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研究成果の概要（和文）：乳腺は放射線感受性が高い組織であるが、低線量率被ばくの疫学データの精度は高く
なく、そのリスクやメカニズム解明は放射線健康影響に関する重要な課題である。低線量率被ばくのがんリスク
の評価は、放射線を照射された細胞が非常に少数でも、照射されなかった細胞集団中で生存してがん化に関与す
ることを前提としている。本研究でマイクロビームを用いて低線量率における細胞集団へのまばらな照射を再現
し、照射を受けた細胞を追跡して観察する技術を確立したことで、その前提はラット乳腺細胞においては支持さ
れることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Although the mammary gland is a radiosensitive tissue, epidemiological data 
from low-dose-rate exposure are not highly accurate, and elucidating the risk of low-dose-rate 
exposure and its underlying mechanisms is an important issue regarding radiation health effects. 
Estimation of cancer risk from low-dose-rate radiation assumes that even if very few cells are 
exposed to radiation, they will survive in the major population of unexposed cells and contribute to
 cancer development. This study established a series of techniques for use of microbeams to simulate
 sparse irradiation of a few cells in a cell population in low-dose-rate exposure and for continuous
 observation of irradiated cells therein, revealing that the above-mentioned assumption holds 
regarding the rat mammary gland cells.

研究分野：実験病理技術
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で確立した、マイクロビームを用いて低線量率被ばくを模擬し、照射を受けた細胞を追跡して観察する技
術は、低線量率被ばくの後に生体内で起こる細胞競合を捉えるために有用な研究手法である。この技術によって
得られた実験結果は、これまでの放射線被ばく健康リスク評価の前提が支持されることを示しており、社会で現
在用いられている放射線規制の仕組みが科学的に合理的であることを最新技術によって確認したという意義があ
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 

放射線が誘発する健康への影響は、社会的にもそのメカニズムの解明が求められる重要な課
題である。東京電力福島第一原子力発電所の事故以降、低線量被ばくが体に及ぼす影響が調査さ
れてきたが、低線量率被ばくの発がんリスクについての疫学データは少なく、高線量率との違い
を評価するには不足している。放射線のエネルギー付与を受ける細胞が全体のごく一部である
低線量域での生体影響のメカニズムは、照射野のほとんど全ての細胞が放射線の影響を受ける
高線量域とは異なることが予測されている。近年は低線量影響として、照射された細胞だけでな
く周囲の細胞にも同様な影響が現れるバイスタンダー効果や、異常な細胞または適応性の低い
細胞が正常な細胞集団から排除される細胞競合現象が注目されている。乳腺は放射線感受性の
組織であり、ラット乳がんのリスクは低線量率で低くなる。 

 

２．研究の目的 

ラット乳腺の培養実験系を用いて、放射線が細胞競合に及ぼす影響を明らかにするため、以下
の 2 つの問いに答えることを目的とする。 

① まばらに当たった放射線は細胞競合を起こすのか（放射線が当たった細胞が少数の場合、周
囲の健康な細胞との間に細胞競合が働いて、放射線が当たった細胞が排除されるのか） 

② 放射線は変異細胞と正常細胞の競合に影響するのか（少数の変異遺伝子を持つ細胞が多数の
健康な細胞の中にある場合に、多数の細胞が放射線に被ばくされている場合とされていない
場合で、細胞競合の働き方は変わるのか） 

 

３．研究の方法 

（１）まばらに当たった放射線による細胞競合 

蛍光タンパク質 GFP もしくは DsRed の一方を発現する遺伝子組換えラットから単離した初代乳
腺上皮細胞を 1:1000～1:2000 の割合（GFP:DsRed）で混合し、多数の DsRed 発現細胞と少数の
GFP 発現細胞を混合して二次元培養を行った（図 1）。マイクロビームを用いて、DsRed 発現細胞
集団中の少数の GFP 発現細胞（図 2A）のみに 2Gy を照射する「Spot 照射」（図 2B）、あるいは細
胞集団中の少数細胞を含めた一定の広さの領域に 2Gy を照射する「Broad 照射」（図 2C）によっ
て、まばらなまたは全体的な照射を行った。その後 3 時間ごとに最長 171 時間のタイムラプス撮
影を行い、それぞれの条件で照射したターゲット細胞を追跡し、細胞の消失（蛍光の消失によっ
て判定）までの時間を測定した。 

 
図 1 マイクロビームによる細胞競合実験のための混合培養 

 

 

 

図 2 Spot 照射と Broad 照射。 
A. 二種類の細胞を混合して培養したディッ
シュ内では GFP 発現細胞（照射の標的）が多
数の DsRed 発現細胞と隣接した状態にある。 
B 及び C. 実際のマイクロビーム照射画面。
GFP 蛍光シグナルがグレーで表示されてい
る。緑色の点及び枠は、マイクロビーム照射
野の中心と範囲を示す。B は Spot 照射、C は
Broad 照射。

 
（２）変異細胞と正常細胞の競合に対する放射線の影響 

Tp53-/-または Tp53+/-の変異を持ち CFP 蛍光タンパクを発現する遺伝子組換えラットと、正
常遺伝子ラットから単離した乳腺細胞を 1:1、10、100の割合（変異細胞：正常細胞）で混合し、
多数の正常細胞と少数の変異細胞を混合して二次元培養を行った。その後 1 日に 1 回、7～10 日
間の多点撮影を行い、変異細胞の数を解析した（図 3）。 



 
図 3 変異細胞と正常細胞の競合実験系 

 

４．研究成果 

（１）まばらに当たった放射線による細胞競合 

Spot 照射、Broad 照射、非照射を比較したところ、1 回目の実験結果では Spot 照射された細

胞が非照射よりも有意に早く消失したが、消失までの時間には細胞間に大きなばらつきがあっ

た。2 回目の実験では有意な差が見られなかった（図 4）。 

Ａ 
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図 4 まばらに当たった放射線による細胞競合。A. 照射後のタイムラプス撮影画像。照射後 36

時間では「Cell 7」（赤色の丸囲み）を確認できるが、39 時間では消失している（赤色の破線丸

囲み）。B. 細胞が消失するまでの時間。n は追跡した細胞数。* p<0.05 vs. 0Gy (t 検定) 

 

（２）変異細胞と正常細胞の競合に対する放射線の影響 

培養７～10 日目の細胞の撮影が可能になった。今回の条件では、細胞比率に対する Tp53 変異

の顕著な影響は見られなかった（図 5）。 

 
図 5 Tp53 変異細胞（水色）と正常細胞（無色）の混合培養開始後 7 日目の画像 

 

（３）考察及びまとめ 

ラット乳腺細胞の培養系を用いたマイクロビーム照射実験により、少なくとも本実験の条件

で顕著な細胞競合は起こらないことが示された。細胞競合とは何らかの変化を持った細胞が隣

り合った正常細胞と適応度を競い合う現象である。これまでマウス造血幹細胞及び腸管幹細胞

において、放射線照射を受けた細胞を排除する細胞競合が起こるという報告があるが、その他の

細胞を用いた実験報告はなく、この現象はすべての組織に普遍的ではない可能性がある。本研究

で確立した Tp53 変異細胞と正常細胞の混合培養実験系は、CFP 蛍光タンパクにより Tp53 変異細

胞が標識されるため、タイムラプス撮影による細胞競合解析実験が可能である。 
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