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本年度研究成果 

I 研究背景 

 東京電力福島第一原子力発電所事故以降、福島第一原発周辺地域では放射性物質による居住地の汚

染により一部の住民は避難を余儀なくされており、住民への健康不安対策の充実や、放射線被ばく影

響に関する正しい情報を提供することは重要な課題である。日本における原爆被爆者の疫学的研究に

より高線量率放射線による健康影響のリスクが明らかとされてきた。一方で、低線量率の連続的な被

ばくによるヒトの健康影響やそのメカニズムに関する知見は少なく、細胞レベルでのメカニズム研究

においては報告例がある。

放射線などにより生じた DNA 損傷は、細胞に存在する修復関連タンパクによって修復される。DNA

損傷が修復されずに残存すると、不正確な機構で修復されて変異が生じ、発がんの機会を作ると考え

られる。DNA 損傷修復関連タンパクの一つである BRCA1 をコードする遺伝子 BRCA1 と DNA 損傷

部位に集積する 53BP1 は拮抗的に作用し、非相同末端結合による損傷修復、相同組換え修復の機構を

選択して修復を行う 1）。BRCA1 遺伝子は日本人を含む人類で数百人に 1 人がその変異を持ち、この

変異を１コピー持つと乳がん、卵巣がん、膵臓がん、前立腺がん等のリスクが高まる。大規模な動物

実験において、高線量率の放射線に被ばくした Brca1 遺伝子ヘテロ接合性変異を持つ個体では、野生

型に比べて乳がん発生率が高くなる 2）。しかし、放射線被ばく直後の DNA 損傷応答やその線量率依

存性、さらには BRCA1 の変異の有無による影響の差異についてはよくわかっていない。 

II 目的 

Brca1 遺伝子欠損個体において、低線量率放射線被ばく後の過程の DNA 損傷修復動態や、Brca1 下

流遺伝子の遺伝子発現を解明する。
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Ⅲ 研究方法 

1. 放射線照射 

雌ラット（Jcl:SD 系統、野生型 Brca1+/+及びヘテロ接合性変異体 Brca1L63X/+）2を自然交配によって

作出し、γセル照射装置（Nordion 社、線量率 30 Gy/時、線量 1 Gy）による高線量率照射（３週齢）、

あるいは母体と共に連続 γ 線照射装置（ポニー工業株式会社、線量率 3 mGy/時、合計線量 1 Gy）に

よる低線量率照射（２週齢から開始し、2 週間）を行った。高線量率（1 Gy, 0.4 Gy/分）照射 1, 3, 6, 12, 

24 時間後、および２~７日後の乳腺、ならびに低線量率（1 Gy, 0.05 mGy/分）照射 1, 24 時間後の乳腺

を収集し、ホルマリン固定した。 

2. 組織標本作製 

パラフィン包埋を行った乳腺組織を 3 µm 厚に連続的に薄切した。切片の一部をヘマトキシリン・

エオジン（HE）染色を施し、解析対象となる末梢芽状突起（TEB）が含まれることを確認した。その

後、連続薄切した切片を、パラフィン除去後に 0.01 M クエン酸緩衝液（pH 6.0）中 121℃15分で抗原

賦活化処理を行い、10%ブロッキング液（Dako 社）を含む 0.05% Tween-20 含有トリス緩衝生理食塩

水（TBS-T）に希釈した一次抗体（抗 53BP1 抗体、抗 Brca1 抗体、抗 Ki-67 抗体、抗サイトケラチン

14 抗体、抗サイトケラチン 8/18 抗体を使用）と 4℃で一晩反応させ、TBS-T で洗浄後、同様に希釈し

た蛍光標識二次抗体を室温で１時間反応させ、TBS-T で洗浄した。その後、4’ ,6-ジアミジノ-2-フェニ

リンドール（DAPI）を含む封入剤（Vector 社）で封入した。 

3. 画像データ取得及び解析 

HE 染色した標本の画像取得には、スライドスキャナ（NanoZoomer、浜松ホトニクス株式会社）を、

蛍光染色した標本の画像取得にはディスク走査型共焦点顕微鏡システム（DSU-IX81、オリンパス株式

会社）を、画像解析ソフトウェアとして ImageJ（米国国立衛生研究所）をそれぞれ使用した。 

（倫理面への配慮） 

動物実験及び遺伝子組換え実験については、量子科学技術研究開発機構の動物実験委員会（承認番

号 22-1016）及び遺伝子組換え実験委員会（承認番号 H26-2）の承認の下に行った。人を対象とする研

究には該当しない。 

 

IV 研究結果、考察及び今後の研究方針 

放射線照射実験を実施し、乳腺組織サンプルの収集を予定通り終えた。HE 染色をした乳腺の観察

により、約 200 µm の長さの TEB が第 4 乳頭を起点とした 2cm 以内の領域に多く存在することが分

かり、同領域を細胞動態の解析対象範囲とした。多重蛍光免疫染色により乳腺上皮細胞（基底細胞、

内腔細胞）および DNA 損傷動態（53BP1）を確認するため、抗原の賦活化条件（温度、使用する緩衝

液等）、抗体条件（希釈価、温度、反応時間等）を決定し、マイルストーンを達成した。 

さらに、高線量率放射線により誘導された 53BP1 フォーカスは、Brca1+/+と Brca1L63X/+の乳腺で照射

1 時間後の時点で、組織切片において細胞の断面あたり、基底細胞では約 1.2 個、内腔細胞では約 1.7

個誘導されるが、照射後 12 時間までには 2～3%程度まで減少することを、予備的に各１検体で確認

した。次年度は、１）収集した全サンプルの DNA 損傷動態を解析し、Brca1 遺伝子の有無による DNA

損傷修復の差異を定量的に評価する他、２）RNA シーケンス等による遺伝子発現解析により Brca1 下

流遺伝子の発現制御メカニズムを明らかにする実験に着手する。 

 

V 結論 
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 本年度計画していた放射線照射実験をすべて終了し、乳腺組織サンプルを収集した。乳腺上皮細胞

および DNA 損傷動態を検出するための多重蛍光免疫染色の実験条件を決定し、次年度実施予定の

DNA 損傷の定量解析の準備が整った。 
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