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研究成果の概要（和文）：　ショートリードとロングリードを用いた次世代シークエンシングより、ヒト正常細
胞における放射線被ばくによるゲノム変異として、以下の特徴が明らかになった。1 )様々なサイズの欠失が線
量依存性に増加した。2) 高線量では、非常に長大な欠失（数十万からメガベース以上）が生じた。3) 欠失の両
断端にホモロジー配列がないものが多かった。また、高線量では断端結合部に別の配列を含むものが多かった。
4) 一塩基置換も増加したが、線量依存性はなかった。5) 一塩基置換には、酸化損傷を示唆する変異シグネチャ
ーが含まれていた。ただし、放射線被ばくに完全に特異的な変異の同定には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：Two different platforms of next generation sequencing, short- and long-read 
sequencing, revealed the following characteristics of radiation-induced genomic variants in human 
normal cells: 1) Deletions of various sizes increased in a dose-dependent manner. 2) At high doses, 
very long deletions (hundreds of thousands to megabases or more) occurred. 3) Many of the deletions 
had no homology sequence at break points. Deletions by high doses often contained a distinct 
sequence at the junction. 4) Single nucleotide substitutions also increased but were not dose 
dependent. 5) Single nucleotide substitutions contained mutational signatures suggestive of 
oxidative damage. However, we were unable to identify mutations that were completely specific to 
radiation exposure.

研究分野： 放射線影響学

キーワード： 放射線　ゲノム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　DNA配列決定法の技術的な進歩により、DNAの配列変化をゲノムワイドに調べることが可能となってきた。放射
線被ばくは、発がんリスクを上昇させることは疫学的に明らかであり、放射線によるゲノム変異がその誘因であ
ると考えられている。本研究において、ヒト正常培養細胞で、放射線によって生じるゲノム変異の特徴の多くが
詳細に明らかになった。これらの異常が、発癌の第一歩となる可能性が高い。本研究成果は、放射線による生物
学的影響、遺伝子異常、発癌などの他の研究にも活かせる基盤的データとなると思われる。

※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 
(1) 放射線被ばくによって癌の発⽣頻度が増加するのは明らかであるが、被ばく後に発⽣した

あるひとつの癌が放射線で引き起こされたものか、その他の原因で起きたものかを区別す
る⽅法はなかった。 

(2) 放射線はクラスター損傷と呼ばれる複雑な異常を DNA に引き起こし、マイクロホモロジー
を伴う様々な⻑さの⽋失を⽣じさせるとされるが、これらを全ゲノムレベルで正確に解析
する⼿法は今までなかった。 

(3) 近年、様々な⻑さの⽋失を含む構造異常を正確に検出できるとされる新規技術ロングリー
ドシークエンシングが開発され、これまでのショートリードによる次世代シークエンシン
グでは検出できない異常を検出できるようになってきた。 

 
２．研究の⽬的 
 本研究の⽬的は、DNA を数百ベースに断⽚化し、⼤量にこれら断⽚をシークエンシングする
ショートリード次世代シークエンシングに加え、数⼗キロベースの DNA を直接シークエンシン
グするロングリード次次世代シークエンシングを⽤い、ヒト正常細胞における放射線被ばくの
痕跡、いわゆるゲノム刻印の存在を明らかにすることである。 
 
３．研究の⽅法 
(1) 正常ヒト線維芽細胞にヒトテロメラーゼ（hTERT）遺伝⼦を安定導⼊して不死化させた BJ1-

hTERT 細胞を⽤いた。137Cs-g線（線量率：1 Gy/min）0（コントロール）, 1, 3, 6 Gy、もし
くは N-ethyl-N-nitrosourea (ENU)（1 mM で 1 hr 処理）によって突然変異を導⼊、6-thioguanine 
(6-TG)存在下で培養し、多数の細胞クローンを樹⽴した。 

(2) クローンよりゲノム DNA を抽出し、HPRT 遺伝⼦各エクソンの有無を定量 PCR にて解析
した。 

(3) ショートリード解析は MGI 社 DNBSEQ-T7、ロングリード解析は Oxford Nanopore 
Technologies (ONT) 社 PromethION を⽤いて⾏った。 

(4) ショートリードに関して、バリアントが正確にコールされていると考えられる領域の single 
nucleotide variant (SNV)、short insertion/deletion (INDEL)を⽤い、細胞系譜の作成を⾏なった。
この作成した系譜より、放射線照射とは無関係に培養時に蓄積された⾮放射線バリアント
と、放射線照射後によって⼊ったバリアントが濃縮されている放射線関連バリアントを抽
出した。バリアントの総数は、全クローンの仮想起始細胞からの総計とした。上記の⾮放射
線バリアントと、放射線関連バリアントに対し、COSMIC mutation signature で配布されて
いるソフトウェアを⽤い、変異シグネチャの解析を⾏った。⼤きな⽋失については、ショー
トリードとロングリードの両⽅のプラットフォームから得られたデータを、コントロール、
放射線、ENU 群にユニークなものを抽出し、Integrative Genomic Viewer を⽤いて⽬視で検
証を⾏い、正確な⽋失のみを抽出した。これら抽出した⽋失のブレークポイント周囲のの
確認も⾏なった。これらの結果より、ショートリードのデータよりコールした vcfファイル
のパラメーター上で、正確な⽋失と偽陽性を区別するのに有⽤なものを選び、⼤きな⽋失
に関しても全クローンに対して総数を計測した。 

 
４．研究成果 
(1) 本研究にて樹⽴した線量ごとの HPRT 変異クローンの数、HPRT 遺伝⼦エクソンの⽋失検

出結果を下表に⽰す。被ばく線量依存的に⽋失を持つクローンの頻度が増加した。このう
ち、コントロール, 1, 3, 6 Gy からは 5 クローン、ENU から 4 クローン、合計 24 クローンに
ついてショートリードとロングリードによる全ゲノムシークエンシングを施⾏した。 

 
(2) SNV は、放射線照射によって有意に増加（約 20%）

していた。ただし、線量依存性は⾒られなかった（右
図）。 

 
(3) SNV のうち、⾮放射線バリアントと放射線関連バリアントの COSMIC mutation signature 解

析、さらに signature decomposition を⾏ったところ、放射線関連バリアントには、DNA damage 
due to reactive oxygen species によるものを⽰唆する signature が含まれていた（下図⾚破線）。 

実験群 樹立クローン数 全エクソン欠失 エクソン部分欠失
コントロール 16 0/16 (0%) 0/16 (0%)
g線 - 1 Gy 27 0/27 (0%) 1/27 (3.7%)
g線 - 3 Gy 27 1/27 (3.7%) 3/27 (11.1%)
g線 - 6 Gy 33 10/33 (30.3%) 6/33 (18.2%)
ENU 24 0/24 (0%) 2/24 (8.3%)

vs all

Sp vs 3-GyはDunnettなら有意



 
(4) Short INDEL は、線量依存性に

増加していた。コントロール
と⽐較し、6 Gy では 50%程度
の増加が⾒られた（右、左図）。 

 
(5) 1,000 bp超の Large DEL も、線

量依存性に増加していた（右、
右図）。 

 
(6) 以下は、コントロール、放射線

照射、ENU 群にユニークな
1,000 bp以上の⽋失を解析した
結果である。放射線被ばくによ
る⽋失では、両ブレークポイン
トに 2–3 bp 以上のホモロジー
配列を全く持たないものの割
合が⾼かった（右、左図）。また、
6 Gy（⾼線量）のみの結果であ
るが、ブレークポイント結合部
に、周囲とは無関係な別の配列
が挿⼊されたものが多かった（右、右図）。 
 

(7) 放射線被ばくでのみ、⾮常に⻑⼤な⽋失（数⼗万〜メガベース
ペア）が⽣じた（右図）。 

 
(8) HPRT 遺伝⼦変異は、クローニングにおける 6-TG 選択に必須

であり、そのことから発癌におけるドライバー変異のような役
割であると考え、特に低線量における SNV の⽐較検討を⾏っ
た。その結果、それら SNV とコントロールに⾒られた SNV は
その多くが同⼀のものであり、1 Gy における変異率がコント
ロールの約 10 倍であったことを考えると、低線量における
SNV は、放射線特異的でないことが⽰唆された。 

 
(9) ヒト正常培養細胞における放射線被ばく時のゲノム変異の

様々な特徴が明らかになった。しかし、放射線被ばくに完全に
特異的な変異の同定には⾄らかなった。また癌はそれ⾃体でゲ
ノム不安定性を⽰すため、それによるゲノム変異についても理
解・⽐較する必要があると考えられる。 
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Cosine Similarity: 0.936
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linear-trend p < 0.0001

*

*

linear-trend p = 0.002
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