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研究成果の概要（和文）：本研究は、若年期に受けたγ線照射からの回復後に惹き起こされる白血病を含む遷延
性病変の発症機序をなすと考えられる、ほぼ生涯にわたり、特に造血幹・前駆細胞分画に限局して遺残する回復
不全の分子基盤の解明を企図していた。ここでは若齢期に照射し、加齢させたマウス骨髄細胞から分離したエク
ソソームに含まれるsmall RNAを解析し、照射群で明らかに発現量の低下するものを同定した。さらに、その予
測される標的遺伝子にはいわゆる癌遺伝子が多数含まれていたことから、照射によって、これらの標的遺伝子の
抑制がはずれて活性化し、発がんやその後の増殖に寄与することが示唆される結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：This study was planned to elucidate the molecular basis of the failure of 
recovery that remains almost throughout life, especially in the hematopoietic stem/progenitor cell 
fraction, which is considered to be the pathogenic mechanism of prolonged disorders, including 
leukemia, induced after recovery from γ-irradiation received at a young age. Here, we analyzed 
small RNAs in exosomes isolated from bone marrow cells of aged mice irradiated with γ-rays at a 
young age and non-irradiated mice equivalent in age, and identified those that were clearly 
down-regulated in the irradiated group compared to the non-irradiated group. Furthermore, since many
 of the predicted target genes included so-called oncogenes, the results suggest that irradiation 
disrupts the repression of these target genes and activates them, contributing to carcinogenesis and
 subsequent proliferation.

研究分野：基礎医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エクソソームRNAは、がん診断のバイオマーカーのみならず、炎症のマーカーとしての有用性なども示唆されて
いる。末梢血からも分離可能であり、本研究結果においては具体的なマーカー遺伝子の提言には至らなかった
が、今後、研究成果を踏まえ分子機序に根ざした有用なマーカー遺伝子を同定することで、長期にわたり遷延す
る異常を定期的な血液検査によってモニター可能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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
本研究は、若年期に受けた 2Gyの照射による急性期の障害性からの回復後に惹き起こされる
白血病を含む遷延性病変の発症機序をなすと考えられる、ほぼ生涯にわたり、特に造血幹・前駆
細胞分画に限局して遺残する回復不全の分子基盤の解明を企図していた。即ち、同じ線量の照射
を受けたマウスのうち、比較的早期に白血病が発生する個体は 30%程度に留まるものの、これ
を免れた個体にあっても、加齢と共に非照射マウスにも発生する造血器腫瘍の発症の早期化が
みられるなど、単回の全身照射が生涯にわたって影響し続ける背景基盤は未解明の課題である。
このことを解決するためには、造血幹前駆細胞側のみならず、造血を支えるニッチ（niche）の
生理機能やその障害による不全状態に対する理解も不可欠と考えられる。ここでは、照射後経時
的に変化してゆく両者の相互作用をも包含する指標として、病態や組織傷害の指標への適用の
可能性についても期待される末梢血中のエクソソーム RNAに着目した。エクソソームは、様々
な細胞から分泌され、細胞特異的なmiRNAやmRNAなどを含む数十から百ナノメータ程度の
脂質二重膜の小胞からなる。200µL 程度の末梢血で解析でき、同一個体での経時的な検討も行
えることから、確率的な事象に対する、前向き研究が可能となる。結果として、特に、未分化な
造血幹前駆細胞の長期にわたる遷延性の回復遅延のマーカー遺伝子が得られれば、白血病発症
につながる機構解明の手がかりを得る上でも有効と考えた。 

 
生体は高用量の活性酸素を速やかに消去する機構を備えることによって初めて酸素を活用し
た生存形式を確立した。一方、低用量の酸化的ストレスに対する生体応答は、種々の遺伝子発現
調節に関わり、生体の維持調節機構として必須の役割を担っていることがわかってきた。また、
組織幹細胞としての造血幹・前駆細胞は細胞治療や遺伝子治療の中心を担うが、幹細胞とこれを
支えるニッチは、前者に幹細胞特異的薬物代謝関連因子（例えば ABCトランスポーターや異物
受容体［aryl hydrocarbon受容体、AhR］など）の発現がみられ、後者が酸化的ストレスに対す
る造血維持センサーとなっているなど、生体異物相互作用の中心ともなっている。 

 
2 Gyのガンマ線の単回全身照射をうけたマウスの造血細胞数は、照射直後には急激に減少す
るが、その後の回復の速度は、おおむねその分化度に従い、分化型の血球ほどより早く年齢相応
の非照射対照群と同じレベルに到達する。即ち、末梢血や骨髄細胞の数は 4～6週後には回復し、
その後は年齢相応の非照射対照群と同程度の数で推移する。一方、分化型の前駆細胞は、数的に
は一度回復した後も増減を繰り返し、徐々に年齢相応の非照射対照群レベルに収束する。更によ
り未分化な造血幹・前駆細胞では、ほぼ生涯にわたって数が少ない状態が持続し、併せて細胞内
酸化的ストレスの指標としての 2',7'-dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA)の蛍光強度や、
PiK3r1 や Ccnd1 などの細胞回転関連遺伝子発現の加齢に伴う増加が、照射を受けた群では更
に増強することも観察されている。この時の造血前駆細胞の細胞動態を当申請者らが考案した
コロニー形成性の造血前駆細胞特異的な個体レベルにおける細胞周期測定法（BUUV 法）で解
析すると、BrdUrdの標識率を経時的に観察することで、従来の短期標識で得られた結果は再現
しつつも、照射 1 ヶ月後の標識率は有意に抑制されていることが初めて明らかとなった。その
後、BrdUrdの標識率は年齢相応の非照射対照群と同じレベルに到達したが、照射 10カ月後に
は有意な増加に転じ、この状態がほぼ生涯にわたって持続することを見出した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、独自に開発した実験ツールを用いた造血幹・前駆細胞の細胞周期の解析結果を基
盤とし、様々な組織から分泌されるエクソソームに含まれる RNAを指標として、前向き研究に
よって、白血病発症という確率的な事象の発生基盤として考えられている、造血幹細胞分画の遷
延する回復不全状態の分子基盤を明らかにすることを企図していた。 
 
 
３．研究の方法 
（1）エクソソーム RNAの分離：エクソソームは、extracellular vesicles (EVs) のサブタイプ
の一つであり、様々な細胞から分泌される miRNA などを内包する脂質二重膜に覆われた小胞
として、その存在は知られていたものの、がん診断のバイオマーカーとしてにわかに注目される
にいたった。また、炎症のマーカーとしての有用性が示唆される（Gaitero L, et al., 2016）な
ど、病態や組織傷害の指標への適用の可能性についても期待され、細胞や組織レベルでの検討が
進みつつあるが、本研究で志向している個体レベルでの障害性マーカーとしての活用には至っ
ていない。まずは、エクソソーム RNAの計測条件の検討からはじめ、単離方法としては、超遠
心ペレットダウン法、ポリマー沈殿法などを試行したうえで、超遠心法による分離方法を確立し
た。得られた EVの peak sizeは、nanoparticle-tracking analysis (NTA)により 67nmであり、
文献的な報告値とも一致していた。 
 



（2）照射マウスからの骨髄細胞の採取：本研究では、まず若齢期に照射後、加齢させたマウス
骨髄細胞から分離した EVに含まれる small RNAの解析を行い、ここで得られた成果を元に、
経時的な変化についても解析を進める事を計画していた。即ち、6週齢の雄の C57BL/6マウス
に 200cGyのγ線全身照射をし、非照射群とともに、SPF条件下で 18ヶ月齢まで飼育後、採取
した骨髄細胞を解析に供した。尚、照射後の経時的な解析については、末梢血からの EVの採取
条件の検討などをすすめたが、コロナ禍での解析の遅れにより、まとまった結果を得るには至ら
なかった。 
 
（3）遺伝子解析：分離採取した EV に含まれる RNA の塩基配列を、次世代シーケンサー (所
属部所有の Illumina社製Miseq及び Nextseq500) を用いて網羅的に同定した。照射群と非照
射群のそれぞれの発現プロファイルの比較によって差異の認められた RNA は、metascape 
(https://metascape.org/gp/index.html#/main/step1) などによって Gene Ontology (GO) 解析
した。更に両群で差異の大きかった RNA の二次構造について、online ツール centroidfold 
(http://rtools.cbrc.jp/centroidfold/)を使って予測したところヘアピン構造をとる miRNA である
ことが有力視されるものが含まれる結果が得られた。そこで、その標的遺伝子の予測を、miRDB 
(http://mirdb.org/mirdb/index.html) により行った。さらに、その予測遺伝子リストによる GO
解析などもすすめた。 
 
 
４．研究成果 
（1）照射群と非照射群における発現量の異なる RNA の Gene Ontology (GO) 解析：両群の
small RNAの発現プロファイルを比較することで、明らかに発現量の異なる一連の small RNAs
が分離された。これらのうち発現量の差異に有意差の認められた 273 個の RNA で GO 解析し
たところ、加齢、幹細胞分化、アポトーシス制御などに関連することが示された（下図）。 
 

 
これらの結果は、これまでに得られた限定的な遺伝子群を対象とした定量 PCRによる結果とも
符合するものと考えられた。 
 
（2）照射群で明らかに発現量の低下が示された small RNA 
（1）で得られた 273 個の RNA のうち、照射群で発現がなくなるものが 11 個得られたの

で、これらの解析を先行することとした。このうち、RNAの配列を centroidfoldで解析した結
果、ヘアピン構造をとるmiRNAであることが有力視され、かつ、既存の遺伝子座にコードされ
た以下の２つの RNAについて、更に解析を進めた。尚、273個の RNAのうち、11個以外は、
照射群で非照射群より発現が上がったものも含め、非照射群との発現比が２倍程度以内に留まっ
ていた。 

a) Brms1l (BRMS1 like transcriptional repressor) のエクソン中に存在する新規エクソ
ソーム RNA：Brms1lは breast carcinoma metastasis suppressor (BRMS1) に相同性を持ち、
glioblastoma や ovarian cancer を抑制する作用が報告されている。2Gy の照射群において、
Brms1lの遺伝子発現は低下していたことから、今回得られた結果は、照射群でのがん抑制作用
の低下状態が反映されたものと考えられる。 

b) Tmprss15 (transmembrane serine protease 15) に存在する新規エクソソーム RNA： 
miRDBで解析した結果、標的候補遺伝子として、癌遺伝子として知られるEgln1, Usp28, Prkd3, 
Pou4f2, Tal1 など、177の遺伝子が示された。これらの標的遺伝子群のうち、上位 49個の遺伝
子で GO解析を行うと、白血病が最上位に位置する結果が得られた（下図）。 

 



 
尚、Egln1 (egl-9 family hypoxia-inducible factor 1) は、ユビキチンを介して p53 を分解

する癌遺伝子として、Usp28 は、発がんを促進する脱ユビキチン化酵素として、Prkd3 はがん
細胞の増殖、浸潤などを促進する serine/threonine kinaseとして、Pou4f2ヒト卵巣癌において
癌細胞の生存や薬剤耐性獲得に関わる転写因子として、 Tal1はヒト T cell acute lymphoblastic 
leukemia (T-ALL：ヒト T 細胞急性リンパ芽球性白血病) において、がん抑制遺伝子である
FBXW7腫瘍抑制因子を標的としたがん遺伝子として、それぞれ報告されている。 

 
照射群においては、これらの標的遺伝子の抑制がはずれて活性化しており、発がんやその後

の増殖に寄与していることが想定される。 
今後は、これまで得られた知見をもとに、別途解析を進めている末梢血由来の週齢特異的な

エクソソーム RNAの解析とも比較検証することで、白血病を含む遷延性病変の発症のより詳細
な機序解明を図りたい。 
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