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研究成果の概要（和文）：超音波による細胞内 DNA 二本鎖切断の誘発をリン酸化ヒストン H2AX

およびコメット法おけるテールの伸長の観察により、初めて証明した。DNA 二本鎖切断は、超

音波キャビテーション発生と相関し、そのメカニズムとしてキャビテーションによるフリーラ

ジカル生成（放射線類似作用）によるものではなく、機械的作用によるものと思われる。また、

修復に係る蛋白質は放射線によるものとは異なることが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）：A likely candidate process has been suggested to involve 
sonochemical activity, where reactive oxygen species mediate the generation of DNA 
single-strand breaks. Here however, we provide compelling new evidence that strongly 
supports a purely mechanical mechanism. Moreover, by a combination of specific assays 
(neutral comet tail and staining for γH2AX foci formation) we demonstrate for the 
first time that US exposure at even moderate intensities exhibits DNA 
double-strand breaks, through its facility to generate DNA damage across 
multiple cancer lines. Notably, colocalization assays highlight that ionizing 
radiation and ultrasound have distinctly different signatures to their respective 
γH2AX foci formation patterns, likely reflecting the different stress distributions 
that initiated damage formation.  
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１．研究開始当初の背景 
医療分野において放射線や磁場とならび、超

音波は画像診断に必須の手段として発達し

てきた。近年では超音波による加温療法や、

集束超音波による癌焼灼療法などに代表さ

れるように、超音波の癌治療への応用が盛ん

に行われるようになってきた。超音波の生体

作用として、アポトーシスの誘発や遺伝子発

現の変化が明らかになってきた。また、遺伝
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子導入や薬物送達(ドラッグデリバリー)お

よび分子標的治療等の新たな視点から超音

波の応用が期待されるようになっている。そ

のため、超音波の安全性の検討および治療応

用の両面から、DNA 損傷および損傷の誘発機

構と細胞応答について検討する必要がある。 

 

２．研究の目的 
超音波照射による細胞内 DNA損傷の実態を明

らかにするとともに、その生成メカニズムを

解明する。また、その修復に関する分子を調

べる。 

 
３．研究の方法 
細胞として、主にヒトリンパ腫細胞株 U937

を使用した。超音波照射には OG 技研製 ES-2

を用いた。ESR スピン捕捉法を用いて、放射

線および超音波により産生される OH ラジカ

ルの定量し、キャビテーションの指標とした。 

DNA二本鎖切断の測定にはリン酸化ヒストン

H2AX(γH2AX)をフローサイトメトリーにて測

定した。また、直接的な検出方法として、中

性条件下でのコメットアッセイによる DNA二

本鎖切断の検出を試みた。 

 
４．研究成果 
(1)超音波による DNA二本鎖切断の誘発 

超音波がDNA損傷を誘発することは試験管レ

ベルでは古くから証明されており、実験室で

は集束超音波技術による高強度の超音波が、

クロマチン免疫沈降法や次世代シークエン

サーのライブラリー調製の際に必要な断片

化DNAを得るためのツールとして用いられて

いる。超音波による哺乳動物細胞でのDNA損

傷誘発の報告は 1970年代からみられ、ヒト

リンパ球での娘染色体交換や、マウスEMT6細

胞での塩基損傷、ヒトリンパ球やCHO細胞で

のDNA一本鎖切断などが報告されている 。超

音波がDNA損傷を引き起こすメカニズムとし

ては、前述した水分子由来のフリーラジカル

の関与が示唆されている。これまでの超音波

によるDNA損傷に関しては、一本鎖切断や塩

基損傷などの比較的軽微な損傷についての

みであったが、近年我々は、DNA損傷の中で

最も重要とされる、DNA二本鎖切断が起こる

ことを明らかにした。実験条件として、ヒト

リンパ腫細胞株U937細胞に、超音波 (1 MHz，

Duty factor 10%、パルス繰り返し周波数 100 

Hz) を強度 0.3 W/cm2 (ピーク音圧、0.54 MPa, 

ONDA HNR-0500 ハイドロフォン測定時)で 1

分間照射した。 

本条件は、以前に著者らの実験で、U937 細胞

における十数パーセント前後のアポトーシス

と遺伝子発現変化を観察したものと同一であ

る。照射による温度上昇は１℃未満であり、

主に超音波の非熱作用による生物効果を反映

しているといえる。放射線照射した細胞と同

様、超音波照射 30 分後の細胞において、DNA

二本鎖切断のマーカーであるγH2AXが検出さ

れた (図１)。照射強度を 0.1 W/cm2から段階

的に上げた場合に、0.1 W/cm2ではγH2AXの優位

な増加は観察されなかったが、0.2 W/cm2から

陽性細胞が出現し、キャビテーション効果が

明確に観察される 0.3 W/cm2、0.4 W/cm2まで

強度依存的にその割合が増加していった。X線

照射とは異なり、強度をさらに上げた場合

（0.5 W/cm2以降）はむしろ陽性細胞の割合が

減少していたが、これは超音波が細胞融解を

高頻度に起こす強度に到達したためと推測さ

れる。より直接的な検出方法として、中性条

件下でのコメットアッセイによるDNA二本鎖

切断の検出を試みたところ、超音波照射直後

の細胞におけるコメットテールの伸張を観察

できた（図 2）。H2AXリン酸化やコメットテー

ルの伸張は、リンパ腫細胞株である Molt-4、

Jurkat、HL-60 をはじめ、神経膠腫細胞株の

M059K、子宮肉腫細胞株のMES-SAなど種々の細

胞株において確認することができた。これら



の結果から、ある一定の強度の超音波が細胞

内でもDNA二本鎖切断を引き起こしうる事が

明らかとなった。超音波によりDNA二本鎖切断

が起こることについては、癌治療への応用と

いう観点からは新たな可能性が期待される一

方で、診断領域での超音波の安全性が懸念さ

れるようにも思える。 

 

図 1.超音波による DNA二本鎖切断の誘発。 

超音波照射 30 分後に観察されるリン酸化

ヒストン H2AXのフォーカス形成。 

 

図 2.超音波による DNA 二本鎖切断。 

超音波照射直後に観察されるコメットテー

ル。陽性対照はＸ線照射群。 

 

しかしながら、本研究で用いた超音波の強度

は診断領域で用いられるものよりはるかに

強いこと（診断用超音波の強度は本条件の最

低強度である 0.1 W/cm2を下回る）、またin 

vitroと異なり生体に照射した際にはキャビ

テーションが起きにくいことを考えると、少

なくとも診断領域で用いられている超音波

については、同様の損傷を起こすことはない

と思われる。 

(2) DNA二本鎖切断のメカニズム 

放射線は電離による直接作用とラジカル産

生による間接作用によって、Bleomycinはキ

レート形成やラジカル産生によってDNA二本

鎖切断を引き起こす。超音波の物理化学的な

作用としては、非熱作用としてキャビテーシ

ョンによる機械的作用や化学的作用が挙げ

られる。超音波によるDNA一本鎖への損傷誘

発機構については、化学的作用が主に関与し

ていると考えられていたため、筆者らは超音

波によるラジカルの産生が二本鎖切断形成

にも寄与しているかどうか検討した。まず

ESRスピン捕捉法を用いて、放射線および超

音波により産生されるOHラジカルの定量を

行い比較した結果、同程度のγH2AXを誘発する

線量および強度では、超音波によるOHラジカ

ルの産生量は放射線と比べて低く、約 1/10

程度であった。ラジカルスカベンジャーの添

加によってOHラジカルの産生は抑制された

が、H2AX陽性細胞の割合には影響が見られな

かった。一方で、三原子分子ガスである亜酸

化窒素(N2O)を培地中に飽和させてキャビテ

ーションを抑制すると、ヒストンH2AX陽性細

胞はほぼ完全に消失した (図 3)。 

 

 

 

図 3. DNA二本鎖切断の機構。 

ラジカルスカベンジャー(DMSO: ジメチル

スルホキシド、NAC: N-アセチルシステイン)

の超音波誘発γH2AXへの影響。NACについては

超音波照射直前および照射３時間前に添加

した(NAC-pre)。右図はN2Oによる超音波キャ

ビテーションの抑制とγH2AX誘導の抑制を示

す。培地中に空気(Air)もしくはN2Oを飽和さ

せて超音波照射し、30 分後にγH2AXをフロー



サイトメトリーにて測定した。 

 

このことから、超音波の機械的作用により核

内の DNA 二本鎖切断が誘発されており、化学

的な作用の寄与は非常に限定的である事が

明らかとなった。超音波により活性化される

DNA-PKの核局在を検討すると、核内でフォー

カスを形成するもの以外にも、核膜に裏打ち

するように局在するものがあることがわか

った。H2AXリン酸化のシグナル伝達が既報の

いずれの機構に当てはまらなったのは、超音

波の機械的刺激により核膜への損傷が引き

起こされている結果であると推測される。こ

のユニークな DNA-PK 応答の生物学的意義や

メカニズムについては、今後の研究が期待さ

れる。 
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