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研究成果の概要（和文）：1細胞広範シーケンス技術に基づく放射線の突然変異誘発率の測定を試みるべく、ヒトHT108
0細胞を1細胞ずつ分注し、細胞に0.4 Gyと2 Gyのγ線照射を行った。細胞分裂を確認した後に照射・非照射群から1細
胞ずつ単離した。単離した各1細胞からゲノムDNAを抽出し、MALBAC法を用いてDNAの増幅を行った。このようにして増
幅したDNAをエクソン領域を濃縮しシーケンシングを行った。
0.4 Gy、2 Gy照射の各2細胞ずつを用いて解析を行ったところ、2 Gy照射では約7.5 Mbpに20個の変異と3個の挿入欠失
を0.4 Gy照射では約14 Mbpに27個の変異を検出した。

研究成果の概要（英文）：To estimate radiation induced mutation frequency with single-cell sequencing, 
HT1080 single cells were sorted and gamma-irradiated 0.4 Gy and 2 Gy. The cell divided several times, DNA 
was extracted from each single cell and we performed whole genome amplification (MALBAC method), exon 
capture and NGS sequence.
The number of 2 Gy specific base substitutions was 20 and indels were 3 in 7.5 Mbp. The number of 0.4 Gy 
specific base substitutions was 27 and indels were not detected in 14 Mbp.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 放射線　次世代シーケンサー
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１．研究開始当初の背景 
放射線による、線量・線量率依存的なゲノム
DNA 変異の種類と頻度を知ることは、放射
線誘発がんや遺伝的影響を議論する上で、出
発点、いわば一丁目一番地である。放射線は、
個々の細胞にランダムに変異を入れること
に加え、変異の誘発率が低い（一般に 1 Gy
あたり 10-5オーダー、すなわち 1 Mbp に数
カ所程度とされている）ため、変異頻度を直
接計測するためには、(1)1 個の細胞から抽出
した DNA を、(2)広範囲（50 Mb 以上）にシ
ーケンスする必要がある。 
 従来、この二つの壁を正面から突破するこ
とは現実的ではなかった。そこで、特定の遺
伝子（たとえば HPRT 遺伝子）の機能を喪失
した変異細胞を、選択培地（HPRT の場合、
6TG 培地）で特異的に増殖させ、狭い領域の
変異頻度を計測してきた。そのため、コロニ
ーを形成する株化細胞しか検討できない上
に、遺伝子機能が喪失しない変異は検出され
ず、変異頻度は低く見積もられる。また、イ
ントロンやプロモータなど、翻訳領域以外の
変異や、ユー／ヘテロクロマチンなど、クロ
マチン構造の相違による差異も議論できな
かった。 
 Multiple Displacement Amplification
（MDA）法など、1 細胞から抽出した DNA
を、より忠実に増幅する技術が出現した。さ
らに、次世代（第２世代）シーケンサーによ
り、広範囲なゲノム領域をシーケンスするこ
とが可能になって、この二つの壁が打破され
る可能性が出てきた。 
 とは言え、10-5 オーダーの変異頻度を正確
に測定するためには、実験中に生じる人為的
な変異（ノイズ）の極小化が必須である。PCR
用のポリメレースのエラー率が 10-6 オーダ
ーであることを考えても、これには大きな困
難が予想される。そこで、東京大学と現任地
である広島大学で、次世代シーケンサーを長
年運用してきた実績を持つ申請者（金井）が、
正常２倍体細胞の照射実験に習熟している
分担研究者（河合）と協力して、「第三の壁」
であるノイズの問題を解決し、最先端の技術
を駆使した実験系を確立の上、変異頻度を測
定することが本研究提案の目的である。 
 
２．研究の目的 
１細胞広範シーケンス技術に基づく、放射線
の突然変異誘発率の計測を目的とした。 
放射線による変異の種類と頻度を計測する
ために、これまで隘路となってきた、(1)1 細
胞からの DNA 抽出、(2)広範囲シーケンス、
(3)放射線による変異率と比較して特段に高
いノイズ（測定中に生じる人工的、あるいは
放射線と無関係な変異）の三つの問題を、最
先端技術と洗練された実験系やアルゴリズ
ムの作成により解決して、測定方法を確立す
る。確立された方法を用いて、代表的な線
量・線量率における変異率を、遺伝子内外や
ユー／ヘテロクロマチンなど、部位別に計測

する。本法が確立すれば、種々の線種、線量・
線量率、細胞種類（正常細胞 vs.がん細胞、
DNA損傷遺伝子欠損細胞、動物による違い）、
他の変異原物質などに広く応用可能である。 
 
３．研究の方法 
放射線照射による細胞内 DNA の変異を測定
するために以下のような実験工程を検証し
た（図１）。HT-1080（ヒト繊維肉腫）を
FACSAria セルソーター を用いて 96 well
プレートに各１細胞になるようにソーティ
ングを行った。0.4 Gy、2 Gy の放射線（γ線）
照射を行い、数日そのまま培養した。50 - 100
細胞程度をレーザーマイクロダイセクショ
ン用プレートにまき直し、レーザーマイクロ
ダイセクションで PCR チューブに１細胞ず
つ回収した。 
単離した各1細胞からゲノムDNAを抽出し、
MALBAC（Multiple Annealing and Looping 
Based Amplification Cycles) 法を用いて
DNA の増幅を行った。Sureselect Exon 
Capture Human All Exon を用いてシーケン
ス用サンプル調製した。0.4 Gy、2 Gy 放射線
照射サンプルと非照射バルクサンプルを
illumina GAⅡx を用いて、Paired End 
Read 76 bp でシーケンス。マッピング。変異
コールを行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 1） 
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４．研究成果 
1 細胞広範シーケンス技術に基づく放射線
の突然変異誘発率の測定を試みるべく、1
細胞シーケンス法の方法論の確立を行った。 
レーザーマイクロダイセクションで単離し
た HT1080 各 1 細胞からゲノム DNA を抽
出し、MALBAC（Multiple Annealing and 
Looping Based Amplification Cycles)法を
用いて DNA の増幅を行った。このように
して増幅した DNA を Sure Select human 
all exon プローブでエクソン領域を濃縮し
た。得られたライブラリは illumina GAIIx
にてシーケンシングを行い、シーケンスデ
ータを得ることに成功した。 
放射線の突然変異誘発率を解析するため 1
細胞に 0.4 Gy、2 Gy のγ線照射を行い、
分裂し増殖した細胞から各 1 細胞ずつ 2 ク
ローンを単離してシーケンスを行った。コ
ントロールとしてバルクのHT1080細胞を、
ゲノム増幅を行わずエクソン領域を濃縮し
シーケンスをして比較を行った。 
解析領域として 2 Gy(または 0.4 Gy)の 2サ
ンプルとコントロールのシーケンスカバレ
ッジが 10 以上の領域を選択した。さらに
解析精度を高めるため、2 Gy(または 0.4 
Gy)の 2 サンプルで共通している変異を抽
出し、さらに 0.4 Gy(または 2 Gy)やコント
ロールのサンプルでは変異していない変異
を抽出した。2 Gy 照射 2 サンプルとコント
ロールでは 7,567,243 bp の領域がカバレ
ッジ 10 以上で共通し、その領域内に 2 Gy
照射 2 サンプルでは共通し、コントロール
や 0.4 Gy サンプルに存在しない 20 個の１
塩基置換と 3 個の挿入欠失検出した。同様
に 0.4 Gy 照射では 14,328,715 bp に 27 個
の塩基置換を検出した。また、0.4 Gy 照射
では挿入欠失は検出されなかった。 
これらの 1 塩基置換では線量にかかわらず
G＞A(C>T)に変異する割合が高かった。挿
入欠失に関しては 1 塩基タンデムの挿入欠
失のみが検出された。 
今回の実験では1細胞シーケンス法を用いて
放射線による変異解析を行ったが、当初予定
していたよりもゲノム増幅の効率が悪く、想
定していたより狭い領域の解析しか出来な
かった。現在さらなる改善を行っているとこ
ろである。 
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