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研究成果の概要（和文）：放射線が特定の分化段階の細胞から特に多くの乳がんを発生させるかどうかはわかっていな
い。無処理、γ線照射あるいは化学物質投与したラットに発生した乳がんを、５種の抗原の免疫組織化学及びマイクロ
アレイによる遺伝子発現データによってクラスタリングすると、乳がんは数個のクラスターに分割され、放射線誘発乳
がんが早発を特徴とする特定クラスターに偏ることがわかった。過去にこのタイプが乳腺の前駆細胞を起源とすること
が示唆されており、これが放射線誘発乳がんに特徴的な起源細胞であると推測される。

研究成果の概要（英文）：It is unclear whether radiation-induced breast cancer shows specific phenotypic an
d genotypic features and originates from cells at a specific differentiation stage. We evaluated the assoc
iations between genetic and phenotypic features of spontaneous, radiation-induced and chemically-induced r
at mammary cancers. We revealed that clustering analyses of immunohistochemical and microarray-based gene 
expression profile data classified the cancers into several subtypes. Radiation-induced cancers were overr
epresented in a specific subtype, which developed earlier than others. As this subtype has been reported t
o originate from a specific progenitor cell in humans and mice, the present results suggest that radiation
-induced rat mammary cancer initiates in cells at a specific differentiation stage.
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１．研究開始当初の背景 
 放射線は線量に依存した頻度でがんを誘
発することが知られる。乳腺は、放射線発が
ん感受性が高い組織である。研究代表者らは、
放射線誘発ラット乳がんモデルを使用した
これまでの研究で、放射線が乳腺内の未分化
細胞を標的として、独特の遺伝子変異および
遺伝子発現変化を惹起して乳がんを発生さ
せるということ、また、自然発生乳がんは終
蕾以外の部位の細胞から別の遺伝子変化に
よって生じることを示唆してきた。近年、ヒ
ト乳がんの遺伝子発現解析が進み、乳がんを
数個のサブタイプ（luminal A, luminal B, 
ERBB2, basal-like, normal-like, claudin-
low）に分類するようになった。また正常乳
腺上皮組織の細胞分化ヒエラルヒーの解明
が進み、各サブタイプの乳がんの起源細胞
（cell of origin of cancer）がヒエラルヒ
ーのどこに位置するかについてもいくつか
仮説が提唱されている。しかしながら、放射
線誘発乳がんが特定の起源細胞を有するか
どうかは、解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 放射線誘発ラット乳がんモデルにおいて、
がんの起源細胞を推定し、腫瘍の遺伝子変
化・表現型等の特徴との関連を研究する。具
体的には、 
(1) ラット乳がんのサブタイプを、免疫組織
化学的マーカー、遺伝子発現プロフィール等
を基に判定する方法を開発し、放射線誘発乳
がんのサブタイプの特徴を明らかにする。 
(2) ラット正常乳腺組織から細胞表面抗原、
アノイキス耐性等を用いて未分化細胞を濃
縮する方法を開発し、移植実験によって放射
線発がんの起源細胞を推定する。 
 
３．研究の方法 
 動物実験は所属機関の動物実験委員会に
おいて承認された計画に従って実施した。 
(1) ラット乳がんは、1～7週齢のラットにγ
線あるいは重粒子線の照射、もしくは発がん
物質の投与によって誘発したものと、無処理
ラットに自然に発生したものを使用した。免
疫組織化学は、ホルマリン固定パラフィン包
埋切片を用い、ペルオキシダーゼ染色によっ
て検出した。遺伝子発現プロフィールはマイ
クロアレイによって解析した。 
(2) ラット正常乳腺組織からの未分化細胞
濃縮については、文献的検討の他、アノイキ
ス耐性による方法を検討した。濃縮した細胞
あるいは未濃縮の細胞をトリプシン処理に
よって解離し、一定数を 3週齢ラットの乳腺
上皮廓清脂肪組織（cleared fat pad）に移
植し、3週後にコロニー形成を計測した。 
 
４．研究成果 
(1) ラット乳がんサブタイプを免疫組織化
学的に判定する方法については、ヒト乳がん
の分類に有用な抗原としてエストロゲン受

容体α（ERα）、プロゲステロン受容体（PR）、
サイトケラチン５（CK5）、EGF受容体 2（ERBB2）
及び p63 を選び、ラット乳がんを染色して、
陽性細胞率を手動で計測、あるいはバーチャ
ルスライド化した標本画像上で自動的に算
出した。これら抗原は多くまたは一部のラッ
ト乳がんにおいて発現しており、手動及び自
動による陽性率は高い相関を示した。成体期
あるいは小児期にγ線照射により誘発した
乳がん計 42 個の陽性率データを用いてクラ
スター解析を行ったところ、数種類に分類さ
れた。放射線誘発乳がんが特定クラスターに
偏っており、このクラスターに属する乳がん
は他のクラスターに属するものより早く発
生した。 
 
(2) ラット乳がんサブタイプを遺伝子発現
によって判定する方法については、まず、
Tibshirani ら（2002）の報告しているマイク
ロアレイデータの分類アルゴリズムである
prediction analysis of microarray 法によ
り、Sorlie ら（2003）のヒト乳がん遺伝子発
現データ及び研究代表者が過去の実験で入
手したラット乳がんデータを用いて、サブタ
イプ判定法の予備的検証を行った。また、ヒ
ト及びラットのマイクロアレイデータ間の
組織的バイアスを除去することで分類結果
が改善されることを確認した。さらに、クラ
スター化の統計学的有意性を検定する既報
アルゴリズム２種（sigclust 法及び pvclust
法）を実行する情報処理システムも整備した。
免疫組織化学の陽性率データのある乳がん
24 個のマイクロアレイデータを新たに取得
し、過去のデータと合わせた 84 個のデータ
から組織的バイアスを除去すると、クラスタ
ー化の有意性に基づいて数種類に分類され
た。サブタイプ既知のヒト乳がん等 337 個の
公開アレイデータを元に、学習・分類アルゴ
リズムによってラット乳がんクラスターを
特徴付けした。放射線誘発乳がんは特定クラ
スターに偏っており、このクラスターに属す
る乳がんは他より早発した。 
 
(3) 細胞表面抗原を利用した未分化細胞濃
縮については、本研究開始後に同趣旨の報告
（Sharma ら、2011）が公表されたため着手前
に当該文献を検討した結果、予定していた手
法ではラット乳腺未分化細胞は必ずしも濃
縮できないと考えられたため、アノイキス耐
性による方法を主に検討することとした。ア
ノイキス耐性によって濃縮した未分化細胞
の解析法を整備した。濃縮された細胞は、個
体に移植しても再生能が低く、予定した移植
実験に適さないことがわかった。 
 
(4) 以上の結果を総合すると、放射線が誘発
するラット乳がんは、特定の抗原の陽性率や
遺伝子発現プロフィールによって特徴づけ
られる特定のサブタイプに偏ることがわか
った。このサブタイプは、ヒト及びマウスで



は特定細胞系譜の前駆細胞を起源とするこ
とが、過去に示唆されている。これらの知見
を総合すると、放射線はこの前駆細胞を起源
とする発がんを特によく誘発すると考えら
れる。 
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