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X線 照 射時 に発生せ る細 胞 毒 の 研 究 に つ い て

第 一 編

X線 照射家 兎 よ り抽 出 した不飽 和脂 肪酸分画 のEhrlich腹 水 癌,

正常肝 の コハ ク酸脱水 素 系に及ぼ す影響 につ い て

岡山大学医学部放射線医学教室(主 任:武 田俊光教授)

副 手　 塩 飽 緑

〔昭和35年4月23日 受稿〕

緒 言

X線 が与える生体えの影響の中で現在最 も大きい

生化学的細胞化学的課題は細胞障害がミトコンドリ

アと核の何れに於て始まるかと云 う事である.一 部

の人はミトコンドリアが初めに障害されるとし,他

は核であるとし,現 在なほその何れであるかと断定

する程の明確な実験データーはない様である.勿 論

核並にミトコンドリア と云 うOrganelleは 形態的

に示される部分であり,そ れらは云う迄 もなく同時

に細胞の核酸代謝及び呼吸と云 う生化学的代謝過程

に結びつけられて考えられる.

先 に山本1)等 はX線 照射による家兎肝より抽出さ

れた不飽和脂肪酸分画がX線 照射による細胞の変化

と類似の生物作用を示す事を観察し,そ の飽和度,

或 は二重結合の数よりその分画をさらに4つ の分画

に分離 し,そ れ等が示す核酸代謝,或 いは呼吸に及

ぼす影響について一部の研究を発表し,そ の何れに

も影響を与えるが,特 に核酸代謝えの影響は大きく

D. N. A, R. N. A合 成 の阻害が起る事を見出してい

る.

著者は,こ れとあいまつてX線 障害として しばし

ば問題にされるミトコンドリアに局在する呼吸酵素

系えの本物質の影響について研究 し,此 処では終末

電子伝達系として一般に云われているコハク酸脱

水素酵素系, Cytochrom-c, Cytochrom Oxidase系

DPNH Dehydrogenase系 中コハク酸脱水素酵素系

について得 られた結果を報告する.

材 料 及 び 方 法

材料はEhrlich ascites Tumorのcell suspension

及 びmaul-liverのHomogenateを 使用した.

Ehrlich ascites tumor cellは 純 系mansに0.2cc

づ つEhrlich腹 水 癌 を移 植 し5日 目の 腹 水 を 注 射

器 に て取 り出 し,生 理 的 食 塩 水 で1～5回 洗 滌 し

た物 を 用 い た.又livcr-Homogenateは 純 系maus

の 肝0.5mg/14ccのpH 7.6の0.1M phosphate

 buffer Homogenateを 使 用 した.

不 飽 和 脂肪 酸分 画 はそ の 分 画 に よ り一 応mix-

OX, OX0, OX1, 0X2. UX3,分 画 と して 示 し,こ れ 等

を200～500万/ccの 細 胞 を 含 むEhrlich腹 水 癌 の

生 理 的食塩 水浮 遊 細 胞 につ い て それ ぞれ0.0025%,

 0.005%, 0.01%, 0.025%,に な る様 に加 え, 37℃ の

恒 温槽 中 にincubateし, 0 ,1, 3, 6,の 各時 間 に取 り

出 して コハ ク酸脱 水素 酵 素 活性 の 変動 を 測 定 した.

又 肝Homogenateに つ いて は小 田2)に よ り 示 され

た 原 法 を その 儘 使用 した.即 ち,コ ハ ク酸 脱 水素 酵

素 活性 の測 定 は次 の 方 法 で あ る.

反 応 液 は;基 質 …Sodium Succinate 0.2M 0.2cc

水素 系 溶 体 …Neotetrazolium chloride 2%

 0.2cc

酵 素液 …肝10mg/0.2ccの 燐 酸buffer

によ る。

Homogenate,或 い は200～500

万/ccのEhrlich ascites tumor

 cell…0.2cc

Ehrlichの 場 合 は, Phosphat buffet 0.2ccを 加

え る.

の 混 合液 で 反応 は37℃lhrincubationに よ り行 つ

た.な ほEhlich ascites tumorcellに つ いて は同 一

系列 につ い て は細 胞 数で コハ ク酸 脱 水 素酵 素 活 性 を

示 す 目的 で細 胞 数 の測 定 を血 球 計 算盤 にて 測定 した.

この様 に して反 応 した液 は 直 射光 線 を さ け10%ホ

ル マ リン0.4ccを 加 え て 反応 を 停止 せ しめ,ア セ
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トン,エ ーテル(1:1)の 混合液にて抽 出(抽 出は

毎分約100回 のShakerに て 振盪 した)し,抽 出液量

(V)に その液の530mμ に於ける吸光度(E)を 乗 じ

たEVの 値を コハク酸脱水素酵素活性度とした.

なは吸光度の測定には鶴津ベ ックマン分光度計及び

日立光電光度計により測定 した.

実 験 結 果

先づEhrlich ascites tumor cellに 対するOX1物

質の影響について述べる.

今,生 理的食塩水にて1回 洗滌 したEhrlich腹 水

癌に対するOX1の 各 種濃 度(0.0025%, 0.005%,

 0.010%, 0.025%)の 影響を見るに,図1の 如 く,

上記のすべての濃度のOX1に よ りOX1を 入れた

直後は対照に比して著しい酵素活性の増大があり1

時間後では高濃度の物は対照より低下 し,低 濃度の

ものは高い値を示 しているが3時 間, 6時 間 となる

に従つてOX1を 入 れた実験群の方が対照より低い値

を示す様になる.こ れに対 して5回 洗滌したEhrlich

腹水癌細胞ではすでに1時 間値でほとんどすべての

実験群の方が対照より低値を示している.(図2)亦

3回 洗滌のものではその中間値 を示 している.(図

6)亦 注意すべきは個在基質反応がEhrlich腹 水

癌では高く,そ の値は細胞の洗滌回数の増加に従つ

て低下している.

次 に正常マウス肝のHomogenateの コハク酸脱水

素酵素活性に対するmis-OXの 影 響 について述べ

Fig. 2 Effect of OX1 substance on the succinic 

dehydrogenase activity of Ehrlich tumor cells. 

(Cell number 229•~104)

Cells are washed 5 times with physiological 

saline solution

Fig. 1 Effect of OXi substance on the succinic 

dehydrogenase activity of Ehrlich ascites tumor 

cells. (Cell number 490•~104)

Cells are washed 1 time with physiological saline 

solution

る と0.005% mis-OXか ら0.025%の 濃 い濃 度 に

い た る迄 すべ て1時 間 後 に於 てす べ て に対 照 よ り低

い 値 を示 し,そ の低 下 の 度 合 は濃 度 と平行 して い る.

(図3)

次 にmix-OXのEhrlich腹 水 癌 細 胞 の コハ ク

酸 脱 水素 酵 素 に与 え る影響 は図4に 示 す如 く0.0025

%及 び0.0055の 液 に 於 て1時 間 作 用 後 にcontroi

よ り活 性 の増 大 が示 され0.01%及 び0.025%で は著

しい 活性 の 低 下 を示 して い る.

OX0分 画 の 本酵 素 に 対す る影 響 は 図5に 示 す如

く0.0025%, 0.005A5, 0.01%の 濃 度 に於 て1時 間

作 用 後 もcontrolよ り高 い 値 を 示 し,そ の 中で も

Fig. 3 Effect of mix-OX on the succinic dehy

drogenase activity of maus liver homogenate (10

mg c. c)
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Fig. 4 Effect of mix-OX on the succinic dehy

drogenase activity of Ehrlich ascites tumor cells 

(Cell number 340•~104)

Fig. 5 Effect of OX0 substance on the succinic 

dehydrogenase activity of Ehrlich ascites tumor 

cells (Cell number 337•~104)

0.0025%よ り も0.005gy, 0.01%の 方 が 高 い髄 を

示 す.こ れ に 対 し て0.025%で は1時 間 作 用 後 で

controlよ り極め て 低 い 値 を示 して い る.さ らに3時

間 後で はす べ てcontrolよ り低 い値 を示 す 様 に な る

が 中 で も0.025%の そ れ は著 しい.

次 にOX1分 画 に つ い て のべ る とOX0と ほ ぼ同 様

の 傾 向が 示 さ れ るが, OX0に 比 して0.01%の 低 濃

度 に於 て も1時 間 作 用 で す で にcontrolよ り も低

い 値 を示 して い る.(図6)

OX2分 画 で は3回 の 細 胞洗 滌 で す べ て の濃 度 に於

て1時 間 作 用 後controlよ り も低 い 値 を示 して い る.

又 その 低下 の度 合 は3.6.時 間 に 於 て も同 様 で あ る.

(図7)

OX3分 面 に於 て は再 びOX1分 画 と同 様0.0025%,

Fig. 6 Effect of OX1 substance on the succinic 

dehydrogenase activity of Ehrlich ascites tumor 

cells (Cell number 354•~104)

Cells are washed 3 times with physiological saline 

solution

Fig. 7 Effect of OX2 substance on the succinic 

dehydrogensase activity of Ehrlich ascites tumor 

cells (Cell number 377•~104)

0.005%に 於て1時 間値がcontrolよ り高い値を

示し,そ れより高濃度に於ては何れもcontrolよ り

その活性は低下 し,作 用時間の延長に於てもその傾

向は保たれている.(図8)

又一般的に見て,肝Homogenatの 個在基質反応

はほとんどないに近い ものがEhrlich腹 水癌細胞

では非常に高 く高い場合には(2回 洗滌した細胞)

80%近 い値を示すものさえあるが37℃incubation

により速かに不活性化され6時 間後にはほとんど活

性は0に 近 くなる.
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Fig. 8 Effect of OX3 substance on the succinic 

dehydrogenase activity of Ehrlich ascites tumor 

cells (Cell number 344•~104)

考 察

先に述べ た如 くSuccino Oxidase系 はSinger3) 4),

 Schneider5) 6), Pean7), Greens) 9) 10),市 川11),小

田2) 12) 13)等によりそれが ミトコンドリアの表面及び

クリスタに一致 して存在 し特にク1)ス タの二重膜構

造に一致する事が電子.顕微鏡組織化学的tvよ り明ら

かにされた.又Green10)の 示 したP. E. T. P. Par

ticul, ETP Particul分 離の成功によりその電子伝達

が一定の形態構造と密接な関係にあり構造の破壊に

より電子伝達がスムーズに行なわれなくなる事が明

らかにされた.従 つて彼等の見解からすれば少なく

とも一定の二重膜構造の保たれている状態では呼吸

酵素活性は失なわれずその活性値の増大はしば しば

四塩化炭素中毒その他の病変に於ても見 られる所で

あり14),一 次的な呼吸の増大はその電子顕微鏡像か

ら核膜近くのelectrion densityの 増加やEndopla

smic reticulmの ミトコンドリアに近い部分での分

布の増大等から何かそれ等相互間に酵素浩性の増大

を来す如きmechanismが 招来されたとも考えられ

ている15).又 一方,天 野等16)の 云 う一過性の呼吸酸

素活性の増大が ミトコンドリアに局在する酵素渚性

を抑制 して居る物質が取除かれる事に由来するもの

であると云う解釈も出来る.然 しこの事は又同一の

OX物 質で単にEhrlich腹 水癌細胞を生理的食塩水

で5回 洗滌 した場合と1回 洗滌 した場合の比較に於

て見られた如く後者では明らかに固在基質反応が強

く亦一時的呼吸酵素活性の増大が比較的高濃度に於

ても見られるに反 し前者に於ては個在基質反応の活

性 も弱まり亦低濃度に於ても一時的な呼吸の増大が

小さくなる事等から非常に細胞の変性を起し易い状

態ではOX物 質が作用 し易く(呼 吸に対する作用が

表われ易 く)な る事は明らかである.従 つて本実験

で示された各種のOX物 質の作用が比較的作用時間

の短かい期間ではむ しろ呼吸酵素活性を増大 し長時

間の作用によつては細胞そのものが生理的好条件下

にないために変性し易い状態におかれた事になり酵

素そのものえの影響としてより細胞が変性 し易いた

めと解釈される.そ の事は同じOX. Mixの 正常肝

Homogenate及 びEhrlich ascites tumorに 対 する作

用を1時間値で比較 して見てもHomogenateの 方が非

常に速に酵素活性の低下を示す事からもうなづける.

従つて高濃度のOX物 質を作用せ しめた時にも一過

性に非常に短時問で一時酵素活性が高められる事も

想像される.亦OX物 質を作用せ しめて呼吸の測定

を行つた金政17)等 の実験結果ではOX0. OX1で は

ほとんど呼吸阻害はないと云はれ生理的条件下では

むしろほとんど呼吸酵素に薄する作用はないのかも

知れない.然 し何れにしてもOX物 質により一時的

に呼吸酵素が増加 しその後対照より活性度の低下す

る事は少なくともHomogenate或 いは生理的食塩水

で洗滌されたEhrlich腹 水癌細胞に於ては明らかな

事実であろう.然 し細胞変性に基 く呼吸酵素の低下

が酵素活性の変動が酵素そのものの阻害作用で低下

するのかは明らかでない.更 に又癌細胞に於て殊に

個在基質反応が強く見 られ又OX物 質が増殖性癌細

胞に特によく作用する事から考えて個在基質反応に

対する影響についても実験が必要であり又最も生理

的条件に近いinvivoに 於ける同物質の酵素活性に

与える影響についても実験する必要がある.又 本実

験では単にコハク酸脱水素酵索 系につ いてのみ

の実験結果 であり今後Cytochrom-C, Cyrochrome

 Oxidase System, DPVH dehydrogenase activity

に対する作用に関 しても追求 したいと考える.

結 論

X線 照射動物(家 兎)よ り分離された不飽和脂肪

酸の正常Maus肝, Ehrlich ascites tumor Cellの

Succinic dehydrogenase activityに 与える影響を生

化学的にneotetrazoliumの 還元量により定量し次

の結果を得た.

1)正 常肝燐酸Buffer Homogenateに 対 し此の

不飽和脂肪酸は明らかにコハク酸脱水素酵素活性を

低下せ しめその度合はほぼ濃度に比例 した.

2) Ehrlich ascites tomorcellに 対 しては比
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較的正常(洗 滌により細胞を弱らしめない)の 物で

は一時的にむしろ酵素活性を高め作用時間の延長に

より対照よりは低下せ しめ生理的食塩水にて洗滌す

る回数を増加する事により一時的酵素活性増大の時

期が非常に早め られた,な ほ阻害 の度合はOX2,

 OX3, OX1, OX0,の 順 であつた.

以上の結果から本物質は正常細胞(変 性をうけて

いない)に 対 しては大 して影響を与えず亦高濃度に

於てはむしろ細胞変性を来す結果として呼吸酵素活

性を低下せ しめるものであると考えた.

稿を終るに臨み終始御指導御援助を賜わつた恩師

武田俊光教授,山 本助教授に深甚の謝意を表わすと

共に妹尾病理学教室の内海助手に併せて感謝の意を

表し深謝致します.
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Experimental Studies on the Nature of X-Ray Disturbance

Part I. Effect of Unsaturated Fatty-Acid Fraction Extracted from

 X-Ray Irradiated Rabbit-Liver on Succinic Dehydrogenase

System of Ehrlich-Ascites-Tumor Cells

By

Midori Shiaku

Department of Radiation Medicine, Okayama University Medical School
(Director: Prof. Toshimitsu Takeda)

There are many investigations on the disturbances caused by x-rays but these works are 

consisted mainly of histo-morphological researches and rerely from the viewpoint of the act
ing mechanism of cells. More recently Lea, Barron et al, however, have studied the histoche

mical changes in the animals irradiated with x-rays and they have clarified the direct action
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of x-ray irradiation to a certain extent.

In our laboratory Dr. Tamamoto has succeeded in isolating a certain cytotoxin from 

unsaturated fatty acid fraction, an extract of the liver of the rabbits exposed to x-rays. In 

the subsequent studies with this cytotoxin it has been found that this substance has an inhi

bitory action on the mitosis of tumor cells. Therfore, we have carried out a series of experi

ments to see the effect of this substance, in the presence of succinic dehydrogenase, on the 

respiration of Ehrlich-ascites-tumor cells. As the result it has been confirmed that this 

cytotoxin possesses an action as to depress both the respiration of the cancer cell and that of 

normal liver cells.


