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研究成果の概要（和文）：本研究は、放射線誘発甲状腺がんラットモデルを用い、正常組織からがん発生までの
遺伝子発現プロフィールを網羅的に解析し、個別の放射線リスク評価のための腫瘍化特異的バイオマーカーを同
定することを目的とした。遺伝子発現はmicroarray解析し、候補遺伝子の発現を定量PCRで確認、さらに盲検的
検証実験を行った。結果として、被曝甲状腺では前がん状態から多数の分子の発現異常が観られた。特にCDKN1a
は有意な候補分子で、11.7倍以上をcutoff値にすると、感度60%、特異度100％で被曝を適中することが判明し
た。候補分子の発現動態解析は、放射線影響を示す生物学的根拠となる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to comprehensively examine the expression profile of genes 
altering in thyroid after irradiation (IR) by rat model and to identify biomarker in irradiated (IR)
 thyroid to estimate the cancer risk of individuals exposed to IR. Expression profile of mRNA in 
thyroid after IR were assessed by microarray technique, expression level of candidate for biomarker 
was quantitatively confirmed by digital PCR, and their usefulness as a biomarker was finally 
validated by a blinded experiment. In results, it was indicated that expression level of several 
molecules was abnormally altered in IR thyroid at precancerous stage. In particular, the level of 
CDKN1a expression was significantly increased in IR thyroid, and adopting 11.7-fold increase as a 
cutoff value to distinguish IR from non-IR, the sensitivity and specificity values were 60% and 100
%, respectively. Thus, analysis for expression of these candidates may provide a biological evidence
 for IR effect in respective thyroids.

研究分野：実験病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
被爆者疫学研究では甲状腺がんを始めとする人体における発がん影響が明らかにされていて、福島原発事故後の
被曝健康影響の議論がなされてきた。疫学的データでは集団を対象とした被曝影響のリスク比として表現され、
個人への放射線影響の評価は曖昧となるため、生物学的エビデンスを基盤とする放射線影響リスク評価の方法論
の確立が喫緊の課題となる。本研究では、遺伝子発現の網羅的解析により、被曝甲状腺では前がん状態から分子
異常が亢進していて、発がんリスクを反映することを初めて実証した。ラットモデルではCDKN1aが発がんリスク
予測のバイオマーカーとして有用で、本法はヒトでのリスク評価への応用に期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
被爆者疫学研究では甲状腺がんを始めとする人体における発がん影響が明らかにされて
いて、福島原発事故後の被曝健康影響の議論がなされてきた。疫学的データでは集団を対
象とした被曝影響のリスク比として表現され、個人への放射線影響の評価は曖昧となるた
め、生物学的エビデンスを基盤とする放射線影響リスク評価の方法論の確立が喫緊の課題
となる。甲状腺がんは原爆放射線被曝の晩発性障害のひとつとして良く知られている。我々は
ラット放射線誘発甲状腺がんをモデルに分子病理学的解析に取り組んでいて、発がん亢進メカ
ニズムの一端を解明することで、放射線発がんのリスク管理や健康管理に寄与する必要不可欠
な情報源を提供する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、放射線誘発甲状腺がんラットモデルにより、正常組織からがん発生までの
遺伝子発現プロファイルを網羅的に解析し、個別の放射線影響リスク評価のための、腫瘍
化段階特異的バイオマーカーを同定することを目的とした。ラット放射線誘発甲状腺がんモ
デルを用いて、発がん前から浸潤がんに至る DNA 異常の蓄積と RNA 発現を網羅的に解析し、
発がん亢進の放射線刻印 (radiation signature)を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) ラット放射線誘発甲状腺がんモデルの作製: 7週齢若年成熟期ラットの前頸部にX線(対照、
0.1、1、4Gy)局所照射後、6、12、16 ヶ月に深麻酔下に犠牲死させ、経時的に甲状腺を摘
出し、がん部と非がん部より病理組織標本の作製と核酸・蛋白抽出を行う。 
 

(2) 被曝後甲状腺組織の経時的組織障害の解析 
 病理組織学的検索  
 細胞増殖能:Ki-67 陽性細胞数の定量 
 細胞死:TUNE 陽性細胞数の定量、Western blot(WB)による関連分子（リン酸化
p53,p21,Puma,cleaved caspase-3 の定量  

 DNA 損傷修復:WB による非相同末端連結(Non-homologous end-joining:NHEJ)に働く
Ku70,Ku80 や Artemis,相同末端連結 (Homologous recombination: HR)に働く RAD51 
の定量  
 

(3) 放射線誘発甲状腺発がんでのオートファジー関連遺伝子発現の Pathway-specific RT-PCR
による網羅的解析 
 

(4) 被曝後甲状腺組織の経時的ゲノム異常の定量 
 DNA 損傷応答分子 p53-binding protein 1(53BP1)蛍光免疫染色核内フォーカス数によ
る内因性 DNA 二重鎖切断の定量 

 Rat Genome CGH マイクロアレイキットを用いた aCGH 法による網羅的 DNA コピー数異
常解析 

 被曝後甲状腺組織の経時的トランスクリプトーム解析:Agilent 社 SurePrint G3 Rat 
GE マイクロアレイキットを用いて、Agilent GeneSpring プラットホームで解析  

 
４．研究成果 
(1) 放射線誘発甲状腺発がんとオートファジー関連遺伝子：被曝後 16 ヶ月後の発がん率は若
齢で 44.4%（対照 0%）、高齢では 14.3%（対照 14.3%）と、若齢被曝で有意に高率であった。
甲状腺がん組織でのオートファジー調整因子・構成因子の発現をリアルタイム RT-PCR に
より解析した。結果として、被曝群では Cxcr4, Cdkn2a, Ctss, Tnf の発現が増加し、若
週齢被曝群では Tgfb1 の発現増加が見られた。一方、オートファゴゾーム形成に必須の構
成因子 Atg4b,Atg5 は若齢被曝群で発現低下を認めた。オートファジー誘導は放射線照射
後ストレス下での適応反応の可能性があり、加齢によるオートファジー不全が、若齢被曝
の発がんリスク亢進因子の候補として示唆された。 
 

(2) 被曝後甲状腺組織の経時的ゲノム異常として、内因性 DNA 二重鎖切断の指標となる DNA 損
傷応答分子 53BP1 蛍光免疫染色核内フォーカス数を定量した。その結果、急性期では線量
依存性に53BP1核内フォーカス数が増加するが、発がん期における非腫瘍組織に内因性DNA
二重鎖切断の亢進は確認できなかった。Rat Genome CGH マイクロアレイを用いて aCGH 法
による網羅的 DNA コピー数異常を解析したが、発がん期における非腫瘍組織にコピー数異
常に変化は認めなかった。 
 

(3) ラット放射線誘発甲状腺発がんリスク亢進の分子マーカー探索：7週齢ラットに X線 0.1, 
1, 4Gy を前頚部局所照射後 6、12、16 ヶ月後に甲状腺を摘除し RNA を抽出、遺伝子発現を
網羅的に microarray 解析し、判明した遺伝子変化を定量 RT-PCR で確認した。非照射群で
は腫瘍発生は認めず、照射群では 16 ヶ月後に 0.1, 1, 4Gy 照射で各々4, 16.6, 33.3%に



発がんを認めた。4Gy 照射 16 ヶ月後の非腫瘍組織では 1486 遺伝子の発現増加と 1843 遺伝
子の発現低下があり、DNA 損傷応答、細胞周期調節、細胞接着系の有意な変化を認めた。 
 

(4) 放射線誘発甲状腺がんリスク亢進の分子マーカーの網羅的探索で明らかになった発現変
化を示す放射線刻印候補分子について、droplet digital PCR (ddPCR)で検証を行った。
ddPCR での発現量検証の結果、DNA 損傷応答・修復系の ATM、53BP1、XRCC4 は被曝群で経
時的に有意に低下を示し、腫瘍化段階特異的バイオマーカーの候補として示唆された。さ
らに細胞周期調節/細胞接着系の CTNNB1 は有意に低下、細胞周期調節系の CDKN1a は経時
的に有意に上昇、細胞接着系の CLDN4 は低下を示し、発がん前段階からの被曝影響に伴う
分子病理学的異常として示唆された。本研究により被曝甲状腺では前がん状態から段階的
に分子異常が亢進し、発がんに至ることが明らかになった。これらのバイオマーカー候補
の発現動態解析は、放射線影響を示す生物学的根拠となる可能性がある。 
 

(5) 統計学的に放射線刻印分子として有望であると考えられた CDKN1a と XRCC4 について、判
定基準値を CDKN1a≧11.7、XRCC4≦3.7 と設定した。2分子の放射線被曝指標としての有用
性を検証する目的で、4Gy 局所照射後 16ヶ月後のモデルを対照群とともに作製し、甲状腺
抽出全 RNA のランダム化試料による検証実験を行った。2分子の発現量を ddPCR で 3 回ず
つ測定し、その平均値から被曝群と対照群の判別を試みた。その結果、全 19試料中 CDKN1a
上昇陽性は 6 例で、照合すると 6 例は全て被曝群であり、陽性適中率 100%、陰性的中率
69%で（感度 60%、特異度 100％）被曝を適中することのできるバイオマーカーとなる可能
性がある。一方、XRCC4 低下陽性は 17 例で観られ、指標としては不適であることが判明し
た。 
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