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研究成果の概要（和文）：正常ヒト上皮細胞を用いて、低濃度トリチウムの持続処理によるDNA二重鎖切断数の
変化を細胞内へのトリチウム取り込み量や局在と関連付けて検討した。細胞内取り込み量はトリチウム処理濃度
と相関したが、DNA二重鎖切断数の変動は短時間暴露ではトリチウム濃度に依存する一方で、持続暴露では濃度
依存性を示さない処理開始後の時間帯があった。また、トリチウムが結合する有機物に特徴づけられる細胞内局
在の影響を受けてDNA二重鎖切断数が変化することも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The number of DNA double-strand breaks (DSBs) was investigated in normal 
human epithelial cells continuously exposed to tritium at low concentrations. The amount of 
intracellular tritium correlated with the concentration in the culture media. We also found the 
correlation of the intracellular amount of tritium between the cells exposed to tritiated water and 
that of organically bound tritium. By contrast, we found the case that the number of DSBs did not 
correlate with the intracellular tritium concentration. In addition, intracellular localization of 
tritium influenced on the induction of DSBs. Our data suggest that it is required to accumulate the 
data of tritium effects in cells continuously exposed at low concentration to estimate the 
environmental tritium risk.

研究分野： 放射線生物学

キーワード： トリチウム　低濃度　持続処理　有機結合型トリチウム　トリチウム水

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
環境レベルのトリチウムリスクは、既存の高濃度短時間暴露による知見からの外挿によって推定されるが、その
正確性は不明であった。本研究では従来よりも低濃度かつ持続処理による細胞影響を検討し、環境レベルに近づ
けた濃度での持続処理の影響を既存の知見から推定することが困難な濃度範囲があることが判明した。また、有
機結合型トリチウムにおいては細胞内局在を考慮する必要があり、種類によって細胞影響が異なることも明らか
にした。いずれの場合でも環境レベルのトリチウムリスク評価には科学的知見を充足させる必要性が示された。

※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 
トリチウムは宇宙放射線によって自然界で生成される経路と、原子力発電所の通常運転によ

って人工的に生成される経路があり、環境中には常に微量のトリチウムが存在する。福島第一原
子力発電所事故後の対応の中でトリチウムを含む多核種除去設備  (Advanced Liquid 
Processing System, ALPS)処理水の貯蔵量が保管タンクの容量を超える見通しとなったことか
らその処分方法として海洋放出が検討された。このような経緯から環境中のトリチウム濃度の
わずかな増加による健康影響について社会的関心が高まった。環境中ではトリチウム水（HTO）
の存在比が高く、経口摂取した HTO の全てが血液中に移行する仮定では、約 95%が HTO のま
ま体内を循環して体外へ排泄されるが、残りは血液から組織液へ移行した後に同位体交換によ
って体内の有機物中の水素と入れ替わることで有機結合型化合物（organically-bound tritium, 
OBT）が形成される。また、組織液中の HTO は半減期 10 日で血液中に戻って速やかに排泄さ
れるが、OBT に変換されると短期成分で 40 日、長期成分で 350 日の半減期で組織液中に移行
するために、HTO に比べて OBT は長期の内部被ばく要因となる。このため、低濃度トリチウ
ムへの長期暴露による生物影響に関する知見が必要とされている。 
従来のトリチウム影響に関する知見は高濃度短時間暴露が中心であった。30-300 mGy の線量

を 30 mGy/分の線量率で被ばくした間葉系幹細胞で DNA 二重鎖切断を検出できる分子マーカ
ーのリン酸化 H2AX フォーカスが線量依存的に増加したが、同じ線量を 0.1 mGy/分で照射する
と 300 mGy 照射時の 1 細胞に検出されるフォーカス数は半減することが報告された。これは高
濃度トリチウム短時間暴露の結果と低濃度トリチウム持続暴露による影響が異なる可能性を示
唆する。また、国際放射線防護委員会が提唱する成人の実効線量係数は HTO では 1.8x10-5 
µSv/Bq、OBT では 4.2x10-5 µSv/Bqである。OBT はトリチウムが結合する有機物の代謝によっ
て HTO と比べて体内に長く存在するために線量への寄与は高くなるが、トリチウムが結合する
有機物は多岐にわたる一方で共通の線量係数が適応されている。 

 
２．研究の目的 
 トリチウムが放出する低エネルギーβ線の飛程が短いために、細胞内に取り込まれたトリチ
ウムが被ばく影響の誘因となることが予想される。そこで、HTO あるいは OBT の持続期間中
のトリチウムの細胞内取り込みと DNA 二重鎖切断数について高濃度 HTO と低濃度 HTO 処理
との比較、および HTO と OBT 処理との比較を通じて低濃度トリチウムによる細胞影響の評価
と高濃度短時間処理からの推定に関する知見の収集を目的として実施した。 
 
３．研究の方法 
hTERT で不死化した正常ヒト網膜色素上皮細胞（RPE1-hTERT）を 10％ウシ胎児血清 (Gibco)

を添加した Leivovitz's L-15 培地 (Gibco)で、二酸化炭素非存在下の 37 C̊インキュベーター
内で対数増殖を維持するように培養した。HTO (MT924B、Moravek)と OBT としてトリチウム標識
グルタミン (³H-Gln、(ART0149A、ARC))、トリチウム標識パルミチン酸 (3H-PA、(ART1985、ARC))、
および³H-Thy (NET027A001MC、PerkinElmer)を用いた。6,000 Bq/mL となるように HTO と OBT を
培地に添加し、30 日間培養した。培地にトリチウムを添加する際に原液から低濃度培地を作成
すると希釈のたびに目的濃度から大きく変動することが予備実験で確認されたため、HTO または
OBT の原液をあらかじめ L15 培地で 1,000 倍に希釈した後に、使用する終濃度へと段階的に希釈
して継代ごとのトリチウム濃度のばらつきを抑制して持続処理を行った。 
液体シンチレーションカウンター (LSC-5100、ALOKA)を用いて、培地や細胞内のトリチウムを

測定した。培地の測定試料は、シンチレータ (ULTIMA GOLD、PerkinElmer)1 ml に培地 100 µl
を混合して作成した。細胞内のトリチウムは、トリチウムを処理した後に PBS-で 2 回洗浄して
フラスコ内の細胞に取り込まれていないトリチウムを除去した後、トリプシン (ナカライ)を処
理した後にトリチウム不含の通常培地 5 ml で細胞を回収し、そのうち 300 µl の細胞懸濁液を 1 
ml のシンチレータと混合した。トリチウムの局在は、Nuclear/Cytosol fractionation kit (BioVision)
を用いて細胞質画分、可溶性/不溶性の細胞核画分を抽出し、調整後の合計量 300 µlを 1 ml の
シンチレータと混合した。混合後に 24 時間暗所に静置した後に 1分間の測定を 3回繰り返した
結果の平均値から、バックグラウンド (BG)の平均値を差し引いて真の計数率を算出した。 
DNA 二重鎖切断の検出は、蛍光免疫染色によって可視化されるリン酸化 H2AX と 53BP1 フォー

カスの局在が一致するシグナルを指標に定量した。カバーガラス上で培養した細胞を 4％パラホ
ルムアルデヒド (FujiFilm)溶液で 10 分間の室温処理で固定をした後に、細胞を PBS-で 1 度洗
い、氷冷した 0.5% Triton X-100 (和光純薬工業)溶液を氷上で 5分間処理する膜透過処理を行
なった。Ser139 部位がリン酸化された H2AX の検出にはマウスモノクローナル一次抗体 (2F3、
BioLegend)と Alexa Fluor 488 標識二次抗体 (ThermoFisher Scientific)を用いた。53BP1 の検
出にはウサギポリクローナル一次抗体 (NB100-304、Novus Biologicals LLC)と Alexa Fluor 568
標識二次抗体 (ThermoFisher Scientific)を用いた。対比染色には 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI、Molecular Probes)を用いた。抗体反応液 TBS-DT (5 % スキムミルク含有



TBS-T)に最適化した濃度で抗体を処理し、一次抗体は 2時間、二次抗体は対比染色と同時に 1時
間、37 C̊で反応させた。封入剤に VECTASHIELD antifade mounting medium (Vector Laboratories 
inc.)を用い、トップコートで封入した。標本の観察には、エクリプス Ni 蛍光顕微鏡 (Nikon)を
使用した。 
 
４．研究成果 
高濃度（6×10⁶ Bq/mL）と低濃度（6,000 Bq/mL）で HTO を 24 時間処理し、既存の科学的知見

で用いられてきた高濃度と本研究で着目する低濃度処理による DNA 二重鎖切断誘発能を比較し
た。トリチウムの細胞内取り込み量について、高濃度では処理開始後 1時間でピークに達し、そ
の後 24 時間まで HTO 処理が続いても取り込み量は大きく変化せずに維持された (Fig. 1a)。低
濃度処理では処理開始後 1〜2 時間でピークに達した後は 24 時間まで変化せずに維持された 
(Fig. 1b)。このように、細胞内取り込みは処理濃度にかかわらず同じ継時変化を示した。細胞
内取り込み量を HTO 処理開始 1 時間以降の時間帯で比較すると、トリチウム処理濃度に依存し
て増加した。 
高濃度処理によるフォーカス陽性率と 1細胞あたりの平均フォーカス（fpc）数の経時変化は、

細胞内トリチウム量の経時経過と同様に変化し、HTO 持続処理期間中は対照群と比較してフォー
カス数が有意に多く検出され続けた (Fig. 1c,d)。低濃度処理では処理開始 2〜4 時間後にフォ
ーカス陽性率と fpc 数がピークに達した後は HTO 処理が継続していても対照群と同レベルにま
で減少し、一過的な増加を示した。細胞内取り込み量は処理濃度に依存して増加したが、DSB の
変化は処理濃度との相関はなく、6×10⁶ Bq/ml の HTO 処理のデータから 6,000 Bq/ml の HTO 処
理による DSB の誘発について推定することが困難であることが示された｡ 

 
 
 
 
 6,000 Bq/ml のトリチウム処理時間を 30 日まで延長し、培地中及び細胞内トリチウム取り込
みの長期変化を調べた。5 日ごとに培地を交換し、培養前に対する培養後の培地中トリチウムカ
ウント比を指標として、細胞へのトリチウム取り込みの長期変化をモニタリングした (Fig.2)。
HTO、³H-Gln、³H-Thy 処理では培養前後のカウント比がおよそ 1 で、³H-PA のみ 4割程度の減少
が確認された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1 高濃度と低濃度 HTO 処理による細胞内取り込み、DNA 二重鎖切断誘発の比較 
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次に、5日ごとの継代時に細胞内トリチウムをシンチレーションカウンターで測定すると、常に
HTO よりも OBT による細胞内取り込み量が多くなった (Fig. 3)。OBT 間では処理日数に関わら
ず³H-PA が最も多くトリチウムを取り込み、その他の OBTでは、³H-Thy、³H-Gln の順で取り込み
量が多かった。HTO による細胞内取り込み量は処理開始 1 時間以降から 30 日間はほとんど変化
が無く、³H-Thy では処理開始 24 時間以降も増加して 5 日目以降に一定となった。³H-Gln につ
いては処理開始 5 日後から測定を開始し、30 日後までの細胞内取り込みはほぼ一定であった。 
³H-PA では処理開始 24 時間後までに取り込み量が増加した後は、10 日後まで一定の取り込み量
で推移したが、10 日後以降になると緩やかな増加を示した。以上のように、HTO と OBT では持続
処理期間中の細胞内取り込み量や取り込みの継日変化が異なる一方で、OBT 間でもトリチウムが
結合する有機物の種類によって異なることが確認された。 

 
 
 
 
 トリチウムの 30 日処理期間中のフォーカス陽性率と fpc 数の経日変化を調べた (Fig. 4)。
HTO 処理で軽度に増加したフォーカス陽性率、fpc 数は処理開始 20 日後以降で有意な増加を示
した。³H-Gln 処理後のフォーカス陽性率と fpc 数の変化は HTO 処理群と同じようにわずかな変
化であったが、対照群との有意差は HTO 処理群よりも早く、処理開始 10 日後から確認された。
³H-Gln を含む全ての OBT 処理でフォーカスが出現するタイミングが HTO 処理群よりも早く、処
理開始 10日後から有意な増加を確認した。³H-Thy 処理群で最もフォーカスが多く出現し、次い
で³H-PA、³H-Gln の順にフォーカスが多く出現した。HTO 処理群より細胞内取り込みが多い OBT
処理群で早期から多くのフォーカスが出現し、OBT 間では細胞内トリチウムが最も多い³H-PA 処
理群よりも取り込み量が少なかった³H-Thy 処理群でフォーカスが多く検出された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 30 日のトリチウム持続処理による細胞増殖への影響を、累積の細胞分裂回数（PDL）を指標に
モニタリングした (Fig. 5)｡HTO と 3H-Gln 処理群の PDL は、トリチウム処理の全期間を通じて
対照群と同様に PDL が増加し、細胞増殖に顕著な影響は生じなかった｡最も顕著な影響が観察さ
れたのは³H-Thy 処理群で、処理開始 5日後以降は PDL がほぼ増加しなかった。3H-PA も対照群と
比べて PDL の増加率が低下したが、3H-Thy 処理群とは異なって処理期間中に PDL は増加し続け
た。以上の結果より、6,000 Bq/mL の持続処理では、3H-Thy はほぼ全ての細胞で増殖が停止し、
3H-PA は一過的な細胞周期進行の遅延あるいは一部の細胞で増殖を停止させるが、HTO や 3H-Gln
は細胞増殖に顕著な影響を及ぼさないことが示された。 
DNA 二重鎖切断をもつ細胞が分裂期へ進行すると、微小核や有糸分裂崩壊 (mitotic 

catastrophe, MC)が生じ、それぞれに特徴的な細胞核の形態変化が観察される。また、分裂期へ
の進行とは関係なく、アポトーシスの指標となる細胞核の断片化や早期細胞老化の特徴の一つ
である細胞核の肥大化が観察される。トリチウム処理期間に細胞分裂を繰り返す中で、細胞核の
形態異常の観察を通じてゲノム不安定性の誘発について検討するために、トリチウム処理開始
10 日後と 30 日後に DAPI 染色で示される細胞核形態を観察し、微小核、MC、核の断片化の誘発
頻度を調べた (Fig. 6)。HTO、³H-Gln 処理群では処理開始 30 日後に微小核がわずかに増加する

Fig. 3 6,000 Bq/ml のトリチウム持続処理による細胞内トリチウム放射能の変化 

右図は左図の HTO、3H-Gln プロット領域を拡大した図 
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傾向がみられたが、有意な変化ではなかった。また、MC や核の断片化はほとんど観察されなか
った。³H-PA 処理群では、処理開始 10 日後で 4.4 %、30 日後で 5.1 %と、対照群よりも微小核が
有意に増加した｡また、MC がわずかに誘発された。³H-Thy 処理群が最も顕著に細胞核異常を誘発
し、微小核の誘発頻度は 10 日後、30 日後で同等だったが、MC が 30 日後に顕著に増加した｡ま
た、頻度は低いが核の断片化が 30 日後に観察された。 
次に、トリチウム処理開始 30 日後の DAPI 染色像の面積を測定し、細胞核の肥大化を検討し

た。本解析では MC や核の断片化を誘発した細胞を除外し、単核の細胞 (微小核誘発細胞を含む)
を解析した (Fig. 7)。対照群の細胞核サイズは 9割以上が 100〜300 µm²の範囲に分布してい
た。そこで、300 µｍ²を超える細胞核を肥大化と判定した。HTO、³H-Gln 処理群は対照群と比べ
て肥大化細胞の出現頻度に変化はなく、³H-PA 処理群で 2 割弱、³H-Thy 処理群で約 9 割の単核
細胞が核の肥大化を示した｡以上の結果より、HTO、³H-Gln 処理では細胞核形態の変化はみられ
ず、³H-PA、³H-Thy 処理群で有意に細胞核の形態異常を誘発するが、³H-PA での軽度な誘発に対
して、³H-Thy の影響は顕著であった。 

 
 

 
 
 
 

 
 
6,000 Bq/ml の HTO、³H-Gln、3H-PA、3H-Thy で 24 時間処理した細胞を細胞質画分と細胞核画

分に分けて、それぞれを液体シンチレーションカウンターで測定することでトリチウムの細胞
内局在を検討した (Fig. 8)。細胞核画分は、DNA や核膜が多く含まれる不溶性画分と、それ以
外の可溶性画分に分離して測定した。HTO 処理群ではトリチウムが細胞核および細胞質画分にほ
ぼ均一に分布していたが、不溶性核画分では検出されなかった。OBT 処理群では、³H-Gln と³H-
PA の約 1 割、³H-Thy の約 9 割が細胞核に局在していた。Fpc 数や細胞増殖への影響が大きいト
リチウム処理の順番と不溶性細胞核画分の比放射能の大きい順番が一致していたことから、不
溶性細胞核画分へのトリチウムの取り込みが、DNA 二重鎖切断依存的な細胞影響に大きく寄与す
ることが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 5 

6,000 Bq/ml のトリチウム持続処理中の PDL 

Fig. 6 

6,000 Bq/ml のトリチウム持続処理による 

細胞核形態の変化 

Fig. 7 

6,000 Bq/ml のトリチウム持続処理による 

細胞核の巨大化 
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