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研究成果の概要（和文）：本研究において、次世代シーケンサーHiSeq2500を用いて放射線がゲノムDNAに与える
損傷の種類と頻度を直接計測することを試みた。HT1080細胞1細胞に84 mGy, 390 mGy, 1885 mGyのγ線照射を行
いその細胞を培養して増殖させてからDNAを抽出し全ゲノムシーケンスを行った。ラージデリーションについて
は検出数自体がほとんどなく線量が増加しても差は見られなかったが、1塩基置換や挿入・欠失の数は1885 mGy
において増加していることが確認された。

研究成果の概要（英文）：To estimate radiation induced mutation patterns and frequencies with whole 
genome sequencing, HT1080 single cells were gamma-irradiated 84 mGy, 390 mGy and 1885 mGy. The cells
 were cultured, DNA was extracted and we performed whole genome sequencing using HiSeq2500. Large 
deletions were rarely detected and there was no difference with dose dependent. The numbers of snps,
 small insertions and deletions were increased in 1885 mGy irradiated cell.

研究分野：分子生物学

キーワード： 放射線　全ゲノム解析
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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メガベース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個の細胞からの DNAを、(2)広範囲
にわたって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。 
 近年のシーケンサー技術の発達により全
ゲノムシーケンスも可能なレベルとなり、広
範囲にわたる解析が可能となってきていた。 
 
 
２．研究の目的 

 
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、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
が、「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を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 

 
正常 2 倍体ヒト繊維肉腫細胞 HT1080 を

96ウェルプレートに 1細胞ずつ FACS Aria
で分離し、. 細胞が 1 細胞の状態の間に 84 
mGy, 390 mGy, 1885 mGyのγ線照射を行
った。50 - 100個程度に分裂した段階で 2グ
ループに分割し、細胞増殖後、TruSeq PCR 
free Sample Prep Kit (illumina)でシーケン
ス用ライブラリを作製した. illumina HiSeq 
2500にて Paired End Read 101 bp で全
ゲノムシーケンスを行った。同じウェルから

分割したグループの共通項を抽出し、非照射
群と比較することで放射線誘発突然変異の
みを同定をおこなった。 
 
４．研究成果 

 
全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、方法論の確
立を行った。γ線照射を行った細胞からライ
ブラリ作製を行い、全ゲノムシーケンスのシ
ーケンスデータを得る事に成功し、それらの
データの解析を行った。 
各サンプルにおいて、 x24 – x27程度の均
一なシーケンスデータが得られた。解析によ
って検出された大きな欠失や挿入（10 kbp以
上）は 0Gy（コントロール）、84 mGy、390 
mGy, 1885 mGyの各サンプルで 1-3ヶ所確
認されたが、0 Gyにも存在しており線量依存
的な増加は見られなかった。1 塩基置換にお
いては x10 以上で GATKによって同じ線量
では共通して検出され、他サンプルからカバ
レッジの10%以上では検出されない1塩基置
換の頻度を比較した。390mGy,1885mGy の
γ 線照射で置換に増加傾向が見られており、
1885mGy とコントロールを比較すると 1Gy
あたり 0.6個/Mbp程度の増加が推定された。
1 塩基置換した塩基の種類や塩基置換が起き
ている場所についてはコントロールと大き
な差は見られなかった。小さな欠失は
1885mGy において増加傾向にあった。挿入
や欠失の起きている場所については control
と大きな差は見られなかった。 
 今回の系では細胞に γ線照射をして細胞同
士の比較を行ったが、比較をして抽出される
変異には放射線によっておきた変異と細胞
が分裂する際に起こすエラーによって各細
胞で異なって入っている変異も同時に抽出
されてきている。そして、放射線による変異
導入率はこれら細胞が分裂時に起こすエラ
ーと同程度もしくはそれよりも低い変異導
入率であると推測される。 
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