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第1章 序論 

 

1.1はじめに 

日本の医療においてがんによる死亡数および罹患数は共に増加し続けており、厚生労働省のデ

ータによると平成 23年には 35万人以上の人ががんで亡くなっている。我が国の死因の年次推移を

みてみると、悪性新生物であるがんが一貫して増加しており（図 1-1）、平成 23 年の全死亡者に占

めるがんの割合は 28.5%に達し、3.5 人に 1 人はがんで亡くなっていることになる（図 1-2）。また、

国立がんセンターがん対策情報センターの推計によると、日本人男性は 2人に 1人、日本人女性は

3人に1人は生涯において何らかのがんに罹患すると言われている。図 1-2にある悪性新生物の死

亡数・死亡率を部位別にみた場合、男性は「肺」が第 1 位でその割合の上昇傾向が著しい。また女

性は「大腸」と「肺」がそれぞれ第 1 位と 2 位であり、共にその割合は上昇傾向となっている。高齢化

率が 25.0%（出典：「人口推計」（総務省統計局））という 4人に 1人が 65歳以上の高齢者を持つ高

齢社会の日本において、がん医療の重要性が増すとともに喫緊の課題となっている。 

 

 

 

図 1-1 主な死因別にみた死亡率の年次推移 

（出典：厚生労働省平成 23年人口動態統計月報念年計（概数）の概況 

http://www.mhlw.go.jp/toukei/saikin/hw/jinkou/geppo/nengai11/ ） 

 

 

http://www.mhlw.go.jp/toukei/saikin/hw/jinkou/geppo/nengai11/
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図 1-2 主な死因別死亡数の割合（平成 23年） 

（出典：厚生労働省平成 23年人口動態統計月報念年計（概数）の概況 

http://www.mhlw.go.jp/toukei/saikin/hw/jinkou/geppo/nengai11/ ） 

 

 

1.2背景 

1.2.1がん治療 

近年のがん治療は様々な手法が研究・開発されてきているが、大きく分けると三つに分類すること

が出来る。一つ目は外科的にがん組織を取り除く外科的手術療法であり、二つ目が抗がん剤や制

がん剤と言われる薬を用いた治療を行う化学療法であり、そして三つ目が放射線をがん患部に照射

することにより治療を行う放射線療法である。 

 

外科的手術療法では、がん病巣およびリンパ節などの周辺組織を取り除くことで治療ができる一方

で、メスを使った侵襲性の高い治療のため、体への負担や手術後の消化管や血管の障害および腹

腔内での癒着などの合併症が課題である。そのため内視鏡を用いた胸腔鏡・腹腔鏡下手術を行うこ

とで、切開する箇所を小さくして侵襲性を下げる試みがなされている。また最近では IT 技術とロボッ

ト技術を取り入れた手術支援ロボットを用いることで、術者の手の震え（振戦）を抑えたり、三次元画

像を見ながらの操作が出来たりしている。また遠隔操作が可能なため、手術支援ロボットを持った大

病院と持っていない地域の病院をオンラインでつなぐことで遠隔医療が期待されている。 

 

化学療法では、がん細胞の増殖の抑制やがん細胞の死滅を目的にした薬剤を投与することによっ

て治療する。薬剤の種類には、DNAの二重らせん構造に結合して DNA複製を阻害する白金製剤

や、がん細胞の DNA 合成を阻害することで代謝を阻害する代謝拮抗剤、がん細胞の分裂・増殖を

抑制するアルキル化剤等、作用の仕方によって分類がなされている。これらの薬剤は血液に乗って

全身を回るため、がん原発巣だけでなく転移巣にも有効であるが、健康な正常細胞にも作用を及ぼ

http://www.mhlw.go.jp/toukei/saikin/hw/jinkou/geppo/nengai11/
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す可能性があるため副作用が課題となっている。これらを解決するために、分子標的治療薬というが

ん細胞に特異的に発現している遺伝子やタンパク質をターゲットとした薬剤の開発が進められてい

る。 

 

放射線療法は、体の外から放射線を照射する外部照射と、内から照射する内部照射に分けられる

が、放射線のエネルギーを局所に集中させて照射することでがん細胞を死滅させることを目的とする。

がん細胞周辺の健康な細胞や、放射線が通過する領域に存在する健康な細胞も一部照射される可

能性があるため、皮膚などへの副作用が課題となっている。これらを解決するために、様々な角度か

ら様々な強度の放射線を照射することによって、がん細胞には集中的に、正常細胞には一箇所に当

たる線量を出来るだけ少なくさせる努力がなされている。 

 

上記の治療法は単独で用いる場合もあるが、併用することでそれぞれの治療法の長所を生かし、

患者の健康状態やがんの進行状態に合わせた治療がなされている。様々な治療方法が選択できる

ようになった現在において、特に放射線療法の需要は年々増加している。本研究では放射線療法

に着目している。それは現在の日本社会の高齢化にともない外科的手術が困難な場合も多く、より

「低侵襲」、「低負担」の治療方法が選択されるようになってきているからである。放射線は治療中に

痛みを感じることはなく低侵襲な治療とされ、また臓器の機能や形態を保存できる場合があるため、

治療後も生活の質(Quality of life: QOL)を維持することが出来、近年需要が高まっている。 

 

 

1.2.2放射線治療 

1895 年にドイツの物理学者ヴィルヘルム・レントゲン博士によって X線が発見され、1898年には

フランスのマリー・キュリー博士によってラジウムが発見されて以降、放射線は医療・工業・農業・環境

など多くの分野に応用されている。現在ではレントゲン撮影と呼ばれる一般単純 X線検査から、X線

CT 検査、放射線同位元素を用いた PET (positron emission tomography)や SPECT (single 

photon emission computed tomography)などの放射線診断や、放射線同位元素を用いた内部

療法、放射線治療におけるまで放射線は利用されており、現在の医療に欠かすことが出来ないもの

になっている。 

 

放射線をがん治療に用いることが出来るのは、放射線は物質を透過し電離・励起させる作用があ

るからである。放射線は細胞の DNA に損傷を与えることでがん細胞を死に至らしめることが可能で

ある。がん組織周辺の正常組織も損傷させる恐れがあるが、細胞自身にはDNA損傷修復機構を持

っており、修復可能な傷であれば元通りに修復することが出来る。一般的に細胞分裂頻度が高い細

胞は放射線感受性が高くなる。がん細胞の致死線量と正常細胞の耐用線量を考慮して適切な治療

線量が決められている。 

 

放射線治療には X線や γ線の光子線（電磁波）を用いる場合と、陽子線や炭素イオン線などの粒

子線を用いる場合がある。放射線治療の多くは光子線である X 線が用いられている。電子を線形加
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速器LINAC (linear accelerator)で加速しターゲット金属に当てることでX線を発生させる。発生し

た X線はマルチリーフコリメータと呼ばれる多段階絞りにより照射箇所に合わせた照射野に整形され

た後、患部に照射される。放射線治療技術は、コンピュータやネットワーク技術の発展と共に大きく

進化した。がん患部に放射線線量を集中させ、正常組織には出来るだけ線量を少なくするために強

度変調放射線治療(Intensity Modulated Radiation Therapy: IMRT)の開発や、より正確な照

射を可能にするために画像誘導放射線治療(Image Guided Radiation Therapy: IGRT)が開発

され、実際の治療現場において使用されている(Bhide & Nutting, 2010)。さらに呼吸による体内

臓器の動きを考慮した動体追尾照射や呼吸同期照射システムの研究も進められている。 

 

上記の方法によりがん患部への線量集中性を高めることが可能になってきているが、X や γ 線の

線量分布は体表面近くで最も高く、深さに従い減衰するので、がん組織周辺に消化管や脊髄などの

重要臓器がある場合、投与線量を高くすることが難しくなる。そこで近年目覚ましい発展を遂げてい

るのが粒子線治療である。粒子線治療は炭素イオンや陽子などの粒子を高速に加速し腫瘍に照射

することで、がんを治療する放射線療法の一つである。 

 

 

1.2.3粒子線の線量分布と治療施設の現状 

粒子線の特徴の一つに優れた線量分布が挙げられる。X 線や γ 線の線量は体の表面近くが最も

高く、深部に行くに従い線量は指数関数的に低くなる。つまり体表面である皮膚への副作用が問題

となる。一方、炭素イオン線や陽子線は光子線とは異なる挙動を示す。粒子線は体内を透過しなが

ら、停止直前に最大のエネルギーを付与する。これをブラッグ(Bragg)曲線といい、ピークの部分を

ブラッグピークと呼ぶ。粒子線の停止する位置はエネルギーによって変わるため、加速エネルギーを

調節することで停止位置を決定するか、粒子の進行領域にレンジシフタを入れることで停止位置を

調整している。また体表面の入り口からブラッグピークまでの線量が低く抑えられるため、正常組織

への被ばくを少なく出来るといった利点がある。がんのような厚みを持ったものに一様に照射するた

めに、ブラッグピークを重ね合わせることで深部方向の幅を調整する方法があり、幅を持ったピーク

を拡大ブラッグピークSpread-out Bragg peak: SOBPと呼ぶ。このSOBPの幅と深さを腫瘍の大き

さと位置に合わせることで、高い線量集中性を実現している。1.2.2 で述べたようにがん組織周辺に

重要臓器があり X 線で治療しづらい腫瘍に対しても、粒子線では高い治療効果が期待されている

(Durante & Loeffler, 2010)。 

 

 図 1-3 に日本の粒子線治療施設を示す。2014 年 6 月において治療が受けられる施設としては、

陽子線治療施設が筑波大学付属病院や国立段センター東病院など 9 箇所、炭素イオン線治療施

設が放射線医学総合研究所（放医研）など 4 箇所であり、治療施設の数で日本は世界で最も多くな

っており、粒子線治療大国といえる。図 1-4 は世界の粒子線治療施設を示す。ヨーロッパやアメリカ

を中心に粒子線がん治療が行われていることが分かる。炭素イオン線に関しては、世界中で約

12000 人が日本やヨーロッパ、中国の炭素イオン線施設において治療されており、その中でも放医

研では 8000 人以上にもおよぶ患者を治療している(Marx, 2014)。放医研においては図 1-5に示
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す重粒子線加速器HMAC (Heavy Ion Medical Accelerator in Chiba)を用いて炭素イオンを光

速の 6から 8割以上に加速し治療に用いている。 

 

 

1.2.4放射線抵抗性 

 X 線などの放射線に対してあまり治療効果を示さないがんが存在し、これを放射線抵抗性がんとい

う。放射線の感受性は細胞分裂周期や酸素濃度、細胞分化度などに依存する。分裂周期の中では

分裂 M（mitosis）期が最も感受性が高く、頻繁に分裂を繰り返すような細胞・組織が感受性となる。

一方、ある程度分化が進み、分裂が遅くなった細胞・組織では抵抗性となり、骨軟部肉腫などが放射

線抵抗性を示す。酸素が放射線感受性に影響を与えることを酸素効果という。酸素存在下の方が効

果は大きく、これは酸素存在下では反応性の高いラジカルを産生することと、放射線により出来た損

傷部位が酸素と反応して固定化され修復がされにくくなっているからと考えられている(杉浦紳之 & 

山西弘城, 2013a)。腫瘍内部では正常の組織の血管と異なり太さの違う未発達な血管が不規則に

分布し低酸素領域となっているため、腫瘍細胞は放射線に抵抗性を示す。陽子線の細胞致死効果

は X線に近い値であることから、X線抵抗性がんには陽子線の効果も低いと考えられる。 

 

これらの課題を解決するためには、質量の大きい粒子、すなわち重粒子線が注目されている。放射

線の種類間での相対的な生物学的効果を表す指標に、相対的生物学的効果 Relative Biological 

Effectiveness: RBEがあり、以下の式で定義される(Hall & Giaccia, 2012; 杉浦紳之 & 山西弘

城, 2013b)。 

 

𝑅𝐵𝐸 =
ある効果を得るのに必要な基準放射線の線量

同じ効果を得るのに必要な試験放射線の線量
 

 

基準放射線として X線や γ線が用いられる。そのため X線や γ線の RBEは 1 となる。RBEは放

射線の線量や線量率、細胞生存率などのどのエンドポイントで評価するかに依存する。試験放射線

に炭素イオン線を用いた場合、細胞生存率が 10%になるときの線量 D10で RBE を計算すると約 2

から 3 の値を取るので、炭素イオン線は X 線や γ 線に比べて細胞致死効果が大きいといえる

(Asaithamby et al, 2008; Durante & Cucinotta, 2008; Rydberg et al, 2005)。実際、骨肉腫や

脊索腫のような放射線抵抗性がんに対しても重粒子線は効果的という臨床での報告がある(Imai et 

al, 2011; Kamada et al, 2002)。 

 

 

1.2.5高 LET放射線 

RBE に加えて、放射線の線質を表現する指標に線エネルギー付与 Linear Enegry Trandfer: 

LET (keV/μm)がある(Hall & Giaccia, 2012)。これは単位長さ当たりに物質に付与するエネルギ

ーを意味しており、炭素イオン線などの重粒子線は高 LET 放射線に分類され、陽子線や X 線、γ

線は低 LET 放射線に分類される。高 LET 放射線は低 LET 放射線に比べて密な電離を起こして
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物質にエネルギーを付与し、狭い領域に塩基損傷や一本鎖切断、二本鎖切断（Double-strand 

break: DBS）などの複数の傷を生じさせる。このような傷を複雑なDNA損傷またはクラスターDNA

損傷と呼んでいる。またDNAの末端が複雑に切断されている場合も複雑なDNA損傷と呼ぶことが

できる。この複雑な DNA損傷は修復が困難であるため細胞致死効果が大きいとされている。また高

LET放射線は低酸素細胞や細胞分裂周期の影響が小さいため、1.2.4で示した放射線抵抗性のが

んにも治療効果が期待できる。 

 

高 LET放射線により生じるDNA損傷は、X線のような低LET放射線により出来る傷とは質的に

異なるということができ、DNA損傷そのものやその後のDSB修復過程も、これまで明らかにされてき

た低 LET 放射線の知見と異なると考えられている。複雑な DNA 損傷は修復されにくく、修復が困

難な場合は分裂異常やアポトーシスなどにより細胞死へと導かれといわれているが、例えば炭素イオ

ン線や鉄線の高 LET 放射線を照射した場合は γ 線に比べて多くの細胞に老化現象を示した報告

(Jinno-Oue et al, 2010; Mukherjee et al, 2008)から言えるように、複雑な DNA損傷を受けた細

胞がどのような細胞運命を辿るのか、または選択するのかまだまだ分かっていないことが多い。 

 

 

 

図 1-3 日本の粒子線治療施設 （出典：独立行政法人 放射線医学総合研究所） 
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図 1-4 世界の粒子線治療施設 （出典：独立行政法人 放射線医学総合研究所） 

 

 

 

図 1-5 重粒子線加速器 HIMAC （出典：独立行政法人 放射線医学総合研究所） 
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1.3本研究の目的 

 本研究では放射線治療の発展に貢献することを最大の目的とする。炭素イオンのような重粒子線がが

ん治療に用いられる利点は主として二つあり、①体内で優れた深部線量分布を形成できる点、②X

線のような光子に比べてがん細胞に高い生物致死効果を与えることできる点である。 

 

停止点付近で大きなエネルギー付与を起こすブラッグピークの性質を持つ粒子線は、日本やヨー

ロッパを中心に治療に用いられ、骨腫瘍の一つである脊索腫は重粒子線治療が効果的である。脊

索腫は頭蓋底や仙骨等の深部の骨から発生し、周辺には重要臓器が存在するため、通常のX線放

射線治療は難しく、また脊索腫は放射線抵抗性である。さらに外科的切除により摘出出来た場合で

も、仙骨と取り除いてしまうと QOL を著しく低下させる懸念がある。そのため深部線量分布がよく、生

物効果の高い重粒子線が用いられ、臨床において良い治療成績を上げている。さらに陽子線も優

れた深部線量分布を持つことから脊索腫治療に用いられている。しかしながら、脊索腫細胞自体の

特徴と細胞株数が少ないなどの理由によって基礎的な放射線生物学的データがほとんど報告され

ておらず、炭素イオン線と陽子線の放射線感受性を直接比較されていない。そこで本研究において、

粒子線の特徴である優れた線量分布に着目し、三次元 in vitro モデルを用いて炭素イオン線と陽

子線の生物効果を直接比較し、脊索腫細胞への有効性を示すことを目的とする。 

 

また、重粒子線の生物効果を考えるうえで物理的要素の LETが重要であり、高 LET放射線であ

る炭素イオン線が生じさせる複雑なDNA損傷が高い生物効果を生んでいると考えられている。細胞

には DNAの修復機構が備わっており様々な刺激から DNA を保護していることが分かっているが、

DNA の修復経路、特に DNA 二本鎖切断に対する修復経路のメカニズムの解明が重要となってい

る。それは DNA 修復メカニズムが解明されることで修復経路を阻害するようながん治療に応用でき

るからである。しかしながら、現在においてもどのように DNA 修復経路が選択され、制御されている

のかそのメカニズムは分かっていない。近年、高 LET と低 LET放射線では修復経路が異なる可能

性も報告されており、炭素イオン線を用いた修復経路の研究は重要になってきている。また炭素イオ

ン線を用いても完全に治療できない腫瘍が存在するため炭素イオン線の治療効果をより高めるため

の効果的な薬剤、つまり放射線増感剤の探索も必要とされている。そこで本研究において、DNA 修

復経路選択に重要な CtIP タンパク質の挙動を調べることで、修復経路選択メカニズムを明らかにし、

さらに複雑なDNA損傷とその後活性化されるATRリン酸化酵素に着目し、放射線増感作用の有無

を明らかにすることを目的とする。 

 

 

1.4本論文の構成 

本論文は 5章より構成される。第 1章（本章）では日本のがん医療の現状を述べ、実践されている

がん治療の種類や方法について示した。がん治療法の一つである放射線治療の現状と課題を述べ、

近年注目を浴びている粒子線治療については、粒子が持つ特徴や性質をX線などの電磁波と比較

をしながら説明し、日本や世界での粒子線治療研究・施設の現状を示した。そして本研究で着目し

ている高 LET 放射線における課題を述べた。第 2 章では、粒子線の持つ優れた深部線量分布に
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着目し、未だ基礎的な放射線生物学データの少ない脊索腫細胞を用いて、炭素イオン線と陽子線

の放射線感受性を比較する。そのために 3次元 in vitroシステムを構築し粒子線ビームのブラッグ

ピーク近傍での細胞応答や LET依存性などを、細胞生存率を測定することにより検討する。第 3章

ではDNA修復の経路選択に関わる「DNA末端リセクション」で機能するCtIPタンパク質の挙動を、

高 LET 放射線を用いて、ウェスタンブロッティング法によるタンパク質発現解析や蛍光免疫染色法

によるタンパク質集積（フォーカス形成）を検出することにより評価する。そして CtIPの新たな挙動が

DNA修復にどのように関与する可能性があるのか議論する。第 4章では高 LET放射線により複雑

なDNA損傷を生じさせ、ATRリン酸化酵素を阻害した場合にどのような細胞反応を示すのか、細胞

周期解析や小核の形成、細胞生存率を低 LET 放射線と比較することで評価する。そして最後の第

5章では本研究の総括と今後の課題と展望を述べる。 
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第2章 線量分布に着目した炭素イオン線と陽子線の脊索腫細

胞での生物効果の比較 

 

2.1背景 

2.1.1粒子線について 

がん治療は大きく分けて外科的手術、化学療法、放射線療法は三つに分類できる。放射線療法

には古くから 60Co放射性同位元素から放出される γ線や LINACで発生させた X線が用いられて

きた。X 線が発見されて以来急速に発達し、コンピュータやネットワーク技術などの科学技術の進歩

と共に放射線治療も進化した。光子を用いた例では IMRTや IGRTが挙げられ、腫瘍には多くの線

量を集中させ、周囲の正常組織への線量は出来るだけ少なくするよう工夫されている(Bhide & 

Nutting, 2010)。さらに、治療効果を高めた最も注目すべき方法の一つが、炭素イオン線や陽子線

等の荷電粒子を用いた放射線治療である。これらの加速粒子は固形がんの治療に大変優れた成績

を示しており、その理由は優れた物理線量分布とブラッグピーク近傍での大きなエネルギー付与が

挙げられる(Durante & Loeffler, 2010; Tobias et al, 1971)。最近の報告によると、荷電粒子放射

線治療は外科的手術と比べて同等あるいは優れた成績を上げており、それは前立腺がん、肺がん、

頭頸部がん、そして骨軟部肉腫などの症例である(Imai et al, 2011; Jingu et al, 2012)。 

 

 骨腫瘍の一つである脊索腫は荷電粒子線治療の良いターゲットであるといえる。それは脊索腫は

体の深部に発生するため侵襲的な手術での摘出は形態の維持や機能の維持が困難になる場合が

あるが、粒子線治療では脊索腫発生部位の骨や発生部位近くの重要臓器の形態や機能を守ること

が出来る可能性があるからである。(Imai et al, 2010; Kamada et al, 2002; Schulz-Ertner et al, 

2002; Schulz-Ertner et al, 2003b)。 

 

 

2.1.2脊索腫とは 

脊索腫は悪性の骨腫瘍の一つである。脊索の遺残組織から発生し、頭蓋・脊椎に沿ってあらゆる

部位に発生する可能性があるが、高頻度に発生する部位は仙骨や頭蓋底骨（斜台）である(Casali, 

2007; Mendenhall et al, 2005)。脊索腫は全ての悪性腫瘍の中で 1から 4%程度であり、その特徴

は転移が少なく、腫瘍の成長速度が遅いことである(Azzarelli et al, 1988; Sundaresan, 1986; 

Walcott et al, 2012)。脊索腫の治療の第一選択は外科的手術であるが、放射線治療も行われてい

る(Henderson et al, 2009; Imai et al, 2011; Schulz-Ertner et al, 2003a)。脊索腫は解剖学的

に体内の深部に位置しているため、仮に手術により外科的切除が可能であった場合でも、仙骨から

発生した脊索腫を手術で取り除いた場合、車椅子での生活になる可能性がある。これの場合は生活

の質QOLを著しく低下させてしまうことになる。また頭蓋底に発生した脊索腫の場合、周囲の正常な

脳組織や神経組織を傷付けることなく取り除くことは難しく、また周囲の血管を巻き込んでいる時は

全てを摘出することは困難となり再発の危険が生じる。そこで近年、炭素イオン線や陽子線を含む荷
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電粒子ビームが骨軟部腫瘍の治療に注目を浴びている。実際、炭素イオン線と陽子線は脊索腫の

治療に用いられ、臨床現場からは優れた治療成果の報告がなされている(Combs et al, 2010; 

Schulz-Ertner et al, 2003b)。 

 

しかし、粒子線を用いた脊索腫の治療に目まぐるしい進歩があるにも関わらず、脊索腫細胞の基

礎的な生物データがあまりにも少ないという課題がある。なぜこのような脊索腫細胞の生物学的デー

タが不足しているかというと、まず細胞株の種類の少なさが挙げられる。米国の非営利組織

Chordoma Foundation には脊索腫細胞が保管されているが、その数は三つしかなく、U-CH1 と

U-CH2 と MUG-Chor1 だけである。脊索腫の好発部位は仙骨、脊椎、頭蓋底などであるが、三つ

の細胞株は仙骨から採ったものであるので種類も少ないといえる。次の特徴として、腫瘍細胞である

のに細胞の倍加時間が長いことである(Kato et al, 2011; Scheil et al, 2001)。ヒトの細胞株の倍加

時間は 24時間前後のものが多いが、U-CH1細胞は約 7日であり、24時間に比べれば大変ゆっく

り成長することが分かる。細胞実験を行うには細胞の数やある程度の増殖速度を持った細胞が扱い

やすい。特に放射線生物学においての細胞生存率をコロニー形成法を用いて評価する場合は、7

日で一回分裂するような細胞は大変扱いづらい。このように、細胞株の少なさと細胞倍加時間の長さ

が、放射線生物学データの不足の原因の一部であると考えられる。もちろんこの限られた状況にお

いても、マルチフィッシュ法やアレイ法を用いた核型や染色体異常を示した細胞遺伝学研究が報告

されている (Hallor et al, 2008; Kuzniacka et al, 2004)。我々もこれまでに脊索腫細胞

U-CH1(Scheil et al, 2001)から新たに樹立させたU-CH1-Nが、炭素線、ネオン線、シリコン線、ア

ルゴン線、鉄線のような高 LET 荷電粒子放射線にとても感受性であることを報告している(Kato et 

al, 2011)。炭素イオン線や陽子線が優れた深部線量分布を示すため脊索腫の治療に用いられてい

るが、これまで in vitroでの炭素イオン線と陽子線の感受性の直接比較は行われていない。 

 

 

2.1.3OptiCellについて 

本研究ではヒト脊索腫細胞 U-CH1-N に対し炭素イオン線と陽子線の細胞生存率や相対的生物

学的効果比 RBEを、OptiCell細胞培養システムを用いて比較・評価を行った。OptiCellとは市販

のカセット状細胞培養装置であり、少ないスペースでの細胞培養や、モニタリング、運搬がしやすい

ように設計されている(Duong et al, 2005)。板状の形状であり、並行な二枚のガス透過なポリスチレ

ン膜により囲まれた空間を作り、片面の 50 cm2の面積で細胞培養が行える。大きさは、2×65×150 

mmで最大 10 mlの容積があり、薄い設計でインキュベータ内の使用スペースを軽減できる利点が

ある。OptiCell に培地を入れた時の幅が 2 mm という細さになる。この幅の利点を生かして

OptiCell を積層して三次元 in vitro システムを構築することにより、粒子ビームの進行方向に細か

い配置が可能となり、それぞれの深さ位置での生物学データを詳細に取得することが可能になる。 
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2.2目的 

これまで脊索腫に対する炭素イオン線と陽子線の深部線量分布に関する生物効果の比較が明確

に調べられていないことから、本研究では両粒子線の深部線量分布に着目し、290 MeV/n エネル

ギーの炭素イオン線と70 MeVエネルギーの陽子を用いて、細胞生存率やRBEを算出することで、

脊索腫細胞に対する細胞致死効果を OptiCell in vitroシステムで直接比較し有用性を示すことを

目的とする。 
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2.3実験方法 

2.3.1細胞および細胞培養 

ヒト脊索腫細胞株U-CH1は米国の Chordoma Foundation より提供を受けたものである。2.1.2

で示したように我々のグループは U-CH1-N という細胞株を樹立させた。本実験で使用した

U-CH1-N細胞は放射線医学総合研究所（National Institutes of Radiological Sciences）にお

いてオリジナルの U-CH1 細胞から取り出した分集団である。U-CH1 細胞の細胞倍加時間が約 7

日なのに対し、U-CH1-N の細胞倍加時間は約 3 日である。細胞は 10%ウシ胎児血清(Fetal 

Bovine Serum: FBS)、1%抗生物質入りのαMEM培地を用い、インキュベータ内5%CO2、37℃の

環境下で培養した。 

 

 

2.3.2放射線照射 

炭素イオン線および陽子線の照射は放医研において行われた。炭素イオン線は重粒子線加速器

HIMAC によって 290 MeV/n のエネルギーにまで加速され、陽子線は放医研のサイクロトロンによ

って70 MeVに加速して照射された。炭素イオン線と陽子線の線量率はおよそ1 Gy/minであった。

単一エネルギーの 290 MeV/n炭素イオン線は物質の入り口付近で LETは 13 keV/μmを示す。

単一エネルギー70 MeV陽子線は入口付近でLETは 1 keV/μmを示す。炭素イオン線と陽子線は

それぞれ水中では深さ 14 cm、4 cmで最大線量を示す(Genet et al, 2012)。 

 

X線照射は放医研にある TITAN-320型 X線照射装置を使用し、管電圧 200 kVp、管電流 20 

mAに設定し、 0.5 mmのアルミニウムと銅のフィルターを用いた。線量率はおよそ 1 Gy/minであ

った。γ線照射はコロラド州立大学にある放射性同位元素 137Cs線源を用い、線量率は 2.5 Gy/min

であった。全ての照射は室温で行われた。 

 

 

2.3.3OptiCellを用いた細胞生存率測定 

炭素イオン線および陽子線照射の 3 時間前に培養しておいた脊索腫細胞をトリプシンで剥がし、

10 ml培地に 8000個の細胞が含まるように濃度調整し、各々ののOptiCellチャンバーにシリンジと

専用の針を使って注入した（図 2-1）。その後すぐにインキュベータに戻し、OptiCell の片側のメン

ブレンに細胞が接着するようにした。照射直前にOptiCellチャンバーをビーム進行方向に垂直に層

になるよう設置し、一番手前の OptiCellの線量が 1、2、3Gy となるよう照射し、照射後すぐにインキ

ュベータに戻し 3 週間静置培養した。γ 線照射の場合は積み重ねることはせず、個々の OptiCell

対し 2、4、6、8Gy を照射した。3 週間の培養の後、細胞の接着していない片側のポリスチレン膜を

切り取り、細胞を 0.9%NaCl 溶液で洗浄し、100%エタノールで固定し、0.1%クリスタルバイオレット

溶液で染色した。50個以上の細胞が含まれるコロニーを 1個として計測し、出来たコロニーの数を、

0Gy照射条件で出来たコロニーの数で割ることで、細胞生存率曲線を描いた。 
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2.3.4培養ディッシュを用いた細胞生存率測定 

ファルコン T12.5 フラスコで培養した U-CH1-N 細胞に対し、ブラッグピーク近傍の LET が 70 

eV/μm となる炭素イオン線と、入口付近の陽子線、および X 線により照射した。照射後すぐにトリプ

シンで細胞を剥がし、任意の細胞濃度によるよう希釈調整し、100 mm細胞培養ディッシュに播種し

た。3 週間インキュベータ内で静置培養し、細胞の固定・染色は上記と同じ方法を用いた。50 個以

上の細胞が含まれるコロニーを 1個として計測し、細胞生存率曲線を描いた。 

 

 

 

    

図 2-1  OptiCell細胞培養チャンバー 

  

 

 

 

図 2-2 ビーム進行方向に垂直になるような OptiCellの配置 
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2.4 結果 

2.4.1水中での深さに対する細胞生存率 

OptiCellを重ねて層にして図 2-2のように粒子を照射することで各深さにおける細胞生存率を得

た。我々が以前報告したレポートの中の物理パラメータ(Genet et al, 2012)を用いて、OptiCellチ

ャンバーのそれぞれの配置位置を水中での深さに変換した。OptiCell により得られた各深さでの細

胞生存率は、水中を進むに従い徐々に低下し、ブラッグピーク付近で最小になった。線量が 1Gy, 

2Gy, 3Gy と大きくなるに従い細胞生存率が小さくなっていることから、線量依存性が確認できた。ブ

ラッグピークを超えると急激に生存率は高くなっていることから、粒子の進行は停止し細胞に照射さ

れていないことが分かる。ブラッグピーク近傍での生存率を同じ線量で比較すると、炭素イオン線は

陽子線より大きな生存率低下を示した（図 2-3）。炭素イオン線と陽子線のブラッグピークはそれぞ

れ深さ 14 cm, 4 cmであった（図 2-4）。 

 

 

2.4.2低 LETと高 LETでの細胞生存率 

炭素イオン線および陽子線は、水中のある深さでどの LETの値を持っているのかが分かっている

（図 2-4）。OptiCellチャンバーを用いた脊索腫細胞の細胞生存率を、炭素イオン線は LET値で 3

つのグループに分けて評価を行った。LET 値は①13-20 keV/μm、②20-30 keV/μm、③30 

keV/μm以上の 3グループとした。LETが高くなるに従い細胞致死効果が高くなる細胞生存率曲線

が得られた（図 2-5）。この実験で用いた陽子線は 1-10 keV/μmの LETを持っているが、この範囲

での細胞致死効果の差は見られなかった。炭素イオン線による細胞致死効果は二つのパラメータ、

線量と LET に依存することが確認され、一方で陽子線による致死効果は我々の実験の 1-10 

keV/μmの LETの範囲では、線量のみに依存する結果となった。 

 

 

2.4.3U-CH1-N細胞の RBE 

RBE値は細胞生存率が 10%に低下する線量である D10値をもとに算出された。RBE値は 1.2.4

で述べたように、γ線でのD10値を炭素イオン線と陽子線それぞれの粒子のD10値で割ることで算出

した。炭素イオン線については 30 keV/μm以上のLETでは 1.69の高い値を示し、13-20 keV/μm、

20-30 keV/μmではそれぞれ 0.86および 1.27の値を示した。また陽子線については 0.89 となり、

13-20 keV/μm炭素線と近い値を示した。 

 

 

2.4.4細胞培養ディッシュでの細胞生存率と RBE 

よく細胞培養で用いられている標準的な細胞培養ディッシュを使用し U-CH1-Nの細胞生存率曲

線を取得した。γ線やX線は光子線としてRBEの計算に使用した。U-CH1-N細胞はどちらの光子

線でも同様な感受性を示した（図 2-5）。放射線の線量の増加に従い細胞生存率は低下した。陽子

線ビームの入り口領域（プラトー領域）を照射した時の細胞生存率は γ線やX線と近い挙動を示した

が、一方炭素イオン線はより大きな感受性を示した。どの放射線を照射した場合も、細胞培養ディッ
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シュよりも OptiCellの方が放射線抵抗性を示した。この培養ディッシュを用いた in vitroシステムで

の γ線とX線に対する炭素イオン線と陽子線のD10値を用いたRBE値はOptiCellシステムで得ら

れた値より高くなり、その値はそれぞれ 2.27および 0.9であった。 
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2.5 考察 

脊索腫細胞は in vitro では他の細胞に比べ相対的に増殖速度が遅く、ヒト脊索腫細胞 U-CH1

の倍加時間は 7日であることが報告されている(Kato et al, 2011)。この増殖速度が遅いという特徴

故に、多くの臨床試験が行われかつ結果も報告されているにも関わらず、脊索腫細胞の放射線生物

学データが不足している現状がある(Imai et al, 2010; Kato et al, 2011)。しかしコロラド州立大学

の加藤氏らによって 3日という短い倍加時間を持った細胞株を作ることによって、脊索腫細胞の増殖

や放射線や抗がん剤に対する感受性に関する情報が in vitroで得られるようになった。 

 

本研究で我々は 2つの異なる粒子線である炭素イオン線と陽子線を用いて三次元 in vitroでの

脊索腫細胞の細胞生存率に着目した。両荷電粒子線は現在世界の中でも限られた施設において

使用できる粒子である(Akanuma et al, 1982; Hiraoka et al, 1990; Jingu et al, 2012; Kanai et 

al, 1999)。質的にも量的においても炭素線治療施設が世界で数少ないことを考慮しても、我々の脊

索腫への理解および炭素線治療のデータは陽子線に比べてまだ少ない。本研究において炭素イオ

ン線照射によりブラッグピーク付近での細胞生存率の低下が陽子線に比べて大きいことを示した。

OptiCellシステムでは γ線に対する RBE値は LET 30keV/μm以上の炭素イオン線で 1.69を示

し、LET13-20 keV/μmでは 0.85を、LET20-30 keV/μmでは 1.27 を示した。また陽子線では全

ての領域である LET1-10 keV/μm において 0.89を示した。このことは炭素イオン線の脊索腫細胞

に対する致死効果が陽子線に比べて高いことを表している。 

 

本研究における炭素イオン線の脊索腫細胞致死効果の検討は、三次元 in vitroシステムで放射

線の線量と LET 値に依存していることを示した最初の報告である。これらの研究は我々が以前報告

しているような標準的な組織培養環境（培養ディッシュ）での炭素イオン線の効果を改良し、新たな

知見を付け足すものである。OptiCellチャンバーにU-CH1-N細胞を培養し、ビーム進行方向に並

べたOptiCellを照射したことの利点は、ブラッグピーク近傍の高 LET粒子と遠方の低 LET粒子を

同時に含む状態で評価が出来たことである。本研究では、現在臨床で使用されている高 LET 炭素

イオン線ビーム(Matsufuji et al, 2007)が、低 LET炭素イオン線よりも U-CH1-N細胞の致死効果

が高いことを示している。さらに低 LET 放射線として知られる陽子線は、プラトー領域とブラッグピー

ク領域で分けて細胞線損率を比較しても両者に差はなかった。つまり低 LETの陽子線と炭素イオン

線は脊索腫細胞の致死効果は同様である。これは陽子線の D10値 0.89 と LET13-20 keV/μm 炭

素イオン線の D10 値 0.85 からもいえる。陽子線の細胞致死効果が線量にのみ依存する結果は、

LET と線量の二つのパラメータに依存する炭素イオン線と比べるとビーム条件設定の自由度という

点において炭素イオン線の方が応用が効く。脊索腫の粒子線治療に炭素イオン線を用いることは

LET 依存性と高い致死効果という効果と効率の点からはっきりとした利点が存在するといえる。この

傾向は脊索腫だけでなく、チャイニーズハムスターCHO 細胞(Duong et al, 2005)やヒト唾液腺腫

HSG細胞(Kagawa et al, 2002)においても確認されている。 

 

OptiCell 細胞培養チャンバーは細胞スペースを最大限に利用できるようにチャンバー幅を細く設

計してあり、積み重ねることで単層培養細胞の三次元モデルとして使用できる(Duong et al, 2005; 
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Smith et al, 2010)。我々は本研究で三次元 in vitro OptiCellシステムを解剖学的構造に近づけ

て、各深さにおける細胞生存率を測定した。このような粒子ビームの経路に沿って配置できるライブ

セルの生物ファントムを開発できれば、体内構造を疑似した実験体系を作ることができる。もちろんこ

れまでにも他の方法を用いて様々な深さでの相対的な in vitro生存率が検討されてきた。例えばペ

トリディッシュを特別な装置に固定させる方法(Courdi et al, 1994)や、「cell stack chamber」を用

いる方法(Ando et al, 2001)である。これらの細胞培養方法と比べて、積層した三次元 OptiCellシ

ステムの最な利点はより多くの詳細なデータ点を取得できることといえる。この研究で用いた 70 MeV

陽子線ではブラッグピークの位置が深さは 4cm に相当するので、陽子線のブラッグピーク近傍のデ

ータを取得するためにはより深さ方向に詳細なデータ点を設定する必要があった。OptiCell の幅 2 

mmを生かし詳細なデータを取ることができた。 

 

本研究の OptiCell の細胞生存率の測定では、よく使用される方法とは異なるプロトコルを用いて

おり、それは放射線照射と細胞を播くタイミングである。コロニー形成法には基本的に二つの異なる

手法があり、一つは放射線や薬剤処理をする前に細胞を播く。他方は生じるコロニー形成活性を評

価するために照射後ある程度時間を於いてから細胞を播く方法である(Franken et al, 2006)。細胞

生存率は放射線照射前か照射後のどちらで細胞を播種するかに依存することが分かっている

(Buch et al, 2012; Franken et al, 1997)。本研究では、放射線照射前に播種し、照射後は処理を

加えず三週間培養したものである。OptiCell チャンバーでの炭素イオン線と陽子線照射後の細胞

生存率は、細胞培養ディッシュで得られた生存率と比べて放射線抵抗性を示した（図 2-5）。両培養

条件での生存率の差は播種と照射の順序の違いによるものであるといえる。 

 

 

2.6 まとめ 

ヒト脊索腫細胞を用いて炭素イオン線と陽子線の細胞致死効果を治療に近い in vitro体系で直

接比較することができた。我々の用いた実験体系は高 LET炭素イオン線を含め他の電荷粒子線や

光子線を評価するのにも用いることができる。OptiCellシステムは in vivoの脊索腫環境に近い状

態で細胞の生物学を理解でき、これからの脊索腫研究に役立つといえる。我々の脊索腫モデルは、

異なる性質の放射線（高 LET対低 LET炭素イオン線または陽子線と光子線）と、荷電粒子ビーム

の線量に対する細胞反応や抵抗性に関する評価方法であるといえる。今回示した結果から、稀で治

療が困難な脊索腫に対し炭素イオン線を治療に用いることが in vitro生物学的観点から優れている

ことが確認できた。それは炭素イオン線が LET と線量に依存して細胞致死効果を示すからである。 
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図 2-3 水中での各深さにおける細胞生存率曲線 
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図 2-4 水中での各深さにおける相対線量と LET（一部改編） 

△陽子線の入射口に対する相対線量、○炭素イオン線の入射口に対する相対線量 

▲陽子線の深さに対する LET値、●炭素イオン線の深さに対する LET値 
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図 2-5 炭素イオン線と陽子線の線量-生存率曲線 

 

A: 光子線     ●γ線とOptiCell、 ○γ線と培養ディッシュ、 ▲X線と培養ディッシュ 

B: 陽子線     ▲OptiCell、 △培養ディッシュ 

C: 炭素イオン線 ■13-20 keV/μm、○20-30 keV/μm、●＞30 keV/μm、 

△培養ディッシュ（LET 70 keV/μm） 
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図 2-6 ブラックピーク近傍と遠方に分けた時の炭素イオン線と陽子線の細胞生存率曲線 

炭素イオン線 ●深さ 12 cm未満をブラックピーク（BP）遠方、□12 cm以上を BP近傍とした。 

陽子線 ●深さ 3 cm未満を BP遠方、□3 cm以上を BP近傍とした。 
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第3章 DNA末端リセクションに関わる修復タンパク質 CtIPの

フォーカス挙動 

 

3.1背景 

3.1.1DNA二本鎖切断修復 

我々の細胞 DNA は常に細胞内外からの活性酸素や化学物質、紫外線、放射線等の様々な刺

激に曝されており、DNA 損傷に起因したゲノム不安定性は、細胞死や老化、発がんを引き起こす要

因と考えられている(Ciccia & Elledge, 2010)。この様々な刺激から DNA 損傷を保護するため、

我々の細胞内には DNA の損傷を正確かつ効率的に修復する機能が備わっており、関連するタン

パク質により速やかに処理されゲノム恒常性・安定性を維持している。DNA 損傷には、塩基の酸化

やメチル化などによる塩基損傷、DNA 鎖間、鎖内での架橋形成、一本鎖切断（Single-strand 

break: SSB）や二本鎖切断（Double-strand break: DSB）の鎖切断などが挙げられる。これらの中

でも、DBS は細胞にとって有害かつ致死的な損傷であり、染色体損傷をはじめ、突然変異やゲノム

不安定性を引き起こす。この DSB に対してヒトの細胞には主に二つの修復経路が確認されている。

一つが非相同末端結合（Non homologous end joining: NHEJ）であり、他方が相同組換え

（Homologous recombination: HR）修復である（図 3-1）。NHEJ経路は細胞周期に依存せず機

能し、Ku や DNA-PKcs 等の関連タンパク質が DNA 切断末端を認識し結合させることで、速やか

に修復される(Lieber et al, 2003; Mahaney et al, 2009)。一方、HR経路は細胞周期 Sおよび

G2期のみで働き、Mre11- Rad50 - NBS1（MRN）複合体が DNA切断末端を認識した後、DNA

末端リセクションとよばれるDNA切断末端の削り込みを行い、RPAやRad51タンパク質を介して姉

妹染色分体を鋳型にした修復を行うと考えられている(San Filippo et al, 2008; Sung & Klein, 

2006)。細胞にとってどちらの修復経路を選択するかは、その後の細胞の運命を決める重要な因子

である(Brandsma & Gent, 2012; Chapman et al, 2012)。しかしこのDNA修復経路の選択を制

御する詳細なメカニズムはまだ分かっていない。 

 

 

3.1.2DNA二本鎖切断の修復経路選択 

DNA修復経路の HR と NHEJ経路のバランス制御には、HR経路の初期段階である「DNA末

端リセクション」が重要な働きを持っていると考えられている(Huertas et al, 2008; Huertas & 

Jackson, 2009; Yun & Hiom, 2009)。このDNA末端リセクションとは、DNA鎖の 5’末端から 3’末

端にかけて DNA 切断末端を削り取り、3’末端が遊離した一本鎖 DNA を生じさせることを指す（図 

3-2）。その後、RPA(Replication protein A)とよばれるタンパク質が一本鎖DNAにリクルートされ、

ATR(ataxia telangiectasia mutated (ATM) and Rad3-related)キナーゼを介した細胞周期チェ

ックポイントが働く一方、HR経路のキータンパク質である Rad51に置換され、姉妹染色分体を鋳型

として後半の HR 修復へと進行する。このリセクションの過程において CtIP (C-terminal binding 

protein interacting protein)とよばれるタンパク質が、ヒト細胞で重要な役割を果たすことが報告さ
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れて以降(Sartori et al, 2007)、CtIP の機能や役割に注目が集まるようになった(Chen et al, 

2008; Eid et al, 2010; Helmink et al, 2011; Huertas & Jackson, 2009; Takeda et al, 2007; 

Wang et al, 2013; You & Bailis, 2010; You et al, 2009; Yun & Hiom, 2009)。 

 

 

3.1.3CtIPとは 

CtIPは CtBP-interacting protein として最初に同定され(Schaeper et al, 1998)、転写制御の

ために Brca1 と相互作用する(Li et al, 1999; Yu et al, 1998)。CtIPの DNA損傷応答（DNA 

damage response: DDR）での役割に関しての最初の報告は、電離放射線に反応して ATMにより

リン酸化されることである(Li et al, 2000)。その後、CtIPはMre11 と協力して DNA末端リセクショ

ンを始動し(Sartori et al, 2007)、DNA切断末端に小さな削り込みを入れると考えられている。一旦

小規模な削り込みが行われた後、Exo1 等のヌクレアーゼにより大規模に削り取られて一本鎖 DNA

が露出する。一本鎖DNAによって ATRキナーゼが活性化され、またリセクションが開始された後は、

NHEJ経路ではなくHR経路により修復がなされると考えられる。すなわち、CtIPはリセクションに重

要であると同時に、DNA修復経路選択にも重要な役割を持つ(Huertas & Jackson, 2009; Yun & 

Hiom, 2009)。CtIPのMer11と共にDNA切断末端に小さく削るといったリセクションの初期過程で

役割は確立しているが、リセクションや HR経路におけるその他の役割は未だ分かっていない。 

 

 

3.1.4複雑な DNA損傷構造と DNA末端リセクション 

これまでの研究において DNA 末端リセクションが、DNA 修復経路選択を制御している可能性が

示されているが、DNA 末端リセクションを誘発する因子は示されていない。我々は DNA 末端リセク

ションに影響を与える因子として、「複雑な DNA損傷構造」に着目し、DSB末端の修復過程を変化

させる重要な因子であることを報告している(Shibata et al, 2011; Yajima et al, 2013)。複雑な

DNA 損傷構造とは、1.2.5 で述べたように、ある狭い領域に二本鎖切断を含め、一本鎖切断、塩基

損傷など様々な損傷が含まれるものや、DNA切断末端が細断されて複雑になっているものをいい、

コンプレックス損傷またはクラスター損傷とも呼ばれている。X線によるDNAの傷はこのような傷は起

こさず、炭素イオン線や鉄イオン線などの重イオン線によって起こすことが知られている。我々は、

「複雑なDNA損傷が効率よくDNA末端リセクションを引き起こす」ことを示した報告の中において、

低 LET放射線として X線および γ線、そして高 LET放射線として炭素イオン線および鉄線を用い

て CtIP と RPA タンパク質のリン酸化をウェスタンブロッティングにより調べている。そしてタンパク質

発現を調べていることで DNA末端リセクションの誘導を検証している(Yajima et al, 2013)。その結

果によると、高LET放射線によってCtIPのリン酸化が照射後早い時間でしかも強く検出されている。

一方、低 LET放射線では照射後のリン酸化は遅く、リン酸化していないタンパク質も多く検出されて

いる。また、リセクションマーカーである RPA の発現を調べると、高 LET では多くのタンパク質で

RPAのリン酸化が確認できるのに対し、低LETではほどんと確認できない。つまり、DNA末端リセク

ションやCtIPタンパク質の挙動を検証するには高 LET放射線を用いた方が効率が良いことが分か

る。さらに我々の予備的な実験としてDBS箇所に集積するCtIPのフォーカス数をX線 2Gyと炭素
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イオン線 1Gy で比較したところ、炭素イオン線の方が線量が少ないにも関わらず、照射後 4 時間で

比べると二倍もフォーカスの数が多い結果が得られている。また別の報告おいても X線 2Gy と炭素

イオン線 2Gy を細胞に照射した際に、RPA または Rad51 のフォーカスについて明らかに炭素イオ

ン線の方が数が多い結果となっている(Shibata et al, 2011)。この結果から CtIPや RPAのフォー

カスを調べることについても高 LET放射線を用いることが適しているといえる。 

 

3.2目的 

電離放射線によって引き起こされる DNA 損傷の中でも DSB が特に重要であり、この DSB の修

復メカニズムの解明が必要とされている。DNA 修復過程において修復経路の選択が細胞の運命に

大きく関わっている。本研究では複雑なDNA損傷を起こすモデルとして炭素イオン線を用い、DNA

損傷修復の経路選択の制御メカニズムを解明するため、複雑なDNA損傷によってDNA末端リセク

ションを引き起こす。そしてリセクションに深く関与するCtIPがどのような反応を起こすのかを、ウェス

タンブロッティングや蛍光免疫染色法などを用いて検証し、リセクションやHR修復での CtIPの新し

い挙動を明らかにすることを目的とする。  
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図 3-1 主な DNA二本鎖切断の修復経路 

 

 

 

 

 

図 3-2 相同組換え修復経路における DNA末端リセクション 
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3.3実験方法 

3.3.1細胞培養 

U2OS（ヒト骨肉腫）、HeLa（ヒト子宮頸ガン）、1BR-hTERT（ヒト正常線維芽細胞-ヒト逆転写酵素

発現）、HFL-Ⅲ（ヒト初代線維芽細胞）を用いた。1BR-hTERT 細胞は英国 Sussex大学の Penny 

Jeggo教授より提供を受けたものである。MEM Eagle培地に FBSが 10%、抗生物質が 1%となる

よう調整し細胞培養に用いた。全ての細胞は細胞インキュベータを用いて、温度 37℃、二酸化炭素

濃度 5%、湿度 100%の条件下で管理された。 

 

 

3.3.2放射線照射および薬剤処理 

放射線照射は放射線医学総合研究所（放医研）で行われた。290 MeV/n のエネルギーを持つ

LET値が 70 keV/μmの炭素線、500 MeV/n のエネルギーを持つ LET値が 200 keV/μmの鉄

線を重粒子加速器HIMACを用いて加速した。イオンビームの線量率は照射条件により様々であっ

た。上記粒子線を照射する場合、通常は細胞接着面に垂直になるよう照射（垂直照射）するが、イオ

ンの飛跡を集積タンパク質で検出する実験の場合は、細胞接着面に平行（並行照射）になるようサン

プルを設置した。 

 

ATM阻害剤として KU55933（20 μM）を、ATR阻害剤として VE-821（10 μM）を、タンパク質合

成阻害剤としてサイクロヘキシミド（Cyclohexmide: 200 μg/ml）を培地に溶解して使用した。 

 

 

3.3.3蛍光免疫染色 

細胞を 2 または 4 ウェルチャンバースライドに播き接着させた。重粒子線照射後はすぐにインキュ

ベータに戻し、必要な培養時間を経てから、冷 4%パラホルムアルデヒドまたは冷 100%メタノールで

20分間固定処理を行った。その後 0.5%Triron X-100で 10分間透過処理を行い、3%ウシ血清ア

ルブミン BSA で 20 分間ブロッキング処理を行った。そして、一次抗体を 1 時間 37℃で反応させ、

PBSでよく洗浄した後、Alexa-488 または Alexa-594が結合した二次抗体を 1時間 37℃で反応さ

せた。PBSでよく洗浄した後、DAPIで核を染色し、カバーガラスで封入した。 

 

 

3.3.4蛍光顕微鏡撮影および画像取得 

タンパク質の局在や核の観察は、落射型オリンパス BX51 蛍光顕微鏡を用いた。オリンパス油浸

対物レンズ PlanApo 60（NA=1.40）、ディジタル CCD カメラ DP30BW を用いて撮影し、DP 

Controller ソフトウェアにより画像を取得した。DBS箇所にタンパク質が集積すると小さな丸い形状

の蛍光画像が観察されるが、これをフォーカスと呼んでいる。フォーカスの数をモニター上で観察お

よび評価する際には、Adobe Photoshopを用いて行った。 
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3.3.5ウェスタンブロッティング 

細胞を重粒子線で照射した後必要な時間だけ培養し、セルスクレーパーにより細胞を回収した。

細胞を冷 PBS で洗浄し、RIPA バッファー（タンパク質分解酵素阻害剤および脱リン酸化酵素阻害

剤入り）で溶解し、遠心分離することで全細胞溶解液（Whole cell lysate: WCL）を上澄み液に得た。

ポリアクリルアミド電気泳動 SDS-PAGEによりタンパク質を分子量ごとに分離した後、タンパク質を電

気泳動ゲルからニトロセルロース膜に転写した。転写した膜に抗体が非特異的に結合することを防ぐ

ためにブロッキング処理を行い、TBS バッファーで洗浄した後、各抗体を反応させた。本研究の一

部ではタンパク質のリン酸化を詳細に調べるために、リン酸化タンパク質と非リン酸化タンパク質を分

離できる機能性低分子Phos-tagを用いた。Phos-tagは SDS-PAGEゲル中で 20 μMの濃度で使

用した。Phos-tagを SDS-PAGEゲル中に入れておくとリン酸化タンパク質が Phos-tagにトラップさ

れるため、リン酸化タンパク質の泳動が遅くなり、非リン酸化タンパク質と分離することが出来る

(Kinoshita et al, 2009)。そのゲルをメンブレンに転写し抗体で検出すると、リン酸化部位の部位や

数が異なった場合はそれに応じた異なるバンドが検出されることになる。 

 

 

3.3.6抗体 

本研究で用いた抗体は以下の通りである。CtIP (Cell Signaling)、RPA2 (Abcam)、 

phosphoT21-RPA (Abcam)、 phosphoS4/8-RPA2 (Bethyl)、CyclinB1 (Millipore) 、Ku70 

(Thermo)、Rad51 (Santa Cruz)、Ku80 (Thermo)。 
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3.4結果と考察 

3.4.1CtIPフォーカスは長時間 DSB箇所で維持される 

最近の報告において、我々は CtIPが放射線照射後 30分以内に高リン酸化され、その後 2時間

でリン酸化レベルが低下することを示した(Yajima et al, 2013)。このリン酸化状態の遷移を調べるた

めに、U2OS細胞およびHeLa細胞を炭素イオン線を用いて 10Gy照射し、CtIPのリン酸化をウェ

スタンブロッティングにより8時間まで評価した。30分後に見られるCtIPの高リン酸化は 8時間後で

は非照射U2OS細胞と同様なリン酸化状態に戻っているのが確認できた（図 3-3）。また鉄イオン線

照射のHeLa細胞およびヒト線維芽細胞HFL-Ⅲ細胞においても同様の結果が得られた（図 3-5）。

これらの結果から CtIP の高リン酸化状態の消失は細胞株や二本鎖切断の複雑性には無関係で生

じることを示している。 

 

CtIP に依存した DNA 末端リセクション開始に起こる RPA のリン酸化は、照射 30 分後までには

生じており、4 時間までにはプラトーに達していることが分かる（図 3-3）。RPA のフォーカスのいくつ

かは、シグナル強度は後半の時間帯で観察されるものに比べると弱いが、重粒子線ビーム照射 30

分後までには観察することが出来た(Yajima et al, 2013)。これらの結果は、CtIPの高リン酸化はリ

セクションの開始に相関があると言える。さらに照射後 4 時間以降では、DNA 末端はかなりの程度

削り取られて一本鎖となっている。DNA末端リセクションの開始におけるCtIPの役割とCtIPの高リ

ン酸化の低下を考えると、照射後遅い時間帯では CtIP フォーカスは検出されないと予想していた。

しかし、CtIP特異的な抗体（図 3-5）を用いて U2OS細胞の蛍光免疫染色を行うと照射後 30分で

CtIP フォーカスのトラックを観察することが出来、さらに驚くことに少なくとも 8時間はフォーカス形成

を維持し続けていることを確認した（図 3-4）。つまり CtIP は高リン酸化状態が終わった後も集積し

てフォーカスという形で存在し続けている。CtIP フォーカスは RPA との細胞核内において共局在を

示し、これは DNA末端に CtIPが集積しそしてフォーカスを形成していることを意味している。CtIP

フォーカス形成は U2OS に特異的ではなく、ヒト正常線維芽細胞 1BR-hTERT においても RPA と

一緒に観察されている（図 3-6）。これらの結果は CtIPのフォーカス形成はヒト細胞における一般的

な反応の一つであることを示している。 

 

 

3.4.2CtIPは高リン酸化のピークの後にフォーカスとして集積する。 

CtIP フォーカス形成の動態を調べるために、U2OS 細胞を炭素イオン線 1Gy 照射し CtIP およ

び CyclinB1抗体で、またはリン酸化 RPAおよび CyclinB1抗体で染色を行った。CyclinB1は S

期後半およびG2期の細胞周期マーカーとして用い、細胞質で輝度の高いCyclinB1の細胞はG2

期として分別した(Pines & Hunter, 1991)。CtIP と CyclinB1で染色した典型的な画像を図 3-7

上部に示す。CyclinB1シグナルを示す 1細胞当たりの CtIPまたはリン酸化 RPA2フォーカスの数

を計測した。予想に反し、CtIPフォーカス数は照射後4時間まで増加し、多少は減少するが、少なく

とも 15 時間は維持された（図 3-7）。注目すべきは CtIP フォーカス形成の動態は RPA フォーカス

形成の動態と似ており（図 3-7）、両者の動態は重粒子線照射による複雑な DNA 二本鎖切断の修

復動態を反映していることである(Shibata et al, 2011)。これは DNA末端リセクションがすでに開始
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されてからでも CtIP フォーカスは形成され、二本鎖切断修復が完了するまで維持されることを意味

している。これらの結果から CtIP フォーカス形成は何らかの理由で維持されていることが推測でき、

これまでの知見である「DNA 末端リセクションの初期過程での作用」とは違った理由であることが考

えられる。 

 

 

3.4.3フォーカスを形成し維持されている CtIP分子は照射後早期に集積した分子とは異なる。 

我々は CtIP分子は DNA末端リセクション開始で作用した後、DSB箇所に受動的に留まってい

ると予想した。しかし、CtIPフォーカスの集積の動態（図 3-7）が示すことには、CtIPはDSB箇所に

集積し続けているということである。これはCtIPが照射後遅い時間にDSB箇所において置き換わっ

ている可能性がある。最近の文献においてもGFP付きCtIPタンパク質がヒト細胞において急速にタ

ーンオーバーをしているという報告がある(Steger et al, 2013)。そこでこのターンオーバーの可能性

をGFP付きCtIPタンパク質ではなく、内因性の CtIPで調べるために、タンパク質合成阻害剤であ

るサイクロヘキシミドを用いて検証をおこなった。その検証はウェスタンブロッティングにより細胞全体

を、蛍光免疫染色により細胞内の DSB箇所において実施した。GFP付き CtIPの状況とは異なり、

内因性の CtIP量もMre11量も非照射の U2OS、HeLaおよび 1BR-hTERT細胞の照射 8時間

までのサイクロヘキシミド処理によって減少することはなかった（図 3-8）。しかし、10Gy の炭素イオ

ン線照射およびサイクロヘキシミド処理した 1および 4時間の条件のU2OSまたはHeLa細胞にお

いて、CtIP タンパク質量はサイクロヘキシミド未処理と比べて明らかに減少した。一方、その他のタ

ンパク質はサイクロヘキシミド処理によっての変化は観察されなかった（図 3-9）。リン酸化 RPA2 の

レベルがこの期間において同等もしくは少し増加したことは、サイクロヘキシミドの有無に関わらず、

DNA末端リセクションが進行していることを示している。 

 

次に、我々はサイクロヘキシミド処理が CtIP フォーカス形成維持にどのように作用するかを調べ

た。CtIP と RPAフォーカスの形成と共局在は照射 1時間後ではサイクロヘキシミド処理無しの条件

で確認できた。この 1 時間はフォーカス形成数がピークになる前の時間帯である。しかし、照射後 1

時間の時点からサイクロヘキシミド処理を行った細胞では、照射 4 時間後（言い換えればサイクロヘ

キシミドは 3時間処理である）のDSB箇所でのCtIPフォーカスは数および大きさの点で明らかに減

少した（図 3-10図 3-12）。これらの結果は、図 3-11 と良く相関する。図 3-11は炭素イオン線を垂

直照射した結果であり、図中に示すように CtIP は 15 個以上、RPA と Rad51 は 10 個以上のフォ

ーカスが確認されるときに陽性細胞とし、フォーカス陽性細胞の割合で定量化した結果である。面白

いことに、RPA フォーカスはサイクロヘキシミド処理の有無に関わらず大きさおよび数の点において

変化がなかったが、Rad51フォーカス陽性細胞の割合がサイクロヘキシミド処理において大きく減少

していることである。これは通常に DNA 末端リセクションは進行しているが、Rad51 を介する反応ま

では進んでいないことを示している。これらの結果をまとめると、DSB箇所でのフォーカス形成してい

る CtIP 分子は安定的に局在しているわけではなく、新しく合成された CtIP タンパク質の供給が

CtIP フォーカスの形成と維持に必要であるということである。Rad51 フォーカスの集積がサイクロヘ

キシミド処理により減少したことは、CtIP フォーカス形成が DNA 末端リセクション後の Rad51 の集
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積過程において何らかの役割を持っているためかもしれないが、さらなる検討が必要である。 

 

以上これらの結果は、DNA 末端リセクションの開始のために DSB 箇所にリクルートされた CtIP

分子はタンパク質分解により早急に処理され、新しいCtIPタンパク質がCtIPフォーカスを維持する

ためにリクルートされることを示している。つまりこれらの結果は役目を終えた CtIP タンパク質がただ

単にDSB箇所に残っているの可能性を否定している。今のところ、DNA損傷後の CtIPタンパク質

レベルが制御されるメカニズムは不明である。図 3-3、図 3-9、および我々の以前の文献(Yajima 

et al, 2013)に見られるように、CtIP タンパク質レベルが放射線照射後に減少する現象が見られて

いる。その多くは比較的照射後早い時間帯（30 分）であった。これは放射線照射後早い時間で

CtIP分解が引き起こされている可能性が考えられる。しかしCtIPタンパク質レベル全体においては

新たな合成により効率良く維持されていると考えられる。DNA損傷に誘導された CtIPのユビキチン

化の報告はあるが、その報告では CtIPの分解は考慮していない(Yu et al, 2006)。放射線照射後

の CtIP 発現を制御しているメカニズムを解明するためにはさらなる検証が必要である。その他の考

えられるリン酸化状態の CtIP 分子を制御している機構はタンパク質脱リン酸化酵素による脱リン酸

化である。我々が行った準備実験において、非照射細胞をタンパク質脱リン酸化酵素 2A/1 阻害剤

であるオカダ酸で処理すると、未処理細胞よりも高いリン酸化レベルを示した。これは CtIP のリン酸

化レベルは脱リン酸化により制御されているかもしれないが、CtIP タンパク質の分解と脱リン酸化の

機構を明らかにするためには、さらなる解析が必要である。 

 

 

3.4.4ATM 依存の高リン酸化後は長時間に渡り ATM/ATRを通して低リン酸化状態を維持する 

放射線照射後遅い時間において CtIP のリン酸化状態は非照射細胞で見られるリン酸化状態と

類似しているが、ウェスタンブロッティングの結果をより詳細に観察すると、非照射細胞の CtIP と比

べて、ほんの少し高いバンドが存在しているかのように見える（図 3-3）。これは CtIP は長時間に渡

り低リン酸化状態を維持している可能性を示している。非照射細胞の CtIPとは異なるCtIPの低リン

酸化状態の現象を確かめるために、Phos-tag を用いた電気泳動を利用することにした。この過程は

電気泳動のゲル上においてタンパク質を細かなリン酸化状態で分離・検出することが出来るものであ

る(Kinoshita et al, 2009)。図 3-3で用いた全細胞ライセートを使用し、Phos-tagを用いて電気泳

動を行うと、遅い時間の CtIPのリン酸化状態は非照射細胞の CtIP リン酸化状態とは分離出来るこ

とが分かった（図 3-13）。重要なことは、非照射細胞では CtIP の非リン酸化タンパク質を示す底の

バンドは明らかであるが、照射 4 および 8 時間後の条件では観察されないことである。これらの結果

から、CtIP分子は一つまたはいくつかの箇所が少なくとも照射 8時間後まではリン酸化されているこ

とを示している。 

 

次にこの低リン酸化の責任キナーゼを明らかにするため、放射線照射前後において ATM阻害剤

である KU55933 を用いて細胞の処理をした。予想の通り、Phos-tag を用いた照射 30分後に観察

される CtIP 高リン酸化は U2OS および HeLa 細胞で ATM阻害剤により完全に抑えることが出来

た（図 3-14）。この結果からCtIPの初期の多くのリン酸化はATM活性に依存すると考えた。一方、
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照射後時間が経った時の低リン酸化は、ATM阻害により完全には阻害されなかった。その他のキナ

ーゼ候補を調べるために、U2OSとHeLa細胞を用いてATM阻害剤単独、ATR阻害剤（VE-821）

単独、その両方を用いた二重阻害による評価を行った。処理条件は照射 30 分前から 4 時間までで

ある。ATM阻害単独では、放射線誘導の低リン酸化を完全には抑えることは出来なかった。ATR阻

害処理では理由は不明だが少しだけリン酸化レベルが上昇した。一方、ATM阻害およびATR阻害

の二重阻害では、非照射細胞で観察される低リン酸化状態と同様の状態に戻った（図 3-15）。これ

は照射後遅い時間で観察されるCtIPの低リン酸化はATMまたはATRによる部分的に重複したか

たちで実行されていることを示している。これは照射後初期で観察される ATM 依存の高リン酸化と

は明らかに異なっているといえる。 

 

これらの結果が強く示すことは、CtIPは放射線照射後すぐに ATMにより高リン酸化作用を受け、

その後長時間に渡りATMおよびATRの重複した活性により低リン酸化状態を維持することである。

この遅い時間帯では、図 3-10、図 3-11 に示すように CtIP 分子のターンオーバーが生じている。

上記の低リン酸化状態および制御キナーゼが初期で機能している時とは異なるという知見から、

DNA 末端リセクションの開始における役割を終えた後、CtIP はさらなる役割・機能を持っている可

能性が考察できる。 

 

 

3.4.5通常の SSD 伸長は CtIPフォーカス形成には必須ではない。 

次に我々はRPAフォーカス形成へのキナーゼ阻害の影響を調べた。U2OSに対しATM単独阻

害、ATR 単独阻害、二重阻害の処理を行った後に放射線を照射した。ATM 単独阻害または ATR

単独阻害の細胞は、阻害剤なしの細胞に比べ、明らかに RPA のフォーカス数が減少した。一方、

CtIP フォーカスはどちらの阻害剤を用いた場合も、未処理の条件と同様なフォーカス形成を示した。

しかし、二重阻害をした細胞では、RPA フォーカスは単独阻害の条件と比べて、大きさおよび数に

おいて減少した。同時に CtIP フォーカスは不明瞭になった（図 3-16）。興味深いことは二重阻害し

た細胞でおいても CtIP フォーカスの強度が相対的に RPA フォーカスより良いことである。さらに二

重阻害した場合、RPA フォーカスは CtIP フォーカスとの共局在箇所において、とても小さく、もしく

は検出できなくなる。これはリセクションによって削り取られた DNA 一本鎖の長さが短いことを表して

いるのかもしれない（図 3-16）。UV レーザー照射システムを用いて示されている過去の文献(You 

et al, 2009)と一致して CtIPのフォーカス形成は照射後早い時間帯（30分）においては ATMに強

く依存しているのに対し、遅い時間帯（4 時間）では ATM への依存が小さくなっていることは興味深

い。この結果から、ATMおよび ATRキナーゼの活性が適切な末端リセクションの進行に必要である

ことを示している。一方で CtIPフォーカス形成において ATMおよび ATRの機能は重複している。

さらに一本鎖 DNA 領域の伸展は CtIP フォーカス形成には必須ではない。相対的に短い SSD 領

域は CtIP フォーカスの検出と維持に対して十分であるといえる。以上の考察から、少なくとも DNA

末端リセクションが抑制された時、CtIP分子が集積する領域は一本鎖 DNA領域を超えて伸展して

いるかもしれない。 
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3.5まとめ 

この研究において、我々は複雑な DSB に応答して CtIP の新しい挙動を示し、DNA 末端リセク

ションの始動というこれまでの役割とは異なる可能性を示した。ここで考えられるいくつかの CtIP の

役割や機能の考えられる可能性を示すとすると、以下のことが挙げられる。１）CtIP は DSB 末端に

生じるリセクションの長さや終点を制御しているのかもしれない。２）CtIP は既に Sae2 で報告のある

ように DSB末端を繋ぎとめる機能を持っているのかもしれない。３）CtIPは ATR自身やそのシグナ

ルタンパクと相互作用して ATRシグナル伝達の制御を助けているのかもしれない。４）CtIPは RPA

の Rad51 との置き換わりの制御に関わっているのかもしれない。これまでのところ、いくつかの CtIP

のATM/ATRリン酸化箇所が示されているので、残されたリン酸化箇所やCtIPとの相互作用タンパ

ク質を明らかにすることで、CtIP の新しい役割・機能の発見につながるのではないかと期待できる。

CtIPの新たな機構が見つかるとDNA末端リセクションの制御がより明確になり、それによりDNA損

傷修復の経路選択や修復機構そのものの理解につながると期待できる。 
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図 3-3 炭素イオン線 10Gy照射後の CtIPの高リン酸化 
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図 3-4 U2OS細胞に炭素イオン線 2Gy水平照射後、各時間での CtIP と RPAの集積の様子 

Bar: 20μm 
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図 3-5 鉄イオン線 10Gy照射時の各細胞での CtIPの挙動 
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図 3-6 1BR-hTERT細胞に鉄イオン線 2Gy照射後 4時間での CtIP と RPA集積 

Bar: 20μm 
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Bar: 20μm 

 

 

図 3-7 U2OSに炭素イオン線 1Gy垂直照射時の CtIP、リン酸化 RPA フォーカス数の変化 
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図 3-8 各細胞にサイクロヘキシミドを処理した時の CtIP とMre11のタンパク質量 

 

 

 

 

図 3-9 炭素イオン線 10Gy照射しサイクロヘキシミド処理後の各タンパク質量 
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図 3-10 サイクロヘキシミド処理時の CtIP トラックの観察 

                                Bar: 20μm 

 

 

 

図 3-11 サイクロヘキシミド処理時の CtIP、RPAおよび Rad51のフォーカス数 
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図 3-12  サイクロヘキシミド処理時の U2OS細胞での CtIP トラックの観察 

                                           Bar: 20μm 
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図 3-13 Phos-tag を用いた CtIPのリン酸化バンドの検出 
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図 3-14 AMT阻害時の CtIPのリン酸化 

 

 

 

 

図 3-15 CtIP リン酸化に対する ATMおよび ATRの関与の検討 
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図 3-16  CtIPおよび RPAのフォーカス形成への ATMおよび ATRの関与の検討 

Bar: 20μm 

-i 

ATMi 

ATRi 

Wi 

RPA DAPI Merge CtIP 



49 

 

第4章 高 LET放射線と ATR阻害による放射線増感作用 

 

4.1背景 

第 3 章 3.1.1 で述べたように我々の細胞の DNA は常に細胞内外からの様々な要因、活性酸素

や化学物質、紫外線、放射線などから刺激を受けている。これらの刺激による DNA の損傷は突然

変異や染色体異常のような遺伝的不安定性を引き起こすことがあるため、細胞には様々な防御機構

が存在している。DNA 損傷チェックポイント機構もその一つである。細胞周期は G1 期（G は gap）

→S期（synthesis phase）→G2期→M期（mitotic phase）と進行し、S期では染色体の複製が行

われ、M 期では核と細胞質がそれぞれ分裂し、一つの親細胞から二つの娘細胞が生じる。DNA が

損傷を受けると DNA 損傷チェックポイントの活性化を受けて細胞周期が停止することが知られてい

る(Bartek & Lukas, 2007; Jackson & Bartek, 2009)。細胞周期を次の周期へ移行できるように

するために一旦細胞周期を止めて DNA 修復を行う。仮に修復が困難な場合はアポトーシスや細胞

老化を促進し、損傷の蓄積や細胞の突然変異を防いでいる。細胞周期 G1、S、G2期のそれぞれに

おいてチェックポイントが存在し、DNAが損傷を受けた時に細胞がどの周期にいるかによって働くチ

ェックポイントが異なる。DNA損傷チェックポイントの活性化には傷を感知するDNA損傷センター、

シグナルを伝達するトランスデューサー、効果を発揮するエッフェクターが働いている。このシグナル

伝達経路において PI3K（phosphoinositide 3-kinase）関連キナーゼ（PIKK）が重要な役割を果

たしている。PIKKファミリーには ATMや DNA-PKcs、ATRなどがあり、細胞周期停止や DNA損

傷修復で作用する(Lukas et al, 2004)。ATMはMre11-Rad50-Nbs1（MRN）複合体がDNA二

本鎖切断末端（DSB）を認識した後リクルートされ(Lee & Paull, 2007)、DNA-PKcsはKu70-80複

合体にリクルートされる(Smith & Jackson, 1999)というふうに、DSB が生じた時に活性化される。

ATR は DNA 一本鎖切断（SSB）や DNA 複製フォークの進行停止が生じた場合に活性化する

(Ciccia & Elledge, 2010; Flynn & Zou, 2011)。DNA損傷チェックポイントでは ATM と ATRが

重要であり、ATMは Chk2をリン酸化し、ATM とChk2は転写因子 p53をリン酸化して p21などを

制御することでG1/Sチェックポイントを引き起こす。一方、ATRはChk1をリン酸化・活性化させるこ

とでG2/Mチェックポイントを引き起こす。 

 

DNA損傷応答やチェックポイントに欠かせない ATMおよび ATRの遺伝子に変異がある場合は

遺伝病を引き起こす原因となる。毛細血管拡張性運動失調症（ataxia telangiectasis, AT）は 11番

常染色体の遺伝子欠損が引き起こす劣性遺伝病であり、小頭症や免疫不全症、高頻度な悪性腫瘍

の発生などが特徴として挙げられる(Lavin, 2008; Shiloh & Ziv, 2013)。さらに放射線に対し高率

に感受性である。ATR遺伝子の変異は稀であるが、セッケル症候群（Seckel Symdrome）の原因の

一つが ATR遺伝子の変異と考えられている(O'Driscoll & Jeggo, 2003; O'Driscoll et al, 2003)。 

セッケル症候群は常染色体劣性疾患であり、小頭症や知的障害などが特徴として挙げられる

(Goodship et al, 2000)。また ATR は胚発生初期に必要である(Brown & Baltimore, 2000)。

ATR の遺伝子変異はゲノムの不安定を引き起こす一方で、ATR のシグナル経路は細胞分裂に着

目したがん治療のターゲットとして利用されている (Collins & Garrett, 2005; Thompson & 
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Eastman, 2013)。 

 

がん細胞ではがん遺伝子が活性化し、またはがん抑制遺伝子が不活性化することで異常な増殖

を繰り返している。そのため正常な細胞とはDNA損傷応答や細胞周期チェックポイントが異なる。代

表的ながん抑制遺伝子の一つに p53遺伝子がある。がん細胞の多くに p53遺伝子変異が確認され

ており(Beroud & Soussi, 2003; Hussain & Harris, 1998; Soussi, 2000)、p53を介した G1チェ

ックポイントの機能が低下していると考えられる。G1 チェックポイント機能が働けない細胞は電離放

射線や抗がん剤により DNA損傷と受けた時は ATR-chk1経路を介した G2チェックポイントが働き

細胞周期を停止させる。つまりがん細胞では正常細胞と比べて ATR-chk1経路の活性が高く、抗が

ん剤や放射線治療への応用が期待される。このため、合成致死（Synthetic lethality）(Kaelin, 

2005)という単独の修復経路（もしくは遺伝子）が働けない状態では生き残るが、複数の修復経路が

同時に働けなくなると死に至るという考え方が、細胞周期チェックポイントと細胞分裂を制御するがん

治療に応用されている(Medema & Macurek, 2012)。現在では多くの chk1が開発され前臨床や

臨床試験に用いられている(Thompson & Eastman, 2013)。 

 

電離放射線は水を電離し生じるフリーラジカルで DNA に二本鎖切断（DSB）を生じさせ、または

DNAが直接エネルギーを吸収することで DSBを生じさせることができる。X線や γ線が広く放射線

治療で使用されているが、近年では高速に加速した荷電粒子を治療に用いる粒子線放射線治療が

注目されている。特に炭素イオン線を用いた治療が固形腫瘍に対し良い成績を上げている。しかし

炭素イオン線でも効果を示さない症例も存在し、この粒子線治療法により効果を持たせるためには、

照射技術の改良と同時に、高 LET 放射線に対する細胞応答の基礎的な生物研究が必須である。

我々はこれまでに「重粒子線に起因する複雑な DNA 損傷はその修復過程で DNA 末端リセクショ

ンを効率良く引き起こす」ことを報告した(Yajima et al, DNA Repair 2013)。この報告の中では複

雑なDNA損傷によってより多くの RPAがリン酸化されていることを示した。この結果は高 LET放射

線に照射された細胞は、ATR リン酸化酵素の活性が高いことを示唆している。なぜなら DNA末端リ

セクションが起きると RPAがリクルートされ、さらに ATR リン酸化酵素が ATRIP と共に RPA箇所に

リクルートされるからである（Lee Zou et al, Science 2003）。他の文献では高LET放射線照射後24

時間経ても RPAの集積が観察されることが報告されている(Shibata et al, 2011)。さらに高 LET放

射線の鉄線を照射した場合に、γ線と比べて長い時間細胞周期が G2/M期に集積していることが報

告されている(Asaithamby et al, 2011)。これらの結果からも高 LET放射線と ATRが重要な関係

にあることが示唆される。これまで X線などの放射線が引き起こすDSBには ATMが重要であること

から放射線とATMの関係について熱心に検討が行われてきた。一方 ATRは SSBや複製フォーク

進行停止により活性化されることから放射線と関係は ATM に比べるとその報告は少ない。しかも高

LET放射線と ATRの関係はまだ分かっていない。 
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4.2目的 

複雑な DNA損傷と ATR タンパク質リン酸化酵素との関係を明らかにし、炭素イオン線のような高

LET を用いた治療の効果を向上させることを目的とし、特異的な ATR 阻害剤 VE-821 を用いて炭

素イオン線照射後の細胞周期や小核の発生頻度、細胞生存率を X線の結果と比較しながら放射線

増感効果の有無を検討する。 
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4.3実験方法 

4.3.1細胞培養 

U2OS（ヒト骨肉腫）、HeLa（ヒト子宮頸ガン）、1BR-hTERT（ヒト正常線維芽細胞-ヒト逆転写酵素

発現）を用いた。1BR-hTERT 細胞は英国 Sussex 大学の Penny Jeggo 教授より提供を受けた。

U2OS とHeLa細胞の培養にはMEM Eagle培地に FBSが 10%、抗生物質が 1%となるよう調整

したものを用いた。1BR-hTERT 細胞の培養には DMEM培地に FBSが 15%、抗生物質が 1%と

なるよう調整したものを用いた。全ての細胞は細胞インキュベータを用いて、温度 37℃、二酸化炭素

濃度 5%、湿度 100%の条件下で管理された。 

 

 

4.3.2放射線照射と薬剤処理 

放射線照射は全て放射線医学総合研究所（放医研）で行われた。LET値 70k eV/μmの炭素線

（290 MeV/n）はHIMAC重粒子線加速器を用いて生成された。イオンビームの線量率は照射条件

により様々であった。X線照射はTITAN-320型X線照射装置を用いて行った。照射条件は管電圧

200 kVp、管電流, 20 mAであり、低エネルギー成分除去のため 0.5 mmのアルミニウムおよび 0.5 

mmの銅フィルターを用いた。ATR阻害剤として VE-821（1 μM）を培地に溶解して使用した。放射

線照射の 1時間前に元の細胞培地をVE-821が溶解した培地と交換することで、薬剤処理を行った。

薬剤処理のコントロールとしてはVE-821の溶媒であるDMSOを用いた。小核法ではサイトカラシン

Bを培地に溶かし 2 μg/mlの濃度で使用した。サイトカラシン Bはアクチン重合阻害剤である。細胞

質分裂を阻害するが核分裂は進行するため、一細胞に二核が存在する二核 BN（binucleate）細胞

を作ることが出来る(Fenech, 2000; Fenech, 2007)。 

 

 

4.3.3細胞周期解析 

T25フラスコに播いた細胞（HeLa, U2OS, 1BR-hTERT）に対し、放射線（X線、炭素イオン線）

照射 1時間前から VE-821（1 μM）薬剤処理を行い、放射線照射後すぐに細胞をインキュベータに

戻し、6, 12, 24時間培養した。実験条件は、①薬剤処理、放射線照射を行わない control、②薬剤

処理のみ、③放射線照射のみ、④薬剤と放射線の併用処理の 4条件とした。①の controlには薬剤

処理のコンロトールをしてDMSOを用いた。各時間培養した後トリプシン処理で細胞を剥がし15 ml

チューブに回収した。1500 rpm で 5 分間遠心した後、PBS で細胞を洗浄した。再度遠心した後、

最終濃度が 70%となるようにエタノールで細胞を固定した。固定する際はボルテックスで撹拌しなが

らエタノールを加え、徐所にエタノール濃度が高くなるように注意した。固定後 2500 rpm で 5 分間

遠心し、PBS で細胞を洗浄した。1000 rpm で 5 分間遠心し、PBS を捨てた後 RNase と PI

（Propidium Iodide）がそれぞれ 200 μg/mlおよび 50 μg/mlとなるように調整した後、これらを加え

ることで DNA を染色した。室温で 30 分以上静置した後、フローサイトメーターFACS Calibur（図 

4-1）を用いて測定した。PI蛍光色素は細胞中のDNAに結合しレーザー励起による蛍光量はDNA

含有量に比例する。 
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 FACS Calibur は細胞を一つずつ流路に流すことが可能で、蛍光色素で標識された 1 つの細胞

にレーザーを照射し、放出される特定の波長の蛍光を検出すること可能である。本実験では PI で

DNAを染色し、488 nmレーザーで励起し、617 nm付近の蛍光を検出した。 

 

 細胞周期解析には FlowJo 解析ソフトを使用した。前方散乱光 FS（Forward Scatter）および側

方散乱光SS（Side Scatter）を軸とした図、横軸PI強度および縦軸カウント値としたヒストグラムの図

を作成し、ゲーティング処理により各細胞周期の割合を算出した。 

 

図 4-1 BD FACSCaliburTM フローサイトメーター 

 

 

4.3.4細胞成長曲線 

6 穴プレートに細胞（HeLa, U2OS, 1BR-hTERT）を播き、放射線（X 線、炭素イオン線）照射 1

時間前に VE-821（1 μM）薬剤処理を行った。放射線照射後すぐに細胞をインキュベータに戻し、

各時間条件において図 4-2 のコールターカウンターを用いて細胞数を測定した。時間条件は、照

射直後とその後 24時間毎の最長 5日までの計 6点とした。6点それぞれの細胞数を照射直後の細

胞数で割ることで、細胞成長曲線を算出した。照射線量は細胞表現型としての細胞生存率が同じ程

度になるよう RBE を考慮し、X線を 6Gy、炭素イオン線は 3Gy とした。放射線照射しない薬剤処理

だけの細胞成長曲線も作成した。薬剤処理した培地の交換は行わなかった。 

 

      

図 4-2 コールターカウンター  
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4.3.5小核試験 

4 穴チャンバースライドに U2OS 細胞を播き、放射線（X 線、炭素イオン線）照射 1 時間前に

VE-821（1 μM）薬剤処理を行った。放射線照射後すぐに、サイトカラシン B(2 μg/ml)と VE-821 ま

たはDMSOが入った培地と交換し、その後インキュベータ内で培養した。24時間培養した後、培地

を捨て PBSで洗浄し、冷メタノールで 20分間細胞固定処理を行った。0.5% TritonX-100で 10分

間処理することで細胞膜の透過性を亢進させた。続いて 3%BSA でブロッキングした後、抗体として

Alexa 488が付いた β-Actinを 1時間反応させ、PBSで洗浄した後、蛍光色素 DAPI入り封入剤

で封入した。β-Actinは細胞質を、DAPIは細胞核を染色するために用いた。 

 

 細胞観察には蛍光顕微鏡 Olympus BX51、対物レンズ PlanApo 60 (NA=1.40)を用いて観察を

行った。1回の実験で 500個の二核細胞を測定し、3回の実験で計 1500個の二核細胞を測定した。

各実験において小核の合計数を二核細胞の合計数で割ることで、二核細胞 1 個当たりの小核数を

算出した。 

 

 

 

図 4-3 蛍光顕微鏡 Olympus BX51、対物レンズ PlanApo 60 (NA=1.40)およびカメラ 
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4.3.6細胞生存率曲線 

T25フラスコ細胞（HeLa, U2OS, 1BR-hTERT）を播き、放射線（X線、炭素イオン線）照射 1時

間前に VE-821（1 μM）薬剤処理を行った。放射線照射後すぐにインキュベータに戻し 8 または 24

時間細胞を培養した。トリプシン処理により細胞をフラスコから剥がし、適当な細胞数濃度になるよう

希釈し、6 cm ディッシュまたは 10 cm ディッシュに播き、12日～14日インキュベータ内で培養した。

コロニー形成後、100% エタノールで細胞を固定し、クリスタルバイオレットで染色した。50 個以上の

細胞で構成されるコロニーを生存能力があるとしてカウントし、以下に示す式で細胞生存率 SF

（Survival Fraction）およびコロニー形成率 PE（Plating Efficiency）を算出した。 

 

SF =
50個以上の細胞で構成されるコロニー数

播いた細胞数×コロニー形成率（PE）
 

 

PE =
0Gy条件で出来たコロニー数

0Gy条件で播いた細胞数
 

 

放射線を用いた生存率曲線は以下の式で示す線形―二次モデルで近似できる。D を照射線量、

αおよび βはそれぞれ Gy -1、Gy -2の単位を持った係数である。 

 

SF = exp⁡(−αD − βD2) 

 

放射線増感作用の指標の一つに増感率 SER（Sensitizer Enhancement Ratio）がある。SER

は、増感剤が有る場合のある生存率を示す照射線量と、増感剤が無い場合のある生存率を示す照

射線量の比をとったもので以下の式で表わされる。ある生存率を示す照射線量には、細胞生存率が

10%となる線量（D10）を使用することが多い。 

 

SER =
D10（増感剤無し）

D10（増感剤有り）
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4.4結果と考察 

4.4.1VE-821薬剤は放射線誘発 G2細胞周期チェックポイントを解除する 

VE-821 薬剤処理が放射線照射後に生じる細胞周期チェックポイントに与える影響を調べるため

に、フローサイトメトリーによる細胞周期解析を行った。炭素イオン線 3Gyおよび X線 6Gy照射後、

6、 12、 24 時間の条件で細胞周期解析を行った。この検討では炭素イオン線の RBE を 2 とし、X

線の線量が炭素イオン線の倍の値に設定した。 

 

炭素イオン線照射の HeLa 細胞の場合、照射 12 時間後の細胞周期は G2 期の割合が増え、こ

れは G2/Mチェックポイントが働いていることを示している。一方、炭素イオン線照射と VE-821薬剤

処理を併用した条件では、炭素イオン線照射単独の条件と比べて G2 期の割合が減少し、G1 期の

割合が増加した。これは VE-821薬剤処理によるATR阻害が生じ、炭素イオン線照射によるG2/M

チェックポイントの解除が起きたと考えられる。照射 24 時間後では、炭素イオン線照射単独の条件

ではまだ G2 期の割合が多いのに対し、VE-821 薬剤処理と併用した条件では未処理のコントロー

ルと近い割合になった（図 4-4）。X 線照射の HeLa 細胞の場合、炭素イオン線と似た挙動を示し、

照射 12 時間後の細胞周期は G2 期の割合が増えるが、VE-821 薬剤処理と併用した場合では

G2/Mチェックポイントが解除され、G2期の割合が減りG1期の割合が増えた。照射 24時間後では、

X線照射単独の条件ではまだG2期の割合が多いのに対し、VE-821薬剤処理と併用した条件では

未処理のコントロールと近い割合になった。炭素イオン線と X 線を比較した場合、細胞周期の挙動

に大きな差は得られなかった（図 4-4）。 

 

炭素イオン線照射の U2OS 細胞の場合、照射 12 時間後には G2 期の割合が増えるが、HeLa

細胞に比べてその上昇割合は小さくなった。VE-821 薬剤処理と併用した条件では炭素イオン線照

射単独の条件と比べてG2期の割合が減少しG1期の割合が増加した。照射 24時間後では、炭素

イオン照射単独の条件ではまだ G2 期の割合が多いことに対し、VE-821 薬剤処理と併用した条件

では未処理のコントロールと近い割合になった（図 4-5）。X線照射の U2OS細胞の場合、炭素イオ

ン線と似た挙動を示し、照射 12 時間後の細胞周期は G2 期の割合が増えるが、VE-821 薬剤処理

と併用した場合では G2期の割合が減りG1期の割合が増えた。照射 24時間後では、X線照射単

独の条件ではまだG2期の割合が多いのに対し、VE-821薬剤処理と併用した条件では未処理のコ

ントロールと近い割合になった。炭素イオン線とＸ線を比較した場合、細胞周期の挙動に大きな差は

得られなかった（図 4-5）。 

 

炭素イオン線照射の 1BR-hTERT細胞の場合、HeLaやU2OS細胞と同様に照射 12時間後の

細胞周期は G2 期の割合が増え、VE-821 薬剤処理を併用した場合、炭素イオン線照射単独の条

件と比べて G2 期の割合が減少した。この時 S 期の割合が大きく減少した。照射 24 時間後では、

炭素イオン線照射単独の条件ではまだG2期の割合が多いが、VE-821薬剤処理と併用した条件で

は G1 期が増え、未処理のコントロールよりもその割合は多くなった（図  4-6）。X 線照射の

1BR-hTERT 細胞の場合、炭素イオン線と似た挙動を示した。24 時間後では VE-821 薬剤処理と

X 線照射を併用した条件では G1 期の割合が未処理のコントロールより多くなった。炭素イオン線と
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X線を比較した場合、細胞周期の挙動に大きな差は得られなかった（図 4-6）。 

 

 ATR は DNA の SSB や DNA 複製フォークの進行停止により生じた RPA タンパク質が結合した

一本鎖 DNAにリクルートされて活性化する。その後下流の Chk1をリン酸化し、活性化 Chk1が下

流に働きかけることで G2/M移行期で細胞周期が止まる。VE-821は特異的な ATR阻害剤であり、

ATR のタンパク質量には変化しないが、リン酸化の相手である Chk1 のリン酸化を阻害する(Prevo 

et al, 2012)。本研究ではウェスタンブロッティングによる Chk1 のリン酸化を調べていないが、他の

文献により VE-821 の Chk1 のリン酸化を抑える効果は報告されている(Reaper et al, 2011; 

Vavrova et al, 2013)。炭素イオン線とX線との間に細胞周期解析の差は見られなかったが、これは

細胞死という表現型を揃えるために照射線量を変えたためだと考えられる。U2OS、1BR-hTERT細

胞と HeLa 細胞の違いは放射線照射 12 時間後の G1 期の割合である。HeLa 細胞の G1 期の割

合がU2OS、1BR-hTERTの割合に比べて少なくなっている。これはがん抑制遺伝子p53の発現に

関係している。U2OS、1BR-hTERT細胞は p53遺伝子が野生型であるため p53タンパク質は作用

し、p53 が関係する G1 チャックポイント機構が働く。G2 期にいる細胞は G2 チェックポイント機構が

働いている。HeLa 細胞では p53 タンパク質は作るが E6 タンパク質発現により分解が起きている

(Mantovani & Banks, 2001)。そのため G1期でのチェックポイントが働かず、G1期の割合が減少

したと考えられる。 

 

 

4.4.2ATR阻害により細胞増殖が抑制される 

ATR阻害が炭素イオン線やX線に照射された細胞増殖にどのように影響するかを調べるために、

VE-821処理と DMSO処理（コントロール）をした細胞数の変化を比較した。放射線を照射しない場

合の細胞数も測定し、その結果は HeLa 細胞には VE-821 の影響は観察されなかったが、U2OS

細胞は 5日に、1BR-hTERT細胞は 4日以降に細胞増殖の速度の低下が見られた（図 4-7）。 

 

炭素イオン線照射 24 時間後で比較した場合、全ての細胞株において VE-821 処理群の方が

DMSO処理群に比べて高い細胞数比を示した。VE-821処理群はDMSO処理群に比べてHeLa

細胞で 1.35 倍、U2OS 細胞で 1.74 倍、1BR-hTERT 細胞で 1.44 倍となった。HeLa 細胞では、

照射 1日後では細胞数比が多かった VE-821処理群が照射 3、4日後に DMSO処理群と同程度

の細胞数比となり、照射 5日後では逆転し 1.56倍低い値を示した。U2OS細胞では、HeLa細胞と

同様に照射 3、4 日後で両条件群の細胞数比は同程度となった。しかし、VE-821 処理群の HeLa

細胞は増殖し続けたのに対し、U2OS細胞は 2日後をピークにその後は減少した。1BR-hTERT細

胞では、照射 24時間後でVE-821処理群が高い細胞数比を示し、その後は増殖速度が遅くなり、5

日後にはDMSO処理群と同程度の細胞数比となった（図 4-8、図 4-11、図 4-14）。細胞数を測定

した時の細胞の顕微鏡画像を示す（図 4-10、図 4-13、図 4-16）。 

 

X線照射24時間で比較した場合、炭素イオン線と同様全ての細胞株においてVE-821処理群が

DMSO処理群に比べて高い増殖率を示した。VE-821処理群はDMSO処理群に比べてHeLa細
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胞で 1.39 倍、U2OS 細胞で 1.54 倍、1BR-hTERT 細胞で 1.15 倍となった。HeLa 細胞および

U2OS 細胞は、VE-821 処理群は照射 3、4 日後で DMSO 処理群と同程度の細胞数比となり、

HeLa 細胞は増殖し続けるのに対し、U2OS 細胞は 2 日後をピークにその後は減少した。

1BR-hTERT細胞は、VE-821処理群は照射 5日後には DMSO処理群と同程度の細胞数比とな

ったが、両群の細胞数の差は炭素イオン線で照射された細胞の方が大きい値を示した（図 4-9、図 

4-12、図 4-15）。 

 

放射線照射 1日後に測定した細胞数に差が生じた理由は DNA損傷チェックポイントが働いたか

そうでないかである。DMSO 処理の場合は放射線照射時 G1 期にいた細胞は G1/S 移行期に、S

期にいた細胞は S期に、G2期にいた細胞はG2/M移行期のそれぞれのチェックポイントが作用し、

最も放射線感受性の高い M 期には修復が完了するまで進行しないようになっている。しかし

VE-821処理によりATRを阻害することでG2/M期で細胞周期が止まらなくなり、M期を通じて分裂

しG1期に移行したので、結果的に細胞数が多くなったと考えられる。つまりチェックポイントが機能し

ていないといえる。照射直後の細胞数に比べて 24 時間経つとどの程度細胞が増えているかを調べ

ると、炭素イオン線照射 HeLa 細胞では DMSO 処理 1.81 倍、VE-821 処理 2.43 倍、X 線照射

HeLa細胞では DMSO処理 1.45倍、VE-821処理 2.02倍、炭素イオン線照射 U2OS細胞では

DMSO 処理 1.05 倍、VE-821 処理 1.83 倍、X 線照射 U2OS 細胞では DMSO 処理 1.03 倍、

VE-821 処理 1.59 倍、炭素イオン線照射 1BR-hTERT 細胞では DMSO 処理 1.09 倍、VE-821

処理 1.58倍、X線照射 1BR-hTERT細胞ではDMSO処理 1.04倍、VE-821処理 1.20倍となり、

いずれも VE-821処理により放射線照射による増殖停止が解除されている結果となった。 

 

U2OS細胞において照射 2日後までVE-821処理群の方が細胞数の比が上昇し、その後低下し

ていることが分かる。これは無理に分裂することにより細胞に損傷を与え、アポトーシスなどの経路を

経て細胞死が起きた結果であると考えられる。4.4.1 で述べたように、U2OS 細胞は p53 タンパク質

が機能しているために、p53 を介したアポトーシスが生じているといえる。顕微鏡画像を見ると、

DMSO 処理群と VE-821 処理群では観察された細胞形態が異なり、DMSO 処理群では細胞自体

が扁平な形態で張り付いているように見えるが、VE-821 処理群では細胞全体が小さく尖っているよ

うに見える（図 4-13）。扁平な形態をしている細胞は分裂能力を失っているが生き続けることが出来

る老化様細胞増殖停止 SLGA（Senescence-like growth arrest）の状態にあると思われる(Suzuki 

et al, 2001)。 

 

 

4.4.3炭素イオン線による DNA損傷は ATR阻害により高頻度に小核を誘発する 

VE-821薬剤処理はATR阻害によりG2期チェックポイントを解除することから、強制的にM期へ

移行すると考えられる。DNA 修復が完了しないまま細胞分裂に進行すると、正常な染色体分配が

行われず、分裂異常を引き起こし。遺伝的毒性を示すことが考えられる。そこで DNA鎖切断や染色

体分裂異常を検出するために小核試験により評価を行った。炭素イオン線およびX線照射した後は、

ある程度細胞周期が回り分裂が起きるように 24 時間インキュベータ内で培養させた。小核試験では
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細胞分裂した細胞集団で小核の有無を評価するので、1細胞に 2核存在する二核細胞のみを計測

に使用した(Fenech, 2007)。 

 

1 個の二核細胞当たりの小核数を図 4-17 に示す。炭素イオン線 1Gy を照射した場合、DMSO

処理では 1個の二核細胞当たり平均 1.44個の小核が確認された。一方、ATRを阻害した条件では、

1個の二核細胞あたりの平均3.36個の小核が確認され、約2.3倍多い小核が確認された。X線1Gy

および 2Gy を照射した場合、DMSO処理では 1個の二核細胞当たりそれぞれ平均 0.61個、1.32

個の小核が確認された。一方、ATR を阻害した条件では、1 個の二核細胞あたりのそれぞれ平均

1.38個、2.44個の小核が確認され、約 2.4倍および 1.9倍多い小核が確認された。DMSO処理の

炭素イオン線 1Gy とX線 2Gyの小核数が近く、X線 1Gyが炭素線 1Gyの約半分の小核数である

ことから、小核数は線量に依存的であり、炭素イオン線の相対的な生物効果は 2前後であるといえる。

DMSO処理の小核数が同じ炭素イオン線 1Gy と X線 2Gyの場合を、ATR を阻害すると炭素イオ

ン線の方がより多くの小核を生成した。これは図 4-18 の横軸に小核の個数、縦軸にその頻度をとっ

たヒストグラムからも読み取れる。ATRを阻害することにより 1細胞に出来る小核の数が上昇している。

炭素イオン線照射でATR阻害した場合は最大で 1細胞中に 11個の小核が確認された。X線 2Gy

の場合は最大 9個の小核が 4回確認されたが、炭素イオン線では 9個が 15回、10個が 2回、11

個が 4回確認された。一つの小核であっても遺伝情報を失うことになるが、複数の小核が生成すると

なるとかなり遺伝毒性が大きいといえる。これらの分裂中の異常は分裂カタストロフィ（Mitotic 

catastrophe）と呼ばれる(Vakifahmetoglu et al, 2008; Vitale et al, 2011)。X線より炭素イオン線

は LET が大きく複雑なクラスターDNA 損傷を引き起こすので、損傷の質が小核の数に影響を及ぼ

している可能性がある。 

 

 

4.4.4ATR阻害は細胞生存率を低下させる 

VE-821薬剤による ATR阻害が放射線増感にどう作用するか、また低 LET と高 LET放射線で

差が生じるかどうかを調べるために、コロニー形成法を用いて細胞生存率曲線による評価を行った。

全ての細胞株は放射線照射 1時間前からVE-821（1 μM）薬剤処理を行い、照射 8時間後と 24時

間後に細胞を播き直しコロニーを形成させた。細胞をディッシュに播いた後の培地には薬剤は除か

れている。 

 

放射線照射後 8時間で細胞を播いた条件では、合計 9時間の VE-821が処理されていることに

なる。これらの条件では、HeLa細胞は炭素イオン線および X線において細胞生存率の低下が見ら

れ放射線増感効果が確認された（図 4-19）。炭素イオン線の RBEはDMSO処理のD10値で計算

して 2.05であった。一方、U2OS細胞および 1BR-hTERT細胞では ATR阻害の有無での細胞生

存率の低下はほとんど見られなかった（図 4-20、図 4-21）。炭素イオン線の RBEは同様に計算し

て、それぞれ 2.31および 1.71であった。D10値での増感比 SERを計算すると、HeLaの炭素イオ

ン線 SERは 1.36、X線 SERは 1.21、U2OSの炭素イオン線 SERは 1.29、X線 SERは 1.17、

1BR-hTERTの炭素イオン線 SERは 1.13、X線 SERは 1.10であった。 
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放射線照射後 24時間で細胞を播いた条件では、合計 25時間の VE-821が処理されていること

になる。これらの条件では、HeLa細胞とU2OS細胞のがん細胞においてどちらの放射線でも細胞

生存率の低下が見られ放射線増感効果が確認された（図 4-22、図 4-23）。炭素イオン線の RBE

は DMSO処理の D10値で計算してそれぞれ 2.54 と 2.45であった。一方、1BR-hTERT細胞では

ATR阻害の有無での細胞生存率の低下はがん細胞の低下分と比べてかなり小さかった。炭素イオ

ン線のRBEは同様に計算して 1.85であった。D10値での増感比 SERを計算すると、HeLaの炭素

イオン線SERは1.74、X線SERは1.93、U2OSの炭素イオン線SERは1.72、X線SERは1.78、

1BR-hTERTの炭素イオン線 SERは 1.23、X線 SERは 1.09であった。 

 

本実験では ATR阻害剤として VE-821を用いた。VE-821は特異的な ATR阻害剤であり、近年

では低 LET放射線の γ線や抗がん剤のゲムシタビン（Gemcitabine）での膵臓がん細胞に対する

増感作用が報告されている(Prevo et al, 2012)。 また3Dスフェロイドを用いて放射線抵抗性である

低酸素状態にも効果があることや ATR と低酸素誘導因子HIF- 1（Hypoxia Inducible Factor-1）

の関係が報告されている (Pires et al, 2012)。他には VE-821を用いて白血病細胞HL-60 と γ線

を用いた放射線増感の研究や (Vavrova et al, 2013)、in vivoの膵臓がん細胞移植モデルを用い

た VE-821 と類似体の VE-822 と放射線または抗がん剤の増感作用の報告がある (Fokas et al, 

2012)。我々は主に重粒子線の一つ炭素イオン線を用いて X線と比較しながら ATR阻害の効果の

検討を行った。重粒子線照射による細胞応答は X線が γ線の反応とは異なると考えている。なぜな

ら局所的な高密度の電離に起因する複雑なクラスターDNA損傷が生じるからである。このDNA損

傷は修復経路にも影響を与え、例えば NHEJ経路でKu修復タンパク因子が複雑な DNA切断末

端には結合しにくいという報告 (Wang et al, 2008)があり、NHEJ経路での修復確率が減って HR

経路を選択している可能性がある。また、重粒子線照射後の RPAや Rad51 タンパク質の集積の結

果から、X線照射後の挙動とは異なることを報告している(Shibata et al, 2011)。また我々は複雑な

DNA損傷がより効率良く DNA末端リセクションを引き起こすことを報告し(Yajima et al, 2013)、こ

のことは約七割から八割が NHEJで修復されるといわれている低 LET放射線による傷とは質的に

異なることを示している。ATR阻害による低LETでの放射線増感作用はすでに報告があるため、本

実験でのHeLaやU2OS細胞の X線増感作用は予想していた結果である。また炭素イオン線の放

射線増感効果の確認は期待通りであった。しかし、低 LET と高 LET放射線で比べた時に炭素イオ

ン線の方がより大きな増感率（SER）になるだろうと思っていたが、実際は放射線照射後細胞を播くタ

イミングにより異なった。8時間条件の SERは、HeLa細胞では（X線 1.21→炭素イオン線 1.36）、

U2OS細胞では（1.17→1.29）というような高 LET放射線の方が増感効果が高くなった。一方 24時

間では逆転しHeLa細胞では（1.93→1.74）、U2OS細胞では（1.78→1.72）というような高 LET放

射線の方が増感効果が低くなった。これは照射後の薬剤処理が長い方が ATR阻害の効果が表れ

るが、高低 LET間の増感率は小さくなるといえる。この結果から LETの大きさに依らず放射線によ

るDNAの損傷は G2/Mチェックポイントによる細胞周期を停止させ、長い時間 ATR活性を阻害し

周期を再開させることにより分裂異常が生じ細胞生存率が低下する。しかし DNA損傷が起きてから

初期の段階では高 LET照射のがん細胞に ATR阻害の効果が大きいといえる。 
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4.5まとめ 

VE-821 薬剤を用いて ATR リン酸化酵素を阻害すると、放射線の DNA 損傷に応答した G2/M

チェックポイントが強制的に解除されるため、M 期に進行して細胞分裂を起こす。DNA 損傷が修復

されないまま細胞分裂を起こすと分裂異常を起こし細胞死に至ると考えられる。細胞増殖曲線にお

ける照射24時間後の細胞数の比や、細胞周期解析におけるG2期の割合の減少の結果から、ATR

活性が阻害され細胞周期に変化が起きていることが確認され、そして一つの細胞に複数の小核の

発生し、細胞生存率曲線を低下させた結果から、分裂異常が細胞死を導いていることを示している。

本実験で用いた ATR 阻害剤 VE-821 はがん細胞では大きな放射線増感効果を示したが、正常細

胞ではほとんど確認されなかった。これはがん治療において最も重要な因子の一つである。またが

ん細胞の中でも p53(-)の HeLa 細胞において大きな放射線増感効果が見られたことも、多くのがん

が p53(-)である事実(Soussi et al, 2000)から考察して利点といえる。いくつかの chk1阻害剤が開

発され前臨床や臨床試験で使用されているが(Thompson & Eastman, 2013)、高 LET とこれらの

chk1 阻害剤の組み合わせの検討が期待される。ATM が放射線に関して高感受性であることはよく

知られているが、薬剤を用いた研究においてATM阻害よりATR阻害の方がより高い細胞致死効果

を示している結果は興味深い (Gamper et al, 2013)。本研究において、全ての条件で高 LETの

方が低 LET放射線よりも ATR阻害効果が大きいという結果にはならず薬剤処理時間によって変わ

るという結果となったが、これまで示されていない高 LET放射線とATRの関係を示し放射線増感効

果を確かめることができた。 
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図 4-4 炭素イオン線および X線照射時の HeLa細胞の細胞周期 
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図 4-5 炭素イオン線および X線照射時の U2OS細胞の細胞周期 

  



64 

 

 

 

 

図 4-6 炭素イオン線および X線照射時の 1BR-hTERT細胞の細胞周期 
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図 4-7 薬剤処理のみ（未照射時）の細胞成長曲線 
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図 4-8 炭素イオン線 3Gy照射後の HeLa細胞成長曲線 

 

 

 

図 4-9 X線 6Gy照射後の HeLa細胞成長曲線 
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図 4-10 炭素イオン線 3Gy照射後 5日までの HeLa細胞の観察 
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図 4-11 炭素イオン線 3Gy照射後の U2OS細胞成長曲線 

 

 

 

図 4-12 X線 6Gy照射後の U2OS細胞成長曲線 
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図 4-13 炭素イオン線 3Gy照射後 5日までの U2OS細胞の観察 
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図 4-14 炭素イオン線 3Gy照射後の 1BR-hTERT細胞成長曲線 

 

 

 

 

図 4-15 X線 6Gy照射後の 1BR-hTERT細胞成長曲線 
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図 4-16 炭素イオン線 3Gy照射後 5日までの 1BR-hTERT細胞の観察 
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図 4-17 小核形成法による炭素イオン線およびＸ線照射 24時間後の小核数 

  

20 μm 
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図 4-18 炭素イオン線およびＸ線照射 24時間後の小核数のヒストグラム 
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図 4-19 照射後 VE-821 を 8時間処理した HeLa細胞生存率曲線 

 

図 4-20 照射後 VE-821 を 8時間処理した U2OS細胞生存率曲線 
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図 4-21 照射後 VE-821 を 8時間処理した 1BR-hTERT細胞生存率曲線 

 

図 4-22照射後 VE-821 を 24時間処理した HeLa細胞生存率曲線 
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図 4-23照射後 VE-821 を 24時間処理した U2OS細胞生存率曲線 

 

図 4-24照射後 VE-821 を 24時間処理した 1BR-hTERT細胞生存率曲線  
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第5章 結論 

 

5.1 本研究の総括 

本研究では、炭素イオン線に代表される荷電粒子の物理特性である、①優れた体内深部線量分

布と②高い生物効果に着目し、放射線治療の発展に貢献することを最大の目的とした。①の深部線

量分布の検証では炭素イオンと陽子の二種類の粒子線を使用し、臨床の成績が先行し基礎的なデ

ータが不足している脊索腫細胞についての課題を克服するため、三次元 in vitro モデルを用いて

炭素イオン線と陽子線を直接比較し脊索腫細胞への効果を示すことを目的とした。②の高い生物効

果を生んでいる要因の一つ、高 LET 放射線が DNA 対し複雑な損傷を与えることに着目し、DNA

修復経路選択に重要な CtIP タンパク質の挙動を調べ、修復経路選択メカニズムを明らかにし、さら

に複雑な DNA損傷を引き起こす高 LET放射線に ATR阻害が放射線増感効果を示すかどうかを

明らかにすることを目的とした。本研究により得られた成果は次の通りである。 

 

第 2章では、OptiCell細胞培養システムを積層し三次元 in vitroモデルを構築することで、290 

MeV/n エネルギーの炭素イオン線と 70 MeV エネルギーの陽子線の深部線量分布に対する細胞

生存率の値と取得し、炭素イオン線と陽子線の脊索腫細胞への感受性を臨床に近い in vitro な環

境で比較することができた。このモデルは高 LET 炭素イオン線を含め他の電荷粒子線や光子線を

評価するのにも用いることが可能であり、脊索腫細胞だけでなく他の腫瘍組織でも検証できることを

示した。発生率が稀で治療が困難な脊索腫の放射線治療は世界において、重粒子線や陽子線によ

り行われているが、脊索腫細胞に対し炭素イオンが LET と線量に依存した細胞致死効果を持つこと

を示したことにより、in vitro生物学的観点から炭素イオン線が優れていることを明らかにした。 

 

第 3 章では複雑な DSB に応答して CtIP の新しい挙動を示し、DNA 末端リセクションの始動と

いうこれまでの役割とは異なる可能性を示した。DNA 修復メカニズムを明らかにするためには、修復

経路の選択がどのように制御されバランスを保っているのかに関心が置かれており、修復経路を決

定している一つの因子「DNA末端リセクション」、において重要なCtIPの新たな挙動を示したことは、

今後のCtIPの研究を推し進めるきっかけとなる。今後注目すべきはCtIPの新たな機能の発見であ

り、我々はいくつか提案を行った。例えば、CtIPのDSB末端に生じるリセクションの長さや終点を制

御している可能性、CtIPのDSB末端を繋ぎとめる機能の可能性、CtIPの RPA とRad51 と置き換

わりを制御している可能性など、である。本研究で示したCtIPの新しい挙動は、DNA末端リセクショ

ンの制御や DNA修復機構を明らかにするための手掛りを示したといえる。 

 

第 4章では炭素イオン線と特異性のあるリン酸化酵素ATRの阻害剤を用いて、高 LET放射線と

ATRの関係を細胞周期解析や小核法、細胞生存率を評価することで、放射線増感効果を明らかに

した。ATR阻害剤 VE-821による放射線誘導 DNA損傷 G2/Mチェックポイントが解除され、強制

的にM期に移行させ、DNA損傷を持ったまま細胞分裂を引き起こすことで分裂異常による細胞死

を導いた。本研究で示したがん細胞で大きな放射線増感効を持ち、正常細胞ではほとんど示さない
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増感効果の結果は、がん治療の戦略の最も困難な課題の一つに理想的な答えを示すことができた。

全ての結果で複雑なDNA損傷を引き起こす高LET放射線の方が低LET放射線よりもATR阻害

効果が大きい結果は得られていないが、高 LET放射線に照射されたがん細胞は比較的初期の段

階で ATR阻害が有効なことや、より重篤な分裂異常を引き起こすことを明らかにすることができ、ま

だ分かっていない高 LET放射線と ATRの関係をより深める知見を得ることができた。 

 

このように本研究の実施は DNA修復メカニズムの解明から粒子の線量分布と放射線増感作用ま

でを検討し、高 LET放射線をがん治療に用いることの有用性を示し、放射線治療の発展に大きく貢

献すると考えられる。 

 

 

5.2 今後の課題と展望 

今後の課題として以下のことが挙げられる。 

(1)本研究で用いた三次元 in vitro モデルは粒子ビームの入り口からブラックピークまでを含むこと

ができるため、実際の臨床で用いられている SOBPでの評価が必要である。SOBPの前方と後方で

は生物効果が異なるという報告があるため、本研究で用いたモデルが活用できる。今回は in vitro

での検討と行ったが、今後は in vivoでの評価が必要である。脊索腫細胞U-CH1-Nは倍加時間が

約 3日というオリジナル細胞U-CH1の 7日に比べると短いものの、通常のがん細胞に比べるとまだ

長いといえる。マウスを用いて粒子線の増殖抑制効果を調べるためには、腫瘍を作る際に細胞が生

体内で接着しやすく増殖しやすい環境を工夫しなければならない。 

 

(2)本研究ではこれまで報告されていない新たな CtIPの挙動を示すことができたが、具体的なCtIP

の機能・役割の発見までには至っていない。過去の研究により CtIP のリン酸化部位が示されている

ので、残されたリン酸化箇所を特定したり、免疫沈降法を用いて CtIP と相互作用するタンパク質を

明らかにしたりすることで、CtIPの新しい役割・機能の発見につながるのではないかと考える。 

 

(3)放射線の増感作用を臨床に使用できるように進展させるには、in vitro実験に加えて in vivo実

験の結果が必要とされる。VE-821 と似た薬剤の VE-822 を用いた低 LET 放射線の in vivoの報

告があるので、このプロトコルを参考にして高LET放射線でも検討しなければならない。本研究では

小核法を用いて分裂カタストロフィを観察したが、複数の小核ができた細胞はどのような細胞死を迎

えるのか、またどの種類の細胞死がどの割合で生じるのかを検討し、X線や γ線の低 LET と比較す

ることが必要である。 

 

世界中で広く使用されている X 線や γ 線に比べて、重粒子線を加速し研究や治療に使用できる

施設はごく限られている。そのため高 LET 放射線の細胞反応、組織反応、人体に対する影響など

の知見がまだまだ足りていないといえる。言い換えれば新たな発見の可能性を秘めている。技術の

発展と過去に得られた多くの知見と経験を生かして、現在では粒子加速器の小型化や、スポットスキ

ャニング照射というビームを細くしたまま移動させながら腫瘍を塗りつぶすように照射する方法の開発
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が進められている。粒子線治療の保険適応の疾患が増えるとますます粒子線治療が普及すると考え

られる。ドラッグデリバリーシステムの研究が進み、既存の抗がん剤や核酸をより効率良くがん組織に

届けることができるようになってきている。そのためドラッグデリバリーシステムと放射線の併用による

化学放射線療法が今後期待される。炭素イオン線と併用されることを考え、がん細胞特異的な増感

剤の研究と DNA 修復メカニズムの解明が進展することが必要である。他方、粒子線の生物反応の

研究は放射線防護研究にも繋がり、宇宙開発のために必要な、陽子線、鉄イオン線、炭素イオン線

などからの宇宙線被ばくの低減にも貢献することになる。 
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