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研究成果の概要（和文）：ヒト細胞における陽子線照射とX線照射との違いについて、突然変異誘発と変異スペクトル
の観点から検討した。細胞死は、陽子線照射とX線照射とにおいてほぼ同等であった。一方、hprt遺伝子を指標とする
突然変異率には違いが見られ、X線照射区に比べて陽子線照射区のほうが突然変異率は低かった。さらに、エクソン単
位の欠失パターンにおいても、両者で異なる結果が得られた。これらの結果は、陽子線照射とX線照射とは、同じ生物
学的効果比を示すにもかかわらず、変異誘発においては量的、質的な差異があることを示している。

研究成果の概要（英文）：The differences in mutation induction and mutation spectrum between proton beams a
nd X-rays in human cells were investigated. Cell killing effect was almost the same between proton beams a
nd X-rays, while a difference in mutation frequency was observed and the frequency of hprt mutation of cel
ls irradiated with proton beams was lower than that of cells irradiated with X-rays. Furthermore, the dele
tion spectrum of exons was different in induced mutants between proton beams and X-rays. These findings su
ggest that there are quantitative and qualitative differences in mutation induction between proton beams a
nd X-rays even if the RBE values are similar.
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１．研究開始当初の背景 
近年、がん治療用放射線照射装置の進歩・

照射方法の工夫および治療後の患者の優れ
た QOL により放射線がん治療が高い評価を
得ているが、さらに放射線腫瘍学的および放
射線生物学的なアプローチによる治療成績
の向上が望まれている。 
 放射線治療においてその治療効果は、放射
線による直接的ながん細胞の致死効果と放
射線に対するがん細胞間での応答現象を介
した間接的な致死効果（Bystander 効果）の
総和として現れてくると考えられる。我々は、
被ばく細胞から放出される液性因子の１つ
に、NO ラジカルがあることを見いだし、こ
のNOラジカルにより放射線抵抗性や温熱抵
抗性が非被ばく細胞に誘導されることを見
いだした（Cancer Res., 59: 3239-3244, 
1999.; Int. J. Radiat. Biol., 76: 1649-1657, 
2000.; Radiat. Res., 155: 387-396, 2001.; 
Methods Enzymol., 359: 280-286, 2002.）。 
 現在、6-チオグアニンを用いた耐性コロニ
ーの獲得数から、hprt 遺伝子の突然変異率を
解析しているが、ヒト前立腺がん細胞
（DU145 細胞）においては、陽子線が他の
放射線であるX線や炭素線に比べて特異的に
突然変異率が低いという結果が得られてい
る。 
 このような背景から、こうした陽子線に特
異的な細胞応答がどのような分子機構で働
いているのか、また放射線誘発バイスタンダ
ー応答や放射線適応応答でみられたNOラジ
カルの細胞間情報伝達の関与があるか否か
について検討する。 
 
２．研究の目的 
本研究は、陽子線が他の放射線である X 線

や炭素線に比べて特異的に突然変異率が低
いというヒトがん細胞株で見いだした現象
に注目して、これらの細胞応答の分子機構を、
分子生物学的、細胞生物学的手法により明ら
かにすることを通じて、放射線がん治療によ
る二次発がんの予防およびオーダーメイド
放射線がん治療へとつながるエビデンスの
蓄積を目的とする。 
 
３．研究の方法 
ヒト正常細胞およびヒトがん細胞に対す

る種々の放射線照射に対する応答機構の解
析を行った。ヒト正常線維芽細胞およびヒト
非小細胞肺がん細胞を用いた。 
（１）種々の放射線照射後の放射線感受性の
解析 
 上記細胞に対し、0～10Gy の X線、陽子線、
陽子線ピーク位置、炭素線を照射した。 
照射後、コロニー形成法で生残細胞数を定

量し、種々の放射線による放射線感受性を解
析した。 
（２）種々の放射線照射後の突然変異率の解
析 
 上記細胞に対し、0～6Gy の X 線、陽子線、

陽子線ピーク位置、炭素線を照射した。NO ラ
ジカルの関与を解析するために NO 捕捉剤で
ある c-PTIO を添加した試料および NOラジカ
ル発生剤である硝酸イソソルビドを添加し
た試料を同時に作製した。 
照射後 1x106 個の細胞を継代培養し、複数

回の分裂後に 6-チオグアニン耐性コロニー
の出現数を定量し、hprt 遺伝子の突然変異率
を解析した。さらに、マルチプレックス PCR
法により 6-チオグアニン耐性クローンにお
ける hprt 遺伝子の変異スペクトルを解析し
た。 
（３）種々の放射線照射後の DNA 損傷・修復
シグナル因子の発現動態 
 上記細胞に対し、0～6Gy の X 線、陽子線、
陽子線ピーク位置、炭素線を照射した。 
 経時的にそれぞれの細胞を回収し、mRNA を
調製し、cDNA を作製した。この cDNA による
リアルタイムPCRアレイを用いた網羅的遺伝
子発現解析により、種々の放射線照射後の
DNA 損傷・修復シグナル因子の発現動態を解
析した。 
 
４．研究成果 
 ヒト正常線維芽細胞およびヒト非小細胞
肺がん細胞を用い、種々の放射線照射後の放
射線感受性を解析した。いずれの細胞におい
ても、炭素線照射で高い放射線感受性を示し
た。また、X 線と陽子線とを比較すると、線
量－生存率曲線はほぼ同じ曲線を示し、生存
率もとに算出した生物学的効果比は、X 線に
対し陽子線は 1～1.1 の値を示した。 
 陽子線と陽子線ピーク位置との比較では、
低 LET 放射線の生存率曲線で見られる“肩”
とよばれる部分が、陽子線照射で見られるの
に対し、陽子線ピーク位置の照射では消失し
ていた。しかし、放射線感受性を表す指標で
ある D0値（37％生存率線量）では、ほぼ同等
の値を示し、この結果から、陽子線入り口と
陽子線ピーク位置とはほぼ同じ放射線感受
性を示すことが明らかになった。 
 次に、6-チオグアニンを用いた耐性コロニ
ーの獲得数から、hprt 遺伝子の突然変異率を
解析した。以前の研究から、ヒト前立腺がん
細胞（DU145 細胞）においては、陽子線が
他の放射線であるX線や炭素線に比べて特異
的に突然変異率が低いという結果が得られ
ていたが、今回用いた細胞においても、同様
の結果が得られた。さらに、NO 捕捉剤である
c-PTIO を添加した系では、突然変異率が上昇
する結果が得られた。被ばく細胞からの NO
を主とする細胞間シグナル伝達系が、周辺細
胞の放射線感受性や放射線による突然変異
誘発に影響を及ぼしていることが明らかに
なった。 
 マルチプレックス PCR 法を用いて hprt 遺
伝子のエクソン単位での欠失パターンを解
析した。その結果の一部を表１に示す。非照
射時、すなわち自然突然変異においては、す
べてのエクソンにバンドが見られ、DNA の大



きな構造変化は見られなかった。 
 炭素線照射により誘発された突然変異は、
DNA に大きな構造変化を及ぼしており、多く
の変異細胞において複数のエクソンの同時
欠失が認められた。 
 X 線照射においては、エクソンの欠失はわ
ずかであり、ほとんどの変異細胞ですべての
エクソンにバンドが見られ、DNA の大きな構
造変化は見られなかった。 
 一方、陽子線照射においては、少数のエク
ソン単位での欠失が認められ、塩基対ベース
で 1kbp 以下の比較的小規模の欠失が多いこ
とが明らかになった。こうした現象は他の放
射線にはあまり見られない現象であった。 
 
表１ 各種放射線照射による hprt 遺伝子の

欠失パターン 

      （○:バンド有り、×：バンド無し） 

 
次に、X 線、陽子線、炭素線をそれぞれ照

射した細胞から、経時的に mRNA を抽出、調
製し、cDNA を作製した。この cDNA によるリ
アルタイムPCRアレイを用いた網羅的遺伝子
発現解析により、種々の放射線照射後の DNA
損傷・修復シグナル因子の発現動態を解析し
た。その結果、陽子線照射区の遺伝子発現量
がX線照射区のそれに比べて著明に低くなる
遺伝子を 10 遺伝子見いだすことができた。
また、著明に高くなる遺伝子を 1遺伝子見い
だすことができた。陽子線照射区で遺伝子発
現量が低下した遺伝子には、二つある DNA 修
復経路のうちの、一方の修復経路に関わる因
子が多く含まれており、こうした修復経路の
バランスの変化が突然変異率の変化に関連
することが示唆された。 
本研究は、新たな現象として確認された陽

子線に特異的な細胞応答について、その分子
機構の解明を試みた。その中で、陽子線照射
と X線照射とは、細胞死に関して、ほぼ同じ
生物学的効果比を示すにもかかわらず、変異

誘発においては量的、質的な差異があり、さ
らに遺伝子発現レベルでも異なる動態を示
すことが明らかになった。がん患者自身が診
療行為により健康上の便宜を得て、それが放
射線被ばくにより受ける損害を上回るため
には、こうした放射線による細胞応答の DNA
損傷修復系の細胞内情報伝達および細胞間
情報伝達物質の関与の詳細な検討とエビデ
ンスの蓄積が不可欠であり、こうした基盤研
究が、放射線がん治療における治療成績のみ
ならず、放射線防護体系の構築や被ばく障害
の軽減に大きく寄与すると考えられる。 
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