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研究成果の概要（和文）：高密度マイクロアレイを用いて原爆被爆者の親子127組についてコピー数変異(CNV)を調べた
。一人当たり約300個のCNVが検出された。11人の子供に見られた11個のCNVは親には認められず新規の突然変異だった
。このうち7個は欠失で、1個は約140kbの欠失、6個は5kb～30kbの小さい欠失だった。照射した精原細胞由来のF1マウ
スを用いたモデル実験で1Gyの放射線で誘発される欠失突然変異は約100ゲノム当たり1個、大きさは100kb以上であるこ
とが分かっている。今回の結果から、ヒトの放射線感受性はマウスの感受性と大きく違わず、放射線の遺伝的影響は従
来考えられているよりはるかに小さいと思われる。

研究成果の概要（英文）：We have analyzed a total of 127 mother-father-child trios using high-density 
microarrays. We identified about 300 copy number variants (CNV) per individual genome. Eleven CNVs 
observed in 11 children were not identified among the parents and were thought to be de novo germline 
mutations. Seven of the mutations were deletions; one was 140kb deletion but the remaining 6 were small 
deletions (5kb-30kb). Our model experiments on F1 mice derived from irradiated spermatogonia revealed 
that one deletion, which size is larger than 100kb, was induced among approximately 100 genomes per 1 Gy 
of radiation. The results of the current study on the offspring of the A-bomb survivors suggest that the 
radio-sensitivity of humans are not different from that of mice and the genetic risk of radiation maybe 
much smaller than currently estimated.

研究分野：分子遺伝学

キーワード： 原爆放射線の遺伝的影響　生殖細胞突然変異　アレイCGH法による突然変異検索　突然変異の分子レベル
の特徴
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１．研究開始当初の背景 
 
放射線被ばくにより生殖細胞に突然変異
が誘発されることは多くの動植物を用いて
明らかにされている。従って、原爆放射線が
被ばく者の子供に遺伝的影響を及ぼした可
能性は被ばく直後から懸念された問題のひ
とつであった。これまで放射線影響研究所
（放影研）では、出生時の異常や染色体異常、
ミニサテライト突然変異など種々の調査が
行われてきたが、いずれの調査においても親
の放射線被ばくの影響は検出されていない。 
ヒトの男性の遺伝リスクはマウスの特定
遺伝子座における実験結果に基づいている。
合計 36 の特定遺伝子座でのオスマウスの精
原細胞における突然変異誘発率は 1.08  0.3 
 105/遺伝子座/Gy と推定されている（2001
年 UNSCEAR レポート）。しかし、これらの遺
伝子の間には突然変異誘発に関して大きな
感受性の差がある。そこで我々は、一度にゲ
ノム当たり約1,000遺伝子座について調査し、
欠失型突然変異を検出できる DNAの 2次元電
気泳動法（DNA 2-DE）を開発した。Ｘ線照射
した精原細胞に由来するF1マウスDNAについ
て大規模な欠失型突然変異の検出調査を行
った結果、1,000 遺伝子座の１Gy 当たりの突
然変異誘発率は 0.17 ± 0.09×10-5/遺伝子座
/Gy となり、上記(2001 年 UNSCEAR レポート)
の約 1/5 となること、自然突然変異率は世代
当たり約 0.110-5であることが判明した。 
男性の場合と比較して、女性被ばくの動物
モデルには問題があった。その理由は、標的
細胞（未熟卵母細胞）が、マウスでは細胞死
に関して極端に放射線感受性が高く、放射線
照射すると卵子が枯渇してしまいメスが不
妊になり、F1が得られないからである。そこ
で我々はマウス以外の動物を模索し、ラット
が調査可能であることを見出した。そして
2.5 Gyのガンマ線照射時に未成熟であった卵
母細胞に由来する F1 ラットと対照群として
非照射の母親ラットに由来する F1、各々750
匹についての DNA 2-DE による突然変異の大
規模なスクリーニングを行った。合計 230 万
遺伝子座検査に相当するDNA断片を検索した
結果、照射群に 12 例、対照群に 13 例、合計
25 例の突然変異を検出した。しかし、そのほ
とんど（20例/25 例）はマイクロサテライト
に生じたものであり、欠失型突然変異は照射
群で 3例、対照群で 2例しかなかった。更に、
これらの突然変異でメス親に由来するもの
は、照射群では 3例中 1例、対照群では 2例
中 1例でしかなかった。この結果は、メス親
ラットに2.5Gy照射してもほとんど突然変異
は誘発されないことを示唆している。 
DNA 2-DE は現在では時代遅れとなり、それ
に代わる技法のひとつがマイクロアレイを
用 い た CGH 法 (comparative genome 
hybridization)である。この方法はコピー数
変異(CNV; copy number variations）を効率
よく検出できる。放射線により誘発される突

然変異は主にDNAの２本鎖切断に起因する遺
伝子欠失と考えられているので、アレイ CGH
法は放射線の遺伝的影響の研究に適した技
術である。１枚のガラススライドに 100 万個
以上のプローブ（プローブの長さは 50～70
塩基）を貼り付けた高密度(HD)マイクロアレ
イが市販されるようになった。こうしたマイ
クロアレイを用いた CGH 法は、小さい CNV ま
で効率よく検出できると考えられたので、
我々はNimbleGen社のマイクロアレイシステ
ムを導入し、マウスモデルを用いて技法の再
現性・精度の向上を行い、CGH 法を精度の高
い遺伝子欠失スクリーニング法を確立した。
この改良 CGH 法では、大きな変異は勿論のこ
と、小さな遺伝子欠失（3～5kb）でも高い確
率（偽陰性率 10%以下、偽陽性率 20%以下）
で検出できる。 
 
２．研究の目的 
 
原爆放射線の継世代影響は、ヒト生殖細胞
における自然発生および放射線誘発突然変
異の頻度が低いので、いまだ解明されていな
い。放射線により誘発される突然変異は主に
DNA の２本鎖切断に起因する遺伝子欠失と考
えられている。本研究では、高密度マイクロ
アレイ CGH 法によって、親の原爆放射線被ば
くが原因で、子供のゲノムに欠失型の突然変
異が生じたか否かを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 対象と試料 DNA：放影研の遺伝学調査で
は「血液提供と細胞株樹立」について書面に
よる同意書を得て両親と子供からリンパ芽
球永久細胞株(B-細胞株)を樹立している。こ
の内、片親が高線量被ばく者である 184 家族
の両親 368 人と子供 315 人； 父親が被ばく
者である 92 家族（平均被ばく線量 1.5 Gy）
158 人の子供、母親が被ばく者である 84 家族
（平均被ばく線量 1.3 Gy）157 人の子供、を
対象として選んだ。 
 ゲノムDNAは対象者から樹立したB-細胞株
より抽出した DNA を試料とした。DNA 試料は
個人情報管理者の監督下で連結可能匿名化
され、個々の試料にはバーコードタグが付け
られた。バーコード番号が以下の解析にも使
用され、両親の被ばく情報は実験担当者には
分らないように調査を行った。 
 CGH スクリーニングに用いた DNA は培養細
胞から抽出したものである。突然変異候補に
ついては培養していない白血球より抽出し
た DNA を用いて、突然変異が培養中に生じた
ものではないことを確認した。 
 
(2) マイクロアレイ CGH：アレイスライドに
は 140万個の同じプローブセットが 3か所に
貼り付けられていて 1枚で 3組の CGH実験が
できる、NimbleGen 社の 3×1.4M tiling アレ
イスライドを用いた。 



CGH 実験は Roche NimbleGen 社の標準マニ
ュアルに従って行った。対象 DNA の一方を緑
色の蛍光色素 Cy3 で、もう一方の DNA を赤色
の蛍光色素 Cy5 で標識した。45°Cで 72 時間
のハイブリダイゼーション後、未反応の DNA
を除去した。アレイスライドを乾燥し MS200
マイクロアレイスキャナーを用いて、2 μm
の解像度で励起波長 532 nm と 635 nm の 2 波
長同時読み取りを行った。1 枚のスライドに
ついて連続して 5回蛍光強度を測定した。な
お、CGH 実験は標識に用いる蛍光色素を相互
に交換して、1 組について 2 回の実験を行う
「Dye-swap 法」を採用した。 
NimbleGen 社アレイ CGH 解析ソフト(DNA 
Segment：NimbleScan V2.5)を用い、Cy3 と
Cy5 の蛍光強度の log2値を算出した。個々の
プローブのlog2値より対象DNAのコピー数を
推定した。 
 
(3) 突然変異の確認と由来親の推定：子供に
突然変異の候補が検出された場合は、候補領
域に PCR プライマーを作製し、定量 PCR 
(qPCR)によって、その子供と両親のコピー数
を検討し、確認を行った。欠失あるいは重複
の切断点における塩基配列の決定を行い、突
然変異のメカニズムについても検討した。 
 突然変異が検出された親子については次
世代シークエンサーを用いた全エクソン配
列解析を行い、突然変異の周辺に位置する一
塩基多型(SNP)情報を得た。この SNP 情報に
基づき、突然変異の由来親についても調べた。 
 
４．研究成果 
 
(1) CGH 方法の検討と日本人集団における
CNV の推定：アレイ CGH 解析では特定の個人
の DNAをリファレンスとして検査対象 DNAの
コピー数変異領域(CNV)を検出する。最初に
この標準的なCGH解析法で調査対象日本人集
団に高頻度で存在するCNVのデータベース化
のために 30 組の親子について解析を行った
（5 組は 1 人のヨーロッパ白人 DNA、25 組は
1人の日本人 DNA をリファレンスとした）。白
人DNA をリファレンスとした場合には1人当
たり 500〜600 個の CNV が検出されたが、そ
のうちの約 200 個は 5 家族の両親 10 人すべ
てに認められたので人種間差によるCNVと考
えられた。１人の日本人の DNA をリファレン
スとして実施した 25 組のトリオの CGH デー
タを解析したところ、1人につき約 350～450
個の CNV が検出された（図 1）。免疫関連遺伝
子領域や性染色体に位置するCNVを除いても、
50 人の親に、2,745 種類に分類できる合計約
26,000 個の常染色体 CNV が検出された。 
次に、より効率よく突然変異を検索するた
めに、特定個人のDNAをリファレンスとするの
ではなく、２家族を1組として、父/父、      
母/母、子/子（同性）を組み合わせたCGH解析
を試みた。この方法でも、従来の特定個人の
DNAをリファレンスとする方法と同様の精度、

再現性でCNVを検出できた。この家族間アレイ
CGH解析方法は、1枚のアレイを用いたCGH実験
で２家族のDNAサンプルの解析ができるので
効率が2倍になる。この方法は特定リファレン
スに対して全てのCNVを検出する目的には適
さないが、親子間でのCNVを比較して突然変異
を検出する我々の目的には効率的で優れてい
る。この方法を用いて残りの父･母･子（トリ
オ）の解析を行った。この方法では、高い解
析精度を維持するため、CGH実験はDye-swap
法によって行った。 
 

 
図 1．日本人 1 人当たりのゲノムに認められ
た CNV 数：この図は 10 組の家族(#6-#15)の
両親のゲノムに認められた CNV の数 
 
(2) 新規突然変異の検出と確認：高頻度の多
型CNVは突然変異の候補とはしなかった。子供
に検出されたCNVを両親のCNVと比較検討し、
子供にだけ存在するCNVを突然変異候補とし
た。検出された突然変異候補の1例についての
CGHパターンを図2に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．検出された突然変異候補の一例。上段
が変異、下段が正常の CGH パターン。 
 
図 2に示した新規突然変異候補について両
親と子供の DNA について qPCR を行い対象領
域の遺伝子コピー数を測定した(図 3）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3．qPCR を用いた遺伝子コピー数の家族調
査：右 3列が子供に突然変異が検出された家
族：子供は中央赤矢印、左が父、右が母。図
縦軸は推定遺伝子コピー数を示している。 
 
qPCR の結果、両親は２コピーで子供は１コ
ピーであり、この例は欠失突然変異と判定さ
れた。解析した 127 家族に検出された 30 例
の突然変異候補について qPCR を用いた家族
調査の結果、11 例が新規突然変異であった。
11 例の突然変異のタイプと生じた染色体番
号、変異の大きさを図 4にまとめた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4．検出された新規突然変異の特性 
 
現在までにマウスを用いた放射線の遺伝
的影響調査で検出した 30 数例の欠失突然変
異の分子レベルでの詳細な解析から放射線
誘発遺伝子欠失は大きさが 100kb 以上、切断
点の塩基配列には類似性が無いことが分か
っている。被ばく者の子供に検出された欠失
突然変異は 7 個の内 6 個が 30kb 以下の小さ
なもので、自然突然変異と考えられる。 
 我々ヒトゲノムには、先祖の代に起きた欠
失あるいは重複突然変異を蓄積したCNVが個

人ごとに異なるものの、約300個も存在する。
動物モデル実験の結果と併せて考えると、
1Gy の放射線で誘発される遺伝子欠失はゲノ
ム当たり 1個に満たず、放射線の遺伝的影響
のインパクトは、従来考えられているものよ
りはるかに小さいことが示唆される。 
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