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研究成果の概要（和文）：バイスタンダー効果で非照射細胞に誘導される細胞損傷を明らかにす

るため、ヘリウムイオン照射で生成されるクロマチン損傷をヒト正常上皮性細胞を用いて直接

照射細胞と非細胞に分けて解析した。直接照射された細胞には、低 LET 放射線で観察される軽

微な損傷に加えて高 LET 放射線で観察される重篤な損傷が生成された。一方、直接照射細胞の

近傍にある非細胞には、低 LET 放射線で観察される軽微な損傷しか生成されなかった。 

 
 
研究成果の概要（英文）：We have investigated bystander chromosomal damage in primary normal 

human bronchial epithelial cells irradiated with low-energy He-ion beams. When the 

unirradiated cells were kept with He-ion irradiated cells on the dishes, bystander 

chromosomal effect was observed in the unirradiated bystander cells. Chromatid-type 

fragments, such as chromatid break, acentric fragment, isochromatid deletion and 

interchromatin exchange, were observed in the direct hit cells. On the other hand, only 

chromatid breaks and acentric fragments were observed in the bystander cells. There is 

evidence that simple chromosomal damage occur in bystander chromosomal effect.  
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１．研究開始当初の背景 
 原子力エネルギー利用やその放射線廃棄

物を源とする環境放射線に対する人体の放

射線影響、宇宙空間あるいは高高度飛行にお

ける宇宙船・航空機内での放射線影響、がん

の放射線治療や診断に代表される医療被曝

に関わる放射線影響などは、今後ますます大

きな関心事の一つになることが予想される。

このような放射線源に対する放射線影響研

究で特に問題となるのは、それ自体では急性

的な放射線障害の自覚症状を伴わない低線

量・低線量率の照射効果である。 

 これまで、低線量放射線領域に対する生物

影響リスクは、高線量域での実験データを目

標とする低線量域に外挿して推定するほか

なかった。しかし、高線量域のデータを低線

量域に外挿する方法に限界があることは、論

議の対象になっており、また近年マイクロビ

ーム放射線照射法の放射線生物影響研究へ

の応用による低線量（率）放射線の生物影響

研究の新たな展開から、明確な実験的証拠が

示されるようになった直接照射された細胞

の生物影響が周囲の非照射細胞へも現れる

バイスタンダー効果の存在により、高線量照

射と低線量照射に対する細胞応答は根本的

に異なることが示唆され、低線量・低フルエ

ンス照射実験から直接得たデータとそのデ

ータを基礎に創造されたメカニズムを礎と

したより正確な生物影響リスクの記述の可

能性を実現するための研究の一層の充実が

必要であると考える。 

 放射線誘発バイスタンダー効果の重要性

が認識された一つの大きなきっかけは、1992

年の Nagasawa and Little の論文である

（Cancer Res., 52: 6394-6396, 1992.）。彼

等は、238Pu から放出されるアルファ線ブロー

ドビーム低フルエンス照射により、チャイニ

ーズハムスター細胞の細胞集団に対して確

率的に 1％以下の細胞が照射される低線量照

射（4.9mGy 以下）を行ったところ、姉妹染

色分体交換が予測値を遥かに超えて 30％の

細胞に認められ、従ってアルファ線非照射細

胞にも染色体レベルの損傷が生じているこ

とを見出した（バイスタンダー効果）。この

結果は、低線量放射線発がんリスクに関する、

現在の放射線防護体系の基本的概念である

非しきい値効果（no-threshold effect）を

はじめ、低線量、低フルエンス被曝による生

物影響について改めて検討が必要であると

の認識を生んだ。しかしながら、放射線誘発

バイスタンダー効果の誘導機構については、

いまだ不明な点が多く、現在は世界各国それ

ぞれの研究室で断片的な状況証拠が集めら

れているのが現状である。238Pu から放出され

るアルファ粒子を利用した確率的低フルエ

ンス照射実験や粒子線マイクロビームを利

用した限定的照射実験の結果から、低線量域

での放射線生物影響においてバイスタンダ

ー効果が重要な役割を演じている事は間違

いない。バイスタンダー効果という現象の存

在は、直接放射線照射された細胞と非照射細

胞との混合細胞集団を一つの被曝集団とし

て解析し、もたらされる生物影響は照射され

た細胞に起因するものであり、直接照射され

ていない細胞は現れた生物影響に寄与しな

いものであるとする大前提のもとに解釈さ

れてきたこれまでの放射線生物学の考え方

には合致しないものである。このような低線

量域の放射線照射に対してより正確な放射

線影響を把握するためには、特に低線量・低

フルエンス照射に対して、 

(1) 直接照射された細胞への生物効果 

(2) 照射された細胞の近傍にある非照射細

胞の生物効果（バイスタンダー効果） 

(3) さらに照射された細胞とされていない

細胞との相互作用機序の解明 

 が、必要不可欠であると考える。さらに、

生じたバイスタンダー効果がその後の細胞

集団の生物影響として、適応応答のように生

体にプラスに働く効果を誘導するのか？遺

伝的に不安定な状態に導くようにマイナス

の効果を誘導するのか？放射線の線質や生

物学的エンドポイントの違いを考慮しなが

ら詳細に調べる必要があると考える。しかし



ながら、これまでに行われた研究は、１種類

の核種・エネルギー(LET)のマイクロビーム

を照射してその応答を見るもので、複数の研

究施設を跨いて同一の実験系を用いて異な

る種類の放射線に対する生物効果のバイス

タンダー効果の異なる線質の放射線の間で

の系統立った線質依存性を調べた研究は皆

無である。 

 
２．研究の目的 
 低線量率放射線で誘導される生物効果の

うち、直接放射線を照射された細胞と非照射

細胞とが共存する環境で観察されるバイス

タンダー効果は、その現象論が実験的に明ら

かになってきたが、異なる種類の放射線を用

いたバイスタンダー効果の放射線線質依存

性に関する系統立った研究はほとんど行わ

れていないのが現状である。本研究課題では、

異なる粒子放射線および電磁波放射線のブ

ロードビーム・マイクロビームを駆使して、

生物効果のバイスタンダー効果の線質依存

性を解明することを目的として計画した。 

 
３．研究の方法 
 細胞はヒト正常細胞を用いた。クロマチン

損傷の検出は、ポリエチレングリコールによ

る細胞融合法を利用した早期染色体凝縮法

（PCC 法）によって、光学顕微鏡下で観察可

能な G1/G0 期の凝縮クロマチンにおけるクロ

マチン損傷を検出した。細胞致死効果は、コ

ロニー形成法による細胞の増殖死を検出し

た。遺伝子突然変異は、Ｘ染色体上の hprt

遺伝子座を標的遺伝子として 6チオグアニン

耐性クローンの出現頻度より誘発頻度を算

出した。実験には、日本原子力研究開発機構

重イオンマイクロビーム照射装置の炭素・ネ

オン・アルゴンイオンマイクロビーム、高エ

ネルギー加速器研究機構単色軟Ｘ線マイク

ロビーム、放射線医学総合研究所プロトンマ

イクロビーム、コロンビア大学ヘリウムイオ

ンマイクロビームおよびブロードビームを

用いた。バイスタンダー効果によるクロマチ

ン損傷の検出は、厚さの薄いマイラフィルム

を張ったリングに厚いマイラフィルムを帯

状に張ったリングを重ね合わせ、ヘリウムイ

オンを照射した。薄いマイラフィルム上に培

養した細胞にはヘリウムイオンが直接ヒッ

トするが、厚いマイラフィルム上の細胞には

イオンの残存飛程が届かず直接ヒットしな

い照射条件で、バイスタンダー細胞となる厚

いマイラフィルム上の細胞のクロマチン切

断を観察した。細胞致死および遺伝子突然変

異に対するバイスタンダー効果の放射線質

依存性は、直径 36mm の照射用シャーレ面上

にコンフルエント状態に培養した細胞に対

して直径 20µm に絞ったマイクロビームを

16x16=256 点の格子状に照射を行った。マイ

クロビームが直接照射された細胞は、測定し

た一個の細胞の面積をもとにシャーレ上の

全細胞数に対して約 0.2%と計算された。この

照射方法により、同一照射野にマイクロビー

ム照射細胞と非照射細胞（バイスタンダー細

胞）を共存させることが出来、全細胞集団の

生物効果を評価してバイスタンダー細胞へ

の生物効果を推定することによってバイス

タンダー効果の有無を判定した。また、バイ

スタンダー効果誘導メカニズムを探る目的

で、コンフルエント状態で隣細胞同士に接触

による増殖阻止能が働く正常細胞の特性に

注目し、ギャップジャンクションの特異的阻

害剤を併用して、細胞間情報伝達機構のバイ

スタンダー効果への関与を調べた。 
 

４．研究成果 

(1)バイスタンダー効果で誘導されるクロマ

チン損傷の実体 

 ヘリウムイオンを直接照射された細胞に

は、通常低 LET 放射線照射で観察される軽微

なchromatid-type の損傷（chromatid gaps、

chromatid breaks）に加えて高 LET 放射線で

観察される重篤な損傷である isochromatid 

gaps & deletions が生成された。また、ク

ロマチン間の exchange-typeの損傷も観察さ

れた。一方、ヘリウムイオンを直接照射され

ず、直接照射細胞の近傍に存在していたバイ

スタンダー細胞には、chromatid-type の損

傷 の う ち chromatid gaps と chromatid 

breaks しか観察されず、直接ヒット細胞で生

成された高 LET 放射線タイプである

isochromatid gaps & deletions が全く誘導

されないことが判った。以上の結果から、ヘ

リウムイオンマイクロビーム照射によって

誘導されるバイスタンダー効果では、直接ヘ

リウムイオンを照射されていないバイスタ

ンダー細胞に低 LET放射線で生成されるクロ

マチン損傷と同質の比較的複雑でない損傷

のみが誘導されることが示唆された。これま

でバイスタンダー効果の現象は多数の報告



があるが、バイスタンダー効果によって誘導

される細胞損傷の実態を明らかにした研究

は非常に限られている。本研究で得られた成

果は、バイスタンダー効果で誘導される細胞

損傷の内、染色体/クロマチンレベルの損傷

の実体を明らかにしたものであり、生成され

る細胞損傷の立場からバイスタンダー効果

の誘導メカニズムを解明する足掛かりとな

る成果である。 

 

(2)細胞致死および遺伝子突然変異に対する

バイスタンダー効果の放射線線質依存性 

 各放射線マイクロビームを照射された細

胞の細胞致死効果は、炭素イオンマイクロビ

ームを照射された細胞集団では細胞生存率

は、81-94%であった。また、照射時にギャッ

プジャンクション特異的阻害剤を併用した

場合は、生存率は約 100%であった。しかしな

がら、Ｘ線、プロトン、ネオンイオン、アル

ゴンイオンマイクロビームを照射された細

胞集団では、ギャップジャンクション特異的

阻害剤併用の有無に係わらず、ほぼ 100%であ

った。 

 突然変異誘発効果は非照射コントロール

に対してプロトンで4.2倍、炭素イオンで6.3

倍、ネオンイオンで 2.4 倍高い誘発頻度を示

したのに対して、Ｘ線とアルゴンイオンでは

コントロールと有意な差がなかった。また、

ギャップジャンクション特異的阻害剤を併

用することによって高頻度に誘発した突然

変異はコントロールレベルまで減少した。 

 得られた結果のうち、炭素イオンによる細

胞致死効果とプロトン・炭素イオン・ネオン

イオンによる遺伝子突然変異は、生物効果は

放射線が直接ヒットした細胞のみに生じ、非

ヒット細胞には起こらない、と仮定すると、

マイクロビームが照射された細胞が 0.2%程

度しか存在しない細胞集団に生ずる結果と

して説明することが出来ず、非照射細胞の一

部にも二次的・三次的な何らかのメカニズム

によって生物効果が誘導されたと考えるこ

とが必要となる。このことにより、炭素イオ

ン照射された細胞集団において観察された

細胞致死効果およびプロトン・炭素イオン・

ネオンイオン照射された細胞集団において

観察された突然変異誘発効果にバイスタン

ダー効果が誘導されたと結論する。また、ギ

ャップジャンクション特異的阻害剤を併用

した実験結果から、観察されたバイスタンダ

ー効果の誘導にはギャップジャンクション

を介した細胞間情報伝達機構が密接に関与

していることが示唆された。以上の成果は、

同一の細胞実験系により複数の異なる放射

線マイクロビームを用いた生物効果のバイ

スタンダー効果誘導に対する放射線線質依

存性を系統立って明らかにしたものであり、 

同時にバイスタンダー効果誘導には生物学

的エンドポイント依存性が存在することも

明らかにした成果である。 
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