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研究成果の概要（和文）：放射線発がんのメカニズムを解明するため、放射線被曝によって幹細胞特異的に誘発
される変異を明らかとすることを目的に、放射線照射したiPS細胞、また、放射線照射によって細胞老化を誘導
した線維芽細胞と共培養したiPS細胞について、その細胞応答性と変異について解析を行った。その結果、iPS細
胞で生じる変異は、特殊なDNA複製機構を介して生じるものが多いことが明らかとなった。幹細胞では、体細胞
と比較して放射線による変異が誘発されにくい状態であるものの、そうした変異は微小環境やp53およびその他
の状況や環境によって増加することも明らかとなった。本研究の成果は、放射線発がんの機構解明につながるも
のである。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of radiation carcinogenesis, we analyzed the 
radiation-induced cellular responses and mutations of irradiated iPS cells or iPS cells co-cultured 
with fibroblasts in which cellular senescence was induced by radiation, in order to investigate stem
 cell-specific mutations induced by radiation exposure. The results revealed that the mutations 
occurring in iPS cells were mediated by a certain DNA replication mechanism. Although stem cells 
were much less prone to radiation-induced mutations, such mutations were increased by cellular 
microenvironment, p53-status, and other many factors. The results of this study provide a new 
insight into the mechanism for radiation carcinogenesis.

研究分野： 放射線影響

キーワード： 放射線　発がん　幹細胞　変異　微小環境

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線被曝によるがんでは、被曝の爪痕としての特異的な変異が検出されず、その発がんプロセスは未解明であ
る。本研究では、放射線によって幹細胞特異的に誘発される細胞応答性と変異に注目し、解析を行った。その結
果、幹細胞におけるp53の機能、および、放射線により細胞老化が誘導された間質系細胞の幹細胞への影響、の2
つの観点から、放射線によって幹細胞に誘発される変異に関し、新たな知見を得た。放射線によって幹細胞特異
的に誘発される変異とその誘発機構の解明は、放射線発がんメカニズムの解明へとつながり、新しい発がんの予
防法やがん治療法の開発へと貢献できるものであると考える。

※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 

 

放射線被曝と発がんリスクとの関係に関しては、広島・長崎の原爆被ばく者の貴重な疫学データの解

析やマウスの大規模な発がん実験など、非常に多くの研究によって丁寧な理解がなされてきた。放射線

発がんのメカニズムに関しても長年に亘って精力的な研究が行われてきたが、がんそのものの多様さと

複雑さから、未だ全容解明には至っておらず、線量率効果、線量しきい値、遺伝的背景の影響、また何

故がん年齢に至ってから発がんリスクが増加するのかなど、明らかにすべき課題が多く残されている。

古典的な放射線生物学では、DNA損傷の修復過程で生じたエラーが確率的ながんリスク増加の原因

であると考えられてきた。しかしながら、ほとんどのがんにおいては放射線被曝による直接的な遺伝子変

異が原因であることを示唆するデータは得られていない。一方、細胞老化は放射線被曝で誘導される

主な細胞運命の一つであり、その存在は古くから知られていたものの、細胞老化の運命決定後に細胞

増殖しないとの定義と認識から細胞死の一つとして理解されていた。最近、細胞老化はゲノムにプログ

ラムされた主ながん抑制機構であると同時に、生体内での蓄積は慢性的な炎症を引き起こし、ひいては

発がん要因になることも明らかになってきている。現在、世界規模で高齢化が進んでいる社会背景から、

アンチエイジングや健康寿命延伸法の開発の標的として老化細胞に注目が集まり、世界的に精力的な

研究が行われている。近年では、老化細胞に人工的に細胞死が誘導できる遺伝子改変マウスを用いた

研究などから、加齢に伴って現れる様々な老化症状やがんを含む老化関連疾患の発症への老化細胞

の直接的な関与が明らかにされている（Nature Medicine, 22: 78–83 (2016)、Nature, 530: 184-189 

(2016)）。更に最近では、がん細胞の化学療法誘発性の細胞老化時に幹細胞性リプログラミングが同時

に生じており、細胞老化が

がんの悪性化に直接寄与

していることも報告された

(Nature, 553: 96-100 

(2018))。また、ニッチや免

疫の老化など、細胞老化は

発がんとがん悪性化のプロ

セスに多様な形で影響を与

える可能性も示唆されてい

る（図１）。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、これまで申請者が行ってきた放射線誘発細胞老化研究の知見を基に、老化細胞と幹

細胞性に関する最近の知見から以下の2点を明らかにすべき課題とした。 

① 持続照射環境の幹細胞への影響 

② 持続照射環境の周辺幹細胞の幹細胞への影響 

 これらについて、iPS細胞を組織幹細胞のモデル細胞とし、がん抑制遺伝子TP53をノックアウトしたiPS

細胞を用いて、持続放射線照射で誘発される変異に着目した解析を行い、これまでに解明されていな

い放射線被曝の老化細胞を介した“発がん・再発がん・がんの悪性化”への影響とその分子機構の解

明を目的として研究を行った。 



 

３．研究の方法 

 

研究方法の概略を図 2 に示した。 

・ガンマ線照射：ガンマ線の持

続照射には広島大学原爆放射

線医科学研究所放射線先端

医学実験施設に設置された低

線量率ガンマ線持続照射設備

（137Cs 線源、線量率：～1.388 

mGy/min）を用いた。 

・細胞と培養条件：iPS 細胞は

Human Episomal iPSC Line

（Thermo Fisher Scientific）を用

い、Cellartis® DEF-CS™ 500 Culture System（Takara Bio）で培養した。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用いた。また、iPS 細胞から、

CRISPR-Cas9 を用いて、TP53 遺伝子のノックアウト細胞株を樹立した。 

・細胞のイメージング解析：細胞等解析は、蛍光染色した iPS 細胞について、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。 

・次世代シーケンス（NGS）変異解析：supF 遺伝子シャトルベクタープラスミドを Lipofectamin 3000 を用

いて、iPS 細胞に導入した。ガンマ線の持続照射環境で iPS 細胞を培養、あるいは、持続照射によって

細胞老化を誘導した線維芽細胞と共培養実験を行い、iPS 細胞からプラスミド DNA を抽出して、変異体

頻度と、DNBSeq-G400（MGITech 社)を用いた変異配列の解析を行った。 

 
 
４．研究成果 

 

 組織幹細胞のモデル細胞として用いた iPS 細胞のガンマ線照射に対する細胞応答性について、ハイ

コンテントハイスループットイメージング装置を用いた解析を行った。その結果、iPS 細胞では、異なる照

射条件に対し、分化した細胞と比較して顕著な細胞応答性と感受性の違いがあることが明らかとなった。

これまでの研究結果から、線維芽細胞や培養がん細胞株を含む分化した細胞の持続照射に対する細

胞応答は細胞増殖に伴う細胞死、あるいは、細胞老化であることが明らかとなっている。特に、線維芽

細胞のような間葉系細胞では、細胞周期チェックポイントは G1/S 期に集中しており、DNA の複製の遅

延が認められ、細胞老化が高頻度に誘発されることが明らかとなっている。しかし、iPS 細胞では持続放

射線に対して細胞死は誘導されるもの

の、DNA 複製期での遅延は認められず、

M 期での分裂機構の遅延が認められた。

また、持続照射によって誘発される細胞

死についても、M 期のチェックポイント機

構が関与する可能性を示唆する実験結

果が得られた。細胞周期チェックポイント

と細胞死の細胞の種類に依存した違い



は、幹細胞において持続的に生じる DNA 損傷やがん化の過程で生じる DNA 損傷に特異的な細胞応

答機構が存在している可能性を示唆するものである。 そこで、次に放射線被曝によって誘発される細

胞の種類に依存した細胞応答性と発がんメカニズムの関係について明らかにすることを目的に、TP53

ノックアウト iPS 細胞を用いて比較解析を行った（図３）。 

 正常 iPS 細胞と TP53 ノックアウト iPS 細胞のそれぞれに異なる線量率でガンマ線を照射し、誘発され

る細胞死について詳細な解析を行ったところ、それぞれの細胞で特徴的な細胞死の誘発傾向があるこ

とが明らかとなった（図４）。特にア

ポトーシスへの感受性は、正常 iPS

細胞では、線量率に依存せず、線

量のみに依存して誘発された。ま

た、TP53 ノックアウト iPS 細胞では、

急照射と持続照射のどちらにおい

ても、細胞死誘発が抑制されてお

り、特に持続照射に対しては、高い

細胞死抵抗性を示した。しかし、大

変興味深いことに、TP53に非依存的に細胞死は一定頻度で誘発された。これらの結果によって、iPS細

胞には、放射線で誘発される DNA

損傷に限らず、持続的に誘発され

ている酸化損傷などに対して、p53

非依存的な細胞死を誘発する経路

が存在する可能性が示唆された。

そこで、それぞれの細胞について細

胞周期の解析を行ったところ、iPS

細胞では持続照射によって顕著に

G2/M 期 で の 蓄 積 が 認 め ら れ 、

TP53 ノックアウト細胞においてはそ

れが顕著となることが明らかとなった（図５）。 

 次に、こうした DNA 損傷に対する幹細胞の反応性が、変異誘発に与える影響を明らかとすることを目

的として、持続照射によって低頻度に生じる可能性が考えられる変異を検出することが可能な、iPS細胞

で複製されるシャトルベクターと NGS を用いた変異解析法を開発し、放射線による変異誘発頻度と変異

スペクトラムの解析を行った（図６）。その結果、iPS 細胞では持照射線量に依存してな変異頻度の増加

が検出された。また、iPS 細胞とその他に用いたがん細胞株とでは生じる変異スペクトルが異なり、iPS 細

胞に特徴な変異が生じることが明らかとなった。また、未照射の 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、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おり、iPS 細胞で

は変異が生じにくい機構が存在する

ものと考えられた。iPS 細胞を持続照

射環境で培養した場合では、1Gy あ

たり 106 塩基に１ヵ所程度ずつ、非常

に低い頻度で変異数が増加した。次

に、TP53 ノックアウト iPS 細胞を用い

て、同様の変異解析実験を行った。



その結果、大変興味深いことに、持続照射された正常 iPS 細胞において回収されたプラスミドが、TP５３

ノックアウト細胞では、同じ照射線量によって回収されなくなることが明らかとなった（図 7）。この結果か

ら、TP53 が持続的な DNA 損傷に対する何らかの防御機構で機能している可能性を示唆するものと考

えられた。変異解析を行った結果、TP53 ノ

ックアウト細胞では、iPS 細胞に特徴的な変

異の増加が認められたことから、持続照射

など低レベルの DNA 損傷によって誘発され

る変異に TP53 が寄与している可能性も示

唆された。 

 また、iPS 細胞と未照射あるいは持続照射

することで細胞老化を誘導した線維芽細胞

とを共培養した場合に、iPS 細胞で誘発される変異頻度の解析を行ったところ、共培養した場合に iPS

細胞での変異頻度が数倍増加することも明らかとなった。このことは、iPS 細胞が周辺細胞から影響を受

けることによって、変異誘発頻度が上昇する可能性を示唆する結果となった。しかし、線維芽細胞への

持続照射による影響は、iPS 細胞での変異誘発頻度に認められなかったことから、共培養によるその他

の影響が大きく検出されたものと考えらえる。 

 本研究の結果から、以下のことが明らかとなった。 

①幹細胞（幹細胞モデルとして用いた iPS 細胞）では、持続的に生じる DNA 損傷から誘発される変異を

抑制している機構が存在し、その一部は TP５３に依存する経路である 

②変異誘発を抑制する経路の一部は細胞死であると考えられ、iPS 細胞の DNA 損傷による細胞死誘

導には少なくとも２つの経路が存在する 

③ガンマ線照射によって誘発された変異の多くは、自然に誘発された（バックグラウンドの）変異と同じ

であったことから、DNA の酸化損傷が主な原因である 

④未照射であっても線維芽細胞との共培養は iPS 細胞での変異誘発頻度を、iPS 細胞に対するガンマ

線照よりもさらに上昇させたことから、微小環境の周辺細胞などが変異誘発に与える影響が大きい可能

性がある 

 本研究によって、幹細胞特異的な変異誘発機構、および、その周辺細胞によって幹細胞特異的に変

異を誘発する機構があることが明らかとなった。今後、その変異誘発機構の詳細を解明することによって、

放射線発がんメカニズムの解明や、新しい発がんの予防法やがん治療法の開発に貢献できることが期

待される。 
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