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研究成果の概要（和文）：線維芽細胞株や軟骨肉腫細胞株に放射線照射を行い、その照射した細胞と照射をして
いない非照射細胞を共培養を行うことで放射線に対する細胞応答反応を解析した。特に共培養した非照射細胞の
細胞応答反応におけるセラミドの関与を解析するため、蛍光免疫染色の手法を用い、画像解析を行うことでDNA
損傷やセラミドの定量的な評価を行った。非照射細胞の放射線応答反応（バイスタンダー効果）を確認し、セラ
ミドの影響について検討する基礎的な検討を行った。

研究成果の概要（英文）：X-ray irradiation was applied to fibroblast cell line and chondrosarcoma 
cell line and co-cultured the  unirradiated cells with irradiated cells to analyze cell response to 
radiation. In particular, in order to analyze the involvement of ceramide in cellular response of 
co-cultured non-irradiated cells, DNA damage and quantitative measurement of ceramide were carried 
out by image analysis using fluorescent immunostaining method. Radiation response of non-irradiated 
cells  (bystander effect) was confirmed and fundamental studies were conducted to investigate the 
influence of ceramide.

研究分野：放射線腫瘍学

キーワード： セラミド

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 重粒子線の高い生物学的効果は、DNA の
二重鎖切断により、修復しがたい損傷を与え
ることによるものとされ、多くの研究者が
DNA 損傷に注目してきた。しかしながら、
重粒子線照射における注目すべき点として
「DNA が照射されない細胞」が細胞死を起
こすことが知られている。低線量であれば照
射範囲内にあってもポアソン分布的に照射
されない細胞が存在し、また、細胞自体は照
射されても重イオンが核を通過しない細胞
が存在するにもかかわらず、それらの細胞が
細胞死を起こすことが臨床的、実験的に示さ
れている。これらは照射された細胞の子孫細
胞と周囲の細胞にも生物効果が誘発される
という遺伝的不安定性とバイスタンダー効
果、および、DNA 損傷に依存しない、ミト
コンドリアや膜のダメージを介した細胞死
によるものと解されている。しかしながら、
このような非 DNA 損傷による細胞死のメカ
ニズムは明らかにされていない。 
 
  このような「DNA が照射されない細胞」
は、スキャニング照射の導入など照射方法の
変更により増加する可能性があり、これらの
細胞の応答反応は今後の重粒子線治療の理
論的根拠として解明されるべき問題点であ
る。我々のグループでは重粒子線の細胞応答
反応のうち、特にバイスタンダー効果と細胞
膜損傷を解した細胞死に関して検討を進め
てきた。  
 バイスタンダー効果の解析にはマイクロ
ビーム法などを用いてきた。マイクロビーム
とは、放射線のビーム 幅を µm スケールま
で絞り込んだ照射装置のことで、正確な線量
または粒子数を、細胞集団の一部の個々の細
胞に狙い撃ちすることができる。我々は高密
度に培養した A549（ヒト非小細胞肺癌由来
細胞株）に日本原子力研究開発機構高崎量子
応用研究所のマイクロビームで照射を行い、
照射後の細胞生残率をコロニー形成法にて
検討した。ディッシュ内 0.001〜0.002%のみ
が数個の重イオンを照射されたのみである
にもかかわらず 8〜14%の細胞死の増加が認
められ、バイスタンダー効果による細胞死と
考えられた。 
 細胞膜ダメージを介した細胞死に関して
はショウジョウバエの初期胚および培養細
胞を用いた。我々は、受精後の単核期もしく
は二核期の胚細胞の、核が存在しない後極側
1/3 の部分に選択的にマイクロビームを照射
し、その部位に Ark(哺乳類 Apaf-1に相当す
るアポトーシス関連遺伝子)の高度な発現を
確認した。また、acridine orange染色で、 重
粒子線の照射部位に死滅した細胞の存在を
確認した。つぎに、Drosophila melanogaster 
p535A-1-4株（p53ノックアウトショウジョ
ウバエ）から採取した初期胚に重粒子線、X
線または紫外線を照射したところTUNEL陽

性細胞が検出され、また、Arkをプローブと
して in situ hybridizationを行ったところ、
照射に伴って発現の誘導がみられた。これら
の結果から、我々は初期胚では放射線照射に
よってp53非依存的にArkの発現誘導がおこ
りアポトーシスが引き起こされることを明
らかにした。 
 このような、DNA ダメージを介さない細
胞死の経路においてスフィンゴ脂質の一種
であるセラミドがセカンドメッセンジャー
として注目されている。セラミドは、哺乳動
物細胞において放射線誘導アポトーシスの
経路に関連することや、種々の細胞において
分化の過程に関連することが示唆されてい
るが、その役割や分子機構には未解明な部分

が多い。 
 
 我々はこのセラミドの作用に関して検討
を進めた。ショウジョウバエの培養細胞であ
るSchneider細胞にX線および重粒子線を照
射したところ、アポトーシスと考えられる細
胞死がともに誘導されたが、炭素線照射は細
胞死をおこしたと考えられる細胞の割合が
多く、一方、X線照射では、細胞の形態変化
とミオシンの産生が観察され筋細胞への分
化が誘導されたと考えられた。X線照射によ
り、Schneider 細胞内のセラミドが増加して
おり、抗セラミド抗体による免疫染色では細
胞内に斑状のセラミドのスポットが観察さ
れた。また、Schneider 細胞に膜透過性のセ
ラミドを添加することで、放射線照射の応答
反応が再現された。これらの結果から、我々
は、放射線応答反応にセラミドが関与してい
ること、さらに、X線と重粒子線とで細胞死
および細胞死以外の反応応答の差が認めら
れることを明らかにした。  
 
 このように「DNA が照射されない細胞」
における細胞死のメカニズムは解明されて
おらず、重粒子線治療の理論的根拠の確立の
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検証する必要が生じた。実験のやり直し、凍
結ストックのチェック等を行なったが、信頼
できるデータを得るため再度元株を購入し
実験を繰り返した。このことからすでに得ら
れていた細胞株の特性に加え、より詳細な 
細胞周期等の情報を得る必要があると考え
CENPF の染色等を開始した。このことは当初
の目的である非照射細胞のメカニズムを解
明するにあたり細胞周期の影響を検討する
ことに役立つ。CENPF と 53BP1 等との二重染
色などを行う事により具体的なメカニズム
の検討における基礎的なデータとなる。 
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