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研究成果の概要（和文）：放射線を直接照射された細胞だけでなく、その周辺の非照射細胞にまでも影響が表れ
るといった放射線誘発バイスタンダー効果がある。本課題は、放射線がん治療のがん患部と周辺正常組織の環境
を可能な限り培養細胞で再現し、詳細な知見を得るために、単一細胞への照準・照射・追跡を可能にするマイク
ロビーム細胞照射装置SPICEを活用した。本課題において、照射がん細胞は周辺の正常細胞と双方的なシグナル
伝達によって照射されたがん細胞のDNA二本鎖切断修復の促進し、また、このような異種細胞間における防御的
な細胞応答は、細胞膜のギャップ結合を介したシグナル伝達（GJIC）によって誘導されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The radiation-induced bystander effect (RIBE) is the phenomenon in which 
unirradiated cells exhibit irradiated effects as a result of signals received from nearby irradiated
 cells. In this project, we mimicked irradiation environment of the target cancer region and 
surrounding normal tissue in radiation cancer therapy to obtain in detailed information in single 
cell resolution. We adapted advanced microbeam irradiation technology, SPICE-NIRS microbeam, which 
enables one to target, irradiated and visualize the irradiated and surrounding cells. As for 
results, we found that the DNA double strand break repair pathway were upregulated in targeted 
cancer cells through bi-directional signaling between cancer cell -normal cell through gap junction 
inter-cellular communication.

研究分野：放射線生物学

キーワード： 放射線がん治療　放射線生物学　放射線誘発バイスタンダー効果　マイクロビーム　ギャップ結合　DNA
二本鎖切断　シグナル伝達

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、放射線がん治療は、がん患部への線量集中性の向上などハード面の高度化の他、新規抗がん剤開発や免疫
療法の併用など、患者の高いQOLを実現しつつある。本課題は、放射線がん治療におけるがん患部とその周辺組
織における異種細胞間における生体応答について、培養細胞レベルで可能な限り模擬し、個々の細胞の照射・照
準・観察を可能とするマイクロビーム照射技術を応用することで、単一細胞レベルでの異種細胞間における細胞
応答解析を実現した。また、本研究課題の成果である異種細胞間特異的ながん細胞と正常細胞間における双方向
なシグナル伝達による防御応答メカニズムは、放射線がん治療の高度化に向けて非常に重要な知見である。 

※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 
主に、放射線の生物への作用は照射された細胞への線量付与に依存した生物効果として現れ
る。しかし、照射細胞の近傍の非照射細胞にもその影響が及ぶ放射線誘発バイスタンダー効果
（Radiation Induced Bystander Effect; RIBE）が知られている。この RIBEは、低線量領域に
おいて、低線量リスクの観点から予想される線量依存的な生物効果以上に負の（有害な）影響が
起こりえるのではないかという懸念から様々な研究がおこなわれてきた。この RIBE を起こす
要因となるバイスタンダー因子およびその伝搬経路についても世界的に研究がなされている。
そのシグナル伝搬経路には、窒素酸化物ラジカル（NO）などの培地介在性のバイスタンダー因
子によって細胞損傷や細胞応答が誘発される培地介在性経路ならびに細胞膜間情報伝達（GJIC）
によるシグナルの授受がなされる経路の二つに大きく分類されている。一方で、さらに近年では、
従来の照射細胞からバイスタンダー細胞へと誘発される RIBE とは逆方向のシグナル伝達の存
在についても報告がなされている。つまり、非照射細胞より照射細胞へフィードバック作用がみ
られ、その結果照射細胞の放射線障害応答が軽減されるといった“レスキュー効果”を示唆する
報告もある。つまり、RIBEは、一方向（照射細胞から非照射細胞へ）ではなく、照射細胞とバ
イスタンダー細胞間における双方向的な細胞情報伝達機構であると考えられる。また、負の効果
と考えられていたのに対して、細胞の生存を助ける正の効果と考えらえるレスキュー効果は、防
御的な双方向シグナリングの結果である。 
この RIBE を起点とするレスキュー効果は、細胞集団的な防御応答機構の一つではないかと
考えた。また、この正の効果は、低線量放射線照射だけでなく、高線量照射である放射線がん治
療においても、報告が見られる。そこで、本課題では、放射線がん治療の高度化に資する基礎研
究として、放射線がん治療におけるがん患部とその周辺正常組織を可能な限り細胞レベル（in 
vitro）で模擬することで、この細胞集団的防御応答メカニズムの解明を目的とした。 
我々は、これまでに単一細胞レベルでの照準・照射・追跡を可能にするマイクロビーム細胞照
射装置 SPICEの開発と高度化を行ってきた。この SPICE は、3.4MeV 陽子線（線エネルギー
付与 LET：12 keV/um）を直径 2 ㎛以下に集束し、陽子線 1 個から任意の数を細胞核、細胞質、
またはその両方に“狙い撃ち”照射が可能な放射線発生装置である。また、SPICE は毎分 400 
個の細胞に照射するだけでなく、細胞への照準・照射までのプロセスの自動化を実現した。本課
題では、この SPICEの先端的量子科学技術を活用し、そのアドバンテージを最大限に活かすこ
とで、単一細胞レベルでの細胞集団的防御細胞応答メカニズムの解明を目的とした。 
 
２．研究の目的 
放射線がん治療におけるがん患部の環境条件には、細胞集団的防御機構に大きく左右するい
くつもの要因が考えられる。具体的には、照射される線量・線質や照射される細胞数以外にも、
照射されたがん細胞とバイスタンダー正常細胞間や照射がん細胞とバイスタンダーがん幹細胞
間といった細胞の種類の違いや、細胞密度や腫瘍中の酸素濃度などの細胞環境条件が考えられ
る。そこで、本研究課題では、放射線がん治療におけるがん患部とその周辺正常組織における照
射条件・細胞種・環境を可能な限り模擬し、マイクロビーム照射技術を活用することで単一細胞
レベルでの細胞応答解析を実現し、これまで単一細胞種間では見られなかった異種細胞間特異
的な細胞間防御メカニズムをより詳細に理解することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究課題は、陽子線マイクロビーム細胞照射装置 SPICEの世界トップレベルの装置性能を
最大限活用した。それ以外には、高エックス線発生装置、重粒子線がん治療装置HIMACを用い
て行った。本課題では、放射線がん治療におけるがん患部とその周辺正常組織における双方向シ
グナリングを解析にするにあたり（１）細胞種間条件として、照射がん細胞とバイスタンダー正
常細胞の共培養条件を用いた異種細胞種間におけるバイスタンダー効果、（２）バイスタンダー
効果を受けた細胞からさらに周辺細胞への効果の伝搬といった二次バイスタンダー効果につい
て、（３）腫瘍内環境を模擬した低酸素下におけるバイスタンダー効果、（４）放射線の分割照射
条件の４つの条件に着目した研究項目を推進した。さらに、バイスタンダー応答メカニズムにつ
いては、（５）細胞質損傷を起因とするバイスタンダーシグナル伝達経路についても実施した。 
 
４． 研究成果 
（１）照射がん細胞とバイスタンダー正常細胞の共培養条件を用いた異種細胞種間におけるバ
イスタンダー効果 
ヒト肺がん A549細胞とこれを親株として、ヒストンタンパク質 H2BGFPを安定的に発現する
A549-H2BGFP 株を作成し、また、ヒト肺正常 WI-38 細胞を用いた。A549-H2BGFP 細胞と
A549細胞を共培養したがん細胞集団と A549-H2BGFP株とWI-38株を共培養した異種細胞集
団の 2 種類の試料を作成した。SPICE を用いて、細胞皿中心 1.6mm×0.8mm にいる A549-
H2BGFP細胞のみに陽子線 500個を照射した。照射 1、4、8、16、24時間後に細胞固定をし、
ヒストンタンパク質 H2AXのリン酸化に対して免疫蛍光染色を行い、蛍光顕微鏡画像を取得し、
細胞核当たりのγH2AX蛍光量を定量化した。蛍光顕微鏡画像は、前述した細胞照射領域を含む
1.6×1.6mm の領域を撮像し、１）照射領域の照射 A549-H2BGFP 細胞、２）照射細胞と細胞
間ギャップ結合を有するバイスタンダー細胞、３）非照射領域のバイスタンダーA549-H2BGFP



細胞、４）非照射領域の A549 細胞（もしくは正常細胞）について、解析を行った。その結果、
①照射がん細胞は、正常細胞が共培養されていることによって、その DNA二本鎖切断修復が促
進するといったレスキュー効果を報告した。②バイスタンダーがん細胞のγH2AX量は、隣接す
る正常細胞によって、より長い時間誘発される。つまり、バイスタンダー正常細胞によってバイ
スタンダー効果が修飾されることを報告した（Kobayashi A et al., Mut Res, 2017）。③また①
と②は、ギャップ結合間情報伝達によって誘導されていることを確認した（Kobayashi A et al, 
Radiat Prot Dosim, 2019）。細胞種環境は RIBEに大きく影響するだけでなく、異種細胞間にお
ける双方向的なシグナル伝達経路によって制御されていることを報告した。 

 
（２）被バイスタンダー効果細胞による二次バイスタンダー効果 
ヒト肺がん A549 細胞およびヒト肺正常 WI-38 細胞を用いた。直径 30mm の細胞皿に約 30
万個の細胞を播種し、マイクロビームを用いて、729か所を格子状（290μｍ間隔）に照射した。
一回の照射で陽子線を各箇所に 90個を照射した。これは、全体の約 0.15％の細胞が陽子線に照
射された見積となり、細胞皿中のほとんどの細胞がバイスタンダー細胞である。これらを一次バ
イスタンダー細胞とし、照射 6 時間後に、細胞を回収し、DNA（染色体）損傷の指標となる微
小核形成率解析を行った。照射前に、バイスタンダー効果の培地介在性因子である窒素酸化物ラ
ジカル（NO）の捕獲剤である carboxy-PTIO、または、ギャップ結合を経由する GJIC 経路の
阻害剤である AGA を用いて、これらのバイスタンダー効果伝搬経路についても解析を行った。 

 
その結果、単一種間における一次バイスタンダー効果は、A549細胞ならびにWI-38細胞の両
方で誘発された。一次 A549 がんバイスタンダー細胞による二次バイスタンダー効果は、A549

図１．照射がん細胞およびバイスタンダーがん細胞におけるγH2AX誘発量とその経時変化。A549-
GFP がん細胞と WI38 正常細胞を共培養した条件（●）、これにギャップ結合阻害剤（18α-
glycyrrhetinic acid, AGA）を添加した条件（〇）、A549-GFP細胞と A549細胞のがん細胞のみの
共培養条件（▲）の三つの培養条件下において、照射がん A549-H2BGFP 細胞（図 A）とバイス
タンダーA549-H2BGFP細胞（図 B）のγH2AX誘発量の経時変化を示した。 

図２．同一種間における一次バイスタ
ンダー効果（A）と A549がんバイスタ
ンダー細胞より伝搬された二次バイス
タンダー効果（B）の結果およびまとめ
（C）。 



と WI38 細胞の両方にバイスタンダー効果を誘発した。そして、WI-38 正常細胞への二次バイ
スタンダー効果はギャップ結合を阻害すると消滅抑制されるが、NO捕獲剤を添加しても有意な
減少は見られなかった。このことから、正常細胞への二次バイスタンダー効果は、GJICが有意
に働いている可能性が高いことが示唆された。この結果は論文にて発表した
（Autsavarpromporn et al., Radiat Res 2019）。 
 
（３）腫瘍内環境を模擬した低酸素下におけるバイスタンダー効果 
本年度は、放射線がん治療におけるがん患部・腫瘍環境の酸素（O2）濃度に着目し、O2下・
低 O2 下における放射線誘発バイスタンダー効果（RIBE）について、研究を発展させた。また、
この低酸素下 RIBE における細胞間ギャップ結合の伝搬経路（GJIC）の寄与についても解析を行
った。課題（２）と同様に、ヒト肺がん A549 細胞およびヒト肺正常 WI-38 細胞を用い、マイ
クロビームを用いて、格子状（290μｍ間隔）に 729か所、各箇所に陽子線を 90個照射した。
照射後から 6時間通常の培養条件に細胞を戻し、O2下または低 O2酸素下（O2濃度１％）の条
件にて培養した。また、照射前に、GJIC経路の阻害剤を用いて、RIBE伝搬経路についても解
析を行った。細胞を回収し、DNA（染色体）損傷の指標となる微小核形成率の解析を行った。そ
の結果、低 O2下のバイスタンダーがん細胞集団では、二動原体染色体頻度が増加したが、バイ
スタンダー正常細胞集団では、コントロールに比べて有意な増加は確認されなかった。一方で、
バイスタンダー細胞のギャップ結合間情報伝達（GJIC）を阻害すると、バイスタンダーがん細
胞集団の微小核形成率が減少した。興味深いことに、バイスタンダー正常細胞集団の GJICを阻
害するとがん細胞集団とは逆に、微小核形成率の増加が見られた。これらの結果については、国
際会議にて報告した (ICRR2019, Manchester)。 
本研究結果は、低 O2環環境下において GJICが重要な役割を担っていることを示唆した。が
ん細胞と正常細胞の低 O2下 RIBEにおいて、バイスタンダー因子の種類と伝搬経路また、それ
らの低 O2 下における特異性など未だ不明である。今後も研究の継続および発展が必要である。 
 
（４）バイスタンダー効果の分割照射による影響 
ヒト肺がん A549細胞およびヒト肺正常WI-38細胞を用いた。（２）（３）と同様に、マイクロ
ビームを用いて、729か所を格子状（290μｍ間隔）に照射した。一回の照射で陽子線を各箇所
に 180個照射する条件とこれを、24時間の間隔を空けて 90個ずつを 2回にわけて照射する分
割照射による効果を比較した。どちら条件も、全体の約 0.15％の細胞が陽子線に照射された見
積となり、細胞皿中のほとんどの細胞がバイスタンダー細胞である。これらを一次バイスタンダ
ー細胞とし、照射 6 時間後に、細胞を回収し、DNA（染色体）損傷の指標となる微小核形成率
解析を行った。照射前に、バイスタンダー効果の培地介在性因子である窒素酸化物ラジカル（NO）
の捕獲剤である carboxy-PTIO、または、ギャップ結合を経由する GJIC 経路の阻害剤である
AGAを用いて、これらのバイスタンダー効果伝搬経路についても解析を行った。 
その結果、バイスタンダーA549細胞に対する分割照射の方が、1回照射条件に比べて、MN形
成率は低かった。このバイスタンダーA549細胞とギャップ結合を形成させた二次バイスタンダ
ーWI38正常細胞においても、分解照射条件の方が、1回照射条件にくらべて低いMN形成率を
示した。また、分割照射によるバイスタンダー効果は GJICを阻害することで減少した。このこ
とより、分割照射によって誘発されるバイスタンダー効果は、GJICが大きく関与していること
が示唆された。この結果は論文にて発表した（Autsavarpromporn et al., Radiat Res 2019）。 

  
SPICEで導入される陽子線の線エネルギー付与（LET）はおよそ 12keV/μｍであるが、これ
より高い LETを示す炭素イオン（LET：70 keV/μm）を用いて検討した。炭素イオンをグリオ

図３．分割照射条件と一回照射条件でのバイスタンダー細胞への微小核誘発。A)はバイ
スタンダーがん細胞の MN率であり、図 Bはバイスタンダーがん細胞と GJを形成す
る（二次）バイスタンダー正常細胞に誘発されたMN形成率を示した。 



ブラストーマ T98G細胞に照射し、ヒト正常 NB1RGB細胞にあらわれる RIBEを検出した。そ
の結果、2 Gyを 3回照射した分割照射の方が、1回の 6 Gy照射より高い微小核形成率ならび
に、HPRT突然変異体頻度を示した。これは、陽子線の結果とは相反する結果であり、RIBEの
線質依存性の一つと考えられた。また、炭素イオン照射による RIBE は、陽子線照射と同様に
GJICを阻害すると大きく減少した。分割照射においても GJICが RIBEのシグナル因子伝搬に
重要な役割を担っていることを示した。この結果は、すでに論文にて発表した
（Autsavapromporn N et al., Radiat Res 2017） 
 
 
（５）細胞質損傷を起因とするバイスタンダーシグナル伝達経路の解析 
 
細胞核内 DNA は、放射線の生物効果の第一のターゲットである。一方で、細胞質損傷は、細胞核
内 DNA 二本鎖切断修復機構や酸化ストレス応答経路の活性化を誘導する（Wang J and Konishi 
T, Cancer Sci, 2019; Konishi T et al., J Rad Canc Res, 2018）。つまり、細胞質損傷は、第
一のターゲットの DNA 防御機構をサポートする第二のターゲットであると言える。このような
細胞内情報伝達機構が、照射細胞とバイスタンダー細胞の間においても起こるのではないかと
考えた。そこで、SPICE を活用し、細胞質のみ、または細胞核のみに照射し、それらによって誘
発されるバイスタンダー効果とバイスタンダー細胞内応答経路を明らかにすること目的とした。 
 細胞試料には、ヒト肺正常 MCF5 細胞を用いた。細胞皿には照射の 24 時間前に 1x104個の細胞
を播種した。1細胞皿あたり 10 個の細胞の細胞核または細胞質に、50個の陽子線を照射した。
照射の 0.5 時間後から 6 時間後まで、バイスタンダー細胞のミトコンドリア量と小胞体量の経
時変化について、mito-tracker と ER-tracker を用いて測定した。その結果、細胞核照射のバイ
スタンダー細胞は、ミトコンドリア量が約 2倍増加するとともに、小胞体量も若干ではあるが増
加傾向を示した。一方で、細胞質照射のバイスタンダー細胞では、小胞体量が有意に増加したが、
ミトコンドリア量の増加は確認できなかった（図４）。照射細胞の小胞体の内腔に位置する Hsp70
ファミリーの分子シャペロンである BiP を siRNA でノックダウンすると、細胞核照射のバイス
タンダー細胞では、ROS 産生が抑制されるのに対して、細胞質照射のバイスタンダー細胞では、
BiP-siRNA なし（コントロール）と同レベルであり、小胞体量に影響されないことが示唆された。
一方で、細胞核照射のバイスタンダー細胞では、小胞体量の増加は確認されなかったが、ミトコ
ンドリア中の電子伝達系を阻害する rotenone を添加すると、小胞体量に有意な増加した。一方
で、細胞質照射のバイスタンダー細胞では、小胞体量が増加し、rotenone を添加しても影響し
なかった。 
細胞質照射した細胞はバイスタンダー細胞のミトコンドリア活性を誘導するのに対して、細
胞核照射した細胞のバイスタンダー細胞は、小胞体ストレス応答経路を経由してミトコンドリ
アが活性化することを報告した。（Dong C et al., Radiat Res, 2020） 

 

 
 

図４．細胞核照射した細胞のバイスタンダー細胞には、ミトコンドリア量（緑）増加
し、細胞質照射した細胞のバイスタンダー細胞は、小胞体量（赤）の増加した（図 A)。
照射細胞の損傷部位によって、バイスタンダー応答経路が異なる。細胞質照射した細胞
はバイスタンダー細胞のミトコンドリア活性を誘導するのに対して、細胞核照射した
細胞のバイスタンダー細胞は、小胞体ストレス応答経路を経由してミトコンドリアが
活性化する（図 B）。 
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