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研究成果の概要（和文）：原爆投下後 60 年以上が経過しても原爆被爆者における肺がんのリ

スクはいまだに高い。しかし、放射線被曝が長期間にわたり肺がん発生に影響を及ぼす分子

機序は不明である。そこで、肺発がんに関連する分子的変化を解析して、原爆被爆者肺がん

の分子腫瘍学的特徴を明らかにすることを本研究の目的とした。これまでの試行調査とあわ

せ、本研究によって、放射線被曝が、肺がんの特定の遺伝子変異の頻度やその変異パターン、

そして DNA メチル化などの分子的変化に影響を与えている可能性を示唆する結果を得た。 

 

研究成果の概要（英文）：Risk of lung cancer among atomic-bomb (A-bomb) survivors remains high 

even now, more than 60 years after the bombings. However, the molecular mechanisms behind how 

radiation exposure influences the development of lung cancer have long remained unclear. Therefore, 

this study aimed to investigate the molecular oncological characteristics of lung cancer among A-bomb 

survivors by analyzing molecular alterations associated with lung carcinogenesis. In combination with 

our preliminary study, results obtained from this study suggest the possibility that molecular alterations 

such as frequencies of certain gene mutations and the types and DNA methylation may be associated 

with radiation exposure. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 原爆投下後 60 年以上が経過しても原

爆被爆者における肺がんの過剰相対リスク

は未だに高い。しかし、放射線被曝が長期間
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にわたり肺がん発生に影響を及ぼす分子機

序は不明である。さらに、原爆被爆者に関す

る研究を含め、放射線関連肺がん組織試料を

用いた研究は、国内・国外ともに少ない。 

 

(2)原爆被爆者に発生した肺がん症例の標本

の多くは長期保存の過程で DNA の断片化が

進んでおり、PCR 増幅産物が得られにくい。

肺発がんに関連することが知られている遺

伝子変異などを解析し、放射線と関連する肺

発がんの発生機序を明らかにする手がかり

を得るためには、長期保存組織から抽出した

DNA の増幅効率を高める必要性がある。 

 

(3)これまでの原爆被爆者の肺がん組織試料

を用いた試行調査から、放射線被曝が TP53 

遺伝子変異の頻度やその変異パターンに影

響を与えている可能性が示唆されている。 

 

２．研究の目的 

肺発がんに関連することが知られている分

子的変化 (遺伝子変異と DNA メチル化の変

化) を解析し、被曝線量や喫煙歴を含む病

理・疫学因子ならびに肺がんの組織型との関

連を検討することによって、原爆被爆者肺が

んの分子腫瘍学的特徴を明らかにすること

を本研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 研究対象 

研究対象として、広島の地元病理医ネットワ

ークによって収集された原爆被爆者 (放射

線被曝者 20 人および非被曝者 18 人) の

連結不可能匿名化された非小細胞肺がん組

織 38 症例を調べた。組織試料と共に収集さ

れた患者の病理・疫学的データ (年齢、性別、

病理組織型、分化度、喫煙歴など) を用いた。

原爆被爆者の被曝線量は、「DS02」推定線量

を用いた。保存ホルマリン固定パラフィン包

埋ブロックから組織切片を作り、レーザーマ

イクロダイセクションによってがん部およ

び非がん部を切り出し、DNA を抽出した。 

 

(2) メチル化の解析 

遺伝子特異的なメチル化は、肺がんに関連す

るがん抑制遺伝子 p16 と RASSF1A を調べ

た。ゲノム DNA 全体のメチル化は、レトロ

トランスポゾン LINE1 と Alu について調

べた。各遺伝子とレトロトランスポゾンのメ

チル化レベルは COBRA (combined bisulfite 

restriction analysis) 法により定量した。

電気泳動はポリアクリルアミドゲル あるい

は  Experion ™  自動電気泳動システム 

(Bio-Rad 社) を用いた。 

 

(3) タバコ関連 DNA 付加体の定量 

OxiSelect™ BPDE DNA Adduct ELISA Kit (Cell 

Biolabs 社) を用いて、タバコ関連 DNA 付

加体の定量を試みた。 

 

(4) 培養細胞への放射線照射によるメチル

化の変化の検討 

ヒト肺腺がん由来 A549 細胞に 2 Gy の X 

線を一日一回照射し、合計 10 Gy と 20 Gy 

になるように細胞を継代した。生き残った細

胞から DNA を抽出し、メチル化の状態を調

べた。 

 

４．研究成果 

(1) 肺がん関連遺伝子のメチル化 

p16 と RASSF1A 遺伝子の DNA メチル化の

状態を解析し、放射線被曝との関連を調べた。

その解析から、被曝非小細胞肺がん症例の

RASSF1A 遺伝子の DNA メチル化は非被曝症

例よりも低頻度であり (32% (6/19) vs. 56% 

(10/18))、被曝症例では、扁平上皮がんのメ



チル化の頻度は腺がんよりも低いという傾

向がみられたが、統計学的な有意差はなかっ

た。 

 

(2) ゲノム DNA 全体のメチル化 

扁平上皮がんでは、原爆放射線を被曝した患

者 (n = 5) の周辺非がん組織の LINE1 メチ

ル化レベルは非被曝者 (n = 5) の非がん組

織のものよりも低かった。同じ患者のがん組

織では、被曝者と非被曝者との間で、LINE1 

メチル化レベルに差はなかった。一方、23 症

例の腺がんでは、がん組織・非がん組織とも

に、LINE1 メチル化について放射線の影響は

観察されなかった。放射線のゲノム DNA 全

体への影響をさらに検討するために、上記で

解析した部位とは異なる LINE1 CpG 部位の

メチル化と、他のレトロトランスポゾン Alu 

のメチル化の解析を行った。それらの結果を

まとめると、扁平上皮がん患者では、がん組

織のメチル化レベルは周辺非がん組織のも

のよりも低かった。一方、腺がんでは、がん

組織・非がん組織ともにメチル化レベルに差

はなかった。放射線被曝のメチル化への影響

に関しては、 LINE1 でもその CpG 部位によ

って、あるいは同じレトロトランスポゾンで

も LINE1 と Alu では異なる可能性が示唆

された。 

 

(3) タバコ関連 DNA 付加体の定量 

メチル化への放射線と喫煙の同時効果につ

いても検討するために、タバコ関連 DNA 付

加体を ELISA 法によって定量化する実験系

の確立を試みた。本研究期間終了後は、原爆

被爆者肺組織での DNA 付加体について調べ

る予定である。 

 

(4) 培養細胞への放射線照射によるメチル

化の変化の検討 

培養細胞を用いた基礎実験からも放射線照

射によるメチル化への影響を調べた。A549 

細胞に対して X 線を照射し、LINE1 と Alu 

のメチル化を解析したが、メチル化の変化は

観察されなかった。 

 

(5) Ras シグナル伝達経路に関連する遺伝子

変異の解析 

我々のこれまでの原爆被爆者肺がんに関す

る調査では、Ras シグナル伝達経路の遺伝子

変異 (EGFR, KRAS, BRAF) と放射線との関連

は観察されていない。近年、肺がん症例を用

いた研究から、Ras シグナル伝達経路の活性

化に関連する ALK 並びに RET 融合遺伝子

が多数報告され始めている。我々も、現在、

原爆被爆者保存肺がん組織の RNA から、こ

れらの融合遺伝子が検出できるかどうかを

試みており、本研究期間終了後は、放射線被

曝との関連も検討していく予定である。 

 

(6) 長期保存組織から抽出した DNA を用い

た分子解析のための PCR 増幅の改良 

原爆被爆者に発生した固形がんの分子腫瘍

学的研究に有用な研究手法の改良も本研究

期間の中で取り組んだ。長期保存組織から抽

出した DNA は断片化が進んでおり、PCR 増

幅産物が得られにくい。そこで、同組織から

抽出した DNA を緩衝液中で熱処理すること

により PCR 増幅効率を上げる方法を確立し

た。また、この方法によって、メチル化レベ

ルは変化しないことも確認した (論文投稿

中)。 

 

(7) まとめ 

原爆被爆者保存肺がん組織とその周辺部の

非がん組織におけるレトロトランスポゾン 

LINE1 のメチル化の解析から、原爆放射線被

曝がゲノム DNA 全体のメチル化に影響を及



ぼしている可能性が示唆された。さらに、試

行調査の TP53 遺伝子変異の結果とあわせ

て、放射線被曝が、特定の遺伝子変異の頻度

やその変異パターン、そして DNA メチル化

などの分子的変化に影響を与えていること

も示唆された。一方で、これらの観察結果は、

限られた研究対象数に基づくものであり、組

織試料数を増やした更なる解析を進めるつ

もりである。 
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