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研究成果の概要（和文）：本研究では子ども期と大人期のマウスでは白血球の放射線感受性が年齢や被ばく後時
間によって異なることが明らかとなった。また子ども期と大人期では血清中miRNAの種類や量の変化も異なるこ
とが明らかとなり、照射する放射線量や時間によっても放射線感受性が異なることが示唆された。これらの結果
から、放射線障害を推測するバイオマーカーは線量、照射後経過時間によって適したものを使用しなければいけ
ないことを示唆している。

研究成果の概要（英文）：In this study, it was revealed that the radiosensitivity of leukocytes in 
childhood and adult mice differs depending on age and post-exposure time. In addition, it was 
clarified that changes in the type and amount of serum miRNA differed between childhood and 
adulthood, suggesting that radiosensitivity also differs depending on the radiation dose and time of
 irradiation. These results suggest that biomarkers for estimating radiation damage should be used 
according to the dose and elapsed time after irradiation.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 被ばくバイオマーカー　血清中miRNA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では子ども期と大人期では白血球の放射線感受性に違いが生じることや、血清中miRNAの種類や量の変化
が生じじることを明らかにした。この成果は、放射線被ばくバイオマーカー開発には年齢や被ばく後時間を考慮
しなければいけないことを示唆した。日本は原子力災害を複数回経験した国であり、学校・地域住民への安全対
策や緊急被ばく医療体制の整備は国家的責務である。今後世界中で起こりうる核テロや原子力災害への対応医療
の備えとして、新たな子どもの被ばく診断技術の開発は不可欠な命題であり、本分野に貢献する研究は、日本が
果たすべき世界からの信頼回復や大きな国際貢献につながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

近年わが国では国家間の緊張関係から核テロの脅威に脅かされており、有事の際に多くの国民

が高線量の放射線に被ばくする危険性が懸念されている。高線量の放射線に曝されることで発

症する急性放射線症候群の症状は、被ばく線量によって異なるが、悪心、嘔吐、全身倦怠感の

ような非特異的症状のほか、白血球減少、骨髄死、腸管死、神経死などが知られている。子ど

もは大人よりも放射線感受性が高く、大人では影響の少ない線量であっても子どもでは何らか

の放射線障害をおこすことが予想される。それゆえ、大人とは別に子どもの放射線による組織

障害や生体応答への影響を詳細に調べる必要性がある。 

現在、放射線被ばくの生物学的線量評価は国際標準法である末梢血リンパ球の染色体異常検査

によって行われている。しかしこの方法は判定まで数日を要するうえ多数の検体を処理するこ

とが困難であるため、被ばく直後に迅速かつ大量にスクリーニング検査できる新たな生物学的

被ばく線量評価ツールの開発が世界的に強く求められている。 

我々の研究室では以前より細胞外小胞に着目してきた。これまでの研究で、①細胞外小胞は細

胞から分泌される小胞のことで、内部に細胞由来の成分を含んでいる、②血清や尿中にも存在

している、③様々な刺激に応答して内在する成分が変化する，などを明らかにしてきた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、子どもが放射線被ばくした際に血清中に出現・増加する RNA を明らかにすること

を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 放射線照射 

子ども期（3週齢）と大人期（8週齢）の C57BL/6NJcl 雄マウス(日本クレア)に X線発生装置

(MBR-1520R-3 日立)を用いて、管電圧 150 kVp、管電流 20 mA、線量率 1.0 Gy/min(遮蔽板：Al 

0.5mm+Cu 0.3mm)で X線の照射を行った。本研究は弘前大学動物実験委員会の承認を得て行っ

た。 

 

 (2) 血液採取 

放射線非照射と照射 3,6,12,24 時間後のマウスの心臓から注射針付きシリンジを用いて採血を

行った。血算は自動分析装置と計算盤を用いて算出した。血液細胞の染色にはメイグリュンワ

ルド・ギムザ染色を行った。血清を得るために採取された血液を採血管に回収し、室温で 6000 

G で 3 分間遠心して血清を回収した。 

 

(3) 血清 total RNA 単離 

ISOGENⅡ(ニッポン・ジーン社)を使用して血清から total RNA を抽出した。共沈剤としてエタ

沈メイト(ニッポン・ジーン社)を使用した。 

 

(4) miRNA マイクロアレイ 

得られた血清中 RNA に含まれる miRNA に Cy3 色素を標識するために、miRNA Complete Labeling 

and Hyb Kit(Aglient Technologies)を用いた。Cy3 標識 miRNA とマウス miRNA マイクロアレイ

(Aglient Technologies)を 55℃、20 rpm、20 時間インキュベーションしてハイブリダイゼーシ



ョンを行った。その後マイクロアレイスライドを洗浄し、マイクロアレイスキャナ(Aglient 

Technologies)により発現データを得た。 

 

４．研究成果 

(1) X 線照射後 3時間で赤血球数は急性反応的に増加する 

X 線照射後のマウスの年齢による血算成分変化を調べるため、3週齢と 8週齢マウスの赤血球数

算定を行った。その結果、赤血球数は 3週齢より 8週齢のほうが多かった。また X線 0.5 Gy、

1.0 Gy 照射後の経過時間的な赤血球数の変動を確認したところ、3週齢および 8週齢ともに赤

血球数が照射後 3時間で急性反応的に上昇したが、その後元の赤血球数への回復が認められた 

(図 1)。 

 

図 1. X 線 0.5 Gy、1.0 Gy 照射後の赤血球数変化（左：3週齢、右：8週齢） 

 

 (2) 白血球の放射線感受性は 3週齢よりも 8週齢の方が高い 

次に X線 0.5 Gy、1.0 Gy 照射後の白血球数の変化を調べるため、白血球数算定を行った。その

結果、白血球数は 3週齢より 8週齢のほうが多く認められた。また、0.5 Gy、1.0 Gy ともに非

照射に比べて 8週齢では曝露 3時間後以降で有意な白血球減少が認められたが（* p<0.05）、し

かし 3週齢では有意差が認められなかった(図 2)。このことから、白血球の放射線感受性は 3

週齢よりも 8週齢の方が高いといえる。 

 

図 2.X 線 0.5 Gy、1.0 Gy 照射後の白血球数変化（左：3週齢、右：8週齢） 

 

(3) X 線 0.5 Gy 照射後 6時間において、リンパ球の放射線感受性は 3週齢よりも 8週齢の方が

高い 

X 線 0.5 Gy、1.0 Gy 照射後の白血球分画の変化を調べるため、血液塗抹標本を作製しメイグリ

ュンワルド・ギムザ染色を用いて白血球数算定を行った。3週齢、8週齢ともに 0.5 Gy、1.0 

Gy 照射後 3時間の時点では白血球分画に変化は認められなかった。一方、0.5 Gy、1.0 Gy 照射

後 6時間では、8週齢でリンパ球分画の減少が認められたのに対し、3週齢では 0.5 Gy 照射に

おいてリンパ球分画の減少は認められなかった(図 3)。このことは大人期に比べて子ども期の

0.5 Gy 照射 6時間後における放射線への影響は乏しく、リンパ球の放射線感受性は 3週齢より

も 8週齢の方が高いといえる。しかし興味深いことに、1.0 Gy 照射では 8週齢よりも 3週齢の
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方がリンパ球の減少が多く、リンパ球の放射線感受性は年齢や被ばく後時間に影響を受けるこ

とが示唆された。 

 

 

図 3. X 線 0.5 Gy、1.0 Gy 照射 24時間後までの白血球分画変化(上：3週齢、下：8週齢) 

（青色：リンパ球、茶色：単球、緑色：好中球、紫色：好酸球） 

 

(4) X 線照射 3時間後に発現上昇する血清中 miRNA は 8 週齢より 3週齢の方が多い 

上記の研究で X線照射 3時間後において有意な白血球減少がみられなかったため、放射線被ば

くの影響をさらに短時間で鋭敏に捉える新規バイオマーカー候補を探すため、放射線被ばく後

3時間の血清中 miRNA の発現変動を miRNA マイクロアレイ解析にて解析した。その結果、0.5 

Gy あるいは 1.0 Gy 照射によって 2倍以上血清中で発現上昇する miRNA は 3 週齢では 272 個、8

週齢では 8個検出された(図 4)。これらの結果は、3週齢の子ども期のマウスでは血中 RNA が多

く、被ばくによる血清中 miRNA の変化が著しいことを示唆している。 

 またマイクロアレイ解析によって検出された miRNA のうち、3週齢と 8週齢ともに発現変動

し、0.5 Gy あるいは 1.0 Gy 曝露で 2倍以上発現上昇する miRNA として、miR-135a-1-3p、miR-

1894-3p、miR-6969-5p の 3つを同定した。 

 

 

図 4. X 線照射 0.5 Gy あるいは 1.0 Gy 照射によって 2倍以上発現上昇する miRNA 

（左：3週齢、右：8週齢） 

 



 

 
図 5. 3 週齢、8週齢マウス血清でともに発現変動する 3 miRNA 

 

本研究では子ども期と大人期のマウスでは白血球の放射線感受性が年齢や被ばく後時間によっ

て異なることが明らかとなった。また子ども期と大人期では血清中 miRNA の種類や量の変化も

異なることが明らかとなり、照射する放射線量や時間によっても放射線感受性が異なることが

示唆された。これらの結果から、放射線障害を推測するバイオマーカーは線量、照射後経過時

間によって適したものを使用しなければいけないことを示唆している。 

大人期のマウスに比べて子ども期のマウスの miRNA の量が著しく多い要因は現時点で不明であ

り、さらに血清中 miRNA の主な由来細胞がどこなのか明らかにする必要がある。8 週齢、3週齢

ともに共通して発現上昇する miRNA は 3つ存在したが、そのどれもが現在のところは子ども期

に適した miRNA バイオマーカー候補にはならなかった。8週齢マウスでは線量依存的に上昇し

ていく miRNA が認められたが、3週齢の場合は線量依存的ではないものが多かった。この違い

は由来臓器の影響なのか、臓器成長の過程に影響しているのか今後調べる必要がある。今後は

miRNA の経時的変動と子ども期の被ばく評価に適した miRNA の調査を引き続き行っていく予定

である。 
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