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1． 背景・目的 

1.1放射線の組織影響と造血幹細胞 

 ヒトにおいては骨髄、精巣、胸腺などの部位において特に放射線感受性が高いことが

知られている(1) (2) (3)。ヒトを含む哺乳類において赤血球、白血球、リンパ球などの細胞

が産生される造血器官は骨髄であり、それら細胞はいずれも造血幹細胞から分化する(4) 

(5) (6) (7)。活発に分裂している造血幹細胞は放射線感受性が特に高く、そのような造血幹

細胞が損傷するとその影響は末梢の赤血球に反映される(8) (9) (10) (11) (12) (13)。また、放射線

照射によって造血幹細胞が障害されて低下した造血機能が回復されず慢性的影響が表

れるが、線量によっては造血機能が回復することも知られている(14) (15) (16) (17) (18)。 

1.2モデル生物としてメダカを使う意義 

 哺乳類では造血器官である骨髄が緻密骨の内部にあるために、造血組織の組織学的観

察は困難を伴う。これに対して、同じ脊椎動物である魚類では腎臓が主たる造血器官で

あり、近年血球分化の研究においてゼブラフィッシュが有用なモデル動物となっている

(19) (20) (21) (22) (23)。同じく生命科学のモデル動物として広く用いられているメダカ（Oryzias 

latipes）は 1 世代が 2～3 年と短いためヒトでの長期の放射線影響を短期間で観察可能

であり(24) (25)、古くより放射線影響の研究に供せられ、放射線研究の知見が豊富に蓄積

している(26) (27) 。特に、体躯が透明である SK2系統(28)は、生きたまま体内の臓器を観察

することが可能(29) (30) なために、造血器官への放射線影響の研究を行うモデル動物とし
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て非常に適していることが期待された。 

1.3メダカを用いた放射線研究のバックグラウンド 

 所属研究室ではこれまでにメダカ精巣や脳への局所照射や全身照射後の影響を観察

してきた。背側照射による腎臓の萎縮(31)、p53 欠損メダカにおいて放射線照射による精

巣卵の誘導(32)、メダカ胚の脳を狙った直径 2 µmのマイクロビーム照射によって脳のア

ポトーシスおよび回復が明らかになった(33)ほか、貧血処理後の全身照射によって造血幹

細胞が活性化された可能性も示唆されている(34)。 

1.4本研究の目的 

 本研究では、メダカ腎臓の造血細胞に着目し、腎臓をターゲットとした放射線照射法

を確立し、線種および線量の違いによる造血組織への放射線影響を明らかにするととも

に、貧血時の造血細胞の放射線感受性を明らかにすることを目的とした。 
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2.方法 

2.1 メダカ系統と飼育 

 本研究では放射線照射および貧血処理後の腎臓の影響を観察するために体躯が透明

な SK2系統(SK2, bg8: null melanophore, lf: leukophore free, gu: guanine loss)(28)を使用した

(図 1)。全長 25～30 mm かつ生後 6 か月～1 年の個体を使用し、1 個体あたり 2 µl の採

血を行い解剖に供した。飼育は明期 14時間（9:00～23:00）、暗期 14時間(23:00～

9:00)、水温 26±1ºC の環境の屋内飼育室（生命棟 1N06）でメダカの飼育および繁殖

をおこなった。飼育室に設置された集合型循環式飼育装置（名東水園製）を使用し、

飼育水を循環させることによって 1 基あたり最大 48 個の小型水槽（縦：22.5 cm、

横：15 cm、高さ：12.5 ccm、畜水量：1.5 L）を使用してメダカを飼育することがで

きる。1個の水槽に成魚 2~7匹を飼育し、飼料として成魚にはテトラフィンまたはブ

ラインシュリンプのノープリウス幼生(Artemia salina)を、稚魚には稚魚用により細か

く粉砕したテトラフィンを 1 日 2回 10:00 と 17:00 に与えた。なお、本研究では全長

15 mm以上のものを成魚とした。 

 

2.2重粒子線照射 

2.2.1炭素イオンビーム 

 量子科学技術研究開発機構 高崎量子応用研究所のイオン照射研究施設 Takasaki Ion 
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Accelerators for Advanced Application（TIARA）を共同利用し、飛程 2.2 mmの炭素イオン

12C6＋ビームを照射した。ペットボトルにメダカを入れて東京大学柏キャンパスの所属

研究室から高崎の研究施設まで輸送した。メダカ成魚の目的の領域へ限局的に照射を行

うために、まず 2% 3-AMINOBENZONIC ACID ETHYL ESTER (MS-222, SIGMA Chemical 

co., USA) を用いてめだかを麻酔した。メダカがちょうど入る大きさの窪みを有する発

砲スチロール製のトロフをシャーレにセットし、大量の麻酔液を含ませたキムワイプを

用いてトロフ内でのメダカの位置と背腹の角度を調整した。メダカが窒息死しないよう

にビームを遮蔽しない範囲で飼育水をシャーレに満たした。カプトン膜でシャーレに蓋

をしたのち TIARA の照射室へ移送し、深度制御種子照射装置を使用して 0.132 Gy/s の

線量率で炭素イオンビームのブロード照射を行なった(図２)。マイクロビーム照射につ

いては、メダカに上記と同様の処置をして照射室へ移送し、細胞局部照射装置により直

径 250 µmの炭素イオン 12C6＋ビームを深度 2.2 mmまで 0.132 Sv/sの線量率で照射した。

照射後は通常の飼育水に戻してメダカの麻酔が解けたことを確認して千葉県柏市の研

究室まで輸送し、一定期間の飼育を行った。 

 

2.2.2 プロトンイオンビーム 

 2.2.1 と同様に TIARA 施設を利用して、炭素イオンビームと同様に 2.2 mm 程度の飛

程であるプロトン (H+)ビームを照射した。 
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2.3ガンマ線照射 

2.3.1ガンマ線照射装置(60Co) 

 量子科学技術研究開発機構 高崎量子応用研究所の食品照射棟にあるガンマ線照射装

置(60Co)を使用して、メダカ成魚にガンマ線を照射した。この施設では、線源から

212.8 cm、301.1 cm、650.65 cmの位置にメダカを配置することにより 1 Gy、0.5 Gy、

0.1 Gy の総線量のガンマ線照射を行うことが可能である（図３）。 

2.3.2 ガンマセル（137Cs） 

 所属研究室が所有するガンマ線照射装置（ガンマセル 3000 Elan, MDS Nordion、

Canada）を使用してメダカにガンマ線照射した（線量率 7.5 Gy/min）。照射を行うに

あたり２重にしたプラスチック製の円形容器に飼育水を満たし、内側の円形容器（直径 4 

cm、深さ 3.5 cm）に成魚 3~6 匹を入れ、蓋に穴を開けた 7x7x10 (cm)の立方体のプラ

スチック容器に飼育水 200ml を入れたうえで、ガンマセルの照射室の中央位置にメダカ

が位置するように調整した(図４)。 

 

2.4パラフィン切片の作製 

 メダカを 2 ml の 0.2％MS-222 にて麻酔したのち 15 ml チューブに 12 ml のデビッド

ソン液（100%エタノール 31.9％、10％ホルマリン 22％、酢酸 20％、DW 35.1％）にて
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２日間化学固定した。デビッドソン液を phosphate buffered saline（PBS） に置換し、

70％エタノール、80％エタノール、90％エタノール、95％エタノール、100％エタノー

ルにてそれぞれ 1 時間ずつ振とうした。さらに 100％エタノール 12 ml にて 15 時間振

とうした。エタノールをキシレンに置換し、キシレンにて 1 時間×3 回、15 時間振と

うした。3 回目にキシレン中で振とう処理する際はキシレンの揮発を防ぐためにパラ

フィルムにてチューブの口を封じた。 

 次に、実体顕微鏡下で観察しながら両刃カミソリを用いて鰓より頭側を切断単離し

10 ml のガラス瓶に移した。キシレン 5 ml を加え、60ºC のパラフィン 5 ml を加えて

60ºC の恒温器（F-12、いすず製作所）にて 1 時間静置した。続いてパラフィン 10 ml

に置換してさらに 1 時間×2 回 60ºC にて浸透させた。氷上に金属板の上に置いたベー

スモールド ( 24x30x9mm AS ONE6401016 )の深さ 1/3 まで融解したパラフィンを流し

入れ、組織片が沈まない程度に固まったことを確認して組織片を載せ、さらにパラフ

ィンをベースモールドの縁まで注ぎ 3 分間静置した。冷えたのち、再度パラフィンを

流し込み、パラフィンが固まったことを確認し、冷蔵庫内でさらに 3 時間保冷し完全

にパラフィンを固化させた。組織片の入ったベースモールドを水道水を張った容器内

に 5 分間沈め、ナイフを使って組織片が包埋されたパラフィンブロックをモールドか

ら取り外した。縦横 27 x 20 x 12 mmのパラフィン用木製ブロック中（AS ONE）に合

わせてパラフィンブロックをトリミングし、溶融したパラフィンを用いて組織片を含
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むパラフィンブロックと木製ブロックに固着させ、さらに固着面の周囲に溶かしたパ

ラフィンを加えて補強した。パラフィンが固まったことを確認したのち、さらに 1時

間冷蔵庫で保冷した。 

 滑走式ミクロトーム（LEM-700、YAMATO）または回転式ミクロトーム

（RM2125RT、Leica）を使用して厚さ 5 μmに薄切した。薄切した切片をスライドガラ

ス上の水滴の表面に浮かべ、43ºC のホットプレート上で加温して切片を十分に展開し

た後に乾燥させた。 

 

2.5 ヘマトキシレン−エオジン（HE）染色 

 切片をのせたスライドグラスを 1 日以上乾燥させた後に 10 分間×3 回キシレンに浸

漬させた。続いて、100％エタノール、95％エタノール、90％エタノール、80％エタノ

ール、70％エタノールの順に各 2分間浸漬させた。DDW に 5 分間、Mayer’s 

Hematoxylene solution (No.3001-1, 武藤化学株式会社) に 5 分間浸漬させ、5 分間流水処

理後、0.5％Eosin Alcohol Solution (No.3001-2, 武藤化学株式会社) に 1 分 30 秒浸漬し、

70％エタノール、80％エタノール、90％エタノール、95％エタノール、100％エタノー

ル、100％エタノールに各 2 分浸漬した。キシレンに 10 分間×3回浸漬させ、封入す

るためにキシレンとソフトマウント（和光純薬工業株式会社、192-16301）を切片上に

滴下し、幅広ピンセットを使って静かに 25 x 60 mmのカバーガラスをのせて封入し
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た。充分乾燥・固化したことを確認して顕微鏡(BX 50-F,  OLYMPUS)で腎臓組織像を

観察し、デジタルスチルカメラ(DFC-7000T,ライカ マイクロシステムズ)を使用して

写真撮影した（図５）。 

2.6 抗 PCNA抗体を用いた免疫染色 

 造血細胞における細胞増殖を観察するために G1 期からM 期の細胞だけを染色する

抗 PCNA 抗体を用いた免疫染色をおこなった。2.4 と同様の方法で組織切片を作製

し、2.5 と同様の方法で脱パラフィン処理を行った。PCNA 抗原を賦活化させるため

に、耐熱性チャンバー（TPX 染色バット, 2-3028-01 AS ONE 株式会社）にクエン酸緩

衝液 (pH6.0) を満たし、切片をのせたスライドガラスを浸漬し、オートクレーブ

（BS-245、トミー工業）を用いて 121ºCにて 20分間熱処理した。約 35ºC までチャン

バー内の温度が下がったのちに取り出し、3 分間×3 回 PBS にて洗浄した。内因性ペ

ルオキシダーゼを不活性化するために、3％過酸化水素 (H2O2)（30％H2O2 : 5 ml, PBS 

45 ml）を数滴滴下し、15 分反応させた後、PBS(-)で 5 分間×2 回洗浄し、PBS(-)と

PBST を 9:1の割合で混合した液にて 5分間洗浄した。Normal Horse Serum（4～6 drops 

in 10 ml PBS）(VECTASTAIN ELITE ABC Mouse/Rabbit IgG kit, VECTOR, USA) を滴下

し、室温のモイストチャンバー内で 30 分間反応させブロッキング処理を行った。反応

後 PBS(-)で 5 分間×2 回洗浄し、0.05% Tween-PBS(-) にて 5 分間洗浄した。 

一次抗体希釈液（0.5％ BSA; A6003-10G SIGMA, 0.5% Triton X-100; 203-0215 和光純
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薬工業株式会社, 0.1％NaN3; 190-14981 和光純薬工業株式会社 /PBS）にて 1,000倍に希

釈したマウス抗 PCNA抗体（PC10, NB500-106, NOVUS, USA）を一次抗体として用

い、モイストチャンバー内で 3 時間インキュベートし反応させた。反応後に PBS(-)で

5 分間×2回洗浄したのち、0.05% Tween-PBS(-) にてさらに 5 分間洗浄した。 

 二次抗体希釈液（0.5％ BSA, 0.5% Triton X-100 /PBS (-)）で希釈したビオチン化抗マ

ウス IgG 抗体を二次抗体として用い、モイストチャンバー上で 3時間インキュベート

して反応させた。反応後に PBS(-)で 5 分間×2 回、および 0.05% Tween-PBS(-) にて 5

分間洗浄した。続いて、Avidin （VECTASTAIN ELITE ABC Mouse/Rabbit IgG kit, 

VECTOR, USA）および Biotynilated peroxidase（VECTASTAIN ELITE ABC 

Mouse/Rabbit IgG kit, VECTOR, USA）それぞれ 10 µl に二次抗体希釈液を 1 ml を混合し

てボルテックスし、30分静置した混合液をスライドグラス上のサンプルに数滴滴下

し、モイストチャンバー内で 3 時間インキュベートして反応させた。反応後に PBS(-)

で 5 分間×2 回、および 0.05% Tween-PBS(-) にて 5 分間洗浄した。3’3-Diaminobenzine, 

tetra hydrochloride（DAB, 同仁化学株式会社） 0.051 gを 150 ml の 50 mM Tris-HCl 

(pH7.5)に溶解して調製した DAB 溶液にスライドガラスを 10 分間予備浸漬し、次に

1.5 ml の 1％ H2O2を加えた DAB 溶液にて 1 分 40 秒～2分間発色させた。染色後、ス

ライドガラスを PBS(-)に 10 秒、30 秒、10 分浸漬し、続いて 0.05% Tween-PBS(-) に 10

分間浸漬した。カウンター染色として、2.4 に従ってヘマトキシレン染色を行なった。 
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2.7貧血処理 

 1％フェニルヒドラジン（P26252-5G, アルドリッチ）を飼育水 600 ml にて希釈した

溶液にてメダカを 20 分間遊泳させ、曝露した。処理後にメダカを 20 分×2 回洗浄し

たのち、通常の飼育と同様に飼育した。 

 

2.8採血 

 1 個体あたり 2 µl の採血を行うために全長 25～30 mmかつ孵化後 6 か月～1 年の個

体を使用した。またサンプル数が偶数のときには雌雄の個体数が１：１になるように

調整した。採血するにあたり、メダカの尾の周辺の水分をキムワイプでふき取った。

採血した血液が凝固しないように、1 個体あたり 1 mL の血液希釈液（2% FCS, 10 mM 

EthyleneDiamineTetraacetic Acid, EDTA, 同仁化学株式会社 /PBS）を使用した。採血用

の 1.5 ml チューブに 4 µl の 0.5 M EDTAを予め入れておき、解剖ばさみでメダカの尾

の付け根を切断し、切断面が下になるように垂直の姿勢でメダカを保持した。中心動

脈から 10 µl のマイクロピペットを用いて 2 µl 採血した。採血用チューブの EDTA に

採取した血液を速やかに加え、やさしくピペッティングして混合したのち、血液の凝

固を防ぐため血液希釈液 994 µl をさらに加えて血液懸濁液とした。この血液懸濁液か

ら 10 µl を分取し、血球測定板と正立顕微鏡（BX50、OLYMPUS, JAPAN）を用いて 4視
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野の血球細胞を計数し、その平均値をもとに細胞密度を算出した。1個体につき血球数の

測定を 2度行い、平均をその個体の血球数密度（×10９/mL）とした。 

 

2.9 統計処理 

 全ての個体において血球数密度の平均値を算出した。n=3 以上の個体群については

標準偏差を算出した。n=3 以上の個体群では 2群の比較に際して t-test を行い、有意差

の有無を 5% 水準で検定した。すべて Excel を使用した。 
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3. 結果 

3.1. 限局して照射した際の造血細胞への影響の解析 

3.1.1 局所照射の様子 

造血組織への局所照射において、照射面積が造血細胞に及ぼす影響を解析するために

厚さ 3.0㎜のアクリル板を使って炭素イオンビームを遮蔽できることを確認し（CR39）、

照射したい領域だけに穴を開け、メダカの全身を遮蔽できる大きさ（縦 46 ㎜、横 23.5

㎜）に切り出し、照射したい領域に穴がくるように配置し、照射をおこなった（図６）。 

先行研究（34）から腹側照射より背側照射のほうが末梢血球数並びに造血細胞への影響が

大きいことが明らかになっている。そこで本研究では魚類の造血の場である腎臓への局

所照射を行うことで末梢血球数と造血細胞の関係を明らかにすることを目標とした。 

 

3.1.2陽子線 15Gy片側腎臓、両側腎臓、背側照射、腎臓以外照射 7日後の腎臓組織像 (HE

染色) 

腎臓組織切片の HE染色の観察より片側腎臓、両側腎臓、背側照射のいずれにおいて

も照射した腎臓領域において造血細胞が減少していることが確認された。また腎臓以外

照射では造血組織に影響がないことが確認できた（図７、８）。 

 

3.1.3炭素イオンビーム 15 Gyマイクロビーム照射 7日後の腎臓組織像 (HE染色) 
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細胞局部照射装置を使用して直径 250 µmの炭素イオンビームをメダカの左側腎臓に

数回照射した。照射 7 日後の腎臓組織像 (HE 染色)より照射した側の腎臓の一部領域限

局して造血細胞の減少が確認できた（図９）。 

 

3.1.4 炭素イオンビーム 15Gy片側腎臓照射 7日後の腎臓組織像 (HE染色) 

アクリル板でメダカを遮蔽し、直径 2.5 ㎜、2.8㎜，3.0 ㎜の穴をアクリル板に開け炭

素イオンビーム 15 Gyの照射をおこなった。照射 7 日後パラフィン切片を作製し HE 染

色した組織像を検鏡することにより、炭素イオンビームを片側照射した個体では非照射

側と比べて照射側の腎臓の造血細胞数が減少していることが明らかとなった。また片側

腎臓照射 3.0 ㎜の腎臓組織において、造血細胞の障害の有無をもとに照射側と非照射側

を確認することができた（図１０）。 

 

3.1.5 陽子線（15Gy）を片側腎臓、両側腎臓、背側照射、腎臓以外に照射し 7日後の末梢

血球数 

片側腎臓、両側腎臓への照射と腎臓以外の領域への陽子線の局所照射をおこない、陽

子線 15Gy 照射 7 日後においてこれらの個体から採血および組織（HE 染色）を得た。

末梢血球数は 2.11±0.22 ×106 個／mL（n = 8）、1.96±0.23 ×106 個／mL（n = 7）、

2.37±0.12×106 個／mL（n = 3）であった。両側腎臓照射ではコントロール群と比べて末
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梢血球数は有意に減少した（p = 0.014）。一方で、片側照射とコントロール間の p値は 

0.075、腎臓以外照射とコントロール間の p 値は p = 0.42 であり、片側腎臓照射と腎臓以

外への照射ではいずれもコントロールとの間には有意な減少はみられなかった。ただし、

片側腎臓照射と腎臓以外照射において有意な差がみられた（p = 0.045）ほか、両側腎臓

照射と腎臓以外照射においても有意な差がみられた（p = 0.011）。これらの結果より腎

臓への照射が末梢血球数の減少を引き起こす可能性が示唆された（図１１）。 

以上より、陽子線を局所照射された個体の造血細胞は照射されていない領域と比べて

減少していることがわかった。また腎臓だけを遮蔽し照射した際には造血細胞数は非照

射群と比べて差がない可能性が示された。 

 

3.1.6 炭素イオンビーム（15Gy）を片側腎臓、両側腎臓、背側に照射し 7日後の末梢血球

数 

腎臓への局所照射を行うにあたり、片側（右側）腎臓への照射と両側腎臓への照射と

腎臓以外の領域への照射を試みた。炭素イオンビーム（15G）y 照射 7 日後において片

側腎臓、両側腎臓、背側領域へ照射した個体から採血および組織（HE 染色）を得たと

ころ末梢血球数は 2.265×106 個／mL（n = 2）、2.12±0.54 ×106 個／mL (n = 3)、1.995×106 

個／mL (n = 2)であった（図１２）。炭素イオンビーム両側照射ではコントロール群と比

べて末梢血球数の有意な減少はみられなかった (p = 0.18)。 
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これらの結果より炭素イオンビーム（15Gy）を照射して 7日後においては、照射領域

が大きくなるほど末梢血球数が減少する傾向を確認した。 

 

3.2 線種および照射 7日後から 28日後までにおける造血組織への影響の解析 

3.2.1 炭素イオンビーム、ガンマ線および陽子線を照射し 14, 21, 28日後の末梢血球数 

14, 21, 28 日後の末梢血球数は、炭素イオンビーム照射群においてそれぞれ、1.69 ×106 

個／mL（n = 1）、1.69 ×106 個／mL（n = 2）、 1.85（n = 2）、陽子線照射群においてそれ

ぞれ 2.01±0.33×106 個／mL（n = 6）、2.30±0.31×106 個／mL (n = 7)、2.20±0.12 (n = 5)、

ガンマ線照射群においてそれぞれ、2.17±0.19×106 個／mL (n = 4)、2.27±0.06 ×106 個／

mL (n = 3)、1.88×106 個／mL (n = 2)であった（図 13）。陽子線照射群において放射線照

射後に末梢血球数の有意な回復は認められなかった（照射 14 日後 p = 0.083) (照射 21

日後 p = 0.45) (照射 28日後 p = 0.22)。全身照射を行なったガンマ線照射群では、照射

した 12 個体のうち 10 個体が 14 日目から 28 日目までに死亡したが、炭素イオンビー

ム、およびガンマ線照射群共に放射線照射後に減少した末梢血球数は 28 日後まで回復

しない傾向にあった。 

 

3.2.2 炭素イオンビーム、ガンマ線および陽子線を照射し 7, 14, 21, 28日後の腎臓組織像 

(HE染色) 
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次に、炭素イオンビームおよび陽子線の背側照射（ブロードビーム）とガンマ線の

全身照射後の造血組織への影響をパラフィン切片の HE 染色により評価した。放射線

照射７日目において、炭素イオンビーム、陽子線、ガンマ線ともにコントロール群よ

り造血細胞は減少していた（図１４−１６）。照射 14 日後、21日後、28日後いずれも

ガンマ線と陽子線では造血細胞の回復が確認できたのに対し、炭素イオンビームでは

回復が確認できなかった（図１４−１６）。 

 

3.2.3. 15 Gy照射 7日後における線種による影響の違い 

放射線照射 7 日後における非照射コントロール、炭素イオンビーム、陽子線、γ線照

射群における末梢血球数はそれぞれ、254.1±47.7×106 個／mL (n = 7)、 199.5×106 個／

mL (n = 2)、 199.2±30.7 (n = 7) 、201.5±35.5×106 個／mL (n = 7)であった（図１３a-c ）。

コントロールと陽子線を照射した個体では末梢血球数の有意な減少は確認できなかっ

た（p =0.29）。コントロールとガンマ線では末梢血球数が有意に減少していた（p =0.054）。

また陽子線とガンマ線の間には有意な差は認められなかった（p = 0.21）。 

末梢血球数の比較より炭素イオンビーム、陽子線、ガンマ線の順に組織影響が大きい

と考えられる。 

 

3.3．照射線量による造血細胞への影響の解析 
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3.3.1 炭素イオンビーム 2 Gy、5 Gy照射 7日後の末梢血球数 

高崎原子力研究所にて炭素イオンビーム（2Gy、5Gy、15Gy）をメダカ成魚の背側に

2.2cmの深さまで照射した。照射 7 日後に採血を行った。放射線照射 7日後における非

照射コントロール、炭素イオンビーム 2Gy、5Gy、15Gy照射群における末梢血球数は、

それぞれ 1.99×106 個／mL (n = 2)、2.08±0.25×106 個／mL (n = 3)、2.00×106 個／mL (n = 

2)であった（図１７）。非照射コントロールと炭素イオンビーム 2Gy の間には有意な差

は確認できなかった (p = 0.14)。 

以上より炭素イオンビーム 2Gy、5Gy、15Gyを照射して 7日後は、有意な差ではない

がコントロールとくらべて末梢血球数が減少する傾向にあった。しかし末梢血球数にお

いて 2Gy、5Gy、15Gy の間に線量依存性は確認されなかった。 

 

3.3.2 炭素イオンビーム 2 Gy、5 Gy照射 7日後の腎臓組織像 (HE染色) 

次に、炭素イオンビームの全身照射後の造血組織に線量依存的な影響があるか、パラ

フィン切片の HE 染色により評価した。放射線照射７日目において、炭素イオンビーム

2Gy、5Gy (図１８)、15Gy (図１５a)はいずれもコントロール群より造血細胞が減少して

いた。組織においては 15Gy、５Gy 、2Gy の順に腎臓内の造血細胞が減少している傾

向がみられた。 
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3.3.3 ガンマ線 0.1 Gy、0.5 Gy、1 Gy照射 7日後の末梢血球数 

造血組織における線量の閾値を調べるために高崎原子力研究所のガンマ線（60Co）照

射装置を使用して 0.1Gy、0.5Gy、1Gy を、所属研究室のガンマセルを使用して５Gy、

15Gy のガンマ線（137Cs）を照射し、照射 7 日後にデビッドソン液で固定して組織を得

た。また 0.1Gy、0.5Gy から末梢血と造血細胞への放射線影響を確認するために照射 1

日後と 7 日後に採血をおこなったところ、末梢血球数は照射 1 日後では 2.01±0.25×106 

個／mL (n = 4)、2.20±0.41×106 個／mL (n = 4) (図１９)であり、照射 7 日後では

2.06±0.37×106 個／mL (n = 5)、2.10±0.28×106 個／mL (n = 5)であった(図２０)。照射 1 日

後、7 日後ともにコントロールと 0.1Gy、0.5Gy の間には有意な差はみられなかった

(0.1Gy1 日 p=0.096) (0.1Gy7 日 p=0.111) (0.5Gy1 日 p=0.322)(0.5Gy7 日 p=0.112)。１Gy 照

射 1 日後の末梢血球数は 2.28×106 個／mL (n=1)だった。 

 

3.3.4ガンマ線 0.1 Gy、0.5 Gy、1 Gy照射 7日後の腎臓組織像 (HE染色) 

ガンマ線 0.1Gy 照射 7 日後の組織では造血細胞の減少が確認できなかったがガンマ

線 0.5Gy照射 7 日後の組織では造血細胞の減少が確認できた。1Gy 照射 7日後の組織で

は造血細胞の減少が確認できなかった （図２１）。 

 

3.3.5 ガンマ線 0.1 Gy、0.5 Gy、照射 1日後の末梢血球数 
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いずれの群においても有意な差は確認できなかった。よってガンマ線 0.1 Gy, 0.5 Gy,

は末梢赤血球には影響を及ぼさないと考えられる（図１９）。 

 

3.3.6 ガンマ線 0.1 Gy、 0.5 Gy、照射 1日後の腎臓組織像 (HE染色) 

コントロールと比較していずれも造血細胞の減少は確認できなかった。よってガンマ

線 0.1 Gy、0.5 Gy照射 1日後では造血組織には影響がないと考えられる（図２２）。 

 

3.4 貧血処理後における造血細胞の放射線影響の解析 

造血細胞の放射線感受性を確認するためにフェニルヒドラジン投与によって貧血処

理した後の個体にガンマ線（15Gy）を照射した。 

3.4.1 貧血処理後にガンマ線 15 Gy照射した際の末梢血球数 

貧血処理 2 日後の末梢血球数は 1.32×106 個／mL（n = 2）、貧血７日後では

1.85±0.12×106 個／mL（n = 3）であった。貧血処理の 1 日後にガンマ線を照射した場合

では、照射１日後では 1.79 ×106 個／mL (n = 1)、照射２日後では 1.36±0.24×106 個／mL 

(n = 5)、照射 3 日後では 1.25±0.23×106 個／mL (n = 6)であった（図２３）。貧血処理 1 日

後にガンマ線を照射し 2 日後（A1G2）とコントロールの間で末梢血球数の平均値に関

して t 検定を実施したところ、p 値は 3.48x10-4であった。貧血処理 1 日後にガンマ線

を照射し 3 日後（A1G3）とコントロールの間では p 値は 6.84x10-6、貧血処理 3 日後
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（A3）とコントロールの間では p =.値は 0.02であり、いずれもコントロール群と比べ

て末梢血球数は有意に減少した。一方で、貧血処理群（A1G2、A1G3）の間には有意な

差は認められなかった（p = 0.157）。 

以上の結果よりフェニルヒドラジン投与後にガンマ線を照射した個体群では未処理

の個体群と比べて造血細胞の回復が早くなった可能性が示唆された。 

 

3.4.2 腎臓組織における PCNA陽性細胞の割合の算出方法 

組織切片上の腎臓における PCNA 陽性細胞数の割合を算出するために撮影した画像

を Image J の cell count 機能を使い、画像上の PCNA 陽性の造血細胞を紺色で、PCNA 陰

性の造血細胞を水色で、赤芽球、赤血球を黄緑色で標識して細胞数を測定した（図２４）。

４０倍対物レンズを使用して視野が重複しないよう１切片につき３枚以上を撮影し、各

画像ごとの造血細胞に占める PCNA 陽性細胞の割合を PCNA 陽性/全造血細胞（PCNA

陽性+ PCNA 陰性）より算出し、１切片あたりの各細胞数の平均値を算出した。 

 

3.4.3 貧血 1日目、貧血 2日目、貧血 8日目の造血細胞数（HE染色） 

貧血 1 日目、貧血 2 日目、貧血 8 日目はいずれもコントロールと比べて造血細胞が減

少していなかった（図２５a-c）。 
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3.4.4 貧血 1日目、貧血 2日目、貧血 8日目の PCNA陽性細胞数の割合 

組織切片上の腎臓の造血細胞における PCNA陽性細胞数の割合はコントロール では

22.4%、貧血処理 1日目では 64.2％、貧血処理 2日目では 55.0％、 貧血処理 8 日目では

63.8％であった(図２６、図２７、表 1)。これらの結果より貧血処理 1 日目、2 日目、8

日目ともにコントロールより PCNA 陽性細胞の割合が高いことがわかった。よって貧

血処理によって PCNA陽性細胞が増加する可能性が示唆された 

 

3.4.5 貧血 1日目、ガンマ線 1日目と貧血 1日目および貧血 2日目にガンマ線 15Gyを照

射した 1日後における腎臓組織像 (HE染色) 

ガンマ線 15Gy 照射 1 日後の HE 染色像よりガンマ線照射は造血細胞を減少させた。

また貧血処理 1日後および 2日後にガンマ線照射した 1日後の HE染色像でも造血細胞

の減少が確認できた （図２５a、図２８ a-c）。 

 

3.4.6 貧血 1日目、貧血 2日目、ガンマ線 1日目、ガンマ線照射 1日後と貧血 1日目お

よび貧血 2日目にガンマ線 15Gyを照射した 1日後における PCNA陽性細胞数の割合 

コントロール群と貧血処理 1 日後の群（A1）、貧血処理 2 日目の群（A2）、ガンマ線

照射 1 日後の群（G1）と貧血 1 日目にガンマ線 15Gy を照射した 1 日後の群（A1G1）

また貧血 2 日目にガンマ線 15Gy を照射した 1 日後の群（A2G1）において PCNA 陽性
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細胞数を測定したところ、コントロール群は 22.4%、貧血処理1日目の群（A1）は 64.2％、 

貧血処理 2 日目の群（A2）は 55.0％、 ガンマ線照射 1 日後の群（G1）は 64.2％、 貧

血 1 日後にガンマ線照射した 1 日後の群（A1G1）は 21.9％、 貧血 2 日後にガンマ線照

射した 1日後の群（A2G1）は 36.7％であった（図２７、図２９、表 1）。これらの結果

よりコントロールと比べて貧血 1 日後 (A1)および貧血 2 日後 (A2)と照射のみ 1 日後

(G1)における PCNA 陽性細胞数の割合は増加し、貧血 1 日後にガンマ線を照射した 1

日後（A1G1）と貧血 2 日後にガンマ線を照射した 1 日後（A2G1）ではともに減少し

た。 

 

3.4.7 ガンマ線照射 7日後の貧血処理なしと貧血処理 1日目、貧血処理 2日目における腎

臓組織像（HE染色） 

貧血処理なしガンマ線照射 7 日後（G7）と比べて貧血処理 1 日目にガンマ線照射し

た 7 日後（A1G7）の造血細胞が多いことから、貧血処理してからガンマ線照射をおこ

なうと造血細胞の細胞増殖が亢進されている可能性が示唆された（図３０）。 

 

3.4.8 ガンマ線照射 7日後の貧血処理なしと貧血処理 1日目、貧血処理 2日目における

PCNA陽性細胞数の割合 

貧血処理なしガンマ線照射 7 日後（G7）と貧血処理 1 日目にガンマ線照射した 7日
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後（A1G7）、貧血処理 2日目にガンマ線照射した 7 日後（A2G7）の造血細胞数を測定

し、造血細胞中に占める PCNA 陽性細胞の割合を算出したところ、コントロール

22.4%, 貧血処理なし （G7） 12.5%, 貧血処理 1日後 (A1G7) 41.7%、貧血処理 2日後 

(A2G7) 67.9%であった（図２７、図３１、表 1）。照射のみ 7 日後（G7）では細胞増殖

がコントロールと比べて不活発になっているのに対して、A1G7および A2G7 では大き

く活性化していることから、造血細胞が放射線抵抗性に増殖している可能性が示唆さ

れた。 
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4. 考察 

4.1末梢血球数は腎臓への直接照射によって減少する 

造血細胞は活発に細胞分裂し、増殖していることから放射線感受性が高く、放射線を

全身照射した際には造血細胞が減少することが多くの動物種において広く知られてい

る(35) (36) (37) (38)。造血細胞は分化して末梢血の血球となる。末梢の血球数を調べることに

よって造血細胞の状態を知ることができると期待できる。本研究においてメダカにおい

ても照射により腎臓の造血細胞が減少することを確認した。さらに、末梢血球数を計数

し造血細胞の状態の評価を行ったところ、両側腎臓のみに陽子線を局所照射した個体群

では、腎臓以外を照射した個体群および照射していないコントロール個体群と比較して

末梢血球数が有意に減少した。魚類における主たる造血組織は腎臓であることから、メ

ダカにおいて腎臓の造血細胞が照射により細胞死、増殖停止等の障害を受けることによ

って末梢血球数が減少し、腎臓以外の被ばくは末梢血球数には影響しないことが明らか

となった。 

メダカの腎臓の一部に炭素イオンのマイクロビームを照射したところ、照射された領

域における造血細胞の減少を確認したが、末梢血球数の減少は認められなかった。本研

究において使用したマイクロビームは直径が 250 μmであったことから、照射領域の面

積は片側の腎臓の 10%未満であり、造血細胞の減少による末梢血球数の減少分が軽微

（全体の 5% 程度）で個体差の範囲に収まり、造血細胞の減少による末梢血球数の減少
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を確認できなかったと考えられる。 

 

4.2. 炭素イオンビーム 15 Gy照射 14日後に造血細胞は回復しなかった 

放射線 15 Gy 照射 7 日後にはいずれの線種においても組織切片上の腎臓内で造血細胞は減

少した。照射 14, 21,および 28日後には、ガンマ線および陽子線照射個体の腎臓内では減少

した造血細胞の回復が確認できた。しかし照射 14, 21, 28 日後の炭素イオンビーム照射個体

では回復が確認できなかったことから造血細胞の回復度は線種により異なっていたと考え

られる。 

炭素イオンビーム照射個体では 14日目以降に造血細胞が回復しなかった理由として RBE

（生物学的効果比）の違いによる組織影響が考えられる。各線種の RBE はガンマ線を１と

したときに陽子線が 5、炭素イオンビームが 20であり (38)、結果 3.2より造血組織の回復

度合いは炭素イオンビーム、陽子線、ガンマ線の順に高かった。RBE の違いは LET（線エ

ネルギー効果比）の違いによってもたらされると一般的に考えられている。よって 15 Gy

炭素イオンビーム照射 14日後ではエネルギー量が大きかったために造血細胞のダメージ

が大きく回復できなかったものと考えられる。 
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4.3 造血細胞は線量依存的に減少した 

本研究ではメダカ成魚腎臓の造血細胞における線量依存性および造血細胞が細胞死

する閾値線量を明らかにした。15 Gy、5 Gy、2 Gy の各線量の炭素イオンビームを照

射して 7日後に腎臓の組織切片を観察したところ、線量依存的に造血細胞が減少し

た。また、1 Gy、 0.5Gy、0.1 Gyの線量のガンマ線を照射した場合には、1 Gy では造

血細胞の減少が確認できなかったが 0.5 Gy では造血細胞が減少した。0.1 Gy のガンマ

線を照射した腎臓では造血細胞は減少しなかった。以上より、炭素イオンビーム 15 

Gy から 2Gy の線量域において造血細胞の放射線応答に線量依存的があり、さらに炭

素イオンビームの場合には 2 Gy よりも低線量域に、ガンマ線の場合には 15Gy照射に

よる減少が確認されていることから 15 Gy と 1 Gy の間に造血細胞の細胞死が誘導され

る閾値線量があることが示唆された。 

他の生物種の造血細胞における放射線感受性の知見として、2 Gy の X 線の照射によ

ってマウスの造血幹細胞・前駆細胞（Hematopoietic Stem and Progenitor Cell）のコロニ

ー形成能が抑制されることが報告されており、1 Gy の X 線照射では影響が確認され

ていない（39）。一方 1 Gy のガンマ線照射により造血幹細胞の減少を確認した報告もあ

る(18)。X 線とガンマ線の LET はほぼ同じである(39)ことからマウス造血細胞が細胞死す

る閾値線量は X 線およびガンマ線 1 Gy の周辺にあると予測できる。よってメダカは

マウスと比べてほぼ同じ閾値線量であると考えられる。 
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4.4 メダカ造血細胞は放射線に抵抗性の増殖を示した 

哺乳類では放射線照射により細胞周期チェックポイントが機能して細胞周期が停止

し DNA 修復が起こることで知られているが、メダカの培養細胞においても同様に放射

線照射により細胞周期が停止して速やかに DNA修復が誘導される(40) (41) (42)。これに対

して、メダカではガンマ線が照射された 1 日後には造血細胞の増殖が活発になることを

見出した。この結果は、メダカの造血細胞においては放射線照射によって細胞増殖が停

止していないものと考えられる。加えて貧血処理では 1 日後から 8 日後まで造血細胞

の増殖が活性化することから、貧血後に照射した場合においても、貧血後の照射でも増

殖が停止しないと予想された。しかし、貧血処理後にガンマ線を照射した場合には、照

射 1 日後に増殖期の細胞が減少した。よって、貧血処理後のメダカの造血細胞では照射

1 日後において細胞周期チェック機能が機能して細胞増殖が停止したと考えられ、貧血

処理によって通常時の細胞増殖とは異なる細胞増殖が誘導されていることが示唆され

た。 

ガンマ線照射の 1 日後には細胞増殖は活性化したが造血細胞は減少した。ガンマ線照

射の 7 日後にも造血細胞数は回復せず、また増殖期にある細胞も減少したことから、造

血細胞がガンマ線照射によって死滅したと考えられる。一方、貧血処理後にガンマ線を

照射した場合には、照射 7 日後には増殖期の細胞が増加し、造血細胞数も増加した。貧

血処理後のガンマ線照射 1 日後に停止していた細胞増殖が、照射 7 日後には再開し造
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血細胞数が増加したことから、ガンマ線照射群とは異なり貧血後照射群ではガンマ線照

射に応答して造血細胞が増殖を停止して DNA 損傷を修復し、7 日後までに増殖を再開

したものと考えられる。 

以上の結果から、メダカ造血細胞は通常時においては放射線に抵抗性を示さないが、

貧血処理によって放射線に抵抗性の細胞増殖が誘導されることが示唆された。 

 

4.5総括 

 先行研究より造血細胞以外の体細胞も放射線抵抗性の増殖を示すことより本研究はメダ

カが放射線生物学のモデル動物として通常時には DNA 修復が抑制される性質を持ってい

る可能性を示唆した。今後は本研究で明らかになった貧血後のメダカ造血細胞が放射線に

抵抗性になるメカニズムが遺伝子発現解析や免疫染色などの手法によって解明されること

を期待する。 
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図１ 体躯が透明である SK2 系統 (Fukamachi et al., 2008)
解剖することなく成体の腎臓を目視することができるた

め、放射線照射や貧血処理の際の造血系への影響を確認する
ことができる。
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図２ 炭素イオンビーム、陽子線の照射の実際
（a）麻酔したメダカ成魚の背側が上になるように発泡ス
チロール製の台を使用して60 mm 径プラスティックディッ
シュ内にメダカを固定した。また、十分な量の麻酔液を浸
みこませたキムワイプをディッシュ内に詰めて照射中（通
常は５分間程度)にメダカが窒息しないように配慮した。照
射中にメダカが逃げないように放射線透過性のカプトン膜
を用いて蓋とした。使用したイオンビーム照射装置では同
時に 3 サンプルまで照射が可能である。
（b）照射装置にセットし、炭素イオンビームあるいは陽
子線をメダカ成魚背側から照射した。イオンビームは写真
の上部ポート（矢印）より照射される。

a

b

37

腎臓



図３ 高崎量子応用研究所のガンマ線照射装置
コバルトを線源とするガンマ線照射装置の外観（a）と照射装

置内でのメダカ成魚への照射の実際（b）を示す。メダカ成魚を
入れたフラスコ（矢印）と線源からの距離を調整することによ
り、照射線量を決定した。線源（図 b の左方向）から 212.8 cm 
離して照射した場合の線量は 1 Gyであり、301.1 cm では 0.5 
Gy、650.7 cmでは 0.1 Gyであった。
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図４ ガンマセルを使用したガンマ線照射の方法
メダカ成魚が無理なく入るサイズのプラスティック製の容

器にメダカ成魚を入れて照射中に逃げないように蓋をし、ガ
ンマ線照射装置（ガンマセル）の照射室中央付近にメダカが
位置するように配置して照射を行った。この方法により、照
射中（１分間程度）のメダカ成魚が受けるストレスを減じる
ことができる。
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図５照射していないコントロール個体の腎臓の組織像(HE染色)
a. 10倍対物レンズで撮影して統合した画像
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図６ 遮蔽板による炭素イオンビーム/陽子線の局所照射
の実際
a.  片側腎臓への局所照射では、遮蔽版（厚さ 5 mm の透
明なアクリル板）に開けた直径 3 mm の円形の貫通部
が、照射対象である片側の腎臓の直上に位置するように
セットし、照射を行った。
b.  両側腎臓への局所照射では、遮蔽版に開けた長径 6.4 
mm短径 3 mm の楕円形の貫通部が、照射対象である両
側の腎臓の直上に位置するようにセットし、照射を行っ
た。
c.  腎臓以外への局所照射では、幅約 4 mm の遮蔽版を左
右の腎臓の直上にセットして腎臓部位を遮蔽し、頭部
側、尾部側に照射した。
d. 片側腎臓照射用の遮蔽板を用いて CR39 を照射し、被
照射領域を確認した。
e. 両側腎臓照射用の遮蔽板を用いて CR39 を照射し、被
照射領域を確認した。

a b

ｄ

c

3.0 mm

3.0 mm

6.4 mm

e
腎臓 腎臓

41



図７ 陽子線(15 Gy)を局所照射した7日後のメダカ成魚の腎臓を
含む横断切片の弱拡像（HE染色）

(a)右側腎臓を局所照射した個体
(b)両側腎臓を局所照射した個体
(c)腎臓以外を照射した個体

スケールバーは 250 µm を示す。

a

c

b
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a b

c
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図８ 陽子線(15 Gy)を局所照射した7日後のメダカ成魚の右側腎臓
の組織切片の強拡像（HE染色）

(a) 右側腎臓を局所照射した個体
(b) 両側腎臓を局所照射した個体
(c) 腎臓以外を照射した個体

スケールバーは 50 µm を示す。



図９ 炭素イオンビーム(15 Gy)のマイクロビーム(250 µm)を
右側腎臓に複数回照射した場合の腎臓の組織切片像(HE染色)
(a) 腎臓組織切片
(b) 非照射側腎臓
(c) 照射側腎臓

c における点線で囲んだ領域では、照射による細胞死と考え
られる像が確認できる。

b c

a
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dc

非照射照射

250µm 250µm

250µm 50µm

直径2.5㎜照射 直径2.8 ㎜照射

直径3.0 ㎜照射

図１０ 炭素イオンビーム(15 Gy)を右側腎臓へ局所照射し7日後
のメダカ成魚の腎臓を含む横断切片像（HE染色）

(a) 直径2.5㎜の局所照射7日後の腎臓組織
(b) 直径2.8㎜の局所炭素イオンビーム15Gy照射7日後の腎臓組織
(c) 直径3.0㎜の局所炭素イオンビーム15Gy照射7日後の腎臓組織
(d) 直径3.0㎜の局所炭素イオンビーム15Gy照射7日後の腎臓組織
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図１１ 片側腎臓照射、両側腎臓照射、背側照射、腎臓以外へ
陽子線(15 Gy)を照射した7日後における抹消血球数

* p < 0.05,  ** p>0.05
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図１２ 片側腎臓照射、両側腎臓照射、背側照射、腎臓以外へ
炭素イオンビーム (15 Gy)を照射した7日後における末梢血球数
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図１３ 照射7日後から28日後までの末梢血球数
の経時的変化

(a)  ガンマ線（15Gy）
(b)  炭素イオンビーム（15Gy）
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図１４ ガンマ線(15 Gy)を全身照射した7日後から28日後
までの腎臓組織の強拡像(HE染色）

（a) 照射 7日後
(b) 照射14日後
(c) 照射21日後
(d) 照射28日後
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図１５ 炭素イオンビーム(15 Gy)を全身照射した7日後か
ら28日後までの腎臓組織の強拡像(HE染色）

（a) 照射 7日後
(b) 照射14日後
(c) 照射21日後
(d) 照射28日後
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図１６ 陽子線(15 Gy)を全身照射した7日後から28日後まで
の腎臓組織の強拡像(HE染色）

（a) 照射 7日後
(b) 照射14日後
(c) 照射21日後
(d) 照射28日後
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図１７ 炭素イオンビーム（2 Gy, 5 Gy, 15 Gy）を照射した7日
後の末梢血球数
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図１８ 炭素イオンビーム（2 Gy, 5 Gy）を照射した 7 日後の腎臓の
組織像（HE染色）

(a, b) 2 Gy 照射の 7 日後
(c, d) 5 Gy 照射の 7 日後

a

c
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図１９ ガンマ線（0.1 Gy, 0.5 Gy, 15 Gy）を照射した 1 日
後の末梢血球数
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図２０ ガンマ線（0.1 Gy, 0.5 Gy, 15 Gy）を照射した 7 日後
の末梢血球数
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図２１ ガンマ線（0.1 Gy, 0.5 Gy, 1 Gy）を照射した 7 日後
の腎臓の組織像(HE染色）

(a, b) 0.1 Gy 照射の 7 日後
(c, d) 0.5 Gy 照射の 7 日後
(e, f) 1 Gy 照射の 7 日後

250 µm 100 µm

250 µm 100 µm

250 µm 100 µm



a b

c d

57

図２２ ガンマ線（0.1 Gy, 0.5 Gy, 1 Gy）を照射した 1 日後
の腎臓の組織像(HE染色）

(a, b) 0.1 Gy 照射の 1 日後
(c, d) 0.5 Gy 照射の 1 日後

250 µm 100 µm
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図２３ 貧血処理およびガンマ線(15 Gy) 照射
の1日後から4日後までの末梢血球数の経時変化

本研究において得られたに）データと先行研究（34）におけ
るデータをもとにグラフを作成した。

ここで、図23に示すグラフにおいて大橋が計測した末梢血球数
は以下の値である。

貧血2日目（n=2）1.26, 1.38 (x109/ ml)、貧血7日目（n=3）
1.75, 1.82, 1.98 (x109/ ml)、貧血1日後ガンマ線照射1日後
(n=1)1.79 (x109/ ml)、貧血1日後ガンマ線照射2日後(n=5) 

1.53, 1.63, 1.39, 1.07, 1.17 (x109/ ml)、貧血1日後ガンマ線照
射3日後(n=6) 1.05, 1.44, 1.08, 1.12, 1.64, 1.19 (x109/ ml)。



図２４ 腎臓（コントロール個体）の造血組織における細胞数
の測定例（抗PCNA 免疫染色像,×40対物レンズ使用）
(a)   腎臓を含む組織切片（PCNA染色）のオリジナル画像
(b) ImageJのcell count 機能を使用して手動にてPCNA陽性細胞（ ）、
PCNA陰性細胞（ ）および赤血球、赤芽球（ ）を測定した画像
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：PCNA陽性の造血細胞
：PCNA陰性の造血細胞
：赤芽球、赤血球
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図２５ 貧血処理した個体の腎臓の組織切片像（ HE 染色）
(a) 貧血処理の 1 日後
(b) 貧血処理の 2 日後
(c) 貧血処理の 8 日後
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図２６ 貧血処理した個体の腎臓の組織切片像（抗PCNA 免疫染色）
(a) コントロール
(b) 貧血処理の 1 日後
(c) 貧血処理の 2 日後
(d) 貧血処理の 8 日後
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図２７ 貧血処理およびガンマ線照射した個体の腎臓の造血系細胞
に占める PCNA 陽性細胞の割合 (1次抗体1000倍希釈）
Control :  照射していないコントロール
A1 :  貧血 1 日目
G1 : ガンマ線(15 Gy)照射 1 日目
A2 : 貧血 2 日目
A1G1 : 貧血 1 日後ガンマ線(15 Gy)照射 1 日目
A2G1 : 貧血 2日後ガンマ線(15 Gy)照射 1 日目
G7 : ガンマ線(15 Gy)照射 7 日目
A8: 貧血 8 日目
A1G7 : 貧血 1 日後にガンマ線 (15 Gy) 照射 7 日後
A2G7 : 貧血 2 日後にガンマ線 (15 Gy) 照射 7 日後
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50 µm

図２８ 貧血処理およびガンマ線照射した個体の腎臓の組織切片像
（ HE 染色）
(a) ガンマ線(15Gy)照射の 1 日後
(b) 貧血処理の 1 日後にガンマ線 (15 Gy) を照射した 1 日後
(c) 貧血処理の 2 日後にガンマ線 (15 Gy) を照射した 1 日後

c

50 µm

50 µm

b
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a
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50 µm

c

50 µm

図２９ 貧血処理およびガンマ線照射した個体の腎臓の組織切片
像（抗PCNA 免疫染色）
(a) ガンマ線(15Gy)照射の 1 日後
(b) 貧血処理の 1 日後にガンマ線 (15 Gy) を照射した 1 日後
(c) 貧血処理の 2日後にガンマ線 (15 Gy) を照射した 1 日後
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図３０ 貧血処理およびガンマ線照射した個体の腎臓の組織切片像
（ HE 染色）

(a) ガンマ線(15Gy)照射の 7 日後
(b) 貧血処理の 1 日後にガンマ線 (15 Gy) を照射した 7 日後
(c) 貧血処理の 2 日後にガンマ線 (15 Gy) を照射した 7 日後

a b

c 50 µm

50 µm 50 µm
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図３１ 貧血処理およびガンマ線照射した個体の腎臓の組織切片像
（抗 PCNA 免疫染色）

(a) ガンマ線(15Gy)照射の 7 日後
(b) 貧血処理の 1 日後にガンマ線 (15 Gy) を照射した 7 日後
(c) 貧血処理の 2 日後にガンマ線 (15 Gy) を照射した 7 日後

a b

c

50 µm50 µm

50 µm
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抗
体
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希
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PCNA
control-1

a1-1
a2-1

a2-2
g1

a1g1-1
a1g1-2

a2g1
g7

a8-1
a1g7

a2g7
+

30
122

53
35

11
5

2
18

4
37

25
38

-
104

68
28

18
9

12
13

31
28

21
35

18
total

134
190

67
49

32
58

60
56

+/total
0.223881

0.642105
0.656716

0.367347
0.125

0.637931
0.416667

0.678571
20

0.55
16

0.21875
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