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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は，培養細胞に放射線１グレイが照射された際にDNA損傷（DNA変異）
がどれほど残存するのかを算出することである。1グレイ照射によって１細胞には全ゲノム中に４０ ~ ５０個二
本鎖切断が発生すると考えられているが，それらの二本鎖切断は細胞の修復機構によって修復され，実際に後世
に残存する変異数は不明である。
　一塩基置換（single nucleotide variation）数検索において，３グレイ照射群２細胞，非照射群３細胞の比
較を行ったが，その差はない。解析対象が少ないがSNVにおいては，少なくとも10個以上細胞に残存することは
なさそうである。欠失数は，解析途中である。

研究成果の概要（英文）：  The purpose of this study is to calculate how much DNA damage (DNA 
mutation) remains when cultured cells are irradiated with 1 Gray of radiation. It is believed that 1
 gray irradiation causes double-strand breaks in 40 ~ 50 DNA in one cell whole genome, but those 
double-strand breaks are repaired by the cell's repair mechanism and the actual number of mutations 
retained in one cell is unknown.
  In the single nucleotide variation number search, 2 cells in the 3 gray irradiated group and 3 
cells in the non-irradiated group were compared, but there was no difference. Although the number of
 analyzed targets is small, it is unlikely that at least 10 or more single nucleotide variation will
 remain in one cell. The number of deletions, which is the most interested kind of mutation, is in 
the process of being analyzed.

研究分野：分子遺伝学

キーワード： DNA変異　一塩基変異　欠失　放射線　残存変異
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により放射線１グレイ当たりの細胞に残存する変異数が算出できれば，放射線照射を受けた際の，当該
部位での腫瘍形成および次世代への影響（遺伝的影響）の確率が計算できるはずである。腫瘍形成においては幹
細胞の数，遺伝的影響においては性腺での修復能など，さらなる考慮すべき点は残るものの確率計算のための基
本値が取得できたことになる。
　これまで，基本量と考えられる「放射線１グレイ当たりの細胞に残存する変異数」が不明なことが問題であ
り，本研究によって放射線の影響を定量的に議論できる基盤情報を提供することに意義がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 放射線照射によって，急性障害，慢性障害と様々な健康被害が出現する。放射線による影響の

うち，晩発性に発生する腫瘍発生や後世への遺伝的影響については，特に長崎・広島の原爆被ば

く者の疫学調査の結果をもって算出されている。つまり，照射量と最終出現健康被害の発症頻度

によってのみ関連付けられ，その途中の細胞内の変異，細胞の反応等から積み上げられて説明・

計算された数値ではない。その結果として，疫学上発症率に差がでない 100 mSv 以下の被ばく
線量でのがん発症率は計算できない。また，遺伝的影響について（被ばく二世への影響について）

は，結論が出ていない状況である。 
 分子遺伝学の立場から被ばくを考えると，晩発性障害は，放射線によって細胞に導入される変

異が原因であるに違いないと思われるが，その変異数も正確には分からず，リスク計算ができな

い状況である。しかし，近年，次世代シークエンサー登場によって，個々の細胞からある程度の

量の DNA さえ入手出来れば，全ゲノム内の変異数が検出可能なほどの技術的な進歩があった。
次世代シークエンサー技術を活用して，放射線照射によって細胞に導入される変異数という「基

本統計量」を算出すれば，計算値として腫瘍発生確率や遺伝的影響確率が算出できる，つまりリ

スク計算ができると考えたのが本研究の背景である。 
 
 
２．研究の目的 

 本研究の目的は，培養細胞に放射線１グレイが照射された際に細胞に残存する DNA 損傷
（DNA変異）数を算出することである。一般的に 1グレイ照射被ばくによって１細胞には４０
〜５０個の二本鎖切断が DNAに発生すると考えられている。ただ，それらの二本鎖切断は細胞
の修復機構によって修復され，晩発性障害に関与するであろう“細胞に残存する変異数”は不明

のままである。本研究では，培養細胞において１グレイ当たり，１細胞当たりに導入される変異

（一塩基置換，欠失など）を算出するのが目的である。 
 本研究が達成出来れば，線形モデルの適用を容認するなら 100 ミリグレイ以下の少量の放射
線照射による場合でも，細胞に導入される変異数が計算可能となる。それらの基礎数値データの

もとで，人体の細胞数，幹細胞の数，性腺での変異修復機構などを考慮した上で，ある値の照射

線を浴びた際のリスクを，計算可能とすることが期待できる。 
 
 
３．研究の方法 

（１） 正常に近い不死化線維芽細胞（TERT遺伝子により不死化されているBJ1-hTERT）を培養

し，放射線非照射，放射線照射１グレイ照射，３グレイ照射，６グレイ照射群の４群を作成

し，希釈分散培養し単一細胞からコロニーを形成させクローン化し，各クローン細胞を培

養後に次世代シークエンサー（NGS）解析のために充分量のDNAを得た。 

（２） クローン化してDNA抽出した数は，非照射群10，１グレイ照射群10，３グレイ12，６グ

レイ20細胞である。 

（３） 得られた DNA を用い，一分子長鎖解読次世代シーケンサー（Long Read New Generation 

Sequencer: LR-NGS）によりDNAの構造解析を行った。LR-NGS は，ゲノム支援事業で１グレ

イ照射３クローンと３グレイ照射２クローン，外注で６グレイ照射の２クローン，合計７

クローン分の塩基配列情報を PacBio社のSequelII の HiFiモードで取得した。 

（４） PacBio社のSequelII で LR-NGS解析対象とした７細胞は，OxforNanopore社の

PromethION でもLR-NGS情報を得た。別機器でのLR-NGS情報取得，機種比較のために実施し

た。 

（５） PacBio社のSequelII でLR-NGS解析対象としたうちの１グレイ，３グレイ照射の５クロ

ーンは，短鎖解読次世代シーケンサー（Short Read Next Generation Sequencer: SR-NGS）



によってもDNA塩基配列情報を取得した。 

（６） 一塩基置換変異，欠失等の大きな構造変異など，非被ばく線維芽細胞間，放射線被ばく

線維芽細胞間，非被ばく細胞と被ばく細胞間での比較検討を行い，放射線被ばくによって

惹起される変異率を算出する。 

 

まずは，解析手法の技術的な流れを確立するために SR-NGS の解析から開始した。Burrows-

Wheeler Aligner (BWS) で参照配列上にマッピングし，参照配列とは異なる部位を全て抽出し，

少なくとも2細胞間で共有される変異は，放射線に無関係な事前の培養時に導入された変異であ

るとして観察対象から取り除した。両方向のリードが存在すること，read depth が読み込んだ

平均depth と大きくずれないことなどで観察対象変異部位を絞りながら，各クローン固有の変

異を抽出した。各クローンに特有として抽出された変異は，再度別法によって，その存在の確認

および variant allele frequency を確認して放射線照射直後の損傷なのかあるいは，その後

の分裂時の損傷なのかを区別する必要があるが，現状ではその確認まで至っていない。ただし，

NGSで変異と判断したものは，Integrative Genomics Viewer (IGV) で確認することで，本当に

変異なのか情報解析時のエラーなのかの推測がほぼ可能なので，結果の推測，議論は可能である。 

 放射線特異的変異の解析作業を進める中で，本実験で使った BJ1-hTERT 細胞がそもそも一個

体（ヒト）に由来するクローン細胞であるので，培養によってクローン化した細胞がどのような

系譜の細胞なのかを系統樹（phylogenetic tree）で可視化することが可能であることに気付い

た。各細胞にある細胞提供者に由来する personal変異と各細胞に固有に入った変異を抽出して，

細胞系譜を明らかにすることで，培養細胞によって実験することの良否，注意点を明らかにする

作業も実施している。 

Short NGS データを用いた上記の解析フローは，HiFi modeシークエンス情報における １bp

〜数十bp の小さな欠失や大きい範囲の欠失等の LR-NGS 構造解析にも同様に適用できる。本研

究では，放射線によるDNAの二重鎖切断の修復後に残存する欠失を観察対象とすることに主眼を

おいているため，PacBio社の HiFi mode と OxfordNanopore社の PromethION 解析から得られ

る情報解析が行われるべき解析である。こちらの解析は，現在進行中である。 

 

 

４．研究成果 

 解析フローの確立のために SR-NGS のデータ解析から開始した。さまざまな条件をつけてフィ

ルタリングし，変異の存在が確実視される部位だけに特化して解析対象とした。short read NGS 

のデータを取得した５細胞間の各ペア間で共通の変異は，放射線照射される前から存在した変

異として解析対象から取り除き，各細胞に特有の変異だけを数えた。NGS 情報処理だけで各細胞

に 15〜40 個程度であった（まだ，キャピラリーシークエンスによる再確認をしていない）。つ

まり，放射線によって導入された変異と，各細胞が系統分岐した後に自然導入された変異の合計

数である。各細胞でのそれらの変異は２倍程度の差があるが，非照射群と３グレイ照射群に目立

った差は認められない。つまり３グレイ程度の放射線照射では，一塩基置換に関しては細胞にそ

れほど多く導入されることはないと考えられた。解析数が少ないため，解析数を増やして統計的

に差があるかを検討する必要があるが，少なくとも細胞培養自体によって導入されてくる一塩

基変化の 10 倍以上が出現することはないようである。一塩基置換の数自体は，放射線照射とは

関係なく多様で，元のクローンからの分岐数が大きく異なる可能性が考えられるため，まだ塩基

データを取得していない細胞の short read NGS データを取得して，系統樹を各方向で研究を進

めている。結果によっては，培養細胞を用いた実験の限界を示すことになりうるため，慎重に解

析を進めている。 

 今後は，正確な欠失数を解析するために HiFi read の解析を実施していく。HiFi read では，

SR-NGS で解析した SNV も含めて解析し，放射線照射によって１細胞に導入される欠失数の基本

値を算出する。放射線による DNA 障害は，欠失が多くなると考えられ HiFi read データを用い

た解析以外では検出できないため，当初の目的を達成するために，情報解析を進める。  
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