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研究成果の概要（和文）：本研究では、放射線が生物の次世代への遺伝子変異に及ぼす影響を明らかにするた
め、小型げっ歯類アカネズミを指標生物として、遺伝子解析手法の確立および解析を行った。解析手法では、ア
カネズミのゲノム配列から特に重要な領域であるエクソン配列を多く解析できるよう手法を確立した。この解析
手法を用いて、サンプル数が少なく予備的ではあるが2012,13年に集められたサンプルについて解析を行ったと
ころ、放射線汚染地域および対照地域において次世代への変異率に変化は見られなかった。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the effect of radiation on gene mutation in the next 
generation of organisms, we established and analyzed gene analysis methods using the large Japanese 
field mice as bio-indicator. In the analysis method, we established a method to analyze larger 
number of exon sequences, which is a particularly important region, from the whole genome sequence 
of the field mice. Using this analysis method, preliminary analysis was performed on samples 
collected from 2012 to 2013. The mutation rate to the next generation in mice showed no significant 
difference from radiation contaminated area and control area.

研究分野：分子生態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線はDNAに変異を起こすため、変異が生殖系列で起きた場合、その影響は直接次世代へ継承される。また、
放射線によるDNA変異はランダムに起きることから、全遺伝子領域を網羅する解析手法は放射線影響を解明する
うえで必要不可欠である。本研究では次世代シーケンス技術を用いて個体と生殖細胞間の遺伝子全域の網羅的な
解析を行うことにより、これらの課題を克服した。今後、さらに解析を進め影響の有無を明らかにすることで、
福島県の地域住民の不安を払拭する一助になると考える。また、本研究で確立した解析手法は新たな化学物質に
よる不確定な変異原影響を検出するためのスクリーニングの１つとして広く活用されると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
福島第一原発事故に伴う大規模な放射性物質の漏洩により、福島県内では広範囲にわたって放
射性物質による汚染が発生した。線量が高く立ち入り制限を行っている区域面積の 60%は森林
によって構成されており、森林内に生息する野生生物への被ばくとその影響が懸念されている。
事故直後に行われた Garnier-Laplace et al. (2011)の試算によれば、事故後 30日以内のげっ
歯類への被ばく線量は 3.9 mGy/day と見積もられ、これは国際放射線防護委員会(ICRP)によっ
て提示される繁殖成功度を下げる恐れのあるレベルとされている(ICRP, 2008) 
放射線は我々の体を通過する際、体を構成する原子にエネルギーを与える電離作用を引き起こ
す。DNA はこの電離作用によって直接的に、もしくは活性酸素を産生させることで間接的に攻
撃を受け、二本鎖切断や塩基修飾を惹起する。一方で細胞にはこのような損傷に対しアポトー
シスを起こして自らを除去したり、修復酵素等によって DNA を修復したりする機構があらかじ
め備わっており、正常な細胞を維持する事が出来る。しかし、DNA 損傷が数多く起きる際には
修復が不完全となる場合があり、その結果 DNA が誤った情報を持つことになる。この突然変異
が生殖細胞で起きた場合、変異が次世代に蓄積していく恐れがある。 
変異の評価において、放射線が引き起こす突然変異は損傷を受ける DNA 部位に規則性が無く検
出が困難である。放射線感受性が高く系統的にヒトにも近い哺乳類のゲノムサイズは約 3ギガ
ベースにもおよび、ゲノム全体を評価するには膨大な労力が必要となるため、評価対象とする
遺伝子領域はごく狭い領域や反復配列などに限られていた。しかし、近年発達してきた次世代
シーケンサーの導入によってゲノム全域の塩基配列を短時間で決定することが可能となり、全
ゲノムを対象にした変異解析ができるようになった。中でも、RAD シーケンス(Restriction Site 
Associated DNA Sequence)と呼ばれる手法は、制限酵素認識サイトの近隣領域を解析する手法
で、データ解析上問題となるゲノム構造の複雑さを軽減させ、かつゲノム全体の約 0.1 から 1％
におよぶデータを網羅的かつ迅速に解析でき、さらには単位サンプルあたりのコストが低いた
めに継続的なモニタリングが可能となる。 
本研究で対象とするアカネズミ(Apodemus speciosus)は日本固有の小型げっ歯類である。低山
帯に広く分布し、捕獲が容易であることから、生物指標としての有用性が着目されている。研
究代表者らは事故発生の翌年である 2012 年より高線量汚染地域においてアカネズミの捕獲を
行い、生殖組織への影響を評価した。その結果、本種の繁殖期にあたる 2012 年の夏季に捕獲さ
れたアカネズミの体内セシウム蓄積量から算出した内部被ばく線量は平均0.18 mGy/dayを示し、
ICRP が提示する放射線影響を考慮すべき目安である誘導考慮参考レベル 0.1 mGy/day を超える
値であることが明らかになった(ICRP, 2008; 大沼ら, 未発表)。さらに、酸化ストレスの指標
として繁殖期アカネズミの精巣中の 8-ヒドロキシ-デオキシグアノシン(8-OHdG)の蓄積、酸化
ストレス修復酵素類の発現量増加が認められた(大沼ら, 未発表)。以上のことからアカネズミ
の生殖細胞では DNA の変異を誘発する DNA の酸化が進んでおり、この酸化に伴う変異が次世代
に引き継がれることで後代に予期せぬ突然変異が蓄積する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 福島県内の放射線汚染地域に生息するアカネズミを対象に、放射線が生殖細胞での突然変異を
通じて集団の遺伝的多様性および自然選択に及ぼす影響を明らかにすることを最終的な目的と
し、以下の研究を遂行する。 
(1) 放射線被ばくによるアカネズミ個体の次世代への変異蓄積の有無を検証するために、生殖
細胞における変異の出現頻度を明らかにする。 
(2) アカネズミ集団内の遺伝的多様性を評価し、放射線被ばくによる遺伝子変異の蓄積の有無
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 解析に使用するサンプル 
 研究協力者より譲渡された 2012から 2013年に捕獲されたアカネズミを用いた。アカネズミ
は、放射線による汚染地域として福島県の帰還困難区域内、対照地域として富山県立山町およ
び青森県十和田市において本種の繁殖期である 7月から 9月までに捕獲された個体とする。そ
れぞれ個体からは肝臓、オス個体は精巣上体尾部から抽出した精子、メスの妊娠個体はその胎
仔の体細胞から DNAを抽出し解析に用いた。 
(2) RADシーケンス手法の確立 
 RADシーケンスの実施にあたり、使用する制限酵素によって得られるデータ、例えば塩基数、
エクソン・イントロンなどの断片配列の特徴、が異なるため目的に沿った制限酵素を検討する
必要がある。候補となる制限酵素 20種（BamHI, BfaI, BmtI, BsrGI, CviAII, HindIII, KpnI, 
MfeI, MspI, NcoI, NsiI, PstI, SacI, SbfI, SpeI, SphI, AflII, AvrII, BssSaI, NdeI）について、
アカネズミのゲノム配列（Matsunami et al., 2018）に対して解析効率の良い制限酵素の組み
合わせを in silicoスクリーニングによって検討した。 
(3) 次世代への突然変異頻度 
 偶発的に捕獲されたメス妊娠個体とその胎仔との遺伝子配列の比較から、次世代への突然変
異率の評価を行った。アカネズミの繁殖様式は複数父性であることから、一腹内の仔には複数
の父親由来の配列が存在する。また、野生下で血縁関係を持つ全固体を捕獲するのは実質不可



能であるため、確実に親子関係にあるメスと胎仔間の DNA 配列を RAD シーケンス法により
解析・比較を行った。オス個体では精子細胞との遺伝子配列の比較から次世代に起きる突然変
異率の評価手法の検討を行った。 
(4) 地域個体群における変異解析 
福島、富山、青森で捕獲されたアカネズミのゲノム DNA配列を RADシーケンス法によって
解析し、集団内の遺伝的多様性および変異蓄積について比較を行った。 
 
４．研究成果 
(1) アカネズミゲノムにおける RAD シーケンスの制限酵素ペアの探索 
20 種の制限酵素のペアについてアカ
ネズミゲノムで切断断片を予測し、切
断断片に exon が含まれる可能性を探
索した。適合率;precision（切断断片
に exon を含み次世代シーケンサーで
読み取られる配列長/次世代シーケン
サーで読み取られる断片の塩基長）で
は、SbfI/MspI が 19.6%と最高値の組
み合わせであった(Fig.1)。再現
率;Recall（切断断片に exon を含み次
世代シーケンサーで読み取られる配
列長/切断断片に exon を含む配列長）
では、BfaI/CviAII が最高値 9.4%を示
し、全ての exon のうち 21.2%が読み取
られる可能性が示された(Fig.1)。 
 本研究によって、アカネズミのゲノ
ム配列の特性、すなわち、最も重要なエクソン配列の含有率を考慮した解析手法の確立を行う
ことができた。 
 
(2)RAD シーケンスを用いた次世代への突然変異頻度 
 4-(1)の in silico 解析で得られた制限酵素ペアのうち、使用する次世代シーケンサの解析に
適するように切断断片 550bp 程度に限定して再度探索したところ、KpnI/PstI の組み合わせが
ゲノム全体の 0.19%をカバーし、コーディング領域内の配列を最も多く調べることが可能であ
ることが示された。 
 そこで制限酵素ペアKpnI/PstIを用い
て、福島および対照地で得られたサンプ
ルの解析を行った。妊娠メスとその胎仔
について、DNA を抽出し KpnI/PstI の制
限酵素組み合わせによるRADシーケンス
を実施した。得られたDNA配列について、
複数父性を考慮したアルゴリズムを構
築し母配列と仔配列との比較を行った。
変異率は、仔の配列がホモ、ヘテロいず
れの場合も福島と対照地において差は
見られなかった(Steel-Dwass test, 
p>0.05; Fig2)。さらに、変異が検出さ
れた配列の特徴（エクソン、イントロン
の割合）は福島、対象地ともに同様の傾
向を示した。 
 オス個体とその精子細胞について本
手法の適用について検討を行った。1精子の解析は時間とコストがかかるため、1000 精子程度
に細胞をまとめて DNA を抽出し、相対的な変異の発生率を評価することが効率的でコストを抑
えられ、持続的な解析が可能であると考えられた。今後、手法の最適化を行う予定である。 
 
(3)地域個体群における変異解析 
福島県の帰還困難区域内、対照地域として富山・青森で捕獲されたアカネズミ（個体数はそれ
ぞれ 12,5,6）から DNA を抽出し、SbfI/SphI の制限酵素組み合わせによる RAD シーケンスを実
施した。2.2Mbp の配列を解析し、5,987 個の塩基多型が得られた。次に、放射線量の高い地域
に生息するアカネズミは集団内の変異が増加することを仮説としてその検証を行った。各集団
内の塩基多様度には違いは見られなかった。放射線汚染地域・対照地域でアリル頻度の差の検
定を行ったところ、アリル頻度に有意な違いは見られず、福島と対照地間で多型の偏りは観察
されなかった。また、被ばく線量を応答変数、遺伝子型を説明変数として多型サイト毎に線形
モデルを作成したがモデルは構築されず、線量と遺伝子型との間に関係性は見られなかった。 
本解析については、サンプルサイズの充実が今後求められる。また、地域間の比較のみでは無



く、１地域の経年変化を追跡することで本種の個体群内の遺伝的構造の詳細が明らかになり、
放射線による自然選択の検出が期待できると考えられる。 
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