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研究成果の概要（和文）：放射線がん治療は、がん患部への線量集中性により非常に高い治療効果を上げている。本課
題では、照射がん細胞と非照射正常細胞の間における細胞間情報伝達の有無とその影響を明らかにすることを目的とし
た。そのためにマイクロビーム細胞照射装置SPICEを活用し、細胞レベルでがん患部を模擬するべく、がん細胞と正常
細胞の共培養条件下で、がん細胞へのみ陽子線を照射することを実現した。その結果、照射されたがん細胞は、隣接す
る正常細胞による細胞間情報伝達によって、誘発されたDNA二本鎖切断の修復に関与することを見出した。つまり、照
射されたがん細胞とその隣接する正常細胞は、双方にシグナル伝達を行っていることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Radiation cancer therapy is now one of the most successful method due 
technological innovations of the highly accurate and selective localization of the dose. The purpose of 
this study was to construct a simple model in radiotherapy, and to clarify the effect and its mechanism 
of cellular communication between irradiated cancer cells and non-irradiated normal cells. We applied 
microbeam irradiation technologies to target only the A549 human lung carcinoma cells in the mixed 
population of cells with human normal lung fibroblast cells. SPICE-NIRS microbeam was used to irradiate 
500 protons of 3.4 MeV (LET: 12 Kiev/um in water) two nuclei of A549 cells. As a result, we found that 
two major pathways of radiation induced bystander response, media transfer signaling pathway and gap 
junction mediated signaling pathway mediate DNA double strand breaks repair pathway in irradiated A549 
cells by non-irradiated WI-38 cells.

研究分野： 放射線生物学

キーワード： バイスタンダー効果　マイクロビーム　ＤＮＡ二本鎖切断　窒素酸化物ラジカル　細胞間情報伝達　ギ
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１．研究開始当初の背景 
放射線がん治療には、硬エックス線、陽子
線、重粒子線またはホウ素中性子捕獲療法
（BNCT）と様々な優位性を生かした治療が
現在実用化されている。放射線治療の最大の
特徴として、がん患部への線量の集中性があ
る。また、非がん患部領域への線量付与量を
減らすために、複数の方向からの外部照射で
ある多門照射によってその線量の集中性は
格段に上がっている、しかし、一方で、この
方法では、非がん患部への照射線量を減らす
ことはできるが、放射線の線量が付与される
領域が拡大することになるといった懸念も
ある。つまり、非がん患部領域において低線
量放射線による被ばく領域が増大している
ことになる。低線量放射線影響において、バ
イスタンダー細胞応答は大きな割合を占め
ている。このバイスタンダー効果には、培地
介在性（Media Transfer, MT）経路と細胞膜
間情報伝達(Gap Junction, GJ)経路に大別さ
れる。バイスタンダー効果には、細胞致死、
染色体異常などの負の効果がある一方で、放
射線適応応答やDNA 損傷修復を促進するな
どの正の効果またはレスキュー効果につい
ても報告されている。これらの正・負の効果
を定量的に評価するには、MT, GJ 経路を正
確に分離して評価する必要があると考えた。 
またこのような放射線誘発バイスタンダー
応答に関するメカニズムについて知見を蓄
積することが放射線治療だけでなく放射線
防護・リスク等にも貢献できると考えた。 
組織中においては、がん患部にはがん細胞

を種々の正常細胞が隣接すると考えられる。
このような細胞環境を細胞レベルでの実験
で模擬するために、がん細胞と正常細胞を同
一の細胞皿中で共培養する必要がある。また、
がん細胞へののみ放射線を付与することが
可能であれば、照射されたがん細胞とその周
辺の正常細胞間における細胞間伝達メカニ
ズムを解明できるだけでなく、放射線治療の
際のがん患部およびその周辺組織における
細胞環境内応答モデルの基礎を構築できる
のではないかと考えた。 
 これらを実験的に実現するために、がん細
胞へのみ放射線を付与することが必要であ
る。そのため、最先端放射線照射技術によっ
て実用化されているマイクロビーム細胞照
射装置を最大限活用することにした。 
 
２．研究の目的 
がん細胞への放射線照射によってその周

辺部に存在する正常細胞との細胞間情報伝
達機構について、その細胞応答および分子メ
カニズムを明らかにすることを目的とした。
そのために、ヒト肺がん細胞 A549 細胞およ
びヒト肺正常 WI-38 細胞を用いることにし、
またマイクロビーム細胞照射装置 SPICE に
よって導入される陽子線マイクロビームに
より A549 がん細胞へのみ照射することが可
能な実験系の構築を行った。次に、単一細胞

レベルでの１）非照射細胞におけるバイスタ
ンダー応答、と２）非照射細胞との細胞間情
報伝達による照射細胞であるがん細胞の
DNA 二本鎖切断修復への影響について解析
を行った。 
 
３．研究の方法 
 本研究課題において、照射細胞と非照射細
胞ならびにがん細胞と正常細胞を区別して
解析する必要があった。そのために、放射線
医学総合研究所の陽子線マイクロビーム細
胞照射装置 SPICE を活用した。SPICE は、我々
が開発・実用化した装置であり、世界トップ
レベルのマイクロビーム細胞照射装置であ
る。本装置は、3.4MeV の陽子線を直径２マイ
クロメートルにまでビームを集束すること
が可能であるとともに、陽子線１個から任意
の粒子数までを照射可能である。また、その
照射速度も、毎分４００細胞の高速性を実現
している。 
 照射するがん細胞には、親株を A549 細胞
とし、pBOSH2BGFP vector をトラスフェクシ
ョンして安定的にヒストンタンパク質
H2B-GFPタンパク質を発現させたA549H2BGFP
細胞を作成し、これを用いた。A549H2BGFP 細
胞をヒト正常 WI38 細胞と共培養させた試料
では、この GFP 蛍光を頼りにマイクロビーム
にて照準、照射を行うことが可能となった。
同様に、がん細胞のみの集団においても、親
株である A549 細胞と共培養し、照射細胞と
非照射細胞を区別することを可能にした。 
 本研究課題において、１）A549 細胞と
A549H2BGFP 細胞を共培養したがん細胞のみ
の試料、２）A549H2BGFP 細胞と WI38 細胞を
共培養したがん細胞・正常細胞の共培養試料
を設定した。この２）がん細胞・正常細胞集
団に対しては、共培養のみのものに加えて、
ア）MT 経路の主因と考えられる窒素酸化物ラ
ジカル捕獲剤（cPTIO）を添加したもの、イ）
GJ 経路阻害剤（AGA）を添加したもの、ウ）
また、その両方を添加したものを準備した。 
 これらの試料に対して、照射領域として設
定した領域（1.6 ｍｍ×0.8 mm）に存在した
A549H2BGFP細胞の細胞核へのみ陽子線500個
をマイクロビーム照射した（図１）。試料あ
たり照射細胞数は５００個以上を目標とし
た。照射の１，４，８，１６，２４時間後に
パラホルムアルデヒド（PFA）にて固定し、
DNA二本鎖切断のマーカーであるγH2AXに対
して免疫蛍光染色を行った。SPICE 顕微鏡シ
ステムにて蛍光画像を取得し、細胞核あたり
のγH2AX 量を蛍光を頼りに算出した。具体的
には、画像解析ソフトウエアには、ImageJ を
用い、１）照射領域の A549H2BGFP 細胞、２）
同領域に存在した非照射細胞（A549 細胞また
は WI38 細胞）、3)非照射領域にいる A549 細
胞または WI38 細胞について、細胞核あたり
のγH2AX を数値化した。 
 
 



 

 

図１．照射領域と非照射領域。照射領域の
A549H2BGFP 細胞のみマイクロビーム照射し、
それ以外の両領域にいる細胞についても解
析を行った。 
 
 
４．研究成果 
照射された細胞（A549H2BGFP）には必ず DNA
二本鎖切断（DSB）が誘発されることから、
γH2AX（＋）細胞となると考えられ、また照
射後、細胞は DSB 修復を行う。我々は、この
照射 A549H2BGFP 細胞の DSB について、残存
するγH2AX を有する細胞集団の割合を測定
した。非照射試料（コントロール）より測定
されたγH2AX 値の分布を求め、γH2AX 値の
上位５％を示すγH2AX 値を閾値として設定
した。照射細胞・非照射細胞において、この
閾値以上のγH2AX 値を有する細胞をγH2AX
（＋）と定義した（図２）。 

 

図２．A549H2BGFP 細胞の細胞核当たりのγ
H2AX 蛍光値の分布。非照射細胞を黒、照射１
時間後のγH2AX 値を赤で示した。 

 
その結果、A549H2BGFP と A549 細胞のがん細
胞のみの集団、並びに A549H2BGFP 細胞と正
常 WI38 細胞との共培養集団の各培養条件に
おいて、以下の図３に示す結果を得た。がん
細胞のみの場合に比べて、正常細胞との共培
養条件の方が、γH2AX（＋）細胞の割合の減
少が若干早い傾向がみられる。つまり、正常
細胞とがん細胞間における細胞間シグナル
伝達によって、γH2AX（＋）を示す細胞集団

を減少させていることになる。これに対して、
照射の８，１６，２４時間後では、ｃPTIO を
添加した試料の方が無添加比べて修復早か
ったことから、MT 経路の窒素酸化物ラジカル
は、照射された細胞の DSB 復経路をを抑制し
ていると考えられる。また、その逆に GJ 阻
害剤（AGA）を添加するとその効果が打ち消
されているような現象がみられたことから、
GJ経路はDSB修復経路の活性化に関与してい
ると考えられた。しかし、cPTIO と AGA の両
方を添加した場合、そのγH2AX（＋）細胞の
割合の減少が最も緩やかであった。つまり、
これは、MT 経路と GJ 経路の両経路が DSB 修
復経路に対して、相互に関係して作用してい
る可能性を示唆している。 

 

図３．照射細胞（A549H2BGFP 細胞）のγH2AX
（＋）細胞の割合の経時変化。凡例 A549 は、
がん細胞との共培養、WI38 は正常細胞との共
培養、また（ ）内は添加した試薬を示す。 
 
照射領域の非照射細胞についても、同様にγ
H2AX（＋）細胞の割合を図４に示した。その
頻度は非常に小さくばらつきが大きい結果
となった。しかし、がん細胞のみ、正常細胞
との共培養の集団ともに、照射４時間後以降
は、コントロール（非照射試料）より高い値
を示していることから、照射細胞に隣接する
非照射細胞にもγH2AX を誘発していること
を確認した。しかし、cPTIO 添加によって有
意にその効果を抑制したのは、照射４時間後
と 16 時間後のみであり、また、ｃPTIO、AGA
ともにこの効果を抑制しておらず、γ
H2AX(＋)細胞の割合は依然とコントロール
より高かった。 
 
照射領域と同様に、非照射領域に存在する

が A549 細胞のγH2AX（＋）細胞の割合を図
５に示した。この領域にいる細胞は、照射細
胞に隣接していないため、その影響は MT 経
路を主としたバイスタンダー効果によって
γH2AX が誘発されたと考えられた。照射の４，
８，１６時間後において、がん細胞のみと、
正常細胞との共培養試料の両方において、ま
た、照射 24 時間後では共培養試料の正常細
胞にのみでコントロールに比べて高い割合
のγH2AX(＋)を示した。そして、ｃPTIO、AGA、
並びにその両方の添加によって、その効果は



照射 24 時間後で有意に抑制されたことを確
認した。 

 
図４．照射領域の非照射細胞 A549 細胞また
は WI38 細胞のγH2AX（＋）細胞の割合の経
時変化。凡例は図２と同じ。 

 
図５．非照射領域の非照射 A549 細胞または
WI38 細胞のγH2AX（＋）細胞の割合の経時変
化。凡例は図２と同じ。 
 
 これらの結果より、照射された A549H2BGFP
細胞集団は、その近傍の WI38 細胞による DSB
修復経路への関与がみられ、その作用は MT
経路、GJ 経路と相反する影響を及ぼすととも
に、相互に関係している可能性を示唆してい
る。そして照射された細胞に隣接している非
照射細胞とある一定の距離を有している細
胞の両方についてγH2AX（＋）細胞の増加を
確認し、また cPTIO、AGA によるその効果の
抑制がみられたことから、両経路に依存して
バイスタンダー効果が存在した。 
しかし、本結果より、MT 経路の主因と考え

られる窒素酸化物ラジカルについては、どの
細胞から産生されたのか、不明である。そし
て、GJ 経路によるバイスタンダー効果の伝播
についても、その原因となる因子または受容
体等についても断定できていない。つまり、
照射されたがん細胞と非照射の正常細胞集
団における放射線誘発細胞応答について、ど
のような誘導経路を介して、どのようなシグ
ナルが伝播し、または受け取られたのか、な
どの詳細なメカニズムの理解には至ってい
ない。今後は、これら知見を積み上げていく
とともに、バイスタンダー効果による DSB 修

復経路への寄与については研究を進めてい
きたい。 
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