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研究成果の概要（和文）：リボ核酸の一種であるアデノシン三リン酸（ATP)は、生体エネルギー供与物質として様々な
生化学反応へエネルギーを供与している。また同時に、遺伝情報の仲介物質であるメッセンジャーRNAを合成するため
の基質として、さらには細胞間情報伝達物質としても働く。本研究では、放射光軟X線により、ATPに生じた放射線障害
が、ATPの持つ生物学作用にどのように関わっているかに注目して、その生物学的効果への寄与を解析することを試み
た。そして、ATP分子の構造変化はガン細胞の放射線感受性に変化を生じさせている可能性を示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：ATP(Adenosine tri-phosphate), one of ribonucleic acids, acts as an intra-cellular 
energy transfer. ATP is also used as a substrate to synthesize messenger RNA and as a ligand of 
inter-celular signaling. Damaged ATP produced by synchrotron soft X-rays might act as down- or 
up-regulation of these biological function. In this study, we examined the relation between molecular 
damage of ATP and its biological activity using various biological assesments, such as energy donor 
activity, genetic information transfer, adn inter-cellular signaling activity. The obtained results 
suggest that the altered ATP molecule might contribute the induction of changing of a radiation 
sensitivity of cancer cells.

研究分野： 放射線生物物理

キーワード： 放射光　軟X線　ATP　生物効果
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

リボ核酸（Ribonucleic acid, RNA）の一種であ

るアデノシン三リン酸（ATP）は、生体エネルギー

供与物質として多様な生化学反応へエネルギー

を供与している。さらに、ストレス刺激により細胞

外に放出された ATP は細胞膜上の ATP 受容体

を介して細胞間情報伝達を担っていることが知ら

れている。最近分担者（月本光俊）により、放射

線被照射細胞から放出された ATP が ATP 受容

体を活性化させ放射線生物影響に関与している

ことが示された（Tsukimoto et al., Radiat. Res., 

2010）。これにより、放射線バイスタンダー効果

（照射細胞周囲の非照射細胞にも照射の影響が

現れる現象）への ATP 受容体の関与が明らかに

なった。そして、本課題を遂行する我々のグルー

プは、原子力機構外部補助金（黎明研究：（代表

者・秋光信佳））において、放射線を照射した

ATP の生物学的効果に関する基礎的研究を行

った。その結果、γ 線照射した ATP では細胞間

情報伝達能が増加し、軟X線を照射したATPで

は伝達能が低下するという興味深い結果を得た

（Akimitsu et al., 2011 JAEA –Review）。さらに、そ

の伝達能は顕著な軟 X 線エネルギー依存性を

示した（図 1）。その他、ATPのエネルギー供与能

力や分子変異の分析結果から、ATP分子内の塩

基部位であるアデニンに生じた、僅かな分子変

異が生物効果を大きく変化させる可能性を示唆

するデータを得た。しかし、その詳細については

不明であるため、分子変異とそれに伴う生物効

果の相関を詳細に解析することが急務課題であ

った。 

一方 ATP は、遺伝情報の仲介物質であるメッ

センジャーRNA を合成するための基質でもある

ため、遺伝子情報の正確な発現にも重要な働き

をしている。この RNA 合成に異常が生じた場合、

正常なタンパク質が作られないために細胞内ホ

メオスターシス（恒常性）の維持に重大な問題の

生じる事が分担者（秋光信佳）によって示されて

いる（Akimitsu et al., J. Biochem., 2008, Akimitsu 

et al., EMBO J., 2007）。上記の黎明研究によって

明らかになった、ATP の塩基部位に生じる僅か

な分子変異が、このRNA合成にも深く関わり、突

然変異や発がんの原因となる可能性がある。そ

こで、本課題では、放射線生物影響分野におい

て通常ターゲットとされる DNA 以外の分子が損

傷を受けた場合に引き起こす生物効果を指標と

して ATP の生化学機能を網羅的に解析した。そ

れにより、非 DNA の放射線損傷がどのような生

物学的効果を示すかを検証した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、核酸生体分子である RNA 分子

が、放射線によって損傷した場合の生体影響を

多角的に解析し、どのような生物学的効果を示

すかを in vitro および in vivo 実験で検証するこ

とが目的である。リボ核酸の一種であるアデノシ

ン三リン酸（ATP）は、生体エネルギー供与物質

として多様な生化学反応へエネルギーを供与し

ている。さらに、遺伝情報の仲介物質であるメッ

センジャーRNA を合成するための基質でもある

ため、遺伝子情報の正確な発現にも重要な働き

をしている。そのため、ATP の塩基部位に生じる

僅かな分子変異が、この RNA 合成にも深く関わ

り、突然変異や発がんの原因となる可能性がある。

そこで、本課題では、DNA 以外の分子が損傷を

受けた場合に引き起こす生物効果を指標として

ATPの生化学機能を網羅的に解析した。 

 

３．研究の方法 

（１）軟 X 線吸収分光法による分子変異のその

場観測（原子力機構 藤井健太郎（代表者）） 

 放射光照射実験直後に、軟 X 線吸収スペクト

ルを測定することにより、照射によってどのような

変異が導入されているかを解析した。特に X 線

吸収端近傍には分子構造を反映した共鳴励起

構造が現れる。これらの吸収構造が照射によっ

てどのように変化するかを観測することで、照射

によって分子に生じた分子構造変化を予測した。 

 

（２）質量分析法による分子変異の高分解能分析

（産総研 藤井紳一郎（分担者）） 

軟 X線や γ線の照射により薄膜内に生じた

僅かな ATPの分子変異を同定する必要がある。

また、これまでの予備的な実験ではアデニン部

位に生じる細かい分子変化が、生物効果を大き

く左右する可能性が高いことが示された。そこ

で、担当者（藤井紳一郎）により、高速液体クロマ

トグラフ質量分析装置を用いて ATPに生じた分

子変異構造の同定を行った。また、軟 X線の波

長の僅かな変化によって生成された分解物の微

量な生成物を高感度に分析するため、現有する

ナノ流量液体クロマトグラフ高分解能質量分析

装置を利用した質量解析から変異した分子構造

の同定を行った。 

 

（３）ナノカーボン電極を用いた電気化学分析法

による分子変異の定量分析（産総研  加藤大

図１ 放射線照射した 

ATP の細胞間情報伝達能力 



（分担者）） 

担当者（加藤大）らのグループで開発されたナ

ノカーボン電極を用いて、照射を受けた ATP の

電子移動反応（電気化学反応）を計測することで、

主に電子移動反応を行うアデニン分子に関わる

構造変異の解析を行った。実際に担当者らはこ

れまでに、ナノカーボン電極による計測で酸化損

傷やメチル化など核酸塩基の変異を識別できる

ことを見出している。（D. Kato, et al., Anal. Chem. 

2011）本電極材料により、放射線と分子構造変

異の相関性をより定量的に分析した。 

 

（４）生化学分析法による ATP 分子機能の定量

解析（東大 秋光信佳（分担者）） 

ルシフェリンとルシフェラーゼ酵素を用いて、

ATP のエネルギー供与能力を評価することがで

きる。この系を用いて、軟 X 線照射された細胞か

ら ATP を抽出し、ATP のエネルギー供与能力を

高感度に評価することで、細胞内の ATP 機能を

定量的に解析した。 

 

（５）分子変異した ATP がおよぼす遺伝情報伝

達能力の解析（東大 秋光信佳（分担者）） 

試験管内 RNA 合成システムを用いて、放射

線被照射 ATP が RNA合成の基質として利用で

きるかを調べた。これにより、遺伝情報伝達物質

の構成分子としての ATP の生理機能がどのよう

な構造変異によって阻害されるかを評価した。さ

らに、試験管内タンパク質合成系（Akimitsu et al., 

EMBO J., 2007）を用いて、放射線被照射 ATP を

含有したメッセンジャーRNA が正常なタンパク質

へと翻訳されるかを調べた。これら一連の実験を

通じて、軟 X 線照射が ATP の遺伝情報伝達能

力に異常を引き起こすかを調べた。 

 

（６）分子変異した ATP がおよぼす細胞間情報

伝達能力の解析（東理大 月本光俊（分担者）） 

担当者（月本光俊）は、これまでに細胞膜上に

発現する ATP特異的受容体（P2受容体）の生理

機能解析の研究を行っている。X 線や γ 線照射

によって変異した ATP が ATP 受容体のリガンド

（細胞間情報伝達物質）としての機能を維持でき

ているのか否かについて検討を行った。P2Y 受

容体活性化を介した mitogen-activated protein 

(MAP) kinaseの活性化や細胞内カルシウム濃度

の上昇などの実験系を用いて、放射線照射 ATP

が ATP 受容体（P2X と P2Y 受容体）の活性化を

誘導できるか否かについて検討した。 

 

４．研究成果 

放射線照射によるATP分子の変化に伴った分

子変異の分析や生物学的効果の分析を行うた

めには、未照射試料において分子の分解を抑え

ることが必要である。さらに、放射線によって生じ

た分子分解は全体の数％程度以下であることが

予想されるため、極微量の分子変 化を定量する

必要がある。そのために、平成 24年度はATP溶

液について、放射線を照射しない状態で安定な

試料条件を検討した。その結果、溶液状態にお

いてリン酸基の脱離が起こらない Tris バッファー

の濃度や ATP の濃度の最適化を行うことができ

た。ATP 分子の分解については、質量分析、軟

X線吸収スペクトルおよび電気化学分析により行

い、生物学的効果については、ATPのルシフェラ

ーゼ活性、および細間情報伝達能力を定量する

ことのできる、P2Y 受容体活性により分析を行っ

た。上記の最適条件を用いて、γ 線照射あるいは 

軟 X 線照射による細胞間情報伝達および ATP

分子変異の解析を行い、放射線照射による分子

変化の同定や生物学的効果の解析を行った。 

平成 25年度は、軟X線を照射したときに ATP

分子に生じる分子構造変化を、照射前後の軟 X

線吸収スペクトルの変化から予測した。その結果、

ATP薄膜に軟 X線を照射すると、ATP分子中の

糖部位の C-O 結合切断が効率よく起こることが

明らかになった。さらに、ATP 溶液に対して γ 線

照射を段階的に行い、液体クロマトグラフ質量分

析装置(LC/MS)を用いた測定を行った。また、

LCの検出器として、すべての核酸を直接酸化検

出することが可能なナノカーボン電極を配置した

電気化学検出器についても適用した。γ 線の照

射量に応じた変化としては、リン酸基の加水分解

によるATP量の減少が見られた。また、質量分析

結果から、リン酸基の加水分解以外の分子変化

を示唆する結果を得た。電気化学分析では、リン

酸基の加水分解に伴うATP量の減少が見られた

ことに加え、5 Gy の γ 線を照射した ATP 試料の

み、未知ピークが観測され、質量分析と同様の

分子変化が観測された。電気化学的反応によっ

て検出された観点から、アデニン環構造の破壊

が起きている可能性は低く、不飽和二重結合へ

の水酸基の付加反応や、アミノ基の酸化反応が

進行していることが推察された。上記の分析に加

えて、ATP の生化学的な活性を評価するために、

ATP溶液を様々な線量の γ線あるいは X線を照

射した後、ルシフェラーゼによるATP加水分解活

性ならびに試験管内転写系を用いた RNA 合成

の基質としての活性の 2点を調べた。その結果、γ線

未照射
1Gy
5Gy
50Gy
100Gy

図２ γ線を照射した ATP 溶液の

HPLC 分析結果 



放射線照射依存的な ATP 加水分解活性の低下

が認められた。一方、RNA 合成基質としての活

性に明瞭な活性低下は認められなかった。これ

らの生化学実験の結果は、放射線照射による

ATP の化学的変化が ATP の生化学的活性の低

下を導くことを示唆する。 

平成 26年度は、X線ならびに γ線を照射量に

応じた ATP 分子の構造変化の解析・評価を行っ

た。分離カラムとしてリン酸基などを有する親水

性物質の分離に適した Mastro C18カラムを用い、

検出には塩基部位の紫外吸収を検出可能なUV

検出器を用いた。その結果、X 線および γ 線の

照射量に応じて、AMP とアデニンの生成が確認

された。ATP溶液としては水溶液と Tris溶液を調

製したが、いずれの照射によっても水溶液の方

が顕著にこれら分子の生成が確認され、溶解物

質の照射による電子授受の影響、Tris によるスキ

ャベンジ効果などが見られていると考えられる。

また、電気化学検出において確認されているよう

に、未知ピークについても数カ所に渡って観測さ

れている。 

電気化学分析では、検出器としてすべての核

酸を直接酸化検出することが可能なナノカーボ

ン電極ならびに専用の電気化学フローセルを配

置し目的試料の電気化学分析を詳細に行った。

その結果、γ 線の照射量に応じた変化としては、

リン酸基の加水分解による ATP 量の減少がわず

かに見られた。さらにはこれに加え、γ線を照射し

た ATP 試料のみ、未知ピークが観測され、質量

分析と同様の分子変化が観測された。溶出時間

が ATP よりも速いこと、電気化学的反応によって

検出された観点から、アデニン環構造の破壊が

起きている可能性は低く、不飽和二重結合への

水酸基の付加反応や、アミノ基の酸化反応が進

行していることが推察された。そこで種々の核酸

関連物質との比較を行ったところ、この未知のピ

ークは、イノシン三リン酸（ITP）の溶出と一致して

いることが明らかとなった。上述の通り、アデニン

の 6 位のアミノ基の酸化（脱アミノ反応）によりイノ

シンが生成するため、γ 線の照射量に依っては

ITP の生成が進行している可能性が示唆された。

これらの生成物については、HPLC用の分析カラ

ムを、親水性物質を保持しやすいカラムに転換

することで、生成が示唆されるイノシン三リン酸

（ITP）など未知ピークの同定が進むと考えられる。 

 さらに、ATP 受容体活性化能について ERK1/2

活性化を指標に検討したところ、Tris溶解ATPの

30 Gy照射により ATP受容体活性化能が低下し

ていることが明らかとなった（図 3）。また、5 Gy照

射では若干の増強効果が認められた。この増強

効果は、上記の電気化学分析によって明らかに

なった塩基部分の分子変化に由来した生物学

的効果の変化であると推察される。これらの結果

は、ATP 受容体（P2 受容体）の活性化能が変化

する可能性を示唆する。そのため、放射線によっ

てATPが変化すると、どのような細胞応答に変化

が生じる可能性があるかについて検討を行う必

要がでてきた。がんの放射線治療では、がん細

胞に γ線などの放射線を照射することで DNA鎖

を切断し、細胞死を誘導させる。この切断された

DNA 鎖は、細胞の持つ修復機序によって一部

は修復される。そこで、本年度は、がん細胞にお

ける γ 線照射後の DNA 鎖損傷修復に着目し、

ATP の役割について検討を行った。その結果、

神経膠芽腫 A172 細胞において、γ 線による

DNA損傷修復過程にATPをリガンドとするP2X7

受容体、P2Y13 受容体、UDP をリガンドとする

P2Y6 受容体の関与が示唆され、さらに、ATP に

よって活性化閾値が低下する TRPV1 チャネル

の関与が示唆された。また、悪性黒色腫 B16 細

胞においても P2Y 受容体や TRPV1 チャネルの

関与が示唆された。これらの結果から、放射線に

よる ATP などのヌクレオチドの構造変化は、がん

細胞の放射線感受性に変化を生じさせている可

能性が示唆された。 
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