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研究成果の概要（和文）：本研究では，放射線による造血幹細胞のクローン増殖能喪失機構にどのような因子が
関与するのか明らかにするために，酸化及び抗酸化応答ならびに細胞老化応答に着目して検討した．その結果，
クローン増殖能喪失機構は複合的であるものの，酸化ストレス防御因子としてのNrf2やその標的遺伝子群，さら
に抗炎症性因子がクローン増殖能喪失を妨げる標的候補となる可能性が考えられた．

研究成果の概要（英文）：In this study, to clarify factors that are involved in the mechanism of 
radiation-induced exhaustion of clonogenic potential in hematopoietic stem cells, we explored 
candidates by which focused on oxidative and anti-oxidative response as well as cellular senescence 
response. Although the mechanism of radiation-induced exhaustion of clonogenic potential is a 
complex event, Nrf2 which is a transcription factor regulating the expression of genes to protect 
against oxidative damage, its target genes that codes anti-oxidative factors, and anti-inflammatory 
factors are could be target candidates to prevent exhaustion of clonogenic potential.

研究分野： 放射線生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は，放射線による造血幹細胞のクローン増殖能維持及び回復促進に帰す標的として，抗酸化性因子
や抗炎症性因子がその候補となる可能性を示した．致死的な線量の放射線を被ばくした個体の救命や放射線治療
に伴う正常組織障害等から組織を再建するには，クローン増殖能の維持が欠かせない．これらの放射線障害の軽
減あるいは早期治癒を目指す薬剤の開発等の一助となることが期待される．

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
造血幹細胞は生涯に渡り，全ての末梢血球を供給する．高線量の放射線被ばくは造血幹細胞
の機能不全，即ちクローン増殖能の喪失をもたらし，末梢血球の供給が滞ることで個体死へ
と繋がる．造血幹細胞への放射線影響は，これまで細胞死に注目されてきた．しかし，放射
線障害からの回復において重要なのは造血組織を再建することであり，これは造血幹細胞
のクローン増殖能なくしては達成できない．放射線によりクローン増殖能が失われる機構
は未だ明らかでなく，今日の被ばく医療を困難にしている． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，放射線による造血幹細胞のクローン増殖能喪失機構にどのような因子が関与
するのか明らかにすることである．そのために，マウス及びヒト造血幹/前駆細胞を用いて，ク
ローン増殖能喪失と酸化及び抗酸化応答との関連性ならびに細胞老化応答との関連性ついて検
討した． 
 
３．研究の方法 
(1) 生存細胞数及びクローン増殖能の評価 

C57BL/6J マウスへ 0〜6 Gy の X 線を全身照射し，3〜24 時間後に大腿骨由来骨髄細胞より
磁気ビーズ法を用いて Lin-/Sca-1+/c-Kit+（LSK）細胞を単離した．これらの生細胞数をトリ
パンブルー色素排除法にて計数することで生存細胞数を，50 個以上の細胞からなるコロニ
ーをメチルセルロース法にて計数することでクローン増殖能を，それぞれ評価した． 

 
(2) 酸化及び抗酸化応答の評価 

単離された LSK 細胞をそれぞれ酸化ストレス検出用蛍光試薬である HPF で染色し，フロー
サイトメトリー法にて蛍光強度を測定することで，細胞内に生じた活性酸素種（ROS）を酸
化応答として評価した．一方，Nrf2 は酸化ストレス防御遺伝子群などを統一的に発現誘導
する転写因子であり，単離された LSK 細胞をそれぞれ Nrf2 抗体で免疫蛍光染色し，顕微鏡
下でその核内移行を抗酸化応答として評価した． 

 
(3) 細胞老化応答の評価 

単離されたLSK細胞をSA-beta-Galで染色し細胞老化を，酸化DNA損傷の指標である8-OHdG
を用いて点突然変異頻度を，ELISA 法にてそれぞれ評価した．一方，ヒト CD34+細胞を用い
た網羅的遺伝子発現解析からアノテーション情報を利用した発現変動遺伝子の機能的特徴
解析を実施した． 

 
４．研究成果 
(1) X 線照射と生細胞数及びクローン増殖能の関連性 

0，2，4，6 Gy の X 線を全身照射したマウスの大腿骨由来 LSK 細胞の生存細胞数は，照射後
12 時間までに非照射群と比較し 30%程度にまで減少した．一方，生存細胞のクローン増殖能
は，4 Gy 及び 6 Gy 照射群で照射後 3時間までに非照射群と比較し 5%未満にまで急激に低
下し，照射後 24時間までに大きな変化は見られなかった．このとき，2 Gy 照射群は照射後
3 時間までに非照射群と比較し 70〜80%程度のクローン増殖能を維持し，照射後 24 時間で
も 60%程度を維持していた．放射線照射は 24 時間以内に LSK 細胞の生存細胞数減少をもた
らすが，より早い時期に急激なクローン増殖能の低下を引き起こすことが明らかになった．
また，2 Gy 照射群と 4 Gy 及び 6 Gy 照射群とはクローン増殖能低下の程度に違いがあり，2 
Gy と 4 Gy との間にクローン増殖能が急激に失われる線量域が存在すると考えられた． 

 
(2) クローン増殖能喪失と酸化及び抗酸化応答の関連性 

X 線による生体影響は主に細胞内 ROS に関連していることがよく知られているため，照射に
よる変化を評価したところ，クローン増殖能が急激に失われた照射後 3 時間において細胞
内 ROS の急激な増加を認めた．同様に，Nrf2 の核移行も照射後 3 時間において非照射群と
比較して増加しており，酸化ストレスに呼応する酸化ストレス防御遺伝子群の統一的発現
増加を示唆していた．興味深いことに，Nrf2 の核移行はクローン増殖能を喪失した 4 Gy 及
び 6 Gy 群にて照射後 24 時間まで非照射群と比較して高い状態を保っていたが，クローン
増殖能の喪失がさほど生じなかった 2 Gy 照射群では，照射後 3時間で一過性に増加したも
のの，その後は非照射群と同等のレベルであった．これらの結果は，一部で Nrf2 とその標
的遺伝子群による抗酸化機能の亢進がクローン増殖能喪失の阻害に関与していることを示
唆するものであり，Nrf2 やその標的遺伝子群がクローン増殖能喪失を妨げる標的候補とな
ることが示された． 

 
(3) クローン増殖能喪失と細胞老化応答の関連性 

同様に，放射線による細胞老化マーカー発現を評価したところ，照射後 24 時間までに SA-
beta-Gal 陽性細胞が非照射群と比較し増加していた．これらの結果は，放射線によるクロ
ーン増殖能喪失の一因として細胞老化が関与していることを示唆している．これまでに細



胞老化の要因として複製ストレスや炎症が関与すると報告されているため，照射後 6 時間
における放射線応答遺伝子の機能的特徴を解析したところ，放射線照射により発現変動す
る遺伝子には炎症に関与する因子が多く含まれていた．これらの結果により，細胞老化が炎
症や複製ストレスにより生じているかもしれず，抗炎症性因子もクローン増殖能喪失を妨
げる標的候補となることが示された． 

 
(4) 結論 

放射線による造血幹/前駆細胞のクローン増殖能喪失は，速やかにかつ劇的に生じる．その
機構は複合的であるものの酸化ストレス防御因子としての Nrf2 やその標的遺伝子群，さら
に抗炎症性因子がクローン増殖能喪失を妨げる標的候補となると考えられる．今後はそれ
らの標的因子に作用する薬剤を探索，詳細な作用機序を解明し，被ばく医療の発展や放射線
治療の副作用低減に資する必要がある． 
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