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Generation of hydroxyl radical in Cu(II)−H2O2 system and 
behavior of microorganisms in the system. 
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Behavior of microorganisms in Cu(II)−H2O2 system were examined using DMPO as spin traps.  
In lower Cu(II)−H2O2−DMPO system (1 mM Cu), DMPO-OH derived from hydroxyl 
radical-trapping was mainly observed.  However, in higher Cu(II)−H2O2−DMPO system (4 mM 
Cu), most of DMPO-OH was derived from the nucleophillic addition of water molecule.  
Neutron irradiation of Cu(II) ion did not affect the DMPO-OH formation.  Stable Cu(II) 
complex of phthalocyanin, which could produce 64Cu recoil atoms by neutron irradiation, did not 
generated DMPO-OH in Cu(II)−H2O2−DMPO system.  Thus, the effects of microbial cells on 
hydroxyl radical generation were examined in lower Cu(II)−H2O2−DMPO system.  ESR signal 
intensity of DMPO-OH in the system was heavily decreased by the addition of microbial cells.  
Its decrease effects were far larger than that in UV irradiated−H2O2−DMPO system.  The 
microbial cells having higher ability to sorb copper showed relatively smaller ID50 values 
indicating the microbial amounts which decreased the signal intensities of DMPO-OH to half of 
those in non-microbial.  These results suggested that the generation of hydroxyl radical would 
be concerned with the strength of coupling between Cu(II) ion and microbial cells. 
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緒言 
 銅は, 生体において必須元素であると同時に

毒性元素でもある。[Cu, Zn−SOD]－スーパーオ

キシド, 銅ペプチド錯体－スーパーオキシドな

どの系でヒドロキシルラジカルを生成すること

が報告されており 1,2)、これが DNA 切断、リン脂

質過酸化などを経て、生体に障害を引き起こす

ものと考えられる。また、抗酸化能が高いとさ

れている茶カテキンでも、Cu(II)イオン存在下で、

ヒドロキシルラジカルを生成することが報告さ

れている 3)。一方、筆者らは、これまでに, 微生

物が銅イオンに対して高い親和性を示すこと、

微生物中銅の大部分が細胞表面タンパク質のア

ミノ酸残基に結合していることを見出した 4)。こ

の銅イオン親和性がヒドロキシルラジカル消長

に及ぼす影響を調べることは、銅イオンと生体

系の相互作用の解析の手がかりになると考えら

れる。本報告では, 2 価銅を含むヒドロキシルラ

ジカル生成系(Cu(II)−H2O2 系)での微生物の挙動

について検討した。 
方法 

 微生物菌株(東京大学分子細胞生物学研究所

IAM カルチャーコレクション)を 3 日間培養し, 
得られた菌体を生理食塩水で洗浄した後, 以後

の実験に用いた。用いた培地は、肉エキス 3 g/l, 
ペプトン 5 g/l, 塩化ナトリウム 5 g/l である。銅

は硝酸塩を用い, 日本原子力研究所 JRR−4 炉 T
－パイプ(中性子束 5.7×1013 n/cm2 sec)で 10分間

照射して中性子放射化銅を得た。スピントラッ

プ剤DMPO (5,5,-dimethyl-1-pyrroline N-oxide) は, 
ラボテック社製のものを用いた。微生物菌体懸

濁液に, 過酸化水素(100 mM), DMPO (100 mM)
を加え, 生成した DMPO-OH を日本電子製 JEOL 
JES TE−100 型分光器で ESR 計測した。ESR 測定

条件は, 共鳴周波数 9.43 GHz, 外部磁場 334.5 
mT, 磁場掃引幅 ±5 mT, 磁場変調周波数 100 
kHz, 磁場変調幅  0.1 mT, マイクロ波出力  8 
mW である。また, 微生物菌体懸濁液に, 過酸化

水素(10 mM), DMPO (10 mM)を加え , Radical 
Research 社製光ファイバー式 UV 照射装置

(RUVF−203S, 200 W Hg-Xe lamp)で波長 365 nm
の紫外線を 2 秒間照射し , 1 分後に生じた

DMPO-OH を ESR 計測した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig. 1.  ESR spectra of aminoxyl radicals observed 
in Cu(II)−H2O2−DMPO system.  
1-4 mM Cu(II), 100 mM DMPO, 100 mM H2O2 were mixed 
for 10 min.  (a) Cu(II) 1 mM; (b) Cu(II) 1 mM, DMSO 
20 %; (c) Cu(II) 4 mM, DMSO 20 %; (d) Cu(II) 1 mM, 
MeOH 20 %; (e) Cu(II) 4 mM, MeOH 20 %. 

 
 

結果・考察 
1. Cu(II)−H2O2−DMPO 系におけるアミノキシル

ラジカル生成反応 
 Cu(II)−H2O2−DMPO 系において, DMPO-OH は, 
ヒドロキシルラジカルのスピントラップ反応だ

けでなく, 水分子の求核付加反応によっても生

成することが報告されている 5)。そこで, まず, 
該系での反応を解析した。Cu(NO3)2 (1 mM), 
DMPO (100 mM), H2O2 (100 mM)を混合すると, 
DMPO-OH の ESR 信号が観測され, 時間ととも

に減衰した(Fig. 1)。この系に(CH3)2SO (DMSO)
を加えると, DMPO-OH の信号はおよそ 1/2 に減

少し, DMPO-CH3 の信号が現れた。Cu(II)の濃度

を 4 mM にすると, DMPO-OH はそれほど減少せ

ず, DMSO を加えても DMPO-CH3 は現れなかっ

た。1 mM Cu(II)系に CH3OH (MeOH)を加えると, 
DMPO-OH の信号は極めて小さくなった。4 mM 
Cu(II)系に MeOH を加えると, DMPO-OH はおよ

そ 1/2 に減少し, 求核付加反応により生成した

DMPO-OCH3の信号が現れた。C2H5OH (EtOH)を
加えた場合も同様な結果が得られた。観測され



たアミノキシルラジカルの hfsをTable 1に示す。

これらの系では, 以下のような反応が起こって

いるものと考えられる。 
 (1) 1 mM Cu (II)系 (ラジカル反応)5) 
  Cu(II) + H2O2 → Cu(I) + H+ + HO2· 
  2HO2· → 2O2

· + 2H+ → H2O2 + O2 
  Cu(II) + O2

·  → Cu(I) + O2 
  Cu(I) + H2O2 → Cu(II) + ·OH + OH– 
  DMPO + ·OH → DMPO-OH 
 (2) 4 mM Cu (II)系 (求核付加反応) 
  DMPO + Cu(II) → DMPO-Cu(II) 
  DMPO-Cu(II) + H2O → DMPO-OH + Cu(I) + H+ 
これらの結果から, 低濃度 Cu(II)−H2O2−DMPO
系(1 mM Cu)では, 主にヒドロキシルラジカルと

の反応により DMPO-OH が生成するが, 高濃度

Cu(II)−H2O2−DMPO 系(4 mM Cu)では, 生成した

DMPO-OH の大部分は, 求核付加反応によるも

のであることがわかった。Hanna らは, H2
17O を

用いた実験で同様の結果を得ている 5)。 
 
 
Table 1.  Hyperfine coupling constants of the 
aminoxyl radicals observed in Cu(II)−H2O2−DMPO 
systems.  
 
Aminoxyl radical    Reaction     hfs  (mT) 
                 conditions a(N) a(βH) a(γH)

DMPO-OH 
DMPO-CH3 
DMPO-CH2OH 
DMPO-OCH3 
DMPO-CH(OH)CH3 
DMPO-OCH2CH3  

 (a) 
 (b) 
 (c) 
 (d) 
 (e) 
 (f) 

1.49 
1.60 
1.57 
1.45 
1.58 
1.45 

1.49 
2.29 
2.24 
0.96 
2.20 
0.94 

 
 
 
0.13
 
0.14

 
(a) 1 mM Cu in water, (b) 1 mM Cu in 20 % DMSO,  
(c) 1 mM Cu in 20 % MeOH, (d) 4 mM Cu in 20 % MeOH, 
(e) 1 mM Cu in 20 % EtOH, (f) 4 mM Cu, 20 % EtOH. 
 
 
 生体に及ぼすヒドロキシルラジカルと放射線

の複合効果を検証するための予備試験として, 
中性子照射し生成した 64Cu (1345.5 KeV, 半減期 
12.8 時間)を含む Cu(II)−H2O2−DMPO 系について

同様の実験を行ったが, 非照射 Cu(II)との間に差

異は認められなかった。ホットアトム効果によ

るγ線強度の増加が期待される Cu(II)−フタロシ

アニンについても実験を行ったが 6), 該錯体は安

定 で あ り , Cu(II) の還元反応が起こらず , 

DMPO-OH の信号は観測されなかった。 
 
2. Cu(II)−H2O2−DMPO 系での DMPO-OH ラジカ

ル生成に及ぼす微生物菌体の影響 
 上述の結果から、主にヒドロキシルラジカル

由来の DMPO-OH ラジカルが生成すると考えら

れる低濃度Cu(II)−H2O2−DMPO系(1 mM Cu)に微

生物菌体を加えると, DMPO-OHのESR信号強度

は急速に減少した(Fig. 2)。この減少効果は, 微生

物の種類によって異なるが, いずれも卵製アル

ブミンよりは小さかった。一方、UV 照射− 
H2O2−DMPO 系における DMPO-OH の ESR 信号

強度の減少の度合いは Cu(II)−H2O2−DMPO 系に

比 べ て 小 さ か っ た (Fig. 3) 。 こ れ は 、

Cu(II)−H2O2−DMPO 系での減少が、微生物菌体に

よるヒドロキシルラジカルの直接的消去でない

ことを示唆している。同様な結果は、ウラン−過
酸化水素−微生物系でも見出されている 7)。また、

Table 2 に示したように, 微生物菌体による銅集

積量が大きいものほどDMPO-OH量が1/2になる

菌体量 (ID50) が小さくなる傾向が認められた。

これは, Cu(II)と微生物菌体の結合作用により, 
ラジカル反応, 求核付加反応が阻害されたこと

によると考えられる(Fig. 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig. 2.  Effect of Arthrobacter cells on DMPO-OH 
signal in Cu(II)−H2O2−DMPO system.  
1 mM Cu(II), 100 mM DMPO, 100 mM H2O2, and 0.2 
mg/ml of Arthrobacter cells were mixed. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig. 3.  Effect of microbial cells on DMPO-OH 
radical generated in Cu(II)−H2O2−DMPO and UV− 
H2O2−DMPO systems.  
1 mM Cu(II), 100 mM DMPO, 100 mM H2O2, and 0 - 0.5 
mg/ml of microbial cells were mixed.  10 mM DMPO, 10 
mM H2O2, and 0 - 2 mg/ml of microbial cells were mixed 
and UV was irradiated.  ●(Cu), ○(UV) Arthrobacter;  
▲(Cu), △(UV) Bacillus; ■(Cu), □(UV) Micrococcus. 
 
 
 

Table 2.  Effect on hydroxy radical generated in  
Cu(II)−H2O2−DMPO and UV−H2O2−DMPO 
systems and copper biosorption by microbial cells. 

 
Species  ID50 (mg/ml) Cu sorbed
  Cu(II)  UV (μmol/g)*

Arthrobacter nicotianae
Bacillus subtilis 
Citrobacter freuindii 
Corynebacterium 
          glutamicum
Escherichia coli 
Micrococcus luteus 
Pseudomonas stutzeri 
Zooglea ramigera 
Egg albumin  

 0.13 
 0.11 
 0.31 
 1.2 
  
 0.27 
 0.15 
 0.17 
 0.18 
 0.06 

  2.1 
  2.3 
  2.3 
 5～6 
 
  1.7 
  2.5 
 2～3 
 2～4 
  0.75 

   603 
   327 
   212 
    98 
  
   287 
   529 
   361 
   362 
   ----- 

 
Cu(II) (1 mM), microbial cells (0～2 mg/ml), DMPO (25 
mM), and H2O2 (25 mM) were mixed, and the ESR 
spectrum of the mixture was measured.  ID50 (mg/ml) 
indicates the cell concentration when the ESR signal 
intensity of DMPO-OH is the half of that for no-microbial 
cells. * : see ref. 4. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig. 4.  Behavior of microbial cells in 
Cu(II)−H2O2− DMPO system. 
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