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Abstract 

 
The radiation adaptive response has been shown to be an acquired resistance induced by low dose radiation.  For an 

estimation of radiation risk, however, the effects of prolonged low dose-rate irradiation should be more important.  We 

evaluated the radiation adaptive response induced by low dose-rate radiation in terms of the radiosensitivity of hematopoietic 

stem cells and the amount of initial DNA damage induced by high dose X-rays.  After the low dose-rate irradiation for 60 

days the stem cells showed maximum radioresistance. Initial DNA damage in spleen cells was reduced by pre-irradiation at 

low dose-rate.  These results indicated that the mice responded to the low dose-rate irradiation to develop certain kinds of 

radioresistance. 
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背  景 
 

放射線適応応答は、微量の放射線を事前照射しておくことで、その後の高線量放射線に

対して抵抗性を獲得する現象である。これまでに、事前照射によってマウス個体の生存率の

上昇や造血幹細胞が放射線抵抗性を示すことが確認されているが、いずれも事前照射が

短時間のうちに与えられたものであった。しかしながら、人と放射線との関わりを考えた場合

には、低い線量率で長期間にわたる被ばくの影響を評価することが重要である。 

 

目  的 
 

マウスに低線量率放射線を持続して照射した場合における放射線適応応答誘導の特性

を、内因性脾コロニー1)形成および DNA 損傷量を指標として解析する。 

 

主な成果 
 

1. 1.2 mGy/hr の低線量率放射線を種々の期間照射したマウスに、6 Gy を照射した。60

日間低線量率照射した場合に、内因性脾コロニー数は有意な増加を示した。この結

果から、低線量率放射線の長期照射によっても放射線適応応答を生じることが示され

た（図 1）。 

2. 低線量率放射線を照射したマウスに高線量率放射線を照射し、脾臓細胞に誘発され

る DNA 損傷量を測定した。その結果、高線量放射線のみを照射した場合に比べ、

DNA損傷量が低減した。特に0.5Gyの照射による低減は有意であった。このことから、

DNA 損傷量を指標としても放射線適応応答を生じることが示された（図 2）。 

 

今後の展開 
 

DNA 損傷の低減に関与し、放射線の傷害に対して防護的に働く抗酸化物質の量および

活性の変動、並びにその遺伝子の発現を解析することにより、放射線適応応答の機構解明

を目指す。また、抵抗性の時間経過に興味深い変動が見られるため、照射がさらに長期に

わたった場合の変動を解析する。 

                                                  
1) 内因性脾コロニー：大線量の放射線を照射された場合に生き残った造血幹細胞が脾臓上で形成する結節のこと。

脾コロニー数は放射線被ばく後の生存率に最も相関性が高いと考えられるため、幹細胞の抵抗性の指標となる。 
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図 1： 低線量率事前照射による骨髄幹細胞の抵抗性の誘導 

（A）X 線のみ照射した群に対する低線量率照射群における内因性脾コロニー数の比の変動（＊：P<0.05） 

（B）60 日における脾臓の低線量率事前照射の有無による比較(白く見えるのが脾コロニー) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10 mm 

 事前照射なし 

事前照射あり 

(A) 
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図 2： 低線量率長期照射直後の X 線誘発 DNA 損傷量 

※低線量率照射群は、1.2mGy/hr で 0.5Gy 照射した群。縦軸は DNA 損傷の度合いを示す。(＊:P<0.05) 
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1. 序 論 

 
 放射線適応応答は、予め微量の放射線を照射

することによって、その後の大線量照射に対し

て抵抗性が獲得される現象を指す。これまでに

動物個体の生存率や造血能を指標とした放射線

適応応答が報告されている 1-3)。実験的に放射線

適応応答を確認する方法は、まず予め低線量の

放射線を単発照射し（事前照射）、一定時間経過

後に大線量の放射線を照射する(試験照射)。そ

の後、様々な指標から解析するというのが定法

である。これまで事前照射に低線量率
．．．．

放射線を

用いた放射線適応応答の研究は限られていた

4,5)。しかしながらヒトへの影響の評価を考える

と、放射線作業者や公衆にとって、現実的に低

線量率の長期被ばくを受けることを想定しなけ

ればならない。 

本研究では特に、個体レベルの適応応答現象

について、造血系への影響という観点から検討

した。なぜなら、造血系の放射線被ばくは致死

に関わるために、事前照射によって放射線抵抗

性獲得がなされれば、試験照射後の生存に関わ

る応答に差が見られると考えられるからだ。事

前照射に低線量率
．．．．

放射線を用いた造血幹細胞の

適応応答に関する研究はなされていないため、

重要な知見が得られるものと考えられる。 

そこで、マウス個体に低線量率放射線を長期

照射し、さまざまな経過時間後に試験照射を行

った。試験照射による造血機能への影響を調べ

るために、内因性脾コロニー形成試験 6)を行い、

その変動を調べた。これは、マウスに大線量

(4-6Gy 程度)の放射線を照射すると大部分の骨

髄幹細胞が失われるが、生き残った骨髄造血幹

細胞に由来する細胞が脾臓上で著しく増加し、

結節（コロニー）が観察される現象に基づくも

ので、コロニー数が多いほど造血の回復が早い

と考えられている。そこで、低線量率放射線を

様々な期間長期照射し、試験照射後の脾コロニ

ー数の変動を調べた。 

また、造血能と関連して、幹細胞が正常に増

殖・分化するためには、遺伝子上に生じる損傷

を効率的に修復あるいは防御する仕組みが備わ

っていると考えられる 7)。そこで、前回の報告

書 8)で確立したコメットアッセイ法を用いて、

低線量率長期照射したマウスに高線量率照射し、

DNA 初期損傷量を指標とした適応応答について

も検討した。 

 

2.  材料と方法 
 

2.1 動 物 

  

日本チャールス・リバー株式会社より

C57BL/6N マウス(5-6 週齢・雌)を購入した。マ

ウスは室温約 25 ℃、湿度 50-60 ％に調整した

室内で飼育した。マウスの取扱は、「動物実験お

よび実験動物取扱規則」（平成 13 年 3 月制定）

に則って行った。 

 

2.2 低線量率γ線長期照射 

 

低線量放射線研究センターに設置されている

低線量率長期照射施設において 137Cs-γ線 

(370GBq) の線源から 5 m の距離（空間線量率

1.2 mGy/hr）に１群 5 匹のマウスを入れたケー

ジを設置し、照射を行った。ただし、1 週間の

うち5日、朝9時より10時までは照射を中断し、

必要に応じてケージ交換、エサの補充、給水ビ

ンの交換を行った。エサ、水は自由摂取とし、

照明は 7 時に点灯し、19 時に消灯するサイクル

で行った。 

照射群のマウスは 6-7 週齢から照射を開始し

た。非照射群としてマウスを線源の背後、厚さ

60cm のコンクリート壁を隔てた位置で飼育し

た。非照射群の飼育場所の線量率はバックグラ

ウンドレベルであった 9)。
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2.3 高線量率 X線照射 

 

マウスの照射には日立メディコ株式会社製 

Ｘ線照射装置 MBR-320R を用いた。照射群のマウ

スは専用のホルダーに入れて全身照射を行った。

非照射群のマウスは照射群と同様にホルダーに

入れ、偽照射を行った。内因性脾コロニー形成

のための試験照射は、管電圧 260 kV、管電流 3.3 

mA、0.5 mm Al + 0.3 mm Cu フィルタの条件下

で行い、Ｘ線管と照射台の間隔は550 mmとした。

被照射体位置の空間線量率は 0.46 Gy/min であ

った。X 線誘発 DNA 損傷実験のための照射は、

管電圧 300 kV, 管電流 10 mA, 1 mm Al + 0.5 mm 

Cu フィルタの条件下で行い, X 線管と照射台の

間隔は 550 mm とした。被照射体位置の空間線量

率は 1.6 Gy/min であった。 

 

2.4 内因性脾コロニー形成試験 

  

内因性脾コロニー形成試験は米澤らの報告 6)

に準じて行った。低線量率放射線を照射したマ

ウス(低線量率照射群)および非照射対照群のマ

ウスを上述の条件で X 線照射し、その後、照射

せずに飼育した。照射から 12 日目に屠殺して体

重を測定した。その後、脾臓を摘出し、湿重量

を測定した。脾臓は直ちにブアン液中で固定す

ることで、脾臓表面上に観察されるコロニーを

可視化させた。固定の翌日に、表面のコロニー

数を 3 回計数し、脾臓あたりのコロニーの平均

値を求めた。全てのマウスで同様の計数を行い、

処理群ごとに脾コロニー数の平均値と標準偏差

を算出した。 

 

2.5 DNA 損傷量の評価 

  

DNA 損傷の程度は、以前我々が用いたコメッ

トアッセイを用いて評価した 8)。簡単に述べる

と、脾臓細胞懸濁液 100 μl と 40 ℃の低融点

アガロースゲル 100 μl を混和し、CometSlide 

(TREVIGEN) 上で固化させ、スライドを細胞溶解

後に洗浄液で洗浄した。次に、15 V, 40 mA で

25 分間の電気泳動を行い、泳動後、スライドを

超純水で中和し、固定後、SYBR Green I

（Molecular Probe）で染色した。盲検的にスラ

イドを落射蛍光顕微鏡（オリンパス）で画像と

して保存し、コメット像毎に tail moment を解

析した。 1 個体 1 スライドの標本を作製し、ス

ライド中 200 個の像を解析した。 

 

2.6 統計学的処理 

 

処理群間の有意差検定は Welch の t 検定を用

いて評価した。 

 

3. 結 果 
 

3.1 内因性脾コロニー数の線量依存性 

  

内因性脾コロニーを計数する上で、最適な線

量を調べた(図 1 A, B)。 17 週齢のマウスに X

線を 5.0, 5.5, 5.75, 6.0, 6.25, 6.5, 7.0 Gy

照射し(各々で n=5)、解剖時の体重と脾臓の湿

重量の比を調べたところ、照射線量が増加する

に従い体重あたりの脾臓重量が減少した(図 1 

A)。その時の脾コロニー数は線量依存的に減少

した(図 1 B)。コロニーの変動を計数する基準

として適当な、脾臓あたり約 10 個が期待される

線量は、図の近似曲線から、ほぼ6 Gyであった。

従って、以後の試験照射は全て 6 Gy とした。 

 

3.2 低線量率長期照射による脾コロニ

ー数の変動 

 

表 1 は 1.2 mGy/hr のγ線を 7-8 週齢から 30, 

50, 60, 70, 90 日間照射し、それぞれ 6.0 Gy

の X 線を照射した場合の脾コロニー数を示す。
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30 日照射群で若干のコロニー増加が観察され

た。その後、50 日照射群では低線量率非照射群

と同程度に戻ったものの、60 日照射群は試験照

射のみと比較して有意に増加した。このときの

脾臓標本を図 2 に示す。60 日照射群で増加のピ

ークが見られたものの、70 日照射群で減少し、

90 日照射群になると対照群と同程度を示した。

低線量率照射後に試験照射をした群の脾コロニ

ー数から、同期間偽照射した後、試験照射のみ

を行った群の脾コロニー数との比をとり、低線

量率照射期間に対してプロットしたものを図 3

に表す。60 日照射群は、非照射群に比べて統計

学的に有意な増加を示した(p<0.05)。 

 

3.3 事前照射による X 線誘発 DNA 損傷

量への影響 

  

図 4 は、1.2 mGy/hr で 0.5 Gy まで照射した

図 1 脾臓重量の体重あたりの百分率および内因性脾コロニー形成の検量線 

Fig.1 A percentage of spleen weight per body and a standard curve for endogenous CFU-S assay 
17 週齢時に X 線を照射して、（A）12 日経過後に解剖したときの体重あたりの脾臓重量（％） 
と（B）脾臓あたりの内因性日脾コロニー数（平均値±標準偏差） 

表 1 低線量率長期照射で事前照射した場合の内因性脾コロニー数の変動（単位：個） 
Table. 1 A variation of endogenous spleen colonies by various low dose-rate pre-irradiation period. 
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マウスに前述の条件で X 線を 0.5, 1, 2 Gy 照射

した場合の、マウス脾臓細胞における DNA 初期

損傷量を表す。ここで、脾コロニー形成試験の

場合の試験照射とこの場合の X 線の照射条件が

異なるのは、DNA 初期損傷の量を比較するため

であり、照射時間中における DNA の修復を考慮

し、照射時間をより短く出来る高線量率の条件

を適用した理由による。図 4 の結果から、低線

量率長期照射を行っているにも関わらず、X 線

照射後の初期損傷量は、どの線量においても、X

線のみを照射したマウス脾臓細胞の DNA 損傷量

よりも相対的に小さくなった。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図 3 低線量率照射期間に対する内因性脾コロニー数平均値の比の関係 
Fig.3  A ration of mean value of endogenous spleen colonies among low dose-rate irradiation period. 

(*:p<0.05, Welch の t 検定) 

図 2 低線量率 60 日間照射郡の内因性脾コロニー写真 
Fig.2 An example exhibited endogenous colonies at 60-day low dose-rate irradiation. 
写真で白く見える個々の結節がコロニー。全表面上に観察されるコロニーを計数した。 
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4. 考 察 
 

4.1 内因性脾コロニー形成試験の妥当

性 

  

C57BL マウスに 6.5 Gy の X 線を照射すると、

80%が 20 日以内に死亡する 10)。これは高線量の

放射線によって造血幹細胞が失われるために起

こる死で、骨髄死あるいは造血死として知られ

ている 11)。ところが線量がこれより低い場合、

死を免れた造血幹細胞の数と造血刺激の程度に

依存して、骨髄から血液を経て移動した幹細胞

(正確には CFU-S 細胞)が、脾臓上でコロニーを

形成し、造血を行うようになる 6, 12, 13)。すなわ

ち、脾コロニーはそれぞれが 1 つの骨髄幹細胞

から生じたものである 14)。脾コロニーの発見の

経緯は、致死線量を照射したマウスに、別のマ

ウスから採取した骨髄を移植した際に観察され

たのが最初 14)であり、それは骨髄細胞の由来か

ら外因性の脾コロニーと呼ばれる。これに対し、

本研究で観察しているのは、内因性の脾コロニ

ーと呼ばれる。内因性の脾コロニーは、自己の

幹細胞に由来し、それ自身も試験照射されてい

るため、骨髄幹細胞の感受性、すなわち DNA 損

傷の防護能や修復能の影響をも反映していると

考えられる。そのため、外因性の脾コロニー形

成試験では得られない、個体レベルの生物応答

現象として検出できるという大きな利点がある。 

 

4.2 内因性脾コロニーを指標とした放

射線適応応答 

 

本研究では、照射期間が 60 日(積算線量で約

1.3 Gy)の時に脾コロニー数が増加した(図 3)。

この脾コロニー数の増加すなわち放射線抵抗性

の誘導を規定しているのが、積算線量なのかあ

るいは照射日数なのか、あるいはその両者なの

かついては今後線量率と照射期間を変えた条件

で検討することにより明らかになるであろう。

米澤ら 3)は C57BL マウスに 0.05 Gy の X 線事前

図 4 低線量率前照射したマウス脾臓細胞における高線量率放射線が誘発する DNA 初期損傷量 
Fig.4 DNA initial damage induced by high dose-rate irradiation on spleen of low dose-rate irradiated mice. 

(*: P<0.05, Welch の t 検定) 



 －6－

照射で見られる抵抗性の獲得(大線量照射後の

生存率の上昇)が約 60 日後であることを報告し

ている。また、6 週令の ICR マウスに 0.05-0.1Gy

の低線量 X 線を照射した場合、60 日後に放射線

抵抗性が獲得される報告もある 15)。そのため、

この 60 日間というのは、微量の放射線を感知し、

抵抗性を獲得する何らかの機構が生じるまでに

必要な時間であるとも考えられる。一方で、図

3 の変動パターンから、程度の大きさはあるも

のの、低線量率照射から 30, 60 日に抵抗性を獲

得する時期が生じるようにも見える。このこと

は、低線量率の照射期間中に骨髄幹細胞の感受

性が変化しうることを示唆している。Smirnova

らは、低線量率長期照射期間とマウスの放射線

感受性の関係をモデル計算から評価し、造血系

の放射線感受性は細胞の機能・分化状態(成熟

度)によって異なり、細胞数が変動することを報

告した 16)。細胞の機能・分化による変動は、骨

髄幹細胞の変動を反映しているものと考えられ

るため、本研究の結果と関連があると思われる。

これに関しては、低線量放射線によって造血幹

細胞の回復が早くなるが造血幹細胞は増加しな

い 15)ことから、低線量率放射線による幹細胞の

変動は感受性の変動であると考えられよう。加

えて興味深いことは、図 3 の変動が、さらに照

射を続けた場合にどのような変動を示すかであ

り、生体内の骨髄幹細胞の感受性変動に端を発

する現象の解明について、今後検討していく必

要がある。また、図 3 が示すもう一つ重要な点

は、試験した 90 日までの長期照射期間を通して、

脾コロニー数が低線量率を照射しない群に比べ

てほぼ増加の傾向が見られ、低線量率を長期照

射しても、造血能の極端な低下が見られなかっ

たことであろう。このことは、1.2 mGy/hr の低

線量率では、造血機能に本質的な悪影響がない

ことを示し、線量率効果のひとつの表れである

と考えられる。これに関しては、長期照射を行

ったマウスから骨髄細胞を採取し、機能的な障

害の有無について調べることも重要である。 

 

4.3 DNA 損傷を指標とした放射線適応

応答 

  

前回の報告書で、低線量率放射線照射によっ

てマウス脾臓細胞における DNA 損傷量に放射線

抵抗性が見られる傾向があることを述べた 8)。

同じ手法を用いて、X 線の線量を変えたところ、

X 線によって誘発される DNA 初期損傷の量が、X

線照射のみと比べて相対的に減少することが示

された(図 4)。放射線による DNA の直接的な切

断数は線量に比例して増えることは知られてい

る 17, 18)。しかし、DNA を損傷させる他の要因、

例えば放射線が誘発した活性酸素種などによる

間接(二次)的な損傷は、抗酸化物質などによっ

て低減しうると考えられる。従って、初期損傷

量の減少は、このような抗酸化物質の活性化に

伴って生じた可能性がある。Takahashi らは、

低線量率で事前照射をすることによりマウス脾

臓のアポトーシスを抑制させることを報告して

いる 4)。本研究の結果が、低線量率の事前照射

に試験照射直後の DNA 損傷量を低減する効果を

誘導していることから、初期損傷量の低下が結

果的にアポトーシスの抑制を誘導していること

が考えられる。 

また、分子生物学的手法によって、放射線適

応応答に関与する分子が数多く特定され 19-24)、

抗酸化物質など、様々な遺伝子が活性化(発現量

の変化)することも分かってきた 25, 26)。抗酸化物

質の遺伝子もそのひとつであり、事前照射の刺

激によって発現量変化が見られた報告がある 26)。

しかし、それらは事前照射として高線量率の放

射線を照射した結果である。遺伝子の発現量は、

線量率によって異なるということが我々の研究

によって明らかにされた 27)ため、適応応答の機

構解明には線量率という要素も重要である。現

在、抗酸化物質を中心に発現量に及ぼす線量率
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効果の研究も進めており、今後は、さまざまな

線量率から活性化される遺伝子を特定し、どの

程度まで DNA 損傷量を低減させうるかを明らか

にする。 

 

5. 結 論 
  

低線量率放射線の連続照射によっても、骨髄

幹細胞の感受性という指標から放射線適応応答

が生じることが明らかとなった。この現象の背

景には、放射線による DNA 損傷を防護する機構

が活性化していることが示唆され、抗酸化機能

の増強や、種々の遺伝子の活性化が考えられた。

それらが線量率に応じてどのような機構で相互

作用するかについて、特に遺伝子の活性度の点

から解明することが必要である。一方で、前照

射が一回照射の場合でも見られたように、適応

応答には応答の強さや発現する時期に特異性が

あることが分かった。これが、総線量によるも

のか、あるいは照射の時間に依存するものか、

あるいはその両者であるかが明らかになれば、

適応応答の機構解明につながるものとなろう。 
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