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Ⅰ　諸 論

原子力発電の全国的 な実 用化 もすでに着 々 と実現

しつつ あるわが国の産業界 において,原 子力産 業に

お ける衛生管理 に対す る期待 は,日 一 日と増大 しつ

つ ある.1…5)

1969年 にわが国で行なわれた国際産業 医学会 にお

いて も,こ の面 に関 す る研 究が きわめて活発に討 議

された.し か しその内容は現 場におけ る実践的な管

理 方策 と と もに,放 射 線 障害 の作用 メカニズ ムの

解 明 と防禦 に関す る基礎的な研究な ども同時に討議

された点 に特徴 があ り,こ れは放射線産業に関す る

衛生学的 なア プローチが今 日なお,歴 史が浅 く,原

子力 の実践的 な応 用の急 ピ ッチな進展に伴 う放 射線

産業医学 に対 す る要求 とこれに対す る態 勢整備の ア

ンバランスの実態 を示 して いると考 えられ る.1)

従来放射線 の防禦 に関 しては,物 理的な方策が採

用 され てい るがPattら6)が,動 物実験によ る化学

的防禦剤 の研究 を報 告 して以来今 日まで数多 くの化

学 的防禦剤 が開発 されつつ ある6…20).しかし今日なお

化学的 防禦剤 の応 用は,薬 剤の毒性およ び利用方法

上 の諸 条件 な ど数 多 くの未 解明の問題が あ り,実 用

段 階にある とはいえないが4),この面の研究の開発 は,

産 業医学 および衛生 の分野 において,従 来物理的な

防禦 によってのみその予防対策 を考 えていた数多 く

の職業病 対策に対す る,よ り積極的な化学的手段の

可能性 を認め得た もの として意義 はきわめて大 きい

ばか りでな く,生 体内 にお ける障害の メカニズ ムの

解明に も数多 くの成果 をあげ うることがで きた点,

今後 さらに精力的 に取 り組 まな けれ ばな らない当面

の課題 とい えよう.

Ⅱ　研 究 目的

放射 線障害 に対する化学的防禦剤 に関す る研究 は,

上記 したよ うに数多 くの重大 な意義 を有 してお り従

来の研究 成果 が これを裏 づけてい るが,放 射 線障害

の メカニズムの解明 に伴 う系統的 な新 しい防禦 物質

8…12)の開発が進 められ るに従
って,放 射線 障害 の生

体 におよぼす影響 の評価 に関 して,従 来 の動物実験

によ る生存率 では,あ ま りに も包括 的であ ることが

反省 され,そ の影響 をよ り単純化 した評価方 法が,

実験 手技 の高度化 に伴 ってます ます強 く要求 され る

に至 った と考 えちれる.

その要求 に応 える ものと して,動 物実験 におけ る

生存 率 との対比 においてin vitroの 現象 の究 明 が

試み られてお り,こ れを基礎 に して組織培養 法の応

用が13…21),この面で も飛躍 的 に拡大 しつつあ る.特

に近年の組織培養 法の実験 手 技 の進 展 に伴 ってin

 vivoの 結果 とin vitroの 結果 の差 その ものの要因

の解明 も進 み, in vitroの 実験がそれ自体 として独

立的に意義を もつに至 った といえよ う.

しか し単純 化 した とはいえ組織培養 法 も,生 体現

象の観察であ り,そ の評価 については今なお検討 が

不充分で あり,動 物実験 における生存 率 と同様,数

的な変化 として細 胞数 を測定 す ることに終止 してい

る感があ り,こ の点 さらに異 った立場 か らの アプロ

ーチが要求 されてい る.

今回著者は,こ の分 野での組織培養 法の大幅な応

用が進みつつあ る現状 の中で,放 射 線障害 の数量的

評価の指標を検討 す る目的で研究 を実 施 した.ま た

同 時 に この研 究 成果 の 上 に,化 学 的防禦剤 として

AET (S-2-Amino ethylisothiuronium bromide)

を用い,そ の防禦 効果 について これ ら指標 を用いて

検討 を行な った.培 養 された細 胞 を用いて,放 射

線の生物学的効果,あ るいは他の因子によ るそれの

修飾効果 を検討 しよ うとす る立場にたつ とき,い か

なる指標 によ ってその効果 を適確 に判定 した らよい

か は実際的に はきわめて困難 な課題で ある.

今回 は,細 胞浮遊液培養法によ り培養 されたL細

胞 を用 い,そ れ に対す る放射 線効果の判定指標 と し
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て細胞数計測の他,細 胞容積,お よび細 胞DNA量

の経過 を照射線量 別に追跡 す るとともに, 3指 標間

の相互関係 を統計的 に検討 した. Dewey21)ら は,組

織培養法 を導 入して行なわれ る生化学 的実験 によ く

使用 されて い るclone法 な らびに細胞 浮 遊液 培 養

法の両者 を比 較検 討 し,細 胞浮遊液培養法 にあって

は,放 射線照射 後の測 定時期の差 によって細胞数 が

著明 に変動 す ることを指適 した.し か し細胞 を構成

するその内容 とい うべ きものの変化 につ いて は検討

するにいた ってお らず,し たがって細胞数の変化 と

平行 させて細胞その ものの変化 を他の側面か ら多角

的に追 跡 した研究 はいまだ数少 ない25…30).

放射 線照射 による培養細胞数 の変化 につ いては,

安東19…20)が放射 線 障害 に対す る化学的 防禦剤効果

をス ク リー ニングす る実験 において,著 者 とほ とん

ど同一の培養条件下 にあったL細 胞 につ いて実験 し,

細胞計数値の バラツキの範 囲を統 計的 に検討 して報

告 して いる.著 者 は この研究成果 を参照 しつ つ,細

胞総体の代表値 の一 つ としてその容積,な らびに細

胞構成分の代表値 の一 つ としてのDNA量 を選 んで

測定 し,細 胞数以 外のよ り有効 な判定 指標 の確 立を

目的 として実験 を行 な った.

Ⅲ　研究方法

培養L細 胞 を用い これに60Coの γ線の照 射 を行

い,培 養細胞系 におけ る放射線効 果の評 価指標 とし

て細胞数,細 胞容 積およ びDNA含 量の経時 的推 移

を検討 した.

A　 使用細 胞な らびに培養条件

使用細胞 は岡山大学医学 部衛生学教室 において継

代培養 したL株 細 胞(東 京大学 伝染病研究所→ 岡山

大学 医学部妹 尾病 理学教室→ 当衛生学教 室)を 用 い,

細胞浮遊液培 養法にて培養 を行な った.

培養 液は, YLE培 地(Yeast extract-Lactoa-

lbumine-Earle medium)に 牛血清 を加 え,さ らに

ペニシ リン(100u/ml)お よびス トレプ トマイシ ン

(100γ/ml)を 添加 調整 し,培 養液pHは 用に臨み

1.4% NaHCO3液 を滴下す ることによって7.2-7.6を

保つ よ う修 正 した.牛 血 清濃度は細胞維 持お よび増

殖用培養液 には10%,実 験用培養液には5%の 割合

とした.な お添加 牛血清濃度は細胞増殖に対 して重

要 な影響 を与 えるもの と考 えられ るが,著 者 の実験

条件 および実験規模 の場 合,本 使用濃度 において充

分 その適応性 を認 め うることを,図1に 示 す ごとく

あ らか じめ予備実験 によ って確認 した.

図1　 血清5%加 の細胞増殖曲線

細胞維持 および増殖の ための母培養 は,角 型 培養

瓶(内 径40×40×100mm)を 用い,培 養瓶 内面 に単層

として増 殖 された細胞 を先端 にゴム片 を取 り付 けた

金属棒(ラ バ クリーナ)を 用 いてか き落 して細 胞浮

遊 液 とし,十 分攪拌後 その一部 を とって細 胞数 を計

数,細 胞数200±20個/mm3を 目標 として希 釈,新 たに

準備 された角型培養瓶 に10mlあ て分 注,孵 卵器中37

℃に保持 し,分 注3日 目に培地交換 を行 な った.こ

の操作 を1週 間を周期 と して繰 り返 し,細 胞 を維 持

増殖 せ しめ たが,そ の間細胞数 は2.5～5倍 に増殖

した.

実験 用培養 は,前 記角型培養瓶 を用い,母 培 養角

瓶 の一 部を用いて培養液 を実験用 に交換後細胞層 を

剥離,細 胞数 を計数,細 胞数200±20個/mm3に 希 釈,

十分振盪 攪拌 しなが ら10mlあ て培養瓶 に分 注 し,孵

卵器中37℃ に保持 した.分 注2日 後に60Coの γ線 を

照射 し,た だ ちに培地交換,照 射時,照 射1日 後,

 3日 および5日 の培養瓶 あた りの細胞数,細 胞容積

およびDNA含 量 を照射群 につ いて測定 し,同 時 に

非照射群 につ いて も測定 して比較 した.測 定時期 に

ついては,あ らか じめ細胞数 を目安 と した予備実験

によ って,分 注5日 までは細胞数 は対数 グラフ上 で

直線的に加速度 を もって増殖す ることを認 めたので,

その成果 を参考 に決定 じた.
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B　 照射線源 および照射 条件

60Coγ 線照射装置(東 芝RJ -107-2型 回転 治療 装

置, 2,000 curie)を 使 用 し,焦 点被 照射 体 間距 離

65cm,線 量率66-70r/minに てγ線200r, 400rお よ

び800rを 一時 照 射 した.距 離65cmに お ける照射野

は直径約15cmの 円形 で あ り,培 養瓶2本 をな らべ て

も充分 その中に位置 せ しめ うる.し たが って培養瓶

2本 づつ一 時に照射 し,そ の間培養瓶 は回転盤上30

rpmに て回転せ しめて照射 む らを少な くすべ く留意

した.な お照射 に際 して はその都 度Victoreenの

Condenser-r-meterを 用 いて線量率 を測定 し,照

射線量の正確 を期 した.

C　 細胞数計数法

培養瓶 内面 にて単層培養 された細胞 を ラバ クリー

ナーを用 いてよ く剥離 し,培 養 液を ピペ ッ トよ り噴

出させ また充分振盪覚拌 して均一 な細胞 浮遊液 とす

る.こ の段階 で トリプシン処理 を行な うな らば細 胞

の均等化 にはなはだ有 利ではあ るが,細 胞容積 およ

びDNA測 定 に対 す る支障が予想 されたので ここで

は省略 した.細 胞浮遊液1mlを ヒペ ッ トにて試験 管

に採取 し,“ トリプシン(モ チダ)溶 液”0.1mlを 加

えて振盪37℃ 15-20分 放置,細 胞が充分単離 され る

のを待 って血球 計算盤 を用 いて単位容積(mm3)あ た

りの細 胞数 を計数 した.核 数計算法 としては,通 常

ク リス タル紫な どの色素液 を用 いて希釈染色 し生細

胞数のみを算定す る方法 が とられて いるが,著 者の

ばあいは希釈染色操作 によってバラツキが はなはだ

しく増大す ることが認 め られたので,原 液の ままた

だちに生細胞数 を計数 した.同 一試料 につ き6回 の

計数 を繰 り返 し,そ の平 均値 の11/10を もって代表測

定値としたが角形 培養瓶 中の細胞数は測定値 ×104個

として得 られ る.

D　 細胞容積測定法

特 に作成せ る目盛付遠心 沈澱管 を用いて測定 した.

下部沈澱管部 には(6(粗)×10(細))の 目盛 が分画

して あ り,上 部液注入部 の容積 は約5mlの ものであ

る.各 沈澱管の 目盛 は,あ らか じめ水銀 を用 いて目

盛検定 を行 ない,そ れ ぞれ沈澱管個有のFactorを

決めて測定 され た細胞容積 の補正 に用 いた.ち なみ

に水銀検定 を行な った沈澱管14本 の1目 盛(粗)の

容積は6.129-7.244mm3の 間 に分布 した.

先 に作成 した細胞浮遊液 中,細 胞数計数用 に使用

した残液9mlを 用 い, 2-3本 の沈澱管 に等量 づつ

ピペ ットを用 いて注入した.回 転数2,000rpmに て

10分 間遠心沈澱 を行 ない,そ れ ぞれの沈澱の 目盛 を

読 みと り,沈澱管 のFactorを 乗 じて容 積 を補正し,

その和 を もって細胞浮遊液中の細胞容積 とした.し

たがって この値 に10/9を 乗ずれ ば培養瓶毎 の細胞容

積 が得 られ,さ らに計測 され た細胞数 にて これを除

す ることによ り単位細胞数 あた りの容積 が得 られ る.

なおこの様 な操作によって得 られ る細 胞容 積値は,

遠心沈澱 回転数 および回転時間 の変動 によ って,図

2に 示す ごとく,か な りの変動 をみた.し たが って

測定値 はあ くまで も,相 対的 な ものであ って回転数

2,000rpmお よび回転時 間10分 の条件 は厳 重に守 ら

れる心要 があった.

図2　 遠心沈澱回転数及び回転時間による

L細 胞容積測定値(細胞数106個

あたり)の変化

E　 細胞DAN量 測定 法

Mclntireら23)は, DNAは5μg/ml程 度の低濃

度 で0.04N NaOHか ら定量的に沈澱 する事 実 に 着

目 し,こ れを利用 して,組 織 培養 におけ るDNA定

量 のための簡易法 を報告 してい る.著者 はこのDNA

簡易定量法 を追試検討 し,若 干 の変 更を加 えること

によ り,今 回の実験 目的に適 合 しうることを認 めた

ので,こ れを採用 した. Mclntireら23)の 方 法に従

って著者 が実施 したDNA定 量 法は以下の通 りであ

る.ま づ細胞容積測定 用目盛付 沈澱 管に集 め られた

細胞沈澱 を長 い注射針 をつけた注射器 に吸引,培 養

瓶単位で容量10mlの 遠心 沈澱 管に移 し,生 理 食塩水

にて洗浄,細 胞 を遠心 分離す る.
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つ いで,細 胞 数2-3 X 106個 に対 し0.4N NaOH

 0.4mlを 加 え,沸 騰 浴 中1時 間 加 熱 す る.こ の ア ル

カ リ加水 分 解 に よ りRNAの 阻害 は完全 に除 か れ る.

冷 却 した 後,蒸 留 水 を加 えてNaOH濃 度 を0.04N

と し,液 量 の1/20量 の1% Salmine溶 液(石 津 製

薬 プ ロ タ ミン硫 酸 塩 を使 用)を 添 加, 1.5時 間 永冷 し

てDNAを 析 出 せ しめ る. 0.4℃ に 保 ちつ つ2,000

rpmで10分 間 遠 心 沈 澱 し粗DNAを 分 離 す る.

つ いで粗DNA沈 澱 に10% NaCl加0.1 NH2SO

4 5mlを 加 え,沸 騰 浴 中30分 加 熱 してDNAを 溶 解 せ

しめ,放 冷,蒸 発減 量分 の蒸 留 水 を加 え,混 和,遠

心 沈 澱 を行 な う.こ の操 作 でPurineお よ びPy

rimidineが 除 か れ る.

上記DNA抽 出上 澄 液 の紫 外部268mμ お よ び330mμ

の 吸光 度 を 読 み,そ の 差 が試 料 中のDNA量 に比 例

す るの で, DNA標 品 か ら 得 た 標 準 曲 線 に よ って

DNA量 を計 算 す る.測 定 計 器 は 日立139型 分 光 光 電

光 度 計 を用 い た. DNA標 準 曲線 の作 成 に つ いて は,

原 報 で は 標 準 標 品 と してCalf thymus DNA (N;

 14.9% P; 8.53%)を 使 用 して い るが,著 者 はSpe

erm DNAを 用 いた.そ の紫 外 部 吸 収 曲線 は,図3

に示 す ご と く,細 胞 か ら抽 出 され た 試 料 に つ い て作

成 した紫 外 部 吸 収 曲 線 とほ ぼ一 致 して い る こ とが認

め られ た.

さて酸性抽 出液中のDNA濃 度 は著者の実験のば

あい10-50μg/mlで あ り, DNA濃 度 と吸光度 とか ら

最小二乗法 によって回帰直線 を求 める と図4に 示 す

ごとく, A直 線 については, C=67.75E-1.0837お

よびB直 線 については, C=47.12E-0.0464と して

表わ しうる.こ こでA直 線はDNA標 品に対 し試料

と同 じ処理 を施 こ したばあいに得 られた ものであり,

一方B直 線 は標品 を直 ちに, 10% NaCl加0 .1N

 H2SO4に 加熱溶解せ しめたばあいに得 られ たもので

ある.原報ではDNAの 回収率 はほ とん ど100%で あ

った として, B直 線 に相 当す る標 準曲 線 によ って

DNA量 を計算 しているが,著 者の ばあいは, DNA

 10μg/ml濃度で77%,濃 度上昇 とと もにしだい に低下

して50μg/ml濃 度で71%の 回収率 であ り,実験操作 に

おける23%-29%程 度 のDNA損 失 が見込 まれねば

な らなか った.こ の点 回収率 は悪 かったが,そ の再

現性 は高 く,本 測定 法は充分使用可能 な もの として

判断 され た.し たがってDNA濃 度 はA直 線 を用い

て計算 し,さ らに培養瓶 あた りのDNA量 に換算 し

た.す なわちDNA量/培 養瓶=CX5X10/6(μg)

とな る.ま たこれ を細胞数 にて除すれば,単 位細胞

数 あた りのDNA量 が得 られ る.

図3　 DNA標 品および試料の紫外部吸収曲線

図4　 DNA標 準曲線
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Ⅳ　 実験結果 とその考察

1. 照射後経過別細 胞数,細 胞容積お よび細 胞

DNA量 の変 化

60Coの γ線 を800r照 射 した後の培養 瓶あた りの

細胞数,細 胞容 積および細胞DNA量 の推移 を,照

射 後1日, 3日 および5日 において追跡 し,そ の測

定 結果か ら単位細 胞数あた りの細胞容 積,な らびに

単位細胞数 あた りと,単 位容 積あた りのDNA量 を

求め,同 時 に行な った非照射 対照群についての値 と

比 較検討 した.

なお,こ の照射 群 と非照射 群 との比 較にあたって

は,培 養に関 与す る照射以外のすべての複雑 な因 子

を消去す る心要が あ り,そ のため両群それぞれ対応

す る培養 瓶 ごとの差 を求 めてその有意性 を検討す る

こととした.す なわ ち照射群 と対照群 とが実験開始

の時点で は,互 いに同一条件 であることが心要 であ

り,照 射群 と対照群の分注 に際 して互いに対応す る

培養瓶 に共通の番 号を付 して これ ら両者の差を検討

した.し たがって これ ら共通す る番号の培養瓶 につ

いて は,照 射の有無以外 は全 く同一条件 とみな しう

る.

図5　 培養瓶あたりの細胞数経時変化(800γ)

(対照群と照射群の差を示す)

表1　 放射線障害の経時的変代(800γ)
対応す る各瓶毎の 平均値の差(対 照群-照 射群)の 検定(t-test)

註(1) 照射前,対 照群の計測値 は下 の通 り

(2)※: 5%の 危 険 率 で 有意 差 が あ る.　 ※ ※: 1%の 危 険 率 で 有 意 差 が あ る.

培 養瓶 あた りの細胞数,細 胞容積 およびDNAと

もに,表1図5～7に 示す如 く1, 3お よび5日 と

時間の経過 とと もに対照群 との差は拡 大 し,照 射 に

よる発育の抑制 が明 らか であった.し か し単位細胞

数あた りの細胞容積 およびDNA量 としてみ ると表

1,お よび図8, 9の 通 りで, 1, 3お よ び5日 後

と もに その差は有意 であるが,と りわ け1日 におい

てすで にその差が顕著 に現われてい る.こ の ことは

本法が放射線影響 に関 して極 めて鋭敏な反応 を捕捉

し得 ることを物 語っていると考 えられ る.
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図6　 培養瓶あたりの細胞容積(800r)

(対照群の値)-(照 射群の値)

図7　 培養 瓶 あた りのDNA量 の 変 化(800r)

(対照群値)-(照 射群の値)

図8　 単位細胞数あたりの細胞容積

の変 化(800r)

(対照 群値)-(照 射 群 値)

図9　 単 位 細胞 あた りのDNA量 の変 化(800r)

(対 照 群値)-(照 射 群値)

さらに一定細胞容積 あた りのDNA量 について検

討す ると,図10に 示す如 くこれは有意 差を認 め得 る

にいた らなかった.

以上の結果 を総括す る と,従 来 の培養瓶 あた りの

細胞数の変化 のみを指標 としたばあい と異 な り,細
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胞に対 す る放 射線照射の影響 を細胞容積 および細胞

DNA量 について検討す るこ とによって,放 射 線障

害 の実態 をよ り明 らか にす る点 で有利 であ り,新 ら

しい指標 としての利用 につ いて も十分期待 し得 ると

思われ る.

図10　 単 位 細胞 容 積(10mm3)当 りのDNA量

の 変 化(800r)

(対照群の値)-(照 射群の値)

2. 照射線 量別細胞数,細 胞容 積お よび細胞

DNA量 の変化

前項 において60Coの γ線800rを 照射 した後 の

経過別 の各指標 の推移 を観察 したが,本 項 において

は照射線量別 に200r, 400rお よび800rの γ線 を

それぞれ照射 したL細 胞群 につ き,照 射後5日 にお

ける細胞数,細胞容積および細胞DNA量 を測定 した.

図11　培養瓶あたりの細胞数(照射後5日)

(対照群の値)-(照 射群の値)

表2　 放射線障害の放射線量 による変化(5日 後)
対応す る各瓶 の平均値 の差(対 照群-照 射群)の 検定(t-test)

註(1) 照射 前,対 照群の計測値 は次の通 り

(1) ※: 5%以 下 の危 険 率 で有 意 差 が あ る.　 ※ ※: 1%以 下 の危 険 率 で 有 意 差 が あ る.



442　 中 谷 亨

図12　培養瓶あたりの細胞容積の変化

(照射後5日)

(対照群の値)-(照 射群の値)

図13　単位細胞数当りの細胞容積(照射5日)

(対照群値)-(照 射群値)

図14　培養瓶当りのDNA量 の変化(照射後5日)

(対照群値)-(照 射群値)

図15　単位細胞数当りのDNA量 の変化

(照射後5日)
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そ の結 果 は,表2な らび に 図11～16に 示 す ご と くで

あ る.

図16　 単位 細 胞 容 積(10mm3)当 りのDNA量

(照射後5日)

細胞数 では照射線 量の増加 とと もに減少 し,非 照

射群 に対 して有意差 のあ ることが認め られた.細 胞

容積,細 胞DNA量 については,培 養瓶 あた りでみ

ると,照 射線量 の増 加に伴な って測定値は減少 して

お り200rで は認 め られ なか ったが400r以 上 では統

計 的な有意差 を認 め得た.

とこ ろが一 定 細 胞数 あ た りの細胞容 積な らびに

DNA量 として計算 して みる と,これ らは線量 の増加

とともに増大 してお り,し か も200rに おいてすで

に対照群 との間に有 意差が認め られた.

一 方 細胞 容 積 あた りの細 胞DNA量 については

400rに のみ有意 差が認 め られ たに過 ぎなか った.

以上 の結果 か らみ るとき,γ 線照射によ って細胞

はその数的 な増殖 が抑制 され るのみでな く,分 裂機

能 が阻害 されて,お そ らくは細胞の巨大化がお こ り,

 DNA量 に も変化 をきた した細胞 が増加 した もの と

考 えられ,そ の影響 をみるために これを指標 とす る

ことの,可 能性 が示唆 される.

3　 3指 標間 の相関

上 記 した ご と く,細 胞数,細 胞容積 および細 胞

DNA量 のγ線照射 によ る影 響 を,照射後 の経過別 お

よび照射線量別 に検討 し,そ れぞれに一定 の傾 向 を

観察 して きた.こ こで はこれ ら三者 の相互 関係 が,

線量 あ るいは照射後 の経過 によって どのよ うに変 化

してい くかを追求す る ことによ り, L細 胞 に対 す る

放射 線影響 の測定指標 として の細胞数,細 胞容積 お

よび細胞DNA量 の相対的価値 を比較検討 してみよ

う.表3は γ線照射群 と非照射対照群 との各測定値

について これ ら3指 標間 の関係 を示 した ものである.

非照射対照群 および800r照 射群 では,い ずれ も

細胞数 と細胞容積,細 胞数 と細胞DNA量 および細

胞容積 と細胞DNA量 において高 い有意性 を もって

相 関がみ とめ られる.し か るに200rお よび400rに

おいては200r, 5日 後細胞容積 とDNA量 との相

関 を除いては,す べて有意性 をみ とめる ことがで き

なか った.と くに200rに おける細胞数 と細胞容積,

細胞数 と細 胞DNA量 におけ る相関が きわめて低 い

ことが注 目された.

800rの 場合の ごとく3指 標 がいずれ も高 い相 関

に ある場合は,そ の うちの1つ をみ ることによ り,

その放射 線影響 の程度 を知 ることがで きるが,低 線

量 において,こ れ ら3指 標 間の相関が きわめて低 い

ことは,そ れ ぞれが むしろ独立 に意義 を有 してお り,

それ らを検討す るこ とによ って放射 線影響 を多面 的

に判定す るに役立つであろ う.

以上の ごとく考察 す るとき,放 射 線障害 の実態 が

単 に細胞の数的増加 のみでな く,細 胞容積 および細

胞DNA量 に対 して も重大 な影響 をおよぼしながら,

細胞数 に対す るとは異 った現象 を示 し,こ れを測定

す ることが放射 線障害 の新 しい指標 とな り得 る こと

表3　 三指標間の相関と有意性
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を示唆 してい ると考 えられ る.も ち ろん細胞学 的な

検討の必 要性 が感じ られ るが,こ れは今後 に残 され

た問題 であろ う.

4　 AETの 防禦効果 の検討

培養細 胞 に対す るAETの 放射 線障害 に対 す る防

禦効 果についてはEverら13),お よびO. Vos14…15)

お よび安東19…20)によ ってそれぞれ細胞数 と細 胞 蛋

白量, clone数,お よ び細胞数 を指標 として報告 さ

れ てい る.著 者は このAETの 放射線防禦効果 が,

細 胞数,細 胞容 積,お よび細胞DNA量 の3指 標 に

どのよ うに現われて くるか につ いて検討 した.す な

わ ち非照射及照射対照群, AET 10-4mol.添 加群,

 AET 10-4mol.添 加後 γ線800r照 射群 の4群 につ

いて,照 射後1日 目およ び5日 目にお ける3指 標の

値 を測定 した.な おAETの 添加 はAET添 加両群

とも照射直前 に行な い,照 射後直 ちに培地 を交換 し

た.し たが って細胞 とAETの 接触時間 は約20分 で

あ った.

これ ら測定値 を対照群 を100と した指数によって図

17～22に 示 した.

図17　培養瓶当りの細胞数

AET添 加 によ る影響 は細胞数 に お いて1日 後 に

減少 を示 しなが ら5日 後 には完全に回復 してお り,

細 胞DNA量 にお いて その傾 向が認 められ るが,細

胞容 積につ いて は5日 後 に1日 後 よ りも障害 が拡大

されて いる.しか しいずれの指標 につ いてみて も,

照射対照群 に対す るよ りは障害 の程度が小 さい.

図18　 培養瓶当りの細胞容積

図19　 単位細胞数当りの細胞容積

一方AET添 加 後照射群 について は,照 射対照群

よ りはAET添 加群 によ り類似 した経過 を示 してお

り,放 射線照射に対 して1日 後 よ りは5日 後 に回復
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しつつ ある状況が認 め られ,障 害 に対す る防禦効果

の存在が十分推測 され うる.この点 従来の結果13…15

19…20)とも一致 して, AETの 放射線障害 に対す る

防禦効果の指標 と して も,こ れ ら3指 標 および3指

標の組合せが有効 に利用 しうるこ とが認 め られ た.

図20　培養瓶当りのDNA量

図21　単位細胞数当りのDNA量

図22　 細 胞 容 積(10mm3)当 りのDNA量

Ⅴ　 結 論

以上実験結果 を総括す ると以下 の3点 に要約 しう

る.

1. 放射線照射L株 細胞の障害はMitotic phase

の延長,分 裂抑制の型 で現 われるが,こ の ことは細

胞数 とともに細胞容積 および細胞DNA量 とその組

合せ を指標 とす るこ とによ り,放 射線障害 の実態 を

よ り明 らかに理解す ることがで きる.

2. 培養L株 細胞の細胞数,細 胞容積 な らびに細

胞DNA量, 3者 間の相関関係は, 800r程 度の高

線量領域 においては,有 意の相関 を示 し,こ の こと

は細胞数計測 のみを行 はえば充分 であることを意味

してい る.と ころが200rや400r程 度の領域にお

いては,相 関関係 は不安定で あ り,こ れは2因 子 以

上 の測定 によ り細胞反応効果 を多角的に とらえるこ

とにな ると解 される.

3 AET (S-2-Amino-ethyl isothiouronium

 bromide)は,照 射L株 細胞の巨大化(す なわ ち一

定細胞数 あた り細胞容積およ び細胞DNA量 および

一定細胞容積 当 りの細胞DNA量 の増大)を 経時 的

にはばみ,細胞分裂促進の型で防禦効果が認め られ,

その様相 が3指 標 を用いて明 らかに しえた.

稿 を終 えるにあた り終始御指導,御 校閲 いただい

た恩師大平昌彦教授,青 山英康助教授 に深甚 の謝意

を表 します.さ らに本研 究の遂 行に際 し御指導,御
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協 力いた だいた黒 田健 元講 師,本 並一二三元技 官に

心 よ り感謝 します.

またL株 細胞 の分与 にあづか った妹尾佐知丸教授

な らびに妹尾病理学教室 員各位,ま たX線 照射 に際

して多大の御便宜 を与 えられた山本道夫教 授な らび

に放射線科教室 各位 に深甚の謝意 を表 します.

(なお本論文 の要 旨は,第34回 日本衛生学会 にお

いて報告 した.)
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There are very few studies of the indicators which measure the effects of irradiation, even 

though it is very important in assessing the mechanism of radiation injuries and evaluating the 

effect of chemical protection against radiation hazard. Previous studies used either in vivo 

survival or in vitro cell counts to measure radiation effects.

The study describes the use of cell volume, intracellar DNA, and cell counts as indicators 

of the effects of irradiation on cells in tissue culture, and demonstrated the effects of AET 

(S2-Amino-ethylisothiuronium bromide) as chemical protection against radiation hazards as 

measured by these three indicators.

The results are as follows:

1) Combined use of the three indicators demonstrated that the effect of radiation on L-strain 

cell in tissue culture resulted from extension of the cell's mitotic phase and inhibition of cell 

division.

2) A positive correlation in the indicators was found with high dose irradiation (800r) of 

cells in tissue culture, but there was no correlation noted at lower test doses (200r and 400r). 

This finding demonstrated that it is necessary to study irradiation effects using these indicators 

in combination, especially at low dose exposures.

3) The study demonstrated that AET inhibited growth of irradiated L-strain cells and 

furthermore promoted cell bivision in tissue culture, thus showing the capacity for AET to 

tissue cells against irradiation.

4) Use of cell growth indicators such as cell volume, intracellular DNA, and cell counts, in 

combination, seems superior to previous methods of cell studies related to irradiation effects.


