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研究成果の概要（和文）：放射線による細胞小器官への影響は未解明な部分が多く、ATP産生を担うミトコンド
リアへの影響は放射線影響を評価に重要である。本研究ではDNA損傷および損傷応答とミトコンドリア量・活性
変化の関係性を明らかにするために、X線マイクロビームを用いて細胞核、細胞質にのみX線を照射し、ミトコン
ドリア量・活性の後経時的な変化を観察した。その結果、照射数日後に細胞核照射によりミトコンドリア量が増
加し、一方細胞質照射では減少することが明らかになった。この時、ミトコンドリア膜電位には照射部位特異的
な変化は観察されなかった。これはDNA損傷および損傷応答によるミトコンドリア量増加の可能性を示唆してい
ると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The effects of ionizing radiation on organelles are largely unknown, and the
 effects on mitochondria which take on the most of ATP production are important for assessing the 
radiation effects. In this study, in order to clarify the relationship between DNA damage / DNA 
damage response and changes in mitochondrial mass and activity, X-ray microbeam was used to 
irradiate only the cell nucleus and cytoplasm. The chronological changes of mitochondrial mass and 
activity were measured by JC-1 staining. As a result, several days after irradiation, it was 
clarified that the mass of mitochondria was increased by nuclear irradiation and decreased by 
cytoplasmic irradiation. At this time, irradiation site-specific change was not observed in the 
mitochondrial membrane potential. This may suggest that the possibility of increase of mitochondrial
 mass was caused by DNA damage and damage response.

研究分野： 放射線生物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は細胞核への限定的なX線照射によってもミトコンドリア量増加が誘発されることを明らかにした。ミト
コンドリア量の増加はDNA損傷応答に必要なATPの産生量を増加させると同時に、活性酸素種の生成も増加するた
め、正・負両面の影響を細胞に与える可能性があり、さらに詳細な検討が必要である。また、オルガネラが直接
放射線のヒットを受けない可能性がある低線量被ばくにおいても、核に放射線がヒットした場合にはDNA損傷に
よりオルガネラへ何らかの影響が誘発される可能性を示唆しており、ミトコンドリア以外のオルガネラへの影響
を解明していく必要性を示唆すると考えられる。

※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 
 
ミトコンドリアは細胞内 ATP 産生の大半を担う重要な細胞小器官である一方で、機能不全に

陥ったミトコンドリアからは活性酸素種が放出され細胞内に酸化的損傷を誘発する。放射線の
生物影響解明には、被ばく時のミトコンドリア機能変化、ミトコンドリアへの放射線影響を解明
する必要がある。過去の研究から X 線照射 1 日から 3 日後にミトコンドリア量が増加すること
は明らかである（引用文献 1）。しかし、細胞全体へ X 線を照射しているため、観察されたミト
コンドリア量増加が、DNA あるいはミトコンドリアのいずれへの損傷に起因する現象であるか
は未解明のままである。さらに、DNA 損傷修復が最も盛んに行われる損傷誘発直後から数時間
に ATP 量やミトコンドリア量変化に関する報告はない。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では通常の室内線源および、X 線マイクロビームを用いて損傷部位特異的な、放射線照

射直後から数日にわたる細胞内の ATP 量、ミトコンドリアの量あるいは膜電位の経時変化を解
明することで、DNA 損傷とミトコンドリア機能変化の関係性を明らかにすることを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
細 胞 周 期 可 視 化 シ ス テ ム で あ る Fluorescent Ubiquitination-baced Cell Cycle 

Indicator(Fucci)を導入したヒト正常線維芽細胞（BJ）に X線マイクロビームを用いて細胞核あ
るいは細胞質のみに X線を照射することで、DNA 損傷あるいはミトコンドリアをはじめとする細
胞小器官への損傷がミトコンドリア量増加に関与するのかを明らかにする。（引用文献 2）本研
究で使用する高エネルギー加速器研究機構フォトンファクトリーに設置されている X 線マイク
ロビーム照射装置は、文字通りマイクロメ
ートルオーダー(～5m)の X 線を細胞に照
射できる装置であり、さらに光軸中に金製
の微小ロッドを挿入することで細胞質にの
み X線を照射することができる（図 1）（引
用文献 3）。この時、二次元培養中の細胞核
の上面と底面に存在する細胞質の量は非常
に微量であるため、細胞核を狙った照射を
行った場合に生じる細胞質・細胞小器官へ
の影響は無視できる範囲であると考えられ
る。さらに照射に使用する X 線のエネルギ
ーは 5.35 keV であり、二次電子の飛程は
1m 程度と計算されるため、照射範囲外へ
の線量付与は限りなく少ないと考えられ
る。 
 X 線マイクロビーム照射後のミトコンドリ
ア活性および量の定量は 5,5’,6,6’-
tetrachloro-1,1’,3,3’-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine 
iodide(JC-1)を用いた。ATP の定量はルシフェ
リン・ルシフェラーゼ反応を利用した。 
 
４．研究成果 
 
照射数日後に細胞核照射を行った場合にミトコンドリア量が増加し、一方細胞質照射を行っ

た場合には減少することが明らかになった。この時、ミトコンドリア膜電位には照射部位特異的
な変化は観察されなかった（図 2）（引用文献 4）。今回の結果は過去の研究で明らかにされてい
た X 線照射後のミトコンドリア量増加が細胞核への損傷、つまり DNA 損傷により誘発されてい
たことを示唆していると考えられ、細胞小器官への放射線影響研究を実施する場合に、DNA 損傷
により誘発される現象とその細胞小器官への損傷により誘発される現象を切り分けて評価する
ことが重要であることを示唆すると考えられる。 
通常の X線照射装置および X 線マイクロビームを用いて BJ-1 h-TERT Fucci 細胞に X線６Gy

を照射し、ルシフェリン-ルシフェラーゼ反応を利用した細胞内 ATP 計測を行った。X 線照射装
置を用いた場合には、これまでに報告があるように照射数日後に細胞内 ATP 量の増加が観察さ
れた。本研究で使用した BJ-1 h-TERT Fucci 細胞は放射線照射により細胞分裂をスキップする
mitotic skip が誘発されることが知られており、照射数日後に観察された細胞内 ATP 量の増加
は、mitotic skip が誘発され 1細胞あたりのミトコンドリア量が通常よりも増加したことによ

図 1 マイクロビーム照射のイメージ 
細胞内部分照射に使用するマイクロビーム
の模式図を上段に、細胞への照射イメージ
を下段に示す 



り生じたと考えられる。X線マイクロビームを用いた場合には議論に十分な精度の結果を得るこ
とができなかった。X線マイクロビームは 1細胞ずつ照射を行うため、6Gy の照射には 1細胞あ
たり約 30 秒を要する。また、照射ステージは大気開放されているため、迅速にマイクロビーム
照射を終える必要があり、一度に照射できる細胞は数十個に限られる。しかしながら、この細胞
数ではルシフェリン-ルシフェラーゼ反応を用いた細胞内 ATP 量計測に不十分であり、議論に必
要な計測精度を担保することができなかったと考えられる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 照射部位特異的なミトコンドリアの経時変化 
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