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研究成果の概要（和文）：放射線影響研究において、ゲノム変異頻度及びその質の理解は中心的課題であり、次
世代シーケンシング法による高精度で網羅的な解析が期待されている。しかし、ひとつひとつの細胞に生じる独
立した異なる異常を通常はクローン増殖しない状況で解析することは不可能である。今回、X線照射された細胞
をクローン増殖させることを目的として、iPS細胞技術応用の可能性をヒト及びマウスの系で検討した。その結
果、iPS細胞技術を組み合わせることによる放射線影響のゲノムワイド解析の可能性が初めて示された。

研究成果の概要（英文）：In the study of radiation effects, understanding the frequency and quality 
of genomic mutations is a central issue, and highly accurate and comprehensive (genome-wide) 
analysis using the next-generation sequencing method has been long awaited. However, it is 
impossible to analyze an independent abnormality that occurs in each cell. In this study, we 
investigated the possibility of applying iPS cell technology for clonal expansion of X-irradiated 
cells. We tried to identify SNV and INDEL mutations in iPS cells established from human and mouse 
cells irradiated by various dose of X-ray and demonstrated the potential of iPS cell technology for 
genome-wide analysis of radiation effects.

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、放射線によるDNA損傷の分子メカニズムの理解、更には、被ばく事故における被ばく線量の正確
な推定、さらには発癌研究に貢献する可能性を有している。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

放射線被ばく影響研究において、個体が被ばくした場合の正確な変異の頻度の決定や

その質の理解は基本となる中心的な課題である。特定のモニター遺伝子やゲノムの一部

の解析というどうしてもバイアスのかかる従来の解析法から、近年めざましい発展を遂

げている次世代シーケンサーによる領域バイアスのかからないゲノム全体を対象とし

た解析が期待され続けてきたが、未だ実現していない。その主な理由は、放射線照射に

よって生じるゲノム異常は細胞毎に異なるため、単一細胞の解析が求められることによ

る。現在のところ、１細胞のゲノムの配列を正確に決定することは不可能である。その

ため、一つ一つの細胞をゲノム配列決定に必要なゲノム量の調製が可能な数まで増殖さ

せる必要がある。即ち、現在のところ、次世代シーケンシング解析が利用されている癌

や細胞株の様にクローン増殖した細胞集団が使用できないことが技術的な壁となって、

全ゲノム解析が利用できない状況が続いている。 

単一細胞 WGS(whole genome sequencing)を行うためには、1 分子の DNA を直接シー

ケンシングできる技術、または、DNA を正確・均一に増幅する技術の確立が前提となる

が、ポリメラーゼのエラーのみならず、DNA 変性時の損傷等による多量の変異発生や大

きな増幅バイアス（片アリルしか増幅されない、両アリルとも増幅されないなど）が生

じることが知られており、その結果膨大なバックグラウンドシグナルが発生する。この

精度では、より頻度が低いことが予想される放射線による変異の抽出は不可能である。

この状況から、本分野において、もうひとつのアプローチ、即ち単一細胞からのクロー

ン増殖法は重要なテーマとなっている。 

 

２．研究の目的 

単一細胞ゲノムの酵素的増幅によるWGSによるのではなく、各細胞のクローン増殖を

iPS細胞技術によって行いWGSにて変異を決定することが可能か否か検証した。体細胞

からのiPS細胞化そのものでもゲノムに変異が発生することを我々は報告してきたが、

その量、質には特徴があるため、X線による変異と区別できる可能性があると考えた。 

 

３．研究の方法 

まず、マウスおよびヒト初代培養細胞（線維芽細胞）に初期化因子をレトロウイルス

で感染させることにより iPS 細胞を樹立した。 

具体的なWGS解析については次のように行った。イルミナ社TruSeq DNA PCR-free 

sample prep kitを用いてライブラリを調製し、Hiseq Xを用いて、150bpのpaired-end

にて、各細胞あたりdepth約135Gbのreadを取得した。CLC社 Genomics Workbenchにて

マッピング及びsingle nucleotide variant (SNV)、short INDEL(1-約20bp)、medium 

INDEL(～100bp)をターゲットとする変異検出を行い、親体細胞に存在する変異を除

去、その他既知のSNPの除去および信頼性の低い候補の除去等フィルタリングを行っ

た。INDEL検出に関しては、ソフトウェアによらず偽陽性を除去することが困難なこと

が知られているため、モデルデータを作成し、検出能を指標にフィルタリング法の検

討を繰り返し行った。本SNV検出法の正当性は過去に検証済みであり、INDELについて

は、研究成果に示した。 

 

４．研究成果 



（１）ヒト iPS 細胞の樹立と変異解析 

購入した成人皮膚線維芽細胞（初

代培養細胞）を用いてＸ線照射群 2

株、非照射コントロール 3 株の iPS

細胞を樹立した（OCT4, SOX2, KLF4, 

LIN28,NANOG、レトロウイルスベク

ター）。 

WGSを実施し（平均depth 35）、

SNVおよびINDELの解析を行った。

INDELの候補箇所全てについて、目

視確認によりアラインメント異常

等の偽陽性を除去した。 

その結果、照射群の SNV は control に対し 1.4 倍、INDEL（70bp 以下）は 2.7 倍に増

加していた。INDEL では、特に MNV（multi nucleotide variation）と放射線影響に特

徴的な現象であることは知られている deletion の増加が顕著であった。今後、n 数を

増やし、統計学的解析を行いたい。 

 

（２）マウス iPS 細胞の樹立変異解析 

マウス胎児線維芽細胞を用いてＸ線 3Gy、5Gy、コントロ

ール群について各 3 株ずつ iPS 細胞を樹立した（OCT4, 

SOX2, KLF4,c-Myc、レトロウイルスベクター）。 

WGS を実施し（平均 depth 35）、SNV の解析を行った。

照射群の SNV 数は control に対し約 1.2 倍(３Gy)であっ

た。一方、5Gy 照射ではクローン間のばらつきが大きかっ

た。3Gy 照射条件では iPS 細胞株の樹立効率に大きな影響

が無かったのに対して、5Gy 照射条件では著しくその頻度

の低下がみられた。5Gy では多くの細胞に致死的な損傷が

生じ、より変異の少ない iPS 細胞が選択され細胞株として

生き残る傾向にもあったかもしれず、５Gy での影響の観

察の難しさが示された。 

今回の我々の実験結果は、放射線影響をゲノムワイドに SNV の線量依存性を捉えられ

る可能性を示している（線量は更なる検討が必要）。今後、INDEL の解析、および、n数

を増やし、その有用性を明らかにする。 

 

（３）INDEL（挿入・欠失）検出法の高精度化 

 INDEL検出においては特にWGSデータのゲノム上へのアラインメントの不正確さによ

る偽陽性が問題となる。我々は、その問題を克服するため、過去に取得した C57BL/6 マ

ウス MEF（1 個体由来）WGS read data を用いて、仮想の insertion, deletion read 

data（model INDELs）を作成し（1-70bp, insertion 91 種類、deletion 88 種類、計

179 種類）、それらの検出効率を指標に、フィルタリング法を最適化した。この条件を

用いて今後の解析を進める。 
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Fig. 1  iPS細胞の全ゲノム変異解析
control: 非照射、IR：day3に3GyX線照射し樹立したiPS細胞
SNV: single nucleotide variation, MNV：multi nucleotide variant
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上記の通り、iPS 細胞樹立技術を導入することにより、単一細胞における放射線影響と

バックグラウンドに差がある傾向が認められた。解析クローン数が少ない為、統計学的

有意差を出すことができなかったが、iPS 細胞樹立技術の有用性は示唆することができ

たと考えている。 
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