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緒 言

近年X線 をは じめ,放 射性物質の利用は著 し

く広範囲に及んでいる.即 ち, X線 診 断 をは じ

め,癌 治療や核医学に見 られる医学へ の応用の

みならず,放 射性 同位元素 の利用は極めて広 く,

更 に最近 では原子 力エネルギーの利用 と放射線

生物作用 の研 究,特 に防護方法に関す る研究に

は多 くの努力がみ られ る.

一般 に放射線生物作用 として注 目されるのは

遺伝子へ の影響であるが,同 時にラジカル反応

や その酸化作用に伴 う生体 内SH化 合物の酸化

も見逃す わけにはいかない.特 に放射線生物作

用 に対す る防護物質 としては, SH剤 の開発 と

して注 目され る如 くl),放 射 線照射に伴 うSH化

合物の生体内での動態が注 目されている.

生 体内でSH基 を大量に もつ蛋 白としては,

重 金属をキレー トし,シ ステインを大量に もつ

メタロチオネ インがあ る.メ タロチオネインは

いろいろな動 物の肝や腎よ り分離され2), 3),大

よ その分子量は10,000～6,000で6～8%の 金属

を含み, 30%の シ ステインをもつ蛋白質である4, 5)

しか し現在 このメタロチオネインの生理作用は

殆ん ど明らかではな く,一 つの可能 な作用 とし

てはZn代 謝に関係 し6, 7),ま た 金属 の解毒 作用

が考 えられている8).

この メタロチオネインは,一 般 に正常の肝に

は極めて少ないが, Zn2+, Cd2+あ る いはHg2+6,8)

の投 与に よつて合成が誘導 され, Zn2+の 体 内の

ホメオスタシスの役割 を成 している可能性 が示

唆されている7). X線 照 射は動物体 内のSH酸

化を誘導する1)こ とか ら,こ れ を保護す るため

に,メ タロチ オネインが誘導され るとい う生体

反応 も期待 され る.ま た最近 の研究9)で は,

 CC14や ストレスによつてもこの種の蛋 白が誘導

され るこ とか ら,放 射線照射動物肝でのメタロ

チオネインの誘導が予期 される.本 研究 はこの

様 な見解 のもとにラ ットにX線 照射 を行い,メ

タロチオネイン合成が肝において誘導され るこ

とを明 らかに したので,そ の結果について報告

す る.

材 料 と 方 法

1.材 料

実験材料には,ウ イスター系ラッ ト(体 重200

～300g)を 使 用 した
.

Zn2+やCd2+投 与 に よるメタロチオネインの誘

導は, ZnSO4・7H2O 10mg/kg体 重 を3日 間, cd

Cl2・H2O 0.25mg/kg体 重 を3日 間それぞれ腹腔

内に連続投与 し, 24時 間後に肝を摘出 して実験

に供 した. X線 照 射による誘導 は,実 験用東芝

X線 照射装置(Toshiba LMR-15) を用 いて

1,000レ ン トゲン照射後, 2. 5. 7日 目の肝 を

それ ぞれ摘 出し実験に供 した.

2.肝 ホ モゲネー トの上清分画

肝10gを4℃ の0.25M蔗 糖-10mM Tris-HCl

緩 衝 液(pH7. 4)60me中 で ホモゲナ イズし,

 100,000XG, 90分 間遠心分離 を行 い上清 を得 た.

この上清液(100m8蛋 白)を 更 にSephadex G75

の カ ラム(φ2.5cm×90cm)に チ ャー ジし, 50mM

Tris-HCl緩 衝 液(pH 8.4)で 溶出, 6.8meず つ

分画 した.

3.定 量

a. Zn2+及 びcd2+量 は,島 津原子吸光光度計
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(フ レーム分光光度計AA-630)で 測定 し

た.

b.ス ーパーオキサイ ドディスムターゼ(SOD)

は,　Beauchamp and Fridovichの 方法10)

に よ り, cyt. Cの 還 元量か ら測定 した.

c.蛋 白量の測定はLawry法11)に よ つた.

d.蛋 白の分析はLaemmli12)のSDS-ポ リア

ク リルア ミ ドゲル電気泳動法(SDS-PAGE)

に よつた.

実 験 結 果

1.正 常ラ ット肝ホモゲネー ト上清分画 のSe-

phadex G75分 画 におけるZn2+, SODの 分 布.

 X線 照射 に伴 うメタロチオネイン蛋白の変動

を検索するため,そ の対照群 として,正 常 ラッ

ト(5匹 の平均)肝 上清のSOD活 性 や,メ タ

ロチオネインを示す分子量10,000以 下 の分画に

おけ るZn2+量 を測定 し,そ の分画のパター ンを

調べた.

図1は その結果 を示す.こ こでSODはZn2+

を含 む酵素 として一般に認め られる細胞質蛋 白

である.図 に示す如 く, Sephadex G 75に よ り

蛋 白はボイ ドボ リュームか ら後の部分 に分子量

3万 前後のSODを 含 む分画 と,少 量の分子量

1万 以下の部分 に分け られる.

SOD活 性 は実験 を通 して比較的一定量認められ,

 Zn2+の 分 布は ボイ ドに多 くSOD分 画 と1万 以

下 の分画にわずかに認め られ る.こ の様なパ タ

ー ンは
,正 常 ラ ットではかな り安定 した もの と

して再 現性 が大 きい.

2. Zn2+投 与 に よりメタロチオネインを誘導さ

れたラッ ト肝上清のSOD, Zn2+の 分布

Zn2+投 与 はラ ット肝に強い メタロチオネイン

誘導作用のあることはよ く知 られた事実 であ り,

 X線 照射 によ り誘導 され るメタロチオネイン と

比較す るため, Zn2+誘 導 により示 される肝上清

分画のSOD活 性 及びZn2+の 分 布パ ター ンを求

めた.

図2は その実験結果 を示す. Zn2+投 与 による

メタロチオネインの誘導は顕著で,図 に示す如

く,メ タロチオネインの含 有す るZn2+が 分子

量10,000～6,000に 相 当す る部分 に著 しい.し か

し蛋白量の増加 は必ず しも認め られず,こ の分

画(Fraction 50～70)に メ タロチオネイン以外

の蛋白質が大量 に存在することを示唆す る.ま

たSOD活 性 は,正 常ラ ッ ト肝のそれ と殆んど

変わ らない.

3. X線 照 射ラ ット肝上清分画のZn2+及 び

SODの 分布 とその変動

図1.正 常ラット肝上清液のゲル濾過によるZn2+.蛋 白及びSOD活 性 の分布
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図2. Zn2+投 与 ラ ッ ト肝 上 清 液 の ゲル 濾 過 に よ るZn2+,蛋 白及 びSOD活 性 の 分 布

X線1,000レ ン トゲン1回 照射後2日 目の ラ

ット肝上清分画は, Zn2+及 びSOD活 性 の分布

パ ター ンにおいて,正 常 ラッ ト肝のそれ と比べ

殆んど変化が ない(図3-A).し か し照射後5

日 目ではZn2+量 で示 されるメタロチオネイン量

はかな り増大 し,ま た, SOD活 性 も対照のそれ

と比べ活性の上昇がみ られ る(図3. B).こ の

様 な変化 は照射後7日 目では更に大 き く,メ タ

ロチオネイン-Zn2+もSOD活 性 も著 し く増大 し

ている(図3-C).し か しSOD活 性 の増 大 の

方がはるかに顕著であった.

今, Fraction 50～70の 中 で, Zn2+量 が最 も大

きい分画の試験管7本 について 全Zn2+量 及 び

その分画 に含 まれ る蛋 白量を測定 し,メ タロチ

オネイン と考えられ る総Zn2+量,総 蛋 白量,蛋

白当 りのZn2+量 をX線 照射に伴 う経時的変化 で

示す と,図4の 如 くである.即 ち,蛋 白量 につ

いてはX線 照射に伴 う増加 として とらえること

はできないが,総Zn2+量 及 び蛋白当りのZn2+は,

いずれ もX線 照射 によ り経時的に増大す ること

が明 らかに された.

4. X線 照 射 ラッ ト肝に誘導された メタロチ オ

ネインの確 認

上記の如 く, X線 照 射によ りメタロチオネ イ

ンと考 えられる分画がか な り明確に増大するこ

とが明 らかにされたが,こ のZn2+で 示 されるメ

タロチオネインを更に確認する 目的で次の様 な

実験 を行 つた.即 ち,メ タロチオネインはcd2+

に対 する親和性が極めて高いため,肝 上清分画

を分離 した後その上清にcdCl2・H20を 添加 し,

 4℃ で24時 間 インキュベー トを行い, Sephadex

G75で 分 画 した結果,図5に 示す様 なパ ターン

を得 た.

図か ら明 らか なように,非 照射 ラ ット肝では,

 cd2+の 分 画はメタロチオネインに相 当す る部分

に殆ん ど認め られないが,X線 照射後5日 目の

メタロチオネイン-Zn2+が 増 加 してい るラ ッ ト

肝上清ではCd2+の 分 布が有意に認め られこの分

画がCd2+に 親 和性 をもつメタロチオネインであ

ることと,そ れがX線 照射で増大す るこ とが確

認 された.

このこ とを更に確実にする目的で, 14%の ア

ク リルア ミドゲルを含むSDS-PAGEに よ りメ

タロチオネイ ン分画相当部分 に含 まれ る蛋 白を

分析 した.そ の結果,図6に 示す如 く, Cd2+

で誘 導 されるラ ッ ト肝上 清メタロチオネイン分

画の蛋白と,X線 照射ラ ッ トやZn2+投 与 ラット

肝上清の メタロチ オネイン分画に含 まれる蛋白
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図3. X線 照射後のラット肝上清液のゲル濾過によるZn2+,蛋 白及びSOD活 性の分布

A: 2日 後, B: 5日 後, C: 7日 後
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図4. X線 照射後のメタロチオネイン分画の

Zn2+及 び蛋白量の変化

図1及 び図3よ リメタロチオネイン分

画と考えられる分画50以 後で, Zn2+量

が最大値を示す分画の前後7分 画,計

15分 画のZn2+及 び蛋白量を加算 した

結果を示す.

図5. X線 照 射 ラ ッ ト肝 上 清 液 にin vitroで

Cd2+を 加 え た場 合 のCd2+の 分 布

対 照 及 びX線 照 射5日 後 の ラ ッ ト肝上

清 液(100mg蛋 白)に0.3mM CdCl2･

H2O, 5mM DTTを 加 え, Trisに よ っ

てpHを8.0近 くに し, 4℃ 下24時 間 イ

ン キ ュベ ー トした 後 ゼ ル 濾過 し た.

は,と もに 全 く 同 一 パ ター ン を示 す.こ の 中 の

1で 示 さ れ る 蛋 白 は 分 子 量 的 にSODに 相 当 し,

 2, 3は そ れ ぞ れ 分 子 量

11,000及 び9,000に 相 当 し,こ れ が メ タ ロ チ オ

ネ イ ン で あ る と考 え ら れ る.な お,ピ ス ト ン は

分 子 量11,400の も の で あ る.

図6. Cd2+及 びZn2+投 与 な らび にX線 照射 ラ ッ

ト肝 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 分 画 のSDSポ リア

ク リルア ミ ドゲ ル電 気 泳 動 パ ター ン

Cd2+:Cd2+投 与 ラ ッ ト肝 の メタ ロチ オ ネ イ

ン分 画

X-RAY: X線 照 射 後5日 目の ラ ッ ト肝 の メ

タ ロ チ オ ネ イ ン分 画

Zn2+〓Zn2+投 与 ラ ッ ト肝 の メ タ ロチ オ ネ イ

ン 分 画

HISTONE: M･W11,400

バ ン ド1はSOD,バ ン ド2は 分子 量

11,000,バ ン ド3は 分 子 量9,000程 度.

考 察

現在,メ タロチオネインの生理活性についての

の十分な説明はなされていないが,上 記の実験

結果か ら,X線 照射に伴 いZn2+やCd2+投 与 と

同様に,ラ ッ ト肝細 胞内に メタロチオネインが

誘導 され るこ とはほぼ確実 と考えられ るデー タ

を得 ることが できた.た だ定量的研究 として,

その含有量が精製 された蛋白として測定されて

いたので,正 確な値 につ いては今後更に精 製さ

れた蛋白につ いて測定す る必要がある.勿 論,

本実験で示されたメタロチオネイ ン分画の蛋白

量は,実 験結果の項で も述べ た如 く,メ タロチ
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オネイン以外の蛋白が存在す るため,そ のX線

による経時的変化については意味がな く,ま た

蛋 白当 りのZn2+量 に ついて もその生化学的意

味はない.た だX線 照射 で誘導 されたメタロチ

オネインも, Zn2+やCd2+で 誘 導 された他の場

合のそれ と蛋 白分子 としては同一物 と考 えられ

Zn2+の み な らずCd2+も 結 合す る能 力が あるこ

とも明らかである.

さ て, X線 照射に伴 うメタロチオネイン分画

の増大が何に よるものであるかは現 在なお不 明

であるが, Weswigら9)が 示 す如 く,ス トレス

による可能性が大 きい.し か し同時に, X線 照

射 に伴 うSH化 合物の酸化に対する生体の防御

反応 である可能性 も残されている.

この外, CC14に よるメタロチオネインの誘 導

もス トレスとして取扱われているが,高 酸素圧

下 で もメタロチオネインが誘導され(未 発表 デ

ータ) , あ るいは指 質過酸化反応 と関係する可

能性 も残 されて いる.今 後,こ の誘導 された蛋

白の精製,照 射X線 の強度依存性,脂 質過酸化

反応 との関係, X線 照射の防御作用 との関係等

々多 くの問題が残 されているが,こ れ らの問題

解決のため 更に研究を進めたい.

結 論

X線 照射に より,ラ ッ ト肝におけるメタロチ

オネインの誘導に関す る研究 を行い次の結果 を

得た.

1. X線 照 射によ り,ラ ッ ト肝細胞において-

定 時間後に メタロチオネイン蛋 白が誘導され

る.ま たこれ と平行 して, SOD活 性 も増大

 す る傾向がある.

2.誘 導 されるメタロチオネイン量は, X線 照

射後の時間 とともに増大す る.

3.こ の メタロチオネインはZn2+を 含 むが,

 Cd2+と も結合す る能 力がある.

4.こ の メタロチオネインは, SDS-PAGEパ

ター ンか ら11,000と9,000の 分 子量 をもつ二

つの蛋 白か ら成 り, Zn2+誘 導 のそれ と同一の

泳動 を示す.
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Induction of metallothionein synthesis in the liver of rats 

by X-ray irradiation

Kaname A ONO

Department of Central Clinical Radiology

(Chief Director: Prof. M. Yamamoto);

Okayama University Medical School, Okayama, Japan

Experiments were carried out on the rat liver metallothionein induced by X-ray ir
radiation. The following results were obtained. 1) The metallothionein content of liver 

cells increased for a certain time after X-ray irradiation. SOD activity showed an upward 
trend in accordance with the increasing metallothionein. 2) The increase in metallothio-
nein content induced kept in certain level with the time course after irradiation. 3) This 
metallothionein contains Zn2+, and also has the ability to bind Cd2+. 4) The SDS-PAGE 

pattern indicated that this metallothionein consists of two subunits having molecular 
weights of 11,000 and 9,000 respectivily. Also this metallothionein showed the same 

electrophoretic properties as that of Zn2+-induced metallothionein.


