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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、放射線が関与するがん化の

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。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、学術報告のシステマティックレビュ

ーにより、造血幹細胞、活性酸素種、老化、放射線による細胞動態の変化について文献レビュ

ーを行い、急性骨髄性白血病の発症機構に関わる仮説を検証した。また、造血系細胞の動態を

記述できる数理モデルをレビューし、それに基づいたシミュレーションから今後のデータ解析

利用の可能性を検討した。実験研究では線量率効果のメカニズムおよび放射線照射後のマウス

の白血病誘発過程における造血系細胞の動態変化を明らかにするために、１）放射線をくり

返し照射したヒト正常線維芽細胞における染色体異常の蓄積性、２）放射線を照射した

C3H/HeNJcl マウスの造血系細胞における DNA 初期損傷および活性酸素種産生量の経時的変化、

３）20 mGy/day、200 mGy/day、1000 mGy/min の線量率で照射した C3H/HeNJcl マウスの造血系

幹細胞 (HSC)、前駆細胞 (MPP,CMP,CLP) および末梢血細胞 (WBC, RBC, PLT) の動態をそれぞ

れ調べた。細胞動態は時間・線量率・累積線量の関数と捉えることができ、統合的な

解析を行うために、文献レビューからの考察と生物モデル研究者からのアドバイスを

得て、モデル解析の方向性について検討した。  

 その結果、１）線量率に応じて抹消血球数が減少しそれに伴い造血幹／前駆細胞の動態が変

化すること、２）細胞動態の変化によりROSの産生が生じることが分かった。細胞動態の変化

に伴うROSがAMLに必須なSfpi1遺伝子に点突然変異を引き起こすか否か今後の課題であるが、

低線量・低線量率放射線による発がんメカニズムを考える上で重要な知見が得られた。 
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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
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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

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、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を

行なった。実験研究では線量率効果のメカニズムおよび放射線照射後のマウスの白血病誘発過

程における造血系細胞の動態変化を明らかにするために、１）放射線をくり返し照射したヒト正

常線維芽細胞における染色体異常の蓄積性、２）放射線を照射した C3H/HeNJcl マウスの造血系

細胞における DNA 初期損傷および活性酸素種産生量の経時的変化、３）20 mGy/day、200 mGy/day、
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1000 mGy/min の線量率で照射した C3H/HeNJcl マウスの造血系幹細胞（HSC）、前駆細胞（MPP, 

CMP, CLP）および末梢血細胞（WBC, RBC, PLT）の動態（細胞数および Ki67 発現細胞の割合を

指標）をそれぞれ調べた。 
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II. 細胞動態に関する文献レビュー 

 PubMed より細胞動態、老化、活性酸素、DNA 損傷、染色体異常、急性骨髄性白血病をキーワ

ードとして文献を収集し、造血幹細胞、活性酸素種、老化、放射線による細胞動態の変化につい

て文献レビューを行い、急性骨髄性白血病の発症機構に関わる仮説を検証した。 

 

II-1. 造血幹細胞の概略 

 造血幹細胞 (HSC)は、自己複製能と多分化能を有し、個体の生涯を通して末梢血球を供給し続

けることで特徴付けられる 1) 。この細胞は、ニッチとして知られる特異的な微小環境において維

持され、骨髄の低酸素領域である骨膜内のニッチ中で静止状態に保たれている 2,3) 、また正常な

HSC は細胞内低酸素状態であり、未熟な状態の維持には HIF-1α2)、Foxo4)、ATM5,6)等のような幾

つかの分子が関与することが知られている。未熟な HSC は細胞内の活性酸素種 (ROS)が低レベル

に抑えられており 4,7,8)、適切な細胞内 ROS レベルは細胞の分化、増殖に重要な役割を果たすこと

が知られている 1,7-9)。しかし一方で、過剰な細胞内 ROS レベルだけではなく、外因性もしくは内

因性の過剰な ROS は、HSC の生存、分化、増殖に悪影響を及ぼす 1,8,10)。 

 このように HSC は、周辺環境もしくは細胞内の酸素状態、ROS レベルなどによって影響され

得る複雑な情報伝達経路により精密に制御されていることが明らかとなった。 

 

II-2. 活性酸素種の概略 

 放射線や化学療法薬剤などを含む酸化ストレスの代表例は、活性酸素種 (ROS)による作用であ

る。ROS の発生源は主にミトコンドリアによる代謝過程であると考えられている 9,11)。Naka Kら

によるとスーパーオキサイド、過酸化水素、ヒドロキシ・ラジカルを含む ROS は、不対電子を有

し、フリーラジカルと作用することができる。またスーパーオキサイド・ディスムターゼである

MnSOD や Cu/ZnSOD は、スーパーオキサイドを過酸化水素へ変換することができる 9)。それに加

えて、Fe2+や Cu+は、Fenton もしくは Harber-Weiss 反応を経由して、過酸化水素から反応性の高

いヒドロキシ・ラジカルへ変換され 12)、これは DNA 損傷の原因となり得る。全ての細胞は、過

酸化水素を水に変換することで無毒化するカタラーゼもしくはグルタチオン・ペルオキシターゼ

等により、ROS 仲介性の酸化ストレスから自身を防衛している。 

 

II-3. 複製ストレスの概略 

 正常な細胞には、精密に DNA を複製もしくは維持するために様々な機構が備わっており、こ

のような DNA 損傷応答は複雑で緻密な制御により維持されていることが良く知られている 13)。

これまでに細胞分裂に伴う DNA 複製は、その反復により DNA 損傷の蓄積や突然変異を生じる可

能性が指摘されており 14,15)、これらは複製ストレスと総称される。造血幹細胞においても継続的

な細胞分裂に伴う複製ストレスが、幹細胞の老化を促進することが指摘されている 16-19)。さらに、

放射線照射後の造血細胞における過剰な細胞分裂は、生存した造血幹細胞の老化を促進すること、

またクロマチンリモデリングや DNA 修復のようなゲノム安定性を確保するために作用する遺伝

子の発現を抑制することが報告されている 20)。このように、過剰な複製ストレスは、細胞の老化

や突然変異発生頻度を徐々に増加させる可能性がある。 
 

II-4. 細胞老化の概略 
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 細胞老化とは、細胞が不可逆的に分裂を停止することを指し、これは細胞分裂により染色体末

端に存在するテロメアの短縮が起きることが原因であることが示された 21)。この現象を裏付ける

ように、ヒト間葉系幹細胞では、細胞が分裂停止するまでの最終的な分裂回数とドナー年齢との

間に負の相関があること、テロメア長と最終分裂回数との間に正の相関があること、分裂回数の

増加とともに p16、SA-β-Gal 発現が陽性となることが示された 22)。Sedelnikova OA らは、継代数

依存的に細胞老化マーカーである SA-β-Gal の発現増大が脳、肺、腎，肝など多くの組織で起きる

ことを示した 23)。また、造血幹細胞においても老化は例外ではなく、自己複製能の低下、クロー

ン増殖能の低下、骨髄移植後の生着能の低下、Myeloid-bias の様な特徴が現れることも報告され

た 24)。さらに HSC では、加齢とともに非 G0 集団の割合が増加しており、細胞周期進行を示唆し

ている 25)。もっと言うと、HSC では加齢に伴い DNA の 2 本鎖切断頻度 (γ-H2AX)26)、染色体異常

の発生頻度 27)の増大が、多くの組織では加齢に伴い塩基損傷頻度 (8-OHdG)の増大 28)、抗酸化能

の低下 29)、遺伝子突然変異発生頻度の増大 30,31)が示されている。このように、加齢の際に細胞内

では細胞の老化が起きていることは明白であり、これに伴いテロメアの短縮、ROS 産生量の増大、

抗酸化能の低下、DNA 損傷の蓄積、遺伝子突然変異発生頻度の増大、など様々な細胞動態変化が

生じることが明らかとなった。もしかしたら、この様な細胞動態の変化が、加齢した HSC におい

て幹細胞の機能低下、造血の調節異常を結果としてもたらしているのかもしれず、発がん傾向を

強めるのかもしれない 20)。 

 

II-5. 放射線による細胞動態の変化 

 放射線は酸化ストレスの一種であり、照射により in vitro ではヒト HSC の生存率及びクローン

増殖能の低下が 32-35)、in vivo ではマウス HSC の存在割合の低下が確認されている 36,37)。さらにマ

ウス HSC では放射線照射により老化マーカー (p16，SA-β-Gal)の発現が増大することが示され 38)、

同様に、放射線照射による老化マーカーの発現 (p21，SA-β-Gal)が、持続的に起こることも報告さ

れている 39)。これらは放射線による細胞老化の誘導を示唆するデータである。もっと言うと、放

射線照射後のマウス HSC では、ROS 産生量、DNA2 本鎖切断頻度、塩基損傷頻度の増大が起こり、

結果としてクローン増殖能が劇的に減少することが示された 36,37)。このクローン増殖能の低下は、

いずれも抗酸化剤の投与 (N-acutylcysteine: NAC、NOX inhibitor である diphenylene iodium: DPI、

ス ー パ ー オ キ サ イ ド ・ デ ィ ス ム タ ー ゼ の 擬 態 性 抗 酸 化 剤 で あ る Mn(III) 

meso-tetrakis-(N-ethylpyridium-2-yl): MnTE)によりほぼコントロールレベルにまで回復することか

ら、ROS がマウス HSC の老化に関与していると考えられる。さらに外因性の ROS はマウス HSC

の p38-MAPK を活性化させ、老化マーカーの発現 (p16，p19)を特異的に誘導し、HSC の再構成能

喪失と細胞周期進行の誘導に関与することが示された 11)。また、放射線照射は、マウス HSC に

おいて p21 の活性化と p53 の抑制をもたらし、BrdU、Ki67 陽性細胞数を増加させ、これにより細

胞周期の進行が誘導されることが示唆された 40)。 

 一方、放射線照射はゲノム不安定性を導き、マウス HSC において不安定型染色体異常を起こさ

せることも報告され、この場合にも ROS 産生量、DNA2 本鎖切断頻度、塩基損傷頻度の増大が認

められた 41)。 

 これら過去の報告をまとめると、放射線照射は HSC の細胞動態を変化させることで、特に細胞

周期、ROS 産生量、DNA 損傷頻度、塩基損傷頻度などの増大により、不安定型染色体異常によ

る細胞死、細胞老化に伴うクローン増殖能の低下を結果としてもたらすのかもしれず、加齢した
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HSC の細胞動態変化を鑑みると、このような変化が発がんの傾向を強めるのかもしれない。 

 

II-6. 急性骨髄性白血病の発症機構に関わる仮説 

 放射線誘導性発がんの代表例である急性骨髄性白血病 (AML)は、AMLモデルマウスである

C3H/HeN Jcl マウスを用い、これまでに１）放射線照射から平均して 1-2 年の潜伏期間があること
42-46)、２）2 番染色体の欠失型異常 47-51)および対立する 2 番染色体上の Sfpi1 遺伝子の点突然変異 
52-54)が必須であることが明らかになっている。これらの異常のうち 2 番染色体の欠失型異常には

過去の報告から 2 つの可能性が示唆されている。第 1 は DNA2 本鎖切断が原因となり、放射線照

射後の比較的早い段階で生じる可能性である 48,55,56)。第 2 は放射線による遺伝的不安定性により

生じる可能性である 57-60)。しかし、この 2 つの可能性について確証は未だ得られていない。一方、

Sfpi1 遺伝子の点突然変異については、放射線照射後の末梢血球減少に対応する為の HSC の持続

的な分裂活性の上昇し 61)、これにより老化が促進され 62)、老化による抗酸化能の低下が 63,64)、細

胞内 ROS の蓄積を可能にし、結果として点突然変異を生じるのかもしれない。そこで研究者らは、

放射線が HSC の細胞動態変化をもたらし、細胞の老化を誘導することにより、結果として AML

の発症に繋がる 2 番染色体の欠失型異常や Sfpi1 遺伝子の点突然変異を惹起するのではないかと

仮定するに至った。 
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III. 実験 

 
III-1. 放射線のくり返し照射による二動原体染色体異常の蓄積性の検討 

 

III-1-1. 目的 

 

放射線は細胞内の DNA に二重鎖切断（DSB）を引き起こす。この損傷は細胞に致死的に作用

するが、修復されれば生存が可能となる。しかし、修復の際、異なった染色体の DSB 断片同士が

結合してしまうと染色体異常となる。染色体異常は子孫細胞に遺伝子変化をもたらす原因となる

ため、発がんのプロセスにつながる恐れがある。よって、放射線は発がんを引き起こす因子のひ

とつであることが分かる。しかし、1978 年に Bauchinger らは 4 Gy の γ 線を 500 mGy/min および

17 mGy/min の線量率で照射し、二動原体染色体の発生頻度を調べた結果、17 mGy/min の方が 500 

mGy/min と比べて 2/3 となり、線量率を下げることで発生頻度が抑制されることを報告した 1)。

また、2006 年に Elmore らは 1Gy の γ 線を、0.19 ～1.9 mGy/min の線量率で 1000 mGy を照射し、

細胞形態変化（細胞がん化の初期段階で見られる変化）の発生頻度を調べた。その結果、0.19 

mGy/min の線量率で照射すると、1.9 mGy/min で照射するよりも発生頻度が約 1/2 になることを

報告した 2)。このように、同じ線量の放射線であっても線量率を下げると生物学的影響が抑制さ

れるという現象は、細胞死や遺伝子突然変異でも見られており、総称して線量率効果と呼ばれて

いる 3)。しかし、そのメカニズムは明らかにされていない。線量率効果のメカニズムを明らかに

することは、今、福島で問題となっている低線量率長期連続被ばくによる発がんリスクを考える

上で非常に重要である。 

 そこで本研究では線量率効果のメカニズムとして次のような仮説を立てた。線量率効果を分割

線量のくり返し照射による効果としてとらえる。つまり、1 回で 1 Gyを照射するよりも、それら

の線量を分割して 0.1~0.5 Gyずつ単位時間毎にくり返し照射した方が最初の照射により生じる初

期損傷も少なくなり、かつ次の照射までに修復が行なわれるため生物学的影響が小さくなると考

えた。 

そこで本研究ではこの仮説を検証することを目的として、ヒト正常線維芽細胞に 1 GyのＸ線 を

1 回照射した場合と、0.1~0.5 Gyを単位時間毎に 1 Gyになるまでくり返し照射した場合とで二動

原体染色体異常の発生頻度に差が生じるか検討した。 

 

III-1-2. 方法 

 
＜細胞＞ 

本研究では正常ヒト胎児肺腺維芽細胞である MRC-5 を用いた。細胞は European Collection of 

Culture （ ECACC ）より購入し、 10 % の牛胎児血清（ Multi Ser ）及びペニシリン（ 100 units/ml ）

ストレプトマイシン（ 100μg/ml ）含有の MEM 培地中、 37.0 ℃ 、 5 % インキュベーター内で培

養した。 

 
＜Ｘ線照射＞ 

Ｘ 線照射には Ｘ 線装置 320 （島津メクテム） を使用した。本研究では照射時間を一定にそろ
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えるために、0.1 Gy のＸ 線は、管電圧 90 kV 、管電流 30 mA、フィルターに は 1 mm 厚の銅板と 

1 mm 厚のアルミニウム板を使用し、0.2 Gy/min の線量率で照射した。0.2~1 Gyの場合は、管電流 

18 mA 、管電圧 200 kV、フィルターに は 0.5 mm 厚の銅板と 0.5 mm 厚のアルミニウム板を使用

し、Ｘ線管からの距離を変えることで 0.2 Gy/min（0.2 Gy）、または 1 Gy/min （0.5, 1 Gy）の線量

率で照射した。 

くり返し照射の概要を図 III-1 に示す。照射と照射の間の時間を 1 分から 1440 分（24 時間）と

し、0.1 Gyは 10 回、0.2 Gy は 5 回、0.5 Gy は 2 回くり返し照射を行なった。 

  

＜染色体標本の作製＞ 

 T-25 フラスコでコンフレントまで培養し、G0期に揃えた細胞に各条件で Ｘ 線を照射してから、 

24 時間後に培養液をアスピレートした。1〜2 ml  の PBS で細胞面をゆっくり洗浄した後、 PBS を

アスピレートした。この操作を ２ 回くり返した後、 0.5 ml のトリプシンを細胞に作用させた。

その後、  7.5 ml の MEM 培地を用いてピペッティングし、 50 ml チューブに細胞を回収した。同

じ条件で照射したもう一つの T-25 フラスコの細胞も同様の操作を行い、同じ 50 ml チューブに回

収して計 15 ml とした。回収した細胞を T-75 フラスコに播き、6 時間培養した後、 10μg/ml のデ

メコルシン（シグマアルドリッチ）を 20 ng/ml の濃度で加え、さらに 42 時間培養を継続した。

その後、培養液を 50 ml のチューブに回収し、  3〜5 ml の PBS で洗浄する操作を 2 回くり返した

後、トリプシンを入れ、細胞全体になじませた後、細胞が剥がれるまで静置させた。その後、フ

ラスコを軽く叩くことで、分裂期の細胞をフラスコから剥がし、あらかじめ回収しておいた培養

液でピペッティングを行い、分裂期の細胞を含む細胞浮遊液とした。その細胞浮遊液を 50 ml の

チューブに回収して、 1200 rpm で 5 分間遠心し、上清を捨て 5 ml の 0.075 M KCl で細胞混濁液

とし、 37 ℃ で 20 分間低張処理を行った。低張処理後、氷冷したカルノア固定液（メタノール : 酢

酸 = 3 : 1 ）を 5 ml 静かに重層し、ゆっくりと混和し、 1200 rpm で 5 分間遠心した。遠心後、上

清を捨て、再度カルノア固定液 5 ml を加えて撹拌した後、 1200 rpm で ５ 分間遠心し、上清を除

去した。この操作を 2 回くり返した後、カルノア固定液 0.5 ml を加え再混濁し、細胞混濁液とし

た。細胞混濁液は、 80 ℃ の水浴上でスライドガラスに滴下し、染色体を分散させて、染色体標

本とした。 

 

＜ギムザ染色＞ 

  十分乾燥させた染色体標本を 3% のギムザ水溶液に 10 分間静置した。静置後、流水で十分に

染色体標本を洗い、室温で乾燥させ、オイキットを 2〜3 滴落とし、 24 × 45 mm のカバーガラス

をかけた。 

 

＜二動原体染色体異常の観察＞ 

 染色体異常の中でも転座は放射線発がんのプロセスに重要な異常である。しかし転座は、一見

正常な染色体と同じ形をしているため、観察が困難である。そこで、本研究では転座と同じ生成

機構 4)でかつ、簡便に観察することができる二動原体染色体異常を指標とした。二動原体染色体

異常は、倒立型電動リサーチ顕微鏡 IＸ81 （ OLYMPUS, Japan ）を用いて観察した。 1 つの照射

条件につき 100 個以上の細胞を観察し、細胞 1 個当たりの二動原体染色体異常の発生頻度を求め

た。 
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III-1-3. 結果 

 
＜二動原体染色体異常の線量反応関係＞ 

図 III-2 に二動原体染色体異常の発生頻度の線量反応関係を示す。二動原体染色体異常の発生頻

度は非照射群では、 0.008 となった。これに対して、 0.1 Gy の Ｘ 線を照射した場合は 0.013 、0.2 

Gyでは 0.018、0.5 Gy では 0.054、1Gy では 0.136 となり、二動原体染色体異常の線量反応関係が

従来通りの LQ（Linear-Quadratic） モデルにあてはまることが確認できた。 

 
＜くり返し照射による二動原体染色体異常の蓄積性＞ 

0.1 Gy の Ｘ 線を 1 分、 5 分、 15 分、 30 分、24 時間毎に 10 回くり返し照射した結果を図 III-3 

に示す。1 分の場合の二動原体染色体異常の発生頻度は 0.094 、 5 分の場合は 0.032 、 15 分の場

合は 0.032 、 30 分の場合は 0.029 、 24 時間の場合は 0.023 であった。 

0.2 Gyを同様の時間間隔で 5 回くり返し照射した結果は図 III- 4 に示す。1 分の場合は 0.113 、 5 

分の場合は 0.046 、 15 分の場合は 0.042 、 30 分の場合は 0.044 、 24 時間の場合は 0.038 であっ

た。 

0.5 Gyを同様の時間間隔で 2 回くり返し照射した結果は図 III-5 に示す。1 分の場合は 0.146 、 5 

分の場合は 0.054 、 15 分の場合は 0.051 、 30 分の場合は 0.048 、 24 時間の場合は 0.049 であっ

た。 

0.1、0.2、0.5 Gyを 1 分間毎に照射した場合は 、1 Gy を 1 回照射した場合とほぼ同じ頻度の二

動原体染色体異常が観察された（t-test, p>0.05）。しかし、照射と照射の間の時間を 5 分以上にす

ると染色体異常の発生頻度が有意に減少することが分かった。 

 

III-1-4. 考察 

 

本研究で立てた線量率効果の誘導仮説を検証するために、照射と照射の時間を変えて 0.1、0.2、

0.5 GyのＸ線を 1 Gyになるまでくり返し照射し、1 Gyを１回照射した場合の二動原体染色体異

常の発生頻度と比較した。その結果、1 分毎にくり返し照射場合は 1 Gy を 1 回照射した場合とほ

ぼ同じ頻度の二動原体染色体異常が観察された。しかし、照射と照射の間の時間を 5 分以上にす

ると、染色体異常の発生頻度は有意に減少した。この結果は、くり返し照射による二動原体染色

体異常の発生頻度の蓄積は、照射と照射の間が 1 分でないと見られないことを意味している。で

はなぜ照射と照射の間の時間が 1 分だと二動原体染色体異常の発生頻度の蓄積が生じたのだろう

か？ 

放射線により DSB が生じると、ヒストンタンパク質の一種である H2AＸ がリン酸化して、

γ-H2AＸ の構造に変わり、 DSB 部位でフォーカスを形成することが明らかにされた 5）。このフ

ォーカスは免疫蛍光抗体染色法により可視化することが可能であるため DSB の指標として広く

用いられている。この γ-H2AＸ フォーカスを利用して放射線による DSB の修復時間関係が調べ

られており、Ｘ 線照射後 3〜15 分で修復機構が働き始めることが報告されている 6）。よって、照

射と照射の間が 1 分の場合は、 1 回目の照射で生じた DSB が修復される間もなく、再び照射を受

けることになるため DSB の蓄積が生じてしまうのではないかと思われる。 DSB 数は多いほど、

修復エラーが起きる確率が上がるので、結果として染色体異常の発生頻度が上昇したと考えられ
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た。では照射と照射の間の時間間隔を 5 分以上空けた場合に二動原体染色体異常の発生頻度が蓄

積されなかったのはなぜだろうか？一つの可能性としては、 2 回目の照射までの間に 1 回目の照

射でできた DSB が完全に修復されたためであると考えられた。 

2009 年に田中らは、 1 Gy の γ 線を低線量率（ 1 mGy/day ）でマウスに照射したものと高線量

率で照射した場合の二動原体染色体異常の発生頻度を調べた。その結果、低線量率で放射線を照

射したマウスでは、高線量率と比較して二動原体染色体異常の発生頻度の蓄積がほぼ見られなか

った 7）。ではなぜ低い線量率だと異常の蓄積が見られなかったのだろうか？本研究結果を踏まえ

て、下記の可能性を考えた。 

線量率は単位時間あたりの線量を意味する。よって、低線量率の場合は、高線量率の場合に比

べて同じ細胞に短時間で放射線がくり返しヒットする可能性が低くなる。これにより DSB の蓄積

が生じず、結果として二動原体染色体異常の蓄積にもつながらなくなるのではないかと考えた。 

 以上の本研究結果より、低線量率放射線の長期連続被ばくによる発がんリスクは、同一細胞に

放射線がくり返しヒットするまでの間の時間が十分に空くような線量率であれば、増加しない可

能性が示唆された。 
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図表 

 

 

図 III-1 くり返し照射の実験スキーム 

A: 0.1 Gy の X 線を 10 回照射、B: ０．２Gyの X 線を 5 回照射, C: 0.5 Gy の X 線を 2 回照射、 

T: 照射と照射の間の時間（１分, 5 分, 15 分, 30 分, 24 時間）をそれぞれ表す。 
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図 III-2 二動原体染色体異常の線量反応関係 

●：非照射群に観察された二動原体染色体異常の数を差し引いた細胞一個あたりの二動原体染色

体異常の数、エラーバーは標準誤差を表す。 
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図 III-3 0.1 GyのＸ線を 10 回くり返し照射した後の二動原体染色体異常の頻度 

●：非照射群に観察された二動原体染色体異常の数を差し引いた細胞一個あたりの二動原体染色

体異常の数、エラーバーは標準誤差を表す。 
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図 III-4 0.2 GyのＸ線を 5 回くり返し照射した後の二動原体染色体異常の頻度 

●：非照射群に観察された二動原体染色体異常の数を差し引いた細胞一個あたりの二動原体染色

体異常の数、エラーバーは標準誤差を表す。 
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図 III-5 0.5 GyのＸ線を 2 回くり返し照射した後の二動原体染色体異常の頻度 

●：非照射群に観察された二動原体染色体異常の数を差し引いた細胞一個あたりの二動原体染色

体異常の数、エラーバーは標準誤差を表す。 
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III-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 
 

III-2-1. 目的 

 

 放射線の初期の生物作用の一つに DNA の二重鎖切断（DSB）がある。この損傷は細胞にとっ

て致死的なものであるが細胞内に備わった非相同末端結合修復や相同組換え修復等の DSB 修復

機構により修復され生存が可能になる。しかし、非相同末端結合修復はエラーを伴いやすく染色

体異常を形成しやすい。このことを考えると 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、放射線照射後、同型の染色体異

常が骨髄および脾臓細胞中に早い時期に観察されている 1, 2, 3）。では AML の発症に必要なもう一

つの異常である Sfpi1 遺伝子の点突然変異はいつ起きるのだろうか？現時点においてその答えは

ない。 

そこで本研究では、放射線照射したマウスの骨髄細胞における DNA 損傷の線量反応関係と、

点突然変異を作る因子の一つとして知られている活性酸素種（⋅O2
-, ⋅OH 等）産生量の経時的変化

を調べた。 

 

III-2-2. 方法 

 

＜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（0 Gy）、0.5 Gy

群、2 Gy照射群、1 Gy照射群、3 Gy照射群の 4 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 1 mlのシリンジを用いて両側から 1 mlずつ、計 2 mlの PBS with 2 % 

FBS 溶液を大腿骨内に勢いよく注入し、10 ml 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 10 ml 遠心管チューブに入れ、

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

よく撹拌した。撹拌後、2 µl の FcR blocking antibody（VERITAS）を入れ、よく撹拌した。その後、
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1 µl の PE-conjugated antibody（VERITAS）を入れ、よく撹拌し 15 分静置した。静置後、10 µl の

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

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

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

した。遠心後、上澄み液を捨て、2 ml 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）4)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1.5 

ml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、2 mlの ficoll-Paque 液（Pharmacia Biotech）を

10 ml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、400 rcf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、10 mlの遠心管チューブ内で、6 mlの PBS 溶液と混合させ、100 rcf で 10 分

間遠心した。遠心後、上澄み液を捨て、2 mlの PBS 溶液を入れ、100 rcf 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、300 rcf 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 300 rcf 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、800 rpm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 ATM 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 
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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、22×22 mm 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。 

 

＜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。 

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

遠心後、上澄み液を捨て、1 µM に希釈した MitoSOＸ Red（invitrogen）を 1 ml 注入し、撹拌した

後、37 ℃、5 ％CO2インキュベーター内で 30 分静置した。静置後、6000 rpm で 30 秒遠心し、上

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

を捨て、PBS 1 ml を注入し撹拌したものを、励起波長 510 nm、蛍光波長 580 nm 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。 

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

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

37 ℃、5 ％CO2 インキュベーター内で 30 分静置した。静置後、6000 rpm で 30 秒遠心し、上澄み

液を捨て、PBS 溶液 400 µl を注入し、撹拌した。撹拌後、6000 rpm 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 490 nm、蛍光波長 515 nm の分光蛍光光度

計を用いて測定した。 
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III-2-3. 結果 

 
＜骨髄細胞および抹消血リンパ球における 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III-6 に示す。図III-6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、0.5 Gy照射群では約 20 個、1 Gy 照射群では

約 23.7 個、2 Gy 照射群では約 32.8 個、3 Gy 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、0.5 Gy 照射群では約 5 個、1 Gy 照射群では約 9.3 個、2 Gy 照射

群では約 15.1 個、3 Gy 照射群では約 12.5 個となった。骨髄細胞における リン酸化 ATM フォー

カス数を末梢血リンパ球と比較すると、0.5 Gy では約 0.06 倍、1 Gy では約 0.36 倍、2 Gy では約

0.47 倍、3Gyでは約 0.17 倍になることが分かった。 

 

＜ミトコンドリア内⋅O2
-産生量の経時的変化＞ 

図 III-7 に MitoSOＸの測定値の経時的変化を示す。図 III-7 より、照射後 1 日目の MitoSOＸの

値は、非照射群と比較して 1 Gy 照射群では約 1.5 倍、3 Gy 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

があるものの、1 Gy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。 

 

＜細胞質内⋅OH 産生量の経時的変化＞ 
図 III-8 に APFの測定値の経時的変化を示す。図 III-8 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、1 Gy照射群では約 1.4 倍、3 Gy照射群

では約 1.7 倍増加していることが分かった。 

 

＜8-OHdG 生成量の経時的変化＞ 
  

III-2-4. 考察 

 

＜骨髄細胞および末梢血リンパ球における 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

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の 0.5 Gy では約 0.06 倍、1 Gy では約 0.36 倍、2 Gy では

約 0.47 倍、3 Gy では約 0.17 倍と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

りも放射線感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感受性が低いのだ

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

塩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。一般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5)。ではなぜ酸素濃
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度によってＸ線の感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 と結合する確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 損傷になる確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 % の酸素濃度である

ことが報告されている6)。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。 

<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 7)。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

をシミュ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 8）。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

素種を産生している 9, 10)。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
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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 11)。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の塩基と結合しやすく、

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

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

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内で ·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。 
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図表 

 
図 III-6 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 DNA 損傷の線量

反応関係 

：骨髄細胞、 ：末梢血リンパ球、エラーバーは標準誤差をそれぞれ表す。 
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図 III-7 X 線を全身照射したマウスの骨髄細胞における O2ラジカルの経時的変化 

●：3 Gy、○：1 Gyを表す。 
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図 III-8 X 線を全身照射したマウスの骨髄細胞における OH ラジカルの経時的変化 

●：3 Gy、○：1 Gyを表す。 
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III-3. 低線量率 γ線長期連続照射したマウスの造血幹／前駆細胞における細胞動態の 

          経時的変化 
 

III-3-1. 目的 

 

放射線発がんの代表例である急性骨髄性白血病 (AML)は、これまでに AML モデルマウスであ

る C3H/HeN Jcl マウスを用いて、１）放射線照射から平均して 1-2 年の潜伏期間があること 1-5)、

２）2 番染色体の欠失型異常 6-10)および対立する 2 番染色体上の Sfpi1 遺伝子の点突然変異 11-13)が

必須であることが明らかになっている。これらの異常のうち 2 番染色体の欠失型異常は放射線照

射後の比較的早い段階で生じる可能性が報告されている 7，14，15)。 

Sfpi1 遺伝子の点突然変異については放射線照射後どのような経過で生じるのか明らかではな

い。そこで本研究では sfpi1 遺伝子の点突然変異のメカニズムを次ぎのように考えた。マウスの全

身に放射線を照射すると早い段階で抹消血球数の減少が生じる。これに対応するために、造血幹

細胞（HSC）の持続的な分裂活性が上昇し 20)、これにより老化が促進される 21, 22)。細胞に老化

が生じると抗酸化能の低下が起こり 23，24)、細胞内に活性酸素種（ROS）が蓄積してしまう。ROS

は点突然変異を引き起こす因子になりうるので、これにより sfpi1 遺伝子に点突然変異が生じるの

ではないかと考えられる。ROS 以外にも、HSC の分裂活性の上昇に伴う複製ストレス 21, 25) が遺

伝子変異を引き起こす可能性もある。 

そこで本研究では放射線照射後の AML 誘発過程における造血系細胞の動態変化を線量率毎

に明らかにすることを目的として、20 mGy/day、200 mGy/day、1000 mGy/min の線量率で照射し

た C3H/HeNJcl マウスの造血系幹細胞（HSC）、前駆細胞（MPP, CMP, CLP）および末梢血細胞

（WBC, RBC, PLT）の動態を細胞数と Ki67（G0期以外の細胞のマーカー）発現細胞の割合を指

標として調べた。また、細胞動態の変化に伴う活性酸素種発現細胞の割合の経時的変化も調べた。 

 

III-3-2. 方法 

 
＜マウス＞ 

本研究では 8 週齡の♂の C3H/HeNJcl マウスを用いた。マウスは最大 4 匹ずつケージに収容し、

温度、湿度、室内照明の明暗サイクルが管理された SPF 環境下の飼育室中で飼育した。固形飼料

と水を自由に摂取させた。 

 

＜γ線の照射＞ 
γ 線照射は環境科学技術研究所に設置してある Cs-137 低線量率 γ 線照射装置を用いた。マウス

を非照射群（0Gy）、20 mGy/day 群、200 mGy/day 群、1 Gy/min 群の 4 群に分け、集積線量が 3 Gy 

に到達するまで γ 線を全身に連続照射した。照射期間は 20 mGy/day 群では 150 日、200 mGy/day

群では 15 日、1 Gy/min 群では 3 分である。本研究では 1 群 35 匹のマウスを使用した。また、飼

育は照射開始から最大で 250 日間行なった。照射スケジュールは図 III-9 に示す。 

 

＜血球数の測定＞ 

マウスをエーテルで麻酔後頸椎脱臼し、心臓採血を行なった。その後コールターカウンターを
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用いて、白血球（WBC）、赤血球（RBC）、血小板（PLT）の数を計測した。 

 

＜フローサイトセルソーターによる造血幹／前駆細胞の単離および測定＞ 

フローサイトメーターによる各分化段階の造血幹／前駆細胞の単離は Hirouchi らによって確立

されているプロトコールに従って行なった 26)。下記に簡単に説明する。エーテル麻酔後頸椎脱臼

したマウスの両側の大腿骨から骨髄細胞を摘出した。各分化段階の造血系細胞は細胞膜表面タン

パク質の発現パターンが異なっていることが分かっている。その特性を利用してそれぞれのタン

パク質の抗体処理を行ない、フローサイトセルソーターにて造血幹細胞（HSC）*1、多能性前駆

細胞（MPP）*2、骨髄球系造血前駆細胞（CMP）*3、リンパ球系前駆細胞（CLP）*4をそれぞれ単

離した。この操作は全て環境科学技術研究所にて実施した。 
*1HSC：CD34 陰性、Lin 陰性、sca1 陽性、c-kit 陽性 
*2MPP：CD34 陽性、Lin 陰性、sca1 陽性、c-kit 陽性 
*3CMP：CD34 陽性、Lin 陰性、sca1 陰性、c-kit 陽性 
*4CLP ：CD34 陽性、Lin 陰性、sca1 陽性、c-kit 陰性 
 

＜Ki67 の免疫蛍光抗体染色＞ 

HSC、MPP、CMP、CLP を 4 % パラフォルムアルデヒド溶液で固定した。その後、1200 rpm で

５分間遠心した。遠心後、上澄み液を捨て、PBS 溶液 200 μl を加え、よく撹拌した後に 1200 rpm

で５分間遠心した。遠心後、上澄み液を捨て、ブロッキング溶液 *1 を 200 μl 入れ、よく撹拌し、

37 ℃で 10 分間静置した。静置後、1200 rpm で５分間遠心した後、上澄み液を捨て、その後、1 次

抗体液 *2 200 μl を加え、よく撹拌した後、37 ℃で２時間静置した。静置後、1200 rpm で５分間遠

心し、上澄み液を捨て、PBS 溶液 100 μl で撹拌した。撹拌後、再度 1200 rpm で 5 分間遠心し、

上澄み液を捨てた後、2 次抗体液 *3 100 μl を加え、よく撹拌し、37 ℃、暗室の環境下で１時間静

置した。静置後、1200 rpmで５分間遠心し、上澄み液を捨て、PBS 溶液 100 μl を加え、よく撹拌

した。この操作を 3 回くり返した後、再度 1200 rpm で５分間遠心し、上澄み液を捨て、DAPI II 

counterstain （Vysis）10 μl を加え、よく撹拌し、全量をカバーガラスに乗せて、スライドガラス

に貼付けた。 
*1 ブロッキング溶液：0.5％TritonＸ で0.03g/mlの濃度に調整したBSA溶液。 
*2 1 次抗体：Anti-Ki67 Rabbit-Poly (Novus USA) とブロッキング液を1:299 で混合した溶液。 
*3 2 次抗体：AleＸa 488 (life technologies) とブロキング溶液を1:199 で混合した溶液。 

 

＜Ki67 発現細胞の観察および解析＞ 
Ki67 を発現している細胞は蛍光顕微鏡 OPTIPHOT-2 (Nikon)を用いて観察した。DAPI で染色さ

れている細胞は蛍光フィルターDM400 UV-2A (Nikon)で、Ki67 を発現している細胞は蛍光フィル

ター DM510 B-2A (Nikon) でそれぞれ観察した。露出: 40 ms、ゲイン: 27.0 Ｘ、コントラスト: リ

ニアで観察を行った。DAPI で染色された細胞から全細胞数を求め、Ki67 を発現している細胞（細

胞増殖期にある細胞）の割合を計測した。 

 

＜活性酸素種の測定＞ 
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105 個のHSC、MPP、CMP、CLPを 5 ml チューブに移した。その後、300 G で５分間分離し、上

澄み液を除去した。200 μl のPBS で再懸濁し、500 μMのCellRoxGreen を2 μl 添加して、37 ℃の暗

室で30 分間インキュベートした。その後、1 ml のPBS を添加し300 G で5 分間遠心分離した。上

澄み液を除去し、2  mlのPBS で再懸濁した。再び 300 G で5 分間遠心分離し、上澄み液を除去し

た後、200 μl のPBS で再懸濁し、フローサイトメーターを用いて解析を行った。 

 

＜統計解析＞ 

本研究では、照射群と非照射群、および線量率間での細胞数の差を t 検定で比較し、p<0.05 を

有意差有りと評価した。 

 

III-3-3.  結果 

 

＜血球数の経時的変化＞ 

20 mGy/day 群における血球数の経時的変化を図 III-13~15 に示す。WBC 数は照射開始後から 50

日目まで減少傾向を示し、50 日目以降も回復傾向は見られなかった（図 III-13）。RBC 数および

PLT 数は照射開始から 250 日目までの間照射群と同様の変化を示した（図 III-14, 15）。 

200 mGy/day 群における血球数の経時的変化を図 III-16~18 に示す。WBC 数は、照射開始から

15 日目までにかけて急激な減少を示し、集積線量が 3Gyに達した 15 日目以降は 250 日目まで変

化が見られなかった（図 III-16）。RBC 数は照射開始から 15 日目まで減少傾向を示し、その後 110

日目まで回復していく傾向が観察された（図 III-17）。PLT 数は照射開始から 15 日目までにかけて

急激な減少を示したが、その後は回復傾向を示し、65 日目以降は非照射群と差は見られなくなっ

た（図 III-18）。 

1 Gy/min 群における血球数の経時的変化を図 III-19~21 に示す。WBC 数は照射後 50 日目までに

かけて減少傾向を示した。しかし、その後は回復傾向を示し、100 日目以降は非照射群と差が見

られなくなった（図 III-19）。RBC 数はおよび PLT 数は照射後 250 日目まで非照射群と同様の変化

を示した（図 III-20, 21）。 

集積線量が 3 Gyに達した時点での線量率間の差を検討した結果、WBC 数は差が見られなかっ

たが、RBC 数および PLT 数は 200 mGy/day 群で 20 mGy/day 群および 1 Gy/min 群よりも有意な減

少が認められた。 

 

＜造血幹／前駆細胞数の経時的変化＞ 

20 mGy/day 群における造血幹／前駆細胞数の経時的変化を図 III-26~29 に示す。HSC 数は照射

開始してから徐々に減少していく傾向が見られ、100 日目では非照射群との間に有意差が認めら

れた。その後は回復傾向を示したが、1 匹の外れ値のデータを除くと 250 日目でも非照射群のレ

ベルまでは回復していなかった（図 III-26）。MPP 数は照射開始から 10 日目まで非照射群よりも

低い値を示していたが、その後回復していく傾向が見られた。しかし、250 日目でも非照射群の

レベルまでは達していなかった（図 III-27）。CMP 数は照射開始から 150 日目まで非照射群と同様

の変化を示した。しかし、250 日目では非照射群との間に有意な減少が見られた（図 III-28）。CLP

数は照射開始から 250 日目まで非照射群と同様の変化を示した（図 III-29）。 

200 mGy/day 群における造血幹／前駆細胞数の経時的変化を図 III-30~33 に示す。HSC 数は照射
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開始後 5 日目に急激な減少を示したが、集積線量が 3Gy に達した 15 日目以降は非照射群と同様

の変化を示した。しかし、250 日目では 1 匹の外れ値を除くと非照射よりも有意な減少が認めら

れた（図 III-30）。MPP 数は照射開始から 250 日目まで非照射群と同様の変化を示した（図 III-31）。

CMP 数は照射を開始してから 15 日目まで急激に減少し、その後は非照射群と同様の変化を示し

た（図 III-32）。CLP 数は照射開始から 250 日目まで非照射群と同様の変化を示した（図 III-33）。 

1 Gy/min 群における造血幹／前駆細胞数の経時的変化を図 III-34~37 に示す。HSC 数は照射後

100 日目まで非照射群と同様の変化を示した。しかし、250 日目に有意な増加が見られた（図 III-34）。

MPP 数は照射後 250 日目まで非照射群と同様の変化を示した（図 III-35）。CMP 数および CLP 数

も照射後 250 日目まで非照射群と同様の変化を示した（図 III-36, 37）。 

集積線量が 3 Gy に達した時点での線量率間の差を検討した。その結果、HSC 数は線量率間で

差が見られなかった。MPP 数、CMP 数は 1 Gy/min 群と 20 mGy/day 群との間には差は見られなか

ったが、200 mGy/day 群は 20 mGy/day 群および 1 Gy/min 群よりも有意な減少が認められた。CLP

数は 20 mGy/day 群および 200 mGy/day 群が 1 Gy/min 群よりも有意な減少を示したが、20 mGy/day

群と 200 mGy/day群との間には有意な差は見られなかった。 
 

＜造血幹／前駆細胞の Ki67 発現細胞の割合の経時的変化＞ 

造血幹／前駆細胞における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化を 20 mGy/day 群は図 III-42~45、

200 mGy/day 群は図 III-46~49、1 Gy/min 群は図 III- 50~53 にそれぞれ示す。 

20 mGy/day 群は HSC、MPP、CMP、CLP いずれも照射開始後から 100 日目にかけて Ki67 を発

現している細胞の割合が増加していく傾向が見られた。しかし、その後は減少し、非照射群と差

が見られなくなった。 

200 mGy/day 群は HSC、MPP、CMP、CLP いずれも照射開始後から 10 日目に Ki67 を発現して

いる細胞の割合が増加していく傾向が見られた。しかし、その後は減少し、非照射群と差が見ら

れなくなった。 

1 Gy/min 群は HSC、MPP、CMP、CLP いずれも照射後から 50 日目までは Ki67 を発現している

細胞の割合に変化が見られなかった。しかし、100 日目に増加し、250 日目までも高い割合を示し

ていることが分かった。 

線量率間で Ki67 を発現している細胞の割合に差は見られなかった。 

 

＜造血幹／前駆細胞の活性酸素種発現細胞の割合の経時的変化＞ 

造血幹／前駆細胞における活性酸素種（ROS）を発現している HSC、MPP、CMP、CLP の割合

の経時的変化を図 III-54 に示す。非照射群および 1 Gy/min 群ではいずれの細胞も ROS を発現して

いる細胞が見られなかった。しかし、20 mGy/day では照射開始から 100 日目、200 mGy/day では

照射開始から 50 日目以降に ROS を発現している HSC、MPP、CMP、CLP の割合が増加している

傾向が観察された。 
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III-3-4. 考察 

 
本研究では 20 mGy/day、200 mGy/day、1 Gy/min の線量率で γ 線を C3H マウスに長期連続照射

し、血球数（WBC、RBC、PLT）および造血幹／前駆細胞数がどのように変化するのかを実験的

に調べた。まず血球数の変化を調べた。その結果、血球数は 20 mGy/day 群では照射開始から 50

日目、200 mGy/day群では照射開始から 5 日目まで徐々に減少していく傾向が見られた。しかし、

その後は増減が見られなくなった。1 Gy/min 群では 3Gyに到達後すぐには血球数の減少は見られ

なかったが、その後 50 日目まで減少してくことが分かった。この結果から、線量率が 20 mGy/day

および 200 mGy/day では、集積線量が 1 Gyのところで血球数の減少が顕著に起きていることが分

かった。しかし、 1Gy/min ではそのような傾向は見られなかった。 

次に、造血幹／前駆細胞数の変化を調べた。その結果、HSC 数、MPP 数は、20 mGy/day 群で

は照射開始から 100 日目、200 mGy/day 群では照射開始から 10 日目、1 Gy/min 群では照射後 50

日目まで減少していく傾向が見られた。しかし、その後は徐々に増加していく傾向が見られたが、 

20 mGy/day 群および 200 mGy/day 群では照射開始から 250 日目（20 mGy/day 群では照射後 100 日

目、200 mGy/day 群では照射後 235 日目を意味する）であっても非照射群のレベルまで戻ってい

ないことが分かった。CLP、CMP に関してはいずれの群も非照射群と同様の変化を示していた。

本研究では造血幹／前駆細胞における Ki67（G0期以外の細胞のマーカー）を発現している細胞の

割合の変化も調べた。その結果、いずれの細胞も 20 mGy/day では照射開始から 100 日目、200 

mGy/day では照射開始後 10 日目、1 Gy/min 群では照射後 100 日目に Ki67 を発現している割合が

増加していることが分かった。これらの結果から、血球数の減少に応じて、上流の造血幹／前駆

細胞の細胞動態が変化し、造血幹／前駆細胞数が増加して、下流の血球を補っている可能性が考

えられた。しかし、いずれの線量率においても、血球数や造血幹／前駆細胞数が 3 Gy照射後非照

射群のレベルまで回復するには時間がかかることも分かった。 

ではこれらの細胞動態の変化が AMLに必須な異常を引き起こす原因となりうるだろうか。 

Wang らは6.5 Gy のγ 線をマウスに全身照射し、造血幹細胞（HSC）数の経時的変化とp16（細胞

老化マーカー）を発現しているHSC の割合を調べた。その結果、放射線照射直後から 

HSC 数は著しく減少し、14 日目から増加していくことを観察した。また、HSC 数の増加に 

伴いp16 を発現しているHSC の割合も増加していることがわかり、HSCに細胞老化が生じている

ことを報告した 27)。さらに、彼らは、HSC 中の活性酸素種（ROS）産生量を調べた。そして、ROS 

が照射後14 日目に非照射群と比較して2.5倍増加していることを報告した 28)。そこで、本研究で

も同様の傾向が見られるのか造血幹／前駆細胞における ROS 発現細胞の割合の経時的変化を調

べた。その結果、いずれの細胞も20 mGy/day 群では照射開始後5日目と150日目に、200 mGy/day 群

では照射開始後1 日目と65日目に ROS を発現している細胞の割合が増加していた。しかし、1 

Gy/min 群は非照射群と違いが見られなかった。 

Redpathらはhuman hybrid 細胞（Hela×human skin fibroblast） を用い、細胞数の変化と ROS の関

係を詳細に調べた。その結果、細胞数の増加に伴ってROS 発現細胞の割合も徐々に増加していき、

コンフレントの状態を維持し続けるとROS 発現細胞の割合が減少していくことを報告した29)。

ROSは細胞増殖の際に産生されることが知られている。このことより、対数増殖期では ROS の

発生と細胞内の抗酸化能による除去がスムーズに行なわれていることが分かった。また、コンフ

レントになった直後では、抗酸化能が一時的に低下し、その時点で細胞内にあった ROS が残存す
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るのではないかと考えられる。本研結果で示した Ki67 発現細胞の割合の経時的変化と見比べて

みると、ROS 発現細胞は Ki67 発現細胞の割合が増加している時点では見られていない。しかし、

Ki67発現細胞の割合が非照射群のレベルになるとROS発現細胞の割合の増加が見られた。このこ

とから、Rdpathらの報告と同様に造血幹／前駆細胞の増殖が終わったときにROSが細胞内に残存

されていたことが分かった。また、1 Gy/minで ROS 発現細胞が観察されなかったのは、増殖期に

ある細胞が 250 日間存在し続けていたからかもしれない。この可能性を示唆するようにKi67を発

現している細胞が一定の割合で250日目間存在し続けていた。 

 よって、以上の本研究結果より、１）線量率に応じて抹消血球数の減少と伴に造血幹／前駆細

胞の動態が変化すること、２）細胞動態の変化によりROSの産生が生じることがそれぞれ分かっ

た。 

今後は、細胞動態の変化に伴うROSがAMLに必須なSfpi1遺伝子に点突然変異を引き起こす原因

となりうるか直接調べる必要性が考えられた。 
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図表 

 

 

図 III-9 飼育・照射のスケジュール 

8 週齡の♂の C3H/HeNJcl マウスを温度、湿度、室内照明の明暗サイクルが管理された SPF 環境下

で上記のスケジュールに沿って飼育・照射を行なった。 
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図 III-10 非照射群のマウスにおける WBC 数の経時的変化 

●：マウス 1 匹毎の WBC 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-11 非照射群のマウスにおける RBC 数の経時的変化 

●：マウス 1 匹毎の RBC 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-12 非照射群のマウスにおける PLT 数の経時的変化 

●：マウス 1 匹毎の PLT 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-13 20 mGy/day 群のマウスにおける WBC 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の WBC 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-14 20 mGy/day 群のマウスにおける RBC 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の RBC 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-15 20 mGy/day 群のマウスにおける PLT 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の PLT 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-16 200 mGy/day 群のマウスにおける WBC 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の WBC 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-17 200 mGy/day 群のマウスにおける RBC 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の RBC 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-18 200 mGy/day 群のマウスにおける PLT 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の PLT 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-19 1 Gy/min 群のマウスにおける WBC 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の WBC 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-20 1 Gy/min 群のマウスにおける RBC 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の RBC 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-21 1 Gy/min 群のマウスにおける PLT 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の PLT 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-22 非照射群のマウスにおける HSC 数の経時的変化 

○：マウス 1 匹毎の HSC 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-23 非照射群のマウスにおける MPP 数の経時的変化 

△：マウス 1 匹毎の MPP 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-24 非照射群のマウスにおける CMP 数の経時的変化 

□：マウス 1 匹毎の CMP 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-25 非照射群のマウスにおける CLP 数の経時的変化 

◇：マウス 1 匹毎の CLP 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-26 20 mGy/day 群のマウスにおける HSC 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の HSC 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-27 20 mGy/day 群のマウスにおける MPP 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の MPP 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-28 20 mGy/day 群のマウスにおける CMP 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の CMP 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-29 20 mGy/day 群のマウスにおける CLP 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の CLP 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-30 200 mGy/day 群のマウスにおける HSC 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の HSC 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-31 200 mGy/day 群のマウスにおける MPP 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の MPP 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-32 200 mGy/day 群のマウスにおける CMP 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の CMP 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-33 200 mGy/day 群のマウスにおける CLP 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の CLP 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-34 1 Gy/min 群のマウスにおける HSC 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の HSC 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-35 1 Gy/min 群のマウスにおける MPP 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の MPP 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-36 1 Gy/min 群のマウスにおける CMP 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の CMP 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-37 1 Gy/min 群のマウスにおける CLP 数の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の CLP 数、＋：平均値を表す。 
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図 III-38 非照射群のマウスの HSC における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化 

○：マウス 1 匹毎の Ki67 発現細胞、＋：平均値を表す。 
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図 III-39 非照射群のマウスの MPP における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化 

△：マウス 1 匹毎の Ki67 発現細胞、＋：平均値を表す。 
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図 III-40 非照射群のマウスの CMP における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化 

□：マウス 1 匹毎の Ki67 発現細胞、＋：平均値を表す。 
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図 III-41 非照射群のマウスの CLP における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化 

◇：マウス 1 匹毎の Ki67 発現細胞、＋：平均値を表す。 
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図 III-42 20 mGy/day 群のマウスの HSC における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の Ki67 発現細胞、＋：平均値を表す。 
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図 III-43 20 mGy/day 群のマウスの MPP における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の Ki67 発現細胞、＋：平均値を表す。 
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図 III-44 20 mGy/day 群のマウスの CMP における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の Ki67 発現細胞、＋：平均値を表す。 
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図 III-45 20 mGy/day 群のマウスの CLP における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の Ki67 発現細胞、＋：平均値を表す。 
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図 III-46 200 mGy/day 群のマウスの HSC における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の Ki67 発現細胞、＋：平均値を表す。 
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図 III-47 200 mGy/day 群のマウスの MPP における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の Ki67 発現細胞、＋：平均値を表す。 
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図 III-48 200 mGy/day 群のマウスの CMP における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の Ki67 発現細胞、＋：平均値を表す。 
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図 III-49 200 mGy/day 群のマウスの CLP における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の Ki67 発現細胞、＋：平均値を表す。 
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図 III-50 1 Gy/min 群のマウスの HSC における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の Ki67 発現細胞、＋：平均値を表す。 
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図 III-51 1 Gy/min 群のマウスの MPP における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の Ki67 発現細胞、＋：平均値を表す。 
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図 III-52 1 Gy/min 群のマウスの CMP における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の Ki67 発現細胞、＋：平均値を表す。 
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図 III-53 1 Gy/min 群のマウスの CLP における Ki67 発現細胞の割合の経時的変化 

：マウス 1 匹毎の Ki67 発現細胞、＋：平均値を表す。 
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図 III-54 造血幹／前駆細胞における ROS 発現細胞の割合の経時的変化 
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IV. 造血幹細胞および前駆細胞の動態に関する数理モデル 

 
造血系細胞の動態は、血液幹細胞(HSC)から前駆細胞を経て、白血球や赤血球のような末梢血

液細胞まで分化していく複雑なプロセスである。健常組織の恒常性はフィードバックループによ

って維持されており、その信号は分化した細胞から発せられる。本研究では、造血系細胞の動態

をフィードバックループの機構を組み込んだ数理モデルによって記述することで、放射線照射が

造血幹細胞の分化に与える影響を分析する。マウスの急性骨髄性白血病(AML)は、HSC の複製ス

トレスによって AML の発症に必要な変異する確率が増加するとする仮説を検証するためには、

造血系細胞の動態の放射線による影響を調べる必要がある。本研究では、造血系細胞の動態をフ

ィードバックループの機構を組み込んだ数理モデルによってシミュレーションし、マウスの実験

データと比較することで、造血系細胞の動態に与える放射線の影響を分析した。 

 

IV-1. フィードバックを組み込んだ数理モデルの構築 
 

 造血幹細胞からの血液分化過程における組織の恒常性を維持するフィードバックの仕組みを組

み込んだ Ignacio ら 1）による数理モデルを用いた。このモデルは分化後の細胞から分化前の細胞

に対して送られるフィードバックのシグナルが数理的に組み込まれている。今回、モデルを構築

していく上で造血幹細胞（HSC）、多能性前駆細胞（MPP）、骨髄球系造血前駆細胞（CMP）、リ

ンパ球系前駆細胞（CLP）までに焦点を当てた。モデルの概要を図 IV-1 に示す。 図 1 において、

幹細胞（S）、多能性前駆細胞（D）、リンパ球系前駆細胞（D2）、骨髄球系前駆細胞（D3）とし、

それぞれの細胞数を表す。また、各パラメータが持つ特性は以下の通りである。造血幹細胞の細

胞分裂速度（p）、分化した細胞が形を変えず再び造血幹細胞となる確率（q）、前駆細胞の細胞分

裂速度（r）、分化した細胞が形を変えず再び前駆細胞となる確率（s）、前駆細胞から分化した細

胞のうち CMP へとなる確率を（u）、CMP から分化および細胞死する速度（w１）、CLP から分化

および細胞死する速度（w２）と置いた。これらは分化後の細胞からフィードバックを受けるもの

としている。以上の方程式を利用し、定常状態の造血系細胞数の確認を行った。 

これらの分化過程を次の微分方程式で表現した。 

 

   ・・・（式−１） 

 

分化後の細胞から分化前の細胞に対して送られるフィードバックについては次のよう に表され

る。
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     ・・・（式-2） 

 

式−１の微分方程式は順に HSC、MPP、CMP、CLP の動態をモデル化したものであり、これらの

微分方程式は MATLAB の ode45 を使用して解いた 。実験データにおける放射線非照射時および

コントロール群の細胞数を基準として定常状態のパラメータを推定した。 

 

IV-2. 数理モデルによるデータの解析結果 
 

 上記で構築した数理モデルを用いて、HSC、MPP、CMP、CLP の４つの細胞動態についてシミ

ュレーションを行った。まず、血液細胞数の標準値となる定常状態についてパラメータを推定し

た。このパラメータはフィードバックの強弱を決定するとともに各方程式の収束値を決定するこ

とがわかった。そのため定常状態としての初期値が異なる場合であっても、改めて各パラメータ

を推定することで対応できることがわかった。次に、放射線による影響を照射期間および照射線

量に応じた条件付けを行い、実験データに適合するパラメータを探索した。その結果、実験デー

タ全体を説明可能な HSC、MPP、CMP、CLP の時間変化をモデル化できた。結果を図 IV-2~10 に

示す。 

 

IV-2-1. 線量率ごとの解析結果 
 

各線量率群を 20 mGy/day 群(LDR)、200 mGy/day 群(MDR)、1 Gy/min 群(HDR)の 3 群について実

験データとモデル解析結果を比較した。 
 

<LDR の実験データとの比較＞ 

LDR の照射期間は 150 日間である。そのうち、100 日付近まで HSC の細胞数の減少が緩やかに

生じている。一方、MPP は HSC よりも 10 日付近までに急激に細胞数が減少している。そのため、

アポトーシスに関するパラメータ（a、b）を細胞の減少が継続している期間ごとに条件づけた。

するとモデル計算において MPP の減少に伴い、CMP、CLP も急激に減少した。したがって、CMP、

CLP の細胞動態は MPP の絶対量に大きく左右されることが示された。その後、50 日付近で再び

減少傾向となるのは、HSC の減少がまだ継続しているため、MPP、CMP、CLP の減少が継続し、

150 日時点にはフィードバックによる回復が働き、250 日までには回復に至っている。250 日時点

で CMP、CLP が初期値に近い、もしくはそれよりも高値まで回復を示している 要因として以下

のことで説明できる。まず、MPP からの分化比率（r0）を上昇させる条件付けをすることで定常

状態よりも末梢への供給量を増やしていることが言える。その一方で照射期間外において末梢へ

の分化速度（w2）が低下する条件付けをすることで CLP よりも末梢における白血球数の減少が生

じていることを説明が出来る。 
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<MDR の実験データとの比較＞ 
HSC では照射期間の 15 日間の中で LDR と比較し短期間で細胞数の減少がみられるが LDR と

同様に回復は緩やかに進み 250 日には回復に至る。一方、MPP は HSC との大きな差が無く類似

した動態変化を示している。そのため、アポトーシスに関するパラメータ（a、b）の条件付けは

同期間において、より HSC のアポトーシス（a）が急激に生じるように設定した。その条件付け

によってHSCにおいてLDRよりもMDRの方が放射線の効果が強く現れていることがわかった。

また、CMP、CLP のアポトーシス（w1、w2）が増加する条件付けを与えることで、MDR では MPP

の動態変化以上に CMP、CLP 自体の 動態、とくにアポトーシスによって細胞数が減少している

と考えることで説明できた。 

 

<HDR の実験データとの比較＞ 

HDR は３分間の照射なので、0 日時点で照射が終了している。細胞のアポトーシスについては

CMP、CLP（b、w1、w2）の減少について短期間で条件付けすることでデータに適合できたので、

照射時点における細胞のアポトーシスが急激に生じていることがわかった。その後も 動態変化が

生じていることがわかった。とくに、HSC、MPP の分裂速度（p0、r0）が上昇することで、全体

への供給量を補っている と考えられる。加えて 50 日付近までは HSC が分化後に再び HSC とな

る自己再生確率（q0）が下がることで末梢への供給が促進されるといえる。そして、50 日付近で、

再び HSC となる自己再生確率（q0）が上昇するように条件付けることで HSC の回復過程につい

ても説明することが出来た。 
 

IV-2-2. 線量率ごとの細胞動態のモデル解析についての考察 
 

  LDR の細胞動態の場合、HSC の放射線影響による動態変化は、照射期間途中までアポトーシ

スが継続し、その後、MPP 細胞数の減少によるフィードバックによって回復が働き、250 日後に

は回復に至ることが示された。一方、CMP、CLP における細胞数の急激な 変化は、MPP のアポ

トーシスが短期間において生じ絶対量が減少しているため、供給が制限されることが要因と言え

る。その後、HSC、MPP からの分化細胞の供給によって緩やかに細胞数の回復が生じていること

がモデルによって説明することができた。50 日付近で再び減少傾向となるのは、HSC の減少がま

だ継続しているため、CMP、CLP の減少が継続していると 言える。 

 MDR における HSC と MPP の動態変化は LDR の場合とは異なり、２つの動態変化が類似した

傾向を示している。そのため供給先である CMP、CLPにおいて、HSC の動態変化に伴い、ごく初

期において細胞数の減少が生じている。このことから MDR は LDR の場合よりも HSC における

アポトーシスが急激に生じており、より高い線量率によって HSC へのダメージが大きくなること

が示された。 

 HDR の細胞動態 では、LDR、MDR とは異なり、HSC の減少はアポトーシスだけではなく、末

梢からの需要が供給量を上回っていることが大きな要因だと考えることができる。そのため 他の

線量率(LDR,MDR)よりも CMP、CLP の動態変化が HSC の減少に伴い大きく減少していないと言

える。また、線量率が上がるに連れて、各細胞における分化速度が定常状態よりも一時的に変化

していることがパラメータの条件付けから説明できる。つまり、回復の過程において定常状態よ
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りも分化後の細胞からのフィードバックが強く働くことで、回復に至ることをシミュレーション

によって 示すことができた。しかし、放射線によるアポトーシスは CMP、CLP よりもさらに末

梢の細胞においても生じていることから、今後は、さらに末梢細胞からのフィードバックを組み

込んだ数理モデルを 構築する ことで、より詳細な放射線による細胞動態への影響を調べること

が出来ると考える。 

 図 IV-11~12 に、リンパ球系前駆細胞と造血幹細胞のすべての線量率データを重ねて描いたグラ

フを参考のために示す。 

 

IV-2-3. 線量率ごとの累積細胞分裂数の計算 
 

 本研究は、放射線が誘発する造血系細胞の動態変化によって自然突然変異が増幅されることが

生じているという仮説を検証するために計画された。そこで、実験データに整合するモデルによ

って計算される各造血系細胞の累積細胞分裂数を計算した。計算方法は次の通りである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

計算結果を図 IV-13~15 に示す。この結果、LDR と MDR では累積細胞分裂数に明らかな違いを認

めることができなかった。HDR は、LDR・MDR と 3 倍から 4 倍程度の違いが認められた。 

 

IV-2-4. 累積細胞分裂数の線量率効果についての考察 
 

  本研究結果から、累積細胞分裂数に比例して Sfpi1 の点突然変異が上昇するとするならば、放

射線による AML の発症率は、累積線量が同じであっても線量率の違いによって 3 倍から 4 倍程

度の違いが生じることが予想できる。この予想は、古瀬が報告する AML の線量率実験 2)の結果

ともほぼ一致する。LDR と MDR に違いは認められないのは本研究結果と古瀬らの結果とも一致

し、この程度の線量率では変化が顕著でないことを示した。しかし、実際の問題となるさらに 100

分の１の線量率（0.2mGy/day =8.3μGy/hr）においても細胞動態に同じような影響がもたらすのか

は明らかではない。最近の環境科学技術研究所が行った染色体異常の線量率効果では、20mGy/day

から 1mGy/day に線量率を低減することで、線量反応関係の 1 次項の傾きに違いがある 3)。この結

果からも、本研究の結果は、さらに線量率を低減することによって細胞動態に与える影響は低下

し、累積細胞分裂数は低下することが予想される。今後の実験によって検証していくべき課題で

HSC の累積細胞分裂数 

 

 

MPP の累積細胞分裂数 

 

 

CMP の累積細胞分裂数 
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ある。 

 従来、放射線は初期の DNA 直接損傷によって修復エラーなどの原因によって突然変異が蓄積し、

その結果、多段階発がん過程に寄与すること考えられてきた。最新のサイエンスで報告されてい

る論文では 4)、がんの生涯リスクと幹細胞の累積細胞分裂数が高い相関関係にあることを示し、

細胞分裂に伴う DNA replicationによるランダムの突然変異が生じる確率の違いが組織間のリスク

の大小を説明するものであることを示唆した。このことから、高線量率によって誘発される放射

線がんは、放射線によって損傷を受けた組織の修復過程で起きる細胞動態の結果として DNA 

replication によるランダムの突然変異が生じる確率の上昇を導いていると考えることができる。

本研究では、造血系幹細胞・前駆細胞から生じると考えられる AML の発症における放射線の関

与は、細胞動態の変化を通して起きるという仮説を基に、線量率効果を実験的に調べ、モデル解

析によって線量率効果の影響を推定した。本仮説はさらに検証するために実験研究を進めていく

必要がある。 

これまで、放射線による直接 DNA 損傷を契機として生じる突然変異が放射線発がんにつなが

るというモデルが主流となっている。このモデルによれば、線量率を低減しても one track で生じ

るある線量率以下であれば線量率効果は消失してしまうことを予想する。しかし、このモデルが

正しくなく、放射線がん誘発のプロセスに組織損傷による修復プロセスが重要な役割を果たして

いるとすれば、低線量および低線量率へのリスク推定のアプローチは大きく変わってくる可能性

がある。内部被ばくは、摂取量(Bq)の低下が線量だけでなく、線量率の低下を意味するため、単

純な線形関係でリスクを表現することができないことが示唆されてきた 5.6)。高線量率がもたらす

組織・細胞損傷がその後のがんリスクにどのように影響を与えているか、低線量率とはどこが決

定的に異なるのか、従来の DNA 損傷モデルでは解明できなかった様々な高線量率と低線量率の

違いを明らかにするためには、モデルを明確にして比較検証して必要がある。 
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図表 

 
 

 

 

 

 

図 IV-１ 造血系細胞の動態をフィードバックループの機構を組み込んだ数理モデル 
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図 IV-２ 高線量率による時間経過に伴う細胞動態   

図 IV-3 高線量率による時間経過に伴う造血幹細胞の細胞動態   
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図 IV-4 高線量率による時間経過に伴うリンパ球系前駆細胞の細胞動態   

図 IV-5 中線量率による時間経過に伴う細胞動態   
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図 IV-６ 中線量率による時間経過に伴う幹細胞の細胞動態   

図 IV-7 中線量率による時間経過に伴うリンパ球系前駆細胞の細胞動態   
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図 IV-８ 低線量率による時間経過に伴う細胞動態   

図 IV-９ 低線量率による時間経過に伴う造形幹細胞の細胞動態   
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図 IV-10 低線量率による時間経過に伴うリンパ球系前駆細胞の細胞動態   
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図 IV-11 各線量率による時間経過に伴う造血幹細胞の細胞動態   
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図 IV-12 各線量率による時間経過に伴うリンパ球系前駆細胞の細胞動態   
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 図 IV-13 線量率の違いによる幹細胞の累積細胞分裂数の時間変化   
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図 IV-14 線量率の違いによる前駆細胞の累積細胞分裂数の時間変化   
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図 IV-15 線量率の違いによるリンパ球系前駆細胞の累積細胞分裂数の時間変化   
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V. 結論 

 
本研究結果より、放射線による AML 誘発過程を図 V-1 に示す。図 V-1 より、放射線は造血系細

胞に線量率に応じて動態変化を引き起こす。この動態変化は複製ストレスや細胞老化に伴う ROS

の蓄積の原因になりうる。これらにより、AMLに必須な DNA 損傷を誘発する可能性は十分考え

られる。この可能性を示唆するデータとして、予備実験ではあるが3 GyのX線を全身照射した ICR

系マウスの末梢血リンパ球における DNA 損傷の経時的変化を調べたところ、照射後 90 日以降に

DNA 損傷が再誘発されることが分かった（図 V-2）。よって、放射発がんのリスクを考える上で

細胞動態を詳細に解析していくことが重要である。 

 

 

図表 
 

 
図 V-1 放射線による AML誘発過程の仮説 

 

 

 

 

 

 

 

 

166



 
図 V-2 X 線を全身照射したマウスの末梢血リンパ球における DNA 損傷の経時的変化 

●：1 Gy照射群、○：非照射群、＊：t-test, p<0.05、エラーバー：標準誤差をそれぞれ表す。 
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An emerging picture of radiation cancer risk at low doses  
and dose rates brought by systematic review and experimental analysis  

on cell turnover 
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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 of cell turnover (the number of 

cells, and of Ki67, which shows up regulate of cell cycle, positive cells) in hematopoietic stem cells (HSC) 

and progenitors (MPP, CMP, CLP) of total-body irradiated C3H/He NJcl mice at 20 mGy/day, 200 mGy/day 

and 1000 mGy/min. This experiment followed up until 250 days after irradiation. The data suggested that 

cell turnover changes by dose-rate. IR damage HSCs by inducing apoptosis, since HSCs are relatively 

sensitive to IR. Then, we thought that the normal HSCs, which escaped apoptosis, might be activated cell 

turnover. It has been reported that cell turnover causes aging. The aged cell produces accumulation of 

Reactive Oxygen Species (ROS), which induces damage to DNA. In this study, we also observed that 

accumulation of ROS occurred during irradiation in HSC and progenitors. Therefore, we hypothesized that 

aging through IR-induced cell turnover can induce rAML-related mutations. The model analysis of our 

experimental data produced a consistent insight into the radiation dose-rate effects of stem cell turnover that 

would lead radiation leukaemogenesis. 
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放射線の非がん影響の解明 
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山盛 徹（北海道大学大学院獣医学研究科・放射線生物学・准教授） 

 

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一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、分担研究課題「放射線による循環器障害に関する分

子機構の解明（主任研究者：富山大学・近藤 隆）」と分担研究課題「造血幹細胞の放射線感

受性関与遺伝子の探索（分担研究者：弘前大学・柏倉 幾郎）」を実施した。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、分担研

究課題「放射線感受性に関わるミトコンドリア機能修飾の役割（分担研究者：北海道大学・山

盛 徹）」を実施した。本研究では、低線量の影響についても検討し、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-βII の

発現増加を介して，eNOS が活性化する経路と細胞内活性酸素(ROS)が関係する二つの経路

があり，NO 産生に至る新たな過程が明らかとなった。但し、eNOS 活性化は 0.5 Gy 以下で

は明かな変化は認められなかった。 

2）ヒト造血幹細胞への2Gy照射でc-Myc発現が有意な変動を示した。マウスにおいては低線量

（0.2 Gy）でも認められ、また時間依存的に増加した。さらに、下流遺伝子のうちEIF4G1及

びPNO1遺伝子の発現が上昇した。また、マウス造血幹・前駆細胞から肥満細胞への分化は放

射線により低下したが、脱顆粒応答性が増加したことから、放射線被曝による肥満細胞の量

的および質的変化が、慢性的な炎症に繋がる可能性が示された。 

3）本研究において、X 線によるミトコンドリア形態変化には 2.5 Gy 以上の線量が必要であること、なら

びに放射線照射後のミトコンドリア機能変化は、ミトコンドリア形態制御タンパク質であるDrp1に依存

していないことが明らかとなった。また、インビボにおいても X 線によりミトコンドリア機能に影響が生

じるが、これには 3 Gy 以上の線量が必要であることが示された。さらに、放射線照射により細胞から

のサイトカイン分泌に影響があり、それは照射線量により異なる効果をもたらすことが観察された。 
 

キーワード: ヒト臍帯血静脈内皮細胞、ミトコンドリア、炎症造血幹細胞、CD34 陽性細胞、c-Myc、
Drp1 

 

研究協力者：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）, 廣内篤久（環境科学技術研究所・主任研究員） 

 

I 研究目的 
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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、研究課題「放射線による循環器障害に関する分子機構の解明（主

任研究者：富山大学・近藤 隆）」および研究課題「造血幹細胞の放射線感受性関与遺伝子の探索

（分担研究者：弘前大学・柏倉 幾郎）」で実施した。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研究課題「放射線感受性に関わるミトコンドリア機能修飾の役割（分

担研究者：北海道大学・山盛 徹）」で実施した。研究課題「放射線による循環器障害に関する分

子機構の解明（主任研究者：富山大学・近藤 隆）」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。「造血幹細胞の放射線感受性関与遺伝子の探索（分担研究者：弘前大学・柏倉

幾郎）」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 障害が細胞死には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。「放射線感受性に関わるミトコンドリア機能修飾の役割

（分担研究者：北海道大学・山盛 徹）」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。eNO S の活性については、[3H]-L-arginine から[3H]-L-citrulline

への変換について放射活性を調べることで行った。必要に応じて、各種、阻害剤を用いた。 

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、γ-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。 

「放射線感受性に関わるミトコンドリア機能修飾の役割（分担研究者：北海道大学・山盛 徹）」

については、次の方法により行った。細胞実験において、Drp1遺伝子欠損マウス胚線維芽細胞 (KO 

MEF)およびそのコントロールとなるマウス胚線維芽細胞 (WT MEF)を使用した。細胞内ミトコン

ドリア形態の観察は、細胞をミトコンドリア染色色素で染色し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて

評価した。ミトコンドリア由来 ROS 量およびミトコンドリア膜電位の測定は、それぞれに対し特

異的な蛍光色素とフローサイトメーターを用いて行った。分裂期崩壊の解析は常法に従って行っ

た。インビボ実験では、C57BL/6NCr マウスに X 線全身照射を行い、照射後に脾臓を摘出しリン

パ球を比重遠心法により回収した。単離した脾臓リンパ細胞の ROS ならびにミトコンドリア膜量

はそれぞれに対する特異的蛍光色素とフローサイトメーターにて評価した。さらに、サイトカイ

ン分泌については細胞より分泌されたサイトカインの解析を、抗体アレイ(RayBiotech Mouse 

L-308 Array)を用いて行った。 

 

（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
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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-βII のみがアップレギ

ュレーションしていた。そこで、PKC-βII siRNA を作成し、HUVEC に導入して，PKC-βII 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。 

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. 本研究でも放射線照射により時間依存的に ROS 産生量は増加した.

放射線照射による ROS 産生は, NADPH oxidase 阻害薬である VAS2870 と apocynin により有意

に抑えられることから, NADPH oxidase 活性上昇が関与している可能性が示された. 抗酸化剤で

ある N-acetylcysteine を用い eNOS リン酸化部位への影響を検討したところ, 放射線照射で亢進

していた セリン 1177 部位での eNOS リン酸化， スレオニン 495 部位での eNOS 脱リン酸化 , 

NO 代謝産物の増加を抑制したが， PKC-βII の発現, また Akt のリン酸化レベルには特に影響を

与えなかった. 

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-βII の発現増加を

介する経路および ROS を介する経路により活性化し，NO を産生して血管拡張性に働くものと考

えられる。これらの変化は 0.5 Gy 以下では認めがたく 1 Gy 以上で放射線の急性反応として NO

の増加に働く、その機構の一端を明らかにした。 

昨年度に続き、「造血幹細胞の放射線感受性関与遺伝子の探索（分担研究者：弘前大学・柏倉 幾

郎）」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) 個体の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γ-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) 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発現の解析から、下流遺伝子

に属するEIF4G1遺伝子、PNO1遺伝子の発現が上昇していた。 

4) 照射マウス実験から、非照射コントロール群と比較し0.5 Gy照射群のMyc相対発現量は照射後

に上昇して3日後で2.5倍程度に，2 Gy照射群でも同様に照射3日後においてコントロールの4倍

程度に上昇した。これらの結果から、低線量及び高線量電離放射線曝露のいずれにおいても

Myc遺伝子の発現が上昇し、その変動が線量依存的であることが示された。 

5) マウス骨髄細胞に含まれる造血幹・前駆細胞から肥満細胞への分化は、放射線により低下した

が、脱顆粒応答性が増加したことから、放射線被曝による肥満細胞の量的および質的変化が、

慢性的な炎症に繋がる可能性が示された。 

「放射線感受性に関わるミトコンドリア機能修飾の役割（分担研究者：北海道大学・山盛 徹）」

の結果として、以下の点が示された。 
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1）X 線照射後のミトコンドリア形態変化、ミトコンドリア由来 ROS およびミトコンドリア膜電

位について野生型および Drp1 欠損線維芽細胞において検討を行い、以下の結果を得た。 

① WT MEF（マウス胎児性線維芽細胞）における放射線照射後に起こるミトコンドリア形態

変化には 2.5 Gy 以上の線量が必要であった。 

② ミトコンドリア由来 ROS およびミトコンドリア膜電位について WT MEF および KO MEF

での X 線照射後の変化を検討したところ、どちらの細胞においても X 線はミトコンドリア

ROS 産生と膜電位を増加させ、WT MEF と KO MEF における有意な差は見られなかった。 

③ WT MEF に対する放射線照射による分裂期崩壊の誘導は、Plk1 阻害剤 BI2536 および CDK2

阻害剤 NU6140 の処理により顕著に抑制された。KO MEF では、上記二種類の阻害剤は影響

を与えなかった。 

2）インビボ・低線量での評価実験を行い、以下の結果を得た。 

① X 線照射後の脾臓リンパ球におけるミトコンドリア ROS 量およびミトコンドリア膜量は

0.1 から 1 Gy では非照射サンプルと比べ有意な変化は得られなかった一方で、3 Gy 照射で

は有意な上昇が観察された。 

② ミトコンドリア抗酸化剤 MitoQ の照射直後のマウスへの投与は、照射によるミトコンドリ

ア ROS およびミトコンドリア膜量の変化に影響しなかった。 

3）炎症応答・サイトカイン分泌における放射線の効果について Balb/c MEF を用いて線量を 0 か

ら 10 Gy の範囲で検討を行った結果、放射線照射により細胞からのサイトカイン分泌に影響があ

り、それは照射線量により異なる効果をもたらすことが示された。 

 

Ⅳ 考察 

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-βII の

発現増加および ROS 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。その

機序については図 1 にまとめた。尚、0.5 Gy 以下では明らかな変化は認められなかった。今後は

さ らに低線量・低線量率も含めた線量依存性についても検討する必要がある。 
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図 1. ヒト臍帯血静脈内皮細胞における放射線照射後の NO 産生の機構 
 

「造血幹細胞の放射線感受性関与遺伝子の探索（分担研究者：弘前大学・柏倉 幾郎）」におけ

る今までの知見からは、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が造血機能における有意な指標となり

得る可能性が示された。造血幹細胞からの各種血球への分化・増殖過程は、放射線に対して感受性

が高いことが知られているが4)、応答遺伝子に関する情報は少ない。今回の解析から、c-Mycが重

要な役割を担っており、その下流遺伝子のうちEIF4G1及びPNO1遺伝子発現が上昇することを明

らかとした。また、造血幹・前駆細胞からの肥満細胞分化や成熟に放射線が影響することが示さ

れたが、これらの現象へのc-MycやEIF4G1及びPNO1遺伝子の関与についての詳細は不明である。

今後のさらなる解析が必要である。 

「放射線感受性に関わるミトコンドリア機能修飾の役割（分担研究者：北海道大学・山盛 徹）」

における今までの知見からは、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。これに関する放射線によるシグナル伝達経路や低線量での影響について検討し

たところ、X 線によるミトコンドリア形態変化の誘導には 2.5 Gy 以上の線量が必要であることが示された。

また、放射線照射後のミトコンドリア機能変化は、ミトコンドリア形態制御タンパク質である Drp1 に依存し

ていないことが明らかとなった。さらに、放射線による分裂期崩壊誘導のシグナルにPlk1およびCDK2が

介在していることが示された。このことは、放射線によるミトコンドリア形態変化が細胞周期制御機構に何

らかの影響を与えることで分裂期崩壊の誘導につながる可能性を示唆しているものと考えられた。以前、

アポトーシス 5) 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 6) 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
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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、3 Gy 以上の放射線の全身被ば

くによりミトコンドリアにおいて急性の酸化ストレスが生じるが、これは被ばく後の抗酸化剤の投与により抑

制できないことが示唆された。 

Balb/c MEF を用いた検討では放射線照射により細胞からのサイトカイン分泌に影響があり、それは照

射線量により異なる効果をもたらすことが観察され、放射線照射による炎症応答における線量依存性を

示唆しているものと考えられた。 

 

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、３つの課題を設定し分

担して研究を行い骨髄・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、以下の知見を得た。 

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-βII の

発現増加を介して，eNOS が活性化する経路と細胞内活性酸素(ROS)が関係する二つの経路が

あり，NO 産生に至る新たな過程が明らかとなった。但し、eNOS 活性化は 0.5 Gy 以下では明

かな変化は認められなかった。 

2) ヒト造血幹細胞への2Gy照射でc-Myc発現が有意な変動を示し、マウスにおいても線量及び時

間依存的に増加した。さらに、下流遺伝子のうちEIF4G1及びPNO1遺伝子の発現が上昇した。

また、マウス造血幹・前駆細胞から肥満細胞への分化は放射線により低下したが、脱顆粒応

答性が増加したことから、放射線被曝による肥満細胞の量的および質的変化が、慢性的な炎

症に繋がる可能性が示された。 

3) X 線によるミトコンドリア形態変化には 2.5 Gy 以上の線量が必要であること、ならびに放射線照射後

のミトコンドリア機能変化は、ミトコンドリア形態制御タンパク質である Drp1 に依存していないことが明

らかとなった。また、インビボにおいても X 線によりミトコンドリア機能に影響が生じるが、これには 3 

Gy 以上の線量が必要であることが示された。さらに、放射線照射により細胞からのサイトカイン分泌

に影響があり、それは照射線量により異なる効果をもたらすことが観察された。 

以上、放射線照射されたマウスでは、酸化ストレスが更新し、血液中の指標に反映され、血管

内皮細胞の変化においても酸化ストレスが重要な役割を担う。一方、細胞内で ROS 生成源である

ミトコンドリアの形態学的変化については ROS の関与はないと思われる。照射後の骨髄細胞数の

変化や同幹細胞の c-Myc 発現の変化は 0.5 Gy 以下で認められるが、血管内皮細胞へ影響やミトコ

ンドリア機能変化には少なくとも 1 Gy 以上の線量が必要と思われる。 

 

Ⅵ 次年度以降の計画 

本年度で3年間実施した本研究課題研究は終了するが、今後の福島復興や福島第一原発事故の収

拾作業や事故炉や老朽化した原子炉の廃炉作業での放射線影響を評価する為にも、低線量から高

線量にかけての人への放射線の健康影響研究の必要性は高い。さらには、被ばく個体の放射線防

護に関わる研究は国際的に見ても日本は遅れていると言わざるを得ない状況である。今後もこう

した問題の解決に向けて取り組んでいきたい。 

本年度までの研究により、ミトコンドリア形態変化と細胞の放射線応答については一定の成果を得たた

め、これを学術論文として発表する予定である。一方、マウスを用いた個体レベルの研究については、脾
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臓リンパ球のみならず、他の臓器・組織での影響についても解析を行うことで、線維症や血管障害などの

放射線被ばくによる非がん有害事象についてのより深い知見が得られることが期待される。また、放射線

被ばくによるROS生成と炎症応答・サイトカイン分泌との関連については、今後さらなる検討が必要な事

項である。 

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して行ってきた。細胞内での

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。これまでに新たに興味ある知見が得られたので、これらの点について、

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したい。 
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Abstract 
 

The studies to determine the mechanisms of radiation-induced non-cancerous effects were performed with 

following perspectives, 1) radiation-induced cardiovascular diseases, 2) radiation-induced modification of 

mitochondrial function and radiosensitivity, and 3) in search for candidate genes involved in radiosensitivity of 

hematopoietic stem cells. 

It has been known that vascular endothelial cells can absorb higher radiation doses than any other tissue 

in the body, and post-radiation induced-impaired endothelial nitric oxide synthase (eNOS) function may be 

developed as a potential contributor to the pathogenesis of vascular injury.  However, in this study, it was 

found that ionizing radiation (IR) increased eNOS phosphorylation at Ser-1177 and dephosphorylation at 

Thr-495 in human umbilical venous endothelial cells (HUVECs) in a dose-dependent (≤20 Gy) and 

time-dependent (6-72 h) manner.  Total eNOS expression was unchanged in irradiated HUVECs.  

Although, a transient but significant increase in extracellular signal-regulated protein kinase 1/2 (ERK1/2) 

phosphorylation and a biphasic decline in Akt phosphorylation was observed after irradiation, but these 

inhibitors have no effect on the radiation-induced changes in eNOS phosphorylation.  Further an increase 

in protein kinase C-βII (PKC-βII) expression was observed and its ablation by small interfering RNA 
(siRNA) negated the radiation effect on the two eNOS phosphorylation events.  Moreover, when an 

antioxidant, N-acetyl-L-cycteine protected the radiation-induced increase in reactive oxygen species (ROS) 

generation, the eNOS Ser-1177 phosphorylation and Thr-495 dephosphorylation in irradiated HUVECs 

were also significantly reduced. However, transfection of PKC-β siRNA did not alter ROS production after 

irradiation, and NAC failed to block the radiation-induced increase in PKC- β II expression.  Taken 
together, our results suggest that IR-induced eNOS activation in human vascular endothelial cells due to 

both the up-regulation of PKC- β II and the increase in ROS generation in independent manners. 
Second, it was investigated that how mitochondria alter their morphology in response to the different 

doses of IR and how these change affects the mitochondrial functions after irradiation. It was found that 
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mitochondria shape change required more than 2.5 Gy of X-rays and the change in mitochondrial functions 

was independent of mitochondrial shape. We also studied the dose-dependent effect of IR on the 

mitochondrial functions, and found that the radiation-induced alteration in mitochondrial functions required 

more than 3 Gy of X-rays. Furthermore, it was shown that IR affected the cytokine secretion profiles 

differently depending on the irradiated doses. This study provides novel insights into the mechanism by 

which IR influences mitochondria functions, thereby affecting various radiation-induced biological 

consequences. 

Third, we revealed the following points. The expression of the MYC oncogene increased in human 

CD34+ hematopoietic stem/progenitor cells (HSPCs) exposed to 2 Gy X-irradiation, and its expression was 

also increased in mice bone marrow derived cells (BMCs) in a radiation dose- and a time-dependent 

manner. The analysis with respect to MYC downstream side genes showed the increase of EIF4G1 and 

PNO1 gene expression. In addition, differentiation from HSPCs into mast cells was reduced by 

X-irradiation. Further, the degranulation response of mature mast cells, suggests that IR can lead to chronic 

inflammation. 
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放射線の非がん影響の解明 
 

造血幹細胞の放射線感受性関与遺伝子の探索 
 

柏倉幾郎（弘前大学大学院保健学研究科・教授） 

 

研究要旨 

本研究では、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目的とする。 

本研究の結果以下の成果が得られた。ヒト造血幹細胞への2Gy照射でc-Myc発現が有意な変動

を示し、マウスにおいても線量及び時間依存的増加がみられた。さらに、下流遺伝子のうち

EIF4G1及びPNO1遺伝子の発現が上昇した。また、マウス造血幹・前駆細胞から肥満細胞への

分化は放射線により低下したが、脱顆粒応答性が増加したことから、放射線被曝による肥満細

胞の量的および質的変化が、慢性的な炎症に繋がる可能性が示された。 

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。 

 

キーワード: 造血幹細胞、放射線感受性、CD34陽性細胞、c-Myc 

研究協力者：廣内篤久（環境科学技術研究所・主任研究員） 

 

Ⅰ 研究目的 

全ての血球を生み出す「造血幹細胞」は、多分化能と自己複製能を有する特異な細胞であるが、

その高い増殖能ゆえに放射線の標的細胞となる。しかしながら造血幹細胞の放射線感受性、特に

関与する遺伝子情報については殆ど不明である。本研究では、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

とを目的とする。 

 

Ⅱ 研究方法 

本研究では、造血幹細胞の遺伝的特徴と放射線感受性との関連性を解明する。具体的な検討項

目は下記の通りである。 

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 
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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 

これらの項目は下記の実験方法にて検討、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) 放射線照射：放射線照射は、X 線発生装置（MBR-1520R, HITACHI MEDICAL, Tokyo, Japan）

を用いて行った。照射条件は、管電圧を 150 kVp、管電流を 20 mA、照射距離を 45 cm、フ

ィルターを 0.5 mmAl/0.3 mmCu にセットし、線量率は約 0.9 Gy/min で行った。線量評価は、

電離箱式測定器で行った。 

5) 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。 

6) 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。 
 

（倫理面への配慮） 

主任研究者である柏倉幾郎は、所属機関の弘前大学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。同承認に基づき、臍帯血は弘前大学医学部附属病

院及び国立病院機構・弘前病院において、担当医師から提供者及びその家族に対し臍帯血採取に

関するインフォームドコンセントを行い、分娩後安全に採取可能な場合のみ臍帯血を採取する。

臍帯血は、正期産、正常妊娠分娩後に娩出される胎盤および臍帯より採取し、比重遠心法・磁気

ビーズ法により有核細胞・造血幹細胞を分離精製する。遺伝子解析については厚生労働省のガイ

ドラインに基づき承認を受けており、本研究課題を遂行する上で問題は無い。また、研究参加者

の真里谷靖、門前暁、吉野浩教、山口平及び辻口清貴も同承認を得ている。また、実験動物につ

いては、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 
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本研究の結果以下の点が明らかとなった。 

1) 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発現の解析から、下流遺伝

子に属するEIF4G1遺伝子、PNO1遺伝子の発現が上昇していた。 

2) 照射マウス実験から、非照射コントロール群と比較し0.5 Gy照射群のMyc相対発現量は照射

後に上昇して3日後で2.5倍程度に，2 Gy照射群でも同様に照射3日後においてコントロールの

4倍程度に上昇した。これらの結果から、低線量及び高線量電離放射線曝露のいずれにおい

てもMyc遺伝子の発現が上昇し、その変動が線量依存的であることが示された。 

3) マウス骨髄細胞に含まれる造血幹・前駆細胞から肥満細胞への分化は、放射線により低下し

たが、脱顆粒応答性が増加したことから、放射線被曝による肥満細胞の量的および質的変化

が、慢性的な炎症に繋がる可能性が示された。 

 

Ⅳ 考察 

造血幹細胞からの各種血球への分化・増殖過程は、放射線に対して感受性が高いことが知られ

ているが1)、応答遺伝子に関する情報は少ない。今回の解析から、c-Mycが重要な役割を担ってお

り、その下流遺伝子のうちEIF4G1及びPNO1遺伝子発現が上昇することを明らかにした。また、

造血幹・前駆細胞からの肥満細胞分化や成熟に放射線が影響することが示されたが、これらの現

象へのc-MycやEIF4G1及びPNO1遺伝子の関与についての詳細は不明である。今後のさらなる解析

が必要である。 

 

Ⅴ 結論 

ヒト造血幹細胞への2Gy照射でc-Myc発現が有意な変動を示し、マウスにおいても線量及び時間

依存的に増加した。さらに、下流遺伝子のうちEIF4G1及びPNO1遺伝子の発現が上昇した。また、

マウス造血幹・前駆細胞から肥満細胞への分化は放射線により低下したが、脱顆粒応答性が増加

したことから、放射線被曝による肥満細胞の量的および質的変化が、慢性的な炎症に繋がる可能

性が示された。 

 

Ⅵ 次年度以降の計画 

本年度で3年間実施した本研究課題研究は終了するが、今後の福島復興や福島第一原発事故の収

拾作業や事故炉や老朽化した原子炉の廃炉作業での放射線影響を評価する為にも、低線量から高

線量にかけての人への放射線の健康影響研究の必要性は高い。さらには、被ばく個体の放射線防

護に関わる研究は国際的に見ても日本は遅れていると言わざるを得ない状況である。今後もこう

した問題の解決に向けて取り組んでいきたい。 
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Search for genes involved in radiosensitivity of hematopoietic stem cells 
 

Ikuo Kashiwakura 
 

Graduate School of Health Sciences, Hirosaki University 

 

Keywords: Hematopoietic stem cells; radiosensitivity; CD34+ cells; c-Myc  

 
Abstract  
 

In the previous study, the characteristics of the gene expression detected in highly purified human CD34+ 

hematopoietic stem/progenitor cells (HSPCs) exposed to 2 Gy X-irradiation were analyzed. As a result, we 

found that the expression of the MYC oncogene increased after X-irradiation and its expression was also 

increased detected in mice bone marrow cells (BMCs) in a radiation dose- and a time-dependent manner. 

These results suggest that MYC play a key role in radiosensitivity of HSPCs. MYC is one of a regulator 

gene that codes for a cancer-related transcription factor and is one of an initialization factor that induced 

mouse pluripotent stem (iPS) cells founded by Prof. Yamanaka group. In addition, the analysis with respect 

to MYC downstream side genes showed the increase of EIF4G1 and PNO1 gene expression.  

Next, to reveal the influence of ionizing radiation on the differentiation of mast cells from HSPCs, we 

investigated the differential induction of mast cells from BMCs of female C57BL/6JJcl mice exposed to 2 

Gy X-irradiation. In X-irradiated mice, the number of BMCs was lower than that of non-irradiated control 

mice. In addition, after four weeks of culture, the percentages of FcεRI+/c-kit+ cells derived from 

X-irradiated mice were increased in a culture period-dependent manner, as well as cells derived from 

non-irradiated mice, showing that BMCs from irradiated mice retain the potential to phenotypically 

differentiate into BMCs. However, in cultured cells derived from X-irradiated mice, the percentages of 

FcεRI+/c-kit+ cells were lower than that from non-irradiated mice. In contrast, β-hexosaminidase release in 

the BMCs from X-irradiated mice was increased compared to BMCs from non-irradiated mice. These results 

suggest that radiation exposure to mast cell progenitors can cause damages on the differentiation pathway 

and lead to chronic inflammation in individuals. However, although the relationship between the role of 

MYC and differentiation from HSPCs into mast cells is not clear, more precise approaches will be required.  
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放射線の非がん影響の解明 
 

放射線感受性に関わるミトコンドリア機能修飾の役割 
 

山盛 徹（北海道大学大学院獣医学研究科・准教授） 

 

 

研究要旨 

放射線による細胞死において、ゲノム DNA 損傷のみならずミトコンドリア由来活性酸素

(ROS)生成の亢進による酸化ストレスが重要な働きをすることが近年示唆されている。現在ま

での我々の研究により、培養細胞において放射線照射後に起こる ROS 生成に細胞周期チェック

ポイントならびにミトコンドリア形態変化調節機構との関連があることが明らかとなっている。

本研究では、このミトコンドリア形態変化と放射線量との関係、およびミトコンドリア形態変

化と照射後のミトコンドリア機能との関連について検討を行った。その結果、ミトコンドリア

形態変化には 2.5 Gy 以上の線量が必要であり、放射線によるミトコンドリア機能への効果はミ

トコンドリア形態調節とは独立の現象であることが明らかとなった。また、マウスを用いた検

討により、放射線によるミトコンドリア機能変化における線量ならびに抗酸化剤の影響につい

て個体レベルでの評価を行い、インビボにおいて放射線がミトコンドリア機能に影響を与える

ためには 3 Gy が必要であり、これに対し抗酸化剤は効果がないことが見出された。さらに、放

射線照射による細胞由来サイトカイン分泌について、線量との関係について検討を行い、放射

線照射は細胞からのサイトカイン分泌に影響を与え、それは照射線量により異なる効果をもた

らすことが観察された。本研究を通じて、照射された培養細胞やマウスでのミトコンドリアの

機能修飾とそれにともなう ROS 生成の機構、関連する細胞死のメカニズムを明らかにすること

で、これらの事象と放射線による非がん損傷のメカニズムを解明し、心臓血管障害などの放射

線有害事象に対する防護法の開発に繋げることを目標とする。 

 

キーワード：ミトコンドリア、活性酸素（ROS）、ミトコンドリア形態、分裂期崩壊、抗酸化剤、

サイトカイン 

 

 

Ⅰ 研究目的 

 本研究は、放射線による心臓血管障害や骨髄障害などの非がん影響に共通するメカニズムとし

てゲノム DNA 損傷とともに重要な放射線によるミトコンドリア機能修飾を解明し、それに伴う

活性酸素(ROS)生成機構ならびにそれによる酸化ストレスとアポトーシスを含む細胞死の誘導、炎

症応答やバイスタンダー効果との関連を明らかにすることを目的としている。現在までの我々の

研究により、各種培養細胞において放射線照射後に起こる ROS 生成に細胞周期チェックポイント

ならびにミトコンドリアの融合／分裂周期との関連があることが示唆されてきた。また、昨年度

までの検討により、高線量(10 Gy)の X 線照射により、ミトコンドリアの形態変化が亢進し、これ

は Drp1 というミトコンドリア分裂制御タンパク質の働きに依存していること、また放射線照射に

より引き起こされる分裂期崩壊と呼ばれる核形態異常を伴う細胞死にも Drp1 が必要であること
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を示し、Drp1 およびそれによるミトコンドリア形態変化が放射線により引き起こされる分裂期崩

壊を介した細胞死の誘導に関与していることが示唆された。本年度は、この研究をさらに進行さ

せ、ミトコンドリア形態変化と放射線量との関係、およびミトコンドリア形態変化と照射後のミ

トコンドリア機能との関連について検討を行った（研究１）。また、放射線によるミトコンドリア

機能変化については、マウスを用いたインビボでの検討も行い、線量の影響ならびに抗酸化剤の

効果について知見を得た（研究２）。さらに、放射線により引き起こされる炎症応答とミトコンド

リア由来 ROS との関連性についての検討として、放射線照射による細胞由来サイトカイン分泌に

ついて、その線量依存性の検討を行ったのでこれを報告する（研究３）。本研究を通じて、照射さ

れた培養細胞やマウスでのミトコンドリアの機能修飾とそれにともなう ROS 生成の機構、関連す

る細胞死のメカニズムを明らかにすることで、これらの事象と放射線による非がん損傷のメカニ

ズムを解明し、心臓血管障害や骨髄障害に対する防護法の開発等に繋げることが今後の目標とな

ると考える。 

 

Ⅱ 研究方法 

【研究１】 

細胞株および培養方法 

 Drp1 遺伝子欠損マウス胚線維芽細胞 (KO MEF)およびそのコントロールとなるマウス胚線維芽

細胞 (WT MEF)は、10% FBS を含む DMEM 培地で、37℃、5% CO2条件下で維持した。 

培養細胞の X 線照射 

 X 線照射は、PANTAK HF-320 (島津製作所, 京都, 日本)または、X-RAD iR-225 (PXi, North 

Branford, CT, USA)を用いて行った。照射は PANTAK HF-320 では出力 200 kVp、20 mA、線源距離

615 mm、1.0 mm Alフィルター、線量率 2.54 Gy/minの条件で行い、X-RAD iR-225では出力 200 kVp、

15 mA、線源距離 650 mm、1.0 mm Al フィルター、線量率 1.37 Gy/min の条件で行った。X 線照射

はターンテーブル上に細胞を置き、回転させながら室温で行った。 

細胞内ミトコンドリア形態の観察 

 WT MEF 細胞を 35 mm ガラスボトムディッシュに播種して一晩接着させた後に、X 線を照射し

た。照射 8 時間後に培地を 100 nM MitoTrackerTM Green FM を含む無血清 DMEM 培地で置換し、

細胞を 37℃、5% CO2条件下で 30 分間インキュベートした。その後、無血清 DMEM 培地で 2 回

洗浄し、10% FBS を含む DMEM 培地に置換した。ステージを 37℃に維持し、5% CO2を通気させ

た条件下で、LSM700 共焦点レーザー顕微鏡 (Carl Zeiss, Oberkochen, German)を用いて観察および

記録を行った。 

ミトコンドリア由来 ROS 量およびミトコンドリア膜電位の測定 

 ミトコンドリア由来 ROS 量およびミトコンドリア膜電位を測定するために、それぞれに対する

特異的蛍光プローブである MitoSOXTM Red および TMRM を使用した。細胞に X 線を 10 Gy 照射

し、一定時間培養後にトリプシン処理により回収した。細胞を PBS で 2 回洗浄した後に、5 µM 

MitoSOXTM Red ないし 20 nM TMRM を含む無血清 DMEM 培地で再懸濁し、37℃で 30 分間インキ

ュベートした。その後、PBS で 1 回洗浄したものを試料とし、10,000 個の細胞についてフローサ

イトメーターにより解析を行った。 

分裂期崩壊の評価 

 細胞を Cellmatrix Type I-C (新田ゼラチン, 大阪, 日本)でコートしたカバーガラス上に播種して
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一晩接着させた後に X 線を照射した。24 時間培養後、細胞を PBS で洗浄し、3.7%パラホルムア

ルデヒドを含む PBS により室温で 10 分間固定した。固定後、細胞を PBS で 2 回洗浄し、0.1% Triton 

X-100 を含む PBS により室温で 5 分間透過処理した。その後、細胞を PBS で 2 回洗浄した後に、

1% BSA を含む PBS により室温で 30 分間ブロッキングした。個々の細胞の区別を行うため、細

胞内のアクチンフィラメントを 1% Alexa Fluor 488 phalloidin を含む PBS により室温で 30 分間染

色した。その後、細胞を PBS で 2 回洗浄し、核を 300 nM 4’6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)を含

む PBSにより室温で 5 分間染色した。PBS で 3 回洗浄した後に、ProLong Gold Antifade Reagent (Life 

Technologies Corporation)を用いて封入した。200 個以上の細胞に対して蛍光顕微鏡  BX61 

(OLYMPUS, 東京, 日本)を用いて観察および撮影した。得られた画像から核形態に関して正常な

細胞と異常な細胞を分類してカウントし、核形態に異常を持つ細胞の割合を、分裂期崩壊を起こ

した細胞の割合として算出した。 

 

【研究２】 

マウスに対する X 線照射 

 動物は、日本 SLC より C57BL/6NCr マウス（♂、6-8 週齢）を購入して使用した。X 線照射は、

0.5mm Al+0.5mm Cu、200kV、20 mA にて、0.5 Gy/min の条件で行い、照射線量は、0、0.1、0.25、

0.5、1.0、3.0 Gy とし、マウス専用照射用ケージにて全身照射した。 

マウス脾臓からリンパ球の単離 

 照射 4 時間後に、頚椎脱臼にてマウスを安楽殺し、脾臓を摘出、10%FBS 添加 RPMI1640 内に

て、脾臓細胞を被膜より機械的に分離した。駒込ピペットで十分に分散させた後、70 µm セルス

トレイナーを通すことで粗大物、結合組織片を除いた。リンパ球分離溶液 Lympholyte-M 

(CEDARLANE 社)6 ml に対し、6 ml の細胞浮遊液を静かに重層し、1300 g で 20 分間遠心した。

Lympholyte-M 層と培地層の間にリンパ球層が得られ、培地にて十分に洗浄後、解析用のサンプル

とした。 

脾臓リンパ細胞の ROS ならびにミトコンドリア膜量 

 各サンプルを 2 本に分けた後、リンパ球はミトコンドリア含量の指標となる MitoTracker Green

（100 nM）、およびミトコンドリア由来 ROS の指標となる MitoSOXTM Red (2 µM)とそれぞれ室温

で 30 分反応インキュベートした。その後、PBS で 1 回洗浄したものを試料とし、10,000 個の細胞

についてフローサイトメーターにより解析を行った。 

 

【研究３】 

サイトカイン分泌 

 Balb/cマウス胎子より分離したマウス胚線維芽細胞 (Balb/c MEF)に対し、X線照射(0.1, 1, 10 Gy)

を行い、6 日間培養を行った。照射 6 日後に培地を血清を含まない DMEM 培地に交換し、24 時間

培養した。24 時間後培地を回収し、細胞より分泌されたサイトカインの解析を、抗体アレイ

(RayBiotech Mouse L-308 Array)を用いて行った。 

 

（倫理面への配慮） 

最初の細胞レベルの研究では倫理的に配慮すべき問題はないと判断できる。実験動物の使用につ

いて、本研究では動物実験に際して「動物の愛護及び管理に関する法律」（平成 18 年 6 月 1 日
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施行），並びに，「動物実験等の実施に関する基本方針」（平成 18 年文部科学省告示第 71 号）に基

づき，適正に実施している。また、実験動物倫理を審議する動物委員会が分担者の所属する大学

に設置されており、本研究では本委員会を経て承認後行われている。 

 

III 研究結果 

【研究１】 

X 線照射後のミトコンドリア形態変化、ミトコンドリア由来 ROS およびミトコンドリア膜電

位について野生型および Drp1 欠損線維芽細胞において検討を行い、以下の結果を得た。 

① 放射線照射後に起こるミトコンドリア形態変化について、WT MEF を用いて線量依存性に

ついて検討したところ、5 Gy および 10 Gy では明瞭な変化が観察された。その一方、0.5 Gy

および 1 Gy では非照射細胞とほとんど区別がつかなかった。2.5 Gy を照射した細胞では、

一部ミトコンドリア形態に変化が見られたものの、統計的に有意な差は得られなかった。 

② KO MEF では、すべての線量においてミトコンドリア形態の有意な変化は観察されなかっ

た。 

③ WT MEF において、ミトコンドリア形態変化のタイムコースを調べたところ、ミトコンド

リア形態変化は照射後徐々に観察され、照射後 4 時間で有意に増加していた。その後、照

射 12 時間後に最大の変化を示し、24 時間後にはその変化はわずかに減弱した。 

④ ミトコンドリア由来 ROS およびミトコンドリア膜電位について WT MEF および KO MEF

での X 線照射後の変化を検討したところ、どちらの細胞においても、X 線はミトコンドリ

ア ROS 産生を亢進し、ミトコンドリア膜電位を上昇させることが明らかになった。また、

これらの変化に対し、WT MEF と KO MEF で有意な差は見られなかった。 

⑤ WT MEF に対する放射線照射による分裂期崩壊の誘導は、Plk1 阻害剤 BI2536 および CDK2

阻害剤 NU6140 の処理により顕著に抑制された。KO MEF では、放射線による分裂期崩壊は

そもそも WT MEF より低レベルであるが、これに対し上記二種類の阻害剤は影響を与えな

かった。 

 

【研究２】 

中間評価での指摘事項でもあった、インビボ・低線量での評価実験を行い、以下の結果を得た。 

①X線照射後の脾臓リンパ球におけるミトコンドリアROS量について検討したところ、0.1 Gy、

0.25 Gy、0.5 Gy および 1 Gy では非照射サンプルと比べて増加傾向にあるものの、有意な変

化は得られなかった一方で、3 Gy 照射では有意な上昇が観察された。 

②ミトコンドリア膜量についても、0.1 Gy、0.25 Gy、0.5 Gy および 1 Gy では非照射サンプル

と比べ有意な変化は得られなかった一方で、3 Gy 照射では有意な上昇が観察された。 

③ミトコンドリアにおいて抗酸化作用を示すことが報告されている MitoQ の効果について、検

討を行ったところ、MitoQ の照射直後のマウスへの投与は、照射によるミトコンドリア ROS

およびミトコンドリア膜量の変化に影響しなかった。 

 

【研究３】 

中間評価での指摘事項でもあった、炎症応答・サイトカイン分泌における放射線の効果につい

て線量を 0 から 10 Gy の範囲で検討を行い、以下の結果を得た。 
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放射線照射による Balb/c MEF からのサイトカイン分泌については、大きく次の 4 つの傾向が見

られた。(1) 常に高発現するもの（例：CD80、FGFR5b、ICK 等）。(2) 10 Gy でのみ減少するもの

（例：IGFBP3、MMP2、Osteopontin 等）。(3) 10 Gy でのみ増加するもの（例：Gremlin）。(4) 0 か

ら 10 Gy にかけて徐々に増加するもの（例：CCL7）。一方で、10 Gy 以外の線量（0.1 および 1 Gy）

では顕著な変化を検出するのは困難であった。 

 

Ⅳ 考察 

研究１からは、X 線によるミトコンドリア形態変化の誘導には 2.5 Gy 以上の線量が必要であ

ることが示された。また、放射線照射後のミトコンドリア機能変化は、ミトコンドリア形態制御

タンパク質である Drp1 に依存していないことが明らかとなった。さらに、放射線による分裂期崩

壊の誘導には Drp1 が関与するが、このシグナルに Plk1 および CDK2 が介在していることが示唆

された。このことは、放射線によるミトコンドリア形態変化が細胞周期制御機構に何らかの影響

を与えることで分裂期崩壊の誘導につながる可能性を示唆しているものと考えられる。また今回、

放射線による酸化ストレス誘導は、ミトコンドリア形態調節機構および分裂期崩壊の誘導とは独

立した現象であることを示唆する結果が得られたが、以前の我々の研究では、アポトーシスやそ

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には放射線によるミトコンドリア

由来 ROS が深く関与していることが示されていることから、今回の放射線による分裂期崩壊に特

異的な現象である可能性も示唆された。 

研究２では、マウスを用いて全身照射をしたインビボの系でも脾臓リンパ球のミトコンドリア

の ROS 生成や膜量の増加が起きることが示されたが、それには 3 Gy 以上の線量が必要であるこ

とが明らかとなった。また、これらの事象に対しミトコンドリアへの抗酸化剤の供給は顕著な効

果を示さないことが明らかとなった。これは、3 Gy 以上の放射線の全身被ばくによりミトコンド

リアにおいて急性の酸化ストレスが生じるが、これは被ばく後の抗酸化剤の投与により抑制でき

ないことを示唆する結果となった。 

研究３では、放射線照射により細胞からのサイトカイン分泌に影響があり、それは照射線量に

より異なる効果をもたらすことが観察された。10 Gy においては多数のサイトカインの変動が観

察されたが、0.1 および 1 Gy において観察された変化はそれほど多くなかった。このことは、放

射線照射による炎症応答における線量依存性を示唆しているものと考えられる。しかしながら、

今回の実験では照射後の時間経過については検討できなかったことから、この点については今後

の課題である。また、この放射線照射により引き起こされる細胞からのサイトカイン分泌に対す

るミトコンドリア由来 ROS の関与についても今後の検討が必要である。 

 

V 結論 

本研究において、X 線によるミトコンドリア形態変化には 2.5 Gy 以上の線量が必要であること、

ならびに放射線照射後のミトコンドリア機能変化は、ミトコンドリア形態制御タンパク質である

Drp1 に依存していないことが明らかとなった。また、インビボにおいても X 線によりミトコンド

リア機能に影響が生じるが、これには 3 Gy 以上の線量が必要であることが示された。さらに、放

射線照射により細胞からのサイトカイン分泌に影響があり、それは照射線量により異なる効果を

もたらすことが観察された。 
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Ⅵ 次年度以降の計画 

 本年度までの研究により、ミトコンドリア形態変化と細胞の放射線応答については一定の成果

を得たため、これを学術論文として発表する予定である。一方、マウスを用いた個体レベルの研

究については、脾臓リンパ球のみならず、他の臓器・組織での影響についても解析を行うことで、

線維症や血管障害などの放射線被ばくによる非がん有害事象についてのより深い知見が得られる

ことが期待される。また、放射線被ばくによる ROS 生成と炎症応答・サイトカイン分泌との関連

については、今後さらなる検討が必要な事項である。本研究成果ならびに今後の研究成果をもと

に、新規放射線防護剤開発や放射線による診断・治療法の開発といった応用方面へ展開すること

が今後の目標となると考える。 
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Abstract 
Recent evidence suggests that, not only genomic DNA damage, but oxidative stress caused by the 

mitochondria-derived reactive oxygen species (ROS) also plays an important role in the cell death after 

exposure to ionizing radiation (IR). Our previous studies have shown that the radiation-induced ROS 

production is associated with cell cycle checkpoints as well as the mitochondria shape regulation 

mechanism. In this study, we investigated how mitochondria alter their morphology in response to the 

different doses of IR and how mitochondria shape change affects the mitochondrial functions after 

irradiation. It was found that mitochondria shape change required more than 2.5 Gy of X-rays and the 

radiation-induced alteration in mitochondrial functions was independent of mitochondria shape regulatory 

protein Drp1. We also studied the dose-dependent effect of IR on the mitochondrial functions and the effect 

of the mitochondrial antioxidant MitoQ in vivo, and found that the radiation-induced alteration in 

mitochondrial functions required more than 3 Gy of X-rays. Furthermore, we examined the dose-dependent 

effect of IR on the cytokine secretion profiles derived from irradiated mouse embryonic fibroblasts. It was 

shown that IR affected the cytokine secretion profiles differently depending on the irradiated doses. This 

study provides novel insights into the mechanism by which IR influences mitochondria functions, thereby 

affecting various radiation-induced biological consequences. 
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