
	
筑波大学医学医療系	

	

　　　　　　　坪井　康次	

平成24年12月15日	

M2 放射線基礎	
DNA損傷修復と・細胞死・組織の反応	



放射線から何を連想しますか？	

•  １．レントゲンの検査	

•  ２．放射線治療	

•  ３．広島、長崎、原爆	

•  ４．原子炉、原子力発電	

•  ５．ラドン温泉	

•  ６．何か怖いもの	

•  ７．その他	



今日の目的	

放射線治療をしているときにそこで何が起
きているのかを理解する。	
	
放射線がどのようにして細胞に影響を及ぼ
すのかを理解する。	
	
放射線に対して細胞や組織はどのように
反応するのかを理解する。	

分かりやすく話す	



放射線とは何か？	

エネルギーをもった電磁波または粒子	



放射線の性質	

（3） エネルギーを与えて変化を起こす	

　 	DNAに傷を作る→生物学的な影響を与える。	

　 	物質に傷を作る→物質の特性を変える。	

（1） 五感で感じられない。	
	見えない。音もしない。温度も感じない。匂いもし
ない。味もしない。	

（2） 物質を透過する。	
	骨や内部の構造が分かる。吸収の違いによる。	



放射線には、原子よりも小さな粒子線と	
波長の短い光子線の2種類がある。	

粒子線	 電磁波	 

電子線	 
陽子線	 
中性子線	 
アルファ線	 
重イオン線	 

ガンマ線	 
エックス線	 





電離放射線や紫外線はDNAを傷つける。	

（E. Hall より）	

標的はＤＮＡ	



Direct	  and	  indirect	  ac/ons	  of	  ionizing	  radia/on	

In	  direct	  effects	  in	  X-‐rays:	  70%	



Proton	  beams	



Ionizing	  Radia/on	  

Late	  effect	

Hereditary	  effect	  	  	

Ioniza/on,	  Excita/on	  (physical	  effect,	  direct	  effect)	

Radical	  produc/on	  (chemical	  reac/on,	  indirect	  reac/on)	

DNA	  damage	  	  and	  repair	

Growth	  arrest	

10-‐18	  

10-‐12	  

10-‐6	  

103	  

106	  

109	  

1	  

（Sec）	

1012	  

Life	  span	

17	  min	

12	  days	

30	  years	

Cell	  death	  



DNA損傷	
	

塩基の傷	
糖鎖の傷	



DNA損傷の種類	



紫外線	

波長 (cm)	

エネルギー (eV)	



紫外線はDNAを傷つける。	



紫外線はDNAにピリミジン二量体を作る。	



真夏の日光浴で背中の細胞１個、１時間あ
たりに生じるピリミジン二量体はどれくらい
でしょうか？	

1. 10	

2. 100	

3. 1,000	

4. 10,000	





DNA damage and repair	



TFIIH	

ヌクレチド除去修復	
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色素性乾皮症	  
主にXPA遺伝子の異常	



電離放射線	

波長 (cm)	

エネルギー (eV)	

光子線	

　　　ガンマ線	

　　　エックス線	

電子線	

陽子線	

重イオン線	

中性子線	
高LET	

低LET	

電磁波	

粒子線	



DNA損傷の種類	



DNA二本鎖切断	



DNA糖鎖切断	

（E. Hall より）	



Asaithmby	  and	  	  Chen	  DJ,	  Mechanism of cluster DNA damage repair in response to high-atomic
 number and energy particles radiation.	  MutaTon	  	  Res	  2010	



	
	

	
	

DNA二本鎖切断	
γ-H2AX　foci formation	

ONS76	  /	  Proton	  beam　2Gy	

10min	 30min	

1h	 3h	



10	  min	 30	  min	 180	  min	60	  min	 240	  min	

	  
γ-‐H2AX　foci	  forma/on	  in	  ONS76	  aXer	  	  

2	  Gy	  of	  proton	  irradia/on	  

Int	  J	  Rad	  Biol	  2011	



非相同末端再結合	  
Non-homologous end joining (NHEJ)	

相同組換え	  
Homologous recombination repair (HRR)	

DNA二本鎖切断修復	



XRCC4	  

XRCC4	  

Ku70 !

IR 

Ku 86  !

DNA �

Double Strand Break	


Ku70 !

Ku 86  !

DNA-PKcs! DNA-PKcs!

Ku70 !

Ku 86  !

Ku70 !

Ku 86  !

DNA-PKcs! DNA-PKcs!
Lig.IV	

Lig.IV	

非相同末端再結合　Non-homologous end joining (NHEJ)	



Strand	  invasion	  and	  
exchange	  between	  donor	  

and	  recipient	

RPA	  	  
NBS1	  
RAD51	

相同組換えHomologous recombination	



非相同末端再結合	  
Non-homologous end joining (NHEJ)	

１　切断端同士の再結合	  
２　細胞周期にかかわらず常に起きる。	  
３　再結合の際の精度がＨＲＲより低く、mismatchが起きる可能性がある。	  
４　ほとんどのＤＮＡ２本鎖切断の修復はＮＨＥＪにより行われる。	  
	

１　断端のない相同配列を鋳型にしたＤＮＡ組み換え	  
２　Ｓ、Ｇ２　期に起きる。	  
３　修復の精度が高い。	  
４　頻度は低い。	  
	  

相同組換え	  
Homologous recombination repair (HRR)	

DNA二本鎖切断修復	



Nature	  Review	  Cancer	  2004	

DNA	  damage	  response	  signal-‐transduc/on	  network	



Ataxia	  Telangiectasia	

.	  概要	
歩行開始時から明らかになる進行性運動失調症、
免疫不全症、高頻度の腫瘍発生、内分泌異常症、
放射線高感受性、毛細血管拡張などを特徴とする、

多臓器に渡る障害が進行性に認められる遺伝疾患
である。	

2.	  疫学	
患者数100人～1000人、人口10-‐15万人に1人、保

因者は人口の0.5-‐1%。 	
3.	  原因	

1995年にATM(Ataxia	  telangiectasia	  mutated)遺伝
子が、Ataxia	  telangiectasiaの責任遺伝子として同

定された。遺伝子は11q22.3に位置し、66のエクソン

からなり、全長150KBのゲノムDNAから成る。遺伝
子産物であるATMはDNA損傷修復応答の鍵となる

分子である。	
4.	  症状	

歩行開始と共に明らかになる歩行失調（体幹失調）、
小脳性構語障害・流涎、眼球運度の失行、眼振、眼
球結膜・皮膚の毛細血管拡張（6歳までに50％で明

らかに。8歳時までにほぼ全例）、易感染性・免疫不
全症状、高頻度の悪性腫瘍発生を認める。その他、

発育不良や内分泌異常を認めることがある。	



　　　　ナイミーヘン症候群はナイミーへン大学小
児科（オランダ）で１９８１年に最初に報告され
た。これは単一の劣性遺伝子の疾患である。
患者は東欧・中欧を中心に約９０人が報告さ
れている。	

	

　　　　患者は低身長、精神発達遅滞、発育遅滞、
小頭症、先天性奇形、鳥様顔貌、卵巣発育不
全、免疫不全などの症状を示す。ただし、小頭
症は全患者に発生するが、その他の疾患の頻
度は患者によって異なる。例えば、奇形は５
０％の息者に発生する。リンパ腫瘍・白血病は
３５％の頻度で患者に２１歳以前に発生する。	

	
　　　　患者は、若年で死亡する。Ｘ‐γ線を照射し

た場合の培養細胞の平均致死線量は、正常
人の細胞では、１．５Ｇｙであるのに対して、患
者の細胞では０．５－０．８Ｇｙであり、２－３倍
の致死高感受性を示す。患者の末梢血リンパ
球には転座や逆位が高頻度で見つかる。放射
線を照射した場合の染色体異常頻度は、正常
細胞に比べ患者の細胞は２．５－４倍である。
正常細胞は放射線被曝後一時ＤＮＡ合成が停
止するが、患者の細胞はこの一時停止をしな
い。	

	

ナイミーヘン症候群	



1.	  DNA二本鎖切断修復:	  	  
	  非相同末端再結合　Non-‐homologous	  end	  joining	  (NHEJ)	  
	   	  DNA-‐PK	  DNA-‐PKcs,	  Ku86,	  Ku70	  
	   	  Ligase	  IV,	  xrcc4　　ATM：小脳失調性血管拡張症	  
	  相同組換え　Homologous	  recombinaTon:	  	  
	   	  rec1,	  RAD51,	  RAD52,	  NBS-‐1:	  ナイミーヘン症候群	  

	  
2.	  塩基除去修復:	  	  

	  AP	  endonuclease	  
	  
3.	  ヌクレオチド除去修復:	  	  

	  ERCC	  1〜8	  (XP,	  CS)　XPA:	  色素性乾皮症	  
	  
4.	  ミスマッチ修復:	  	  

	  hMSH	  group	  	  遺伝性非ポリポーシス大腸がん 

DNA 修復のメカニズムと遺伝性疾患	



Ionizing	  Radia/on	  

Late	  effect	

Hereditary	  effect	  	  	

Ioniza/on,	  Excita/on	  (physical	  effect,	  direct	  effect)	

Radical	  produc/on	  (chemical	  reac/on,	  indirect	  reac/on)	

DNA	  damage	  	  and	  repair	

Growth	  arrest	

10-‐18	  

10-‐12	  

10-‐6	  

103	  

106	  

109	  

1	  

（Sec）	

1012	  

Life	  span	

17	  min	

12	  days	

30	  years	

Cell	  death	  



Loss	  of	  clonogenicity	  aXer	  irradia/on	

100	  cells	

100	  cells	

100	  cells	

50	  	  (PE=50%)	

20	

10	

1	

20/50=0.4	

10/50=0.2	

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐(αD	  +	  βD2)	  
S/So	  =	  e	  

2	  Gy	

4	  Gy	

0	  Gy	



Sensors (?) 

Transducer and focus formation 
 ATM (ataxia telangiectasia mutated),  
 ATR (ATM and Rad-3 related) 
 DNA-PK 
 MAP kinase and early responsive genes 

 
  

Effectors 
1.	  Check	  point	  
2.	  Repair	  
3.	  Cell	  death	



電離放射線	


損傷
Sensors	

Checkpoint機構	

修復機構	
細胞死	

再増殖	 TransformaTon	

Repaired	 Misrepaired	  



G0/G1	  

S	  

G2/M	  

p53	  

cyclin	  A,B1	  

cyclin	  D,E	  

G1	  check	  point	  

G2	  check	  point	  

p27	  

Check-point	

DNA損傷が感知されると、修復を行うために
ブレーキが働いて細胞周期が停止する機構。	 S	  check	  point	  



Control	
 Day 1	
 Day 7	


U87MG: P53 + 	

glioblastoma cell line 	


TK1: P53 –
glioblastoma cell line 	


	


Serial Changes of the DNA histogram after irradiation with 10 Gy of 80 
keV/mm carbon beam.   (Tsuboi K: JRR 2007) 

NB1RGB	

Normal	

Skin fibroblast	


(	  

増殖停止	



Sensor ? 

ATM 

p53 

p21 

Chk2 

Cdc25A 

G1 S M 

Cdk2/Cyclin E Cdc2/CyclinB 

Cdc25A 
p53 

Chk2 

(-P) 

(+P) 

(translation) 

(+P) 

G2 

照射後のSignal Transduction 電離放射線	


Cdc25C Cdc25C 

(+P) 

分解	

14-‐3-‐3	 不活化	

MDM2 



細胞死という現象	



Ionizing	  Radia/on	  

Late	  effect	

Hereditary	  effect	  	  	

Ioniza/on,	  Excita/on	  (physical	  effect,	  direct	  effect)	

Radical	  produc/on	  (chemical	  reac/on,	  indirect	  reac/on)	

DNA	  damage	  	  and	  repair	

Growth	  arrest	

10-‐18	  

10-‐12	  

10-‐6	  

103	  

106	  

109	  

1	  

（Sec）	

1012	  

Life	  span	

17	  min	

12	  days	

30	  years	

Cell	  death	  



細胞の形態の変化	  
	  アポトーシス(apoptosis)	  
	  ネクローシス(necrosis)	  
	  その他の細胞死	

	
	

細胞の増殖能の変化	  
	  Cell	  cycle	  の停止	  
	   	  間期死（interphase	  death）	  
	   	  増殖死（reproducTve	  death）	  

	  
	  増殖能の消失：　	  
	   	  増殖死（Loss	  of	  clonogenity）	  





Detection of apoptotic cells by staining with Hoechst 33342 in U87MG cells before and 
after irradiation with 10 Gy of 80 keV/µm carbon beam. (×100)  

before	   Day	  1	  
Day	  7	  

(Tsuboi	  K:	  JRR	  2007)	  



tumor cell	


irradiation	


necrosis	


apoptosis	




細胞死	

Apoptosis:	  　プログラムされた細胞の自殺現象、生理的な現象	
	   	  ChromaTn	  condensaTon	  
	   	  Nuclear	  fragmentaTon	  
	   	  Mediated	  by	  Caspases	  
	   	   	  Extrinsic	  pathway:	  FAS,FASL	  
	   	   	  Intrinsic	  pathway:	  mitochondria	  
	   	  	  

Necrosis:	  　受動的で汚い（messy,	  dirty)、細胞の自壊現象	
	   	  Cell	  swelling	  	  
	   	  Rupture	  
	   	  Release	  of	  intracellular	  content	  
	   	  InflammaTon	  



電離放射線の生物作用の特徴	

１）全ては、エネルギーが水分子かDNAに付与されるという現象から始
まる。	

２）このエネルギー付与はアナログではない。	

３）デジタル化（量子化）されている。言い換えると、ある塊の単位をもと
に反応が起きる。	

４）その結果、発端となる現象を起こすには分子的にも個体的にも閾値
が存在している。	

５）それを何とか説明するためにヒット論と標的論(hit theory and target 
theory)が提唱された。	

６）さらに、それに基づき、線量と反応の関係を説明する数理化モデル
が提唱された。	



デジタル的に起きる障害と回復という現象	

•  非回復性障害	
–  致死障害 lethal	  damage	  ；(LD)	

–  不可逆性、修復不能、必ず細胞を死に導く損傷	  

•  回復性障害	
–  亜致死障害 sublethal	  damage；(SLD)	

–  可逆的で正常な環境下で数時間の内に修復	

–  修復前に別の亜致死損傷が加わり相互作用により致死障害となる	  

–  潜在的致死障害 potenTally	  lethat	  damage	  ；(PLD)	

–  通常の環境下では致死的	

–  照射後の環境により影響を受ける	

–  メカニズムについては十分解明されていない	



数理化モデル	

•  標的説(古典論)	

	  『細胞内に標的、標的がヒット』	

a)	  １標的１ヒットモデル	

S	  =	  exp(-‐kD)	

b)	  多標的１ヒットモデル	

S=1–{1−exp(-‐D/Do)}n	
–  Ｄ→大；S≒n･exp(-‐D/D0)	  

•  ２(多)要素モデル	
–  細胞内には複数種類の標的が存在	

  S = [exp(-‐kD)]x[1	  -‐	  {1	  -‐	  exp(-‐D/Do)}n]	

•  直線-‐二次曲線(LQ)モデル	
–  ミクロな線量分布による解析から	

•  1)	  複合事象で致死損傷が形成される説	

•  2)一事象の損傷生成とその回復要因が加わる説	

S =	  exp(	  -‐αD	  -‐βD2)	  

                                                                                                



標的は２本鎖DNAである。	  

１粒子（１ヒット）による２本鎖切断と２粒子(２ヒット）による２本鎖切断がある。	  

１粒子（１ヒット）による２本鎖切断は吸収線量に比例する（一次項：α）と仮定	  

2粒子（2ヒット）による２本鎖切断は吸収線量の二乗に比例する（二次項：β）と仮定	  
　	

　　　I（Incidence）= αD+βD2  

直線-‐二次曲線(LQ)モデル	

( )2/ DDeSoS βα +−=

現在もっとも多く用いられているモデル	

組織の反応にも用いられる。	



直線-二次曲線(LQ)モデル	



放射線に対する	
組織や細胞の反応を	

どう解析するのか	



確定的影響	  
　　脱毛や不妊など、ある一定の放射線が当たらないと影響

が出ないもので、その線量をしきい線量と呼ぶ。	  
	

確率的影響	  
　　しきい線量がきわめて小さいかないらしく、低線量から影

響が出始めて線量が大きくなるにつれて発生する確率が
増える。発がんや遺伝的影響などがこれに分類される。	



放射線の生物作用の特徴	  
１）直線的反応	  
２）指数関数 (exponenTal)に近い反応	  
３）S字状(sigmoid)の反応	

反
応

	

線量	

線量-‐反応　曲線	

ExponenTal	  
	  	  	  virus	  
	  	  	  bacteria	

確定的影響	  
　急性期反応	  
　 晩期反応	

確立的影響	  
　がん、遺伝的障害	

閾値	



Dose-‐response　curve	

線量	

線量-‐反応　曲線	

反
応

	

5%	

80%	  
腫瘍致死線量	

50%	

正常組織耐用線量	

正常組織	

腫瘍組織	



放射線治療に理想的な線量-‐反応曲線	  

反
応

	
TherapeuTc	  window	

正常組織	

腫瘍組織	

5%	

100%	

線質が同じであれば腫瘍組織と正常組織の種類で決まる。	

正常組織耐用線量	



BED:	  生物学的等価線量	  

BED	  =	  nd(1+d/α/β)	  Gy	  	  
	  
where	  “n”	  is	  the	  fracTonaTon	  number,	  “d”	  is	  the	  daily	  dose,	  
and	  α/β	  is	  assumed	  to	  be	  10	  for	  tumors	  and	  3	  for	  normal	  lung	  
Tssue	  
	  
	



エックス線に対する正常組織のα/β値	

早期反応	  
	  
皮膚 	   	  9.4-‐21	  
毛包（脱毛） 	  5.5-‐7.7	  
口腔粘膜 	  7.9	  
大腸 	   	  7.1-‐8.4	  
睾丸 	   	  13.9	  
脾臓 	   	  8.9	

晩期反応	  
	  
脊髄 	   	  2.5-‐5.2	  
脳 	   	  2.1	  
口腔粘膜 	  7.9	  
眼（白内障） 	  1.2	  
肺（肺臓炎） 	  2.1-‐4.3	  
腸 	   	  3.0-‐5.0	  
皮下組織 	  1.5	

α/β値は分割照射効果を知るてがかりとなる。	

α/β値が小さいと１回照射の時の生存曲線の肩が大きく曲がる	  
	  等効果線量増加は大きくなり、分割効果が表れる（障害は減る）。	

α/β値が大きいと１回照射の時の生存曲線の肩はあまり曲がらない	  
	  等効果線量増加は小さく、分割効果は表れにくい(障害は変わらない）。	



生
存

率
	

再酸素化	

正常組織のSLD回復	

腫瘍組織のSLD回復	

時間	

照射	

分割照射	

組織	

( )2/ DDeSoS βα +−=



	  
•  Repair(回復）：照射後の細胞のSLD回復	

　　 	腫瘍　＜　正常組織	

•  RedistribuTon（再分布）：細胞周期の再分布	

•  RepopulaTon（再増殖）：生き残った細胞の再増殖	

	 	腫瘍　＜　正常組織	

•  ReoxygenaTon(再酸素化）：酸素濃度の高い細胞が先に死ん
だ後の血流の回復	

分割照射と4つのR	  



Ionizing	  Radia/on	  

Late	  effect	

Hereditary	  effect	  	  	

Ioniza/on,	  Excita/on	  (physical	  effect,	  direct	  effect)	

Radical	  produc/on	  (chemical	  reac/on,	  indirect	  reac/on)	

DNA	  damage	  	  and	  repair	

Growth	  arrest	

10-‐18	  

10-‐12	  

10-‐6	  

103	  

106	  

109	  

1	  

（Sec）	

1012	  

Life	  span	

17	  min	

12	  days	

30	  years	

Cell	  death	  



Space	  radiobiology	  

	  放射線生物学 	

極めて高いLET領域の研究	
遺伝子不安定性の研究	
宇宙飛行士の健康管理	

宇宙環境や被ばくに人間がどう
対応するかという目的研究。	

最終的には臨床上の効果として認めら
れることを目指す。臨床研究をサポート
するための必須な研究。	

（腫瘍）細胞死の研究	
生物学的 or	  免疫学的	
targe/ngの研究	

修復酵素の研究	
正常組織防護の研究	

Cancer	  radiobiology	  



今日の目的は達成されたか？	

放射線がどのようにして細胞に影響
を及ぼすのかを理解する。	
	
放射線に対して組織はどのように反
応するのかを理解する。	
	
がん治療における放射線治療の理論	


