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ヒト正常細胞に対するマイクロビーム核外照射の影響 
Effects of cytoplasmic irradiation by microbeam in normal cells 
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1   はじめに 
放射線生物研究では、「DNA標的」が重要な障害
誘発の原因と画一的に考えられ、その結果、DNA損
傷応答の解明は進み、その機構が防護標的とされた。

一方、「非 DNA 標的反応（核外シグナル）」は、
あまり研究されてこなかった。その中で、マイクロ

ビームの技術革新により細胞内領域照射の精度が向

上した結果、核外（細胞質）照射であっても遺伝子

突然変異が増えることが報告された [1]。このこと
は、核外シグナルがゲノム安定性に影響し、細胞障

害性にも関与することを示唆している。しかし、照

射後の核外シグナルの詳細が十分解明されたとは言

えない。また、放射線により生じることがよく知ら

れる活性酸素は、一般的に免疫系の炎症反応におけ

る関与がよく知られている。放射線治療後の障害に

おいて、活性酸素が分泌性因子（老化誘導 SASP 因
子）を介して炎症反応を増幅させるメカニズムも提

唱されている [2]。従って、現状としては、照射後
の活性酸素が細胞障害の原因となるという現象論は

受け入れられているが、分子機構はまだ十分に解明

されていない段階にあると言える。照射後の DNA
標的による反応では、DNA修復、細胞周期停止を促
すため、ATM-p53 の活性化が引き起こされる。しか
し、p53 活性が長期間維持される機構はよくわかっ
ていない。ATM-p53経路は、DNA標的反応に依存せ
ずとも酸化反応でも活性化することが報告され [3]、
照射で生成した活性酸素がATM-p53活性維持に関わ
る可能性は高い。我々は、照射後数日間継続して発

現するミトコンドリア由来の「遅発性活性酸素」が

老化誘導に関与することを見出している [4-6]。遅発
性活性酸素が ATM 活性化に関わる可能性が示唆さ
れるが、照射後の核外シグナルの機構の中でどのよ

うな役割を果たすのかについてはわかっていない。

以上のことから、放射線障害の機構解明において、

核外における遅発性活性酸素の生成と「核外シグナ

ル」の関係やその役割を解明する必要性があると思

われる。今年度は照射条件の検討を行い、核外のみ

照射される実験系で生成される遅発性活性酸素が細

胞の致死に及ぼす影響について調べた。 
 
2実験 
ヒト正常細胞である HE49を用いた。照射前日
（照射 12～16時間前）、2.5 m厚のマイラーフィ
ルムのマイクロビームディッシュ中央に細胞を約

200個になるように植え込み、照射直前に
Hoechst33342 で細胞核を染色した。X線マイクロビ
ーム (5.35 keV)照射は、26 mの遮へい帯で細胞核
部分を遮へいして、40 x40 m角のサイズで細胞質
部分を照射した。細胞を一つずつスキャンし、位置

情報と細胞数を把握した上で、約 3 Gyの吸収線量
になるようにマイクロビーム照射した。照射後、ト

リプシン処理で細胞をはがし、細胞懸濁液をコロニ

ー形成に用いた。コロニー形成は、2.5 mMアスコ
ルビン酸２グルコシド（AA2G）有りと無しの培地
を用意し、一つのマイクロビームディッシュから回

収した細胞懸濁液を二つに分け、それぞれの培地で

コロニー形成させた。１４日後、コロニーをメタノ

ール固定し、ギムザ染色した。５０個以上の細胞か

らなるコロニーの数を数え、植え込んだ細胞数との

比より、plating efficiency (PE)を算出した。未照射時
の PEに対する 3 Gy照射時の PEの比より、生存率
を求め、AA2G処理、すなわち遅発性活性酸素除去
時における生存率の変化を調べた。 

 
3   結果および考察 
生存率の結果を図 1に示した。3 Gyの核外照射時、
生存率が約 75％であった。AA2G処理時において、
生存率の変化はほとんど見られなかった。従って、
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核外照射時における遅発性活性酸素の致死への影響

は見られない可能性が高い。今後、実験条件を合わ

せて、（1）細胞核のみ照射、（2）細胞全体照射、
それぞれにおける遅発性活性酸素の致死への影響を

調べて行きたい。また遅発性活性酸素の直接的検出

は現在のところ不十分であったので、改良して実施

する予定である。 
 

 
図１：核外マイクロビーム照射による生存率 

 
4   まとめ 
ヒト正常細胞における核外（細胞質）照射の条件

を確立できた。核外 3 Gy照射時の生存率は下がるこ
とが分かったが、生存率低下において遅発性活性酸

素の寄与はほとんど見られなかった。 
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