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研究成果の概要（和文）：放射線は、低線量であっても線量に比例した数の変異細胞を直接に作り、線量に比例
したがんリスクにつながると考えられている。このような仮説を直接的に証明するには、発がんの原因となる変
異を持つ細胞を可視化することが有用であり、そのような技術を確立するためには、発がん原因遺伝子変異が生
じるゲノム内の場所を予想可能な、遺伝子ノックアウトのような放射線発がん動物モデルが必要である。本研究
では、放射線を照射した後にがんが誘発されやすい新たな遺伝子ノックアウトラット乳がんモデルを確立した。

研究成果の概要（英文）：Ionizing radiation is considered to produce mutant somatic cells, the number
 of which is proportional to the radiation dose, resulting in cancer risk that is proportional to 
the dose. A direct proof of this hypothesis would be facilitated by visualization of somatic cells 
harboring cancer-causing mutations. Establishment of such technology will be dependent on the 
development of animal carcinogenesis models where the cancer-causing mutation is locatable in the 
genome of somatic cells, like genetic knockout models. To this end, the current project succeeded in
 establishing a novel knockout rat model with increased cancer susceptibility after exposure to 
ionizing radiation. 

研究分野：放射線生物学

キーワード： 放射線影響　発がん　変異　遺伝子改変ラット

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
医療、職業、環境等に由来する低線量放射線のリスクを正確に評価するに当たっては、放射線が作る変異細胞の
数が線量に比例し、その比例性が保たれたままがんリスクにつながるという仮定が正しいかどうかを証明すると
ころにボトルネックがある。本研究で開発した動物モデルは、この仮定を証明するための要素技術になる。ま
た、開発したモデルは、家族性腫瘍症候群の動物モデルとして、診断・治療・予防の研究開発に役立つことが期
待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１. 研究開始当初の背景 
様々な動物モデルを用いた実験で、放射線が誘発したがんには欠失変異が共通することが知

られる。このような変異を持つ細胞は、放射線被ばく後の比較的早期から存在し、その中の一部
が実際にがんに進展すると考えられているが、それを直接示すことは血液系腫瘍を除いては困
難であった。生命科学では、動物体内における様々なイメージング技術が進展しているが、放射
線発がんに関連する変異のイメージングには取り入れられていない。申請者は、血液系腫瘍以外
のモデルであるラット乳がんモデルに関して知見を積み重ねてきた実績がある。従って、このモ
デルにおける発がん関連変異の可視化に向けた技術開発が、急務である。 

 
２. 研究の目的 
放射線が作ったがん関連変異を持つ細胞を可視化することを目指し、重要な要素技術となる

ラット乳がんモデルを開発する。 
 

３. 研究の方法 
すべての動物実験及び遺伝子組換え実験は、実施者の所属研究機関の承認を得て、動物福祉、

生命倫理、環境保全への配慮の下に行った。 
 

(1) 既存発がんモデルの評価 
① 遺伝的背景の変更 
乳がんを高い頻度で発症する Sprague-Dawley 系統を遺伝的背景に持つ Brca1 遺伝子変異ラ

ットを使用した。乳がんをほとんど発症しない Copenhagen 系統との雑種第一代の作製は、購
入した Copenhagen 系統雄ラットとの自然交配により実施した。乳がんを低い頻度で発症する
Lewis 系統へのコンジェニック系統の作製は、外部購入した LEW 系統雌雄動物との 12 世代以
上の自然交配によって実施した。変異ラットの一部について、保存のために凍結胚及び凍結精子
を作製した。 

 
② 発がん処理 
ラットに Cs-137γ線（0.1～2Gy）を全身照射、あるいは発がん化学物質である 1-メチル-1-ニ

トロソ尿素（MNU）を腹腔内投与（25 あるいは 50mg/kg）、あるいは無処置とした。 
 
③ 発がん評価 
ラットの乳腺腫瘍の触診を週に１回の頻度で実施した。触知された病変の長径が約 2cm を超

えた時点で生検試料を採取し、病理学的評価を行った。乳がんと診断された個体及び倫理的観点
に基づいて設定した人道的エンドポイントに到達した個体を解剖して、すべての病変を採取し、
凍結保存及び乳腺腫瘍の最終的な病理学的評価を行った。触診及び病理学的評価の結果をカプ
ラン・マイヤー法によって可視化し、ログランク検定及びコックス回帰分析を行って、触知可能
な乳がんの発生を評価した。 

 
④ 腫瘍の遺伝子変異解析 
ホルマリン固定パラフィン包埋検体及び凍結検体から薄切試料を作製し、レーザーマイクロ

ダイセクション法によって採取した腫瘍細胞から DNA を抽出した。リアルタイム PCR 法によ
って野生型 Brca1 DNA と変異体 DNA を定量した。標準検体としては、野生型 DNA 及び変異
体 DNA と同一の配列を持つ合成 DNA を購入して、様々な比率で混合して用いた。腫瘍検体に
おける野生型 DNA の比率の減少をヘテロ接合性消失と定義して、その状態を解析した。 

 
(2) 新規発がんモデルの作製 
ノックインに使用する蛍光タンパク質の DNA コンストラクトは、外部から購入した。ラット

Tp53 遺伝子配列に対するガイド RNA 及び単鎖オリゴデオキシヌクレオチドは、合成されたも
のを購入した。これらをインジェクション法もしくはエレクトロポレーション法によって受精
卵に導入した後、発生の進行した胚を里親の子宮内へ移植した。出産されたラットにおける変異
の導入は、PCR 及びサンガーシーケンシングにより確認した。 
 

４. 研究成果 
研究開始に当たって、欠失変異が起こる領域に転写抑制因子遺伝子を導入して、別途用意する

蛍光タンパク質遺伝子の発現をシスに調節させることにより、蛍光タンパク質発現が欠失変異
によって増加する仕組みの使用可能性を調査した。その結果、文献上では培養細胞を用いた実験
でそのような成功例が報告されているものの、当該文献の報告者に聴取を行ったところ、動物個
体に同一の仕組みを適用する過程で研究遂行上の障害が生じていることがわかった。そこで、よ
り実施可能性が高い方式である、蛍光タンパク質発現が欠失変異によって減少する仕組みの確
立に向けた技術開発を実施し、以下の成果を得た。 

 
(1) 既存発がんモデルの評価 
放射線誘発がんにおいて欠失変異が一定の領域に生じるためには、がん抑制遺伝子の変異を



ヘテロ接合性に有するモデルを用いるとよいことが、髄芽腫、腸管腫瘍等の例で知られている。
そこで、乳がんに関連するがん抑制遺伝子である Brca1 の変異を有するヘテロ接合体ラットを
使用して、以下のように、放射線発がん感受性及び誘発腫瘍における欠失変異を示唆する証拠
（ヘテロ接合性の消失）を解析した。 

 
① 放射線照射週齢の検討 
幼若期または成体期に放射線を照射した後、乳がん発生率は、ヘテロ接合体ラットにおいて野

生型ラットより高い傾向が見られたが、観察期間全体のデータを解析すると、その差は有意では
なかった。両ラットの発生率の差は観察期間の中盤で拡大する傾向があったため、40～80 週齢
の両年齢の照射群のデータを、統計モデルを用いたコックス回帰分析によって解析したところ、
両ラットの発生率の間には、約３倍の有意なリスクの違いが見られた。週齢間の差異は非有意で
あった。 

 
図１ ヘテロ接合体（KO）及び野生型（WT）ラットに、無処置（CTRL）もしくは幼若期（3W）

あるいは成体期（7W）に 2Gy のγ線を照射した後の、触知乳がんの発生。 
 
② 発がん処理の検討 
成体期に MNU を投与した後、乳がん発生率は、ヘテロ接合体ラットにおいて野生型ラット

より高いという一貫した傾向は見られなかった。 

 
図２ ヘテロ接合体（KO）及び野生型（WT）ラットに、無処置（CTRL）もしくは成体期に

MNU を 25 もしくは 50 mg/kg 投与した後の、触知乳がんの発生。 
 
③ 遺伝的背景の検討 
Sprague-Dawley 系統と Copenhagen 系統の雑種第一代の成体期に放射線を照射した後、乳

がん発生率は、ヘテロ接合体ラットにおいて野生型ラットより高いという一貫した傾向は見ら
れなかった。LEW 系統へのコンジェニック系統の成体期に放射線を照射した後、乳がん発生率
は、ヘテロ接合体において野生型より高い傾向が見られるが、現在までのところその差は有意で
はない。 

 
④ 誘発腫瘍におけるヘテロ接合性 
上記①において、ヘテロ接合体と野生型で発生率の差が有意に大きい期間に注目して、この期

間に発生した腫瘍におけるがん抑制遺伝子（改変遺伝子の正常な対立遺伝子）の状態を解析した
ところ、腫瘍において正常遺伝子が欠失している証拠は得られなかった。そのため、このモデル
を元に変異細胞を可視化するためには、欠失する領域に蛍光タンパク質レポーター遺伝子をノ



ックインするという単純な方法ではなく、下流のシグナル伝達系を利用する等の別の方式が必
要となることがわかった。 
 
(2) 新規発がんモデルの作製 
① ノックインデザイン 
がん抑制遺伝子である Tp53 遺伝子の変異をヘテロ接合性に持つ発がんモデル動物を基本に、

２種類の蛍光タンパクを野生型アリル及び変異アリルの近傍にノックインして、野生型アリル
が欠失し変異アリルが保持された細胞を蛍光の変化に基づいて検出するシステムの設計を考案
した。 

 
② ノックイン実験 
蛍光タンパク質遺伝子をノックインする標的領域として、目的遺伝子のエクソン 2 内部を切

断し、(i)切断部位への蛍光タンパク質ノックイン、(ii)エクソン 2 への点変異導入によるノック
アウトが得られることを想定した実験を行った。その結果、ノックイン個体を得ることができた
（図４）。しかし、この個体は生殖可能に至る前に腫瘍を発症して死亡するという表現型を有し
ていた。その原因として、ゲノム編集の効率が予想以上に高く、両アリルがノックインもしくは
ノックアウトされたホモ欠損個体が作製されていることが考えられた。 

 

 

  
図４ ノックイン後配列及び PCR プライマーの位置（上段）、プライマーF1 と R1（下段左、

1630bp）、F2 と R2（下段右、523bp）による確認結果。4 がノックインに成功した個体。M は
分子量マーカー、WT は野生型個体、P は陽性対照（ノックインに用いた DNA）。 

 
そこで、エクソン 3 を挟むイントロンを２カ所切断することによって、ノックインに成功し

なかったアリルで機能欠損が起こらないようにデザインを変更して実験を行った。その結果、ノ
ックイン個体を複数得ることに成功した。 

 

 

  

図５ ノックイン後配列及び PCR プライマーの位置（上段）、プライマーF2 と R2（下段左、
523bp）、F2 と R3（下段右、1990bp）による確認結果。7, 8, 10 がノックインに成功した個体。
M は分子量マーカー、W は野生型個体、P は陽性対照（ノックインに用いた DNA）。 

 
(3) まとめ 

以上のように、１系統のラットについて、放射線ががん化させた細胞の可視化に使用できる性
質を持つかどうかを評価し終えた。加えて、同様の研究開発に使用できる可能性を持つ新たなラ
ットを作製することできた。 
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