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研究成果の概要（和文）：N5 雄親マウスへの原子炉放射線（中性子 0.2Gy+γ線 0.2Gy/時間）、
0.2、0.4、0.8、1.2 Gy 精原細胞期照射により、F1マウスのマイクロサテライト突然変異が対
照群に比べほぼ直線的に増加し、突然変異率は、3.5ｘ10-2/Gy/遺伝子座であり、60Co ガンマ線
と比較し、原子炉中性子線の RBE は約 16 になった。変異はメンデル遺伝し、白血病も有意に増
加した。遺伝子発現の異常も子孫マウスに見られた。 
 
研究成果の概要（英文）：Microsatellite mutations increased almost linearly in the F1 offspring of 
adult N5 males exposed to nuclear radiations (neutron 0.2Gy/h + γ-rays 0.2Gy/h) at spermatogonia 
stages. Mutation was inherited as if Menderian inheritance. Its rate was 3.5 x 10-2/Gy/locus and 
RBE was about 16. Leukemia and changes in gene expression were also inherited in the offspring. 
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キーワード：放射線・化学物質、継世代影響、マイクロサテライト、疾病、遺伝子発現、中性
子線、白血病、Ｎ５マウス 
 
１．研究開始当初の背景 

ヒトにおいては、広島・長崎被爆者の子
供の膨大な調査において、遺伝的影響（周
産期異常、早期死亡、染色体異常、遺伝性
のがん、突然変異）はいまだに検出されて
いない。被爆者とその子供で、放射線によ
る突然変異を調査するために用いられた
血清蛋白の電気泳動による塩基置換突然
変異（蛋白質のアミノ酸変異による Charge 
mutation）は、放射線では誘発されにくい
ものであることはマウスでも科学的にわ
かっていた（Charles and Pretsch, Mutat. 
Res., 1986）。また、放射線でマウスに誘

発される突然変異、即ち特定座位突然変異
（100 万マウス実験）、優性白内障突然変異、
優性骨格突然変異、酵素活性突然変異はい
ずれも欠失突然変異である。これらのマウ
ス資料をもとに現在でもヒトへの遺伝リ
スクを推定している。 

一方、これらと独立して、雄、雌親マウ
スへの化学物質投与、放射線照射により、
突然変異だけでなく腫瘍や形態異常など、
人類によくみられる疾病が次世代に誘発
されることが野村により実験的に示され
た（Cancer Res. 1975, Nature 1982）。こ
れにより、国連科学委員会レポートによる
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遺伝的影響リスクの最も重要かつ大きな
部分（ヒトの 70％が何らかの遺伝性を示す
生活習慣病をもっている）が 1982 年以降
空欄（白紙）となり、2001 年になって我々
のマウス実験の成果(形態異常)を中心に
遺伝リスクが新たに推定されるようにな
ったが、極めて不十分である。 
近年、Jeffrey らにより DNA 反復配列を用

い（ヒト：ミニサテライト突然変異、マウス：
ESTR 突然変異）、比較的少数個体で突然変異
が検出されるようになった（Sadamoto et 
al,1994、Dubrova et al,1993）。チェルノブ
イリ原発事故後の汚染地域住民および核施
設周辺住民の子供にミニサテライト突然変
異率の上昇があったとの報告がある
（Dubrova et al,1996、2002、2006）が、原
爆等被曝者の子供で、有意な上昇はなかった
(Livshits et al, 2001, Kiuru et al, 2003、
Slebos et al, 2004、kodaira et al, 2004)。
これらの変異検出法はゲル電気泳動による
バンドのシフトを目視で判定するので科学
性、客観性に欠ける。キャピラリー電気泳動
とDNAフラグメント解析ソフトの併用で1塩
基の違いを迅速に判定できる科学的方法が
開発されたことにより、より小さな反復配列
マイクロサテライトの突然変異を検出でき
るようになった。我々は、このマイクロサテ
ライト変異検出系を用いることで、中性子線
照射雄マウスの F1 世代に高率にマイクロサ
テライト変異が誘発されることを初めて発
見した。また、20 年前に 1 回だけＸ線照射
したマウスの 35 代目子孫にマイクロサテラ
イトの変異が高頻度に蓄積していることも
つかむことができた。 

 
２．研究の目的 

マイクロサテライト検出法を用い、
Russell 以降哺乳動物で研究することの難
しかった放射線、化学物質の継世代的（遺
伝的）影響について新たな成果を得るのを
目的とする。 
（１）マイクロサテライト突然変異誘発：

核分裂中性子線、ガンマ線等を精細胞原
細胞期に照射を受けた雄マウスのF1での
マイクロサテライト突然変異の検出とそ
の遺伝性の確証。 

（２）マイクロサテライト突然変異と疾病
および遺伝子発現異常の相関：F1マウス
を 1年間飼育し、発生異常、がん、白血
病発生および遺伝子発現異常とマイクロ
サテライト突然変異の相関を調べる。 

（３）マイクロサテライト遺伝子座による
感受性の違い：４つのマイクロサテライ
ト遺伝子座（n1, n3, n5, n6）間で、突
然変異感受性の差と分子機構を探る。 

（４）マイクロサテライト突然変異が蓄積さ
れるのか集団遺伝学的解析を行う。 

３．研究の方法 
継世代的（遺伝的）影響（生殖細胞突然

変異）をマウスマイクロサテライト突然変
異を指標に高感度、迅速に検出し、発生す
る白血病他生活習慣病、あるいは遺伝子発
現異常との関連を調査する。 

（１）マイクロサテライト突然変異の検出： 
① 原 子 炉 放 射 線 （ 近 畿 大 学 原 子 力 研 究

UTR-KINKI；中性子 0.2Gy+γ線 0.2Gy/時
間）、0.2、0.4、0.8、1.2 Gy （30 分、1 時間、2
時間、3 時間照射に相当）をＮ５雄マウスに照
射した。中性子線量としては 0.1、0.2、0.4、
0.6Ｇｙとなる。照射後３ヵ月以降(精原細胞期
照射)に正常Ｎ５雌マウスと交配し、死産仔を
含め、得られた全ての F1 マウスの尾より DNA
を抽出した。自然突然変異率の比較的高い
マイクロサテライト遺伝子座４種（ｎ1, ｎ3, ｎ5, 
ｎ6）を用いた。これら遺伝子座の蛍光ラベル
された PCR 産物を Genetic Analyser 3100 で
キャピラリー電気泳動し、DNA フラグメント解
析ソフト GeneMapper で解析する。両親の一
方に生殖細胞突然変異が起こると子供は両
親のそれと異なる長さのマイクロサテライト座
をもつことになる（図－１）。生殖細胞でおこる
マイクロサテライト突然変異の確認は、変異
マウスを正常 N5 マウスと交配し、変異が次世
代に遺伝することで行った。 

②N5 雄マウスに 60Co ガンマ線 2.16、5.04 Gy
を高線量率（0.57 Gy/min）、低線量率（0.2 
mGy/min）で照射し、3 ヵ月後、正常雌マウス
と交配（精原細胞期照射）し、F1 マウスを得た。
これら F1 マウスでのマイクロサテライト突然変
異を上記方法で検出し、中性子線のマイクロ
サテライト突然変異率と比較し中性子線の
RBE を求めるとともに、線量率効果の有無を
調べた。 

（２）マイクロサテライト突然変異と疾病、遺伝子
発現異常の相関： 

①精原細胞期に中性子線、ガンマ線照射を受
けたF1マウスはマイクロサテライト突然変異を
調査した後、約 1 年間観察し、奇形、腫瘍発
生、その他疾病との相関を調査した。これら
F1 マウスは生後１年で安楽死させ、あらゆる
疾病を調べるとともに、腫瘍および、脳、肺、
肝、腎を凍結保存し、遺伝子の発現異常を
GeneChip を用い調査するため、凍結保存し
た。また中性子線照射雄親から生まれた1 部
の F1マウスに 0.05％フェノバービタール含有
飲料水を投与することにより、肝がん等の発
生を調べた。 

②20 年前に 1 回だけＸ線照射したマウスの
35 代目子孫にマイクロサテライトの変異
が高頻度に蓄積していることがわかって
いる。これらマウスの遺伝子発現変化をマ
イクロアレイ法で調べ、疾病と関連を検討
した。 
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４．研究成果 
（１）生殖細胞におけるマイクロサテライト

突然変異： 両親のどちらかの生殖細胞
にマイクロサテライト突然変異が生じる
と突然変異を持った仔マウスが出生する。
マイクロサテライト変異は反復配列単位
の増減が主であり、 図 1はｎ6マイクロ
サテライトにおける例を示している。図
1-Ａは両親の生殖細胞に変異が生じなか
った場合である。父親、母親共に同じ長
さのマイクロサテライト遺伝子座である
ため仔マウスはホモ接合体となり、検出
された遺伝子座は長さが 1 種類のＰＣＲ
産物となる。他方、両親の一方に変異が
生じると、仔マウスはヘテロ接合体とな
り、2 種類のＰＣＲ産物ができる。図 1-
Ｂは、1単位の反復配列が減少した変異を
示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. n6マイクロサテライト座の変異をも
たない仔マウス（Ａ：323/323bp のホモ接合）
と，変異をもった仔マウス（Ｂ:320/323bp
のヘテロ接合）。 
 

①原子炉放射線照射によるマイクロサテラ
イト突然変異の誘発； 

N5雄マウスに原子炉放射線0.2, 0.4, 0.8, 
1.2 Gy (30 分, 1, 2, 3 時間)照射し、照
射 3 ヶ月以降、非照射 N5 雌マウスと交配
し F1仔マウス（死産仔を含む）を得た。こ
れらのF1仔マウスの尾の先端よりDNAを抽
出し、4 種のマイクロサテライト変異の検
出を行った。平行して非照射対照群 F1仔マ
ウスを用意した。0.8Ｇｙ照射までは原子
炉放射線線量と共にマイクロサテライト
ｎ6 の変異率はほぼ直線的に増加したが、
1.2Ｇｙ照射では、減少した。0.4, 0.8, 1.2
Ｇｙ照射群では有意差（Ｐ＜0.05）がみら
れた。（表 1、図 2）。n１マイクロサテライ
トについては、線量依存的な変異率の増加
の傾向がみられたが、有意差はない（表 1、
図 2）。他方、ｎ3 およびｎ5 マイクロサテ
ライトについては、放射線照射による変異
の誘発は、n5の 0.4Gy 照射群以外はみられ

なかった（表 1、図 1）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 原子炉放射線によるマイクロサテラ

イト突然変異 
 
②ガンマ線照射による突然変異の誘発；原子
炉放射線照射による n6 マイクロサテ 
ライト突然変異については、線量効果がし
めされたので、中性子線のＲＢＥを求める
ために、同一系統のマウス N5 でガンマ線
照射による影響を検討した。ガンマ線照射
雄親からの仔マウス臓器からＤＮＡを抽
出することで各マイクロサテライト変異
の検出を行った。ガンマ線は、高線量率

A 

B 

表１ 原子炉放射線照射 N5 雄親マウスか 
らの F1仔マウスにおけるマイクロサ 
テライト突然変異率（％） 

マイク

ロサテ

ライト

遺伝子

座 

原 子 炉

放射線 
(n+γ), 
(Gy) 

全 F1マ 
ウス数 
 

変異 F1 マウ

ス数 
(変異率；%)

n3 0 661 8(1.21) 
 0.2 630 6(0.95) 
 0.4 293 3(1.02) 
 0.8 301 3(1.0) 
 1.2 392 1(0.26) 
n6 0 661 1(0.15) 
 0.2 630 4(0.63) 
 0.4 293 5(1.71)* 
 0.8 301 9(3.0)* 
 1.2 392 6(1.53)* 
n1 0 661 1(0.15) 
 0.2 630 0 
 0.4 293 0 
 0.8 301 1(0.33) 
 1.2 392 2(0.51) 
n5 0 661 3(0.45) 
 0.2 630 1(0.16) 
 0.4 293 5(1.71)* 
 0.8 301 2(0.66) 
 1.2 392 3(0.77) 

P<0.05 by χ2 test 
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（0.57 Gy/min）と低線量率（0.2 mGy/min）で
計 2.16、5.04 Gy 照射した。ガンマ線照射に
よるマイクロサテライト変異の誘発は、ｎ
1,n3,n5 は有意な増加は見られなかった。
ｎ6については、5.04 Gy 急照射で、2.08％
（4/192）の変異率となり、緩照射では、
変異は検出されなかった（0/139）。 
③マイクロサテライト変異の遺伝性の

検証： 得られたマイクロサテライト変異
体仔マウスの変異が次世代への遺伝性を
調べた。死産仔以外で、次世代が得られた
ものについては、全てメンデル遺伝してい
た。また、20 年度に雄 N5 マウスにガンマ
線を１回照射し、F1に肺癌、白血病高発系
統した系統に n1, n3, n5, n6 の突然変異
が蓄積している。 

（２）マイクロサテライト突然変異と疾病、遺伝子
発現異常の相関： 

①F1マウスにおける腫瘍発生：精原細胞期に中
性子線照射を受けたF1マウスはマイクロサテラ
イト突然変異を調査した後、約1年間、奇形、
腫瘍発生を観察したところ、表２に示す如く、
白血病、肝腫瘍（へパトーマ）が有意に発生し
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②フェノバービタール生後投与による F1 マ

ウスにおける肝腫瘍の頻発：近大原子炉放
射線（0.1 Gy 中性子線）を精原細胞期照
射した N5♂マウスの F1 に生後６週より
0.05 %フェノバルビタールを１２ヶ月ま
で経口投与したところ、へパトーマの高騰
が認められた（♀マウスで約９倍、♂マウ
スで約２倍；中間結果）。 

③遺伝子発現異常の伝播：雄 N5 マウス精原
細胞期へのガンマ線照射により、次世代に
肝腫瘍が誘発される。F1, F2, F3 に誘発さ
れたへパトーマからRNAを抽出しマイクロ
レイにより解析したところ(Affymetrics, 
Mouse Expression Array 430A)、対照群 N5
マウス群に比べ多くの遺伝子発現の変化
がみられた。しかも、肝腫瘍マウスの正常
肝組織にても、遺伝子発現の変化がすでに

存在し、F2, F3 へと伝播していることがわ
かった。皮膚癌においても同じ傾向がみら
れた。 

 
５．考察 
（1）原子炉放射線の精原細胞突然変異率： 
用いたマウス系統は用いた各マイクロサテ
ライトについてホモ接合体であるため、得
られた変異が父親か母親由来であるかは不
明である。ｎ6については、明確な線量効果
が得られ、しかも直線的であったので、原
子炉放射線誘発突然変異率を求めた。検出
された変異が全て父親由来と仮定すると、
原子炉中性子によるマウス精原細胞の変異
率は約 3.5ｘ10-2/locus/Gy となった。 

（2）核分裂中性子のＲＢＥ： ガンマ線
5.04Gy 急照射により 2.08％（4/192）の変異
率を示したので、非照射変異率を、原子炉放
射線実験の非照射対照群の変異率 0.15％
（1/661）とすると、4.0ｘ10-3/locus/Gy とな
る。なお、この場合も、5 Gy までは変異率が
直線的に増加し、全ての変異が父親由来と仮
定する。原子炉中性子線のＲＢＥ値は、約 16
となり、非常に高い値を示した。ガンマ線照
射によるマイクロサテライト変異検出に用
いた仔マウスの匹数が十分ではないため、2
線量しか検討していなかったため、不明瞭な
結果しかえられていない。今後、再実験を行
い明確な結果を得る計画である。 
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