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Ⅱ－2 低線量率・低線量放射線被ばくによる組織幹細胞の 

放射線障害の蓄積に関する研究 
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研究課題名：低線量率・低線量放射線被ばくによる組織幹細胞の 

放射線障害の蓄積に関する研究 

研究項目名：低線量率・低線量被ばくによる組織 DNA 障害の蓄積解析 

鈴木啓司（長崎大学大学院医歯薬学総合研究科放射線医療科学専攻・准教授）  
 
研究要旨  
	
 東京電力福島第一原子力発電所の事故を受けて、低線量放射線、とりわけ 100mSv 以下
の放射線被ばくによる健康影響が懸念されている。疫学調査結果等では、このような低線

量放射線による健康影響については明確な答えを得る事は極めて困難であるため、放射線

防護の立場から、直線しきい値なし（Linear Non-Threshold: LNT）モデルを採用している
が、このことが逆に、一般住民の健康不安を醸成する原因にもなっている。そこで、本研

究課題では、低線量率・低線量被ばくモデル動物において、被ばくによって誘発される DNA
損傷および発がん変異の組織における蓄積と排除を、組織幹細胞に着目しながら解析する

ことを計画した。具体的には、公益財団法人環境科学技術研究所（環境研）において低線

量率・低線量放射線（0.05〜20mGy/日）を照射したマウスにおいて、累積線量が 1〜100mGy
の間で、甲状腺や生殖組織を含む 11 種の代表組織を採取し、長崎大学において DNA 損傷
分子プローブおよび幹細胞マーカーあるいは増殖マーカーとの蛍光免疫二重染色を検討し

た。  
	
 まず、低線量率・低線量放射線照射マウスにおける標本の採取については、0.05mGy/日、
1 mGy/日、20 mGy/日の線量率で蓄積線量 1mGyあるいは 20mGyを照射をしたマウスより、
甲状腺、乳腺、脾臓、胸腺、消化幹、肝臓、肺、腎臓、膀胱および生殖腺を採取し、フォ

ルマリン中で固定後にパラフィン包埋を行った。組織切片は、厚さを 4 ミクロンに固定し
て薄切し、スライドグラス上に固定した切片を脱パラフィン後、抗体賦活化処理を施して、

抗 53BP1 および抗 Ki-67 抗体で蛍光免疫染色を行った。その結果、甲状腺、乳腺、消化幹
などで 53BP1 フォーカスを検出した。また、400mGy の高線量率照射による DNA 損傷の
動態解析から、400mGy の被ばくにより誘導されたフォーカスでも、照射後 72 時間までに
は、非被ばくの状態で観察される自然発生のフォーカス形成頻度と同等のレベルまで減少

していることが明らかにした。さらに、Ki-67 陽性細胞におけるフォーカス数の評価から、
照射直後のフォーカス数には、幹細胞に特徴的な傾向は認めなかった。  
	
 今後、低線量率・低線量放射線照射を継続して行い、また、採取した臓器・組織におけ

る DNA 損傷動態の解析を完了して、低線量率・低線量被ばくマウスの組織幹細胞におけ
る DNA 損傷の蓄積と排除について科学的知見をまとめ、これらの研究成果により、福島
での原子力被災者などの健康管理・健康不安対策に資する低線量率・低線量被ばくの影響

解明をめざす。  
キーワード : 低線量、低線量率、100mGy、組織幹細胞、DNA 損傷  
 
I. 研究目的  
東京電力福島第一原子力発電所の事故を受けて、低線量放射線、とりわけ 100mSv 以下

の放射線被ばくによる健康影響についての多くの議論が交わされている。しかしながら、

広島・長崎の原爆被爆者の疫学調査結果等では、100 mGy よりも低い低線量放射線による
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健康影響について明確な答えを得る事は極めて困難で、このため、放射線防護の立場から

直線しきい値なし（Linear Non-Threshold: LNT）モデルが採用されているが、このことが
逆に、一般住民の健康不安を醸成する原因にもなっている。福島復興再生に向けた住民（ひ

いては国民）の安心のためにも、100mGy を下回るような低線量域での被ばくの健康影響
の機構論に依拠した解明が望まれている。加えて、現存被ばくの状態で生活を続けている

福島県民の安心・安全のための健康管理において、その科学的妥当性をより一層高めるた

めにも、年間 20mSv や生涯累積線量 100mSv 等の、長期低線量率・低線量慢性被ばくの健
康影響の有無について、とりわけ発がんや継世代影響の標的となる組織幹細胞における放

射線障害の蓄積の有無という観点から、科学的に実証された真実を得る事が求められてい

る 1)。そこで本研究では、低線量率・低線量被ばくモデル動物において、被ばくによって

誘発される DNA 損傷および発がん変異の蓄積と排除を、放射線発がんの標的となる臓器・
組織や生殖組織の幹細胞、あるいはそこから単離した幹細胞において解析することを目的

とした。  
 

II. 研究方法  
	
 低線量率・低線量放射線の照射は、環境研の極低線量率・低線量放射線照射施設におい

て行った 2）。具体的には、長崎大学で購入した B6C3F1 マウス（1 グループ 6 匹）を環境
研に搬入し、検疫の後に、0.05mGy/日、1mGy/日および 20mGy/日の条件で、累積線量が
1mGy あるいは 20mGy になるまで照射を継続した。コントロールとして非照射群を同期間
飼育した。また、陽性コントロールとして、高線量率照射群（400mGy/日で累積線量が
100mGy および 400mGy）を同様の方法により照射した。1 日の照射時間は 22 時間に設定
し、残りの 2 時間を動物飼育環境のメンテナンスにあてた。目的の累積線量に達したとこ
ろで、甲状腺、乳腺、脾臓、胸腺、消化管、肝臓、肺、腎臓、膀胱、卵巣および精巣を採

取し、フォルマリン中で固定後にパラフィン包埋した。その後、4 ミクロンの厚さで薄切
標本を作成して、脱パラフィン処理後に、PBS 中に保存した。  
	
 標本は、賦活化液中で 95℃で 30 分処理して、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。一次抗体としては、抗 53BP1 抗体（Bethyl、A300-272）および抗 Ki-67
抗体（DAKO、TEC-3）を用いた。反応終了後、PBS でよく洗浄して、二次抗体を 37℃で
1 時間反応させた。二次抗体には、Alexa532（488）標識の抗ウサギ IgG 抗体及び Alexa647
（594）標識の抗ラット IgG 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。また、組織幹細胞の特定には、幹細胞マーカーとして
GPCR49 などに対する抗体を、細胞培養系を用いて検討した。  
	
 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

ムにより最低でも 500 個（非照射群では DNA 損傷の頻度に応じて 1000 個程度まで）の細
胞について解析を行い、53BP1 の斑点状のシグナル（フォーカス）の出現頻度を算出する
ことにより DNA 損傷の蓄積および排除を評価した 3）。  
 
（倫理面への配慮）  
本研究は、動物実験を行うにあたっては、国内の動物実験指針を遵守し、照射実験を行

う環境科学技術研究所の動物実験委員会等の承認を受けた上で、同所の動物実験ガイドラ

インを遵守して実験を行った。  
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III. 研究結果  
1．低線量率・低線量放射線照射および標本の作成  
	
 B6C3F1 マウスを 5〜6 週齢で入手し、環境研の低線量照射棟に搬入した。1 ケージあた
り 3 匹のマウスを入れて、検疫の後、8 週齢になったところで照射を開始した。0.05mGy/
日、1 mGy/日、20 mGy/日の各線量率で照射を継続し、累積線量 1mGy あるいは 20mGy に
なったところで照射を終了し、非照射マウスと共にマウスを搬出して、環境研先端分子生

物科学研究センターに搬入し、解剖を行った。各臓器・組織は 10％中性緩衝ホルマリン中
で 1 日振盪し、流水洗浄の後に 70％エタノールに浸漬し臓器の切り出しを行った。切り出
した臓器は、カセットに入れて自動包埋装置によりパラフィン包埋した。採取した臓器は

甲状腺、乳腺、脾臓、胸腺、消化管、肝臓、肺、腎臓、膀胱および生殖腺で、薄切切片は

スライドグラス上に固定した。また、予備実験の段階で、様々な厚さの切片を作成して検

討したが、最終的に、厚さを 4 ミクロンに固定することに決定した。  
2．組織における DNA 損傷の検出  
	
 まず、400mGy の高線量率照射マウスから採取した組織の標本切片を脱パラフィン後、
抗体賦活化処理を施して、抗 53BP1 抗体で蛍光免疫染色を行ったところ、甲状腺、乳腺、
消化幹など、ほとんどの臓器で 53BP1 フォーカスを検出した。また、非照射マウス由来の
組織でも、低頻度ながらフォーカスを検出した。消化管における解析からは、非照射マウ

スの消化管における自然発生の DNA 二重鎖切断の頻度は、おおよそ細胞あたり 0.01 個程
度と見積られた。400mGy 照射後は、細胞あたり約 0.12 個程度のフォーカスが観察された
が、照射後 72 時間までには、非照射マウスで観察される自然発生のフォーカス形成頻度と
同等のレベルまで減少していることが明らかになった。また、400mGy 照射後のフォーカ
ス陽性細胞中のフォーカス数の分布を調べてみると、90％以上の細胞が 1 個のフォーカス
を有しており、その分布は、非照射マウスで観察された分布と同じであった。  
3．組織幹細胞における DNA 損傷評価  
	
 組織内に存在する幹細胞を特定するために、Ki-67 抗体による組織染色を行った。従来、
Ki-67 抗原の検出は、そのほとんどが発色法で行われているが、本研究では、抗 53BP1 抗
体を Alexa532（赤橙色蛍光）で検出し、抗 Ki-67 抗体を Alexa647（遠赤色光）で検出する
方法を確立した。解析の結果、消化管では、Ki-67 陽性シグナルがクリプトの下方に位置
する細胞で観察されたが、多くの組織においては、Ki-67 陽性細胞は散在することがわか
った。400mGy 被ばくマウスにおけるフォーカス数の評価から、照射直後のフォーカス数
には、幹細胞に特徴的な傾向は認められなかった。また、照射後のフォーカス数の減少で

も、Ki-67 陽性細胞と陰性細胞との間に明確な差は認められなかった。  
 
IV. 考察  
	
 本研究は、低線量率・低線量放射線を照射したマウスに由来する臓器・組織において、

DNA 二重鎖切断の消長を、組織幹細胞に着目して追跡する事が目的であったが、極低線量
率・低線量放射線の照射は、青森県六ケ所村にある環境研においてのみ可能であったため

に 2)、あらかじめ環境研と長崎大学大学院医歯薬学総合研究科との間で共同研究契約を締

結し、その上で、環境研において照射を行い、組織標本を長崎大で解析する研究体制を構

築した。その結果、組織切片を凍結状態で搬送するなどの工夫をすることによって、本研

究計画を滞りなく推進する体制を確立する事ができた。  
	
 組織標本を用いた DNA 損傷の解析における技術的な要件の第一は、薄切切片の厚みを
何ミクロンに設定するかという問題である。理論的には、核全体が含まれるような厚みの
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切片を作成するのが理想的であるが、実際には、10 ミクロン程度の厚みの標本は染色性が
極端に悪く、また、解析の際に Z 軸方向の細胞核の重なりが障害となって、より客観的な
定量解析が困難である。そこで、検討の結果、最終的に厚さを 4 ミクロンとする事で固定
し、様々な厚みで確率的に細胞核が切られることを考慮して、最低でも 500 個の細胞につ
いて解析する事とした。次に問題になったのが、DNA 損傷分子マーカーの 53BP1 フォー
カスと Ki-67 の二重染色法の確立であった。従来、Ki-67 抗原の検出は、そのほとんどが発
色法で行われているが、その理由は、通常の蛍光免疫染色法で多用される緑色蛍光が、組

織からの自家蛍光として自然に検出されてしまうため、蛍光二重染色が不可能である事に

よる。そこで本研究では、抗 53BP1 抗体を Alexa532（赤橙色蛍光）で検出し、抗 Ki-67 抗
体を Alexa647（遠赤色光）で検出する方法を確立した。Alexa647 による蛍光は、人間の目
では感知できないため、特殊は蛍光フィルターを通して取得した画像を疑似カラー化する

ことにより可視化に成功した。  
	
 確立した手法により、まず、400mGy の高線量率照射マウスから採取した組織の標本切
片を解析したところ、甲状腺、乳腺、消化幹など、ほとんどの臓器で 53BP1 フォーカスを
検出した。しかしながら、非照射マウス由来の組織でも、低頻度ながらフォーカスを検出

することができ、放射線被ばくを受けてない状態でも、恒常的に DNA 損傷が誘発されて
いる事が確認された。低線量率・低線量放射線の健康影響を評価する際には、自然放射線

に加算される追加被ばくによる影響として多くの議論がなされるが、今回の結果から、そ

の際に、生体内で恒常的に生成している DNA 損傷のレベルも考慮すべきである事が明確
になった。今後は、各臓器・組織に固有の定常状態の DNA 損傷レベルを定量的に評価し
ておくことが必要で、その上で、低線量率・低線量放射線による DNA 損傷の誘導を評価
する事が肝要である。  
	
 抗 Ki-67 抗体による Ki-67 陽性細胞の検出により、消化管では、陽性細胞がクリプトの
下方に層状に観察されたが、それ以外の多くの組織においては、Ki-67 陽性細胞は散在す
ることがわかった。Ki-67 陽性細胞は、増殖相に入っている細胞であり、必ずしも組織幹
細胞を反映しているわけではない。そこで、他の幹細胞マーカーを用いて、組織幹細胞の

特定を試みたが、消化管の場合の GPCR49（Lgr5）の様に、確定されているマーカーであ
っても、免疫染色に応用できる抗体はほとんどなく、残念ながら、今年度の検討では、組

織幹細胞の特定に有用な抗体は見つからなかった。しかしながら、昨今の幹細胞研究の爆

発的な広がりを反映して、新しい抗体が次々と開発されている現状を考慮して、今後も免

疫染色に耐え得る抗体の検索を継続して行う予定である。  
	
 組織幹細胞における DNA 損傷の消長を評価するために、Ki-67 陽性細胞における 53BP1
フォーカスの誘導を検討した。その結果、照射直後のフォーカス数には、Ki-67 陽性細胞
に特徴的な傾向は認められなかった。また、照射後のフォーカス数の減少でも、Ki-67 陽
性細胞と陰性細胞との間に定性的観察においては明確な差は認められなかった。一方、高

線量（12Gy 以上）では、小腸幹細胞の方がより効率的に DNA 損傷を修復したとする報告
もあり 4)、低線量あるいは低線量率・低線量放射線被ばくの DNA 損傷の排除について、定
量的な解析の結果が待たれる。  
 
V. 結論  
	
 低線量率・低線量放射線被ばくマウスにおいて、採取した臓器・組織における DNA 損
傷の蓄積と排除を解析する実験系を確立した。甲状腺、乳腺、消化管など、ほとんどの臓

器で 53BP1 フォーカスの誘導を観察し、非照射マウスにおいても低頻度ながら生じている
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DNA 損傷が、放射線被ばくにより増加する事を確認した。また、Ki-67 と 53BP1 との二重
蛍光染色法を確立し、組織幹細胞における DNA 損傷の蓄積と排除に係わる解析が着実に
進んでいる。  
 
VI. 次年度以降の計画  
	
 平成 24 年度は、3 年の全体計画の中の初年度として位置づけられ、低線量率・低線量放
射線照射を開始すると同時に、照射マウスから目的とする臓器・組織を採取し、DNA 損傷
の定性的な観察を始めた。平成 25 年度は、累積線量 100mGy の低線量率・低線量放射線照
射を開始すると同時に、平成 24 年度に採取した累積線量 1mGy および 20mGy の標本の定
量的な解析を進める。そして、平成 26 年度までに、これら全ての標本の解析を終了して、
低線量率・低線量放射線被ばくによる DNA 損傷の組織幹細胞における蓄積と排除に関す
る科学的知見を提示する。また、組織幹細胞における DNA 損傷の消長が、DNA 損傷修復
によるものか、あるいは DNA 損傷を受けた幹細胞のアポトーシスによる排除の結果なの
かを明確にするために、平成 25 年度からは、EdU の投与により組織幹細胞が一時的に標
識されるのを利用して 5)、DNA 損傷の消長と共に DNA 損傷を受けた幹細胞の運命を追跡
する計画を策定した。  
 
本研究に関する現在までの研究状況、業績  
なし  
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Analysis of DNA damage accumulation in tissues exposed to low 

dose and low-dose rate radiation 
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Abstract 
 After the accident at the Fukushima Daiichi Nuclear Power Plant in Japan, much attention has been 
paid for probable health risks associated with annual low-dose radiation exposure. While the 
epidemiological studies of A-bomb survivors from Hiroshima and Nagasaki have indicated a linear 
dose-dependent increase in cancer risk at doses above 100 mGy, it is quite difficult to estimate 
cancer risks stem from lower doses of radiation, e.g. less than 100 mGy. Thus, the LNT model has 
been adopted and used as the current standard for radiation protection. However, the LNT model 
does not always explain biological and epidemiological data. Although the LNT model assumes that 
accumulation of the initial radiation-induced damage in the target cells is associated with cancer 
development, this has not been proven in any of the experimental systems so far. Therefore, current 
study aimed to demonstrate whether DNA damage is accumulated in mouse tissues exposed to 
low-dose-rate radiation. B6C3F1 mouse were exposed to low-dose-rate gamma-rays until the total 
dose became 1 or 20 mGy, and several organs, including thyroid, mammary gland, intestine et al., 
were obtained. Then, tissue slices were incubated with anti-53BP1 and anti-Ki-67 antibodies to 
visualize DNA damage and proliferating cells, respectively. Obtained results show that 53BP1 focus 
are detectable in every tissues derived from exposed mouse, whereas they are also observed in the 
control mouse. The Ki-67-positive cells are identified in some of the tissues. For example, a lower 
half of the small intestinal crypts is mostly Ki-67-positive. These cells show similar levels of DNA 
damage compared with those observed in the Ki-67-negative crypt cells. The present study 
established an experimental system, by which accumulation and exclusion of DNA damage in the 
tissue and/or tissue stem cells can be determined. The results are anticipated to provide scientific 
evidences that should contribute to the scientifically acceptable estimation of cancer risks from 
low-dose-rate radiation exposure. 
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研究課題名：低線量率・低線量放射線被ばくによる組織幹細胞

の放射線障害の蓄積に関する研究 

研究項目名：低線量率・低線量被ばくによる乳腺幹細胞への影響蓄積の評価 

今岡達彦（放射線医学総合研究所放射線防護研究センター発達期被ばく影響研究プログラム反復被ば

く研究チームチームリーダー） 
 
研究要旨 
	
 環境の放射性物質汚染がもたらし得る健康リスクに関心が高まっていることから、リスク評価体系

の基盤となる新たな科学的根拠を創出するため、組織幹細胞への放射線影響を評価することが本研究

の目的である。本年度は、ラットより採取した乳腺幹細胞を用いて、細胞致死に放射線が及ぼす影響

を評価し、また再生能及び分化能の評価実験系の確立を試みた。その結果、細胞凝集塊形成率の低下

を指標とした幹細胞致死の感受性は比較的低いことがわかった。また、細胞凝集塊形成率を指標とし

た再生能評価系を確立し、分化誘導条件下での細胞凝集塊の分化マーカー発現を指標にした分化能評

価系を確立した。次年度以降は、この評価系を利用した放射線影響の評価、及び、放射線が DNA 損
傷生成に及ぼす効果を評価するための予備実験ならびにデータ収集を実施する。 
キーワード:	
 組織幹細胞、乳腺、放射線影響、再生、分化 
 
I 研究目的 
	
 東北地方太平洋沖地震に伴う原子力発電所の事故により放出された放射性物質による環境の汚染を

受けて、低線量率・低線量放射線被ばくによる障害への関心が高まっている。原子力被災者の健康管

理の礎となる現行放射線リスク評価体系の根幹は LNT仮説であるが、その根拠をなす科学的推論のう
ち、放射線が発がんのイニシエーションのみに関わっているという部分については、科学的根拠が不

足している 1–3)。また、近年の幹細胞生物学の進展が放射線リスク評価の成立基盤に及ぼす潜在的イン

パクトは大きいが 4)、放射線分野で基礎的幹細胞研究は重点的に取り組まれてこなかった。 
	
 そこで本研究では、組織加重係数の最も高い組織のひとつである乳腺に注目して、発がんの起源で

ある組織幹細胞に放射線が及ぼす DNA 損傷生成、細胞致死、再生能及び分化能への影響を定量的に
解明し、もって直線しきい値なし（LNT）仮説の根拠となる推論が成り立つかどうかを例証すること
を目的とする。本年度は、放射線が乳腺幹細胞の致死に及ぼす効果を解明し、さらに再生能及び分化

能を評価する実験系を確立することを目的とした。 
 
Ⅱ 研究方法 
	
 幹細胞致死効果の検討：12～15週齢の成体雌 LEW系統ラットを麻酔下で放血によって安楽死させ
た後、解剖して下腹部乳腺を採取した。採取した組織を眼科用剪刀にて細断し、0.1%コラゲナーゼ III
処理を数時間行って遠心することにより、乳腺上皮組織塊を得た。さらに、これを 0.25%トリプシン
及び DNアーゼ Iで処理して単一細胞に解離し、実験に用いた。実験ではセシウム 137ガンマ線を非
照射もしくは 100mGyから 8Gyで急照射（約 0.5Gy/分、室温）した。100mGyに関しては、セシウム
137ガンマ線低線量率照射（1mGy/分、100分、室温）も行った。照射の後、幹細胞を濃縮する培養条
件（成長因子等添加物を含有するMammoCult培地）にて 1週間培養し、形成された細胞凝集塊数（先
行研究 5）によって幹細胞数を反映するとされる。）を顕微鏡下で評価して、幹細胞致死への影響を検

討した。 
	
 再生能評価系の開発：上記と同様に単離した乳腺上皮細胞を、幹細胞を濃縮する培養条件にて 1週
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間培養し、幹細胞の凝集塊を得るとともに、形成された細胞凝集塊数を評価した。また、この細胞凝

集塊を解離し、同じ条件で 1週間再培養して、再び形成された細胞凝集塊数を評価した。 
	
 分化能評価系の開発：上記と同様に単離した乳腺上皮細胞を、幹細胞を濃縮する培養条件にて培養

し、幹細胞の凝集塊を得た。次にこの細胞凝集塊を、分化を誘導する条件に移して 1週間再培養し、
細胞をホルマリン固定したのち、筋上皮細胞への分化をサイトケラチン 14の免疫細胞化学的染色によ
って、内腔上皮細胞への分化をサイトケラチン 18の免疫細胞化学的染色によって、それぞれ評価した。 
 
（倫理面への配慮） 
	
 実験動物を使用する部分に関しては、放射線医学総合研究所動物実験委員会にて承認された実験計

画に基づき、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」を遵守して実施した。 
 
Ⅲ 研究結果 
１．幹細胞致死効果 
	
 酵素処理によって単離したラット乳腺上皮細胞にガンマ線を 100mGyから 8Gyで急照射し、幹細胞
を濃縮する培養条件での細胞凝集塊の形成を評価したところ、100mGy では線量率（0.5Gy/分もしく
は 1mGy/分）に関わらず細胞凝集塊の形成率に変化は見られなかった。線量が増すに従って細胞凝集
塊の形成率が低下する傾向が見られたが、8Gyでも0Gyの場合の50%程度までにしか低下しなかった。
このように、細胞凝集塊形成率を指標とした場合、幹細胞は比較的放射線の細胞致死作用に対して耐

性であった。 
２．再生能評価系の開発 
非照射の乳腺上皮細胞を 1×105 細胞/ウェルで播種してから１週間後の細胞凝集塊の形成率は約

0.1%であった。この細胞凝集塊を解離して得られる細胞数は初期の 10分の 1以下と少なかったが、1
×104細胞/ウェルで播種して１週間培養することで再び細胞凝集塊を形成させると、細胞凝集塊の形
成率はやはり約 0.1%であった。これにより細胞凝集塊の再生能評価系を開発できた。 
３．分化能評価系の開発 
	
 非照射の乳腺上皮細胞から作成した細胞凝集塊を、マトリゲルにより薄層コートしたチャンバース

ライド上で１週間培養することで分化誘導した。各細胞凝集塊に由来する個々の細胞は、集積した状

態でマトリゲルに接着し、２次元の細胞コロニーを形成した。これをホルマリン固定した後、筋上皮

細胞への分化をサイトケラチン 14、内腔上皮細胞への分化をサイトケラチン 18の蛍光二重免疫染色
によって評価した。サイトケラチン 14陽性及びサイトケラチン 18陽性細胞が混在するコロニーや、
サイトケラチン 14及びサイトケラチン 18二重陽性細胞から成るコロニーが確認できた。これにより
分化能評価系を開発できた。 
 
Ⅳ 考察 
	
 幹細胞致死効果に関しては、細胞凝集塊の形成を指標として評価した場合、8Gyまでの急照射で比
較的よく生存することがわかった。このことは、この細胞が照射後も比較的よく生存して発がんの原

因となることを示唆している。実際、ラット乳腺に 1～8Gy を局所照射しても線量依存的に発がんが
誘発される 6)。また、低線量率での 100mGy照射による有意な影響は観察されなかった。本指標によ
る放射線感受性が高くなかったため、低線量率で統計学的に有意な致死効果を見るためには５日以上

（8Gyの場合）も照射する必要があり、実験に適さない。今後、高い感受性を示す指標が発見された
場合、その指標について低線量率の効果を見る実験を実施したい。 
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 再生能及び分化能の評価系の開発に関しては、次年度以降、これを利用した放射線影響の評価を行

う。本年度の実験により幹細胞が照射後も比較的よく生存することが示唆されたが、この幹細胞が再

生能及び分化能を非照射の場合と同程度に有しているかどうかは不明である。本年度開発した評価系

を用いることで、この点を明らかにすることができる。我々が過去に調べた結果では、細胞凝集塊自

体は筋上皮細胞あるいは内腔上皮細胞の分化マーカーをほとんど発現していない（未発表の観察）。細

胞凝集塊を分化誘導条件に移すと、サイトケラチン 14陽性細胞（すなわち筋上皮細胞）及びサイトケ
ラチン 18陽性細胞（すなわち内腔上皮細胞）が混在するコロニーが確認された。このようなコロニー
は、両方向に分化する能力を有する細胞に由来すると考えられる。またサイトケラチン 14及びサイト
ケラチン 18二重陽性細胞から成るコロニーも確認された。このような二重陽性の細胞はヒトや実験動
物の乳腺上皮組織中にも観察されているが 7)、その正体はよくわかっていない。今回の観察において

は、この細胞は分化誘導条件でも筋上皮細胞や内腔上皮細胞（単一陽性の細胞）にまでは分化してい

ないことから、両方向に分化する能力を有する細胞とは異なるものであると考えられる。 
 
V 結論 
	
 乳腺の幹細胞に対する放射線の致死効果を評価し、感受性が比較的低いことを明らかにした。また

再生能及び分化能の評価系を開発した。 
 
Ⅵ 次年度以降の計画 
	
 次年度以降は、本年度に開発した評価系を利用して、放射線照射が再生能、分化能に及ぼす効果を

解明する実験を実施する。また、放射線が DNA 損傷生成に及ぼす効果を評価するための予備実験を
行い、データの収集を開始する。具体的には、細胞凝集塊における DNA 損傷の評価と、個体内に生
成されたDNA損傷の運命の評価に関する実験を行う。加えて、組織幹細胞を in vivoで EdUで標識す
ることにより、DNA損傷を受けた幹細胞の運命を追跡する実験系を確立し、DNA損傷の組織からの
排除の分子基盤を解明する。 
 
この研究に関する現在までの研究状況、業績 
なし 
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on mammary stem cells 
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Abstract (400 語以内) 
 
   The Fukushima Daiichi nuclear power plant accident has provoked a nationwide concern about health risks of 
radiation from contaminated environmental radionuclides. The goal of the present project is to offer a novel 
scientific basis of estimating radiation risks and, specifically, the study aims at evaluating radiation effects on 
tissue stem cells. This year, mammary stem cells were collected from rats and used for evaluating the effect of 
radiation on their lethality and for establishing systems to evaluate their self-renewing and differentiating 
capabilities. As results, the sensitivity of mammary stem cells to the killing effect of radiation was relatively small 
as indicated by the rate of sphere formation in culture. Experimental systems were established to evaluate 
self-renewal with sphere-forming efficiency as an indicator and to measure differentiating activity of 
sphere-forming cells by marker protein expressions. The subsequent years will be devoted to evaluation of 
radiation effects using these established systems and, further, to preliminary and actual experiments to evaluate 
generation of DNA damage by radiation.  
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研究課題名「低線量率・低線量放射線被ばくによる組織幹細胞の 

放射線障害の蓄積に関する研究」 

研究項目名「消化管幹細胞に対する放射線応答の線量率効果の評価」 

 
大塚  健介  

（一般財団法人電力中央研究所  原子力技術研究所  放射線安全研究センター  主任研究員） 
 
研究要旨  
低線量率放射線被ばくによるがんリスクの推定は、高線量率放射線のがんリスクをもと

に推定せざるをえないが、生物学的には同じ集積線量でも線量率が異なれば生物効果が異

なる「線量率効果」が知られており、そのため低線量率・低線量放射線による発がんリス

クを考えるにあたっては、発がんの標的細胞における線量率効果の機構を生物学的に理解

することが必要である。近年、発がんの標的が組織幹細胞であることが報告されたことか

ら、本研究では、組織幹細胞に対する線量率効果を、幹細胞への障害の蓄積性の観点から

明らかにすることを目的とした。消化管幹細胞マーカーとして知られる Lgr5 幹細胞と、
その子孫細胞を標識させる幹細胞系譜追跡法によって幹細胞ターンオーバーに対する高線

量率および低線量率放射線による影響を調べたところ、高線量率放射線で観察されたター

ンオーバーが低線量率放射線では検出されず、線量率効果があることを確認した。また、

組織幹細胞における DNA 損傷の蓄積の有無を評価するために、DNA 損傷修復タンパクの
一つである 53BP1 の集積を指標にしたところ、消化管幹細胞における DNA 損傷の蓄積が
評価可能であることが明らかとなった。これらの成果は、低線量率放射線の組織レベルの

応答の解明や、100 mGy 以下の放射線による健康影響を推定するために重要である。  
 
キーワード : 低線量、低線量率、線量率効果、消化管、組織幹細胞、DNA 損傷  
 
I  研究目的  
低線量率放射線被ばくによる発がんリスクの推定は、疫学単独では統計学的な制約から

限界があるため、高線量率放射線のがんリスクをもとに推定せざるをえない。しかしなが

ら、生物学的には同じ集積線量でも線量率が異なれば生物効果が異なる「線量率効果」が

あることが知られている。そのため、低線量率・低線量放射線による発がんリスクを推定

する際には、 (1) 発がんの標的細胞に対して線量率効果が観察されるのかを確認すること  
(2) 線量率効果が観察される場合にはその機構を生物学的に理解することが重要な課題で
ある。近年、固形がんが突然変異を起こした正常な組織幹細胞に由来すること、すなわち、

発がんの標的細胞が組織幹細胞であることが報告された 1)。また、組織幹細胞は組織細胞

を維持するために生涯にわたって組織に存在するため、組織幹細胞に対して放射線障害が

どの程度蓄積するのか、そして蓄積しない場合に放射線障害が組織からどのように排除さ

れるのかを明らかにすることが、放射線発がんのリスクを評価するための直接の指標にな

ると考えられる 2)。そこで、本研究では、組織幹細胞に対する線量率効果を、幹細胞への

障害の蓄積性の観点から明らかにすることを目的とした。  
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II  研究方法  
組織幹細胞に対する放射線影響を評価するために、消化管幹細胞マーカーとして知られ

る Lgr5 幹細胞において、タモキシフェン（4OHT）の投与に依存して時期特異的に組換え
を誘導し、その子孫細胞をレポーター遺伝子（LacZ）で標識させる幹細胞系譜追跡法  
（Lineage tracing1))が適用可能なマウス（Lgr5-cre/ROSA26-LacZ マウス）を用いて、摘出し
た組織に対してβ-gal の発色を行い、大腸のクリプト断面の切片を作製した（図 1）。幹細
胞のうち標識されたものは LacZ 遺伝子の作用で細胞が青く染まる。青い細胞をもつクリ
プトの頻度（測定したクリプトあたりの LacZ 陽性細胞を持つクリプトの比率、％）を測
定した。我々は、Lgr5-cre/ROSA26-LacZ マウスを用いたこれまでの研究で、1 Gy の高線量
率 X 線照射によって大腸幹細胞が消失し、その後、新しい Lgr5 幹細胞が作られる（すな
わち、ターンオーバーが刺激される）ことを見出した 3)。そこで本研究では、100 mGy の
低線量放射線を照射したマウスでターンオーバーの刺激が検出可能かを評価した。線量率

は将来 100 mGy 以下の照射を行うことを見越し、実験精度を高めるために 0.5Gy/分で行う
ことを計画したが、陽性コントロールとした 1 Gy の検出には 1.5 Gy/分が良いことが判明
したため、統計学的な検出感度を優先し、本実験では高線量率照射を 1.5 Gy/分とした。
Lgr5-cre/ROSA26-LacZマウスに 4OHTを投与 30日後に、高線量率 X線を 100 mGy照射し、
マ ウ ス の 大 腸 に お い て 観 察 さ れ る LacZ 陽 性 ク リ プ ト 率 を 調 べ た 。 ま た 、

Lgr5-cre/ROSA26-LacZ マウスに 4OHT を投与 30 日後に、低線量率（3 mGy/時）のガンマ
線を集積線量が 1 Gy になるように約 2 週間連続照射し、マウスの大腸において観察される
LacZ 陽性クリプト率を調べた。低線量率照射は、当所が保有する低線量率長期照射施設（ク
リーンルーム内に動物飼育ラックと 137Csのガンマ線源を設置した連続照射ができる施設）
にて行った。低線量率ガンマ線の線量測定は、蛍光ガラス線量計素子 GD-301（旭テクノ
グラス株式会社）を用いて行った。線量率は、あらかじめ照射条件と同じマウスケージ（前

後左右、合計 4 か所）にガラス線量計を貼り付け、照射後の線量計の読み値から空間線量
率が平均 3 mGy/時になるケージ位置を決定した。陽性コントロールとして、4OHT 投与 30
日後に高線量率 X線 1 Gyを照射したマウスで大腸幹細胞ターンオーバーの頻度を調べた。
次に、組織幹細胞のターンオーバーのメカニズムを細胞の増殖と排除（アポトーシス）お

よび DNA 損傷蓄積性から明らかにするための実験を行った。細胞の増殖は、BrdU の取り
込みおよび Ki67 の染色性で確認した。アポトーシスについては、1 Gy 照射後の腸管に対
して TUNEL 法を用いて解析した。DNA 損傷の有無を評価するために、DNA 損傷修復タン
パクの一つである 53BP1 に着目した。53BP1 は DNA 損傷部位に集積（フォーカス形成）
して、損傷修復後に消失する（修復されるまで細胞に残存する）ため、組織細胞における

DNA の修復能を反映する良い指標であることが報告されている 4)。そこで、幹細胞におけ

る DNA 損傷の蓄積を、消化管幹細胞あたりの 53BP1 のフォーカス形成頻度とその修復動
態によって評価可能かを検討した。まず、マウスに高線量率 X 線を 1 Gy を照射し、6 もし
くは 24 時間後に解剖し、消化管（小腸および大腸）組織のパラフィン包埋切片を作製した。
また、組織幹細胞における 53BP1 のフォーカス形成を観察するため、幹細胞マーカーとし
て知られる Lgr5 遺伝子を発現する幹細胞でタグ（EGFP）を発現するマウス（以下、
Lgr5-EGFP マウス）を用い、EGFP と 53BP1 の共染色が可能かを検討した。  
（倫理面への配慮）  
本研究は、当所が開催した動物実験委員会で定める「動物実験および実験動物取扱規則」

に基づき動物愛護の観点から審査が行われ、研究計画の承認をもって実施した。  
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III  研究結果  
Lgr5-cre/ROSA26-LacZ マウスに 4OHT を投与 30 日後に、100 mGy, 1 Gy の高線量率照射

および 3 mGy/時の低線量率ガンマ線を 14 日間（330 時間）、集積線量が 1 Gy に到達するま
で低線量率照射を行い、大腸組織の幹細胞ターンオーバー頻度を測定した結果を表 1 に示
す。非照射マウス（n = 8）では、LacZ 陽性クリプトの頻度が 2.48±0.95％となり、これま
での実験結果とほぼ同じ値を示した。1 Gy の X 線照射マウス（n = 2）では、1.34±0.98%
となり、高線量率 1 Gy が幹細胞ターンオーバーを誘導することを確認した。高線量率 X
線を 100 mGy 照射したマウス（n = 8）では、1.48±0.91％となり、ターンオーバー頻度の
低下が認められたが、非照射群との t 検定では有意差は認められなかった（P = 0.084）。低
線量率ガンマ線を 1 Gy まで連続照射したマウス（n = 5）では、2.12±0.52％となり、非照
射とほぼ同程度の頻度であった。次に、放射線による 53BP1 のフォーカス形成頻度、その
組織内の部位による分布、およびその細胞増殖活性との相関を明らかにするため、消化管

組織サンプルに対して、53BP1 および細胞増殖マーカーである Ki67 の蛍光染色を行った。
図 2 は非照射、1 Gy 照射 6 時間後、および 1 Gy 照射 24 時間に解剖したマウス小腸および
大腸における 53BP1（赤）および Ki67（緑）を蛍光染色した結果を示す。1 Gy の照射によ
って、消化管クリプト部分に多くの 53BP1 のフォーカスが形成されることを確認した。こ
のフォーカスは、非照射ではほぼ観察されなかった。また、照射 6 時間後より 24 時間後の
53BP1 フォーカス数が減少する傾向が観察された（図 3）。Ki67 の発現を指標とした細胞増
殖活性を調べたところ、小腸では照射後にも Ki67 陽性細胞が多く観察されたが、大腸では
観察される頻度が低下していた。各細胞における 53BP1 のフォーカスの有無と、Ki67 の発
現の有無で細胞を分類した（表 2）。Ki67 発現細胞の頻度は、放射線照射によって小腸より
も大腸で顕著に低下し、これまでの研究データと一致した 3)。また、1 Gy 照射 6 時間後に
観察された 53BP1 フォーカスは、予想通り、小腸、大腸とも、Ki67 陰性細胞に多い結果が
得られた。次に、消化管幹細胞における 53BP1 フォーカスを評価するため、Lgr5-EGFP マ
ウスに、1 Gy の高線量率放射線を照射し、6 時間後に解剖し、Lgr5-EGFP マウスの小腸お
よび大腸のホルマリン固定パラフィン包埋切片を 4 µm 厚で作製した。図 4 は小腸のクリ
プト円周断面像に GFP（緑）、53BP1（赤）、および細胞核（青）の蛍光共染色を行い、蛍
光顕微鏡下で観察を行った結果を示す。本実験系で Lgr5 幹細胞マーカーと照射後の 53BP1
フォーカスを同時に検出可能であることが確認できた。  
 
IV  考察  
大腸はヒトでも放射線発がんの重要な標的臓器であるため 5)、大腸における Lgr5 幹細胞

のターンオーバー動態は、放射線発がんのリスクを生物学的に解明する重要な指標である

と考えられる。著者らは、これまでに Lgr5 幹細胞の細胞系譜追跡法によって大腸で 1 Gy
の放射線誘発ターンオーバーが検出可能であることを明らかにしている 3)。本研究におい

て、我々は 100 mGy の高線量率 X 線によっても、大腸の幹細胞ターンオーバーが検出され
る傾向を認めた。これは非照射群との間で統計学的には有意な差は認められなかったため、

今後実験数を重ねることで 100 mGy の影響が観察可能かを明らかにする必要がある。本研
究結果は、予備的考察ではあるが、低線量では大腸幹細胞のターンオーバーが刺激されに

くい可能性を示している。これは、高線量率 1 Gy 照射の場合に幹細胞プールが失われる結
果 3)とは異なり、幹細胞に対する影響が線量依存的であることを示している。一方、低線

量率照射の場合、3 mG/時（72 mGy/日に相当）で 1 Gy を照射しても幹細胞ターンオーバ
ーの刺激は検出されず、線量率効果があることを示した。これまでも個体の線量率効果に
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関しては複数の報告があった。古くは精子の突然変異頻度を様々な線量率で比較した

Russell らの研究があり、10-100 mGy/分と 12 mGy/日では突然変異頻度が変わらず 6)、線量

率効果には下げ止まりがあると考えられた。一方、消化管上皮細胞の突然変異における線

量率効果は、Russell らの報告よりも低線量率（6 mGy/日）で観察されており 7)、さらに低

い 1 mGy/日の線量率では、20 mGy/日の線量率と比べてリンパ球の染色体異常頻度が小さ
くなることが明らかになった 8,9)。これらの結果から、低線量率では障害の蓄積の寄与は極

めて小さいものと考えられる。低線量率放射線によるターンオーバーの刺激効果が小さか

ったため、低線量率照射下で細胞増殖や細胞死の誘発刺激が小さい可能性があり、細胞増

殖や細胞死の組織動態を解析する手法については今後の課題であると考えられた。また、

本実験では低線量率照射群は、2 週間の照射期間終了直後に解剖してターンオーバーを観
察したが、高線量率照射群は照射終了から 7 日後に評価したことから、低線量率放射線の
照射終了からさらに時間が経過した後に LacZ 陽性クリプト頻度を測定することで、遅延
的なターンオーバーが検出された可能性がある。従って、低線量率照射の場合、今後は幹

細胞ターンオーバーの遅延を考慮して、LacZ 陽性クリプト頻度の照射終了後の時間経過を
調べる必要があるだろう。本研究結果が示唆するように、低線量率放射線が消化管幹細胞

のターンオーバーを刺激せず、幹細胞プールが維持されることは、低線量率連続被ばくに

よって組織幹細胞に DNA 損傷が蓄積するかを評価することの生物学的な重要性をより浮
き彫りにした。本実験では、高線量率 1 Gy 照射 6 時間後で 53BP1 のフォーカス頻度が顕
著に増加することを確認したが、フォーカスが特定の部位に局在することはなかった。た

だし、小腸の場合はクリプト中間部で 53BP1 フォーカス頻度が小さい傾向が認められた。
小腸ではクリプト中間部は、増殖能が亢進していることが知られており 10)、Ki67 を発現す
る細胞では DNA 損傷修復が速やかに起こっている可能性が考えられた。一方、大腸の場
合は、クリプトのどの位置にも同程度にフォーカスが認められたため、幹細胞と前駆細胞

の間に DNA 損傷修復能の違いはない可能性がある。今後は、さまざまな線量、およびさ
まざまな時間経過後のフォーカス数を評価することで修復動態を明らかにし、また Lgr5
幹細胞（EGFP 発現細胞）における修復動態を詳しく解析することで、幹細胞における放
射線照射後の DNA 損傷応答動態を明らかにすることが必要である。  
 
V  結論  
本研究により、幹細胞ターンオーバーの線量率効果や、その機構として DNA 損傷の蓄

積に関する議論を生物学的に進められるようになった。線量率が異なる場合に幹細胞の放

射線発がんリスクへの寄与を科学的に推定できれば、高線量被ばくの外挿で放射線発がん

リスクを推定することの正当性に対する問いかけとなり、また、100 mGy を下回る低線量
域での最適な放射線防護を考えることに役立つことが期待される。  
 
VI  次年度以降の計画  
本年度の成果をもとに、次年度以降は幹細胞ターンオーバーについて高線量率放射線の

100 mGy の影響について統計学的な精度を高める。また、低線量率放射線（3 mGy/時）の
照射終了から解剖までの時間を置くことで低線量率・低線量放射線でターンオーバーの刺

激が遅延的に観察されるかを確認する。また、放射線障害の蓄積の観点から、DNA 損傷の
消長と合わせて、EdU 等の標識による組織動態を、放射線障害の排除の観点から、幹細胞
のアポトーシスによる排除について、低線量率・低線量放射線の寄与を明らかにする。以

上の課題を進めながら、障害蓄積性に関するデータを網羅的に集積する。  
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図 1  消化管幹細胞ターンオーバーの解析方法  
（A）消化管構造の模式図。消化管は栄養や水分を吸収する役割の絨毛（小腸のみ）と、
絨毛細胞を常に供給しているクリプト（陰窩）から構成される。消化管組織は入れ替わり

（ターンオーバー）が早いため、クリプトでの細胞増殖は著しい。クリプト底部には、組

織細胞を供給する幹細胞が存在し、ターンオーバーの早い組織を支持している。消化管幹

細胞は Lgr5 タンパクを有しているが、Lgr5 を持つ細胞で EGFP が発現する遺伝子組換え
マウスを用いて幹細胞の場所を特定することが可能である。また、Lgr5 を持つ細胞でタモ
キシフェンの投与に依存してレポーター遺伝子の発現を誘導することができる遺伝子組換

えマウスを用いると、幹細胞で組換えを起こした子孫細胞すべてにレポーター遺伝子が発

現するため、幹細胞由来であることを追跡して可視化できる。本研究では、X-gal の発色
によって組織中で青く染まる LacZ 遺伝子をレポーターとして導入したマウスを使用して
おり、組換えを起こした幹細胞とその子孫細胞が青くラベルされる。（B）クリプトの円周
方向に組織を薄切すると（円形をしているのが各クリプト断面）、LacZ の発現でラベルさ
れたクリプトが可視化できる（図中の濃い色）ため、LacZ で標識されたクリプトの頻度を
指標に、幹細胞のターンオーバーを評価することが可能である。  
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表 1 大腸における LacZ 陽性クリプト頻度の線量率による違い  

照射条件 No.  
測定した 

クリプト数 

LacZ 陽性 

クリプト数  

LacZ 陽性 

クリプト頻度

（％） 
平均値±標準偏差 

非照射 

1 625  16  2.56 

2.48 ± 0.95 

2 838  14  1.67 
3 734  32  4.36 
4 1,190  13  1.09 
5 882  25  2.83 
6 1,154  26  2.25 
7 1,597  43  2.69 
8 1,092  26  2.38 

1 Gy 

1.5Gy/分  
1 1,401  9  0.64 

1.34 ± 0.98 
2 1,232  25  2.03 

3mGy/時  

1 1,855  53  2.86 

2.12 ± 0.52 
2 2,389  54  2.26 
3 2,671  40  1.50 
4 2,988  65  2.18 
5 2,346  42  1.79 

100 mGy 1.5Gy/分  

1 646  19  2.94 

1.48 ± 0.91 

2 1,023  12  1.17 
3 1,351  9  0.67 
4 1,206  9  0.75 
5 881  8  0.91 
6 875  19  2.17 
7 398  3  0.75 
8 278  7  2.52 
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図 2	
 消化管切片における放射線誘発 53BP1 の集積および Ki67 の分布  
マウスに高線量率 X 線 1 Gy を照射し、6 もしくは 24 時間後に解剖した。マウス消化管の
パラフィン包埋切片（4 µm 厚）を作製し蛍光免疫組織化学染色を行った。53BP1 を赤、Ki67
を緑、細胞核を青で示す。  
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図 3 組織切片の蛍光画像の解析と DNA 損傷修復タンパクの経時変化  
（A）腸管組織切片の蛍光染色画像を ImageJ を用いて処理した。細胞核（青）, 53BP1（赤）, 
Ki67（緑）を Split Channels フィルタでそれぞれのシグナル像に分割した。（B）小腸、お
よび大腸のクリプトを構成する組織で X 線 1 Gy 照射 6 時間後、および X 線 1 Gy 照射 24
時間後に観察される 53BP1 の細胞あたりのフォーカス数。  
 
 
 

B 

A 
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表 2  照射組織の Ki67 発現の有無とそれぞれに対応する 53BP1 フォーカスの有無  
 

組織部位  照射条件  
細胞の頻度  (%) 

Ki67+ Ki67- 
53BP1+ 53BP1- 53BP1+ 53BP1- 

小腸  

0 Gy 0.0 71.8 0.9 27.3 

1 Gy, 6h 14.3 23.4 32.5 29.9 

1 Gy, 24h 5.9 58.8 2.4 32.9 

大腸  

0 Gy 1.6 19.3 1.6 77.5 

1 Gy, 6h 4.8 6.9 37.2 51.1 

1 Gy, 24h 0.0 6.2 6.2 87.6 
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図 4  クリプト断面における幹細胞と DNA 損傷の同時検出  
消化管組織をクリプトの円周方向に薄切し、細胞核（青）、幹細胞（緑）、DNA 損傷修復タ
ンパク（赤）で共染色した。  
 
 
 
 
 

細胞核  
幹細胞  
DNA 損傷部位  
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Evaluation of dose-rate effects on turnover and DNA damage 

repair in intestinal stem cells 
 

Kensuke Otsuka 
 
Radiation Safety Research Center, Nuclear Technology Research Laboratory, Central Research Institute 

of Electric Power Industry 

 

Keywords: Low-dose; Low-dose-rate; Dose-rate effect; Intestine; Tissue stem cell; DNA damage 
 
 
Abstract 

The risk of cancer induced by low-dose-rate radiation is estimated on the basis of the frequencies 
induced by high-dose-rate radiation. However, it is well known that the biological consequences 
after irradiation depend on the dose-rate (Dose-rate effects). To estimate the risk of cancer induced 
by low-dose-rate or low-dose radiation, it is important to understand the biological mechanisms of 
the dose-rate effects on the cell-of-origin of cancer. Recent studies demonstrated that the tissue stem 
cells (Lgr5-positive cells) can develop into cancer using Lgr5-dependent linage tracing system. 
Using the lineage tracing system, we evaluated the turnover frequency of the intestinal stem cells 
after low-dose-rate and high-dose-rate irradiation. We found that high-dose-rate X-rays (100 mGy) 
can slightly accelerate the turnover frequency of colonic Lgr5+ stem cells, but showed no statistical 
significance. We also found that 1 Gy of low-dose-rate (3 mGy/h) gamma-rays did not induce the 
turnover frequency of Lgr5+ stem cells. To evaluate whether residual DNA damage can be found in 
the irradiated stem cells, we tried to detect DNA damage in the intestinal stem cells in terms of the 
accumulation of the DNA repair protein, 53BP1. We could detect the accumulation of the 53BP1 
proteins after 1 Gy of X-ray irradiation in the Lgr5+ stem cells. These findings are useful for 
understanding tissue responses and future assessment for health effects induced by low-dose and 
low-dose-rate radiation. 
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研究課題名 
低線量率・低線量放射線被ばくによる組織幹細胞の 

放射線障害の蓄積に関する研究 
 

研究項目名 
低線量被ばくによる神経幹細胞に蓄積する放射線損傷の影響 

 
白石一乗（大阪府立大学・大学院理学系研究科・生物科学専攻・放射線生物学・助教） 

 

研究要旨 

幹細胞は個体内で生涯維持されるという特性を持つ。このことから、低線量放射線の長期被ばくに

対して、幹細胞では、その損傷が蓄積される可能性がある。しかしながら、低線量放射線曝露後の幹

細胞への影響は明らかにされていない。本年度は組織幹細胞の一つである、神経幹細胞の放射線への

影響を検出する系を確立するために、1）DNA 損傷応答の蓄積、2）染色体構造変化について検証し

た。密度勾配法によるミエリン除去及び幹細胞マーカーCD133による細胞濃縮を行うことで、被ばく

脳組織から神経幹細胞を分離した。この細胞を用いることで、2 日の細胞培養、あるいは細胞培養を

行うことなく、2Gyで DNA損傷、染色体異常が検出可能となった。今年度は急性照射（0.5Gy/min）

で検証を行ったが、次年度には低線量率放射線（20～200mGy/min）で生じる神経幹細胞への放射線損

傷を明らかにする。 

 

キーワード：神経幹細胞、γ-H2AXフォーカス、染色体転座 

研究協力者	
 児玉靖司	
 大阪府立大学・大学院理学系研究科・生物科学専攻・放射線生物学・教授 

 

Ⅰ 研究目的 

組織幹細胞は個体の恒常性を維持するために必須であり、生涯、生体中に保持される。放射線影響

を考える上で、幹細胞研究は 2 つの重要な意味を持つ。1 つは生涯維持される幹細胞は、長期低線量

率放射線の標的となる可能性があることである。もう一つは、幹細胞をがん細胞の起源とする「がん

幹細胞起源説」の存在である。本研究の目的は低線量放射被ばくで、神経幹細胞に、1）放射線損傷が

蓄積するのか、２）染色体構造異常が出現するのか、である。これらの成果は幹細胞、特に神経系組

織への低線量（率）放射線影響を明らかにする上で重要な知見となる。さらに、放射線による神経系

組織への影響は、放射線被ばくによる脳機能障害や知能障害発症の分子基盤となるため、福島での原

子力被災者などの健康管理・健康不安対策に資する学術的な基盤を提供できると期待される。 

 

Ⅱ 研究方法 

大阪府立大学・地域連携研究機構の所有する X 線照射施設にて、B6C3F1 マウス（6 週齢）に、～

2Gy の照射を行った。マウスを安楽死させた後、全脳組織を回収し大脳側脳室下帯より神経幹細胞を

含む領域を回収した。酵素処理により単個細胞化した後、6% percolを含む緩衝液に重層、遠心処理に

よってミエリンを分離した。さらに、神経幹細胞マーカーCD133陽性細胞抗体を用いたポジティブセ

レクションを行った。この細胞を用いて、放射線損傷を評価した。DNA損傷については γ-H2AXを指

標とした。染色体異常については 1番、3番染色体をプローブとしたWhole chromosome painting (WCP) 
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FISHを指標とした。 

 

（倫理面への配慮） 

実験動物の取扱において「大阪府立大学実験動物指針」に則って行った。 
 

Ⅲ 研究結果 

1）神経幹細胞の濃縮 

これまで、神経幹細胞の障害評価に neurosphere形成細胞が用いられてきた。これは、回収した脳組

織は雑多な細胞を含むので (図 1. A)、培養系による純化作業が必要なためである。しかし、neurosphere

形成は胎児由来組織で数日、成体組織では 10日程度の培養期間を必要とした。そのため、DNA修復

過程のような早期の生体反応を評価することができなかった。特に、組織分散溶液中に含まれるミエ

リンは抗体と非特異的に結合するため(図 1. C)、幹細胞マーカーCD133 によるポジティブセレクショ

ンもできなかった。これまでに、0.9Mショ糖遠心分離によるミエリン除去が報告されているが、大き

な効果は認められなかった。今回、単核球細胞を回収する手法である、6% percolによる密度勾配遠心

法を用いることで、ミエリンの混入が改善された(図 1. B)。さらに、この細胞に CD133ポジティブセ

レクションを行うことで、幹細胞分画を得た(図 1. D)。この細胞を用いて、γ-H2AXのフォーカス形成

を指標としたDNA損傷評価を行った。 

 

図 1．脳組織からの神経幹細胞濃縮 

A:未処理細胞、B:percol 処理細胞、C:遠心前 CD133 陽性細胞、D:遠心後 CD133 陽性細胞、P1:生細胞

分画、M1:CD133陽性分画、M2:CD133擬陽性分画 

 

 

2）γ-H2AXによるDNA損傷評価 

脳組織から分離された CD133陽性細胞は PFA固定後、γ-H2AX抗体と Alexa488蛍光 2次抗体を用

いて染色され、フローサイトメトリー法で検出した(図 2. 左)。放射線量依存的にフォーカス形成細胞

が増加した。また、短期(2日間)培養で、これまでの蛍光顕微鏡観察でもDNA損傷応答が確認できた(図

2. 右)。 
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図 2. 神経幹細胞の放射線応答 

放射線照射後、脳組織から CD133陽性細胞を回収したものを γ-H2AX抗体で検出した。左図：照射 3

時間後、ローサイトメトリー法で測定。右図：照射後、2 日間培養したものを蛍光顕微鏡によりフォ

ーカスを測定。 

 

3）WCP FISHによる染色体安定性評価 

1番、3番染色体をプローブとしたWCP FISHを行った(図 3.)。マウス全身に 2Gy照射し、6週間後

に安定型染色体転座を測定した。未照射群(図 3. A)では転座が検出されなかった一方、照射群(図 3. B)

では 2.2±0.8%の頻度で転座が観察された。この染色体異常は全て転座を伴う安定型であった。 

 
図 3. WCP FISHによる染色体転座検出 

転座は 1番染色体（緑）と 3番染色体（赤）を染め分けることで測定された。 

 

Ⅳ 考察 

今回、培養期間を最小限にするために、ミエリン除去と CD133陽性細胞のポジティブ選択をおこな

った。特にミエリンは CD133抗体とも親和性が高いため、除去なしで神経幹細胞の障害評価を行うこ

とは、誤った結果を得る可能性がある。今回、この分離細胞を用いて、放射線障害の評価をおこなっ

た。neurosphereを形成させずに直接、少量の細胞を評価するため、フローサイトメーター法で測定し

た。この方法で、神経幹細胞の γ-H2AX フォーカス形成は線量依存的に増加したので、この評価法は

有効であると判断した。また、従来の neurosphere形成による方法でも培養期間を 2日に短縮できた（従

来は 1～2週間）。数時間以内で消失する γ-H2AXフォーカスも存在することから、培養期間が長くな
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ると初期損傷を評価できなくなる可能性があり、今回の培養期間の大幅な短縮は、組織内神経幹細胞

のDNA損傷評価に重要な意味を持つ。実験をより簡便化するために、2次抗体を使わない蛍光標識リ

ン酸化 53BP1抗体を用いて同様に実験を行ったが、フローサイトメーター法では線量依存性が認めら

れなかった。これは、蛍光強度が低いためであると思われ、蛍光 2次抗体を使えば γ-H2AXを指標と

した場合と同様の結果が得られると思われる。また、今回WCP FISH による神経幹細胞の転座評価法

の確立にも成功した。2Gy 被ばく後、6 週間経過した神経幹細胞において染色体転座頻度が有意に上

昇していた。このことは被ばくした神経幹細胞において、安定型転座を持つものは組織内から排除さ

れないことを示唆している。この細胞が分化細胞を生産できるかなど、中枢神経組織での意味を明ら

かにすることは今後の課題である。 

 

Ⅴ 結論 

今回、percol密度勾配遠心法と CD133抗原選択を組み合わせることで、脳組織内の神経幹細胞を分

離できた。この細胞を用いることで、培養過程を経ずに放射線損傷を評価することが可能となった。

しかし、かなりのミエリン混入が認められるので、さらなる改善が必要であると思われる。 

 

Ⅵ 次年度以降の計画 

平成 24 年度は評価法の確立に重点を置いたが、次年度は、更に幹細胞分離法を改善するとともに、

γ線1.5～20mGy/minの分割照射で積算線量200m~2Gyの60Coγ線被ばくによる損傷評価を行う。また、

本年度の結果から、安定型染色体転座を持つ幹細胞は脳組織内に保持されることが予想されたので、

この細胞が正常な分化を行うのか否かを検証する。さらに、被ばく損傷を受けた神経幹細胞は組織中

で排除されるのか、保持されるのかを脳組織内で検証する。そのために、神経幹細胞とその系譜細胞

を組織内で視覚化できる遺伝子組換えマウスを導入する。 

 

この研究に関する現在までの研究状況、業績 

	
 なし。 

 

引用文献 
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The accumulation of DNA damage in neural stem cell by low dose 

irradiation 
Kazunori Shiraishi*1, Seiji Kodama*1 

 

*1Laboratory of Radiation Biology, Department of Biological Science, Graduate School of Science, Osaka 

Prefecture University.  

 
Keywords: neural stem cell, CD133, gamma-H2AX, chromosome aberration 
 
Tissue stem cells have specific roles of maintaining and repairing tissues in living organisms. Because of 

the characteristics, DNA damage in stem cells may be accumulated during long-term exposure to low-dose 

radiation, though it has not been elucidated yet. In this study, to assess the effects of radiation on the neural 

stem cells (NSCs), one of the adult tissue stem cells, we verified the accumulation of DNA damage 

response and chromosome aberrations. In order to remove myelin from the samples, we applied a percol 

density gradient centrifugation. Also, the cells were concentrated by positive selection using the CD133 

stem cell marker. So that the NSC was purified from brain tissue consisting of various differentiated cells. 

We estimated DNA damage and chromosome exchange in purified NSCs obtained from irradiated mouse, 

with a 2-day culture or without a cell culture. The frequency of gamma-H2AX foci increased in a dose 

dependent manner. Chromosome exchange was still detectable in mouse NSCs on 6 weeks after 2Gy 

irradiation. The results show that purified NSCs allow estimating genomic damage ex vivo, and 

chromosome rearrangements could be retained at least for 6 weeks in mouse central nervous system. 
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Ⅱ－3 低線量率放射線被ばくの健康影響－インド・中国の 

高自然放射線被ばく地域住民の調査結果を中心として 
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低線量率放射線被ばくの健康影響 
―インド・中国の高自然放射線被ばく地域住民の調査結果を中心として― 

 

 

秋葉澄伯（鹿児島大学大学院医歯学総合研究科健康科学専攻人間環境学講座疫学・予防医学教授） 

床次眞司（弘前大学被ばく医療総合研究所放射線物理学部門教授） 

 

研究要旨 

本研究の目的は、内部被ばくの影響や線量推定の不確実性を考慮したうえで、低線量率放射線

の外部被ばくによる健康・疾病リスクが中・高線量率と異ならないか（どの程度異なるか）を明

らかにすることである。本研究では、インド・ケララ州カルナガパリでのがん罹患率調査、中国

広東省陽江地域の死亡率調査で、自然放射線への外部被ばくにより過剰ながんリスクが確認でき

ないことを確認した。また、インド・ケララ州での調査で得られた白血病を除くがんの線量当た

りの過剰相対リスクを原爆被爆者の固形がんリスクと比較し、前者が統計学的に有意に低いこと

を明らかにした（P=0.011）今後、非がんリスクについても同様の検討を行う。また、線量推定に

おける内部被ばくの影響を検討するために、ラドン・トロンとその壊変核種による呼吸器の内部

被ばく、食物の摂取による内部被ばくの調査が必要である。さらに、外部被ばく線量推定値の不

確実性検討、医療被ばくの評価を行う必要があると考える。分担研究者である床次眞司は、その

ための調査を屋内外でのラドン・トロンとその壊変核種測定、食物の摂取による内部被ばくの評

価、のための調査を開始した。 

 

キーワード：高自然放射線、インド・ケララ州カルナガパリ、中国広東省陽江、線量当たりの過

剰相対リスク、固形がん 

 

 

I 研究目的 

背景：被ばく線量が同じでも、線量率が異なると健康影響は異なる可能性がある。in vitro や動物

実験では、線量当たりの生物影響は、低線量・低線量率のほうが高線量・高線量率より小さい可

能性が示されているが、ヒトでは十分な証拠は得られていない。広島・長崎の原爆被爆は高い線

量率での被ばくであったが、低い線量率の放射線被ばくの疫学調査で重要なのが、高自然放射線

地域・Techa 川流域・台湾のコバルト 60 で汚染された鋼材を用いたビルなどの住民や原子力作業

者を対象とした調査である。この中でもインドの高自然放射線地域住民のコホート調査は、がん

罹患の情報が得られていること、線量が対象者全員について推定されていること、生活習慣が得

られていることなどから、特に重要であり 1）、近年、国際的な注目を集めつつある。主任研究者

秋葉澄伯と分担研究者床次眞司は、（公財）体質研究会がインド・中国の研究者と共同で行ってき

た高自然放射線地域の住民の疫学調査に協力してきた。これまでの調査結果によると、高自然放

射線地域住民で、放射線の外部被ばくによるがんリスク等の過剰はなく、仮にあっても高線量率

での被ばくより、線量当たりのリスクがかなり低い可能性が高い。しかし、これらの調査で内部

被ばく線量の定量的な評価は十分なものとは言えなかった。予備的調査結果から、インド・中国

の高自然放射線地域住民での内部被ばくは殆ど無視できると考えるが、この点を確認する必要が
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ある。 

目的：本研究の目的は、内部被ばくの影響や線量推定の不確実性を考慮したうえで、低線量率放

射線の外部被ばくによる健康・疾病リスクが中・高線量率と異ならないか（どの程度異なるか）

を明らかにすることである。具体的には、インド・中国の高自然放射線地域で、内部被ばく線量

の推定を行い、その上で、被ばく（外部被ばく、外部被ばく+内部被ばく）による健康影響（主

にがん罹患・死亡、非がん死亡）を定量的に評価する。さらに、外部被ばく線量推定値の評価を

行い、線量推定の不確実性を考慮した線量当たりのリスク評価を行う。また、調査で蓄積された

データを詳細に検討するとともに、これを原爆被爆者の追跡調査を含む他の主要研究から得られ

た結果と比較して、被ばく線量が同じでも、線量率が異なると健康影響の大きさが異なる可能性

を検討する。本研究の成果は、福島第一原発の事故で、主に低線量率の放射線被ばくを受けた可

能性がある緊急作業者や住民の健康影響を考える上でも重要である。 

 

II 研究方法 

インド・ケララ州カルナガパリでのがん罹患率調査を Nair らの報告 2）より 5 年間延長し、2010

年末までのがん罹患率と外部被ばくによる累積被ばく線量との関連を検討した。また、中国広東

省陽江地域の死亡率調査を Tao らの報告 3)より 4 年間延長し、2002 年までのがん死亡率とデータ

を用いて、がん死亡率と外部被ばくによる累積被ばく線量との関連を検討した。得られた結果を

原爆被爆生存者の追跡調査結果と比較した。 

分担研究者（床次眞司）は、インド・ケララ州カルナガパリで走行サーベイによる外部被ばく

線量の評価と内部被ばくの調査を行った。外部被ばく線量調査は、コントロール地域として

Oachira 地区、高自然放射線地域として Alappad 地区において実施した。また、内部被ばく線量調

査として 60 軒の家屋に設置したラドン・トロン測定器を回収して分析を行った。詳細は、分担研

究者（床次眞司）の報告書に記載した。 

 

III 研究結果 

1)インドでのコホート研究 

インド・ケララ州カルナガパリでのがん罹患率調査を Nair らの報告 2）より 5 年間延長し、2010

年末までのがん罹患率と外部被ばくによる累積被ばく線量との関連を検討した。Nair らの論文に

示されている白血病を除くがんの線量当たりの過相対リスクは、0.13/Gy (95% CI: 0.58, 0.46)であ

ったが、追跡期間を 5 年間延長しても、推定値は殆ど変らなかった。しかし、95％信頼区間は半

分程度の幅となった。Inhalation や ingestion による内部被ばくを評価する必要がある。 

 

2)中国でのコホート研究 

また、中国広東省陽江地域の死亡率調査を Tao らの報告 3)より 4 年間延長し、2002 年末までの

がん死亡率とデータを用いて、がん死亡率と外部被ばくによる累積被ばく線量との関連を検討し

た。固形がんの線量当たりの過剰相対リスクは-0.07/Gy(95%CI=-0.62, 0.71)であった。 

 

3)原爆被爆生存者のがん罹患調査結果との比較 

Nair らの論文に示されている白血病を除くがんの線量当たりの過相対リスクと原爆被爆者のデ

ータ（固形がん）の比較を行った。両者から得られる線量当たりの過剰リスクを比較する際には、

94



修飾因子である性、被ばく時年齢、到達年齢を調整する必要がある。原爆被爆者のがん罹患調査

では、固形がんの線量当たりの過剰相対リスクが 0.47/Gy と報告されている 4)。これは、線量に

比例するように過剰相対リスクが増加するいわゆる LNT モデルを仮定してポアソン回帰分析を

行って得られた被ばく時年齢 30 歳、到達年齢 70 歳における男女の平均値である。公開されてい

る原爆被爆者の層別データとポアソン回帰モデルを用いて、この値が得られることを確認した。

Nair らが解析対象としたカルナガパリコホートの平均年齢は 57.7 歳である。このコホートの被ば

く時年齢は、被曝が仮にゼロ歳から始まったと考えてゼロ歳とすることも考えられるが、到達年

齢の半分とするのが妥当と考えた。その場合、28.9 歳となる。原爆被爆者で到達年齢 57.7 歳、被

ばく時年齢 30 歳として、固形がんの線量当たりの過剰相対リスクを計算すると 0.65/Gy (95% CI: 

0.54, 0.76)という値が得られた。この値は Nair らの報告した-0.13/Gy (95%CI: -0.58, 0.46)に比べて

統計学的に有意に高かった（P=0.011）。 

 

4) 線量測定の結果 

走行サーベイによる外部被ばく線量の評価：ケララ州内の 2 か所において走行サーベイを行い、

外部被ばく線量を測定した。空気カーマ率の最大値は、Alappad 地区では 509 nGy/h であり、Oachira

地区では 116 nGy/h であった。また、それぞれの地区での幾何平均値は、それぞれ 360 nGy/h およ

び 115 nGy/h であり、両者には有意な差が認められた（p< 0.05）。評価手法を単純にするために 1

年間を 8760 時間（24 時間 × 365 日）としそれぞれの地域での年間の空気カーマを計算した。

Alappad 地区では、全 49 データを取得し、最小値、最大値および幾何平均値はそれぞれ 1.3 mGy/y、

4.1 mGy/y および 3.0 mGy/y であった。一方、Oachira 地区では、全 62 データを取得し、最小値、

最大値および幾何平均値はそれぞれ 0.71 mGy/y、1.4 mGy/y および 1.0 mGy/y であった。結果の詳

細は分担研究者の報告書に示した。 

内部被ばく線量評価：60 軒の家屋に設置したラドン・トロン測定器については、既に測定器を回

収して分析が終了した。ラドン濃度については、60 軒中 29 軒が検出限界以下、トロン濃度につ

いては 60 軒中 9 軒が検出限界以下であった。さらに、ラドン・トロン測定器を設置した 60 軒の

うち、10 軒の家屋について、屋内外の空間線量率を測定した。ラドン濃度は概して低く、平均値

3.5 Bq/m3、中央値 3 Bq/m3、最大値は 11 Bq/m3という結果であった。トロン濃度は平均値 42 Bq/m3、

中央値 32 Bq/m3、最大値 212 Bq/m3 という結果であった。結果の詳細は、分担研究者の報告書に

示した。 

 

IV 考察 

1）リスク評価について 

インド・ケララ州カルナガパリ・中国広東省陽江の高自然放射線地域住民を対象として行われ

た疫学調査（コホート調査）で、がんの過剰リスクは確認できなかった。また、インド・カルナ

ガパリ住民のコホート調査で得られた白血病を除く全がんの線量当たりの過剰相対リスクは原爆

被爆者での推定値より有意に低かった。本年度は、外部被ばくによる累積線量とがんリスクとの

関連を検討したが、非がんリスクについても同様の検討が必要である。また、線量推定における

内部被ばくの影響を検討するために、ラドン・トロンとその壊変核種による呼吸器の内部被ばく、

食物の摂取による内部被ばくの調査を行う必要があると考える。さらに、外部被ばく線量推定値

の不確実性や医療被曝の影響の検討も必要である。 
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原爆被爆者以外の固形がん(または白血病を除く全がん)に関する重要な調査として、インド・

中国などの高自然放射線地域住民の外に、Techa 川住民（固形がん）、Chernobyl 事故の復旧作業

者、原子力作業者、台湾の Co-60 汚染建材を使ったビルの住民などを挙げることができる 4)。こ

れらの調査結果のうち、線量率の高い被ばくを取り扱った調査では、線量当たりの過剰相対リス

クが原爆被爆者の追跡調査結果と似ており、一方、線量率の低い被ばくでは、原子力作業者のデ

ータのプール解析を行った IARC（国際がん研究機関）15 ヶ国解析を除けば、比較的低い値が得

られている。IARC15 ヶ国では、１５ヶ国の原子力作業者のデータをプールして解析が行われた
5,6)。しかし、用いられたデータのうち、カナダのデータには問題点があったことが分かっており、

また、喫煙の交絡も疑われている。そこで、主任研究者らは別にメタ解析を行った 7)。IARC15

ヶ国では、米国、英国、カナダ、フランスの原子力作業者のデータが人数・線量から考えて主要

な部分と考えられるが、この四か国の原子力施設（IARC15 ヶ国解析に含まれたこれら四カ国の

原子力施設を全て含む）の作業者の最新の結果を用いてメタ解析を行ったところ、線量当たりの

過剰相対リスクは 0.14/Gy (95%CI = −0.12, 0.41)であった。IARC15 ヶ国解析で得られた値とは大

きく異なる。高線量率における線量当たりの固形がんリスクと低線量率のそれの比を計算すれば、

2 以上になる可能性が高い。 

本研究では、白血病に関しては、検討しなかった（できなかった）。白血病の線量反応関係は原

爆被爆者の調査結果から線型 2 次と考えられている。実際、原爆被爆者では、1Gy で白血病の過

剰相対リスクが 3 程度と報告されており、これを単純に 100mSv に外挿すれば 0.3 となるが、観

測された値は 0.15 程度である。最近、米国の研究者が行ったメタ解析の結果が報告された 8)。こ

の解析では以下の研究から得られたリスク推定値が用いられた。 

①原子力作業者、 

②Chernobyl 事故の復旧作業者、 

③インド・ケララ州などの高自然放射線地域住民、 

④事故などにより生じた高バックグランド 放射線地域（Chernobyl 施設周辺地域、ロシア南ウラ

ルの Techa 側流域、台湾の コバルト 60 で汚染された建材を使ったビル） 

対象となった研究は主に低線量被ばくを対象としたもので、メタ解析で得られた 100mSv での

白血病の過剰相対リスクの推定値は 0.19 (95% 信頼区間: 0.07, 0.32)であった。この値は、原爆被

爆者で報告されている値に近い。また、IARC15 ヶ国解析も 100mSv での白血病の過剰相対リスク

の推定値を 0.19（90% 信頼区間: <0, 0.85)と報告している 5,6）。最近米国の原子力作業者の追跡調

査の結果が公表されたが、この調査では、100mSv での白血病の過剰相対リスクの推定値は 0.09

（95% 信頼区間: -0.17, 0.65）であった 9）。結論として、低線量域での白血病の線量値の過剰相対

リスクは高線量域の半分程度の値になると推測される。しかし、線量率効果に関しては、十分な

データがなく検討できない。 

 

2）線量測定 

今回の走行調査では車体の遮蔽係数は 2 か所の測定データを用いて算出したが、遮蔽係数の精

度を上げるためにはより多くの場所において実測する必要がある。また、ケララ州内の線量マッ

プを作成するためには、より詳細な走行ルートの選択が必用となる。さらに、舗装上での線量評

価のみではなく、土壌上での評価も重要なり、その場合には土壌上も調査ルート（走行サーベイ

もしくは歩行サーベイ）に含める必要がある。 
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ラドン・トロンによる内部被ばくは、今年度の予備調査の結果から外部被ばくに関して小さい

ものであると予想されるが、今後、測定家屋数を増やしたり、季節変動を観察したりして、より

詳細な線量評価を行う必要がある。 

 

V 結論 

本研究の結果は、低線量率の放射線被ばくの線量当たりの固形がんリスクは、高線量率の場合

に比べて高いことを示唆している。しかし、今後、内部被ばく等の影響を検討しながら、さらに

慎重に検討を進める必要がある。 

 

VI 次年度以降の計画 

中国・インドのデータを用いて、外部被ばく線量当たりのがんリスクを定量的に評価するとと

もに、他の主要研究と比較して、中・高線量 vs 低線量、中・高線量率 vs 低線量率の観点で比較

する。また、内部被ばくの定量的評価を行う。具体的には、以下に示す項目を実施することを考

えている。 

(1) 線量当たりのリスク推定における内部被ばくや医療被ばくの影響を検討する。また、低線量

率の外部被ばくによる累積被ばく線量と動脈硬化などの非がん疾患死亡率の関連をインド・ケラ

ラ州カルナガパリでの 2010 年末までの死亡率、中国広東省陽江での 2002 年末までの死亡率調査

の結果を用いて検討する。得られた結果を原爆被爆生存者の追跡調査結果や Techa 川流域住民や

原子力作業者の追跡調査結果と比較し、線量当たりの非がんリスクが線量率により影響されるか

を検討する。 

(2)放射性エアロゾル分析(ウラン・トリウム粉塵、ラドン・トロン子孫核種など)、食物を含む環

境試料中の放射能測定などを行って内部被ばくを定量的に評価する。 
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Abstract 

The purpose of this study is to examine whether magnitude of health effects associated with external 

exposure to low-dose-rate radiation is different from those related to medium-high dose-rate exposure. In 

this study, we confirmed the absence of excess cancer risk in relation to external exposure to high 

background natural radiation among residents in Karunagapally in Kerala State, India and Yangjiang in 

Guandong Province, India. In addition, this study has shown that the Indian estimate of excess relative risk 

per gray of cancer excluding leukemia is significantly lower (P=0.013) than that of solid cancer among 

atomic bomb survivors in Hiroshima and Nagasaki. Similar analyses of non-cancer diseases will be 

conducted. It is also necessary to examine the internal exposure of respiratory organs and internal exposure 

from ingestion. It is also necessary to evaluate uncertainties involved in estimating doses from external 

exposure, and evaluate medical exposure.  Shinji Tokonami, the co-investigator of this project started 

those surveys involved in dosimetry. 

 
1) n Med. 2013;70(1):41-8. 
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低線量率放射線被ばくの健康影響 
―インド・中国の高自然放射線被ばく地域住民の調査結果を中心として― 

 

 

床次眞司（弘前大学被ばく医療総合研究所放射線物理学部門教授） 

 

研究要旨 

本研究の目的は、内部被ばくの影響や線量推定の不確実性を考慮したうえで、低線量率放射線

の外部被ばくによる健康・疾病リスクが中・高線量率と異ならないか（どの程度異なるか）を明

らかにすることである。本研究では、主任研究者である鹿児島大学大学院・秋葉教授がインド・

ケララ州カルナガパリでのがん罹患率調査、中国広東省陽江地域の死亡率調査を行っている。こ

れと対応する形で、分担研究者は両地域における外部・内部被ばく線量評価を行っている。これ

らの地域における従来の線量評価では、内部被ばくがあまり考慮されていなかった。そこで、こ

れらの地域における内部被ばくの影響を検討するために、ラドン・トロンとその壊変生成核種の

吸入による内部被ばく、食物の摂取による内部被ばくの調査を行う計画である。さらに、外部被

ばく線量推定値の不確実性検討のため、当該地域における詳細な空間線量率マップの作成を行う

計画である。この計画に沿って今年度は、ラドン・トロンとその壊変生成核種の測定、灰化した

食事試料の測定、及び詳細な空間線量率マップ作成のための自動車走行サーベイを開始した。 

 

キーワード：高自然放射線、インド・ケララ州カルナガパリ、中国広東省陽江、内部被ばく、ラ

ドン・トロン、外部被ばく、走行サーベイ 

 

研究協力者及び研究参加者：石川徹夫（放射線医学総合研究所福島復興支援本部環境動態・影響

プロジェクト）、サフー・サラタ・クマール（放射線医学総合研究所福島復興支援本部環境動態・

影響プロジェクト）、反町篤行（弘前大学被ばく医療総合研究所）、細田正洋（弘前大学大学院保

健学研究科医療生命科学領域） 

 

I 研究目的 

背景：被ばく線量が同じでも、線量率が異なると健康影響は異なる可能性がある。in vitro や動物

実験では、線量当たりの生物影響は、低線量・低線量率のほうが高線量・高線量率より小さい可

能性が示されているが、ヒトでは十分な証拠は得られていない。広島・長崎の原爆被爆は高い線

量率での被ばくであったが、低い線量率の放射線被ばくの疫学調査で重要なのが、高自然放射線

地域・Techa 川流域・台湾のコバルト 60 で汚染された鋼材を用いたビルなどの住民や原子力作業

者を対象とした調査である。この中でもインドの高自然放射線地域住民のコホート調査は、がん

罹患の情報が得られていること、線量が対象者全員について推定されていること、生活習慣が得

られていることなどから、特に重要であり 1）、近年、国際的な注目を集めつつある。主任研究者

秋葉澄伯と分担研究者床次眞司は、（公財）体質研究会がインド・中国の研究者と共同で行ってき

た高自然放射線地域の住民の疫学調査に協力してきた。これまでの調査結果によると、高自然放

射線地域住民で、放射線の外部被ばくによるがんリスク等の過剰はなく、仮にあっても高線量率

での被ばくより、線量当たりのリスクがかなり低い可能性が高い。しかし、これらの調査で内部
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被ばく線量の定量的な評価は十分なものとは言えなかった。予備的調査結果から、インド・中国

の高自然放射線地域住民での内部被ばくは殆ど無視できると考えるが、この点を確認する必要が

ある。さらに、当該地域ではホットスポットが局在化して、線量が高い場所と低い場所が複雑に

入り組んでいるため、外部被ばくをより詳細に評価するために空間線量率マップの作成が必要で

ある。 

目的：本研究の目的は、内部被ばくの影響や線量推定の不確実性を考慮したうえで、低線量率放

射線の外部被ばくによる健康・疾病リスクが中・高線量率と異ならないか（どの程度異なるか）

を明らかにすることである。このため分担研究者としては、より詳細な外部被ばく、内部被ばく

線量評価を行うことを目的としている。本研究の成果は、福島第一原発の事故で、主に低線量率

の放射線被ばくを受けた可能性がある緊急作業者や住民の健康影響を考える上でも重要である。 

 

II 研究方法 

1)外部被ばく線量評価 

分担研究者である床次眞司は、インド・ケララ州カルナガパリで走行サーベイによる外部被ば

く線量の評価を行った。調査は、コントロール地域として Oachira 地区、高自然放射線地域とし

て Alappad 地区において実施した。なお、Oachira 地区の面積は 12.86 km2、人口は 23,267 人であ

り、Alappad 地区の面積は 7.38 km2、人口は 22,778 人である。測定には、3 インチ × 3 インチ NaI(Tl)

シンチレーションスペクトロメータ（EMF-211, EMF Japan Co.）を用い、車内に測定器を搭載し

て走行しながら 30 秒間隔で計数率を取得した。この測定器には GPS も搭載されており、空気カ

ーマ率に加えて同時に測定地点の緯度・経度も取得する事が可能である。この手法によって得ら

れる計数率は車内での値であるため、車体による γ 線の遮蔽効果を評価する必要がある。今回の

調査では、ホテルおよびがんセンターの駐車場において車内外の計数率を測定し、遮蔽係数を求

めた。30 秒間の測定で得られる波高分布をアンフォールディングして出した空気カーマ率の精度

は低い。そこで、得られた計数率から空気カーマ率への換算係数を求めた。換算係数の算出は、

ケララ州内および弘前大学において実施した。それぞれの測定場所において 600 秒間の測定を行

い、計数率と空気カーマ率を比較した。なお、本調査で使用した測定器は、22 行 × 22 行の応答

行列法によって空気カーマ率を算出している。したがって、30 秒間の計測によって得られた計数

率に換算係数と遮蔽係数を乗じる事によって車外の空気カーマ率が算出できる。なお、本調査は

平成 25 年 1 月 9 日から 11 日にかけて実施したが、走行サーベイ中の天候は全て晴天であり、測

定値に降雨の影響は受けていない。さらに、走行サーベイを補うために、10 軒の家屋を訪問し、

屋内・屋外で空間ガンマ線線量率を測定した。 

2)内部被ばく線量評価 

 内部被ばくは経口摂取によるものと吸入摂取によるものがある。経口摂取としては、飲食物の

摂取、吸入摂取としてはラドン・トロンの吸入が主要な要因として考えられる。前者に関しては、

ケララ州から灰化された試料を 3 種類入手した。これらを高純度ゲルマニウム半導体検出器で測

定している。インドでは、既に 60 軒の家屋にラドン・トロン測定器を設置し、解析を終了した。

これらの家屋のうち 10 軒程度の家屋では、上述のように屋内外の空間ガンマ線も測定した。また

トロンとトロン子孫核種との相関などを検討する予定であり、1 月に現地研究者と打ち合わせを

行った。なお、線量評価において正確を期するため当該地域住民の行動調査を実施する予定であ

り、1 月に現地の研究者と打ち合わせを行った。また、2013 年 1 月に 9 軒の家屋で、フィルタ捕
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集装置を用いて屋内空気試料を採取し、アクティブ法でラドンとトロンを測定した。 

 

III 研究結果 

1) 走行サーベイによる外部被ばく線量の評価 

ケララ州内の 2 か所において実施した車内外の計数率の比の平均値 ± 標準偏差は 1.48 ± 0.14

であった。測定は 11 か所で実施し、（1）式に示す回帰式が得られた。 

y = 0.121x + 13.8       （1） 

したがって、車内で得られた計数率を ninとすると、車外の空気カーマ率 Koutは（2）式によっ

て求められる。 

Kout = 1.48(0.121 nin + 13.8)   （2） 

 

 
図 1 高自然放射線地域とコントロール地域での空気カーマ率 

 

 

図 1 に高自然放射線地域（Alappad 地区）とコントロール地域（Oachira 地区）での空気カーマ

率を示す。空気カーマ率の最大値は、Alappad 地区では 509 nGy/h であり、Oachira 地区では 116 

nGy/h であった。また、それぞれの地区での幾何平均値は、それぞれ 360 nGy/h および 115 nGy/h

であり、両者には有意な差が認められた（p< 0.05）。 

図 2 にそれぞれの地域での年間の空気カーマのヒストグラムを示す。ここでは、評価手法を単

純にするため、1 年間を 8760 時間（24 時間 × 365 日）とした。Alappad 地区では、全 49 データ

を取得し、最小値、最大値および幾何平均値はそれぞれ 1.3 mGy/y、4.1 mGy/y および 3.0 mGy/y

であった。一方、Oachira 地区では、全 62 データを取得し、最小値、最大値および幾何平均値は

それぞれ 0.71 mGy/y、1.4 mGy/y および 1.0 mGy/y であった。 
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図 2 高自然放射線地域とコントロール地域での年間空気カーマのヒストグラム 

 

2) 内部被ばく線量評価 

 60 軒の家屋に設置したラドン・トロン測定器については、既に測定器を回収して分析が終了し

た。ラドン濃度については、60 軒中 29 軒が検出限界以下、トロン濃度については 60 軒中 9 軒が

検出限界以下であった。検出限界を超えた値について濃度のヒストグラムを図 3 に示す。 

 

 

図 3 屋内ラドン・トロン濃度に関するヒストグラム 

 

 さらに、ラドン・トロン測定器を設置した 60 軒のうち、10 軒の家屋について、屋内外の空間

γ線量率を測定した。結果を図 4 に示す。 
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IV 考察 

 

1）インド・カルナガパリでの走行サーベイによる外部被ばく線量の評価 

今回の調査では車体の遮蔽係数は 2 か所の測定データを用いて算出したが、遮蔽係数の精度を

上げるためにはより多くの場所において実測する必要がある。また、ケララ州内の線量率マップ

を作成するためには、より詳細な走行ルートの選択が必要となる。さらに、舗装上での線量評価

のみではなく、土壌上での評価も重要なり、その場合には土壌上も走行ルートに含める必要があ

る。 

2）屋内・屋外の空間線量率の測定 

 図 4 に示したように、概して屋内より屋外の空間線量率のほうが高かったが、10 軒中 3 軒は屋

内のほうが高かった。これはおそらく建材の影響と考えられる。このような事例を考えると、走

行サーベイによる屋外の空間線量率の調査のみならず、屋内の空間線量率も測定し、さらには個

人の屋内・屋外の滞在時間も考慮した被ばく線量評価も必要である。また、屋外の線量率の最高

値は約 3 μGy/h であった。これは今回の走行サーベイによる最高値（約 0.5 μGy/h）よりだいぶ

高い値で、ホットスポットのように線量率が高い地域が存在することを示唆している。これに関

してもさらなる調査が必要である。 

3）インド・ケララ州でのラドン・トロン測定 

 ラドン濃度は概して低く、平均値 3.5 Bq/m3、中央値 3 Bq/m3、最大値は 11 Bq/m3という結果で

あった。トロン濃度は平均値 42 Bq/m3、中央値 32 Bq/m3、最大値 212 Bq/m3 という結果であった。

仮にこの平均濃度の環境下に 1 日中滞在すると仮定すると、ラドン・トロンからの年間被ばく線

量は、それぞれ次のように計算される。 

 

D(Rn) = 3.5 × 0.4 × 9 × 24 × 365 = 0.1 mSv    (3) 

D(Tn) = 42 × 0.05 × 40 × 24 × 365 = 0.7 mSv       (4) 

 

なお、平衡ファクタとして、ラドンは 0.4、トロンは 0.05 を仮定し、線量換算係数は UNSCEAR
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報告書 2）の値（ラドン：9 nSv/(Bq m-3 h)、トロン：40 nSv/(Bq m-3 h）を使用した。特に、トロン

（壊変生成核種）からの線量はラドンに比べて高く、今後は測定家屋数を増やすとともに、季節

変動も含めてさらなる調査を行う必要がある。 

 

V 結論 

今年度の予備的な調査から、ラドン・トロンによる内部被ばくは、外部被ばくに関して小さい

ものであると予想されるが、今後、測定家屋数を増やしたり、季節変動を観察したりして、より

詳細な線量評価を行う必要がある。また、外部被ばくに関しては、走行サーベイと歩行による調

査とを組み合わせて、より詳細な線量評価を行っていく必要がある。 

 

VI 次年度以降の計画 

中国・インドのデータを用いて、外部被ばく線量当たりのがんリスクを定量的に評価するとと

もに、他の主要研究と比較して、中・高線量 vs 低線量、中・高線量率 vs 低線量率の観点で比較

する。また、内部被ばくの定量的評価を行う。具体的には、以下に示す項目を実施することを考

えている。 

(1)調査地域を拡大して、走行サーベイを行い、放射線量が局地的に高いホットスポットの確認を

行うことにより、外部被ばく線量をより詳細に評価する。 

(2)走行サーベイでカバーできないような地域（自動車が入れない路地等）では、測定器を持参し

て徒歩で調査を行い、屋内・屋外の空間線量率を調査する。特に、砂浜等の裸地上でのデータを

取得する。 

(3)放射性エアロゾル分析(ウラン・トリウム粉塵、ラドン・トロン子孫核種など)、食物を含む環

境試料中の放射能測定などを行って内部被ばくを定量的に評価する。 

 

引用文献 

1) Boice JD Jr, Hendry JH, Nakamura N, et al. Low-dose-rate epidemiology of high background radiation 

areas. Radiat Res. 2010;173(6):849-54. 

2) United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation: Sources and effects of 

ionizing radiation, UNSCEAR 2000 report to the general assembly, with scientific annexes, Volume I, 

Sources, United Nations, New York, 2000 
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Dosimetric studies of residents in high natural background radiation 
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Abstract 

The purpose of this study is to examine whether magnitude of health effects associated with external 

exposure to low-dose-rate radiation is different from those related to medium-high dose-rate exposure. In 

collaboration with a principal investigator, Dr. Akiba, we are going to investigate internal and external 

exposure to high background natural radiation among residents in Karunagapally in Kerala State, India and 

Yangjiang in Guandong Province, India. Regarding internal exposure, it is necessary to estimate inhalation 

dose due to radon and thoron. Ingestion dose through food will also be estimated. Regarding external 

exposure, we conducted a preliminary car-borne survey in Karunagapally in Kerala State.  
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Ⅱ－4 細胞動態のシステマティックレビューと実験データ解析 

による低線量・低線量率における放射線がんリスクの描写 
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細胞動態のシステマティックレビューと実験データ解析による 
低線量・低線量率における放射線がんリスクの描写 
甲斐倫明（大分県立看護科学大学看護学部看護学科教授） 

 

 

研究要旨 

低線量における科学的にリスクの実態を理解していくためには、放射線によるがん化のプロセ

スに関わる生物学的な個々の現象の線量および線量率との関係を明らかにしていく必要がある。

とくに、低線量・低線量率における染色体異常などの細胞レベルでの作用は、線量率効果が総線

量に応じて異なっていることが明らかになりつつある。そこで本研究では低線量・低線量率放射

線による細胞動態の変化をシステマティックレビューと実験を組み合わせて明らかにすることを

目的として、本年度は（１）これまで実施されてきた細胞レベルの細胞動態（細胞死、細胞増殖、

細胞分化、変異）に関する学術報告のシステマティックレビュー、（２）放射線を全身照射した

マウスの造血系細胞における DNA 損傷数および活性酸素産生量の経時的変化の検討をそれぞれ

行い、放射線発がんの代表例である急性骨髄性白血病（AML）の発症機構を考えた。その結果、

（１）細胞分裂が HSCに老化を促進させること、（２）老化した HSCに ROSの蓄積が生じるこ

と、（３）老化に伴い HSCに DNA損傷の蓄積が生じること、（４）老化に伴い HSCに染色体異常、

遺伝子変異が生じることがそれぞれ分かった。 

以上の本研究結果より、放射線による AML の発症メカニズムとして下記のような仮説を立て

た。マウスの全身に放射線を照射すると末梢血リンパ球の減少が生じる。すると大腿骨内の HSC

は減少した末梢血リンパ球を補うために分裂増殖を開始する。これが引き金となって HSCの老化

が促進され、徐々に活性酸素の蓄積が生じる。活性酸素は DNA に損傷を引き起こす因子の一つ

である。よって、放射線による HSCの老化が活性酸素の蓄積を生じ、AMLに必須な 2番染色体

の欠失型異常や対立する 2番染色体上の Sfpi1遺伝子の点突然変異を引き起こすのではないかと

考えた。 

キーワード：放射線、細胞動態、老化、活性酸素種、DNA損傷、急性骨髄性白血病（AML） 

研究協力者：廣内篤久（環境科学技術研究所）、伴信彦（東京保健医療大学東が丘看護学部看護学

科教授）、和泉志津恵（大分大学工学部知能情報システム工学科准教授） 

 

I. 研究目的 

放射線によってヒトに引き起こされる代表的ながんとして、急性骨髄性白血病（AML）があげ

られる。これまでにヒトの AMLのモデルマウスである C3H/HeNJclマウスを用いた実験で、AML

の発症には（１）放射線照射後平均して約 1~2年の潜伏期間があること 1-5)、（２）2番染色体の

中間部分の欠失型異常 6-10）と対立する 2番染色体上の Sfpi1遺伝子の点突然変異 11-13)が必須であ

ることが分かってきている。では、これらの異常が放射線照射後いつどのようにして生じるのだ

ろうか？染色体異常の生成に関しては 2つの可能性が考えられる。 

1つ目の可能性としては、放射線が直接引き起こした DNA二重鎖切断（DSB）が原因となって

生じるというものである。AMLを発症させやすい線量（3Gy）の放射線は、細胞内の DNAにク

ラスター型の DNA損傷を引き起こす。この DNA損傷は自然発生、もしくは他の化学物質等によ

り生成されるものとは異なり、修復の過程で遺伝子の欠失を起こしやすい。このことを考えると
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AMLの発症に必須の 2番染色体の欠失型異常は、放射線照射後比較的早い段階で生じるものと考

えられる。現に、（１）同型の染色体異常が骨髄および脾臓細胞中に放射線照射後 1〜4ヶ月の時

点で観察されていること、（２）照射後 24時間の時点でも骨髄細胞中に同様の異常が存在してい

たことが挙げられる 7,14,15)。 

2つ目の可能性としては放射線が間接的に 2番染色体の欠失型異常を生じさせるというもので

ある。近年、放射線が遺伝的不安定性を誘導することが報告された。これは放射線照射を受けた

細胞のゲノムが不安定化し、その子孫細胞に染色体異常や突然変異が生じるという現象である
16-18）。Rithidechらはマウスに X線を照射後、経時的に屠殺して骨髄細胞中の 2番染色体異常を調

べた結果、照射後 9ヶ月くらいまでは末端部近傍の切断による転座の頻度が高いが、AMLの発症

が見られる時期になると中間部分の欠失が多くなったと報告している 19)。Bouffler らが行った実

験でも、照射後 1年以上経つと 2番染色体の中間部分の欠失の割合が多くなったことを報告して

いる 20)。これらの結果は、放射線が造血系の細胞にゲノムの不安定化を引き起こし、AML の原

因となる 2番染色体の欠失型異常を間接的に引き起こしている可能性を意味している。しかし、

現時点において、上記のどの可能性によってマウス AML に必須な染色体異常が生じるのか結論

は得られていない。 

では Sfpi1 遺伝子の点突然変異についてはどうだろうか？Ban らは放射線照射後の造血系の細

胞動態に関する解析を行なった。その結果、未熟な造血細胞の数が照射後数ヶ月経っても回復し

ないことを明らかにした。さらに、そのデータに基づいて数理モデルによる解析を実施した結果、

未熟な細胞の回復が遅れるのは成熟血球の回復が優先されるためであり、造血幹細胞（HSC）の

分裂活性は長期にわたって上昇することが示唆された 21,22)。分裂活性が高まるということは老化

が促進される可能性が考えられる 23)。細胞は老化するとミトコンドリアの抗酸化機能が低下する

ことが知られている 24,25)。このため細胞内に活性酸素種（ROS: O2
-, OH等）が蓄積される。活性

酸素は DNAに損傷を作る因子の引き起こす因子の一つであることから、細胞の老化が Sfpi1遺伝

子に点突然変異を起こすのではないかと考えられる。しかしまだ実験的には証明されていない。

このように放射線が直接的にではなく間接的に細胞動態を変化させることでがん化のプロセスを

促進させている可能性はAMLに限らず、甲状腺がんや胸腺リンパ腫等でも考えられている 26,27)。

よって放射線による細胞動態を詳細に解析することが高線量・高線量率を基礎にした放射線の発

がんリスクを考察し、科学的事実を下にしたリスクの全体描写を考える上で非常に重要である。 

そこで本研究では低線量・低線量率放射線による細胞動態の変化をシステマティックレビューと

実験を組み合わせて明らかにすることを目的として、本年度は（１）これまで実施されてきた細

胞レベルの細胞動態（細胞死、細胞増殖、細胞分化、変異）に関する学術報告のシステマティッ

クレビュー、（２）放射線を全身照射したにマウスの造血系細胞における DNA 損傷数の線量反

応関係および活性酸素産生量の経時的変化の検討をそれぞれ行なった。 

 

 

II. 研究方法 

 

II-I. 細胞動態に関する文献レビュー 

PubMedにより、細胞動態、老化、活性酸素、DNA損傷、染色体異常、突然変異、AMLをキー

ワードとして文献検索を行なった。そして、細胞動態の変化による生物影響の関係を検討した。 
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II-II. 放射線を全身照射したマウスの造血系細胞における DNA損傷数の線量反応関係 

＜マウス＞ 

8週齡の雌の C3H/HeNJclマウスを日本クレアから購入し、温度、湿度、室内照明 12時間ごと

の点灯消灯サイクルで管理された飼育室中で飼育した。マウスは 1〜2匹ずつ飼育ケージに収容し、

固形飼料（日本クレア製 CE-2）と水を自由に摂取させた。 

＜X線の照射＞ 

X線照射は X線装置 HF320（島津メクテム）を使用した。マウスを非照射群（0Gy）、1Gy照射

群、3Gy照射群の 3群に分けて、照射群のマウスに管電圧 200kV、管電流 18mA、フィルターに

0.5mm厚の銅板と 0.5mm厚のアルミニウム板を使用し、0.47mGy/minの線量率で X線を全身照射

した。 

＜EasySep Mouse PE Selection Kitによる造血幹細胞含有骨髄細胞の分離＞ 

ドラフトチェンバー内でマウスにエーテル麻酔をかけ、頸椎脱臼により屠殺した。その後、両

側の大腿骨を切断し、φ30シャーレ内で PBS with 2% FBS溶液に浸した。大腿骨の両側を数 mm

切断し、23Gの注射針を付けた 1mlのシリンジを用いて両側から 1mlずつ、計 2mlの PBS with 2% 

FBS溶液を大腿骨内に勢いよく注入し、10mlの遠心管チューブに骨髄細胞含有 PBS with 2% FBS

溶液を作成した。本研究では骨髄細胞中の造血幹細胞の含有量を高めるために、EasySep Mouse PE 

Selection Kit（VERITAS）を用いた磁気細胞分離を行った。まず、骨髄細胞含有 PBS with 2% FBS

溶液を、セルストレイナー（BD Falcon）を用いて濾過し、その後 10ml遠心管チューブに入れ、

1400rpmで 10分間遠心した。遠心後、上澄み液を捨て、200lの PBS with 2% FBS溶液を入れ、

よく撹拌した。撹拌後、2lの FcR blocking antibody（VERITAS）を入れ、よく撹拌した。その後、

1l の PE-conjugated antibody（VERITAS）を入れ、よく撹拌し 15 分静置した。静置後、10l の

PE-selection cocktail（VERITAS）を入れ、よく撹拌し 15 分静置した。その後、10l の Magnetic 

nanoparticles（VERITAS）を入れ、よく撹拌し 10分静置した。静置後、2.5mlの PBS with 2% FBS

溶液を入れ、よく撹拌した後にマグネット用チューブに全量注入した。その後、マグネット用チ

ューブをマグネットにセットし、5 分間静置した。静置後、チューブをマグネットにセットした

ままの状態で、容器を傾け上澄み液を捨てた。マグネットからチューブを取り外し、2.5mlの PBS 

with 2% FBS溶液を入れ、よく撹拌した後、10ml遠心管チューブに入れ、1400rpmで 5分間遠心

した。遠心後、上澄み液を捨て、2mlの PBS溶液を入れ、よく撹拌した。これらの操作を行うこ

とで、EPCR(+)細胞（造血幹細胞特有の細胞膜タンパク質）28)の含有量を高めた骨髄細胞含有 PBS

溶液を作成した。 

＜密度勾配遠心法による末梢血リンパ球の単離および標本の作製＞ 

ドラフトチェンバー内でマウスにエーテル麻酔をかけ、頚椎脱臼により屠殺した。その後、へ

パリン(ノボヘパリン注1000、アベンティスファーマー株式会社)混合の注射器を使用し、心臓採

血により、末梢血リンパ球含有の血液を採取した。採血した血液は、5μlのへパリンが含有した

1.5mlチューブの中に入れ、よく攪拌した。その後、へパリン含有の血液をPBS溶液と同量（1：1

の割合）になるように加え、よく攪拌した。攪拌後、2mlのficoll-Paque液（Pharmacia Biotech）を

10mlの遠心管チューブに入れ、その上からficoll-Paque液の境界面を乱さないように慎重にPBS混

合の血液を重層させた。重層後、400rcfで30分間遠心した。遠心後、リンパ球の層のみをマイク

ロピペットで回収し、10mlの遠心管チューブ内で、6mlのPBS溶液と混合させ、100rcfで10分間遠
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心した。遠心後、上澄み液を捨て、2mlのPBS溶液を入れ、100rcfで10分間遠心した。その後、上

澄み液を捨て、500μlのPBS溶液を入れ攪拌し、4％パラフォルムアルデヒド500μlを静かにいれ

攪拌し、20分間静置した。静置後、300rcfで5分間遠心し、上澄み液を捨て、PBS溶液を500μl入

れよく攪拌し、再度300rcfで5分間遠心した。この作業を2回繰り返した後、500μlのPBS溶液を加

えてよく攪拌し、シランコートスライドガラス（マツナミ）をセットしたチェンバー内に全量注

入した。このチェンバーをオートスメア（サクラ精機）にセットし、800rpmで5分間遠心するこ

とにより、スライドガラス上に末梢血リンパ球を塗抹した。遠心後、スライドガラスをコプリン

ジャー瓶内70％エタノール溶液に浸し、細胞を固定した。 

＜リン酸化ATM免疫蛍光抗体染色＞ 

DNAに二重鎖切断が生じると、切断部位にリン酸化したATMが集積し、フォーカスを形成する。

このフォーカスは、可視化することが可能であるため、DNA二重鎖切断の指標となる。そこで、

本研究では53BP1フォーカスを下記の方法で可視化し、DNA二重鎖切断を観察した。 

固定した細胞が塗抹されているスライドガラスのふちから余分な溶液を拭き取った後、0.2％トラ

イトンX/PBS溶液に浸し、20分間静置した。静置後、スライドガラスを取り出し、スライドガラ

スのふちから、余分な溶液を吸い取った。その後、100μlの一次抗体溶液（Anti-ATM protein kinase 

Rabbit-Poly,（RCK）:  3％/BSA/TBS溶液＝0.2μl：99.8μl）を細胞面上に滴下し、パラフィルムで

封入した後、37℃の湿潤環境、5％CO2インキュベーター内で１時間培養した。一次抗体処理後、

コプリンジャー瓶内にPBS溶液を満たし、スライドガラスを2回洗浄した。洗浄後、スライドガラ

スのふちから、余分な溶液を吸い取った後、100μlの二次抗体溶液（Alexa Fluor 546 goat anti-rabbit 

IgG（H+L）,（Life Technologies）：3％/BSA/TBS溶液＝0.2μl：99.8μl）を細胞面上に滴下し、パ

ラフィルムで封入した後、37℃の湿潤環境、5％CO2インキュベーター内で1.5時間培養した。培

養後、コプリンジャー瓶内にPBS溶液を満たし、スライドガラスを5回洗浄した。洗浄後、スライ

ドガラスのふちから、余分な溶液を吸い取った後、細胞面上に10μlのDAPI Ⅱ counterstain（Vysis）

を滴下し、22×22mmのカバーガラスで封入した。 

＜リン酸化ATMフォーカスの観察＞ 

リン酸化ATMフォーカスは、DSカメラコントロールユニットDS-U2（Nikon）を装備した蛍光

顕微鏡DS-Ril（Nikon）を用いて観察した。骨髄細胞と末梢血リンパ球の細胞核は、青色の蛍光像

として映り、リン酸化ATMフォーカスは赤色の粒状に見える。1匹のマウスあたり、末梢血リン

パ球のスライドと骨髄細胞のスライド計2枚作製し、1つのスライドから50個以上の末梢血リンパ

球および骨髄細胞を観察し、細胞1個あたりのリン酸化ATMフォーカス数を算出した。 

 

II-III. 放射線照射したマウスの造血系細胞における活性酸素産生量の経時的変化 

使用するマウス、X線の照射条件、骨髄細胞の単離の方法は、研究方法 II-IIと同じであるため

省略する。 

＜MitoSOX Red（invitrogen）によるミトコンドリア内O2
-の測定＞ 

細胞内のミトコンドリアは酸素を取り込み、細胞分裂などに必要なエネルギーを生成している。

活性酸素はその副産物として産生されることが知られている。そのため、ミトコンドリア内O2
-

検出用蛍光試薬である MitoSOX Red（invitrogen）を用いてミトコンドリアで産生されるO2
-の測

定を行った。 

1.5mlチューブ内で PBS溶液 1ml中に 1.0×105個の細胞を入れた後、6000rpmで 30秒遠心した。
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遠心後、上澄み液を捨て、1Mに希釈したMitoSOX Red（invitrogen）を 1ml注入し、撹拌した後、

37.0℃、5％CO2インキュベーター内で 30分静置した。静置後、6000rpmで 30秒遠心し、上澄み

液を捨て、PBS溶液 400lを注入し、撹拌した。撹拌後、6000rpmで 1分遠心し、上澄み液を捨

て、PBS 1mlを注入し撹拌したものを、励起波長 510nm、蛍光波長 580nmの分光蛍光光度計を用

いて測定した。 

＜APF（積水メディカル）による細胞質内OHの測定＞ 

放射線は細胞中の水分子を電離させ、HとOHを発生させる。発生したHとOHが再び結合し、

水分子に戻ると何も問題は生じないが、ラジカルは非常に結合しやすい性質を持っているため、

他の分子と結合した場合、結合した分子の性質を変えてしまう可能性が考えられる。そのため、

OH検出用蛍光試薬である APF（積水メディカル）を用いて、細胞質内で産生されるOHの測定

を行なった。 

1.5mlチューブ内で PBS溶液 1ml中に 1.0×105個の細胞を入れた後、6000rpmで 30秒遠心した。

遠心後、上澄み液を捨て、5Mに希釈した APF（積水メディカル）を 1ml注入し、撹拌した後、

37.0℃、5％CO2インキュベーター内で 30分静置した。静置後、6000rpmで 30秒遠心し、上澄み

液を捨て、PBS溶液 400lを注入し、撹拌した。撹拌後、6000rpmで 1分遠心し、上澄み液を捨

て、PBS溶液 1mlを注入し撹拌したものを、励起波長 490nm、蛍光波長 515nmの分光蛍光光度計

を用いて測定した。 

 

 

III.  研究結果 
 

III-I. 細胞動態に関する文献レビュー 

PubMedから細胞動態、老化、活性酸素、DNA損傷、染色体異常、突然変異、AMLをキーワー

ドとして 106件の文献 24-130)を収集した。その中から、まず、HSCの老化の特徴に関する文献を調

べた。代表的な実験としては 2012年の Florianらの報告が挙げられる 29)。彼らは若齢マウスと高

齢マウスのHSCをそれぞれ他のマウスに移植して、移植したHSC由来の血球数の割合を調べた。

その結果、高齢マウスの HSC由来の血球細胞の割合が著しく低下していることを報告した。この

報告は高齢マウスの HSCは分化する能力が低下していることを示している。また、1999年に de 

Haanらはマウスの系統に差はあるが高齢マウスでは HSCの数が減少するという報告をしている
30)。これらの報告をまとめると高齢マウスの HSC、つまり老化した HSCは、分裂増殖と分化の能

力が低下していることが分かった。 

次に老化のメカニズムに関する文献を調べた。老化のメカニズムに関してはヒトの正常線維芽

細胞を用いた実験でよく調べられている。代表的な実験としては 2004年の Olgaらの報告が挙げ

られる 23)。彼らは細胞の継代数と老化の関係を調べた。その結果、細胞の継代数が 25を超える

と細胞老化の指標の一つである SA-β-gal を発現している細胞の割合が急激に増加し始め、継代

数が 30では 60%、継代数が 32では 100%になることを報告した。2006年の Wangらの報告も重

要である 31)。彼らはまず 6.5Gyのγ線をマウスの全身に照射し、HSCの数の経時的変化を調べた。

その結果、放射線照射後 3日目以降に HSCの数が急激な増加をし始め、60日目まで増加し続け

ることを観察した。次に彼らは HSCの数が増え続けている時期（照射後 14日目）で p16lnk4a（細

胞老化のマーカー）を発現している HSCの割合を調べた。その結果、非照射群と比較して有意に
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p16lnk4aを発現している HSC の割合が増加していることを観察した。これらの報告をもとめると

細胞の分裂が老化の促進につながっていることが分かった。 

次に老化による生物影響に関する文献を調べた。2010年に Wangらは 6.5Gyのγ線を全身照射

したマウスの HSCにおける ROS量の経時的変化を調べた。その結果、ROSが非照射群と比較し

て照射後 14日目では約 2.5倍、28日目では約 1.5倍、56日目では約 1.5倍増加していることを報

告した 32)。照射後 14日目は p16lnk4aを発現している HSCの割合が増加している 31）ことから、老

化した HSC中に ROSの蓄積が生じていることが分かった。ROSは DNAに損傷を引き起こす代

表的な因子である。では老化した HSCには DNA損傷が生じているのだろうか？ヒトの正常線維

芽細胞を用いた実験であるが Olgaらは継代数と DNA損傷の関係を調べている。その結果、継代

数の増加に伴い DNA損傷数（γ-H2AXを指標）が指数関数的に増加していくことを報告してい

る 23)。また、Wangらは 6.5Gyを全身照射したマウスの HSCにおける DNA損傷数（γ-H2AXフ

ォーカス数を指標）の経時的変化を調べている。その結果、照射後 14日目では非照射群と比較し

て HSC一個あたりの DNA損傷数が約 2.5倍増加していることを報告している 31)。さらに、2011

年に Rübeらは健常人から HSCを採取し、年齢と DNA損傷数（γ-H2AXフォーカス数を指標）

の関係を調べている。その結果、年齢に依存して HSCに DNA損傷数が蓄積していることを報告

している 33)。DNA損傷以外でも老化した細胞に様々な影響が生じていることが報告されている。

2011年に Okazakiらは 8週齡のマウスに 3Gyを全身照射し脾臓細胞における 11番染色体の転座

の割合の経時的変化を調べている。その結果、11番染色体の転座の割合は 10週齡では約 6%、30

週齡では約 3%と 30週齡までは週齡に依存して減少傾向を示していたが、70週齡になると 10%ま

で増加することを報告した。また、彼らは非照射群でも 10週齡では約 0%であったが、70週齡に

なると 1%になることも報告している 34)。2012年に Xuらはマウスの年齢と生殖細胞における突

然変異の関係を調べている。その結果、年齢に依存して突然変異の発生頻度が増加していくこと

を報告している 35)。これらのことから細胞の老化が ROSの蓄積を生じ、DNAに損傷を引き起こ

すことで染色体異常や突然変異につながる可能性が分かった。 

 

III-II. 放射線を全身照射したマウスの造血系細胞における DNA損傷数の線量反応関係 

X線を全身照射したマウスの骨髄細胞および末梢血リンパ球におけるリン酸化ATMフォーカス

数の線量反応関係を図1に示す。図1より、末梢血リンパ球における細胞1個あたりのリン酸化ATM

フォーカス数は、非照射群では約10個、0.5Gy照射群では約20個、1Gy照射群では約23.7個、2Gy

照射群では約32.8個、3Gy照射群では約59個となった。これに対して骨髄細胞では、非照射群では

約4.4個、0.5Gy照射群では約5個、1Gy照射群では約9.3個、2Gy照射群では約15.1個、3Gy照射群で

は約12.5個となった。末梢血リンパ球と比較すると0.5Gyでは約1/4倍、1Gyでは約1/2.5倍、2Gyで

は約1/2倍、3Gyでは約1/5倍となることが分かった。 

 

III-III. 放射線照射したマウスの造血系細胞における活性酸素産生量の経時的変化 

＜放射線によるミトコンドリア内O2
-産生の長期的変化＞ 

図 2に MitoSOXの測定値の経時的変化を示す。図 2より、照射後 1日目の MitoSOXの値は、

非照射群と比較して 1Gy照射群では約 1.5倍、3Gy照射群では約 3倍増加していることが分かっ

た。その後、MitoSOX の値は減少傾向を示し、照射後 20 日目には、両照射群ともに非照射群と

差が見られなくなった。しかし、照射後 400日が経過すると、マウスの個体間でばらつきがある

114



ものの、1Gy照射群では約 1.3倍、3Gy照射群では約 1.5倍増加していることが分かった。 

＜放射線による細胞質内OH産生の長期的変化＞ 

図 3に APFの測定値の経時的変化を示す。図 3より、細胞質内のOHは 1Gy照射群および 3Gy

照射群ともに照射後 30日まで非照射群と差が見られなかった。しかし、照射後 400日以上が経過

するとマウスの個体間でばらつきがあるものの、1Gy照射群では約 1.4倍、3Gy照射群では約 1.7

倍増加していることが分かった。 

 

 

IV.  考察 

 

IV-I. 細胞動態に関する文献レビュー 

HSCが老化するのか否かここ数年多くの研究者によって議論されてきたが、近年、高齢マウス

の HSCは分裂・分化する能力が著しく低下すること 29,30)から老化は起きると考えられる。ではな

ぜ老化がおきるのだろうか？Olga らはヒト正常線維芽細胞を用いて、細胞の継代数に依存して

SA-β-gal（細胞老化の指標）を発現している細胞が増加することを報告している 23）。また、Wang

らはマウスを用いた実験で、HSCの数の増加と伴にp16lnk4a（細胞老化の指標）を発現しているHSC

の割合も増加してくることを報告している 31)。HSCの数が増加するということは HSCの細胞分

裂の活性が上がっていることを意味しているので、HSCも細胞分裂によって老化が促進されると

考えられた。では老化が起きると生物学的にどのような影響が生じるのだろうか？細胞は分裂す

る際エネルギー代謝の副産物として活性酸素種（ROS: O2
-, OH等）を生成する。この ROSは DNA

に損傷を引き起こす因子であるが、通常はミトコンドリアに備わった抗酸化能により除去される。

しかし、老化した細胞ではこの抗酸化能が低下することが知られている 24,25)。現に Wangらは老

化状態にある HSCの ROS量が非照射群と比較して約 2倍増加していることを報告している 32)。

よって老化した HSCには ROSの蓄積が生じることが分かった。また、彼らは ROSの蓄積が見ら

れている HSCに DNA損傷数が非照射群の約 2.5倍増加していることも報告している 32)。老化し

た細胞に DNA損傷数が増えるという報告は、Rübeらの年齢毎に健常人の HSCを用いた実験 33）

や、Olga らのヒトの正常線維芽細胞を用いた実験 23でも見られている。また、DNA 損傷以外で

もマウスの週齡と伴に染色体異常 34)や遺伝子突然変異 35,36)の発生頻度が増えてくることも報告さ

れている。よって、老化が ROSの蓄積を生じ、これが原因となって DNA損傷を引き起こして、

染色体異常や遺伝子突然変異を生成する可能性があることが分かった。 

従来、細胞の老化は生存に必要な機能やエネルギー代謝の効率が低下した細胞を組織から排除

し、より効率よく生体を維持していくための現象であると思われてきたが、今回の文献レビュー

によって、放射線が老化を促進させる可能性や老化が DNA に損傷を引き起しがん化につながる

可能性があることが分かった。 

以上の文献レビューにより、放射線が細胞動態の変化を引き起こし細胞に老化を引き起こすこ

とが AMLに繋がる 2番染色体の欠失型異常や Sfpi1遺伝子の•突然変異を引き起こす可能性が考

えられた。 

 

IV-II. 放射線を全身照射したマウスの造血系細胞における DNA損傷数の線量反応関係 

X線を全身照射したC3H/HeNJclマウスの骨髄細胞および末梢血リンパ球におけるDNA損傷の
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線量反応関係をリン酸化ATMフォーカスを指標として調べた。その結果、骨髄細胞に生じたリン

酸化ATMフォーカス数は末梢血リンパ球と比較すると、0.5Gyでは約1/4倍、1Gyでは約1/2.5倍、

2Gyでは約1/2倍、3Gyでは約1/5倍になることが分かった。この結果は、骨髄細胞は末梢血リンパ

球よりも放射線 受性が低いことが分かった。ではなぜ骨髄細胞は放射線に対して 受性が低い

のだろうか？X線は細胞内のH2Oを電離してHおよびOHを生成することが知られている。これ

らのラジカルは生成されても再結合してしまえばH2Oに戻るだけだが、DNAと結合してしまうと

 基が変わってしまいDNA損傷になる可能性がある。この現象は間接効果といい、X線による生物

影響を引き起こすメカニズムである。しかし、この効果は細胞の置かれている環境によって左右

される。20%と0.1%の酸素 度でそれぞれ培養したCHO細胞(チャイニーズ ムスターの卵細胞)

を用いて、6.5GyのX線照射後の生存率を比較した研究がある。その結果、20%で培養した細胞の

方が生存率が1/50に減少することが報告されている。このような現象は細胞死だけでなく染色体

異常や突然変異でも見られており、一 的に低酸素環境下で細胞を培養した方が放射線に抵抗性

になる128)。ではなぜ酸素 度によってX線の 受性が変わるのだろうか？高酸素状態だと、X線

によって細胞内に生じたHが酸素分子と再結合してしまうため、フリーになったOH数が増加す

る。しかし、低酸素状態だとOHはHと結合する 率が増えるためフリーの活性酸素の数は減少

する。つまり、低酸素状態の方が活性酸素とDNAが結合してDNA損傷になる 率が小さくなると

いうことである。これにより低酸素下では放射線に抵抗性になる。大腿骨内は0.1~1%、血管内は

7%の酸素 度であることが報告されている129)。よって、骨髄細胞は末梢血リンパ球よりも放射

線によるDNA損傷数が少なくなったのだろうと考えられた。 

IV-III. 放射線照射したマウスの造血系細胞における活性酸素産生量の経時的変化 

放射線を照射したマウスの骨髄細胞における·O2
-および·OH 産生量の経時的変化を実験的に観

察した。まず、MitoSOX Red を用いてミトコンドリア内の·O2
-の値を測定した。その結果、照射

後 1日目での·O2
-の産生量は非照射群と比較して 1Gy照射群では約 1.5倍、3Gy照射群では約 3

倍に増加した。その後は減少していき、照射後 20日には両照射群とも非照射群と差がみられなく

なった。しかし、400 日が経過すると、マウス個体間でばらつきがあるものの、1Gy 照射群では

約 1.3倍、3Gy照射群では約 1.5倍に増加した。ミトコンドリアは細胞の活動に必要な ATPを酸

素を使って生成する。その際、副産物として·O2
-が産生される。これまでの研究で細胞が分裂期

に入ると·O2
-のレベルが徐々に増えていき、G0期に移行するとミトコンドリアが持っている抗酸

化能が活性化して·O2
-は徐々に減少していくことが報告されている 130）。よって、本研究で見られ

た放射線照射後 20日目まで見られた·O2
-の増加は、放射線照射によってアポトーシスが起きた血

液系の細胞を補うために、骨髄細胞中の造血幹細胞が分裂期に入っていた結果ではないかと考え

られる。そして、十分な量の血液が補えると徐々に分裂期から G0期に移行していき、照射後 20

日ではほとんどの造血幹細胞が G0期になることで、·O2
-のレベルが非照射群と同様になるのだろ

うと考えられた。この考えを示唆する結果として、放射線照射後の造血幹細胞の細胞動態の変化

をシュミレーション計算で調べた結果、照射を受けた造血幹細胞は照射直後から分裂期に入る割

合が増加するということが報告されている 21）。では照射してから 400日以降に再び見られた·O2
-

の増加はどう考えればいいのだろうか。これまでの研究で、細胞が老化するとミトコンドリアの

抗酸化能が低下し、細胞中に活性酸素種が蓄積するということが報告されている。例えば、高齢

のマウスから取り出したミトコンドリアは、若齢のマウスのミトコンドリアよりも多くの活性酸
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素種を産生している 24,25）。これを踏まえて一つの可能性を考えた。放射線照射によって引き起こ

された血液系の細胞の損出を補うために、骨髄細胞中の造血幹細胞は分裂期に入る。これにより、

細胞の老化が促進され、ミトコンドリアの抗酸化能が低下していき、照射後 400日以上経過した

マウスの骨髄細胞に·O2
-の増加が生じたのではないかと考えた。 

次に、本研究では APFを用いて細胞質内の·OHも測定した。その結果、·OHのレベルは照射後

30日まで1Gy照射群および 3Gy照射群ともに非照射群と差がみられなかった。しかし、照射後400

日目では 1Gy照射群で約 1.4倍、3Gy照射群で約 1.7倍に増加した。·OHは放射線が細胞内の水

分子を分解することによって生じる。しかし、この·OHは非常に反応性が高いため、他のフリー

ラジカルと結合して消滅してしまう。よって、·OHを検出するためには放射線照射直後か持続的

に産生されている状態にあることが必要になる。今回、放射線照射後１日目から測定を開始した

ため、·OHの産生量に非照射群と違いがなかったのかもしれない。では照射してから 400日目以

降になぜ·OHは増加したのだろうか。一つの可能性としては先にも挙げた細胞の老化が関係して

いると考えられる。2010年に Cadetらはミトコンドリア内で生成された·O2
-が H2O2に変換されて

核まで到達し、核内でOHになることを報告した 131)。このことから、本研究で見られた·OHの増

加は、放射線によって老化が促進された造血幹細胞中のミトコンドリアが盛んに·O2
-を産生する

ことで、H2O2を生じ、核内に移行して·OHになっているのではないかと考えた。では·OHが生成

されると生物学的にどのような影響が生じるのだろうか。·OH は DNA の 基と結合しやすく、

その結果、シトシンがウラシル、グアニンが 8ヒドロキシグアニン等に変ってしまう。これらを

 基損傷という。通常、 基損傷は 基除去修復によってほぼ 100%元通りに修復されるが、 

基損傷の数が多くなると修復しきれず、点突然変異の原因となってしまう。よって、細胞内で·OH

が増加するということは点突然変異が生じるチャンスも増えることを意味している。従って、本

研究結果より、放射線が骨髄細胞中の造血幹細胞に老化を引き起こすことで、照射後 400日以降

にミトコンドリアで産生される·O2
-が増加し、それが核内で·OH となって点突然変異を起こす可

能性が示唆された。この点突然変異が AMLに必須な 2番染色体の Sfpi1遺伝子で生じる可能性が

十分考えられる。従って、放射線による造血幹細胞の老化が間接的に AML の発症につながるこ

とが示唆された。 

 

IV-III. 放射線による AML発症機構仮説 

本研究で行った文献レビューおよび実験結果から放射線による AML の発症機構として下記の

ような仮説を立てた。マウスの全身に放射線を照射すると末梢血リンパ球の減少が生じる。する

と大腿骨内の HSCは減少した末梢血リンパ球を補うために分裂増殖を開始する。これが引き金と

なって HSCの老化が促進され、徐々に活性酸素の増加が生じる。活性酸素は DNAに傷を引き起

こす因子の代表例である。よって、放射線によるHSCの老化の促進に伴う活性酸素の増加がAML

に必須な 2番染色体の欠失型異常や対立する 2番染色体上の Sfpi1遺伝子の点突然変異を引き起

こすのではないかと考えた。 

 

 

結論 

本研究では細胞動態に関する文献のレビューと放射線を全身照射したマウスの造血系細胞にお

けるDNA損傷数および活性酸素産生量の経時的変化の解析から放射線誘発AMLの発症メカニズ
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ムを考えることを目的とした。その結果、放射線が HSCの細胞動態を変化させることで（１）老

化の促進、（２）ROS の蓄積、（３）DNA 損傷の誘発、（４）染色体異常および遺伝子突然変

異の誘導をそれぞれ引き起こす可能性が分かった。 

以上の本研究結果より、放射線が間接的に誘発した細胞老化が AML 発症に関与する可能性が

示唆された。 

 

 

V. 次年度以降の計画 

今年度の研究成果により、放射線を全身照射したマウスの末梢血リンパ球は大腿骨内の造血系

細胞と比較して放射線によるダメージを受けやすいことが分かった。また照射したマウスを長期

飼育すると造血系細胞内に活性酸素の増加が見られることも分かった。これらの結果から次のよ

うな仮説を立てた。マウスの全身に放射線を照射すると末梢血リンパ球の減少が生じる。すると

大腿骨内の造血系細胞は減少した末梢血リンパ球を補うために分裂増殖を開始する。これが引き

金となって造血系細胞の老化が促進され、徐々に活性酸素の増加が生じる。活性酸素は DNA に

傷を引き起こす因子の代表例である。よって、放射線による造血系細胞の老化の促進に伴う活性

酸素の増加が AMLに必須な染色体異常や遺伝子変異を引き起こすのではないかと考えた。 

そこで来年度以降では放射線による造血系細胞の細胞動態変化を文献レビューおよび実験で明ら

かにし、上記で立てた仮説を証明することを目的とする。具体的な方法は下記の通りである。 

＜文献レビュー＞ 

放射線照射したマウスの造血系細胞における生存率、染色体異常、遺伝子変異をエンドポイン

トとした学術論文をレビューし、線量・線量率反応関係を明らかにする。そして、データが不足

している線量・線量率を明 にする。レビューによって得られたデータをメタアナリシスするこ

とで、細胞動態の線量・線量率の応答を描く。システマティックレビューに基づいて、がん化に

至るプロセスを図式化し、数学的な発がんモデル構築を行う。 

＜実験＞ 

平成 25年度から平成 26年度にかけて、環境科学技術研究所に設置してある低線量率照射装置を

用いて、C3H系マウスに 20mGy/day、200mGy/day、1Gy/dayの線量率でγ線を集積線量が 1Gyま

たは 3Gyまで長期連続照射しながら下記の実験を行う。 

１）照射期間中または照射後経時的にマウスを屠殺して、心臓採血および大腿骨の摘出を行う。

その後、心臓採血で得た血液からは末梢血リンパ球（フィコール液を用いた比重遠心法で）を、

大腿骨からは各分化段階の造血系細胞（HSC（造血幹細胞）、MPP（多能性前駆細胞）、CMP（骨

髄球系造血前駆細胞）、CLP（リンパ系前駆細胞））を Linage、Sca1、CD34、c-kit等の細胞膜表面

マーカーの組み合わせを利用してイージーセップバイオレットマグネットおよびフローサイトセ

ルソーター（環境科学技術研究所所有）でそれぞれ単離する。これらの操作により得られた末梢

血リンパ球および各分化段階の造血系細胞を ApoFlamma PS（アポトーシス検出用蛍光標識ペプ

チド）で染色し、アポトーシスの発生頻度を調べる。 

２）照射期間中または照射後、造血系細胞に分裂増殖の活性化が生じるのかを検討するために、

経時的に造血系細胞の細胞周期の移行割合をイメージベースサイトメーターで調べる。 

３）照射期間中または照射後に造血系細胞に老化が促進されているのかを検討するために、啓

示的に細胞老化の代表的なマーカーである p16遺伝子ならびに SA-β-Galの発現を調べる。 
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４）老化に伴い造血系細胞内に活性酸素の増加が生じ、DNAに損傷が生じるのかを検討するた

めに、照射期間中または照射後に経時的に造血系細胞内の活性酸素の 度を MitoSox（ミトコン

ドリア内のO2
-検出用蛍光試薬）および APF（細胞内OH 検出用蛍光試薬）を用いて、その蛍光

度からそれぞれ調べる。また、DNAの損傷は 53BP1およびγ-H2AX（それぞれ DNA二重鎖切断

のマーカー）の免疫蛍光抗体染色で調べる。 

５）放射線誘発 AMLに必須の異常の一つである 2番染色体の欠失型異常が放射線照射後どの

ようなタイミングで生じるのか検討するために、照射期間中または照射後に啓示的に造血系細胞

の染色体標本を作製し、2番染色体の蛍光染色（FISH法）を行い調べる。 

以上の実験から、放射線照射によって生体内の造血系細胞に細胞動態の変化が生じ、これにより

老化が促進され、活性酸素が増加することで DNAに損傷が生じ、AMLにつながる異常が生成さ

れる可能性を明らかにする。 
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図 1. 放射線照射したマウスの骨髄細胞 および末梢血リンパ球にお

ける 

リン酸化 ATMフォーカス数の線量反応関係 

● ：末梢血リンパ球、○骨髄細胞 
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