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研究成果の概要（和文）：本研究の当初の計画では、培養細胞実験とショウジョウバエ実験を並行して行う予定
であったが、ショウジョウバエに対する超高線量率陽子線照射（FLASH照射）実験を優先的に行うこととした。
野生型ショウジョウバエの三齢幼虫と処女雌成虫を用いて、通常線量率照射群とFLASH照射群の比較実験を行っ
た。照射後遺伝子発現解析では、線量率の違いにより特定の遺伝子において遺伝子発現レベルが異なることが観
察できた。一方で、処女雌成虫に対する照射実験において、その第一世代子孫（F1）の蛹化率・羽化率、羽化後
の単位時間当たり活動量を評価したが、いずれの項目においても線量率の違いによる有意な差は認めなかった。

研究成果の概要（英文）：In the initial plan of this study, experiments on cultured cells and 
Drosophila were intended to be conducted concurrently. However, priority was given to ultra-high 
dose rate proton irradiation (FLASH irradiation) experiments on Drosophila. Experiments comparing 
normal dose rate irradiation and FLASH irradiation were conducted using wild-type Drosophila third 
instar larvae and virgin female adults. Post-irradiation gene expression analysis revealed 
differential gene expression levels due to varying dose rates in specific genes. In contrast, in the
 irradiation experiments on virgin female adults, no significant differences were observed in the 
pupation and eclosion rates of the first generation offspring (F1), nor in their activity levels per
 unit time post-eclosion.

研究分野：放射線腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
陽子線治療は低侵襲ながん治療の選択肢として重要な役割を果たしている。「超高線量率照射=FLASH照射」は、
未だ生物学的機序において不明な点が多いが、臨床応用されれば、さらなる低侵襲化を可能とする画期的な照射
法として期待されている。本研究の成果は、FLASH照射の生物学的基礎研究の普及に向けた実験モデルの構築に
寄与するものであり、ショウジョウバエにおいても線量率の違いにより反応に差が出る可能性が示唆されたこと
は、今後に期待の持てる結果であった。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
低侵襲ながん治療法として、陽子線治療の普及が世界規模で加速している。X線照射後と陽子
線照射後では生体内で起こる反応が様々な点で異なることがこれまでに分かってきている。し
かし依然として不明な点も多く、陽子線治療の急速な臨床応用に、基礎生物学的な知識の裏付け
が追い付いていないという現状があり、知識の蓄積をベースとした陽子線治療独自の最適な照
射方法の構築が望まれている。放射線治療を行う上で線量分割は重要な検討課題の一つである。
一方で、近年、極めて高い線量率で放射線を照射することで、腫瘍組織に対するダメージは保持
したまま、正常組織の障害のみが軽減するという、「超高線量率効果(=FLASH効果)」が注目を
集めるようになった。 
臨床利用に近い環境において、陽子線照射実験（特に陽子線 FLASH照射実験）を行える施設
は世界的にも限られており、この分野の研究発展のためには、照射可能施設の効率的な利用に向
けた研究体制の構築、研究ツールの開発が望まれる。我々はこれまでに陽子線照射実験にショウ
ジョウバエを用いた報告がほとんどないことに着目し、ショウジョウバエ in vivo系実験モデル
を構築するとともにその有用性を検証することを目的として研究を行ってきた。 
 
２．研究の目的 
当初の本研究の目的は、陽子線治療における最適な線量分割法を開発するために、陽子線照射
後の生体反応をタイムラプスイメージングにより観察することで X 線照射後との違いを時間の
概念を踏まえて整理していくことであった。一方で、研究開始早期より自施設において FLASH
照射実験を行うための環境が整ったことから、FLASH効果がショウジョウバエにおいても確認
されるかを検証することを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
[1] 交配実験 （処女雌に対する照射後 F1 世代の観察） 
野生型キイロショウジョウバエ (Drosophila melanogaster: Oregon-R)の処女雌成虫に対し
て、陽子線 FLASH 照射（FLASH）、陽子線通常線量率照射（CONV-P）をそれぞれ行ったあと、非照
射の雄と交配させ、その第一世代子孫（F1）の①蛹化率、②羽化率、③羽化後の単位時間当たり
の活動量を計測した。 
 

[2] 遺伝子発現解析 
野生型キイロショウジョウバエの三齢幼虫に対して、40 Gy の FLASH、CONV-P、X 線通常線量
率照射（CONV-X）を行い、照射後 2時間時点における遺伝子発現についてマイクロアレイを用い
て解析した。 
 

[3] 形態観察 
野生型キイロショウジョウバエの三齢幼虫に対して、40 Gyの FLASHと CONV-P を照射した後、
その個体が成虫になるまで飼育し、形態観察を行うことで表現型の違いを評価した。 
 

図 1 
 
FLASH は Probeat-III® (Hitachi)-シンクロトロン加速器を用いて照射を行い、線量率は>1000 
Gy/sec 以上に設定した（図 1）。CONV-P は同一陽子線照射装置を用いて、約 0.5 Gy/sec で照射
を行い、CONV-X は Novalis-TX®を用いて、約 0.05 Gy/sec で照射を行った。 
 



 
４．研究成果 
[1] 交配実験 （処女雌に対する照射後 F1 世代の観察） 
①蛹化率  
FLASH と CONV-P それぞれにおいて 20 Gy、50 Gy を照射した。照射後 1～5日までに産まれた
卵の数を毎日カウントし、蛹化した割合(蛹化率)を算出した。1～5 日までの一日毎の蛹化率と
5日間の合計の蛹化率を図 2に示す。5日間の合計の蛹化率は、Control (非照射): 94%、CONV-
P 20Gy: 75%、FLASH 20Gy: 77%、CONV-P 50Gy: 34%、FLASH 50Gy: 28%であり、線量依存的な蛹
化率の低下は見られたものの、線量率間では有意な差は認められなかった。 
 
②羽化率 (図 3) 
 蛹化率と同様に成虫まで羽化した割合(羽化率)を算出した。1～5 日までの一日毎の羽化率と
5 日間の合計の羽化率を図 3 に示す。5 日間の合計の羽化率は、Control: 90%、CONV-P 20Gy: 
72%、FLASH 20Gy: 73%、CONV-P 50Gy: 30%、FLASH 50Gy: 26%であり、蛹化率と同様に線量依存
的な羽化率の低下は見られたものの、線量率間では有意な差は認められなかった。 
 
③羽化後の単位時間当たりの活動量 
 照射後 1、2日に産まれた卵の成虫を 12 時間周期の明暗条件で飼育し、一日当たりの活動量と
一日当たりの活動時間を Drosophila activity monitoring (DAM) system により定量化した。
結果としては、一日当たりの活動量、一日当たりの活動時間の両項目ともに線量率間では有意な
差は認められなかった。 
 

図 2                     図 3 
 
[2] 遺伝子発現解析 

 
図 4 

 マイクロアレイを用いた、遺伝子発現の網羅的解析の結果、FLASH 群と CONV-P 群は相対的に
発現変動のパターンが似ていることが分かった（図 4）。FLASH 群においても CONV-P 群同様、
「mre11」、「rad50」、「nbs」、「ku80」、「ku70」などの DNA repair 関連の遺伝子発現が増加してお
り、GO 解析の結果、”Response to ionizing radiation”、”DSB repair”、”Telomere 
maintenance”といった biological process に関連する遺伝子の発現が増加していることが分



かった。FLASH 群と CONV-P 群を比較した際、代表的なストレス誘導タンパクである HSP70 family
の遺伝子が CONV-P 群では発現増加している一方で、FLASH 群では発現低下しているという結果
であった。 
 
[3] 形態観察 
 FLASH 群と CONV-P 群の照射後の形態観察を行うことで表現型の違いを確認することを目的に
照射実験を行ったが、照射後の飼育（輸送）環境のためか、比較に足る十分な個体サンプルが確
保できなかったため、予備実験として行った CONV-P 群と Control 群の比較を図 5-8 に示す。 

 
 
羽の表現型  
Control（A）および CONV-P群（B-D）の表
現型。CONV-P群は端が欠ける表現型（Notch 
表現型）を示した（矢印）。（B）羽化後 2日で
死んだ雄の羽。（C）羽化直後で死んだ個体。
（D）羽が開かずに死んでいた個体。 
 

図 5 
 
 
 
 
 
複眼の表現型 
Control（A）および CONV-P群（B-D）の表
現型。Controlは個眼が整然と並んだ複眼を有 
している。CONV-P 群の多くは個眼の並びが
乱れる（rough eye）表現型を示した。 
 

図 6 
 
 
 
 
剛毛の表現型 
Control（A）および CONV-P群（B, C）の背
中。Control では剛毛が左右同数並んでいる。 
CONV-P 群の一部では剛毛が欠ける表現型を
示した（矢印）。 
 

図 7 
 
脚の表現型  
Control（A）および CONV-P群（B, C）の雄
前脚。Controlの雄は前脚の先端部（Tarsus） 
に５つの分節を有している（黒丸）。基部側の
分節には交尾器である性櫛（Sex comb； SC）
が見られる。CONV-P 群では分節の数が減少
しているもの（B）や一部が肥大化している 
（C）表現型を示した（矢印）。 
 

図 8 
 
まとめ 
 本研究において、明らかな FLASH 効果（正常組織防護効果）は確認できなかったが、照射条件
の確認が出来たこと、また遺伝子発現の変動パターンが線量率により異なる可能性が示唆され
たことは重要であり、本研究の成果を今後の研究に活かしていきたい。 
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