
乳腺上皮組織塊を得、さらにトリプシン及びDNアーゼ Iにより単一細胞に解離した。 
	
 細胞凝集塊の形成の評価：乳腺上皮細胞にガンマ線を非照射もしくは 100mGy～8Gy で急照射
（0.5Gy/分、室温）した。100mGyに関しては低線量率照射（1mGy/分、100分、室温）も行った。照
射後、マンモスフィア形成条件にて 1週間培養して一次細胞凝集塊を得、ウェル全体の画像上で数を
測定した。一部の実験ではこの間、増殖評価のため 5-ブロモ-2’-デオキシウリジン（BrdU, 10µM）を
培地に添加した。一次細胞凝集塊を再度トリプシン処理して単一細胞に解離し、マンモスフィア形成

条件でさらに 1週間培養し、二次細胞凝集塊の形成を評価した。 
	
 細胞凝集塊の分化能の評価：一次細胞凝集塊を分化誘導条件に移してさらに 1週間培養し、固定し
た細胞でサイトケラチン 14及び 18の蛍光免疫染色を行った。 
	
 移植再生能の評価：３週齢ラットの下腹部乳腺脂肪体から未成熟な乳腺原基を廓清し、残った脂肪

体に 50%マトリゲルとともに細胞を注入した。３週間後に脂肪体ホールマウント標本を作製し、再生
組織の有無を実体顕微鏡によって観察した。 
（倫理面への配慮）実験動物の使用に関しては、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諸規程・基準を遵守して実施した。 
 
Ⅲ 研究結果 
１．DNA損傷細胞の追跡実験 
	
 ラットを用いて DNA 損傷細胞を追跡する実験の予備検討を行った。特定の細胞周期にある細胞の
みを評価することを避ける観点から EdUを 1日に 3回投与したが、顕著な毒性が観察されなかった点
で、今回の投与量は適切であると考えられた。また、照射後のラットから経時的に採取した組織につ

いて、91枚のHE染色標本電子画像及び 240枚の未染色標本を作製して、長崎大学に提供した。今後、
EdU、DNA損傷、アポトーシスの検出を行い、適切な解析数を検討する。 
	
 細胞凝集塊中の幹細胞で DNA 損傷を追跡する計画に関しては、今年度は次項の解析を行い、今後
の方針を考察の節に記載した。 
２．細胞凝集塊の特徴解析 
	
 細胞凝集塊の形成過程で培地に添加した BrdU は７割程度の細胞に取り込まれたが、取り込まない
細胞も一定程度必ず含まれていたため、細胞凝集塊の形成には細胞増殖とともに凝集も関与している

と考えられた。サイトケラチン 14及び 18は、組織標本ではそれぞれ筋上皮細胞及び管腔細胞に存在
した。細胞凝集塊ではほとんどの細胞が筋上皮様（サイトケラチン 14のみ陽性）で、一部がサイトケ
ラチン 14及び 18両陽性を示し、管腔様細胞（サイトケラチン 18のみ陽性）は非常に少なかった。両
陽性細胞は、筋上皮及び管腔細胞に分化可能な両能性細胞であると推定される。分化誘導条件に置か

れた細胞凝集塊では、筋上皮様細胞ばかりでなく管腔様細胞も生成された。このことは、細胞凝集塊

中に管腔細胞への分化能を有する細胞が存在することを支持しており、両陽性細胞が両能性を有する

という推定と整合する。一方、移植再生能を指標とした場合、乳腺上皮細胞を 100個移植した部位で
は 9部位中に 8部位、300個移植した 9部位中では 7部位で再生が見られたが、細胞凝集塊から単離
した細胞を 100個移植した 9部位中では 0部位、300個移植した 11部位中では 5部位に再生が見られ
た。すなわち、細胞凝集塊には高い移植再生能を示す細胞（幹細胞）は濃縮されていないと考えられ

る。以上の結果から、細胞凝集塊は幹細胞が増殖して形成されたクローンではなく、筋上皮細胞と移

植再生能の低い両能性細胞（ここでは両能性前駆細胞と呼ぶことにする）が増殖しながら凝集して形

成されたものであると考えられる。 
３．照射後の細胞凝集塊形成 
昨年度の結果では、100mGy～8Gy 照射した乳腺上皮細胞から一次細胞凝集塊が形成される効率は
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照射によりあまり低下しない（すなわち照射による細胞致死効果は低い）ことが示された。本年度は

これを反復して、同一の結果が得られることを確認した。非照射の場合を 1とした相対的な細胞凝集
塊形成率 Sは線量Dの関数 S = e–αD（α = 0.04 ± 0.01, 平均±標準誤差）で近似された。細胞凝集塊の
大きさは照射の影響を受けなかった。100mGy の効果は線量率に依存しなかった。また、こうして形
成された細胞凝集塊を分散し、再度培養することで形成された二次細胞凝集塊の大きさは、一次細胞

凝集塊よりも小さかった。二次細胞凝集塊の形成効率についても、100mGy～8Gy の照射による顕著
な変化は認められなかった（S = e–αD, α = 0.05 ± 0.06）。100mGyの効果は線量率に依存しなかった。以
上のように、100mGy～8Gy の照射は筋上皮細胞と両能性前駆細胞の生存及び凝集効率を大きく低下
させず、二次細胞凝集塊の形成に対する放射線の遅延的影響の証拠は得られなかった。 
４．照射後の細胞凝集塊の分化能 
	
 非照射もしくは100mGyから8Gy照射した乳腺上皮細胞から作成した細胞凝集塊を分化誘導条件に
1週間置き、回収した。今後、サイトケラチン 14及び 18の免疫染色を実施する予定である。 
 
Ⅳ 考察 
	
 本年度は個体における DNA 損傷細胞の追跡実験を新たに立ち上げた。細胞凝集塊は、移植再生能
を有する幹細胞がクローナルに増殖した細胞集団ではなく、筋上皮細胞と両能性前駆細胞が増殖しな

がら凝集して形成されたものであることが示唆された。一次細胞凝集塊の形成は照射によってわずか

に低下し、生存した細胞による二次細胞凝集塊の形成において照射の影響は残存していなかった。 
	
 今回得られた結果は、細胞凝集塊が、増殖及び凝集を経た筋上皮細胞及び両能性前駆細胞であるこ

とを示唆した。放射線誘発ラット乳がんの多くは筋上皮細胞と管腔細胞の両者を含むことから 7)、両

能性を有する細胞が発がんの標的細胞であると考えられる。細胞凝集塊を研究対象とする場合は、幹

細胞についての情報を得るためのモデルではなく、両能性前駆細胞のモデルとして扱う必要がある。 
	
 今回、一次及び二次細胞凝集塊の形成を指標とすると、照射の影響はほとんど見られなかった。こ

れに対し、個体への移植再生能を指標とすると照射の影響は顕著である（文献 8)及び未発表データ）。

細胞凝集塊の形成において幹細胞以外の細胞が凝集していることを考えると、その形成に照射が大き

く影響しないことは不思議でない。今後、照射後に形成された細胞凝集塊の性質（分化能等）が非照

射の場合と異なるかどうかを検討する必要がある。 
	
 DNA損傷細胞の運命を追跡する実験系としては、個体における細胞追跡の実験系のほか、細胞凝集
塊中の幹細胞を可視化して追跡する実験系を計画していた。今回、細胞凝集塊内に幹細胞系のターン

オーバーが存在するとは考えにくいことが明らかになった。細胞追跡の実験系としては個体を用いる

のが適切と判断される。 
 
V 結論 
	
 損傷細胞の追跡実験を立ち上げた。乳腺上皮細胞凝集塊モデルは、筋上皮細胞と両能性前駆細胞が

増殖しながら凝集したものであることが示唆された。一次細胞凝集塊の形成は照射によってあまり低

下せず、生存した細胞による二次細胞凝集塊の形成も照射の影響を受けなかった。今後、照射後に形

成された細胞凝集塊の性質（分化能等）が非照射の場合と異なるかどうかを検討すること、個体内で

DNA損傷細胞を追跡することが必要である。 
 
Ⅵ 次年度以降の計画 
	
 次年度は、個体の実験系で DNA 損傷細胞の運命を追跡する。また、照射後に形成された細胞凝集
塊の分化能を評価する。これまで得られた情報をもとに、細胞のターンオーバー変化が変異細胞数の

180



線量効果関係に及ぼす影響を数理的に解析する。 
 
この研究に関する現在までの研究状況、業績 
	
 細木彩夏、今岡達彦、小川真里、西村由希子、山田裕、島田義也	
 ラット乳腺未分化細胞評価系の

構築～低線量率放射線被ばくの影響解明に向けて～	
 第 36 回日本分子生物学会年会、神戸市、2013
年 12月。 
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Evaluation of accumulation of low dose/low dose rate radiation effects 

on mammary stem cells 
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Abstract  
   The Fukushima Daiichi nuclear power plant accident has provoked nationwide concern about the health risks 
of radiation. The goal of the present project is to offer a novel scientific basis for improvement of radiation risk 
estimation, and specifically, the study aims at evaluating radiation effects on tissue stem cells. This year, the 
mammosphere model, which is generally regarded as stem/progenitor cells of the mammary gland, was 
characterized further and used for evaluation of radiation effects on its formation. Our results suggest that the 
mammosphere was not a colony of mammary stem cells but rather an aggregation of cells containing 
proliferating cells and bipotent progenitors. Irradiated cells did not show substantial reduction in their ability to 
form mammospheres. These mammospheres consisted of cells that show unaffected capacity to form secondary 
mammospheres. Furthermore, a new experiment was started to track tissue cells having DNA damages. The 
subsequent year will be devoted to completion of this new experiment, to evaluation of radiation effects on the 
differentiation potential of the cells consisting mammospheres formed from irradiated cells, and further, to 
mathematical analysis of results hitherto obtained.  
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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を用いて同じ集積線量（1 Gy）を照射したマ
ウスにおいて、Lgr5 幹細胞ターンオーバー誘発に対する高線量率（30 Gy/時）および低線
量率放射線（0.003 Gy/時）による影響を調べた。その結果、高線量率放射線照射で観察さ
れたターンオーバーの誘発が、低線量率放射線照射では検出されず、線量率効果が観察さ

れた。幹細胞における線量率効果の機構を探るために、組織幹細胞における放射線誘発

DNA 損傷の蓄積の有無を DNA 二本鎖切断部位への 53BP1 タンパクの集積により評価し
た。このとき、DNA 損傷を有した幹細胞が入れ替わるかを確認するために、EdU による
細胞標識を組み合わせて行った。本年度は、EdU 標識によって DNA 損傷を有した幹細胞
の入れ替わりや、幹細胞への DNA 損傷の残存を評価するための実験条件の確認を行った。 
 
キーワード : 低線量率、線量率効果、消化管、組織幹細胞、DNA 損傷、EdU 
 
 
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

れ補わ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
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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。  
 
 
II. 研究方法  
 
供試動物  
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 tracing）が適用可能なマウス（Lgr5-creERT2 x ROSA26-LacZ マウス , 以下 LRZ
マウス） 3)を用いた（図 1A）。マウスはイノケージを用いた飼育環境で繁殖を行った。10
～14 日齢の LRZ マウスに対し、10 mg/ml の 4OHT (Sigma, #H6278)を 3 mg/40g 体重になる
ように単一腹腔内投与した。離乳時に耳片を採取し、ゲノム DNA を抽出してジェノタイ
ピングを行い、ノックインアリルを有する個体のみをターンオーバーの評価実験に用いた。 
 
高線量率 X 線照射および低線量率ガンマ線照射  
動物への高線量率放射線照射は、X 線照射装置（Hitachi、MBR-320R）を用いて行った。

260 kV, 4.5 mA, 0.5 mm Al + 0.3 mm Cu フィルタの条件で照射し、照射位置線量率は 30 Gy/
時であった。マウスは専用のアクリルホルダーに収容して照射を行った。同じホルダーに

収容して偽照射を行ったマウスを対照群とした。  
動物への低線量率放射線照射は、電力中央研究所放射線安全研究センターが保有する低

線量率ガンマ線長期照射施設（137Cs 線源）にて実施した。低線量率放射線の線量測定は、
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マウスケージ中心の空間線量率が平均 0.003 Gy/時にな
る場所を照射位置とした。いずれの照射群も、照射期間が異なるため、それぞれに対照群

を置いた。低線量率長期照射群の対照群は、同じ長期照射施設線源の背後で、さらに 60cm
の鉛コンクリートで遮蔽した場所に置いたラック（線量率はバックグラウンド相当）にて

同期間飼育したものとした。  
 
LacZ 発現を指標としたターンオーバー誘発割合の評価法  
	
 LRZ マウスから大腸を摘出して切開し、固定した大腸組織を、X-gal 染色液にて一晩発
色させて LacZ 発現クリプトを染色した。再固定後にパラフィン包埋し、クリプトの伸長
方向と垂直になるように組織切片を作製した（図 1B）。切片はエオシン染色により対比染
色を行った。スライド中の測定した全クリプトのうち、LacZ 標識されたクリプトの割合を
求めた。対照群と比較して、照射によって LacZ 陽性クリプトが統計学的有意に減少した
場合にターンオーバーの誘発が起こったものと評価した。  
 
蛍光抗体染色  
	
 マウスの十二指腸および大腸を 4%パラホルムアルデヒドで固定し、パラフィンブロッ
クに包埋した後、組織切片を作製した。また、組織単位の細胞動態を詳細に解析するため

に、50mM EDTA/PBS 溶液に 30 分浸漬させ、クリプトのみを単離してホールマウント試料
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とした。蛍光抗体染色のために、抗 GFP 抗体（Abcam, Chicken anti-GFP antibody）、抗 53BP1
抗体（Bethyl, anti-53BP1 antibody）を用いた。  
 
EdU を用いた細胞標識法  
組織細胞への DNA 損傷の蓄積と、細胞のターンオーバー動態を評価するために細胞標

識実験を行った。細胞標識には、5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU, Life Technologies, #E10187)
を用いた。EdU は PBS にて 3 mM の濃度に調製し、マウス当たり 350ul ずつ単一腹腔内投
与した。EdU により標識したマウス組織切片もしくはホールマウント組織は、Click-iT EdU 
Imaging Kit (Life Technologies)により蛍光標識し、レーザー共焦点顕微鏡（Nikon, C1）を用
いて蛍光画像を取得した。  
 
統計処理  
	
 LacZ 陽性クリプトの割合は、各群の個体ごとに得たクリプト数を合算し、対照群と照射
群との間で、カイ二乗検定を行った（α=0.05）。その他の 2 群間の検定には、Student の t
検定を用いた（α=0.05）。  
 
（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。  
 
 
III. 研究結果  

LRZ マウス（1 週齢）に 4OHT 投与 1 か月後に、1 Gy の高線量率（30 Gy/時）照射を約
2 分間、もしくは低線量率（0.003 Gy/時）ガンマ線を約 14 日間（330 時間）照射し、照射
終了から 2週間後の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。
高線量率照射群における対照群マウス（n = 6）では、LacZ 陽性クリプト割合が 2.23±0.74％
となり、これまでの実験結果とほぼ同じ値を示した。一方、1 Gy 照射マウス（n = 7）の
LacZ 陽性クリプト割合は、1.70±0.44%となった。群内の全クリプト数と群内の全 LacZ 陽
性クリプト数に対して、カイ二乗検定を行ったところ、カイ二乗値が 9.43 で、統計学的有
意差は、p=0.002 となったため、照射によって LacZ 陽性クリプト数が有意に減少すること
が明らかになった。  
一方、低線量率照射群における対照群マウス（n = 6）では、LacZ 陽性クリプト割合が

2.11±0.81％となり、高線量率の対照群とほぼ同じ値を示した。この低線量率ガンマ線を 1 
Gy 連続照射したマウス（n = 15）では、LacZ 陽性クリプト割合が 1.97±0.79％となり、LacZ
陽性クリプト割合に若干の低下傾向が認められた。群内の全クリプト数と群内の全 LacZ
陽性クリプトの間でカイ二乗検定を行ったところ、カイ二乗値が 0.25 で、統計学的有意差
は、p=0.61 となり、低線量率放射線の場合にはターンオーバーの誘発に有意な差が認めら
れなかった。  
低線量率放射線の照射後のターンオーバー遅延を観察するために、0.003 Gy/時のガンマ

線を 2 週間照射し、照射終了直後（0 日目）の LacZ 陽性クリプト割合を求めた。5 匹のマ
ウスから測定した全クリプトは 12,158 個であり、そのうち LacZ 陽性クリプトは 241 個で
あった（2.08±0.70）。照射終了後 2 週間経過したマウスの LacZ 陽性クリプト割合とのカ
イ二乗値は 0.48 であり、統計学的有意差は認められなかった（p=0.49）。  
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次に、幹細胞における DNA 損傷修復動態を明らかにするために、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)。本年度は、クリプトにおけ

る Lgr5 陽性幹細胞（EGFP 発現細胞）において細胞あたりの 53BP1 のフォーカスがどれく
らい変化するかを確認した。1 Gy の X 線を照射 1, 1.5, 2, 3, 6 時間後に解剖し、ホールマウ
ント染色したクリプトで、EGFP を発現する細胞における 53BP1 フォーカス数を調べた（図
2A）。対照群マウスの場合、EGFP を発現する Lgr5 陽性細胞においてバックグラウンドレ
ベルの 53BP1 フォーカスは観察されなかった。1 Gy を照射すると、クリプト内のすべての
細胞にほぼ均一に 53BP1フォーカスが観察された。EGFPを発現する Lgr5陽性幹細胞では、
照射 60 分後では核あたり 2.1±1.8 個のフォーカスが存在した（図 2B）。照射 90 分後では
4.0±1.4 個に増加したが、照射から 120 分後では 2.3±2.1 個と減少した。その後、3 時間後
でも 2.3±0.8 個と変わらず、6 時間後でも 1.8±0.4 個とフォーカスの残存が認められた。  
次に、EdU による細胞標識によって DNA 損傷の修復と幹細胞ターンオーバーの関係を

評価するための実験を行った。最初に、EdU を単一腹腔内投与（パルスラベル）すること
で、腸管のどの位置の細胞が標識されるかを投与から時間を追って検討した。EdU 投与か
ら、8 時間、24 時間、44 時間後に解剖し、組織切片を用いて十二指腸、大腸で EdU 標識
細胞の位置を確認したところ、標識から 8 時間後ではクリプト底部よりもクリプト上部の
細胞が多く標識された（図 3）。EdU 標識された細胞は、24 時間、44 時間と時間が経過す
るにつれて、クリプトから離れた位置で観察された。クリプト内の EdU 標識細胞の位置を
詳細に観察するために、クリプトのホールマウント染色を行った。クリプトでは EdU 投与
4 時間後から EdU 陽性細胞が検出可能であった。図 4 には EdU 投与 4 時間後に解剖し、ク
リプトにおける Lgr5 陽性幹細胞を抗 GFP 抗体にて標識したものと、EdU 発色を行った蛍
光画像を示す。十二指腸の場合、クリプトあたりの Lgr5 陽性幹細胞数は 9.0±1.6 個であっ
た（n = 5）。EdU 標識された細胞のうち、EGFP を発現していたものは 1.8%であり、Lgr5
幹細胞のうち EdU 標識された細胞は 6.7%であった。大腸の場合、クリプトにあたりの Lgr5
陽性幹細胞数は 4.8±3.0 個であった（n = 6）。EdU 標識された細胞のうち、EGFP を発現し
ていたものは 8.7%であり、Lgr5 幹細胞のうち EdU 標識された細胞は 37.9%であった。  
 
 
IV. 考察  
我々は、LRZ 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、ターンオーバーが誘
発される）ことを見出した 5)。これまでは、統計学的検出精度を優先した実験条件として

きたが、本年度は、長期間におよぶ低線量率照射実験を見据えて、長期間経過後もラベル

効率が安定して評価できる条件で実験を行った。さらに、低線量率放射線によるターンオ

ーバーの誘発が照射直後から時間が経過することで生じるかを明らかにするため、1 Gy の
連続照射（約 2 週間）の照射直後と 2 週間後を観察したが、2 週間経過による LacZ 陽性ク
リプトの減少割合は 5%（1.97/2.08）程度であり、統計学的な有意差は認められなかったた
め、ターンオーバー誘発の遅延を考慮する必要はなさそうであった。一方、我々は LRZ マ
ウスに 1 週齢で 4OHT を投与することで、200 日間の長期にわたって LacZ 陽性クリプトが
一定レベル（約 2%）のまま推移することも明らかにしている 6)。これらの知見を総合的に

勘案して、我々は 4OHT をマウス 1 週齢にて投与し、投与から 1 か月後に照射を行い、照
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射終了後から 2 週間後に解剖する実験条件で研究を進めることとした。  
高線量率放射線と比べて、低線量率放射線では大腸幹細胞のターンオーバーが誘発され

にくく、明確な線量率効果が観察された。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に幹細胞プールを維持することは、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が重要であるこ
とを意味する。クリプト細胞の DNA 損傷修復動態については、Hua らが高線量照射後の
回復として詳細に観察している 7)。γ-H2AX のフォーカス数を指標として、12 Gy 照射後
の数を調べると、Lgr5 幹細胞（CBC）では、照射直後から増加し、60 分後にフォーカス数
のピークが観察されている。その後、急速に減少したが、DNA 二本鎖切断修復タンパク

（BRCA1, RAD51）のフォーカス形成は照射後 1～2 時間でピークを維持してから、数十時
間をかけて減少した 7)。一方、前駆細胞（TA）では、フォーカスの消長が幹細胞（CBC）
に比べて遅れて生じており、DNA 損傷修復効率が低いことが知られている 7)。本研究で得

られた 53BP1 フォーカス数で評価した予備的な結果では、90 分をピークにフォーカス数の
減少傾向が認められた。現段階では 1 つのクリプト内での評価のみであるため、今後、測
定するクリプト数を増やし、TA 細胞の DNA 損傷修復動態と比較するとともに、さらに長
期的に観察する必要がある。  

EdU は DNA のチミジンアナログであり、検出の簡便性から近年よく用いられる細胞標
識薬剤である 8)。これを用いて標識された細胞の DNA 損傷が残存するかを評価することが
可能である。EdU をパルスラベルした場合に取り込まれる細胞の大部分は、十二指腸の場
合は Lgr5 を発現する幹細胞以外の細胞であったが、これはパルスラベルの場合に幹細胞よ
りも細胞周期の早い TA に選択的に取りこまれるためと考えられた。一方、大腸では EGFP
陽性幹細胞で EdU の取り込みを起こすものが十二指腸に比べて多かった。大腸ではクリプ
トあたりの Lgr5 幹細胞数が少ないために、バックグランドレベルで細胞に増殖刺激が働い
ている可能性があるかもしれない。大腸幹細胞ターンオーバーの機構を明らかにする上で、

EdU で標識される細胞が大腸で多いという結果は、EdU 標識された細胞を追跡するという
点で好都合であると考えられる。大腸では EGFP 陽性幹細胞を有するクリプトの頻度が極
めて低い（約 1%程度）ために、本研究では、十二指腸の幹細胞でのみ DNA 損傷修復動態
を評価したが、今後は大腸の幹細胞においても同様に検証することで、低線量率・低線量

放射線の組織への蓄積度を定量的に評価できるものと期待される。  
 
 
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があることが明らかとなり、その機

構として DNA 損傷の蓄積を指標とした解析が可能になった。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、次年度は幹細胞ターンオーバー誘発の機構として、幹細胞にお

ける DNA 損傷の修復動態を EdU 標識と組み合わせて評価する。これによって、幹細胞に
対する障害蓄積性を明らかにする。  
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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  Lgr5 幹細胞の細胞系譜標識法による LacZ 陽性割合の線量率効果  

線量率  

(Gy/時 ) 

線量  

(Gy) 

測定  

クリプ

ト数  

LacZ 

陽性  

数  

LacZ陽性

クリプト

割合  

LacZ 陽性  

割合  

(平均±標準偏差 ) 

群内  

全 LacZ 

陽性数  

群内  

全クリ

プト数  

χ 2 p 値  

30 

0 

1,591 24 1.51 

2.23 ± 0.74 310 14,040 

9.43 0.002 

1,739 40 2.30 
1,353 47 3.47 
4,089 87 2.13 
2,951 73 2.47 
2,633 39 1.48 

1 

1,948 25 1.28 

1.70 ± 0.44 331 19,053 

3,443 57 1.66 
3,495 78 2.23 
2,511 31 1.23 
2,179 35 1.61 
3,961 61 1.54 
1,849 44 2.38 

0.003 

0 

762 17 2.23 

2.11 ± 0.81 138 6,977 

0.25 0.61 

966 15 1.55 
804 12 1.49 
652 24 3.68 

2,100 38 1.81 
1,693 32 1.89 

1 

943 10 1.06 

1.97 ± 0.80 604 32,011 

1,579 29 1.84 
2,534 29 1.14 
1,707 52 3.05 
2,359 49 2.08 
3,213 38 1.18 
2,829 67 2.37 
2,050 35 1.71 
1,866 56 3.00 
1,561 21 1.35 
2,078 33 1.59 
1,693 59 3.48 
1,349 38 2.82 
3,680 44 1.20 
2,658 44 1.66 
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図 2	
 幹細胞における DNA 損傷修復動態  
1 Gy の X 線（30 Gy/時）を照射後、1, 1.5,2, 3, 4 時間後に解剖して十二指腸クリプトのホ
ールマウント蛍光染色を行った（上段、スケールバーは 50 µm を示す）。核当たりの 53BP1
フォーカス数を測定した（下段）。  
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図 3	
 EdU 取り込みの部位別標識位置と標識後の時間経過  
EdU を単一腹腔内投与し、8, 24, 44 時間後に解剖して、十二指腸（duodenum）と大腸(colon)
を摘出して組織切片を作製し、EdU の蛍光免疫染色を行った。EdU（緑）、核（赤）。スケ
ールバーは 100 µm を示す。  
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図 4  EdU 標識細胞と EGFP 発現細胞のクリプト内の比較  
EdU を単一腹腔内投与し、4 時間後に解剖してクリプトを単離し、Lgr5 陽性細胞（EGFP）、
EdU の蛍光抗体染色を行った（核を Hoechst34580 で染色）（上段、スケールバーは 50 µm）。
十二指腸と大腸とで、クリプト内に EdU が取り込まれた細胞の存在割合を幹細胞（EGFP+）
とそれ以外の細胞（EGFP-）とで比較した。また、EGFP+細胞のうち、EdU に標識された
細胞の存在割合を評価した（下段）。  
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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 rate of the intestinal stem cells after 
low-dose-rate and high-dose-rate irradiation. In this study, we optimized our experimental protocol 
for evaluating the effect of low-dose-rate radiation. Under this revised condition, we found that 1 Gy 
of low-dose-rate (0.003 Gy/h) gamma-rays did not induce turnover of Lgr5+ stem cells, whereas 
high-dose-rate (30 Gy/h) induce radiation-induced turnover. We also observed decrease of DNA 
double-strand breaks in irradiated Lgr5+ stem cells after irradiation. To chase labeled cells in crypts, 
we injected ethynyl-deoxyuridine (EdU) intraperitoneally. We found that duodenal Lgr5+ stem cells 
were hardly labeled with EdU. However, 40% of colonic Lgr5+ stem cells were labeled with EdU. 
These findings would be useful for understanding the difference of radiosensitivity between 
duodenal and colonic stem cells. 
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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

細胞への影響はほとんど明らかにされていない。本研究項目では組織幹細胞の一つである、神経幹細

胞を用いて、低線量被ばく影響を検討した。昨年度の研究成果により、脳組織中神経幹細胞の DNA

損傷を評価することが可能となった。本年度はこの手法を用いて、低線量率被ばく影響を検討した。

線量率 1.75m Gy/minでの 3Gy照射により神経幹細胞中のDNA損傷が観察された。また、2Gyの急性

照射(0.5Gy/min)において、成体と胎児の神経幹細胞ではゲノム損傷応答性に違いがあることが明らか

にされた。 

 

キーワード：神経幹細胞、γ-H2AXフォーカス、染色体異常 

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 60Coガンマ線照射施設にて、B6C3F1マウス（6週齢）

に照射を行った。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。DNA損傷については γ-H2AXを指標とした。この細胞はフローサイトメトリー法に

より放射線損傷を評価された。また、一部の細胞は免疫染色法によって損傷評価された。染色異常に

ついては 1番、3番染色体をプローブとしたWhole chromosome (WCP) FISHを指標とした。 
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（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） 神経幹細胞における低線量率放射線被ばくでのゲノム損傷評価 

昨年度の成果により、脳組織中の神経幹細胞が、細胞培養系を介することなく、直接、評価できる

ようになった。今回、DNA損傷の指標として γ-H2AXのフォーカス、神経幹細胞マーカとして CD133

を用いた。また観察に用いた蛍光色素は、それぞれAlexa488、PEとした。Alexa488の PE側の検出器

への漏れ込みが 20%程度生じていた（図 1. 左）。60Coガンマ線源による 1.75mGy/minの低線量率照射

を行い、神経幹細胞の DNA 損傷を評価した（図 1. 右）。総線量 2~3Gy では神経幹細胞中での DNA

損傷を観察できた。しかしながら、総線量 1Gyでは未照射郡との差が認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. 左：幹細胞マーカーCD133とDNA損傷マーカーγ-H2AXに用いた色素の重なり。Alexa488の蛍

光が PE側に漏れ込んでいる。右：1.75mGy/min線量率照射による神経幹細胞中のDNA損傷評価。 

 

2）胎児および成体マウスでの γ-H2AXによるDNA損傷評価 

胎齢 14.5日の B6C3F1マウスに 2Gy (0.5Gy/min)のX線を照射した。直後に採取した胎児由来神経

幹細胞、生後 6週齢の時点で採取した成体由来神経幹細胞、およびその母親由来の成体神経幹細胞を

それぞれ回収した。三種類の神経幹細胞について、γ-H2AXフォーカスを免疫染色し、蛍光顕微鏡で

観察することでDNA2重鎖切断(DSB)数を計測した。被ばく直後には胎児、成体由来細胞どちらとも

フォーカス数の上昇が有為に認められた（図 2. 左）。また、妊娠時に被ばくした雌マウスでは６週間

後でもフォーカス数の上昇が認められた。一方、体内被ばくした６週齢仔マウスではフォーカス数の

上昇が認められなかった（図 2. 右）。さらに、本実験では体内被ばくしたマウスの 20%以上に水頭症

が発生し、その神経幹細胞中のフォーカス数は未照射群と比較して有為に少なかった。 

Pre-compensati Post-compensat

H2Ax(Alexa4

CD133(P
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図 2. 被ばく時期の異なる神経幹細胞中のDNA損傷。左：被ばく直後にみられるDNA損傷。右： 

胎児被ばく後、６週齢のマウスでのDNA損傷。 

 

3）WCP FISHによる染色体安定性評価 

染色体安定性を評価するために、1番、3番染色体をプローブとしたWCP FISHを行った。妊娠 14.5

日の雌マウス全身に 2Gy照射し、6週間後に神経幹細胞中の染色体異常を測定した（表 1.）。母体マウ

スでは、転座および２動原体染色体が検出された。水頭症のマウスからは染色体異常が少数観察され

た。 

 

表 1. 被ばく時期の違いによる染色体異常の頻度の差 

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 

昨年度、生体内の神経幹細胞中に生じるDNA損傷を評価する方法を構築した。この方法を用いて、

今回、低線量率におけるDNA損傷蓄積が生じるか否かを検証した。1.75mGy/minの線量率場において、

2~3Gy照射により DNA損傷を確認できた。1Gy以下では確認できなかった。本研究では CD133幹細

胞マーカーとの２重染色よる幹細胞特異的な損傷を解析している。DNA損傷マーカーと幹細胞マーカ

ーに用いた両者の蛍光波長の領域が重なるため、微量なDNA損傷の差を検出できない可能性がある。

今後は、蛍光色素を変えることと、染色法を工夫することで、検出力を高めていく。 

妊娠マウスに照射した実験により、γ-H2AX フォーカス形成、染色体異常ともに、母体マウスでは

損傷が保持されるのに対して、胎児被ばくマウスでは損傷が抑えられていた。このことは、胚（ある

 

 

198


