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要旨 

 

福島第一原子力発電所事故を契機に、低線量の放射線被曝による健康影響が

一般公衆の関心事になっている。とりわけ、施設内で発生する放射性同位元素を

含む汚染水については、多核種除去設備（ALPS）などによりその中に含まれる

大部分の放射性同位元素が除去されるが、トリチウム（トリチウム水：HTO）

は除去することができない。将来的に ALPS 処理水を処分する際に HTO によ

る人体や環境に与える影響や社会的な風評が懸念されている。そのため、低濃度

HTO 曝露による生物影響を明らかにすることが喫緊の課題となっている。 

低線量被曝においては発がんや遺伝子変異といった確率的影響に対する評価

が特に重要である。しかしながら、一般的に確率的影響として生じる事象は自然

発生でも起こり得るため、低線量、低線量率の放射線被曝ではそれが自然発生に

よるものか、放射線に誘発されて生じたものかを区別することが困難となる。本

研究では、低濃度 HTO による体細胞突然変異の線量率依存性を調べるため、体

細胞突然変異の高感度検出系（GM06318-10 細胞）を用いた研究を行った。

GM06318-10細胞は内在性のHprt1遺伝子が欠損したハムスター細胞に正常な

ヒト X 染色体を導入し、ヒト X 染色体上の HPRT1 遺伝子を突然変異の標的と

した細胞系である。この細胞系において細胞の生存はヒト X 染色体で起こる突

然変異イベントとは独立しており、加えてげっ歯類細胞に導入されたヒト染色

体の不安定性という特徴と合わせて、内在性の Hprt1 遺伝子を標的とした従来

の検出系と比較して約 50～100 倍の高頻度で突然変異を検出できる。 

 これまでに、GM06318-10 細胞に低線量 X 線を照射した際の突然変異体頻度

解析の結果、X 線誘発突然変異体頻度は線量依存的に増加し、0.15 Gy 以上の線

量で非照射群に対し統計的に有意であったことを明らかにした。また、

GM06318-10 細胞系では突然変異体の変異スペクトルを解析することにより放

射線誘発による変異と自然発生による変異を区別できる可能性があることを報

告した。 

本研究では、コンフルエントのGM06318-10細胞に低濃度HTO処理を行い、

突然変異体頻度と突然変異スペクトルの線量率依存性を調べ、低濃度 HTO によ

る突然変異影響を明らかにすることを目的とした。細胞への HTO 曝露は 4.9 

mGy/day から 192 mGy/day までの線量率で、総線量が 0.2 Gy に達するまで

HTO を含む培地で培養することで行った。その結果、HTO 誘発突然変異体頻
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度は 21.6 mGy/day 以上の線量率で非照射の Control に対して有意に増加した

のに対し、11.0 mGy /day 以下の線量率では Control とほぼ同程度の値となり、

線量率の低下による顕著な傾向の変化が見られた。また、HTO 誘発 HPRT 欠損

突然変異体について、ヒト X 染色体特有の 4 座の STS マーカーを指標とした

PCR 解析により変異スペクトルを調べたところ、実験で用いた線量率のうち、

高い線量率のHTO曝露では放射線によるDSBによりヒト X染色体が欠失する

ことで形成された変異体が明確に増加する傾向が認められたのに対し、低い線

量率の HTO 曝露ではこの細胞系の特徴であるヒト X 染色体の脱落によって形

成された変異体が高頻度となった。さらに、各 STS マーカーごとの欠失割合を

比較すると、ヒト X 染色体長腕のセントロメア近傍における欠失割合の変化が

誘発突然変異体頻度の変曲点と一致することがわかった。 

本研究をまとめると、HTO 誘発突然変異体頻度と変異スペクトルの両方にお

いて 11.0 mGy /day から 21.6 mGy/day の間の線量率に明確な傾向の変化が起

こり、低線量率側では突然変異が自然発生イベントに移行することを発見した。

本研究の結果とマウスに HTO を経口投与し腫瘍発生を調べた Yamamoto ら

（1995、1998）の実験結果を合わせると、HTO によって誘発される確率的影響

においては 11.0 mGy /day から 21.6 mGy/day の間に線量率のしきい値が存在

する可能性が示唆される。 
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Abstract 

 

Tritium (3H) is a low energy beta emitter and is discharged into the aquatic 

environment primarily in the form of tritiated water (HTO) from nuclear 

power plants or from nuclear fuel reprocessing plants. Although the biological 

effects of HTO exposure at significant radiation doses or dose rates have been 

extensively studied, there are few reports concerning the biological effects of 

HTO exposure at very low dose rates.  

In the present study using a hyper-sensitive assay system, we investigated 

the dose rate effect of HTO on the induction of somatic mutations. A hyper-

sensitive assay system uses a Hprt-deficient hamster cell line carrying a 

normal human X-chromosome. The human HPRT1 gene, which is located on 

the human X-chromosome, is used as a target of mutation induction. In the 

cell system, any mutation event occurring on the human X-chromosome will 

not be associated with cell viability, thus, mutations can occur about 50-fold 

higher than that with a conventional cell system. 

In a previous study, mutant frequencies induced by low dose X-rays were 

statistically significant at doses over 0.15 Gy when it was compared with the 

spontaneous mutant frequency. It was also found that this cell system may 

permit us to distinguish radiation-induced events from spontaneous events 

by examining the mutation spectrum. 

Confluent cell populations of the hyper-sensitive system were exposed to 

HTO for a total dose of 0.2 Gy at dose rates between 4.9 mGy/day and 192 

mGy/day by incubating cells in medium containing HTO. Then, HTO-induced 

mutant frequencies and mutation spectra were investigated. A significant 

inflection point for both the mutant frequency and mutant spectra was found 

between 11 mGy/day and 21.6 mGy/day. Mutation spectra analysis by PCR 

revealed that a mechanistic change in the nature of the mutation events 

occurred around 11 mGy/day. Putting together the present observations and 

published experimental results by Yamamoto et al. (1995,1998), in which they 

investigated the tumor development by oral administration of HTO to mice, 

suggest that a threshold dose-rate for HTO exposure might exist between 11 

mGy/day and 21.6 mGy/day. Further analysis suggested that the nature of 

the mutation events induced by HTO becomes similar to those seen in 

spontaneous events. 
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2011 年 3 月の福島第一原子力発電所事故による放射性核種拡散を契機に、低

線量の放射線被曝による健康影響が一般公衆の関心事になっている。とりわけ、

燃料デブリの冷却や流入する地下水や雨水のために施設内に蓄積する放射性同

位体元素を含む汚染水の処理については国際的にも大きな問題である。汚染水

に含まれる放射性同位体元素の大部分は多核種除去設備「Advanced Liquid 

Processing System（ALPS）」などを用いて除去できるが、トリチウム（トリチ

ウム水：HTO）は除去することができず、集積時期にもよるがいまだ処理水中

に 0.2～2 kBq/ml の濃度で残存している [1] 。将来的には HTO を含む処理水

は環境中に排出する以外の処分方法がない。そのため、低濃度トリチウムの環境

およびヒトの健康に対する影響を明らかにすることが求められている。 

 放射線による生物影響は確定的影響と確率的影響の二つに分類され、それら

はしきい線量の有無により特徴づけられている（図 1）[2] 。白内障や不妊とい

った確定的影響には明確なしきい線量が存在する一方で、発がんなどの確率的

影響はしきい線量はないと仮定され、被曝線量の増加によって影響の発生頻度

が増加すると考えられている。発がん原因のひとつとされる細胞の突然変異は、

放射線が引き起こす DNA 損傷によって生じる。リン酸化ヒストン H2AX（γ

H2AX）や 53BP1 などの DNA 損傷マーカーを用いたいくつかの報告は、数 

mGy であっても DNA 二重鎖切断（double strand break : DSB）が検出され、

放射線による DNA 損傷の収量が線量依存的に増加することを示している [3-

5] 。そのため、DSB 修復の結果に依存して極めて低い線量、線量率の被曝であ

っても確率的影響が現れる可能性がある。 

国際放射線防護委員会（ International Commission on Radiological 

Protection：ICRP）は、国際連合教育科学文化機関（United Nations Educational, 

Scientific and Cultural Organization：UNESCO）が唱える「予防原則」 [6] 

の観点からも、確率的影響は低線量であってもバックグラウンド線量を超えた

放射線量の増加に比例するという「直線しきい値なしの（Linear-non-threshold：

LNT）」モデルを放射線防護と規制のための妥当なモデルであるとしている [7] 。

原子放射線の影響に関する国連科学委員会（United Nations Scientific 

Committee on the Effects of Atomic Radiation： UNSCEAR）の放射線リスク

評価や ICRP の放射線防護基準に関する勧告の科学的根拠である主要な疫学的

情報のひとつとして、広島・長崎の原爆被曝の生存者を対象とした継続的な寿命
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調査研究（Life span study：LSS）がある [8] 。2012 年に報告された第 14 報

の LSS は、1950 年に追跡を開始した寿命調査集団を 2003 年まで追跡し、寿命

調査集団約 12 万人のうち直接被爆者で個人線量の推定されている 86,611 人を

対象とした研究である。そのなかで、総固形がん死亡の過剰相対リスク（excess 

relative risk：ERR）が被曝放射線量に対して直線的な線量反応関係を示し、200 

mGy 以上の線量域でリスクが有意であったことを報告している（図 2）。LNT モ

デルを支持する線量依存的な線形応答が報告されている研究として他にも国際

がん研究機関が実施した 15 か国調査 [9] やロシアのマヤーク核施設の労働者 

[10] 、マヤーク核施設付近にあるテチャ川の下流域の住人 [11] を対象にした

研究などがあるが、いずれにおいても 100 mGy 未満の線量においては統計的な

根拠を示せていない。また、細胞の突然変異は自然に生じ得るが、放射線被曝と

質的な差がないため、特に低線量、低線量率の放射線被曝の場合には自然発生に

よるものか、放射線に誘発されて生じたものかを区別することが困難である。ま

た、細胞は DSB だけでも classical non-homologous end joining（NHEJ）や

homologous recombination（HR）、alternative end joining（a-EJ）、single-

strand annealing（SSA）といった複数の DNA 損傷修復システムを有している

ため（図 3）、特に低線量域では、生じた DNA 損傷の修復により DNA 損傷の収

量と細胞の生存率や突然変異体頻度は直接相関しない [12-14] 。したがって、

低線量、低線量率の放射線の確率的影響を評価するためには、DNA 損傷修復完

了後の遺伝的変化やエピジェネティックな変化を検出するほかないのが現状で

ある。 

 低線量、低線量率の放射線被曝による確率的影響を解析するために、ヒト大腸

腺腫症（Adenomatous Polyposis Coli：APC）のモデルマウスとして開発され

た Apcmin/+マウスや放射線への感受性が極めて高い T リンパ球の T 細胞抗原受

容体（TCR）を標的とした突然変異検出系など、高感度な検出系が考案されてい

る [15-17] 。これらの系は、感受性を高めることで影響の有無が分からない範

囲を狭めることにより、通常の系よりも低い線量における影響の有無が解析で

きるように設計されている（図 4）。本研究で用いた体細胞突然変異の高感度検

出系である GM06318-10 細胞も同様の視点に立っており、内在性の Hprt1

（hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transferase1）遺伝子が欠損したハム

スター細胞に正常なヒト X 染色体を導入し、ヒト X 染色体上の HPRT1 遺伝子
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を突然変異の標的としている（図 5） [18, 19] 。内在する Hprt1 遺伝子を突然

変異の標的とした従来の検出系では、Hprt1 遺伝子が存在する X 染色体上に細

胞の生存に必須の遺伝子が存在するため、Hprt1 遺伝子を含む大規模な欠失が

起こった場合には細胞は致死となり突然変異として検出することができなかっ

た。一方、本研究で用いた GM06318-10 細胞における正常ヒト X 染色体は、ハ

ムスター細胞で欠損した Hprt1 遺伝子を補完するためだけに導入されており、

ヒト X 染色体上で起こる変異イベントは細胞の生存に影響を及ぼすことがない。

これにより HPRT1 遺伝子を含む大規模な欠失が生じた場合であっても突然変

異として検出することができ、高頻度な突然変異の検出が可能となっている。ま

た、げっ歯類細胞に導入したヒト染色体は不安定であることが知られており 

[20-22] 、結果として従来の細胞系よりも約 50～100 倍の高頻度で突然変異を

検出できることが確認されている（図 6） [18, 19] 。 

本研究で突然変異の標的としているヒト HPRT1 遺伝子は、Xq26.2-26.3 に座

位する全長 47.8 kbp の細胞の生存には非必須な遺伝子で、プリンヌクレオチド

代謝に関わる酵素 HPRT（hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transferase）

をコードしている [23] 。プリンヌクレオチドの代謝経路は、新生合成経路と細

胞内に存在する塩基を再利用するサルベージ経路の 2 つの経路が存在し、HPRT

はサルベージ経路で guanine から guanosine monophosphate （GMP）を、

hypoxanthine から inosine monophosphate （IMP）を合成する際に機能して

いる（図 7）。aminopterin はプリンヌクレオチド合成の新生合成経路の阻害剤

であり、hypoxanthine と aminopterin、thymidine の混合薬剤である HAT の

もとでは細胞のプリンヌクレオチド代謝はサルベージ経路に限定される。

HPRT1 遺伝子に変異をもつ細胞はサルベージ経路が機能しないため、HAT 存

在下では HPRT1 遺伝子に変異をもつ細胞は致死になり、正常な細胞のみが生

存できる。一方で、guanine の類似体である 6-thioguanine（6-TG）は細胞中で

HPRT による代謝を受け 6-thioguanosine monophosphate （6-TGMP）となる

が、6-TGMP は DNA、RNA の合成異常を起こし致死となる。そのため 6-TG 条

件下では HPRT1 遺伝子に変異をもつ細胞のみが生存できる。この性質を利用

することで、薬剤により HPRT1 遺伝子が正常な細胞あるいは変異を起こした

細胞の選択的な培養が可能である。 

これまでに、GM06318-10 細胞に低線量 X 線を照射した際の突然変異体頻度
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解析の結果を報告した [24] 。GM06318-10細胞に低線量のX線（0.46 mGy/min）

を照射し、誘発された突然変異を調べたところ、誘発突然変異体頻度は線量依存

的に増加し、0.15 Gy 以上の線量で非照射群に対し統計的に有意であった（図

8A）。また、ヒト X 染色体に特異的な配列の sequence tagged site（STS）マー

カーである DXS1048（Xp11.22）と DXS1194（Xq11.12）を用いて HPRT 欠損

突然変異体の変異スペクトルを解析したところ、DXS1048 と DXS1194 の両方

のマーカーを失った変異体の割合は X 線の線量とは無関係に一定割合で出現す

るのに対し、両方のマーカーが存在する変異体の割合は 0.2 Gy 以上の線量で誘

発突然変異体頻度と同様の傾きで増加傾向を示すことが明らかになった（図8B）。

これらのことから、GM06318-10 細胞系では突然変異体の変異スペクトルを解

析することにより放射線誘発型の変異と自然発生型の変異を区別できる可能性

が示唆された（図 9）。 

本研究では、コンフルエント（94%が G0 / G1 期）の GM06318-10 細胞にお

ける低濃度 HTO 処理後の突然変異体頻度と突然変異スペクトルの線量率依存

性を調べ、低濃度 HTO による突然変異影響を明らかにすることを目的とした。

細胞への HTO 曝露は総線量が 0.2 Gy に達するまで、HTO を含む培地で培養す

ることで行った。 また、突然変異体頻度と突然変異スペクトルを分析して、低

濃度の HTO 存在下での培養条件でも低線量 X 線照射で見られたような変異型

の割合に変化が見られるか、主要な突然変異イベントが放射線型突然変異であ

るかどうかを解析した。その結果、11.0 mGy /day から 21.6 mGy/day の間の線

量率において、誘発突然変異体頻度と変異スペクトルの両方で明確な傾向の変

化があることを発見した。 
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図 1 確率的影響と確定的影響の特徴 

確率的影響は線量の増加に伴って影響の発生頻度が増加するが、影響の重

篤度は線量の大きさによらず一定である。一方、確定的影響はしきい線量を

超えて放射線被曝を受けると影響が現れ始め、より大きな線量を被曝すると

影響の重篤度が上昇する。 
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図 2 LSS による総固形がん死亡に対する放射線の ERR の線量反応関係 [8] 

ERR の線量反応関係は全線量域では直線モデル（L）が最もよく適合する

が、2 Gy 未満の線量域では線形二次モデル（LQ）が最もよく適合した。図

中の点は線量ごとの点推定値、縦線は各点の 95%信頼区間を示している。点

線は線形モデル（L）の 95%信頼区間を示している。図は文献 [8] から引用

した。 
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図 3 二重鎖切断（DSB）の修復経路 

放射線により発生した DSB は、主に classical non-homologous end 

joining（NHEJ）と homologous recombination（HR）の経路によって再結

合する。また、代替経路としてマイクロホモロジーを利用した alternative 

end joining（a-EJ）や single-strand annealing（SSA）の経路が知られて

いる。修復のミスは細胞死や突然変異の要因になる。図は文献 [14] から引

用した。 
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図 4 高感度検出系のコンセプト 

自然に起こる突然変異イベントを完全に抑制することは困難である。そ

のため、従来の検出系では低線量域における発生頻度が自然発生頻度の変

動の中に埋もれてしまうので、影響の有無の判定が困難となる。低線量影

響を検出するためのひとつのアプローチとして、放射線誘発イベントの頻

度を高めることで影響の有無が分からない範囲を狭くする考えがある。 
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図 5 体細胞突然変異の高感度検出系 GM06318-10 細胞 

Hprt1 遺伝子を標的とした従来の検出系では、Hprt1 遺伝子を含む大規模

な欠失が起こった場合には細胞は致死となり、突然変異として検出できない。

GM06318-10 細胞では欠損した Hprt1 遺伝子の機能を補完するためだけに

ヒト X 染色体が導入され、突然変異の検出と細胞の生存は切り離されてい

るため、HPRT1 遺伝子を含む大規模な欠失が生じた場合であっても突然変

異として検出することが可能となっている。 

  



12 

 

 

 

図 6 従来の検出系と高感度検出系における 6-thioguanine 耐性変異体頻度

の比較 [18] 

体細胞突然変異の高感度検出系である GM06318-10 細胞は、従来のマウ

ス細胞などを用いた検出系より 50～100 倍の高感度で突然変異を起こす。 
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図 7 プリンヌクレオチド代謝経路と HPRT 活性の役割 

PRPP ： Phosphoribosyl pyrophosphate, AMP ： Adenosine 

monophosphate, IMP ： Inosine monophosphate, XMP ： Xanthosine 

monophosphate, GMP：Guanosine monophosphate, 6-TG：6-thioguanine, 

6-TGMP：6-thioguanosine monophosphate； HPRT1 遺伝子に変異をもつ

細胞は、正常細胞が代謝することにより致死となる 6-TG に対する耐性を得

る一方で、hypoxanthine、aminopterin、thymidine の混合物である HAT

存在下では致死となる。この性質を利用することで、HPRT1 遺伝子に変異

をもつ細胞あるいは正常細胞の選択的な培養を行うことができる。 
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図 8 X 線誘発突然変異体頻度と変異スペクトルの線量依存性 [24] 

A）X 線誘発突然変異体頻度は線量依存的に増加し、0.15 Gy 以上の線量で

非照射の Control に対し統計的に有意となった。各ポイントは少なくとも

15 回の独立した実験の平均を示し、エラーバーは標準偏差を示している

（*：p < 0.05, **：p < 0.01）。 B）X 線に誘発された HPRT 欠損突然変

異体における X 染色体上の 2 つの STS マーカーについて、各欠失パター

ンの変異型の頻度（×10-4）を示した。0.2 Gy 以上の線量において両方の

STS マーカーを保持した変異体（Double positive）の頻度が、誘発突然変

異体頻度と同様の増加傾向を示した一方で、両方を欠失する変異体

（Double negative）は Control と同じ頻度で一定となった。 

  

A B 
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図 9 GM06318-10 細胞の低線量放射線による HPRT 欠損変異導入のモデル 

[24] 

GM06318-10 細胞において、自然発生で起こる突然変異（Spontaneous 

mutants）はげっ歯類細胞に導入したヒト染色体の不安定性という特徴によ

りヒト X 染色体の脱落あるいは、自然発生の偶発的な DSB による欠失で変

異体が出現する。一方で、放射線照射によりヒト X 染色体への DSB 導入頻

度が高くなると、DXS1048 と DXS1194 の両マーカーが維持されたような

変異体（Radiation-type mutants）が明確に増加し、この変化はおよそ 0.2 

Gy を境に生じていると考えられる。より高い線量の放射線が照射された場

合には、HPRT1 遺伝子が存在する長腕だけでなく、短腕側にも欠失をもつ

変異体が増加すると推測される。 
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        第 2 章 材料と方法 

材料と方法  
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2-1 GM06318-10 細胞の継代培養 

 細胞はHprt1遺伝子を欠損したハムスター細胞に正常なヒト X染色体を細胞

工学的に導入したGM06318-10細胞を用いた [18, 19] 。D-MEM培地（Thermo-

Fischer, 11965-092）に牛胎児血清（fetal bovine serum（FBS）, HyClone, 

Characterized）を終濃度 5%、ゲンタマイシン硫酸塩溶液（SIGMA）を終濃度

25 µg/ml、1×HAT supplement（Thermo-Fischer）を加えたものを継代用培養

液（1×HAT 培地）として用いた。細胞は 37℃で十分に加湿した CO2濃度 5%の

インキュベーター（エスペック）で培養し、サブコンフルエントの細胞を 2～3

日間隔で継代した。あらかじめ凍結保存しておいた細胞を解凍し、1×HAT 培地

で 2 週間程度培養することで HPRT1 遺伝子に変異をもつ細胞を除き、HPRT1

遺伝子が正常な細胞群を実験に用いた。 

 

 

 

2-2 トリチウム水（HTO）処理 

トリチウム β 線の照射は、培地に HTO（Water [H3], American Radiolabeled 

Chemicals）を添加することによって行った。照射開始日の 4 日前に 1×HAT 培

地を 7 ml 加えた T25 フラスコ（NUNC）に 2×105個の細胞を播き、照射開始

日にコンフルエントになるように培養した。照射開始時には目的の線量率にな

るように HTO を添加した CO2不要培地（ThermoFischer, 18045-088, FBS を

終濃度 0.2%で添加）で T25 フラスコの培地交換を行い、T25 フラスコをパラフ

ィルムで密栓し、37℃のインキュベーター（アステック）で培養した。線量率に

よって照射処理時間が異なるため、各線量率ごとに非照射 Controlを用意した。

各線量率の非照射 Control は HTO を加えていない CO2不要培地で培養するこ

と以外は HTO 処理群と全く同じ操作を行った。培地は 4～6 日ごとに新鮮な培

地に交換し、総線量が 0.2 Gy に達するまで培養した。線量率ごとのトリチウム

の放射能濃度と照射処理時間を表 1 に示す。なお、HTO を添加した CO2不要培

地の放射能濃度は、調製した培地の一部を滅菌水で 50 倍に希釈し、Ultima Gold

（PerkinElmer）を用いて液体シンチレーションカウンタ（Parkin Elmer, Tri-

Carb 3110TR）で測定して確認した。総線量が 0.2 Gy に達した後、細胞を HTO

を含まない CO2不要培地で 1 回洗浄して 30 分インキュベートした後、さらに 5

回洗浄して培地中の HTO を完全に除いた。HTO 処理の線量率は、以下の計算
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式で算出した [25] 。 

 

D（cGy/h）= C（MBq/ml）× 0.329 × 0.8（含水率） 

（0.329 = 1×106 壊変/s･MBq × 3600 s/h × 5.7×103 eV 壊変  

× 1.602×10-19 J/eV × 106 mGy･g/J） 

 

 

表 1 各線量率におけるトリチウム水濃度と照射処理時間 

 

 

 

 

2-3 HPRT 欠損突然変異アッセイ 

 照射処理後、T25 フラスコの細胞を 0.25%トリプシン（Thermo Fisher）処理

によってはがし、細胞数をコールターカウンタ（BECKMAN COULTER, Z1 

Coulter Particle Counter）で計数した。コロニー形成法により生存率を算出す

るために、基本培地（D-MEM 培地に終濃度 5%の FBS, 終濃度 25 µg/ml のゲ

ンタマイシン硫酸塩溶液を添加）を 4 ml 加えた 60 mm dish に 1500 個の細胞

を播いた。また、突然変異体頻度を算出するために基本培地を 7 ml 加えた 100 

mm dish に残りの細胞を播き、3 日間隔で 1×106個を継代した。生存率算出用

の dish は 37℃で十分に加湿した CO2 濃度 5%のインキュベーターで 2 週間培

養し、コロニーを形成させた。突然変異体頻度算出のために継代を行った細胞は、

9 日後に 6-thioguanine（6-TG, 和光純薬）による HPRT 欠損突然変異体のセ

レクションを行った。細胞を 0.25%トリプシン処理によって剥がし、コールター

カウンタで細胞を計数した。適当な希釈操作をし、コロニー形成効率（Plating 

線量率
（mGy/day）

HTOの放射能濃度
（MBq/ml）

照射処理時間

4.90 0.078 980 h（40 days 20 h）

6.24 0.099 768 h（32 days）

8.64 0.137 556 h（23 days 4 h）

11.0 0.174 436 h（18 days 4 h）

21.6 0.342 222 h（9 days 6 h）

32.4 0.548 148 h（6 days 4 h）

192 3.04 25 h（1 day 1 h）
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Efficiency：PE）比率算出用として基本培地を 4 ml 入れた 60 mm dish に 500

個の細胞を、突然変異体頻度算出用として 6-TG を 5 µg/ml で加えた基本培地

（6-TG 培地）を 7 ml 入れた 100 mm dish に 1×104個の細胞を播いた。それぞ

れ 37℃で十分に加湿した CO2濃度 5%のインキュベーター内で 2 週間培養し、

コロニーを形成させた。6-TG セレクションにより形成されたコロニーは、別ク

ローンであることを明確にするために dish 1 枚につき 1 つのコロニーをクロー

ニングし、変異スペクトル解析に用いた。 

 

 

 

2-4 細胞周期解析 

 細胞の細胞周期を解析するためにヨウ化プロピジウム（PI）染色による細胞周

期解析を行った。0.25%トリプシン処理により遊離した細胞を 15 ml 遠心チュ

ーブに移し、卓上遠心機（KOKUSAN, H-19FM）で 1,000 rpm で 5 分遠心し

た。遠心後、細胞の培地を除去して PBS（-）で再懸濁した。再び 1,000 rpm で

5 分遠心し、遠心後に PBS（-）を除去した。 

-20℃に冷やした 70%エタノールをゆっくりと 1 ml 滴下し、-20℃で一晩静置し

細胞を固定した。細胞の固定後、細胞を 4℃、1,000 rpm で 5 分遠心した。遠心

後、エタノールを除去して PBS（-）に再懸濁し、4℃、1,000 rpm で 10 分遠心

した後、PBS（-）を除去した。PI 染色液（PBS（-）に 0.1% TritonX-100, 0.2 

mg/ml RNaseA, 20 µg/ml PI）を 5×106細胞/ml で加えて懸濁し、室温の暗所で

30 分間インキュベートした後、Tali Image-Based Cytometer（Thermo Fisher）

を用いて測定した。 

 

 

 

2-5 細胞の固定・染色、数値の算出方法 

コロニーが形成された dish は 99% エタノール（日本アルコール販売）によ

り固定し、3%に希釈したギムザ染色液（Merck）によって染色を行った。まず、

dish から培地を除き、生理食塩水でリンスした後、完全に風乾し、99% エタノ

ールを 60 mm dish には 1 枚当たり 2 ml、100 mm dish 1 枚当たり 4 ml 加え、

30 分間静置した。30 分後、99% エタノールを除いて、風乾した。適量の 3%ギ
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ムザ染色液を加えて 30 分静置し細胞を染色した後、染色液を除いて水道水です

すぎ、dish を風乾した。実体顕微鏡（OLYMPUS、SZ61）を用いて細胞 50 個

以上からなるコロニーをカウントした。PE、生存率、突然変異体頻度、誘発突

然変異体頻度は次の算出方法によって求めた。 

 

PE（%） = 
（形成されたコロニー数）

（播いた細胞数）
×100 

 

生存率 =  
（照射した細胞の PE）

（非照射の細胞の PE）
× 100 

PE 比率 =  
（照射した細胞の PE）

（非照射の細胞の PE）
 

 

突然変異体頻度= 
（6-TG 耐性コロニー数）

（PE 比率×播いた細胞数）
 

 

誘発突然変異体頻度 =                       

       （照射細胞の突然変異体頻度）－（非照射細胞の突然変異体頻度） 

 

 

 

2-6 突然変異体のゲノム DNA の抽出 

 2-3 でクローニングした細胞が十分に増殖したことを確認できたら、ゲノム

DNA を抽出した。培地を除き、TNE buffer（10 mM Tris-HCl（pH7.5）, 100 

mM NaCl, 1 mM EDTA）で細胞をリンスした。37℃に温めた HMW buffer（10 

mM Tris-HCl（pH7.5）, 100 mM NaCl, 1mM EDTA, 0.5% SDS）+ Proteinase 

K（100 µg/ml, 和光純薬）を 400 µl 加えて細胞を溶解し、全量を 1.5 ml マイク

ロチューブに移し、37℃で一晩以上インキュベートした。インキュベート後、

TE 飽和フェノール（ニッポンジーン）：クロロホルム（和光純薬）（1：1）を 400 
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µl 加え、ローテーター（東京理化、MBS-1B）で 30 分間リバースミックスした

後、微量高速冷却遠心機（トミー精工、MX301）を用いて 4℃、10,000 rpm で

15 分間遠心した。遠心後、上層を新しいマイクロチューブへ移し、-20℃に冷や

した 99.5% エタノール（和光純薬）を 1,000 µl 加え、リバースミックスにより

DNA を析出させた。再び微量高速冷却遠心機を用いて 4℃、12,000 rpm で 10

分間遠心し、DNA を沈殿させた後、99.5% エタノールを除き、70% エタノー

ルを 200 µl 加えて、4℃、12,000 rpm で 10 分間遠心した。70% エタノールを

除いて風乾した後、TE buffer（10 mM Tris-HCl（pH7.5）, 1 mM EDTA）+ 

RNase A（25 µg/ml）を 50 µl 加えて DNA を溶解し、冷蔵保存した。 

 

 

 

2-7 PCR による HPRT 欠損変異体の変異スペクトル解析 

 ヒト X 染色体に特有な配列の STS マーカーを PCR により増幅し、その有無

をアガロースゲル電気泳動で確認することにより、ヒト X 染色体の変異スペク

トル解析を行った（図 10）。本研究では STSマーカーとしてDXS1497（Xp22.31）、

DXS1048（Xp11.22）、DXS1194（Xq11.12）、DXS1465（Xq21.33）、DXS86（Xq26）

を用いた。まず、得られたすべての HPRT 欠損突然変異体に対し DXS1497、

DXS1048、DXS1194、DXS1465 の有無を解析し、DXS1194 および DXS1465

が残存する HPRT 欠損突然変異体に対して DXS86 を試験した。使用したプラ

イマーは北海道システムサイエンスにて受託合成したもので、その配列を表 2

に示した。PCR 反応液には TaKaRa Ex Taq Hot Start Version（TaKaRa, 

RR006A）を用いた。1 試料あたり 10×Ex Taq buffer 1.5 µl、2.5 mM dNTP mix 

1.2 µl、Forward と Reverse のプライマー溶液（20 nM）が各 0.3 µl、Ex Taq 

Polymerase（5 U/µl） 0.1 µl に、抽出したゲノム DNA（～250 ng）を加え、総

量が 15 µlになるように滅菌水で調整した。PCR反応は表 3の通りに実施した。

PCR 産物の有無は 1.5%アガロース（ニッポンジーン）ゲルを用いた電気泳動で

確認した。 
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表 2 各 STS マーカーに対するプライマーセットの配列 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 3 各 STS マーカーの PCR 条件 

 

  

STS marker Product size

DXS1497 139 bp 95℃  2 min →

95℃  40 sec

57℃  30 sec

72℃  1 min

30 cycles → 72℃  5 min → 10℃  keep

DXS1465 212 bp 95℃  2 min →

95℃  40 sec

60℃  30 sec

72℃  40 sec

30 cycles → 72℃  5 min → 10℃  keep

DXS1048 330 bp

DXS1194 274 bp

DXS86 582 bp

→ 10℃  keep

PCR condition

95℃  40 sec

56℃  30 sec

72℃  1 min

95℃  2 min → 30 cycles → 72℃  5 min

STS marker Primer Sequence 

DXS1497 
5’- CTTGATAGGGGAAGATAAGG-3’ 

5’- GAATGGTAGAGAGGAAGTTG-3’ 

DXS1048 
5’-TGGGTGTACATTGTGACTTTTA-3’ 

5’-TAAAATGTTGAGATGGACTTTG-3’ 

DXS1194 
5’-CACCTCTGCCTTCCTCTCTATG-3’  

5’-TGGAAAAGGAACAATCAGAGTG-3’ 

DXS1465 
5’-GCAATCAACCAAGATGGTTAC-3’ 

5’-AACCTCTATAAAAGCAGGAAAATG-3’ 

DXS86 
5’-CAATATTTACCTCCTCTGACAC-3’ 

5’-ATGTTGAAAATGAAGATAAGGA-3’ 
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図 10 ヒト X 染色体の模式図と STS マーカーを用いた欠失解析の例 

本研究で調べた STS マーカーおよび HPRT1 遺伝子の位置を左に示す。

右図には DXS1048 と DXS1194 における欠失解析の例を示した。STS マー

カーが残存していれば、positive control である parent の GM06318-10 細

胞から抽出したゲノム DNA と同じ位置にバンドが現れる。  
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2-8 数値データの統計処理 

 すべての統計解析には EZR [26] を使用した。EZR は R および R コマンダー

の機能を拡張した統計ソフトウェアである。すべての実験データは少なくとも 3

回の独立した実験から得た。生存率および誘発突然変異頻度については、各線量

率間の平均に関して有意差があるかを調べるために、Tukey-Kramer 法による

多重比較解析を行った。変異スペクトル解析による欠失パターンの違いについ

ては、各線量率ごとに Control と HTO 処理群との間で Fisher の正確検定ある

いはカイ二乗検定による解析を行った。いずれの検定についても、有意水準は

5%とした。また、培養日数と Radiation type の割合の関係性を調べるために線

形回帰分析を行った。 
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   第 3 章 結果 

結果 
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3-1 低線量率 HTO 処理による細胞生存率と突然変異体頻度 

 先行研究において、GM06318-10 細胞に 21 mGy/day 以上の線量率でトリチ

ウム β 線照射を行ったときの突然変異体頻度の線量率依存性が調べられている 

[19] 。それによると、総線量を 0.2 Gy、0.3 Gy、1 Gy とした場合に HTO 誘発

突然変異体頻度は総線量に依存して増加する一方、線量率に依存した変化は見

られていない。一方で、生涯にわたってマウスに HTO を継続飲水させた実験で

は、12 mGy/day が放射線誘発がんに対する線量率のしきい値となることが報告

されている [27, 28] 。このマウス実験の結果を踏まえると、より低い線量率の

HTO 曝露で調べると、体細胞突然変異に対しても線量率しきい値が見つかる可

能性が推測された。加えて、GM06318-10 細胞に低線量の X 線（線量率 0.46 

mGy/h）を照射した実験により、0.15 Gy 以上の線量で非照射に対して誘発突然

変異体頻度の有意な増加を検出できることを報告した [24] 。そこで本研究では、

確率的影響である体細胞突然変異に線量率しきい値が存在するかどうかを調べ

ることを目的に、GM06318-10 細胞に総線量 0.2 Gy で、4.9 mGy/day から 192 

mGy/day までのさまざまな線量率で HTO 処理を行い、生存率および HTO 誘

発突然変異体頻度の線量率依存性を調べた。 

T25 フラスコに細胞がコンフルエントの状態で HTO 処理を行った。そのた

め、接触阻止によりほとんどの細胞は G0/G1 期にあると考えられたが、このこ

とを確認するために Tali Image-Based Cytometer（Thermo Fisher）を用いた

細胞周期解析を行った（図 11）。サブコンフルエントの GM06318-10 細胞では

S 期の細胞が 23.3%、G2/M 期の細胞が 5.7%であったのに対し、コンフルエン

トの状態で培地交換のみを行い 10 日間保った細胞では S 期が 5.4%、G2/M 期

が 0.75%に減少しており、接触阻止による細胞周期停止が起こっていることが

確認された。 

 図 12 には各線量率の HTO 処理による 0.2 Gy 照射後における細胞生存率を

示した。生存率は総線量が 0.2 Gy であるためほぼ 100%であり、線量率の違い

による影響も認められなかった。 

 図 13 はさまざまな線量率の HTO 処理による誘発突然変異体頻度を示した。

HTO 誘発突然変異体頻度は、11.0 mGy/day と 21.6 mGy/day の間で傾向が大

きく変化することがわかった。21.6 mGy/day 以上の線量率では誘発突然変異体

頻度はおよそ 7.4×10-4 （21.6 mGy/day 以上の線量率の平均）であるのに対し、

11.0 mGy/day 以下の線量率では有意に低下し、0.83×10-4 （11.0 mGy/day 以下
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の線量率の平均）となり、その値は自然発生による突然変異頻度とほぼ同程度で

あった。このことは、細胞の体細胞突然変異においても線量率のしきい値が存在

し、その値は 11.0 mGy/day から 21.6 mGy/day の間にある可能性を強く示唆す

るものであった。 

 

  



28 

 

 

 

図 11 長期培養による細胞周期の変化 

左側はサブコンフルエント、右側はコンフルエントで 10 日間保った細胞

集団である。それぞれについて G0/G1、S、G2/M 期の割合を解析した結果

を示した。解析は Tali Image-Based Cytometer（Thermo Fisher）で行っ

た。 

  

Subconfluent 10 days at confluent 

G0/G1：71.0% 

S：23.3% 

G2/M：5.7% 

G0/G1：93.9% 

S：5.4% 

G2/M：0.75% 
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図 12 0.2 Gy 照射における HTO 処理の線量率と細胞生存率 

横軸に HTO 処理の線量率（mGy/day）を、縦軸に生存率（%）を対数軸

で示した。各プロットは 3 回以上の独立した実験により得られた平均値を示

し、エラーバーは標準偏差を示す。統計解析は Tukey-Kramer 法による多

重比較により行い、すべての群の間に統計的有意差はなかった（N.S）。 
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図 13 0.2 Gy 照射における HTO 処理の線量率と誘発突然変異体頻度 

横軸に HTO の線量率（mGy/day）を対数軸で、縦軸に HTO 誘発突然変

異体頻度（×10-4）を示す。各プロットは 3 回以上の独立した実験により得

られた平均値を示し、エラーバーは標準偏差である。統計解析は Tukey-

Kramer 法による多重比較により行い、有意差があった群間には p 値を示し

た。 
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3-2 HPRT 欠損突然変異体の変異スペクトル解析 

 HTO 処理によって得られた HPRT 欠損突然変異体についてヒト X 染色体の

STS マーカーを PCR で増幅し、有無を確認することにより変異スペクトル解析

を行った。STS マーカーとして、DXS1497（Xp22.31）、DXS1048（Xp11.22）、

DXS1194（Xq11.12）、DXS1465（Xq21.33）の 4 座を主に用いた。突然変異体

の X 染色体に STS マーカーが存在する場合、DXS1497 では 139 bp、DXS1048

では 330 bp、DXS1194 では 274 bp、DXS1465 では 212 bp の位置にバンドが

現れる。変異体ごとの STS マーカーの有無を対応付けることにより、その変異

体で起こっているおおよその欠失範囲を見積もることができる。以前の研究で

GM06318-10 に低線量 X 線を照射した場合に、自然発生で生じた 6-TG 耐性突

然変異体の 95%で HPRT1 遺伝子の近傍に位置する DXS86（Xq26）が欠失し

ていることが明らかになっている [24] ため、本研究では上記 4 座の STS マー

カーで PCR 解析を行った後に、ヒト X 染色体長腕側に位置する DXS1194 およ

び DXS1465 が存在する変異体に対して DXS86 の PCR 解析を行って、長腕末

端の欠失による HPRT 欠損突然変異であるのかを確認した。各線量率ごとの

Control群およびHTO処理群で得られた突然変異体の欠失パターンと得られた

クローン数、各処理群における欠失パターンの割合を表 4 にまとめた。なお、長

腕の STSマーカーが存在したすべての変異体でDXS86は存在していなかった。

欠失パターンのうち、HTO 処理の有無に関わらず最も高頻度に現れたのは、す

べてのマーカーが存在しない All negative（－/－/－/－）のパターンであり、そ

の頻度は線量率が高くなるほど低くなる傾向が認められた。All negative 型の突

然変異体は、げっ歯類細胞に導入したヒト X 染色体の不安定性 [20-22] による

細胞からのヒトＸ染色体の脱落によるものと考えた。X 線照射の場合にも All 

negative 型突然変異は放射線曝露とは無関係に生じる突然変異であったことか

ら [24] 、All negative 型突然変異を“Spontaneous type”と分類することにし

た。4.9 mGy/day の線量率では総線量が 0.2 Gy に達するまでに 40 日以上を要

する。培養期間が約 6日の 34.6 mGy/dayと 4.9 mGy/dayにおける Spontaneous 

type の頻度を比較すると、Control 群間および HTO 処理群間のいずれの比較で

も 34.6 mGy/day の方が有意に低かった（カイ二乗検定で p＜0.01）。この知見

は GM06318-10 細胞において HAT の存在しない培地条件では培養期間の長期

化に依存してヒト X 染色体の脱落頻度が上昇することを示唆する。 
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得られた HPRT 欠損突然変異体の変異スペクトル型から Spontaneous type

の変異体を除き、線量率ごとに各 STS マーカーの欠失割合を算出して図 14 に

示した。短腕に位置する DXS1497 と DXS1048 の欠失割合は最も高い 192 

mGy/day の線量率による HTO 処理群でわずかに上昇する傾向があったが、線

量率に依存する明瞭な傾向は見られなかった。一方、長腕に位置する DXS1194

の欠失割合は 4.9 mGy/day から 11.0 mGy/day までの線量率では Control 群と

HTO 処理群でほとんど変化は見られなかったものの、21.6 mGy/day 以上の線

量率では Control 群に対して HTO 群で明らかに欠失割合の上昇が認められ、

34.6 mGy/day では Control 群と HTO 処理群の間に統計的有意差が認められた

（p＜0.043）。DXS1194 における欠失割合が変化する線量率は、HTO 誘発突然

変異体頻度の変曲点と一致している。DXS1194 と同じく長腕に位置する

DXS1465 の欠失割合は Control 群、HTO 処理群ともに線量率の増加に伴って

上昇する傾向があった。ここで、それぞれの欠失パターンについて、そのパター

ンが形成されるために必要な最小の DSB 数にもとづいて 4 つに分類した。すべ

ての STS マーカーを失った All negative 型突然変異体を Spontaneous type、

HPRT1 遺伝子を含む長腕側で欠失が起こったパターン（＋/＋/＋/＋、＋/＋/＋/

－、＋/＋/－/－）を One-DSB type、HPRT1 遺伝子を含む長腕と短腕の一部で

も欠失がおこったパターン（－/＋/－/－、－/＋/＋/－、－/＋/＋/＋、－/－/＋/－、

－/－/＋/＋）を Two-DSBs type、セントロメアを失い細胞集団中で維持される

ために他の染色体に転座したと考えられる＋/－/－/－を Translocation type と

した。この分類にもとづいて HTO 処理群の変異スペクトルを分析すると、特に

低い方の線量率においてはControl群のスペクトルとよく類似し、192 mGy/day

などの高い方の線量率においては HTO 処理群で明確に Spontaneous type が減

少して、Two-DSBs type や Translocation type が増加した（図 15）。放射線の

特徴である DSB が関わる One-DSB type、Two-DSB type、Translocation type

を“Radiation type”と定義してまとめてみると、Radiation type の割合は培養

期間の長さに依存して減少し、Control 群と HTO 処理群でそれぞれ回帰直線を

とると、直線の傾きは HTO 処理群の方が急であり、培養期間が 40 日あたりで

直線は重なった（図 16）。このことは、線量率が低くなるにつれて、突然変異体

の変異スペクトルが自然発生で起こる突然変異スペクトルに収束することを示

唆している。 
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表 4 HTO 曝露による 6-thioguanine 耐性突然変異体の変異スペクトル 

 

－/－/－/－ ＋/＋/－/－ ＋/＋/＋/－ ＋/＋/＋/＋ －/＋/－/－ －/＋/＋/－ －/＋/＋/＋ －/－/＋/－ －/－/＋/＋ ＋/－/－/－

Control 33 (82.5) 3 (7.5) 1 (2.5) 2 (5.0) 0 (0) 1 (2.5) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

0.2 Gy 63 (79.7) 5 (6.3) 9 (11.4) 1 (1.3) 0 (0) 1 (1.3) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Control 59 (78.7) 5 (6.7) 8 (10.7) 1 (1.3) 1 (1.3) 0 (0) 0 (0) 1 (1.3) 1 (1.3) 0 (0)

0.2 Gy 103 (67.8) 7 (4.6) 26 (17.1) 12 (7.9) 1 (0.7) 1 (0.7) 0 (0) 2 (1.3) 0 (0) 0 (0)

Control 27 (61.4) 5 (11.4) 7 (15.9) 4 (9.1) 0 (0) 0 (0) 1 (2.3) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

0.2 Gy 64 (64.6) 4 (4.0) 19 (19.2) 8 (8.1) 0 (0) 2 (2.0) 0 (0) 2 (2.0) 0 (0) 0 (0)

Control 49 (68.1) 7 (9.7) 15 (20.8) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (1.4) 0 (0) 0 (0)

0.2 Gy 93 (64.6) 7 (4.7) 30 (20.8) 10 (6.9) 2 (1.4) 0 (0) 0 (0) 2 (1.4) 0 (0) 0 (0)

Control 29 (60.4) 3 (6.3) 12 (25.0) 4 (8.3) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

0.2 Gy 71 (55.9) 19 (15.0) 21 (16.5) 9 (7.1) 2 (1.6) 3 (2.4) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (1.6)

Control 52 (53.1) 10 (10.2) 29 (29.6) 6 (6.1) 0 (0) 1 (1.0) 0 (0) 0 (0) 1 (1.0) 0 (0)

0.2 Gy 81 (44.3) 35 (19.1) 49 (26.8) 15 (8.2) 1 (0.5) 0 (0) 0 (0) 1 (0.5) 0 (0) 1 (0.5)

Control 10 (62.5) 2 (12.5) 4 (25.0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

0.2 Gy 18 (37.5) 9 (18.8) 14 (29.2) 2 (4.2) 0 (0) 2 (4.2) 1 (2.1) 1 (2.1) 0 (0) 1 (2.1)
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図 14 Spontaneous type を除く 6-thioguanine 耐性突然変異体の各 STS マ

ーカーの欠失割合 

Spontaneous type の変異体を除いた変異体について欠失部位の割合を示

した。A）DXS1497（Xp22.31）の欠失（－/＋/－/－、－/＋/＋/－、－/＋/

＋/＋の合計） B）DXS1048（Xp11.22）の欠失（－/－/＋/－、－/－/＋/＋

の合計） C）DXS1194（Xq11.12）の欠失（＋/＋/－/－、－/＋/－/－の合

計） D）DXS1465（Xq21.33）の欠失（＋/＋/＋/－、－/＋/＋/－、－/－/＋

/－の合計）。p 値はフィッシャー正確検定によって得た。 
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図 15 HTO 誘発 6-thioguanine 耐性突然変異体の変異スペクトル 

突然変異体が形成されるために必要な最小の DSB 数にもとづいて突然変

異体を 4 つに分類した。変異スペクトルは DXS1497／DXS1048／

DXS1194／DXS1465 の有無を示し、「＋」はその STS マーカーが存在す

ることを、「－」はその STS マーカーが存在しないことを意味する。各線

量率のクローン数は表 3 に示してある。p 値は Control 群と 0.2 Gy 群間の

Radiation type（One-DSB type、Two-DSB type、Translocation type）の

頻度をカイ二乗検定により比較したものである。 
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図 16 Radiation type の突然変異体の培養期間依存性 

実線は 0.2 Gy の回帰直線を示し、点線は Control の回帰直線を示してい

る。図中には回帰式と決定係数（R2）を示した。 
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福島第一原子力発電所事故に伴う放射性物質を含む汚染水は、いまだ一日あ

たり 140 m3（2020 年平均）もの量で発生し続けている [29] 。発生した汚染水

は多核種除去装置「ALPS」などを通すことによって、ほとんどの放射性核種を

国の排出基準値以下まで除去できるが、トリチウム（トリチウム水：HTO）は

残存したままの状態で敷地内のタンクに保管されている。政府は福島の復興に

向けた原発の廃炉作業では ALPS で処理した HTO を含む水（ALPS 処理水）の

処分が必須であるとしていることから、処分方法について様々な議論が行われ

ているが [30, 31] 、2021 年 3 月現在、いかなる方法によっても実施には至っ

ていない。ALPS 処理水の処分が行われる際には HTO が人体や環境に与える懸

念への対応、社会的な風評への対策は避けられない。健康リスクへの懸念や風評

は、特に低線量、低線量率における HTO 曝露による生体影響が十分に明らかに

なっていないということが要因のひとつとなっている。したがって、低線量、低

線量率の HTO 曝露による生物影響を明らかにし、健康リスクへの影響の有無に

ついての確固たる証拠を提供できる研究が必要である。 

低線量、低線量率の放射線影響を議論する際には確定的影響よりも確率的影

響に着目する必要がある。確定的影響は組織や臓器の一定数の細胞死や機能不

全にもとづいているため、確定的影響が起こるためにはある程度の線量を必要

とする。一方で確率的影響は細胞の突然変異にもとづく影響であり、DSB に局

在するγH2AX や 53BP1 などを用いた放射線誘発フォーカスの研究により、数 

mGy の低線量放射線であっても DSB を生じさせることが複数の研究により明

らかにされていることから [3-5] 、低線量、低線量率の放射線であっても確率

的影響が生じる可能性はゼロではない。当然、DNA に生じた DSB は細胞の損

傷修復システムによって修復されるため [12-14] 、低線量、低線量率放射線に

よる確率的影響を評価するためには修復後に残存した変化を高感度に検出でき

る実験系が必要になる。 

本研究は、発がんの前事象のひとつと考えられる体細胞突然変異を高感度に

検出できる細胞系 [18, 19] を用いて、低線量、低線量率の HTO 曝露が HPRT1

遺伝子の変異事象に対し及ぼす影響について調べた。細胞培地へ添加する HTO

の濃度を調節することにより 4.9 mGy/day から 192 mGy/day までの線量率で、

総線量が 0.2 Gy に達するまで培養し、コロニー形成法により細胞生存率および

突然変異体頻度を算出した。HTO 曝露による細胞の生存率は、線量率間の比較

において有意な差は確認されなかった（図 12）。一方で、非照射 Control 群の突

然変異体頻度は（54.5 ± 48.3）×10-4と、培養日数や実験回によって大きくばら
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ついた。そのため、突然変異体頻度については各線量率ごとに HTO 処理群と

Control 群の差をとった HTO 誘発突然変異体頻度を用いて比較解析した。その

結果、誘発突然変異体頻度は 11.0 mGy/day 以下の線量率と 21.6 mGy/day 以上

の線量率で傾向が顕著に変化することがわかった（図 13）。すなわち、21.6 

mGy/day 以上の線量率では Control に対して顕著に増加しているのに対して

11.0 mGy/day 以下の線量率では誘発突然変異体頻度は 21.6 mGy/day 以上と比

較して有意に低くなり、Control 群の頻度とほぼ同程度の値となった。 

この発見は、HTO 曝露によって誘導される体細胞突然変異において、11.0 

mGy/day から 21.6 mGy/day の間で線量率のしきい値が存在する可能性を強く

示唆している。Yamamoto ら（1995, 1998）はマウスに 10 mGy/day から 240 

mGy/day までの線量率で様々な濃度の HTO を含む飲料水を生涯にわたって投

与し、マウスの死因と腫瘍発生頻度を詳細に調べている [27, 28] 。その研究に

よると、24 mGy/day 以上の線量率ではマウスの主な死因が胸腺リンパ腫であっ

たのに対し、24 mGy/day 以下の線量率では胸腺リンパ腫は減少して他の腫瘍が

見られるようになり、腫瘍の種類と頻度は非投与 Control と同様となった。この

事実から Yamamoto らは、用いたマウス系統における主要な放射線誘発がんで

ある胸腺リンパ腫に関する線量率のしきい値が 12.0 mGy/day 付近にあると提

案している。本研究の結果はそれを支持する結果となっており、HTO による遺

伝子変異や発がんといった確率的影響が、動物モデルと細胞モデルの両方にお

いて同程度の線量率がしきい値となりうる共通性は非常に興味深い。Yamamoto

らの研究は生涯にわたってマウスに HTO の投与を行っているのに対し、本研究

は総線量を 0.2 Gy と区切っているため、両研究で見られた線量率のしきい値の

共通性は、12 mGy/day 以上の線量率による突然変異の発生と、その蓄積の結果

として発がんが生じている可能性が考えられるが、今後のより詳細な検討が必

要である。 

次に、得られた HTO 誘発 HPRT 欠損突然変異体の変異スペクトル解析を行

った。変異スペクトルの指標としてヒト X 染色体の短腕側に 2 座（DXS1497、

DXS1048）、長腕側に 2 座（DXS1194、DXS1465）の STS マーカーを設定し、

得られたすべてのHPRT欠損突然変異体について 4座のマーカーの有無をPCR

によって調べた。PCR 解析で得られた HPRT 欠損突然変異体の変異スペクトル

は、そのパターンが形成されるために必要となる最小の DSB 数を基準に 4 型に
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分類した。具体的には、すべての STS マーカーが存在せず、細胞からヒト X 染

色体が脱落したと考えられる Spontaneous type、HPRT1 遺伝子を含むように

ヒト X 染色体の長腕側で欠失が起こった One-DSB type、長腕側での欠失に加

え短腕側でも欠失が起こった Two-DSBs type、さらに短腕の端部（DXS1497）

のみが存在しセントロメアを失っていることから転座と考えられる

Translocation type の 4 型である。なお、ヒト X 染色体長腕の DXS1194 と

DXS1465の両方が存在する変異体はHPRT1遺伝子の点突然変異などによる変

異体の可能性が考えられるため、HPRT1 遺伝子近傍に位置する DXS86 も解析

したが、すべての変異体で DXS86 は存在しなかった。この結果から、すべての

変異体は少なくとも HPRT1 遺伝子領域を欠失することによって生じていると

考えられたため、４つの STS マーカーをもつ＋/＋/＋/＋は One-DSB type とし

て、短腕に欠失をもつ－/＋/＋/＋や－/－/＋/＋は Two-DSBs type として分類し

た。 

 突然変異スペクトル解析の結果、線量率および照射の有無に関わらず、最も高

頻度に見られた型はヒト X 染色体の脱落による Spontaneous type であった。

これはげっ歯類細胞に導入されたヒト染色体の不安定性によるものと考えられ

る [20-22] 。実験で用いた高い方の線量率である34.6 mGy/dayや192 mGy/day

において、HTO 処理による染色体の一部欠失による変異型（One-DSB type, 

Two-DSBs type, Translocation type）の割合が上昇する傾向があった。これま

での X 線照射による研究から、GM06318-10 細胞系では、自然発生で起こる突

然変異はヒト X 染色体の脱落によるものであり、放射線誘発突然変異は DSB の

発生によるヒト X 染色体の部分欠失となることがわかっている [24] 。そこで

DSB による 3 つの型の変異を Radiation type として 1 群にまとめてスペクト

ルを見直すと、0.2 Gy の HTO 曝露において、実験で用いた低い方の線量率で

は HTO 処理群と非照射群ともに Spontaneous type が高頻度となる類似した変

異スペクトルを示したのに対し、高い方の線量率では HTO 処理群の Radiation 

type 変異が明らかに増加する傾向が認められ、線量率があるレベルを上回ると

突然変異の型が Spontaneous type 主体から Radiation type 主体へと移行する

ことが示唆される。 

 それぞれの STS マーカーごとに欠失割合を比べてみると、ヒト X 染色体短腕

の DXS1497 と DXS1048 の欠失割合は、照射の有無に関わらず非常に低かった
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ことから、ヒト X 染色体短腕の欠失は線量率に依存した変異スペクトルの変化

にはほとんど影響していないと考えられた。一方、長腕側の DXS1194 の欠失割

合は誘発突然変異体頻度の変曲点に一致するような変化が見られた。すなわち、

11.0 mGy/day 以下の線量率では非照射 Control 群と HTO 処理群で欠失割合は

同程度であるが、21.6 mGy/day 以上の線量率では Control 群の欠失割合は 11.0 

mGy/day 以下の線量率と変わらないにも関わらず、HTO 処理群では明瞭に上

昇する傾向が観察された。このことから、11.0 mGy/day 以下の線量率ではヒト

X 染色体の長腕の大半を失うような DSB 導入はあまり起こらないが、21.6 

mGy/day 以上の線量率では長腕に DSB による欠失をもつ型の変異が生じやす

い傾向にあることが示唆される。なお、有意差はやや不明瞭ながら DXS1465 の

欠失割合も線量率の増加に伴って上昇する傾向があった。 

線量率に依存したゲノム欠失構造の変化は Russel と Hunsicker（2012）によ

って報告されている [32] 。彼らはマウスの放射線誘発による特定の遺伝子座位

における突然変異の過去の研究データを分析し、“large lesion”（大規模な欠失）

が線量率に依存し、0.8 R/min（～10 mGy/min）以上の線量率で顕著に増加す

ることを報告している。彼らの結果は本研究とは線量率のレベルが大きく異な

るが、放射線の線量率に依存した欠失イベントの転換を支持するものであり本

研究の結果を裏付ける情報のひとつとなると考えられる。 

実験における高い線量率のHTO曝露によってヒトX染色体のRadiation type

の変異が増加するメカニズムとしては、いくつかの可能性が考えられる。第 1 は

21.6 mGy/day 以上の線量率において DXS1194 欠失の割合が高くなったことか

ら、放射線による DSB 誘導のホットスポットがヒト X 染色体長腕のセントロメ

ア近傍に存在する可能性である。この仮説の実証には、より詳細な STS マーカ

ー解析が必要になるが、Xiao と Natarajan（1999）によりハムスター細胞の X

染色体長腕のセントロメア近傍（Xq21）に放射線曝露による不安定部位が存在

することが報告されていること [33] から、ヒト X 染色体においても確認すべ

き点といえる。第 2 に、線量率が増加することによって単位時間あたりに細胞

核へ誘導される DSB 数は増加することから、DSB がヒト X 染色体長腕に誘導

される確率も高くなることが考えられる。第 3 に、単位時間あたりの損傷が少

ない（すなわち、線量率が低い）場合には、DNA 損傷修復のクオリティが高く

なることが考えられる。これらの視点から本研究の結果を鑑みると、高い線量率
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では単位曝露時間あたりの損傷が増加し、Radiation type の突然変異が起こり

やすくなるが、細胞の培養期間が長くなると図 16 に示したように Radiation 

type 変異の頻度自体が減少し、HTO 処理群における Radiation type の頻度も

Control 群に近づいたという結果は、GM06318-10 細胞の培養期間が長期化す

ると細胞からのヒト X 染色体の脱落機会が増加していることを示唆する。つま

り、低線量率 HTO 処理の場合に DNA 損傷で誘発された Radiation type 変異

イベントの一部がヒト X 染色体の脱落によって隠されてしまい Spontaneous 

type となった可能性は否定しきれないため、今後の詳細な解析で解明すべき課

題として残っている。 

なぜ、誘発突然変異体頻度と変異スペクトルの変曲点が 11.0 mGy/day と 21.6 

mGy/day の間にあるのかについては現段階では説明することができないが、ヒ

ントとなる研究として、Arcanjo らの研究があげられる [34, 35] 。彼らはゼブ

ラフィッシュの受精卵を 0.4 mGy/h（9.6 mGy/day）あるいは 4 mGy/h（96 

mGy/day）の線量率の HTO 存在下で発生させ、発生段階ごとに遺伝子発現の変

化を解析している。それによると、受精後 24 時間時点における筋収縮やイオン

輸送、眼の発達に関連する遺伝子発現制御が 0.4 mGy/h 曝露と 4 mGy/h 曝露の

間で正反対の応答を示し、4 mGy/h では h2afx や bcl2l、xrcc1 などいくつかの

DNA 損傷修復関連遺伝子の発現が上昇した一方で、0.4 mGy/h では酸化ストレ

ス応答やアポトーシス関連遺伝子の発現上昇が起こった。このことは、本研究で

用いた線量率の範囲で遺伝子発現レベルでの細胞応答の変化が起こる可能性を

示唆する。トリチウムβ線も含めた低 LET 放射線による DNA 損傷では、水の

放射線分解などで生じた活性酸素種による間接作用の寄与が 7～8 割に上り 

[36] 、継続的な低線量率放射線照射は慢性的な酸化ストレスを増加させ細胞の

早期老化を誘導すると報告されている [37, 38] 。そのことを踏まえれば、本研

究における突然変異生成に関しても特に低濃度においては HTO による酸化ス

トレスの影響割合が大きくなることは十分に考えられる。線量率に依存した酸

化ストレス応答を含む遺伝子発現の変化や、それが突然変異形成に与える寄与

割合については、今後の研究でさらなる検討を進める必要がある。 

本研究で用いた高感度検出系は、内在性の Hprt1 遺伝子を用いた従来の検出

系よりも 50～100 倍高い頻度で突然変異の検出をすることができる一方で、特

に長期間の HTO 曝露後の際に観察されたように、ヒト X 染色体の脱落による
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自然発生型（Spontaneous type）の突然変異が高頻度に生じる特徴をもつ。こ

の特徴は、本細胞系の突然変異体頻度を高める要因として寄与する一方、突然変

異体頻度のばらつきを大きくする要因にもなっている。特に低線量率被曝によ

る変異スペクトル解析においては自然発生頻度の上昇は不都合な性質であり、

低線量、低線量率放射線による突然変異をより詳細に解析するためには、自然突

然変異を抑制できるような新規の細胞系を確立する必要がある。本研究で分類

した Spontaneous type の突然変異を抑制できる細胞系を樹立できれば、より低

レベルの HTO 曝露によって遺伝的変異影響が生じるのか否かを明確に解析が

できることが期待される。 
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