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1. はじめに 
 

放射線によるアポトーシスとは、放射線照射後の細胞における細胞死の一つであり、放射線照射が刺激と

なって、細胞内の死へのプログラムが喚起される結果起こる、細胞の自殺である 1), 2)。現在まで、放射線によ

るアポトーシスに対して、癌放射線治療における局所制御と治療経過予測、癌治療効果増強の目的で 3), 4)、そ

の発生過程の解明が行われて来た 5)-17)。 

アポトーシスの発生過程には、決定機構と  実行機構の 2段階が存在し 1), 2)、後者のアポトーシス実行機構

においては、1)Bax/Bcl-2によって制御を受けるミトコンドリア脱分極 5)-7)、2) 脱分極に続く Cytochrome Cへ

の細胞質への放出 7), 8)、3) Cytochrome Cによる核内における caspase –3, -9, DNase γ、Ca, Mg dependent 

endonucleaseの活性 7)-9)と、それによる核の自己消化 8)-17)の 3段階が存在する。 

上記、アポトーシス実行機構の 3 段階の各々に関しては、微量元素が関与する。1)のミトコンドリア脱分

極においては、ミトコンドリア内膜への Ca, Mg流入が起き 5)-8)、2）の細胞質に放出される Cytochrome-C中

には Feが含まれる 5)、最後に、3)の caspase-3, および-9には、その活性を制御するDED (Death Domain Factor)

のWalker-B box上に、Mg結合 Domain 10)が存在し、DNase γ、Ca/Mg dependent endonucleaseの活性には Ca, 

Mg が必要である事が知られている 11)-17)。したがって、アポトーシス実行機構と、放射線照射後の微量元素

動態との間には、関連が考えられた。 
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前年度（200年度）の実験において、我々は、これら微量元素の内、Ca, Fe, Zn について、放射線照射後の

人白血病細胞 MOLT-4 と、HL-60細胞におけるアポトーシス発生と細胞内微量元素動態との関連を検討し、

アポトーシス初期における細胞質内 Fe 点状集積、アポトーシス後期における核内の集積増強を観察した。

今回、我々は、細胞内 Fe 点状集積とミトコンドリアからの cytochrome-C 放出、核内カルシウム集積増強と

caspase-3, -8活性との関連性を加え、報告する。 

 
2. 方法 
 
【細胞培養、放射線照射】細胞は人白血病細胞であるMOLT-4, HL-60を、RPMI1640培地+10 % fetal serum下

にて培養した。培地が 70 % コンフルエントに達した時点で、細胞数を1.0X106個/mlに調整、10 %HEPES buffer

を加えた培地に交換、24 時間培養後に放射線照射を施行した。放射線照射は、60Co γ線を使用し、線量率

34.1�35.6 cGy/min にて、線量 1, 2, 5, 10, 20Gyを照射した。照射後、3, 6, 9, 12, 24時間後に細胞を採取し、1) 

アポトーシス検出、2) micro PIXE camera による微量元素分布の画像化を行った。 

【アポトーシス検出, および micro PIXE camera】アポトーシスは、May  Giemsa染色を用いて検出、その発

生頻度を発生百分率を用いて表した。 

【Micro PIXE Camera】micro PIXE camera は、ビーム径 1.5μmの 2 MV proton beamを用いて、20X20 μmの

範囲を scanし、Ca, Fe, Znの細胞内分布を画像化した。 

【Cytochrome -C測定】ミトコンドリア分画と核分画を遠沈勾配法により分離後、各々の分画中のCytochrome-C

をウェスタンブロット法を用いて検出した。 

【Caspase-3, -8測定】細胞を破砕後、pNa 抗体を用いた比色分析法を用いて、caspase-3, -8を測定した。 
 
結果 
 

【至適線量の決定】 

至適線量決定のため、照射 6時間後におけるアポト 

ーシスの発生率を照射線量に対してプロットした  

(Fig.-1)。アポトーシス感受性であるMOLT -4 cellにお

いては、照射線量 5Gyまでは、線量増加に対するアポ

トーシス増加率は 11.87 % / Gy であったが、5 Gy以上

では、0.99 % / Gy と有意に減少した。したがって、本

実験における至適線量を 5 Gy と設定した。尚、アポ

トーシス抵抗性の HL-60では、各照射線量におけるア

ポトーシスの有意な増加は認められなかった。 

 

【至適線量下におけるアポトーシスの経時的変化】 

至適線量 5Gy 下におけるアポトーシス発生経時適

変化を Fig.-2 示す。アポトーシス感受性である

MOLT-4 細胞においては、アポトーシス発生率は経時

的に増加し、その頻度は 92.1± 2.13 %であった。した 

がって、照射線量 5 Gyでは、殆ど全ての細胞がアポト 

MOLT-4 

Fig.-1: 線量とアポトーシス発生の関係 

HL-60 
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ーシスに陥ると判断した。一方、アポトーシス抵

抗性である HL-60細胞においては、各経時的観察

点での、有意なアポトーシス発生増加は認められ

なかった。 

 

【micro PIXE cameraによる微量元素分布の変化】 

 micro PIXE camera による画像を Fig-3に示す。

以下アポトーシス感受性のMOLT 細胞と、アポト

ーシス抵抗性のHL-60細胞別に述べる。 

(MOLT-4 細胞；アポトーシス感受性 )：照射前

においては、細胞内に Fe の高集積像は認められ

ず、Ca は細胞内に均一に分布、Zn は核内に強く

集積していた。照射 6時間後において、細胞質内

に点状の高集積が認められ、Ca は核に集積し始め

る反面、核内からはZnの集積が低下した。照射 9

時間後においては、照射 9時間後においては、細

胞質内の点状集積は明瞭化し、点状集積の周囲に

は、淡い集積増強が認められた。Caの核内におけ

る集積は増加した。Zn に関しては、再び核内への

集積が認められた。照射 24時間後においては、細

胞質内への点状集積は消失した。Caの核内への集

積は、照射 9 時間後よりは低下したが、カルシウ

ムの集積は残存した。Znに関しては、細胞内の有

意な集積は認められなかった。 

(HL-60, アポトーシス抵抗性 )：アポトーシス抵

抗性の HL-60においては、MOLT -4細胞の様な Ca, 

Fe, Zn の規則正しい変化は認められなかった。 

線量 20Gy においては、壊死分画が増強し、細胞

中微量元素の全てが低下し、線量 5 Gy において

は、再増殖分画が増加し、核中に Zn の増加が見

られる傾向が認められた。 

 

【ミトコンドリアからの Cytochrome-C の放出 : 

Fig.-4】 

ミトコンドリアから細胞質への Cytochrome -C

放出は、照射 6時間後から 9時間後に認められ、

micro PIXE cameraにおいて、細胞質の Fe点状集

積が認められた照射 6時間後から 9時間後に一致

した。また、アポトーシス抵抗性の HL-60細胞に

おいては、Cytochrome-C放出と細胞質内 Fe点状 
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Fig.-2: 線量 5 Gy 時点でのアポトーシス発生の経時

的変化 
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集積とも見られなかった。 

 

【核内 Caspase-3,-8の活性 : Fig.-5】Capase-3, -8活性とも、照射 3時間後から上昇し始め、以後漸増し、照射

12、24時間後に、最大の活性を示した。これは、micro PIXE camera における核内 Ca 上昇とも時間的に一致

した。また、アポトーシス抵抗性のHL-60細胞においては、Caspase-3,-8活性も、核内 Ca上昇も認められな

かった。 

 
 

 
 

Mitochondrial cytochrome C

Cytosolic cytochrome C

0 6 9 12 24 0 6 9 12 24

MOLT-4 HL-60

Cytosolic Fe Accumulation -    +    +   -    -   -     -   -     -   -   

caspase-3

0

10

20

30

40

50

60

70

0 6 9 12 24
Hour

Caspase-3

0

10

20

30

40

50

60

70

0 6 9 12 24
Hour

caspase-8

0

10

20

30

40

50

60

70

0 6 9 12 24
Hour

caspase-8

0

10

20

30

40

50

60

70

0 6 9 12 24
Hour

0 6 9 12 24 0 6 9 12 24

MOLT-4 HL-60

Ca accumulation        -      -     -      +     +       -     -      -      -       - 

Caspase-3
activity

Caspase-8
activity

Fig-4: ミトコンドリアからのCytochrome-C放出と、細胞質内 Fe点状集積との関連 

Fig-5: Caspase-3, -8の経時的変化と、核内 Ca集積との関連 
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3. 考察 
 
現在までアポトーシスについて、微量元素の解析が Ca, Mgについて行われて来た 6)-17)。DNase γ活性に関与

する Ca に関しては蛍光免疫染色、Flow cytometry によって測定されてきたが、その所見はあくまでも間接的

であり、直接的に Ca の動態を測定するものではなかった。また、アポトーシス発生と Fe, Zn の動態に関し

ては、現在まで全く報告が存在してはいない。 

Micro PIXE camera は、細胞に直径μm単位の proton beamを照射、細胞中の微量元素から発生する特性 X-線

を検出し、細胞内微量元素分布を画像化する分析法であり、一つの細胞から多種の微量元素の分布を画像化

可能である。したがって、放射線照射によるアポトーシスの様に、多種の微量元素が関与する細胞現象を究

明するのには、大変有用と思われた。 

今回の実験で、放射線によるアポトーシス発生初期に、細胞質に Fe の高集積が認められた。アポトーシス

発生に関与する物質の内、Feを含む物質が cytochrome Cのみであり、Fe動態がWestern blottによるミトコン

ドリアから細胞質への Cytochrome-C放出と関連する事から、アポトーシス発生初期に認められた Fe の高集

積が cytochrome Cである事が考えられた 5), 6)。 

また、アポトーシス発生後期において、核に Ca の集積増加が認められたが、これに関しては、Caspase-3, -8

活性と関連する事から、これら Caspaseとの関連が考えられた 15)-17)。 
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