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研究成果の概要（和文）：実験動物ではカロリー制限が放射線による発癌効果を抑制することが

分かっているが、そのメカニズムは未解明である。そこで本研究では突然変異、染色体異常、

遺伝子発現変化などを指標として解析を行った。その結果、突然変異と染色体異常については

カロリー制限による影響を見出すことはできなかったが、いくつかの遺伝子の発現の変化から

は可能性のあるものがみつかり、今後の解析の手がかりが得られた。 
 
研究成果の概要（英文）：Although calorie restriction is known to reduce radiation-induced 
cancer, little is understood for its mechanism.  We have challenged this problem by 
studying mutation, chromosome abnormality, genome-wide gene expression, etc.  The 
results showed no effect on mutation and chromosome abnormality.  mRNA levels, on the 
other hand, revealed some alterations.  These would provide important clues for further 
analyses of the problem. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 13,500,000 4,050,000 17,550,000 

２００８年度 11,500,000 3,450,000 14,950,000 

２００９年度 10,800,000 3,240,000 14,040,000 

年度  

  年度  

総 計 35,800,000 10,740,000 46,540,000 

 
 
研究分野：放射線生物学 
科研費の分科・細目：環境学・放射線・化学物質影響科学 
キーワード：カロリー制限、突然変異、染色体異常、発現制御、放射線、マイクロアレイ 
 
１．研究開始当初の背景 
放射線による発癌リスクを考える時、癌の治
療がほぼ完全にできるようにすることと被
曝後の処置によって癌発生を抑制、予防する
方法を開発することは放射線の発癌効果を
深刻な健康影響ではなくするという意味で
発想の転換であり、ひとつの未来像である。

このうち予防効果についてはカロリー制限
処置が非常に有効であることがマウスとラ
ットを用いて示されている（PNAS 83:7928 
(1986), ibid 87: 6795 (1990), ibid 94: 2625 
(1997)）。しかしながらそのメカニズムは未
だ解明されていないので、現象の一般性やヒ
トへの応用を考える上での大きな阻害要因
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となっている。 
 放射線による癌誘発のメカニズムとして
は突然変異の増加やゲノム不安定性の誘導
が主な要因と考えられているが、他にもエピ
ジェネティックな変化による遺伝子発現の
変化、損傷をもった細胞の除去機能（アポト
ーシス）の低下などがあげられているが、ま
だ良くはわかっていない。 
 他方、カロリー制限の生物効果については
長い研究の歴史があり、寿命延長効果や化学
発癌に対する抑制効果、遺伝的疾患の発現抑
制効果などさまざまな健康増進効果が報告
され、近年ではこれがヒトにも当てはまるか
どうかを探るため霊長類（サル）を用いた実
験も米国で進められている。さらに最近では
寿命延長に関与する一群の遺伝子が発見さ
れカロリー制限がこれらの遺伝子の発現に
どう作用しているかについての解析が急速
に進められている（Nature Reviews 6: 298 
(2005), Nature Genetics 38: 985 (2006)）。
具体的にはカロリー制限がホルモンや神経
内分泌系を変え、Akt 経路の抑制などを介し
て Foxo 系の転写因子を活性化することによ
り細胞を増殖体制からストレス耐性の体制
に切り替えるというモデルが考えられてい
る。このストレス耐性の中身としては活性酸
素消去系の活性化や DNA 修復能の強化、アポ
トーシスの増強などがあげられている。 
 以上の情報をあわせると、カロリー制限に
よる放射線発がんの抑制機構としては、被曝
後長期間を経て生じるゲノム不安定性が細
胞のストレス耐性獲得によって抑制される
のではないかと考えられる。具体的には被曝
後半年から１年を経て突然変異頻度や染色
体異常頻度が上昇する（ゲノム不安定性）の
が、カロリー制限による DNA 修復活性や抗酸
化力あるいはアポトーシス等の活性化によ
って抑制されるのではないかと考えられる。 
そこで本研究ではカロリー制限実験に実績
のある放医研のグループ（島田）と放射線の
長期的影響の解析を分子レベルで解析して
いる産業医大（法村）、東北大（小野、上原）
のグループが共同研究の体制を作り、ゲノム
の安定性とアポトーシス、遺伝子発現変化の
３つの観点からカロリー制限による放射線
発がん抑制のメカニズム解析を行った。 
 
２．研究の目的 
 突然変異解析のための lacZ 遺伝子を導入
されたマウス（C57BL/6J 系に９世代戻し交配
を行ったもの）とカロリー制限による放射線
発がん抑制が証明されている C3H系マウスと
を交配し B6C3F1 マウスを作り、２ヶ月齢で
3.8Gy のＸ線をかけた後カロリー制限を始め
る。その後サンプリングし発癌率、染色体異
常頻度、突然変異、アポトーシス頻度、mRNA
のマイクロアレイ解析を行う。これらのデー

タを総合し、カロリー制限が放射線によるが
んの誘発を抑制するメカニズムをさぐる。放
射線に限らず、有害物質による影響は曝露が
すぐ障害に直結するという発想で捉えられ
がちであるが、両者の間には多くの生体反応
が関与しており、その反応を人為的に変える
ことにより障害の発生を予防することが可
能である。特に癌の誘発のように長期間を経
て始めて現れる障害についてはその可能性
が高い。もしこれがヒトにも当てはまること
が明らかにされればリスク評価に対しても
発想の転換をせまるものであり、大きな意義
があると考える。 
 
３．研究の方法 
(1) カロリー制限による体重及び放射線発
癌効果への影響 
 当初 C57BL/6J Jcl 系のマウスに９代まで
戻し交配をした Muta マウスを使う予定であ
ったが、このマウスの生殖力が極端に低下し
てしまったので、Muta マウスそのものと
B6C3F1 マウスの両方を用いた。加齢に伴う体
重変化を普通カロリー食（95kcal/週）で飼
育し続けた群と７週齢から低カロリー食
（65kcal/週;カロリー制限）に移した群に分
けて体重の変化を追跡した。B6C3F1 マウスで
は長期的な生存率と発癌頻度についても追
跡した。 
(2) 突然変異の解析 
 普通カロリー摂取群と低カロリー摂取群
マウス（Muta マウス）に対し 10 週齢で 3.8Gy
のＸ線（0.66Gy/min）を照射し、その後 12
ヶ月齢、18 ヶ月齢になった所でサンプリング
し、lacZ 遺伝子上での突然変異を解析した。
変異体頻度は P-gal 抵抗性を指標に、また分
子特性については DNA sequencing によって
求めた（Mutat. Res.,447: 165 (2000)） 
(3) 染色体異常頻度 
 照射後２週間後及び照射後 12 ヶ月齢と 18
ヶ月齢でマウス脾臓から細胞を分離し ConA
存在下で 48〜56 時間培養（RPMI）後コルセ
ミド処理によりＭ期の細胞を増やし Fish 法
にて転座型の染色体異常頻度を測定した。標
的としては染色体の２番、11 番、12 番をそ
れぞれ Cy3、FITC、Biotinで染色して行った。
Biotin はさらに Texas Red で二重染色し、す
べての染色体を確認するためには DAPI 染色
を行った。異常頻度は総染色体数が 40±１の
ものについてだけ検索した。 
(4) アポトーシス頻度 
 C57BL/6N マウスを用い 10週齢で３Gyの放
射線を照射し、その後４、６、16、24、48 時
間後の脾臓でのアポトーシス頻度を調べた。
アポトーシスは Caspase 3/7 の活性を指標と
して解析した。 
(5) mRNA の変化 
 放射線による肝腫瘍誘発効果のあること



が分かっている B6C3F1 マウスを用い放射線
照射の影響とカロリー制限の影響について
マイクロアレイ解析と RT-PCR による解析を
行った。照射時期については 10 週齢だけで
なく、より高い肝腫瘍誘発効果が報告されて
いる１週齢での照射の影響も調べ比較した。
サンプリングは３ヶ月齢と 10 ヶ月齢、18 ヶ
月齢の所で行ったが、18 ヶ月齢では明らかに
肝腫瘍の発生率が増加していた。腫瘍では遺
伝子発現の様子が大きく変化していること
が予想されるので、18 ヶ月齢でサンプリング
したものについての mRNA 解析は行わなかっ
た。 
 マイクロアレイ解析は Affimetrix 社の
Mouse genome 430 2.0 を使用した。これでは
39,000種類のoligoプローブを用いた解析が
可能である。RT-PCR 解析は ABI 7500 Real 
Time PCR System (Applied Biosystems 社)
を用いて行い、β-アクチンの mRNA を標準と
して解析した。 
 
４．研究成果 
(1) カロリー制限による体重及び放射線発
癌効果への影響 
 普通食（95kcal/週）、カロリー制限食
（65kcal/週）での体重変化について非照射、
3.8Gy 照射マウスの雄、雌ごとに 10 週齢から
39 週齢（９ヶ月齢）まで追跡調査した結果が
図 1 である。結果は各群 12〜18 匹のマウス
の平均値である。ここから(a)雄はいつも雌
より体重が高いこと、(b)普通カロリー群で
は加齢とともに体重の増加が見られるのに
対し、低カロリー群では 20 週齢位から体重
の増加が抑制されること、(c)10 週齢での
3.8GyＸ線照射は体重変化に影響を与えない
ことが明らかになった。B6C3F1 マウスでも同
様な結果が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．10 週齢の Muta マウスに 3.8Gy 照射後普通

食(95kcal/週)と低カロリー食(65kcal/週)で飼育

した時の体重変化。雄でも雌でも低カロリー食に

よって体重の増加が抑制された。照射群と非照射

群で差はみられなかった。 

 
 次に B6C3F1 マウスについて生存率と発癌

率を測定した。コントロール B6C3F1 マウス
の生存率は１年以降ゆるやかに減少したの
に対し被曝群は１年以降急激に生存率が低
下した。カロリー制限は特に被曝群で生存率
を延長した。これは、生後１年以降に死因と
なる疾病にカロリー摂取の大小が関与して
いるためであると推測した。 
 さらに B6C3F1 マウスの死因の１つである
肝腫瘍と脾臓に発生するリンパ腫について
被曝の影響、カロリー制限の効果について検
討した。非照射高カロリー群の肝腫瘍は 80
週以降の死亡のマウスから観察されるが、カ
ロリー制限では 120週たってもほとんど発生
は認められなかった。非照射高カロリー群は
60週から肝腫瘍が観察され120週で肝腫瘍フ
リーのマウスは 50％に達する。おどろいたこ
とにカロリー制限群では 3.8Gy被曝したにも
かかわらず、非照射の高カロリー群より発生
は遅れた。すなわち、生存曲線でみる限り、
カロリー制限は、高カロリーマウスの 3.8Gy
被曝の発癌効果を相殺する効果があること
になる。発生は遅れるが、脾臓のリンパ腫に
ついてもほぼ同様の結果が得られている。 
(2) 突然変異の解析 
①加齢に伴う自然突然変異蓄積に対するカ
ロリー制限の影響 
 加齢に伴って自然突然変異が蓄積し、しか
もその増加率は臓器によって異なり、腸上皮
で特に高い値を示すことが分かっている
（Cancer Res., 64: 6919 (2004)）。そこで
カロリー制限がこの自然突然変異の増加に
影響を与えないかどうかについて知るため、
18 ヶ月齢 Muta マウスの小腸上皮での突然変
異頻度を調べてみた。その結果、カロリー制
限群では 23.25×10-5（６匹）であり、普通食
群での値 33.16×10-5（６匹）より有意に低い
値を示した（p=0.0131）（図２）。従ってカロ
リー制限は自然突然変異の加齢に伴う蓄積
を抑制する効果のあることが分かった。突然
変異の分子特性を調べた結果ではカロリー
制限による違いは認められなかった。 
 

 
図２．低カロリー食の小腸上皮での自然突然変異

への影響。普通食と低カロリー食で 18 ヶ月間飼育

されたマウス（各群６匹づつ）での lacZ 上での自

然突然変異頻度。低カロリー食では低い頻度にな

っていた。 



 ②放射線照射の影響 
 次に 10週齢で 3.8Gy 照射後 12ヶ月齢にな
った時点での突然変異頻度について解析し
た結果、脾臓と肝臓では照射の影響について
もカロリー制限の影響についても明白な差
は見られなかった（図３、４）。さらに 18 ヶ
月齢になった時点での肝臓でも変化は見出
せなかった。このことは、3.8Gy 照射が
genomic instability のようなものを誘発す
る訳ではないことを示唆していると思われ
る。 
 

 
 
図３．3.8Gy 照射後普通食(95kcal/週)あるいは低

カロリー食(65kcal/週)で 10 ヶ月間飼育した時の

脾臓での lacZ 突然変異頻度。照射による影響、カ

ロリー制限による影響はともに観察されなかった。 

 
 

 
 
図４．3.8Gy 照射後普通食(95kcal/週)あるいは低

カロリー食(65kcal/週)で 10 ヶ月間飼育した時の

肝臓での lacZ 突然変異頻度。照射による影響、カ

ロリー制限による影響はともに観察されなかった。 

 
 
 
 
(3) 染色体異常の解析 
 10週齢で3.8Gy照射後通常のカロリーと低
カロリーで飼育を続け２週間後および 12 ヶ
月齢、18 ヶ月齢になったマウスの脾臓に於け
る染色体異常（２番、11 番、12 番染色体で
の転座頻度）を調べそれをグラフにしたもの
が図５である。この結果から以下の諸点が明
らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．10 週齢で 3.8Gy 照射した Muta マウスを２

週間、10 ヶ月あるいは 16 ヶ月間普通食あるいは

低カロリー食(CR)で飼育した時の脾細胞での染色

体異常頻度。異常は２、11、12 番染色体の転座と

して検出した。照射後２週間では異常の増加がみ

られたが、10 ヶ月では減少し、16 ヶ月では再び増

加した。これらの変化に対しカロリー制限(CR)は

何の影響も与えなかった。非照射マウスでもカロ

リー制限の影響はみられなかった。 

 
 
 
①3.8Gy の照射は脾臓細胞での染色体異常頻
度を増加させる。 
②その後 10 ヶ月を経ると染色体異常をもっ
た細胞の割合が減少する。これは異常をもっ
た細胞の一部が生体内で除去された結果と
考えられる。 
③さらに照射後 16 ヶ月を経て 1.5 年（18 ヶ
月）齢になると染色体異常頻度は上昇した。
これは照射後長時間を経たことによる
genomic instability の増加を示唆している
と思われる。 
④上記の減少と増加はカロリー制限によっ
て影響を受けなかった（図５）。 
 従って、放射線の染色体異常誘発効果に対
してはカロリー制限は影響を与えないと推
察される。 
(4)アポトーシスの解析 
 C57BL/6N マウスに３Gy の放射線を照射後
脾臓でのアポトーシス頻度を調べると４〜
６時間後に増加することがみられるものの
その後、24 時間後、48 時間後では非照射と
同じ低いレベルに減少していた。また後述す
るように照射後 10 ヶ月を経たマウスでの網
羅的 mRNA の解析でもアポトーシスに関連す
る遺伝子の変化は見出せなかった。従ってア
ポトーシスは放射線の長期的影響には関与
していないと考えられた。 
(5) mRNA の解析 
①放射線照射の長期的影響 
 まず放射線照射の長期的影響として mRNA

 



②照射時期の違いによる影響 レベルでどのような変化があるかについて
10 週齢で照射後８ヶ月を経たマウスでの肝
臓の mRNA について解析を始めた。しかし、
肝臓への長期影響については生後１週齢で
照射した方が 10 週齢で照射した時よりも高
い発癌性を示すことに気付いたので、１週齢
で照射後１年齢になった時点での解析から
開始した。具体的には非照射で 10 ヶ月齢の
マウス６匹から全 RNA を抽出し、それを３匹
分づつ等量混ぜたもの２サンプルをコント
ロールとし、１週齢で 3.8Gy 照射した後 10
ヶ月齢になったマウス６匹から全 RNAを抽出
し、それぞれをサンプルとしてマイクロアレ
イ解析を行った。その結果、６個の照射サン
プルのどれでも共通に変化している遺伝子
として 27 種の遺伝子が抽出された。さらに
それらの変化について統計計算をして p＜
0.05 を満たす遺伝子として以下の６種類の
遺伝子が抽出された。Cyp2c39、Mfsd2、Dusp6、
Pfkfb3、Cd36、Ints6。これらについて RT-PCR
法を用い検討した結果、増減の程度に多少の
違いのみられるものもあったが、マイクロア
レイの結果はほぼ正しいことが確かめられ
た。これらの遺伝子の機能及び細胞内の局在
性については表１に示した。 

 肝腫瘍は生後１週齢で照射した時の方が
生後 10 週齢で照射した時より高い誘発率を
示すことが分かっているので、この現象を
mRNA の変化として把握できないかどうか検
討してみた。具体的には１週齢照射後 10 ヶ
月齢で変化していた６種類の mRNA について
10 週齢照射後１年齢での変化と RT-PCR を用
いて比較してみた。その結果、Pfkfb3、Mfsd2、
Cyp2c39、Cd36 の遺伝子発現変化は両群でほ
ぼ同様であるのに対し、Dusp6、Ints6 の遺伝
子の発現変化は異なっていた（図６）。従っ
て後者の２種の遺伝子については発癌の被
曝時年齢依存性を説明し得る可能性を持っ
ていると思われる。 
 

  上記の変化が照射後より短い時点でどの
ようになっているかを知るため、照射後３ヶ
月齢でサンプリングし、同様の解析を行った。
その結果、３ヶ月齢と 10 ヶ月齢で共通の変
化はほとんどなく、Dusp6 と Ints6 で同様の
減少傾向がみられただけであった。Pfkfb3 に
ついては 10 ヶ月齢で増加していたが、３ヶ
月齢では減少傾向がみられた。このことから
照射後長期間を経た時点でみられる変化は、
照射後持続して変化しているのではなく、新
たに生じる変化であると考えた方がよいこ
とが示唆された。 

 
図６．照射時期の違いによる mRNA 変化への影響。

3.8Gy の照射を 1週齢で行なったマウスと 10週齢

で行なったマウスを 10 ヶ月齢になるまで待って

肝臓での mRNA 量を RT-PCR で解析した。 
 
 
 
③カロリー制限の影響 
 １週齢で 3.8Gy照射後７週齢からカロリー
制限を行い 10 ヶ月齢になった所での肝臓の
mRNA の変化について上記６種類の遺伝子産
物について RT-PCR 法で調べると図７のよう
な結果になった。Pfkfb3 と Dusp6 については
カロリー制限は何も影響を与えず、Mfsd2、
Cyp2c39、Cd36 の遺伝子については放射線照
射の影響を増強する方向へ、また Ints6 につ
いては放射線の影響を抑制するように働い
ていた。従って Ints6 の発現調節がカロリー
制限の影響を解くひとつの手がかりになる
可能性がある。この遺伝子は癌抑制遺伝子で
ある可能性も指摘されている。 

 
 Gene 
symbol 

Biological process Molecular 
function 

Cellular 
component 

Cyp2c39 oxidation reduction oxidoreductase 
activity 

microsome, 
membrane 

Mfsd2 transport - membrane 
Dusp6 inactivation of 

MAPK activity, 
dephosphorylation 

phosphoprotein 
phosphatase 
activity 

cytoplasm 

Pfkfb3 fructose 
2,6-bisphosphate 
metabolic process 

6-phosphofructo-
2-kinase activity, 
ATP binding 

- 

Cd36 cell adhesion, 
lipoprotein process 

receptor activity, 
lipid binding 

plasma 
membrane cell 
surface 

Ints6 snRNA processing protein binding integrator 
complex 

 

 
 
表１．照射によって mRNA 量が変化した遺伝子の機

能と細胞内局在。 

 
 
 



 
 
図７．カロリー制限による影響の解析。１週齢で

3.8Gy 照射後普通食あるいは低カロリー食(CR)で

10 ヶ月間飼育した時の肝臓での mRNA 変化を

RT-PCR で求めた。カロリー制限によって影響を受

けない遺伝子、カロリー制限が放射線の影響を増

幅する遺伝子さらにカロリー制限が放射線の影響

を抑制する遺伝子に分かれた。 

 
 
 
(6) 考察 
 放射線による癌誘発効果がカロリー制限
によって抑制されるメカニズムについて突
然変異、染色体異常、遺伝子発現変化といっ
た観点から解析を行ったが、明確な手がかり
は得られなかった。ただし加齢に伴う自然突
然変異蓄積が抑制されること、また一部の遺
伝子発現変化が修飾を受けることが分かっ
たので、これらの指標が今後のさらなるチャ
レンジの手がかりになると考えられる。 
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