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研究成果の概要（和文）：　一細胞からゲノムDNAの基配配列を決定することで放射線被ばく影響の定量的測定法の開
発を目指した。少量のDNAを鋳型としたDNA増幅はdUTPを含んだdNTP mixを使用してphi29 DNA polymeraseによって全ゲ
ノム増幅を行った。種々の酵素によって断片化し，5’末端および3’末端は，引き続く酵素反応で5’-リン酸/3’-水
酸基を付与した形で二本鎖DNAとすることが出来た。DNA断片は，そのまま次世代シーケンサーの塩基配列決定用のライ
ブラリーに調整できた。しかし，残念ながら一細胞へ定量的に放射線照射して，ゲノム変異数と定量的な放射線照射の
影響を測定するまでには至らなかった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to develop the biological dosimetry by measuring 
genome alterations after radiation exposure. Firstly, we developed the method for library construction 
from a tiny amount of DNA. DNA was amplified by using phi29 DNA polymerase with dUTP. After the 
amplification, 5’-end was converted to phosphate and 3’-end was to hydroxy group afer uracil DNA 
glycosylation and other enzymatic reactions. DNA library for sequencing was constructed from those DNA 
fragments for next generation sequencer. But we have not reached the step for measuring the DNA mutations 
after one-cell radiation exposure and for the development of biological dosimetry.

研究分野： 人類遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
個人の放射線被ばく量は推定値でしか

ない。勿論，フィルムバッジ等で測定管理
していれば，その被ばく量はかなり正確で
あると考えられるが，被ばくした後（例え
ば，事故など）では，被ばく推定法はない。
末梢血の染色体異常の数を数えることが，
最も有効な生物学的被ばく線量推定法であ
る。しかし，染色体異常が出現する程の高
線量の被ばく時にしか利用できない。つま
り，低線量の被ばく線量推定について方法
論が確立しておらず，個人の被ばく後のリ
スク推定には，集団のリスク（疫学的な調
査結果）としてしか定量化できない。福島
原子力発電所の事故で明らかになったこと
は，被ばくにおいて各個人が被ばくした線
量を事後に測定する方法がなく，どれくら
い健康に影響するのかは高線量被ばく時の
直線モデルを低線量に当てはめただけの推
定でしかった。 
 
 
２．研究の目的 

目的は，生物学的被ばく線量測定法の開
発（development of biological dosimetry 
method）である。放射線被ばく影響の定量
的測定法としてゲノム変異を指標とする方
法開発の基礎研究を行うことである。放射
線被ばく量は，被ばく後に測定することは
実際には不可能で，線源からの距離や遮蔽
状況などで物理的に推定している。また，
生物学的線量測定法は，染色体異常が出現
頻度に頼るのが現状であり，高線量の被ば
く時にしか利用できない。未だに感度の高
い測定法はないので，本研究を提案した。 
 
 
３．研究の方法 

DNA を細胞集団から抽出して放射線を
照射して変異を検出する方法は，意味が無
い。集団内の一個の細胞に導入されたDNA
変異を見ても検出出来ず，全く意味が無い
ので，一個一個の細胞として変異の蓄積を
測定することを考えた。 

セルソーター（長崎大学遺伝子実験施設
に共通機器としてある）あるいは，限外希
釈によって 1 cell/well となるように正常
線維芽細胞を分取する。その後，10 mGy 
(ミリグレイ) 100 mGy，1,000 mGy 等照
射して数サイクル分の細胞周期培養する
（人工的な培養分裂は多く経ない方がよ
い）。これらの細胞群は，直接 NaOH アル
カリ処理によって回収し DNA 鋳型とする。
DNA 回収後に，1 well DNA を 2 分割（100 
pg/分割）し，1X Phi29 polymerase によっ
て 全 ゲ ノ ム 増 幅 を 行 う 。 す で に ， 
Single-Cell AutoPrep System (Fluidigm) 
が一細胞試料調整機器として発売されてお
り，少数細胞の DNA 抽出，DNA 全ゲノム
増幅は可能と考える。100 pg DNA からの

全 ゲ ノ ム 増 幅 =>whole genome 
sequencing は，手順が確立されており
（Nature, 487:190-195），放射線照射によ
る DNA 変異が 1 cell 時から由来し，ヘテ
ロ接合として固定した DNA を得ことが出
来ると考えた。増幅には dUTP を含んだ
dNTP mix を 使 用 し て phi29 DNA 
polymerase によって全ゲノム増幅を行う。
この増幅 DNA (〜10ng)は dUTP を含んで
い て ， uracil DNA glycosylase と
endonuclease IV によって断片化するこ
とが出来るので，そのまま次世代シーケン
サーの塩基配列決定用のライブラリーを調
整することを目指した。 

塩基配列決定は，次世代シーケンサーに
て行う。短い断片の塩基配列決定であるの
で大きな範囲（>50 bp）での欠失・挿入は
なかなかうまく検出出来ないが，一塩基〜
数十塩基対の欠失・挿入まで，正確に検出
決定可能であれば本研究には十分である。
また，機器によっては，塩基配列はほぼエ
ラー無く塩基配列決定が可能であり，親子
トリオ解析による de novo 変異も十分に
探索可能であるので，塩基配列決定は，一
細胞分取とライブラリー作成ができれば，
問題はないと考える。 
 
４．研究成果 
 

増幅には dUTP を含んだ dNTP mix を
使用して PCR 増幅を行った。増幅のポリ
メラーゼは，phi29 DNA polymerase のし
ように至らず，KAPA2Gmultiplex 似て行
った。この増幅 DNA (〜10ng)は dUTP を
含んでいて，uracil DNA glycosylase と他
の酵素を加えて断片化した。5’末端および
3’末端は，引き続く酵素反応で 5’-リン酸/3’-
水酸基を付与した形で二本鎖 DNA とする
ことが出来た。それら二本鎖 DNA は，そ
のまま次世代シーケンサーの塩基配列決定
用のライブラリーに調整できた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   M  1   2   3   4 
 
M：サイズマーカー 
1：dUTP 2.5 microM 



2：dUTP 5.0 microM 
3：dUTP 7.5 microM 
4：dUTP 10.0 microM 
 

 
ライブラリー調整まで行うことは，可能

であったが，放射線照射量を定量的に照射
して，変異数を数えるところまでは，実施
できなかった。 
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plasma as predictive markers for twin-twin 
transfusion syndrome. 村上優子，三浦清徳，
東島 愛，長谷川ゆり，阿部修平，三浦
生子，三嶋博之，木下 晃，金内優典，
吉浦孝一郎，増崎英明 

3O11-4: NILM/ASC-US 例における HPV-16
単独感染群と HPV-52 単独感染群の細胞
診所見の変化．Single human 
papillomavirus 16 or 52 infection and later 
cytological findings in Japanese women with 
NILM or ASC-US. 阿部修平，三浦清徳，
三浦生子，山崎健太郎，長谷川ゆり，東
島 愛，吉田 敦，金内優典，吉浦孝一
郎，増崎英明 

 
5. 平成 25 年度長崎県医師会母体保護法指定

医師研修会 平成 26 年 3 月 2 日（日），
長崎県医師会館，長崎．産婦人科におけ
る臨床遺伝学 -ゲノム医療の展開- 総論． 
吉浦孝一郎． 
 

6. 第 18 回小児血液セミナー 平成 26 年 4
月 5 日（土），ANA クラウンプラザホテル
福岡，福岡．「小児血液・主要研究におけ
る全エキソーム解析の可能性」 次世代シ
ーケンサーを用いた疾患解析法〜総論 
吉浦孝一郎． 

 
7. 第 57 回日本形成外科学会総会・学術集会 

平成 26 年 4 月 9 日（水）〜11 日（金），
長崎ブリックホール，長崎．特別企画「予
防的乳房切除の今後」 特別企画 1−1 遺
伝子診断が医療にもたらすもの． 吉浦孝
一郎． 

 
8. 第９回九州遺伝子診断研究会 テーマ：

遺伝子診断の臨床応用 平成 26年 9月 27
日（土）長崎大学医学部良順会館，長崎． 
教育講演 「単一遺伝子病の遺伝子診断」 
吉浦孝一郎． 

 
9. American Society of Human Genetics, 63rd 

Annual Meeting, Boston Convention 
Center & Exhibition Center, October 22-26, 
2013, Boston, USA 
An infantile case of hepatomegaly, lactic 

acidosis, hypoglycemia, ketosis, and 
hyperlipidemia of unknown etiology. 
Watanabe Y, Seki Y, Yanagi T, Mizouchi T, 
Takeuchi T, Iwamoto J, YoshinoM, Watanabe 
S, Inokuchi T, Yano S, Yoshiura K, Matsuishi 
T.  

 
10. 第9回広島大学−長崎大学連携研究事業カ

ンファランス –放射線災害医療の国際教
育拠点確立に向けた機関連携事業– 2013
年6月1日（土），場所：広島大学霞キャン
パス，広島  
地域集積して認められた筋萎縮性側索硬
化症6名の exome 解析．吉浦孝一郎，木下



晃，三嶋博之，佐々木健作，辻野彰，川上
純 

 
11. 公開シンポジウム－次世代遺伝子解析装

置を用いた難病の原因究明，治療法開発研
究プロジェクトの成果－ 平成２５年７
月１３日１３時～１７時，場所：都市セン
ターホテル コスモスホール，東京都 

 3. 個別疾患に対するアプローチ及び地域
での取り組みについて 

  地域蓄積・収集した稀少難病の遺伝子原
因究明と遺伝性疾患診断システムの構築．
吉浦孝一郎 

 
12. 第 58 回日本人類遺伝学会 2013 年 11 月

20 日（水）〜23 日（土），江陽グランド
ホテル，仙台 

O19: Ion AmpliSeqTM Custom Panel を用い
た Kabuki 症候群の変異解析．渡辺 聡，
三嶋博之，朝重耕一，木下晃，吉浦孝一
郎 

O32: シスチン尿症を伴うゲノムワイド父
性片親性ダイソミー症例の遺伝子解析．
大塚康史，佐々木健作，城崎幸介，東元 
健，岡本伸彦，高間勇一，窪田昭男，松
本富美，中山雅弘，吉浦孝一郎，副島英
伸 

O44: TogoWS REST サービスによる UCSC
ゲノムデータベースの利用．三嶋博之，
西澤達也，吉浦孝一郎，片山俊明 

O67: PRRT2 の変異は発作性運動誘発性ジ
スキネジアだけでなく良性家族性乳児け
いれんの原因でもある．黒滝直弘，小野
慎治，木下 晃，新川詔夫，小澤寛樹，
吉浦孝一郎 

P156: Craniosynostosis, collagenopathy 220 疾
患を対象とした可変追加型遺伝子診断パ
ネルの作成と実践．要 匡，柳 久美子，
比嘉真紀，知念安紹，當間隆也，泉川良
範，新川詔夫，吉浦孝一郎，成富研二 
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