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研究成果の概要（和文）： 

汎用されている狭心症治療薬・血圧降下剤等から、ニトロプルシドナトリウム、硝酸イソソル

ビド、ニトログリセリン、ニコランジル、ニプラジロールの 5 種を選択し、ヒト正常線維芽細胞

（AG1522 細胞）を用いて X 線による放射線障害防護能試験および毒性試験を行い、全ての薬剤

に放射線障害防護能を認め、3 μM の濃度までは全ての薬剤において毒性は認められなかった。 

さらに正常マウス（jcl:ICR、8 週齢、♂）を用いて X 線、混合放射線（γ 線＋中性子線）およ

び中性子線による放射線障害防護能試験および毒性試験を行った。X 線による放射線障害防護能

がニトロプルシドナトリウムに認められ、また造血系および免疫系の回復促進によることが明ら

かになった。混合放射線（γ線＋中性子線）による放射線障害に対してもニトロプルシドナトリ

ウムは有効であったが、中性線単独による放射線障害に対しては有効性が認められなかった。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Among the drugs for angina pectoris and hyperpiesia, sodium nitroprusside, isosorbide dinitrate, 

nitroglycerin, nicorandil, nipradilol were selected and examined for the presence of protective activities 

against X-rays-induced injury and toxicities using normal human fibroblasts, AG1522 cells. All drugs 

possessed protective activities against radiation and indicated non-toxicities up to 3 μM. 

Furthermore, 5 drugs were examined for the presence of protective activities against X-rays, mixed 

radiation (γ-rays and neutron) or neutron-induced injury and toxicities using normal mice (jcl:ICR, 8 

weeks old, male). All drugs were non-toxicities. However, Sodium nitroprusside only possessed 

protective activities against the injury induced by X-rays and it is due to promoting of restoration of 

hematopoietic and immune functions. Sodium nitroprusside was effective in the injury induced by 

mixed radiation, but not by neutrons alone. 
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研究分野：  複合新領域 
科研費の分科・細目： 環境学、放射線・化学物質影響科学 
キーワード：  防護、一酸化窒素 
 
１．研究開始当初の背景 
研究代表者は、細胞が生合成する一酸化窒

素（NO）および投与した NO 発生剤を細胞が
分解する際に発生する NO の両者とも、低濃
度の場合には放射線障害に対する防護機能
を誘導する以下の二つの現象を見出してい
た（図 1）。 
(1) 放射線誘発防護的バイスタンダー応答の

イニシエータ/メディエータの一つが NO
である。 

ヒト神経膠芽腫細胞（A-172 細胞）に変異
型 p53 遺伝子を導入した A-172/mp53 細胞に
放射線を照射し、未処理の A-172 細胞と共培
養すると A-172 細胞において放射線に対する
防護反応が誘導され、放射線抵抗性となるこ
と、NO 発生剤処理によっても同様の応答が
誘導されること、および NO 補足剤の培養液
への添加によりその応答が抑制されること
を見出した（Matsumoto H. et al.: Radiat. Res., 
155: 387-396, 2001.）。 
(2) 放射線適応応答の誘導には NO が必須で

ある。 
ヒト非小細胞肺がん細胞（H1299）に正常

型 p53 遺伝子を導入した H1299/wtp53 細胞に
予め低線量（0.02 Gy）の放射線を照射し、数
時間後に高線量（1 Gy 以上）の放射線を照射
すると、直接高線量の放射線を照射する場合
より放射線抵抗性となり、この応答は NO 補
足剤の添加により抑制されること、予めの低
線量放射線照射の代わりに低濃度の NO 発生
剤で細胞を処理すると放射線抵抗性となる
ことを見出した（Matsumoto H. et al.: Cancer 
Res., 67: 8574-8579, 2007.）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1．当該研究の着想に至った経緯 

これらの知見から、NO は放射線に対する
防御反応において重要な役割を果たしてい
ることが示唆され、NO には細胞・組織・器
官・個体を放射線障害から防護する作用、あ
るいは放射線障害の回復を促進する作用が
あるのではないかと考え、当該研究を開始し
た。 

 

２．研究の目的 
NO ラジカル発生剤による一過性の放射線

抵抗性獲得という細胞の応答現象において、
そのNOラジカル発生剤の種類・至適濃度・処
理時間等の薬理学的解析、NOラジカルにより
誘導される細胞内シグナル伝達系・活性化分
子等の分子生物学的解析、NOラジカルによる
DNA 塩基損傷・DNA 鎖切断・クロマチンの
構造変化・染色体異常誘発率等の分子遺伝学
的解析によりNOラジカルが有する放射線防
護作用のメカニズムを解明し、実用可能な放
射線防護剤を提案することを本研究の目的と
する（図2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2．NO発生剤の放射線防護剤としての提案 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞：正常ヒト線維芽細胞（AG1522

細胞）を Eagle’s minimum essential medium
に 15%牛胎子血清および抗生剤を添加し
たもので培養したものを実験に用いた。 

(2) マウス：ICR マウス（日本クレア、jcl:ICR、
8 週齢、♂）を通常飼育したものを実験に
用いた。 

(3) 狭心症治療薬の調製：ニトロプルシドナ
トリウム（SNP，ニトプロ持続静注液，丸
石製薬），硝酸イソソルビド（ISDN，ニト
ロール注，エーザイ），ニコランジル（NC，
シグマート注，中外製薬），ニトログリセ
リン（NG，ミリスロール注，日本化薬）
およびニプラジロール（NP，ニプラジロ
ール液，日本点眼薬研究所）の５剤を選
択し、生理的食塩水により各濃度に希釈
した後濾過滅菌し、培養液に添加または
マウスへ腹腔内投与した。 

(4) X 線照射：X 線発生装置（MBR- 1520A-3、
日立メディコ㈱）を用い、線量率 0.5 
Gy/min で、細胞には 0.5 mm のアルミニウ



ム・フィルターを介して 3.5 Gy 照射した。
マウスには 0.5 mm アルミニウム/0.3 mm
銅・フィルターを介して 6.5 Gy 照射した。 

(5) マウス末梢血の採取および血球成分の解
析：X 線照射から 14 日後に、麻酔下にお
いて眼窩から末梢血を採取し、血球成分
検査を行った。 

(6) マウス小腸での TUNEL 染色によるアポ
トーシス細胞の解析：X 線照射から 36 時
間後に頸椎脱臼によりマウスを安楽死さ
せ、小腸を摘出し、中性ホルマリン後パ
ラフィン切片を作製し、TUNEL 染色によ
るアポトーシス細胞の解析を行った。 

 
４．研究成果 
(1) 毒性試験（図 3）：正常ヒト線維芽細胞

（AG1522 細胞）を 200 ~ 1,000 細胞ずつ
ディッシュに播種し、15 時間培養した後
に、培養液に SNP、ISDN、NC、NG およ
びNPを 0.3 ~ 30 μMとなるように添加し、
コロニー形成法により上記５種の薬剤の
毒性を検討した結果、ISDN、NC、NG お
よび NP においては、何れの濃度において
も毒性は認められなかった。 

SNP においては、3 μM までは毒性は認
められなかったが、10 および 30 μM では
顕著な毒性が認められた。これはこの化
合物に含まれるシアンによる毒性である
ことが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3．AG1522 細胞を用いた毒性試験 
 
(2) 培養細胞を用いた放射線障害防護能試験

（図 4）：AG1522 細胞を 200 ~ 1,000 細胞
ずつディッシュに播種し、15 時間培養し
た後に、培養液に SNP、ISDN、NC、NG
および NP を 0.3 ~ 30 μM となるように添
加し、2 時間後に X 線を 3.5 Gy照射した。
その後コロニー形成法により上記５種の
薬剤の放射線障害防護能を検討した。 

薬剤処理を行わなかった場合、AG1522
細胞は 3.5 Gy の X 線に対して約 10%の生
存率を示した。一方、薬剤処理を行った
場合には、全ての薬剤において 0.5 ~ 1.0 
μM の濃度で顕著な放射線障害防護能（生
存率の上昇）が認められ、最も効果が著
しかったのは SNP であった。しかしなが

ら、SNP を 10 および 30 μM 添加した場
合には顕著な毒性が認められ、生存率は
薬剤処理を行わなかったものよりも低値
を示した。これもこの化合物に含まれる
シアンによる毒性であることが示唆され
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4．AG1522 を用いた放射線障害防護能試験 
 

(3) マウスを用いた放射線障害防護能
予備試験（図 5）：ICR マウスに X 線 6.5 Gy
を照射し、照射直後、照射 1 日後、2 日後
および 7 日後に 5 種の薬剤を体内濃度が
30 μM になるように腹腔内投与し、生存
率を求めることにより、5 種の薬剤の放射
線障害防護能試験を行った（n = 3）。X 線
を照射せず、上記スケジュールで薬剤の
みを投与した場合、何れの薬剤にも毒性
は認められなかった。X 線を照射した場
合には、ISDN、NC、NG および NP には
救命効果は認められなかったが、SNP に
のみ救命効果が認められ、SNP について
詳細に検討した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5．ICR マウスを用いた放射線障害防護能試験 

 
(4) マウスを用いた放射線障害防護能試験

（図 6）：ICR マウスに X 線 6.5 Gy を照射
し、照射直後、照射 1 日後、2 日後および
7 日後に SNP を体内濃度が 30 μM になる
ように腹腔内投与し、生存率を求めるこ
とにより、この薬剤の放射線障害防護能
を精査した（n = 50）。 

SNP を投与しなかった場合の生存率は
約 40%であった。照射後、計 4 回の SNP
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を投与した場合の生存率は約 80%にまで
上昇し、SNP の放射線障害防護能が実証
された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6．ニトロプルシドナトリウムによる放射線障害防護能 
 
(5) マウス末梢血の血球成分検査（図 7）：ICR

マウスに X 線 6.5 Gy を照射し、照射直後、
照射 1 日後、2 日後および 7 日後に SNP
を体内濃度が 30 μM になるように腹腔内
投与し、照射 14 日後に麻酔下において眼
窩から末梢血を採取し、血球成分検査を
行った（n = 10）。 

 SNP を投与しなかった場合には、白血
球および血小板がほぼ枯渇状態であり、
造血機能および免疫機能の障害が認めら
れた。一方、SNP を投与した場合には、
白血球数および血小板数共に顕著に回復
し、SNP により X 線照射により障害され
ていた造血機能および免疫機能の回復が
促進されていること、およびこれが救命
効果の一因であることが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7．ニトロプルシドナトリウムによる造血系・免疫系の回復促進 

 

(6) マウス小腸におけるアポトーシス細胞の
解析（図 8）：ICR マウスに X 線 6.5 Gy を
照射し、照射直後、照射 1 日後、2 日後お
よび 7 日後に SNP を体内濃度が 30 μM に
なるように腹腔内投与し、照射 36 時間後
に小腸を摘出し、TUNEL 染色によりアポ
トーシス細胞の分布を観察した（n = 5）。 

SNP を投与しなかったマウスの小腸で
は、小腸腺窩の基部に局在して各腺窩あ
たり 3 ~ 4 個の TUNEL 陽性細胞が認めら
れ、X 線被ばくによる小腸吸収上皮での

アポトーシス誘導が確認された。これら
のアポトーシス細胞の分布は、小腸幹細
胞の位置と非常によく一致しており、小
腸幹細胞において特異的にアポトーシス
が誘導されていることが示唆された。 
一方、SNP を投与したマウスの小腸で

は、やはり小腸腺窩の基部に局在して各
腺窩あたり 1 ~ 2 個程度の TUNEL 陽性細
胞が観察され、X 線被ばくによる小腸吸
収上皮でのアポトーシス誘導が SNP によ
り抑制されていることが明らかとなった。
従って、SNP の放射線障害防護能の作用
機構の一つとして、小腸吸収上皮再生の
源となる小腸幹細胞での X 線誘発アポト
ーシスの抑制が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8．ニトロプルシドナトリウムによる小腸腺窩でのアポトーシスの抑制 

 

 

以上の結果から、 
① X線被ばくしたマウスへのSNPの投与に

より、白血球および血小板産生機能の回
復が促進される。 

② X線被ばくしたマウスへのSNPの投与に
より、小腸吸収上皮細胞のアポトーシス
が抑制される。 

ことが明らかとなった。 
また、これらの結果から、 
① X線被ばくしたマウスへのSNPの投与に

よる造血機能および免疫機能の回復促進 
② X線被ばくしたマウスへのSNPの投与に

よる小腸吸収上皮幹細胞のアポトーシス
抑制 

という、放射線障害の回復過程において非
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常に興味深いことが示唆され、放射線障害
による腸死および骨髄死のしくみの解明に
も迫ることが出来るかも知れない。 
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