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要　　　旨

【背景】近年は身体における活性酸素やフリーラジカルによる酸化物質の蓄積を簡便に

計測することが可能になり、この酸化ストレス値が喫煙・高血圧・糖尿病などにおいて

高値を示すことが報告されている。がん治療において放射線は日常的に用いられている

が、正常な皮膚にも脱毛・痂皮・潰瘍といった副作用を生じる。放射線照射はフリーラ

ジカルを生成することが知られており、酸化物質・酸化ストレス値の増加があると予想

される。しかし現時点では酸化ストレス値を計測して放射線障害との関連性を示した研

究は報告されていない。今回我々は異なる線量の放射線を照射したラットで皮膚障害モ

デルを作成し酸化ストレス値を計測して、皮膚障害の発生と酸化ストレス値との関係性

を調べた。

【方法】実験動物としてWistar系統、６～７週齢、メスのラットを用いた。これを対照

群、30Gy照射群、50Gy照射群、70Gy照射群の４群に分け、各線量をラット右大腿部皮

膚に一回で照射した。放射線照射前、３日後、７日後、16日後、24日後、31日後、38日

後にd-ROMsテストによって血中の酸化物質濃度を酸化ストレス値として測定した。

又、放射線照射前、３日後、７日後、16日後、21日後、24日後、27日後、31日後、34日

後、38日後の皮膚の状態を観察し障害の程度を重症度のグレードに応じて評価した。

【結果】非照射群を除く何れの線量群も放射線照射後16日目に皮膚障害が出現し始め、

線量に相関して障害のグレードも有意に高かった。酸化ストレス値も照射後16日目に

ピークが出現し、高線量群が低線量群より有意に高値を示した。皮膚障害出現期間と酸

化ストレス高値の期間はよく一致し、密接に関連することが示唆された。

【結論】哺乳動物の放射線による障害が今回の計測法により早期に感知できる可能性が

示唆された。今後は放射線治療患者における障害の評価やラジカル除去治療などへの応

用が期待される。
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１　緒　　　言

　放射線はがん治療において日常的に用いられ

ているが、がん細胞に細胞死をもたらす機序は

細胞のDNAを傷害することにより正常な分裂

を妨げ、細胞壊死やアポトーシスを誘発するこ

とによる１）。

　放射線により致死的障害を受けた細胞はその

線量や放射線感受性により異なる形態の細胞死

を呈することが知られている。照射後に細胞分

裂を待たずに細胞死に至る細胞間期死

(interphase death)、照射後も数回細胞分裂を

繰り返した後に細胞死に至る分裂死（mitotic 

death)、細胞死の形態も細胞が自身のDNA 

を分断し能動的に誘導されるアポトーシス

（apoptotic death）や対照的に細胞の恒常的な

生命活動を維持できずに死に至る細胞壊死

（necrotic death）などが挙げられる２）－７）。

　広義の放射線の中で物質を電離する作用（細

胞を傷害する作用）を持つものを電離放射線

（ionizing radiation）と呼ぶが、電離放射線が

DNAを傷害する機序としては、放射線の電離

作用によってDNAが直接的に切断される直接

作用（direct effect）と、放射線が水分子を電離

することにより生じるフリーラジカルやその代

謝物によって間接的に近傍のDNAが切断され

る間接作用（indirect effect）の２通りに分けら

れる１）。

　放射線の間接作用として生じるフリーラジカ

ルは、H＋、OH・（ヒドロキシルラジカル）、e 

aq－（水和電子）、H2O2、H・（水素ラジカル）な

どがあり、二次的にHO2・（ヒドロペルオキシラ

ジカル）やO2－（スーパーオキサイド）を生じ 

る８）。放射線を含む種々のストレスにより誘導

されたこれらのフリーラジカルはスーパーオキ

サイドジスムターゼ（SOD）、カタラーゼ、グ

ルタチオンペルオキシダーゼ（GPx）などの抗

酸化酵素により水と酸素に分解される９）。

　先に述べた放射線によるもの以外にも、ATP

の産生または消費、好中球やマクロファージに

よる異物消化や分解などからもフリーラジカル

は発生する。このほか喫煙、高血圧、高脂血症、

慢性閉塞性肺疾患などの疾患においてもフリー

ラジカルによる酸化反応物の値が高値を示すこ

とが報告されている10）－13）。

　このような電離放射線の間接作用によってフ

リーラジカルが生じ細胞を傷害することによ

り、照射部位において脱毛、痂皮、潰瘍といっ

た皮膚障害がみられることが知られている。臨

床の放射線治療に於いても部位によっては治療

中の発赤・水疱・浮腫といった急性期放射線皮

膚炎が高頻度に見られることは知られてい 

る14）。さらに、日常診療で見る機会は殆どない

が一定の耐容線量を越えると皮膚潰瘍や皮膚壊

死といった晩期も稀に起こることが報告されて

いる15）。しかし、電離放射線照射後の生体にお

ける酸化代謝物を計測することによる経時的変

化とそれによる晩期皮膚障害との関係性を調べ

た研究は今のところ報告されていない。今回

我々は照射後の哺乳動物における酸化ストレス

の経時変化と晩期皮膚障害との関係性について

解析を行った。

２　対象と方法

フリーラジカル計測法：フリーラジカルや活性

酸素は生体内の他の物質との反応性が高く、そ

の寿命は短い。そのため、フリーラジカルとの

反応で生じる酸化反応物 ROM（Reactive 

Oxygen Metabolites）を計測することでフリー

ラジカル・活性酸素種を間接的に計測する 

d-ROMs（Reactive Oxygen Metabolites）テ ス

トを用いた16），17）。

　フリーラジカルによる酸化反応物の一つであ

るヒドロキシペルオキシド（ROOH）は血中な

ど鉄が存在する環境においてアルコキシラジカ

ル（RO・）やペルオキシラジカル（ROO・）

を生じる。これらの反応はフェントン反応

（Fenton Reaction）の一種とされる18）。この２
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種類の代謝物は特定の試薬(N,N-diethyl-para-

phenylendiamine : A-NH2）と下記の様な反応を

呈する。

　１）RO・＋A-NH2 → RO－＋A-[NH2・]－ 

　２）ROO・＋A-NH2 → ROO－＋A-[NH2・]－

　上の式のように、フリーラジカル・活性酸素

と反応して産生されるアルコキシラジカルもペ

ルオキシラジカルも試薬と反応してA-[NH2・]－

を生じる。この反応物であるA-[NH2・]－はピ 

ンク色を呈する物質であり、505nmあるいは

546nmの波長を吸収する。よって、採取した

ラットの血液を特定の試薬と混合した上で一定

の波長の光の吸光度を計測することによりその

吸収曲線より間接的に発生したフリーラジカ

ル・活性酸素種を定量することが可能になる。

計測された酸化代謝物（ROMs）の量は

Carratelli単位（CARR U）で表記され、数値が

高いほど発生ラジカル・酸化ストレスが多いと

いう指標になる。

実験動物：今回の実験では実験動物として

Wistar系統、６～７週齢、メスのラットを用い

て実験を行った。なお、この実験は山形大学動

物実験規程を厳守した上で行った。

放射線照射および採血方法：処置を行う際は

ラットをジエチルエーテルにて吸入麻酔した

後、９％抱水クロラール0.5mlを腹腔内投与し、

麻酔下に処置を行った。

　麻酔下のラットをアクリル板に固定し、右大

腿部の皮膚にのみ放射線を照射した。対照群

（0Gy）は麻酔・固定は行ったが照射はしな

かった。放射線は４MeV（メガ電子ボルト）の

電子線を用い、足関節は２mm鉛板にて遮蔽し

た。ラットは計測する群を対照群（0Gy）と３

つの照射群に分け、30Gy/１回照射群、50Gy/

１回照射群、70Gy/１回照射群とし、それぞれ

１群当たり５匹のラットを用いた。30Gy－

70Gyの各線量は過去のマウス皮膚に対する照

射実験に基づき、皮膚障害に一定の差が生ずる

線量として設定された19）。

　酸化ストレス値の測定は放射線照射前、３日

後、７日後、16日後、24日後、31日後、38日後

に麻酔下のラットの尾静脈から50μl（マイクロ

リットル）の血液を採取し、d-ROMsテストを

行った。

　晩期皮膚障害の観察は放射線照射前、３日

後、７日後、16日後、21日後、24日後、27日後、

31日後、34日後、38日後に観察し、分類表に基

づいて各ラットの皮膚障害の経時的変化を記録

した。皮膚障害はAndo Kらによるグレード分

類表に基づいて分類した19）。皮膚障害グレード

を要約すると次のようになり、数値が大きいほ

ど重度の障害を表す；グレード０：変化がない

状態、１：わずかな発赤、２：重篤な発赤・わ

ずかな乾燥落屑、３：明確な乾燥落屑・わずか

な湿潤落屑、４：重篤な乾燥落屑・明確な湿潤

落屑、５：重篤な湿潤落屑（乾燥・湿潤とは落

屑の際に表皮が乾燥しているか湿潤しているか

を表す）。乾燥落屑か湿潤落屑かの判定は視

診・触診により判定を行った。落屑の程度は照

射面積の１／３未満の変化を“わずかな”変化

と定義し、照射面積の１／３以上・２／３未満

の変化を“明確な”変化と定義し、照射面積の

２／３以上の変化を“重篤な”変化と定義づけ

られ、これらの判定規準や用語はAndo Kらの

グレード分類表に準じて定義されている19）。酸

化反応物の値と同様に経時的に観察した。

統計学的解析： 皮膚障害は各群の皮膚障害グレ 

ードの平均を対応のある時系列データとして

repeated-measure ANOVA (analysis of vari-

ance）を用いて各群間の有意差検定を行った。

酸化反応物の値も同様に repeated-measure 

ANOVAを用いて解析した。

３　結　　　果

　各群ラットに対する放射線照射後の皮膚障害

の変化と時間の変化を図１に示す。皮膚障害の

各群の［照射前/Day3/Day7/Day16/Day24/Day 

31/Day38］の平均グレードは、30Gy群で［0/0/ 

0/0.8/1.0/1.4/1.4/1.5/1.2/1］、50Gy群で［0/0/0/1.1/ 
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1.6/3.2/3.0/2.5/ 2.5/2.0］、70Gy 群で［0/0/0/2.9/ 

3.4/3.8/3.5/3.3/3.0/2.0］であった。0Gy群は非照

射のため当然ながら皮膚障害は全く出現してい

ない。障害グレードは放射線照射量に応じて

70Gy群、50Gy群、30Gy群の順により重度の皮

膚障害が発生する傾向が見られ、群間に有意差

が見られた（ p < 0.001）。どの群でも放射線照

射後16日目から障害が出現し始め、24－31日目

にかけて皮膚障害のピークが見られた。

　次に各群のラットに対する放射線照射後の酸

化反応物の測定値と時間の変化を図２に示す。

各時点［照射前/Day3/Day7/Day16/Day24/Day 

31/Day38］での平均測定値は0Gy群で［299.2 

/412/368.4/373.4/347.6/364.8/340］、30Gy群で

［271/443/365.6/433.6/374.2/ 391.6/377.6］、50 

Gy群 で［371.4/498.6/452/530/497.7/ 468.7/ 

395.5］、70Gy群は［313.4/498.6/426/548.4/484.2 

/455/387］であった。酸化反応物の測定値の全

体の変化としては、30Gy群と50Gy群/70Gy群

の間には有意差がみられた（ p = 0.029）。50Gy

群と70Gy群の差は明確ではないが照射線量が

多いほど酸化反応物の測定値も高い傾向がみら

れた。どの群でも皮膚障害の出ていない照射後

３日目に酸化反応物の一過性の上昇が見られ、

16日目に再度酸化反応物の測定値のピークがあ

りそれ以降は徐々に低下する傾向が見られた。

酸化反応物の測定値の二度目の上昇～低下まで

期間は、皮膚障害の出現～障害の改善の時期と

ほぼ一致していた。

４　考　　　察

１）照射線量と皮膚反応

　Moulderらはラット皮膚にX線を照射し、線

量が大きくなると共に皮膚障害が強く出ること

を示している。皮膚障害のピーク出現は照射時

より20－30日後に見られることが示されてい 

る20）。γ線や粒子線を用いたラット皮膚での照

射実験でも同様に線量が大きくなるにつれ強 

い皮膚反応が出ることが示されている 19）。

Gorodetskyらは照射による皮膚障害を張力の

点から検討した。照射線量が大きいほど皮膚張

力が低下することが示され、組織を支持する膠

原線維や結合組織が酸化物質によって損傷を受

けていることが示唆される21）。

　今回の我々の実験結果において皮膚障害のグ

　図１．30Gy照射群、50Gy照射群、70Gy照射群、0Gy群の皮膚障害度の変化
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レードは70Gy／50Gy／30Gyの順に照射線量

が多いほど強い皮膚障害が発生しており、予想

に矛盾せず照射線量と障害の重症度は相関する

といえる。どの群も皮膚障害は照射後７日目以

降から出現し始め、徐々に増加し21日目から31

日目に皮膚障害のピークがみられた。照射後31

日目以降はどの群も障害のピークを過ぎ回復し

ていく傾向が見られた。これら照射後の経過は

Moulderら、Andoらによる過去の実験結果とよ

く一致していた19）。

２）酸化反応物の値の初期反応

　フェントン反応を利用した酸化ストレスの数

値化はAlbertiらによって報告されている。糖

尿病における末梢循環障害や血圧、慢性C型肝

炎など身体的ストレス環境に於いて血液の酸化

ストレス値が疾患の重症度と相関することが示

されている22）－24）。しかしながら、放射線による

皮膚障害をd-ROMテストによる酸化反応物の

値によって評価した研究は今のところ報告され

ていない。

　今回の実験結果では酸化反応物の値のグラフ

は各群ともに３日目に一過性のピーク形成が見

られた。この一過性のピークに関しては二つの

原因が考えられる。一つは放射線照射に起因す

る酸化反応物の上昇であり、もう一つは放射線

照射と直接関連しないラットの身体的・精神的

ストレスによる酸化ストレス環境下での値の上

昇である。

　放射線照射に起因する酸化反応物測定値上昇

機序の一つとして細胞内代謝活性の上昇が考え

られる。放射線被曝した細胞内ではp53等細胞

周期に広く関与する遺伝子や、NF-κBなどの

転写因子合成や蛋白質の合成が活性化すること

が知られている25），26）。これらの代謝活性化は

ATPの産生・消費を促進し、活性酸素の増加が

酸化反応物の増加につながっていると考えられ

る。また、細胞膜脂質の酸化も初期酸化反応物

測定値上昇の一因と考えられる。放射線は脂肪

酸を酸化することによって脂肪酸ラジカル

（R・）、ペルオキシラジカル（ROO・）を生ず

る。このペルオキシラジカルはさらに新たな脂

肪酸ラジカル（R・）が生成するという連鎖的

脂質過酸化反応も亜急性期の酸化反応物測定値

増加の一因と考えられる27）。放射線に起因しな

　図２．30Gy照射群、50Gy照射群、70Gy照射群、0Gy群の酸化反応物の測定値の変化
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い理由としては、照射ではなく吸入麻酔や腹腔

内への麻酔薬注射、アクリル板への固定など実

験処置そのものが実験動物へのストレスとなっ

ている可能性は十分考えられる。別に行った急

性期の酸化反応物測定値の解析でも、本解析と

同様に麻酔・固定のみで放射線を照射していな

い対照群が照射群ほどではないが３日目に酸化

反応物測定値の上昇が見られており、放射線以

外の身体的侵襲も初期のストレス増加に関与し

ていると考えられる28）。本解析では対照群と

50Gy群・70Gy群では酸化反応物測定値の全体

的な変化に有意な差が見られ（ p < 0.05）、これ

は共通の処置によるストレス以外に放射線照射

や皮膚障害を反映していると推測される。但し

対照群と30Gy群では差がある傾向がみられた

ものの、有意ではなかった( p = 0.11)。

３）酸化反応物測定値上昇と皮膚反応

　７日目以降は16日目にかけて再び酸化反応物

測定値の上昇がみられる。着目すべき点として

は酸化反応物測定値のグラフと皮膚障害度のグ

ラフを比較すると、酸化反応物測定値の二つ目

のピークと皮膚障害が発生する時期がほぼ一致

していることが挙げられる。酸化ストレス値の

二つ目のピーク出現から高値持続期間は皮膚障

害の出現期間と概ね一致する。グラフから見る

限りこれら酸化反応物測定値上昇と皮膚障害出

現には密接な関係があることが示唆される。

　組織に放射線が照射されると直接的あるいは

間接的に生じた電子やラジカルによってDNA

損傷が起こり、致死的な損傷を受けた細胞は壊

死あるいはアポトーシスにより細胞死に至 

る１）。しかし細胞死に至るのは照射直後ではな

く、他の照射実験や当研究の実験結果からも示

されている通り照射から３週間程度経過してか

らである 19）－21）。

　ラットの腸管を用いた照射実験では照射後48

時間で腸上皮の形態変化が見られ、72時間で潰

瘍形成が見られている29）。これに対して表皮の

場合は基底層から新たに扁平上皮細胞が分化す

る組織のターンオーバーに約２週間ほどかか

り、機能的にも主に支持組織であり内分泌機能

や消化吸収機能を果たしていないために障害の

顕性化に時間がかかると考えられる30），31）。

　細胞死はその形態から壊死（ネクローシス）

とアポトーシスに大別できるが、放射線照射に

より致死的傷害を受けたヒト固形癌や正常組織

ではその殆どが壊死であり、アポトーシスの割

合は低いとされている 32）－36）。

　ネクローシスあるいはアポトーシスを起こし

た細胞はサイトカイン・ケモカインなどを周囲

に放出し組織の炎症を引き起こす37）。これによ

る組織の損傷や免疫系・修復機構の活性化も酸

化物質の増加・測定値の上昇につながると考え

られる。またマクロファージが壊死した組織片

や異物を貪食する際には、スーパーオキサイド

を産生するNADPHオキシダーゼやNOラジカ

ルを産生する iNOSなどが合成される37）。この

ような貪食反応もフリーラジカル増加を介して

酸化反応物増加の原因となりうる。

　そのほか、細胞死の際には細胞を構成して 

いる脂質の過酸化が起こることが知られてい 

る38）。この脂質の過酸化が細胞死の原因である

のか細胞死の結果であるのかは議論の中にあっ

た。しかし最近の幾つかの報告によって、細胞

はグルタチオン（GSH）のような抗酸化物質を

絶えず産生することで自身を酸化物質から能動

的に防護していることが示された39），40）。細胞死

によって細胞の抗酸化活動は停止し、脂質の過

酸化を妨げている防御機構が失われることで過

酸化脂質が増加するという機序が有力である。

このように壊死細胞に見られる脂質過酸化反応

で生じた脂肪酸ラジカル（R・）やペルオキシ

ラジカル（ROO・）も酸化ストレス値を上昇さ

せる直接的原因の一つと考えられる。

　当実験での皮膚障害の経過に見られるように

皮膚障害はピークに達した後は回復に転じる。

皮膚の回復期は致死的DNA損傷を受けた細胞

はほぼ死滅し、基底層から新たに分化した細胞

による皮膚の再生（リモデリング）が起こって

いると考えられる。この時期は壊死細胞も減少
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するため炎症・ラジカル発生・過酸化物質の産

生が減少し、酸化反応物の測定値も皮膚回復に

伴い減少していくと推測される。

　これらの理由が放射線による皮膚障害によっ

て酸化反応物の値が上昇する機序と考えられ

た。今回の実験ではラットにより哺乳動物に対

する放射線反応を酸化反応物の計測によって数

値化できる可能性が示された。今後は遺伝子・

蛋白レベルでの細胞内代謝変化を検証する事が

一つの課題と考えられる。同様に放射線治療中

のヒトにおいて照射による皮膚粘膜反応と血液

酸化ストレス値が相関すると急性期の放射線障

害を予測するうえで有用であるかもしれない。

また近年ではフリーラジカルを除去するエダラ

ボンなどの薬剤が医療に応用されており、これ

らが照射によるフリーラジカル発生や障害を予

防する効果が動物実験にて示されれば放射線治

療中の患者にも応用できる可能性が期待でき

る。

結論：放射線皮膚障害ラットを用いて放射線性

皮膚障害と酸化反応物測定値の関連性を検討し

た。皮膚障害の程度と酸化反応物の値は相関す

る傾向が見られた。また、皮膚障害出現時期と

酸化反応物測定値のピークは一致していた。哺

乳動物に於いて放射線による皮膚障害で酸化反

応物の値が相関することが初めて示された。

　今後は放射線治療中のヒトにおける酸化反応

物測定値の臨床的検証と、酸化ストレスに対す

る防護薬剤の有効性に関する動物実験等の検証

が必要と考えられる。
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Relationship between measurements of blood oxidative

metabolites and skin reaction in irradiated rats

Takashi Kaneko, Jun Goto, Takuma Nomiya, Kenji Nemoto

　Recently, oxidative metabolites have been able to be measured by simple small device. 

It has been reported that the value of oxidative metabolites increases under several 

conditions such as hypertension, smoking, diabetes mellitus, etc. Radiation used in 

radiotherapy also causes free radicals and oxidative metabolites, and irradiation causes 

dermatitis and sometimes causes skin ulcer in the irradiated site. We analyzed the 

relationships between the value of oxidative metabolites and skin reactions.

　A certain doses of radiation were irradiated to the right thigh of rats, and oxidative 

metabolites of rat's blood from caudal vein were measured by d-ROMs test using an 

exclusive device. Skin reactions were evaluated according to a skin-reaction grading 

system from the day before irradiation to day 38 after irradiation.

　As a results, a significant correlation was shown between irradiation dose and skin 

grade. And a significant correlation was also shown between the value of oxidative 

metabolites and irradiation dose. The increase in oxidative metabolites was seen in the 

Day 16 after irradiation, and that corresponded with the appearance of skin reaction. It 

was suggested that the value of oxidative metabolites seems to be useful for estimating 

degree of skin reaction and time to appear skin reaction after irradiation.

Key words : free radical, oxidative stress, radiation, rat, skin reaction
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