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緒言 
	  

	 放射線治療は外科療法や化学療法と並びがん治療の一つである。放射線治療の

特徴として、手術が困難な部位の治療が可能、比較的苦痛が少ない、患者の生活

の質の向上といった点があり、国内外を問わず放射線治療を受ける患者数は著し

く増加している。しかし、その一方で、皮膚、粘膜、造血組織に対する急性障害、

あるいは組織の萎縮、繊維化、潰瘍などの晩発性の障害、放射線による二次発が

んなども起こり得る。そこで、これらの副作用を最小限にするため、これまでに

光子線治療において、強度変調放射線治療あるいは回転型強度変調放射線治療な

どの新しい技術が開発されてきた 1,2。これら新規照射技術によって、正常組織へ

の被ばくを出来る限り低減しつつ、高線量を腫瘍に照射する事が可能となってい

る。さらに今日、放射線の一種である粒子線がその優れた線量分布から注目を集

めており、今後のがん治療において大きな役割を担うと考えられている。近年で

は、粒子線治療の一つである陽子線治療の施設が国内外を問わず増加しており、

また、陽子線治療を受ける患者の数も増加傾向にある 3。 
	 陽子線が物質に入射すると、陽子線が持つエネルギーに対応した深さ（飛程）

まで進行し、飛程の終端付近で急激に物質に対してエネルギー付与する。この特

徴的な深部線量分布はブラッグカーブ、最大線量はブラッグピークと呼ばれる。

この特性を利用して実際の治療においては、陽子線のエネルギーを適切に選択し、

患者の体内にある腫瘍全体を覆うようにブラッグピークを拡大して spread-out 
Bragg peak (以下 SOBP)を形成する事で照射を行う。従来の光子線治療と比べて
腫瘍への線量集中性が良く、正常組織への線量をより低減させる事が可能である

4。 
	 本学では、2014年 3月に北海道大学病院陽子線治療センターにて陽子線治療
を開始した。本センターには日本学術振興会による最先端研究開発支援プログラ

ム（FIRSTプログラム）の一環として開発されたスポットスキャニング式照射装
置が導入されている。スポットスキャニング照射法は、陽子線の細いペンシルビ

ームを深さ方向にはエネルギーを変えて、ビームと水平方向には磁場を偏向して

走査する手法である。 
陽子線治療は非常に優れた物理線量分布を持つが、近年の研究において実際の生

物線量分布は SOBP内で均一ではない事が明らかになってきている。また、陽子
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線は炭素やネオンの様なヘリウムより重い原子番号を持つ原子の原子核を利用す

る重粒子線と比較して生物学的効果比(relative biological effectiveness : 以下
RBE)の値は小さい事が知られている	 。そこで、本研究では、第１章で陽子線
スポットスキャニング照射法における SOBP内の RBEの不均一性について評価
を行った。次に第２章では、RBEの不均一性の改善と RBEの値の上昇を目的と
して、陽子線と制がん剤を併用した場合の生物学的効果の変化について評価した。
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略語法 

 

本文中及び図中で使用した略語表は以下の通りである。 

 

・CTP : cytosine 5’-triphosphate 
・DAPI : 4’,6-diaminodine-2’-phenylindole dihydrochloride 
・DNA : deoxyribonucleic acid 
・ECyd : 1-(3-C-Ethynyl-β-D-ribo- pentofuranosyl) cytosine 
・ETCP : 1-(3-C-Ethynyl-β-D-ribo- pentofuranosyl) cytosine triphosphate 
・LET : liner energy transfer 
・PBS : phosphate-buffered saline 
・QOL : quality of life 
・RBE : relative biological effectiveness 
・RNA : ribonucleic acid 
・SOBP : spread out of Bragg peak 
・UCK : uridine/cytidine kinase 
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第一章	 陽子線の生物学的効果の評価 

 
1.1 緒言 
 	 陽子線治療は、腫瘍周辺に存在する正常組織への線量を低減しつつ腫瘍へ高線

量を照射する事が可能な高精度放射線治療である 4。近年、国内外を問わず陽子

線治療が選択される数は増加している 3。患者の多くは、金属板の散乱体を使用

してビームを拡大する散乱体法照射による陽子線治療を受けている。しかし、こ

の散乱体法と比較してより自由度が高く線量のコンフォミティーが良いスポット

スキャニング照射を採用している陽子線施設も増加してきている 5,6。 
	 北海道大学陽子線治療センターでは、2014年 3月に陽子線の細いペンシルビ
ームを用いたスポットスキャニング陽子線治療を開始した 7。スポットスキャニ

ング照射では、単一に近いエネルギー分布を持つ小さな陽子線ビームを、数百〜

数千個用いて腫瘍へと線量を与える。加速エネルギーを変える事で深さ方向のス

ポットの位置を調整し、横方向のスポットの位置は 2つの偏向磁石を用いて走査
する(図 1)。スポットスキャニング照射では、コリメータやコンペンセーター、金
属の散乱体やリッジフィルタを用いる必要が無いために、これらと陽子線が反応

する事で生じる中性子の混入を低減する事が可能である 8。 
	 陽子線の持つ生物効果は、RBEを用いて表される。RBEは、放射線の種類に
よって生物学効果の大きさが異なることを表すための指標であり、ある生物学的

効果を与えるのに必要な基準放射線（通常 60Coγ線または 250 kV X線）の線量
を、対象となる放射線が同じ生物効果を示すのに必要とする線量で割った値であ

る。一般的に、臨床において治療計画を行う際には、陽子線の RBEを全ての位
置において 1.1と固定の値を用いている (ICRU78)。ICRU78レポートに則して、
これまでの RBEの決定には散乱体照射法が用いられており、SOBPの起始部か
ら平坦領域の中間部分までのRBEの値は1.1~1.2と報告されている 9,10。しかし、

近年の研究によると、SOBPの終端では RBEが 1.5~2.程度に増加する事が報告
されている 11,12。よって、SOBPの終端に放射線感受性組織が近接する場合には、
それらに対する生物線量が低く見積もられてしまう可能性があるので RBEの値
を 1.1と固定するのは危険である 13-15。一般的に、RBEは SOBPの distal 領域
に向かって線エネルギー付与(linear energy transfer : 以下LET)の上昇と共に増
加する傾向にあり 16,17、Paganettiはこの RBEの特性について総合的に論評して
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いる 18。しかし、散乱体法で得られた RBEをそのままスポットスキャニング法
に適応して良いのかは明らかではない。なぜなら、照射野および照射野中の問題

とする位置を特徴付ける量（SOBP、飛程、照射野サイズ、残余飛程など）が同
じでも、スポットスポットスキャニング法における陽子線のエネルギースペクト

ル、フルエンスまたは LETが従来の散乱体法と異なる可能性があり、結果とし
て生物学的効果も異なる恐れがあるからである 19。 
	 Geuletteらは、Paul Scherrer Instituteにおいて、マウスの腸陰窩再生細胞を
用いて 3箇所の位置でスポットスキャニング照射法の RBEを測定した。彼らの
測定結果は、ビームが入射してから浅いプラトー領域では 1.11、SOBPの中間で
は 1.16、SOBPの distal領域では 1.21であった 20。しかし、これらの測定では、

SOBPの distal fall-offの様な線量勾配が大きい領域での測定は行われていなく、
また、in vivoでの実験であり照射位置の精度も悪い。さらに、チャイニーズハム
スターV79細胞を用いたコロニー形成法による報告では、散乱体法において
SOBPの distal領域における RBEは 1.38まで達するという報告もある 21。よっ

て、SOBPの distal領域を中心とした RBEの測定は、臨床において患者への予
期せぬ副作用を起こさないためにも非常に重要である。 
	 そこで、本研究では、まず SOBPの distal fall-offを含む 6点の位置において、
スポットスキャニング照射における RBEについて評価した。また、RBEの位置
依存のメカニズムについて検討するために、陽子線によるDNA二本鎖切断の数
の変化についても評価した。 
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図 1.スポットスキャニング照射法の概念図 

単一に近いエネルギー分布を持つ小さな陽子線ペンシルビームを、数百〜数千個用いて絵を描く

ように腫瘍へと線量を与える。加速エネルギーを変える事で深さ方向のスポットの位置を調整し、

横方向のスポットの位置は2つの偏向磁石を用いて操作する。スポットスキャニング照射法では、

従来の散乱体法と異なり、ボーラスやコリメータを用いる必要はない。 
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1.2 実験方法  

細胞培養 
	 本研究では、チャイニーズハムスター肺由来線維芽細胞である V79を用いた。
V79は、これまでに多くの陽子線の RBE測定に用いられている細胞であり、RBE
の比較において基準となる細胞と考えられている 22。本研究では、理化学研究所

細胞バンクより V79を購入し、10% のウシ胎児血清(BioWest, Nuaillé, France)
を添加した α-MEM (Gibco/Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA) を用
いて 37℃、5% CO2条件下で培養、維持した。 

 

試薬 
	 抗 p53 binding protein 1 (53BP1)抗体は Abcam (Cambridge, MA)から購入し
た。Alexa Fluor 488抗マウス IgGは Thermo Fisher Scientific Inc.から購入し
た。特に表記の無い一般試薬については和光純薬(大阪)から購入した。 
 
X 線照射 
	 RBE測定の基準放射線となる X線照射には、北海道大学大学院獣医学研究科
放射線学教室の X-RAD iR225(Precision X-ray, North Branford, CT)を用いて行
った。照射条件を 250 kV、1 mm Alフィルタ、0.91 Gy/minとした(図 2A)。 
 

 
 

図 2. X 線照射装置と陽子線照射に用いたポリエチレンファントム 
(A)北海道大学大学院獣医学研究科放射線学教室の X線照射装置。X-RAD iR225 (Precision X-ray, 

North Branford, CT)。(B)ポリエチレンファントムの全体像。様々な深さで RBEを測定出来る様

に水等価の高密度のポリエチレンを用いてファントムを設計した。(C)スライドフラスコを挿入し

た時の上からの図。照射に使用しない穴については水を入れた。 
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陽子線照射 
	 陽子線照射は、北海道大学病院陽子線治療センターのスポットスキャニング式

照射装置 ProBeat RT (日立製作所、東京)を用いて行った。照射野を 10×10 cm、
スポット間隔を 5 mm、照射エネルギーを 156.7–182.8 MeVとし、SOBP幅を 6 
cmとした。アイソセンターと SOBP中心を一致させた。線量測定には、PTW 
Markus Chamber (Type 34045; PTW, Freiburg, Germany) と電位計(Type 
10021; PTW)を用いた。SOBPの深さ方向の平坦度は±2.5 %であり、照射野の
平坦度は±0.72 %、線量率の平均は、2.68 Gy/minであった。陽子線照射には、
照射位置を変える事が可能な水透過のポリエチレンファントム(水透過厚比 = 
1.03、密度ρ = 0.98 g/cm3)を用いた(図 2B, C)。細胞前面に位置するブロックを
変更する事で照射位置を変える事が可能である。照射位置は、(A)入射面から 5mm
深さ、(B)SOBP中心と比較して proximal側の物理線量が 95%の点、(C)SOBP
中心、(D) SOBP中心と比較して distal側の物理線量が 95%の点（以下、distal 
edge）、(E) SOBP中心と比較して distal側の物理線量が 73%の点、(F) SOBP中
心と比較して distal側の物理線量が 33%の点の 6箇所とした(図 3)。 
 

 
 

図 3.深部線量曲線と細胞照射位置 
測定された線量は SOBP中心で標準化された。深さは水等価深で表されている(水等価比[1.03] × 

ポリエチレンファントム表面からの深さ[mm])。RBE測定のための細胞照射は以下の 6箇所で行

われた。(A)入射面から 5mm 深、 (B)SOBP中心と比較して proximal側の物理線量が 95%の位

置、(C) SOBP中心、(D) SOBP中心と比較して distal側の物理線量が 95%の位置(distal edge) (E) 

SOBP中心と比較して distal側の物理線量が 73%の位置、 (F) SOBP中心と比較して distal側の

物理線量が 33%の位置。 

コロニー形成法 
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	 照射の 6時間前に、スライドチャンバーフラスコ(Lab-Tek™ SlideFlask 
170920, Nunc/Thermo Fisher Scientific)に 1.6×106個となるように細胞を播種

し、照射の直前に α-MEMでフラスコ内を満たした。陽子線照射は、SOBP領域
が 0~15 Gyとなるように、X線照射は細胞面が 0~15Gyとなる様に行われた。照
射後、フラスコ内の細胞は 37℃、5%CO2内で 3分間 0.125%トリプシン処理され
た。剥がれた細胞を回収し 4℃,1,000 rpmで遠心分離機にかけ沈殿させた。上清
をアスピレートし 5mlの α-MEMでサスペンションした後、カウントした。それ
ぞれの線量に応じて、100から 50,000個の細胞を 6 cmのディッシュ 3枚に播種
し、37℃、5%CO2条件下で 7日間培養した。コロニーは 95%メタノールで固定
した後、5%ギムザ溶液で染色した。50個以上の細胞からなるコロニーをカウン
トし、生存細胞として記録した。それぞれの線量における生存率は、照射されて

いないコントロールのプレーティング効率に対する比として計算され、物理線量

に対してプロットされた。生存曲線は、以下の直線—二次曲線モデルの式に従って

フィッティングした。 
SF = exp (−αD – βD 2)	 (1) 

ここで、 SFは生存率、Dは物理線量を表す。 
	 RBE10と RBE37の算出には、生存率を 10%あるいは 37%までに減少させる線
量であるD10とD37をそれぞれ用いた。RBEの算出には以下の式を用いた。 

RBE = 
!
陽子線

!!線
	 (2) 

 また、本研究で基準放射線とした X線を 4 Gyあるいは 2 Gy照射した場合の生
存率と等しい生存率となる陽子線の線量を（D4Gy, D2Gy）用いたRBE4GyとRBE2Gy

についてもそれぞれ算出した。 
 
 
53BP1 foci 形成法 
	 照射前日に、スライドチャンバーフラスコに 4.0×105個となるように細胞を播

種した。37℃、5%CO2条件下で一晩接着させた後、照射の直前に α-MEMでフ
ラスコ内を満たした。1.5 Gyの陽子線照射後、培地を10 ml程度捨て37℃、5%CO2

条件下で培養した。照射から 30分、60分、180分、並びに 360分後にフラスコ
内に残っている培地全てをアスピレートし、4%パラホルムアルデヒドを含む
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PBS(-)5mlをフラスコ内に入れて室温で 30分細胞を固定した。PBS(-)で 2回洗
浄後、0.5% Triton X-100含む PBS(-)を 5mlフラスコ内に入れ、4℃、5分間、
透過処理を行った。続いて PBS(-)で 2回洗浄後、スライドフラスコの底面を剥が
し、イムノペンでブロッキングする領域を囲み、6%抗ヤギ血清含む PBS(-)300ml
で 30分ブロッキングを行った。その後、3%抗ヤギ血清抗を含む PBS(-)で 1,000
倍に希釈した抗 53BP1抗体にて 4℃で一晩処理した。PBS(-)で洗浄後、PBS(-)
で 1,000倍に希釈した Alexa Fluor 488標識抗マウス抗体もしくは抗ウサギ抗体
を室温で 1.5時間処理した。PBS(-)で洗浄後、300 nM 4’,6’-diamidino-2- 
phenylindole (DAPI ; Invitrogen/Thermo Fisher Scientific Inc.) を室温で 5分
処理したのち、再度 PBS(-)で 2回洗浄を行い、カバースリップを Prolong Gold 
antifade (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific Inc.)を用いてスライドフラスコ
の底面上にマウントした。蛍光顕微鏡観察には、Olympus BX50顕微鏡(東京)を
用いた。53BP1 fociのカウントは Image Jを用いて行った。また、低 LET放射
線に対するリファレンスとして、X線(200kV, 2 mA, 0.91 Gy)照射(1.5 Gy)を用い
て同様の実験を行った。 	  
 
統計解析 
	 統計的有意差は、マンホイットニーU検定により検定した。データは、それぞ
れ独立した 3回の実験から得られた値の平均値±標準偏差(SD)で表示し、p<0.05
の時にその差が有意であると判断した。 
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1.3 結果 
生存曲線 
	 図 4にコロニー形成法によって得られた V79の生存曲線を示した。図 3に示し
てある様に、陽子線の照射位置は 6箇所とした。全ての位置において、陽子線に
おける生存曲線は X線の生存曲線の下側に位置し、同線量において陽子線の高い
増殖抑制効果を示していた。(B)と(D)は共に SOBP中心の物理線量と比較して
95%の線量位置であるが、(D)での生存曲線は(B)よりも直線に近い形状とり、高
い細胞殺傷効果を示した。 
 
Relative biological effectiveness 
	 得られた生存曲線より RBEを算出した(表 1)。RBEの値は全ての位置におい
て 1.1よりも大きくなった。SOBP中心でのRBE10とRBE37の値はそれぞれ 1.15
と 1.21であり、これまでに報告されている散乱法における V79を用いて得られ
た RBEの値と近い値となった。本研究では、(D) distal edgeにおいて RBEの値
が最大となり、その値は RBE10が 1.5であり RBE37が 1.85であった。これらの
値は、(C)SOBP中心で得られた値の 1.3倍以上であった。さらに、distal fall-off
領域の(E)と(F)でのRBEの値も(C)の SOBP中心で得られた値よりも大きい値を
示した。Woutersらは、V79の様に α/βの値が小さい細胞では、RBEの値は低
線量域において上昇すると報告している 12。そこで、本研究においても、それぞ

れの照射位置において RBE4Gyと RBE2Gyについても算出した(表 1)。RBE4Gyは

SOBP内において 1.33以上の値を示し、全ての位置において RBE10と RBE37の

値よりも大きい値となった。RBE2Gyでは、RBEの値はさらに大きく上昇し、特
に(D) distal edgeでの値は 2.52と非常に大きい値を示した。 
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図 4. X 線照射あるいは異なる深さでの陽子線照射を行った 
V79 の生存曲線 

コロニー形成法で得られた結果より、X線の生存曲線(☐と点線)とそれぞれの位置(表 1参照)にお

いて照射された陽子線の生存曲線(●と実線)を示した。7日間の培養後、生存コロニーを染色し数

えた。実験方法に記載記されている直線−二次曲線モデルに従い、生存曲線をフィッティングした。

陽子線が照射されたそれぞれの位置における線量誤差は 0.5%未満であった。 

 
 

表 1.生存曲線より得られた RBE 及び生物学的パラメーター 

 
 
 
生物学的パラメーター 
	 生存曲線より生物学的パラメーターであるα、β及びα/βの値を算出した(表1)。
αは 1本の放射線によって 2本のDNA切断が起きる確率（飛跡内事象）を、β
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は 2本の放射線によって 2本のDNA切断が起きる確率（飛跡間事象）をそれぞ
れ表す。αの値は 0.14から 0.32までの値となった。また、全ての位置において
X線の結果よりも大きい値となり、(D) distal edgeにおいて最大となった。これ
に対して βの値は、線質あるいは照射位置に関わらず大きい変化を示さなかった
(0.019 ± 0.0045)。α/βは αの値と同様の傾向を示し、(D)distal edgeで最大とな
り 27.35となり(C) SOBP中心の約 4倍の値となった。 
 
照射位置による DNA 二本鎖切断数の評価 
	 表 1に示した様に RBEの値は位置依存的に変化し、SOBPの distal領域で上
昇傾向を示した。特に、SOBPの(D)distal edgeにおいてRBEの値は最大となり、 
(C)SOBP中心と比較して、RBE10の値は約 1.3倍以上、αの値は約 2.5倍以上と
なった (表 1)。そこで、RBEの値が上昇するメカニズムを評価するために、 (C) 
SOBP中心とRBEの値が最大となった(D) distal edgeの 2箇所において、53BP1 
foci 形成法によるDNA二本鎖切断の数について評価した(図 5)。図 5(A)は、
(C)SOBP中心において照射後 30分のDAPIと 53BP1 fociの写真である。照射
後それぞれの時間において、細胞あたりの fociの数を数える事によって、DNA
二本鎖切断の修復能について評価した。図 5(B)に示された様に、(C)SOBP中心
と(D)distal edgeにおいて照射された細胞の fociの数は、照射後 30分に置いて最
大となった（約 8 foci）。その後、(C)SOBP中心では(D)distal edgeと比較して foci
の数の減少率は早かった。これらの結果は、(C)SOBP中心におけるDNA二本鎖
切断は、(D)distal edgeでの切断と比較して修復しやすい事を示唆している。ま
た、(C)SOBP中心におけるDNA二本鎖切断の修復能は、X線が引き起こすDNA
二本鎖切断の修復能と近い結果となった。 
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図 5. 53BP1 foci 形成法で得られた V79 における二本鎖切断の数の変化 
 (A) SOBP中心における陽子線照射後 30分の写真。 DAPIで染色した核と fociの画像。(B) X

線照射(△と点線)及び SOBP中心(●と破線)、distal edge(■と実線)において陽子線照射後 30分、

60分、180分、360分において二本鎖切断の数 を測定した。少なくとも 50個の細胞を数え、foci

の数を記録した。照射後 30分では fociの数には有意差は見られなかったが、その後 DNA修復能

に違いが見られた。データは平均値±SDで示されており、それぞれ 3回の実験を行った。統計的

有意差は、X線照射に対して SOBP中心は*:p< 0.05、distal edgeは**:p<0.05、SOBP中心に対

して distal edgeは†:p<0.05で示した。  
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1.4 考察	  

	 本研究において、スポットスキャニング照射法における V79の RBEの値は、
(C)SOBP中心において RBE10の値が 1.15、RBE37の値が 1.21となった。これら
の値は、これまでに他施設で散乱体法において測定された V79の RBEの値とほ
ぼ等しい値となった 23,24。よって、照射法の違いによらず RBE は同様の値を示
す事が示唆された。一般的に、スポットスキャニング照射ではコリメータやアパ

ーチャー、散乱体が存在しないので、散乱体法と比較して中性子の混入が少ない。

さらに、スポットスキャニング照射では、細い陽子線ペンシルビームを用いて腫

瘍全体を照射していくので、照射野内での線量率が均一ではない。しかし、今回

得られた結果では、それらの要因は RBE に影響を与えない事が示唆された。 
	 SOBPのdistal region ((D), (E), (F))ではRBEの値は上昇傾向を示し、(D)distal 
edgeにおいてRBEの値は最大となった。表1の生物学的パラメーターを見ると、
陽子線照射における αの値は、RBEの値と同様に distal regionにおいて上昇傾
向を示し、0.14から 0.32までの値を示した。しかし、βの値は全ての位置におい
てほとんど変化しなかった(0.019±0.01)。 
	 表 1に示された様に、(C)SOBP中心と比較して(D)distal edgeにおいて RBE
の値は有意に増加した。そこで、53BP1 foci形成法を用いて、(C)SOBP中心と
(D)distal edgeにおける陽子線によるDNA二本鎖切断の修復能について評価し
た。図 5に示した様に、照射後 30分における 53BP1 fociの数は、(C)SOBP中
心と(D)distal edgeにおいて差は見られなく、 初期の(D)distal edgeにおける
DNA二本鎖切断の量は (C)SOBP中心と同程度であると考えらえる。しかし、
(D)distal edgeにおける 53BP1 fociの減少率は(C)SOBP中心よりも小さく、修
復しがたいDNA損傷の割合が増加した事が示唆される。 
(D)distal edgeにおけるクラスターDNA損傷の量は(C)SOBP中心よりも多い事
が示唆された。ScholzとKraftは、シミュレーションを用いた研究において細胞
死滅効果の LET依存性は重粒子線だけではなく、陽子線においても見られると
報告している 25。Friedrichらは、シミュレーションによる解析により、LETが
10 keV/µmの陽子線における二本鎖切断の数はそれよりも低い LETにおける場
合と比較して、約 1.1倍程度と僅かではあるが増加すると報告している 26。また、

ヒト線維芽細胞 AG01522を用いたコロニー形成法において、陽子線の細胞死滅
効果の LET依存性は、LETが 1~20 keV/μmの範囲で生じると報告されており
27、Chaudharyらは、陽子線の SOBP内において RBEと LETは直線の関係に
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あると報告している 28。Ward とGoodheadは、LETが上昇するにつれて、細胞
による修復を困難にするクラスターDNA損傷が増加すると報告している 29,30。こ

のクラスターDNA損傷は、nm程度の狭い領域に生じた２つあるいはそれ以上の
損傷と定義されている 31。よって、この distal edgeにおける RBEの上昇は LET
に依存的なクラスターDNA損傷の形成によるかもしれない。LETの違いは、DNA
二本鎖切断の数への影響は小さいが、その後の細胞による修復効率には影響し、

その結果として RBEの増加につながったと考えられる。 
	 また、臨床の治療計画では、生物線量(物理線量×RBE)は非常に重要である。
本研究で得られたRBE10の値より生物線量の値を計算すると、それぞれ(A)0.81、
(B)1.2、(C)1.15、(D)1.15、(E)1.4、(F)0.52であった(図 6)。生物線量は(D)distal 
edgeにおいて非常に大きくなり、生物学的な陽子線の飛程(生物線量の 90%位置)
は物理学的飛程と比較して約 2.2 mm伸長した。この結果は、Wilkensらのモン
テカルロシュミレーションによる計算やMatsumotoらが散乱体法で行った報告
と同様の傾向を示した 11,32。また、Woutersらは、V79の様な α/βが小さい細胞
では、低線量域、特に 4 Gy以下において RBEの値は急激に上昇し、4 Gyにお
けるRBEの値が1回の治療あたりのRBEを評価する上で適切な値を示すと報告
している 12。本研究においてもそれぞれの照射位置での RBE2Gyの値は RBE4Gy

と比較して大きく上昇し、Woutersらの結果と同様の傾向を示した(表 1)。そこ
で、(D) distal edgeでの RBE4Gyの値を評価すると、2.04と治療計画値である 1.1
の 2倍近い値を示した。In vitroにおいて評価された RBEが直接、臨床の結果に
繋がるかはまだ明らかにはなっていないが、実際に治療を行う際には、生物線量

分布の伸長及び RBEの上昇について十分に考慮しなければならないと考えられ
る 33,34。また、同じ SOBP内においても治療効果が異なる可能性もあり、より慎
重に患者の副作用や治療効果を管理していかなければならない。RBEの変化を組
み込んで治療計画を行うといった生物学的な最適化が今後必要であると考えられ

る 35。 
	 本研究の問題点として、まず、評価に用いた細胞が 1種類だけであった点があ
げられる。細胞種が異なると放射線感受性が異なり、RBEの値は変化する事が考
えられるため、今後、他の細胞株を用いて評価する事が必要である。さらに、本

研究では in vitroによる評価のみである。臨床により近い体系の構築や in vivo
での評価が今後必要である。また、スポットスキャニング法では散乱体法と異な

り、照射野や SOBP幅によって線量率が異なる。よって、臨床での条件を想定し
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様々な SOBPにおける評価も必要である。さらに、本研究では 53BP1 foci形成
法によって、SOBP内でDNA損傷の修復に差がある事が示されたが、細胞死の
形態への影響は不明のままである。よって、DNA損傷の修復の差がアポトーシ
スや分裂期崩壊などに与える影響についても評価する必要がある。 
	 しかしながら、スポットスキャニング陽子線照射において、in vitroで SOBP
の distal-fall offの評価を正確に行った報告は本研究が最初である。また、陽子線
において RBEの評価だけではなく、RBEを決定づける生物効果に関する報告は
数少ない。今後、スポットスキャニング照射の普及に伴い臨床への影響を考慮す

る上で、本研究における結果は非常に重要であると考えられる。 
 
 

 
 

図 6. V79 における RBE 及び生物線量分布 
相対物理線量分布 (黒い実線)、 RBE10 (◯)、 それぞれの照射位置における RBE10 × 物理線量 (×) 

を示した。物理線量は SOBP中心で標準化された。 
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1.5 小括  

	 本章では、チャイニーズハムスター肺由来線維芽細胞である V79を用いて陽子
線スポットスキャニング照射における陽子線の生物学的効果を評価した。RBEの
測定にはコロニー形成法を、DNA二本鎖切断の数の評価については 53BP1 foci
形成法を行った。得られた RBEの値は散乱体法においてこれまで報告されてい
る RBEと同様の値を示し、SOBP中心において RBE10の値は 1.15、RBE37の値

は 1.21とであった。SOBPの distal領域では、生物学的パラメーターである α
の値と共に RBEの値は増加し、distal edgeにおいて最大となり RBE10の値は

1.5、RBE37の値は 1.85となった。53BP1 foci 形成法では、fociの最大値に変化
は見られなかったが、distal edgeにおいてDNA二本鎖切断の回復に遅延が見ら
れた。一般的に SOBPの distal領域では LETが高く、電離密度が大きい。これ
によって、クラスター損傷の様な修復し難いDNA損傷が増加し、その結果 RBE
の値の上昇につながったと考えられる。 
	 また、RBEの上昇に伴い生物線量も増加した。生物線量の飛程は、物理線量と
比較して2.2 mm程度伸長した。Woutersらに従って評価を行ったRBE4Gyでは、

distal edgeにおいて 2.04となった。よって、SOBPのすぐ後方に放射線感受性
の高い臓器がある場合などには、十分に注意を払わなければならない。 
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第二章	 エチニルシチジンによる陽子線への 

増感効果の評価及び陽子線増感治療の実現に 

向けた基礎研究	 （要約） 

 
	 第 1章では、スポットスキャニング照射における陽子線の RBE及び生物学的
効果について評価した。SOBPの distal領域では RBEは上昇し、SOBP中心と
比較して distal edgeでは最大で 1.5倍程度大きい値となった。SOBPの終端と放
射線感受性臓器が隣接している様な場合には、注意深く治療計画を作成し、患者

の治療計画を観察すべきである。また、この RBEの上昇を引き起こす原因とし
て、distal edgeではクラスターDNA損傷の様な修復し難い損傷が増加している
事が示唆された。よって、同一の SOBP内に標的となる腫瘍を設定してもその位
置によって治療効果が異なる可能性がある。しかし、臨床では RBEの値は 1.1
と固定されたまま治療計画及び陽子線照射が行われており、この RBEの変化に
対する解決策が今後の課題として考えられる。 
	 一方で、近年、陽子線の SOBPにおける RBEを増強させるために、非小細胞
肺癌やステージⅢ〜ⅣBの舌がんに対し、シスプラチンの様な抗がん剤と陽子線
を同時併用する化学放射線療法が行われている 36,37。さらに、金のナノ粒子は、

ヒト前立腺がん細胞DU-145 38、マウス乳腺細胞EMT-6、マウス大腸癌細胞CT26 
39において陽子線による細胞殺傷効果を増強させた。これらの結果は、化学薬剤

と金ナノ粒子は陽子線の RBEを増強した事を示している。しかしながら、化学
薬剤による陽子線への放射線増感効果について、陽子線の SOBPの複数の位置に
おいて詳細な増感効果の評価は行われていない。化学薬剤と陽子線治療の併用療

法のプロトコルを確立するために、陽子線 SOBPの複数の位置において化学薬剤
が陽子線RBEあるいは生物線量に与える影響について評価する事が重要である。 
	 本研究では、RNA合成阻害という作用機序を持つ新規制がん剤エチニルシチ
ジン(1-[3-C-Ethynyl-β-D-ribo-pentofuranosyl] cytosine;ECyd)に着目した 40,41。

ECydは、北海道大学大学院薬学研究院松田彰教授のグループが開発したヌクレ
オシド系制がん剤である(図 7)。シチジンと類似した化学構造を持ち、細胞に取り
込まれた後、ウリジン/シチジンキナーゼ(UCK)によって三リン酸化される。三リ
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ン酸体(ECTP)はシチジン三リン酸体(CTP)と競合して RNA合成を阻害する
40,42,43。一般的に、UCKは腫瘍組織において高く発現しており、ECydは腫瘍に
優先的に蓄積されていく 40,44,45。これまでに、X線において ECydはマウス大腸
腺がん細胞 46、ヒト胃腺がん細胞 47、ヒト肺腺がん細胞など様々な腫瘍細胞に対

して増感効果を示す事が報告されてきた。また、in vivoにおいてもMKN45移
植腫瘍に対して、X線と ECydの併用によりで腫瘍の成長が効果的に抑制された
47。興味深い事に、in vitroのコロニー形成法における細胞生存率曲線では、直線
-二次モデルの βではなく α項が強く増感された 48。もし、ECydが陽子線におい
ても増感効果を示せば、陽子線の RBEは上昇し、さらい生物線量分布も変化す
る可能性がある。そこで、本研究では第 1章で用いた V79とヒト肺腺がん由来細
胞の A549の 2種類の細胞を用いて ECydによる陽子線に対する増感効果につい
て評価し、RBEへの影響について検討をした。 

 

 
図 7. エチニルシチジン(1-[3-C-Ethynyl-β-D-ribo-pentofuranosyl] 
cytosine)の構造式 

 
 
	 細胞には、チャイニーズハムスター肺繊維芽細胞 V79とヒト肺腺がん細胞
A549（理化学研究所細胞バンク）を用いた。10% のウシ胎児血清(BioWest, 
Nuaillé, France)を添加した RPMI 1640 (Gibco/Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA) を用いて 37℃、5% の二酸化炭素下で培養・維持した。 
	 ECydは、北海道大学薬学研究院松田彰教授により合成され供与された。抗 p53 
binding protein 1 (53BP1)抗体及び Alexa Fluor 488抗マウス IgGは前章と同様
の試薬を用いた。β-Galは、Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)よ
り購入したSenescence β-Galactosidase Staining Kitに同封されている試薬を使
用した。 
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	 ECydの処理濃度は、A549では 0.1 µM、V79では 0.4 µMとした。これらの
濃度は、後述のコロニー形成法で 60%生存率となる量である（図 8）。それぞれ
の細胞において、照射の 1時間前に薬剤を添加した通常培地と交換することで細
胞に処理した。また、照射後に 23時間処理した後、PBSで 2回洗浄し通常培地
と交換した。 
 

 
 

図 8. コロニー形成法による ECyd の細胞への毒性評価 
それぞれの濃度において ECydを 24時間処理し、PBSで 2回洗浄後、ECydを含まない通常培地

で培養した。コロニーを形成させる期間は A549では 10日間、V79では 7日間とした。 

 
	 陽子線の照射は、前述の北海道大学病院陽子線治療センターのスポットスキャ

ニング式照射装置 ProBeat RTを用いて同じ条件で行った。前章と同様に、陽子
線照射には水透過のポリエチレンファントムを用いた。照射位置は、(A)入射面か
ら 5 mm深さ、(B)SOBP中心と比較して proximal側の物理線量が 95%の点、
(C)SOBP中心、(D)SOBP中心と比較して distal側の物理線量が 95%の点（以下、
distal edge）の 4箇所とした(図 9)。 
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図 9. 照射位置 

測定された線量は SOBP中心で標準化された。深さは水等価深で表されている(水等価比[1.03] × 

ポリエチレンファントム表面からの深さ[mm])。照射位置の場所のよる ECydの増感効果の比較

のために、細胞照射を以下の 4箇所で行った。(A)入射面から 5mm 深、(B)SOBP中心と比較し

て proximal側の物理線量が 95%の位置、(C)SOBP中心、(D)SOBP中心と比較して distal側の

物理線量が 95%の位置(distal edge)。 

 
 
	 コロニー形成法は前章に示した方法で行った。照射の 1時間前に ECydを添加
した培地でスライドフラスコ内を満たした。また、細胞の希釈には ECydを添加
した培地を用いた。照射から 23時間後に PBSで 2回洗浄後、ECydを含まない
培地 5 mlで培養した。コロニーを形成させる期間は A549では 10日間、V79で
は 7日間とした。生存曲線は、前章に示した直線-二次式モデルを用いてフィッテ
ィングした。RBE10と増感比(SER : sensitizing effectiveness ratio)の算出には、
生存率を 10%をまでに減少させる線量であるD10を用いた。 
	 線量平均 LET (LETd)は、生物学的効果の重要な指標として、RBEの計算にこ
れまで多くの研究に用いられている 32,49,50。本研究では、Wilkensらが用いた以
下の理論式に従って LETdを算出した 51。 
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LETd = 
!!(!)!!(!)!"

!
!

!!(!)!(!)!"
!
!

	 (3) 

 
	 ここで、𝜑!(𝑥)はある位置 xおける陽子線の局所エネルギースペクトル、S(r)
は陽子線の阻止能、rは残余飛程をそれぞれ示す。それぞれのエネルギーあるい
は位置における S(r)と𝜑!(𝑥)を算出するために、Bortfeldが用いた理論式に従っ
た 52。まず、ある単一エネルギーのペンシルビームに対する S(r)を算出するため
に、以下の式を用いた。使用したパラメーターは表 2に示した。 
 

S(r) = 
!

!"
! !

(𝑅0 − 𝑟)
1 𝑝−1   (4) 

 
表 2. 陽子線阻止能の算出に使用したパラメーター 

 

 
	 次に、𝜑!(𝑥)を算出するために以下の式を用いた。 
 

𝜑(𝑟)  =  𝜑!
1 + 𝛽(𝑅0 − 𝑟)
1 + β𝑅0

   (5) 

 
入射陽子線フルエンス𝜑!を算出するために、ある単一エネルギーの陽子線の深部

線量分布を以下の式を用いて𝜑!をパラメーターとしてフィットした。 
 

𝐷(𝑥)  =  𝜑!
𝑒
−𝜁2

4 𝜎
1 𝑝 Γ(1 𝑝)

2𝜋𝜚𝑝𝛼
1 𝑝(1 + 𝛽𝑅0)

 ×   1𝜎 𝛿!! !(−𝜁)  +  (𝛽𝑝  +  𝛾𝛽)𝛿!!
!!!

(−𝜁)    (6) 

 

Description Value Unit
p Exponent of range-energy relation 1.77 1
α Proportionality fantor 0.0022 cm MeV-p

R0 Range αEp
0 cm

β Slope parameter of fluence reduction rrelation 0.012 cm-1

γ Fraction of locally absorbed energy released in nonelastic nuclear interactions 0.6 1
σmono Width of Gaussian range straggling 0.012R0.935

0 cm



 24 

𝜁 =  𝑅0 − 𝑥
𝜎𝑚𝑜𝑛𝑜

   (7) 

 
	 ここでΓ(𝑥)はガンマ関数を、𝛿!(𝑥)はパラボリックシリンダー関数を表し、𝜎!"#"
は単一エネルギーの陽子線の初期エネルギーに依存する。(3)~(7)式より、本研究
で陽子線照射を行ったそれぞれの位置において LETdを算出した。 
	 統計的有意差は、マンホイットニーU検定により検定した。データは平均値±
標準偏差(SD)で表示し、p<0.05の時にその差が有意であると判断した。 
	 ECydによる増感効果は、A549と V79のどちらの細胞においても(A)~(C)では
観察された。しかし、(D)distal edgeにおける生存曲線の形は ECydの存在、非
存在に関わらず直線状に近い形状となり、陽子線単独による高い細胞殺傷効果を

示したが、ECyd併用による増感効果は観察されなかった。 
	 また、増感効果が得られた(A)~(C)では ECydによって、α及び α/βの値は上昇
した。しかし、βの値には細胞種、照射位置に依らず顕著な増感効果は見られな
かった。(3)式を用いてそれぞれの照射位置における LETdを算出し、LETdと

ECyd存在下、あるいは非存在下での RBEの関係を示した（図 11）。照射位置が
深くなるにつれて LETdの値は増加した。特に(D)distal edgeにおける LETdは非

常に大きな値を示し、(C)SOBP中心の値と比較して 2倍以上であった。また、
(A)~(C)においては ECydによる増感効果が見られ RBEの値は増加したが、 (D)
では顕著な増感効果は得られなかった。 
 

 
 
 

0 

0.5 

1 

1.5 

2 

2.5 

0 2 4 6 8 10 
0 

0.5 

1 

1.5 

2 

2.5 

0 2 4 6 8 10 

R
B

E 
�

R
B

E 
�

LETd (keV/µM)� LETd (keV/µM)�

   without ECyd 
   with ECyd 

(	) V79�(�) A549�

(A) (B) (C) 
(D) 

(A) (B) 
(C) (D) 



 25 

図 10. RBE と LETdの関係	  

RBEは生存率を 10%まで減少させる線量である D10を用いて算出した。(ⅰ)A549、(ⅱ)V79の結

果。○は ECyd非存在下、●は ECyd存在下の RBEの値を示す。 

 

 
	 本研究において、ECydは陽子線 SOBPにおいて、位置依存的に増感効果を示
す事が明らかになった。さらに、図 10に示された様に、ECydによる陽子線に対
する増感効果は LETに依存する事が示唆された。よって、ECydは、(D) distal 
edgeとSOBP内の他の位置((B)と(C))のRBEの差を小さくし、結果としてSOBP
内の RBEの差を小さくした。α/βの値もまた、臨床に置いて重要な指標の一つで
ある。A549における α/βの値は、ECydによって(a)~(d)において約 2倍程度、
V79では(a)~(c)において ECydにより α/βの値が約 2倍程度まで増加した。臨床
で行われている分割照射は、腫瘍と正常組織の α/βの値の違いを利用している。
ECydは腫瘍内でUCKによってリン酸下され優先的に蓄積する 40,44,45。よって、

腫瘍の α/βの値が ECydによって上昇し、通常の分割照射よりもさらに大きい治
療効果が期待される。 
	 本研究の欠点は、2種類の細胞だけを用いて、4箇所の ECydによる増感効果
について評価した点である。今後は、他の細胞種を用いた評価及び、SOBPのそ
の他の場所についても評価しなければならない。これまでに光子線においては、

in vitroのみならず in vivoにおいてもECydの増感効果に関する研究が行われて
いる。本研究では in vitroのみによる評価だけであり、陽子線においても in vivo
における評価が必要である。また、本研究では、制がん剤として用いた薬剤は

ECydの 1種類のみだけであった。これまでに、増感効果があると報告されてい
るシスプラチンやその他の制がん剤に関する増感効果を評価する必要があり、ま

た、陽子線だけでなく他の粒子線に対する ECydの増感効果の評価及び比較が重
要である。本研究で照射に用いた SOBPは 1条件のみであった。今後、SOBP幅
や照射野、エネルギーレンジの条件を変化させての検討が必要である。さらに、

臨床での応用を目指し、ECydの濃度や処理時間等の検討も今後必要であると考
えられる。 
今日、粒子線に対して効果的に増感効果を示す要因については、未だあまり知ら

れてはいない 53。本研究によって、ECydは陽子線に対して LET依存的に増感作
用を持ち、SOBP内の生物線量の差を小さくする事が示された。 
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