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研究成果の概要（和文）：放射線における生殖巣の影響を解析するために、放射性物質汚染地域に生息するアカ
ネズミ（2n=48型）と染色体異常を考慮した染色体数の異なるアカネズミ（2n=48型、2n=46型、交雑型（2n=47
型））の生殖巣の評価を行った。アカネズミの精巣・卵巣の組織学的・形態学的変化の動態から繁殖周期を明ら
かにしたが、放射線によって繁殖周期が変化するかは不明である。一方、急性照射または慢性被ばくを想定した
低線量率照射したマウスの生殖腺における遺伝子発現の変化を網羅的に調べた。その結果、発現量が変化した遺
伝子の中には受精に関わる遺伝子の発現の変化が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To analyze the effects of radiation on the gonads, we assessed the gonads of
 the large Japanese field mice with different chromosome numbers considering chromosomal 
abnormalities (2n=48 type, 2n=46 type, and hybrid (2n=47 type)) and 2n=48 type mice inhabiting 
radiation in contaminated areas. The reproductive cycle was clarified from the analysis of 
histological and morphological changes in the testis and ovary of the large Japanese field mice, but
 it is unclear whether the reproductive cycle is affected by radiation. On the other hand, we 
applied gene expression analysis using microarrays to the evaluation of the gonads of laboratory 
mice exposed to acute and chronic low-dose γ-ray irradiation. Gene expression profiling showed that
 genes associated with fertilization are changed.

研究分野： 放射線生物学

キーワード： 放射線　生殖腺　生物影響　減数分裂　遺伝子発現

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
放射性物質汚染地域に生息するアカネズミは慢性的な被ばくを受けているため、継世代的影響を考える上で有用
なモデルである。しかしながら、アカネズミの生殖機能に関するする知見はほぼ蓄積されていないため、放射線
影響評価が困難となっている。実験動物における生殖技術を基盤とした手法をアカネズミに適用し、ラボマウス
と比較することで、ラボとフィールドの違いを検証が可能となると考えている。野生動物における放射線の影響
評価系の構築が可能となった場合、生態系に対する影響、環境保全の手助けとなり、被災住民の帰還の判断材料
となることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 福島県の放射性物質汚染地域では除染及び復興活動により空間線量が低下しているものの除
染が困難とされる森林地帯については対象外となっていることから、森林地帯に生息する野生
動物は依然として低線量放射線の長期被ばくを受けている。そのため、射性物質汚染地域の野生
動物における遺伝的影響、特に継世代的影響が懸念される。しかしながら、空間線量が低下した
現在の状況下では捕獲したアカネズミのみを解析しただけでは放射線の影響で自然淘汰される
個体の影響は明らかにできない。したがって、実験系による科学的根拠による評価も必要不可欠
である。現在、アカネズミの後代を作出する技術は未だ確立されていないことが、リファレンス
動物としてのアカネズミを用いた放射線影響評価や継世代影響評価が制限されている要因であ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究は、放射線汚染地域、非汚染地域、染色体異常モデルのアカネズミの生殖細胞形成過程を
明らかにし、アカネズミを用いた放射線影響評価や継世代影響評価法の開発を試みる。加えて、
放射線照射したラボマウスの生殖腺における網羅的遺伝子発現解析を施行し、生殖細胞におけ
る放射線影響の基盤データを構築する。 
 
３．研究の方法 
・試料調整 
福島県内の空間線量の異なる複数の地点、対照地域として青森県および新潟県、染色体異常モデ
ル個体を長野県でアカネズミを捕獲し、生殖腺を採取した。繁殖期に捕獲した雄アカネズミは、
精巣上体尾部から精子を採取し、液体窒素中にて保存した。さらに、放射線の生殖細胞に対する
遺伝的影響を解析するためにラボマウスに対して急性照射または慢性被ばくを想定した低線量
率照射を行なった。急性照射群は、7日齢のマウスに対して 4 Gy を照射したのち、通常の飼育
環境で飼育を継続し、35 日齢に精巣を摘出した。慢性照射群は、1週齢時から母マウスと共に、
4週間で総線量 4 Gy になるよう照射を行い、35日齢に精巣を摘出した。 
 
・精母細胞における減数分裂の染色体観察 
アカネズミおよびマウスから摘出した精巣は精細管を裸出し PBS 中に放置する。細胞懸濁液か
ら遠心分離によって細胞を回収する。回収した細胞に 0.075M KCl を加えて低調処理を行う。低
張処理終了後、細胞懸濁液にメタノール：酢酸=3：1固定液を加えて固定を行う。固定した細胞
懸濁液はメタノール：酢酸=3：1 固定液を用いて洗浄し、細胞浮遊液とした。細胞浮遊液から染
色体標本を作成し、光学顕微鏡にて観察を行い、減数分裂を評価した。 
 
・アカネズミの生殖腺の組織学的観察 
 ブアン液で固定された繁殖期の生殖腺は、固定後、エタノール系列で脱水、透徹した。パラフ
ィン包埋した標本は、ミクロトームを用いて切片化した。パラフィン切片は、脱パラフィン後、
エタノール系列で親水化した。その後、Hematxylin Eosin（HE）染色し、生殖腺における生殖細
胞を観察した。また、免疫組織学的に精巣における減数分裂を評価するために、REC8 および SCP3
の精母細胞中の分布を観察した。OCT コンパウンドにて凍結保存したサンプルを、－20℃まで上
げた後、ミクロトームを用いて切片を作成した。切片に対して抗 REC8 抗体、抗 SCP3 抗体を反応
させ、対比染色として DAPI を用いて共焦点顕微鏡にて観察した。 
 
・アカネズミの卵子の採取と体外受精（IVF）、体外発生（IVC）方法の検討 
卵子の採取のための過排卵誘起処理は、抗インヒビン血清と eCG（ウマ絨毛性ゴナドトロピン）
の混合物である IASe を用いた。IASe を雌アカネズミの腹腔内投与した 48 時間後に hCG（ヒト
絨毛性性腺刺激ホルモン）を腹腔内投与し、卵管膨大部より採卵を行った。採取した卵と精子を
37℃インキュベーター内で媒精した。 
 
・マウスの精巣における遺伝子発現の網羅的解析 
ラボにおける評価系を確立するためにマウスに放射線を照射し、被ばく後の生殖細胞形成機構
を明らかにする。生殖器官について病理解析、減数分裂の正常性、生殖腺における遺伝子の網羅
的解析に関しては外部委託した。 
 
４．研究成果 
・精母細胞における減数分裂の染色体観察 
生殖細胞の染色体観察には、細胞分裂のステージや標本作成時の条件により染色体の形態の識
別が困難である。ラボマウスの精巣を用いて染色体標本作成のための条件検討および減数分裂
におけるステージ分類を行った。ラボマウスの分類を基準にして、アカネズミの減数分裂時のス
テージ分類を行うことができた。しかしながら、染色体異常モデルでは 3価染色体の識別が困難
であった。また、減数分裂の染色体像から放射線の影響を評価することが困難であるため、アカ
ネズミのセントロメアに特異的な配列を利用することで生物線量評価が容易になることが予想
される。今後はアカネズミのセントロメアに特異的な配列の探索を行う予定である。 



 
・アカネズミの生殖腺の組織学的観察 
アカネズミにおいて、生殖工学技術は確立されていないため、実験動物で確立している方法論が
適用できない。そのため、アカネズミから効率よく生殖細胞を得ることを目的として、精巣・卵
巣の組織学的・形態学的変化の動態を把握するために組織標本の解析を行った。その結果、雄ア
カネズミの精子形成周期、雌アカネズミにおいては卵胞の形態から非繁殖期および繁殖期の区
別を明らかにし、さらに繁殖期の各期を細別した。加えて、アカネズミの精巣における HE 染色
の結果、対象地域および染色体異常モデルにおいて精原細胞、精母細胞、円形精子細胞、精子が
認められたことから、染色体異常モデルにおいて精子形成が正常であることが判明した。また、
減数分裂時に発現する SCP3、REC8 の分布を解析したところ、一次精母細胞に SCP3、一次精母細
胞から二次精母細胞にかけて REC8 の局在が確認された。このことから、染色体異常モデルでも
正常に減数分裂が生じていることが示された。今後、放射線汚染地域のアカネズミに対しても同
様の解析を行うことで、放射線による影響評価が可能となると考えている。 
 
・アカネズミの卵子の採取と体外受精（IVF）、体外発生（IVC）方法の検討 
アカネズミから効率的に卵細胞を採取法の検討を行い、繁殖期における過排卵誘起剤の投与条
件を決定し、効率的に卵を得ることが確認できた。採卵した卵子に IVF を施した結果、繁殖期お
よび非繁殖期に採卵した卵子は、新鮮精子および凍結精子を用いた IVF においても 2-4 細胞期
胚まで発生することが示された。しかしながら、初期発生の進行にはさらなる IVC 培地の検討が
必要である。 
 
・マウスの精巣における遺伝子発現の網羅的解析 
35 日齢マウスの精巣から抽出した total RNA を株式会社 DNA チップ研究所へ送り、マイクロア
レイ解析による遺伝子発現の変化を網羅的に調べた。2 倍以上発現量が変化した遺伝子を放射
線により変化する遺伝子の候補とした。その結果、急性照射によって約 25,000 個の遺伝子発現
が変化した（発現が増加する遺伝子 約 14,000 個、減少する遺伝子 約 11,000 個）。一方、低線
量率照射では約 5,000 個の遺伝子発現が変化した（発現が増加する遺伝子 約 3,000 個、減少す
る遺伝子 約 2,000 個）。これら候補遺伝子の中には受精に関わる遺伝子における発現の変化が
示唆された。そこで、マウスの受精に関わる遺伝子の１つである Izumo1 遺伝子を増幅するため
のプライマーを数種類作成し、アカネズミに対して適用可能かどうか検討したところ、いくつか
のプライマーで増幅が確認された。今後、アカネズミでも遺伝子発現解析が可能となれば、生殖
細胞における新たな評価指標にもなりうると期待される。 
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