
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４４０３

挑戦的萌芽研究

2015～2014

胎内及び新生児被ばくマウスにおけるDNA損傷の低減メカニズムの解明

A mechanism for the reduced DNA damage in mice irradiated in fetuses and newborns

００１９５７４４研究者番号：

児玉　靖司（KODAMA, Seiji）

大阪府立大学・理学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２６５５００３２

平成 年 月 日現在２８ １０ １９

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：胎内被ばくでは、成体被ばくと同程度にはリンパ球の染色体転座が増加しないことが、ヒト
とマウスで報告されている。本研究は、2GyのＸ線に胎齢14.5日で被ばくし、6週齢に達した仔マウスとその母マウスに
ついて、神経幹/前駆細胞に残存するDNA2本鎖切断数と染色体転座数を比較した。その結果、Ｘ線によるDNA2本鎖切断
数は、被ばくした仔と母の神経幹/前駆細胞に残っておらず、両者に差はなかった。一方、Ｘ線による染色体転座数は
、リンパ球だけでなく、神経幹/前駆細胞において母に比べ仔では有意（p=0.0247, Yates補正法によるカイ2乗検定）
に低いことが分かった。

研究成果の概要（英文）：Fetal irradiation of humans and mice do not induce persistent chromosome 
translocations in lymphocytes similar to the level after adult irradiation. In the present study, we 
scored DNA double strand breaks and chromosome translocations in neural stem/progenitor cells of mice at 
6 weeks of age and their mothers after they were exposed to 2 Gy of whole-body X-irradiation when the 
gestation period was 14.5 days. The results indicated that X-ray-induced DNA double strand breaks were 
not persistent in neural stem/progenitor cells of both offspring and their mothers, resulting in no 
difference between them. In contrast, the frequency of X-ray-induced chromosome translocations in 
offspring was significantly lower (p=0.0247, Chi-square with Yates’ correction) than that of mothers in 
neural stem/progenitor cells in addition to lymphocytes.

研究分野： 放射線生物学

キーワード： 放射線損傷　胎内被ばく　DNA2本鎖切断　染色体転座　神経幹/前駆細胞
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１．研究開始当初の背景 
  原爆の胎内被爆者では、母親ではみられ
るリンパ球中の放射線誘発染色体転座がみ
られないことが知られている１）。さらに、マ
ウスでは、胎内及び新生児被ばくでも、母に
比べて仔のリンパ球中の染色体転座頻度が
低くなることが明らかにされている２）。一方、
この放射線誘発染色体転座の消失は、ラット
乳腺上皮細胞では見られないことが明らか
にされている３）。これらの事実は、胎内被ば
くによって生じる染色体転座の残存数は、組
織によって異なる可能性を示唆している。 
 
２．研究の目的 
 上述したように、胎内被ばくにより誘発さ
れる染色体転座は、リンパ球と乳腺上皮細胞
では残存頻度が異なり、前者では被ばくの影
響が残らない。そこで本研究は、胎内被ばく
したマウスについて、特に神経幹╱前駆細胞
における DNA 損傷が被ばく後どのように推
移するのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)使用マウスとＸ線照射 
 B6C3F1 胎児マウスにＸ線を照射後、すぐに
胎児から神経幹/前駆細胞（NSPC）を採取し
て 2日間培養し、スフェア形成した細胞につ
いて、DNA2 本鎖切断（DNA double strand 
breaks: DSB）数を、核当たりのリン酸化ヒ
ストン H2AX(γ-H2AX)フォーカス数を計測す
ることによって定量した。Ｘ線は、260kV、
12mA、0.3mm Cu＋0.5mm Al フィルターの条件
下、線量率 0.5Gy/min で照射した。 
(2) γ-H2AX フォーカスの定量的解析 
 マウスから得た NSPC をカバーグラスに固
定し、抗γ-H2AX 抗体を用いて免疫蛍光染色
した。細胞核上のγ-H2AX フォーカスを定量
するために、顕微鏡下、ステージＺ軸を動か
して動画撮影することで、3 次元的に存在す
るフォーカス画像全てを取得した。その後、
画像解析ソフトウェア Image J を用いてフォ
ーカスの大きさを規格化して計測し、解析者
によるバラツキを最小限に抑える計測法を
確立した。 
(3)染色体転座の解析 
 胎齢 14.5 日の B6C3F1 マウスに 2Gy の X線
を照射し、出生後 6週齢になった時点で、母
マウスと仔マウスからそれぞれ NSPC と脾臓
リンパ球を採取して培養した後、染色体標本
を作成した。1 番染色体と 3 番染色体を、そ
れぞれ FITC(緑)、及び Cy3(赤)でラベルした
whole chromosome painting(WCP)-FISH を行
い、染色体転座を検出した(図 1)。 
 
４．研究成果 
(1) γ-H2AX フォーカスの定量的解析法確立 
 マウス胎児にＸ線を照射し、直後に胎児か
ら神経幹/前駆細胞（NSPC）を採取して 2 日
間培養し、抗γ-H2AX 抗体を用いた免疫蛍光
染色により、細胞核当たりのγ-H2AX フォー

カスを検出した。これらのフォーカスを顕微
鏡下で観察すると、神経幹╱前駆細胞の厚み
のために、顕微鏡ステージ Z軸方向のどの
位置で画像を取得するかによって、フォー
カス数にバラツキが生じた。そこで、この
バラツキを少なくするために、Z 軸方向に
画像をスキャンして全てのフォーカスを動
画撮影し、その後画像解析ソフトウェアを
用いてフォーカス数を数値化した。最初に
検出するのに最適な蛍光強度とピクセル数
を決定した。この条件下で、Ｘ線照射によ
る DNA2 本鎖切断（DSB）数の線量依存性に
ついて NSPC で検討したところ、X線未被ば
くで細胞当たり 1.6、1 Gy、2 Gy 被ばくで、
それぞれ 11.2、20.3 を示し、少なくとも 2 
Gy までは線量に比例してフォーカスが増
加することを確認した。細胞の厚みを考慮
した DSB 数の定量的検出系が確立されたの
で、以後はこの検出系を用いて実験を進め
た。 
 
(2)胎内被ばくによる DNA2 本鎖切断（DSB）
数に関する母と仔の比較 
 胎齢 13.5 日、及び 14.5 日の B6C3F1 胎児
マウスに X線を 2Gy 照射し、直後に解剖し
て胎児由来 NSPC を採取し、2日間培養して
スフェア形成させ、細胞当たりのフォーカ
ス数を調べた。その結果、フォーカス数は、
非被ばくでは、13.5 日齢と 14.5 日齢でそ
れぞれ、1.1 と 1.6、2Gy 被ばくではそれぞ
れ 1.9 と 2.3 であった。どちらも 2Gy 被ば
くで有意にフォーカス数は増加したが、
13.5日齢と14.5日齢胎児のNSPCに放射線
感受性の差は見られなかった。次に、13.5
日齢で 2Gy 被ばくし、６週齢に成長したマ
ウス NSPC に残存するフォーカス数を母マ
ウスと比較した。その結果、非被ばくでは、
仔マウスと母マウス NSPC の細胞当たりの
フォーカス数は、1.1 と 1.6 であり、2Gy
被ばくでは、それぞれ 0.9 と 1.4 で、どち
らも胎内被ばくによる DSB は残存していな
かった。すなわち、胎内被ばくにより NSPC
に誘発される DSB は、被ばく直後は検出さ
れるが 6週間後には残っていないことが明
らかになった。同様に母マウスでも被ばく
6週間後のNSPCにはDSBは残っていなかっ
た。したがって、γ-H2AX フォーカス数を
指標とした場合、NSPC における残存 DNA 損
傷数に、母と仔マウスによる違いは見られ
ないことが分かった。 
 
(3) 胎内被ばくによる染色体転座数に関す
る母と仔の比較 
 胎齢 14.5 日で 2Gy のＸ線に被ばくし、生
後 6 週齢になった仔とその母マウスの NSPC
並びにリンパ球について、WCP-FISH により染
色体転座を調べた（図１）。リンパ球につい
ては、100 細胞当たりの染色体転座数が母と
仔でそれぞれ、5.3±1.2、0.52±0.30 であり、
仔で有意に低いことが分かった（p<0.0001, 



Yates 補正法によるカイ２乗検定）。NSPC に
ついては、100 細胞当たりの染色体転座数が
母と仔でそれぞれ、2.2±0.84、0.36±0.26
であり、やはり仔で有意に低いことが分かっ
た（p=0.0247, Yates 補正法によるカイ２乗
検定）。以上の結果から、胎内被ばくにおい
ては、リンパ球だけでなく、神経幹╱前駆細
胞（NSPC）においても、母マウスに比べて仔
マウスでは、染色体転座頻度が低くなる可能
性が示された。 

図 1 WCP-FISH による染色体転座の検出 
1番染色体を FITC（緑）、3番染色体を Cy3（赤）
でラベルしたプローブを用いて検出した。A, 
神経幹/前駆細胞の転座がみられない中期分
裂像。B, リンパ球の分裂像。3番染色体に転
座がみられる（矢印）。 
 
(4)まとめ 
 神経幹╱前駆細胞（NSPC）の厚みを考慮し
て、核当たりの DNA2 本鎖切断（DSB）数をγ
-H2AX フォーカス数として計測する定量系を
確立した。この系を用いて、2Gy のＸ線によ
る胎内被ばく後 6 週齢での NSPC における残
存 DSB 数を母と仔で比較したところ、どち
らもＸ線誘発 DSB は残っておらず、母と仔
に違いは見られなかった。一方、胎内被ば
く後6週齢でのリンパ球とNSPCにおける染
色体転座を解析したところ、どちらの細胞
でも母に比べて仔では転座頻度が低かった。
このことは、母と仔の NSPC において、同線
量（2Gy）のＸ線でほぼ同じレベルの DSB
が生じるが、それらの DSB 修復過程で生じ
る染色体転座数は、母より仔が少ないこと
を示している。 
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