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研究成果の概要（和文）：マウス腎臓初代培養細胞およびヒト脳腫瘍細胞を用いて、X線や炭素線照射後の培養
時における酸素環境の違いによって、細胞致死、染色体異常、細胞周期および相同組み換えなどの生体応答を調
べた。X線や高LET炭素線で細胞を照射後、異なる酸素環境で培養した結果、常酸素環境と比較すると低酸素環境
では、マウス腎臓初代培養細胞のみ生存率が上昇し、染色体異常頻度(異常細胞頻度、染色体交換,染色体断片)
は低下する結果となった。この現象に相同組み換えが関与していると考えたが、低酸素培養では相同組み換え頻
度が低下する結果となった。よって、低酸素培養による生存率の上昇と相同組み換え修復の直接的な相関は少な
いように見える。

研究成果の概要（英文）：Mouse kidney primary culture cell and human glioblastom cell lines were used
 in this study. Cell lethality, chromosome aberration, cell cycle distribution and homologous 
recombination were estimated when cells cultured in normal oxygen (21% O2) or hypoxic conditions (1
%, 3% O2) after radiations. Compared to a normal oxygen condition, as a result of culturing in 
different oxygen conditions, the survival fractions of primary cultured mouse kidney cells are 
increased and chromosomal abnormal frequencies (abnormal cells, exchange, fragments) are decreased 
when cells cultured in hypoxic conditions after X-rays or high LET carbon ion radiation; those 
phenomenon was thought to be related to homologous recombination but there was lower frequencies of 
homologous recombination when cells cultured in a hypoxic condition. Therefore, may be there no 
direct correlation between increased survival fraction and homologous recombination frequency when 
cells cultured in hypoxic conditions. 

研究分野： 放射線生物
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　X線特に高LET放射線に対する照射後の低酸素ストレス応答についての研究報告はほとんどされていなかったた
め、本課題では生体内低酸素環境を模擬した実験系において、細胞の放射線応答を明らかにした研究である。長
時間による低酸素環境での放射線応答、染色体損傷修復および相同組換え修復効率についての知見を初めて取得
することができた。生体の放射線応答を考える上、生体内酸素濃度の重要性を明らかにすることができ、今まで
考慮されなかった“生体内酸素濃度”を放射線がん治療や宇宙科学研究に組み込むことで、放射線の効果を最大
限に活かした放射線健康科学に本研究の新知見が活かされると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景  
放射線特有の生物応答である酸素効果は、放射線照射直前ならびに照射中に照射試料が酸素

存在下にあることで、酸素が放射線の増感剤として作用し、低酸素環境下と異なる生物応答を
導く現象である（１）。また我々は酸素が照射時だけではなく、照射後に低酸素環境下で再培養す
ることで、通常の大気環境下とは異なる生体応答を示すことを発見し、その生体応答は特に高
LET 放射線よりも低 LET 放射線に対して顕著であったことを明らかにした（データ未発表）。 
低酸素培養における酸素濃度は、遺伝子発現をはじめとする様々な生理状態に影響を与えるこ 
とは知られているが、一般的には常酸素環境下（～21%,O2）で実験が行われている。がん組織
だけではなく、正常組織内の酸素濃度も数%程度であり、生体内を模擬した低酸素環境下でどの
ような因子が放射線応答に関わっているかを調べることが今後の放射線治療生物学の展開に極
めて重要である。X 線などの低 LET 放射線を用いた研究から、低酸素ストレス刺激が様々な DNA
修復遺伝子の発現を低下することが示唆されているが（２，３）、炭素線などの高 LET 放射線に対
する DNA 損傷修復応答に与える低酸素ストレス刺激についてはほとんど明らかになっていな
い。 
放射線照射された細胞は抗酸化機能の一因子である Nrf2（Nuclear factor-erythroid 2 

related factor 2）を発現させると、放射線照射に対する細胞防護効果があることが報告され
ている（４，５）。これは酸素効果で示されるように、損傷の酸化反応（酸素固定）を防ぐことで
細胞防護効果が現れたと考えられる。実際、Nrf2 は、BARD（Nrf2 の活性剤）によって Nrf2 を
活性化し、放射線によって誘発された染色体異常を減少させ、生存率を上昇させることも報告
されている(６)。また Jayakumar らはがん細胞において、Nrf2 が相同組換え修復経路を介して
放射線による DNA 損傷の修復を促進すると報告(７)しており、相同組換え修復が重要といわれる
高 LET 放射線誘発 DNA 損傷に対しても Nrf2の関与が推測できる。 
今までの報告から、未だ完全には明らかにされていない異なる酸素濃度で培養されたがん細

胞ならびに正常組織細胞に対する高・低 LET 放射線照射の生体応答を明らかにする。 
 

２． 研究の目的 
放射線生物影響研究は殆ど常酸素環境下で実験が行われてきた。しかし、生体内の酸素濃度

はこれよりもかなり低いことが知られているため、放射線照射後の低酸素応答研究は極めて重
要と思われる。本研究では、ヒトがん細胞・正常組織細胞、マウス腎臓初代培養細胞（相同組
換えが起こると GFP 発光する）を用いて、X 線ならびに高 LET 炭素線照射前後における異なる
酸素濃度環境下での培養による細胞応答を調べる。 
X 線と炭素線を用いて異なる細胞種を照射し、放射線種および照射前後の酸素濃度が及ぼす

放射線に対する感受性を明らかにし、細胞生存に関連する細胞周期の進行、染色体修復効率・
精度、相同組換え頻度ならびに Nrf2 による防護・増感効果を指標に機構解明を進め、まだ明
らかになっていない生体酸素影響の基礎知見を取得し、新たな放射線がん治療へと展開するた
めの研究基盤を構築する。 
 

３． 研究の方法 
① : X 線ならびに炭素線に対する細胞生存率測定ならびに酸素影響の定量解析 

低酸素環境下（1および 3％,O2）ならびに通常の酸素濃度（大気下：21％,O2）で異なる細胞
種を培養し X線や炭素線を用いて照射を行い、コロニー形成法で異なる酸素環境で細胞の放射
線感受性を調べた。 

② ：照射後のγ-H2AX や細胞周期分布ならびに酸素影響の分析 
照射後、異なる酸素濃度培養条件で培養した細胞を固定・免疫染色後、顕微鏡やフローサイ

トメトリー（FACS）でγ-H2AX や細胞周期分布を分析した。 
③ ：染色体異常頻度ならびに酸素影響 

細胞照射後、異なる酸素濃度で細胞培養し、正常細胞では、染色体に蛍光プローブをハイブ
リダイゼーションして（FISH 法）、染色体修復の正確さを調べ、染色体修復の精度（正確さ）
を明らかにした。脳腫瘍細胞では微小核の頻度を染色体異常頻度として評価した。 

④ ：相同組換え因子および相同組換え細胞頻度ならびに酸素影響の解析 
RaDR マウス腎臓初代培養細胞を照射後、異なる酸素濃度のインキュベーターで培養し、24

時間後および一週間後、相同組換え頻度や相同組換え関連する因子 Nrf2を分析した（図 1）。 
 

 
 
 
 
 
 

図 1．RaDR トランスジェニックマウス；並列す

る変異 GFP 遺伝子構造体（図 1A）がゲノム

(Rosa26 座位)に一つコピー挿入された正常モデ

ルマウス(C57/BL6)。GFP 遺伝子配列間で相同組

換え(HR)が起こると、発現する GFP が野生型に

復帰し、緑色蛍光を発する（図 1B）（８）。 



 
４． 研究成果 
（１）細胞生存率測定ならびに酸素影響の確認 
マウス腎臓初代培養細胞およびヒト脳腫瘍細胞株を照射する前に、常酸素環境（21%,O2）或

いは１％酸素環境で 3日間培養して、X線や高 LET の炭素線で照射後異なる酸素環境で（1, 3, 
21％,O2）生存率実験を行った結果：コロニー形成率（PE）は異なり、コロニーサイズについて、
マウス腎臓初代培養細胞は 1 および 3％酸素濃度の低酸素環境で培養した細胞は常酸素よりコ
ロニーサイズが大きく、コロニー数も多かった。二種類の脳腫瘍細胞では、3％低酸素環境で培
養したコロニーサイズが最も大きかった。 
生存率について、図 2に示されたように X線や炭素線照射後とも、マウスの腎臓初代培養細

胞では 1および３％低酸素環境でのコロニー生存率は常酸素環境での生存率より高いことがわ
かった（図 2）。照射後の培養酸素濃度を変えても、生物学的効果比（RBE）は酸素濃度に大き
く依存せず一定の値であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
また二種類のヒト脳腫瘍細胞(T98,U87)では、照射後の酸素濃度を変化させても、その後の細

胞生存率に大きな違いは見られなかった(図 3)。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
さらに他の脳腫瘍細胞株(U2OS,A172)やヒト肺由来正常繊維芽細胞（HFL-I）においても、照

射後の酸素濃度を変化させても細胞生存率に違いは観察されなかった（データを省略）。 
 
（２）細胞周期分布ならびに酸素影響 

照射後の酸素濃度の影響を最も受けたマウス腎臓初代培養細胞において、X線（4Gy）や炭
素線（13 keV/μm：4Gy）、高 LET 炭素線（80 keV/μm：3Gy）照射 24 時間と 36時間後の細胞周
期分布を調べた。低酸素環境での培養では常酸素培養に比べ、G0/G1期細胞の割合は低く、G2/M
期の細胞の割合は高いことがわかった。 
 
（３）FISH 法による染色体異常頻度ならびに酸素影響 

常酸素環境で培養したマウスの腎臓初代培養細胞を、X 線や炭素線照射後に異なる酸素濃
度で培養すると、染色体異常頻度が異なることがわかった（図 4）。具体的には、低酸素環境（1
および 3％,O2）で培養した細胞は 21％O2の常酸素環境で培養した細胞より染色体異常細胞頻度
が低く、また染色体交換ならびに修復されずに残された染色体断片も常酸素培養環境より頻度
が低いことがわかった。 

図 2.  X 線や炭素線照射後、異なる酸素濃度環境で培養した 

マウス腎臓初代培養細胞の生存率 

図 3．炭素線照射されたヒト脳腫瘍細胞の生存率 



 
  

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ヒト脳腫瘍細胞株(T98,U87)では、X 線や炭素線照射後の 3％酸素環境で培養すると、1 およ
び 21％の酸素環境で培養した細胞より微小核頻度が低いことがわかった（データ省略）。この
3％酸素環境で染色体異常が最も低く生じた理由については、現段階では明らかにできていない。 
 

（４）相当組換えならびに酸素影響 
DNA 修復経路は主に非相同末端結合、相同組換えの二種類の修復経路が知られており、こ

こでは相同組み換え頻度に着目し、異なる酸素濃度環境で一週間培養した RaDR マウス腎臓培養
細胞の相同組み換え頻度を調べた。その結果、非照射細胞は低酸素環境（1 および 3％,O2）で
培養すると常酸素環境で培養した細胞より相同組換えを行った細胞頻度が低いことがわかった
（図 5）。さらに照射した細胞においても、低酸素環境で培養した細胞では相同組換え頻度が低
い傾向が示された。今後、追加実験を行い統計的な解析をすすめる予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

また相同組換えの修復で重要なファクターである Nfr2タンパク質の発現量について、異なる
酸素濃度で照射後 24 時間培養し、ウェスタンブロッティングで Nfr2タンパクを定量した。結
果は、異なる酸素濃度での培養による Nfr2タンパクの発現量には、明確な差は認められなかっ
た。今後は継続して解析を行い、データの信頼性を高める予定である。 

 
これらの結果をまとめると、マウスの腎臓初代培養細胞では照射後の異なる酸素濃度で培養

をすることで細胞の生存率が大きく変化することが示唆された。この現象は、染色体異常細胞
頻度の低下、さらに染色体交換ならびに修復されずに残された染色体断片の現象によるものと
推測できた。しかし、照射後の G2/M 期の増加により相同組換え頻度が増加したと予想したが、
予想に反して低酸素環境では相同組換え頻度が減少するというデータが得られた。今後は低酸
素濃度による相同組換え頻度減少が、どのような放射線生物学的な意味を持つか、調べる予定
である。また、ヒト脳腫瘍細胞株では照射後の低酸素環境による培養では細胞生存率の上昇が
見られなかった。この細胞種依存的な酸素影響についても研究を続ける予定である。 
 
 

図 4．X線（4Gy）や 13 keV/μm（4Gy）, 80 keV/μm（3Gy）炭素線照射後、異なる酸素濃度環

境で培養した細胞の染色体異常細胞頻度頻度（A）、染色体交換（B）、染色体断片（C）。 

図 5．X線や炭素線照射後、異なる酸素濃度環境で培養した細胞の相同組換え細胞頻度 
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