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研究成果の概要（和文）： 

高 LET 放射線のがん治療における特徴、高 LET 特有の損傷の生成及び酸素効果が小さいという
現象に対して、重イオン線トラック構造の観点からアプローチした。具体的には、トラック構
造の低LET成分であるペナンブラ領域を、OHラジカルから生成される8-hydroxydeoxyguanosine
（8-OHdG）の分布を指標として、マウス組織切片、培養細胞、DNA シートを対象として可視化
する方法を開発した。マウス組織では、脳、心臓での 8-OHdGが検出しやすく、さらに脳の小脳
プルキンエ細胞、大脳周辺部においてよりポジティブな反応が認められた。培養細胞において
は、2Gyの小線量でスポット状の粒子痕と思われるドットを観察することができた。また、DNA
シートについては、水不溶性のシート作成法をサーベイし、さらに均一な薄膜を作成する方法、
蛍光抗体法で 8-OHdG を検出するプロトコールを検討した。その結果、OH ラジカルを生成する
フェントン反応処理で有意な結果が得られ、・OH の分布を観察する試料として非常に有望であ
ることが確認できた。 
研究成果の概要（英文）： 
In order to visualize the distribution of a penumbra, a low LET region around ion tracks, 
we have developed the methods to image the distribution of 8-OHdG, a radiation product 
resulting from the reaction of OH radicals with guanine residue, using an 
immunofluorescence staining for 1) mouse brain tissue, 2) human A549 cells, and 3) DNA 
thin film. Positive stains were evident particularly in the peripheral region of the 
cerebrum and in Purkinje cells of the cerebellum in mice. The immunofluorescence staining 
of cell nuclei was detected at a dose as small as 5 Gy where we can distinguish each incoming 
particle. DNA film with an insoluble property to water was developed with special 
reference to the uniformity, and the treatment with Fenton reaction to generate OH 
radicals resulted in the successful staining of uniformly formed 8-OHdG.  
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１．研究開始当初の背景 
高 LET放射線によるがん治療、特に重粒子

線を用いた好成績 1)が報告されている。その
理由として、 
(1) 荷電粒子線特有の局所的線量分布 
(2) X 線と比べて生成される損傷のメカニズ

ムの違い 
(3) 酸素効果がないこと 
があげられる。(1)の線量分布については物
理的測定によって明らかにされているが、
(2)、(3)については、生物学的な手段で現象
は示されているものの、そのメカニズムにつ
いては現在精力的に研究が行われていると
ころである。それが明らかにされることによ
って、高 LET 放射線の治療への効果的な活用
をさらに発展させることができると考える。 
本研究では、(2)、(3)についても物理的ア

プローチ、すなわち粒子のトラック構造と密
接に関連しているという立場からの提案を
行う。荷電粒子のトラック構造は、サイズに
ついては異論もあるが、一般にコアとよばれ
る中心部の高電離密度領域と、ペナンブラと
よばれる高速二次電子線によってつくられ
る周辺の低 LET 領域からなるとされる。コア
とペナンブラのサイズは粒子種や LETに依存
する。一般に高 LET 放射線の生物作用は直接
作用が主であると考えられているが、粒子線
特有の生物作用はこれら領域からの寄与の
和として把握される必要があると考える。 
我々はこれまでに高 LET放射線においても

ラジカルが関与する間接作用が重要である
ことを示してきた。例えば、LET が高くなる
と間接作用は確かに減少するが、400keV/µm
以上の高 LET 領域においても致死の 50%以上
は間接作用が寄与している 2)。また、OH ラジ
カルによって生成されるグアニン酸化物
8-hydroxydeoxyguanosine(8-OHdG と略記)も
高 LET領域において生成されることが確認さ
れた 3)。この原因は低 LET のペナンブラの寄
与も無視できないことを示唆している。実際
にペナンブラの広がりを求めた計算による
と、炭素とシリコンでは 10 倍程度シリコン
の方が大きいという報告もある 4)。しかし、
実験的にこれを確認した報告はない。 
次いで、(3)の酸素効果がなくなるという

現象についても、トラック構造からの視点は
有効である。国内外において酸素効果の LET
依存性の報告は多数あるが、その機構につい
ての研究は、海外の研究グループによるモデ
ルの提案があるのみである。有力なモデルの
一つとして、Oxygen in the track model が
あげられる 5, 6)。トラックに沿って高密度に
ラジカルが生成されるためラジカル間結合
から低酸素状態でも酸素が生成されるとい
うスキームである。以下のような反応式が提
案されている 5)。 

OH・ + H2O2 → O2
- + H+ +H2O 

OH・ + O2
- → OH- + O2 

トラックに沿って本当に酸素が生成される
のか、これまでは酸素生成の G値が LETとと
もに上昇することは報告されているが、酸素
の分布を実験的に明らかにした研究はない。 
（参考文献） 
1) H. Tsujii et al., J. Radiat. Res., 48 
(Suppl.), A15 (2007). 
2) A. Ito et al., Radiat. Res., 165, 
703-712 (2006). 
3) R. Hirayama et al., Radiat. Phys. Chem., 
78, 1207 (2009). 
4) A. Chatterjee and H.J. Schaefer, Radiat 
Environm. Biophys., 13, 215-227 (1976). 
5) K.F. Baverstock and W.G. Burns, Radiat. 
Res., 86, 20 (1981). 
6) J. Meesungnoen and J.-P. Jay-Gerin, 
Radiat. Res., 171, 379 (2009). 
 
２．研究の目的 
本研究では、生成過程に OH ラジカルと酸

素が関与するグアニン酸化損傷である
8-OHdGを、低 LET領域及び酸素生成領域のプ
ローブとして利用できる可能性を検討する。
すなわち、8-OHdG 抗体の免疫組織化学（免疫
染色法）を利用してそれら領域の分布を明ら
かにすることによって、研究背景に述べた
(2)、(3)の問題にトラック構造と関連させて
アプローチすることを目的とした。 
 

３．研究の方法 
Chatterjee and Schaefer（上記参考文献 4）

によると、ペナンブラサイズは、10-100ミク
ロンにも及ぶとされており、免疫染色法にお
いて用いる光学顕微鏡の分解能で観察可能
と判断した。 
8-OHdGを検出する対象として、マウス臓器

切片、動物培養細胞、DNAシートの 3種類を
検討した。それぞれの特徴を以下に挙げる。 
(1) 動物組織：マウスを用いる。8-OHdG 組織

免疫染色に関する報告がこれまで数多く
見られることから、最も確実に結果が得
られる見込みが高い。一方、問題点とし
て、培養細胞のように均一の細胞系でな
いので、染色のされ方に不均一性がある
ことが危惧されること、どの臓器が観察
に適しているのかをサーベイしなければ
ならないことである。しかし、これは特
徴ともなり得る。すなわち、もし 8-OHdG
生成の臓器特異性があれば、その知見が
得られるからである。 

(2) 動物培養細胞：利点として、均一な核領
域がはっきりしていること、我々がこれ
までの HPLC による 8-OHdGの定量的分析
に使用してきた経緯から、照射条件も含



めて結果の比較が可能なこと、防護剤等
細胞に対する処理が容易なこと、などが
あげられる。問題点として、非常に成功
例が少ないことが挙げられる。これまで
に培養細胞に対して行われた数少ない研
究例においては、いずれも細胞核周辺の
細胞質が主に染色され、一例を除いて核
内での染色はわずかであった。8-OHdGは
グアニンの酸化物であるから核内が主に
染色されないのは実験条件が最適化され
ていないことを意味する。我々も本研究
以前からこの問題に取り組んできたが、
抗体の選択、固定方法、細胞膜透過及び
細胞核透過処理など、大変難しい実験で
あることが判明した。ようやく細胞質に
対して細胞核がより濃染される条件を求
めることができたが、いまだ再現性に乏
しい。これをさらに確実なものにするこ
とを目標とした。 

(3) DNAシート：細胞、組織ともに DNA は核
あるいはミトコンドリアに局在するので、
離散的に存在している。8-OHdGの分布を
求めるには DNA の均一な試料が望ましい。
本研究では、全くの新規の試みとして、
水溶液中で不溶性の DNA薄膜の作成法の
開発とその免疫染色法への適用可能性を
検討した。 

なお、以上の免疫染色法の条件検討には、
ポジティブコントロールとして OHラジカル
を化学的に生成させる過酸化水素と金属イ
オンのフェントン反応（5mM H2O2+0.1mM CuSO4）
を用いた。 
このように分子から細胞、組織レベルに至

る幅広い試料の特徴を生かして高 LET放射線
の作用におけるラジカルの関与を可視化す
ることを目指した。 
照射は、（独）放射線医学総合研究所重粒

子がん治療装置（HIMAC）を用いて、炭素、
シリコン、ネオン、鉄の各イオン照射を行っ
た。LETの範囲は、13-440 keV/µm であった。 
 
４．研究成果 
(1) 動物組織： 
まず、マウス組織を網羅的にサーベイし、

8-OHdG の臓器による生成量の違い、8-OHdG
観察に適した臓器の選択を行った。対象臓器
は、脳、眼球、心臓、胃、十二指腸、肝臓、
腎臓、精巣とした。マウスは麻酔下で照射後、
8-OHdG の染色スポットを血管から区別して
観察しやすくするため灌流を行った後、各臓
器を摘出し、パラホルムアルデヒドで固定し、
切片を作成した。すべての臓器において、照
射後有意な 8-OHdG の増加が確認されたが、
8-OHdG 抗体染色細胞が同定しやすい臓器と
して、脳、心臓、眼球（角膜）が挙げられた。
いずれの臓器でも細胞質と比べて核がコン
トラスト高く染色され、培養細胞に比べて免

疫染色法を適用しやすい印象であった。シリ
コンとネオン照射の脳組織試料において、定
量化のために 8-OHdG 抗体染色が見られた細
胞を顕微鏡下でカウントした。線量に依存し
て 8-OHdG スポットが増加すること、ネオン
よりシリコンでの 8-OHdG 生成が多いことが
判明した（図 1）。この結果は、シリコンの方
が低 LET 領域が広くそのため 8-OHdG 生成量
が多いと解釈される。 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

0 10 20 30 40 50 60

Dose (Gy)

8-
O

H
dG

 s
po

ts
 (r

el
at

iv
e)

Si  55keV/micron

Ne  31keV/micron

 

図 1．マウス脳における 8-OHdG生成の線量依
存性。Si及び Ne 照射後 8-OHdGの濃染細胞数
を計測した。 
 
ついで、8-OHdGが生成（検出）しやすい脳

組織の部位についてより詳細な検討を行っ
た。その結果、小脳皮質と大脳周辺領域でよ
りポジティブな反応が認められた。小脳皮質
では、プルキンエ細胞が顕著に染色され、線
量依存性も確認された。細胞が大型であるこ
ともあり、高倍率での観察に最適な部位と考
えられた。図 2 に小脳皮質での Si イオン照
射の結果を示す。照射試料で 8-OHdG 領域が
濃く染色されている。今後はさらに高倍率で
の内部構造観察と、さらに細胞以外の部分の
バックグラウンド低減が課題である。 
 

 

図 2．Si イオン照射小脳皮質の 8-OHdG 免疫
染色像。矢印はプルキンエ細胞。線量：10Gy；
LET：55 keV/µm 
 
(2) 動物培養細胞： 

ヒト肺がん由来 A549 細胞を用いた。これ
までの我々の 8-OHdG 蛍光抗体を用いた研究



により、5Gy まで検出することができていた
が、本研究では、蛍光標識二次抗体を変更し、
検出感度の向上を試みた。その結果、図 3の
ように Si イオン 2Gy 照射後、細胞核内に蛍
光強度の高いドットが観察され、粒子痕が示
唆された。再現性については、かなり改善さ
れたものの、観察視野に核より細胞質がより
染色された細胞も見られ、細胞の状態によっ
て染色のされ方が違う可能性が考えられた。
固定条件をさらに工夫して、どのような状態
の細胞でも核が濃染される条件を見いだす
ことが課題である。 
(a)                  (b) 

 

図 3．Siイオン照射 A549細胞における 8-OHdG
生成。(a)非照射、(b)2Gy照射；LET：80 keV/µm。
核を 44個のイオンが通過したと推定される。 
 
(3) DNAシート： 
水不溶性の DNA シート作成のために、初年

度は、DNA のサザンブロッティングにヒント
を得て、仔牛胸腺 DNA溶液をブロッティング
膜に滴下し、UVクロスリンカーによって膜に
固定させた。この試料を重粒子線照射後、蛍
光抗体処理を行った。8-OHdG の生成は確認で
きたが、分布の同定までには至らなかった。
また DNA 膜の不均一性、強力な UV 照射によ
る 8-OHdG 生成の可能性などいくつかの克服
すべき問題点も明らかになった。 
 この方法と並行して、脂質と DNA の複合体
を有機溶媒に溶かし、テフロン板上にキャス
トすることによって、水に不溶性の DNAフィ
ルムを作成する方法の適用可能性を考えた。
この方法は東工大岡畑恵雄教授が開発した
もので 1)、岡畑研究室の協力を得て薄膜作成
法を習得し、8-OHdG 免疫染色が可能なプロト
コールを検討した。このフィルムは、DNA が
4nm の間隔で密に並んでおり、その間隔が
8-OHdGの生成領域より十分に小さいこと、水
中で保持することにより水由来の OH ラジカ
ルの作用を検出できることなど、本研究への
適用において利点を有している。 
 まずカバーグラス上に均一な薄膜を作成
する方法を岡畑研究室での方法を参考に試
行錯誤した。こうして作成した薄膜に対し、
フェントン反応処理を施したところ、未処理
試料に比べて、顕著な 8-OHdG 蛍光は観察さ
れなかった。これは膜表面に DNAが露出して
いる割合と膜内への水溶液の浸透度が問題
と考えられた。そこでフェントン反応処理前
にブアン固定を行ったところ、図 4のような

膜全面に有意な 8-OHdGの発光が観察できた。
これによって DNA 薄膜作成法と 8-OHdG 検出
法がほぼ確立したので、今後重粒子照射に適
用する予定である。 
(a)                   (b) 

 

図 4．DNA 薄膜における 8-OHdG 生成。(a)コ
ントロール；(b)フェントン反応処理 
 
1) 岡畑恵雄、川崎剛美、素材としての DNA、
特集「DNA、タンパク質の自己組織化」、
BIONICS, 2, 33 (2005). 
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