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研究成果の概要（和文）：がんは、がん細胞が単独で存在するわけではなく、様々な間質細胞と相互作用してい
る。がん組織に存在する線維芽細胞はがん関連線維芽細胞(Cancer Associated Fibroblasts:CAF)と呼ばれ、が
ん細胞の増殖や浸潤に関わっている。我々は、放射線発がんにおけるがん微小環境の役割を解析し、放射線がヒ
ト正常線維芽細胞からCAFを誘導し、放射線誘発CAFの原因が、ミトコンドリアから発生する活性酸素であること
を明らかにした。本研究のがんの微小環境の解析により、従来の方法では解析困難であった放射線によるがんの
発症メカニズムの解明が期待される。

研究成果の概要（英文）：Cancer-associated fibroblasts (CAFs) are an activated from of fibroblasts in
 tumor tissues. CAF release paracrine factors that promote tumor growth and cancer cell 
aggressiveness.  We investigated the association between oxidative stress and the formation of tumor
 microenvironments during the development of radiation-related tumors. Reactive Oxygen Species (ROS)
 play a pivotal role in the process of fibroblasts activation in normal tissue injury.　Recovery of 
damaged cells from radiation is essential for CAF clearance, which restores stromal cell dormancy 
and prevents tumor microenvironment formation. However, remaining ROS maintained CAF persistence 
which led to facilitated tumor microenvironment formation. Alterations in stromal cells can 
contribute to radiation-related tumors. Radiation affects malignant cancer cells directly and 
indirectly via the tumor stroma. 

研究分野：放射線生物学

キーワード： 放射線発がん　がんの微小環境　ミトコンドリア　活性酸素

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線被ばくによって将来がんになる不安や子孫への遺伝的影響への懸念など被ばくによる精神的ストレスが原
因となる二次的な健康影響が問題となっている。放射線による健康影響について、継続して適切な情報を発信す
ることが重要である。本研究の成果は、福島事故後に問題となっている低線量放射線発がんの機序解明の一端と
なり得るものである。我々は、放射線発がんには、単にがん細胞の遺伝子変異の蓄積だけでなく、がん微小環境
の形成が重要であると考える。本申請研究の成果により、放射線発がんリスク評価の根拠となる科学的知見の蓄
積が期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
放射線は、医療、工業、農業などの幅広い分野で利用され、我々に多くの利益を与え市民生
活に不可欠である。 一方で、医療被ばく、職業被ばく、原発事故等の様々な放射線被ばくで
は、健康被害を起こすリスクがあることを想定して管理と防護が必要である。医療技術が発達
した恩恵で日本人の平均寿命は諸外国と比べ長いことが知られている。しかし、放射線診療や
診断による被ばく線量は、海外平均と比較して高く、医療行為による有益性を考慮した上で、
放射線被ばくによる不安対策は喫緊に重要な課題である。 
放射線不安では、特に、子孫への遺伝的影響や放射線の晩発性の身体的影響である発がんが
懸念されている。広島・長崎原爆被ばく者集団の疫学調査から、放射線の被ばく量に比例して
がんの罹患率が増加することが報告されている。しかし、100mSv 以下の低線量放射線では、
疫学調査によって放射線による発がんリスクがあるかどうかを判断することは困難である。福
島原発事故以降、低線量放射線影響研究の重要性が再認識され解析が進められているが、反応
が小さいことから低線量放射線による影響の検出は困難で、いまだに低線量放射線の発がんリ
スクは解明されていない。 
がんはがん細胞と様々な間質組織で構成されている。間質細胞の主体は線維芽細胞で、がん
組織に含まれる繊維芽細胞はがん関連線維芽細胞(Cancer Associated Fibroblasts:CAF)と呼ば
れ、腫瘍の生着、増殖、浸潤などの発がん過程に深く関与している。これまで、放射線発がん
におけるがん細胞と間質細胞との相互作用（がん微小環境）の役割については、十分に解析が
進められていない。 
 
２．研究の目的 
酸化ストレスは、老化に伴う様々な疾病（発がん、糖尿病、メタボリックシンドローム、心
疾患、神経疾患など）の原因となる。特に、生体内の酸化還元（レドックス）制御異常は、発
がんに関与することが報告されている(Cancer Cell 17, 135-147, 2010, BMC Medicine20119:62 
DOI: 10.1186/1741-7015-9-62)。我々はヒト正常線維芽細胞を用いた解析から、放射線が酸化
ストレスを誘導すること、酸化ストレスはミトコンドリアから発生する活性酸素が原因である
ことを明らかにした。以上の知見を踏まえて、本研究では、放射線の発がん影響について、酸
化ストレスとがんの微小環境の役割に焦点を当て解析を進めた。放射線によるミトコンドリア
酸化ストレスががんの微小環境の形成に寄与するかどうかを明らかにすることを研究目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
1.  ヒト細胞と培養条件：ヒト胎児肺由来正常二倍体線維芽細胞 MRC-5 と TIG-3 は、財団法
人ヒューマンサイエンス振興財団より購入し、細胞培養用 T25フラスコ内で、10%ウシ胎児血
清と抗生物質を添加した alpha-minimum essential medium（-MEM）培養液を用いて、37℃、
5%CO2の条件で培養した。細胞は、飽和状態になる前に PBS(-)で洗浄した後に、トリプシン
で処理してはがした。一部の細胞を新しいフラスコにまいて希釈して維持した。 
 
2.  マウスの飼育：BALB/c ヌードマウス 5週齢（オス、体重 24-27g）は日本エスエルシーよ
り購入した。マウスは専用の飼育ケージで、気温 23±1℃、相対湿度 50±5%、明暗が 12時間ご
とに調節される環境で飼育した。動物実験は国立保健医療科学院の動物実験委員会で承認を得
たのちに倫理指針を遵守して行った。 
 
3.  照射条件：X線照射装置（日立、MBR-1505R2）を用いて、高線量率（0.7Gy/min）の急性
照射（0.1, 0.5, 1, 2.5, 5, 10Gy ）と長期分割照射（1回当たり 0.05Gyの照射を週に 5日間 1
か月間：累積線量 2.3Gy）を行った。マウスへの照射は、X線照射装置 (Faxitron Bioptics LLC, 
a Faxitron CP-160 )を用いて、線量率 0.6Gy/minで、0.1～5Gyの照射を行った。 
 
4.  alpha-SM の発現解析：照射から 24 時間後に細胞を固定して、alpha-SMA の抗体(シグマ
社)を用いて蛍光免疫染色を行い、陽性細胞を定量した。蛍光免疫染色したスライドグラスは、
キーエンス社 蛍光顕微鏡 Keyence BZ-X700で 100個以上の細胞を観察し、alpha-SMAで染
色される陽性細胞を目視により判断してその頻度を求めた。また、CCDカメラで 1つのスライ
ドに対して無作為に蛍光画像を 5 枚取得し、キーエンス社の解析ソフト Hybrid Cell Count 
softwareを用いて、画像解析を行った。しきい値を設定して染色される領域を決定し、同じ解
析条件で全ての画像を自動で解析し、alpha-SMAの輝度を測定した。細胞核の染色で細胞数を
求め、1細胞当たりの alpha-SMAの輝度の総量を計測した。 
 
5.  ヒト腫瘍片の作成と腫瘍体積の測定： 
ヒト子宮頚部がん細胞株 HeLa と正常繊維芽細胞を混合し、ヌードマウス脊部皮下にヒト腫瘍
移植片を作成した。コントロール（がん細胞のみ）、がん細胞＋非照射繊維芽細胞、がん細胞＋
放射線照射繊維芽細胞を同一のマウスに移植し、31日間腫瘍体積を測定した。腫瘍体積 V（mm
３）=0.5×(縦の長さ × 幅の 2乗)の式から求めた。腫瘍の増殖曲線から、CAFによるがん細胞
の増殖能の亢進を評価した。 



 
6.  統計処理：グラフのエラーバーは標準偏差を示す。全ての実験は、少なくとも 3回以上の
独立した試料を用いて繰り返し実験を行った。エクセル統計 2012 解析ソフトを用いて、一元
配置 ANOVA後に、Dunnett法を用いて多重比較検定を行った。 
 
４．研究成果 
1.  放射線による CAFの誘導 
ヒト正常線維芽細胞 MRC-5、TIG-3 細胞を用いて放射線で誘発される CAF のしきい線量を
検討した。alpha-SMA の蛍光免疫染色で CAF 細胞を検出し、X 線の急性照射、または分割照
射を行い、放射線の照射条件を変えて線量応答関係を検討した。図 1に示すように、正常線維
芽細胞では、放射線照射で、平べったい扁形の形態が変化した大きな細胞が出現し、そのよう
な細胞では CAFの指標である平滑筋用のアクチン alpha-smooth muscle actin (alpha-SMA)が
発現していることを明らかにした。急性照射では、5Gy以上の照射で非照射コントロールと比
べ統計的に優位に、alpha-SMA陽性の CAFが増加することを明らかにした。その後 CAF細胞
は、照射 7日以降には消失した。一方、分割照射では、照射期間 21日目以降に alpha-SMA陽
性細胞が検出され、急性照射よりも低い累積線量（1 回あたり 0.05Gy の 21 日間で 2Gy）で
CAFが誘導されることを明らかにした。 

 
2. 放射線誘発 CAFによる腫瘍増殖の亢進 
 放射線で誘発される CAFが腫瘍細胞の増殖に影響するかどうかを検討するため、ヌードマウ
スの皮下にヒト子宮頸がん HeLa細胞と混合して移植し、ヒト腫瘍片を作成した。移植後 1月
間腫瘍体積を測定
して、腫瘍の増殖
能を解析した。図 2
の丸印のがん細胞
単独や四角印のが
ん細胞と非照射線
維芽細胞の混合移
植と比べ、三角印
で示すがん細胞に
放射線照射した繊
維芽細胞を加えて
移植した場合には、
腫瘍体積が顕著に
増加し、放射線誘
発CAFががん細胞
の増殖能を亢進することを明らかにした。 
 
3.放射線誘発 CAFの分子機構 
放射線による酸化ストレスは、ミトコンドリアからエネルギー産生の副産物として発生する
活性酸素が関与している。活性酸素はトランスフォーミング増殖因子-β（TGFbeta）シグナル
経路を活性化して下流の alpha-SMAの発現を誘導し、CAFを形成することが考えられる。我々
は、ヒト正常線維芽細胞を用いて放射線により活性酸素が増加すること、また、TGFbetaシグ
ナル経路が活性化されることを明らかにした。さらに、細胞内の抗酸化物質グルタチオンを増
加させる N-アセチルシステインを事前処理すると、放射線による活性酸素量の増加と TGFbeta
シグナル経路の活性化を抑制し、CAFの形成が抑制されることを明らかにした。 
以上より、放射線誘発 CAFは、ミトコンドリアから発生する活性酸素が細胞外に放出され、

TGFbetaを活性化し、細胞膜受容体に結合して、TGFbetaシグナル経路を活性化することで線
維芽細胞を活性化して周辺部の細胞の増殖を促進すると考えられる。活性化した線維芽細胞か
ら放出される増殖因子は、繊維芽細胞だけでなく、がん細胞の増殖を促進することで、ガン微
小環境を形成すると考えられる（図 3）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV. 考察 
がん組織には、がん細胞と非がん細胞が存在し、相互作用してがん微小環境を形成している。
がん細胞は、TGFbetaや血小板由来成長因子（PDGF）を放出して、CAFの形成を制御してい
る。一方、CAFからは、血管内皮細胞増殖因子（VEGF）や線維芽細胞増殖因子（FGF）が放
出され、がん細胞の増殖や浸潤などのガンの発達を促進することが報告されている。これまで
放射線発がんにおけるがん微小環境の役割については、未解明であった。本研究では、放射線
発がんに関わる放射線の悪影響を明らかにするため、がん細胞だけでなく、腫瘍組織の周辺部
の細胞の放射線影響に着目して結合組織を構成するヒト繊維芽細胞の解析を行った。放射線照
射後、活性酸素は、放射線応答によるミトコンドリアのエネルギー産生の活性化により副産物
として発生する。CAF の誘導には活性酸素による TGFbeta シグナル経路の活性化が必要で、
活性酸素は、急性照射に比べて長期間の分割照射ではより低い線量で誘導される。このため、
急性照射では CAFの誘導に 5Gy以上の照射線量が必要であるが、分割照射や慢性照射では、
より低い線量で CAFが誘導されることが考えられる。 
細胞内の抗酸化物質グルタチオンを増加させる N-アセチルシステインを事前処理すると、放
射線による活性酸素量の増加と TGFbeta シグナル経路の活性化を抑制し、CAF の形成が抑制
されることを明らかにした。さらに、茶葉に含まれるエピカテキンは、放射線によるミトコン
ドリア損傷を防護し、酸化ストレスの誘導を抑えることをマウスでの動物実験で報告している。
以上の結果から、抗酸化剤は放射線の晩発影響である発がんの発症を抑制する防護効果を持つ
ことが考えられる。本研究の成果は、放射線発がんの機序解明の一端となりうる。科学的根拠
に基づく、低線量・低線量率放射線発がんリスクの解明が期待される。 
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