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研究成果の概要（和文）：　DNA損傷を評価する際に従来の一対のプライマーに代わり二対のプライマーを使用
したところ検出感度が上昇した。
次に生細胞の評価法の検討を行なった。ウシの全血にガンマ線を照射した後にDNAを精製しリアルタイムPCRによ
り線量の評価を行った。血液からのDNAについてもPCRを阻害する損傷が残ることが示され被ばくした方からの血
液を採取した場合についても本手法が適用できることが示された。
　さらに、デジタルPCR法の適用による誤差の低減を検討した。デジタルPCR法では原理的には1分子のDNAの違い
を検出でき高精度な解析が可能である。得られた結果から従来のリアルタイムPCR法と比較して誤差が低減し
た。

研究成果の概要（英文）： Two pairs of primers were used instead of the conventional pair of primers 
when evaluating DNA damage. The detection sensitivity was increased.
Next, the evaluation method of living cells was examined. After irradiating whole bovine blood with 
gamma rays, DNA was separated and purified, and the dose was evaluated by real-time PCR. It was 
shown that DNA collected from blood also had damage that inhibits PCR, and that this method can be 
applied to cases where blood was collected from exposed persons.Furthermore, the reduction of error 
by applying the digital PCR method was examined. In principle, the digital PCR method can detect the
 difference in DNA of one molecule and enable highly accurate analysis. From the obtained results, 
it was shown that the error was reduced as compared with the conventional real-time PCR method.

研究分野：分子放射線生物学

キーワード： 線量評価　qPCR　デジタルPCR　DNA損傷　緊急被ばく

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではPCR法に注目し、DNA鎖切断量を指標とした吸収線量の新規評価法を開発し実用化を目指した。本研究
期間で、評価精度及び感度の向上が達成できた。また、緊急被ばく時に被ばくされた方から血液採取を行い、血
液中のDNAの解析による被ばく線量を評価することが可能であることも示した。
生体試料を対象として被ばくした放射線量を評価するためには、迅速に、大量のサンプルを処理可能であるこ
と、熟練した技術を必要としない手法であることが求められる。本研究で得られた結果はこれらの課題を解決す
るために重要である。

※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 
福島第一原子力発電所の事故以降、原子力技術や放射線を利用した産業や医療などの現場にお

いて、放射線安全・管理技術の確実な実施および向上が求められている。現在、放射線安全・管

理のために、放射線量のモニタリングを目的として半導体式線量計や OSL線量計、ガラスバッ

ジなどが実用化されている。これらの技術の原理は物理反応や化学反応を用いたものである。一

方で、放射線による生体影響の要因は、DNA を中心とした生体分子の損傷、特に修復が困難で

ある DNA二本鎖切断が主であると考えられている。米国研究評議会（NRC）内の放射線影響研

究評議会の BEIR-VII 報告書では、放射線発がんの機序として DNA 損傷(特に DNA 二本鎖切

断)起源の突然変異説が採用されている。そこで申請者らは、DNAを素材にした電離放射線の吸

収線量の評価を行う手法の研究を実施してきた。 

申請者らは、2011年度から科研費を活用し、リアルタイム PCR（Real-Time Polymerase Chain 

Reaction）を用いた DNA鎖切断収量を指標とした吸収線量の新規評価法について検討を進めて

きた（図１参照）。リアルタイム PCRとは、極めて微量な DNA溶液から特定の DNA断片（数

百から数千塩基対）だけを選択的に増幅させ、初期の鋳型 DNA量を評価する手法である。本研

究はこれを被ばく線量測定に応用するというものであり、ポリメラーゼ連鎖反応による増幅率

がサンプルの鋳型 DNAの量に比例することに着目し、未損傷の鋳型 DNA の量すなわち DNA

の損傷量を評価するものである。2011年度から開始した第 1ステップの基礎的研究では、数 Gy

領域のガンマ線の吸収線量の増加に伴って、DNA合成効率が低下していることを明らかにした。

この DNA合成効率の低下は、鋳型 DNAに生成した損傷や鎖切断に起因すると考えられる。 

 さらに、2015 年度から開始した第 2 ステップの研究では、線種すなわち LET(線エネルギー

付与)が異なるガンマ線および粒子線による DNA 損傷の収量が異なることを本手法で検出でき

ることを明らかにし、線量評価に向けた成立性を高めてきた。 
 
２．研究の目的 
(研究の全体構想)本研究はポリメラーゼ連鎖反応(PCR)を用いて、放射線による DNA 損傷を指

標として、緊急被ばく時の吸収線量の評価を行うものである。従来の物理・化学反応を用いた被

ばく線量測定手法と原理的に異なり、生体影響の要因となる DNA 損傷に基づく評価手法であ

る。線質の異なる放射線が混在した状況であっても、DNA損傷に基づいて被ばく量の評価を可

能にする、これまでになく新しい手法の確立を目指す。 

(本研究の具体的な目的) 

①PCR により細胞中の DNA 鎖切断収量を推定する検討、②実際の放射線作業の現場環境で求

められる低線量放射線(mGyレベル)での評価が可能な方法の検討(感度の向上)、③得られた成果

を踏まえ、DNAを用いた被ばく線量測定手法を確立し、緊急被ばく時の線量評価に資すること

を究極的な目的としている。 

 
３．研究の方法 
項目① PCR により細胞中の DNA 鎖切断収量を推定する：血液に放射線を照射し、血球中の

DNAを対象とした評価を行う。またデジタル PCR (QuantStudio 3D)を用いて、DNAの損傷分

子数を評価する。これにより感度の上昇が期待される。 

項目② ウシ血液から抽出された DNAの解析を行い、緊急被ばく時での適応の可能性を調べる。 

 



４．研究成果 

1)感度向上についての検討 

 リアルタイム PCRでは、通常、1対のプライマーを用いて最大 200bpの領域を増幅する。リ

アルタイム PCR の本来の目的である遺伝子発現量解析のためには 200pb 程度の増幅領域で可

能であるが、本研究の鋳型 DNAの損傷を評価する目的としては、感度は増幅領域に比例すると

考えられ、感度向上のために増幅領域の拡大が求められる。そこで通常では一対のプライマー

(シングルプライマー)を使用するところ、 二対のプライマー(マルチプライマー)を使用すること

で PCRの増幅領域を拡大することを検討した(図 1)。 

TE緩衝液に出芽酵母S288cのURA3領域 (804 bp)のDNAを 0.01 ng/μlとなるよう調製し、

ポリプロピレン製の 0.5 ml チューブに 200 μl封入した。大阪大学産業科研究所コバルト 60照

射施設のガンマ線(LET: 0.2 keV/ μm)を 0.1 - 1 Gyまで常温で照射した。照射したサンプルを鋳

型 DNAとして PCRを行った。PCRは, Bio-Rad社のMini-Opticon(CFD-3120)を使用した。

プライマーとして 236bpの領域を増幅するプライマーと、さらに下流側に 193bpの領域を増幅

する 193bpの領域を増幅するプライマーを用いる場合(マルチプライマー)と比較した。 

ガンマ線を照射した場合の未損傷鋳型 DNA 量の変化を図 2 に示す。吸収線量の増加に伴っ

て未損傷鋳型 DNAの量は減少することが示された。さらにマルチプライマーを用いた場合、一

つのプライマーを用いた場合よりも未損傷の鋳型 DNAの量が減少することが示された。これは

PCRの増幅領域が拡大したことにより、DNA損傷を評価する範囲が広がった結果として、感度

が向上したことを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 シングルプライマーとマルチプライマーの増幅領域 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2  シングル、およびマルチプライマーを用いた PCR 鋳型 DNA 量の吸収線

に対する未損傷鋳型 DNA量(サンプル数 N = 6) 



2) 生細胞の評価法の検討 

被ばく患者からの血液を採取し、PCR による DNA 損傷を評価することの成立性を検討する。

ウシの全血にガンマ線を照射した後に DNA を分離・精製しリアルタイム PCR により線量の評

価を行った。 

ウシ全血液(日本生物材料センター)200μl に対し、大阪大学産業科学研究所のコバルト 60 線

源を用いてガンマ線照射を行った。照射後、QIAamp® DNA Mini Kitを用いてゲノム DNAを精

製した。TE 緩衝液(pH8.0)により濃度 10.0μg/μl に希釈したサンプルに対し、リアルタイム PCR

を行った。ウシに普遍的に存在するシトクロム C 遺伝子 CYCS の一部分を、以下のプライマー

CYCS1F、CYCS1Rを用いて増幅した。 

CYCS1F (forward)：GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCA 

CYCS1R (reverse)：CTAGAAAAGTGTAAGACCCGTAATATAAG 

 

 ウシ全血液にガンマ線を照射したのちの DNAについての、未損傷鋳型 DNAの解析結果を図

3に示す。PCRにより増幅させたモデルの DNAを対象としたこれまでの結果(図 2)と同様、ウ

シ全血液から抽出した場合の未損傷鋳型 DNA についても、吸収線量の減少に伴って減少した。

血液から採取した DNAについても、PCRを阻害する損傷が残ることが示された。この結果は、

被ばくした方からの血液を採取した場合についても本手法が適用できることを示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図 3  ウシ血液に対してガンマ線を照射しリアルタイム PCRで解析を行った結果(N=6)。 

 

3) デジタル PCR法の適用 

デジタル PCR法とは DNA一分子についての PCR反応を同時に数万回の反応を行い、増幅の

有無からサンプル中の DNA分子数を絶対定量することができる分子計数法である。原理的には

1分子の DNAの違いを検出可能であるため、本研究に適用した場合、高精度な解析が可能であ

ると考えられる。 

 TE緩衝液に URA3遺伝子領域(804 bp)の DNAを 0.01ng/ μlとなるよう溶解したものを DNAサ

ンプルとした。DNAサンプルをポリプロピレン製の 0.5ml チューブに封入したものに、大阪大

学産業科学研究所コバルト 60照射施設のガンマ線(LET: 0.2 keV/ μm) を 0.05 - 10 Gy まで常温で

照射した。照射したサンプルの容量は 200μl である。照射したサンプル(1.8μl)について、
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QuantiStudio 3D Digital PCR システムを用い、TaqMan プローブ法により約 200bp の領域に対し

PCRを行った。 得られた結果から未損傷鋳型 DNAの分子数(n/μl)を評価した。 

 結果を図 4 に示す。ガンマ線の吸収線量の増加に伴って、未損傷 DNA 分子数が減少すること

が確認できた(0.1 Gy の場合を除く)。従来のリアルタイム PCR 法と比較して、誤差が低減する

ことが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 デジタル PCRによる URA3領域に対する未損傷鋳型 DNAの評価(N=3)。 
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