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研究成果の概要（和文）：ライブセルイメージングでDNA損傷と細胞周期を同時にモニタリングできる細胞株を
樹立し、X線及び重粒子線照射後120時間以上のタイムラプス実験を行った。X線照射細胞では照射後複数回の細
胞分裂により重篤なゲノム不安定化が増加し、細胞死に至った。一方重粒子線照射細胞では、照射後すぐの細胞
分裂後から効率的に細胞死が引き起こされ、更に細胞分裂自体もX線照射に比べて抑制された。これらの結果か
ら、X線照射細胞では、照射後の細胞分裂を通じた細胞周期進行に伴って一定期間後にその生死の運命決定がな
されるのに対し、重粒子線照射細胞では、照射直後に細胞死に向かう運命決定がなされている可能性が示され
た。

研究成果の概要（英文）：We established a cell line for monitoring DNA damages with cell cycle status
 to applied live cell imaging microscopy over 120 h as a more direct approach for tracking cell fate
 after irradiation.
The time-lapse experiments showed that X-ray irradiated cells were required to pass a couple of cell
 cycle to undergo cell death (CD), however interestingly, C-ion induced CD were mostly occurred at 
the interphase following 1st mitosis. Also, the number of total mitosis after C-ion irradiation is 
much decreased than that after X-rays irradiation. These data suggest that C-ion irradiation causes 
lethal damages before the completion of 1st mitosis so that the fate of C-ion irradiated cells is 
decided to die at the time. In contrast, X-ray irradiated cells traverse the cell cycle and enter 
mitosis in the presence of unrepaired or misrepaired DSBs, consequently, chromosomal aberrations are
 acumulated, resulting in cell lethality with cell cycle progressions.

研究分野： DNA損傷応答
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
放射線により誘発される DNA 二本鎖切断

（DNA double strand break:DSB）研究は、
DNA 損傷応答タンパク質を蛍光顕微鏡にお
いて可視化することによって大きく発展し
てきた。さらに細胞周期マーカーやクロマチ
ンマーカーと共染色することにより、細胞周
期特異的な修復経路やクロマチン構造変換
に必要な修復タンパク質が数多く発見され
た。しかしながら固定細胞を用いた実験では、
DNA 損傷を受けた個々の細胞が辿る細胞運
命を知ることは困難であった。例えば、放射
線照射を受けた G2 細胞の大部分は G2/M チ
ェックポイントにより一旦停止するが、ごく
一部の細胞は回避することが知られている。
回避してしまった場合、M 期において
anaphase bridge の形成や分裂期崩壊、M 期
回避など様々な運命を辿ることが想定され
る。従来の固定細胞を用いた実験では、細胞
集団の中でのこれら運命決定の「割合」を測
定することはできたが、一連の経路進行をモ
ニタリングすることはできなかった。そこで、
長時間ライブセルイメージング観察を用い、
放射線照射を受けた細胞集団の細胞運命決
定がどのようになされるのかを個々の細胞
に注目して解析することで、これまでの基礎
研究から一歩前進した包括的細胞応答の理
解につながる可能性があるのではないかと
考えた。生存細胞の運命決定経路選択機構の
解析により、放射線耐性の正常細胞の存在と
特性を明らかにするだけでなく、更にがん細
胞を同様の系で解析することで、がん治療耐
性細胞の性質と特性を明らかにし、がん細胞
殲滅へ向けた治療戦略を提案できるのでは
ないかと考え、本研究を発案した。 
 
２．研究の目的 
群馬大学が新たに導入した次世代 3D 超解

像度顕微鏡 Deltavision OMX を用いて長時
間ライブセルイメージング観察を行い、放射
線照射を受けた細胞集団の中で、どのような
細胞が、どのような経路を経て生存、または
死への道を辿ったかを、DNA 修復とチェッ
クポイントの連携とあわせて追跡し、生存細
胞の細胞運命決定までの経路を同定する。 
 
３．研究の方法 
長時間タイムラプスでは、タンパク質の蛍

光ラベル減衰が問題となるため、基質を随時
添加することで蛍光シグナル減衰を大幅に
防ぐことが可能な SNAP タグを選択した。
SNAP-53BP1及びSNAP-Ku80発現ベクターを構
築し、U2OS 細胞に導入して安定発現細胞株を
取得した。放射線照射後に SNAP-53BP1 が効
率よく DSB 部位に集積することを確認後、
mCherry-Geminin 発現ベクターを更に導入し、
DNA 損傷シグナルと細胞周期の判別を同時に
モ ニ タ リ ン グ で き る SNAP-53BP1/ ｍ
Cherry-Geminin 安定発現細胞株を樹立した。 
得られた細胞株を使用して長時間タイム

ラプス観察を行った。細胞を播種して 48 時
間後に１Gy の X 線(100kV)または炭素線
(LET:70keV/m)照射を行った。炭素線の照射
時は炭素粒子の軌跡に沿ったDNA損傷を検出
するために、炭素線照射方向と細胞接着面の
傾斜が5度となるスライドホルダーを使用し
た。照射 30 分後に蛍光シグナルにより DNA
損傷と細胞周期の情報を取得し、その後 15
分おきに 120 時間の位相差画像を取得した。
終了後に再び蛍光シグナルによるDNA損傷と
細胞周期の情報を取得した。得られた個々の
観察画像は BZ-II Analyzer software を用い
て解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 長時間タイムラプス観察実験系の確立。 
まず、長時間タイムラプス実験系の最適化

を検討した。放射線照射後の細胞生存もしく
は死を判定するため、細胞分裂 3回以上、100
時間以上の観察を行うことができる実験系
の確立を目指した。条件検討により、従来の
蛍光タンパク質ラベル法では長時間の観察
は困難であることが明らかとなったため、非
退色性蛍光基質を添加することで蛍光シグ
ナルを強固に維持する SNAP タグに切り替え
た。SNAP-53BP1 及び SNAP-Ku80 安定発現細胞
を作製し、Deltavision OMX にてタイムラプ
ス観察の条件検討を行い、個々の細胞に対し
て放射線照射やレーザー照射により生じた
DSB 部位の長時間モニタリングが可能となる
実験系を作製した。一方で、放射線照射した
細胞集団において最終的に生存または死と
なる細胞を長期間追跡するためには、一度に
一定数以上の細胞を同時に観察し続ける必
要があることが明らかとなった。OMX は個々
の細胞の長時間ライブセルイメージングに
は最適だが、観察視野が狭いことから、多数
の細胞の同時観察は困難であることが明ら
かとなったため、本研究での使用を断念し、
機器を HS BZ-9000EⅡ変更して実験を継続し
た。細胞生存に最もストレスがかからない条
件を各種検討し、蛍光シグナルの取得回数を
最小限に抑え、主に位相差画像を解析に用い
ることで、放射線非照射細胞を用いたコント
ロール実験において 120 時間以上（細胞分裂
4-5 回）の継時的観察が可能な系を確立した。 
(2) 放射線照射後の細胞運命決定機構の解
析 

X 線または炭素線照射後の細胞の挙動を、
確立した長時間タイムラプス実験系を用い



て解析を行った。120 時間の間に放射線照射
を受けた細胞集団中での細胞死数を測定し
たところ、測定開始時の細胞数に対する致死
細胞数の割合は、X 線と炭素線間でほとんど
差は見られなかった。一方で、120 時間後の
細胞数を比較したところ、炭素線照射細胞で
は、X 線照射細胞に比べ、細胞数の増加抑制
が観察された（表１）。炭素線は X線に比べ、

高い殺細胞効果を持っていることが広く知
られており、本実験で用いた細胞株でも、X
線に比べ炭素線では約3倍の殺細胞効果であ
ることがコロニーフォーメーションアッセ
イを用いた予備実験により示されている（図
１）。しかし、タイムラプス実験の結果では
炭素線照射細胞では、細胞死が誘導される割
合ではX線照射細胞と差異が見られなかった
にもかかわらず、最終的な細胞数の増加が抑
制されていることから、X 線と炭素線の間で
は照射後における細胞の運命決定の経路が

違う可能性を考え、更なる解析を行った。 
(3) 放射線照射細胞の細胞周期進行に伴う
細胞死の解析 

 炭素線線照射後の細胞数増加抑制におけ
る細胞死以外の可能性として、細胞分裂に注
目した。120 時間中の全ての細胞分裂を計測
したところ、炭素線照射細胞では、X 線の場
合に比べて回数が減少していることが明ら
かとなった（表１）。放射線照射後は G2/M チ
ェックポイントが活性化し、DNA 修復がほぼ
完了するまでM期進行の停止がおこることが
知られている。炭素線照射後はチェックポイ
ント活性化による G2/M 停止が X 線照射の場
合に比べて長いために、120 時間という限ら
れた観察条件全体としての細胞分裂回数が
減少して観察されている可能性も考え、照射

後 1回目の M期進行までの時間を X線、炭素
線間で比較したところ、細胞集団として全体
で見た場合の平均値には明らかな差は見ら
れなかった（図２）。このことは、炭素線照
射後ではチェックポイントの活性化による
G2/M停止とは別個の理由でM期を介した細胞
周期進行が抑制されている可能性を示唆し
ている。細胞周期進行の観点から、放射線照
射後の細胞死が導かれるタイミングを解析
したところ、X 線照射後の細胞では、細胞周
期が 2－3 回進行した後に細胞死の多くがお
こるのに対し、炭素線照射後の細胞では、多
くの細胞死が初回のM期終了に伴い引き起こ



されることが明らかとなった（図３）。また、
細胞死を導く重篤なゲノム不安定化レベル
を解析する目的で、細胞分裂に要した時間を
測定したところ、炭素線照射細胞では非照射
細胞に比べ、著しく遅延していることが明ら
かとなった（図４）。このことから、炭素線
照射では、照射後初期から細胞分裂を停滞さ
せる重篤なDNA損傷が引き起こされている可
能性が示唆された。一方、X線照射細胞では、
照射後1回目の細胞分裂では非照射細胞と差
は見られず、分裂回数を重ねるにしたがって
細胞分裂の停滞が観察されたことから、細胞
周期の進行に伴って細胞死の原因となる何
らかのゲノム不安定化が増加し、閾値を越え
た時点で細胞死が導かれる可能性が示され
た。さらに、個々の細胞について親細胞から
全てのprogenyにわたる挙動を詳細に解析し
た結果、炭素線照射細胞では、一見増殖を再
開したように見える細胞でも、一定期間後に
全てのprogenyが死に至るケースがしばしば
観察されることが明らかとなった（図５）。
これらの結果から、炭素線照射では、X 線の

場合と比較して、細胞周期の進行以前に既に
致死性の損傷を受けているため、ごく初期の
時点で細胞致死の運命決定がなされている
可能性が示された。本研究であられた結果は、
がん細胞殲滅という観点から、放射線治療に
おける重粒子線の有用性を立証する一助と
なった。 
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