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研究成果の概要（和文）：　低線量被ばくのリスクは全人類の解明すべき課題である。低線量被ばくでは、TGFβを介
した上皮間葉転換（EMT）が促進される事が報告されている。EMTは発生などに加え、そのシグナルが腫瘍化に関与する
重要な生命現象である。そこで、低線量被ばくのリスクを明らかにするために、本研究では低LET放射線による生物作
用の主因である活性酸素種により、TGFβを介したEMTが促進される可能性を検討した。その結果、過酸化水素処理によ
り、TGFβを介したEMTの促進現象が観察された。以上のことから、低線量被ばくによるTGFβを介したEMT促進現象では
、活性酸素種が重要な役割を演じていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：　Estimating the risk of low-dose radiation is the important issue for humans. It 
has been reported that low-dose radiation exposure facilitated transforming growth factor (TGF-β) 
mediated Epithelial to Mesenchymal Transition (EMT). EMT, which are involved in many important biological 
process, is also known to be involved in tumorigenesis. To better understand the risks by low dose 
radiation exposure, we investigated whether reactive oxygen species (ROS) can facilitate TGF-β mediated 
EMT. We observed that hydrogen peroxide could facilitate TGF-β mediated EMT. These results suggested 
that ROS played an important role in the facilitation of TGF-β mediated EMT by low-dose radiation 
exposure.

研究分野：放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
2011 年に発生した東京電力福島第一原子
力発電所事故を契機に、改めて低線量放射線
のリスクは日本国民のみならず全人類の解
明すべき課題であることが再認識された。低
線量放射線のリスクは原爆被爆者の疫学調
査でも統計学的な有意差は示されておらず、
高線量でのリスクを外挿する形で求められ
ている。近年、次世代シーケンサやハイスル
ープットイメージアナライザーなどの分子
生物学的解析技術の進歩により、遺伝子発現
変化などの、これまでに観察されなかった、
ごく低線量の放射線被ばくによる影響の検
出が可能となった。これらのことから、100 
ｍSv 以下の低線量被ばくでは、明らかな臨床
症状は引き起こされないが、生体内では様々
な変化が引き起こされていることが明らか
にされている。従って、低線量被ばくのリス
クを明らかにするためには、このような低線
量放射線被ばくで引き起こされる現象の発
生メカニズムを明らかにすることが必要で
ある。 
低線量放射線被ばくで引き起こされる現
象の中で、腫瘍増殖因子（TGF-beta）を介し
た上皮間葉転換（EMT）が促進される事が報
告されている（Andarawewa KL et al., Cancer 
Res., 2007, Int J Radiat Oncol Biol Phys. 
2011）。EMT が関与する現象は、発生期、線維
症や創傷治癒、がん転移の3種類に分類され、
生命現象の重要な地位を占めている。これら
の重要な役割に加え、特に最近、EMT を引き
起こすシグナル（Snail、Slug、Twist 遺伝子
等の活性化）が脱分化と呼ばれる細胞の可塑
性を促進し、さらにがん抑制遺伝子 p53 経路
を負に調節する作用などにより、がん発生過
程にも深く関与する事が報告されている
（Puisieux A et al., 2014）。しかしながら、
低線量放射線被ばくで促進される TGF-beta
を介したEMTのメカニズムについては不明な
点が多く残されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では低線量被ばくによるリスクを
解明することを目標に、低線量放射線で促進
される生命現象の一つであるEMTのメカニズ
ムを明らかにすることを目的としている。ガ
ンマ線などの低LET放射線による生物作用の
主因は、水の放射線分解で発生する活性酸素
種であると理解されていることから、活性酸
素種の一員である過酸化水素を用いた
TGF-betaを介したEMTが促進される可能性を
検討した。そして EMT を引き起こすシグナル
分子の動態ならびに脱分化についても検討
した。 
 
３．研究の方法 
（1）過酸化水素によるTGF-betaを介したEMT
促進現象の検討 
 ガンマ線などの低LET放射線の主要な作用
因子である活性酸素種による間接作用が本

現象を引き起こすと仮定し、過酸化水素でも
同様の現象を引き起こすか検討する。本実験
系は Andarawewa らの方法に従う（Cancer Res. 
2007）。具体的には不死化した乳腺上皮細胞
株 MCF-10A に対し、過酸化水素処理を 1時間
行い、組換えヒト TGF-beta1 を 50 pg/ml か
ら 400 pg/ml の濃度で作用させる。TGF-beta
を含む培養液を 48 時間ごとに交換し、細胞
がコンフルエントになるまで培養する（6 日
程度）。EMT の評価は上皮マーカーとして知ら
れている E-cadherin の損失により行う。 
（2）過酸化水素によるTGF-betaを介したEMT
促進現象における catalase 等の作用の検討 
過酸化水素による TGF-beta を介した EMT
促進現象に対し、種々の抗酸化物質を用いる
ことで、細胞内外での活性酸素の除去がどの
ように作用するか、検討する。具体的には細
胞外で作用する catalase や細胞内外で作用
する N-acetyl-L-cysteine などを用いる。 
（3）本現象のメカニズムとその意義の検討 
TGF-beta による EMT では Smad 経路が重要
な役割を演じていることがよく知られてい
る。一方で、Smad 経路を介さず、別の因子が
関係することも知られている。これまで前述
の Andarawewa らの報告では Erk シグナルの
重要性が示唆されているが、ほとんど明らか
になっていない。また、前述の通り EMT は幹
細胞の自己複製や脱分化とも関連があると
言われており、TGF-beta を介した EMT を放射
線が促進することは、幹細胞の動態にも影響
があると示唆される。乳腺はluminalとbasal
の二種類の分化した乳腺上皮細胞からなっ
ている。それぞれ cytokeratin18（CK18）と
cytokeratin14（CK14）を発現している。CK14
と CK18 の共局在は多能性の前駆細胞を示す
ものとして報告（Villadsen R et al., 2007）
されていることから、これらのマーカーを用
いて検討を行い、その分布への影響を検討す
る。 
 
４．研究成果 
過酸化水素 100～250 microM の濃度で 1時
間、ヒト乳腺上皮細胞株 MCF-10A 細胞に処理
した後、細胞を播種しなおし、TGF-beta（10
～400 pg/ml）を含む培養液で培養した。約 1
週間後、E-cadherin や N-cadherin などを用
いた蛍光免疫染色を行った。その結果、
TGF-beta 存在下での過酸化水素処理でも放
射線と同様に、不溶性 E-cadherin の減少と
N-cadherin の増加が観察された。この過酸化
水素による TGF-beta を介した EMT 促進は
catalase 処理により完全に抑制されたが、
N-acetyl-L-cysteine ではその効果が観察さ
れなかった。過酸化水素による TGF-beta を
介したEMTの促進現象の分子メカニズムを明
らかにするために、EMT に関与することが報
告されているタンパク質についてウエスタ
ンブロット法で検出を行った。その結果、
Smad 経路の活性化は明確には確認されなか
った。Smad 経路に依存しない EMT の経路があ



ることが報告されていることから、今後、こ
れらについて検討する必要があると考えら
れる。CK14 ならびに CK18 の発現を蛍光免疫
染色で観察したところ、TGF-beta 存在下で過
酸化水素処理を行う群で共局在する細胞が
増加することが示唆された。 
これらのことから、低線量放射線による
TGF-beta を介した EMT 促進現象では、活性酸
素種が重要な役割を演じていることが示唆
された。今後、さらに詳細な分子メカニズム
を検討する予定である。 
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