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研究成果の概要（和文）：　低線量（率）の放射線被曝による生物影響とその発現機構は未だ不明な点が多い。
本研究では、低線量（率）放射線被曝の生物影響を解明することを目的に、ガンマ線持続照射設備を用いて、幅
広い線量率のガンマ線を異なる種類の培養細胞に持続照射し、照射線量率や照射期間に依存して現れる細胞応答
や細胞運命の変化を2種類のハイスループット解析機器を用いて網羅的にデータ取得、解析を行った。本研究の
ヒトの初代培養細胞を含む複数の培養細胞と相互補完型ハイスループット解析を用いた研究によって、低線量率
の持続放射線照射によって現れる生物影響に関与する細胞応答と複数の制御因子を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：　Low dose and low dose-rate radiation-induced biological effects and their 
underlying mechanisms are not fully understood yet. In this research project, to better understand 
the biological effects of low dose and low dose-rate radiation exposures, we have obtained and 
analyzed comprehensive biological data using two different types of high-throughput techniques by 
subjecting various cultured cell lines to chronic gamma-irradiation in a facility to allow for 
exposure at a wide range of dose-rates. By using this complementary comprehensive 
multi-high-throughput approach, and different types of cell cultures, including primary cell lines, 
we have been able to identify several factors and cellular radiation responses involved in cell fate
 decisions and biological effects triggered by chronic gamma-irradiation.

研究分野：放射線生物学

キーワード： 持続放射線照射　ハイスループットスクリーニング　細胞応答　細胞運命

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　未だ不明な点が多い低線量（率）の放射線被曝の人体影響について、低線量率の持続放射線照射によって現れ
る細胞への影響と細胞の応答機構及びそれらに関与する、或いは、直接制御する複数の因子を明らかとすること
ができた。これらの因子と人体への影響やがんなどを含む疾病との関わりを新たな視点から研究することによっ
て、今後、放射線影響の分子機構を解明することが可能となることが期待される。また、本研究によって、細胞
老化を制御する因子を同定したことから、老化メカニズムの研究への貢献も期待される。



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

 

放射線被曝による健康障害は人体の細胞に生じた放射線被曝の影響に起因して発現するもの

であると考えられる。放射線障害には、被曝直後に影響が発現する急性障害と被曝から数十年

経過しても影響が発現する晩発性障害が存在する。これまでの放射線被曝による人体への生物

学的影響研究では、原爆被ばく者の疫学データや大規模な動物実験データの統計学的解析によ

る研究と、多様な生化学的解析手法や分子細胞生物学的解析手法を用いた詳細な実験生物学的

研究によって、非常に多くの重要な知見が蓄積されてきた（Rad. Res., 168:1-64, 2007、

Radiobiology For The Radiologist, 7th Edition, 2012）。特に近年では、放射線照射によっ

て誘導される細胞応答とそれらを制御する複雑な分子応答のネットワークについて、その詳細

が明らかにされつつある。しかし、これまでに得られている知見の多くは、高線量、高線量率

被曝による確定的な生物影響の研究から見出されたものであり、低線量（率）の放射線被曝の

生物学的影響や晩発性障害の発現機構に関しては実験的には未だ解明されていない部分が多い。 

 低線量被曝による健康障害や晩発性障害の実態は、がんなど、ヒト集団で加齢に伴って自然

発症する疾患と同じであるものが多く、放射線の影響はそれらの疾患の発症率の上昇として検

出されている。このことは、低線量放射線被曝および晩発性の生物学的影響は、さまざまなス

トレス環境の下で自然に発生する細胞運命変化と直結したものであることを示唆するものであ

る。そのため、放射線による生物学的影響の全貌を明らかにするためには、自然環境のもとで

細胞に確率的に発生する細胞の運命変化そのものの機構を理解することが重要であると考える。

ヒトを含む地球上の生命は、放射線被曝に限らず、活性酸素種や DNA 傷害性の化学物質など、

さまざまな種類のDNA損傷ストレスが

恒常的に存在する環境で、個体として

遺伝情報の安定性を維持しながら生

命活動を行っている。質的にも量的に

も多様なストレスが存在する環境で

の生命の最小構成単位である細胞の

運命選択とその制御機構を理解する

ことは、放射線の生物学的影響の理解

だけでなく、がんをはじめとする加齢

に伴う疾患、生命の老化現象、あるい

は、生命そのものを理解することにつ

ながるものであると考える（図１）。 

 
２．研究の目的 
 

 持続的な放射線被ばく環境を用いて、持続的な異なる DNA 損傷レベルに対する分子応答と細

胞応答のさまざまなデータを経時的に取得し、それらの変化と細胞に確率的・確定的に誘導さ

れる細胞運命との関連性に注目して研究を行うことを目的とした。研究には、広島大学原爆放

射線医科学研究所に整備された異なる線量率（0.007～1.388 mGy/min）のγ線照射をしたまま

細胞培養や動物飼育が可能な実験施設を用いることとした。これまでの研究で、γ線照射環境

での培養細胞と遺伝子改変マウスを用いた実験を行い、低線量率（0.069 mGy/min~）のγ線照

射環境がヒトの線維芽細胞に特異的に増殖抑制を誘導すること、また、照射線量率に依存して



細胞には可逆的または不可逆的な細胞周期の進行停止が誘導されること、更に、それらの細胞

応答には ATM/TP53/P21 経路が必須であり、照射線量率に依存した細胞の運命決定においても同

じ経路が重要な役割を果たしていることなどを明らかにしている（Plos One, 9(8):e104279, 

2014）（図２）。このような研究から、申請者は持続的な放射線照射環境を用いることによって、

細胞や生物の時間経過の中での DNA 損傷の生成量と生成率、分子応答、細胞応答、生体反応の

それぞれの関係性を定量的に解析することが可能である。更に近年では、次世代シーケンサや

全自動画像撮影装置などのハイスループットの研究機器と、それらによって得られる大量なデ

ータを解析する技術が進歩したことによって、生物学的データを網羅的に大量取得、解析する

ことが可能となっている。そこで、本研究では、異なる線量率の放射線照射環境で誘導される

分子応答と細胞応答を複数のハイ

スループット技術によってデータ

化し、更に、siRNA ライブラリのハ

イスループットスクリーニングに

よって生物学的応答決定の責任遺

伝子群候補を探索することとした。

研究期間内で、放射線照射環境での

細胞の生物学的応答に重要な役割

を果たす分子機構を網羅的に同定

し、その役割を包括的に分析するこ

とで放射線の生物学的影響の発現

機構を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 
 

 異なる線量率のγ線照射環境（未照射、0.069、0.347、0.694、1.388 mGy/min）でヒト線維

芽細胞を培養し、線量率と時間に依存して生じる多様な分子応答と細胞応答に関するデータを

取得した。異なる線量率と照射時間におけるヒト線維芽細胞の次世代シーケンサ（Illumina 社）

を用いた RNA シーケンスデータについて、バイオインフォマティクスツール（JMP Genomics、

SAS 社）による統合解析を行い、線量率と照射時間に依存した遺伝子発現データの解析を行っ

た。共焦点レーザー顕微鏡システムを搭載した全自動画像撮影解析装置（Opera Phenix、 Perkin 

Elmer 社）によって多重染色画像を取得し、画像解析ソフト（Harmony、Perkin Elmer 社）を用

いて、より詳細な解析を行い、細胞応答、分子応答の解析を行った。 

 γ 線照射環境の照射線量と照射時間依存的にヒト線維芽細胞に誘導される生物学的応答と

影響について、それぞれに対する責任遺伝子を、ヒト siRNA ライブラリ（ThermoFisher 

Scientific 社）とハイスループットイメージング技術を用いて、遺伝子スクリーニングを行っ

た。 

 また、siRNA ライブラリから同定された放射線持続照射に対する細胞応答責任候補遺伝子で

ある可能性がある遺伝子について、siRNA による機能抑制及び CRISPR-Cas9 を用いたゲノム編

集技術による遺伝子機能欠損細胞株を用いた遺伝子機能解析を行った。 

 
４．研究成果 
 

I.ハイスループット技術によるγ線照射下の細胞の生物学的指標の解析 



 ヒト由来線維芽細胞や異なる組織がん細胞株、iPS 細胞を未照射、0.007、0.069、0.347、0.694、

1.388 mGy/min の線量率の異なるγ線持続照射環境で培養し、DNA 損傷修復とストレス応答に

関わる複数の因子（P53、P21、Ki67、53BP1、γ-H2AX など）について免疫蛍光染色を行い、全

自動共焦点レーザー顕微鏡画像撮影装置を用いて蛍光画像取得し、それぞれの発現量や発現変

動について画像解析を行った。その結果、急照射の場合と比較して、持続照射に対する細胞の

応答性と細胞への影響は、細胞の種類によって全く異なることが明らかとなった。線量率依存

的な細胞への影響、細胞応答として、線維芽細胞では細胞周期の G1期停止から細胞老化誘導が

増加するのに対し、多くのがん細胞では増殖に影響は観察されずmitotic catastropheの増加、

iPS 細胞ではアポトーシスをおこす細胞が顕著に増加した。また、γ-H2AX や 53BP1 などの DNA

損傷認識タンパク質の線量（率）依存性に関しては、持続照射環境では細胞周期やアポトーシ

スや分裂異常などの細胞応答性に依存した影響が、放射線による DNA 損傷量よりも顕著にみら

れることが明らかとなった。ただし、0.069 mGy/min 以下の線量率下では、長期培養した場合

においても分子応答を検出することはできなかった。また、画像解析のデータを、平均値と分

散及び時間変化を同時に解析することが可能な独自の解析ソフトの開発し、複数のハイスルー

プットデータ解析を可能にするシステムを構築した。 

II.siRNA ライブラリによる細胞運命決定責任遺伝子の網羅的逆遺伝学スクリーニング 

 0.694 mGy/min の照射環境下で線維芽細胞に特徴的に現れる細胞応答機構は細胞老化であっ

た。細胞老化を指標に siRNA ライブラリをハイスループット装置である全自動蛍光画像撮影装

置を用いてスクリーニングした結果、その責任遺伝子としてこれまで同定されていたP53とP21、

ATM に加えてクロマチン制御複合体の構成因子を複数種類同定した。クロマチン制御複合体の

構成因子について発現抑制細胞の放射線応答性の解析を行い、RNA-seq 解析を行ったところ、

上皮間葉転換（EMT）を制御する遺伝子群の発現によって細胞老化の感受性が変化する可能性が

示唆された。このことは、細胞種間で持続照射に対する細胞老化の感受性の違いが生じる原因

となっている可能性も考えられる。 

III．細胞運命決定の責任遺伝子の機能解析 

 クロマチン制御複合体を含む細胞応答責任遺伝子候補群について、照射された細胞での発現

量変化を解析した結果では、急照射、持続照射ともに発現量や局在の変化は認められなかった。

また、CRISPR-Cas9 を用いた遺伝子欠損細胞の樹立し、細胞老化を制御する遺伝子機能の解析

を行った。遺伝子発現抑制によって、増殖に関わる転写因子の主要な抑制因子の発現量の増加

が認められたことから、エピゲノムの変化による下流の一連の遺伝子群の転写制御が、細胞の

増殖性を制御することで放射線照射から誘導される細胞老化の感受性を制御している可能性が

示唆された。こうしたエピゲノムの変化による一連の遺伝子群の変動制御は、細胞の性質、細

胞の放射線応答性、がん化への感受性などへの関与が十分に考えられることから、今後の解析

によってそれらの役割が明らかとなることが期待される。 
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