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略語集 

 

53BP1; Tumor suppressor p53-binding protein 1 

BCIP ; 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate) 

DAPI; 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DIG; Digoxigenin 

EDTA; ethylenediaminetetraacetic acid 

FACS; fluorescence activated cell sorting 

GFP; green fluorescent protein  

GO; Gene Ontology 

GSG; Giant spermatogonia 

Ga; type A spermatogonia    

Gb; type B spermatogonia 

HE; Hematoxylin-Eosin 

ICRP; International Commission on Radiological Protection 

LNT; Linear Non-Threshold 

NBT; 4-Nitro blue tetrazolium chloride 

PBS; Phosphate buffered salts 

PBST; Phosphate buffered salts with Tween 

PCNA; Proliferating Cell Nuclear Antigen  

PFA; paraformaldehyde 

ROS; Reactive Oxygen Species 

Spaca6; Sperm Acrosome Associated 6 

TIARA; Takasaki Ion Accelerators for Advanced Research Application 

TILLING; Targeting Induced Local Lesions in Genomes 

ZP; zona pellucida 

ak1; Adenylate Kinase 1 

ccnd2b; cyclin D2, b 

cyp17; Cytochrome P450 17 

dazl; Deleted in azoospermia-like 

dmc; Meiotic recombination protein DMC1/LIM15 homolog 

fc; fold change 

gsdf; gsdf gonadal somatic cell derived factor 

plcz1; Phospholipase C Zeta 1  

psmc3ip; PSMC3 interacting protein 

rec8b; REC8 meiotic recombination protein 

sycp1; Synaptonemal Complex Protein 1, 

uchl1; Ubiquitin C-terminal hydrolase-L1



 5 

General Introduction 

 

  人体を対象として放射線照射の生物影響の実験生物学的研究・調査を実施することは

できないことから、古くより小型のモデル魚類であるメダカ (Oryzias latipes) を用い

た研究がなされてきた (Egami 1955a, b, c; Kuwahara et al., 2002, 2003; Shima and 

Mitani 2004; Yasuda et al., 2012; Murata et al., 2015)。メダカは体長がおよそ 3 cm

の小型の硬骨魚類であり、実験室でも容易に飼育が可能である。そのため、実験室レベ

ルでの放射線照射が可能で、全身レベルの放射線影響を組織学的に解析することが可能

である (Nagata et al., 2016)。 

  ヒトをはじめとする脊椎動物において、放射線に高感受性の組織として腸・リンパ・

骨髄・生殖腺などがあるが、とくに雄性生殖腺である精巣は放射線に対して最も高感受

性である (Kuwahara et al., 2002, 2003; Yasuda et al., 2012, 2018)。ヒト精巣におい

ては、0.15 Gy の低線量放射線の被ばくでも精子数が減少し、0.3 Gy の被ばくによって

無精子症を引き起こすことが報告されている (Ogilvy-Stuart and Shalet 1993)。さら

にマウスにおいては、オス精巣の放射線被ばくの結果、次世代へも影響が波及する

(Barber et al., 2002; Dubrova 2003)。メダカ精巣においては、放射線障害を受けると

ダメージを受けた精子形成細胞を組織から排除するために、精子形成が促進されるほか、

メダカ成魚においては精原細胞のみが放射線障害によって細胞死を引きおこす

(Kuwahara et al., 2002, Yasuda et al., 2018)。 

  

 また、がん抑制遺伝子である p53 遺伝子を欠損する場合、高線量のガンマ線による

急性照射  (合計線量 5 Gy, 線量率 7.3 Gy/min) によって卵様の細胞  (精巣卵 , 
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testis-ova) がオス成魚の精巣に誘導されることが見出されており (Yasuda et al, 

2012)、誘導された精巣卵は p53 遺伝子非依存の排除機構によって組織から排除され、

放射線被ばく 1 ヶ月後までに完全に組織が回復し、精子形成が正常に再開する。さらに

飢餓状態、高温処理といった外的ストレスと放射線 (X 線) による複合作用によりオス

精巣に精巣卵が誘導されることが古くから知られている (Egami 1955a, b, c) が、放射

線による精巣卵誘導の機序の詳細な解明には至っていない。 

 また、河川における性分化異常魚の発見等、女性ホルモン (エストロゲン) や内分泌

撹乱物質 (bisphenol A, 4-nonylphenol, 4-octhylphenol など) によって、メダカだけで

なく多くの魚種の雄精巣に同様な精巣卵が誘導されることが報告されており、その誘導

のメカニズムが解明されつつある (Kosai et al., 2011; Shibata and Hamaguchi 1988; 

Gray et al., 1999; Kang et al., 2002; Seki et al., 2002; Urushitni et al., 2007; Lin et 

al., 2009; Hirakawa et al., 2012; Nakamura et al., 2015)。 

 

 メダカの雄性生殖腺である精巣においては、精子が形成される初期の段階である精原

細胞は、セルトリ細胞によって包含されており、それらをシスト  (cyst) と呼ぶ

(Michibata 1975; Shibata and Hamaguchi 1988; Yasuda et al., 2012)。メダカ精巣の

横断面切片を作製し検鏡すると、A 型精原細胞 (type A spermatogonia, Ga) は精巣組

織の最も辺縁部に配置され、シスト内にクローナルに維持されている。さらに、A 型精

原細胞から分化した B 型精原細胞 (type B spermatogonia, Gb) は、A 型精原細胞シス

トよりも組織内側に配置される (Yasuda et al., 2012; 図 1)。精原細胞から、減数分裂

期の精母細胞を経て精細胞、精子と分化がシスト内で進行し、体外へと排精される

(Grier et al., 1980; Schulz et al., 2010; Billard 1986)。このため、メダカ精巣の組織切
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片を作製することで、シストを単位とした各精子形成細胞の分化段階を容易に観察が可

能である。 

 一方、マウスやヒト等の哺乳類では、オス精巣の精細管の中に精子形成細胞が最辺縁

部から配列されている。精細管の横断面切片を観察すると、精子形成を支持する体細胞

が様々な分化段階の精子形成細胞を包含しており、メダカのようなシスト構造を作らな

い (Nakata 2018)。 

 

  広島および長崎における疫学的な調査により、放射線による影響は線量依存的に軽

減するとされている。さらに、100 mGy 以下の低線量放射線被ばくでは発がんリスク

の有意な上昇は認められないとされている (ICRP 1990)。しかし、2011 年の東日本大

震災における東京電力福島第一原子力発電所における放射能漏れ事故を契機に、低線

量・低線量率の慢性放射線被ばくによる生態系への影響を報告する例が増えている

(Hiyama et al., 2013; Iimoto et al., 2012, 2015; Urushihara et al., 2016, 2018)。モデ

ル生物であるメダカに対する放射線影響の解明、特に精原細胞における放射線影響の詳

細な検討は、放射線が生態系および次世代へ与える影響を解明することに寄与できると

考えた。 

 そこで本研究においては、様々な放射線条件によって p53 変異精巣に誘導される精

巣卵について、組織学的な解析や遺伝子レベルでの解析を行った。 

 第 1 章においては、全身性の放射線応答によって p53 変異精巣に精巣卵が誘導され

ること、つまり全身に被ばくした場合に脳—視床下部系が制御するホルモン等の全身性

応答を否定し、精巣卵誘導が精原細胞の放射線被ばくによって引き起こされる可能性に

ついて検証した。本研究においては、国立研究開発法人・量子科学技術研究開発機構・
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高崎量子応用研究所 (量研機構・高崎研) のマイクロビーム照射装置を利用した限局照

射を p53 変異精巣に対して行い、全身被ばく時と精巣限局被ばく時の精巣卵誘導の差

異を組織学的に検証した。 

 さらに、第 2 章、第 3 章においては合計被ばく線量に応じた精巣卵誘導について、

p53 変異精巣および野生型精巣を用いて検討を行った。原子放射線の影響に関する国連

科学委員会 (UNSCEAR：United Nations Scientific Committee on the Effect of 

Atomic Radiation) においては、200 mGy 以下を「低線量」と定義している。また、

先行研究においては、高線量 5 Gy のガンマ線による急性照射が p53 変異メダカ精巣に

精巣卵を誘導することを報告している (Yasuda et al., 2012) 他、5–15 Gy の範囲での

メダカの生殖腺、造血系組織、さらには初期胚等の報告例がある (Kuwahara et al., 

2002, 2003; Yasuda et al., 2006, 2008, 2009, 2015, 2016, 2017, 2018; Nagata et al., 

2016)。 

 本研究においては、これまで検討されていない 500 mGy 以下の線量をメダカ成魚に

おける「低線量」として定め、報告例のある 5 Gy を「高線量」として扱った。さらに、

毎分あたりの線量 (線量率) を低くし、長期間の連続照射 (慢性照射) によっても p53

変異精巣において精巣卵が誘導される可能性が指摘されていた (西谷 修士論文 2015) 

ことから、高線量ガンマ線を急性照射または慢性照射した場合に生じる影響を第 2 章で

述べる。第 3章では 50–500 mGyの低線量ガンマ線による放射線影響を評価するため、

A 型精原細胞と精巣卵の増減を指標とした組織学的な解析を行い、高線量ガンマ線によ

る放射線被ばくとの差異を検討した。 

  第4章においては、第3章までに見出された精巣卵誘導の組織学的な結果を踏まえ、

精巣卵誘導を分子レベルで解析した。高線量ガンマ線による急性照射、高線量ガンマ線
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による分割照射、低線量ガンマ線による慢性照射を施した p53 変異精巣について、組

織レベルでの RNA シーケンスによるトランスクリプトーム解析を行い、精巣卵誘導に

必要な遺伝子群を検討した。 

 また、精原細胞は体細胞であるセルトリ細胞によって支持され、各種ホルモンによっ

て精子形成を維持している (Miura et al., 1991; Schulz et al., 2010; De Gendt et al., 

2004)。放射線によって、精原細胞に引き起こされる遺伝子発現の変動を、体細胞によ

る相互作用と切り離して解析を行うことを目的とし、appendix においてはシングルセ

ル RNA シーケンスによる精原細胞の遺伝子発現パターンについて解析を行った。 
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第 1 章 

マイクロビーム限局照射を利用した p53 変異精巣における精巣卵誘導 

 

＊やむを得ない事由（刊行・投稿予定）のため、インターネット公表ができません。
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第 2 章 

高線量放射線による精巣卵誘導 

 

＊やむを得ない事由（刊行・投稿予定）のため、インターネット公表ができません。
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第 3 章 

低線量/低線量率放射線による精巣卵誘導 

 

＊やむを得ない事由（刊行・投稿予定）のため、インターネット公表ができません。
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第 4 章 

p53 変異精巣における次世代シーケンサーを用いた 

精巣卵誘導時の遺伝子発現機構の解析 

 

＊やむを得ない事由（刊行・投稿予定）のため、インターネット公表ができません。
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Appendix 

 

シングルセル RNA シーケンスによる精原細胞特異的な遺伝子群の特定 

 

＊やむを得ない事由（刊行・投稿予定）のため、インターネット公表ができません。
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最終結論 

 

＊やむを得ない事由（刊行・投稿予定）のため、インターネット公表ができません。
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