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研究成果の概要（和文）：最新技術を用いた陽子線照射後の亜致死損傷の回復（SLDR）は時間・分単位ともにX
線に比し抑制されていた。陽子線の潜在致死損傷の回復（PLDR）はX線と差がなかった。陽子線ではX線に比し間
接作用より直接作用の影響が増強されていた。低線量率長時間放射線被曝により、in vivoでは放射線ホルミシ
スによる生体成長促進効果と腫瘍生着遅延効果が示された。in vitroでは適応応答と考えられる大線量照射後の
細胞生存率の上昇が認められ、DNA二本鎖切断（DNA DSB）の修復効果の増強によると考えられた。X線・陽子線
ともに、Hsp90阻害薬による増感効果を認め、DNA DSBの修復阻害効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：Compared with that seen after X-ray irradiation, Sublethal damage recovery 
(SLDR) might take place to a lesser extent after proton beam irradiation. The extent of potentially 
lethal damage recovery (PLDR) does not differ between these two conditions. The contribution of the 
direct effect in proton beam irradiation seemed to be greater than that in X-rays. In vivo, hormetic
 effects by continuous low-dose irradiation were demonstrated using low-dose-radiation-emitting 
sheets. These effects included promotion of growth and an increase in the time to tumor development.
 In vitro, the adaptive response by continuous low-dose radiation was demonstrated. One reason for 
the adaptive response may be efficient DNA double-strand break (DSB) repair. Anti-tumor effects of a
 Hsp90 inhibitor was observed in combination with both X-ray irradiation and proton beam 
irradiation. The mechanism behind this effect is likely to relate to the observed downregulation of 
DNA DSB repair.

研究分野： 放射線医学分野

キーワード： 亜致死損傷の回復（SLDR）　潜在致死損傷の回復（PLDR）　直接作用　低線量率長時間放射線被曝　Hsp
90阻害薬　DNA二本鎖切断（DNA DSB）　適応応答　放射線ホルミシス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
陽子線照射後のSLDRはX線に比し抑制されていること、陽子線の直接作用の割合がX線より高いことを明らかにす
ることで、陽子線治療が放射線生物学的効果に優れるということを立証した。低線量率長時間放射線被曝の生体
内および細胞レベルでの影響を明らかにし、その放射線生物学的機序につき一定の知見を得た。また、Hsp90阻
害薬による陽子線照射の増感効果とその機序につき明らかにしつつある。以上の研究成果は、最新技術を用いた
陽子線治療の最適な治療指針の確立とその効果の増強という目的に向けて有意義なものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
レンジモジュレーションホイールを用いた二重散乱体方式、およびスポットスキャニング法を
用いた最新式の陽子線治療は、臨床での有用性が実証されつつあり、将来の発展が期待されてい
る。 
新技術の発展により短時間間歇照射や一回大線量寡分割照射が積極的に臨床応用されているが、
それらに関連する放射線生物学的検討はいまだ不十分であり、最適な治療の確立に向けて研究
の進行が必要である。 
また、相対的に高線量率の低線量放射線被曝の生物学的影響の評価は放射線ホルミシス仮説・適
応応答についての報告が多くなされているが、低線量率長時間持続被曝の生物学的影響につい
ては評価が不十分と考えられている。 
加えて、さらなる陽子線治療の効果の増強を目的に、Heat shock protein 90 (Hsp90)阻害薬に
よる陽子線増感効果と DNA 二本鎖切断修復阻害効果の検討も計画した。 
 
２．研究の目的 
陽子線治療の『亜致死損傷の回復 (Sub-Lethal Damage Repair (SLDR))』・『潜在致死損傷の回
復 (Potentially Lethal Damage Repair (PLDR))』の短時間間歇照射に対する影響について評価
し、放射線生物学的根拠にもとづいた陽子線治療指針についての考案につなげる。 
超低線量率および低線量率の長時間放射線照射下における生物学的影響を評価する。 
Hsp90 阻害薬による陽子線増感効果と DNA 二本鎖切断（DNA DSB）修復阻害効果を評価し、
さらなる陽子線治療効果の増強を目的とした陽子線増感剤としての臨床応用につなげる。 
 
３．研究の方法 
（１）亜致死損傷の回復(SLDR)・潜在致死損傷の回復(PLDR)の評価、および直接作用の評価の
実験には、2 種類の培養細胞系 (EMT6 マウス乳腺肉腫細胞、HSG ヒト唾液腺細胞（HeLa 汚
染株）)を用いた。 
X 線については実験用 X 線照射装置、陽子線については前述の最新式の陽子線治療装置を使用
した。 
1 回大線量照射群と、時間単位の照射間隔を設けた 2 分割照射群、分単位の照射間隔を設けた 5
分割照射群につき、それぞれコロニーアッセイ法を用いて X 線と陽子線の結果につき比較検討
し、亜致死損傷の回復(SLDR)を評価した。 
各細胞系の Exponential Growth Phase (EGP) と Plateau Phase (PP) の状態に対し、それ
ぞれ X 線と陽子線を照射後に各種時間をおいて播き直し、一定期間培養後コロニーアッセイを
施行し、X 線と陽子線の細胞生存率につき比較検討し、潜在致死損傷の回復(PLDR)を評価した。 
OH ラジカルのスカベンジャーである Dimethyl sulfoxide （DMSO）を添加し間接作用を抑制
した状態で照射を行い X 線と陽子線の直接作用を比較検討した。 
 
（２）超低線量率および低線量率の長時間放射線照射下における生物学的影響の評価には、in 
vivo では蚕の幼虫と Balb/c マウス、in vitro では HSG ヒト唾液腺細胞（HeLa 汚染株）を用い
た。 
In vivo では、超低線量率および低線量率放射線放出シート上にて蚕を孵化・成長させ経時的に
体重測定を施行した。また同様のシート上にて孵化後に各種の線量の X 線照射を施行後、同様
に幼虫の成長過程の体重測定を経時的に施行した。 
また、超低線量率および低線量率放射線放出シート上にて Balb/c マウスを成育させ経時的に体
重測定を施行した。また一定期間シート上で成育させた Balb/c マウスに EMT6 細胞を移植し生
着率を評価した。 
In vitro では、超低線量率および低線量率放射線放出シート上にて HSG 細胞を培養し、一定期
間ごとの細胞の増殖率・生着率および X 線照射に対する生存率を評価した。またシート上にて
一定期間培養した HSG 細胞を DAPI(4′,6-diamidino-2-phenylindole)にて免疫染色し、anti-
phospho histone H2AX を用いてリン酸化ヒストン H2AX（γH2AX）を同定・定量し、DNA 
DSB を評価した。 
 
（３）Hsp90 阻害薬 DS-2248 の X 線と陽子線の増感効果と DNA 二本鎖切断（DNA DSB）修
復阻害効果についての評価を、in vitro にてマウス黒色腫細胞 B16-F0 を用いて検討した。 
X 線について実験用 X 線照射装置、陽子線については前述の最新式の陽子線治療装置を使用し
た。 
播種した B16-F0 に対し DS-2248 を添加したのち一定線量の X 線・陽子線を照射し、コロニー
アッセイ法を用いて増感効果を評価した。また上述のγH2AX 免疫染色を用いて DNA DSB の
修復阻害効果を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）SLDR については、EMT6・HSG 両細胞ともに、時間単位・分単位の照射間隔のいずれ
においても、X 線に比して陽子線では抑制される傾向がみられた（p < 0.001、図 1）。 
PLDR については、X 線・陽子線間にて有意差はみられなかった。 



直接作用については、DMSO による防護効果が陽子線に比し X 線で強く認められ(p < 0.001、
図 2)、X 線に比し陽子線で、間接作用に比し直接作用の影響がより強いと考えられた。 
 

図 1 相対生存率による亜致死損傷の回復
（SLDR）の評価 
（上図：時間単位 2 分割照射実験、下図：分単位
5 分割照射実験） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 DMSO による防護効果（実線：陽子線、点
線：X 線） 
 
 
 
 
 
 

 
（２）In vivo では、低線量率放射線放出シート上で成育した蚕は control 群に比しより体重増
加がみられた(p < 0.001、図 3)。各種 X 線照射後の蚕の成育には促進効果はみられなかった。 
放射線放出シート上における Balb/c マウスの成育実験では体重増加速度に有意差を認めなかっ
た。Balb/c マウスへの EMT6 細胞の移植実験では、超低線量率シート上で成育した群のみ腫瘍
生着の遅延が認められたが（p = 0.02）、低線量率シート群では有意差は認められなかった（図
4）。 
 

図 3 蚕の体重の経時的変化（〇：control 群、●・
□：超低線量率群、■・×：低線量率群） 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 EMT6 細胞の生着率（〇：control 群、●：
A は超低線量率群・B は低線量率群） 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
In vitro では、放射線放出シート上で培養した一定期間ごとの HSG 細胞の増殖率・生着率には
有意な影響は認められなかった。 
一定期間超低線量率および低線量率放射線放出シート上で培養した細胞に対する X 線照射に対



する生存率は、大部分の群にて control 群に比し有意に高い傾向がみられた（p < 0.01、図 5、
ただし 6 週間培養の低線量率シート群は有意差なし）。 
γH2AX 免疫染色を用いた DNA DSB の修復阻害効果の評価においては、低線量率シート群に
て照射後 1～6 時間で有意なγH2AX foci/nucleus score の増加傾向を認めたが、24 時間後には
逆に低下傾向がみられ（p < 0.05、図 6）、DNA DSB の修復効果の相対的な増強が示唆された。
この要因としては、照射後 2 時間前後で起こるとされる非相同末端結合（NHEJ）よりも、照射
後 12 時間前後を要するとされる相同組換え修復（HR）の影響がより強いと推測された。 
以上から、超低線量率～低線量率放射線長時間照射によって、in vivo では放射線ホルミシスに
よる生体成長促進効果と腫瘍生着遅延効果が示唆され、in vitro では適応応答現象が認められた。 
 

 
図 5 各期間培養後の X 線照射後の生存率 
（上図：超低線量率、下図：低線量率） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6 γH2AX foci/nucleus の経時的変化 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（３）X 線・陽子線ともに、DS-2248 による有意な増感効果が認められた。また X 線・陽子線
ともに、照射後 6 時間にて DNA DSB の修復阻害効果が認められた。現在、線量・薬剤作用時
間を変更した各種条件下での実験を重ねていく方向で研究を継続中である。 
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