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研究成果の概要（和文）：　本研究ではラットモデルにおいて腎臓のウラン不均一分布と晩発影響について検討
した。腎臓の微細構造の特性から、腎臓薄切試料によるα線飛跡による線量分布、ウラン腎臓内分布・局在、組
織病理変化、およびDNA損傷解析の手法を確立し、これらのデータを総合的に評価することにより、ウラン晩発
影響の小児期特性を検討した。成熟個体に対して発達期ばく露での増殖病変発生数は低く、両者の関係はバルク
的なウラン腎臓移行量に対応した。

研究成果の概要（英文）：　A combination method of in situ determination of elemental distribution, 
elemental composition, chemical status, histo-phathological observation, and molecular analysis was 
developed for uranium-induced renal late effects. The developmental characteristics was examined in 
newborn and prepubertal renal cancer model rats.　Compared to mature individuals, low incidence of 
renal proliferative lesions in developmental rats after uranium exposure. Its frequency corresponded
 to the amount of renal uranium.

研究分野： 環境毒性学

キーワード： ウラン　腎臓　晩発影響　放射光　蛍光X線分析　マイクロPIXE

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ウランの毒性影響はこれまで重金属としての化学毒性が主体と考えられてきたが、本研究での標的部位である
腎臓特有の複雑な微細構造やウランの不均一的な分布様態を考慮した新たな研究アプローチにより、α線核種と
しての局所線量影響を考慮すべき点を提示できた。また現行の内部被ばく線量・リスク評価は不均一分布による
局所影響が考慮されておらず、新たな線量・リスク評価の必要性への布石となった。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

放射線や化学物質に対して感受性の高い小児期における影響が特に問題となる。本格化する
廃炉作業での溶融した燃料近くの汚染水や廃棄物、燃料デブリ等の処理に向けて有事に際に備
え、関連核種の生体影響に関する科学的知見を整備する必要がある。中でもウランは、劣化ウラン
弾汚染問題以降、ウランの化学毒性に関する多くの報告がなされ、リスク評価に化学毒性を考慮
すべき指摘はあるものの（Bryant, Journal of Radiological Protection 34; N1-N6, 2014）、現行のリス
ク評価には反映されていない。加えて、幼児で腎毒性が重症化すること（Magdo et al., Environ 
Health Perspect 115, 1237-1241, 2007）が指摘されており、今後の廃炉プロセスに対する不安材料
となっている。特に晩発影響に関する科学的知見が乏しい小児期影響の解明が必要とされている。 
 一方、ラットを用いたウラン急性腎毒性の先行研究では、幼齢期での遅いウラン腎臓排泄や腎臓
内ウランの不均一分布がもたらす部位特異的な組織損傷が示されている（Homma-Takeda et al., J 
Appl Toxicol 33, 685-694, 2013）。ウランは下流領域の近位尿細管（S3 セグメント）に特異的に蓄積
し尿細管損傷を引き起こし、ミクロンレベルの微小領域に存在するウラン濃集部が尿細管障害回
復期においても残存することから（Homma-Takeda et al., J Appl Toxicol 35, 1594-1600, 2015）、ウラ
ンの腎臓排泄が遅い幼若期のウランばく露では、ウラン濃集部の残存による将来的な晩発影響が
懸念される。ウラン α 線の場合、およそ隣接する細胞間距離に相当する 30 µm 付近で α 線のエネ
ルギー付与が最大となる。腎臓微細構造と対応させ、α 線付与細胞を把握することが重要となる。
腎臓は糸球体や機能の異なる尿細管が入り組んだ構造をしている。α 線核種であり、部位特異的
な腎臓内動態を呈するウランの場合、従来のバルク的な解析ではなく腎臓構造に対応した新たな
解析手法が望まれる。 
 
２．研究の目的 
ウラン小児期晩発影響解析を行うにあた
り、腎臓の S3 近位尿細管に限局的に観
察されるウランの不均一分布、すなわちミ
クロンレベルの微小領域に存在するウラ
ン濃集部に起因する局所線量影響に着
目し、まず in situ 解析技術を駆使し、腎
臓薄切切片試料に対するウラン局在、化
学状態、局所線量分布、組織損傷およ
び分子解析を総合的に腎臓組織構造と
対応させ毒性評価を行う手法を確立す
る。次に腎がんモデルラットを用いた晩
発影響の実証研究に本手法を適用し、
成熟個体と比較することによりウラン晩発
影響の小児特性を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
1）マイクロビーム元素分析によるウラン腎臓内動態解析 
組織や細胞・生体分子等を破壊・溶解して元素分析を行う従来の解析手法では、元素動態と組
織・細胞構造との対応ができないこと、生体内での状態を反映していない可能性などが指摘されて
いた。プロトンや放射光のマイクロビームを利用した元素分析、マイクロ PIXE（荷電粒子励起 X 線
発光）法や SR-μXRF（シンクロトロン放射光蛍光 X 線分析）、μXAFS（X 線吸収微細構造）法いず
れも非破壊分析であるため、組織構造や細胞配置を保ったまま、分布様態や局在量、化学形変化
を調べることができる。加えて、繰り返し測定や他の分析手法との組み合わせ解析が可能であり、
本研究の多元的 in situ 解析手法の主軸となった。 

本法で用いたマイクロ PIXE 法はプロトンビーム衝撃により発生する特性 X 線のエネルギーによ
り試料中に存在する元素の種類を、その強度により元素存在量を知るものである。一連の分析施
設は所属機関が保有しており、強度の安定したナノビームも供給され、イオンビームの照射電荷量
を正確に把握することで高い定量性を実現している。SR-μXRF が不得手とする軽元素の検出に優
れており、マイクロ PIXE と SR-μXRF の組み合わせ解析により、腎臓内元素動態解析の対象元素
を飛躍的に向上させる。 

SR-XRF も同様に放射光照射により生じる蛍光 X 線から定性・定量分析を行うものである。高輝
度光科学研究センターの大型放射光施設（SP-ring8）では、20 keV 以上の高エネルギー励起 X 線
の利用が可能であり（高エネルギーSR-XRF）、これまで生体多量元素の妨害を受けて微量検出が
行えなかったウランを生体多量元素の妨害を受けない領域で検出することができる（Homma-
Takeda S, et al., Nucl Instr Meth Phys Res B 267, 2167-2170, 2009）。加えて、放射光のエネルギー
選択性を利用し、目的元素の吸収端前後のエネルギーを徐々に変化させながら照射し、その吸収
波形から価数変化や近傍配位子の状態を知ることができる。この XAFS 法と SR-μXRF による元素



マッピングを組み合わせることで、
組織中の元素分布様態と化学形
変化を把握することができる。 
腎臓凍結切片（10 μｍ厚み）を分
析用ポリプロピレン膜に付着させ、
マイクロ PIXE および SR-μXRF そ
れぞれの測定ホルダーに設置し、
測定試料とした。連続切片は組織
構造把握のため組織染色に供し
た。マイクロ PIXE は量子科学技
術研究開発機構共用施設利用課
題として行った。SR-μXRF および
μXAFS は高輝度光科学研究セン
ターの大型放射光施設共用利用
課題として行った。 
 

2）α 線飛跡による線量分布解析 
 固体飛跡検出プラスティック板 CR-39 を用いて α 線飛跡を検出した。CR-39 表面に腎臓組織切
片を付着させ、一定期間静置した。組織切片を除き、CR-39 を強アルカリ溶液でエッチング処理を
行うことで、ウランより放出された α 線の飛跡をエッチピットとして検出した。CR-39 で検出可能な α
粒子の入射角度を考慮し、本手法による α 線検出効率を推定した。これまでに確立した CR-
39 上に細胞像を凹凸像として転写する技術 (Konishi, T et al., J. Radiat. Res. 48, 255-261, 2007)を
参考に、CR-39 上に腎臓組織像を転写した。解析したエッチピットの位置座標、ピットサイズ（LET
に対応）とその個数、ならびにシミュレーションで得られた α 線検出効率を考慮することで、組織構
造に対応した α 線付与部位のイメージングを作成した。 
 
3）組織染色および免疫組織学染色による組織損傷解析 
 マイクロ PIXE や SR-μXRF の隣接切片の染色を想定し、一般組織染色（HE 染色）、尿細管分別
に適した PAS 染色（Periodic Acid Schiff）、S3 近位尿細管特異的タンパク（グルタミンシンターゼ）
の免疫染色、増殖病変のマーカーとしてリン酸化 4EBP1 の免疫染色等の染色を行った。マイクロ
PIXE や SR-μXRF の測定試料との距離と元素マッピングと組織構造の対応性を検討した。 
 
4）マイクロダイセクションによる分子解析 
 増殖病変部の DNA 損傷解析等を行うためには、病変部尿細管以外の細胞混入を極力下げる
必要がある。そのため、腎臓薄切試料から極細針により病変部を回収することとした。回収部の
DNA、RNA、タンパク量を低量し、薄切切片試料の必要量、試料保存条件、病変部判別のための
染色（クレシルバイオレット）操作の影響を検討した。 
 
5）動物実験 

in situ 解析手法開発には Wistar 雄性ラット（10 週齢）を用いた。酢酸ウランを 0.5 mg/kg の割合
で背部皮下に一回投与し、経時的に解剖し腎臓を摘出した。左側腎臓中央部（200 mg）は ICP-
MS に供し、腎臓中平均ウラン濃度を求めた。上部から凍結切片を作製し、各種 in situ 解析に用
いた。 
晩発影響解析には、腫瘍抑制遺伝子 Tsc2 に変異を有す腎がんモデルラットの雄性ラットと Wistar
雌性ラットの F1 ラットを用いた。1、3、および 10 週齢の雄性 F1 に酢酸ウランを 0.5 mg/kg の割合
で背部皮下に一回投与した。その後、生後 1 年まで飼育・観察し、経時的に解剖し腎臓を摘出し
た。左側腎臓の中央部の組織を用いて ICP-MS によりウラン濃度を測定し、上部から凍結切片を作
成し、in situ 解析に用いた。右側腎臓は精密病理解析に供した。すなわち、上部、中央部、下部の
3 部位から PAS 染色（Periodic Acid Schiff）標本を作製し、再生尿細管および尿細管の増殖性病
変を計数した。 
 
４．研究成果 
1）マイクロビーム元素分析によるウラン腎臓内動態解析 
 腎臓薄切試料について、SR-μXRF 用試料、続いて組織構造把握用薄切試料 2 組、次にマイク
ロ PIXE 用薄切試料という連続切片試料を作製し、元素マッピングと組織構造対応および SR-
μXRF とマイクロ PIXE イメージングの対応を検討した。SR-μXRF が特異とする重元素マッピングと
マイクロ PIXE が特異とする軽元素マッピングを対応させることが可能であることを確認した。 
 マイクロ PIXE 解析によりウランばく露後 S3 尿細管領域にリン・カリウムの濃集部が形成されるこ
と、またそこにウランが共存することが判明した。PIXE 測定、SR-μXRF および μXAFS の組み合わ
せ手法を同一試料に対し行い、ウラン濃集部の化学情報を得た。腎臓内のウラン濃集部のウラン
量は数千 ppm に達しており、リン・カリウム共存のウラン濃集部では投与した酢酸ウランに類似した
XAFS スペクトルであったが、リン・カリウム共存の無いタイプのウラン濃集部ではスペクトル波形が



幅狭に変化し酢酸ウランよりも低エネ
ルギー側にシフトしているものも観察
された。ウラン濃集部の形成機序は
一様ではなく、ミネラリゼーション様
や還元型様の形成様式があるものと
推測された（Homma-Takeda S, et al., 
Int. J. Mol. Sci. 20, 4677, 2019）。 
 上述の腎臓内の数ミクロン四方の
微細なウラン濃集部に正確にマイク
ロビームを照射して行う μXAFS に対
し、マイクロビームを走査しながら行
う 2D-XAFS により尿細管ウランの酸
化状態マッピングを検討した。酢酸
ウランからの変化割合を可視化した
ところ、尿細管内で分布様態を呈し
ていることが明らかとなった（Homma-
Takeda S, et al., Radiat. Phys. Chem. 
175, 108147, 2020）。還元型ウランは
不溶・不動性と認識されており、腎臓内でのこのような化学形変化が腎臓内ウラン残存や晩発影響
の引き金になっているものと考えられた。 
 
2）α 線飛跡による線量分布解析 
 腎臓内の α 線飛跡は腎臓の皮質内部から髄
質外辺部にかけて分布していた。α 線飛跡と S3
尿細管に対する免疫組織染色と対応させ、腎
臓内の α 線付与領域を求めたところ、S3 尿細
管領域と合致した。尿細管レベルでの対応で
は S3 尿細管に α 線飛跡が集中していることが
確 認 さ れ た （ Konishi, et al., Radiat Prot 
Dosimetry 183, 242-246, 2019）。 
 
3）組織染色および免疫組織学染色による組織
損傷解析 
 隣接凍結切片試料に対する各種染色条件を
設定した。元素マッピングとの組織像の対応に
ついて代表例を右図に示す。元素マッピング
の空間分解能が 10 – 20 μｍ程度の場合は、例
えば S3 尿細管マーカーのグルタミンシンターゼの免疫染色で S3 尿細管分布とウラン分布の対応
であれば、隣接切片（元素マッピングと染色像との距離 10 μｍ）で対応は十分可能であり、元素マ
ッピングと染色像との距離が 100 μｍ程度となっても概ね良好であった。一方、空間分解能が 2 μｍ
の元素マッピングとなると、尿細
管レベルでの対応となる。概ね
元素マッピングと尿細管構造との
対応は可能であったが、一部の
微細構造では構造的なズレが生
じることを確認した。しかしなが
ら、測定試料自体の染色を施し
ても、染色操作による試料の伸
びなどが生じ、やはり一部の構
造では両者の合致にズレが生じ
ることがわかった。将来的にサブ
ミクロンの元素マッピングとの組
織構造対応となると、無処置・無
染色での組織構造把握ができる
新たな手法必要になると考えら
れた。 
 
4）マイクロダイセクションによる分子解析 
 腎臓薄切切片からの極細針による DNA、RNA、タンパクの回収量から、分画後の試料の保存は
回収率に対して DNA には大きく影響を与えないが、RNA は若干低下することがわかった。また病
変部判別のための染色は回収率に大きく影響を与えないことを確認した。20 μｍ厚みの腎臓切片
析で必要試料量を検討したところ、8-10 枚で解析に必要な十分量を回収できることがわかった。 



 
5）ウラン晩発影響の小児期特性 

ウランの分布・局在領域である下流部位近位尿細管が分布する髄質外辺部で α 線付与が生じ
ており、腎がんモデルラットではこの髄質外辺部で増殖病原が観察されることがわかった。成熟個
体に対して発達期ばく露での増殖病変発生数は低く、両者の関係はバルク的なウラン腎臓移行量
に対応していた。しかしながら、発達期ラットにおいてウランばく露後初期の腎臓内ウラン局在部の
ウラン量は成熟ラット相当であり、回復期以降もウラン濃集部が髄質外辺部に残存すること、ウラン
ばく露後約 1 年後も下流部位近位尿細管領域にウラン濃集部が検出され、その局在量は腎臓平
均ウラン濃度の数百倍に達することも明らかとなった。今後腎臓内のウラン侵襲部位である近位尿
細管におけるウラン動態と増殖病変発生との関係をさらに詳細に調べていく必要があると考えられ
た。 
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