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研究要旨 オリゴDNAカスタムアレイを用いた解析から抽出した遺伝子に
関する蛋白発現解析において、versicanは放射線影響研究所の寿命調査集団  
Life Span Study LSS A群（>0 dose）の胃がんで有意な発現低下が確認され、
pancreatic RNase 1においても発現低下を認めた。GeneChipを用いた遺伝子発
現解析により被爆者胃がんに特異的に発現が２倍以上に亢進する遺伝子37個
を同定した。また、被爆者胃がんには、リン酸化ヒストンH2AX (γH2AX)の
陽性例、胃型粘液形質を示す例が有意に高頻度であることを見出した。成人

甲状腺乳頭がんについてRET/PTC遺伝子再配列とBRAF遺伝子変異の解析を行
なったところ、RET/PTC遺伝子再配列は被曝線量との間に有意な正の関連が
認められ、再配列を持つ症例はBRAF遺伝子変異を持つ症例より被爆から診断
までの期間が短かった。一方、大腸がんでは、高度のマイクロサテライト不

安定性およびhMLH1遺伝子のメチル化と被曝線量との関連が認められた。疫
学的分析では、固形がん全体では、結腸線量が5mGy以上の調査対象者から発
生したがん症例のうち約850例（約11%）が原爆放射線被曝と関連していると
推定され、0‐2 Gyの範囲では線形の線量反応が認められた。新しい線量体系
であるDS02の導入によりリスク推定値は全般的に約10％低下したが、リスク
のパターンはこれまでとほぼ同様であった。放射線誘発遺伝子障害の新たな

感受性指標として、フローサイトメトリーによるγH2AXならびに網状赤血球
小核解析法を確立した。予備的研究により、試験管内放射線照射後のγH2AX
発現は個人のDNA損傷修復に関係した放射線感受性の評価に有用であり、網
状赤血球小核の解析は放射線誘発遺伝的不安定性ならびに放射線感受性の差

異を検出可能であることが示された。放射線被曝によるゲノム障害の修復か

らみた発がん機構の解明については、損傷乗り越えDNA合成蛋白REV1の  
H359(His)をAlaに置換したREV1変異蛋白のdCMP活性に関して、  Aに対しC
を挿入するdCMP活性は非常に低下し、UやAP部位に対しCを挿入するdCMP
活性も殆ど認められなくなり、REV1の損傷乗り越え活性は消失した。DNA二
重鎖切断の修復に関与するRad51Bの機能を解析するため、ヒト大腸がん細胞
株においてRad51Bを欠失した細胞を作製したところ、放射線やDNA架橋剤に
対する感受性の亢進、相同組換えによる姉妹染色分体交換の頻度の低下、

Rad51の核内フォーカス形成の低下がみられ、染色体の分配に関わる中心体の
数が増加しており、結果として染色体の数的異常である異数体の増加が観察

された。  
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Ａ．研究目的  
放射線による発がん機構の解明とそれに

基づく治療法の開発やリスク評価は、被爆

者医療の向上のみならず、職業被曝におけ

る健康管理や医療被曝での患者の防護の観

点からも極めて重要である。本研究は、分

子病理学的、分子疫学的、分子生物学的ア

プローチによる以下の３つの柱から構成さ

れている。１）遺伝子解析による放射線関

連固形がんに特異的な遺伝子の同定、２）

放射線被曝による固形がん発生と遺伝的発

がん感受性との関連、３）放射線被曝によ

るゲノム障害の修復からみた発がん機構の

解明。これらを通じて、放射線障害に基づ

く発がんの分子機構を解明し、それを予

防・治療に応用することを目的とする。 
 
Ｂ．研究方法  
１）遺伝子発現・変異解析による放射線

関連固形がん特異的遺伝子の同定  
１．遺伝子発現解析による放射線関連固

形がんに特異的な遺伝子の同定（安井） 
昨年度までのオリゴ DNAカスタムアレ

イでの発現解析から抽出した被爆者群の胃

がんで発現の異なる 10遺伝子ついて、蛋白
レベルでの発現の検証を行なった。さらに、

被爆者（放射線影響研究所の寿命調査集団 
Life Span Study LSS A群：>0 dose）胃がん
について 54675プローブを搭載する
GeneChip（Affymetrix社）を用いて遺伝子
発現プロファイルを解析した（国立がんセ

ンター研究所・佐々木博己先生との共同研

究）。上記で抽出した被爆者胃がんで発現が

亢進していた遺伝子、DNA損傷応答遺伝子
の蛋白レベルでの発現について、LSS A群
67例および対照の LSS B群 49例に発生し
た胃がん組織のホルマリン固定パラフィン

切片について、特異抗体を用いた酵素抗体

法で染色した。 

２．遺伝子変異解析による放射線関連固

形がん特異的遺伝子の同定（江口）  
 原爆被爆者に発生した成人甲状腺乳頭が

ん 50症例と対照群 21例のパラフィン包埋
組織について、RET/PTC遺伝子再配列およ
び BRAF遺伝子変異を解析し、臨床病理学
的・疫学的因子との関連について検討した。

また、原爆被爆者に発生した大腸がん 35例
と対照群 16例について、遺伝子不安定性は
６種類のマイクロサテライトマーカーを用

いて検討し、MLH1遺伝子のメチル化およ
びヘテロ接合性消失(LOH)もあわせて検討
した。 
 
２）放射線被曝による固形がん発生と遺

伝的発がん感受性との関連  
１．放射線被爆による固形がんの疫学的

解析（西）  
 放射線影響研究所の寿命調査集団

105,427人（80,180人の被爆者と25,247人の
入市者）を対象とした。がんの罹患は広島

市地域がん登録事業、広島県腫瘍登録事業

（組織登録）、長崎県がん登録事業の資料な

らびに放射線影響研究所の成人健康調査等

により把握した。分析は、ポアソン回帰法

を用いて放射線に関連した過剰相対リスク

および過剰絶対リスクを求め、放射線関連

リスクの大きさ、線量反応の形状、性別・

被爆時年齢・診断時年齢に伴うリスクの変

化、ならびに過剰リスクのレベルおよびパ

ターンにおける部位間の変動を検討した。 
２．固形がん発生の遺伝的リスクの評

価と放射線被曝の相互作用の分子疫

学的研究（楠）  
フローサイトメトリーを用いたヒトT

リンパ球の γH2AXレベル測定系を確立
し、放射線感受性を評価に有効であるか

検討した。末梢血単核細胞をPHA 存在
下、rIL-2含有GIT培養液で約1週間培養し
たTリンパ球を用いた。種々の線量のX
線を照射した後、経時的にγH2AXの発現
量をFACScanで測定した。また、フロー
サイトメトリーを用いた網状赤血球小

核（MN）頻度測定系にて遺伝的不安定
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性の評価を試みた。測定は、X線全身照
射したC57BL/6およびBALB/c雌マウス
の末梢血を採取、CD71-FITC, CD61-PE
抗体およびPIで染色しFACScanにて解析
した。MN頻度はCD71陽性、CD61陰性の
網状赤血球集団におけるPI陽性細胞の
比率にて求めた。  
 
３）放射線被曝によるゲノム障害の修

復からみた発がん機構の解明  
１．損傷乗り越えDNA合成蛋白REV1
の機能解析と放射線発がんでの役割

（神谷）  
 REV1遺伝子の機能と放射線発がんの
関連を調べるために、REV1の生化学的
解析を行った。REV1のN-digitドメイン
はREV1の dCMP活性に直接的に関係す
る構造と考えられる。そこでN-digitのＮ
末端で保存されている５つのアミノ酸

の 内 、 二 つ の ア ミ ノ 酸 F348(Phe) と
H359(His)をそれぞれAlaに置換した変異
蛋白質の高純度の精製標品を作成した。

dNMP転移活性は、dNTPと二価イオンの
存在下でのプライマー伸長反応として

検出した。  
２．二重鎖切断修復の分子機構の解明

（宮川）  
 二重鎖切断修復機構の解明のため、ま

ず、大腸がん細胞株HCT116において、
Rad51Bをノックアウトした。これらの変
異細胞と元の野生株を用いて、DNA損傷
に対する感受性、相同組換えの頻度を表

す指標、蛍光免疫染色による放射線照射

後のRad51の核内フォーカス形成、γ
-tubulin染色による中心体の数と形態、
FISHによる染色体の数的異常を解析し
た。また、異常がみられた表現型に対し

て、正常cDNAを変異細胞に導入するこ
とによって、それが補正されるかどうか

確認した。  
 
（倫理面への配慮）  
「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫

理指針」、「疫学研究に関する倫理指針」、

「組換えDNA実験指針」に該当する研究は
それに従い、各研究機関の倫理委員会の承

認の下に実施した。上記に加えて、放射線

影響研究所における被爆者に関する研究で

は、同研究所の「人権擁護委員会」他、当

該委員会の承認の下に実施した。 
 
Ｃ．研究結果  
１）遺伝子発現・変異解析による放射線

関連固形がん特異的遺伝子の同定  
１．遺伝子発現解析による放射線関連固

形がんに特異的な遺伝子の同定（安井） 
被爆者と対照群の胃がんにおける遺伝子

発現プロファイルの比較から抽出した10遺
伝 子 に つ い て は 、 Chondroitin sulfate 
proteoglycan 2 (versican)ではLSS A群におい
て有意な発現低下が確認され、pancreatic 
RNase A family 1 (RNase 1)においても発現
低下を認めた。さらに、GeneChipを用いた
遺伝子発現プロファイルの解析により被爆

者胃がんに特異的に発現が２倍以上に亢進

する遺伝子37個を同定した。これらには、
DNAJC12、MED10、TRPS1、SBK1などが
含まれており、蛋白レベルでの発現解析を

開始した。また、被爆者胃がんには、DNA
傷害レスポンスに関連するリン酸化ヒスト

ンH2AX (γH2AX)の陽性例、胃型粘液形質
（特にMUC6）を示す例が有意に高頻度で
あることを見出した。 
２．遺伝子変異解析による放射線関連固

形がん特異的遺伝子の同定（江口）  
 成人甲状腺乳頭がんについてのRET/PTC
遺伝子再配列とBRAF遺伝子変異の検索の
結果、被爆者では両者は排他的に認められ、

RET/PTC遺伝子再配列は被曝線量との間に
有意な正の関連が認められた。再配列を持

つ症例はBRAF遺伝子変異を持つ症例より
被爆から診断までの期間が短く、RET/PTC
遺伝子再配列と放射線被曝との関係が示唆

された。一方、大腸がんでは、高度のマイ

クロサテライト不安定性(MSI-H)およびそ
の原因となるDNAミスマッチ修復酵素遺伝
子MLH1のメチル化と被曝線量との関連が
認められた。 
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２）放射線被曝による固形がん発生と遺

伝的発がん感受性との関連  
１．放射線被爆による固形がんの疫学的

解析（西）  
1958年から1998年までに診断された第一

原発がん17,448例に基づいて解析を行った。
全固形がん全体では、結腸線量が5mGy以上
の調査対象者から発生したがん症例のうち

約850例（約11%）が原爆放射線被曝と関連
していると推定され、0‐2 Gyの範囲では線
形の線量反応が認められた。過剰絶対リス

クは診断時年齢が高いほど増加したが、過

剰相対リスクは診断時年齢が高いほど減少

した。新しい線量体系であるDS02の導入に
よりリスク推定値は全般的に約10％低下し
たが、リスクのパターンはこれまでとほぼ

同様であった。結腸と直腸では、結腸での

み有意な線量反応関係が認められた。 
２．固形がん発生の遺伝的リスクの評

価と放射線被曝の相互作用の分子疫

学的研究（楠）  
 放射線誘発gH2AXレベルについては、
同じ6名の健康成人Tリンパ球について3
回繰り返し行った実験で、X線４Gy照射
後６時間の γH2AXレベルに有意な実験
間差はなく、個人間に有意な違いを認め

た。これら個人間で最大1.5倍のレベルの
差があった。同様な個人差は、細胞あた

りの gH2AXフォーカスの数を調べた場
合においても観察され、DNA損傷の程度
の差異とほぼ一致すると考えられた。ま

た、マウスの小核網状赤血球測定系では、

放射線の急性効果は  0.1 Gyの低線量で
も検出可能であったが、遅延効果は2.5 
Gy照射1年後においても有意に検出され
た。この生体内で長期間持続する放射線

誘発遺伝的不安定性の程度に系統差が

認められた。  
 
３）放射線被曝によるゲノム障害の修

復からみた発がん機構の解明  
１．損傷乗り越えDNA合成蛋白REV1
の機能解析と放射線発がんでの役割

（神谷）  
 REV1のN-digitドメインのF348(Phe)をAla
に置換した変異蛋白でのdCMP活性は、野生
型REV1に比べtemplate A，T，及びCでは軽
度低下したが、その活性の特徴に変化はな

かった。同様に、REV1のUやAP部位に対す
る損傷乗り越え活性も軽度低下したが、そ

の特徴に変化はなかった。一方、H359(His)
をAlaに置換したREV1変異蛋白のdCMP活
性は大きく変化した。すなわち、template G
に対しCを挿入するdCMP活性は変化しな
かったが、 Aに対しCを挿入するdCMP活性
は非常に低下した。また、UやAP部位に対
しCを挿入するdCMP活性も殆ど認められ
なくなり、REV1の損傷乗り越え活性は消失
した。 
２．二重鎖切断修復の分子機構の解明

（宮川）  
相同組換えの前期を制御するRad51Bを4

コピー有するヒト大腸がん細胞株において

Rad51Bを1コピーずつ欠失した細胞をジー
ン・ターゲティングにより作製した。その

結果、Rad51Bの機能低下細胞では放射線や
DNA架橋剤に対する感受性の亢進、相同組
換えによる姉妹染色分体交換の頻度の低下、

Rad51の核内フォーカス形成の低下が観察
され、Rad51Bは確かに相同組換え修復によ
りDNA二重鎖切断を修復することが確認さ
れた。さらに染色体の分配に関わる中心体

の数が増加しており、その結果として染色

体の数的異常である異数体の増加が観察さ

れた。異数体はがんの染色体異常の原因と

なるために、Rad51Bの一つの機能として中
心体の安定化によってがんの発生を抑制し

ている可能性が示唆された。 
 
Ｄ．考察  
被爆者に発生した固形がん組織を用いた

網羅的遺伝子発現解析から特異的発現態度

を示す遺伝子を抽出することで、放射線関

連がんの診断標的、治療標的の同定を試み

ている。昨年度までの胃がんについての検

討で抽出した10遺伝子における蛋白レベル
の解析で、versicanがその有力な候補である
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ことが明らかとなった。さらに、GeneChip
解析によって放射線関連がんのマーカー遺

伝子の候補が新たに抽出された。これらに

ついても、蛋白レベルでの発現の検証なら

びに細胞生物学的・生化学的機能解析が必

要である。一方、DNA二重鎖切断部位に集
積するγH2AXの発現が被爆者胃がんにお
いて有意に高頻度に認められた。しかし、

被爆者群、対照群ともに早期がんでは発現

は殆ど認められず、進行がんにおいて被爆

者群で発現の亢進が見出された。したがっ

て、放射線被曝に関連したがん化への関与

とは言いがたいが、そのマーカーとしての

意義はあるものと考えられる。尚、培養T
リンパ球を用いたフローサイトメトリーに

よるγH2AXの測定は、放射線量と相関し再
現性に優れ、放射線誘発γH2AXの個人差を
明確に判別できることが確認されており、

少なくとも、個人のDNA損傷修復に関係し
た放射線感受性の評価の指標となる可能性

がある。 
これまで多くの研究により、放射線照射

により誘発される直接的な遺伝子変化とし

てDNA二重鎖の切断および遺伝子再配列が

明らかにされている。今回の成人甲状腺乳

頭がんにおける検討で、RET/PTC遺伝子再配

列の頻度が被曝線量の量依存的に頻度が上

昇し、同遺伝子再配列を有する症例の被曝

から診断までの期間の中央値20年は被曝者

における甲状腺癌発症リスクのピークに近

く、この期間でのRET/PTC遺伝子再配列頻度

が42%を示すことから、この遺伝子再配列が

放射線被曝による成人の甲状腺乳頭発がん

に強く関与することが示唆された。大腸が

んに対する検討では、MLH1遺伝子のメチル

化、MSI-Hと被曝線量との関連が見られたこ

とから、この発癌経路と放射線被曝との関

係が示唆され、遺伝子異常のみならずエピ

ジェネティックな変化も被爆者大腸がんで

重要な役割を担っていることが想起された。 
疫学的解析からは、結腸と直腸は連続し

た臓器であり、組織型の多くを腺癌が占め

るという共通点を持つが、放射線の影響は

結腸では有意な線量反応関係が見られるの

に対し、直腸では有意な関係が認められな

かった。今後、腫瘍登録事業により収集さ

れる組織標本をもとに可能な限り上皮内が

んと浸潤がんの鑑別を行い、結腸・直腸が

んにおける線量反応関係を詳細に解析する

必要がある。 
 放射線誘発遺伝子障害の感受性指標とし

て、γH2AX測定系および網状赤血球MN頻
度測定系を確立した。急性効果における感

受性評価には、γH2AX測定系を使用するが、
被爆者から得られた凍結保存リンパ球から

Tリンパ球培養を行い、試験管内放射線感受
性の評価を進める予定である。遅延効果に

おける感受性評価には、マウスの測定系と

同様な末梢血網状赤血球小核頻度測定系を

ヒトについても確立し、被爆者の生体内で

長期間持続している可能性が考えられる遺

伝的不安定性の評価に応用する予定である。

生体内造血系細胞での放射線誘発遺伝的不

安定性の機序について検討を進め、その背

景にある遺伝子の多型と放射線誘発遺伝的

不安定性の個体差の関係を調べる必要があ

る。さらに、この放射線の急性あるいは遅

延効果に対する感受性指標が放射線被曝に

よるがん発生リスク推定に応用可能かどう

かの検討は重要な課題である。 
「損傷乗り越えDNA合成（ translesion 

DNA合成）」とがん化との関係は注目される
ところである。translesion DNA複製装置の
うち「誤りがちなDNA合成」に関与する
REV1の機能と発がんとの関係を明らかに
することを目的として行なった本年度の研

究において、N-digitドメインの一つのアミ
ノ酸置換をもつ変異型REV1は、REV1の基
質特異性と損傷乗り越えDNA合成活性が劇
的に変化することが分かった。これは、放

射線被曝によるゲノム障害の修復からみた

発がん機構の解明につながるものである。 
放射線によるDNA二重鎖切断はDNA損

傷の中でも最も致死的な損傷であり、この

損傷を修復する重要な経路の一つに相同組

換え修復が存在する。Rad51B変異細胞で観
察されたDNA損傷に対する感受性の亢進、
相同組換えの低下、Rad51の核内フォーカス
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形成の低下はいずれもがRad51Bが相同組
換えの前期においてRad51と協調してDNA
修復の役割を果たすことを示唆する。これ

に加えて、中心体の数の増加と異数体の増

加が観察された。したがって、Rad51Bは相
同組換え修復を制御することによって染色

体の数的安定性を保っているものと考えら

れる。この結果は、放射線に起因するがん

の発症の制御に、相同組換え修復の異常と

異数体の出現が関与する可能性を示唆する

ものである。 
 
Ｅ．結論  
放射線障害に基づく発がんの分子機構を

解明し、それを予防・治療に応用すること

を目的として、遺伝子発現・変異解析によ

る放射線関連固形がんに特異的な遺伝子の

同定、放射線被曝による固形がん発生と遺

伝的発がん感受性との関連、放射線被曝に

よるゲノム障害の修復からみた発がん機構

の解明、に関する研究から多くの成果を得

た。原爆被爆者における解析ならびに実験

モデルを用いた研究を推進することにより、

放射線発がん機構の解明が進み、医療放射

線や職業的放射線の曝露などにおける個々

の発がんリスクの評価及び予防対策の効果

的な取り組みが可能になるものと期待され

る。 
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－ 12 －  

1．  特許取得  
 なし 

2．  実用新案登録  
 なし 

3．  その他  
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