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EE：Enriched Environment（豊かな環境） 

SE： Standard Environment（通常の環境 ) 

lncRNA : Long non-coding RNA（長鎖非コードリボ核酸） 

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay（酵素結合免疫吸着法） 
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概略 

 原子力発電所の事故や津波、火山の爆発などで生活スタイルが一変することによる心理的、身

体的ストレスの増加によって健康の悪化が指摘されている。特に子どもは、長引く避難所や仮設

住宅での生活によって、友達と一緒に外で遊べない（遊ばない）、それに伴う運動不足、食事の

バランスの悪化、家族が離ればなれになることの精神的な不安などの影響を受けやすいと考えら

れる。例えば、災害後の生活で親に対する極度の甘え行動が高まっていることが最近の災害事例

として報告されている。近年、環境エンリッチメント（豊かで快適な「よいストレス」：

eustress）は健康を増進する効果があることが実験的に実証されつつある。中枢神経系から分泌

される種々の因子が、神経や内分泌、免疫系に作用し、神経細胞の増殖や活性化を促し、脳の老

化を抑制し、また、脂肪代謝を活性化することでメタボリック症候群を抑制、更には発がん抑制

に効果的であることが報告されつつある。 

 そこで本研究では、マウスを用い、遊びや運動、社会的交流がある豊かな環境（エンリッチメ

ント環境、EE : Enriched Environment）を提供することで、健康を増進することができるか、

また、放射線による健康障害の予防･低減が可能かどうかを通常の環境（SE : Standard 

Environment）と比較して多面的な指標で検証することを目的とした。特に、放射線に対する発

がん感受性が高いと考えられる幼若期における EE の効果の実証研究を行った。研究実施体制は、

動物実験をマウスを用いた実験の実績のある量研機構で行い、内分泌（量研機構）、免疫（東邦

大学）、放射線生物学（茨城大学）及び分子生物学（東京大学）の専門家と連携して総合的に

EE の効果を検証した。平成 27 年度から平成 29 年度の 3 年間で、以下の項目について明らかに

した。 

（1）エンリッチメント環境（EE）によるホメオスタシス増強とがん予防 

① 内分泌ならびに発がんに関する研究 

EE（遊びや隠れ家、巣作り環境）による内分泌因子ならびに発がんへの修飾効果 

② 自然免疫に関する研究（再委託先：東邦大学） 

EEによる自然免疫細胞であるマクロファージなどの機能への修飾効果 

③ DNA修復に関する研究（再委託先：茨城大学） 

EEによる DNA損傷修復力への効果と修復能力に影響を及ぼす体内因子の有無 

（2）放射線発がんの新たな分子機構と EEによる修飾（再委託先：東京大学） 

EE 及び放射線被ばく後の応答に関わる lncRNA（長鎖非コードリボ核酸）の同定とその発

現変化 

（3）EE（適温）に関する研究（再委託先：産業医科大学） 

環境因子としての適温環境による免疫やがん細胞増殖抑制効果 

上記の研究テーマ毎の結果を以下に示す。 

 

（1）エンリッチメント環境（EE）によるホメオスタシス増強とがん予防 

① 内分泌ならびに発がんに関する研究 

平成 27年度 

量研機構の実験動物研究棟に EE を構築し、3 週齢のマウスの飼育を行った。4 週間後

（生後 7週齢）と 6週間後（生後 9週齢）に解剖し、血清と臓器（胸腺、脾臓、肝臓、肺、
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脂肪）を、DNA 修復タンパク解析と臓器の免疫染色用（茨城大学）に一部冷凍保存した。

また、自然免疫に関する研究（東邦大学）のために、腹腔内細胞を回収した。また、それ

らの臓器の病理標本を作製した。採取した血清のレプチンなどのサイトカインを測定した。 

その結果、６週間の EE によって体重は有意に減少することが明らかとなった。これは、

白色脂肪組織の重量が減少したことによる。また、内分泌関係のホルモンでは、レプチン

（別名肥満ホルモンとも言われる。食欲を抑え、肝臓や筋肉でのエネルギー代謝を高め

る）の産生が減少していた。これは、レプチンを産生する脂肪組織が減少したことによる

と考えられる。また、血中のグルコースやコレステロールの濃度も減少していた。グルコ

ースの減少は、インシュリン濃度の高まりによると考えられた。 

平成 28年度 

生後3週齢からEEとSEを施し飼育したマウスを9週齢（EE6週間）で解剖し、血清と臓器

（胸腺、脾臓、肝臓、肺、脂肪）を茨城大学のDNA修復に関する研究用に凍結保存した。

また、東邦大学の自然免疫に関する研究のために、マウスを解剖した。生後11週齢の成体

マウスに対し、同様にEEを施し、4週後と6週後に血清保存や臓器保存を行った。また、一

部、病理解析を行った。EEで飼育後のマウスに放射線照射（4Gyと0.1Gy）し、継時的にサ

ンプルを収集し、茨城大学と東京大学に提供した。量研機構で繁殖しているApcMin/+雄マウ

スを交配によって数を増やし、生後2週齢に4Gy照射し、生後3週からEEとSEで飼育を開始

した。 

4週間と6週間のEEの効果を検討した結果、体重、白色脂肪重量、血中総コレ

ステロール及びレプチンの抑制効果は、 EEの期間が長期であるほど高いこと、

血中インスリンと中性脂肪に関してはEEの効果が認められなかったことより、8

週間のEEの期間も追加して実験を実施した。その結果、 8週間のEEは、4週間と6

週間のEEに比べて上記項目においてより顕著な抑制効果が認められた。 EEのが

ん予防効果に関する実験では、 2週齢マウスへの放射線4Gy照射は胸腺リンパ腫

の発生により、 1ケージ5匹での飼育条件の維持が困難になる可能性が予測され

るため、胸腺リンパ腫の発生が見られない2Gyも追加して実験を開始した。 

平成 29年度 

EE が放射線生体応答に対する効果を検証するため、平成 28 年度に引き続き、3 週齢あ

るいは 11 週齢からエンリッチメント環境（EE）あるいは通常環境（SE）で 8 週間飼育し

たマウスに X 線を 0～2Gy 照射した後に解剖し、(1)①の内分泌と発がんに関する研究と

(1)③の DNA 修復に関する研究のために血清と臓器（胸腺、脾臓、肝臓、肺、脂肪）を凍

結保存した。凍結保存した血清と臓器は、再委託先の茨城大学に提供した。また、解剖時

に(1)②の自然免疫に関する研究のために腹腔細胞を再委託先の東邦大学の研究者により

回収した。さらに、ホルマリン固定した消化管組織の病理解析（クリプトの形態学的変化、

アポトーシス数の測定など）を行った。加えて、生後 2 週齢の ApcMin/+雄マウスに X 線を

0～2Gy 照射し、3 週齢から EE あるいは SE で飼育した。20 週齢時に解剖し、血清と臓器

の保存を行い、血清の生化学検査と臓器の病理解析を行った。 

消化管組織と脂肪組織の病理解析を行った結果、EE によりアポトーシスが誘導される

ことや褐色脂肪中の脂肪滴のサイズが減少する傾向が認められた。また、血清検査の結果、
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EE は血清中の総コレステロールと中性脂肪を有意に減少させることが分かった。更に、

ApcMin/+マウスの実験では、消化管腫瘍の病理解析より腫瘍径の増大に伴い悪性度が上昇

することが分かった。加えて、EE により、腫瘍径の増大が抑制されることが認められた。 

② 自然免疫に関する研究（再委託先：東邦大学） 

平成 27年度 

自然免疫を担う腹腔マクロファージのフローサイトメトリーや黄色ブドウ球菌の貪食実

験の条件を確立した。その後、短期間 EE の自然免疫に対する効果を明らかにするため、

（1）①で回収されたマウスの腹腔細胞に対してフローサイトメトリーにより腹腔マクロ

ファージ数を測定した。また、腹腔マクロファージに蛍光標識黄色ブドウ球菌を in 

vitroで貪食させ、貪食能を共焦点顕微鏡により評価した。 

その結果、6 週間 EE を施したマウスにおいて、マクロファージの総数は変化しなかっ

たものの、黄色ブドウ球菌を貪食したマクロファージの数と、個々のマクロファージの黄

色ブドウ球菌を貪食する能力が増加する傾向があることが分かった。 

平成 28年度 

EE の自然免疫に対する効果を明らかにするため、量研機構で行った研究で EE を施した

マウスの腹腔から腹腔マクロファージを回収し、蛍光標識黄色ブドウ球菌等と共培養して

貪食させた。その後培養上清を回収し、好中球ケモカイン等の産生量を ELISA（酵素結合

免疫吸着法）にて評価した。前年度の蛍光標識黄色ブドウ球菌に対する貪食能の評価に加

え、今年度は蛍光標識アポトーシス好中球及び蛍光標識 2次的ネクローシス好中球に対す

る貪食について調べた。 

その結果、アポトーシス好中球に対する貪食率は EE で増加したが、2 次的ネクローシ

ス好中球に対する貪食率は EEで変化がなかった。従って EEは細菌感染に伴う炎症を軽減

させると予想された。また、培養上清中の好中球ケモカイン等の産生量についても解析し

た。 

平成 29年度 

短期間エンリッチメント環境（EE）の自然免疫に対する効果を明らかにするため、EE

を施したマウス腹腔細胞を回収してフローサイトメトリーと定量的 PCR により腹腔マクロ

ファージの M1/M2 サブタイプを比較した。また腹腔マクロファージを取得し、蛍光標識 2

次的ネクローシス細胞を in vitro で貪食させ、貪食能を共焦点顕微鏡により評価した。

さらに貪食時に産生されるケモカインのパターンを調べた。 

フローサイトメトリーの解析結果より、EE は M1 マーカー（CD40）発現マクロファージ

を増加させたが M2 マーカー（CD206）発現マクロファージには影響しないことがわかった。

また、定量的 PCR の結果、EE は M1 マーカー（IL-6）と M2 マーカー（Irf4）を増加させ

たが、他の M1 マーカー（CD38）は減少させ、他の M1 マーカー（NOS2）と他の M2 マーカ

ー（Arg1、c-Myc）には影響がなかった。次に、共焦点顕微鏡を用いて貪食能を評価した

結果、EE は貪食には影響を与えなかった。更に、貪食時に産生されるケモカインのパタ

ーンを調べた結果、2 次的ネクローシス細胞との共培養では有意なケモカイン産生は見ら

れず、ネクローシス細胞との共培養では EE は MCP-1 産生を抑制したが、黄色ブドウ球菌

との共培養では EEは MIP-2、KC、MCP-1産生を増加させる傾向にあった。 
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③ DNA修復に関する研究（再委託先：茨城大学） 

平成 27年度 

DNA 損傷の修復効率や修復の品質に与える EE 飼育の影響を検証するため以下の実験を

実施した。放射線を 4Gy 照射したマウス胚由来細胞（m5S 細胞）の培養液に（1）①によ

り保存された EE を施したマウスからの血清を添加して、修復タンパク質（ヒストン

H2AX）のリン酸化の変化の程度を免疫染色で観察し、血清中に DNA損傷の修復効率を変え

るような成分が含まれているかを調べた。 

その結果、まず、マウス血清を添加しない場合、ヒストン H2AX のリン酸化は照射 1 時

間後に最も高くなり、その後減少していくことが観察されたが、マウス血清を添加した場

合は、免疫染色における非特異的な結合が高くなり、放射線によるリン酸化の増加の観察

が困難になった。今後、免疫染色の方法を検討する必要があることが分かった。また、

（1）①により保存されたマウスの組織における放射線損傷応答タンパク質（ヒストン

H2AX）のリン酸化ならびにマクロファージのマーカーである F4/80の染色方法を確立した。 

平成 28年度 

EE 飼育による体内環境の違いが DNA 損傷の修復効率や修復の品質に影響を与える可能

性を検証した。放射線を照射あるいは非照射のマウス培養細胞の培養液に、量研機構が実

施した「内分泌ならびに発がんに関する研究」で保存された EEもしくは SE飼育したマウ

スから採取した血清を添加して、修復タンパク質の挙動を経時的に調べる実験を繰り返し

実施した。また、EE または SE 飼育マウスの組織あるいは血清中において、放射線照射後

の損傷応答タンパク質のリン酸化ならびに炎症マーカーの発現の解析を実施した。 

飼育環境の異なるマウス血清を放射線照射あるいは非照射の細胞の培養液に添加する実

験の結果、損傷導入から数時間後までのリン酸化ヒストン H2AX の挙動において、飼育環

境の違いによる変化が見られ、マウス血清中には飼育環境によって DNA 損傷修復に影響を

与えるような成分が存在する可能性が示唆された。また、免疫組織学的手法によるマウス

組織または血清中における損傷応答タンパク質のリン酸化ならびに炎症マーカーの発現の

解析の結果、放射線照射後の肝臓における DNA 損傷レベル及びマクロファージの活性化に

飼育環境による違いが見られ、マウスの飼育環境の違いが DNA損傷修復及び炎症反応応答

に変化を生じさせている可能性が示唆された。 

平成 29年度 

EE 飼育による体内環境の違いが DNA 損傷の修復効率や修復の品質に影響を与えるかど

うかのさらなる検証を行った。量研機構において EEもしくは SEで飼育したマウスから採

取した血清を、茨城大学において放射線照射・非照射のマウス培養細胞の培養液に添加し、

DNA 損傷修復タンパク質の蓄積量の違いの有無を比較する実験を繰り返して実施した。さ

らに量研機構の研究で EEもしくは SEで飼育したマウスの組織あるいは血清中について、

放射線照射後の損傷応答タンパク質のリン酸化ならびに炎症マーカーの発現解析を継続し

て実施した。 

培地に加える牛胎児血清濃度を下げた条件で DNA損傷の修復効率や修復の品質を検証し

た実験を行った結果、EE マウス血清の効果はこれまでと同様に認められ、特に若年期 EE

マウスにおいて血清中に DNA 修復を早める成分が含まれていることが明らかとなった。ま
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た、放射線照射後の損傷応答タンパク質のリン酸化ならびに炎症マーカーの発現解析結果

より、EE マウスの肝臓及び肺では放射線照射直後に検出される DNA 損傷レベルが SE マウ

スよりも上昇した一方で、照射後には損傷が SE マウスよりも迅速に減少したことから、

EE マウスでは DNA 損傷発生に対して高感度・高精度かつ効率よく応答していることが明

らかとなった。また、EE マウスの肝臓及び肺において、放射線照射後の迅速なマクロフ

ァージの活性化と沈静化が検出され、EE 飼育が慢性炎症の発生を抑制する可能性も示唆

された。 

 

（2）放射線発がんの新たな分子機構と EEによる修飾（再委託先：東京大学） 

平成 27年度 

マウスを使った長鎖非コード RNA(Long non-coding RNA, lncRNA）解析の条件検討を行うた

め以下を実施した。まず、放射線応答や発がんに関わる lncRNA を文献から探索し、特異的に

検出することが可能と考えられるプライマーを 50 種類程度作成した。全 RNA を抽出後、逆転

写反応により、cDNA に変換し、定量 PCR 法によって発現解析を正確に行える条件検討を行い、

次年度以降の実験に使用するプライマーを決定した。 

具体的には、マウスで発現が確認されている lncRNA の中から、アポトーシスやストレス応

答に関連がありそうな Malat1や lincRNA-p21等とともに、機能が未知の lncRNAのプライマー

を作成した。 

平成 28年度 

定量 PCR 法(ポリメラーゼ連鎖反応)によりマウス組織の lncRNA 発現を正確に検出するため

の適切な条件の確立と量研機構より提供された放射線照射したマウス組織における lncRNA の

発現様式の検討を行った。また、それと並行して、in situ 染色系のための試薬を揃え、その

条件の確立を試みた。 

その結果、放射線被ばくに応答する lncRNA候補を幾つか見出した。 

平成 29年度 

EE 環境で飼育したマウスとそうでないマウスに各々放射線を照射した際に発現変化に違い

が見られる lncRNA（長鎖非コード RNA）の細胞内挙動を同定した。まず、マウス組織から全

RNA を抽出後、逆転写反応により、cDNAに変換し、定量 PCR法によって発現解析を行った。続

いて、lncRNA に特異的なプローブを in vitro 転写法により合成し、それを用いて蛍光 in 

situ ハイブリダイゼーションを行い、lncRNA の細胞内局在機構を解明した。一連の実験によ

り EE環境や放射線に応答する lncRNAの細胞内動態を明らかにし、細胞内動態と突然変異との

関連性を検討した。 

EE で飼育や放射線照射により発現が変化する数種類の lncRNA を見出すことができた。次に、

蛍光 in situ ハイブリダイゼーションを用いて lncRNA の細胞内の局在を解析した結果、EE 飼

育や放射線照射により lncRNAの細胞内での特徴的な局在変化は認められなかった。 

 

（3）EE（適温）に関する研究（再委託先：産業医科大学） 

平成 27年度 

エンリッチメント環境の 1 つの要因である温度の影響を調べるため、以下を実施した。
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B6C3F1 雌マウス（各群 50 匹）を 3 週齢と 11 週齢から適温環境（EE、本実験では 31℃）で 8

週間飼育後、通常環境（SE、25.6℃）に戻して飼育する群とそのまま EE で継続飼育する群を

設定した。また、SE のみで飼育する対照群を設定した。3 週齢処理群の一部を、処理後 0，1，

3 ヶ月目(6、12 ヶ月目は次年度)に血液並びに組織の検体を採取後、免疫能の解析及び病理検

査を開始した。残りのマウスはがん細胞移植を行い、がん細胞の増殖におよぼす EE の影響を

調べる実験群の飼育を開始した。また、11 週齢処理群と対照群においても同様の実験を開始

した。 

その結果、EE（31℃）で飼育したマウスでは、体重が増加し、さらに移植したがんの増殖が

抑制されることが示唆された。当初の計画では、通常環境は 22℃であったが、当施設は

25.6℃であったので、本研究では 25.6℃とした。論文（Kokolus et al. PNAS 110, 20176-

20181, 2013）では、通常温度は 20-26℃が使用されているので、研究結果には大きな問題は

無いと考えられる。 

平成 28年度 

EE 要因の 1 つである温度の影響を調べるため、以下を実施した。B6C3F1 雌マウスを 3 週齢

から適温環境(31℃)で 8 週間飼育処理後、通常環境(25.6℃)に戻して飼育する群(A 群)とその

まま適温環境(31℃)で継続飼育する群(B 群)を設定し飼育した。また、初めから通常環境

(26℃)で飼育する対照群(C 群)を設定した(各群 50 匹)。適温環境処理後の一部のマウスは経

時的に解剖し脾臓を採取後、免疫能の解析及び一部のサンプル（臓器）に対し病理検査を行っ

た。残りのマウスにはがん細胞移植を行い、がん細胞増殖への影響を解析する実験群として飼

育を継続した。対照各群もこれに対応した時間で同様の解析を行った。2 回目の同様の実験群

の設定を行った。 

その結果、EE（適温:31℃）で飼育した B群では、体重の有意な増加と 12ヶ月目に移植した

がん細胞の増殖抑制が認められた。 

平成 29年度 

EE 要因のひとつである温度の影響を調べるため、平成 28 年度に続き以下を実施

した。B6C3F1 雌マウス（各群 50 匹程度）を 3 週齢と 11 週齢から適温環境（31℃）

で 8 週間飼育後、通常環境（25.6℃）に戻して飼育する群とそのまま適温環境で継

続飼育する群、さらに通常環境のみで飼育する対照群を設定しており飼育を継続し

た。3 週齢処理群の一部を、処理後 0，1，3, 6,12 ヶ月目に血液並びに組織の検体を採取後、

免疫能の解析及び病理検査を行った。本年度は第 2 実験群の 12 ヶ月目のみとなった。残りの

マウスはがん細胞移植を行い、がん細胞の増殖におよぼす EE の影響を調べる実験群として飼

育を継続した。また、11 週齢処理群と対照群においても同様の実験を継続した。さらに 3 週

齢開始の同様の実験群を 1つ設定し､第 3実験群として開始した。 

 

発がん予防は、ビタミンなどの「抗酸化物質」などの化学物質が研究対象であった。しかし、

本研究では、化学物質ではなく、豊かな環境(EE)で実験動物（マウス）を飼育することで内分泌

系（脂肪組織を含む）・脳神経系･免疫系を全身的に活性化させ、放射線に起因する発がんを予

防する試みを検証するものである。EE は、副作用を懸念する必要がなく、ヒトへの応用（試

み）も容易である。また、近年、エピジェネティクスで注目されつつある遺伝子発現制御系であ
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る lncRNAに着目し、放射線被ばくや放射線発がんに関わる lncRNAを探索するアプローチは新規

性がある。平成 27 年度から平成 29 年度の 3 年間で、EE が体重、内分泌系や免疫系への修飾効

果を有することに加え、DNA 損傷修復応答を変化させる可能性を見出した。また、放射線被ばく

や EE に応答する lncRNA 候補も新たに発見した。更に、EE が放射線誘発消化管腫瘍を予防する

可能性を実験的に明らかにした。以上の結果は、生活環境の改善が放射線による健康影響のリス

クを低減可能であることを実験的に実証したものであり、本事業の成果は今後の災害時の避難生

活や仮設住宅で生活する子どもの健康回復（維持）の施策の基本情報と成り得る有用なものと考

えられる。 



 

 

1 

 

1．はじめに 

近年、EE は動物が持つ本来の行動を刺激することから動物愛護の観点より重要であると指摘

されている。更に健康増進の視点においても、EE が中枢神経系の活性化を介して副腎皮質・髄

質などの内分泌機能を高めること、更に脂肪組織でのエネルギー産生促進による肥満予防への関

与などが明らかとなってきた。加えて、EE で飼育されたマウスでは、移植がんの成長を抑える

ことも明らかとなってきた。 

 原発事故や地震、津波などの災害時において長期の劣悪な避難生活や仮設住宅でのこもりきり

の生活は心身共に健康に悪影響を及ぼす。予防するには適切な住環境や社会環境が必要なのは言

うまでもないが実際は長期避難を強いられるケースも多い。それに加え、充分な睡眠、運動（子

どもの場合は好奇心のでる遊び）、そして社会的なつながりも十分ではなくなる。近年、広い空

間、運動、巣作り、快適な飼育温度は、脳の機能を活性化しアルツハイマー病などの老化を予防

し、肥満予防、がん予防にも寄与することが実験的に明らかとなってきた。本研究室は、放射線

による障害がエンリッチメント環境を提供することで低減するのではないかと予測した。 

 また、子どもは放射線被ばく後の発がんリスクが高いことが、原爆被ばくやチェルノブイリ発

電所の事故調査で明らかになっている。我々も、マウスやラットを用いて、思春期以前の幼若期

は成体期に比べ発がんリスクが高くなり、寿命も短くなることを示してきた。例えば、出生前後

の被ばくでは腎がんや脳腫瘍のリスクが高く、生後 1-3 週齢（ヒトでは幼児･小児期に対応）の

被ばくで、T リンパ腫、肝がん、消化器系がんのリスクが高くなる。そこで、本研究では EE 飼

育によって幼若期被ばくの発がんリスクが下がることを期待し、被ばく後の EE による健康増進

効果を幼若期（生後 3 週齢、離乳期）と成体期（生後 11 週齢）で定量的に比べることにした。

発がん予防効果実験には、消化管腫瘍のモデルマウスである ApcMin/+マウスを用いる。ApcMin/+マ

ウスは、家族性大腸腺腫症のモデルで、数ヶ月以内に多数の小腸・大腸ポリープを発症する。生

後 1-3 週齢の被ばくで発がんリスクが最も高くなる。合わせて、レプチンやアディポネクチンな

どの脂肪由来サイトカイン、炎症性サイトカイン、自然免疫力、放射線損傷修復能力など発がん

リスクを修飾する要因を多角的に調べる。 

 本研究を通して、放射線の健康影響を、生活の環境改善で低減できることを示すことで、今後

の避難生活や仮設住宅で生活する子どもの健康回復（維持）の施策の基礎情報としたい。 
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2．業務計画 

2.1 全体計画 

本業務の全体計画を図 1に示す。  

研究項目 平成２７年度 平成２８年度 平成２９年度 

 

(1) エンリッチメント環境によるホ

メオスタシス増強とがん予防 

 

①内分泌ならびに発がんに関す

る研究（量研機構） 

 

 

 

②自然免疫に関する研究 

（東邦大学） 

 

 

 

③DNA 修復に関する研究 

（茨城大学） 

 

 

 
(2) 放射線発がんの新たな分子機

構とエンリッチメント環境に

よる修飾（東京大学） 
 

 

 

(3) エンリッチメント環境（適温）

に関する研究（産業医科大学） 

 

(4) 研究推進 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

量研機構と産業医大の動物飼育室内に EE［「遊び、運動、認知行動の刺激のある豊かな環境」

（量研機構）と「快適温度飼育環境」（産業医科大学）］をセットアップする。EE が生体の恒

常性を活性化しているか否かを調べるために、EE で飼育したマウスを内分泌学的（血清中のレ

プチンなどの脂肪由来ホルモンや TNFαなどの炎症性サイトカイン、IL-6 などの抗炎症性サイト

カイン）、免疫学的（マクロファージの貪食能やサイトカイン産生、脾臓中の活性化Ｔ細胞の割

合など）に調べる。合わせて、放射線に対する影響を調べるために、DNA 修復能ならびに被ばく

後の応答反応［DNA 修復タンパクの量や、照射後の誘導能、lncRNA（長鎖非コードリボ核酸）の

EE による MΦの

貪食能 

取りまとめ 

EEの準備 

EEでの飼育とサンプル提供 

検体の解析と取

りまとめ 

微生物またはネクロ

ーシス細胞によるケ

モカイン産生 

突然変異検出

系の確立 

EE による損傷シグナ

ルの違いとまとめ 

EE による血清中成

分による突然変異

誘発効果の違い 

マウス lncRNA

解析法の確立 

lncRNA の放射線

応答と in situ

染色系の確立 

突然変異検出

系の確立 

微生物またはネクロ

ーシス細胞による炎

症応答解析 

EEの準備 

EEでの飼育とサンプル提供 

図 1. 全体計画図 
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発現］も調べる。 

 次に EE の自然発がんならびに放射線発がんへの予防効果を明らかにするために、消化管がん

モデルである ApcMin/+マウスに生後 2 週齢に 0Gy（非照射）、0.1Gy から 4Gy を照射し、3 週目

（離乳期）から EE で飼育開始し、生後 30 週後に解剖し、小腸・大腸の腫瘍の数と大きさを測定

する。 

 

2.1.1 エンリッチメント環境によるホメオスタシス増強とがん予防 

(1)内分泌ならびに発がんに関する研究 

① EE を量研機構の動物施設に設定する。EE は、通常のケージの約 8 倍程度広いケージの中

で、トンネルや回転盤、巣作り材が与えられた環境で飼育する系を確立する。 

② EE で飼育されたマウスの血清成分解析（内分泌関連のレプチン、アディポネクチン、CRP

などの炎症性サイトカイン）と全身臓器の病理解析を行う。 

③ B6C3F1 マウス 3 週齢（離乳期）、11 週齢（成体期）に EE を施し、4 週間ならびに 8 週間

後に安楽死させ、材料を連携機関に提供。血清の生化学試験と病理検索（免疫組織学的に、

各臓器の増殖、アポトーシス）を行う。 

④ ApcMin/+マウス（消化管発がんモデル）を 2 週齢に、0.1Gy から 4Gy の放射線を照射し、EE

で飼育し、通常環境（SE）飼育マウスの結果と比較し、EE の発がん予防効果を検討する。 

(2)自然免疫に関する研究（再委託先：東邦大学） 

① EE を施したマウスから腹腔細胞を回収してフローサイトメトリーにより腹腔マクロファ

ージ数を測定する。腹腔マクロファージを取得し、蛍光標識黄色ブドウ球菌等を in 

vitroで貪食させ、貪食能を共焦点顕微鏡により評価する。 

② 腹腔マクロファージを黄色ブドウ球菌等と共培養して、好中球ケモカイン産生量を ELISA

にて評価する。 

③ マウス腹腔に黄色ブドウ球菌等を投与し、経時的に腹腔浸出細胞を回収してフローサイト

メトリーにより分析する。同時に上清中の好中球ケモカイン量を ELISA にて評価する。 

(3)DNA修復に関する研究（再委託先：茨城大学） 

① 体内環境の違いが DNA 損傷の修復効率や修復の品質に影響を与えている可能性は十分考え

られる。そこで、飼育環境［豊かな環境（EE）と通常環境（SE）］による細胞の放射線初

期応答の違いと、放射線損傷を修飾する体内環境因子の違いを解析する。 

② EE 飼育下での体内環境の変化が細胞の DNA 修復能に影響を与えるのかを見るために、解

剖時に得られる血液から血清を調製し、照射したマウス培養細胞（m5S など）の培養液に

添加することにより、DNA損傷初期応答が変わるかを調べる。 

③ 飼育環境の異なるマウスの組織で被ばく後の DNA 修復シグナル起動酵素の活性化度に違い

があるかをウエスタンブロット法や免疫組織染色で比較する。また、照射後、発がんに関

わる炎症マーカーの発現や炎症細胞であるマクロファージの集積を調べる。  

 

2.1.2 放射線発がんの新たな分子機構とエンリッチメント環境による修飾（再委託先：東京

大学） 

① マウスの lncRNA を 50 種類リストアップし、作成する。lncRNA のほとんどは近年発見さ
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れたので機能はほとんど分かっていないが、アポトーシスや炎症に関与しているものも作

成する。特に被ばく時週齢の異なるマウスの放射線照射前後の種々の組織（胸腺、脾臓、

肝臓、肺、脂肪など）から total RNA を抽出し、定量 RT-PCR 法や micro array 法にて選

別した lncRNA の発現を解析する。これにより、EE 依存的、被ばく時週齢特異的、組織特

異的に放射線応答する lncRNAを同定する。 

② 一般的に、RNA はタンパク質と相互作用することで機能を発揮することが多いことから、

lncRNA と相互作用するタンパク質を免疫沈降法などで解析し、lncRNA の関与する生物学

的機能を推測する。また、凍結組織標本を作成したのち、in situ ハイブリダイゼーショ

ン法や免疫沈降法によって lncRNA とそれと相互作用するタンパク質の局在様式を解析す

る。これらによって個体レベルの放射線応答に関係する lncRNA の組織内動態を解明する。

放射線応答に関与する研究は世界で初めてである。 

 

2.1.3 エンリッチメント環境（適温）に関する研究（再委託先：産業医科大学） 

① 3 週齢ならびに 11 週齢の B6C3F1 雌マウスを 31℃(適温環境、EE)と 25.6℃（通常温度環

境、SE）の飼育環境下で飼育し、EEの体重や組織重量変化を調べる。 

② EE 飼育後、0 日、1、3、6、12 か月に実験群と対照群マウスの脾臓の免疫能の賦活状況や

病理組織学的解析を行う。 

③ EE と通常環境で飼育したマウスの移植癌（エールリッヒ腹水癌）の増殖パターンを SE 飼

育マウスのそれと比較する。 
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3. 平成 27年度～平成 29年度の 3年間の実施内容及び成果 

3.1 エンリッチメント環境によるホメオスタシス増強とがん予防（H27～H29） 

3.1.1内分泌ならびに発がんに関する研究（H27～H29） 

1)エンリッチメント環境の設定（H27） 

(1)目的 

健康影響リスクの低減策の 1 つとして、環境エンリッチメント(EE：豊かで快適な「よい

ストレス」：eustress) による内分泌機能の変化を幼若期と成体期で定量的に比較し、幼若

期被ばく後の EE の効果を明らかにすることを目的とした。そのために、マウスのエンリッ

チメント環境の設定を行った。 

 

(2)方法 

本実験には、B6C3F1 系統の雄マウス(B6C3F1/Crl、日本チャールズリバー)を用いた。す

べての動物実験は、放射線医学総合研究所実験動物規定の審査を受けた動物実験計画書

（15-1024）に基づいて行った。 

飼育条件は、室温 23±1°C、湿度 45%±5％、12 時間明暗照明サイクルで行った。3 週齢マウ

スを購入し、直ちに通常ケージ(SE 群)と 4 倍程度の広さにエンリッチ環境整備用品を入れ

たケージ（EE 群）で飼

育した。エンリッチ環

境用品は、回転盤（図

2）、トンネル（b）、

バイオハット（c）、硬

木ブロック（d）、避難

所（e）、巣作りシート

（f）である。匹数はエ

ンリッチ環境に影響す

るため、EE 群と SE 群

のマウスは 1 ケージあ

たり 5 匹ずつ飼育する

ことで統一した。餌は

MB-1((株)船橋ファーム)を使用し、飲水

は自由摂取させた。 

それぞれの環境で 4 週間もしくは 6 週

間飼育後 4%イソフルランによる深麻酔下

にて、心臓あるいは下大静脈より血液を

採取した(図 3)。同時に腹腔マクロファ

ージを採取し、これを東邦大学に供与し

た。その後放血により安楽死処置を行っ

た。マウスは解剖し、胸腺・肝臓・脾

図 2 エンリッチメント環境での飼育 

    SE：通常環境、EE：エンリッチメント環境 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 

(e) 

(f) 

SE EE 

図 3. 実験デザイン 1 
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臓・肺・白色脂肪・褐色脂肪の一部についてサンプリングを行い-80℃保存及び病理標本を

作製した。 

採血した血液は、血清を分離し、0.6mL は T-CHO・TG(酵素法)、GUL(HK-G6PDH 法)、イン

スリン、レプチン、アディポネクチン、IGF-1、CRP 他 (ELISA 法)、コルチコステロン(EIA

法)で成分検査した(オリエンタル酵母)。残りの血清は茨城大学に供与した。同様に 11 週齢

でのマウスの EE飼育を開始した。 

 

(3)結果と考察 

①エンリッチ環境によるマウスの変化 

マウス（3 週齢）は設置した遊具でよく遊び、より活動的であった。登り降りが多いの

で空間を立体的に利用して生活していた。回し車は１匹だけではなく複数で遊ぶこともあ

った。通常飼育環境（SE）と比べて動きが素早く長い間走り回っているように観察された。

また遊具やトンネルの中を寝床にしていた。紙製の小屋や床材はちぎって巣作りに使って

いた。 

②エンリッチ飼育による体重変化 

エンリッチ環境が個体の

成長に与える影響を明らか

にするために、飼育開始か

ら解剖までの週に一度、経

時的に体重を測定した。4

週間(3-7weeks)あるいは 6

週間(3-9weeks)飼育の体重

変化を示した(図 4)。6 週

間 EE 群の 9 週齢時点の体

重 29.1±1.56[g]は SE 群

31.8±1.74[g]と比べて有

意な減少が見られた。しか

し 4 週間エンリッチ環境で

飼育した場合では SE 群比

べて有意な差は見られなか

った。 

エンリッチ環境で飼育し

た方がより運動していたの

で体重減少につながったと考えられる。また長い飼育あるいは大人のマウスの方が、エン

リッチ環境が体重減少に与える影響は大きいと考えられる。 

エンリッチ環境(EE 群)と通常飼育(SE 群)の胸腺・肝臓・脾臓・白色脂肪・褐色脂肪の重

量の違いを調べた。EE 群は SE 群と比べて白色脂肪、褐色脂肪の重量が有意に減少した

(p<0.05, T 検定 5%の間違い率以下)。肝臓、脾臓を含めた他の臓器に有意な変化は見られ

なかった。 

 図 4．B6C3F1マウスの体重変化 

値は平均値±SD 値(n=5 匹),実線がエンリッチ環境

飼育群(EE群)、点線がコントロール群(SE群) 

＊P<0.05（ t 検定もしくはウェルチの検定で SE と

EEの間で統計学的に有意を示す。） 
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③血中の生化学的指標 

次に血中の生化学指標を調べた。3 週から 9 週齢までの 6 週間の EE 群(3-9 週齢)におい

て、レプチンに関して EE群の 1.0±0.4[ng/mL]が SE 群の 4.6±0.5[ng/mL]と比べて有意に低

値を示した。同様に 3 週齢から 7 週齢までの 4 週間(3-7w)で EE 群の 2.1±0.5[ng/mL]が SE

群の 3.2±0.6[ng/mL]と比べて有意に低値を示した。 

レプチンやアディポネクチンの関与でインスリン感受性にも影響を与えるとされること

からインスリンの血中濃度も測定したが両群に有意差は出なかった。理由としては解剖前

の食事条件を統一しなかったので結果にばらつきが出たと考えられる。各脂質の濃度では、

6 週間のエンリッチ環境での飼育(3-9w)において、EE 群の総コレステロール量(T-

CHO)89.6±8.4 [mg/dl]は SE 群 101.8±3.2 [mg/dl]と比べて有意に低値を示した。さらに EE

群のグルコース量(GLU)137.6±12.6 [mg/dl]は SE 群 174.8±20.0 [mg/dl]と比べて有意に低

値を示したが、これは血清インシュリンの増加に関係すると思われる。臓器と同様に血中

でもエンリッチが脂質減少に作用していると考えられる。 

 

2)エンリッチメント環境による脂質・糖質及び内分泌に対する修飾効果の検証と放射線誘発

消化管腫瘍に対する予防実験の設定（H28） 

(1)目的 

健康影響リスクの低減策の 1 つ

として、環境エンリッチメント

(豊かで快適な「よいストレ

ス」：eustress) による内分泌機

能の変化を幼若期と成体期で定量

的に比較し、幼若期被ばく後の 

EE の効果を明らかにすることを

目的とした。また、EE のがん予防

効果をヒト家族性大腸腺腫症モデ

ルである ApcMin/+マウスを用いて

検証する。 

 

(2)方法 

3 週齢 B6C3F1 雄マウスを 4 群に分け実験を行

った（図 5）。第 1群は 3 週齢から 4～8週間 SE

で飼育する群（幼若期 SE群）、第 2群は 3週齢

から 4～8週間 EEで飼育する群（幼若期 EE群）、

第 3 群は 3 週齢から 16 週間 SE で飼育する群

（成体期 SE 群）、第 4 群は 3 週齢から 8 週間

SE で飼育後、11 週齢から 8 週間 EE で飼育する

群（成体期 EE 群）とした。第 1 群と 2 群は 7～

図 5. 実験デザイン 2 

図 6. 放射線発生装置（PANTAK HF-320） 
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図 7. 凍結保存された血清サンプル 

11 週齢時に、第 3 群と第 4 群は 19 週齢時

に X 線（0～4Gy）を照射（図 6）し、経時

的に（照射後 0, 1, 3, 6, 24 時間）解剖を

行い、血液と各臓器（胸腺、脾臓、肝臓、

肺、白色及び褐色脂肪）を採取した。採取

した血液は、遠心分離し血清

を用いて、脂質、糖質成分及

びホルモン値を酵素法、HK-

G6PHD 法及び ELISA 法により

測定した。臓器は、一部を病

理組織検査用にホルマリン固

定した。残りの血清と臓器は、

DNA 修復に関する研究（茨城

大学）と放射線発がんの新た

な分子機構と EE による修飾

に関する研究（東京大学）の

ために冷凍保存し提供した

（図 7）。また、自然免疫に関する研究（東邦大学）のために、腹腔細胞を回収した。また、

EE のがん予防効果に関する検証実験は、放射線特異的に消化管腫瘍を誘発可能なモデルで

ある C3B6F1ApcMin/+雄マウスを用いて行った。2 週齢 C3B6F1ApcMin/+雄マウスを 4 群に分け実

験を行った（図 8）。第 1 群は 3 週齢から SE で飼育する群（非照射 SE 群）、第 2 群は 2 週

齢に X 線を 0 ～4Gy 照射し（図 6）、3 週齢から SE で飼育する群（照射 SE 群）、第 3 群は

3 週齢から EE で飼育する群（非照射 EE 群）、第 4 群は 2 週齢に X 線を 0 ～4Gy 照射し 3 週

齢から EE で飼育する群（照射 EE 群）を設定し飼育を開始した。屠殺時期の検討を行うため

の予備実験群も設定し開始した。今回使用した線量 4Gy を 2 週齢マウスに照射した場合、胸

腺リンパ腫の発生が予測されスムーズな実験遂行に支障が出る可能性があることより胸腺リ

ンパ腫の発生が見られない 2Gyも追加して実験を開始した。 

 

(3)結果と考察 

① EEが体重及び臓器重量に与える効果 

幼若期と成体期からの EE と SE による体重の経時的変化と屠殺時の白色脂肪及び褐色脂

肪組織重量を図 9 に示す。幼若期からの EE は、開始 1 週目より SE に比較して有意に体重

の経時的な増加が抑制され、EE 開始 8 週目では約 3.3g の体重差が認められた（図 9a）。

幼若期からの EE は、体重の増加を緩やかにする効果を有することが考えられた。一方、成

体期からの EE は、開始 1 週目に SE に比較して有意な体重減少を示したがその後の経時的

な体重増加は認めなかった（図 9d）。EE 開始 8 週目では、SE に比較して約 5.3g の有意な

体重差を認めた（図 9d）。成体期からの EE は、初期の体重減少とその後の経時的な体重

増加を抑制する効果を有することが考えられた。更に、幼若期と成体期からの EE は、共に

精巣周囲部白色脂肪（脂肪体）と肩甲骨部褐色脂肪組織重量を SE に比較して有意に減少さ

図 8. 実験デザイン 3 
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せた（図 9b, 9c, 9e, 9f）。特に、白色脂肪組織重量の減少率が高く、成体期 EE でより

顕著であった。EE による体重増加抑制効果は、脂肪組織重量を減少させたことに起因する

ものと考えられた。 

② EEが血中脂質・糖質成分及びホルモンに与える効果 

EE による血清中の脂質、糖質成分及びホルモンに与える効果を図 10 に示す。幼若期と

成体期からの EE は、

共に SE に比較して

総コレステロール

や中性脂肪を有意

に減少させた（図

10a, 10b, 10g, 

10h）。しかしなが

ら、グルコースは

減少傾向を示した

ものの有意な差は

認められなかった

（図 10c, 10i）。

EE の内分泌ホルモ

ンへの効果として

は、血糖値を調節

す る イ ン ス リ ン

（図 10d, 10j）、

摂食抑制とエネル

ギー代謝を調節す

るレプチン（図 10e, 

10k）を有意に減少

させた。EE 群において、インスリンが減少したにも拘わらずグルコースが減少した理由と

して EE による運動量の増加が関与しているものと考えられた。また、レプチンは、脂肪重

量に比例し増加するホルモンであることより、EE による脂肪組織重量の減少効果がレプチ

ンを減少させたものと考えられた。一方、インスリン抵抗性を抑制し糖尿病予防効果が報

告されているアディポネクチンは、EE により有意に減少を示した（図 10f, 10l）。肥満に

おける脂肪組織重量の増加は、レプチンの上昇と、アディポネクチンの減少が特徴とされ

ている。しかし、今回、EE の結果では、脂肪組織の重量減少にも拘わらずレプチン、アデ

ィポネクチンの両方で有意な減少が見られた。近年、アディポネクチン/レプチン比（A/L

比）が糖尿病、動脈硬化や乳がんの病態を知るバイオマーカーとして重要であることが報

告されている。カロリー制限は A/L 比を増加させ乳がんの発症を減少させることが示され

ている。今回の実験結果もカロリー制限同様、成体期では A/L 比が SE の 2.1 から EE の

6.4 に増加し、幼若期では A/L 比が SE の 2.6 から EE の 15.2 に増加した。このことは EE

がカロリー制限と同様の効果を有している可能性を示唆している。 

図 9．幼若期(a-c)及び成体期 (d-f)からの EE が体重、白色脂肪

及び褐色脂肪組織重量に与える効果 

a,d)体重の経時的変化、b,e)白色脂肪組織重量の変化、 

c,f)褐色脂肪組織重量の変化 

データは、平均値±標準偏差(n=15)を示す。 
*P<0.01（t 検定もしくはウェルチの検定で SE と EE の間で統計学的

に有意を示す。） 
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③ EEによる褐色脂肪組織における組織像と脱共役タンパク質（UCP1）発現の変化 

解剖時の褐色脂肪組織の肉眼像、組織像及び UCP1 の免疫組織化学染色像を図 11 に示す。

EE によって褐色脂肪

組織は褐色調が SE に

比較して強いことが

認められた（図 11a, 

11d）。組織学的には、

EE により細胞質内の

油滴サイズの著明な

減少を認めた（図

11b, 11e）。また、

EE によって熱産生と

脂質代謝促進に関与

する UCP1 の発現が増

加することが認めら

れた（図 11c, 11f）。

UCP1の発現増加は、EEによりミトコンドリア数が増加したことによるものと考えられた。 

 

3)エンリッチメント環境によるアポトーシス誘導効果とがん予防効果の検証（H29） 

(1)目的 

EE が放射線被ばく後の生体応答に対する効果を検証するため、消化管におけるクリプト

図 10．幼若期(a-f)及び成体期 (g-l)からの EE による脂質代謝、糖代謝、インスリン及び

アディポカイン分泌に与える効果 

データは、平均値±標準偏差を示す。 
*P<0.05, **P<0.01(t 検定もしくはウェルチの検定で SE と EE の間で統計学的に有意を示

す。） 

図 11．SE 及び EE 飼育後のマウス褐色脂肪組織の病理組織像と

UCP1発現の比較 

a,d) 肩甲骨部褐色脂肪組織の肉眼像 

b,e) 褐色脂肪組織の HE(ヘマトキシリン･エオジン)染色像 

c,f) UCP1(uncoupling protein 1)の免疫組織化学染色像 
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の形態変化とアポトーシス数変化を EE 群と SE 群で定量的に比較し、EE の効果を明らかに

することを目的とした。また、EE のがん予防効果をヒト家族性大腸腺腫症モデルである

ApcMin/+マウスを用いて検証した。 

 

(2)方法 

平成 28 年度の実験（図 5）と同様に、3 週齢あるいは 11 週齢からエンリッチメント環境

（EE）あるいは通常環境（SE）で 8 週間飼育したマウスに X 線を 0～2Gy 照射した後に解剖

し、(1)①の内分泌と発がんに関する研究と(1)③の DNA 修復に関する研究のために血清と臓

器（胸腺、脾臓、肝臓、肺、脂肪）を凍結保存した。また、解剖時に(1)②の自然免疫に関

する研究のために腹腔細胞を再委託先の東邦大学の研究者により回収した。さらに、ホルマ

リン固定した消化管組織の病理解析（クリプトの形態学変化、アポトーシス数の測定など）

を行った。加えて、平成 28 年度と同様（図 8）に、生後 2 週齢の ApcMin/+雄マウスに X 線を

0～2Gy 照射し、3 週齢から EE あるいは SE で飼育した。20 週齢時に解剖し、血清と臓器の

保存を行い、血清の生化学検査と臓器の病理解析を行った。 

 

(3)結果と考察 

① EEによる消化管上皮におけるアポトーシス誘導効果 

図 5 の実験デザインで得られた小腸と大腸を用いて、EE の非照射及び放射線照射後 6 と

24 時間後のアポトーシス誘導効果を図 12 に示す。幼若期からの EE は SE に比較して、小

図 12．幼若期(a, b)及び成体期(c, d)からの EE による小腸と大腸におけるアポトー

シス誘導効果 

データは、平均値±標準偏差（n=2～3）を示す。 
*P<0.05(t検定もしくはウェルチの検定で SEと EEの間で統計学的に有意を示す。） 
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腸（照射後 6 時間）と大腸（照射後 6、24 時間）のクリプトにおけるアポトーシスの割合

を有意に増加させた。一方、成体期においては、EE と SE との間には、有意な差は認めら

れなかった。また、非照射群においてもアポトーシス誘導効果はみられなかった。以上の

結果は、幼若期の EE は放射線照射により生じる DNA 損傷を有した細胞を有意にアポトーシ

スにより排除することが示唆される。 

② EEがヒト家族性大腸腺腫症モデルマウスの脂質代謝に与える効果 

EE によるヒト家族性大腸腺腫症モデルマウス（ApcMin/+マウス）の血清中の脂質代謝に与

える効果を図 13 に示す。総コレステロール、中性脂肪及び悪玉コレステロール（LDL）は、

照射により増加する傾向がみられた。一方、善玉コレステロール（HDL）は、照射により減

少する傾向を示した。非照射群及び照射群において、EE は SE に比較して有意に総コレス

テロール、中性脂肪及び LDL を抑制した。一方、HDL は、有意に増加させた。以上の結果

は、EE が脂質代謝を改善する効果を有することを示唆するものである。加えて、褐色脂肪

組織の病理解析より、EEにより細胞質内の油滴サイズの著明な現象を認めた（図 14）。 

③ EEの消化管腫瘍に対する抑制効果 

EE による消化管腫瘍の抑制効果を図 15 に示す。消化管腫瘍の病理解析により腫瘍径の

増大に伴い悪性度が上昇することが分かった。小腸及び大腸腫瘍数は、照射により増加し

た。EE は、SE に比較して長径 2mm 以上の小腸腫瘍数を有意に抑制したが総腫瘍数の抑制効

果はみられなかった。一方、大腸腫瘍に関しては、EE は腫瘍数と腫瘍径を有意に抑制する

図 13．EEが ApcMin/+マウスの脂質代謝に与える効果 

データは、平均値±標準偏差（n=20～24） 
*P<0.01(t検定もしくはウェルチの検定で SEと EEの間で統計学的に有意を示す。） 
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ことがわかった。以上の結果より、EE が放射線誘発消化管腫瘍の増殖（小腸腫瘍）と発が

ん（大腸腫瘍）を抑制したものと考えられる。 

 

3.1.2自然免疫に関する研究（再委託先：東邦大学）（H27～H29） 

1)腹腔マクロファージのバクテリア貪食に対する EEの影響（H27） 

(1)目的 

量研機構で行った研究により EE、SE で飼育されたマウス（B6C3F1 雄）から腹腔細胞を採

取し、腹腔マクロファージについてフローサイトメトリーによる解析を行う。黄色ブドウ球

菌をバクテリアの代表として用いて、腹腔マクロファージの貪食率、貪食能を調べる。 

 

(2)方法 

量研の研究により EE、SE で飼育されたマウス（B6C3F1 雄）から腹腔細胞を回収し、フロ

ーサイトメトリーにより腹腔マクロファージの割合を求めた。また、腹腔マクロファージに

蛍光標識黄色ブドウ球菌を貪食させ、貪食能を共焦点顕微鏡により評価した。具体的には、

回収した腹腔細胞を Fc block で処理後、FITC 標識抗 F4/80（マクロファージのマーカー）、

図 14．SE及び EE飼育後の ApcMin/+マウス褐色脂肪組織の病理組織像 

a)SE飼育マウスの褐色脂肪組織、b)EE飼育マウスの褐色脂肪組織 

HE,ヘマトキシリン・エオジン染色 

図 15．EEによる放射線誘発消化管腫瘍に対する抑制効果 

データは、平均値±標準偏差（n=20～24） 
*P<0.01(t検定もしくはウェルチの検定で SEと EEの間で統計学的に有意を示す。） 
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ビオチン標識抗 Mac-1（同マーカー）、PE 標識アビジン、PI で染色、フローサイトメータ

で分析した。F4/80 と Mac-1 ともに高発現している細胞群を常在性腹腔マクロファージと

定義し、細胞の割合（%）を求めた。細胞の別の一部は flexi PERM micro12 に 37°C で１時

間接着させた後、0.25 mg/ml pHrodo RED 標識黄色ブドウ球菌と１時間共培養。洗浄後 20

分固定、Mowiol で封入し、共焦点顕微鏡で観察した。１匹のマウスから得た腹腔細胞は 3

ウェルに播種。1 ウェルあたり 3 カ所観察して、それぞれ貪食率、貪食能を求めた。貪食能

は貪食している細胞数あたりの（リソソーム内の）赤色蛍光部分の面積で表示した。結果は

平均値±標準偏差で表示し、Student’s t testで検定した。 

 

(3)結果と考察 

体重、腹腔細胞数、％マクロファージ、マクロファージ数、貪食率、貪食能を調べた結果、

貪食率、貪食能いずれも EE 6 週間で有意に増加した。マクロファージ数は有意に変化しな

かったので、貪食するマクロファージの割合と個々のマクロファージの貪食機能が増加した

と考えられる。 

 

2)腹腔マクロファージのアポトーシス好中球、２次的ネクローシス好中球の貪食に対する 

EEの影響（H28） 

(1)目的 

量研機構で行った研究により EE、SE で飼育されたマウス（B6C3F1 雄）の腹腔から腹腔マ

クロファージを回収し、貪食能や貪食に伴う好中球ケモカイン等の産生能を調べる。前年度、

蛍光標識黄色ブドウ球菌に対する貪食について調べたので、平成 28 年度は蛍光標識アポト

ーシス好中球及び蛍光標識 2 次的ネクローシス好中球に対する貪食について調べる。なお平

成 27 年度の結果から腹腔マクロファージ数や腹腔マクロファージ貪食能に EE の影響がみら

れたので、平成 28年度は脂肪組織の実験は行わない。 

 

(2)方法 

量研機構で行なった研究により EE、SE で飼育されたマウス（B6C3F1 雄）の腹腔から腹腔

マクロファージを回収、これを蛍光標識後、プラスチックプレートのウェルに播種、洗浄し

て付着性細胞（マクロファージ）を得た。一方、マウス(C57BL/6)にチオグリコレート培地

を腹腔内投与、6 時間後に腹腔浸出細胞を回収して好中球に富む細胞集団を得た。これを 2

時間培養してアポトーシス好中球を、16 時間培養して 2 次的ネクローシス好中球を得、マ

クロファージとは別の蛍光色素で標識して、マクロファージに対し 1：2 の比率で加え、2

時間培養した。貪食像を共焦点顕微鏡で観察し、貪食率を求めた。結果は平均値±標準偏差

で表示し、Student’s t testで検定した。 

 

(3)結果と考察 

アポトーシス好中球に対する貪食率は EE で増加したが、2 次的ネクローシス好中球に対

する貪食率は EE で変化がなかった。一方、腹腔細胞数は EE で増加したが、プラスチック付

着性細胞（マクロファージ）の割合は変化しなかった。 
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(4)結語 

細菌感染やそのほかの原因で浸潤した好中球は役目を終えるとアポトーシスに陥るが、マ

クロファージがこれをすみやかに貪食除去すればなんら応答を惹起することなくやがて組織

は修復される。今回の結果から EEはこの過程を促進すると予想された。 

 

3)腹腔マクロファージの M1/M2 サブタイプの解析、ケモカイン産生に対する EE の影響

（H29） 

(1)目的 

量研機構で行なった研究により EE、SE で飼育されたマウス（B6C3F1 雄）から腹腔細胞を

回収してフローサイトメトリーと定量的 PCR により腹腔マクロファージの M1/M2 サブタイプ

を比較する。また 2 次的ネクローシス細胞、ネクローシス細胞、（ホルマリン処理加熱済

み）黄色ブドウ球菌との共培養で産生されるケモカイン量を調べる。 

 

(2)方法 

量研機構で行なった研究により EE、SE で飼育されたマウス（B6C3F1 雄）の腹腔から腹腔

マクロファージを回収、これをプラスチックディッシュに播種、洗浄して付着性細胞（マク

ロファージ）を得た。平成 27 年度の結果に記載した方法でフローサイトメトリーを行い、

マクロファージ（F4/80 強陽性細胞）中の CD40（M1 マーカー）と CD206（M2 マーカー）の

発現を調べた。また一部から RNA を得て、cDNA とし、定量的 PCR により M1 マーカーである

IL-6、NOS2、CD38 と M2 マーカーである Irf4、Arg-1、c-Myc の mRNA レベルを調べ、12S 

ribosomal RNA に対する比率（％）として求めた。一方、マウス(C57BL/6)にチオグリコレ

ート培地を腹腔内投与、6 時間後に腹腔浸出細胞を回収して好中球に富む細胞集団を得た。

これを 16 時間培養して 2 次的ネクローシス好中球を、または直ちに３回凍結融解してネク

ローシス好中球を、それぞれ得た。2 次的ネクローシス好中球またはネクローシス好中球を

マクロファージに対し 1：2 の比率として、もしくは（ホルマリン固定加熱済み）黄色ブド

ウ球菌を 0.25mg/ml として、24 時間培養し、上清を得た。上清中のケモカイン（MIP-2、KC、

MCP-1）量は ELISA により測定した。結果は平均値±標準偏差で表示し、Student’s t test

で検定した。 

 

(3)結果と考察 

腹腔細胞数は平成 27 年度と異なり変化がなかったが、腹腔マクロファージ（F4/80 強陽

性細胞）数は平成 27 年度のプラスチック付着性細胞数と同様変化がなかった（2.0±0.22 x 

106 cells vs. 2.1±0.13 x 106 cells）。フローサイトメトリーの結果、EE は M1 マーカー

（CD40）発現マクロファージ数を増加させ（5.8±0.17 x 105 cells vs. 8.5±0.09 x 105 

cells, *p<0.01；図 16）、M2 マーカー（CD206）発現マクロファージ数には影響がなかった

（1.0±0.08 x 105 cells vs. 1.1±0.1 x 105 cells）。また、定量的 PCR の結果、EE は M1

マーカー（IL-6; 0.61±0.19% vs. 7.3±1.3%, *p<0.05；図 17）と M2 マーカー（Irf4; 

0.42±0.09% vs. 0.77±0.09%, p<0.01）を増加させたが、他の M1 マーカー（ CD38: 

8.0±0.8% vs. 5.1±0.5%, p<0.01）は減少させ、他の M1 マーカー（NOS2）と M2 マーカー
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(Arg1, c-Myc)には影響がなかった。なおこれらが確かに M1、M2 マーカーであることは別に

確認した。 

 

 

 

次に 2次的ネクローシス細胞、ネクローシス細胞、黄色ブドウ球菌とマクロファージを共

培養した時に産生されるケモカイン量を調べた。結果、2次的ネクローシス細胞との共培養

では有意なケモカイン産生は見られず、ネクローシス細胞との共培養では EEは MCP-1産生を

抑制した（301±188 ng/ml vs. 0.6±0.5 ng/ml, p<0.05）。一方黄色ブドウ球菌との共培養

では EEは MIP-2（13.6±0.8 ng/ml vs. 15.9±4.7 ng/ml, p=0.2）、KC（4.6±0.4 ng/ml 

vs. 6.0±1.7 ng/ml, p=0.1）、MCP-1（29.9±15.6 ng/ml vs. 109±70 ng/ml, p=0.06）産

生を増加させる傾向にあった。 

 

(4)結語 

EEは M1/M2以外の新しいタイプのマクロファージを誘導する可能性がある。また EEは黄

色ブドウ球菌に伴う炎症応答を増加させ、結果生じるネクローシス細胞に対する炎症応答は

抑制して炎症の悪循環を防いでいる可能性がある。 

 

4)全体の結語（H27～H29） 

今回の研究から、黄色ブドウ球菌が感染すると EE マクロファージはそれを効率よく貪食

し（平成 27 年度結果）、また感染に伴う炎症応答を促進して（平成 29 年度結果）、感染防

御を助ける一方、役目を終えた好中球がアポトーシスに陥ると EE マクロファージはそれを

効率よく貪食し（平成 28 年度結果）、万が一好中球がネクローシスに陥っても炎症の悪循

環を起こさないようにしている（平成 29 年度結果）、と予想された。EE の自然免疫に及ぼ

す良い効果の一端が明らかになったと考える。また EE が M1/M2 以外の新しいタイプのマク

ロファージを誘導する可能性が生じた（平成 29 年度結果）が、運動によって M1 マーカー

（IL-6）が増加することが報告されているので、このマクロファージの誘導に EE で飼育さ

れている間の運動量の増加が関与している可能性がある。 

図 16. SE マクロファージと EE マクロ

ファージとの CD40陽性細胞数の比較 
図 17. SE マクロファージと EE マクロ

ファージとの IL-6 mRNAレベルの比較 
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3.1.3 DNA修復に関する研究（再委託先：茨城大学）（H27～H29） 

1)目的（H27～H29） 

放射線の生体影響に関する最も重要な標的は、細胞核の中にある DNA である。放射線は

様々なタイプの DNA 損傷（DNA の化学変化）を引き起こすが、それらのなかで最も重篤な損

傷とされているのが DNA 二重鎖切断である。細胞には DNA 二重鎖切断を修復する複数の機構

が備わっており、その効率は細胞側の要因、すなわち、細胞周期や他の細胞・組織からの刺

激によって変化することが知られている。このことから、体内環境の違いが DNA 損傷の修復

効率や修復の品質に影響を与えている可能性は十分考えられるので、マウスの飼育環境によ

って DNA修復効率が変わるのかどうかを検証することとした。 

本項目では飼育環境による細胞そのものの性質の変化と、体内環境全体に由来する細胞応

答制御シグナルの違いという、２つの視点から DNA 修復活性を解析することを目的としてい

る。具体的には、飼育環境の異なるマウス血清中に含まれる成分によって放射線で生じた

DNA 二重鎖切断の修復効率が変化するのかどうか、飼育環境の異なるマウスの組織において、

放射線被ばく後の DNA 修復の活性化の度合いや、がん化に関連する細胞応答に違いがあるか

どうかを、免疫組織化学染色などを用いて比較することとした。平成 27 年度に予備的な解

析を行って細胞の選定と実験条件、蛍光免疫染色に用いる抗体、さらには組織切片の厚さ等

の検討を行い、平成 28 年度及び平成 29 年度には決定した条件に基づいて細胞及び組織切片

を用いた本格的な解析を行った。また、細胞の実験については実験過程で得られた結果から、

さらに標的成分を特定することも考えて培養条件を改良しての実験も実施した。 

本項目で DNA 損傷の指標としたのは、DNA 二重鎖切断などに応答するタンパク質の翻訳後

修飾（化学修飾）の変化である。ヒトのような真核生物の細胞内では、遺伝子 DNA（ゲノム

DNA）はヒストンと呼ばれるタンパク質の複合体（八量体）に巻きついて、クロマチンと呼

ばれる特殊な構造をとっている。放射線などで DNA 二重鎖切断が生じると、ゲノム DNA と共

にクロマチンを形成しているヒストンタンパク質の化学修飾が起きる。なかでもヒストン

H2A の一種（バリアント）である H2AX は、DNA 損傷に応答して速やかにリン酸化されること

が知られている。多くの培養細胞では、リン酸化されたヒストン H2AX の量は、放射線の照

射後 1 時間以内にピークに達し、リン酸化される量も放射線の線量に依存して増加すること

や、損傷の修復が進むにつれて減少する様子が観察されることから、DNA 損傷の動態解析に

有用なマーカーとして用いられている１）。本項では、このヒストン H2AX のリン酸化を指標

として、体液成分の違いの検証に加えて、飼育環境が細胞そのものに与える変化の検証とし

て、組織切片を用いた損傷応答の比較も行った。さらに組織切片を用いた解析では、炎症反

応を示す細胞マーカー（タンパク質）や、炎症に関わるマクロファージの活性化についての

解析も実施した。 

 

2)エンリッチメント環境に影響を受ける損傷応答因子の解析（H27～H28） 

(1)方法 

①培養細胞を用いた損傷マーカーの動態解析 

もし EE 条件下での飼育により、体内環境全体として発がんにつながる遺伝子変異などが

抑えられているのであれば、EE マウスの体液（本研究では血清）中には細胞の修復能に影
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響を与える成分が分泌されて含まれているはずである。そこで、異なる飼育条件下での体

内環境として細胞の DNA 修復能に影響を与えるような反応があるのかどうかを確かめるた

めに、マウスの解剖時に採取した血液から血清を調製してマウス培養細胞の細胞培養液に

添加し、放射線照射後の DNA 損傷修復過程をモニターすることで、血清中に DNA 修復効率

を変えるような成分が含まれているのかを調べた。 

平成 27 年度は実験に用いる細胞と検出条件の検討を行った。まず、細胞株を検討した結

果、マウス培養細胞株として正常な近二倍体細胞株である m5S 細胞を用いることとし、細

胞は MEM−α培地を用いて培養した。一般に、細胞培養では、細胞の維持と増殖を促すため

に培地に 10％程度の牛胎児血清（FBS）を加えるが、牛胎児血清が大量に入っているとマ

ウス血清の効果を見ることが困難になる可能性が考えられた。そこで、低濃度でも十分に

高い細胞増殖刺激活性が認められる牛胎児血清のロットを選択して使用することにより、

牛胎児血清の濃度を下げ、添加するマウス血清の効果がより明確に現れるようにすること

を考えた。最終的に決定した条件では、通常時の培養では 5％の牛胎児血清を添加した培

地で培養し、EE あるいは SE マウス血清の影響を調べる際には、培地の牛胎児血清濃度を

2％に下げ、そこに試料となるマウス血清を添加した培地を用いて、照射 24 時間前からチ

ャンバースライドで培養した。また、マウス血清の添加濃度は、マウス 1 匹から得られる

量が非常に少ないため、予備的解析の結果を踏まえて最終的に 2.5％とした。なお、最終

年度に追加した解析では、マウス血清の効果をより明確にする目的で、培地を特殊なブレ

ンドに変更し、通常時の培養を 2％の牛胎児血清で行い、チャンバースライドにまく際に

牛胎児血清濃度を 0.5％に下げるという条件での実験を行った。 

免疫染色に用いる抗体については、当初はマウスモノクローナル抗体を用いての予備実

験を行ったが、透過処理やブロッキング等で調整しても培地に加えたマウス血清と二次抗

体が反応してバックグラウンドが高くなることが判明した。そのため、最終的にはリン酸

化 H2AX に対する一次抗体をウサギモノクローナル抗体に変えることとした。これにより、

バックグラウンドは大幅に改善し、フォーカスの検出も鮮明にできるようになったので、

２年目以降の本格的な解析ではすべてウサギモノクローナル抗体を用いた免疫染色により

行った。 

背景で述べたように、ゲノム DNA に損傷が入るとヒストン H2AX がリン酸化される。この

反応は、真核生物であれば生物種を問わず起きることから、DNA 損傷のマーカーとして広

く用いられている。本研究でも DNA 損傷部に形成されるヒストン H2AX のリン酸化を検出す

ることで、損傷修復能への影響を解析することとした。 

まず、X 線照射の 24 時間前より、EE マウスまたは SE マウスの血清を添加した培地を用

いて m5S 細胞をチャンバースライド上で培養した。この細胞に 4Gy の X 線（線量率は 1.52 

Gy/min）を照射した後、37℃で培養し、0.5 時間、1 時間、4 時間、24 時間経過した時点で

細胞を生理食塩リン酸緩衝液（PBS）で洗浄してから氷上で界面活性剤を含む PBS で前透過

処理を行った。その後、2％パラホルムアルデヒドによる固定とエタノールによる細胞膜透

過処理を行い、リン酸化ヒストン H2AX 抗体（ウサギモノクローナル抗体：Abcam 社）を用

いた一次染色と蛍光標識抗ウサギ IgG 抗体による二次染色を行って、落射蛍光顕微鏡（オ

リンパス）に設置した CCD カメラを用いて同一条件にて画像を撮影し、データをパソコン
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に取り込んだ。次に、取り込んだ画像を用いてフォーカス（損傷部に形成されるタンパク

質集合体）の計数を行うとともに、Image-J ソフトウェアを利用して細胞核あたりの蛍光

強度の数値化を行った。これらを DNA 損傷量のデータとして複数個体（繰り返し）分をま

とめて統計処理を行った。 

③ 組織切片を用いた解析 

量研機構により保存された EE マウスまたは SE マウスの組織を用いて、放射線損傷応答

タンパク質のリン酸化ならびにマクロファージ活性化の解析を行うための凍結組織切片の

条件を検討した。具体的には、放医研で作製された臓器凍結 OCT 包埋ブロックを冷凍保存

状態で茨城大学に配送し、薄切凍結切片作成まではマイナス 80℃冷凍保管庫にて保管した。

その後、クリオスタットを用いて薄切凍結切片の作成を行った。その結果、4 マイクロン

程度の厚さが最も臓器解析に適していることがわかり、切片作成条件を決定した。また、

作製した凍結組織切片は 4%パラホルムアルデヒドで固定を行った後にエタノールによる透

過処理を行った。放射線損傷応答のマーカーとしてリン酸化ヒストン H2AX 抗体（ウサギポ

リクローナル抗体）を、マクロファージ活性化のマーカーとして F4/80 タンパク質抗体

（ウサギポリクローナル抗体）を用いて一次免疫染色反応を行い、その後、蛍光色素標識

二次抗体（抗ウサギ IgG 認識 Alexa488 標識抗体）による免疫組織染色を行った。染色した

スライドは蛍光顕微鏡下で観察し、画像データをオリンパス社製の Cellsens ソフトウェア

を用いて取りこんだ。取り込んだ画像より、リン酸化ヒストン H2AX 陽性細胞を目視によっ

て計測し、DNA 損傷陽性細胞の定量を行った。また、マクロファージ活性については、取

りこんだ画像の F4/80 による染色が認められた領域について画像解析ソフトを用いて定量

し、マクロファージ活性のレベルを判定した。平成 28 年度までは、放射線照射後６時間ま

での肝臓組織における DNA 損傷レベルの検出及び、放射線非照射時におけるマクロファー

ジレベルについて検討を行った。 

 

(2)結果と考察（H27〜H28） 

①培養細胞を用いた解析 

まず、初年度は細胞株を m5S 細胞に決定して実験条件の設定を行った。特に、当初の予

備実験で明らかとなった、マウスモノクローナル抗体ではバックグラウンドが高いという

問題点を解決するために、リン酸化ヒストン H2AX 抗体の免疫生物をウサギに変えて固定、

染色条件の検討を行った結果、ウサギモノクローナル抗体を用いることで、低いバックグ

ラウンドが得られ、シグナル計測もしやすい実験条件を設定できた。以降の実験では、ウ

サギモノクローナル抗体を用いることでバックグラウンドが低くなったことから、添加す

るマウス血清の濃度を当初の 2％から 2.5％に変更し、少しでも違いが明確になるようにし

た。 

平成 28 年度は、牛胎児血清を 2％添加した培地を用いて、EE マウスの血清中に DNA 修復

効率に影響を与える成分が含まれているかを調べる実験を繰り返し行った。放医研におい

て 3 週齢から 11 週齢まで（若齢期）、あるいは 11 週齢から 19 週齢まで（成体期）の間、

EE または SE 環境で飼育したマウスより得られた血清を、マウス m5S 細胞の培養液に添加

して培養し、4Gy の X 線照射による DNA 損傷導入後 30 分から 24 時間後までのリン酸化ヒ
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ストン H2AX の挙動（フォーカスと呼ばれるタンパク質集合体の形成数、あるいはその蓄積

度合いを示す蛍光強度）を解析した。その解析例を図 18 に示した。リン酸化 H2AX のフォ

ーカス（写真のドット状の集合体）は X 線照射後 30 分から 1 時間で最大となり。その後時

間とともに減少して 24 時間後にはほぼ非照射レベルに戻り、DNA 損傷の修復が進行する様

子が観察できる。なお、解析は個体ごとに行い、個体差も含めつつ複数回の実験をまとめ

て評価できるように配慮した。その結果、3 週齢から 11 週齢まで EE 環境で飼育されたマ

ウスから得られた血清を添加した場合では、SE 環境で飼育し続けたマウスの血清と比較し

て X 線照射後４時間でのリン酸化 H2AX の集積輝度が明らかに低下することが示唆され（図

19）、EE 環境のマウス血清には DNA 損傷の修復を早める効果のある成分が存在する可能性

が考えられた。 

 

 

②組織切片を用いた解析 

3.1.1 により保存されたマウスの組織における放射線損傷応答ならびにマクロファージ

活性について、それぞれのマーカータンパク質を用いた免疫組織学的手法によって解析を

実施した。平成 28 年度までは EE 群と SE 群の放射線損傷応答変化を明確にするために、放

射線被ばく後経時的なリン酸化ヒストン H2AX の変化について肝臓組織切片を用いて解析し

た。一細胞あたりに 4 つ以上のリン酸化 H2AX フォーカスを有する細胞を陽性細胞として計

測し、DNA 損傷レベルを経時的に検討した結果、放射線照射後 6 時間での肝臓における DNA

損傷レベルが SE 群と比較して EE 群でわずかに低下していた。このことは、EE 群の肝臓で

は放射線によって誘発された DNA 損傷が SE 群より効率的に修復されていることを示唆して

図 18．X 線照射後のリン酸化 H2AXフォーカスの経時変化（写真は典型例を示す） 

若齢期 EEまたは成体期 EEマウスの血清を添加した培地で培養したマウス細胞に X線を

照射し、示した時間でリン酸化 H2AXの免疫染色を行った。SEはそれぞれの対照（標準

飼育）である。 
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いる。次に、飼育環境による非照射時における組織炎症反応及び放射線照射後の組織炎症

反応についてマクロファージマーカーである F4/80 タンパク質に対する免疫蛍光染色によ

って検討した。その結果、EE マウス群では SE マウス群と比較して高いレベルの F4/80 陽

性反応が認められた（図 20）。非ストレス条件下の肝臓において炎症反応の活性化がみら

れたこの結果は、EE マウス群で血中の中性脂肪レベルや総コレステロールレベルが減少し

ている放医研のデータを考慮すると、肝臓において脂肪細胞などの積極的な貪食作用が誘

導されていることを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3)エンリッチメント環境が細胞および組織の DNA損傷修復応答に与える影響の解析（H29） 

(1)方法 

①培養細胞を用いた解析 

平成 29 年度には、さらに実験を繰り返し、前年度までのデータとあわせて統計処理を行

った。これに加えて、マウス血清に含まれる DNA 損傷修復効率に影響を与える成分を特定

図 19．細胞核あたりのリン酸化 H2AXフォーカスの輝度の経時変化 

プロットは核処理群における独立した実験から得られた平均値と標準偏差を示す(n=3)。 

図 20．非照射時のマウス肝臓組織

における炎症反応レベル 

（左の写真）肝臓組織の F4/80 抗体

による免疫染色の画像。F4/40 染色

レベルによって 3 段階の陽性度とし

て評価した。（右表）各マウス肝臓

組織での F4/80 陽性度を示す陽性度

を示す。 

 SEA：若齢期 SE 

SEB：成体期 SE 

EEA：若齢期 EE 

 EEB：成体期 EE 
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する布石として、通常の細胞培養液に添加する牛胎児血清の影響を極力排除するような条

件（現時点で 0.5％）での実験にも取り組んだ。 

②組織切片を用いた解析 

量研機構により保存された EE マウスまたは SE マウスの組織を用いて、放射線損傷応答

タンパク質のリン酸化ならびにマクロファージ活性化の解析を行った。平成 28 年度までに

確立した解析方法を用い、平成 29 年度については、肝臓組織及び肺組織における放射線損

傷応答の長期的な解析、さらには放射線照射後の炎症反応の変化について検討を行った。 

 

(2)結果と考察 

①培養細胞を用いた解析 

平成 29 年度はさらに 4 回の実験を追加し、それらを全て合わせて解析を行った。その結

果、3 週齢から 11 週齢まで EE 環境で飼育されたマウス（若齢期 EE マウス：EEA）から得

られた血清を添加した場合では、同時期に SE 環境で飼育し続けたマウス（SEA）の血清と

比較して X 線照射後 4 時間でのリン酸化 H2AX の集積輝度が明らかに低下すること（統計的

有意差あり）が観察された。その効果は、成体期である 7 週齢から 15 週齢まで EE 環境で

飼育したマウス（成体期 EE マウス：EEB）の血清では非常に小さくなり、比較対照の SE マ

ウス（SEB）の血清と比較して統計的な差は見られなくなった（図 21）。さらに、DNA 二重

鎖切断の数と相関する細胞核あたりのリン酸化 H2AX フォーカス数においても、若齢期 EE

マウスの血清でのみ、照射後 1 時間におけるフォーカス数が他の血清と比較してわずかで

はあるが統計的に有意に低下することがわかった（図 22）。なお、リン酸化ヒストン H2AX

のバックグランド値及び照射後の最大値については、どのマウスの血清でも差がなかった

ことから、若齢期 EE マウスの血清中には細胞の DNA 損傷修復を早めるような成分が含まれ

ていることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 21．細胞核あたりのリン酸化 H2AX量（輝度）の経時変化 

若齢期 EE（EEA）、成体期 EE（EEB）とそれぞれの対照となる標準環境

（SEA、SEB）の結果を示している。エラーバーは標準偏差（n=7）を示す。

照射後４時間の EEA と SEA の間には有意差がある（p<0.001）。n.s.は有意

差が無いことを示す。 
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次に、マウス血清の効果をより明確にすることと、影響を与えている血清成分の分析を

可能にする手段として、培地中の牛胎児血清の濃度を極力下げた実験を繰り返し行った。

これは牛胎児血清には未知成分が含まれているため、マウス血清との相互作用などで DNA

損傷修復が影響を受けた可能性が排除できないためである。なお、通常の細胞培養では、

牛胎児血清の濃度を極端に下げると細胞増殖が停止したり、細胞が死んでしまうことがあ

るため、実験では通常用いてきた MEM−α培地にハムスター細胞の無血清培養に用いる馴化

培地（CD-OptiCHO 培地)を添加して、細胞の増殖を保ちつつ、牛胎児血清を下げることが

できる培養条件を探った。実施期間内に細胞を無血清培地に完全馴化することはできなか

ったが、牛胎児血清を 0.5％に下げても 1 週間程度であれば増殖を保って維持できるよう

になったので、牛胎児血清を 0.5％、マウス血清を 2.5％という条件での照射実験を、若齢

期 EE マウス血清と対照の SE マウス血清について実施し、同様の効果が得られるかを比較

した。その結果、牛胎児血清の濃度を極端に下げたことで、細胞の増殖速度が低下し、細

胞周期の構成は若干変わっていることが考えられるものの、若齢期 EE マウスの血清を添加

した場合には、対照の SE マウスの血清を添加した場合と比較して、X 線照射後 4 時間での

リン酸化 H2AX の輝度が有意に低下し、これまでの実験と同様に若齢期 EE マウス血清が

DNA 損傷の修復効率を上昇させていることが確認された（図 23）。このことから、若齢期

を EE 環境で過ごしたマウス血清には DNA 損傷の修復を早める効果を持つ成分が存在する可

能性が考えられた。以上の結果は、マウスの血清中には DNA 損傷修復に影響を与える成分

が存在しており、その成分あるいは量が飼育環境の違いによって変化する可能性を示して

いる。特に成体になる前の若齢期の飼育環境が大きな影響を与えているものと考えられる。 

②組織切片を用いた解析 

3.1.1 により保存されたマウスの組織における放射線損傷応答ならびにマクロファージ

活性について、それぞれのマーカータンパク質を用いた免疫組織学的手法によって解析を

実施した。まず、EE マウス群と SE マウス群の放射線損傷応答変化を明確にするために、2 

Gy の放射線被ばく後の経時的な DNA 損傷レベルの変化について照射後 1 時間から 144 時間

図 22．細胞核あたりのリン酸化 H2AXフォーカス数の経時変化 

若齢期 EE（EEA）、成体期 EE（EEB）と、それぞれの対照となる標準環境

（SEA、SEB）の結果を示している。エラーバーは標準偏差（n=7）を示す。

照射後 1時間においてのみ、若齢期 EEと SEの間に有意差があった。 
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まで経時的に肝臓組織切片及び肺組織切片を用いて解析した（図 24）。具体的には、作製

した組織切片をリン酸化ヒストン H2AX に対する抗体を用いて免疫染色を行い、一細胞あた

りに 4 つ以上のリン酸化 H2AX フォーカスを有する細胞を陽性細胞として計測した。興味深

いことに、EE マウス群では SE マウス群と比較して、肝臓組織と肺組織のいずれにおいて

も照射後 1 時間での DNA 損傷レベルが上昇していた（図 25）。このことは、EE マウス群で

は放射線誘発性 DNA 損傷に対してより高感度かつ迅速に損傷応答が活性化していることを

示唆している。 

 

 

 

図 24. マウス組織における放射線誘発 DNA損傷レベル① 

放射線照射後 1 時間から 144 時間にかけての肝臓（A）及び肺組織（B）における経時的な

リン酸化 H2AX陽性細胞の変化。エラーバーは標準偏差（n=3）を示す。 

EEA:若齢期 EE、EEB:成体期 EE、SEA:若齢期 SE、SEB:成体期 SE 

図 23．細胞核あたりのリン酸化 H2AX 量の経時変化 

牛胎児血清を 0.5％として解析した結果。当初計画の実験で有意差が顕

著であった若齢期 EE（EEA）とその対照となる若齢期標準環境（SEA）につ

いてのみ実験を行った。エラーバーは標準偏差（n=3）を示す。 
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次に、放射線被ばく後経時的な放射線損傷応答変化を明確にするために、放射線照射後１

時間で検出されたリン酸化 H2AX フォーカス数に対する相対的なフォーカス数の経時的な減

少（＝DNA 損傷の修復）をグラフ化したところ、肝臓、肺組織いずれにおいても、SE マウス

群と比較して EE マウス群ではその減少率が顕著であった（図 26）。このことは、EE マウス

群の組織では放射線によって誘発された DNA 損傷がより効率的に修復されていることを示唆

している。ただし、成体期 EE マウス群の肺組織では SE マウス群との違いは検出されなかっ

たことから、DNA損傷修復効率への影響には年齢依存性が存在する可能性がある。 

図 25．マウス組織における放射線照射直後の DNA損傷レベル② 

放射線照射直後（1 時間後）のマウス肝臓（A）及び肺組織（B）におけるリン酸化 H2AX 陽

性細胞の割合。エラーバーは標準偏差（n=3）を示す。 

EEA:若齢期 EE、EEB:成体期 EE、SEA:若齢期 SE、SEB:成体期 SE 

 

図 26．マウス組織における放射線誘発 DNA損傷の減少率変化 

肝臓（A）及び肺組織（B）での放射線照射後のリン酸化 H2AXレベルの変化を相対的に示す。 

EEA:若齢期 EE、EEB:成体期 EE、SEA:若齢期 SE、SEB:成体期 SE 
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放射線発がん過程において、組織の炎症反応に代表される組織微小環境の変化は重要な

役割を有している。そこで、飼育環境による非照射時における組織炎症反応及び放射線照

射後の組織炎症反応についてマクロファージマーカーである F4/80 タンパク質に対する免

疫蛍光染色によって検討した。具体的には、F4/80 の陽性細胞の割合を目視あるいは画像

解析ソフトを用いて定量し、EE マウス群及び SE マウス群の放射線照射後の炎症反応の変

化について、肝臓組織及び肺組織における F4/80 陽性反応を照射後 1 時間から 144 時間に

かけて解析した。その結果、EE マウス群の肝臓と肺組織では放射線照射後それぞれ 6 時間

と 24 時間にかけて、急速な F4/80 陽性細胞の上昇が認められた後に、144 時間後には照射

前レベルまで減少している傾向が認められた（図 27）。一方 SE マウス群では、照射後 24

時間にかけて上昇したマクロファージの活性化は 144 時間後にも継続して認められた（図

27）。このことは、放射線照射によって炎症反応の活性化、そして炎症反応の慢性化が SE

マウス群では誘発されている一方で、EE マウス群では放射線照射誘発性炎症性反応の迅速

な活性化及び沈静化によって慢性炎症反応の惹起を抑制しているのではないかと考えられ

た。非照射時における EE 飼育環境は肝臓におけるマクロファージの活性化を誘発している

ことからも、放射線照射というストレス刺激に対する炎症反応と、非ストレス下での炎症

反応には異なる役割があり、EE マウス群では抗がん機構としての炎症反応を活性化してい

る可能性が示唆された。 

4)全体の結語（H27～H29） 

本項目の研究により、EE マウスの組織及び血清中には放射線照射で生じた DNA 損傷の修

復を早める成分が存在しており、特に若齢期を EE で飼育したマウスでその効果が大きくな

ることがわかった。組織解析の結果も、EE 飼育によって DNA 損傷修復応答及び炎症反応応

答に変化が生じていることを示しており、飼育環境によって生体の組織応答が強く影響を受

けることを証明する貴重なデータである。また、組織解析の結果は EE 飼育特異的な組織応

図 27. マウス組織における放射線誘発炎症反応の変化 

肝臓（A）及び肺組織（B）での放射線照射後の F4/80陽性度の変化を示す。 

EEA:若齢期 EE、EEB:成体期 EE、SEA:若齢期 SE、SEB:成体期 SE 
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答が発がん抑制に関与していることを示唆するものでもある。 

今後は、特に若齢期 EE 飼育で特異的な血清成分の特定と EE マウスの組織応答を誘発する

メカニズムについて分子レベルでの解析が必要になると考えられる。血清成分による細胞へ

の効果については、今後も継続して取り組み、実際に影響を与えている成分を突きとめるこ

とを目指したいと考えているが、成分を突きとめるには細胞を無血清培養に完全馴化するこ

とが最も有効である。現在のところ m5S 細胞を完全無血清培養へ馴化するには至っていない

ので、今後も m5S 細胞の無血清培養への馴化を継続しつつ、血清成分を分画して効果を示し

ている成分の実態が何であるのかについて絞り込む実験を継続する予定である。また、組織

解析についても、より詳細な解析に取り組み、EE 飼育による組織応答が発がん抑制をもた

らすメカニズムの一端を解明したいと考えている。 
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3.2 放射線発がんの新たな分子機構とエンリッチメント環境による修飾（再委託先：東京大

学）（H27～H29） 

3.2.1目的（H27～H29） 

本研究では、これまで放射線発がん研究において扱われることがなかった long non-

coding RNA (lncRNA)をターゲットとし、放射線被ばくや発がんの新規分子メカニズムの探索、

またエンリッチメント環境（以下、EE）によりどのように変化するかを調べることを目的と

する。ncRNA は DNA 上から多量に転写されてくるが、タンパク質に翻訳されることがなく RNA

の状態で生理機能を発揮する生体内分子であるが、その中でも長塩基長の ncRNA であり、機

能未知なものがほとんどである lncRNA に注目する。放射線生物学分野ではまさに lncRNA を

切り口にした研究は皆無であり、そういう点で大変新規性が高い結果を得られるものと期待

できる。 

 

3.2.2 lncRNAを特異的に検出するためのプライマー品質確認の結果（H27） 

lncRNA 発現解析用プライマーとして、機能が報告されている既知の lncRNA である TUG1、

MALAT1、APRT、MEG3 に加え、放射線応答や発がんに関わる 50 種類以上の lncRNA に関しても

プライマーを作製した（表 1）。また、作製したプライマーを用いて、定性性・定量性両方

に富み汎用性が高く定量性のある PCRで使用可能であることを確認した。 

 

3.2.3組織からの lncRNA抽出および発現解析（H28） 

1)方法 

量研機構より提供された EE 及び放射線照射したマウスの各種組織より核酸、タンパク質

を抽出した。そのうち抽出した核酸の 1 つである total RNA を用いて定量 PCR と in situ 染

色の条件確立を行った。 
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表１.マウス lncRNA Q-PCRプライマーリスト 



 

 

29 

 

 

 

2)結果と考察 

エンリッチメント環境に応答する lncRNA を１つ、放射線にのみ応答するもの 3 つ、更に

エンリッチメント環境と放射線両方に応答するもの 1 つを発見した。ただし、この条件で 3

回の独立した実験を行ったが、lncRNA 発現の検出の再現性は得られなかった。その為、再

現性を含めて、更なる検討が必要と考えられる。 

 

  3.2.4 lncRNAの組織内動態機構の解析（H29） 

1)方法 

EEと SEで飼育したマウスに放射線を照射した際に発現変化に違いが見られる

lncRNAの細胞内挙動を同定した。まず、マウス組織から全RNAを抽出後、逆転写反

応により、cDNAに変換し、定量PCR法によって発現解析を行った。続いて、lncRNA

に特異的なプローブをin vitro転写法により合成し、それを用いて蛍光in situハ

イブリダイゼーションを行い、lncRNAの細胞内局在機構を解明した。一連の実験により

EE環境や放射線に応答するlncRNAの細胞内動態と突然変異との関連性を検討した。 

 

2)結果と考察 

表 1 に示すプライマーを用いて検討した結果、EE と放射線に特異的に応答し発現変動す

る lncRNA を見出した。加えて、放射線に応答する lncRNA のうち、EE により発現が修飾さ
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れる lncRNA 群を同定することに成功した。lincRNA-p21 は、SE では放射線照射により発現

が増加したが EE により抑制された（図 28a）。一方、Gomafu と XIST は SE では放射線照射

によって発現が低下したが EE では発現に変化は認められなかった（図 28b, 28c）。これら

の結果は、EE が放射線に応答する lncRNA を修飾する可能性を示唆している。lncRNA Cebpd

は、EE 単独及び EE と放射線照射の複合により発現増加を示し、特に複合により増加するこ

とが分かった。しかし、放射線単独では変化がみられなかった（図 28d）。EE と放射線の複

合により強く応答する lncRNA の存在を見出した。更に、EE と放射線照射に対して有意な発

現変化を示さない lncRNA も存在することより、本研究で同定された lncRNA 群は EE や放射

線被ばくに密接に関わっている可能性が高いと推測される。これまでに、EE に関わる

lncRNA についての報告はなく、本研究成果は世界発の知見である。また、細胞内局在を蛍

光 in situ ハイブリダイゼーションを行い、発現変化が見られた lncRNAの細胞内局

在機構や突然変異との関連性の解明を試みたが有為な結果は得られなかった。 

 

 

 
図 28. EE及び放射線に応答し変動する lncRNA 
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3.3エンリッチメント環境（適温）に関する研究（再委託先：産業医科大学）（H27～H29） 

3.3.1目的（H27～H29） 

通常動物実験に用いるマウスは標準化された室温 20-26℃で飼育(通常環境：Standard 

Temperature:ST)されるが、この温度はマウスにとって慢性のコールドストレスを与えている

と最近の幾つかの研究で示されている。室温 30-31℃で飼育(適温環境：Thermoneutral 

Temperature:TT)したマウスでは、移植腫瘍増腫瘍性や転移の抑制がみられ、細胞障害性 T 

cell(CD8+)の増加や免疫抑制性細胞の減少の関与が示唆されている 1)。また同様の実験条件で

は別の経路での免疫能活性化の報告もある 2, 3)。本試験では室温 30-31℃で飼育したマウスは

環境エンリッチメント(EE)(適温)にあるととらえ、適温環境の生体への好ましい影響につい

て、特に幼若期と成体期でそれぞれ TT 環境と ST 環境において飼育した場合、EE 効果の好ま

しい影響がみられるのか、さらにその効果に幼若期と成体期で差が生じるのか否かを調べる。 

 

3.3.2試験方法と材料（H27～H29） 

実験群は第 1 実験群(A, B, C, D, E, F 群)と、これと同一実験条件の第 2 実験群(a, b, c, 

d, e, f 群)を設定し、実験処置の概要を図 29a に示した。3 週齢マウス(A, B, C 群、a, b, 

c 群)と 11 週齢マウス(D, E, F 群、d, e, f 群)を準備し、TT で 8 週間飼育後、ST に戻して

飼育する群(A, D 群、a, d 群：各 50 匹)とそのまま TT で継続飼育する群(B, E 群、b, e 群：

各 50 匹)を設定した。さらに ST のみで飼育する対照群(C, F、群、c, f 群：各 50 匹) を設

定した。実験開始 2 ヶ月後から経時的に 0、1、3、6、12 ヶ月目で各実験群中 5 匹から血液な

らびに組織検体(胸腺･脾臓)を採取後、病理組織検査及び単個細胞に調整した脾細胞に免疫染

色を行いセルアナライザーで免疫系細胞動態の解析を行った。同時に同実験群中 5 匹に腹水

がん細胞移植を行い、移植群として飼育を継続しがん細胞の増殖率を計測した。 

さらに第3実験群として、3週齢マウスを用いて3週齢開始のみのX、Y、Z群を設定

し、TTで8週間飼育後、STに戻して飼育するX群(30匹)とそのままTTで継続飼育する

Y群(30匹)、STのみで飼育する対照群のZ群(30匹)を設定した(図29b)。実験開始2ヶ

月後から0、1、3ヶ月目で各実験群中5匹から血液ならびに組織検体 (胸腺･脾臓)を

採取後、病理組織検査及び単個細胞に調整した脾細胞に免疫染色を行いセルアナラ

イザーで免疫系細胞の解析をおこなった。同時に同実験群中5匹に卵巣がん細胞移

植を行い、移植群として飼育を継続しがん細胞の増殖率を計測した。また採取した

血液から血漿を分離し、抗酸化能の解析をおこなった。 

(1)実験動物： B6C3F1マウス (オリエンタルバイオサービス KK、京都 )、雌 3週齢

(390匹)、雌11週齢(300匹) 

(2)腫瘍増殖能解析：腹水がん(RBRC-RCB0142 Ehrlich、理化学研究所Cell Bank、

筑波)、卵巣がん(RBRC-RCB1483 OV2944-HM-1、理化学研究所Cell Bank、筑波) 

(3)免疫能解析 :セルアナライザー EC800(ソニー、東京 )、 FCM用抗マウス抗体：

CD3-PE、CD8-FITC、CD69-APC、NKp46-FITC(Miltenyi Biotec.,Germany)、免疫

染 色 用 抗 マ ウ ス 抗 体 ： CD3(Abcam,SP7,日 本 )、 CD8(D4W2Z,Cell Signaling, 

USA)。 

(4)抗酸化能解析:スポットケム TMi-Pack Oxystress Test(アークレイKK、京都) 
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3.3.3飼育環境温度の違いによる EE効果解析の方法（H27～H28） 

第 1 実験群の A 群は、TT で飼育を開始し、A1 群：5 匹(TT 飼育開始 8 週間+0 日目)、A2

群：5 匹(TT 飼育開始 8 週間+ST 飼育 1 ヶ月目)、A3 群：5 匹(TT 飼育開始 8 週間+ST 飼育 3 ヶ

月目)、A4 群：5 匹(TT 飼育開始 8 週間+ST 飼育 6 ヶ月目)、A5 群：5 匹(TT 飼育開始 8 週間

+ST飼育 12ヶ月目)を経時的に剖検し、血液･脾臓、胸腺組織を採取後、免疫能と病理学的解 

 

析をおこなった。また 5 群ともがん細胞(Ehrlich)腹腔移植を行い、がん細胞の増殖への影響

を調べる実験群(各群 5 匹)の飼育をおこなった。ST 飼育への移行を行なわない B 群は、TT で

飼育を開始し、B1 群：5 匹(TT 飼育開始 8 週間目)、B2 群：5 匹(TT 飼育開始 12 週間目)、B3

群：5 匹(TT 飼育開始 20 週目)、B4 群：5 匹(TT 飼育開始 32 週目)、B5 群：5 匹(TT 飼育開始

56 週目)とし A 群と同様の時系列で実験をおこなった。C 群は、ST で飼育を開始し、C1 群：5

匹(ST 飼育開始 8 週間目)、C2 群：5 匹(ST 飼育開始 12 週間目)、C3 群：5 匹(ST 飼育開始 20

週間目)、C4 群：5 匹(ST 飼育開始 32 週間目)、C5 群：5 匹(ST 飼育開始 56 週間目)とし A 群

図 29. 実験群の構成と処置の概要 
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と同様の時系列で実験をおこなった。11 週齢開始群は D 群、E 群、F 群で、3 週齢群と同様の

条件で飼育を開始し、3週齢群と同様の時系列で実験をおこなった。 

第 2 実験群の a 群、b 群、c 群は、3 週齢群と同様の条件で飼育を開始し第 1 実験群と同様

の時系列で実験をおこなった。11 週齢開始群は d 群、e 群、f 群で、3 週齢群と同様の条件で

飼育を開始し、第 1 実験群と同様の時系列で実験をおこなった。a5、b5、c5、d5、e5、f5 群

の解析は H29年度となる。 

 

3.3.4飼育環境温度の違いによる EE効果解析の方法（H29） 

前年度から引き続き第 2 実験群の実験開始後 12 ヶ月目と、本年度開始の第 3 実験群の実験

開始後 0、1、3ヶ月目の観察を行った。 

第 2 実験群の 3 週齢開始群である a5 群：5 匹、b5 群：5 匹、c5 群：5 匹と 11 週齢開始群

である d5 群：5 匹、e5 群：5 匹、f5 群：5 匹を処理後 12 ヶ月目に剖検し、血液･脾臓、胸腺

組織を採取後、免疫能と病理学的解析をおこなった。また 6 群ともがん細胞(Ehrlich)腹腔移

植を行い、がん細胞の増殖への影響を調べる実験群(各群 5匹)の飼育を開始した。 

第 3 実験群(3 週齢開始群のみ)のうち、TT で飼育する群である X1 群、X2 群、X3 群を設定

し実験を開始した。実験開始後、X1 群：5 匹(TT 飼育開始 8 週間+0 日目)、X2 群：5 匹(TT 飼

育開始 8 週間+ST 飼育 1 ヶ月目)、X3 群：5 匹(TT 飼育開始 8 週間+ST 飼育 3 ヶ月目)を経時的

に剖検し、血液･脾臓、胸腺組織を採取後、抗酸化能･免疫能と病理学的解析をおこなった。

また 3 群(X1T, X2T, X3T)ともがん細胞(OV2944)移植を行い、がん細胞の増殖への影響を調べ

る実験群(各群 5匹)の飼育をおこなった。 

TT で 8 週間飼育直後から ST に飼育移行する群である Y1 群、Y2 群、Y3 群を設定し実験を

開始した。実験開始後、Y1 群：5 匹(TT 飼育開始 8 週間目)、Y2 群：5 匹(TT 飼育開始 12 週間

目)、Y3 群：5 匹(TT 飼育開始 20 週目)を経時的に剖検し、血液･脾臓、胸腺組織を採取後、

抗酸化能･免疫能と病理学的解析を行った。また 3 群(Y1T, Y2T, Y3T)ともがん細胞(OV2944)

移植を行い、がん細胞の増殖への影響を調べる実験群(各群 5匹)の飼育を開始した。 

ST で飼育する群である Z1 群、Z2 群、Z3 群を設定し実験を開始した。実験開始後、Z1 群：

5 匹(TT 飼育開始 8 週間目)、Z2 群：5 匹(TT 飼育開始 12 週間目)、Z3 群：5 匹(TT 飼育開始

20 週間目)を経時的に剖検し、血液･脾臓、胸腺組織を採取後、抗酸化能･免疫能と病理学的

解析を行った。また 3 群(Z1T, Z2T, Z3T)ともがん細胞(OV2944)移植を行い、がん細胞の増殖

への影響を調べる実験群(各群 5匹)の飼育を開始した。 

各実験群ともに、1 回/週に体重の測定を行った。血液ならびに組織を採取後、免疫能の解

析では脾臓から T 細胞を採取し、フローサイトメーターを用いて免疫能の解析(CD8+CD3+、

CD69+CD3+、NKp46+CD3-細胞割合を測定)を行った。採取組織は脾臓と胸腺をホルマリン固定で

保存した。剖検時に脾臓と胸腺の重さを計測した。がん細胞の増殖能におよぼす飼育温度の

影響は、第 2 実験群では培養 Ehrlich 腹水がん 3x106個 をマウスの腹腔内に移植後 2 日毎に

体重を測定し、各マウスの移植腫瘍が増殖し体重がピークに至るまでの期間(日数)を平均し

て増殖能として評価した。第３実験群では本年度から移植腫瘍を培養 OV2944 卵巣がんとし、

3x106個 をマウスの鼠径部皮下に移植後 2 日毎に腫瘍体積を測定(長径 x 短径 2)し、各マウス

の移植腫瘍の増殖動態を経時的に測定した。 
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H29 年度からは血中の抗酸化能をアークレイ社の i-Pack Oxystress Test を用いて、血漿

中の酸化ストレス度と抗酸化能の測定を追加した。 

 

3.3.5飼育環境温度の違いによる EE効果解析の結果（H27～H28） 

(1)EEが体重増加におよぼす影響：第 1実験群の3週齢開始群(A, B, C群)のB群とA、

C群間で16-17週目にB群の体重増加で有意差がみられた(図30a)。11週齢開始群

(D, E, F群 )の E群と D、E群間で13-14週目に E群の体重増の有意差がみられた

(図30c)。第2実験群の3週齢開始群(a,b,c群)のb群とa、c群間で23週目にb群の

体重増の有意差がみられた (図30b)。しかし11週齢開始群(ｄ,e,f群)では各群

間に有意差はみられず、e群で体重低下の傾向が観察された(図30d)。 

(2)EEが臓器重量増加におよぼす影響：脾臓重量の体重比では第 1実験群の3週齢開

始群（A, B, C群)と11週齢開始群(D, E, F群)、第2実験群の3週齢開始群(a, b, 

c群)と11週齢開始群(d,e,f群)の各群間同月齢での変動に有意差はなかった(図

31a, 31c)。胸腺重量の体重比では第1実験群の3週齢開始群(A, B, C群)と11週

齢開始群(D, E, F群)、第2群の3週齢開始群(a, b, c群)と11週齢開始群(d, e, 

f群)の各群間同月齢での変動に有意差は認められなかった(図31b, 31d)。 

(3)EEが免疫賦活能におよぼす影響：第1実験群の解析では抗CD3抗体の品質に疑義

が生じたため､第 2実験群のみの結果となった。第 2群の 3週齢開始群 (a, b, c

群)と11週齢開始群(d, e, f群)の各群間同月齢での各陽性細胞割合の変動に有

意差を示す結果も認められたが、EEが免疫賦活能増加への有効性を積極的に示

す様な相関関係は認められなかった(図32a, 32b, 32c)。 

(4)EEが移植腫瘍の増殖におよぼす影響：第 1実験群の3週齢開始群（A, B, C群）

間でTTのA1、B1群でC1群に比べ発がん開始までの日数の延長に有意差がみられ

た。また、A5、B5群ならびに11週齢開始群D5、E5群で増殖期間の延長がみられ、

B5とC5群間では有意差がみられた (図33a)が、EEが免疫賦活能増加への有効性

を積極的に示す様な相関関係は認められなかった。第 2実験群の3週齢開始群(a, 

b, c群)と11週齢開始群(d, e, f群)ではc4、d1で発がん開始までの日数の延長

がみられた。その他の各群間同月齢での移植がん増殖能の変動に有意差は認め

られなかった(図33b)。 

(5)組織学的解析：第1実験群と第2実験群の3週齢開始群と11週齢開始群の処理後0、

1、3、6ヶ月目の脾臓、胸腺の HE染色ならびに CD3+、CD8+細胞の免疫染色像を

調べたが、各群間同月齢での組織像に差は認められなかった。  

 

3.3.6飼育環境温度の違いによる EE効果解析の結果（H29） 

(1)EEが体重増加におよぼす影響：第2実験群の3週齢開始群(a, b, c群）も11週齢

開始群(ｄ, e, f群)も、前年度に有意差が見られて以降12ヶ月終了まで各群間

に有意差はみられなかった (図30a, 30b, 30c, 30d)。第3実験群ではZ-XY群間

で23週目にZ群の体重増の有意差がみられた(図30e)。 
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図 30. EEが体重増加におよぼす影響 
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(2)EEが臓器重量増加におよぼす影響：脾臓重量の体重比は第 2群の3週齢開始群(a, 

b, c群)と11週齢開始群(d, e, f群)の12ヶ月群間までの変動に有意差は無かっ

たはなかったが、A5、E5、F5、e5、f5(12ヶ月目剖検群)で重量比の増加傾向が

認められた(図31a, 31c)。第3実験群では0, 1, 3ヶ月群の非移植群間で重量比

の異常な増減はなかった(図31e)。第3実験群の固形腫瘍移植群移植後30日目と

非移植群との脾臓重量では 0, 1, 3ヶ月群全で移植群の重量増加に有意差が認

められた(図31g)。第1実験群と第2実験群では腹水がん移植をおこなったため

移植群の脾臓重量の記録はない。胸腺重量の体重比は第1実験群の3週齢開始群

(A, B, C群 )と 11週齢開始群 (D, E, F群 )、第 2実験群の 3週齢開始群 (a, b, c

群)と11週齢開始群(d, e, f群)の12ヶ月齢での変動に有意差は認められなかっ

た。第3実験群では0, 1, 3ヶ月群の非移植群間で重量比の異常な増減はなかっ

た(図31f)。 

(3)EEが免疫賦活能におよぼす影響：第 2実験群の3週齢開始群(a, b, c群)と11週

齢開始群(d, e, f群)の12ヶ月齢での各陽性細胞割合の変動に有意差を示す結

果も認められたが、EEが免疫賦活能増加への有効性を積極的に示す相関関係は

認められなかった(図32a, 32b, 32c)。第3実験群では0, 1, 3ヶ月群の腫瘍移

植群(X1T, X2T, X3T, Y1T, Y2T, Y3T, Z1T, Z2T, Z3T)30日目の CD69+CD3+細胞

割合にX1群とX1T群、X2群とX2T群、X3群とX3T群、Y1群とY1T群、Y2群とY2T群、

Y3群とY3T群、Z1群とZ1T群、Z2群とZ2T群、Z3群とZ3T群間で有意差がみられた。

また、X1T群とZ1T群、X3T群とZ3T群、Y3T群とZ3T群間で有意差がみられたが、

EEが免疫賦活能増加への有効性を積極的に示す相関関係は認められなかった

(図32d, 32e, 32f)。 

(4)EEが移植腫瘍の増殖におよぼす影響：がん細胞の増殖への影響を調べる実験で

は、第2実験群の3週齢開始群(a, b, c群)と11週齢開始群(d, e, f群)ではc5で

発がん開始までの日数の延長がみられた(図33b)。第3実験群では、EEが有意に

抗腫瘍増殖性を示す結果は認められなかった(図33c)。 

(5)組織学的解析：第2実験群の3週齢開始群と11週齢開始群の処理後12ヶ月目の脾

臓、胸腺のHE染色ならびにCD3+、CD8+細胞の免疫染色像を解析したが、各群間

同月齢での組織像に差は認められなかった。第3実験群では0、1、3ヶ月群の腫

瘍移植群 (X1T, X2T, X3T, Y1T, Y2T, Y3T, Z1T, Z2T, X3T群 )すべてで肉眼的

な脾臓の腫脹が観察され(図34a:Z1群、図34b:Z1T群)、組織学的には赤脾髄の

高度拡大と巨核球の増加が観察された(図34c:Z1T群)。 

(6) EEが抗酸化能におよぼす影響：酸化ストレス度は、Y3＜X3＜Z3の順番で、抗

酸化能はY3＞X3＞Z3の順番となる傾向がみられており、EE環境だと、抗酸化能

が高く酸化ストレスが低いようにみえる。ただし、各群間での有意差はみられ

なかった(表2)。 
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図 31. EEが臓器重量増加におよぼす影響 
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図 32. EEが免疫賦活能におよぼす影響 
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図 33. EEが移植腫瘍の増殖におよぼす影響 
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図 34. 脾臓における組織学的解析 

a 

b 

c 

表 2.EEが抗酸化能におよぼす影響（活性酸素代謝産物量） 
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3.3.7 試験結果の考察（H27～H29） 

実験群により相対する結果となり体重の増減に EE 環境が効いているかどうかの判断はで

きなかった。臓器重量の変化については、本試験では免疫系の臓器である胸腺と脾臓に着目

したが、第 1 実験群、第 2 実験群、第 3 実験群とも重量比にわずかに異なる動態を示す群も

あったが、ほぼ生理的な通常の経時的動態を示し EE 効果は認められなかった。第 3 実験群

で固形腫瘍を移植した全群で脾臓重量が 2～3 倍の反応性と思われる増加を示したが、ここ

でも EE 環境による差はみられなかった。がん細胞移植によるがん増殖抑制効果をみる実験

では、腹水がんを移植した第１実験群の 3 週齢開始群の A1、B1、B5 群で C 群よりがん増殖

時間の有意な遅延がみられたが、同様に腹水がんを移植した第 2 実験群ではみられておらず

EE 環境ががん増殖抑制にたいする効果はみられなかった。第 3 実験群では移植がんを

OV2944(固形がん)に変えて実験を行ったが、全ての実験群で EE 環境ががん増殖抑制にたい

する効果はみられなかった。免疫細胞賦活能をみる実験では第 2 実験群の 3 週齢開始群と

11 週齢開始群で CD8+CD3+、CD69+CD3+、NKp46+CD3-細胞割合の変化に EE 環境の効果はみられ

なかった。第 3 実験群のがん移植群と非移植群間の CD69+CD3+細胞割合の増加で有意差がみ

られる群も存在したが、特に EE 環境に関連した傾向はなかった。ただし、移植群すべての

脾臓に重量増加と組織学的には赤脾髄の領域拡大ならびに巨細胞数の増加がみられており、

移植がん細胞にたいする反応性の変化はみられたが、EE 環境の有無による違いは明らかで

なかった。文献的には EE 環境ではこれらの免疫関連細胞割合増加による免疫能賦活効果が

支持され、このことが腫瘍増殖抑制にも働いているとするデータが示されていたが 1)、本試

験では確認できず使用したマウス種の免疫系の反応の違いが反映されている可能性が示唆さ

れた。抗酸化能については第 3 実験群でのみ解析をおこない、血漿の抗酸化力ならびに酸化

ストレス度について EE 環境が効いている可能性が示され、さらに効果の持続には EE 環境内

にとどまり続ける必要性が示唆された。本試験で調べた項目すべてで EE 環境、本試験では

適温環境の生体への好ましい影響については幼若期からでも成体からでも明瞭な効果はみら

れなかった。ただし、文献的には TT 環境については 31℃と本試験と同じであるが、ST 環境

の温度が 22℃と本試験の設定よりも 4℃ほど低く、このことが明瞭な違いを EE 環境で得ら

れなかった原因になった可能性もある。 
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3.4 研究推進(H27～H29) 

平成 27 年度から平成 29 年度の 3 年間、研究代表者の下、各委託先研究機関と研究の進捗状況

報告会を開催するなど、連携を密にして研究を進めた。 
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4．結語(H27～H29) 

本研究は、エンリッチメント環境（Enriched Environment: EE と略）が、内分泌や免疫機能

に対してよい効果があるのか、放射線による DNA 損傷に対して修復能を増加させ、放射線による

発がんを予防するのか、これらの可能性を検証することを目的としている。また、近年、エピジ

ェネティクスで注目されつつある遺伝子発現制御系である lncRNA（Long non-cording RNA: 長

鎖非コードリボ核酸）に着目し、放射線発がんを含む放射線影響を新規的なアプローチによる解

明も行う。量子科学技術研究開発研究機構放射線医学総合研究所は、既に子どもは放射線発がん

リスクが高いというエビデンスを蓄積しており、本研究においても、子どもの健康維持ならびに

放射線発がんリスクの低減に着目している。 

 平成 27 年度から平成 29 年度の 3 年間で、2 つの EE の条件「遊び、運動、認知行動の刺激の

ある豊かな環境」（量研機構）と「快適温度飼育環境」（産業医科大学）で飼育した実験動物を

用いて EE の効果を検証した。その結果、8 週間の｢遊び、運動、認知行動の刺激のある豊かな環

境｣の EE は、体重増加の抑制、脂質代謝・糖代謝の亢進、内分泌機能の修飾効果、がん予防効果、

免疫機能の活性化及び放射線による DNA 損傷の修復能の増加が認められた。また、lncRNA に関

しては、再現性の必要性はあるものの EE や放射線被ばくに応答する lncRNA 候補を見出すことが

できた。｢快適温度飼育環境｣の EE では、体重への好影響が認められた。本事業の 3 年間を通し

て再委託先研究者との密な連携により、EE の有する様々な効果の実証データの蓄積と成果のま

とめができた。 

 今後、本事業の成果が災害時の避難生活や仮設住宅で生活する子どもの健康回復・維持の施策

の基本情報と成ることを期待する。 


