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ニカラベ ンの放射線防護剤 としての有用性の検討

マ ウ ス生 存 率,脾 コ ロ ニ ー,末 梢 血 液 像,脂 質 過 酸 化 に つ い て-
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緒 言

ニカラベン(Nicaraven)は 動物病態実験にお

いて脳血管攣縮1),虚 血性脳浮腫2),脳 血 流障害3)

な どに対 し改善効果 を示す.最 近,脳 血管攣縮

あるいは脳浮腫の発生機序 として,活 性酸素な

らびにそれと関連 した脂質過酸化反応が関与 し

ている可能性が示唆されているが4),ニ カ ラベ ン

もヒドロキシルラジカル補足作用のあることが

Udenfriendら の方法によるエチ レン定量実験5)

で,ま た低温ESR法 で もヒ ドロキシルラジカ

ルの消去効果6)が報告 され,病 態改善作用 との関

係が究明されつつ ある.し か し,ニ カラベンの

生体作用機序につ いては基礎的な検討が必要で

ある.

Fig. 1 Chemical structure of Nicaraven

低LET放 射 線で誘起 される細胞障害は放射

線の間接作用が主であ り,電 離に続 く化学過程

での水 ラジカルと生体高分子 との反応が生物学

的効果,障 害につながると考 えられてい る.水

ラジカルの中でも重要な働 きをす るのが ヒ ドロ

キシル ラジカルであるとされ,こ の ヒ ドロキシ

ルラジカルと反応性の高い物質の多くは放射線

防護剤 としての効率が高い7),この観点からニカ

ラベ ンは放射線生物学的効果を修飾する可能性

があ り,放 射線防護剤 としての有用性をマウス

を用いて,生 存率,脾 コロニー,末 梢血液数,

血清過酸化脂質お よび肝 ミトコン ドリアのFe2+

誘 導脂質過酸化反応について検討 した.

材 料 と 方 法

1. 実 験 動 物

C3Hマ ウ ス,雌(体 重16-21g,日 本 クレア

社)を 用い,末 梢血液像の検討には6週 齢をま

た生存率,そ の他の検討には9週 齢の ものを1

週 間の環境馴化の後,実 験に供 した.

2. 試薬 および投与方法

ニカラベ ンは白色結晶,水 溶性で,両 親媒的

性質を有 し,pH 7.1-8.5で 化 学的に極めて安定で

ある.構 造式 をFig. 1に 示 す.ニ カラベ ン(1

g/5ml,7.034×10-1M,中 外製薬 より供与)を

0.86%NaCl(生 食)に て10mg/mlに 希釈 し,体

重1kg当 た り100mg(100mg/kg)を 前投与群では

照射前30分 以内に後投与群では照射後10分 以内

に腹腔内に投与 した.
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3. 放射 線照射

4MVX線 東 芝社製 ライナ ックLMR-4Cを

用 い,線 量率6.45×10-2C/kg/minの 条 件で照射

した.

Table 1 Survival ratio 30 days after the irradiations

* P≦0.02(%)

4. 放 射 線照射による生存率の検討

全身1回 照射後30日 後 の生存率 を640cGy,

740cGy,840cGy及 び1040cGy各 照射群 で比較

検討 した.ニ カラベンは各々照射前(前 投与群),

照射前後(前 後投与群)に 腹腔 内投与 した.740

cGy照 射群 では照射後投与(後 投与群)も 加 え

て検討 した.ま た,生 食を照射前後に同様に投

与 したものを対照群 とした.

5. 内因性脾 コロニー形成の検討

マウスに640cGy全 身照射後9日 目に開腹 しブ

アン液(ピ ク リン酸飽和水溶液,ホ ルマ リン,

酢 酸を15:5:1の 割合 で混溶)に て固定後,

脾 当た りのコロニー数 を測定した.ニ カラベ ン

は各群 にその2mgを 腹 腔内投与 した.対 照群 と

しては生食を同量投与 した.

6. 末梢 血液像 の検討

マ ウスに300cGyを 全 身照射 し,照 射前,3日

後,7日 後,14日 後 に採血 し,赤 血球数,白 血

球数,リ ンパ球数 を前投与群,後 投与群,前 後

投与群 について求めた。赤血球数,自 血球数は

東亜医用電子社製 シスメックスE-4000自 動分析

装置 を用 いて測定 した.リ ンパ球数はメイ ・ギ

ムザ染色によ りリンパ球比率を計測 し,白 血球

数 に乗 じて算出 した.

7. 脂質 過酸化反応の検討

マウスにニカラベン2mg腹 腔 内投与 した後1000

cGy全 身照射 した(ニ カラベ ン投与群).対 照 と

して,同 様に生食投与後に放射線照射 を行った

群(ニ カラベ ン非投与群),放 射線照射 を施行 し

なかった群(非 照射群)を 用 いた.対 照および

放射線照射後72時 間後に肝臓および血液 を摘出

し,実 験に供 した(照 射群).

マ ウス肝 ミトコンドリアの分離はHogeboom8)9)

の 方法に準 じて行 った,分 離 した肝 ミ トコン ド

リアを0.15M KCl-10mM,Tris-HCl緩 衝 液,

pH 7.4(KT液)で 洗滌 し,遠 心 し,KT液 に

浮遊 した.Fe2+誘 導脂質過酸化反応はFe2+(0.05

mM,硫 酸 第一鉄アンモニウム,使 用直前溶解)

を添加後,25℃ で経時的に60分 まで反応を追っ

た.チ オバル ビツー ル酸(TBA)発 色 反応 は

Hunter10)11)の 方法に準 じて行 った.TBA値 は

分光光度計(島 津)を 用 いて測定し,OD532nm-OD

600nmの 吸光度 で示した.タ ンパ ク量の測定は

Biuret法12)に 準 じて行 った.

マ ウス血清は血液よ り遠心分離 され,過 酸化

脂質は山本13)の方 法に準 じて蛍光法で検量 した.

密 栓 付 試 験 管 に 血 清0.2mlを 採 り,0.86%

NaCl13.8mlを 加 え4mlと し,0.67%TBA試 薬

(氷酢酸を使用直前に等量混和 し調整)を 加え,

計5mlと して混和 した.こ れ を沸騰水中で60分

間加熱発色 させた後,直 ちに氷水中で冷却,40

%三 塩 化酢酸を1ml加 え,3000rpm,10分 間遠心

し,上 清 を得 た.Fe2+はTBA液 混合前に添加,

エチレンジア ミン四酢酸(EDTA)はFe添 加

前に添加混合 した.遠 心上清についてTBA値

を蛍光光度計(日 立)を 用いて,標 準マロンジ

アルデヒ ド(MDA)の 検 量線よ り求めた13).
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Fig. 2 Survival ratio after irradiation (740
cGy)
Nicaraven was injected intraperitonially

 before and/or after irradiation.
Nicaraven (pre); Injected before irradi
ation
Nicaraven (post); Injected after irradia
tion
Nicaraven (pre-post); Injected before

 and after irradiation

Table 2 Spleen colony 9 days after irradiation

 (640cGy)

*: p≦0.05 **: p≦0.01

結 果

1. 生 存率の検討(Table 1)

640cGy全 身照射後30日 のマウスの生存数およ

び生存率は対照群22匹 中生存16匹(73%),前 投

与群20匹 中20匹(100%),前 後投与群20匹 中20

匹(100%)で あ った.Fisher法 に よる検定の結

果対照群 と前投与群,対 照群 と前後投与群の間

に危険率2%以 下で有意差 を認めた.740cGy照

射 群では,対 照群10匹 中生存5匹(50%),前 投

与群10匹 中9匹(90%),前 後投与群10匹 中10匹

(100%),後 投 与群10匹 中10匹(100%)で,対

照群 と前後投与群及 び後投与群の間に危険率2

%以 下で有意差 を認めた(Fig. 2).840cGy,

1040cGy照 射群 ではすべての群で生存率は10%

以下 で有意差は認め られ なか った.

2. 内 因性脾 コロニー形成(Table 2)

対 照群15匹,前 投与群16匹,後 投与群11匹,

前後投与群16匹 の平均脾 コロニー形成数 は各々

1.47±1.25, 2.00±1.15, 3.09±2.07, 4.31±

2.33と 前後投与群に最 も多くコロニー形成が認

められ,続 いて後投与群,前 投与群,対 照群の

順 であった.対 照群 と前後投与群,前 投与群 と

前後投与群の間にそれぞれ危険率1%以 下,対

照群 と後投与群の間に危険率5%以 下で有意差

を認めた.

3. 末梢 血液細胞数の検討

Fig. 3a,bに 示 す如 く,300cGy照 射対照マ

ウスの 白血球数は3日 後に正常値の24%に 減少

し,白 血球の80%を 占める リンパ球はその17%

まで減少がみられ,顆 粒球の減少は50%に とど

まった.以 降ゆるやかな回復傾向がみられ,白

血球数は14日 値 で38%値 を示 した.ニ カラベ ン

投与により著名な変化はみられなかったものの,

白血球数,リ ンパ球数の3日 目の低下(24%値)

に対 して,前 投与群は37%値(P≦0.01),前 後

投与群40%値(P≦0.02)を 示 し,抑 制傾向が有

意にみられた.赤 血球数の経 日変化に対 し,ニ

カラベ ン投与群では同傾向がみられた(Fig. 3

c)。

4. 肝 ミ トコン ドリア脂質過酸化反応の検討

肝 ミトコン ドリアのFe2+誘 導 脂質過酸化反応

曲線をFig. 4に 示 す.非 照射群 と放射線照射群

(ニカラベン非投与群)を 比較すると,非 照射

群は反応が誘導期のラグが若干みられたのち,

ゆ るやかに進行するのに対 して,照 射群では誘

導時間に短縮傾 向が認められ,比 較的急速に反

応がみ られた.30分 値 において反応はほぼ最高

に達 したが,照 射群のTBA値 は非照射群 より

も高い値が示 された.

これらの放射線全 身照射マウス肝 ミトコン ド
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リア脂質過酸化反応曲線において,ニ カラベ ン

投与群 と非投与群 を比較す ると,反 応の立上が

りに変化は認め られなかったが,ニ カラベン投

与により終末TBA値 の低下傾 向が認め られた.

5. 血 清脂質過酸化反応の検討

結果 をTable 3に 示す.TBA液 混合前Fe

添加 に より著明なTBA値 の上昇,さ らにFe

添加 前EDTA添 加 によりそのTBA値 の上昇

の著明な抑制が認め られた.ニ カラベ ン投与群,

非投与群の間に有意差は認め られなか ったもの

のFe2+TBA値 に照射群で若干の上昇傾向がみ

られた.

Fig. 3 Peripheral hemanalysis after irradiation

 (300cGy)

a. Leukocytes

b. Lymphocytes

c. Erythrocytes•›

: Control•œ

: Nicaraven (pre)•¡: 

Nicaraven (post)•¢

: Nicaraven (pre-post)

a

Leukocytes

b

Lymphocytes

c

Erythrocytes

考 察

近年放射線防護剤の研究は盛んに行われ,各

種の防護剤 を用いたい くつかの報告がある.分

子 レベルの防護剤の作用機序 としては,① フ リ

ー ラジカルスカベンジャー
,② 水素供与,③DNA
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に直接結合す るもの,④ ジスルフィ ド結合によ

るものがあり14)15),最近 研究が進め られているア

ミノチオール系防護剤(WR-2721, WR-151327,

他)は ジスルフィ ド結合 を形成す ることにより

防護作用を示す.

Fig. 4 Fe2+-induced lipid peroxidation of mice 

liver mitochondria isolated from 3 days 

after whole body irradiation (1000cGy)•›

: Non-irradiation• : Irradiation

 without Nicaraven •¢: Irradiation 

with Nicaraven

Table 3 TBA value of lipid peroxidation in 
mice serum 3 days after irradiation 
(1000cGy)

最近,活 性酸素あるいはその反応生成物であ

る脂質過酸化物が,く も膜下 出血後の脳血管攣

縮,虚 血性脳浮腫の発症 に関与 している可能性

が示唆 されてお り,フ リー ラジカルスカベ ンジ

ャー とされるニカラベ ンが過酸化脂質に よる血

管収縮および実験的脳血管攣縮に対する抑制効

果 を示すこ とが確認され,急 性期脳血管障害の

治療薬 として注目されている.し か し,ニ カラ

ベ ンの作用機作は明らかではな く,基 礎的検討

が必要である.今 回ニ カラベ ンを用いて,放 射

線照射に伴 う種々の効果についてその影響 を検

討 した.

ニカラベンの雌マウスに対するLD50/30は690

mg/kg,連 続 投与での無影響量は100mg/kgと され

る.ま た,ニ カラベ ンの主要代謝部位 は肝で,

投 与後8時 間で約92%が 排 出され,ほ とんど未

変化体で回収 される16).本実 験ではこの100mg/kg

投 与 で行った.

本実験条件下の一回全身照射の放射線による

LD50/30は740cGyあ た りと考えられるが(Table

 1),生 存率の検討においては照射線量640cGyお

よび740cGyに おいて,ニ カラベ ン投与により,

生 存率上昇を認めた.し か し,高 線量ではその

効果は認め られなかった.一 般に防護剤の検討

では,そ の投与量が急性毒性のLD50と ほぼ同 じ

かあるいは1/2以 上 のものが多い14)15).ニカ ラ

ベンの投与量は前後投与群で200mg/kg,前 投与

群,後 投与群は100mg/kgで あ ったが,半 致死線

量での後投与群でも100%の 生存率が得 られた.

このことは照射中に薬剤があ り,放 射線誘起の

ラジカル消去する点か らの防護剤とともに,回

復剤としての考慮 を要する.

ニ カラベンの低線量で得 られた防護効果につ

いて検討するには防護能を表す指標 としてのDRF

 (Dose reduction factor)を 求め る必要があ り,

今 後この面からの検討 を,並 びに薬剤投与量 と

投与至適条件 さらに基礎的な検討が要求される.

致死線量以内の低線量で致死がみ られ るとき

の主障害臓器 は骨髄であ る点か ら,内 因性脾 コ

ロニー形成17)を検討 した.そ の結果,前 後投与群

で対照群,前 投与群 との間に有意差が認め られ,

また前投与群 と対照群 との間に有意差は認め ら

れ なか ったものの後投与群 と対照群 との間に有

意差が認め られた.こ れ らの結果は,生 存率の

場合 と同様に後投与の有用性 を示す もの と考え

られ,ニ カラベ ンの,回 復剤 としての因子に注

目しなければならない.

また,300cGy照 射後の末梢血液数の初期推移

において照射3日 後に,ニ カラベンによる白血

球数,リ ンパ球数 の有意 な減少抑制効果 を認め

た.し か し,そ の後のゆるやかな回復に対 して

前後投与群で若干の促進がみ られたものの著明

な効果 は認め られなかった.こ のことはニカラ

ベ ンの体内残留時間が短いことか ら,連 続投与
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等,今 後 さらなる経時的な検討 を要す ると考 え

られた.

X線 全身照射後のラッ トにおいて,肝 ホモジ

ネイ トで渡辺18)は2価 鉄誘導の過酸化脂質反応

が促進され ること,また若林19)は肝 ミトコン ドリ

アで照射 に伴 う脂質過酸化反応促進の変化は誘

導時間の短縮 となってみられ,照 射後3日 目の

ものが著 しいことを報告 している.マ ウス肝 ミ

トコン ドリアニ価鉄誘導脂質過酸化反応 を試み

たが,照 射に伴 う促進傾 向は今回実験の二価鉄

誘導では著明ではなか ったが,ニ カラベ ン投与

による産生過酸化脂質量の低下傾 向は認められ

たものの,誘 導時間に変化は認め られなかった.

このこ とから,更 に検討を要す るが,ニ カラベ

ンはラジカルスカベンジャー としてラジカル反

応に関与するよりも脂質過酸化連鎖反応の阻止

に影響 していることが本実験 より示唆される.

Tretterら20)はWR-2721,WR-1065,グ ル

タチオンを用 いて,マ ウス肝 ミトコン ドリア脂

質過酸化反応阻害をADP/Fe/NADPH系 と

ADP/Fe/ア ス コルビン酸系で調べてお り,WR

-1065
,グ ル タチオンは ミトコン ドリア脂質過酸

化反応 を阻害 し,防 護剤 としての有用性 を示唆

されたが,WR-2721は 両 系に無効であったと述

べている.と ころがWR-2721は 放射線防護効果

の強い薬剤 とされてお り21)22),肝ミ トコンドリア

脂質過酸化 と防護剤 としての効果は必ずしも一

致 しない もの と考える.

血清過酸化脂質においては,放 射線照射に伴

う血清過酸化脂質の変化について報告がみ られ

るが11),今 回の検討では照射に伴 う二価鉄の効果

は若干の増加傾向を認めた ものの,ニ カラベ ン

投与群で も同値が示 され,そ の効果は判定 し得

なかった.

本実験においては,生 存率,脾 コロニー法に

おいてニカラベ ンの放射線防護剤 としての可能

性が示唆され,ま た,照 射後投与においても有

効性が認められ,回 復剤 としての可能性 もあ り,

ラ ジカルスカベ ンジ作用のみではなく,何 らか

の回復剤 としての因子のあることが示唆される.

結 論

1) ニ カ ラベ ンの放射線防護剤 としての有効

性 を生存率,脾 コロニー,末 梢血液像,ミ トコ

ンドリア脂質過酸化反応にて検討 した.

2) 640cGy,740cGy 1回 照射において,有

意の生存率改善が認め られ,放 射線防護剤 とし

ての可能性が示唆された.

3) 脾 コロニー法では血液障害に対する,防

護,回 復剤 としての可能性が示唆 された.

4) 末梢 血液像 におけ る効果は今回の検討 で

はニカラベ ン投与で白血球,リ ンパ球の照射に

伴 う低下を軽減する傾向がみ られた.

5) ミ トコン ドリア脂質過酸化反応において

も過酸化脂質誘導量の低下傾向が認め られた.

6) ニ カ ラベ ンの放射線照射前投与あるいは

後投与,さ らには用量依存性の問題 については

さらなる検討が必要 と考 えた.

稿 を終えるにあたり,本 薬剤を提供下さいました

中外製薬株式会社に感謝致します.な お,本 論文の

要旨は,第52回 日本医学放射線学会総会(横 浜)に

おいて発表した.
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The degree of radiation protection from Nicaraven after whole-body irradiation was inves

tigated in C3H mice. Nicaraven is a free radical scavenging agent, which was shown to 

improve brain edema and blood flow. Nicaraven was injected intraperitoneally in mice before 

and/or after whole-body irradiation with 640cGy or 740cGy using Toshiba Lineac LMR-4C 

(4MV, 6.45•~10-2C/kg/min). The 30 day survival ratio was improved significantly by Nicar

aven (P•…0.02). Endogenous spleen colony formation was investigated after 640cGy. The 

agent was injected before (pre), after (post) or before and after irradiation (pre-post), and 

compared with the untreated group (control). Nine days after irradiation, the mean colony 

formation was 2.00 (pre), 3.09 (post), 4.31 (pre-post) and 1.47 (control). The differences 

between pre and post (p•…0.01), between pre-post and control (p•…0.01) and between post and 

control (p•…0.05) were significant. Nicaraven induced recovery of leukocyte and lymphocyte 

counts after irradiation, but not that of erythrocytes. The effect of the agent on mice liver 

mitochondrial lipid peroxidation was also investigated. The lag time was not shortened, but 

reduction of the TBA value was observed. Nicaraven was not only recognized as a radio

- protector, but its ability to promote recovery from the damage caused by irradiation was also 

suggested.


