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研究成果の概要（和文）：  
 独自に開発した ENU 変異マウスライブラリーが有する点突然変異を、従来法の 1000 倍以
上の効率で超高速高精度に検出し、リソースとして公開する基盤を確立した。成功の鍵は、次
世代シーケンサーとマウス exome 濃縮システムの導入であった。ゲノム全体のコーディング変
異に特価した検出が可能となったことで、変異間相互作用をも捉え、複合形質や多因子疾患の
モデルマウス開発へと当初の目的を越えて一気に開発を進めた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We have established ultra-throughput point mutation discovery system from the RIKEN 
ENU mutant mouse library. Based on this unique system, it is now possible to detect base 
substitutions with more than 1000-fold efficiency than those by conventional methods. The 
discovered mutations are openly available as live mutant mice to the research community. 
Furthermore, any epistatic interactions modeling complex traits/disease have also become 
detectable from the RIKNE ENU mutant mouse library. 
 
交付決定額  
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2009 年度 8,500,000 2,550,000 11,050,000 

2010 年度 14,000,000 4,200,000 18,200,000 

2011 年度 8,100,000 2,430,000 10,530,000 

2012 年度 5,300,000 1,590,000 6,890,000 

総 計 35,900,000 10,770,000 46,670,000 
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は一貫して高等動物のミュータ

ジェネシス研究に従事し、1999 年から理研大

規模 ENUマウスミュータジェネシスプロジェ

クトに参画し国際コンソーシアムのコアメ

ンバーとして変異マウスを開発してきた。こ

の間、国際的に「第一期 ENU マウスミュータ

ジェネシス」「第二期ノックアウトマウスプ

ロジェクト」が進み、「第一期」「第二期」の

基盤に「次世代ジーンターゲッティング」を

加え統合した「第三期マウスミュータジェネ

シス」へと国際的に展開し、これにより、ヒ

ト疾患モデル開発とゲノム機能解明がいよ

いよ本格的に始まっていた。この第三期プロ

ジェクトの鍵となる次世代ターゲッティン

グシステムを世界で初めて実用化した代表
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者自身がこの一連の国際動向をまとめた

(Gondo Nature Reviews Genetics 2008)。こ

の「次世代ジーンターゲッティング」は

ENU-based gene-driven ミュータジェネシス

に基づく逆遺伝学法である。まず第一期 ENU

マウスミュータジェネシスで産出された第

一世代マウス(G1)1 万匹の凍結精子アーカイ

ブと、対応するゲノム DNA アーカイブからな

る「点突然変異マウスライブラリー」が資源

基盤となった。さらに、高速な点突然変異の

一次検出システムも開発整備し、ライブラリ

ーに蓄積した変異の概要も明らかにしてい

た(Sakuraba et al. BBRC 2005)。2002 年か

ら誰でも利用できるよう一般に公開し 100系

統以上を体外受精法でマウスに復元し、利用

者に提供し機能解析のため解析が進んでい

た。統合失調モデル(Clapcote et al. Neuron 

2007)、うつ病モデル(Clapcote et al. Neuron 

2007)、先天性形態異常モデル(Masuya et al. 

Genomics 2007)、結核治療薬に対する肝薬理

代謝異常モデル(Erickson et al. BBRC 2008)

などがすでに成果として利用者から発表さ

れていた。こういった一連の成果はノックア

ウトマウスでは決して得られないモデル系

として独自性を高く評価されていたものの、

変異マウスライブラリーに蓄積した変異総

数 3千万、コーディング上の変異に絞っても

30 万から 60 万の変異系統数を考慮すると抜

本的な技術革新によるモデルマウス開発の

飛躍的な高速化が必須であった。そこで、遺

伝子ごとに変異をスクリーンするのではな

く、一気に次世代シーケンサーを駆使して蓄

積した点突然変異をカタログ化公開するこ

とを着想した。 
 
２．研究の目的 
 最新次世代テクノロジーを駆使して、マウ
スゲノム全体にさまざまな点突然変異をも
つ系統を、世界最大のカタログとしてリソー
ス公開を実現する。さらに、発見した変異を
もつマウスの転写・代謝レベルにおける分子
表現型を高速に評価できる一次スクリーン
系も検討する。最終的に、多くの研究者が自
由かつ融合的に利用できるリソース基盤と
して公開提供することで、ヒト疾患モデルマ
ウスおよびゲノム機能解明が研究コミュニ
ティー全体で飛躍的に加速されることを目
指す。そのために、超高速全ゲノムショット
ガンシーケンシング法とコーディング配列
領域に絞り込んだシーケンシング法を、効率、
速度、精度、再現性の面から、従来の変異発
見システムとも定量的に比較しながら目的

を達成する。 
 
３．研究の方法 
 次々と開発されつつある次世代シーケン
サー(NGS)を用いてマウスゲノムから点突然
変異検出を実現する。すでに構築し稼働させ
ている世界最高速変異検出システムである
TGCE 法、TILLING/Cel1 切断法、HRM 法と、速
度および精度について比較解析し、より高速
高精度なシステムへと開発する。NGS はいず
れも whole genome shotgun 法であり、短く
超大量に解読するシステムである。こういっ
た方法は、未知のゲノム配列全解読には反復
配列やコンティーグをつないでいく上でま
だ不適であるが、本研究は、既知の C57BL/6
ゲノム上に生じた１塩基置換を検出する再
シーケンシングが目的であるので全く問題
ない。個別の PCR プライマー設計を必要とし
ない大規模な解読システムであり、本研究の
目的達成に適している。また、ランダムにゲ
ノムワイドに変異を検出すると、コーディン
グ配列は全ゲノムの 1〜2%に過ぎないので、
ほとんどがノンコーディング配列に発見さ
れる。もちろん、ノンコーディング配列は重
要で、すでに成果発表している先天性形態異
常モデル(Masuya et al. Genomics 2007)は、
転写に影響する cisエレメント上に発見した
ものであり、そういった重要な機能をもつノ
ンコーディング配列の抽出と変異検出もす
でに行なっている(Sakuraba et al. 
Mammalian Genome 2008)。とは言え、whole 
genome shotgunで蓄積した変異をカタログ化
する場合、まずは、コーディング配列に蓄積
した 18〜36万個のアミノ酸置換と 3〜6万個
のノックアウト相当変異に絞り込んだカタ
ログ化が研究コミュニティーへの貢献度が
高い。そこで、コーディング配列のみを抽出
濃縮した次世代シーケンス法、および、それ
にともなう見落しおよび偽変異の増加を最
小限に抑える方法も並行して開発する。 
 
４．研究成果 
 2009 年度には、ENU 変異マウスライブラリ
ーに蓄積した点突然変異カタログ化につい
ては、まず従来法 HRM 検出でより安価簡便高
速に年間 100変異発見を達成した。また、2009
年 4 月に市販化された SureSelect システム
を利用して、分担者福村が２匹の変異マウス
ゲノム中のタンパク質コーディングエキソ
ンのべ 3.7Mb領域を濃縮するシステム開発に
着手した。濃縮したゲノム DNA を Illumina
次世代シーケンサーを用いて連携研究者河
合が解析し 2010 年 1 月にシーケンスデータ
が送られて来た。福村を中心として解析した
ところ従来１Mbに１個発見していたENU誘発
変異を１匹の 3.5Mb領域から２週間ほどの情
報解析によってすでに６個発見した。これま



 

 

での倍以上の変異が発見できる可能性がこ
の時点で示され、第１の目標としていた次世
代シーケンサーでコーディング配列上の変
異発見の可能性が証明された。第２の目標で
ある分子表現型においては、SuFu 遺伝子点突
然変異系統が脳発生異常を示すことを分担
者牧野が確立し、その12.5日胚の脳からmRNA
を抽出し、河合が Illumina を用いてトラン
スクリプトーム解析を行った。分担者村田は、
結核治療薬イソニアジドに強い副作用を示
す Nat1 変異系統にイソニアジドを投与し肝
臓や尿糞などを回収し、連携研究者菊地が
NMR メタボロームで解析した。基礎結果を村
田が分子生物学会にて発表した。 
 2010 年度は、ゲノムの１％強を占めるタン
パク質コーディング配列全領域に誘発され
た変異を検索できるシステムをさらに確立
した。まずアジレントテクノロジー社との連
携でマウスゲノム DNAから全コーディング配
列 49.6Mb を濃縮するシステムを確立した。
次に、超高速シーケンサーAB SOLiD3plus を
用いて解析した結果、１ゲノムから 67 変異
を検出できた。また、再現性を４ゲノムで確
認したところ、２ヶ月間で約 219 変異を検出
できた。すなわち、１ゲノム当たり少なくと
も 50 変異、年を通してこの解析に集中すれ
ば 24ゲノムから 1200 以上の変異を発見でき
る。年間当たり 100 変異ほど発見してきた従
来法に比べこの時点で 12 倍も早く検出でき
るシステムを確立できた。この成功により以
下のような全く新しい多因子疾患モデル開
発が可能となった。いままで国内外に提供し
てきた標的遺伝子に変異をもつマウス系統
には、発見変異以外に数千の変異をどこかに
有するため 6世代以上戻し交配を２年以上実
施して除外したのち表現型解析を行ってい
たが、次世代シーケンサーでゲノム上 50 以
上の変異を網羅できるようになったことで
周囲の変異のなかで影響を及ぼす変異をも
直接同定できるようになり、戻し交配が不要
となった。直ちに表現型解析が行えるうえ、
いままで除外していた遺伝子間相互作用を
もたらす変異さえも同定したモデルマウス
開発が可能となったのである。この成果を
2010 年度日本遺伝学会で発表報告しベスト
ペーパー賞を受賞した。超高速シーケンサー
とそのインフォーマティクス基盤を確立し
たことで、RNA タグ解析に基づく大規模トラ
ンスクリプトーム解析も並行して進めた。 
 比較対象としている従来法での点突然変
異検出では 2002 年 9 月公開以来、総数 809
年間約 90 の点突然変異を発見し、世界最大
規模最高速度の、逆遺伝学的点突然変異マウ
ス提供システムである。これと比較して、本
研究で開発した超高速法では、最終的に
SOLiD4 を用いて 2ヶ月で 8ゲノム解析し 800
変異以上発見できる。年間フル稼働すれば

4800 変異発見でき、従来法の 50 倍以上のペ
ースとなる。1変異発見する費用も4400円と、
従来法より費用対効果を 22.7 倍高めた。す
なわち、総合的に変異発見効率を 1100 倍以
上高めた。予想を遥かに超えた大成果といっ
て申し分ない結果である。 
 最終的にライブラリーから発見した変異も
2000を越え要望に応じて提供できる。実際に
解析した変異系統からは、Wntシグナル伝達の
鍵となるbetaカテニン遺伝子に発見した変異
が、普遍的に発現している遺伝子でありなが
ら、極限られた発生時期のそれも限られた生
殖組織にのみ異常をもたらし、結果として卵
や精子は正常ながら不妊を呈する疾患モデル
が確立できた。また、Hhシグナル伝達におい
てGli転写因子を正負両面で制御している
Sufu遺伝子に発見した変異からは、これまで
のGli制御の定説を覆す新しい分子機構を明
らかにした。いずれも標的遺伝子に10を越え
るさまざまな点突然変異群をライブラリーか
ら発見樹立し、１アミノ酸置換による機能低
下型の表現型の解析可能になったために新発
見および新しいヒト疾患モデルの開発につな
がった。また、ライブラリーのそれぞれの変
異系統はこれまで少なくとも平均3000個の点
突然変異を有すると推定していたが、超高速
DNAシーケンシングによって変異検出精度が
あがったために、1系統あたり少なくとも平均
5000個有することが新たにわかった。従来は
標的遺伝子に発見した変異の単一効果のみを
解析するため３年以上かけて戻し交配し他の
変異を取り除くのが常法であったが、１系統
あたりゲノム全体に100以上のコーディング
変異を網羅できるようになったことで、戻し
交配をすることなく即座に交配し修飾遺伝子
など変異間相互作用まで捉え体系的な多因子
疾患モデル開発が、本研究の当初の目的を越
えて具体化した。 
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