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研究成果の概要（和文）：高 LET 放射線の低線量被ばく影響を分子・細胞レベルで明らかにする

には、特定の細胞や細胞内小器官に対して局所的に放射線を照射し、照射後の損傷シグナル伝

達機構や損傷修復過程にかかわる生体分子の挙動を詳細に解析・評価する必要がある。そこで

我々は、顕微鏡下で視認しながら任意の標的細胞に対して He イオンを照射することが可能な新

たな照射装置の開発が必須であると考え、ミクロンサイズの Po‐210 微小線源を装着した卓上

型 He イオン顕微照射装置の開発を行った。本装置を実際に用いてヒト培養細胞に対する照射実

験を行い、照射後細胞のタイムラプス画像の連続撮像を行ったところ、DNA 損傷修復関連因子

の時空間的な挙動変化を観察することに成功した。この結果は本装置の有用性を十分に示すも

のであった。 

 
研究成果の概要（英文）：To analyze molecular mechanism of the radiation effects at the 

cellular scale, we have been developing micron size alpha source optimized for single 

cell-targeted irradiation experiments. Highly purified Po-210 was attached onto the tip of 

the platinum fine wire and this micro alpha source was manipulated in the vicinity of the 

targeted single cell. We have performed the single cell-focused irradiation by using the 

human cultured cells and succeeded in the time-lapse fluorescence imaging to observe 

DSBs-formation in response to alpha tracks. 
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１．研究開始当初の背景 

 α線(He2+イオン)のような高 LET 放射線に
よる内部被ばくは、重篤な影響を及ぼすこと
もあって、その影響を分子・細胞レベルで理

解することが求められている。しかしながら、
α線による DNA二本鎖切断や細胞死の過程を
細胞一個単位で観察することは非常に困難
であった。 
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 本研究課題開始以前、低 LET 放射線である
Ｘ線照射については、顕微鏡下でのマイクロ
Ｘ線照射系が既に構築されており、細胞単位
の生体影響解析が進められていた。一方、高
LET 放射線の照射影響解析分野では、加速器
によるイオンビームを細胞一個のスケール
まで矮小化することに成功しており、細胞単
位での照射実験が行われていた。しかしなが
ら加速器を利用する際には、高度な専門知識
と大型の照射施設を要するため、多くの粒子
線生体影響分野の研究者にとって敷居が高
いのが現状であった。 
 
２．研究の目的 

 我々は、加速器を要さず、より簡便に細胞
照射が行うことが可能な卓上型の He イオン
照射装置を全く新規に開発することを第一
の目標とした。次いで、この装置を実際に用
いて任意の標的細胞に対する照射実験を行
い、He イオン照射後の細胞内における分子レ
ベルでの照射影響を時空間的に観察するこ
とを第二の目的とした。 
 この卓上型照射装置の構築に際しては、汎
用性を考慮し、一般的な生化学系研究者に馴
染みのある装置や部品類を使用することを
要件とした。 
 本装置では、顕微鏡下で細胞に照準を定め
てα線を照射し、それと同時に照射細胞内の
影響解析を行う。そこで本装置の満たすべき
性能として、一個の He イオンを、標的とす
る一個のヒト培養細胞に対して局所照射で
きることを目標とした。また、He イオンの照
射直後から、照射によって生じた DNA 二本鎖
切断が修復される様子などをリアルタイム
で時空間的に観察することがでるよう、蛍光
観察系の構築も同時に進めることとした。 
 
３．研究の方法 

(1)高純度 Po-210 溶液の精製 
 α線放出核種である Po‐210 を、陰イオン
交換樹脂を充填したマイクロレジンカラム
を用いて Pb-210 溶液より分離生成した。   

 Pb-210 は、Bi-210 を介して Po-210 へと壊
変する。各核種の半減期は、Pb-210 が 22 年、
Bi-210 が 5 日、Po-210 が 138 日である。こ
のため、Pb-210 を保持していれば、ミルキン
グ操作により幾度も Po-210 を取り出すこと
が可能である。 

 Po‐210 は、α崩壊により約 5.3MeV および
約 4.5MeV のα線を放出し、安定核種 Pb-206
へと壊変する（図１）。5.3MeVα線と 4.5MeV
α線の放出比は 99.999：0.001 であり、4.5MeV
α線を放出した後は 803keV のγ線を放出し
て安定核種となる。したがって、Po-210 より
放出される放射線の殆どは 5.3MeVα線であ
る。 
 尚、Po-210 分離精製の際、崩壊時にわずか

に放出される 803keVγ線を指標とし、これを
Ge 半導体式検出器を用いて測定することで
精製度を検定した。 

     図１：Po-210 の壊変図式 

 
(2)Po-210 微小α線源の作成、および卓上型
He イオン顕微照射装置の構築 

 得られた高純度の Po‐210 を直径 5μm の
白金（Pt）芯線の先端部分に電着した。電着
後、微小線源からのイオン放出率を、α線エ
ネルギースペクトロメーターを用いて測定
した。 

 次いで、このミクロンサイズの Po-210α線
源をマイクロマニピュレーターに装着した。
細胞照射時は、この線源を顕微鏡下で視認し
ながら培養液中で照射対象に近接させ、微小
線源から放出される He イオン（5.3MeV）を
標的に対して照射した（図２）。 

 

図２：卓上型 He イオン顕微照射装置における He

イオン細胞照射イメージ 

 Po-210 微小α線源を顕微鏡下、液体培地中で細

胞等に近接させ照射を行った。 
 

(3)卓上型 Heイオン顕微照射装置を用いた細
胞照射実験、および照射後影響解析 
 卓上型 He イオン顕微照射装置下で、任意
の一個の接着型ヒト培養細胞（U2OS 株）に対
する He イオン照射実験を行った。標的細胞
として、DNA 二本鎖切断修復関連因子と蛍光
蛋白質との融合蛋白質が発現するよう形質
改変した細胞株を二種類用意した（MDC-1 と
DsRED2 との融合タンパク質を発現する細胞



株と、RPA-70 と GFP との融合タンパク質を発
現する細胞株）。MDC-1 と RPA-70 は、ともに
DNA 上の二本鎖切断部位に集積し、損傷箇所
の修復に関与する蛋白質である。これらにつ
いては、DNA 損傷個所に集積するまでに要す
る時間が各々異なることが知られている。 
 細胞照射実験を行う際には、細胞照射前に
固形粒子線検出樹脂 CR-39を用いて微小線源
から放出されるイオン数および照射野の範
囲を評価。この結果を元に照射時間を設定し、
標的細胞に対して１～数イオンの照射を行
うこととした。 
 照射後の細胞核内における DNA 二本鎖切断
修復関連因子の挙動変化の様子は、蛍光蛋白
質の集積（foci 形成）を連続撮影することで
追跡観察した。尚、観察系には高冷却 CCD カ
メラを装備した蛍光顕微鏡を用い、照射細胞
の蛍光像をタイムラプス撮影した。 
 
４．研究成果 
(1)高純度 Po-210 溶液の精製 
 Po-210 を、マイクロレジンカラムを用い
Pb-210 より分離生成した。図３A は分離前の
Pb-210 原液、図３B は分離後の Po-210 溶液
より放出されたγ線エネルギースペクトル
である。分離後は、Po-210 よりわずかに放出
される 803keVγ線のピークのみが見られ、極
めて高純度の Po-210 溶液が得られたことが
わかった。 
 

図３： カラム精製前後の溶液から放出されたγ線

エネルギースペクトル 

A 精製前の Pb-210 原液のγ線エネルギースペク

トル 

B カラム精製後の Po-210 画分のγ線エネルギー

スペクトル 矢印は Po-210 から放出される

803keVγ線のピーク 

 
(2)Po-210 微小α線源の作成 

 カラム精製により得られた高純度の Po‐
210 を直径 5μm の白金（Pt）芯線先端に電着
し、これより放出されるα線（He イオン）の
エネルギースペクトル、および単位時間あた
りに放出されるイオン数を真空中で測定し
た（図４）。5.3MeV 付近にのみピークを有す
るミクロンサイズの微小α線源が完成した。 
 

図４：Po-210 微小α線源 

A Po-210 微小α線源の顕微鏡写真 

 直径 5μm白金線の先端部分にのみ Po-210 を電

着した。  

B 真空中で微小線源から放出されたα線のエネ

ルギースペクトル 
  

(3) 卓上型 He イオン顕微照射装置を用いた
細胞照射実験、および照射後影響解析 
 マイクロマニピュレーターに装着した微
小α線源を、ヒト細胞の培養に用いる液体培
地中で CR-39 表面に接触させたところ、エッ
チング処理後に検出されたエッチピットは
全て線源を中心として直径 80μmの範囲内で
あった。これは、水中における Po-210α線飛
程の推定値と一致する。このことから、液体
培地中で微小α線源を用いて照射すれば細
胞スケールまで、照射範囲を狭められる可能
性がありことがわかったので、実際に接着型
のヒト培養細胞（U2OS 株）に対するイオン照
射実験を行った。 
 細胞照射実験の際には、微小線源と細胞上
面との距離を約 10μm とし、照射時間（線源
を細胞に近接させる時間）は He イオンが細
胞核あたり１～数個ヒットすると想定され
る時間とした。 
 照射後の標的細胞の細胞核内における
MDC1-DsRed2およびRPA70-GFPの foci形成過
程の様子を、タイムラプス画像を撮影するこ



とで継続観察したところ、MDC1-DsRed2 は照
射後数分後から foci が現れ始め、30 分後に
は明瞭な foci 形成が確認された（図５）。一
方、RPA70-GFP では、foci 形成開始に 30 分
から 1時間を要したが、一旦形成された foci
はほぼ同じ形状と大きさのまま数時間にわ
たって維持されていた（図６）。 
 

図５：MDC1-DsRed2 細胞株における照射後のタ

イムラプス画像 

（A）照射前の細胞核の蛍光像 （B）照射終了か

ら１分経過した細胞核の蛍光像 以下（C）1.5（D）

3（E）5（F）10（G）20（H）30（I）60（J）120 

分経過後の細胞核の蛍光像 （J）右下の白線は、

10μm 

 照射 3 分後（D）か見られる foci の凝集は、照

射 30 分後後（H）に明確な foci となった。 

 

図６：RPA70-GFP 細胞株における照射後のタイ

ムラプス画像  

（A, B）位相差像（C-J）タイムラプス蛍光像 

（A） 照射前の細胞核 （B） 照射中の細胞核 白

矢印は微小線源の先端部の位置を示している。 

（C ）照射直後の細胞核の蛍光像 （D）照射終

了から 30 分経過した細胞核の蛍光像 以下（E）

60（F）90（G）120（H）150（I）180（J）210 分

経過後の細胞核の蛍光像 （J）右下の白線は 10

μm 

 照射 30 分後（D）に、照射直後（C）では見ら

れなかった新しい foci の出現が観察された。 

 
これらの結果は、これまでに加速器等で行

われてきたイオンビーム照射の結果と良く
一致しており、開発した本装置が一細胞照射
および照射後影響観察に十分な性能を有す
ることを示すものである。 

 この様な、微小な RI 線源を用いて任意の
一細胞照射に対してイオン照射を行うこと
が可能であることを示したのは、本成果が国
内外発の事例である。 
 
 本装置は、高純度のα線源さえ用意するこ
とができれば、比較的安価に構築することが
でき、またシステム構成に用いた装置類は生
化学系研究者にとって馴染みの深いものば
かりである。これらはシングルイオン卓上顕
微照射装置の大きな長所である。 
 汎用小型であることや、細胞装置のハンド
リングが簡便であるという点は、迅速に照射
実験を繰り返す必要がある細胞照射実験を
行う上で加速器よりも十分に優れていると
言える。 
 一方で、本装置の現時点における限界とし
ては RI を線源としている都合上、照射イオ
ン数の調節と照射方向の厳密な制御（コリメ
ーション）が困難であることがあげられる。
これらの問題点については、今後照射系やイ
オン検出系の改良あるいは新規開発を行う
ことで克服可能であると考えている。本装置
をさらに改善して行く際の今後の課題であ
る。 
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