
Histological and Biochemical Study of Delayed
Cerebral Necrosis after Irradiation with reference
to the Endothelial Injuries

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/8007URL



金沢大学十全医学会雑誌 第97 巻 第 1 号 8 3 仙96 く1 9 88 J

放射線月醐寸後に生ずる遅発性脳壊死 の組織学的

ならび に生化学的研究

金沢大学医学部脳神経外科学講座 く嘉宜 二 山 本信 二 郎教掛

山 口 成 仁
く昭和6 3 年 1 J1 5 甘受付I

放射線照射後に 生ずる遅発性脳壊死 の 発 生機序 に つ い て
， 脳内血管内皮細胞障害と の 関連 に お い て

組織学的な ら びに 生化学的検索 を行 っ た ． 対象 は雑種成犬 25 頭 で
，
う ち 19 頭を照射群と し 6 頭 を対照群

とし た
一
大脳半球 に ラ イ ナ ッ ク X 線1 5 G y を－

一 回照射 し
，
3
，
6
， 9 ， 12 ， 1 5

，
3 0 カ月後 に屠殺 し

， 摘 出
した脳 よ り， 組 織学的検索用試料 の 採取 と脳内血管内皮細胞の 分離 を行 っ た． 前者 に つ い て は光顕と電

顕 を 軌 －て脳壊死 に 至 る過程 を観察し， 後者に つ い て は放射線照射に よ る細胞周期内勤態 と D N A の 質 的
変化を生化学的に 検索し た． す な わ ち

，
フ ロ ー サイ ト メ トリ ー に て S 十 G 2 十 M 期 に 占め る細胞比率 瀾殖

期細胞比率う を算出す る と同 時に ， F e u 鹿 一 加水分解 を行い ア プ リ ン 酸生成 お よ び破壊の 速度定数を求 め
た

．
その 結果， 光願 的に は

－ 照射 後3 カ月 で は 著変は な い が ， 6 カ月 で は白質の 海綿状変化が散在性 に み

られ た
．
9 カ 月 で は 主 と して 前頭葉の 白質内に 小 壊死 巣が 出現 し， その 周囲の 血 管 に は内皮細胞の 増殖や

肥夙 小円形細胞浸潤な どが み ら れ た． 1 5 カ月 まで は壊死 巣は拡大傾向に あ るが ， そ れ以 降30 カ月 まで 新
し い 壊死 巣の 出現 は み られ な か っ た

． 電頗 的に は
， 照射後 6 カ月 で は

，
毛細血管や細静脈の 内皮細胞 に ピ

ノ サ イ ト シ ス の 克進が み られ
，
9 カ月後 で は核の 肥厚お よ び血管内腰 の 著明 な 狭窄が み られ た． 核は 切

れ こ み が深く 真正 ク ロ マ チ ン の 増加 を示 し
， 胞 体に は細胞内 フ ィ ラ メ ン トや フ リ ー

リ ポ ゾ
ー

ム
，
W eib eト

P a l a d e 小体， 微絨毛な どが 発達 して い た－ さ ら に
， 内皮細胞 をと り ま く基底膜は多層化 を示 し， 周囲に は

膠原線継が増加 し て い た ■ 同様の 血 管変化 は壊死巣 の 周囲に お い て照射後 15 カ月 ま で 認め られ た が， 照射
30 カ 月後に は血 管内皮細胞 はほ ぼ 正常 な超微形態を呈 した． ま た

，
血管内皮細胞の 増殖期細胞比率は， 対

照群 で は 6 ■4 ％ で ある の に 対 し， 照射群 では ， 3 カ月後15 ． 0 ％， 6 カ月後14 ． 7 ％， 9 カ月後 23 ．3 ％
，
1 2 カ

月後 1 4 ． 5 ％， 1 5 カ月後 15 ■ 7 ％
，
3 0 カ 月後 20 ． 1 ％と い ずれ も対照群よ り 高値 を示 した

．
さ ら に

， D N A の 転
写活性に 相関 す る ア プ リ ン 醸生成 の 速度定数は， 照射 9 カ月後に 最大 を示 した．

こ れ ら の 事実は， 放射線

照 射 に よ り内皮細胞 の 細胞周期の 部分 的同調が生じ 照射後9 カ月頃 に 次期分裂期 へ の 移行が最大と なる
こと を示唆 し た

．
以 上 よ り

，
放射線 照射 に よ り生じ た脳内血管内皮細胞 の 潜在的 D N A 障害と細胞周期の 部

分的同調が
， 遅発 性脳壊死 の 発 生 に 重 要な役割 を果 す もの と推定され た

．

K e y w o r d s d el a y e d r a di ati o n n e c r o sis
，
e n d o t h eli al c ell

，
fl o w c y t o m et ry ，

F e ulg e n h y d r oly sI S

中枢神経系 に 対す る放射線照射の 重 大な 副作用 の 一
一

つ と し て
， 遅発性脳壊死 の 発生 が 知 らj L て い る ． 遅発

性脳壊死 は放射線照射の 1 へ 2 年後に 生 ず る た め
， そ

の 臨 床的診断お よ び 治療 は困難 で あ る と さ れ て い

る
1 州

． 遅発 性脳壊死 の 発 生に は， 脳 内血 管内皮細胞 の

83

障害 に よ る 循環不全 が関与す る こ と が 示 唆さ れ て お

り
， 放射線照射後に 生ず る血 管内皮細胞の 障害 に つ い

て は
，
こ れ ま で 多数の 組織学的研究が な され て い る．

す なわ ち
，
L l e n a ら

7 I
， 松村当来． 遅発性脳壊死 を き た

し た症例の 脳 を電顕的に 観察し， 壊死 巣周囲の 血管 に ，

A b b r e vi ati o n s こ a
，
t h e c o n st a n t r e p r e s e nt in g t h e a m o u n t of p o t e n ti ally st ai n a bl e D N A

p r e s e n t in iti all y 三I p ， th e m a xi m al y ield o f a p u ri nic a cid ニt p ， t h e p e a k ti m e of d e p u r in a ti o n 3
K l

，
t h e r at e c o n st a n t of d e p u ri n a ti o n i K 2 ， t h e r at e c o n s t a n t of d e p ol ym e ri z a ti o n ．



8 4

内皮細胞 の変性が み ら れ る こ と を報告 した． 同様の 所

見 は， 多数の 研究者に よ っ て 動物実験 に お い て も確認

さ れ てい る
9 ト 1 封

．

一 方 ， C a v e n e s s 川 は， サ ル を用 い た

実験に よ り， 遅発性脳壊死の発生 に 脳内血管内皮細胞

の細胞周期の変化が密接な関係 を持 つ と した． しか し，

放射線照射後に 生ず る脳内血管内皮細胞の D N A 障害

や 細胞周期の変化 に つ い て は こ れ まで 詳細な研究は な

され て い な い ． 近年， フ ロ ー

サイ トメ トリ
ー に よ る細

胞周期 の解析や F e ul g e n 加水 分解反応 に よ る D N A

の 質的変化 の解析が 飛躍的 に 進歩 した ．
そ こ で本研究

に お い て
， 著者 は放射線照射 に よ る 遅発性脳壊死の 発

生機序に つ い て脳内血管内皮細胞障害 との 関連 に お い

て
， 組織学的な ら び に 生化学的検索 を行 っ た ．

す なわ

ち， 雑種成犬 に放射線照射後経時的 に 脳 を摘出 し， 光

顕と電顕 に よ る観察 を行い ，
同時 に 脳内血 管内皮細胞

を分離 し上 述の 手法 に よ り細胞周期 の解析 と D N A の

質的変化の解析 を行っ た．

材料お よ び方法

体重 8 句 1 2 k g の 雑種成犬 25 頭 を検索 の 対象 と し

た ．
ベ ン ト パ ル ビタ

ー ル 2 0 旬 3 0 m gノk g の静脈麻酔下

に，19 頭 の
－

側大脳半球 に Li n a c X 線発生装置 く三菱

電機製 M L －1 5 M III 型l を用 い て 10 M V の X 線 15 G y

を
一

回 照射 した． 残 りの 6 頭 は X 線照射 を行わず対照

群 と した ． 照射後， 3 ， 6 ， 9 ， 12 ， 1 5 ， 3 0 カ月 に ペ

ン トパ ル ビタ ー ル 60 ル 9 0 m gl k g の 静脈注射に よ り

屠殺 し， 直ち に脳 を摘出 した． 摘出脳 より光顕 な らび

に 電顕用 試料 を採取 し， 残 り の脳 よ り血管内皮細胞 を

分離 した．

王 ． 光顕 お よび 電顕 用 標本 の 作製

光顕用 に は， 組織片を 1 0 ％中性 ホ ル マ ル ン 溶液に て

1 週 間固定 し た後， パ ラ フ ィ ン に 包 埋 した． 厚さ 4 旬

6 声 m の 切 片 を作製 し， へ マ ト キ シ リ ン
． エ オ ジ ン

くH Eう 染色， ル ク ソ
ー ル ． フ ァ

ー ス ト ブル
ー くL F Bう

染色 を施 し， 光学顕微鏡に て観察 した． 電顕用 ほM う

に は ， 試料 を 2 ． 5 ％グル タ
ー ル ア ル デ ヒ ド溶液 に て 2

時間固定 した 後， さ ら に 1 ％オ ス ミ ウ ム 酸で 4
0

C
，
1

時間固定 した ．
エ タ ノ

ー ル 系列で脱水後 エ ボ ン 812 に

包埋 し， L K B ミ ク ロ ト ー ム を用 い て ， 超薄切片 を作製

した． 酢酸ウ ラ ニ ー ル と硝酸鉛の 二 重染色 を施 し， 日

立 H － 6 00 型電子 顕微鏡 で 観察 した．

工工 ． 脳 内血管内皮細胞 の 分 離

G o e t z ら
1 61 の 方法 に よ り直径 1 50 JL m 以 下 の脳内血

管よ り 内皮細胞 の 分離を行 っ た． あらか じめ髄膜 を剥

離 した約 20 g の脳 を，10 ％牛胎児血清 くGI B C O 社川口

E a gl e
，

s m i n i m u m e s s e n ti al m e d i u m くM E M H 日水1

中に て ， 1 旬 2 m m
3
に 細切 し同培養液 に て 遠心 洗浄 し

た ． そ の 沈溶に ， 0 ． 5 ％の 濃度 で c o ll a g e n a s e －d i s p a s e

くB o e h ri n g e r M a n n h ei m 社1 を溶解 し た M E M 1 5 m l

を加 え， 3 7
q

C
，
1 時間振盗培養し た． 遠心 後， 沈瘡 に

25 ％の 濃 度で 牛血 清 ア ル ブ ミ ン くB o vi n e A lb u m i n

P o w d e r F r a c ti o n V
，
A R M O U R 社l を溶解 した M E M

4 0 m l を加 え， 再び遠心 し た． 沈漆 に 1 00 m l の 培養液

を加 え， 1 5 0 ノJ m の ナイ ロ ン メ ッ シ ュ を通 した の ち， 濾

過液を さ ら に 遠心 した ．
沈漆に 10 m l の c oll a g e n a s e －

di s p a s e 溶液 を加 え， 3 7
0

C ， 30 分間振盟培養後， 4 0 m l

の 冷培養液を加 え た． 細胞浮遊液 を， 底 に 50 ノJ m ナイ

ロ ン メ ッ シ ュ を 張 り 直径 0 ． 2 5 へ 0 ． 30 m m の ガ ラ ス

ビ ー ズ を詰め た 円柱の中 を通 し， さ ら に 20 0 m l の 冷培

養液 に て洗浄 し た ． ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ お よ び ガ ラ ス

ビ ー

ズ に 付着 した細胞 を培養液に て洗 い 出し， 遠心 し

た の ち収集 した ． 採取 し た細胞の
一

部は ス ライ ドガ ラ

ス に 塗抹 し， 風乾後，抗 第YIIl 因子 関連抗原抗体 くD A C O

社う を用 い た螢光抗体間接法に よ り， 内皮細胞 であ る

こ と を確認 した．

III
，
フ ロ ー サ イ ト メ

ー タ ー 測 定用 サ ン プ ル 調 整

分離 し た 内皮細胞 を C a
2 ＋
や M g

2 ＋
を 含 ま な い 10

m M リ ン 酸 緩 衝液 くp h o s p h a t e －b u ff e r e d s a li n e
，

P B S H p H 7 ． 2I に て， 2 回遠心洗浄後， 70 ％ エ タ ノ
ー

ル に て
，
4
0

C
，
1 6 時間 固定 した ． 次 に

，
P B S にて 2 回

遠心 洗浄後， 80
0

C
，
1 0 分間加熱 した リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ

くSi g m a 社1 2 0 0 0 単位 を含む溶液 に て 3 7
0

C
，
3 0 分間の

振 漫 培 養 を 行 っ た0 リ ン 酸 － ク エ ン 酸 緩 衝 液

くp王1 6 ． 5うに て 2 回 遠心 洗浄衡 細胞沈漬 に 2 N H Cl を

加 え， 30
0

C
，
9 0 分の 加水分解 を行 っ た ．

0
，
1 5

，
3 0

，

6 0
，
9 0 分の 計 5 回 の サ ン プ リ ン グ を 行い ，

0
0

C O ． 1 N

H C l で反応 を止 め， リ ン 酸－ク エ ン 酸緩衝液 で 2 固遠

心洗浄 を行 っ た ． 細胞 を 1 X l O
t へ

u l O
5 個含む様 に 調整

した サ ン プ ル 0 ． 2 m l に
，
リ ン 酸－ク エ ン 酸 緩衝液 に

0 ． 15 N N a Cl お よ び ア タ リ ジ ン オ レ ン ジ く和光純薬l

を 10 ノノgノm l の 濃 度 で 含 む 染色液 1 ． 6 m l を 加 え
，

4
0

C
，
3 0 分間の 染色 を行 っ た ．

1 V ． フ ロ
ー

サ イ ト メ
ー

タ
ー に よ る 螢光量測 定

測定 に は， C S －2 0 型 の フ ロ
ー サ イ ト メ

ー

タ
ー く昭和

電工製1 を用 い ，
デ

ー

タ ー 処理 お よ び保存 に は 付属 コ

ン ピ ュ ー タ
ー

C T U －工I を用 い た ． 染色後の 試料は， 4 0

声 m ナイ ロ ン メ ッ シ ュ を通 した の ち， 4 88 n m アル ゴ ン

レ
ー

ザ
ー に て励 起 し， 適正 フ ィ ル タ

ー

を用 い て赤色螢

光 く波長帯 630 旬 6 5 0 n m ， F ン6 3 0う お よ び緑色螢光 く波

長帯 5 15 旬 5 7 5 n m
，
F 53 0う を測光 した ． な お ， 測定前に

A O 用 標準 ビ
ー ズ くO r th o 社l を用 い て 測定系の 調整

をお こ な っ た ．

V ． D N A ヒ ス ト グ ラム 解析

リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ処理 を 加え た細胞で は ，

ア ク リ ジ
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Fi g ． 1 ． A n u m b e r o f p h a g o c y ti c c e ll s a r e s e e n w ith i n th e n e c r o ti c f o ci d e v el o pi n g i n th e
f r o n t a l w hit e m a tt e r w ith m a r k e d s p o n g y d e g e n e r a ti o n ．

9 m o n th s a ft e r i r r a d i a ti o n ． H 8 t E st a i n X 9 0 ．

F i g ． 3 ． D e m y eli n a ti o n e x t e n d s f r o m th e n e c r o ti c a r e a t o th e w h ol e w hit e m a tt e r ．
1 5 m o n t h s a ft e r i r r a d i a ti o n ． L F B s t ai n X 6 0 ．



8 6 山

B

C

．t－

1
サ
〆

－－
1

練

熟

．盛 ノ．r．．

艶 卜掬

海
象

－．t
l

漁
叫

峨
1
無
，

Fi g ． 2 ． Bl o o d v e s s el s a r o u n d th e n e c r o ti c f o ci s h o w
h y p e r pl a si a o f pl u m p e d e n d o t h eli al

n u cl ei くA こ 6 m o n th s a f t e r i r r a di a ti o n ． H 8 t E st ai n X 2 5 0J ， e n d o th eli al p r o lif e r a ti o n w it h

a r e s u lt a n t l u m i n al n a r r o w i n g くB こ1 5 m o n th s a ft e r i r r a d i a ti o n H 8 z E st a i n x 25 0l a n d

p e ri v a s c ul a r i n filt r a ti o n o f l y m p h o c yti c c e11 s くC ニ 1 5 m o n th s a ft e r i r r a di a ti o n ． H ．良 E

St a i n X 3 5 0J ．
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ン オ レ ン ジ は 主 に D N A 二 重鎖間 に 結合 し緑色螢光

げ5 3ロコ を発 し， そ の 基 は相対的 D N A 含量に 比 例 する

こ と が知 ら れ て い る
1 7 ト 20－

．
こ の 現 象 を利用 し て， フ

ロ
ー サ イ ト メ

ー

タ
ー

に よ り F 5 3く， を測 光 し て 得 ら れ た

ヒ ス ト グラ ム よ り ， S 十 G 2 十 M 期 に 占め る細胞の 比率

く増殖期細胞比率ユ を算出 した．

V工
，
F e n l g e Il 加水 分 解曲線の 解析

F e ul g e n 加 水分解反応は細胞核内 D N A か ら の ア プ

リ ン酸の 生成お よ び消失の 過程 を表す と考 え られ て い

る
21 卜 24 l

．
B 6 h m ら

2 5I
に よれ ば

，
こ の D N A よ りの ア プ

リ ン酸の 生成 お よ び消失の 逐 次反応 は
， 加水分解時間

t で の ア プリ ン酸の 壷 を y くtl と す る と次式で あら わ

され る ．

y くtl
ニ
a K l くe，

k l し
e．k 2りl くK 2－K ll

a は初期 D N A こ軌 K l は ア プ リ ン 酸生成の 速度定数

K 2 は ア プリ ン酸破壊の 速度定数で あ る． ま た
，
アク リ

ジン オ レ ン ジは ， 酸に よ る変性 をう けた D N A で は
，
そ

の 負に 荷電 した リ ン 酸 基 と静電的に 結合 し， 赤色螢光

87

げ ン 63 01 を発す る こ とが 知 られ てい る． 上 式に フ ロ ー サ

イ トメ
ー

タ ー を用 い て F ン 63 0 を測光 し て得 られ た測定

値 を挿入 し
， 最小 二 乗 法 プ ロ グ ラ ム を 用 い た コ ン

ピ ュ ー

タ
ー 解析に よ り， 呑パ ラ メ ー

タ ー

を求め た． 同
鵬

モ デル が 複数存在 する場合 は， 実測値と理 論値の相

関係数が最大と な っ たも の を最適値と して選ん だ
．

成 績

工 ． 光顕所見

放射線照射 3 カ月後で は
， 血管 およ び脳に は特記 す

べ き変化 はみ られ な か っ た ． 6 カ月後 では
，
主 と して

前頭葉の 白質内に 散在性に 海綿状変化が出現 し， 周辺

の 毛細血管お よ び細静脈に は， リ ン パ 球と思わ れ る 多

数の小円形細胞の 浸潤が み ら れ た． 大脳皮質の実質細

胞 や主 幹動脈 に は
， 著変は な か っ た

． 9 カ月後で は，

海綿状変化を 示 す範囲が拡大 し
， 前頭葉の み な らず頭

頂葉の白質内の 山

部 にも 長径が 100 0 月 m 程度 の壊 死

巣が 出現 した く図 1うー 壊死巣 は液状の空洞化 を示 し，
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その 内腔 に は， 多数 の 貪食細胞が み ら れ た－
また

，
壊

死 巣周辺 の 血管 に は壁 の 肥厚や細胞集積
が み ら れ た

く図 2 ． Aナ． こ の 様な血管変化は，
一 般 に 白質内の毛細血

管や細静脈 に しば しばみ られ た が ， 皮質内血管
の

一 部

に も同様の 所見が み られ た．
しか し， 大脳皮質 に は明

らか な壊死巣は認 め られな か っ た ．
12 カ月後 に は， 9

ヵ月と ほ ぼ同様 の 壊死巣が み られ た ． 15 カ月後で は，

壊死巣は拡大 し， 肉眼的に 大き さが
1 句 2 m m の 病巣

を識別 しえ た．
壊死巣 は主に 前頭葉の白質内に 多くみ

られ た が， 頭頂葉や側頭葉， 後 頭葉内
に もみ られ た－

また
，
壊死巣と そ の周辺に は， 多数 の 貪食細胞が集模

して い た． 壊死巣は海綿状変化 を示す部分と連続
して

ぉ り， 壊死 巣周辺 の 血管 に は ， 内皮細胞
の増殖 に よ り

内膳の狭窄 を示 す もの く図 2
－ B 沖 ， 周囲に 著明な細胞

集積 を示 す も の く図2
－ Cうが み ら れた ．

血 管変化 は， 9

ヵ月後 と同様 に 壊死巣周囲の毛細血管
お よび紳静脈 に

多 くみ られ た が， 壊死巣か ら離れ た 部分
に も観察 さ れ

た． 大脳皮質の
一 部 に は， 神経細胞の脱落 とグリア紳

口

胞 の 反応性増殖 が み られ た． 30 カ 月後で は， 壊死 巣は

15 カ月後 と ほぼ 同様 の 大き さ で， 周囲 に は グ リ ア細胞

の 増殖 が み られ た ．
L F B 染色で は， 15 カ月 以 降に 白質

の著明 な 脱髄性変化が み られ た く図3 う．

II ． 電 顕所見

放射線照射 3 カ月後で は t
内皮細胞 に は著変 を認め

な か っ た ． 照射 6 カ月後 で は ， 毛細血 管や細静脈 の 内

皮細胞 の 胞体内に 微小の み こ み小胞 や呑飲空胞の増加

が み られ た ．
これ らの 血管 に は， 胞体内に 多数の ラ イ

ソ ゾ ー ム 顆粒 を も つ 貪食細胞 が し ば し ば付着 し て
い

た ． 照射 9 カ月後 で は， 血管内皮細胞 の 核 は肥大し切

れ こ み が 多く， 真正 ク ロ マ チ ンの 増加 を示 した．
ま た

，

核周囲部 に お い て は胞体の 肥厚に よ り血管内
膿 は著 し

い 狭窄 を示 した く図4 う． 胞体 内に は 中間径
フ ィ ラ メ ン

ト や フ リ
ー

リ ボ ゾ
ー

ム が 発 達 し て お り， 多 数 の

w ei b eトP al a d e 小体 が み られ た く図5 ， 図 6l ． 内皮細

胞 か ら血管内腔に 向か い 多数の微絨毛様の 突起
がみ ら

れ た く図6 う． さ ら に， 内皮細胞 をと り ま く基底膜
は多

pi n o c yt o ti c v e si c
l e s a n d W eib el － P a l a d e b o di e s ．

9 m o n th s a ft e r i r r a d i a ti o n ． E M X 1 8 ，0 00 ．
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層化 を示 し， 周囲に は 多数の 膠原緑綬が み ら れ た く図

7 う． こ れ らの 血管を と り まく 星状膠細胞の 突起 は しば

し ば水腫様の 肥大を示 し た． 内皮細胞の 肥 厚 に よ り著

明な内腔狭窄を示 す血管は壊死巣の周囲 に お い て ， 照

T a b l e l ． T h e D N A di st rib u ti o n i n e n d o th eli a l
C ell s i n diff e r e n t p e ri o d s af t e r i r r a d i a ti o n

昌2ぎ霊言
a
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M

M

M

M

M

M

3

亡
U

9

2

5

n
U

l

1
1

3

0

7

3

5

7

1

5

4

3

4

5
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1
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1

1

2

c o n t r o l エ 6 ．4

十 m o n t h s こ I n o n qi r r a di a t e d d o g ．

th e v a l u e s h o w i n g t h e s m a11 e st d e vi a ti o n ．
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射 15 カ 月後 まで 認め られ た． 照射 30 カ月後に は
，
血

管内皮細胞 は ほぼ正 常 な超微形態 を示 し た．

E L 増殖期細胞比率

増殖期細胞比率は
，
対 照群 で は 6 ．4 ％であ るの に 対

し
，
庵 射群 で は 3 カ月後15 ． 0 ％， 6 カ月後 14 ． 7 ％

，
9

カ月後 23 ■ 3 ％
，
12 カ月後 14 ． 5 ％， 15 カ月後15 ．7 ％，

30 カ月後 20 ． 1 ％と い ずれ も高値 を示 し， 9 カ月後 に 最

大で あ っ た く表1 う．

1 V ． F e血I g e n 加 水分解曲線の 解析

15 G y 照 射15 カ月 後の 犬 よ り得 られ た成績 を図 8

に 示 す． 図の 左 に お い て縦 軸 は緑色螢光強度 くF 5 301

くa r b it r a r y u n it ， a ． u ．l ， 横軸は赤色螢光強度t F ，。，。1

くa ．山 を示 す
．
ド ッ ト1 つ は細胞 30 個を表す ． 図の 右

は左 に お け る赤色螢光の み を ヒ ス トグラム 表示 した も

の で
， 縦軸 は細胞数 を示 し

，
横軸は赤色螢光強度 を示

す
．
こ の よ う に 加水分解時間 0 分で は

，
ア ク リ ジ ン オ

レ ン ジは主 に D N A 二 重鎖間に 結合 し緑色螢光 を発 し

た の に 対 し， 1 5 分以降で は螢光波長 は大きく 赤色に 傾

Fi g ． 6 － T h e e n d o th eli a l c yt o pl a s m h a s a b u n d a n t f r e e rib o s o m e s a n d mi c r o v ill o u s p r o Je C
．

ti o n s i n t o th e l u m e n ．

9 m o n th s a ft e r i r r a d i a ti o n ． E M X 1 2
，
0 0 0 ．
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き
，
ア プ リ ン 酸の 生成 を示 した ．

また
，
時間 の 経過と

共 に， 赤色螢光強度の ピ
ー ク値は 18 ， 1 7 ， 1 3 ， 8 と減

少 し， ア プ リ ン 酸の消失 を示 した． 表 2 は コ ン ピ ュ
ー

タ
ー 解析に よ り得 られ た各 パ ラ メ

ー タ ー を示 した も の

で
， 図9 は そ の成績 を図式化 した も の で あ る． 表お よ

び図中の 工p は ア プ リ ン 酸の 最大 生成量を示 し， t P は そ

の 加水分解時間を示 す ．
t p は照 射 3 カ月後 に 最大と な

り， そ の後減少 し9 カ 月後に 最小 とな っ た ． 1 2 カ月 以

後再び上 昇す る傾向が み られ た ．
工p は照 射 6 カ月後 に

最大と な り 12 カ 月後 に 最小 とな っ た ．
a は照射 3 カ 月

T a bl e 2 ． R e p r e s e n t a ti v e v a l u e s
f o r th e k i n eti c p a r a m e t e r s o f F e u l g e n h yd r o l y s I S

器霊晋 t p くm i nl I
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後に 最大 とな り， その 後， 徐 々 に 減少す る傾向が み ら

れた ．
K l は照射 3 カ 月後 に 最ノトと な り， 9 カ月 後に は

最大値 をと り， t P と ほ ぼ逆 の 位相関係 が み られ た． ま

た， K 2 は照射 6 カ月 後に 最小 と な り， 12 カ 月後 に 最大

値 をと り， I p と ほ ぼ逆の 位相関係が み ら れ た．
こ の 様

に して得 られ た各パ ラ メ ー タ ー

の 値 を用 い て 描 い た加

水 分解曲線 を図 10 に 示 す ． 図 に お い て横軸 は加水分解

時間を示 し，縦軸 は赤色螢光義 く相対的 ア プリ ン酸量う

を示 す．
立 ち 上 が りの カ ー ブ はア プ リ ン 酸の 生成過 程

を表し， 照射 9 カ月後 に 最も急峻で あ っ た ．
ピ ー

ク 値

以 降に 続く カ ー プは ア プ リ ン 酸の 消失過程 を表わ し，

照射6 カ 月後に 最も綾徐で あ っ た ．

考 察

放照線照射後 に 生ず る遅発性脳壊死 に つ し－て は現 在
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9 l

まで 多数の 組織学的研究が な さ れ てお り ， そ の 発 生 に

は血液脳関門の 破綻や血管透過性の 完進お よび 血 管内

腔の 閉塞な どが重 要な 役割を果 す とさ れ て い る
． す な

わ ち
，
L l e n a ら7，

，
M a t s u m u r a ら

26，
は臨床材料 を光顕

と電踵 を用 い て検索 し
，
壊死 巣周囲の 血管 に 類線推素

変性や内皮細胞 の 非蒋化， 窓形成
，
ピ ノ サイ ト

ー シ ス

の 完進な どを み た． ww
d

九 C a v e n e s s 川 は サル を 用 い た

実験 で
， 壊死 巣 とそ の 周囲の 血管 に 内皮細胞の 消失や

過形成を み た
．
さ らに

，
M c D o n a ld

l l l
は ウ サ ギ を用 い た
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実験で毛細血管の内皮細胞 に 膨化や壊死 を
み た■ 本研

究で は， 15 G y の放射線照射 6 カ月 後よ り白質 の 海綿

状変化が出現 し， 血管周囲の 小円形細胞浸潤や 血 管内

皮細胞の ピ ノ サイ ト
ー シ ス の 克進 が み られ た こ と よ

り， 脳血管の 透過性の 冗進が 示 唆さ れ た ． 照射 9 カ月

後 に は， 部分的 に壊死巣が出現 し， 1 5 カ月後 に は壊死

巣は ほぼ 完成 し た． 壊死巣周囲の 血 管に は透過性冗進

を示す所見に 加 え， 内皮細胞 の肥厚や増殖 に よ る血 管

内腔の閉塞が み られ た．
さ らに ， 周囲の 神経細胞に は，

核 ク ロ マ チ ン の濃縮や ニ ッ ス ル 小体の 中心崩壊 な どの

虚血性変化が み られ ，
グ リ ア細胞 は反応性増殖 を示 し

た こ とよ り， 血液脳関門の破綻 に よ る微小循環障害が

示唆 され た． 照射 15 カ月以後 に は壊死巣に 加 え広範な

脱髄病巣が み ら れ た． 以上 よ り， 放射線照射後 の 早い

時期で は なく 遅発性 に脳壊死 が生ずる の は， 放射線が

直接脳 に作用す る の で は なく ま ず脳血管 に 何 ら か の障

害を与 え， そ の結果二 次的 に 脳細胞 や髄鞘 が障害さ れ

る た め である と解さ れ る．
し たが っ て ， 遅発性脳壊死

の発生機序を解明す る 糸口 は， 脳血管 こ と に その 内皮

細胞 が放射線 に よ っ て どの様 な生化学的変化を き たす

か を知る こ と に ある． な か ん ずく， 放射線が血管内皮

細胞の細胞周期 に与 え る影響 を究明 す れ ば， な
ぜ 照射

後
一

定の 期間を お い て形態学的 な らび
に 機能的 に 異常

な血管内皮細胞が再生さ れ るか が わ か る は ずで ある ■

正 常の血管内皮細胞の D N A 合成期 くS 期う 細胞比

率 に つ い て は 従来 よ り 多数 の研 究 が な さ れ て
い

る
2 7 ト 細

． す な わ ち，E n g e r m a n ら
2 71
は
3 H ．th y m id i n e を

用い た オ
ー

トラ ジ オ グラ フ イ
一 に よ り， マ ウ ス 毛細血

管内皮細胞の S 期細胞比率は， 網膜で は 0
．0 1 ％， 心筋

で は 0 ． 1 4 ％以上で あ る と 報告 した． T a n n o c k ら
細 は

同様 の方法で筋肉， 骨， お よび 皮膚 に お け る S 期細胞

比率 を算出 し， い ずれ も 0
ル 2 ． 4 ％で ある と し た． 従来

より ， 放射線照射 に より細胞周期 の同調お よ び遅延が

ぉ こ る こ とが 知ら れ てい る が
3 0 ほい

，
現在 に 至 る まで ， 玩

め 0 に お い て放射線照射 に よ る脳内血管内皮細胞 の

細胞周期の 変化 を検索 した報告 はみ られ な
い

． 本研究

に お い て は， 内皮細胞の増殖期細胞 くS ＋ G 2 ＋M l 比率

は 対 照 群 で は 6 ． 4 ％で あ る の に 対 し， 照 射 群 で は

14 ． 5 旬 2 0 ． 1 ％とい ずれ も より 高値 を示 した． また ， 組

織学的 に 明瞭 な壊死巣 が初 めて 出現 した 照射 9
カ月後

に お い て増殖期細胞比率 は 23 ． 3 ％と 最大値 を示 した －

こ れ ら の事実 は， 壊死巣の発生 と血管内皮細胞 の増殖

期細胞比率 に は密接 な相関が ある こ と を示 唆 し て
い

た． す なわ ち， 照射 に よ り細胞周期の部分的同調 をう

けた 内皮細胞の多くが， 9 カ月前後 に 次期分裂期 に 入

り， こ の時期 に初 めて 照射 に よ る D N A 障害が 顕在化

す る た め， 形態的お よび機能的に 異常 な内皮細胞が再

生 さ れ たも の と 思わ れ た． そ こ で本研究 に お い て は，

さ ら に 放射線照射後 に 生ずる血管内皮細胞 の D N A の

質 的変化 に つ い て F e u l g e n 加 水分解反応 を 用 い て 定

量的な解析 を行 っ た ．

F e u l g e n 加水分解反応 は従来， 核 D N A の 定量 に 利

用 さ れ て き たが ， 近年， 加水分解曲線 に コ ン ピ ュ
ー タ ー

解析 を加 え D N A の 質的変化 を定量的に 解析 する 方法

に 応用 され て い る
3 2 ト 3 41

．
F e ul g e n 加水分解曲線に お い

て
， 最 初 の 急峻 な カ

ー ブ は ア プ リ ン 酸 の 生成 を 示

し
2 1 卜 2 3，－3 5－

，
K l は その 速度定数 で ある ．

鵬 般 に ， 細胞周

期内各分画に よ っ て F e u l g e n 反応 が 異 な り
3 61
，
D N A

の 転写活性の 高 い 細胞 ほ ど反応 が大き い こ と が知 られ

て い る
37 ト 401

． ま た， D N A 合成前に は F e ul g e n 加水分

解反応 が数倍 に 高ま り， ク ロ マ チ ン は よ り分散し た構

造を と る
41 ト 欄

．
以上 の 事実よ り， ア プ リ ン酸生成 の 速

度定数である K l は ク ロ マ チ ン の 空間構造の 差に よ る

D N A 転写活性 に 相関 す る パ ラ メ
ー

タ
ー で ある と 考 え

られ る． 本研究 に お い て， K l が照射後 9 カ月 で最大と

な っ た 事実は ， この 時期 に 血 管内皮細胞の ク
ロ マ チ ン

構造 の 分散化が お こ り D N A の 転写活性が増大 した こ

と を示 唆 して お り， 同時期 に 増殖期細胞比率が最大 と

な っ た事実 と
一 致す る ．

一 九 ア プリ ン酸生成 に続 く

緩や か な カ
ー ブ は ア プリ ン酸 の消失 を示 し， K 2 はそ の

速度定数である．
A n d e r s s o n ら

44 卜 彗 ま， E h rli ch 腹水

癌細胞 を用 い て F e ul g e n 加水分解曲線 を解析 し， ア プ

リ ン 酸消失の過程 は D N A の 安定性 に 相関 す る と し

た
．
M i y o s hi ら

3 4，は
，
ラ ッ ト脳 内の細胞で F e ul g e n 反

応の 相違を調 べ ， K 2 は加令と と も に 増大す る こ と を示

し， 同様の 結 論を述 べ た ． 本研究で は， E 2 は 照射後 6

カ月 に 最小， 1 2 カ月 に 最大 とな り ， ア プ リ ン 酸の最大

生成量 で あ るI p と ほぼ 逆の 位相関係 を示 した一
す な わ

ち
，
ア プ リ ン 酸消失過程 の 遷延 に より ア プ リ ン 酸の 最

大生成量が増加 し， D N A の 不安定性 が増 して い る こ

とが 示 唆さ れ た ．

以 上 ， 本研究 で 得 られ た成績 よ り， 放射線照射後に

生ず る遅発性脳壊死の 成因と し て ， 照射 に よ っ て 生 じ

た脳内血管内皮細胞 の 潜在的 D N A 障害お よ び細胞周

期の 同調が重要な役割を果す こ と が示 唆 され た ．

結 論

放射線照射後 に 生ずる遅発性脳壊死 の 発生と脳内血

管内皮細胞障害 との 関連 に つ い て， 雑種成犬の 大脳半

球 に ライ ナ ッ ク X 線15 G y を1 回照射 し， 組織学的な

ら び に 生化学的検索を行 っ た ．

1 ． 放射線照射後9 カ月 より 主 と して前頭葉の 白質

内に 壊死巣が出現 し， 15 カ月 で ほ ぼ 完成 した．

2 ． 光顕的 に は， 壊 死巣周囲の 血管は 小 円形細胞の



放射線照射後 に 生ずる遅発性脳壊死 の 研究

浸潤や内皮細胞の 増殖 お よび そ の 肥厚に よ る血 管内腔

の 閉塞 な どを示 した ．

3 ． 電頗的に は， 血管内皮細胞 は核の 真正 ク ロ マ チ

ン の 増加， ピノ サイ ト
ー

シ ス の 克進， フ リ ー リ ボ ゾ ー

ム や W e ib el
－ P al a d e ノJ l 体 ， 徴絨 毛 の 増加お よ び基底膜

の 多層化な どを示 し た．

4 ． 血管内皮細胞の 増殖期細胞比率は， 照射群 で は

い ずれ も対照群 よ り高値を示 し， 照射 後9 カ 月 で 最大

で あ っ た ．

5 ． D N A よ り の ア プ リ ン 酸の 生 成速度定数は ， 照

射後 9 カ月で 最大と な り， 同時期 に お け る D N A の転

写活性の 高さ を示 唆し た．

6 ． 以上 よ り
，
放射線照射 に よ る遅発性脳壊死の発

生に
，
脳 内血 管内皮細胞 の 細胞周期 の部分的同調 と

D N A 障害が 重 要な 役割 を果す こ と が 示唆 さ れ た． ま

た
，
放射線照射 9 カ月後 に 脳壊死 が生ずるの は， 照射

に よ る内皮細胞 の D N A 障害が次期分裂期に 入 っ て初

めて顕在化す る た めで あ る と推定さ れ た．
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，
S h a r pl e s s ，

T ． 鹿H M el a m e d
，
M ． R ． こ I n t e r p h a s e a n d m et a ph a s e

c h r o m a ti n こ D iff e r e n t st a n a b ilit y o f D N A w ith

a c ridi n o r a n g e a ft e r t r e a t m e n t a t l o w p H ． E x p ． C ell

R e s
リ
1 1 0

，
2 01 －21 4 く19 771 ．

2 11 ． D u ij n d a m ， W ． A ． I ．． 及 D uij n ， P － V － こ T h e

i n fl u e n c e o f c h r o m a ti n c o m p a c t n e s s o n th e s t oi c hi o
－

m et r y of th e F e u l g e n
， S c hiff p r o c ed u r e st u d i e d i n

m o d el fil m s ． I ． T h e o r e ti c al k i n e ti c s a n d e x p e ri
．

m e n t s w i th fil m s c o n t ai n i n g i s o l a t e d d e o x y
－

rib o n u cl ei c a ci d ． J ． H i st o c h e m ． C y t o c h e m ．
，
2 3

，
8 82 －

89 0 く19 7引．

2 21 D uij n d a m ， W ． A ． I ． ． 良 D u ij n ， P ． V ． こ T h e

i n fl u e n c e of c h r o m a ti n c o m p a c t n e s s o n th e s t oi ch i o
－

m et r y o f t h e F e ul g e
n ．S c hif f p r o c e d u r e s t u d i e d i n

m o d el fi m l s ． II ． I n v e sti g a ti o n s o n fil m s c o n t ai n i n g

c o n d e n s ed o r s w oll e n c h i c k e n e r y th r o c yt e n u cl ei ． J ．

H i st o c h e m ． C y t o c h e m ．
，
2 3

，
8 9 1 ．9 0 0 く19 7 51 －

23I R a s c h ， R ．
W ． 鹿 R a s c h

，
E ． M ．
工K i n e ti c s o f

h yd r ol y si s d u ri n g th e F e u l g e n r e
a cti o n f o r d e o x y

－

ri b o n u cl ei c a cid こ A r e e v al u a ti o n ． J ． H i st o ch e m ．

C yt o c h e m ．
，
2 1

，
10 5 3 －1 0 6 5 く19 7 3l ．

瑚 D e c o s s e ， J ． J ． 也 A i ell o ， N ． ニ F e u l g e n

h yd r o l y si s ニ e ff e ct o f a c
id a n d t e m p e r a t u r e ． J ．

H i s t o c h e m ． C yt o ch e m ．
，
1 4

，
6 01 －6 0 4 く1 96 61 ．

2 5I B 6 h m ， N ．
，
S ei b e v t

，
II ． U － ニ Z u r b e s ti m m u n g

d e r P a r a m e t e r d e r B a t e m a n － F u n k ti o n b ei d e r A u s

w e rt u n g v o n F e ul g e n
－ H yd r o l y s e k u rv e n ．

H i st o －

c h e m i e
，
6
，
2 6 0 －2 6 6 く19 6 6I ．

2 61 ． M a t s u m u r a ， H ． 鹿 R o s s ， E ． R ． ニ D el a y e d

c e r e b r al r a di o n e c r o si s f oll o w i n g t r e a t m e n t o f

c a r c i n o m a of th e s c al p ニ Cli n i c o p a t h ol o g l C a n d

u lt r a st r u ct u r a l st u d y ． S u r g ． N e u r ol ． ， 1 2 ， 1 9 3
－2 0 4

く197 91 ．

2 7I E n g e r m a n ， R ．
l ． ．

，
P f a f f e n b a c h m D ．

良 D a v i s
，

M ． D ． ニ C ell t u r n o v e r o f c a pill a ri e s ． L a b ． I n v e st ．
，
17

，

7 3 8 －7 4 3 く19 6 71 ．

卿 G ol d s m i th ， J ．
C ．
，
M c C o r m ik

，
J ． J ．

，
息 Y e n

，

A ． ニ E n d o th eli a l c ell c y cl e k i n e ti c s ニ C h a
n g e s i n

c u lt u r e a n d c o r r el a ti o n w ith e n d o th eli a l p r o p e rti e s ．

L a b ． I n v e st ．
，
5 1

，
6 4 3 －6 4 7 く19 8 41 ．

2 9I T a rL rL O C k ， I ． F ． 及 H a y a sh i ， S － ニ T h e p r olif e r a
－

ti o n o f c a pill a r y e n d o th eli al c ell s ． C a n c e
r R e s －

，
32

，

7 7 － 82 く19 7 21 ．

3 01 E l ki n d ， M ． M ．
，
G ilb e r t ， H ． S ．

，
M o s e s

，
W ． B ．

，

A l e s ci o ， T ． 及 S w ai n ， R ． W ． 二 R a di a ti o n r e s p o n s e of

m a m m ali a n c ell s g r o w n c ult u r e ． I V ． d o s e d e p e n d
－

e n c e o f d i v i si o n d el a y a n d p o sti r r a d i a ti o n g
r o w th

of s u r v i v i n g a n d n o n s u rv 1 V l n g C h i n e s e
h a m s t e r

c ell s ， J ． N a t ． C a n c e r I n st ．， 3 0 ， 7 0 5 －7 2 1 く19 631 ．

3 リ El k i n d ， M ． M ．

，
H a n

，
A ． 鹿 V oI z

，
K ． W ． こ

R a d i a ti o n r e s p o n s e o f m a m m a li a n c ell s g
r o w n i n

c ul t u r e ． V ． t e m p e r a t u r e d e p e n d e n c e o f th e r e p ai r o f

X －

r a y d a m a g e i n s u rv i vi n g c ell s ． R a d i o l － R e s ． ， 2 5 ，

3 5 9 － 3 7 6 く19 6 51 ．

3 2I P 6 p p e ， C ． P elli c ci a ri
，
C ． 鹿 B a c h m a n n ， K ． ニ

C o m p u t e r a n a l y si s of F e u l g e n h y d r ol y si s k i n e ti c s ．

H i st o c h e m i st r y ， 6 0 ， 5 3
－6 0 く19 7 91 ．

3 31 F b k u d a ， M ．
，
M i y o st li ， N ． ， S u gi h a r a ， H ．

，

H o s o k a w a
，
Y ， 及 N a k a n i s h i ， K ． ニ D if f e r e n t

i n st a b ilit y o f n u c l e a r D N A a t a ci d h yd r o
l y si s i n

c a n c e r o u s a n d n o n c a n c e r o u s c e11 s a s r e v e al ed b y

fl u o r e s c e n t st a i ni n g w ith a c rid i n e o r a n g e ． H i st o
－

c h e m i s t r y ， 8 4 ， 5 5 6
－5 6 0 く19 8 61 ．

3 4I M i y o s hi ， N ． 皮 F u k u d a
，
M ． こ Q u a n tit a ti v e

d e t e cti o n o f D N A d a m a g e i n th e n e u r o n al c e11 s o f

th e c e r eb ell u m a n d c e r e b r u m b y th e a n a l y si s o f

F e u l g e n h y d r o l y si s c u r v e s ． H i s t o c
h e m i st r y ， 8 4 ， 5 61

－

56 5 く19 8 6I ．

351 B a c h m a n n ， k ． こ O n th e i n t e r s p e cifi c c o m－

p a ri s o n of n u cl e a r D N A a m o u n t s u si n g t
h e F e ul g e n

a n d g all o c y a n i n c h r o m al u m m
eth o d s － H i s t o c h e m i e

，

1 7
，
1 4 5 －1 50 く19 691 ．

3 6I M a y all ， B ． 軋 ニ D e o x y rib o n u cl ei c a ci d c y t o－

p h o t o m e t r y of st ai n e d h u m a n
l e u k o c yt e s ■ I ． d iff e r－

e n c e s a m o n g c ell ty p e s ． J ． H i s t o c h e m ． C y t o c h e m ．，

1 7
，
2 4 9 －2 5 7 く19 6 91 ．

3 7I C o m i n g s ， D ． E ． 鹿 M a t t o c ci a
，
E ． ニ D N A o f

m a m m ali a n a n d a v i a n h e t e r o ch r o m a ti n ． E x p ． C ell

R e s ．
，
7 1

，
1 1 3 岬 1 31 く1 9 7 21 ．

3 8I P ol a c o w ， I ． 8 c S o m p s o n ， R － R ． こ C i r c u l a r
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di ch r o i s m s p e c t r a o f p u t a ti v e t r a n s c rib ed a n d

r e p r e s s e d c h r o m a ti n ． B i o c h e m i ． B i o p h y si c ． R e s ．

C o m m u n ．
5 2

，
2 0 2 －2 0 7 く19 7 3J ．

卿 F r e n st e r ， J ． 軋
，
N a k a t s u

，
S ． L

，
鹿 M a s e k

，
M ．

M － ニ U lt r a st r u c t u r al p r o b e s o f D N A t e m pl a t e s

wi th i n h u m a n b o n e m a r r o w a n d l y m p h n o d e c ell s ．

A d v ． C ell M o l ． B i ol ．
，
3
，
1 －1 9 く19 7 4J ．

4 01 K i11 a n d e r ， D ． 及 R i gl e r ， R ． 二 I n iti al c h a n g e s o f

d e o x y rib o n u cl e p r o t ei n a n d s y n th e si s of n u cl ei c a cid

i n p h yt o h e m a g gl u t in in e － S ti m ul a t e d h u m a n l e u c o －

C yt e S i n lノit rtj ． E x p ■ C ell R e s ． ， 3 9 ， 7 0 1 ， 70 4 く19 6 5J ．

4 11 G l ed h i11 ， B ． L
，
Gl e d h ill

，
M ． P ．

，
R i gl e r ， r ． 鹿

R i n g e r t z ， N ． R ． こ C h a n g e s i n d e o x y
，

rib o n u cl e o p r o t ei n d u ri n g s p e r m l O g e n e Si s i n th e b ull ．

E x p ． C ell R e s ．， 4 l ， 6 5 2
－6 6 5 く19 66J ．

42I N i c oli n i ， C ． こ C h r o m a ti n c h an g e S d u ri n g th e

C ell c y cl e of H el a c ell s ． J ． B i ol o gi c a l C h e m i st r y ， 25 0
，

33 81 －3 3 8 5 く19 7引．

4 3ナ S p e ls b e r g ， T ． C －
，
皿 t c h ell

，
W ． M －

，
C h y til

，
F ．
，

W il s o n
，
E ． M ． 也 0

，

M al 1 e y ， B ． W ． こ C h r o m a ti n o f

th e d e v el o pi n g ch i c k o v id u ct ニ C h a n g e s in th e

a c idi c p r o t ei n s ． B i o c h i m ． B i o ph y s ． A ct a ， 7 6 5 ．7 7 8

く19 7 3J ．

叫 An d e r s s o n
， G － K ． A ． 皮 Ej ell st r a n d

，
P ． T ． T ． こ

E x p o s u r e a n d r e m o v al o f st a in a bl e g r o u p s d u ri n g

F e ul g e n a ci d h yd r ol y si s o f fi x ed c h r o m a ti n a t

d iff e r e n t t e m p e r a t u r e s － H i s t o c h e m i s tr y ． ， 2 7 ， 1 6 5 －1 7 2

く19 7 1J ．

4 5J An d e r s s o n
，
G ■ K ． A ． 鹿 Ej e11 st r a n d ， P ． T ． T ． ニ

A st u d y o f D N A d e p ol y m e ri z a ti o n d u ri n g F e u l g e n

a cid h yd r ol y si s － H i st o ch e m i st r y ， 4 3 ， 1 2 3 －1 3 0 く19 7 5J ．

4 6J An d e r s s o n
，
G － K ． A ． 鹿 Rj ell st r a n d ， P ． T

． T ． こ

I n fl u e n c e o f a cid c o n c e n t r a ti o n a n d t e m p e r a t u r e o n

fi x e d c h r o m a ti n d u ri n g F e u l g e n h y d r ol y si s ． H i s t o
．

C h e m i st r y ， 3 0 ， 1 0 8
－ 11 4 く19 7 2I ．

H ist ol o gi c al a n d B i o c h e m i c al S t u d y o f D el a y ed C e r e b r al N e c r o sis af t e r I r r a di a ti o n
W it h r ef e r e n c e t o t h e E n d o t h eli al I n j u ri e s N a ri h it o Y a m a g u c h i， D e p a r t m e n t o f
N e u r o s u r g e r y ， S c h o o l o f M e d i ci n e

，
K a n a z a w a u n i v e r sl ty ， K a n a z a w a 9 2 0

－

J ． J u z e n M e d ． S o c ．
，
9 7

，

8 3 － 9 6 り9 8 8J

K e y w o rd s ニ d el a y e d r a d i a ti o n n e c r o sis
，
e n d o t h e li al c ell

，
fl o w cy t o m e t ry ， F e u lg e n h y d r ol y si s

T h e p a th o p h y si o g e n e si s o f d e l a y e d c e r e b r al n e c r o si s a ft e r i r r a d i a ti o n w a s st u d i e d h i s t ol o g l C a lly
a n d．bi o c h e m i c a lly i n 2 5 d o g s w it h s p e c i a l a tt e n ti o n t o t h e v a s c u l a r e n d o th eli al i q u ri es ． T h e
a n i m al s w e r e s a c ri n c e d 3

，
6
，
9
，
1 2

，
1 5 a n d 3 0 m o n t h s a R e r t h e si n g l e i r r a d i a ti o n of 1 5 G y X

－

r a y a t
th e h e m i s p h e r e ． S p e ci m e n s o f th e i r r a d i a t e d b r ai n w e r e r e s e c te d fb r t h e li g h t a n d el e c t r o n

m i c r o s c o p i c i n v e s tl g a ti o n ， a n d v a s c u l a r e n d o th eli a l c e11s w e r e p r e p a r e d fb r th e n o w c y t o m e t r y ．
T h e c e11 r ati o i n t h e g r o w th くS ＋ G 2 ＋ M ，p h a s e w a s c a l c u l a t e d t o a s s a y th e t r a n sft r o f c e 11 c y cl e s ．
F u r th e r m o r e

，
t h e r el a ti v e a m o u n t o f a p u ri n i c a ci d w a s m e a s u r e d t o a s s ay q u alit a ti v e c h a n g e s o f

D N A ． M i c r o s c o p I C a11 y ， n O m a r k e d c h a n g e w a s n o t e d 3 m o n th s a ft e r i r r a di a ti o n ． A ft e r 6
m o n t h s

，
S P O n g y C h a n g e s w e r e o b s e r v e d e s p e ci ally l n th e lt o n t a l w hi te m a tt e r ． A fte r 9 m o n t h s

，

SP O n g y C h a n g e s d e v el o p e d w it h r e s u l t a n t n e c r o ti c f b ci
，
a n d b l o o d v e s s e l s s h o w e d e n d o th eli al

p r o lif t r a ti o n w i th a l y m p h o c y tl C i n m tr a ti o n ． T h e s e c h a n g e s d e v el o p e d u n til 1 5 m o n th s ， b u t fr e sh
n e C r O ti c fb ci w e r e n o m o r e o b se r v e d 3 0 m o n th s aft e r i r r a d i a ti o n － B y el e c tr o n m i c r o s c o p y ，
C a P ill a ri e s a n d v e n u l e s s h o w e d i n c r e as e d pi n o c y t o sis o f e n d o th eli al c ell s 6 m o n t h s a ft e r i r r a d i a ti o n
a n d m a r k e d l u m i n al n a r r o w l n g d u e t o th e s w o ll e n n u cl e i 9 m o n th s a ft e r i r r a d i ati o n ． E n d o th eli al
n u c l ei sh o w e d a n i n c r e a s e o f i n fb l d i n g s a n d e u c h r o m ati n ， W h il e th e cy t o p l a s m h a d a n u m b e r o f
i n t e r m e d i a t e n l a m e n ts

，
ff e e ri b o s o m e s

，
W ei b el － P a l a d e b o d i e s a n d m i c r o v ill o u s p r oJ e C ti o n s ． T h e

e n d o th el s w e r e s u r r o u n d e d b y m u l til a y e r e d b a s al l a m i n a a n d a n u m b e r o f c ol l a g e n fi b ril s ． T h e
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v e s s e ls s h o w e d th e s e u lt r a st r u c t u r al c h a n g e s u n til 1 5 m o n t h s
a ft e r i r r a d i a ti o n

，
b u t b e c a m e a l m o st

n o r m a1 3 0 m o n t h s a ft e r i r r a di a ti o n ． T h e c e ll r a ti o i n th e g r o w t h p h a s e
w a s 1 5 ．0 ％く3 m o n th sl ， 1 4 ．

7 ％く6 m o n t h sl ， 2 3 ． 3 ％く9 m o n th sl ，
1 4 －5 ％ り2 m o n t h sl 1 5 ．7 ％t1 5 m o n th sl a n d 2 0 ■1 ％く30 m o n t h sl ，

r e s p e ct
i v el y ， a 1l o f w h i c h w

e r e h i g h e r t h a n 6
．4 ％ o f th e c o n t r o l ． T h e r a te c o n st a n t o f a p u ri n i c a ci d

fb r m ati o n くK IJ w a s m i n i m u m 3
m o n th s a ft e r i r r a d i ati o n w hil e it w a s m a x

i m u m aft e r 9 m o n th s ．

T h e r a te c o n ts a n t o f a p u ri n
i c a ci d d e st r u cti o n くK 21 w a s m i n i m u m 6 m o n t h s a ft e r i r r a d i a t

i o n w h il e

it w a s m a xi m u m aft e r 1 2 m o n t h s ． F u rt h e r m o r e ， th e m a x i m a
l yi el d o f a p u ri n i c a c

i d w a s i n i n v e r s e

p r o p o r ti o n t o K 2
． I t i s s u g g e s

te d ff o m th e s e d a t a th a t v a s c u l a r e n d o th eli al i n J u ri e s d u e t o th e

i m p a l r m e n t O
f cell c y c l e s a

n d D N A f bll o w l n g l r r a di a ti o n c o n t
ri b u t e t o th e d el a y e d o c c u r r e n c e o f

c e r e b r al n e c r o si s ．


