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始 め に 


 


 


 平成２１年度から現在までの成果を中心とした技術報告書をここにお届けします。


平成１８年度から始まった第２期中期計画の４年目から５年目に当たる時期でもあ


り、研究、開発、支援、そして施設・設備の維持・管理も中期目標の達成を目指し


て最終的なスパートをしているところです。従いまして報告書の内容もより完成の


域に近いものが多くなっています。 


 さて発行にあたって文書版として残すかどうかの議論がありました。社会のペー


パーレス化、ＰＣ、ネット環境の普及にも後押しされ多くの論文、報告書が電子版


になりました。研究基盤技術部におきましても何度か議論を重ねました結果、や


はり冊子の魅力は捨てがたく、発行部数を必要最小限として冊子を発行し、その


他は必要に応じてＣＤ－ＲＯＭ化することにしました。 


 今後、ますます大きな成果を出し、その成果を多くの方々に公開し、利用しても


らうことが期待されています。その意味で技術の蓄積や公開のための報告書は形


がどのように変わっても、その重要性は変わることはありません。今後とも役立つ


技術報告書を作ってまいりますので皆様の一層のご支援をお願い申し上げま


す。 


 


 


 


                                      平成２２年１１月１日 


 


                                      基盤技術センター 


                                      研究基盤技術部長 


                                      白川 芳幸 


 







 
NIRS Technology   (放射線医学総合研究所 技術報告書)      Vol. 5., December 2010 


I 
 


 


Contents 
 


 


1 TITAN 320 からのＸ線スペクトルの算定 
 


平岡 武*、石川剛弘、酢屋徳啓、三井大輔、濱野 毅、今関 等 


基盤技術センター 研究基盤技術部 放射線発生装置利用技術開発課 


 


P 1 


2 200kVＸ線の線質と線量の評価 
 


平岡 武、三井 大輔、酢屋 徳啓、石川 剛弘、濱野 剛、今関 等 


基盤技術センター 研究基盤技術部 放射線発生装置利用技術開発課 


 


P 8 


3 高線量率ガンマ線照射装置の線量測定 
 


石川 剛弘*、平岡 武、三井 大輔、酢屋 徳啓 


基盤技術センター研究基盤技術部放射線発生装置利用技術開発課 


 


P13 


4 放医研サイクロトロンの広範囲照射場のプロファイル測定とモデル化 
 


北村 尚*、内堀 幸夫 


基盤技術センター 研究基盤技術部 放射線計測技術開発室 


 


P20 


5 FACSAria による精度管理及びソーティング精度の検証 


 


前田 武*1、小西 輝昭 1、高野 裕之 2、児玉 久美子 3、Kurt Hafer4 


1) 基盤技術センター研究基盤技術部、2) 東京ニュークリア・サービス㈱ 3) ㈱


ネオス・テック、4) University of California, Los Angeles 


 


P28 


6 FACSAria による Hoechst 蛍光試薬を用いたソーティングの検討 


 


前田 武*1、小西 輝昭 1、塩見 尚子 1、高野 裕之 2、児玉 久美子 3、 


1) 基盤技術センター研究基盤技術部、2) 東京ニュークリア・サービス㈱、3) ㈱


ネオス・テック 


 
 


P45 







 
NIRS Technology   (放射線医学総合研究所 技術報告書)      Vol. 5., December 2010 


II 
 


 
7 


 
平成 21 年度 静電加速器棟(PASTA&SPICE)利用実績 
 


及川 将一*、小澤 美絵、石川 剛弘 


共同実験施設運営委員会 静電加速器施設利用部会事務局 


 


 
P54 


8 静電加速器棟夏期メンテナンスの報告 
 


酢屋 徳啓 1*、磯浩之 2、及川将一 1、石川剛弘 1、小西輝昭 1、樋口有一 2 


1)基盤技術センター 研究基盤技術部 放射線発生装置利用技術開発課、2）㈱ネ


オス・テック 
 


P65 


9 マイクロ PIXE 分析装置における重元素高効率検出システムの開発  


 


及川 将一*、酢屋 徳啓、 石川 剛弘、小西 輝昭、磯 浩之、樋口 有一 


基盤技術センター 研究基盤技術部 放射線発生装置利用技術開発課 


 


P73 


10 環境および生物試料の PIXE 定量化に向けた分析標準試料の確立 ～マイ


クロ PIXE を用いた滴下標準の性状評価～ 
 


磯 浩之 1,3）、及川 将一 1）、石川 剛弘 1）、樋口 有一 1,3）、小西 輝昭 1）、 


武田 志乃 2） 


1)基盤技術センター 研究基盤技術部、2)放射線防護研究センター 発達期被ば


く影響研究グループ、3)株式会社ネオス・テック 研究支援技術部 技術１課 


 


P79 


11 放医研マイクロビーム細胞照射装置SPICEの開発と現状－プロトンビーム


で細胞を狙い撃ち－ 


 


小西 輝昭 1)*、及川 将一 1)、磯 浩之 1,3)、樋口 有一 1,3)、 


石川 剛弘 1)、酢屋 徳啓 1)、児玉 久美子 1,3)、磯野 真由 1,4)、塩見 尚子 1)、 


前田 武 1)、安田 仲宏 2) 


1)基盤技術センター研究基盤技術部放射線発生装置利用技術開発課、2) 放射線計


測技術開発室、3) ㈱ネオス・テック、4)首都大学東京、 


 
 
 
 
 


P83 







 
NIRS Technology   (放射線医学総合研究所 技術報告書)      Vol. 5., December 2010 


III 
 


 
12 


 


SPICE を用いた増殖・分化過程における放射線障害研究のための細胞試料


作製法の検討（2） 


 


磯野 真由*1, 2、小西 輝昭 2 


1) 首都大学東京大学院 人間健康科学研究科、2) 基盤技術センター 研究基盤技


術部 放射線発生装置利用技術開発課 


 


 
P94 


13 放医研近交系メダカの維持、管理 
 


丸山 耕一*1,2,3、前田 圭子 3、松本 由美子 1、山崎 茂人 1、牛島 顕 1、 


石川 裕二 2 


1) 基盤技術センター 研究基盤技術部 実験動物開発管理課、2)放射線防護研究


センター 防護技術部、3) 放射線防護研究センター 環境放射線影響研究グルー


プ 


 


P107 


  
 
 
 


 


 投稿規定（Author instruction） 


 
 


P113 
 


 







1 
 


NIRS Technology, vol.Ⅴ (2010) 1 – 7  


 


 


TITAN 320 からのＸ線スペクトルの算定 


 


 


平岡 武*、石川剛弘、酢屋徳啓、三井大輔、濱野 毅、今関 等 


 


基盤技術センター 研究基盤技術部 放射線発生装置利用技術開発課  


 


 


要旨 


放射線医学総合研究所（放医研）に設置されている TITAN 320 型Ｘ線発生装置は様ざまな照


射実験に使われている。X 線の線質はフルエンスのスペクトルにより最も正確に表現できる。管


電圧、管電圧波形、2 次電子のターゲットへの入射角度などにより、発生するＸ線の理論的予測


が成されている。ターゲットがタングステンの場合、古くはKramers[1]により提唱された計算式、


また、近年では Birch and Marshall[2]と Tucker, Barnes and Chakraborty[3]による計算式が精度の高


い方法として利用されている。現在では前者は定性的にしか用いられないが、後 2 者は定量的な


評価法として屡々利用されている。ここでは、アルミニウムと銅のフィルターを通過したＸ線の


空気カーマ特性を、ベリリウム窓の平板電離箱で TITAN 320 からの 70－250keV のＸ線に対して


測定した。2 者の計算方法によりスペクトル分布から求めた値と比較して、より実験値に近いと


思われる計算法を決定した。空気カーマ特性は、70、100、150、200、250kV の管電圧Ｘ線に対


して測定した。 


ＢＭ式により TITAN 320 型Ｘ線発生装置からの代表的スペクトルを決定し、実効エネルギー


を推定した。


 


Keywords: X-ray spectrum calculation, Aluminum and Copper added filter, Tungsten target, 


Beryllium window ionization chamber, Air Kerma, Beryllium inherent filter, Target angle, Constant 


potential wave form 
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１．はじめに 


 X 線の線質はフルエンスのスペクトルに


より最も正確に表現できる。スペクトルの測


定方法には半導体検出器を用いた色々な方法


があり、中でも高純度ゲルマニウムとマルチ


チャンネル波高分析器を組み合わせて、エネ


ルギー分解能の優れたスペクトルを測定でき


る。一方、管電圧、管電圧波形、2 次電子のタ


ーゲットへの入射角度などにより、発生する


Ｘ線の理論的予測が成されてきた。ターゲッ


トがタングステンの場合、古くは Kramer[1]に


より提唱された計算式、また、近年では Birch 


and Marshall[2](以後 BM と略記 )と Tucker, 


Barnes and Chakraborty[3]（以後 TBC と略記）


による計算式が精度の高い方法として利用さ


れている。現在では前者を定量的には用いら


れないが、後 2 者は定量的な評価として屡々


利用されている。ここでは、この 2 者の方法


によりスペクトル分布を計算し、アルミニウ


ムと銅の付加フィルター通過後の空気カーマ


の測定値と計算値の比較から評価式の優劣を


評価した。 


 


2.理論的取扱い 


2-1.BM 計算式 


BM によれば、照射野中心のＸ線エネルギ


ー強度 Iは次式で与えられる。 


I 
N


A
1


T


m 0c
2






 






T0


T


 Q
dT


dx










1


exp



C
T0


2 T 2 cot


 



dT


 


ここで、  はターゲット物質の密度、


N はアボガドロ数、A はターゲット物質の質


量数、T0 は電子の初期運動エネルギー、Tは


発生光子エネルギーに等しい電子エネルギー、


m0c
2は電子の静止エネルギー、Q は differential 


energy intensity、dT/dx は物質の阻止能、は


タ ー ゲ ッ ト 物 質 の 線 減 弱 係 数 、 C は


Thomson-Whiddington 定数、はターゲット角


度である。 


この式から求められるスペクトルは、タング


ステンターゲット表面から放出されるエネル


ギー強度スペクトルであるから、Ｘ線管の固


有濾過による減弱を計算してＸ線管から放出


されるＸ線スペクトルが計算できる。放医研


のTITAN 320型装置のＸ線管の窓は 3mmベリ


リウムであるから、ベリリウム固有フィルタ


ーとして計算した。また、計算される強度は


制動Ｘ線のみであるから、管電圧が 70kV を超


える場合は、特性Ｘ線を付加する必要がある。


ここでは BM 式や TBC 式で得られる結果のス


ペクトルを比較しているので、計算式の詳細


は省略する。詳細は原著論文[2][3]を参照のこ


と。実際のＸ線スペクトルは加藤が開発した


フリーソフト[4]を使用して計算しているが、


BM の計算式は文献[5]でも説明されている。 


 


2-2.計算によるスペクトルの違い 


BM 式と TBC 式により計算した X 線スペ


クトルの違いを初めに検討した。図 1 に両者


で計算した 100keV と 200keV のスペクトルを


しめす。図は特性Ｘ線を含めてピーク値を 1


に規格化してある。TITAN320 の管球の窓はベ


リリウムの 3mm であるから、低エネルギーま


でスペクトルが得られている。10keV のピー


クはタングステンの L 吸収端による放射線で


ある。実際の照射には低エネルギー成分を付


加フィルターで除去するから、低エネルギー


部分の形が大きく異なる。 
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図 1. BM 式と TBC 式から得られたスペクトル 


両者は大きく異なるように見えるが、特性Ｘ


線を除いた制動Ｘ線のみのピーク値で規格化


すればそれ程でもない。  


 


図 2 に 70、100、150、200keVＸ線のスペク


トルを示すが、全て付加フィルターには 1mmAl


を用いている。70keV では特性Ｘ線を含まない


から、両者は制動放射線のみのピーク値が 1


になっている。それ以外のエネルギーでは特


性放射線の最大値を 1 に取ってある。 
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図 2.付加フィルター1mmAl のスペクトル 


 


図 3 は 70、100、150、200keVＸ線に対して


BM 式と TBC 式で求めた粒子フルエンスの比を


しめす。多くは K 吸収端以下のエネルギーでは


BM 式の値が小さく、以上では大きい。粒子フル


エンスが大きい所では両式の違いは比較的小さ


い（±10～20％）。 
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図 3. BM 式と TBC 式で求めたフルエンスの比 


 


3.実験方法 


3-1. 装置-測定器と照射条件 


Ｘ線発生装置は TITAN320 で、装置が X 線


スペクトルに影響する因子は（1）管線圧、（2）


ターゲット物質、（3）X 線管球の窓材と厚さ、（4）


加速電子のターゲット角度、（5）管電圧波形な


どあるが、ターゲットはタングステン、X 線管


球の窓材と厚さはベリリウム 3mm、ターゲット


角度は 20°、電圧は定電圧波形である。空気カ


ーマの測定は PRM 社の LC-0.8 平行平板型電離


箱で、窓はベリリウム 0.125mm の電離体積 0.8ml、


電極間隔 3.8mm である。印加電圧+300V、電離


電荷は Keithley 6517 で測定した。SCD（線源-電


離箱間距離）は 60cm、照射野は解放状態で、Al


と Cu のフィルターは装置の付加フィルター位


置 に 挿 入 し た 。 電 圧 に も よ る が 管 電 流


35mA-15mA で、1 回の照射時間は全て 30 秒で、


3 回の測定値の平均を採用したが、ほとんどの測


定値の標準偏差は 1%以内である。電離箱は 1995


年産総研にて校正されているが、その時点で実


効エネルギーが 7.97、9.03、10.5keV の 3 点での


校正定数の違いは 1.0%以内であった。ここでの


測定は絶対値は議論しないが、低エネルギーX


線領域での校正定数は 1%程度以内と思われる。 


  


3-2. 電離箱による測定量 


電離箱での測定量は空気カーマである。空


気カーマ Kairは定義によれば 


airtrairtrair EK )/()/(  
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で表される。ここでφは粒子フルエンス、E は


光子エネルギー、ψはエネルギーフルエンス、


airtr )/(  は空気の質量エネルギー転移係数で


ある。光子エネルギーが 300keV 以下では質量エ


ネルギー転移係数は 0.1%以内で質量エネルギー


吸収係数[6]と等しいから、空気カーマは慣用 X


線領域では次式で表はしても良い。 


 airenairK )/(    


 


3-3.スペクトルからの空気カーマ 


粒子フルエンススペクトルが判明すれば、


上記した式から空気カーマが求められる。一例


として 200keVX 線に対して計算した空気カーマ


の値を図 4.にしめす。付加フィルターの値は図


に示すが、3mm ベリリウム管球窓だけの値も示


してある。この場合空気カーマは低エネルギー


で極端に大きくなり、付加フィルターなしでは


図の縦軸はスケールオーバーである。 


 


0


0.1


0.2


0.3


0.4


0.5


0 50 100 150 200


No Filter
0.1mm Cu
0.2mm Cu
0.3mm Cu
0.4mm Cu
0.5mm Cu
1.0mm Cu
1.5mm Cu
2.0mm Cu
2.5mm Cu
3.0mm Cu


Ca
lc


u
l
at
e
d 


Re
la


ti
v
e 


Ai
r
 K


er
ma


 
by


 
B
ir


ch
 
an


d 
Ma


rs
h
al


l
 
Eq
u
at


io
n


Photon Energy (keV)  


図 4.Cu の付加フィルター通過による空気カーマ


の計算値 


 


4.測定値と計算値との比較 


4-1.Al フィルター 


付加フィルターによる空気カーマを求める


ため、吸収体として Al と Cu を選定した。付加


フィルターが無い場合を 1 に規格化してある。


70keV でも 0.5mm で 40%以下にカーマが減少す


る。従って、低エネルギー成分は急激に減少し、


一般に利用するビームでは問題にならない。 
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図 5.Al 付加フィルター通過後の空気カーマの測


定値 


  図 6 に Al に対する空気カーマの測定値と計


算値の比をしめす。100keV 以下のエネルギーで


は、測定値と TBC 式との比が傾斜を有する。そ


れ以外では BM 式を含め、傾斜はほぼ平坦であ


る。 
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図 6.Al 付加フィルター通過後の空気カーマの測


定値と計算値との比 


 


4-2.Cu フィルター 


Cu の付加フィルターは 0.1-3ｍｍと比較的


広い範囲の吸収をカバーしている。図 7 は空気


カーマの測定値と計算値が Cu の厚さの関数と


して示してある。空気カーマの比は両対数スケ


ールでほぼ直線関係をしめす。 
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図 7.Cu 付加フィルター通過後の空気カーマの測


定値と計算値 


  図 8にCuに対する空気カーマの測定値と計


算値の比をしめす。やはり空気カーマ比は低エ


ネルギーで大きく、Al の結果と同じ傾向を示し


ている。 
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図 8.Cu 付加フィルター通過後の空気カーマの測


定値と計算値の比 
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図 9.診断領域の代表的スペクトル 


 


4-3.測定と計算の結果の結論 


BM 式と TBC 式で得られるスペクトルの


どちらがより正確に表現しているか判定する


ため、付加フィルターの通過後の空気カーマ


の値を実験値と比較して、より測定値に近い


かを判定した。両者の大きな違いは見られな


かったが、空気カーマ比の平坦度から TITAN 


320 装置からの X 線スペクトルでは BM 式が


優ると決定した。BM 式と TBC 式から得られ


たスペクトルの平均値と測定値との比較もし


たが、全てのエネルギーで特に優れた結果は


得られていない。 


 


5.TITAN320 からのスペクトルの算定 


5-1.診断領域の X 線 


80-120keV を診断用と表現して、代表的な一


次（Primary）スペクトルを算定した。但し、実


効エネルギーで説明するように、付加フィルタ


ーは一例にすぎない。特性 X 線を含めピーク値


を 1 に規格化してある。計算したスペクトルを


見て最適と思われる値を使用すべきである。こ


の領域での K 吸収端の影響は小さい。 


 


 


5-2.照射領域の X 線 


150-250keV を照射用領域と表現して、代表


的なスペクトルを算定したが、付加フィルター


は一例である。図は特性 X 線のピークを 1 に規


格化してある。この領域では K 吸収端の影響が


大きく、照射体や照射目的により最適値を選定


すべきである。X 線エネルギーだけから考えれ


ば、吸収端の影響は小さいことが一般には望ま


しいが、これは一次線だけのスペクトルである。


実際の照射には散乱線が付加されるから、照射


ビームではその影響も考慮すべきである。照射


実験では、特に付加フィルターと線量率の関係


が重要であり、それにより付加フィルターが決


定される場合が多い。 
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図 10. 特性 X 線を含めた照射領域の代表的スペ


クトル 


 


尚、制動 X 線部の詳細な形状を理解するた


め、縦軸を拡大して図 11 にしめした。 
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図 11.照射領域の代表的スペクトル（縦軸拡大


図） 


 


5-3.実効エネルギーの算定 


上記した診断領域と照射領域に対して算定


したスペクトルに対して、照射線量スペクトル


から計算した実効エネルギーを表 1.にしめす。


線質指標は実効エネルギーを管電圧で割った値


であるが、同じく表に与えてある。付加フィル


ターは線質指標がほぼ同じ値としているので、


これらの付加フィルターが代表的値ではない。 


 


表 1.図 9 と図 10 のスペクトルから得られる実効


エネルギーと線質指標 


Diagnostic Energy X-ray (BM) 


Tube 


Voltage 


80kV 


100kV 


120kV 


Added Filter 


 


1.0mmAl 


2.0mmAl 


3.0mmAl 


Effective 


Energy 


26.36keV 


34.02keV 


41.20keV 


Quality 


Index 


0.33 


0.34 


0.34 


Irradiation Energy X-ray (BM) 


Tube 


Voltage 


150kV 


200kV 


250kV 


Added Filter 


 


0.3mmCu+0.5mmAl 


0.5mmCu+0.5mmAl 


1.0mmCu 


Effective 


Energy 


64.90keV 


85.73keV 


116.05keV 


Quality 


Index 


0.43 


0.43 


0.46 


 


おわりに 


付加フィルターの挿入による空気カーマ


の比較から BM 式の評価の方がより正確であ


ると評価し、TITAN 320 からのフルエンスス


ペクトルを算定した。松本はターゲット角度


が診断用より大きい照射用 X 線では、BM 式


によるスペクトルが Ge 検出器での測定値と


合うことを指摘している[7]。ただし全てのエ


ネルギーに対しての言及はしていない。ここ


でも正確には Ge 検出器により測定から実証


する必要があるが、現在広いエネルギー範囲


の測定を計画している。 


ここでの結論は TITAN 320 装置に対して


のみしか確認していない。 
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要旨 


放射線医学総合研究所のＸ線棟に設置されている TITAN 320 型Ｘ線発生装置を用いた生物


体照射などの多くの実験には、200kV の管電圧のＸ線が使われている。この装置からの一次Ｘ線


スペクトルは測定されていないが、最も単純に線質を表す物理量として半価層（HVL）がある。


TITAN 320 型Ｘ線発生装置に準備されている付加フィルター類の半価層を測定して、実効エネル


ギーを算定した。一方、アルミニウムと銅の厚さの異なる付加フィルターを通過した空気カーマ


の測定結果が、Birch and Marshall[1]のスペクトル計算式から算定した空気カーマと良く合うこと


を報告した[2]。従って、200kV のＸ線の線質を表す実効エネルギーを、半価層の測定とスペクト


ルの計算値から算出して比較検討した。 


線量関係の測定として、生物照射などが行われている位置での空気カーマの絶対線量の測定


には応用技研製の AE-130L、c-110 ファーマ型電離箱を用いている。しかし低エネルギー特性を


改善するため、付加フィルターを通過後の空気カーマの測定は Precision Radiation Measurement 社


の LC-0.8 平行平板型電離箱でおこなった。50～300ｋV の管電圧の付加フィルターを入れない時、


60cm の Focus-Surface Distance (FSD)における空気カーマを測定した。また、シャッター開閉によ


る線量への誤差も評価した。 


 


Keywords: 200kV X-ray beam quality, Low energy X-rays, Tungsten target, Half value layer, Effective 


energy, Calculated spectrum, Air kerma evaluation, Shutter end effect 


 


*Corresponding Author:  


平岡 武 (Takeshi Hiraoka) 


e-mail: hitak@nirs.go.jp


NIRS Technology放射線医学総合研究所


技術報告書


www.nirs.go.jp


NIRS Technology放射線医学総合研究所


技術報告書


www.nirs.go.jp







9 
 


1. はじめに 


  Ｘ線棟に設置されている TITAN 320


型Ｘ線発生装置を用いた生物体の照射実


験の多くは、200kV の管電圧のＸ線が使


われている。最も単純に線質を表す物理


量として半価層（HVL）があり、Ｘ線の


線質表現としても簡単で便利な点が多い。


TITAN 320 型Ｘ線発生装置に準備されて


いる付加フィルター類の半価層を測定し


て、実効エネルギーを算定した。一方 X


線スペクトルは、Birch and Marshall[1]と


Tucker, Barnes and Chakraborty[3]による計


算から求める方法が一般に広く用いられ


ている。我々はアルミニウムと銅の厚さ


の異なる付加フィルターを通過した空気


カーマの測定結果が、TITAN 320 からの


ビームには Birch and Marshall の計算式か


ら算定した空気カーマと良く合うことを


報告した[2]。従って、200kV のＸ線の線


質を表す実効エネルギーを、半価層の測


定とスペクトルの計算値から算出して比


較検討した。 


  生物照射が行われている位置での空


気カーマの絶対線量の測定は応用技研製


の AE-130L、c-110 ファーマ型電離箱を用


いている。しかし、付加フィルターを通


過後の空気カーマの測定にはエネルギー


特性が影響するから、窓厚の薄い平行平


板電離箱を用いた。線量データとシャッ


ター開閉誤差について述べる。 


 


2.Ｘ線発生装置概要 


  仕様上 TITAN 320 型Ｘ線発生装置は、


管電圧 5〜320kV、管電流 0.1〜30mA、連


続定格電力 4kW（大焦点 4kW）である。


出力安定性は管電圧±0.05%以下、管電流


±0.05%以下である。再現性は管電圧と管


電流共 0.05%以下である。Ｘ線管球はメタ


ルセラミック管で、ターゲットはタング


ステン、材質はベリリウム、厚さは 3mm、


ターゲット角度は 20°、焦点寸法は直径


3mm である。照射時のＸ線は管球窓材質


以外の物質は挿入されていないので、固


有フィルターは 3mmベリリウムのみであ


る。 


 


3. 測定器と照射条件 


空気カーマの測定は PRM 社の


LC-0.8 平行平板型電離箱で、窓はベリリ


ウム 0.125mm の電離体積 0.8ml、電極間


隔 3.8mm である。印加電圧は+300V、電


離電荷は Keithley 6517 で測定した。FSD


（焦点-表面距離）は 60cm、照射野は解


放状態で、Cu のフィルターは装置の付加


フィルター取付け位置に挿入した。電圧


にもよるが管電流 35mA-15mA で、1 回の


照射時間は全て 30 秒で、3 回の測定値の


平均を採用したが、ほとんどの測定値の


標準偏差は 1%以内である。 


  低エネルギー領域でカーマを測定す


る場合エネルギー特性が問題となる。


LC-0.8平行平板型電離箱は 1995年産総研


にて校正されているが、その時点で実効


エネルギーが 7.97、9.03、10.5keV の 3 点


での校正定数の違いは 1.0%以内であった。


ここでの測定は絶対値は議論しないが、


低エネルギーX 線領域での校正定数は


1%程度以内と思われる。 


 


4.計算によるスペクトル 


  200kV X 線の粒子フルエンススペク


トルは Birch and Marshall[1]の計算式から


算定した。図 1 に TITAN 320 からの 200kV 


X 線の付加フィルターがない時と、準備


された 8 種類のフィルター通過後のフル


エンスをしめす。特性 X 線を含めピーク


値を 1 に規格化した値である。TITAN 320
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の固有フィルターはベリリウム 3mmのみ


であるから、フィルターが無い場合


10keV 現れているピークは、タングステ


ンの L 特性線である。 
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図 1. Birch and Marshall の計算式で求めた


粒子フルエンス 


 


4.実効エネルギーの比較 


  準備された付加フィルター通過後に


測定した銅の半価層を図 3 にしめす。X


線管焦点から 100cm にファーマ電離箱


c-110 を置き、50cm にコリメータを設置


してその上の銅の吸収体の厚さを変えて


減弱曲線を測定した。測定した減弱曲線


を図 2 にしめす。これらの値から半価層


を求めた。図には 0.4mmSn+0.3mmCu 


+1.0mmAl フィルタ-の値も示されている


が、計算のプログラムに錫のデータが含


まれていないので実効エネルギーは計算


できなかった。 
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図 2.準備された付加フィルターの減弱曲


線 


表 1 に半価層から求めた実効エネル


ギーとフルエンススペクトルから計算し


た実効エネルギーをしめす。全体的に僅


かスペクトルからの評価値が半価層から


求めた実効エネルギーより大きいが、実


験では 0.5mmCu+0.5mm フィルターと


Cu0.5mmCu+1.0mmCu フィルターの差が


検出できないし、両者の差は一番厚いフ


ィルターが 2.5keV であり、それ以外では


1.7keV 以下で一致している事をから、両


者で算定した実効エネルギーは良く合っ


ていると言える。尚、スペクトルから実


効エネルギーの算定法は加藤[4]が詳しい。 


 
Added Filter


 
 
 


mm 


HVL
(Cu) 


 
 


mm 


Effective 
Energy 


from HVL 
 


keV 


Effective 
Energy 
from 


Spectrum 
keV 


1.0Al 
2.0Al 
3.0Al 


0.3Cu+1.0Al
0.5Cu+0.5Cu
0.5Cu+1.0Al
1.0Cu+1.0Al
1.0Cu-1.0Al


0.24 
0.34 
0.44 
0.90 
1.15 
1.15 
1.60 
1.89 


46.4 
52.6 
57.9 
76.4 
84.6 
84.6 
97.7 


106.5 


46.5 
53.1 
57.7 
77.6 
85.7 
86.3 
99.3 


109.0 


表 1.付加フィルターに対する半価層と実


効エネルギー 


 


5.線量に関するデータ 


  Ｘ線発生装置 TITAN320 型装置での


管電圧に対する空気カーマを測定した。


図 3 に FSD=60cm における管電圧と管電


流 10mA 当たりの空気カーマの関係をし


めす。但し、付加フィルターが無い場合


である。各管電圧に於ける最大管電流値


は図にしめす。 
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図 3.TITAN 230 の管電圧と空気カーマの関


係 


生物体照射の多くは 20mA、0.5mmCu 


+0.5mmAl フィルターで行われているが、図


1 に見る如く 70keV に大きな K 吸収端が生


ずる。この吸収端の影響を避けるには付加


フィルターの銅の厚さを増す必要がある。


しかし当然出力は減少し、銅フィルターの


厚さと空気カーマは図 4 に見るような関係


になる。銅とアルミニウムフィルターの減


弱曲線は図 5 にしめす。低エネルギー成分


が多量であるから、薄いフィルターで急激


に空気カーマは減弱する。フィルター無い


場合と 0.5mmCu フィルター入りでは、空気


カーマは FSD=60cm の位置で 0.115 に減少


する。 
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図 4.銅の付加フィルターの厚さと空気カ


ーマの関係 
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図 5.銅とアルミニウムによるビームの減弱 


 


6.シャッターの開閉による線量誤差 


  照射装置では線量を ON/OFF するシ


ャッターの開閉による線量誤差が常に問


題となる。TITAN 230 型Ｘ線発生装置の


シャッター開閉による線量誤差は、高速


開閉シャッターの使用によりシャッター


開閉による積算線量の差が生じないよう


に設計してあることを仕様で謳っている。


そこで TITAN 320 型Ｘ線発生装置のシャ


ッター開閉誤差を測定した。 


図 6.にコントロールパネルのタイマ


でセットした照射時間と空気カーマの関


係をしめす。 
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図 6.TITAN230 の照射時間と空気カーマ


の関係 


測定値は直線で表され、回帰曲線は 


 Y  0.0040563 0.67727X  
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で与えられる。ここで、Y は FSD=60cm


における空気カーマ値、X は照射時間（分


である。この曲線からシャッターの開閉


誤差を計算した結果を図 7.にしめす。 
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(
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Added Filter=0.5mmAl+0.5mmCu


図 7. TITAN 230 の照射時間に対するシャ


ッター開閉誤差 


TITAN230 型Ｘ線発生装置のシャッ


ター開閉による線量誤差は比較的に小さ


く、照射時間が 1 分では 0.6%程度である。


しかし、照射時間が短い場合にはシャッ


ター開閉誤差を考慮する必要がある。 


 


7.おわりに 


TITAN 320 型Ｘ線発生装置に準備さ


れている付加フィルター類の半価層の測


定値から算定した実効エネルギーと、計


算により求めたフルエンススペクトルか


ら算定した実行エネルギーを比較した。


線量計の校正定数は実効エネルギーに対


して与えられているから、X 線の線量計


測では実効エネルギーの評価は重要であ


る。簡単に計算から実効エネルギーが評


価できれば便利である。 


  TITAN 320 型Ｘ線発生装置では固有


フィルターがベリリウム 3mmであるので、


付加フィルターが無い場合タングステン


の L 特性線を含む低エネルギー成分から


成り立っている。ここで算定した実行エ


ネルギーは一次線（空中）の値であり、


媒質中では異なることに注意する必要が


ある。 


光子フルエンススペクトルや実効エ


ネルギーの算定は加藤[5]のフリーソフト


に拠った。 
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要旨 


放医研、内部被ばく実験棟核燃料施設内に 88.8TBq137Cs を搭載した高線量率照射型ガン


マ線照射装置が設置されており、高線量被ばく生物影響研究や、環境放射線影響研究等


に携わるユーザーの使用が多かった。 


内部被ばく実験棟の有効活用が検討され、当装置も検討内容に組み込まれた。その結果


ユーザーの利便性を考え、核燃料施設ではない一般の放射線管理区域への移動が決定さ


れ、ガンマ線照射施設 セシウム第 2 照射室へ移転する事となった。 


移転に伴い、装置の維持管理を放射線発生装置利用技術開発課で行うことになった。し


かしながら十数年以上線量測定をした資料がないため、新たに線量率測定及び線量分布


測定を行うことになった。 


通常は電離箱式線量計を用いて線量測定及び線量分布測定は行われているが、この装置


はコンパクトな構造のため、ケーブル付きの線量計では測定できない。そのため、とて


も小さいガラス線量計を用いて測定する事にした。 


今回はガラス線量計の校正及び、ガラス線量計による線量率、線量分布測定の結果を報


告する。 


 


Keywords: ガンマ線照射装置、137Cs、ガンマセル、線量測定、線量分布、ガラス線量計 
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1.はじめに 


1971 年に放医研内部被ばく実験棟３階ガ


ン マ 線 照 射 室 に Radiation Machinery 


Corporation 製高線量率ガンマ線照射装置


Model Gammator M 型が設置された。緊急


被ばくの特に高線量被ばく生物影響研究や、


環境放射線影響研究に携わるユーザーの利


用が多かった。平成 20 年度頃から内部被ば


く実験棟の有効活用について検討がされ、


その結果、本装置の利便性向上のため、核


燃料施設から一般の放射線管理区域である


ガンマ線照射施設セシウム第 2 照射室へ移


設することが決定された。この移設に伴い、


装置の維持管理を放射線発生装置利用技術


開発課で行うことになった。 


しかしながら、近年線量測定した結果が無


かったため、この装置の保守管理を行うに


当たり、新たに線量測定を行うことになっ


た。この装置はサンプルが遮蔽体内の


137Cs 線源のもとへ、シャッターごと移動


する 装置であるため、限られた照射空間で


あり、 ケーブルを有しないガラス線量計に


より線量を測定した。 


 


2. 装置概要 


本装置は Radiation Machinery Corporation


製の Gammator M 型式：M38-3 で、ユニ


ット serial No は 1158 である。装置の大き


さは 巾 24 in、深さ 24 in、高さ 63 in で


ある。外観図を図 1 に示す。線源は 137Cs


の塩化物、線源強度は 88.8TBq(2400Ci)、
134Cs 含有量は 1%以下である。照射台は


最大直径 3 in、高さ 8 in までの大きさま


で照射可能であり、サンプルが遮蔽体内の
137Cs 線源のもとへシャッターごと移動す


る構造である。断面図を図 2 に示す。こ


のシャッターは照射開始の時は手動式と


なる。基本的にはタイマー照射であり、


終了時間に達するとスプリングの力によ


り自動的にシャッターが閉じる。出荷時


の 照 射 強 度 は 照 射 部 中 心 軸 で


109.9krad/hr であった。照射台は 4.5 回/


分で回転するターンテーブルを持ってい


る。 


 


 


図 1 装置外観。正面中央の円柱上の窪み


が照射台である。また、上部の操作パネル


下にシャッター開閉レバーがある。右から


左にレバーを動かすと照射開始となる。 


 


 


図 2 装置断面図。サンプルが 137Cs 線源前ま


で移動する。 
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3. ガラス線量計による線量測定 


通常大きな照射装置では、電離箱式線量


計を用い、線量率測定及び線量分布測定を


行っている。しかしながら、本装置はコン


パクトでサンプルが遮蔽体内の 137Cs 線源


のもとへシャッターごと移動する構造であ


るため、大きいチャンバーやケーブル付き


の線量計では測定できない。そのため、小


型で繰り返し再生の可能なガラス線量計を


用いる事とした。 


ガラス線量計素子は AGC テクノグラス


（株）製 GD-302M 型、読取機は AGC テク


ノグラス（株）製 FGD-100 型を使用した。


図 3 に素子の外観図を示す。 


 
図 3 ガラス線量計素子 GD-302M 型の外観。


ガラス素子とホルダーに分割されている。照


射時はホルダー付の状態である。 


 


 


図 4 ガラス素子読取機 FGD-100 と読取用マ


ガジン。一度に 20 本の素子を読むことがで


きる。 


 


4.ガラス線量計の測定準備 


4-1.基準線量計の比較 


ガラス線量計を校正するため、まず研究


基盤技術部の電離箱式線量計 応用技研（株）


製AE-132S+C-110 No.1012の 60Co線源によ


る動作確認・比較校正を行った。この


AE-132S+C-110 No.1012 は当部の基準線量


計となっているため、定期的な校正機関に


よる校正は行われているが、確認のために


放医研 2 次標準線量計との比較する事にし


た。 


装置はガンマ線照射施設コバルト第 1 照


射室のコバルト照射装置を使用した。線源


は 60Coで線源能力は111TBq(2000Ci)である。 


放医研 2 次標準線量計 応用技研（株）製


AE-132R+C-110 No636を使用して線量測定


を行った。線源-線量計の距離は 800 mm に


セットし、1 分間照射した。照射時の気温 T


＝16.44 ℃、気圧 P＝101.531 kPa であるた


め、気温気圧補正定数は kTP=0.9792 となる。


また、この線量計の校正定数は Nc=0.960


である。線量測定結果は 59.84 R であった


ため、補正すると以下のようになる。 


59.84 × 0.9792 × 0.960 = 56.25 R 







Ishikawa et. al., NIRS Technology, vol.1 (2010)XX - XX. 
 


16 
 


AE-132R は R 表示であるため、空気カーマ


Kairに換算する必要がある。1 R=2.58×10-4 


C/kg、W＝33.97 J/C であるので 


 Kair=56.25×2.58×10-4 ×33.97=0.4930 Gy 


となる。 


次に AE-132S+C-110 No.1012 で上記と同


様の測定を行った。この時の気温 T＝


16.57 ℃、気圧 P＝101.502 kPa であるため、


気温気圧補正定数は kTP=0.9799 となる。ま


た、2007 年 12 月 27 日に（独）産業技術総


合研究所において校正された校正定数は


Nc=1.004 である。線量測定結果は 0.50295 


Gy であったため、補正すると以下のように


なる。 


0.50295 × 0.9799 × 1.004 = 0.4948 Gy 


上記の結果から AE-132R+C-110 No636


と AE132S+C-110 No.1012 は 0.36 %の違い


であることがわかる。この事より、ガラス


線量計を校正する際は AE-132S+C-110 


No.1012 を使用し校正定数は（独）産業技


術総合研究所において校正された校正定数


Nc=1.004 を使用する。[1] 


 


4-2.ガラス線量計の校正  


4-1 で使用したコバルト照射装置と電離


箱式線量計 AE-132S+C-110 No.1012 を使用


しガラス線量計の校正を行った。 


 


4-2-1.基準線量と照射時間の関係 


AE-132S+C-110 No.1012 使用し、照射時


間を変更した場合の線量を測定した。照射


時間は 1 分、分、3 分、4 分、5 分とした。


測定結果を図 5 に示す。この結果から Kair


は空気カーマ(Gy)、T は照射時間(分)とした


場合、Kair=0.01493+0.47993T で表すことがで


きる。実時間 1 分間当りの空気カーマは


0.47993Gy である。[1] 


 


 


図 5 AE-132S+C-110 No.1012 線量計の 60Co


照射時間と線量の関係。 


横軸は照射時間、縦軸は AE-132S+C-110 


No.1012 線量計の線量測定結果である。照


射時間とリニアな関係が再度確認できた。 


 


4-2-2.ガラス線量計のレスポンス 


ガラス線量計を 3 個×3 列アクリル容器


にセットし電離箱式線量計と同じ位置に固


定し、2 分、4 分、6 分、8 分 10 分と照射時


間を変えて照射を行った。測定結果を図 6


に示す。校正定数は図 5 と図 6 より、図 5/


図 6 であるので、グラフで表すと図 7 とな


る。照射時間が少ない時は誤差が大きくな


るため、照射時間の十分大きい部分で評価


し、1.05 を使用する。また、ガラス線量計


の表示は mGy 表示のため変換係数は 1.05


×106となる。[1] 


 


 
図 6 ガラス線量計の 60Co 照射時間と線量の


関係。 
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横軸は照射時間、縦軸はガラス線量計の線量


測定結果である。照射時間とリニアな関係


が確認できた。 


 


 
図 7 ガラス線量計の校正定数。 


照射時間が少ない時は誤差が大きいため、


照射時間の十分大きい部分の 1.05 を使用。 


 


5.高線量率ガンマ線照射装置線量測定結果 


高線量率ガンマ線照射装置にガラス線量


計を固定するためアクリル板で 3 in×8 in


のスタンドを作成し図 8 のようにガラス線


量計を取り付けた。装置へは照射台中央に


固定し、ターンテーブル固定及び回転時に


も対応可能である。照射時間は 1 分間統一


とした。 


 


 


図 8 ガラス線量計固定スタンド概略図。照


射台ターンテーブル上に固定し、ターンテ


ーブル回転時にも対応可能。 


 


5-1. 中心位置の回転照射時の線量結果 


中心位置(半径方向と軸方向とも中心)の


位置においてターンテーブルを回転させた


場合の線量を測定した。回転軸中心のガラ


ス線量計の読みは 7.2491× 106 mGy±


104796(1.4 %)であった。ガラス線量計の校


正定数は 1.05 × 106 であるので 1 分間照


射の空気カーマは以下のようになる。 


Kair=7.2491×10-6×1.05×106=7.612 Gy 


水吸収線量を求めるには空気カーマに水


の質量エネルギー吸収係数と空気の質量エ


ネルギー吸収係数の比 1.112 を掛ける必


要がある。よって 1 分間照射の水吸収線量


は以下のようになる。 


Dwater=7.612×1.112=8.465 Gy 


ただし、これはタイマー開閉の誤差を含


んだ線量となる。ガラス線量計の線量限度


が 10 Gy と限られているため、開閉誤差


の測定はできなかった。 


また、この値は 2010 年 3 月 30 日時点の


ものであるため、実際に照射する場合は
137Cs 線源の減衰計算が必要になる。 


 


5-2. 回転照射における縦軸方向線量分布 


縦軸方向でターンテーブルを回転した


状態での線量分布を図 9 にしめす。横軸


は照射体の長さ方向で、上端を 0 mm と


して表しており、高さは 8 インチである


から照射台上（一番下）は 20.3cm となる。


図 4 の測定値は 3 回の値の平均値とその


標準偏差をしめす。中心位置での標準偏


差は 1.7%であり、繰り返し測定は安定し


ている。実線は 4 次の多項式での近似曲


線である。 先に決定した線量の絶対値は


中心の値である。 中心から上方約 6cm


と下方約 6cm にピークがあり、中心線量
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よりそれぞれ約 18%と約 8%高くなって


いる。よって、これらの位置で照射する


場合には中心線量の 1.18と 1.08倍する必


要があることが確認された。[1] 


 


 


図 9 ターンテーブル回転照射での高さ方


向線量分布。横軸が高さ、縦軸が 1 分間照


射線量である。上下 6 cm の位置にピークが


確認された。 


 


5-3. 固定照射における縦軸方向線量分布 


ターンテーブルを固定した状態での縦軸


線量分布を図 10 に示す。ただし、これは一


例である。他の日の照射では大きく異なる


結果が得られた。これは、固定照射の場合、 


ガラス線量計スタンドを正確に中心面に固


定するのが困難なため、線量のばらつきが


発生したと思われる。固定照射を行った場


合±15 %のバラツキが見込まれる。 また、 


照射体の入射面側と射出面側で線量が大き


く異なる可能性があるため、線量分布もよ


くない。よって、固定照射は推奨できる照


射方法ではないことが確認された。[1] 


 


 


図 10 ターンテーブル固定照射での高さ


方向線量分布。青線がターンテーブル固定


状態、赤線がターンテーブル回転状態であ


る。固定状態ではバラツキが多く、これは


一例である。 


 


5-4.回転照射における横方向線量分布 


横方向の線量分布はターンテーブル回転


軸に対して図8で示すように左右2 cmの位


置で測定した。3 回測定の値を図 11 にしめ


す。図には中心軸平均値も示す。中心位置


では 3 回を通してほぼ同じ値を示した。こ


れは、線源がカタログの分布図から 4 個


使っているものと思われ、中心位置では 4


個の線源から最も遠い位置にあるため、2 


cm ずれの影響が他に比べ大きくなってい


ないと考えられる。また、2 cm の値のばら


つきが大きいのは測定照射時間にも関係し


ている。特に線源側の面では大きく影響す


る。本装置ではシャッターが手動のため、


照射時間の差が出やすい。 


ターンテーブルの回転数は 4.5 回/分で


あるため、線源とガラス線量計スタンドの


角度の違いが大きく影響してくることが確


認できた。1 分程度の照射では回転が少な


く位置に対する影響が無視できないため注


意が必要である。[1] 
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図 11 横方向の線量分布。中心部は誤差は


少ないが、4 つの線源に近いほど差が大き


い。 


 


5-5.線源からの距離による線量 


線源と照射体との距離による線量の関


係について測定した。線量は 4 個の線源


の真中にあたる中心位置で測定した。測


定結果を図 12 に示す。横軸はターンテー


ブル中心を 0 mm として、線源中心位置か


らの距離である。負の距離は線源に近い側


を表す。 距離の可変には 5 mm 厚の発泡ス


チロールを挟んで変えている。今回は発泡


スチロールの影響は考慮していない。2.38 


mm の値は 2 mm のアクリル板に密度の補


正を加えた厚さで、アクリル板による吸収


は、線源に近いため、距離の逆二乗則が大


きく効いているため問題にならない。  


曲線の傾斜はほぼターンテーブル中心に


対して対象になっており、また、リニアな


特性であることから、回転照射ではほぼ平


坦な分布が得られたことになる。[1] 


 


 


図 12 線源中心部からの距離による線量。


横軸はターンテーブル中心を 0 mm として、


線源中心位置からの距離、縦軸は線量率で


ある。リニアな特性が得られた。 


 


5. まとめ 


高線量率ガンマ線照射装置 Gammator M


型の線量測定をガラス線量計にて行った。


線源と照射物が近い構造の装置のため、照


射物の大きさによっては、線量分布が均一


にならない可能性がある。また、ターンテ


ーブルを回転させない固定照射では誤差が


大きく、固定照射は避ける必要がある。 


この結果を基に、移設による装置への影


響がないことが確認できた。平成 22 年 4


月 20 日にユーザーへ連絡し、移設後のユー


ザーマシンタイムを解放した。現在、月に


平均 15 件程度使用されている。 
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要旨 


大型サイクロトロンの汎用照射室の C-8 では、その構築を参考にした放医研の HIMAC 加速器


の BIO 照射室と同様、散乱体とワブラー磁石を用いて広い照射野のビームを作成し、様々な実験


に使用している。このような横方向に広がったビームのプロファイルを簡単に測定する目的で、


シンチレータを十文字上に並べたアレイを作成した。シンチレータからの信号は NIM のディス


クリミネータで処理し、同じく NIM のスケーラで粒子数として記録し、コンピュータで読み込


み、記録した。そのビームの横方向プロファイルを、二次元ガウス分布型のビームスポットが楕


円軌道上を一定の角速度で移動するとのモデル化を行い、分布関数を作成した。分布関数を測定


値で fitting することで、このモデル化の妥当性を検証し、測定精度と等しい精度でプロファイル


を再現できることを確認した。 
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１．はじめに 


放医研の大型サイクロトロン(NIRS-930)[1]


では、生物・物理実験、試料の放射線耐性の


試験といったニーズに応えるために、本体照


射室のC8コースに散乱体とワブラー磁石を設


置し、広い照射場を持つビームの提供を行っ


ている。図 1 は、C8 コースにおける、ビーム


輸送系、散乱体、ワブラー磁石等の概略図で


ある。C8 コースでは、サイクロトロンからの


ビームを、散乱体で散乱させ、ワブラー磁石


で角度を振り、低真空にひいた領域でエネル


ギーを落とすことなく距離をとり、直径約 7cm


の照射野を作成している。 


本稿では、ビームの横方向分布の実測を行


ない、その測定値を元に式(5)で表した分布関


数への fitting を行い、モデル化の妥当性を検


証した。 


散乱体-ワブラー法で作成した照射場を蛍光


板で可視化すると、図 2 のような写真になる。


(a)は写真撮影の露光時間を短く、(b)では長く


とり、短時間構造と、長時間構造を示した。(a)


で見られる明るい部分(ビームが強い部分)が


円状を周回することによって平坦化され、(b)


に見られるような、一様なビームとなってい


る。この方法では、「散乱体によって散乱され


たビームが二次元のガウス分布型の横方向広


がりの分布を持ち、それを円軌道上において


周回積分する」、というモデル化が可能で、文


献[2]において詳細に記述されている。以下で


は円上の分布からより現実的な楕円上の分布


への拡張を行っている。 


ビーム中心が点ሺܺ, ܻሻにある時に点ሺݔ, ሻにݕ


おけるビーム強度݂は二次元ガウス分布を用


いて、 


݂ሺݔ, :ݕ ܺ, ܻሻ ൌ
ܣ


ߪߨ2√
݁ି


ሺሺ௫ି௑ሻమାሺ௬ି௒ሻమሻ
ଶఙమ 									ሺ1ሻ 


と表す。ሺܺ, ܻሻがある軌道上を周回するので、


ビーム強度の分布関数ܨሺݔ, ሻは(1)式を周回積ݕ


分することで得られ、 


,ݔሺܨ ሻݕ ൌ ර
ܣ


ߪߨ2√
݁
െ
൫ሺݔെܺሻ2൅ሺݕെܻሻ2൯


2ߪ2  ሺ1aሻ					ݏ݀	


図 1 C-8 コースの概略図。 


図 2 C-8 コース照射位置でのビーム形状を蛍光


板で可視化した写真。蛍光板の画像はビデオカ


メラによって撮影し、ディスプレイ上で確認を


行い、ビーム調整に使用している。上に示した


写真はそのディスプレイをデジタルカメラで撮


影したもので、輝度がそのままビームの強度と


はなっていないことに注意が必要である。(a)は


カメラの露光時間を短く、(b)は長くして、同じ


条件のビームを撮影したものであり、短時間と


長時間のビーム構造の違いを示している。 
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と記述できる。ワブラー磁石では、直行する


二方向に磁場を sin 関数で変化させ、それぞれ


の位相がπ 2⁄ ずれているので、ܽ , ܾを定数とし、


ߠ ൌ 、と置くと(はワブラー磁石の周波数߱) ݐ߱


ビーム中心の軌道は、 


൜
ܺ ൌ ሻߠሺ	ݏ݋ܿ	ܽ
ܻ ൌ ሻߠሺ	݊݅ݏ	ܾ  


と置くことができる。ここで、ワブラー磁石


の典型的な周期は 12 Hz であり、大型サイクロ


トロンの共鳴周波数 11～21 MHz[1]と 106 程


度の差があることから、時間構造による干渉


は十分に小さいと考えられるので、ビーム中


心の位置(X,Y)でのビーム強度は時刻には依存


せず、位置だけの関数となることから、時間


が陽に現れないߠの関数として表せて、式(1a)


は、 


,ݔሺܨ ሻݕ ൌ න
ܣ


ߪߨ2√
݁ି


൫ሺ௫ିୟ	௖௢௦஘ሻమାሺ௬ି௕	௦௜௡஘ሻమ൯
ଶఙమ ݏ݀


ଶగ


଴
			ሺ2ሻ 


但し	݀ݏ ൌ ඥܽଶ݊݅ݏଶߠ ൅ ܾଶܿݏ݋ଶߠ݀ߠ 


と、記述できる。(2)式では a=b=R、すなわち


円軌道を取る場合について多項式を用いて定


積分することが可能で、0 次の第一種変形ベッ


セル関数ܮ଴ሺݔሻ を用いて、 


ሻݎሺܨ ൌ 		
ܣ


ߪߨ2√
݁ି


ሺ௥మାோమሻ
ଶఙమ ଴ܮ ൬


ݎܴ
ଶߪ
൰															ሺ3ሻ 


と、記述表できる。(ここで、ݎ ൌ ඥݔଶ ൅ 、ଶでݕ


回転中心からの距離を表す。）式(3)は、ワブラ


ー磁石によって理想的な円軌道上を動かせた


場合の関数で、実際には円では無く楕円とな


る。式(2)は解析的に積分することが困難なの


で、微小区間の和として表すことにし、 


,ݔሺܨ ሻݕ ൌ
஺


√ଶగఙ
∑ ݁ି


൫ሺೣష౗	೎೚ೞಐሻమశሺ೤ష್	ೞ೔೙ಐሻమ൯
మ഑మ Δݏ							ሺ4ሻ 


但し	Δݏ ൌ ඥܽଶ݊݅ݏଶߠ ൅ ܾଶܿݏ݋ଶߠΔߠ 


とあらわすことにする。(4)式を数値積分として解


くために、n を十分に大きい自然数として、微


小 区 間 を ߠ߂ ൌ ߨ2 ݊⁄ と し 、 ߠ ൌ ݉	ߨ2 ݊⁄  


ሺただし 0 ൑ m ൏ ݊ሻとすれば以下の様に 


,ݔሺܨ ሻݕ


ൌ
ܣ


ߪߨ2√
෍ ݁ି


൬ቀ௫ି௔	௖௢௦
ଶగ௠
௡ ቁ


మ
ାቀ௬ି௕	௦௜௡


ଶగ௠
௡ ቁ


మ
൰


ଶఙమ


௡ିଵ


௠ୀ଴


 ሺ5ሻ	௠,௡ܵ߂	


但し	ܵ߂௠,௡ ൌ
ߨ2
݊
ඨܽଶ݊݅ݏଶ


݉ߨ2
݊


൅ ܾଶܿݏ݋ଶ
݉ߨ2
݊


 


という形をとる。(5)式を用いれば、x 及び y


についてのオフセットを加えて、定数 A、散


乱体による広がりσ、ワブラー半径 a および b


の６つのパラメータを決めれば、横方向のプ


ロファイルのモデル化が可能である。 


 


図 4 シンチレータアレイ検出器の概略図。 


図 3 シンチレータアレイによる測定の例。x


軸が水平方向、y 軸が鉛直方向、ｚ軸が相対強


度を表している。シンチレータアレイを自動ス


テージにのせて、鉛直方向と水平方向に動かし


たので、測定点は 1.5cm 間隔のグリッド上に並


んでいる。 
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2. プロファイルの測定と解析 


2-1. シンチレータアレイ検出器 


 プロファイル測定のデータ点を効率よく測


定するために、1cm 角のシンチレータを 1.5cm


間隔で 7 個、またそれと垂直な向きにも 7 個


並べて十字状に配列したシンチレータアレイ


を作成した。計 13 個のシンチレータには、そ


れぞれに光ファイバが接続され、それらのフ


ァイバのもう一端は、16ch のマルチアノード


型の光電子増倍管(MAPMT)の管面に接続され


て、13 個のシンチレータの信号を独立で処理


可能となっている。図 3 にその概略図を示す。


MAPMT からの信号は主に NIM モジュールの


ディスクリミネータ（カイズワークス製


KN246）で処理し、同じく NIM モジュールの


スケーラ（同 KN1861）で計数して、各シンチ


レータを通過した粒子数として記録した。ス


ケーラでの計数はシリアルポート（RS-232C）


を通して PC で読み込み、処理している。 


 


2-2. プロファイルの測定 


 サイクロトロン棟の C-8 コースでのプロフ


ァイルを測定した際には、シンチレータで計


測するために、1cm2 あたりの粒子数が 105 個


を超えない様にした。その際のサイクロトロ


ンでのビーム電流は数 pA である。ビームのモ


ニタリングは、図 1 に示してあるように、照


射場直前に設置した電離箱（応用技研製 


AE-175）を用いた。 


 測定に用いたシンチレータアレイ検出器は、


詳細にプロファイルを測定するために、ビー


ム軸に対して垂直な面上を水平方向と鉛直方


向に動く自動ステージ上に設置した。この自


動ステージを用いて、水平方向と鉛直方向に


それぞれ±3cm の領域を 0.5cm 間隔で動かし、


それぞれの点で１分間ずつデータを取った。


シンチレータアレイの測定値は、各照射間で


の照射量のばらつきを補正するためにモニタ


用の電離箱の計測数を用いた。また fitting の


ための規格化として、自動ステージがビーム


中心にある際にアレイの中心にあるシンチレ


ータの計測数を基準として規格化した。図 4


に測定によって得られたビーム強度のプロフ


ァイルの一例を示す。 


 


2-3. 測定したプロファイルの fitting 


double x[NUM_POINT]; 


double x_err[NUM_POINT]; 


double count[NUM_POINT]; 


double count_err[NUM_POINT]; 


….. 


TGraphErrors *tge_fit = new TGraphErrors( NUM_POINT, x, count, x_err, count_err ); 


TF1 *tf1 = new TF1("BesselI0",  


"[0]*exp(-((x-[3])*(x-[3])+[1]*[1])/(2.*[2]*[2]))*TMath::BesselI0((((x-[3])*[1])/([2]*[2])))",  


X_LOW_EDGE, X_HIGH_EDGE ); 


tf1->SetParameter(0, NORMARIZE); 


tf1->SetParameter(1, RADIUS); 


tf1->SetParameter(2, SIGMA); 


tf1->SetParameter(3,OFFSET); 


tge_fit->Fit(tf1); 


リスト１ 一次元で Bessel 関数を用いて fitting する時のコードの例。 
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 データの処理には、CERN (ヨーロッパ原子


核研究機構)のグループを中心に開発された


ROOT を用いた[3]。ROOT は現在 LGPL[4]の


ライセンシーで、ソースコードが公開されて


いる[5]。ROOT 内で用いられている fitting の


ための最小化ルーチンは、素粒子・原子核分


野では標準的なルーチンとして多くの実験に


用いられた実績のある CERN Program Library 


(CERNLIB) の Minuit [6]が用いられており、信


頼性の高いものである。ROOT には数値計算


用のライブラリとして、TMath に、GNU 


Scientific Library [7]が実装されており、式(3)


で用いた 0 次の第一種変形ベッセル関数は、


ROOT 内で TMath::BesselI0()という形で定義


されている。 


 プロファイルのフィッティングは以下のよ


うに、1. 一次元関数を水平・鉛直方向に独立


で fitting する方法、と、2. 二次元関数を fitting


する方法、の二種類を行った。 


1. ビーム中心軸を通る、水平、および、鉛直


軸上の測定点を用いて一次元で fitting を


行う。式(3)は、水平方向を x 軸、鉛直方


向 y 軸とすれば、ݕ → ݔ、0 → ݔ െ ଴の場ݔ


合には以下のように記述できる。 


௫ܨ ൌ 		C	݁
ି
൫ሺ௫ି௫బሻమାோೣ


మ൯
ଶఙೣమ ଴ܮ ൬


ܴ௫ሺݔ െ ଴ሻݔ
௫ଶߪ


൰			ሺ6ሻ 


上式を用いて水平方向の測定点で fitting


を行い、ߪ௫、ܴ௫、ݔ଴、を求める。同様に、


鉛直方向について行い、ߪ௬、ܴ௬、ݕ଴、を


求める。これらの値は、式(4)での二次元


fitting の初期値として用いる。リスト 1 に、


ROOT で使用するコード例を示す。 


2. 上記 1 で求めたパラメータを初期値とし


て、式(4)をܽ ൌ ܴ௫、	ܾ ൌ ܴ௬、ݔ → ݔ െ 、଴ݔ


ݕ → ݕ െ ߪ、଴ݕ ൌ ሺߪ௫ ൅ ௬ሻߪ 2⁄ 、C ൌ A √2πσ⁄


と置き換えて、6 パラメータの関数として


二次元で fitting した。リスト 2 に関数


elliptic()が式(5)をあらわしている。関数は


delta_s()はだ円上の線要素、gauss2d()は


任意の点について、楕円上の点を中心とし


た二次元ガウス分布を計算する関数であ


る。楕円軌道上の LOOP 個の点について


線要素とガウス分布を計算している。


LOOP の値については大きくしたほうが


精度は高くなるが、最小化ルーチン内で反


復計算をするために、大きすぎると計算に


時間がかかり過ぎるので、試行の結果から、


ここでは 60 から 100 という値を用いる。 


上記 1. の場合は、変形 Bessel 関数が低次の多


項式として実装されていることから[8]、高速


で精度よく fitting できるので、リアルタイム


モニターの用な高速演算が必要な場合に適し


ている。一方、2.のケースは、fitting 関数に、


式(5)で示したような数値積分を用いているの


で、計算に時間がかかるが、楕円軌道を取っ


ている際には、こちらが精度よく決めること


ができる。 


 


3. 結果 


 陽子 70MeVでこれまでよく使われていたビ


図 5 一次元 fit を行った結果の例。上図がビー


ム中心を通る水平方向の軸、下図が同じく鉛直


方向の軸に対して fitting した例。ビームは陽子


70 MeV。 
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ーム条件(散乱体：アルミ 0.3mm 厚、ワブラー


磁石の電流モニタ値：)で、プロファイルの測


定を行った。 図 5 に図 4 に示した測定結果に


ついて、水平、及び、鉛直方向に対して fitting 


を行った結果を示す。fitting の範囲として、


[-4cm,4cm]となっているのは、ビームが 10x10 


cm2 の正方形にコリメートされていることと、


シンチレータのサイズが 1x1 cm2 の角形であ


るので、それらの影響がある 4.5cm 以上の測


定点を使用しなかったためである。図 5 から、


測定した際のビーム条件では、ワブラー磁石


でのビームの振り幅が水平・鉛直方向で等し


くなっていないことがわかり、一次元の円上


の fitting ではモデル化が困難となっている。 


 これらの一次元 fit の結果を元にして、楕円


形での fit を行った時の二次元関数を表した


ものが図 6 である。fitting の精度を評価するた


めに、測定値 ݂ሺݔ௡, ௡ሻとݕ fitting 関数の値


,௡ݔሺܨ ௡ሻの差の二乗和平均として以下のようݕ


に表した。 


∆ൌ ඨ∑ ൛݂൫݊ݔ, ൯݊ݕ െ ,݊ݔ൫ܨ ൯ൟ݊ݕ
2௠


௡ୀଵ


݉
						ሺ7ሻ 


図 6 で示した fitting 関数で、式(7)のΔを計算す


ると、約 0.02 となり、図 5 でエラーバーとして


表した測定値の誤差とほぼ一致しており、この


ことは、モデル化がうまくなされたことを表し


ている。また∆ൌ 0.02という値は、fitting に使っ


た数値がビームの幾何学的な中心での測定値を


元に規格化したものであるため、約 2%の精度で


照射量が求められることを示している。 


 


4. まとめ 


 大型サイクロトロン C-8 コースの散乱体-ワ


ブラー磁石法で作成した照射場において、そ


の横方向のプロファイルをシンチレーション


検出器によって実測し、プロファイルをモデ


ル化する分布関数を作成して、実測値によっ


て fitting を行い、分布関数を導出し、プロフ


ァイルのモデル化について検証した。モデル


は約 2%で、プロファイルを再現することを確


任した。これは、照射野の平坦度が 5%以内と


の高照射野の作成の条件よりも、小さい値で


あり、実用に耐えられるレベルであると考え


られる。通常、この様な広照射場では、例え


ば「直径 7cm の円内において 5%以内で一様」


という表現で一様性を定義しているが、今回


図 7 二次元の分布関数で fitting した結果。相対


的なビーム強度を色によって表している。 


図 6 受動型検出器パッケージの例。8×8 の


円形のくぼみに線量計素子が入る。 
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の方法を用いれば、照射位置でのサンプルの


幾何学的な形状が分かっていれば、約 2%の精


度で照射量が導出可能であり、陽子に対する


検出器の校正などではより高い精度での測定


が可能である。図 7 の様な詳細な形状が分か


っている受動型検出器パッケージへの照射に


ついて考察すると、このパッケージでは 8×8


個の線量計を同時に照射できるが、5%の平坦


度を持つ照射場で照射した際には、一律に 5%


の精度での照射ということになる。しかし、


詳細なジオメトリがわかれば、線量計毎に照


射線量を計算できる。表 1 は線量計毎の相対


的な線量費を計算したものであり、精度とし


てはこれらの値に対して 2%となり、より高い


照射線量を導出することが可能である。 


また、今回のモデル化で、放射線場のプロ


ファイルは、散乱体によるビームのガウス型


分布のσ、ビームの中心位置、ワブラー磁石


によるビームの水平・鉛直方向の振り半径の 5


パラメータで良いモデルが得られることがわ


かった。ワブラーによる振り半径は、ワブラ


ー磁石への印加電流で決まることから、ビー


ム形状をカスタマイズすることが可能である。


現在、ワブラー磁石の電流値と振れ半径の関


係のデータを取得中であり、将来的には照射


対象に応じたビームの作成を行っていく予定


である。 


 


表 1 受動検出器パッケージ内の各線量計に照


射された相対線量の計算値 


0.926  0.957  0.972  0.977  0.979  0.980  0.978 0.969 


0.980  1.000  1.003  1.000  0.998  1.000  1.005 1.006 


1.012  1.022  1.016  1.006  1.000  1.003  1.014 1.023 


1.027  1.031  1.019  1.005  0.997  1.001  1.014 1.029 


1.029  1.032  1.020  1.005  0.997  1.000  1.013 1.028 


1.017  1.026  1.018  1.007  1.000  1.002  1.012 1.022 


0.988  1.007  1.008  1.003  0.999  1.000  1.004 1.005 


0.938  0.968  0.980  0.983  0.982  0.982  0.979 0.970 
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//だ円 fitting のための関数(delta_s()、gauss2d()を呼び出している) 


double elliptic ( double *x, double *par ) 


// par[6] : par[0] Noramalize, par[1] sigma, par[2] x-radius, par[3] y-radius, par[4] x-offset, par[5] y-offset 


{ 


    double retval = 0.0; 


    for ( int it = 0; it < LOOP; it++ ) { 


        double t0 = 2.0 * PI* (double)it / (double)LOOP; 


        double t1 = 2.0 * PI * (double)(it+1) / (double)LOOP; 


        retval += delta_s( t0, t1, par ) * gauss2d( t0, x, par ); 


    } 


    return ( retval ); 


} 


// Δs を計算するための関数 


double delta_s ( double t0, double t1, double *par )  


{ 


    double a = *(par+2), double b = *(par+3), x0 = *(par+4), double y0 = *(par+5);  


    return sqrt( a * a * (cos(t0) - cos(t1)) * (cos(t0) - cos(t1)) 


 + b * b * (sin(t0) - sin(t1)) * (sin(t0) - sin(t1)) ); 


} 


// 楕円上の一点を中心とする二次元ガウス分布を計算する関数 


double gauss2d ( double t, double *x, double *par ) 


{ 


    double xx = *x, yy = *(x+1); 


    double c = *(par), double s = *(par+1), a = *(par+2), double b = *(par+3); 


    double x0 = *(par+4), double y0 = *(par+5); 


    double ret = c * exp(-0.5 * ((((xx-x0)-a*cos(t))*((xx-x0)-a*cos(t)))+(((yy-y0)-b*sin(t))*((yy-y0)-b*sin(t)))) / 


(s*s) ); 


    return ret; 


} 


// メイン関数 


{ 


    double par[6]; // １次元の fitting の結果で初期化しておく 


TGraph2DErrors *gr2d = new TGraph2DErrors(NUM_POINT, x, y, count, x_err, y_err, count_err); 


    TF2 *tf2 = new TF2( "Eliptic", eliptic, X_LOW, X_HIGH, Y_LOW, Y_HIGH, 6 ); 


    tf2->SetParameters(par); 


gr2d->Fit(tf2); 


} 


リスト 2 二次元の分布関数のコーディングの例と ROOT による任意関数での fitting の例。 
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要旨 


放射線医学総合研究所(以下「放医研」という)には、共同実験機器1として「細胞分取装置」と


言う名称で日本BD(Becton, Dickinson and Company)社のFACSAriaが導入されている。FACSAria 
はフローサイトメトリー(Flow Cytometry) 2の一種で、血球細胞、動物細胞、植物細胞、酵母、


バクテリア、プランクトン、核などの0.5 µm～100 µm程度の大きさの単離状態の細胞浮遊液の


サンプル1つ1つにレーザー光を当てて、出てきた散乱光や蛍光を検出し、それらの光を電気信


号に変えて検出し測定する装置である。 
本装置のように専門知識及び専門技術を要する装置類を適切に管理するためには、高度な知識


と技術力が有って始めて維持が行える。また、研究を円滑に行うためには適切な技術支援が必


要である。これらの事から、高精度の維持管理の実施及び適切な技術支援を行うため様々な実


験を行った。そして、それらの情報を整理し提供する事で、安心して装置を利用出来る環境と、


実験を行う上で必要な技術支援について整理をした。 


 


Keywords: FACS、フローサイトメトリ、精度管理、細胞分取、ソーティング、共同実験機器 


*Corresponding Author:  


前田 武 (Takeshi Maeda) 


e-mail:ta_maeda@nirs.go.jp 


                                                      
1放射線医学総合研究所が設立した1957年(昭和32年)から、研究施設や機器等の資源の効率的な運用と部門間の利


用の公平を担保するため、「共同実験施設運営委員会」を設け、共同で利用すべき実験機器及び施設として指定され
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する 装置のこと。 


NIRS Technology放射線医学総合研究所
技術報告書


www.nirs.go.jp


NIRS Technology放射線医学総合研究所
技術報告書


www.nirs.go.jp







29 
 


1 はじめに 


FACSAria(図 1)とは、BD 社が開発 2003 年より販


売を開始した、高感度で細胞等のマルチカラー解


析が出来る上に、8，000～18,000 個/秒という高速


なセル・ソーティングが可能な装置のことである。 


 
図 1 FACSAria の外観。右がコントロール PC で


左にある白くホースが繋がっているのが AMO。


真ん中にある実験台の上の装置が FACSAria。 


 


「FACSAria」の「FACS」とは、fluorescence- 


activated cell sorter(蛍光標示式細胞分取器)を意


味する。つまり、前処理を行ったサンプルを含ん


だストリームにレーザー光を当てて蛍光を発生さ


せる(図 2)ことにより、前方散乱 FSC(Forward 


Scatter）、光線と直角の方向の側方散乱 SSC(Side 


Scatter)で細胞の大きさ、細胞の形態や核、顆粒な


どの細胞内部構造の情報を取得する(図 3)。 


また、複数の蛍光で細胞を染めることにより、


細胞の状態を解析でき、更に、電荷を掛けること


により、目的の状態の細胞を分取する装置のこと


をいう。  


この装置を用いることで、放射線照射された細


胞などをその影響により変化が生じた細胞だけを


分取したり、放射線照射したい周期の細胞だけを


分取し培養したり、組換えをされた細胞などの目


的の群を分取、培養して放射線照射したりと今ま


で顕微鏡で時間を掛けて行っていた実験を高速に


処理することが出来る様になった。 


 


図 2 シース液と共に流れてきたサンプルにレ


ーザーを直交させ、それにより励起された蛍光を


検出器で検出する。(文献[3]より改変) 


 


 


図 3 レーザー光が細胞を通過したときに発生


する散乱光の経路(文献[3]より改変) 


 


共同実験機器として運用しているのは初代の


Aria で、3 種類のレーザー(青色波長:488nm 半


導体レーザー、赤色波長:633nm HeNe レーザー、


紫色波長:407nm 半導体レーザー)を搭載してい
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る。更に、オプションとして、ACDU(Automated 


Cell Deposition Unit: 自動細胞分取装置) (図 4)及


び AMO(Aerosol Management Option：エアロゾル


除去装置)を装備している。また、改造を伴うが、


追加オプションユニットとして UV レーザー管


(2008 年発売)の搭載をすることも可能である。 


2007 年には FACSAriaⅡが発売され、2010 年に


は FACSAriaⅢがアナウンスされ、その機能は更に


進化を続けている。 


 


 


 
図 4 ACDU(Automated Cell Deposition Unit)。スライドまたはマイクロウェルプレートを用いることでチ


ューブ以外にもソーティングすることが出来る。 


 


図 5 クリーニングがなされなかったために、汚れたフローセル。レーザーが汚れた部分に当たり色が付


いている。 
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図 6 フローセル、フローセル周りと電極部 


 


２．維持管理 


 2.1 使用直後のクリーニング 


使用直後のクリーニングは、FACSAriaを使用した


者が各自行うべき大切な行程である。何故なら、


細胞等をサンプルとして使用する場合、基本的に


は蛍光染色などを行って、観察または分取したい


対象を明確にする。ところが、蛍光染色に用いら


れる薬品等は浸透性が高く、使用した後何もせず


そのまま放置しておくと流路及びフローセルに沈


着してしまう。特にフローセルに蛍光色素などが


沈着した場合、その汚れでレーザーが励起されて


しまい、測定そのものが出来なくなってしまう(図


5)。精度のよい測定を行う為には、必ず、Shut Down


処理前にFACS Clean液で約5分間フローセルを浸


け置き洗いを行う必要が有る。 


 


2.2 Weekly Maintenance 


FACSAriaには、とても細かい部品が多く用いられ


ており、長期間使用しないと場合目詰まりを起こ


し、使用できなくなる。その為、使用の有無に拘


わらず、1週間に1回Weekly Maintenanceを実施して


常に良好な状態に保っている。 


本作業は、FACS Rince液でFACSAria内の洗浄を


行うとともに、高圧が掛かる電極周りなどの清掃


を行う。 


これにより、塩の析出や不純物による各パーツの


目詰まりを防止し、高電圧が掛かる電極を中心と


して汚れの除去がなされ正常かつ清潔に使用する


ことが出来る。 


Weekly Maintenanceの注意点は、 


① フローセルの汚染防止 


② 微細パーツの目詰まり防止 


③ 電極の汚れによる基板への負荷等の軽減を
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しることによる破損防止 


の3点である。 


 


 


図 7 レーザーのズレ補正と精度管理を実施したデータ。全てのピークがシャープになっている。また、


CV 値も 1 桁で性能が維持されていることが示されている。 


 


2.3 Monthly Maintenance 


共同実験機器として管理している FACSAria には、


解析用レーザーを 3 本搭載しており、それらのコ


ンディションはデータの善し悪しに繋がる。その


ため、フローセルの汚れ具合だけでなく、レーザ


ーの劣化などを含め Weekly Maintenance よりも広


範囲かつ念入りに確認を行う。 


本来、精度管理はサンプル測定を行う前に実施し、


機器設定時の光学系／流体系、感度の最適化と管


理を行いデータの精度を保証するものである。そ
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れとは別にデータ精度の信頼性を担保するため、


最低月に 1 回メンテナンスの一環として装置の精


度管理を実施し実施する。 


精度管理を行うには、管理用のUltra Rainbow 


Beadsを用いて行う。まず、Laser Delayの確認を行


う。この項目は、安定したデータを測定する為に


不可欠である。 


 方法としては、FSC-A及びSSC-Aのプロット画


面でBeads集団が100×103付近に来るよう調整を行


い、ポピュレーションを設定した後、APC-Aと


Violet1-Aのヒストグラムを展開する。APC-Aと


Violet1-Aのピークを100×103付近に表示した後、マ


ーカを設定する。次に、蛍光強度を参照しながら


Meanが最大となるDelayを確認する(図7上)。 


最後に、全パラメータの精度管理用のプロットデ


ータを表示させ、全てのヒストグラムのピークを


100×103付近に調整し、記録する(図7下)。 


この時、Blue、Violet Laser の CV が 5%以内(SSC


は 10%以内)、Mean は 20%以内 Read Laser の CV


が 10%以内、Mean が 30%以内の変動範囲で収まっ


ている事を確認する(図 7)。この変動範囲を超えて


いる場合、パラメータの確認を行い、問題がなけ


れば、Leaser の劣化または、フローセルの汚れを考


慮し、調整または清掃を実施する。 


 


 


2.4 利用環境の保全・確認 


流路の汚れ具合などを確認するため、生きた細胞


でソーティングを実施し、一定期間培養すると細


胞がコロニーを形成する。その具合で、実験環境


の Contamination を把握できる。 


図8にソーティングを実施した細胞が蒔いた数の


おおよそ 50%でコロニーを形成した。 


この事から、Contamination は無く、健全な状態で


ある事が分かる。 


Contamination があった場合は、おおよそ半日かか


る大がかりなクリーニングを実施し、パーツの交


換等を行って無菌状態にする。最低、半年に 1 回


は実施する。 


 


 ３．ソーティング機能 


 3.1 FACSAria で出来るソーティング 


他のフローサイトと FACSAria との大きな違い


はソーティング機能の有無である。この機能が


最大の特徴となっている。 


FACSAria は基本のソーティングとして、2Way 及


び 4Way ソートが付属のフォルダ(図 9)を変えるこ


とにより出来る。実際にフォルダを取り付けた状


態を図 10 に示す。 


2WaySortはゲートを掛けた目的サンプルを2種


類まで、4Way ソートは 4 種類分取できる。ただ


し、4Way Sort の場合、サンプリングする隣り合う


チューブとチューブの間隔が近いため、サイドス


トリームの広がりを抑え、飛散の可能性を最小限


にするため、1drop Sort を行う必要が有る。4Way


ソートの基本設定を表 1 に示す。 


この FACSAria には先にも述べたが、オプション


である ACDU(図 4)が装備されている。そのため、


スライドまたはマイクロウェルプレート(6well、24


well、48well、96well、384well 及びカスタム設定) 


へ高速に指定した細胞数だけソーティングするこ


とが出来る。この ACDU を用いるための基本設定


を表 2 に示す。 
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図 8 CHO-K1 細胞を Violet Leaser で蛍光を発する色素で染めた。ゲートを掛けた部分を分取対象とし、


6well のプレートに、100～2000 個の細胞をソーティングした。 
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図 9 FACSAria のソーティングで用いられる Tube Folder 


 


 
図 10 2Way Folder を FACSAria に取り付けた状態。 
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表 1  4Way ソートの基本設定 


 


Precision Mode  4Way Sort  


Yield  0  


Purity  32  


Phase  0  


 


 


表 2 ACDU 使用時の基本設定 


 


Sort Setup  Low Mode  


Nozzle  100µm  


Sort Precision  Single Cell Mode  


 


 


3.2 ソーティング前の Drop Delay 設定手順 


Drop Delay とは、Laser hit point で認識された細


胞が水流中を流れ、Breakoff Point まで到達する時


間を示す(図 11)。  


ソーティングでは、始めに Drop Delay を設定し、


目的細胞の流れる水流が液滴になる瞬間に電荷を


掛けるタイミング調整が必要となる。 


タイミング調整を行う Drop Delay の確認には、


AccuDrop Beads を使用する。ソート信号でソート


した AccuDrop Beads を AccuDrop Beads 用励起用


の Laser で励起させ、蛍光強度をビデオモニタで


画像解析する(図 12)。 


まず、Optical Filter を使用して、散乱光が入って


いないことの確認する(図 13)。 


 


図 11 液滴電荷方式によるソーティング原理(「新


版フローサイトメトリー自由自在)より) 


 


 


図12   AccuDropを励起させ蛍光強度をビデオモ


ニタで画像解析する。  


 


 


 


図 13  Optical Filter で散乱光が入らないことを確


認。  
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表 3  Drop Delay における初期設定値 


Setting  High Medium  Low 


Drop Delay  44.00 45.00  29.00 


※調整範囲は初期値の±5 の値 


 


 


 


 


 


表 5 ソート・パラメータの使用目的 


Sort Precision  


Purity  高純度で高回収率を維持する


Sort Mode 


Yield  高回収率を優先。Drop 中に目的


外細胞が居る場合も Sort を実行


する。 


Single Cell  ACDU を使用する場合など、最


も正確な細胞数での Sorting に使


用。  


Initial  AccuDrop Beads での Drop Delay


の粗調整に使用。2 滴 Sort Mode 


Fine Tune  AccuDrop Beads での Drop Delay


の最終調整に使用。1 滴 Sort Mode 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


表 4 ソート・セットアップにおけるノズルとそ


の使用目的 


Sort Setup  


Mode Nozzle 


(µm) 


備  考 


High 70 圧力等の要因に強い一般的


な血球細胞の Sorting が可


能。  


90,000 滴/秒の液滴を形成


し、より高速 Sorting が可


能。  


Medium 70 加圧の影響を受けやすい活


性化している様な細胞、付


着系細胞に適している。  


解析目的には、High Mode


より検出感度が若干上昇す


る。  


Low 100 大型の細胞、ACDU を使用


するさいの Mode 


圧力等に非常に弱い細胞に


も適している。  


Custom 70 Sorting をしない高感度


Mode  
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 次に、Sort Layout の Precision で Initial(粗調整用


2 滴 Sort Mord)にして、左側 Sort Gate が 100%にな


るよう調整(図 14)した後、Fine Tune(最終調整用 1


滴 Sort Mord)にして、左側 Sort Gate が 90%以上で


最大値になるよう調整を行う(図 15)。  


この時の各シーススピードでの初期値を表 3 に


示す。 


 


 


図 14   Initial Mord での Drop Delay 調整 


 


 


図 15  Fine Tune Mord での Drop Delay 調整 


 


 


3.3 ソーティング・パラメータ 


各モードにおけるパラメータの意味を表4～表5


に示す。実験目的に合わせ、Nozzle 等の設定を行


う。 


４．性能確認実験 


 4.1 精度確認実験① 


FACSAria には以下の 3 つの大きな特徴がある。 


 ① 任意の細胞数を分取出来る。 


 ② 蛍光の種別により分類し分取出来る。 


 ③ 高速度で任意の細胞を分取出来る。 


これら特徴を最大限に引き出すには、保守管理


は当然ながら、技術力も必要となるため、予備実


験を放射線生物分野から、①に着目し予備実験を


実施した。 


まず、基礎的な生物学では生存曲線が描かれる


(図 16)。 


 


図 16 基礎的な生物学での生存曲線 


 


低線量域を見ようとすると、 


A) 細胞を放射線で照射する。 


B) 放射線を照射した細胞を試験管に分取する。 


C) コールター・カウンタ等で計数しシャーレ


に任意の細胞数を蒔く 


D) コロニー形成をみて、survival curve を形成


する。 


という手順でデータを取得する。ところが 


通常法では誤差があり、低線量領域での生存率 1


～0.6 は、誤差範囲に含まれてしまい、「放射線超


感受性(Hyper radio sensitivity)」を見ることが難し


い。 


しかしながら、①の機能を最大限の性能を引き


出せており、細胞をきっちりと分取することが出


来る精度が確保されている場合、誤差が軽減され


るため、低線量領域が見えるはずであることから、


性能確認を兼ねて表 6 に示す条件で行った。 
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表 6 精度確認実験パラメータ 


照射条件 


X 線発生装置(PANTAC320H SHIMAZU) 


管電圧・管電流： 200kVp、20mA 


線量率： 0.25Gy/min 


CHO-K1 細胞に 1Gy までは 0.1Gy 刻みで照射。そ


れ以降は、1.2Gy、1.5Gy、2Gy、3Gy、5Gy、7Gy。


ソート条件 


6well プレートに、コロニーが 100 個程度存在する


ように任意の細胞数を撒く 


 


 その結果、図 17 の様に低線量域での survival 


curve を取ることができ、 「放射線超感受性(Hyper 


radio sensitivity)」と思われるものを見ることが出


来た。  


この事から、装置を良い状態で保守管理されて


おり、目的細胞をきっちり分取する能力があるこ


とが確認された。 


 


図 17  「放射線超感受性(Hyper radio sensitivity)」


と思われるプロット 


 


 


 


 


 


 


 


4.2 精度確認実験② 


FACSAria は、高速に指定した細胞数だけソー


ティングが出来る。実際、FACSAria の制御には


FACSDiva ソフトウエアを用いて行っており、そ


の中のソート・レイアウトでターゲット・イベ


ントを設定することにより、指定した個数の細


胞等を分取した時点でソーティングを終了させ


ることが出来る。 


では、そこで指定された個数の細胞等は本当に


ソーティングされているのか、という確認をし


た。 


はじめに、FACSAria の保守管理用ビーズをア


クリル・プレートに滴下し、共焦点顕微鏡


(Olympus 社製 FLUOVEW FV1000)で観察してみ


たところ、滴下したビーズ群を確認出来た(図18)。 


 


 


 


図 18 FACSAria の保守管理用ビーズを滴下し、


撮像した。ビーズを確認出来た。 


 


 


この方法で実際にアクリル板にビーズをソーテ
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ィングしてみると同様に観察できるはずであるの


で以下の条件を設定した。 


 


A) FACSAria の管理用 FITC と PE の Beads の混


合溶液を作成。  


B) FITC と PE に Sort Gate を設定。  


C) FITC についての Sorting 条件として、Beads 1


個～10 個とする。  


D) ACDU を用いて各条件で透明アクリル板に


348 well の設定で撒く。  


E) パラメータとて、Sort Setup:Low Mode、


Nozzle：100 µm、Sort Precision：Single Cell 


Mode とする。  


F) 作成したサンプルを共焦点顕微鏡(Olympus


社製 FLUOVEW FV1000)で観察・撮像。  


G) 映像をカウントし集計。  


 


条件に従い、384 点に任意数の Beads を撒いて、


共焦点顕微鏡の視野である 98 点を観察した(図


18)。 


 


 


 


図 19 ビーズを 1～10 個蒔くように指定し、撮像した。画像中のビーズを→で示した。
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図 20  蒔いたビーズの数毎の精度割合の分布 


 


 


FACSDiva ソフトウエア上のソーティング・ロ


グを確認すると全て指定数が撒かれたログとな


っていたが実際にカウントしてみるとログとは


異なった個数が撒かれていた。 


結果、70～80%が指定した数が撒かれていた


(図 19)。その分布も大きなバラツキは見られな


かった(図 20、図 21)。 


 


 


図 21 指定した数と実際に撒かれたビーズの平


均数との誤差 


 


指定数と誤差が生じた原因として考えられるこ


とは、 


① Drop Delay の設定による誤差 


②ACDU が稼働するときの振動による誤差 


③ソート条件の組合せ 


④レーザーの調整 


⑤Stream のバラツキ 


などが考えられる。 そのため、今回と同一条件ま


たは異なった条件でのデータ収集を繰り返し、統


計的データの蓄積を行う。  


 


 


５．実際のトラブル事例とその対応 


① PC でストリーム画像が見えない。(軽微) 


【原因】 PC と FACSAria の接続タイミングが会


わなかった。 


【対応】 FACSAria の自己チェックが終わってか


ら PC を立ち上げるよう掲示した。 


② PC からの命令に FACSAria が応答しない。(軽


微) 


【原因】 PC と FACSAria の接続タイミングが会


わなかった。 


【対応】 FACSAria の自己チェックが終わってか


ら PC を立ち上げるよう掲示した。 


③ フローセル内部が汚れてしまった。(重大) 


【原因】使用後所定のクリーニングを実施しなか


ったため、染色剤等が付着してしまった。 


【対応】交換修理(約 60 万) 


④ チューブにキャップを付けたままロードした。


(重大) 


【原因】サンプルに雑菌が入るのを防ぐため、キ


ャップをしたままセットしそのままロ


ードしてしまった。 


【対応】図示でキャップを付けないよう注意。予


備品(一本 5000 円)と交換。 


⑤ ソーティングした細胞が Contamination した。


(重大) 


【原因】雑菌で汚れていたサンプルをロードして


しまった可能性がある。また、使用後所


定のクリーニングを行わなかった。 


【対応】 FACSAria に滅菌クリーニングを実施(約


4 時間)。  
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図 22-1 平成 18～22 年度上半期のセンター毎の利用回数(棒グラフ)と時間(線グラフ)の推移。重粒子医


科学センターの利用が多い。 


 


 


 


図 22-2 利用研究 G の利用状況。細胞を重粒子線で照射した後に利用するため、時間外利用多い。現体


制ではこの時間帯でエラーが起こると対応できない。 
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６．FACSAria の諸費用  


 


FACS Ariaの年間維持費用について以下に示す。 


 


項 目  金 額  


消耗品費  


(FACSRince、FACSFlow、


校正用 Beads 等)  


約 3,870,000 円/年 


保守部品  約 751,000 円/年 


遺伝子組換え(P2)対策費  


(Aerosol Management 


Option)  


2,000,000 円 


修理  


・基盤交換(2006/10) 


・フローセル交換等


(2007/02) 


・動作不良(2008/01) 


・高電圧電極修理(2008/06) 


・高圧電源部修理(2008/09)  


2,230,000 円 


レーザー交換費(2010 以降)  4,000,000 円 


 


 


７． 最後に 


本装置は、平成 17 年度に購入された。その間、


細胞等の解析やソートに入るまでのセットアップ


が複雑で、医学や生物の研究分野で有用な装置に


係わらず当初は利用者が少なく殆ど稼働していな


かった。更に、FACSAria の機能を担保するために、


毎週定期的に実施する Weekly Maintenance、3 本の


解析用レーザーの劣化やフローセルの汚れ具合な


どを確認すると同時に精度管理を実施する


Monthly Maintenance、装置内部にコンタミネーシ


ョンを起こす汚れがないかを確認し、無菌状態に


するためのクリーニングを年 2 回実施しており、


維持をするためだけにも専門知識と技術が必要で


ある。 


平成 19 年度に共同実験機器担当者が、


『FACSAria 基礎トレーニングコース』を修了し、


簡易マニュアルを作成して現場に整備すると同時


に、オペレーション技術の提供を開始してから


徐々に利用件数が増加してきている(図 22-1、22-2)。 


残念ながら、現行体制では本装置に専用のスタッ


フを配置する余裕はないため、全ての実験へのオ


ペレーション技術の提供は出来無い。そこで、整


備した簡易マニュアルを元に基本的な操作方法及


びクリーニングの方法を利用者に覚えて貰い、そ


れ以外のトラブルなど専門知識や技術が必要な場


合に呼び出して貰い対応している。 


今後は、遺伝子組換え施設(P2)の装置になったこ


ともあり、更に利用者が増えることが見込めるの


で、今まで以上に FACSAria に対する研究支援す


る体制を構築し、FACSAria への技術サポートが行


えるよう取り組んでいきたい。しかしながら、共


同実験機器、特に専門技術を要する機器の維持管


理には利用者の積極的な協力無しでは運用が困難


である。 


今回、平成 18 年度第 2 回技術と安全の報告会、


平成19年度第3回技術と安全の報告会での報告及


び放射線科学 2010 年 7 月号 Vol.53 に執筆したも


のをまとめさせて頂いたことにより、FACSAria


の理解の助けとなると共に、今後の協力をお願い


するときの助けとなることを期待したい。 
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FACSAria による Hoechst 蛍光試薬を用いたソーティングの検討 


 


 


前田  武*1、小西  輝昭 1、塩見 尚子 1、高野 裕之 2、児玉 久美子 3、 


 


1) 基盤技術センター研究基盤技術部 


2) 東京ニュークリア・サービス㈱ 


3) ㈱ネオス・テック 


 


要旨 


放射線医学総合研究所(以下「放医研」という)には、共同実験機器1として「細胞分取装置」


と言う名称で日本BD(Becton, Dickinson and Company)社のFACSAriaが導入されている。


FACSAria はフローサイトメトリー(Flow Cytometry) 2の一種で、血球細胞、動物細胞、植物細胞、


酵母、バクテリア、プランクトン、核などの0.5 µm～100 µm程度の大きさの単離状態の細胞浮


遊液のサンプル1つ1つにレーザー光を当てて、出てきた散乱光や蛍光を検出し、それらの光を


電気信号に変えて検出し測定する装置である。 


今までは、本装置に対する精度を維持するためのメンテナンス等についてと、最も特徴的であ


るソーティング精度について検証を重ね報告をしてきた。 


今回は、搭載している3本のレーザー(青色波長:488nm 半導体レーザー、赤色波長:633nm 


HeNeレーザー、紫色波長:407nm 半導体レーザー)の内、407nm半導体レーザーを用いてHoechst
染色した細胞の検出の可否について検討を行った。 


 


Keywords: FACS、フローサイトメトリ、Hoechst 蛍光試薬、精度管理、細胞分取、ソーティン


グ、共同実験機器 
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1 はじめに 


「FACSAria」の「FACS」とは、fluorescence- 


activated cell sorter(蛍光標示式細胞分取器)を


意味する。つまり、前処理を行ったサンプルを


含んだストリームにレーザー光を当てて蛍光を


発生させる(図 1)ことにより、前方散乱 FSC 


(Forward Scatter）、光線と直角の方向の側方散乱 


SSC(Side Scatter)で細胞の大きさ、細胞の形態や


核、顆粒などの細胞内部構造の情報を取得する


(図 2)。 


放射線を照射した細胞を蛍光試薬などで染色


することにより、どの様な変化が生じたかなど


細胞の状態を解析できる。更に、放射線照射し


たい周期の細胞だけを分取し培養したり、組換


え細胞などの目的の群を分取、培養して放射線


照射したりと今まで顕微鏡で時間を掛けて行っ


ていた実験を高速に処理することが出来る様に


なった。 


 


図 1 シース液と共に流れてきたサンプルに


レーザーを直交させ、それにより励起された蛍


光を検出器で検出する。(文献[3]より改変) 


 


 


図 2 レーザー光が細胞を通過したときに発生す


る散乱光の経路(文献[3]より改変) 


 


共同実験機器として運用しているのは初代の


Aria で、3 種類のレーザー(青色波長:488nm 半導


体レーザー、赤色波長:633nm HeNe レーザー、紫


色波長:407nm 半導体レーザー)を搭載している。 


これらのレーザーを用いて、蛍光試薬または細胞


独自の蛍光色素を励起させ、蛍光波長と励起波長


の特性(図3)を用いて同時に数種類の蛍光を測定す


る。ここでは、488nm の半導体レーザーと 407nm


の半導体レーザーを用いて、PI (Propidium Iodide)


と Hoechst 試薬で染色した CHO-K1 細胞が認識で


きるか、分取出来るか、試薬の違いにより出現位


置に違いがあるか、を中心に実験を行った。 
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図 3 蛍光・励起波長の特性(文献[3]より) 


2 実験手順 


2.1 準備 


2.1.1 器具・装置 


・BD Falcon REF 353003 細胞培養ディッシュ 


・BD Falcon 2070 50mL ポリエチレン・コニカ


ル・チューブ 


・BD Falcon REF 352095 15mL ポリエチレン・


コニカル・チューブ 


・OLYMPUS 社 CKX31 


・eppendorf 社 Centrifuge 5702 


・BECKMAN COULTER 社 


Z1 Coulter Particle Counter 


・BD 社 FACSAria 


 


2.1.2 試薬・サンプル 


・PI (Propidium Iodide)：Moleculer Probes 


・Hoechst33342：Moleculer Probes 


・Hoechst33258：Dojindo 


・Hoechst34580：invitrogen 


 + DMSO：和光 


・PureLink RNase A：invitrogen 


・PHOSPHATE BUFFERDE SALINE D8537： 


SIGMA 


・MEDIUM D8062：SIGMA 


  + penicillin 11ml 


  + FBS 55ml 


・0.05%  Trypsin-EDTA：invitrogen 


・CHO-K1 


 


2.1.3 設定 


・Nozzle：100µ 


・Stream Speed：Low 


・Flow Rate：1.0 


・FSC ND Filter Assembly：2.0 


・Filters Position ：Normal 


・Filters Position ：Change 


 


2.2 レーザーとフィルタの組合せ 


FACSAria は搭載するレーザー数にあわせてその


設定を変更し、検出できる蛍光数が変わる。それら


について表 1 にまとめた。放医研の FACSAria のフ


ィルタの組合せ(図 4)はマニュアルに示されている


ものとは太赤字下線部がことなっている。 


 


表 1 BD が公表しているレーザーとフィルタの組合


せ。放医研の FACSAria は太赤字下線部が異なる。 


Tow Laser SYSTEM (7 color) 


 633nm HeNe レーザー(Red) 


A 780/60 APC-Cy7 


735  


B 660/20 APC 


 488nm 半導体レーザー(Blue) 


A 780/60 PE-Cy7 


735  


B 695/40 PerCP-Cy5.5 or PI 


655  


C 610/20 PE-Texas Red 


595  


D 572/26 PE or PI 


556  


E 530/30 FITC 


502  


F 488/10 SSC 


 1.0 ND Filter  


Three Laser SYSTEM (9 color) 


 633nm HeNe レーザー(Red) 


A 780/60 APC-Cy7 


735  


B 660/20 APC 


 488nm 半導体レーザー(Blue) 


A 780/60 PE-Cy7 


735  


B 695/40 PerCP-Cy5.5 or PI 


655  


C 610/20 PE-Texas Red 


595  
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D 572/26 PE or PI 


556  


E 530/30 FITC 


502  


F 488/10 SSC 


 1.0 ND Filter  


 407nm 半導体レーザー(Violet) 


A 530/30 (Violet2) 


Alexa Fluor 430 


502  


B 450/40 (Violet1) 


Cascade Blue 


Pacific Blue 


Hoechst 


DAPI 


Alexa Fluor 405 


NIRS FACSAria 


 633nm HeNe レーザー(Red) 


A 780/60 APC-Cy7 


735  


B 660/20 APC 


 488nm 半導体レーザー(Blue) 


A 780/60 PE-Cy7 


735  


B 675/20 PerCP 


655  


C 610/20 PE-Texas Red 


595  


D 585/42 Alternative for PE/ 


PI when not using 


PE-Texas Red 


556  


E 530/30 FITC 


502  


F 488/10 SSC 


1.0 ND Filter  


 407nm 半導体レーザー(Violet) 


A 530/30 (Violet2) 


Alexa Fluor 430 


502  


B 450/40 (Violet1) 


Cascade Blue 


Pacific Blue 


Hoechst 


DAPI 


Alexa Fluor 405 


 


 
図 4 放医研 FACSAria Default Filter Position 


 


2.3 蛍光試薬の蛍光・励起波長 


A) Propidium iodide (PI)  


励起波長：536nm 


蛍光波長：617nm 


B) Hoechst 33342 


励起波長：350nm 


蛍光波長：461nm 


C) Hoechst33258 


励起波長：352nm 


蛍光波長：461nm 


D) Hoechst34580 


励起波長：392nm 


蛍光波長：440nm 
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図 5-1 Propidium iodide (PI)の励起波長と


蛍光波長(文献[15]より引用) 


 


図 5-2 Hoechst33258 の励起波長と蛍光波長(文


献[16]より引用) 


 


図5-3 Hoechst34580の励起波長と蛍光波長(文献


[16]より引用) 


 


図6 FACSAriaに搭載されているFilter。左から、Violet、


Red、Blue レーザーが入射される。 


表 1 から、A)は 488nm 半導体レーザーの 585/42 フ


ィルタ、B) C) D)は 407nm 半導体レーザーの 450/40


フィルタ(Violet1)で観察する。 


 


3 実験・検証 


407nm半導体レーザーを用いて行った各種Hoechst


の検出においては、全ての種類について確認するこ


とが出来た。(図 7) 
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図 7 検出された Hoechst。種類により検出され


る場所が異なる。(RNase A 未処理) 


 


更に、この Hoechst 染色した CHO-K1 細胞を


測定したときの条件は、全ての Hoechst におい


て、同一パラメータで測定している(図 8)ことか


ら、Hoechst の蛍光波長によりその細胞群が現


れる場所が異なることが確認出来た。(図 7) 


 


 


図 8 Hoechst 測定をしたときのパラメータ。全て


の Hoechst で同一の電圧を検出器にかけている。 


 


3.1.1 細胞周期の観察 


細胞周期においては、RNase A で処理をした


CHO-K1 に PI とHoechst33342/33528/34580 とで別々


に染色した状態で見ることが出来た。（図9-1、図9-2） 


 


 


図9-1 Hoechst染色したCHO-K1の細胞周期( RNase 


A 処理済み) 
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図 9-2 PI 染色した CHO-K1 の細胞周期( RNase 


A 処理済み) 


 


3.1.2 ダブル染色細胞観察 


Hoechst と PI とのダブル染色した CHO-K1 細


胞を準備し、FACSAria で測定をしたところ、そ


れぞれの蛍光を発する領域で観察することが出


来た。(図 10) 


 


 


図 10 CHO-K1 細胞を Hoechst33342 と PI で


ダブル染色して測定した。CHO-K1 の染色は、


先に Hoechst を添加したのち PI を添加した。 


(RNase A 未処理) 


 


3.1.3 ソーティング 


①Hoechst 染色のみ、②PI 染色のみ、③Hoechst


と PI とのダブル染色を行ったもの、の 3 パター


ンについてソーティングを実施し、ドットプロ


ット上にゲートを設定し回収し観察を行ったと


ころ、問題なく分離して回収がなされていた。(図


11－図 13) 


 


 


図11 Hoechst33342で染色したCHO-K1を撮像した。


(RNase A 未処理) 


 


 


図 12  PI で染色した CHO-K1 を撮像した。 
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図 13 Hoechst33242 と PI で CHO-K1 でダブル


染色したものを撮像した。(RNase A 未処理) 


 


4 まとめ 


今回の検証で以下の 3 点についての確認を行


った。 


① FACSAria で UV レーザーを使用せず、


407nm Violet Laser で Hoechst33342、


Hoechst33258、Hoechst34580 で染色した


CHO-K1 を検出でき、かつ各 Hoechst の蛍


光波長の違いで検出される位置が異なる


こと。 


② PI 、Hoechst 及び両方で染色をした


CHO-K1 をきちんとソーティングして分


取すること。 


③ PI および Hoechst 染色を実施した


CHO-K1 の細胞周期がヒストグラムに展


開できた。 


これらから、FACSAria はただ高速に細胞をソ


ーティングするだけの装置ではなく、ある程度


の解析を行える能力も有していることが確認さ


れた。 


本稿を書いているときに、「マウス造血幹細胞


の SP 分離への応用」という文献を見つけた。


本文献では、FACSAria のバンドパスフィルタを


入れ換えることにより、SP(SidePopulation)細胞


を UV レーザーが搭載されていない FACSAria


で検出できた、というものであった。 


バンドパスフィルタを入れ換える目的は、


350nm の UV Laser を用いて Hoechst33342 を励起し


た場合、450-480nm 及び 650-680nm 付近にピークが


現れることが知られている。着目している 407nm の


Violet については 450/40nm (Hoechst Blue) と


530/30nm (Hoechst Red) のバンドパスフィルタを実


装しているが、標準状態ではピークを一つしか検出


できない。そのため、530/30nm を 695/20(放医研は


675/20nm)に入れ換えることで検出を試みている。 


今回の検証では、この文献についての検証を行う


ことが出来無かったが、FACSAria についての様々な


検証を行っていく上でこれについても実証をして報


告をしたい。 
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要旨 


放射線医学総合研究所静電加速器棟の PIXE 分析用加速器システム(PASTA)は、平成 12 年度


より運用を開始してから現在まで順調に稼動し、所内及び外部機関の研究者にマシンタイムを提


供してきた｡ また当施設のビームラインの 1 つには、放射線生物影響研究において有効なツール


となるマイクロビーム細胞照射装置（Single Particle Irradiation system to Cells：SPICE）を平成 15


年 3 月に導入し、昨年度からは所外の研究者にも利用されて本格稼働を開始した。昨年度の運転・


利用実績は、PIXE 分析に関するマシンタイムにおいて合計 11 課題で年間利用時間 1,016 時間、


SPICE に関するマシンタイムは 合計 7 課題で年間利用時間 759 時間となっており、その総利用


時間の 5 割強が外部研究機関のマシンタイムで占められている。 
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１．はじめに 


 


 放医研静電加速器棟では、平成 11 年に


HVEE 製 タ ン デ ム 型 静 電 加 速 器 Model 


4117MC+ タンデトロンを導入し、平成 12 年


から本格稼働を開始した。以降、PIXE 分析用


加速器システム（PIXE Analysis System and 


Tandem Accelerator：略称 PASTA ）として、所


内外の多くの研究者に利用されてきた。さら


に、低線量放射線影響研究において強力なツ


ールとなる、培養細胞の特定部位を“狙い撃


ち”が可能なマイクロビーム細胞照射装置


（Single Particle Irradiation system to Cells：略称


SPICE）を平成 15年に導入した。平成 16年に、


PASTA は「共用施設・設備」に指定され、産


学官連携や研究交流の積極的な推進を図り、


平成 21 年度においては全 18 研究課題に対し


てマシンタイムを提供した。 


本報告では、平成 21 年度における静電加速


器棟（PASTA & SPICE）の研究課題内訳や利


用実績について報告する。 


 


２．研究課題・マシンタイム募集の現状 


 


  現在、PASTA & SPICE にて実施されてい


る研究課題・マシンタイムは、共同実験施設


運営委員会の下に設置されている静電加速器


施設利用部会で審議、採択されている。研究


課題・マシンタイムの募集から採択までの流


れは、以下のようになっている。 


（1）研究課題・マシンタイムの公募 


（年半期毎、年 2 回） 


（2）静電加速器施設利用部会にて、マシンタ


イムスケジュール案の作成 


（3）静電加速器施設利用部会にて、各研究課


題およびマシンタイムスケジュール案


の審議・採択 


（4）共同実験施設運営委員会にて、マシンタ


イムスケジュール案の報告・承認 


（5）マシンタイム決定・実験開始 


  


m‐PIXE
40%


c‐PIXE
15%


気中PIXE
2%


SPICE
43%


利用時間合計：


1,775時間/245日
 


図 1. 平成 21 年度 PASTA & SPICE の利用内訳 


 


 


 


 


 


 







56 
 


 参考資料として、文末に平成 22 年度後期の


研究課題・マシンタイム募集に使用された「共


用施設（PASTA & SPICE）マシンタイム募集


要項」および「共用施設（PASTA & SPICE）


研究課題申請書」を添付する。研究課題・マ


シンタイム募集に関する情報は、放射線医学


総 合 研 究 所 外 部 向 け ホ ー ム ペ ー ジ


（http://www.nirs.go.jp/research/division/technolo


gy/index.shtml#02）から閲覧できるようになっ


ており、応募に必要な書式も入手できるよう


になっている。 


 


３．PASTA&SPICE の利用状況 


 


 平成 21 年 4 月～平成 22 年 3 月において


集計された、PASTA & SPICE の利用内訳を図


1 に示す。1775 時間／245 日間の総運転・利用


時間の内、PIXE 分析関連マシンタイムの利用


時間合計が 57％で 1,016 時間、SPICE の利用


時間が 43％で 759 時間であった。図 2 に PIXE


分析関連マシンタイムの研究課題別内訳を示


す。全稼働時間 1,016 時間の内、47％（478 時


間）が内部利用で、その内の 9％（91 時間）


がメンテナンスとなっている。残りの 53％、


538 時間が外部研究機関による研究課題で利


用されている。図 3 に、SPICE マシンタイム


の研究課題別内訳を示す。全稼働時間 759 時


間の 63％（478 時間）が内部利用で、その内


の 10％（76 時間）がメンテナンスとなってい


る。残りの 37％（281 時間）が外部研究機関


による研究課題で利用されている。全利用時


間の内、PIXE 分析に関する外部研究機関の利


用は 30％で 533 時間、SPICE における外部研


究機関の利用は 16％で 284 時間であった。 


表 1 に平成 21 年度マシンタイム申請課題


一覧を示す。PIXE 分析に関連する 11 課題の


内、6 件が外部研究機関の研究課題であった。


SPICE においては、平成 20 年度からマシンタ


イムの公募を開始したが、合計 7 課題の内、3


件が外部研究機関の研究課題で利用されてい


る。その内の 1 課題は、海外研究機関の研究


課題であり、今後においても海外研究機関と


の共同研究や利用申請の更なる増加が見込ま


れている。 
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図 2. 平成 21 年度 PIXE 分析関連マシンタイムの研究課題別内訳 
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図 3. 平成 21 年度 SPICE マシンタイムの研究課題別内訳 
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表 1. 平成 21 年度マシンタイム申請課題一覧


種別 課題番号 課題代表者所属 研究課題名 


PIXE P08T-MU01 東京大学大学院 
PIXE 分析法による重金属含有 X 線感受型 DDS 化抗がん剤の 


細胞内分布解析に関する研究 


PIXE P07T-IO01 順天堂大学 頭髪の微量元素定量と異同比較 


PIXE P07T-KS01 エヌエス環境株式会社 大気エアロゾル粒子の PIXE 法による超微量多元素同時分析法の技術開発 


PIXE P07T-TY01 東京学芸大学 PIXE 分析法による水生生物の体内元素分布の解明に関する研究 


PIXE P09T-SS01 大妻女子大学 PIXE 分析によるサメ脊椎骨の元素マッピング 


PIXE P09B-YK01 早稲田大学 PIXE 分析法の月隕石試料元素分析への適用 


PIXE P08T-TI01 放医研 基盤セ 
マイクロスキャニング PIXE 分析システムにおける 


ビーム積算電流測定システム開発 


PIXE P08B-MO01 放医研 基盤セ 
マイクロビームスキャニング PIXE 分析装置における 


高効率重元素検出システムの開発 


PIXE P07T-HI01 放医研 基盤セ 液滴 PIXEⅡ分析装置(Droplet PIXEⅡ)の開発 


PIXE P07T-ST01 放医研 防護セ マイクロ PIXE による幼若ラット組織中元素分布の測定 


PIXE P08T-SH01 放医研 分子セ メダカ腫瘍組織の微量金属元素 PIXE 解析 


SPICE S07T-R&D01 放医研 基盤セ マイクロビーム細胞照射装置 SPICE の開発 


SPICE S09T-TK01 放医研 基盤セ 哺乳類細胞を用いた低線量特異的な放射線生物効果の解明 


SPICE S09T-MS01 放医研 重粒子セ プロトン照射が及ぼす生物効果のバイスタンダー効果 


SPICE S09T-MS02 放医研 重粒子セ 
低フルエンスプロトン照射によって誘導される生物効果の適応応答と 


そのメカニズム解明 


SPICE S09T-MＩ01 首都大学東京大学院 
マイクロビーム細胞照射装置（SPICE）を用いた神経幹細胞の放射線障害に 


関する研究 


SPICE S09T-PW01 香港城市大学 マイクロビーム照射による Danio rerio 胚を用いた in vivo での研究 


SPICE S09B-MM01 電力中央研究所 マイクロビームを照射した細胞における遺伝子発現プロファイルの網羅的解析 
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平成 22 年度後期 共用施設(PASTA & SPICE)マシンタイム募集要項 


 


   共用施設(PASTA & SPICE)の平成 22 年度後期（2010 年 10 月～2011 年 3 月）マシンタイムを以下の


要領で募集します。   


 


1. 募集期間 


平成 22 年 8 月 11 日(水)～平成 22 年 9 月 17 日(金) 必着 


 


2. 応募書類 


    


(1)共同研究実施計画書※1 


(2)共同研究誓約書※1 


(3)共用施設(PASTA & SPICE)研究課題申請書※2 


(4)人権の保護および法令等の遵守に関する確認書※3 


 


※1： 新規に共同研究契約の締結を希望する外部研究者は、所内対応者と協議の上作成してください。 


※2： 毎週月曜日(祝祭日の場合はその翌日)は、メンテナンス日です。基本的に PIXE のマシンタイムは 1 日から 15 日、


SPICE のマシンタイムは 16 日から 30 日に割り当てられています。詳細については、別添の割り当てカレンダーをご参


照下さい。 


※3： 人権の保護および法令等の遵守に関する確認書は、必要事項を記載して印刷・捺印をし、その他の提出書類（所属研


究機関倫理委員会の承認書等を提出する場合）とともに、電子化（PDF 化）して研究課題申請書と一緒にメールで提出


して下さい。書類の電子化が出来ない場合、事務局宛に全ての書類を同封の上、郵送して下さい。 


 


3. 提出先 


 


 宛先  : 〒263-8555 千葉県千葉市稲毛区穴川 4-9-1 


        独立行政法人 放射線医学総合研究所 


 基盤技術センター研究基盤技術部 


放射線発生装置利用技術開発課内 


                      静電加速器施設利用部会事務局 


E-mail :  infopixe@nirs.go.jp 


 


4. 注意事項 


① 共用施設(PASTA & SPICE)をご利用に当たっては、少なくとも 1 人は放医研の職員を研究分担者


にして「所内対応者」として下さい。所内対応者が未定の場合は、静電加速器施設利用部会事務


局までご相談下さい。 


② 放医研外の研究者の方が実験を行うためには、原則として放医研において何らかの身分（客員協


力研究員等）が必要です。また、放射線業務従事者登録が必要な場合が有ります。詳細について


参考資料 
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は、所内対応者または静電加速器施設利用部会事務局にご相談下さい。 


③ 応募課題については、静電加速器施設利用部会で厳正な審査を行った後に採択されることになり


ます。ご希望のとおりのマシンタイムにならない場合が有りますので、予めご了承願います。 


④ 非密封ＲＩおよび核燃料物質は、照射試料として取り扱うことができません。  


⑤ 安全上問題を生じ得る物質等の持ち込みは原則禁止いたします。 


 


5. 問い合わせ先 


 共用施設(PASTA & SPICE)について： 


静電加速器施設利用部会事務局 


 E-mail :  infopixe@nirs.go.jp 
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共用施設（PASTA & SPICE）研究課題申請書 （平成  年度後期） 


Proposal for Research Project at NIRS-electrostatic Accelerator Facility (PASTA & SPICE) 
(FY       ) 


*1 課題整番号 
Project No. 


 平成  年  月  日
Date (yy/mm/dd)                 


*2 分類 
Category 


□新規   □継続2年目   □継続 3年目以上 
   New        2nd year         3rd year and more       


□課題研究          □共同研究             □受託又は分析依頼 
  Project Research             Cooperative Research         Request for Analysis    


研究課題名 
Title of 


Research Project 


 


*3
課題申請者 


Applicant of 
Project 


氏名 
Name 


Last/First/M 
 


職名
Title  


所属機関名、部署名 
Institution  /  Department  


 住所 〒 
  Address  


電話 Phone:  Fax:  放医研での身分 
 Status at NIRS 


 
E-mail: 


所内対応者 
Liaison at NIRS 


氏名 
Name  所属部課 


Division  内線 Ext. 


*4 研究分担者 
List of  


Participants 
(Last/First/M) 


氏名 
Name 


所属 
Institution


職名 
Title 


放医研での身分
Status at NIRS


    
    
    
   
   
    
    
   
   
    


研究の目的と意義  
Purpose and Significance of Research 


 


 


MT に関する 


希望 
Machine Time 


Request 


加速粒子 
Accelerated Particle 


エネルギー 
Energy (MeV)


日数 
Days Requested


ビームコース 
Beam Line 


   □Conventional-PIXE 


   □Microbeam Scanning PIXE


   □in-air PIXE 
  □SPICE 
        □その他設備 (Other equipment)


該当する項


目があれば


チェック 
Special 


Requirements 


 
□ヒト材料取扱実験     □遺伝子組換え生物等実験      □微生物実験      □動物実験 


Human Materials        Recombinant DNA              Microbes          Animals 


  □その他 Others (                                                                     ) 


日本語又は英語で書かれた「研究計画詳細」を添付すること。*1 放医研側で使用するので記入しないこと。*2 該当するも


のにチェック。
*3
課題申請者は放医研との事務連絡も担当する。


*4
用紙が足りないときは別紙に記入し添付すること。 


Additional information should be presented on separate sheets in either Japanese or English. *1For office use only. *2Check categories. 
*3All correspondence will be sent to the applicant of project. *4A separate sheet may be used to complete the list.  
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平成 22 年度後期 共用施設(PASTA & SPICE)マシンタイム 研究計画詳細 
Second Half of the FY 2010    Detailed Research Plan of Machine Time at PASTA & SPICE  


課題名 Title of Research Project: 
課題責任者 Name of the Principal Investigator: 


 


1.研究概要  Research Outline 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


2.研究計画書（本年度における達成目標）Research Plan (Target objectives of the fiscal year) 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


3.マシンタイム要求の妥当性についての説明（可能な限り詳細に） 


 Validity Explanation of the Machine Time Plan (Describe in detail whenever possible.) 


 


 


 


 


 


 


 


 


参考資料 
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平成 22 年度後期 共用施設(PASTA & SPICE)マシンタイム 研究計画詳細 
Second Half of the FY 2010    Detailed Research Plan of Machine Time at PASTA & SPICE  


課題名 Title of Research Project: 
課題責任者 Name of the Principal Investigator: 


マシンタイム割当希望日数 Days requested 


１
回
目


 


時
期 


Date 


好都合な日程 
Available Date 


不都合な日程 
Unavailable Date 


作業責任者名（連絡先）* 
Principal Investigator (Contact information)* 


○


月○


旬


 


   


備考 Note：（使用ビームラインを記載してください。また遠方からの来所のため、連続でのビーム


タイムを希望など。事前準備が必要な内容など。）Please write the name of beam line which you use. In the 
case where a researcher needs to reserve operations for two or more consecutive days, advance preparation is 
needed. 


２
回
目


 


時
期 


Date 


好都合な日程 
Available Date 


不都合な日程 
Unavailable Date 


作業責任者名（連絡先）* 
Principal Investigator (Contact information)* 


○


月○


旬


 


   


備考 Note： 


３
回
目


 


時
期 


Date 


好都合な日程 
Available Date 


不都合な日程 
Unavailable Date 


作業責任者名（連絡先）* 
Principal Investigator (Contact information)* 


○


月○


旬


 


   


備考 Note： 


４
回
目


 


時
期 


Date 


好都合な日程 
Available Date 


不都合な日程 
Unavailable Date 


作業責任者名（連絡先）* 
Principal Investigator (Contact information)* 


○


月○


旬


 


   


備考 Note： 


５
回
目


 


時
期 


Date 


好都合な日程 
Available Date 


不都合な日程 
Unavailable Date 


作業責任者名（連絡先）* 
Principal Investigator (Contact information)* 


○


月○


旬


   


備考 Note： 


６
回
目


 


時
期 


Date 


好都合な日程 
Available Date 


不都合な日程 
Unavailable Date 


作業責任者名（連絡先）* 
Principal Investigator (Contact information)* 


○


月○


旬


 


   


備考 Note： 


*必ず実験当日にこられる方   Available person on experiment day. 


mm/dd 


mm/dd 


mm/dd 


mm/dd 


mm/dd 


mm/dd 


Sixth 


Fifth 


Fourth 


Third 


Second 


First 


参考資料 
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平成 22 年度後期 共用施設(PASTA & SPICE)マシンタイム 研究計画詳細 
Second Half of the FY 2010    Detailed Research Plan of Machine Time at PASTA & SPICE  


課題名 Title of Research Project: 
課題責任者 Name of the Principal Investigator: 
 
本研究にかかわる現在までの研究成果：Outcome Related to ( or leading to ) Current Research 
 
＜本施設を利用して得られた研究成果＞Research Outcome by Using PASTA & SPICE 
（初年度課題については、本研究に至るまでの主要業績をお示しください。継続課題については、本施設
を利用して新規に得られた業績のみを記載して下さい。） 
本研究課題の課題責任者には下線を、研究分担者はイタリックでお示しください。 
研究者名は省略せずフルネームでお願いします。 
For the first time research, please indicate the principal achievement leading to the current research. For the continued research, 
please state new findings in the research using the facility (PASTA & SPICE).  
The principal investigator should be marked with underline.  Participants should be written in Italic.  
Researcher’s name should be written in full name. 
 
１．原著論文 Original Paper 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．プロシーディング Proceedings 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．国際学会 International Congress 
 
 
 
 
 
 
 
４．国内学会 Domestic Congress 
 
 
 
 
 
 
 
５．その他 学位論文、修士論文、卒業論文など Theses (Dissertation, master’s thesis, graduation thesis, etc.) 


参考資料 
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NIRS Technology, vol.Ⅴ (2010) 65 – 72.  


 


 


静電加速器棟夏期メンテナンスの報告 


 


 


酢屋 徳啓 1*、磯浩之 2、及川将一 1、石川剛弘 1、小西輝昭 1、樋口有一 2 


 


1)基盤技術センター 研究基盤技術部 放射線発生装置利用技術開発課  


2)㈱ネオス・テック 


 


 


 


要旨 


毎年夏期メンテナンスは行っているが、今年は µPIXE ビームラインを重点的に行った。今年


で静電加速器棟の加速器[1]も 11 年目を迎える。加速器の各コンポーネントも老朽化のためそろ


そろ交換時期に来たものも多くあり、マシンタイムの合間を見て更新している。加速器の営業運


転を止めずにメンテナンスを行うためにはそれぞれの部品の寿命等を考慮し、時期を予測して交


換・修理を行わなければならない。今回のメンテナンスでは、11 年間使い続けてきた加速器の冷


却水循環装置を初めて更新した。その他、µPIXE 電源ユニットの製作と加速器周辺部品のメンテ


ナンスについても報告する。 


 


Keywords:静電加速器、冷却水循環装置、µPIXE、インターロック、真空バルブ、コンタクター、


ロータリーポンプ、タンデトロン、ブレーカー、光素子  


 


*Corresponding Author:  


酢屋 徳啓 (Noriyasu Suya) 


e-mail: nsuya@nirs.go.jp 
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1.はじめに 


 


 メンテナンスは 8 月第２週から始め、月


末まで行った。マシンタイムがないこの時期


に合わせて、冷却水循環装置の更新も同時に


行った。µPIXE[2]の電源ユニット等は計画を 5


月から始め、7 月初旬に部品を調達し製作に取


りかかった。今回のメンテナンスで行った項


目は、 


① 冷却水循環装置の更新 


② µPIXE 用電源及び真空系コントローラ


ーの製作と設置 


③ 真空ポンプ用バルブ等の更新 


④ 冷却ラインのメンテナンス 


これらの事項について以下に述べていく。 


  


2.作業内容 


 


 2-1 冷却水循環装置の更新 


静電加速器棟屋上に設置されている冷却水


循環装置は、ほぼ休まず 11 年間動き続けてい


た為、コンプレッサーなど装置自体の老朽化


が著しくいつ壊れてもおかしくない状況だっ


た。照射室のビームラインも SPICE ラインな


どを増設したにもかかわらず、当時の設計よ


り冷却容量の見直しがなされないまま運転が


続けられていた。そのうえ以前から SPICE の


ビームの揺らぎが指摘され、冷却能力が不足


している可能性があった為、今回冷却水循環


装置の更新に踏み切った。 


 表 1 に新旧冷却水循環装置の比較をするた


め仕様[3]を示す。そして図 1 に新旧冷却水循


環装置のサイズを比較する。 


新型になって変わったところは、冷却能力が


22,000Kcal/hr から 30,960Kcal/hr に容量アップ


されたところである。水槽も 30 リッター大き


くなった。旧型はビームライン増設後、仕様


の 24L/min を満たしていなかったと思われる。


しかし新型はポンプが大きくなった為、バル


ブ調整で 24L/min を大きく上回った流量を供


給出来る。（約 100 L/min） 


 


表 1.新旧装置の仕様 


 


 


 


図 1.旧型と比べて幅が 350mm 大きくなった 


 


更新にあたり、変更したかった点は冷却能力


の向上である。加速器クーリングシステムの


配管は変更しない為、水圧と流量はあまり高
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くできなかった。したがって新しい装置は水


圧を同程度に調整し、ポンプ能力を上げて流


量は大きくしたが必然的に配管の口径に依存


する流量に決まってしまう。しかし、加速器


側流量計が振り切れるほど上がっているので、


以前と比べて（流量計フルスケールの 3 分の 2


程度）流量が上がっている。異常停止装置は、


水位減、温度異常、ガス圧異常、循環水圧力


異常でポンプが停止するようになっている。


それ以外に特別仕様として、加速器側のクー


リングラインが全閉状態になっても冷却水循


環装置が圧力異常で停止しないように水圧


0.65MPa でレリーフ弁が開き、内部で水圧を逃


がす装置をつけた。尚、冬季は外気温が 5℃以


下になると、自動的にポンプが作動し、配管


が凍結しないようになっている。冷却水循環


装置を止めても、ホースを外した状態で放置


すると漏水することがあるので注意する必要


がある。遠隔操作盤は旧型と同じ仕様にした


が、運転と停止ボタンは誤操作防止用に保護


カバーをつけた。 


 図 2 に電源ケーブル配線工事の様子を示す。 


冷却水循環装置が一回り大きくなるので、電


源容量も 60A から 75A に変更しなければなら


なくなった。当初ブレーカーの交換のみの予


定だったが、現状でも動作時のケーブルが加


熱ぎみな事から考えて安全の為ケーブルを


14sq から 22sq のサイズに引き直した。引き直


し工事は、冷却水循環装置本体から 75A ブレ


ーカーまで行った。これにより動作時のケー


ブルからの発熱はなくなり、安全面は確保さ


れた。遠隔操作盤のコントロール信号線は、


加速器の光ファイバーケーブルを傷つける可


能性があるので、既設のケーブルを流用しピ


ット内で冷却水循環装置までのケーブルと接


続した。 


 


図 2. 電源ケーブルを屋上から天井裏を通しピッ


トまで引き込み作業中 


 


2-2 µPIXE 電源ユニットの製作 


 


図 3 に以前のコントロールラックを示す。


µPIXE ビームラインの導入以来、コントロー


ルラックは簡易的なパネルが取り付けられた


ままで今まで使われていた。リアパネルや扉


がなく、真空系コントロール部は、フロント


パネルにスイッチ類がとりつけられ、裏側は


電源系のケーブルが露出した状態だった。メ


イン電源は 230VAC の仕様である。今まで事


故はないが、感電事故などの防止のために真


空系コントロールと電源供給部を兼ねたラッ


クマウントのユニットを製作した。同時にイ


ンターロック回路の見直しも行った。 


 


図 3.以前の真空系コントロールパネルを外したと


ころ。裏側にむき出しのケーブル類が見える 
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図 4 のように µPIXE 電源ユニットのフロント


パネルに真空系スイッチを配置した。左から


Rotary pump Beamline, Rotary pump Chamber, 


RP Valve Beamline,RP Valve Chamber,Gate Valve 


Beamline,Spare,Vent Valve Beamline,Vent Valve 


Chamber の順に並べた。バルブのランプは赤で


閉、緑が点灯すると開に設定した。 


 


図 4.キャビネットに設置した µPIXE 電源ユニット 


 


図 5、図 6 に µPIXE 電源ユニットの構成図


を示す。ユニットの構成はフロントパネルに


操作スイッチを配置。リアパネルは各コンポ


ーネントへのケーブルを集中して配置し、コ


ネクターで着脱出来るようにした。230V 電源


供給用に端子盤も配置した。この端子盤に接


続された 230V テーブルタップはターボポン


プ電源、BIN 電源や Q Magnet 電源等[2]の為に


使われる。ロータリーポンプ（RP）用電源に


はモーターの過負荷による焼損から保護する


ために電磁開閉器とサーマルリレーを入れた。


その他バッキングバルブ(RPV)[4]、ゲートバル


ブ（GATE V）[5]、ベントバルブ(VENT)[6]は


全て 24VDC で信号を制御するように設計し、


リレー回路を間に入れて 230V を駆動する方


式にした。 


 


図 5. µPIXE 電源ユニット構成図 


上は入力電源とテーブルタップ、リレーは外部イ


ンターロック回路と連動させた。下は出力用コネ


クター。 


 


図 6.  µPIXE 電源ユニット内部。下がフロントパ


ネルスイッチ、上がリアパネル。中央に見える 24V


電源はスイッチング電源を使用した。 


 


次にインターロック機構について述べる。


今までは、µPIXE ビームラインの真空系につ


いては、インターロック等の保護機構が何も


ない状態だった。今回インターロックを設置


した目的は、サンプル交換時等の µPIXE チェ


ンバーを大気解放する時にゲートバルブが開


かないようにすること、地震による振動でタ


ーボポンプが自動停止したときでも真空が保


持されることやビームラインの大気解放時に
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ベントバルブがターボポンプを完全に止める


前に誤って開かないこと等である。 


どういうときにインターロックが作動する


かを図 7 に示す。 


① ロータリーポンプ(RP)は、モーターに過負


荷が（4A）かかるとコンタクターが入らな


い。RP 電源スイッチを切り、しばらくす


ると自動復帰する。 


② RP が入らないとバッキングバルブ(RP バ


ルブ)が入らない。 


③ TMP トリップ（ターボポンプのインター


ロック。振動等で作動）がかかるとアラー


ム接点が開き、RP バルブが入らない。 


④ ターボベントバルブはターボがブレーク


状態の時回転数が 20,000rpm 以下に下がら


ないとベントできない。（ターボ減速時保


護のため） 


⑤ ゲートバルブはペニングゲージの真空度


が 5e-5mbar 以下になると開かない。 


尚、これらのバルブスイッチの位置によらず、


ランプの色（赤で閉、緑が点灯すると開）で


開閉の判断をする。 


 


図 7.µPIXE 電源ユニットのインターロック機構 


 


図 8 に示すように左に取り付けた 230VAC


電源タップは、TMP2 台、PIXE 検出器アンプ、


マグネット 2 台、スキャンコイル[2]、BIN 電


源、真空ゲージ 2 台の計 9 台にそれぞれ接続


した。 


 


 


図 8.キャビネットの裏側。ユニットのリアパネル


と左にテーブルタップを設置した。 


 


2-3 真空ポンプ用バルブ等の更新 


 


 
図 9.電磁式バッキングバルブと樹脂製ホース 


 


図 10.マニュアルのベントバルブ（右上）と圧空式


バルブ。その下に交換したステンレスベローズを


つなげた。 


 


図 9、10 に示すように真空バルブとホース







 


70 
 


の交換について報告する。ロータリーポンプ


のホースは、今まで樹脂製のスパイラルホー


スに KF40 フランジをホースバンドで留めた


簡易的なものであった。真空用ではないので、


リークが多少あり重く取り回しが悪い。そし


て、ロータリーポンプの吸入口はアルミ製の


ためホースの重みでひび割れする可能性があ


った。長年の経年劣化とオイルバックで褐色


に変色していたが、それを KF25 のステンレス


ベローズに変えた。重量が半分以下になり、


真空リークの可能性もなくなった。 


ビームラインを大気開放するため窒素等を


流入するバルブ[7]がターボポンプに付いてい


る。電磁式で通常は閉じているが停電時等に


開くようになっている。このバルブはよく経


年劣化で磁力が弱まりリークの原因になって


いるので、全てのバルブを真空度保証のある


（使用範囲 1e-5Pa-0.5MPa）マニュアルバルブ


に交換した。 


ターボポンプのバッキングバルブはロータリ


ーポンプの吸入口に配置されている。停電時


のロータリーポンプからのオイルバックを防


ぐ為に取り付けた。これも電磁式のバルブで


ある。以前、加速器のバッキングバルブが開


かなくて、ターボの回転数が落ちたことがあ


る。こちらも経年劣化で信頼性が落ちてきた


為すべてのバルブを圧空式[4]に交換した。圧


空式バルブは開閉表示用ノブ付で、閉方向に


スプリングが入っており、電源が OFF の時は


自動的に閉まるようになっている。 


 


2-4 冷却ラインのメンテナンス 


冷却水用電磁弁[8]が錆で閉まらない状態で


あった為、分解クリーニングを行った。クー


リングラインのコネクターは外さず、電磁弁


を分解しスコッチブライトで磨いた。クリー


ニング箇所は、LE、HE クーリング、スイッチ


ングマグネットの 3 カ所である。処置後開閉


がスムーズに開閉出来るようになった。この


ようなことから、1 年に 1 度はクリーニングを


する必要がある。 


 


 


図 11.クーリングシステム 


右上が電磁弁、左に並んでいるのが流量計 


 


ダンフィジック製マグネット電源内部[9]の


冷却水用マニホールド（図 12）から水がリー


クした。原因はホース交換時に付けたマニホ


ールドのホース口の傷から漏れてきたものだ


った。マニホールドのホース口はホース内径


に対して約 1mm～2mm 小さく、それもリーク


の一因だった。こうした理由で容量を大きく


し、ホース口も適合サイズに設計して製作し


た。図 13 に新しく設計したマニホールドを示


す。電気的にシャーシアースから絶縁されて


いる必要があった為絶縁加工を施し、できあ


がったマニホールドを交換した。作業はチラ


ー交換に合わせて行った。 
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図 12.ダンフィジック製マグネット電源内部 


中央の４本のホースがマニホールドに接続されて


いる 


 
図 13.新しく設計したマニホールド 


 


2-5 その他の修理 


1 年以上直さないで放置していたテレメー


ターシステム[1]の修理を行った。図 14 に PLC


テレメーターボードの修理の様子を示す。症


状はパソコン上の真空計表示不良である。加


速器高エネルギー（HE）側真空表示（HV3）


が正常時の緑色のまま変化しない。通常真空


悪化時赤色になるが、真空が悪化しても緑の


まま変わらない。受信、送信テレメータを調


べたが、異常がなかった。消去法で PLC テレ


メーターの光素子の不良と判断した。結果と


して光素子を交換後正常に動作した。このよ


うに光素子が劣化して強度が弱くなることを


確認できたので、他の不具合箇所も調べてみ


た。コンベンショナル PIXE のチェンバー真空


度（HV7）表示も不安定で、ファイバーケー


ブルを屈折させると点灯したり消えたり変化


していたが、光素子を交換すると屈折に関係


なく正常に表示するようになった。 


 


 


図 14.PLC テレメーターボードの光素子交換 


 


まとめ 


 


 期間が正味 3 週間しかなく、計画していた


メンテナンス項目をすべてやり切るために時


間調整等で苦労した。特に冷却水循環装置は


入札の手続きに要する期間が読みづらく、納


入はメンテナンス終了の 8 月末ぎりぎりにな


った。旧型から比べて倍の能力のポンプに変


更したため、仕様（24L/min 以上）を大きく上


回っていることが加速器側クーリングライン


の流量計指示値からもわかる。しかし結果と


して SPICE のビームの揺らぎ等の改善はまだ


実証されていないので、今後検証する予定で


ある。µPIXE ビームラインには、長年の懸案


だった安全性の確保が出来、真空系インター


ロックを組み込むことが出来た。メンテナン


ス性も向上し、これからもさらに使いやすい


システムを考えていきたいと思っている。 


静電加速器棟の加速器も 10 年以上経過して


いるので、数年後には加速器全体のオーバー


ホールが必要であると予想される。時期等に


ついて今後検討していく。 
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要旨 


静電加速器棟 PASTA に設置されているマイクロ PIXE 分析装置において、細胞核を標識する


5-Bromo-2'-deoxyuridine （ BrdU ）に含まれる Br や、抗がん剤（シスプラチン： CDDP, 


cis-diamminedichloro-platinum(II)）に含まれる Pt 等の重元素分析に適した検出システムの開発を行


った。検出器は、重元素から発生する 10～20 keV 領域の特性 X 線検出に優れた CdTe ダイオー


ド検出器を導入し、ビームの進行方向に対して測定試料直後に設置して大立体角な配置をとって


いる。CdTe ダイオード検出器と既存 Si(Li)検出器の検出感度を、Fe、Cu、Sr、Cd 標準溶液の滴


下乾燥試料を用いてマイクロ PIXE 分析により比較した結果、CdTe ダイオード検出器の方が 10


倍程度高効率であることを確認した。 
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１．はじめに 


 


 放射線医学総合研究所（以下、放医研）


静電加速器棟では、1998 年 3 月に HVEE 製タ


ンデトロン（Model 4117MC+）を導入し、2000


年 5 月から本格稼働を開始して以来、PASTA


（PIXE 分析用加速器システム：PIXE Analysis 


System and Tandem Accelerator）の愛称で、所


内外の研究者に広く利用されている。また当


施設のビームラインの 1 つには、放射線生物


影響研究において有効なツールとなるマイク


ロ ビ ー ム 細 胞 照 射 装 置 （ Single Particle 


Irradiation system to Cells：SPICE）を 2003 年 3


月に導入し、昨年度からは所外の研究者にも


利用されて本格稼働を開始した。これら


PASTA & SPICE では、昨年度において 9 件の


外部利用研究と 6 件の所内利用研究にマシン


タイムを提供するに至っている。現在我々は、


利用者の高度な要求に応えるよう各装置の高


度化や技術開発を行い、より良い研究環境の


整備を進めている。その中でもマイクロ PIXE


分 析 に お い て 、 細 胞 核 を 標 識 す る


5-Bromo-2'-deoxyuridine（BrdU）に含まれる Br


や 、 抗 が ん 剤 （ シ ス プ ラ チ ン ： CDDP, 


cis-diamminedichloro-platinum(II)）に含まれる


Pt 等の重元素分析に対する要望が多く、重元


素を高効率で計測可能な検出系の確立が望ま


れていた。そこで我々は、重元素から発生す


る 10～20 keV 領域の高エネルギーな特性 X 線


の検出に優れたCdTeダイオード検出器を導入


し、特性試験を進めている。 


本報告では、既存 Si(Li)検出器と CdTe ダ


イオード検出器について、標準試料を用いた


マイクロ PIXE 分析により、検出感度の比較実


験を行った結果を報告する。 


 


２. 装置/実験 


 


2. 1. CdTe ダイオード検出器 


マイクロ PIXE 分析装置において、10～20 


keV 領域の特性 X 線を高効率で検出するため


に、検出素子の原子番号Zが大きく高密度（5.85 


g/cm3）で X 線吸収率に優れている CdTe ダイ


オード検出器（Amptek 製 XR-100T-CdTe）を導


入した[1]。本検出器は、2 段式の電子冷却方式 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


を採用しており、液体窒素デュワーを必要とせ


ず外寸が小さいことから、真空チェンバーへ容


易に増設できる利点がある。真空チェンバーへ


の設置には、溶接ベローズを用いた手動式直線


導入機を製作し、ビームの進行方向に対して測


定試料の直後に設置した（図 1 および図 2）。


本検出器の検出素子は受感部面積が 5×5×1 mm


であり、測定試料-検出面の距離が 3 mm の際


に、立体角が約 1 πsr になるような大立体角な


配置をとっている。検出器の先端部には、Be


窓（厚さ 100 μm）の直前に 200 μm 厚のグラッ


シーカーボン（GC：東海カーボン株式会社製）


図 1. CdTeダイオード検出器と手動式直線導入機


図 2. マイクロ PIXE 分析チェンバーのレイアウト 
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が貼付されており、ビームダンパーや GC 自身


から発生する制動輻射 X 線に対するアブソー


バーの役割を果たすとともに、ファラデーカッ


プの代わりに照射ビーム電流を測定できる構


造となっている[2]。図 3 に CdTe ダイオード検


出器の検出効率を計算した結果を示す[3]。図


中のシンボルは、各元素の特性 X 線のエネル


ギーに対応しており、GC を設置した場合（青


線）においても、Pt-Lα線（9.441 keV）以上の


領域で 90 %以上の検出効率が確保されている


ことが確認できる。 


 


2. 2. 滴下乾燥標準試料のマイクロ PIXE 分析 


放医研静電加速器施設には、 Oxford 


Microbeams Ltd. 製の Model OM-2000 マイク


ロビームシステムが設置されている[4, 5]。今


回、我々は既存 Si(Li)検出器と CdTe ダイオー


ド検出器について、検出感度の比較実験を行


った。測定試料は、Fe、Cu、Sr、Cd 標準溶液


（1000 ppm, SPEX Certi Prep 製）を各々100 


ppm まで希釈して等量混合し、厚さ 6 μm のポ


リプロピレンフィルム（セルシート, 理学電機


工業株式会社製）上に 1 μl 滴下後に自然乾燥


させたものを使用した（図 4）。当標準溶液に


おいては、Fe、Cu、Sr、Cd の各元素から発生


する K-X 線に着目することになるが、ユーザ


ーの着目元素である Pt の検出感度を調査する


ために、Pt 標準溶液（原子吸光分析用, 濃度


1000 ppm, 和光純薬株式会社製）を 100 ppm に


希釈して等量混合し、Pt から発生する L-X 線


の検出も同時に試みている。マイクロ PIXE 分


析は、照射イオン種は 3.0 MeV の 1H+を用い、 


 


 


 


 


 


 


図 3. CdTe ダイオード検出器の検出効率の計算結果 


GC を設置した場合を青線、GC を設置しない場合を赤線で示す。 


図 4. 滴下乾燥標準試料のサンプルフォルダ 


サンプルフォルダ（丸穴）の中心部に標準試料の


析出痕が見える。 
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ビームサイズ約 1 μm×1 μm、走査領域は滴下


全領域が捕捉できるように 800 μm×800 μm に


設定し、照射積算電荷量を 0.1 μC に設定して


行った。 


 


３. 結果および考察 


 


図 5 に滴下乾燥標準試料の PIXE スペクト


ルを示す。青線が既存 Si(Li)検出器、赤線が


CdTe ダイオード検出器のスペクトルである。


CdTe ダイオード検出器は Si(Li)検出器に比べ


て、エネルギー分解能が低くピーク分離が困


難な面はあるが、Fe 以降の高いエネルギー（＝


重元素）において優れた検出効率を有するこ


とが確認できる。この得られた PIXE スペクト


ルから、Fe、Cu、Sr、Cd 各元素の Kα-X 線の


ピークにガウス関数をフィットしてピーク面


積を求めて検出カウントを導出し、横軸に X


線のエネルギーを取ってプロットした検出感


度のグラフを図 6 に示す。Pt-Lα線についても、


同様の手法でスペクトルを解析して検出カウ


図 5. 滴下乾燥標準試料の PIXE スペクトル 


101
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104


105


5 10 15 20 25


Si(Li) detector


CdTe detector


X-ray energy [keV]


Fe K Cu K Sr K Cd K


図 6. 滴下乾燥標準試料における Si(Li)検出器と


CdTe ダイオード検出器の検出感度の比較 
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ントを導出したが、K-X 線と L-X 線の発生断 


 


 


 


面積が異なり、他 4 元素の Kα線の検出感度曲


線から外れることから、グラフ上にはプロッ


トしていない。赤実線および青破線で示すの


は、各々CdTe ダイオード検出器と Si(Li)検出


器において、指数関数でカーブフィットした


検出感度曲線である。このフィッティングし


た検出感度曲線と比べて、実際の Sr の検出感


度が低く現れている。この理由として試料調


製上の誤差も考えられるが、図 7 の滴下乾燥


標準試料の 2 次元元素分布で示す通り、Sr は


滴下後の乾燥過程で微小な塩の結晶として析


出していることがわかり、この微小結晶の厚


みや嵩高さに起因する X 線の自己吸収により、


Sr の検出量が低くなったと考えられる。 


図 6 の結果から、Si(Li)検出器と比較して、


CdTe ダイオード検出器の方が Fe-Kα線（6.404 


keV）において約 10 倍、Cd-Kα線（23.174 keV）


において約 17 倍多く、重元素の検出において、


総じて 1 桁以上の検出感度を有していること


が確認できた。この検出感度の差は、図 7 の 2


次元元素分布のカラースケールの差にも顕著


に現れており、CdTe ダイオード検出器の方が


短時間に統計精度の高い 2 次元元素分布を取


得できることを示している。 


 


４. まとめ 


 


放医研静電加速器施設に設置されている


マイクロ PIXE 分析装置において、重元素分析


に適した検出システムの開発を行った。検出


器は、重元素から発生する 10～20 keV 領域の


特性X線検出に優れたCdTeダイオード検出器


を導入し、ビームの進行方向に対して測定試


料直後に設置することにより大立体角な配置


をとっている。CdTe ダイオード検出器と既存


Si(Li)検出器の検出感度を、標準試料のマイク


ロ PIXE 分析により比較した結果、CdTe ダイ


オード検出器の方が、Fe 以降の重元素につい


て 10 倍程度検出効率が高いことを確認した。 


今後は、Pt 等の L-X 線で検出するような


重元素について、本報告に示したものと同様


な手法で滴下乾燥標準試料を作成し、L-X 線に


対する検出感度および検出限界の検証を進め


る予定である。 


 


参考文献 


Fe-Kα Cu-Kα Sr-Kα Cd-Kα 


Si(Li)検出器 


CdTe 


ダイオード
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図 7. 滴下乾燥標準試料の 2 次元元素分布 







 


78 
 


 


[1] Redus, R.H., J.A. Pantazis, T.J. Pantazis, et al., 


IEEE T. Nucl. Sci., 56-4 (2009) 2524. 


[2] T. Sakai, M. Oikawa, T. Sato, et al., Nucl. 


Instrum. Meth. B 231 (2005) 112. 


[3] B.L. Henke, E.M. Gullikson, and J.C. Davis, 


Atomic Data and Nuclear Data Tables 54-2 (1993) 


181. 


[4] G.W. Grime, M. Dawson, M. Marsh, et al., 


Nucl. Instrum. Meth. B 54 (1991) 52. 


[5] H. Imaseki, M. Yukawa, F. Watt, et al., Nucl. 


Instrum. Meth. B210 (2003) 42. 







 


79 
 


NIRS Technology, vol V. 79-82 


 


環境および生物試料の PIXE 定量化に向けた分析標準試料の確立 
 ～マイクロ PIXE を用いた滴下標準の性状評価～ 


 


 


磯浩之 1,3、及川将一 1、石川剛弘 1、樋口有一 1,3、小西輝昭 1、武田志乃 2 


 
1)独立行政法人 放射線医学総合研究所 基盤技術センター 研究基盤技術部 


2)独立行政法人 放射線医学総合研究所 放射線防護研究センター 発達期被ばく影響研究グループ 


3)株式会社ネオス・テック 研究支援技術部 技術１課 


 


Received 5 Nov 2010 


 


要旨 


PIXE分析は国内外の研究機関において、様々な研究分野で利用されており、近年、環境科学お


よび医学生物学分野の応用研究が増加し、定量分析へのニーズが高まっている。PIXE分析で汎用


されている測定試料の形状・形態として、乾燥試料を圧縮成型した錠剤型サンプル、液体試料の


滴下乾燥サンプル、あるいは凍結組織切片等の薄切サンプルなどがあり、我々は定量分析に向け


て各々の形状・形態に合わせた分析標準試料の確立を試みている。特に最近、水生環境生態試料


のマイクロPIXE分析が数多くなされており、ミクロンレベルの空間分解能での局所量定量の要望


が高い。そのため、数～数百 ppm 程度の濃度範囲かつミクロンレベルでの均質性に優れた分析標


準が望まれている。そこで、濃度調製の簡便な滴下乾燥分析標準に着目し、マイクロPIXE 分析に


よる性状評価を行ったので報告する。 
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1. はじめに 


 


微量元素の定量分析は、医学、環境、生物にお


いて様々な研究興味のための重要な鍵のひとつ


である。 


PIXE分析法は、多元素同時測定が可能であり、


分析に用いる標準としては、内部標準、外部標準、


無調整標準の大きく3つのグループに分類するこ


とができる。外部標準としては、実試料の形状・


形態に合わせて、以下のような分析標準が用いら


れている。 


錠剤型標準は、医学および環境科学研究におい


て幅広く利用されている。藻類(algae, IAEA-413)、


地衣類(lichen, IAEA-338)、 ウシ肝臓(bovine liver, 


IAEA-386)などの乾燥標準物質を圧縮成型したも


ので、元素プロファイルやレベルが環境試料や生


物試料のそれとよく合致する。バイオプシーや植


物サンプルなどの微量元素の定量分析に用いら


れている。 [1, 2]  


薄切型標準は、主に組織切片の局所定量に用い


られている。[3-5] ポリビニールアルコールを主


成分とする支持体に元素溶液を添加して薄切し


たものであり[6]、目的元素に合わせて任意の濃度


範囲を設定でき、組織構造や構成細胞の種類に応


じて任意の厚みで作製可能である。ただ、作業環


境や実験器具からの汚染に注意する必要がある


ことや、凍結ミクロトーム等の特殊な機器を必要


とする。 


滴下乾燥型標準は、飲料水、河川水、血液、体


液など液体試料の定量、固体試料の簡易定量に用


いられ、分析用支持体に滴下し乾燥させた試料に


直接ビームを照射する手法がとられている。[7] 


錠剤型および滴下型標準は、作製手順も単純かつ


簡便である。また、特別な実験室、実験器具を用


いる必要がなく、作業環境や器具からの実験汚染


の心配も少ない。特に最近、水生環境生態試料の


マイクロ PIXE 分析が数多くなされており、ミク


ロンレベルの空間分解能での局所量定量の要望


が高い。滴下乾燥型標準では、元素組成およびレ


ベルを環境試料や生物試料に対応したものを作


製することは可能であるが、滴下跡の元素分布な


ど、画像解析による適性評価のデータは十分でな


い。ミクロンレベルの定量分析を行う際には、滴


下エリア中の元素分布の均質性などが重要とな


る。そこで、濃度調製の簡便な滴下乾燥分析標準


に着目し、作製方法・手法の検討や均質性等のマ


イクロ PIXE 分析による性状評価結果を報告する。 


 


2. 材料・方法 


 


2.1.滴下乾燥型標準試料 


測定試料は、環境科学および生物試料において


As とSeが比較的多く着目されることから、亜ヒ


酸ナトリウム、亜セレン酸ナトリウムを使用し、


蒸留水に溶解した溶液、濃度 5000 ppmを、厚さ 6 


μmのポリプロピレンフィルム（セルシート, 理学


電機工業株式会社製）上に 1 μl滴下乾燥させたも


のを用いた。また、亜鉛(Zn)、ストロンチウム(Sr)、


カドミウム(Cd)の原子吸光(AAS)用標準溶液も同


様に用いた。自然乾燥による飛散の有無は、


ICP-MS により調べた。 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


2.2. Micro-PIXE 分析 


マイクロ PIXE 分析には、照射イオン種は 2.6 


MeVの 1H+を用い、ビームサイズ約1 μm×1 μm、


走査領域は滴下全領域が捕捉できるように 1000 


μm×1000 μmに設定し、照射電荷量を 0.1 µC の


設定とした。均質性確認には、スポット分析を行


い、エリアサイズ 100 µm×100 µm、3 箇所での比


較とした。 


 


図1. 滴下乾燥型標準試料作製概略図 
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3. 結果および考察 


 


 滴下時は滴下跡の直径は 1.1 mm～1.2 mmであ


った。乾燥後、いずれの溶液も直径が減少したが、


滴下跡の形および元素分布には元素液による違


いが見られた。マイクロ PIXE による元素マップ


を図 2 に示す。亜鉛の滴下跡は円形でほぼ均質的


な分布であるが、直径は 400 µmに減少した。亜


ヒ酸ナトリウム、亜セレン酸ナトリウムの滴下跡


は元素分布に不均一性が見られ、形も円形ではな


かった。直径は 600 µm～800 µm程度であった。 


表 1 に、ICP-MS の測定結果を示す。亜ヒ酸ナト


リウム溶液、亜セレン酸ナトリウム溶液ともに飛


散等は認められなかった。乾燥により著しく直径


が縮小した亜鉛の AAS 用標準溶液の場合も飛散


はなかった。 


 亜鉛などの原子吸光用標準溶液は、乾燥過程で


収縮するものの、形状が円形であることや、濃度


分布も均質性が見えることから、Cd および Sr の


AAS 用標準溶液を用いて、均質性の確認実験を行


った。SrとCd のAAS用標準溶液も滴下跡の元素


分布は亜鉛と同様に一様であった。そこで滴下跡


の均質性を調べるため、SrとCd のAAS 用標準試


料中の任意位置3点をそれぞれスポット分析し蛍


光Ｘ線強度の相対標準偏差を求めたところ、


12-13 %であった。（表 2） 


 以上の結果より、滴下跡の直径の変化や均質性


は滴下溶液の性質により異なることがわかった。


AAS 用標準溶液は高い均質性が得られたことか


ら、微小領域での定量化にむけた標準試料として


有用であると考えられた。 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


4. まとめ 


 


 滴下乾燥型分析標準はこれまで滴下跡より大


きいビームを照射しての定量分析の標準として


広く用いられてきた。今回、マイクロ PIXE によ


る滴下跡の性状評価を行った結果、AAS 用標準溶


液を用いた滴下乾燥型標準は均質性がミクロン


レベルで良好であり、滴下跡よりも微小のビーム


を用いての定量分析標準としても有用であるこ


とがわかった。本標準は、前処理が簡便で、生物・


環境試料の元素組成やレベルに容易に設定でき


ることから、環境および生物試料のマイクロビー


ムを用いた局所定量に向けた分析標準として期


待できる。 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


表1. ICP-MS による元素量での飛散確認 


表2. Sr とCd のAAS 用標準溶液を用いた


マイクロ PIXE での蛍光Ｘ線強度の


相対標準偏差 


図 2. 亜ヒ酸ナトリウム溶液、亜セレン酸ナトリウム溶液および


元素分布[A ヒ素(As)、B セレン(Se)、C 亜鉛(Zn)]
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放医研マイクロビーム細胞照射装置 SPICE の開発と現状 
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要旨 


 マイクロビーム照射法は、放射線生物学において現在までに得ることが不可能とであった放射


線に対する細胞レベルでの応用を解析するために、最も有効な方法・装置であると言える。放医


研マイクロビーム装置 SPICE は、3.4MeV プロトン（陽子線）を目的の細胞に対してプロトンを 1


個から任意の粒子数を照射することができる。ビームサイズも直径 2 ㎛であり、哺乳類培養細胞


の細胞核のみを狙い撃つには、十分に集束したビームを形成することができている。照射速度は、


毎分約 400 個程度の細胞核を照射する高速性を実現した。照射可能な細胞培養面積も 5mm×5mm


程度であり、細胞皿あたりおよそ数千個の細胞を照射することが可能である。１細胞皿（試料）


を照射するために必要な１）細胞画像の取得、２）細胞の位置座標の計算・出力、そして３）照


射をおよそ１５～２０分程度で完了するように、システムの照射プログラムの改良を進めた。 
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1. はじめに 


マイクロビーム細胞照射装置は、放射線生


物影響研究において有効なツールとして注


目を浴びている。通常、細胞を用いた放射線


照射実験においてはブロードなビームを用


いるが、特に荷電粒子線では個々の粒子が細


胞にヒットする確率はポアソン分布に従う。


例えば、細胞に平均１ヒットするような低線


量（低密度）照射では 37％もの細胞が照射


されていないことになり、正確な放射線量に


対する生物効果を評価できない（図１）。つ


まり、放射線生物効果をポアソン分布に従っ


た確率的影響評価にとどまっていた。  


 


 


 


図１．ブロードビームによる確率的な（ポアソ


ン分布による）影響評価とマイクロビームによ


る狙い撃ちの違い。  


 


 マイクロビーム細胞照射装置は、直径数マ


イクロメートルに絞ったビームを用いて狙


った細胞に任意の放射線量を照射できる装


置である。つまり、すべての細胞に同じ線量


を与えることができることから、確率的な影


響評価を打破し、絶対的な評価を可能にして


いる。さらには、マイクロビーム細胞照射装


置は、照射する細胞も任意に狙いを定めるこ


とができることから、照射された細胞の近傍


の照射されていない細胞にも、放射線の影響


が表れるという Bystander 効果研究にとって


は最も有効なツールと言えよう。  


 SPICE は 2003 年に建設が開始され、1) 2006


年 3 月には 3.4MeV プロトンビームを直径


10 µm まで絞ることに成功した。2) 現在は、


照射粒子数も 1 粒子から設定可能となり、直


径 2 µm 程度のマイクロビームを実現してい


る。さらに、毎分 400 個程度の細胞を狙い撃


ちが可能である。3,4） 


 


２．放医研マイクロビーム細胞照射装置


(Single Particle Irradiation system to Cell; 


SPICE)の概要  


 放医研・静電加速棟には、3 本の PIXE 分


析ビームライン（PIXE Analysis system and 


tandem accelerator; PASTA）5-7) と SPICE ビ


ームラインの合計 4 本のビームラインが併


設されている（図２）。SPICE では、タンデ


ム型静電加速器（High Voltage Engineering 


Europe Ltd.）を用いて 3.4 MeV に加速した


プロトンを用いており、その特徴の一つとし


て 90°偏向磁石を用いて垂直方向（細胞底面


から細胞上部）に照射できることから、通常


の細胞培養と同様の状態で照射実験ができ


るようになっている（図２）。一般的に広く


用いられているマイクロビーム形成法は 2


種類あり、一方はビームを直径数ミクロンの
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穴を通してマイクロビーム形成するコリメ


ータ方式、もう一方は四重極電磁石（Q マグ


ネット）を用いてビームを集束するレンズ集


束方式がある。SPICE は後者の Q マグネッ


ト（Oxford Microbeam Ltd.）を用いることに


よって、コリメータ方式で問題となるエッジ


散乱などの成分がなく、エネルギーの均一な


マイクロビーム形成に成功している。  


 


 


 


図 2．放医研－静電加速器棟。タンデム型加速器よりプロトンビームを利用することが可


能。ビームの利用目的に対して、４本のビームラインが整備されている。  


 


３．照射粒子数の制御とビームサイズ測定  


 マイクロビーム細胞照射実験では、目的と


する細胞核に任意のプロトン数を正確に照


射できなければならない。そのためには、正


確に粒子を検出するとともに、高速にビーム


を ON/OFF することができなければならな


い。粒子検出器は、細胞観察用のレンズの代


わりに、対物レンズとほぼ同型ケースに収め


られたシンチレーションカウンタが細胞皿


の直上に移動する。細胞を通過してきた粒子


をこのカウンタが計測し、その信号をステー


ジ制御用 PC が取り込み、高速のトリガーパ


ルスを発生している。そのパルスを並行平板


型のビームスイッチに印加するパルス電圧


電源にフィードバックすることでビーム軌


道を変えてビームを OFF の状態に保つ。そ


の後、このビームスイッチにステージが連動


して移動し、ビームを ON の状態に切り替え


る。これを繰り返すことで、1 細胞あたり１


個から任意の数の粒子照射を実現している。 


次に、的確に細胞核を狙うためには、ビー


ムサイズが細胞核よりも小さい必要がある。


ビームサイズおよびプロファイルは厚み


100 µm の固体飛跡プラスチック板 CR-39（ハ
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ーツラス TD-1、フクビ化学工業（株））を用


いて測定した。CR-39 は、SPICE 専用の細胞


皿に貼り付け、細胞照射と同様に照射した


（図４）。細胞皿のついては後述する。図５


は 30 µm 間隔に 20、50、100 個のプロトン


を照射した。このようにプロトン 100 個程度


がほぼ直径 2 µm 以下の領域におさまるマイ


クロビームの形成に成功した。次に、マイク


ロビームを用いて図６ ,７のように浮世絵を


CR-39 上に模写した。照射後、CR-39 を 7M 


NaOH にて２時間のエッチング処理を行っ


たものを共焦点レーザー顕微鏡で撮像した


（図６）。プロトンの通過部位であるエッチ


ピット部位が黒く観察されたた。この画像の


作成するためには、およそ 600 µm×800 µm


の領域に、5 µm 間隔で合計 13,000 ヶ所を狙


い撃する必要があった。本システムは、それ


を 30 分程度で完了すること可能な高速性を


持ち合わせている。  


 


 


図 3．マイクロビーム細胞照射装置 SPICE。９０度マグネットを利用し、首直方向にビー


ムを導入することで、ビームは細胞の下から上へと照射される。SPICE ビームラインの概


略図と写真。  
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図４．ビームは細胞皿に張ってあるマイラー


膜を通過し、細胞に照射される。細胞位置に


CR-39 薄膜を設置して照射し、ビームサイズ


を計測した。  


 


図５． 照射粒子数とそのビームサイズ。  


 


 


 


図６ . CR-39 上にマイクロビーム照射によっ


て描いた絵。3 µm 間隔で合計 13,000 ヶ所を


狙い撃ちした Bar size, 100 µm 


 


 


 


図 7. CR-39 上にマイクロビーム照射によって描いた絵。5 µm 間隔で合計 13,000 ヶ所を狙


い撃ちした Bar size, 100 µm 図 8 の放医研で開催したマイクロビーム国際 WS のポスター


に使用した。  
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図 8. マイクロビーム国際ワークショップ


を 2008 年 11 月に開催した際の WS ポスター。 


図７の CR-39 画像を示した。  


 


４．細胞皿と細胞核照射方法  


マイクロビーム細胞照射実験では、細胞核


を的確に照射でき、照射後もその細胞を観察


する必要がある。特に、照射した細胞を追跡


する必要がある細胞核内 DNA 損傷修復タン


パク質の機能解析や、照射後の細胞応答に関


する研究を行う場合には必須である。そのた


めに、試料中に存在する細胞の位置情報をす


べて自動で迅速に決定できるシステムを開


発した。  


まず、SPICE 専用の細胞皿を作成した（図


9）。作成にあたり、以下の点について、クリ


アする必要があった。細胞が培養・接着可能


な材質であり、観察時において核染色した細


胞像の邪魔をしないこと（バックグラウンド


となる蛍光を発しない）。さらに、膜のビー


ム出口膜への接触による損傷や細胞観察時


の焦点ぼけなどを回避するため、膜のたわみ、


ゆがみがないこと。ビームの散乱をさけるた


め非常に薄く、そして、細胞をビーム出口に


可能な限り近付けることが可能なことであ


った。これらの条件をクリアにするため、細


胞が接着する膜には、厚み 2.5 µm のマイラ


ー膜を用いた。これを 33mmφ のステンレス


製のリングと枠板に挟みこむことによって、


非常にたわみがなく、張った状態を可能にし


た。そして、厚み 2.5 µm のマイラー膜によ


るビームの散乱はほぼ無視できる程度であ


った。さらにこの細胞接着面であるマイラー


膜とビーム出口との距離を 100 µm 程度に合


わせて設置できるようになった。  


 


 


図 9． SPICE 専用の細胞皿  


 


 細胞の狙い撃ちおよび照射した細胞を追


跡するためには、個々の細胞の細胞皿中の位


置情報を得る必要がある。 通常、SPICE


では、ヘキストで細胞核を蛍光染色し、その


蛍光を頼りに SPICE 専用プログラムを用い


て照射領域中に存在するすべての細胞核に


対して楕円フィッティングを行い、その中心


位置を細胞位置座標としてテキストデータ


に出 力 す るこ と が 可能 で あ る。 Chinese 
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Hamster Ovary（CHO）細胞をヘキスト染色


し、撮像および相貌位置情報と決定した一例


を図 10 に示した。  


 現在は、細胞位置情報の決定は、最大で細


胞皿の中央付近の 5 ｍｍ×5 ｍｍの領域で


可能である。一例として図 11 に、およそ 2.5


ｍｍ×2.5ｍｍの領域をすべてを撮像し、その


領域に存在するすべての細胞に対して位置


情報の決定を行ったものを示した。これは、


合計 48 枚の画像からなるが、照射する面積


に応じて撮像する画像枚数が増えることに


なる。しかし、本システムでは、細胞皿をボ


イスコイルモーターステージに設置して、撮


像、細胞位置の決定から照射開始まで、およ


その所要時間は最大で 10 分である。そして、


照射は、毎分 400 細胞の高速で照射が可能な


ことから、細胞皿 1 枚あたり、およそ最大１


５分程度で照射が完了する。  


 細胞核染色による影響、またヘキストの毒


性等については、個々の細胞株での検討が必


要になるが、SPICE での標準となるプロトコ


ールを以下に記す。照射の１時間程度前に 1 


µM に調整したヘキスト 33258 溶液を添加し


た培養液にて培養し、照射直前に新たな培養


液と交換する、または培養液によるバックグ


ランド蛍光を防ぐために PBSに入れ替える。


その後、滅菌した厚み 2.5 µm のポリプロピ


レン（PP）膜を細胞皿中央に浮かべ、横か


ら培養液または PBS を抜き取ることで、PP


で細胞表面を覆い、照射中の乾燥を防ぐよう


にしている。  


 


 


 


 


 


図 10．試料中の細胞すべてを撮像し、細胞核を染色したヘキスト 33258 の蛍光を頼りに、細胞核を


楕円フィットし、その中心を細胞の座標位置と決定した。細胞に割り振られた番号に対応した座標


位置が得られる。 
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図 11. 一枚の画像が 430µm×330µm（点線）であり、これを X 方向に 6 枚、Y 方向に 8 枚 の


合計 48 枚をタイリングした。 およそ 2.5mm×2.5mm の領域に存在するすべての細胞の位置


情報を自動で決定することができる。  
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図 12．細胞内 ROS 生成の可視化。DCF-DA を細胞に取り込ませた後に a）～ｄ）の細胞の


みにプロトンを照射した。照射した細胞のみに DCF-DA の蛍光が見られた。  


 


図 13．DNA 二本鎖切断のマーカーと知られる γ-H2AX に対して免疫蛍光染色を行った。青：細胞


核（ヘキスト３３４２）、緑：γ-H2AX 
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５．培養細胞を用いた実験の開始  


 プロトンが細胞内を通過すると活性酸素


種（Reactive oxygen species, ROS）を生成す


る。この細胞内で生成した ROS を検出した。


具体的には、照射の 24 時間前に CHO-K1 細


胞を Si3N4 薄膜に培養し、3 時間前に１ µM


ヘキスト 33258 を培養液に添加し、照射の


30 分前に 100 µM の 2', 7'-dichloro dihydro 


-fluorescein diacetate （H2DCF-DA）を培養液


に添加した。この H2DCF-DA は、細胞内に


生成した ROS と反応して、蛍光を生成する。
4,8)  試料面の全細胞の画像を取得し、得ら


れた細胞核画像から細胞位置を決定し、図６


の a）からｄ）のみの細胞を選択して、それ


ぞれに、1×105、2×105、5×105、１×106 個の


プロトンが照射した。照射開始から 15 分以


内に照射を完了、そして細胞画像を取得した。


図 12 のように、照射したプロトン数が多い


程 DCF-DA の蛍光量が強くなっていること


から、ROS 生成量はプロトンの個数に依存


することがわかった。さらに図 12ｄの細胞


には、１×106 個のプロトンを照射したが、


その近傍の細胞には、DCF-DA の蛍光の増加


が見られないことから、目的の細胞のみを照


射できていることを証明した。  


 次に細胞核を狙い撃ちし、誘発される DNA


二本鎖切断部位を可視化することで、SPICE


の照準精度を確認した。ヒト正常細胞


（WI-38）を照射およそ 24 時間前に撒いた。


照射の 1時間前にヘキスト 33258で細胞核を


蛍光染色した。細胞皿の中心のおよそ 2.5 


mm×2.5 mm の領域すべてを撮像し、得られ


た細胞核の蛍光画像を頼りに、その領域に存


在する細胞をすべての細胞位置情報を取得


した。およそ 1000 個程度細胞を確認し、そ


れぞれに 200 個の陽子を照射した。照射後、


30 分間通常の培養条件下に戻したのち、固


定した。DNA 二本鎖切断のマーカーと知ら


れる γ-H2AX に対して免疫蛍光染色を行っ


た。一例を図 13 に示した。このように、視


覚的にではあるが、ほぼすべての細胞核に対


して照射されていること確認できた。この照


射は、撮像から照射完了までおよそ１０分程


度で完了した。このことより、ルーチン的に


細胞核照射が可能であると言える。  


 


６．まとめ   


 SPICE では、直径２  µm 程度に集束し


たマイクロビーム形成に成功し、細胞核あた


りプロトンを 1 個から任意の数を照射する


ことができる。そして、試料面 5 ㎜角中の


細胞位置を自動で決定することができ、狙っ


た細胞核にプロトンを 1 個から任意の数を


照射できる。大量の細胞の照射を必要とする


ような実験系に対応するため、高速性につい


ても着目して開発を行い、１分間あたり最大


400 細胞といった高速な照射を可能にした。 


以上のように、マイクロビーム細胞照射装


置の最大の特徴は狙った細胞核（または細胞


質）に目的の粒子数を正確に照射できること


であり、マイクロビームを用いることで、従


来の照射方法での確率的な影響評価では明


らかにできなかった新しい知見を得られる


であろう。例えば、低線量領域においては放


射線による細胞致死が必ずしも線量に比例


せずに、超放射線感受性を示すという報告が


ある。この超放射線感受性の細胞周期依存性


やＤＮＡ損傷修復機構との関係性について


正確に影響評価を行うことが可能になる。さ


らには、低線量放射線リスク評価の観点から


突然変異誘発や発がんなどの大量の細胞数


を照射する必要あることから、これらの照射


実験を可能にするための装置開発も並行し


て進める。  
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 最後に、所内・外から提案される研究課題


に対応するために、また中長期的な研究の方


向性を見据えての装置の開発研究を推進し


ている。さらに、放医研マイクロビーム細胞


照射装置 SPICE は、放医研静電加速器施設


利用部会のもと、PASTA（PIXE 分析装置）


また NASBEE(中性子発生用加速器システ


ム)9)とともに、共用施設として運営している。


「マイクロビーム細胞照射装置 SPICE」に関


してのお問い合わせ：  tkonishi@nirs.go.jp 


（小西）  
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要旨 


神経幹細胞は、特に発達期における人の脳において、その中枢神経系で重要な役割を担う細胞


であり、この細胞の放射線被曝によって、小頭症などの障害を引き起こすことが知られている。


本研究では神経幹細胞の増殖・分化能に対する放射線の影響を明らかにするために、マイクロビ


ーム照射法を用いるための試料作製法を検討した。マイクロビーム照射法を用いるためには、マ


イクロメータレベルでの狙いうちを実現する必要があり、細胞位置情報の決定を細胞に蛍光染色


することで実現している。しかし、このような蛍光染色剤の細胞毒性は無視できないため、その


染色濃度および染色時間に関して検討が必要である。細胞核に照準を合わせるために、一般的に


は Hoechst 33342 が用いられているが、神経幹細胞に対しては非常に細胞毒性が高いことがわか


った。そのため、Cell Tracker Orange および Vybrant Dil の二種類の染色液についてその毒性を増


殖曲線で評価するとともに、SPICE オフライン顕微鏡を用いて、照射実験に必要な撮像パラメー


タを検討した。マイクロビーム照射法を用いて、神経幹細胞などの未分化細胞に対する影響に関


する研究を行う際の指針を示すことができた。 


Keywords: 神経幹細胞、マイクロビーム照射、蛍光染色剤、毒性 
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1．はじめに 


神経幹細胞は、増殖能と分化能を有してい


るという特徴がある。この細胞は、特に胎児


期または発達期の脳において自己増殖を繰り


返すとともに、ニューロン、アストロサイト


やオリゴデンドロサイトに分化し、中枢神経


系を構成していく。しかし、このような段階


において、放射線被ばくを受けることによっ


て小頭症である形態異常や、認知機能の欠損


などの発達障害が引き起こされることがマウ


スなどの実験動物を用いた個体レベルの研究


によって報告がなされている[1-4]。そこで、


われわれは、放射線によって誘発される中枢


神経系の障害に関する基礎研究として、細胞


レベルでの放射線の神経幹細胞の増殖能と分


化能への影響について着目した。神経幹細胞


は、井上らによって開発された NSS 法[5]を用


いることによって、Embryonic Stem cells（ES


細胞）を分化誘導し、単離・調製する事が可


能である。このような手法を用いることによ


って神経幹細胞を in vitro での実験に用いるこ


とが可能となり、より詳細に放射線に対する


細胞応答に関するメカニズムの解析が可能と


なった。さらに、マイクロビーム照射法を組


み合わせることによって、細胞または細胞核


の狙い撃ちをし、ほぼ DNA へのみ放射線を作


用させることが可能となった。また同様に細


胞質のみの照射実験が可能であることから、


放射線作用のターゲットがDNAへの損傷から


始まる放射線生物学の古典的なパラダイムに


ついて、神経幹細胞のような未分化細胞の分


化過程に対して障害に対する検証が可能と考


えられる。したがって、マイクロビーム照射


法を用いて神経幹細胞の増殖能及び分化能に


対する放射線の影響を明らかにすることを、


われわれの研究課題とした。 


初めに、１）細胞核へマイクロビーム照射


を行い、細胞核内 DNA に誘発される DNA 損


傷を起因とする効果について、神経幹細胞の


増殖能に対する影響を、増殖曲線を取得する


ことで評価する。分化能については、照射後


数日間培養し、非照射（コントロール）に対


して分化した細胞（ニューロン、アストロサ


イト、オリゴデンドロサイト）の割合を分化


マーカーとなるタンパク質を指標に免疫蛍光


染色法を用いて検出し、その割合から評価す


る。次に、２）照射された細胞とその近傍に


いる細胞における影響（バイスタンダー効果）


について、リアルタイム RT-PCR や免疫蛍光染


色法を用いて解析を行う。これらの課題を行


うためには、SPICE 専用の細胞皿をそのまま


使用することができない。例えば、神経幹細


胞は SPICE 細胞皿で使用しているマイラー膜


や Polypropylene（PP）膜には接着・培養する


ことができない。そのためマトリゲルコート


を行う必要があった[6]。次に、SPICE では、


細胞皿を設置するボイスコイルモータステー


ジの駆動範囲の制限から、細胞皿の中心 5 


mm×5 mm 程度の領域のみ照射が可能である


ことから、照射した細胞のみを回収すること


が非常に難しい。そのため、上記の１）のよ


うな照射実験を行う場合、細胞皿の細胞接着


面積 30 mmφ全面に細胞を撒いても、その一


部しか照射出来ておらず、それらのみを回収


することができない。さらに、SPICE では照


射中、細胞培養液を抜き取る必要があり、細


胞の乾燥防止策として細胞上部にPP膜を被せ


ている。しかし、この方法では、２）のよう


な課題において用いるリアルタイム RT-PCR


解析などのために細胞を回収する場合、細胞


皿の細胞培養領域である 30 mmφ全てにいる


細胞の乾燥を防ぐことができず、放射線以外


のストレスに対する影響を無視できない。そ


こで、照射実験を行うための第一段階として、


SPICE 細胞皿を用いて細胞培養が可能なこと、


さらには照射実験を行うに当たって、細胞の
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乾燥などを十分に防ぐことが可能な方法の確


立を目指した。 


次に、細胞核照射に必要な細胞蛍光染色に


ついて検討を行った。狙い撃ちを可能にする


ためには、細胞皿中における細胞の位置情報


を決定する必要がある。そのために、細胞核


または細胞質を蛍光染色するのが一般的であ


る。例えば、 マイクロビーム施設としてはパ


イオニアであるハーバード大学のダナ・ファ


ーバー癌研究所（旧グレイ研究所）やコロン


ビア大学の RARAF では細胞核の狙い撃ちに


Hoechst 33342を使用している[7-8]。他にはGSI、


MUNICH 大学のようにヒストンたんぱく質


H2B に遺伝子組み換え技術によって GFP を導


入し、無染色のまま可視化し、その蛍光を頼


りに細胞の狙い撃ちを実現している施設もあ


る[9]。日本においては、Cell Tracker を用いる


（独）日本原子力研究開発機構の重イオンマ


イクロビーム、Hoechst 33258 を用いる PF-KEK


の単色 X 線マイクロビームや（財）電力中央


研究所の特性 X 線マイクロビームがある


[10-12]。（独）放医研の陽子線マイクロビーム


SPICE は、細胞核の狙い撃ちには、Hoechst 


33258 または 33342 を用いている[13]。細胞染


色条件については、他の施設の条件を参考に


することはあるが、使用する顕微鏡システム


の仕様（対物レンズの倍率、励起光源の種類、


細胞の蛍光画像の取得の際に用いて CCDカメ


ラの感度など）などに依存しているため一概


には決定できない。そのため各々の実験目的


に合わせて条件を決定する必要がある。その


ため、一般的に用いられている Hoechst 33342


の毒性及び撮像の際の UV 励起光による影響


を測定した。次に、UV 励起による影響を除外


するために、Hoechst よりも長波長で励起でき


る細胞（核）蛍光染色剤を用いて、その毒性


と照射実験を行うための細胞撮像条件につい


て検討した。 


 


 


2．方法・材料 


 


2-1． 細胞株及び細胞培養条件 


細胞はマウス ES 細胞（C57BL/6 由来 HK 株）


から Neural Stem Sphere 法[5]によって分化誘


導した発生初期の未分化な神経幹細胞を用い


た。培養液は Neurobasal medium（21103-049, 


Invitrogen, CA, USA）に無血清添加物 B27（50×, 


17504, Invitrogen）、L-Glutamine（G7513, SIGMA, 


MO, USA ）、 Penicillin-Streptomycin （ 0781, 


SIGMA）を添加したものを使用し、神経幹細


胞を増殖条件で培養するため、塩基性線維芽


細胞増殖因子である Basic Fibroblast Growth 


Factor; bFGF を添加した（以下、Proliferation 


condition medium; PM ）。細胞数が 700000 


cells/dish となるように、100 mmφのシャーレ


（351029, BD, NJ, USA）に播種し、培養した。


シャーレは、細胞外基質である Matrigel


（ 356230, Invitrogen） 100 μl を Neurobasal 


medium 1 ml に加えた混合液であらかじめコ


ーティングしたものを使用した。 


 


2-2．SPICE 細胞皿での試料の作成 


 SPICE 細胞皿の構造は以前の報告書で説明


しているため[6]、ここでは省略する。この細


胞皿に細胞を播種する前に、あらかじめ細胞


を接着させるため、細胞外基質である Matrigel


で細胞皿接着面をコートした。コートは細胞


皿全面ではなく、一部分のみ行った。まず、


SPICE 細胞皿を冷やしておき、次に Matrigel 


100 μl を Neurobasal medium 1 ml に加えた混合


液 200 μl を細胞皿の中心に滴下した（図 1）。


この操作は氷上で行い、その後 37℃で 15 分以


上インキュベートした。その間、通常のシャ


ーレで培養した神経幹細胞を PBS で一回洗浄


後、0.25 % Trypsin（25200-056, Invitrogen）1 ml


で剥離した。剥離を停止させるため、10% 


FBS/DMEM （ 12303-500M, 1L0526, JRH 


BIOSCIENCES, KS, USA/ 11965-092, 


Invitrogen）9 ml を加えて、15 ml 遠心管に回収
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し、遠心を行った。遠心後は上清を除去し、


PM で懸濁して、電解質溶液であるアイソトン


（ ISOTON Ⅱ PC, 8546719, BECKMAN 


COULTER, CA, USA）が 9.8 ml 入ったカップ


に細胞懸濁液 200 μl を入れて、細胞濃度計数


装置（コールターカウンタ Z1 (S), BECKMAN 


COULTER）で細胞濃度を計数した。懸濁液は


50000 cells/ml となるように希釈した。インキ


ュベートしておいた SPICE 細胞皿のコートし


た部分のみを Neurobasal medium で一回洗い、


細胞数が 10000 cells/dish となるように懸濁液


を 200 μl 滴下し、細胞が接着するまで 3 時間


以上インキュベータ内で静置した。その後、


コート部分の培地を除去し、新しい PM 2 ml


を細胞接着面全面に広げた。 


図 1．Matrigel によって部分的にコートした


SPICE 細胞皿。縦軸と横軸の交点が覆われる


ように、Matrigel/Neurobasal medium 混合液を


200 μl を細胞皿の中心に滴下した。 


 


 


 


 


 


 


 


 


2-3．Hoechst 33342 による染色と撮像時の UV


照射による影響評価 


マイクロビーム照射実験の際に Hoechst 染色


を行っている他の施設でも、Hoechst による毒


性を評価している[14]。用いた細胞は V79 細胞


で、染色時間を 1 時間として、Hoechst 33258


の濃度が 5 μM 以上で毒性が見られた。しかし、


5 μM 以上の濃度で染色した細胞は、放射線保


護効果を示し、照射後の生存率が非照射細胞


よりも高いとも報告している。この染色濃度


や染色時間を参考に評価を行った。 


試料は方法 2-2．に従って作成した。細胞播


種から 24 時間以上経過後、細胞皿に培養液を


1 ml 残し、1.0 μg/ml Hoechst 33342（H-3570, 


Molecular probes, CA, USA）/PM（最終濃度：


0.5 μg/ml（0.8 μM））を 1 ml を添加し、30 分間


インキュベートした。その後、細胞皿から溶


液を抜き、 Phosphate Buffered Saline; PBS


（P4417, SIGMA）による洗いを一回行った。


再度 PBS を細胞皿に入れて 6.0 μm 厚の PP 膜


（ 425, Chemplex® INDUSTRIES, INC., FL, 


USA）を液面と膜の間に気泡が入らないよう


に上から被せた。次に、細胞皿の淵から PBS


を出来る限り抜き取り、細胞皿を SPICE 顕微


鏡ステージの上に置き、 20×対物レンズ


（UPLFLN 20X, N.A. 0.5, Olympus, Tokyo, 


Japan）を用いて細胞の観察をした。デジタル


CCD カメラ（ORCA-ER, C4742-95, Hamamatsu, 


Shizuoka, Japan）で約 5 mm 角領域の蛍光像を


430×330 μm2で 12×16 枚（192 枚）撮像した。


Hoechst 33342 の最大励起波長は 350 nm、最大


発光波長は 461 nm であるため（表 1、図 2）、


蛍光像を撮像する際のバンドパスミラーユニ


ットには、U 励起の U-MWU2（Band pass: 


330-385 nm, Olympus）を使用した。図 3 に


U-MWU2 の励起・吸収・分離波長のスペクト


ルを示した。撮像範囲の内、1 mm 角内に存在


する細胞核に対してフィッティングをかけ、
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位置抽出と細胞数の計数を行った。撮像後、


培養皿の淵から PM を 2 ml 入れて PP 膜を除


き、細胞皿をインキュベータへ戻した。撮像


後から 4 日目まで培養し、その間 24 時間ごと


に細胞を固定して 1 mm 角内に存在する細胞


核の計数を行った。固定は、-20℃で冷やした


メタノール（131-61826, Wako, Osaka, Japan）1 


ml を細胞皿に入れて-20℃の冷凍庫に放置し


た。次に、0.05% TWEEN®20（P9416, Sigma） 


/PBS (-); PBST (-)で三回洗浄後、1.0 μg/ml 


Hoechst 33342/PBS を 1 ml 細胞皿に入れて 5－


10 分間染色した。PBS で一回洗浄し、再度 PBS


を 2 ml 細胞皿に入れ、20×水浸対物レンズ


（UMPLFLN 20XW, N.A. 0.5, Olympus）を用い


て SPICE 顕微鏡で観察した。 


また、撮像後 4 日目については、細胞固定直


前での死細胞数をみるために Propidium Iodide


（PI）による染色を行った。細胞皿の培養液を


1 ml にして 1.0 μg/ml PI（P3566, Molecular 


probes）/PBS を 1 ml 入れ、20×水浸対物レンズ


を用いて SPICE 顕微鏡で即時に観察した。PI


の最大励起波長は 535 nm、最大発光波長は 617 


nm であるため（表 1、図 4）、撮像時のバンド


パ ス ミ ラ ー ユ ニ ッ ト に は 、 G 励 起 の


U-MWIGA3（Band pass: 530-550 nm, Olympus）


を使用した。図 5 に U-MWIGA3 の励起・吸収・


分離波長のスペクトルを示した。 


 


 


表 1．各染色液の最大励起・発光波長 


 


*は図 2、**は図 4 にスペクトルを示した。 


 


 


 


 


 


図 2．Hoechst 33342 の励起・蛍光波長のスペ


クトル。励起波長ピークは 350 nm で、蛍光波


長ピークは 461 nm である。このスペクトルは


Hoechst 33258（352 nm/ 461 nm）のものだが、


Hoechst 33342 と励起波長のピークが 2 nm し


か違わないなめ、参考に載せた。 


 


図 3．ダイクロイックミラーU-MWU2 の励起・


吸収波長と分離波長域。U-MWU2 は Hoechst 


33342 で染色した細胞の蛍光像を取る時に用


いたダイクロイックミラーである。励起波長


を示しているのが BP330-385（青）、吸収波長


は BA420（赤）、分離波長域は DM400（緑）


である。 
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図 4．Propidium Iodide（PI）の吸収波長と蛍光


波長のスペクトル。励起波長ピークは 535 nm


で、蛍光波長ピークが 617 nm である。 


 


 


図 5．ダイクロイックミラーU-WIGA3 の励


起・吸収波長と分離波長域。U-WIGA3 は PI


や CellTracker Orange、Vybrant Dil で染色した


細胞の蛍光像を取る時に用いたダイクロイッ


クミラーである。励起波長を示しているのが


BP530-550（青）、吸収波長は BA575-625（赤）、


分離波長域は DM570（緑）である。 


 


2-4．Hoechst 33342 と Cell Tracker Orange、


Vybrant Dil の毒性評価 


試料は、非染色（コントロール）と染色用


を準備した。培養容器には、T12.5 ボトルフラ


スコ（353018, BD）を用い、Matrigel/Neurobasal 


medium混合液 200 μl であらかじめコーティン


グを行った。細胞を 100000 cells/flask で播種し、


PM で 24 時間培養した。その後、染色用の試


料には、0.8 μM Hoechst 33342/PM、 0.5、5 μM 


Cell Tracker Orange/PM、0.5、2.5、5 μM Vybrant 


Dil/PM をそれぞれ添加し、SPICE 照射実験に


用いることを想定して染色時間を 3 時間以内


として染色を行った。染色後、コントロール


も含めて PBS で一回洗浄し、新しい PM 2 ml


をフラスコに入れて 4 日間培養した。その間、


24 時間ごとに各染色条件の細胞数をコールタ


ーカウンタによる計数を行った。この時の細


胞剥離は、PBS で一回洗浄後、0.25 % Trypsin 


200 μl で細胞を剥離し、10% FBS/DMEM 800μl


を加えて剥離を停止させた。計数によって得


られた細胞数より Kaleida Graph version 4.1


（HULINKS, Tokyo, Japan）を用いて継時的な


細胞数の推移をグラフで表し、そのプロット


から近似直線を引いて各条件の倍加時間を算


出した。 


 


2-5．Cell Tracker Orange または Vybrant Dil で


染色した際の撮像条件の設定 


 試料は方法 2-2．に従って作成した。細胞播


種から 24 時間以上経過後、0.5、2 μM Cell 


Tracker Orange/PM、0.5 μM Vybrant Dil/PM をそ


れぞれ添加し、1 時間ないし 2 時間インキュベ


ートした。その後、細胞皿から溶液を抜いて


PBS で一回洗浄し、方法 2-2．と同様に PP 膜


を被せた状態で撮像を行った。Cell Tracker 


Orange と Vybrant Dil の最大励起・蛍光波長は


表 1 に示した通りで、蛍光像を撮像する際の


バンドパスミラーユニットには、G 励起の


U-MWIGA3 を使用した。撮像後、SPICE に組


み込まれている細胞位置抽出プログラム
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（PitFit）を用いて[15]、細胞の部分にフィッテ


ィングをかけて細胞位置抽出を行った。 


 


3．結果と考察 


3-1．SPICE 細胞皿を用いた神経幹細胞の培養 


 


 通常、培養細胞を細胞皿のマイラー膜全面


に照射 24 時間前に播き、照射は中心 5 mm×5 


mm 程度の領域のみに行う。しかし、この方法


では、細胞接着可能な 30 mmφの縁（外周の）


数ミリ程度には、乾燥防止のために被せる PP


膜で正確に覆うことができないため、その領


域にいる細胞は乾燥のストレスを与えること


から、バイスタンダー効果の評価を正確に評


価できない。そこで、図 1 のように細胞皿中


心領域のみ細胞が接着するような工夫を行っ


た。細胞を撒いてから 24 時間後に、Hoechst 


33342 で核染色し、細胞が培養されている領域


の中心部分 1×1 mm を SPICE オフライン顕微


鏡で撮像した画像を取得した（図 6）。このよ


うに細胞を特定の領域のみに培養することに


成功した。 


 


図 6．撮像後 1 日目に固定し、Hoechst 33342


で再度染色して撮像した蛍光染色像。白く染


色されている部分は細胞核である。Bar size: 


100 μm。 


 


3-2．Hoechst 33342 蛍光染色及び UV 励起光に


よる影響 


 Hoechst 染色による細胞核染色には、二つの


デメリットを事前に評価する必要がある。一


つ目は、Hoechst 33342 の細胞への毒性であり、 


二つ目は、図 2 に示すような紫外線領域の励起


波長を用いる必要があるために、励起光の影響


も考慮する必要があった。そこで、まず Hoechst 


33342 の毒性のみに着目し、増殖曲線を取得した


（図 7）。 


 


 


 


図 7．Hoechst 33342 を添加した際の増殖曲線。


細胞を T12.5 に播種し、翌日に 0.8 μM Hoechst 


33342 を 0.5 hr または 3 hr 添加した。添加時間


を 0 hr とし、その後 96 hr（4 日目）まで毎日


細胞数の計数を行った。横軸は Hoechst 33342


添加後の培養時間を、縦軸は全細胞数を示し


ている。 
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表 2．各増殖曲線から得られた倍加時間。 


 


 


図 8．Hoechst 33342 染色と UV 照射による撮


像後の細胞増殖率の推移。 


 


 SPICE 細胞皿に細胞を播種し、翌日 Hoechst 


33342による染色とUV照射による撮像を行っ


た。染色・撮像時を 0 hr とし、96 hr（4 日目）


まで毎日細胞を固定して Hoechst による染色


を行い、撮像して 1 mm 角内に存在する細胞数


を計数した。横軸は染色・撮像後の培養時間


を、縦軸は 0 hr に対する各培養時間の細胞の


増殖率を示した。 


 


図 9．撮像後 4 日目における細胞の生存状態。


SPICE 細胞皿に細胞を播種し、翌日撮像を行


った。撮像後 4 日目の細胞固定前に PI で染色


して撮像し、固定後 Hoechst 33342 で染色して


撮像した。PI 染色像（赤）と Hoechst 33342 染


色像（紫）を merge した。Bar size: 100 μm。 


 


このように、Hoechst 濃度を一定にして、長


時間培養するとその毒性は明らかに増殖曲線


に表れた。各染色時間での倍加時間（DT）を


表 2 に示した。最大の染色時間 3 hr では、無


染色の試料に比べて、DT はおよそ 7.3 倍であ


った。最も染色時間の短い 0.5 hr のものでも


1.9 倍を示した。 


 次に、3-1 に示した方法で、SPICE 照射実験


と同様に細胞画像取得し、その後毎日同様の


細胞接着領域を撮像することで、その領域に


存在する細胞数を計数した。図 8 は、撮像日


から、4 日後までに測定した領域 1×1 mm に


存在する細胞数をプロットしたグラフである。


このように、撮像後細胞の増殖が見られなかっ


た。さらに、撮像後 4 日目の試料について、PI


染色を行い死んでいる細胞についても画像を取


得した。図 9はすべての細胞を紫（Hoechst 33342）


で撮像し、死んでいる細胞を赤（PI）で示した。


ほぼ半数の細胞が PI で染色された。これらの結


果より、0.8 μM の濃度における Hoechst の毒性


および励起光の影響は無視できない。Hoechst 染
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色による細胞核位置情報の決定は、神経幹細胞


を試料とする実験では困難であり、他の蛍光染


色剤を用いることを検討した。 


 


3-3． Cell Tracker Orange による細胞蛍光染色 


 蛍光染色試薬としては、紫外線による毒性


を除外するために、励起波長がより長波長な


ものを選択する必要があった。そのため、他


のマイクロビーム施設でも使用されているも


のから、Cell Tracker Orange を選択した[10]。


これは、ヘキスト系の蛍光試薬と同様に生細


胞を染色できるという特徴を持ち、細胞質膜


を容易に透過し、細胞質内のチオール基


（Glutathione S-transferase）と反応して蛍光標


識する性質がある[16]。そのため、ヘキストの


ように核（DNA）にインターカレートしない


ので、細胞全体がオレンジ色の蛍光として可


視化される。そのため、厳密には細胞核に位


置情報を決定することはできない。しかし、


神経幹細胞の特徴的な形状をしており、細胞


質は突起を伸ばしていて、細胞核付近が楕円


の形状を示しているため、全面面積の大部分


が細胞核と推定できる。 


 SPICE を用いた細胞照射実験系では、細胞


位置座標を決定して照射するまでの間、細胞


皿中の培養液を抜き取る必要があり、乾燥な


どの放射線以外のストレスを可能な限り細胞


に与えないためには、細胞位置情報の決定の


プロセスを短時間で終える必要がある。その


ため、顕微鏡システムに装備されている CCD


カメラの設定は、Exposure time を 0.2 msec 以


下にする必要条件がある。撮像のための CCD


カメラの条件は、表 3 に示した。一例として、


Cell Tracker Orange を用いて細胞を染色し、


SPICE オフライン顕微鏡にて蛍光画像を取得


した画像を図 10 に示した。 


 


 


表 3．SPICE 顕微鏡での撮像条件。 


 
 


 


 


図 10．Cell Tracker Orange による染色後、SPICE


顕微鏡で撮像した蛍光像。濃度を 0.5 μM、時


間を 1 hr として染色・撮像した。白く染色さ


れているのが細胞である。Bar size: 100 μm。 


 次に、Cell Tracker Orange について、表 2 に


示した染色濃度及び時間の条件で、増殖曲線


を取得した（図 11）。およそ 10 万個の細胞を


T12.5 ボトルフラスコに撒き、約 24 時間後に


染色液を添加して培養した。染色液を添加し


た時刻を 0 hr とし、染色後、培地交換をして、


再度 PM にて細胞を培養した。また、各染色


条件の増殖曲線から得られた倍加時間を表 2


に示した。メーカーの推奨する濃度である 5 


μM では明らかな倍加時間の低下を確認した


が、2.5 μM では非染色（コントロール）とほ


とんど違い見られなかった。このことから、


濃度 2.5 μM 以下で染色時間 3 hr 以内であれば、


Cell Tracker Orange の毒性は見られないことを


確認した。 


 細胞を T12.5 に播種し、翌日に 0.5、2.5、5 μM 


Cell Tracker Orange を 3 hr 添加した。添加時間
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を 0 hr とし、その後 96 hr（4 日目）まで毎日


細胞数の計数を行った。横軸は Cell Tracker 


Orange 添加後の培養時間を、縦軸は全細胞数


を示している。 


 さらに、上記で設定した条件内で、SPICE


顕微鏡システムで画像を撮像し、細胞の位置


情報を決定が可能であるかを検討した。図 12


に撮像した画像の一例を示した。濃度を 2 μM


とし、染色時間 2 hr とした条件で、最もはっ


きりと細胞を確認することが可能であった。


この画像より、PitFit のパラメータである


Threshold、Dust、座標ピッチをそれぞれ 50、


300-3000、12 に設定し、Cell Tracker Orange の


蛍光を頼りに細胞位置座標の決定を試みた


（図 13）。その結果、およそ 65％程度の細胞


の位置を決定することができた。 


 


 


 


 


図 11．Cell Tracker Orange の染色濃度の違いに


よる細胞数の推移。 


 


 


 


 


 


図 12．Cell Tracker Orange による染色後、SPICE


顕微鏡で撮像した蛍光像。濃度を 2 μM、時間


を 2 hr として染色し、撮像した。白く染色さ


れているのが細胞である。Bar size: 100 μm。 


 


 


 


図 13．Cell Tracker Orange 染色による蛍光像か


ら PitFit を用いて細胞位置を抽出した画像。図


12 の蛍光像を用いて、PitFit のパラメータを設


定してCell Tracker Orangeの蛍光を頼りにフィ


ッティングをかけた。緑色の円で囲まれた場


所が、細胞の位置として抽出された。Bar size: 


100 μm。 
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3-4． Vybrant Dil を用いた細胞蛍光染色 


 Vybrant Dil を使用する際のメーカー推奨濃


度は、5 μM で 20 分程度と記載があり、それ


に準じて 5 μM Vybrant Dil を添加した PM を作


成し用いた。Cell Tracker Orange と同様に、表


2 の条件で増殖曲線を取得した（図 14）。その


結果、細胞に対する毒性は見られなかった。 


 


 


図 14．Vybrant Dil の染色濃度の違いによる細


胞数の推移。細胞を T12.5 に播種し、翌日に


0.5、2.5、5 μM CellTracker Orange を 3 hr 添加


した。添加時間を 0 hr とし、その後 96 hr（4


日目）まで毎日細胞数の計数を行った。横軸


は CellTracker Orange 添加後の培養時間を、縦


軸は全細胞数を示している。 


 


 図 15に SPICE顕微鏡システムで撮像した細


胞画像の一例を示した。最も高濃度である 5 


μM Vybrant Dil で 0.5 hr 培養した細胞について


は、観察が可能であった。しかし、濃度を 10


分の１にした 0.5 μM については、0.5 hr の培


養時間では観察ができなかった。培養時間を 1 


hr にしたものについては、はっきりと細胞を


検出することができた。このことより、Vybrant 


Dil は 0.5 μM で 1 hr 以上の培養時間が撮像に


必要な条件である。しかし、Vibrant Dil 染色で


得られた画像から細胞の位置情報を自動プロ


グラムで計算させることは、不可能であった。


自動プログラムを用いた細胞核の狙い撃ちを


目的とした染色には不向きではあるが、細胞


質の位置を手動で選択して照射する照射実験


には有効であると考えられた。 


 


 


図 15．Vybrant Dil による染色後、SPICE 顕微


鏡で撮像した蛍光像。濃度を 5 μM、時間を 0.5 


hr として染色し、撮像した。白く染色されて


いるのが細胞である。Bar size: 100 μm。 


 


4．まとめ 


SPICE 皿を用いた神経幹細胞の培養に関し


て、細胞皿の一部の領域にのみ Matrigel コー


ト・細胞の播種をすることができた。次に、


細胞位置情報抽出のための細胞染色の検討に


関して、細胞は、核染色剤である Hoechst 33342 


と UV 励起光に対して毒性を示した。また、


細胞質染色剤である Cell Tracker Orange と


Vybrant Dil による染色については、撮像に適


切な染色濃度と時間を検討することができた。


さらに、Cell Tracker Orange については、細胞


位置抽出も可能であった。 
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費の助成を受けたものである。また、放医研


共同研究課題「マイクロビーム細胞照射装置


（SPICE）を用いた神経幹細胞の放射線障害に


関する研究」の一環として行われた。 
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放医研近交系メダカの維持、管理 


 


丸山 耕一*1,2,3、前田 圭子 3、松本 由美子 1、山崎 茂人 1、牛島 顕 1、石川 裕二 2 


 


1） 基盤技術センター 研究基盤技術部 実験動物開発管理課 


2） 放射線防護研究センター 防護技術部 


3） 放射線防護研究センター 環境放射線影響研究グループ 


 


 


要旨  


 メダカは、古くから実験動物として使われており、放射線生物学をはじめ、発生学、遺伝学、


毒性学、宇宙生物学、進化学、水産学、基礎医学など幅広く利用されている。それらの多くの研


究には放医研・田口（兵藤）泰子博士により作出されたメダカ近交系が使われている。メダカは


近交系が確立された数少ない生物種であり、このためメダカの実験動物としての価値が飛躍的に


高まった。 


 今、世界中に分譲されている放医研近交系メダカはどのようにして作出され、維持されている


かを概説し、その他、奇形、病気、寄生虫などに対してどのような対策を講じているかについて


報告したい。 
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１．はじめに 


実験動物メダカの特性 


実験動物メダカは、大きな卵、透明な胚、


ゲノムサイズが小さい（ヒトの約 1/4）、ライ


フスパンが短い（約 3 ヶ月）、体外受精で大


量に同ステージの胚が集められる等の利点に


より、古くから研究材料として用いられてい


る。近年では、メダカ全ゲノムの解読・公開、


遺伝子ノックアウト作出技術（TILLING 法）確


立など、メダカを取り囲む研究基盤は着実に


進歩してきているが[1]、それらの技術にも放医


研の近交系メダカが利用されている。 


 


２．メダカ近交系の意義と歴史 


 ２−１.近交系の意義 


 近交系の定義は、「遺伝学で同一系統内での


交配を繰り返し、遺伝的な均一性を高めた系


統」とされている。マウスでは「兄妹交配を


２０代以上行ったもの」と定義されているが、


メダカでもこの定義に沿って近交系を作出し


ている。これまでに近交系作出に成功した生


物種は、マウス、ラット、ハムスター、モル


モット、イヌ、ニワトリ、ウズラ、メダカに


とどまり、他の生物種では確立されていない。


理由は多々考えられるが、多くは世代間が長


すぎる、奇形が産まれてくる、受精率の低下


などが挙げられる。２０代兄妹交配を行った


とき、個体差間でのゲノムの変異は無視でき


る程度まで小さくなり、ゲノム配列がほぼ均


一なので、放射線障害、毒性評価、薬物評価


などにおいて、個体差を無視して研究をおこ


なう事が可能である。また個体差が無いと、


移植を行っても拒絶反応が起こらなくなる。


この事を利用して、最近では放医研近交系メ


ダカを使って担ガンモデルも開発されてきて


いる[2]。   


２－２.放医研近交系メダカの歴史 


放医研における近交系作出計画は 1974 年に、


放医研田口（兵藤）泰子博士によりはじまり、


７年の年月をかけて 1980年に初めて、HO4C、


HB32D などの系統が確立された [3](HO4C: 


Houiken Orange 4C Orange はメダカの体色を


示し、この場合ヒメダカを示す HB32D: 


Houiken Brown 32D 千葉市に生息していた野


生メダカで体色は茶色/黒)。この成果は魚類で


は世界で初めての快挙であり、この事により


放射線影響、毒性評価、EST 解析、ゲノム解析


などの様々な研究が均一のリソースを使うこ


とを可能をとさせた（現在、欧州などでよく


使用されているゼブラフィッシュでも、現在


までのところ近交系は作出出来ていない）。


この成功を期にさらなる近交系がいくつも作


出 さ れ 、 ゲ ノ ム 解 析 に 使 用 さ れ た


Hd-rR(Houiken d-rR; d-rR は色素遺伝子の欠


損により雄雌で体色が異なる系統)、EST 解析


やゲノムタイピングに利用されている北日本


集団由来のHNI(Houiken Niigata; 新潟県の野


生種から単離した系統)など[4]、様々な近交系


が作出され、現在13種を数えるに至っている。 


 


３．近交系メダカの維持管理 


 一般に、近交化した生物種は、その野生種


と比較して身体能力、受精率などは格段に低


くなっている。また、近交化で低下した能力


は一度低下してからは基本的には戻ることは


ない。そのため近交系を維持していくには、


その生物種の最適の環境で維持していくこと


が重要である。 


 放医研の近交系メダカは、水生動物舎の温


度一定の環境下（室温 29℃、水温 26℃）で飼


育され、井戸水を用いて週 3 回の割合で水換


えを行い、明暗サイクルをメダカが最も活動


する夏季時間の明 14−暗 10 時間に設定して維


持している。エサは成魚には熱帯魚のエサ、


テトラフィン（Tetra）をミキサーで粉末状に


して、メダカの口に合う大きさに砕いて与え、


稚魚にはさらに目の細かい鮎の稚魚用エサ


（スーパーゴールド０, オリエンタル酵母工


業）を与えている、その他、サプリメント的


にブラインシュリンプも日々培養し与えてい
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る。給餌の頻度は平日１日２回、週末は土曜


又は日曜に一度の割合で行っている。その他、


近交系だけに、エアポンプでエアレーション


を行い、また柄杓を使用して飼育水を交換し


ている。 


 近交系を維持していく上での最も気を使わ


なくてはいけない事は、人によるコンタミネ


ーションである。一度交雑された系統は元に


戻すのは不可能であるし、さらに危惧される


のは、交雑した個体は身体能力や受精率が回


復するので、交雑してしまった個体群が、継


代される可能性が多大にあることである。こ


のため、我々は同じ色のメダカを隣り合わせ


にはせず、万が一混ざっても稚魚の体色でコ


ンタミネーションの有無がわかるようにして


いる（図１）。 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


４．近交系維持の問題点 


 ４−１.近交系メダカ維持での問題点 


 メダカに限らず卵黄の大きい魚類では、受


精卵凍結保存法は確立されていない。このた


め、樹立したメダカ近交系は常に生かした状


態で系統維持をしていかなくてはならない。


メダカ近交系が確立されてから約３０年が経


過しているが、現在までに絶えてしまった系


統も数多く存在する[5]。 


 最近、良く目にするのが、雌雄の不均一性


である。通常、メダカの雌雄比率はほぼ１：


１であるが、近交系で大量に確保したメダカ


がすべてメスという事がこれまでにたびたび


観察されている。これは採卵時では判別が不


可能であり、孵化後１-２ヶ月に判明するので、


対応が後手後手になる。また、受精率の低下


も懸念している（図２）。さらに、十分に成長


しても性成熟せず、全く卵を付けないまま寿


命を迎える個体も存在する。それら様々な問


題に対しては、抜本的な対策は存在しないの


で、一つ一つに対して個々に対応していくし


かない。多くは複数系統を確保して、その中


で良いものを残していくより方法はない。 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 ４—２. 寄生虫への対応 


 筆頭著者が 2003 年に放医研に入所した時、


放医研メダカの多くには寄生虫が寄生してい


た。寄生虫の多くは、清潔に保っていれば、


特に問題はないが、水質が著しく悪くなった


り、個体が傷ついたりした場合に、大量発生


につながり個体が死に至らされる可能性があ


るので出来るだけ駆除しておいた方が良い。


放医研メダカに寄生していたのはトリコディ


ナとギロダクチルスであった（図３）。文献に


よれば、トリコディナは1％食塩水薬浴30分、


ギロダクチルスは 0.025％ホルムアルデヒド３


０分薬浴でほぼ駆除する事が可能で、薬浴し


てから約一週間後に再度薬浴する事で完全に


駆除することができる[6]。2007-2008 年の間に


集中的に放医研すべてのメダカ飼育施設で駆


除を行った。現在でも定期的に顕微鏡下で観


察を行っているが、その後は発見されていな


い。近交系にも寄生虫が寄生していたので対


応を行った。トリコディナに対する塩水浴で
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近交系が死ぬことは無かったが、ギロダクチ


ルスに対するホルマリン浴では、個体が死ん


でしまうものがあった。この場合、ホルマリ


ン浴はあきらめ、次世代の卵を取るときに細


心の注意で寄生虫を除いて採卵し、次世代に


繋げた。 


 


 ４—３. 病気への対応 


 メダカの病気は多数知られているが、多く


は市販の薬剤で対応可能である。水生動物舎


では、感染防止のために、消毒剤入り足ふき


マット、手洗いの義務化を行っているが、毎


年数回の頻度で何かしらの病気は発病してい


る。放医研でこれまでに確認された病気は、


松かさ病、尾ぐされ病、白雲病などが挙げら


れる。これらの病気への対応策について述べ


る。 


 松かさ病は、エロモナス細菌による感染で、


症状はウロコが逆立つなどの症状が見られ、


徐々にメダカが衰弱して死に至る。エロモナ


ス細菌自体は常在細菌であり、発病はメダカ


自体の体調不良や免疫低下が主原因である。


そのため、周りのメダカに感染することはな


い。対応は市販の薬剤グリーンＦゴールド（日


本動物薬品株式会社）で薬浴を行っているが、


経験上完治するのはまれである。 


 尾ぐされ病は、フレキシバクター・カラム


ナリスなどによる細菌感染症で、梅雨時に発


生しやすい。尾の部分から腐り出し、１-２日


で死に至る。一度感染が見つかるとすぐに鉢


全体に広がるので、見つけた場合はすぐに隔


離が必要で、市販の薬剤（グリーンＦゴール


ド）で薬浴する。 


 白雲病は、繊毛虫キロドネラや鞭毛虫コス


ティアがエラやヒレに寄生して綿の様なもの


が広がっていく病気で、主に春先の温度が上


昇して来るときによく見られる（図４）。これ


まで室内飼育で確認された事はなく、すべて


野外飼育の池から検出されている。感染力が


強く２-３日で池が壊滅状態になる事もある。


対応はバケツに隔離したメダカに、市販の薬


剤（ニューグリーンＦ, 日本動物薬品株式会


社）で数回にわたり薬浴する。 


 


 それ以外に現在頭を痛めている事に、近交


系 HNI 特有の病気がある。これは、背骨が上


から見ると「くの字」に曲がり、そこから尾


が腐り出すというものである（図５）。現在、


文献を探してもそのような症例はなく、他の


近交系統では発生をせず、また感染も起こら


ない事から、近交系 HNI 特有の病気と思われ


る。特定の遺伝子が欠損したことにより発病


しやすくなった可能性も考えられるが、何も


わかっていない。 


       


５．まとめ 


 放医研では、近交系メダカを世界で初めて


作出してから現在まで維持を続け、世代数は


100 を超えている系統もあり、魚類での兄妹交
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配数では世界一を記録している。近交系系統


維持では、様々な問題が生じ、またそれに対


して策を講じているが、次世代のためにも、


それらをきちんと記録していく事が重要であ


ると思われる。今後、近交系の特性や性格な


どについてもふれたいと思う。 
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