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研究成果の概要（和文）：本研究では造血幹細胞としてヒト胎盤/臍帯血から高純度にCD34陽性細胞を分離精製
し，ヒト造血幹細胞の放射線影響に関与する遺伝子及びその発現に至るシグナル伝達を明らかにすることを目的
とした．造血サイトカイン非存在下では2 Gy X線照射後にRB/E2FやEst、p53などの発がんに関係した発現調節の
他、C/EBPなどの発生に関連した発現調節経路が亢進していた一方で、放射線防護効果を発揮するサイトカイン
の組み合わせ（遺伝子組換えヒトTPO + IL3 + SCF）による培養では、CD44シグナル伝達の特異的な亢進が認め
られた。ヒト造血幹細胞の放射線応答に対するCD44シグナルの重要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To clarify the nature of genes and related signaling pathways that 
contribute to the radiation-related leukemia on human hematopoietic stem cells (HSCs), we analyzed 
the gene expression profiles and its related signaling pathways detected in HSCs irradiated with 2 
Gy X-rays before culture with or without an optimal combination of hematopoietic cytokines. In the 
absence of hematopoietic cytokines, expression control pathways related to carcinogenesis such as 
RB/E2F, Est and p53, and carcinogenesis such as C/EBP were enhanced after X-rays irradiation. On the
 other hand, culture with cytokine combination (recombinant human thrombopoietin plus interleukin-3 
plus stem cell factor) that exerts radiation protection effect showed a specific enhancement of CD44
 signaling pathways.It is suggested the importance of CD44 signaling pathway to the radiation 
response of human HSCs. 

研究分野： 放射線科学

キーワード： ヒト造血幹細胞　電離放射線　遺伝子発現解析　白血病
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１．研究開始当初の背景 
造血幹細胞は、数日から数十日しか機能し

ない成熟血球を生涯に渡って産生し続ける
生体の恒常性維持に必須の細胞であり、その
高い増殖能と未分化性故に、造血幹細胞は典
型的に放射線に対して高い感受性を示す細
胞であるとされている。一方で生体内に極少
数しか存在しない細胞である為、その損傷及
び修復機構等感受性や放射線発がんに関す
る詳細、特に低線量ばく露や線量率効果につ
いては未解明なままである。放射線誘発急性
骨髄性白血病（rAML）は放射線発がん研究の
草創期から行われている研究対象であり、そ
の理由に原爆被ばく者と同じく短期間の潜
伏期間の後に rAML を発症するモデルマウス
があることが挙げられる。これまでに得られ
た知見では、①rAML を発症したマウスの約
90%で骨髄細胞の 2 番染色体上に欠失型異常
と点突然変異が生じていること、②骨髄細胞
中に含まれる造血幹細胞、多能性前駆細胞、
骨髄球系/赤血球系共通前駆細胞のうちいず
れかが放射線ばく露後に白血病幹細胞にな
りうること、更に③その細胞の周辺微小環境
に放射線が影響を与えている可能性が示唆
されているが、これらの異常がいつ、どのよ
うなプロセスで生じているのかは未だ不明
である。また、マウスの造血微小環境は骨髄
及び脾臓に、ヒトの造血微小環境は骨髄に存
在しており、それぞれの造血機構の違いから
マウスで得られたデータをそのままヒトに
適応することは多くの問題が残る。広島・長
崎の被ばく者やチェルノブイリ事故での被
災住民の白血病発症では放射線の寄与が高
い事からも、ヒト造血幹細胞に対する放射線
の影響研究は将来の発がんリスク評価にも
直結する為極めて重要な課題である。 
 

２．研究の目的 
本研究では、ヒト胎盤/臍帯血から造血幹

細胞として高純度の CD34 抗原陽性細胞を分
離精製し、ヒト造血幹細胞の放射線影響に関
与する遺伝子及びそのシグナル伝達を明ら
かにすることを目的とした。具体的には、造
血サイトカインで処理・未処理のヒト造血幹
細胞に X線を照射し、その遺伝子発現及びそ
れに関連するシグナル伝達を網羅的に解析
する。本研究の成果は、造血幹細胞への放射
線被ばくがどの程度まで造血系へのリスク
となるかを含めた各個体のリスク評価確立
への可能性が期待される。 
 

３．研究の方法 
 低線量から高線量放射線までばく露した
造血幹細胞における遺伝子発現変化や細胞
から放出される様々な液性因子や小胞粒子
の解析により、ヒト白血病発症過程の解明を
目的とし、本研究では、 
①放射線ばく露ヒト造血幹細胞の遺伝子発
現変化及びそれに関連するシグナル伝達の
網羅的解析 

を検討した。 
ヒト胎盤/臍帯血から高純度のCD34抗原陽

性細胞を分離精製し、ヒト造血幹細胞として
実験に用いた。無血清培地環境下で CD34 抗
原陽性細胞に 2 Gy の X 線を照射し、各種造
血サイトカインコンビネーション存在下又
は非存在下で培養した。培養過程で一部の細
胞を取り出し、曝露後早期（～6 時間）の発
現遺伝子を cDNA マイクロアレイによって解
析し、得られたデータを最新論文から収集し
たコンテンツを基に、疾患メカニズム解析、
創薬ターゲット探索や実験データ解析を可
能にする生命情報統合プラットフォーム
KeyMolnet を用いて発現遺伝子に関連するシ
グナル伝達の探索を行った。 
 

４．研究成果 
①放射線ばく露ヒト造血幹細胞の遺伝子発
現変化及びそれに関連するシグナル伝達の
網羅的解析 
 分離精製した CD34 抗原陽性細胞に 2 Gy の
X 線を照射し、曝露後早期（～6 時間）の発
現遺伝子を cDNA マイクロアレイによって解
析し、得られたデータを最新論文から収集し
たコンテンツを基に、疾患メカニズム解析、
創薬ターゲット探索や実験データ解析を可
能にする生命情報統合プラットフォーム
KeyMolnet を用いて発現遺伝子に関連するシ
グナル伝達の探索を行った。X 線照射した場
合を IR（+）、非照射の場合を IR（-）、放射
線防護効果を示す造血サイトカインコンビ
ネーションを加えた場合を Cyt（+）、加えな
かった場合を Cyt（-）とした。放射線及び造
血サイトカインによって変動した遺伝子に
至るシグナル伝達を探索するため、 
IR（+）Cyt（-）vs IR（-）Cyt（-） 
IR（+）Cyt（+）vs IR（-）Cyt（+） 
IR（+）Cyt（-）vs 0h（細胞分離直後）  
 
上記 3つの条件の間で発現量比の平均値が変
動した遺伝子に至るシグナルを探索した。
KeyMolnet 解析により、得られたネットワー
クに関連の深いパスウェイ、疾患、現象を関
与度順にランキング表示し、score は統計学
的手法（超幾何分布）に基づいて、20 以上の
ものは統計的に有意と判断した。 
 
表 1 から表 3 では、病態イベント：造血+癌
幹細胞を始点として、分子を 1つ挟んで、IR
（+）Cyt（-）vs IR（-）Cyt（-）で発現に
差があった分子（X 線の影響（サイトカイン
なし））を終点として制御関係を検索したと
ころ、RB/E2F、Est-1/2、p53 など、癌に関係
した発現調節の他、C/EBP など発生に関係し
た発現調節、NANOG/Oct-4/SOX2 による発現調
節の関与が認められた。 
 
表 1．IR（+）Cyt（-）vs IR（-）Cyt（-）
の発現量比の平均値が変動した遺伝子に至
るシグナル（関与の深いパスウェイ） 



rank name score 
1 RB/E2F による発現調節 69.1 
2 C/EBP による発現調節 62.7 
3 NANOG/Oct-4/SOX2 による発

現調節 
56.0 

4 Est-1/2 による発現調節 36.8 
5 p53 による発現調節 36.3 
 
表 2．IR（+）Cyt（-）vs IR（-）Cyt（-）
の発現量比の平均値が変動した遺伝子に至
るシグナル（関与の深い疾患） 
rank name score 
1 慢性骨髄性白血病 74.9 
2 急性リンパ性白血病 67.7 
3 マントル細胞リンパ腫 58.6 
4 神経膠腫 56.6 
5 多発性骨髄腫 53.9 
 
表 3．IR（+）Cyt（-）vs IR（-）Cyt（-）
の発現量比の平均値が変動した遺伝子に至
るシグナル（関与の深い生体内現象） 
rank name score 
1 造血 143.1 
2 癌 121.4 
3 癌幹細胞 119.2 
4 創傷修復 94.8 
5 脂肪細胞生成 75.2 
 
表 4 から表 6 では、病態イベント：造血+癌
幹細胞を始点として、分子を 1つ挟んで、IR
（+）Cyt（+）vs IR（-）Cyt（+）で発現に
差があった分子（X 線の影響（サイトカイン
あり））を終点として制御関係を検索したと
ころ、サイトカインなしの場合とほぼ同じ発
現調節パスウェイの関与が認められたが、サ
イトカインありの場合には、CD44 シグナル伝
達の関与が認められた。 
 
表 4．IR（+）Cyt（+）vs IR（-）Cyt（+）
の発現量比の平均値が変動した遺伝子に至
るシグナル（関与の深いパスウェイ） 
rank name score 
1 RB/E2F による発現調節 69.7 
2 Est-1/2 による発現調節 64.4 
3 CD44 による発現調節 51.6 
4 C/EBP による発現調節 38.6 
5 NANOG/Oct-4/SOX2 による発

現調節 
37.6 

 
表 5．IR（+）Cyt（+）vs IR（-）Cyt（+）
の発現量比の平均値が変動した遺伝子に至
るシグナル（関与の深い疾患） 
rank name score 
1 慢性骨髄性白血病 97.9 
2 非小細胞癌 70.4 
3 急性リンパ性白血病 67.4 
4 神経膠腫 64.8 
5 膀胱癌 63.4 

表 6．IR（+）Cyt（+）vs IR（-）Cyt（+）
の発現量比の平均値が変動した遺伝子に至
るシグナル（関与の深い生体内現象） 
rank name score 
1 造血 163.8 
2 癌幹細胞 143.4 
3 癌 110.3 
4 創傷修復 99.1 
5 転移 98.4 
 
表 7 から表 9 では、病態イベント：造血+癌
幹細胞を始点として、分子を 1つ挟んで、IR
（+）Cyt（-）vs 0h（細胞分離直後）で発
現に差があった分子（X 線の影響（サイトカ
インなし）とインタクトな造血幹細胞を比
較）を終点として制御関係を検索したところ、 
造血幹細胞の形成に関与している RUNX によ
る発現調節、細胞分化や細胞寿命を調節して
いる CDK inhibitor シグナル伝達、FOXO によ
る発現調節などの関与が認められた。 
 
表 7．IR（+）Cyt（-）vs 0h（細胞分離直後）
の発現量比の平均値が変動した遺伝子に至
るシグナル（関与の深いパスウェイ） 
rank name score 
1 RB/E2F による発現調節 80.3 
2 RUNX による発現調節 46.4 
3 C/EBP による発現調節 37.6 
4 CDK inhibitor シグナル伝達 36.8 
5 FOXO による発現調節 36.4 
 
表 8．IR（+）Cyt（-）vs 0h（細胞分離直後）
の発現量比の平均値が変動した遺伝子に至
るシグナル（関与の深い疾患） 
rank name score 
1 慢性骨髄性白血病 95.1 
2 成人 T細胞リンパ腫/白血病 72.7 
3 マントル細胞リンパ腫 71.2 
4 急性リンパ性白血病 63.6 
5 大腸癌 55.2 
 
表 9．IR（+）Cyt（-）vs 0h（細胞分離直後）
の発現量比の平均値が変動した遺伝子に至
るシグナル（関与の深い生体内現象） 
rank name score 
1 造血 178.6 
2 癌幹細胞 138.5 
3 癌 120.9 
4 脂肪細胞生成 101.1 
5 癌の転座 83.5 
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