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研究成果の概要（和文）：細胞致死におけるLET-RBE（生物学的効果比）関係とLET-OER（酸素増感比）関係を求めると
、CHO細胞とHR関連遺伝子変異株である51D1細胞では照射時の酸素の有無にかかわらず、LET値が200keV/um付近で最大
のRBE値を示した。しかし、NHEJ関連遺伝子変異株であるxrs6細胞では、RBE値のピークは観察されなかった。一方、OE
RのLET依存性は低LET領域においては、51D1細胞が他の細胞株に比べて小さいOER値を示した。細胞致死に対する間接作
用の寄与を調べると、CHO細胞と51D1細胞は放射線感受性が大きく異なるものの、間接作用の寄与率は全てのLET領域で
ほぼ同程度であった。

研究成果の概要（英文）：We estimated the effects of indirect and direct actions on cell killing using dime
thylsulfoxide (DMSO).  CHO, xrs6 and 51D1 cell lines under oxic and hypoxic conditions were exposed to sev
eral intensities of high-LET radiation (13 to 200 keV/micrometer) in the presence or absence of DMSO and c
ell survival was determined using a colony formation assay.  Under both oxic and hypoxic conditions, the c
ontribution of direct action to cell killing increased with increasing LET.  In all cell lines, the RBEs d
etermined at a survival level of 10% increased with LET, and the OERs decreased with LET.  When the RBE an
d OER were estimated separately for direct action (RBE-D and OER-D) and indirect action (RBE-I and OER-I);
 the RBE-D was larger than RBE-I and the OER-D was smaller than OER-I.  Thus the direct action of heavy-io
ns yielded a remarkably larger RBE and smaller OER for cell killing than the indirect action.
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1．研究開始当初の背景 

放射線治療にとって腫瘍細胞に対する生

物効果の増感や低酸素による放射線抵抗性の

克服は重要な問題である。粒子放射線では光

子放射線に比べ、大きい RBE（ relative 

biological effectiveness：生物学的効果比）値

や小さい OER（oxygen enhancement ratio：

酸素増感比）値を示すため、粒子放射線と生

物の相互作用は明らかに光子放射線とは異な

ることがわかる。申請者は放射線のエネルギ

ーが直接 DNA に付与する作用（直接作用）

が、生体内に存在する水の分解生成物である

OH ラジカルを介して DNA が損傷を受ける

作用（間接作用）よりも高い細胞致死効果を

生じることを大気環境下での実験で明らかに

した（Hirayama et al, Radiat. Res. 2009）。

さらに重粒子線のような高 LET（ linear 

energy transfer：線エネルギー付与）放射線

では OHラジカルが飛跡に沿って密に生成さ

れるためラジカル同士の反応により、酸素が

形成され低酸素による放射線抵抗性が消失す

ることも明らかにした（Hirayama et al, 

Radiat. Phys. Chem. 2009）。 

このように重粒子線特異的な大 RBE や

小 OER の機構を OH ラジカルを指標とした

放射線化学的プロセスの観点から検証を行っ

てきたが、放射線生物学的なプロセスにはま

だいくつかの未解明な点があり、放射線生物

作用機構を物理学的、化学的、生化学的、生

物学的過程にもとづいて理解することが、重

粒子線特異的な生物応答を解明することにつ

ながると考えた。 

 

2．研究の目的 

これまでの研究成果をもとに、本研究は

重粒子線特異的な生物応答のまだ解明されて

いない基礎的研究を完成し、重粒子線を利用

した粒子線治療の高度化へ展開するための基

盤研究を行うために、以下のことを目的とし

た。 

 

（1）哺乳動物細胞のNHEJ（non-homologous 

end joining：非相同末端再結合）および HR

（homologous recombination：相同組換え）

関連遺伝子変異株と野生株を用いて、重粒子

線の細胞生存率を大気下ならびに低酸素下で

求め、DNA損傷修復機構ならびに放射線感受

性の関係性を明らかにする。 

 

（2）RBEおよびOERの LET依存性をDNA

損傷修復機構別に解析し、重粒子線特異的な

生物応答と DNA 損傷修復機構の関連性を明

らかにする。 

 

（3）OHラジカル捕捉剤を用いて、放射線誘

発 OHラジカルの細胞致死への寄与を求め、

NHEJおよびHR関連遺伝子変異株と野生株

の細胞致死機序に対する放射線作用を明らか

にする。 

 

（4）RBEおよび OERの LET依存性を放射

線の直接作用ならびに間接作用別に解析し、

重粒子線特異的な生物応答と放射線作用の関

連性を明らかにする。 

 

3．研究の方法 

（1）重粒子線がもたらす大 RBEならびに小

OERの機構解明 

これまで国内外の 2 研究グループから

NHEJ関連遺伝子変異株による重粒子線の生

物効果が報告されているが（Weyrather et al. 

Int. J. Radiat. Biol. 1999, Okayasu et al. 



Radiat. Res. 2006

おける重粒子線の生物効果は明らかにされて

いない。

うな実験を行った。

 

①大気下での重粒子線による細胞致死効果の

解析 

野生型細胞であるチャイニーズハムスタ

ー卵巣組織由来の

連遺伝子変異株である

関連遺伝子変異株である

ことで、

る重粒子線に対する細胞応答を調べた。各々

の細胞の感受性はコロニー形成法を用いて細

胞生存率の値を出し、直線

（LQ

である

量）線量

違いがもたらす放射線感受性を明らかに

重粒子線は

子線がん治療装置（

C, Si, Ar

さらに軽粒子である陽子線照射も所属機関に

あるサイクロトン（

 

②低酸素下での重粒子線による細胞致死効果

の解析

低酸素下での照射実

した低酸素置換装置ならびに照射容器を用い

て行った

（0.035%

（Hirayama et al, Radiat. Phys. Chem. 

2009

調査済みである。

大気下での実験と同様にコロニー形成法

により

Radiat. Res. 2006

おける重粒子線の生物効果は明らかにされて

いない。これを明らかにするために、次のよ

うな実験を行った。

大気下での重粒子線による細胞致死効果の
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連遺伝子変異株である

関連遺伝子変異株である

ことで、DNA二本鎖切断修復機構の違いによ

る重粒子線に対する細胞応答を調べた。各々

の細胞の感受性はコロニー形成法を用いて細

胞生存率の値を出し、直線

LQモデル）でフィットさせ、パラメーター

である α、β値から
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低酸素下での重粒子線による細胞致死効果

の解析 

低酸素下での照射実

した低酸素置換装置ならびに照射容器を用い

て行った（図 1）。酸素濃度が

0.035%）以下
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る直接作用と間接作用の役割を明らかにする

ために、次の実験を行った。 

 

①間接作用の推定 

D10線量を照射し、DMSO濃度依存的（0

～1 M）に変化する細胞保護率（DP）の割合

を求めた。さらに DMSO濃度を無限大へ外挿

し、その時の最大 DP を求めることで細胞致

死に寄与する OHラジカル由来の間接作用を

推定した。この手法を用いて大気下ならびに

低酸素下での CHO細胞、xrs6細胞ならびに

51D1 細胞の放射線細胞致死機序における間

接作用の寄与を明らかにした。 

 

②RBEならびに OERの放射線作用別解析 

細胞致死を直接作用と間接作用由来に分

け、生存率曲線から RBEならびに OERを再

計算した。放射線作用別の LET-RBE ならび

に LET-OER 関係から重粒子線の生物効果と

酸素効果に放射線作用がどのように関与して

いるかを放射線化学的プロセスの観点から明

らかにした。 

 

4．研究成果 

（1）細胞生存率曲線 

CHO 細胞に比べ、NHEJ 関連遺伝子変

異株の xrs6 細胞と HR 関連遺伝子変異株の

51D1 細胞は全ての放射線に対し、高感受性

を示した。生存率曲線を LQ モデルでフィッ

トさせると、感受性である 51D1細胞は CHO

細胞と同じように低 LET放射線で「肩」のあ

る生存率曲線を示したが、xrs6細胞では「肩」

は観察されなかった。DNA損傷修復欠損株で

は放射線に対して高感受性を示すが、修復経

路の違いによって線量-効果関係は異なるこ

とが判明した。 

 

（2）RBEおよび OERの LET依存性 

CHO細胞と 51D1細胞は LET増加に伴

い RBEが増加し、200 keV/µm付近にその最

大値を示すことが、大気下ならびに低酸素下

照射で明らかになった。一方、xrs6細胞では

RBE 値のピークは観察されず、高 LET 領域

であっても細胞致死効果の急激な増加は見ら

れなかった。OERの LET依存性は、LET増

加に伴い OER 値が減少する傾向を全ての細

胞で観察し、細胞種の違いは現れなかった。 

 

（3）放射線誘発 OHラジカルの細胞致死への

寄与 

  CHO 細胞では X 線ならびに陽子線（2 

keV/µm）大気下照射では細胞致死の約 80%

が OHラジカルによることが明らかになった。

LET値が増加するに従って、OHラジカルの

寄与率は低下したが、最大 RBE値を示す 200 

keV/µm でも、細胞致死の約 40%が間接作用

による細胞致死であることが判明した。さら

に低酸素下では、低 LET放射線であっても細

胞致死の間接作用の寄与率は約 50%であり、

高 LET放射線（200 keV/µm）ではさらに減

少し、その値は約 30%であった。低酸素下で

は大気下に比べ、OH ラジカルによる細胞致

死寄与が小さいことが明らかになった。HR

関連遺伝子変異株の 51D1 細胞は、放射線感

受性にもかかわらず、CHO細胞とほぼ同等の

細胞致死に対する OHラジカルの寄与率を大

気下ならびに低酸素下照射で示した。一方、

NHEJ関連遺伝子変異株の xrs6細胞では、X

線ならびに陽子線の低 LET 放射線であって

も間接作用の寄与は小さく、大気下で 50%、

低酸素下で 30%であった。さらに LET 増加

に伴い細胞致死に対する間接作用の寄与率は



低下した。 

 

（4）RBEおよび OERの放射線作用別解析 

 CHO 細胞の大気下照射での細胞致死を

直接作用と間接作用（OH ラジカル）由来に

別け、それぞれの生存率曲線から RBEを算出

すると、200 keV/µmで示した RBE値（2.7）

が直接作用由来では 3.9、間接作用由来では

1.5であった。低酸素下照射であっても、直接

作用由来の細胞致死から計算した RBE 値の

方が間接作用から求めた RBE 値よりも大き

い値を示した。このことから、重粒子線が示

す大きい生物効果は、直接作用による細胞致

死が深く関係していることが判明した。さら

に他の細胞でも、値は異なるが同様の傾向を

示した。RBEと同様に OERも直接作用と間

接作用由来の生存率から求めると、直接作用

由来の細胞致死から計算した OER 値は間接

作用から求めた OER 値よりも小さい値を示

し、直接作用による細胞致死には酸素の影響

は小さいことがわかった。これは他の細胞で

も同様の傾向を示した。このことから OHラ

ジカル誘発細胞致死において、酸素は生物効

果を増加させる増感剤としての作用が有り、

放射線治療で問題となる低酸素領域において

は、酸素の有無に依存しない直接作用による

細胞致死機序が重要であることがわかった。 

  これらの結果をまとめると、重粒子線が

もたらす大きい生物効果や低酸素細胞に対す

る有効性は、重粒子線の直接作用による細胞

致死誘導が深く関わっていると結論づけた。 
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