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１．はじめに

　高線量の放射線の健康への影響に関しては，疫学的な
調査や様々な実験から生体応答のメカニズムが着目され
ているが，癌がその終着点として示されていることが多
い．一方低線量放射線の影響は，それが現れるのに時間
がかかることによる疫学的な調査の不足や，表に現れる
変化が軽微なために，主に個人間の生活様式の違い，遺
伝的背景といった複合的な要因により隠れてしまうこと
から捉えることが困難とされている [1]．
　広島・長崎の原爆被爆者の疫学調査の結果からは，被
ばく線量が 0.1Sv を超えるあたりから，被爆線量に依存
して発がんのリスクが増加することが示されている．し
かし，0.1Gy 以下では発がんリスクと放射線影響との相
関が見られていない [2] ことや，UNSCER（原子力の影響
に関する国連科学委員会）2006 年報告書 [3] で 0.1Gy 以
下が低線量放射線と定義されていることから，一般的に
0.1Gy 以下の線量が低線量放射線として扱われる．
　細胞内の DNA が放射線の主な標的とされ，その照射に
よって損傷を引き起こすことがわかっている．その中で
も，DNA double-strand breaks（DSBs）が引き起こされ

ると，突然変異や染色体異常のような有害な影響につな
がる [4]．
　近年では，低線量放射線を用いる画像診断や治療の進
展により，低線量放射線の生物学的影響が着目され始め
ている．しかし，低線量放射線の影響を直接的に評価す
る方法が無いために，健康リスクに関しては解明されて
いないことが多い．低線量放射線の影響を予測するにあ
たり，linear no-threshold（LNT）モデルが用いられてい
ることが多い．LNT モデルは，高線量放射線と低線量放
射線の影響に関して区別が明確にされていないため，低
線量放射線によって引き起こされる生物学的な過程の根
本が高線量放射線と同じであるとし，高線量放射線の影
響を低線量放射線に対して外挿するという考え方である
[5]．
　低線量放射線の影響として現状として提言されている
説には，ストレス応答，適応応答（adaptive response），
バイスタンダー効果，染色体不安定性の増加，放射線超
感受性などが挙げられる [6]．
　表 1に身の回りの放射線被ばく量の目安を記した．
　がん治療において，細胞周期チェックポイントや DNA
修復機構における機能停止状態といった放射線感受性が
増加するタイミングで放射線治療を行うと，修復不可能
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な DNA の蓄積や，細胞死が誘導される．しかし，放射線
治療においては特定のがん細胞一点にのみ照射を行う事
は難しく，周囲の細胞，組織にも放射線が照射されるこ
ととなる [7]．そのために，放射線治療の副作用として，
倦怠感，皮膚反応が生じることがある [8]．
　一方，検査を目的とする低線量の医療被ばくにおいて
は，被ばくする個人に直接的な便益をもたらすことから
線量限度は設けられていないが，これらの医原性低線量
被ばくの影響に関しての理解，知見が求められている．
　放射線治療に伴う高線量被ばくによる皮膚障害につい
ては数多くの研究がなされているが，CT ガイド下の生検
など医原性の低線量放射線が及ぼす影響については未だ
十分な知見は得られていない．また，低線量放射線被ば
くが免疫系に与える影響に関しても知見は乏しい．そこ
で，本研究では低線量放射線による皮膚炎症性変化に関
与すると考えられる肥満細胞に焦点をあてて，ヒト表皮
角化細胞との共培養条件下での低線量放射線被ばく後の
変化を明らかにすることを目的とした．0.01Gy，0.1Gy，
0.5Gy，1Gy の放射線を肥満細胞に照射し，低線量放射線
照射特有の影響や線量の違いによる細胞内タンパク質の
状態（存在量，翻訳後修飾，等）の変化を検討した．

２．低レベル放射線照射の影響のプロテ
オミクスによる解析

　照射後培養時間 30 分間のタイムコースの LAD2 単独
培養サンプルに関して Control，0.01Gy，0.1Gy，0.5Gy，
1Gy の 5 種類のサンプル，LAD2-HPK 共培養サンプルに
関して Control，0.01Gy，0.1Gy，1Gy の 4 種類のサンプ
ルの二次元電気泳動を行った．
　次に，得られた二次元電気泳動像から放射線照射によっ
てタンパク質の存在量，または，修飾に有意な変化のあ
るスポットの探索を行った．本解析では変化量の閾値を
1.2 倍以上，あるいは，1/1.2 倍以下とした．
　【Control vs 0.01Gy 照 射 】，【Control vs 0.1Gy 照 射 】

【Control vs 0.5 Gy 照射】【Control vs 1 Gy 照射】のそれ
ぞれを比較した．それぞれ 4 回の試行（N=4）で，有意
な変化に関して，少なくとも再現が１回でも見られたも
のを有意なスポットとした．

表 1　身の回りの放射線被ばく量目安．
環境省（自然・人工放射線からの被ばく線量），放射線医学研究所（放射線被曝の早見図）をもとに作成した．

　照射線量が増加するにつれ，コントロールサンプルと
比較し発現量が増加するスポット数は増加していく一方，
発現量が減少するスポット数は減少していくことが分
かった．
　LAD2 単独培養サンプルにおいて 0.01Gy の放射線照
射により有意な変化を示した 20 個のスポット，同様に
LAD2-HPK 共培養サンプルにおいて 0.01Gy の放射線照射
により有意な変化を示した 29 個のスポットを同定した．
図 4，図 5にそのスポットの位置と表 2に同定したタン
パク質名の一部を示す．
　炎症関連タンパク質については，炎症反応促進タンパ
ク質 calgranulin B（S100A9_HUMAN）の発現が線量依
存的に増加した一方，免疫反応抑制に作用するタンパク
質 Fibrinogen-Like 2（FGL2_HUMAN）の発現は 0.01Gy
で増加，1Gy で減少した．HPK との共培養 LAD2 では抗
炎症タンパク質である Serpin B1（ILEU_HUMAN）の線
量依存的増加を認めた（図 6）．

３．考察

　LAD2 単独培養サンプルにおけるコントロールサンプル
と放射線照射サンプルとの比較解析において，0，01Gy，
0.1Gy，0.5Gy，1Gy の 順 に 1.2 倍 以 上 の 増 加 を 示 し た
スポット数は，20，41，59，57spots と増加傾向にあ
り，1/1.2 倍以上の減少を示したスポット数は，47，29，
29，28spots と減少傾向にあった．この結果は，0.01Gy
と 0.1Gy との間で，放射線照射に対する肥満細胞の応答
が起きていることを示す．一般に，低線量放射線は 0.1Gy
以下の線量と考えられているが，LAD2 細胞においては
0.01Gy ～ 0.1Gy の低線量被ばくによって発現量が変化す
る細胞内タンパク質が存在すると考えられる．この傾向
は，HPK と共培養した LAD2 においても同様であり，0，
01Gy，0.1Gy，1Gy の順に閾値以上の増加を示したスポッ
ト数は，43，99，85spots と増加傾向にあり，減少を示
したスポット数は，59，25，25spots と減少傾向にあっ
た．また，LAD2 単独培養時と比較し，HPK と共培養し
た LAD2 においては閾値以上に変化したスポット数が増
加，減少共に多くなっている．このことから，共培養条
件下では LAD2 と HPK が相互作用を及ぼしあうことで，
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図 1　LAD2 単独培養の照射後培養時間 30 分における二次元電気泳動像
A）Control，B）0.01Gy，C）0.1Gy，D）0.5Gy，E）1Gy

図 2　HPK と共培養した LAD2 の照射後培養時間 30 分における二次元電気泳動像
A）Control，B）0.01Gy，C）0.1Gy，D）1Gy
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図 4　LAD2 単独培養サンプルにおいて同定したスポットの位置
（ゲルは LAD2 単独培養，コントロールサンプル）

図 3　2群間の解析において有意な変化を示したスポット数
両端は閾値以上の変化を示したスポット数，共通部分は閾値内の変化を示しているスポット数．

共通部分は，4回の試行（N＝ 4）の平均値±：標準誤差
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図 5　HPK と共培養した LAD2 サンプルにおいて同定したスポットの位置
（ゲルはHPK と共培養した LAD2，コントロールサンプル）

表 2

図 6　同定結果の他線量ポイントにおける変化量推移
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細胞内での放射線照射に対する応答が活発になっている
ことが考えられる．
　放射線照射に伴い二次元電気泳動像上で閾値以上に変
化した 49 スポットの同定結果から放射線照射により肥満
細胞で起きている生化学反応を考察した．

・適応応答（Adaptive Response）

　低線量領域において，線量依存的な動きをするタンパ
ク質や低線量領域においてのみ変化量が異なるタンパク
質が存在した．そして，炎症に関与する肥満細胞では，
0.01Gy レベルの低線量放射線によって Protein S100-A9，
Fibroleukin の発現量が変化し，これらの変化量パターン
は，炎症抑制効果を示唆するものであった．さらに表皮
角化細胞との共存下では，Leukocyte elastase inhibitor の
変化量パターンより炎症抑制が線量依存的に強まる可能
性が示唆された．これらはいずれも低線量放射線に特徴
的な適応応答（adaptive response）であると考えられた．
　適応応答とは，高線量の放射線を照射する前に低線量
の放射線を照射すると生体防御機能が強まり，染色体異
常の頻度が下がる [9] 等放射線の影響を緩和するとされる
応答である [10]．生体防御機能の獲得にあたり，新規タ
ンパク質の合成あるいは，既存のタンパク質の活性化を
介すると考えられるが，本実験における照射後培養時間
30 分のポイントでは新規タンパク質の合成による変化は
大きく動いていないと推測されるため，既存のタンパク
質の活性化を介していると考えられる．

・解糖系への代謝転換

　また，解糖系に関与する２つのタンパク質 α-enolase，
Pyruvate kinase PKM が低線量被ばく後に発現量が増加
し，1Gy の線量においては発現量の減少を認めた．先行
研究において，低線量放射線照射により代謝転換が起こ
り，その結果適応応答が生じる [11] という報告がある．
本研究の結果は，これと矛盾しないものであった．また，
低酸素条件下で低線量放射線に曝露した細胞は，ミトコ
ンドリアの酸化的リン酸化から解糖系への代謝転換を行
うようになり，低線量放射線による適応応答が生じてス
トレス耐性を示すというという． 本研究では，解糖系に
関わるタンパク質である Triosephosphate isomerase の変
化に関して，0.01Gy のポイントではタンパク質量が増加
し，線量依存的に減少するという変化を追うことができ
た．これは，低線量放射線による解糖系の亢進を示唆す
るものと考えられた．

・単独培養サンプルと共培養サンプルに関して

　DAVID によるパスウェイ解析の結果から単独培養サン
プルでは細胞骨格の調節，共培養サンプルでは接着融合，

白血球内皮移動といったパスウェイが動いていることが
示唆された．共培養サンプルにおいてはそこから反応が
進み，接着融合，内皮移動の動きが起きていると考えら
れる．ケラチノサイトにはヒスタミンやケモカインを分
泌するという報告がある [12][13]．ヒスタミンは細胞接
着に影響を及ぼすという効果があり [14][15]，ケモカイ
ンは主に白血球に作用する分子として知られている低分
子量の塩基性分泌タンパク質で，ケモカインにより細胞
の運動性が向上することが知られている [17]．放射線照
射により，肥満細胞の接着，運動能の向上により細胞間
の接着力が向上することで，情報伝達能が向上すること
が示唆されている [18]．つまり，低線量放射線による適
応応答には近傍の細胞との情報伝達能の亢進が関与して
いる可能性が示唆された．

４．NIMS における高感度，かつ，高精
度なタンパク質の同定と高性能二次元電
気泳動の連携による次世代プロテオミク
スについて

　生体システムの構成因子（タンパク質）を網羅的，か
つ，俯瞰的に眺めるプロテオミクスは究極のプロファイ
リング法であるが，これまでは解析に時間がかかり，大
量の検体を要し，また，多数のデータ間の比較が難しかっ
たことからその適用範囲は限られていた．その難点を克服
してプロテオミクスの適用範囲を拡げるために，東工大・
林研究室では，独自にハイスループット，高感度，高再
現性を有する高性能二次元電気泳動法を開発し，基礎か
ら臨床におけるプロテオミクス研究を展開している．こ
の新たな手法により，これまでは検出が難しかった有意
な微量タンパク質を，その二次元電気泳動ゲル上のスポッ
トの変化として捉えるのに成功しているが，汎用のシステ
ムではその同定が難しかった．しかしながら，今回は，低
線量放射線を照射した細胞で生じる，微小ではあるが，多
彩，かつ，それらの総体が生体反応としては非常に重要な
タンパク質の変化を捉えるのに成功した．そのなかでも，
NIMS の高性能タンパク質同定システムにより，もっとも
微小なスポット（23.1 fmol）の高い精度（mascot score：
1196.046111）での同定に成功したことは特筆に値する．

５．今後の展望

　先に開発した高性能二次元電気泳動法は，その高感度
性能故に汎用の装置では当該手法で検出した全ての有意
なタンパク質が同定出来なかった．今回，NIMS の質量分
析システムの高感度，かつ，高精度でのタンパク質同定
能力を駆使すれば，当該高性能二次元電気泳動法の能力
を最大限に発揮出来ることがわかり，両者の連携による
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高性能プロテオミクスの適用範囲の拡充が今後は非常に
期待される．
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