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研究成果の概要（和文）：高線量放射線被ばくでは、被ばく後の時間が経過した後に遅れて放射線影響が出現す
る遺伝的不安定性が知られている。福島原発事故による低線量・低線量率放射線被ばくによって、遺伝的不安定
性が誘発される可能性を細胞生物学的に検討するシステムを構築した。放射性セシウムが最も多く蓄積する骨格
筋から半永久的に細胞増殖を継続できる試料を作製した。作製した細胞を長期培養した期間の解析結果より、旧
警戒区域で被ばくした筋肉由来細胞では遺伝的不安定性が誘発される可能性が極めて低いと予想された。生物影
響の出現は臓器によって異なるため、本課題で確立したシステムを筋肉以外の臓器に適応して更に知見を蓄積す
ることが必要である。

研究成果の概要（英文）：We here investigated if low dose /low dose rate radiation exposure elicits 
delayed instability as high dose radiation exposure did. We established the immortalized cells from 
femoral muscle of wild Japanese Macaque living in ex-evacuation zone. Compared with the immortalized
 cells established from the muscle of control Japanese Macaque, delayed effects shown as  induction 
of DNA double-strand breaks or global methylation did not appear even in the cells made from exposed
 Japanese Macaque. Based on the system we here established, investigation using tissue other than 
muscle is necessary to comprehensively discuss radiation effect among different organs.

研究分野：放射線生物
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
福島原発事故による低線量・低線量率放射線被ばくの生物影響に関する科学的知見は少ない。このため、旧警戒
区域で被ばくした野生動物試料は科学的に貴重であり、その試料を用いた解析結果は学術的・社会的関心の高い
課題に対する情報を提供することが期待される。低線量・低線量率放射線被ばくによって放射線影響がすぐに出
現することは考えにくく、将来的な放射線影響の誘因となり得る潜在的変化の誘発について、被災動物試料を用
いて検討する手法の確立を本課題で実施した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
研究目的（概要）※ 当該研究計画の目的について、簡潔にまとめて記述してください。 
東京電力福島第一原子力発電所 (福島原発)事故によって環境中に放射性物質が拡散し、旧警
戒区域では放射線被ばくが長期間継続する環境が形成された。放射線被ばく影響は過去の放射
線被ばく事例からしか学ぶことができないが、福島原発事故による被ばく線量・線量率は過去
の事例と比べてさらに低くなっている。また、研究開始当初までの生物実験データに用いられ
ていた線量・線量率領域は福島原発事故のものと比べて高く、低い線量・線量率の放射線被ば
くに対する生物学的知見を蓄積することが必要とされていた。放射線生物影響は線量・線量率
依存的に変化することが知られているが、低い被ばく線量・線量率領域における実験データが
不足していたことから、当時得られていた生物実験データの知見を、不確実性が多い低線量・
低線量率領域にどのように外挿すべきかについての共通した見解は得られていなかった。 
福島原発事故の放射線被ばくを含む低線量・低線量率領域の生物実験データの必要性が高ま
る一方で、該当する領域の放射線照射を生物実験で実施する場合に施設・設備面での制限が課
題であった。現有の放射線源を用いる外部被ばく実験では、線量率を十分に低減させる遮蔽体
を多く準備する必要があること、また、十分なスペースを持つ専有の照射室が必要となるが、
この条件を満たす施設は国内に数ヶ所しかない。内部被ばく実験では、飼育環境の汚染などを
考慮して、放射性物質を含む餌や飲水の自由摂取による動物実験が実施できる施設も限定され
ている。本課題では福島原発事故後に設定された旧警戒区域に棲息している野生ニホンザルの
生体試料を用いて解析し、福島原発事故による低線量・低線量率被ばく影響の科学的知見を蓄
積することを目的として実施した。鳥獣保護法に規定されている野生有害獣は個体数調整の行
政目的によって計画的に捕獲されている。このような行政目的で処分された野生ニホンザルの
生体試料解析を通じて、福島原発事故の放射線影響を実証することが可能となる。旧警戒区域
に生息する野生動物は放射性物質に汚染したものを継続的に摂取し、野生ニホンザルの一般的
な行動範囲は 10-30km2とされている。本課題は福島原発事故後 6-8年目に実施したことから、
期間中に収集した動物個体は長期の外部内部複合被ばくをうけており、得られる生物試料の解
析結果は福島原発事故の中で高度な放射線被ばく影響を示すと考えられる。 
放射線影響研究において国際的に高い信頼性を持つ広島・長崎の原爆被ばく者長期疫学調査
結果より、晩発影響の一つである放射線発がんが長い潜伏期を経て発症することが示された。
トロトラスト症患者やチェルノブイリ原発事故の放射線誘発がん事例でも同様に、長期の潜伏
期間が報告されている (引用文献 1、2)。潜伏期間の長さは被ばく線量や線量率の低下によっ
て長期化することも報告されている(引用文献 3)。福島原発事故後の低濃度放射性物質による一
般公衆被ばくでは、急性障害を誘発する被ばく線量が報告されていないため、低濃度放射性物
質からの長期被ばくにおける晩発影響の知見が必要であった。福島原発事故で被ばくした野生
動物の組織では、直接放射線に起因すると思われる顕著な異常は観察されていないことを報告
してきた(引用文献 4)。このため、著変が観察されない部位で、将来的な放射線影響の要因とな
り得る潜在的な変化の有無を解析する技術や手法が必要となる。 
放射線の生物影響では、被ばく後の時間が経過した後に、被ばく直後とは異なる変化が誘発
される遺伝的不安定性について培養細胞を用いた研究で明らかにされてきた。放射線照射によ
って生じる致死的な DNA 損傷を修復できない培養細胞では細胞死が誘導されるが、照射後に
細胞増殖を繰り返す生存細胞では、致死的損傷が修復されて放射線の影響は消失していると考
えられてきた。しかしながら一部の生存細胞では細胞増殖を続ける過程で、ゲノム異常の誘発
頻度が有意に高まることが報告された。照射後早期の生存細胞で検出されないゲノム異常が誘
発されたため、放射線の直接的な影響ではなく、間接的かつ遅延的にゲノム不安定性が誘発さ
れる、遅延的放射線影響として理解されている。これは、細胞内に生じた不安定要素が子孫細
胞へと受け継がれ(遺伝的不安定性の伝搬)、遅延性のゲノム変異の蓄積に関与していると考え
られている。このような培養細胞系で確認された遅延的放射線影響が、被ばく事例の解析で明
らかとなった放射線発がんの長期潜伏期間に生じるゲノム不安定性誘導機構を説明する事象の
一つとして注目されていた。 
生体試料を用いて遺伝的不安定性を解析するためには、生体試料から分裂増殖を長期間継続
できる細胞を作成する必要がある。福島原発事故から数年が経過すると、事故で放出された放
射性物質の中で長半減期核種である放射性セシウムのみが野生動物試料から検出されるように
なった。放射性セシウムは動物体内に広く分布するが、骨格筋に最も多く蓄積することが知ら
れている。骨格筋を構成する細胞が放射線の影響を強くうけることが予想されたため、本課題
では骨格筋の中から大腿筋を用いて解析試料を調製することとした。組織培養によって生体試
料から初代培養細胞を樹立することができるが、樹立した細胞が分裂増殖できる回数は有限で
あることが知られている。遺伝的不安定性を解析するためには長期間分裂増殖することが必要
となるため、本課題で樹立する初代培養細胞に無限増殖能を付与する不死化操作をする必要が
ある。近年では、ゲノム構造に大規模な影響を与えずに不死化操作を可能とする技術が発達し
てきた。そのため、収集した野生ニホンザルの筋肉から組織培養によって樹立した初代培養細
胞を不死化し、長期培養期間におけるの DNA 損傷の誘発を指標として、遺伝的不安定性の誘
導を検討することとした。このようなシステムを構築することによって、試料採取時点までの
放射線被ばくによる潜在的な放射線影響について分子・細胞生物学的手法で検出するツールと
して活用することができる。 



 
２．研究の目的 
福島原発事故による低線量・低線量率長期放射線被ばくによる生物影響について、旧警戒区
域で長期放射線被ばくを継続している野生ニホンザルの生体試料を収集し、解析する。形態的
著変が観察されない部位における潜在的な放射線影響を調べる目的で、遺伝的不安定性の誘発
を指標とした検討を行う。このため、放射性セシウムが最も多く蓄積する大腿筋から初代培養
細胞を樹立し、無限増殖能を付与する細胞を作成することで解析試料を調製する。作製した不
死化細胞を長期間培養する過程の DNA 損傷誘発を指標として、遅延的不安定性の誘発を検討
する。 
 
３．研究の方法 
・試料調製と細胞樹立 
 放射線被ばく個体は福島県旧警戒区域内の自治体、対照地域の非被ばく個体は新潟県下越地
方の自治体で有害鳥獣として駆除されたあとに提供を受けた。駆除当日に個体を受け取り、大
腿筋を放射性物質測定用と初代培養細胞樹立用に取り分けた。組織培養用に取り分けた大腿筋
を 10% ウシ胎児血清 (FBS)含有培地中に一時的に保管し、実験室へ持ち帰った。持ち帰った大
腿筋を無菌的に取り扱った。薄く切った筋肉組織片を培養用ディッシュにはり付け、10% FBS
含有培地中で約 1ヶ月培養した。組織片周辺に細胞が出現した場合には、適度な細胞密度にな
るまで培養を継続した。2 回ほど継代した後に得られた初代培養細胞を用いて不死化操作を行
った。不死化操作では、iPS 化、およびヒトテロメラーゼ逆転写酵素サブユニット(hTERT)導
入による方法を実施した。iPS 化では、リプログラミング因子として Oct3/4、Klf4、Sox2、c-Myc
の 4 因子に加えて、Lin28 と Nanog の合計 6 因子を発現するトランスポゾンを利用した。トラ
ンスフェクション試薬としてリポフェクタミンを用い、初代培養細胞へ遺伝子導入を行った。
また、hTERT 導入による不死化では、樹立した初代培養細胞にレンチウィルスシステムを用い
た遺伝子導入後に供与された細胞を用いた。不死化操作では、hTERT 遺伝子とともに R24C 突然
変異をもつ変異型サイクリン依存性キナーゼ 4(CDK4)遺伝子とサイクリン D 遺伝子が同時に導
入されている。 
 
・放射能濃度測定と被ばく線量評価 
大腿筋に含まれる放射性物質をゲルマニウム半導体検出器(Ortec Co., Oak Ridge, TN)を用
いて測定した。細かくきざんだ大腿筋を測定容器に隙間ができないように詰め込み、検出器部
分と測定容器を密着するように配置し、測定した。134Cs は 605 keV と 795keV、137Cs は 662 keV
のガンマ線エネルギー領域付近の計数値で定量した。計数値のピークが十分に定量できるまで
測定を行った。 
被ばく線量評価は、引用文献 5における評価結果を参照した。外部被ばく線量率は野生ニホ
ンザルの捕獲地周辺の土壌中放射性セシウム濃度、内部被ばく線量率は大腿筋の放射性セシウ
ム濃度を用いて計算した。放射性セシウム濃度から外部、内部被ばく線量率に換算する係数は
PHITS モンテカルロシミュレーションによって計算した。提供された個体の各部を計測し、代
表的なニホンザル体形モデルを作成し、シミュレーションに用いた。福島原発事故後から放射
線被ばくを継続したこと、外部被ばくでは捕獲地に留まっていること、内部被ばくでは捕獲時
の放射性セシウム濃度が被ばく期間継続していたこと、などの仮定のもとで被ばく線量を評価
した。 
 
・放射線感受性試験、DNA 二重鎖切断の検出 
 樹立した細胞の放射線感受性は、Cell Counting Kit-8(同仁化学)を用いて検討した。細胞を
播種した翌日に X線を照射し（M-150WE、Softex）、照射 3日後の細胞数を、照射群と同じ期間
培養した非照射群の細胞数との比によって放射線感受性を調べた。DNA 二重鎖切断は、抗リン
酸化 H2AX 抗体(2F3、BioLegend)と抗 53BP1 抗体(Novus Biologicals)を用いた蛍光免疫染色法
で検出した。不死化細胞の培養期間中、定期的に蛍光免疫染色を行い、DNA 二重鎖切断を検出
した。蛍光免疫染色用に準備した細胞は、4% ホルマリン溶液を用いて室温で 10 分間固定した
後に、0.5% Triton X-100/PBS-溶液を氷上で 5 分間処理することで膜透過処理を行った。作成
した標本を蛍光顕微鏡 (ECLIPSE Ni、Nikon)で観察し、リン酸化 H2AX と 53BP1 が形成するフォ
ーカスが共局在する部位を DNA 二重鎖切断部位として評価した。 
 
４．研究成果 
 野生ニホンザル大腿筋の組織片を用いて初代培養細胞を樹立する条件を検討した。課題開始
当初は、筋肉組織片から線維芽細胞の樹立を想定して 10% FBS 含有 DMEM 培地を使用していた。
しかしながら、筋肉組織片から細胞が出現する頻度が低い、あるいは組織片から細胞が出現し
た後の長期培養期間中に生物学的汚染による初代培養細胞樹立の失敗、などの問題に直面した
ことから、野生ニホンザル組織に適した培養条件へ改良する必要があった。まず、血清濃度を
20%にまで上げて組織片からの細胞出現の改善を検討した。DMEM 培地を用いた検討では、FBS
濃度の上昇による細胞出現頻度の改善は見られなかった。このため、血清濃度を 10%とし、
DMEM/F12 培地を用いて検討したところ、DMEM 培地と比べて細胞出現頻度が改善したことから、



本課題では 10% FBS 含有 DMEM/F12 培地を使用することとした。生物学的汚染については、野生
動物から大腿筋を採取する過程で一時的に無菌操作ができないため、細菌、酵母、カビの混入
による生物学的汚染が生じたと予想された。筋肉組織片の表面を 70%エタノールで簡易滅菌し
た場合でも生物学的汚染があったことから、抗生物質の添加条件を検討した。組織切片培養の
初期段階で通常よりも高濃度のペニシリン、ストレプトマイシン、アムホテリシンＢ混合溶液
など、ペニシリンや抗真菌剤を含む抗生物質の組み合わせによって各種真菌の汚染を低下させ
る条件を決定した。また、筋肉組織片を凍結保存液に入れて超低温長期保管した場合、少なく
とも保管期間が 1年までの組織片から初代培養細胞を樹立できることを確認した。このため、
培養期間中に細胞の樹立が失敗した場合でも、凍結保管した組織片からあらたに細胞を樹立で
きるバックアップ体制を整備することができた。以上のように野生ニホンザル組織に適した培
養条件を確立した結果、筋肉組織片から培養細胞が出現するまでに約 1ヶ月、その後の 1ヶ月
で細胞が増殖して局所的に細胞数が増えるため、継代をしてさらに 1ヶ月培養すると実験に必
要となる最低限の細胞数を確保できるようになった。このため、組織培養開始から初代培養細
胞の樹立までに平均 3ヶ月程度の期間が必要であった。一定の細胞数を確保した後に数回の継
代を行うと、不可逆的に増殖が停止する細胞老化が誘導された。このため、細胞数を確保した
後は凍結保存するとともに、継代回数が少ない時期に不死化操作をすることが必要であった。 
 樹立した初代培養細胞を用いて、iPS 化を行う遺伝子導入を行った。3 µgの DNA をリポフェ
クタミン試薬で導入した。導入遺伝子の下流に EGFP が存在していることから、遺伝子導入後の
細胞で緑色蛍光を検出することで導入効率を評価することができる。解析の結果、遺伝子導入
効率は約 20%であったが、緑色蛍光を発する細胞で分裂増殖を長期間継続する細胞は得られな
かった。遺伝子導入に関する条件検討を行ったが、遺伝子導入効率を大きく改善させる条件は
見つからなかった。2018 年 8月にオンライン掲載された論文で、ニホンザルの iPS 細胞作製に
ついて最初の報告がなされた（引用文献 6）。この報告では、ニホンザルの iPS 細胞は既存の方
法では作製することが困難であり、ニホンザル細胞の性質に合わせたプロトコールの改良が必
要であったことが示されている。 
 本課題では iPS 化の代替法として、hTERT の導入による不死化細胞の樹立を行った。レンチ
ウィルスシステムを用いて変異型 CDK4、サイクリン D、hTERT 遺伝子を同時に導入した細胞を
用いた。初代培養細胞では、実験に必要な細胞数を確保した時点から約 1ヶ月以内で細胞老化
が誘導されたが、hTERT などを導入した細胞では少なくとも 3 ヶ月以上は分裂増殖を継続した
ことから、細胞老化を回避して不死化状態が誘導されたことを確認した。不死化状態が確認で
きた細胞の中から、被ばく線量が高い 2個体由来の細胞(E1、E2)と、対照群の筋肉組織から作
製した不死化細胞 2個体分（C1、C2）の合計 4個体から作製した不死化細胞を本課題の解析で
使用した。 
 被ばく線量評価の結果、被ばく個体 E1 の外部内部合計被ばく線量は 630.7 mGy(外部被ばく
線量 47.4 mGy、内部被ばく線量 583.3 mGy)、被ばく個体 E2 の外部内部合計被ばく線量は 871.2 
mGy(外部被ばく線量 417.6 mGy、内部被ばく線量 453.6 mGy)と評価された。 
 試料採取時点までの放射線被ばくによる DNA 二重鎖切断の誘発を調べるために、細胞老化が
誘導される前の初代培養細胞で蛍光免疫染色を実施した。DNA 二重鎖切断の指標とするフォー
カス陽性細胞は、個体の放射線被ばくの有無と関連はなく、検討に用いた 4個体由来細胞では
10-20%の範囲でフォーカス陽性を示した。この結果より、今回使用した実験材料では、実験開
始時点で放射線被ばくによる DNA 損傷の状態に差がないと評価された。また、不死化細胞を用
いたフォーカスアッセイの結果より、不死化操作による DNA 二重鎖切断の誘発が生じていない
ことを確認した。そこで、不死化状態を確認した時点からさらに 3ヶ月細胞培養を継続する中
で、定期的にフォーカスアッセイを行い、遺伝的不安定性の誘発を検討した。今回検討した培
養期間では、全ての不死化細胞のフォーカス陽性率、あるいは 1細胞あたりのフォーカス数で
顕著な上昇は示されなかった。また、微小核の出現頻度を検討したが、個体の被ばくの有無に
よる微小核の増加は示されなかった。放射線感受性試験を行ったところ、2 Gy の X 線照射によ
って解析に使用した細胞は 10-20％の細胞生存率を示した。そこで、2 Gy の X線照射による遅
延的 DNA 損傷の誘発に対して、旧警戒区域での被ばくが影響する可能性を検討したが、こちら
についても旧警戒区域での被ばくの有無との関連性はなかった。以上の結果より、遅延的な DNA
二重鎖切断の誘発に対して、旧警戒区域での放射線被ばく影響が観察されなかった。そこで、
エピジェネティック変化に対する影響を検討した。フォーカスアッセイを行った同じ時期の細
胞から DNA を抽出し、抽出した DNA 中に含まれるグローバルメチル化を検出し、被ばく線量と
の相関を検討した。同じ細胞群でも回収した時期によるメチル化状態のバラつきが大きく、よ
り詳細な実験系を用いた確認が必要であると考えられるが、今回得られた結果より、グローバ
ルメチル化レベルと、培養期間あるいは旧警戒区域での被ばくの有無との関連性が見られなか
った。 
 本課題では、福島原発事故による被ばくの中で高い被ばく線量が評価された個体試料を用い
て解析を行ったが、本課題の解析範囲では旧警戒区域での被ばくによる遺伝的不安定性、ある
いは実験的に放射線を照射した場合の遺伝的不安定性の誘発に対して付加的に影響をおよぼす
知見は得られなかった。本課題では放射性セシウムが最も多く蓄積し、被ばく線量が多いこと
が予想される骨格筋を解析試料として用いたが、他課題の研究成果より、骨格筋と比べて放射
性セシウムの蓄積が少ない臓器で酸化ストレスの誘発が高まる事が示された。この結果は、放



射性セシウム濃度の大小関係と放射線影響の出現が必ずしも一致していないことを示しており、
筋肉以外の組織を用いた遅延的影響の解析が今後必要となることを示唆している。 
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