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研究成果の概要（和文）：電子常磁性共鳴（EPR）スピントラッピング法で、放射線によって生成するヒドロキシルラ
ジカルの生成密度を解析することに成功した。EPRスピンプローブ法でスーパーオキシドのおよその発生量を予測でき
た。EPRスピンプローブ法で比較的簡便に過酸化水素を定量できるようにした。その結果、高LET放射線の生じるヒドロ
キシルラジカルは生成密度が高すぎて制御不可能であるが、その他の活性酸素種は抗酸化剤で制御可能という予測を得
た。
マウスの大腿部にＸ線あるいは炭素線を照射して生じる筋の線維化に対してTEMPOLが有効に抑制するか否かを検討した
。予想に反し、重粒子線による線維化にも抑制効果が見られた。

研究成果の概要（英文）：Density of radiation induced hydroxyl radical could be measured by electron parama
gnetic resonance (EPR) spin trapping method. Superoxide could be measured by EPR spin probing method. Hydr
ogen peroxide could also be measured by EPR spin probing method. Results from those measurements gave a pr
ediction that the very dense hydroxyl radical generation by high LET radiation can not be regulated by bio
logically available antioxidants concentration. Other reactive oxygen species including low density hydrox
yl radical could possibly be regulated or partly regulated using antioxidants.
Inhibitory effect of TEMPOL to the radiation induced fibrosis caused by carbon-ion beam on mouse leg muscl
e was tested. Administration of TEMPOL dose affect to the fibrosis contrary to expectations.
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1. 研究開発当初の背景 

放射線医学総合研究所の医療用大型加速

器（HIMAC: Heavy-Ion Medical Accelerator in 

Chiba）における重粒子（炭素）線癌治療が

1994 年 6 月に開始されてから既に 16 年が経

過した。これまでの登録患者数は、2010 年 7

月の統計で 5497 人に達している。1997 年 3

月に重粒子医科学センター病院が開設されて

本格的な臨床試験が始まり、これまでに数多

くの重要な知見が蓄積されてきた。2003 年 10

月には、重粒子線癌治療は高度先進医療とし

て厚生労働省の承認を受けた。重粒子線癌治

療の普及をめざし、HIMAC での研究成果を基

礎として開発された普及小型化装置が群馬大

学に建設され、2010 年 3月から実際に治療が

開始された。最近では高度先端医療費の自己

負担分を考慮した保険商品も売り出され、そ

の例として重粒子線癌治療がしばしば引き合

いに出されており、重粒子線癌治療が一般に

も広く認知され始めてきた。このような背景

に基づき、重粒子線癌治療は、これまで以上

の治療効果と患者の QOL の向上が求められ始

めている。 

我々はこれまで、放射線癌治療に広く用い

られてきたＸ線やγ線に比べて重粒子線がな

ぜ有効なのかを生物学的に解明するとともに、

更に有効な重粒子線癌治療の方法の開発を進

めてきた。そのための手段として、癌治療の

効果を増強する放射線増感剤や、正常細胞へ

の障害を減らす放射線防御剤の開発を行って

きたが、その中で、放射線により生じる活性

酸素の生成を制御することがその鍵と考えて

研究を進めてきた。 

水に放射線を照射すると、水分子が電離あ

るいは励起されて活性な化学種が生じ、更に

次の段階ではそれら同士が反応して水和電子

や水素イオンやヒドロキシルラジカル（•OH）

などが生じる。これらの活性な化学種と水中

に溶けている酸素との反応によってスーパー

オキサイド（•O2
-）や過酸化水素（H2O2）など

が生じる。Ｘ線やγ線の作用は、約 70%がこ

れらの活性酸素を介する間接作用であると考

えられており、実際にＸ線やγ線は試料中の

酸素濃度がその効果に大きく影響し、酸素濃

度が高いとその細胞致死効果も大きくなるが、

逆に酸素濃度が低いとＸ線やγ線の効果は小

さくなる。重粒子線の作用は、Ｘ線やγ線に

比べて酸素効果が少ないと考えられており、

重粒子線によるフリーラジカル種および活性

酸素の生成はこれまであまり問題視されてこ

なかった。しかし将来的な重粒子線癌治療の

高度化を考えた場合には、重粒子線が生じる

フリーラジカル種や活性酸素種を無視するこ

とは出来なくなる。 

患者の苦痛を減らしQOLを向上させるには、

分割照射回数を減らし治療期間を短縮するこ

とが先ず考えられる。しかし分割回数を減ら

すためには一回の照射線量を大きくする必要

が生じる。照射線量が大きくなれば良好な局

所制御率が期待できるが、同時にフリーラジ

カル種や活性酸素種の生成量も増加し、病変

組織周囲の正常な組織に対する有害な作用を

考慮してこれを制御する必要が生じる。その

ためには、重粒子線によって生じる各フリー

ラジカル種および活性酸素種の生成量を知っ

ておく必要があるが、その生成量を定量的に

測定した例はこれまで無かった。また重粒子

線の場合にはその LET と線量が試料内部で急

激に変化し、その分布が特徴的であるため、

各フリーラジカル種および活性酸素の生成量

もこれに付随して変化するものと予想される

ため、擬似生体試料を使ってそれぞれの生成



の分布を把握しておくことも重要であると言

える。 

これまで、ニトロキシルラジカルを酸化還

元プローブあるいは酸化還元感受性造影剤と

して用い、これを電子常磁性共鳴（EPR）法で

検出することによって、重粒子線を照射した

ゼラチン試料内で生じるフリーラジカル反応

の検出を行い、また核磁気共鳴イメージング

（MRI）法と組み合わせる事によってその分布

の解析も行ってきた。しかし、個々のフリー

ラジカル種および活性酸素種を定量的に測定

するには至っていなかった。 

 

2. 研究の目的 

活性酸素種と呼ばれる分子種のうち、放射

線の効果を考える上で重要なのは•OH、•O2
-、

H2O2 の 3 種と言える。即ち、•OH、•O2
-、H2O2

の 3 種を定量的に捉えることが出来れば、放

射線による正常な組織に対する有害な作用を

積極的に制御することが可能になると考えら

れる。そこで本研究においては、先ず、この

3 種の活性酸素種の生成量を定量的に測定す

ることを試みる。少なくともそれらの生成の

割合を明らかにし、擬似生体試料内でのそれ

ぞれの生成の分布を把握する。重粒子線の場

合は、軌跡周辺にのみ非常に高密度に電離が

起こると予想されているので、分布を解析す

るに当っては、個体レベルのマクロな環境、

細胞あるいは分子レベルのミクロな環境を区

別して検討すべきである。そこで本研究では

先ず、濃度の異なるスピンプローブ剤（酸化

還元分子プローブ）またスピントラップ剤を

使って、個々のフリーラジカル種および活性

酸素種の生成量を定量的に捉え、分子レベル

での生成の様子を解析した。得られた情報に

基づいて、重粒子線における活性酸素生成の

制御が可能か否かを評価。得られた知見に基

づいて、実際に生体影響を制御するために使

用する抗酸化剤あるいは抗酸化酵素の選択と

その濃度の選定を行った。 

重粒子線で生じる活性酸素種を制御する

に当って、重粒子線の癌細胞への殺傷効果を

損なってはならない。重粒子線の細胞致死効

果は主に直接作用によるところが大きいと考

えられ、活性酸素種を介する間接効果は少な

いと予想しているが、動物実験により実際に

このことを確かめておく必要がある。そこで

本研究では、マウス大腿部に放射線を照射し

たときに生じる筋組織の線維化によって足の

長さが短縮することを利用して、Ｘ線および

LET の異なる炭素線の生物影響を物理的な測

定で数値化にしたうえで、これに対する抗酸

化剤の影響を評価した。 

 

3. 研究の方法 

(1) •OH の定量 

150 mM の燐酸バッファー（pH7、0.05 mM

の DTPA を含む）にスピントラップ剤である

5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide (DMPO)

を様々な濃度 (0.5〜1685 mM) で加え反応溶

液とした。これにＸ線あるいは炭素線を 32 Gy

照射し、照射終了後直ちに X-band EPR で反応

溶液を測定し、反応溶液中に生じた DMPO のヒ

ドロキシルラジカルアダクト（DMPO-OH）の

EPR 信号の 10 分間の経時変化を追った。照射

後の DMPO-OH の減衰曲線を照射終了時（t = 0）

に外挿して、照射終了時点での DMPO-OH 濃度

を求めた。更に照射後の DMPO-OH の減衰速度

k を求め、照射中も k によって減衰が起こる

と仮定し、この減衰量を加味して DMPO-OH の

生成量を補正して正味の DMPO-OH 生成量をシ

ミュレーションにより求めた。正味のDMPO-OH



生成量を反応溶液に元々加えてあった DMPO

密度（ある濃度の DMPO の 1分子が占める体積

を正立法体と考えた時の 1 辺の長さの逆数）

に対してプロットし、DMPO-OH の生成量が飽

和に達する時の DMPO の濃度を求めた。 

 

(2) •O2
-の定量 

150 mM の燐酸バッファー（pH7、0.05 mM

の DTPA を含む）に 0.1 mM の TEMPOL と 1 mM

の GSH を加えたものを反応溶液とした。反応

溶液は氷中に保存し、照射中も可能な限り冷

却するよう試みつつ、これにＸ線または炭素

線を照射した。反応溶液は照射後直ちに氷中

に戻し、続いて X-band EPR で測定した。反応

溶液中の TEMPOL の減衰量を求め、これに基づ

いて•O2
-生成量を評価した。 

 

(3) H2O2の定量 

150 mM の燐酸バッファー（pH7、0.05 mM

の DTPA を含む）に 0.1 mM の TEMPOL を加えた

物を反応溶液とした。これにＸ線を照射し、

照射後直ちに反応溶液をX-band EPRで想定し

た。Ｘ線照射時に生じる H2O2依存的な TEMPOL

の還元反応の量と、従来法（H2O2 とフェノー

ルと4-アミノアンチピリンがペルオキシダー

ゼの働きで505 nmに吸収極大を持つ化合物を

生成する反応を利用して測定する方法）によ

って測定された H2O2量との間の相関性を予め

求めておき、この関係に基づいて、0.1 mM 

TEMPOL 水溶液に炭素線を照射したときの

TEMPOL 量の減衰から H2O2量を評価した。 

 

(4) Ｘ線の照射 

試料および動物へのＸ線照射は、PANTAK 

320S（島津製作所）で行った。照射条件は、

管電圧が 200 kV、管電流が 20 mA、プレフィ

ルターは 0.5 mm 厚の Cu 板と 0.5 mm 厚の Al

板、Ｘ線管と試料の距離は 300 mm で行った。

この時の実行エネルギーは 80 keV、線量率は

3.3 Gy/min であった。 

 

(5)炭素線用ゼラチン試料の調整 

炭素線照射用の試料は、150 mM の燐酸バッ

ファー（pH7、0.05 mM の DTPA を含む）を約

80℃に加温し、3.5%W/V のゼラチンを加えて

溶かした後、室温まで冷却する。これに適宜、

ニトロキシルラジカルまたスピントラップ剤

などを加えて溶かし、加工した細胞培養フラ

スコに分注し、冷蔵庫（約 2℃）で 2～3時間

固めた。 

 

(6) 炭素線が生成する活性酸素種の定量 

酸化還元プローブあるいはスピンラベル

剤等を含むゼラチン試料に、放医研の HIMAC

で 290 MeV/nの炭素線モノビームを照射した。

ゼラチン試料表面における線量は 32 Gy で一

定とし、表面における LET を 20 ～180 keV/um

の間で変えながら実験を繰り返した。照射後

は直ちに試料表面のゼラチンをキャピラリー

に採り、X-band EPR で測定した。得られたデ

ータを基に重粒子線が生成する活性酸素の量

と分布を定量的に解析した。 

 

(7) 放射線の生物影響に対する抗酸化剤の抑

制効果の評価 

マウスを麻酔して専用の照射用の板に紙

製粘着テープで固定し、左後肢大腿部以外に

遮蔽を施した後、左後肢大腿部（正常筋肉組

織）にＸ線または炭素線を 32 Gy 照射した。

その後毎週、左右の足の長さをそれぞれノギ

スを用いて測定した。筋肉の線維化に伴う足

の長さの短縮に基づいて放射線の生物影響を



数値化した。照射していない右足をコントロ

ールとして比較を行った。更に抗酸化剤を予

め投与したマウスに対して同様の照射を行い、

線維化に対して抗酸化剤の効果が得られるか

否かを調べた。 

 

4. 研究成果 

一定の濃度の DMPO を含む反応溶液にＸ線

を照射すると照射線量に応じて DMPO-OH の生

成量が増加した。また一定の照射線量のＸ線

を濃度の異なる DMPO 溶液に照射すると、ある

程度までは直線的な DMPO-OH の増加が見られ

るが、ある濃度から DMPO-OH の生成量の増加

が飽和してプラトーを形成した。•OH のディ

テクターである DMPO を増やしていった時に、

DMPO-OH の生成量に飽和が見られたディテク

ターの密度が•OH の生成密度と考えられる。

飽和の見られた DMPO濃度は 3.3 mM であった。

更に DMPO 濃度を濃くしていくと、DMPO 濃度

が 600 mM を超えたあたりで再び DMPO-OH 濃度

と DMPO 密度の間に原点を通る直線的な関係

が見られ、本実験で用いた最高濃度の 1.7 M

より更に直線関係が続くように見えた。これ

らのことから、3.3 mM程度の薄い•OH生成と、

1.7 Mを超える非常に密な•OH生成が予想され

た。3.3 mM の DMPO の 1 分子が占める体積を

正立方体と考えると、その一辺の長さは約 8 

nm でるので、3.3 mM の DMPO の各分子間の距

離は約 8 nm 程度と考えられる。同様に計算す

ると1.7 Mの場合は分子間距離は1 nmとなる。

X 線、そこから発生する二次電子、更にδ線

の発生が考えられ、その軌跡上で 8 nm くらい

の間隔で•OH が生成しており、δ線の発生す

る辺りで密な•OH が生成が在るのではないか

と考えられた。 

重粒子線の場合にも 8 nm くらいの間隔で

生成することを示す成分と、1 nm かそれより

以下の間隔で生成していることを示す成分と

が見られた。しかし重粒子線の場合には、そ

の LET に応じてプラトーの DMPO-OH 濃度が変

化し、低 LET では高く、高 LET では低い事が

分かった。プラトーの DMPO-OH 濃度はＸ線の

場合が一番高く、LET が低くなるほど 3.3 mM

程度の「疎」な•OH 生成が増加することが示

唆された。 

最高濃度の1.7 Mの DMPOで生じるDMPO-OH

濃度はＸ線も炭素線にも違いが無く、一定の

線量で生じる•OH の総量はほぼ一定であると

考えられた。比較的大きなボリュームで見る

と•OH 生成は、1 μmol/L/Gy 程度だが、実際

には局所的に 3.3 mM 程度または 1.7 M より高

濃度で生じているものと考えられた。3.3 mM

の•OH であれば、抗酸化物質で完全に制御す

ることは困難であるが、一部を抑制すること

は可能と思われた。しかし「密」な•OH 生成

は、その濃度に匹敵する抗酸化剤を与えるこ

とが出来ないので、制御することは不可能と

考えられた。 

炭素線による•O2
-と H2O2の生成は、一定の

線量を与えた場合には LET が大きくなるほど

少なくなる傾向があった。しかし生体に炭素

線を照射することを考えた場合、線量および

LET は生体内で変化するので、これを加味す

ると、•O2
-でも H2O2でも表面からブラッグピー

ク付近まではほぼ均一な生成量が予想された。

ブラッグピーク付近で若干多くなると考えら

れるが、浅い部分の２倍程度と思われる。Ｘ

線および炭素線で予想された活性酸素種の生

成量を Table 1 にまとめた。 

•O2
-と H2O2の生成には溶存酸素が深くかか

わっており、そのため生体内では充分に少な

いと考えられ、また局所的に高濃度で生じて



いる可能性も低いので抗酸化剤等をもって制

御可能と思われる。

制御しきれない

これによって

上の傷の修復（還元）が必要になるだろう。

また反応性の違う

れば、単独の抗酸化物質による放射線防護は

難しく、むしろ

過酸化水素の消去剤、および還元剤の組み合

わせにより制御できる

た。 

最後に、

素線を照射して生じる筋の線維化に対して

TEMPOL

予想に反し、重粒子線による線維化にも抑制

効果が見られた。

応しやすいため、

よりもむしろ

性が予想された。
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