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研究成果の概要（和文）：TPO受容体作動薬を投与した致死線量放射線ばく露マウスでは全個体が生存し、生存
個体の脾臓や肺では巨核球造血が認められ、これらは急性放射線症候群で誘発される血小板減少の抑制に関与し
ていると考えられる。circulating RNAを用いたマイクロアレイ解析及びPCR解析では、白血病発症に関連する
miR-296-5p、miR-486-5p、miR-328-3pの発現が薬剤投与により有意な抑制されており、急性放射線症候群や薬剤
による障害軽減情報を示すmiRNAである可能性が示唆された。さらに、生存個体の血清中エクソソームにより致
死線量放射線ばく露個体に救命効果がもたらされる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Survival of lethal dose radiation-exposed mice was confirmed by 
administration of TPO receptor agonists, and megakaryocyte hematopoiesis was observed in the spleen 
and lungs of surviving individuals. These are thought to be involved in the suppression of 
thrombocytopenia induced in acute radiation syndrome. In microarray analysis and PCR analysis using 
circulating RNA, the expression of miR-296-5p, miR-486-5p, and miR-328-3p associated with leukemia 
development was significantly suppressed by drug administration. It was suggested that it may be a 
miRNA that shows the damage induced by acute radiation syndrome and/or drug-induced mitigative 
information. Furthermore, it was suggested that serum exosomes in surviving individuals may have a 
life-saving effect on individuals exposed to lethal doses of radiation. 

研究分野： 放射線科学、放射線生物学、放射線防護学、被ばく医療、血液学、バイオマーカー

キーワード： 放射線被ばく　急性放射線症候群　放射線緩和剤　放射線防護剤　細胞外小胞　TPO受容体作動薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
福島第一原発事故に伴う廃炉作業や除染作業に伴う被ばくリスク、更に核関連施設での事故や今後の核テロの脅
威に対しても早急に対策を講じる必要がある。細胞外小胞には、由来する細胞の種類に依存した多様な種類の分
子が含まれ、放射線損傷又は障害軽減応答に特異的な分子が内在している可能性があり、生体内分子を緊急被ば
く医療対策に応用することを視野に入れた新たなアプローチとなる。さらに、放射線による組織障害を治癒再生
する可能性が期待され、がん放射線治療に伴う副作用軽減の開発に向けた示唆が得られる。また、これまでに医
療被ばくががん発症率向上に寄与するという報告もあり、医療被ばく対策の一助にもなり得る。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 近年の細胞生物学の進展により、エクソソームに代表される様々な細胞が分泌する直径 40 

~ 200 nm 程度の細胞外小胞内に、核酸やタンパク質等様々な分子が含まれ、近接又は遠距

離細胞間の情報伝達に関与し、免疫応答、炎症反応、血液凝固反応等の生体現象を調節して

いることが明らかになってきた。細胞外小胞は、血中等でも分解されにくく安定的に存在

し、小胞内部の mRNA や miRNA は別の細胞が取り込んだ後も機能する、といった性質が報告

されている。 

(2) 申請者の研究グループでは、致死線量放射線曝露個体の延命や組織障害軽減を目的に、特発

性血小板減少性紫斑病治療薬であるトロンボポエチン (TPO)受容体作動薬を照射後 3 日間

連続投与すると、30日以内の致死マウスを 100%生存させる効果を見出すに至っている。最

近、放射線曝露細胞から放出された細胞外小胞が媒体となって放射線の非標的細胞に負の

変異を伝達する結果が示唆されたことから、放射線曝露個体の細胞損傷だけでなく、TPO 受

容体作動薬等の放射線防護/緩和剤による障害軽減情報を反映させた細胞外小胞並びに内

在分子が存在すると考えられる。その探索・特定によって、放射線曝露個体の致死を回避す

る詳細な作用機序が得られるだけでなく、生体内物質でもある細胞外小胞を用いた副作用

のない新たな被ばく個体の生体幹細胞再生法の構築が期待できる。 

 
２．研究の目的 

(1) 本研究では、TPO 受容体作動薬等の放射線防護/緩和剤を処置した放射線ばく露個体を用い

て、急性放射線症候群及びその障害軽減/致死回避を司る細胞外小胞を探索し、放射線傷害

軽減作用機序、及び線量応答性や産生・標的細胞の解明による新たな放射線リスクの防護に

資する事を目的とする。 

(2) 目標達成に向け、TPO 受容体作動薬等の放射線防護/緩和剤を処置した放射線ばく露マウス

モデルを用いて、急性放射線症候群及びその障害軽減/致死回避を司る細胞外小胞の内在性

候補分子の探索並びに解析を行う。更に、新たな緊急被ばく医療対策の一助とする為、放射

線防護/緩和剤を処置した放射線ばく露マウスから細胞外小胞を採取し、被ばく個体の生体

幹細胞再生や細胞の生存、分化・増殖を促せるか、長期的な有害事象発生を抑制可能かどう

か検討する。 

 
３．研究の方法 
(1) マウスに致死線量放射線（137Cs γ線 7 Gy、線量率 0.9 Gy/min 及び X線 7 Gy、管電圧 150 

kV、管電流 20 mA、フィルタ 0.5 mmAl+0.3 mmCu、線量率 1.0 Gy/min）照射後、放射線緩和

剤として TPO 受容体作動薬 Romiplostim（RP、投与量 50 μg/kg/day）を照射直後から 1日

1回 3日間連続で腹腔内投与した。 

(2) 薬剤投与後経時的に、生存マウスを麻酔下で採血後、骨髄、肝臓、脾臓、肺臓などの臓器摘

出を行い、各種臓器の病理組織学的解析、造血組織中の多能性造血幹細胞や間葉系幹細胞数

の変動解析、障害修復機構解析を含めた評価等を行った。 

(3) 血液から Total RNA を回収し、マイクロアレイ解析で miRNA 発現プロファイル解析、リア

ルタイム PCR により遺伝子の絶対定量解析を行い、放射線障害及びその障害軽減/致死回避

応答に特異的な内在性分子の探索と同定を行った。 



(4) 放射線緩和剤を投与したマウスの血液から回収した細胞外小胞を別の放射線曝露マウスへ

腹腔内投与し、細胞外小胞がもたらす放射線緩和効果の検証及び個体致死回避の可能性を

検討した。 

 
４．研究成果 

(1) 血小板減少症治療薬として国内承認されているTPO

受容体作動薬 RP を、マウスに致死線量放射線全身

照射した直後から 1 日 1 回 3 日間連続で腹腔投与

した。放射線ばく露群では全個体が 30 日以内に死

亡した一方で、照射 RP 投与群では個体の完全致死

回避が認められた。 

 

(2) 生存個体末梢血中の白血球、血小板、赤血球、ヘ

モグロビンの数値は、全ての照射投与群で有意な

回復が認められた。また、内皮細胞の放射線によ

る障害やアポトーシスの過程で誘導される血清中

の plasminogen activator inhibitor-1（PAI-1）

の濃度は、18日目の放射線ばく露群で急激に上昇

し、RP投与によりコントロールレベルまで抑制し

た。 

 

(3) 生存個体から脾臓と大腿骨を回収したところ、照射投与群の脾臓重量は 18日目においてコ

ントロール群の約 2 倍、照射群のおよそ 4 倍まで急激に増加した。同様に脾臓細胞数も急

激な増加を示し、さらに、照射投与群の脾臓では 10日目以降から造血の指標である内因性

のコロニーが確認された。一方で、大腿骨内の骨髄細胞数は緩やかな回復を示し、骨髄内の

細胞充実性の回復は 18日目以降に観察され、造血幹細胞の恒常性維持への関与が注目され

ている細胞外マトリクス「ラミニン」の強い染色が確認された。 

 

(4) 生存個体中の脾臓細胞と骨髄細胞を用いてアポトーシス解析を行ったところ、脾臓細胞で

は 18 日目に RP 投与によるアポトーシスの有意な抑制、骨髄細胞では 10 日目と 18 日目で

有意な抑制が認められた。さらに、DNA 損傷マーカーであるγH2AX フォーサイ数も有意な

抑制を示した。 

 

(5) 生存個体から回収した脾臓

細胞及び骨髄細胞につい

て、造血幹/前駆細胞分画に

関連する表面抗原発現解析

を行った。死細胞及びダブ

レット除去を施した後の

Lineage 陰性の細胞で、CD34

陰性の場合は、sca-1 と c-kit で造血幹細胞分画、CD34 陽性の場合は、マルチポテントプ

ロジェニター、ミエロエリスロイドプロジェニター（CMEP）、リンホイドプロジェニター分

図 1 RP 投与による 30日間生存率の改善効果 

図 2 RP 投与による血清中 PAI-1 の抑制 

図 3 RP 投与による脾臓及び骨髄中の CMEP 数の変化 



画とし、さらに造血幹細胞分画は CD150 抗原と CD48 抗原を用いて、長期及び短期造血幹細

胞に細分化した。照射マウスでは全ての分画で細胞数の著しい減少がみられたが、照射投与

群では全ての細胞分画で回復が認められ、またコントロール群と同様のフェノタイプを示

した。特に、最も顕著な回復及び増加を示したのが、照射投与群脾臓中のミエロエリスロイ

ドプロジェニターであり、HE 染色を施した脾臓組織標本では多核巨細胞の出現が確認でき

た。この細胞は PAS 染色及びジアスターゼ消化試験により巨核球であることが判明し、照

射投与群における脾臓内の巨核球造血が確認され、髄外造血が起こっている可能性が示唆

された。 

 

(6) 生存個体から回収した脾臓細胞及び骨髄細胞につい

て、間葉系間質/幹細胞に関する表面抗原発現解析を行

った。造血幹細胞は複雑な微小環境に存在し、間葉性間

質/幹細胞は幹細胞ニッチの重要な細胞成分として知

られる間葉系間質/幹細胞は、非造血区画（CD45 陰性お

よび TER119 陰性細胞集団）の中の sca-1 および PDGFRa

を用いて定義した。この解析では、脾臓における間葉間

質/幹細胞数の有意な増加が認められた。 

 

 

(7) 続いて、肺は全身の大部分の巨核球/血小板造血を担っており、さらに血液細胞が減少した

場合に肺の中で作られた血液細胞が骨髄や脾臓に移動して血液の生産に寄与している。そ

こで、肺、脾臓及び骨髄中の巨核球・血小板造血について解析した。単分化能性巨核球前駆

細胞は、Lineage 陰性の細胞から CD34 抗原及び CD42b 抗原を用いて、血小板様粒子は Low 

Forward scatter 分画から CD41 抗原及び CD42b 抗原で決定した。肺及び脾臓における巨核

球造血は放射線照射で減少したものの、投与により回復した一方で、骨髄での回復は認めら

れなかった。血小板様粒子に関しても同様で、肺の照射投与群で非照射コントロールレベル

まで回復した。 

 

(8) 次に、照射後 4 日目と 10 日目の個体から血液を回収し、オフターゲットの可能性がある

miRNA 発現解析を行った。照射群では、非照射および照射投与群と比較して有意に発現増加

を示す多数の miRNA が観察された。なかでも 8 つの miRNA が、非照射群と比較してすべて

の照射群で過剰発現を示し、RP 投与によってダウンレギュレートしていた。クラスタリン

グ解析から判明した miRNA を RT-PCR によって定量したところ、miR-296-5p、miR-328-3p、

miR-486-5p、これらの 3 つの miRNA 発現の再現性が確認され、照射で過剰発現を示し、RP

投与で有意に抑制されてた。これら miRNA は全て白血病発症に関連していた。 

 

(9) 照射後 18 日目の脾臓及び肺から Total RNA を回収し、クラスタリング解析から判明した

miRNA を RT-PCR によって定量したところ、照射による miR-296-5p と miR-486-5p の過剰発

現が RP によって抑制されていた。特に肺における miR-486-5p の発現が有意に高いことか

ら肺が標的臓器であり、致死線量曝露個体の ARS や薬剤による障害軽減情報を示す miRNA

である可能性が示唆された。 

 

図 4 RP 投与による脾臓中の間葉系幹細胞数の変化 



(10) 照射後 14 日目、21 日目、及び 30 日目の生存マウスから血清を回収した。血清の 10000× 

g 遠心分離上清画分をエクソソーム回収用、沈殿画分を Large Extracellular Vesicles

（Large EVs）回収用サンプルとして、MagCapture Exosome Isolation Kit PS を用いて細

胞外小胞を抽出した。抽出後、細胞外小胞のタンパク質量は Bicinchoninic Acid Protein 

Assay、細胞外小胞回収量の確認は FluoroCet Exosome Quantitation Kit、膜表面タンパク

質の発現は PS Capture Exosome Flow Cytometry Kit により評価した。新たに用意した 8

週齢マウスに致死線量放射線を全身照射後、エクソソーム及び Large EVs 抽出液を 107 ~108 

particles/100 μl となるように生理食塩水（NSS）で調製し、3 日間連続で腹腔内投与し

た。エクソソームマーカーのひとつである膜四回貫通型タンパク質 CD81 は、いずれの回収

日においても 98%と一貫して高く発現していた。照射後 14 日目及び 21日目に回収したエク

ソソーム又は Large EVs 投与群における 30日間生存率はいずれも 50%以上まで改善した。

一方、照射後 30 日目に回収したエクソソーム投与群の 30 日間生存率は 75%だったものの、

Large EVs 投与群では個体の生存は認められなかった（照射後 14 日目までに全個体死亡）。 
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図 5 細胞外小胞による 30日間生存率の改善 （A）照射後 14日目、（B）照射後 21日目、（C）照射後 30日

目、に回収した細胞外小胞による致死線量放射線ばく露個体の 30日間生存率 
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