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2-1 放射線誘発小児甲状腺がんの特異性に関する実証研究 

主任研究者： 山田 裕（量子科学技術研究開発機構 量子医学・医療部門  

     高度被ばく医療センター 福島再生支援研究部・部長） 

 

研究要旨 

東京電力福島第一原子力発電所事故後に「県民健康調査」が実施されており、その甲状腺

検査における甲状腺がん発見率は、我が国の地域がん登録で把握されている甲状腺がんの罹

患統計などから推計される有病率に比べて高い数値が示されている 1)。このような状況につ

いては未だその原因が放射線によるものなのか、他の要因によるのか明らかにはなっていな

いことから、放射線誘発甲状腺がんの特異性を調べ、そのリスクや作用機序を明らかにする

ことは、今後、福島において発生している小児甲状腺がんの原因を理解する上で重要である。  

そこで本研究では、小児期の放射線被ばく、特に低線量率連続被ばくによる甲状腺がん特

異的な生物反応を明らかにし、小児期の放射線被ばくにより誘発される甲状腺がんのリスク

評価、および診断のための基礎情報を得ることを目的として、実験動物を用いた放射線誘発

甲状腺腫瘍の解析を行うこととした。  

すなわち、実験では、まず B6C3F1 マウスを用いた動物実験試料のアーカイブを利用して、

放射線照射により誘発した甲状腺がんの病理解析をおこない、その特異性を明らかにするこ

と、ついでヒトの甲状腺がんで見られる遺伝子変異を持つマウスに低線量・低線量率放射線

を照射し、その遺伝子変異により誘発される甲状腺がんと修飾要因としての被ばくとの関連

性を調べることを計画した。 

本年度は、動物実験病理アーカイブ（B6C3F1 雄雌マウス）よりガンマ線（高線量率一回、

低線量率連続）照射マウス（1 週齢、及び 7 週齢照射）の病理診断を行い、その線量効果関

係、線量率依存性、照射時年齢による違いを調べた。放射線誘発甲状腺腫瘍の相対リスクは

１週齢照射で 4.6/Gy、7 週齢照射 1.4/Gy であり、1 週齢で 3.3 倍高く、照射時年齢依存性が

見られた。1-5 週齢の連続照射では、リスクが 4.6/Gy から 1.3/Gy に低下し、線量率効果が見

られたが、コントロール、および 7-11 週齢の連続照射と有意な差はなかった。 

甲状腺腫瘍モデル動物である BRafCA; TPO-Cre-ERT2 マウスにおいて、生後 3 日齢にタモ

キシフェン投与によりBRAF変異を生じさせると、8-14週齢において甲状腺腫瘍が発現した。

このマウスに 1 週齢で放射線照射をおこない、甲状腺に形成された腫瘍組織の病理解析では、

コントロールと照射群に大きな違いはなかった。 

本研究により、小児期の放射線被ばくによる甲状腺がんの線量効果関係とその遺伝子変異

の特異性に関わる情報、その発がん機序と修飾要因としての被ばくとの関連性に関する情報

が得られることが期待される。これらの成果は、小児期に低線量率放射線に被ばくした時に

見られる甲状腺がんに関する理解を深め、適確な放射線防護対策を行っていくために重要な

科学的根拠を提供する。 
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研究参加者 

柿沼 志津子（量子科学技術研究開発機構 量子医学・医療部門 放射線医学総合研究所 放

射線影響研究部・部長）, 

森岡 孝満（量子科学技術研究開発機構 量子医学・医療部門 放射線医学総合研究所 放

射線影響研究部 長期低線量発がん病理研究グループ・研究統括）, 

臺野 和広（量子科学技術研究開発機構 量子医学・医療部門 放射線医学総合研究所 放

射線影響研究部 発達期被ばく影響研究グループ・研究統括）, 

金 小海（量子科学技術研究開発機構 量子医学・医療部門 放射線医学総合研究所 放射線

影響研究部 長期低線量発がん病理研究グループ・研究員） 

 

I.  研究目的 

 東京電力福島第一原子力発電所事故後に「県民健康調査」が実施されており、その甲状腺検査

結果における甲状腺がん発見率は、我が国の地域がん登録で把握されている甲状腺がんの罹患統

計などから推計される有病率に比べて高い数値が示されている 1)。このような状況については未

だその原因が放射線によるものなのか、他の要因によるのか明らかにはなっていないことから、

放射線誘発甲状腺がんの特異性を調べ、そのリスクや作用機序を明らかにすることは、今後、福

島において発生している小児甲状腺がんの原因を理解する上で重要である。 

 そこで本研究では、小児期の放射線被ばく、特に低線量率連続被ばくによる甲状腺がん特異

的な生物反応を明らかにし、小児期の放射線被ばくにより誘発される甲状腺がんのリスク評価、

および診断のための基礎情報を得ることを目的として、実験動物を用いた放射線誘発甲状腺腫瘍

の解析を行うこととした。 

すなわち、昨年度までは、動物実験病理アーカイブ（B6C3F1 雄雌マウス）よりガンマ線（高

線量率一回、1 週齢、及び 7 週齢）照射マウスの甲状腺組織の病理診断を追加し、甲状腺病変の

線量効果関係、照射時年齢による違いを調べた。その結果、放射線誘発甲状腺腫瘍の相対リスク

は 1 週齢照射で 4.6/Gy、7 週齢照射で 1.4/Gy であり、1 週齢で 3.3 倍高いことがわかった。また、

甲状腺腫瘍モデル動物である BRafCA; TPO-Cre-ERT2 マウスを長崎大学より導入して、SPF 施設

への搬入のため微生物クリーン化を行い、照射実験のための準備を進めた。 

本年度は、動物実験病理アーカイブ（B6C3F1 雄雌マウス）より低線量率連続照射マウス（1

週齢、及び 7 週齢より 4 週間照射）の病理診断を追加し、その線量効果関係、線量率依存性、照

射時年齢による違いを調べた。また、甲状腺腫瘍モデルマウスにおいて、生後 3 日齢に BRAF 変

異を発現させることによる甲状腺組織の変化について病理解析を行い、さらに 1 週齢における放

射線照射（高線量率一回、低線量率連続）の影響を調べた。 
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II.  研究方法 

1.  放射線誘発マウス甲状腺腫瘍の解析 

これまでの動物実験データ、病理スライド標本、及び組織試料を蓄積整理した動物実験病理ア

ーカイブ（B6C3F1 雄雌マウス）を利用して甲状腺組織の病理解析を行った。アーカイブシステ

ムより、コントロールおよびガンマ線を高線量率一回（0.2, 1, 4Gy）で 1 週齢、あるいは 7 週齢で

照射した群､および低線量率連続（総線量 1, 4Gy）で 1 週齢、あるいは 7 週齢から照射した群を生

涯飼育したマウス(図 II-1)の試料を抜き出し、甲状腺がんの組織型（乳頭癌、濾胞癌等）を病理

診断し、その線量効果関係、線量率、照射時年齢による違いを調べた。 

図 II-1 マウス放射線誘発甲状腺腫瘍実験プロトコール 

（上：高線量率一回、下：低線量率連続） 

 

2.  遺伝子改変動物照射実験 

放射線による甲状腺腫瘍発生機構の仮説として、まず甲状腺上皮細胞そのものへの放射線が影響

して、がん化が開始または促進される機構が考えられる。それとは別に、甲状腺上皮細胞の回り

の（免疫・間質細胞等）への放射線影響として、それらの細胞が関与する免疫、炎症反応等を修

飾することにより、上皮細胞の発がん過程を促進する機構も考えられる。 

そこで、本研究では甲状腺がんにおいてよく見られる遺伝子変異をもった遺伝子改変動物を用い

て、放射線照射による甲状腺がんが発生してくる過程に対する修飾効果について調べることにし

た。この遺伝子改変動物は、タモキシフェン投与により Cre リコンビナーゼが誘導され、Cre-loxP
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部位特異的組み換えにより甲状腺ろ胞上皮細胞で点突然変異(V600E)を持つ変異 Braf 遺伝子が発

現するマウスである。 

通常のマウスの甲状腺がん解析では、1 週齢照射で甲状腺腫瘍感受性が高かったので、遺伝子改

変動物でも 1 週齢における照射を行うこととした。高線量率照射と低線量率照射の影響について、

タモキシフェン投与後発生する甲状腺腫瘍の発生時期や線量、線量率効果、遺伝子解析、免疫・

炎症系の関連を調べる予定であった。 

本年度は、長崎大学より提供を受けた BRAF コンデショナルマウス(タモキシフェン誘導

BRafCA;TPO-Cre-ERT2)について、交配により雌雄マウスを増やして PCR による遺伝子型タイピ

ングを行い、Cre 及び BRaf ホモの個体を作出し、その卵子及び精子を採取して体外受精卵移植を

おこなうことより、一度に出産時期をそろえた多匹数のマウスを実験に供する方法を確立した。 

1) 生後 3 日齢の雌雄の仔マウスに、コーンオイルに溶解したタモキシフェン(10-20mg/ml)を

0.05mg/g 体重になるように胃内注射投与した。投与は安全キャビネット内で行い、投与後のマウ

スは、授乳母親マウスと共にディスポーザルケージ内で 1 週間飼育した。 

2) 生後 5 日目に達した時点で、母親 1 匹当たり仔マウス 5～6 匹になるように分配した。 

3) 1 週齢において高線量率一回照射または低線量率連続照射を行った。高線量率一回照射は、

アクリル製の照射容器に収容し、線量が 0.2, 0.5, 1.0Gy になるようにセシウム 137 (137Cs) 線源の

γセルを用いて照射した（線量率 0.5 Gy/min）。低線量率連続照射は、アクリル製の飼育ケージに

母親マウスと仔マウスを収容し、γ線連続照射室において行った。137Cs 線源から照射対象物ま

での距離を調整し、積算線量を 1Gy (0.053mGy/min )になるように設定して 13日間連続照射した。 

4) 低線量率照射期間中、週一回の頻度でケージ交換と給餌を行い、週二回、観察と給水を行っ

た。作業者の被ばくを避けるため、作業中の照射は行わないこととした。 

 

 

図 II-2 遺伝子改変動物照射プロトコール（上：高線量率一回、下：低線量率連続） 

 

 

5) 照射終了後、マウスを通常のアルミ製飼育ケージに移して飼育室において飼育し、毎日目視

にて一般状態を観察した。仔マウスは 4 週齢で離乳させ、性別ごとに飼育ケージに 3〜5 匹ずつ収

1.0Gy (0.053mGy/分 x13日) (77mGy/⽇ x13⽇)

0.2Gy, 0.5Gy, 1.0Gy (0.5Gy/分)タモキシフェン

⾼線量率⼀回照射

低線量率連続照射

タモキシフェン

1週齢

1-3週齢3日齢

3日齢

照射

照射

8〜14週齢 解剖
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容した。 

6) 8〜14 週齢において、イソフルラン吸入深麻酔後開腹し、後大静脈より採血して安楽死させ

て解剖し、病理解析のために舌、気管、食道、心臓、胸腺、肺を採取してひとまとめにホルマリ

ン固定すると共に、血漿および腫瘍組織等を必要に応じて-80℃に保存した。固定臓器より組織切

片を作製し病理組織型の診断を行った。イソフルランの使用はドラフト内で行ない、マスク・安

全眼鏡などを着用することにより実験者が曝露されないようにした。 

 

（倫理面への配慮） 

動物実験については、「動物の愛護及び管理に関する法律」や「研究機関等における動物実験等

の実施に関する基本指針」（文部科学省告示第七十一号）に基づき、量子科学技術研究開発機構内

の「動物実験委員会」において実験内容の妥当性が審議され、理事長の承認を受けた上で遂行さ

れており、動物実験従事者には所内規程に基づいた教育訓練の受講が義務付けられている。 

また、遺伝子組換え生物実験については、量子科学技術研究開発機構内の「遺伝子組換え生物

等実験安全委員会」において実験内容の妥当性が審議され、機関承認を受けた上で遂行されてお

り、実験従事者には所内規程に基づいた教育訓練の受講が義務付けられている。 

 

 

III.  研究結果 

1．放射線誘発マウス甲状腺腫瘍の解析 

1-1.  放射線による甲状腺腫瘍の病理組織像 

図 III-1 に B6C3F1 雌マウスに高線量率一回照射、あるいは低線量率連続照射して生涯飼育した

動物から得た甲状腺の組織像を示す(昨年度報告書より引用)。 

老齢マウスの甲状腺は、萎縮性変化を伴う上皮により形成される、様々な大きさの濾胞より成

っていた(A)。甲状腺における腺腫は、増殖し過染性を示す濾胞細胞と間質により形成される小塊

で、コロイドを含む濾胞を伴い、濾胞型(B)あるいは乳頭型(C)に分けられた。 

甲状腺における過形成は、一層以上の濾胞細胞の層によって内側を覆われた小胞によって形成

されていた(D)。甲状腺における腺癌は腺腫よりも大きく、腺癌細胞の広範な増殖と多形態性およ

び浸潤性を示し、濾胞型(E)あるいは乳頭型(F)に分けられた。 

しかしながら、病理組織像において、特に照射や照射時年齢による明らかな違いは認められな

かった。 
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図 III-1 放射線による甲状腺腫瘍の病理組織像 

 

 

1-2. 甲状腺病変の発生頻度 

コントロール（非照射）群と照射群、約 1270 匹において、甲状腺組織の病理診断を行い病変に

ついて過形成、良性腫瘍、悪性腫瘍について解析結果をまとめた（表 III-1）。 

 

表 III-1 放射線により生じる甲状腺病変の病理解析まとめ 

 

 

過形成 腺癌(乳頭型)

腺腫(濾胞型） 腺腫(乳頭型)甲状腺の老化による変化

腺癌(濾胞型）

E

C

D F

A B

500μm 250μm 250μm 

100μm 100μm 100μm 
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放射線による甲状腺上皮の腫瘍病変の発生頻度をまとめた(図 III-2)。一回照射において、甲状

腺腫瘍(腺腫と腺癌を合わせたもの)の発生頻度は照射線量に依存性して増加し、1 週齢照射の 0.2, 

および 1Gy 照射群で腫瘍の頻度が増加した。なお、4Gy 照射群では甲状腺腫瘍の発生率が 4%に

減尐したのは、高線量の被ばくにより甲状腺以外のところに発生した腫瘍によりマウスの寿命が

短縮し、甲状腺腫瘍が発生する前に死亡してしまった(リスクの競合)ためと考えられる。7 週齢照

射においては甲状腺腫瘍はコントロールに比べてほとんど増加せず、1 週齢照射の方が 7 週齢照

射にくらべて腫瘍誘発に関して感受性が高い事が分かった。また、連続照射では発生率が低下す

ることが分かった。 

 

 

 

図 III-2 放射線による甲状腺腫瘍の発生頻度 

 

 

 

1-3. 放射線による甲状腺腫瘍の発生時期 

放射線の一回照射による甲状腺腫瘍の発生時期について、寿命を 100 日間で区切り、その期間

に死亡した動物に存在した病変を調べ図に表示した。 

コントロールでは腫瘍が 900 日以降に発生するのに対し、1 週齢照射、7 週齢照射共に、それよ

りも早い時期に腫瘍が観察された。この事より甲状腺腫瘍の発生時期は線量に依存して早まる傾

向があることがわかった(図 III-3)。 

連続照射による甲状腺腫瘍の発生時期について調べたところ、一回照射に比べ発生頻度は下がっ

ていたが、連続照射でも甲状腺腫瘍の発生時期は線量に依存して早まる傾向があることがわかっ

た(図 III-4)。 
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図 III-3 放射線による甲状腺腫瘍の発生時期（一回照射） 

 

 

図 III-4 放射線による甲状腺腫瘍の発生時期（連続照射） 
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1-4.  放射線による甲状腺腫瘍リスクと照射時年齢依存性および線量率依存性 

放射線によるリスクを定量的に求めるため、甲状腺腫瘍リスクをハザード比として縦軸に取り、

横軸を線量にして線量効果関係をプロットした(図 III-5)。甲状腺腫瘍の相対リスクは 1 週齢照射

で 4.6/Gy、7 週齢照射で 1.4/Gy であり、1 週齢で 3.3 倍高い事が分かった。 

また、１-5 週齢の連続照射では、リスクが 4.6/Gy から 1.3/Gy に低下し、線量率効果が見られ

たが、コントロール、および 7-11 週齢の連続照射と有意な差はなかった。 

 

図 III-5 放射線による甲状腺腫瘍リスクと線量率効果 

 

2．遺伝子改変動物照射実験 

2-1. 甲状腺腫瘍モデルマウスにおける病理解析 

一週齢の甲状腺は未発達であり濾胞形成がなされていないが、7 週齢では濾胞が形成された（図

III-6）。3 日齢でタモキシフェン投与後、8-9 週齢以降で甲状腺に結節が形成された（図 III-7）。 

 

図 III-6 一週齢および 7 週齢における正常甲状腺 

 

⼀回照射 連続照射
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図 III-7 甲状腺腫瘍モデルマウスの甲状腺腫瘍マクロ像 

 

 

 

図 III-8 甲状腺腫瘍モデルマウスのタモキシフェン投与後の甲状腺病理組織像 

 

甲状腺組織の中心部に上皮の増殖を示す腫瘍病変が観察され、リンパ球など炎症細胞浸潤、線

維芽細胞の造成が見られた。辺縁部の濾胞は比較的正常でコロイドも作っていた。一方、中心の

腫瘍病変部ではコロイドの形成が小量であった。濾胞の間は線維化が目立ち、リンパ球など炎症

細胞浸潤、毛細血管の増生を認めた。また、病変の周辺部では部分的に線維化生じ、線維芽細胞

の増生と比較的太い血管の増生が目立っていた（図 III-8）。 

2-2.  甲状腺腫瘍モデルマウスにおける放射線影響 
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甲状腺腫瘍モデルマウスの 3 日齢時にタモキシフェンを投与し、非照射コントロールおよび、

全身一回照射、あるいは全身連続照射を行った匹数と腫瘍が形成された匹数(割合)を表 III-2 にま

とめた。コントロール群と 0.2Gy 一回照射群において、それぞれ一匹のみ腫瘍発生が見られなか

ったが、その他の群では全匹において腫瘍が発生し、それぞれの群間で発生割合に違いはなかっ

た。 

また、一回照射群および連続照射群における病理組織も、ほぼ図 III-8 と同様な上皮の増殖と線

維化を示す病変像が観察され、照射群間やコントロールに比べて大きな差異はなかった。 

 

 

表 III-2 甲状腺腫瘍モデルマウスに生じた甲状腺腫瘍まとめ 

 

 

 

 

図 III-9 甲状腺腫瘍モデルマウスの甲状腺病理組織像（A:コントロール 8 週齢時解剖、B:1

週齢に 1Gy 一回照射 9 週齢時解剖、C:1-3 週齢に 1Gy 連続照射 8 週齢時解剖、いずれも 3 日齢

時にタモキシフェン投与） 

IV.  考察 

動物実験は、ヒトにおける研究と細胞・分子研究の中間にあり、個体に生じる反応を各種の疾

1mm 1mm 1mm

A B C
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患の発生率や寿命という物さしで観察することの出来る、きわめて貴重で重要な実験方法の一つ

である。種々の条件を制御して、放射線そのものの生体影響を実証することができ、放射線影響

の発現機序が分かればヒトに応用することも可能である。 

昨年度までは、実験動物に放射線を照射して発生する甲状腺がんについて、病理組織形態、線

量効果関係、潜伏期間、照射時年齢依存性について明らかにしてきた。本年度は、低線量率放射

線を連続照射した実験動物における甲状腺がんについて調べた。 

その結果、まず、低線量率放射線の連続照射では、高線量率放射線照射に比べて甲状腺腫瘍の発

生率が低くなり、高線量率放射線では 7 週齢より 1 週齢で高感受性であったのが、低線量率放射

線ではそのような照射時年齢依存性による違いが小さくなった。また、高線量率放射線照射では、

甲状腺腫瘍の発生時期が線量に依存して早まる傾向があったが、低線量率放射線でも同様に発生

時期が早まっていることが分かった。さらに、甲状腺腫瘍リスク値で比較しても、一週齢一回照

射で 4.7/Gy、1-5 週齢連続照射で 1.3/Gy となり低線量率効果が認められた。しかし 1-5 週齢連続

照射のリスクの値は、コントロール(1.0/Gy)、や 7-11週齢照射群(2.0/Gy)と有意差はなかったので、

線量率効果係数を確かな数値として出すことは出来なかったが、仮に算出すると 4.7/1.3 = 3.3 と

なるものと推定される。 

 総線量が同じであっても、線量率が低いほど生物影響が小さくなる「線量率効果」については、

放射線影響の特徴的現象として古くから知られている。その作用機序として、一般に放射線照射

により細胞核内の DNA が損傷を受けるが、線量率が低ければ放射線の飛跡が疎になり、損傷が

尐なくなる、と同時にあるいは損傷の修復が早く進むため、傷害を受けた細胞の割合が結果的に

尐なくなり最終的な効果、ここでは発がんが尐なくなるということが定説として考えられてきた。 

しかしながら、最近、放射線被ばくによりすべての細胞ががん化する可能性が高まると言うより

も、発がんに関与する幹細胞が組織中に存在し、放射線もこの幹細胞に傷害を与えることにより

最終的にがん化に至るという機序が提案されている 2）。この考え方によると、幹細胞は特定のニ

ッチといわれる微小環境の中で生存し、幹細胞同士でそのニッチを競合的に取り合い、負ければ

排除されるという。低線量率放射線照射では、傷ついた細胞と正常な細胞が混在して競合し、傷

ついた細胞がニッチから排除されやすく、結果的に正常細胞が多く残るためにがんの発生率が下

がると説明される。このような機序であれば、線量率を下げていくと、ある点で傷ついた細胞が

完全に排除されて正常な幹細胞だけが残り、発がんにおける見かけ上のしきい値が存在すること

が考えられる。 

 このような放射線発がんに関与する幹細胞については、骨髄の造血幹細胞、腸管幹細胞、肺の

TypeII 細胞や分泌細胞が知られている。だが、放射線誘発甲状腺腫瘍(腺腫、腺癌)については濾

胞上皮細胞由来とされているが、その幹細胞やニッチが甲状腺内のどこに存在しているのか、現

在のところ不明である。「芽細胞発がん説」では、胎児期に甲状腺細胞に分化する前の 3 種類の

未熟な細胞（甲状腺幹細胞、甲状腺芽細胞、前甲状腺細胞）が、分化せずに増殖して直接がん化

し、それぞれ未分化がん、乳頭がん、および濾胞がんになるというモデルが提唱されている 3）。  

今後、甲状腺における発がん幹細胞とその性質を調べ、線量率効果の機序を明らかにする研究が

必要である。 

 放射線による固形がんの発生について、通常ヒトでは数年から十数年の潜伏期を持つが、チェ
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ルノブイリでは事故後約 4 年後から甲状腺がんの増加が観察された。このように潜伏期が短いの

は、その発がん過程を促進する何らかの修飾要因が存在する可能性が考えられるが、はっきりし

たことは分かっていない。放射線の影響は、甲状腺の発がん標的細胞だけではなく、周囲の間質

細胞や血管内皮細胞などにもおよび、周囲環境の変化が発がんに役割を果たしている可能性もあ

る。作用機序の仮説として、放射線が細胞分裂中の腫瘍細胞に直接作用して増殖を抑制する、あ

るいは周囲の細胞死とそれに続く炎症反応により腫瘍細胞の増殖を促進することなどが考えられ

る。そこで本研究では、ヒトの甲状腺がんにおいてよく見られる遺伝子変異をもった遺伝子改変

動物を用いて、甲状腺がんが発生してくる過程に対する放射線（一回あるいは連続）照射による

修飾効果について調べることにした。 

 結果は、コントロール群と一回照射群および連続照射群において甲状腺腫瘍が発生し、それぞ

れの群間で発生割合に違いはなかった。また、病理組織も、ほぼ図 III-8 と同様な上皮の増殖と線

維化を示す病変像が観察され、照射群間やコントロールに比べて大きな差異は認められなかった。

これは、最大で 1Gy の照射にしたため、腫瘍細胞の増殖抑制や細胞死が生じなかったためと考え

られる。放射線が促進因子すなわちプロモーターとなるためには、相当大量の細胞死を引き起こ

し、次いで代償性過形成を誘発するのに十分な線量の放射線を要するのかもしれない。今後、腫

瘍組織に浸潤している炎症性細胞の有無や種類などついて詳しく調べ、放射線のプロモーターと

しての性質についても調べていく必要があるだろう。 

なお遺伝子改変動物を用いた実験については、甲状腺腫瘍モデルマウスの他機関からの導入、

SPF 施設に搬入するためのクリーン化（受精卵移植と帝王切開）、タモキシフェン投与濃度設定（3

日齢での投与例が論文的にも皆無）に日数を要したことから計画通りに実施できなかった部分が

残った。 

甲状腺における放射線発がんの特異性を調べ、その発がんメカニズムとそれを修飾する要因を明

らかにすることは、ヒトでのリスク評価を行う上での根拠を提供することになるため、研究自体

は事業終了後も継続したい。 

 

V.  結論 

動物実験病理アーカイブ（B6C3F1 雄雌マウス）よりガンマ線（高線量率一回、低線量率連続）

全身照射マウス（1 週齢、及び 7 週齢）の病理組織解析を行い、甲状腺腫瘍の組織型、腫瘍発生

時期、線量効果関係、照射時年齢依存性、線量率効果を明らかにした。放射線照射により甲状腺

に腫瘍病変が線量に依存して増加し、「過形成」、「腺腫」、「腺癌」を示す病理組織像を示すこと、

発生時期は線量に依存して早まる（潜伏期が短縮する）ことが分かった。放射線誘発甲状腺腫瘍

の相対リスクは、1 週齢一回照射 4.6/Gy、7 週齢一回照射 1.4/Gy であり、1 週齢で 3.3 倍高く照射

時年齢依存性が認められた。1-5 週齢の連続照射では、リスクが 4.6/Gy から 1.3/Gy に低下し、線

量率効果が見られたが、コントロール、および 7-11 週齢の連続照射と有意な差はなかった。 

甲状腺腫瘍モデル動物である BRafCA; TPO-Cre-ERT2 マウスにおいて、生後 3 日齢にタモキシ

フェン投与により BRAF 変異を生じさせると、8-14 週齢において甲状腺腫瘍が発現した。このマ

ウスに 1 週齢で放射線照射をおこない、甲状腺に形成された腫瘍組織の病理解析では、コントロ
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ールと照射群に大きな違いはなかった。 

動物実験により、放射線誘発甲状腺腫瘍の病理組織型、線量効果関係、照射時年齢依存性、線

量率効果を一括して調べた報告はこれまでになく、甲状腺がんの特異性を解明するうえで貴重な

データを提供する。 

VI.  今後の展望 

今回は動物実験により外部被ばくによる甲状腺がん誘発について調べたが、放射性核種の内部

被ばく発がんの場合の線量評価、腫瘍病理型、線量効果関係、核種（ヨウ素とセシウム）、摂取様

式（吸入か経口か）においてどの様な違いがあるかを調べる研究が、今後甲状腺がんの特異性を

明らかにするために必要である。現在のところ、放射線による甲状腺がんに特異的なマーカーは

見つかっていないが、甲状腺がんに関連する種々の細胞内情報伝達系遺伝子変異の研究が進展し、

発がん過程における増殖因子シグナル伝達の役割が解明されると、それら分子を標的とする新し

い診断方法や治療法、および予防方法の開発がもたらされ、新たな甲状腺がん医療の展開につな

がることが期待される。 

VII.  この研究に関する現在までの研究状況、業績 

A.  論文：査読あり 

1)  なし 

B.  論文：査読なし 

1)  なし 

C.  学内学会発表 

1)  γ線照射後のマウス甲状腺病変の被ばく時期年齢依存性について、第 56 回アイソト

ープ・放射線研究発表会 (2019/7/4、東京) 

D.  国際学会発表 

1)  Dose-rate effectiveness for incidence of thyroid lesions after γ-ray irradiation in mice. The 

16th International Congress of Radiation Research (2019/8/26、英国) 

2)  Effects of low-dose-rate radiation on induction of thyroid tumors after γ-ray irradiation in 

mice. Asian Oncology Society 1st International Conference (2020/8/5 に延期、フィリピン) 
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 Abstract 

    Since the nuclear accident in Fukushima Daiichi nuclear power plant, long-term low dose rate 

radiation exposure is concerned about health effects including cancer. There is an increasing interest in the 

radiation exposure effects of children with particularly high radiation susceptibility. Currently, thyroid 

cancer has been found by ultrasound thyroid screening. However, it is not clear whether thyroid 

carcinogenesis is associated with radiation exposure. A purpose of this study is to get clarifying 

carcinogenesis of thyroid cancer due to low-dose-rate radiation exposure at childhood period, and basics of 

thyroid cancer information for a risk estimation and a diagnosis. 

    By the experiment, pathological analysis of radiation-induced thyroid cancer is performed with the 

archive of the animal experiment sample. B6C3F1 male and female mice were acutely irradiated at 1 or 7 

weeks of age with 0, 0.2Gy, 1Gy or 4Gy of γ- doses. The mice were also continuously irradiated for four 

weeks started at 1 or 7 weeks of age, up to the dose of 0 Gy, 1 Gy (0.026 mGy/min) or 4 Gy (0.105 

mGy/min). After pathological examination, the incidences of thyroid lesion were calculated, and 

determined the effects of dose, dose-rate, and age at exposure. 

    The relative risk of radiation-induced thyroid tumor was 4.6 per 1Gy by 1 week of age and 1.4 per 

1Gy by 7 weeks of age at exposure. The radiation risk of thyroid tumor was 3.3 times higher in a 1 week of 

age radiation exposure mouse than 7 weeks of age radiation exposure. On the other hand, the relative risk 

of continuously radiation-induced thyroid tumor decreased to 1.3 per 1Gy in 1-5 weeks of age, 

demonstrating that the existence of dose-rate effect in radiation-induced thyroid cancer. However, the 

difference of the risk was not significant among the control, 1-5 weeks of age and 7-11 weeks of age 

groups. 

    When tamoxifen was administered at 3 days after birth in the thyroid tumor model mice (BRafCA; 

TPO-Cre-ERT2), a thyroid tumor developed in 8-14 weeks of age. Tumor tissue was formed in thyroid 

gland even if acute or chronic radiation exposure was performed at 1 week of age to this mouse, however, 

control and the irradiation group make no difference by the pathology analysis. 



 

 

 

 

1 

 

2-2 成体期の生活習慣等の低線量放射線発がんリスクにおよぼす影響と

メカニズム解明  

主任研究者：鈴木 啓司（国立大学法人長崎大学 原爆後障害医療研究所 

放射線災害医療学研究分野 准教授） 

分担研究者：柿沼 志津子（国立研究開発法人量子科学技術研究開発機構 

放射線医学総合研究所 放射線影響研究部 部長） 

 

研究要旨 

本研究は、成体期の生活習慣等変化が、小児期の低線量放射線被ばくによる発がんリスク

におよぼす影響とそのメカニズムの解明を目的として計画された。具体的には、『カロリー

摂取バランス変調による肥満が局所の炎症を惹起し、炎症にともなう細胞死が組織微小環境

を撹乱することにより小児期被ばくによる放射線発がんのリスクを修飾する』との仮説を提

唱し、これを、動物発がんモデルと成体期の高脂肪食による肥満（Diet-induced obesity; DIO）

モデルを組み合わせた実験系により証明することを目指している。低線量（100mGy）の放射

線被ばくを含む小児期（1 週齢）での放射線被ばくによる発がんを、被ばく動物の経時的解

析と終生飼育により追跡し、同時に、発がんのプロセスを、組織における DNA 障害、細胞

死、細胞老化、炎症、を含む組織微小環境の変化から解析し、放射線照射直後から微小がん

あるいはがん成立までの各プロセスでの DIO の影響を統合的に解析する。対象とするがんは、

動物発がんモデルにおいて小児期被ばくにより発がんリスクの上昇する胸腺・脾臓リンパ腫、

肝がん、および肺がんである。 

本研究には、長崎大学および放射線医学総合研究所（放医研）の 2 機関が参画し、長崎大

学では、組織微小環境の変化の解析を担当する。放医研では、DIO 動物の長期飼育、放射線

照射（100mGyおよび 4Gy）、経時的標本採取、および発がん解析を担当する。放射線照射は

B6C3F1 雄マウスの 1 週齢時に行い、成体期にあたる 20 週齢から 24 週齢まで、60％脂肪食

を与えて飼育し、その後通常食に戻して経過観察を行う。採取した組織標本は、病理切片を

長崎大に送付して、組織微小環境の解析に供する。組織微小環境の解析は、特異的抗体を用

いた多重蛍光免疫染色法により実施する計画である。 

平成 31 年度は、前年度に設定した生涯飼育実験群の飼育、観察を継続し、組織微小環境

への影響を調べるための経時観察実験を開始した。具体的には、1 週齢のマウスを照射後、

20 週齢から 24 週齢まで高脂肪食（60％脂肪食）を与え、体重の変化を調べたところ、いず

れも一時的な体重の増加を認めたが、通常色に戻してから 4 週後には、通常の体重に戻るこ

とを確認した。また、20、24、28 週齢、300、400、500 日齢に各群 3〜6 匹を解剖し、病理

標本を作製して組織微小環境の解析に供した。採取した組織標本は、前年度に最適化した蛍

光免疫染色法による解析の実験条件を用いて、放射線被ばくの初期影響、および DIO の組織
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微小環境への影響の解析を実施している。 

 

キーワード 

放射線 低線量 発がん 

生活習慣 組織反応  

 

I.  研究目的 

東日本大震災にともなう東京電力福島第一原子力発電所の事故（以降は福島原発事故）を受け

て、事故の被災者を始め、多くの国民が放射線被ばくによる健康影響に不安を抱くことになった。

事故から 8 年がたち、福島県内における県民健康調査において被ばく線量が把握されるに従い、

専門家会議の中間取りまとめでも、福島県および福島近隣県において、がん罹患率に統計的に有

意な変化が検出される可能性は低いとされている。しかしながら、原発事故後の被災住民の生活

環境を鑑みると、とりわけ、事故当時に子ども期を過ごした子供たちの生活習慣等の変化が、放

射線発がんリスクを修飾する可能性が懸念される。中でも、学校生活環境の変化、戸外活動の制

限、運動不足等に起因するカロリー摂取バランス変調に基づく一時的な肥満は、放射線の発がん

リスクを修飾する要因として注視する必要があり、健康リスクの低減という観点からもその影響

を明確にすることが望まれる。これまでの、小児期の肥満の影響を調査する研究により、小児期

の肥満は、放射線発がんリスクに影響をおよぼさない可能性が示唆されている。今後、当時子ど

も期にあった子どもたちは成長して、やがて青年~成人になっていくことを鑑みると、これまで

の研究を補完する研究としても、小児期の被ばくの発がんリスクが、成体期の生活習慣等の変化

で修飾されるか否かを明らかにする研究を実施する必要がある。福島県民、とりわけ、小児期に

事故を経験した子供たちの安心・安全のための健康管理に資する研究として、子供たちの今後の

生活習慣等が、小児期の低線量放射線被ばくによる健康影響におよぼす影響を対象とした研究は、

極めて重要である。 

このため本研究は、成体期の生活習慣等変化が、小児期の低線量放射線被ばくによる発がんリ

スクにおよぼす影響とそのメカニズムの解明を目的として計画された。具体的には、『カロリー摂

取バランス変調による肥満が局所の炎症を惹起し、炎症にともなう細胞死が組織微小環境を撹乱

することにより小児期被ばくによる放射線発がんのリスクを修飾する』との仮説を提唱し、これ

を、動物発がんモデルと成体期の高脂肪食による肥満（Diet-induced obesity; DIO）モデルを組み

合わせた実験系により証明することを目指している。具体的には、低線量（100mGy）の放射線被

ばくを含む小児期（1 週齢）での放射線被ばくによる発がんを、被ばく動物の経時的解析と終生

飼育により追跡し、同時に、①DNA 障害の誘発と除去、②細胞死（細胞老化）を含む初期組織反

応、③組織障害の回復と炎症性反応、④初期がんと発がん微小環境、および、⑤がんの成立と進

展、の各プロセスにおいて、成体期の DIO の影響を組織微小環境の変化に着目して統合的に解析

する。対象とするがんは、動物発がんモデルにおいて小児期被ばくにより発がんリスクの上昇す

る胸腺・脾臓リンパ腫、肝がん、および肺がんである。 

本研究には、長崎大学および放射線医学総合研究所（放医研）の 2 機関が参画し、長崎大学で
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は、組織微小環境の変化の解析を担当する。放医研では、DIO 動物の長期飼育、放射線照射（100mGy

および 4Gy）、経時的標本採取、および発がん解析を担当する。放射線照射は B6C3F1 雄マウスの

1 週齢時に行い、成体期にあたる 20 週齢から 24 週齢まで、60％脂肪食を与えて飼育し、その後

通常食に戻して経過観察を行う。採取した組織標本は、病理切片を長崎大に送付して、組織微小

環境の解析に供する。組織微小環境の解析は、特異的抗体を用いた多重蛍光免疫染色法により実

施した。 

本研究では、動物発がんモデルを用いた高脂肪食による一時的な肥満の実験系を用い、小児期

被ばくによる発がんリスクが変化するかどうかを明らかにするが、その結果、肥満などの生活習

慣等による自然発がん要因が低線量放射線被ばくの健康影響にどのような影響をおよぼすか評価

する際に不可欠な科学的知見が得られる。とりわけ、本研究では、低線量放射線として 100mGy

の影響を評価するが、これまでの研究成果から、100mGy 単独照射群においては、本研究が解析

対象とする発がんリスクの有意な増加は認められないと予想される。本研究の成果により、

100mGy による放射線被ばくと生体期の生活習慣等とが相互作用した場合でも、発がんリスクに

有意な増加が認められなければ、100mGy 以下の低線量放射線でも、放射線被ばく単独はもちろ

んのこと、生活習慣等の変化があった場合でも発がんリスクの増加は予想されないと結論できる。

これらにより、生活習慣等の変化により懸念される放射線発がんリスクの低減に向け、機構論に

基づいた対策を可能にする科学的基盤が提供できる。 

平成 31 年度は、前年度に設定した生涯飼育実験群の飼育、観察を継続し、組織微小環境への影

響を調べるための経時観察実験を開始した。具体的には、1 週齢のマウスを照射後、20 週齢から

24 週齢まで高脂肪食（60％脂肪食）を与え、体重の変化を調べたところ、いずれも一時的な体重

の増加を認めたが、通常食に戻してから 4 週後には、通常の体重にまで戻ることを確認した。ま

た、20、24、28 週齢、300、400、500 日齢に各群 3〜6 匹を解剖し、病理標本を作製して組織微小

環境の解析に供した。採取した組織標本は、前年度に最適化した蛍光免疫染色法による解析の実

験条件を用いて、放射線被ばくの初期影響、および DIO の組織微小環境への影響の解析を実施し

ている。 

II.  研究方法 

本研究では、福島原発事故を経験した子どもたちが成長してからの生活習慣等の変化を念頭に、

小児期に放射線照射を行ったマウスに、成体期に相当する期間の間、高脂肪食（通常食が 10％脂

肪含有であるのに対し 60％脂肪含有餌。おおよそ 36％のカロリー増になり、15〜20 歳程度の青

年で換算すると、1 日あたりの標準エネルギー量である 2300〜3100kcal に対して、2700〜3400kcal

相当になる。）を給餌し、その後、終生飼育をすることによってがんの発生を解析する実験プロト

コールを採用した（図 II-1）。具体的には、放医研において、B6C3F1 雄マウスに、小児期である

1 週齢において放射線（γ線（0.5Gy/分）、100mGy および 4Gy）を照射し、その後、成体期に相

当する 20 週齢から 24 週齢までの期間に高脂肪餌を与えて DIO を誘導し、その後通常餌に戻して

から長期飼育を行っている。本研究計画で使用している B6C3F1 マウスでは、年齢増加にともな

う体重変化が収束するのがおおよそ 20 週齢付近であり、この週齢は、ヒトでは、生活習慣の大き

な変化が想定される 20 歳代後半から 30 歳代に相当することから、20 週齢から 4 週間の高脂肪食
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給餌を設定した。 

放射線照射後は一定期間毎に組織標本を採取して、組織微小環境変化の継時観察を実施する。

放射線発がんの対象とするがんのタイプは、小児期被ばくにより発がんリスクが上昇する、リン

パ腫、肝がん、および肺がんである。採取した組織からは薄切切片を作成し、長崎大学において、

抗原賦活化以降の処理を行い、蛍光免疫染色法による DNA 障害、細胞死、炎症反応や組織微小

環境の解析を行っている（図 II-2）。 

 

              図 II-1．研究概要図 

 

 

            図 II-2．研究組織間の連携図 

 

DIO を誘導するための高カロリー餌としては、Research Diet社の D12492を用いた。D12492は、
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カロリーの 60％が脂肪に由来し、残りの 20％ずつが蛋白質と炭水化物の飼料である。単位重量あ

たりのカロリー量は、コントロール餌（D12450J、10％脂肪）にくらべおおよそ 140％増加してお

り、多くの DIO 研究の標準飼料として汎用されている。 

 

1.  組織における放射線障害および組織反応の解析 

DIO あるいは放射線による組織障害あるいは組織微小環境変化を定量的に評価するため、放医

研において採取された胸腺・脾臓、肝臓、肺および脂肪組織を、ホルマリン中で固定した後にパ

ラフィン中に包埋し、薄切標本（厚さ 4μm）を作成して解析に供した。発がんの対象となる組

織は、胸腺・脾臓、肝臓および肺であるが、高脂肪食による全身性の影響に関与する脂肪組織も

解析の対象に含めた。スライドグラス上に固定した薄切切片は、脱パラフィン処理を施した後に

PBS 中に保管し、蛍光免疫染色を行うまで、冷蔵庫中で保存した。 

標本の染色を行う当日に、賦活化溶液中で 95℃のウォーターバスに 40 分間浸け、抗原の賦活

化を行った。その後、5％skim milk を含む TBS-T（0.5%Tween-20 を含む TBS 緩衝液）に一次抗体

を希釈して、切片と 37℃で 2 時間反応させた。反応終了後、PBS で十分に洗浄した後、二次抗体

を 37℃で 1 時間反応させた。二次抗体には、Alexa 蛍光標識抗体を用いた。標本は、1μg/ml の

DAPI を含む 10％グリセリン PBS 溶液中で封入して保存した。作成した標本は、蛍光顕微鏡下で

観察し、デジタル画像を取得した後、画像解析システムにより一次抗体のシグナルを解析した。 

一次抗体としては、DNA 損傷の検出には、抗 53BP1 抗体（Bethyl、A300-272）を、組織障害お

よび回復の解析には、複数の抗 Ki-67 抗体を検討した。炎症反応は、組織におけるマクロファー

ジ、好中球および樹状細胞の浸潤を、これらの細胞に対する特異的抗体を用いた蛍光免疫染色法

により検討した。細胞死は、アポトーシスの誘導および老化様細胞死の誘導を、また、組織微小

環境は、上皮細胞および間葉系細胞を細胞骨格系蛋白質に対する特異的抗体によって、さらに微

小血管やリンパ管は、血管内皮細胞あるいはリンパ管内皮細胞に対する特異的抗体によって可視

化を検討した。 

2.  成体期肥満による放射線発がん影響解析 

B6C3F1 雄マウスを用いて、小児期（1 週齢）に放射線照射（γ線、100mGy および 4Gy、線量

率は 0.5Gy/min）を行った。その後、通常餌で飼育を行い、成体期にあたる 20 週齢から 24 週齢

まで、高脂肪食（60％脂肪食）を与えて飼育し、その後、再び通常食に戻して終生飼育を実施し

た。 

終生飼育を行う群は、0Gy、100mGy、および 4Gy 照射群の 3 群を、それぞれ通常脂肪食と高脂

肪食で飼育し、合計 6 群を設定した。1 群は 60 匹で、発がんを観察する終生飼育用には計 360 匹

を使用した。飼育観察および体重測定を継続し、がんの発生および病状の悪化が認められるマウ

スについては解剖し、病理サンプルの保存および解析を行っている。成体期の肥満の影響は、リ

ンパ腫、肝がん、および肺がんに着目して各実験群におけるリスクの違いを比較することにより

評価する。 

 

（倫理面への配慮） 
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 本研究計画では、動物実験は、放医研において実施する。このため、以下に記述するように、

動物実験を行うにあたり、動物実験委員会等の承認を受けた（承認番号 18−1003）。また、長崎大

学では、各所において作成された組織切片を用いた解析のみを行うため、動物実験委員会等の承

認は不要である。放医研においては、動物実験を行うにあたり、動物実験委員会等の承認を受け

た上で、動物愛護法ならびに放射線医学総合研究所「動物実験等実施に関する規程」「実験動物取

扱者の健康管理等に関する基準」及び「実験動物の衛生管理等に関する基準」を遵守して実験を

行っている。 

III.  研究結果 

1.  組織における放射線障害および組織反応の解析 

放射線による組織障害あるいは組織微小環境変化、およびこれらに対する DIO の影響を定量的

に評価するため、放医研において採取される胸腺・脾臓、肝臓、肺および脂肪組織において、蛍

光染色法による組織反応の解析を行った。組織標本は、ホルマリン中で固定した後にパラフィン

中に包埋し、薄切標本（厚さ 4μm）を作成して解析に供した。スライドグラス上に固定した薄

切切片は、脱パラフィン処理を施した後に PBS 中に保管し、蛍光免疫染色を行うまで冷蔵庫内で

保存した。 

 

1−1．成体期の一時的な肥満に対する組織反応 

標本の染色を行う当日に、賦活化溶液中で 95℃のウォーターバスに 40 分間浸け、抗原の賦活

化を行った。標本の賦活化には、pH6.0 あるいは pH9.0 緩衝液を、抗体に応じて使い分ける事に

より、従来得られなかったシグナルが得られる事を新たに見い出した。 

同一の個体から採取された胸腺・脾臓、肝臓、肺および脂肪組織において組織反応の検討を行

ったところ、20 週齢から 4 週間の一時的な高脂肪食の給餌により、顕著な変化が認められる組織

は、肝臓および脂肪組織のみであった。肝臓における代表的な組織反応である脂肪障害を評価す

るために、脂肪の蓄積により肝細胞内に生じる脂肪滴を可視化する抗ペリリピン 2（PLIN2）抗体

を用いて、脂肪滴の蓄積を検討した。その結果、通常食で飼育した 20 週齢のマウス肝臓では、

PLIN2 陽性の細胞は、類洞と肝細胞との間に存在するディッセ腔に位置する肝星細胞（Hepatic 

stellate cell：HSC）のみで検出され、HSC 内でビタミン A が蓄積する脂肪滴を染色している事が

判明した。一方、高脂肪食摂餌群では、HSC の染色に加え、肝細胞でも微細な脂肪滴の分布が確

認されるようになり、一時的な肥満であっても、肝臓の肝細胞において、脂肪の蓄積が促進され

ている事が明らかになった。興味深い事に、肝細胞における脂肪滴の蓄積は、4 週間の高脂肪餌

給餌終了時から急激に解消され、通常食で飼育されたマウス由来の肝臓とほぼ同等の PLIN2 陽性

細胞のパターンに戻った。 

 

1−2．放射線照射と一時的肥満との組織反応における相互作用 
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放射線による組織障害に対する組織反応と、一時的な高脂肪餌給餌による影響との相互作用を

検討するために、放射線照射後 300 日齢の時点において、放射線照射群と非照射群との比較を行

った。脂肪性障害は抗 PLIN2 抗体による染色により評価したが、組織微小環境の変化として炎症

反応の検討も行った。炎症では、マクロファージ、好中球や樹状細胞の浸潤が予想されるため、

これら炎症性細胞の先導役であるマクロファージについて検討した。肝臓内には、組織内に常駐

しているクッパー細胞と呼ばれているマクロファージが分布する。そこで、マクロファージのマ

ーカーとして、前年度染色条件を決定した抗 F4-80 抗体を用いて染色を行ったところ、図 III-1 に

示すように、非照射マウスの通常食給餌でも、300 日間の飼育により、肝臓全体のごく一部では

あるが肝細胞における脂肪滴の蓄積を確認した（図 III-1．左中央部分）。脂肪滴を蓄積した肝細

胞は、細胞質に赤色の蛍光を貯え、その中央に、DAPI により染色された細胞画が青く抜ける像

を示すことで区別が出来る。一方、緑色蛍光は、F4-80 陽性のマクロファージを示しているが、

マクロファージは、肝臓全体に疎に分布し、特に、脂肪的の蓄積が見られた領域においても、明

らかな集積は認められなかった。 

 一方、4Gyのγ線照射マウスでは、照射後 300 日において、図 III-2 に示すように、PLIN2 陽

性の微小脂肪滴が充満した肝細胞がクラスター状に局在する状態が、肝臓の全体で無数に観察さ

れた。組織学上、これらのクラスターの分布は、主に中心静脈周辺に分布する事が明らかになり、

放射線照射によって、脂肪滴の蓄積が明らかに促進されている事がわかった。興味深い事に、脂

肪滴を蓄積した肝細胞のクラスターの周辺に、F4-80 陽性のマクロファージが集積する事は認め

られず、また、肝臓全体での評価においても、マクロファージが肝臓に浸潤している像は認める

 

 

図 III-1．非照射マウス由来肝臓における組織反応 

非照射マウス（通常食）の給餌 300 日後の肝臓。PLIN2 抗体（赤色蛍光）のシグナルを有す

る微細な脂肪滴を含む肝細胞を認める（図左）。緑色の染色は、抗 F4-80 抗体により検出され

た肝臓に常在するマクロファージ（クッパー細胞）で、肝細胞間に散在するのが観察される 
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ことはなかった。 

 

 

組織微小環境は、上皮細胞とそれを取り巻く間質を構成する間葉系細胞からなる複合的組織野

である。組織微小環境には、さらに微小血管やリンパ管等が分布して、複雑な環境を形成してい

る。これまで、放射線の影響は、特定の細胞を標的にしてのみ評価されてきたが、放射線影響の

統合的理解のためには、組織微小環境への影響を十分に理解する事が求められる。すでに、組織

を構成する上皮細胞および間質細胞を、細胞骨格系蛋白質に対する特異的抗体を用いて可視化す

る蛍光染色法を最適化し、肝臓では、肝細胞を可視化する抗体として、抗サイトケラチン 8＋18

抗体を選別して用いることとした。図 III-3．には、肝臓での解析の結果を示したが、肝臓組織を

構築する主要な機能細胞である肝細胞が、サイトケラチン 8+18で描出されて明確に把握できる。

加えて、肝細胞の間隙を構成する類洞を確認する事もできる。 

そこで、放射線照射による肝臓の脂肪性障害の促進に係わる組織反応を明らかにするために、

照射後初期の組織反応の解析を行った。肝細胞は抗サイトケラチン 8＋18 抗体を用いて検出した

が、組織反応の解析は、抗 E-カドヘリン抗体を用いて実施した。E-カドヘリンは、上皮細胞どう

しの細胞接着に係わるタンパク質であるため、肝臓においては、まず胆管上皮細胞が染色される。

図 III-4 には、非照射マウス由来の肝臓の染色例を示したが、図中央に認められる門脈域には、数

個の胆管が貫入しており、胆管を構成する胆管上皮細胞間に抗 E-カドヘリン抗体陽性のシグナル

が認められる。また、肝細胞同士の接着面にも E-カドヘリンのシグナルが存在し、類洞に面した

肝細胞の領域では、その間隙をなぞるように、E-カドヘリンのシグナルが観察される。 

 

 

図 III-2．照射マウス由来肝臓における組織反応 

照射マウス（通常食）の給餌 300 日後の肝臓。PLIN2 抗体（赤色蛍光）のシグナルを有する

微細な脂肪滴を含む肝細胞のクラスターを認める。緑色の染色は、抗 F4-80 抗体陽性のマク

ロファージ（クッパー細胞）であるが、その局在に明らかな傾向は認めなかった 

。 
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図 III-4 では、抗サイトケラチン 8＋18 抗体による染色も同時に行っているため、胆管に加え、

肝細胞間もやや黄色の色に再構成されている。興味深い事に、非照射マウス由来の肝臓と比較す

 

 

図 III-3．サイトケラチン 8＋18 による肝細胞の描画 

線状の緑色蛍光は肝細胞の細胞骨格が染色されたもので、細胞の輪郭に沿ってシグナルが

検出される。赤色は Ki-67 陽性細胞。一部の肝細胞の核が染色されているのが観察される。 

 

 

図 III-4．抗 E-カドヘリン抗体による肝細胞の描画 

非照射マウス（通常食）の肝臓。抗 E-カドヘリン抗体（緑色蛍光）のシグナルが肝細胞

間に認められる。赤色蛍光は、抗サイトメラチン抗体陽性のシグナル。 
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ると、抗 E-カドヘリン抗体によって検出される E-カドヘリンの分布構造に変化が認められる事を

見出した。図 III-4 でも観察されるように、E-カドヘリンのシグナルはメッシュワーク状の構造を

示し、門脈を中心に放射状に分布している。しかしながら、このメッシュワーク構造は、放射線

照射後に大きく変化する事が明らかになった。図 III-5 は、4Gy 照射 72 時間後のマウスより採取

した肝臓での検討の結果であるが、図 III-4 と同様の条件によって染色を行っても、サイトケラチ

ンの赤色蛍光が顕著に見られるパターンになることがわかった。これは、共存する緑色蛍光が減

弱した結果で、このことから、放射線照射により E-カドヘリンのメッシュワーク構造が変化し、

メッシュワークが部分的に減尐している事が見出された。 

 

E-カドヘリンメッシュワークの減尐に係わるメカニズムを解明する目的で、肝臓微小環境を構

成するいくつかの因子について検討を始めたところ、毛細胆管を構成する CD26 の分布に変化が

確認された。毛細胆管は、肝細胞間に形成され、肝細胞から排出される胆汁を胆管まで輸送する

微細構造である。類洞とは異なり、肝細胞と肝細胞との接着面に沿って分布し、垂直方向で切片

が形成された場合には、微細な管状の構造を肝細胞間に形成する。放射線照射前後で比較したと

ころ、放射線照射後に、CD26 のシグナルに明らかな減弱が見られ、連続した毛細胆管の構造が

顕著に減弱していた。 

 

 

 

 

図 III-5．抗 E-カドヘリン抗体による肝細胞の描画 

照射マウス（通常食）の肝臓。4Gy 照射後 72 時間の組織標本。抗 E-カドヘリン抗体（緑

色蛍光）のシグナルが肝細胞間に認められる。赤色蛍光は、抗サイトメラチン抗体陽性の

シグナルで、図 III-4 と比較すると赤色蛍光が目立つ。 
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2.  成体期肥満による放射線発がん影響解析 

B6C3F1 雄マウスを用いて、小児期（1 週齢）における放射線照射（γ線、100mGy および 4Gy、

線量率は 0.5Gy/min）と、成体期にあたる 20 週齢から 24 週齢の間に高脂肪食（60％脂肪食）を

与えることによる影響の解析を継続している。 

まず、子ども期（1 週齢）に高線量放射線被ばく（γ線 4Gy 全身照射）による影響として、照

射後数週間後で有意な体重低下が認められた。次に、成体期（20 週齢から 24 週齢）の高脂肪餌

摂取により、明らかな体重増加が認められた。しかしながら、24 週齢以降、通常餌に戻して飼育

を続ける事により、その後 4 週間程度で、高脂肪餌による影響は改善される傾向が見られた。ま

た、長期飼育において、4Gy 照射群において体重の減尐傾向が高脂肪餌群と通常餌群両方におい

て確認された。低線量（100 mGy）照射群の体重は、非照射群と差が見られなかった。 

放射線によるがん発生の検討では、子ども期（1 週齢）に高線量被ばく（γ線 4Gy 全身照射）

を受けた群では、照射後 100〜200 日において早期に胸腺リンパ腫の発症を認めた。しかし、発症

頻度は、高脂肪餌給餌群と通常餌給餌群との間に差はなく、同様の発症傾向が認められた。また、

400 日齢以後では、肝腫瘍の発症が見られたが、高脂肪餌給餌群と通常餌給餌群との間に発症時

期や発症頻度の差は認めなかった。低線量照射群（0.1Gy）においては、非照射群と同様に、がん

の発症はほとんど観察しなかった（詳細は分担研究者の研究報告書を参照）。 

IV.  考察 

放射線および一時的な DIO による組織障害および組織微小環境の変化を定量的に評価するた

めに、長期飼育を継続すると同時に、組織微小環境の解析に着手した。 

まず、20 週齢から 4 週間の一時的な高脂肪食の給餌により顕著な組織反応が認められた肝臓に

ついて、脂肪滴を可視化できる抗ペリリピン 2（PLIN2）抗体を用いて、肝細胞内に蓄積する脂肪

滴を評価する事により肝臓の脂肪障害を検討した。その結果、高脂肪食摂餌群では、通常食で飼

育したマウス肝臓に見られる PLIN2 陽性の HSC に加え、微細な脂肪滴を包含する肝細胞が顕著

に確認されるようになり、一時的な肥満であっても、肝細胞においては、顕著な脂肪蓄積が促進

される事が明らかになった。興味深い事に、肝細胞における脂肪滴の蓄積は、4 週間の高脂肪餌

給餌終了時から急激に解消されていき、通常食での 4 週間の飼育のうちに通常食マウス由来の肝

臓とほぼ同等の PLIN2 陽性細胞のパターンに戻ったことから、成体期であっても、一時的な肝脂

肪性障害は、その後の生活習慣を見直す事で改善できる可能性が示された。 

次に、放射線による組織障害に対する組織反応と、一時的な高脂肪餌給餌による影響との相互

作用を検討するために、まず、放射線照射後 300 日齢の時点において、放射線照射群と非照射群

との比較を行った。肝臓の脂肪性障害は抗 PLIN2 抗体による染色により評価できるが、組織微小

環境変化の代表である炎症反応は、炎症反応の主導役であるマクロファージについて検討した。

マクロファージには、それぞれの組織内に常時在中する組織球と、炎症反応により組織外から浸

潤してくるマクロファージがある。肝臓では、組織内に常駐しているマクロファージはクッパー

細胞として知られている。 

抗 PLIN2 抗体および抗 F4-80 抗体を用いて染色を行ったところ、通常食を給餌する非照射マウ
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スでは、飼育開始後 300 日の段階で、肝臓全体のごく一部に脂肪滴を蓄積した肝細胞を確認した

（図 III-1）。脂肪滴を蓄積する肝細胞は、クラスターとして集団で染色される事が多く、また、

中心静脈周辺で確認される事が多い事から、通常の生理学的状態でも、マウスの年齢が上がると

肝臓内に脂肪の蓄積がもたらされる事が確認された。この時点で、マクロファージは、肝臓全体

に疎に分布し、従来知られているクッパー細胞の分布と何ら変わる事はなかった。また、脂肪的

の蓄積が見られた肝細胞クラスター周辺においても、分布の変化は認められなかった。 

これに対し、4Gy のγ線照射マウスでは、照射後 300 日において、PLIN2 陽性の微小脂肪滴が

充満した肝細胞がクラスター上に局在する状態が、肝臓の全体で無数に観察された（図 III-2）。

これらのクラスターの分布は、非照射マウスで見られたように、主に中心静脈周辺に分布する事

から、放射線照射によって、脂肪滴の蓄積が促進されている可能性が示唆される。近年、放射線

が個体の老化を促進する事によって発がんのリスクを上昇させる可能性が提唱されており、本研

究で得られた結果も、その可能性を支持している。興味深い事に、放射線照射マウスで観察され

た顕著な脂肪性障害は、そのクラスターの周辺に、F4-80 陽性のマクロファージの集積をもたら

す事はなく、また、肝臓全体での評価においても、マクロファージが顕著に肝臓に浸潤している

像は認められなかった。以上の結果は、ヒトで考えられている脂肪性肝疾患（NAFLD）から脂肪

性肝炎（NASH）への変遷の初期変化として捉える事ができ、さらに飼育を継続する事によって、

炎症性の病変へと進展するかどうか明らかにする事が重要である。 

放射線照射によって脂肪性肝障害が促進される原因を明らかにするためには、放射線照射初期

に起こる組織反応を個々の細胞に着目して詳細に検討する必要がある。そこで、抗サイトケラチ

ン 8＋18 抗体による肝細胞を描画し、抗 E-カドヘリン抗体によって肝細胞同士の接着を検討した

その結果、非照射マウス由来の肝臓と比較すると、放射線照射マウス由来の肝臓では、組織内に

分布する E-カドヘリンのメッシュワーク構造に変化が認められる事を見出した（図 III-4）。放射

線照射による E-カドヘリンのメッシュワーク構造の部分的な減尐は、肝細胞間の接着や類洞の構

造に影響を及ぼし、結果として肝臓の機能に障害をもたらす可能性がある事から、さらに、E-カ

ドヘリンメッシュワークの減尐に係わるメカニズムを解明する目的で、肝臓微小環境を構成する

いくつかの因子についてさらに検討を始めたところ、毛細胆管を構成する CD26 の分布に変化が

確認された。毛細胆管は、肝細胞間に形成され、肝細胞から排出される胆汁を胆管まで輸送する

微細構造であり、肝細胞と肝細胞との接着面に沿って分布する微小構造である。放射線照射前後

で比較したところ、放射線照射後に、CD26 のシグナルに明らかな減弱が見られ、連続した毛細

胆管の構造が顕著に障害されていた。現時点では、CD26 の障害が、E-カドヘリンメッシュワー

クの減尐の原因か結果かは不明であるが、今後、毛細胆管の構造変化の詳細を次年度明らかにす

る事により、放射線と一時的肥満との相互作用について更に明らかにしていく事が重要である。 

V.  結論 

平成 31 年度は、B6C3F1 雄マウスを用いて、小児期（1 週齢）における放射線照射（γ線、100mGy

および 4Gy、線量率は 0.5Gy/min）を実施し、成体期にあたる 20 週齢から 24 週齢の間に高脂肪

食（60％脂肪食）を与えて飼育したマウスについて、再び通常食に戻してからの生涯飼育を継続

している。放射線照射や一時的肥満による体重の変化を観察し、初期のがんの発症を観察し始め
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た。また、組織微小環境の変化を蛍光免疫染色実験により検討し、放射線による肝臓の脂肪性障

害の早期化を見出した。また、放射線照射によるE-カドヘリンメッシュワークの構造変化や、CD26

の変化を見出し、平成 31 年度に予定したマイルストーンは全て達成した。 

 

VI.  次年度以降の計画 

平成 31 年度以降は、放射線照射および DIO 動物の終生飼育を継続し、発がんについての観察

を継続する計画である。また、微小環境変化解析用の実験群の飼育を開始し、定期的に採取した

組織標本において、組織微小環境変化の解析に着手している。特に、終生飼育中の実験群は、早

期発症腫瘍（胸腺リンパ腫）の好発時期をへて、後期発症腫瘍（肝がんや肺がん）の好発時期に

入るため、飼育観察を継続して行い瀕死マウスの解剖を進め臓器サンプルの保存と病理解析も行

う。また、今年度新たに見出した E-カドヘリンや CD26 の構造変化についてもさらに解析を進め、

放射線による影響と生活習慣の変化による影響の相互作用を、組織反応から統合的に行う解析を

完了させる。 

 

VII.  この研究に関する現在までの研究状況、業績 

学内学会発表 

1）鈴木啓司、がんにおける放射線被ばくと生活習慣との相互作用、第 60 回原子爆弾後障害

研究会、広島、2019 年 6 月 2 日 
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Analysis of the effects of life-style in adulthood on low-dose radiation 

carcinogenesis and its mechanism 

 Keiji Suzuki
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Department of Radiation Effects Research, National Institute of Radiological Sciences, National Institute for 

Quantum and Radiological Science and Technology 
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 Abstract 

 After the Fukushima Daiichi Nuclear Power Plant accident in Japan, much attention has been 

paid for the health risks associated with annual low-dose radiation exposure. The Health Management 

Survey governed by the Fukushima prefecture has reported that probable radiation dose delivered to 

children could be sufficiently low not to cause any noticeable delayed effects. However, enormous change 

in the life style and the school life of children might have affected the physical and psychological condition 

of those affected children. In addition, as children are growing up, changes in their life-style causes related 

complications, one of which is an excess calorie intake. Resulted obesity must be one of the health 

problem that should take into consideration in relation to the estimation of radiation-induced cancer risk. 

 Accumulating evidences so far have implicated notable relationship between obesity and the 

incidence of multiple types of cancer, including thyroid cancer. However, little is known about the effect of 

obesity on radiation-induced cancer. Therefore, the study has intended to determine whether a temporal 

excess calorie intake affects the cancer risks from low-dose ionizing radiation or not. A final goal is to 

define the mechanisms underlying the possible interaction between an excess calorie intake in adulthood 

and childhood radiation exposure. 

 Since an excess calorie intake could cause systemic inflammation, alteration of tissue 

microenvironments is expected to promote radiation carcinogenesis. Therefore, B6C3F1 mice were 

exposed to 0.1 or 4 Gy of gamma-rays, and experienced high fat diets between 20 and 24 weeks. 

Tissues/organs, including thymus, spleen, liver, and lung, were obtained from the mice, and subjected to 

the analyses of tissue response, which was examined by immunofluorescence. 

 The results showed that fatty liver disease was brought about 300 days after irradiation. The 

PLIN2-positive hepatocytes were significantly increased in irradiated cases, while they were not frequent 

in the control mice. It is suggested that radiation exposure accelerated steatosis. The study also identified 

that the E-cadherin meshwork was apparently compromised after irradiation, and CD26-positive signals 

were also abnormally distributed. 

 The study should provide a fundamental scientific basis towards the possible countermeasures 
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for mitigation of any possible risks from low-dose/low-dose-rate radiation exposure, together with the 

mechanisms underlying the late effects of low-dose ionizing radiation. 
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2-2 成体期の生活習慣等の低線量放射線発がんリスクにおよぼす影響

とメカニズム解明（成体期肥満による放射線発がん影響解析） 

分担研究者： 柿沼志津子（国立研究開発法人量子科学技術研究開発機構 

量子医学・医療部門放射線医学総合研究所放射線影響研究部） 

 

研究要旨 

本研究計画は、成体期の生活習慣等変化が、小児期の低線量放射線被ばくによる発がんリスク

におよぼす影響とそのメカニズムの解明を目的としたものである。具体的には、『カロリー摂取バ

ランス変調による肥満が局所の炎症を惹起し、炎症にともなう細胞死が組織微小環境を撹乱する

ことにより小児期被ばくによる放射線発がんのリスクを修飾する』との仮説を提唱し、これを、

動物発がんモデルと成体期の高脂肪食による肥満（Diet-induced obesity; DIO）モデルを組み合わせ

た実験系により証明することを目指す。低線量（100mGy）の放射線被ばくを含む小児期（1 週齢）

での放射線被ばくによる発がんを、被ばく動物の経時的解析と終生飼育により追跡し、同時に、

発がんのプロセスを、組織における DNA 障害、細胞死、細胞老化、炎症、を含む組織微小環境の

変化から解析し、放射線照射直後から微小がんあるいはがん成立までの各プロセスでの DIO の影

響を統合的に解析する。対象とするがんは、動物発がんモデルにおいて小児期被ばくにより発が

んリスクの上昇する胸腺・脾臓リンパ腫、肝がん、および肺がんである。 

本研究には、長崎大学および放射線医学総合研究所（放医研）の 2 機関が参画し、長崎大学で

は、組織微小環境の変化の解析を担当する。放医研では、DIO 動物の長期飼育、放射線照射（100mGy

および 4Gy）、経時的標本採取、および発がん解析を担当する。平成 31 年度は前年度に設定した

生涯飼育実験群の飼育、観察を継続している。また、組織微小環境への影響を調べるための経時

観察実験を開始した。B6C3F1 雄マウスの 1 週齢時に０Gy、100mGy、4Gy 照射後、20 週齢から

24 週齢まで高脂肪食を与え、20、24、28 週齢に各群 3〜6 匹を解剖し、病理標本を作製した。ま

た、凍結組織から核酸とタンパク質を精製し、長崎大学へ送付した。同時に血漿を採取し、バイ

オマーカーの発現量解析に用いる。 

 

キーワード 

低線量 100mGy 高カロリー食 

肥満（Diet-induced obesity; 

DIO）モデル 

成体期肥満  
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I.  研究目的 

東日本大震災にともなう東京電力福島第一原子力発電所の事故（以降は福島原発事故）を受け

て、事故の被災者を始め、多くの国民が放射線被ばくによる健康影響に不安を抱くことになった。

事故から数年がたち、福島県内における県民健康調査において被ばく線量が把握されるに従い、

専門家会議の中間取りまとめでも、福島県および福島近隣県において、がん罹患率に統計的に有

意な変化が検出される可能性は低いとされている。しかしながら、原発事故後の被災住民の生活

環境を鑑みると、とりわけ、事故当時に子ども期を過ごした子供たちの生活習慣等の変化が、放

射線発がんリスクを修飾する可能性が懸念される。中でも、学校生活環境の変化、戸外活動の制

限、運動不足等に起因するカロリー摂取バランス変調に基づく肥満は、放射線の発がんリスクを

修飾する要因として注視する必要があり、健康リスクの低減という観点からもその影響を明確に

することが望まれる。そこで、平成 27 年度~29 年度にかけて、小児期の肥満の影響を調査する研

究に着手し、現時点までの結果から、小児期の肥満が、放射線発がんリスクに影響をおよぼす可

能性について解析が進んでいる。今後、当時子ども期にあった子どもたちは成長し、やがて青年~

成人になっていくことを鑑みると、これまでの研究を補完する研究としても、小児期の被ばくの

発がんリスクが、成体期の生活習慣等の変化で修飾されるか否かを明らかにする研究を実施する

必要があると考えた。福島県民、とりわけ、小児期に事故を経験した子供たちの安心・安全のた

めの健康管理に資する研究として、子供たちの今後の生活習慣等が、小児期の低線量放射線被ば

くによる健康影響におよぼす影響を対象とした研究は、極めて重要である。 

本研究では、動物発がんモデルを用いた高脂肪食による肥満の実験系を用い、小児期被ばくに

よる発がんリスクが変化するかどうかを明らかにする。その結果、肥満などの生活習慣等による

自然発がん要因が低線量放射線被ばくの健康影響にどのような影響をおよぼすか評価する際に不

可欠な科学的知見が得られる。これにより、生活習慣等の変化により懸念される放射線発がんリ

スクの低減に向け、機構論に基づいた対策を可能にする科学的基盤が提供できる。 

年次計画としては、平成 31 年度は、前年度に設定した生涯飼育実験群の飼育、観察を継続した。

また、組織微小環境への影響を調べるための経時観察実験を開始した。具体的に、前述通りマウ

スを照射後、20 週齢から 24 週齢まで高脂肪食を与え、20、24、28 週齢、300、400、500 日齢に

各群 3〜6 匹を解剖し、病理標本を作製して、長崎大学へ送付する。同時に血清と凍結組織を採取

し、バイオマーカーの発現量解析を行った。 

II.  研究方法 

本研究では、福島原発事故を経験した子どもたちの生活習慣等の変化を念頭に、小児期に放射

線照射を行ったマウスに、成体期に相当する期間から高脂肪食を給餌し、その後、終生飼育をす

ることによってがんの発生を解析する実験プロトコールを採用した。具体的には、放医研におい

て、B6C3F1 雄マウスに、1 週齢で放射線（γ線（0.5Gy/分）、100mGy および 4Gy）を照射し、そ

の後、20 週齢から 24 週齢まで高脂肪餌を与えて DIO を誘導し、その後通常餌に戻してから長期

飼育を行う。放射線照射後は一定期間毎に組織標本を採取して、組織微小環境変化の継時観察を

実施する。放射線発がんの対象とするがん種は、小児期被ばくにより発がんリスクが上昇する、 
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表Ⅱ-1．組織微小環境実験条件とマウスの匹数（計 180） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

リンパ腫、肝がん、および肺がんである。また、採取した組織は、長崎大学に送付し、DNA 障

害、細胞死、炎症反応や組織微小環境の解析を行う。 

放射線医学総合研究所は SPF レベルでのマウスの長期飼育およびガンマ線照射が可能な施設を

有しており、本研究ではこの施設を使用した。分担者のグループでは、これまで長期飼育実験の

実績が十分ある。また、マウスの発がん実験設定から終生飼育の終了までに 3 年半を要するが、

これまでの経験から発がんに対する影響は約 2 年半で明らかになると予測できることから、中間

段階での発がんリスク解析を取りまとめる予定である。なお、研究期間終了後も終生飼育を継続

し、本発がん実験の最終的なリスク解析としてまとめる。 

1.  DIO による放射線発がん影響解析 

前年度に設定した実験群の飼育観察を継続し、がんの発生等に伴う全身状態の悪化が認められ

るマウスについて解剖し、病理サンプルの保存および解析を行った。 

 

2.  DIO による組織微小環境への影響 

 

① 実験群の設定 

1 週齢 B6C3F1 マウスの作製は

妊娠後期マウスを購入し、実験

を行う SPF 環境下で出産させ、

母マウスあたり子マウス 6 匹で

の飼育を行い体重のばらつきを

最小限にした。妊娠後期マウス

は平均 8匹の F1マウスを出産し、

その半数が雄であることより 25

匹の妊娠後期マウスの購入で雄

図Ⅱ-1：実験計画 
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100 匹の作製可能である。出産異常が一定の確率で生じるため、雄 F1 マウス 180 匹の作製に、妊

娠後期マウス 55 匹を購入した。 

②放射線照射 

 B6C3F1 雄マウスの 1 週齢時に 0、0.1、または 4Gy のγ線を全身照射した（線源 137
Cs、線量率

0.5Gy/min）。 

③DIO 誘導 

 離乳後マウス群飼育し（5 匹/ケージ）、通常の実験マウス用餌で飼育した。成体期 B6C3F1 雄マ

ウス（20〜24 週齢）に標準餌（摂取カロリーの 10%が脂肪由来）または高脂肪餌（摂取カロリー

の 60%が脂肪由来）を 4 週間摂取させて DIO を誘導した。4 週間後通常餌に戻し、定期的に体重

を測定し（2 週間毎、20〜24 週齢 1 週間毎）、毎日観察を継続し、がんの発生等に伴う全身状態の

悪化が認められるマウスについて解剖し、病理サンプルの保存および解析を行った。組織微小環

境への影響を調べるために、20、24、28 週齢、300、400、500 日齢に各群 3〜6 匹を解剖し、病理

標本と血漿、凍結組織サンプルを採取した。 

（倫理面への配慮） 

本研究計画では、動物実験は、放医研において実施する。放医研においては、動物実験を行う

にあたり、動物実験委員会等の承認を受けた（動物実験計画書 18-1003、平成 30年 6月 26日承認）。

動物愛護法ならびに放射線医学総合研究所「動物実験等実施に関する規程」「実験動物取扱者の健

康管理等に関する基準」及び「実験動物の衛生管理等に関する基準」を遵守して実験を行ってい

る。 

III.  研究結果 

1.  DIO による放射線発がん影響解析 

1-1. DIO 誘導による体重変化 

図Ⅲ-1 に、体重変化についてのグラフを示した。 

子ども期（1 週齢）高線量放射線被ばく（γ線 4Gy 全身照射）によって有意な体重低下が認め

られた。成体期（20 週齢から 24 週齢）の高脂肪餌摂取は、明らかな体重増加を示したが、通常

餌に戻すことにより高脂肪餌の影響は改善される傾向が見られた。長期飼育で 4Gy 照射によって

体重の低下が高脂肪餌群と標準餌群両方に確認された。低線量照射群の体重は非照射群と差が見

られなかった。 
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図 III-1 子ども期放射線被ばく及び成体期 DIO 誘導による体重変化 

 

1-2.腫瘍の発生 

子ども期（1 週齢）高線量被ばく（γ線 4Gy 全身照射）によって早期に胸腺リンパ腫が発症し

た。また、寿命 580 日まで観察した結果では、高脂肪餌群と標準餌群共に、400 日齢以後に肝腫

瘍の発症が見られた。腫瘍発生率は生存率と相関した。摂取餌による発症時期や発症頻度の差が

認められなかった。非照射及び低線量照射群（0.1Gy）にマウスの死亡は尐なかった。 

 

             

図 III-2 子ども期放射線被ばく及び成体期 DIO 誘導による腫瘍発生 

 

2.  DIO による放射線被ばく後組織微小環境への影響研究 

本年度は実験群の設定を行って、計画通りマウスの照射、DIO 誘導を完了した。20、24，28 週
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齢時のサンプル採取を実施し、病理及び核酸、タンパク質サンプルを順次長崎大学へ送付した。 

 

IV.  考察 

今年度には成体期の高脂肪食摂取による肥満の実験系を用い、小児期被ばくによる発がんリス

クがどう変化するかを検証するための発がん実験を継続している。短期間の高脂肪食摂取による

体重増加と通常餌に戻した後の体重回復傾向が観察された。また、小児期高線量被ばくによる早

期発生腫瘍である胸腺リンパ腫、400 日齢以後に肝腫瘍の発症も確認された。現時点で高脂肪食

摂取による寿命及び腫瘍発生に対する影響が見られなかった。 

V.  結論 

前述長期発がん実験及び微小環境への影響研究実験群の設定が実験計画通り実施し、成体期高

脂肪食摂取による肥満の誘発に成功した。また、通常餌に戻した後の肥満解消も先行した子ども

期高脂肪食摂取実験系と類似した傾向が見られた。長期飼育に高線量被ばくに起因する体重低下

も確認された。胸腺リンパ腫が早期発症腫瘍であり、被ばくの影響が大きく、DIO 実施する前に

既に発症したため、摂取カロリーによる影響は受けていないと考えられる。後期に発生する肝腫

瘍等に関して引き続き観察する必要がある。また、組織微小環境への影響研究は継続してサンプ

ルを採取し、主任研究者へ供与する。 

VI.  次年度以降の計画 

終生飼育中の実験群は、飼育観察を継続して行い瀕死マウスの解剖を進め臓器サンプルの保存

と病理解析を行う。微小環境への影響研究実験は、継続してサンプルを採取すると共に、採取し

た血清サンプルを用いて、脂質代謝、内分泌関連因子の解析について検討する。 

VII.  この研究に関する現在までの研究状況、業績 

なし。 

 

VIII.  参考文献 

なし。 
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Uncovering the interaction of adulthood-lifestyle factors in children 

with low dose radiation-induced cancer risk and carcinogenic 

mechanisms 

 

Shizuko Kakinuma 

 

Department of Radiation Effects Research 

National Institute of Radiological Sciences 

National Institutes for Quantum and Radiological Science and Technology 

 

Keywords: Low dose, 100 mGy, high calorie diet, obesity, diet-induced obesity model 

 

Abstract 

  The aim of this research is to identify the impact that lifestyle changes in adult have on the risk 

associated with childhood exposure to low dose radiation and the mechanisms underlying radiation-induced 

cancer. Specifically, the high calorie diet-induced obesity (DIO) mouse model will be used to test the 

hypothesis that ‘systemic inflammation associated with high calorie intake in adult will alter their risk of 

radiation-induced cancer.’ Following a low dose radiation exposure (100 mGy), the interaction of a high 

calorie diet on (1) DNA damage and repair; (2) initial tissue reactions including cell death; (3) subsequent 

tissue recovery; (4) the microenvironment for early cancer development; and, (5) the development of 

established tumors, will be examined by investigations at the molecular, cellular and tissue levels. The 

cancers of interest for induction by irradiation of young animals in this model will be thymic and splenic 

lymphomas, as well as lung and liver cancers. 

  As a part of this co-operative research, B6C3F1 mice are to be irradiated as infants (100 mGy or 4 Gy) 

before initiating diet-induced obesity (DIO) by rearing on a high-fat diet. In the annual plan for fiscal year 

2018, the rearing of the DIO experimental animals was to be started, with subsequent observation of body 

weight change and cancer induction. We confirmed the body weight gain in the mice reared on the adult 

high-fat diet. Thereafter, we also observed the weight was reversed to normal level after changing the 

normal diet. Thymic lymphoma was induced by 4Gy irradiation. The influence of DIO on lifespan 

shortening and tumor development was not obvious.  
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2-3 エンリッチメント環境による小児期連続放射線被ばくの健康影響に

対する低減化研究 

 

 

主任研究者： 森岡孝満（量子科学技術研究開発機構放射線医学総合研究所） 

 

研究要旨 

原発事故や地震、津波などの災害時における長期の避難生活や仮設住宅でのこもりきりの生活

は心身ともに健康に悪影響を及ぼす。更に、東日本大震災に伴う福島原発事故を受けて、多くの

国民が放射線被ばくによる健康影響に不安を抱いている。特に、子どもは放射線被ばく後の発が

んリスクが高いことより、子どもの健康影響が危惧されている。 

本研究課題では、生活環境改善が小児期の低線量連続被ばくによる健康影響を低減するかを実

験動物にエンリッチメント環境（Enriched Environment, EE）を提供することで検証することを計

画した。本年度は、EE の自然発症ならびに小児期の放射線誘発の消化管腫瘍に対する予防効果を

明らかにするため、昨年度にヒト家族性大腸腺腫瘍のモデルマウスである Apc
Min/+マウスを用いて、

生後 1 週齢から 2 週間γ線を連続照射（総線量 0.1、2 及び 4 Gy）する被ばく群と非照射群を設定

し、生後 3 週齢から EE または通常飼育環境（Standard Environment, SE）で飼育を開始した全群を

継続して飼育を行った。また、体重と餌摂取量の測定を経時的に行った。昨年度は、10 週齢で解

剖を行ったが本年度は 20 週齢での解剖を行い血液、小腸、大腸及び主要臓器を採取し血漿検査及

び病理組織解析用に保存した。その結果、EE 群は、SE 群に比べて体重増加の抑制傾向が認めら

れた。逆に、餌摂取量は EE 群において有意に増加した。EE の体重増加抑制は、生殖器周囲の白

色脂肪重量を有意に減少させたことに起因するものと考えられた。更に、血漿検査より EE 群は

SE 群に比較し有意な脂質代謝の改善が認められた。EE による放射線誘発消化管腫瘍に対する効

果として、小腸においては総腫瘍数には統計学的有意差は認められなかったが、2mm 以上の腫瘍

数に関しては有意な抑制が認められた。大腸においては腫瘍のサイズを抑制する可能性が示唆さ

れた。 

今後、EE 及び SE での飼育を継続し、30 週齢時に解剖を行い 10、20 週齢と同様に血液と主要

臓器を採取し保存する。また、保存した血漿と臓器を用いて血漿の生化学検査と病理組織解析を

進め、EE による放射線誘発消化管腫瘍に対する予防効果についての科学的知見をまとめる。 

 

キーワード：低線量、小児期被ばく、エンリッチメント環境、がん予防 

 

I.  研究目的 

原発事故や地震、津波などの災害時において長期の劣悪な避難生活や仮設住宅でのこもりきり
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の生活は心身ともに健康に悪影響を及ぼす。それに加え、充分な睡眠、運動（子どもの場合は好

奇心のでる遊び）、そして社会的なつながりも十分ではなくなる。上記を予防するには適切な住環

境や社会環境が必要なのは言うまでも無いが実際は長期避難を強いられるケースも多い。近年、

動物実験において EE は動物が持つ本来の行動を刺激することから動物愛護の観点より重要であ

ると指摘されている。さらに、EE は脳の機能を活性化しアルツハイマー病などの老化を予防し、

肥満予防、がん予防にも寄与することが実験的に明らかとなってきた 1)。 

子どもは放射線被ばく後の発がんリスクが高いことが、原爆被ばくやチェルノブイリ発電所の

事故調査で明らかになっている 2,3)。我々も、マウスやラットを用いて、思春期以前の幼若期での

被ばくは成体期に比べ発がんリスクが高くなり、寿命も短くなることを示してきた。東日本大震

災に伴う福島原発事故を受けて、多くの国民が放射線被ばくによる健康影響に不安を抱いている。

そこで、本研究は放射線による晩発影響のひとつである発がんのリスクをエンリッチメント環境

で低減可能ではないかと予測した。本研究では、EE 飼育が幼若期被ばくによる発がんリスクを低

減することを期待し、被ばく後の EE によるホメオスタシス増進効果を幼若期（生後 3 週齢、離

乳期）で定量的に比べることにした。発がん予防効果実験には、消化管腫瘍のモデルマウスであ

る Apc
Min/+マウスを用いる。Apc

Min/+マウスは、ヒト家族性大腸腺腫症のモデルマウスで、数ヶ月

以内に多数の小腸・大腸ポリープを発症する。生後 1 週齢前後の被ばくで発がんリスクが最も高

いことより、この時期に低線量率連続被ばく実験を設定する。EE の発がんリスク低減効果の評価

と機序解明のため、経時的に実験動物を解剖し、消化管腫瘍数の抑制効果、病理組織学的解析に

よる腫瘍の進展抑制効果及び血漿中の脂質成分、レプチンやアディポネクチンなどの脂肪細胞由

来ホルモン、炎症性サイトカインなど、

放射線被ばくによる発がんリスクを修飾

する要因を多角的に調べる。本研究成果

を通して、放射線の健康影響を、生活の

環境改善で低減できることを示すことで、

災害等による避難生活や仮設住宅で生活

する子どもの健康回復（維持）の施策の

基礎情報に成り得る。平成 30 年度は、EE

と SE 環境で飼育を開始した全実験群の

10 週齢での解剖を行った。本年度は、20

週齢での解剖を行い、病理組織学的解析

及び分子解析用に組織の保存を行う。ま

た、採取した血漿を用いて生化学検査を

行う。 

II.  研究方法 

1.  C3B6F1 Apc
Min/+マウスの作出 

平成 30 年度から本年度にかけて量研放

図Ⅱ-1 実験デザイン 
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医研の SPF実験動物飼育室にて系統維持されている雄C57BL/6J Apc
 Min/+マウスと購入した雌C3H

マウスを交配させ、C3B6F1 Apc
Min/+マウスを作製し実験群の設定を開始した。 

2.  EE による幼若期放射線被ばく誘発消化管腫瘍に対する予防効果の実証研究 

① 低線量率連続γ線照射群の設定 

図Ⅱ-1 に本実験のデザインを示す。平成 30 年度から本

年度にかけて作製した C3B6F1 Apc
Min/+マウスを用いて、放

射線高感受性の時期である 1 週齢から 2 週間、γ線を低線

量率で連続照射し総線量が 0.1、2 及び 4 Gy の群を設定し

た（図Ⅱ-2）。その後、EE で飼育する群(第 1~3 群)と SE で

飼育する群(第 4~6 群)に分けた。また、非照射群として、3

週齢から EE で飼育する群(第 7 群)と SE で飼育する群(第 8

群)も加え、合計 8群を設定した。飼育条件は、室温 23±1℃、

湿度 45%±5％、12 時間明暗照明サイクル

で行った。EE 飼育は、通常ケージ（300×

170×110mm）の約 8 倍程度のケージ（542

×426×200mm）に遊具（回転盤や隠れ家、

トンネル、ブロックなど）を設置し、ケー

ジ当たり 5 匹（1 ケージ 5 匹）で飼育する環

境、SE 飼育は、通常ケージに同様に飼育す

る環境（遊具なし）を設定した(図Ⅱ-3)。全

群ともに、10、20、30 週齢で経時的に解剖

を行い、採血、小腸及び大腸とその他の主

要臓器(胸腺、脾臓、

肝臓、肺、白色及び

褐色脂肪組織など)

の摘出分の実験動

物を設定（全群とも

各ポイント 10～15

匹）し飼育を開始し

た。また、体重と摂

餌量は、週 1 回の測定を開始した。本年度は、20 週齢での解剖を行った。採取した血液は、血

漿分離し脂質、糖質成分及びホルモン等の測定のために凍結保存を行った（図Ⅱ-4）。摘出した

主要臓器(胸腺、脾臓、肝臓、肺、白色及び褐色脂肪組織など) は、一部を病理組織学及び免疫

組織学的解析用としてホルマリン固定し（図Ⅱ-5）、パラフィンブロックを作製し（図Ⅱ-6）、一

図Ⅱ-2 γ線連続照射装置 

図Ⅱ-3 飼育環境 

SE EE 

図Ⅱ-4 採取した血漿 

SE EE 

図Ⅱ-5 ホルマリン固定された臓器 図Ⅱ-6 作製したパラフィンブロック 
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部の組織について病理解析を行った。加えて、小腸及び大腸腫瘍を分子解析用に実体顕微鏡下で

採取し凍結保存した（図Ⅱ-7）。 

② 病理組織学及び免疫組織化学的解析 

20 週齢で解剖し、ホルマリン固定された小腸と大腸の腫瘍性病変は、実体顕微鏡下でカウント

と長径の計測を行い、EE による消化管腫瘍に対する抑制効果の評価に向けたデータの取得を行っ

た（図Ⅱ-8）。その後、腫瘍性病変は、病理組織学的検索(組織型と悪性度)と免疫組織化学的解析

のためにパラフィン包埋し（図Ⅱ-9）、一部の病変について病理解析を行った。 

③ EE によるホメオスタシス増強効果の検討 

20 週齢で解剖し採取した血漿（凍結保存）を用いて、糖代謝の指標であるグルコースと脂質成

分である総コレステロール、中性脂肪、LDL（悪玉コレステロール）、HDL（善玉コレステロール）

及び NEFA（遊離脂肪酸）を測定し、EE の糖代謝と脂質代謝への修飾効果について評価を行った。 

（倫理面への配慮） 

本研究計画では、動物実験は、放医研において実施する。動物実験を行うにあたり、動物実験

委員会等の承認を受けた（動物実験計画書 16-1008-3）。動物愛護法ならびに放射線医学総合研究

所「動物実験等実施に関する規程」「実験動物取扱者の健康管理等に関する基準」及び「実験動物

の衛生管理等に関する基準」を遵守して実験を行っている。 

図Ⅱ-7 採取した腫瘍の凍結サンプル 

図Ⅱ-8 小腸及び大腸腫瘍の実体顕微鏡像 

小腸腫瘍 大腸腫瘍 

5mm 
5mm 

図Ⅱ-9 パラフィン包埋された腫瘍性病変 
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III.  研究結果 

1.  EE の健康増進効果の検討 

① 体重への効果 

3 週齢から EE 及び SE で 17 週間飼育したマウスの外表所見を図Ⅲ-1 に示す。EE で飼育したマ

ウスは、SE に比較して小柄であった。3 週齢から 20 週齢までの体重変化を図Ⅲ-2 に示す。EE 飼

育群は、SE 飼育群に比較して有意に体重の増加抑制効果が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

SE EE 

図Ⅲ-1 EE 及び SE で飼育した 20 週齢マウスの外表所見 

体重の経時的変化 

週齢 

体重増加を有意に抑制 

EE vs. SE    p<0.01 

図Ⅲ-2 EE 及び SE で飼育したマウスの体重の経時的変化 

データは、平均値±標準偏差で示す。 

(g) 
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② 摂餌量への効果 

 EE 飼育群は、SE 飼育群に比べて摂餌量が有意に増加した（図Ⅲ-3）。 

③ 白色脂肪及び褐色脂肪組織への効果 

EE 及び SE で 17 週間飼育したマウスの骨盤内白色脂肪と肩甲骨下褐色脂肪の肉眼像を図Ⅲ-4

に示す。EE 群は、SE 群に比べて白色脂肪の沈着が少なかった。褐色脂肪は、EE により褐色調が

強くなることが分かった。各群の白色脂肪と褐色脂肪重量を図Ⅲ-5 に示す。EE 群は、SE 群に比

べて有意に白色脂肪重量と褐色脂肪重量が低かった。 

  

餌摂取量の経時的変化（g/5匹） 

週齢 

餌の摂取量が有意に増加 

EE vs. SE    p<0.01 

図Ⅲ-3 EE 及び SE で飼育による摂餌量の経時的変化  

(g) 

SE EE 

図Ⅲ-4 EE 及び SE で飼育した 20 週齢マウスの白色脂肪と褐色脂肪の肉眼像 

白色脂肪 

褐色脂肪 

SE EE 
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次に、白色脂肪及び褐色脂肪組織の病理組織学的解析を行った。図Ⅲ-6 に各脂肪組織のヘマト

キシリン・エオジン（HE）染色した組織像を示す。白色脂肪及び褐色脂肪組織ともに、EE によ

り細胞質内の油滴サイズの著明な減少を認めた。 

 

図Ⅲ-5 EE 及び SE で飼育した 20 週齢マウスの白色脂肪と褐色脂肪重量 
データは、平均値±標準偏差で示す。(* p <0.0001） 

＊ 
＊ 

＊ 
＊ 

EE SE  

白色脂肪重量 

＊ ＊ 
＊ 

＊ 

EE SE 

褐色脂肪重量 

図Ⅲ-6 EE 及び SE で飼育した 20 週齢マウスの白色脂肪と褐色脂肪組織の組織像

（ヘマトキシリン・エオジン染色） 

白色脂肪 

褐色脂肪 

SE EE 

SE EE 
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④ 糖代謝及び脂質代謝への効果 

EE 及び SE で飼育した 20 週齢マウスから採取した血漿の肉眼像を図Ⅲ-7 に示す。SE 群は、乳

び血漿であるのに対し EE は黄色透明の血漿であった。次に凍結保存した血漿を用いて血中グル

コース値を測定した結果、EE 群と SE 育群との間に有意な差は認められなかった（図Ⅲ-8）。 

次に、血中脂質成分を測定した結果を図Ⅲ-9 に示す。EE 群は、SE 群に比較して、総コレステ

ロール値と悪玉コレステロール値が有意に減少を示した。この効果は、被ばく総線量に関係無く

認められた。中性脂肪、遊離脂肪酸、善玉コレステロールは、EE により一部の群においてのみ有

EE SE 

図Ⅲ-7 EE及びSEで飼育した 20週齢マウスから採
取した血漿の肉眼所見 

グルコース 

SE EE 

図Ⅲ-8 EE 及び SE で飼育した 20 週齢
マウスの血中グルコース値 
データは、平均値±標準偏差で示す。 
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意に減少することが分かった。総線量 4 Gy を照射した SE 群においては、総コレステロール、中

性脂肪、悪玉コレステロール及び悪玉/善玉コレステロール比の上昇と善玉コレステロールの減少

が顕著に認められた。 

2.  EE の放射線誘発消化管腫瘍抑制効果の検討 

① 小腸腫瘍に対する効果 

 3 週齢から 17 週間、EE 及び SE で飼育した 20 週齢マウスの小腸に認められた腫瘍の病理組織

像を図Ⅲ-10 に示す。腫瘍は、粘膜内に限局した腺腫と粘膜筋板や固有筋層へ浸潤を認める腺癌が

観察された。次に、1 匹あたりの総腫瘍数と 2mm 以上の腫瘍数を図Ⅲ-11 に示す。EE 群の小腸総

腫瘍数は、有意な被ばく総線量依存的な増加は認められなかった。SE 群においては、総線量 0.1 Gy

照射群の総腫瘍数は非照射群（0 Gy）と同等であり、腫瘍数の増加がみられなかった。一方、総

線量 2 Gy と 4 Gy 照射群では、腫瘍数の増加傾向を認め、総線量 4 Gy 照射群では有意な増加を示

した。腫瘍径が 2mm 以上の腫瘍数は、EE 群では有意な被ばく総線量依存的な増加は認められな

かった。SE 群では、総線量 4 Gy 照射群で有意な増加を示した。EE の小腸腫瘍抑制効果は、総腫

瘍数に関しては有意な抑制効果は認められなかったが腫瘍径 2mm 以上の腫瘍数においては総線

量 2 Gy と 4 Gy 照射群において有意な抑制効果が認められた。 

腺腫（低異型度） 腺癌（高分化型） 

図Ⅲ-10 EE 及び SE で飼育した 20 週齢マウスの小腸に発生した

腫瘍の病理組織像（ヘマトキシリン・エオジン染色） 

図Ⅲ-11 EE 及び SE で飼育した 20 週齢マウスの小腸腫瘍数 
データは、平均値±標準誤差で示す。 
 (

#
p <0.05, 

†
p <0.01, 

$
p <0.005, *p <0.001) 
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② 大腸腫瘍に対する効果 

 図Ⅲ-12 に 3 週齢から 17

週間、EE 及び SE で飼育した

20 週齢マウスの大腸に認め

られた腫瘍の病理組織像を

示す。腫瘍は、小腸腫瘍同様

に粘膜内に限局した腺腫と

筋層が線維性肥厚を示し粘

膜筋板へ浸潤した腺癌が観

察された。 

 次に 1 匹あたりの総腫瘍数を図Ⅲ-13 に示す。EE 及び SE 群共に、被ばく総線量による腫瘍の

発生数には有意な違いはみられなかった。SE 群において、照射により腫瘍径が 2-3mm と 4-5mm

の腫瘍が増加する傾向が認められた。EE 群は、SE 群に比べて腫瘍径の大きい腫瘍の発生数が低

い傾向が認められた。 

IV.  考察 

本研究の目的は、低線量率・低線量放射線を照射したヒト家族性大腸腺腫症のモデルマウスを

用いて EE の健康増進（維持）効果と放射線誘発消化管腫瘍に対する予防効果を経時的に検証す

ることにある。本研究成果を通して、放射線の健康影響や災害等による避難生活や仮設住宅で生

活する子どもの健康回復の施策に繋げることを最終目標としている。 

今年度は、3 年計画の 2 年目であり、昨年度に設定した図Ⅱ-1 に示す実験群のマウスの継続的

な観察と体重と摂取餌の測定を経時的に行った。加えて、3 週齢から EE 及び SE で 17 週間飼育し

た 20 週齢のマウスの解剖を行い EE の効果を検証した。その結果、EE は SE に比べて摂餌量が有

意に増加するにも関わらず体重の増加を有意に抑制することが分かった。EE による体重増加の抑

制効果の要因は、病理組織学的解析により生殖器周囲の白色脂肪組織と肩甲骨下の褐色脂肪組織

への脂肪滴の蓄積抑制あるいは脂肪滴の消費亢進による脂肪組織重量の減少によるものと考えら

れた。 

腺腫（低異型度） 腺癌（高分化型） 

図Ⅲ-12 EE 及び SE で飼育した 20 週齢マウスの大腸に発生した

腫瘍の病理組織像（ヘマトキシリン・エオジン染色） 

図Ⅲ-13 EE 及び SE で飼育した 20 週齢マウスの大腸腫瘍数 
データは、平均値±標準誤差で示す。 

EE  SE  

大腸：総数腫瘍数/匹 (個) 

< 1 mm 
1-2 mm 
2-3 mm 
3-4 mm 
4-5 mm 
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EE による糖及び脂質代謝への効果を評価するため、20 週齢で屠殺し凍結保存した血漿を用い

て生化学検査を行った。その結果、総線量 4 Gy 照射し SE 飼育した群では、総コレステロール、

中性脂肪、悪玉コレステロール及び悪玉/善玉コレステロール比が非照射で SE 飼育した群に比較

して有意に増加を示した。一方で、善玉コレステロールは、有意に減少を示した。これらの所見

は、総線量 4 Gy 照射群でのみ認められたことより、照射により脂質代謝に異常を生じさせる可能

性が考えられた。総線量 4 Gy 照射し EE 飼育した群では、上記の所見は認められず EE により脂

質代謝が改善したと考えられた。その他の群においても、EE により総コレステロールと悪玉コレ

ステロールは有意に減少することが分かった。また、一部の EE 群において中性脂肪、遊離脂肪

酸が有意に減少した。これらの減少効果は、EE による運動量やそれに伴うエネルギー消費の増加

によるものと考えられた。加えて、動脈硬化の指標として用いられる悪玉/善玉コレステロール比

は、EE 群において低い傾向を示し、将来の動脈硬化予防にも効果的である可能性が示唆された。 

次に、EE による放射線誘発消化管腫瘍に対する抑制効果について、20 週齢で屠殺し摘出した

小腸と大腸に発症した腫瘍数とサイズを計測し検証した。その結果、EE は、小腸においては総腫

瘍数には統計学的有意差は認められなかったが、2mm 以上の腫瘍数に関しては有意な抑制が認め

られた。大腸においては腫瘍のサイズを抑制する可能性が示唆された。 

今年度は、EE 条件下で 17 週間飼育したマウスを用いて EE の効果を検証したことより、EE の

効果に統計学的な有意差が得られない項目も存在した。来年度以降、3 週齢から EE 条件下で 27

週間飼育したマウスを用いて EE の効果を検証する予定である。 

V.  結論 

EE 条件下で 17 週間飼育したマウスにおいて、体重の増加抑制、脂肪重量の増加抑制、脂質代

謝の改善及び放射線誘発消化管腫瘍のサイズを有意に抑制することを確認した。以上のことより、

生活環境改善は、身体の健康改善、維持及び増進に有用であることが示唆された。加えて、腫瘍

の進展を抑制することでがんを予防する可能性が示唆された。 

今年度は、17 週間の EE 飼育での評価を行ったことより、放射線誘発消化管腫瘍に対する EE

の効果が軽微であったと考えられた。来年度以降の長期の EE で飼育（27 週間）したマウスを用

いた評価が重要と考えている。 

VI.  次年度以降の計画 

本年度は、昨年度に設定した図Ⅱ-1 に示す実験群の EE 及び SE 環境での飼育の継続と体重、摂

取餌の経時的測定を行った。EE で 17 週間（3 週齢から 20 週齢まで）飼育する群を解剖し EE の

効果を検証した結果、体重増加の抑制、有意な脂肪重量増加の抑制、脂質代謝の改善及び消化管

腫瘍サイズの有意な抑制傾向が認められた。次年度は、EE での飼育期間を延長することによる効

果を検証すべく、実験群の飼育を継続して行い全身状態の観察と体重測定（1 回/週）を行う。EE

及び SE 環境で飼育した 30 週齢マウスの解剖を行い血液採取、小腸と大腸の腫瘍性病変のカウン

ト及び採取を行い保存する。また、主要臓器も採取しホルマリン固定後、パラフィンブロックを

作製する。凍結保存した血漿に関しては、脂質代謝、脂肪細胞由来ホルモン、炎症性サイトカイ
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ン及びマイオカインの測定を行う。特に近年がん予防効果が報告されている筋肉由来のホルモン

であるマイオカインに着目し、アイシリン、IL-6 (Inerleukin-6)、FGF-21 (Fibroblast growth facter-21)、

イノシン、SPARC (Secreted protein acidic rich in cysteine)等について測定を行い EE のがん予防効果

に関与する要因を明らかにする。加えて、EE による放射線誘発消化管腫瘍の予防効果については、

腫瘍性病変の病理組織標本を作製し病理組織学的に解析を行い、腫瘍の進展度の観点から評価を

行う。また、凍結保存した腫瘍性病変を用いて網羅的遺伝子発現解析を進め、EE のがん予防メカ

ニズム解明を進める。 

本研究に関する現在までの研究状況、業績 

1) Morioka T, Yanagihara H, Yokomizo S, Ogawa M, Fujita M, Nishimura M, Kakinuma S. Effects 

of enriched environment on health effects after continuous low-dose-rate irradiation in Apc 
Min/+

 

mice. 16
th

 International Congress on Radiation Research (ICRR2019), Manchester, UK. 
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1)  Cao L. et al. Environmental and Genetic Activation of a Brain-Adipocyte BDNF/Leptin Axis 
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2)  Ozasa K, Shimizu Y, Suyama A. et al. Studies of the mortality of atomic bomb survivors, Report 

14, 1950–2003: an overview of cancer and noncancer diseases. Radiat Res, 177, 229-243, 2012. 

3)  Pearce MS, Salotti JA, Little MP. et al. Radiation exposure from CT scans in childhood and 
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Study for risk reduction of childhood continuous radiation 

exposure-induced health effects by enriched environment  

 Takamitsu Morioka 

 Department of Radiation Effects Research, National institute of Radiological Sciences 

 National Institutes for Quantum and Radiological Sciences and Technology 

  

 Key word: Low dose, Childhood exposure, Enriched environment, Cancer prevention 

  

 Abstract 

Long-term evacuation life caused by disasters such as unclear accident, earthquake, and tsunami have an 

adverse effect on physical and mental health. After the accident at the Fukushima Daiichi Nuclear Power 

Plant, many people are concerned about the health effects of low-dose radiation exposure. Low-dose 

radiation induced cancer risk is considered really small but many people worry about it, especially to 

children. It is important to establish a new prevention method for children’s stress and radiation effects. 

Enriched environment (EE) provide positive physical and psychological stress. EE has been mainly 

reported to activate the central nervous, immune and endocrine systems. However, whether EE prevent the 

radiation associated tumor is unknown. In this study, we examined the modifying effects of EE against 

radiation-induced intestinal tumors in mice. 

 Male C3B6F1 Apc 
Min/+

 mice were irradiated γ-rays for 2 weeks from 1 week of age to the low-dose rate 

(0.0052-0.21 mGy/min), receiving 0, 0.1, 2 or 4 Gy total dose. After irradiation, mice were housed in EE or 

SE (Standard environment) cage from 3 weeks of age for 17 weeks. Mice were sacrificed under the 

anesthesia at 20 weeks of age. Blood, small intestine and colon were collected for biochemical and 

histopathological examinations.  

 EE significantly suppressed the body weight gain and promoted the feed consumption compared with SE. 

EE also significantly decreased the tissue weights of white and brown adipose tissues compared with SE. 

Histologically, EE reduced the lipid droplet size of both white and brown adipose tissues. In EE groups, 

plasma total cholesterol, low-density lipoprotein cholesterols and triglyceride were significantly lower than 

that of SE groups. EE reduced the tumor size in small intestine and colon. These results suggested that EE 

has possible improvement effect of lipid metabolism, and potent cancer preventive effect in this intestinal 

carcinogenesis bioassay system. The goal of the present study is to provide the scientific evidences that 

should contribute to the scientifically proven prevention against radiation exposure-induced health effects. 
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2-4 放射線による健康リスクと社会不安の低減化を目指した 

「線量・線量率効果係数」DDREF=2の妥当性の検討 

主任研究者： 笹谷 めぐみ（広島大学） 

分担研究者： 志村 勉（国立保健医療科学院） 

河合 秀彦 （広島大学） 

小林 純也 （京都大学） 

 

研究要旨 

現在、100 mSv 以下の低線量放射線被ばくや低線量率の長期間被ばくに対する発がんリスクは

未解明である。その為、低線量や低線量率被ばくにおけるリスクを推定するために線量・線量率効

果係数（Dose and Dose Rate Effectiveness Factor: DDREF）が用いられている。現在、国際放

射線防護基準では、DDREFを 2と定めており、低線量・低線量率放射線のリスクは、高線量での値

の半分であると推定されている。放射線の健康リスクに対し、防護と社会が向き合う上では、この

DDREF の定義が極めて重要である。しかしながら、DDREF の妥当性については、現在議論が行

われており、より正確な科学的知見の提供が求められている。 

我々は、これまでの研究から放射線発がん高感受性マウス（ApcMin/+マウス）を用いて、100 mGy

の高線量率ガンマ線被ばくで、有意ながんの増加を検出することに成功した。また、放射線照射に

特有の遺伝子変異（放射線の爪痕）をより高感度に検出できる ApcMin/+マウスを作成し、遺伝的背

景が線量率効果に影響を与えることを明らかにした。このことは、これまで明らかとされていなかった

線量・線量率効果の分子機構解明に極めて重要な知見といえる。 

本申請研究では、これまでとは異なる、放射線発がんに高感受性であり、かつ染色体組み換えを

検出可能な遺伝的背景を有する ApcMin/+マウスを用いて線量率の変化による腫瘍発生頻度への影

響を解析する。得られた結果とこれまでの我々の放射線発がん研究結果を基に、DDREF値の策定

とその数値の妥当性および、多様性の検討を行う。また、DDREF 値の多様性に寄与する因子の同

定を試みる。 

得られたマウス個体レベルの結果をヒト発がんリスクへ外挿するためには、ヒト放射線発がんの分

子機構解明が重要といえる。そのため、ヒト正常細胞を用いて、発がん過程に関与すると考えられる、

ゲノム DNA 損傷応答、ミトコンドリア損傷応答、がん関連繊維芽細胞（Cancer Associated 

Fibroblasts: CAF）誘発等に着目した放射線応答の分子機構を解析する。また、我々のこれまでの

ApcMin/+マウスを用いた放射線発がん研究から、染色体組み換えによる LOH (loss of 

heterozygosity/ヘテロ接合性の消失）が線量率効果に関与することが明らかにされている。そこ

で、ヒト幹細胞モデル細胞として iPS細胞株(hiPSC)を用いて、染色体組み換えによる LOHを検出
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できるシステムの構築と線量率効果を規定する因子のスクリーニングを行う。これらの結果から、

DDREF 値の多様化に寄与する候補因子の同定を試みる。得られた DDREF 値の多様化に寄与

する候補因子は、将来的に低線量（率）放射線発がんにハイリスクの可能性がある集団を抽出し、低

線量（率）放射線発がんリスクを個々で評価できる放射線防護体系の新規基盤確立へ貢献すること

が期待される。 

 

キーワード 

線量・線量率効果係数(Dose and Dose 

Rate Effectiveness Factor: DDREF) 

ApcMin/+マウス 活性酸素 

がん関連線維芽細胞(Cancer 

Associated Fibroblasts: CAF) 

DNA損傷 ミトコンドリア 

 

研究協力者 

なし 

I.  研究目的 

ヒトにおける放射線発がんリスク評価は、広島・長崎原爆被ばく者の疫学調査から得られた知見がその

基礎となっている 1,2)。しかしながら、低線量域での発がんリスク評価についての十分な情報が得られてい

ないのが現状である。さらに、低線量率長期被ばくに関する高自然放射線地域住民を対象とした疫学調

査では、がんの相対リスクの増加がみられないことが報告されているが、調査期間や信頼限界値などの

点において最終的な結論には至っていない 3)。現在、低線量・低線量率放射線発がんリスク評価におい

て、ICRP では DDREF=2 を用いた低線量・低線量率放射線発がんのリスク推定が行われているが、

DDREFの数値の妥当性については、現在でも議論が続いている。 

我々は、遺伝的背景の異なる ApcMin/+マウスを用いて低線量・低線量率放射線発がんリスク評価を行

い、遺伝的背景が線量率効果に影響を及ぼす知見を得ている。そこで、本研究では、放射線発がんに

高感受性であり、かつ染色体組み換えを検出可能な遺伝的背景を有する ApcMin/+マウスを用いて線量

率の変化による腫瘍発生頻度への影響を解析する。得られた結果と我々のこれまでの放射線発がん結

果を基に、DDREF 値の算定とその数値の妥当性の検討を行う。さらに、得られたマウス個体レベルの結

果をヒト発がんリスクへ外挿するため、ヒト放射線発がんに関与すると考えられる放射線細胞応答の分子

機構解明により、DDREF値の多様化に寄与する候補因子の同定を目指す。 

 

II.  研究方法 

1.  遺伝子改変マウスを用いた放射線発がんにおける線量率効果 

①マウスの飼育：マウスの飼育は、原爆放射線医科学研究所放射線先端医学実験施設内の動物飼育

スペースにて行った。飼料は、MF（オリエンタル酵母工業（株））を用い、餌、水を自由摂取させて飼育し
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た。マウスは、基本的に 1 ケージあたり 4、5 匹で飼育し、週 1 回のケージ交換ならびに、週 2 回の給水

瓶の交換を行った。 

 

②異なる線量率の放射線発がん実験：昨年度に引き続き、放射線発がん実験を継続した。マウスを 19～

24 週齢まで飼育後、屠殺、解剖を行い、末梢血および小腸を採取した。ApcMin/+マウスでは、小腸腫瘍

の肥大に伴う出血による貧血症状がみられることが報告されている。貧血に伴い末梢血中のヘモグロビン 

(Hgb) 値が低下することから、全自動血球計数装置 PCE-310 (ERMA)を用いて、末梢血中Hgb値の

測定を行った。また、採取した小腸は、腸の長軸方向に水平方向に開きティッシュピンを用いて固定

した。その後、アルカリフォスファターゼ染色を行った。また、腫瘍は、実体顕微鏡下でピンセットを用い、

1つずつ採取を行い、凍結保存した。 

 

③放射線発がんにおける被ばく時年齢依存性の解析：繁殖に適した 8 週齢以上の Apc+/+マウスのメスと

ApcMin/+マウスのオスを準備し交配を行った。妊娠したメスマウスが確認されたら、別ケージに移動させ個

別飼育を行い、毎日観察することにより、出産日を記録した。得られた仔マウスは生後 1、11、21、41、61

日目に高線量率放射線照射を行った。照射には、広島大学原爆放射線医科学研究所放射線先端医学

実験施設に設置されたGammacell® 40 Exactor（BestTM Theratronics社（137Cs線源、線量率：～0.9 

Gy/min））を用いた。約 4 週齢時に、マウスの尻尾から DNA を抽出し、遺伝子型決定により ApcMin/+マ

ウス、Apc+/+マウスの判定を行った。定期的にマウスの様子を確認し、衰弱していないか観察を行った。マ

ウスを 19～24週齢まで飼育後、屠殺、解剖を行い、小腸を採取した。採取した小腸は、その後、アルカリ

フォスファターゼ染色を行った。また、腫瘍は、実体顕微鏡下でピンセットを用い、1 つずつ採取を行い、

凍結保存した。 

 

2. 放射線発がんにおけるがん微小環境の役割 

①培養細胞株と培養条件：ヒト由来正常線維芽細胞株（MRC-5、TIG-3）は、財団法人ヒューマンサイ

エンス振興財団より購入した。細胞は、MEM（ナカライ社）に 10%ウシ胎児血清と抗生物質を添加した培

養液を用いて、37℃、5% CO2の条件で培養した。細胞は、飽和状態になる前に PBS(-)で洗浄した後に、

トリプシンで処理してはがした。一部を新しいフラスコにまいて希釈し、維持した。 
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②照射条件：照射には、国立保健医療科学院に設置されたエックス線照射装置（日立、MBR-1505R2）

または、広島大学原爆放射線医科学研究所放射線先端医学実験施設に設置された Gammacell® 40 

Exactor（BestTM Theratronics 社（137Cs 線源、線量率：～0.9 Gy/min））を用いて、高線量率（0.7 

Gy/min）の急性照射と長期分割照射（1回当たり 0.01 Gy または、0.05 Gyの照射を週に 5日間 1か

月間：累積線量 0.46 Gy または、2.3 Gy）を行った。低線量率の慢性照射は広島大学原爆放射線医

科学研究所放射線先端医学実験施設に設置された低線量率ガンマ線照射装置を利用し、20 mGy ま

たは、500 mGy/dayの線量率で 5日間行い 累積線量 0.1 Gy または、2.5 Gyの照射を行った。 

 

③蛍光免疫染色法: 細胞を照射から 24時間後に固定して、α-SMAの抗体(シグマ社)を用いて蛍光

免疫染色を行い、陽性細胞を定量した。蛍光免疫染色したスライドグラスは、キーエンス社 蛍光顕微鏡

Keyence BZ-X700 で 100 個以上の細胞を観察し、α-SMA で染色される陽性細胞を目視により判断し

てその頻度を求めた。 

 

④統計処理: エラーバーは標準偏差を示す。全ての実験は、尐なくとも 3回以上の独立した試料を用

いて繰り返し実験を行った。エクセル統計 2012解析ソフトを用いて、一元配置 ANOVA後に、Dunnett

法を用いて多重比較検定を行った。 

 

3. 線量率効果を規定する因子のスクリーニング 

①ヒト iPS細胞と培養条件：本実験には正常ヒト iPS細胞株Human Episomal iPSC Line（hiPSC）

（ThermoFisher Scientific）を用いた。hiPSC の培養には Cellartis® DEF-CS™ 500 Culture 

System（タカラバイオ）を用い、ガンマ線の持続照射中を含めて 37℃，5% CO2インキュベーター内で維

持した。 

 

②hiPSCのゲノム編集：CRISPR-Cas9システムと遺伝子導入装置NEPA21（Nepagene）によるエレ

クトロポレーション法を用いて、hiPSCの apc遺伝子および p53遺伝子のゲノムDNAの編集を行った。

エレクトロポレーションでは、Poring Pulse条件は、電圧 125 V、パルス幅 5 ms、パルス間隔 5 ms、回

数 ±2回、減衰率 10 %、極性+/-を、Transfer Pulse条件は、電圧 20 V、パルス幅 50 ms、パルス間

隔 50 ms、回数 ±5 回、減衰率 40%、極性+/-を用いた。CRISPR-Cas9 システムのリコンビナント

Cas9には、Alt-R® S.p. HiFi Cas9 Nuclease V3（Integrated DNA Technologies）を用い、それぞれ

の遺伝子に対する guide RNA として、apc 遺伝子に対しては Alt-R® CRISPR-Cas9 sgRNA

（Integrated DNA Technologies）、p53 遺伝子に対しては TrueGuide gRNA（ThermoFisher 

Scientific）を購入して用いた。標的部位の一塩基置換細胞の作製には、それぞれの遺伝子配列に対す

る 90 mer の一本鎖 DNA（ssDNA）（Integrated DNA Technologies）を合成し、Cas9 とそれぞれの

guideRNAと共に hiPSCに導入した。TP53遺伝子欠失hiPSCは、TP53遺伝子のゲノム配列の exon 

5-6 に抗生物質耐性遺伝子の挿入を行うことによって作製した。部分的ゲノム DNA 配列で挟まれた
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Blasticidin あるいは Puromycinに対する耐性遺伝子をコードするプラスミドから精製した一本鎖 DNA

をCRISPR-Cas9と共に hiPSCに導入し、それぞれの薬剤に対する耐性の獲得を指標にTP53遺伝子

を欠失した hiPSCの樹立を行った。 

 

③イメージング解析：ガンマ線照射した細胞を 4% パラホルムアルデヒド（ナカライテスク）で固定し、

0.2% Triton X-100 で処理した後、anti-TP53、FL393（SantaCruz、1:500）あるいは anti-TP53、

Ab-6（Millipore、1:1000）と、anti-rabbit IgG-Alexa555 または anti-mouse IgG-Alexa488 蛍光標

識抗体 （ ThermoFisher Scientific 、 1:2000 ） を用いて蛍光免疫染色を行った。細胞核を

Hoechst33342（ThermoFisher Scientific）で蛍光標識し、全自動蛍光画像撮影装置 Opera Phenix

（PerkinElmer）で蛍光画像データを取得した。データ画像を画像解析ソフト Harmony（PerkinElmer）

を用いて、蛍光強度のデータから各解析を行った。また、データ解析には TIBCO SpotFire

（PerkinElmer）を用いた。 

4. 放射線感受性の個人差の課題の検討 

①培養細胞株と培養条件：ヒト毛細血管拡張性運動失調症由来繊維芽細胞を SV40ウイルスで不死化

した ATM欠損細胞(AT5VIBA)および ATM cDNA導入相補した細胞(AT5VIBA/ATM-wt)、ナイミー

ヘン症候群患者由来 NBS1欠損細胞（GM7166：同様に SV40で不死化）とNBS1 cDNA導入した相

補細胞（GM7166/NBS1-wt）、及び正常人由来繊維芽細胞 48BR（テロメラーゼ導入して不死化した細

胞）は、37℃、5% CO2の条件で培養した。 

 

②ガンマ線照射: 細胞へのガンマ線の高線量率急照射は Gammacell 40Ex（MDS Nordion 社：線

量率 0.9 Gy/min）を用いて室温で行った。低線量率緩照射は低線量長期放射線照射装置（産業科学：

線量率 1 Gy/day）用いて、CO2インキュベーター内に細胞を播種したディッシュを静置して行った。両方

の装置とも照射線源は 137Csであり、累積線量は 2.5 Gy として行った。 

 

（倫理面への配慮） 

動物の取り扱いに関しては、広島大学実験動物取り扱い指針にしたがい、動物の苦痛を最小限に留

めるよう処置を行う。また、本申請研究には放射性同位元素を使用する実験が含まれているため「放射性

同位元素等による放射線障害の防止に関する法律」に基づき広島大学原爆放射線医科学研究所放射

線障害予防規程にしたがって承認を得て行った。 

 

III.  研究結果 

1.  遺伝子改変マウスを用いた放射線発がんにおける線量率効果 

①異なる線量率の放射線発がん実験：DDREF=2 の妥当性の検討を行うため、ApcMin/+マウスに総

線量 100 mGy (線量率 50 mGy/day（低線量率低線量）, 262 Gy/day（高線量率低線量）) のガンマ線



 

 

 

 

6 

 

照射を行った。マウスを屠殺し、解剖を行い、末梢血および小腸を採取した。貧血の程度を測定するため、

末梢血を用いて、全自動血球計数装置 PCE-310 (ERMA)にてHgb値を計測した。その結果、非照射

群におけるHgb値の平均は、13.5±2.3 g/dLであったが、低線量率低線量照射群では、11.7±2.3 g/ dL、

100 mGy 高線量率低線量照射群では 10.8±2.1 g/dLといずれも非照射群と比較して有意にHgb値が

低下した (表Ⅲ-1)。 

次に、採取した小腸を用いて、アルカリフォスファターゼ染色を行い、実体顕微鏡下で観察を行った。

非照射群では、マウス 1匹あたりの腫瘍数の平均が 10.3 ± 4.0であったのに対し、低線量率低線量照射

群では、12.6±3.9、高線量率低線量照射群では14.5±7.2といずれも非照射群と比較して有意にマウス1

匹あたりの腫瘍数が増加した(表Ⅲ-1)。また、低線量率低線量照射群と比較して、高線量率低線量照射

群の方が、マウス 1匹あたりの腫瘍数が多い結果が得られた。 

 

表 Ⅲ-1 異なる線量率の放射線発がん実験結果 

 

Dose Dose rate No. of 

Mice 

Hgb (g/dL) No. of tumors/ 

mouse 

0 mGy - 30 13.5 ± 2.3 10.3 ± 4.0 

100 mGy 50 mGy/day 24    11.7 ± 2.3

 ** 

  12.6 ± 3.9 * 

100 mGy 262 Gy/day 18   10.8 ± 2.1 

** 

  14.5 ± 7.2 ** 

*p<0.05 vs 0 mGy, **p<0.01 vs 0 mGy  

 

②放射線発がんにおける被ばく時年齢依存性の解析：原爆被ばく者の疫学研究から若年期の被ばく

における発がんリスクは成人期のリスクよりも高いことが報告されている。被ばく時年齢が発がんリスクに影

響を及ぼすのであれば、線量率効果を議論する上で照射時期、照射期間を共に考慮する必要があると

いえる。そこで、ApcMin/+マウスを用いて被ばく時年齢が発がんリスクに及ぼす影響を調べた。ApcMin/+マ

ウスの生後、1、11、21、41、61日目にガンマ線照射を行い、19～24週齢で屠殺しマウス 1匹あたりの腫

瘍数を計測した。その結果、生後 11、21 日に照射を行った群が最も放射線腫瘍数が多い結果が得られ

た。一方、生後 61 日目にガンマ線照射を行った群では、非照射群と比較して、有意な腫瘍数の増加は

観察されなかった。 
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2.  放射線発がんにおけるがん微小環境の役割 

発がんには、単にがん細胞の遺伝子変異の蓄積だけでなく、がん微小環境の形成が重要であると考え

られている。がん微小環境の構成因子である線維芽細胞は正常線維芽細胞とは異なり CAF と呼ばれ、

液性因子を放出してがん細胞の増殖を促進する 4,5)。しかし、放射線発がんにおける CAFの役割は、十

分にわかっていないのが現状である。そこで、ヒト正常繊維芽細胞を用いて、放射線感受性と CAF誘導

との関係について調べた。放射線照射前に ATM 阻害剤 （KU55933）、 DNA-PK阻害剤（NU7026）、

AKT阻害剤（API-2）を処理し、蛍光免疫染色法により α-SMA陽性細胞を測定し、放射線照射による

CAF発生頻度を計測した(図 III-1)。その結果、ATM阻害剤処理では、放射線による CAFの誘導が抑

制された一方、DNA-PK阻害剤とAKT阻害剤では、2.5Gyの照射で活性酸素の増加とCAFの誘導が

観察された(図 III-1)。 以上より、DNA-PK阻害剤とAKT阻害剤は、放射線感受性を増加するだけでな

く、放射線誘発 CAFのしきい線量を低くすることを明らかにした。また、ウエスタンブロッティング法を用い

たタンパク質発現解析においても、同様の結果が得られた。 

 

図 III-1 放射線感受性と CAFの誘導 ATM阻害剤(KU55933)、DNA-PK阻害剤(NU7026)、AKT

阻害剤(API-2)存在下、放射線照射による CAF発生頻度を α-SMAを指標に検出した （上: 蛍光免疫

染色法、下: ウエスタンブロッティング法） 

 

 

3.  線量率効果を規定する因子のスクリーニング 

がん抑制機能を有する遺伝子にヘテロ接合体で変異を有する場合、変異アレルの存在に伴って

正常アレルの消失すること、すなわち LOHが、がん化に寄与すると考えられる。我々は、Apc
Min/+

マウスを用いた解析から、染色体組み換えによる LOH が線量率効果に関与する知見を得ている。

そこで、ヒト幹細胞において染色体組み換えによる LOHを検出するシステムの構築を行った。 

 

① 染色体組み換え LOH 検出系の構築：がんは、ヒトを構成する各組織の幹細胞から生じる。そこで、
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本研究では、幹細胞のモデル細胞として、細胞の培養が比較的容易であるヒト正常細胞由来の iPS細胞

株（hiPSC）を用いて、放射線照射によって生じるLOH検出することが可能な実験系の構築を行った。ま

ず、がん抑制遺伝子である APC 遺伝子、TP53 遺伝子に着目し、hiPSC から CRISPR-Cas9 システム

を用いて、APC 遺伝子、TP53 遺伝子の片側アレルに変異を持つ hiPSC-APCdel/+（codon 852/Leu 

TTG>TAG nonsense mutation STOP codon mutant）あるいは、hiPSC-TP53del/+（codon 176/Cys 

TGC>TGA nonsense mutation STOP codon mutant又は deletion mutant）の作製を試みた（図

III-2）。その結果、APC遺伝子と TP53遺伝子の片アレルにのみ点変異を誘発した hiPSCを樹立す

ることは困難であったが、TP53遺伝子欠失のヘテロ接合型TP53hiPSC-TP53del/+（hetero-deletion 

mutant）と実験のコントロールとして用いるホモ接合型 hiPSC-TP53del/del（homo-deletion mutant）を

得ることに成功した。 

 

 

図 III-2．CRISPR-Cas9 を用いた hiPSC-TP53del/+（deletion mutant）のゲノム編集の設計図 ヒト

TP53遺伝子のゲノムの exon-intron map（青線）に対する Cas9 と guideRNAによる TP53の Exon 5

内（茶色）の切断位置（ハサミの絵）と薬剤耐性遺伝子（blasticidinr または puromycinr）を含む挿入

DNA フラグメントの構造を示す。 

 

②LOH 解析法の構築：①の実験によってヘテロ接合体の hiPSC-TP53del/+が得られたことから、引き続

き、hiPSC-TP53del/+に生じる TP53 遺伝子の LOH を検出する方法の構築を行った。まず、両アレルに

正常 TP53 遺伝子を持つ hiPSC と、hiPSC-TP53del/+、hiPSC-TP53del/delについて、TP53 タンパク質

の細胞の免疫蛍光染色を行った。その後、細胞の蛍光画像を全自動蛍光画像撮影装置 Opera Phenix

で取得し、画像解析ソフト Harmony で解析を行った。その結果、画像解析により、野生型、欠失変異ヘ

テロ接合型、欠失変異ホモ接合型それぞれを識別できることが明らかとなった（図 III-3）。 
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図 III-3．hiPSC-TP53del/+と全自動蛍光画像撮影解析装置 OperaPhenix を用いた LOH 検出に用い

る免疫蛍光染色画像 hiPSC-TP53+/+（野生型、+/+)、hiPSC-TP53del/+（欠失変異ヘテロ接合型、

del/+）、hiPSC-TP53del/del（欠失変異ホモ接合型、del/del）の二重免疫蛍光染色画像。Hoechst33342

での核染色（青）、TP53 タンパク質を認識する一次抗体（ab-6：mouse-monoclonal 抗体、FL393：

rabbit-polyclonal抗体）と、蛍光色素で標識された 2種類の二次抗体（anti-mouse-IgG-Alexa488抗

体：緑色、anti-rabbit-IgG-Alexa555抗体：橙色）で免疫蛍光染色を行った。 

 

4.  放射線感受性の個人差の課題の検討 

昨年度の解析から、ATM阻害剤（KU55933）を照射開始前に処理した場合、低線量率ガンマ線照

射した細胞のみで有意な微小核頻度の増加が検出された。ATMはDNA損傷誘導時だけでなく、H2O2

処理など酸化ストレス誘導処理時にも活性化することが知られている 6)。昨年度の研究から低線量率照射

時には酸化ストレス応答が活性化されることが示唆されたことから、ATMは低線量率照射時の酸化ストレ

ス応答にも役割を果たすことが考えられた。それゆえ、ATM阻害剤処理による酸化ストレスの増強の有

無について、48BR細胞を用いてウェスタンブロット法で検討を行った（図Ⅲ-4）。 

ATM阻害剤処理を行うと、低線量率照射では酸化ストレス応答活性化のマーカーである p38MAPK

とAMPKαのリン酸化がともに増加していた。また、TP53は放射線誘発DNA損傷発生時に活性化され

るATMによりリン酸化されて増加する報告にあるとおり、高線量率照射ではATM阻害で著しく TP53は

減尐するが、低線量率照射では減尐しなかった。このことはTP53が低線量率照射時にはATMのリン酸

化にはあまり依存せずに、酸化ストレスに応答して増加することを示唆している。DNA二本鎖切断損傷の

マーカーである γ-H2AXは主にATMのリン酸化に依存しており、高線量率照射では阻害剤添加で減尐

したが、低線量率照射では阻害剤添加により増加しており、これは昨年度の研究から見いだした

γ-H2AX 陽性微小核が増加することと一致している。これらの結果から、ATM キナーゼの阻害は低線量

率照射時に酸化ストレス応答を増強し、γ-H2AX も増加させることが明らかとなった。 
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図 III-4 48BR細胞におけるATM阻害時のウェスタンブロット解析 低線量率（L）あるいは高線量率

（H）ガンマ線照射終了 30分後に細胞を回収して、ウェスタンブロット法で解析を行った。KUは ATMキ

ナーゼ阻害剤 KU55933添加を示す。 

 

IV.  考察 

本研究では、放射線発がん高感受性モデルマウスを用いて、線量率の異なる条件下で放射線発がん

実験を行い、DDREF 値の算定とその数値の妥当性、多様性の検討を行う。さらに、ヒト正常細胞を用い

て、放射線発がんに関与すると考えられる細胞応答に着目し、DDREF 値の多様化に寄与する候補因

子の同定を目指す。 

まず、線量率の違いによる放射線発がんリスクへの影響を調べるため、ヒト大腸がんモデルマウスとして

知られている ApcMin/+マウスに着目した。我々はこれまでの研究により、ApcMin/+マウスが放射線に高発

がん性であるという知見を得ている。また、遺伝的背景の異なる ApcMin/+マウスを用いて線量率の異なる

放射線発がん実験を行った結果、遺伝的背景が ApcMin/+マウス小腸腫瘍における線量率効果に影響を

与えるという知見を得ている。そこで本研究では、線量率効果が検出でき、かつ、遺伝子変異解析を行う

ことのできる ApcMin/+マウスを用いて、総線量を 100 mGy とし、高線量率および低線量率放射線発がん

実験を開始した。その結果、高線量率および低線量率群どちらも、非照射と比較して有意な腫瘍の増加

が観察された。また、有意差は検出されなかったものの、低線量率照射群と比較して高線量率照射群の

方が、マウス 1匹あたりの腫瘍数が多い結果が得られた。すなわち、放射線高感受性ApcMin/+マウスを用

いることにより、100 mGy という低線量域においても、線量率効果が検出できた。得られた腫瘍は凍結保

存を行っているため、来年度は、得られた腫瘍を用いた遺伝子変異解析を行っていきたいと考えている。

更に、これまでに得られた遺伝的背景の異なる ApcMin/+マウスを用いた放射線発がん研究結果を基に、

DDREF値の算定とその数値の妥当性、多様性の検討を行う予定である。 

また、原爆被ばく者の疫学研究結果から、若年期の発がんリスクが高いことが報告されている。このこと

は、被ばく時年齢が DDREF 値に影響を及ぼすことを示唆する。そこで、本年度は、ApcMin/+マウスを用

いて、異なる週齢のマウスにガンマ線照射を行い、腫瘍数の計測を行った。その結果、生後 2～3 週齢と
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いった若年期マウスにおける被ばくは、成人期と比較して放射線発がんリスクが高い結果が得られた。こ

のことは、被ばく時期とその照射期間が、DDREF 値の多様化に影響を及ぼす重要な知見といえる。 

得られたマウス個体レベルの結果をヒト発がんリスクへ外挿するためには、ヒト放射線発がんの分子機

構解明や、DDREF 値の多様化に寄与する候補因子の同定が必要といえる。そこで、ゲノム DNA 損傷

応答、ミトコンドリア損傷応答、CAF誘発等に着目をした放射線応答解析を行った。その結果、DNA-PK

やAKTを抑制することにより、より低い線量域で放射線照射によるCAFが誘導されることを明らかにした。

DNA-PKや AKT 阻害により、DNA損傷シグナルが持続し、その損傷シグナルがミトコンドリアに伝わり、

CAFの誘導を促進すると考えられる。また、ATMを抑制することにより、放射線照射時により酸化ストレス

が増大することが明らかにされた。昨年の結果とあわせることにより、ATM は、低線量率放射線照射によ

り誘導される酸化ストレスを抑制することにより、ゲノムの安定化に関与すると考えられる。これらの結果か

ら、DNA-PK、AKT、ATM が、DDREF 値の多様化に寄与する候補因子であると考えられる。すなわち、

DNA-PK、AKT、ATM に変異があるヒト集団は、低線量・低線量率放射線発がんにハイリスクを示す可

能性がある集団であることが示唆される。この点については、来年度以降、詳細な解析を行う必要がある

と考える。線量率効果を規定する因子のスクリーニングでは、hiPSC を用いて、染色体組み換えによる

LOHを検出するための TP53遺伝子欠失 hiPSCのヘテロ接合型、ホモ接合型を作成することに成功し

た。また、抗 TP53 抗体を用いた LOH 検出のためのイメージング解析法が確立できたことから、令和 2

年度、最終年度には、持続放射線照射による LOH に関わる因子のスクリーニングが可能であると考えて

いる。 

V.  結論 

現在、低線量・低線量率放射線被ばくの影響は未解明の部分が多く残されている。そのため、低線

量・低線量率放射線発がんのリスク評価には、DDREF を用いたリスク推定が行われている。この

DDREFの数値の妥当性については、現在でも議論が続いている。 

そこで本年度は、放射線発がんに高感受性を示す ApcMin/+モデルマウスを用いて、高線量率放射線

被ばく及び、低線量率放射線被ばくによる発がん実験を行い、線量率の違いによる発がんリスクへの影

響について解析を行うための発がん実験を行った。その結果、低線量域においても線量率効果が観察さ

れた。また、ApcMin/+マウスを用いて、被ばく時年齢が放射線発がんリスクに影響を及ぼすことを明らかに

した。このことは、被ばく時期、その被ばく期間が、DDREF値の多様性に寄与する重要な知見といえる。 

ヒト正常細胞を用いて、DNA 損傷、ミトコンドリア損傷、CAF 誘導に着目した放射線応答解析から、

DNA-PK、AKT、ATMがDDREF値の多様化に寄与する因子である事を示唆する結果が得られた。ま

た、また、hiPSC を用いて、染色体組み換えによる LOH を検出するための TP53 遺伝子欠失のヘテロ

接合型とホモ接合型を作成し、LOH検出のイメージング解析法を確立した。 

VI.  次年度以降の計画 

今年度の放射線発がん実験により腫瘍の凍結保存を行った。次年度は、その得られた腫瘍を用いて

遺伝子変異解析を行う。また、これまでの遺伝的背景の異なる ApcMin/+マウスを用いた放射線発がん実
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験結果をまとめ、DDREF 値の策定とその数値の妥当性を検討するとともに、DDREF 値に影響を及ぼ

す因子について検討する。 

放射線発がんにおけるがん微小環境の役割については、酸化ストレスが放射線発がんにどのように寄

与するのかを、がんの微小環境の役割に注目して解析を行う。特に、放射線が活性酸素を増加するメカ

ニズムに着目し、放射線による活性酸素の除去機構への影響を解析する。 

線量率効果を規定する因子のスクリーニングについては、今年度構築した検出系を用いて、

MDM2-P53結合阻害剤 Nutlin-3やプロテアソーム阻害剤MG132の低濃度処理を行うことによって、

片アリルにTP53を持つ細胞においてTP53タンパク質の蓄積を誘導し、両アリル欠失した細胞との発現

量の差を明確にすることで、より高感度な検出系として改良を試みる。また、siRNA ライブラリを用いて異

なる線量率のガンマ線照射によって生じる（染色体）組み換え頻度を規定する遺伝子（LOH の頻度が上

がる遺伝子）のスクリーニングを行う。 

放射線感受性の個人差の課題の検討については、放射線感受性の個人差の DDREF の影響の微

小核形成を指標とした検討として、①ATM キナーゼを特異的阻害剤で抑制した条件下で、様々な線量

率でγH2AX 陽性微小核の形成率を測定し線量率効果を明らかにする、②ATM 阻害剤の添加濃度を

複数設定して部分的に活性抑制した場合、キナーゼ活性レベルと微小核形成頻度の関係を検討するこ

とによって、DDREF 算定に影響しうる個人差要因の解明を目指す。さらに、ATM キナーゼ抑制下にお

ける低線量率放射線のミトコンドリア応答への影響をMitoTracker を用いたミトコンドリア動態・分布の解

析、マイトファジー関連因子を指標としたウエスタンブロット解析を行い、DDREF 算定に影響しうる個人

差要因の指標となり得るか、検討する。 

 

VII.  この研究に関する現在までの研究状況、業績 

A.  論文：査読あり 

1) Elena Zaharieva, Megumi Sasatani, Kenji Kamiya, DNA damage and oxidative 

stress in primary murine fibroblasts subjected to acute or chronic gamma 

radiation, 広島医学, in press 

B.  論文：査読なし 

なし 

C.  国内学会発表 

1) Elena Zaharieva, Megumi Sasatani, Kenji Kamiya, DNA damage and oxidative 

stress in primary murine fibroblasts subjected to acute or chronic gamma 

radiation, 第 60回原子爆弾後障害研究会, 2019.6.1 

2) 笹谷めぐみ, 土居主尚, 飯塚大輔, 神谷研二, Elucidation of radiation-induced tumor 

risk at low doses and low dose rates by using ApcMin/+ mice, 日本放射線影響学会第

62回大会, 2019.11.16 

3) 笹谷めぐみ, 飯塚大輔, 河合秀彦, Zaharieva Elena, 神谷研二 ApcMin/+マウスを用いた
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放射線誘発小腸腫瘍形成の機構解明, 日本環境変異原学会第 48回大会, 2019.11.18 

D.  国際学会発表 

1) Elena Zaharieva, Megumi Sasatani and Kenji Kamiya, Effects of dose rate on the 

radiation response of primary fibroblasts, 16th International Congress of 

Radiation Research （ICRR2019）, 2019.8.25-29 

2) Tsutomu Shimura, Megumi Sasatani, Hidehiko Kawai, Kenji Kamiya and Akira 

Ushiyama, The role of cancer-associated fibroblasts on radiation-induced cancer. 

The 4th international symposium of the network-type joint usage/research center 

for radiation disaster medical science, 2020.2.12. 

3) Kobayashi J, Meng Q, Komatsu K. Relationship between endogenous ROS 

accumulation and mitochondria responses under low dose rate irradiation. The 

4th International Symposium of the Network-type Joint Usage/Research Center 

for Radiation Disaster Medical Science, 2020.2.12 

4) Megumi Sasatani, Elena Zaharieva, Kenji, Kamiya, The effect of dose rate on 

intestinal adenoma development in ApcMin/+ mice, 4th International Symposium of 

the Network-type Joint Usage/Research Center for Radiation Disaster Medical 

Science, 2020.2.12 

5) Elena Zaharieva, Megumi Sasatani, Kenji Kamiya, Response of primary murine 

fibroblasts to low-dose-rate versus acute gamma radiation exposure, The Joint 

Workshop of QST-NIRS, CEA and IRSN, 2019.10.28-29 

6) Meng Q, Kobayashi J. The relationship between oxidative stress and mitochondria 

change under low-dose rate irradiation. The Joint Workshop of QST-NIRS, CEA 

and IRSN. 2019.10.28-29 

E.  著書 

なし 

F.  講演 

1)  笹谷めぐみ, ApcMin/+マウスを用いた低線量・低線量率放射線発がんリスク評価, 第 56回ア

イソトープ・放射線研究発表会, 2019.7.4 

2)  小林純也, 低線量率放射線生物影響における酸化ストレス・ミトコンドリア応答の役割. 基研

研究会「放射線の生体影響解明への分野横断による挑戦」, 2019.5.23-25 

G.  主催した研究集会 

1)  日本放射線影響学会にて「integration of multiple, trans-disciplinary approaches 

for the elucidation of the effects of low dose/low dose rate radiation」というタイトルで
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international symposiumを主宰 

H.  特許出願・取得 

1)   

I.  その他 

1)   
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 Is applying a Dose and Dose Rate Effectiveness Factor = 2 a 

valid approach in radiation cancer risk estimation? 
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 Abstract 

It is a well established fact that exposure to ionizing radiation (IR) may produce 

deleterious consequences in humans, including cancer induction. Our knowledge regarding 

the relationship between absorbed radiation dose and cancer risk is mainly based on 

epidemiological evidence from the Life Span Study of Japanese A-bomb survivors. The 

traditional approach to radiation-induced cancer risk estimation is to extrapolate the risk 

from high and moderate doses down to low doses and low dose rates which are relevant to 

contemporary radiological protection. The International Commission on Radiological 

Protection (ICRP) recommends using the so-called Dose and Dose Rate Effective Factor 

(DDREF =2) to estimate the cancer risk per unit dose at low doses/low dose-rates. However, 

with the accumulation of new epidemiological and radiobiological data, the validity of this 

extrapolation has been questioned, and the ICRP has re-opened the debate on whether the 

DDREF should be applied. There is also a growing appreciation for the need to elucidate the 

molecular events governing the dose rate effect.    

In this project, we are planning to contribute to the reassessment of the DDREF value by 

addressing the issue of dose rate effects from multiple viewpoints at the molecular, cellular 

and organismal levels. Using a mouse model susceptible to tumor induction, we will conduct 

an in vivo study providing direct evidence for the carcinogenic potential of radiation at 

different doses and dose rates. In addition, our in vitro experiments will allow us to explore 

the relationship between radiation dose-rates and biological effects, such as genomic DNA 

damage, mitochondria damage and the induction of cancer associated fibroblasts (CAF), and 
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to shed light on the molecular mechanisms underlying these phenomena. Furthermore, in order to 

explore the potential relationship between radiation-induced carcinogenesis and radiation dose-rates, we are 

planning to conduct siRNA screening, which we expect will allow us to identify factors distinctively associated 

with gene mutations induced by different dose-rates of gamma-irradiation. Thus, our study is expected to 

produce variable datasets and analysis of the biological effectiveness of different doses/dose 

rates of radiation, and we believe it may be a step towards developing a new scientifically 

based concept of radiation risk estimation. 



 

 

 

 

1 

 

2-4 放射線による健康リスクと社会不安の低減化を目指した 

「線量・線量率効果係数」DDREF=2の妥当性の検討 

放射線発がんにおけるがん微小環境の役割 

分担研究者： 志村 勉（国立保健医療科学院） 

 

研究要旨 

 酸化ストレスは、加齢に伴う様々な疾患（老化、がん、生活習慣病など）の原因である。

放射線が誘発するがんにおいても、活性酸素による酸化ストレスが深く関与することが考え

られる。内在性の活性酸素はミトコンドリアが発生源で、スーパーオキシドディスムターゼ

や細胞内の抗酸化物質グルタチオンなどの活性酸素除去機構により無毒化され、細胞内の酸

化還元状態（レドックス）の恒常性が維持されている。しかし、長期放射線照射による慢性

のストレス刺激では、過剰な活性酸素が発生し、発生源のミトコンドリアに酸化損傷を誘導

する。がん組織に存在する線維芽細胞は、正常線維芽細胞とは性質が異なりがん関連線維芽

細胞(Cancer Associated Fibroblasts:CAF)と呼ばれ、がん細胞の増殖や浸潤に関わる。これまで

の我々の解析から、放射線はヒト正常線維芽細胞から CAFを誘導すること。放射線誘発 CAF

は、ミトコンドリアから発生する活性酸素が主な原因であり、がんの微小環境を形成して放

射線発がんに関与することを明らかにした（Shimura et.al., Molecular cancer research 2018; 

16(11), 1676-1686）。以上より、放射線発がんにはがん細胞の遺伝子変異だけでなく、ミトコ

ンドリア酸化ストレスが重要で、がん細胞と周りの細胞との相互作用によるがん微小環境の

形成が深く関与しでいると考える。昨年度までに、CAF の指標である平滑筋用アクチン

（alpha-SMA)の発現解析により、放射線の照射条件（急性照射、長期分割照射と慢性照射）

で CAFの誘導のしきい線量が異なることを明らかにした。長期分割照射では、急性照射に比

べてより低い線量で活性酸素が発生し、CAFを誘導することを明らかにした。今年度は、特

に、放射線誘発 CAF の寿命に着目し、放射線誘発 CAF の除去機構を解析した。本研究のが

んの微小環境の解析により、従来の方法では解析困難であった放射線によるがんの発症メカ

ニズムの解明が期待される。以上より、放射線発がんの機序を理解し、線量・線量率効果

(DDREF)について検討する。 

キーワード 

放射線発がん、微小環境、活性酸素、がん関連線維芽細胞 

 

I.  研究目的 

国際機関（世界保健機構（WHO）や国連科学委員会（UNSCEAR））の被ばく線量推計及び健康

リスク評価では、一般公衆の福島原発事故に関する被ばく線量は限定的で、放射線に関連する疾

患の過剰発症は検出されないと報告されている。しかし、一般に放射線被ばくによる発がんの不
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安は大きく、二字的な健康被害が問題となっている。このため放射線の不安対策として、科学的

根拠に基づく放射線リスク評価が求められている。ヒトの放射線影響は、広島・長崎原爆被爆者

の疫学調査から、被ばく線量の増加とともにがんの罹患率が増加することが報告されている。し

かし、100mSv以下の低線量放射線では、疫学調査でがんのリスクの有無の判断は困難である。福

島原発事故では、原爆被爆のような高線量率の急性被ばくではなく、低線量率の慢性被ばくが想

定されるため、放射線の影響は小さいと考えられている。国際放射線防護委員会（ICRP）では、

広島・長崎原爆被爆者のヒト疫学調査や動物実験の結果から、線量・線量率効果(DDREF)=2 とし

て、低線量・低線量率の放射線影響は高線量、急性被ばくの半分と考え放射線防護に活用してい

る。しかし、全ての放射線発がん影響に関するヒトの疫学結果が DDREF=2 の値を支持するわけ

ではなく、ICRP では最新の知見を考慮して数値の妥当性が検討されている。DDREF を考慮する

上で、がんの発症機構の理解は不可欠である。 

我々は、放射線発がんには、単にがん細胞の遺伝子変異の蓄積だけでなく、がん細胞と周辺部

の細胞の相互作用（がん微小環境）の形成も重要であると考える。がん組織に含まれる線維芽細

胞は正常線維芽細胞とは異なりがん関連線維芽細胞(Cancer Associated Fibroblasts:CAF)と呼ばれ、

液性因子を放出してがん細胞の増殖を促進する(1,2)。しかし、放射線発がんにおける CAFの役割

は十分に解っていないのが現状である。これまでのヒト正常線維芽細胞 MRC-5, TIG-3を用いたヒ

トがん移植片の解析から、一か月間の長期分割照射により CAFを誘導することを報告した。さら

に、放射線による CAFの誘導には、ミトコンドリア由来の活性酸素によるトランスフォーミング

増殖因子-beta（TGFbeta）シグナル経路の活性化が関与することを明らかにした(3)。本研究では、

放射線で誘発される CAFの照射条件や、CAF形成の分子機構を明らかにし、放射線発がんの原因

となる標的分子を明らかにすることを目的とする。本申請研究の成果により、放射線発がんリス

ク評価の根拠となる科学的知見の蓄積が期待される。 

II.  研究方法 

1.  細胞と培養条件：ヒト胎児肺由来正常二倍体線維芽細胞 MRC-5 と TIG-3 は、財団法人ヒュー

マンサイエンス振興財団より購入した。細胞は、細胞培養用 T25 フラスコ内で、10%ウシ胎児血

清と抗生物質を添加した alpha-minimum essential medium（alpha-MEM）培養液を用いて、37℃、

5%CO2の条件で培養した。細胞は、飽和状態になる前に PBS(-)で洗浄した後に、トリプシンで処

理してはがした。一部を新しいフラスコにまいて希釈して維持した。 

 

2.  照射条件： X 線照射装置（日立、MBR-1505R2）または、ガンマ線照射装置（ガンマセル 40

エグザクタ）を用いて、高線量率（0.7Gy/min）の急性照射と長期分割照射（1回当たり 0.01Gy ま

たは、0.05Gy の照射を週に 5 日間 1 か月間：累積線量 0.46Gy または、2.3Gy）を行った。低

線量率の慢性照射は広島大学原爆医科学研究所の放射性セシウム 137 を線源とするガンマ線照射

装置を利用し、25mGy または、625mGy/dayの線量率で 4日間行い 累積線量 0.1Gy または、2.5Gy

の照射を行った。 
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3.  無血清培地・低血清培地を用いた細胞増殖の抑制：2×10
5個の細胞を、60mm 細胞培養器に準

備し、24 時間後に 10%血清の通常培地から、0%または、0.5%FBS 入りの培地に置換し、さらに

24時間培養した。X 線を急性照射し、24時間の細胞数を血球計算板で計測した。 

 

4.  蛍光免疫染色法: 細胞を照射から 24時間後に固定して、alpha-SMA の抗体(シグマ社)を用いて

蛍光免疫染色を行い、陽性細胞を定量した。蛍光免疫染色したスライドグラスは、キーエンス社 

蛍光顕微鏡 Keyence BZ-X700 で 100個以上の細胞を観察し、alpha-SMAで染色される陽性細胞を

目視により判断してその頻度を求めた。 

 

5.  ウエスタンブロッティング法：放射線照射 24 時間後に細胞の抽出液を回収した. alpha-SMA 

(A2547, Sigma) と  beta-tubulin (10068-1-AP, Proteintech) に対する一次抗体と  horseradish 

peroxidaseを標識した二次抗体 (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) を用いて目的のたんぱく質の

検出を行った。たんぱく質のバンドは Chemi-Lumi One L Western blotting substrate (Nacalai Tesque)

で発色し、バンドの強度を Image Lab software (Bio-Rad)を用いて検出した. alpha-SMA の発現レベ

ルは beta-tubulinの発現量で補正し、数値は、コントロールを 1とした比で示した。 

 

6.  MTT assay： 細胞増殖は Cell Counting Kit-8 assay (Dojindo, Kumamoto Japan) を用いて、メーカ

ーのプロトコールに従い実施した。 

 

7.  統計処理: エラーバーは標準偏差を示す。全ての実験は、尐なくとも 3回以上の独立した試料

を用いて繰り返し実験を行った。エクセル統計 2012解析ソフトを用いて、一元配置ANOVA後に、

Dunnett法を用いて多重比較検定を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

本申請研究では市販のヒト培養細胞を用いての解析であり、倫理委員会の審査は必要としない。 

 

III.  研究結果 

1.  無血清、低血清培地を用いた細胞増殖抑制による放射線誘発がん関連線維芽細胞への影響解析 

昨年度までの CAFの指標である alpha-SMAの発現解析から、ヒト正常線維芽細胞 MRC-5, TIG-3

では、放射線照射により CAFが誘導されることを明らかにした。陽性細胞は細胞質が大きく扁形

の形態を持ち、ファイバー状の alpha-SMA 染色パターンを示した。線維芽細胞は、生体内では増

殖が活発でないことから、より生体内を反映した条件で放射線影響を検討するため、無血清培地

または、低血清培地（0%、または、0.5%FBS）を利用して、細胞増殖を抑制した。培地交換 24
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時間後に細胞数を計測して、血清除去による細胞増殖への影響を検討した。通常の培養条件であ

る 10%FBS では、5Gy 以上の高線量の放射線で、非照射コントロール細胞と比べて細胞増殖の抑

制が観察された（図 III-1）。一方、無血清、低血清培地では、放射線照射の有無に関わらず細胞

増殖が抑制された。 

図 III-1 無血清、低血清培地を用いた細胞増殖の抑制 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

無血清、低血清培地で細胞増殖を抑制した状態で、放射線が CAFを誘導するかどうかを検討

した。X 線の急性照射 24時間後に細胞を固定して被ばく線量と alpha-SMA発現誘導の相関関係

を検討した。図 III-2 に示すように、TIG 細胞では、10%血清の培養条件、5Gy 以上の照射で非

照射コントロールと比べ統計的に優位に alpha-SMA 陽性細胞が増加することを明らかにした。

一方、無血清、低血清培地の培養条件では、0.1Gyの低線量放射線照射においても、alpha-SMA

陽性細胞が観察されることを明らかにした。 

 

図 III-2 X 線照射による CAFの誘導 
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図 III 3 慢性照射による CAFの誘導 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.  活性酸素の発生 

我々は、CAFの誘導にはミトコンドリアから発生する活性酸素が重要な役割を持ち、活性酸素

が TGFbetaシグナル経路を活性化して下流の alpha-SMAの発現誘導を行っていることを明らかに

している(3)。このため、放射線による活性酸素の発生に、細胞増殖の抑制がどのように影響する

のかを検討した。活性酸素（ROS）レベルは、活性酸素を検出する DCFDA で染色し、FACScan 

(Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA)で定量した。急性照射では、通常の 10%血清の培養条

件、5Gy以上の高線量照射で活性酸素量が増加する。一方、無血清、低血清培地で細胞増殖が制

限されている場合は、低線量の放射線照射においても活性酸素量が増加する（図 III-3）。 

 

図 III-4 放射線感受性と CAFの誘導 
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我々はさらに、細胞の放射線感受性とCAF誘導との関係について調べた。放射線照射前にATM 阻

害剤 （KU55933）、 DNA-PK 阻害剤（NU7026）、AKT 阻害剤（API-2）を処理して DNA 損傷応

答を阻害することで、放射線単独処理よりも細胞増殖の抑制効果が増大することを明らかにした

（III-4A, -4B). ATM 阻害剤処理では、放射線による活性酸素の発生、CAF の誘導が抑制された

（III-4C, -4D)。一方、DNA-PK阻害剤と AKT 阻害剤では、2.5Gyの照射で活性酸素の増加と CAF

の誘導が観察された（III-4C, -4D)。 以上より、DNA-PK阻害剤と AKT 阻害剤は、放射線感受性

を増加するだけでなく、放射線誘発 CAFのしきい線量を低くすることを明らかにした。また、ウ

エスタンブロッティング法を用いたたんぱく質発現解析においても、放射線照射のみでは、

alpha-SMA 発現増加は、5Gy以上の高線量で観察され、DNA-PK阻害剤または、AKT 阻害剤と放

射線の併用では、より低い線量で観察された。しかし、ATM 阻害剤と放射線の併用の場合では、

alpha-SMA 発現増加は観察されないことを明らかにした（III-4E)。 

 

図 III-5 放射線誘発 CAFの除去機構 

 

IV.  考察 

国際機関の報告では、福島原発事故に関する一般の放射線被ばく量は尐なく、放射線に関連す

る疾患の過剰発症は検出されないと報告されている。しかし、放射線被ばくに対する不安から、

精神ストレスなどの二次的な健康被害が懸念されており、科学的根拠に基づく放射線リスクの評

価と、放射線の健康影響に関する知識の普及など放射線不安対策が求められている。本研究では、

放射線発がんの発症機構を理解するために、放射線発がんに関わる CAFの形成機構について詳細

な解析を行った。 筋線維芽細胞は活性化した線維芽細胞であり、組織の修復や再生に重要な働き

を持っている。図 III-5では、放射線照射後の線維芽細胞の活性化と回復を示す。放射線照射によ

り誘導される活性化した線維芽細胞は、細胞外マトリックスの再構築や組織の線維化に関与して
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いる。修復が完了すると, 活性化された線維芽細胞は組織から除外され消失する。しかし、高線

量の放射線照射では、不可逆的に細胞の増殖停止により回復が阻害され、活性化した線維芽細胞

が尐なくとも照射 24 時間後も残っている。 無血清または、低血清の培養液を用いた培養条件で

放射線傷害からの回復が阻害された場合でも同様に、活性化した線維芽細胞の除去が阻害される

ため、低線量照射においても残存することが考えられる。この細胞はがん微小環境の形成に関与

し、その場でがん細胞が増殖する場合には、CAFになると考えられる。 

我々は、放射線感受性と放射線誘発 CAFの関係について調べた。ATM阻害剤は、DNA 損傷応

答を阻害し、放射線の増感効果を持つ。しかし、活性酸素の増加や CAF の誘導は観察されない。 

これまでの解析から、ATM は DNA 損傷応答だけでなく、ミトコンドリアの放射線応答において

も重要であることを明らかにしている。ATMの欠失により、放射線によるミトコンドリアの活性

化、活性酸素の発生、ミトコンドリア機能低下などのミトコンドリアの放射線応答が起こらない

(4)。一方で、DNA-PK阻害剤（NU7026）と AKT阻害剤 （API-2）は、放射線の増感効果だけで

なく、CAFの誘導を促進する。DNA 修復や生存シグナルの阻害により DNA損傷シグナルは持続

し、損傷シグナルがミトコンドリアに伝わり、放射線応答を誘導する。ミトコンドリアの活性化

により活性酸素が増加し、CAFの誘導を促進することが考えられる。 

間質細胞（線維芽細胞）の変化が、放射線発がんのカギとなることが考えられる。 放射線誘発

CAFを標的とした放射線発がんの抑制が考えられる。我々はこれまで、抗酸化剤として N アセチ

ルシステイン, エピカテキン、アスコルビン酸 は放射線が誘導する活性酸素の除去に有効である

ことを示している(5)。これらの阻害剤は、ミトコンドリアを酸化ストレスから防護し、CAFの誘

導、微小環境の形成を抑え、放射線発がんの抑制効果が期待される 

V.  結論  

本研究の成果により, 放射線照射後の増殖回復は活性化した線維芽細胞の除去に必要であるこ

とを明らかにした。 活性酸素は放射線誘発 CAF の原因であるため、抗酸化剤は放射線発がんを

抑制し、放射線防護効果が期待される。 

VI.  次年度以降の計画 

本研究の最終年度では、酸化ストレスが放射線発がんにどのように寄与するのかを、がんの微

小環境の役割に注目して解析を行う。特に、放射線が活性酸素を増加するメカニズムに着目し、

放射線による活性酸素の除去機構への影響を解析する。以上より、放射線発がんの機序を理解し、

線量・線量率効果(DDREF)について検討する。 

この研究に関する現在までの研究状況、業績 

論文発表 該当なし 
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Analysis of the role of the tumor microenvironment on 

radiation-induced carcinogenesis 

 Tsutomu Shimura 

 1 Department of Environmental Health; National Institute of Public Health 2-3-6 Minami; Wako, Saitama, 

351-0197, Japan 

  

 Key word: Radiation-induced carcinogenesis, tumor microenvironment, ROS, Cancer-associated 

fibroblasts 

 Abstract 

 Fibroblasts are cells in connective tissue that contribute to the synthesis and deposition of extracellular 

matrix (ECM) to induce changes in the tissue microenvironment. Cancer-associated fibroblasts (CAFs), 

which are related to myofibroblasts, are an activated form of fibroblasts in tumor tissues, are 

distinguishable from their normal counterparts. CAF control the release of paracrine signals that promote 

tumor growth and cancer cell aggressiveness, such as tumor angiogenesis, extracellular matrix remodeling, 

tumor proliferation, invasion, and metastasis. Expression of alpha-SMA characterizes 

fibroblast-to-myofibroblast differentiation. However, the role of tumor microenvironments in 

radiation-induced carcinogenesis is not well understood.  

 Oxidative stress is associated with increased risk of various diseases, including vascular disease, 

neurodegeneration, aging, and cancer. While low reactive oxygen species (ROS) levels of non-transformed 

cells originate from cytosolic membrane nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate reduced form 

(NADPH) oxidase, elevated ROS levels in transformed cells have mitochondrial origin. ROS play a pivotal 

role in the process of myofibroblast induction in normal tissue injury. We here investigated the threshold 

dose and the mechanisms of myofibroblast induction to assess adverse radiation effects on normal cells. 

 Upon acute single radiation to human normal fibroblasts, myofibroblast induced by irradiation with high 

doses (>5 Gy). In contrast, fractionated radiation, which is used for radiotherapy in cancer treatment, 

lowered the threshold for myofibroblast induction compared with single radiation. ROS play a pivotal role 

in the process of myofibroblast induction in normal tissue injury. Antioxidants, such as epicatechin and 

ascorbic acid can prevent myofibroblast induction by scavenging ROS. We further investigated the role of 

DNA damage responses (DDR) on myofibroblast induction. Blocking the DDR using DNA-PK or AKT 

inhibitors enhanced radiation sensitivity of irradiated cells and led to facilitated myofibroblast induction, 

whereas an ATM inhibitor enhanced radiation sensitivity of irradiated cells but abrogated ROS 

accumulation and myofibroblast induction. In contrast to standard culture conditions, myofibroblast 

remained after low or moderate doses irradiation (below 2.5 Gy) under the growth-restricted conditions by 

removal of or a decrease in fetal calf serum (FCS). In conclusion, recovery of damaged cells from radiation 
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is essential for myofibroblast clearance, which restores stromal cell dormancy and prevents tumor 

microenvironment formation. However, remaining ROS maintained myofibroblasts persistence which led 

to facilitated tumor microenvironment formation. Targeting ROS using antioxidants is effective in the 

mitigation of radiation-related adverse effects, such as growth retardation and myofibroblast induction, and 

helps protect normal tissues. 
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2-4 放射線による健康リスクと社会不安の低減化を目指した 

「線量・線量率効果係数」DDREF=2の妥当性の検討 

線量率効果を規定する因子のスクリーニング 

分担研究者： 河合 秀彦（広島大学大学院医系科学研究科） 

 

研究要旨 

 低線量・低線量率の放射線被曝による健康影響の実態とその発現機構はそのほとんどが

不明である。本分担研究者は、これまで低線量・低線量率放射線被曝の生物影響を解明する

ことを目的に、ガンマ線持続照射設備（広島大学原爆放射線医科学研究所放射線先端照射施

設、137Cs線源 培養細胞：0.001～1.4 mGy/min、実験動物：0.001～2.8 mGy/min）を用い

て、幅広い線量率のガンマ線を異なる種類の培養細胞に持続照射することで、照射線量率や

照射期間に依存して現れる細胞応答や細胞運命の変化を解析してきた。これまでに、ヒトの

初代培養細胞やがん細胞、iPS 細胞などのさまざまな種類の細胞を用いた研究によって、持

続照射の放射線応答の決定に関与する因子を明らかにしている。 

本研究では、放射線被曝発がんと線量率効果の関係を分子レベルで明らかにすることを目

的として、異なる線量率の放射線被曝で誘発される変異の違いに関与する遺伝子の siRNAス

クリーニングを行う。放射線誘発変異と線量率効果に関わる因子を同定することにより、低

線量・低線量率放射線被曝による発がんリスクの解明に貢献する。 

 

キーワード 

放射線発がん、持続照射、細胞老化、siRNAスクリーニング 

 

I.  研究目的 

福島第一原発事故以降、低線量、そして、持続的な低線量率の放射線被曝の発がんへの影響は

福島県民のみならず国際的にも最優先に解明すべき課題となっている。低線量率の放射線被曝に

よる発がんリスクは、高線量率被曝よりも低いものと考えられ、放射線の防護基準を勧告する国

際放射線防護委員会（ICRP）では、DDREF=2を用いた低線量率放射線による発がんのリスク推

定が行われている。しかし、その数値の妥当性については、現在も議論が続いている。 

放射線被曝の線量・線量率効果に関する研究は、疫学研究から実験動物、分子生物学的な研究

まで幅広い領域で行われている。培養細胞を用いて放射線被曝の線量・線量率効果の検証を行う

利点は、各種ヒト由来細胞を用いて放射線の生物学的影響データを効率的に得ることにより、質、

量ともに多くのデータを得ることが可能で、実験結果の再現性を確認しながら、ごくわずかな生

物学的影響を定量的に解析できる点にある。われわれは低線量・低線量率被曝影響の全容解明を
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目的に、これまでに持続放射線被曝影響解析システムを構築し、持続照射が急照射よりも効果的

に半永続的な細胞周期の進行停止である細胞老化を誘導すること、また、持続放射線誘発細胞老

化に関わる分子を明らかにしてきた[1]。放射線発がんの感受性は、個人レベル、あるいは、同一

個体内でも細胞レベルで異なるが、その違いは遺伝的背景が寄与する部分が大きい。放射線発が

んの場合には、放射線被曝した細胞ががん抑制機能を有する遺伝子にヘテロ接合体で変異を有す

る場合において、変異アレルの存在に伴って生じる正常アレルの消失、すなわち LOH（loss of 

heterozygosity/ヘテロ接合性の消失）が、がん化に寄与することにより、がんの発生率が上昇する

ものと考えられる。事実、がん抑制遺伝子 TP53ヘテロノックアウトマウスでは、放射線照射によ

る発がん頻度の顕著な上昇、および TP53遺伝子正常アレルにおいての変異が検出される[2, 3]。

放射線による正常アレルの遺伝子機能喪失には、放射線が直接的・間接的に誘発する点変異や欠

失変異、あるいは転写の抑制などが関与することが明らかとなっている。本研究課題の主任研究

者・笹谷によるWNT Signaling Pathway Regulator APC の min/+ ヘテロマウスを用いた放射線誘発

性小腸腫瘍の発がん研究の結果から、染色体組み換えを介した LOH では被曝線量率の影響が現れ

にくい可能性が示唆されており、DDREFの妥当性を検討するにあたっては、放射線による個別の

生物学的影響への線量率効果の有無や寄与率と、それぞれに関与する分子機構を明らかにするこ

とが重要である考えられる。そこで、本研究項目では放射線被曝による LOHと染色体組み換えに

関与する遺伝子を、多能性幹細胞である iPS 細胞を用いて、siRNA スクリーニングを行い同定を

試みることで、幹細胞において放射線誘発 LOH に関わる遺伝的背景の解明につながるデータを得

ることを目的とする。 

II.  研究方法 

1. ヒト iPS細胞と培養条件：本実験には正常ヒト iPS 細胞株 Human Episomal iPSC Line（hiPSC）

（ThermoFisher Scientific）を用いた hiPSC の培養には Cellartis® DEF-CS™ 500 Culture System（タ

カラバイオ）を用い、ガンマ線の持続照射中を含めて 37 ℃，5% CO2インキュベーター内で維持

した。継代のための培養には、35-mmの培養 dish（ThermoFisher Scientific）、6-well dish（ThermoFisher 

Scientific）、画像解析を目的とした培養には 384-well imaging plate Cell Carrier Ultra（PerkinElmer）

を用いた。 

2. hiPSC のゲノム編集：CRISPR-Cas9 システムと遺伝子導入装置 NEPA21（Nepagene）によるエレ

クトロポレーション法を用いて、hiPSCの apc遺伝子および p53遺伝子のゲノム DNA の編集を行

った。エレクトロポレーションでは、Poring Pulse条件は、電圧 125 V、パルス幅 5 ms、パルス間

隔 5 ms、回数 ±2回、減衰率 10 %、極性+/-を、Transfer Pulse条件は、電圧 20 V、パルス幅 50 ms、

パルス間隔 50 ms、回数 ±5回、減衰率 40 %、極性+/-を用いた。CRISPR-Cas9 システムのリコ

ンビナント Cas9には、Alt-R® S.p. HiFi Cas9 Nuclease V3（Integrated DNA Technologies）を用い、

それぞれの遺伝子に対する guide RNA として、apc遺伝子に対しては Alt-R® CRISPR-Cas9 sgRNA

（Integrated DNA Technologies）、p53遺伝子に対しては TrueGuide gRNA（ThermoFisher Scientific）

を購入して用いた。標的部位の一塩基置換細胞の作製には、それぞれの遺伝子配列に対する 90 mer

の一本鎖 DNA（ssDNA）（Integrated DNA Technologies）を合成し、Cas9 とそれぞれの guideRNA
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と共に hiPSC に導入した。その後、hiPSCを 96-well plate（Integrated DNA Technologies）に、2 well

あたり 1 細胞の細胞数で播種を行う限界希釈法を用いてクローニングを行った。TP53 遺伝子欠

失 hiPSC は、TP53 遺伝子のゲノム配列の exon 5-6 に抗生物質耐性遺伝子の挿入を行うことによ

って作製した。部分的ゲノム DNA 配列で挟まれた Blasticidinあるいは Puromycin に対する耐性遺

伝子をコードするプラスミドから精製した一本鎖 DNA を CRISPR-Cas9 と共に hiPSC に導入し、

それぞれの薬剤に対する耐性の獲得を指標に TP53遺伝子を欠失した hiPSC の樹立を行った。 

3. 照射条件： ガンマ線の持続照射には広島大学原爆放射線医科学研究所放射線先端医学実験施

設に設置されたガンマセル（137
Cs 線源、線量率：～0.9 Gy/min）および低線量率ガンマ線照射装

置（137
Cs線源，線量率：～1.388 mGy/min）を用いた。 

4. イメージング解析：ガンマ線照射した細胞を 4% パラホルムアルデヒド（ナカライテスク）で

固定し、0.2% Triton X-100で処理した後、anti-TP53、FL393（SantaCruz、1:500）あるいは anti-TP53、

Ab-6（Millipore、1:1000）と、anti-rabbit IgG-Alexa555 または anti-mouse IgG-Alexa488蛍光標識抗

体（ThermoFisher Scientific、1:2000）を用いて蛍光免疫染色を行った。細胞核を Hoechst33342

（ThermoFisher Scientific）で蛍光標識し、全自動蛍光画像撮影装置 Opera Phenix（PerkinElmer）で

蛍光画像データを取得した。データ画像を画像解析ソフト Harmony（PerkinElmer）を用いて、蛍

光強度のデータから各解析を行った。また、データ解析には TIBCO SpotFire（PerkinElmer）を用

いた。 

5. siRNAの遺伝子導入：TP53 に対する siRNA（Silencer Select、ThermoFisher Scientific）を、核酸

導入（トランスフェクション）試薬 RNAiMAX（ThermoFisher Scientific）を用いて 384-well plate

に播種された細胞に導入し、24時間培養した後、異なる条件でガンマ線持続照射処理と解析を行

った。 

 

（倫理面への配慮） 

本申請研究では市販のヒト培養細胞を用いての解析であり、倫理委員会の審査は必要としない。 

 

III.  研究結果 

染色体組み換え LOH検出系の構築 

放射線持続照射によって生じる LOH をヒト培養細胞系でスクリーニングすることが可能な in 

vitroでの実験系を構築することとした。がんは、ヒトを構成する各組織の幹細胞から生じる。そ

こで、本研究では幹細胞での LOH の解明を目的とし、幹細胞のモデル細胞として、細胞の培養

が比較的容易であるヒト正常細胞由来の iPS細胞株（hiPSC）を用いることとした。 

 

①LOH解析用 hiPSCの作製 

 LOH によるスクリーニング用の培養細胞株を得ることを目的に、hiPSC から CRISPR-Cas9

システムを用いて、hiPSC-APCdel/+（codon 852/Leu TTG>TAG nonsense mutation STOP codon 

mutant）あるいは、hiPSC-TP53del/+（codon 176/Cys TGC>TGA nonsense mutation STOP codon 
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mutant又は deletion mutant）の作製を試みた（図 III-1、III-2）。 

 

A) 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

図 III-1．A) hiPSC-APCdel/+（codon 852/Leu TTG>TAG）および B) hiPSC-TP53del/+（codon 

176/Cys TGC>TGA）のゲノム編集の設計図 APCと TP53遺伝子のゲノムの exon-intron map

（青線）とその下に guideRNA と PAM の塩基配列およびゲノム編集によって終止コドンに変換

するアミノ酸の周辺配列とその塩基配列（赤字：標的アミノ酸と置換塩基）の情報。黒線の枠内

は Cas9と guideRNAと共に細胞に導入した ssDNA の編基配列情報。赤字は guideRNAの標的

配列、下線部はゲノム編集によって生じる制限酵素切断部位。 

 

 APC遺伝子に関しては、主任研究者が本研究課題で用いているMouse APCmin/+  850 T>A の

遺伝子配列に相当するヒトゲノム配列の編集を目標とし、TP53 遺伝子についてはアミノ酸置換

によって TP53 タンパク質の転写機能が喪失するように、その DNA 結合領域への終止コドンの

挿入を目標として、それぞれ guide RNAと ssDNA を設計した（図 III-1）。hiPSCに Cas9と共

に guideRNA と ssDNA をエレクトロポレーション法により導入した後、限界希釈法にて分離培

養した。増殖した細胞のゲノム DNAを抽出して PCR増幅し、制限酵素処理による選別を行った

が、目的の hiPSCを得ることはできなかった。そこで、CRISPR-Cas9と Blasticidinと Puromycin

の抗生物質に対する耐性遺伝子を含む DNA フラグメントを用いることで、hiPSC-TP53del/+

（deletion mutant）の樹立を試みた（図 III-2）。 

図 III-2．CRISPR-Cas9を用い

た hiPSC-TP53del/+（deletion 

mutant）のゲノム編集の設計

図 ヒト TP53 遺伝子のゲノ

ムの exon-intron map（青線）

に対するCas9とguideRNAに

よる TP53の Exon 5内（茶色）

の切断位置（ハサミの絵）と薬

剤耐性遺伝子（blasticidin
rまたは puromycin

r）を含む挿入 DNAフラグメントの構造を示す。 
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 hiPSCに、リコンビナント Cas9と guideRNA、および、図 III-2に示した抗生物質耐性遺伝子

（Blasticidin
rまたは Puromycin

r）と TP53のゲノム配列を部分的に含んだ DNA フラグメントをエ

レクトロポレーション法によって導入した。細胞が付着した後、Blasticidinまたは Puromycin それ

ぞれの薬剤を含む培地を用いて培養することで、DNA フラグメントがゲノム DNAに安定的に挿

入され、抗生物質耐性を獲得した hiPSC を選択した。選択した hiPSC の中から、p53 ゲノム領

域の標的部位の両方あるいは片方のアレルに抗生物質耐性遺伝子が挿入されている hiPSC を

PCR スクリーニングによって選別して 2 回クローン化する作業を行い、LOH スクリーニングに

用いる hiPSC-TP53del/+（hetero-deletion mutant）と実験のコントロールとして用いる

hiPSC-TP53del/del（homo-deletion mutant）を得た。 

 

②LOH解析法の構築 

 ①の実験によってヘテロ接合体の hiPSC-TP53del/+が得られたことから、引き続き、

hiPSC-TP53del/+に生じる TP53遺伝子の LOHを検出する方法の構築を行った。 

 まず、両アレルに正常 TP53 遺伝子を持つ hiPSC と、hiPSC-TP53del/+、hiPSC-TP53del/delにつ

いて、TP53 タンパク質の細胞の免疫蛍光染色を行った。その後、細胞の蛍光画像を全自動蛍光

画像撮影装置 Opera Phenix で取得し、画像解析ソフト Harmonyで解析を行った。TP53タンパク

質を特異的に認識する 2 種類の一次抗体と、それぞれの一次抗体を特異的に認識する 2 種類の蛍

光標識二次抗体を用いて解析を行ったところ、野生型、欠失変異ヘテロ接合型、欠失変異ホモ接

合型を、画像解析から、それぞれを識別できることが明らかとなった（図 III-3）。 

 

図 III-3．hiPSC-TP53del/+と全自動蛍光画像撮影解

析装置 OperaPhenix を用いた LOH 検出に用いる

免疫蛍光染色画像 hiPSC-TP53+/+（野生型、+/+)、

hiPSC-TP53del/+（欠失変異ヘテロ接合型、del/+）、

hiPSC-TP53del/del（欠失変異ホモ接合型、del/del）

の二重免疫蛍光染色画像。Hoechst33342での核染

色（青）、TP53 タンパク質を認識する一次抗体

（ ab-6 ： mouse-monoclonal 抗体、 FL393 ：

rabbit-polyclonal 抗体）と、蛍光色素で標識され

た 2 種類の二次抗体（anti-mouse-IgG-Alexa488

抗体：緑色、anti-rabbit-IgG-Alexa555抗体：橙色）

で免疫蛍光染色を行った。 
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IV.  考察 

 本研究項目の初年度の実験結果から、異なる線量率で放射線を持続照射された細胞では、細胞

の種類や状態などに依存して、損傷修復因子やストレス応答因子の応答性や経時的な挙動の変化

が異なることが明らかとなった。このことは放射線被曝の健康影響に対する線量－線量率効果に

関しては、ヒト細胞が持つ多様な因子が深く関係する可能性を示唆している。そのため、本研究

課題である DDREF の妥当性＝２を検討する上では、放射線被曝による一つ一つの生物学的影響

への線量率効果の有無とその寄与率、そして、それらに関与する分子機構を明らかにすることが

重要である。放射線被曝によって増加するゲノム DNA の変異は、直接、間接に関わらず、放射線

発がんを含むさまざまな放射線被曝による健康影響に寄与している。そこで、本分担研究課題で

は、異なる線量率の放射線持続照射によって誘発されるゲノム DNA の変異に注目した。主任研究

者・笹谷による min/+ ヘテロマウスを用いた放射線誘発性小腸腫瘍の発がん実験の結果を踏まえ

て、特に LOH 変異に対する線量－線量率効果に関わる因子の同定を試みることとした。平成 31

年度は、APC遺伝子と TP53遺伝子の片アレルにのみ点変異を誘発した hiPSC を作製することを

試みたが、点変異を片アレルにのみ導入されたものを樹立することが困難であった。ゲノム編集

の効率を踏まえて、点変異のみが誘発された細胞株をスクリーニングによって樹立することが、

ある程度困難であることは計画段階において想定されていたことから、同時に抗生物質耐性遺伝

子を用いた TP53遺伝子の欠失変異 hiPSC の作製を行なった。その結果、TP53遺伝子欠失 hiPSC

のヘテロ接合型、ホモ接合型を得ることができた。また、それらを用いた２種類の抗 TP53 抗体

を用いた LOH 変異のイメージング解析法が確立できたことから、令和２年度、最終年度には、

持続放射線照射による LOH に関わる因子のスクリーニングが可能であると考えている。 

V.  結論  

 TP53遺伝子の欠失変異 hiPSC の作製を行い、ヘテロ接合型とともにホモ接合型を得た。2種類

の抗 TP53 抗体を用いた LOH 変異のイメージング解析法を確立した。次年度には、DDREF＝２

の妥当性を検討する上で、放射線誘発 LOHに関わる因子の同定作業を行うことが可能である。 

VI.  次年度以降の計画  

 平成 31 年度には、CRISPR-Cas9 システムを用いて LOH 解析用細胞として、hiPSC から

hiPSC-TP53
del/+を樹立した。また、同時に TP53 遺伝子に LOHが生じた場合のコントロール細胞と

して hiPSC-TP53
del/delの樹立を行った。また、それらの細胞株と 384-wellの imaging plate 及び TP53

抗体および変異体認識抗体を用いた蛍光免疫染色による LOH 検出系を構築した。令和 2 年度は、

構築した検出系を用いて、MDM2-P53結合阻害剤 Nutlin-3やプロテアソーム阻害剤MG132 の低濃

度処理を行うことによって、片アレルに TP53 を持つ細胞において TP53タンパク質の蓄積を誘導

し、両アレル欠失した細胞との発現量の差を明確にすることで、より高感度な検出系として改良

を試みる。また、siRNA ライブラリを用いて異なる線量率のガンマ線照射によって生じる（染色

体）組み換え頻度を規定する遺伝子（LOHの頻度が上がる遺伝子）のスクリーニングを行う。 



 

 

 

 

7 

 

VII.  業績  

論文発表 

該当なし 

 

学会発表  

1) Tsutomu Shimura, Megumi Sasatani, Hidehiko Kawai, Kenji Kamiya and Akira 

Ushiyama The role of cancer-associated fibroblasts on radiation-induced cancer. The 

4th international symposium of the network-type joint usage/research center for 

radiation disaster medical science.: 2020;.2. P.59. 

VIII.  参考文献 

1)  Cao L, Kawai H*, Sasatani M, Iizuka D, Masuda Y, Inaba T, Suzuki K, Ootsuyama A, Umata T, 

Kamiya K, Suzuki F. A novel ATM/TP53/p21-mediated checkpoint only activated by chronic 

γ-irradiation. PLoS One 9(8):e104279, 2014. 

2)  Miyazawa T, Sato H, Hatakeyama K, Kitagawa T, Kominami R. Allelic losses in 

mouse skin tumors induced by gamma-irradiation of p53 heterozygotes. Jpn J Cancer Res. 

2002 Sep;93(9):994-9. 

3)  Aizawa S1, Tanaka K, Mori M, Tsuji S, Yoshida K. Int J Radiat Biol. 2007 

Apr;83(4):259-67. Direct detection of p53 -/- thymocyte appearing at an early stage of 

radiation-induced thymic lymphomagenesis in p53 +/- heterozygous B10 mice. 

 

 

用語説明 

 

siRNA：21-23塩基対からなる二本鎖 RNA 断片であり、small interfering RNAと呼ばれる。細胞内

に導入すると相補的な塩基配列を持つ mRNAを分解あるいは翻訳抑制することができ、特定の遺

伝子の発現を抑制することができる。 

 

DDREF：線量・線量率効果係数（dose and dose rate effectiveness factor; DDREF）。国際放射線防護

委員会（ICRP）によって，2 が用いられている。低線量率被曝の単位線量当たりの放射線による

リスクが高線量率被曝の値の 2 分の 1であることを示す。  

 

トランスフェクション：動物細胞にプラスミドや siRNAなどの核酸を導入する操作のこと。 

 

ヘテロ接合体：遺伝子において、染色体の一方のみに変異があり、異なった対立遺伝子を持つも

の。 
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TP53 遺伝子：転写因子 p53 の遺伝情報をコードする。遺伝子産物 TP53 は、細胞周期や DNA 修

復、アポトーシスなどに関わる遺伝子を活性化することにより発がんを抑制する。ヒトにおいて

最も重要ながん遺伝子の一つであり、半数のがんで変異や欠失が検出される。 

 

点変異： 1塩基が別のヌクレオチド塩基に置換されて生じる変異。 
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Screening for molecular factors that have determining role for the 

dose-rate effect 

 Hidehiko Kawai 

 Graduate School of Biomedical and Health Sciences, Hiroshima University,  

  

 Key word: Radiation-induced carcinogenesis, Chronic irradiation, Cellular senescence, siRNA screening   

  

 Abstract 

 Low dose and low dose-rate radiation-induced health effects are still unclear, and their underlying 

biological mechanisms need to be better understood. In order to address this issue, we have established at 

the Research Institute for Radiation Biology and Medicine, Hiroshima University, an experimental set-up where 

a Cs-137 source radiation facility can be operated at a wide range of dose rates (0.001~1.4 mGy/min for cell 

cultures, and 0.001~2.8 mGy/min for experimental animals). In our previous work, we have utilized this facility 

to conduct studies on the effects of chronic irradiation on various types of cultured cells, such as primary cells, 

tumor cell lines and iPS cells. Consequently, we have been able to single out several factors involved in cellular 

radiation responses and cell fate decisions triggered by low dose-rate gamma radiation .  

 In this study, in order to explore the potential relationship between radiation-induced carcinogenesis and 

radiation dose-rates, we are planning to conduct siRNA screening, which we expect will allow us to identify 

factors distinctively associated with gene mutations induced by different dose-rates of gamma-irradiation. This 

study is expected to make a significant contribution to understanding the mechanisms of radiation-induced 

carcinogenesis and biological effects of low dose and low dose-rate radiation exposure. 
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2-4 放射線による健康リスクと社会不安の低減化を目指した 

「線量・線量率効果係数」DDREF=2 の妥当性の検討 

放射線感受性の個人差の課題の検討 

分担研究者： 小林純也（京都大学大学院生命科学研究科） 

 

研究要旨 

 放射線は DNA 損傷と活性酸素種（ROS）蓄積による酸化ストレスをともに誘発し、高線

量照射ではゲノムDNAへのDNA損傷の誘発が放射線細胞影響の多くを占めると考えられる。

一方、低線量（率）放射線ではこれらの寄与割合や相互作用はこれまで明らかでない。本研

究では放射線障害・影響が蓄積されると考えられる放射線高感受性ヒト遺伝子欠損細胞を用

いて、低線量（率）放射線影響を高感度に検出する実験系を確立することを目的としている。

今年度の研究ではヒト正常繊維芽細胞における低線量率照射時の ROS 蓄積とミトコンドリ

ア機能との関係を明らかにするとともに、ヒト放射線高感受性遺伝病原因遺伝子ATMと ROS

蓄積による酸化ストレス応答との関係を検討した。さらに、ヒト繊維芽細胞よりも酸化スト

レスに感受性と考えられるヒト血管内皮細胞において、昨年度研究で明らかとした指標であ

るγH2AX 陽性微小核および酸化ストレス応答について検討した。その結果、繊維芽細胞に

おける ROS蓄積はミトコンドリア融合・分裂制御因子への影響を介して起きていることを明

らかにした。また、繊維芽細胞では ATM の活性化阻害が低線量率照射時の酸化ストレスを

増大させることを明らかとし、これが微小核誘発の要因であると考えられる。また、血管内

皮細胞では ATM の機能が細胞外酸化ストレスと対抗して生存していく上で必須であり、低

線量率照射は血管内皮細胞にも酸化ストレスの増大、ATM 阻害下でなくてもγH2AX 陽性微

小核形成を増加させることを明らかにした。これらの結果から、γH2AX 陽性 H2AX は低線

量率放射線影響の検出、線量率効果を検討する上で有力な指標であること、血管内皮細胞は

その評価に適する材料でありうることを明らかとした。 

 

キーワード 

活性酸素、酸化ストレス、ミトコンドリア、放射線高感受性、ATM 

 

研究協力者 

なし 

 

I.  研究目的 

医療被ばく、職業被ばく、原発事故では、低線量放射線による放射線の晩発性の身体的影響で
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ある発がんが懸念されている。しかし、低線量・低線量率の放射線影響については未解明な部分

が多く、その評価の元となるデータ自体が乏しいのが現状である。放射線は DNA 損傷と活性酸素

種（ROS）蓄積による酸化ストレスをともに誘発するが、低線量（率）放射線生体影響における

これらの寄与割合や相互作用はこれまで明らかでない。本研究では、放射線高感受性のヒト遺伝

子欠損細胞を用いることにより放射線影響が蓄積される条件化で、低線量（率）放射線影響を高

感度に検出する実験系を確立する。影響評価の指標としては、活性酸素の発生源であるミトコン

ドリアを対象とし、従来指標である微小核形成とも比較することにより、DDREF=2 の妥当性を再

評価できる放射線影響評価法を確立する。さらに、酸化ストレスによるミトコンドリア機能異常

の放射線発がんへの寄与についても明らかにすることを目的とする。 

本年度研究では、ヒト正常繊維芽細胞における低線量率放射線照射時の ROS 蓄積とミトコンド

リア機能との関係を明らかにするとともに、ヒト放射線高感受性遺伝病原因遺伝子 ATM と酸化ス

トレス応答との関係を検討した。さらに、ヒト血管内皮細胞において、昨年度研究で明らかとし

た指標、γH2AX 陽性微小核および酸化ストレス応答について検討し、低線量率放射線影響にお

ける酸化ストレス応答の機構、及び線量率効果解析に適した材料・指標の候補を明らかにする。 

II.  研究方法 

1. 細胞と培養条件 

ヒト毛細血管拡張性運動失調症由来繊維芽細胞を SV40 ウイルスで不死化した ATM 欠損細胞

(AT5VIBA)および ATM cDNA 導入相補した細胞(AT5VIBA/ATM-wt)、ナイミーヘン症候群患者由

来 NBS1 欠損細胞（GM7166：同様に SV40 で不死化）と NBS1 cDNA 導入した相補細胞

（GM7166/NBS1-wt）、及び正常人由来繊維芽細胞 48BR（テロメラーゼ導入して不死化した細胞）

は、100 mm プラスティックディシュ内で 10%ウシ胎児血清（ギブコ）と抗生物質を添加した培養

液（DMEM:ギブコ）を用いて、37℃、5%CO2 の条件で培養した
1,2)。また、ヒト胎児臍帯静脈由

来血管内皮細胞（HUE-101）はコラーゲン I コート 60mm ディッシュ（イワキ）内で、HuMedia-EG2

培地（クラボウ）を用いて、37℃、5%CO2 の条件で培養した 3)。分裂寿命があるため、40PDL

（population doubling time）未満の継代数の細胞のみを実験に用いた。 

 

ガンマ線照射 

細胞へのガンマ線の高線量率急照射は Gammacell 40Ex（MDS Nordion 社：線量率 0.9 Gy/min）

を用いて室温で行った。低線量率緩照射は低線量長期放射線照射装置（産業科学：線量率 1 Gy/day）

用いて、CO2 インキュベーター内に細胞を播種したディッシュを静置して行った。両方の装置と

も照射線源は 137
Cs であり、累積線量は 2.5 Gyとして行った。 

 

ウエスタンブロット法 

ガンマ線照射を行った後、細胞はトリプシン処理で剥離して回収し、PBSで一度洗浄を行った。
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回収した細胞は RIPA 液（10 mM Tri･HCl /pH7.5, 1% NP-40, 0.1% SDS, 150 mM NaCl, 1 mM 

EDTA）でタンパク質成分を可溶化し、遠心して上清として回収した。回収した溶液はタンパク

質濃度を定量し、各サンプルそれぞれ、50μgを SDS-PAGE 電気泳動を行った。泳動分離された

タンパク質はセミドライ式エレクロドブロット装置（アトー）で PVDF 膜（イモビロン：ミリポ

ア）に転写した後、転写された PVDF 膜は、ブロッキング溶液（5%Skim milk/TBS-T）内で１

時間浸透した。次に、TBS-T 適当な濃度に希釈した一次抗体液に一晩反応させ、その後、TBS-T

液で洗浄を行った。さらに、1%BSA/TBS-T で適当な濃度に希釈した horseradish peroxidase 標

識した二次抗体 (GE ヘルスケア) に１時間反応させた後、TBS-T で洗浄した。その後、目的と

するたんぱく質のバンドは、ECL-prime（GE ヘルスケア）を用いて発光させ、X 線フィルムに

露光することによって検出した。 

＊ウェスタンブロット法に用いた抗体は以下の通りである。 

抗 Mfn2 抗体（Proteintech）、抗 Opa1 抗体（Santa Cruz）、抗 Mff 抗体（Proteintech）、抗 LC3

抗体（Cell Signaling Technology）、抗 pp38MAPK 抗体（Cell Signaling Technology）、抗 pAMPK1

抗体（Cell Signaling Technology）、 抗 p53 抗体（Santa Cruz）、抗 p21 抗体（BD）、抗βactin 抗

体（シグマ）、抗γH2AX 抗体（ミリポア）、抗 pKAP1 抗体（Bethyl）、抗 KAP1 抗体（GeneTex）、

抗 CyclinA 抗体（Santa Cruz）、抗 pSTAT1 抗体（Cell Signaling Technology）、抗 H2B 抗体（ミリ

ポア） 

 

免疫蛍光染色法 

100 mm 培養ディシュ内の MAS コートスライドガラス（マツナミ）上に 1.0 × 10
5個の細胞を播

種し、インキュベーター内で一晩培養してから、ガンマ線照射を行った（ATM 阻害剤添加群は同

時に阻害剤［10μM］を添加した）。細胞固定の 30 分前（照射終了 6 時間後）に MitoTracker Red

を 5 μl 添加して、インキュベーター内で静置した。スライドガラスは冷 PBS で洗浄し、冷メタノ

ールに浸し氷温で 20 分間固定、さらに冷 PBS で洗浄後、0.5% Triton X-100/PBS に浸し氷上で 10

分処理を行い、冷 PBS で洗浄した。続いて、5%BSA/PBS に室温で 20 分間反応させ、PBS で一度

洗浄後、PBS で 1000 倍に希釈した抗 γH2AX 抗体（ミリポア）に 1 時間反応させた。PBS で洗浄

後、1.0% BSA / PBSで1000倍に希釈した二次抗体（Alexa488標識mouse IgG抗体：Molecular Probe）

溶液に 1 時間反応させた。PBS 洗浄後、DAPI 入りの封入剤を滴下し、カバーガラスをかけて封入

し、蛍光顕微鏡（ライカ社）で観察し、画像データを取得した。 

 

（倫理面への配慮） 

本申請研究では基礎研究目的として樹立され、学術雑誌 1-3)に報告済みのヒト培養細胞のみを用

いるため、倫理委員会の審査は必要としない。また、本分担研究では動物実験を行う予定は無い。 
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III.  研究結果 

1. ミトコンドリア融合・分裂制御因子への影響の検討 

昨年度の解析から、低線量率ガンマ線照射は細胞内酸化ストレスの蓄積、ミトコンドリア動態

の変化が顕著に認められ、ヒト正常細胞では特に顕著であった。ミトコンドリアは細胞内で最大

の ROS／酸化ストレス発生器官であることから、低線量率照射ではミトコンドリアの動態変化に

つながる機能不全が、酸化ストレスの蓄積につながっている可能性が示唆された。ミトコンドリ

アは融合と分裂を繰り返しながら、損傷ミトコンドリアをマイトファジー（オートファジーの一

種）で排除して機能維持をしており、融合・分裂サイクルの異常が機能不全につながると考えら

れている 4)。それゆえ、ヒト正常 48BR 細胞で融合・分裂サイクルに機能する因子への影響をウ

ェスタンブロット法で検討した（図Ⅲ-1）。 

ミトコンドリア融合制御因子である Mfn2 は低線量率照射、高線量率照射、非照射で発現量の

変化はみられなかったが、別の融合制御因子 Opa1 は低線量率照射終了直後から顕著に低下し、

その低下は 24 時間後まで持続していた。また、分裂制御因子 Mff も同様に低線量率照射では低

下がみられた。これらの結果は、低線量率照射ではミトコンドリア融合・分裂制御因子の発現に

影響を及ぼすことにより、ミトコンドリアの機能維持に異常を誘発している可能性が示唆される。 

 

図 III-1 48BR 細胞におけるミトコンドリア融合・分裂因子の発現 

低線量率（Low）あるいは高線量率（High）ガンマ線照射後、図中に示される経過時間

ごとに細胞を回収して、ウェスタンブロット法で解析を行った。LC3 はオートファジーの

マーカーである。 

 

2. ATM キナーゼ阻害による酸化ストレス応答への影響の検討 

昨年度の解析から、ATM 阻害剤（KU55933：シグマ）を照射開始前に添加した場合、低線量

率ガンマ線照射した細胞のみでγH2AX 陽性の微小核形成が 40%以上で観察された。一方、高線

量率照射では約 12%、非照射では約 5%であり、阻害剤処理を行わなかった場合は、γH2AX 陽

性微小核はほとんど観察されなかった。ATMキナーゼは放射線誘発DNA損傷誘導時だけでなく、

H2O2処理など酸化ストレス誘導処理時にも活性化することが知られている 5)。昨年度の研究から

低線量率照射時には酸化ストレス応答が活性化されることが示唆されたことから、ATM は低線量
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率照射時の酸化ストレス応答にも役割を果たし、それゆえ、ATM キナーゼを阻害すると酸化スト

レスが増強することが考えられた。それゆえ、ATM 阻害剤処理による酸化ストレスの増強の有無

について、48BR 細胞を用いてウェスタンブロット法で検討を行った（図Ⅲ-2）。 

ATM 阻害剤処理を行うと、低線量率照射では酸化ストレス応答活性化のマーカーである

p38MAPK と AMPKαのリン酸化がともに増加していた。また、p53 は放射線誘発 DNA 損傷発

生時に活性化される ATM によりリン酸化されて増加する報告にあるとおり、高線量率照射では

ATM 阻害で著しく p53 は減尐するが、低線量率照射では減尐しなかった。このことは p53 が低

線量率照射時には ATM のリン酸化にはあまり依存せずに、酸化ストレスに応答して増加するこ

とを示唆している。DNA 二本鎖切断損傷のマーカーであるγH2AX は主に ATM のリン酸化に依

存しており、高線量率照射では阻害剤添加で減尐したが、低線量率照射では阻害剤添加により増

加しており、これは昨年度の研究から見いだしたγH2AX 陽性微小核が増加することと一致して

いる。これらの結果から、ATM キナーゼの阻害は低線量率照射時に酸化ストレス応答を増強し、

γH2AX も増加させることが明らかとなった。 

 

 

図 III-2 48BR 細胞における ATM 阻害時のウェスタンブロット解析 

低線量率（L）あるいは高線量率（H）ガンマ線照射終了 30 分後に細胞を回収して、ウ

ェスタンブロット法で解析を行った。KU は ATM キナーゼ阻害剤 KU55933 添加を示す。 

 

3. 血管内皮細胞における微小核形成の検討 

低線量率照射時にはヒト正常繊維芽細胞では、ミトコンドリア機能異常により細胞内 ROS の

蓄積、その結果として酸化ストレスの増大が引き起こされていると考えられるが、次に生体内で

酸素に触れやすい環境にあり、繊維芽細胞よりも酸化ストレス応答が高い頻度で誘導されている

と考えられるヒト正常血管内皮細胞について 6)、低線量率ガンマ線照射における微小核形成につ

いて検討を行った（図Ⅲ-3）。 

血管内皮細胞では ATM キナーゼの活性阻害を行わなくても、非照射細胞で約 12%のγH2AX

陽性微小核の形成がみられた。さらに低線量率照射を行った場合には約 21%と明白な微小核形成

の増加が観察されたが、高線量率照射では形成率は約 11%と増加は見られなかった。さらに ATM
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キナーゼ阻害による微小核形成率の増強について検討を行うことを試みた。しかし、血管内皮細

胞では ATM 阻害剤を添加しただけで、ガンマ線照射を行わなかった場合でも 50%異常細胞がデ

ィッシュから剥離しており、細胞死の誘導が示唆された。このような細胞死の顕著な誘導から、 

ATM キナーゼ阻害による微小核形成への影響は観察することができなかった。一方、ヒト繊維芽

細胞では ATM キナーゼ阻害剤の添加は、照射の有無にかかわらず、細胞死を誘導しないことは

昨年度研究から明らかとなっていた。γ線非照射時には血管内皮細胞でも ATM の活性化を誘発

するような DNA 二本鎖切断損傷が顕著に蓄積するとは考えがたいことから、このような状況下

では ATM は細胞外酸化ストレスに反応して活性化していると考えられ、その活性は酸化ストレ

スに対抗して生存していく上で必須であると考えられる。このような細胞外酸化ストレスに対す

る感受性から、血管内皮細胞は ATM キナーゼ非阻害下でも、高頻度でγH2AX 陽性微小核が誘

導されるのかもしれない。 

 

 

図 III-3 ヒト血管内皮細胞における微小核形成 

低線量率あるいは高線量率ガンマ線照射終了30分後に細胞を固定して、γH2AX抗体（緑

色）を用いて免疫蛍光染色を行った。赤色：MitoTracker Red 染色、青色：DAPI 染色。矢

印はγH2AX 陽性微小核を示す。 

 

4. 血管内皮細胞における酸化ストレス応答の活性化 

図 III-3が示すように、血管内皮細胞への低線量率照射はγH2AX陽性微小核を増加させたが、

このような増加から血管内皮細胞でも酸化ストレスが誘発されている可能性が考えられる。それ

ゆえ、低線量率照射による酸化ストレス応答の活性化の有無について、ウェスタンブロット法で

検討することとした（図Ⅲ-4）。 

高線量率ガンマ線照射では、放射線誘発 DNA 損傷発生で活性化する ATM に依存した KAP1

のリン酸化（pKAP1）、γH2AX の増加が見られるが、低線量率照射ではこれらのリン酸化の明ら

かな増加は観察されなかった。一方で、酸化ストレスにともなってリン酸化される p38MAPK は
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低線量率照射時に顕著に増加しており、AMPK1 の増加も認められた。これらの結果から、低線量

率ガンマ線照射では血管内皮細胞に酸化ストレスを増加させていることが示唆される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 III-4 血管内皮におけるウェスタンブロット解析 

低 線量率（Low）、高線量率（High）ガンマ線照射終了 30

分 後あるいは pyocyanin 処理（ミトコンドリア性 ROS 誘

導 剤）で 2 時間後に細胞を回収して、ウェスタンブロッ

ト 法で解析を行った。 

 

IV.  考察 

本研究では、放射線高感受性を示すヒト遺伝子欠損細胞を用いることにより放射線障害が蓄積

される条件化で、活性酸素の発生源であるミトコンドリアを主な指標対象として、DDREF=2 の妥

当性の再評価に利用できる低線量（率）放射線影響を高感度に検出する実験系の確立をめざし、

本年度研究ではヒト正常繊維芽細胞における低線量率照射時の ROS 蓄積とミトコンドリア機能

との関係を明らかにするとともに、ヒト放射線高感受性遺伝病原因遺伝子 ATM と酸化ストレス応

答との関係を検討した。さらに、ヒト繊維芽細胞よりも酸化ストレスに感受性と考えられるヒト

血管内皮細胞において、γH2AX 陽性微小核および酸化ストレス応答についても検討を行った。 

細胞内の ROS の最大の発生器官はミトコンドリアであり、昨年度研究から低線量率放射線照

射によりミトコンドリア形態への影響が明らかとなっていた。ミトコンドリアは ROS 発生器官で

あるため、常に損傷が発生しており、損傷したミトコンドリアはミトコンドリア同士の融合と分

離のサイクルを繰り返す過程でミトコンドリア特異的オートファジーであるマイトファジーを活

性化して、損傷ミトコンドリアを除去していると考えられる 6)。図Ⅲ-1 が示すとおり、低線量率

ガンマ線照射はミトコンドリア分裂・融合制御因子の発現に影響を及ぼしており、このような影

響がマイトファジー機構を阻害して、低線量率ガンマ線被ばくで損傷したミトコンドリアが細胞

内に異常蓄積し、ROS を細胞質内へ漏えいさせている可能性がある。また、ATM キナーゼ阻害に

より、図 Ⅲ-2 が示すように、酸化ストレス応答因子 p38MAPK のリン酸化が増大しており、ヒト

繊維芽細胞では低線量率ガンマ線照射時に ATM が阻害されることによって酸化ストレスが増大

して微小核形成が増加したと考えられた。つまり、酸化ストレスに対する ATM の対抗機構が微小

核誘導の抑制に重要と考えられる。ただし、ATM の活性阻害による酸化ストレスの増大がミトコ
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ンドリアへの影響を経て引き起こされるのかは不明であり、今後、ミトコンドリア機能維持にお

ける ATM の役割を解明することが重要であると考えられる。 

血管内皮細胞は生体内では酸素を多く含む血液に常に触れており、他の組織の細胞と比較して、

酸化ストレス応答が亢進することが考えられ、低線量率放射線影響を検出する上で、有望な生体

材料と考えられる。実際に、微小核形成について検討すると、ATM キナーゼ阻害を行わない場合

でも低線量率ガンマ線照射によりγH2AX 陽性微小核の増加が確認された（図 Ⅲ-3）。また、こ

の時に酸化ストレスによる p38MAPK のリン酸化が顕著に増加しており（図 Ⅲ-4）、血管内皮細

胞では低線量率ガンマ線照射時には酸化ストレスに呼応して微小核形成が誘発されていると考え

られる。さらに ATM キナーゼ阻害剤の添加により非照射でも細胞死が顕著に誘導されることから、

血管内皮細胞では ATM が有する酸化ストレスへの対抗機構が、通常の増殖における細胞生存にも

重要であると考えられ、血管内皮細胞での ATM の役割を詳細に解明する必要がある。このように、

血管内皮細胞を用いたγH2AX 陽性微小核の検出は、低線量率放射線の細胞影響の高感度に検出

できる可能性があり、線量率効果の検討にも活用できることが考えられる。 

 

次年度以降の計画 

本研究の最終年度では、放射線感受性の個人差の DDREF の影響の微小核形成を指標とした検

討として、①ATM キナーゼを特異的阻害剤で抑制した条件下で、様々な線量率でγH2AX 陽性微

小核の形成率を測定し線量率効果を明らかにする、②ATM 阻害剤の添加濃度を複数設定して部分

的に活性抑制した場合、キナーゼ活性レベルと微小核形成頻度の関係を検討することによって、

DDREF 算定に影響しうる個人差要因の解明を目指す。さらに、ATM キナーゼ抑制下における低

線量率放射線のミトコンドリア応答への影響を MitoTracker を用いたミトコンドリア動態・分布

の解析、マイトファジー関連因子を指標としたウエスタンブロット解析を行い、DDREF 算定に影

響しうる個人差要因の指標となり得るか、検討する。 

V.  この研究に関する現在までの研究状況、業績 

A.  論文：査読あり  該当なし 

B.  論文：査読なし  該当なし 

C.  学内学会発表 

1)  Kobayashi J, Meng Q, Komatsu K. Relationship between endogenous ROS accumulation and 

mitochondria responses under low dose rate irradiation. The 4th International Symposium of the 

Network-type Joint Usage/Research Center for Radiation Disaster Medical Science. Hiroshima. 

Feb. 12-13, 2020 

2)  Meng Q, Kobayashi J. The relationship between oxidative stress and mitochondria change 

under low-dose rate irradiation. The Joint Workshop of QST-NIRS, CEA and IRSN. Chiba. Oct. 

28-29. 2019. 

D.  国際学会発表   該当なし 

E.  著書：  該当なし 



 

 

 

 

9 

 

F.  講演 

1)  小林純也．低線量率放射線生物影響における酸化ストレス・ミトコンドリア応答の役

割. 基研研究会「放射線の生体影響解明への分野横断による挑戦」．京都．May 23-25. 2018. 
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Relationship between radiosensitivity and genetic individual 

difference 
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 Abstract 

 Exposure to ionizing radiation causes both DNA damage and oxidative stress induced by excess 

accumulation of ROS (reactive oxidative species). In the case of acute radiation, the biological effects of 

radiation are most induced by generation of genomic DNA damage, while it is unknown about the 

contribution between DNA damage and oxidative stress to the biological effects by low dose (rate) 

radiation. In this project, we attempt to develop hypersensitive detection system of the effect by low dose 

(rate) radiation using radiation hypersensitive genetic disorders. And, we investigated whether low dose 

rate irradiation to human normal fibroblast influences expression of mitochondria-related factors and 

amplifies oxidative stress with ATM inhibition in this year. And, we also investigated the effect in human 

vascular endothelial cells. Mitochondria function is maintained by its fusion/fission cycle, related with 

mitophagy. Low dose rate irradiation by gamma-ray decreased some regulatory factors for mitochondria 

fusion/fusion cycle. Previous research clarified that ATM inhibition by the specific inhibitor remarkably 

increased gammaH2AX-positive micronuclei under low dose rate irradiation. The ATM inhibition also 

increased phosphorylation of p38MAPK, which is the marker for activation of oxidative stress responses. 

These results suggest that the inhibition of ATM induces gammaH2AX-positive micronuclei via 

accumulation of oxidative stress under low dose rate irradiation. Probably, ATM might have a role to 

repress micronucleus formation against oxidative stress by low dose rate irradiation. Human vascular 

endothelial cells could be sensitive with oxidative stress. Low dose rate irradiation induced 

gammaH2AX-positive micronuclei markedly and also increased phosphorylation of p38MAPK in the 

absence of ATM inhibitor, suggesting that detection of gammaH2AX-positive micronuclei in human 

vascular endothelial cells may be useful marker to reconsider DDREF.    
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2-5 動物実験を用いた慢性的低線量内部被ばくによる        

突然変異と発がんの非相関性のメカニズム解明 

主任研究者： 中島 裕夫（大阪大学） 

分担研究者： 大野 みずき（九州大学） 

        石原 弘（量研機構放医研） 

 

研究要旨 

東日本大震災に伴って発生した福島原発事故直後よりクローズアップされ社会問題となっ

た低線量放射線内部被ばくの懸念は究極的には、被ばくによる突然変異と発がんへの影響の

存否とその度合いにある。 

放射線は、遺伝子突然変異とがんの誘発に有力な因子であると考えられている。さらに、

ＩＣＲＰの放射線防護では、閾値なしの直線的作用仮説１）が採択されていることから、微量

の放射線でもこの突然変異を起こすことで致死的がんが誘発されると考えられている。しか

し、我々の行った突然

変異やがんを起こしや

すい Msh2 遺伝子改変

マウス系統を用いた先

行研究２）では、誘発突

然変異率が同じでも酸

化ストレスを誘発する

化学物質（KBrO3）の

飲水投与では発がんす

るが、セシウム 137 放

射線の慢性的低線量内

部被ばくでは発がんが

認められないことを観

察している。 

本研究では、先行研

究で示唆された放射線

の低線量内部被ばくで

は、化学物質の作用とは異なり必ずしも突然変異と発がんが相関していないことを、より詳

細な解析によって定量的に再確認するとともに、線量依存性、生理的反応性、免疫反応性を

指標にしてマウスを用いた実験を行い、この突然変異と発がんが相関していない現象のメカ

ニズムを解明する。そして、どの程度の内部被ばくまでは発がんの心配をしなくて良いのか
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等の判断材料を実験結果として提示して、これまでの我々の研究成果や多くの疫学研究によ

って示されている結果と合わせて総合的に評価することが目的である。 

 

キーワード 

低線量放射線 セシウム 137 内部被ばく 

突然変異 発がん 福島原発事故 

 

研究協力者 

續 輝久（福岡歯科大学分子遺伝学、放射線生物学、九州大学アイソトープ総合センター） 

遠藤 暁（広島大学大学院工学研究科 環境解析学、放射線・化学物質影響科学） 

宇野 賀津子（公益財団法人ルイ・パストゥール医学研究センター） 

中島 裕美子（九州大学アイソトープ総合センタ） 

福津 久美子（量研機構放医研 計測・線量評価部生物線量評価チーム） 

中津 可道（九州大学分子生物学） 

武田 志乃（量研機構放医研放射線障害治療研究部体内除染研究チーム金属化学） 

上原 昭典（量研機構放医研放射線障害治療研究部体内除染研究チーム金属化学） 

田中 泉（量研機構放医研放射線障害治療研究部体内除染研究チーム分子生物学） 

薬丸 晴子（量研機構放医研放射線障害治療研究部体内除染研究チーム細胞生物学） 

山口 喜朗（大阪大学放射線科学基盤機構ラジオアイソトープ総合センター） 

 

I.  研究目的 

福島原発事故による低線量被ばくが人々の遺伝子や発がんへの影響の不安を招く要因のひとつ

になっている。これまでの我々のマウスを用いた研究では、20世代以上にわたりセシウム 137水

（100Bq/ml）を摂取し続けて慢性的低線量被ばく（マウス体内で 80～160Bq/g 体重。ヒトでは

100000Bq/kg 体重で 400年の世代交代に相当）した A/J マウス子孫において、同一祖先由来の同世

代対照群に比べて有意な塩基配列変異が認められなかったこと、ウレタン誘発肺腫瘍の発がん率

はセシウム 137 投与群と対照群で有意差は認められなかったが、腫瘍増殖はセシウム 137 投与群

で線量依存的に抑制されたこと、Msh2遺伝子改変マウス系統を用いた突然変異と発がん性を同時

に高感度検出できる系３）では、化学物質で認められる突然変異と発がんの相関性が低線量放射線

では認められなかったことから、低線量放射線被ばくではこれまでの常識とされている次世代へ

の影響や突然変異と発がんのメカニズムが異なっている可能性や、発がん作用が化学物質よりマ

イルドである可能性が示唆されている２）。セシウム 137 は放射性崩壊の過程で、その約 95%が β

線と γ線を出して、また残りの約 5%が β線を出してバリウム 137 に変化する。低 LET 放射線で

ある γ 線の生物影響は、水の放射性分解による活性酸素種の生成によるものが約２／３と言われ

ているが４）、酸化ストレスを誘発する化学物質（KBrO3）とは異なる酸化 DNA 損傷を誘発するの

かもしれない。このことは遺伝子改変マウスに導入したレポーター遺伝子の変異スペクトラムの

詳細な解析並びに全ゲノム解析を行うことで、明らかにすることが可能である。どのような変異
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スペクトラムが発がんに大きく寄与するのかを明らかにすることは低線量影響の中で重要な課題

の一つである。 

そこで、この現象の原因を解明することで、これまで、放射線と化学物質を同じ変異原として、

その突然変異率で評価していた発がんリスクを、変異スペクトラムまでを含めた新たな観点から

リスク評価し直すことが本申請研究の目的である。また、この実験系を使うことで、DNA 修復欠

損の Msh2 遺伝子改変マウスを放射線高感受性の人と想定すれば、低線量内部被ばく影響が自然

状態（DNA 修復能がある野生型）である群では検出限界以下でも高感受性群では検出できる限界

点を見つけることが期待できる。この感受性の幅を考慮し、突然変異と発がんの相関性を検討す

る本研究成果は、これまでのリスク評価にはなかった、ヒトでの放射線感受性の幅を考慮した世

界でも初めての影響評価であり、放射線の基準値設定に際して安心の根拠として役立てられるの

ではないかと考えている。 

さらに、本研究で見出される放射線誘発による特異的な免疫反応や臓器の発現遺伝子の同定に

は、微量放射線による健康影響リスク評価のための根拠解明のみならず、被ばく線量の推定、さ

らには福島などでの環境からの低線量被ばくを利用した新たなる疾病治療への応用の可能性も秘

められている。 

研究期間内にセシウム 137 に対する低線量・低線量率内部被ばく影響を、酸化ストレス誘発消

化管がんを高感度に検出できるＤＮＡ修復系を欠損した Msh2 遺伝子改変マウス系統を用いて、

被ばく世代における体細胞突然変異と消化管発がんの相関性並びに線量依存性を調べる(平成 31

年度～令和 2年度)。マウスの諸臓器における低線量被ばくに特異的な遺伝子の発現量の違い、免

疫反応（サイトカイン量）のちがいを測定し、化学物質と放射線に対する生体反応の差異を定量

的に調べる (令和 2年度～令和 3年度)。また、高感受性マウス系での継世代影響について全ゲノ

ム解析法により変異スペクトラムについても調べ、既に結果が出ている修復系が正常である野生

型の A/J や B6マウス系と塩基変異率にどのような違いがあるかを比較する(令和 3年度)。 

II.  研究方法 

大阪大学、九州大学、放医研それぞれの機関における施設の条件、これまでに確立している技

術の特徴を生かして連携を密にして最も効率よく速やかに研究が遂行できる体制を取り、セシウ

ム 137 に対する低線量内部被ばくによる突然変異と発がんの非相関性について、また、その解明

に向けた研究を以下の方法で開始した。 

 

【平成 31 年度の計画】 

低線量被ばくと化学物資（KBrO3）による突然変異と発がんの非相関性確認のための実験準備 

１． 高感度変異検出用マウスの繁殖と輸送 

低線量放射線被ばく影響の主たる作用として考えられる酸化ストレスによる DNA 損傷修復

系の欠損したMsh2 遺伝子改変マウスは、酸化ストレス誘発による消化管がんや DNA突然変

異を高感度に検出できる。KBrO3投与群とセシウム 137水給水群との突然変異率を比較するた

めに体細胞突然変異解析用レポーター遺伝子を導入したミスマッチ修復欠損マウス（Msh2 

-/-/rpsL-Tg+）、および野生型マウス（Msh2 +/+/rpsL-Tg+）を準備して、大阪大学のＲＩ施設に
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輸送した（大野・續）。 

２． セシウム 137または KBrO3の投与および臓器サンプリング 

九大から阪大に輸送された 4 週齢のマウスを投与開始が 4 週齢からの群と 8 週齢からの群

（週齢差による影響のちがいも検出できるようにするため）の 2群に分け、対照群には真水、

セシウム 137投与群にはセシウム 137水（2500 Bq/ml）を飲料水として４週間与えた。セシウ

ム 137 水の給水開始から終了までのマウス体内セシウム 137 量を一定濃度にさせるために、

給水開始当日に経口ゾンデを使って各マウスに 4000Bq/g 体重のセシウム 137 水を強制的に単

回経口投与した。また、セシウム 137 水給水終了直後の組織内残留セシウム 137 による突然

変異率測定への影響を尐なくするために、給水 4週後にヘパリン採血（20～50μlの血漿採取）

を行った後、セシウム 137 水を真水に変えて 2 週間の休養期間を設けた。休養期間の後、ヘ

パリン採血（20～50μl の血漿採取）を行い、マウスを安楽死させて小腸管 3 部位（十二指腸

側 3 分の 1、小腸中間部 3 分の 1、盲腸側 3 分の 1 をそれぞれミンチして別々に分けた）、精

巣、精巣上体、心臓、腎臓、脾臓、肝臓、尾部のそれぞれを剥出し、凍結用プラスチックチ

ューブに分配して採取した血漿とともに-80℃で凍結保存した。凍結保存した血漿を免疫能の

測定用、そして、諸臓器を突然変異率測定用のサンプルとした（中島）。 

３． DNA損傷の定量指標の確立 

DNA 損傷の新たな定量指標を確立するために、ミクロ分析に適した系列培養細胞である

RAW264.7細胞を使用して定量技術開発を進めるとともに、放射線・βエミッター・過酸化物

の DNA損傷指標との量的相関を求めた (石原) 。 

４．  高感度変異検出用マウスへのセシウム 137投与 

Msh2 遺伝子のホモ欠損マウスでのセシウム 137 水（2500Bq/ml）飲水による継世代的影響

を調べるための飼育実験を開始した（中島）。 

５． セミミクロ定量を行うための基礎実験 

Spring-8セミミクロ定量に向けて必須なデータを得るために、臓器試料調製方法を検討しつ

つ、極微量(体重 1g あたり 2 pmole 程度)投与した放射性セシウムと、微量(体重 1g あたり

100nmole程度)投与した天然セシウムの臓器分布の同等性を示すことを試みた(石原) 。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究では共同研究するいずれの研究機関においてもヒトの個人情報、サンプル等を研究対象

としていない。 

本実験の動物実験に関して、大阪大学においては、大阪大学動物実験規程のもと、動物実験委

員会の承認を得ている（動物実験計画書：福島原発事故シミュレーションとしての多世代微量放

射線内部被ばくによるマウス子孫での遺伝的、生理的影響の検討、承認番号：第 動医 26-067-000 

号、有効期限：2020/03/31)。なお、放射性同位元素利用施設内での動物飼育については、大阪大

学医学系研究科飼養保管施設等設置の承認を受けている(承認番号 飼医 19-01-0 号)。放射性同位

元素利用施設内での実験操作に関しては、大阪大学ラジオアイソトープ総合センター放射線障害

予防規定を遵守して行った。 

九州大学における遺伝子組換え実験に関しては、「ＤＮＡ傷害の防止並びに修復に関する分子機
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構の解明」（承認番号：26-53、有効期限：2019/08/31）で、また動物実験計画に関しては、「DNA

修復機構の破綻による突然変異と発がんの分子遺伝学的研究 (A30-147-1)」で機関の承認を得てい

る。 

放射線医学総合研究所の動物実験においては温度湿度および微生物環境の適正化された専用の

飼育室および実験室を使用し、マウスに処置する際はストレス軽減のためのトランキライザー軽

麻酔またはセボフルラン吸入麻酔下で行った。当該設備ならびに作業手順は所内実験動物委員会

により事前審査および承認により、その適正化が確保されている。また、実験室使用者の安全確

保ならびに施設周囲の環境保護のため、放射線発生装置、ラジオアイソトープおよび化学物質の

使用に先立って、所内担当部署による確認および承認を受けた作業手順および施設使用要領に従

って実施した。 

 

III.  研究結果 

１． 高感度変異検出用マウスの繁殖と輸送 

実験に供する 4週齢のマウスを得るために、目的遺伝子がヘテロ（Msh2 -/+と rpsL-Tg-/+ ）   

同士 10 ペアの親マウスを交配し、交尾確認後に母マウスを隔離し、3 週後の出産時に出生匹

数を確認、それから 3 週間の離乳までに出生個体の遺伝子型を検査した。離乳後ただちに遺

伝子型が判明したマウスを阪大へ輸送した。また一部を酸化剤投与群として KBrO3（0.15%）

水を飲料水として 4 週間給水し、実験方法２．のセシウム 137 水給水群と同じように実験を

行った（表Ⅲ-1～表 Ⅲ-6）。詳細は、分担研究者（大野みずき）の報告書に記載。 

２． セシウム 137または KBrO3の投与および臓器サンプリング 

4 週齢および 8 週齢マウスのそれぞれにセシウム 137 水（2500Bq/ml）を 4 週間給水し、ヘ

パリン採血（20～50μlの血漿採取）を行い、2週間の休養期間の後、再採血、臓器の剥出をし

たマウスの番号、1回目の採血日、2回目の採血・解剖日を表Ⅲに示す。 

今年度計画で得られた、表中動物番号の凍結臓器サンプルは突然変異率測定用（大野）、そ

して、凍結血漿サンプルは免疫能を調べるためのサイトカイン（IL-1α、IL-1β、IL-2、IL-3、IL-4、

IL-5、IL-6、IL-9、IL-10、IL-12、IL-12、IL-13、IL-17、Eotaxin、G-CSF、GM-CSF、IFN-γ、

KC、MCP-1、MIP-1α、MIP-1β、RANTES、TNF-α）量の測定用として、次年度研究計画に従

って測定を行う（宇野・中島）。 

なお、表中 Genotype でのWTは、野生型マウス（Msh2 +/+/rpsL-Tg+）、KO は、酸化ストレ

ス高感受性マウス（Msh2 -/-/rpsL-Tg+）を示している。いずれも突然変異率検出のためのレポ

ーター遺伝子を保持しているマウスである（表Ⅲ-1～表Ⅲ-6）。また、「－」は、死亡等により

血漿の採取ができなかったマウスを示している。 
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表Ⅲ-1 セシウム 137水（2500Bq/ml）給水群（４週齢から開始の群） 

 

 

表Ⅲ-2   KBrO3水（0.15%）給水群（４週齢から開始の群） 

 

 

放射線群
Csγ照射

開始週齢
Mouse ID Sex Genotype

直後
採血日

2週後の採
血・解剖日

4 1386 ♂ WT 2019/11/18 2019/12/2

4 1387 ♂ WT 2019/11/18 2019/12/2

4 1397 ♂ WT 2019/11/18 2019/12/2

4 1388 ♀ KO 2019/11/18 2019/12/2

4 1390 ♀ KO 2019/11/18 2019/12/2

4 1408 ♀ KO 2019/11/18 2019/12/2

KBｒO3群
投与

開始週齢
Mouse ID Sex Genotype

直後
採血

2週後
採血

4 1478 ♂ WT 2019/12/12 2019/12/25

4 1486 ♂ WT 2019/12/12 2019/12/25

4 1551 ♂ WT 2020/1/23 2020/2/6

4 1557 ♂ WT 2020/1/23 ー

4 1558 ♂ WT 2020/1/23 2020/2/6

4 1540 ♀ WT 2020/1/23 2020/2/6

4 1545 ♀ WT 2020/1/23 2020/2/6

4 1559 ♀ WT 2020/1/23 2020/2/6

4 1560 ♀ He 2020/1/23 2020/2/6

4 1474 ♂ KO 2019/12/12 2019/12/25

4 1479 ♂ KO 2019/12/12 2019/12/25

4 1561 ♂ KO 2020/1/23 2020/2/6

4 1562 ♂ KO 2020/1/23 2020/2/6

4 1491 ♂ KO 2019/12/19 2020/1/7

4 1492 ♂ KO 2019/12/19 2020/1/7

4 1477 ♀ KO 2019/12/12 2019/12/25

4 1483 ♀ KO 2019/12/12 2019/12/25

4 1448 ♀ KO 2019/12/19 ー

4 1489 ♀ KO 2019/12/19 2020/1/7
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表Ⅲ-3     対照群（真水給水）（４週齢から開始の群） 

 

 

表Ⅲ-4 セシウム 137水（2500Bq/ml）給水群（８週齢から開始の群） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

対照群
投与

開始週齢
Mouse ID Sex Genotype

直後
採血

2週後
採血

4 1470 ♂ WT 2019/11/14 2019/11/28

4 1499 ♂ WT 2019/12/19 ー

4 1501 ♂ WT 2019/12/19 2020/1/7

4 1496 ♀ WT 2019/12/19 2020/1/7

4 1497 ♀ WT 2019/12/19 2020/1/7

4 1498 ♀ WT 2019/12/19 ー

4 1500 ♂ KO 2019/12/19 ー

4 1459 ♀ KO 2019/11/21 2019/12/5

4 1464 ♀ KO 2019/11/14 2019/11/28

4 1465 ♀ KO 2019/11/14 2019/11/28

4 1466 ♀ KO 2019/11/14 2019/11/28

放射線群
Csγ照射

開始週齢
Mouse ID Sex Genotype

直後
採血

2週後
採血

8 1270 ♂ WT 2019/9/20 2019/10/4

8 1259 ♀ WT 2019/9/20 2019/10/4

8 1263 ♀ WT 2019/9/20 2019/10/4

8 1267 ♀ WT 2019/9/20 2019/10/4

8 1268 ♂ KO 2019/9/20 2019/10/4

8 1269 ♂ KO 2019/9/20 2019/10/4
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表Ⅲ-5     KBrO3水（0.15%）給水群（８週齢から開始の群） 

 

 

表Ⅲ-6     対照群（真水給水）（８週齢から開始の群） 

 

 

３．  DNA損傷の定量指標の確立 

株化細胞の Raw264.7細胞（破骨細胞系）モデルで各種被ばく指標の定量性を比較しつつ技

術確立を進めた。そして、定量性・感度・再現性の観点から、指標を γH2ax分析と DNA 損傷

応答発現 RNAとする同時分析を試みた。詳細は、分担研究者（石原弘）の報告書に記載。 

４． 高感度変異検出用マウスへのセシウム 137投与 

Msh2 遺伝子欠損マウスでのセシウム 137 水（2500Bq/ml）飲水による継世代的な遺伝性影

響を調べるために、研究結果２．で示したセシウム 137 給水群の動物番号 1269 雄（Msh2 

-/-/rpsL-Tg+）の休養期間中に母親である 1047雌（Msh2 +/-/rpsL-Tg+）と交配を行い、セシウ

ム 137 の放射線に内部被ばくした雄の遺伝子を引き継いだ仔マウス 6 匹（雄 3 匹、雌 3 匹）

を得た（出生日 2019/10/20）。これらの仔マウスにセシウム 137 水を飲んでいない非被ばく

C57BL/6J マウス（同じ遺伝的バックグランド系統）を交配し、被ばく雄から 2 代目の孫マウ

KBｒO3群
投与

開始週齢
Mouse ID Sex Genotype

直後
採血

2週後
採血

8 1348 ♂ WT 2019/10/24 2019/11/7

8 1349 ♂ WT 2019/10/24 2019/11/7

8 1345 ♀ WT 2019/10/24 2019/11/7

8 1446 ♀ WT 2019/12/12 2019/12/25

8 1448 ♂ KO 2019/12/12 2019/12/25

8 1507 ♂ KO 2020/1/23 2020/2/6

8 1556 ♂ KO 2020/2/13 2020/2/27

8 1346 ♀ KO 2019/10/24 2019/11/7

8 1548 ♀ KO 2020/2/13 2020/2/27

8 1552 ♀ KO 2020/2/13 2020/2/27

対照群
投与

開始週齢
Mouse ID Sex Genotype

直後
採血

2週後
採血

8 1254 ♂ WT 2019/10/17 ー

8 1257 ♂ WT 2019/10/17 ー

8 1393 ♂ WT 2019/11/28 2019/12/12

8 1395 ♀ WT 2019/11/28 2019/12/12

8 1409 ♀ WT 2019/12/5 2019/12/19

8 1258 ♀ KO 2019/10/17 ー
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スを 4匹（雄 2匹、雌 2匹）を得たので、被ばくによる次世代へ伝わる DNA 突然変異率、塩

基突然変異の特徴を調べるためにマウス組織を凍結保存した。これまで行ってきた A/Jマウス

系統（DNA修復能がある野生型）での次世代影響との比較が可能となった。 

５． セミミクロ定量を行うための基礎実験 

消化管循環の発生するセシウム摂取後期の安定期において、食道から直腸までの消化管等

の細分化領域ごとのセシウム量比を求めるために 133
Cs投与至適量決定、ICP-MS 装置の Cs定

量設定、そして、Spring-8解析の準備を行った。詳細は、分担研究者（石原弘）の報告書に記

載。 

IV.  考察 

１． 今年度成果 

本研究に供された酸化ストレス高感受性 Msh2遺伝子改変マウス系統は、Msh2 欠損ホモで

は仔が育たないために、常に Msh2 +/-のヘテロ状態で維持しなければならない。従って、実

験を行うにあたって、ヘテロマウス同士の交配によって出生仔マウスの 4 分の 1 しか得られ

ない Msh2 遺伝子欠損（-/-）マウスを各群で統計的に扱える匹数以上得なければならず、今

年度は、実験に供すマウスの生産に費やされた。非常に厳しい出産状況の中、今年度予定し

たMsh2 欠損ホモマウスでレポーター遺伝子（rpsL-Tg+）を持っている雌雄マウス、Msh2 遺

伝子が野生型マウスでレポーター遺伝子（rpsL-Tg+）、持っている雌雄マウスをおおむね得る

ことができ、それぞれのマウスに放射線曝露（セシウム 137水）と化学物資曝露（KBrO3）を

行い、それぞれから血漿サンプル、臓器サンプルを得ることができ、次年度予定している突

然変異率の検出、免疫能測定の準備が整った。 

今年度に採取したサンプルで突然変異率の検出、免疫能測定を行うことで、化学物質と放

射線の発がん作用の相関関係がどれくらいあるのか、突然変異率を指標にして定量的に解明

し、それに関係する免疫能（炎症など）の関与の度合いを解析することが可能となった。 

また、各臓器におけるセミミクロ線量解析の準備が整ったので、この線量解析を進めるこ

とで今後得られるデータをもとにして過酸化物用量とセシウム 137 被ばく線量の量的相関の

詳細な定量的解析が期待できる。 

２．環境保健行政に対してどのような観点で貢献できるか 

これまで、放射線と化学物質を同じ変異原として発がんリスクを評価してきたが、低線量

では突然変異と発がんを独立的に評価できるようにすることで発がんへの懸念を低減化でき、

このことは低線量放射線被ばくの安心の根拠として役立てられると考えている。また、この

研究では、ヒトでの放射線感受性の幅も考慮しているので世界でも初めての影響評価法とし

て期待できる。 

 【根拠】 

  本研究の実験系であるDNA修復欠損のMsh2遺伝子改変マウスを放射線高感受性のヒトと

想定すれば、低線量内部被ばく影響が自然状態である A/J マウス群（DNA修復能がある野生

型）では検出限界以下でも高感受性群では検出できる限界点を見つけることが期待できるか

らである。もし、高感受性群でも検出できなければ、そのレベルはかなり安心できるレベル
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と考えられることになる。 

３．研究成果の社会的意義 

低線量内部被ばくでも突然変異を起こすことで致死的発がんが誘発されると考えられてい

るが、どの程度の内部被ばくまでは、発がんの心配をしなくて良いのかなどの判断材料を実

験結果として提示し、福島原発事故による低線量被ばくへの不安を科学的見地で軽減するこ

とができることは、社会的に意義があると考えられる。 

 

V.  結論 

平成 31 年度（2019 年度）達成目標：「Msh2 遺伝子改変マウスの量産とセシウム 137 投与を開

始する」ことをほぼ予定通りに行うことができた。以下に計画全体における進捗状況を赤ライン

で示す。 
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VI.  次年度以降の計画 

令和 2年度 

 今年度（令和元年）において Msh2 遺伝子欠損マウスに突然変異率が同等となる用量のセシ

ウム 137水もしくは KBrO3を 4週間投与して、採血、解剖、臓器の凍結を行った。この得られた

サンプルを使って、令和 2年度は、突然変異率(大野）、免疫能（宇野・中島）、臓器別放射線誘導

遺伝子の同定（中島）を行い、セシウム 137群と KBrO3群の差異を検出することで、放射線と化

学物質に対する生体反応の差異を定量的に調べる。 

 同時に体細胞突然変異と消化管発がんの相関性並びに線量依存性を調べるために、投与期間

を 16週間に伸ばして同様にサンプル採取を行う(阪大）。 

 また、培養細胞を用いた過酸化物用量とセシウム 137 内部被ばく線量の量的相関の解析結果

から詳細な臓器線量を求めて、酸化剤と放射線の線量同等性を確定して、本事業の信頼性を確保

する(放医研)。 

加えて、本年度研究で得られた結果を踏まえて、内部被ばく線量と同等の外部照射実験を行い、

生体影響が同じであるか、あるは、内部被ばくの特異性があるかを検討する比較実験を令和 2 年

度～3 年度にかけて行う。 

 

令和３年度 

 令和元年に開始した高感受性マウス系統でのセシウム 137水給水による継代飼育(阪大）で得

られた子孫マウスを用いて DNA塩基配列解析にて変異スペクトラム（塩基突然変異の特徴）を調

べ(九大）、既に結果が出ている修復系が正常である野生型の A/J や B6マウス系統と塩基変異にど

のような違いがあるかを比較検討する。並行して腸管循環セシウムの腸管微細組織内量を定量す

るためのセミミクロ解析を行う（放医研）。 

総括として内部被ばくと外部被ばくでの Gy 換算の相同性の確認と突然変異と発がんの線量評

価を試みる。 

VII.  この研究に関する現在までの研究状況、業績 

A.  論文：査読あり 

1)  なし 

B.  論文：査読なし 

１）上原章寛,  武田志乃,  松村大樹,  齋藤寛之,  城鮎美,  辻卓也,  安田良,  吉田峻  

規,  田中泉,  石原弘、アクチノイドイオンと生体内関連物質との局所構造解析、

SPring-8 利用課題実験報告書, , 2020-03 

２）上原章寛,  武田志乃,  松村大樹、アクチノイドイオンを模擬した金属イオンと生体

内関連物質との局所構造解析、SPring-8 利用課題実験報告書, , 2020-03 

C.  学内学会発表 

１） 中島 裕夫、宇野 賀津子、山口 喜朗、藤堂 剛、米倉 義晴、篠原 厚、低線量率の

セシウム 137 放射線内部被曝は発がんや継世代影響にほとんど寄与しない可能性が
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ある Hiroo NAKAJIMA、Katsuko UNO、Yoshiaki YAMAGUCHI、Takeshi TODO、

Yoshiharu YONEKURA、Atsushi SHINOHARA, Low dose-rate internal Cesium-137 

radiation exposure may contribute little to carcinogenesis and transgenerational effects. The 

6th Asian Congress on Environmental Mutagens (ACEK) and the 48th Annual Meeting of the 

Japanese Environmental Mutagen Society (JEMS), Nov 18-20, 2019, Tokyo. アジア環境変

異原学会第 6 回大会/日本環境変異原学会第 48 回大会合同大会（東京）2019 年 11 月

18～20日 

２） 上原章寛,  及川将一,  田中泉,  石原弘,  武田志乃、micro PIXE を用いた体液内元

素の簡易定量法の検討、10/30-11/1第 55回 X 線分析討論会 

３） 武田志乃,  吉田峻規,  沼子千弥,  及川将一,  上原章寛,  佐藤修彰,  寺田靖子,  

石原弘、腎臓におけるウラン濃集部の形成と組織影響、第 46 回日本毒性学会学術年

会, 日本毒性学会, 2019-06-2 

４） 上原 章寛,  田中 泉,  石原 弘,  武田 志乃、除染剤存在下における体液中の

アクチノイドの溶存状態、11/14-11/16 日本放射線影響学会第 62 回大会, 日本放射線

影響学会, 2019-11-157 

５） 田中 泉,  石原 弘,  薬丸 晴子,  田中 美香,  横地 和子,  上原 章寛,  武

田 志乃、皮下組織に侵入した多価金属カチオンと細胞外液成分配位物のマウスにお

ける体内動態研究、Fe(III)モデル系、11/14-11/16「日本放射線影響学会第 62回大会」, 

日本放射線影響学会, 2019-11-15 

６） 上原 章寛,  及川 将一,  田中 泉,  石原 弘,  武田 志乃、マイクロビーム分

析を利用した体液中元素動態簡易モニタリング法の開発、量子生命科学研究会 第 3

回研究集会・量子生命科学会 第 1回大会, QST, 2019-05-23 

７） 武田 志乃,  小平 聡,  及川 将一,  吉田 峻規,  寺田 靖子,  上原 章寛,  

田中 泉,  石原 弘,  小西 輝昭、マイクロビーム分析を利用した in situ解析技術

の組み合わせ手法によるウラン動態解析、量子生命科学研究会 第 3回研究集会／量

子生命科学会 第 1回大会, QST, 2019-05-23 

８） Mizuki Ohno, Kunihoko Sakumi, Noriko Takano, Yoshimichi Nakatsu, Teruhisa Tsuzuki, 

Toward understanding de novo germline mutations in mammals, 日本放射線影響学会第 62

回大会, 2019.11. 招待講演  

９） Mizuki OHNO, Kunihiko SAKUMI, Noriko TAKANO,Kosuke TESHIMA, Kyoko 

HIDAKA, Yoshimichi NAKATSU, Teruhisa TSUZUKI  , Detection of de novo germline 

mutations in DNA repair-deficient mice lines, The Joint Meeting of The 6th Asian Congress 

on Environmental Mutagens(ACEM) and the 48th Annual Meeting of the Japanese 

Environmental Mutagen Society(JEMS), 2019.11. 

D.  国際学会発表 

１） Nakajima H, Uno K, Yamaguchi Y, Todo T, Shinohara A, Carcinogenicity and        

genome variation in descendant mice after the every generational low dose-rate internal 

Cesium-137 radiation exposure. 16th International Congress of Radiation Research 
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(ICRR2019), Aug 25-29, 2019 (Manchester).  

２） Shino Takeda,  Takanori Yoshida,  Masakazu Oikawa,  Akihiro Uehara,  Chiya 

Numako,  Yasuko Terada,  Izumi Tanaka,  Hiroshi Ishihara,  Dynamics of uranium 

localization and tissue alteration in kidney of rats exposed to uranyl acetate.  16th 

International Congress of Radiation Research (ICRR2019), Association for Radiation 

Research (ARR) , 2019-08-26 

３） Mizuki Ohno, Toward understanding de novo germline mutations in mammals,16th 

International Congress of Radiation Research（ICRR）2019.8, 招待講演 

 

E.  著書 

１）Hiroo Nakajima, Effects of Radioactive Cesium-containing Water on Mice. Low-Dose-Rate 

Radiation Effects on Animals and Ecosystem -Long-Term Study on the Fukushima Daiichi 

Nuclear Power Plant Accident (Editors: Manabu Fukumoto), Springer Nature, p221-235, 

2019, Print book ISBN: 978-981-13-8217-8 / eBook ISBN: 978-981-13-8218-5 

 

F.  講演 

1)  なし 

G.  主催した研究集会 
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 Elucidation of the mechanism of non-correlation between mutation 

and carcinogenesis by chronic low-dose internal exposure using 

experimental animals 

 Hiroo Nakajima 1, Mizuki Ohno 2, and Hiroshi Ishihara 3  

 Institute for Radiation Sciences, Osaka University 1 
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 Abstract 

      Radiation is considered to be a powerful factor in the induction of gene mutations and cancer. 

Furthermore, since the Linear Non-Threshold hypothesis has been adopted in the radiation protection of 

ICRP, it is considered that even a small amount of radiation could induce lethal carcinogenesis. However, 

our previous studies suggest that low-dose internal radiation exposure does not correlate mutations with 

carcinogenesis, unlike the action of chemicals.  

       In this study, we elucidate the mechanism of the phenomenon in which this mutation and 

carcinogenesis are not correlated, and present as experimental results how much internal exposure does not 

need to worry about carcinogenesis. In addition, we will attempt a comprehensive evaluation of the 

research results and the results shown in many epidemiological studies. 

      This year, we increased the number of experimental mice (Msh2 -/-/ rpsL-Tg +) and (Msh2 + / + / 

rpsL-Tg +) for detecting mutation rate and measuring immunocompetence. Then, the exposure experiments 

to cesium-137 and KBrO3 were performed, and plasma and various organs were collected from each of 

mice. 
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2-5 セシウム 137放射線に被ばくした Msh2 遺伝子改変マウスを用いた 

個体レベルの突然変異の解析 

 

分担研究者： 大野みずき（九州大学・医学研究院・基礎放射線医学分野） 

      中津可道（九州大学・医学研究院・基礎放射線医学分野） 

 

研究要旨 

放射線被ばくによる生物影響を考える際には生体内での様々な反応機構を踏まえ実験的デ

ータに基づき科学的に議論する必要がある。特に遺伝情報を担う DNA への影響を定量的に

解析することは重要で、被ばく個体の健康だけでなくその子の健康をも守ることに繋がる重

要な基礎データとなる。しかし、哺乳動物を用いた内部被ばくの実験的解析例は尐なく基礎

データも十分ではない。 

そこで我々はセシウム 137 の経口摂取による内部被ばくの生体影響を効率的に評価するた

めに、rpsLレポーター遺伝子をゲノムに導入した「高感度体細胞突然変異検出用マウス」を

用いた解析系の検討を行なった。低 LET放射線注１）の生物作用では、細胞内成分と反応して

発生する活性酸素種による間接作用の寄与が大きいことが予想されるため、本研究では酸化

DNA損傷の修復にも関与する DNAミスマッチ修復の機構を欠損させた遺伝子改変マウスを

解析に用いた。 

rpsL レポーター遺伝子を持つ野生型並びに Msh2 遺伝子欠損マウスに、生後 4 週齢から 8

週齢までセシウム 137の飲水投与を 4週間行い、その後２週間の通常飼育の後、臓器を摘出

し保存した。内部被ばくの影響を直接受ける小腸組織を対象に変異解析を行ったところ、

Msh2 遺伝子欠損マウスでは野生型に比較して約 10〜20 倍の突然変異頻度を示した。本実験

系によりセシウム 137 の経口摂取により生体内で誘発された突然変異を高効率で定量性・定

性性を持って検出することが可能であり、さらに実験に用いるマウスの個体数を、野生型マ

ウスを用いる場合と比較して、大幅に減らすことが可能になると考えられた。現在変異スペ

クトルの詳細な解析を進めている。 

 

注１）低 LET 放射線： 

 電離性放射線が物質中を通過する際、飛程の単位長さ当りに平均して失うエネルギーを線エネ

ルギー付与（LET : Linear Energy Transfer）といい、放射線の種類（線質）の違いを表す指標とし

ても用いられる。LET が低い放射線を低 LET 放射線という。例としては X 線、ガンマ線、ベー

タ線等がある。また高 LET 放射線の例としてはアルファ線、中性子線、粒子線等がある。 
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セシウム 137 内部被ばく 突然変異 

DNA ミスマッチ修復 酸化ストレス 継世代影響 

 

研究協力者 

中島裕美子（九州大学アイソトープ総合センター） 

續 輝久（九州大学アイソトープ総合センター、産業医科大学・産業生態科学研究所） 

 

I.  研究目的 

本研究はセシウム 137 の経口摂取による内部被ばくの生体影響を効率的に評価することが可能

な実験系の検討を行うこと、また化学物質暴露後と放射線被ばく後の突然変異や生体反応の違い

を明らかにすることを目的としている。 

これまでに我々は、独自に樹立したDNA修復系に関連する種々の遺伝子改変マウスを用いて、

様々な環境ストレスによって生じる酸化 DNA 損傷が、がんを引き起こす原因になることを明ら

かにしてきた１−6）。一般に「がん」は体細胞に生じた突然変異が原因で細胞増殖の制御機構が破

綻し増殖を繰り返す状態であると考えられることから、体細胞突然変異頻度の上昇は発がん頻度

の指標となる。我々はこれまでに大腸菌の rpsL遺伝子を含むシャトルベクターをマウスゲノムに

組み込むことで、マウス体内で起こった体細胞突然変異を効率的に検出する方法（rpsLアッセイ）

を確立しており、定量的・定性的な解析が可能なことが大きな利点である。 

DNA ミスマッチ修復に関わる Msh2/MSH2 遺伝子はヒトの遺伝性非ポリポーシス大腸がんの原

因遺伝子の一つで、この遺伝子のホモ欠損マウスは DNA ミスマッチ修復機構の不全により 6 ヶ

月齢で消化管がんを自然発症する。このマウスに酸化剤である臭素酸カリウム（KBrO3）の 0.15%

水溶液を 16 週間与えると、小腸に数十個の腫瘍が発生する６）。一方 4 週間の投与期間ではまだ

腫瘍は形成されていないが、すでに突然変異頻度が上昇していることを見出している（大野、2017

年環境変異原学会、論文準備中）。このように酸化ストレスが DNA 損傷を誘発し、体細胞突然

変異頻度を上昇させ、結果として発がん頻度の上昇につながることが明らかとなった。Msh2遺伝

子欠損マウスは通常飼育下でも野生型に比較して約 20 倍程度高い自然突然変異頻度を示すこと

から、野生型マウスでは検出感度以下の低線量・低線量率放射線被ばくによるゲノム変異が定量

的に解析できるのではないかと期待される。実際にセシウム 137水を 4週間に渡り 2.5KBq/mlの

自由飲水で投与（初回投与時のみ 4KBq/g体重を強制投与）した Msh2遺伝子欠損マウスの小腸で

は、0.15% KBrO3 (顕著に腫瘍が誘発される濃度）投与時の変異頻度と同程度まで上昇していた。

しかし予想に反して、等線量またはそれ以上の X 線を外部照射された Msh2 遺伝子欠損マウスの

小腸には 16週以降でも腫瘍の発生が認められなかった 7)（放医研 石原による実験より）。放射

線被ばくと化学物質暴露では腫瘍発生に関して異なる経路をたどる可能性が示唆され、それらの

分子メカニズムを明らかにする必要があると考えられた。 

そこで本研究では、セシウム 137の投与量による消化管の突然変異頻度の変化をより正確に解

析するためにさらに個体数を増やして突然変異解析実験を進める。また Msh2 遺伝子欠損マウス

の放射線による腫瘍形成実験はこれまで外部照射でのみ行われたので、本研究ではさらに経口投
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与による検証を行う。中島（大阪大学）は放射線被ばく後と化学物質暴露後に生じる発がん頻度

の違いには免疫能や炎症反応が関係している可能性を検証するためサイトカインの測定を計画し

ている。そのため九州大学では野生型および Msh2 遺伝子欠損マウスに 0.15% KBrO3を投与した

際の血液を採取し測定用サンプルを調整し、大阪大学に提供する。セシウム 137の投与後の血液

サンプルは大阪大学で採取する。 

また、次年度以降には、内部被ばくの継世代影響を解析する目的で、セシウム 137を投与した

オスのMsh2遺伝子欠損マウスを野生型メスと交配し、得られた仔と親の DNA を用いて次世代シ

ーケンスサーによるゲノム解析を行い de novo 生殖細胞変異の検出を予定している。野生型マウ

スの世代あたりの突然変異率は非常に低いため、十分なデータ量を得るためには莫大な匹数を必

要とするが、自然突然変異率が高い Msh2 遺伝子欠損マウスでは尐ない匹数でセシウム 137 によ

り誘発された生殖細胞変異が検出できる可能性があり、線量依存的な定量的結果が期待できる。 

 

II.  研究方法 

1.  研究の役割分担と年度の研究計画概要 

本研究ではセシウム 137の内部被ばくの影響について、①体細胞突然変異解析（rpsLアッセイ）、

②腫瘍のゲノム解析、③生化学的解析、④生殖細胞変異解析を行う。解析ワークフローと役割

分担を以下の図Ⅱ-1に示す。目的の遺伝子マウスと交配計画の概要を図Ⅱ-１に示す。 

2019 年度は、Msh2 遺伝子改変マウスの量産とセシウム 137 投与開始、①体細胞突然変異解析

（rpsLアッセイ）を開始する。 

2020年度は、①体細胞突然変異解析（rpsLアッセイ）の継続、③生化学的解析（免疫能の定量）

を開始する。④生殖細胞変異解析のためのセシウム 137投与と交配の開始。②腫瘍のゲノム解析

用のサンプル作成ためにセシウム 137または KBrO3の 16週間の飲水投与を開始する。 

2021年度は、酸化ストレス型発がん性化学物質と低線量放射線のゲノム損傷の質・量的相関性の

有無、発がん性を評価するために、②腫瘍のゲノム解析を行う。 
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図 Ⅱ-１ 解析ワークフローと役割分担 

 

2.  高感度変異検出用マウスの作出 

九州大学の動物実験施設で既に樹立して系統維持している Msh2 遺伝子改変マウスと大腸菌の

rpsL 遺伝子を含むシャトルベクターを遺伝子導入した変異解析用マウスを交配し、rpsLシャトル

ベクターを有し、Msh2 遺伝子欠損アレルをホモで持つ高感度変異検出用マウス（Msh2-/-, 

rpsL-Tg+）、および、野生型マウス(Msh2 +/+, rpsL-Tg+)を交配により同時期に複数匹作出するため

の交配計画をたて目的のマウスの作出を行った。 

 

継世代影響の解析には、セシウム 137を摂取し

たオスの Msh2 遺伝子欠損マウスを野生型メス

と交配して得られた子の DNA サンプルを全ゲ

ノム解析する［受託］。 

 

 

 

 

 

 

 

図 Ⅱ-２ 高感度変異検出用マウスの作出方法 
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3.  セシウム 137または KBrO３の投与および臓器サンプリング 

マウスは生後３週齢の時点で遺伝子型を決定し、生後４週齢で大阪大学に移送した。大阪大学

では、RI実験施設においてセシウム 137の投与を行った。投与実験が終了した時点で全てのマウ

スを解剖し、臓器を摘出し凍結後、九州大学に返送した。九州大学では、同様の遺伝子型マウス

を使用して、セシウム投与と同じタイムコースで対照実験としての KBrO３投与および非投与コン

トロール群として通常の水での飼育を行い、同様に臓器を摘出して保存した。 

投与プロトコールと実験群を以下の図 II-３に示す。 

 

 

図 II-３ 各実験群と突然変異解析用の投与プロトコール 

 

大阪大学では、今年度は上記の投与プロトコールに加えて、D 群の投与と同様の方法で投与開始

週齢のみ生後 8週齢に変更した実験群も作成した。 

 

4.  高感度体細胞変異検出用マウスを用いた突然変異解析 

今回使用した野生型及び Msh2 遺伝子欠損マウスには、変異検出用シャトルベクター（大腸菌

由来 rpsL 遺伝子とカナマイシン耐性遺伝子を含む）がゲノム中に組み込まれている。単一ベクタ

ーは約３kb でタンデムに約 100 コピー連結した状態で導入されている。この DNA 領域をマウス

ゲノム DNA から切り出して回収し、マウス体内で rpsL遺伝子上に生じた変異を、大腸菌プレー

ト上でストレプトマイシン耐性の表現型を指標にして検出する。カナマイシンとストレプトマイ

シンは抗生物質であり、それらに対する耐性遺伝子を獲得した大腸菌カナマイシン、ストレプト

マイシン含有培地で増殖することが可能となる。本方法は変異頻度の算出だけでなく、塩基配列

を解析することで変異部位での変化（スペクトラム）を同定できる優れた実験系である。 

凍結保存した臓器約 10mgからゲノム DNAを抽出し、制限酵素 BanⅡで処理した後、3Kb付近の

DNA をさらに選択的に抽出し精製し、酵素処理により rpsL 遺伝子とカナマイシン耐性遺伝子を
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含むベクター領域の DNAを環状化する。精製し、濃度を調整した rpsLプラスミドベクターを用

いて、大腸菌 DH10Bβ（NEB）にエレクトロポレーションにより導入した。形質転換された大腸

菌をカナマイシン含有 LB プレート、及びカナマイシンとストレプトマイシン含有 LB プレート

に撒き 28℃で 40 時間培養した。大腸菌 DH10Bβはカナマイシン感受性、ストレプトマイシン耐

性の性質を持つ。野生型 rpsL遺伝子を含むプラスミドが導入されるとカナマイシン耐性、ストレ

プトマイシン感受性を示す。一方 rpsL 遺伝子の機能欠失型変異を持つプラスミドが導入されると

カナマイシン耐性、ストレプトマイシン耐性を示す。したがって、変異頻度についてカナマイシ

ン／ストレプトマイシン耐性コロニー数をカナマイシン耐性コロニーで除した値として算出され

る。全てのカナマイシン／ストレプトマイシン耐性コロニーを新たにプレーティングし、単一コ

ロニーを分離、特定領域を PCRで増幅し、ゲル電気泳動パターンの確認及びシーケンスまで確認

した上で、変異頻度の算出用データとして使用する。 

 

5.  次世代シーケンスによる腫瘍のゲノム解析 

腫瘍の解析には図 II-３と同様の投与条件で、投与期間を 16 週間に延長し、その後小腸組織で

の解析を行う。これまでに Msh2 遺伝子欠損マウスを用いて X 線の外部照射による解析を行って

いるので、今回は内部被ばくの影響を解析する。 

セシウム 137またはKBrO3の 16週間の飲水投与によりMsh2遺伝子欠損マウスに発生した腫瘍の

体細胞突然変異をゲノムワイドに検出するために、腫瘍組織および周辺の非腫瘍部に加え心臓、

尾などを採取し、ゲノム DNA を抽出し、次世代シーケンサーによるゲノム解析を行い腫瘍特異

的に発生した体細胞変異の同定を行う。次世代シーケンス解析は受託で行う。解析ワークフロー

を図 II-4に示す。 

 

図 II-4 腫瘍特異的体細胞変

異の解析ワークフロー 

 

NGS 解析:次世代シーケンス

解析 

 

 

 

 

 

6.  次世代シーケンスによる de novo 生殖細胞変異の解析 

図 Ⅱ-2 に示したように、野生型およびMsh2遺伝子欠損マウスのオスにセシウム 137を 4週

間投与し、野生型のメスと交配して得られた仔の尾をサンプルとして次世代シーケンス解析を行

う。検出された変異データよりスペクトルや変異率を算出し、大阪大学の中島らがすでに行なっ

ている野生型 A/J, C57BL/6 マウスにセシウム 137を投与した際のデータとの比較解析を行う。 

M s h 2 -/-

KBrO3

腫瘍サンプル 正常組織

⼩腸 ⼼臓

16 週間

ゲノム DNA抽出
腫瘍特異的

体細胞変異抽出

テール
137Cs

NGS解析
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（倫理面への配慮） 

本研究で行う遺伝子組換え実験（カルタヘナ法）および動物実験計画に関して所定の審査を受け

機関の承認を得ている。研究の遂行にあたっては、「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による

生物多様性の確保に関する法律」、「動物の愛護および管理に関する法律」などの法令及び関連

する学内規則を遵守して行なっている。 

III.  研究結果 

1.  高感度体細胞変異検出用マウスを用いた突然変異解析 

Msh2 -/-, rpsL-Tg+ マウス及び Msh2 +/+, rpsL-Tg+はそれぞれ以下の４群に分け、４週間の投与

処理を行い、その後同じ週齢時点で解剖し、凍結保存した臓器サンプルを用いて変異解析を行っ

た。本年度は、H29 年度の事業にて行われた解析結果に加え、解析マウス数が尐なかった高濃度

処理群である D群として、Msh2 -/-, rpsL-Tg+ マウス 5匹、Msh2 +/+, rpsL-Tg+ 7匹を大阪大学に

輸送しセシウム 137の追加投与を行い解析用サンプルを保存した。 

 

A 群： コントロール（自由飲水、通常飼育） 

B 群： 0.15%臭素酸カリウム（酸化剤）投与群（自由飲水） 

C 群： 2.5KBq/mlセシウム 137投与群（自由飲水） 

D 群： 初日に 4KBq/g 体重を強制飲水 2.5KBq/mlセシウム 137投与群（自由飲水）、   

     （推定積算線量は C 群の約２倍） 

 

セシウム 137を可溶性水溶液の状態で飲水させた場合、消化管（主に小腸）からそのほとんど

が吸収され、その後、迅速に血中に移行し全身に分布すると考えられる（ICRP publication 30）。

そこで、セシウム 137 経口摂取による内部被ばくの影響を直接受ける小腸組織を用いてゲノム

DNA を抽出し変異解析に用いた。 

本年度は保存したサンプルの一部、Msh2 -/-, rpsL-Tg+ マウス２匹、Msh2 +/+, rpsL-Tg+ １匹か

らの小腸サンプルでの変異頻度の解析を行った。スペクトル解析および残りのサンプルの変異解

析は次年度に行う。今回の解析分を追加した変異頻度のデータを以下の表 III-1 に示す。また各

実験群の平均突然変異頻度と標準偏差を棒グラフで表記した（図 III-１）。通常飼育コントロー

ル群（A 群）の結果から小腸組織における自然突然変異頻度が得られる。野生型マウスの自然突

然変異頻度は 1.4×10
-5と非常に低い値であったのに対して Msh2 遺伝子欠損マウスでは 31.8×10

-5

と野生型マウスの約 23倍高い値を示した。 

0.15%KBrO3の飲水投与(B 群)は、A群に比較して野生型マウスでは 1.9倍、Msh2欠損マウスでは

1.8 倍高い値を示した（p=0.037, Wilcoxson検定）。一方 2.5kBq/ml セシウム 137 を 4週間自由飲

水により投与した C 群では、野生型マウスでは約 2.6 倍の上昇が見られたものの、Msh2欠損マウ

スでは A 群とほぼ同等の変異頻度を示した。また初日に 4KBq/g 体重のセシウム 137 を強制飲水

させた後に 2.5kBq/mlを自由飲水により投与した D 群（推定積算線量は C群の約２倍）の変異頻

度は、A群に比較して野生型マウスでは約 4倍に、Msh2欠損マウス D 群では約 1.5倍に上昇して

いた。またこの値は C 群に比較して、野生型マウスでは約 1.6 倍に、Msh2 欠損マウス D 群では
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約 1.5倍に上昇していた（p=0.030, Wilcoxson検定）ことから、セシウム 137の内部被ばく量によ

る変異頻度の変化が検出されていると考えられた。Msh2 欠損マウス D 群の変異頻度は 0.15% 

KBrO3投与群（B群）とほぼ同程度の値まで上昇していることがわかった。 

 

表 III-1 小腸組織における突然変異頻度と解析サンプル数 

 

 

 

 

図 III-１ 各実験群における平均変異頻度と標準偏差 

Msh2 +/+は野生型マウスを、Msh2 -/-は Msh2遺伝子欠損マウスを示す。A群：コントロール（自

由飲水、通常飼育）、B群：0.15%臭素酸カリウム（酸化剤）投与群（自由飲水）、C群：2.5KBq/ml

セシウム 137投与群（自由飲水）、D群：初日に 4KBq/g 体重を強制飲水 2.5KBq/mlセシウム

137 投与群（自由飲水）（推定積算線量は C群の約２倍）。Wilcoxson検定（ペアごとのノンパ

ラメトリックな多重比較）による p値を示す。 

 

2.  次世代シーケンスによる de novo 生殖細胞変異の解析 

本年度は図 III-2 に示すように、Msh2 遺伝子欠損マウスのオスを野生型のメスと交配しその仔

を得た。未処理の Msh2 遺伝子欠損マウスの若いオスは生殖機能を持ち野生型メスとの交配での

産仔数は 6-8 匹で C57BL6/J と変わらなかった。ただし生後 18 週齢程度から生殖能が低下する傾

向が見られた。Msh2遺伝子欠損オスと野生型メスとの交配での仔の遺伝子型は全てヘテロとなり、

出生後も正常に育ち、生殖機能も正常であった。 
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非投与コントロール群についてはこれまでに保存されていた親仔サンプル１家系分を用いて、

尾組織からゲノム DNA を抽出し、その後受託業者によりエクソンキャピュチャリング、ライブ

ラリ合成、次世代シーケンサー（Hieq2000）による全エクソン領域（約 50Mb）のシーケンスを

行った（表 III-2）。５サンプル全てで対象領域の 10X カバレッジは 94%以上、mean depth は 60

以上であり、エクソンキャプチャーおよびシーケンスの工程が変異解析に使用可能な精度で行わ

れたことがわかる。今後このデータを用いて１世代で新たに生じた変異を同定するために、親で

は検出されず、仔でのみ約 50%のアレル頻度で検出される変異（一塩基置換および小さな挿入／

欠失）の抽出を行う。 

また、本年度は Msh2 遺伝子欠損マウスのオスに 4 週間の KBrO3またはセシウム 137 の投与を

行いその後に野生型メスと交配したところ、KBrO3投与、セシウム 137 投与の実験群でそれぞれ

１ペアのみ仔が生まれたので尾サンプルを保存した。次年度以降に次世代シーケンサーによるゲ

ノム解析を行う予定である。KBrO3またはセシウム 137 の４週間投与により Msh2 遺伝子欠損マ

ウスのオスの生殖能力が失われることはないことがわかった。 

 

 

図 III-2 生殖細胞変異解析のための親仔サンプル 

 

表 III-2 親仔サンプルのエクソーム解析レポート 
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3.  次世代シーケンスによる腫瘍のゲノム解析 

本年度はゲノム解析用サンプルを採取するためにMsh2遺伝子欠損マウスにKBrO3の 16週間投

与を行った後に解剖し、小腸に発生した腫瘍、小腸正常組織、心臓、尾を保存した。次年度以降

にこれらのサンプルを用いて次世代シーケンスによる全エクソーム解析を行い、腫瘍組織特異的

な体細胞変異を検出する予定である。 

 

4.  サイトカイン測定用血液サンプルの採取 

表 III-3に今年度血液サンプルの採取に用いたマウスの匹数を示す。生後４週齢または８週齢か

ら、通常飼育または KBrO3の 4 週間投与を行った野生型マウスと Msh2 遺伝子欠損マウスから血

液を採取し大阪大学に送った。セシウム 137投与および採血は大阪大学で行った。 

 

表 III-3 血液サンプル採取用マウスと採血済みサンプルの数 

 

 

IV.  考察 

高感度体細胞変異検出用マウスを用いた突然変異解の結果から、Msh2欠損マウスでは、野生型

マウスに比較して、通常飼育の状態での自然突然変異頻度が約 20倍高いことが明らかとなった。

Msh2欠損マウスのセシウム 137投与群のうち、C群（2.5KBq/mlセシウム 137 投与）では変異頻

度の上昇は認められなかったが、高線量の D 群（初日に 4KBq/g 体重を強制飲水 2.5KBq/ml セ

シウム 137投与）では今年度解析したデータを追加して検定したところ有意な上昇が確認された。

詳細な変異スペクトルの解析は今後行う予定であり、その結果から誘発変異の特徴を明らかにす

ることができると考えている。一方野生型マウスでも線量依存的に突然変異頻度が上昇する傾向

が認められたが、自然突然変異頻度が非常に低いため誘発変異の定量的・定性的解析にはさらに
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多くのサンプルを必要とする。野生型マウスでは被ばくの影響が変異頻度のわずかな変化として

しか捉えられないが、Msh2 欠損マウスでは効率的に検出することが可能であると考えられた。ま

た、DNAミスマッチ修復機構が正常に機能する個体では、KBrO3やセシウム 137の飲水投与によ

って小腸に組織に誘発されるゲノム変異は効率的に抑制されていることが示された。 

放射線被ばくにより体細胞に生じた変異は被ばく個体の発がんや様々な病態の誘発要因になる

可能性があるが、生殖細胞に変異が生じた場合には子またはそれ以降の世代にまで影響が及ぶ可

能性がある。そこで本研究では被ばくしたオスを親として作出した家系を用いて次世代シーケン

スによる de novo 生殖細胞変異の解析も行う計画である。B 群および D 群の Msh2欠損オスマウ

スを用いた交配で仔が得られたことから、投与期間中に生殖細胞に生じた影響が仔のゲノムに現

れる可能性が考えられた。詳細な解析は今後行う予定である。 

 

 

V.  結論 

rpsLレポーター遺伝子を用いた解析法はマウスの個体レベルでのセシウム 137内部被ばくによ

り誘発される体細胞突然変異の検出に有効であることが示された。本実験系を利用することで生

体内で発生した突然変異を効率的に、定量性・定性性を持って検出することが可能であると考え

られた。さらにMsh2欠損マウスを用いることで、誘発変異を高感度に検出可能であり、野生型

マウスを用いる場合に比較して解析に要するマウス匹数を大幅に減らすことができる。一方で、

化学物質による発がんと放射線による発がんの発生機序の違いや、セシウム 137内部被ばくの生

殖細胞への影響などの理解に向けて、今後も継続した基礎研究が重要であると考えられた。 

VI.  次年度以降の計画 

次年度以降もセシウム 137投与サンプル数をさらに増やして突然変異解析を行う。腫瘍解析、

継世代影響の実験のために必要なマウスの量産体制を整える。今年度すでに保存したサンプルを

用いた解析を継続して行う。 

 

VII.  この研究に関する現在までの研究状況、業績 

A.  学内学会発表 

1)  Mizuki Ohno, Kunihoko Sakumi, Noriko Takano, Yoshimichi Nakatsu, Teruhisa Tsuzuki, 

Toward understanding de novo germline mutations in mammals, 日本放射線影響学会第 62回

大会, 2019.11. 招待講演  

2)  Mizuki OHNO, Kunihiko SAKUMI, Noriko TAKANO,Kosuke TESHIMA, Kyoko 

HIDAKA, Yoshimichi NAKATSU, Teruhisa TSUZUKI  , Detection of de novo germline 

mutations in DNA repair-deficient mice lines, The Joint Meeting of The 6th Asian Congress on 
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Environmental Mutagens(ACEM) and the 48th Annual Meeting of the Japanese Environmental 

Mutagen Society(JEMS), 2019.11.  

 

B.  国際学会発表 

1)  Mizuki Ohno, Toward understanding de novo germline mutations in mammals,16th 

International Congress of Radiation Research（ICRR）2019.8, 招待講演 
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Analysis of mutations using Msh2-deficient mice internally exposed 
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 Abstract 

        A quantitative analysis of radiation effects on DNA is very important, and this data is valuable 

in understanding the effect of radiation on the health of exposed individuals and their children. To evaluate 

the biological effects of internal exposure due to oral administration of cesium-137, we examined the 

experimental system using the rpsL reporter gene transgenic mice. Of the biological effects of chronic 

exposure of cesium-137 radiation, the contribution of the indirect action caused by reactive oxygen species 

generated by low LET radiation reacting with intracellular components is expected to be large. Therefore, 

we used DNA mismatch repair-deficient mice in this study. DNA mismatch repair is known to be also 

involved in the repair of oxidative DNA damages.  

          Wild-type and Msh2-deficient mice possessing rpsL reporter genes were administered with 

cesium-137-containing water for 4 weeks, after which they were treated with regular drinking water for 2 

weeks. Subsequently, all the mice were sacrificed, and their organs were isolated and stored for further 

analysis. When the small intestinal tissue, which was directly affected by the administration of cesium-137, 

was examined, mutation analysis revealed that the mutation frequency in the Msh2-deficient mice was 

approximately 10-20 times higher than that in the wild-type mice. With this experimental result, we have 

successfully detected induced mutations in vivo with high efficiency by orally administering cesium-137, 

quantitatively and qualitatively. It would be possible to reduce the number of mice used for the study 

compared to the study that uses wild-type mice.  A detailed analysis of the mutation spectrum is currently 

underway. 
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2-5 動物実験を用いた慢性的低線量内部被ばくによる突然変異と 

発がんの非相関性のメカニズム解明 

 

研究項目: 未分化細胞に対する過酸化物と放射線の損傷の量的相関関

係解析およびセシウム線量推定と発がんの解析 

 

分担研究者：石原 弘（量研機構、放医研、体内除染） 

 

研究要旨 

放射性セシウム内部被ばくによる生体影響評価の精細化に活用可能な知見を公表すること

を目的として二つの研究を進めた。第一に、DNA 損傷修復遺伝子に欠損を持つ Msh2(-/-)マ

ウスおよび野生型マウスの生細胞において、低線量・低線量率の単発および連続的な外部お

よび内部被ばくと過酸化物の影響を DNA 損傷バイオドジメトリー指標により定量的に比較

することを目標として、本年度は RAW264.7培養細胞を用いて γH2ax指標の線量依存性を示

す定量技術を開発した。第二に、放射光解析により臓器内滞留セシウムの高解像度な組織内

分布の知見を得ることを目標として、本年度は基盤整備を進めた。 

 

キーワード 

バイオドジメトリー DNA 損傷応答 RNA γH2ax 

遺伝毒性 過酸化物 微量金属分析 

 

研究協力者 

研究協力者名 1 福津久美子（量研機構、放医研、線量評価） 

 

I. 研究目的 

 東電 F1 事故で環境放出された放射性セシウムに対する食品および環境基準は科学的に安全

性を充分に確保されたものである。しかし実際は、これらが遵守されているにも関わらず、内部

被ばくによる長期連続被ばく影響に関する曖昧さが過大に喧伝され、基準自体ならびにその遵守

のための指導の正当性に齟齬が生じかねない。こうした状況に対して実験科学のできることは、

実験事実を提示することにより放射線防護体系を補強することで、現行環境基準の合理性と正当

性確保に寄与すること、そして放射線影響に関する茫漠とした不安の原因である、曖昧さを軽減

する実験結果を提供することであろうと考えた。我々は原子力災害後の不安の原因のうち、第一
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に低線量放射線の生体影響、第二に放射性セシウムの体内動態における曖昧さに注目し、それら

の曖昧さ軽減を目的として、以下の研究計画 I(過酸化物用量と 137Cs 内部被ばく線量の量的相関

の解析)および研究計画 II(腸管循環セシウムのドジメトリー精細化のためのセミミクロ解析研究)

を計画した。それぞれの研究目標は以下のとおりである。 

1. 過酸化物用量と 137Cs内部被ばく線量の量的相関の解析、 

 原子力災害後に指摘されてきたことは、低線量・低線量率被ばく影響についての曖昧さであ

る。疫学的に有意差のない現象を実験的に示すことは極めて難しい。総放射線線量が 10mSv程度

の極低線量被ばく、特に低線量率被ばくでは、ヒトなどの哺乳類細胞に実験的に観察可能かつ再

現性の高い影響は限られる。その理由は、放射線の標的である DNA は生体に内在する過酸化物

や生体金属化合物などの内在性遺伝毒物によっても損傷を受け、これらの生理的変動や実験過程

での混入による DNA損傷の変動幅から、追加被ばくさせた放射線による DNA損傷の有意な増加

が判別し難いことによるものと予想される。この問題を解決するためには、複数の DNA 損傷指

標を使用して、遺伝毒物のタイプごとに量的相関を求めることで、放射線影響を浮かび上がらせ

ることが必要である。 

 筆者らは既にマウスの循環白血球細胞集団における Cdkn1a/Myc RNA比がマウスの被ばく線

量に比例して増加すること、更に被ばく線量が 20mGyであっても有意に増加することを既に報告

している。この比率は、循環白血球に含まれる微量な増殖能力を持つ白血球(Myc RNA+)あたりの

DNA 損傷初期に誘導される RNA(Cdkn1a)の値であり、換言すれば DNA損傷に対する細胞自身の

応答の程度を測定していることになり、DNA 損傷の高感度指標のひとつである。本研究計画では、

これに匹敵する感度を有するとともに、これとは異なる DNA 損傷プロセスを定量する指標を確

立すること、そして、Cs137 内部被ばく量と、過酸化物や生体金属などの内在性遺伝毒物用量の

量的相関を示すことにより、低線量・低線量率放射線影響を定量化することを三年間の目標とし

た。 

 本年度は DNA 損傷の新たな定量指標を確立するために、ミクロ分析に適した系列培養細胞

である RAW264.7 細胞を使用して定量技術開発を進めるとともに、放射線・β エミッター・過酸

化物の DNA損傷指標との量的相関を求めることを目的とした。 

 

2. 腸管循環セシウムのドジメトリー精細化のためのセミミクロ解析研究 

 放射性セシウムの体内動態は 1960年代から研究が進められ、臓器レベルでの臓器被ばく線量

評価の信頼性は高い。ところが、その後の医学生物学研究はミクロ化が進み、実際の発がんの原

因となる標的細胞が臓器内に散在する半径数十マイクロメートルの幹細胞にあると信じられるよ

うになった。そして、遷移金属が組織レベルで臓器内局在することが示されるようになると、ア

ルカリ金属であるセシウムも臓器内に局在して幹細胞を被ばくさせるのではないかという想像が

生ずるが、それを否定する実験結果が不在であり、曖昧さの要因となる。この曖昧さを軽減する

ためには、現代技術を使用してセシウムの臓器内における局在の程度を提示し、現在の臓器被ば

く線量評価の正当性を示すことにあると考えた。 

 従来の動物臓器のオートラジオグラムでは、β 線の飛程の長さから組織レベル解析は困難で

あった。しかし、我々は Spring-8を使用した放射光を利用して凍結組織切片中のウランのセミミ
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クロ定量分析技術開発を進め、腎臓尿細管組織におけるウランの局在を示してきた。Spring-8 は

エネルギー的にセシウムの同定と定量に至適であるので、ウラン分析に使用している解析プログ

ラムを改変すればセシウム分析への適用が可能であり、分析解像度を一桁以上高めることが期待

される。分析対象臓器としては、セシウムの体内動態で曖昧さが問題になりうる臓器と現象とし

て、セシウムの体内循環における腸粘膜に注目した。体内に滞留したセシウムは排出量の 80%相

当量が唾液腺などの消化管から消化管腔に放出され、67%が腸管からカリウムとともに再吸収さ

れ、消化管循環することが知られている。すなわち、腸粘膜は体内から放射性セシウムを排出す

る限り、β 線に晒され続けることになる。カリウムは絨毛の粘膜上皮細胞で吸収されたのち、た

だちに絨毛内の血管に移送されて肝臓に送られる。細胞内カリウムは細胞膜のポンプ蛋白とチャ

ネル蛋白で細胞内外を往来するが、セシウムはイオン半径の相違により細胞内から外に移行しが

たく、細胞内に滞留しやすいことが知られている。そうなると、粘膜上皮細胞に吸収されたセシ

ウムがカリウムと同等の移行経路をとるのか粘膜組織に滞留するのか予想は難しいため、局在可

能性を要因とした曖昧さが生ずる。Msh2(-/1)マウスは過酸化物により空腸の粘膜腫瘍を頻発する

が放射線照射では容易に粘膜腫瘍を生じないことが、平成２７年度〜２９年度の本事業による研

究で判明した。しかし、放射性セシウムの消化管循環にともなう空腸粘膜領域にあける局在や滞

留に関する知見が不足していることが、影響評価に曖昧さを付与している。その軽減のために本

研究計画では、消化管循環しているセシウムの粘膜組織における局在の程度と滞留比をセミミク

ロレベルで提示することを三年間の目標とした。 

 本年度は Spring-8セミミクロ定量に向けて必須なデータを得るために、臓器試料調製方法を

検討しつつ、極微量(体重 1g あたり 2 pmole程度)投与した放射性セシウムと、微量(体重 1gあた

り 100nmole程度)投与した天然セシウムの臓器分布の同等性を示すことを目的とした。 

 

II. 研究方法 

 

第一の課題である過酸化物用量とセシウム 137内部被ばく線量の量的相関の解析は分子細胞生

物学的実験(方法は下記 1, 2, 3)、第二の課題である腸管循環セシウムのドジメトリー精細化のため

のセミミクロ解析研究は主に動物実験(方法は下記 4, 5)により、今後の研究に活用する技術開発を

含む研究を行った。 

 

II-1. 系列培養細胞 RAW264.7 細胞への照射およびβエミッター、過酸化物、金属処理 

 培養細胞はマウス破骨細胞系ライン化細胞である RAW264.7 細胞の高速増殖サブクローン

(倍加速度18時間)を選択した。10%FCSを含むRPMI-1640培地で培養した細胞を20℃でX線(200V, 

200mA, Al-Cu-0.5mm-filter)照射した。照射装置の線量率はそれぞれ AirKerma から水吸収線量率

Gy/min として求め、0.5〜1.0Gy/min の範囲で照射した。RNA 分析は直径 3.5cm培養皿を使用して

細胞の底面占有率 80%、γH2ax 分析の際には底面占有率 50%の細胞を使用した。βエミッターと

してはセシウム137を使用し、Ge半導体検出器で放射能測定した137CsClを0.1mL培地に488kBq

を投入した。セシウム 137 の β 線平均エネルギーが 188.4keVであることから、488kBq/0.1mL/1hr

では 500mGy 相当と見積もられた。過酸化物としては過酸化水素(H2O2)と臭素酸ナトリウム
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(NaBrO3)、遺伝毒性金属はクロム酸カリウム[K2Cr(VI)O4]を使用した。これらは pH7付近の水溶

液として調製したのちに培地に投入し、20℃で 1時間培養した。物質実験の際には毎回線量既知

の X 線を照射した細胞を調製して、DNA-damage定量標準とした。 

 

II-2. RAW264.7細胞の γH2ax分析および小核分析 

 γH2ax 定量分析は以下の方法で行った。薄ガラス底培養皿上で付着培養して上記処理した

RAW264.7細胞を新鮮な培地で 37℃30分培養した後にホルムアルデヒド蒸気固定した。常法に基

づいて DNA 損傷を γH2ax 蛍光抗体染色した後に、染色率指標としてヘキスト 33342 核染色して

蛍光顕微鏡撮影した。最高線量の X 線を照射した細胞試料と Sham 照射細胞試料から、γH2ax 蛍

光定量に至適な励起光強度と露光時間を決定した後に、中間線量の X線照射細胞試料を検量線と

して、試験物質処理試料とともに撮影した。蛍光減衰が 10%を超えない励起時間内に 10 倍対物

レンズによる位相差-γH2ax-ヘキスト画像セットの画像ファイルを 5視野ずつ記録した。γH2axレ

ベルの解析としては、細胞核面積の 40%以上が γH2ax 蛍光染色された細胞を陽性として、試料あ

たり約 500細胞をカウントした。事前に、Sham照射対照でカットオフ Threshold レベルを決定し

た上で最高線量の外部被ばく試料が 100%付近を示すようにダイナミックレンジを設定した。 

 小核分析は常法により、以下の方法で行った。チャンバースライドグラス上に付着培養した

RAW264.7細胞をサイトカラシンとともに 20時間培養し、50mM KClで細胞を膨潤処理した後に

固定し、ギムザ染色で核染色して撮影した。二核細胞および小核を伴う二核細胞の数を測定した。 

 

II-3. RAW264.7細胞の DNA 損傷誘発 RNAの定量分析 

 低線量放射線影響を分析するための RNA 指標としては Cdkn1a を使用した。基準 RNA とし

ては Gapdhを使用した。上記処理した細胞は 2時間培養したのちに総 RNAを調製し、200~600ng

あたり 10unit の AMV 逆転写酵素で cDNA を合成し、上記 RNA に相当する primer を使用して

real-time PCR で定量した。real-time RCR反応の際、毎回に 10zmoleの標準 DNA を増幅して増幅

速度のずれを補正しつつ、Gapdh RNA あたりの Cdkn1aまたは RNA の量比を求めた。 

 

II-4. マウスに対するセシウム 137の投与と臓器分離 

 代謝ケージで順化済みの C3H/Heマウスに 1kBqの 137CsCl溶液を皮下投与した。規定時間飼

育後、マウスはトランキライザー軽麻酔下に放血安楽死させて臓器を採取した。放射能量は Ge

半導体検出器を使用して、および臓器放射能は臓器溶解浮遊物をセシウム 137 を含む標準線源、

安楽死前のマウス体内総セシウム 137量は放射能量既知のマウスファントムを使用して測定した。 

 

II-5. マウスの安定セシウム投与と臓器内セシウムの ICP-MS 定量、放射光解析用組織試料調製 

 順化済みの C3H/He マウスの皮下に 0.5〜5mg/kg の CsClを投与した。マウスのトランキライ

ザー軽麻酔下に放血安楽死させて臓器を採取した。分離臓器はマイクロウェーブ湿性灰化装置で

硝酸分解した後に希釈液を調製し、ICP-MS 装置を使用してセシウムを定量した。また、放射光

解析用に凍結臓器の連続切片(10μm厚)を調製した。連続切片シリーズのうち一部を組織染色のた

めにスライドグラスに固着させ、一部をセシウムの Spring-8放射光解析のため、一部をカリウム
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の Pixe放射光解析のためにポリプロピレンフィルムに固着させた。骨を含む組織試料は切断面に

ポリプロピレンフィルムテープを貼り付けることで破砕物の移動を防止した連続切片シリーズを

調製した。 

 

 

（倫理面への配慮） 

 動物実験においては温度湿度および微生物環境の適正化された専用の飼育室および実験室を

使用し、マウスに処置する際はストレス軽減のためのトランキライザー軽麻酔またはセボフルラ

ン吸入麻酔下で行った。当該設備ならびに作業手順は所内実験動物委員会により事前審査および

承認により、その適正化が確保されている。また、実験室使用者の安全確保ならびに施設周囲の

環境保護のため、放射線発生装置、ラジオアイソトープおよび化学物質の使用に先立って、所内

担当部署による確認および承認を受けた作業手順および施設使用要領に従って実施した。 

 

III. 研究結果 

 

III-1. 過酸化物用量と 137Cs 内部被ばく線量の量的相関の解析 

 

 低線量被ばく影響指標としては血液細胞における DNA 損傷誘導性 RNA のひとつである

Cdkn1a mRNA (p21)および long non-coding (lnc) RNAであるmicro RNA34a前駆体(34ae)の発現量が

50mGy以上の放射線の線量依存性定量指標となることを我々は既に見出していた。この生物学的

原理は、生細胞内で生じた DNA損傷の程度に応じて活性化する生体機構の端緒を RNA 量増加と

して測定することであり、real-time PCR による高精度極微量 RNA 定量技術の確立に基づいてい

る。 

 放射線とは DNA 損傷プロセスの異なる過酸化物等の対比には、別の生物学的原理に基づく

低線量被ばく指標の定量技術確立が必要である。しかしながら、低線量被ばく指標となりうる細

胞生物学的指標は限られている。たとえば放射線による DNA複製の低下を EdUアッセイ、RNA

合成抑制を EU アッセイ、ミトコンドリア過酸化レベルを JC1 アッセイ、小胞体活動低下を

ER-tracker、細胞膜流動の劣化を Cell-Mask、細胞死を TUNELで、染色体切断を M期核染色で検

討したが、これらの変化はいずれも 3Gyを超える高線量被ばくでのみ観察され、低線量被ばく指

標とはなり得なかった(data not shown)。定量性比較検討の結果、低線量放射線定量指標としては、

放射線で生細胞核内に発生した二本鎖 DNA 切断部位を認識して結合する特異蛋白量を抗体で定

量するという生物学的原理に基づく γH2ax 分析を選択した。 

 顕微鏡観察画像の定量化は容易ではない。そこで、今年度は系列化細胞を使用して γH2ax 蛍

光染色による定量方法の確立に主眼を置いた。マウス RAW264.7細胞は破骨細胞系の食細胞とし

て広く使用されてきたライン化細胞である。やや分化した細胞であるために、放射線感受性はマ

ウス血液細胞に比べて低く、低線量影響分析には適合しないが、小核分析結果からは、非処理の

小核頻度が極めて低く、100mGy 程度の線量でも有意な小核増加が観察される。本年度は当該細

胞ラインを使用して、外部被ばく線量依存性を示す検量線を作成できる γH2ax 定量方法を決定し
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(1-1)、β エミッターと過酸化物等物質性遺伝毒物の影響の程度を γH2axならびに RNA指標で比較

した(1-2)。 

 

III-1-1. RAW264.7細胞における放射線線量依存性の γH2ax 陽性蛍光強度と活性化 

 線量依存性の γH2ax増加の検量線を得るために、100mから 1000mGyの範囲で X線照射した

RAW264.7 細胞の γH2ax 染色を行い、低倍率で蛍光顕微鏡撮影の後に細胞単位で γH2ax染色レベ

ルを測定した。図 III-1 は 100m から 1000mGy の範囲の外部被ばくの放射線量ごとの、検出細胞

数を示した図である。当該線量範囲において高度な直線性を示した。なお縦軸に示す細胞比

(γH2ax-focus-rich)とは II 研究方法の 2 に記述した条件で「陽性」と見なされた細胞であり、実際

の γH2ax-focus 発生率よりも著しく感度を落とした定量方法である。感度を落として定量した理

由は IV 考察の 1に記述した。この定量方法で 100mGy以上の線量で有意な増加が認められた。 

 

 

図  III-1.   RAW264.7 細胞における X 線量依存性の γH2ax 強陽性細胞の頻度増加 

 

III-1-2. RAW264.7細胞における DNA損傷応答 RNA 量の放射線依存性増加 

 RAW264.7 細胞の継代選択により、細胞倍加速度が 22 時間から 18 時間に加速したサブクロ

ーンを選択した。増殖加速により放射線感受性の高まることを期待したが、DNA 損傷応答 RNA

の増加を指標とした放射線感受性は更に低下し、血液細胞の高感度指標である PrimiR34a lncRNA

の応答性は消失し、Cdkn1a mRNA のみが 500 から 1500mGy の範囲の線量で直線性を示した(図

III-2)。 
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図 III-2.  RAW264.7細胞における X線量依存性の Cdkn1a mRNA量の増加 

 

III-1-3. RAW264.7細胞における遺伝毒物の二種類の指標による定量比較。 

 上記の γH2ax-rich細胞検出率および Cdkn1a RNA 比を定量指標として、DNA 損傷作用を持つ

遺伝毒物の影響を比較した。過酸化物として過酸化水素と臭素酸ナトリウムのほか、オキソ酸金

属であるクロム(VI)酸を使用し、β エミッターは 137Cs を使用した。これらの遺伝毒物に細胞を

20℃で 1時間接触させたが、その理由は IV考察 3に記述した。γH2axを指標とした結果を図 III-3、

Cdkn1a RNAを指標とした結果を図 III-4に示すが、γH2ax 陽性率および Cdkn1ak RNA量による相

当線量は、25μMの過酸化水素では約 200mGy相当量(eq)と約 1000mGy-eq、100μMの臭素酸ナト

リウムは 0mGy-eq と 1000<mGy-eq、50μM のクロム酸は約 800mGy-eq と 1500 を大幅に超える

mGy-eq をであった。また、今回の実験では Cs137 による細胞の被ばく線量は 500mGy に相当す

ることが予想されたが、γH2ax および Cdkn1a RNAとも有意な増加は認められなかった。 
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図 III-3.   RAW264.7細胞に対する種々の遺伝毒性物質処理による γH2ax強陽性細胞の頻度増加 

 

 

 

図 III-4 RAW264.7 細胞に対する種々の遺伝毒性物質処理による Cdkn1a mRNA 量増加 

 

 

III-2. 腸管循環セシウムのドジメトリー精細化のためのセミミクロ解析研究 

 国内共同利用施設である Spring-8ではマシンタイム使用の審査があり、年間数日しか使用で

きない。最終年度までにセシウム保持組織の放射光分析結果を得ることに向け、本年度は実験基
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盤整備を進めた。具体的には ICP-MS スペクトル分析装置のセシウム定量のための整備、安定セ

シウム至適投与量の検討、臓器試料調製などであり、提示できるに充分な実験結果は得られてい

ない。 

 

 

IV. 考察 

 

IV-1. RAW264.7細胞の低倍率撮影による放射線量依存性 γH2ax 活性化レベルの定量法 

 放射線影響指標として γH2ax-focus の観察は汎用され、その定量方法についても多くの報告

がある。しかしながら、顕微鏡分析を使用した定量は原理的に容易ならざることに加え、関連機

器や手技の寄与が極めて大きく、500mGy 以下の線量については再現性の高い方法は確立されて

いない。特異性ならび定量性が優れ汎用される蛍光抗体法では顕微鏡観察の際、通常光・励起光・

ならびに自然酸化による蛍光強度の低下の定量結果に与える影響が問題になる。低線量に至適と

される 100 倍対物レンズ下の細胞核内観察による γH2ax-focus の測定法では、実際に厚みのある

細胞核中に立体的に散在するドット状の γH2ax focus を観察するために 1 視野あたり焦点深度を

20分割して蛍光顕微鏡画像を得ないと検出できないドットが増大する。励起光照射範囲を狭めた

細胞核内分析専用の蛍光顕微鏡を使用して自動焦点分割撮影すると、1視野 20分割焦点撮影を 1

回を終えると蛍光強度が 60~80%に減弱してしまう。また、蛍光観察前に通常光照射下で微分干

渉画像観察により適切な視野の決定と焦点範囲設定を行う必要がある。倍率が大きいためこれに

数分を要するが、5 分間の通常光による蛍光強度は 70%に低下する。蛍光強度に依存する低線量

定量の目的に、γH2ax focusの核内観察による分析は当面不可能であると結論した。励起光ならび

に通常光照射による蛍光強度低下を 10%以内に抑える条件を確保するため、焦点深度が大きく必

要励起光量の尐ない 10倍または 20倍の対物レンズで細胞核全体の γH2ax蛍光量を記録し、明ら

かに陽性の細胞の数と頻度を測定するという定量方法を採用した。その結果、線量範囲が 100か

ら 1000mGyの線量範囲で線量依存性が示された(図 III-1)。 

 RAW264.7 細胞に比べてマウスから採取した血液系細胞は放射線感受性が高いので、本年度

採用した方法で低線量被ばく指標となることが予想されるが、技術的改善の余地のあることがわ

かった。 

 

IV-2. RAW264.7細胞における低線量被ばく影響の異なる指標による定量下限 

 Cdkn1a RNA が DNA 損傷による増殖抑止の際の遺伝子発現レベルを指標としていることに

対し、γH2ax は生細胞の核内に発生する DNA 二本鎖切断部位に結合するリン酸化ヒストンの量

を示している。この他にも放射線により発生する現象は数多いが、高再現性かつ線量依存性の増

減が期待でき、かつ低線量分析に使用できる指標には限界がある。我々は他にも幾つかの候補を

検討したが、満足できる定量方法を発見できなかった。染色体分析に類似した小核分析は上記の

感度を下げた γH2ax 定量と同等の感度であり、100mGy 以上の外部被ばくでしか有意な頻度増加

が検出できなかった(data not shown)。小核頻度の生物学的測定標的は DNA 二本鎖切断による染色

体切断である。被ばく後の細胞は細胞核分離阻害剤であるサイトカラシン B の存在下、1 細胞周
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期時間培養することで細胞増殖させると、核複製後に細胞分離できない二核細胞が出現する。切

断した染色体は微細なサイズの小核として二核細胞内に含まれるので、小核を所持する二核細胞

の出現頻度は、染色体切断の発生頻度に比例する。しかしながら、照射から測定までの培養時間

の長さと、毒性薬剤処理は再現性を大幅に低下させる要因である。よって、次年度以降は γH2ax

と RNA 分析を指標とすることにした。なお、次年度以降に計画しているマウス由来の血液系細

胞は、RAW264.7 細胞よりも放射線や遺伝毒物に感受性が高いので、測定線量範囲の下がること

が予想される。 

 

IV-3. RAW264.7細胞における遺伝毒物の影響 

 今回は、遺伝毒物として過酸化水素と臭素酸ナトリウム、クロム酸カリウムを使用した。過

酸化水素用量は類似研究での下限濃度であるが、37℃で 1時間処理すると細胞は急速に致死過程

に至るため、血液系細胞において細胞増殖や細胞呼吸を低下させる 20℃で 1時間処理した。血液

系細胞を 4℃処理すると自然過酸化が促進して自壊の進むことが古くから知られているので、次

年度以降は温度影響の確認が必要になる。 

 過酸化水素や臭素酸はともに過酸化物であり、DNA 損傷応答 RNAを強く誘導したが、γH2ax

への誘導量は低かった。過酸化物の遺伝毒性作用は主に一本鎖切断とされ、局所集中した一本鎖

切断部位にのみ γH2ax が結合するが、一本鎖切断でも細胞は DNA 損傷応答することから、この

結果に問題はなさそうである。 

クロム酸は多量の γH2ax-focus-rich 細胞を生ずるのみならず、DNA 損傷応答 RNA を著しく誘

導したことから過酸化よりも多価金属毒性としての寄与の大きい可能性がある。今回セシウム

137 投与では誘導が観察されなかったが、放射線感受性の高い細胞を使用する次年度以降から、

内部被ばくモデルとして解析する意義が示された。 

 

4. 腸管循環セシウムの放射光分析に向けた整備 

 放射光分析試料や分析前定量データを得るための ICP-MS スペクトル分析ために、動物に投

与する安定セシウム量は微量ではあるものの、一般的なセシウム 137を使用した動物実験で投与

されるセシウムのモル量は桁外れに尐なく、前者は後者の 50,000倍のモル用量となる。このモル

量の相違による、臓器間や臓器内セシウム分布の相違の程度を把握するために、セシウム 137と

安定セシウムを使用した実験を開始している。 

 

 

V. 結論 

 

本年度は当初計画に基づき、生細胞における線量依存性の放射線影響の定量のために、DNA損

傷指標である γH2ax を導入するために、RAW264.7 系列化細胞を使用してミクロ定量方法を決定

した。そして γH2axと DNA 損傷応答 RNAという異なる生物学的過程を反映する指標を用いて過

酸化物の細胞影響を量的に比較し、本年度確立した方法を基盤として次年度以降のマウス血液系

細胞を使用した低線量放射線影響の測定に利用できることが示された。また、セシウムの臓器内
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分布をセミミクロレベルに精細化する放射光分析に向けた基盤整備を進めた。 

 

VI. 次年度以降の計画 

 

VI-1. 過酸化物用量と 137Cs 内部被ばく線量の量的相関の解析 

 令和２年度は、本年度に確立した γH2ax 定量技術を改良してマウスの初代細胞の放射線量依

存性を測定可能な方法を確立する。また、本年度と同様に、処理温度と濃度の相関を含め遺伝毒

性過酸化物と β エミッターによる内部被ばく影響を、γH2axと DNA損傷応答 RNA を同時に定量

し、作用の相違と類似性を明瞭化する。令和３年度はその技術開発を更に進め、DNA損傷修復機

構に欠損のあるMsh2(-/-)マウス細胞を使用して、外部被ばく・内部被ばく・遺伝毒物影響を比較

する。 

 

VI-2. 腸管循環セシウムのドジメトリー精細化のためのセミミクロ解析研究 

 令和３年度に Spring-8放射光による組織切片のセミミクロ分析が可能となるように、令和２

年度は本年度に引き続き放射光分析に向けて基盤整備を進める。 

 

 

VII.  この研究に関する現在までの研究状況、業績 
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泉,  石原弘、アクチノイドイオンと生体内関連物質との局所構造解析、SPring-8 利用課題実

験報告書, , 2020-03 

2)  上原章寛,  武田志乃,  松村大樹、アクチノイドイオンを模擬した金属イオンと生体内関連物
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皮下組織に侵入した多価金属カチオンと細胞外液成分配位物のマウスにおける体内動態研究、

Fe(III)モデル系、11/14-11/16「日本放射線影響学会第 62 回大会」, 日本放射線影響学会 , 

2019-11-15 

5)  上原 章寛,  及川 将一,  田中 泉,  石原 弘,  武田 志乃、マイクロビーム分析を利用
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した体液中元素動態簡易モニタリング法の開発、量子生命科学研究会 第 3 回研究集会・量子

生命科学会 第 1回大会, QST, 2019-05-23 

6)  武田 志乃,  小平 聡,  及川 将一,  吉田 峻規,  寺田 靖子,  上原 章寛,  田中 泉,  
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 Studies on the quentitative comparison of immature cell-damages by 

radiation and superoxide, toward the dose estimation of internal 

radiocesium prior to tumorigenesis. 

 Hiroshi Ishihara 

 Internal Decorporation Research Group , Department of Basic Medical Sciences for Radiation Damages , 

National Institute of Radiological Sciences , National Institute for Quantum and Radiological Science and 

Technology  

  

 Key word : biodosimetry, gamma-H2ax, DNA damage-induced RNA, genotoxicity, trace biometal 

 Abstract 

 In this part, we set two 3-year projects, aimed to publish data that can be utilized for dose 

estimation of internal exposure of radiocesium.  In the first project, the object is quantitative comparison 

of the action of DNA-damaging agents including reactive oxigen species and low-dose ionizing radiation 

in external-single and internal-continuous exposure at low dose-rate, using two different biodosimetric 

indicators, in the cell from wild-type and msh2(-/-) DNA-repair defective mice. In the first year. we 

established quantitative microscopic methodology of γH2ax in RAW264.7 cell line.  In the second, the 

purpose is high resolutional obserevation of the location of cesium in the tissue by X-ray fluorescence 

imaging using high-energy synchrotron radiation.  This year, we set about instruments and procedures for 

quantitative and histological analysis of cesium ion.   
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2-6 事故後に発見された 

小児若年者甲状腺疾患のメカニズムに関する研究 

 

主任研究者： 鈴木眞一（福島県立医科大学医学部 甲状腺内分泌学講座 教授） 

 

 

研究要旨 

 福島第一原子力発電所事故時 0-18 歳を対象に甲状腺超音波検査をおこなっており、甲状腺がん

がみつかっている。癌のメカニズムを解明するために病理組織学的解析と遺伝子変異解析をおこ

なった。2013 年から 2016 年の間に福島県立医科大学で手術施行された 138 例を解析した。手術

時年齢は 9歳から 23 歳で中央値は 18 歳であった。震災時年齢は 5歳から 18歳までで中央値は

14.5 歳であった。手術症例の腫瘍径は平均 15.3mm であった。病理組織型の検討では 138 例中甲

状腺乳頭癌 (Papillary thyroid cancer)が 136 例、低分化癌（Poorly differentiated carcinoma）が 1例、

Others (Chromophobe renal cell carcinoma-like thyroid carcinoma)が 1例であった。甲状腺乳頭癌は古

典型(Classical)が 125 例、篩型乳頭癌(Cribriform-morular variant)が 4例、濾胞型乳頭癌(Follicular 

variant)が 3例、びまん性硬化型乳頭癌（Diffuse sclerosing variant）が 2例、充実型乳頭癌 (Solid 

variant)が 2例であった。遺伝子変異解析では BRAF
V600E 遺伝子変異は 69.6%に認められた。一方、

RET/PTC3 遺伝子異常は 0.7%であった。BRAF
V600E 遺伝子変異が福島で多く認められ、RET/PTC3 

遺伝子異常が多いチェルノブイリ事故後の甲状腺癌とは異なっていた。 
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I 研究目的 

 福島県では東京電力福島第一原子力発電所事故による放射性物質の拡散を踏まえ、平成 23年 3

月 11 日時点で概ね 18 歳以下の福島県民を対象に平成 23 年 10 月から甲状腺超音波検査を実施し

ている 1, 2)。福島県県民健康調査で発見治療された甲状腺癌の症例は 150 例を超え、その病態解

明を明らかにしつつある。一方、県民健康調査の甲状腺超音波検査で要精査となった症例の中に

は悪性所見だけでなく良性と判断された症例も存在する。甲状腺疾患の要因として放射線環境だ

けでなく、ヨード摂取環境、居住環境、性ホルモン環境、免疫環境など様々な環境因子が関連し

ている可能性があるが、現在まで詳細な研究報告はされていない。本研究の目的は、平成 23年 3

月 11 日以降に発見された小児若年者の甲状腺結節について手術で得られた病理組織や血液生化

学検査などの臨床情報と県民健康調査で得られた放射線環境、ヨード摂取環境、居住環境、性ホ

ルモン環境、免疫環境などを統合し、事故後に発見された小児若年者甲状腺結節のメカニズムを

解明することにある（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 本研究の概略 
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II 研究方法 

（方法）2011 年３月震災時に 18 歳以下で 2012 年から 2016 年までに福島県立医科大学で手術

施行された 138 例に対して臨床病理組織学検査の解析および遺伝子変異解析をおこなった。臨床

病理組織学検査は震災時年齢、手術時年齢、性別、腫瘍径、リンパ節転移、遠隔転移について検

討した。遺伝子変異解析は手術時に採取した凍結標本を用い DNA および RNA を抽出した。

BRAF
V600E 遺伝子変異はダイレクトシークエンシング法で解析し、RET/PTC1, RET/PTC3, 

ETV6(ex4)/NTRK3などの融合遺伝子は real time RT-PCR法およびダイレクトシークエンシング法で

解析した 3)。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究では福島医大で手術施行された症例および福島県県民健康調査で得られた症例の情報を

収集するため、個人情報の保護には最大限の配慮をする。本研究における手術症例についてはす

でに福島県立医科大学倫理審査委員会による審査を受け、すでに承認を得ている。また、県民健

康調査の症例についてもすでに福島県立医科大学倫理審査委員会による審査を受け、すでに承認

を得ている。さらに、臨床情報と県民健康調査の情報を統合するための倫理審査を付加する予定

である。本研究の参加者全員にはヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針、人を対象とす

る医学研究に関する倫理指針をはじめ、各種指針・規範を遵守し、研究対象者の人権擁護と個人

情報保護に十分に配慮した上で研究を実施する必要があることを再確認しており、本研究の開始

時にも再度確認をおこなう。 

 

 

 

III 研究結果 

（対象） 

 2011 年 3 月震災時に 18 歳以下で 2012 年から 2016 年までに福島県立医科大学で手術施行され

た 138 例に対して遺伝子変異解析おこなった。手術時年齢は 9 歳から 23 歳で中央値は 18 歳であ

った。震災時年齢は 5 歳から 18 歳までで中央値は 14.5 歳であった。男性は 52 例(36.6%)、女性

は 86例(63.4%)であり、男女比（女性／男性）は 1.65 であった（表１）。 
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表１ 手術時年齢、震災時年齢、男女比 

 （臨床病理学的特徴） 

手術症例の腫瘍径は平均 15.3mm であった。腫瘍径は 72.5%で 10mm を超えていた。被膜外浸潤

は 45.7%に認められた。リンパ節転移は 78.6%に認められた。肺などの遠隔転移は 2.2%に認めら

れた（表２）。 

 

表２ 臨床病理学的特徴 

pEx (pathological extrathyroidal extension), pN (pathological lymph node metastasis), M (distant 

metastasis)  

 

（小児甲状腺癌の病理組織診断） 

 病理組織型の検討では 138 例中甲状腺乳頭癌(Papillary thyroid cancer)が 136 例、低分化癌（Poorly 

differentiated carcinoma）が 1例、Others (Chromophobe renal cell carcinoma-like thyroid carcinoma)が 1

例であった。甲状腺乳頭癌は古典型 (Classical)が 125 例、篩型乳頭癌(Cribriform-morular variant)が

4例、濾胞型乳頭癌 (Follicular variant)が 3例、びまん性硬化型乳頭癌（Diffuse sclerosing variant）

が 2例、充実型乳頭癌 (Solid variant)が 2例であった。チェルノブイリで多くみられた充実型乳頭

癌は尐なかった（表３） 
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表３ 小児甲状腺癌の病理組織診断 

 

 

（遺伝子変異解析） 

 遺伝子変異解析では BRAF
V600E 変異が 96 例(69.6%) であった。RAS の変異はみとめず、チェ

ルノブイリで多くみられた RET/PTC3 遺伝子異常はわずか 1例のみに認めた(表 4)。  

 

 

表４ 遺伝子変異解析 

 

IV 考察 

 本年度は 2011 年３月震災時に 18 歳以下で 2012 年から 2016 年までに福島県立医科大学で手術

施行された 138 例に対して臨床病理組織学検査の解析および遺伝子変異解析をおこなった。遺伝

子変異解析では BRAF
V600E 変異が 96 例(69.6%)にみられ、チェルノブイリ事故後の小児若年者甲

状腺癌で多くみられた RET/PTC 遺伝子異常は 6.5%と尐ないことが明らかとなった 4)（表 5）。一
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方で成人における散発性甲状腺癌では BRAF
V600E

 変異が 40-50%の頻度でみられており 5)、福島県

県民健康調査で発見治療された甲状腺癌の遺伝子異常の割合と類似する傾向であった。 

 

 

表５ 海外データとの比較 

 

 

V 結論 

 福島第一原子力発電所事故後の小児若年者甲状腺がんの遺伝子異常はチェルノブイリ事故後に

発見された甲状腺がんとは異なっていた。 

 

VI 次年度以降の計画 

次年度以降は小児甲状腺がん患者における放射線環境（外部被ばく；震災後の低線量被ばくや

小児期の医療被ばく、内部被ばく）、性ホルモン環境（初経の有無、成長曲線、肥満等の生活習慣）、

免疫環境（過去の病歴、甲状腺自己抗体の有無、自己免疫疾患との関連性、ヨード摂取環境）な

どを検討し、事故後に発見された小児若年者甲状腺疾患のメカニズムを解明する予定である。 
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Thyroid ultrasound screening for children aged 0–18 years was performed in Fukushima following the 

accident at the Fukushima Daiichi Nuclear Power Plant. As a result, many thyroid cancer cases were 

detected. To explore the carcinogenic mechanisms of these cancers, we analyzed their clinicopathological 

and genetic features. We analyzed 138 patients who had undergone surgery between 2013 and 2016 at 

Fukushima Medical University. Median age at surgery was 18 (range 9–23) years. Median age at disaster 

was 14.5 (range 5–18) years. Average size of the tumor was 15.3mm. Postoperative pathological diagnosis 

revealed 136 cases of papillary thyroid cancer, one case of poorly differentiated thyroid cancer, and one 

„other‟. This „other‟ case was reported in our original paper as chromophobe renal cell carcinoma-like 

thyroid carcinoma with tuberous sclerorosis complex. The PTCs included 125 cases of classical type, four 

cases of the cribriform-morular variant, three cases of the follicular variant, two cases of the diffuse 

sclerosing variant, and two cases of the solid variant. Postoperative pathological diagnosis revealed 136 

(98.6%) cases of papillary thyroid cancer (PTC). The BRAF
V600E 

mutation was detected using direct DNA 

sequencing in 96 (69.6%) of the thyroid cancer cases. However, RET/PTC3 rearrangement was only 

observed in one (0.7%) case. The BRAF
V600E

 mutation was mainly detected in residents of Fukushima, 

which was different from post-Chernobyl PTC with RET/PTC3. 
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2-7 不溶性セシウム粒子による生物影響の解明に向けた分野横断的共同

研究 

主任研究者： 鈴木 正敏（東北大学災害科学国際研究所・講師） 

分担研究者： 二宮 和彦（大阪大学大学院理学研究科・助教） 

遠藤  暁（広島大学大学院工学研究科・教授） 

山田  裕（量子科学技術研究開発機構 量子医学・医療部門・部長） 

 

研究要旨 

福島第一原子力発電所（福島原発）事故では、放射性セシウムが濃集する不溶性粒子（不溶性

セシウム粒子）が環境中に放出された。福島原発事故特有の不溶性セシウム粒子について解明す

べき点が多く残されているが、生物影響に関する知見が特に不足している。本研究では分野横断、

かつフィールドワークとベンチワークを融合する学際共同研究を推進し、不溶性セシウム粒子の

性状解析と被ばく線量評価に基づく生物影響の知見を集積し、不溶性セシウム粒子によるリスク

推定に寄与する基礎的知見を収集することを目指す。加えて、非放射性模擬粒子による影響と比

較することで、不溶性セシウム粒子による影響の特異性について検討する。 

 土壌から単離した比較的大きい不溶性セシウム粒子を用いて化学分析を行い、放射性セシウム

以外に 90
Srと 239、240

Puが検出されたが、137
Csとの放射能比はそれぞれ 10

-4と 10
-8のオーダーであ

った。また、安定セシウムを用いて非放射性模擬粒子の作成方法を検討し、不溶性セシウム粒子

のセシウム濃度とよく一致する非放射性模擬粒子を作成した。この粒子を実験動物への投与方法

の検討に用い、投与後短期間において非放射性粒子による組織変化は観察されなかった。 

不溶性セシウム粒子を用いた細胞影響実験では、PHITS コードを用いるモンテカルロシミュレ

ーションによって線量推定の体制を整えた。粒子近傍にある細胞は放射性セシウムによる β 線の

影響が大きく、粒子から 1cm離れた部位では γ 線のみの影響となることを明らかにした。また、

分子マーカーを用いた検討により、粒子から 1 cm以内の範囲で DNA 二重鎖切断が誘発されるこ

と、粒子と共存する時間に依存して損傷が蓄積すること、7 Bq の粒子では DNA 二重鎖切断が誘

発されないことを明らかにした。 

 

キーワード 

不溶性放射性微粒子 局所被ばく影響 物理化学性状解析 

モンテカルロシミュレーシ

ョン 

被ばく線量評価 病理診断 
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授） 

 

 

I.  研究目的 

福島第一原子力発電所（福島原発）事故では、核分裂生成物である放射性セシウムが複数の形

態で環境中に放出されたことが明らかになっている。主要な放出形態である可溶性放射性セシウ

ムについては、過去の原子力災害事故の教訓として環境および体内での分布・動態に関する知見

が収集されている。可溶性以外には不溶性微粒子（不溶性セシウム粒子）として放出されたこと

が報告されており、原子炉外に放出される過程でガス状の放射性セシウムが二酸化ケイ素を主成

分とする材質に濃集したと考えられている。過去の原子力災害事故や核実験では核燃料断片など

に起因するホットパーティクルが不溶性の放射性微粒子として知られているが、その特徴は福島

原発事故で放出された不溶性セシウム粒子と明確に異なっている。ホットパーティクルは核燃料

を含むので放射能は極めて高く、生物作用が大きい α 線を放出する。これに対して、福島原発事

故による不溶性セシウム粒子の放射能は低く、γ 線放射核種として放射性セシウムのみが不溶性

粒子から検出されている。粒径や放射能によってタイプ A(粒径が 1-10 µm、放射能が数 Bq)とタ

イプ B(粒径が 70-400 µm、放射能が数十 Bq以上)に分類される。水に溶けない粒子を吸入摂取す

ると呼吸気道内、特に肺内に長期間沈着することによる健康リスクの可能性が懸念されるが、ホ

ットパーティクルによる健康影響の知見を外挿して不溶性セシウム粒子の健康影響を推定するこ

とは合理的ではない。また、放射性粒子による局所被ばくが、従来得られてきた均等被ばく影響

と等しいのか否かについての理解を深めることも重要である。このため、福島原発事故特有の不

溶性セシウム粒子を用いた生物影響の知見を集積し、健康リスクに結びつく科学的知見が必要と

されていた。 

本課題では、環境中に放出された放射性セシウム粒子を土壌から回収し、放射化学的手法に基

づいて粒子の性状を解析するともに、解析結果を人工模擬粒子の作成にフィードバックさせるこ

とで、実物に近い粒子を生物実験に提供する研究体制を構築する。土壌から回収する不溶性セシ

ウム粒子や人工模擬粒子を細胞実験や動物実験に用いることで、放射性セシウム粒子の分子レベ

ルの影響から肺内分布、動態、および病理組織変化について検討する。また、粒子の性状と生物

実験体系をシミュレーションで再現し、推定される被ばく線量と生物影響との相関を調べるため

の分野横断かつフィールドワークとベンチワークを融合する学際共同研究を立ち上げ、不溶性セ

シウム粒子によるリスク推定に寄与する基礎的知見を収集することを目指す。特に、非放射性模

擬粒子の影響と比較することで、不溶性セシウム粒子による影響の特異性についても明らかにす
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ることを目指す。 

 

II.  研究方法 

1.  不溶性セシウム粒子の性状解析と模擬粒子の作成 

福島県の浜通り地域におけるフィールド実験で採取した土壌試料から、不溶性セシウム粒子を

単離した。具体的には土壌試料をイメージングプレートに暴露させ、オートラジオグラフィーに

よって試料中の放射能分布を二次元に可視化した。画像上で強く放射能が濃集した場所にある土

壌を取り出し、これを繰り返してスケールダウンしていくことによって、不溶性セシウム粒子を

単離した。単離した不溶性セシウム粒子は、まずゲルマニウム半導体検出器により放射性セシウ

ムの定量を行った。その後、光学顕微鏡、電子顕微鏡を用いてその性状を観察し、さらにエネル

ギー分散型 X 線分析で主要元素の分析を行った。これにより、３つの不溶性セシウム粒子を分離

し、化学分析に利用した。不溶性セシウム粒子を水酸化ナトリウムとともに 400℃に加熱し、アル

カリ溶融によって不溶性粒子を溶液化した。溶液調整を行った後、Sr-rad-disk を用いてストロン

チウム（Sr）を固相抽出した。Srと化学的挙動が似ており、同時に Sr-rad-diskに抽出される鉛（Pb）

については、陽イオン交換によって取り除いた。得られた Srフラクションについて、低バックグ

ラウンドの液体シンチレーションカウンターを用いて、チェレンコフ光の測定を行った。２週間

の連続測定を行うことにより、90
Sr の娘核種である 90

Y の成長を観察した。化学収率は誘導結合

プラズマ質量分析（ICP-MS）によりキャリアーに加えた nat
Sr を定量することで決定した 1)。

Sr-rad-diskを通過した溶液について、プルトニウム（Pu）の分析を行った。沈殿法と TEVA、U-TEVA、 

DGA の 3 種類のイオン交換樹脂を用いた方法 2)により Pu フラクションを得た。この溶液を

SF-ICP-MS で分析し、質量数 239および 240のカウントから、239
Pu, 

240
Puを定量した。 

不溶性セシウム粒子は、数 µm の直径をもつ球形粒子で、SiO2を母材にしていることが分かっ

ている。本研究では、不溶性セシウム粒子の模擬粒子作成のために、直径 3 µmの多孔質シリカゲ

ル粒子を母材として利用した。シリカゲル粒子を塩化セシウム溶液に浸潤し、振盪後の遠心分離

によってシリカゲル粒子を分離した。得られた粒子をイオン交換水で洗浄後、乾燥させてエネル

ギー分散型 X 線分析により主要元素の分析を行った。 

（倫理面への配慮） 

本研究では、福島県大熊町や双葉町など、立ち入りに制限のある区域での環境試料の採取を行

っている。この際、自治体、関係省庁の許可を得たうえで立ち入りを行っている。 

 

 

2.  細胞実験・個体解析結果をモデルとする被ばく線量評価 

東北大学で実施した不溶性セシウム粒子を用いた細胞実験について、被ばく影響を議論するた

めには線量を評価する必要がある。この細胞実験ではヒト上皮細胞を φ10cmのディッシュに蒔き、

不溶性セシウム粒子をディッシュ表面に配置し、照射を行った。この細胞実験体系をシミュレー

ションで再現し、ディッシュ上に不溶性セシウム粒子を配置した条件で細胞照射する場合の線量
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評価を実施した。 

 計算には PHITS コードを利用した。計算体系を図 II-1 に示す。直径 10 cm のディッシュ内に、

細胞を模擬した高さ 10 μmの細胞領域を配置し、その上に培地を模擬する高さ 2 mmの水を配置

した。また、ディッシュの底を SiO2 1 mm、インキュベータの SUS 1 mmを考慮した。細胞領域に

接するようにディッシュ中心に線源を配置し、細胞領域へのエネルギー付与を動径の関数（R-Z

座標系）として計算した。1 Bqの 134
Cs、137

Cs、90
Srの 3種類の放射性微粒子線源に対して、直径

1、10、50、75、100、150、200、500 μmの SiO2で 8つの大きさに対して計算を行った。線源 134
Cs、

137
Cs 及び 90

Sr から放出される γ・X 線を考慮した光子および β 線・内部転換電子・オージェ電子

を発生させ、細胞層への付与エネルギーを微粒子からの距離の関数として計算した。 

 

 

図 II-1. PHITSの計算体系 

 

134
Cs、137

Csが放出する光子は、National Nuclear Data Center (NNDC)
3)および Japan Atomic Energy 

Agency (JAEA)
4)の核データサイトから γ 線・X 線データを利用した。更に、134

Cs、137
Csが放出す

る電子として β 線・内部転換電子・オージェ電子を考慮した。90
Sr-

90
Y については 90

Sr からの β

線と、娘核種 90
Y の β 線・内部転換電子・オージェ電子を考慮した。 

 

3.  不溶性セシウム粒子による細胞影響解析 

ヒトテロメア逆転写酵素（hTERT）遺伝子の導入で無限増殖能を獲得した不死化正常ヒト網膜

色素細胞(RPE1-hTERT)を入手し、以下の検討に用いた。10%ウシ胎児血清(FBS)を添加した DMEM

培地で対数増殖期を維持するように継代操作を行った。不溶性セシウム粒子との共培養実験では、

ガラスボトムディッシュ上に RPE1-hTERT 細胞が隙間なく接着する密度になるまで細胞を培養し、

細胞層の直上に不溶性セシウム粒子を置いた。共培養中は生細胞イメージングシステム（BioZero、

キーエンス）により作成した動画を用いて、粒子が細胞上を動かずに静置していることを確認し

た。共培養実験終了後に細胞を PBS
-で 1 回洗浄し、4%ホルムアルデヒド溶液を室温で 10 分間処

理して細胞を固定した。PBS
-で 1回洗浄した後に、0.5%トライトン X-100溶液を氷上で 5分間処

理することで膜透過処理を行った。53BP1 の蛍光免疫染色では、1 次抗体にラビットポリクロー

ナル抗 53BP1抗体（Novus Biologicals）を 37˚Cで 2時間処理した後、2次抗体に Alexa594標識抗

ラビット IgG抗体(Invitrogen)を 37˚Cで 1時間処理した。その後、4',6-diamidino-2-phenylindole(DAPI)

による対比染色を行った後、粒子近傍の細胞と粒子から 1 cm 離れた領域の細胞における 53BP1

のフォーカス形成を蛍光顕微鏡（BioZero、キーエンス）で撮影した画像で評価した。SRB1 タン

放射性微粒子 
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パク質発現の確認には、1次抗体にラビットポリクローナル抗 SRB1抗体（Novus Biologicals）、2

次抗体に Alexa594標識抗ラビット IgG抗体(Invitrogen)を用いる蛍光免疫染色を行った。X線照射

は 0.1mm 銅フィルターを搭載した X 線発生装置（M-150WE、ソフテックス）を用いて管電圧

150kVp、管電流 6 mA、線量率 0.2 mGy/分の条件で行った。また、ヒト急性単球性白血病細胞(THP-1)

は東北大学加齢医学研究所医用細胞資源センターより購入した。10% FBS を添加した RPMI-1640

培地で THP-1を培養した。 

（倫理面への配慮） 

細胞実験では遺伝子組換え実験計画を申請し、東北大学遺伝子組換え実験安全専門委員会によ

って承認された。また、本課題で提供される野生動物試料の採取にかかる作業手順は、提供元の

課題において東北大学、および弘前大学の動物実験委員会の確認あるいは承認を得た。 

 

不溶性セシウム粒子の体内分布と病理解析 

７週齢の雌Wistar ラットを導入し、コントロール群（4匹）、不溶性非放射性シリカ粒子投与群

（0.5, 1.0, 2.0, 3.0mg/ 匹、各群 3匹）に分ける。1週間順化後（8週齢、体重 150〜200g）三種混

合麻酔薬を腹腔内注射投与する。（投与法：メデトミジン 0.15 mg/0.15 ml/kg 体重、ミダゾラム 2 

mg/0.5 ml/kg体重、ブトルファノール 2.5 mg/0.5 ml/kg体重、生理食塩水 1.45 ml/kg体重を混合し

て調製する。最終調製液量として 2.5 ml/kg体重を投与する。麻酔時間約 60分。） 

ラットを保定板に仰臥位に固定し、頚部を剃毛後、皮膚を正中切開して気管を露出する。生理

食塩水に懸濁した不溶性粒子を高圧蒸気滅菌した後、１mlシリンジに取り、気管内投与器具を取

り付けて気管内に噴霧する（図 II-2）。コントロール群は生理食塩水のみを投与する。皮膚をクリ

ップで縫合し、頸部皮膚に消毒薬(イソジン)を塗布する。 

なお、気管を露出せず口腔からの挿管による投与方法の方が動物に負担がかからないが、左右

肺葉になるべく均一に、また個体間でばらつきを尐なく投与するためには、気管内投与器具の先

端を気管ー気管支分岐の直前に正確に挿管する必要があり、気管を露出する方法を採用した。 

不溶性粒子の投与用量は 2.5-15mg/kg 体重、投与液中濃度は 2.5-15mg/ml、投与液量は 1.0ml/kg

体重とする。 

肺の病理組織解析では、実験動物への気管内投与 7 日後 、4％イソフルラン麻酔下において両

腋窩動静脈切開により放血する。気管を露出してカニューレを挿入し、10 ml シリンジで 10％ホ

ルマリン固定液 2‐3ml を肺内に注入する。その後、開胸して気管および肺を採取し、10％ホルマ

リン固定液に浸漬する。 

一日後、50％エタノール固定液に置換し、全肺葉（左葉、右前葉、右中葉、右後葉、中間葉）

について、主要な気管支を含む面で切り出しを行う（図 II-3）。常法によりパラフィン包埋後、3‐

5 µm厚で薄切し、組織切片標本を作製して、ヘマトキシリン（HE）染色をする。 

HE染色標本について顕微鏡下で肺の病理組織像を観察し、出血、気腫、炎症、線維化、増殖像、

細胞分裂像等をスコア化し、各群で比較する。 

 

（倫理面への配慮） 
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動物実験については、量子科学技術研究開発機構内の「動物実験委員会」において実験内容の

妥当性が審議され、理事長の承認を得た上で遂行されている。 

 

図 II-2. 気管内投与法：                                                                 

麻酔下で頚部皮膚を切開し、気管を露出して気管内投与器具を挿入し、肺に粒子懸濁液

を直接噴霧して投与する。 

 

 

図 II-3. 病理組織学的検査における肺の切り出し方法：                                   

全肺葉（左葉、右前葉、右中葉、右後葉、中間葉、それぞれ主要な気管支を含む面で 

組織切片標本を作製する。 
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III.  研究結果 

1.  不溶性セシウム粒子の性状解析と模擬粒子の作成 

① 不溶性セシウム粒子の性状解析実験 

本研究では、3 つの不溶性セシウム粒子を単離した。そのうちの１試料について、図 III-1 に電

子顕微鏡像を示す。不溶性粒子は直径が数百 µm の大きさがあることが分かった。この粒子につ

いてゲルマニウム半導体検出器を用いて放射性セシウムを定量したところ、事故時に半減期を補

正した場合 137
Cs で 234 Bq、134

Cs で 214 Bq であった。これより放射性セシウムの放射能比
134

Cs/
137

Cs を求めたところ、0.92 となった。また、エネルギー分散型 X 線分析により、この不溶

性セシウム粒子は SiO2を主成分にしていることが分かった。ほかの 2つの不溶性セシウム粒子の
137

Cs放射能はそれぞれ 890 Bq、740 Bqであり、それぞれ同様の性質があることが分かった。粒子

が有する放射能から、解析した全ての粒子はタイプ Bに分類される。 

 

 

 

図 III-1. 本研究で分析した不溶性セシウム粒子の電子顕微鏡像の一例 

 

これらの粒子のうち 2 つについて 90
Sr の分析を行ったところ、それぞれの不溶性セシウム粒子

に由来する 90
Srの定量ができた。結果を表 III-1に示す。90

Sr/
137

Csの放射能比は、10
-4のオーダー

であった。 

 

 

表 III-1. 本研究で分析した不溶性セシウム粒子の放射能 [Bq] 

 粒子１ 粒子２ 粒子３ 

137
Cs 234±1 887±4 736±4 

134
Cs 214±2 794±4 679±4 

90
Sr 0.171±0.010 0.589±0.034  

239+240
Pu (1.70±0.20)x10

-5
 (3.48±0.45)x10

-5
 (7.06±0.57)x10

-5
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今回単離した３つの粒子について、プルトニウム同位体の分析を行ったところ、表 III-1 に示す

分析値が得られた。これまで不溶性セシウム粒子のプルトニウムは確認されていなかったが、本

研究により初めてその存在が明らかとなった。239+240
Pu の放射能は 10

-5 オーダーであり、
239+240

Pu/
137

Csの放射能比は 10
-8であった。 

② 不溶性セシウム粒子の模擬粒子の作成 

図 III-2に生成した不溶性セシウム粒子の模擬粒子の電子顕微鏡像と、エネルギー分散型 X 線分

析により得られたスペクトルを示す。本研究で、セシウム溶液によりシリカゲル粒子を処理した

結果、その形状には変化が見られなかった。一方で図 III-2のスペクトルに示すように、この模擬

粒子には非放射性のセシウムが吸着しており、定性分析の結果からセシウム量は 3%程度であるこ

とが分かった。この値は、これまで見つかっている不溶性セシウム粒子のセシウム濃度とよく一

致していた。 

 

図 III-2. 本研究で作成した不溶性セシウム粒子の模擬粒子と、それをエネルギー分散型 X線 

分析することにより得られたスペクトル 

 

 

2. 細胞実験・個体解析結果をモデルとする被ばく線量評価 

① 不溶性セシウム粒子を用いた細胞照射実験条件における照射線量率推定 

計算結果のうち、細胞実験の線量評価に使用した 500 μmの放射性微粒子の場合について、線量

率と距離の関係を図 III-3 に示す。134
Cs、137

Csとも同様の傾向を示し、放射性微粒子から 1.5-2 ㎜

離れた距離で、電子と光子の寄与が入れ換わることが示された。粒子近傍では 100 μGy/(h/Bq)程度

と高く電子の寄与が支配的な線量率であるのに対し、2 ㎜離れると光子の寄与が高くなり 5 ㎜で

は光子の線量率に比べ電子は無視できるようになる。また、90
Srでは、β線のエネルギーが高いた

め、1㎝近傍まで β 線が到達している。 
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図 III-3.  500 μm-１Bqの 
134

Cs、137
Cs、90

Sr-
90

Y 線源の線量率の動径依存性 

 

② 細胞実験の線量評価 

計算で得られた γ線・β 線の 1粒子あたりのエネルギー付与から、γ 線・β 線の放出比を考慮し、

1 Bq当たりの細胞層の吸収線量率を算出した。東北大学で実施した不溶性セシウム粒子の細胞照

射実験の結果と検討を行った。細胞実験では、1677Bq の不溶性セシウム粒子から 250μm と 1 ㎝

の位置で、1日照射と 3日照射の細胞について 53BP1 フォーカス数を観察している。したがって、

2011 年 3 月で 134
Cs/

137
Cs=1 を仮定し実験日に半減期補正することで、134

Cs と 137
Cs の放射能（そ

れぞれ 310Bqと 1677Bq） を決定した。この放射能値と照射時間を 1 Bq線量率に乗じることで積

算照射線量距離依存性を導出した。積算線量の距離依存性を図 III-4に示す。 

 

 

図 III-4. 積算照射線量距離依存性 

 

③ 細胞実験データの解析 

 東北大学より提供された 53BP1の観測データを用いて解析を行った。表 III-2に 53BP1の各照

射条件のフォーカス発生率を示す。非照射では、93％がフォーカス発生率 0で、5％が 1、3％が 2
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であることから、フォーカス発生率がポアッソン分布で表現できると考え、各照射条件について

n個のフォーカス数の発生率 Rnについて、次式の χ
2の最小値を与える平均値 m を推定した。 

 

                                   2-1-1 

 

表 III-2. 53BP1 の各照射条件のフォーカス発生数 

 

 

照射条件 3日 1㎝距離の場合における平均値 mの推定例を図 III-5に示す。フォーカス発生プロ

ファイルは、ポアッソン分布で良く再現できていることが確認できる。同様に、非照射を含む 5

つの場合について、フォーカス発生数の平均値とその標準偏差を導出した。非照射の自然発生率

のバックグラウンドとして補正した照射時のフォーカス発生数の平均値とその標準偏差を表 III-3

に示す。 

 

 

図 III-5. 照射条件 3日 1㎝距離の平均値 m の推定例 

 

表 III-3フォーカス発生数の平均値とその標準偏差 

距離 (cm) 
1day 3days 

mean SD mean SD 

0.025 1.2 1.1 8.3 2.88 

1 0.3 0.55 5.1 2.25 

 

距離 0.025㎝および 1㎝の 1 日照射と 3日照射時のフォーカス発生数の平均値 4点（表 III-3）

を用いて、フォーカス形成率 a(1/Gy)をパラメータに次式の χ
2を最小にする a を決定した。 

# of Foci 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
非照射 0.93 0.05 0.03 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
250µm, 1 day 0.31 0.2 0.08 0.14 0.14 0.02 0.02 0.05 0.01 0 0 0 0.01 0 0 0 0.01
250µm, 3 days 0 0 0 0.05 0.08 0.03 0.08 0.18 0.13 0.13 0.15 0.03 0.03 0 0.03 0.08 0.03
1cm, 1 day 0.66 0.16 0.08 0.02 0.02 0.02 0.01 0 0.02 0 0 0 0 0.01 0.01 0 0
1cm, 3 days 0.03 0.05 0.1 0.14 0.14 0.1 0.12 0.11 0.07 0.09 0.02 0 0 0.02 0 0 0.01
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                                                                       2-1-2 

 

ここで、Fiはフォーカス発生数の平均値、それに σiは対応した標準偏差、Diは照射条件に対応し

た線量を示す。 

結果を図 III-6 に示す。フォーカス形成率𝑎は 1.6±0.7(1/Gy)と推定された。細胞実験の結果と計

算結果を比較したところ、最小二 2 乗法で得た関数と細胞実験のデータは、1 日照射の 2 点と 3

日照射の 250 μmでの 53BP1 フォーカス数は矛盾が無かったが、3日照射の 1 cm離れた位置では

生成フォーカス数は、優位に生物応答が高い結果であった。 

Markova 等は、正常ヒト線維芽細胞 VH-10 に γ 線を 3 Gyの 1 回照射したときのフォーカス形

成頻度を、照射終了後 12 時間後で 1.9(1/Gy)、24 時間後で 0.8(1/Gy)と報告している 5)。不溶性セ

シウム粒子照射のフォーカス形成率𝑎=1.6±0.7(1/Gy)は、Markova 等のデータと近い値であった。

放射性微粒子照射の 1 日間または 3 日間の連続照射で Markova 等のデータは、1 回の急照射であ

るため、直接比較できる条件ではないものの、γ線 3 Gy照射時のフォーカス形成頻度と同程度で、

γ 線と同程度の生物効果である可能性がある。 

 

図 III-6. χ
2の最小値を与えるフォーカス形成率 

 

 

3.  不溶性セシウム粒子による細胞影響解析 

① 不溶性セシウム粒子と X 線発生装置を用いた急照射で誘発される DNA 二重鎖切断の消

長 

 不溶性セシウム粒子による持続的な照射と、X線発生装置を用いる急照射によって生じる DNA

二重鎖切断数を分子マーカーである 53BP1 を指標として比較した。137
Cs が 1,677Bq の不溶性セ

シウム粒子と RPE1-hTERT を 24時間、あるいは 72 時間共培養し、粒子辺縁部位と粒子から 1 cm

離れた部位の細胞で誘発される DNA二重鎖切断を定量した（図 III-7）。PHITS シミュレーション

の結果より、粒子辺縁部位では、24時間の共培養で 2.5 Gyが照射されたと評価した。そこで、2.5 

Gy の照射を約 12 分で完了する急照射を行い、照射完了から 24 時間後に検出される 53BP1 フォ

ーカス数と粒子との共培養で検出されるフォーカスを比較した。不溶性セシウム粒子との共培養

24
2

2
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で、ほぼ全てのフォーカス陽性細胞では、1 細胞あたり 1-5 個の範囲でフォーカスが検出された。

X 線発生装置を使った急照射では 1細胞あたり 6個以上の 53BP1 フォーカスが検出され、不溶性

セシウム粒子との共培養よりもはるかに多い 53BP1 フォーカスが検出された。3 日間の共培養に

相当する線量で急照射を行った場合も同様で、急照射細胞で共培養細胞よりも多い 53BP1フォー

カスが検出された。急照射では短時間に多くの DNA 二重鎖切断が誘発され、その数は 20-40 DNA

二重鎖切断/Gy・細胞と考えられている。短時間で生じた DNA 二重鎖切断は照射後の時間経過に

よって修復されるために 53BP1 フォーカス数が減尐する。急照射後の DNA 二重鎖切断修復速度

は、照射後 2-4時間のうちに生成した DNA二重鎖切断の半数以上が修復される早い修復と、その

後の時間帯は修復速度が緩やかになる二相性が知られている。特に照射後数日が経過すると DNA

二重鎖切断の残存数にほとんど変化が見られない。このため、急照射 3 日後よりも、不溶性セシ

ウム粒子と 3日間共培養したときの 53BP1フォーカスの誘導数が尐ないことは、1,000B q 以上の

高い放射能をもつ粒子であっても同じ線量の急照射と比べて DNA 二重鎖切断の誘導能は低いこ

とが示された。DNA 二重鎖切断は致死性の高い損傷であるから、同じ線量の急照射に比べて細胞

致死効果も低くなると考えられる。しかしながら、粒子と接触する時間が長いと 53BP1フォーカ

スが増えることから、DNA 二重鎖切断誘発能は急照射より低いものの、接触時間（=線量）に応

じて徐々に DNA二重鎖切断が蓄積することが示された。以上の結果より、高い放射能をもつ不溶

性セシウム粒子は尐なくとも粒子から 1 cm離れた範囲まで DNA 二重鎖切断を誘発する能力を有

するが、誘発速度は急照射よりも遅いために粒子との接触時間を短くすることで被ばく影響を抑

制できることが予想された。 
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図 III-7. 不溶性セシウム粒子共培養（左）と同じ線量の X 線を急照射したとき（右）の 

1細胞あたりの 53BP1フォーカス数の分布 

     左端には、不溶性セシウム粒子との共培養による推定線量と共培養時間を記載した。

左のグラフは共培養終了直後の 53BP1数の分布、右のグラフは左端に記載されている

線量を急照射した後、記載されている時間が経過した後に検出された 53BP1 数の分布 

 

 

② 不溶性セシウム粒子の放射能と DNA二重鎖切断の誘発 

 異なる放射能 (
137

Csで 7 Bq、90 Bq、1,677 Bq)をもつ不溶性セシウム粒子と RPE1-hTERT細胞

を24時間共培養し、粒子辺縁部位と1cm離れた領域の細胞に誘発されるDNA二重鎖切断を53BP1

を指標に検討した（図 III-8）。53BP1 陽性細胞頻度で比較すると、90 Bqの放射能をもつ不溶性セ

シウム粒子による DNA 二重鎖切断の誘発を確認したが、7 Bqの粒子では未処理細胞の 53BP1陽

性細胞頻度と同等で、損傷誘発は見られなかった。不溶性セシウム粒子は大きさと放射能によっ

て 2 群に大別されている。粒径が数 µm で数 Bq 程度の粒子はタイプ A に分類され、肺の深部ま

で到達する可能性があるために長期の影響を考慮する必要がある粒子である。今回使用した 7 Bq

の粒子は Aタイプに分類されると考えられるが、DNA 二重鎖切断を誘発しなかったことから、尐

なくとも短期間に致死性の作用を及ぼす可能性は低いと考えられる。一方で、DNA二重鎖切断の

誘発が確認された粒子は粒径が大きいタイプ Bに分類できる。（今回使用した 90 Bqの粒子はタイ

プ A とタイプ Bの中間の形態的特徴を示すことから、粒子の分類基準を改訂する必要性が示唆さ

れた）。粒径が大きいと体内の異物を排除するクリアランス機構が働くために体内深部に到達する

リスクは低いと考えられる。このため、鼻腔や咽頭部に B タイプの粒子が留まる期間を動物実験

で検証し、組織反応についても確認する必要性がある。 

 

 

図 III-8. 粒子中 137
Csと DNA 二重鎖切断の誘発 
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③ シリカ粒子を認識する受容体タンパク質の発現 

 次年度以降に検討する不溶性粒子の細胞内取り込みに関する予備的検討を行った。シリカ粒子

を認識して細胞内取り込みに関与する受容体タンパク質SRB1の発現を蛍光免疫染色法で検出し、

全ての細胞で均一に SRB1 が発現していることを確認した（図 III-9）。赤色蛍光で標識したシリカ

粒子と THP1 を共培養したところ、低頻度ながら粒径 1µmのシリカ粒子が細胞内に取り込まれる

ことを確認した（図 III-9）。効率的にシリカ粒子を細胞内に取り込み、その細胞影響を検討するた

めに SRB1高発現細胞の樹立を試みた。SRB1発現プラスミドを THP1細胞に導入し、薬剤耐性細

胞を回収したが、SRB1 を安定的に高発現する細胞は樹立できなかった。レンチウィルスベクター

を用いる導入効率の高い方法に切り換えて、SRB1高発現細胞の樹立を行っている。 

 

 

図 III-9. SRB1 の細胞内発現とシリカ粒子の取り込み 

（左）RPE1-hTERT における SRB1の検出。赤：SRB1、青：細胞核 

（右）THP1 による非放射性シリカ粒子（赤）の細胞内取り込みの確認 

 

 

④ 野生動物の肺を用いたイメージングプレート像 

旧警戒区域の野生動物の肺を用いて、不溶性セシウム粒子が肺に取り込まれる可能性について

検討した。本年度は、土壌試料を用いてイメージングプレートへの曝露条件の検討を行った。3 Bq

の不溶性セシウム粒子を含む土壌をイメージングプレートに 3 時間密着させたオートラジオグラ

フィによって粒子が検出できることを確認した（図 III-10）。そこで、1 mm厚の肺を最大 24時間

イメージングプレートに密着させ、オートラジオグラフィによる肺内の不溶性セシウムの検出を

試みた。ニホンザルとアライグマそれぞれ 2 個体ずつ検討したが、粒子状のシグナルは検出され

なかった。次年度以降も引き続き検討し、測定個体数を増やした上で肺の放射性セシウム濃度測

定結果との比較を行う。 
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図 III-10. イメージングプレートを用いたオートラジオグラフィによる粒子検出の条件設定 

 

4. 不溶性セシウム粒子の体内分布と病理解析 

① 動物への不溶性粒子投与方法 

雌 Wistar ラットに対し、今回使用した 3種混合麻酔薬の量（メデトミジン、ミダゾラム、ブト

ルファノール）では、１匹当たりの手術時間（15－20分間）において十分な筋弛緩と昏睡が得ら

れた。今回採用した、皮膚を正中切開して気管を露出する方法では、投与すべき全量を正確に気

管支分岐部に噴霧することができた。動物の容体も変化なく、数時間後に全匹覚醒して、感染症

を発症することなく正常に飼育を継続することができた。 

 

② 肺の病理組織解析 

各動物の肺全葉から 10枚の組織切片標本を観察したところ、いずれの投与群においても、気管

支、細気管支、肺胞内腔表面にほとんど不溶性粒子は認められなかった。ただし、最も高用量群

（3.0mg/ 匹）においては、不溶性粒子を貪食した肺胞マクロファージがわずかに（1 切片に一箇

所程度）観察された（図 III-11）。 

組織像としては、好中球の浸潤等の炎症性反応は認められず、肺胞 I 型や II 型上皮細胞の変化

も無かった。出血、気腫、炎症、線維化、増殖像、細胞分裂像いずれもコントロールと同じであ

った。また、不溶性粒子を貪食したマクロファージの集簇像、肺間質の線維化、肉芽腫形成も認

められなかった（図 III-12）。 
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図 III-11. 不溶性粒子を貪食した肺胞マクロファージ 

（中央の光沢物を含む細胞：偏光顕微鏡写真） 

 

 

図 III-12 不溶性粒子を投与したラット肺の組織像（肺胞領域：HE染色）                       

 コントロールと差異はみとめられず 

 

IV.  考察 

土壌から採取した不溶性セシウム粒子は、数百 µm の大きさを持っており、エネルギー分散型

X 線分析からはセシウムの存在を確認することができなかった。またゲルマニウム半導体検出器
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による分析から、放射性セシウムの放射能比 134
Cs/

137
Cs はすべて 0.9 程度であることが分かった。

これらの性状から、この不溶性セシウム粒子は先行研究のタイプ Bに分類された 6)。 

不溶性セシウム粒子に含まれている 90
Srの放射能自体にはばらつきがあるが、90

Sr/
137

Csの放射

能比は、10
-4 のオーダーであった。これは過去に報告されていた不溶性セシウム粒子の分析値と

も整合した 1)。さらにこれらの不溶性セシウム粒子に対してプルトニウムの分析を行った結果、

これらの粒子にプルトニウム同位体が含まれていることを初めて明らかにした 7)。プルトニウム

同位体の存在量は、137
Csの存在量に対して 10

-8のオーダーであり、極めて尐ないことが分かった。

このプルトニウム量は、過去に土壌で報告されている放射能比とも比較的よく整合した 8)。放射

性セシウム、ストロンチウム、プルトニウムという、化学的性質の異なる３つの元素の特性を考

えることで、不溶性粒子の生成した温度について推定することが可能である。現時点では分析の

精度が十分ではないが、これらの元素の蒸気圧の違いを考えると不溶性粒子生成時の炉内温度は

2500 K程度であると推定された。 

またプルトニウムの同位体比を詳細に調べたところ、240
Pu/

239
Puは 0.35程度、241

Pu/
239

Puは 0.17

程度であることが分かった。これは福島原子力発電所の核燃料のプルトニウムインベントリーの

計算値から求めた同位体比 9）ともよく整合していた。つまり不溶性セシウム粒子に含まれるプル

トニウムは、福島原発事故に由来していることが確かめられた。現時点では精度が低いものの、

今後検体数を増やしていくことで、福島事故に由来するプルトニウムの同位体比を実験的に決定

できる可能性がある。 

 細胞実験では、線量評価結果に基づいて不溶性セシウム粒子と同じ線量を急照射したときの

DNA 二重鎖切断の誘発を検討した。急照射と比べて不溶性セシウム粒子による DNA 二重鎖切断

数が尐ないことを示した。不溶性セシウム粒子による線量率は本研究での急照射時の線量率より

も低く、さらに不溶性粒子では持続照射となっている。線量率が低いために、不溶性セシウム粒

子が誘発する単位時間あたりの DNA二重鎖切断数が尐ないこと、持続照射期間に DNA二重鎖切

断の誘発と修復が並行して行われていることが、急照射よりも不溶性セシウム粒子による損傷数

が尐なかった理由として挙げられる。一方で、粒子処理時間とともに損傷数が増加したことから、

DNA 損傷が徐々に蓄積する、すなわち修復されない損傷が出現する可能性が示唆された。この現

象は粒径の大きいタイプ B でのみ確認されたことから、肺の深部まで到達することが予想される

粒径の小さいタイプ Aが致死的損傷を誘発する可能性は低いことが予想された。 

今回の動物実験により、三種混合麻酔を用いた頸部切開術による気管内投与方法が適応可能と

いうことが分かった。今回はまず投与方法の確立が目的だったので不溶性粒子の量を最大で

3mg/kg体重にしたが、3-5 µm厚の薄切標本ではほとんどシリカ粒子を検出することができなかっ

た。よって、線量評価のために不溶性粒子の肺内分布を調べるためには今回投与した量の 10倍以

上の量の不溶性粒子を投与する必要があると考えられる。 

病理組織変化については、今回の投与量、および観察日（投与一週間後）では炎症や線維化反

応が見られなかった。これは、投与量が尐ないことと、HE染色のみで観察しているためと考えら

れる。一匹当たり 20 mg のシリカ粒子の気管内投与で、投与 1ヶ月後よりも 2 ヶ月後において進

行した線維化所見が認められた報告があり 10)、さらに 1〜2か月経過後に観察する必要がある。 
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V.  結論 

タイプ B の不溶性セシウム粒子には、放射性セシウム以外に、放射性ストロンチウムとプルト

ニウムが含まれることを明らかにしたが、放射性セシウムに対する放射能比はそれぞれ 10
-4 と 

10
-8オーダーであった。粒子近傍では放射性セシウムから生じる β線の寄与が大きく、1 cm離れ

ると γ 線のみが影響することをシミュレーションによって明らかにした。また、タイプ B 粒子か

ら 1 cm以内の範囲にある細胞に対して DNA 二重鎖切断を誘発し、粒子の処理時間とともに損傷

が蓄積するが、タイプ A では短時間で DNA 二重鎖切断の誘発は見られなかった。また、病理診

断の結果、今回投与した非放射性不溶性粒子量と観察時期（投与後一週間）では、肺に有意な炎

症反応や繊維化反応は認められなかった。 

 

VI.  次年度以降の計画 

不溶性セシウム粒子にプルトニウム同位体が含まれていたが、一部の不溶性セシウム粒子では

プルトニウムが検出されなかったことから、不溶性粒子間でプルトニウムの含有量にばらつきが

あることが示唆される。また放射性ストロンチウムに関しても、含有量にばらつきがあると考え

られる。今後検体数を増やすことで、これらのばらつきについて評価を行う。また、模擬粒子の

作成では、放射性セシウムの導入を試みる。 

 

動物実験の進捗に併せて、タイプ A 粒子が肺に取り込まれた場合の被ばく線量評価体系を構築

する。 

 

細胞実験では、本年度の上皮細胞に対する影響に加えて、肺内で粒子が影響をおよぼす可能性

が高いマクロファージに対する影響解析を実施する。また、低線量率放射線発生装置を用いる照

射実験により、不溶性セシウム粒子による局所被ばくと、均一被ばくによる影響の差異について

検証する。 

 

動物実験では、本年度確立した粒子の投与法を用いて、不溶性粒子 30mg/kg 体重の量をラット

気管内に投与し、14、28、56日後に、各群のラットを麻酔下で解剖して肺の組織標本を作成する。

不溶性粒子の分布を計測し、経時的な変化、炎症性反応などについて検討する。 

VII.  この研究に関する現在までの研究状況、業績 

A.  論文：査読あり 

1)  Igarashi J, Zheng J, Zhang Z et al,, First Determination of Pu Isotopes ( 
239

 Pu, 
240
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and 
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 Pu) in Radioactive Particles Derived From Fukushima Daiichi Nuclear Power Plant 

Accident, Scientific Reports 2019; 9: 11807. 

2)  梶原知啓, 二宮和彦, 篠原厚, 他. 福島原発周辺における土壌中放射性ストロンチウ

ム濃度の分布測定. KEK-Proceedings. 2019; 2019-2: 44-48. 
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シウムを含む不溶性粒子の分類. KEK-Proceedings. 2019; 2019-2: 54-59.. 
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 Abstract 

 Radiocesium-bearing insoluble particles were released into the environment after the accident of 

Fukushima Daiichi Nuclear Power Plant. Many points remain to be elucidated regarding the particles and 

the scientific evidences regarding biological effects are particularly insufficient. In this research project, we 

promote interdisciplinary joint research that crosses research fields and integrates fieldwork and benchwork, 

and accumulates the evidences of biological effects based on property analysis of the particle and dose 

evaluation, resulting in the contribution to risk estimation by radiocesium-bearing insoluble particle.  

   Chemical analysis was performed using relatively larger particles isolated from the soil, and 

Strontium-90 and Plutonium-239/240 were detected in addition to radiocesium, but the radioactivity ratio 

with Cesium-137 were 10
-4

 and 10
-8

, respectively. In addition, we established the protocol to form insoluble 

silica particles using stable cesium. The concentration of cesium in non-radioactive particles we made was 

in good agreement with that of radiocesium-bearing insoluble particles. These particles were used to 

examine an intratracheal instillation method in animal experiment. As a result of pathological diagnosis, as 

for the excessive fibrosis and inflammatory reaction, it was not admitted to the lungs with the present 

quantity of insoluble particle and the observation time. 

   The cellular effect was examined with radiocesium-bearing insoluble particles isolated from the soil. 

Radiation dose from the particle was evaluated by Monte Carlo simulation using PHITS code. It was 

clarified that β-rays caused by radiocesium had a great effect on cells in the vicinity of the particles, and 

that only γ-rays had an effect at a site 1 cm away from the particles. In addition, studies using 53BP1 

molecular marker showed that DNA double-strand breaks were induced within 1 cm of the particles, and 

the damage were accumulated depending on the time of coculture with the particles. We also revealed that 

7 Bq of radiocesium in the particles was insufficient to introduce DNA double-strand breaks into the 

surrounding cells. 
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2-8 動物モデルと数理モデルを用いた放射線発がん線量率効果が生じる

メカニズムの解明 

 

主任研究者：今岡達彦（量子科学技術研究開発機構・グループリーダー） 

分担研究者：服部佑哉（国立大学法人東京工業大学・助教） 

 

研究要旨 

低線量率放射線によるがんリスク評価には、作用機序の生物学的メカニズムの知見に基づ

いてモデル化することで数理的に評価するアプローチが必要である。本研究では、幹細胞の

動態を元に発がんを記述する数理モデルを構築して、実験的知見を加味して、線量率効果を

説明する要因を示すことを目的とする。動物モデルとしては、発がんの線量率効果が明確な

ラット乳がんモデルを使用する。初年度である平成 31年度（令和元年度）は、数理モデルに

必要なパラメータの推定に資する幹細胞動態データの一部を実験によって取得した。具体的

には、乳腺の幹細胞系を構成する細胞種ごとの前駆細胞活性、細胞死、細胞増殖のデータを

得た。数理モデルについては、TEBモデルの拡張と、発がん過程モデルと線量率モデルの構

築を実施した。これにより、解析に必要な 1細胞の状態変化追跡の仕様を満たすモデルが構

築できた。さらに、がんの起源細胞を推定する実験系及び照射された細胞が非照射細胞の中

に尐数存在する場合の細胞間の競合を測定する実験系の改良を行った。いずれも予定通りの

成果が得られたことから、次年度は幹細胞動態データの取得、がん起源細胞の推定と細胞競

合の評価を行う実験の開始、数理モデルのパラメータ解析及び実験的知見の取り込みを実施

する。 

 

キーワード 

放射線発がん 線量率効果 動物モデル 

数理モデル 幹細胞  

 

研究協力者 

渡邉立子（量子科学技術研究開発機構・上席研究員） 

横谷明徳（量子科学技術研究開発機構・統括グループリーダー） 

 

I.  研究目的 

低線量率被ばくのがんリスクが高線量率のリスクより低いかどうかは、環境行政、特に放射線

健康影響に関する主要な課題である。低線量率放射線の影響評価に関しては、疫学の精度が高く
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ないことから、作用機序の生物学的メカニズムに基づいてモデル化するアプローチが必要である

ことが、国際的な議論によって指摘されている 1～3）。 

動物発がん実験では、低線量率では高線量率と比べて、放射線誘発がんの発生率が明らかに低

くなる（すなわち線量率効果が明らかである）ことがわかっている。主任研究者は、ヒト乳がん

に近い放射線発がんモデルであるラットを使用した動物発がん実験を行ってきた 4）。また、分担

研究者は、放射線被ばくした細胞の挙動を数理モデル化することで、実際の実験結果を説明し、

分析することに成功してきた 5）。 

本研究では、ヒトでは研究の難しい、放射線被ばく後の細胞の動態を解析できる動物発がんモ

デル、特にラット乳がんをモデルケースとして取り上げる。そして、細胞の動態を元に発がんを

記述する数理モデルを構築し、実験で得られる情報を加味して、線量率効果を説明する重要な要

因を見つけ出すことを目的とする。初年度である平成 31年度（令和元年度）は、研究項目 1（主

任研究者）では数理モデルに必要なパラメータの推定に資する幹細胞動態データの一部の取得を、

研究項目 2（分担研究者）では数理モデルに空間構造と発がんを取り入れるデザイン拡張を、そ

れぞれ目的とする。また、若手研究者を活用した加速化事業により、研究項目 1で 2年目以降に

行う予定の、がん起源細胞推定実験及び細胞競合実験の実験系の高度化に資する改良を行う。 

主任研究者の報告では研究項目１、分担研究者の報告において研究項目２について報告する。 

II.  研究方法 

1.  コロニー形成能解析 

① 乳腺細胞の単離 

ラットより乳腺を摘出し細切した後、0.1% III型コラゲナーゼ含有ハンクス平衡食塩水（HBSS）

で 37℃3 時間消化し、2％ウシ胎仔血清（FBS）含有 HBSS、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で洗

浄したのち、20μm 孔径メッシュを抜けなかった組織小片を回収、0.25％トリプシン含有エチレ

ンジアミン四酢酸（EDTA）溶液、5mg/mL ディスパーゼ溶液で順に消化し、40μm 孔径及び 10

μm 孔径メッシュを順次通して、通過した単離細胞を 1％FBS 含有 HBSS に懸濁し、細胞数を血

球計算板で計測した。 

 

② コロニー形成実験 

調製した生細胞を染色し、セルソーター（Beckman Coulter 社 MoFlo-XDP）で分取した。これ

を 2mg/mLラット尾由来 I型コラーゲン（Corning社）及び 5mM HEPESを含む EpiCult-B培地（Stem 

Cell Technologies社）中に氷上で懸濁し、超低接着プレート（Corning社）に播種して 37℃で 1時

間ゲル化した後、EpiCult-B 培地（5%FBS、ラット上皮成長因子及び塩基性線維芽細胞成長因子、

3μM Y-27632、10μMフォルスコリン、0.5μg/mLコルチコステロンを含む）に浸漬し、ウェル

壁から剥離して培養した。3～4日に 1回、新鮮な培地に交換し、11～14日培養した。 

 

③ 細胞照射 

 細胞の照射は、γセル照射装置（Nordion社、137
Cs、線量率 30Gy/時）を用いて行った。 
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④ モデルフィッティング 

多標的 1 ヒットモデル 6）の以下の式に、Microsoft Excelのソルバー機能を用いて、最小二乗法

によるフィッティングを行った。 

𝑆(𝐷) = 1 − (1 − 𝑒
−
𝐷
𝐷0)𝑛 

但し、𝑆はコロニー形成能の生存率、𝐷は線量、𝐷0及び𝑛はそれぞれヒット効率と標的数を表す

パラメータ。 

2.  細胞死・細胞増殖解析 

① 照射 

ラット個体（日本クレア社、日本チャールスリバー株式会社）の照射は、γセル照射装置を用

いて行った。 

 

② EdU 投与 

生理食塩水（大塚生食注 10mL、大塚製薬）に 5-エチニル-2’-デオキシウリジン（EdU、Thermo 

Fisher Scientific社）を溶解して 5mg/mLとし、50mg/kg体重あたりとなる量を腹腔内投与した。 

 

③ フローサイトメトリー 

乳腺細胞を、「1．コロニー形成実験」の「①乳腺細胞の単離」と同様の方法で調整し、最終濃

度 2.5〜5.0％のホルマリンで固定して-80℃で保存した。使用時に、融解した細胞を 1％FBS 含有

PBSに混ぜ、V底 96ウェルプレートのウェルに約 150,000 個となるように入れ、遠心して上清を

除いたのち、抗体溶液を滴下して、氷上で 30 分間放置、200μLの 1％FBS 含有 PBS で洗浄、遠

心して、250μL の 1％FBS 含有 PBS に懸濁した。これを簡易型フローサイトメーター（Guava 

easyCyte、メルクミリポア社）で解析した。EdU 陽性細胞の検出には、Click-iT Plus EdU Flow 

Cytometry Assay Kits（Thermo Fisher Scientific社）を使用した。 

 

④ 蛍光染色 

ホルマリン固定パラフィン包埋した組織を 4μm 厚に薄切し、脱パラフィン処理後に 0.01M ク

エン酸緩衝液（pH6）中 121℃10 分で抗原賦活化処理を行い、10%ブロッキング液（Dako 社）を

含む 0.5%Tween-20含有トリス緩衝生理食塩水（TBS-T）に希釈した一次抗体と 4℃で一晩反応さ

せ、TBS-T で洗浄後、同様に希釈した蛍光標識二次抗体を 37℃で 1時間反応させ、TBS-T で洗浄

し、4',6-ジアミジノ-2-フェニリンドール（DAPI）を含む市販封入剤で封入した。 

3.  移植実験 

① 乳腺細胞の単離 

オワンクラゲ由来緑色蛍光タンパク質（EGFP）、造礁サンゴ由来赤色蛍光タンパク質（DsRed）

遺伝子を導入したラットは、京都大学ナショナルバイオリソースプロジェクト・ラットより導入

したものを自家繁殖した。これらのラットより乳腺を摘出し、「1．コロニー形成実験」の「①乳
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腺細胞の単離」と同じ方法で細胞を調製した。これを細胞凍結保存液セルバンカー（日本全薬工

業株式会社）に懸濁して-80℃で保存した。使用時には 37℃温浴によって解凍し、2%FBS含有HBSS

で洗浄して、生存率と細胞数をトリパンブルー染色（死細胞では細胞膜の崩壊によって取り込ま

れるが生細胞にはとりこまれない。）及び血球計算板によって計測し、2%FBS を含む HBSS で目

的の濃度に調整した。 

 

② 細胞移植 

細胞懸濁液は手術まで氷上で保管した。レシピエントラットにイソフルラン麻酔を行い、下半

身を動物用バリカンで剃毛したのち、手術部位にマジックによるマーキング及びヒビテン消毒液

による消毒をして、保温しながら、乳腺組織を含む皮下脂肪組織を、電気メスを用いて摘出した。

続けて、残存している、乳腺組織を含まない皮下脂肪組織に、ハミルトンシリンジを用いて細胞

を注入した。切開部を外科用クリップで閉創し、ヒビテン消毒液によって消毒したのち、飼育ケ

ージ内で覚醒させ、通常飼育した。解剖後、移植した皮下脂肪組織を摘出した。 

 

③ 移植部位の解析 

摘出した組織は、実験の目的により、以下のいずれかの方法で解析した。 

a)  組織学的解析 

摘出した組織を 10%リン酸緩衝ホルマリン液で固定し、定法によりパラフィン包埋切片（約 3μm）

を作製して、ヘマトキシリン・エオジン染色標本を作製した。 

b)  フローサイトメトリー 

「2. 細胞死・細胞増殖解析」の「③フローサイトメトリー」と同様の方法で実施した。 

c)  組織透明化及び画像解析 

組織をゲル化し電気泳動することによって脂質を除去し透明化する方法（CLARITY 法）を用

いた。摘出した乳腺組織をスライドガラスに貼付して、50mLプラスチック遠心管内で 4℃におい

てアクリルアミドハイドロゲルモノマーに 1～2 日浸漬した。これをハイドロゲル重合システム

（EasyGel、LifeCanvas Technologies 社）に設置して、陰圧下でモノマー溶液の浸透を行った後、

洗浄して、電気泳動システム（SmartClear II、LifeCanvas Technologies社）で脂質を除去した。そ

の後、屈折率調整透明化試薬（EasyIndex、LifeCanvas Technologies 社）に浸漬した。写真撮影に

はディスク型共焦点顕微鏡システム（オリンパス株式会社）を使用し、画像解析システム Imaris

（Carl Zeiss Meditec社）で解析した。 

 

（倫理面への配慮） 

動物実験及び遺伝子組換え実験については、量子科学技術研究開発機構でのみ実施し、同機構

の動物実験委員会及び遺伝子組換え実験委員会の承認を得て行った。人を対象とする研究には該

当しない。 
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III.  研究結果 

1.  幹細胞動態解析 

① コロニー形成能解析 

ラットの乳腺細胞を CD49f 及び CD24の発現量を指標としてソーティングして、内腔前駆細胞

と基底細胞に分画した。それぞれをコラーゲンゲル培養条件下で 0～4Gyのγ線を照射し、14 日

後のコロニー形成能を指標とした生存率曲線を作成した。その結果、内腔前駆細胞は、基底細胞

よりも、高線量での生存率が高いことがわかった（図 III-1）。多標的 1 ヒットモデルに当てはめ

た際のパラメータは表 III-1 の通り。 

 

② 細胞死（アポトーシス）解析 

ラットを照射後、DNA断片化を指標として、各細胞のアポトーシスを調べた。その結果、照射

後のアポトーシスの頻度は高くないこと、内腔細胞で、基底細胞より、顕著であることがわかっ

た（図 III-2）。 

 

③ 細胞増殖解析 

ラットを照射後、新規合成 DNA を EdUで標識し、各細胞での取り込みを調べた。その結果、

照射後の細胞増殖停止（EdU取り込みの減尐）は内腔細胞で基底細胞より顕著であった（図 III-3）。

基底細胞は増殖停止をせず、増殖死に至ると考えられた。 

 

 

図 III-1 ラット乳腺の基底細胞及び内腔前駆細胞のコロニー形成能に対する放射線の影響。誤差

棒は標準誤差。点線は、多標的 1ヒットモデルへのフィッティング結果。 
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表 III-1 多標的 1ヒットモデルへのフィッティング結果 

パラメータ 内腔細胞 基底細胞 

𝐷0 3.1 1.1 

𝑛 1.6 3.5 

 

 

図 III-2 ラット乳腺の基底細胞、内腔前駆細胞及び内腔成熟細胞の細胞死（アポトーシス）に対

する放射線の影響。A：フローサイトメトリー解析。グラフの誤差棒は標準誤差。*P < 0.05, 

**P < 0.01 (vs. 0 Gy)。B：組織切片上におけるアポトーシス（緑）の検出。基底細胞をサ

イトケラチン 14（赤）で染色。青は細胞核（DAPI染色）。 

 

 

図 III-3 ラット乳腺の基底細胞、内腔前駆細胞及び内腔成熟細胞の細胞増殖停止（EdU 取り込み

の減尐）に対する放射線の影響。A：フローサイトメトリー解析。グラフの誤差棒は標

準誤差。*P < 0.05, **P < 0.01 (vs. 0 Gy)。B：組織切片上における EdU（緑）の検出。青

は細胞核（DAPI染色）。EdUは緑と青の重なりによってシアン色に見える。 

 

2.  がん起源細胞推定実験の高度化 

本項目は、若手研究者を活用した加速化事業により、令和二年度に予定している実験の高度化
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を試みるものである。数理モデルの構築において、発がんの起源細胞としての基底細胞、内腔細

胞の扱い方を決める上で、がん起源細胞に関する情報があるのが望ましい。ここで高度化を試み

るのは、その情報を得るための実験である。 

発がんの初期には内腔細胞が多層化し、基底細胞は単層のままであるため、内腔細胞ががんの

起源細胞であると予想されるが、直接的な証明はない。そこで、放射線発がんの起源は内腔細胞

であり、基底細胞は追随的に増殖しているという仮説を検証する。そのため、蛍光タンパク質に

よって識別可能な 2種の細胞からなるモザイク組織を移植実験によって作製し、これを照射して

乳がんを発生させる。できた乳がんの基底細胞、内腔細胞が単クローンとなるかどうかを評価す

る計画である。 

本実験の効率を高めるため、当初予定していたラット系統（LEW系統）よりも乳がん発生率が

高い Jcl:SD ラット系統と LEW 系統の交雑系（F1 系統）を使用することを検討した。実験では、

LEW ラット（GFP を発現）より乳腺細胞を単離し、LEW 系統、F1 系統（GFP を発現する系統、

しない系統）に移植して、3～4週間後の生着を評価した。その結果、GFP を発現しない LEWも

しくは F1 系統に移植した場合、移植片の周囲や内部に炎症が観察され、正常な乳腺組織に近い

環境が構築できていないことが確認された（図 III-4 左）。これは GFP が非自己と認識され移植細

胞の拒絶反応が起こっていることを強く示唆している。GFP を発現する LEW もしくは F1系統に

移植した場合、そのような炎症は観察されなかった（図 III-4 右）。そこで、次年度以降の実験で

は、GFP を発現する F1系統を使用することに決定した。 

 

 

図 III-4 レシピエントの系統（LEW、F1）と GFP 発現の有無の組み合わせにおける、移植部位の

組織像。矢印は炎症細胞の浸潤巣。 

 

3.  細胞競合実験の高度化 

本項目は、若手研究者を活用した加速化事業により、令和二年度に予定している実験の高度化

を試みるものである。この実験は、「DNA 修復履歴のある細胞は履歴のない細胞よりも組織内で

の細胞競合により排除されやすく、低線量率ではこのような細胞競合が起こりやすい」という仮

説を検証する。そのため、高線量率、低線量率で照射した、もしくは非照射のラットから採った

細胞（緑色の蛍光タンパク質を有する）と、非照射のラットから採った細胞（赤色）を混合して、
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自身の乳腺をあらかじめ除去した第三のラットに移植し、乳腺組織を形成させる。仮説の通りで

あれば、高線量率では一度すべての緑色細胞に DNA 損傷が生じるため、混合後は非照射細胞（赤

色）との競合によって排除されるが、低線量率では損傷細胞が細胞競合によってすでに除去され

ているため、緑色の細胞は排除されないと予想される。細胞競合の程度は、緑色の細胞が全体に

占める割合を対照群と比較して評価する。 

本実験の効率を高めるため、当初予定した組織透明化標本の蛍光画像解析に加え、フローサイ

トメトリーによる多数細胞の解析が可能であるかを検討した。その結果、数分間で約 2万個の細

胞を解析することができた。ただし、GFP の蛍光が強いため、DsRedの蛍光を検出する赤色用の

検出器にも GFP 由来のシグナルが現れ、そのままでは GFP を発現する細胞と DsRed を発現する

細胞を区別できないことがわかった。そこで、赤色用の検出器のシグナルから緑色用の検出器の

シグナルに比例した量を差し引くことでこれを補正した。これにより GFP と DsRed を区別する

ことに成功した（図 III-5）。GFP 細胞のみあるいは DsRed 細胞のみを計測した場合、GFP 細胞で

ありながら DsRed 細胞として、あるいは DsRed 細胞でありながら GFP 細胞として検出されるよ

うな外れ値を示す細胞は、非常に尐数であった。蛍光画像解析については、3D 画像解析ソフトウ

ェア Imarisによる空間的細胞認識アルゴリズムが適用可能であることを確認した。 

 

 

図 III-5フローサイトメトリーによる GFP 及び DsRed 発現細胞の弁別可能性の検証。各点は各細

胞の緑色及び赤色蛍光量を表す。A. GFP 発現細胞は緑色蛍光の高い右側にプロットされ

ている。B. DsRed 発現細胞は緑色蛍光が低い左側で、赤色蛍光が高い上側にプロットさ

れている。C. 両者を 1:1で混合した場合も、2つの細胞集団を区別することが可能であ

った。 

IV.  考察 

1.  幹細胞動態解析 

数理モデル構築に必要な、基底細胞及び内腔細胞のコロニー形成能、細胞死（アポトーシス）

誘導、細胞増殖に対する放射線（急性照射）の影響のデータを得た。コロニー形成能は、前駆細

胞活性を表すと解釈され、その放射線影響は多標的 1ヒットモデルによく適合した。1Gy程度以
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下では基底細胞と内腔細胞への影響に大きな違いはなく、2Gy 程度以上では両者に大きな差が見

られた。この結果を標的理論に基づいて解釈すると、基底細胞には放射線高感受性（𝐷0 = 1.1 Gy

で生存率が 1/eとなる）の標的が多数（𝑛 = 3.5程度）存在し、内腔細胞には放射線低感受性（𝐷0 = 3.1 

Gyで生存率が 1/eとなる）の標的が尐数（𝑛 = 1.6程度）存在することを示唆している。今回のデ

ータに他のモデルを適用しても感受性の指標を定量的に取得できる可能性があり、数理モデルの

構築に応用可能である。 

アポトーシスについては、上記で基底細胞と内腔細胞の間で差が見られた 4Gyにおいて、基底

細胞ではほとんど誘発されず、内腔細胞では顕著に誘発されるという結果を得た。これはコロニ

ー形成能の結果とは異なることから、コロニー形成能実験における照射に伴う前駆細胞活性の喪

失は、アポトーシスとは異なる機序で生じると考えられる。細胞増殖のデータを見ると、同じ線

量の照射による増殖抑制は、基底細胞ではわずかであるが内腔細胞では顕著であった。照射後の

増殖抑制は、DNA 損傷修復の時間を稼いで細胞が生存するためのメカニズムである。増殖抑制が

起こりにくく DNA 損傷修復が適切に行われない可能性のある基底細胞は、細胞の生存には不利

な状況にあると考えられる。そこで、内腔細胞中の標的が放射線低感受性であるのは、増殖抑制

等を介して適切に損傷を修復できるためであり、基底細胞中の標的が放射線高感受性であるのは、

増殖抑制等を介した損傷修復がうまく行えないためであると考えられる。 

以上より、基底細胞と内腔細胞の前駆細胞における放射線応答を数理モデル化する際には、標

的数は内腔細胞よりも基底細胞で多く設定し、損傷修復については基底細胞よりも内腔細胞でよ

り効率的に行われるように設定するのがよいと考えられる。 

2.  がん起源細胞推定実験の高度化 

本年度の検討により、がん起源細胞推定実験ではGFPを発現するF1系統をレシピエントとし、

GFP を発現する LEW 系統の乳腺細胞及び GFP を発現しない LEW 系統の乳腺細胞を用いてモザ

イク組織を作製するのが適切であると考えられた。SD ラットは放射線誘発乳がんに高感受性の

系統であり、その遺伝的背景を持つ F1ラットも LEWラットより高感受性の体内環境を持ってい

ることが期待できる。 

GFP を発現しないレシピエントに GFP 発現細胞を移植することによって炎症が生じるメカニ

ズムについては、GFP を非自己と認識することによる拒絶反応である可能性が高い。過去に皮膚

移植について、類似した知見が報告されている 7）。仮に GFP を発現しないレシピエントを実験に

使用できるとすれば、レシピエント動物は購入した SD及び LEW系統ラットを交配させることで

生産できるために効率的となると考えられた。しかし移植後に拒絶反応が生じるというデメリッ

トが明らかとなったため、今後は GFP を発現する LEW 系統ラットを効率的に自家繁殖し、SD

系統と交配する必要がある。 

3.  細胞競合実験の高度化 

本年度は、多数の GFP 発現細胞と DsRed 細胞が混合された試料から、それぞれの細胞を区別

して計測するフローサイトメトリーの手法を検討し、約 2万個の細胞を短時間で解析できるとい

う利点が明らかになった。欠点としては、GFP 蛍光の長波長成分が赤色用検出器で検出される、

いわゆる「漏れ込み」が問題となった。漏れ込みは、シグナル間の演算によって補正可能であっ
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た。補正後も尐数の細胞が外れ値となるシグナルを示したが、問題となるほどではないと考えら

れた。細胞競合実験では、多数の DsRed 細胞内に尐数の GFP 細胞を混ぜ入れ、前者を非照射、

後者を照射あるいは非照射とする等の組み合わせを用いることにより、フローサイトメトリーが

強力なツールとなることが示唆された。一方、本法では細胞を単離して解析するため、空間的情

報が失われるという欠点があり、これは 3D 画像解析のような方法で補完できると考えられた。 

V.  結論 

放射線による細胞動態変化から発がんまでを記述する数理モデルの構築に必要な幹細胞動態の

情報として、乳腺における基底細胞と内腔細胞の動態データを得た。また、次年度以降に実施す

る実験の効率を高めるための実験手法の高度化に成功した。 

VI.  次年度以降の計画 

初年度である平成 31年度（令和元年度）の計画は順調に進み、マイルストーンを達成する見込

みである。これを受けて、次年度以降も計画通りに実施する。すなわち、２年度目である令和２

年度は、幹細胞動態の追加データを取得するとともに、がんの起源細胞推定実験、細胞競合評価

実験を開始する。また、数理モデルに、実験で得られたデータ、エビデンスを反映する。３年度

目である令和３年度は、がんの起源細胞、細胞競合の実験的エビデンスを確定するとともに、       

実験で得られた知見を取り入れたシミュレーションを行って、線量率効果が発生する要因を推定

する。また、若手活用加速化で雇用した若手研究者が、研究の進め方を自身で考え進めるように

配慮し、指導していく。 

VII.  この研究に関する現在までの研究状況、業績 

A.  論文：査読あり 

該当なし 

B.  論文：査読なし 

該当なし 

C.  国内学会発表 

1) 工藤健一、高畠賢、西村由希子、臺野和広、西村まゆみ、飯塚大輔、柿沼志津子、今

岡達彦.ラット乳腺における幹細胞と前駆細胞の放射線応答の違いについて. 日本放射

線影響学会第 62 回大会, 2019年 11月 

2) 今岡達彦、工藤健一、細木彩夏、西村由希子、高畠賢、服部佑哉、渡辺立子、鈴木啓

司、西村まゆみ、臺野和広、飯塚大輔、永田健斗、島田義也、柿沼志津子.放射線誘発乳

がんモデルにおける乳腺幹細胞系の放射線応答. 日本放射線影響学会第 62回大会, 2019

年 11月 

D.  国際学会発表 

1)  Ken-ichi Kudo, Masaru Takabatake, Yukiko Nishimura, Kazuhiro Daino, Mayumi Nishimura, 
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 Abstract 

 Assessment of cancer risk from low-dose-rate radiation requires a mathematical modeling 

approach based on knowledge of the biological mechanisms of radiation action. The purpose of this study 

is to show factor(s) that explain the dose rate effect of carcinogenesis, by using a mathematical model that 

describes carcinogenesis based on the experimental findings on dynamics of stem cells. As an animal 

model, a rat breast cancer model is used because of its well-described dose rate effect. In the first fiscal 

year (FY2019), experiments were conducted to obtain a part of stem cell kinetics data contributing to 

estimation of parameters required for the mathematical model. Specifically, data were obtained on 

progenitor cell activity, cell death, and cell proliferation for each cell type constituting the stem cell system 

of the mammary gland. In addition, the mathematical model was designed to incorporate the spatial 

structure and carcinogenesis, making it possible to describe the dynamics and carcinogenesis of individual 

cells. A separate model was constructed that simulate the dynamics of generation and repair of DNA 

damages under different dose rates. Furthermore, improvement was made to an experimental system for 

estimating the origin cells of cancer and another experimental system for measuring competition between a 

small number of irradiated cells present in a large number of non-irradiated cells. In the next fiscal year, we 

will acquire additional stem cell dynamics data, start experiments to estimate the cell of origin of cancer 

and evaluate cell competition, analyze mathematical model parameters, and incorporate experimental 

findings into the model. 
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2-8 動物モデルと数理モデルを用いた放射線発がん線量率効果が 

生じるメカニズムの解明 

（研究項目２）幹細胞動態数理モデルの構築 

分担研究者：服部佑哉（国立大学法人東京工業大学・助教） 

 

研究要旨 

低線量率被ばくのがんリスクが高線量率のリスクより低いかどうかは、疫学データの精度

が高くないことから、メカニズムに基づいたアプローチが必要とされている。本研究の目的

は、ラットの乳腺を対象として、数理モデルの構築と実験データの解析を行うことで、線量

率効果の因子を明らかにすることである。我々は、これまでに、ラット乳腺の幹細胞系（末

梢芽状突起、TEB）の細胞動態数理モデルのプロトタイプを構築した。本研究では、構築し

た数理モデルに、空間構造、発がんまでの過程、マイクロドジメトリによる線量分布を追加

するとともに、主任研究者の実験研究で得られた情報を数理モデルに取り込むことで、プロ

トタイプ数理モデルを精緻化する。そして、実験データを解析する。本研究で構築を目指す

解析・予測モデルは、TEB モデル、ダメージ修復モデル、発がん過程モデル、線量率モデル

の 4つのモデルから構成される。本年度では、これらのモデルを揃えるために、TEBモデル

の拡張と、発がん過程モデルと線量率モデルの構築を実施した。これにより、それぞれのモ

デルについて、解析に必要な 1細胞の状態変化追跡の仕様を満たすモデルが構築できた。 

 

キーワード 

末梢芽状突起 数理モデル 線量率効果 

発がん 幹細胞  

 

研究協力者 

渡邉立子（量子科学技術研究開発機構・上席研究員） 

横谷明徳（量子科学技術研究開発機構・統括グループリーダー） 

I.  研究目的 

低線量率被ばくのがんリスクが高線量率のリスクより低いかどうかは、放射線リスク評価を大

きく左右する。現状では低線量率被ばくの疫学データの精度が高くないことから、発がんのメカ

ニズムを元にこの問題にアプローチすべきことが提言されている。 

我々は、これまでの研究でラット乳腺の細胞動態を解析するために、プロトタイプモデルを構

築してきた。本研究では、このプロトタイプのモデルを、空間構造を持つモデルや発がんの過程

を表現する数理モデルに関連づけること、主任研究者の実験で得られた情報を取り込むことによ
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って精緻化し、モデルを構成する様々な要素のうち線量率効果を説明するために重要なものを見

つけ出すことを目的とする。 

II.  研究方法 

本年度では、解析と予測に用いるための数理モデルを構築した．本研究で構築を目指す数理モ

デルは、TEB モデル、ダメージ修復モデル、発がん過程モデル、線量率モデルから構成される（図

II-1）。TEBモデルと放射線ダメージモデルは、従来研究によってプロトタイプを作成したものの、

（１）空間構造が反映されていない、（２）1細胞の状態変化を計算できないといった課題が残さ

れていた。そこで、これらを解決するために、TEB モデルを拡張した。さらに、本年度では、新

たに発がん過程モデルの構築と、線量率モデルの構築を実施した。 

 

 

図 II-1 解析・予測モデルを構成する 4つのモデル 

 

1.  TEB モデルの拡張 

① 空間構造の追加 

従来研究で構築した TEBモデルでは、TEB 内を 1つの空間として扱っていた。しかしながら、

（１）TEB では増殖細胞と成熟細胞の配置が均一ではないこと、（２）放射線による影響が増殖

細胞と成熟細胞で異なることから、空間構造を考慮する必要がある。そこで、TEB の先端から

0.1mmごとに区画し、TEB 内を 10個の空間に分割する。 
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② 1 細胞追跡型への変更 

 従来研究で構築した TEB モデルでは、例えば、TEB 内の増殖細胞の数や成熟細胞の数といっ

た、ある状態における細胞の数を計算していた。しかしながら、細胞への放射線照射後から発が

んに至る過程を追跡するには、1細胞レベルで細胞の状態変化を追跡する必要がある。そこで、1

細胞のオブジェクトを作成し、オブジェクトに状態とイベントを与える。 

 

2.  発がん過程モデルの構築 

放射線照射後に、増殖細胞ががん細胞化するまでの過程を解析・予測するために、発がん過程

モデルを構築する。増殖細胞ががん細胞化するまでの過程は、増殖細胞のダメージ修復時に、修

復ミスによって変異が蓄積されることで表現する。変異は、程度の異なる複数段階に分割する。 

 

3.  線量率モデルの構築 

放射線照射による細胞の状態変化の起点を計算するために必要な線量率モデルについて、空間

的な放射線照射の影響を計算可能なマイクロドジメトリのモデルを用いる。そこで、マイクロド

ジメトリのモデルと、ダメージ修復モデルを関連付けるために、それぞれのモデルを用いて、DNA

二本鎖切断（DSB）数を調べる。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は、主任研究者が取得した実験データに対し、数理モデルを使って解析するものである。

したがって、研究実施者が所属する大学・研究所では、倫理面に配慮が必要な実験及び人を対象

とする研究は行わない。 

III.  研究結果 

1.  TEB モデル 

空間構造の追加と 1 細胞追跡型への変更を実施した TEB モデルの概要図を図 III-1 に示す。拡

張した TEB モデルでは、TEB の空間を 10 分割して、各空間を領域 1～領域 10 と番号付けした。

また、TEBの形は、細胞間の接着力によって一定を保つように振る舞う、つまり、領域内の細胞

数の割合は一定値を保とうとすると仮定した。この仮定から、領域間の移動は、各領域内におけ

る細胞数と領域の格納限界細胞数を基に、細胞数の多い領域から尐ない領域へ拡散的に移動する

とした。また、各領域に、1 細胞のオブジェクトを作成し、細胞の属性を示す状態と、状態変化

を引き起こすイベントを与えた。状態は、TEBモデル単体では、細胞種、増殖／成熟、領域番号、

生存／死の 4状態を持つ。さらに、ダメージ修復モデルや発がん過程モデルを組み合わせた場合

では、それぞれのモデルで表現されるダメージ蓄積レベルや変異蓄積レベルなどの状態が追加さ

れる。イベントは、TEBモデル単体では、増殖、分化、細胞死、領域移動があり、状態と同様に、

ダメージ修復モデルや発がん過程モデルを組み合わせた場合では、それぞれのモデルで表現され

るイベントが追加される。これらのイベントは、一定の時間経過や確率によって引き起こされる。
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このような表現方法を用いることで、TEB 内の空間を時間の経過とともに状態変化しながら移動

する 1細胞の追跡が可能となった。 

 

  

図 III-1 拡張した TEB モデルの概要 

 

次に、拡張した TEB モデルを用いて、非照射時における内腔（Luminal）細胞の各領域の細胞

数の時間変化を計算した各領域の細胞数の初期値は、実験データから得られた値を設定した。こ

の TEBモデルでは、計算ステップを 10min としており、10minごとに、増殖、分化、細胞死、領

域移動のイベントの判定と、状態変化が実施される。増殖、分化、細胞死のイベントが起こる確

率は、表 III-2に示すように設定した。 

 

表 III-2 拡張した TEB モデルに用いたパラメータ値 

領域番号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

増殖細胞数 51 32 21 14 10 10 9 7 6 6 

成熟細胞数 63 52 41 33 28 35 32 30 29 28 

増殖率 0.013 0.013 0.013 0.013 0.013 0.013 0.013 0.013 0.013 0.013 

増殖細胞の 

細胞死率 

0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 

成熟細胞の 

細胞死率 

0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 

分化率 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009 

 

 計算した増殖細胞数と成熟細胞数の時間変化を図 III-3に示す。両方の細胞とも、時間経過とと

もに各領域の細胞数が変化しており、特に、増殖細胞数の変化は大きいことが分かる。この計算

では、各イベントに関連するパラメータ値は、各領域で同じ値を設定しているにも関わらず、各

領域の初期細胞数が異なるため、空間的に細胞数が変化している。また、1 細胞に起こるイベン

トは確率分布に従うため、細胞数も小さく変化していることが分かる。したがって、この計算結

果から、空間的な細胞数の違いが、空間依存的な細胞数の増減を引き起こすことが示された。 
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図 III-3 拡張した TEB モデルによる細胞数の時間変化の計算結果 

 

2.  発がん過程モデル 

構築した発がん過程モデルの概要を図 III-4 に示す。本モデルも、拡張した TEB モデルと同様

に、1 細胞の状態を追跡可能なオブジェクトで表現した。発がん過程は、正常細胞が、誤修復に

よる変異イベントが起きて、変異レベルの状態が段階的に蓄積状態に変化し、最終的にがん化の

状態を示すことで表現した。 

 

 

図 III-4 発がん過程モデルの概要 

 

発がん過程モデル単体では、各状態における細胞数の時間変化は、下記の微分方程式で表現さ

れる。 

𝑑𝑋0(𝑡)

𝑑𝑡
= −𝑚0𝑋0(𝑡) 

𝑑𝑋1(𝑡)

𝑑𝑡
= 𝑚0𝑋0(𝑡) − 𝑚1𝑋1(𝑡) 



 

 

 

 

6 

 

𝑑𝑋𝑖(𝑡)

𝑑𝑡
= 𝑚𝑖−1𝑋𝑖−1(𝑡) − 𝑚𝑖𝑋𝑖(𝑡) 

𝑑𝑋𝑁+1(𝑡)

𝑑𝑡
= 𝑚𝑁𝑋𝑁(𝑡) 

ここで、𝑋𝑖(𝑡) は、時刻 tにおける変異レベル iの状態の細胞数を表す。mは、変異イベントが起

きる確率を表す。この微分方程式において、１）正常細胞は十分に多いため一定とし、２）がん

細胞数の減尐が無視できると仮定すると、下記の式が得られる。 

𝑑𝑁1(𝑡)

𝑑𝑡
= 𝑚𝑁0 

𝑑𝑁𝑖(𝑡)

𝑑𝑡
= 𝑚𝑁𝑖−1(𝑡) 

𝑁𝑖(𝑡) = 𝑚𝑖
𝑁0

𝑖!
𝑡𝑖 

log (
𝑁𝑖(𝑡)

𝑁0
) = log (

𝑚𝑖

𝑖!
) + 𝑖log (𝑡) 

この式は、罹患率𝑁𝑖(𝑡)/𝑁0の対数が、経過時間 tの対数に比例する Armitage-Dollモデル 1）を示し

ている。そこで、本研究の主任研究者が取得した実験データ（図 III-5）2）から、Armitage-Doll モ

デルに基づいて発がんに必要な変異レベル数 iを推定したところ、がん化までの状態数N+1=2.988

を得た。 

 

 

図 III-5 ラット乳がんの罹患率の時間変化 2） 

 

3.  線量率モデル 

マイクロドジメトリモデルを使って計算した DSB を、DSB 修復を考慮したダメージ修復モデ

ルと関連付ける。まず、マイクロドジメトリモデルを用いて、簡易的な細胞集団において、細胞

ごとに 1トラック通過あたりに付与される最尐線量分布と DSB 生成数の分布を計算した。計算し
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た結果について、生成された初期 DSB 数の線量依存性を図 III-6に示す。この図から、初期 DSB

数は、線量に比例して増加することと、複雑な損傷を持つ複雑な DSBも線量依存的に生成される

ことが分かる。 

0

10

20

30

40

50

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

DSB
complexDSB

D
S

B
s
/c

e
ll

Dose (Gy)  

図 III-6 マイクロドジメトリのシミュレーションによる初期 DSB数の線量依存性 

 

次に、DSB 生成数と修復 DSB 数を、従来研究で構築したダメージ修復モデルを用いて、高線

量率（1.8Gy/min）と低線量率（0.3mGy/min）のそれぞれの条件で DSB 数の時間変化を計算した。

細胞ダメージ修復モデルは、下記の微分方程式で表される。 

𝑑𝑍1(𝑡)

𝑑𝑡
= 𝑎1𝐷𝑅 − 𝑟1𝑍1(𝑡) 

𝑑𝑍𝑖(𝑡)

𝑑𝑡
= 𝑎𝑖𝐷𝑅 − 𝑟𝑖𝑍𝑖(𝑡) 

ここで、𝑍𝑖(𝑡)は、特定の質を持つ DSB の数の時間変化を表し、𝐷𝑅は線量率、𝑎𝑖と𝑟𝑖は DSB 生成

と修復のパラメータを表す。DSB生成と修復のパラメータに適当な値を与え、線量は変えずに線

量率を変えた計算結果を、図 III-7 に示す。この図では、1 細胞当たりの DSB 数の時間変化で表

している。この図から、高線量率では DSB 数が短い照射時間中に急激に増えており、修復の効果

がほどんと表れていないが、低線量率では緩やかに増加した後、尐ない DSB 数で一定値を保って

おり、修復の効果によって DSB 数の増加が抑えられていることが分かる。 
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図 III-7 ダメージ修復モデルのシミュレーションによる照射後の DSB数の時間変化 

 

最後に、生成された DSB数について、ダメージ修復モデルを用いて、線量率が異なる場合の線

量依存性を調べた。この計算時における修復パラメータの値は、DSB 数の線量依存性の実験デー

タを基に決定した。計算結果を図 III-8に示す。この結果から、ダメージ修復モデルで計算した結

果は、実験値と同じ傾向を示すことと、高線量率と低線量率では、異なる線量依存性が現れるこ

とが分かる。 

 

 

図 III-8 高線量率と低線量率照射による DSB数の線量依存性（実験値：文献３）） 

 

また、図 III-6 の DSB の変化と、図 III-8 の HDR の変化を比較すると、同じ傾向が得られてい

ることが分かる。これらの結果から、マイクロドジメトリで計算した詳細な DSB 生成過程から、

ダメージ修復モデルの係数を求めることで、マイクロドジメトリモデルの DSB 数とダメージ修復

モデルで表現する DSB 数が十分に関連付できることが分かった。これにより、マイクロドジメト

リで計算可能な TEB 全体の領域における DSB 数の分布を起点に、細胞の変異蓄積とがん化まで

追跡可能である。 
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IV.  考察 

本分担研究では、ラットの TEBを対象とし、発がんの線量率効果の因子を明らかにするために、

細胞の照射影響の時間変化を追跡可能な数理モデルを構築する。本年度は、解析・予測の数理モ

デルを構成する 4つのモデルについて、TEBモデルの拡張、発がん過程モデルの構築、線量率モ

デルの構築を実施した。それぞれのモデルについて、解析に必要な 1細胞の状態変化追跡の仕様

を満たすモデルが構築できた。 

V.  結論 

本年度の成果によって、本研究計画の解析・予測に必要な数理モデルを構成する 4つのモデル

が揃った。次の課題は、各モデルで実験データと比較し、パラメータ値やモデルの検証を実施す

ることと、各モデルを連結し、モデルの挙動を確認・検証することが挙げられる。 

VI.  次年度以降の計画 

各モデルに含まれるパラメータ値を実験データに基づいて決定する。一方、実験データからは

導出不可能なパラメータ値については、感度解析を実施し、網羅的にシミュレーションに有効な

パラメータ値を探る。また、各モデルが実験データを再現可能か検証し、再現が出来ない場合は、

主任研究者との議論を通して、細胞競合の影響の追加など、数理モデルの修正を実施する。 

VII.  この研究に関する現在までの研究状況、業績 

A.  論文：査読あり 

該当なし 

B.  論文：査読なし 

該当なし 

C.  国内学会発表 

1)  Yuya Hattori, Ritsuko Watanabe, Akinari Yokoya, Daisuke Kurabayashi, A mathematical 

model of low-dose / low-dose-rate radiation effect: One-target multi-hit model with damage 

repair function, 日本放射線影響学会第 62回大会，京都府京都市，2019年 11月 14-16日． 

2)  服部 佑哉，渡辺 立子，横谷 明徳，倉林 大輔，DNA損傷修復の時間変化を考

慮した放射線誘発の標的論モデル，日本数理生物学会年会 2019，東京都目黒区，2019

年 9月 14-16 日，ポスター発表． 

D.  国際学会発表 

該当なし 

E.  著書 

該当なし 

F.  講演 

該当なし 
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G.  主催した研究集会 

該当なし 

H.  特許出願・取得 

該当なし 

I.  その他 

該当なし 
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Deciphering the mechanism underlying the dose rate effect of 

radiation carcinogenesis using animal and mathematical models.  

Development of a stem cell dynamics model 

 Yuya Hattori 

 Tokyo Institute of Technology 

  

 Key words : terminal end bud, mathematical model, dose rate effect, carcinogenesis, stem cell  

 Abstract 

       A mechanism-based approach is needed to clarify whether the cancer risk of low dose rate 

exposure is lower than the risk of high dose rate exposure. The purpose of this study is to elucidate the 

factors contributing to the dose rate effect by using a mathematical model. We have previously built a 

prototype of a mathematical model describing the dynamics of the rat mammary gland structure containing 

the stem cells (i.e., terminal end bud; TEB). In this study, the prototype mathematical model is refined by 

adding the spatial structure, the process of carcinogenesis, and the dose distribution estimated by 

microdosimetry simulation. Our analytical and prediction models to be constructed consist of four models: 

a TEB model, a damage repair model, a carcinogenic process model, and a dose rate model. In this fiscal 

year, we extended the TEB model and constructed a carcinogenic process model and a dose rate model in 

order to bring these models together. For each model, we were able to construct one that met the 

specification for single-cell state-change tracking required for the analysis. 

  

 


