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　In　this　study ，　Escheri
’
chia 　coli 　mutant 　IM303 　 was 　used

to　detect　the　effect 　of 　pulsed 　magnetic 丘elds　through　reac −

tive　oxygen 　species．　 IM303 　is　a　mutant 　defective　in　the

superoxide 　dismutases　Fe・SOD 　and 　Mn −SOD ．　The 　strength

of　 the　exposed 　 magnetic 　 field　 was 　 O．06，0」 ，　 or 　O．13T ．
Trains　 of　lO　 or 　5　pulses 　of　 magnetic 　field　 at　intervals　of

O．05swere 　 applied 　 at 正Hz．　 The 　growth 　 of 　the　 mutant

was 　detected　by　 measuring 　 the　light　absorbance 　 at　600

nm 　every 　hour．　 After　six 　hours　of　exposure ，　cell　were 　cen −

trifuged　 and 　 tw （》dimensiona 置 gel　 electrophoresis 　 of 　the

proteins 　 in　E．　 coli 　 was 　 performed ．　 Two −dimensional　 gel
eiectrophoresis 　data 　 revealed 量ost 　protein 　in　the　exposed

samp ｝es 　of 　IM303 ．　 Their　growth 　rate 　did　not 　change 　with

exposure ，　 The 　results 　of 　this　study 　indicate　that　the　syn −

thesis　of 　proteins 　that　do　not 　change 　the　cell　cycle 　length
has 　been　altered．　 However ，　lethal　damage 　to　IM303 　did

not 　occur ．

Key 　words ： pulsed 　magnetic 　field，　superoxide 　dismutase，
Ecoti，2D・electrophoresis

1。は じ め に

　電 磁 環境の 人体影響が 問題 に な っ て い る今 日，基礎 的研究 と

して ，生 物材料 を 用 い て 磁場 の 影響 を 調 べ る こ と は重 要で あ る

と思われ る．これ まで さ まざま な研究が 行わ れ て い る が，はっ
　も
きり した 結論 は得 られ て い ない

1
 

　本研究で は ， SOD （Superoxide　dismutase）の 活性 を欠 損 し

た大腸菌 （IM303）2）を用 い て，活 性酸 素 を介 した変 動磁 場 の 大

腸 菌 に 及 ぼす影響 を検 出す るこ とを試 みた．活 性酸素 に よ る細

胞の 受 ける傷害 と して は DNA 障害や ，酸化に よ る蛋白質の 不

活化な どが ある．この よ うな活性酸素に よ る 障害か ら細胞を守

るた め に，活性酸素除去酵素で あ る SOD は存 在 す る．

　生物 の もっ SOD は活 性 中心 に 金 属 を もっ 金属 酵素 で あ り，

大 腸 菌 に は Fe −SOD ，　Mn −SOD が 存在 す る．大腸 菌 IM303 は，

こ の い ず れの 酵素 活性 も欠 損 して い る株で あ る．これ を 用 い，

変動磁場あ る い は そ の 誘導電流に よ っ て，菌体内で 活性 酸素 が

増 産 され た り活性 酸素 の 寿 命が 伸 びる こ とに よる菌 体 の 生存 率

の 変化が 起 こ る か ど うか を検 出 した．さ らに 菌 体 蛋 白 の 2 次

元 電 気泳動 を行 う こ と に よ っ て ，蛋 白発現 レ ベ ル で の 変 化 の 検

出を行 っ た．

　 さ らに，誘導電流の 大きさ の 違い に よ って 影響の 差 を検出す

る こ とを， 半径の 異 な る シ ャ
ーレ を同心 円状 に 置 き，その 中で

培養を行 うこ とで 試み た．

2．方

2．1　 曝磁装 置 と磁 場 の 強度

法

　曝 磁 装 置 の 概 略図 を Fig．1 に 示 す．磁 場 発生 装 置 と して ，

水 冷式 ヘ ル ム ホ ル ッ コ イ ル を装 着 した 連続磁気刺激装置 （日本

光 電社製，AAA ・10718） を 用 い た．キ ャ パ シ タバ ン ク を 蓄え

た電 荷 をサ イ リス タ ス イ ッ チ を通 して コ イ ル に放電 す る こ とに

よ りパ ル ス 磁場を 発生 さ せ た．磁 場強度 は 0．66 ，0．1，ま た は

0．13T と した．コ イ ル を流れ る電 流 は 2 相 牲 で ，そ れ ぞ れ 波

の 時間幅 は 120μ s で あ る．パ ル ス 間 隔 0．05s で 10　count

（37℃，0．13T 条件下 で は 5count）の パ ル ス 磁場を 1Hz の 頻

度で 発生 させ た，Fig．2 に コ イ ル を流 れ る 電流波形 と誘導さ

れ る電界 の 波形 （1周期）を示す．培養槽 と して，分光光度計

用 3m ‘の ガ ラ ス セ ル を用い た．こ れ を コ イ ル 内 に 入 れ，温水

循 環 に よ っ て 温 度 コ ン トロ
ール を行 っ た．循環 温水 の 温度 制御

の 精度 は ± 0．1℃ で あ る．磁 気 刺 激装置 を 連続的に 動か すた

め の ト リガ ー発生 装 置 と して は Neuropack 　E （日本光電 社製，

MEB −5504） を 用 い た．

　22 　培養方法

　菌体 は 37℃．100　rpm で 16 時 間振蘯 培養 し，翌 日新 しい 培

地に 100 倍希釈 した後，
6 時間磁 場 に 曝露 した．磁 場 曝 露 中

は静置培養を行 っ た，培地 は Lbroth （10gTrypton ，5gBac ・

to−yeast　extract ，　5　g 　NaCl　per　liter，　pH 　7．3〕を用 い た．

　 37℃ で の 曝 露 に お い て は，2．1 に 述べ た 培養槽 を 用い
，

25℃ で の 曝露に お い て は，室 温 を 25 ± 0，5℃ に 保 っ た実験 室

内で，シ ャ
ー

レ を用い て培養 を行 っ た．

　 2．3　菌体の増殖速 度 の測 定

　増 殖速 度 は分光光度計（Shimadzu 社製，　DoubleBeam 　Spec−

trophotometer 　UV −180）を用い ，600　nm で の 吸光度の 時間

変 化で 測定 した．

　 2．4　菌体蛋白の 2 次 元電気 泳動

　 培養後 の 菌 体 を 2 分間 15000rpm で遠心 分離 し，　PBS 　buff・

er で 2 回 洗浄 し，　 sample 　se ！ution （6　g　urea ，3，l　g　thiourea ，

1mt 　lO％ Triton　X −100，38　mg 　DTT ／20　m ’）に 溶 解 し，蛋

白質を 抽出 した 後で，2 次元 電気 泳動 を行 った．使 用 した 装置

は，Multiphor　1【 （フ ァ ル シ ア 社製）で あ る．1000V で 1時

間の 泳動の 後，
2300V で 16時 間の 泳 動 を行 っ た．

　 1次 元 目の pH 勾 配 は 4〜7 で あ る．2 次元 目の 分子量で の
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一 砿蠶論器 ：
Fig．1　 日 elmholtz 　coil 　and 　incubator 　for　E．　coli．　 Incu・

bator　was 　set 　in　the　center 　of　the　coiL

分離は，stacking 　gel，　separation 　geLに そ れぞ れ 4、7％，　l　l％
の acrylamide を 用 い ，17kD か ら 120　kD で 行 っ た，2 次 元

目 は SDS ・PAGE で あ る．25mA で 45 分 の 泳動 の 後，35　mA

で 1 時間 45 分の 泳動を行った．

　 ゲ ル の 染 色 は，銀 染色 法 に よ っ た．

　2．5 誘 導電流 の強度 の 差 に よる影響 の 違 い の 検出

　Fig．3 に，　 dl（‘レd’＝80A ／μs 時 の 電 界強 度の 分布 図 を示す．

本実験 の 条件下 で は，円形 状の 培地に 誘導 され る渦 電流 の 大 き

さは培 地 の 電 気伝導法お よ び 半径に 比例す る．そ こ で ，誘導電

流 の 強度 に よ る影響 の 差 を検出す るた め に，同心 円状 に ，直径

5cm ，8cm の シ ャ
ー

レ を 置 い て そ れ ぞ れ に，培地 10ml ，20

ml を入 れ て 菌体 の 培 養 を 6 時 間 行 っ た．そ の 後，菌 体蛋 白の

2 次元 電気 泳 動 に よ る比 較，検 討 を行 った．培 養 は 室 温 を 25

± 0，5℃ に 保った 実験室 内で 行 っ た．

3．結 果
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　3，1　菌体 の 増殖

　菌体 の 増殖曲線 を Fig，4 に 示 す．横 軸 は 時 間 を，縦軸 は

600 　nm の 吸 光度を表す．大腸菌の 前培 養 は コ ロ ＝ 一か ら菌体

を取 り出す こ とか ら始 め る た め，磁場中で の培養の 絹 始時点 で

の 吸光度値 に は ば らつ きが 生 じた，こ の た め Fig．4 に は 1回

の 試行で の み の 結 果 を示 して あ る．吸 光 度 は す べ て 最低 2 回

の 測定 の 平 均値 を と り．こ れ を プ ロ
ッ ト した ．測 定 に 際 して

Fig ．3　Spatial　distribution　 of 　ind」 ced 　e ］ectric 　fieLds，

は，サ ン プ ル を 5 回 上
一
ドに振 る こ とで か くはん し，曝磁 群，

コ ン ト ロ ール 群 の吸光度を交 9 に 最 低 2 回 ずっ 測定 した．菌

体 の 増 殖速度 そ の もの へ の 明 らか な 影響は 見 られ な か っ た ．7

回 の 実験に お い て ，そ れ ぞ れ の 測定 値 は 3％ 以 内の ば らっ き

を も っ て い た．曝 磁群と コ ン ト ロ ール 群 で の 測定値 （平均値 ）

の 差 はば らっ きの 範囲内に 入 っ て い るた め，極微少 な差 が 磁場

に よ っ て 生 じて い る場合は，影響は 検出 で きな い こ とに な る．

　3．2　2 次 元電気泳動

　磁 場強度 0．13T で t 培 養 温度 25 ℃ お よ び 37℃ に お け る，
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Fig．5　Tw 〔レdirnensional　polyacrylamide 　geゆ atterns

of 　 proteins ： ｛A ）control 　IM303 ．〔B〕 exposed 　 IM303 ．
37℃ ；0．13T ．　The 　arrows 　po 孟nt 　tQ　the　spot 　that　is　elon −

gation　factor　TU ．

蛋 白質 電気 泳動 の 結果を Fig．5，　Fig．6 に 示 す．四 角 で 囲 っ て

あ る部分で ，曝磁群 に おい て は ス ポ ッ トが 消失 して い る か に 見

え る，2 次元 電 気 泳動 蛋 白質 デ ー
タ ペ

ー
ス （SWISS −2DPAGE ）

で ，こ れ らの ス ポ ッ トの 検索を行 っ た が，蛋白質の 同定 はで き

なか っ た，しか し，37℃ の 温 度条件に っ い て は，同時 に電 気

泳 動 を行 っ た コ ン トロ
ー

ル St　3，曝磁 群 3 の サ ン プ ル の うち，

1．3T に曝露 した サ ン プ ル ー
っ で の み，　 Fig．5｛B＞の ス ポ ッ ト分

布 を 示 し て い た た め，磁場 強度 の よ り高 い 条件 に お い て 消失 ス

ポ ッ トがあ るか に 見 え た．そ の 後得た 合計 14 サ ン プ ル の 電 気

泳動 デ ータ は，コ ン トロ
ール 群，曝磁 群 の い ず れ に お い て も

Fig．5（B）で 示 し た デ
ー

タ と同 じで あ った．つ ま り，ス ポ ッ ト

は 消失 した と い うよ り は，ア ーチ フ ァ ク トが 出現 した 可能性 が

示唆 さ れた．

　3．3 誘導電流の 差に よ る影響の 違い

　2 次元電気泳動 に お い て 得 られ た結果を，装 置 の 発生す る誘

導電流の 大 きさ の 違 い に よ っ て 分 離す るため に ，半径 の 異な る

二 っ の 円形 シ ャ
ー

レ を同心 円上 に 置 い て磁場に 曝露 した．そ の

結 果，シ ャ
ー

レ の 大 きさに 関わ らず，同
一

の 蛋白ス ポ ッ トが 消

失 して い た．25℃，0．13T の 条件下で は，誘 導電 流の 差 に よ る

影響 の 違い は検出で きな か っ た．
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42kD 嚇

30kD
貞 崛

17kD 鰍 ．
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42kD 　 鳥 g

30kD 齒一

7．0 pH 4．0

s‘

17kD 簡　 　 ●

Fig．6　Twodimensional 　 polyacrylamide　ge】paterns

of　proteins： ｛A） control 　IM303 ，（B）exposed 　 IM303 ，
25℃； 0．13T ．　 The 　arrows 　point　to　the　spot 　that　is

elongation 　factor　TU ．

4．考 察

　本研究で は，環境曝露 され うるよ り も強い パ ル ス 磁場を用い

て ．活性酸素 を介 した磁場 の 影 響を菌体の 増殖お よ び，菌 体蛋

白の 発現 レ ベ ル で 検出 しよ う と した．今回 曝露 した磁 場 の 条件

下で は．大腸 菌の 増殖の そ の もの へ の 磁場 の 影 響 は検出で きな

か っ た．お そ ら く今回用 い た磁 場 条件で は，菌体内に おい て，

生存 そ の もの を危 う くす る よ うな 活性酸素の 増産な どは 起 こ っ

て い な い もの と思 われ る．しか し，0．1mT ，60　Hz の 変動 磁 場

に よ って ，フ リーラ ジ カ ル の 寿命 が 伸 び る と い う報告 もあ

り
S｝，よ り弱 い 磁 場に よ っ て 影 響 が あ る 可 能 性 も 否定で き な

い．また，薬剤 処理 に よる蛋 白合成 の 阻害が 生物 1丿ズ ム の 位 相

変化は ひ き起 こ さな い と い うア カ パ ン カ ビ に 関す る報 告
4）
に 見

られ る よ うに ，増殖能 に 変化が 見 られ ない か らとい っ て 菌 体内

部で 何 も起 こ っ て い な い と い う こ と は で きな い の は い う ま で も

な く，さ らに，詳細な研究を行 う必 要 が あ る．

　IM303 に お い て 磁 場 存在 下 の 培養 に お い て ほ とん ど消失 し

て い た蛋白質 は，合成阻 害を受けて も菌体の 生 存を危 う くした

り生 物 の リズ ム を駆動 して い く鍵 と して 存在 して い るよ うな 蛋

白質で は な い と思 わ れ る．デ
ー

タベ ース に よ る検索 に よ る と現
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在 まで に 同定 さ れ て い な い 未知 の 蛋 白質で あ った．この こ と よ

り変動磁場あ る い は そ の 誘導電 流 に よ る大腸菌に 及ぼ す影響の

経路は，未知の 物 質 を介 した経 路 で あ る可能性 もあ る と い え

る．さ らに ，本研 究で は磁 場の 影響に よ って 蛋白発現 レ ベ ル で

の現 象を示す こ とはで きるが，中間段 階で 何が 起 こ っ て い る か

を 明らか に はで きな い ．

　37℃，O．06，0．lT の よ り低 い 磁場 条件 に お い て，出現 して い

る 蛋臼ス ボ ッ トは，ア
ー

チ フ ァ ク トで あ る可能性 が高 い ．しか

し，よ り 低い磁場条件で 培養 した 菌体蛋 白の うちあ る種 の もの

が電 気泳動 に よ って 修飾 を 受け や す くな っ て い る 可能性 も完全

に 否 定 は で きな い ．プ ロ テ ア
ーゼ の 影響を な る べ く遮断 し た上

で さ ら に デ ー
タ を積み 重ね る 必要が あ る，実験条件で 制御 し切

れ て い な い 要 素が 存 在す る可能性は ある とい え る．

　誘導電界の 強度 は磁 場 強度 O．13T の ときで，コ イ ル 直下で

最大 100V 〆m を 生 じる．培地 の 電 気伝導 度 は，32℃ で 1．2　S，

，

m な の で，電流密度は コ イ ル 中心 か ら 4cm で 120 　A ！m2 ，中

心部 で は O　Alm ！
で あ る．しか し，本研究 で は，菌 体が 受 け る

電界 の 差 に よ る影響の違 い は 検出で きなか っ た．また，蛋 白発

現 に おい て見 られ た結 果が．誘導電界 に起因す る の か 磁場 そ の

もの に よ る の か を結 論づ け る こ と もで き な い．

　ま た，TGI ，lnutL と い っ た 他 の 種類 の 大腸 菌 に お い て も蛋

自ス ポ ッ トの 消失 は見 られ て い る
S、これ ら に共通 して 見 られ

る の は，影響 の 経路 はわか らな い もの の ，蛋白質の 台成阻害 と

して 磁場が 検出され て い るが，菌体の 増殖能に は大きな 影響が

見 られ な い こ とで ある．活性酸素を介 した 影響 に つ い て は実 験

条件を変 え，さ らに系 を検討 し進 め て い く予定で あ る，

　謝 辞 大腸菌 IM303 を快 く譲 渡 して くだ さ い ま した，京

都大学．1：学部　今中忠 行教授 に 深 く感 謝申し上 げま す．ま た，
2 次元 電気泳動装置 を 快 く使 わ せ て くだ さい ま した 東京大学理

学部　神谷　律教授 に 深 く感謝 申 し上 げます．
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