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研究成果の概要（和文）：細胞集団が放射線照射されると、その応答は集団内で不均一になると予想されていた
が、個々の細胞の生理条件によって突然変異誘発能がどのように変化するかは明らかではなかった。本研究によ
り、生育上のストレスが生じると、突然変異頻度に変化が生じることが明らかになった。さらに、放射線照射に
より更なる突然変異頻度の増加や突然変異のスペクトルの変化が見られた。一方で、突然変異頻度に大きな変化
がない場合もあり、細胞の生理条件や応答が複雑に関与する可能性が示唆された。これらの結果は、周囲の環境
によって細胞内の生理条件が変化し、その変化が放射線誘発突然変異に大きく影響することを示している。

研究成果の概要（英文）：Although the response of a cell population to irradiation is expected to be 
heterogeneous in a cell population, it was not clear how the mutagenic potential is altered by the 
physiological conditions of individual cells. The present study reveals that growth stress can alter
 mutation frequency, and that irradiation can further increase mutation frequency and change the 
spectrum of mutations. On the other hand, in some cases there was no significant change in mutation 
frequency, suggesting that the physiological conditions and responses of the cells may be 
intricately involved. These results indicate that the physiological conditions within the cell are 
altered by the surrounding environment, and that these changes significantly affect 
radiation-inudced mutagenesis.

研究分野： 放射線生物学

キーワード： 突然変異　ストレス　放射線

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内の生理条件という新たな研究視点を取り入れて突然変異の全体像に迫った本研究は、細菌の薬剤抵抗性獲
得・発がんの初期過程・進化等における突然変異誘発機構の理解のための第一歩であり、学術的意義は高い。特
に、放射線誘発突然変異と発がんに関しては、放射線治療における二次発がんの抑制や放射線リスク評価に極め
て重要な示唆を与えると考えられるため、将来的に社会的インパクトの極めて大きい成果につながることが期待
できる。また、本研究では細胞増殖が速く突然変異研究に向いているモデル生物の大腸菌を用いているが、他の
生物種での研究の基盤を築くことができたと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
放射線誘発突然変異に関しては、様々な生物種において、細胞に生じる一つの突然変異の頻度、
種類が調べられ、主に DNA 修復機構の変異抑制のメカニズムについての知見が集積されてき
た。これまで研究代表者及び研究分担者も、細胞への放射線照射、さらには化学合成 DNA 損傷
を細胞内に導入して突然変異等の細胞応答を調べてきたが、あくまで生理条件が同じ細胞群の
平均値を見ていた。これまで得られた知見はある一つの生理条件における細胞集団の平均であ
り、一つ一つの細胞がほぼ均一であるとみなせるならば、従来の方法で放射線突然変異の本質を
理解するには十分である。 
しかし、現実的には細胞の DNA 修復活性は細胞集団内で均一ではなくある幅をもって分布して
いる可能性が考えられる。例えば、ストレス誘発性突然変異では、ある一部の細胞群
(subpopulation)が高突然変異(hypermutable)な状態になるという指摘がある。細胞集団が放射
線照射されると、その応答は細胞集団で不均一になると予想されるが、放射線で誘発される突然
変異の平均値がどのような分布から得られているのかは不明であり、個々の細胞の生理条件に
よって突然変異誘発能がどのように変化するかは明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
 突然変異が深く関係していると考えられているにもかかわらずそのメカニズムに多くの謎が
残る「進化」や「発がん」といった生命の根源的な問題に対しては、新たな研究視点に立って解
決の糸口を見出す必要がある。本研究では、細胞集団内での細胞の生理条件によって突然変異の
起こりやすさがどのように変化するかに関して系統的な研究を進め、放射線誘発突然変異の全
体像の解明を目指すことを目的に研究を行った。細胞集団内の突然変異の起こりやすさの視点
は、細胞集団の均一性を仮定する従来の研究にはないものである。subpopulation における突然
変異頻度は、細胞集団の平均の誘発突然変異頻度からは想像もつかないレベルの変異の蓄積が
生じる、ということが起こりうる。そのため、具体的には、各細胞を様々な条件で成育させ、生
じる突然変異に変化が生じるか、さらに、放射線による変異誘発作用が細胞の生育条件によって
どのように異なるかを調べることを目指していく。 
 
３．研究の方法 
本研究では上述の課題に取り組むため、突然変異が
出現するまでの生育条件に着目し、放射線誘発突然
変異頻度を調べた。生育条件を変えることから、(1)
生育が早く、(2)遺伝子欠損株が容易に得られるため
関連遺伝子の特定が行いやすい、(3)いくつかの生育
条件での測定が容易であるモデル生物である大腸菌
を用いた。生育条件として、栄養条件を変えた時の生
育、抗生物質存在下での生育、また、細胞毒性物質発
現時の生育を調べた。これらの研究は、従来の均一な
細胞由来の放射線誘発突然変異生成メカニズムに加
え、新たな視点に立った細胞集団全体としての作用
を包含した放射線突然変異生成メカニズムの理解に
つながる。 
 
４．研究成果 
（１）異なる栄養条件における突然変異誘発 
X 線照射後の培養条件によって大腸菌野生株におい
て変異頻度が変化するかどうかを調べた。本研究で
は, 富栄養培地として一般的に用いられる培地の一
つである LB 培地を、生存に必要最低限の栄養しか含
まない最少培地として一般的に用いられる培地の一
つである M9 培地を用いた。 培地変異頻度の測定に
は、lacZ 遺伝子のリプレッサーとして働く lacI 遺伝
子に変異が生じ、炭素源として P-Gal を用いた最少
培地上で生育できるようになる変異体の頻度を調べ
た。変異頻度は X 線照射後 0 時間、2 時間及び 16 時
間、LB もしくは M9 培地で培養を行った後に調べた。培養
時間によらず変異頻度は線量依存的に増加することこと
から、観察される変異は X線で生じる DNA 損傷に由来する
ことが確かめられた (図１)。 
富栄養培地で培養を行った場合、照射後 2 時間で変異頻度が格段に高くなり、16 時間培養後は
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図 1. 大腸菌野生株における

突然変異頻度 
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0 時間培養と同程度の変異頻度になった(図１A)。一方、最少培地で培養を行うと、照射後 2 時
間の培養で同様に変異頻度が高くなったが、富栄養培地での培養に比べると変異頻度の増加は
少ないものであった。図 1で示された照射後の各培養時間における突然変異頻度の変化が、変異
した細胞の増殖速度に起因する可能性について調べるため、富栄養培地で異なる培養時間で生
じた変異細胞と非照射細胞の増殖速度を測定した。その結果、突然変異細胞と非照射細胞の間に
は大きな増殖速度の差は見られず、各培養時間で生じた変異細胞の増殖速度はほぼ一定である
ことがわかった。これらの結果は、照射後の栄養条件によって変異頻度自体が変化していること
を示唆するものである。 
変異誘発が照射後の培養条件に依存していることが明らかとなったため、照射後の生存率が変
異誘発にどのような影響をもたらしているのかを調べることを目的に、X線照射後の培養を 0時
間、2時間行った時の富栄養培地及び最少培地での生存率を測定した。その結果、X線照射直後
の生存率は培地依存性を示し、富栄養培地での培養により生存率が高くなることが明らかとな
った。一方で、照射後 2時間富栄養培地で培養した細胞の生存率を調べたところ、培地依存性が
消失することがわかった。また、照射後 2時間最少培地での培養を行うと、その後富栄養培地で
培養を行っても生存率の上昇には繋がらないことがわかった。これらのことから、X線照射後富
栄養培地で培養すると、細胞の生存率は増大する一方で変異頻度も増加することが示唆された。 
照射後 2 時間の富栄養培地での生育により得られる変異頻度の増大は、X線照射後に何らかの細
胞内応答が誘導されていることを強く示唆する。どのような細胞応答が関与しているのかを調
べるため、突然変異生成に関与すると考えられる遺伝子欠損株（SOS 応答に関与する lexA 遺伝
子、SOS 応答に加え相同組換えに関与する recA 遺伝子,ストレス応答制御に関わる rpoS 遺伝子
の欠損株）において、X線照射後富栄養培地及び最少培地で培養後、生存率及び変異頻度を調べ
た。生存率においては、lexA 欠損株, recA 欠損株では培地依存性は観察されなかったが、rpoS
では野生株と同様に培地依存性が観察された。一方で突然変異生成に関しては、lexA 欠損株, 
recA 欠損株, rpoS 欠損株のいずれの株でも変異頻度の増加は見られなかった。このことから図
１でみられる放射線によって非常に高頻度で誘発される突然変異は SOS 応答及び RpoS 応答に依
存するということがわかった。 
本研究で観察された X 線照射後の変異頻度増大の原因として、変異検出に用いた P-gal 最少培
地に細胞を播種した後、細胞の状態の違い(SOS 応答の発現と RpoS 応答の発現の有無)によって
突然変異頻度が変化するということが考えられる。SOS 応答と RpoS 応答の２つが必要な細胞応
答として adaptive mutation という機構があり、本研究で見られた栄養条件の違いにより変異
頻度が影響される現象も adaptive mutation が関与している可能性がある。本研究の rpoS 変異
株の結果から、照射後の富栄養培地中で生じる SOS 応答のみでは変異頻度は増大しないことが
わかっており、SOS 応答と RpoS 応答がともに発現することが変異頻度増大には必要であること
が示唆される。 
本研究により、X線照射後の栄養条件により突然変異頻度が大きく変わる現象を見出した。X線
照射後、SOS 応答の制御下の遺伝子群の発現に加え、P-gal 培地上で RpoS ストレス応答による細
胞の epigenetic な変化が生じ、放射線誘発変異の生じやすさにつながった可能性が考えられる。
我々の結果は、放射線変異誘発は細胞の栄養条件によって劇的に変化することを示したもので
ある。 
 
（２）抗生物質存による生育阻害条件下における突然変異頻度 
細菌に対する抗生物質は細胞壁合成阻害薬、タンパク質合成阻害薬、核酸合成阻害薬に大別され
ることが多く、細菌の成育の阻害をもたらす。本研究では、抗生物質により大腸菌の成育を抑制
した時に誘発突然変異頻度が影響を受けるかを調べた。抗生物質としては、細胞壁合成阻害薬の
一つであるアンピシリンを用いた。 
突然変異を調べるためには、細胞を完全には死滅させないアンピシリン濃度を知る必要がある。
まず大腸菌を様々な濃度のアンピシリンを含む LB 培地で 24 時間培養し、その後ラクトース最
少培地上で生育が可能となる lacZ 遺伝子の復帰突然変異の頻度を調べた。実際に検出する突然
変異は 11 塩基対の欠失である。アンピシリン処理すると、大腸菌の生存率は、アンピシリンが
ない場合に比べてアンピシリン濃度が 100µg/ml で 10-4程度、10µg/ml 以下の濃度では生存率は
ほとんど変化しなかった。アンピシリン濃度 10µg/mlで突然変異頻度を調べたが、アンピシリン
処理なしの場合と比べてほとんど違いが見られなかった。アンピシリン処理で突然変異誘発頻
度に差は見られなかったが、大腸菌は染色体上に-lactamase をコードする遺伝子を持ち、アン
ピシリン処理で-lactamase 遺伝子を含むゲノム領域を重複して適応するという報告もある。遺
伝子重複と突然変異誘発の関係性はよくわかっていないが、大腸菌の生育を阻害する条件下で
も突然変異の増加のみを起こす訳ではなく、他の様々な応答を使いこなして適応する可能性が
示唆された。 
 
（３）細胞毒性物質発現下における突然変異頻度 
枯草菌の sacB 遺伝子は levansucrase という酵素をコードする。この酵素はショ糖を加水分解
し、高分子のフルクトースポリマーであるレバンを合成する活性を持つ。レバンは細胞膜と外膜
との間の空間であるペリプラズムに蓄積し、大腸菌などのグラム陰性菌に対して細胞毒性をも
つことが知られている。本研究では、sacB 遺伝子を含むプラスミドを大腸菌に形質転換し、シ



ョ糖存在下で大腸菌を培養し、細胞毒性を生じさせた状態での突然変異誘発能を調べた。 
まず、ショ糖を含んだ LB培地で生育するコロニーから sacB 遺伝子を含むプラスミドを抽出し、
非照射 sacB 遺伝子で生じる変異と X 線照射(200Gy)した sacB 遺伝子の変異を調べた。突然変異
頻度は照射 sacB 遺伝子の方が非照射よりも 4倍程度高かった。続いて、非照射及び照射 sacB 遺
伝子の変異をシークエンシングで決定し比較した。その結果、非照射 sacB 変異体(n=67)のうち
点突然変異を生じているものは10株、欠失を生じているものは29株、DNA型転移因子(Insertion 
Sequence Element, IS)の挿入を生じているものは 28 株であった。それに対し、照射 sacB 変異
体(n=51)では、点突然変異を生じているものは 47株、欠失を生じているものは 4株、ISの挿入
を生じているものは 0株であった。これらの結果から、細胞毒性を生じさせた状態での突然変異
は X線照射の有無により大きく異なることが明らかになった。 
続いて、sacB 遺伝子を含むプラスミドを保有する大腸菌をショ糖存在下で培養し、ゲノム DNA
の変異頻度を調べた。観察する変異は、11塩基対(bp)の欠失によって lacZ 遺伝子機能を回復さ
せる復帰突然変異である。大腸菌を、ショ糖を含むもしくは含まない LB 培地で 16 時間培養し、
炭素源としてラクトースのみを含む最少培地で生じたコロニーの数を数えることで lacZ 遺伝子
の復帰突然変異頻度を調べた。その結果、ショ糖が含まれない培地で培養した場合、X 線照射
(400Gy)によって突然変異頻度に大きな変化は見られなかった。これは、照射後の LB 培地での
16 時間培養によって生育上不利なゲノム変化を起こした大腸菌が除かれたためだと解釈できる。
一方で、ショ糖を含む培地で培養した場合、変異頻度が 3 倍程度増大することが明らかとなっ
た。この結果は、細胞毒性をもたらす生育条件では、変異頻度自体の上昇だけではなく生育上不
利なゲノム変化を起こした大腸菌が除かれにくいことに起因するのかもしれない。この放射線
による変異頻度上昇に関するメカニズムに関しては不明であるが、今後各種の遺伝子破壊株を
用いて関連因子を特定するとともにシングルセルにおける全ゲノムシークエンスなどでゲノム
にどのような変化がどれくらい生じたかを明らかにし、変異生成の特徴やメカニズム解明に向
けて研究を進める予定である。 
 
以上、本研究により、生育上のストレスなどにより細胞の生理条件に変化が生じると、突然変異
頻度に変化が現れることが明らかになった。さらに、放射線照射により更なる突然変異頻度の増
加や突然変異のスペクトルの変化が見られた。一方で、突然変異頻度に大きな変化がない場合も
あり、細胞の生理条件や応答が複雑に関与する可能性が示唆された。これらの結果は、放射線突
然変異の誘発機構、さらには放射線による発がんメカニズム、及びその抑制に関する新たな示唆
を与えるものである。 
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