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研究成果の概要（和文）：本研究は、局所的な放射線照射に対する造血組織及び赤血球の放射線応答の解明を目
的とし、メダカにおけるγ線に加えて炭素イオンビームを利用した評価法の開発およびその解析を行った。血球
数は、2 Gyから15 Gyの範囲では線量効果は認められず、造血組織である腎臓が放射線により照射されること
で、面積依存的に１週間後には血球数が減少すること、また減少した血球数は28日後に回復しなかった。さらに
貧血処理後において、放射線照射により貧血からの血球数の回復は1日程度遅れるが、放射線照射による血球数
の低下が抑制されたことから、貧血処理後の造血細胞において放射線に対して抵抗性が上がったことが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, to elucidate the physiological response of hematopoietic 
tissue and erythrocytes to localized irradiation, we developed an evaluation method using medaka 
fish irradiated by carbon ion beam and gamma rays and analyzed its effect. Dose dependency was not 
observed in the range of 2 to 15 Gy. The number of blood cell decreased in one week when the kidney,
 which is the hematopoietic tissue in medaka, was irradiated, and the reduction of blood cell number
 did not recover 28 days after the irradiation. Furthermore, in anemic state, recovery of blood cell
 number from anemia is delayed around one day due to the irradiation, but the reduction of the blood
 cell number after the irradiation was suppressed when the hematopoietic cells were in the anemic 
state. These results suggested that the hematopoietic cells became resistant to the radiation after 
anemia treatment.

研究分野：環境生理学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 現在、がん治療等で個体への局所的放射
線照射が広く普及している。このような放射
線治療等において、局所の急性症状が発生す
ることはよく知られている。個体への局所的
な照射では、被照射部位への影響のみならず、
近隣の組織への影響、離れた組織への影響の
存在について議論されている（Blyth and 
Sykes, 2012）。 
(2) メダカは、脊椎動物でありほ乳類と同様
の臓器を有している上、その小ささと色素欠
損系統などの利点により、体内の臓器を狙っ
て照射することが可能である。さらに、照射
したメダカの全身組織切片を作製して全身
を細胞レベルで隈なく検証することが可能
となり、これまで見逃されていた放射線の生
体影響を捉えることが可能である。これまで
応募者らは、予備実験としてメダカの全身、
背・腹側各 2 mmの深度まで、輸血時の血液
への γ線照射と同程度とみなされる線量の重
粒子線を照射し、非照射部位のエラ組織の毛
細血管に誘導される応答を確認している。 
(3) 放射線照射による血管透過性の上昇につ
いて、従来は、放射線照射による酸化ストレ
スで血管内皮細胞が障害を受けて血管透過
性が上がり、紅斑現象が認められると考えら
れてきたが、このような血管内皮の応答だけ
では予備研究にて見出されている明瞭な組
織障害を説明することはできず、全身を循環
する血液（血球）の関与が強く疑われ、末梢
血血球がアブスコパルな影響を与える要因
になるとの仮説を考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では血球に着目し、平成２７年度か
ら２８年度の２年間に、TIARAマイクロビー
ム照射技術を用いることによってメダカ体
躯の一部のみを照射し、放射線照射後のメダ
カの血球を分子レベルで解析し、観察された
指標をもとに、全身応答が引き起こされる線
量および部位・面積について検討する。照射
していない部位に誘導されるアブスコパル
な応答を個体レベルと分子レベルのそれぞ
れで解明することにより、全身性の応答を引
き起こすメカニズムを明らかにすることを
目的とする。本研究により、被ばくによる体
内影響への対処法の発展に寄与することが
期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) メダカへの放射線照射 
 本研究では、透明メダカ SK2 系統に対し、
飛程の長い γ線と短い炭素イオンビームによ
る照射を行った。生後 6〜11ヶ月のメダカを
用い、照射後 1, 3, 5, 7, 14, 21, 28日後まで飼
育し、放射線照射による影響および回復につ
いて検証した。なお、メダカにおける γ線照
射２週間後の生存率を指標にした LD50は 20 
Gyであり、本研究で使用する最大線量 15 Gy
を照射した場合のメダカ個体の生死への影

響はない。 
① γ線による照射 
 東京大学大学院新領域創成科学研究科の
ガンマセル（線源 137 Cs、ガンマセル 3000 Elan、
MDS Nordion、Canada）を用いて、メダカ成魚に
ガンマ線を照射した（線量率 8.82 Gy/min）。２重
にしたプラスチック製の円形容器に飼育水を満
たし、内側の円形容器（直径 4 cm、深さ 3.5 cm）
に成魚を入れ、ガンマセルの照射室の中央位
置にメダカが位置するように水位を調整した。 
② 炭素イオンビームによる照射 
 量子科学技術研究開発機構高崎量子応用
研究所と研究協力を行い、重粒子イオンビー
ム照射装置 Takasaki Ion Accelerators for 
Advanced Radiation Application (TIARA) に設
置された細胞局所照射装置を使用した局所
照射（Funayama et al., 2008）を実施した。メ
ダカへの放射線照射については、MS-222 に
よる麻酔処理後に、メダカを照射用の容器に
入れ、照射される部分が上面になるように配
置して行った。ビームのカウント数により照
射線量を 2, 5, 15 Gy相当となるようにした。
なお、メダカへの炭素イオンビームの飛程に
ついては、水における飛程から予測した。ま
た、照射面積については、アクリル板により
遮蔽して照射面積を腎臓片側あるいは腎臓
両側に変更して実施した。照射地までの輸送
および麻酔処理を施した個体を非照射コン
トロールとして用いた。 
(2) メダカへの貧血処理 
 本研究では、フェニルヒドラジン水溶液
（2.7 µg/L）に 20分間曝露し、貧血の誘導を
行った。フェニルヒドラジン処理後飼育水に
て４回の洗浄後の個体を貧血個体として、貧
血処理直後, 1, 2, 3, 4, 7, 8日後の個体を実験
に用いた。 
(3) メダカからの血液取得方法の確立 
 MS-222 を使用してメダカ個体を完全に麻
酔し、尾部を眼科バサミにて切除し、中心動
脈から 0.5 M EDTAにて処理したチップで 2 
µlの血液を採取した。 
(4) 血清サンプルの調製と GC-MSでの検討 
 得られた血液を希釈後、塗抹標本を作製し、
血球濃度の測定と、血球の Giemza 染色によ
る病理学的解析および形態的数量的評価を
行った。また、血液から定法に従い脂質を抽
出し、ガスクロマトグラフィ質量分析装置
（島津製作所 GCMS-PQ2010Plus）を用いて、
既存の脂肪酸測定用カラムを利用してコル
チゾール等の脂肪酸測定を行った。 
(5) 全身切片の作製 
 血液取得後のメダカは Davidson 氏固定液
にて室温で化学固定した後、全身のパラフィ
ン切片を作製した。放射線照射後に生じた全
身変化を検証するために、北里大学医学部病
理学教室の協力を得て全身連続切片を作製
した。得られた切片データは、山口大学医学
部分子病理学分野の協力を得て画像をデー
タベースに登録し、一般に公開可能とした。
(6) 画像の 3D解析 



 また、放射線照射によって大きく変化の認
められた腎臓の切片画像を 50 µm ごとに
Photoshop（Adobe）にて抜き出し ImageJ（NIH）
の Pixel ImageJ Plugins から LPX-Registration 
program（LPixel）にて位置合わせ等のアライ
ンメントを行ったのち、Paraview（Kitware）
を用いて 3D組織構築を行った。 
 
４．研究成果 
(1) メダカからの採血手法の確立と血球の形
態観察 
 メダカSK2成魚の中心動脈から2 µlの血液
を取得する方法を確立した。放射線照射後の
初期応答が観察されると推定できる 1週間後
に得られた血液を希釈後、塗抹標本を作製し、
赤血球および各種白血球の形態的数量的評
価を行ったところ、赤血球の核および細胞形
態の変化が観察された。これまでに UVなど
で観察されているような赤血球への異常を
放射線照射した SK2 においても確認するこ
とができた。一方、2 µlの血液では、白血球
の検出頻度は極めて低く、放射線照射後に好
中球の増加傾向が観察されたが、有意な差を
見出すには至らなかった。 
(2) 血液成分からの免疫応答物質の同定解析 
 血液成分における変化を検証するために、
無処理メダカ 3匹から 5 µlの血液を採取し、
GC-MS を用い血清中に存在する脂溶性低分
子化合物を測定したが、そもそもメジャーピ
ークとなるはずのコルチゾール等が検出限
界以下であり、放射線による各種ストレスホ
ルモン変化を解析できないことが想定され
た。したがって、以降の実験では本手法は実
施しないこととした。 
(3) 全身応答を促す最小照射面積の検討 
 TIARAを利用して、背側あるいは腹側から
の炭素イオンビームを照射し、その後の血球
数の変化を観察したところ、造血組織である
腎臓が照射される背側からの照射群におい
て、8 日後に血球数の有意な減少が観察され
た（図１）。次に、その減少が照射される腎
臓の面積に依存するかについて、腎臓の両葉
あるいは片葉のみが照射されるように厚さ 5 
mm のアクリル板に穴を開け、メダカの体全
体を遮蔽し、限局した炭素イオンビーム照射
を行った。腎臓の両葉が照射された際には、
背側全体が照射されたのと同程度の血球数
の減少が認められた一方で、片葉ではコント
ロールに比較して有意な減少が認められな
かったことから、造血組織における照射野の
面積増加に伴い血球数が減少することが明
らかとなった（図１）。 
 これら実験に使用したメダカの腎臓領域
から作製した切片の HE 染色およびこれらの
立体構築による 3D 解析から、１週間後にお
いて、照射された領域の腎臓では血球が顕著
に減少しており、この結果が造血細胞の減少
に伴うことが予想された。 
(4) 全身応答を促す最低線量の検討 
 次に、線量依存性を検証するために、

TIARAを利用して、2, 5, 15 Gy相当の炭素イ
オンビームを背側から照射したが、いずれも
同程度コントロールから血球数が減少して
いる結果となった。これらの線領域において
線量依存性は認められなかった。 
(5) 日数の経過に伴う放射線影響 
 これまで、γ線等により照射１日後までに
血球の形態変化が生じていることが明らか
となっている。一方で、造血細胞への影響に
ついては、１日では不明である。そこで、放
射線照射 1, 3, 5, 8日後における血球数の変化
について解析を行った。比較対象のためにγ
線による照射群についても同様に検討した。
その結果、腹側、背側、γ線、背側照射１日
後には血球数の減少が観察され、7 日後には
メダカの造血組織である腎臓が照射された
背側照射のみで顕著な血球数の減少が観察
された。また、腹側照射群では照射後 7日目
には照射前より有意な増加が認められた。 
 7 日目において、腎臓が照射されたことに
より血球数の減少が示されたことから、その
後の回復について 7, 14, 21, 28日後における
回復について検証したところ、照射後 28 日
後においても炭素イオンビームおよびγ線
照射群の双方において血球数の回復は認め
られなかった（図２）。 

図２ 炭素イオンビームおよび γ 線照射後 7, 
14, 21, 28日後における血球数変化 

図１ 炭素イオンビーム照射後１、８日目
および遮蔽照射７日後における血球数変化 



 これら照射後 28 日目までの個体から腎臓
領域の組織切片を解析したところ、γ線照射
群では、腎臓の組織は視野内の血球数と腎臓
細胞との構成比がコントロールとほぼ変わ
らないところまで回復していた。以上の結果
は、放射線照射により造血細胞が受けたダメ
ージは、徐々には回復しているように見える
が、全身レベルでは、28日後においても回復
していないということを示唆している。 
(6) 貧血処理による造血組織への影響放射線
影響の解析 
 フェニルヒドラジンによる貧血誘導直後、
1, 2, 3, 4, 7, 9日後のメダカから血液を採取し、
血球数の変化を解析した。その結果、貧血誘
導後 2 日目まで血球数が減少し、5 日目には
回復してくることが明らかとなった。次に、
貧血処理 1日後にγ線を照射し、その 1, 2, 3, 
4, 7日後に血球数を解析し、貧血による造血
誘導時における造血細胞の放射線応答を解
析した。その結果、放射線照射 1日後には末
梢赤血球における細胞死や形態異常などの
放射線影響は、貧血誘導の有無により変化し
ない一方で、貧血からの血球数の回復は１日
程度遅くなった。また、放射線照射 7日後に
おける血球数の比較から貧血環境下では造
血組織が放射線に対して抵抗性を示すこと
が明らかとなった。造血器官である腎臓は、
貧血処理１週間後でコントロールと同程度
まで組織像が回復しており、放射線影響のみ
が観察された（図３）。 

(7) 得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト 
 本研究は、局所的な放射線が及ぼす全身応
答の原因として造血組織および血球に着目
して研究を進めた結果から、メダカの有核赤
血球はであり、無核のほ乳類よりも顕著な放
射線応答を示している可能性を明らかにし
た。哺乳類の胎児期の赤血球は有核であり、
有核赤血球を有するメダカで得られた知見
と同様の現象が生じると予想される。 
 また本研究は、放射線照射の際の個体レベ
ルでの応答の分子的基盤を探索・解明するこ
とを狙う基礎的研究であり、今後この研究を
発展させ直接・間接的な被ばく影響に対する
対処法、或いは治療に使用する照射線量を適
切に調節するなど、医療現場での患者さんの
医療被ばくのリスク評価に応用できると期
待できる。特に照射後の生体影響の時間変化
を追跡することにより、照射によるダメージ
と全身性の応答を引き起こす副作用を抑え
られるようなキレート剤等の創薬において
も有用な知見を得ることが出来ると期待さ
れる。 
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