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研究成果の概要（和文）：放射線誘発甲状腺発がんの年齢影響を明らかにするため、未熟4週齢(4W), 成熟4ヵ月
齢(4M), 7ヵ月齢(7M)ラットに8GyX線を照射し、甲状腺腫瘍の発症率、DNA損傷応答の変化、オートファジー関連
分子について調べた。腫瘍発生率は、非照射群では4W,4M, 7Mそれぞれ0, 14.3, 16.7％に対し、照射群は61.9、
63.6、33.3%で、若齢被曝では様々な種類の癌が多発性に発生した。若齢では1ヵ月で53BP1核内focus、細胞死、
増殖細胞数が非照射よりも高値で、12ヵ月には両週齢共低下した。若齢低分化癌のLC3とp62と、髄様癌のAtg5と
Atg4bの発現低下が見られた。

研究成果の概要（英文）：To clarify the age-dependent effects to radiation-induced thyroid 
carcinogenesis, we examined the incidence of radiation-induced thyroid tumor, the change of DNA 
damage response, the expression of autophagy-related molecule of tumor tissue of immature 4-week old
 (4W), adult 4-month (4M), and 7 month (7M) rats after 8 Gy X-ray irradiation. The incidence of 
thyroid tumor was 0, 14.3 and 16.7 % in non-irradiated, and 61.9, 63.6 and 33.3 % in irradiated 4W, 
4M and 7M rats respectively. It has been found that the various types of thyroid tumor were occurred
 multiple in young irradiated rats. At 1 month, the number of 53BP1 foci, cell death and 
proliferating cells of irradiated group in young rats were higher than non-irradiated rats, and at 
12 month these value was decreased to control level in both group. The expression of LC3 and p62 in 
the poorly differentiated carcinoma and the gene expression of Atg5 and Atg4b in medullary carcinoma
 of young irradiated rats were decreased.

研究分野：放射線生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
チェルノブイリ原発事故や原爆被爆者の疫
学調査から小児期の放射線被ばくは甲状腺
癌の危険因子であることが知られているが、 
年齢影響が何に起因するのかは実はよく解
っていない。放射線による DNA の損傷は、
細胞周期停止、DNA 修復、アポトーシス、
細胞老化など様々なゲノム損傷応答(DNA 
damage response,DDR)を誘導する。発癌は、
この DDR の機能低下により起きると考えら
れている。私たちはこれまでに、高線量 8Gy
を未熟(4週齢)及び成熟(8ヵ月齢)ラットに全
身照射し、急性期での甲状腺濾胞上皮細胞の
DDR を比較解析した。結果として、未熟、
成熟両群共 DDR 分子の核内フォーカス数、
すなわち DNA 二重鎖切断は増加するものの、
アポトーシスは誘導されず、未熟群では増殖
細胞の低下、細胞質空胞変性、オートファジ
ー関連分子の増加が観察されることが判明
した(Matsuu-Matsuyama M et al., J Rad 
Res, 2015, 56: 493-501)。細胞内タンパク質
分解系の一つで、恒常性維持やプログラム細
胞死に関与するオートファジーが、癌におい
ては抗腫瘍作用と腫瘍促進作用と相反する
役割を持つことが報告されている(Long JS 
et al.,Oncogene 2012, 31(49): 5045-60)。私
たちはこれまでに 7週齢ラットに放射線局所
照射後 18 ヵ月で腫瘍が形成されること、そ
の形成過程で 53BP1 核内フォーカスや
FISH シグナルの異常が見られ、ゲノム不安
定性が惹起されることを報告している(蔵重
智美ら 日本病理学会会誌 2012、101：424)。 
 
２．研究の目的 
本研究は、放射線誘発甲状腺発がんの年齢影
響を分子病理学的手法で明らかにすること
を目的とする。この研究では、未熟と成熟ラ
ットで放射線誘発甲状腺腫瘍の発症率の違
いを明らかにした上で、発がんに至るまでの
各タイムポイントの甲状腺組織から、分子病
理学的解析により DDR分子、DNA損傷、細
胞老化、細胞死、増殖細胞、オートファジー
の変化を中心に調べ、放射線誘発甲状腺発が
んの分子メカニズムについて探る。 
 
３．研究の方法 
(1) 未熟 4週齢ラット(4W)33 匹, 4 ヵ月齢ラ
ット(4M)13 匹, 7 ヵ月齢ラット(7M)12 匹 に
Ｘ線 8 Gy を麻酔下で前頸部に局所照射し、
約 18 ヵ月後の甲状腺を一部 RNA 抽出用に供
し、残りを組織標本作成のためホルマリン固
定を行った。HE 染色、カルシトニン染色、サ
イログロブリン染色、Ki67 染色を行い、組織
解析から腫瘍の発症率、種類、面積、増殖細
胞率、個数を調べた。非照射のラットは 4W 24
匹、4M 14 匹、7M 13 匹を約 18 ヵ月まで飼育
し、腫瘍発症率を調べた。 
 (2)未熟 4週齢ラットと成熟 7ヵ月齢ラット
に前頸部 8 Gy Ｘ線局所照射し、1, 6, 12 ヵ
月後(それぞれ n=4-6)の甲状腺を摘出し、一

部Western blot(WB)に供し残りをホルマリン
固定し組織標本を作製した。同じ週齢の非照
射のラットも同じタイムポイントで甲状腺
の組織を採取した（n=4-6）。 組織標本では、
53BP1 蛍光免疫染色(DNA 損傷応答)、TUNEL 染
色(細胞死)、Ki67 免疫染色(増殖細胞)を行っ
た。WBではセリン 15リン酸化 p53, p16, LC3, 
p62 の発現を調べた。照射後 6ヵ月及び 12 ヵ
月のラット血清を採取し TSH 値を測定した。 
(3)腫瘍を誘発した甲状腺組織のうち、４Wの
放射線誘発低分化癌、髄様癌、7M の自然発症
髄様癌、放射線誘発髄様癌の腫瘍組織でのオ
ートファジー関連タンパク LC3と p62 の蛍光
免疫染色を行った。組織の一部から RNA を抽
出し、オートファジー関連遺伝子の PCR 
Array(QIAGEN)を行った。その中から有意に
変化があった７遺伝子について RT-PCR によ
る発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)放射線誘発甲状腺腫瘍の発症の年齢影響
について、表１にまとめた。腫瘍発生率は、
4 週齢ラットの非照射群で 0/16 (0%)に対し
照射群で 13/21 (61.9%)だった。4ヵ月齢ラッ
トは非照射で 1/7 (14.3%)に対し照射群では
7/11 (63.6%)だった。7ヵ月齢ラットは非照射
で 1/6 (16.7%)に対し、照射群は 2/6 (33.3%)
だった。悪性腫瘍に関しては、4 週齢ラット
の非照射で 0/16 (0%)に対し照射群で 10/21
（47.6％）だった。4 ヵ月ラットは非照射で
1/7 (14.3%)に対し照射群では 5/11（45.5％）
だった。7ヵ月ラットは非照射で 1/6 (16.7%)
に対し、照射群は 1/6 (16.7%)だった。 
 
表１．4週齢、4ヵ月齢、7ヵ月齢の放射線照射後
の腫瘍発症率と腫瘍のタイプとサイズ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
腫瘍のタイプは、4 週齢ラットで良性腫瘍
(Adenoma) 2 例 、 髄 様 癌 (Medullary 
carcinoma)4 例、両葉低分化癌 (Poorly 
differentiated carcinoma)と髄様癌が 1例、
両葉髄様癌と上皮性腫瘍(Epithelial tumor)
が 3 例、multifocal な上皮腫瘍 2 例、両葉
高分化癌 1 例だった。4 ヵ月齢は、Adenoma2
例 、 髄 様 癌 2 例 、 高 分 化 癌 (Well 
differentiated carcinoma) 2 例、高分化癌
と上皮性腫瘍が 1 例だった。7 ヵ月齢では髄



様癌が 2例であった。 
放射線誘発甲状腺腫瘍の個数をカウント
した結果、4週齢ラットでは 28 個、4ヵ月齢
ラットは 9 個、7 ヵ月齢は 2 個で、1 つの症
例に2個以上の腫瘍を持つ数が非照射に比べ
4週齢では有意に高く（カイ二乗検定）、他の
週齢では差がなかった(図 1)。 
腫瘍の発生率は、4 週齢と 4 ヵ月齢で差はな
いが、若週齢被曝では、様々なタイプの甲状
腺腫瘍が多発性に発生することが明らかに
なった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

図 1.照射時週齢による放射線誘発甲状腺腫瘍の 

個数の比較  

放射線誘発腫瘍組織の増殖細胞率は、非照射
に比べて有意に高く、若週齢の腫瘍組織の増
殖細胞率が高週齢に比べて高値だった(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．放射線誘発甲状腺腫瘍と非腫瘍部での Ki67
陽性細胞率  

 
(2)照射後 12ヵ月までの DNA損傷応答の変化
を(53BP1 核内フォーカス数、TUNEL 陽性細胞
率、Ki67 陽性細胞率)を図 3 に示した。4 週
齢ラットでは照射後1ヵ月でいずれの値も非
照射に比べて有意に高値だったが、12 ヵ月後
には非照射と同レベルに低下した。一方 7週
齢ラットは、1,6 ヵ月後 53BP1 核内フォーカ
ス数が非照射よりも有意に高く、12 ヵ月後に
低下した。TUNEL 陽性細胞には変化が見られ
ず、Ki67 陽性細胞率は 1,12 ヵ月後非照射よ
りも有意に高値であったが、4 週齢よりも低
値だった。 
図 4 では、DNA 損傷応答マーカーの Ser15 リ
ン酸化 p53 と p16、オートファジーのマーカ
ーである LC3-II/LC3-I と p62 の発現変化を
示した。4週齢ラットでは Ser15 リン酸化 p53
は照射後１ヵ月で非照射よりも有意に増加
しており、TUNEL 陽性細胞率の結果と一致し 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3. 照射後 12 ヵ月までの甲状腺濾胞上皮
の DNA 損傷応答の変化 

た。p16 は、12 ヵ月後わずかに非照射よりも
高値だったが、有意差はなかった。7 ヵ月齢
ラットの Ser15 リン酸化 p53と p16 の変化は
見られなかった。両週齢共 LC3-II/LC3-I と
p62 は、12 か月まで発現変化は見られなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4. 照射後 12 ヵ月までの Western blot に 
よる、phospho-p53(Ser15), p16, LC3II/LC3I, 
p62 の発現 

若週齢被曝では照射後の体重増加が抑制された。 
照射後 6, 12 ヵ月の血清 TSH 値を測定した結
果、6 ヵ月では 4 週齢の非照射では 0.97±
0.12ng/ml,  照 射 群では、 1.27 ± 0.07 
ng/ml(p=0.0578)、7ヵ月齢では非照射で1.22
±0.28 照射群は 2.32±0.94ng/ml(それぞれ
n=6 ずつ)だった。12 ヵ月では 4 週齢の非照
射で 1.85±0.43ng/ml(n=5), 照射群で 1.34
±0.35ng/ml(n=7),7 ヵ月齢は非照射で 2.19
± 0.25ng/ml(n=5), 照 射 群 で 2.1 ±
0.15ng/ml(n=4)だった。両週齢共有意な変化
は認められなかった。 
 
 (3) 4 週齢の低分化がん（PDC）と 7ヵ月齢
の髄様癌（MC）の LC3 と p62 の蛍光免疫染色
の結果を図 5 に示した。4 週齢の低分化癌の
腫瘍部では、オートファジーの指標である

*** 

*** p<0.001 vs 0Gy 

*p<0.05, **p<0.01 vs 0Gy 

53BP1 

TUNEL 

Ki67 



LC3とp62の細胞質の顆粒状発現が見られず、
7ヵ月齢の腫瘍部では発現が見られた。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図5. 若齢及び高齢ラットの放射線誘発甲状腺癌
のオートファジー関連分子 LC3, p62 の発現 
4 週齢の放射線誘発低分化癌、髄様癌、7 
ヵ月齢の自然発症髄様癌、放射線誘発髄様 
癌の 4例の PCR Array の結果を表 2に示し 
た。放射線誘発甲状腺癌では、オートファ 
ジー調節遺伝子 Cdkn2a, Ctss, Cxcr4 など 
が共通して上昇しているのに対し、自然発 
症腫瘍では Mapk8 の上昇のみ見られた。4 
週齢低分化癌では、Tgfb1, Tnf,TP53 の発 
現増加も見られ、Eif2ak3, Mapt, Pim2 
は減少した。自然発症腫瘍では 
Dapk1,Eif4g1,Htt の減少は 7ヵ月齢の放 
射線誘発髄様癌と同じであった。4週齢の 
放射線誘発髄様癌では、オートファジー構 
成因子である Atg4b, Atg5, Gabarapl2,  
Rab24 の発現減少が見られた。 
 
表 2. 放射線誘発性および自然発症甲状腺癌の
PCR-Array 解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
PCR-Array の結果から、4 週齢非照射 1 例、
照射非腫瘍 3 例、放射線誘発癌 3 例、7 週齢
非照射 1例、自然発症癌 1例、放射線誘発癌
2例で Cdkn2a, Ctss, Cxcr4, Tgf-beta1, Tnf, 
Atg4b, Atg5 の RT-PCR による遺伝子発現を調
べた。放射線誘発癌、自然発症癌共に Cxcr4, 
Cdkn2a, Tnf の発現増加が見られ、Cxcr4, 
Cdkn2a の mRNA レベルは自然発症より放射線
誘発癌の方が高値だった。Ctss と Tgf-beta1
は両週齢の放射線誘発癌で増加していた。4
週齢の髄様癌で Atg4b と Atg5 の発現低下と、
低分化癌で Atg5 の低下が見られた。若週齢
の放射線誘発甲状腺癌では、オートファジー

関連分子の低下が起きていることが示唆さ
れた。 
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