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研究成果の概要（和文）：培養細胞を用いてX線および陽子線を用いて実験を行った。本研究では照射実験後の
遊走能についてタイムラプス画像で検討を行い有意な差を示すことができなかった。一方、照射線量や線質によ
って遊走能が一過性に異なる可能性が示唆された。陽子線は近位端では低線量被曝となり、遠位端では高線量被
曝となる特性をもち、異なる効果を持つ可能性がある。細胞生存率予測にはしばしばγH2AXによる評価が用いら
れるが、低線量域での最適な評価タイミングは不明であり、検討する必要があった。低線量（10mGy）から高線
量(4000mGy)のX線照射後の細胞生存率予測に最適なγH2AX評価タイミングは照射後12時間だった。

研究成果の概要（英文）：Experiments were performed on cultured cells using X-ray and proton beam. In
 this study, the migration ability after irradiation experiments was examined using time-lapse 
images, and no significant difference could be shown. On the other hand, it was suggested that the 
migration ability may differ transiently depending on the irradiation dose and the type of beam. 
Proton beam have the characteristic of low dose exposure at the proximal end and high dose exposure 
at the distal end, and may have different cellular effects at the proximal and distal ends. Although
 γH2AX is often used to predict cell viability, the optimal timing of the evaluation in the 
low-dose range is unknown and needed to be investigated. The optimal timing of γH2AX evaluation for
 cell viability prediction after low (10 mGy) to high (4000 mGy) doses of X-rays was 12 hours after 
irradiation.

研究分野：放射線腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
陽子線は一つのビームの中で近位端の低線量被曝領域と遠位端の高線量被曝領域が混在しているという物理的な
特性をもつ。10~4000mGy領域におけるX線照射後の細胞生存率予測に最適なγH2AX評価タイミングを確立するこ
とができた。これを用いて低線量被曝領域と高線量被曝領域における陽子線とX線の放射線生物学的な効果の推
定につなげていくことができ、陽子線治療の最適な治療指針の確立という目的に向けて有意義なものと考えられ
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。
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１．研究開始当初の背景 
陽子線は低いエネルギーで体内へ入り、飛程終端でエネルギーを急激に放出し止まる特性（ブラ
ッグピーク形成）をもつ。この特性により複雑な形状をもつ標的腫瘍に対し、特異的にエネルギ
ーを集中させることができるため、近年、癌治療における陽子線治療の重要性は高まってきてい
る。これまでに我々は陽子線の生物学的な効果について研究を重ね、X線照射と比較して陽子線
照射後には“細胞増殖能”が低下することを明らかにしてきた（文献 1）。陽子線には他にも未
知なる効果が隠されている可能性があり、照射が“細胞遊走能”に与える影響について実験する
こととした。陽子線の物理特性から、人体に照射する際に、近位端（正常組織）と遠位端（腫瘍
周囲）での被曝量に大きな差がある。低線量被曝領域である近位端と高線量被曝領域である遠位
端において、放射線生物学的な効果に差がでる可能性がある。我々は肺癌患者に対する陽子線治
療成績を報告したが、近位端と比較して遠位端で強い肺炎像が見られることがあった（文献 2）。
これは遠位端では線エネルギー付与が増加することなどが関与しているものと考えられた。 
高線量被曝における細胞障害の程度を測定する手法として、リン酸化 H2AX（γH2AX）を未修復
の DNA 二本鎖切断のマーカーとして定量する手法がよく用いられる（文献 3）。多くの報告では、
γH2AX 染色のタイミングを被ばく 15 分後に設定しているが、亜致死損傷の回復（SLDR）による
DNA 修復動態を考慮すると、15 分後が至適なタイミングかどうかに関しては議論が分かれる。ま
た低線量被曝（≤ 500 mGy）の場合に、照射後のどのタイミングでのγH2AX foci 数が細胞障害
の予測に適するか不明である。低線量被曝領域での細胞障害予測モデルを構築することが、近位
端と遠位端での被曝量が異なる陽子線治療における生物学的効果を見積もるための一助になる
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
リアル タイムイメージングを用いて陽子線照射後の“細胞遊走能”について評価する。また培
養細胞モデルを用い、低線量から高線量の X 線照射後、細胞生存率予測に最適なγH2AX 評価タ
イミングを探索する。 
 
３．研究の方法 
（１）照射後の遊走能について 
協力研究施設において複数の培養細胞(EMT6 細胞、V79 細胞、HSG 細胞)に対して実験を行った。
専用ウェルプレートで細胞培養した後に IncuCyte Cell Migration Kitを用いて均一に溝をつ
くりスクラッチアッセイを行い、その溝が埋まる様を IncuCyte Zoom を用いてタイムラプス画
像を取得し遊走能について比較を行った。 
 
（２）低線量域での細胞障害を検証する実験系の構築 
ヒト HeLa S3 細胞、マウス EMT6 乳腺肉腫、B16F0 メラノーマ細胞に対し 10、50、150、500、2000、
4000 mGyのＸ線照射後、それぞれ 15 分、2、6、12、24 時間後にγH2AX免疫染色を行い蛍光顕
微鏡下 1核あたりのγH2AX foci 数・蛍光量を計数した。また、DNA 損傷と細胞生存率の関係を
調べるため、コロニー試験により細胞生存率（Surviving fraction）とγH2AX fociのコントロ
ールに対する相対的な foci 数・蛍光量の相関関係を求めた。細胞増殖の影響が予想されたため、
全視野の核数変化も測定も同時に行った。 
 
４．研究成果 
（１）照射後の遊走能について 
これらの細胞の場合、この実験系では 48 時間程度観測すると定量的に評価が可能と判断した。
しかしながら放射線(X 線,陽子線)照射線量によって遊走能に有意な違いは得られなかった。5Gy
照射群と 2Gy照射群を比較すると、傾向としては X線では 2Gy照射群で照射後 9 時間から 24 時
間の遊走能が増加する印象であったが、陽子線では同期間においてそのような傾向はみられな
かった（Fig.1、Fig.2）。これにより細胞死に至らないレベルの放射線照射では、X 線では細胞
接着因子が抑制され遊走能が一過性に亢進されるが、陽子線照射では遊走能の一過性亢進が起
きにくいのではないかという仮説を立てた。2Gy 以下の線量における細胞障害の数と遊走能の関
連を調べるための準備として、（２）の実験を行った。 
 
（２）低線量域での細胞障害を検証する実験系の構築 
X 線照射後、15 分でγH2HX foci 数は最大となり、コントロール群に比べ B16F0、HeLa細胞では
500 mGy～4000 mGy 群、EMT6では 2000、4000 mGy 群において有意にγH2AX foci 数が上昇した。
また、B16F0、HeLa細胞では 10～150 mGy、EMT6では 50 mGy～150m Gyにおいても、線量依存性
にγH2AX foci 数が上昇する傾向が観察された。その後、γH2AX foci 数は緩やかに減少し、総
じて 12～24 時間後にはコントロール群と同レベルに低下した（Fig. 3）。γH2AX 量の増加に応
じて、細胞生存率は直線的に低下する傾向が見られた。傾きは 15 分後で最大になり、その後低



 

 

下して 2～12時間後の間はほぼ一定であった(Fig. 4)。時間ごとにモデルの適合度を比較（Table
１）すると、相対的 foci 数では 2～12時間後、相対蛍光量では 15 分～12時間後の適合度が高
い傾向が見られた。2000、4000 mGyの高線量群では 12、24 時間後の細胞数はコントロール群よ
りも低い傾向が見られ、EMT6、HeLa細胞では 4000 mGyで有意に低下していた(Fig. 5)。 
 
任意の細胞系列でγH2AX の線量依存性が観察され、CT レベルの低線量域（10～50mGy）でも有意
ではないもののγH2AX foci 数の上昇が見られた。これは、一般に照射後 15～30分でγH2AX 量
が最大に達することから照射直後の定量感度が高かったと考えられる。一方、15 分後は細胞生
存率との相関が弱い結果だった。考えられる要因として、2～6 時間までに緩徐に初期の DNA 二
本鎖切断が修復され、早期では低線量による DNA 損傷を過大評価している可能性や、照射直後の
細胞内環境のダイナミックな変化によってばらつきが生じやすくなる可能性が考えられる。 
細胞生存率をよく推定するタイミングとしてしばしば 24 時間後が用いられている（文献 4）が、
この実験では 24 時間後の相関は弱く、また有意な線量依存性もほぼ消失していた。12時間以降
には細胞数が線量に応じて不均衡となるという核数変化の検討により、DNA 損傷の強い細胞にお
ける細胞増殖遅延、初期の細胞死などによって、γH2AX カウントの対象となる母集団が変化し、
定量結果が薄まっている可能性も考えられた。12時間以降ではγH2AX カウントの母数変化によ
りγH2AX 量に対する細胞生存率変化の傾きが鈍化し、また照射直後では低線量域の DNA 損傷を
過大評価する傾向がみられたことから、12時間後のγH2AX 定量が安定して細胞生存率を推定す
る可能性が示唆された(文献 5)。引き続きこの実験系を用いて、低線量被曝領域と高線量被曝領
域における陽子線と X 線の放射線生物学的な効果の違いを検証していく方向で研究を継続中で
ある。 
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