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研究成果の概要（和文）： 

本研究では，放射線誘発乳がんで発現異常が示唆されている因子に着目し，乳管構造形
成異常を再構成できる三次元培養実験系を確立し，その因子の発現調節により形態異常が
引き起こせるかどうか検討した。結果的に放射線誘発乳がんでこれまでに見出された発現
異常を示す因子は形態学的に有意な変化は観察されなかった。これら因子は少なくとも乳
管構造形成には寄与していないことが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this study, I focused on radiation-induced mammary carcinoma-related 
genes/microRNAs, and I analyzed whether these genes/microRNAs formed aberrant 
mammary ductal structure in three dimensional culture systems. The aberrant mammary 
ductal structure was not observed by introducing these microRNAs in MCF-10A cells, 
suggesting that these microRNAs have no function at least on the formation of mammary 
duct.  
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１．研究開始当初の背景 

乳がんは日本における女性のがん罹患率
で約 16％を占め，現在は胃がんを越え、最も
発症率の高いがんである。原爆被爆者の疫学
調査により，放射線被ばくによるがん罹患に
おいて乳がん発症率が高いことが明らかに
されている(Preston et al., Radiat Res., 
2007)。しかしながら放射線による乳がん発
症の分子メカニズムについての情報はほと

んど明らかにされていない。 
この放射線による乳がん発症メカニズム

を明らかとするために，申請者はまずモデル
動物(Sprague-Dawley ラット)を用いた放射
線発がん実験をおこない，そこで発生した乳
がん組織をマイクロアレイを用い，網羅的に
解析した。ゲノム DNA のコピー数異常を網羅
的に検出できるアレイ CGH(Comparative 
Genomic Hybridization；比較ゲノムハイブ
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リダイゼーション)法を用いたところ，放射
線誘発乳がんでは 4番染色体トリソミー，が
ん抑制遺伝子 p15，p16 の欠損を含む複数箇
所のゲノム異常が特徴的であると推測され
た(Iizuka et al., Raidat Res., 2010) 。 

一方でゲノムの異常ではなく， noncoding 
RNAの一員であるマイクロ RNA(miRNA)が発が
んプロセスのなかで重要な役割を演じてい
ることが近年明らかとなってきた。miRNA は
二本鎖 RNA の発現，または細胞への導入によ
り誘導される配列特異的な遺伝子発現抑制
機構である RNAi (RNA interference)機能を
有している。実際，Kumar らは miR-16 ならび
に let-7 成熟型 miRNA の抑制が細胞の形質転
換と腫瘍形成を促進すること，miRNA 成熟に
必要なタンパク質である Dicerを条件的に枯
渇させると K-Rasにより誘導される肺がんマ
ウスモデルにおいて腫瘍の増殖を促進する
ことを報告している(Nat Genet.，2007)。 

一般に，組織の腫瘍化のプロセスは多段階
のステップを踏んでおり，各ステップで重要
な因子は異なると考えられている。上述の遺
伝子・miRNA 発現異常はがん化のどのステッ
プに決定的な因子なのか，または結果的にが
ん化した結果としての異常なのか明らかと
なっていない。 
 
２．研究の目的 

本研究では上述の点を明らかとするため
に，培養細胞を用いた実験系を用いる。特に
乳腺の構造やがんの初期段階を構築できる
乳腺上皮細胞三次元培養実験系を用いるこ
とが特色である。このことによりがんで引き
起こされている異常を乳腺に再現すること
ができ，乳管構造形成異常やがん化に寄与す
るかどうかが明らかとなる。 

本研究では Muthuswamy らの方法に従い，
ヒト乳腺株化細胞 MCF-10A を用いる。この細
胞株を細胞外マトリックスを豊富に含む
Matrigel を用い，三次元培養すると乳管構造
を形成すること，ErbB2 と呼ばれるレセプタ
ーを発現させるとDCIS (Ductal Carcinoma In 
Situ)と呼ばれる前がん病変を形成させる事
ができることが報告されている(Nat Cell 
Biol., 2001)。 
３．研究の方法 
本研究は放射線被ばくによる乳がん発症

に関与が示唆されている遺伝子や miRNAの発
現異常により乳管形成異常ならびにがん化
の初期過程を再現することができる実験系
にて検討することを目的としている。 

前述の通り，本研究では Muthuswamy らの
方法に従い，ヒト乳腺株化細胞 MCF-10A を用
いる。DMEM/F12 にウマ血清，insulin，cholera 
toxin，hydrocortisone を添加したアッセィ
用培地を作成し，8ウェルチェンバースライ
ド(Nalgene)に Matrigel を添加，15 分固化さ

せる。細胞を 4% Matrigel，10 ng/ml EGF を
含む培地とともにチェンバースライドにま
く。4日おきに 5 ng/ml EGF を含む培地で置
換する。培養開始後約 10 から 20 日で乳管構
造を形成することが報告されている（図 1）
(Nat Cell Biol. 2001, Debnath et al, 
Methods. 2003)。 

この実験系で放射線被ばくにより細胞が
示す変化を検討する。放射線照射は MCF-10A
細胞を三次元培養して各 4，7，11 日で 137Cs
線源(Gammacell 40 Exactor)にて 4～10 Gy
ガンマ線を一度で照射する実験をあらかじ
め行い，この細胞の三次元培養に与える影響
を検討する。また，三次元培養開始直後の時
点から 137Cs 低線量率(数 cGy/h)照射装置に
て長期間低線量のガンマ線に暴露する実験
を行い，形態学的な異常を捉える。 
前述の三次元培養実験系に対し，遺伝子・

miRNA 導入を行う。遺伝子に関して，ヒト培
養細胞より抽出した cDNA を用い， p16 遺伝
子のクローニングを行い，発現ベクター
(pcDNA6.2 N/EmGFP，Invitrogen)に組み込む。
一方，miRNA はラット放射線誘発乳がんにお
いて有意に変化していた複数の成熟型 miRNA
配列を含むゲノム領域をクローニングし，前
述の発現ベクターに組み込む。特に miRNA は
ラット放射線誘発乳がんに特徴的な成熟型
miScript mimic または miScript inhibitor
（Qiagen）を購入し，それらを細胞に導入し，
三次元培養を行い，経時的に観察することに
より，形態学的な変化を捉える。導入による
乳管形成に与える影響はその構造変化を光
学顕微鏡や各特異抗体を用いた蛍光免疫染
色法にて捉える。並行して前年度から検討を
行っているラット放射線誘発乳がんに特徴
的な miRNA の機能に関して，乳がん細胞株な
らびに乳腺培養細胞株などを用い検討を行
う。 
４．研究成果 
最初に Muthuswamyらの方法(Nat Cell Biol. 



2001)に従い，ヒト乳腺株化細胞 MCF-10A を
用いた三次元培養実験系を立ち上げた。また，
三次元培養で得られた乳管構造の詳細な形
態学的観察のための免疫染色法を確立した
（図 2）。三次元培養での検討に先立ち，
MCF-10A 細胞の基本的性質を把握するため，
通常の二次元培養での放射線感受性をコロ
ニー形成法にて検討した。次に三次元培養で
MCF-10A 細胞が放射線被ばくにより示す変化
を検討した。 MCF-10A 細胞を三次元培養し
て４日目，７日目，１１日目に 137Cs 線源
(Gammacell 40 Exactor)にて 4～10 Gy ガン
マ線を一度で照射する実験を行ったところ，
コロニー形成法で生存率が 10％以下となる
ような被ばく線量でも，乳管構造を形成する
ことが明らかとなった。また，低線量率ガン
マ線を三次元培養実験中継続的に照射した
実験を行ったが，有意な形態学的異常を見出
すことはできなかった。 

ラット放射線誘発乳がんで特異的に発現
量が増加したmiRNAに関し，その成熟型miRNA
配列を含むゲノム領域をクローニングし発
現ベクター(pcDNA6.2 N/EmGFP，Invitrogen)
に組み込み，来年度からの三次元培養で用い

る前段階として，ヒト乳がん細胞で検討した。
そのうち miR-135b の発現調節では細胞増殖
には影響はほとんど見られなかったが，17β
-estradiol 添加による細胞増殖能亢進は
miR-135b 発現抑制で観察されなくなったこ
とから，エストロゲン受容体またはその経路
に miR-135b が関与していることが示唆され
た。 
次にヒト培養細胞より抽出した cDNA を用

い，p16 遺伝子のクローニングを行い，発現
ベクター(pcDNA6.2 N/EmGFP)に組み込んだ。
確立した三次元培養をマイクロ RNAの発現調
節をおこなったヒト乳腺株化細胞 MCF-10A細
胞においておこなったが，形態学的に有意な
変化を見出すことはできなかった。以上の事
から，当初推測していたラット放射線誘発乳
がんに特徴的なマイクロ RNAは乳管形成にお
いて有意な機能を有していないと推測され
た。一方で昨年度より行っているラット放射
線誘発乳がんに特徴的なマイクロ RNAの機能
に関して，乳がん細胞株ならびに乳腺上皮細
胞株を用い検討を行ったところ，乳がん細胞
株において miR-194の発現を阻害すると細胞
増殖が抑制され，一方で乳腺上皮細胞株にお
いて発現を増加させると細胞増殖が亢進す
る傾向を見出した。 
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