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研究成果の概要（和文）：本研究は低線量放射線被ばくによるDNA損傷レベルと発がんリスクの相関性を明確にするこ
とを最終目的とし、「被ばく家畜のDNA損傷レベルのモニタリング」を中心に研究を行った。福島第一原発事故による
被ばく家畜のDNA二本鎖切断レベルを、近年その高感度性からも注目されているリン酸化型ヒストンH2AX（γ-H2AX）を
用いてモニタリングした結果、被ばく家畜にDNA損傷の増加が認められることをγ-H2AXレベルの増加によって明らかと
した。

研究成果の概要（英文）：Radiation induced-DNA double strand break (DSB) is one major initial cause of geno
mic instability leading to cancer. The creation of a DNA DSB in eukaryotic cells is generally accompanied 
by the formation of hundreds of phosphorylated H2AX (gamma-H2AX) molecules in the chromatin flanking the D
SB site. Antibodies to gamma-H2AX allow the visualization of a "focus" at the DSB site. Since it has been 
demonstrated that the numbers of gamma-H2AX foci correlate directly to the numbers of DNA DSB, the detecti
on of gamma-H2AX is an attractive candidate for monitoring DNA DSB levels. Here, to assess biological effe
ct by radiation exposure after the accident, we performed quantitation of gamma-H2AX foci as a maker of DN
A DSB in bovine lymphocytes from Fukushima evacuated area. Although majority of lymphocytes are negative o
f gamma-H2AX foci, immunostaining data clearly showed an increase of population of gamma-H2AX foci positiv
e cells from Fukushima evacuated area.
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１．研究開始当初の背景 
(1)   2011 年に発生した福島第一原発事故

以降、放射線（特に低線量放射線）によ
る生体影響が懸念されているが、その発
がんリスクは確率論的現象として考え
られているのが現状であり、実際の生物
学的影響を評価するためには、どれだけ
の放射線を被ばくしたのかを知るバイ
オドーシメーター（定量的バイオマーカ
ー）が必要不可欠である。 

① 低線量放射線誘発 DNA 損傷をモニタ
リングするシステムとして、リン酸化型
H2AX（γ-H2AX）の検出が有効ではない
かと考えられる。 

② H2AX はヒストン H2A のバリアント
であり、DNA 損傷発生後、数秒以内に
損傷部付近の H2AX がリン酸化される
ことで、損傷部位をリン酸化特異的抗体
による免疫染色法により可視化するこ
とが可能である。 

③ 申請者の過去の研究により、生体内の
DNA 損傷レベルについて血液サンプル
をはじめとした生体サンプルをもちい
た γ-H2AX アッセイによって検出するこ
とが可能であることが示されている。 

 (2)  放射線照射によって生じた DNA 損傷
が最終的にどのような生物学的影響を
もたらすのかについては、低線量から高
線量までの放射線が線量依存的にどの
ような傷を発生させ、どのように修復さ
れるのかといった分子学レベルの解析
が必要である。 

① γ-H2AX のフォーカスによって検出さ
れる放射線誘発 DNA 損傷は、放射線照
射後 30 分で最大となり、その後 4 時間
までに 70％が修復されることが知られ
ているが、低線量放射線での解析は行わ
れていない。 

② 放射線誘発 DNA 損傷部位には、DNA
損傷修復タンパク質が、空間的、時間的
に綿密に制御されて局在することが分
かっているが、低線量放射線によって誘
発された DNA 損傷においての修復タン
パク質の挙動は不明な点が多い。 

 
２．研究の目的 
本研究は、放射線によって生じた DNA 損傷
と発がんリスクの相関性をより明確にし、現
在懸念されている低線量放射線被ばくの生
物学的影響についての知識を深め、低線量被
ばくに対する適切な防護法、発がん予防など、
臨床応用につながるための研究基盤を確立
することを目的とする。 
 
(1) 低線量放射線被ばくした動物生体内に

おける DNA 損傷レベルのモニタリング

を行う。実際に福島第一原発事故により
放射線被ばくした家畜の生体サンプル
を用いて、その DNA 損傷レベルを
γ-H2AX によって検討し、被ばく量の評
価および生物学的影響を調査する。 
 

(2) 放射線被ばく影響を軽減するため、発が
ん予防効果が示唆される薬剤の放射線
防護作用の検討を行う。 

 

(3) 低線量放射線によって発生する DNA 損
傷部位を特定し、中線量、高線量放射線
による DNA 損傷との比較検討を行う。
放射線による DNA 損傷はランダムに発
生すると考えられているが、線量の違い
が損傷発生部位に影響を与えるのかに
ついて、DNA 損傷部位の詳細な同定を
行う。 

 
(4) 低線量放射線によって発生する DNA 損

傷の修復過程を γ-H2AX のフォーカス形
成によりモニタリングする。 

 
３．研究の方法 
本研究は放射線照射によって誘発された

DNA損傷を高感度分子マーカー-H2AXを用
いて検出することで、放射線被ばく（特に低
線量被ばく）によって生じる DNA 損傷の特
徴を明らかにし、その発がんリスクを確率論
的現象ではなく物理学的現象をもとにした
生物学的現象として理解するものである。 
 
(1) 被ばく家畜の DNA 損傷レベルのモニタ

リング 
福島第一原発事故によって放射線被ば
くしたと考えられる被ばく家畜につい
て、その血液サンプルを採取、生体内の
DNA損傷レベルを-H2AXの免疫染色法、
あるいはウェスタンブロット法といっ
た手法でモニタリングする。 
血液サンプルから分離したリンパ球に
おける DNA 損傷レベルをモニタリング
し、家畜の生息地などの情報と照らし合
わせることで、事故によって実際にどれ
ぐらいの DNA 損傷が誘発されているの
か明らかにする。 
 

(2) 発がん予防効果が示唆される薬剤の低
線量放射線誘発 DNA 損傷への影響の検
討 
アスピリンを代表とする発がん予防効
果が示唆される薬剤の遺伝子毒性や、高
線量放射線における効果はいくつか報



告されているが、その低線量放射線照射
における生物学的影響は不明である。こ
うした薬剤が低線量放射線誘発の発が
んリスクに影響を与えるのかどうかを
検討する。これによって、低線量放射線
発がんの有効な防護法、あるいは予防法
確立のための予備的情報が得られると
考えられる。 
① 細胞レベルで薬剤存在下における低

線量放射線誘発 DNA 損傷レベルを
-H2AX の免疫染色法で確認する。
損傷レベルに変化が見られるか、ま
た見られなかった場合、その後の損
傷修復過程に影響を与えるかを
-H2AX のフォーカス形成をモニタ
リングすることで明らかとする。 

② マウスに薬剤含有餌を摂取させ、個
体レベルでの放射線誘発 DNA 損傷
レベルへの影響を検討する。放射線
照射後のコントロール群と薬剤摂取
群から臓器を摘出し、放射線誘発
DNA 損傷レベルを-H2AX の免疫染
色法で確認する。 

 
(3) 放射線照射後の DNA 損傷修復過程のモ

ニタリング 
予備的な研究から、細胞レベルでは
0.2Gy 以上の放射線照射で-H2AX のフ
ォーカス形成として検出される DNA 損
傷のレベルは、30 分で最大値となり、そ
の後 4 時間までに約 70％が修復、残り
30％がその後、緩やかに修復されること
が分かっている。しかし、同じような
DNA 損傷修復過程が低線量による放射
線照射でも起こるのかは不明である。そ
こで、10mGy 以下の低線量放射線をヒト
リンパ球や細胞株に照射後、-H2AX の
フォーカス形成を免疫染色法によって
経時的にモニタリングする。これにより、
低線量から高線量にいたるまでの放射
線照射により、どれほどの損傷が発生し、
どのタイミングで修復されるかという、
物理化学的変化を明確にすることが可
能である。 
 

(4) 放射線照射によって誘導された DNA 損
傷部位の同定 
低線量放射線によって生じる DNA 損傷
は高線量照射によって生じる DNA 損傷
と同じなのか？それを明確にするため
に、スライド上に展開した分裂期染色体
上で-H2AX と特異的プローブによる
FISH を同時に行い、放射線照射によっ

て誘発された DNA 損傷部位が、染色体
上のどこに存在するのか特定する。それ
によって、低線量放射線によって生じる
傷が、中線量、高線量によって生じる傷
と同じメカニズムで修復されるか予測
することが可能であると考える。 
 

(5) DNA 損傷修復部位における損傷修復た
んぱく質の局在解析 
生物は DNA 損傷を修復するための機構
を複数有しており、発生した傷の種類や、
タイミングによって修復機構を使い分
けていると考えられる。それぞれの修復
機構は、誤りを全く生じない安全な修復
機構や、誤りがちで突然変異の可能性を
有する修復機構など、異なった特徴をも
つと同時に、異なった修復たんぱく質に
よって制御されている。低線量放射線照
射による修復経路は現在のところ不明
であるが、発がんリスクの「しきい値」
の存在の有無を明確にするためには解
明されなければいけない問題である。そ
こで、低線量放射線照射後のヒトリンパ
球や細胞株における DNA 損傷修復経路
について、損傷部位に局在する修復たん
ぱく質を-H2AX との免疫染色法によっ
て検討する。具体的には、相同組み換え
に関与するたんぱく質（NBS1, RAD51
などに代表される）や、非相同組み換え
に関与するたんぱく質（Ku, DNA-PK な
どに代表される）との共局在を調べる。 

 
４． 研究成果 
(1) 低線量放射線被ばくの生物学影響を検

討するにあたり、低線量放射線によって
誘導される DNA 損傷の詳細なモニタリ
ングが必要になる。そこで、低線量放射
線照射後の DNA 損傷発生を γ-H2AX に
よってモニタリング可能であるかを放
射線照射したヒト血液細胞を用いて検
討した。具体的には、ヒト血液サンプル
に対し、0mGy, 5mGy, 10mGy, 20mGy を
照射、30 分間のインキュベーションの後
に、白血球を Ficoll 液により分離した。
分離した白血球細胞は、パラホルムアル
デヒドにより固定し、γ-H2AX による免
疫染色を行った。その結果、低線量領域
であっても、DNA 損傷の発生は線量依
存的に起こり、γ-H2AX フォーカス数が
線量に比例して増加していることが分
かった（図１）。 
 

(2) 被災家畜の血液サンプルで γ-H2AX の検



出を行うにあたり、牛の生体サンプルで
あっても問題なく γ-H2AX の検出が可能
であるかを検討した。牛血液サンプルに
放射線照射後、リンパ球を分離、γ-H2AX
による免疫染色を行った。その結果、放
射線量に依存して γ-H2AX フォーカスレ
ベルが上昇していることが確認された
（図２）。この結果は、牛の血液サンプ
ルを用いても γ-H2AX の検出が可能であ
ることを示していると同時に、他の動物
種同様に γ-H2AX をモニタリングするこ
とで放射線量の推測が可能であること
を示唆している。 

 

 
 

(3) 避難地域から被ばく家畜の血液を採取し、
リンパ球における γ-H2AX レベルを検討
した結果、家畜が捕獲された 4 か所の地
域すべてにおいてコントロール家畜（東
京と北海道に生息する牛、合計 6 頭）と
比較して有意に高いことが明らかとなっ
た（図３）。コントロールおよび被ばく家
畜、いずれにおいても大多数（90％近く）
のリンパ球は γ-H2AX フォーカスを有し
ていないが、被ばく家畜では明らかに、
フォーカスを有する細胞数の増加、さら
には細胞当たり 10 個以上という多数の
γ-H2AX フォーカスを有する細胞数の増
加が認められた。そのため、4 か所すべ

ての被ばく家畜の DNA 損傷レベルの平
均はコントロールと比較して有意に高く、
避難地域における DNA 損傷誘発が示唆
された。 
 

 
(4) 低線量放射線に対する新規放射線防護剤

の発見を目的として、すでにマウスモデ
ルにおいて高線量放射線に対する防護効
果 が 報 告 さ れ て い る
4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-
oxyl (Tempol)の低線量放射線照射に対す
る防護効果について、γ-H2AX を用いた
DNA 損傷レベルのモニタリングによっ
て検討した。具体的には、HeLa 細胞ある
いはヒト末梢血由来のリンパ球に放射線
照射後、免疫染色法による γ-H2AX フォ
ーカスの測定およびウェスタンブロット
法による γ-H2AX レベルの測定を行った。
その結果、Tempol を添加した細胞では
1Gy 放射線照射後の γ-H2AX レベルがコ
ントロールと比較して低下しており、
DNA 損傷誘発を抑制していることが示
された（図４）。 



 
(5) Tempol の低線量放射線照射に対するマ

ウスレベルでの防護効果について、
γ-H2AXを用いたDNA損傷レベルのモニ
タリングによって検討した。Tempol を長
期投与したマウスに、1Gy 急性放射線照
射あるいは 1Gy/day の慢性放射線照射を
行い、経時的に臓器を摘出した。胸腺お
よび十二指腸組織において、DNA 損傷レ
ベルを γ-H2AX によってモニタリングし
た。胸腺由来細胞については FACS 解析
を、小十二指腸組織については凍結薄利
切片を作成したのちに蛍光免疫染色法に
よる解析を行った。その結果、急性照射、
慢性照射いずれにおいても、Tempol 投与
群において放射線照射後の DNA DSB レ
ベルが減少していることが明らかとなっ
た（図５）。 

 
 

現代社会において、放射線（特に低線量放射

線）に被ばくした際の発がん影響については
研究者や医療従事者だけではなく社会全体が
検討しなければいけない問題である。本研究
により被ばく家畜のリンパ球における DNA
損傷レベルが、コントロールよりも優位に高
いことが示唆された。この結果は、低線量放
射線被ばくが、どの程度の DNA 損傷を誘発
しているのか、さらにはどのような生体影響
をもたらすのかを知るための重要な知見であ
ると考えられる。また、放射線被ばくによる
実際の生物学的影響を評価するために重要な
バイオドーシメーターとして γ-H2AX アッセ
イが有効であることを示している。 
さらに、放射線被ばくの影響を軽減する可能
性を検討するために、抗がん作用等が報告さ
れている Tempol について検討を行った結果、
細胞レベルおよびマウスレベルで、放射線照
射後の DNA 損傷レベルを軽減することが明

らかとなった。 
以上、本研究で得られた結果は、低線量放射
線被ばくの生体影響を γ-H2AX アッセイによ
る DNA 損傷のモニタリングで評価すること
が可能であることを示すものであり、今後、
放射線被ばくによる発がんリスクを評価する
うえで重要な知見をもたらすものだと考えら
れる。 
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