよび 50rng/kg投 与 群 と

の聞に有意差はなかった。しかし、さら

にアスコルビン酸投与の増量に従い 1 次

反応消失速度定数は直線的に増加し基準

群 を有意(p < 0.05 )に上回った。ま

た、 750rng/kg以上の投 与群では非照射のコ

ントロー ル 群 を も 有意( ( p < 0.01 )に

上 回 り、 1，250rng/kg 投与群では 0.151 + 

0.016/minの高値を示した。

マウスに 苦痛を与えないために頚椎脱臼に

より屠殺したマウス肺内に注入した hydroxyー

TEMPO のシグナルは 1 次反応に従って、すな

わち指数関 数 的 に 消 失 するが、血流への移行



による消失はほとんどなく また肺胞上皮細

胞 内および 肺 胞 表 面 液 層に存在するアスコル

ビ ン酸によって還 yじされ消失するのは 1 割程

度であり 大部分が肺胞上皮細胞内で 1 電子

還 冗されヒ ド ロ キ シ ル アミンの形になってそ

の 常 磁性を 失 っ た も の であることが知られて

いる。 このように肺胞上皮 細 胞 内 に は ニ ト ロ

キシドラジ カルを還元する系が存在するが

この還 yE 系はホモジナイズにより容易に失活

するため、 invivoでの測定が可能な L-バンド

ESR を用いて はじめてその存在が明らかに

され また動態解析も可能となる

放射線照射直後のマウス肺内ラジカル還元

能は lGy から照射線量の増加に従い線量反応

的に減少し 5Gy で低値に達した後は 10Gy ま

で有意な変化はなかった 放射線照射により

肺内に生じる • OH、 02 等のフリ ラジカルに

よって抗酸化的防御機構は様々な影響を受け

ることが予想される これには アスコルビ

ン酸や グ ルタチオンなどの細胞内外の抗酸化



物 質の消費 、 SOD ( superox:ide dismutase ) やカタラ

ゼな どの抗酸化酵素系 ア ミ ノ 酸 の 酸 化 的 修

飾による酵素 不 活 性 化 、 司、、 ト コ ン ド リ ア な ど『

の細胞 内 小器官の生体膜障害によるラジカル

還元能低下などがある しかし これら抗酸

化 的防御機構が放射線照射により受ける影響

の程度はそれぞれ異なるも のと みら れ、 この

こ とが 5Gy 以上の線量でニトロキシドラジカ

ル還 yE 能の低下に差が生じなかった理由と考

えられる つまり 放射 線 照 射 に よ り 発 生 し

た フ リ ラジカルを直ちに消去するために消

費され る 細胞内外に存在する抗酸化物質もし

くはその抗 酸 化 能 が 放 射線量に比例し短時間

に障害を受ける機序と 少ない線量では障害

を受けないか または障害発生までに比較的

時間を必要とする機序が存在すると推測され

る。 前者と してはアスコルビン酸やグルタチ

オンなどの低分子物質が発 生 し た フ リ フン

カルと 反 応し速やかに不活性化する機序が、

後者として は 少 量 の 放 射線照射によってかえ



って活性化する SOD の酵素系や少量の放射線

照射で は 活性が低下しにくい酵素系などによ

る機序が考えられる

さて 放射線照射により発生するフリ フ

ジカルによる障害の対策としてラジカルスカ

ベンジャ の投与が容易に考えられる 今回

は 生理的なラジカルスカベンジャ として

重要であり 体外から容易に投与できる副作

用の少ない 低分子物質で か つ 多 彩 な フ リ

ラジカルを処理することができるアスコルビ

ン酸の効果を検討した ニトロキシドラジカ

ル消失反応速度定数はアスコルビン酸投与量

依存性にほぼ直線的に増加し 750mg/kgと

1，250mg/kg 投 与群では非照射のコントロール群

さえも上回る値を不した 乙のことは肺組織

内のアスコルビン酸濃度が投与量に比例して

増加することを示しており アスコルビン酸

の代謝や排池の前に つまり放射線照射直前

にアスコルビン酸を大量投与すれば放射線照

射に よる肺 の 抗 酸 化 能 低下を阻止し さらに



は肺障害を防止できる可能性が示唆された。

結論

( 1 ) マウス肺の抗酸化能には放射線照射の

影 響 を受ける系と受けない系の少なくと

も 2 つの系が存在す るこ とが 推測 され

た

( 2 ) 放射線照射直前にアスコルビン酸

750mg/kg以上をマウスに投与すると その

投与量 に 依 存 し て 肺のニトロキシドラジ

カル還元能は非照射のコントロール群を

も上回るほどに増加した このことよ

り アスコルビン酸投与によって放射線

照射によるニトロキシドラジカル還元能

の低下を阻止し さらには肺障害を防止

できる可能性が不唆された。
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