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研究成果の概要（和文）：大気下ならびに低酸素下での X線誘発 OH ラジカルによる間接作用が

細胞致死にどの程度関与しているかを、OH ラジカル捕捉剤である DMSO を用いて調べ、濃度を

無限大へ外挿することで細胞致死への間接作用の寄与率を求めた。HRR 修復関連遺伝子変異株

である 51D1 細胞では、野生型である CHO 細胞や AA8 細胞と同程度の間接作用による細胞致死寄

与率を示したが、NHEJ 修復関連遺伝子変異株である xrs-6 細胞では、野生型よりも明らかに低

い間接作用による細胞致死寄与率を示すことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We examined the contributions of OH radical mediated indirect 
action of X-irradiation on cell killing of CHO, AA8, xrs-6 and 51D1 cells under oxic and 
hypoxic conditions.  The contributions of indirect action for xrs-6 cells under both 
conditions showed lower than that for CHO, AA8 and 51D1 cell lines.  
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１．研究開始当初の背景 
（1）放射線治療において抵抗性を示す低酸
素性がん細胞の存在は解決すべき重要課題
である。有酸素下でＸ線照射された培養細胞
は低酸素環境下に比べ感受性になることが
酸素効果として古くから知られ、酸素効果の
機構は酸素による損傷固定や還元性ラジカ
ルとの中和反応であると言われてきた。この
ような化学的視点から低酸素細胞の放射線
感受性増強を図る薬剤開発が行われてきた
が、臨床試験では必ずしも良い結果を出せた

わけではない。研究代表者は酸素効果の機構
に化学的要素だけでなく、DSB 修復といった
生物学的要素の関与を明らかにし（R. 
Hirayama, et al., J. Radiat. Res., 46, 
325-332, 2005）、両者が密接に関連している
ことを報告した。 
 
（2）放射線の生体への影響を考える上で、
放射線の初期反応（化学反応過程）が非常に
重要な問題と考えられている。水の放射線分
解で生じたフリーラジカル（放射線の間接作



用）が DNA と反応し損傷が生成される。フリ
ーラジカルの中でも活性度の高い OH ラジカ
ルは 10 塩基対以内の異なる鎖上に 2 つの一
本鎖切断（SSB）を形成し二本鎖切断（DSB）
を生じさせるため、OH ラジカルは細胞の生死
に大きく影響を与えることが知られている。
一般的に DSBは non-homologous end-joining
（NHEJ）と homologous recombination repair
（HRR）によって修復が行われ、本研究代表
者は SFGE 法により直接 DSB を検出し極短時
間の修復によって DSBはほとんど消滅するこ
とを報告した（R. Hirayama, et al., J. 
Radiat. Res., 46, 325-332, 2005）。 
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図 1 低酸素置換装置と照射容器  
 （3）放射線誘発 OH ラジカルによって生成し

た DSB が NHEJ と HRR のどちらの修復機構に
よって修復され易いのか否かは不明である。
また OH ラジカルによる DSB 生成の際に酸素
がどのような修飾効果を果たしているのか
も不明であり、放射線誘発 OH ラジカルの生
物影響に関する詳細なデータを取得するこ
とが必須であった。 

（3）大気環境下での OH ラジカルの細胞致死
効果 
一定線量（細胞生存率 10、1％を得るのに

必要な線量）を照射したときの OH ラジカル
捕捉剤である DMSO（ジメチルスルホキシド）
と細胞致死効果の関係を細胞生存率により
求めた。照射 1 時間前に培養細胞を 0.15 か
ら 1Ｍ濃度で処理し、Ｘ線照射後 DMSO を洗い
流しコロニー形成法を行った。DMSO と細胞生
存率の関係から OH ラジカルの最大保護率を
算出し（図 2）、Ｘ線誘発 OH ラジカルの細胞
致死への寄与率を求めた。 

 
２．研究の目的 
 本研究では酸素効果に深く関わる酸化性
ラジカルの生物影響の基礎的知見を収得す
ることで、低酸素細胞の放射線抵抗性を克服
し、放射線治療効果向上を図るための戦略を
確立することを大きな目的とした。具体的に
は細胞致死機構に対し、放射線誘発 OH ラジ
カルがどの程度関与しているかをラジカル
捕捉剤による細胞保護率の割合から算出し
た。また、DSB 修復能の違う細胞株を用いる
ことで OH ラジカルによる細胞致死と DSB 修
復機構の関係を明らかにすることを目指し
た。さらに低酸素下での細胞致死に対する OH
ラジカルの寄与率を求めることで、低酸素下
での細胞致死機構の機構解明も進めた。 
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図 2. 放射線による細胞致死作用における

DMSO の放射線防護効果と DMSO による細胞保

護率（Degree of protection：DP）の算出方法。

DMSO 濃度 0 Mと x Mで処理された時の細胞生

 
３．研究の方法 
（1）大気環境下での放射線感受性 

ハムスター細胞野生型（CHO, AA8）に対し、
DSB修復能の異なる細胞の候補としてNHEJ修
復関連遺伝子変異株（xrs-6）、HRR 修復関連
遺伝子変異株（51D1）を用いた。Ｘ線照射 1
時間前から有酸素ガス（95%Air/5%CO2）を細
胞照射容器へ流し、密封後照射を行い、コロ
ニー形成法を行った。照射後 10～14 日間培
養を行い、細胞の固定・染色によりコロニー
数をカウントし、細胞生存率を算出した。 

 
（4）低酸素環境下での OH ラジカルの細胞致
死効果  
（3）の場合と同様に DMSO で培養細胞を処

理し、低酸素状態へ置換を行った後にⅩ線照
射を行った。コロニー形成法より細胞生存率
を算出し、Ｘ線低酸素下照射によって誘発さ
れた OH ラジカルの細胞致死効果を明らかに
した。 

（2）低酸素環境下での放射線感受性 
（1）の場合と同様の細胞株を用いて、照

射 1時間前から低酸素ガス（95%N2/5%CO2）を
細胞照射容器へ流し（図 1）、低酸素状態に置
換を行った。置換後、照射容器を密封しＸ線
照射を行い、細胞生存率を求めた。 



４．研究成果 
（1）大気環境下ならびに低酸素環境下にお
けるハムスター細胞のＸ線感受性 
 Ｘ線に対するハムスター細胞野生型（CHO, 
AA8）、NHEJ 修復関連遺伝子変異株（xrs-6）
および HRR 修復関連遺伝子変異株（51D1）を
調べた（図 3）。各々の生存率曲線から 10%細
胞生存率を示す線量を用いて、OER（酸素増
感比）を求めたところ、野生型である CHO、
AA8 と NHEJ 修復関連遺伝子変異株である
xrs-6 の OER は 2.7～2.8 であったのに対し、
HRR 修復関連遺伝子変異株である 51D1 では
2.5 であった。このことは HRR 修復ができな
い細胞では低酸素による放射線抵抗性が小
さいことを意味し、非常に貴重なデータを取
得できた。低酸素に対する放射線抵抗性克服
には HRR修復機構を標的とした治療戦略が今
後は重要となることを示唆する結果である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）細胞致死に対する間接作用の寄与率 
 Ｘ線誘発 OH ラジカルによる細胞致死への
寄与率はハムスター細胞野生型（CHO, AA8）
および HRR 修復関連遺伝子変異株（51D1）で
は大気下で 80～90%、低酸素環境下では 50～
60%であった。野生型における寄与率の値は
過去に報告されてきた値と矛盾するもので
はなかった。低酸素下での研究はほとんどな
いため、新たな知見を取得できた。NHEJ 修復
関連遺伝子変異株（xrs-6）での結果は、他
の細胞株とは異なり、大気下での細胞致死に
対する寄与率は 50%、低酸素環境下では 30%
と非常に低い値を示した。従来から言われて
いるＸ線のような「光子放射線では細胞致死

の主作用は間接作用である」という一般的な
説とは異なる結果となった。Ｘ線の直接作用
ならびに間接作用によって生じた DSBに対す
る NHEJ と HRR の働き方が異なることが、明
らかになった。今後は直接作用と間接作用に
よって生じた DSBの構造等の違いについて調
べる必要が出てきた。 
 本研究では細胞への放射線作用と生じた
DSB に対する修復機構の応答を調べることに
より、放射線の物理、化学ならびに生物過程
に至る一連のプロセスを放射線化学および
放射線生物学的観点から解き明かすことが
できた。 
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図 3. Ｘ線照射による線量-効果関係 
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