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-概要- 

 今日の医療では診断・治療において放射線の利用が不可欠である。世界各国においてがん

は主要な死亡原因の一つであり、放射線治療によるがん患者転帰の改善が喫緊の課題となっ

ている。がんによって死亡に至る過程に着目すると、原発部位から腫瘍細胞が他部位へ血行

性やリンパ行性に移動し、増殖する転移を防げるかどうかが生死を分ける一つの基準になっ

ている。また、原発巣から周囲の組織や臓器に腫瘍細胞が広がっていく浸潤も増悪に寄与し

ている。このようながん浸潤・増悪には、細胞がもとの場所から別の場所へ移動する「細胞

遊走」が密接に関与している。 

 電離放射線が生体へ入射すると、生体組織へのエネルギー付与により DNA が損傷され、細

胞死、遺伝子変異、染色体異常などが誘発される。従来研究から、被ばく時の細胞周期位相

に応じて DNA 損傷に対する修復機構が異なり、修復効率に差異がみられることが明らかと

なっている。すなわち、放射線照射時の細胞周期位相により、細胞の放射線に対する感受性

が異なることは広く知られている。一方、がんの病勢進行を制御するために重要な浸潤・転

移の初期段階にある細胞遊走に対する放射線影響や、その細胞周期との関連についての知見

の蓄積は依然として乏しい。 

 そこで本研究では、放射線照射後の細胞遊走とその細胞周期依存性を明らかにすることを

目的とした。本論文で、細胞周期同調法の一つである分裂期採集法の検証を前半に、X 線照

射後の細胞遊走と細胞周期依存性に関する検討を後半に述べる。 

 

 細胞周期を同調させ、細胞周期に依存する現象を解析する手法は長年にわたって開発され

てきた。それらの手法のうち、動物細胞の有糸分裂に伴い基質への接着が弱くなる性質を巧

みに利用した「分裂期採集法」は、細胞代謝を阻害する試薬を用いないので生理的負荷が最

小限で済むことが利点の一つである。また、この手法は複雑な工程を必要としないため、そ

の再現が比較的容易である点も長所といえる。 

 本研究では、まずこの分裂期採集法による細胞周期同調の程度を検証するため、蛍光ユビ

キチン化ベースの細胞周期指標（FUCCI）を導入したヒト子宮頸がん細胞株 HeLa 細胞（HeLa-

FUCCI 細胞）を用いて、分裂期細胞回収後の培養における細胞周期同調性を検討した。また、

フローサイトメトリーで細胞内 DNA 含量を経時的に測定することで、各細胞周期位相の同

調性について別角度から検討した。 

 その結果、分裂期採集法後の細胞周期は少なくとも 24 時間後までは細胞周期の同調が維持

されていること、とくに細胞周期の 1 周する時間（最初の倍加時間）までは高度な同調性が

維持されることが明らかになった。さらに、分裂期細胞回収、播種後 6-8 時間で G1 期が、約

12 時間で S 期が、約 14-16 時間で G2 期が優勢になることが示された。また、コロニー形成

法による細胞周期依存的放射線感受性の定量の結果は従来の感受性に関する報告を支持する

ものであった。 

次に、分裂期採集法にて細胞周期を同調させた細胞に X 線を照射し、タイムラプス撮影に

よりその後の細胞移動を経時的に測定した。明視野画像における細胞を追跡するため、細胞



セグメンテーションのために深層学習ベースのアルゴリズムである Cellpose を用いて細胞の

輪郭を同定し、Fiji ImageJ の TrackMate プラグインを用いて細胞ひとつひとつの移動速度と移

動方向を網羅的に解析した。 

その結果、照射時 G1 期同調細胞の移動速度は線量依存的に減少傾向を示したが、G2 期同

調細胞では速度が増加する傾向にあった。一方、細胞移動は、X 線の照射の有無および線量

によらずいずれも二次元ランダムウォークのパターンを示した。したがって、HeLa-FUCCI 細

胞のような細胞遊走の変化を示すがんの場合、細胞周期を G1 期または S 期で停止させる抗

がん剤が細胞の浸潤や転移を阻害する上で有効である可能性が示唆された。また、細胞のセ

グメンテーションと追跡アルゴリズムを用いることで、照射後の細胞周期特異的な移動の放

射線生物学的評価が可能であることが示された。今後、このようなアプローチによる細胞周

期標的抗がん剤を用いた放射線治療の改善が期待される。
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第 1 章 緒言 

1.1 細胞内の三次元ネットワーク 

多細胞生物の組織や器官を構成する細胞は、その形態を絶えず変化させることで、

集団としての機能を維持している。細胞の形態は「細胞骨格」と呼ばれる繊維状構造

によって制御される。"骨格"という言葉の印象とは異なり、細胞骨格は固定された構

造体ではなく、構成する分子が協働しながら、その構造を動的なものにしている。 

細胞骨格は、細胞内で三次元的なネットワーク構造を形成し、その形態や極性を安

定化させることで、細胞分裂や細胞移動、細胞内輸送、細胞シグナル伝達等、多くの

動的なプロセスに必要な物理的力を発生させている[1]。これらの多様な機能を迅速か

つ正確に実現するために、細胞骨格は細胞内で「自己集合」あるいは「自己組織化」

している。G. Nicolis と I.Prigogin は、平衡系で起きる“静的”な秩序化のことを「自

己集合」と定義した一方、エネルギーを消費して“動的”な秩序化が起こる非平衡開

放系を散逸系とよび、散逸系での秩序形成を「自己組織化」と定義した[2]。 

細胞骨格を構成する主要なポリマー群は、アクチンフィラメント、微小管、そして

中間径フィラメントである（図 1−1）。これら 3 つのポリマーは、協働して細胞内でネ

ットワークを形成し、前述の通り、細胞の形態や極性の維持に重要な役割を担ってい

る。 

  



 

 

 

 

- 2 - 

 

図 1−1 細胞内の細胞骨格分布の概略図。アクチンフィラメントのネットワークは、特

定のコネクター・タンパク質によって細胞膜のすぐ下に帯状に存在し、細胞の構造や

運動を機械的に支えている。タンパク質を含む小胞や他の細胞小器官などを輸送する

ための経路としてもはたらく。中間径フィラメントは細胞に構造的な安定性を与える

ほか、隣接する他の細胞と結合を形成し、組織の強度を高めている。微小管は細胞分

裂の際に各娘細胞に均等に分配されるように姉妹染色分体を分離する。そのほか、細

胞内の形状、運動、輸送に関連している。 
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1.2 細胞骨格 

1.2.1 アクチン 

細胞内でアクチンは単量体の球状アクチン（globular actin ; G-アクチン）と糸状アク

チン（filamentous actin; F-アクチン）の状態で存在している。アクチン細胞骨格の自己

組織化は、G-アクチンと高分子の F-アクチンのバランスと、アクチン関連タンパク質

によって制御されている[3]。アクチン細胞骨格は、細胞形状を維持するなどの静的な

役割だけでなく、細胞分裂や遊走など動的な振る舞いにも重要な役割を果たしている

[4、5]。 

細胞質内にある単量体アクチンの多くは、ATP が結合した状態で存在している[6、

7]。これらの ATP 結合型の G-アクチンが可逆的に重合し、1 ピッチ約 74 nm の右巻ら

せん構造のフィラメント（アクチンフィラメント）を形成する。アクチンフィラメン

トは極性を持っており、重合による成長側を+端、脱重合による消失側を−端と呼ぶ。 

高分子鎖の柔軟性の指標として持続長（Persistence Length）が知られている。これ

は、フィラメントに沿った 2 つの接線間の相関が 1/e に低下する長さスケールをいう

[8]。アクチンフィラメントの持続長は 15 𝜇𝑚であり、微小管（持続長 5200 𝜇𝑚）と比

較して柔らかい。そのため、アクチンフィラメントは熱揺らぎによって能動的に曲げ

られ、フィラメントを伸ばす力に対して抵抗を生じる。アクチンは 3 つの細胞骨格タ

ンパク質の中で最も動的で、数分の時間スケールで強い構造変化を起こすことができ、

その結果として細胞運動性を担保することができる。 
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図 1−2 アクチンフィラメント形成のスキーム。アクチンは約 42 kDa の球状タンパク

質である。生理的なイオン条件下では、1 分子の ATP と Mg2＋または Ca2＋と結合する

と G アクチン同士が重合し、幅約 7 nm の 2 重らせん重合体であるアクチンフィラ

メントを形成する。らせん 1 ピッチの長さは約 36 nm である。+端に ATP 結合型ア

クチンが結合し、−端から ADP 結合型になって離脱する（トレッドミル）。 
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1.2.2 微小管 

微小管は約 25 nm の管状の構造であり、主に𝛼チューブリンと𝛽チューブリンが結

合したヘテロ二量体を基本単位として構成される。この二量体が繊維状に重合したも

のをプロトフィラメントと呼び、これが螺旋の形で 11–16 本程度集まって管状の構造

を取ったものが微小管である。細胞中の微小管は主に 13 本のプロトフィラメントか

らなる。アクチンフィラメントと同様に、微小管には極性があり、重合が起こりやす

い側を+端、脱重合が起こりやすい側を−端と呼ぶ。アクチンフィラメントと同様のト

レッドミル機構を有しており、微小管の見かけ上の長さが変化しない場合でも、常に

+端での伸長と−端での短縮が起こって平衡状態となっている。 

チューブリン二量体の重合/脱重合が繰り返される性質は動的不安定性と呼ばれる。

この性質によって、微小管は迅速に再編成され、それぞれの微小管が細胞内を素早く

伸長することができる[9]。この動的不安定性はチューブリンの𝛽サブユニットに結合

する GTP 分子によって制御されている。遊離状態のチューブリン 2 量体には GTP が

結合しており、これが伸長中の線維に付加されると安定な複合体を形成する。しかし

その後、GTP が分解されて GDP になると、GDP 結合型チューブリンは線維内での安

定性が低下する。GDP 結合型チューブリンが線維の末端にあると、分解過程が始まる。

新たな GTP 結合型チューブリンが収縮中の末端に結合すると、微小管の収縮は止ま

って、再び伸長を始める。 

微小管は 3 つのポリマーの中で最も硬く、ほぼ直線状のトラックを形成し、動物細

胞の直径と同程度まで伸長できる。一方、微小管は細胞内の圧縮荷重で座屈すること

が知られている[10]。細胞が分裂の準備をする細胞周期の一部である間期には、この

剛性を利用して、微小管の放射状アレイを形成し、細胞内分子伝達のハブや足場とし

て機能する。細胞有糸分裂の間、微小管の束が複数集まって紡錘体と呼ばれる構造を

形成する。真核細胞の分裂期において、紡錘体はゲノム染色体を 2 個の娘細胞に分配

するために必要不可欠の役割を担う。紡錘体微小管は、複製された染色体の動原体部

位(キネトコア、kinetochore)を接着して両極に引っ張ることで染色体を分配する。微小
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管の接着が未完了の場合や、不適切な接着が起きた場合には、紡錘体形成チェックポ

イント(spindle assembly checkpoint)と呼ばれる監視機構が活性化して、すべての動原体

が微小管によって正しく捕捉されるまで細胞周期を分裂中期に停止させる。 
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図 1−3 分裂期中期における微小管の構造と極性パターン[51]。紡錘体微小管は重合が

進む+端が紡錘体極の遠位になるように配向している。a 微小管束は、反対側の紡錘体

極を相対的に動かす力を駆動する。b 紡錘体極を細胞皮質に連結し、紡錘体極の分離

と細胞皮質に対する紡錘体の位置決めに寄与する。c 中心体と染色体アームを連結す

る微小管束が存在する。d 動原体に紡錘体微小管が結合し、染色体を紡錘体極に対し

て動かす。紡錘体には、ATP 加水分解を利用して 4 組の紡錘体微小管すべてを動かす

力を発生させる有糸分裂モーターが存在する。 
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1.2.3 中間径フィラメント 

中間径フィラメントはアクチンフィラメントとミオシンフィラメントの中間の太

さ（約 10 nm）であることからこの名がついた。構成タンパク質が存在箇所により異

なるポリマーであるため、アクチンフィラメントや微小管のように明確な構造は規定

されていない。中間径フィラメントは最も剛性が低く、圧縮力への耐性は低いが、引

張力に対して強い耐性があり、細胞の機械的強度を高める役割を持つ。また、デスモ

ソームを介して他の細胞との結合を形成し、組織強度を高めている。他にも、広く発

現している中間フィラメントのひとつである重合核ラミンは核膜を補強する役割を

持っており、有糸分裂の初期にはサイクリン依存性キナーゼにより核ラミンのリン酸

化核膜が破壊される[11]。微小管やアクチンフィラメントとは異なり、中間フィラメ

ントは極性を持たず、分子モーターの方向性を持った運動をサポートすることはでき

ない。また、重合に ATP や GTP を要さず、細胞質内で脱重合している成分は少ない。 

 

1.3 細胞遊走 

細胞遊走（cell migration）は、細胞が元にあった場所から他の場所に移動すること

を指し、細胞移動とも呼ばれる。例として、表皮にできた傷が治癒する創傷治癒の過

程において、この細胞遊走が見られる。また、細胞が細胞外マトリックス（Extracellular 

Matrix; ECM）を越えて遊走し、その場所に定着することを細胞浸潤という。例えば、

細菌やウイルスの感染によって炎症が起きた場合、好中球・リンパ球・マクロファー

ジなどの炎症性細胞が炎症部位に向かって遊走し、炎症組織に浸潤する炎症細胞浸潤

が生じる。この他に、がん細胞が周囲の組織や臓器に浸潤して広がっていくがん浸潤

もある。 

細胞遊走は、単細胞生物から多細胞生物に至るまで、生命活動にとって基本的なプ

ロセスである。単純な生物では交尾と餌の探索において主な役割を持つが[12]、複雑

な生物では細胞移動を介した組織・器官の形成や恒常性の維持に不可欠である[13]。 
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細胞遊走は環境により異なる様式を見せるが、現在では細胞の運動性は 1) 

swimming（遊泳運動）、2) gliding（滑走運動）、3) walking（歩行運動）、4) crawling（匍

匐運動）、の 4 つのカテゴリーに大別される[14]。 

swimming は細胞が水中を移動する手段である。真核生物、細菌、古細菌はすべて

「鞭毛」と呼ばれる鞭のような構造を使って泳ぐ。真核生物の鞭毛（繊毛とも呼ばれ

る）は、微小管を中心に構築された複雑な膜結合型の構造であり、ダイニンとよばれ

るモータータンパク質によって前後にスライドさせられ曲がることで駆動力を得る

[15]。 

gliding は接着面積をほとんど変えないまま二次元表面上を移動する様式であり、真

核細胞の場合は、鞭毛を固体表面に付着させ、鞭毛内モーターを利用して表面を移動

する現象が知られている[16]。 

walking は基質表面に細胞の一部を一過性に着脱する機構による運動である。 

細胞は細胞骨格により構成されたポリマーネットワークのダイナミクスを利用し

て固体表面を這うこともでき、この運動は crawling と称される。胚発生、免疫、創傷

治癒など、生物学の多くの局面で不可欠な機構であり、単に細胞遊走と呼ばれる場合

はこの crawling の文脈で言及されることが多い。gliding や walking では細胞は一定の

細胞形状を保つことができるが、crawling では、前方では細胞膜を押し出し、後方で

は引っ込めることによって、細胞形状を変形させて前方への運動を行う。通常、この

運動はアクチンによって駆動されるが、他の細胞骨格を利用する細胞が存在すること

も報告されている[17]。 

最も一般的に研究されている細胞遊走様式は、細胞の前縁に局在するアクチンフィ

ラメントの重合によるものである。この細胞遊走様式は、1970 年代初頭に Abercrombie

によって定義された[18]。CAR/WAVE 複合体のような核形成促進因子によって Arp2/3

複合体のアクチン核形成活性が活性化されると、Arp2/3 は既存のアクチンフィラメン

トの側面に結合し、その尖端から新しいアクチンフィラメントの伸長を促進し、既存
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のフィラメントと～70°の角度を形成し、緻密で硬いアクチンフィラメントの樹状ネ

ットワークが形成される[19]。細胞膜に接するネットワークにモノマーが加わり続け

ることで、細胞膜が外側に押し出される。その結果、仮足と呼ばれる、細胞の足とし

て働くアクチンに富んだ先導縁が形成される。収縮性ミオシン II モーターにより、ア

クチン重合による前方へ仮足を突出させ、かつ細胞全体のバランスをとる。ミオシン

II によって細胞後方へ引っ張られたアクチンフィラメントは脱重合され、アクチンモ

ノマーは前縁のアクチンネットワークに再利用される。後方のミオシン II の収縮は、

細胞の後部を引っ込める力をも生み出す。このようにして、細胞の前部を突出して仮

足を構成し、細胞の後部を集めることで細胞は前方に移動する。こういった運動様式

は間葉系遊走（mesenchymal migration）と呼ばれる。 

一方、がん細胞が基底膜を破壊して ECM 内を遊走し（浸潤）、血管やリンパ管内へ

と侵入していくためには、ECM の細かい網目を潜っていく必要があり、このような

環境下ではアクチンに裏打ちされた硬い仮足による移動は不向きである。これに対応

する運動様式として、がん細胞はブレブ（bleb）と呼ばれるアクチンを持たない形質

膜の突起を形成することが報告されている[20]。ブレブは、細胞膜がその下の細胞骨

格ネットワークから急速に分離することによって生じる突出であり、細胞膜のすぐ下

にあるアクチンの層であるアクチン皮質のミオシン II の収縮による細胞内圧によっ

て起こる。アクチンで満たされた仮足よりもブレブのほうが狭く複雑な三次元環境を

より容易に移動できるようにすることが示唆されている[21]。このような運動をアメ

ーバ様遊走と呼ぶ。アメーバ様遊走によりがん細胞は ECM をかき分けて血管やリン

パ管内へと侵入し、移行先の臓器で再び基底膜を破壊して組織内に侵入し増殖するこ

とで「転移（Metastasis）」が成立する。アメーバ様運動はがん細胞特異的ではなく、

原始生殖細胞[22]、免疫細胞[23]、Entamoeba histolytica のようなアメーバ[24]など、幅

広い細胞が採用している運動様式である。特に、細胞は間葉系遊走からアメーバ様遊

走へ可逆的にスイッチすることができ、多様な細胞外環境に適した遊走を行うことが
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できる[25、26、27]。この性質は、転移性がん細胞[28]、免疫細胞[29]、および自由生

活性アメーバ[30]などに利用される。間葉系遊走からアメーバ様遊走への転換を MAT

（mesenchymal to amoeboid transition）、その逆を AMT（amoeboid to mesenchymal 

transition）という。間葉系遊走を行う細胞にはアメーバ様遊走を司る因子である

RhoA/ROCK シグナルの阻害の効果がないが[31]、逆にアメーバ様遊走を行う細胞に

は間葉系遊走に重要なタンパク質分解酵素である MMP の阻害剤の効果がなく、さら

にその阻害剤は MAT を誘導することで知られている[31、32]。これらのことから、

MAT や AMT は、がんの浸潤に関与する分子を標的とした抗がん剤の治療効果が限定

的である要因の一つとして考えられている。 
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図 1-4 細胞遊走におけるアクチンフィラメントの局在[14]。A 左：ラメラ突起では、

Arp2/3 複合体によって核形成された分岐したアクチンネットワークが前縁を押し進

める[14]。右：EGFP 𝛽-アクチンを導入した B16 細胞が lamellipodial-based cell migration

を起こしている画像（スケールバー＝10 𝜇𝑚）[33]。B 左：アメーバ様運動では、ミオ

シン II に依存した収縮力によって膜剥離が起こり、前縁の膜が前方に押し出され、下

にある皮質から離れる。その後、アクチン皮質は膜の下に再生する[14]。右：アメー

バ様運動をするゼブラフィッシュ始原生殖細胞を撮影したタイムラプスイメージン

グシーケンスの選択フレーム（スケールバー＝10 𝜇𝑚）[34]。 
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細胞は個々の遊走のみならず、他の細胞の運動と協調することで、集団レベルでの

運動も生み出す。集団運動は多細胞生物の発生にも関与しており、たとえば特定の細

胞群が協調して移動することで、組織や器官の形成が生じている[44]。集団移動は、

さらに創傷治癒、組織再生、血管新生の際に起こり、腫瘍の浸潤・転移による拡大に

も関与している[45]。集団運動の間、複数の細胞が同じ方向に同程度の速度で移動す

る。さらに、これらの細胞は環境に対する個々の細胞の反応にも作用し、本来であれ

ば動かないか別の方向に移動するはずの細胞も、大局的な動きに従う方向に移動する。

このように、集団的に移動する細胞群は、細胞が孤立している場合よりも効率的に移

動するという特徴を持つ。 
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1.4 先行研究における細胞遊走シミュレーション 

これまで述べたように、細胞遊走は非常に複雑なシステムから成立しており、細胞

同士が相互作用することで集団的な挙動を実現している。個々の細胞レベルでは、細

胞間の接着[35]、引力[36]、反発[37]など、様々なメカニズムが関与している。その他

にも、細胞外の化学的勾配に反応して細胞が動く走化性も知られている。がんにおい

ては、走化性経路が腫瘍細胞の他臓器への播種に有利になるようにプログラムされて

いる可能性がある[38]。加えて、移動が十分に長い期間にわたって起こる場合、細胞

増殖と細胞死も重要な役割を果たすことがある[39]。このように個々の細胞の移動メ

カニズムが細胞集団全体の移動に与える影響を理解することは、疾患の起源を明らか

にするだけでなく、効果的な新規治療アプローチを開発するためにも重要である。 

過去数十年間に、細胞遊走のさまざまな側面についての理解が大きく進展した[40]

が、その根底にあるメカニズムの多くは依然として明らかになっていない。特に、実

験生物学において細胞遊走を研究する際には、測定と解釈が大きな問題となりうる。

細胞遊走を包括的に制御し観察する実験系を構築することは今日においても困難で

ある。また、一つの細胞の遊走に関連する数多の作用を考慮すると、微視的な細胞遊

走から巨視的な現象までを結び付けて詳細に検討することは難解である。このような

状況において、数学的なモデリングは一つの有用なアプローチであると考えられる

[41]。 

これまで数理モデルは、実験で得られた仮説を検証するためのツールの一つとして

用いられてきた。さらに、ここ数十年の計算の進歩により、近年の数理モデルはより

詳細で正確なパラメトリック化が可能になってきており、実験的に有用な仮説を生み

出すまでに至っている[42]。初期状態やパラメータを変化させて繰り返しシミュレー

ションを行うことにより、初期状態の変動が実験結果に影響を与えるシステムの感度

を定量化したり、特定のパラメータに対するシステムの感度を評価するのに役立つ。 

細胞移動のモデル化には、関心のあるスケールによって、 大きく 2 つのアプロー
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チが用いられている。個々の細胞のレベルでは、エージェントベースモデル（Agent-

based model; ABM）を利用した離散モデルが一般的である。離散モデルは、個々の細

胞間の段階的または離散的な相互作用を定義するために、実験的に導き出されたルー

ルを採用する。各細胞は遊走、増殖、死などのパラメータを持つ一つの個体（エージ

ェント）としてモデル化される。細胞集団の場合、単一または複数サイトのセルオー

トマトン[46、47]や、重なり合う球体[48]、変形可能な楕円体[49]、または動的境界と

して記述する[50]など、細胞は多様な形態で表現される。 

ABM の利点は、細胞の表現型のうちどのような変化がシステム全体の挙動に最も

大きな影響を及ぼすかを簡単に決定することができる点にある。個々のエージェント

の振る舞いは集団的な細胞運動などの原動力となる一方、エージェントはシステムの

巨視的な振る舞いを実現するようには動いていない。各々のエージェントが個々に課

せられたルールに従い行動し、他のエージェントと相互作用を起こした結果として集

団的な振る舞いが決定される。これにより、現象論的に解釈の難しい事象をミクロス

ケールでシミュレーションし再現することで、その根底にある機構を解釈することが

可能となる。ABM のもう一つの利点は、現象の実装が直感的であることである。各

細胞の行動は、対応するエージェントに適切なルールを実装することで、容易にモデ

ルに組み込むことができる。これらのルールのもととなるパラメータは、現実の実験

結果から推測することができ、ABM を実験データと関連付けることが比較的容易に

できる。 

これらのような利点がある一方、ABM には欠点もある。第一に、個々のエージェ

ントにルールを設定し動作させるため、母集団のサイズが増大するにつれて計算負荷

が大きくなり、必要なメモリ量や計算時間が大きくなる欠点がある。また、ルールの

設定によっては細胞の形状が異なるため、モデルごとに得られた結果を単純比較でき

ない可能性がある。例えば、格子状の細胞モデルと球状の細胞モデルでは細胞同士の

相互作用が異なる可能性があり、これらのモデルが必ずしも同等の動作をするとは限
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らない。したがって、目的とする現象を再現できるルールを必要十分なパラメータを

用いて実装し、得られた結果と現実の実験データとの整合性を確認する工程が重要と

なる。 

集団レベルでの細胞の集団移動をモデル化する場合には、多細胞の系において、

個々の細胞を区別せずに連続体としてとらえ、流動や拡散現象のように偏微分方程式

で系の時間変化を定式化する連続体モデルが一般的である。連続体モデルは離散モデ

ルである ABM とは異なり、個々の細胞の記述が不要であり、母集団サイズの増加に

よる計算負荷の増大が、ABM と比較して小さい。また、偏微分方程式を解くことで

パラメータ解析を行うため、ABM よりも数学的解析がしやすいという利点がある。

ただし、全体の系の記述により連続体を表現するため、個々の細胞の動作が全体の動

作に過度に還元的になる可能性がある。 
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1.5 がんと放射線治療 

現在、医療では画像診断やがん等への治療において放射線がよく用いられている。

今日では、世界で 1,000 万件以上の診断において、電離放射線が患者の画像診断に使

用されている[52]。加えて、がん患者の 50％以上が、腫瘍細胞を根絶または制御する

目的で放射線治療を受けている[53]。 

日本においては、令和 4 年の死因順位別死亡数では悪性新生物が 1 位で死亡者の

3.2⼈に 1⼈ががんによって死亡しており、2 位の⼼疾患と比較し約 2 倍の数字となっ

ている[54]。⽇本政府はがん対策基本法の施⾏  (2007) やがん対策推進基本計画 

(2007) の策定といった施策を講じているものの、がんの制圧は依然としてアンメッ

ト・メディカル・ニーズの一つとなっている。 

がんの主な治療法は外科療法、化学療法、放射線療法の 3 つに⼤別される。外科療

法では、患者体内の腫瘍病変を物理的に切除することで、がんの根治を目指すもので

ある。化学療法は薬剤を⽤いてがん細胞の増殖や成⻑を抑え細胞死を誘発し、転移や

再発を防ぐことを目的とした⽅法である。特に、⽩⾎病や浸潤性の⾼いがんは局所制

御では治療ができないため、化学療法が選択される。放射線治療は放射線の電離作⽤

を⽤いて腫瘍細胞の細胞死を誘発する⾮侵襲的な治療法である。放射線治療には、外

科的処置を行わないので苦痛が少ない・患者の⽣活の質（Quality Of Life; QOL）が保

たれるといった利点があり、⽐較的患者の⾁体的負担が⼩さいことを特徴とする。 

それぞれ異なる利点を有している一方で短所もある。外科治療は患者に⿇酔をかけ

て⼿術を⾏うものの、身体的あるいは精神的に⼤きな負荷をかけてしまう上に、術後

の疼痛、感染や、あるいは審美的・機能的な修復が必要となる有害事象のリスクもあ
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る。化学療法は全身治療を可能とする一方、根治を目指す上で課題が残る。放射線療

法は局所病変の根治を望める治療であるが、全身治療は技術的に困難である。したが

って、今⽇の医療現場では化学療法と放射線治療を前後また並列に組み合わせる化学

放射線療法など、それぞれ⻑所と短所を補い合う複合的治療⼿段が取られている。 

 

1.6 電離照射線の生体影響 

1.6.1 電離放射線の種類 

放射線は、エネルギーが伝播する電磁波または粒子のことを指す。特に、放射線が

物質中を通過するとき、原子や分子を直接的または間接的に電離できるエネルギーを

有した放射線を電離放射線という[55]。電離放射線のうち、自身の電荷によって直接

的に物質の原子および分子を電離できるものを直接電離放射線といい[55]、電荷を持

たないが、物質との相互作用により二次電子を生成し、その二次電子が物質を電離す

るものを間接電離放射線という[55]。本研究で扱う X 線を含む光子線についてその特

性を述べる。 
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図 1−5 放射線の分類。放射線は物質の原子または分子を電離する能力の有無で分類

される。さらに、電荷を持つ場合と持たない場合とで、直接および間接電離放射線に

分類される。可視光線や赤外線などの電磁波は物質を電離するエネルギーは持たない

ため、非電離放射線とよばれる。 
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X 線および γ 線は光子線の 1 種である。両者の光子線は発生方法により区別され

る。 

γ 線は放射線同位元素の壊変により、原子核のエネルギー準位が遷移する現象に起

因して発生する。したがって、γ 線のエネルギーは発生源となる放射線同位元素によ

り異なる。 

一方、X 線は原子核の外側で発生する電磁波である。電子が物質へ入射した際、物

質の原子核付近で曲げられるとそのエネルギーの損失分が電磁波として放出される。

これを制動 X 線と呼ぶ。制動 X 線のエネルギーは、入射電子のエネルギーを最大値

とした連続スペクトルをとる。また、入射電子によりターゲット原子軌道の内殻電子

が放出され空軌道ができると、その空軌道に外殻電子が遷移し電子軌道のエネルギー

差と等しいエネルギーをもった電磁波が特性 X 線として放出される。したがって、特

性 X 線は単一のエネルギー（線スペクトル）をとる。 

 光子線と物質の相互作用には、物質にエネルギーを付与しない反応である弾性散乱

（トムソン散乱、レイリー散乱）と、エネルギーを付与する反応である非弾性散乱（光

電効果、コンプトン散乱、電子対生成）がある。各反応の発生確率（断面積）は、光

子線のエネルギーや物質の原子番号に依存する[56]。 
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図 1−6 X 線の発生原理。A フィラメントに電流を流し、フィラメントを加熱するとフ

ィラメントから熱電子が発生する。それを高電圧で加速させ、陽極のターゲットに衝

突させる。B ターゲットの原子と熱電子が相互作用し、X 線が発生する。熱電子が原

子核により曲げられた場合は制動 X 線が発生する。熱電子が軌道電子を弾き飛ばし

た場合は、外殻電子がその空位に遷移し、その軌道差分のエネルギーの特性 X 線を放

出する。 
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図 1-7 150 kVp X 線（付加フィルタ 1.0 mmAl）のスペクトル[56]。150 keV を最大値と

した制動 X 線と、元素および結合状態に特有のエネルギーと強度を持った特性 X 線

が放出されている。 
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1.6.2 光子線照射後に誘発される物理化学的反応 

光子線（X 線、γ 線）が生体組織へ入射すると、様々な物理化学的反応を経て、最

終的に生物学的な影響が生じる。 

まず、光子線が生体組織中の原子と相互作用（光電効果、コンプトン散乱）を起こ

すことにより二次電子が発生する。二次電子は原子との衝突によりエネルギーを失い

ながら進むが、衝突反応の中でも電離や励起といった非弾性散乱によって生体分子は

損傷を受ける。核酸やタンパク質、脂質等の生体分子のうち、特に DNA 構造に与え

る損傷が大きい。この過程は「物理学的過程」とよばれ、放射線照射後 10-15秒までの

間に生じる。物理学的過程において生体組織が二次電子により直接損傷される場合を

直接作用という。 

また、生体組織内の水分子が電離・励起されることにより生成されるラジカルが

DNA 構造と反応することでも損傷が生じる。ラジカルの反応を介して生体組織へ損

傷を与える場合を間接作用と呼ぶ。哺乳類細胞株の場合、OH ラジカルが誘発する細

胞死は全体の 62 %であると報告されており[57]、直接作用と比較して間接作用による

損傷の方が細胞死への寄与が大きい。放射線照射後 10-15–10-12 秒でラジカルが生成さ

れ、その後 10-12–10-6 秒の間に拡散や反応が生じる。この過程を「化学的過程」とい

う。 

上記の過程において DNA が損傷した場合、後述する損傷の種類により異なる修復

機構によって修復される。修復機構により正常に修復されない場合、染色体異常を経

て細胞死が誘発される[59]。細胞死の主な機序にアポトーシス（apoptosis）が存在する。

これは、細胞内部の異常（DNA 損傷等）や周囲の組織からのシグナルにより細胞膜の

収縮、DNA 断片化を引き起こす細胞死である[60]。 

また、放射線が照射された細胞（標的細胞）から照射されていない細胞（非標的細

胞）へ放射線影響が波及するバイスタンダー効果（bystander effect）や、逆に非標的細

胞から標的細胞へのシグナル伝達により標的細胞が放射線抵抗を獲得する（組織代償

効果）といった現象が知られている[60]。 
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これらの作用を経由し組織が損傷され、場合によっては後発的な影響としてがん化

といった重篤な障害を誘発する[59]。物理学的過程、化学的過程の後で生物学的影響

が発現するまでの長いスケールを「生物学的過程」という。  
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図 1-8 生体組織への放射線照射時に誘発される影響のタイムスケール[59]。 
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1.6.3 放射線照射により誘発される DNA 損傷 

 DNA は生命の遺伝情報を担っている。DNA は、二重らせん構造（DNA 鎖）を持ち、

らせん間に塩基対を持つ。DNA の塩基にはアデニン（adenine）、シトシン（cytosine）、

グアニン（guanine）、チミン（thymine）の 4 種類が存在し、これらの配列により遺伝

子情報を表現する[61]。DNA 鎖はヒストンタンパク質に巻き付くように格納されてお

り、この構造をヌクレオソームと呼ぶ。ヌクレオソームは凝縮され、染色体を形成す

る[62]。 
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図 1-9 DNA が染色体まで格納される構造の概略図[62]。DNA は 4 種のヒストンタン

パク質からなる複合体の周りに巻き付いて、ヌクレオソームという構造を形成する。

このヌクレオソームが数珠状に連なり、さらにさまざまなタンパク質や RNA が結合

してクロマチンが構築されている。クロマチンが凝縮し繊維状になったものがクロマ

チン繊維と呼ばれ、これがさらに折り畳まれて凝縮したものが染色体となる。 
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DNA 損傷は、電離放射線により生成される二次電子と生体組織分子との相互作用

（電離・励起）により誘発される。DNA 損傷は、損傷箇所や損傷の個数によって分類

され、DNA 鎖の一方に損傷のある場合を DNA 一本鎖切断（DNA single-strand breaks; 

SSB）、SSB から 10 塩基対内（3.4 nm 以内）の相補鎖に損傷のあるものを DNA 二本

鎖切断（DNA double-strand breaks; DSB）という。塩基が損傷される場合を塩基損傷

（DNA base damage; BD）という[63]。DNA 損傷の中でも、DSB は修復困難な複雑な

損傷であり、追加の損傷の有無によってさらに分類される場合がある。単純な二本鎖

切断を simple DSB、DSB の両端から 10 塩基対内にさらに 1 つの鎖切断がある場合

DSB+といい、DSB の両端から 10 塩基対内にさらにもう一つの DSB がある場合は

DSB++とされる[64]。DSB+およびDSB++は総称して complex DSBと呼ばれる。complex 

DSB の他にも、SSB より 10 塩基対以内に追加の BD が存在する損傷や、10 塩基対以

内に複数の BD のある損傷も複雑な損傷として定義される[65]。これらの複雑な損傷

は、simple DSB と比較して修復が困難である可能性が示唆されている[63]。 
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図 1-10 電離放射線等に起因するイベントによって誘発される DNA 損傷の構造。✕

は、DNA 鎖切断または塩基損傷を示す[65]。DSB は修復困難な損傷として知られてお

り、細胞の生存にとって致命的である。 
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1.6.4 DNA 二本鎖切断の修復過程 

DNA 損傷は、その種類によって異なる修復経路により修復される。ここでは、放射

線の生物学的影響を議論するうえで最もポピュラーな損傷である DSB の修復過程に

ついて解説する。 

 DSB が発生すると、ヒストンタンパク質の一種である H2AX（H2A histone family 

member X）がリン酸化される[66]。リン酸化された H2AX は γ-H2AX と呼ばれる。γ-

H2AX は DSB の両端から 25 kb に渡り形成される[67]。γ-H2AX に MRN 複合体

（MRE11/RAD50/NBS1）や MDC1、53BP1、BRCA1、NBS1 といったタンパク質が集

積する[68]。さらにこれらのタンパク質が修復タンパク質の集積に寄与する。 
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図 1-11 DSB 部位へのタンパク質発現の機序[68]。 
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DSBを修復する際のDNA鎖の再結合方法は、相同組換え（homologous recombination; 

HR）および非相同組換え（non-homologous end-joining; NHEJ）、マイクロホモロジー媒

介末端結合（microhomology mediated end-joining; MMEJ）の 3 種類である[69]。これら

の修復過程は細胞周期に依存し、HR は S/G2 期、NHEJ は G1 期において発現する[70、

71]。 

 

・非相同組換え（non-homologous end-joining; NHEJ） 

NHEJ では、切断の両端に Ku70/Ku80 ヘテロ二量体が結合し、損傷の末端を保護す

る。Ku ヘテロ二量体により、DNA 依存性プロテインキナーゼ（DNA-PKcs）の触媒

サブユニットが誘導される。その後、Artemis により損傷の末端が処理され、リガー

ゼ IV および 2 種類のタンパク質（XRRC4、XLF）により切断された DNA 分子が連結

される[71]。 

 

・相同組換え（homologous recombination; HR） 

HR は、姉妹染色分体（DNA 複製後に生成される同一の遺伝情報を持つ 1 対の染色

体）を鋳型として使用するため、NHEJ と比較して正確な修復が可能である[71]。姉妹

染色分体は S/G2 期の DNA 複製が終了した細胞にのみ存在するため、HR は S/G2 期

に生じる修復機構である。CtBP 相互作用タンパク質 (CtIP)と共に、MRN 複合体によ

り DNA 切断部位の末端が切除され一本鎖となる。一本鎖が自己結合し二次構造が形

成されるのを防ぐため、複製タンパク質 A (RPA) によって保護される。BRCA2 は 

RAD51 によって RPA と置換され、姉妹染色分体上の相同配列を探索するための核酸

タンパク質フィラメントを形成する。その後、姉妹染色分体上の相同配列を鋳型とし

て DNA 末端が伸長する。塩基配列が復元された後、他方の切断部位と接合し修復が

完了する[71]。 
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・マイクロホモロジー媒介末端結合（microhomology-mediated end-joining; MMEJ） 

NHEJによる修復経路の初期に誘導されるKu70/Ku80ヘテロ二量体が欠損等により

誘導されない場合、Ku70/Ku80 ヘテロ二量体を必要としない経路により DSB の修復

が行われる[72]。このような NHEJ 代替的な経路は、MMEJ または backup NHEJ、

alternative NHEJ（alt-NHEJ）と呼ばれる[73]。この経路は、非同一性末端の DSB を結

合するために微小な相同性配列（マイクロホモロジー）を利用する。MMEJ では、DSB

の両断片において 5–20 bp 程度の相同性配列が出現するまで、PARP-1 により誘導さ

れた MRN および CtIP により切断部位の両端からマイクロホモロジー領域までの不

一致領域が切除される。切断部位から切り取られた不一致領域が、マイクロホモロジ

ーと相補的な塩基対を形成すると、これらの末端は LigIII –XRCC1 複合体

（LigIII/XRCC1）によって再連結される。MMEJ による修復は NHEJ や HR よりも相

対的に効率が低く、NHEJ よりもさらに誤修復が多いことが示されている[69]。 
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図 1-12 c-NHEJ、alt-NHEJ、および HR の修復機構の概略と、これらの修復経路間の 

DSB の配置に影響を与える要因との関係の概略図[69]。NHEJ は、損傷が発生した

DNA の末端を直接結合するプロセスである。alt-NHEJ では DSB 末端を切除し接合す

るため、NHEJ に比べ修復が遅く誤修復が多い。HR は、S 期または G2 期に存在する

相同な DNA 配列を利用して損傷を修復するプロセスであり、高い精度で修復できる

が修復速度は遅い。 
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図 1-13 NHEJ と HR における修復過程の概略図[71]。修復タンパク質が損傷部位近傍

に集積し、反応が連鎖して DSB を修復する。 
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図 1-14 マイクロホモロジー媒介末端結合（microhomology-mediated end-joining）によ

る DSB 修復[73]。 
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DSB の修復は前述の機構により行われることが知られている。これらの修復経路に

より修復されなかった細胞は、細胞周期チェックポイントを経てアポトーシスによる

細胞死を誘発される。 

 

1.6.5 放射線照射による細胞死 

 前述の通り、DSB 修復が正常に行われなかった細胞では細胞死が誘発される。細胞

死のパターンは様々であり、例えばネクローシス、アポトーシス、オートファジーな

どが知られている。また、放射線は細胞の老化を加速させる可能性がある。老化とは、

細胞は生存可能であるが機能が変化し、もはや増殖能力がない状態である[77]。 

細胞死の中でも放射線照射により主に引き起こされる細胞死はアポトーシスであ

る。アポトーシスという用語は、1972 年に Kerr、Wyllie、Currie によって、ゲノム DNA

の断片化を伴う細胞死の様式を表すために作られた[74]。アポトーシスはプログラム

細胞死とも呼ばれ、正常組織から外来細胞、損傷細胞、感染細胞、あるいは形質転換

細胞を除去するなど生体の恒常性維持に必要な細胞死であり[78]、その過程は高度に

制御されている。アポトーシスは、DNA の断片化に加えて、細胞質の凝縮、核濃縮、

クロマチンの凝縮、細胞のラウンディング、膜の剥離、細胞骨格の崩壊、膜結合アポ

トーシス小体の形成などの形態学的な特徴を持ち、免疫反応を活性化することなく、

マクロファージや隣接細胞によって速やかに貪食・消化される[75]。アポトーシス経

路のうち、外因性アポトーシスと内因性アポトーシスの二つの主要なアポトーシス経

路が広く認知されている。外因性経路は、膜貫通型のデスレセプターによって伝達さ

れる細胞外シグナルによって活性化される。対照的に、内在性経路はミトコンドリア

を介した細胞内部からのシグナル伝達経路によって開始される。 
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図 1-15 アポトーシス、ネクローシス、オートファジーを受けた細胞の形態。アポト

ーシス細胞は特徴的な細胞収縮と細胞小器官が密集したアポトーシス小体を生じる。

ネクローシス細胞は、小分子に対する細胞膜の透過性の増加により、ミトコンドリア

と細胞小器官の拡張を示す。オートファジー細胞は、ミトコンドリア、リボソームを

含む細胞質内容物を封じ込めた二重膜結合オートファゴソーム液胞を示す[89]。 
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電離放射線により生じる DNA 損傷は様々な細胞内シグナル伝達を開始させること

が知られているため、内在性経路が電離放射線誘発アポトーシスを媒介する主要なア

ポトーシス機構であると推測されてきた。内在性アポトーシスは、ミトコンドリア経

路とも呼ばれ、ミトコンドリア外膜の透過（MOMP）とシトクロム c の放出を特徴と

する[79、80]。細胞質シトクロム c はアポトーシス・プロテアーゼ活性化因子 1（Apaf1）

およびプロカスパーゼ-9 と相互作用し、アポトソームを形成する[81、82] 。アポトソ

ームの主な機能は、イニシエーターであるカスパーゼ-9 を活性化することであり、こ

れがカスパーゼ-3 から始まるカスパーゼ活性化のカスケードを引き起こす[83、84]。

内在性アポトーシスは、DNA 損傷に応答して活性化されるシグナル伝達経路によっ

て開始される。DNA 切断は種々のタンパク質群によって感知されたのち、DNA 損傷

反応を増幅する多くのキナーゼが活性化される。これらのキナーゼが、DNA 損傷が

誘発する内在性アポトーシスの重要なメディエーターである癌抑制タンパク質 p53を

リン酸化する。 

p53 は、染色体の安定性を維持し、DNA 損傷後の細胞の運命を決定する役割を担っ

ている。一時的な細胞周期の停止による DNA 損傷修復か、さもなければアポトーシ

スによる細胞死を司る。p53 タンパク質の発現は、DNA 損傷直後に増加する。p53 タ

ンパク質レベルの増加は、細胞内の DNA 損傷の程度に比例することが示されている

[86]。p53 の活性化の程度によって、多様な経路が活性化される。細胞質内の p53 は

ミトコンドリアに局在することができ、ミトコンドリアの透過を直接促進する Bax と

Bak に結合して中和することにより、ミトコンドリアからの MOMP とシトクロム c

の放出を防ぐ。一方、p53 は細胞周期の停止を誘導している間はミトコンドリアに局

在していない[86]。Bax の遊離と p53 との相互作用により、Bax と Bak のオリゴマー

化が起こり、ミトコンドリア膜にチャネルを形成して、MOMP、シトクロム c の遊離、

それに続くアポトソームの形成を誘導する[87]。p53 の発現レベルは、アポトーシス

をするかどうかの決定に影響を与える可能性がある。放射線誘発アポトーシスに感受
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性のある組織（脾臓、胸腺、精巣）では、放射線抵抗性のある組織（肝臓、腎臓）と

比べて p53 タンパク質の増加がより急速であることが示されている[88]。 
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図 1-16 被ばく細胞における電離放射線に対する分子応答[76]。被曝細胞の線量と放

射線感受性に応じて、IR はアポトーシスやネクローシスなどの細胞死を誘導したり、

老化を促進させたりする。p53 の発現はリン酸化やアセチル化などの様々な翻訳後修

飾と関連しており、IR 誘発 DNA 損傷に対する細胞応答における重要なステップであ

る。老化の促進は、p53 依存的な p21/waf1 の誘導や、他の細胞周期抑制タンパク質の

アップレギュレーションによって生じる。p53 の活性化は、内在性または外在性のア

ポトーシス細胞死を媒介するアポトーシス分子の合成を誘発する（赤矢印、p53 依存

性）。内在性アポトーシスは、ミトコンドリア外膜透過性化（MOMP）を制御する Bcl-

2 ファミリータンパク質によって支配され、一方、外在性アポトーシスは、Fas のよう

なデスレセプター（DR）を通してシグナル伝達される。いずれのアポトーシスも、ア

ポトソームと死誘導シグナル伝達複合体（DISC）を含む大きな多タンパク質プラット

フォームの集合に起因しており、これらの複合体はカスパーゼの活性化を促進する。

RIP-1 および/または RIP-3 を含むタンパク質複合体（ネクロソームなど）は、特定の
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条件下（例えば、カスパーゼ-8 の阻害）でプログラムされた壊死の引き金となる。IR

は酸化タンパク質やミスフォールディングタンパク質の蓄積に応答して、ER ストレ

スやオートファジーを誘発し、アポトーシスを誘導する。 

 

1.6.6 放射線照射による細胞死の定量手法 

前述のように、電離放射線は DNA 損傷を生じさせ、細胞死を誘発する。この細胞

死を定量する手法の一つに、コロニー形成アッセイ（clonogenic assay）がある。

1956 年、Puck と Marcus が、適切な培地を用いて培養皿にプレーティングした単一

哺乳類細胞のコロニー形成能力を評価するための細胞培養技術について記述した論

文を発表した[90]。この方法が単一の細胞がコロニーに成長する能力を利用した in 

vitro 細胞生存アッセイとして今日でも用いられている。 
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図 1-17 コロニー形成アッセイのプロトコル概略図。control と X 線照射群のサンプ

ルを用意する。ここで、細胞は培養皿上に均一かつまばらに播種される必要があ

る。X 線照射群への照射後、2、3 日おきの培地の交換を行い、10–14 日後に細胞の

固定と染色を行う。なお、コロニーは 50 以上の細胞の集まりと定義される。control

におけるコロニー数/播種数を plating efficiency（PE）とよび、X 線照射群のコロニー

形成率を PE で除することで細胞生存率（surviving fraction; SF）を計算することがで

きる。 
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1.6.7 放射線誘発性細胞死の細胞周期依存性 

DNA 損傷を受けた細胞周期位相によって DNA 損傷修復機構が異なることを前述

した。ここで、DNA 損傷を受けた細胞周期位相が最終的な細胞生存に及ぼす影響に

ついて論ずる。 

1960 年代後半から、細胞の年齢や細胞周期位相に対する放射線応答の依存性が調

査されるようになった[91]。チャイニーズハムスターの細胞周期同調細胞を用いた研

究では、照射時の細胞周期位相によって放射線に対する細胞の反応に差があること

が示された[92]。一般に、M 期と G2 期に感受性が高く、G1 期では感受性が低く、S

期の後半では最も感受性が低い（図 1−16）。その後、様々な細胞株（HeLa 細胞、吉

田肉腫細胞、マウス線維芽細胞、マウス L 細胞など）を用いた細胞周期同調研究に

おいて、細胞周期位相の影響が調べられた[93]。これらの実験においては、チミジ

ン、血清飢餓、分裂期採集法（mitotic shake-off）、ヒドロキシ尿素を用いて細胞周期

を同調が行われた。同調法の違いにかかわらず、放射線感受性は有糸分裂期に最大

になり、抵抗性は S 期に上昇し、S 期の後半に最大に達することが見出されてい

る。このような知見から、放射線に感受性のある細胞周期の相で腫瘍細胞を同調さ

せることで、放射線治療の治療効果を高める可能性が示唆されている[94]。 
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図 1-18 HeLa.S-Fucci 細胞の放射線感受性の細胞周期依存性のグラフ[97]。分裂期採集

法を用いて細胞周期を同調させた HeLa.S-Fucci 細胞に対し、各細胞周期位相で X 線

を 6 Gy 照射した場合の SF をコロニー形成法により定量した。G2 期に照射に感受性

が高く、G1 期では感受性が低く、S 期の後半では最も感受性が低いという従来の知見

と一致した。 
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1.6.8 化学放射線療法と細胞周期 

 抗がん剤の中には特定の細胞周期のチェックポイントで細胞を停止させることが

できるものがあるため、細胞周期の放射線感受性相（すなわち G1 および G2/M）で細

胞を停止させるために、様々な抗がん剤の使用が検討されてきた。例えば、ビンブラ

スチンやビンクリスチンは放射線抵抗性の S 相で細胞を停止させ、パクリタキセルは

細胞周期の放射線感受性 G2/M 相で細胞をブロックする[95]。ヒトリンパ芽細胞や神

経膠腫細胞におけるパクリタキセルの効果を調べた in vitro 研究から、放射線による

細胞毒性の程度は、パクリタキセルの処理期間と細胞周期における細胞の位置の両方

に依存することが示されている[95]。パクリタキセルの濃度、培養時間、放射線分割、

放射線スケジュール、パクリタキセル投与と RT の順序などの実験条件も細胞毒性効

果に影響することが分かっており、パクリタキセルによる放射線増感には G2/M 期細

胞の増加に加えて他のメカニズムも関与していることが示唆されている[96]。 

 

  



 

 

 

 

- 47 - 

1.7 本論文における研究目的 

 今日まで、放射線照射時の細胞周期と細胞応答について様々な研究が行われてきた

ものの、主な研究対象は DNA 修復と細胞生存であり、その他の細胞応答についての

知見は依然として乏しい。特に、がん治療後の予後に関わる浸潤や転移に関与する細

胞遊走の放射線応答に関してはほとんど報告がない。そこで本論文では、放射線照射

後の細胞遊走能の変化とその細胞周期依存性について解析し、取得したデータをパラ

メータとして腫瘍組織からのがん細胞の遊走パターンをさまざまな条件下で予測可

能な数理モデルを開発することを目的とした。とくに、細胞遊走について放射線応答

を定量化することは、放射線照射後の生物学的影響のより正確な評価へ貢献すること

が期待される。 

 本論文では、細胞周期同調後の細胞集団の細胞周期変化および放射線応答について

の研究成果を第 2 章に、放射線照射後の細胞遊走変化の細胞周期依存性の調査ならび

に細胞遊走シミュレーションの開発についての研究成果を第 3 章に記述した。第 4 章

では、本論文全体の総括と、2 課題に対する今後の課題を記述した。 
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図 1-19 本論文の構成 
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第 2 章  

細胞周期同調法の汎用性検証及び 

Fucci 導入 HeLa 細胞の細胞周期依存性の

推定 

 

2.1 緒言 

1951 年、オートラジオグラフィーの技術を開発した Pelc と Howard は、細胞には

分裂周期の間に DNA 合成の期間（今日では S 期として知られている）があることを

実験的に証明した[1]。この発見をきっかけとして、今日では「細胞周期」の概念が確

立されている。 

培養細胞における細胞周期の同調は、放射線生物学分野での大きな進歩を支えてき

た実験技術といえる。実際、細胞の有糸分裂に伴う培養皿との接着の後退を利用した

分裂期収集法は、1960 年代に Terasima と Tolmach によって確立され[2]、放射線感受

性が細胞周期位相に依存して変化するという歴史的発見につながった[3]。この方法の

最大の利点は、細胞代謝を阻害する試薬を用いる方法とは異なり、細胞への生理的影

響が最小限であることである。さらに、この手法は複雑な工程を必要としないため容

易に再現できる。 

2008 年に開発された蛍光ユビキチン化ベースの細胞周期指標（FUCCI）は、生細胞

における細胞周期の進行をリアルタイムで観察できる蛍光プローブを形成する[4]。

Geminin は M 期と G1 期にユビキチン化されプロテアソームで分解され、Cdc10 

dependent transcript 1 (Cdt1)は S 期と G2 期にユビキチン化されプロテアソームで分解

される。S/G2 期に発現する Geminin と G1 期に発現する Cdt1 を、それぞれ緑色蛍光

タンパク質（単量体 Azami-Green1（mAG1））と赤色蛍光タンパク質（単量体 Kusabira- 

Orange2（mKO2））と組み合わせることで、細胞周期位相により異なる蛍光波長で可
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視化することができる。このイメージング法により、培養細胞の構造変化や行動変化

における細胞周期の時間的あるいは空間的なパターンを探索することが可能になる

[5]。 

本研究の目的は、FUCCI を発現するヒト子宮頸がん細胞株 HeLa 細胞を用いて[4]、分

裂期採取法の汎用性を検証するとともに、細胞周期に依存する放射線感受性の変化を

調べることである。まず、FUCCI 発現細胞を蛍光顕微鏡下で観察することにより、分

裂期採取法の有用性、すなわち細胞集団の細胞周期同調率の経時変化を評価した。ま

た、フローサイトメトリーによる細胞内 DNA 含量の測定により、細胞集団の各細胞

周期位相の割合を定量した。さらに、放射線照射後の細胞生存率の評価にはコロニー

形成アッセイを用いた[6]。我々の知る限り、これらの方法を組み合わせてHeLa-FUCCI

細胞の放射線感受性とその細胞周期性を検討したのは本研究が初めてである。 
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図 2-1 分裂期採集法の概要[15]。A 分裂期細胞（矢印）の光学像。スケールバーは 50 

𝜇𝑚を示す。動物細胞の多くは分裂期に丸い形状となり、ディッシュとの接着が弱くな

る。この状態の細胞を mitotic rounding cell という。B 分裂期採集法の手順。培養した

HeLa-FUCCI 細胞集団中の有糸分裂細胞（矢印）のみを回収し、細胞周期の同調した

集団を得る。新しいディッシュでは、細胞周期が G1 期から S/G2 期に進むにつれて、

蛍光顕微鏡下で細胞核が赤色から緑色に変化する。 
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2.2 方法 

2.2.1 培養細胞および培養方法 

HeLa-FUCCI 細胞のサブラインである HeLa.S-FUCCI[5]（RCB2812, BioResource 

Center, Japan）を使用した。10% fetal bovine serum（Equitech-Bio Inc, Kerrville, TX, USA）

および 1% penicillin/streptomycin（P4333, Sigma, USA）を添加した Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI) 1640 medium (Gibco, Carlsbad, CA, USA)を使用し、環境気温 37 ℃およ

び 5% CO2 条件下で培養した。細胞の継代には、リン酸緩衝生理食塩水（phosphate-

buffered saline; PBS）にて細胞を洗浄した後、0.25w/v% Trypsin-1mmol/L EDTA 4Na 

Solution with Phenol Red（209-16941, Fujifilm Wako, Japan）にて細胞を単離した。培地

の添加にて Trypsin の反応を停止させ 1.2 × 103 rpm で遠心後、上澄みを除去し新たな

培地にて作成した細胞懸濁液を培養容器に播種した。 

 

2.2.2 分裂期採集法 

先に述べたように、培養細胞集団の数%を占める分裂期細胞を採取することで、細

胞周期の同調を高度に維持しながら培養することができる（図 2-1）。通常、表面に接

着して成長する培養動物細胞は、有糸分裂の際に丸くなり、表面への接着がかなり弱

くなることが多い。この接着の後退を利用して、ランダムに分裂する動物細胞集団か

ら分裂期細胞を選択的に採集することができる[2]。 

具体的な手順として、まず、分裂期細胞を採集する 4 時間前に培地を交換し、死細

胞を取り除いた。次に、採集時に再度培地を交換した後、細胞を培養した直径 150 mm

のディッシュの底を軽く叩き、底に薄く付着した分裂期細胞を培地中に浮遊させた。

分裂期細胞を含んだ培地を回収し、2.2.3 の画像解析に際しては 12 mm のガラスベー

スディッシュ（IWAKI, Sayama-shi, Japan）に播種した。2.2.4 のフローサイトメトリー

では直径 60 mm のディッシュに播種した。 

なお、コンフルエンス率がおよそ 80％以上の場合は、分裂期細胞の採集時に分裂期

以外の細胞も剥がれやすい傾向があったため、2.2.1 の方法で継代を行う際は、分裂期



 

 

 

 

- 57 - 

採集法実施時にコンフルエンス率が 50–60％となるようにした。 

 

2.2.3 画像解析 

蛍光顕微鏡は All-in-One BZ-9000（KEYENCE, Osaka, Japan）を用いた。励起波長と

発光波長は緑では 470 nm と 535 nm、赤では 540 nm と 605 nm であった。蛍光顕微鏡

では、G1 期にある細胞の核は赤色、S/G2 期にある細胞の核は緑色で観察できる。両

者の発現が重なる S 期初期は黄色である。非照射（コントロール）細胞および分裂期

採集法後の細胞サンプルについて、2 時間ごとに 120 個以上の細胞を観察した。 

統計学的解析はカイ二乗（𝜒2検定）検定を用い、有意水準を P < 0.05 とした。 

 

2.2.4 フローサイトメトリーによる DNA 含量解析 

 ヨウ化プロピジウム (PI) 染色を利用して、細胞周期の位相分布を評価した。 分裂

期採集法により細胞周期を同調させた細胞を、0.05w/v% Trypsin-EDTA で処理するこ

とで剥がし、99.5 %エタノールに懸濁し 4 ℃で一晩固定した。次に、細胞を PBS で洗

浄し、PI/RNase 染色溶液（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）を添加して、

暗所、室温で 30 分間インキュベートした。細胞の DNA 含有量と細胞周期プロファイ

ルを、Acoustic Focusing フローサイトメーター（Thermo Fisher Scientific)）によって評

価した。 

 

2.2.5 照射条件 

X 線発生装置 MBR-1520R-4（Hitachi Power Solutions Co., Ibaraki, Japan）を用い、固

有フィルタ 1.6-mm Be および付加フィルタ 1.0-mmAl の条件下で 150 kVp の X 線を

1.83 Gy/分で細胞に照射した。線量は 0, 2, 4, 6, 8 Gy とした。空気中の吸収線量は、照

射中にサンプルの隣に設置した指頭型電離箱でモニターした。 

 

2.2.6 コロニー形成アッセイ 

 コロニー形成アッセイには 60 mm ディッシュ（SPL Life Sciences, Pocheon-si, South 
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Korea）を用いた。分裂期の細胞を播種し、6 時間以上培養しディッシュに接着させた。

室温で照射後、コロニー（50 個以上）が形成されるまで培養し、Giemsa azur eosin 

methylene blue solution（Merck, Darmstadt, Germany）で染色した。目視でコロニーを計

数した。 

 PE はコロニー数/播種細胞数で計算し、SF＝実験 PE/対照 PE の式により算出した。

Linear-Quadratic（LQ）モデルは、(1)1 回のヒット（投与量に線形に関係）と(2)2 回の

ヒット（投与量に二次関数的に関係）により生じる DNA 二本鎖切断の確率により照

射後の細胞生存をモデリングしている[7]。コロニー形成アッセイにより得られた SF

データに対し、LQ モデル𝑆𝐹 =  exp(−𝛼𝐷 − 𝛽𝐷2)を用いて最小二乗法でフィッティン

グした。フィッティングにより得られたパラメータ𝛼と𝛽から、𝛼/𝛽を計算した。 

 

2.3 結果と考察 

2.3.1 細胞周期同調法の汎用性検証 

 HeLa-FUCCI 細胞の分裂期採集法後、ほぼ全ての細胞がディッシュの底に接着する

のに少なくとも 6–8 時間かかった。ディッシュに接着した細胞の蛍光画像から、細胞

周期の進行を観察した。図 2-2A が示すように、分裂期採集法 8 時間後と 14 時間後の

蛍光顕微鏡像では、細胞周期の同調が明瞭に見られた。図 2-2B は、蛍光画像におい

て分裂期細胞採集後の細胞集団における細胞核の色を計数し、色の割合を算出したも

のである。赤のピークは 6 時間後、緑のピークは 14 時間後であった。これらの割合

は、コントロール群と同調群で有意に異なっていた。ただし、上述したように、6 時

間の時点では、接着していない細胞がまだ多く存在した。16 時間後には明瞭な M 期

細胞が出現し、倍加時間は約 18–20 時間であった。少なくとも 24 時間は細胞周期の

同調が維持されていたが、倍加時間の 2 倍以上である 44 時間後には、コントロール

群と比較して蛍光の割合に有意差は見られなかった。この観察結果から、細胞周期の

1 周目のサイクルでは、ある程度の細胞周期の同調が維持されていることが確認され
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た。 

 HeLa 細胞では、細胞集団の細胞周期を同調化させる細胞間相互作用は確認されて

おらず、先行研究によれば、細胞周期を標的としたバイスタンダー効果は検出されて

いない[8]。したがって、放射線照射の有無によらず少なくとも 24 時間までは細胞周

期の同調が維持され、その後は個々の細胞が持つ細胞周期のランダム性により同調が

崩れていくものと考えられる。 

この方法には多くの技術的限界がある。例えば、先に指摘したように、有糸分裂後

の各細胞の G1 期の長さには多様性がある[9]ため、細胞周期の同調は 1 周期で破綻す

ることが多い。 また、赤色細胞は G1 期のみ、緑色細胞は S 期と G2 期が混在してい

るとみなすことができるため、色と細胞周期は一対一に対応していない。したがって、

細胞周期のすべての過程を色で区分することはできない。しかし、蛍光顕微鏡で細胞

周期の同調を簡単に確認できるメリットは、こうした技術的制限のデメリットよりも

大きいであろうと考えられた。 
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図 2-2 HeLa-FUCCI 細胞の細胞周期同調[14]。A 分裂期採集法後 8 時間（左）と 14 時

間（右）の HeLa-FUCCI 細胞の蛍光顕微鏡像。14 時間後の G1 期にある細胞を赤（矢

印）で示す。スケールバーは 100 𝜇𝑚を示す。B コントロール群と細胞周期同調群の

HeLa-FUCCI 細胞における蛍光分布のまとめ。帯の色は細胞核が示した蛍光色を示す。

*は P < 0.001（𝜒2検定）を示す。 
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2.3.2 Fucci 導入 HeLa 細胞の細胞周期依存性の推定 

図 2-3 は、分裂期細胞採集後 0–24 時間の DNA 含量分布を示す。図から、S 期の

割合は分裂期採集法後約 12 時間でピークに達した。このように、FUCCI プローブで

は技術的に区別が困難であった S 期（分裂期採集法後約 12 時間）と G2 期（約 14-

16 時間）を明確に分離できた。 

これらの結果は、HeLa-FUCCI 細胞は 6–8 時間で G1 期のピークに達し、約 12 時

間で S 期のピークに達し、14–16 時間で G2 期のピークに達し、分裂期採集法後 18–

20 時間で再び有糸分裂に入ることを示している。HeLa 細胞では、細胞採取後の各細

胞の G1 期の長さに多様性がある。さらに、細胞集団の細胞周期を同調させる細胞間

相互作用は確認されておらず、前述の通り放射線による細胞周期へのバイスタンダ

ー効果も検出されていない[8]。したがって、同調した HeLa-FUCCI 細胞では、個々

の細胞が各々の細胞周期で進行する可能性がある一方で、細胞周期の 1 周期までは

高度な同調性が維持されうることがこの結果からもわかる。  
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図 2-3 細胞周期同調後の HeLa-FUCCI 細胞の DNA 含量の分布[]。DNA content の最大

値と最小値の間を 100 分割しヒストグラム化した。各 DNA 含量の細胞数を全体の細

胞数で除することで確率密度に変換した。 
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コロニー形成アッセイにおいて、2–8 Gy の線量範囲で細胞放射線感受性を定量し

た（図 2-4）。図 2-4A に示すように、SF は 14 時間群が最も放射線抵抗性であり、8

時間群または 10 時間群が最も放射線感受性であることを示している。図 3B は、そ

れぞれの生存曲線から計算した PE と𝛼/𝛽を示している。図 4 は 6 Gy X 線照射後の

SF を示しており、HeLa-FUCCI 細胞は G1 期（分裂細胞収集後 6 時間）で抵抗性、S

期初期（8–10 時間）で感受性、S 期後期（12–14 時間）で急速に抵抗性、G2 期（14–

16 時間）で再び感受性となることを示している。 

この結果は、HeLa 細胞では G1 期初期に抵抗性を示し、その後の S 期を通して感

受性を示し、G2 期で抵抗性を示したという Terasima and Tolmach による初期の報告

[3]を概ね支持するものであった。さらに、その後の Djordjevic と Tolmach による G2

期における感受性の報告[10]によると、G2 期優勢群には放射線耐性を示す S 期後期

の細胞が含まれるため、G2 期における放射線感受性の評価が困難であることを示唆

されている。本研究では、フローサイトメトリーを用いて S 期と G2 期をより明瞭に

区分しようと試みた結果、分裂期採集法後 16 時間の SF から G2 期の放射線感受性

の詳細を検出することもできた。  
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図 2-4 同調 HeLa-FUCCI 細胞における X 線照射後の SF[15]。A 分裂期細胞採集後 6、

8、10 時間（左）および 12、14、16 時間（右）に採取した HeLa-FUCCI 細胞の SF を

2–8Gy の放射線量範囲に対してプロットしたもの。 B 分裂期細胞採集後 6-16 時間に

採取した細胞の生存曲線の LQ モデルフィッティングによる推定パラメータ。 

  



 

 

 

 

- 65 - 

 

図 2-5 同調 HeLa-FUCCI 細胞における 6Gy X 線被曝後の生存率の経時的変化[15]。 
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本研究では、非同調集団で個々の細胞の生存を追跡できるリアルタイムイメージ

ングによるアプローチと比較すると、技術的な限界がある。最新の FUCCI 技術であ

る FUCCI(CA)を導入することで、従来の光学顕微鏡とともに蛍光シグナル分布を観

察することにより、M 期も含めた 4 つの細胞周期すべてを光学的に分離できる

[13]。今後は、放射線感受性の細胞周期依存性を明らかにするために、新しい技術を

さらに活用することが必要である。加えて、本研究で採用した分裂期採集法では、

細胞周期が完全に同調した細胞集団は得られない。今後、より正確な細胞周期選択

法が必要となる。 

細胞周期の進行は、サイクリン依存性キナーゼ（Cdks）とその制御サイクリンサ

ブユニットによって媒介される。一方、細胞周期は様々な Cdk-サイクリン複合体の

活性を制御する成長因子主導のシグナル伝達経路により進行する[11]。この細胞周期

の進行とチェックポイントは、いくつかの抗がん剤の作用機序に関与しているた

め、これらの薬剤を併用した放射線治療の効果の殆どが細胞周期に依存している。

本研究の結果は、化学療法で S 期中期から後期の核酸合成を阻害することによっ

て、放射線治療において S 期初期の感受性を利用した治療効果の向上が可能である

ことを支持するものである。例えば、核酸代謝拮抗剤であるゲムシタビンは、放射

線増感作用を持つことで知られているが[12]、そのメカニズムには細胞周期依存性の

感受性も関与している可能性がある。より多様ながん細胞において、細胞周期の各

相の放射線感受性とそのメカニズムがさらに解明されれば、細胞周期特異的な抗が

ん剤を併用した放射線治療の改善に関する新たな知見が得られるであろう。  
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第 3 章 X 線照射後の細胞周期依存性 

遊走活性の評価 

緒言 

3.1.1 がんの浸潤・転移と細胞遊走 

がん細胞の重要な特徴として、発がんに至る過程で浸潤・転移能が活性化されるこ

とが挙げられる[1]。実際、がん患者の死亡原因の約 90％を占めるのは転移であるた

め[2]、腫瘍細胞の浸潤と転移を制御することは、がん治療において重要な課題である。 

がんの浸潤と転移には細胞遊走が密接に関連している[3]。浸潤と転移は、個々の細

胞が原発巣から解離し、血流やリンパ流に乗って離れた臓器に到達し増殖する現象と

従来考えられてきた[4]。しかし、最近の研究では、浸潤と転移を誘発する因子として、

腫瘍細胞周囲の微小環境の重要性も示されている[5]。いずれにせよ、浸潤と転移を制

御する詳細な分子メカニズムは依然としてまだ十分に解明されていないものの、その

初期段階における細胞の遊走を制御することは浸潤と転移を抑制するために重要で

ある。 

細胞周期を標的とする抗がん剤の殺細胞作用のメカニズムに関する研究は、ここ数

十年で大きく進められた[6]。対照的に、浸潤と転移を抑制するメカニズムについては

依然として明らかになっていない。もし放射線照射時の細胞周期位相による遊走能の

違いを明らかにすることができれば、がん細胞の浸潤・転移を抑制するという観点か

ら、最適な細胞周期標的抗がん剤を選択することが可能になると期待される。すなわ

ち、放射線治療後の細胞周期と細胞遊走に関する基盤的知見の蓄積から、化学放射線

療法の治療成績を改善するための重要な知見を得られることが期待される。 

 

3.1.2 細胞のトラッキングとセグメンテーション 

細胞遊走を検出・追跡する際、画像上の細胞の形状と位置を正確に測定する必要

がある。これらの情報を個々の細胞から得るには、まず、画像上の細胞をセグメン
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テーションする必要がある。図 3-1 のように、セグメンテーションとは、画像内の

特定の対象領域をピクセルレベルで識別することである。細胞セグメンテーション

には、完全手動のラベリング[29]、ユーザーが定義したパラメーターを用いた一連の

画像変換手法[30]、大規模な訓練データセットからパラメーターを推定したディープ

ニューラルネットワークに基づく完全自動化手法[31]など様々なものがある。近年で

は、画像内の対象領域を自動的にセグメンテーションするアルゴリズムが AI 分野で

次々と開発されている[28]。本研究で用いた Cellpose 2.0 [10]は、細胞質と核のセグ

メンテーションに特化した深層学習アルゴリズムの一つである。 
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図 3-1 細胞セグメンテーションの例[37]。左：細胞の明視野画像。細胞辺縁が歪んで

いるため、手動でのセグメンテーションは膨大な労力を要する。右：深層学習アルゴ

リズムである Cellpose 2.0 を用いて左図のセグメンテーションを行った図。境界が不

鮮明な細胞質の辺縁をわずかにマスクできていない箇所があるが、細胞のほとんどの

領域を ROI として認識できている。  
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深層学習は、複数の層を持つニューラルネットワークがデータからパターンを学習

する手法のひとつである。ニューラルネットワークは「ウェイト（重み）」と呼ばれる

パラメータを持っている。複数のデータセット（訓練データ）によるトレーニングを

経て、ウェイトを更新・最適化することで、学習モデルは画像の複雑な特徴を学習し、

訓練データとは異なる新規の画像（テストデータ）の特徴を識別できるようになる。 

Cellpose 2.0 の学習モデルには、Olaf らによって生物医学のために開発されたセグ

メンテーション用のモデルである U-Net[32]が利用されている。図 3-1 のように、U-

Net はエンコーダとデコーダから成るモデルである。エンコーダでは、入力画像を複

数回畳み込み、その画像の特徴を抽出する。エンコーダには、ResNet[33]などの画像

分類で優れた成果を収めているモデルの構造をほぼそのまま活用できる。畳み込み処

理を使って画像のサイズを圧縮しながら、チャネル数を増やしていく工程をダウンサ

ンプリングという。デコーダでは、エンコーダによって抽出された特徴を受け取り逆

畳み込み(deconvolution)を行い、入力画像と同じサイズの確率マップを出力する。逆畳

み込みによって、特徴マップを大きくすることをアップサンプリングといい、小さな

特徴マップを大きな特徴マップにする処理である。単純なアップサンプリングでは物

体の位置情報をうまく捉えることができないため、U-Net では、各階層においてエン

コーダの特徴マップをデコーダの特徴マップに連結させることで、エンコーダ側の大

きな特徴マップの情報がデコーダ側に入る。この処理により、物体の位置情報を捉え

やすくしている。Cellpose 2.0 は、ダウンサンプリングとアップサンプリングがそれぞ

れ 4 つの空間スケールで構成され、各スケールはフィルターサイズ 3×3 の残差ブロ

ック 2 個で構成されている。このような学習アルゴリズムを用いることで、細胞のセ

グメンテーション予測が可能になる。 
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図 3-1 U-net アーキテクチャ（最低解像度の 32x32 ピクセルの例）[32]。各青枠はマ

ルチチャンネル特徴マップに対応する。チャネルの数はボックスの上部に示されて

いる。x-y サイズはボックスの左下端に記載されている。白いボックスはコピーされ

た特徴マップを表す。矢印は異なる操作を示す。  
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一方、深層学習においては予測モデルが訓練データに対して過度に適合してしまい、

未知のデータに対してはうまく汎化できなくなる「過学習」という現象が知られてい

る。この過学習を防ぐための手法の一つとして「正則化」がある。正則化は、モデル

の学習過程にペナルティを課すことで、パラメータの訓練データへの過度な最適化を

軽減する手法である。 

深層学習には「ハイパーパラメータ」と呼ばれる、手動で設定する必要のあるパ

ラメータもある。例えば、Cellpose 2.0 においては、以下のハイパーパラメータが用

いられる。 

1. バッチサイズ（batch size）: 計算コストや計算リソースの低減のため、訓練デー

タからランダムに一部のデータを抜き出し、最適化計算に用いる。抜き出したデ

ータ群をバッチという。バッチサイズはいくつのデータを抽出するかを表す。 

2. エポック数（epoch）: エポック数は、訓練データを何回学習させるかを指す。エ

ポック数が少なすぎると、モデルが適切に学習できない可能性がある。逆に、エ

ポック数が多すぎると過学習のリスクが大きくなる。 

3. 学習率（learning rate）: 学習率は、モデルのパラメータを更新する際にパラメー

タをどれだけ変化させるかを制御する。大きな学習率は、計算時間が短くなる一

方で、収束が不安定になる可能性がある。小さな学習率は、収束を安定させる一

方で、学習が遅くなりうる。 

4. weight decay:パラメータが大きな重みを持つことにペナルティを課すことによ

り、モデルの過学習を抑制する正則化手法の一つである。weight decay が小さい

と、過学習の可能性が大きくなるが、weight decay が大きいとモデルが訓練デー

タにうまく適合できない未学習の問題が発生しうる。 
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これまで述べたようなアルゴリズムを用いることで、画像上の大量の細胞のセグ

メンテーションを比較的容易にかつ正確に行い、細胞の動きを追跡することができ

る。 

3.1.3 本研究の目的 

本研究の目的は、細胞セグメンテーションと追跡アルゴリズムを用い、放射線照射

後の細胞周期と細胞遊走の相関を確認することである。また、採取したデータをパラ

メータとする細胞遊走シミュレーションにより原発巣からの細胞遊走距離について

も明らかにしたい。 

ここで、細胞周期モニタリングのためのプローブとして、蛍光性ユビキチン化ベー

スの細胞周期指標 FUCCI を発現させた HeLa 細胞の移動を測定し定量化するアプロ

ーチについて述べる[7、8]。まず、X 線照射後の Fucci 導入 HeLa 細胞の明視野顕微鏡

画像から細胞の輪郭を抽出するために、前述の Cellpose 2.0 と、再訓練した Cytoplasm 

2.0 モデルを使用した[9、10]。次に、セグメンテーションされた細胞を複数枚の二次

元画像上で認識し追跡できる TrackMate 7 を使用した[11、12、13]。そして、細胞周期

位相を G1 期もしくは G2 期に同調させた HeLa-FUCCI 細胞集団に放射線を照射し、

その後の細胞移動を追跡した。最後に、得られた細胞移動データをパラメータとして、

ABM を用いた細胞遊走シミュレーションモデルを構築し、原発巣から解離する照射

後細胞の移動距離を推定した。 
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3.2 方法 

3.2.1 X 線照射時の細胞周期と細胞遊走に関する in vitro 実験 

3.2.1.1 使用細胞および培養方法 

細胞は HeLa.S-FUCCI [7]（RCB2812, BioResource Center, Japan）を使用した。10% fetal 

bovine serum（Equitech-Bio Inc, Kerrville, TX, USA）および 1% penicillin/streptomycin

（P4333, Sigma, USA）を添加した Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium 

(Gibco, Carlsbad, CA, USA)で培養した。倍加時間は約 18–20 時間で、コンフルエント

率 20–80%を維持するように細胞を継代した。環境気温 37℃および 95%空気および

5% CO2の加湿インキュベーター内で培養した。 

 

3.2.1.2 分裂期採集法による細胞周期同調 

前章で分裂期採集法による細胞集団の細胞周期同調率を検証した結果、分裂期細胞

の播種後 24 時間程度までは高度な同調性が維持できること確認している。 

まず、死細胞を除くため分裂期細胞を回収する 4 時間前に培地を交換した。次に、

再度の培地交換の後、細胞を培養したコンフルエント率 50–60％の直径 150 mm のデ

ィッシュから分裂期細胞を培地中に浮遊させた。細胞懸濁液を直径 60 mm のディッ

シュに播種し培養した。HeLa.S-FUCCI 細胞の細胞周期同調の程度は、励起波長およ

び発光波長がそれぞれ 470 および 535 nm（緑）、540 および 605 nm（赤）のオールイ

ンワン蛍光顕微鏡 BZ-9000（KEYENCE, Osaka, Japan）を用いて確認した。 

前章での分裂期採集法による細胞周期分布の時間変化の解析から、分裂細胞採集か

ら培養 8 時間後のサンプルを G1 期同調群、14 時間後のサンプルを G2 期同調群と定

義した。 

 

3.2.1.3 照射条件 

3.2.1.2 の方法で G1 期または G2 期に同調させた細胞に対し、X 線発生装置 MBR-

1520R-4（Hitachi Power Solutions Co., Ibaraki, Japan）を用い、固有フィルタ 1.6-mm Be
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および付加フィルタ 1.0-mmAl の条件下で 150 kVp の X 線を 1.83 Gy/min で細胞に照

射した。線量は 0, 0.5, 2 Gy とした。空気中の吸収線量は、照射中にサンプルの隣に設

置した指頭型電離箱でモニターした。 

 

3.2.1.4 タイムラプス撮影 

タイムラプス顕微鏡 WSL-1800（ATTO, Tokyo, Japan）を用いて、X 線を照射した同

調細胞の移動を可視化した。3.2.1.3 の照射後、照射細胞と非照射細胞（control）の明

視野画像を 15 分ごとに 24 時間取得した。撮影条件は露光時間 4 ms、倍率 4 倍とし、

環境気温 37℃および 95%空気/5%CO2の加湿インキュベーター内で撮影した。 
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3.2.1.5 細胞遊走解析 

本研究では、学習モデルのベースに事前学習済みモデル Cytoplasm 2.0 [7]を使用

し、1 枚あたり 100–200 個の細胞が描画された 10 枚の画像を訓練データとして用い

た。この学習の流れを図 3-3 に示す。訓練データの撮影条件は 3.2.1.4 と同様にし

た。バッチサイズは 8 とし、3 つのミニバッチをランダムに作成した。エポック数は

100 とした。学習率および weight decay は 0.1 および 0.0001 とした。これらのハイパ

ーパラメータにより再学習させた学習モデルを用いて、Python Anaconda 23.3.1 によ

り Cellpose 2.0 を実行した。 

平均二乗変位（mean square displacement; MSD）は、粒子移動の分析に用いられ、

運動の大きさを表す指標となる。確率過程𝑥𝑖(𝑡)が与えられると、𝑀𝐷(𝑡)は以下のよ

うに計算される[17]； 

𝑀𝑆𝐷(𝑡) =
1

𝑁
∑ [𝑥𝑖(𝑡) − 𝑥𝑖(0)]2

𝑁

𝑖=1
. 

ここで、N は粒子の総数、𝑥𝑖(𝑖)は時間𝑡における粒子𝑖の位置、𝑥𝑖(0)は初期時間におけ

る粒子𝑖の位置である。二次元以上の任意の次元において、ランダムウォークする粒

子の MSD は、長い時間スケールでは時間に対して線形である[18]。MSD は各時点で

の細胞の変位から計算され、細胞のランダムウォーク性を MSD の線形性から推定し

た。MSD の直線性は、データと直線フィッティングから得られた決定係数（𝑅2） 

によって決定した。 
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図 3-3 学習済みモデルの再学習の概念図。訓練データからいくつかデータを抽出し

複数のバッチを作り、それぞれのバッチについて学習させた。この作業をさらに複

数回行うことで、学習モデルを本研究で使用したタイムラプス画像に適応させた。  

・
・
・

・
・
・

・
・
・

・
・
・

・
・
・

② ntrain = 3（3つのバッ チを作り
それぞれについて学習）

③エポッ ク数 = 100
（①〜②の作業を100回反復）

訓練データ 10枚

①ランダムに8枚抽出

（バッチサイズ8）
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3.2.1.6 統計解析 

 3 回以上の独立した実験から、0.5 Gy および 2 Gy の X 線照射群と非照射群

（control）で各 30 個以上の細胞を観察した。また、0–24 時間の細胞速度について、

6 時間間隔で 4 つ（0–6 時間、6–12 時間、12–18 時間、18–24 時間）に分割し、各時

間帯において統計処理を行った。各時点での非照射群と照射群の比較には Kruskal-

Wallis 検定を用い、事後検定として Steel-Dwass 検定を用いた。統計的有意性は有意

水準 0.05 で評価し、P 値が 0.05 未満の場合を統計的に有意とみなした。統計解析に

は Python Anaconda 23.3.1 を使用した。 

 

 ここまでの実験の流れの概略を図 3-4 に示した。 
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図 3-4 細胞周期ごとの放射線照射後細胞遊走の定量解析法のまとめ[38]。1. 分裂期

細胞が丸くなり、ディッシュとの接着が弱くなっている様子。 2. 分裂期細胞を選択

的に採集し、新たな別のディッシュに適切な密度で播種した。3. G1 期と G2 期の細

胞集団に対し、それぞれ X 線照射を行った。4. X 線照射ののち、タイムラプスイメ

ージングを行った。 5. Cellpose 2.0 でのセグメンテーションと TrackMate による追跡

により、細胞の移動距離を測定した。  
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3.2.2 原発巣からの細胞遊走シミュレーション 

がんの血行性転移は、原発巣からの離脱→周囲組織（間質）への浸潤→血管内へ

の侵入→標的臓器の血管内皮細胞との接着→血管外への脱出→標的臓器での再増

殖、という複数の過程を経て成立する[35]。すなわち、原発巣からのがん細胞の離脱

が、浸潤・転移の初期プロセスにおいて重要な役割を担っている。したがって、が

ん細胞の原発巣からの移動距離は、浸潤・転移を制御するうえで重要な指標の一つ

である。 

細胞移動においては、ランダム性が細胞の軌跡と運命を決定する上で重要な役割

を果たすことがあるため、細胞の移動を確率的過程としてモデリングする研究が広

く行われている[34]。モデリングによく利用されているのは、細胞をエージェントと

し、その位置を予め定義されたルールに従って時空間的に確率的に変化させるモデ

ルである。これらのモデルは第 1 章で論じたエージェントベースモデル（ABM）あ

るいは個体ベースモデル（IBM）として知られている。 

本研究では、個々の細胞遊走のランダム性が移動距離に及ぼす影響を調査するた

め、個々の細胞を離散的なエージェントとして表せる ABM を採用した。化学放射線

療法を想定し、G1 もしくは G2 期のがん細胞が X 線照射を受けた場合に、照射後 24

時間後の原発巣からの移動距離を生成するシミュレーションを行った。本シミュレ

ーションの概念図を図 3-5 に示した。 
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3.2.2.1 細胞遊走環境のルール設定 

 3.2.1 のセグメンテーションから細胞の平均面積を算出し、細胞のサイズを直径

27.6 𝜇𝑚の粒状とした。原発巣として直径 4 cm のがんを想定し、原発巣は初期位置

から移動しないものとした。細胞は原発巣の辺縁を初期位置とし、以下に述べる細

胞移動距離を決定したあと、移動方向を 360°以内からランダムに決定し移動する。

このとき、細胞同士が重なる方向もしくは細胞と原発巣が重なる方向に移動すると

きは、細胞の移動方向を再度決定し直すこととした。遊走する細胞の数は 100 個と

し、10000 回の計算を行った。原発巣から最も離れたときの距離を各細胞について記

録し、ヒストグラムを作成した。 

 

3.2.2.2 シミュレーションの時間スケール 

 3.2.1 の in vitro 実験に対応させるため、15 分おきに細胞移動距離と移動方向をラ

ンダムに決定し、これを 24 時間内で繰り返すこととした。 

 

3.2.2.3 細胞移動距離の決定 

3.2.1 で取得した細胞移動データを、細胞移動の確率密度分布に変換し、この分布

からランダムにサンプリングすることで、細胞移動距離を決定した。取得した細胞

移動データは左側から最頻値にかけて急激に上昇し、右に行くに連れてなだらかに

なる対数正規分布の形状を示した。したがって、細胞速度データを対数変換し、正

規分布のフィッティングからln(細胞速度)の確率密度分布を求めた。確率密度分布か

らのランダムサンプルを指数変換し、これを細胞移動距離とした。 

 

3.2.2.4 統計処理 

 シミュレーションにより得られた106通りの最大移動距離について、非同調（コン

トロール）群と照射群の比較には Dunnett の検定を用いた。統計的有意性は有意水準

0.0001 で評価し、P 値が 0.0001 未満の場合を統計的に有意とみなした。統計解析に

は Python Anaconda 23.3.1 を使用した。 
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図 3−5 原発巣からの細胞遊走シミュレーションの概念図。a 細胞は原発巣の辺縁を始

点とし、ランダムな距離と方向で動く。細胞が始点から最も離れた点を最大移動距離

として記録する。 b 細胞は細胞同士が重なる方向、もしくは原発巣と重なる方向に

は移動できない。移動先で重なる場合、重なりの生じない方向への移動が再計算され

る。 

   

最⼤移動距離

始点
原発巣

終点

x

y

✕重複a 

b 
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3.3 結果と考察 

3.3.1 細胞周期と細胞速度およびランダムウォーク性の評価 

照射後の細胞移動の最も重要な特徴の一つは、2 次元における細胞速度（𝜇𝑚/ℎ）で

ある。細胞周期非同調の HeLa-FUCCI 細胞に 0.5 Gy もしくは 2 Gy の X 線を照射した

後の細胞速度を調べた（図 3-6A）。2 Gy 照射後 24 時間内のすべての時間で細胞速度

は有意に抑制された。さらに、図 3-6B に示すように、MSD と時間の関係は全群で線

形であったことから、細胞の移動パターンは線量に依存せずランダムウォークである

ことが示された。 

次に、0.5 Gy と 2 Gy の X 線照射後の G1 期同調 HeLa-FUCCI 細胞の細胞速度を調

べることによって、X 線照射時の細胞周期により細胞移動が変化するかどうかを調べ

た（図 3-7A）。照射細胞では、細胞速度が低下する傾向があった。照射後 12 時間まで

は 2 Gy 照射群よりも 0.5 Gy 照射群で有意に低下したが、照射後 12 時間から 24 時間

までは 0.5 Gy 照射群よりも 2 Gy 照射群でより低下した。さらに、図 3-7B に示すよう

に、24 時間スケールでは細胞遊走パターンは全群でランダムウォークであり、線量依

存的な変化は認められなかった。ただし、決定係数から直線性は推定されたものの、

非同調群と比較して MSD はシグモイド関数状を示した。 

また、同様に X 線照射後の G2 期同調 HeLa-FUCCI 細胞の細胞速度を評価した（図

3-8A）。G1 期同調群とは対照的に、照射細胞では細胞速度が増加する傾向があった。

2 Gy 照射群では、照射後 24 時間まで細胞速度が非照射群より有意に高かった。また、

0.5 Gy 照射群の細胞速度は、照射後 18-24 時間のみ非照射群より有意に高かった。さ

らに、図 3-8B に示すように、24 時間スケールでは細胞移動パターンは全群でランダ

ムウォークであり、線量依存的な変化は認められなかった。ただし、決定係数から直

線性は推定されたものの、非同調群と比較して MSD はロジット関数状を示した。 
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図 3-6 非同調群における X 線照射後の HeLa-FUCCI 細胞の移動[38]。A X 線照射後の

非同調培養における細胞移動速度の分布を示す箱ひげ図。*は p<0.05 を示す。B 照射

後の時間と平均二乗変位（MSD）の相関。MSD は、照射後少なくとも 24 時間はすべ

ての群において直線的であった。 
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図 3-7 G1 期同調群における X 線照射後の HeLa-FUCCI 細胞の移動[38]。A G1 期同調

培養における X 線照射後の細胞移動速度の分布を示す箱ひげ図。*は p<0.05 を示す。

B 照射後の時間と平均二乗変位（MSD）の相関。MSD は、照射後少なくとも 24 時間

はすべての群において直線的であった。 
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図 3-8 G2 期同調群における X 線照射後の HeLa-FUCCI 細胞の移動[38]。A G2 期同調

培養における X 線照射後の細胞移動速度の分布を示す箱ひげ図。*は p＜0.05 を示

す。B 照射後の時間と平均二乗変位（MSD）の相関。MSD は、照射後少なくとも 24

時間はすべての群において直線的であった。  

y = 19.111x
R² = 0.9989

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

0 4 8 12 16 20 24

M
S

D
 [
μ

m
2
]

Time [hour]

Synchronous (G2), 2 Gy

y = 14.576x
R² = 0.9975

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

0 4 8 12 16 20 24

M
S

D
 [
μ

m
2
]

Time [hour]

Synchronous (G2), 0.5 Gy

A

B

(N=59) (N=100) (N=57)

Synchronous (G2), 0–6 h Synchronous (G2), 6–12 h

Synchronous (G2), 12–18 h Synchronous (G2), 18–24 h

y = 14.194x
R² = 0.9995

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

0 4 8 12 16 20 24

M
S

D
 [
μ

m
2
]

Time [hour]

Data

Lenear

fitting

Synchronous (G2), control

*
*

*
*

*
*

*
* *



 

 

 

 

- 88 - 

ここまでの結果から、放射線照射時の細胞周期位相によってがん細胞の移動傾向が

異なることが示唆された。本研究において、HeLa-FUCCI 細胞における 2 Gy X 線照射

後の G1 期の細胞速度が低下する傾向があったが、G2 期では逆の傾向がみられた。一

方、0.5 Gy 照射群ではそのような逆転は明らかではなかった。線量の違いにより細胞

移動反応の差異が生じたメカニズムを解明するためには、細胞遊走のメインプレーヤ

ーであるアクチンの細胞内分布の定量などの追加検討が必要である。また、X 線照射

後の移動変化が、特定の細胞株に固有の傾向であるのか、広く共通の細胞現象である

のかを検証するために、他のがん細胞株や正常細胞株における評価が必要である。 

一方、線量にかかわらず、非同調群の照射後の細胞遊走パターンは 24 時間までラ

ンダムウォークであったことから、細胞遊走に作用するような細胞間相互作用は照射

によって生じない、あるいは非常に弱い可能性が考えられた。ただし、X 線照射後の

G1 期の MSD はシグモイド関数状を示し、G2 期の MSD はロジット関数状を若干な

がら示したことから、照射時の細胞周期位相による細胞間相互作用の発生は否定でき

ない。今後、より短い時間スケールでの MSD 解析や、個々の細胞に着目した遊走能

の評価が必要である。本研究で設定した 2 Gy という線量は、放射線治療の分割照射

における一般的な線量であり、本研究の結果により細胞周期標的抗がん剤を用いた集

学的治療の最適化に貢献できる可能性がある。 

深層学習ツールを用いた解析を行った点も本研究の意義であるといえる。近年、深

層学習アルゴリズムは、効果的な薬剤とその作用機序の同定を迅速に行えるツールと

して創薬において有望視されている[19]。Cellpose は明視野顕微鏡画像の細胞セグメ

ンテーションも可能であり、TrackMate と組み合わせることで幅広い応用の可能性が

ある。今後、深層学習により細胞生物学分野における解析手法がさらに発展すること

が期待される。 

抗がん剤は細胞周期の複数の段階に作用し、細胞静止または細胞毒性を示すことが

ある[20]。本研究の知見は、照射後の細胞移動が抑制される G1 期に集中的に化学放
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射線療法を行う根拠となると考えられる。例えば、放射線増感作用がよく知られてい

るゲムシタビン[21]は DNA 合成を阻害するため、照射による細胞遊走の抑制に適し

ていることが予想される。細胞周期の各段階における細胞の遊走活性を、他の種のが

ん細胞においてもさらに解明すれば、化学放射線療法の改善に貢献することが期待で

きる。ただし、本研究において用いた HeLa.S-FUCCI 細胞の FUCCI 導入前である HeLa

細胞は、機能的な p53 タンパク質を欠くため、G1/S チェックポイントが応答しないこ

とが報告されている[39]。したがって、HeLa 細胞の DNA 合成阻害による G1 期への

滞留の可能性については追加の検討が必要である。 

本研究の技術的限界について以下に述べる。ひとつは、本研究で採用した分裂期採

集法では、すべての細胞の細胞周期を同調させることができないことである。例えば、

各細胞の細胞周期を確認しながら細胞の移動を追跡できる蛍光タイムラプス解析の

方がより望ましいかもしれないが、本研究で用いた HeLa.S-Fucci は分裂期の直後には

蛍光を発さないため、蛍光による細胞核の追跡が困難である。今回、Cellpose と

TrackMate により、この欠点に対処し、これにより明視野での迅速な細胞セグメンテ

ーションと追跡解析を可能であることを示すことができた。もう一つの限界は、二次

元環境で培養された細胞を用いた in vitro 実験の結果を、臨床研究に直接反映できな

いことである[22]。例えば、細胞と細胞外マトリックス間の複雑なシグナル交換は、

二次元細胞培養では再現できない[23]。したがって、今後の研究では、より生体内の

生理的環境に近い三次元細胞培養を採用する必要があると考えられる。さらに、本研

究ではすべての細胞にほぼ一様に X 線を照射した。空間的にも時間的にも不均一な

照射条件下での細胞や細胞集団レベルの反応は、二次元培養における均一な照射条件

下で見られる反応とは異なる可能性があるため、不均一照射における研究をさらに進

める必要がある[24、25]。強度変調放射線治療[26]やマイクロビーム放射線治療[27]の

ような空間的に不均一な放射線治療を受けると、細胞間シグナル伝達による細胞遊走

への影響はより大きくなる可能性がある。 
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3.3.2 放射線照射後細胞遊走シミュレーション 

  がん細胞の原発巣からの離脱現象が浸潤および転移における最初期のプロセスを

担っていることを踏まえると、がん細胞の始点からの移動距離は重要な指標となる。

そこで細胞のランダムウォークをシミュレーションし、24 時間で最も始点から離れ

た座標の始点からの距離（すなわち最大移動距離）を計算した。ランダムウォーク細

胞の始点からの移動距離は、非同調細胞では 0.5 Gy、2 Gy 照射群のいずれも最大移動

距離が非照射に対して有意に減少した（図 3−9A）。G1 期細胞でも照射群はいずれも

有意に減少した（図 3−9B）。一方、G2 期細胞の照射群では 0.5 Gy 照射群では非照射

群との有意差がみとめられなかったが、2 Gy 照射群では有意に増加した（図 3−9C）。

具体的には、X線照射により最大移動距離の平均値がG1期の0.5 Gy照射群で5.53 𝜇𝑚、

2 Gy 照射群で 6.65 𝜇𝑚減少し、G2 期の 2 Gy 照射群で 8.15 𝜇𝑚増加した。これらの結

果は、放射線照射時の細胞周期位相による細胞移動変化が、浸潤や転移の初期段階で

ある原発巣からのがん細胞の遊走に大きく影響しうることを示唆している。がん細胞

は生存に酸素と栄養を必要とするため、血管からの酸素の拡散限界である 100～

200 𝜇𝑚以内に位置している[36]。がんは血管内皮増殖因子である VEGF の制御能の欠

失などにより、既存の血管系から新しい血管や毛細血管を伸長し新たな血管網を形成

する血管新生を促進する[36]。これらのことから、放射線治療時の細胞周期位相に応

じた細胞遊走活性の変化は浸潤・転移能にも影響する可能性が考えられる。 

留意すべき点として、本研究においては、細胞外の間質や他の細胞との生物物理学

的相互作用を考慮していないことが挙げられる。実際のがん細胞は周囲が細胞や間質

に覆われた 3 次元マトリックス中を移動する。したがって、細胞の浸潤や転移を評価

するには、3 次元組織をがん細胞が形状変化ないしは破壊を伴って移動していく過程

を実装することが望ましい。また、放射線照射後の細胞遊走変化の細胞周期依存性に

おける知見の蓄積が不足しているため、分子機構や生物物理学的変化を考慮した、よ

り詳細なシミュレーションモデルの構築は依然として難しい。したがって、今後の研
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究では、細胞遊走変化の線量依存性の調査やその分子機構についてのより詳細な実験

を行う必要があるだろう。 
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図 3-9 X 線照射後の HeLa-FUCCI 細胞の原発巣からの遊走シミュレーション。A 非同

調細胞群の原発巣からの最大移動距離のヒストグラム。 B G1 期同調群の原発巣から

の最大移動距離のヒストグラム。 C G2 期同調群の原発巣からの最大移動距離のヒス

トグラム。 
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総括および今後の展望 

4.1 総括 

 本研究では、がんの浸潤や転移にかかわる細胞遊走の放射線影響、とくに照射時の

細胞周期位相による影響に着目した。 

第 2 章では、細胞周期の進行を可視化できる蛍光プローブ FUCCI を導入したヒト

子宮頸がん HeLa 細胞の蛍光観察とフローサイトメトリーを用いた細胞内 DNA 含量

の定量により、分裂期採集法で回収した細胞の細胞周期分布の時間変化を検証した。

さらに、被ばく時の各細胞周期位相における放射線感受性についてコロニー形成法で

検討し、G1 期初期と G2 期の抵抗性ならびに S 期の感受性という従来知見を今日的

観点から評価した。これらの結果から、化学放射線療法で S 期中期から後期の核酸合

成を阻害するなど、今後の化学放射線治療への臨床応用の可能性について論じた。 

第 3 章では、細胞周期の進行とチェックポイントをターゲットとした抗がん剤と放

射線治療との集学的治療を想定し、放射線照射による細胞遊走と細胞周期位相の関係

について検討した。具体的には、深層学習アルゴリズムを用いて、培養皿上を遊走す

る細胞画像から細胞移動速度を定量した。そして、G1 期同調細胞における照射後細

胞速度の有意な低下と、G2 期同調細胞における照射後細胞速度の有意な上昇を確認

した。また、放射線照射後における細胞のランダムウォーク性の維持も確認し、細胞

遊走に寄与する照射後の細胞間相互作用は弱いか存在しないことを明らかにした。さ

らに、細胞遊走による原発巣からの細胞の離脱をシミュレーションし、照射時の細胞

周期位相により細胞が原発巣から離れる最大距離の分布に差が生じることを示した。

これらの結果から、化学放射線療法のがんの細胞遊走への影響を考察した。 
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4.2 今後の展望 

 本研究で得られた結果から、次のような事項が今後の課題として挙げられる： 

・本研究で採用した分裂期採集法では、すべての細胞の細胞周期を同調させることは

できない。したがって、細胞の放射線感受性や細胞遊走変化の細胞周期依存性につい

て、目的の細胞周期位相以外の細胞が含まれた影響を定量している。細胞遊走解析に

際しては、各細胞の細胞周期を確認しながら細胞の移動を追跡できる蛍光タイムラプ

ス解析の方がより望ましい。一方、本研究で用いた HeLa.S-Fucci では分裂期の直後に

は蛍光を発さないため、蛍光による細胞核の追跡が困難であった。このような画像処

理上の問題を解決するには、より正確な細胞周期同調法を選択するか、画像処理上の

問題を回避できるアルゴリズムを開発する必要があるだろう。 

・がんの浸潤や転移は、細胞-細胞間相互作用や細胞-細胞外マトリックス間相互作用

の結果として生じる。しかし、これらの複雑なプロセスを 2D 細胞培養では再現でき

ない。したがって、今後の研究では、より生体内の生理的環境に近い 3D 細胞培養を

採用し、3D 培養における細胞遊走ないしは浸潤を定量する手法の開発が必要である。 

・本研究では X 線を細胞に一様照射した。しかし、実際の強度放射線治療や、マイク

ロビーム放射線治療のような空間的に不均一な照射体系においては細胞集団レベル

での生物学的応答が異なる可能性がある、したがって、今後、時空間的に不均一な照

射条件下での実験が必要である。 
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