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研究成果の概要（和文）：　カロリー制限は、がんの発生を予防する方策として注目されている。しかし、成長期であ
るこどもの場合、カロリー制限をすることはできない。我々は、こども期に被ばくしても、成体期からカロリー制限を
行うことによって、肝がん発生が有意に低減することをマウスを用いて実験的に証明した。
　本研究では、カロリー制限による放射線発がんの抑制メカニズムを解明することを目的とし、①突然変異検出マウス
（gptトランスジェニックマウス）を用いて、被ばく後の突然変異の蓄積を解析した。②発生した肝がんにおけるゲノ
ムや遺伝子発現解析により、カロリー制限で抑制される発がん経路の同定を行った。

研究成果の概要（英文）：Children are especially sensitive to radiation, limiting their cancer risk is of 
great public concern. Earlier we reported in mouse model exposed to childhood radiation, adult-onset CR 
effectively suppressed liver tumor development. In this study, mutation frequencies of hepatocytes using 
gpt delta transgenic mouse were analyzed to investigate if CR contributes to decrease mutation 
accumulation. Hepatocellular carcinoma (HCC) samples were investigated for loss of heterozygosity (LOH), 
genomic copy number aberration and gene expression profiling. Even irradiated hepatocytes showed higher 
mutation frequency, there was no significant difference detected between standard and CR groups. CR 
groups showed lower frequencies of LOH and genomic copy number aberration. Differences in gene expression 
between standard and CR were also observed. These results suggested that CR might be related to the 
conservation of genomic stability, contributing to the suppression of HCC development.

研究分野： 放射線発がん

キーワード： カロリー制限

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

 
 
１．研究開始当初の背景 
 医用放射線応用の普及や原子力の利用に
伴って、放射線の人体影響が無視でき無くな
ってきた。特に、子ども期の放射線被ばくは、
被ばく後の生存期間が長く、長期発がん影響
が懸念されることから、社会的関心が高まっ
ている。カロリー制限は、古くから発がん低
減効果があることが知られている。しかし、
カロリー制限の発がん抑制分子メカニズム
研究は、この数年盛んに進められているが、
放射線発がんに関する報告はまだ少ない。 
 これまで、成長期の子どもにカロリー制限
はできないため、研究対象は大人に留まるの
が現状である。一方、発がん過程にはいくつ
ものプロセスがあって、その長期性を考える
と、大人になってからでも一部の抑制効果が
期待できる。しかし、今まで、それを検討し
た報告は一例もない。 
 以上の現状にふまえて、我々は放射線誘発
マウス肝がん発生モデルを用いて、子ども期
の放射線被ばくで誘発される肝がんの発生
頻度が成体期からのカロリー制限によって
低減され、発がん時期も遅延することを明ら
かにした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、カロリー制限による放射線発
がんの抑制メカニズムを解明することを目
的とする。即ち、①突然変異検出マウス（gpt
トランスジェニックマウス）を用いて、被ば
く後の突然変異の蓄積を解析し、カロリー制
限によるグローバルな突然変異の蓄積速度
が緩やかになることを検証した。②発生した
肝がんにおけるゲノム（ならびにエピゲノ
ム）や遺伝子発現解析により、抗酸化経路や
DNA 修復系、炎症応答に注目し、遺伝子発現
のグローバルな変化及びカロリー制限で抑
制される発がん経路の同定を試みた。 
 
３．研究の方法 

B6C3F1 及び変異検出系 B6C3F1gpt+/-マウス
を用いて、生後１週齢に X線 3.8Gy を全身照
射後、7 週齢からカロリー制限を開始し、餌
95Kcal/週/匹（AL）または 65Kcal/週/匹（CR）
（当研究所吉田らにより確立されたカロリ
ー制限法(Yoshida, et al. PNAS, 1997)）を
摂取させた。 

1）変異検出実験：B6C3F1gpt+/-マウスは照射
群/非照射群ともに 7週齢（カロリー制
限前）、10 週齢（カロリー制限直後）、
40 週齢（肝がん発生期）、72 週齢（肝
がん進行期）に 1タイムポイント 9〜12
匹解剖し、肝臓組織を採取、凍結保存
済みである。H24 年度に病理標本を作製
すると同時に、ゲノム DNA を抽出し、
gpt assay を用いて、蓄積した突然変異
の頻度及び変異スペクトラムの経時的

変化を調べた。また、変異検出実験と
同じ凍結サンプルを使用し、遺伝子発
現アレイ法を用いて、被ばく後肝臓細
胞の遺伝子発現がカロリー制限の有無
による違いを経時的に調べた。 

 2）発がん実験：B6C3F1 マウスは生涯飼
育し、瀕死個体の病理解剖を行い、肝
がん組織を採取するとともに肝がんの
発生頻度、病理分類を集計した。また、
採取した肝がん組織を用いて、アレイ
CGH 及び遺伝子発現アレイを行い、カロ
リー制限によって変化するがん関連遺
伝子群を網羅的に調べた後、特異的に
変化する遺伝子、発がん経路をさらに
詳しく解析した。 

 
４．研究成果 
① 変異検出実験：B6C3F1gpt+/-マウス肝臓

組織を用いて gpt assay を行った結果、
照射直後（10 週齢）に比べて、40 週齢
時に変異体検出頻度の上昇が認められ
たが、95kcal 群と 65kcal 群の間に統計
的有意な差が見られなかった。変異スペ
クトラムを解析した結果、10 週齢時に
1 塩基欠失が多かったに対して、40 週
齢時では 1 塩基欠失が減少し、塩基置
換の割合の増加傾向が見られた。 
 これまでの結果から、カロリー制限が
炎症反応を抑制し、酸化ストレスを軽減
することによって、照射後の変異蓄積を
減速させることを期待したが、解析した
結果ではその仮説を支持する根拠を提
示できなかった。gpt assay はグローバ
ルな突然変異を検出する有用な実験系
であるが、変異頻度が低い時には、統計
的有意な計算を行うために、変異コロニ
ーの数を増やさなければいけない。よっ
て、DNA 抽出やアッセーする時の形質転
換にもっと大量なサンプルが必要とな

る。先行研究では各実験群では 1タイム
ポイントに 9〜12 匹マウスのサンプル
を保存済みであったが、解析できたのが
1 タイムポイント 3〜5 匹分しかなかっ
た。今後 72 週齢のサンプルを含めて解

 



析サンプルを増やして、仮説を検証する
ことが課題となる。 
 また、同じサンプルの遺伝子発現アレ
イ解析で、カロリー制限が開始直後から
40 週齢まで調べた結果、制限しないサ
ンプルに比べて、制限群の肝臓細胞にお
ける概日リズムを制御する遺伝子の発
現が長期にわたって有意に変動した。こ
のパスウェーの発がんへの寄与に今後
注目すべきである。 
 

② 発がん実験：B6C3F1 マウスは生涯飼育
し、得られた肝がんサンプルを病理診断
によって腫瘍タイプ、悪性度を確定した。
最 も 発 生 頻 度 の 高 い 肝 細 胞 が ん
（hepatocellular carcinoma, HCC）の
非照射群の95 kcalと 65kcal 2群から
各 4例、照射群 2群から各 10 例、計 28
例を用いて、全染色体の loss of 
heterozygosity (LOH) 解 析 、
array-based comparative genomic 
hybridization(アレイ CGH) 解析、遺伝
子発現マイクロアレイ解析を行った。 
 全染色体の LOH 結果では、各実験群か
ら 4番染色体の LOH が高頻度（25〜60%）
に検出された。HCC の発生に必須となる
がん抑制遺伝子が 4 番染色体に位置す
ることが示唆された。 
 
 
 

 
 
 
   同じ HCC サンプルを用いたアレイ CGH

解析でもゲノムコピー数の異常が確認
された。非照射群に比べて、照射群のゲ
ノム欠失や増幅の頻度が高く、ゲノム
コピー数が変化しないサンプルの一
部には、mitotic recombination を介し
た LOH を示すサンプルも見られた。
この様なゲノム変化は、照射群の中で
は、カロリー制限群に比べて非制限群
で頻繁に観察された。  

 さらに、HCC サンプルの遺伝子発現マ
イクロアレイ解析では、カロリー制限の

有無によって、発生した HCC の遺伝子発
現パターンが異なることが分かった。パ
スウェー解析から、カロリー制限による
細胞増殖の抑制、細胞周期の停止、炎症
反応の低減が示唆された。 

    
 以上の結果から、カロリー制限による
肝がん発生の抑制効果の分子機構とし
て、ゲノム不安定性の低減、炎症反応と
細胞周期の制御が深く関与することが
示唆された。ヒトの場合、肝炎ウイルス
の感染、脂肪性肝炎の進行が肝がん発症
の重要過程であることが良く知られて
いる。マウスを用いた本研究においてカ
ロリー制限による炎症抑制、細胞増殖制
御が確認されたことによって、ヒトの肝
がん予防にも有望な方策を提示できた
と考えられる。これらの結果を論文に纏
めて、投稿準備中である。 
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