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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、DNA鎖切断量をリアルタイムPCRを用いた手法により解析した。その結果、
リアルタイムPCR法で評価した切断量と照射した放射線量が強い相関関係にあることがわかった。またLETが異なる放射
線による影響を評価できる可能性を示すことができた。すなわち、DNA損傷を評価することにより、LETを加味して放射
線量を評価できることを示したものである。本手法により、等価線量を直接的に評価することが可能になり、異なる種
類の放射線の被ばくの恐れのある場所での放射線被ばく量を測定できるようになると期待される。

研究成果の概要（英文）：The biological dosimeter that measures biological responses to ionizing radiation 
is useful for radiation protection. We report the development and characterization of a gamma-ray irradiat
ion dosimetry system based on Real-time PCR  methodology. Real-time PCR is used to amplify and simultaneou
sly quantify a targeted DNA molecule. If there are no limitations due to limiting substrates or reagents, 
at each extension step, the amount of DNA target is doubled, leading to exponential  amplification of the 
specific DNA fragment. The essential point of this assay is that DNA lesions caused by ionizing radiation 
block DNA synthesis by DNA polymerase, resulting in a decrease in the amplification of a damaged DNA templ
ate compared with that of non-damaged DNA templates.
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１．研究開始当初の背景 
本研究はDNA損傷という生体反応を指標とし

て電離放射線の吸収線量の評価を行おうと

するものです。従来の物理・化学的反応を用

いた方法と原理的に異なる方法を開発し、重

粒子線、陽子線などの LET の異なる複数の放

射線が存在する混成場においても作業者の

安全確保ができる線量評価法の確立をめざ

します。 

 
２．研究の目的 
DNA 損傷量を最新の技術により評価し、次の

各項目の達成を目的としています。①損傷量

と電離放射線の吸収線量との関係を求める

ことにより等価線量（吸収線量×放射線荷重

係数）を直接的に測定すること。②この方法

による“DNA 線量計”を開発すること。③緊

急被ばく時の線量評価並びに、宇宙空間での

高エネルギー粒子線の被ばく評価を迅速に

実施する方法を確立すること。 

 
３．研究の方法 
評価法の原理について 

 まずはじめにDNA鎖切断量の評価の基本的

原理を概説する。PCR 法とは Polymerase 

Chain Reaction の略で、試験管内で生化学反

応を用いてDNAを指数関数的に増幅させる手

法である。今回用いるリアルタイム PCR 法は

そのDNA増殖の過程を蛍光色素を用いて過時

的に観測する手法である。反応は長時間継続

するとプラトーに達するが、反応初期ではポ

リメラーゼ連鎖反応による増幅率は、サンプ

ルの鋳型DNAの初期量に比例する。そこでDNA

鎖の損傷があった場合、損傷の位置で反応は

停止するのでポリメラーゼ連鎖反応は阻害

され、DNA 増幅は DNA 鎖の損傷度合に比例し

て減少していくことになる。この原理を利用

し吸収線量を算出することが可能であると

考えられる。（右上図参照） 

 吸収線量の測定のためにDNA損傷を評価の

基準とした新しい方法の開発を行う。そのた

めにγ線や原子力研究開発機構（ＴＩＡＲ

Ａ）のサイクロトロンで発生させたイオンビ

ームなど LETの異なる電離放射線を DNAに照

射し、そのDNAを鋳型としてリアルタイムPCR

を行い反応の進行をモニタリングする。また

DNA 線量計の可能性についても検討する。リ

アルタイムPCR反応では下記の事項の最適化

を図る。 

① 鋳型の選択やプライマーの設計、増幅の

長さなどの反応条件 ②照射条件 ③再現

性 ④DNA 線量計への適応 

また、電離放射線の照射により DNA には塩基

の酸化、欠落などとともに１本鎖や、２本鎖

切断がおきるが鎖切断以外の損傷ではPCR反

応が進行する可能性があり、検出感度の低下

を招くことが予想される。そこで損傷を鎖切

断に変える操作をPCR反応の前段階で加える

ことにより感度の向上を計る。  

４．研究成果 

放射線照射によりDNA鎖切断を主体とする

損傷が生成するが、炭素線、ガンマ線による

それぞれの損傷程度は位置的及び空間的な

相違が見られることが予測される。そこで

我々は、DNA ポリメラーゼ連鎖反応を応用し

た、DNA 鎖切断の評価手法を新たに構想し、

解析を実施している。 

原理としては、鋳型 DNA 上に生じた損傷の

程度が、ポリメラーゼ連鎖反応の効率と相関

関係を持つことを利用したもので、ポリメラ

ーゼ連鎖反応による増幅割合からサンプル

の鋳型DNAの損傷程度を予測するものである。 

 出芽酵母 S288c の URA3 領域(804 bp)を PCR

法によって増幅し精製した反応物をDNAサン

プルとした。DNA サンプル量は 0.1 -1.0 ng/1



反応とした。DNA サンプルに対し、放射線医

学総合研究所 HIMAC で炭素イオン粒子（290 

MeV, LET：50 keV/μm）を照射した。また千

代 田 テ クノ ル 大 洗研 究 所 でガ ン マ 線

(LET:0.2KeV)を照射した。吸収線量は 1.0 Gy

－100.0 Gy であった。照射したサンプル DNA

を鋳型とし、EcoTM Real-TimePCR System 

(illumina®)を用い、未損傷の鋳型 DNA の量

を評価した。リアルタイム PCR は、極めて微

量な DNA 溶液から特定の DNA 断片（数百から

数千塩基対）だけを選択的に増幅させ、初期

の鋳型 DNA 量を評価するものである。ポリメ

ラーゼ連鎖反応による増幅率は、サンプルの

鋳型 DNA の量に比例するため、未損傷の鋳型

DNA の量、すなわち DNA の損傷量を評価する

ことができると考えられる。 

  Fig.1は異なるLETの放射線を照射した場

合の鋳型DNAの失活の割合を示す。Fig.1は、

ガンマ線照射と比較して炭素線照射の場合

は直線の傾きが大きいことを示している。二

本鎖切断や APサイトの生成が数 bp以内に複

数生じた場合(クラスター損傷)、酵素活性が

強く阻害されることが報告されている。従っ

て本結果は、ガンマ線照射と比較して、炭素

線照射では多くの二本鎖切断が数 bp 以内に

生じ、DNA の合成効率を低下させたことを示

していると考えられる。本研究課題では、DNA

鎖切断量をリアルタイムPCRを用いた手法に

より解析した。その結果、リアルタイム PCR

法で評価した切断量と照射した放射線量が

強い相関関係にあることがわかった。また

LET が異なる放射線による影響を評価できる

可能性を示すことができた。すなわち、DNA

損傷を評価することにより、LET を加味して

放射線量を評価できることを示したもので

ある。本手法により、等価線量を直接的に評

価することが可能になり、異なる種類の放射

線の被ばくの恐れのある場所での放射線被

ばく量を測定できるようになると期待され

る。 
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