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は しが き

平 成5、6年 度文 部省科学研 究費(一 般研 究B)の 助 成 を受 けて行 なわ れた研 究

「中性子線 の ヒ ト精 子染色体 に及 ぼす影響 」(研 究課題番 号05454606)を 終 え、

ここに研究成 果 をま とめ るこ とになった。

従来、放射線 の継世 代(遺 伝 的)影 響評価 は培 養体細胞 や 実験 動物 の生殖 細胞 を

用 いて行 なわれて きたが、ハ ムス ター卵 との異種 間体外受 精法 を利用 した ヒ ト精子

染 色 体分析 法 が確 立 され、 よ り直接 的 な解析 が可 能 にな った。 わ れ われ は これ ま

で、 その手法 を用 いて、X線 、 β線 、 γ線 の影響 を調査 し、 ヒ ト精子染 色体 が これ

らの放射線 に よって障害 を受けやすい ことを明 らか に して きた。

本研 究で は さらに リス ク評価 のための研 究 を発展 させ るた め にカ リフ ォルニ ウム

(252Cf)を 線 源 とす る核分裂 中性子線お よび コバ ル ト(60Co)γ 線 の ヒ ト精子染

色 体 に及 ぼす影響 を調 査 し、 中性 子 線 の生物 学 的効 果比(RBE)を 求 めた。 ま

た、 ヒ ト精 子染色体 に及 ぼす放射線影響研 究の簡便 化、効率 化 を計 る 目的で凍結ハ

ムス ター卵 の利用 、お よび被 曝精子の凍結 保存 について も検 討 を加 えた。 さ らに、

放射線 の影響 評価 のた めのバ ックグラウ ン ドデ ー タ として 、 日本 人一般 集団 にお け

る精子染色体 自然発 生率 の調査例 も増や した。

本研 究で得 られた成果 は まだ十分 とはい えないが、現 時 点 において は放 射線 の遺

伝 的影響 評価 の た めの貴 重 なデー タ にな る もの と考 えてい る。 また 、凍結 ハ ムス

ター卵 の利用 や被 曝精 子 の凍結 保存が研 究 の発 展 につなが る もの と期 待 して いる。

今 後 は、 α粒子 線 な どの影響 について も調査 を進 め、 よ り精 度 の高 い リス ク評価 の

た めのデー タを提供 してい きたい と考 えてい る。
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研 究成果の概要

1.ヒ ト精子染 色体異常 を指標 と したカ リフォル ニウム(252f)核 分裂中性子線

の生物学的効果比(RBE)

ヒ ト精子染 色 体 に及ぼ す6。Coy線 と252Cf中 性 子線 の影響 を調 査 し、 γ線 に対

す る中性子線 のRBEを 算 出 した。構造 的染色 体異 常 を持 つ精 子 の出現 率 を指標 と

した場合 、RBEは1.6、 精子 当た りの異 常染色体 数 を指標 と した場合 は2.0で あ っ

た。 これ らの値 はこれ まで ヒ トの リンパ 球や マ ウス精原細 胞 、初 期胚 で報告 されて

いる値 よ りもは るか に小 さか った。 これ はヒ ト精子染 色体 分析 に利用 した ゴールデ

ンハ ムス ター卵のDNA修 復 能が低 い こ とに よる もの と考 え られる。

2.Applicationofcrvopreservedgoldenhamsteroocvtestoinvitro

enotoxicitassasforhumansermchromosomes(誌 上 発 表 〉

ヒ ト精子染色 体研 究 の簡 便化 を計 る 目的で、凍結保 存 ゴー ルデ ンハ ムス ター卵 を

利用 して、 ヒ ト精子 染色体 に及 ぼす γ線 の影響 を調査 した。 その結 果、凍結卵 を利

用 して もヒ ト精 子 の染色 体異 常 出現率 お よび異常 の タイプは非凍結 新鮮卵利用 の場

合 と同様で、凍 結卵 が ヒ ト精 子染 色体 に及 ぼす放射線 の影響研 究 に利用 で きるこ と

が示 された。

3.線 照射後に凍結保存 されたヒ ト精子の染色体分析

ヒ ト精 液試料 に γ線 を照射後 、簡 便 な方法 で凍 結保存 し、経 時 的に解凍 して精子

染色体異常 率 を調 査 した。 その結 果、異 常率 は ほぼ一定 で あ り、凍結 ・解 凍操作 に

よって精子DNA損 傷 は変化 しない こ とが示 された。 この方法 は被 曝精子 の長期保

存 や輸送 に極 め て有用 であ る。

4.ChromosomallyabnormalQametesasacauseofdevelopmentaland

congenitalanomaliesinhumans(誌 上 発 表)

放 射線の影響 評価 のた めのバ ックグラウ ン ドデー タ として、 日本人一般 集団 にお

ける精子染 色 体 異 自然発 生 率 を調 査 した。51名 の 健常 男 性 にお け る異常 率 は平 均

15.5±4.2%と い う高 い値 であ った。現在 までの ところ、染 色体 異常率 と年 齢 あるい

は喫煙 習慣 との間 に関連性 は認 め られてい ない。
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【研 究成果】

ヒ ト精子染色体異常 を指標 とした

カリフォルニウム(252Cf)核 分裂中性子線の生物学的効果比(RBE)

は じ め に

これ まで放 射線 の生殖細胞 に対す る遺伝 的影響評価 にはヒ トの培 養体細胞 あるい

は実験動物 の生殖細胞 を用 いて研 究 を行 ない、得 られた結 果 をヒ ト生 殖細胞 の場合

へ外 挿す るとい う方法が とられて きた(UNSCEARreport ,1986)。 しか しなが ら、研

究が進 む につれて、放射線 に対 す る感受性が細胞 の種類 や動物種 によって異 なるこ

とが明 らか とな り、 ヒ ト生殖細胞 を用 いた よ り直接 的なア プローチの必要性 が ます

ます認識 される ようになって きた。

近年、 ヒ ト精子 と透明帯 を除去 したゴール デ ンハ ムス ター卵 との異 種 間体外受精

法 を利用 して ヒ ト精 子染色体 を直接 分析 す るこ とが 可能 にな り、上述 の 阻路 は開か

れた(Ka皿iguchiandMikamo,1986)。 われ われ はこの方法 を応 用 して、精 液試料へ

X線(Kamiguchietal.,1990a)、 トリチ ウム β線(Ka皿iguchietal.,1990b)お よ

びセ シウム(137Cs)γ 線(Mikamoeta1.,1991)をinvitroで 照射 し、誘発 され る構

造的染色体 異常 の タイプや頻 度 について解析 を行 なって きた。その結 果、 これ ら3

種類 の低LET放 射線 の ヒ ト精 子 に対 す る染色 体異常 誘発 能 はほぼ等 しい こ とが明

らか にな った。す なわち、 γ線 を基準放 射線 とした場合 のX線 とβ線 の生物 学的効

果比(RBE)は ほぼ1で あ った。 一方、 中性 子線や α粒 子線 な どの高LET放 射

線 は原子力発 電所 のみな らず 、最近 では癌治療 の 目的のた め医療現 場 で も利 用 され

るようにな って きてお り、 これ らの放 射線 の遺伝 的 リス ク評価 もます ます重 要 にな

って きてい る。

そ こで本研 究で は、 ヒ ト精 子 に252Cfを 線 源 とす る核 分 裂 中性子線 お よび60Co一

γ線 をinvitroで 照射 し、誘 発 された構造 的染色体異 常 の タイプや頻度 を も とに、

γ線 に対 す る中性子線 のRBEを 算 出 した。
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材 料 と方 法

健 常 男 性 か ら得 られ た 精 液 を37℃ で20～30分 間静 置 して液 化 した後 に、 精 液(約

0.5皿1)をBWW培 養 液(Rudaketal.,1978)が 入 った 試 験 管6～8本 に分 注 し、 運 動

能 の高 い精 子 を浮 遊 させ た(図1)。 この過 程 で 試 験 管 の 半 数 に252Cfお よび60Co

を線 源 とす る放 射 線 を照 射 し、 他 は非 照 射 対 照 群 と した 。60Co一 γ線 の 照 射 線量 は

0.5、1.0、2.OGyで 線 量 率 は1.7cGy/minで あ っ た 。 一 方 、252rfの 照 射 線 量 ぽ

0.25、0.5、1.OGyで 線 量 率 は1.3～1.7cGy/皿inで あ っ た。 い ず れ の照 射 も37℃ で 行

な っ た 。 なお ・252rfを 線 源 とす る放 射 線 に お け る中 性 子 線 と γ線 の 割 合 は そ れ ぞ

れ67%と33%で あ った(Hoshietal.,1988)。

ヒ ト精 子 の 受 精 能 獲 得 、 ハ ム ス タ ー卵 との 異 種 間 体 外 受 精 お よび 受 精 卵 培 養 は

KamiguchiandMikamo(1986)の 方 法 に従 っ て行 な わ れ た。 また 、 受 精 卵 の染 色 体 標

本 は漸 進 固 定 ・空 気 乾燥 法 を用 い て作 製 され た(MikamoandKa皿iguchi,1983)。
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結果

(1)60Co一 γ線 照射実験

2名 の男性 か ら得 られた精液 試料 を用 い、実験 群で計902精 子 、対 照群 で計509精

子が核 型分析 された(表1)。 各 照射群 で観 察 された構 造 的染色体異 常 を持つ精子

の 出現率か ら対照 群 におけ る異常 精子 自然発 生率 を差 し引 き、 γ線 だ け に よる染色

体異常精子の 出現 率 を計算 した結 果(表1の 脚注参照)、 その値 は線 量増 加 に伴 っ

て直線的 に増加 す る ことが明 らか になった(図2)。 この線 量効果 関係 は表3に 示

す 回帰式 で表 わ された。

表160Coγ 線によって誘発 された構造的染色体異常精子の出現率

精液 線量 分析 構造的染色体異

試料(Gy)精 子数 常を持つ精子数

(誘発率%a)

異常染色体数(精 子当た りb)

染色体型 染色分体型

切断 交換 切断 交換

AO.0

0.5

1.0

2.0

348

181

201

122

47

51(17.0)

102(43.1)

92(71.6)

492

53(0.153)7(0.033)

129(0.504)7(0.029)

140(1.013)7(0.052)

64

7(0.021)2(0.000)

15(0.057)4(0.008)

13(0.089)15(0.112)

BO.0

0.5

1.0

2.0

161

115

169

114

21

37(22.0)

69(32.0)

79(64.7}

232

43(0.232)2(0.005)

76(0.309}7(0.029)

117(0.889)14(0.110)

63

1(-0.029)4(0.016)

7(0.004}10(0.041)

17(0.112)7(0.043)

(・)構造的染r,_=常を持つ精子の辮(%)+講 講:群 辮 鵜1羅}×1・ ・

(b)一 りの異常染色嚇{1-}≡ 量叢 識 欝 驚lii鷺}x23

誘発 された異常 の タイ プは染色体 型切 断、染 色体型 交換 、染色分体 型切 断、染色

分体型交換 であ り、染色体 型切 断の頻度 が他 の異常 に比べ て は るか に高 か った。 こ

れ らの異常数 を合 計 し、精子 当 た りの頻度 を計算 した結果 、そ の値 は線量 に伴 って

直線的 に増加す るこ とが示 された(図3)。 また、各 タイ プの異常 につ い て も直線

的な線量効果 関係 が認 め られた(図4)。 そ れぞ れの直線 回帰 式 を表3に 示 した。
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図46。Co一 γ線 お よ び252Cf放 射 線 に よ っ て 誘 発 さ れ た 各 種 染 色 体 異 常 の 頻 度

表2ゐ2Cf放 射線によって誘発 された構造的染色体異常精子の出現率

精液 線量

試料(Gy)
分析 構造的染色体異
精子数 常を持つ精子数

(誘発率%a)

異常染色体数(精 子当た りb)

染色体型 染色分体型

切断 交換 切断 交換

AO.00165

0.50110

1.0053

30

41(23.3}

32(51.6)

32

56(0.318)

46(0.680)

2

7(0.052)

s(o.loi>

2

3(0.015)

to(0.17)

2

4(0.024)

o(-o.012)

BO.00111

0.25142

11::

26

50(15.4)

41(30.3)

28

61(0.179)

54(0.365)

2

9(0.045)

4(0.027)

42

8(0.020)6(0.024)

10(0.078)5(0.039)

CO.00184

0.25259

1.00152

31

76(15.0}

86(47.8}

332

94(0.185)8(0.020)

119(0.608}15(0.088)

01

12(0.046)4(0.010)

19(0.125}28(0.179}

*aとbの 頻度 はそれぞれ方程式(a)、(b)(表1の 脚注参照)に よって計算 された。
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(2)ゐ2Cf中 性子線 照射 実験

3名 の男性 か ら得 られた精 液試料 を用 い、実験 群で804精 子 、対照 群で460精 子が

核型分析 された(表2)。 誘発 された構 造的染色 体異常 を持 つ精 子の 出現率お よび

精子当た りの染色体 異常 頻度 はγ線 の場合 と同様、線量増加 に伴 って直線 的に増加

したが、 その増加率 はいずれの場合 もγ線照射群 に比べ て明 らか に高か った(図2

～図4) 。誘発 された異常の タイプはγ線 照射の場合 と同様 、染色 体型切 断、染色

体型交換 、染色分体 型切断、染色 分体型交換 で あ り(図5)、 染色 体型切 断の出現

率が他 の異常 の出現率 に比べ てはるか に高か った(図4)。 染色 分体型交換 を除 く

すべての異常 タイ プの出現率 に有意 な線量効果 関係が認 め られた(表3)。

表3ヒ ト精子における各種染色体異常の線量効果関係の回帰式およびRBE

回帰式* RBE**

Cf(η;Y)/Co(Y)Cf(η)/Co(Y)

(1)構 造 的 染 色 体 異 常 を 持 つ 精 子

CoY=1.68十33.85D(P<0.001)

CfY=1.15十49.43D(P<0.001)

(2)全 染 色 体 異 常(精 子 当 た り)

CoY=-0.058十 〇.615D(P<0.001)

Cf:Y=0.269×10_2十 〇.967D(P<0.OO1)

(3)染 色 体 型 切 断(精 子 当 た り)

CoY=-0.032十 〇.479D(P<0.001)

CfY=0.946×10_2十 〇.643D(P<0.001)

(4)染 色 体 型 交 換(精 子 当 た り)

Co:Y=-0.280×10-2十 〇.040D(P<0.01)

CfY=0.692×10-3十 〇.097D(P<0.001)

(5)染 色 分 体 型 切 断(精 子 当 た り)

CoY=-0.016-十 一〇.054D(P<0.01)

CfY=-0.592×10_2十 〇.147D(P<0.001)

(6)染 色 分 体 型 交 換(精 子 当 た り)

Co:Y=-0.740×10-2十 〇.040D(P〈0.05)

Cf:有 意 な 線 量 効 果 関 係 な し

1.5

1.6

1.3

2.4

2.7

1.6

2.0

1.6

3.2

3.9

*Yは 放射線 誘発 の染色値異常精 子の 出現率(%)(1)、 また は精子 当た りの異常染色

体数(2)～(5)を 、Dは 線 量(Gy)を 表わす 。
**Cf(η;Y)/Co(Y)とCf(η)/co(Y)は それぞ れ6。Co-Y線を基 準放 射線 と した場 合のお2Cf放射 線お

よびお2Cf中性子線のRBEを 表 わす。
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(3>中 性子線 のRBE

得 られた各 直線 回帰式 の勾 配 の比 に よ りRBEを 算 出 した(表3)。 すで に述べ

た ように、252Cfを 線源 とす る放 射線 に は33%の 割合 で γ線 が混入 して いる こ とが

知 られてい るの で、 その影響 を差 し引 いて 中性子線 のみのRBEも 算 出 した。その

結 果、染 色体異常 を持 つ精子 の出現率 を指標 とした場合 は1.6、 精子 当た りの異常染

色 体数 を指標 と した場合 は2.0、 染色 体型切 断 では1.6、 染色 体型 交換 では3.2、 染色

分体 型切 断では3.9で あった。 呵

考察

照 射 に よって ヒ ト精 子 に誘発 された構 造 的染 色体異常 の出現 率 は252Cf中 性 子線

で明 らかに高 か ったが、誘発 された染色 体 異常 の タイプ には大 きな違 いは認 め られ

なか った。す なわ ち、 γ線 と中性子線 におけ るヒ ト精子染色 体異常 誘発 能の質的違

い は大 き くない もの と考 え られ る。

今 回の研 究 で得 られた252Cf中 性子線 のRBEは 、 これ まで ヒ トの リンパ球 やマ

ウスの精原細胞 あ るいは初 期胚 で報告 されてい るRBEに 比べ ては るか に小 さか っ

た(表4)。

表4構 造的染色体異常を指標 とした場合の中性子線のRBE

指標 とした染色
体異常のタイプ

中性子線の細胞の種類
エネルギー

RBE 研究者

(基準放射線)

全染色体異常 ヒ トリンパ球

マウス初期胚

ヒト精子

二動原体染色体 ヒ トリンパ球

相互転座

ゐ2Cf

7MeV

葛2Cf

252Cf

0.2MeV

マ ウス精 原細胞0 .7MeV

PCC断 片(G、 期)ハ ムス ターV7943MeV

6-24(Y)

4.77.4(X)

2.0(y)

10.9(y)

60～80(Y)

22～30(X)

20～25(Y)

4(X)

1.6(y)

Lloydetal.(1978)

Weissenborn&Streffer

(1988)

本研究

Tanakaeta1.X1994)

Dobsonetal.(1991)

Searleetal.(1969)

Ngoeta1.(1991)
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一

一 般 に
、 中性 子 線 のRBEが 大 きい理 由 と して 、 γ線 で 誘 発 され る二 重 鎖DNA

切 断 は 比 較 的早 期 に元 どお り修 復 され るの に対 して 、 中性 子 線 に よ る二 重 鎖DNA

切 断 は す ぐに は 修 復 され ず 、 や が て修 復 ミス に よっ て 二 動 原 体 染 色 体 や 相 互 転座 な

どの交 換 型 異 常 と して 固 定 され るた め で あ ろ う と考 え られ て い る 。 とこ ろ が 、 興 味

あ る こ と に、 早 期 染 色 体 凝 縮 法(PrematureChromosomeCondensation,PCC法)に

よっ て 、DNA修 復 が 起 き る前 に 放 射 線 に よ る染 色 体 断片(PCC断 片)を 検 出

し、 そ れ を指 標 と して γ線 に対 す る 中性 子 線 のRBEを 算 出 した場 合 、 そ の 値 は1.6

で あ る こ とが 示 さ れ て い る(表4;Ngoetal.,1991)。 同様 に、 高LET放 射 線

の1つ で あ る α粒 子 線 を用 い てPCC断 片 を解 析 した 結 果 、RBEは2.2で あ った の

に対 し、分 裂 中期 にお け る構 造 的染 色 体 異 常 を指 標 と した場 合 で はRBEは お よそ

10ま で増 加 した とい う報 告 もあ る(LloidandEdwards,1983)。 これ らのPCC法 に

よる研 究 結 果 は γ線 と 中性 子 線 の初 期DNA損 傷 の 量 的 な差 は そ れ ほ ど大 き くな

く、 む しろ 照 射 後 のDNA修 復 に よっ て 中性 子 線 のRBEが 大 き くな る こ と を示 唆

して い る。

哺 乳 類 の精 子 は 遺 伝 情 報 運搬 の た め に特 殊 化 した 細 胞 で あ り、 細 胞 質 を ほ とん ど

持 た ず 、 そ のDNAは プ ロ タ ミ ン とい う核 タ ンパ ク と結 合 して 小 さ な頭 部 に 堅 く織

り込 ま れ て い る 。 そ の た め 、 精 子 はDNA損 傷 を修 復 す る 能力 を持 っ て お らず 、放

射 線 で 受 け たDNA損 傷 は そ の ま ま精 子 核 内 に蓄 積 さ れ る(OnoandOkada,1977;

Segaetal.,1978)。 一 方 、卵 子 はDNA修 復 能 を持 っ て い る た め 、 精 子DNA損

傷 は 受 精 後 、 卵 子 の 修 復 系 で 修 復 を受 け る こ と に な る(Generosoetal.,1979;

MatsudaandTobari,1989)。 ヒ ト精 子 のDNA損 傷 も異 種 の ゴー ル デ ンハ ム ス ター

卵 内 で 修 復 さ れ る こ とが 示 さ れ て い る(Kamiguchietal.,1990a,b;Genescaet

al.,1992)。 と こ ろが 、最 近 に な っ て、 卵 子 のDNA修 復 能 力 が 動 物 種 に よ っ て大

き く異 な っ て お り、 ゴ ー ル デ ンハ ム ス タ ー 卵 子 のDNA修 復 能 は マ ウ ス や チ ャイ

ニ ーズ ハ ム ス タ ー卵 子 の 修 復 能 に 比 べ 低 い こ とが 明 らか に な っ て き た(Tatenoet

'
al.,1995)。 した が っ て 、 今 回 の研 究 で得 られ た ヒ ト精 子 染 色 体 異 常 に対 す る 中性

子 線 のRBEに 関 して は 、 ゴー ル デ ンハ ム ス ター卵 子 のDNA修 復 能 の 影 響 も十 分

考 慮 す る必 要 が あ る。 現 在 、 ヒ ト卵 子 のDNA修 復 能 につ い て は ま っ た く解 って い

な い が 、 今 後 、 精 度 の 高 い リス ク評 価 を行 な うた め に は卵 子DNA修 復 能 とRBE

の 関係 を明 らか にす る こ と も重 要 で あ る。
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