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Abstract 

 This study conducts a systematic review on stem cell kinetics and the experiment in mice in 

order to analyze the role of cell turnover in the light of radiation-induced acute myeloid 

leukemia (rAML). The review indicates radiation can induce mutation-related phenomena such 

as ROS accumulation and aging through radiation-induced cell turnover. We examined the 

dose-rate response in hematopoietic stem cells (HSC) and progenitors of total-body irradiated 

C3H/He NJcl mice at 20 mGy/day, 200 mGy/day and 1000mGy/min. This experiment needs 

long follow-up observation until 250 days after irradiation and does not complete all 

observation data. Current data suggest that 20mGy/day gave no significant effects until 150 

days while 200 mGy/day increased the number of HSC and progenitors one day after 

irradiation and shortly recovered to normal. The positive expression of Ki67 in HSC increased 

with time in both 20 mGy/day and 200 mGy/day. To clarify the dose rate effect of the cell 

turnover, these data need to be analyzed by the model as a function of time and dose rate.  The 

dynamics of hematopoietic stem cells can be controlled by proliferation and differentiation of 

blood cells.  The preliminary simulation was conducted using a mathematical model of 

hematopoiesis developed by Colijn and Mackey.  The model analysis of our experimental data 

will produce a consistent sight into the radiation dose-rate effects of stem cell turnover that 

would lead radiation leukaemogenesis. 
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別紙４ 

放射線の非がん影響の解明 

放射線による循環器障害に関する分子機構の解明 
近藤 隆（富山大学大学院医学薬学研究部・放射線基礎医学講座・教授） 

柏倉 幾郎（弘前大学大学院保健学研究科・放射線生命科学・教授） 

稲波 修（北海道大学大学院獣医学研究科・放射線生物学・教授） 

 

研究要旨 

放射線による発がん影響に関する研究は歴史も古く、研究情報の集積も膨大で、被ばくにおけ

る発がんリスクも周知されている。一方、放射線による非がん影響の研究は著しく遅れており、

その分子機構の解明については殆ど進んでいない。このため、本研究では非がん影響の分子機構

を解明することを目的とし昨年に引き続き研究を実施した。主な研究対象は骨髄・造血系への影

響と心・血管系への影響とし、富山大学と分担課題を「造血幹細胞の放射線感受性関与遺伝子の

探索」として弘前大学が担当した。また、これらの影響のメカニズム解析の一環として、放射線

による細胞内酸化ストレスの増加に着目し、分担課題を「放射線感受性に関わるミトコンドリア

機能修飾の役割」として北海道大学が担当した。その結果、以下に示す新たな知見が得られた。 

１） ヒト臍帯血静脈内皮細胞に対する放射線照射後の NO 産生の機構を検討したところ PKC-II の

発現増加を介して，eNOSが活性化し，NO 産生に至る過程が明らかとなった。 

２） 腫瘍形成に関与するがん関連転写因子の一つである c-Mycの発現は、低線量から高線量曝露マウ

ス骨髄細胞のいずれにおいても 72時間まで直線的に増加し、c-Mycが造血機能における有意な指

標となり得る可能性が示された。 

３） 放射線照射によりミトコンドリアの形態異常の誘発とこれに由来する活性酸素種(ROS)の生

成およびミトコンドリア量の増加が判明し、この形態異常の形成に Dynamin-related protein 1 

(Drp1)の関与が明らかとなった。また、Drp1 を阻害すると分裂期崩壊による細胞死を抑制で

きることから、放射線によるミトコンドリア構造異常と分裂期崩壊による細胞死の関連が示

された。一方、ROS 生成とミトコンドリア形態異常および分裂期崩壊との関連性はないと思

われる。 

今後は生体での現象の確認とその機構の解明および低線量での応答について、検討する予定で

ある。 

  

キーワード: ヒト臍帯血静脈内皮細胞、細胞応答、細胞内酸化ストレス、ミトコンドリア、炎症造血幹

細胞、放射線感受性、CD34 陽性細胞、c-Myc、ミトコンドリア、活性酸素（ROS）、Drp1、アポト

ーシス、ミトコンドリア形態異常、分裂期崩壊 
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服部裕一・富山大学大学院医学薬学研究部・教授 

田渕圭章・富山大学生命科学先端研究センター・准教授 

趙 慶利・富山大学大学院医学薬学研究部・助教 
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門前 暁・弘前大学大学院保健学研究科・助教 

吉野浩教・弘前大学大学院保健学研究科・助教 
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I 研究目的 

最近、放射線による非がん影響についても国民の関心が高まっており、この未解明な領域で、

細胞および生体応答の機構を分子レベルで解明し、また、線量応答を明らかにすることは、極め

て重要と思われる。放射線による発がん影響に関する研究は歴史も古く、発せられた研究情報の

集積も膨大で、被ばくにおける発がんリスクも周知されている。一方、放射線による非がん影響

の研究は著しく遅れており、特に分子機構の解明については殆ど進んでいない。このため、本研

究では非がん影響の分子機構を解明することを目的とした。主な研究対象は骨髄・造血系への影

響と心・血管系への影響とし、弘前大学および富山大学が担当した。また、これらの影響のメカ

ニズム解析の一環として、放射線による細胞内酸化ストレスの増加に着目し、放射線感受性とミ

トコンドリア機能との関連についての研究を北海道大学が担当した。 

富山大学では、心・血管系への放射線影響について、その分子・細胞水準で機構解明を目的と

した。主にヒト臍帯静脈血管内皮細胞を用い、その放射線応答を明らかにするため、照射後の遺

伝子発現変化を解析に続き、NO が関係する情報伝達機構について調べた。弘前大学では、造血

幹細胞の放射線感受性に関与する遺伝子の網羅的解析を行い、放射線に対する個体差感受性との

関わりや個々の感受性を規定する因子を解明し、最終的には放射線感受性の予測診断や新たな治

療方法への応用へと繋げることを目的とした。放射線による細胞死は古くからゲノム DNA 障害

が重要であると考えられてきたが、近年、ミトコンドリア機能修飾による活性酸素（ROS）生成

が関与する酸化ストレスが重要であるとの報告がある 1)。しかし、その詳細については未だ知ら

れていない。北海道大学では放射線照射後、数時間後に遅れて ROS の生成が起きることを示し、

この ROS の生成には細胞周期チェックポイントとミトコンドリアの融合・分裂周期との関連性を

明らかにしている 2) 。これらに引き続き、照射された培養細胞やマウスでのミトコンドリアの代

謝過程とそれにともなう ROS 生成の機構、関連する細胞死のメカニズムを解明し、放射線による

心臓血管障害や骨髄障害のメカニズムと防護法の開発に繋げることを目的とした。 

 

II 研究方法 

材料として、主にヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)を使用した。細胞死については、主にア

ポトーシスを指標に，常法に従って調べ、細胞内情報伝達については、Western Blot法にて蛋白質

およびリン酸化を調べ、解析した。eNOS の活性については、[3H]-L-arginine から[3H]-L-citrulline

への変換を放射活性を調べることで行った。 

造血幹細胞の遺伝的特徴と放射線感受性との関連性については、1) 造血幹細胞の低線量および致

死高線量での放射線感受性評価、2) 造血幹細胞の放射線応答分子の変動解析、3) DNA損傷マーカ

ーの解析、4) サイトカインの定量、5) 造血幹細胞の酸化ストレス応答システムの解析、6) 放射線応答

遺伝子解析と遺伝子相互のネットワーク解析ヒト造血幹細胞の放射線応答遺伝子の解析 

について、下記の実験方法にて検討し、解析した。 

1. ヒト CD34 陽性細胞の分離精製：国立病院機構弘前病院もしくは弘前大学医学部附属病院より供与
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されたヒト臍帯血から、比重遠心法で有核細胞を分離し、磁気ビーズ法（EasySep®）により CD34 陽

性細胞を精製する。これらの研究は弘前大学倫理委員会の承認を得た。 

2. マウスは 8週齢, 雌 C57BL/6JJclマウスを用いた。 

3. 表面抗原解析：細胞は各種モノクロナール抗体によって 4˚C遮光下で 30分間染色後、洗浄し、各細

胞について、それぞれの表面抗原の発現率をフローサイトメーター（EPICS® XL, BeckmanCoulter 

Inc, Orange County, CA, USA）で測定した。それぞれの実験は、アイソタイプ抗体を陰性コントロール

とする。 

4. 放射線感受性に関与する因子の探索：細胞周期、表面抗原発現、活性酸素量解析、末梢血抗酸化

度（Biological Antioxidant Potential, BAP）テスト及び酸化度解析（Reactive Oxygen Metabolites, 

d-ROMs）テスト、マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析、-H2AX発現によるDNA2本鎖切

断の検出等について評価解析した。 

5. 遺伝子発現解析：遺伝子発現レベルの評価は、放射線を照射した CD34 陽性細胞をサイトカイン含

有もしくは非含有無血清培地で液体培養後、一定時間経過後 total RNAを抽出し、定量 RT-PCRを

インターカレーション法で行なった。遺伝子の網羅的解析にはマイクロアレイ法を用いた。 

ミトコンドリアに関する研究にはマウス胚線維芽細胞株NIH3T3細胞およびDrp1遺伝子欠損マ

ウス胚線維芽細胞 (KO MEF)および対照となるマウス胚線維芽細胞 (WT MEF)（九州大学大学院

の野村政壽講師より供与）を使用した。細胞内ミトコンドリア形態の観察に際しては、

MitoTrackerTM Green FM で染色し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察および記録を行った。  

また、ミトコンドリア膜量、同由来 ROS量および膜電位を測定するために、フローサイトメータ

ーを用いて解析した。その他、放射線照射後の分裂期崩壊についても評価した。 
 

倫理面への配慮 

当該研究遂行にあたり、研究内容が培養細胞を用いた実験であるものについては、倫理面の問

題がないと判断した。弘前大学の研究に関しては医学研究科倫理委員会に対し、【申請実験・研究課

題名】「臍帯血由来造血幹細胞の分化・増殖ならびに制御因子に関する研究」でヒト細胞の使用に関し

申請を行い、既に承認を得ている。動物実験については、各大学の実験動物倫理委員会の規定に基づ

き実施した。 

 

Ⅲ 研究結果 

血管内皮細胞は放射線感受性が比較的高いことが知られている。比較的高線量照射の場合には，

照射後の経過とともに、機能的に障害に加え、内皮細胞の形態学変化が顕著に認められることを

報告してきた 3)。本研究では、ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)を用いて、放射線照射による内皮

細胞において重要な生理学的役割を果たしている血管内皮型一酸化窒素合成酵素(eNOS)のシグ

ナリングの変化について検討した。 X 線照射(1-20 Gy)後、6 から 72 時間の観察期間で HUVEC

の eNOS の発現量には変化がなかったが、セリン 1177 部位での eNOS リン酸化は増加しスレオ

ニン 495部位での eNOS脱リン酸化が亢進した。結果的に [3H]-L-arginine から[3H]-L-citrullineへ

の変換で調べた eNOS活性は有意に亢進し、硝酸性窒素類(NO3)と亜硝酸窒素類(NO2)といった NO

代謝産物の増加が認められた。内皮細胞の eNOS の調節因子である Akt の活性化についてそのリ

ン酸化で検討したが変わらなかったことから、X線照射 による eNOS 活性化は、その上流にある

Akt の変化によるものではない。放射線照射による HUVEC に存在する多くのプロテインキナー
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ゼ C (PKC)サブタイプにはその発現量に変化を認めなかったが、 PKC-IIのみがアップレギュレ

ーションしていた。そこで、PKC-II siRNA を作成し、HUVEC に導入して，PKC-II の発現を

抑えると、放射線照射で認められたセリン 1177部位での eNOS リン酸化の増加、スレオニン 495

部位での eNOS 脱リン酸化、NO 代謝産物の増加は全て消失した。すなわち放射線照射は，急性

期の作用として、血管内皮細胞の eNOS を PKC-II の発現増加を介して活性化し，NO を産生し

て血管拡張性に働くものと考えられる。以上の結果は放射線の急性反応(>1 Gy)として NOの増加

機構の一端を明らかにしたものである。 

弘前大学担当の結果として、以下の点が示された。 

1) 0.5, 2, 7 Gy放射線曝露 6, 24, 72時間後のマウス個体における骨髄細胞数は、線量及び時間依存

的に減少した。一方、骨髄細胞に含まれる肥満細胞数は、0.5 及び 2 Gy照射後の経過に伴い増加

傾向が示された。 

2) 各処理個体末梢血中の酸化度の指標である d-ROMs値は、0.5及び 2 Gy照射後 24時間でピーク

となった。骨髄細胞中の-H2AX発現は、線量依存的に増加し、6時間で最大値を示した。 

3) 昨年度ヒト造血幹細胞の放射線曝露において有意な変動を示した c-Myc 発現は、マウスにおいても
線量及び時間依存的に増加し、有意な指標となり得る可能性が示唆された。 

が明らかになった。 

北海道大学担当の結果として、以下の点が示された。 
1) 10Gyを照射したNIH3T3細胞において 24時間後にミトコンドリア膜量が増加するととも

に、断片化や環状構造ミトコンドリアの出現が増大した。また、ミトコンドリア分裂の

制御に関与する Drp1 のリン酸化が 24時間後に亢進した。また、特異的阻害剤 mdivi-1で
阻害されたことから、この Drp1 活性化がミトコンドリアの断片化を促進していることが
示された。 

2) Drp1 遺伝子欠損マウス由来の線維芽細胞を用いた場合、X 線照射後のミトコンドリアの

断片化誘導は Drp1 野生型を持つ線維芽細胞と比較して有意に小さいものであった。 
3) NIH3T3 細胞において Drp1 特異的阻害剤 mdivi-1 で処置すると、X 線照射後の分裂期崩壊

の出現を抑制した。また、Drp1 遺伝子欠損マウス由来の線維芽細胞を用いたところ Drp1
野生型を持つ線維芽細胞と比較して放射線による分裂期崩壊の出現は抑制した。 

4) X 線照射による分裂期崩壊は、N アセチルシステインで前処理しておいても生成量に変

化はなく、ミトコンドリア由来の活性酸素については放射線による分裂期崩壊との関連

性は小さいことが示された。 
5) 予備実験において、全身照射マウスの脾臓を単離し、脾臓細胞の ROS 生成とミトコンドリ

ア膜量を評価した。その結果、0.1 ～1.0 Gyではミトコンドリア ROS生成は認められなかっ

たが、3.0 Gyで有意な増加が観察された。 
 

Ⅳ 考察 

HUVECに対する放射線照射後のNO産生の機構を検討したところ PKC-IIの発現増加を介して，

eNOSが活性化し，NO 産生に至るシグナル伝達機構の一端が明らかとなった。その機序について

は下に示す図 1にまとめた。今後、1 Gy以下の低線量も含めた線量依存性についても検討する予

定である。 
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図 1.  HUVECにおける放射線照射後の NO産生の機構 
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弘前大学における知見からは、腫瘍形成に関与するがん関連転写因子の一つである c-Mycの発現は、

低線量から高線量のいずれにおいても 72 時間まで直線的に増加し、c-Myc が造血機能の放射線感受

性における有意な指標となり得る可能性が示された。 

 北海道大学における知見からは、培養系では放射線照射によるミトコンドリア断片化・環状化が

Drp1を介して起きること、さらにはこれが、放射線で生じる分裂期崩壊（mitotic catastrophe）の

引き金となる事が明らかとなった。この放射線による Drp1 活性化に至るシグナル伝達経路をめ

ぐるメカニズムや低線量での Drp1 活性化やミトコンドリア形態異常の評価については今後の検

討課題である。以前、アポトーシス 4) やそのシグナルであるチトクローム C のミトコンドリアか

らの放出 5) には放射線によるミトコンドリア由来 ROS の関与を示したが、分裂期崩壊には ROS

の関与はないものと思われる。 また、マウス全身照射でも脾臓のリンパ球において ROS の上昇

とミトコンドリア膜の増加が観察されたが、1 Gy以下の線量では有意な増加は観察されず、機構

解明を含めて、継続的に検討する予定である。 

 

V 結論 

本研究では放射線の非がん影響の分子機構を解明することを目的とし、三大学共同研究を行い

骨髄・造血系への影響と心・血管系への影響および、これらの影響のメカニズム解析の一環とし

て、放射線による細胞内酸化ストレスの増加に着目し、放射線感受性とミトコンドリア機能との

関連について研究を実施した。その結果、 

1) HUVECに対する放射線照射後のNO産生の機構を検討したところ PKC-IIの発現増加を介し

て，eNOSが活性化し，NO 産生に至る過程が明らかとなった。 

2) 今後は、c-Mycが関与する遺伝子が関わる遺伝子発現を中心に解析し、得られた知見をもとに、

造血幹細胞発現抗原、遺伝子と放射線感受性との関連性解明、siRNA による個体の放射線感

受性制御、最終的には、放射線感受性の予測診断法へ繋げる。 

3) 本研究において線維芽細胞での培養系では放射線照射によるミトコンドリア断片化・環状化

が起きており、Drp1の活性化が関係することが明らかとなった。また、このミトコンドリア
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の形態異常が、放射線誘発分裂期崩壊（mitotic catastrophe）の引き金となっている事が明らか

となった。一方、放射線によるミトコンドリアの ROS 生成の上昇はマウス全身照射後の脾臓

リンパ球でも確認され、0.1 Gy〜1Gy以下の低線量では見られず、3 Gy以上を必要とした。 

以上のことが明らかとなった。これらの研究成果を基盤として、より低線量（率）および生体

での応答の解明に繋げ、放射線の非がん影響を明らかにする一助としたいと考えている。 

 

Ⅵ 次年度以降の計画 

本研究では非がん影響、骨髄・造血系への影響と心・血管系への影響の分子機構について低線

量での応答を細胞に加えて生体レベルでも解明することを目的とする。即ち、低線量 (<0.2 Gy)、

中線量(0.2～1.0 Gy)、高線量(1 Gy以上)応答を、細胞および実験動物水準で調べ、遺伝子応答と

病態を明らかにし、その分子機構を解明する。  

 富山大学では、静脈・冠動脈の血管内皮細胞を対象に放射線による細胞損傷を検討するとともに、遺

伝子応答を網羅的に解析する。動物実験では、動脈硬化のモデルマウスを用いて、放射線による循環器・

血管系の炎症に注目して解析し、病態を把握するとともに、免疫組織学的にその解析を行う。 

 細胞内での活性酸素種（ROS）の生成は放射線影響を考える上で、普遍的な重要課題であるが、

照射による直接生成よりも照射後の細胞内代謝修飾により生成する ROS が、その後の病態形成に

関係することが知られている。ミトコンドリアは ROS 生成に係る主要小器官であり、放射線照射

後の機能解析を行うことで、血管系および骨髄系細胞での細胞内酸化ストレス増加の機構解明に

寄与するとともに、慢性炎症成因の解明の一助となる。次年度以降は今までに得られた知見をも

とに、三大学の連携をより密なものとして、細胞および動物実験を進めるとともに、低線量率、

長時間照射後の応答の研究へと展開する。 

弘前大学では、特に、低線量（< 0.2）から高線量（> 1.0）にわたる造血幹細胞の放射線応答機構を in 

vitro および in vivo で引き続き評価すると共に、応答に関わる遺伝子とその相互関係を解明する。造血

幹細胞は、全ての血球を生み出す能力を有する増殖能の高い細胞故に放射線の標的細胞の１つである

が、生体内に極めて少数しか存在しないため、その放射線感受性や応答機構の解明は十分とは言えず、

特にヒト造血幹細胞では不明な点が多い。しかしながらこれら応答機構の解明は、事故や医療での放射

線被ばくに伴う骨髄死や晩発影響等を考えるうえで極めて重要な課題である。本研究では、ヒトおよびマ

ウスの造血幹細胞を用い、低線量および致死高線量での放射線感受性評価、放射線応答分子の変動、

DNA損傷修復や酸化ストレス応答システムの評価、放射線応答遺伝子と遺伝子相互のネットワーク解析

を行う。本研究成果は、放射線感受性なハイリスク個体の識別、新たな放射線防護剤開発や放射線によ

る診断・治療分野への応用展開が期待される。 

 次年度は、培養系の実験では低線量（＜0.2 Gy）から中線量（0.2 Gy-1 Gy）についても放射線

によるミトコンドリア形態異常、ROS の産生と分裂期崩壊による細胞死との関連性を明かにする

と同時に、ミトコンドリアの形態異常に関与する Drp1 の活性化機構、関わってくるキナーゼを

中心とするシグナル伝達経路についても明かにする予定である。今回、マウスの全身照射の系で

ミトコンドリアの ROS の上昇が見られたが、今後、この ROS がアポトーシス誘導に関与するか

否か、ミトコンドリアの形態異常が関連しているかどうかについて明かにする。もし、細胞死に

ROS が関与する場合には、照射後のミトコンドリア由来の ROS 生成を阻害することで細胞死を

抑制できるか否か、更には個体の死を抑制することが出来るか否かについても評価する予定であ

る。本研究を通じて、低線量から高線量に至る照射による細胞のミトコンドリア形態、ミトコン
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ドリア代謝ならびにミトコンドリア由来 ROS 等に起因とする細胞死のメカニズムを明らかにす

ると同時に放射線防護剤等の開発に繋げたいと考えている。 
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Abstract 
 

Cardiovascular diseases have been considered as major health-risk factors after exposure to ionizing 

radiation as in A-bomb survivors. Recently, the association of radiation dose with cardiovascular diseases 

mortality was investigated in a life span study of a cohort of 86,000 A-bomb survivors with estimated 

doses. Although chronically produced reactive oxygen species and inflammation are thought to be the 

pathogenic mediators of atherosclerosis, the exact mechanism is still unclear. Here, for better 

understanding of the molecular mechanisms underlying the inflammatory reaction frequently encountered 

in the vascular system post exposure to ionizing radiation, we carried out analytical test on eNOS and its 

signal transduction pathways in human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). At 6-72 h after exposure 

to X-rays (1-20 Gy), eNOS phosphorylation at Ser1177 was increased while eNOS phosphorylation at 

Thr495 was decreased without any change in total eNOS expression. Consequently, eNOS activity, as 

assessed by the extent of change from [3H]-L-arginine to [3H]-L-citrulline, was significantly increased, and 

NOx levels (nitrite and nitrate) in culture medium were elevated. The phosphorylation level of Akt, an 

upstream enzyme of eNOS, was unchanged by irradiation, suggesting that radiation can activate eNOS 

independently of its upstream activator Akt. Our results also showed that the protein kinase C (PKC)-II 

expression was up-regulated after X-irradiation. The transfection of PKC-II siRNA into cells abrogated 
radiation-induced eNOS dephosphorylation and NOx elevation in HUVECs. We thus conclude that 

ionizing radiation produces acute effects on eNOS activation through increased expression of PKC-II in 
HUVEC. This may partly account for the molecular mechanism of radiation-associated cardiovascular 

diseases. 
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Abstract 
 

To clarify the characters of genes contributing radiosensitivities of hematopoietic stem/progenitor 

cells (HSPCs), the present study analyzed gene expression profiles of bone marrow cells prepared from 

mice exposed to 0.5, 2 and 7 Gy X-irradiation. In the present study, female C57BL/6JJcl mice at 8 weeks 

of age were exposed to X-irradiation at a dose rate of 0.9 Gy/min. The expressions of c-Myc were analyzed 

at 24, 48 and 72 h after irradiation. At the same time, the level of biological antioxidant potential and 

reactive oxygen metabolites (d-ROMs) detected in peripheral blood and -H2AX observed in bone marrow 
cells were also analyzed. The number of bone marrow cells of all irradiated groups decreased in a radiation 

dose- and a time-dependent manner. The level of d-ROMs, one of an index of oxidation degree, showed a 

peak at 24 h after 0.5 and 2 Gy X-irradiation. In addition, the expression of -H2AX increased in a 
radiation dose-dependent manner and reached a peak at 6 h. Regarding the expression of c-Myc, its 

expression detected in bone marrow cells was also increased in a radiation dose- and a time-dependent 

manner. In conclusion, the present findings show the possibility that MYC is a useful indicator to consider 

about the radiosensitivity of hematopoiesis in individual, suggesting that MYC play a key role in 

radiosensitivity of HSPCs. However, more precise approaches will be required. Finally, we would like to 

establish the presumptive diagnosis method for individual radiosensitivity. 
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Abstract 

Ionizing radiation induces DNA damage and triggers various responses in cells. Mitochondria have 

been demonstrated to play important roles in the cellular radioresponses through various mechanisms 

including the production of reactive oxygen species (ROS) and the activation of apoptosis signaling. It has 

been reported that mitochondria are dynamic organelles that constantly fuse and divide, and the control of 

fusion and fission is important for the maintenance of cellular homeostasis. Recent evidence suggests that 

dynamin-related protein 1 (Drp1), which is a mitochondrial fission protein, is involved in multiple cellular 

functions such as ROS production and the execution of apoptosis. Although several reports have shown the 

mitochondrial morphological changes after exposure to ionizing radiation, it has not been fully elucidated 

whether mitochondrial dynamics plays a role in cellular radioresponses such as alterations in mitochondrial 

function, cell cycle arrest and radiation-induced cell death. Therefore, this study was aimed to determine 

this point. When the effect of X-irradiation on mitochondrial morphology was evaluated in NIH3T3 cells 

and in mouse embryonic fibroblasts (MEFs) derived from either wild-type or Drp1-deficient mice, 

mitochondrial fragmentation was induced in NIH3T3 cells and in Drp1 wild-type MEFs after X-irradiation. 

This radiation-induced mitochondrial fragmentation was suppressed by the Drp1 inhibitor mdivi-1 and the 

genetic knockout of Drp1. Furthermore, mitochondrial fragmentation was accompanied by the concomitant 

increase of Drp1 phosphorylation at Ser616, which is associated with its activation. Mdivi-1 treatment 

attenuated the increase of mitochondrial mass after irradiation, but mitochondria-derived ROS levels and 

mitochondrial membrane potential were not affected. On the other hand, none was altered by the deletion 

of Drp1. While radiation-induced G2/M arrest was upregulated by mdivi-1 treatment, genetic inhibition 

had no effect. Radiation-induced cell death by mitotic catastrophe was suppressed by both mdivi-1 and 

Drp1 gene deletion. These results suggest that X-irradiation induces mitochondrial fragmentation through 

Drp1 activation, and Drp1 is involved in radiation-induced mitotic catastrophe. In conclusion, the present 

study suggests that mitochondrial morphological change after ionizing radiation influences the 

determination of the cell fate after irradiation, providing new insights into the regulatory mechanism of 

cellular radioresponses. 
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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 
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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、まず、組織を構成する
全ての細胞で 53BP1 フォーカスが検出されるのではなく、特異的な領域の細胞でのみフォ
ーカス形成が観察されることがわかった。また、組織毎に非照射マウスにおける 53BP1 フ
ォーカス形成頻度（以降 BG と標記）が異なることも明らかにした。さらに、低線量率・
低線量放射線照射マウスにおける検討から、0.05mGy/日の照射は、BG のレベルを超える

DNA 損傷の蓄積を起こさないことも確認した。  
	
 今後、低線量率・低線量放射線照射したマウスから採取した臓器・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

171



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 標識の抗ウサギ IgG 抗体及び Alexa647 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。  
	
 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。  
 
III. 研究結果  
1．組織における DNA 損傷応答の評価  
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 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。  
	
 抗 53BP1 抗体での染色を行うと、組織の中でも、部位によって 53BP1 蛋白質の発現レベ
ルが異なることが明らかになった。また、53BP1 フォーカス形成にも、組織内の部位特性
が確認された。例えば、肺では、肺胞に貫入する細気管支の繊毛円柱上皮細胞に 53BP1 の
シグナルが認められ、BG の 53BP1 フォーカスもこの一層の細胞に確認された。これに対
し、肺胞の細胞は、ほとんどが 53BP1 陰性で、その中の極少数の細胞で 53BP1 フォーカス
形成が認められるのみであった。同様の染色パターンは、Ki-67 でも観察され、円柱上皮
細胞と肺胞の中の極少数の細胞で陽性シグナルが確認された。これに対し、免疫系の組織

である脾臓や胸腺では、組織を構成するほとんど全ての細胞で、53BP1 の発現が見られ、
53BP1 のフォーカスもほぼ全ての細胞で一様に観察された。肺と同じように特定の部位で
53BP1 蛋白質の発現が観察されたのが、肝臓である。肝臓は、大半が肝実質細胞で充満し
ているが、実質細胞は、観察した限り、全ての細胞で 53BP1 の発現を認めなかった。唯一
発現があったのが、グリソン鞘の一部を構成する胆管細胞である。末梢のグリソン鞘では、

大半を占める静脈の脇に胆管と動脈が共存しており、この胆管細胞で 53BP1 蛋白質の発現
及び 53BP1 フォーカスの形成を確認した。  
 
2．低線量率・低線量放射線照射マウスにおける DNA 損傷応答の定量的評価  
	
 まず、非照射マウス由来の組織において、53BP1 フォーカスの BG の出現頻度を評価し
た。その結果、肺では、細胞あたりの 53BP1 フォーカス頻度が平均 0.04 であった。しかし
ながら、終末細気管支の領域によっては、局所的に多数の 53BP1 フォーカスを誘発してい
る領域もあり、場所によっては数十個の細胞の領域で、細胞あたりの平均のフォーカス頻

度がほぼ 1 に近いところも存在した。胸腺や脾臓では、細胞あたりの 53BP1 フォーカス頻
度は極めて低く、胸腺で平均 0.004、脾臓で平均 0.002 であった。興味深いことに、胸腺の
皮質領域では、無数の細胞で、53BP1 の BG のフォーカスが確認できた。この他には、脳
での 53BP1 フォーカス頻度が平均 0.001、肝臓では平均 0.01 であることがわかった。  
	
 次に、低線量率・低線量放射線照射マウスから採取した臓器・組織について検討をおこ

なったところ、400mGy/日の高線量率照射では、組織内に DNA 損傷が蓄積することがわか
った。たとえば、400mGy/日を 10 日間連続して照射すると、細胞あたり平均ほぼ 1 個の
53BP1 フォーカスが蓄積した。このレベルは、同じ累積線量 4Gy を急性照射した時のレベ
ル（平均で少なくとも細胞あたり 15 個以上）とは全く異なるが、BG のレベルと比較する
と蓄積が明らかである。また、53BP1 フォーカス陽性細胞率も評価すると、400mGy/日で
は、おおよそ 60％細胞が陽性であることがわかった。BG の割合は、おおよそ 4％である
ことから、放射線照射による有意な増加と結論できる。一方で、低線量率・低線量放射線

照射の場合を評価すると、例えば、20mGy/日の照射では、おおよそ 22 時間で 20mGy を照
射するが、細胞あたりの 53BP1 フォーカスの平均出現数は 0.07 で、BG のおおよそ 2 倍で
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あった。これに対し、0.05mGy/日の照射では、20 日間の照射、すなわち累積線量 1mGy の
段階でも、53BP1 フォーカスの蓄積は見られなかった。  
 
3．組織幹細胞における DNA 損傷の蓄積と排除  
	
 組織内に存在する幹細胞に着目して、DNA 損傷の蓄積と排除を検討した。組織幹細胞は、
幹細胞特異的マーカーに対する抗体でその存在を確認するのが理想であるが、様々な抗体

を検討してはいるが、未だに、検出に堪え得る感度を持つマーカー抗体はなく、本研究で

は、当初の予定どおり、Ki-67 抗体での同定を応用した。その結果、Ki-67 陽性細胞と陰性
細胞との比較において、53BP1 フォーカスの出現頻度に差はなく、現時点では、組織幹細
胞に特徴的な現象は観察していない。一方、Ki-67 抗体を用いた方法には限界もあり、陽
性細胞は必ずしも組織幹細胞ではない。また、Ki-67 シグナルを用いた組織幹細胞の組織
からの排除は解析不能であるため、Edu 標識法の導入を平成 25 年度より始めた。これまで
に、EdU 標識の実験条件の設定を終え、標識細胞の追跡に着手した。  
 
IV. 考察  
	
 平成 24 年度の段階で、既に様々な臓器・組織で 53BP1 フォーカスを確認していたが、
今年度の定量的解析から、組織の中でも、部位によって 53BP1 蛋白質の発現および 53BP1
フォーカス形成頻度が異なることが明らかになった。例えば、肺では、細気管支の繊毛円

柱上皮細胞に 53BP1 のシグナルが認められたが、細気管支内壁を構成する一層の上皮細胞
は、主気管支に至るまで 53BP1 の発現があり、53BP1 フォーカスの誘導も確認できた。こ
れに対し、肺胞の細胞では、ほとんどが 53BP1 陰性で、その中の極少数の細胞で 53BP1
フォーカス形成が認められるのみであった。皮膚での解析では、基底細胞から角化細胞に

至る過程で、53BP1 の発現が消失する。したがって、細胞の分化程度による 53BP1 の発現
の差が考えられる。つまり、肺胞細胞では、より分化した細胞では 53BP1 のシグナルが消
失し、逆に、53BP1 の発現がある細胞はより未分化な細胞であろう。事実、53BP1 シグナ
ル陽性の細胞では、Ki-67 のシグナルも検出されることが多く、増殖性を持つより未分化
な細胞が 53BP1 陽性であると考えることができる。  
	
 53BP1 フォーカスは、DNA 二重鎖切断を基点とした ATM 依存的な DNA 損傷応答が惹
起された結果形成される。ATM によって最初にリン酸化される蛋白質がヒストン H2AX
で、γH2AX と呼ばれるリン酸化ヒストン H2AX も、DNA 二重鎖切断の分子マーカーとし
てよく用いられる。53BP1 フォーカスは、さらに複雑な蛋白質複合体形成の過程を経て形
成される後発的な蛋白質複合体であるが、このように、あくまでも、DNA 二重鎖切断が形
成された後のクロマチン構造変化にともなう生化学的変化を検出しているに過ぎない。し

たがって、リン酸化やユビキチン化などの生化学的な反応が起こり得る細胞でなければ、

53BP1 フォーカスは形成されない。現時点では、あくまでも 53BP1 フォーカスは、DNA
損傷により誘発されるとして妥当であるが、フォーカスがないからといって DNA 損傷が
ないとは結論づけられない。この点が、γH2AX をはじめ、DNA 二重鎖切断の分子マーカ
ーを用いて DNA 損傷を検出する系の限界であるが、本研究では、この点も踏まえながら、
53BP1 フォーカスを形成できる組織内の領域をきちんと特定した後に、その部分に限局し
て定量的な解析を水平方向で行うように計画した。たとえば、肺であれば、繊毛円柱上皮

細胞が標的であるし、肝臓であれば、胆管上皮細胞などである。  
	
 放射線照射していない非照射マウス由来の組織において、53BP1 フォーカスの BG の出
現頻度を評価したところ、組織によってその頻度が異なることを見いだした。例えば、肺
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では、細胞あたりの 53BP1 フォーカス頻度が平均 0.04 であったが、胸腺や脾臓では、細胞
あたりの 53BP1 フォーカス頻度は極めて低く、胸腺で平均 0.004、脾臓で平均 0.002 であっ
た。また、脳では 53BP1 フォーカス頻度が平均 0.001、肝臓では平均 0.01 であることがわ
かった。このような BG での 53BP1 フォーカス頻度の違いは、各臓器・組織の生理的な状
況を反映していると考えられ、たとえば、終末細気管支では、領域によって、局所的に多

数の 53BP1 フォーカスを誘発している部分が観察された。場所によっては数十個の細胞の
領域で、細胞あたりの平均のフォーカス頻度がほぼ 1 に近いところも存在し、これは、
100mGy の放射線をうけた時とほぼ同等のレベルの DNA 損傷のレベルである。その原因を
特定するには至っていないが、感染や炎症などによって ROS のレベルが局所的に上昇し
DNA 損傷の誘発に至ったことが考えられる。これまで、個体内での日常的な DNA 損傷の
誘発については、ほとんどデータがなかったが、本研究の結果、生体内の臓器・組織では、

恒常的に DNA 損傷が誘発されている様が明らかになった。もっといえば、このような、
日常起きている DNA 損傷に対して生体はきちんと反応し、組織としての恒常性を保つよ
うに組織反応を起こしているということになる。このような事実は、とりわけ低線量率・

低線量放射線被ばくに対する放射線影響の理解に多いに貢献できると確信する。  
	
 次に、低線量率・低線量放射線照射マウスから採取した臓器・組織について検討をおこ

なったところ、線量率の違いによる DNA損傷の蓄積程度の顕著な違いが明らかになった。
まず、400mGy/日（毎時 18mGy）の高線量率照射では、たとえば、10 日間の連続照射によ
り、細胞あたり平均ほぼ 1 個の 53BP1 フォーカスが確認された。このレベルは、400mGy
を急性照射による受けた場合の細胞あたり平均 4 個と比較すると４分の１のレベルで明ら
かに少ないが、400mGy を 22 時間かけて受けたことを考慮すると、DNA 損傷修復により
BG と同等のレベルまで減少するとの期待には合致しない。したがって、400mGy/日の線量
率では、22 時間の照射終了時の残存 DNA 損傷が翌日まで持ち越され、新たに誘発された
DNA 損傷のうち修復されなかった分が足し合わされた結果であると予想できる。一方、低
線量率・低線量放射線照射の場合は、例えば、20mGy/日（毎時 0.9mGy）の照射では、お
およそ 22時間で 20mGyを照射するが、細胞あたりの 53BP1フォーカスの平均出現数は 0.07
で、BG のおおむね 2 倍程度の値であった。このレベルは、照射終了後 24 時間では、全て
が修復されるレベルであるので、DNA 損傷の蓄積はないと推定できる。これに対し、

0.05mGy/日（毎時 2.27μGy）の照射では、20 日間の照射、すなわち累積線量 1mGy の段階
でも、53BP1 フォーカスの蓄積は一切見られなかった。したがって、線量率の違いによる
組織における DNA 損傷の蓄積は、線量率に依存して全く異なる結果になることが明らか
になった。今後、低線量率・低線量放射線照射マウスにおける解析をすすめて、累積線量

で 1mGy、20mGy、100mGy の照射による、組織における DNA 損傷の蓄積の全貌を解明す
ることが期待される。  
 
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
傷の蓄積と排除の解析を実施した。その結果、臓器・組織によって、53BP1 フォーカスを
誘導する特異的部位が存在することを明らかにした。また、非照射マウスにおいても低頻

度ながら DNA 損傷が生じていることを確認したが、その頻度が臓器・組織によって異な
ること、さらに、組織によっては、非照射時にも、局所的に多数の DNA 損傷が生じるよ
うな状況があることを明らかにした。低線量率・低線量放射線照射マウスにおける定量的

DNA 損傷の評価から、極低線量率・低線量放射線被ばくでは、DNA 障害の蓄積が起こら
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ない可能性を見いだした。Ki-67 と 53BP1 との二重蛍光染色法では、組織幹細胞における
DNA 損傷の蓄積と排除を評価できるが、現時点では組織幹細胞に限局した変化は認めてい
ない。  
 
VI. 次年度以降の計画  
	
 平成 25 年度は、3 年の全体計画の中の中間年度として位置づけられ、低線量率・低線量
放射線照射マウスから目的とする臓器・組織を採取し、DNA 損傷の定量的な解析を実施し
た。最終年度である平成 26 年度は、低線量率・低線量放射線照射を終了したこれら全ての
標本の解析を完遂して、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。  
 
本研究に関する現在までの研究状況、業績  
なし  
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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 mGy, 20 mGy or 100 mGy, and several organs, including lung, liver, spleen, thymus, 
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.  
 53BP1 foci were detectable in every tissues derived from exposed mouse, whereas not all cells 
consisting tissues and organs form 53BP1 foci. In particular, more differentiated cells seem to lose 
the ability to form 53BP1 foci. Importantly, the 53BP1 foci were also observed in the control mouse, 
and the spontaneous foci frequency was completely different from tissues to tissues. Low-dose-rate 
radiation was confirmed to induce 53BP1 foci, however, their effects were totally dependent on dose 
and dose-rate. For example, 400 mGy/day increased the frequency of 53BP1 foci over the 
spontaneous level. However, 0.05 mGy/day irradiation did not show any increase. 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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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 

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 
	
 原子力災害による健康リスクの評価の基盤となる新たな科学的知見を創出するため、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、ラット乳腺未分化細胞モデルとさ

れる細胞凝集塊の特徴を解明するとともに、その形成に対して放射線が及ぼす影響を評価した。その

結果、細胞凝集塊は幹細胞のコロニーではなく、両能性前駆細胞を含む細胞が増殖しつつ凝集したも

のであることが示唆された。細胞凝集塊の形成は照射された細胞においてもあまり変化がなく、生存

した細胞凝集塊内の細胞による細胞凝集塊の再形成において照射の影響は残存していなかった。また、

個体における DNA 損傷細胞の追跡実験を立ち上げた。次年度は細胞凝集塊の分化能に放射線が及ぼ
す影響を評価し、これまでの結果を数理的に解析するとともに、損傷細胞の追跡実験を行う。 
キーワード:組織幹細胞、乳腺、放射線影響、ターンオーバー 
 
I 研究目的 
	
 東京電力福島第一原子力発電所事故後では、多くの被災者が低線量率もしくは低線量の放射線に被

ばくした。我が国の放射線防護体系は、低線量でも線量に比例したリスクが生まれ蓄積するという直

線しきい値なし（LNT）モデルを採用してリスクを評価する。LNTモデルは単に実用的であるばかり
でなく、多くの不確実性がある現状において科学的に一番もっともらしい仮定とされる 1)。 
	
 放射線によるがんリスクを蓄積する実体として、組織幹細胞（長寿命の前駆細胞等を含む）が想定

される。LNTモデルの基礎に「放射線は線量に比例した頻度で組織幹細胞に遺伝子変異を起こし、変
異細胞の頻度に比例してがんリスクが生じる」という仮説があり、大きな不確実性もここにある 2–4)。

たとえば、線量に比例して変異幹細胞が生成されたとしても、その数を変えるようなターンオーバー

（細胞致死、自己複製、分化等）が同時に線量依存的に起これば、この仮定は成り立たない 5)。 
	
 本研究では、放射線防護上の重要臓器の一つである乳腺に注目し、組織幹細胞に放射線が及ぼすタ

ーンオーバーの影響を定量的に解明することを目的とする。これまで、乳腺幹細胞及び前駆細胞の実

験モデルとされる細胞凝集塊（マンモスフィア）6)を利用して、放射線が細胞凝集塊の形成に関わる

細胞の致死に大きな影響を及ぼさないことを明らかにした。本年度は、個体における DNA 損傷細胞
の追跡実験の立ち上げ、二次細胞凝集塊の形成に及ぼす放射線影響の評価、細胞凝集塊の分化能に及

ぼす放射線影響の評価実験のほか、細胞凝集塊の性質の解明を行った。 
 
Ⅱ 研究方法 
	
 DNA損傷細胞の追跡実験：細胞追跡のために 5-エチニル-2’-デオキシウリジン（EdU, 50 mg/kg/回、
3回/日）を腹腔内投与した 7週齢雌ラットに、最終投与の 2時間後にガンマ線（0.5Gy/分）を全身照
射（4Gy）し、非照射個体及び 1～72時間後の各 1匹から乳腺等の 11組織を採取した。ホルマリン固
定パラフィン包埋切片のヘマトキシリン・エオジン（HE）染色標本電子画像を閲覧システムにより、
親水化した凍結未染色標本を郵送により、それぞれ長崎大学へ提供した。 
	
 ラット乳腺上皮細胞の作製：成体雌ラットの下腹部乳腺脂肪体を細断及びコラゲナーゼ III処理して
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