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研究成果の概要（和文）：放射線誘発DNA損傷応答解析のための外・内照射モデルの確立のため、DNA二重鎖切断（DSB
）をDNA損傷の指標とし、ラット正常甲状腺細胞株を用いてX線外照射、131I添加による内照射を行い中性コメットアッ
セイでDSBを定量・解析した。また、今回確立された系を用いて抗酸化剤によるDNA損傷抑制効果の検討を行った。内照
射群では131I添加後の抗酸化剤投与でDSBを抑制した。このモデルはin vivoでは確立できず、遺伝子改変マウスによる
甲状腺発癌モデルは外・内照射群の両方で組織変化が無く確立できなかった。

研究成果の概要（英文）：To establish the in vitro model of the external irradiation with X-ray or 
internal irradiation with 131-I for analysis of radiation-induced DNA damage response, DNA double strand 
breaks (DSBs), as an index for DNA damages, were quantified following external or internal irradiation 
using the neutral comet assay in a normal rat thyroid cell line PCCL3. Then by using this new model 
established, the inhibitory effect of an anti-oxidant NAC on DNA damages was evaluated. In internal 
irradiation, administration of NAC even after addition of 131-I was effective at suppressing DSBs. 
However, this type of in vivo model was failed to be established, and mouse model of radiation-induced 
thyroid cancer using genetically modified mice showed no histological alterations.

研究分野： 内分泌学
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  ３版
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１．研究開始当初の背景 
  
 甲状腺は放射線感受性の高い臓器のひと
つである。広島長崎原爆被爆者においては瞬
間的な外部被ばくにより甲状腺癌の罹患率
が増加した。放射線誘導性の発癌には、ひと
つには放射線により切断された染色体の転
座や逆位などによる遺伝子再配列によって
産生された融合タンパクが、持続的な細胞増
殖を誘導した結果によるものであることが
考えられ、このような再配列には RET/PTC
が知られている。以前から原爆被爆者の甲状
腺組織は RET/PTC 遺伝子再配列が指摘され
ており、近年ではさらに RET とは別の受容体
型 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ で あ る anaplastic 
lymphoma kinase(ALK)の遺伝子再配列が線量
依存的に増加することが明らかになった
(Hamatani K, et al., Thyroid. 2012) 。また、チ
ェルノブイリでは原発事故後、放射線高感受
性期である小児の甲状腺において 131I による
内部被ばくによって RET/PTC 遺伝子再配列
が起こり、短期間で甲状腺癌が発症した。こ
のように、甲状腺の放射線感受性は外部被ば
くのみならず 131I による内部被ばくでも顕著
であることが示されている。しかし 2011 年
に福島で発生した原発事故では、131I の放出
により汚染された地域の住民は低線量の 131I
による内部被ばくに加え、低線量慢性外部被
ばくという複雑な被ばく様式を呈している
ため、このような場合の甲状腺への影響は未
知である。 
 放射線誘発性の発癌は、前述の遺伝子再配
列、あるいは DNA 損傷修復のエラーによる
遺伝子異常によって惹き起こされるとされ
ているが、その詳細は未だ十分には解明され
ていない。特に遺伝子再配列の機序は甲状腺
癌発症のメカニズム解明に重要であると考
えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 我々はこれまでに、放射線による外部被ば
く及び内部被ばくにより惹起される DNA 損
傷を定量化するための方法として、DNA は
放射線に曝露されると二重鎖切断 DNA 
double strand breaks (DSBs) を起こすこと
に着目し、基礎検討にて DSBs を定量するい
くつかの方法を検討した。 
 本研究ではこれらのDSBs定量法を用いて、
甲状腺における放射線誘発 DNA 損傷応答解
析のための in vitro 細胞培養系と in vivo 動
物モデル、また癌発症メカニズム解析のため
の発癌動物モデルを確立する。さらにこの系
を用いて、臨床検体では難しい放射線誘発
DNA 損傷後の経時的な観察や、DNA 損傷を
抑制する可能性のある抗酸化剤の腫瘍形成
抑制効果を検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 我々は放射線による外部被ばく及び内部

被ばくにより惹起される DNA 損傷を定量化
するための方法として、DNA は放射線に曝露
されると二重鎖切断 DNA double strand breaks 
(DSBs) を起こすことに着目した。in vitro で
は正常甲状腺細胞株である PCCL3、in vivo で
は野生型の C57BL/6 マウスを用いて、以下の
検討を行った。X 線外照射後の DSBs の定量
を行った基礎検討の結果より 53BP1/H2AX
の核内フォーカス数の定量、及び中性コメッ
トアッセイを採用した。X 線外照射による基
礎検討では非照射群と比較して 5Gy 照射群
による DSBs が特異的に増加することが示さ
れた。 
 
① in vitro及び in vivoにおける 131I内照射及
びX線外照射誘導性DNA DSBsの線量依存的
または時間経過による変化の解析 
   
 内照射実験の方法検討のために PCCL3 細
胞の 131I の取り込みを確認した。使用線量は、
こ れ ま で の 報 告 （ Jerome M, et al., 
endocrinology. 2011）から 370KBq （10μCi）
とした。また 131I 投与前に無機ヨウ素剤(NaI)
と過塩素酸塩（NaClO4) 処理により、 PCCL3
細胞の 131I 取り込みの特異性を確認した。本
研究では、この条件で実験を進めることとし
た。さらに、無処理群と比較してすると 131I
の添加によるDNA DSBsが特異的に増加する
ことも確認された。 
 上記の基礎検討の結果を元に、下記の 4 つ
の系を作製した。 
・in vitro  線量依存性  
・in vitro  時間経過   
・in vivo  線量依存性  
・in vivo  時間経過 
 
② 131I 内照射及び X 線外照射誘導性 DNA 
DSBs 発生における活性酸素種 (ROS) の関
与及び抗酸化剤によるDNA DSBs抑制効果の
解析  
 
 放射線照射後のDNA DSBs発生の原因とし
て、放射線が DNA を直接電離あるいは励起
し切断する直接作用と、放射線が細胞質内の
水分子に作用して活性酸素種 (ROS) が生じ、
この ROS が DNA を切断する間接作用が知ら
れている。しかし、どちらの作用が主 DNA 
DSBs 発生の原因となっているかはわかって
いない。これを明らかにするために、まず放
射線照射後、ROS を測定、あるいは DNA 酸
化マーカーを定量し、ROS の増加の程度を検
討する。また、放射線照射の前、あるいは後
に抗酸化剤である N-acetylcysteine（NAC）を
投与し ROS を消去することで DNA DSBs の
発生が抑制されるかを検討した。 
 
③ マウスにおける 131I 内照射及び X 線外照
射誘導性の染色体転座及び遺伝子再配列の
解析 
 



 放射線照射後 24 時間で、fluorescence in situ 
hybridization （FISH）により被ばくに特異的
な転座・欠失がみられるかを解析した。 
 
④ 腫瘍抑制遺伝子である PTEN、p16、TGF
に異常を有する遺伝子改変マウスを用いた
131I 内照射及び X 線外照射誘導性発癌モデル
の作製と検証 
 
 過去の論文から野生型マウスでの癌の発
症は非常に低いことがわかっているので、放
射線被曝により癌を高率に発生させるため
に下記の 3 種類の遺伝子改変マウスを用いた。
p16 と PTEN は腫瘍抑制遺伝子、TGFは細胞
増殖抑制に関与すると考えられている。 
 マウスに 131I 内照射、または X 線外照射を
行い一定期間後、屠殺・固定を行った。屠殺
後血液と甲状腺を採取した。これらの組織を
用いて病理学的変化や FISH により染色体の
転座、欠失等の解析を行った。 
 
４．研究成果 
 

 in vitro 及び in vivo における 131I 内照射
及びX線外照射誘導性DNA DSBsの線量依存
的または時間経過による変化の解析 
 
1) in vitro における検討 
  
 外照射実験：PCCL3 細胞に 1～5Gy の X 線
照射30分後に行った実験系ではDSBsの定量
法である 53BP1/H2AX核内 focus及び中性コ
メットアッセイによる tail moment 値は線量
依存的に上昇し、24 時間後には基礎値と同程
度に低下した。これらの結果より放射線外照
射誘導性 DSB のモデルとして確立した。 
 内照射実験：PCCL3 細胞に 92.5～370KBq
（2.5～10Ci）の 131I の添加を行った実験系
では DSBs が線量依存的に上昇した。また
370KBq の 131I を添加し、取り込み率の経時変
化を観察した実験系では添加後 30 分が取り
込みのピークで 24 時間後まで持続的であっ
たことから DSBs も持続すると考えられ、放
射線内照射誘導性 DSBs のモデルとして確立
した。 
 
2) in vivo における検討 
  
 In vitro と同様の実験系で外照射・内照射と
もに 53BP1/H2AX核内 focusは線量依存的に
上昇した。外照射では 24 時間後には基礎値
と同程度に低下したが、内照射では持続した。 
一方、in vivo では中性コメットアッセイは実
施できなかった。 
 
② in vitro及び in vivoにおける 131I内照射及
びX線外照射誘導性DNA DSBs発生における
活性酸素種 (ROS) の関与及び抗酸化剤によ
る DNA DSBs 抑制効果の解析 
 

1)  in vitro における X 線 外照射誘導性
DSBs 定量及び DSBs 抑制効果の検討  
  
 抗酸化剤 NAC 20mM の照射前投与の検討
では X 線誘導性の活性酸素種（ROS）の上昇
(2.1 倍)を抑制したが、53BP1/H2AX 核内
focus は抑制しなかった。そこで中性コメット
アッセイで同様の検討した結果、tail moment
値は NAC により抑制され、前者とは異なる
結果を示した。我々はこの原因を究明するた
め NAC の使用濃度を 4mM に、あるいは観察
時間を照射後 24 時間に変更して同検討を行
ったが、解明には至らなかった。53BP1/ H 
2AX 核内 focus は DNA 損傷において生物学
的な反応に関する過程を示したものである
一方、中性コメットアッセイは DSBs を物理
的に直接示すものである。NAC の生物学的な
反応に対して影響を及ぼす可能性のある
53BP1/H2AX focus を DSBs の指標とするこ
とは本実験系には不適であると考え、本研究
におけるDSBsに対するNACの抑制効果の検
討には中性コメットアッセイを採用した。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
中性コメットアッセイにより、X 線 1～5Gy
の照射において線量依存的に上昇した DSBs
を NAC の照射前投与により抑制することが
明らかとなった。さらに NAC の照射前投与
は DSBs が未修復のまま細胞分裂が起こると
発生する染色体異常の一種である微小核形
成も抑制できることがわかった。 
 
2) in vitro における 131I 内照射誘導性 DSBs



定量及び DSBs 抑制効果の検討 

 
 PCCL3 に対し 370KBq の 131I を添加後、30
分で ROS の上昇（1.7 倍）を確認し、NAC 照
射前投与の検討ではこの ROS の上昇を抑制
した。また同様の検討において、DSBs 及び
微小核形成を抑制することができた。さらに、
基礎検討より 131I 取り込みによる細胞内への
放射線曝露が持続的であることから NAC の
照射後投与による抑制効果を検討した。その
結果、照射後に生じた ROS、DSBs、微小核
形成において抑制効果が認められた。 
 これらの結果から、131I 内照射誘導性の
ROS 産生、DSBs 及び微小核形成は照射前投
与、照射後投与の両方で抑制できることがわ
かった。 
 
3) in vivo における X 線外照射・131I 内照射
誘導性 DSBs の定量及び抑制効果の検討 
  
 in vivoでは中性コメットアッセイによる解
析が難しくNACのDSBs抑制効果の検討が困
難となった。依然として NAC を用いる本実
験系における in vivo での DSBs 定量のための
モデルの作製に至っておらず、今後の検討課
題となった。 
 
③ マウスにおける 131I 内照射及び X 線外照
射誘導性の染色体転座及び遺伝子再配列の
解析 
 
 甲状腺への放射線照射後に発生する DSBs
後の染色体の転座・欠失を定量するモデルを
作製するため検討を行った。8 週齢の wistar 
rat に X 線を 8Gy 照射し、24 時間後に初代培
養を行った。コルセミド処理、低調処理等を
行い FISH にて中期核の染色体像を観察した
が、転座、欠失において照射群と非照射群に
差が認められず、定量は困難であった。 
 
④ 腫瘍抑制遺伝子である PTEN、p16、TGF
に異常を有する遺伝子改変マウスを用いた
131I 内照射及び X 線外照射誘導性発癌モデル
の作製と検証 
 
1)  131I 内照射モデル 
  
 出生時からヨード制限食を与えた 3～4 週
齢の 3 種類の遺伝子改変マウスに 166.5～
832.5KBq の 131I を腹腔内投与した。 
 
・TGFflox/flox/TPO Cre マウスは 131I 投与後 
 生後12ヶ月で sacrificeを行ったが組織変化 
 はなかった。 
・P16-/-マウスは 131I 投与後、生後 6～8 ヶ月 
 で sacrifice を行ったが組織変化はなかった。 
・PTEN+/-マウスは 131I 投与後、生後 6 ヶ月 
 で数匹に組織変化を認めたが同月齢の非 
 照射群にも組織変化を認めた。 
 

2) 外照射モデル 
  
 3～4週齢の 3種類の遺伝子改変マウスにX
線 8Gy を照射した。 
 
・TGF flox/flox/TPO Cre マウスは X 線照射 
 後、生後 12 ヶ月で sacrifice を行ったが組織 
 変化はなかった。 
・P16-/-マウスは、X 線照射後、生後 6～8 ヶ 
 月で sacrifice を行ったが組織変化はなかっ 
 た。 
・PTEN+/-マウスは X 線照射後、生後 6 ヶ月 
 で 1 匹に組織変化を認めたが同月齢の非照 
 射群にも組織変化を認めた。 
  
 内照射に関しては当初の投与量である
166.5KBq では組織変化が見られなかったた
め 5 倍量の 832.5KBq に増量して投与を行っ
たが、いずれの種類のマウスにおいても本実
験系では内照射群・外照射群ともに組織変化
における非照射群との差異がみられなかっ
た。投与の方法や量、投与回数、加齢などの
条件を変更するなど、今後も検討の余地はあ
ると考える。 
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