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研究成果の概要（和文）：高 LET の重イオンビームは低 LET の放射線と比べて線量あたりの生物

効果が大きい。これは、重イオンビームが照射細胞内に修復し難い局所的な DNA 損傷を誘発す

るためと考えられている。一方で、パルスフィールドゲル電気泳動法などの従来実験手法では、

放射線照射により誘発される 10 kbp より短いゲノム DNA 断片化を定量できなかった。本研究で

は、その原因として、10 kbp より短い DNA 断片の多くはゲノム DNA 調整時に実験系から失われ

ることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Biological effects of ionizing radiation per dose are larger in
high-LET heavy ions than in low-LET radiations. As a reason of this phenomenon, radiation
biologists believe that heavy ions induce localized DNA damage which is difficult to
repair in irradiated cells. However, the conventional experimental techniques such as
pulsed-field gel electrophoresis could not quantify radiation-induced DNA fragmentation
that cuts genomic DNA shorter than 10 kbp. In the present study, I have found that most
of DNA fragments shorter than 10 kbp were lost during genomic DNA preparation.
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１．研究開始当初の背景
線エネルギー付与（LET）は放射線の効果

を左右する重要な因子の一つである。吸収線
量あたりの生物効果（染色体異常や細胞死な
ど）は、重イオンビームなどの高 LET 放射線
ではＸ線やγ線などの低 LET 放射線と比べて

大きいことが知られている。この原因として、
重イオンビーム照射した細胞内には修復困
難な DNA損傷が誘発されるという考え方が一
般的に受け入れられている。また、コンピュ
ータシミュレーション研究では、重イオンビ
ームの飛跡に沿った高密度電離域と染色体
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高次構造の相互作用によって照射細胞内に
クラスター状の DNA 損傷が誘発されると予測
されているが、重イオンビーム照射した細胞
内にそのような DNA 損傷が生じることを実験
的に証明した論文はほとんどない。
DNA2 本鎖切断（DSB）は染色体を断片化す

ることで生物のゲノム情報を破壊するため、
DSB は生物にとって非常に深刻な DNA 損傷で
あると考えられている。1990 年代以降、電場
の向きを繰り返し変えることで数メガ塩基
対（bp）までの巨大 DNA 断片を分離すること
ができるパルスフィールドゲル電気泳動
（PFGE）技術を用いて、放射線照射後に細胞
内に生じる DNA 断片の数と長さ（DSB の生成
数と生成間隔に一致する）の定量研究が進め
られた。これまでの研究では、照射細胞をあ
らかじめアガロース小片に包埋してから穏
やかな条件で時間をかけて DNA調整を行うこ
とで、ピペッティングなどの実験操作による
ゲノム DNA の断片化を防ぎ、放射線照射によ
り生じた数 Mbp までの DNA 断片を定量するこ
とに成功してきた。その一方で、これまでの
方法では平均的な遺伝子の大きさに相当す
る 10 kbp あるいはそれより短い DNA 断片の
定量が極めて困難であることがわかってき
た。

２．研究の目的
本研究は、重イオンビームが照射されたヒ

ト培養細胞内に誘発される DNA局所損傷を定
量的に解析するための実験法を開発すると
ともに、重イオンビームの生物作用の初期過
程を解き明かすことを目的とした。

３．研究の方法
(1)細胞生存率の測定
ヒトテロメラーゼ触媒サブユニット

（hTERT）の過剰発現により不死化したヒト
二倍体正常線維芽細胞 BJ-hTERT 株（図 1）を
用いた。

図 1 増殖中の BJ-hTERT 細胞の写真
バーは 100 m

単層培養した細胞に 60Coγ線（LET=0.2
keV/m）、4He（12.1 MeV/u, 17 keV/m）、12C

（7.4-25.9 MeV/u, 70-212 keV/m）、20Ne
（10.8-15.8 MeV/u, 310-430 keV/m）およ
び 40Ar イオンビーム（7.8-9.9 MeV/u,
1320-1530 keV/m）を照射した。照射後、細
胞を回収・再播種し、コロニー形成法により
細胞生存率を求めた。単一ヒット・多標的あ
るいは単一ヒット・単一標的モデルでフィッ
ティングして生存曲線を得るとともに、照射
細胞の生存率が 10%に低下する線量（D10）を
求めた。γ線に対するイオンビームの D10の
比として、生物学的効果比（RBE）を得た。

（2）アガロース小片からバッファー中への
DNA 流出量の解析
ゲノム DNA の代替として市販の DNA 分子サ

イズスタンダード（500 bp ラダーと 5 kbp ラ
ダーの混合）を 0.75%アガロース溶液と混合
してアガロース小片を作成した。アガロース
小片は、従来の DNA 調整法を模擬した処理
（0.5 M EDTA 溶液中で 24 時間、0.5×TBE バ
ッファー中で 2 時間のインキュベート）を行
った。PFGE 実験後、電気泳動ゲルを SYBR
Green I 高感度 DNA 染色剤で染色し、紫外線
トランスイルミネータ上で DNAのバンドパタ
ーンを可視化した。DNA バンドパターンを冷
却 CCD カメラシステムで撮像し、蛍光強度分
布解析により各バンドの DNA 量を測定した。

（3）DNA 溶液の濃縮実験
DNA分子サイズスタンダードを0.5×TBEバ

ッファーで希釈した後、異なる分画分子量を
有する限外ろ過フィルターユニット（ミリポ
ア社製、アミコンウルトラシリーズ）に移し
た。遠心分離後、フィルター上に少量の 0.5
×TBE バッファーを加えてフィルター上に残
った DNA を溶解し、回収した。フィルター上
の DNA 試料とろ過液をアガロースゲル電気泳
動し、上述の方法でバンドあたりの DNA 量を
測定した。

４．研究成果
（1）放射線の細胞致死効果は LET に依存し
た
はじめに、重イオンビームの細胞致死効果

が LET に依存することを確認するため、γ線
と異なる LET を有する重イオンビームを細胞
に照射し、それぞれの放射線の細胞致死効果
を調べた。生存曲線の末端部直線領域の傾き
は LET に依存し、LET が 110 keV/m の炭素イ
オンで最大になった（図 2）。

また、D10値に基づく RBE は LET とともに増
加し、100 keV/μm 前後の炭素イオンで最大
値の 4に達し、その後は LET の増加につれて
減少した（図 3）。この結果は、有限の分裂寿
命を持つヒト正常線維芽細胞に対する重イ
オンビームの細胞致死効果で認められた LET
依存性とほぼ一致する。BJ-hTERT 細胞は



hTERT 遺伝子の過剰発現により不死化してい
るが、DNA 損傷修復系や細胞周期チェックポ
イント系などは正常に機能しており、がん細
胞特有の形質を示さないことに加えて、正常
細胞と類似の放射線応答を示すことから、放
射線生物学研究への応用が期待される。

図 2 本研究で得られた生存曲線の一部

図 3 細胞致死効果の LET 依存性

（2）短い DNA 断片はアガロース小片から流
出する
放射線照射による DNA断片化の定量解析試

験を進める中で、ゲノム DNA の調整に掛ける
時間を延長した場合、短い DNA 断片が見かけ
上減少することを発見した。そこで、ゲノム
DNA の代替として DNA サイズスタンダードを
アガロース小片に包埋したものをゲノム DNA
調整用の模擬バッファーに浸漬した後、無処
理のアガロース小片と DNAのバンドパターン
を比較した（図 4A）。バッファーに浸漬した
アガロース小片では、短い DNA 断片ほどバン
ドあたりの DNA 量が減少した（図 4B）。この

実験結果から、従来のゲノム DNA 調整法では、
アガロース小片から短い DNA 断片が失われる
ことを明らかにした。この現象は、これまで
放射線により誘発される 10 kbp より短い DNA
断片の定量解析ができなかったことの原因
であると考えられる。

図 4 アガロース小片からの DNA 断片流出の
定量解析

A：ゲノム DNA 調整用の模擬バッファーに浸
漬した（右レーン）あるいは浸漬していない
（左レーン）アガロース小片に残存する DNA
分子サイズスタンダードをパルスフィール
ドゲル電気泳動で分析した。B：蛍光強度か
ら各バンドの DNA 相対量を測定した。

（3）DNA 溶液は限外ろ過フィルターを用いて
濃縮できる
DNA 調整時にアガロース小片から周囲のバ

ッファー中へ流出すると考えられる DNA 断片
を収集することを目的として、限外ろ過フィ
ルターを用いた DNA 溶液の濃縮実験を行った
（図 5）。実験では、アガロース小片から流出
したゲノムDNAの代替として50から2,000 bp
の DNA サイズスタンダードを 0.5×TBE バッ
ファーに希釈した溶液を用いた。分画分子量
が 10、30、50 kD の限外ろ過フィルターのい
ずれにおいても、50 bp より長い DNA 断片は
フィルター上に残存し、全くろ過されなかっ
た。この結果から、限外ろ過フィルターを用
いた DNA の濃縮操作により、DNA 調整時にア
ガロース小片から周囲のバッファー中へ流
出する短い DNA断片を実験系に戻して解析す
ることにより、重イオンビームが特異的に誘
発すると考えられる局所的な DNA 断片化を定
量的に解析することができると考えられる。



図 5 限外ろ過フィルターを用いた DNA 溶液
からの DNA 分子の回収

分画分子量がそれぞれ 10、30、50 kDa の限
外ろ過フィルター上に残った DNA 試料（レー
ン 1、3、5）とろ過液（レーン 2、4、6）、無
処理の DNA 試料（レーン 7）をアガロースゲ
ル電気泳動で分析した。

（4）本研究課題で得られた成果のまとめ
①ヒトテロメラーゼ触媒サブユニット遺伝
子の強制発現により不死化させたヒト二倍
体正常繊維芽細胞の致死効果における重イ
オンビームの LET 依存性を確認した。

②放射線誘発 DSBの定量解析に広く用いられ
るパルスフィールドゲル電気泳動法では、照
射細胞からゲノムDNAを調整する際に、高LET
重イオンビームが特徴的に誘発すると考え
られる短い DNA 断片の大半が、実験系から失
われてしまうことが示された。

③上記により失われる DNA断片は限外ろ過フ
ィルターを用いた DNA濃縮技術により回収で
きることが示された。
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