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研究成果の概要（和文）：がん組織には抗がん剤や放射線が効きにくいとされる低酸素領域が存在し、この低酸
素がん細胞の根絶が、放射線によるがん治療では重要となる。がん組織内の低酸素細胞は、放射線照射後も一定
の期間は低酸素状態にあるため、放射線誘発DSB（double-strand break）が低酸素状態でどのような修飾を受け
るのかは明確になっていない。本研究ではDSBと微小核形成頻度を調べ、DNAレベルと染色体レベルでの損傷修復
過程における酸素/低酸素の影響を調べた。DSBは低酸素環境下で修復効率の低下が認められ、重粒子線誘発DSB
であっても同様の傾向を示した。一方、微小核形成では修復時の酸素の影響は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：Cancer tissues contain hypoxic regions that are considered to be ineffective
 against anticancer drugs and ionizing radiation, and eradication of these hypoxic cancer cells is 
important in cancer therapy by ionizing radiations. Since hypoxic cells in cancer tissues remain 
hypoxic condition for a certain period of time after irradiation, it is not clear how 
radiation-induced double-strand breaks (DSBs) are modified by hypoxia. In this study, we examined 
DSBs and micronuclei formation on frequency to investigate the effects of oxic/hypoxia on the damage
 repair process at the DNA and chromosome levels. DSBs repair efficiency showed a decrease under 
hypoxic condition, and even heavy particle induced DSBs showed a similar trend. On the other hand, 
no effect of oxygen during repair was observed in micronuclei formation.

研究分野： 放射線生物物理学

キーワード： 放射線　重粒子線　DNA二本鎖切断　微小核形成　低酸素

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍の中には様々な酸素濃度の異なる細胞が存在し、放射線照射後も様々な酸素濃度の微小環境下で生物応答が
行われている。しかし、このような状況を模擬した研究報告はほとんど無いため、放射線の照射前、中、後を低
酸素状態に保つことで、実際の腫瘍内の微小環境の一部を模擬することが、重要と考えた。その結果、本研究か
らは放射線照射後の酸素濃度の違いが異なる生物応答を誘導することを発見した。放射線照射後の生物応答に酸
素濃度が深く関わることは、分割照射の間隔や薬剤併用の投与タイミングを考える上で重要な知見と考え、放射
線がん治療の高度化に有益な成果を提供したものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
放射線治療にとってがん細胞に対する生物効果を向上させることは重要であり、特に低酸素

による放射線抵抗性の克服は必須の検討課題である。原子核を加速させ、腫瘍に狙いを絞って照
射する重粒子線治療は、従来の放射線治療（X線やガンマ線）に比べ、高い細胞致死効果を示し、
低酸素による放射線抵抗性にも効果を示す放射線である。研究代表者は、重粒子線特異的な生物
効果を明らかにするため、低酸素環境下での培養細胞に対する放射線作用や DNA 二本鎖切断（DSB）
の生成とその修復機構を調べてきた。その結果、重粒子線は DNA に直接的に損傷を生成させ、そ
の損傷は修復が困難であることを明らかにした。さらに X線では、低酸素環境下での照射は大気
下での照射に比べ DSB 量が著しく低下するが、重粒子線では低酸素環境下であっても修復困難
な DSB を大気下とほぼ同程度生成することができ、高い細胞致死効果を示すことを定量的に明
らかにしてきた。これらの低酸素実験は照射後、大気環境下で培養を行い細胞致死や DSB の定量
を行っている。それゆえ、これらの実験は放射線照射時における酸素の役割（酸素効果）を知る
うえで最適な実験系であった。しかし、実際の腫瘍では放射線治療後にも低酸素領域は存在し、
一部のがん細胞は低酸素環境下で放射線に対する生物応答をしているものと予想される。そこ
で予備的に低酸素下での X 線照射後に生じた DSB を、そのまま低酸素環境下で修復を行う予備
実験を開始した。すると DSB の修復効率は、大気下と低酸素下では明らかに異なることが判明し
た。以上の結果から、放射線照射後の酸素/低酸素の役割を明らかにするためには、X 線や重粒
子線などの放射線によって生じた複雑性が異なる DSB が、照射後の酸素環境によってどのよう
な修復動態を示すかを明らかにするとともに、細胞の生死に照射後の酸素環境がどの程度関わ
っているのかを明らかにする必要があると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、放射線抵抗性を引き起こすと予想される低酸素環境での DSB 修復動態や細胞の

生死と関連性のある微小核形成頻度を調べ、放射線照射後の生物応答に対する低酸素の影響を
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
X 線誘発 DSB の修復時における低酸素の影響（照射後の酸素効果）をまとめ、重粒子線誘発 DSB

においても低酸素環境下での DSB 修復について調べた。さらに X線では”照射後の酸素効果”が
観察されていることから、細胞の生死と関連性のある微小核形成頻度を調べ、DSB 修復以外の生
物効果にも低酸素の影響が関与するか明らかにした。 
1）重粒子線誘発 DSB の修復における低酸素の検討 
X 線実験と同様に、重粒子線実験でも CHO 細胞を用いて定電圧電気泳動法により DSB を定量す

る（Hirayama R et al., J Radiat Res, 46, 325-332, 2005）。低酸素環境はこれまでの実験で
用いた低酸素置換装置を用いて、95%N2/5%CO2 混合ガスにより、CHO 細胞を低酸素状態（酸素濃
度 0.04%以下）にし、重粒子線照射を行った（Hirayama R et al., Radiat Phys Chem, 78, 1175-
1178, 2009）。大気下で修復を行う場合は照射容器からサンプルを取出し、インキュベータに移
動させた。また低酸素下での修復は照射容器を密封させ、ウォーターバスにて保温し、
95%N2/5%CO2 混合ガスを流しながら修復を行った。重粒子線は低酸素による放射線抵抗性が 2倍
程度（酸素効果が約 2）であるアルゴン線および放射線抵抗性がほとんど現れない（酸素効果が
約 1）鉄線を使用した。DSB 修復時以外では、すべての作業を低温で行った。 
2）低酸素環境下での微小核形成 
 前述の低酸素置換装置を用いて CHO 細胞の微小核形成頻度を、サイトカラシン B を用いた細
胞分裂阻害微小核形成アッセイにより行う。照射前にサイトカラシン Bを添加し、照射後 48 時
間大気下もしくは低酸素下で培養を行い、蛍光抗体により微小核を計測する。微小核形成実験は
in vivo 実験ですでに経験があり、本研究においても同様の方法で実施した。（Hirayama R et 
al., Mutat Res Genet Toxicol Environ Mutagen, 793, 41-47, 2015）。 
 
４．研究成果 
放射線誘発 DNA 損傷の修復過程における低酸素の影響を明らかにするため、X線、炭素線、シ

リコン線、アルゴン線ならびに鉄線を用いて～200 keV/micrometreまでのLET依存性を調べた。
実験はチャイニーズハムスター卵巣由来の CHO 細胞を用いて行われ、DNA-DSB は定電圧電気泳動
法にて定量した。酸素濃度は 0.026%以下であり、この無酸素状態で照射や修復（5時間）を行っ
た。X線や他の重粒子線誘発 DSB に対する低酸素環境下での修復は、大気下での修復よりも効率
が悪いことが明らかになった。また同実験システムを用いて、エンドポイントを微小核形成にし
て X線照射実験を行った。照射後の低酸素処理は 48時間とした。微小核形成では低酸素下修復
した群は大気下修復した群よりも微小核形成頻度が抑えられる傾向を示したが、統計的には有
意差がつかなかった。DNA 修復欠損細胞を用いても同様の傾向が示された。これまでの結果をま
とめると、DNA 断片の結合修復において、酸素の関与が認められ、低酸素環境では修復効率が低



下することがわかり、高 LET 放射線でも同様の傾向を示した（一部統計的な有意差はなかった）。
また、細胞致死と関連の深い微小核形成頻度を調べると、その形成頻度には酸素の関与は小さい
ことがわかった。よって、低酸素環境下で修復されなかった DNA-DSB は致死損傷にあまり寄与し
ておらず、致死損傷となり得る DNA-DSB は効率的・選択的に修復が行われていたと推測される。 
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