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研究成果の概要（和文）：変異原リスク評価や遺伝学/進化学研究に必須な自然発生突然変異を、大規模網羅的
に検出する完全遠縁交配法を立案し、近交系マウスと超高速シーケンシング技術を用いて高精度に検出した。こ
れで微量変異原のリスク評価などへの応用の道が拓けた。マウス交配ながらわずか１年で1000を越える自然発生
突然変異を蓄積検出できた。さらに大家系のどの個体に変異が最初に生じたかトレース同定にも成功しその多く
が個体発生の極めて初期に生じていたという予想外の新発見も得た。一方で点突然変異がどのような機能変化を
マウス個体に及ぼすか疾患モデルも含め多数確立し、一連のデータから結果まで公開するためのプラットフォー
ムも構築した。

研究成果の概要（英文）：We originally developed a “complete outbreeding method,” with which we 
succeeded in accumulating more than 1000 spontaneous mutations to a standard mouse inbred strain 
just in a year. We comprehensively identified de novo germline mutations as well as predisposed 
genetic variations with extremely high precision, which should give a powerful tool for the genetic 
risk assessment like very low dose radiations. We also succeeded in tracing the origin of each 
identified mutations in each pedigree and found that many de novo mutations had arisen in a very 
early developmental stage. 
In parallel, we analyzed the biological functions of newly induced mutations and identified and 
established many mutant strains encompassing human disease models. We also constructed an open 
platform to make all the dataset and results available to the community.

研究分野：遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 自然発生突然変異なしに生物進化はない。
一方で、突然変異はさまざまなヒト疾患の原
因にもなりほとんどの変異が生物学的に有
害な効果を示す。さまざまな環境変異原によ
る突然変異率の上昇がリスク評価の指標と
なっている根拠である。このように突然変異
は進化には必須ながらほとんどは生物学的
に有害という、相反する特性をもっている。
遺伝学研究や環境変異原研究にとって、いつ
どこでどのようにどういった自然発生突然
変異がゲノムに生じるかという情報が重要
である。しかし、自然発生突然変異は極めて
まれにしか生じないため、とくに、30億塩基
対 2セットからなるヒトなどほ乳類において
は、従来、検出することは特殊な実験材料な
ど用いない限り不可能であった。 
 マラーがX線によって人工的に突然変異を
高頻度に誘発出来ることを発見して以来、さ
まざまな変異原を用いたミュータジェネシ
ス研究が、化学変異原なども含め、先行して
きた。変異原によってどのくらいの変異が誘
発されるかを評価する場合、変異原を十分量
投与する実験解析では自然発生突然変異は
ゼロとみなして解析できる。しかし、微量な
変異原のリスク評価の場合は、自然変異から
極わずか上昇した変異率を検出する必要が
ある。言い換えると高精度な自然発生突然変
異の検出ができなければ、微量放射線など微
量変異原がもたらす生物学的影響の評価は
できない。近年、次世代シーケンシング(NGS)
とも呼ばれる超高速シーケンシング技術が
飛躍的に進展し、ようやく、自然発生突然変
異を、大規模網羅的にトリオ解析などを通し
て検出できるようになりさまざまな生物種
で解析が進み出した。 
 
２．研究の目的 
 NGS 技術が進んだとは言え、両親とその
子のゲノム解読から変異を検出するトリオ
解析では、そもそもその子ゲノムに新たに生
じた変異の絶対数そのものが検出限界であ
る。自然に生じる変異数はヒトトリオ解析か
らヒト二倍体ゲノムあたり平均でわずか 60
個程度と報告されている。100%検出できた
としてもこの 60個を越えることはできない。
これでは高精度な微量変異原評価は不可能
である。そこで、本研究では： 
(1)自然発生突然変異をまず 1000を越える規
模で蓄積するシステムを遺伝的背景の明ら
かなマウス近交系を用いて開発する。 
(2)NGS など超高速にゲノム配列を決定する
最新技術を駆使して、変異を蓄積したゲノム
を解読し、蓄積された変異を高速高精度に抽
出するインフォーマティクスパイプライン
の整備を行う。さらに抽出した変異の真偽を
検証する実験系まで確立する。 
 以上の高速網羅的変異検出システムを通
して、実際に蓄積交配と検出実験を行い、最
終的に、高精度な生殖細胞系列突然変異率の

推定値を得る。これにより、遺伝学や進化学
に正確な情報を与えるとともに、誰でもその
再現性を追試でき、異なる遺伝的背景での変
異率など、さまざまな条件下で高速高精度な
変異検出研究を可能とする解析系を確立す
る。また、標準となるバックグランド変異率
が明らかになることで微量変異原のリスク
評価の精度を飛躍的にあげうる基盤データ
を提供する。さらに、その大規模な変異検出
数から詳細な変異スペクトル解析も並行し
て行い、生じる変異の質的な違いも解析する。
このように、次世代に遺伝して行く自然発生
突然変異がいつどこでどのようにどういっ
た形で生じるか、生きたマウスと交配を用い
て本申請研究の 4年程度の期間で高速に結果
を得ることを第一の目的とする。 
(3)一方で、ゲノムに生じる変異の生物学的機
能変化を捉えることは、上述した「相反する
特性」の解析に不可欠であり、ENU 誘発変
異なども駆使してさまざまなゲノム変異が
もたらす機能的変化を解析する。 
 最終的に、本研究で得られたデータや結果
を一般に広く公開するプラットフォームを
開発し公開基盤も確立する。 
 
３．研究の方法 
(1)自然発生突然変異を1000規模で蓄積でき
るシステムの開発 
 本研究申請時、ヒトトリオ解析から突然変
異率 1.2×10-8/bp/世代という報告があり、マ
ウスでも同等と仮定して 1000 を越える変異
を蓄積するための交配スキームを理論的に
開発立案する。実際に遺伝的背景の明らかで
だれでも入手可能なC57BL/6JJcl近交系マウ
スを用いて、立案した蓄積交配実験を行い、
理論との違いも含め検証する。交配に用いた
マウスは初代からすべて凍結保存し、すべて
のゲノムDNAサンプルを調製整備できるよう
保管アーカイブ化する。 
(2)超高速シーケンシングによる蓄積変異の
検出とトレース 
 材料として変異がもっとも蓄積したメス
個体のゲノム DNA を用いる。理由は X染色体
上に生じた変異も2倍体のメスゲノムであれ
ば、常染色体上の変異と同等に検出できるた
めである。 
 解読した fastq 配列を、公開されているマ
ウスゲノム参照配列(GRCm38.p4; mm10)に当
てて、その違いから変異の一次候補を抽出す
る。このマウス参照配列決定は C57BL/6J 近
交系統を解読したものであり、われわれが用
いた C57BL/6JJcl 近交系統とは 1989 年に分
岐した。まず近交系なので、二倍体ゲノム全
体がホモ接合のハプロイドゲノムに相当し
変異検出が容易である。また、通常の実験精
度ではこの２つの系統は遺伝的に同一と見
なされるので、そのゲノム本来の参照配列が
変異検出に利用できるという利点もある。さ
らに、われわれの変異検出精度が従来のレベ
ルを遥かに越えることができれば、1989 年に



分岐以来の極めて短期間における分子進化
を４年の研究期間内に捉えることが出来る
ことを意味する。言い換えると「実験分子進
化学研究」が可能となる。 
 抽出した一次変異候補から、蓄積交配中に
新たに生じた変異だけをフィルター抽出す
るインフォーマティクスパイプラインをさ
らに構築する。 
 最終的に、得られた新規変異の真偽を、わ
ずかに含まれる微量な変異まで検出できる
Amplicon-seq 法を用いて実験的に検証する。
この実験検証を全ゲノム解読した末代個体
にだけでなく、蓄積交配した家系マウスの全
初代個体および各世代の直系個体全体を用
いて検証することで、発見した変異が蓄積交
配家系のどの個体に最初に生じその後どの
ように遺伝しているかまでトレース同定す
る。また、初代がもともと持っていた変異か、
交配開始後に新たに生じ蓄積した変異かの
識別も可能となる。 
(3)新たに生じた突然変異の生物学的影響の
解析 
①検出できる自然発生突然変異は研究期間
の後半になるので、検出の一次標的としてい
る一塩基置換を効率よく誘発するENU変異を
ホモ接合として形質変化を解析する。また研
究期間中に新たにゲノム編集技術が広く利
用可能となったので、小さな欠失挿入の生物
学的影響もCRISPR-Cas9法を用いて新たに加
えた。 
②さらに、網羅的分子表現型解析の基盤とな
る C57BL/6JJcl 系統の各臓器から抽出した
RNA を用いて転写 BodyMap 構築も行い分子表
現型解析の標準データを整備する。 
 
４．研究成果 
(1)完全遠縁交配法の理論的構築と実施 
①DNA 酸化損傷修復能を欠損する系統を用い
た変異蓄積と検出可能性の検討 
分担研究者大野らが確立していたDNA酸化損
傷修復遺伝子 Mth1, Ogg1, Mutyh をすべてホ
モ接合に欠損する１ペア由来の200匹を越え
る大家系を用いて変異蓄積と検出が可能か、
またその由来をトレースできるか検証した。
マウス 49.6 Mb 全エクソームシーケンシング
(WES)データから変異検出を行った。その結
果、もっとも継代が進んだ３個体のゲノムか
ら総数 297 個の塩基置換の抽出、および由来
のトレースに成功した(Ohno, Gondo, et al.
論文⑧)。 
 交配中に新たに生じた変異はほぼすべて
GC から TA へのトランスバージョンであり、
酸化損傷特有の変異スペクトルも確認でき
た。この結果から、変異さえ十分に蓄積され
れば１塩基置換を効率よく検出できること
が示された。 
②完全遠縁交配法の立案と実施 
16 個体 8 ペアの G1 世代マウスをそれぞれ交
配し、各ペアの G2 産仔群のなかから雌もし
くは雄を 1匹のみ、計 8個体 4ペア選んで交

配すると、G1配偶子に初めて生じた変異はヘ
テロ接合として半数がG3産仔群に遺伝する。
同様に G3 の各リッターから 1 匹のみ使って
計４個体 2ペアを交配し、G4 産仔群 2リッタ
ーを得て、おなじく雌 1個体雄 1個体を交配
し、最終的に G5 産仔 1 リッターを得る。こ
れが立案した完全遠縁交配法である。この交
配スキームでは、G1 世代以降に新たに生じた
変異がホモ接合となることはないので、劣性
有害な変異も淘汰されることなく蓄積し G5
個体にメンデル遺伝していく。ただし、キイ
ロショウジョウバエなどで変異蓄積実験に
用いられるようなバランサー染色体など用
いていないので、減数分裂の度にもともとの
親が有していた変異も、新たに生じて蓄積さ
れた変異も 1/2 の確率で次世代に遺伝子し、
そのゲノムに更に新たな変異が加わるとい
う蓄積様式となる。すなわち： 
初代マウスゲノムがすでに持っている変異
数を平均 2K 個/2 倍体ゲノムとして、各配偶
子には毎代平均 m 個/半数体配偶子ゲノムが
加わるとすると、Gi 世代がもつ 2倍体ゲノム
あたりの平均変異数 M(i)は以下の漸化式で
示される： 
M(1) = 2K 
M(i)＝M(i-1) + 2m (i = 2, 3, 4, 5, ...) 
となり、毎世代、2m 個ずつ蓄積されることが
わかる。そして本研究で解析する G5 マウス
ゲノムが持つ変異数： 
M(5)＝２K + 8m 
となる。 
変異率およびゲノムサイズとして、ヒトとマ
ウスとほぼ同等と仮定し、変異率 1×10-8/bp/
世代および 30 億 bp を当てはめると 
m = 30 となり、 
M(5) = 2K + 240 
が得られるので、G5 ゲノム１サンプルにはに
は 240 個、この完全遠縁交配を 8家系独立に
確立すれば、G5 個体 8ゲノムサンプルには合
計 1920 個が蓄積される。 
 以上の理論構築に基づき完全遠縁交配法
を 33 匹のマウスから開始した。本来であれ
ば 16 匹のマウスから開始する完全遠縁交配
を 8家系開始するためには 96匹 48ペアのマ
ウスから開始するのが単純明解ではあるが、
最初に生じた変異が G2 に遺伝するのは、G1
のひとつひとつの配偶子すなわち卵か精子
であり、48 個の独立な G1 卵と 48 個の独立な
G1 精子から 48 匹の G2 受精卵由来の G2 個体
を得ることができればよい。G1 マウスが産出
する配偶子はどれも独立な変異をもつので、
極端なケースとしては100個程度の卵を数匹
の雌から誘発排卵法で得たのち、1匹の G1 精
子と体外受精して G2マウス 48ペア以上得ら
れればよいことになる。本研究では、用いた
C57BL/6JJcl 元集団がすでに持っていた変異
数 2K も偏りなく推定できるよう 33 匹のＧ1
から交配を開始した。そのうち G1 雌雄 29 匹
が G2 産仔が得られた。このように産仔が得
られないケースもあり雌雄の産仔数が 50：50



から偏ることもある。また、この完全遠縁交
配法では、欠員が生じた場合、他から補完で
きないため同等のマウス群をバックアップ
交配で用意しておく必要もある。H25 年 7 月
に G1交配開始し H26 年 7月に G5マウス採材
が始まりちょうど 1年で最終的に： 
 G1 個体数： 33 匹（うち 4匹は産仔無し） 
 G2 個体数：135 匹 
 G3 個対数：283 匹 
 G4 個体数：183 匹 
 G5 個体数：205 匹 
を得た。このすべてのマウスを凍結保存し、
さらに、尾の一部からゲノム DNA も抽出アー
カイブ化した。再現性の確認や追試などほぼ
無制限に実施出来る自然突然変異アーカイ
ブが確立できた。 
(2)超高速シーケンシングによる蓄積変異の
検出とトレース 
 完全遠縁交配法を用いて独立な8家系から
G5 メス 1H、2H、..、8H を得てゲノム DNA を
抽出した。本研究申請時は、全エキソーム解
読で解読する予定であったが、本基盤研究 A
課題をもとにH26年度新学術領域研究ゲノム
支援課題として申請、この 8個体の全ゲノム
解読が採択されたため、解析規模を遺伝子コ
ーディング領域から全ゲノム領域へとほぼ
60 倍に拡充できた。変異検出、実験検証、家
系トレースの結果、最終的に 449 個の新規塩
基置換を同定し 5.4×10-9/bp/世代(4.8-5.8
×10-9/bp/世代 95%CI)という報告されてい
る従来の信頼限界を一気に半減し高精度な
自然発生突然変異率の推定に成功した。 
 また、8匹の G5 に共通して参照配列と異な
るホモ接合塩基対が 4601 個検出され、1989
年に分岐後に固定された亜系統間SNPとして
す で に 公 開 し た (http://ja.brc.riken.jp/lab/ 
mutants/standardmousegenome/contents.htm) 。
この固定SNPは分岐時のゲノム情報がないた
め、参照配列から変異したものか、もしくは、
その逆か判別できない。しかし、新しく発見
した 449 変異は、参照配列が変異して生じた
ことがわかっているので、１年の交配実験で
塩基置換の方向性まで捉えることができ、分
子進化をはじめて実験室で捉えることを可
能とした。例えば、スペクトル解析から全塩
基置換の 72.5％は GC ペアに生じており、3/4
の塩基置換が AT ペアに生じる ENU 変異や、
ほぼ 100％GC から TA へのトランスバージョ
ンを起こしていた上記トリプルノックアウ
トマウスでの塩基置換スペクトルと全く異
なる特性を示すことまでわかった。 
 トレース実験の結果から、親子間直系だけ
でなく兄妹間でもすべてメンデル遺伝が確
認されているだけでなく、最初に変異が見つ
かった個体において、野生型アリルと変異型
アリルが 50：50 のヘテロ接合から有意に乖
離し、変異型アリルが少ないケースが 25％以
上確認された。このトレース実験も含めゲノ
ム配列を決めたDNAは尾の一部から抽出した
サンプルであることを考えると、発生のごく

初期に１つの細胞の片側アリルに変異が生
じ、そのモザイク比率を反映して、発生分化
が進み、卵や精子の一部にも変異をもった細
胞が分化して次世代以降に遺伝したと考え
られる。実際に、この 50％から乖離して変異
アリルが見られる現象は、最初に変異が見つ
かった個体以外では全く認められなかった。
もし、実験誤差や何か他の変動する原因で乖
離するのであれば、次世代以降にヘテロ接合
で遺伝した兄妹も含めた個体にも同様に
25％以上の確率で 50：50 から乖離が認めら
れるはずであるがすべて 50％前後であった。
さらには、G1群にもともと存在していたまれ
な SNPもこの 8家系総数 800匹を越える個体
の多くにヘテロ接合で遺伝しているが 50：50
からの乖離は全く認められなかった。乖離の
度合いは、もし２細胞期に 1アリルだけに変
異が生じて同じ比率で全ての細胞に分化す
れば変異アリルが 25％モザイク比で、４細胞
期に生じれば 12.5％モザイク比、8細胞期に
生じれば 6.25％モザイク比で、しかも、必ず
変異アリルが少ない割合で見つかるはずで
ある。こういったモザイク比は実験的な検出
限界から 1％以下になると検出できないこと
を考慮し、オリジナル変異の25％以上が50％
モザイク比から有意に乖離していたという
結果は、自然発生突然変異の 25％は発生の極
初期に集中して生じていることを強く示唆
する。 
(3)新たに生じた突然変異の生物学的影響の
解析 
①ENU が高頻度に塩基置換を誘発する
(Masumura, Gondo, et al., 論文④)特徴を
活用して、変異を持つ系統を確立しホモ接合
の表現型を解析しヒト疾患モデルはじめさ
まざまな変異表現型を同定した。血管新生異
常(Rivkin, Gondo, et al.論文⑨)、内性器
初期発生異常による不妊症（Murata, Gondo, 
et al.論文⑥）、多指など発生異常の原因と
なるヘッジホグ経路変異（Makino, Gondo, et 
al.論文⑤）などがその代表例である。また、
CRISPR-Cas9ゲノム編集を用いたGli3フレー
ムシフト変異ではノックアウト変異となる
べきところほぼ全長の Gli3 タンパク質が発
現する(Makino, Fukumura, Gondo 論文③)と
いう全く予想外の新発見が得られ、翻訳制御
の未知の分子機構の可能性を示した(http:// 
www.riken.jp/pr/press/2016/20161226_2/)。 
②また、自然発生突然変異率やスペクトルを
明らかにした C57BL/6JJcl 系統の主要 17 臓
器の転写 BodyMap も完成し発表した(Li, 
Gondo et al. 論文①)。 
 
 最終的に、解析規模が全エキソームから全
ゲノムへと飛躍的に拡大したこともあり、当
初の計画を遥かに上回って短期間に大きな
成果が得られた。一連の成果だけでなくデー
タや解析過程などすべて公開するためのプ
ラットフォームも「理研メタデータベース」
http://metadb.riken.jpとして姫野分担研究者に



よって整備され、本研究課題の公開も実際に
始 め て い る (http://metadb.riken.jp/metadb/ 
db/DBcatalog/http://metadb.riken.jp/db/ENUMut
agenesis?viewtype=card)。 
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