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ヒト脳腫瘍細胞を用いたComet assay法による放射線感受性試験

近　藤　英　宏1・3）　大　畑

青　木　昌　彦1）　　真里谷

崇1）　　阿　保　　　満1）

靖2）　　阿　部　由　直1）

抄録　放射線感受性試験として微小核形成法とCometassay法はそれぞれ独立に検討されたが，これらの試験法に
っいて比較検討した報告はない．本研究では，二種類のヒト脳腫瘍細胞（星細胞腫由来Beckerと髄芽腫由来

ONS76）を用い，標準的な放射線感受性をコロニー法で検定し，この結果を基に微小核形成法とCometassay法に

っいて比較検討した．コロニー法では，BeckerはONS76に比較して放射線抵抗性であった．微小核形成法では

BeckerとONS76の感受性の差を検出できなかった．一方，COmetaSSay法ではBeckerがONS76に比較してDNA

損傷の程度がより小さく，その修復もより迅速であり，これらはコロニー法の結果と合致した．この結果，COmet
assay法は微小核形成法よりも放射線感受性を正確に反映し，かつ簡便・迅速な検査法として優れており，臨床的

有用性が期待された．
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COMET ASSAY AS A PREDICTIVE ASSAY FOR RADIOSENSITIVITY OF

TWO HUMAN BRAIN TUMOR CELL LINES

Hidehiro Kondol・3），TakashiOhatal），Mitsuru Abol），

Masahiko Aokil），YasushiMariya2），and Yoshinao Abel）

Abstract Micronucleus assay and comet assay were compared as a predictive assay k）r radiosensitivity of

tumors．　Two human brain血mor celllines，Becker（derived百〇m astrocytoma）and ONS76（derived百〇m

medulloblastoma）wereused．ColonymethodsasthegoldstandardshowedONS76asradiosensitiveandBecker

as radioresistant celllines．　Micronucleus assay revealed no different radiosensitivity between them．　With

COmetaSSay，Beckercellsreceivedirradiationshowedless damagetotheDNAandfasterrepalrOfthedamage

man ONS76cells did．　The results correlate wi仕口mose百〇m colony methods．　Comet assayis simple and

rapid memod fbr cHnicaluse andit has an advantage not to establish me pnmary culture．　Moreover，the

results ofcomet assay showednotomyDNA damagebut also repair五〇mme damage．Itis concludedmat

COmet aSSayis a superior memod man micronucleus assay md has apotent candidate fbr clinicalpredictive

aSSay．
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目　　　　　的

腫瘍細胞と正常細胞の放射線感受性の差は放

射線治療上，重要な役割を持つ．腫瘍細胞の放

射線感受性が正常細胞に比較して優位に高い場

合，放射線治療は理論的に有効である．逆に，

腫瘍細胞の放射線感受性が正常に比較して優位

に低い場合，放射線治癒は無効と考えられる．

そのために，腫瘍細胞と正常細胞の放射線感受

性を前もって予測する事が出来れば有意義なこ
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とである1～5）

近年，放射線感受性試験としてDNAの損傷

程度を測定する方法である微小核形成法と

Comet assay法が注目されている．現在標準的

に用いられている微小核形成法は，サイトカラ

ンンBで細胞質の分裂を阻害しつつ核分裂を促

し二核細胞を誘発させる方法である3・6・7・8・10）

このとき放射線などによりDNAに損傷がある

場合，分裂した二つの核の近傍に微小核を形成

する3）．っまり微小核を形成する細胞はDNA

損傷を受けている細胞と考えられる．微小核形

成法は迅速かつ簡便な検査法で　環境および産

業により生じる種々のDNA損傷の研究7）およ

び腫瘍細胞の放射線感受性試験として7～12）多

くの研究がなされてきている，
一方，COmet aSSay法は，microgelelectro－

phoresis法として最初に報告され13），それ以

後様々な改良がなされ2・14～23），放射線感受性

試験としての有屈性が示唆されている14～25）

Comet assay法はDNA損傷による断片化を電

気泳動で捕捉し，これを画像的に表示し，

DNA損傷の程度を決定する方法である．損傷

刺激後，時間経過を迫って断片化を観察するこ

とによりDNAの損傷からの修復能を検討する

こともできる．さらに細胞融解液のpHをアル

カリ性にすることにより，DNAの二重鎖断裂

（double strand break；dsb）と一重鎖断裂

（singlestrandbreak；SSb）を，中性にすること

により　dsbのみを検出することが可能とな

る14・23～26）

これまで放射線感受性試験として，微小核形

成法とCometassay法はそれぞれ独立に検討さ

れている．しかし両者について比較検討した報

告はない．そこで　今回ヒト脳腫瘍から樹立さ

れた培養細胞を盾い，標準的な放射線感受性を

コロニー法で検定し，この結果を基に微小核形

成法とCometassay法について比較検討し，こ

れらの有用性について検討した．

111

材料と方法

培養細胞

ヒト脳腫瘍培養細胞のBecker（astrocytoma

由来）およびONS76（medulloblastoma由来）

を届いた．これら二つの細胞系はInstitute br

Fementation（Osaka，Japan）により樹立され

た．10％子牛血清（FBS；JRH－Co12003－78P）

添加Earle’s MEM培地（E－MEM；MED－007）

を用いて，37℃，5％C02の条件下で培養した．

下記の実験に際しては，対数増殖期の細胞を

届いた．

コロニー形成法

細胞を75C壷の培養フラスコ（IWAKI3123－

075）にて培養し，フラスコ内で照射を行った．

照射装置はⅩ線照射装置（Simadzu，Pantac－

320S，0．5mmAluminum＋0．5mmCopper乱ter；

200kV，19mA，線量率0．8Gy／min）を届いて，

対照（0），1，2，4，6，8Gyの照射を行った．

対照および照射した細胞は，直ちに0．2％トリ

プシン溶液にて浮遊液を作成し，遠心分離した

後，E－MEMにて希釈した．径10cmの培養皿

（Falcon，3003）に適当数の細胞を植えた．14

日間培養器にて培養後，5％Giemsa染色液に

て数分固定，染色した．染色液を取り除き，蒸

留水で数回洗浄した後，風乾した．

50個以上の細胞を含んだコロニーを，生存

したコロニーとして算定した．まず対照である

OGyの培養皿のコロニー数を算定し，散布し

た細胞数で際して，コロニー形成率（PE；p山一

inge範ciency）を求めた．それを元に，各々の

照射線量毎の細胞生存率を下記の公式にて求め

た．

細胞生存率＝

算定されたコロニー数／散布した細胞数XPE

微小核形成法

専用のチャンバースライドガラスに5×104

個の細胞をプレートし24時間培養した．対照
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（0），1，2，3，4Gyの照射を行った．直ちに

サイトカラシンB（1．5ul／ml）を加え，48時間

インキュベーター（37℃，5％CO2）に静置し

た．0．9％のNaClで洗浄後，96％のメタノー

ルで20分室温にて固定した．一昼夜室温乾燥

させたのち，4，6，－diamidin0－2－Phenylindole

（DAPI；100ng／mlinTrisbu塊r，PH7．0）で蛍

光染色した．

解析には位相差蛍光顕微鏡（400倍）を届

い，各標本毎に200個の二核細胞を数え，二核

細胞一個あたりの微小核の発生頻度を

micronucleus　血equency per binucleated cell

（MN／BNC）として求めた．各照射線量毎の

MN／BNCをプロットして線量効果曲線を作成

し，その増加率・係数をmicronucleusinduc－

tion rate（MNIR）として求めた．

Comet assay法

Comet assay法においては，径6cmの培養

皿（Fdcon3002）を届いて，これら二つの細

胞の培養を行った．照射装置は，Ⅹ線照射装置

（日立メディコ，MBR－1505R2，0．5mAlumi－

num址er；150kV，5mA，線量率1．2Gy／min）を

届いた．照射は室温，暗所にて行った．

DNA損傷試験は培養細胞に対照（OGy），2，

4，8，12Gyの照射を行い，各々について，直

ちにセルスクレーパー（Falcon3085）を届い

て培養皿から細胞を剥離し，遠心管に移した

後，遠心（800rpm，5min，4℃）して上澄み

を取り除いた．氷冷したPBSを加え106個／ml

の細胞浮遊液を作製した，

DNA損傷の時間経過を検討するため（DNA

修復試験）に12Gyの照射後，培養皿を直ちに

繕卵器へ移し，30，60，90，120，150，180分

静置した後，各々について，同様の細胞浮遊液

を作製した．

標本作成の手順は以下の如くであった．ま

ず　PBSで溶解した0．5％のアガロースゲル75

ul（inPBS，AgaroseIwaichemica150013R）

を全面フロストスライドグラス（Matunami

S－5214）に滴下した．これに別のスライドグ

ラス（MatunamiS－2215）を被せ，アガロース

ゲルを薄く引き延ばし凝固させ，第一層とし

た．ゲルが凝固した後，被せたスライドグラス

を第一層がはがれないように除去した．次い

で　第一層の上に，先に作製した培養細胞浮遊

液と1％の低融点アガロースゲル（inPBS，

SeaPlaqueGTGAgarose，FMC50111）を同

量混和した溶液75ulを滴下し，カバーグラス

にて引き延ばして第二層とした．さらに0，5％

アガロースゲル100ulを第二層の上に滴下し第

三層とした．

これを氷冷したアルカリ融解液（pH12．5；

2．5M NaCl，1％　N－lauroyl－SarCOSine，0．1M

Na2－ETDA，1％TritonX－100，10％DMSO）

の中に浸した状態で冷暗所（4℃）に一時間静

置し，細胞核を融解した．標本を融解液から取

り出し，蒸留水で数回洗浄し完全に融解液を除

去した後，電気泳動糟に静置した．そこにアル

カリ泳動液（pH13；0．3M NaOH，lmM

EDTA）を注ぎ　冷暗所（4℃）に40分間静

置L DNA unwindingを行った．その後，

lV／cm，0．3－0．5Aで20分固定電圧電気泳動を

行った，泳動終了後標本を取り出し，蒸留水に

て洗浄した後，バットに標本を水平に置き　中

和液（0．4MTris，PH7．5）を標本が浸るまで静

かに加え，室温にて20分静置した．標本を静

かに引き上げ　蒸留水で洗浄した後，20ug／ml

のエチジウムブロマイド液（50LLl／mlinPBS，

SIGMA E8751）を滴下してカバーグラスで

覆った．

Cometの解析には，CCDカメラを装着した

蛍光顕微鏡を用いた．拡大率400倍で細胞核の

画像をデジタルデータとして取り込み，各々の

標本について，50－100核Kometimaging

system3．1（KineticImaging，UK）により解

析した．DNAの損傷の程度をtailmoment24）

として求めた．Tailmomentは，下記のように

求められた．

Tailmomet；尾部のDNA合の割合×頭部と
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尾部の重心間の距離：（intensityinme tail

comet／sum cometintensity）×（tail center of

gravity－Peakposition）．

DNA修復試験として，時間経過毎のDNAの

修復を観察するため，DNA損傷の残存：

residualdamageを次のように求めた．

Residualdama寧e＝（Mx－Mc）／（Ma－Mc）‥

Mx；12Gy照射Ⅹ時間後の平均tailmoment．

Mc；対照の平均tailmoment．

Ma；12Gy照射直後の平均tailmoment．

結　　　　　果

コロニー形成法

細胞生存率曲線を図1に示す．ONS76は

Beckerよりも放射線感受性が高かった．放射

線感受性のパラメーターとして，平均致死線量

DO（高線量域の直線部分において1／eに減少す

る線量：放射線感受性を示す），外挿値n（高線

量域の直線部分を外挿し縦軸と交差する値：放

射線感受性示す），準闇値線量Dq（直線部分を

外挿し横軸と交わる値：放射線修復能を示す）

を求めた．BeckerではDO，Dq，nはそれぞれ

3．54Gy，4．26Gy，10．54であり，ONS76では

DO，Dq，nはそれぞれ1．98Gy，2．61Gy，7．02

となった．BeckerのDqはONS76よりも高値

であり；修復能力が大きいことを示した．DO

値は，BeckerはONS76の約1．79倍であった．

これらの結果から，Beckerの放射線感受性は

ONS76に比較して抵抗性であった．

徴小核形成法

図2にMNIR（Gy‾1）の結果を示す．Becker

は0．218，ONS76は0．219と二つの細胞間に差

は認められず　MN／BNCのパラメーターでは

放射線感受性の差を指摘できなかった．

Comet assay法

損傷試験の結果を図3に示す．両者とも線量

増加に伴い，tailmomentの直線的な増加を示

0　　　　2　　　　4　　　　6　　　　　8　　　　10

Gy

図1Becker細胞とONS76細胞のコロニー形成法による

線量に対する生存率曲線と，双方のDO，Dq，外装

置nの値．■・実線はBecker，●・破線はONS76．

0　　　　　1　　　　　2　　　　　　3　　　　　　4

Gy

図2　Becker細胞とONS76細胞の微小核形成法による線

量と二核細胞1個あたりの微小核発生頻度
（MN／BNC）．漢・実線は　Becker，●・破線は
ONS76．各プロットは平均±標準偏差．Becker細

胞とONS76細胞はそれぞれy＝0．224＋0．219Ⅹ（r
＝0．993）と，y＝0．296＋0．218Ⅹ（r＝0．999）で回

帰される．

した．Beckerでは照射による損傷がより少な

かった，・直線の係数はBeckerでは0．05／Gy，

ONS76では0．11／Gyとなった．

時間経過によるDNA修復試験の結果を図4

に示す．両者ともにDNAresidualdamageは，
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図3　Becker細胞とONS76細胞のCometassay法による

DNA損傷と線量の関係．漢・実線はBecker，●・

破線はONS76．各プロットは平均±標準偏差．
Becker細胞とONS76細胞はそれぞれy＝0．015＋

0．238Ⅹ（r＝0．995）と，y＝0．110＋0．426Ⅹ（r＝0．956）

で回帰される．

0　　　30　　　60　　　90　　120　　150　　180

Timea龍erIrradiation

図4　Becker細胞とONS76細胞のCometassay法による

DNA損傷の時間経過．漢・実線はBecker，●・破

線はONS76．各プロットは平均±標準偏差．

照射60分以内に見られる急速な減少（魚st

repair）と，その後の緩徐な減少（slow

repair）をしめす二つのコンパートメントから

成っていた．約3時間後には，ほぼplateauに

達した．時間経過毎のDNAresidualdamage

はBeckerがONS76よりも大きかった．Becker

とONS76の修復能には有意差があった（30分

後p＜0．005，60分p＜0．001：t検定）．すなわ

ち，DNAの修復はBeckerの方がONS76より

も高いことが示された．反応曲線全体でみた半

減期はBeckerで16分，ONS76は26分であり，

BeckerがONS76よりも早かった．120分後の

DNA residual damageは，Beckerは3％，

ONS76は14％と，ONS76における修復の遅延

が認められた．

線量に対するDNA損傷の程度を度数分布と

して二つの細胞間で比較した（図5）．損傷の

程度を示すtailmomentがONS76ではより大き

く，かつ幅広く分布していることが分かった．

時間による検討でも修復初期（30分）での障

害がONS76でより大きく残存していることを

示した．

考　　　　　察

微小核形成法

本研究では，微小核形成法とコロニー形成

法の間に何も相関がみられなかった．従来の

結果においても相関性については議論のある

ところである．良い相関が得られたとする報

告3・6～8・10・11）の中で　Mariyaetal．8）は，同一

のマウス直腸由来腫瘍（squamouscellcarcin0－

ma）から派生した放射線感受性の異なる3種

類の腫瘍を用いて良好な相関を得ている．

Shibamoto etal．3）は，数種のヒトとマウス腫

瘍細胞の初代培養を届いて，in yivoとin vitro

での検査を行い，両者に良い相関を得ている．
一方，微小核形成法とコロニー形成法との間に，

相関が見られないという報告がある9，28・29）

Slavotineketal．29）は6種類のヒトリンパ芽腫

細胞間において両者の相関は得られなかったと

報告した．またBush etal．9）は，数種類の異

なる組織のヒト腫瘍細胞（neuroblastoma，

bladder carcinoma，medulloblastoma）の間に

相関の完全な垂離を認めていた．用いた腫瘍細

胞の種類が大きく異なる場合には　この傾向が

強いようであると考える．
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図5　Becker細胞とONS76細胞のComet assay法によるDNA損傷程度の度数分布の時間経過．

Becker細胞：（a）対照（OGy），（b）12Gy照射直後，（C）30分後，（d）150分後．

ONS76細胞：（e）対照（OGy），（f）12Gy照射直後，（g）30分後，（h）180分後．

なぜこのように結果が別れるのかは完全に説

明することは出来ない．外的な因子としてサイ

トカランンBの細胞毒性効果は否定できない．

内的な細胞側の因子としてサイトカランンBの

薬理作刷こ対する反応性の違いによる影響，細

胞の核DNA量の不均一ざ　細胞の倍加時間な

らびに細胞周期分布の違い等の要因が考えら

れ，これら内的外的因子が複雑に影響している

であろう9・28，29）．またアポトーシスの影響も

無視できない．照射後に分裂を経ずにアポトー

シスを起こす細胞の割合が多けれぼ　再増殖能

をェンドポイントとするコロニー形成法との結

果は異なるのは当然と考えられる．

Comet assay法

本研究において，COmet aSSay法を届いた損

傷試験では，放射線感受性であったONS76が

DNA損傷を受けやすく，抵抗性のBeckerが

DNA損傷を受けにくいという結果を得られ，

コロニー形成法の結果とも合致した．DNA損

傷の程度の違いが放射線感受性を反映すること

が示唆された．また時間経過を検討したDNA

修復試験でも，放射線抵抗性のBeckerが高い

修復能を示し，コロニー形成法の結果と合致し

ていた．

腫瘍の放射線反応性を検討する目的でComet

assay法を用いる試みがなされている1・24）

Mtiller etal．は放射線感受性を検討した．異な

る放射線感受性を示す腫瘍細胞での修復試験を

行った結果，抵抗性の腫瘍細胞では非常に早い

修復が観察された1）．この結果は本研究の結果

と同一である，もう一つの試みとして，01ive

et al．は放射線感受性を低下させる原因である

低酸素分画を定量しようとする試みで　損傷試

験においてDNA損傷の程度が少ない鞘を低酸

素細胞鞘としてDNA損傷の大きい鞘から分別

して報告したものである24），これらの結果か

らも放射線感受性試験として本法の有屈性は支

持される．

放射線照射の際に核DNAにdsbを来した細
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胞や，DNAの点変異，CrOSS－link等の修復過程

でmisrepairが発生した細胞は，次の細胞分裂

期に容易に死に至るとされている1・2・7・13）

Comet assay法の修復試験ではmisrepairを正

確に検出することは困難だが，尾部の短縮が妨

げられた細胞ではDNA損傷の残存が推測され

る．DNA損傷が持続する場合には細胞生存に

いくつかの不利益があるとされる5），すなわち

損傷したDNAの遺伝子情報は正常な蛋白質合

成に寄与しない．本来修復可能な型のDNA損

傷部位が，その修復過程中（DNA合成や有糸

分裂の際）に非可逆的なDNA損傷に変化す

る，いわゆる損傷の固定現象が起きやすくな

る．そのためDNA修復の遅延・損傷の残存

は，放射線による細胞殺傷効果の程度に大きな

影響を与える．

DNA修復を経時的に検討するとねstrepair

鞘とslowrepair群の二つのコンパートメント

に分別される．X線照射の際に生じるDNA損

傷の種類は，SSbがほとんどで　dsbは全損傷

の約5％とされている2・5）．Fastrepair辞にみ

られる修復は，その多くが修復可能なssbであ

り，その後に続くslowrepair鞘はdsb，DNA－

DNAcrosslink，DNA－PrOteincrosslink等の修

復の他に修復過程の際に生じた点変異等の

misrepairを表していると考えられている．

Cometassay法の重要な利点の一つに，照射

された個々の腫瘍細胞のDNA損傷と修復を検

出できることである．図5に見られるようにⅩ

線に対する反応はそれぞれ細胞一個一個異なる

ことにより解析が可能となるためであり，前述

したように，この不均一な反応から放射線抵抗

性の両分の抽出が試みられている14）

臨床応眉の見地から，COmet aSSay法は，簡

便で再現性が高いこと，試験に届いる細胞数が

少なくてすむこと，短時間で結果が得られるこ

と，細胞DNAに対する損傷試験と修復試験が

同時に行えること等の大きな利点がある．実験

時間は修復時間の時間設定にもよるが，標本準

備から，検鏡，コンピューター解析までを含め

て，ほぼ一日以内に終了する事ができる．微小

核形成法やコロニー形成法とは違って，‘

primarycultureを作成する必要が無いこと，さ

らに実験中にⅩ線照射等の刺激を与えた後に細

胞分裂を経る必要がないことは重要な利点であ

る．特に微小核形成法のように，細胞間の倍加

時間の差やサイトカランンBによる影響，非増

殖性・増殖性細胞の細胞特性の違いなど　コロ

ニー形成法との相関の垂灘をもたらす要因を，

Comet assay法では除去することができる．使

届する細胞量もCometassay法は少量（少なく

とも約10，000個の細胞採取で試験可能）です

む20）．これにより生検等で得られた腫瘍細胞

を，Ⅹ線に対するDNAの損傷，修復について

comet assay法で測定することにより，放射線

治療効果を予測する手段として届いる可能性が

期待できる．

結　　　　　語

二種類の放射線感受性の異なるヒト脳腫瘍細

胞を届いて放射線感受性試験として微小核形成

法とCometassay法の比較検討を行った．この

結果，放射線感受性試験としてCometassay法

が優れているという結論が得られ，今後の臨床

応眉での成果が期待される．
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