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概 要 

研究の背景と目的 

近年における、電子機器の著しい使用増加に伴って、低周波磁場（1 - 300 kHz）の健康影響につ

いての関心が増している。環境磁場としての低周波磁場と生体物質との相互作用は、生体が持つ熱

エネルギーに比べて低く、またその変動時間は生体内の化学反応速度と比べて遅いため、生体へ影

響を与えないと考えられている。その一方で、低周波磁場による生体影響として、いわゆる遺伝毒

性が報告されてきた。遺伝毒性の本質は DNA 損傷であるが、これは発がん性を誘導するため、生

体にとって大きなリスクとなりうる。国際がん研究機関（IARC）は、低周波磁場には発がん性リス

クの可能性があることを報告している。一般的に、DNA 損傷は放射線、紫外線によって水分子から

ラジカルが生成されることで起こされることが知られているが、低周波磁場のエネルギーは低く、

直接 DNA 損傷を引き起こすことはできない。 

一方、DNA 損傷を引き起こす原因の一つとして、酸化ストレスが知られている。この酸化ストレ

スは多くの場合、ラジカルによって誘導される。磁場のラジカル反応へ与える影響については、地

磁気を感受する渡り鳥の研究から Schulten らによって明らかにされてきた。それによると渡り鳥

の目の中の青色光受容体が光励起されるとラジカル対が生じる。このラジカル対が再結合するレー

トに地磁気が影響を与え、その結果としてラジカル対が関与する光受容反応のレートが変化すると

いう可能性が示されてきた。したがって、低周波磁場は酸化ストレスに関与する形で DNA 損傷の

誘導を促進していることが考えられる。 

上に述べたように、DNA 損傷には、ラジカル、あるいはより広くは酸化ストレスが関与する。先

行研究からラジカルが DNA 損傷を誘導する過程に、低周波磁場が影響を与える可能性が疑われて

いる。低周波磁場が生体へ影響を与えるメカニズムは、まだ解明されていないが、Lai らによって、

低周波磁場による DNA の損傷度がラジカル消去剤を用いることで、抑制されることが報告された

[1]。この仮説を元に Lai らは、以下の二段階のプロセスを主とする一つの仮説を提唱した。1) DNA

損傷を引き起こすラジカルとしてヒドロキシラジカル（∙ OH）がある。この∙ OHを過酸化水素と二

価鉄から生成する反応として Fenton 反応が知られているが、低周波磁場はこれを促進する。2) ∙ OH

はまた脂質の過酸化を通じて一酸化窒素（ラジカル）産生量（NO）を増加させ、これにより誘導さ

れる鉄貯蔵タンパク質からの鉄イオン放出が Fenton 反応をフィードバック的に増強させる。私は

この仮説に興味を持ち、検証することを目指した。 

各章の内容、実験結果 

第一章では酸化ストレスが与える生体影響と磁場影響の関連とそれを導く Lai らのスキームを詳

しく述べる。 

第二章では 50-Hz 磁場が線維芽細胞（Swiss Albino 3T3）の DNA 損傷を促進する作用に関する

実験結果を述べる。実験では 500-µT、1000-µT 磁場を 2 ~ 24 時間曝露し、DNA 損傷度をコメット

アッセイ（単一細胞ゲル電気泳動法）によって測定した。その結果、1000-μT 磁場を 24 時間連続

曝露することによって DNA 二本鎖切断量が有意に増加した。また、断続波形磁場を 18 時間曝露す

ることによって、DNA 一本鎖切断量が有意に増加した。断続波形を用いて得られた結果は先行研究

[2]と類似のものである。これにより、低周波磁場に DNA 損傷作用があることが確認された。 

第三章では、Lai の仮説を検証するために、免疫細胞マクロファージ（RAW264）を用いて 50-Hz

磁場曝露によるNO産生量、DNA 損傷度、細胞死を調べた結果を述べる。Lai の研究と異なる点は、

LPS による酸化ストレス誘導を行ったことである。免疫細胞を LPS 刺激するとNO合成酵素発現量



 

 

 

 

が増加し、結果的に NO（酸化ストレス源）産生量が増加し、細胞内酸化ストレスも増加すること

が知られている。このことを利用して、マクロファージへの LPS 刺激を行い、その後さらに 500-μT

磁場を 24 時間曝露したのちに、上記の指標を測定した。その結果、DNA 損傷度とネクローシス（細

胞の突発死）は、LPS 刺激によって促進され、50-Hz 磁場曝露によって更に増加した。一方で、50-Hz

磁場曝露によるNO産生量の有意な増加は測定されなかった[3]。したがって、NOによる酸化ストレ

スは 50-Hz 磁場曝露による DNA 損傷や細胞死の直接原因ではないことが示唆された。 

第四章ではDNA損傷を引き起こしうる他の酸化ストレス分子の可能性を検討した結果を述べる。

酸化ストレス分子としてNO以外にO2
‐ や∙ OH、ONOO−がある。このうち∙ OHとONOO−は酸化力が高い

ことが知られているが、∙ OHは DNA 損傷を引き起こすには寿命が短すぎるため、ONOO−に着目し

た。ONOO−はNOとO2
‐ の反応によって生成される。そこで、私はO2

‐ 産生量増加経路へ低周波磁場が

作用した可能性を考えた。先行研究において、50-Hz 磁場がO2
‐ 産生を促進することが示されている

[4]。O2
‐ は、ミトコンドリアの ATP 合成の過程で、恒常的に放出されている。本研究では、このミ

トコンドリア膜から生成されるO2
‐ に磁場曝露が与える影響に着目し、測定した。その結果、マクロ

ファージへ 500-μT 磁場を 24 時間曝露することによって、細胞内のO2
‐ 産生量が増加した。次にこの

O2
‐ 増加の原因を検討した。ミトコンドリアが機能不全を起こすと膜の中と外の電位差（ΔΦm）が低

下し、放出されるO2
‐ は増加する。実際に、ΔΦmを測定したところ磁場曝露によって、有意な低下が

測定された。一方、ミトコンドリア膜電位差を減少させることが知られている FCCP（イオノフォ

ア）の存在下で測定を行った結果、O2
‐ 産生量が増加したことから、50-Hz 磁場曝露による ΔΦm 低

下がO2
‐ -産生量を増加させるということが分かった。ΔΦm低下によるミトコンドリア機能不全が起こ

るとアポトーシス（プログラム細胞死）を誘導する。これはミトコンドリアからシトクロム c が放

出され、アポトーシスを誘導する酵素カスパーゼを活性化するためである。実際に、50-Hz 磁場曝

露によりカスパーゼが活性化される傾向が示された。この結果も 50-Hz 磁場によるミトコンドリア

機能不全誘発という考えと矛盾しない。 

本研究と先行研究の知見を合わせると、50-Hz 磁場のターゲットの候補としては a）O2
‐ の産生と

消去に関係する酵素（前者として NADPH oxidase、後者として superoxide dismutase が知られて

いる）の活性、b）ミトコンドリア膜における電子伝達系の 2 つが考えられる。前者に関して、50-Hz

磁場が superoxide dismutase の活性を抑制するという報告がある。また後者に関しては、時間的に

変動する磁場により膜上に非常に微小ではあるが渦電流が発生する可能性が理論的に指摘されてい

る。これが電子伝達系に影響した可能性が考えられる。しかし、前者に関しては報告が少なく、後

者に関しては実験的研究はない。従って、これらの仮説の検証は今後の課題である。 

結論 

本研究から、低周波磁場によるミトコンドリア膜電位差減少によってO2
‐ .生成経路促進にされるこ

と、また、遺伝毒性、細胞毒性を誘導することが示された。この結果から、低周波磁場はミトコン

ドリア膜やO2
‐ 産生を通じて生体へ作用するという仮説を新たに提唱した。 
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 序論 1

 生体、生体物質と電磁場の相互作用概論 1.1

 地磁気を感受する生物 1.1.1

自然界に存在する地磁気は、25 ~ 65 µT の強度幅があり、北半球では伏角を持つ、

準定常の静磁場である（Fig. 1、Fig. 2） [1]。この地磁気を感受し行動する生物の種

類は多岐にわたっている。例えば、走磁性細菌は体内のマグネトソームと地磁気の相

互作用を利用し、生存に有利な酸素濃度の領域へ遊泳する（南半球と北半球では真逆

の方向）。また、軟体動物であるウミウシ、両生類ではイモリ、魚類ではニジマス、

昆虫類ではゴキブリ、爬虫類ではカメ、鳥類ではヨーロッパコマドリのような渡り鳥

が地磁気を感受し、コンパスとして活用していることがわかっている [2] [3]。 

 

 

 

 

Fig. 1：地表の地磁気強度分布（2000 年） [1]。地磁気の強度は、場所によって異な

る。同じ場所においてもその強度は、時々刻々と変化することが知られている。 

 

 

 

磁気感覚を持つ生物種が多様なことから、環境磁場として地磁気は生体にとって重

要な因子であり、共通の祖先が持っていた磁気知覚器官が進化の過程で、それぞれの

環境に適応し受け継がれてきたと考えることが出来る。また、地磁気は数十万年に一

回の頻度で反転する。この変化は、タンパク質の進化の時間スケールに比べると、早

い。したがって、磁気受容の機能は原始生命時代にすでに備わっており、やはりその

点からも進化の過程でそれぞれの環境に適応したことが疑われる。誕生したばかりの

走磁性細菌の集団では、半数は泥の方向に進む極性を持つが、半数はその正反対の方

向に進む極性を持ち生き残ることが出来ない。地磁気が逆転してもその半数が生き残

ることができるという意味では、地磁気の逆転に適応し、生存する方法とも考えられ

る。 
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Fig. 2：A）地磁気を感受する生物。B）磁力線の伏角概念図 [2]。 

 

 

 

生物の地磁気を感受するためのメカニズムは、後述の理由で、生物の種類によって

異なることが予想される。例えば、前述の走磁性細菌の場合、外部から鉄イオンを取

り込み磁鉄鉱のナノ結晶が一列に並んだものを生成し、その結晶の磁気モーメントが

磁力線の向きと配向し、コンパスのような役割を果たす。他の生物の地磁気感受性に

ついても研究が推進されており、特に、渡り鳥の長距離飛行の際の地磁気感受につい

て詳しい研究が行われてきた。動物行動学の分野の研究から、渡り鳥は体内に伏角コ

ンパスとして働く磁気感覚を持っており、目の中にある色素タンパク質であるクリプ

トクロムが関与している可能性があることが示された [4] [5]。クリプトクロムは青色

の光励起によって、分子内にラジカル対を生成するタンパク質である。現在提唱され

ている仮説によると、クリプトクロムの中に存在し、概日リズムにも関連のある FAD

が光子を吸収して励起されることで電子が一個飛出し、不対電子を生成する。飛び出

した空隙を埋めるように同じくクリプトクロムの中に存在するトリプトファン（アミ

ノ酸）の電子が供給される。このとき、供給された電子と対になった電子同士は量子

もつれ状態を取り、このとき、電子は一重項と三重項の重ね合わせの状態である。こ

の一重項と三重項が混合した過程へ地磁気（~50 µT）が影響を与える。このとき必要

なラジカルの寿命は、少なくとも~1 µs である [6]が、クリプトクロムの場合、光励

起で生成されたラジカルは長寿命（~100 ms）であることが知られている [7]。さら

に、一重項と三重項の混合状態が、地磁気の強さや伏角の角度に敏感なため、渡り鳥

がどの方角に飛んでいるかによって、磁場の方向変化に応じて状態が一重項か三重項

に決まり、最終的な生成物は異なってくる。このような機構により、渡り鳥は文字ど

おり、地磁気を見ることが出来ると考えられている。 
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Fig. 3：A)ヨーロッパコマドリの磁気受容メカニズム仮説 [8]。ラジカル対の磁気受

容のメカニズムは、ヨーロッパコマドリの網膜に存在するタンパク質、クリプトクロ

ム内で起こっていると考えられている。クリプトクロムが網膜に対して配向して並ん

でいる。色素分子 FAD 内の電子が青色光によって放出され、ドナー分子であるクリ

プトクロム内のアミノ酸であるトリプトファンから電子を受け取ることで、ラジカル

対を生成し、一重項状態と三重項状態の重ね合わせの状態を取る。その後、最終的に、

一重項、三重項ラジカル対はそれぞれ一重項、三重項生成物へ再結合する。B)一重項

生成による磁場の角度依存性を表している。青線は地磁気強度（47 µT）の作用を示

し、赤線は 150 nT の 1.316-MHz 変動磁場が地磁気の方向に垂直に重なったときの

作用を示す。κはラジカルの崩壊レートを示す。C)一重項生成に対する磁場影響の角

度依存性と、ノイズ磁場の関係について示している。Γ はノイズのレートを示すパラ

メータである。青線は地磁気強度（47 µT）の作用を示し、赤線はκ= 104 s-1の変動

磁場ノイズが存在するときの作用を示す [9]。 
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地磁気のような強度の弱い磁場の生体影響の研究は、培養細胞を用いた基礎研究に

おいても行われてきた。地磁気を遮蔽したとき、神経芽細胞においてアクチン細胞骨

格を減弱させ、その運動性を変化させた [10]。同様に地磁気の遮蔽はラットの免疫系

へ影響を与え、一酸化窒素（NO）の放出とスーパーオキシドアニオン（O2
‐ ）の合成

を減少させた [11]。また、低強度（60、120 µT）の磁場がヒト臍帯静脈内皮細胞の

成長を促進し、一酸化窒素合成酵素（eNOS）が増加した [12]。渡り鳥の仮説と同様

に、磁場強度の僅かな変化が、電子スピン状態を遷移させるエネルギーの変化を引き

起こし、結果としてフリーラジカルに関連した化学反応レートがわずかに変化するモ

デルも報告されている [13]。代謝は化学反応のネットワークであるため、もしこのモ

デルが正しければ、一部の化学反応の変化が代謝全体の変化を導き、たとえば細胞の

成長率の変化を引き起こすのかもしれない。 

 

 化学的・生化学的側面の先行研究 1.1.2

静磁場や交流磁場が生体に影響を与えるとき、考え得る生体内の反応のひとつは、

脂質過酸化反応（LPR：Lipid Peroxidation Reaction）(Fig. 4)である [14] [15]。LPR

は、フリーラジカルを連鎖的に生成し、細胞死を誘導する [16]。 

 

 

 

 

Fig. 4：A) LPR を示す概要図 [17]と B) 過酸化脂質（LOOH）構造式。LH は細胞膜

を構成する脂質、LOOH は過酸化脂質、LOO・はアルキルペルオキシラジカル、LO・

はアルキルラジカルを示している。Lipoxygenase は酵素反応によって、過酸化脂質

を生成する。また、GPx（グルタチオンペルオキシダーゼ）は、脂質過酸化物を消去

する抗酸化酵素である。 

 

 

 

細胞膜を構成する脂質は LH と表す。LH は酵素（Lipoxygenase）によって、酸化

され、過酸化脂質 LOOH を生成し、最終的にアルキルペルオキシラジカル（LOO・）、

アルキルラジカル（LO・）を生成する。これを細胞において表した図を Fig. 5A に

示した。これらの化学反応式と速度定数から、常微分方程式が導ける [18]。この常微

分方程式の周期解は、インヒビターの濃度と LOO・の濃度という二つのパラメータ

によって性質が変わる分岐現象を引き起こす（Fig. 5B）。Fig. 5B において実線は磁
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場がないとき、点線は磁場があるときの周期解を示している。100～1000 µT のオー

ダーの磁場はスピン状態の遷移に影響を及ぼし、特定の条件下において遷移が誘起さ

れ、相転移（図中の 1→2）が起こり、LOO・濃度が変化する。その結果、LPR を引

き起こすラジカル反応のレートを最大 10%変化させる [19]。最終的に、連鎖生成物

の濃度が変化し、過酸化ラジカルである RO2
・同士の再結合によって、生成物への反

応速度が変化させる。したがって、この理論にしたがえば低強度の磁場であっても、

生体へ影響を与えることが可能である。 

 

 

 

 

Fig. 5：A）細胞への物質の流れを示している。脂質 LH、酸素 O2、抗酸化物質（イ

ンヒビター）I の供給によって生成物が生産される。B）縦軸はインヒビター濃度、

横軸はアルキルペルオキシラジカル（LOO・）濃度を示す、常微分方程式の周期解。

実線は磁場がないとき、点線は磁場があるときの周期解を示す。磁場の有無によって

LOO・濃度が変化する。図は [19]より引用。 

 

 

 

 生体への磁場影響の重要性 1.2

 低周波磁場 1.2.1

30 kHz以下の周波数帯の磁場はWHOによって低周波磁場と定義されている（Fig. 

6）。低周波の電流は、商用電源への利用等、広く活用されてきた。低周波電流にとも

なって生じる低周波磁場においても送電線付近での生活と小児白血病の関連性を指

摘した 1979 年の報告 [20]以降、低周波磁場の生体影響について臨床医学研究がなさ

れてきた。プール解析結果やメタ解析 [21] [22] [23]の結果は、強度が 0.3 µT 以上の

低周波磁場曝露によって小児白血病のリスクが 1.4 ~ 2 倍増加したことを報告してい

る。しかしながら、この強度の磁場に曝されていた小児の数は統計を取った総数のう

ち多くても 3%以下であったことから、低周波磁場による小児白血病リスクについて

確たる証拠は得られていない。この現状から、国際がん研究機関（IARC）は低周波

磁場を発がん性の可能性が否定できないクラス 2B に分類している [24]。 



 

9 

 

低周波磁場による生体影響は、培養細胞を用いた基礎研究分野においても行われて

きた。細胞が癌化する要因として核内の DNA の損傷が知られている。DNA 損傷に

は一重鎖切断で Single Strand Break (SSB)と二重鎖切断の Double Strand Break 

(DSB)がある（Fig. 8）。しかしながら、低周波磁場の持つエネルギーでは、熱エネル

ギーに埋もれてしまうので、直接分子を電離し DNA 損傷を起こすことは不可能であ

る。したがって、低周波磁場は DNA 損傷を引き起こす生体反応の経路を活性化させ、

間接的に DNA 損傷を増加させた可能性が考えられる。Lai（2014）によると、低周

波磁場による DNA を変化させるような遺伝毒性に影響があると結論づける論文

（2006 年から 2014 年）は 82%（37 論文）、影響がないと結論づける論文は 18%（8

論文）であった [25]。この結果から、基礎研究の分野においても低周波磁場による生

体影響について、まだ統一的な結論が得られていないということが分かる。 

 

 

 

 

Fig. 6：生活に利用されている電磁場とその周波数。< 30 kHz の周波数帯の磁場を低

周波磁場、30 kHz ~ 300 MHz の周波数帯の電磁波をラジオ波磁場と定義している。 

 

 

 

 ラジオ波とマイクロ波磁場 1.2.2

30 kHz ~ 300 MHz の周波数帯の電磁波は、ラジオ波磁場（Radiofrequency 

magnetic field）に分類される。携帯電話などの機器の普及に伴い、ラジオ波磁場周

波数帯に曝されることよる生体影響への関心が高まってきている。これらの周波数帯

の電磁場も低周波磁場と同様に非電離放射線に分類されるが、この効果を考えるため、

比吸収率（SAR；Specific Absorption Rate）が、重要なパラメータとなる。SAR と

は、単位物質質量へ単位時間あたりに吸収されるエネルギー量のことである。国際非

電離放射線防護委員会（ICNIRP）による局所 SAR（人体が電波にさらされることで

任意の 10 g あたりの組織に 0.1 時間に吸収されるエネルギー量の平均値）の基準値

は側頭部で 2 W/kg、四肢で 4 W/kg である。これらの熱量の持つエネルギーは生体影

響を起こすには低すぎる。それにも拘らず、次に述べるように生体組織、器官や細胞

へ何らかの影響を与えうる。 
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基礎研究に関して、上述の総説によると、ラジオ波磁場による遺伝毒性があると結

論づける論文は 63％（64 論文）、影響がないと結論づける論文は 37%（38 論文）で

あった [25]。Lai と Singh は、2450-MHz マイクロ波磁場周波数を 2 時間照射する

ことで DNA の SSB と DSB が増加することを報告した（SAR は 0.6 ~ 1.2 W/kg；

ICNIRP の基準値より低い） [26] [27] [28] [29]。ラジカル消去剤である抗酸化剤の

添加によって、ラジオ波電磁場による SSB、DSB は阻止された。このことから、

2450-MHz マイクロ波磁場がフリーラジカルの関与する反応を活性化したなどの可

能性が考えられる。Diem らは、断続による携帯電話信号（1800-MHz、SAR = 1.2, 2 

W/kg）の線維芽細胞の DNA 損傷効果が連続のときより、強いことを示した [30]。

一方、2450-MHz マイクロ波の曝露によって、精子細胞の遺伝子の構造変化や運動性

の低下が報告されている [31] [32]。細胞膜の NADH Oxidase は、スーパーオキシド

アニオンの生成ならびに、最終的に細胞への刺激応答経路である ERK

（extracellular-signal-regulated kinase）cascade（リン酸化カスケード）を活性化

する。Friedman らは、875 MHz の電磁波による ERK 活性化が NADH oxidase 活

性の阻害によって、抑制されたことから、電磁波は NADH oxidase 活性に影響を与

えると結論付けた [33]。 

これらの結果から、ラジオ波やマイクロ波が酸化ストレスを増加させ最終的に発が

んを引き起こすことが疑われており、IARC は 2011 年に、ラジオ波磁場を「発がん

性の可能性あり」に分類した。ごく最近、米国立衛生研究所（NIH：National Institutes 

of Health）に属する研究機関である米国国家毒性プログラム（NTP：National 

Toxicology Program）は、携帯電話による健康影響を目的とした大規模な動物実験結

果 [34]を報告し、以下のように報じられた。 

…強度の高周波電磁波を照射された数千頭のラットにおいて、まれな種類の脳と心

臓のがんがわずかな頻度で発症したが、それは他の要因で説明できるものではなく、

むしろ直接的な用量反応関係を示唆していることが発見された。実験環境においても

がんの発症率は依然として低かったけれども、曝露水準が高まるほど発症率も高まっ

ていた。脳のグリア細胞腫や心臓のシュワン細胞腫を発症したラットさえいた。 

…（ [35]より一部抜粋要約） 

NIH は、人間に関するデータ収集にもとづく大規模な臨床研究においては、携帯

電話使用による発がんリスクについて、限られた証拠しか得られていないことに、注

意しなければならないと述べている。携帯電話使用の際の健康リスクについては、社

会的影響も大きいため、NIH は慎重な姿勢を取っている。 

 

 本研究の位置付けと流れ 1.3

低周波磁場が生体へ影響を与えるメカニズムは、まだ解明されていない。しかしな

がら、低周波磁場が DNA 損傷を引き起こす一つの有力な仮説として、Lai らは、彼

らの実験結果をもとにして、低周波磁場が細胞内の鉄のホメオスタシスに影響を与え

る可能性を提唱した（Fig. 7） [36]。実際には、鉄を触媒として Fenton 反応により

酸化力が強く、DNA 損傷や脂質過酸化を引き起こす∙ OHを生成する。さらに、∙ OHに

よって誘導される脂質過酸化によって引き起こされる一酸化窒素産生量（NO）の増
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加によって、ラジカル生成や、鉄貯蔵タンパク質からの鉄イオン放出を誘導し、Fenton

反応を増強させる。私はこの仮説に興味を持ち、検証することを目指した。 

以上をふまえ、本研究においては、 

1. 低周波磁場による遺伝毒性の有無と実験結果の再現性の検証 

2. Lai と Singh によって提唱された仮説の中の一酸化窒素をターゲットと考え
た、低周波磁場による細胞毒性、遺伝毒性の評価 

3. スーパーオキシドアニオンを酸化ストレス源と考え、低周波磁場によるミト
コンドリア膜電位差、細胞内スーパーオキシドアニオンの測定 

を行い、それらの結果をもとに低周波磁場による生体影響について酸化ストレスの面

から考察を行った。 

 

 

Fig. 7： Lai らは、彼らの実験結果をもとにして、低周波磁場が DNA 損傷を引き起

こすプロセスの仮説を唱えた。低周波磁場が細胞内の鉄のホメオスタシスに影響を与

え、鉄を触媒として Fenton 反応により酸化力が強く、DNA 損傷や脂質過酸化を引

き起こす∙ OHを生成させる。さらに、∙ OHによって誘導される脂質過酸化によって引

き起こされるNOの増加によって、ラジカル生成や、鉄貯蔵タンパク質からの鉄イオ

ン放出を誘導し、Fenton 反応を増強させる。生成されるラジカルによって最終的に

DNA 損傷が引き起こされる。 
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 低周波磁場曝露による遺伝毒性評価1 2

 本研究の背景 2.1

生体は細胞によって形作られており、細胞のはたらきは細胞核に収められている

DNA によって司られている。その DNA が損傷を受けるということは、遺伝情報が

読み出せなくなることや、遺伝情報に誤りが生じることを意味する。したがって、

DNA 損傷は、生体にとって大変深刻な問題であり、場合によっては、細胞死を導く。

前述（1.2.1）したように DNA 鎖が直接切断される損傷形式は 2 種類ある。1 つは、

DNA の 2 重鎖のうち、片方のみが切断された SSB、もう 1 つは、DNA の 2 重鎖の

両方が切断された DSB である（Fig. 8）。ちなみに、放射線による損傷では、必ずし

も DSB は 2 重鎖の同じ箇所が切断される必要はなく、2 本の鎖の切断箇所が 10bp

程度離れている場合でも、DSB が発生することがある [37]。 

 

 

 

 

Fig. 8： DNA は二重鎖からなる。一重鎖の切断を SSB、二重鎖の切断を DSB とよ

ぶ。必ずしも DSB は二重鎖の同じ箇所が切断される必要はなく、二本の鎖の切断箇

所が 10bp 程度離れている場合でも、DSB が発生することがある。図は [38]から引

用。 

 

 

 

DNA が損傷を受けると、修復酵素により修復が行われる。SSB は切断された箇所

を比較的容易に修復することができる他、残った相補鎖から失われた遺伝情報を復元

することもできる [39]。そのため、SSB の修復は細胞の状態に依らず比較的短時間

で完了する。一方 DSB は、完全に DNA が切断されてしまっているため、直接再接

続させるのは難しい。DSB を修復するには、姉妹染色体から遺伝情報をコピーして

くる必要がある。染色体の複製直後であれば、姉妹染色体が同一細胞内にあるため、

DSB を修復できる。 

低周波磁場のような、非電離放射線は、直接 DNA 損傷を引き起こすことは不可能

である。しかしながら、多くの先行研究（ [36] [40] [41] [42] [43] [44] [45]）によっ

て、7.5 ~ 7000-µT の 50、60-Hz 磁場を 1 時間 ~ 32 日間曝露した結果、細胞内 DNA

                                                   

 

1 本章の内容の一部は [109]に掲載されている。 
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損傷の増加が報告されている。また、プラスミド溶液中へ銅イオン（Ⅱ）と過酸化水

素（H2O2）を添加し、低周波磁場を曝露することでプラスミド DNA の切断量が増加 

[46]、また、遷移金属（スズ）処理したプラスミドへ磁場を曝露することで DNA の

切断量が増加したことが報告されている [47]。これらの結果を通して、低周波磁場に

遺伝毒性がある可能性が考慮され、WHO は低周波磁場を発がん性の可能性を示すク

ラス 2B へ分類した [48]。一方、細胞を用いた実験系において、Ivancsits らの一連

の研究が 50-Hz で 5 分 ON、10 分 OFF 断続波形磁場曝露が繊維芽細胞 DNA 損傷を

増加させ、連続波形磁場では増加させないことを報告した [49] [50] [51] [52]。一方、

McNamee et al.は DNA 損傷が起こらなかったことを報告している [53]など、磁場

と DNA 損傷の関係性については、非常に複雑で、DNA 損傷の有無は細胞種や曝露

する磁場の条件（強度、周波数、波形）など実験条件に依存している可能性が考えら

れる。 

本実験の目的は、さまざまな磁場条件の低周波磁場曝露した株化細胞の DNA 損傷

度を測定し、磁場の強度や曝露時間に関してスクリーニングを行い、低周波磁場の遺

伝毒性評価を行うことならびに先行研究の検証を行うことである。 

 

 材料と方法 2.2

 実験に用いた材料等 2.2.1

細胞培養には、ダルベッコ最小必須培地、ぺニシン-ストレプトマイシン、L-グル

タミン、ウシ胎児血清はライフテクノロジーズジャパン（東京）から購入し、用いた。

PH 緩衝溶液調整用のトリスヒドロキシメチルアミノメタン（トリス）、その他の化学

薬品は和光純薬（大阪）から購入した。細胞溶解溶液（2.5 M 塩化ナトリウム、100 mM 

Na2EDTA、10 mM トリス （pH 10））、細胞電気泳動用に低融点アガロース、DNA

染色用 SYBR○R  Green I （C32H37N4S+）、コメットアッセイ用スライドはトレビジェ

ン社（Gaithersburg、MD、USA)から購入した。 超純水は MilliQ Simplicity UV (ミ

リポア、東京)によって調整し、実験に用いた。 

 

 実験で用いたバッファー 2.2.2

DNA 損傷度測定のためのコメットアッセイ（後述）には、塩基性緩衝液（200 mM 

NaOH、1 mM Na2EDTA、pH 13.5）、あるいは中性緩衝液（100 mM Tris Base、300 

mM 酢酸ナトリウム、pH 9.0）を使用した。その他、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）

（137 mM NaCl、2.7 mM KCl、8.1mM Na2HPO4·12H2O、1.47 mM KH2PO4）、ト

リス-EDTA バッファー（5 mM tris、1 mM Na2EDTA、pH 8.5)を使用した。 
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Fig. 9：実験工程を示すフローチャート。細胞培養し、低周波磁場曝露を行ったのち

すぐにコメットアッセイを行い、画像解析を行うことで DNA 損傷度測定を行った。 

 

 

 

 細胞培養 2.2.3

実験には入手、培養が容易な株化繊維芽細胞（Swiss 3T3 Albino；以下繊維芽細胞）

を用いた。細胞は SWISS 3T3 Albino 線維芽細胞（理研バイオリソースセンターから

購入）を用いた。培地はダルベッコ最小必須培地をベースとし、10% ウシ胎児血清、

1% ペニシリン-ストレプトマイシン、2% L-グルタミンを添加し、調整した。6 cm デ

ィッシュあたり 2  105の密度で細胞を播種し、CO2インキュベータ(Model 5410、

NAPCO)内（37 °C、5% CO2、湿度 95%）で培養した。播種後 24 時間以上 36 時間

以内で、磁場印加を開始した。 

 

 磁場曝露装置 2.2.4

Merritt らによって開発されたメリットコイル [54]を、インキュベータ内に設置す

ることで、細胞を培養しながら磁場を印加した。このメリットコイルにおいては内部

磁場が均一な空間はヘルムホルツコイルに比べて広い [54]。本実験で用いたコイルは

四角形（20 cm×20 cm）のコイルを 4 つ連ねて構成されている（Fig. 10）。各コイル

はエナメル線を巻いており、それぞれのコイルの巻き数は、上から 1 段目・4 段目が

26 巻、2 段目・3 段目が 11 巻である。磁場印加に伴う熱を考慮して、コイル内の配

線は導線を二重配線にした。曝露用では二本の導線に同方向に電流を流し、非曝露用

コイルでは電流を逆方向に流すことで、同様のジュール熱効果が生じる。配線を切り

替えることで曝露用コイル、非曝露用コイルの条件は入れ替えることができる。コイ

ルに通電していないとき、Shamと呼ばれ、通電した状態の非曝露条件をActive Sham

と呼ぶ（Table. 1）。メリットコイルは、2 セットあり、1 セットずつインキュベータ
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内に設置された。コイル内の電場を抑えるためにアースを取り、銅箔を巻きつけ、コ

イル内の電場が 1 V/m 以下になるようにした。 

電流の出力は、マルチファンクションジェネレータ WF1973 または、WF1943A（エ

ヌエフ回路設計ブロック）、オーディオアンプ PMA-390SE または、PMA-390AE

（Denon、川崎）によって行った。（Fig. 10） 

 

 

 

 

 

Fig. 10：A)ファンクションジェネレータ、B)アンプ、C)抵抗、D)メリットコイル写

真 E)メリットコイル内の配線と電流の流れを示す概略図。電流の向きをそろえる（→

→）ことで磁場曝露を、電流の向きを逆方向（→←）に設定することで非曝露条件を

作り出すことが出来る。 

 

 

 

 

Table. 1：磁場曝露の際に使用される表記とその説明。 

表 記 説 明 

Sham  コイルに通電していない状態 

Active Sham  通電した状態の非曝露条件（通電の方向は→←） 

Exposure 通電した状態の曝露条件（通電の方向は→→） 
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Fig. 11： A)非曝露コイル内の一秒ごとの磁場強度変化。コイルに通電していないと

き、Sham と呼ばれ、その背景磁場の強度は約 0.4 µT であった。通電した状態の非

曝露条件を Active Sham と呼び、磁場強度は 0.6 µT 近辺で緩やかに上下した。

B)100-µT 磁場曝露（Exposure）時のコイル内の磁場強度を示した。磁場強度の揺れ

は±1 µT 以内に収まっている。C)メリットコイルの特徴は広く一様な磁場を生成す

ることが出来ることである。図は 500-µT 磁場曝露中のコイル内の磁場強度の分布を

示している。中心の強度からのずれは最大 10%程度であった。図 C は [55]から引用。 
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コイル内の Z 軸方向（垂直方向）の磁場強度の測定は、ガウスメーター（FW Bell 

4190：周波数反応 30～2 kHz、強度範囲 0.01～199.9 μT）によって、1 秒ごとに行っ

た（Fig. 11A、B）。非曝露条件ではコイルによっては、強度が安定しないことがわか

った。これは、アンプを含めた電気回路の何らかの不安定性によって生じると考えら

れる。本研究では、比較的安定したコイルを非曝露コイルとして用いた。コイル内の

磁場強度は、中心の強度からのずれは最大で 10%程度であった [55]（Fig. 11C）。 

温度データは記録式のサーミスタ温度計 TR71U（T&D corporation、松本）で計

測し、磁場曝露群、コントロール群の間の温度差は 0.2°C 以下となるようにインキュ

ベータの温度設定を調整した（Fig. 12）。 

 
 
 

 

Fig. 12: 磁場曝露実験時の温度コントロール例。定常状態での温度が約 37°C になる

ようインキュベータの調整を行った。サンプルの入出の際、インキュベータ扉の開閉

（図中▼）によって下がった温度は約 2 ~ 3 時間で 37°C に戻った。 

 
 

 

 磁場曝露条件 2.2.5

本実験においては、ICNIRP によるガイドラインで職業曝露上限値に指定されてい

る 1000-µT [56]とその半分の強度の 500-µT 正弦波連続波形の 50-Hz 磁場を 2 ~ 24

時間印加した。 

 

 

 

Table. 2：実験に用いた磁場強度と曝露時間、磁場波形条件を示している。 

強度 連続波形磁場 断続波形磁場 

500 T 15、18、24 時間 15、18、24 時間 

1000 T 2、24 時間 — 
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また、前述のとおり、Ivancsits らの一連の研究が 50-Hz で 5 分 ON、10 分 OFF

断続波形磁場曝露が DNA 損傷を増加させることを報告した [49] [50] [51] [52]。この

結果を検証するため、本実験においても5分間ON、10分間OFFの断続波形の 500-µT、

50-Hz 正弦磁場を 15~24 時間印加した。 

 

 コメットアッセイによる DNA 損傷度測定 2.2.6

細胞核内の DNA の損傷度を評価する方法として、コメットアッセイ（単一ゲル電

気泳動法）を用いた。コメットアッセイは、アガロースゲル中に包埋した細胞を界面

活性剤で処理し、細胞膜その他のタンパク質を溶解し、残った DNA をゲル中で電気

泳動する手法である [57]。コメットアッセイは、比較的容易なため、医療分野の研究

に利用されている。遺伝子に対する放射線の毒性や、薬品の毒性や発ガン性の判定が

その一部である。本実験においては、磁場印加ののち、細胞をセルスクレイパーでデ

ィッシュからはがし回収、5 分間 28 x g で遠心し、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）

で 2 回洗う。最終的に 105 cell/ml の密度で PBS 内に懸濁し、低融点アガロースゲル

に 104 cells/ml の密度で細胞を包埋後、それぞれのサンプルを Comet Slides へ滴下

し、4°C で凝固させた。その後、4°C で 60 分間界面活性剤で処理した。この後、SSB

測定時には、20 分間塩基性緩衝液に浸漬し、塩基性環境下 4°C で 40 分間電気泳動（1 

V/cm、300 mA）を行った。その後、MilliQ に 5 分間浸漬を 2 回行い、70%エタノー

ルに 5 分間浸漬し室温で乾燥した。一方、DSB 測定時には、塩基性緩衝液の代わり

に、中性緩衝液を使用し、電気泳動終了後、30 分間 7.50 M 塩化アンモニウム溶液

へ浸漬し、30 分間 70％エタノールに浸漬した。室温で EDTA バッファーに溶解させ

た SYBR Green I (20 μg/ml)によって DNA を染色し、コメットパターンを観察した。 

損傷を受け切断された DNA は電気泳動によって、ゲル中を移動する。損傷のない

DNA はもともとの核の位置に留まる。泳動し、蛍光染色後、顕微鏡によって、泳動

しなかった損傷の無い DNA の集合（以下 Head）と、その集合に尾を引いた部分で

ある損傷した DNA（以下 Tail)が観察できる（Fig. 13）。観察される Tail の彗星のよ

うな形状をコメットと呼び、コメットの DNA 損傷部の Tail について画像解析する事

で DNA 損傷度を評価する。Tail の長さや強度の積算値、Tail 部分の全体に対する割

合から、DNA の損傷度を決める（次節）。 

一連の実験は光による DNA 損傷を避ける為一連の実験は黄色光の下で行った。陽

性対照実験には、DNA 損傷作用のある過酸化水素を用いた。細胞を 4°C で 500 µM

過酸化水素で保温したのち、コメットアッセイを行い、濃度ごとに評価を行った。 

 

 DNA 損傷度の解析方法 2.2.7

コメットアッセイによって得られたコメット画像解析は安藤樹氏（平成 27 年度卒

業）と共同開発したプログラム [38]によって行った。処理条件によってそれぞれ 100 

~ 200 のコメットを解析し、DNA 損傷度として Olive Tail moment [58]を下の計算に

基づいて求めた。  

𝑂𝑙𝑖𝑣𝑒 𝑡𝑎𝑖𝑙 𝑚𝑜𝑚𝑒𝑛𝑡 ≡  
∑ 𝑥(𝑖, 𝑗) ∙ 𝐼𝑇𝑖

∑ 𝐼𝐶𝑖
       (1) 
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i (  0 )は、水平軸のヘッド中心からの Tail 方向への距離を、j は垂直方向への距離

を表す。ITi は Tail 部分の位置 x( i, j )における強度 I ( i, j )、ICi はコメット全体の位

置( i, j )における強度 I (i, j )を表している。 

DNA 損傷度を定量化するためのパラメータには、Tail の長さ、Tail の強度などい

くつかある。安藤氏の研究によって、Olive Tail Moment は、わずかな違い（10-µM

過酸化水素による刺激（Fig. 13C の青と赤のバーを比べる））を定量することが出来

ることがわかったため本研究で採用された。 

 

 

 

 

Fig. 13：A) コメット画像。DNA の損傷がなく、凝集した部分を Head、損傷して電

気泳動によって流れた部分を Tail と呼ぶ。B）解析にもちいた Olive Tail Moment

は、Head Center からの距離とその強度を用いて式(1)によって求められる（式(1)）。

C）安藤による解析例。OliveTail Moment（図中では o_moment）を用いることによ

って 5-µM 過酸化水素刺激による DNA 損傷度まで測定が可能となった [38]。 

 

 

 

 統計処理 2.2.8

統計解析には対による t-検定を用いた。各実験の平均値  標準誤差（SEM）を計

算した。結果の図におけるエラーバーは標準誤差を示している。 P-値 < 0.05 のとき、

差は有意であるとした。 
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 結果と考察 2.3

本実験において、繊維芽細胞に各条件の磁場曝露を行い、コメットアッセイを行い、

OliveTail Moment を DNA 損傷度の指標として、解析を行った。以下にその結果と

考察を記述する。 

 

 コイルによる差の有無を調べる実験 2.3.1

磁場曝露装置であるメリットコイル間で差があるかどうか両コイルとも Active 

Sham に設定してネガティブコントロール実験を行い、SSB を指標として、評価した。

結果は Fig. 14 に示した。コイル間で差がないことが確認された（21.11 vs. 19.52；

P=0.313）。 

 
 
 

Active Sham 同士の DNA損傷度測定結果 

 

Fig. 14： DNA 損傷度（SSB）測定結果（コイル間での差）（n = 6）。 

 

 

 

 連続波形磁場曝露実験 2.3.2

繊維芽細胞への連続波形磁場曝露実験の結果を Table. 3、Fig. 15 に示した。

1000-µT 磁場を 2 時間または、24 時間曝露したとき、SSB に関して有意な差は見ら

れなかった（Table. 3、Fig. 15）。2 時間、24 時間連続磁場曝露実験によるコントロ

ール群と曝露群の DNA 損傷度（SSB）に、有意な変化は見られなかった。一方、24

時間曝露し、DSB を測定した結果、有意な差が観察された。500-µT 磁場を 15 時間、

18 時間、24 時間曝露したときの DNA 損傷度（SSB、DSB）は、いずれも有意な差

は見られなかったが全体的に曝露群が増加する傾向が見られた（Table. 4、Fig. 16）。 

本実験において連続波形磁場曝露における DNA 損傷度は 1000-µT 磁場の 24 時間

曝露 DNA 切断の DSB のみ有意に増加した。24 時間の磁場曝露による SSB の有意な

変化が測定されなった理由としては、生体内の SSB 修復機構によって修復されたこ

とが考えられる。500-µT 磁場では DNA 損傷の有意な変化は見られなかったが全体

として増加傾向は見られた。Mattsson と Simko のメタアナリシスで 1000-µT 以上
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の強度の磁場による生体作用において有意な変化が見られる傾向にあることが発表

された [59]。本実験結果においても DSB についてはこれと矛盾しない。 

 

 

 

 

 

Table. 3：1000-µT 連続波形磁場曝露による DNA 損傷度。 

500-µT MF 

(Continuous)  
平均値 標準誤差 n 

2 h (SSB) CON 8.54 1.23 7 

 
MF 7.89 1.39 

 
24 h (SSB) CON 5.90 0.23 4 

 
MF 5.90 0.39 

 
24 h (DSB) CON 19.17 5.87 6 

 
MF 20.82 6.32 

 

Continuous は断続波形磁場曝露、CON はコントロール群、MF は磁場曝露群、n は、

実験回数を示す。 

 

 

 

1000-µT連続波形磁場曝露による DNA損傷度測定結果 

   

Fig. 15：繊維芽細胞を用いた 1000-µT 連続波形磁場曝露実験結果。コントロール

群（CON）、磁場曝露群（MF）について、曝露時間条件、DNA 損傷度のタイプ（SSB、

DSB）ごとの実験値をコントロール群の平均値で規格化し、平均値±SEM を示して

いる。* は P < 0.05 を示している。 
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Table. 4：500-µT 連続波形磁場曝露による DNA 損傷度。 

1000-µT MF 

(Continuous) 
  平均値 標準誤差 n 

15 h (SSB) CON 18.57 1.18 6 

 
MF 19.11 1.46 

 
18 h (SSB) CON 17.76 0.86 6 

 
MF 19.87 2.39 

 
24 h (SSB) CON 12.53 4.06 5 

 
MF 13.80 4.86 

 
24 h (DSB) CON 19.12 3.13 4 

 
MF 23.18 4.03 

 

Continuous は断続波形磁場曝露、CON はコントロール群、MF は磁場曝露群、n は、

実験回数を示す。 

 

 

 

 

500-µT連続波形磁場曝露による DNA損傷度測定結果 

 

Fig. 16：繊維芽細胞を用いた 500-µT 連続波形磁場曝露実験結果。コントロール群

（CON）、磁場曝露群（MF）について、曝露時間条件、DNA 損傷度のタイプ（SSB、

DSB）ごとの実験値をコントロール群の平均値で規格化し、平均値±SEM を示して

いる。 
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 断続波形磁場曝露実験 2.3.3

線維芽細胞への断続波形磁場（5 分間 ON、10 分間 OFF）曝露実験の結果を Table. 

5 と Fig. 17に示した。500-µT磁場を 15、24 時間曝露したときの DNA 損傷度（SSB）

は、いずれも有意な差は見られなかったが、15 時間曝露による DNA 損傷傾向が見ら

れた。一方、曝露時間の中間値である 18 時間曝露をしたとき、有意な差が見られた。

24 時間曝露による DSB の測定も行ったが、有意な差は見られなかった。 

 

 

 

Table. 5：500-µT 断続波形磁場曝露による DNA 損傷度。 

500-µT MF 

(Intermittent)   
平均値 標準誤差 n 

15 h (SSB) CON 9.13  2.17  4 

 
MF 10.26  2.46  

 
18 h (SSB) CON 13.38  3.79  6 

 
MF 15.82  3.94  

 
24 h (SSB) CON 7.15  1.69  4 

 
MF 7.11  1.34  

 
24 h (DSB) CON 25.46  4.20  6 

 
MF 24.84  3.99  

 

Intermittent は断続波形磁場曝露、CON はコントロール群、MF は磁場曝露群、n

は、実験回数を示す。 

 

 

 

500-µT断続波形磁場曝露による DNA損傷度測定結果 

 
Fig. 17：繊維芽細胞を用いた 500-µT 断続波形磁場曝露実験結果。コントロール群

（CON）、磁場曝露群（MF）について、曝露時間条件、DNA 損傷度のタイプ（SSB、

DSB）ごとの実験値をコントロール群の平均値で規格化し、平均値±SEM を示して

いる。# は 0.05 < P < 0.10、* は P < 0.05 を示している。 
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本実験において断続波形磁場曝露実験の結果は 18 時間曝露によって DNA 損傷

SSB が有意に増加した。この結果は、Ivancsits らによる同様の繊維芽細胞を用いた

断続波形磁場曝露実験 [60]の中間時間において DNA 損傷度が最大になるという結

果を一部再現している（Fig. 18）。この結果から、DNA 損傷の程度は、磁場曝露時間

に依存している。また 24 時間曝露で DNA 損傷は見られなかったのは修復時間によ

っていると考えられる。本実験結果では連続波形磁場曝露による DNA 損傷度は測定

されなかった。この結果に関しても、 [49] [50] [51] [52]の結果を再現している。こ

れらの結果から、連続波形磁場曝露より断続波形磁場曝露の方が DNA の損傷を促進

しやすいことが確認できた。断続波形磁場による先行研究は非常に少ない。ちなみに、

我々の研究室の先行研究では、同様の断続波形磁場で 100-µT 磁場を 24 時間曝露し

たとき、HUVEC（ヒト臍帯静脈内皮細胞）のカルシウムイオンチャンネルに関する

遺伝子発現が変化した [61]。 

低周波磁場の生体システムへの作用のメカニズムは、未だ解明されていないが、生

体分子の電荷の移動への相互作用の可能性が考えられている [62]。DNA の塩基対内

で電子は移動が可能であり [63] [64]、Blank と Goodman によって、低周波磁場が

特定の DNA 配列（n CTCT n：C、T はデオキシリボ核酸のうちシトシンとチミンを

示す）において連鎖的に分離を引き起こす斥力（ローレンツ力）を発生させ、DNA

内の電子移動と相互作用するという仮説が唱えられた [65]。つまり、DNA が転写さ

れる際に、磁場の影響を受けやすい場所が存在、断続波形の低周波磁場の ON、OFF

の変換によって、そこから DNA 鎖の開裂が引き起こされ、DNA 損傷が誘導される

という。この機構によって、本実験の結果が導かれた可能性が考えられるが、確定的

なことは本実験からは言えない。 

 

 

 

 

Fig. 18: Ivancsits らによる断続波形磁場曝露実験結果 [52]。縦軸は DNA 損傷度、横

軸は磁場曝露時間を示している。繊維芽細胞を用いた実験結果（2.3.3）は 15 時間曝

露をしたとき、最大値を示している。これは本実験の結果と類似している。 
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 まとめ 2.4

本実験の結果から、1000-µT、24 時間の連続磁場曝露ならびに 500 µT、18 時間の

断続磁場曝露によって、DNA の DSB 損傷が見られ、低周波磁場が生体内の DNA 損

傷を引き起こす可能性が確認できた。部分的だが Ivancsits らの研究の再確認が出来

た。この分野の研究では、異なった研究者で現象が再現しない例が多いことを考える

と、本研究は特筆すべきである。また、Ivancsits らが初代細胞を用いたのに対し、

株化細胞でも DNA 損傷が見られたことは、この現象が一般的であることを伺わせる。

Lai と Singh の先行研究 [36]によると、低周波磁場曝露による DNA 損傷は、フリー

ラジカル捕捉剤やビタミン E 誘導体、一酸化窒素合成酵素（NOS）阻害剤（一酸化

窒素（NO）はフリーラジカルの一種）、鉄キレート剤を加えることによって、阻害さ

れた。フリーラジカルは DNA だけでなく脂質膜、タンパク質に損傷を与え、細胞内

のホメオスタシス（恒常性）へ影響を与える [66] [67]。一方、鉄イオンポンプが核

膜上に存在しているため、鉄は細胞質内より細胞核に多く存在 [68]することや、DNA

と二価鉄の複合体において、ラジカルが生成されやすいことが報告されている [69]。

この結果から、彼らは低周波磁場の遺伝毒性は生体内の鉄やフリーラジカルを介して

起こっていると考え、鉄を触媒としたフリーラジカル生成反応である Fenton 反応に

磁場が影響する事によって DNA 損傷が引き起こされるという仮説を提唱した。

Fenton 反応とは鉄を触媒とし、過酸化水素を∙ OHに変化させる反応である（式(2)）。 

Fe2+ + H2O2 ⟶ Fe3+ + OH− + OH.       (2) 

彼らの仮説によると、細胞内の鉄イオンのホメオスタシスへ低周波磁場が影響を及

ぼし、Fenton 反応によって生成された∙ OHが DNA 鎖切断や細胞膜の脂質過酸化、タ

ンパク質変性を引き起こすという。カルシウム（Ca）貯蔵オルガネラである小胞体膜

が過酸化されると Ca イオンが漏れ出す。その結果、カルシウム結合タンパク質カル

モジュリンに依存した NOS が活性化する。NOS によってつくられたNOは鉄イオン

を触媒としてフリーラジカル生成 [70]、また、フェリチンから鉄の放出を増加させる 

[71]。これは Fig. 19 に示すような、正のフィードバックである。これにより生成し

たフリーラジカルによる、DNA の損傷が細胞内の抗酸化作用や修復作用によって修

復されなければ、フリーラジカルの脂質過酸化作用によって細胞死が引き起こされる。

この仮説を念頭に、本実験の結果として得られた DNA 損傷が誘導された経路につい

て詳細に研究する必要があるだろう。 
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Fig. 19：Lai と Singh による低周波磁場が DNA 損傷を誘導する仮説概念図 [36]。図

A の Ft：フェリチン、Fe2+：鉄イオン、∙ OH：ヒドロキシラジカル、Ca：カルシウ

ム、NO：一酸化窒素、Mito：ミトコンドリア、O2
‐：スーパーオキシドアニオン、ONOO−：

ペルオキシドアニオンを示している。∙ OH、NO、O2
‐ 、ONOO−はフリーラジカルとし

て分類されている。また、図 A の赤い矢印で刺された物質は Lai と Singh の論文に

おいて阻害することで磁場による DNA 損傷が抑制された物質である。図 A を簡略化

して表した図が図 B である。細胞内のフェリチンからの鉄イオン放出へ低周波磁場が

影響を及ぼし、Fenton 反応によって生成された∙ OHが DNA 鎖切断や細胞膜の脂質過

酸化、タンパク質変性を引き起こす。過酸化されたカルシウム（Ca）貯蔵オルガネラ

である小胞体膜から Ca イオンが漏れ出し、その結果、カルシウム結合タンパク質で

あるカルモジュリンに依存した NOS が活性化する。NOS によってつくられたNOは

鉄イオンを触媒としてフリーラジカル生成、また、フェリチンから鉄の放出を増加さ

せる（正のフィードバック；図中の紫矢印）。 
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 酸化ストレス物質存在下における低周波磁場による DNA損傷測定2 3

 本研究の背景 3.1

前章にて低周波磁場が DNA 損傷という形で生体へ影響を及ぼすという実験結果を

示した。低周波磁場が DNA 損傷を引き起こす要因の一つとして Lai と Singh による

仮説においては、細胞内に存在する鉄とフリーラジカルが関与している可能性が示さ

れている。フリーラジカルの中でも、∙ OHは寿命が非常に短く（~1 µs）短距離（~40 

Å）しか拡散できず、また、測定するのが困難である一方で、NOは寿命も長く（~ 1 s）、

比較的広い範囲に拡散（~1000 µm）することから、比較的容易に測定が可能である。

これらの事実から、本研究室においても、NOに着目し、低周波磁場曝露によるNO産

生量の研究を以前から行ってきた。HUVEC（ヒト臍帯静脈皮細胞）への 1000-µT の

50-Hz 磁場曝露によってNO生成物の変化が観察された [72]。しかしながら、その後

実験結果を再現することが出来なかった [73]。また、先行研究 [74]と比較したとき、

得られたNO産生量が微量であり、測定の信頼性が低いことが課題であった。そこで

私は、免疫細胞マクロファージとリポポリサッカライド（LPS）との関連性に注目し

た。LPS は培養培地に含まれる血清内の LPS 結合タンパク質と結合し、複合体が免

疫細胞膜にあるレセプターに結合する。これにより、細胞内信号伝達経路が活性化さ

れ細胞分化、遺伝子発現変化など、様々な影響を与える（Fig. 20）。特に、NOS の一

種である iNOS を発現させ、NO 産生量を劇的に増加させることが知られている。生

成された NO は LPS 刺激によって生成されるスーパーオキシド（O2
‐）と反応し、強

力なラジカルの一種で DNA 損傷や脂質過酸化を引き起こすペルオキシナイトライト

（ONOO−）を生成する（式(3)）。 

NO + O2
− ⟶ ONOO−       (3) 

したがって、低周波磁場による DNA 損傷作用がフリーラジカルによるものである

ならば、LPS を添加したマクロファージでは、低周波磁場による DNA 損傷は促進さ

れるという仮説を立てた。そこでマクロファージを用いた、LPS 刺激によってNO産

生を促しし、低周波磁場の曝露による、DNA 損傷（遺伝毒性）と細胞死（細胞毒性）

を同時測定した。細胞死には、プログラム死であるアポトーシスと環境の悪化によっ

て生じる細胞壊死、ネクローシスがあることが知られている。本実験ではアポトーシ

スの指標としてアポトーシスを誘導するカスパーゼ、そして、ネクローシスした細胞

は細胞自身を染めることによって測定を行った。さらに、DNA 損傷作用を誘導する

フリーラジカルであるNO産生量の測定を行った [55]。 

  

                                                   

 

2 本章の内容は [108]に掲載されている。 
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Fig. 20：LPSの分子構造と LPS 刺激による主な活性作用を示した（青で示した部分）。

LPS は免疫細胞膜にあるレセプターに結合することより、細胞内に様々な作用を引き

起こす。本実験において LPS によるNO産生、DNA 損傷、細胞死を調べた。それぞ

れに関連する経路を示した。*は中村によって測定された。 

 

 

 

 材料と方法 3.2

 実験に用いた材料等 3.2.1

2.2.1 で記述した物質については省略。 

E 大腸菌 O26 由来のリポポリサッカライド（LPS）は Sigma Chemical Co.（St. 

Louis, Mo, USA)から購入した。最小必須培地（MEM）は Life Technologies Japan

から購入した。その他の薬品は和光純薬から購入した。Propidium Iodide（PI）、

Flouresent-Labeled Inhibitor of Caspases®（FLICA®）、キットは Immunochemistry 

Technologies から購入した。 

 

 実験で用いたバッファー 3.2.2

2.2.2 を参照。 

 

 細胞培養 3.2.3

実験で用いたマクロファージ（RAW246）は理研から購入した。細胞は 6 cm ディ

ッシュあたり 2  105 cell/mlの密度で播種され、MEM（10% 熱非働化ウシ胎児血清、

1% ペニシリン-ストレプトマイシン、2% L-グルタミン含有）によって CO2インキュ
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ベータ(model 5410、NAPCO、Chicago, IL, USA)内で 37°C、5% CO2、湿度 95%の

条件下で 70 - 90%のコンフルエント（集密）状態まで培養した。 

 

 LPS 添加 3.2.4

マクロファージを活性化するために LPS による刺激を行った。LPS は血清中の

LPS 結合成分と結合した後細胞膜貫通レセプターLR4 と結合する。LPS 刺激によっ

て細胞周期が停止することで増殖が停止することが知られている。 

マクロファージは磁場曝露前、新しい培地で洗ったのち、10 ng/ml LPS を添加し、

37C で 1 時間保温した。その後、培地で二度洗浄し、新しい培地を添加し 24 時間、

磁場曝露を行った。 

 

 

 

 

Fig. 21：A)通常培養細胞、B)LPS 刺激細胞の 10 倍顕微鏡写真。通常培養では丸い形

状をしていた細胞は LPS 刺激によって突起をのばし広がったような形状へと変化す

る 

 

 

 

 磁場曝露装置 3.2.5

2.2.4 を参照。 

 

 磁場条件 3.2.6

LPS 刺激後、メリットコイルによって連続波形 50-Hz、500-µT 正弦磁場を 24 時

間印加した。 

 

 マイクロプレートリーダー 3.2.7

蛍光強度、吸光強度の測定にはマイクロプレートリーダー（model SH-9600、

Carona electric japan)を用いた。 

A B 
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 コメットアッセイによる DNA 損傷度測定 3.2.8

2.2.6 で記述した部分に関しては、省略する。本実験では、DNA 損傷度として SSB

を測定した。 

低周波磁場曝露結果と比較を行うために、10 µM、100 µM 過酸化水素で 4°C で 1

時間処理したときの、DNA 損傷度を測定した。 

 

 コメット画像解析 3.2.9

2.2.7 を参照。 

 

 総細胞数測定 3.2.10

カスパーゼ測定（3.2.11）、ネクローシス測定（3.2.12）において 1 細胞当たりの値

に規格化するため、細胞数を計数した。計数には、血球計算盤を用いて、数取り器（Fig. 

22）で計測した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 22：細胞総数測定に用いた数取り器。血球計算盤を用いて細胞数を目視でカウン

トすることで総細胞数を見積もった。 
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 カスパーゼ活性測定 3.2.11

FAM-FLICA®は細胞内でアポトーシスを誘導するカスパーゼ阻害剤の蛍光性誘導

体色素であり、すべての活性化カスパーゼを検出する（Fig. 23）。 

 

 

 

 

Fig. 23：アポトーシス信号によって、ミトコンドリアからシトクロム C が放出され、

カスパーゼが活性化される。本実験で用いた、FAM-FLICA®はカスパーゼ阻害剤の蛍

光性誘導体色素であり、すべての活性化カスパーゼを検出する。 

 

 

 

本実験においては、磁場曝露後細胞をセルスクレイパーで剥ぎ取り 500 rpm 5 分間

遠心し 300 µl FAM-FLICA®を添加した。60分間 37°Cで保温した後、Apoptosis Wash 

Buffer を 2000 µl 添加し、500 rpm 5 分間遠心し、2000 µl Apoptosis Wash Buffer

懸濁し、10 分間 37°C で保温した。その後 500 rpm5 分間遠心、300 µl PBS 懸濁し、

100 µl/well でマイクロプレートに分注し、励起波長 490 nm で、発光波長 520 nm を

測定した。 

細胞一つ当たりのカスパーゼ活性（規格化された活性）を測定するため、蛍光強度

を細胞数で割った。 

 

 ネクローシス測定 3.2.12

PI は膜損傷したネクローシス細胞の内部に浸透し、細胞内のタンパク質や DNA に

結合する。PI は DNA の 4 塩基対あたり一分子、結合する。PI は正電荷を持ってい

る。このため生細胞の膜不透過という性質をもっているので、生細胞の DNA に到達

することはできず、生細胞と死細胞を区別することが出来る。 

本実験においては、磁場曝露後細胞をセルスクレイパーで剥ぎ取り 500 rpm 5 分間

遠心し 300 µl PBS で懸濁した。終濃度が 1.67 µg/ml になるよう PI を添加し、染色

した後、100 µl/well でマイクロプレートに分注し、励起波長 535 nm で、発光波長

617 nm を測定した。 

細胞一個当たりのカスパーゼ活性を測定するため、細胞数を下に述べる方法を用い

て測定し、規格化を行った。 

 

 統計解析 3.2.13

2.2.8 を参照。 



 

32 

 

 結果と考察 3.3

 DNA 損傷度 3.3.1

マクロファージへの LPS 刺激と 50-Hz、500-µT 磁場曝露実験結果を Table. 6 と

Fig. 24 に示した。DNA 損傷度をコメットアッセイの Olive Tail Moment（2.2.7）を

指標として評価を行った。その結果、LPS 刺激をしないとき、磁場のみによる DNA

損傷の増加傾向がみられた。LPS 刺激した場合、コントロール群に比べて、DNA 損

傷が増加したが、差は有意ではなかった（Table. 7）。一方、磁場曝露群に比べて LPS

刺激と磁場曝露を行った群の DNA 損傷度は、有意に増加した。ポジティブコントロ

ール実験として行った過酸化水素刺激による結果（Fig. 25、Table. 8）と比較すると、

低周波磁場曝露と LPS 刺激による DNA 損傷度は、10 µM 過酸化水素による DNA 損

傷度より小さく、その作用は僅かであることがわかる。 

本実験において、LPS 刺激を行ったとき、磁場によって DNA 損傷が有意に増加し

た。磁場曝露と LPS刺激したときのそれぞれの DNA 損傷度 Olive Tail Moment の、

コントロール群に対する増分を足し合わせた時、LPS 刺激と磁場曝露の両作用の

DNA 損傷度の増分にほぼ等しいことから、磁場による DNA 損傷作用と LPS による

DNA 損傷作用は独立な作用だと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

Table. 6：24 時間磁場曝露実験による LPS 刺激の DNA 損傷度。 

500-µT MF 

(Continuous) 
DNA 損傷度 標準誤差 n 

CON 12.30 2.16 7 

MF 14.02 1.89 
 

LPS 17.21 2.04 
 

MF + LPS 18.62 2.10 
 

Continuous は断続波形磁場曝露、CON はコントロール群、MF は磁場曝露群、LPS

は LPS 刺激群、MF 磁場曝露と LPS 刺激をした群は MF + LPS、n は、実験回数を

示す。 
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低周波磁場による DNA損傷度測定結果 

 

Fig. 24： マクロファージを用いた 24 時間磁場曝露による DNA 損傷度を Olive Tail 

Moment を指標として測定した。コントロール群（CON）、磁場曝露群（MF）、LPS

刺激群（LPS）、LPS 刺激と磁場曝露群（MF + LPS）の 4 条件について、DNA 損傷

度（SSB）測定の結果をコントロール群の平均値で規格化し、示している。実験回数

n = 8、# は 0.05 < P < 0.10、* は P < 0.05 を示している。 

 

 

 

 

 

Table. 7：24 時間磁場曝露実験による LPS 刺激の DNA 損傷度の P-値。 

P 値 CON MF LPS LPS+MF 

CON － － － － 

MF 0.288  － － － 

LPS 0.127  0.068  － － 

LPS+MF 0.090  0.042  0.030  － 
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Table. 8：過酸化水素による DNA 損傷度測定結果。 

H2O2 平均値 標準誤差 n 

0 µM 8.44 0.86 4 

10 µM 14.9 2.91 
 

100 µM 46.1 4.74 
 

n は、実験回数を示す。 

 

 

 

 

 

過酸化水素による DNA損傷度測定結果 

 

Fig. 25：過酸化水素によるマクロファージの DNA 損傷度測定結果を過酸化水素 = 0

の平均値で規格化し、示した。** は P < 0.01 を示している。 
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Fig. 26：低周波磁場曝露と LPS 刺激によって、DNA 損傷度が増加した。実験結果か

ら低周波磁場曝露と LPS は協働的ではなく、独立な経路によって DNA 損傷を引き起

こした可能性が考えられる。*は中村によって測定された。 

 

 

 

 

 

 総細胞総数測定 3.3.2

LPS 刺激したマクロファージへ低周波磁場曝露したとき、総細胞数の測定結果を

Table. 9 と Fig. 27 へ示した。LPS 刺激の有無にかかわらず、磁場による細胞数の有

意な変化は見られなかった。LPS 刺激を行ったとき、細胞数は有意に減少した（6.05 

± 0.74 x 105 cells vs. 2.78 ± 0.24 x 105 cells；P < 0.001）。この LPS の影響は次の

ように理解される。LPS 刺激によって、マクロファージ中にサイトカイン（免疫シス

テムの情報伝達タンパク質）の一種である腫瘍壊死因子（TNFα）の産生を引き起こ

すことが知られている。この TNFα は、細胞膜に存在する TNF レセプターと結合し

てアポトーシスを誘導するインターフェロン γ （INFγ）を増加させ、その結果イン

ターロイキン（IL）を増加させ、細胞の分化、増殖を抑制する [75]。この機構によ

って、本実験の結果である LPS 刺激による培養細胞数減少が引き起こされたと考え

られる。さらに、LPS 刺激によってミトコンドリア膜電位差が減少することが知られ

ている。ミトコンドリア膜電位差減少に伴う活性酸素種の増加によって、細胞死や細

胞周期停止を引き起こす p38 分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ（p38）が活性

化される [76]。この p38 活性化によって、細胞周期の停止や細胞死が誘導されたこ

とによっても、総細胞数の減少が引き起こされた可能性が考えられる。 
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Table. 9：低周波磁場曝露による LPS 刺激マクロファージの総細胞数。 

500-µT MF 

(Continuous) 
平均値（x 105） 標準誤差 n 

CON 6.05 0.74 6 

MF 6.39 0.74 
 

LPS 2.78 0.24 
 

MF + LPS 2.41 0.34 
 

Continuous は連続波形磁場曝露、CON はコントロール群、MF は磁場曝露群、LPS

は LPS 刺激群、MF 磁場曝露と LPS 刺激をした群は MF + LPS、n は、実験回数を

示す。 

 

 

 

低周波磁場による総細胞測定結果 

 

Fig. 27：マクロファージを用いた 24 時間磁場曝露による総細胞数を測定した。コン

トロール群（CON）、磁場曝露群（MF）、LPS 刺激群（LPS）、LPS 刺激と磁場曝露

群（MF + LPS）の 4 条件について、総細胞数の結果をコントロール群の平均値で規

格化し、示している。実験回数は 6 回、** は P < 0.01、# は 0.05 < P < 0.10 を示

している。 

 

 

 

Table. 10：低周波磁場曝露による LPS 刺激マクロファージの総細胞数の P-値。 

P 値 CON MF LPS MF + LPS 

CON － － － － 

MF 0.381  － － － 

LPS 0.002  0.001  － － 

MF + LPS 0.001  0.000  0.097  － 
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 カスパーゼ活性測定 3.3.3

一細胞当たりのカスパーゼ活性測定の結果は、Fig. 28 と Table. 11 に示した。LPS

刺激しないとき、磁場曝露による有意な差は見られなかった。LPS 刺激による、カス

パーゼ活性の増加は有意ではなかったが、3 倍程度の増加が見られた（Table. 14）。

LPS 刺激と磁場曝露は LPS 刺激のみに比べてカスパーゼ活性は増加しなかった。 

低周波磁場がアポトーシスを引き起こすという報告はいくつかあるが（ [41] [77] 

[78] [79] [80]）、本実験では、低周波磁場曝露によるアポトーシスを誘導することで

知られるカスパーゼ活性変化は LPS の有無によらず見られなかった。LPS 刺激によ

ってアポトーシスを誘導する経路は二つある。一つは、LPS 刺激によって、ミトコン

ドリアの permeability transition pore（PTP）が開き、シトクロム c と Apaf-1 とよ

ばれるたんぱく質が放出され、タンパク質分解酵素カスパーゼ 9 が結合し、アポトソ

ームという集合体をつくる。その結果、カスパーゼカスケード（分解酵素の連鎖反応

系）を活性化させる。この結果、カスパーゼ 3 を活性化させ、本実験結果でも見られ

た細胞死であるアポトーシスを誘導する。二つ目は、前述（3.3.2）のとおり、LPS

は、TNFα を発現させ、この TNFα が細胞膜表面の TNF レセプターに結合すること

でアポトーシスが誘導される。これによって、カスパーゼ 2、8、10 を活性化される。

その結果、カスパーゼ 3、6、7 を活性化する連鎖反応を誘導し、アポトーシスが引き

起こされる。二つのアポトーシス誘導経路は互いに関与し合いながらアポトーシスを

引き起こす。本実験で用いた試薬 FAM-FLICA®による測定は、これらすべてのカス

パーゼが測定の対象である。本実験の結果は有意な変化ではなかったが、低周波磁場

曝露による各カスパーゼの活性を測定することでアポトーシス活性経路と低周波磁

場の関連性を評価することが出来るかも知れない。 

 

 

 

 

 

Table. 11：低周波磁場曝露による FAM-FLICA®染色によるカスパーゼ活性強度と P-

値。 

500-µT MF 

(Continuous) 
平均値 標準誤差 n 

CON 367.3 68.6 6 

MF 269.9 74.4 
 

LPS 1005.5 311.0 
 

MF + LPS 820.7 125.8 
 

Continuous は連続波形磁場曝露、CON はコントロール群、MF は磁場曝露群、LPS

は LPS 刺激群、MF 磁場曝露と LPS 刺激をした群は MF + LPS、n は、実験回数を

示す。 
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低周波磁場によるカスパーゼ測定結果 

 
Fig. 28：マクロファージを用いた 24 時間磁場曝露によるカスパーゼ活性を測定した。

コントロール群（CON）、磁場曝露群（MF）、LPS 刺激群（LPS）、LPS 刺激と磁場

曝露群（MF + LPS）の 4 条件について、カスパーゼ活性の結果をコントロール群の

平均値で規格化して示している。実験回数は 6 回、# は 0.05 < P < 0.10 を示してい

る。 

 

 

Table. 12：低周波磁場曝露による FAM-FLICA®染色によるカスパーゼ活性強度の P-

値。 

P 値 CON MF LPS MF + LPS 

CON － － － － 

MF 0.275  － － － 

LPS 0.070  0.046  － － 

MF + LPS 0.008  0.002  0.452  － 

 

 

 ネクローシス測定 3.3.4

PI 染色した細胞の蛍光強度を測定し、総細胞数（3.3.2）で規格化することにより

ネクローシス誘導を評価した（Fig. 29、Table. 13）。LPS 刺激をしないとき、磁場に

よってネクローシスは誘導されず、変化はなかった。コントロール群に比べて、LPS

刺激を行うと、ネクローシスが誘導され、その変化は有意であった（114.7 ±9.63 vs. 

177.6 ± 28.33；P = 0.033）。LPS 刺激と磁場曝露は LPS 刺激のみに比べて有意にネ

クローシスを 誘導した）。この結果は、以前 [55]のトリパンブルーを用いた死細胞測

定の結果を再現していた。低周波磁場曝露による生体影響の実験においては、再現性

が低く、同じ研究室の実験ですら再現できないことがある。同じ研究室の結果を再現

できたことも本実験の特筆すべきことであるといえる。 

磁場のみによるネクローシスの誘導は起こらなかったので、LPS 刺激による作用を

磁場が促進させた協働的な作用と考えることが出来る。、DNA 損傷の場合、独立であ

ったが、異なるLPSの細胞死誘導経路を低周波磁場が促進させたことが考えられる。



 

39 

 

前節で示した、LPS 刺激によるカスパーゼ活性増加によって、細胞死が導かれたと考

えられる。また、低周波磁場曝露によって LPS 刺激による DNA 損傷度が増加した

（3.3.1 を参照）ことが、ネクローシスを有意に増加させた原因であると考えられる 

[39]。 

 

 

 

 

Table. 13: 低周波磁場曝露による LPS 刺激マクロファージのネクローシスと P-値。 

500-µT MF 

(Continuous) 
平均値 標準誤差 n 

CON 114.7  9.63  6 

MF 114.1  14.14  
 

LPS 177.6  28.33  
 

MF + LPS 238.3  38.56  
 

Continuous は断続波形磁場曝露、CON はコントロール群、MF は磁場曝露群、LPS

は LPS 刺激群、MF 磁場曝露と LPS 刺激をした群は MF + LPS、n は、実験回数を

示す。 

 

 

 

 

低周波磁場によるネクローシス測定結果 

 

Fig. 29：マクロファージを用いた 24 時間磁場曝露によるネクローシスを測定した。

コントロール群（CON）、磁場曝露群（MF）、LPS 刺激群（LPS）、LPS 刺激と磁場

曝露群（MF + LPS）の 4 条件について、ネクローシス測定の結果をコントロール群

の平均値で規格化し、示している。実験回数は 6 回、* は P < 0.05 を示している。 
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Table. 14：低周波磁場曝露による FAM-FLICA®染色によるカスパーゼ活性強度の P-

値。 

P 値 CON MF LPS MF + LPS 

CON － － － － 

MF 0.917  － － － 

LPS 0.033  0.013  － － 

MF + LPS 0.018  0.010  0.043  － 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 30：実験結果より、低周波磁場曝露と LPS 刺激によってマクロファージの DNA

損傷とそれに伴うネクローシスが誘導された。一方、アポトーシスを誘導するカスパ

ーゼの活性は見られなかった。*は中村によって測定された。 
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 まとめ 3.4

本実験において、マクロファージに対する LPS 刺激と低周波磁場曝露によって

DNA 損傷と細胞死（ネクローシス）が、引き起こされることが示された。前述のと

おり、Lai と Singh によれば、NOS を阻害したとき、低周波磁場曝露による DNA

損傷は消失した。この結果から、彼らは、NOの関与を考慮した低周波磁場の DNA 損

傷作用仮説を立てた [36]。しかしながら、本実験では、予想とは異なり、LPS 刺激

のみによる、NO産生量は増加した一方で、それに重ねて行った低周波磁場曝露によ

る細胞内や細胞外へ放出された一細胞当たりのNO産生量の有意な変化は見られなか

った（当研究室西墻ならびに中村 [55]による）。仮説と異なる結果が得られたのは、

実験に用いられた細胞種（Lai らは、曝露されたラットから得られた脳神経細胞をタ

ーゲットにしていた）違いに起因する可能性が考えられる。したがって、本実験で得

られた結果は、Lai らの提唱する仮説とは異なる経路を考慮して説明する必要がある。 

本実験から低周波磁場のマクロファージへの効果がNOに関連がないことがわかっ

たので、LPS 刺激によって活性化される他の経路への影響によって本実験結果（DNA

鎖損傷）が得られたと考える。前述のように DNA 損傷を引き起こすような、高い酸

化力を持つラジカルであるONOO−は本実験で測定したNOとO2
‐ の反応によって生成さ

れる。そこで、私はO2
‐ 産生量増加経路へ低周波磁場が作用した可能性を考えた。細胞

内のO2
‐ 産生過程は主に二つあることが知られている。一つは NADPH Oxidase によ

る生成である。特に LPS 刺激によって、マクロファージの膜に局在する NADPH 

Oxidase が活性され、細胞外にO2
‐ を生成する。同様に LPS 刺激によって増加された

細胞外NOと反応し、ONOO−を生成し、細胞膜脂質の過酸化を行うことで、細胞死が

誘導する。さらに、このONOO−は細胞膜を通過することが可能なので、細胞内の DNA

損傷を引き起こす可能性がある [81]。もう一つの過程は、ミトコンドリアの呼吸鎖内

に電子伝達の過程である。ミトコンドリアが ATP 合成をする際にはプロトンの勾配

が必要になるそのために電子伝達を行うがその際にO2
‐ が産生する。生成されたO2

‐ は細

胞質内に放出され、NADPH oxidase の時と同様にONOO−を生成し、細胞膜脂質の過

酸化や DNA 損傷を引き起こす。これらの過程への低周波磁場曝露の影響を評価する

ために、低周波磁場とO2
‐ の関連性について研究を推し進める必要がある。そこで私は、

低周波磁場曝露によるO2
‐ の産生量とO2

‐ の生成源であるミトコンドリアの膜電位差の

測定を試みた。その結果を第 4 章に述べる。 
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Fig. 31：本実験によって低周波磁場曝露と LPS 刺激によって DNA 損傷度と細胞死

の増加が観察された。しかしながらNO産生量の増加は見られなかったことから、Lai

と Singh の仮説で唱えられたNO産生による過程とは異なる過程によって DNA 損傷

や細胞死の作用が引き起こされたと考えられる。 
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 酸化ストレス下の浮遊細胞における低周波磁場による生理活性測定3 4

 本研究の背景 4.1

先行研究（ [36] [72] [82] [83]）から、低周波磁場による生体影響には、酸化スト

レスであるフリーラジカルの関与が考えられる。前章までの結果では、細胞内毒素

（LPS）の存在下において低周波磁場による DNA 損傷度、細胞死は促進されたが、

フリーラジカルの一種であるNO産生量は変化しなかった。このことから、DNA 損傷

と細胞死は、NO産生に関与しない経路によって誘導されたことが考えられ、Lai と

Singh の仮説とは異なった経路の可能性が示唆された。 

前章で述べたとおり、免疫細胞に対する LPS 刺激は、NO産生を引き起こすと同時

に、フリーラジカルの一種であるO2
‐ の産生も引き起こすことが知られている。LPS

刺激で活性化されると、マクロファージ細胞の膜に局在する NADPH Oxidase が活

性化され、細胞外でO2を酸化し、O2
‐ が生成される。細胞内外においてNOは、O2

‐ を捕

捉し、消去する。その際、酸化力が強く、DNA 損傷を引き起こすことのできるONOO−が

生成する。一方、酵素であるスーパーオキシドディスムターゼ（SOD）によりO2
‐ は

不均化され、過酸化水素（H2O2）が生成することも知られている（式(4)）。 

SOD + O2
−  + 2H+ → SOD + H2O2     (4) 

 

 

Fig. 32：細胞内では、O2
‐ は SOD によって不均化され、過酸化水素へ変化し Fenton

反応によって∙ OHを生成する。細胞内の過酸化水素は GSH-Px（グルタチオンペルオ

キシダーゼ）や Catalase などの酵素によって、水へ無毒化される。細胞外でも同様

に、O2
‐ は酵素 SOD によって不均化され、過酸化水素へ変化し、ハーバーワイス反応

によって∙ OHを生成する。∙ OHによって脂質の過酸化が引き起こされる。図は [84]か

ら引用（一部改）。 

 

 

                                                   

 

3本章の内容の一部は [110]に掲載されている。 
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この過酸化水素は、細胞膜内外を自由に行き来できる物質である [85]。細胞内にお

いて、過酸化水素は、Fe2+存在下で Fenton 反応（2.4 参照）を引き起こし、酸化力

の高い∙ OHを生成する。さらに、細胞外においては、Fe3+存在下でO2
‐ とのハーバーワ

イス反応によって、∙ OHが生成される。細胞内外において∙ OHによる脂質過酸化が引

き起こされ、細胞膜のダメージに伴う細胞死や DNA 損傷を引き起こす。したがって、

O2
‐ の産生量が低周波磁場によって増加するならば、前章で示された DNA 損傷増加が

説明可能である。さらに、細胞内外において、過酸化水素から生成されるラジカルに

よって、脂質膜の過酸化が行われるならば、細胞死を引き起こすことも考えられる。 

そこで、本研究では、低周波磁場曝露によるO2
‐ 産生量を測定した。また、このO2

‐ は

ミトコンドリアの ATP 合成の過程においても、恒常的に生成されている。そのため、

低周波磁場による、ミトコンドリアの膜電位差の関与も考慮し、測定を行い、評価を

行った。実験結果と従来の接着細胞に対する実験結果を比較するため、第 3 章と同様

にネクローシス、カスパーゼ測定を行った。 

 

 

 

 

Fig. 33：低周波磁場曝露と LPS 刺激によって前章で観察された作用は、O2
‐ に関与し

た反応経路によって引き起こされた可能性が考えられる。結果で述べるように、ミト

コンドリア膜電位差減少によってO2
‐ は産生されることから、本実験ではミトコンドリ

ア膜電位差とO2
‐ 産生量を測定した。 

 

 

 

 材料と方法 4.2

マクロファージは接着性の細胞であるが、本実験においては、浮遊させた状態で低

周波磁場曝露を行い、O2
‐ 測定、ミトコンドリア膜電位差を測定した。これは、本研室

の先行研究（Pooam、2016）の手法に倣ったためである。 

 

 実験に用いた材料等 4.2.1

2.2.1、3.2.1 にて前述した化学物質については省略する。 
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ミトコンドリアを染色するための JC-1色素はMaker Gene Technologies, Inc.から

購入した。O2
‐ 指示薬のニトロブルーテトラゾリウム（NBT）、は同仁化学から、ミト

コンドリア機能の阻害に用いるカルボニルシアニド-p-トリフルオロメトキシフェニ

ルヒドラゾン（FCCP）はアブカム株式会社から購入した。その他の化学薬品は和光

純薬から購入した。 

 

 細胞培養 4.2.2

前述（3.2.2）を参照 

 

 LPS 刺激 4.2.3

前述（3.2.3）を参照 

 

 磁場曝露 4.2.4

LPS 刺激した後、細胞をセルスクレイパーによって剥ぎ取り、回収し、マイクロチ

ューブに 1 ml ずつ分注した。50-Hz、500-µT 磁場曝露を 24 時間マイクロチューブ

のまま行い、後述の各実験前において、振動撹拌し、完全に培地に懸濁させてから実

験を行った。 

 

 磁場曝露装置 4.2.5

前述（3.2.4）を参照 

 

 磁場条件 4.2.6

前述（3.2.5）を参照 

 

 マイクロプレートリーダー 4.2.7

前述（3.2.6）を参照 

 

 総細胞数測定 4.2.8

各実験で得られた値を細胞当たりに規格化するための細胞数の計測には Hoechst 

33342 を用いた核染色を行った。Hoechst 33342 は デオキシリボ核酸のアデノシン

とチミジンが豊富な DNA 配列の副溝（minor groove）に高親和性で結合することに

より、真核細胞および原核細胞の DNA を染色することができる細胞透過性蛍光物質

である。Hoechst 33342 が DNA に結合し、UV 光によって励起された場合に 461 nm
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に最大発光波長を持つ青い蛍光が検出される。蛍光強度は DNA 量、したがって細胞

数に比例する。 

本実験においては、磁場曝露後 5000 rpm で 5 分間遠心し、5 µg/ml Hoechst 33342

を添加した。60 分間 37°C 保温し、5000 rpm で 5 分間遠心し、PBS で洗い、300 µl 

の PBS に懸濁し、100 µl/well でマイクロプレートに分注し、励起波長 357 nm、発

光波長 440 nm で蛍光測定した。 

検量線は 0、0.25、0.5、1.0、2.0 ×106 cell/ml の播種細胞密度で蛍光強度を計測

し、二次関数でフィッティングし、作成した（Fig. 34）。 

𝑦 = 1319.8𝑥2 + 2580.8𝑥 + 8.2        (5) 

上式の𝑦は蛍光強度、 𝑥は細胞数を表している。R2は 0.9808 である。 

 

 

 

 

Fig. 34： Hoechst 33342 染色蛍光強度と数取り器による計数による細胞数を二次関

数でフィッティングし、検量線を作成した。実験回数は 3 回（2×106 cell/ml のサン

プルによる実験回数は 1 回）。実際には、細胞数が少ないとき強度と比例していたが、

細胞数が増えると強度は二次曲線で近似された。 

 

 細胞生存率測定 4.2.9

（3.2.11）を参照。 

本実験においては、磁場曝露後 5000 rpm 5 分間遠心し、PBS で洗浄し、1.67 µg/ml

の PI を添加し、染色した後、100 µl/well でマイクロプレートに分注し、励起波長 535 

nm、発光波長 617 nm で測定した。 

 

 カスパーゼ活性測定 4.2.10

（3.2.10）を参照。 
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本実験においては、磁場曝露後 5000 rpm 5 分間遠心し、PBS で洗浄し、FLICA ®

を添加した。60 分間 37°C 保温し、FLICA キット添付の Apoptosis Wash Buffer を

1ml 添加し、5000 rpm 5 分間遠心し、1000 µl Apoptosis Wash Buffer 中で懸濁し、

10 分間 37°C で保温し、5000 rpm5 分間遠心し、沈澱した細胞を 300 µl PBS 中で懸

濁し、100 µl/well でマイクロプレートに分注し、励起波長 490 nm、発光波長 520 nm

で蛍光測定した。 

 

 𝐎𝟐
‐ 産生量測定 4.2.11

O2
‐ を検出するために NBT を用いた [86]。NBT は、生成された・O2

‐ によって、550 

nm に吸収がある水溶性で青色の NBT - diformazan に変換される。この溶液の吸光

度が生成したO2
‐ 濃度に比例すると考えられる。 

本実験においては磁場曝露後細胞を 5000 rpm 5 分間遠心し、1 mM CaCl2、1 mM 

NBT で調製した培地を添加し、37°C で 1 時間保温した。その後、5000 rpm で 5 分

間遠心し、1000 µl の PBS で懸濁し、10000 rpm 5 分間遠心し、上澄み溶液を取り除

き、空気乾燥した。細胞内の青色変性結晶である diformazan は 2 M KOH を 50 µl、

DMSO を 100 µl 加えて溶解した。100 µl/well でマイクロプレートに分注し、吸光強

度を 620 nm で測定した。 

また、細胞内の様子を顕微鏡で観察し、画像取得を行った。その際は、NBT と CaCl2

で染色のみを行い PBS ですすいで、20 倍のレンズで観察を行った（Fig. 35）。 

FCCP 存在下で、ミトコンドリア膜電位差を減少させたときのO2
‐ 産生量測定を行っ

た。25 µM、50 µM、100 µM の FCCP 存在下で 30 分間培養したのち、NBT による

染色と吸光測定を行った。 

 

 

 

 

Fig. 35：NBT による染色した A)通常の細胞 B)LPS 刺激細胞の 20 倍顕微鏡写真。 

 

 

 

 ミトコンドリア膜電位差測定 4.2.12

ミトコンドリアの膜電位差（膜外を基準とするため膜内電位－膜外電位で定義され

る）は内膜の電子伝達系によるプロトンの汲み出し、イオンチャンネルで生じるイオ

ンの濃度勾配によって生じる。この内膜を挟んでできた水素イオンの濃度勾配が ATP

A B 
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合成酵素を通るときに ATP が合成される。アポトーシス、ネクローシスおよび変化

の遅い変性疾患ではすべて、ミトコンドリア膜の電気化学勾配の減少を示すため、ミ

トコンドリアの機能状態（膜を挟んだ電位差の大小；電位差が大きいほどミトコンド

リアの状態が「元気」）は毒性の指標となる。 

膜透過性のある JC-1 はミトコンドリア中で、脱分極した低い膜電位差の状態でモ

ノマーとして存在し、緑色に発光する。一方、過分極した通常の膜電位差の状態では、

ミトコンドリア内濃度が上がるため凝集し、会合体を生成する結果、橙色に発光する。 

 

 

 

 

Fig. 36：膜透過性の JC-1 は脱分極したミトコンドリアではモノマーの緑色に、過分

極したミトコンドリアでは凝集し会合体を生成し、橙色に発光する。 

 

 

 

本実験においては、細胞を磁場曝露後 5000 rpm で 5 分間遠心し、PBS で懸濁する

操作を 2 回行い、2 回目の懸濁後に 5 µM JC-1 を添加した。30 分間 37°C 保温したの

ち、100µl/well でマイクロプレートに分注し、モノマー（励起波長 488 nm、発光波

長 540 nm）、会合体（励起波長 488 nm、発光波長 600 nm）を測定した [87]。下式

(6)を計算し、強度の比（Ratio）を求めることによってミトコンドリア膜電位差を相

対的に評価した。 

Ratio =
𝐼600

𝐼540
     (6) 

I600は J 会合体、I540はモノマーの発光強度をそれぞれ表している。 

ポジティブコントロール実験には、FCCP を用いた。FCCP は、ミトコンドリアの

酸化的リン酸化の脱共役を引き起こし、ミトコンドリア内膜からプロトンが漏れ出す

ことで、ミトコンドリア膜の脱分極を引き起こし、結果的に ATP 合成を阻害する。

このため、FCCP存在下での JC1の発光は緑へシフトし、Ratioでみれば小さくなる。

実験では、1、10、25、50、100 µM FCCP 存在下で 30 分間培養した。 

 

 統計解析 4.2.13

前述（2.2.8）を参照 
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 結果と考察 4.3

 総細胞数測定 4.3.1

Hoechst 33342 による染色を用いて蛍光強度を測定し、細胞数測定を行った。LPS

刺激をしないとき、24 時間の低周波磁場曝露によって細胞数はわずかではあるが有

意に減少した。さらに、LPS 刺激によって、有意に細胞数が減少した（1.75 ± 0.11 vs. 

1.19 ± 0.15；P < 0.001）。一方、LPS 刺激した群とさらに低周波磁場曝露した群では、

変化は見られなかった。 

LPS 刺激による細胞数の減少は、第 3 章の結果と同様の結果であるが低周波磁場の

効果は異なっている（第 3 章では細胞数に変化なし（Fig. 27））。実験手法を改良する

ことで低周波磁場曝露によってわずかではあるが細胞数の有意な減少が測定された

可能性もあるが、むしろ細胞が浮遊しているという違いによって、結果に違いが生じ

たのだと考えられる。この違いについては、増殖時間経過の測定が必要かもしれない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table. 15：低周波磁場曝露による LPS 刺激による細胞数。 

500-µT MF 

(Continuous) 
平均値（x 106） 標準誤差 n 

CON 1.75 0.11 7 

MF 1.67 0.13 
 

LPS 1.19 0.15 
 

MF + LPS 1.30 0.13 
 

Continuous は断続波形磁場曝露、CON はコントロール群、MF は磁場曝露群、LPS

は LPS 刺激群、MF 磁場曝露と LPS 刺激をした群は MF + LPS、n は、実験回数を

示す。 
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低周波磁場による総細胞測定結果 

 

Fig. 37： マクロファージを用いた 24 時間磁場曝露による総細胞数を測定した。コ

ントロール群（CON）、磁場曝露群（MF）、LPS 刺激群（LPS）、LPS 刺激と磁場曝

露群（MF + LPS）の 4 条件について、総細胞数測定の結果をコントロール群の平均

値で規格化し、示している。実験回数は 6 回、* は P < 0.05、**は P < 0.01、# は 0.05 

< P < 0.10 を示している。 

 

 

 

 

 

Table. 16：低周波磁場曝露による LPS 刺激による総細胞数の P-値。 

P 値 CON MF LPS MF + LPS 

CON － － － － 

MF 0.031  － － － 

LPS < 0.01  < 0.01  － － 

MF + LPS < 0.01  < 0.01  0.085  － 
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 カスパーゼ活性測定 4.3.2

FLICA による染色を用いて蛍光強度を測定し、細胞数で規格化することによって

カスパーゼ活性を測定した。LPS 刺激をしないとき、磁場曝露によってカスパーゼ活

性は約 2 倍に増加したものの差は有意ではなかった。さらに、LPS 刺激によるカスパ

ーゼ活性も有意な変化は見られなかった（Table. 18）。LPS 刺激した群とさらに磁場

曝露した群でも、変化は見られなかった。 

第 3 章の結果（Fig. 28）と比較すると、磁場曝露のみによるカスパーゼ活性の増加

傾向が測定されたことが大きく異なる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table. 17：低周波磁場曝露による LPS 刺激マクロファージカスパーゼ測定。 

500-µT MF 

(Continuous) 
平均値 標準誤差 n 

CON 136.53 18.19 4 

MF 306.33 66.30 
 

LPS 292.53 69.58 
 

MF + LPS 257.90 98.59 
 

Continuous は断続波形磁場曝露、CON はコントロール群、MF は磁場曝露群、LPS

は LPS 刺激群、MF 磁場曝露と LPS 刺激をした群は MF + LPS、n は、実験回数を

示す。 

  



 

52 

 

 

 

 

 

 

低周波磁場によるカスパーゼ測定結果 

 

Fig. 38：マクロファージを用いた 24 時間磁場曝露による総細胞数を測定した。コン

トロール群（CON）、磁場曝露群（MF）、LPS 刺激群（LPS）、LPS 刺激と磁場曝露

群（MF + LPS）の 4 条件について、総細胞数測定の結果をコントロール群の平均値

で規格化し、示している。実験回数は 4 回、# は 0.05 < P < 0.10 を示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table. 18：低周波磁場曝露による LPS 刺激マクロファージカスパーゼ測定の P-値。 

P 値 CON MF LPS MF + LPS 

CON － － － － 

MF 0.062  － － － 

LPS 0.070  0.856  － － 

MF + LPS 0.247  0.711  0.623  － 

 

  



 

53 

 

 細胞死亡率測定 4.3.3

PI による染色を用いて蛍光強度を測定し、Fig. 34 に示した較正曲線を用いて求め

た。細胞数で規格化することでネクローシス測定を行った。LPS 刺激をしないとき、

磁場曝露による有意な変化は見られなかった。LPS 刺激によるネクローシスは有意な

変化は見られなかった（Table. 20）。さらに、LPS 刺激した群とさらに磁場曝露した

群でも有意な変化は見られなかった。 

第 3 章の結果と比較すると、LPS 刺激と低周波磁場曝露によって測定された有意な

ネクローシス増加傾向が本実験では見られなかった。この結果から、磁場曝露や LPS

刺激を行ったとき、接着細胞と浮遊細胞では、異なる応答が起こっていると考えられ

る。 

 

 

Table. 19：低周波磁場曝露と LPS 刺激によるネクローシス測定。 

500-µT MF 

(Continuous) 
平均値 標準誤差 n 

CON 478.89  118.32  4 

MF 560.29  110.04  
 

LPS 640.99  150.60  
 

MF + LPS 569.70  97.47  
 

Continuous は断続波形磁場曝露、CON はコントロール群、MF は磁場曝露群、LPS

は LPS 刺激群、MF 磁場曝露と LPS 刺激をした群は MF + LPS、n は、実験回数を

示す。 

 

 

 

低周波磁場によるネクローシス測定結果 

 

Fig. 39：マクロファージを用いた 24 時間磁場曝露によるネクローシスを測定した。

コントロール群（CON）、磁場曝露群（MF）、LPS 刺激群（LPS）、LPS 刺激と磁場

曝露群（MF + LPS）の 4 条件について、ネクローシスの結果をコントロール群の平

均値で規格化し、示している。実験回数は 4 回。 
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Table. 20：低周波磁場曝露と LPS 刺激によるネクローシス測定の P 値。 

P 値 CON MF LPS MF + LPS 

CON － － － － 

MF 0.115  － － － 

LPS 0.174  0.329  － － 

MF + LPS 0.263  0.829  0.278  － 

 

 

 

 𝐎𝟐
‐ 産生量測定 4.3.4

NBT による染色を用いてO2
‐ 産生量を測定し、細胞数で規格化することでO2

‐ 産生量

を測定した（Table. 21、Fig. 41）。LPS 刺激をしないとき、磁場曝露によってO2
‐ 産生

量は有意に増加した。さらに、LPS刺激によって、有意にO2
‐ の産生量は増加した（Table. 

23）。一方、LPS 刺激した群とさらに磁場曝露した群では、有意な変化は見られなか

った。 

本実験の磁場のみの結果は、先行研究（ [88] [89] [90] [91] [92] [93]）や Pooam（当

研究室留学生 2015 年度）の実験結果をよく再現している。また、LPS 刺激による活

性酸素種生成は、ミトコンドリアの呼吸鎖に関連して生成されることが報告されてき

ている [94] [95] [96]。LPS 刺激によってミトコンドリアに存在する NOS（mtNOS）

活性によって生成されるONOO−はミトコンドリア内膜にある呼吸鎖複合体からO2
‐ を

誘導する（Fig. 40） [97]。磁場曝露によるO2
‐ 産生量の増加も同様に、磁場がミトコ

ンドリアの NOS を活性化した結果である可能性が考えられる。 

前章の実験によってLPS刺激と磁場曝露によるDNA損傷の増加と細胞死の誘導が

見られたが、本実験ではO2
‐ の産生量の違いは見られなかった。この違いは、磁場曝露

時の細胞培養の方法（接着培養か浮遊培養）の違いに起因すると考える。 
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Fig. 40：ミトコンドリア内膜において ATP が合成される。ATP 合成にはプロトンが

必要であるため、プロトンを膜間へ汲み上げる仕組みが内膜には備わっている。プロ

トンを汲み上げる際に膜間へ電子が漏れ出る。漏れ出た電子と酸素が反応しO2
‐ が産生

される。膜電位差が低下することでその差を解消しようとプロトンの汲み上げが起こ

り、O2
‐ が多く生成される。 

 

 

 

 

 

 

Table. 21：低周波磁場曝露と LPS 刺激によるO2
‐ 測定。 

500-µT MF 

(Continuous) 
平均値 標準誤差 n 

CON 0.31  0.07  4 

MF 0.34  0.07  
 

LPS 0.43  0.08  
 

MF + LPS 0.46  0.12  
 

Continuous は断続波形磁場曝露、CON はコントロール群、MF は磁場曝露群、LPS

は LPS 刺激群、MF 磁場曝露と LPS 刺激をした群は MF + LPS、n は実験回数を示

す。 
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低周波磁場によるO2
‐産生量測定結果 

 

Fig. 41：マクロファージを用いた 24 時間磁場曝露によるO2
‐ 産生量を測定した。コン

トロール群（CON）、磁場曝露群（MF）、LPS 刺激群（LPS）、LPS 刺激と磁場曝露

群（MF + LPS）の 4 条件について、O2
‐ 産生量測定の結果をコントロール群の平均値

で規格化し、示している。実験回数は 4 回、* は P < 0.05 を示している。 

 

 

 

 

 

 

Table. 22：低周波磁場曝露と LPS 刺激によるO2
‐ 測定の P-値。 

P 値 CON MF LPS MF + LPS 

CON － － － － 

MF 0.013  － － － 

LPS 0.029  0.066  － － 

MF + LPS 0.089  0.140  0.833  － 
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 ミトコンドリア膜電位差測定 4.3.5

JC-1 による染色を用いて、ミトコンドリア膜電位差の減少を引き起こす脱共役剤

である FCCP による膜電位差の減少を顕微鏡で観察した（Fig. 42）。25 µM の FCCP

を添加することで、ミトコンドリア膜電位差が減少（発光が緑になる）することが観

察された。また、488 nm 励起による蛍光スペクトル測定によって、520 nm（緑）と

600 nm（橙）においてピークが測定され（Fig. 43）、その強度比（式(6)）からミト

コンドリア膜電位差の相対的変化を求め、Fig. 44 に示した。顕微鏡観察時と同様に

25 µM の FCCP を添加することによって、ミトコンドリア膜電位差が減少すること

が確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 42：FCCP によるミトコンドリア膜電位差の 20 倍蛍光染色画像。JC-1 は膜電位

差が減少したミトコンドリアを緑色に、膜電位差が大きいミトコンドリアを橙色に発

色する。25 µM の FCCP によってミトコンドリア膜電位差が減少し、緑色の JC-1 モ

ノマーが観察されている。 
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Fig. 43：FCCP によるミトコンドリア膜電位差蛍光スペクトル測定結果。励起波長は、

488 nm。蛍光波長は 540 nm（緑）と 600 nm（橙）で、ピークを取る。CON（細胞

プラス JC-1 のみ、FCCP：0 µM）の場合に 540 nm 得られるピークは JC1 の会合が

多少あることを反映していると考えられる。 

 

 

 

FCCPによるミトコンドリア膜電位差測定結果 

 

Fig. 44：0、1、10、25、50、100 µM FCCP 存在下で 30 分間培養することによるミ

トコンドリア膜電位差測定結果。縦軸は 540 nm（Green）と 600 nm（Red）の発光

強度の比率を示している。実験回数は 1 回。 
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LPS 刺激と低周波磁場曝露によるミトコンドリア膜電位差測定結果を Table. 23、

Fig. 46 に示した。LPS 刺激をしないとき、低周波磁場曝露によってミトコンドリア

膜電位差は有意に減少した。一方、LPS 刺激によるミトコンドリア膜電位差の変化は 

有意ではなかったが、減少する傾向が見られた。（Table. 24）。LPS 刺激したとき、

磁場曝露をすることによる有意な変化は見られなかった。 

前節の磁場曝露によるカスパーゼの活性化（4.3.2）の結果は、磁場曝露によるミト

コンドリア膜電位差の減少によってミトコンドリアから放出されるシトクロム cによ

って導かれたことが考えられる。放出されたシトクロム c によってアポトーシスが誘

導され、磁場曝露による総細胞数の減少（4.3.1）が引き起こされたと考えられる。さ

らに、ミトコンドリア膜電位差減少に伴う活性酸素種の増加によって細胞死や細胞周

期停止を引き起こす p38（p38 分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ）が活性化さ

れることが知られている [76]。この p38 活性化によって、細胞周期の停止や細胞死

が誘導されることによっても、総細胞数の減少（4.3.1）が引き起こされた可能性が考

えられる（Fig. 45）。 

O2
‐ 産生とミトコンドリア膜電位差の減少の関係性を調べるために、脱共役によって

ATP 合成を阻害し、ミトコンドリア膜電位差減少を導く FCCP を添加した。このと

き、FCCP 濃度依存のO2
‐ 産生量の増加が見られた（Fig. 47）。したがって、磁場曝露

によって、ミトコンドリア膜電位差の減少が誘導され、それによってO2
‐ の増加（4.3.2）

が引き起こされたことが確認された。一方、LPS 刺激によるミトコンドリア膜電位差

の変化は有意ではなく、減少傾向に留まった。これは、前節で見られた LPS によるO2
‐

産生量の増加は NADPH Oxidase によって引き起こされた可能性が考えられる。

Lupke et al.は 50-Hz 磁場を 45 分間曝露することによってヒト臍帯血由来の単球の

NADPH oxidase の活性を報告した [98]。実際に、LPS は短時間で NADPH oxidase

の活性化を誘導することが知られている [99]。本研究で測定された LPS 刺激と 24

時間の磁場曝露による DNA 損傷への NADPH oxidase の関連性についても研究する

必要がある。 

本実験で測定した低周波磁場曝露と LPS 刺激、FCCP によるO2
‐ 産生とミトコンド

リア膜電位差の測定結果の相関図を Fig. 48 に示した。脱共役作用のある FCCP によ

るミトコンドリア膜電位差の減少に比べて、磁場曝露によるミトコンドリア膜電位差

の減少の程度は小さいことがわかる。LPS 刺激による生体作用は FCCP による脱共

役作用とは単純に違うカーブを示しているように見える。これは、LPS 刺激や磁場曝

露によってO2
‐ 産生を消去する酵素が阻害された可能性が考えられる。 

一般的にO2
‐ とNOによって生成されるONOO−は、抗酸化物質であるグルタチオンを

消耗することでミトコンドリアの機能障害を引き起こし、O2
‐ を産生する正のフィード

バックを起こすことが知られている。LPS 刺激によって引き起こされる酸化ストレス

によってグルタチオンの枯渇が起こることが知られている [100]。一方で、FCCP に

よるグルタチオンの変化は見られない [101]。このことから、LPS 刺激したときと同

様に磁場曝露によってもO2
‐ の生成を促進させるフィードバックが起こる結果として、

抗酸化物質の枯渇が起こった可能性が考えられる（Fig. 49）。 
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Fig. 45：ミトコンドリア膜電位差の減少から引き起こされる経路。 
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Table. 23：低周波磁場曝露と LPS 刺激によるミトコンドリア膜電位差測定。 

500-µT MF 

(Continuous) 
平均値 標準誤差 n 

CON 18.41 2.06 4 

MF 17.06 2.05 
 

LPS 13.46 0.68 
 

MF + LPS 12.86 1.79 
 

Continuous は連続波形磁場曝露実験、CON はコントロール群、MF は磁場曝露群、

LPS は LPS 刺激群、磁場曝露と LPS 刺激した群は MF + LPS、n は、実験回数を示

す。 

 

 

 

低周波磁場によるミトコンドリア膜電位差測定結果 

 

Fig. 46：マクロファージを用いた 24 時間磁場曝露によるミトコンドリア膜電位差を

測定した。縦軸は 540 nm（Green）と 600 nm（Red）の発光強度の比率を示してい

る。コントロール群（CON）、磁場曝露群（MF）、LPS 刺激群（LPS）、LPS 刺激と

磁場曝露群（MF + LPS）の 4 条件について、ミトコンドリア膜電位差の結果をコン

トロール群の平均値で規格化し、示している。実験回数は 4回、# は 0.05 < P < 0.10、、

**は P < 0.01 を示している。 

 

 

Table. 24：低周波磁場曝露と LPS刺激によるミトコンドリア膜電位差測定差の P-値。 

P 値 CON MF LPS MF + LPS 

CON － － － － 

MF 0.002  － － － 

LPS 0.056  0.108  － － 

MF + LPS 0.031  0.050  0.643  － 

 

  



 

62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FCCPによるO2
‐産生量測定結果 

 

Fig. 47：0、1、10、25、50、100 µM FCCP存在下で30分間培養することによるO2
‐ 産生量

測定結果。実験回数は 1 回。 
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O2
‐産生量とミトコンドリア膜電位差測定結果の相関 

 

Fig. 48：FCCP（図中灰色の〇）、低周波磁場と LPS 刺激（図中赤色の〇）によるミ

トコンドリア膜電位差とO2
‐ 産生量の相関図。25 µM の FCCP によってミトコンドリ

ア膜電位差はコントロール（0 µM）に対して 25%まで減少したが、O2
‐ は 7%の増加

に留まった。これに対して磁場曝露（MF）の場合は膜電位差が 7%の減少にもかかわ

らずO2
‐ 産生は 11％増加した。FCCP による脱共役作用と LPS 刺激による作用が異な

ることが考えられる。*はコントロール群を基準とした変化が有意であったことを示

している。データは、Fig. 41、Fig. 44、Fig. 46、Fig. 47 より。 
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Fig. 49：浮遊細胞を用いた実験によって低周波磁場曝露によってミトコンドリア膜電

位差（ΔΦm）の減少とO2
‐ 産生量の有意な増加が観察され、FCCP による実験によっ

て ΔΦm 減少がO2
‐ 産生量を増加させることがわかった。O2

‐ 産生量の増加が、ONOO−や

∙ OHなどの有毒なラジカル生成を引き起こし、DNA 損傷や脂質の過酸化を誘導する

と考えられる。同時に、細胞周期を停止させる p38 分裂促進因子活性化タンパク質キ

ナーゼの活性によって総細胞数の減少が観測されたと考えられる。生成されたラジカ

ルや p38 は ΔΦm をさらに減少させる [102]。本実験では、カスパーゼ活性の増加傾

向も観察された。これは ΔΦm 減少に伴うシトクロム c の放出によって引き起こされ

たと考えられる。 
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 まとめ 4.4

本研究では、低周波磁場による DNA 鎖切断が酸化ストレスによるという可能性を

受けてミトコンドリア膜から生成されるO2
‐ に LPS 刺激と磁場曝露が与える影響に着

目し、測定を行った。その結果、マクロファージへ 500-μT 磁場を 24 時間曝露する

ことによって、細胞内のO2
‐ 産生量が増加し、同時にミトコンドリア膜電位差の有意な

減少を測定した。ミトコンドリアの電子伝達系と ATP 合成が阻害する FCCP（脱共

役剤）によって、O2
‐ 産生量が増加した結果から、磁場曝露によるミトコンドリア膜電

位差の減少が、O2
‐ 産生量を増加させた可能性が示された。生成されたO2

‐ とNOは拡散

によって酸化力の高いONOO−を生成する。このONOO−はミトコンドリアの機能障害

を引き起こすことでさらにO2
‐ 産生量が生成される（負のフィードバック）。また、

ONOO−は、膜脂質過酸化や DNA 損傷を引き起こし、細胞死を誘導する。ミトコンド

リア機能不全が起こるとアポトーシス（プログラム細胞死）を誘導するシトクロム c

が放出され、自殺酵素であるカスパーゼを活性化する。実際に、本実験では磁場曝露

によりカスパーゼが活性化される傾向が示された。 

磁場がミトコンドリア膜電位差の減少を引き起こした原因については、まだわから

ない。理論的な先行研究（シミュレーション）によって 50-Hz 磁場は細胞膜内のチャ

ンネル近辺に渦電流を生じ、また細胞膜内外の電位にも影響するが、その影響は非常

に弱い [103]。また、ミトコンドリア膜において ATP 合成の際にはたらき、O2
‐ を生

成する NADH Oxidase の活性についても磁場の影響が報告されている [33] [91]。こ

れらについてはミトコンドリアを単離し、リアルタイムでの電位差測定を行うことで、

さらに研究を推進する必要があると考える。 

また、FCCP による結果と LPS 刺激、磁場曝露による結果を比べることで、磁場

が抗酸化物質へ影響している可能性が示された。これについても今後詳細な研究が必

要であること考える。 

一方、前章で示された LPS 刺激と磁場曝露による DNA 損傷度の増加と細胞死の誘

導へミトコンドリア膜電位差とO2
‐ 産生量は関与しないことが示された。これによって、

DNA 損傷を引き起こしたラジカルは、ONOO−ではない可能性がある。本研究では検

討しなかったが∙ OHは DNA 損傷を引き起こす。背景（4.1）で述べたように、細胞膜

内外で生成されたO2
‐ は SODによって不均化されH2O2になることで連鎖的に∙ OHが生

成される。本実験によって LPS 刺激と磁場曝露によってO2
‐ の産生量の変化は見られ

なかったが、磁場曝露によってO2
‐ の消去酵素である SOD が活性化されたなら、O2

‐ は

消去されることで連鎖的に∙ OHの生成を促進すると考えられる。したがって磁場曝露

の SOD 酵素への影響について調べる必要があると考える。また、（4.3.5）で述べた

ように細胞膜で生成されるO2
‐ の生成源として知られる NADPH Oxidase への磁場曝

露の影響についても同様に調べる必要がある。 
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Fig. 50：実験結果から考えられる低周波磁場曝露による遺伝毒性誘導経路。赤い背景

の枠内が実験を通して確認できた部分。 
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 付録 1 低周波磁場による生体影響と鉄の関連性 5

 本研究の背景 5.1

（2.4）で述べたように、Lai と Singh [36]は、低周波磁場曝露によって DNA 損傷

度が促進され、酸化ストレス捕捉剤によって磁場曝露による DNA 損傷度が抑制され

ることを報告した。この結果から、磁場曝露によって酸化ストレスである∙ OHの産生

を促進させる仮説を提唱した。生体内において、∙ OHを産生する反応として鉄イオン

を触媒として Fenton 反応が知られている。提唱されたモデルでは生体内の鉄イオン

の恒常性を変化させる可能性を示した。 

Zmyslony et al.は培地内に塩化第一鉄が存在するとき、リンパ球の 7-mT 低周波磁

場による DNA 損傷は増加したが、その塩化鉄が欠如しているときその DNA 損傷度

は変化しないことを報告した [44]。また、Silva et al.は、低周波磁場が遷移金属の存

在下でプラスミド DNA の切断を促進したことを報告した[49]。しかしながら、本研

究において用いている低強度の磁場条件での実験まだ報告がない。 

本実験では、鉄強化血清もしくは、硫酸アンモニウム鉄（Ⅱ）を添加し、低周波磁

場曝露を行い、磁場曝露による DNA 損傷作用、細胞死誘導作用への鉄イオンの関与

を評価しようと試みた。 

 

 材料と方法 5.2

 実験に用いた化学物質 5.2.1

前述した物質（2.2.1、3.2.1）は省略。 

 

 実験で用いたバッファー 5.2.2

前述（2.2.2、3.2.2）を参照。 

 

 細胞培養 5.2.3

前述（2.2.3、3.2.3）を参照。 

 

 鉄イオン添加 5.2.4

鉄イオン強化血清添加培地を用いた実験には、培養条件の都合から、線維芽細胞

（SWISS Albino 3T3）を用いた。磁場曝露直前までは通常培養用培地 DMEM によ

る培養を行い、磁場曝露時に 2 ml の鉄イオン強化血清添加培地で二回洗ったのち 3 

ml 添加し、磁場曝露を行った。 

さらに、鉄を細胞培地に直接添加した際の磁場影響を調べるために、二価鉄による

マクロファージへの刺激を行った。二価鉄は細胞の生存率に影響を及ぼすことが知ら

れている。500 µM 二価鉄を添加した培地による 3 時間の培養で繊維芽細胞の生存率
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は有意に低下させた [104]。この結果は、鉄そのものが遺伝毒性を持っていることを

示している。 

本実験において、マクロファージは磁場曝露前、新しい培地で洗ったのち、500 µM 

硫酸アンモニウム鉄（II）（モール塩）を添加し、24 時間、磁場曝露を行った。鉄イ

オン濃度に関して 1000 µM による実験も試みたが、1000 µM 鉄イオン（II）では細

胞が壊されてしまう様子が観察されたため、500 µM という濃度を採用した。 

 

 磁場曝露装置 5.2.5

前述（2.2.4）を参照。 

 

 実験で用いたバッファー 5.2.6

前述（3.2.1）を参照。 

 

 磁場条件 5.2.7

鉄強化血清添加培地による実験では、連続波形の 500-µT、1000-µT 磁場を 24 時間

印加した。 

硫酸アンモニウム鉄（Ⅱ）による実験では、第 3 章と同様に、連続波形の 500−µT

磁場を 24 時間印加した。 

 

 コメットアッセイによる DNA 損傷度測定 5.2.8

前述（2.2.6）を参照。 

 

 コメット画像解析 5.2.9

前述（2.2.7）を参照。 

 

 統計解析 5.2.10

前述（2.2.8）を参照。 
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 実験結果と考察 5.3

 繊維芽細胞による実験 5.3.1

1000-µT 磁場曝露による DNA 損傷度測定結果 

鉄強化血清培地によって培養された繊維芽細胞への 1000-µT 連続波形磁場曝露実

験の結果を Table. 25、と Fig. 51 に示した。 

1000-µT磁場のみによるDNA損傷度は連続波形磁場を 24時間曝露したとき、DSB

に関して有意な差が見られた。一方、同じ条件でも断続波形磁場（5 分間 ON、10 分

間 OFF）を 24 時間曝露したとき、DSB は有意な差が見られなかった。 

鉄強化血清添加培地による DNA 損傷の変化は見られなかった。また、鉄強化血清

添加培地による培養に加えて磁場曝露をしたとき、磁場曝露の有無によって DNA 損

傷の有意な増加は連続波形磁場、断続波形磁場ともに見られなかった。 

 

 

 

Table. 25：1000-µT 連続低周波磁場曝露による鉄添加培地培養繊維芽細胞の DNA 損

傷度、P-値。 

1000-µT MF 
 

平均値 標準誤差 P-値 n 

24 h (DSB) CON 19.17  5.87  0.030 6 

Continuous MF 20.82  6.32  
  

 
Fe 17.52  6.08  0.080 

 

 
MF + Fe 19.23  6.74  

  
24 h (DSB) CON 25.46  4.20  0.812 6 

Intermittent MF 24.84  3.99  
  

 
Fe 25.93  3.92  0.454 

 

 
MF + Fe 27.36  3.95  

  

Continuous は連続波形磁場曝露実験、Intermittent は断続波形磁場曝露実験、CON

はコントロール群、MF は磁場曝露群、Fe は鉄イオン添加群、磁場曝露と Fe 添加し

た群は MF + Fe、n は、実験回数を示す。 
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1000-µT磁場、鉄イオンによる繊維芽細胞 DNA損傷度測定結果 

 
Fig. 51: 鉄強化血清添加培地による 1000-µT 磁場曝露実験結果。コントロール群

（CON）、磁場曝露群（MF）、鉄強化血清添加群（Fe）、鉄強化血清添加と磁場曝露

群（MF + Fe）の 4 条件について、コントロールで規格化して示している。Con.は連

続波形磁場曝露、Int.は断続波形磁場曝露を示す。* : P < 0.05。 

 

 

 

500-µT 磁場曝露による DNA 損傷度測定結果 

鉄強化血清培地によって培養された繊維芽細胞への 500-µT 連続波形磁場曝露実験

の結果を Table. 26 と Fig. 52 に示した。 

500-µT 連続波形磁場のみよる DNA 損傷度は SSB、DSB ともに有意な差は見られ

なかった。鉄強化血清添加培地による培養細胞へ磁場曝露をしたときも同様に、SSB、

DSB において有意な差は見られなかった。 
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Table. 26：500-µT 連続低周波磁場曝露による鉄添加培地培養繊維芽細胞の DNA 損

傷度と P-値。 

500-µT MF   平均値 標準誤差 P-値 n 

24 h (SSB) CON 8.48 0.48 0.684 3 

Continuous MF 9.11  1.82  
  

 
Fe 8.55  1.37  0.586 

 

 
MF + Fe 8.82  1.70  

  
24 h (DSB) CON 22.35  4.44  0.141 3 

Continuous MF 28.55  4.24  
  

 
Fe 32.99  3.08  0.456 

 

 
MF + Fe 30.53  2.61  

  

Continuous は連続波形磁場曝露実験、CON はコントロール群、MF は磁場曝露群、

Fe は鉄イオン添加群、磁場曝露と Fe 添加した群は MF + Fe、n は、実験回数を示す。 

 

 

 

 

500-µT磁場、鉄イオンによる繊維芽細胞 DNA損傷度測定結果 

 

Fig. 52: 鉄強化血清添加培地による 500-µT 低周波磁場曝露実験結果。コントロール

群（CON）、磁場曝露群（MF）、鉄強化血清添加群（Fe）、鉄強化血清添加と磁場曝

露群（MF + Fe）の 4 条件について、コントロールで規格化して示している。* : P < 

0.05。 
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本実験において、鉄イオン強化血清添加培地を用いて低周波磁場曝露による DNA

損傷度を測定した。鉄イオンを強化したことによる磁場曝露が誘導する DNA 損傷度

に変化は観察されなかった。通常繊維芽細胞の培養に用いる DMEM には、もともと

0.5 µM 鉄イオンが含まれている。鉄強化血清は 0.4 µM の鉄イオン濃度であり、それ

を加えることによる培地内の鉄の含有濃度の変化は二倍弱に留まるため、変化が見ら

れなかったと考えられる。 

 

 マクロファージによる実験 5.3.2

500-µT 磁場曝露による DNA 損傷度測定結果 

500-µM 鉄イオン（II）添加し、50-Hz、500-µT 磁場を 24 時間曝露した DNA 損傷

度測定の結果を Table. 27 と Fig. 53 に示した。 

磁場曝露のみによる DNA 損傷度は、（2.3.1）と同様に有意な変化は見られなかっ

た。鉄イオンを添加したマクロファージの DNA 損傷度はコントロールに対して増加

しなかった。鉄イオンを添加した群に対して、鉄イオンを添加し、磁場曝露した群を

比較した場合も同様に DNA 損傷度は有意な差は見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table. 27：低周波磁場曝露による鉄添加培地培養マクロファージの DNA 損傷度、P-

値、実験回数（n）。 

500-µT MF 

(Continuous) 
平均値 標準誤差 P-値 n 

CON 5.99 1.27 
0.184 

3 

MF 7.10 0.94 
 

Fe 6.39 0.77 
0.316  

MF + Fe 7.01 0.33 
 

Continuous は連続波形磁場曝露実験、CON はコントロール群、MF は磁場曝露群、

Fe は鉄イオン添加群、磁場曝露と Fe 添加した群は MF + Fe、n は、実験回数を示す。 
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低周波磁場、鉄イオンによるマクロファージ DNA損傷度測定結果 

 

Fig. 53： マクロファージを用いた 24 時間磁場曝露による DNA 損傷度を測定した。

コントロール群（CON）、磁場曝露群（MF）、鉄イオン添加群（Fe）、鉄イオン添加

と磁場曝露群（MF + Fe）の 4 条件について、DNA 損傷度測定結果をコントロール

群で規格化して示している。実験回数は 4 回。 

 

 

  



 

74 

 

500-µT 磁場曝露による総細胞数測定結果 

500-µM 鉄イオン（II）添加し、50-Hz、500-µT 磁場を 24 時間曝露した総細胞数

の測定の結果を Table. 28 と Fig. 54 に示した。 

磁場曝露のみによる細胞数は、（2.3.1）と同様に有意な変化は見られなかった。コ

ントロールに対して鉄イオン添加した総細胞数は変化しなかったが、減少傾向が見ら

れた（6.0 ±1.27 vs.6.39 ± 0.8；P = 0.184）。鉄イオンを添加した群に比べて、さ

らに磁場曝露した群の総細胞数の変化は有意ではなかった。 

 

 

 

Table. 28：低周波磁場曝露による鉄添加培地培養マクロファージの細胞数と P-値。 

 

500-µT MF 

(Continuous) 
平均値 標準誤差 P-値 n 

CON 27.56  17.79  
0.570  

3 

MF 20.22  7.25  
 

Fe 5.56  1.28  
0.405  

MF + Fe 9.44  3.07  
 

Continuous は連続波形磁場曝露実験、CON はコントロール群、MF は磁場曝露群、

Fe は鉄イオン添加群、磁場曝露と Fe 添加した群は MF + Fe、n は、実験回数を示す。 

 

 

 

 

低周波磁場、鉄イオンによるマクロファージ総細胞数測定結果 

 

Fig. 54：マクロファージを用いた 24 時間磁場曝露による総細胞数を測定した。コン

トロール群（CON）、磁場曝露群（MF）、鉄イオン添加群（Fe）、鉄イオン添加と磁

場曝露群（MF + Fe）の 4 条件について、総細胞数測定結果をコントロール群で規格

化して示している。実験回数は 4 回。 
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500-µT 磁場曝露によるネクローシス測定結果 

500-µM 鉄イオン（II）添加し、50-Hz、500-µT 磁場を 24 時間曝露したネクロー

シスの測定の結果を Table. 29 と Fig. 55 に示した。 

ネクローシス測定に関して、磁場のみによってネクローシスは誘導されなかった。

硫酸アンモニウム鉄（Ⅱ）を添加した際、ネクローシス誘導は増加したものの有意で

はなかったが増加傾向があった（15.7 ±6.2 vs.39.7 ± 7.4；P = 0.066）。鉄イオン

を添加し、さらに磁場を曝露した際も同様に変化は有意ではなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table. 29：低周波磁場曝露による鉄添加培地培養マクロファージのネクローシス測定

結果と P-値。 

500-µT MF 

(Continuous) 
平均値 標準誤差 P-値 n 

CON 15.67  6.21  
0.740  

3 

MF 16.38  4.78  
 

Fe 39.69  7.42  
0.553  

MF + Fe 31.63  12.84  
 

Continuous は連続波形磁場曝露実験、CON はコントロール群、MF は磁場曝露群、

Fe は鉄イオン添加群、磁場曝露と Fe 添加した群は MF + Fe、n は、実験回数を示す。 
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低周波磁場、鉄イオンによるマクロファージネクローシス測定結果 

 

Fig. 55: マクロファージを用いた 24 時間磁場曝露によるネクローシスを測定した。

コントロール群（CON）、磁場曝露群（MF）、鉄イオン添加群（Fe）、鉄イオン添加

と磁場曝露群（MF + Fe）の 4 条件について、ネクローシス測定結果をコントロール

群で規格化して示している。実験回数は 4 回。# は 0.05 < P < 0.10 を示している。 

 

 

 

鉄イオンと低周波磁場曝露の生体作用の関連性について測定を行ったが、鉄イオン

の転嫁の有無に関して有意な変化は見られなかった。生体内の DNA 損傷の修復機構

が働き、本実験の結果が得られた可能性が考えられる。 

 

 まとめ 5.4

本実験で鉄イオンの存在と低周波磁場曝露の生体作用について繊維芽細胞とマク

ロファージを用いて測定を行った。おその結果、磁場曝露したとき鉄イオンの有無に

よる変化は観察されなかった。生体の中の生理活性経路は非常に複雑であるため、低

周波磁場の DNA 損傷作用に関する鉄イオンの関与、特に Fenton 反応を検証するた

めには、よりシンプルな実験系の方が有効なのかもしれない。 
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 付録 2 DNA電気泳動実験 6

 本研究の背景 6.1

第 5 章においてマクロファージに鉄イオンを添加し、磁場を曝露した実験を行い、

磁場が Fenton 反応に影響を与えるかどうか実験を行った。しかしながらその結果、

有意な差は見られなかった。生体内の DNA 損傷などの修復機構によって修復される。

磁場曝露による Fenton 反応に与える影響について、シンプルな実験系で検証する必

要がある。環状のプラスミド DNA の切断への低周波磁場の影響の報告はいくつかあ

る。低周波磁場曝露によって銅イオンと過酸化水素から産生されるラジカル（Fenton

様反応と呼ばれる反応による）によってプラスミド DNA の切断量が増加することが

報告された [46]。さらに、同研究室川嶋（2014 年度卒業）によってこの結果は再現

された。 

本実験の目的は、鉄イオンと過酸化水素によって生成されるラジカルが誘導する

DNA 鎖切断へ低周波磁場が与える影響について電気泳動による測定を行い、評価し

た。 

 

 

 

 

Fig. 56：川嶋は、銅イオンと過酸化水素によって生成されたラジカルによる DNA 損

傷へ低周波磁場曝露が与える影響について調べた（卒業研究、2015）。90 分の磁場曝

露によって DNA 損傷度が有意に増加した。 
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 材料と方法 6.2

 実験に用いた化学物質 6.2.1

プラスミドは、トリスヒドロキシメチルアミノメタン（トリス）、EDTA、過酸化

水素（30%）、硝酸鉄（Ⅲ）九水和物（鉄イオン（Ⅲ））は和光純薬、アガロース KANTO 

LE（低電気浸透度）は関東化学株式会社より購入した。ローディングバッファー（10

倍）は TaKaRa、GelRedTM Nucleic Acid Stain、10,000 X in water は BIOTIUM か

ら購入した。 

 

 プラスミド処理 6.2.2

20 µg/ml プラスミドへ、5 µM 鉄イオン（Ⅲ）、1 mM 過酸化水素となるようにそれ

ぞれを添加し、各条件のマイクロチューブに分注し、磁場曝露用、非曝露用サンプル

とした。 

 

 磁場曝露 6.2.3

直径 130 mm のヘルムホルツコイル（コイル間の距離は 68 mm）の中央部にサン

プルを置き、500-µT の 50-Hz 磁場を 0~120 分プラスミドへ曝露した。温度はエアー

コンディショナーと水循環装置で管理し、同程度になるよう調整した。 

1000-µT 磁場曝露実験は藤井によって行われた（2015 年度卒業研究）。本研究にお

いて、改めて解析をし、再検討を行った。 

 

 電気泳動 6.2.4

ローディングバッファーを加えて、電気泳動用ゲル（9％粉末ゲル）へ滴下し、電

気泳動を 100 V の電圧下で約 60 分行った。ゲル作成と電気泳動バッファーには TAE

バッファーを用いた。 

 

 観察 6.2.5

電気泳動後、ゲルを取りだし、10%ゲルレッドによる染色 20 分を行い、紫外線ラ

イトの下、CCD カメラ（HAMAMATSU）で観察し、画像を取得した（Fig. 57）。 

 

 解析方法 6.2.6

WesterAnalyzer（ImageJ プラグイン）Ver.12（長谷川修士論文（2015 年度））を

用い、空レーンをバックグラウンドとして差し引いて、各レーンの強度を測定した。

また、OTSU の二値化処理を行い（Fig. 57）、前述の強度と掛け合わせ、その数値を

積算して Linear、Circular の強度（ILiner、ICircular）をそれぞれ求めた。統計解析は 
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𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜 =   
𝐼𝐿𝑖𝑛𝑒𝑎𝑟 

𝐼𝐶𝑖𝑟𝑐𝑢𝑙𝑎𝑟  + 𝐼𝐿𝑖𝑛𝑒𝑎𝑟 
 =  

𝐼𝐿𝑖𝑛𝑒𝑎𝑟

𝐼𝐴𝐿𝐿
         (3) 

を求め、行った。 

 

 

 

 

Fig. 57: A) CCD カメラによる撮影画像。B) OTSU の二値化処理後の画像。 

 

 

 

 統計解析 6.2.7

前述（2.2.8）を参照 
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 実験結果 6.3

500-µT 磁場曝露することによって、各時間において DNA 損傷度に有意な変化は

見られなかったが 60 分曝露によって磁場曝露群の方がコントロール群を下回る傾向

が見られた（0.41 ± 0.07 vs. 0.34 ± 0.03；P = 0.252）（Fig. 58A）。 

1000-µT 磁場曝露によって、30 分磁場曝露時には、磁場曝露群がコントロール群

の DNA 損傷度を上回った（0.29 ± 0.03 vs. 0.32 ± 0.02；P = 0.044）。逆に、120

分曝露時には、コントロール群が曝露群の DNA 損傷度を上回った（0.63 ± 0.07 vs. 

0.61 ± 0.07；P = 0.008）（Fig. 58B）。 

 

 

 

Fig. 58: A)500-µT、B)1000-µT 磁場曝露時間ごとの DNA 電気泳動実験結果を示して

いる。1000-µT 磁場曝露による結果は藤井卒業論文（2015 年度）を再解析した。コ

ントロール群は CON、磁場曝露群は MF、*は P < 0.05、** は P < 0.01 を示す。 

 

 

 

 まとめ 6.4

本実験においては、鉄イオンによって生成されたラジカルによる DNA 損傷作用に

磁場が与える影響について実験を行った。1000-µT 磁場を短時間（30 分）曝露する

ことで切断が促進され、長時間（120 分）曝露することで切断が抑制された。鉄イオ

ンは非常に不安定であることが知られている（Fig. 59）。時間ごとに振る舞いが異な

る結果が得られたことはこの不安定性が原因になっているのかもしれない。同研究室

川嶋によって銅イオンから生成されるラジカルによる DNA 損傷作用を低周波磁場曝

露が促進させる結果が示された。本実験によってはこの結果を再現することが出来な

かった。条件の違いを考慮すると銅イオンを用いて磁場条件の詳細な実験を行うべき

かもしれない。 
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Fig. 59：本実験で鉄イオンとして用いた塩化鉄（Ⅲ）水溶液（200 µM）。溶解直後（左

側のチューブ）は透明だが、時間がたつと次第に黄色く変色する（右側のチューブ）。 
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 結論 7

本研究によって得られた結論を以下に述べる。 

1. 500-μTの 50-Hz磁場によってマクロファージのミトコンドリア膜電位差の減少
とそれに伴う、O2-増加が誘導された。さらに、アポトーシスを誘導するカスパ
ーゼの上昇傾向が見られた。 

2. LPS 刺激による酸化ストレスによって誘導される DNA 損傷とそれに伴うネク
ローシスの増加は磁場によってさらに増加した。この結果は NO産生量の増加に
よらなかった。 

3. 上記の結果は一貫した実験条件下において得られ、一部の結果は再現された。 

低周波磁場曝露による生体影響への基礎研究においては再現性の低さが一貫した

結論を得ることを妨げていた。…Extremely low frequency electromagnetic fields 

(ELF-EMFs) were reported to affect DNA integrity in human cells with evidence 

based on the Comet assay. These findings were heavily debated for two main 

reasons; the lack of reproducibility, and the absence of a plausible scientific 

rationale for how EMFs could damage DNA…（ [105]より一部抜粋） 

異なる研究者ではもちろん、同じ研究室での実験においても、実験結果を再現でき

ないことがある。この現状が磁場曝露による生体作用の研究が信用されない理由の一

つである。 

本研究においては、この再現性について、細心の注意を払った。一般的に細胞の状

態には個体差があることが知られている。それは、細胞の性質でもあるが加えて、培

養の際に用いる培地の品質などの血清成分が安定しないことも原因であると考えら

れる。さらに、実験過程でのピペッティングなどの器具の扱いも結果のばらつきに影

響を与えていると考えられる。また、コメットアッセイ解析方法にも工夫を加えた（第

2 章参照）。これらの点において、注意を払うことで一部の結果の再現性が得られた

ことは本研究の特筆すべき点である。また、低周波磁場の生体作用について一連の実

験を行うことで低周波磁場の生体作用経路について考察できたことも重要である。 

近年、磁場曝露による健康への注目が高まっており、磁場過敏症による健康被害も

報告されている [106]。本研究では、一番身近な環境磁場といえる 50-Hz 磁場を用い

たため、得られた結果が貢献できるかもしれない。一方で、健康リスクの判断に関し

ては最終的には人よって行われるため、非常に難しく慎重に行わなければならないと

いう面もある。 

本研究の今後の課題としては、低周波磁場の作用が疑われる NAD(P)H Oxidase、

の活性やミトコンドリア膜電位差の詳細な測定、膜上のうず電流について研究を進め、

酸化ストレス存在下で磁場によって促進された DNA 損傷増加の原理を探ることであ

る。 
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 付記 8

研究の一部を、東北大学大学院のリサーチアシスタント「物質階層を紡ぐ科学フロ

ンティアの新展開」に援助していただきました。 
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