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研究成果の概要（和文）：極低線量放射線被曝が生物に及ぼす影響の解明を実現するため、重イオンマイクロビームで
細胞にバイスタンダー効果誘導し、長期ライブイメージングで解析するシステムを開発した。最初に、照射制御やライ
ブイメージングシステムなど複数の目的に応じたソフトウェアを構築できるソフトウェアプラットフォームを開発し、
これを用いて集束式重イオンマイクロビーム統合照射制御ソフトウェアを実現、細胞への高速/高精度な照準照射技術
を実現した。次に、長期ライブイメージングの実現に必要となる試料面への自動合焦制御コードやタイムラプス撮影ラ
イブラリの開発を行い、バイスタンダー応答イメージング解析システムを完成した。

研究成果の概要（英文）：To explore the molecular mechanisms of heavy-ion induced bystander effect, a 
system for long-term live imaging of microbeam-irradiated cell sample was developed. As a first step, I 
developed a software framework for developing multiple software for different experimental purpose. Using 
the framework, a novel cell targeting software was build, which enables integrated sample irradiation 
with focusing heavy-ion microbeam. This software enabled a rapid and accurate irradiation of targeted 
cells with focusing heavy-ion microbeam. Thereafter, I developed software libraries for long-term 
real-time autofocusing and automatic imaging of the target sample. Finally, these codes were integrated 
into the software framework to establish a long-term bystander imaging system.

研究分野：放射線生物学

キーワード： 量子ビーム医療応用　重イオンビーム　マイクロビーム　バイスタンダー効果　低線量放射線影響
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１．研究開始当初の背景 
極低線量放射線被曝が生物に及ぼす影響

の解明は喫緊の重要課題であるが、研究開始
当初において µSvオーダーの極低線量領域で
の細胞集団の生物応答機構が充分に解明さ
れたとはいえなかった。 

細胞 1つ当たりの平均付与線量が、照射す
る放射線の素反応(ガンマ線なら 1 電離、イ
オンなら 1 ヒット)あたりの付与線量を下回
ると、極低線量の被曝を受けた細胞集団では、
エネルギーが付与された照射細胞と、付与さ
れない非照射細胞が混在するようになり、放
射線誘発バイスタンダー効果による影響が
顕在化する。このような状況は、高 LET の重
イオンでは、0.1～1 Gy 以下、LET の低いガ
ンマ線でも、1～10 mGy 以下で生じる。 

バイスタンダー効果は、放射線に非照射の
細胞(バイスタンダー細胞)が、近隣の照射細
胞の放出した照射シグナル伝達物質によっ
て、細胞死や突然変異誘発、染色体異常誘発
などの照射効果を示す現象である。この現象
は、1990 年代にその存在が明らかにされ、以
来、精力的な解明研究が進められてきたが、
その機構には、多くの不明な点が残されてい
た。 

研究開始当初時点までにおいて、研究代表
者は原子力機構・高崎のイオン照射研究施設
に設置したコリメーション式重イオンマイ
クロビーム装置で細胞を照射する技術を世
界で初めて実現し、この技術を用いて重イオ
ン誘発バイスタンダー効果の解明研究を実
施してきた。さらに、より高度な解析の実現
を目指し、極めて精密なビームスポットを形
成できる集束式重イオンマイクロビーム装
置を用いた細胞への精密な照準照射の実現
に至った。 

 
２．研究の目的 

これらの背景を踏まえ、研究では、このマ
イクロビーム細胞照射システムに近年、急速
に発展し実用化されてきた細胞内の分子動
態を最小 1分子から細胞を生かしたまま観察
できるライブイメージング技術を組み込み、
マイクロビーム照射技術とライブイメージ
ング技術を融合することで強化した照射・観
察システムを開発することで、従来の分子生
物学的解析法を用いている限り解明するこ
とができなかったバイスタンダー応答の時
間的･空間的動態に関わる諸問題を明らかに
することを目的とした。また、当該システム
の開発の過程で得られた成果を、集束式重イ
オンマイクロビーム装置を用いた細胞への
精密な照準照射技術にフィードバックする
ことで、集束式重イオンマイクロビーム照射
技術の高度化も目指した。 
 
３．研究の方法 

蛍光観察における励起照明は細胞にとっ
てストレスとなるため、長期ライブイメージ
ングの実現においては、その影響を最小限に

留める必要がある。そのためには、蛍光観察
時の励起光照明を最低限に抑えなくてはい
けないが、この最低限の照明では得られる蛍
光シグナルは極めて微弱なものとなる。そこ
で、この微弱なシグナルを鮮明なイメージン
グ像として取得できる高感度カメラとして、
浜松ホトニクス製高感度 CMOS カメラ
(ORCA-Flash4.0 型)を導入した。また、長期
間の顕微培養は、その過程で顕微鏡フォーカ
スの変動を生じるため、変動の補正を行う装
置が必要となる。そこで、ライブイメージン
グに用いる電動倒立顕微鏡(オリンパス社
IX81 型)にフォーカスを補正することができ
るオートフォーカスユニット(オリンパス社
IX81-ZDC2 型)を追加導入した。 
新規導入した装置類を含めたシステム全

体を制御するソフトウェアの開発では、既存
のコリメーション式重イオンマイクロビー
ム装置用照射制御ソフトウェアを開発の土
台とした。このソフトウェアコードに対し、
複数カメラの制御を実現するカメラ制御コ
ードのモジュール化および制御インターフ
ェースの共通化の改良を行った。また、アプ
リケーションコード全体においてもモジュ
ール化を行い、同一コードから照射制御やラ
イブイメージングシステムなど複数の目的
に応じた制御ソフトウェアを構築できるよ
うに改良を施した。 
 

４．研究成果 
最初に、コリメーション式重イオンマイク

ロビーム装置用照射制御ソフトウェアを開
発の土台とし、従来は単一の NTSC ビデオキ
ャプチャユニットにしか対応していなかっ
た、ソフトウェアの画像取得機能を、共通イ
ンターフェースを持つ画像キャプチャモジ
ュール単位で組み込むことが可能になるよ
うに改変、複数のカメラを当該ソフトウェア
で切り替えて使用することを可能とした。次
に、導入した高感度 CMOS カメラおよび、こ
れまでの研究で蛍光画像撮影に使用してい
た冷却 CCDカメラ用の画像キャプチャモジュ
ールを開発し、複数のカメラを有機的に組み
合わせて観察を可能するイメージングシス
テム構築の基盤を確立した。 
併せて、アプリケーションコード全体にお

いてもモジュール化を行い、同一コードから
照射制御やライブイメージングシステムな
ど複数の目的に応じた制御ソフトウェアを
構築できるように改良を施すことで細胞照
射・解析システム制御ソフトウェアプラット
フォームを確立した。 
この細胞照射・解析システム制御ソフトウ

ェアプラットフォームを用いて、蛍光顕微鏡
写真撮影ソフトウェアの作製を進め、自動ス
テージと連動した効率的な細胞画像自動取
得を可能とするソフトウェアを実現した。ま
た、このソフトウェアプラットフォームを用
いて集束式重イオンマイクロビームシステ
ムで課題となっていた統合照射制御ソフト



ウェアを実現するための開発を行った。 
集束式重イオンマイクロビーム装置は、原

子力機構・高崎量子応用研究所・TIARA の AVF
サイクロトロンの垂直ビームラインに設置
されており、最小径 1 µm のビームスポット
を形成して大気中に取り出し照射を行うこ
とができる。これまでの研究で、このビーム
スポットを顕微鏡観察下でシンチレーター
を用いて検出し、当該位置に、自動検出した
一つ一つの細胞の位置を電動メカニカルス
テージで重ねることで、細胞を高精度で照準
し照射する技術を実現していた。 

しかし、この手法を用いる限り、照射精度
の向上は望めても、照射速度は電動ステージ
の駆動速度に制限される。そこで、集束ビー
ムスポットを高速に走査することを可能に
するビームスキャナでスポットを細胞位置
に重ねることで細胞照射速度を向上するこ
とを目的に、顕微鏡で検出した細胞の絶対座
標にビームスポットを移動するための、スキ
ャナ印加電圧値を算出するプログラムコー
ドの開発を行った。 

開発したコードは、細胞の顕微鏡観察画像
の画像解析で取得した画像内の細胞位置情
報と、スキャナに電圧を印加していないとき
のスポット位置情報から、印加電圧あたりの
スポット移動距離や XY スキャナの交差角度
を踏まえて、個々の細胞位置へスポットを移
動するために XY の各スキャナに印加する電
圧値を算出する。 

このコードを用い、既取得の細胞画像から
抽出した座標値をスキャナ印加電圧値に変
換し、得られた電圧値のセットを順次スキャ
ナに印加しながら CR-39 を照射することで、
画像と同様の細胞分布パターンを描画でき
るかを検証した結果、イオン飛跡の CR-39 上
の分布パターンが、スキャナ電圧を算出する
ために用いた細胞画像と良く合致している
ことが確かめられた。 

これに併せて、従来、異なる PC・ソフトウ
ェアを用いて別々に制御していた、スキャン
ビームと顕微鏡、画像取得用カメラの制御を、
単一の PC で制御するために、マイクロコン
トローラーを用いたビームシャッターコン
トロールボックスと、対応するソフトウェア
コードを開発した。このシステムの改良で、
細胞試料へのスキャンビーム照射を単一の
PC 上の単一のソフトウェアから制御するこ
とを可能にした。 

これらのスキャンビーム制御に関わるソ
フトウェアコードを細胞照射・解析システム
制御ソフトウェアプラットフォームに組み
込み、集束式重イオンマイクロビームシステ
ム統合照射制御ソフトウェアを実現した。 

ソフトウェアの機能を検証することを目
的に、細胞へのスキャンビーム照射を行った。
照射では、ヒト子宮頸がん由来培養細胞株
HeLa の細胞質を Cell Tracker Orange 色素で
蛍光生体染色した後に、CR-39 フィルムの上
に播種、カプトン膜で覆い、周囲をワセリン

で密封することで、照射中の細胞試料の乾燥
を防いだものを用いた。試料を、集束式重イ
オンマイクロビームシステムの試料台に設
置し、蛍光顕微鏡下で可視化した細胞の蛍光
像をもとに、ネオンイオン(13.0 MeV/u, LET 
= 380 keV/µm)マイクロビームをもちいたス
キャンビーム照射を行った結果、CR39 上のエ
ッチピットとして可視化された試料にヒッ
トしたイオン飛跡と細胞位置、および蛍光免
疫染色を用いて可視化した細胞 DNAに生成し
た DNA 二重鎖切断の位置が合致したことで、
照準した細胞への正確で高速な照準照射を
集束ビームの走査技術を用いて実現できた
ことを確かめた(図 1)。 
 

 

図 1 走査ネオンマイクロビームを用いた細胞の
高速/高精度照準照射 
蛍光顕微鏡下で可視化した細胞の蛍光像をもとに、
ネオンイオンマイクロビームで試料をスキャンビ
ーム照射した。 (a) 照射イオン分布の CR-39 フィ
ルムを用いた検出 (b) 抗γ-H2AX抗体による蛍光
免疫染色で検出した照射細胞における生成 DNA 二
重鎖切断。イオン飛跡位置に DNA 二重鎖切断の位
置が合致したことで細胞への正確で高速な照準照
射が確認された。 
 

この集束式重イオンマイクロビームシス
テム統合照射制御ソフトウェアの開発と並
行し、長期ライブイメージングの実現に必要
となる、電動倒立顕微鏡に付加したオートフ
ォーカスユニットによる試料面への自動合
焦制御コードの開発と、経時的に同一細胞の
画像データ取得を実現するタイムラプス機
能を実現するコードライブラリの開発を行
った。 
自動合焦制御コードは、オートフォーカス

ユニットに対応した対物レンズと非対応の
レンズを切り替えて制御することで、非対応
レンズを用いた試料面への合焦を実現した。



また、タイムラプス機能を実現するコードラ
イブラリは、試料内に設定した複数の観察領
域を、指定した画像撮影条件で長期にわたり
経時的に観察することを可能とした。 

これらのコードライブラリを細胞照射・解
析システム制御ソフトウェアプラットフォ
ームに組み込むことで、照射後数日～2 週間
に及ぶ長期間のライブイメージング観察を
実現するバイスタンダー応答イメージング
解析システムを完成した(図 2)。 
 

 

図 2 バイスタンダー応答イメージング解析シス
テム 

このソフトウェアを用いることで、マイクロビー

ム照射した試料を長期にわたりライブイメージン

グ観察し、バイスタンダー応答の動態を細胞一つ

一つに着目して解析することが可能となる。 

 
最後に本研究課題で得られた成果をまとめ
る。 
 
(1) 細胞照射・解析システム制御ソフトウェ
アプラットフォームを開発した 
(2) 開発したソフトウェアプラットフォー
ムを用い、集束式重イオンマイクロビーム統
合照射制御ソフトウェアを実現した 
(3) 集束式重イオンマイクロビーム統合照
射制御ソフトウェアを用いて CellTracker 
Orange 色素を用いて生体蛍光染色した細胞
をネオンイオンマイクロビームでスキャン
ビーム照射し、細胞への高速/高精度な照準
照射技術を実現した 
(4) 電動蛍光倒立顕微鏡に設置したオート
フォーカスユニットによる試料面への自動
合焦制御コードの開発と、経時的に同一細胞
の画像データ取得を実現するタイムラプス
機能を実現するコードライブラリの開発を
行い、マイクロビーム照射試料の長期ライブ
イメージングシステムを実現するソフトウ
ェアを完成した 
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