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研究成果の概要（和文）：ホウ素中性子捕捉療法(BNCT)では硼素化合物を患者に投与し、熱外中性子を患者の患部に照
射する。腫瘍選択的に取り込まれた硼素(10B)に中性子が照射されるとα粒子とLi原子核に分裂するので、その分裂の
際に生じる高LET放射線で腫瘍細胞を選択的に破壊する。高LET放射線はγ線などの低LET放射線に比べて修復されない
致命的なDNA二本鎖切断(DSB)を生成すると考えられている。本研究ではBNCTで生じるDSBをそのマーカーであるγH2AX
を指標にマウス脳腫瘍モデルの免疫組織染色で調べた。BNCTで生じたDSBは24時間後も修復されず残ったが、γ線成分
によるDSBは消失した。

研究成果の概要（英文）：Boron neutron capture therapy (BNCT) is a particle radiation therapy in 
combination of thermal neutron irradiation and boron compound that specifically accumulates in the tumor. 
10B captures neutrons and produces an alpha particle (He) and lithium (Li) nucleus. These particles have 
the characteristics of extremely high linear energy transfer (LET) radiation and therefore have marked 
biological effects. As the high LET radiation induces complex DNA double strand breaks (DSBs), large 
proportions of DSBs are considered to remain not repaired in comparison with those induced by low LET 
radiation. In this study, we investigated γH2AX foci as markers of DSBs in normal brain and brain tumor 
tissues in mouse after BNCT. γH2AX foci induced by 10B(n,α)7Li reaction remained 24 h after neutron 
beam irradiation. In contrast, γH2AX foci produced by γ-ray irradiation at contaminated dose in BNCT 
disappeared 24 h after irradiation in these tissue.

研究分野： 脳腫瘍学、ホウ素中性子捕捉療法

キーワード： ホウ素中性子捕捉療法　DNA二本鎖切断　γH2AX　悪性グリオーマ
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１．研究開始当初の背景 
 中性子捕捉療法は、硼素化合物（10B）を取
り込んだ癌細胞に熱中性子線を照射し、発生
する α 粒子（163 kev/μm）と Li 原子核(210 
kev/μm)の核分裂エネルギーを利用した高
LET 放射線治療である。硼素中性子捕捉反応
によって重篤なDNA損傷であるDSBが生成
される。細胞に生成された DSB は γH2AX 
focus 形成によって標識できると考えられて
いる。重粒子線などの high LET 放射線によ
って生じる DSB は γ 線や X 線などの低 LET
放射線によって生じる DSB よりもサイズが
大きく、修復されにくいと報告されている。
このことを踏まえて、ヒトの細胞、組織レベ
ルで中性子捕捉反応後にどのような大きさ
の DSB が生成され、それは修復されうるの
かを γH2AX の focus を用いて調べる着想に
至った。 

 
 
２．研究の目的 
中性子捕捉療法によって生じる DSB のサイ
ズを γH2AXの focusのサイズを指標にして、
正常細胞、腫瘍細胞を用いて in vivo で調べ
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
脳腫瘍移植モデル 
使用するマウス；BALB/C nu-nu マウス 
移植する細胞；ヒトグリオブラストーマ細胞
U251。マウスの脳にヒトグリオブラストーマ
細胞 U251 を脳定位固定装置を用いて移植す
る。 
 
薬物投与 
マウスに生食または Boronophenylalanine: 
BPA を照射 1 時間前に皮下投与した。 
 
照射方法；京都大学原子炉実験所重水設備台
車を用いて 1時間、頭部を照射。体はフッ化
リチウム入りの熱可塑性樹脂で覆って遮蔽
した。 
γ線照射は京都大学原子炉実験所コバルト
-60γ線照射装置を用いて行う。γ線照射は
京都大学原子炉実験所コバルト-60γ線照射
装置を用いて行う。 

線量評価；金箔活性化法を用いて行う。混合
する γ線は MgSiO2(Tb) thermo luminescence 
dosimeterにて計測する。 
免疫組織染色；照射後、30分後、24 時間後、
に脳を取り出し凍結保存する。凍結切片を作
成し、1 次抗体としてモノクローナルγH2AX
抗体を用いて免疫組織染色を行う。 
 
γH2X focus の検出、サイズ計測；  
蛍光顕微鏡下で BZ-9000 BZII image analysis 
system (KEYENCE)を用いて行う。γ線照射に
よって生じたγA2X focusと比較する。 
 
 
４．研究成果 
腫瘍を移植していないマウスの脳（正常脳）
の評価 
生食投与群、BPA 投与群の中性子照射後の
γH2AX の focus の数は、30 分後それぞれ両
群とも 5-6 個であった。24 時間経過するとそ
れぞれ 2 個、3.5 個であった(図 1)。 

 
 
 
 
脳腫瘍モデルの腫瘍組織の評価 
生食投与群、BPA 投与群の中性子照射後のγ
H2AX の focus の数は、24 時間経過するとそ
れぞれ 0 個、3.3個であった（図 2）。 

 
 

図１．中性子照射後正常脳にみられるγH2AX

 

図 2.中性子照射 24時間後脳腫瘍組織にみられる

γH2AX の数 



 
γ 線照射群の評価 
中性子照射時の混在照射線量である 1.1Gy
の γ 線を照射した場合、正常脳、脳腫瘍組織
ともに 24時間後は γH2AX の focusは消失し
ていた（図 3）。 
 

 
 
腫瘍組織において中性子照射後、中性子と硼
素が反応して生じた high LET 放射線・Nα
反応によって生じた DSB が修復されずに残
ったと考えられる。これは、BNCT の高い抗
腫瘍効果を表していると考えられる。 
 γ線とNα反応によって生じたDSBの大き
さの違いは本研究では明らかな差を認めな
かった。 
 

In vitroの研究ではHigh LET 放射線によ

って生じる DSB の主な修復経路である Non 
Homologous End Joining repair の DNA 
ligase IV (Lig4)の欠損株と野生株に対して

中性子線照射を行い、DNA ligase IV が Nα

反応によって発生する DSB の修復に寄与す

るかどうかを調べた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果、DNA ligase IV が Nα反応によっ

て発生する DSB の修復に一部寄与すること

がわかった。 

 
Ｈ27 年度も原子炉が動かなかったため、原

子炉を使わないで本研究に関与する実験を

行った。γH2AX の発現に関しては cell line
によって、異なることが知られている。よっ

て本研究ですでに使用した既知の cell line 
U251 以外の、手術で摘出したヒトグリオブ

ラストーマ組織より樹立した脳腫瘍幹細胞

の cell line について、γH2AX の発現を調べ

る予備実験に取り組んだ。また樹立した cell 
line をヌードマウスに移植してヒトと同様の

グリオブラストーマを腫瘍形成することを

確認した（図 5）。今後はこの樹立した脳腫瘍

幹細胞の cell line とそれをヌードマウスに移

植した脳腫瘍モデルに中性子線照射を行い

γH2AX の解析を進めていく。 

 
 

図 5.ヒトグリオブラストーマ組織より脳腫瘍幹細胞の

樹立とマウス脳腫瘍形成の確認 

 

 

 

 

図 3. γ線照射後にみられるγH2AX の数 

図４．Lig4-/-p53-/- cell と Lig4+/+p53-/- cell に

対する生存曲線 a) γ線照射、b) 中性子線照射、

c) 中性子線照射 with or without BPA、○

Lig4-/-p53-/- cell, ● Lig4+/+p53-/- cell, 

without BPA, △ Lig4-/-p53-/- cell, ▲

Lig4+/+p53-/- cell, with BPA） 
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