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研究成果の概要（和文）：放射線被ばくによる細胞老化と、老化細胞の幹細胞への影響を統合的に解析し、新た
な視点から放射線発がんの分子機構解明を行った。ヒトとマウスの正常繊維芽細胞において、持続放射線照射に
より細胞老化を誘導し、細胞老化に伴うSASP因子を同定した。また、発がん標的細胞としてiPS細胞を用い、微
小環境因子として正常繊維芽細胞との共培養実験系を確立し、微小環境が標的細胞の変異誘発に影響することを
明らかにした。更に、放射線被ばくによるゲノム変異を高感度に検出可能なマウスを用いて、持続放射線照射に
よる発がん促進は、幹細胞への変異誘発ではなく、微小環境を介した腫瘍の悪性化促進によるものである事を示
唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Here we attempt to unveil the mechanism of chronic radiation-induced 
carcinogenesis by focusing on radiation-induced stromal senescence and its effects on stem cells 
which are the target cell in carcinogenesis. We detected chronic radiation-induced senescence and 
its accompanying Senescence-associated secretory phenotype (SASP) in human and mouse fibroblasts. We
 developed human iPS cell-fibroblast co-culture system and used it to confirm that 
fibroblast-determined microenvironment leads to increased mutation frequency in iPS cells. 
Furthermore, we performed a carcinogenesis study in a mouse model of radiation tumorigenesis which 
also allows us to detect a radiation mutation signature. Based on the mutation spectrum found in 
mouse tumors, we concluded that chronic radiation accelerated carcinogenesis by promoting tumor 
malignancy via the microenvironment rather than via mutation induction in stem cells. We propose 
that stromal senescence has a decisive role in radiation carcinogenesis.

研究分野：放射線生物学

キーワード： 低線量・低線量率　細胞老化　放射線発がん　遺伝子改変マウス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線被ばくによる発がんの原因は、ゲノム損傷と想定されているが、ゲノム上に被ばくの爪痕が同定出来ない
等の不明な点も残されている。本研究は、持続放射線照射により誘導される細胞老化や老化因子による微小環境
の変化が放射線発がんに影響を与えることを明らかにしたもので、新しい放射線発がん機構として学術的に高い
意義を有する。福島原発事故や公衆の医療被ばく等での持続的な低線量被ばくでの健康リスク評価が課題となっ
ている。本研究は、持続的な被ばくでの健康影響を評価する上での基礎資料を提供できる可能性があり、放射線
防護における社会的意義を有する。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 放射線発がんは、古くから被ばくにより誘発される突然変異が主な原因と考えられている。しかし、一

部のがんを除き、発がんにつながる特異的な放射線の痕跡（ゲノム変異）は検出されておらず、放射線

発がんが DNA 損傷モデルのみでは説明できないことが示唆されている。近年のがん研究から、発がん

過程での微小環境、幹細胞ニッチ、がん免疫などの重要性を示唆するデータが蓄積されつつある。実

際、放射線発がん研究においても、移植実験などによって幹細胞ニッチや微小環境の重要性を示す報

告は古くからあり(Muto M et al, J immunol. 1985, Kamiya K et al, PNAS, 1995, Nguyen et al, Cancer 

cell, 2011)、放射線発がん機構の解明には、放射線の生体の多様な標的を考慮した研究が重要である。 

近年、加齢によって生成される老化細胞を除去し続けたマウスでは、健康寿命の延長、すなわち、が

ん、血管障害、白内障などの老化関連疾患の発症時期が遅延することが報告された(Baker DJ et al, 

Nature, 2016)。このことは、生体に存在する様々な種類の細胞の老化が、その周辺環境に積極的に影

響を与え、がんを含む多様な老化関連疾患を誘発していることを示唆するものと考えられた（図１）。 

これまでに我々は、低線量放射線の被ばく影響を解明することを目的として、持続照射が急照射より

も正常線維芽細胞に効果的に細胞老化を誘導し、この老化機構が細胞のゲノム安定性維持に重要な

役割を果たしていることを報告した (Cao L et al, Plos One, 2014) 。 さらに、我々は、極低線量の発が

ん影響と DNA 上の放射線痕跡を共に検出す

ることが可能である放射線発がんモデルを開

発した。こうした研究背景を踏まえ、本申請研

究計画は細胞老化の観点から放射線発がん

の分子機構を解明することを目的として立案

された。 

 

２．研究目的 

放射線発がん機構は、被ばくによるゲノム損傷だけでは説明できない。本研究では、放射線被ばくに

よる細胞老化と、老化細胞の幹細胞への影響を統合的に研究することにより、新たな視点からその分子

機構の解明を行い、低線量・低線量率被ばくを含む放射線発がん機構の解明に寄与する基礎情報を

得ることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 放射線照射： 広島大学原爆放射線医科学研究所放射線先端医学実験施設に設置されたガンマ

セル（137Cs 線源、線量率：～0.9 Gy/min）および低線量率ガンマ線持続照射設備（137Cs 線源、線量率：

～1.388 mGy/min）、X 線照射装置 (CP-160、1.26 Gy/min)を用いて放射線照射を行った。 

(2) 細胞の放射線応答解析： iPS 細胞は Human Episomal iPSC Line（Thermo Fisher Scientific）を用い

た。ヒト由来初代培養正常線維芽細胞、又は、hTERTによって不死化したヒト由来正常線維芽細胞を併

せて６種類用いた。マウス小腸から、初代培養正常繊維芽細胞を樹立し、本研究に用いた。細胞内因

子のタンパク発現解析、局在解析は、それぞれの因子に対する特異的抗体を用いた免疫蛍光染色法、

細胞死は MEBCYTO® Apoptosis Kit (MBL)を用いて、全自動蛍光画像撮影装置 Opera Phenix

（PerkinElmer）で蛍光画像データを取得し、画像解析ソフト Harmony（PerkinElmer）によって解析を行っ

た。細胞老化誘導解析には、SA-βgal 染色(Abcam)、RT-qPCR 法を用いた。SASP 因子の定量解析に

は、Multiplex Bead Based Immnoassay（BioLegend 又は BD Bioscience）のプロトコールを改変し、FACS 

Canto（BD Bioscience）を用いた。 

(3) siRNA ライブラリー解析： DNA 損傷修復と損傷応答に関わる Silencer Select siRNA のカスタムライ



ブラリー（Thermo Fisher Scientific、315 遺伝子）を、トランスフェクションにより細胞に導入した。照射は、

トランスフェクションから 24 時間培養後、異なる条件でガンマ線照射し、細胞の応答解析を行った。 

(4) 次世代シーケンス（NGS）変異解析： supF 遺伝子を変異レポーター遺伝子として持つシャトルベク

タープラスミドを iPS 細胞に導入し、異なる条件でガンマ線照射した。共培養実験では、ガンマ線照射あ

るいは未照射の線維芽細胞を播種した培養プレート上に iPS 細胞を播種し、プラスミド導入を行った。

iPS 細胞からプラスミドを抽出し、変異体頻度を解析し、MiSeq（Illumina）または DNBSEQ（MGITech)を

用いてNGSrun を行った。Jupyter プロジェクトで、解析パイプライン構築し、得られたFASTQファイルの

変異抽出を行った。 

(5) 放射線発がん実験： 放射線によるゲノムの爪痕を検出することが可能な放射線高感受性モデルマ

ウスである ApcMin/+マウスを用いて、成年期における持続放射線照射による発がん実験を行った。10 週

齢のC3/B6N-F1-ApcMin/+マウスに持続放射線照射を行った。約 56週齢時に、生存している ApcMin/+マ

ウスを屠殺し小腸を採取し腫瘍数の計測を行った。一部の腫瘍を採取し、正常 Apc アリルに生じたゲノ

ム変異を解析した。ゲノム変異の解析には、マイクロサテライトマーカーを用いた PCR を行い、マイクロ

チップ電気泳動装置MultiNA (Shimadzu)を用いて、ヘテロ接合性の消失(LOH; Loss of heterozygosity)

を検出した。また、直径 1.5mm 以上の腫瘍については、パラフィン切片を作成し、組織学的解析から腫

瘍の悪性度を観察した。 

 

４．研究成果 

本研究では、放射線誘発老化と発がんとの関係を明らかにすることを目的に、様々な観点から研究

を行った。まず、ヒトの初代培養正常線維芽細胞および、マウス由来の正常繊維芽細胞を用いて、放射

線の急照射と持続照射による細胞老化の誘導解析を行った。その結果、急照射、持続照射ともに、線

量、線量率依存的にヒトおよびマウス正常繊維芽細胞に細胞老化が誘導されることを明らかにした。老

化が誘導された細胞では、Senescence-Associated Secretory Phonotype（SASP）と呼ばれる現象を起こ

すことが明らかにされている。SASP は周辺細胞に炎症を生じさせる。その為、老化細胞が組織幹細胞

に与える影響は SASP によるものが大きいと考えられる。そこで、まず、放射線誘発性の細胞老化に伴

いSASP因子の分泌について詳細な解析を行った。SASPの分泌因子の種類は多く、また、線量や線量

率、異なる種類の細胞株など、様々な条件による実験を行う必要があることから、まず、Multiplex Bead 

Based Immnoassay を用いた SASP 因子のハイスループット定量解析法の開発を行った。この定量解析

法を用いて、6 種類の異なるヒト由来の正常線維芽細胞に対し、異なる線量と線量率でガンマ線を照射

し、分泌される各 SASP 因子の分泌量を定量した。放射線照射によって、IGFBP-4、TIMP-2、HGF、

IGFBP6、IL-６、IL-8、MCP-1、GROα、Mip-1α、Mip-3α、IL-7 などの様々な因子の分泌量が増加

することが明らかとなった。しかし、同じ初代培養線維芽細胞であっても細胞株の種類に依存して、放射

線に対して異なる応答性と異なる SASP 因子の構成を示すことが明らかとなった。興味深いことに、総線

量 5 Gy における照射条件下においては、SASP

の発現にも逆線量率効果が認められ、特に IL-6

や IL-8 などのサイトカインは、持続照射で照射

した場合でより発現量が増加することが明らかと

なり、これまでの研究結果を支持する結果となっ

た（図 2）。 

放射線発がんにおいては、多様な種類のが

んにおいて、発がん頻度の上昇が認められてい

る。先述の実験結果によって、線維芽細胞では

分泌する SASP 因子が全く異なっていることが明

らかとなった。そのため、老化細胞の発がんへの影響を解析するにあたっては、各 SASP 因子による影



響を明らかにするだけでは十分ではなく、老化細胞の影響を排除して SASP の表現型そのものの影響

を明らかにする必要があると考えられた。そこで、SASP そのものをコンディショナルに制御することがで

きる SASP 発現制御遺伝子改変(flox/+)マウスを作成した。得られたマウスを用いて戻し交配を完了させ

た後、SASP 発現制御遺伝子を全身欠失させるため、CAG-Cre マウスとの掛け合わせを行い、SASP 発

現制御遺伝子欠損ヘテロ(Δ/+)マウスおよび、ホモ(Δ/Δ)マウスを作成した。SASP 発現制御遺伝子欠

損ヘテロ(Δ/+)マウス、ホモ(Δ/Δ)マウスともに、生存可能であり、野生型マウスと比較して同様の成長

速度であった。また、野生型マウスおよび、SASP発現制御遺伝子欠損ヘテロ(Δ/+)マウス、ホモ(Δ/Δ)

マウス小腸から繊維芽細胞を単離し、放射線照射による細胞老化および、細胞老化関連 SASP 因子の

検出を行った。その結果、野生型マウスと同様に、SASP 発現制御遺伝子欠損ヘテロ(Δ/+)マウス、ホモ 

(Δ/Δ) マウスにおいて、放射線照射により細胞老化が誘導されることを明らかにした。興味深いことに、

SASP 発現制御遺伝子欠損ホモ (Δ/Δ) マウスにおいては、野生型マウスと比較して、放射線照射に

より誘導される SASP 因子の発現パターンが異なることを示唆する結果が得られた。 

 次に、発がんの標的である組織幹細胞と老化細胞の関係性から放射線発がんメカニズムの解明にあ

たって、幹細胞側の観点から発がん影響解析を行うため、in vitro 実験のモデル細胞として、iPS 細胞を

用いた実験を行った。iPS 細胞を異なる線量率のガンマ線持続照射環境下で培養し、照射によって誘

発される細胞死と変異について解析した。iPS 細胞はガンマ線の急照射に対する感受性が極めて高く、

ガンマ線照射に対する生存率曲線において、その他の体細胞由来の細胞株やがん細胞株で見られる

ような“肩”が見られない。本研究では、iPS 細胞は持続照射環境に対しても高い感受性を示した。しか

し、その細胞応答性の解析から、急照射とは異なる細胞死の形態を示す可能性があることが明らかとな

った。こうした線量率の違いによる照射に対する細胞応答性の違いは、発がんリスクと密接に関わるもの

であると考えられる。そこで、その分子機構の違いを明らかにすることを目的に、siRNA ライブラリーを用

いて異なる線量率による放射線照射に対する感受性に関わる遺伝子のスクリーニング実験を行った。そ

の結果、興味深いことに、急照射よりも持続照射により感受性が現れる遺伝子が多く存在することが明ら

かとなった。更に詳細な解析を行う必要があるものの、iPS 細胞においては Non-Homologous End 

Joining（NHEJ）に関わる因子の発現低下によって、持続照射に対する感受性が高くなり、細胞周期チェ

ックポイントが機能しない低頻度の DNA 損傷が NHEJ によって修復されている可能性が示唆された。こ

れまでの知見とあわせ、組織幹細胞と体細胞とでは、照射線量率に依存して異なる細胞応答性と細胞

運命決定機構を持つことを支持する結果であるといえる。また、こうした細胞運命は最終的に発がんの

原因である変異誘発、あるいは変異の蓄積の原因となるものと考えられる。  

 次に、iPS 細胞に放射線照射によって誘発される変異に関する解析を行った。我々は、supF遺伝子を

変異レポーターとしたシャトルベクターと NGS 変異解析を利用して、低頻度に生じる変異を高感度に検

出する方法を開発し、その方法を用いることで、持続照射によって iPS 細胞で誘発される変異頻度と変

異スペクトルの同定を試みた。その結果、未照射環境の iPS 細胞では、106塩基あたり１ヵ所程度の頻度

で変異が検出された。同じ検出系でがん細胞の変異頻度を解析した場合には、105塩基あたり１ヵ所程

度に検出されていることから、iPS 細胞ではがん細胞と比較して変異が生じにくい機構が存在しているも

のと考えられる。また、iPS 細胞を 1 Gy/day または 2 Gy/day の線量率で 2 日間照射した場合では、更

に 106塩基あたり１ヵ所程度ずつ変異数が増加した。それらの変異スペクトルを NGS によって決定したと

ころ、持続照射においては、未照射環境で検出される欠失変異が減少した一方で、点変異が増加、加

えて、挿入変異が検出さ

れた（図 3）。このことは、

持続照射環境によって生

じる変異が自然に生じる

変異と異なっている可能

性を示唆するものの、そ



の頻度が極めて低く、定量解析を行うには検出数が少ないことから、今後、更に詳細な解析が必要であ

ると考えられる。 

 一方、未照射の iPS 細胞と未照射あるいは持続照射した線維芽細胞とを共培養した場合の、iPS 細胞

に誘発される変異頻度の解析を行った。その結果、iPS 細胞を単独で培養した場合と比較して、共培養

した場合には変異頻度が数倍程度増加することが明らかとなった。この結果は、iPS 細胞が周辺細胞か

ら影響を受けることによって、変異が誘発される確率が変化する可能性を示唆する。しかしながら、照射

の有無に関わらず、線維芽細胞と共培養を行ったことによって、iPS 細胞での変異頻度がほぼ同程度増

加していたことから、現時点で老化細胞でより変異が増加すると言った結果は得られておらず、これらに

ついてもより詳細な解析が必要であると考える。 以上の結果から、幹細胞においては、①変異誘発を

抑制する分子機構が存在する、②持続照射環境では自然誘発変異とは異なる機構で変異が誘発され

る、③周辺細胞が幹細胞での変異誘発に影響する、などの可能性を示唆する結果が得られた。持続照

射や老化による間葉系細胞の老化は、幹細胞における変異誘発の大きな要因の一つである可能性を

示唆する結果が得られたものと考える。 

次に、発がんの標的である組織幹細胞と老化細胞の関係性を個体レベルで解析するために、放射

線被ばくによるゲノム変異を高感度に検出することができる ApcMin/+マウスを用いた持続照射による発が

ん実験を行った。持続照射群では、未照射群と比較して有意な生存率の低下が観察されたことから、持

続照射により放射線発がんが促進されることを示唆する結果を得た。また、小腸組織に誘発された腫瘍

数の計測及び、得られた腫瘍を用いたゲノム変異解析を行った結果、本条件下においては、持続照射

により腫瘍数が増加しないこと、また放射線の爪痕を有する腫瘍数の増加が観察されないことが明らか

にされた。このことから、持続照射による発がん促進は、放射線照射による幹細胞への変異による腫瘍

数の増加ではないといえる。次に、得られた腫瘍を用いてパラフィン切片を作成し、腫瘍細胞の粘膜筋

板への浸潤を指標にした組織学的解析を行った。その結果、持続放射線照射群では、未照射群と比

較して有意に悪性化した腫瘍数が増加する結果が得られた(図 4)。小腸腫瘍においては、一般的に、

腫瘍サイズが大きくなるにつれて悪性化した腫瘍の頻度が増加することが報告されている。そこで、腫

瘍の悪性化と腫瘍面積の相関性を解析した結果、持続照射群では、未照射群と比較して、腫瘍がより

小さい段階から悪性像が観察された。先述のマウス小腸由来繊維芽細胞を用いた解析から、持続照射

により、幹細胞の微小環境を担う繊維芽細胞において老化が誘導されること、SASP 因子として細胞増

殖に関わる炎症性サイトカインやがんの浸潤に関与するサイトカインの発現が増加することを示す結果

を得ている。以上の結果から、ApcMin/+マウスにおける成年期放射線持続照射による放射線発がんの促

進は、放射線照射による幹細胞への変異誘発ではなく、幹細胞微小環境を担う繊維芽細胞を老化させ、

その微小環境の老化様形質が SASP 因子を

介して腫瘍を悪性化させることによる可能性

が示唆された。今後、この放射線被ばくによ

るゲノム変異を高感度に検出できるマウスと、

本研究で作成した SASP 発現制御遺伝子改

変マウスを掛け合わせることにより、放射線発

がんにおける微小環境の老化および、老化

様形質の役割について、詳細な解析を行っ

ていく予定である。 
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