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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発生メカニズムにおけるマイクロRNA（miRNA）の重要性を多面
的に解析した。ラット放射線誘発乳がんで見いだされたmiR-194が複数のヒト乳がん細胞株でその増殖能と関連性があ
ることが明らかとなった。乳がん幹細胞はヒト乳がん細胞株を特殊な環境下で培養（mammosphere培養）することによ
り得られるが、その細胞ではmiR-22が増加しており、それはmammosphere形成能ばかりか放射線による生存率にも関与
することが示唆された。また、放射線被ばくし、乳がんが出来た一部のラット血清中でmiR-194が増加していたが、有
意差は見られなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, I comprehensively analyzed the importance of microRNA (miRNA) on ra
diation-induced mammary carcinogenesis. The inhibition of miR-194 suppressed the cell growth rate in some 
human breast cancer cell lines. I obtained breast cancer stem cells under specific culture condition (mamm
osphere culture). In these cells, the upregulation of miR-22 was observed.  The manipulation of miR-22 lev
el changed not only the frequency of mammosphere formation but also the sensitivity to radiation exposure 
evaluated by colony formation assay.  The upregulation of miR-194 in sera of rat radiation-induced mammary
 carcinoma model was observed in part but not significant.
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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、最も発生
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
がん発生率が高いことが明らかにされている
(Preston et al., Radiat Res., 2007)が、放射線に
よる乳がん発生メカニズムはほとんど明らかにさ
れていない。現時点では、1) 原爆被爆者の乳
がんにおけるHER2 と C-MYC遺伝子の増幅例
は対象となる乳がんに比べ、有意に増加してい
たこと(Miura et al., Cancer, 2008)、 2)ホジキンリ
ンパ腫を放射線治療した患者に発生した乳がん
では対象となる乳がんに比べ異なる遺伝子発現
プロファイルを示したこと(Broeks et al., Int. J. 
Radiat. Oncol. Biol. Phys., 2010)等の報告により、
放射線被ばくで誘発される乳がんは自然発生
乳がんとは異なる発生メカニズムを持つことが考
えられる。昨今の医療分野における放射線利用
の増大に加え、原子力発電や放射線の工業利
用により、一般住民の放射線被ばくリスクは高ま
っている。また、放射線を用いたがんなどの疾患
の早期発見やその治療により、これまであまり注
目を集めてこなかった二次発がんといった副次
的な面が脚光を浴びるようになった。今後より増
大することも考えられる二次発がんの早期発見・
早期治療において、放射線によるがん発生メカ
ニズムを明らかにすることは重要である。 
この放射線被ばくによる乳がん発生メカニズ
ムを明らかとするために、申請者らはモデル動
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
のゲノムDNAのコピー数異常を網羅的に検討し
た。その結果、放射線誘発乳がんでは 1q12 領
域の増幅、4 番染色体トリソミー、3q35q36、5q32
そして 7q11 領域の欠損が観察され、これらの異
常は通常の飼育下で発生する乳がん(自然発
生)では観察されなかったこと、そして、全体のゲ
ノム欠損数は自然発生に比べ、放射線誘発乳
がんで有意に多く引き起こされていたことを見出
している(Iizuka et al., Radiat 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
んを含む数多くのイベントに重要な役割を演じ
ていることが近年明らかとなった。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。 
ラット放射線誘発乳がんに特徴的なmiRNAを
とらえるために申請者はマイクロアレイを用いた
網羅的解析を行い、自然発生の乳がんと比較し
て放射線誘発乳がんでは miR-135b、miR-192、
miR-194 ならびに miR-211 が有意に高いことを
見出している(Iizuka et al., Radiat Res., 2013)。
miR-192 ならびに miR-194 はがん抑制遺伝子
p53 の下流にあり(Braun et al., Cancer Res., 
2008)、放射線被ばくによる DNA 損傷に応答し
て増加する miRNA であると推測される。また
miR-135b は胚性幹細胞において発現が上昇し
ていて分化に伴い、減少することから(Sarver et 

al., BMC Cancer, 2009)、未分化な細胞が放射
線誘発乳がんでがん化していることが示唆され
る。今のところなぜこれらのmiRNAの発現が高ま
るのかわからないが、放射線被ばくで乳がん発
生率が高まる一つの要因であると推察される。 
また、注目すべきはmiRNAが血液などの体液
中を安定的に循環していて、乳がんなどの疾患
と血中での特定の miRNA 発現異常の相関が報
告されている(Kosaka et al., Cancer Sci., 2010)。 
がん治療における miRNA の有用性について
も多くの報告がある。たとえば miR-21 に対する
inhibitor を乳がん細胞株 MCF-7 に導入すると
in vitro ならびにマウス移植腫瘍モデルでアポト
ーシスによる細胞死の増加、細胞増殖の抑制が
示されている(Si et al., Oncogene, 2007)。現在、
miRNA 創薬の可能性を模索するベンチャー企
業もいくつか出現していることからも、がん治療
において miRNA をターゲットとできる可能性は
高い。 
がん研究では近年、がん幹細胞に着目した
研究が数多くみられ、通常のがん細胞と異なる
放射線に対する感受性を示すことが報告されて
いる。Karimi-Busheri らはMCF-7中に存在する
がん幹細胞が活性酸素種の生成低下を引き起
こしていて DNA 一本鎖切断修復経路が活性化
しており、結果的に有意に老化が実行されにく
いことなどを示している(Breast Cancer Res. 
2010)。今のところ乳がん幹細胞の放射線による
miRNA 研究は行われていない。 
 
２．研究の目的 
以上の事から miRNA が乳がんにおける発が
ん・診断・治療に大いにかかわっていることが推
測されるため、これらを並行して進めていくことで、
放射線誘発乳がんを miRNA の観点から包括的
に理解することを本研究の目的としている。 
 
３．研究の方法 
前述の通り、本研究では Karimi-Busheri らの
方法に従い 、 ヒ ト 乳 が ん細胞 MCF-7 、
MDA-MB-231、T47D などを用いる。がん幹細
胞は mammosphere と呼ばれる非接着の球状細
胞集団に含まれていることが知られている。この
mammosphere を形成させるために、低接着プレ
ートで basic fibroblast growth factor、epithelial 
growth factor、insulin 含有血清(-)培地にて培養
すると前述の非接着の球状の細胞塊が観察さ
れる。それを回収し、トリプシンで細胞を単離し、
実験に用いる。最初に、mammosphere に含まれ
る細胞ががん幹細胞かどうか同定するために、
CD24/CD44 細胞表面マーカーを用い、フロー
サイトメーターにて検討することで本実験系の有
用性を確認する。 
一方で血清からのmiRNAの抽出はKosaka ら
の方法に従う。採取した血液を遠心し、血清部
分を分離する。そこから miRNeasy (Qiagen)を用
い miRNA を分離する。血清中の miRNA は今の
ところ内部標準となるHouse Keeping遺伝子のよ
うな miRNA は同定されていないため、分離する
血清中に線虫由来の合成 miRNA を添加し、そ



図 T47D細胞を用いたmamosphere培養の一例  

れを内部標準とする方法が確立されている。 
 放射線誘発乳がんで発現変動が見られた
miR-135b、miR-192、miR-194ならびにmiR-211
に関し、不死化したヒト乳腺上皮細胞株に比べ、
ヒ ト乳がん細胞株において変化していた
miR-192 ならびに miR-194 の機能解析を行う。
具体的には miScript miRNA mimic または
inhibitor (Qiagen)を用いる。これらは miR-192 の
配列を模倣したもの（mimic）ならびにそれら配列
と相補的な、機能を阻害するもの（inhibitor）であ
り、細胞に導入することで、miRNA発現の調節を
行うことができる。これらを導入した細胞での細
胞増殖に与える影響を検討する。 
次に、前述の実験系を用いて、がん幹細胞な
らびに放射線被ばくにより乳がんを発症したラッ
ト 血 清におけ る miRNA 発 現 を TaqMan 
microRNA assays (Life technologies)を用い、解
析する。これらの結果と放射線誘発乳がんで発
現変動している miRNA との関連性を確認する。 
がん幹細胞では放射線被ばくにより細胞が示
す変化を検討する。137Cs 線源(Gammacell 40 
Exactor)にてγ線を照射する実験を行い、通常
のがん細胞との放射線感受性の違いを検討す
る。特に細胞死をコロニー形成法(増殖死を判定
する実験)で検討する。 
見出されたがん幹細胞特異的な miRNA のが
ん細胞での機能解析を行う。前述の合成miRNA
を細胞に導入し、mammosphere 形成能や放射
線照射による細胞死に与える影響を検討する。 
 
４．研究成果 
ラット放射線誘発乳がんで発現変動が見られ、
かつヒト乳腺上皮細胞株に比べ、ヒト乳がん細胞
株において変化していた miR-192 ならびに
miR-194 の細胞増殖等の機能解析を行ったとこ
ろ、エストロジェン受容体陽性の MCF-7 に加え、
T47D ヒト乳がん細胞株において miR-194 を抑
制することにより、細胞増殖が阻害された(雑誌
論文2にて報告済み)。一方で、エストロジェン受
容体陰性 MDA-MB-231 ヒト乳がん細胞株では
その効果が観察されなかったことから、エストロ
ジェン受容体の状態が miR-194 の細胞増殖へ
の作用において重要な役割を演じていることが
示唆された。また、細胞増殖への miR-192 の効
果は観察されなかった。 
mammopshere 培養法で培養した非接着の球
状細胞集団（右図参照）を単離し、CD24 ならび
に CD44 細胞表面マーカーを用いたフローサイ
トメーター解析を行った。その結果、通常の培養
条件下の細胞群に比べ、mammosphere 構成細
胞群では CD24-/CD44+を示す細胞の割合が多
かった。これらの細胞から miRNA を抽出し、20
種類程度の miRNA の発現量を TaqMan 
microRNA Assays にて検討した結果、miR-22 が
mammosphere に含まれる細胞に多く発現してい
ることが明らかとなった。 
また、この細胞は放射線被ばくに対し、抵抗
性を示すと言われているが、様々な細胞株で検
討した結果、細胞株やその状態により異なる応
答性を示すことが示唆された。 

miR-22 に関して乳がん細胞株でその発現量
を調節したところ、mammosphere 形成効率に変
化が見られたことから、幹細胞にとって重要な
miRNAであることが示唆された。また、miR-22は
一部の乳がん細胞株において放射線感受性を
修飾する効果があることが示唆された。 
miR-22 は実際、乳がん細胞の stemness の維
持に重要であることが明らかにされている（Song 
et al., Cell, 2013）。 
放射線被ばくし乳がんが生じたラット血清から
miRNA を抽出し、前述の TaqMan microRNA 
Assays を用いて、ラット放射線誘発乳がんで発
現変動を示した miR-135b、miR-192、miR-194
ならびに miR-211 の発現量を検討した。最初の
検討では、miR-194 が放射線被ばくして乳がん
ができたラット血清に有意に多く含まれる結果が
得られた。しかしながらその後、検討数を増やし、
かつ、放射線被ばくし乳がんが出来た群（放射
線(+)乳がん(+)）と放射線(+)乳がん(-)、放射線
(-)乳がん(+)、放射線(-)乳がん(-)の各群を比較
検討したところ、放射線被ばくとの関連性は低い
という結論に至った。 
 以上の結果から、放射線誘発ラット乳がんで発
現変化が見出だされた miRNA は血清中ではほ
とんど変化していないことが明らかとなった。また、
同様に前述の miRNA は mammosphere 培養法
で得られた細胞において、あまり大きな発現変
化は示さず、むしろ miR-22 といったその他の
miRNA の発現変動が観察された。ラット乳がん
の解析では、miR-22 は正常組織に比べ自然発
生ならびに放射線誘発乳がんで有意に減少す
る miRNA として同定されているが、このことは乳
がん組織には乳がん幹細胞はごく少数が存在し、
それ以外のがん細胞では miR-22 は減少してい
るため、全体として乳がん組織ではmiR-22 が有
意に減少している結果が得られたものと推察さ
れる。本研究で用いた mammosphere 培養により
初めて miR-22 による放射線感受性や stemness
の修飾作用が明らかとなったことからもわかるよ
うに、今後さらに、乳がん細胞、乳がん幹細胞な
らびに血清での miRNA 発現の差異に着目し、
研究を進めていきたいと考えている。 
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