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研究成果の概要（和文）： 
高 LET 放射線の酸素効果減少の機構を理解するために、高 LET 領域でのラジカルによる酸化
損傷の評価を行った。DNA の OH ラジカルによる酸化損傷 8 ヒドロキシデオキシグアノシン
（8-OHdG）を指標に、その細胞内生成量を HPLC によって求め、また、分布は蛍光抗体法に
よって観察する方法をプロトコールも含めて検討した。8-OHdG の酸素下と低酸素下での収量
測定から、高 LET での酸素効果の減少は、酸素下での酸化損傷の減少と低酸素下での一定値あ
るいはわずかな上昇によると解釈された。また蛍光抗体法によって、高 LET でも核内での酸化
損傷の生成を可視化することができた。 
研究成果の概要（英文）： 
Production of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG), an OH radical induced base damage, was 
examined upon irradiation with carbon, neon, silicon and iron ions over an LET range from 20 to 440 
keV/µm under oxic and hypoxic conditions. 8-OHdG was detected by HPLC and an electro-chemical 
detector after extraction of DNA from irradiated cells. The yield of 8-OHdG was decreased with 
increasing LET under oxic condition, and strongly depended on ion species. Under hypoxic condition 
the yield appeared not to decrease monotonically but to approach constant level or rather to increase in 
the high LET region. This observation is consistent with the oxygen-in-the-track model where oxygen 
molecules are supposed to be produced along ion tracks. To visualize the distribution of 8-OHdG along 
ion tracks we imaged 8-OHdG distribution using FITC-labeled 8-OHdG antibody. At a dose as small as 
5Gy, 8-OHdG was detected for every ion. 
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１．研究開始当初の背景 
高LET放射線の生物作用は、一般に、低LET
放射線と対照的に直接作用が主であると考
えられている。たとえば、高LET放射線生物
作用の顕著な特徴の一つである酸素効果が
小さいという現象も、酸素効果の原因が、間
接作用によって生成された生体分子ラジカ
ルが酸素によって固定されると考えると一
応説明可能である1)。しかしながら、これま
で高LET放射線として重粒子線を用いて間接
作用の細胞死への関与のLET依存性を検討し
てきた我々の研究によれば、400 keV/µm以上
の高LET領域においても致死の 50%以上の間
接作用の寄与が明らかとなった2)。そこでは、
OHラジカルスカベンジャーであるDMSOの
濃度無限大での防護率を化学反応キネティ
クス解析によって求めたものであった。この
結果は、Chapmanら3)やRootsら4)

（1）実際にラジカル損傷が細胞内で生成さ
れているのかどうか。その生成量の評価と細
胞内分布について明らかにする。 

がDMSO、グ
リセロールなどのOHラジカルスカベンジャ
ーを高濃度で使用した実験から示唆した結
果を支持するものであった。高LET放射線で
も、低LET放射線同様に間接作用によって生
じたラジカル経由の損傷が多いことを示唆
するこれらの報告は、高LET放射線と低LET
放射線の生物作用の違いは、どのような初期
過程の違いに起因するのか、という問題を提
起する。このような現状をふまえて、本研究
では、まず高LET領域でのラジカル損傷の評
価が重要と考え、以下の課題に取り組むこと
とした。 

上記の結論は、いずれもラジカルスカベンジ
ャーという間接的な手法によって導かれた
ものである。実際に間接作用によってのみ生
成されることが明らかな損傷を測定するこ
とによって、より直接的な証拠を得ることが
できる。これまでcell culture溶液中でのOHラ
ジカル生成を調べた報告はあるが5)

（2）酸素効果が小さいことはどのように説
明されるのか。 

、本研究
は細胞内においてOHラジカル由来の損傷の
量と分布を求める試みとして位置づけられ
る。 

酸素効果はほとんどの場合 LET が 200 
keV/µmを超えるとほぼゼロとなる1, 6)。従っ
て、高LETで酸素効果がなくなる現象は直接
作用のみによって説明することはできない。
高LET放射線特有の酸素効果の低下に関して
は、国内外において酸素効果のLET依存性の
報告が多数あるが、その機構についての研究
は、海外の研究グループによるモデルの提案
があるのみである。たとえば、高LETでのラ
ジカル生成の特徴をふまえたモデルが提案
されている。高LETでは、ラジカルが高密度
に生成されるため、ラジカル同士の再結合が

増大する。Oxygen in the track model7, 8, 9)
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２．研究の目的 
ラジカル損傷として、OH ラジカルによって
生成される DNA グアニン塩基に生成する代
表的な損傷産物（8-hydroxydeoxyguanosine; 
8-OHdG と略記）をとりあげ、課題（1）につ
いては、生成量を HPLC と電気化学検出器
（ECD）の組み合わせにより、また、細胞内
の分布については、8-OHdG 蛍光抗体の顕微
鏡観察によって明らかにする。 

8-OHdG はその生成過程に酸素が必要とい
う点で、課題（2）についても有効な材料で
ある。すなわち、常酸素下と低酸素下におい
て 8-OHdG の生成量を比較し、それらの LET
依存性を求めることによって、Oxygen in the 
track model の検証を行う。なお、8-OHdG 定
量は HPLC と ECD による。 

 
３．研究の方法 
（1）常酸素下及び低酸素下での 8-OHdG 生
成の LET 依存性 
細胞内に生成された 8-OHdGの検出・定量は、
HPLCによって分離し、ECDで検出する方法
を用いた。これは 8-OHdG検出で最も一般的
な手法として認められている。ECDの選択は
特に重要で、Coulochem III（esa社）を利用し
た。低酸素状態をつくりだすために、純窒素
と 5% CO2の混合気体を細胞懸濁液表面に吹
きかけながら 40 分間細胞を振とうを行った。
この条件で低酸素状態が実現されているこ
とは、X線照射による細胞死（コロニー形成
能による）においてOERが約 3 になったこと



 

 

から確認済みである。以上の方法によって下
記条件下で測定を行った。 
①細胞：ヒト白血病HL-60 細胞を用いた。検
出には細胞数が必要なため（1x107

②重粒子線照射：放射線医学総合研究所がん
治療装置を用いた。 

個）、浮遊
細胞でかつこれまでの間接作用の寄与の研
究で用いてきた細胞種を採用した。 

LET：20-500 keV/µm の範囲で行った。これ
はこれまでの研究で用いた範囲であること、
酸素効果は LET が 500 keV/µm では十分にゼ
ロに近づくこと、の理由による。 
粒子種：炭素、シリコン、ネオン、鉄を用い
た。同一 LET 値で照射することにより、粒子
種の違い（エネルギー付与の空間構造の違
い）の影響を求めた。 
（2）常酸素下での 8-OHdG 細胞内生成の蛍
光抗体法による観察 
8-OHdG の蛍光抗体を用いて、細胞内の
8-OHdG 分布を明らかにする。細胞はこれま
で我々の蛍光抗体法観察経験が豊富なヒト
肺がん細胞 A549 を用いた。培養細胞の蛍光
抗体法についてこれまでの文献でははっき
りしたプロトコールが確立されておらず、あ
っても細胞質が破壊されるような処理を用
いていた。そこで、まず培養細胞に対するプ
ロトコールの確立を行った。はじめに、フェ
ントン反応によって生成した OH ラジカル処
理試料をポジティブコントロールとして、最
適な 8-OHdG 抗体選定を行った。ついで X 線
によって検出限界の線量を求めた。それらの
結果をもとに、重粒子線照射試料の観察を行
った。重粒子線種、LET は（1）で HPLC 実
験と同様である。ただし、線量を検出限界ま
で下げた。 
 
４．研究成果 
（1）酸素下での 8-OHdG 生成の LET 及び粒
子種依存性 
図 1 に常酸素下にて、炭素（LET：20, 50, 80 
keV/µm）、ネオン（LET：80, 150 keV/µm）、
シリコン（LET：150, 200, 250 keV/µm）、鉄
（LET：440 keV/µm）照射を行った結果を白
抜きのマークにて示した。いずれの粒子種、
LET もネオンをのぞいて、3 回以上のデータ
を蓄積した結果である。照射は 4℃で行うこ
とによって修復を抑えた。対照として X 線の
データは、この図には示していないが、縦軸
の単位で約 3 となった。粒子種によって大き
な差があるが、全体として 8-OHdG 生成量は、
LET の増大とともに減少した。この結果は以
前行った dG 水溶液の場合と一致する。粒子
種の違いについては、たとえば 150 keV/µm
においてネオンとシリコンを比較すると、明
らかにシリコンの収量が大きい。シリコンで
は penumbra 領域が広く、従って低 LET 部分
による 8-OHdG 生成が大きいからと考えられ

る。LET が 80 keV/µm における炭素とシリコ
ン（あるいはネオン）の場合についても同様
の解釈が可能である。 

 

（2）低酸素下での 8-OHdG 生成の LET 及び
粒子種依存性とOxygen in the track modelの検
証 
低酸素下でのデータは、図 1 に黒マークとし
て示した。用いた LET、粒子種ともに常酸素
下の場合と同様である。常酸素下と同様に
LET増加に伴い8-OHDG収量も減少する傾向
にあったが、100 keV/µm 以上の高 LET 領域
では収量がほぼ飽和となり、むしろやや上昇
する傾向も見られた。例えば、シリコンの
LET が 150 と 200 keV/µm、ネオンの LET が
80 と 150 keV/µm との比較では、ほとんど収
量が変わっていない。OER を LET に対して
プロットすると 1 に近づくが、これは常酸素
下での 8-OHdG 収量の低下とともに、低酸素
下でのわずかな収量の上昇の 2 つの原因によ
って OER が小さくなっていることがわかる。
これらの結果は、低酸素下でもトラックに沿
って酸素が生成されるという仮説を支持す
るものと考えられる。ただし、特に低酸素下
での測定値は、バックグランドレベルの約 2
倍と小さく、その結果ばらつきが大きく、さ
らにバックグラウンドレベルを下げる細胞
からの 8-OHdG 抽出法が検討課題である。 
（3）培養細胞での 8-OHdG 蛍光抗体観察法
のプロトコールの確立 
蛍光抗体法観察のための試料作成の手順は、
固定、抗原賦活化、ブロッキング、抗体処理
から成る。これまでの培養細胞での蛍光抗体
観察例は、非常に限られており、かつ多くの
場合、抗原賦活化（抗原をむき出しにして抗
体と反応させやすくする）において、熱、強
酸、強塩基、蛋白質分解酵素などを用いた形
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図 1．常酸素下及び低酸素下における
8-OHdG 生成の LET 及び粒子種依存性。 
白抜きマークは常酸素下、黒マークは低
酸素下を示す。 
□,■: 炭素、◇,◆: ネオン、△,▲: シリ
コン、○, ●:鉄. 



 

 

態変化を伴う処理を行っており、細胞形態を
保存して 8-OHdGの位置情報を得る目的には
不適である。そこで、抗原賦活化処理を除い
て検出可能な方法を模索した。結果として、
固定にブアン溶液を用い、抗体にKamiya 
Biomedical Co.のものを用いた場合において
良好な染色画像が得られた。図 2 に陽性試料
としてフェントン反応（5mM H2O2+0.1mM 
CuSO4）で処理した画像を示した。

（4）細胞内 8-OHdG 生成分布の LET 及び粒
子種依存性
上記（3）で求めたプロトコールによって、X
線、重粒子線照射試料の観察を行った。まず、
X 線照射試料において検出可能線量限界を調
べた。その結果、わずか 5Gy 照射にて有意な
8-OHdG 染色が検出された。HPLC の場合、
約 300 Gy を要することと比べて、約 60 倍の
高感度であった。この観察例に加えて、重粒
子線各 5Gy 照射の結果を図 3 に示した。

すべての粒子において、5 Gyの低線量で間接
作用に由来する 8-OHdGが有意に生成されて
いることがわかった。X線と炭素では核内が
ほぼ均一に染色されたが、ネオン、シリコン、
鉄の順に不均一性が見られた。特に鉄では粒
子トラックに沿って局所的に 8-OHdGが生成
されているようにみえる。他の粒子種につい
て細胞核通過イオン数を鉄イオン程度に減
じた場合も試みたが、未照射の場合と区別が
できず、さらに高感度の検出が望まれる。本
方法での検出限界は、例えば鉄の場合、0.4 Gy
では未照射と同程度の染色となり、1-5 Gyの
範囲にあると思われる。なお、本方法で単一
粒子での 8-OHdG検出が可能と考えられる鉄
の場合の局所線量をChatterjee and Shaefer1)に
よる計算から見積もると、1µm2

 今後の課題として、画像からの Oxygen in 
the track model の検証のために、低酸素下で
の観察を行うこと、標識蛍光色素の工夫によ
り、より高感度の検出を試みること、LET を
そろえて粒子種による 8-OHdG 生成の違いを
調べることがあげられる。

あたり 6 Gy
程度となる。この値は粒子種により異なる可
能性は十分にあるが、他の粒子でも現在より
LETを上げ局所線量を増加させて観察するこ
とが必要と考える。

1) A. Chatterjee and H. J. Schaefer, Radiat. 
Environ. Biophys., 13, 215 (1976).
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図 2．A549 細胞における 8-OHdG 生成
の可視化。(a)：未処理、(b)：フェント
ン反応処理。スケールバーは 10 µm 
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図 3．FITC 標識 8-OHdG 抗体による細胞
核内 8-OHdG 分布。
図中に 5Gy 照射線量での粒子数を示し
た。各粒子はフラグメンテーションの起
こらない条件で照射を行った。LET は以
下の通りである。炭素: 13 keV/µm; ネオ
ン: 31 keV/µm; シリコン: 55 keV/µm; 鉄:
440 keV/µm
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