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アスコルビン酸 (AsA)をはじめ種々のレダクトン

類が DNA切断能を持っていることは,それらの抗

腫癌性 (村上 ･山藤,1968,1969a,b;中村 ･山藤,

1968;篠原ら,1979;YamafujiandMurakami,

1968;Yamafujie(al.,1970,1971,1972;Omura

elal.,1974;宮田ら,1974),抗ウイルス性(Murata

etaE.,1971,1972;MurataandKitagawa,1973)

あるいは突然変異誘起作用 (Stichetal.,1976;

OmuraelaL.,1978;Shinoharaetal.,1980)な

どと開通して注目される.その作用機構は十分には解

明されていないが,DNA切断に酸素が必要であるこ

とや,とくに Cu2+によってその活性が顕著に高めら

れることなどから,その有力なものとして AsAの自

動軟化にともなって生成するフリーラジカルの関与が

推定される.事実,MurataandKitagawa(1973)

はAsAのウイルス失活作用も抗腫療効果に関するわ

れわれの主張と同様にその DNA 切断作用に基づく

ことを推定し,かつその作用が数種のラジカル捕捉剤

によって失われることを示している.

AsA の自動酸化は分子状酸素 (02) によって自動
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酸化されてデヒドロアスコルビン酸となり同時に過酸

化水素 (H202) を生じる.この自動酸化はフリーラ

ジカル連鎖反応によるものであって,中間体として

H202 のはかにモノデヒドロアスコルビン酸ラジカル

(AH･),スーパーオキシドアニオンラジカル (･021),

一重項酸素分子 (102),ヒドロキシラジカル (･OH),

ヒドロベルオキシラジカル (･00H)などが生成さ

れ,鍋,鉄などの遷移金属がこの反応を触媒,促進す

るといわれている.このようなラジカル種には特異的

な捕捉剤が知られており,これによって反応に関与す

るラジカルの種類も推定することができる.そこでわ

れわれはAsA の DNA 切断機構を解明する一環と

して,AsA によるDNA切断作用を二三のラジカル

捕捉剤とともに測定しそれらの影響の有無を検討し

た.

材料および方法

1.試薬

2-アミノエチルイソチオウロニウム･プロミド(2-

aminoethylisothiouroniumBr･HBr,AET)は次の

ようにして合成 した.再結したチオ尿素 7.61gを

40mlの加熱したイソプロピルアルコールに加え 500

ml容フラスコ中で 5分間還流して完全に溶解する.
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次に再結した 2-プロモエチルアミン (2-bromoeth-

ylamine･HBr)20.5gを加えて加熱還流を続ける.

数分で完全に溶解し,約 10分後にははげしく沸騰 し

ながら結晶を析出しはじめる.反応液をさ らに20分

間加熟した後,生成した AETを液集し,速やか に

イソプロピルアルコール,ついで酢酸エチルで洗液し

減圧乾燥 した.収率80%以上,元素分析 (実測 C

12.92,H3.92,N 15.01;計算 C 12.87,H 3.60,

N 15.01)および融点 (実測 187-191oC,文献 193

-194oC)などにより確認した.

AsAその他の試薬類はいずれも市販特級品,DNA

は常法通りSDS-フェノール法により仔牛胸腺から調

製したものを用いた.

2.粘度測定

適宜の濃度に AsA その他の試薬を加えた DNA

(100JLg/ml)溶液をオストワールド粘度計中 37oCに

保温し経時的に相対粘度を測定した.

3. ショ糖濃度勾配遠心分社

50mM トリスーHCl緩衝液 (pH7)に溶かした

50〟g/mlDNA,0.5mM AsA,50J̀M CuSO4,50

〟M AET混液を 378C 4時間反応させたのち SSC

に対し一晩冷所で透析した.この反応液 0.2mlをあ

らかじめ冷却しておいた5%-20%中性ショ糖濃度

勾配 (pH6.8)上に静かに重層し,BeckmanL 型

超遠心分離機,SW 50-1スウィングローターを用い,

30,000r.p.m.4時間遠心分離を行なった.遠心分離

したのち,従来はセルの底に穴をあけて4滴ずつ分取

し,一定量に水を加えて 260mmの吸光度を測定して

その沈降パターンを求めてきたが,今回は次のように

ミクロフローセルを用いて紫外吸収を連続的に測定し

そのパターンを記録した.50%ショ糖溶液槽につない

だ注射針をニトロセルローズ遠沈チューブの底部に注

意深くさし込み,直ちに針とチューブとの間にグリー

スを塗布して空気が入ることおよびショ糖溶液が宿れ

ることを防ぐ 次にポンプで50%ショ糖溶液を静 か

に送り込みながらチューブの上部からショ糖濃度勾配

溶液をとり出し,ミクロフローセルを通過させて紫外

吸収を記録計で連続的に図示した.この方法はショ糖

濃度勾配溶液と送り込んだ50%ショ糖溶液との境 界

があまり明確ではなく,またごくまれには操作中にシ

ョ糖の小結晶と思われるものが詰まることも起こると

いう難点もあるが,短時間にしかも自動的に沈降パタ

ーンを測定することが可能であり,しかも従来の分画

法と,その沈降パターンにはほとんど差はなかった.

篠原和毅 ･村上浩紀 ･大村浩久

結果および考察

I. 人ET

AET は自動酸化をうけにくい化学的に安定な塩で

あって電離性放射線に対して化学的に保護する作用が

あるといわれている.そのラジカル種に対する特異性

は明確ではないが,たとえば次のような反応によって

ラジカルを捕捉すると考えられる.

XSH+･OH- XS･+H20

AETの影響をまず粘度法で測定した.AsA十Cu2+

系にAETを加えるとDNA を沈澱析出す るので

AsA単独系につ いて試験した.Fig.1に示すよう

に,1mM AsA単独では僅かに粘度の低下が見られ

るに過ぎなかったが,これに 0.1mM AETを加 え

た場合その効率は抑えられる傾向が認められた.
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Fig.1.Eげectof2-aminoethylisothiour0 -
miumbromide(ART)ontherelativeviscosity
ofDNAsolutiontreatedbyAsA.Relative
viscosltyWasestimatedbyincubatingthe
reactionmixtureat3rC inan Ostwald's
viscometer. Becausesomeprecipitate was
rormedbyadditionorARTwhenCu2+was
alsocontainedinthereactionmixture.the
relativeviscositywasestimatedonlyinthe
absenceofCu2+･Reactionmixture:L-■
100jLg/mlDNAin50mM Tris-HClbuffer,
pH7.0;〇一〇 100pg/mlDNA andlmM
AsAin thesamebuffer;●-● 100JLg/ml
DNA,lmM AsA and0.1mM AETinthe
samebuffer.

次に ショ糖濃度勾配遠心分離法により追及したが,

Fig.2から明らかなように,同様に AET は AsA

の DNA切断効果をほとんど完全に抑制することが

認められた.

2.エチルアルコール

AsA にCu2+を加えた作用系におけるラジカル捕

捉剤の影響も試験するため,次にエチルアルコールを

用いて測定した.これは次式に従い主として ･OHを
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Fig.2.Effectof 2-aminoethylisothiouro-
niumbromide(A巴T)Onthesedimentation
patternofDNAtreatedbyAsA.Reaction
mixturewasincubatedat37oC ror4hrs
anddialysedagainst1XSSCovernightin
cold.A0.2ml･aliquotorthedialysedso-
lutionwasputontlletopOrtheneutral
lineargradientsucrosesolutionfrom 5%
to20% andcentrirugedat30,000r.p.m.
for4hrsuslngaBeckmancentrifugetype
LwithahorizontalswingrotortyPe50-1.
Artercentrirugation,thesamplewascontin･
uouslyintroducedintoamicronow cellby
injecting50% sucrose solution carefully
rrom thebottomorthetubewithaperistal
pumpformicrotube(TokyoRikakiCo.).
Then,theabsorbancewasrecordedautomat･
icallybyestimatingat260mm withaspec-
trophotometer.Reaction mixture:一一一一50
JLg/mi DNAin50mM TrisIHClbuffer,pH
7;- 50〟g/mlDNAand0.5mM AsA in
thesamebuffer;- ･- -50JLg/mi DNA,0.5
mMAsAand50JJMAETinthesamebuffer.

捕捉するものと思われるものである.

CH3CH20H+･OH- CH3CHOH+H20

Cu2+の共存によりDNA に対する AsA の粘度

低下能は著しく街着であるので作用条件を緩和して

AsA濃度を 0.2mM とし40/̀M Cu2+とともに反

応させ,0.1ないし0.5%エチルアルコールの影響を

求めた.その結果,濃度に応じて粘度の低下作用が低

くなることが観察された (Fig.3).

また AsA の DNA切断作用もCu2'の共存にか

かわらずエチルアルコールによって阻害されることは

Fig･4から明らかである. その効果は比較的に僅少

であるが,少なくもアルコール濃度5%においてショ

糖濃度勾配遠心分離法によって検出された.
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Fig.3.Effectofethylalcoholontherela-
tiyeyiscosityorDNA solution treatedby
AsA andCu2+･ Thesameasin Fig.1.
However,becausethereductionortherela-
tiveviscositybyAsAwasacceleratedwith
Cu2+,0.2mM AsA and40/̀M Cu2+were
employed.
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Fig.4.Effectofethylalcoholonthesed-
imentation pattern orDNA treated by
AsA orAsA andCu2+. Thesameasin
Fig.2.

3. ギ酸ナトリウム

ギ酸ナトリウムも･OHの捕捉剤であって次式に従

って ･OHを捕捉すると考えられる.

HCOO~+･OH→HCOO.+OH一

一 COO･~+H20

Fig･5に 0.5mM AsA単独,Fig.6に0.5mM

AsA+50J̀M Cu2+系による DNA 切断に対するギ

酸ナトリウムの影響を示す.

ギ酸ナトリウムの効果は弱く,AETが 50J̀M で

ほとんど完全に DNA 切断を阻止したのに対し,5

mM ないし50mM の高濃度においてその作用が露
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Fig.5.Effectofsodium formateon the
sedimentationpatternofDNA treatedby
AsA.ThesameasinFig.2.
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Fig.6.Effectorsodium formateon the
sedimentationpatternorDNA treatedby
AsAandCU皇+. ThesameasinFig.2.

められるに過ぎなかった.しかもAsA+Cu2+系での

切断に対する影響はAsA単独によるものに対する場

合よりも微弱であった.

4.チオシアン酸カリウム
またチオシアン酸カリウムも次式に従って作用する

･OH捕捉剤であるといわれている.

SCN~+.OH一斗.SCN+OH~

しかしこれもDNA切断作用に対する抑制効果 は

Fig.7に示すようにほとんど認められなかった.

5.亜酸化皇女

一方亜酸化窒素は水和電子の捕捉剤として知られて

おり,次式のように捕捉されると思われる.この水和

電子はパルス放射線分解に上ってその存在が実証され
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Fig.7.Effectof potassium thiocyanate
on the sedimentation pattern of DNA
treatedbyAsA orAsA andCUB+. The
sameasinFig.2.

たものであり,水中における寿命は H･,･OHにくら

べてかなり長く,非常に還元性に喜んでいるといわれ

ている.

e0-4+N20- N201+H20こ N20H+OH-

-N2+･OH+OH~

AsA ないしAsA+Cu2+ 系による DNA 切断に

対する亜酸化窒素の影響を同様に試験LFig.8に示

す.亜酸化窒素は気体であるのであらかじめ飽和させ

た蒸潜水を実験に用いたが,この場合亜酸化窒素の溶

解度 (20oC l気圧で lJ亜酸化窒素は 1.5Jの水に

溶解)から概算して反応液中の終濃度 3M とした.

この条件において亜酸化窒素も5%エチルアルコール

(Fig.4)とはぼ同程度の効果を示すことが認められ

た.

これらの結果は少なくもAsA ないしAsA+Cu2+

系によるDNA の切断にフ))-ラジカルが関与 して

いることを示す.この場合,0.5mMAsAでのDNA

切断は 50J̀M AETにより完全に抑制された. それ

に対して 50mMギ酸ナトリウムや5%ェチルアルコ

ールによってある程度の抑制効果は蕗められたが 50

βM AETの効果には及ばなかった.また Cu2+を加

えた 0.5mM AsA+50pM Cu2+系によりDNAの

切断は著しく強められたが,これに対するギ酸ナトリ

ウムの阻害効果は 5mM～50mM で AsA 単独によ

るDNA切断に対するものと同等もしくはやや低く,

5%ェテルアルコールでは同等ないしやや高いと思わ

れる程度に過ぎなかった.さらに 50JJM ないし 5

mM チオシアン酸カリウムではほとんど効果は認 め
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Fig.8.Effectofnitrousoxideon the
sedimentationpatternofDNA treatedby
AsA orAsA andCU皇+. Thesameasin
Fig.2.N20gaswaspassedthroughH20
tosaturationandemployedfortheexami-
nation.ConcentrationofN20inthereac-
tionmixturewasroughlyadjustedtobe3
M onthebasisofitssolubility.

られなかった.ギ酸ナトl)ウムやエチルアルコールな

いしチオシアン敢カリウムは ･OHに対し特異性があ

るのに対しAETの特性は明白でなく単にフリーラジ

カルに関与するといわれていることから,AsAによる

DNA切断には ･OHの関与が考えられるが必ずしも

主体ではなく他のラジカル種も推定される. しかし,

これらのラジカルが反応中間体であるのかあるいは

DNA鎖に直接作用しているのか,さらに後者であれ

ば DNA切断における塩基特異性はどのように理解

されるかなどの問題も解明を要すると思われる.

要 約

AsA ないしAsA十Cu2+ 系による DNA 切断に

対する二三のラジカル捕捉剤の影響をショ糖濃度勾

配遠心分離法または粘度法 によ り検討した.その結

果,チオシアン酸カリウムではほとんど効果はなかっ

たが AET のはか比較的に高濃度のギ酸ナトリウム,

エチルアルコール,亜酸化窒素などによって DNA

切断は阻害されることを認め,AsA によるDNA切

断にはフリーラジカルが関与していることを示した.
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Summary

EffectofsomeradicalscavengersonthebreakageofDNAbyascorbicacidor

ascorbicacidandCue+wasexaminedwithsucrosedensitygradientcentrifugation
orviscometry.ThedegradationorDNAbyascorbicacidwasdistinctlyinhibited

by2-aminoethylisothiouronium bromide.EveninthepresenceorCu2十,thebreak-
ageorDNAbyascorbicacidwasimpeded tosomeextentbyethylalcohol,so-
dium formateornitrousoxideofrelativelyhigherconcentration.However,effect
wasseldom observedwithpotassium thiocyanate.Thus,itwassuggestedthatcer-
tainfreeradicalmightbeconcernedinthebreakageofDNAbyascorbicacid.


