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研究成果の概要（和文）：　細胞死などに有意な変化を検出できない0.1ｍGy-100mGyといったごく低線量の放射線照射
による細胞応答について、定量PCR法を用いて遺伝子発現変化を調べた。その結果、神経細胞芽腫NB-1細胞において、p
53やMnSODなどの遺伝子発現が有意に変化することが明らかとなった。また、ミトコンドリアDNA突然変異を従来のRFLP
法とSSCP法、および新しい方法であるTaqMan probeを用いた方法で比較検討した。その結果、TaqMan probeを用いた方
法が、最も簡便に、かつ従来法より再現性良く突然変異を検出できることがわかった。

研究成果の概要（英文）：  The cell response of low dose (0.1-100mGy) irradiation was investigated. Quantit
ative PCR  was carried out whether specific gene expression change or not. As a result, 0.1 to 100mGy irra
diation, that dose do not affect apoptosis ratio significantly, cause specific gene expression change such
 as p53, MnSOD in neuroblastoma cell line NB-1. Furthermore, to detect mitochondria DNA mutation, RFLP, SS
CP and TaqMan based QPCR was performed. As a result, The TaqMan probe method was the easiest and most repr
oducible among them.
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様 式 ＣＦＺ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 細胞に対する放射線影響は、染色体異常、
器官形成異常、細胞死等様々な指標を用いて
解析がなされてきたが(1,2)、それらのほとん
どは 1 Gy 以上の照射が必要であり、微小線量
放射線の影響を解析するのは困難であった。
近年、この解析の第一スクリーニングとして
DNA マイクロアレイ解析が用いられるように
なってきた。この手法を用いれば、放射線に
対する細胞影響を遺伝子発現の面から網羅的
に解析することが可能である。しかしながら、
現在までに行われている DNA アレイを用いた
放射線による影響の研究は、比較的高線量で
行われていることが多く(3-5)、 低線量での
放射線影響、特に遺伝子発現変化についての
報告はきわめて少なかった。さらに、DNA ア
レイ法では遺伝子発現を網羅的に解析するこ
とは可能であるが、個々の遺伝子発現変化の
解析では、定量 PCR による解析の方が再現性、
感度ともに高い。 
 
 申請者らはまず、ヒト神経前駆細胞 NHNP を
用いてミトコンドリアDNA (mtDNA) deletion、
脂質過酸化、核 DNA 断片化のエンドポイント
を探ったところ、0.5Gy 以上であった。次に、
上記実験の結果より最小線量の0.5 Gyおよび
それ以下である 0.1 Gy の X線を照射し DNAマ
イクロアレイ法を用いて 2400 個の遺伝子発
現変化を調べた結果、非照射群に比べ 0.5 Gy
照射では 398 個、0.1 Gy 照射では 566 個が 5
倍以上または 1/5 以下に変化している事が明
らかとなった。さらに、予備的に 2 万個の遺
伝子が載った DNA マイクロアレイを用いてヒ
ト神経芽細胞腫 NB-1細胞における 0.1, 1, 10, 
100 mGy 照射後の遺伝子発現変化を調べたと
ころ、非照射に比べて有意に発現の変化する
遺伝子があることを見いだした。 
 
 近年になって、正常繊維芽細胞において 20 
mGy の照射に対する遺伝子発現を調べ、細胞
骨格構成因子や、細胞間シグナル因子の発現
変化がみられたという報告がなされたが(6)、
今回行おうとするようなごく低線量の照射に
よる遺伝子発現変化の報告はなされていなか
った。 
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２．研究の目的 
 
 本研究は、0.1mGy から 100mGy といった低
線量放射線（X 線）照射による細胞応答メカ
ニズムを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 ・定量 PCR を用いた低線量照射による遺伝
子発現変化の検討 
 
 低線量放射線の影響を明らかにするために、
ヒト神経芽細胞腫を培養し、細胞に 0.1−
100mGy の放射線を照射した後細胞を回収し、
RNA を抽出した。抽出した RNA を逆転写後、
予備的な DNA アレイ法による実験で変化した
遺伝子について、定量 PCR 用の Primer を設計
し、SYBR Green を用いた定量 PCR を行った。 



 
 ・RFLP, SSCP, TaqMan Probe を用いた DNA
突然変異の検出 
 
 RFLP, SSCP, TaqMan Probe を用いた方法に
より、突然変異が起きると重篤な症状を示す
ミトコンドリア DNA (mtDNA)突然変異である
A3243G の変異の検出を試みた。 
 
1) RFLP 法による突然変異の検出 
 
 野生型mtDNAおよび突然変異型mtDNAをもつ
DNA と、以下の primer を用い 0-100%の突然変
異を持つ PCR 断片を増幅した。 
Forward primer 
 5’- AGGACAAGAGAAATAAGGCCT-3’ 
Reverse primer 
 5’- CACGTTGGGGCCTTTGCGT-3’ 
増幅した PCR 断片を精製後、制限酵素 ApaI で
処理し、突然変異率ごとに電気泳動した。電
気泳動後、バンドの強さを測定し、標準曲線
を作成した。 
 

 
 
  図 1 RFLP による突然変異の検出 
 
2) SSCP による突然変異の検出 
 
 RFLP と同様に、野生型 mtDNA および突然変
異型 mtDNA をもつ DNA と、以下の primer を用
い 0-100%の突然変異を持つ PCR断片を増幅し
た。 
Forward primer 
 5’- AGGACAAGAGAAATAAGGCCT-3’ 
Reverse primer 
 5’- CACGTTGGGGCCTTTGCGT-3’ 
増幅したPCR断片にホルムアミドとNaOHを加
え、熱変性後、Elchrome 社の GMA ゲルで電気
泳動し、SYBR Gold で染色後、バンドの強さ
を測定し、RFLP と同様に標準曲線作成した。 

 
 
  図 2 SSCP による突然変異の検出 
 
3) TaqMan probe を用いた突然変異の検出 
 
 野生型 mtDNA および突然変異型 mtDNA をも
つ DNA と、以下の primer、TaqMan probe を用
い 0-100%の突然変異を持つ PCR断片を増幅し
た。 
Forward primer 
5’-CACCCAAGAACAGGGTTTGTTAA-3’ 
Reverse primer 
5’-GTTGGCCATGGGTATGTTGTTA-3’ 
 
TaqMan probe to detect wt mtDNA 
5’-VIC- ATGGCAGAGCCCGG-MGB-3’ 
TaqMan probe to detect mut mtDNA 
5’-FAM- TGGCAGGGCCCGG-MGB-3’ 
 

 
 図 3 TaqMan probe を用いた突然変異の検出 
 
 PCR 後、得られた Delta Rn の値から直線部
を取り出し、その角度より突然変異率の標準
曲線を作成した。 
 
４．研究成果 
 
 定量 PCR の結果、神経細胞芽腫 NB-1 細胞に
おいて、低線量の放射線照射によって Cyp40, 
MnSOD, p53 をはじめとする遺伝子発現が有意
に変化することが明らかとなった。 
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図4 低線量放射線照射による遺伝子発現変化 
       (一部抜粋) 
 

 
 また、ミトコンドリア DNA 突然変異を RFLP
法、SSCP 法、TaqMan probe を用いた方法の 3
つで検出を試みた。その結果、TaqMan probe
を用いた方法が、最も簡便で、再現性良く突
然変異が検出できることがわかった。 
 
a) 

 
b) 

 
 
図 5 TaqMan probe による突然変異率標準曲線 
 
 以上より、低線量放射線照射に応答して発
現が変化する遺伝子の存在が明らかとなり、
また DNA 突然変異を簡便かつ高感度で検出す
る系を確立できた。 
 
５．主な発表論文等 
 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔雑誌論文〕（計 0件） 
 
〔学会発表〕（計 0件） 
 
〔図書〕（計 0件） 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 0件） 
 
○取得状況（計 0件） 



 
 
〔その他〕 
ホームページ なし 
 
 
６．研究組織 
 
 研究代表者 富田 和男 Kazuo Tomita   
顎顔面放射線学 助教 
 
 研究者番号：60347094 
 
 
 


