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研究成果の概要（和文）：本研究では、放射線由来の活性化学種の生成およびそれによる酸化反応量の定量測定
に基づき、生物応答の引き金となる初期化学反応の解析を試みた。X線照射により水中に生じる高濃度H2O2クラ
スター間の距離を測定した結果、40-50 nm程度であることを明らかにした。放射線のLETが大きいほど酸素非依
存的なH2O2生成が増加し、酸素依存的なH2O2が減少することを確認した。放射線によるプラスミドDNA切断は、
大気下よりも低酸素下で増加することを認めた。放射線が油脂溶液中に生成するラジカルを簡便かつ定量的に測
定できる可能性を見出した。水中の溶存酸素は、放射線によるROSの生成量を必ずしも増加させなかった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project is analyzing initial and/or primary chemical 
reactions of radiation-induced reactive oxygen species (ROS), which would trigger the biological 
reaction, based on quantification of ROS and its reactions. X-ray induced highly concentrated H2O2 
clusters in water were detected and the inter-cluster distance was evaluated as 40-50 nm. Amounts of
 oxygen-independent H2O2 generation were increased with LET increasing, and oxygen-dependent H2O2 
generation were decreased with LET increasing. Radiation induced plasmid DNA breakage was increased 
under hypoxic condition, by either X-ray or carbon-ion beam. A method for measuring lipid radical 
caused by radiation in oil was developed. Resolved oxygen in water was not always increase ROS 
generation by ionizing radiations, such as X-ray or carbon-ion beam.

研究分野： 放射線化学

キーワード： 放射線　重粒子線　炭素線　生物影響　活性酸素　フリーラジカル　ヒドロキシルラジカル　過酸化水
素

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果からは、これまで主な障害因子と考えられてきたヒドロキシルラジカルよりも、むしろ高濃度の過
酸化水素の低酸素環境での反応性に注目すべきであろうと思われるデータが得られている。そのため、偏在した
ROSの局所での濃度（密度）を考慮した定量と、分子レベルのジオメトリーを考慮した反応解析を徹底し、各ROS
の反応の相手（ターゲット分子）を予測することにより、新しいコンセプトの放射線化学および放射線生物影響
評価への展開が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

従来の放射線生物学では、基本的に「線量と生存率」という関係に基づいて放射線の生物影

響が評価されてきた。そのため、がん化の可能性や致死に至らない回復可能な影響などを考慮す

るには情報として不十分な場合が多い。そこで、放射線由来の活性化学種の生成およびそれによ

る酸化反応量を定量的に解析し、生物応答の引き金となる初期化学反応を明らかにする必要が

ある。研究代表者らは、ヒドロキシルラジカル（•OH）生成が局在しており、数 mmol/L レベル

の比較的疎な生成と、mol/L レベルの極めて密な生成が起きていることを明らかにした（引用文

献①）。また極めて密な生成と比較的疎な生成の割合が線質により変わり、線エネルギー付与率

（LET）が高いほど密な生成の割合が大きいことを報告してきた。生成した複数の•OH の分子間

距離によって•OH 同士の反応の可否が決まり、次に続く反応過程が変わる。そのため活性種の局

在した反応条件の予測を行う必要がある。そのうえで割合による相対的評価を排除して、モル数

を単位とする絶対量の評価を徹底し、生体応答を引き起こすに必要な初期活性種の量の評価が

必要と考えるに至った。 

 

２．研究の目的 

細胞の内部は脂質膜構造が複雑に入り組んでおり、その中で生成する各 ROS の寿命も分布も

分子種によって異なる。たとえば過酸化水素（H2O2）は反応性が低く、しかも比較的脂溶性が高

く生体膜を容易に通過して移動することが可能である。しかしマイナス電荷を持つスーパーオ

キサイド（O2
•-）は膜中に入ることすら困難と言える。O2

•-と水中で平衡関係にあるヒドロペルオ

キシルラジカル（HO2
•）は脂質膜中に移行することが可能と思われるが、HO2

•は酸化反応性が高

く、長い距離を移動するより前に周囲の分子と反応してしまうものと思われる。•OH は活性酸素

種の中でも極めて高い反応性を持つため、生成したその場で周囲の分子と反応してしまい、ほと

んど移動することができないと考えられる。そのため本研究では、放射線の線質（LET）と線量

当たりに生成する各 ROS の定量と、局所生成濃度の解析、ROS により引き起こされる酸化反応

の定量的評価を試みた。またこれらに対する酸素の影響を調べた。 

 

３．研究の方法 

(1) X 線あるいは炭素線照射により水中に生じる高濃度 H2O2 クラスター間距離の測定を行った

（引用文献②）。濃度の異なる (0.76~1661 μM) TEMPOL の水溶液を調製し、酸素透過性のポリ

エチレン（PE）製の袋に約 300 μL を封入した。低酸素の照射条件では、TEMPOL 水溶液を封入

した PE 袋を更に酸素非透過性（シリカ蒸着ナイロン/ポリエチレン製）の袋に酸素吸収剤および

酸素指示薬とともに密封した。試料に炭素線 (290 MeV/nucleon) を照射した後、電子常磁性共鳴

（EPR）装置で測定し、試料中の TEMPOL の還元量を求めた。照射線量は試料中の TEMPOL 濃

度に応じて、TEMPOL の還元量がもとの TEMPOL 量の 30%以下に収まるように 0.5～256 Gy の

間で調整した。TEMPOL の還元量を、試料溶液中のもともとの TEMPOL 密度に対してプロット

して得られる 2 相の曲線の変曲点から高濃度 H2O2クラスターのクラスター間距離を解析した。 



(2) 放射線による過酸化水素生成量に対する酸素および LET の影響を評価した（引用文献③）。

ミリ Q 水を酸素透過性のポリエチレン製の袋に約 300 μL を封入した。低酸素の照射条件では、

試料水を封入したポリエチレン袋を更に酸素非透過性の袋に酸素吸収剤および酸素指示薬とと

もに密封した。炭素線 (290 MeV/nucleon) を 64 Gy 照射し、試料水中に生成した H2O2量を測定

した。照射した試料水 90 μL に 1.0 M の DMPO 水溶液 10 μL を添加して、UVB を 12000 μW/cm2

の条件で 5 分間照射し、試料中に生じた DMPO-OH を EPR で測定した。予め作成した検量線に

基づいて DMPO-OH 量から H2O2量を求めた。 

(3) 放射線によるプラスミド DNA 切断に対する酸素の影響を評価した。プラスミド DNA の水

溶液 10 μL をポリエチレン製のマイクロチューブの底部に静かに入れて付着させた。低酸素の照

射条件では、試料溶液を入れたマイクロチューブには蓋をせずに更に酸素非透過性の袋に酸素

吸収剤および酸素指示薬とともに密封した。大気下の照射の場合も同様に、マイクロチューブを

酸素非透過性の袋に入れたが、ただし袋は密閉せずにおいた。X 線あるいは LET の異なる条件

（LET = 13、20、40、60、80、または>100 keV/μm）で炭素線を照射した。照射はチューブの口

から底の方向で行った。照射後、プラスミド DNA 溶液を電気泳動で分離し、オープンサークル

（OC）型のバンドの出現量に基づいてプラスミド DNA の切断量を評価した。 

(4) 放射線により油脂中に生じるフリーラジカル反応の検出を試みた。0.1 mM の carboxy-

PROXYL のコーン油溶液 350 μL を酸素透過性のポリエチレン袋に封入し、酸素吸収剤と酸素マ

ーカーとともに酸素非透過性の特殊コーティングされたポリエチレン袋に封入し、4°C で保管し

た。約 18 時間後に LET = 13、20、40、60、80、>100 keV/μm の条件で炭素線を 32 Gy 照射した。

照射後、試料は氷中に保管し、照射約 2 時間後に X-bad EPR で測定した。 

 

４．研究成果 

(1) 高濃度 H2O2 雰囲気が関与する TEMPOL の還元反応に基づいて、高濃度 H2O2 クラスターを

検出し、点在して生じているであろうクラスター間の距離を測定することを試みた。X 線では大

気下において約 50 nm の距離間隔で高濃度 H2O2クラスターが生じていると思われる結果が得ら

れた（引用文献②）。炭素線ではこれより広い距離を予想していたが、実験してみた結果、大気

下において 20 nm 程度と評価できた。高濃度 H2O2 雰囲気が関与する TEMPOL の還元反応は低

酸素条件下において有意に増加した。低酸素条件下では、X 線では距離が 80 nm と大気下での結

果よりも若干広く評価された。またクラスターのボリュームが小さくなるためにクラスターあ

たりに反応できる TEMPOL の数が減ると予想される結果が得られた。低酸素条件では、炭素線

が生じる H2O2クラスター間距離は約 80～100 nm と評価できた。 

(2) H2O2の生成量を大気下と低酸素条件下でそれぞれ測定した結果（図 1）、大気下における H2O2

の生成量（黒）は、LET の増加とともに減る傾向が見られた。しかしながら低酸素条件下での

H2O2の生成量（薄灰）は、LET の増加とともに増加してブラッグピーク付近（LET80）で最大に

なった。LET>100 の条件はブラッグピークより深部の情報を主に含んでいると思われ、低酸素

条件下での H2O2の生成量（薄灰）は再び低下した（引用文献③）。 



低酸素条件での酸素非依存的な H2O2生成は、以下の式 1～3 の反応によると考えられる。 

•OH  +  •OH  →  H2O2   [1] 

H2O2  +  •OH  →  H2O  +  HO2
•  [2] 

HO2
•  +  HO2

•  →  H2O2  +  O2  [3] 

式 1 の反応が起こるには 2 つの•OH が、式 2 の反応が起こるには H2O2と•OH が極めて近い距離

で生成しなければならない。そのため低酸素条件での H2O2生成は•OH が極めて密に複数生成す

る環境で生じると考えられ、図 1 の結果は同時に LET が高くなると•OH が極めて密に生成する

環境が増えることを示している。また極めて密に生成する•OH から H2O2が生じていることを考

えると、生じる H2O2の初期濃度も極めて高い状態で生じると予想できる。酸素非依存的な H2O2

生成過程で、高濃度 H2O2クラスターが生じる可能性を裏付けている。生体内では酸素非依存的

な H2O2生成が主に生じると思われ、これらは局在して比較的高濃度で生じていると考えられる。 

図 1. X 線または炭素線を照射した水中での過酸化水素生成量。 

 

(3) 放射線によるプラスミド DNA 切断に対する酸素の影響を評価した。X 線でも炭素線でも、

低酸素条の照射条件で、オープンサークル（OC）の割合が大気下の照射よりも増加した。炭素

線では、LET の増加に伴って、線量当たりの OC の割合が低下したが、カウント当たりの OC の

割合は LET60～LET80 の条件で最大になった。LET>100 の条件は、ブラッグピークより深部の

情報が主に含まれているため、カウント当たりの OC の割合が低下するものと思われる。LET が

大きくなると、一つの粒子による DNA 切断量が増加すると考えられる。 

図 2. 炭素線照射によるプラスミド DNA 切断量。 



(4) 低酸素条件下に置いた PROXYL 系ニトロキシルラジカル油溶液に X 線または炭素線を照射

するとそのシグナルが減衰した。大気条件下では、TEMPO 系ニトロキシルラジカルにも

PROXYL 系ニトロキシルラジカルにも X 線または炭素線照射による EPR シグナル減衰は見ら

れなかった。carbamoyl-PROXYL 油溶液に低酸素下で様々な LET 条件で炭素線を照射したとこ

ろ、一定線量を照射した場合には、13 keV/μm の炭素線で減衰量が一番多く、LET が大きいほど

減衰量が低下する傾向が見られた（図 3）。X 線による carbamoyl-PROXYL の減衰は少なく、80

あるいは 100 keV/μm の炭素線と同程度であった。 

図 3. 炭素線照射によるコーン油中での carbamoyl-PROXYL のラジカル消失。 

 

低酸素条件下で観察される油脂中のニトロキシルラジカルの還元反応は、現段階では反応メカ

ニズムが確かめられていないが、脂質中に生成するラジカルの検出に応用できると考えている。

(5) ケミカル OER の評価 

酸素のモル数当りの ROS 生成量の変化（(大気下での ROS 生成量 – 低酸素条件下での ROS

生成量) / 大気下での溶存酸素量を）を「ケミカル OER」と定義したとき、水中の溶存酸素は必

ずしも放射線の、特に炭素線による ROS の生成量あるいは ROS による反応量を増加しておら

ず、放射線の生物影響における OER と、ケミカル OER とは必ずしも正の相関関係が得られない

ことが分かった。 
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