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緊急被ばく医療が必要とされるような事故発生時における 
トリアージのための線量評価手法の確立に関する研究 

 
  研究代表者 欅田尚樹  国立保健医療科学院生活環境研究部 部長 
  
研究要旨 
 本研究では、EPR(Electron paramagnetic resonance)技術を用いた線量評価として口腔内の

歯を直接、L-band EPR 法により放射線誘発ラジカルを測定する放射線被ばく線量測定法

やこれまでに確立されている生体内 DNA 損傷モニタリング手法との連携による EPR 技術

を用いた線量評価感度の向上を目指すとともに、抗酸化能の動態解析を行うことで簡便な

バイオ・ドシメトリー法の確立を試み、専門的治療を必要とする１Gy 以上の被ばくのトリ

アージを可能にすることを目指して実施した。 
（１）L バンド EPR 法による線量評価 
・ オンサイトで計測できるように車載型とする場合の課題を検討した。低電磁界環境とし

て電波シールドルームでは S/N が 2 倍程度向上した。このように電磁波シールドルー

ムの利用でノイズが改善していたが、車載型のシールドルームを想定した場合、内部で

の電磁波吸収が不十分であると空洞共振によりノイズが増加しうることを確認した。こ

の結果を踏まえ、車載可能なシールドテントの開発において内部での電磁波吸収にも配

慮されることとなり、この課題の解決も図られることが期待される。 
・ 紫外線の影響に関して、X band での高感度な測定では影響を与えうることが知られて

おり、L band で切歯を用いることからその影響が懸念されるが、UVB だけではなく

UVA でも保守的な想定でも太陽光で数十年分の曝露でないとトリアージに相当する信

号が検出されないことを確認した。ただし、太陽紫外線でも長期間にわたり曝露すると

UVA および UVB により信号が見えることがあると考えられ、今後、感度がより向上す

ると太陽光に歯が露出され続けた場合には、高齢者では影響を与えうることも示唆され

た。 
・ 線質による違いを確認し、中性子場での応答がほぼ混合γ線による応答で説明が付けら

れることを確認した。 
・ 被災した動物（牛）の歯でも測定を試みた結果を解析し､今後の課題を整理した。L band

での検出は困難であるが X band では原発事故による放射線曝露を検出しうる可能性

があると考えられた。  
（２）生体内 DNA 損傷レベルの測定 
・ 有効な放射線線量評価を現場で行うシステム作りのためのγ-H2AX アッセイデバイス

の開発に関しては人工蛍光ビーズによる構造評価に加え、培養細胞を用いた構造評価、

放射線照射細胞を用いた DNA 損傷モニタリング評価、さらにはヒト末梢血サンプルを

もちいたデバイスの実用性について評価を開始し、実用化に向けての課題を整理した。 
（３）X バンド EPR による被ばく後抗酸化能の動態解析 
・ 多数の一般市民が被ばくするような大規模放射線災害では、生物学的指標を用いた線量

推定によるトリアージが不可欠である。これまでにいくつかの手法が開発されているも

のの、今現在、大規模放射線災害時に利用できるような高感度かつ高精度で簡便性・迅

速性・経済性に優れたバイオドシメトリ法は存在しない。対策の頑強性と線量推計結果

への信頼性を高めるためには、複数の手法を組み合わせた「線量推定システム」の構築

が必要となる。「放射線照射後、ミトコンドリアの活性酸素種(ROS)産生が増加して細胞

が酸化ストレス状態に陥る」ことが近年相次いで報告されているが、これらの研究は全

て細胞レベルでの検討であり、生体での実験はほとんど行われていない。本研究ではト

リアージの基準となる 1Gy 前後の被ばくが生体の抗酸化能に影響を与えるか検討を行
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った。その結果、ヒトを対象とした臨床研究（線量既知の臨床 IVR 実施患者を対象とし

たもので、検査(放射線被ばく)前後の血液を採取し、酸化ストレス、DNA 損傷、その他

の血液指標の変化を解析した）で 0.5〜3 Gy 被ばく後 2〜24 日で線量依存的に血液抗

酸化能が低下することを明らかにし、血液抗酸化能の測定が線量推定法として有用であ

ることを示した。さらに本研究では、計画被ばく者(医療目的で心臓カテーテル検査を受

ける患者)を対象にした。その結果、検査後に DNA 損傷量の増加といくつかの指標の変

動を見出した。 
・ 本抗酸化能測定法とγH2AX 法とを組み合わせることで、被ばく直後から 10 日後程度

までのシームレスな線量推定が実現可能となる。引き続き、推定の正確性の担保はもと

より、簡便かつ迅速で安価な実施に向けた研究開発が期待される。 
（４）ミトコンドリア酸化損傷を指標とした生物学的手法による線量評価照射法の検討 
・ 放射線は核 DNA と同様に、ミトコンドリア独自の DNA(ミトコンドリア DNA; 

mtDNA)に損傷を与えるため、細胞核に加えて、ミトコンドリアは放射線の主な標的器

官であると考えられている。mtDNA の修復効率は核 DNA と比べると低いことから、

放射線の影響はミトコンドリアに顕著に現れることが予想される。 
・ 放射線による DNA 損傷の修復にはエネルギーが必要である。放射線照射後のミトコン

ドリアのエネルギー生産の過程で副産物として発生する活性酸素は、発生源のミトコ

ンドリアを攻撃し、酸化損傷を与える。被ばく後時間が経過した場合の線量評価の指標

として、上記の DNA 損傷応答、活性酸素、ミトコンドリア損傷などが想定される。 
・ ヒト培養細胞を用いた我々の解析から、１Gy 以上の X 線照射でミトコンドリア損傷が

観察されることを明らかにした。この結果から、ミトコンドリ損傷は、1Gy 以上の被ば

くのトリアージを可能にする線量評価のための新たな生物学的線量評価の指標として

期待される。 
・ ミトコンドリア損傷は、急性照射、慢性照射、分割照射など照射条件と細胞の分化度、

放射線感受性別に、線量依存的に誘導されることを明らかにした。 
・ DNA 損傷のセンサーである ATM は、放射線による核 DNA 損傷のシグナルをミトコ

ンドリアに伝え、放射線応答における核とミトコンドリア間のクロストークに重要な

働きを持つことを明らかにした。 
・ ミトコンドリアの機能不全は、発がんに深く関与していることが知られている。ミトコ

ンドリア損傷の解析は、単に放射線の被ばく線量の把握だけでなく、放射線影響の高感

度検出という点においても重要であり、今後も継続した解析が必要であることを示し

た。 
 以上、本研究課題の最終目標である災害派遣型 EPR 線量評価ユニットとして急性被ばく

1Gy 以上が分別可能な、効果的な線量評価法・トリアージシステムを運用するためのシス

テムデザインの課題が絞り込まれ、本システムの社会実装が現実的なものになり得ること

が検証されるともに、今後のさらなる研究課題の方向性を示した。 
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A.目的 

旧原子力安全委員会の提言「緊急被ばく

医療のあり方について」においては、原子力

災害時における緊急被ばく医療体制の整備

として、簡易な測定等による汚染の把握、ス

クリーニングを行った後、除染や汚染の拡

大防止の措置を行い、緊急被ばく医療機関

に患者を搬送することとされている。大規

模な事故発生時における対象者の優先度を

決める選別（トリアージ）のための線量評価

に関する手法の確立は、解決すべき課題と

なっている。 

トリアージの手法としては、細胞遺伝学

的な手法がゴールデン・スタンダードであ

るが、その他の手法の開発も進められてい

る。EU では、様々な線量評価法を組み合わ
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せたツールの開発が進められている

（Multibiodose）。しかしながら、多くの対

象者に短時間で、過度の侵襲も与えずに、

0.5-1.0Gy 以上の放射線被ばくの有無を検

査する方法は未だに確立しておらず、質の

よい結果を得るには複数の手法による方法

を確立する必要がある。この課題に対し、本

研究班はヒトを対象として計測できる L バ

ンド電子常磁性共鳴測定法（EPR）による

シグナルから線量を推計する装置を国内で

唯一開発・保有しており、これまで、線量評

価を事故現場で行うことを想定しフィール

ドでの測定の実用性（Radiation Protection 

Dosimetry, 2016）や歯のエナメル質の厚み

の影響（Health Physics, 2017）、種類が異

なる放射線への応答特性（ Radiation 

Protection Dosimetry, 2016）の検証を進め

てきた。本研究は、この手法に追加して、新

たな手法も組み合わせて原子力災害時等の

高線量被ばく者の迅速なスクリーニング法

開発の実現を目指すものであり、国内にお

けるこれらの技術を組み合わせた緊急時の

線量評価の実施可能性を明らかにし、その

方法を確立することを目標としている。こ

のように本研究は、労災疾病臨床研究事業

費補助金の研究課題のうちトリアージのた

めの線量評価手法の確立に資することを目

的としており、放射線業務従事者の被ばく

線量の測定及び評価に関する研究推進の趣

旨に合致したものであり今後の放射線防護

技術の発展の観点からも意義のある研究で

あると考えられる。 

 本研究では 4 つの課題を実施したことか

ら、以下にそれぞれの研究の目的を述べる。 

 

１．電子スピン法を用いた線量推計手法 

 生体試料を用いた物理的な方法として、

EPR(Electron paramagnetic resonance)技術を

用いた線量評価は、従来少量の試料で感度

高く評価可能な X-band 法により抜去歯を

用い広島・長崎の原爆被爆者の線量評価に

も応用されてきた。この方法は、昨年度の報

告書にも示したように歯エナメル質のハイ

ドロキシアパタイト結晶格子内部に放射線

によって形成される炭酸ラジカルが経時的

に安定であることを利用し、それを電子ス

ピン分光（EPR）装置で計測するものであ

る。 

 しかし、X-band 法は、電磁波の生体内で

の透過の問題により、生体での測定は原理

的に不可能であった。これに対して、口腔内

の歯より直接、L-band EPR 法により放射線

誘発ラジカルを測定する放射線被ばく線量

測定法を米国ダートマス大学 EPR センター

と共同開発研究を行ってきた現在の検出感

度は、Ex-vivo での X 線１Gy 照射標本で、

感度 90%, 特異性 80%であり、これが In vivo

でも達成できるとトリアージとしては現状

でも利用可能な性能であると考える。本研

究は、この手法を緊急時のトリアージに実

際に用いる際の課題を明らかにすることを

目的として実施した。 

２．リン酸化型ヒストン H2AX（γ-H2AX）

を用いた DNA 損傷モニタリング法 

バイオアッセイによる方法として、リン

酸化型ヒストン H2AX（γ-H2AX）を用いた

DNA損傷モニタリング法は、生体内DNA損

傷を迅速にモニタリングする新しい方法と

して期待されている。しかしその一方で、γ-

H2AX アッセイを含めほとんどの影響評価

アッセイは生体サンプルの調製、γ-H2AX

に対する免疫染色工程、さらには蛍光顕微
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鏡による検出など、実験行程の複雑さとい

う背景から実験室ベースで行われることが

ほとんどであり、事故現場のような『現場』

における解析作業は困難な現状である。 

そこで、これらの課題を克服した迅速な

DNA 損傷レベルのモニタリングを可能とす

るアッセイデバイスの開発を含めたγ -

H2AX による線量評価システムの構築によ

り、トリアージ対応可能な迅速な線量評価

法の確立を目指す研究を実施した。この課

題を克服するために、アッセイデバイスの

開発を行った。特に、放射線照射した培養細

胞を用いて Polydimethylsiloxane （PDMS）

チップでのγ-H2AX アッセイが可能である

か、また放射線量に依存した DNA 損傷レベ

ルが検出可能であるかの評価をおこなった。

さらに、ヒト末梢血サンプルを用いて PDMS

チップにおけるリンパ球分離の効率および

DNA 損傷の検出評価を行った。 

 

３．抗酸化能や酸化ストレス度に着目した

手法 

一方、放射線と酸化ストレスとの関連は

深く、放射線には直接作用(=直接 DNA 構成

分子を電離し DNA 損傷を誘導する)と間接

作用(=水分子を電離することで発生した活

性酸素 ROS(Reactive Oxygen Species)が DNA

を損傷させる)の 2 つの生物学的作用がある

ことが古くから知られている。さらに近年

の報告から、放射線照射後数時間から数日

にわたり、ミトコンドリアからの ROS 産生

量が増加して細胞が酸化ストレス状態に陥

ることが知られるようになった。このよう

に細胞内の酸化還元バランス(レドックスバ

ランス)が酸化方向に傾くことにより放射線

影響が増強すると考えられる。しかしなが

ら、これらの報告は全て細胞株を使用した

実験であり、放射線照射後の「生体」でどの

ようなレドックスバランス(ROSと抗酸化能

のバランス)の変化が現れるのかはほとんど

わかっていない。 

レドックスバランスは好気性生物にとっ

て非常に重要である。至適な量の ROS は生

体または細胞の生理的活動に重要な役割を

果たす。しかし、ROS の増加や抗酸化シス

テムの低下は酸化ストレスを誘導し、様々

な疾患に繋がる。それゆえ、レドックスバラ

ンスは個人の生活習慣、食事、健康度の指標

になりうると考えている。血液のレドック

ス状態(抗酸化能や酸化ストレス度)に関す

る論文は多数存在するが、そのほとんどは

血漿または血清を対象としている。血液成

分の残り 50%を占める血球(主に赤血球)の

レドックス状態に関してはほとんど調べら

れていなかった。近年、Chaleckis は若年者

と高齢者の赤血球中のメタボライトを LC−

MS(Liquid Chromatography - Mass 

spectrometry)で測定し、還元型グルタチオン、

NAD+（nicotinamide adenine dinucleotide）、

NADP+ (nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate)などのレドックス関連分子の量が

両者間で大きく異なることを示した。これ

は、赤血球のレドックス状態が健康度や身

体の状態を推し量る重要なマーカーとなり

うる可能性があることを示唆している。 

このような背景のもと、本研究ではマウ

ス血液(全血)の抗酸化能を全く新しい電子

スピン共鳴(ESR)スピントラップ法を用い

て解析し、放射線被ばく後の「生体」のレド

ックスバランスの変化を評価し、新規バイ

オドシメトリ手法として有望であるかどう

かの検証を試みた。また、被ばく後のレドッ
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クスバランスの変化がリンパ球の DNA 損

傷量の変化とどのように関連するかも検証

した。さらに、計画被ばく者から採血し、線

量指標となるバイオマーカーの探索を行っ

た。 

 

４．放射線曝露の指標としてのミトコンド

リア損傷 

放射線による生物学的標的である DNA の

二重鎖切断は、染色体異常、細胞死の誘導な

どの放射線の悪影響の主な原因となる。こ

のため、被ばく線量を核 DNA の損傷量で評

価するヒストンリン酸化の解析は重要であ

る。放射線は、核 DNA と同様に mtDNA に

損傷を与える。mtDNA はヌクレオソーム構

造を持たないことからヒストンタンパク質

による防護効果が働かない、また、核 DNA

と比較して DNA の修復効率が低いことか

ら、DNA 損傷が残存するため、放射線の影

響が顕著に現れることが予想される。 

以上のことから、我々は、新たな生物学的線

量評価の指標として、ミトコンドリアを想

定している。放射線による DNA 損傷に対す

る細胞応答にはエネルギーが必要で、放射

線は、ミトコンドリアのエネルギー生産（酸

化的リン酸化）を活性化する。酸化的リン酸

化は、酸素を消費して最終的に ATP を産生

するが、その過程で一部の酸素から活性酸

素が発生する。過剰な活性酸素は酸化スト

レスとなり、発生源のミトコンドリアに酸

化損傷を与える。パーキンソン病原因遺伝

子 parkin は、ミトコンドリアの膜電位の低

下を認識し、機能不全のミトコンドリアの

選択的分解（ミトコンドリアのオートファ

ージー：マイトファジー）に関与する。この

parkin に対する抗体を用いたタンパク質発

現量の定量と染色で、parkin のミトコンド

リアへの局在とフォーカス形成を評価し、

損傷を持つミトコンドリアの検出可能であ

る。これまでヒト培養細胞を用いた我々の

解析から、1Gy 以上の X 線急性照射 3 時間

以降にエネルギー産生に伴うミトコンドリ

アからの活性酸素が増加し、その後、6 時間

以降にミトコンドリアに損傷を誘導するこ

とを明らかにした（Shimura Cell Cycle. 16 

(24):2345-2354, 2017）。 

本研究では、被ばく初期を核の DNA 損傷

で、被ばくから時間が経過した際にはミト

コンドリア損傷を指標として、両者を組み

合わせた放射線の被ばく線量を評価する方

法の確立に取り組んだ。多くの指標を用い

ることで、より高精度の線量評価法の確立

が期待される。 

 

B．研究方法  

以下の 4 つの研究を実施した。 

(1) 電子スピン共鳴法を用いた線量推計法

の開発 

(2) リン酸化ヒストン H2AX (γ-H2AX)を

用いた生体内 DNA 損傷レベルの測定によ

る線量評価 

(3) 被ばくによる生体内 DNA 損傷レベル

の測定と X バンド EPR による被ばく後抗

酸化能の動態解析 

(4) ミトコンドリア酸化損傷を指標とした

生物学的手法による線量評価 

 

1）電子スピン共鳴法を用いた線量推計法の

開発 

a) 紫外線の影響の検証 

 本測定法は、上顎切歯を対象とすること

から、紫外線の影響も受けることが研究計
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画の審査でも指摘を受けた。本測定法の紫

外線による影響を調べるために、それぞれ

3 本の歯に UV-A をそれぞれ段階的に曝露

させた。曝露後に L band EPR tooth 

dosimetry を行った。 

b) 電磁波ノイズの影響を調べるために電

磁波シールドテントを用いて、L band EPR 

tooth dosimetry を行った。 

c) 高 LET 放射線の応答 

 高 LET 放射線として量研機構放射線医

学総合研究所の NASBEE を用いて中性子

を健常な日本人の臼歯に照射した。中性子

は、Be(d,n) 反応により生成させるととも

に、照射する場の放射線特性を変えるため

に、鉛やポリエチレン、カドミウムを用いた

場をつくり、その特性を把握すると共にそ

れぞれの場で放射した歯の L band EPR 

tooth dosimetry をおこなった、 

d) X バンドでの測定 

 歯科用タービンを用いて削り取られたヒ

トの歯のエナメル質に X 線を段階的に照射

し、X band EPR で計測しバックグラウン

ドレベルを調べた。 

e) 動物の歯の測定 

 被災動物の歯を非破壊的に L band EPR 

で計測するとともに歯科用タービンを用い

てエナメル質を削り取り、追加照射法によ

り X band EPR で計測した。 

 

2）リン酸化ヒストン H2AX (γ-H2AX)を用

いた生体内 DNA 損傷レベルの測定による

線量評価 

a) 培養細胞を用いたγ-H2AX アッセイデ

バイスとしての PDMS チップ上への細胞

導入方法および固定効率の評価 

迅速なγ-H2AX アッセイデバイスとして、

従来の密度勾配遠心法ではなくチップ上に

拡散させることでリンパ球分離を行い、さ

らには同じチップ上で DNA 損傷レベルの

解析も行うことのできるデバイスを想定し、

Polydimethylsiloxane (PDMS) チップに着目

し、比較的シンプルな V 字微細構造加工を

施した PDMS チップにリンパ芽球細胞が固

定可能か検討した。また、従来の密度勾配遠

心法ではなくチップ上に拡散させること、

あるいはその他の簡便な方法でリンパ球分

離を行い、さらには同じチップ上で DNA 損

傷レベルの解析も行うことのできるデバイ

スを想定し、Polydimethylsiloxane (PDMS) チ

ップに着目した。学外研究協力者である群

馬大学鈴木孝明准教授の有する三次元リソ

グラフィ技術を用いることで様々な微細構

造を PDMS チップに作成することが可能で

ある。これまでの本研究で効果的にリンパ

球相当の人工蛍光ビーズを固定することが

できる構造が確立したことから、培養リン

パ芽球細胞（TK6）をもちいて解析に十分な

細胞数の固定が可能であるかを検討した。

また、細胞の流路内への導入に関して、押し

込み法、自然滴下法、さらには遠心法の効果

を検討した。 

b) 放射線照射培養細胞を用いた PDMS チ

ップによる DNA 損傷レベル解析 

TK6 細胞に、0, 1, 5 Gy の X 線を照射し、

30 分後に各サンプルを PDMS チップに滴下、

流路内でパラホルムアルデヒド（PFA）によ

る細胞固定を行った。その後、十分な洗浄を

行ったのちに γ-H2AX に対する免疫蛍光染

色を流路内で行った。なお、免疫蛍光染色は

操作の簡便性を目的として、γ-H2AX に対す

る一次抗体に直接蛍光色素が結合している

抗体を用いる直接蛍光染色法で行った。染
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色した PDMS チップは、蛍光顕微鏡にて観

察を行い、細胞数および γ-H2AX 陽性細胞

の検出を行った。 

つぎに、より幅広い放射線線量評価が可

能であるかを確認するために、培養細胞

TK6 に、0, 0.2, 0.5, 1, 2, 5 Gy の X 線を照射

し、同様の実験を行った 

c) ヒト末梢血を用いた PDMS チップによ

る DNA 損傷レベル解析 
緊急被ばく時のトリアージとしての

PDMS チップを用いたγ-H2AX アッセイで

は、微量の生体サンプルの解析を目指して

いる。そこで、数マイクロリットルのヒト末

梢血を PDMS チップに導入し、リンパ球の

分離および γ-H2AX 解析が可能であるかを

検討した。まず、放射線未照射のヒト末梢血

サンプル 5 μL に抗凝固剤である EDTA を加

え、PDMS チップに滴下した。その後、PFA

による固定、γ-H2AX に対する免疫染色を行

った。次に、リンパ球細胞の固定効率に対す

る赤血球の影響を検討するために、ヒト末

梢血サンプル 5 μL に EDTA と溶血バッファ

ーを加え、PDMS チップでのγ-H2AX アッ

セイを行った。最後に、ex vivo で放射線照

射したヒト末梢血サンプルを PDMS チップ

に滴下し、PDMS チップでのγ-H2AX に対

する免疫染色を行った。 

 
3）被ばくによる生体内 DNA 損傷レベルの

測定と X バンド EPR による被ばく後抗酸

化能の動態解析 
a) 全身被ばくマウスを利用した被ばく後の

生体内レドックス等の解析 

全身に放射線照射したマウスの血中の酸

化還元バランスを解析した。7 週齢のオスの

C57BL/6マウスを使用し、株式会社日立パワ

ーソリューションズ製Ｘ線照射装置により

150kVp の X 線を線量率 0.88/分で照射した。

付加フィルタは 0.2mmCu と 0.5mmAl を採

用した。照射線量は 0，0.5，1，2，3Gy とし

た。血液(全血)の抗酸化能の測定には電子ス

ピン共鳴(ESR)スピントラップ法を使用し

た。 

照射直後と 1, 2, 4, 6, 9, 16, 24, 50 日後に、

ヘパリンナトリウムの入ったエッペンチュ

ーブにマウス血液を採取した。採血にはア

ニマルランセットを使用し、可能な限り同

一個体から連続採血することでマウス使用

数の低減に努めた。採取した全血 100μL を

新 規 ス ピ ン ト ラ ッ プ 剤 2-

diphenylphosphinoyl-2-methyl-3,4-dihydro-2H-

pyrrole N-oxide (DPhPMPO) 20μL、生理食塩

水 100μL と混合後、tert-butyl hydroperoxide 

(tBuOOH) 20μL を加えて反応を開始させ、室

温で 30 分静置した。その後クロロホルム/メ

タノールを加えて振盪、遠心を行い、スピン

アダクトが含まれる有機層を抽出して−

80℃のディープフリーザーで保存した。ESR

測定時、室温に戻して専用の扁平セルに封

入し、以下の条件で測定した。マイクロ波周

波数 9.422 GHz、マイクロ波強度 2 mW、中

心磁場 332.0 mT、掃引幅 0.3 mT、掃引時間

4 分、時定数 0.3 秒。 

測定原理：tBuOOH と血中のヘモグロビン

とのフェントン反応によりラジカルが生成

される。生成された tBuOOH 由来のラジカ

ルは全血中の抗酸化物質と DPhPMPO の競

合反応によって消去され、DPhPMPO と結合

したラジカルが多いほど(＝血中抗酸化能が

低いほど)、大きな ESR シグナルとして観察

される。 

b) 全身被ばくマウスを利用した被ばく後
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DNA 損傷レベルの解析 

全身に放射線照射したマウスのリンパ球

の DNA 損傷レベルの解析を行った。7 週齢

のオスの C57BL/6 マウスを使用し、株式会

社日立パワーソリューションズ製Ｘ線照射

装置により 150kVp の X 線を線量率 0.88/分

で照射した。付加フィルタは 0.2mmCu と

0.5mmAl を採用した。照射線量は 0，0.5，1，

3，5 Gy とした。照射から 1 時間後と 1，3，

7 日後に、ヘパリンナトリウムの入ったエッ

ペンチューブにマウス血液を採取し、リン

パ球分離試薬によりリンパ球を分離した。

リンパ球は 4％パラフォルムアルデヒドを

使用して固定した後、蛍光免疫法により

γH2AX の染色を行った。蛍光顕微鏡を用い

て 1 細胞(核)あたりに存在する γH2AX の

foci 数を評価することで、DNA 損傷レベル

の定量を行った。γH2AX の foci 数のカウン

トにはパブリックドメインソフトの foci カ

ウンターを使用した。 

なお、マウスの照射、採血、リンパ球分離・

固定は産業医科大学で行い、本研究で確立

した輸送手法により茨城大学に搬送し、茨

城大学で γH2AXの染色と foci数の評価を実

施した。 

c) 計画的被ばく者を対象とした被ばく後の

生体内反応の解析 

心臓カテーテル検査を受ける患者の体液

を検査実施前後で取得し、被ばく線量と各

種指標の変動を観察した。また、一部患者に

はアスコルビン酸を検査前に投与し、アス

コルビン酸による放射線防護作用も同時に

解析した。 

 

4）ミトコンドリア酸化損傷を指標とした生

物学的手法による線量評価 

a) 用いた細胞と照射法 

ヒト胎児肺由来正常二倍体 線維芽細胞

MRC-5、TIG-3 は、財団法人ヒューマンサ

イエンス振興財団から購入し、フラスコ内

で、-MEM にウシ胎児血清を加えた培養液

中で、培養した。ヒト ATM 欠損細胞

(AT5VIBA) と そ の 相 補 細 胞

(AT5VIBA/ATM-wt)は、京都大学放射線生

物研究センター 小松教授より譲渡頂いた。

これらの細胞は、RPMI1640 にウシ胎児血

清を加えた培養液中で、培養した。 

a-1) 放射線照射 

X 線照射装置（日立、MBR-1505R2）を用

いて、 0.01～10Gy の急性照射（線量率

0.49Gy/分）と、1 回当たり 0.01 または

0.05Gy の分割照射（線量率 0.11 または、

0.49Gy/分）を 1 日 2 回、週 5 日で 1 か月間

の長期分割照射（総線量0.46または、2,6Gy）

を行った。広島大学原爆放射線医科学研究

所、放射線照射施設内の Cs-137 を線源とし

た低線量率照射装置を利用し、一日当たり、

0.01Gy または、0.1Gy の線量で、4 日間照

射した（総線量 0.04Gy または、0.4Gy）

照射 24 時間後に、ミトコンドリアの放射線

応答と酸化損傷の解析を行った。 

 

b-1) 放射線によるミトコンドリア量、機能

への影響の検討 

ウエスタンブロティング法で、ミトコンド

リア生合成を制御する転写因子 PPAR-γ 

co-activator-1 α (PGC1-α)の発現量を定

量した。細胞の抽出液を分画し、ミトコンド

リア画分と細胞質、核画分にわけ、parkin タ

ンパク質の局在を検討した。ミトコンドリ

アの機能については、ミトコンドリアの膜

電位を検出する親油性，陽イオン性の蛍光
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色素（5，5'，6，6'-tetrachloro-1，1'，3，3'-

tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine 

iodide（JC-1）で染色した。JC-1 試薬は、

膜電位の高いミトコンドリアに凝集し、凝

集体はオレンジ色の蛍光色で観察される。

一方、膜電位の低下したミトコンドリアは

JC-1 単体として緑色で検出される。フロー

サイトメーターで、2 色の蛍光量をそれぞれ

定量し、その比でミトコンドリアの膜電位

を測定した。市販のミトコンドリア電子伝

達系酵素の複合体 IV シトクロム c オキシダ

ーゼ（Cox）の活性測定キットを用いて、

550nm の吸光度の値の変化で、COX の活性

を測定した。 

b-2) 活性酸素の測定 

ミトコンドリアに選択性を持つMitoSOX™ 

Red 試薬で、ミトコンドリア由来の活性酸

素スーパーオキシドアニオン(O2-)を検出し

た 。 2',7' – dichlorofluorescin diacetate 

(DCFDA)に対する酸化能で、細胞内の活性

酸素量を定量した。活性酸素の無毒化に働

く、細胞内抗酸化物質グルタチオンの量を

市販の測定キットを用いて定量し、放射線

による酸化還元（レドックス）制御機構への

影響を検討した。 

b-3)ミトコンドリア酸化損傷検出系の確立 

膜電位の低下した機能不全のミトコンド

リアは、parkin により標識され分解される。

この選択的排除機構であるミトコンドリア

のオートファジー（マイトファジー）により、

ミトコンドリアの質は保たれている。膜電

位に依存して染色されるミトコンドリア染

色試薬 MitoTraker Deep Red と parkin の

二重染色で、健康なミトコンドリアと損傷

を持つミトコンドリアをそれぞれ検出した。

mtDNA の酸化損傷については、mtDNA と

核 DNA をそれぞれ抽出した後、HPLC（高

速液体クロマトグラフィー）で DNA 酸化損

傷指標である 8-oxoguanosine (8-OHdG)の

量を定量した。 

 

（倫理面への配慮） 

(1) 電子スピン共鳴法を用いた線量推計法

の開発 

 本研究・調査の実施にあたっては、厚生労

働省・文部科学省の「人を対象とする医学系

研究に関する倫理指針」にもとづき、国立保

健医療科学院における倫理委員会に、また

各分担研究者所属機関の倫理委員会に申

請・承認を経て実施している（国立保健医療

科学院(NIPH-IBRA#12092)および香川大

学医学部(Heisei#24-4)にて承認済み）。さら

に民間保険にも加入し測定を実施した。 

 実施にあたっては、倫理指針に則り、調査

開始に当たり、本研究の目的・意義・方法・

侵襲度・予測される危険性などについて説

明し十分な理解を得るようにした。参加は、

本人に不利益を被らせることがないように

配慮した。また、いつでも自由意志で参加の

同意の撤回ができ、途中で参加を中止して

も、本人に何ら不利な取り扱いを受けない

ことを保障した。この様な内容について充

分に説明を行い、調査を実施し、情報の漏洩

がないように努めた。データは被験者が特

定できないように、個人情報識別管理者の

管理の下で、被験者番号を付けて連絡可能

匿名化し分析した。 

 

(2) リン酸化ヒストン H2AX (γ-H2AX)を

用いた生体内 DNA 損傷レベルの測定によ

る線量評価および(3) 被ばくによる生体内

DNA 損傷レベルの測定と X バンド EPR に
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よる被ばく後抗酸化能の動態解析 

本研究におけるヒト末梢血サンプルを用

いた実験は、すでに茨城大学生命倫理規定

に基づいた申請書を作成し、審査委員会に

よる承認を受けているものである（承認番

号 150401、研究課題名「新規放射線誘発

DNA 損傷モニタリングシステムの開発」）。 

また、動物実験は産業医科大学動物実験及

飼育倫理審査委員会よりも承認を受けた。

動物実験は産業医科大学動物実験管理規定

にも則して行われた。 

ヒト対象試験は社会保険直方病院で心臓

カテーテル検査を受ける患者を対象とし、

事前に社会保険直方病院倫理審査委員会よ

り承認を受けた。患者には事前に研究の内

容、副作用の可能性、匿名性の確保、不利益

を被ることなくいつでも研究への参加中止

を請求できることを説明し、書面でインフ

ォームドコンセントを得た患者のみを対象

とした。 

 利益相反情報は必要に応じて各研究機関

の COI 委員会の審査を受けた。 

 

 

C．研究結果 

1）電子スピン共鳴法を用いた線量推計法の

開発 

 

事後的な線量評価手法として、口腔内の歯

をそのまま用いる L バンド・マイクロ波を

用いた生体 EPR（電子常磁性共鳴分光）線

量計測法が開発されている。本院もこの研

究に参画し、本システムが本院にも設置さ

れている。これまでの研究で、診断領域の X

線曝露では ex vivo での測定では 1 セット

の測定（1 分間）のみでもトリアージで求め

られる 2Gyの曝露を見落とす確率を十分小

さくできている。この方法は、核災害や大規

模な放射線被曝事故等における緊急被ばく

医療のトリアージにも利用が可能だと考え

られ、緊急被ばく医療が必要とされるよう

な事故発生に労働者が巻き込まれた際に、

トリアージのための線量評価にも用いるこ

とが考えられる。そこで、L バンド EPR を

主に、電子スピン共鳴法を用いた線量推計

法の事故時等の適用について検討し、以下

の成果を得て、実用化に向けた課題を整理

した。 

 

1) オンサイトで計測できるように車載型

とする場合の課題を検討した。院外でも測

定を行うことにより、周辺での家電製品の

使用や測定場所の電磁波強度が S/N と関係

することを確認した。低バックグラウンド

環境として電波暗室では S/N が 2 倍程度向

上した。このように電磁波シールドルーム

の利用でノイズが改善したが、車載型のシ

ールドルームを想定した場合、内部での電

磁波吸収が不十分であると空洞共振により

ノイズが増加しうることを確認した。この

結果を踏まえ、車載可能なシールドテント

の開発において内部での電磁波吸収にも配

慮されることとなった。 

2) 紫外線の影響に関して、X band での高

感度な測定では影響を与えうるが、L band

では、UVA でも保守的な想定でも太陽光で

数十年分の曝露でないとトリアージに相当

する信号が検出されないことを確認した。

ただし、太陽紫外線でも長期間にわたり曝

露すると UVA および UVB により信号が見

えることがあると考えられ、太陽光に歯が

露出され続けた場合には、高齢者では影響

－11－



を与えうることも示唆された。 

3) 被災した動物（牛）の歯でも測定を試み

た結果を解析し､今後の課題を整理した。L 

band での検出は困難であり、『東日本大震

災福島第一原子力発電所事故の被災動物の

歯を用いた電子スピン法による被ばく線量

評価法の確立』として公表しているデータ1

はより吟味が必要と考えられる一方で、X 

band では原発事故による放射線曝露を検

出しうる可能性があると考えられた。この

場合、有機物に由来すると考えられる 

native signal の除去やそのバックグラウン

ドレベルでの変動の把握が重要となる。 

 

b)放射線照射培養細胞を用いたPDMSチッ

プによる DNA 損傷レベル解析 

PDMS チップ上で γ-H2AX に対する免疫

染色が可能であることを確認するために、

TK6 細胞に放射線を 0, 1, 5Gy 照射し、30 分

後に PDMS チップに導入した。PDMS チッ

プにパラホルムアルデヒド溶液および γ-

H2AX に対する免疫染色用液を順次導入し、

PDMSチップ上での免疫染色を行った。その

結果、放射線照射サンプルにおいて高い γ-

H2AX 陽性細胞が検出された。また、陽性細

胞数は 5Gy 照射サンプルが最も高いレベル

であった。その一方で、流路内全体の蛍光シ

グナルのバックグラウンドが非常に高く、

免疫染色溶液を流路内から十分に排出する

ための遠心操作が必要であることが明らか

となった。今後、免疫染色反応の後に

2000rpm の遠心を 30 秒間行うこととした。

次に、PDMS チップを用いたγ-H2AX アッ

セイによって、より幅広い放射線線量域の

                                                  
1 
https://www.idac.tohoku.ac.jp/ja/joint/produ

線量評価が可能であるかを検討するために、

0, 0.2, 0.5, 1, 2, 5 Gy を照射した TK6 細胞の

解析を行った。その結果、一部のサンプルに

ついて流路内の閉塞が発生し、結果が得ら

れなかったものの、解析が可能であった 0.2, 

0.5, 2Gy のサンプルについては、線量依存的

なγ-H2AX の上昇が認められた。 

 

c)ヒト末梢血を用いた PDMS チップによる

DNA 損傷レベル解析 

ヒト末梢血を PDMS チップに滴下し、リン

パ球細胞の固定効率の検討を行ったところ、

EDTA 非添加サンプルは急速な血液凝固を

生じ、チップ流路内に細胞が目詰まりした

が、EDTA 添加サンプルでは十分な流速を保

ったまま導入することが可能であった。そ

の一方で、TK6 細胞を用いたときと比較し

て、リンパ球固定構造へのリンパ球細胞の

固定効率は 10%程度に低下していた (TK6

細胞では 30%程度の固定効率)。その理由と

して、血液に含まれる大量の赤血球がリン

パ球細胞を押し出す形で流路内を流れてい

ることが原因ではないかと考え、次に溶血

バッファーを用いて赤血球の溶血を行った。

その結果、溶血によって生じた大量の細胞

膜成分などが流路内を閉塞することになっ

た。そのため、ex vivo 照射した末梢血サン

プルについても、PDMSチップ内での閉塞が

発生し、線量評価実験を行うことが出来な

かった。 

 

3）被ばくによる生体内 DNA 損傷レベルの

測定と X バンド EPR による被ばく後抗酸

化能の動態解析 

ct/pdf_h25/35.pdf 

－12－



 

1. 全身被ばくマウスを利用した被ばく後の

生体内レドックス等の解析 

 

被ばく直後にはいずれの線量でもコント

ロールと比較して有意な差は認められなか

ったが、被ばく後 2 日ではいずれの線量に

おいてもコントロールより有意に抗酸化能

が低下していた。0.5, 1 Gy では 6 日目まで

同じ程度の抗酸化能低下が継続した。2, 3 Gy

では 6 日目まで引き続き抗酸化能の低下が

継続し、6 日目以降は回復に転じた。また、

被ばく後 2〜24 日は被ばく線量と抗酸化能

低下の間に有意な相関関係が確認できた(相

関係数＞0.9；P＜0.05)。 

さらに、この結果をもとに、カットオフ値

(CV)、偽陽性率(FP)、偽陰性率(FN)、正診率

(AC)を求めた。1 Gy の被ばくの有無を識別

するとした場合、2〜6 日の間では正診率が

80%以上となることがわかった。 

なお、本実験は 2 名の実験者によって行

われたが、結果はほとんど一致していた。 

 

 

2. 抗酸化能測定における交絡因子の解析 

抗酸化能は様々な疾患と関連し、生活習

慣や運動等により変化することが報告され

ている。そこで我々が使用した測定法が放

射線以外の因子によって影響を受けるか確

認を行った。今回は血液成分濃度、強制水泳

によるストレス、抗酸化薬の投与による影

響、マウスの週齢による影響を評価した。 

はじめに、血液と生理食塩水の混合比率

(通常の実験では 100μL：100μL)を変えて

ESR シグナルがどのように変化するか解析

した。その結果、血液の割合が高くなるほど

ESR シグナルが低下し、血液濃度とシグナ

ル強度の逆数が直線関係を示した。このこ

とから、ヘモグロビン濃度が 1/2 に減少ある

いは 2 倍に増加してもラジカルの発生量に

ほとんど寄与しないことがわかった。つま

り、血中の何かしらの成分によりラジカル

が消去されていることが確定的となり、本

実験系が全血抗酸化能を測定できているこ

とがほぼ確実に断言できた。 

次に、マウスを強制水泳させた後に抗酸

化能を測定した。その結果、水泳の有無は抗

酸化能測定の結果に影響しないことが示さ

れた。 

次に、採取した血液にビタミン C または

N-Acetyl-L-cysteine (NAC)を投与し、抗酸化

能を測定した。その結果、シグナルを有意に

減少させるにはビタミン C を 10mM、NAC

を 30mM 加える必要があることがわかった 

(Fig.7)。正常マウスの血中ビタミン C 濃度が

40〜60 μM、システイン濃度が 20〜30 μM で

あることを考えると、正常範囲内の濃度で

あるビタミン C またはシステインはほとん

ど結果に影響しないことがわかった。さら

に、人間での試験において、1 日のビタミン

C 推奨投与量(成人で 2g)を投与しても最高

血中濃度は約 0.4mM であるため、短期的な

ビタミン C サプリメントの服用も測定結果

には影響を与えないと考えられる。しかし

ながら、一部のクリニック等でがん治療と

して行われている高濃度ビタミン C 療法で

は投与直後の最高血中濃度が 24mM に達す

ることが報告されており、この場合は測定

結果に影響を及ぼす可能性が十分にある。 

また、preliminary な結果であるが、7 週齢

(若齢)と 72 週齢(高齢)のマウスの抗酸化能
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を比較したところ、有意差は認められなか

った。 

 

3. 全身被ばくマウスを利用した被ばく後

DNA 損傷レベルの解析 

マウスの全身に 0，0.5，1，3，5 Gy の X

線を照射し、照射後 1 時間，1，3，7 日のリ

ンパ球中の γH2AXの foci数を解析したとこ

ろ、照射群ではいずれの線量においても照

射後 1 時間で foci 数が最大となり、その後、

経時的な foci 数の減少がみられた。0.5 Gy 照

射群では照射後 3 日で、1 Gy 照射群では照

射後 7 日で非照射群と同じレベルまで foci

数が減少したが、3 および 5 Gy 照射群では

照射後 7 日においても非照射群より多くの

foci 数が観察された。 

 

4. DNA 損傷レベルの解析と抗酸化能の解析

を組み合わせた線量推定法の提案 

上記の結果から、γH2AX 法は被ばく直後

から 1，2 日以内の線量推定に適しており、

抗酸化能法は被ばく後 2〜10 日前後までの

線量推定に適していると考えられる。よっ

てこの 2 つの手法を組み合わせることで、

被ばく直後から 10 日前後まで正確かつシー

ムレスな線量推定が実現できると考えられ

る。 

 

5. 計画的被ばく者を対象とした被ばく後生

体内反応の解析 

5-1 試験実施の状況 

2016 年 1 月〜2016 年 2 月に社会保険直方

病院で心臓カテーテル検査を実施した患者

のうち、インフォームドコンセントの取得

できた 10 例を対象とした。 

 

5-2 被ばく線量に関する結果 

患者 10 例の被ばく線量は、空気カーマで

474±293 [mGy]、DAP で 51±30 [mGy×cm２]で

あった。透視時間は 9.3±5 [分]、撮影シリー

ズ数は 16.5±8.4 [回]、撮影フレーム数は

1907±752 [回]であった。(平均±標準偏差) 

また、空気カーマと DAP 値の相関係数

r=0.99、空気カーマと透視時間の相関係数

r=0.30、空気カーマと撮影回数の相関係数

r=0.83、空気カーマと撮影フレーム数の相関

係数 r=0.79 となり、既存の報告とほぼ一致

した。 

 

5-3 血中アスコルビン酸量の変化 

今回の研究では、対象とした 10 例をラン

ダムにアスコルビン酸投与群とコントロー

ル群に振り分けた。アスコルビン酸投与群

には、インタビューフォーム記載の最大用

量 2000mg /日を参考に、患者体重 1kg あた

り 20mg をカテーテル検査前に静脈投与し

た。コントロール群には、同量の生理食塩水

を投与した。カテーテル検査前(アスコルビ

ン酸投与直後)では血中アスコルビン酸量が

一番高く、検査後にはやや低下したものの、

コントロール群に比べ高い状態が維持され

ていた。検査翌日にはコントロール群と同

じ量まで戻っていた。 

 

5-4 被ばく前後における尿中 8-OHdG の変

化 

8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) は

DNA の塩基の一つであるデオキシグアノシ

ンの８位がヒドロキシル化された状態を指

し、DNA の酸化損傷マーカーであり、活性

酸素種やフリーラジカルによる生体への影

響を反映すると考えられている。すでにい
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くつかの報告において、放射線によって 8-

OHdG が形成され、それが血中や尿中に排出

されることが示されている。 

本研究では心臓カテーテル検査実施前後

の患者の尿を採取し、8-OHdG 量の変化を解

析した。予想外であったが、アスコルビン酸

投与群、コントロール群ともに、検査直後に

一時的な 8-OHdG 量の減少が観察され、翌

日には検査前の状態まで回復した。検査後 7

日目にアスコルビン酸投与群で 8-OHdG 量

がやや高値となっているが、これは 1 名だ

け非常に大きな値を示した患者がいること

が原因である。なぜ大きな値を示したのか、

その原因は明らかとなっていない。 

 

5-5 被ばく前後における血球数等の変化 

心臓カテーテル検査実施前後の患者の白

血球数、リンパ球数、血色素量、ヘマトクリ

ット値を評価したところ、白血球数、血色素

量、ヘマトクリット値に顕著な変化は認め

られなかった。リンパ球数は、検査直後にコ

ントロール群で軽度(13%程度)の低下が見

られたのに対して、アスコルビン酸投与群

では低下が見られなかった。リンパ球は放

射線感受性の細胞であり、0.5 Gy 以上の全

身被ばくにより減少が認められることが知

られている。本研究で見られた、検査直後の

コントロール群におけるリンパ球数の減少

は、放射線が原因であることを否定できな

いが、過去の報告とは観察された時期、線量

が異なる。 

 

5-6 被ばく前後における血中脂質指標の変

化 

脂質は酸化ストレスの影響を受けやすいと

されており、放射線等によって生成された

活性酸素等により脂質ラジカルが形成され、

連鎖的脂質過酸化反応(自動酸化)によって

過酸化脂質が増加することが知られている。

本研究では、血中の LDL-コレステロール、

酸化 LDL、HDL-コレステロール、中性脂肪

を解析したところ、LDL-コレステロールと

HDL-コレステロールは検査後に軽度(10%

以内)の低下を認めただけであったが、酸化

LDL と中性脂肪は検査後に 40〜60%低下し

ていた。また、検査翌日の酸化 LDL と中性

脂肪値は、アスコルビン酸投与群では検査

前と同等まで回復していたのに対し、コン

トロール群では検査前よりわずかに上昇

(10%程度)していた。 

 

5-7 被ばく前後におけるレドックス指標の

変化 

レドックスバランスの指標として、血中

ラジカル生成能、SOD 活性、血液抗酸化能

を解析した。 

血中ラジカル生成能は、過酸化脂質

(LOOH)から形成される脂質ヒドロペルオ

キシド(LOO・)を呈色法により定量した。血

中ラジカル生成能は、検査前後で大きな変

化は見られなかったが、アスコルビン酸投

与群では一貫してコントロール群より低値

となった。検査前と検査直後は血中アスコ

ルビン酸量が交絡因子として存在していた

可能性が考えられるが、検査翌日でアスコ

ルビン酸が定常状態に戻った後も低い状態

が維持されていたことは興味深く、アスコ

ルビン酸の防護作用の一端を反映している

可能性がある。 

SOD とはスーパーオキシドディスムター

ゼの略で、スーパーオキサイド(スーパーオ

キシド)の消去物質のことである。ゆえに
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SOD 活性とは、スーパーオキサイド消去活

性という意味である。検査前ではアスコル

ビン酸投与群の方が、SOD 活性が高くなっ

ており、これはアスコルビン酸がスーパー

オキサイド消去能を有するためだと考えら

れる。検査直後は検査前より SOD 活性が 10

〜20%上昇、翌日には検査前の状態まで戻っ

たが、アスコルビン酸投与群はコントロー

ル群よりやや高値を示した。 

一方、ESR 法を用いた血液抗酸化能測定

では、検査前後で抗酸化能の有意な変化は

見られなかった。カテーテル検査は被ばく

線量が低く、被ばく範囲も局所的であるた

めと考えられる。また、アスコルビン酸投与

の有無による抗酸化能の変化も観察されな

かった。これはマウス実験と照らし合わせ

ても妥当な結果と考えられる。 

 

5-8 被ばく前後における γH2AX foci 数の変

化 

リンパ球中の γH2AX foci 数を解析したと

ころ、検査後に有意な foci 数上昇が認めら

れた。さらに、検査後の foci 数と被ばく線

量(インターベンショナル基準点における空

気カーマ：AK (mGy))が正の相関を示した。

これにより γH2AX法は局所低線量被ばくに

対しても有用であることが示唆された。 

一方で、検査前に foci 数が高い患者が数

名存在するが、これはカテーテル挿入後(本

格的な検査前)に採血を行ったため、カテー

テル挿入時に使用した数秒の X 線照射によ

って上昇したと考えられる。 

 

以上のように異なるパターンを示すこと

を明らかにし、両者を組み合わせることで

より正確な線量推定が可能となることを見

出した 

 

4）ミトコンドリア酸化損傷を指標とした生

物学的手法による線量評価 

  

4-1. 放射線照射によるミトコンドリアへ

の影響解析 

我々は、ヒト正常線維芽細胞 MRC-5、TIG-

3 細胞を用いて、放射線によるミトコンド

リアへの影響を解析した。照射条件は以下

の 3 つの方法を用いた：急性照射、分割照

射を 1 か月間（長期分割照射）、慢性照射

（0.01Gy または、 0.1Gy/day で4日間）。

これまでの解析から、放射線照射後にミト

コンドリアの生合成が促進され、細胞内の

ミトコンドリア量が増加することを明らか

にした(Shimura, Oncotarget 7 (3):3559-70, 

2016）。我々は、さらに、放射線によるミト

コンドリアの呼吸機能への影響を解析した。

JC-1 色素は正に荷電しているため、ミトコ

ンドリアの膜電位に依存して局在し、膜電

位を効果的にモニタリングすることが可能

である。急性照射（0Gy から 10Gy）24 時

間後の試料と非照射コントロールを比較し

て、JC-1 の染色に変化は見られなかった。

同様に、急性照射でミトコンドリア複合体

IV シトクロム c オキシダーゼ(cytochrome 

c oxidase, COX)の活性変化は観察されなか

った。一方、長期の分割照射では、最後の照

射から 24 時間後に、ミトコンドリア膜電位

の上昇、COX の活性化、細胞内の ATP 量

の増加が観察された。このミトコンドリア

の呼吸機能の活性化は、分割照射の間、細胞

培養液に 1 mM の抗酸化剤 N-アセチルシ

ステイン（N-acetyl-cysteine ：NAC) を投

与すると抑制された。これらの結果から、長
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期放射線照射は、ミトコンドリアのエネル

ギー産生を活性化し、その過程には、活性酸

素が関与することを明らかにした。 

 

4-2 DNA 損傷応答の解析 

放射線による DNA 損傷は、細胞の防御

機構である DNA 修復により、修復される。

DNA 修復を実行するためには、エネルギー

が必要で、ミトコンドリアの呼吸が活性化

され、エネルギーを供給すると考えられる。

我々は、DNA 損傷応答と DNA 修復につい

て、二重鎖切断（DSBs: double strand 

breaks）の指標であるヒストン H2AX のリ

ン酸化（γ-H2AX）と組み換え DNA 修復タ

ンパク質 Rad51 の DSBs への集積を検討

した。低線量（0.4Gy）急性照射 24 時間後

では、γ-H2AX と RAD51 のフォーカス形

成は観察されず、放射線が誘導する DSBs

が修復されたことが考えられる。一方、同じ

総線量の慢性照射と分割照射では、照射 24

時間においても、γ-H2AX and Rad51 フォ

ーサイが観察され、DNA 損傷応答が持続す

ることを明らかにした。  

 

4-3. 放射線による活性酸素の誘導 

ミトコンドリアのエネルギー生産、酸化的

リン酸化では、酸素を消費するが、一部の酸

素はスーパーオキシドアニオン(O2-)に変換

され活性酸素が発生する。O2-は、反応性が

高く、毒性を持つため、細胞内のレドックス

（酸化還元）制御機構により無毒化される。

しかし、過剰な活性酸素は酸化ストレスと

なり、DNA、脂質、タンパク質を酸化して、

酸化損傷を与える。 

放射線照射後の活性酸素量の変化を、ミト

コンドリアからのO2-はMitoSOX™ Red 試

薬で検出し、蛍光量をフローサイトメータ

ーで定量した。1Gy の照射 3 時間後からミ

トコンドリア由来の活性酸素が増加し、24

時間後に照射以前の状態に戻ることが示さ

れた。ミトコンドリアからの O2-はミトコン

ドリア呼吸鎖複合体 I （NADH:ユビキノン

還元酵素）と III（補酵素 Q-シトクロム c レ

ダクターゼ）から発生することが知られて

いる。呼吸鎖複合体 I の阻害剤ロテノンと

呼吸鎖複合体 III の阻害剤アンチマイシン

A は、ミトコンドリアの電子伝達を阻害し

て活性酸素を発生させる。これらの阻害剤

を用いて、放射線が誘発する活性酸素の生

成機構を検討した。阻害剤のみ、放射線と併

用させた両方の場合において、O2-の増加が

観察された。さらに、グルコースの代謝が

O2-の増加に関与するかどうかを、グルコー

スの拮抗阻害剤 2-deoxy-D-glucose (2-DG)

を用いて検討した。事前投与によって、放射

線照射後の O2-の増加は観察されなかった。

このことから、放射線による O2-の発生には、

グルコース代謝が関与することを明らかに

した。 

 

4-4. 活性酸素によるミトコンドリア損傷

の誘導 

ミトコンドリアから発生する O2- は、近傍

のミトコンドリア DNA を攻撃することが

考えられる。ミトコンドリアの質を保つた

め、損傷を持つ機能不全のミトコンドリア

はマイトファジーにより分解される。マイ

トファジーに関わる parkin（E3 ユビキチ

ンライゲース）で染色し、膜電位の低下した

機能不全のミトコンドリアを検出した。予

想したように、ロテノン処理は、放射線照射

と同様に、活性酸素の増加によりparkin の
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フォーカス形成を誘導した。しかし、アンチ

マイシン A では、活性酸素を増加するにも

関わらず、parkin のフォーカス形成は誘導

されなかった。また, アンチマイシン A は

放射線誘発のミトコンドリア損傷を抑制す

ることを明らかにした。以上のことから、ア

ンチマイシンA によって、呼吸鎖複合体 III

から発生する活性酸素は、ミトコンドリア

損傷の誘導に関与しないことが考えられる。

2-DG によるグルコースの代謝阻害では、放

射線誘発の活性酸素量の増加はみられず、

ミトコンドリア損傷の誘導も起きないこと

を明らかにした。 以上の結果から、放射線

による細胞の代謝、呼吸鎖複合体 I からの

活性酸素の発生がミトコンドリア損傷の誘

導に関与することを明らかにした。 

 

4-5. 急性照射、慢性照射、分割照射による

ミトコンドリア損傷の検討 

急性照射、長期分割照射、慢性照射による

ミトコンドリアへの影響解析を行った。総

線量 0.04 と 0.4Gy とし、照射 24 時間後の

ミトコンドリア損傷を計測した。前述した

ように、1Gy よりも低い線量での急性照射

では parkin フォーカスの形成は誘導され

ない。一方、慢性照射と分割照射では、0.4Gy

の低線量の放射線により parkin で染色さ

れる細胞が増加することを明らかにした。

放射線高感受であることか知られている

DNA 損傷のセンサーである ATM を欠損細

胞では、1Gy 以上の照射でも parkin のフォ

ーカス形成が誘導されない。このことから,  

ATMが放射線による parkin フォーサイの

誘導に関与することが示唆された。 

一月間の長期分割照射期間におけるミト

コンドリア損傷量の変動を parkin のフォ

ーカス形成を持つ細胞を指標に測定した。

非照射コントロールの細胞では、31 日間の

培養で、parkin のフォーカス形成は誘導さ

れなかった。一方、分割照射では、21 日目

(総線量 0.3 または 1.5Gy,) から parkin

のフォーカス形成を持つ細胞が観察された。

ウエスタンブロッティング法を用いたタン

パク定量実験においても、長期放射線照射

後 parkin はミトコンドリア分画に蓄積す

ることを明らかにした 以上の結果から、放

射線誘発のミトコンドリア損傷は、照射条

件、照射期間に影響を受けることを明らか

にした。 

 

4-6 核 DNA 損傷応答とミトコンドリアの

放射線応答の相互作用 

放射線照射後の核 DNA 損傷とミトコンド

リア損傷の関係を明らかにするため、γ-

H2AX と parkin の染色により、放射線照

射後の経時変化を検討した。1Gy の X 線照

射後すぐに.γ-H2AX は誘導され、DNA 修

復と伴に、γ-H2AX は消失した。その後、

3 時間後からの活性酸素の増加の後の遅い

時間に parkin フォーサイを持つ細胞が観

察された。さらに、ミトコンドリアを標的と

した抗酸化剤 mito-TEMPO は、放射線照

射後初期（1 時間後）の核 DNA 損傷は抑制

できないが、照射 6 時間後では、核 DNA 損

傷とミトコンドリア損傷の両方を抑制する

ことを明らかにした。 これらの結果は、初

期の DNA 損傷は放射線の直接作用で、ミ

トコンドリアの酸化ストレスは、関与しな

いが、後期の DNA 損傷を誘導することを

明らかにした。ATM の阻害剤 KU-55933 や

ATM 欠損細胞では、放射線照射後の γ-

H2AX と parkin のフォーカス形成が抑
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制されることから、ATM は核 DNA 損傷の

認識と核からミトコンドリアへの損傷シグ

ナルの伝播において、重要な働きを持つこ

とが示された。 

上記の研究成果は、英文論文としてまとめ、

雑誌 Cell Cycle に報告した（Cell Cycle. 

2017:16 (24):2345-2354）。 

 

 

Ｄ．考察 

1）電子スピン共鳴法を用いた線量推計法の

開発 

 本研究課題の最終目標である災害派遣型

EPR 線量評価ユニットで最終的に急性被

ばく 1Gy 以上を分別可能な、効果的な線量

評価法・トリアージシステムの一部として

電子スピン共鳴法を用いた線量推計法も組

み込めるように、これまでのトラブル例を

元に、口腔内で安定して線量測定ができる

ような課題の整理が行われるともに、将来、

車載型とするために課題も整理した。また、

紫外線の影響に関して、UVB や UVA は限

定的でありトリアージ目的では大きな妨げ

とはらないことを確認するとともに歯科放

射線診療だけではなく、審美歯科治療によ

り偽陽性となりえることを確認し、この測

定法の限界の見極めを深めた。さらに放射

線の種類による応答の違いの知見を得て、

本測定法の原理にも迫るためのデータが得

られた。 

 この研究で明らかになった課題は解決が

可能であると考えられ、本研究課題の最終

目標である災害派遣型 EPR 線量評価ユニ

ットとして急性被ばく 1Gy以上が分別可能

な、効果的な線量評価法・トリアージシステ

ムを運用するためのシステムデザインの課

題が絞り込まれ、本システムの社会実装が

現実的なものになり得ることが検証された。 

 

 

2）リン酸化ヒストン H2AX (γ-H2AX)を用

いた生体内 DNA 損傷レベルの測定による

線量評価 

  

第 2 版 PDMS チップを用いた今回の実験

では、具体的な実験方法の確立を行うとと

もに、培養細胞 TK6 の放射線線量評価が 0 

~ 5 Gy の範囲で可能であることを示唆す

るデータが得られた。これは、本事業が目指

す 1 ~ 2 Gy の被ばくの有無を評価するトリ

アージとしての有効性を強く支持するもの

である。今後、より幅広い放射線線量に対し

ても、PDMS チップを用いたγ-H2AX によ

る線量評価が可能であるかどうかを検討す

る必要がある。 

次に、ヒト末梢血サンプルを用いた PDMS

チップでのγ-H2AX アッセイでは、人工蛍

光ビーズや培養細胞と比較して、リンパ球

固定構造への固定効率が非常に低い結果と

なった。これは、リンパ球細胞自身の柔軟性

が高く、固定構造をすり抜けてしまったこ

とに加え、大量に含まれる赤血球細胞によ

る押し出しの効果があったと考えられた。

また、溶血による赤血球の排除は、かえって

流路の閉塞を発生させることも明らかとな

った。赤血球はリンパ球細胞以上に柔軟性

に優れていることから、今後は、溶血ではな

く、十分な流路内の流速によって固定構造

内を通過させるほうが適していると考えら

れた。今後、より効率的にリンパ球を分離・

固定するため、固定構造の間隔や出口径の

サイズなどの条件を再検討する必要がある
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と考える。 

 

3）被ばくによる生体内 DNA 損傷レベルの

測定と X バンド EPR による被ばく後抗酸

化能の動態解析 

1. 全身被ばくマウスを利用した実験 

全身被ばくマウスを利用した実験では被

ばく後に血液抗酸化能が線量依存的に特徴

的な変化パターンを示すことを世界で初め

て明らかにした(論文投稿中)。また、γH2AX 

foci 数解析と抗酸化能測定とを組み合わせ

ることで、被ばく直後から 10 日前後までシ

ームレスな線量推定が可能になることを示

した(特許出願中)。抗酸化能測定に必要な血

液量は全血 100μL であり、γH2AX 測定に必

要な血液量も中村らが本研究班で進めてい

るデバイスを使用すれば全血50μL程度に抑

えられる。トータル 150μL の採血は一般的

な血液検査と比較しても極めて微量であり、

指先採血で十分に対応可能である。これは

大規模放射線災害の混乱下で線量推定を実

施しなければならないことを考える上で、

非常に大きな優位性であると考える。 

しかし、未だ実験室ベースの研究であり、

今後の実用化に向けた開発が必要である。

また、抗酸化能が低下するメカニズムは現

在不明であり、さらなる解析が必要である。 

 

2. 計画的被ばく者を対象とした被ばく後生

体内反応の解析 

今回は心臓カテーテル検査の患者を対象

にしている。平均被ばく線量が空気カーマ(≒
最大皮膚線量)で 474 mGyと比較的低いこと、

局所被ばくであること、一定量の出血を伴

うこと、一定量の造影剤(ヨード系)を血管内

に投与することなどの条件を考慮する必要

がある。今後放射線との関連を精査する必

要があるものの、検査直後で検査前より

SOD 活性が上昇していた点や、検査翌日に

アスコルビン酸が定常状態に戻った後も血

中ラジカル生成能が低下していた点などは

非常に興味深い。 

 

4）ミトコンドリア損傷を指標にした生物学

的手法による線量評価 

放射線照射後、活性酸素量が増加し、酸化

ストレスを誘導することが知られている。

このことを利用し、活性酸素の発生源であ

るミトコンドリアの酸化損傷を指標に、線

量評価に取り組んだ。ミトコンドリア

DNA(mtDNA)は、核 DNA と比較して、

DNA 修復効率が低いことから、放射線によ

る mtDNA 損傷が長期間残存することが予

想され、被ばく線量を評価する指標として

適していると考えられる。ミトコンドリア

酸化損傷の解析は、線量評価だけでなく、放

射線発がん、非がん影響評価においても重

要であると考える。 

放射線の生物学的標的である核 DNA 損

傷の生物影響の解析が進められ、DNA 修復、

細胞周期監視機構、細胞死の誘導などの

DNA 損傷応答が明らかにされた。DNA 損

傷応答を実行するためには、エネルギーが

必要で、ミトコンドリア呼吸機能が活性化

する。我々は、放射線照射によるミトコンド

リアへの影響を解析し、ミトコンドリア膜

電位の増加と COX の活性化によりミトコ

ンドリアの呼吸機能が亢進することを明ら

かにした。ミトコンドリアの活性化の後、副

産物として活性酸素量が増加し、ミトコン

ドリアに損傷を誘導する。 

ミトコンドリアは、細胞内の活性酸素の
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発生源である。呼吸により、ミトコンドリア

呼吸鎖複合体 I と III から活性酸素が発生

する。複合体 I では、活性酸素はミトコンド

リア DNA があるマトリックスに放出され

る。一方、複合体 III からはミトコンドリア

内膜から両側に活性酸素が放出される。

我々は、呼吸の阻害のため、ロテノンまた

は、アンチマイシン A を用いた。ロテノン

によるミトコンドリア呼吸鎖複合体 I での

電子伝達系の阻害により活性酸素が増加す

る。この活性酸素の増加により、ミトコンド

リア損傷が誘導される。一方、アンチマイシ

ン A によるミトコンドリア呼吸鎖複合体

III の阻害では、活性酸素が増加するにも関

わらず、ミトコンドリア損傷は誘導されな

い。以上より、我々は、ミトコンドリア損傷

の誘導には、呼吸鎖複合体 I からの活性酸

素が関与することを明らかにした。 

急性照射の放射線応答は一過性であるの

に対し、長期分割照射では、慢性的な DNA

損傷応答が誘導される。DNA 損傷応答は、

ミトコンドリアの呼吸機能を活性化する。

副産物として持続的に発生する活性酸素は

細胞内のグルタチオン量を低下させる。こ

のため、抗酸化機能の低下による活性酸素

の蓄積は、ミトコンドリア酸化ストレスを

誘導する。以上のことから、急性照射と分割

照射の照射条件の違いで、ミトコンドリア

の放射線応答が異なることを明らかにした。 

神経幹細胞を用いた解析から、高い DNA

修復効率により、放射線によるミトコンド

リア損傷も起こらないことが示された 

（Cell Cycle 16 (6):565-573, 2017）。神経幹細

胞を増殖因子の添加なしで培養し、分化誘

導した神経細胞では、繊維芽細胞と同様に、

持続的な DNA 損傷応答がミトコンドリア

損傷を誘導することを明らかにした。この

ことから、残存する DNA 損傷が DNA 損傷

応答を誘導し、ミトコンドリアに損傷シグ

ナルが伝わり代謝活性化され、活性酸素の

発生がミトコンドリアに損傷を誘導するこ

とが考えられる。 

ATM は、ミトコンドリアのマイトファジー

にも関与する。ATM の欠損は、マイトファ

ジーの消失、ミトコンドリア機能不全によ

る持続的な酸化ストレスを誘導することが

ATM 欠損マウスの解析により明らかにさ

れている。ATM 欠損細胞では、 放射線照射

後のミトコンドリアの活性化や活性酸素の

増加、parkin のフォーカス形成が観察され

ない。ミトコンドリアの放射線応答が機能

しないため、ミトコンドリアのフラグメン

テ―ションが観察され、細胞死が誘導され

る（Cell Cycle 15(8):1099-1107, 2016）。結果

として, ATM 欠損細胞では、放射線に高感

受性を示す。 

ATM は、放射線照射後の核、ミトコンド

リア間のクロストークに関与する。核 DNA

損傷によって、ATM は活性化され、DNA 損

傷シグナルを標的分子に伝える。 ATM は

細胞内の AMP/ATP 量を監視する AMP-

activated protein kinase (AMPK)の活性化や

peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma coactivator 1 (PGC1)の発現誘導を

介して、ミトコンドリアの生合成の制御に

関与する。活性酸素は、エネルギー代謝の副

産物として発生する。通常の細胞では、放射

線照射後の活性酸素の増加が観察されるが、

ATM 欠損細胞では、活性酸素の変動は観察

されない。mito-TEMPOによるミトコンドリ

アの酸化ストレスの除去により、放射線照

射後の遅い時期に観察される核 DNA 損傷
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は抑制される(Cell Cycle. 2017:16 (24):2345-

2354）。    

放射線によるミトコンドリア損傷は、酸化

DNAの指標である 8-OHdGの蓄積で観察さ

れる。mtDNA の変異は、呼吸機能の低下と

なり、ミトコンドリアからの活性酸素を増

加させる。ミトコンドリアの機能低下は細

胞のがん化に寄与し、多くのがん細胞で、正

常細胞とは異なるエネルギー代謝異常が報

告され、がん細胞の増殖能獲得や低酸素状

態での細胞増殖の適応に関与している。ま

た、ミトコンドリア酸化ストレスは、がんの

微小環境に影響を与え、がん細胞が生育し

やすい環境を形成することが考えられる。

放射線はミトコンドリアにどのような影響

を及ぼし、放射線発がんに関与するのかを

理解明らかにすることは、ヒトの放射線に

よる健康影響を理解する上で重要である。

核 DNA 損傷とミトコンドリア損傷は、1 つ

の試料で同時に検出を行うことが出来るた

め、染色に必要な数時間でこれらの指標の

評価が可能であり、より迅速な評価法の確

立が期待される。緊急被ばく時のトリアー

ジのための線量評価法の確立は、早急に検

討が必要な課題であり、本研究で得られた

成果に対する社会への貢献は大きい。この

ため、今後も放射線によるミトコンドリア

への影響について、継続した解析が必要で

ある。  

 

5）バイオ・ドシメトリーの意義 

バイオ・ドシメトリーには、過去の曝露の

確認だけでなく、これまでの研究で示され

たように生体の応答が確認できる利点があ

                                                  
2 IWASAKI M, MIYAZAWA C, CHIDA T, 
TAKAHASHI F, ONAI Y. Dental ESR Dosimetry 
of a Medical Physicist Who Received 

る。  

 過去の曝露の確認に関しては、1987 年度

～1990 年度にかけて、奥羽大学・歯学部の

島野 達也教授により個人の生涯線量計と

しての歯の検討（研究課題番号：62440078）

と題する研究が科研で実施された。この研

究では、生涯線量計としての歯について検

討し、医療被曝の実態についても評価して

いくとしていた。 

 この研究は、生涯で受ける程度の比較的

小さい線量の検出を目標としたものであり、

バイオ・ドシメトリーでの新しい展開を目

指したものだとも考えられる。その後の展

開としては、2000 年 1 月に Isotope news

に尾内能夫先生が、自身の抜けた歯を保存

しており、それを用いた線量推計を望んで

おられることを書かれ、それを読まれた岩

崎先生が EPR 測定法で線量を推計するこ

とにもつながった。尾内先生は、医学物理分

野で仕事をされ、Ra-226 を扱うことで相当

量の放射線を受けられており、自身の推計

値と EPR 測定法との比較を望まれたので

ある。2 

 このエピソードは過去の曝露を調べるこ

とができることを物語っている。平成 10 年

8 月 31 日付、基安発第 21 号となる労働省

労働基準局安全衛生部長から都道府県労働

基準局長あての通達「放射線による被ばく

事故防止の徹底について」においても被ば

く線量の測定の徹底が示されている。この

方法は、モニタリングが不十分であった例

に対しても曝露した線量に関して何らかの

情報を与えるかもしれない。 

 線量に加えた情報として有用と思われる

Occupational Radiation Exprosure for Almost 
40Y.Health Physics   83(4) 534-538(2002) 
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のは、生体の防御反応である。バイオ・ドシ

メトリーでは、放射線により生体が受けた

ダメージだけではなく、その回復の状態や

回復能力に関係した情報も得られることが

期待される。やむを得ず比較的高い線量を

受けた場合に、体がそれに対応しているこ

とのデータを確認することが放射線に曝露

した方に役立つかもしれない。 

 

5）線量評価で留意事項 

事後的な線量評価において改めて留意が

求められると考えられるのが偽陽性への対

応である。放射線防護面で安全側に対応す

る場合には一定の放射線曝露があったにも

かかわらずそれを見逃すことを避けること

が求められるが、これが結果として、本当は

一定以上の放射線曝露をしていなかったに

も関わらず誤って、その可能性を提示する

ことになる。上述の JCO 事故でのリンパ球

の結果がこれにあたる。これに限らず、何ら

かのイベントによる曝露量を大きく見積も

ることは小さく見積もることとは異なった

問題をもたらしうる。これはタイプ 1 のエ

ラーであり、バックグラウンドの変動の制

御にも依存する。このためどの程度の曝露

を見逃さずに見つけるかと同様に、バック

グラウンドの変動の程度を明らかにしてお

くことが、その測定法の限界の理解に有用

であると考えられる。 

  

 

Ｅ．結論 

1）電子スピン共鳴法を用いた線量推計法の

開発 

 紫外線の影響に関して、UVB では太陽光

で数十年分の曝露でないと信号が検出され

ないことや審美歯科治療により偽陽性とな

りえることを確認するとともに、口腔内で

安定して線量測定ができるようにこれまで

のトラブル事例も踏まえて測定に関する手

順書を作成して測定の質が確保できるよう

にした。このように、本研究課題の最終目標

である災害派遣型 EPR 線量評価ユニット

として急性被ばく 1Gy 以上が分別可能な、

効果的な線量評価法・トリアージシステム

を運用するためのシステムデザインの課題

が絞り込まれ、本システムの社会実装が現

実的なものになり得ることが検証されると

もに、今後のさらなる研究課題の方向性を

示した。 

 

2）リン酸化ヒストン H2AX (γ-H2AX)を用

いた生体内 DNA 損傷レベルの測定による

線量評価 

リンパ球分離および γ-H2AX アッセイデ

バイスとしての PDMS チップの開発を継続

して行った。培養細胞を用いた実験では、線

量評価デバイスとしての有用性が証明され、

緊急被ばく時における「現場」での線量評価

が可能であることが示唆された。その一方

で、血液サンプルから十分なリンパ球を固

定分離することはできず、今後の改善課題

が明確となった。さらなる微細構造の改良

を行い、血液から迅速にリンパ球を分離し

解析できるデバイスの開発を引き続き目指

す。以上、本研究結果もトリアージのための

総合的線量評価手法の確立に大きく貢献し

たといえる。 

 

3）被ばくによる生体内 DNA 損傷レベルの

測定と X バンド EPR による被ばく後抗酸

化能の動態解析 
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本研究はトリアージの基準となる 1Gy 前

後の被ばく後の生体の血液抗酸化能が線量

依存的に変化することを、 

ESR を用いたスピントラップ法により世

界で初めて明らかにした(論文投稿中)。さら

に、γH2AX 法と抗酸化能測定を組み合わせ

ることにより、被ばく直後から 10 日後程度

までシームレスな線量推定が実現できるこ

とを示唆した(特許出願中)。今後の基礎研

究・技術開発により、より高精度で高感度、

迅速、安価、簡便なシステムの構築を目指し

て行きたい。 

さらに、本研究では計画被ばく者(医療目

的に心臓カテーテル検査を受ける患者)を対

象に検査(放射線被ばく)前後の血液を採取

し、酸化ストレス、DNA 損傷およびその他

の血液指標がどのように変化するか解析し

た。その結果、検査後において DNA 損傷量

の増加といくつかの指標が変動することを

見出した。このことから、γH2AX 法は局所

低線量被ばくに対しても有用であることが

示唆され、医療被ばくや放射線従事者被ば

くを管理、測定、把握する上で重要な指標に

なりうることが考えられた。 

 

4）ミトコンドリア酸化損傷を指標とした生

物学的手法による線量評価 

急性照射では、1Gy 以上でミトコンドリ

ア酸化損傷が検出され、線量依存的にその

頻度が増加することを明らかにした。また、

以下のことを明らかにした。 

・長期分割照射では、より低線量で、レドッ

クス制御異常による活性酸素が蓄積し、ミ

トコンドリア損傷を誘導することを明らか

にした。 

・ミトコンドリア損傷はエネルギー代謝に

伴う活性酸素（呼吸鎖複合体 I から発生す

る活性酸素）が原因で、放射線と抗酸化剤の

併用で抑制することが可能である。 

・放射線照射後の核、ミトコンドリア間の相

互作用に、ATM が重要な働きを持つことを

明らかにした。 
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電子スピン共鳴法を用いた線量推計法の開発

研究分担者 山口一郎 国立保健医療科学院 生活環境研究部 上席主任研究官
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研究協力者 豊田新 岡山理科大学 理学部 教授

研究協力者 中井康博 香川大学医学部 歯科口腔外科学講座 医員

研究要旨

・ オンサイトで計測できるように車載型とする場合の課題を検討した。電磁波シールドル

ームの利用でノイズが改善したが、車載型のシールドルームを想定した場合、内部での

電磁波吸収が不十分であると空洞共振によりノイズが増加しうることを確認した。この

結果を踏まえ、車載可能なシールドテントの開発において内部での電磁波吸収にも配慮

されることとなった。

・ 紫外線の影響に関して、X band での高感度な測定では影響を与えうるが、L band で

は、UVB だけでなく UVA でも保守的な想定でも太陽光で数十年分の曝露でないとトリ

アージに相当する信号が検出されないことを確認した。ただし、太陽紫外線でも長期間

にわたり曝露すると UVA および UVB により信号が見えることがあると考えられ、太

陽光に歯が露出され続けた場合には、高齢者では影響を与えうることも示唆された。

・ 高 LET 放射線曝露に対する応答のうち中性子による応答は、中性子場の混合γ線の寄

与が大きいと考えられた。

・ 被災した動物（牛）の歯でも測定を試みた結果を解析し､今後の課題を整理した。L band
での検出は困難であるが X band では原発事故による放射線曝露を検出しうる可能性

があると考えられた。

これまでの検討で本研究課題の最終目標である災害派遣型 EPR線量評価ユニットとして

急性被ばく 1Gy 以上が分別可能な、効果的な線量評価法・トリアージシステムを運用する

ためのシステムデザインの課題が絞り込まれ、本システムを社会実装が現実的なものにな

り得ることが検証された。
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A. 研究目的 

 残存した不対電子を電子スピン共鳴法に

より計測し、線量を推計 EPR (Electron 

paramagnetic resonance) dosimetry は、X-

band 法により抜去歯を用い広島・長崎の原

爆被爆者の線量評価にも応用されてきてい

る。 

 モバイル化された in vivo tooth EPR 

dosimetry 装置は、米国ダートマス大学の

Geisel School of Medicine に設置されてい

る EPR Center for the Study of Viable 

Systems で開発されたもので、用いたサー

フェスコイル型リゾネータは、上顎切歯で

の計測のためにデザインされたものであり、

EPR Center at Dartmouth で開発されもの

と北大で開発されたものがそれぞれ使用可

能となっている。ダートマス大学で新しく

開発されている装置は、さらに改良が進め

られており小型化が達成されている。 

 この方法は、核災害や大規模な放射線被

曝事故等における緊急被ばく医療のトリア

ージにも利用が可能だと考えられ、緊急被

ばく医療が必要とされるような事故発生に

労働者が巻き込まれた際に、トリアージの

ための線量評価にも用いることが考えられ

る。 

 また、それだけではなく、トリアージを必

要としない事象において、その場で自身の

結果がスペクトルとして提示されることか

ら、予期せず放射線曝露受けた人々とのコ

ミュニケーションツールとしての有用であ

ることがこれまでの本研究での示唆されて

                                                  
1 Jeffery CJ, Clark SM, Pinks TR, 
Stokes RP J. A proposed method for 
retrospective eye dose assessments 
for the purposes of resolving 

いる。 

さらに事故などの放射線曝露への対応と

して補償のあり方が社会的な課題となって

いる。この課題に関しては、眼の水晶体の線

量限度の引き下げが日本でも見込まれてお

り、線量限度を担保していても、水晶体混濁

のしきい値を超えることが想定される事態

となっている。また検査法の発展により、自

覚的な症状を有しないサブ・クリニカルな

変化しての水晶体混濁も水晶体の後方散乱

光強度により検出可能となっており、加齢

と共に白内障の罹患率が高くなることから、

その公平な補償における放射線曝露の把握

が課題になり得るとも考えられ、その手法

として電子スピン共鳴法の活用も議論され

ている1。 

以上の状況を踏まえて、本研究課題の最終

目標である災害派遣型 EPR 線量評価ユニ

ットで最終的に急性被ばく 1Gy以上を分別

可能な、効果的な線量評価法・トリアージシ

ステムとして社会実装するために、L バン

ド EPR を主にして、電子スピン共鳴法を

用いた線量推計法の事故時等の適用上の課

題についてこれまでの結果を踏まえてさら

に検討した。 

 

Ｂ．研究方法 

1) 紫外線の影響の検証 

 本測定法は、上顎切歯を対象とすること

から、紫外線の影響も受けることが研究計

画の審査でも指摘を受けた。本測定法の紫

外線による影響を調べるために、それぞれ

cataract compensation 
claims.Radiol Prot. 35(1):229-33. 
doi: 10.1088/0952-4746/35/1/229. 
Epub 2015 Feb 19. 
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3 本の歯に UV-A を段階的に曝露させた。

曝露後に L band EPR tooth dosimetry を

行った。また、UV-B の曝露も追加的に行っ

た。 

試料は 3 本で、段階的に曝露させ、それぞ

れの曝露後に L band EPR dosimetry を行

った。紫外線は、100W のキセノン光源を用

いた（朝日分光株式会社の LAX-103）。UVB

に関しては、この照射装置で UV-B ミラー

モジュールを用いて 240-300nm の波長を

選択的に取り出し、さらに 280nm の波長へ

の透過性を持たせたフィルタ（バンドパス

フィルタ LX0280）を用いて UV-B を得た。

照射野を均一にするためのロッドレンズを

用い照射野サイズを、20 mm としたので、

この装置での UVB の露光量は 4212 

mJ/cm2 になる。 

UVA に関しては、UVA 用のミラーモジュ

ール UVA とバンドパスフィルターLX0320

を用いて、UV-A の紫外線を得た。ロッドレ

ンズを用いた照射野のサイズを 20mmとし

たので、この装置での UVA の露光量は約 

8200mJ/cm2 になる。太陽光と比較した場

合、JIS の基準太陽光（JIS の基準太陽光は、

夏の日中の光量を基準）の分光放射照度デ

ータと LAX-103 を比較するために、UVA

の波長 315～400nm で積算(台形法)してみ

ると、LAX-103 の方がおおよそ 11 倍くら

い高い値になる。 

陽性対照としては、20Gy の X 線照射した

歯を測定した際に得られる EPR 信号とし

た。この X 線照射は、日立メディコの X 線

装置（MBR-1505R2）を用い、管電圧 150 

kV 、管電流 4 mA、フィルタを 0.1 mm の

銅と 0.3 mm のアルミニウムとして照射し

たものである。 

 照射した紫外線の波長分布を図 1 に示す。 

図 1a．照射した紫外線（UVA）の波長分布 

 

図 1b．照射した紫外線（UVB）の波長分布 

 

 

2) 高 LET 放射線の応答 

 高 LET 放射線として量研機構放射線医

学総合研究所の NASBEE を用いて中性子

を日本人の臼歯に照射した。中性子は、

Be(d,n) 反応で得た。照射は日本人の健常

な臼歯を対象とし（N=11）、まずポリエチレ

ンのスラブのファントムを用いて行った

（N=6）。 

 その後、図 2 に示すような条件で、照射す

る場の放射線特性を変えるために、鉛やポ

リエチレン、カドミウムを用いた場をつく

り、その特性を把握すると共にそれぞれの

場で放射した歯の L band EPR tooth 

dosimetry をおこなった。またフェーディ

ングの影響を調べるために照射終了直後か
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らの測定を行った。昨年度の計測では照射

室内が中性子照射により放射化したため照

射直後に照射室に入室できず、減衰を待つ

必要があった。今年度は照射口を塞いで照

射をターゲット付近で行うことで、室内へ

の中性子量の漏えいを小さくし、照射直後

から照射室に入室できるようにした。 

 

図２a．ターゲット近傍での室内での照射で

のγ線量の計測 

 

 

図２b．ターゲット近傍での室内での照射で

の中性子線量の計測 

 

 

3) シールドテントを用いた測定 

 1GHz 程度の電磁波に対して 40dB 程度

の電磁波シールド能力を持つシールドテン

トを用いて、L band tooth dosimetry を行

い、信号ノイズ比を計測した。測定は電波シ

ールドルーム近傍の低電磁界レベルと思わ

れる空間でも行うと共に、シールドテント

にグランドを設置した場合やシールドテン

ト内に電波吸収体を設置した場合とも比較

した。 

 

4) 動物の歯の測定 

 被災動物の歯を非破壊的に L band EPR 

で計測するとともに歯科用タービンを用い

てエナメル質を削り取り、追加照射法によ

り X band EPR で計測した。測定の条件は、

最初の非破壊的な L band での計測は、掃引

幅 2.5 mT、掃引時間 30 s、掃引回数 20 回、

20kHz での磁場変調 0.4 mT とし、5 セッ

ト繰り返した。参照用の試料として、15N-

PDT を用いた得られたスペクトルを解析

し、微分波形のピーク間距離を信号の強度

とした。陽性対照としては、20Gy の X 線

照射した歯を用いた。 

また、X band での測定は、エナメル質を

削り出し X 線を段階的に 20mGy, 40mGy, 

80mGy と照射し、それぞれ照射後に計測し

た。測定条件は、電磁波出力：2mW、磁場

変調:0.2mT、掃引幅:5mT、時定数:0.03s、

掃引回数 40 回とし、その測定を 3 回繰り返

し た 。 デ ー タ の 解 析 は 、 Alexander 

Ivannikov 博士が開発したコードを用いた。 

追加照射法は X 線照射を用い、管電圧 150 

kV 、管電流 5 mA で 0.1 mm の銅と 0.3 

mm のアルミニウムのフィルタを用いた

照射した。この照射では Cs-137 でのγ線に

比べて 4 倍程度応答が大きいことが確認さ

れている。 

 

（倫理面への配慮） 
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 本研究・調査の実施にあたっては、厚生労

働省・文部科学省の「人を対象とする医学系

研究に関する倫理指針」にもとづき、国立保

健医療科学院における倫理委員会に、また

各分担研究者所属機関の倫理委員会に申

請・承認を経て実施している（国立保健医療

科学院(NIPH-IBRA#12092)および香川大

学医学部(Heisei#24-4)にて承認済み）。さら

に民間保険にも加入した。 

 実施にあたっては、倫理指針に則り、調査

開始に当たり、本研究の目的・意義・方法・

侵襲度・予測される危険性などについて説

明し十分な理解を得るようにした。参加は、

本人に不利益を被らせることがないように

配慮した。また、いつでも自由意志で参加の

同意の撤回ができ、途中で参加を中止して

も、本人に何ら不利な取り扱いを受けない

ことを保障した。この様な内容について充

分に説明を行い、調査を実施し、情報の漏洩

がないように努めた。データは被験者が特

定できないように、個人情報識別管理者の

管理の下で、被験者番号を付けて連絡可能

匿名化し分析した。 

 

 

Ｃ．研究結果 

1) 紫外線の影響の検証 

UVB を照射した結果を図 3 で示す。図 3a

は与えた単位面積あたりの紫外線エネルギ

ーを示し、図 3b は一日 2 時間の太陽紫外線

を想定したものを示している。ここではJIS

の基準太陽光が夏の日中の光量を基準とし

ていることから、一日あたり 2 時間、夏の

日中の太陽紫外線に歯がさらされると仮定

している。 

 

 

 図 3a．照射した単位面積あたりの紫外線

エネルギーと電子スピン共鳴信号の関係 

 

 

図 3a．照射した紫外線 B（照射年換算）と

電子スピン共鳴信号の関係 

一日 2 時間の太陽紫外線の曝露を想定した。 

 

なお、JIS の基準太陽光の分光放射照度デ

ータでの UVB の波長 280～315nm での積

算(台形法)による比較から、この照射野の大

きさでは、UVB 領域の紫外線が太陽光に含

まれるそれに比べておおよそ 180 倍くらい

高いと昨年度の検討から考えられている。 

 

UVA を照射した結果を図 4 に示す。照射

した紫外線の量は、一日 2 時間の太陽紫外

線を想定し、照射年数で示している。 
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図 4．照射した紫外線 4（照射年換算）と電

子スピン共鳴信号の関係（一日 2 時間の太

陽紫外線の曝露を想定している） 

 

2) 高 LET 放射線の応答 

2.1) 中性照射場での応答 

 それぞれの歯別に計測した単位線量あた

りの EPR 信号を図 5 に示す。歯による線量

の応答の違いが大きいが、150kV の X 線照

射に比べると、平均で 8% （範囲: 2-15%）

の応答が観測された。 

 

図５．中性子線に対するヒトの歯を試料と

して用いた場合の電子スピン共鳴法による

相対的な線量応答 

 ここでは 150kV の X 線照射時に対する

相対的な応答を示している。 

 

2.2) フェーディングの影響 

 中性子に照射した歯は放射化するために

減衰させないと施設外に持ち出せない。そ

こで、今年度は、照射室内への中性子の漏え

いを小さくするよう工夫した上で、加速器

施設に EPR 装置を搬入し、管理区域内でフ

ェーディングを観測した。ここで照射室へ

の入室が許可されたレベルで試料を取り出

し、EPR 信号を計測した。10Gy を照射し、

その後、持ち出し基準に達してから 1 時間

40 分間の変化を示す。用いた歯は一本のみ

である。結果を図 6 に示す。チューニング

条件の変化によると考えられる相対的な応

答の低下が観察されているが、照射直後か

らの読み取りでも明確なフェーディング現

象が観察できていない。 

 

 

図 6．中性子照射後の EPR 信号の変化 

  

 中性子場の特性を変えて実験した様子を

図 7 に示す。照射口からの中性子の漏えい

を小さくするために照射口を覆うような構

造としている。 

 

A B C D E F

0.
0

0
0.

02
0

.0
4

0.
0

6
0.

08
0

.1
0

each tooth sample

re
la

tiv
e 

E
P

R
 s

ig
n

al
, 

st
a

nd
ar

iz
e

d 
b

y 
15

0
kV

 X
-r

a
y

－36－



 

図 7a．照射口からの中性子の漏えいを小さ

くするために照射口を覆うような構造とし

たファントム 

 

 

 

図 7b．照射口を覆うようにファントムを挿

入しているところ 

 

図 7c．照射口がファントムで覆れつつある

ところ 

 

図 7d．γ線量を減らすために鉛板を追加し

たところ 
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図 7e．照射されるγ線量を減らすために追

加された鉛板 

 

 

図 7e．中性子を減速させるためにポリエチ

レンを追加しているところ 

 

 

図 7e．照射される熱中性子量を減らすため

にカドミウムの箱に試料を挿入していると

ころ 

 

 γ線と EPR 信号の大きさの関係を図 8

に示す。表 1 に示すようにγ線の線量でほ

ぼ EPR 信号の大きさの説明がつくことが

分かった。 

 

 

 

図８．γ線と EPR 信号の大きさの関係 

 

表１．回帰分析の結果 

 推 定

値 

標 準

誤差 

t 値 p 値 

Gamma 0.59 0.03 18 4e-15 

 

3) シールドテントを用いた測定 

 

4) 動物の歯の測定  

対象とした牛の情報を表２に示す。 

 

表２．対象とした牛の情報 

耳標 ID 性 生年月日 

12416       04378 ♀ 2006/12/26 

12425       47537 ♀ 2007/9/2 

08597       08639 ♀ 2012/6/1 

08597       98738 ♀ 2012/9/5 

08597       98783 ♀ 2012/10/10 

 

 L band で計測した結果を表 9 に示す。測

定した全ての試料で陽性の信号は目視でき

なかった。 
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図 10．L band で計測した牛の歯の例 

（耳標 ID 12425      47537 2007/9/2 生ま

れ） 

想定条件： 20 scans、scan range of 2.5 mT 

a scan time of 30 seconds、a modulation 

amplitude of 0.4 mT 

 

 X band で計測した結果を表 10 に示す。

得られた値の不確かさもいくつかの試料で

示した。この不確かさは追加線量法での推

計の結果得られた分布のパラメータを用い

た乱数により発生させた 100 回での試行結

果として示されている。箱ひげ図の中央の

太線はデータの中央値 (メディアン) を示

す。箱の最上端は第 3 四分位数、箱の最下

端は第 1 四分位数をあらわす。また、上側

のひげおよび下側のひげは、(第 1 四分位数

-1.5×(第 3 四分位数-第 1 四分位数)) 以上 

(第 3 四分位数+1.5×(第 3 四分位数-第 1 四

分位数)) 以下の範囲で，それぞれ最も大き

いデータ点および最も小さいデータ点を指

す。丸はひげより大きいデータ点または小

さいデータ点，すなわち外れ値をあらわす。 

 

 

耳標 ID 12425 47537 2007/9/2 生まれ 

 
図 11a1．測定例（Cs-137 換算： 453 mGy） 

 

 
図 11a2．測定例（Cs-137 換算： 13 mGy） 

 

 
図 11a3．測定例（Cs-137 換算： 30 mGy） 

 

耳標 ID 12416 04378 2006/12/26 生まれ 

 
図 11b1．測定例（Cs-137 換算： 142 mGy） 
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図 11b2．測定例（Cs-137 換算： 67 mGy） 

 

 
図 11b3．測定例（Cs-137 換算： 31 mGy） 

 

 
図 11b4．測定例（Cs-137 換算： 30 mGy） 

 

 
図 11b5．測定例（Cs-137 換算： 69 mGy） 

 

 
図 11b5．測定例（Cs-137 換算： 64 mGy） 

 

図 11b5a．推計値の分布 
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図 11b6．測定例（Cs-137 換算： 95 mGy） 

 

図 11b6a．推計値の分布 

 

 

 

 
図 11b7．測定例（Cs-137 換算： 47 mGy） 

 

耳標 ID 08597 08639 2012/6/1 生まれ 

 

 
図 11c1．測定例（Cs-137 換算： 123 mGy） 

 

シールドテント内外での計測結果を図 11

に示す。右からシールドテント内、シールド

テント外（電波シールド室の外側で本院で

は低バックグラウンド環境であると考えら

れる）、シールドテントをグラウンドにつな

いだ場合、シールドテント内に電波吸収体

においた場合を示している。 

 

図 9．環境の違いによる信号ノイズの違い 

箱ひげ図の中央の太線はデータの中央値 

(メディアン) を示す。箱の最上端は第 3 四

分位数、箱の最下端は第 1 四分位数をあら

わす。また、上側のひげおよび下側のひげ

は、(第 1 四分位数-1.5×(第 3 四分位数-第

1 四分位数)) 以上 (第 3 四分位数+1.5×(第

3 四分位数-第 1 四分位数)) 以下の範囲で，

それぞれ最も大きいデータ点および最も小

さいデータ点を指す。丸はひげより大きい

データ点または小さいデータ点，すなわち

外れ値をあらわす。 
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Ｄ．考察 

1) 紫外線の影響の検証 

 これまでの検討で UV-CやUVBの曝露

で明瞭な曝露量—信号関係が確認されると

ともに UVB では太陽光で数十年分の曝露

でないと信号が検出されないことを確認し

た。 

今年度、UV-A に関しても検討した結果、

UVA の照射でも長時間の照射では信号が

検出することが確認された。また、この信号

は概ね照射時間に比例していると考えられ

た。 

トリアージへの影響に対しては、2Gy 以上

に相当する信号が得られるのは、一日２時

間の太陽光への歯の露光を仮定した場合で

も 50 年以上必要となるために、トリアージ

目的では妨げとなる可能性は小さいと考え

られた。露出されやすい状況では 10 年以上

で、信号が検出されうるかもしれないので、

そのことを検討する必要があると考えられ

た。 

ただし、長年の曝露では X band だけでは

なく L band での照射でも信号を検出しう

ると考えられることから、信号が得られた

場合の解釈で注意必要とも考えられた。 

 

2) 高 LET 放射線の応答 

2.1 測定結果 

  高 LET 放射線として量研機構放射線

医学総合研究所の NASBEE を用いて中性

子を健常な日本人の臼歯に段階的に照射し

た。照射室への入室は、照射室内の放射化の

程度に依存するので、中性子の照射口をポ

リエチレンなどで被いそこで中性子を減速

させ補足することで、室内の構造物等での

放射化を減らし、必要なクーリングタイム

を短くすることから、ほぼ照射直後からの

入室が可能となった。 

 Cs-137 線源によるγ線に比し EPR 信号

の応答は 3 割程度であり、照射直後からの

測定でも、放射化核種による信号の増強は

確認できず、完全に否定はできないものの

明確なフェーディングは確認できなかった。 

中性子量は、CR-39 を用いたエッチピット

密度[/cm2]で解析した。エッチピット密度で

は無視できないエネルギー依存性が確認さ

れており、前方、または周囲の構造物によっ

て校正曲線が変化する。また、図でも示され

ているようエッチピットの大きさに多様性

があり、どのような反応が生じているかを

さらに詳細に解析する必要があると考えら

れる。このため線量ではなくエッチピット

密度のままの解析となっている。エッチピ

ット密度は速中性子によってCR-39内で反

応した数に等しいと考えられるので相対的

な影響という意味では議論できるが、絶対

線量の議論には至っていない。絶対線量の

解析は現在アルゴリズムが開発中であり、

今後、その情報も提供されることが期待さ

れる。 

 それぞれのセットアップでの放射線計測

結果を以下に示す。 

PE セットアップ 

・Gamma: 13.4 Gy, EPR 読み取り：7.8 Gy,  

Ratio: 0.59±0.006 

・速中性子寄与(CR-39)：1.13×108 /cm2 

 

PE+Cd セットアップ 

・Gamma: 26.2Gy , EPR 読み取り：15.6 

Gy,  Ratio: 0.64±0.065 

・速中性子寄与(CR-39)：0.16×108/ cm2 
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PE+Pb セットアップ 

・Gamma: 10.6Gy , EPR 読み取り：6.8 Gy,  

Ratio: 0.70±0.007 

・速中性子寄与(CR-39)：1.21×108 / cm2 

 

PE+Cd セットアップではγ線で 2 倍、速

中性子をほぼ一桁小さくするセットアップ

に成功していると考えられる。 

PE+Pb セットアップではγ線が 0.79 倍、

速中性子が 1.07 倍とほぼ PE セットアップ

と同様の照射場になっている。 

PE+Cd で照射量を半分にすれば、PE セッ

トアップに比べγの影響を 1 倍、速中性子

影響を0.07倍にする体系も可能ではないか

と考えられた。 

 このように場の特性を変化させることで、

検出器応答の理解を深めることができると

考えられる。 

2.1 計算結果 

 Be に D を入射させ発生させた中性子およ

び光子により試料への照射を模擬した計算

結果を示す。計算は PHITS を用いて行っ

た。 

（標準設定） 

・ 中性子を照射し、中性子を追跡 

 
・ 中性子を照射し、光子を追跡 

 
・ 光子を照射し、光子を追跡 

 
 

PE+Cd セットアップ 

・ 中性子を照射し、中性子を追跡 

 
・ 中性子を照射し、光子を追跡 
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・ 光子を照射し、光子を追跡 

 
・ PE+Pb セットアップ 
 

・ 中性子を照射し、中性子を追跡 

 
・ 中性子を照射し、光子を追跡 

 
・ 光子を照射し、光子を追跡 

 
 

標準セットアップに対して試料へのエネ

ルギー付与は、Be に D を入射させて発生

した光子に対して、Pb+PE セットアップで

5.65E-01±3.41E-01、PE+Cd セットアップ

で 4.71E+00±2.89E+00 となり、中性子に

対して、Pb+PE セットアップで 6.02E-01

±1.32E-01、PE+Cdセットアップで 2.42E-

01±7.33E-02 となった。ターゲット近傍で

は様々な反応が生じ得るので計算の質を向

上させるには、幾何学的条件の再現の質を

向上させる必要がある。 

 

3)シールドテントを用いた測定 

電波シールドは電磁界強度が低く、それに

伴い良好な S/N が得られていたが、より空

間が狭いシールドテントでは、想定したよ
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うな S/N が得られず、かえってシールドテ

ント外の方が良好な S/N が得られることが

あった。テントをグラウンドと接続するこ

とでは改善せず、この原因として、高周波帯

の電磁波が比較的狭い空間内で空洞共振を

起こしていることが考えられた。シールド

テント内での計測での S/N はテント内に電

波吸収体を持ち込むことで改善しており、

このような電波吸収体や吸収パネルでの電

磁波の減衰も有効であることが示唆され、

車載搭載型とする場合の検討課題になると

考えられた。 

 

4) 動物の歯の測定  

 被災動物を対象にした放射線の生物影響

に関する研究が進められている。現在の日

本では、家畜はクリーン・フィーディングし

ても出荷できない状況にある。このため、研

究でしか貢献できない状況であり、この研

究の質を高める必要がある。 

 このため、被災動物でも線量評価のニー

ズがある。なぜなら、初期の線量は計測でき

ていないからであり、その推測のために材

料が必要だからである。これまでの推計で

は、福島県双葉郡浪江町小丸地区の空間線

量を外部被ばく線量と見なすと、初期被ば

く線量を含め、2011 年 3 月以降の 6 年間の

積算でウェザリング効果も考慮すると約 1 

Sv とされており、今回対象とした福島県双

葉郡大熊町の牛の空間線量の積算は、小丸

地区と比較すると 14％となるので、およそ

160 mSv 程度と推定されている。同じ地区

にいる牛に装着したガラスバッジからは，

2013 年 12 月からの積算線量では 60mGy

程度となっており、初期線量を考慮すると、

その 4 倍（240mGy）程度になると推計さ

れている。ただし、この推定は、原子力発電

所の事故以降、同じ牧場内で継続して被ば

くしていた場合に限ることとなる。大熊町

の牛の一部は，震災後に他の牧場から預か

っている牛もいるので、それぞれの経緯を

踏まえて推計する必要がある。 

電子スピン共鳴法は積算線量が評価可能

であることから、東京電力福島第一原子力

発電所事故に被災した牛が受けた放射線の

量の推定を試みたことになる。 

 

 

Ｅ．結論 

 電子スピン共鳴法を用い、歯を対象に測

定する方法を検討し、今年度は以下の成果

が得られた。 

1) オンサイトで計測できるように車載型

とする場合の課題を検討した。低電磁

界環境として電波シールドルームでは

S/N が 2 倍程度向上した。このように

電磁波シールドルームの利用でノイズ

が改善していたが、車載型のシールド

ルームを想定した場合、内部での電磁

波吸収が不十分であると空洞共振によ

りノイズが増加しうることを確認した。

この結果を踏まえ、車載可能なシール

ドテントの開発において内部での電磁

波吸収にも配慮されることとなり、こ

の課題の解決も図られることが期待さ

れる。 

2) 紫外線の影響に関して、X band での高

感度な測定では影響を与えうることが

知られており、L band で切歯を用いる

ことからその影響が懸念されるが、

UVB だけではなく UVA でも保守的な

想定でも太陽光で数十年分の曝露でな

－45－



いとトリアージに相当する信号が検出

されないことを確認した。ただし、太陽

紫外線でも長期間にわたり曝露すると

UVA および UVB により信号が見える

ことがあると考えられ、今後、感度がよ

り向上すると太陽光に歯が露出され続

けた場合には、高齢者では影響を与え

うることも示唆された。 

3) 線質による違いを確認し、中性子場で

の応答がほぼ混合γ線による応答で説

明が付けられることを確認した。 

4) 被災した動物（牛）の歯でも測定を試み

た結果を解析し､今後の課題を整理し

た。L band での検出は困難であるが X 

band では原発事故による放射線曝露

を検出しうる可能性があると考えられ

た。  

 

 このように、本研究課題の最終目標であ

る災害派遣型 EPR 線量評価ユニットとし

て急性被ばく 1Gy 以上が分別可能な、効果

的な線量評価法・トリアージシステムを運

用するためのシステムデザインの課題が絞

り込まれ、本システムの社会実装が現実的

なものになり得ることが検証されるともに、

今後のさらなる研究課題の方向性を示した。 
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牛の歯の X band EPR の不確かさ評価を R で行うためのコード 

 

#-------データの入力例 1 

 

dose <- c(0,20,40,60,80) #追加照射線量（mGy） 

esr <- c(40.4,58.2,61.5,100,147.2) #EPR での信号読み取り結果 

sd <- c(6.6,6.3,5.8,5.6,7.2)  #EPR での信号読み取りでの標準偏差 

 

#-------データの入力例 2 

dose <- c(0,20,40,60,100) 

esr <- c(106,107,278.2,479.1,546.3) 

sd <- c(44.4,42.9,34.4,36.9,46.6) 

 

#-------シミュレーション 

 

#n :試行数 

n <- 100 

 

result <- NULL #線量推計結果の格納ベクトルの初期化 

 

#データの長さ #照射した線量の種類 

col<- length(dose)  #category for exposed radiation 

 

for (j in 1:n ) 

{ 

 

data_simu<- array(dim=c(col,1))  #simulated data of EPR signal 

data_simu_connect <- NULL  #connected simulated data of EPR signal 

 

for (i in 1:col){ 

mean_esr<- esr[i] #EPR 信号の読み取り値を正規乱数で発生させるための算術平均値 

sd_esr <- sd[i] #標準偏差 

data_simu_part <- rnorm(1, mean=mean_esr, sd=sd_esr) #正規乱数を用いて読み取り値

を発生 

data_simu_connect <- append(data_simu_connect,data_simu_part) #それをつなげてい

く 
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} 

 

data    <- data.frame(DOSE=dose, ESR=data_simu_connect) #data flame 

 

lm_result <- lm(ESR~DOSE, data) #回帰分析 

 

result[j] <- lm_result$coefficients[1]/lm_result$coefficients[2] #追加照射法による線量推

計結果 

 

# result[j] <- 

summary(lm_result)$coefficients[,"Estimate"]["(Intercept)"]/summary(lm_result)$coeffi

cients[,"Estimate"]["DOSE"]  #別の検定結果の取り出し法 

} 

 

 

#-------作図 

par(ps = 16) 

par (mex = 1.5)  

 

boxplot(result, ylab="estimated dose[mGy]  
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労災疾病臨床研究事業費補助金 

 分担研究報告書 

 

リン酸化ヒストン H2AX (γ-H2AX)を用いた 

生体内 DNA 損傷レベルの測定による線量評価 

 

 研究分担者 中村 麻子 茨城大学理学部 教授 

 

研究要旨 

リン酸化ヒストン H2AX (γ-H2AX)を用いた DNA 損傷モニタリング法は生体内

DNA 損傷を迅速かつ高感度にモニタリングする方法として期待されている。本年

度は、有効な放射線線量評価を現場で行うシステム作りのための γ-H2AX アッセ

イデバイスの開発を継続して行った。これまでの人工蛍光ビーズによる構造評価

に加え、本年度は培養細胞を用いた構造評価、放射線照射細胞を用いた DNA 損傷

モニタリング評価、さらにはヒト末梢血サンプルをもちいたデバイスの実用性に

ついて評価を開始した。 

 

A.研究目的 

放射線被ばくは、東京電力福島第一原発事故

に代表されるような予期せぬ放射線被曝などを

含め、様々な場面において発生する可能性があ

り、線量評価やそれによる基づく生体影響（発

がんリスク）評価予測の重要性が指摘されてい

る。放射線被ばくの生物影響を評価する生物学

的方法として、一般的には染色体異常分析が用

いられるが、この方法は結果を得るまでに時間

がかかること、低線量放射線の影響は検出され

にくいこと、あくまでも累積した放射線被ばく

の影響しか検出できないことなどの問題を抱え

ていた。それに対し、これまで申請者を含めた

研究チームにより開発されたリン酸化型ヒスト

ン H2AX（γ-H2AX）を用いた DNA 損傷モニタ

リング法は、生体内 DNA 損傷を迅速にモニタ

リングする新しい方法として期待されている。

しかしその一方で、γ-H2AX アッセイを含めほ

とんどの生体影響評価アッセイは生体サンプル

の調製、γ-H2AX に対する免疫染色工程、さらに

は蛍光顕微鏡による検出など、実験行程の複雑

さという背景から実験室ベースで行われること

がほとんどであり、事故現場のような『現場』

における解析作業は困難な現状である。そこで、

これらの課題を克服した迅速な DNA 損傷レベ

ルのモニタリングを可能とするアッセイデバイ

スの開発を含めた γ-H2AX による線量評価シス

テムの構築により、トリアージ対応可能な迅速

な線量評価法の確立を目指す研究を実施してい

る。本年度は昨年度から継続してアッセイデバ

イスの開発を行った。特に、放射線照射した培

養細胞を用いて Polydimethylsiloxane （PDMS）

チップでの γ-H2AX アッセイが可能であるか、

また放射線量に依存した DNA 損傷レベルが検

出可能であるかの評価をおこなった。さらに、

ヒト末梢血サンプルを用いて PDMSチップにお

けるリンパ球分離の効率および DNA 損傷の検

出評価を行った。以上の実験を遂行することに

－51－



より、開発中の PDMS チップによる γ-H2AX ア

ッセイが被ばく線量推計と被ばくのトリアージ

として有効であるかを検討した。 

 

B.研究方法 

1. 培養細胞を用いた PDMS チップ上への細胞

導入方法および固定効率の評価 

迅速な γ-H2AX アッセイデバイスとして、従

来の密度勾配遠心法ではなくチップ上に拡散さ

せること、あるいはその他の簡便な方法でリン

パ球分離を行い、さらには同じチップ上で DNA

損傷レベルの解析も行うことのできるデバイス

を想定し、Polydimethylsiloxane (PDMS) チップ

に着目した。学外研究協力者である群馬大学鈴

木孝明准教授の有する三次元リソグラフィ技術

を用いることで様々な微細構造を PDMSチップ

に作成することが可能である。昨年度までの研

究で効果的にリンパ球相当の人工蛍光ビーズを

固定することができる構造が確立したことから、

本年度は、培養リンパ芽球細胞（TK6）をもちい

て解析に十分な細胞数の固定が可能であるかを

検討した。また、細胞の流路内への導入に関し

て、押し込み法、自然滴下法、さらには遠心法

の効果を検討した。 

2. 放射線照射培養細胞を用いた PDMS チップ

による DNA 損傷レベル解析 

TK6 細胞に、0, 1, 5 Gy の X 線を照射し、30 分

後に各サンプルを PDMS チップに滴下、流路内

でパラホルムアルデヒド（PFA）による細胞固定

を行った。その後、十分な洗浄を行ったのちに

γ-H2AX に対する免疫蛍光染色を流路内で行っ

た。なお、免疫蛍光染色は操作の簡便性を目的

として、γ-H2AX に対する一次抗体に直接蛍光

色素が結合している抗体を用いる直接蛍光染色

法で行った。染色した PDMS チップは、蛍光顕

微鏡にて観察を行い、細胞数および γ-H2AX 陽

性細胞の検出を行った。 

つぎに、より幅広い放射線線量評価が可能で

あるかを確認するために、培養細胞 TK6 に、0, 

0.2, 0.5, 1, 2, 5 Gy の X 線を照射し、同様の実験

を行った。 

3. ヒト末梢血を用いた PDMS チップによる

DNA 損傷レベル解析 

緊急被ばく時のトリアージとしての PDMSチ

ップを用いたγ-H2AX アッセイでは、微量の生

体サンプルの解析を目指している。そこで、数

マイクロリットルのヒト末梢血を PDMSチップ

に導入し、リンパ球の分離および γ-H2AX 解析

が可能であるかを検討した。まず、放射線未照

射のヒト末梢血サンプル 5 μL に抗凝固剤であ

る EDTA を加え、PDMS チップに滴下した。そ

の後、PFA による固定、γ-H2AX に対する免疫

染色を行った。次に、リンパ球細胞の固定効率

に対する赤血球の影響を検討するために、ヒト

末梢血サンプル 5 μL に EDTA と溶血バッファ

ーを加え、PDMS チップでのγ-H2AX アッセイ

を行った。最後に、ex vivo で放射線照射したヒ

ト末梢血サンプルを PDMS チップに滴下し、

PDMSチップでのγ-H2AXに対する免疫染色を

行った。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究におけるヒト末梢血サンプルを用いた

実験は、すでに茨城大学生命倫理規定に基づい

た申請書を作成し、審査委員会による承認を受

けているものである（承認番号 150401、研究課

題名「新規放射線誘発 DNA 損傷モニタリング

システムの開発」）。 

 

C.研究結果 

1. 培養細胞を用いた PDMS チップ上への細胞

導入方法および固定効率の評価 
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これまでの実験から、リンパ球相当の人工蛍

光ビーズ（9.9 μm 径）が十分に固定される細胞

固定構造を有するチップを第 2 版 PDMS チップ

として今年度の実験を行った。まず、TK6 細胞

のチップへの導入方法として、１）マイクロピ

ペットによる押し込み法、２）自然滴下による

導入法、３）遠心力による導入法を検討した。

その結果、PDMS チップを十分に真空ポンプに

より脱気することによって、自然滴下でも十分

な細胞が流路内に導入できることを確認した。

この結果は、よりシンプルな実験操作によって

細胞の PDMSチップへの固定が可能であること

を示している。 

2. 放射線照射培養細胞を用いた PDMS チップ

による DNA 損傷レベル解析 

PDMS チップ上で γ-H2AX に対する免疫染色

が可能であることを確認するために、TK6 細胞

に放射線を 0, 1, 5Gy 照射し、30 分後に PDMS チ

ップに導入した。PDMS チップにパラホルムア

ルデヒド溶液および γ-H2AX に対する免疫染色

用液を順次導入し、PDMS チップ上での免疫染

色を行った。その結果、放射線照射サンプルに

おいて高い γ-H2AX 陽性細胞が検出された（図

１）。また、陽性細胞数は 5Gy 照射サンプルが

最も高いレベルであった。その一方で、流路内

全体の蛍光シグナルのバックグラウンドが非常

に高く、免疫染色溶液を流路内から十分に排出

するための遠心操作が必要であることが明らか

となった。今後、免疫染色反応の後に 2000rpm

の遠心を 30 秒間行うこととした。次に、PDMS

チップを用いたγ-H2AX アッセイによって、よ

り幅広い放射線線量域の線量評価が可能である

かを検討するために、0, 0.2, 0.5, 1, 2, 5 Gy を照

射した TK6 細胞の解析を行った。その結果、一

部のサンプルについて流路内の閉塞が発生し、

結果が得られなかったものの、解析が可能であ

った 0.2, 0.5, 2Gy のサンプルについては、線量

依存的なγ-H2AX の上昇が認められた。 

3. ヒト末梢血を用いた PDMS チップによる

DNA 損傷レベル解析 

ヒト末梢血を PDMS チップに滴下し、リンパ

球細胞の固定効率の検討を行ったところ、

EDTA 非添加サンプルは急速な血液凝固を生じ、

チップ流路内に細胞が目詰まりしたが、EDTA

添加サンプルでは十分な流速を保ったまま導入

することが可能であった。その一方で、TK6 細

胞を用いたときと比較して、リンパ球固定構造

へのリンパ球細胞の固定効率は 10%程度に低下

していた (TK6 細胞では 30%程度の固定効率)

（図２）。その理由として、血液に含まれる大量

の赤血球がリンパ球細胞を押し出す形で流路内

を流れていることが原因ではないかと考え、次

に溶血バッファーを用いて赤血球の溶血を行っ

た。その結果、溶血によって生じた大量の細胞

膜成分などが流路内を閉塞することになった。

そのため、ex vivo 照射した末梢血サンプルにつ

いても、PDMS チップ内での閉塞が発生し、線

量評価実験を行うことが出来なかった。 

 

D.考察 

第 2 版 PDMS チップを用いた今回の実験では、

具体的な実験方法の確立を行うとともに、培養

細胞 TK6 の放射線線量評価が 0 ~ 5 Gy の範囲

で可能であることを示唆するデータが得られた。

これは、本事業が目指す 1 ~ 2 Gy の被ばくの有

無を評価するトリアージとしての有効性を強く

支持するものである。今後、より幅広い放射線

線量に対しても、PDMS チップを用いたγ-

H2AX による線量評価が可能であるかどうかを

検討する必要がある。 

次に、ヒト末梢血サンプルを用いた PDMS チ

ップでのγ-H2AX アッセイでは、人工蛍光ビー
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ズや培養細胞と比較して、リンパ球固定構造へ

の固定効率が非常に低い結果となった。これは、

リンパ球細胞自身の柔軟性が高く、固定構造を

すり抜けてしまったことに加え、大量に含まれ

る赤血球細胞による押し出しの効果があったと

考えられた。また、溶血による赤血球の排除は、

かえって流路の閉塞を発生させることも明らか

となった。赤血球はリンパ球細胞以上に柔軟性

に優れていることから、今後は、溶血ではなく、

十分な流路内の流速によって固定構造内を通過

させるほうが適していると考えられた。今後、

より効率的にリンパ球を分離・固定するため、

固定構造の間隔や出口径のサイズなどの条件を

再検討する必要があると考える。 

 

E.結論 

リンパ球分離および γ-H2AX アッセイデバイ

スとしての PDMSチップの開発を継続して行っ

た。培養細胞を用いた実験では、線量評価デバ

イスとしての有用性が証明され、緊急被ばく時

における「現場」での線量評価が可能であるこ

とが示唆された。その一方で、血液サンプルか

ら十分なリンパ球を固定分離することはできず、

今後の改善課題が明確となった。さらなる微細

構造の改良を行い、血液から迅速にリンパ球を

分離し解析できるデバイスの開発を引き続き目

指す。 

以上、本研究結果はトリアージのための総合

的線量評価手法の確立に大きく貢献したといえ

る。 

 

F.健康危険情報 

総括研究報告書にまとめて記入 
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2018, 首都大学東京, 八王子（invited talk） 
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Accident. 2nd International Symposium of 
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4) 中村麻子、手塚諒哉、笹谷めぐみ、志村勉、
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生物科学会 第31回大会, Sep 21-22, 2017,
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5) 高橋健太、田村隆大、鈴木孝明、中村麻子, 

PDMS チップを用いた DNA 損傷モニタリ

ングシステムの開発, 日本放射線影響学会

第 60 回大会, Oct 26-28, 2017, 千葉. 

3.その他 

1) 中村麻子 リン酸化ヒストン H2AX (γ-

H2AX) を用いた生体内 DNA 損傷レベルの
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ある。 
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3.その他 

学外研究協力者 
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災疾病臨床研究事業費補助金 

 分担研究報告書 

 

被ばくによる生体内 DNA 損傷レベルの測定と 

X バンド EPR による被ばく後レドックスバランスの解析 
 

 研究分担者 盛武敬   産業医科大学産業生態科学研究所放射線健康医学  准教授 

 研究分担者 中村麻子  茨城大学理学部                 教授 

 研究協力者 五十嵐友紀 産業医科大学産業生態科学研究所職業性中毒学   講師 

 研究協力者 孫略    筑波大学医学医療系               助教 

 

研究要旨 

多数の一般市民が被ばくするような大規模放射線災害では、生物学的指標を用いた線量推定によるト

リアージが不可欠である。これまでにいくつかの手法が開発されているものの、今現在、大規模放射線

災害時に利用できるような高感度かつ高精度で簡便性・迅速性・経済性に優れたバイオドシメトリ法は

存在しない。対策の頑強性と線量推計結果への信頼性を高めるためには、複数の手法を組み合わせた「線

量推定システム」の構築が必要となる。「放射線照射後、ミトコンドリアの活性酸素種(ROS)産生が増加

して細胞が酸化ストレス状態に陥る」ことが近年相次いで報告されているが、これらの研究は全て細胞

レベルでの検討であり、生体での実験はほとんど行われていない。本研究ではトリアージの基準となる

1Gy 前後の被ばくが生体の抗酸化能に影響を与えるか検討を行った。その結果、0.5〜3 Gy 被ばく後 2〜

24 日で線量依存的に血液抗酸化能が低下することを明らかにし、血液抗酸化能の測定が線量推定法とし

て有用であることを示した。本抗酸化能測定法と γH2AX 法とを組み合わせることで、被ばく直後から 10

日後程度までのシームレスな線量推定が実現可能となる。引き続き、推定の正確性の担保はもとより、

簡便かつ迅速で安価な実施に向けた研究開発が期待される。 

さらに本研究では、計画被ばく者(医療目的で心臓カテーテル検査を受ける患者)を対象に検査(放射線

被ばく)前後の血液を採取し、酸化ストレス、DNA 損傷、その他の血液指標の変化を解析した。その結果、

検査後に DNA 損傷量の増加といくつかの指標の変動を見出した。 

 

 

A.研究の目的 

バイオドシメトリによる線量推定・トリアージ

は、多数の一般市民の放射線被ばくを伴う放射線

災害や放射線を利用したテロへの対応において不

可欠であり、晩発障害のリスクの推定にも有用で

ある。歯のエナメル質に形成される長寿命有機ラ

ジカルのESR定量やリンパ球の染色体異常の定量

によって線量推定ができることは、これまでにも

報告されている。しかしながら、これらの方法は

災害時の混乱下で多数の被ばく者に適応できる状

態には至っていない。さらには被ばくの形態を考

慮し、個人差や環境要因を極力排除し、より正確

な推定を行うためには、複数の手法を組み合わせ

た推定が望ましい。 
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放射線と酸化ストレスとの関連は深く、放射線

には直接作用(=直接 DNA 構成分子を電離し DNA

損傷を誘導する)と間接作用(=水分子を電離する

ことで発生した活性酸素 ROS が DNA を損傷させ

る)の2つの生物学的作用があることが古くから知

られている。さらに近年の報告から、放射線照射

後数時間から数日にわたり、ミトコンドリアから

の ROS 産生量が増加して細胞が酸化ストレス状

態に陥ることが知られるようになった。この遅発

性の ROS はアポトーシス、細胞生存率、突然変異

の誘導等に関与していることが報告されている。

しかしながら、これらの報告は全て細胞株を使用

した実験であり、放射線照射後の「生体」でどの

ようなレドックスバランス(ROS と抗酸化能のバ

ランス)の変化が現れるのかはほとんどわかって

いない。 

レドックスバランスは好気性生物にとって非常

に重要である。至適な量の ROS は生体または細胞

の生理的活動に重要な役割を果たす。しかし、ROS

の増加や抗酸化システムの低下は酸化ストレスを

誘導し、様々な疾患に繋がる。それゆえ、レドッ

クスバランスは個人の生活習慣、食事、健康度の

指標になりうると考えている。血液のレドックス

状態(抗酸化能や酸化ストレス度)に関する論文は

多数存在するが、そのほとんどは血漿または血清

を対象としている。血液成分の残り 50%を占める

血球(主に赤血球)のレドックス状態に関してはほ

とんど調べられていなかった。近年、Chaleckis は

若年者と高齢者の赤血球中のメタボライトを LC−

MSで測定し、還元型グルタチオン、NAD+、NADP+

などのレドックス関連分子の量が両者間で大きく

異なることを示した。これは、赤血球のレドック

ス状態が健康度や身体の状態を推し量る重要なマ

ーカーとなりうる可能性があることを示唆してい

る。 

このような背景のもと、本研究ではマウス血液

(全血)の抗酸化能を全く新しい電子スピン共鳴

(ESR)スピントラップ法を用いて解析し、放射線被

ばく後の「生体」のレドックスバランスの変化を

評価し、新規バイオドシメトリ手法として有望で

あることを明らかにした。また、被ばく後のレド

ックスバランスの変化がリンパ球の DNA 損傷量

の変化と異なるパターンを示すことを明らかにし、

両者を組み合わせることでより正確な線量推定が

可能となることを見出した。さらに、計画被ばく

者から採血し、線量指標となるバイオマーカーの

探索を行った。 

 

B.研究方法 

1．全身被ばくマウスを利用した被ばく後生体内レ

ドックス解析 

全身に放射線照射したマウスの血中の酸化還元

バランスを解析した。7 週齢のオスの C57BL/6 マ

ウスを使用し、株式会社日立パワーソリューショ

ンズ製Ｘ線照射装置により 150kVp の X 線を線量

率 0.88/分で照射した。付加フィルタは 0.2mmCu と

0.5mmAl を採用した。照射線量は 0，0.5，1，2，

3Gy とした。血液(全血)の抗酸化能の測定には電子

スピン共鳴(ESR)スピントラップ法を使用した。 

照射直後と 1, 2, 4, 6, 9, 16, 24, 50 日後に、ヘパリ

ンナトリウムの入ったエッペンチューブにマウス

血液を採取した。採血にはアニマルランセットを

使用し、可能な限り同一個体から連続採血するこ

とでマウス使用数の低減に努めた。採取した全血

100μL を 新 規 ス ピ ン ト ラ ッ プ 剤 2-

diphenylphosphinoyl-2-methyl-3,4-dihydro-2H-

pyrrole N-oxide (DPhPMPO) 20μL、生理食塩水

100μL と 混 合 後 、 tert-butyl hydroperoxide 

(tBuOOH) 20μL を加えて反応を開始させ、室温で

30 分静置した。その後クロロホルム/メタノールを

加えて振盪、遠心を行い、スピンアダクトが含ま
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れる有機層を抽出して−80�のディープフリーザ

ーで保存した。ESR 測定時、室温に戻して専用の

扁平セルに封入し、以下の条件で測定した。マイ

クロ波周波数 9.422 GHz、マイクロ波強度 2 mW、

中心磁場 332.0 mT、掃引幅 0.3 mT、掃引時間 4 分、

時定数 0.3 秒 (Fig.1A-C, Fig.2)。 

測定原理：tBuOOH と血中のヘモグロビンとの

フェントン反応によりラジカルが生成される。生

成された tBuOOH 由来のラジカルは全血中の抗酸

化物質と DPhPMPO の競合反応によって消去され、

DPhPMPO と結合したラジカルが多いほど(＝血中

抗酸化能が低いほど)、大きな ESR シグナルとし

て観察される (Fig.1D)。 

 

2．全身被ばくマウスを利用した被ばく後 DNA 損

傷レベルの解析 

全身に放射線照射したマウスのリンパ球の

DNA 損傷レベルの解析を行った。7 週齢のオスの

C57BL/6 マウスを使用し、株式会社日立パワーソ

リューションズ製Ｘ線照射装置により 150kVp の

X 線を線量率 0.88/分で照射した。付加フィルタは

0.2mmCu と 0.5mmAl を採用した。照射線量は 0，

0.5，1，3，5 Gy とした。照射から 1 時間後と 1，

3，7 日後に、ヘパリンナトリウムの入ったエッペ

ンチューブにマウス血液を採取し、リンパ球分離

試薬によりリンパ球を分離した。リンパ球は４％

パラフォルムアルデヒドを使用して固定した後、

蛍光免疫法により γH2AX の染色を行った。蛍光顕

微鏡を用いて 1 細胞(核)あたりに存在する γH2AX

の foci 数を評価することで、DNA 損傷レベルの定

量を行った。γH2AX の foci 数のカウントにはフリ

ーソフトの foci カウンターを使用した。 

なお、マウスの照射、採血、リンパ球分離・固

定は産業医科大学で行い、前年に確立した輸送手

法により茨城大学に搬送し、茨城大学で γH2AX の

染色と foci 数の評価を実施した。 

 

3．計画的被ばく者を対象とした被ばく後生体内反

応の解析 

心臓カテーテル検査を受ける患者の体液を検査

実施前後で取得し、被ばく線量と各種指標の変動

を観察した。また、一部患者にはアスコルビン酸

を検査前に投与し、アスコルビン酸による放射線

防護作用も同時に解析した。 

これらは、社会保険直方病院で心臓カテーテル

検査を受ける患者を対象とし、事前に倫理員会の

承認を得て実施した。患者には事前に研究の内容、

副作用の可能性、匿名性の確保、不利益を被るこ

となくいつでも研究への参加中止を請求できるこ

とを説明し、書面でインフォームドコンセントを

得た患者のみを対象とした。 

以下の表 1〜3 に対象患者情報、取得した被ばく

関連パラメータ、採取した生体サンプル、評価項

目を示した。また、研究のスキームを Fig.3 に示し

た。 

 

表 1 対象患者情報 

試験期間 2016 年 1 月〜2016 年 2 月 

患者数 10 例 

年齢 73.6 歳 

性別 男 4、女 6 

 

表 2 被ばく関連パラメータ 

空気カーマ DAP 

撮影回数 撮影フレーム数 

透視時間 3 次元撮影数 

 

表 3 採取した試料および評価項目 

試料 評価項目 

血液 EPR 酸化還元バランス 
リンパ球 DNA 損傷 
血中抗酸化物質 
など 
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尿 8-OHdG 

唾液 8-OHdG 

 

4．倫理面への配慮 

動物実験は産業医科大学動物実験及び飼育倫理

審査委員会より承認を受けた。動物実験は産業医

科大学動物実験管理規定に則して行われた。 

ヒト対象試験は社会保険直方病院倫理審査委員

会より承認を受けた。 

 

C.研究結果 

1. 全身被ばくマウスを利用した被ばく後生体内

レドックス解析 

結果を Fig.4 に示す。被ばく直後にはいずれの線

量でもコントロールと比較して有意な差は認めら

れなかったが、被ばく後 2 日ではいずれの線量に

おいてもコントロールより有意に抗酸化能が低下

していた。0.5, 1 Gy では 6 日目まで同じ程度の抗

酸化能低下が継続した。2, 3 Gy では 6 日目まで引

き続き抗酸化能の低下が継続し、6 日目以降は回

復に転じた。また、被ばく後 2〜24 日は被ばく線

量と抗酸化能低下の間に有意な相関関係が確認で

きた(相関係数＞0.9；P＜0.05) (Fig.5)。 

さらに、この結果をもとに、カットオフ値(CV)、

偽陽性率(FP)、偽陰性率(FN)、正診率(AC)を求めた 

(Fig.6)。1 Gy の被ばくの有無を識別するとした場

合、2〜6 日の間では正診率が 80%以上となること

がわかった。 

なお、本実験は 2 名の実験者によって行われた

が、結果はほとんど一致していた。 

 

3. 抗酸化能測定における交絡因子の解析 

抗酸化能は様々な疾患と関連し、生活習慣や運

動等により変化することが報告されている。そこ

で我々が使用した測定法が放射線以外の因子によ

って影響を受けるか確認を行った。今回は血液成

分濃度、強制水泳によるストレス、抗酸化薬の投

与による影響、マウスの週齢による影響を評価し

た。 

はじめに、血液と生理食塩水の混合比率(通常の

実験では 100μL：100μL)を変えて ESR シグナルが

どのように変化するか解析した。その結果、血液

の割合が高くなるほど ESR シグナルが低下し、血

液濃度とシグナル強度の逆数が直線関係を示した。

このことから、ヘモグロビン濃度が 1/2 に減少あ

るいは 2 倍に増加してもラジカルの発生量にほと

んど寄与しないことがわかった。つまり、血中の

何かしらの成分によりラジカルが消去されている

ことが確定的となり、本実験系が全血抗酸化能を

測定できていることがほぼ確実に断言できた 

(Fig.7)。 

次に、マウスを強制水泳させた後に抗酸化能を

測定した。その結果、水泳の有無は抗酸化能測定

の結果に影響しないことが示された (Fig.7)。 

次に、採取した血液にビタミン C または N-

Acetyl-L-cysteine (NAC)を投与し、抗酸化能を測定

した。その結果、シグナルを有意に減少させるに

はビタミン C を 10mM、NAC を 30mM 加える必

要があることがわかった (Fig.7)。正常マウスの血

中ビタミン C 濃度が 40〜60 μM、システイン濃度

が 20〜30 μM であることを考えると、正常範囲内

の濃度であるビタミン C またはシステインはほと

んど結果に影響しないことがわかった。さらに、

人間での試験において、1 日のビタミン C 推奨投

与量(成人で 2g)を投与しても最高血中濃度は約

0.4mM であるため、短期的なビタミン C サプリメ

ントの服用も測定結果には影響を与えないと考え

られる。しかしながら、一部のクリニック等でが

ん治療として行われている高濃度ビタミン C 療法

では投与直後の最高血中濃度が 24mM に達するこ

とが報告されており、この場合は測定結果に影響

を及ぼす可能性が十分にある。 
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また、preliminary な結果であるが、7 週齢(若齢)

と 72 週齢(高齢)のマウスの抗酸化能を比較したと

ころ、有意差は認められなかった。 

 

2. 全身被ばくマウスを利用した被ばく後 DNA 損

傷レベルの解析 

マウスの全身に 0，0.5，1，3，5 Gy の X 線を照

射し、照射後 1 時間，1，3，7 日のリンパ球中の

γH2AX の foci 数を解析したところ、照射群ではい

ずれの線量においても照射後 1 時間で foci 数が最

大となり、その後、経時的な foci 数の減少がみら

れた。0.5 Gy 照射群では照射後 3 日で、1 Gy 照射

群では照射後 7 日で非照射群と同じレベルまで

foci 数が減少したが、3 および 5 Gy 照射群では照

射後 7 日においても非照射群より多くの foci 数が

観察された (Fig.8)。 

 

3. DNA 損傷レベルの解析と抗酸化能の解析を組

み合わせた線量推定法の提案 

上記の結果から、γH2AX 法は被ばく直後から 1，

2 日以内の線量推定に適しており、抗酸化能法は

被ばく後 2〜10 日前後までの線量推定に適してい

ると考えられる。よってこの 2 つの手法を組み合

わせることで、被ばく直後から 10 日前後まで正確

かつシームレスな線量推定が実現できると考えら

れる (Fig.9)。 

 

3. 計画的被ばく者を対象とした被ばく後生体内

反応の解析 

3-1 試験実施の状況 

2016 年 1 月〜2016 年 2 月に社会保険直方病院

で心臓カテーテル検査を実施した患者のうち、イ

ンフォームドコンセントの取得できた 10 例を対

象とした。患者情報は表 1 および Fig.10 の通りで

ある。 

 

3-2 被ばく線量に関する結果 

患者 10 例の被ばく線量は、空気カーマで

474±293 [mGy]、DAP で 51±30 [mGy×cm２]であっ

た。透視時間は 9.3±5 [分]、撮影シリーズ数は

16.5±8.4 [回]、撮影フレーム数は 1907±752 [回]で

あった。(平均±標準偏差) 

また、空気カーマと DAP 値の相関係数 r=0.99、

空気カーマと透視時間の相関係数 r=0.30、空気カ

ーマと撮影回数の相関係数 r=0.83、空気カーマと

撮影フレーム数の相関係数 r=0.79 となり、既存の

報告とほぼ一致した。 

 

3-3 血中アスコルビン酸量の変化 

今回の研究では、対象とした 10 例をランダムに

アスコルビン酸投与群とコントロール群に振り分

けた。アスコルビン酸投与群には、インタビュー

フォーム記載の最大用量 2000mg /日を参考に、患

者体重 1kg あたり 20mg をカテーテル検査前に静

脈投与した。コントロール群には、同量の生理食

塩水を投与した。Fig.11 に患者の血中アスコルビ

ン酸量を示す。カテーテル検査前(アスコルビン酸

投与直後)では血中アスコルビン酸量が一番高く、

検査後にはやや低下したものの、コントロール群

に比べ高い状態が維持されていた。検査翌日には

コントロール群と同じ量まで戻っていた。 

 

3-4 被ばく前後における尿中 8-OHdG の変化 

8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)は DNA の

塩基の一つであるデオキシグアノシンの８位がヒ

ドロキシル化された状態を指し、DNA の酸化損傷

マーカーであり、活性酸素種やフリーラジカルに

よる生体への影響を反映すると考えられている。

すでにいくつかの報告において、放射線によって

8-OHdG が形成され、それが血中や尿中に排出さ

れることが示されている。 
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本研究では心臓カテーテル検査実施前後の患者

の尿を採取し、8-OHdG 量の変化を解析した

(Fig.12)。予想外であったが、アスコルビン酸投与

群、コントロール群ともに、検査直後に一時的な

8-OHdG 量の減少が観察され、翌日には検査前の

状態まで回復した。検査後 7 日目にアスコルビン

酸投与群で 8-OHdG 量がやや高値となっているが、

これは 1 名だけ非常に大きな値を示した患者がい

ることが原因である。なぜ大きな値を示したのか、

その原因は明らかとなっていない。 

 

3-5 被ばく前後における血球数等の変化 

心臓カテーテル検査実施前後の患者の白血球数、

リンパ球数、血色素量、ヘマトクリット値を評価

したところ、白血球数、血色素量、ヘマトクリッ

ト値に顕著な変化は認められなかった(Fig.13)。リ

ンパ球数は、検査直後にコントロール群で軽度

(13%程度)の低下が見られたのに対して、アスコル

ビン酸投与群では低下が見られなかった。リンパ

球は放射線感受性の細胞であり、0.5 Gy 以上の全

身被ばくにより減少が認められることが知られて

いる。本研究で見られた、検査直後のコントロー

ル群におけるリンパ球数の減少は、放射線が原因

であることを否定できないが、過去の報告とは観

察された時期、線量が異なる。 

 

3-6 被ばく前後における血中脂質指標の変化 

脂質は酸化ストレスの影響を受けやすいとされて

おり、放射線等によって生成された活性酸素等に

より脂質ラジカルが形成され、連鎖的脂質過酸化

反応(自動酸化)によって過酸化脂質が増加するこ

とが知られている。本研究では、血中の LDL-コレ

ステロール、酸化 LDL、HDL-コレステロール、中

性脂肪を解析したところ、LDL-コレステロールと

HDL-コレステロールは検査後に軽度(10%以内)の

低下を認めただけであったが、酸化 LDL と中性脂

肪は検査後に 40〜60%低下していた(Fig.14)。また、

検査翌日の酸化 LDL と中性脂肪値は、アスコルビ

ン酸投与群では検査前と同等まで回復していたの

に対し、コントロール群では検査前よりわずかに

上昇(10%程度)していた(Fig.14)。 

 

3-7 被ばく前後におけるレドックス指標の変化 

レドックスバランスの指標として、血中ラジカ

ル生成能、SOD 活性、血液抗酸化能を解析した

(Fig.15)。 

血中ラジカル生成能は、過酸化脂質(LOOH)から

形成される脂質ヒドロペルオキシド(LOO・)を呈

色法により定量した。血中ラジカル生成能は、検

査前後で大きな変化は見られなかったが、アスコ

ルビン酸投与群では一貫してコントロール群より

低値となった。検査前と検査直後は血中アスコル

ビン酸量が交絡因子として存在していた可能性が

考えられるが、検査翌日でアスコルビン酸が定常

状態に戻った後も低い状態が維持されていたこと

は興味深く、アスコルビン酸の防護作用の一端を

反映している可能性がある。 

SOD とはスーパーオキシドディスムターゼの

略で、スーパーオキサイド(スーパーオキシド)の

消去物質のことである。ゆえに SOD 活性とは、ス

ーパーオキサイド消去活性という意味である。検

査前ではアスコルビン酸投与群の方が SOD 活性

が高くなっており、これはアスコルビン酸がスー

パーオキサイド消去能を有するためだと考えられ

る。検査直後は検査前より SOD 活性が 10〜20%上

昇、翌日には検査前の状態まで戻ったが、アスコ

ルビン酸投与群はコントロール群よりやや高値を

示した。 

一方、ESR 法を用いた血液抗酸化能測定では、

検査前後で抗酸化能の有意な変化は見られなかっ

た(Fig.16)。カテーテル検査は被ばく線量が低く、

被ばく範囲も局所的であるためと考えられる。ま
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た、アスコルビン酸投与の有無による抗酸化能の

変化も観察されなかった。これはマウス実験と照

らし合わせても妥当な結果と考えられる(Fig.16)。 

 

3-8 被ばく前後における γH2AX foci 数の変化 

リンパ球中の γH2AX foci 数を解析したところ、

検査後に有意な foci 数上昇が認められた(Fig.17)。

さらに、検査後の foci 数と被ばく線量(インターベ

ンショナル基準点における空気カーマ：AK 

(mGy))が正の相関を示した(Fig.18)。これにより

γH2AX 法は局所低線量被ばくに対しても有用で

あることが示唆された。 

一方で、検査前に foci 数が高い患者が数名存在

するが、これはカテーテル挿入後(本格的な検査

前)に採血を行ったため、カテーテル挿入時に使用

した数秒の X 線照射によって上昇したと考えられ

る(Fig.17)。 

 

D.考察 

1. 全身被ばくマウスを利用した実験 

マウス実験では被ばく後に血液抗酸化能が線量

依存的に特徴的な変化パターンを示すことを世界

で初めて明らかにした(論文投稿中)。また、γH2AX 

foci 数解析と抗酸化能測定とを組み合わせること

で、被ばく直後から 10 日前後までシームレスな線

量推定が可能になることを示した(特許出願中)。

抗酸化能測定に必要な血液量は全血 100μL であり、

γH2AX 測定に必要な血液量も中村らが本研究班

で進めているデバイスを使用すれば全血 50μL 程

度に抑えられる。トータル 150μL の採血は一般的

な血液検査と比較しても極めて微量であり、指先

採血で十分に対応可能である。これは大規模放射

線災害の混乱下で線量推定を実施しなければなら

ないことを考える上で、非常に大きな優位性であ

ると考える。 

しかし、未だ実験室ベースの研究であり、今後

の実用化に向けた開発が必要である。また、抗酸

化能が低下するメカニズムは現在不明であり、さ

らなる解析が必要である。 

 

2. 計画的被ばく者を対象とした被ばく後生体内

反応の解析 

今回は心臓カテーテル検査の患者を対象にして

いる。平均被ばく線量が空気カーマ(≒最大皮膚線

量)で 474 mGy と比較的低いこと、局所被ばくであ

ること、一定量の出血を伴うこと、一定量の造影

剤(ヨード系)を血管内に投与することなどの条件

を考慮する必要がある。今後放射線との関連を精

査する必要があるものの、検査直後で検査前より

SOD 活性が上昇していた点や、検査翌日にアスコ

ルビン酸が定常状態に戻った後も血中ラジカル生

成能が低下していた点などは非常に興味深い。 

 

E.結論 

本研究はトリアージの基準となる 1Gy 前後の被

ばく後の生体の血液抗酸化能が線量依存的に変化

することをESRを用いたスピントラップ法により

世界で初めて明らかにした(論文投稿中)。さらに、

γH2AX 法と抗酸化能測定を組み合わせることに

より、被ばく直後から 10 日後程度までシームレス

な線量推定が実現できることを示唆した(特許出

願中)。今後の基礎研究・技術開発により、より高

精度で高感度、迅速、安価、簡便なシステムの構

築を目指して行きたい。 

さらに、本研究では計画被ばく者(医療目的に心

臓カテーテル検査を受ける患者)を対象に検査(放

射線被ばく)前後の血液を採取し、酸化ストレス、

DNA 損傷およびその他の血液指標がどのように

変化するか解析した。その結果、検査後において

DNA 損傷量の増加といくつかの指標が変動する

ことを見出した。このことから、γH2AX 法は局所
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低線量被ばくに対しても有用であることが示唆さ

れ、医療被ばくや放射線従事者被ばくを管理、測

定、把握する上で重要な指標になりうることが考

えられた。 
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発明人：孫略、盛武敬、平山暁、千田浩一 

出願人：産業医科大学、筑波技術大学、東北大学 

 

2.実用新案登録 

 なし 

 

3.その他 

学内研究協力者 

河井一明 産業生態科学研究所職業性腫瘍学 

李 云善 産業生態科学研究所職業性腫瘍学 

川崎祐也 産業生態科学研究所職業性腫瘍学 

 

学外研究協力者 

千田浩一 東北大学災害科学国際研究所 

稲葉洋平 東北大学災害科学国際研究所 

平山 暁 筑波技術大学保健科学部 

志賀匡宣 同仁化学研究所  

石田和彦 同仁グローカル 

清永美樹 同仁グローカル 
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研究へ協力される皆さまへ 
 

                         平成  年  月  日 
 
この研究の目的は、心臓カテーテル検査に使われる放射線が人体にどのような影響があるのかを詳しく

調べる研究です。またビタミン C を投与することにより、放射線の影響がどのように変化するのかを調

べ、将来的には体にやさしい心臓カテーテル検査が出来るようにすることを目指しています。 
 
□1. 研究課題名 

心臓カテーテル検査における放射線線量と DNA 損傷ならびに解毒システムにおけるアスコルビン酸（ビ

タミン C）の機能解明 
 

□2. 研究期間：平成 27 年 4 月～平成 28 年 3 月 
 
□3. 研究目的 

心臓カテーテル検査の時に受ける放射線の人体への影響を調べるとともに、ビタミン C の投与に

よりその影響がどのように変化するのかを調べることです。 
 
□4. 研究方法 

心臓カテーテル検査の前後、退院後１週間に血液、尿、だ液を採取します。被験者の方によっては

心臓カテーテル検査の最中にビタミン C の点滴を行う場合もあります。 
 
□5. 研究への参加の任意性とその同意の撤回 
  この研究に参加するかどうかは、あなたの自由意思で決めていただくことになります。この研究に

参加されない場合でも、今後あなたが不利益を受けることは一切ありません。また同意された後

でも同意を撤回されるのはあなたの自由です。たとえ途中で同意を撤回されても、以後あなたが

不利益を受けることは一切ありません。 
 
□6. 予想される利益、危険性及び不利益 

A) ビタミン C の投与の際に、もし不快感など不測の事態が生じた場合には、直ちに投与を中止

して適切な処置をとります。 
B) 個人情報が漏洩した場合、社会的に不当な扱いを受ける危険性が考えられますが、当院の個

人識別情報管理者の管理の下、研究実施責任者によって連結可能匿名化し、情報の徹底管理

によって漏洩を防止します。 
C) 本研究に参加したことが原因となって、予測しなかった重篤な副作用などの健康被害を受け

たときは、通常の診療と同様に適切に対処いたします。なお、当該健康被害を受けた場合に

は、保険による補償が受けられます。 
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□7. 個人情報の保護 
A) 採取したあなたの生体試料（血液・尿・だ液）は、解析に使用するまで当院の検査室の冷凍

庫に保管します。 
B) あなたの個人情報は、分析する前にカルテや試料の整理簿から、住所、氏名、生年月日を削

り、代わりに新しく符号をつけ、あなたとこの符号を結びつける対応表は当院の個人識別情

報管理者の管理の下で研究実施責任者が厳重に管理し、あなたの個人情報の漏洩を防止しま

す。このようにあなたの個人情報を連結可能匿名化することにより、研究者が個々の解析結

果を特定の個人に結びつけることができなくなります。ただし、解析結果についてあなたに

説明する場合など、個々の情報を特定の個人に結びつけなければならない場合には、当院の

個人識別情報管理者の管理の下でこの符号を元の氏名に戻す作業を行い、結果をあなたにお

知らせすることが可能になります。 
C) この研究終了後、あなたからいただいた生体試料及び個人情報は、研究実施責任者の管理の

下、匿名化を確認の後、直ちに廃棄いたします。また同意を撤回された際も、その時点まで

に得られた生体試料及び個人情報は、同様の方法で廃棄します。 
 

□8. 研究成果の公表 
この研究によって得られた成果を学会や論文などに発表する場合には、あなたを特定できる氏名、

住所などの個人情報は一切使用いたしません。 
 

□9. 研究結果の開示 
研究結果をあなたが望まれる場合には、あなたに直接説明いたします。 

 
□10. 知的財産権について 

この研究の成果に基づいて、特許権などの知的財産権が生ずる可能性もありますが、その権利は

当院ならびに産業医科大学に帰属しあなたには帰属しません。 
 
□11. 費用について 

この研究は保険診療の範囲内で行われます。また研究参加の謝礼はありません。 
 
□12．利益相反について 

本研究は、国から交付された科学研究費補助金により、産業医科大学の主任研究者のもとで公正

に行われます。本研究の利害関係については、産業医科大学利益相反委員会の承認を得ており、

公正性を保ちます。 
 
□ 説明者：社会保険直方病院 循環器内科 

氏名             印 
                      
 
□ 研究実施責任者：産業医科大学 産業生態科学研究所 職業性中毒学   

氏名  五十嵐友紀      印 
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同意書 
 

社会保険直方病院長 殿 
        平成  年  月  日 

 
 わたしは今回、直方病院および産業医科大学産業生態科学研究所職業性中毒学講座で実施される「心

臓カテーテル検査における放射線線量と DNA 損傷ならびに解毒システムにおけるアスコルビン酸（ビ

タミン C）の機能解明」について、事前に説明文書を受け取り、研究実施担当者から、それに基づいて

研究の意義、目的、方法、対象者が被り得る不利益及び危険性、個人情報の保護などに関して十分な説

明を受けました。さらにわたしが研究の参加に同意した後も、何時でもみずからの意思で、研究参加を

取りやめることができること、及び研究参加を取りやめた後も何ら不利益を受けないことについても説

明を受けました。 
 以上のことを理解した上で、わたしの意思により、この研究に参加することに同意いたします。 
 

説明を受け理解した項目は次のとおりです。（［ ］の中にご自分で○を付けて下さい。） 
    項 目                        説明文書項目 

  ［  ］研究の意義、目的および方法         （1-4） 
  ［  ］研究参加の任意性とその同意の撤回の自由       （5） 
  ［  ］予測される利益、危険性と不利益         （6） 
  ［  ］個人情報の保護            （7） 
  ［  ］生体試料や個人情報などの保管、使用方法       （7） 
  ［  ］生体試料、個人情報や研究結果などの匿名化の具体的方法     （7） 

［  ］ 研究終了後及び研究参加の撤回時の生体試料及び個人情報の廃棄方法（7） 
  ［  ］研究成果の公表          （8） 

［  ］ 希望による研究結果の開示あるいは非開示                      （9） 
  ［  ］知的財産権の発生および帰属         （10） 
  ［  ］費用の負担に関すること         （11） 
  ［  ］利益相反について          （12） 
 
 
（ご本人）                  （代諾者）＊必要な場合のみ 
氏名            印      氏名            印 
住所         住所 
 
 
□ 説明者：社会保険直方病院 循環器内科 氏名             印 
 
□ 研究実施責任者・連絡先：産業医科大学 産業生態科学研究所 職業性中毒学 

氏名  五十嵐友紀      印 
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同意書 
(研究終了後の試料等の取扱いについて) 

 
社会保険直方病院長 殿 

        平成  年  月  日 
 

 わたしは今回、直方病院および産業医科大学産業生態科学研究所職業性中毒学講座で実施される「心

臓カテーテル検査における放射線線量と DNA 損傷ならびに解毒システムにおけるアスコルビン酸（ビ

タミン C）の機能解明」について、事前に説明文書を受け取り、研究実施担当者から、それに基づいて

研究の意義、目的、方法、対象者が被り得る不利益及び危険性、個人情報の保護などに関して十分な説

明を受けました。さらにわたしが研究の参加に同意した後も、何時でもみずからの意思で、研究参加を

取りやめることができること、及び研究参加を取りやめた後も何ら不利益を受けないことについても説

明を受けました。 
 以上のことを理解した上で、わたしの意思により、提供する試料等が今回の研究「心臓カテーテル検

査における放射線線量と DNA 損傷ならびに解毒システムにおけるアスコルビン酸（ビタミン C）の機

能解明」に使用されるとともに、当該研究終了後も平成 32 年 3 月まで保存され、研究実施責任者のも

とで将来関連した研究が継続される場合に使用されることに同意いたします。 
 
 
（本人）                  （代諾者）＊必要な場合のみ 
氏名            印      氏名            印 
住所         住所 
 
 
□ 説明者：社会保険直方病院 循環器内科 氏名             印 
 
□ 研究実施責任者・連絡先：産業医科大学 産業生態科学研究所 職業性中毒学 
氏名  五十嵐友紀   
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労災疾病臨床研究事業費補助金 

分担研究報告書 

 

ミトコンドリア損傷を指標とした新たな生物学的線量評価法の検討 

 
研究分担者 志村 勉 国立保健医療科学院生活環境研究部 上席主任研究官 

 

研究要旨 

放射線による生物学的標的は DNA であり、DNA 二重鎖切断は、染色体異常、細胞死の

誘導など、放射線の悪影響の主因である。被ばく線量を核 DNA の損傷量で評価するヒスト

ンリン酸化（-H2AX）の解析は線量評価の有用な指標の一つとして考えられ、本研究班の

分担研究者である茨城大学 中村麻子教授らにより解析が進められている。この指標は被

ばく後すぐに観察され、高い検出感度を有する長所を持つ。しかし、細胞は防護機構を備

えており、DNA が修復されると-H2AX は消失し、被ばく後の時間経過とともに減少する。

このため、線量評価が可能な期間を被ばく後より長く、高精度の線量評価を確立するため

には、いくつかの生物学的指標を組み合わせることが重要であると考える。DNA 修復には

エネルギーが必要であり、放射線照射後にミトコンドリアのエネルギー生産が活性化する。

エネルギー生産の過程で副産物として発生する活性酸素は、発生源のミトコンドリアを攻

撃し、酸化損傷を与える。以上より、被ばく後時間が経過した場合には、DNA 損傷応答、

活性酸素、ミトコンドリア損傷などが指標として想定される。これまでの報告から、放射

線は核 DNA と同様に、ミトコンドリア独自の DNA(ミトコンドリア DNA; mtDNA)に損傷

を与えるため、細胞核に加えて、ミトコンドリアは放射線の主な標的器官である。また、

核 DNA と比べて、mtDNA の DNA 修復効率は低いことから、ミトコンドリアに放射線の

影響が顕著に現れることが考えられる。前年度までのヒト培養細胞を用いた我々の解析か

ら、１Gy 以上の X 線照射 24 時間後にミトコンドリア損傷が観察されることを明らかにし

た。この結果から、ミトコンドリ損傷は、1Gy 以上の被ばくのトリアージを可能にする線

量評価のための新たな生物学的線量評価の指標として期待される。 

本年度は、放射線によるミトコンドリア損傷の出現時間や誘導のメカニズム、照射条件

によるミトコンドリアへの影響、核 DNA 損傷応答とミトコンドリアの放射線応答の相互作

用についての解析を進めた。我々は、DNA 損傷のセンサーである ATM は、核 DNA の損

傷シグナルをミトコンドリアに伝え、核とミトコンドリア間のクロストークに重要な働き

を持つことを明らかにした。ミトコンドリアの機能不全は、発がんに深く関与しているこ

とが知られている。ミトコンドリア損傷の解析は、単に放射線の線量評価だけでなく、高

感度の放射線影響の検出という点においても重要であり、今後も継続した解析が必要であ

ると考える。 
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A. 研究目的 

原子力規制委員会「原子力災害対策指針」

(平成 29 年 3 月 22 日全部改正)に基づき緊

急被ばく医療体制の整備が進められる中で、

検討課題として、1Gy 以上の緊急被ばく医

療の優先度を決める選別(トリアージ)を可

能にする迅速な線量評価手法の確立が求め

られている。 

生物学的手法による線量評価のゴール

ドスタンダードは染色体異常の解析で、広

島・長崎原爆被爆者、チェルノブイリ事故

被災者、1999 年の東海村 JCO 臨界事故に

おいて被ばくした作業員の線量評価等に用

いられた。この評価法は、事後的な線量評

価に有用であるが、緊急時のトリアージの

ための迅速な線量評価としては、操作の簡

便化、自動化による解析時間の短縮など解

決すべき課題が指摘されている。海外の取

り組み例として EU 内の多国間の協力によ

り、物理学的手法と生物学的手法による

様々な線量評価法を組み合わせた線量評価

法のツールの開発が進められている

（ Multibiodose ：

http://www.multibio

dose.eu/read_more.h

tml）。しかし、多く

の対象者に短時間で、

過度の侵襲も与えず

に、0.5-1.0Gy 以上の

放射線被ばくの有無

やその程度を検査す

る方法は未だに確立

していない。このため、

本研究班はヒトを対

象として、物理学的手

法と生物学的手法を

組み合わせた線量評価法の確立に取り組ん

だ。 

放射線による生物学的標的は DNA と

考えられており、DNA 二重鎖切断は、染色

体異常、細胞死の誘導などの放射線の悪影

響の主な原因となる。被ばく線量を核 DNA

の損傷量で評価するヒストンリン酸化の解

析は重要である。より高精度に線量評価を

行うには、生物学的指標を組み合わせた線

量評価法を確立することが必要である。 

我々は、新たな生物学的評価の指標とし

て、エネルギー代謝を制御するミトコンド

リアを想定している。DNA 損傷応答にはエ

ネルギーが必要であり、放射線照射後にミ

トコンドリアの酸化的リン酸化が活性化さ

れる。酸化的リン酸化は、酸素を消費して

最終的に ATP を産生するが、一部の酸素か

ら活性酸素が発生する。過剰な活性酸素は

酸化ストレスとなり、発生源のミトコンド

リアに酸化損傷を与えるため、被ばく後期

の指標として、ミトコンドリア損傷が想定

される。パーキンソン病原因遺伝子 parkin
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は、ミトコンドリアの膜電位の低下を認識

し、機能不全のミトコンドリアの選択的分

解（ミトコンドリアのオートファージー：

マイトファジー）に関与する。parkin のミ

トコンドリア局在とフォーカス形成で、呼

吸機能が低下した損傷を持つミトコンドリ

アの検出可能である。これまでヒト培養細

胞を用いた我々の解析から、1Gy 以上の X

線急性照射で、活性酸素が増加し、その後

に、活性酸素の発生源であるミトコンドリ

アに酸化損傷を誘導することを明らかにし

た （ 図 1 ）（ Shimura Cell Cycle. 16 

(24):2345-2354, 2017）。放射線は、ミトコ

ンドリア DNA に損傷を与える。ミトコン

ドリア DNA はヌクレオソーム構造を持た

ないことからヒストンタンパク質による防

護効果が働かない、また、核 DNA と比較

して DNA の修復効率が低いことから、

DNA 損傷が残存する。以上のことから、放

射線の影響が顕著に現れることが予想され、

影響評価の指標として有用であると考える。 

本研究では、被ばく初期を核の DNA 損

傷で、被ばくから時間が経過した際にはミ

トコンドリア損傷を指標として、両者を組

み合わせた放射線の被ばく線量を評価する

方法の確立に取り組んだ。多くの指標を用

いることで、より精度の高い線量評価法の

確立が期待される。 

 

B. 研究方法 

B-1. 用いた細胞と照射法 

ヒト胎児肺由来正常二倍体  線維芽細胞

MRC-5、TIG-3 は、財団法人ヒューマンサ

イエンス振興財団から購入し、フラスコ内

で、-MEM にウシ胎児血清を加えた培養

液中で、培養した。ヒト ATM 欠損細胞

(AT5VIBA) と そ の 相 補 細 胞

(AT5VIBA/ATM-wt)は、京都大学放射線生

物研究センター 小松教授より譲渡頂いた。

これらの細胞は、RPMI1640 にウシ胎児血

清を加えた培養液中で、培養した。 

X 線照射装置（日立、MBR-1505R2）を用

いて、 0.01～10Gy の急性照射（線量率

0.49Gy/分）と、1 回当たり 0.01 または

0.05Gy の分割照射（線量率 0.11 または、

0.49Gy/分）を 1 日 2 回、週 5 日で 1 か月

間の長期分割照射（総線量 0.46 または、

2,6Gy）を行った。広島大学原爆放射線医科

学研究所、放射線照射施設内の Cs-137 を線

源とした低線量率照射装置を利用し、一日

当たり、0.01Gy または、0.1Gy の線量で、

4 日間照射した（総線量 0.04Gy または、

0.4Gy）照射 24 時間後に、ミトコンドリア

の放射線応答と酸化損傷の解析を行った。 

 

B-2. 放射線によるミトコンドリア量、機能

への影響の検討 

ウエスタンブロティング法で、ミトコンド

リア生合成を制御する転写因子 PPAR-γ 

co-activator-1 α (PGC1-α)の発現量を定量

した。細胞の抽出液を分画し、ミトコンド

リア画分と細胞質、核画分にわけ、parkin

タンパク質の局在を検討した。ミトコンド

リアの機能については、ミトコンドリアの

膜電位を検出する親油性，陽イオン性の蛍

光色素（5，5'，6，6'-tetrachloro-1，1'，3，

3'-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine 

iodide（JC-1）で染色した。JC-1 試薬は、

膜電位の高いミトコンドリアに凝集し、凝

集体はオレンジ色の蛍光色で観察される。

一方、膜電位の低下したミトコンドリアは

JC-1 単体として緑色で検出される。フロー
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サイトメーターで、2 色の蛍光量をそれぞ

れ定量し、その比でミトコンドリアの膜電

位を測定した。市販のミトコンドリア電子

伝達系酵素の複合体 IVシトクロム cオキシ

ダーゼ（Cox）の活性測定キットを用いて、

550nm の吸光度の値の変化で、COX の活

性を測定した。 

 

B-3. 活性酸素の測定 

ミ ト コ ン ド リ ア に 選 択 性 を 持 つ

MitoSOX™ Red 試薬で、ミトコンドリア

由来の活性酸素スーパーオキシドアニオン

(O2-)を検出した。2',7'–dichlorofluorescin 

diacetate (DCFDA)に対する酸化能で、細

胞内の活性酸素量を定量した。活性酸素の

無毒化に働く、細胞内抗酸化物質グルタチ

オンの量を市販の測定キットを用いて定量

し、放射線による酸化還元（レドックス）

制御機構への影響を検討した。 

 

B-4.ミトコンドリア酸化損傷検出系の確

立 

膜電位の低下した機能不全のミトコンドリ

アは、parkin により標識され分解される。

この選択的排除機構であるミトコンドリア

のオートファジー（マイトファジー）によ

り、ミトコンドリアの質は保たれている。

膜電位に依存して染色されるミトコンドリ

ア染色試薬 MitoTraker Deep Red と

parkin の二重染色で、健康なミトコンドリ

アと損傷を持つミトコンドリアをそれぞれ

検出した （図 2）。mtDNA の酸化損傷に

ついては、mtDNA と核 DNA をそれぞれ抽

出した後、HPLC（高速液体クロマトグラ

フィー）で DNA 酸化損傷指標である

8-oxoguanosine (8-OHdG)の量を定量した。 

 

B-５ 倫理面への配慮 

本申請研究では市販のヒト培養細胞を用い

ての解析であり、倫理委員会の審査は必要

としない。 

 

C. 研究結果 

C-1. 放射線照射によるミトコンドリアへ

の影響解析 

我々は、ヒト正常線維芽細胞 MRC-5、TIG-3
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細胞を用いて、放射線によるミトコンドリ

アへの影響を解析した。照射条件は以下の

3 つの方法を用いた：急性照射、分割照射

を 1 か月間（長期分割照射）、慢性照射

（0.01Gy または、 0.1Gy/day で4日間）。

これまでの解析から、放射線照射後にミト

コンドリアの生合成が促進され、細胞内の

ミトコンドリア量が増加することを明らか

に し た (Shimura, Oncotarget 7 

(3):3559-70, 2016）。我々は、さらに、放射

線によるミトコンドリアの呼吸機能への影

響を解析した。JC-1 色素は正に荷電してい

るため、ミトコンドリアの膜電位に依存し

て局在し、膜電位を効果的にモニタリング

することが可能である。急性照射（0Gy か

ら 10Gy）24 時間後の試料と非照射コント

ロールを比較して、JC-1 の染色に変化は見

られなかった。同様に、急性照射でミトコ

ンドリア複合体 IVシトクロム cオキシダー

ゼ(cytochrome c oxidase, COX)の活性変化

は観察されなかった。一方、長期の分割照

射では、最後の照射から 24 時間後に、ミト

コンドリア膜電位の上昇、COX の活性化、

細胞内の ATP 量の増加が観察された。この

ミトコンドリアの呼吸機能の活性化は、分

割照射の間、細胞培養液に 1 mM の抗酸化

剤 N- ア セ チ ル シ ス テ イ ン

（N-acetyl-cysteine ：NAC) を投与すると

抑制された。これらの結果から、長期放射

線照射は、ミトコンドリアのエネルギー産

生を活性化し、その過程には、活性酸素が

関与することを明らかにした。 

 

C-2 DNA 損傷応答の解析 

放射線による DNA 損傷は、細胞の防御

機構である DNA 修復により、修復される。

DNA 修復を実行するためには、エネルギー

が必要で、ミトコンドリアの呼吸が活性化

され、エネルギーを供給すると考えられる。

我々は、DNA 損傷応答と DNA 修復につい

て、二重鎖切断（DSBs: double strand 

breaks）の指標であるヒストン H2AX のリ

ン酸化（γ-H2AX）と組み換え DNA 修復タ

ンパク質Rad51のDSBsへの集積を検討し

た。低線量（0.4Gy）急性照射 24 時間後で

は、γ-H2AX と RAD51 のフォーカス形成

は観察されず、放射線が誘導する DSBs が

修復されたことが考えられる。一方、同じ

総線量の慢性照射と分割照射では、照射 24

時間においても、γ-H2AX and Rad51 フォ

ーサイが観察され、DNA 損傷応答が持続す

ることを明らかにした。  

 

C-3. 放射線による活性酸素の誘導 

ミトコンドリアのエネルギー生産、酸化的

リン酸化では、酸素を消費するが、一部の

酸素はスーパーオキシドアニオン(O2-)に変

換され活性酸素が発生する。O2-は、反応性

が高く、毒性を持つため、細胞内のレドッ

クス（酸化還元）制御機構により無毒化さ

れる。しかし、過剰な活性酸素は酸化スト

レスとなり、DNA、脂質、タンパク質を酸

化して、酸化損傷を与える。 

放射線照射後の活性酸素量の変化を、ミト

コンドリアからのO2-はMitoSOX™ Red 試

薬で検出し、蛍光量をフローサイトメータ

ーで定量した。1Gy の照射 3 時間後からミ

トコンドリア由来の活性酸素が増加し、24

時間後に照射以前の状態に戻ることが示さ

れた。ミトコンドリアからの O2-はミトコン

ドリア呼吸鎖複合体 I （NADH:ユビキノン

還元酵素）と III（補酵素 Q-シトクロム c
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レダクターゼ）から発生することが知られ

ている。呼吸鎖複合体 I の阻害剤ロテノン

と呼吸鎖複合体 III の阻害剤アンチマイシ

ン A は、ミトコンドリアの電子伝達を阻害

して活性酸素を発生させる。これらの阻害

剤を用いて、放射線が誘発する活性酸素の

生成機構を検討した。阻害剤のみ、放射線

と併用させた両方の場合において、O2-の増

加が観察された。さらに、グルコースの代

謝が O2-の増加に関与するかどうかを、グル

コースの拮抗阻害剤 2-deoxy-D-glucose 

(2-DG)を用いて検討した。事前投与によっ

て、放射線照射後の O2-の増加は観察されな

かった。このことから、放射線による O2-

の発生には、グルコース代謝が関与するこ

とを明らかにした。 

 

C-4. 活性酸素によるミトコンドリア損傷

の誘導 

ミトコンドリアから発生する O2- は、近傍

のミトコンドリア DNA を攻撃することが

考えられる。ミトコンドリアの質を保つた

め、損傷を持つ機能不全のミトコンドリア

はマイトファジーにより分解される。マイ

トファジーに関わる parkin（E3 ユビキチ

ンライゲース）で染色し、膜電位の低下し

た機能不全のミトコンドリアを検出した。

予想したように、ロテノン処理は、放射線

照射と同様に、活性酸素の増加により

parkin のフォーカス形成を誘導した。しか

し、アンチマイシン A では、活性酸素を増

加するにも関わらず、parkin のフォーカス

形成は誘導されなかった。また, アンチマ

イシン A は放射線誘発のミトコンドリア

損傷を抑制することを明らかにした。以上

のことから、アンチマイシン A によって、

呼吸鎖複合体 III から発生する活性酸素は、

ミトコンドリア損傷の誘導に関与しないこ

とが考えられる。2-DG によるグルコースの

代謝阻害では、放射線誘発の活性酸素量の

増加はみられず、ミトコンドリア損傷の誘

導も起きないことを明らかにした。 以上の

結果から、放射線による細胞の代謝、呼吸

鎖複合体 I からの活性酸素の発生がミトコ

ンドリア損傷の誘導に関与することを明ら

かにした。 

 

C-5. 急性照射、慢性照射、分割照射による

ミトコンドリア損傷の検討 

急性照射、長期分割照射、慢性照射による

ミトコンドリアへの影響解析を行った。総

線量 0.04 と 0.4Gy とし、照射 24 時間後の

ミトコンドリア損傷を計測した。前述した

ように、1Gy よりも低い線量での急性照射

では parkin フォーカスの形成は誘導され

ない。一方、慢性照射と分割照射では、0.4Gy

の低線量の放射線により parkin で染色さ

れる細胞が増加することを明らかにした。

放射線高感受であることか知られている

DNA 損傷のセンサーである ATM を欠損細

胞では、1Gy 以上の照射でも parkin のフォ

ーカス形成が誘導されない。このことから,  

ATMが放射線による parkin フォーサイの

誘導に関与することが示唆された。 

一月間の長期分割照射期間におけるミト

コンドリア損傷量の変動を parkin のフォ

ーカス形成を持つ細胞を指標に測定した。

非照射コントロールの細胞では、31 日間の

培養で、parkin のフォーカス形成は誘導さ

れなかった。一方、分割照射では、21 日目

(総線量 0.3 または 1.5Gy,) から parkin

のフォーカス形成を持つ細胞が観察された。
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ウエスタンブロッティング法を用いたタン

パク定量実験においても、長期放射線照射

後 parkin はミトコンドリア分画に蓄積す

ることを明らかにした 以上の結果から、放

射線誘発のミトコンドリア損傷は、照射条

件、照射期間に影響を受けることを明らか

にした。 

 

C-6 核 DNA 損傷応答とミトコンドリア

の放射線応答の相互作用 

放射線照射後の核 DNA 損傷とミトコンド

リア損傷の関係を明らかにするため、

γ-H2AX と parkin の染色により、放射線

照射後の経時変化を検討した。1Gy の X 線

照射後すぐに.γ-H2AX は誘導され、DNA

修復と伴に、γ-H2AX は消失した。その後、

3 時間後からの活性酸素の増加の後の遅い

時間に parkin フォーサイを持つ細胞が観

察された。さらに、ミトコンドリアを標的

とした抗酸化剤 mito-TEMPO は、放射線

照射後初期（1 時間後）の核 DNA 損傷は抑

制できないが、照射 6 時間後では、核 DNA

損傷とミトコンドリア損傷の両方を抑制す

ることを明らかにした。 これらの結果は、

初期の DNA 損傷は放射線の直接作用で、

ミトコンドリアの酸化ストレスは、関与し

ないが、後期の DNA 損傷を誘導すること

を明らかにした。ATM の阻害剤 KU-55933

や ATM 欠損細胞では、放射線照射後の

γ-H2AX と parkin のフォーカス形成が

抑制されることから、ATM は核 DNA 損傷

の認識と核からミトコンドリアへの損傷シ

グナルの伝播において、重要な働きを持つ

ことが示された。 

上記の研究成果は、英文論文としてまとめ、

雑誌 Cell Cycle に報告した（Cell Cycle. 

2017:16 (24):2345-2354）。 

 

D. 考察 

放射線の生物学的標的である核 DNA 損

傷の生物影響の解析が進められ、DNA 修復、

細胞周期監視機構、細胞死の誘導などの

DNA 損傷応答が明らかにされた。DNA 損

傷応答を実行するためには、エネルギーが

必要で、ミトコンドリア呼吸機能が活性化

する。我々は、放射線照射によるミトコン

ドリアへの影響を解析し、ミトコンドリア

膜電位の増加と COX の活性化によりミト

コンドリアの呼吸機能が亢進することを明

らかにした。ミトコンドリアの活性化の後、

副産物として活性酸素量が増加し、ミトコ

ンドリアに損傷を誘導する。 

ミトコンドリアは、細胞内の活性酸素の

発生源である。呼吸により、ミトコンドリ

ア呼吸鎖複合体 I と III から活性酸素が発

生する。複合体 I では、活性酸素はミトコ

ンドリア DNA があるマトリックスに放出

される。一方、複合体 III からはミトコン

ドリア内膜から両側に活性酸素が放出され

る。我々は、呼吸の阻害のため、ロテノン

または、アンチマイシン A を用いた。ロテ

ノンによるミトコンドリア呼吸鎖複合体 I

での電子伝達系の阻害により活性酸素が増

加する。この活性酸素の増加により、ミト

コンドリア損傷が誘導される。一方、アン

チマイシン A によるミトコンドリア呼吸

鎖複合体 III の阻害では、活性酸素が増加

するにも関わらず、ミトコンドリア損傷は

誘導されない。以上より、我々は、ミトコ

ンドリア損傷の誘導には、呼吸鎖複合体 I 

からの活性酸素が関与することを明らかに

した。 
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急性照射の放射線応答は一過性であるの

に対し、長期分割照射では、慢性的な DNA

損傷応答が誘導される。DNA 損傷応答は、

ミトコンドリアの呼吸機能を活性化する。

副産物として持続的に発生する活性酸素は

細胞内のグルタチオン量を低下させる。こ

のため、過剰な活性酸素は、ミトコンドリ

ア酸化ストレスを誘導する。以上のことか

ら、急性照射と分割照射の照射条件の違い

で、ミトコンドリアの放射線応答が異なる

ことを明らかにした。 

神経幹細胞を用いた解析から、高い DNA

修復効率により、放射線によるミトコンド

リア損傷も起こらないことが示された 

（Cell Cycle 16 (6):565-573, 2017）。神経幹細

胞を増殖因子の添加なしで培養し、分化誘

導した神経細胞では、繊維芽細胞と同様に、

持続的な DNA 損傷応答がミトコンドリア

損傷を誘導することを明らかにした。この

ことから、残存する DNA 損傷が DNA 損傷

応答を誘導し、ミトコンドリアに損傷シグ

ナルが伝わり代謝活性化され、活性酸素の

発生がミトコンドリアに損傷を誘導するこ

とが考えられる。 

ATM は、ミトコンドリアのマイトファジー

にも関与する。ATM の欠損は、マイトファ

ジーの消失、ミトコンドリア機能不全によ

る持続的な酸化ストレスを誘導することが

ATM 欠損マウスの解析により明らかにさ

れている。ATM 欠損細胞では、 放射線照

射後のミトコンドリアの活性化や活性酸素

の増加、parkin のフォーカス形成が観察さ

れない。ミトコンドリアの放射線応答が機

能しないため、ミトコンドリアのフラグメ

ンテ―ションが観察され、細胞死が誘導さ

れる（Cell Cycle 15(8):1099-1107, 2016）。結

果として, ATM 欠損細胞では、放射線に高

感受性を示す。 

ATM は、放射線照射後の核、ミトコンド

リア間のクロストークに関与する。核 DNA

損傷によって、ATM は活性化され、DNA

損傷シグナルを標的分子に伝える。 ATM

は 細 胞 内 の AMP/ATP 量 を 監 視 す る

AMP-activated protein kinase (AMPK)の活性

化や peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma coactivator 1 (PGC1)の発現誘導を

介して、ミトコンドリアの生合成の制御に

関与する。活性酸素は、エネルギー代謝の

副産物として発生する。通常の細胞では、

放射線照射後の活性酸素の増加が観察され

るが、ATM 欠損細胞では、活性酸素の変動

は観察されない。mito-TEMPO によるミト

コンドリアの酸化ストレスの除去により、

放射線照射後の遅い時期に観察される核

DNA 損傷は抑制される(Cell Cycle. 2017:16 

(24):2345-2354）。    

放射線によるミトコンドリア損傷は、酸化

DNAの指標である 8-OHdGの蓄積で観察さ

れる。mtDNA の変異は、呼吸機能の低下と

なり、ミトコンドリアからの活性酸素を増

加させる。ミトコンドリアの機能低下は細

胞のがん化に寄与し、多くのがん細胞で、

正常細胞とは異なるエネルギー代謝異常が報

告され、がん細胞の増殖能獲得や低酸素状

態での細胞増殖の適応に関与している。ま

た、ミトコンドリア酸化ストレスは、がん

の微小環境に影響を与え、がん細胞が生育

しやすい環境を形成することが考えられる。

放射線はミトコンドリアにどのような影響

を及ぼし、放射線発がんに関与するのかを

理解明らかにすることは、ヒトの放射線に

よる健康影響を理解する上で重要である。
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核 DNA 損傷とミトコンドリア損傷は、1 つ

の試料で同時に検出を行うことが出来るた

め、染色に必要な数時間でこれらの指標の

評価が可能であり、より迅速な評価法の確

立が期待される。緊急被ばく時のトリアー

ジのための線量評価法の確立は、早急に検

討が必要な課題であり、本研究で得られた

成果に対する社会への貢献は大きい。この

ため、今後も放射線によるミトコンドリア

への影響について、継続した解析が必要で

ある。  

 

E. 結論 

・急性照射では、1Gy 以上でミトコンドリ

ア酸化損傷が検出され、線量依存的にその

頻度が増加することを明らかにした。 

 

・長期分割照射では、より低線量で、レド

ックス制御異常による活性酸素が蓄積し、

ミトコンドリア損傷を誘導することを明ら

かにした。 

 

・ミトコンドリア損傷はエネルギー代謝に

伴う活性酸素（呼吸鎖複合体 I から発生す

る活性酸素）が原因で、放射線と抗酸化剤

の併用で抑制することが可能である。 

 

・放射線照射後の核、ミトコンドリア間の

相互作用に、ATM が重要な働きを持つこと

を明らかにした。 

 

Ｆ．健康危険情報 

総括研究報告書にまとめて記載 
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