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研究成果の概要（和文）：　小児期の中性子線被ばくによる発がんリスクの基礎データは十分になく、また線質の違い
による発がんリスクへの影響はほぼ皆無である。そのため、Ptch1遺伝子ヘテロ欠損マウスを用い、ガンマ線・中性子
線被ばくによる発がんリスクの被ばく時年齢依存性を明らかにすることを目的とした。
　ガンマ線および中性子線共に、胎生17日及び生後1日齢時の被ばくで発がん率が最も上昇した。また線質の違いによ
る発がんリスクは、生後10日齢被ばくを除くすべての被ばく時年齢においてガンマ線よりも中性子線で高かった。

研究成果の概要（英文）： The available data on the carcinogenic mechanisms of neutron exposure in 
children are still limited. We examined the effects of neutron irradiation using Ptch1 heterozygous mice, 
which are prone to spontaneous and radiogenic medulloblastoma (MB), comparing with the effects of 
gamma-rays.　
 We found that the effects of gamma-rays and neutron radiation on MB induction were dependent on the age 
at exposure. The MB incidence was significantly higher for neutron irradiation compared with 
gamma-irradiation during the prenatal and early postnatal period. Irradiation with either gamma-rays or 
neutrons at postnatal day 10 resulted in MB incidence lower than spontaneous MB. These results indicate 
opposing effects of radiation, clearly inducing MB during the prenatal and early postnatal periods while 
seemingly suppressing MB below the spontaneous levels in these sensitive mutant mice. Neutrons appear to 
be more effective than gamma rays at the same for both inducing and suppressing MB.

研究分野： 放射線生物学

キーワード： 中性子線　発がん　被ばく時年齢依存性
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

 １．研究開始当初の背景 
 
①、近年、世界的に CT 検査が普及し、小児
の頭部被ばくの機会が増えてきている。また、
国内における小児がんは、白血病（主に急性
リンパ性白血病）と脳腫瘍がほぼ半数を占め
ており、この白血病および脳腫瘍の治療法の
ひとつとして頭部への放射線治療が行われ
ている。また、さまざまな放射線治療法が普
及し、がん組織に線量を集中させるために高
エネルギー電磁波放射線を複雑な照射野で
複数門より照射を行う強度変調放射線治療
(IMRT)や、ビームの特性を利用した陽子線治
療・重粒子線治療などが利用されている。こ
のような治療法で問題となるのが、低線量の
二次放射線（中性子線など）や陽子線・重粒
子線による腫瘍周辺部正常組織への影響で
ある。 
 中性子線や重粒子線は高 LET 放射線であ
り、電磁波放射線などの低 LET 放射線に比
べ生物効果が高い。また細胞レベルにおいて
は、放射線誘発突然変異細胞の標的遺伝子の
欠損の大きさが低 LET 放射線と高 LET 放射
線において異なることが報告されている（引
用文献 1,2）。実験動物においては APCmin/+ 
マウスの成体期（35 日齢）におけるＸ線およ
び核分裂中性子線誘発腸腫瘍の遺伝子の欠
損パターンがＸ線誘発と中性子線誘発では
異なることが報告されている（引用文献 3）。 
 しかしこれまでの研究では、小児期の中性
子線被ばくによる発がんリスクにおける線
量効果関係や被ばく時年齢依存性は十分に
蓄積されておらず、また線質の違いによる発
がんリスクの基礎データはほぼ皆無である。 
 
②、Ptch1 遺伝子ヘテロ欠損マウスは、がん
抑制遺伝子であるPtch1遺伝子の片方のアレ
ルが変異している Gorlin 症候群のモデルマ
ウスである。このマウスは、髄芽腫、基底細
胞がん等を発症する。また、生後 1 日齢に全
身照射（Ｘ線 3 Gy）すると髄芽腫が有意に
発生するが、生後 10 日齢では照射による誘
発頻度の上昇は認められず、明らかな被ばく
時年齢依存性を示す（引用文献 4）。また、髄
芽腫の13番染色体のLoss of Heterozygosity 
(LOH)解析および、Array CGH 法によりゲ
ノムコピー数を解析することによって、生後
1 日齢照射により誘発された髄芽腫では野生
型 Ptch1 遺伝子が中間欠損により消失し、自
然発生した髄芽腫では組換えにより野生型
Ptch1 遺伝子が消失していることも報告され
ている（引用文献 4,5）。このようにこのモデ
ルマウスは、発生した腫瘍の分子解析を行う
ことによって、自然発生腫瘍と放射線誘発腫
瘍に区別することができる（図１）。 
 
 
 
 
 

図１．髄芽腫の発生タイプ  
 
 
２．研究の目的 
 
 放射線感受性であるPtch1遺伝子ヘテロ欠
損マウスを用い、ガンマ線および中性子線被
ばくによる発がんリスクの被ばく時年齢依
存性の基礎データを蓄積することを目的と
した。また、ガンマ線および中性子線により
誘発された髄芽腫の誘発機構に違いがある
のか否かを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
①：動物及び照射方法 
 マウスは、C3B6F1 バックグランドの
Ptch1+/-マウスを用い、飼育・照射はすべて
SPF 環境下で行った。ガンマ線はガンマセル
照射装置（137Cs）、中性子線は平均 2.3 MeV
の速中性子線を用いた。各被ばく時年齢の照
射線量及び照射匹数を表 1 に示す。また、非
照射マウスは 58 匹使用した。 
 
表１：各被ばく時年齢の照射線量及び匹数 

（E14:胎生 14 日、E17:胎生 17 日、PN1:生後 1
日齢、PN4:生後 4 日齢、PN10:生後 10 日齢） 
 
 
②：ガンマ線および中性子線被ばくによる髄   
  芽腫の発生頻度 
 照射後、終生飼育を行った。飼育中は 1 日
1 回目視にて健康状態を観察した。体温の低
下・行動異常・頭部突出・呼吸異常等の健康
状態の悪化が見られた際、麻酔下で腋下瀉血
により安楽死させ、解剖を行い、脳及びその
他の異常臓器をホルマリンにより固定した。   
 解剖時目視にて髄芽腫を確認した場合、髄
芽腫組織の一部と耳（正常）を分子解析用に
凍結保存した。病理解析後、髄芽腫発生頻度
をそれぞれの実験群毎に算出し、各被ばく時
年齢の線量効果関係を調べた。 
 
③：髄芽腫の分子解析 
 解剖時に採取した髄芽腫と耳（正常）の凍

 ガンマ線 中性子線 
線量 
(Gy) E14 E17 PN1 PN4 PN10 E14 E17 PN1 PN4 PN10 

0.1 69 47 61 66  52 69 43 53 58 

0.5 53 50 56 51 47 54 40 37 39 52 
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結サンプルより DNA を抽出し、13 番染色体
に存在するPtch1遺伝子の前後 6カ所のマイ
クロサテライトマーカー (D13Mit303 、
D13Mit91 、 D13Mit210 、 D13Mit159 、
D13Mit76、D13Mit35)を用いた PCR、Ptch1
遺伝子座の 4016（T/C 多形型）を含む exon23
のシークエンスにより LOH 解析を行った。
また、一部のサンプルにおいてはArray CGH
法によりゲノムコピー数を確認した。LOH
および array CGH の解析結果より、Ptch1
遺伝子及びその周辺のみが LOH になり、
LOH の領域のゲノムコピー数が減少してい
る（すなわち野生型 Ptch1 アレルが中間欠損
により消失している）タイプを放射線誘発型
髄芽腫（R-type）、Ptch1 遺伝子を含む領域
からテロメア側まですべてが LOH になって
いるがゲノムコピー数に変化がない（すなわ
ち野生型Ptch1アレルが組換えにより消失し
ている）タイプを自然発生型（S-type）と分
類した（図１）。 
 
 
４．研究成果 
 
①：髄芽腫の発生頻度 
 すべての実験群において髄芽腫は生後 80
日前後より発生し、生後 400 日以降には発生
が認められなかった。各実験群の発生率およ
び生存期間を表 2 に示す。 
 

表２：髄芽腫の発生率及び生存期間 
黒字：非照射と比較（*: p <0.05, **: p <0.01, ***: p <0.001） 
赤字：同線量ガンマ線と比較（*: p <0.05, **: p <0.01, ***: p 
<0.001）、 
 
 非照射時における髄芽腫の発症率は 54％
であった。各被ばく時年齢における発がんリ
スクは、中性子線・ガンマ線被ばくどちらに
おいても、E17 および P1 実験群で最も高か
った。 
 放射線の線質の違いによる発がんリスク
は、E14、E17、PN1 の 0.1 Gy および 0.5 Gy
実験群では、ガンマ線被ばくに比べ中性子線
被ばくにおいて髄芽腫発生率が有意に高く、

さらには生存期間も有意に短くなった。PN4 
0.5 Gy 照射群の髄芽腫発生率は、上記被ばく
時年齢実験群と同様に、ガンマ線被ばくに比
べ中性子線被ばく時の方が高かったが、生存
期間に有意な差は認められなかった。一方、
PN10 実験群はこれまでの報告（Ｘ線、3 Gy）
（引用文献 4）と同様に、両放射線共に髄芽
腫発生率は非照射群に比べ減少し、特に中性
子線 0.5 Gy 照射群は有意に減少した。 
 
②：髄芽腫の分子解析 (LOH 解析) 
 非照射、PN1、PN4、PN10 実験群の髄芽
腫 331 サンプル（非照射：31、PN１ガンマ
線（γ）0.1 Gy：31、PN１γ0.5 Gy：37、
PN4γ0.1 Gy：32、PN4γ0.5 Gy：21、PN
１0γ0.5 Gy：17、PN1 中性子線（N）0.1 Gy：
33、PN1 N 0.5 Gy：37、PN4 N 0.1 Gy：27、
PN4 N 0.5 Gy：29、PN10 N 0.1 Gy：23、
PN10 N 0.5 Gy：13）のうち 330 サンプルの
LOH 解析を行った。1 サンプルは、解剖時に
死亡していたため凍結サンプルを採取する
ことができなかった。 
 LOH 解析の結果より、図１のように
S-type および R-type に分類した。また、す
べてのサテライトマーカー及び Ptch1 
(exon23)に LOH が認められなかったサンプ
ルについては、N (Non-LOH)とした。図 2 に
それぞれの実験群の R-type の発生率と生存
期間を示した。 

 
 

 

 
 
図２.ガンマ線・中性子線誘発髄芽腫の LOH 解析 
 
 
 R-type 髄芽腫発生率は、PN1 実験群では
ガンマ線・中性子線共に線量依存的に有意に
増加し、生存期間も有意に短縮した。PN4 実
験群は、PN1 実験群同様に線量依存的に有意
に増加していたが、生存期間では減少傾向は
あるものの有意な差は認められなかった。一
方、PN10 実験群では、ガンマ線・中性子線
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共に2-3％で自然発症のR-type髄芽腫頻度と
変わらなかった。 
 しかし、PN10 中性子線誘発すべての
R-type 髄芽腫（3 サンプル）は、Ptch1 領域
とテロメア側2カ所で欠損が生じるmultiple
なタイプであった。また同様のタイプは、
PN4 0.5Gy中性子線照射群でも1サンプル観
察された。この multiple な LOH パターンは、
ガンマ線被ばく時には見られなかったため、
今後さらなる検討は必要ではあるが、中性子
線被ばくによって生じる髄芽腫の特徴であ
る可能性がある。 
 
 以上の結果より、ガンマ線および中性子線
共に、出生前後に被ばくした時に発がん率が
最も上昇した。また、線質の違いによる髄芽
腫の発がんリスクは、PN10 を除くすべての
被ばく時年齢においてガンマ線よりも中性
子線で高かった。 
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