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Abstract: Changes in nitroxy radical reduction potency (�reduction potency�), caused by different doses and
different number of fractions of X-ray irradiation were studied using a L-band electron spin resonance sys-

tem on mouse lungs into which 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl (hydroxy-TEMPO) was intro-

duced through the trachea.

The�reduction potency�lineally decreased as the irradiation dose increased from 1.0 to 5.0Gy, but no fur-
ther decrease was observed at higher doses of 7.5 and 10Gy.

The�reduction potency�dropped at 20 min after each rradiation, but it recovered to the control levels
after 1 week in all 3 groups of single dose of 10Gy, 3 fractions and 5 fractions in a similar manner. Although

the levels of the�reduction potency�were kept high in the groups of fractionated irradiation through 1-4
weeks after irradiation, the levels dropped again in the single dose group at 1 week and the levels were

kept significantly low until 4 weeks after irradiation, sugesting that the fractionation of X-ray irradiation

would also be effective to prevent the deterioration of the�reduction potency�.
Pre-treatment with sufficient ascorbic acid inhibited the lowering effects of radiation on the�reduction
potency�in a dose dependent manner. Futhermore the levels of the�reduction potency�ever elevated
higher than those of controls with the large amount of ascorbic acid of 750mg/kg or more, suggesting that

the large amouts of ascorbic acid could prevent the adverse effects associated with radiation therapy for

the lung malignancy.
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は じ め に

近年，生体内に発生したフリーラジカルが，さま

ざまな病態の原因および，その促進要因になってい

ることが知られている．肺はフリーラジカルによる

障害が注目されてきている臓器であり，これ迄に吸

入性有害物質や薬剤による障害，肺気腫，様々な肺

線維症などの病因の一つとして，フリーラジカルに

よるDNA損傷４，２４）や細胞構成成分たる脂質過酸

化１３）また酵素蛋白の変性１６）などの作用が検討されて

いる．放射線性肺障害に関しても，生体への放射線

照射により，水分子から生ずるヒドロキシラジカル

やスーパーオキシドアニオンなどのラジカル

が２，４），放射線障害の発症要因の一つとして，極め

て重要と考えられている．放射線照射による障害

は，いずれの臓器にも生ずるが，中でも肺は比較的

低線量によって臨床上重篤な副作用を生ずるため，

その発生機序の解明は放射線治療において副作用の

予防および治療法の確立に重要な課題である．

生体内におけるフリーラジカルに対する抗酸化的

防御機構としては，スーパーオキシドアニオンを消

去するスーパーオキシドディスミュターゼ

（SOD）１１），過酸化水素を消去するカタラーゼ

（CAT）２６），他にグルタチオン系３，９）やホスホリパー

ゼさらに非酵素的なものとしてアスコルビン酸１７）や

ビタミンEなどが知られ，放射線照射で発生した

フリーラジカルの生成抑制や消去，障害部位の修

復９，１３，２４）などに役立っていると考えられている．

フリーラジカルの測定装置には電子スピン共鳴

（ESR）装置が，これまで物理，化学分野において

広く定性分析に用いられていたが，近年，周波数１．２

GHz 付近のマイクロ波を用いた L‐バンドESRが開

発されたことにより，小動物の体内に存在するフリ

ーラジカルの体外計測が可能７）となった．ただし体

内に発生したフリーラジカルを直接とらえるには感

度が十分ではなく，現状では体外より大量に投与し

たニトロキシラジカルの測定のみが可能２０，２１）であ

る．

マウス肺に関して，これまでの L‐バンドESRを

用いた検討で，マウス肺内にニトロキシラジカル還

元能が存在すること２２），それが in vitro でホモジナ

イズすると失活すること２０，２１，２２），さらにそれが放射

線照射により減弱する１９）ことが知られている．

我々は放射線照射によるニトロキシラジカル還元

能の減弱が，放射線肺障害の重要な機序の一つと考

えており，放射線治療における肺障害の軽減の可能

性をさぐるため，マウス肺と L‐バンドESR装置を

用いて，放射線照射線量とマウス肺内のニトロキシ

ラジカル還元能減弱度との関係，放射線治療の副作

用軽減に有用とされている分割照射２５）のニトロキシ

ラジカル還元能の経時的変化に及ぼす効果，さらに

ラジカルスカベンジャーとして有用性の確認されて

いるアスコルビン酸１７，１９）の，ニトロキシラジカル還

元能への影響について検討した．

対象及び方法

� 実験材料,装置

実験動物：マウスは ICR雌９週齢を使用し，

飼育用ゲージにて５匹までで飼育した．

使用装置：照射装置は，日立メディコ�製X
線照射装置MBR-1520R を使用し，焦点動物間距

離５０�，管電圧１５０kV，管電流２０mA，線量率90
cGy/min で照射した．

L‐バンドESR装置は，日本電子�製 JES-TE
３００（L‐バンドESRユニットES-LB2Aを装備）

共振器として水平型ループ・ギャップ共振器（内

径３３�，長さ２４�）を使用し，測定条件はマイク
ロ波周波数１．１GHz，出力１mW，磁場変調１００

kHz，変調幅０．２mTとした．

使用薬品：ニトロキシラジカル化合物として，

4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl

（以下hydroxy-TEMPO，Sigma社）の５mMの等

張リン酸緩衝液（０．６パーセント塩化ナトリウム

を含む５０mMリン酸ナトリウム緩衝液，pH７．４）

を，ニトロキシラジカル溶液として用いた．

アスコルビン酸（第一製薬製）は注射用蒸留水

に溶解し使用した．

� 実験方法

放射線照射法：ネンブタール０．０２ml を腹腔内

投与し沈静化させた後，マウスの頭部及び腹部を

鉛板にて遮蔽し，胸部にのみに照射をおこなっ

た．

ESR測定法：頸椎脱臼にて屠殺したマウスを
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テフロン板に仰向けに固定し，気管露出後，気管

内に２０ゲージ径ポリエチレンチューブを挿入固定

し，胸部を圧迫して肺内の空気を排出したあと，

ニトロキシラジカル溶液を０．９ml 注入して，液が

もれないよう直ちに気管を結さつし，そのまま L

‐バンドESR装置をもちい胸部のESRスペクト

ルを測定した．

実験に使用したマウス数：各群５匹から７匹．

コントロール群：非照射の９週齢マウス７匹に

ついて，ESRによるニトロキシラジカル消失速

度定数の測定を行った．

実験１ 放射線照射線量とラジカル還元能

１回放射線照射線量とマウス肺のラジカル還元

能との関係をみるため，放射線照射量を１Gy，２

Gy，３Gy，５Gy，７．５Gy，１０Gyと六段階にて，

それぞれ放射線照射を行い，直後（実験の手順

上，照射後約２０分，以下同）よりESR測定を行

った．

実験２ 分割照射法とラジカル還元能

分割照射法とマウス肺のラジカル還元能との関

係をみるため,放射線照射法を２Gy/１日×５日

間，３．３Gy/１日×３日間，１０Gy/１日×１日間と

し，それぞれの最後の照射より直後・１時間後・

１日後・１週間後・２週間後・４週間後にESR

測定を行った．

実験３ ラジカルスカベンジャーの投与量による

効果の差異

ラジカルスカベンジャー（アスコルビン酸）の

マウスへの投与量とマウス肺のラジカル還元能と

の関係をみるため,蒸留水のみ０．０２ml 投与の基準

群と，アスコルビン酸投与量が１０mg/kg，５０mg/

kg，２５０mg/kg，７５０mg/kg，１２５０mg/kg となる

ようアスコルビン酸を蒸留水にて希釈し液量０．０２

ml になるよう調整した溶液を投与する群をつく

り，それぞれマウスの尾静脈より静注し，その１５

分後に５Gyの放射線照射をおこない，更にその

直後よりESR測定を行った．

これらの実験の統計処理には t検定を用いた．

結 果

マウスの肺内に投与した hydroxy-TEMPOのス

ペクトルは，L‐バンドESR装置にてニトロキシラ

ジカルに特有な３本のピークをもつスペクトルとし

て捕らえられた．この３本のピークはいずれも同高

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

このピーク高の減少が投与されたニトロキシラジカ

ル量の相対的な減少を表している．この３本のピー

ク高は同高であるため，低磁場側のピークのみを利

用することとし，相対的ピーク値として経時的に測

定した．このニトロキシラジカル量の減少は，一次

の指数関数として低下するため，それぞれの測定結

果より各一次反応消失速度定数を求め，この値がニ

トロキシラジカル還元能を示すものとした．なおコ

ントロール群の１次反応消失速度定数は０．１１０±

０．００６/min（ｎ=７）であった．

実験１ 放射線照射線量とラジカル還元能

一次反応消失速度定数は，照射線量が１Gyか

ら５Gyまでは，放射線照射線量の増加とともに

有意（ｐ＜０．０５）な減少を示したが，５Gyで速

度定数０．０６４±０．００９/min（ｎ=７）の値に達した

あと，７．５Gyと１０Gyではそれ以上の減少は認め

られなっかた．（Fig. １）

実験２ 分割照射法とラジカル還元能

一次反応消失速度定数は，２Gy/日×５日間照

射群は直後を底値とし，経時的に回復し，一日後

には有意差（ｐ＜０．０５）はあるものの０．０９５±０．０１３

/min とコントロール群に近い値に上昇し，更に

四週間後にその値は０．１０７±０．００７/min（ｎ=５）

とコントントロール群と有意差（ｐ＜０．０５）はな

くなる迄に回復した．３．３Gy/日×３日間照射群

は直後を底値とし，やはり一日後には有意（ｐ＜

０．０５）差はあるものの０．０９８±０．００９/min とコン

トロール群に近い値となり，二週間後に一旦低下

するが四週間後には０．１０１±０．０１4/min（ｎ=６）

とコントロール群と有意差（ｐ＜０．０５）はなくな

る迄に回復した．１０Gy/日×１日間照射群は直後

を底値とし，一旦は底値と有意差をもち（ｐ＜

０．０５）一時的に回復するものの一週間後を頂点と

して再び低下し，四週間後には０．０６６±０．００５/min

（ｎ=５）と，コントロール群および２Gy/日×

５日間照射群，および３．３Gy/日×３日間照射群

に対して有意（ｐ＜0.01）に低下していた．なお

四週間後の２Gy/日×５日照射群と３．３Gy/日×３

マウス肺ラジカル還元能と放射線照射法
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日照射群の間には有意差（ｐ＜０．０５）はなかった．

（Fig. ２）

実験３ ラジカルスカベンジャーの投与量による

効果の差異

一次反応消失速度定数は，アスコルビン酸非投

与で５Gy放射線照射した基準群は０．０５４±０．００８/

min となり，アスコルビン酸１０mg/kg および５０

mg/kg 投与群との間に有意差はなかった．しか

し，さらにアスコルビン酸前投与の増量につれ反

応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．さらに７５０mg/kg 投与群以

上ではコントロール群をも有意（ｐ＜０．０１）に上

回り，１２５０mg/kg 投与群は０．１５１±０．０１６/min の

高値を示した．（Fig. ３）

Fig. １

Fig. ２
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考 察

ニトロキシラジカルは，細胞内および細胞周囲液

層のアスコルビン酸１７），ミトコンドリアやミクロソ

ームの電子伝達系１５，１８），SH化合物３）などの抗酸化的

防御機構にて還元を受け,その常磁性を消失するこ

とが知られており，その還元能の検討は生体内の酸

化還元反応を評価する優れた手段といえる．屠殺直

後に,経気管的にマウス肺内に注入された，hydroxy

-TEMPOの ESRによる信号強度は，一次反応に従

い減衰した.このことは，hydroxy-TEMPOが一電

子還元によりその常磁性を失い，ESRの信号が消

失することによる２２）．屠殺後のこの実験では，肺の

血流は途絶されており，投与された hydroxy-

TEMPOの肺外への流出はないため２０），hydroxy-

TEMPOの消失は，肺胞上皮細胞表面，及び細胞

内と組織間水層に存在する抗酸化的防御機構２２）によ

ってなされていると考えられる．

放射線照射により肺内に・OHやO２‐などのフリ

ーラジカルが生じることが知られている４）．これら

により，肺内の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．アスコルビン酸やグルタチ

オンまたビタミンEなどのような細胞内外の抗酸

化物質が消費される機序１７），また SOD（superoxide

dismutase）やカタラーゼまたグルタチオンペルオ

キシターゼなど抗酸化酵素系のアミノ酸の酸化的修

飾による酵素不活化が生ずる機序９，１６），さらにミト

コンドリアなどの細胞内小器官の生体膜の障害２７）に

基づくラジカル還元能の低下機序などがそれであ

る．放射線照射による抗酸化的防御機構の能力低下

の程度は，関与する抗酸化的防御機構の機序の種類

により異なるものとみられる．つまり放射線照射後

直ちに能力低下をおこすものとそうでないものであ

る．これらの存在が，放射線照射直後のラジカル還

元能の測定において，１Gyから用量反応的に減少

するものの，５Gy以上の線量ではニトロキシラジ

カル還元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ーラジ

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の消費，またその抗酸化能が放

射線量に比例し短時間に障害をうける機序の障害

が，放射線照射量が１Gyから５Gyまでの，直線的

なニトロキシラジカル還元能の低下の原因となり，

これらの機序がその能力を失う５Gy以上では，小

放射線量では抗酸化能に障害を受けないか，障害発

現までに比較的長時間を必要とする機序のみにより

ニトロキシラジカル還元がおこなわれていると考え

られる．前者としては，発生したフリーラジカルと

反応し速やかに不活化するアスコルビン酸やグルタ

チオンなどの低分子物質が，相当すると考えられる.

後者としては，少量の放射線照射を受けるとかえっ

マウス肺ラジカル還元能と放射線照射法

※（p＜０．０５）
※※（p＜０．０１）
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て活性化する SOD１，１０）などの酵素系や，少量の放射

線照射では活性低下が起こりにくい酵素系１６）などの

機構が考えられる．

放射線照射後の肺組織の病理学的変化について

は，これまでに実験動物および人体について，光学

顕微鏡や電子顕微鏡を用い詳細に検討されてい

る５，８，１２，１４，２３）．放射線性肺障害は早期の放射線肺臓炎

と呼ばれる炎症反応が主体である時期と，繊維化が

主体となる晩期の放射線性肺繊維症の時期がある．

放射線照射後早期に惹起される主な変化は，血管内

皮細胞の障害と血管透過性亢進による滲出性変化と

されている．つまり血管内皮細胞の腫大，空胞形成,

基底膜からの剥離が生じ，露出した基底膜に血小板

が凝集して血栓が形成され，また血管透過性の亢進

による浮腫，フィブリン沈着が生じ，いわゆる放射

線肺臓炎１４，２３）の像を呈する．さらに時間経過と共

に，肺胞上皮細胞，とくに�型細胞の腫大変性や，
アレルギー機序などが加わり放射線性肺繊維症へ移

行するものと考えられている１４，２３）．放射線性肺繊維

症は三ヶ月後から六ヶ月後にかけて惹起される１４，２３）

とされている．フリーラジカルにより，血管透過性

の亢進や，酵素などの蛋白変性９，１６）さらに脂質過酸

化による生体膜障害１３）が惹起されるため，フリーラ

ジカルは放射線性肺臓炎の発生に，主要な役割を演

じているものと思われる．

放射線分割照射と肺のニトロキシラジカル還元能

との関係についての実験結果では，総量１０Gyの一

回照射，分割照射のいずれも，照射直後にニトロキ

シラジカル消失反応速度定数は一旦最も低値を示

し，一週間後にはすべての照射法にて基準値近くに

まで回復する．しかし四週間後には，分割照射では

回復が持続するに対して，一回照射では，一週間後

より再び低下し，四週間後には基準値より有意に低

い値になる三相性の変化を示す．直後を最低値とし

て速やかに回復する理由としては，他の部位からの

ラジカルスカベンジャーの動員６）や照射部位の放射

線損傷からの回復４）が考えられる．

放射線分割照射と,肺組織の病理学的変化につい

てのこれまでの報告では，総計が１０Gyの１回照射

も分割照射も，放射線照射後一ヶ月の時点では，病

理学的には共に放射線性肺臓炎の変化であり，両者

に異なる所見は認められていない８，１２）．これに対し

て放射線照射後三ヶ月以降の病理学的変化は，分割

照射にては,繊維化をまぬがれる１４）といわれてい

る．このことは，この実験結果に認められた放射線

照射後一ヶ月時点での一回照射と分割照射でのニト

ロキシラジカル還元能の差異が，形態学的にはとら

えられない肺障害の違いを先行してとらえている可

能性があることを示す．この還元能の差異は，DNA

の障害などによる抗酸化酵素の生成不良，脂質過酸

化による細胞膜やミトコンドリアの生体膜障害によ

る生理活性物質の移動障害や，膜内に存在する酵素

の活性障害,抗酸化能を有する低分子物質の生成障

害などといった，照射後比較的長期間効果を持続す

る生化学的機序によるものと考えられる．今後の課

題としてこれら遅発性効果と繊維化の機序との関連

の解明が必要である．

放射線照射により発生するフリーラジカルによる

肺障害の対策として，ラジカルスカベンジャーの利

用は合理的である．今回，生理的なラジカルスカベ

ンジャーとして知られ，体外から容易に投与でき副

作用も少なく，かつ多彩なフリーラジカルを処理す

る低分子物質である，アスコルビン酸１７，１９）の効能を

検討した．その結果，ニトロキシラジカル消失反応

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，しかも７５０mg/kg と１２５０mg/kg 投

与群では，放射線非照射のコントロール群さえも上

回る値を示した．このことは肺内のアスコルビン酸

の組織内濃度は投与量に比例し増加し，かつアスコ

ルビン酸の代謝及び排泄がおこる前に，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の低下を阻止し，放

射線治療に伴う肺障害を防止軽減し得ることを示唆

するものである．

結 論

マウス肺のニトロキシラジカル還元能と放射線照

射法との関係について検討した．

� 放射線照射直後のニトロキシラジカル還元能は

１Gyから５Gyまでは用量反応的に低下する

が，５Gyから１０Gyにかけては有意な変化はなか

った．このことから，マウス肺の抗酸化能には放

射線照射の影響をうけるものと，うけないものの

少なくとも二系統あると考えられた．

種 池 真
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� 計１０Gyを１回，３回，５回にそれぞれ分割して

放射線照射をおこなった．ニトロキシラジカル還

元能は照射直後を最小として回復するものの，１

回照射群のみは，照射後一週間より再び低下し

た．マウス肺のニトロキシラジカル還元能は，分

割照射を用いることにより放射線照射後も保たれ

た．

� 放射線照射直前にアスコルビン酸をマウスに投

与すると，その投与量に依存してマウス肺のニト

ロキシラジカル還元能は増加した．７５０mg/kg 以

上では放射線非照射のコントロール群を上回っ

た.アスコルビン酸投与は放射線照射によるニト

ロキシラジカル還元能の低下を阻止することが示

唆された．
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