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Ⅰ　緒 言

近時放射線利用の機会の激増に伴い,放 射線障害

に対する防禦の問題を真剣に検討すべき時期にきて

いる.

放射線の防禦には,従 来の物理的防禦(physical 

protection)のほか,化 学的防禦(chemical protection)

の可能性が考えられている.物 理的防禦 とは,あ る

物質による電離放射線の遮へい(shielding)に よる

ものであり,化 学的防禦とは,化 学物質,す なわち,

ある種薬剤を事前投与することにより,個 体の放射

線感受性を低め障害を防禦することを意味す るもの

である.

この化学的防禦について,こ の分野を切 り開き,

動物実験え応用 した のがPattら1)で あ り, Bacq

ら2)であつた.そ の後,今 日まで,化 学的防禦につ

いての数多 くの研究がなされ討論が行なわれてきた

ことは,第1編 において述べた通 りである.し か し

乍ら今日もなお,放 射線の生体への作用機構の点に

ついては未解決の分野が少な くないが,従 つて,放

射線障害の化学的防禦の研究は,防 禦物質の作用機

構の研究であり,結 局は,あ る種の化学物質の効果

から放射線の作用機構を解明す る手がかりを得んた

めの研究ともいえる.今 日まで明らかにされている

化学的防禦剤のうち, SH剤 の作用機構について,

次のような説がある. Bacqら3)及 びDohertyら4)5)

の

1 Biological moleculesと のcompetition説

Grayら6)7)8)及 びGrootら9)の

2 Temporary tissue anoxia説

Eldjarnら10)11)12)及 びKochら13)に よ る

3 生体SH蛋 白とdisulfideを 形成 す ることに

よつて保護作用を与えるとする説

等々があり,そ れぞれ裏 づける報告 がな されてい

る.

第1編14)に おいて(岡 山医学会雑誌77巻1号181

頁 ～200頁)著 者は,遊 離SH基 を有するCysteine, 

Cysteamine (MEA)の 放 射線防禦効果を培養組織を

用いて検討した.そ の結果は併せ行なつた動物実験

における成績ほど著明ではないが, Cysteine, MEA

ともに培養L細 胞に対 しても防禦効果を発揮するこ

とが認められた.

今 回 は,分 子 構 造 に お い て,遊 離SH基 を 欠 く

S-2-Aminoethylisothiuronium bromide H Br (AET), 

Cystamine及 び α-Homocysteinethiolactone (HCT)

につ いて 前 回 と同 様 の方 法 で 防 禦 効 果 を 検 討 した.

た だ し, AETは 水 溶 液 中Mercaptoethylguanidine 

(MEG)に 移 行 し,遊 離SH型 と して溶 存 す る こと

が 確 認 され て い る15)16).

今回の実験目的の一つは, Bacqら 及 びその 他多

くの研究者達が主張す る如 く,こ れら遊離SH基 を

欠 く防禦物質においては,遊 離SH基 を有 す る防

禦剤と作用メカニズムが異るためin vitroとvivo

における防禦活性に相当の開きがあるとされている

点を培養細胞を用いて確認するに あ る.す な わち

disulfide型 のCystamineの ば あい,生 体 内で

Histamineを 遊 離し,未 梢血管の強度の拡張作用か

らHypotoniaを 惹起せ しめることに よつて,防 禦

効果を発現するものと説明されている.こ のうらづ

けとしては, Cystamineの 防禦効果が抗Histamine

剤の作用によつて消滅す る こと,お よび, Cystea

mine (MEA)がinvitroでX線 によるエン ドウの芽

の生長阻害 に抑制的に作用するに反 し, Cystamine

は無効であ り,そ れにも拘らずマウスの生存率試験
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では両者共に効果的であるとい う点である.

この考え方はCystamineの 放射線防禦作用として

生体に対するその薬理学的作用を支配的に考えるも

のであるが,一 方Cystamineは 体内でglutathione 

reductaseに よ り還元されて2分 子 のMEAを 生成

し,そ れが効果的に作用するとする説もある.何 れ

にして も, L細 胞に対す るCystamineの 放射線防

禦効果を検討することにより,こ れ ら作用仮説に何

らかの寄与を与えうるものと思われ る.

S-2-Aminoethylisothiuronium bromide H・Br (AE

T)に つ い て は, 1955年Dohertyら17)がMercaptoal

kylamine類 が 防 禦 活 性 を示 す に 必 要 な 限 界 構 造 を

追 求 した 結 果,強 い 効 力 を 発 揮 す るAETを 発 見 し

た.彼 らは, C57 BL, C3H,お よ び101×C3Hマ ウ

ス を用 い,照 射 前10分, pH 6.5～6.8に したAET

を, 240～480mg/kg腹 腔 内 に 投 与 し, C57 BLは

950r (LD 100～28), C3Hお よ び101×C3Hは800

r (LD 100～28)を そ れ ぞ れ 照 射 し た と こ ろ, 240

mg/kg投 与 群 は 生 存 率 が33～80%に も及 び,有 意

に 効 力 を 現 わす こと を観 察 した.

Langendorffら18)は1956年,純 系 ラッ トを 用い, 

30mg/ラ ッ ト照射前10分,腹 腔内に注射 し,又,照

射前30分, 80mg/ラ ッ トを経 口投与 し, 500r全 身

一時照射 したところ, 30日 生 存率を引き上げ得たが,

腹腔内投与群の成績が良いのに比 し,経 口投与群は

思わしくなかつたと報告している.

1957年, Crough19)はmacaca mulatta monkyを

用 い,照 射 直 前100～400mg/kg量 を腹 腔 内投 与 し, 

500r全 身 一 時 照 射 した と ころ, 200～250mg/kg投

与 群 で はLD 50～30を ひ き上 げ る こ とに 成 功 した.

又 彼 の別 の 報 告 で は,同 じ くmacaca mulatta monky

を 使 用 し, 650r (LD 100～30)全 身 一 時 照 射 した

と こ ろ,あ らか じめ200～250mg/kg投 与 して お け

ば,生 存 日数 が 延 長 し173日 まで 生 存 す る こ と が 見

出 され た.

in vitroで は, 1958年Markovin20)が0.4mg/ml

当て600r照 射前後に分けてS3HeLa細 胞に添加 し

た実験では,照 射前投与群については効果があつた

が,照 射後投与では効果な しと報告 している.

1962年, Vosら21)はhuman kidney cellを 用

い, clonic methodで 効 果 判 定 の 目 安 と し て い る.

す な わ ち,放 射 線 に 対 す る効 果 は, LD 50に 相 当 す

る 値 が, 1000r前 後 で あ る に対 し, 16mM, 128mM

添 加 す れ ば,そ れ を2500～3000rに もひ き あ げ,

相 当 効 果 的 で あ る とい う.

又, 1964年, Per Ekerら22)の 報告 で は, L-Cell

を用いてHaemocytometerに よる細胞計数法により

判定した結果, 500r照 射 のば あい, 2×10-3Molの

濃度で有意に高いprotection効 果 が認められるが, 

1000r照 射ではその効果はほとん ど認められていな

い.以 上, AETの 放 射線防禦効果につ いて は,実

験動物系おいて も,ま た培養細胞系において も,効

果が認められてきている.こ の点, AETの 分子構

造は遊離SH基 マスク型ではあ るが,放 射線に対

しては遊離SH型 として作用するこ とは,こ れ ら

諸家の報告からほぼ疑問の余地はないであろう.

Cystamineに ついて は,先 にBacqら は 総べ て

遊離SH基 を有する防禦剤が,経 口投与によつては

効果を現わさないのに比 して, Cystamineは 化学的

に安定であつて,経 口投与 によつても効果を示す23)

とい うこ とを 詳細に実証 し, Cystamineの 防禦活

性の特徴づけを行なつ たが, Bacqら の他の報告24)

25) Langendorffら26)及 び, Rughら27)に よつても,

ラットおよびマウスに対するその放射線防禦効果は, 

Cystamineの 開 裂物質であり,遊 離SH基 を もつ

MEAの 効 果と同様に有効であることが知られてい

る.

組 織 培 養 を 用 い て の 効 果 の 検 討 は, 1957年, 

Trabert-Van den Maesen28)ら の 鶏 胎 児 のfibroblas

tenを 用 い て の 実 験,及 びBooz29)のmouse spleen

細 胞 を 用 い て の実 験, 又1958年, Oftedalら30)31)の

鶏 胎 児 心 臓 組 織 を 用 い て の 研 究 が み られ るが,何 れ

も防 禦 効 果 を 認 め て い な い.本 邦 で も1961年,大 平

ら32)がRolle Tube法 で 培 養 され た ニ ワ トリ胚 心

臓 組 織 を 用 い て 検 討 して い るが,こ こで もCystamine

のX線 に対 す る防 禦 効 果 は 認 め られ て い な い.す な

わ ち, Cystamineの 放 射 線 防 禦 効 果 は,培 養 組 織 系

で は 認 め られ て い な い の が 現 状 で あ る.

Homocysteinethiolactone (HCT)に つ いて, 1957

～1958年, Braunら33)34)及 び, Langendorffら35)

が遊離SH基 を持たぬHCTが,腹 腔内および経

口投与で も効果的であるということを報告 している.

彼 らに よれ ば, HCTはin vivoでHomocysteine

に開裂 して放射線防禦効果を発現するものであつて,

その結果,生 物学的毒性の点において も又防禦効果

の有効時間の点において も,す なわ ち,実 地 応用

上, Cysteine-Cysteamine系 の遊離SH甚 を もつSH

剤 に比 し, HCTは 優れた防禦剤 で あ ると述 べて

いる.こ のよ うに, HCTは ラ ク トン開裂酵素の

存在 に おい て,放 射 線防禦活性 を有 し,す なわ
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ちHomocysteineと しての防禦作用をあらわすこと

が知られているが,こ れは実験動物系における成績

からの帰納によるものであつて,従 来組織培養法を

用いてin vitroに おける実験成績か ら逆に立証 し

た報告は皆無である.

以上, AET, Cystamineお よびHCTに ついての

従来の放射線防禦効果に関する研究経過の概略を述

べたが,水 溶液中でMEGに 移行することが知られ

ているAETを の ぞ き, Cystamineお よ びHCT

はin vivoで は遊離SH剤 と同様或いはそれ以上

に効果的であるが,一 方in vitroで は 効果 が認め

られず或いは期待されていない.し かしこれらの報

告のうち,と くに組織培養系を用いた研究のすべて

が,は たして,実 験方法において,十 分に満足しう

るものであるかどうか疑問であり,む しろ関連諸科

学のレベルアップを背景に更に詳細な検討が続けら

れねばならぬものと考えられる.著 者はかかる意味

において第1編 に述べた如き定量化された実験方法

によつて, L細 胞 系に対す るAET, Cystamineお

よびHCTの 放 射線防禦効果を細胞増殖の面から検

討し,従 来の定説の再検討を試みた.

Ⅱ　実験材料および方法

A 使用線源および照射条件

放射線線種はX線 で,線 源は東芝KXC-18型X

線発生装置を用いた.

照射 条件 は 第1編14)(本 巻 収 録)と 同 様,管 球 電

圧200KV,管 電 流25mA, Filter 0.5mm Cu+0.5

mmAl,焦 点 被 照 射 体 間 距 離50cm,線 量 率80～90

r/minに て,動 物 照 射 の 場 合 は700r全 身 一 時 照 射,

培養細 胞 照 射 の ば あ い は400r, 800rお よ び1600r

の各線 量 を 一 時 照 射 した.尚 照 射 の 度 毎 にVictoreen 

Condenεer-r-meterに て 測 定 し正 確 を 期 し た.な お

照射 のむ らを 少 な くす べ く,と くに 回 転 台 を試 作 し

て用 いた.(回 転 数33/min)

B 使用細胞および培養方法

使用細胞は,当 衛生学教室にて継代培養せるL株

細胞(東 京大学伝染病研究所.勝 田→岡山大学医学

部妹尾病理学教室→当教室)を 用い,細 胞浮游液培

養法を行なつた.

培 養 液 は, YLE培 地(Yeast extract-Lactalbumin 

Earle medium)に 牛 血 清 を 加 え,更 に ペ ニ シ リン,

ス トレプ トマ イ シ ンを 添 加 調 製 した.

培養液pHはNaHCO3に て修正し, 7.2～7.6と

した.牛 血清濃度は,細 胞の増殖および維持のため,

培養には10%と し,照 射実験のための培養には5%

と した14).

細胞 の増殖および維持に用い た培養法 は, stock 

cultureを 均等な浮游液とし,そ の1mlを とり,ト

リプシン処理を行ない血球計算盤にて細胞数を計数

し,残 液は培養液を用 いて細胞数120±25ヶ/mm3

稀釈,角 型培養 ビンに10mlあ て分注して孵卵器中

37℃ に保持 した.こ の操作を1週 間毎に くり返 し.

その間.分 注3日 目(72時 間後)に 培地交換を行

なつた.

照射実 験には.前 記維 持培 養の一部を用い.直

接 トリプ シン処理 後TD-15管 に3mlあ て 分注

(濃度80±10ヶ/mm3). 48時 間後(2日 目)薬 剤を

注入して直ちにX線 照射後直ちに培地1mlあ て3

回洗滌.新 たに培地3mlを 注入 して培養を継続.

照 射後48時 間(2日 目)お よび96時 間(4日 目)に

おける細胞濃度を血球計算盤を用いて計数した.

ト リプ シ ン処 理 に あ た つ て は. Trypsilin mochida

(持 田 製 薬)200H. U. M. (Hemoglobin Unit of 

mochida)/1mlの 培 液 を.培 地 の1/10量 添 加 し,

細 胞 数 計 数 後 直 ち に所 定 の 細 胞 数 濃 度 に 稀 釈(6～

12倍)す るた め,本 実 験 培 養 期 間 中 に は 細 胞 発 育 阻

害 は見 られ な か つ た.

以上の実験操作により,非 照射対照群, X線 照射

群,薬 剤添加群および薬剤添加X線 照射群(各 群

6～8例)の 細胞群濃度と比較検討し,添 加薬剤のX

線照射に対する効果判定を行なつた.

C 使用薬剤および薬剤濃度

薬 剤 は, S-2-Aminoethylisothiuronium Br・HBr 

(Nutritional Biochemicals Corparations, Cleveland, 

Ohio)お よ びCystamine 2 Hcl (Nippon Shinyaku 

Co., LTD.)お よ びHomocysteinethiolactone (Nutri

tional Biochemicals Corporations, Cleveland, Ohio)

を 使 用 し た.

構造式は以下の通りで.い づれ も遊離SH基 を有

しない.

S-2-Aminoethylisothiuronium Br・HBr (AET)

Cystamine

NH2-CH2-CH2-S-S-CH2-CH2-NH2

Homocysteinethiolactone (HCT)
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これ ら薬剤の放射線予防活性はC57 BLマ ウスを

用いて予め確認 した.す なわちC57 BLマ ウ ス ♂

(生後3～8ヵ 月,体 重16.5～29.0g)を 照射対照群

お よび 薬剤投与照射群 に分 け, AET 250mg/kg, 

Cystamine 150mg/kgお よ びHCT 500mg/kgを

それぞれ腹腔内投与後直ちにX線 照射,照 射後3日

間の生存率を観察 し,薬 剤の効果を判定 した.そ の

結果は表1に 示す如 く,照 射対照群14%, AET投

与 群75%, Cystamine投 与群60%,お よびHCT投

与群30%の30日 生存率が得 られた.こ れらをX2検

定の結果, AET投 与群 およびCystamine投 与 群と

もに0.1%以 下の危険率で然射対照群に比 して生存

率が有意に高 く,ま たHCTに ついても統計的には

有意差が出なかつたが,照 射対照群に比 して2倍 と

いう率で生存率が得られたことは,こ れ ら購入薬剤

のX線 防禦効果を確め得たということが出来 る.

表 Ⅰ　 700r全 身 一 時 照 射C57BLマ ウス の30日 生 存

*** 0 .1%以 下 の危険率で有意差

使用薬剤濃度は,予 め濃度別の毒性の検討を行な

い, O. Vos et al21)の 報告,な らびにP. Ekerお

よびA. Pihlら22)の 報告 と比較検討 し乍 ら適用濃

度を決定した.

AETに つ い て は, 10-1Mol, 10-2M, 10-3M, 10-4

M, Cystamineに つ い て は, 10-1Mol, 10-2M, 10-3

M, 10-4M, 10-5M, HCTに つ い て は, 10-4Mol, 10-5

Mの そ れ ぞ れ の濃 度 と な るご と く,細 胞 培 養 液 に 添

加 し細 胞 に 接 触 せ しめ,室 温 に て10～20分 の薬 剤 接

触 時 間 を経 て 薬 剤 添 加 培 地 は捨 て,培 地 で 洗 滌 後,

新 た に培 地3mlを 注 入 し,培 養 を 継 続 し, 2日 目

お よび4日 目の細 胞 数 を 検 討 し, AETで は10-3Mol, 

10-4M, Cystamineお よ びHCTで は10-4Mol, 10-5

Mの 濃 度 を そ れ ぞ れ 実 験 に用 い た .

薬剤溶液の調製は,前 報に述べた如 く,使 用直前

適当な濃度になる如 く,培 地に溶解せしめ,各 培養

ビンに培養液量の1/10量 を添加 して必要終濃度を

得るようにした.こ の間薬剤溶液の濾過滅菌を行な

わなかつたが,薬 剤の保存,秤 量,溶 解に際 して,

無菌的操作を心がけた結果,殆 んど薬剤による細菌

感染を免れることが出来た.

Ⅲ　実 験 成 績

A 実験条件の検討

1 培養細胞数初濃度に関する検討

前報14)で 報告 しているので詳細は 省 くが,初 濃

度の高低が細胞生長 に影響 し,高 濃度(85ヶ/mm3

以上)で は時間の経過 とともに浮游細胞が増 し,バ

ラツキの度合が増大 した.ま た,低 濃度では生長が

比較的不安定と認められたため,著 者は80ヶ/mm3

の初濃度 となるようにした.

2 照射線量および細胞計数時期の検討

照射線量については, 400r, 800r,お よび1600r

のそれぞれについて細胞増殖の推移を検討した結果, 

400r, 800rの2種 を実験に用い た.こ の詳細は前

報14)に 述べた如 くである.

細胞計数時期について も,前 報14)で 詳述 した ご

とく,種 々の要因につき考察 した結果2日 目(48時

間 後)と4日 目(96時 間後)に 測定することとした.

尚途中,培 地交換を行なうと更に効果判定に有利と

なる利点も考えられ るが,し か し培地交換 という他

因子の介入 による影響とのバ ランスを恐れたため,

あえて培地交換を行なわずして経過を観測したもの

である.

3 薬剤使用濃度に関する検討

AET, Cystamineお よ びHCTの 毒 性 に つ い て各

濃 度 別 に検 討 した.す な わ ち, AETに つ い て は, 

10-1Mol, 10-2M, 10-3M, 10-4M, Cystamineに つ

い て は, 10-1Mol, 10-2M, 10-3M, 10-4M, 10-5M, 

HCTに つ いて は10-4Mol, 10-5Mの そ れ ぞ れ の 濃

度 でL細 胞 増 殖 に お よ ぼ す 影 響 を検 索 した.

そ の結 果 は 表 Ⅱ, Ⅱ, Ⅳ,お よ び 図1, 2, 3に 示

す 通 りで あ る.

以上の成績から判明す るように, AET, Cystamine, 

HCTのL細 胞増殖におよぼす影響 は,薬 剤濃度が

高 くなるにつれて阻害作用が甚 しくなるという一般

的傾向が観察された.本 実験の目的である予防効果

を云々する場合,薬 剤 自体の有害因子が入る恐れの

ある濃度は避けなければならない。著者はこれらの

データーを統計的に処理 し,使 用濃度を決定した. 

AETに おいては, t検 定の結果, 2日 目 お よび4

日目ともに10-4Mで は無処理対照群 との間に差はな

いが, 10-3M以 上 の濃度では,対 照 群 に比 して1
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%以 下の危険率で有意に細胞数が少ない.

表 Ⅱ　 L細 胞増殖におよぼすAETの 影響

添加時細胞数　 123.9±15.4

(例 数:両 測 定 時 お の お の対 照 群14, 10-1M群6, 10-2M群6, 10-9M群14, 10-4M群14)

表 Ⅲ　 L細 胞増殖におよぼすCystamineの 影響

添加 時 細 胞 数　 77.8±8.1

(例 数:両 測 定 時 お の お の対 照群17, 10-1M群6, 10-2M群6, 10-3M群6, 10-4M群12, 10-5M群6)

表 Ⅳ　 L細 胞増殖ににおよぼすHCTの 影響

添加時細胞数　 79.3±21.5

(例 数:両 測定 時 お の お の 対 照 群14, 10-4M群10, 10-5M群10)

Cyotamineに つ いて は, 2日 目 で は, 10-4M, 

10-5M,と もに対照群に比 し差は認められない. 4日

目10-4Mで は5%以 下 の危険率で細胞が有意に少 く, 

10-5Mの 濃度では差が認められない.

HCTに つ い て は, 2日 目, 4日 目 と もに, 10-4M, 

10-5Mの 濃 度 で 差 を 認 め な い.

以上のデーターか らす れば, AET 10-3Mの 濃度

では, 2日 目, 4日 目とも無処理対照群に比 して有

意に細胞増殖が抑制されてい るが, molar basisに

おける極めて卓越 したAETの 生物学的放射線防禦

活性にかんがみ,薬 剤毒性よりも防禦活性の発現に

比重を移したデーターを得るため, AETに ついて

のみこの濃度を採用 した.

以 上 の 理 由 で 著 者 は, AETで は10-3M, 10-4M, 

Cystamineで は10-4M, 10-5M, HCTで は10-4M, 

10-5Mの 各 濃 度 に 決 定 した.

尚, HCT 4日 目において, 10-4M, 10-5Mと もに

対照群より細胞増殖度が高いことは,こ の場合,実

験上の ミスによるものか,事 実当薬剤の添加によつ

て増殖が促進されているのか不明であるが,Vosら21)

の報告でも,薬 剤添加によつて一部対照群より生長

が延びているデーターも見受けられる.

B. 組織培養実験成績
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図1　 L細 胞増殖曲線におよぼすAETの 影響

図2　 L細 胞増殖曲線におよぼすCystamineの 影響

本編A項 で検討 した諸成 績 を基 に して, AET, 

Cystamine, HCT各 薬剤添加が, L株 細胞のX線 障

害に対 して如何なる影響をおよぼすかを,細 胞数の

変化を指標 として検討 した.

1. X線 照 射L細 胞に対するAETの 防禦効果

TD-15管 に 分 注,培 養 せ るL細 胞 に,培 地 中 濃 度

10-3M, 10-4Mと な るよ うにAETを 添 加, 400r, 

800rのX線 照射を行ない,直 後,培 地を洗滌交換

して培養を継続, 48時 間後,お よび96時 間 後の細胞

数を計数 じ,同 時に培養せる非照射対照群の細胞数

と比較検討 した.こ れらの測定データーを表V,図

4お よび5に 示す.

図3　 L細 胞増殖曲線におよぼすHCTの 影響

照射線量別に見ると, 400rよ り も800rの 方に

よりX線 の影響が甚 しく,し か も,各 線量とも2日

目より4日 目にX線 による障害が増幅されて来てい

る.一 方各濃度別に防禦効果を見 ると,薬 剤無添加

のものは2日 目から4日 目にかけて漸次細胞数比が

減少 して行 くにもかかわらず,薬 剤添加のものは,

ほとんど等しいか,或 いは,漸 次増加の傾向を見せ

ているのは薬剤の障害回復に対する促進的作用を思

わせ興味あることである.た だ400r照 射の場合,

すなわちX線 負荷が比較的少い場合には薬剤 自体の

毒性による障害の比重が重 く,こ れが10-3M添 加群

における測定成績に細胞数比の減少 という形で現わ

れてきたものと思われる.こ れ らの成績につき, F

検定 にて分散が等しいことを確認 した後, t検 定 を

行なつたところ, 400r照 射, 2日 目 では薬剤の効

果はほとんど見 られない.し かし4日 目に至 る と

10-4M添 加群細胞数は,対 照群細胞数に比 し, 5%

以下 の危険率で有意に多 く,薬 剤の防禦効果が認め

られる.又, 800r照 射, 2日 目 では,ほ とんど効

果は見 られないが, 4日 目に おいて10-3Mお よび

10-4M添 加 群に,そ れぞれ5%お よび1%以 下 の危
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険率で有意に細胞数が多い.

表 Ⅴ　 X線 照射L細 胞に対するAETの 予防効果

照 射 時細 胞 数　 127.5±10.5

(各癖,各 測定時期において6～10例)

図4　 AET添 加 ・X線 照射後のL細 胞増殖曲線

(平均細胞数)

これらの事実から,一 般 にX線 の防禦効果は2日

目よりもむ しろ4日 目においてとらえ易い.こ のこ

とは低線量負荷における程妥当するものであつて,

すなわち,障 害増幅の経過を置かなければ,薬 剤の

防禦効果を具体的数字としてあらわすことは難 しい

ものと考えられる.ま た一方,薬 剤の過重負荷のば

あいは,低 線量照射による障害の修飾効果は表現さ

せに くいが,し か しX線 障害が極端にあらわれる高

線量照射において次第にその防禦効果の本質をしめ

して くることは,先 にも触れた10-3M添 加の例から

明かである.こ のようなAETの 修 飾効果は障害を

受けた細胞をより早 く回復せ しめる役割を演ず る点

においてX線 の影響を未然に防 ぐものと見受けられ

る.第1編14)に 述べた方法により, AETの 毒性の

影響を消去 して見ると,図5に 見 られる点線がえら

れ,総 てX線 照射対照群 よ り細胞増殖抑制度が低

い.

図5　 AET添 加 ・X線 照射によるL細 胞増殖抑制曲線

2. X線 照射L細 胞 に対 す るCystamineの 防禦

効果

AETと 同様な方法で, X線 照射L細 胞に対する

Cystamineの 添加効果を検討した.そ の成績を表Ⅵ,

図6お よび7に 示 した.

は じめに, A頃 の薬剤毒性試験の成績に比 し,今

回の薬剤対照群の成績で は, 10-4M, 10-5Mの 毒性

がかな り低 く出ていることが注目され る.こ れ らの
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如 く,実 験時期により測定結果にある程度の差が出

ていることは,方 法論的な問題点を示すものと思わ

れ,そ の点ここでは論じがたいが,こ の場合,同 時

に得られた薬剤対照結果をもとにすべ きであろう.

表 Ⅵ　 X線 照射L細 胞に対するCystamineの 予防効果

照射時細胞数　 76.5±7.0

(各群,各 測定時期において6～8例)

図6　 Cystamine添 加 ・X線 照射後のL細 胞

増殖曲線(平 均細胞数)

照射対照群と,薬 剤添加照射群との細胞数平均値

について, F検 定により分散が等しい ことが否定さ

れなかつた場合, t検 定を行なつて見ると, 400r照

射の場合, 2日 目の10-4M添 加群を除 き全て1%お

よび5%以 下 の危険率で有意に添加群の方が照射対

照群に比して細胞数が少いことが認められ,又2日

目, 10-4M添 加の場合は,統 計的に有意差はないが,

照射対照群より細胞数が少いことは同様である.

図7　 Cystamine添 加 ・X線 照射によるL細 胞増殖抑制曲線

800r照 射 の場合, 2日 目, 4日 目 と も,各 濃度

で照射対照群との間に有意差は認められない.更 に

AETの 項で処理 したごとく, Cystamine自 体 の影

響を消去 して見ると,図7に 点 線で 示 した ごとき

修正曲線が得 られ,照 射対照群 との間にほとんど差

を認め得ぬ結果となる.わ ず かに, 800r照 射4日

目において, 10-4M添 加群の細胞増殖抑制度が少い

が,し かし統計的に差はな く,従 つて本実験系にお

いては, CystamineのX線 防禦作用は認め難いもの

と結論せざるを得ない.

3. X線 照射L細 胞に対す るHCTの 防禦効果

AET, Cystamineと 同 様 な方 法 で, X線 照 射L細
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胞に対するHCTの 添加効果を検討し,そ の結果を

表Ⅶ,図8お よび9に 示 した.

表 Ⅶ　 X線 照射L細 胞に対するHCTの 予防効果

照射時細胞数　95.0±11.8

(各群,各 測定時期において6例)

その結果,前 記Cystamineと 同様,薬 剤の毒性

がほとんど認められない.む しろ薬剤添加が反つて

細胞の増殖をうながすかに見受けられる.

これ らをまずF検 定で分散が等 しいことを否定さ

れなかつたことを認めて, t検 定 を行なつたところ, 

400r照 射, 2日 目および4日 目に おいて,薬 剤添

加群は照射対照群に比 して細胞数が少いか,或 いは

等 しく,と くに10-5M群 では5%お よび1%以 下 の

危険率で有意に少い. 800r照 射 で は, 10-4M添 加

群は2日 目および4日 目とも,照 射対照群に比して, 

1%以 下 の危険率で有意に細胞数は少 く, 10-5M群

では,と もに僅に細胞数は上廻る成績はえたが,統

計的に有意差は認められない.

図8　 HCT添 加 ・X線 照射後のL細 胞増殖曲線

(平均細胞数)

このように, HCTに おいても, Cystamineの 場

合と同様に,本 実験系におけるX線 防禦作用は認め

えないとしてよいであろう.

以上の如く, AETに おいては,培 養L細 胞系を

用いた場合,今 回の著者の実験成績の分析からその

X線 防禦効果が発揮されていると判断して良く,今

後更に方法の改善および資料の集積を重ねることに

より定量化を精密にし,実証を完壁ならしめうるで

あろう.

図9　 HCT添 加 ・X線 照射によるL細 胞増殖抑制曲線

しか し,他 方Cystamine,お よ びHCTに つ い て
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は,動 物実験系では規則正 しいX線 防禦効果を認め

得たが,こ の培養実験系においては,効 果は全然認

めることが出来なかつた.こ れ らは,す でに緒論で

もふれたごとく, AETの みは,水 溶液中ではMer

captoethylguanidine (MEG)に 移 行し,遊 離SH型

と して溶存するが, Cystamine, HCTはin vitroで

活性遊離SH基 を欠 く化学構造上の差が以上の如 き

作用 メカニズムの相違の一因としてあらわれて来た

ものと推論することは,決 して非論理的な考えでは

ないであろう.

Ⅳ　考按および総括

前報において著者は,化 学的防禦剤であるCyste

ine,お よびCysteamine (MEA)に ついて,放 射線

防禦効果を検討 し, L細 胞 を用いての組織培養の本

条件下で,有 効的であることを報告 した.こ れ らは, 

Bacqら2)36)37)お よびPattら1)そ の他諸家の動物

実験結果とも一致し,ま た, in vitroで の実験では, 

Vosら21)お よびPer Ekerら22)の 成績 と,濃 度の

点を除いてほぼ似通つたものであつた.又 大平 ら38)

の成績とも一致した.

Cysteineお よびMEAは,い づれ も遊離SH基 を

有す る薬剤であるが,今 回実験に使用した ものは,

構造上遊離SH基 を欠 くAET. Cystamineお よび

HCTの3種 のSH剤 で ある.た だしAETの みは

生体系の関与な しに水溶液中でグアニジン転移を起

し,遊 離SH基 を生 じることが知 られている.

著 者 は, AET, Cystamine, HCTと もに 動 物 実 験

で は 極 め て 有 効 性 を 発 揮 す る に もか か わ らず, Cys

tamine, HCTの 遊 離SH基 を 持 た ぬ 薬 剤 のin vitro

で の 防 禦 効 果 は, Trabert-Van Maesen28), Booz29), 

Oftedalら30)31),お よ びPer Ekerら22),大 平 ら32)

の 報 告 で 見 られ るよ うに,効 果 が 期 待 出 来 ない と い

う点 を,更 に 本 実 験 条 件 の下 で,定 量 的 に確 認 した

わ けで あ る.

前報で詳述の如く,著者は,正 常細胞増殖の恒常

性につとめると共に,各 薬剤の使用適正濃度を検討

した.

しかし, Per Ekerら の報告に見 るように, AET

2×10-3Molの 濃度では薬剤 自体による相当の抑制作

用が現われているにもかかわらず,防 禦効果につい

ては好成績を得ている点,興 味深いものがあり,果

して毒性と防禦効果 との関係がどのようなものであ

るか,今 後技術的に検討の余地がある.著 者は,今

回の実験では原則として細胞増殖について薬剤非添

加のばあいと統計的に有意差を示さない範囲の濃度

を実験に供した.こ れによると,毒 性効果は低濃度

のものほど抑制は少い.

しかし, Vosら21)の 報告では, 6mMol(≒10-2Mol)

で毒性は最低であるが,そ の濃度より増加す ると毒

性はふえる.又,こ の濃度より下 ると,再 び毒性が

増加 し, 1mMolで 毒性が大となる.更 に, 1/8mMol

(≒10-4Mol)で は逆に,毒 性が少 くなる傾向を示し

ている.こ の事実をどう理解するか,薬 剤の本質的

性質に由来す るものか或は単に技術的問題であるか,

今 後研究のなされるべきことである.

その他,培 養条件,照 射条件,効 果判定法につい

ては,前 報14)と同様の方法を用いた.そ れらについ

ての考察は,前 報に詳述 したので ここでは再掲を避

ける.

さ て 実 験 結 果 に つ い て 総 括 す る と,各 群 の成 績 は

次 の 通 り で, AETで は400rの 場 合, nonirrad. 

Control(100)>10-4Mol添 加(70.0)>Radiation 

Control(57.0)>10-3Mol添 加(41.1). 800rの 場

合, nonirrad. control(100)>10-4Mol添 加(48.1)

>10-3Mol添 加(41.7)>Radiation Coutrol(34.3). 

Cystamineで は,400rの 場 合, nonirrad. Control

(100)>Radiation Control(60.2)<10-4Mol添 加

(46.8)>10-5Mol添 加(40.9). 800rの 場 合. 

nonirrad. Contml(100)>10-4Mol添 加(45.8)>

10-5Mol添 加(38.0)>Radiation Control(37.5). 

HCTで は, 400rの 場 合, nonirrad. Control(100)

>Radiation Control(70.6)>10-4Mol添 加(62.5)

>10-5Mol添 加(49.8). 800rの 場 合, nonirrad. 

Control(100)>10-5Mol添 加(63.5)>Radiation 

Control(62.3)>10-4Mol添 加(33.8).

これ らを統計的に処理 して見 ると, AETの 場 合, 

400r照 射. 10-4M添 加群が対照群 よ り5%以 下の

危険率で細胞数が有意に多く,又, 800r照 射, 10-3

M添 加 群,お よび10-4添 加 群は,対 照群に比し,

それぞれ5%お よび1%以 下 の危険率で有意に多い.

更 に薬剤添加の影響を消去すれば図5に 見られるご

とく修正 され,薬 剤添加 ・照射群が全て,照 射対照

群より上位に位置して くることがわかつた. Cysta

mineお よびHCT添 加 群に ついては,統 計処理の

結果,照 射対照群との間に有差を認めえない.こ れ

らを総合 して, AET投 与群では防禦効果の傾向が

あり, Cystamine, HCTで は その傾向を認め難 く,

このことは従来の諸報告の大要と矛盾しない性質の

ものと思われる.す な わ ち, in vivoで の効果 と,



組織培養法による放射線障害の化学的防禦に関する研究　 211

in vitroで の効果の相違は, Bacqら の見解による

と,遊 離SH基 を持たぬ薬剤でも,生 体内(in vivo)

では分解 して遊離SH基 を有する薬剤 と同様な作用

をすると見なしているもので,培 養細胞系を用いた

著者の実験によつても,こ の説の正当性が否定され

なかつたと言つてよい.換 言すれば, Cystamineお

よびHCTの 生物学的放射線防禦活性のメカニズム

として,少 くとも体内におけるこれら薬剤の還元と

SH基 の遊離とが関与するであろうことが, in vitro

系実験によつて立証 しえたものと解釈される.こ の

ことは更に進めて,優 れた遊離SH型 防禦剤は, HO2・

と高い反応性を有 し,こ の性質の故にX線 の致死作

用に重要な役割を演じて いるこのHO2・ を効果的に

捕捉し,結 局HO2・ に対して生物分子と拮抗的に機

能するとするBacqら の主張39)を間接的に支持する

結果となる.ま た逆 に言 え ば, Cystamineお よび

HCTの 拮抗的防禦作用説は,著 者の実験に よつて,

否定されたことになるが,こ の点の断定については

今後の技術的改善による詳細な検討にまつべきであ

り, Cystamineの 薬 理学的全身作用による防禦効果

説については,今 回の実験から触れることは出来な

い.

最後にこれ ら検討薬剤の実地面について言及する

ならば,遊 離SH基 を有せぬ薬剤でも,経 口投与で

は,有 効であつたとのBacq23), Braun33), Langen

dorff35)ら の報告は極めて興味 ぶかい. Bacqは こ

れらの事実より演繹 して,臨 床面への応用を示唆し

ている40).

著者 は,将 来,こ れら薬剤の臨床面への応用の可

能性に期待して,総 括を終 りたい.

Ⅴ　結 論

培養L細 胞を 用いて, AET, Cystamineお よび

HCTの 放射線に対する防禦効果を検 討 し,次 の結

果を得た.

1. AET 10-4Mol添 加400rお よび800r照 射両

群は単独照射群に比 して,細 胞数が有意に高 く,

培養L細 胞に対するX線 防禦効果が,明 かに認

められた.

2. AET 10-3Mol添 加 群では, 800r照 射 のばあ

い有意に防禦効果が認められ, 400r照 射 では

認められなかつた.

3. Cystamine,お よびHCTと もに培養L細 胞

系に対するX線 防禦作用は認められなかつた.

稿 を終 るに臨み,終 始ご懇篤なるご指導と御校閲

を賜わつた恩師大平昌彦教授,橋 本清教授に深甚の

謝意を表 します.ま た,本 研究中多大のご助言,ご

援助をいただいた衛生学教室黒田健講師並びに衛生

学教室員各位並びに産婦人科教室員各位,ま たL細

胞の分与にあずかつた妹尾佐知丸教授並びに妹尾病

理学教室員各位,ま たX線 照射に際して多大のご便

宜を与えられた山本道夫教授並びに放射線科教室員

各位に感謝の意を表 します.
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Studies on Chemical Protection against Radiation Injuries in 

Inoculated L-strain Cells in vitro.

11. Protective Effects of s-2-Aminoethylisothiuronium-Br. HBr 

(AET), Cystamine and Homocysteinethiolactone (HCT) in 

Inoculated L-strain Cells against X-irradiation

By

Norio Ando

Okayama University Postgraduate School of Medicine

The protective effects of AET, Cystamine and HCT against irradiation were studied, 

comparing the cell population of the treated groups with that of the irradiated control groups 

on 2 days and 4 days after 400r or 800r irradiation. The results were as follows.

1) The protective effect of 10-4M AET was observed significantly in both 800r and 400

r irradiated groups.

2) The protective effect of 10-3M AET was observed on 2 days and 4 days after irradiation.

3) The protective effects were not observed in Cystamine and HCT treated groups.


