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研究要旨

HPRT 変異クローン（無処理、放射線照射、ENU 処理）と無選択クローン、

合計 27 クローンに対してショートリードとロングリードの両プラットフォ

ームにて全ゲノムシークエンシングを完了した。リピート領域等を除いた約

50%のヒトゲノム領域について、一塩基置換、短い挿入欠失、長い欠失を中

心とした解析を行った。放射線照射クローンに特徴的な変異、特にメガベー

ス以上の長い欠失等を検出している。今後、さらに解析を進め、実際の症例

に利用可能な変異の同定を進める。福島県で発見された小児・若年者甲状腺

癌に関しては、収集した症例について既知のドライバー変異解析を完了し、

全ゲノム解析を行う症例群の設定が完了、一部の症例についてシークエンシ

ングを行った。

キーワード 放射線、ロングリード次世代シークエンス解析、甲状腺癌
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I  研究目的 

人体への放射線被ばくの晩発影響として最も重要なものは発癌である。しかし、癌は一般集団

によく見られる疾患であり、あるひとつの癌が放射線によって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今のところない。福島第一原発事故の後、多くの小児・若

年者甲状腺癌が発見された。これらの被ばく線量は極めて低いと思われ、事故により放出された

放射性ヨウ素との関連はないと考えられているものの、個々の症例における明確な分子エビデン

スはない。そこで本研究の目的は、最新のゲノム解析技術を駆使して、放射線ゲノム刻印の存在

を明らかにし、同様の技術を用いて福島県小児・若年者甲状腺癌のゲノム解析を行い、これらの

刻印が存在するかを検証すること、さらには本研究の学術成果によって、福島県民の健康管理や

不安への対応策の有効性をさらに向上させることである。 

前年度は、放射線被照射後の細胞クローンの樹立を完了させ、PCRによるエクソン欠失データ

を確認、全ゲノムシークエンシングを行う24クローンを選び出し、そのうち16クローンに関して

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完了した。 

本年度の目的は、上記細胞クローンのゲノムに対してショートリードとロングリード次世代シ

ークエンシングを完了させ、データ解析によって放射線刻印の同定を行うこと、福島県小児・若

年者甲状腺癌の症例に対して既知の遺伝子変異の解析を行い、全ゲノム解析のための群を設定し、

実際にシークエンシングを開始することである。 

 
II  研究方法 

前年度、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-γ線（線量率：1 Gy/min）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）在下で培養し、細胞

クローンを樹立した。また、コントロールとして、無処理 6-TG 存在下、非存在下（クローニング

のみ）で樹立したクローンも準備した。 

本年度に行った全ゲノムシークエンシングは、前年度同様、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）PromethION を用いて行

った。ショートリードの一塩基置換と短い挿入・欠失の解析には、GATK4 の HaplotypeCaller、構

造異常解析には、ショートリードは manta、ロングリードは sniffles を使って変異コールを行った。

Manta はすべてのサンプルを一度にまとめてコール出来ず、vcf ファイルのマージには SURVIVOR

を用いた。得られた vcf ファイルを元に、genotype や variant allele frequency、supported read 数等を

使って variant を抽出した。 

福島小児・若年者甲状腺癌の既知遺伝子変異は、点突然変異はサンガーシークエンシングで、

融合遺伝子は定量 RT-PCR 法にて検出を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究内容は、福島医大、長崎大学ともにヒトゲノム遺伝子解析研究の倫理審査会で承認を受

けた（長崎大学許可番号20131010-6）。患者、もしくは代諾者よりインフォームドコンセントを取

得した。 
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III  研究結果 

 令和 2 年度 

放射線や ENU 処理なしに樹立したクローンをコントールとし、すべての処理（γ線 1, 3, 6 Gy, 

ENU 1mM）より複数のクローンを樹立することが出来た。それぞれの樹立したクローン数とエ

クソンの欠失状態を以下に示す。被ばく線量の増加によって、明らかに欠失を持つクローンの割

合が増加した（表 1）。 

 

 

 
 
このうち、コントロール、1 Gy、3 Gy、6 Gy から 5 クローンずつ、ENU から 4 クローン、合

計 24 クローンを選択し、コントロール、1 Gy、3 Gy のクローン全てと 6 Gy のクローン 1 つ（計

16 クローン）についてショートリードとロングリード法による全ゲノムシークエンスを施行

し、配列データを得た。 

 
令和 3 年度 

 無処理 6-TG 選択クローン（Sp）5 クローン、ENU 6-TG 選択クローン（enu）4 クローン、1, 3, 

6 Gy 照射後 6-TG 選択クローン（1Gy, 3Gy, 6Gy）それぞれ 5 クローン、無処理クローニングのみ

（6-TG 不使用）のみ 3 クローン、合計 27 クローンについて、150 bp ペアエンドのショートリー

ドシークエンシング（MGI プラットフォーム）、ロングリードシークエンシング（ONT プラット

フォーム）を完了した。 

 1000 Genome Project の成果として、ヒトゲノム上でショートリードによるシークエンシングを

比較的正確に行うことができる領域を登録したデータがあり、これにさらに RepeatMasker、

WindowMasker によるリピート配列、Segmental duplication のデータを組み合わせ、ショートリー

ドシークエンシングでデータの信頼性が高いと思われる領域（全ゲノムの約 50%）を設定した。

コールされた変異のうち、領域とオーバーラップがあるもののみを抽出して解析した。 

 一塩基置換（SNV）と短い挿入・欠失（INDEL）は、さらにカバレッジ 20 未満のものを取り除

いた。3 個の無処理クローニングのみクローン間で異なる変異を抽出したところ、約 2600 個コー

ルされており、単純な細胞培養環境でも多くの変異が入ることが示唆された。無処理クローニン

グのみクローンに見られた変異は除去し、放射線照射クローンで見られた変異の特徴を

SigProfilerMatrixGenerator で解析した。Sp クローンとの比較では、C > A 変異、C > G 変異、T > C
変異の一部で signature の違いを示唆するデータを得た（図 1 矢印）。 

 構造変異（SV）に関しては、ロングリード解析がより正確にマッピングされ、20 kbp 程度まで

の欠失（DEL）を直接的に観察することができた。本年度は、SV のうち DEL について集中的に

解析を行った。放射線照射クローンでは、HPRT 遺伝子周囲に線量に従って頻度、大きさともに増

加する DEL が観察された（図 2）。次に、こちらも無処理クローニングのみクローンに見られた変

表 1 Established HPRT-mutated clones 



4 

異は除去し、全 DEL についてその長さをプロットしたところ、放射線照射クローン特異的に 1 

Mbp を超える長さの DEL が観察された（図 3、赤丸）。また、これら放射線によると考えられる 1 

Mbp を超える DEL の breakpoint の両端には、manta で出力されるホモロジーシークエンスはほと

んど観察されなかった。 

 
 

 

 

 

 

 

図 1 Mutation signature, SNV 

図 2 Read coverage of chrX.q and around the HPRT gene 

図 3 Deletion length of the clones 
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 複数のクローンで同じ変異が観察され、変異が入りやすいローカスの存在が示唆されたが、今

後、詳細な検討が必要である。 

 福島県立医科大学より提供を受けた小児・若年者甲状腺腫瘍について、既知のドライバー遺伝

子変異の解析を行った。176 例の乳頭癌（男性 70、女性 106、年齢の中央値 18 歳）のうち、BRAFV600E

変異が 114 例（64.8%）、RAS 変異 1 例（0.6%）、RET/PTC 17 例（9.7%）、ETV6/NTRK3 7 例（4.0%）

であった。代表者が 2015 年に発表した乳頭癌 63 例の結果との比較、さらには全症例から前述し

た早期に発見された 63 例を除く後期に発見された 113 例の結果との比較において、いずれも遺伝

子変異のプロファイルには有意な変化は認められなかった。チェルノブイリ原発事故後に甲状腺

癌症例が増加した事故後 4〜5 年を経過した後も、チェルノブイリ放射線誘発癌で高頻度に検出さ

れた RET/PTC の増加は見られず、BRAFV600E変異がドライバー変異の主体であった。このことは、

福島県で発見された小児・若年者甲状腺癌の発症機序に変化はなく、事故後 4〜5 年を経過した後

も、放射線の影響は見られていないことを示唆する。 

 次に、本研究で解析する症例を以下の 3 群に分け

て選び出した。 

1. 事故後早期に発見され、比較的高齢、

BRAFV600E 変異あり：最も放射線の影響と考え

られない群 

2. 事故後早期に発見され、比較的若齢、RET/PTC

をはじめとした融合遺伝子あり：放射線による

ものと考えるには潜伏期が短すぎる群、3 との

比較対象となる 

3. 事故 4〜5 年以降に発見され、比較的若齢、

RET/PTC をはじめとした融合遺伝子あり：潜伏

期、遺伝子変異的にはチェルノブイリ放射線誘

発癌と最も近い群 

それぞれの群で 5 症例ずつの解析を開始した（表 2）。 

 
IV  考察 

予定通りBJ1-hTERT細胞を用いたHPRT変異クローンのシークエンシングは完了し、詳細な解析

が進行中である。通常の細胞培養環境でも多くの変異が入ることが示唆され、放射線によって単

純に「数」の変化を検出するだけでは、多数の対象を用いた解析が必要、かつ確率を得られるの

みとなる可能性が考えられた。SVに対する解析については、ショートリードでも近年のソフトウ

ェアの進歩によりかなりの変異コールが可能であるものの、ロングリードではさらに正確に検出

できると考えられた。DELの解析について、Mbp以上のサイズの欠失は放射線照射クローンにし

か見られず、放射線特異的であることが示唆された。ただ、それが起きる頻度はそう高くはなく、

低線量被ばくの指標とできるかは疑問である。今後は、放射線特異的な追加指標を探索する必要

があると考えられた。 

福島小児・若年者甲状腺癌に関しては既知のドライバー変異の解析は完了し、解析に供する症

例群の設定を行うことができた。予定通りシークエンシングを開始しており、これら貴重な症例

の癌ゲノムデータが得られることが期待される。 

表 2 Candidate Fukushima cases for WGS 
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V  結論 

HPRT変異クローンの全ゲノムシークエンシングのデータ解析を行い、放射線照射クローンに特

異的な変異を検出した。実際のヒト症例へ応用するにはさらなる検討・解析が必要と考えられた。 

 
VI  次年度以降の計画 

福島小児・若年者甲状腺癌症例のゲノム解析を完了させる。引き続き、HPRT変異クローンのシ

ークエンシングデータの解析を進める。解析する領域は再考する。欠失や逆位の周辺の配列（ホ

モロジーや欠失）の解析を行うことで、構造異常の原因を推測する。また、アレル頻度によって

クローニング中の変異かどうかも判定する。変異のアノテーションを行い、変異の機能的意義も

考慮する。 
また、研究を加速するための手段として、鈴木啓司班で解析されるマウス放射線誘発腫瘍のゲ

ノムデータ解析によって得られた知見を本研究に活かす。チェルノブイリ原発事故後の小児甲状

腺癌ゲノムデータとの比較を可能とするため、制限データへのアクセス許可取得を目指す。 

 
この研究に関する現在までの研究状況、業績 
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Identification of genomic radiation signatures using long-read 

sequencing and its application to pediatric thyroid cancers in 

Fukushima.  

Norisato Mitsutake 

Professor, Nagasaki University 

 

Key words: radiation, long-read next generation sequencing, thyroid cancer 

 

Abstract 

The aim of this study is to identify genomic radiation signatures using latest technologies of 

genome analysis, to verify the existence of these signatures in childhood and adolescent thyroid cancers 

found in Fukushima, and to further improve the effectiveness of measures for the health management and 

to reduce anxiety of the people living in Fukushima. 
In this academic year, we completed whole genome sequencing using both short- and long-read 

sequencing platforms for a total of 24 HPRT-mutated clones (untreated, irradiated, and ENU-

treated/selected with 6-thioguanine) and three untreated/unselected clones, all of which were established 

in the previous academic year. We analyzed approximately 50% of regions of the human genome, by 

excluding repeat sequences and segmental duplications, etc. We then focused on single nucleotide variants, 

short insertions and deletions, and long deletions. We found mutation signatures and long deletions (> 1 

Mb) that were specifically found in the irradiated clones. Further analysis will be conducted to identify 

variants which can be used in the analysis of human cases. 

For childhood and adolescent thyroid cancers discovered in the Fukushima prefecture, we 

completed the analysis of known driver mutations in all of the collected cases, established the the case 

groups for whole genome analysis depending on the year of onset and driver mutations, and started 

sequencing of some of the cases. 
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