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近年のゲノム研究の急速な進歩は，医学・薬学・生物学に多大な影響を与え，研究スタイルそ
のものが変貌しつつある。特に本年度は，ヒトゲノムドラフトシーケンスが発表され，またマウ
スゲノム配列の決定も進みつつある。その一方で，タンパクの構造を直接規定している転写単位
の同定は，ゲノム配列のみからでは限界があることが明らかになり，転写単位を網羅的に調べる
ことの重要性が再認識された。当研究グループは，遺伝子資源解析研究チーム，遺伝子構造解析
研究チーム，遺伝子情報解析研究チーム，遺伝子機能探索技術研究チームからなり，ゲノムDNA

およびその転写単位の遺伝情報を高速に引き出し，生物現象を包括的に理解することを目指して
いる。そのため，シーケンス技術，機器の開発，改良の要素的技術開発を進めるとともに，生物，
とくにマウスの持つ全ての完全長遺伝子クローン資源，遺伝子配列情報資源，遺伝子座情報資源，
遺伝子発現情報資源をまとめた「遺伝子エンサイクロペディア」の作成を進めている。本年度は，
21076個のマウス完全長 cDNAの塩基配列情報，予測機能情報，クローン資源を，発表，公開し
た。さらに，全クローンの収集，構造決定を精力的に継続するとともに，遺伝子ネットワークの
大規模解析を次期研究対象と考え，要素技術（タンパク質の機能予測，タンパク-タンパク相互
作用，タンパク-DNA相互作用）の開発，解析システムの構築を進めている。遺伝子ネットワー
クは，遺伝子と生命現象をつなぐ情報であり，疾患においてはネットワークの構成要素が創薬の
ターゲットになる，非常に重要なものである。また，ここで確立した完全長 cDNA技術とシー
ケンス技術を用い，単子葉植物のモデルとして学術的に重要な研究対象であると同時に，重要穀
物でもあるイネの完全長 cDNAプロジェクトも実施中である。成果は育種などへ利用できる。

I. マウス遺伝子エンサイクロペディアの作成

1. 完全長 cDNAライブラリー作製法の開発（Carninci，
柴田（裕）＊1，綿引＊2，佐藤（健）＊3，品川，伊藤＊4，柴
田（一），今野，河合，岡崎，林 ，荒川，石井）
完全長 cDNAの中でも，長鎖 cDNAの収集は難しく，従

来法で作製したライブラリーからでは収集効率が低いため，
特に長鎖 cDNA 収集を目的としたライブラリー作製法の
開発を行った。まず，通常クローン化が可能とされている
6 kb–20 kbの cDNAをカバーできる新規ベクターの構築に
取り組んだ。この新規ベクターは λ FlcIII-Lと名付けられ，
平均鎖長はこれまでの cDNAライブラリーの中でも最長の
6.9 kbであった。このベクターを用いることにより，従来
の方法では難しかった長鎖 cDNAの単離，シーケンス決定
を行うことができるようになった。
次に，この λ FlcIII-Lベクターを更にバックグランドの

低減とシーケンス決定後の機能解析への利用を考えて改善
を試みた。まず，ベクタースタッファー中へプラスミドベ
クター時の宿主にとって致死遺伝子である ccdBを導入す
ることを検討した。この ccdB遺伝子導入により，cDNAが
組み込まれていないプラスミドの増殖を押さえ，cDNAを
持たないクローンがシーケンス工程に回る確率を著しく減
少させることに成功した。更に，よりバックグランドを低
減させるため，スタッファー中への loxPの導入を行った。
cDNAがインサートされなかった場合には excision後，こ
の stuffer 中の loxP と，同じくスタッファー中にある ori

と AmpRの間の loxPとの間で組換えが起こり 2つのプラ

スミドに分割される。片方は oriを持っているが AmpRを
持たず，もう一方は AmpRを持っているが oriを持ってい
ないため，結局両方とも増殖できない形になり，cDNA イ
ンサートを持つもののみを選択できる仕組みである。この
新規ベクターの利用により，バックグランドがゼロに近い
cDNAライブラリーを作製することが可能となり，これは
特に，強いサブトラクションをかけた cDNAライブラリー
の調整に有効であった。また，このベクターはインターナ
ルクローニングが起きずらいようデザインされており，タ
ンパク質発現など機能解析へ応用しやすいことも 1つの利
点である。
完全長 cDNAの全長シーケンスの解析を進めていく中で，

クローンのうち 2–8%程度がイントロンを含んでいること
が判明したため，これを改善すべく cytoplasmic RNAから
の cDNAライブラリー作製法を開発した。この方法は種々
の組織，細胞，凍結組織に適用することができ，イントロ
ンの含有率が高くなりがちな size-selectedライブラリーに
は特に効果がある。既に 36種の cytoplasmic cDNAライブ
ラリーを作製した。
また，cDNAライブラリー作製においては，どのような

組織を材料にするかも極めて重要であるが，着床前や着床
直後等の初期胚から，Cap-Trapper法により PCRを介さ
ず cDNAライブラリーを作製することに成功した。初期胚
の他にも，免疫学的興味の深い活性化マクロファージ，糖
尿病モデルである NODマウス，がん細胞株など生物学的
研究に有用な材料から cDNAライブラリーの作製を行って
おり，種々の生命現象の解明に利用されている。
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2. 超高速大容量シーケンスシステム，RISAの構築（伊
藤＊4，相澤＊5，柴田（一），河合，品川，伊澤＊1，石川（友）
＊1，今野＊5，足立，Carninci，早津，廣實，白木，佐藤（健）
＊3，柴田（裕）＊1，荒川，石井，原，福田＊5，福西＊6，菊
池＊6，吉野＊4，西）
マウス遺伝子エンサイクロペディア（Phase1；遺伝子ク

ローン収集，Phase2；シーケンス情報決定，Phase3；染色
体上の位置情報決定）の作製のために，これまでに大規模
システム，RISA システム（RIKEN Integrated Sequence

Analysis system）を構築してきた。このシステムは完全長
cDNAライブラリ；8個/月，E. coli釣菌；35000/日，プラ
スミド調整；40000サンプル/日，シーケンス；30000サンプ
ル/日の能力を有している。本年度，横浜研究所ゲノム科学
総合科学研究センター南，および西研究棟竣工に伴い，筑
波研究所から横浜研究所へ，これらの設備の移転を行った。
この RISAシステムは，完全長 cDNAの収集，解析を主
目的にデザインされており，cDNAの両端（5’端，3’端）
をシーケンスする端読み，cDNAの全長を決定するショッ
トガンシーケンス，プライマーウォーキング法を有機的に
組み合わせて，効率よく行うことができる。さらに，シー
ケンスプロジェクトの効率的な運用に不可欠な，サンプル
とプロジェクトの管理システム（Simple Tracking）を構築
した。

3. シーケンス反応系の改良（相澤 ＊5，伊澤 ＊1，石川
（友）＊1，柴田（一））
多検体サンプルの高速塩基配列決定に優れた 384 for-

mat multi-capillary sequencing system（RISA system）に
適合する，低コスト，省労力である High-throughput reac-

tion/purification systemを開発し，データ生産を促進した。
Cycle sequencing reaction kitとしては，主に Amersham

社製 DYEnamic ET Terminator cycle sequencing kitを用
いた。本年度は，昨年度に引き続き，GS-384サーマルサイ
クラーを用いて反応溶液の少量化などの検討を行い，コスト
を通常の方法に比べて格段に引き下げることに成功した。さ
らに，このサーマルサイクラー反応後に，EtOH沈殿法と，
市販の分注機による精製ステップの省力化を利用した High

throughput精製系を確立した。そこで次に，このように機
械化した High-throughput reaction/purification systemを
大量ルーチン系への拡大利用を試みた。その結果，GS-384

サーマルサイクラー 5台，分注機 2種類，遠心機 5台を使用
する，3ないし 4人のグループで 12時間の作業時間あたり，
80枚の 384プレートの処理（30720サンプルに相当）が実
行可能となった。このグループを拡大することにより，1日
あたり，100枚を越える 384プレートを処理できる大規模
ルーチンシステムが稼動中である。本システムの確立によ
り，シーケンスデータの産出が加速されたのみならず，さら
なる大量の反応システムの構築すら可能になると予想され
る。また，PE Applied Biosystems社製BigDye Terminator

cycle sequencing kitにおいても，同様の原理面での実験を
行い，この High-throughput reaction/purification system

に適用可能であることを確認した。
転写シーケンス法（Transcriptional Sequencing）を，

RISA システムに適応させるために，ローダミン系 Dye

でラベルした terminator（R110-3’-dGTP，R6G-3’-dATP，

TAMRA-3’-dUTP，Rox-3’-dCTP）に適合するようハード
ウェアの調製後，5000サンプル以上のシーケンスを行った。
サンプルは，λ DNAショットガンクローンを用い，PCR

により，転写シーケンス反応の鋳型を調製した。調製産物
は，未精製のまま転写シーケンス反応を行った。本実験に
より，平均して 500 bp以上のベースコールを行うことがで
き，384プレート当り，約 8割の成功率を得た。転写シー
ケンス法は，PCRによる鋳型調製後，反応に使用されな
かった DNAプライマーや dNTPを除去することなく，転
写シーケンス反応が可能なことが大きな特徴であるが，今
回の大量シーケンスにより本反応系の安定性を実証するこ
とができた。当塩基配列決定法は，時間短縮や解析系の簡
略化などの点で，遺伝子解析における多検体の塩基配列決
定や多型解析に大きな貢献ができるものと考えられる。

4. シーケンサーの開発（足立，柴田（一），相澤＊5，伊
澤 ＊1，石川（友）＊1）
汎用ベースコーラー Phredの登場以来，シーケンサーで

泳動しベースコールした DNA 塩基配列の精度は Quality

Value（QV），通称 Phred Scoreによって管理されるよう
になった。QVによる塩基配列の品質管理の利点は，第一
に，コンピュータによるシステムの自動化における省力化
と，第二に，配列決定からあいまいな人間の判断の入る余
地をなくすことによって，人間の集中度や個人差のばらつ
きなどの不安定要素を排除し，品質の安定化を高めるとい
う点である。そこで，Phredを RISAシーケンサーに対応
させて，正しいQVをつけるためのチューニングを行った。
シーケンサーから出力されたクロマトグラム（各塩基の
波形データ）から，ベースコールされたそれぞれの塩基の
エラー確率を推定し，それを精度を表す整数値に変換した
ものが QVである。簡単に言えば，整った波形の付近は精
度が高く，崩れた波形の付近は精度が低いという経験的な
法則を，どのような波形のときにどのくらいエラーが起き
るのかと統計的に推定したものである。

Phredはベースコールごとに波形データから 4つのパラ
メータを読み取り，QVを決定している。Phredの内部には
QVとパラメータの対応表が用意されており，これを lookup

tableと呼ぶ。Phredの lookup tableは ABI 377用に調整さ
れているので，当然そのままでは RISAには適用できない。
無理やりベースコールをしても，推定される QVは実際に
観測された QVとは大きくズレてしまう。ゲルも試薬も異
なるし，キャピラリーを通して橙光を読み取る違いもある
ので，出力される波形の特性が大きく異なる。MegaBACE

シーケンサーに専用の lookup tableが必要であったように，
新しいシーケンサーを運用するためには，専用 lookup table

の作製が必要不可欠である。
QVを見積もるためには配列が既知の DNAをシーケン

シングしなければならない。その対象としてプラスミドな
どのベクターをそのまま読むのでは，実際のクローンを読
む場合と異なり，シーケンシングのあらゆる条件が整い過
ぎて，推定される精度が高くなってしまう問題が起こりえ
る。そこで Lambda DNAをショットガンし，実際の配列
決定と同じ方法でクローンを精製して配列を決定した。次
に，オリジナル配列とシーケンシング配列を比較してベース
コール・エラーの判定を行い，その情報を基に lookup table
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（QV とパラメータの対応表）を作製した。最後に，別の
既知の配列（pGEM）をシーケンシングして，QVの推定
に偏りがないかを検証した。なお，lookup tableを作製し
たのは，これまで運用してきた DYEnamic ET Terminator

cycle sequencing Kitと新規の Transcriptional Sequencing

の 2つの反応系である。
QVの導入は，配列決定における品質管理の効率化だけ

ではなく，ポストシーケンス時代における配列解析にも大
きな革新をもたらす。基本的な配列の相同性探索から遺伝
子領域の推定など，多くの配列解析は QVを利用して配列
の精度も考慮した解析が行われるようになり，そしてその
ために配列と QVを一緒にデータベース登録する時代が来
るであろう。RISAで決定した塩基配列に正確な QVが付
くことは，RISAの汎用性をより高めることになる。

5. マウス完全長 cDNAクローン収集と，全長シーケン
ス決定（伊藤＊4，柴田（一），河合，品川，今野＊5，足

立，Carninci，早津，廣實，白木，佐藤（健）＊3，柴田（裕）
＊1，荒川，石井，原，福田＊5，福西＊6，菊池＊6，吉野＊4）
上記の RISAシステムを用い，これまでに 169 組織/細

胞から 344のマウス完全長 cDNAライブラリを作製し，約
1125319個の cDNAクローンの 3’端部分配列を決定し，そ
の結果，134941種に分類される cDNAを得た。そのうち，
46432クローンの全長シーケンスを決定した。

6. マウス完全長 cDNAに対する機能予測とアノテー
ション（林 ，岡崎，河合，品川，吉野＊4，今野＊5，足

立，清澤，近藤，山中，斎藤（哲），坊農＊4，粕川＊1，斎
藤（輪），門田 ＊7，大城戸，古野，青野，Carninci，神谷
＊6，柴田（裕）＊1，鈴木（治），吉田（清））
収集した cDNAクローンに対し，適切な注釈を付加するこ

とは，ポストシーケンス研究（遺伝子機能解析，Fanctional

Genomics）を推進するために必須である。なぜならば，特
定の生物現象を解析するためには，AGTCの塩基の羅列で
あるシーケンスの山から遺伝子とタンパク質の機能を予測
しなければならないからである。したがって，あらかじめ，
個々の cDNA クローンに対し予測される機能を付加して
おくことは研究の効率化に重要である。しかし，これまで
cDNAに対するアノテーション法は確立されていなかった。
そこで，2000年 8月 28日～9月 8日，筑波研究所において，
国内外の研究者，約 60 人を招聘したアノテーション会議
（Functional Annotation for Mouse [FANTOM] Meeting）
を開催し，cDNAのアノテーション法の確立，21076遺伝
子に対するアノテーションを行った。その過程で，約 12400

種のマウス新規遺伝子，8200の哺乳類新規遺伝子が発見で
きた。

7. 完全長 cDNAの染色体へのマッピング（近藤，品
川，伊藤＊4，柴田（一），河合，石井，荒川，原，福田＊5）
マウス完全長 cDNA 21076配列およびシングルパス（5’

末端，3’末端）40151配列をヒトゲノム配列と相同性比較
し，35141の候補座位を探知した。同 35141座位は，使用
したマウス cDNA中の，20177代表配列によりマップされ
るものであり，その内 3202配列は現存するヒト既知遺伝子
（約 1万）および EST配列（約 300万）と相同性を示さな

い，ヒト新規遺伝子（に対応するマウス遺伝子）候補であ
る。マップできた割合は，完全長，シングルパス配列に対
し，それぞれ 70%，55%である。また，各完全長配列が最
も強い相同性を示す座位群の遺伝子構造：GC含量，エキ
ソン・イントロン数等の解析も行った。

8. FANTOM+の開発（坊農 ＊4，岡崎，粕川 ＊1，坂
井，大城戸，古野）
ゲノム規模的な遺伝子解析を可能にするためには，各

cDNA クローンに対してきちんと遺伝子機能注釈付けが
なされて全ゲノム的な視点で遺伝子群を見渡す必要があ
る。そのために，理研マウス完全長 cDNA クローンに対
して，さまざまな遺伝子機能予測プログラムの結果をリ
ファレンスとして遺伝子機能注釈付けを行うシステムを
検討し，ウェブアプリケーションとして実装した。作製
したシステムは FANTOM+（Functional ANnoTation Of

Mouse）と呼ばれ，2000 年 8 月末から 9 月初めにかけて
理研筑波研究所で開かれた FANTOM 会議で実際に使わ
れ，21076個のマウス完全長 cDNAクローンに対して機能
情報が注釈付けされた。その結果は理研内のウェブサーバ
（http://www.gsc.riken.go.jp/e/FANTOM/）にて広く世界
に公開されている。
また，ゲノム規模的な発現プロフィール解析をシステマ

ティックに行うために，理研 19kマウス cDNAマイクロア
レイから得られるデータすべてを管理するシステム READ

（RIKEN Expression Array Database）を開発した。現在，
49種類のマウス正常組織のマイクロアレイデータが READ

システムに載せられており，データの閲覧や検索が可能で
ある。とくに遺伝子発現パターンの相同性を相関係数で表
し，その相同性，非相同性によって遺伝子をランク付けし
て検索できるようになっている。また，発展途上のマイクロ
アレイ技術の変化に適応可能なように，柔軟な仕様のシス
テムになっており，新たなデータ属性をすぐにデータベー
ス内に取り込めるようになっている。その一環として，マ
イクロアレイのスライド，実際に行われた実験のデータの
データベース化もこの READシステムで管理できるよう
に機能の拡張が施され，マイクロアレイデータのデータト
ラッキングが可能となっている。

9. インフォマティクス/完全長 cDNAの染色体へのマッ
ピング（清沢，近藤，山中，斎藤（哲））
ヒトゲノム上にマップしたマウス完全長 cDNAの viewer，

Genomppaerを開発した。コンセプトは，RIKEN マウス
完全長 cDNAの中から，疾患関連遺伝子の検索を支援する
ことである。疾患関連遺伝子座は，染色体上の位置よりま
ず決まってくることから，ヒト染色体上に cDNAをマップ
し，その位置情報により，遺伝子検索ができるシステムを
構築した。RIKENマウス完全長 cDNAと共に，遺伝子予
測プログラムによる予測遺伝子，既知遺伝子として，NCBI

の RefSeq，Unigeneの代表クラスター，更に，サテライト
マーカーもマップし，RIKENマウス完全長 cDNAの染色
体上での，既知遺伝子との関連情報も取り入れた。cDNAの
ID検索，マーカーを指定し，その間にマップされた cDNA

の検索なども可能になっている。個々の cDNAには，染色
体上でのスプライシングパターン，ライブラリーの発現情
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報，マイクロアレイによる発現情報，FANTOMのアノテー
ション情報などがリンクされ，疾患原因のキャンディデー
トを絞るのに必要な情報を集めている。また，染色体上の
興味のある位置を登録することにより，その位置に新規遺
伝子がマップされたとき，登録者にアラートをするシステ
ムも内蔵している。マウスゲノムとのシンテニー関係を利
用し，同様の機能を持ったマウス版の Genomapperも完成
している。

10. タンパク-タンパク相互作用解析（PPI）（鈴木（治），
斎藤（輪），香川）
ヒトやマウスのゲノム配列や遺伝子配列の解析が終盤を
迎えている現在，見いだされた遺伝子の機能を解析する必
要性が高まっている。遺伝子の機能を調べるために遺伝子
がコードするタンパク質間の相互作用を調べることは非常
に重要である。なぜならばタンパク質の多くは相互作用す
ることによってその複雑な機能を果たしているからである。
そこで我々はタンパク質機能解明に向け，相互作用を網羅
的に調べるための新規ハイスループット解析法を開発した。
この方法のベースは哺乳動物の培養細胞を用いた 2-ハイブ
リッド法（mammalian two-hybrid法）であるが，2つの大
きな特徴を持つ。まず，アッセイに必要な融合タンパク質
発現用コンストラクトをクローニングを用いずに PCRの
みを利用して迅速に作製する系を開発したことである。各
遺伝子に対する特異的プライマーを作製すれば最速 1日で
サンプル調製が終了する。もう 1つの特徴はアッセイのハ
イスループット化のために，必要なサンプル，試薬を分注，
混合するだけでタンパク質間相互作用が検出できるように
し，さらに各工程において機械化を進めアッセイプレート
に対する分注操作をすべてロボットに行わせている点であ
る。我々が行った予備実験では，1日で，100万コンビネー
ション（1000遺伝子 × 1000遺伝子）以上のタンパク質間
相互作用の検索が可能であった。
次に上記アッセイシステムを用いてパイロット実験を行っ

た。マウスエンサイクロペディア（百科辞典）プロジェクト
で得られた完全長 cDNAをランダムに選択しその配列情報
をもとに遺伝子特異的プライマーを設計した。次にこのプ
ライマーと cDNAクローンを用いてアッセイサンプルを作
製し実験を試みた。約 1.2×107 コンビネーションのアッセ
イを行った結果，145個の相互作用を見いだすことができ，
そのうち 27個は自己相互作用（self-interaction）であった。
実験は全遺伝子を対象とした相互作用パネルのほんの一部
を作製したにすぎないが，すでに 10個程度のタンパク質か
らなるクラスターがいくつかでき上がっている。また相互
作用するタンパク質から未知タンパク質の機能推定を行い
成功している。今後，実験データを増やすと共に，マイク
ロアレイによる発現データとリンクさせた解析を企画して
いる。

11. タンパク-DNA相互作用解析（PDI）（鈴木（正），
外丸）
遺伝子発現のカスケードおよび階層構造を同定し，さらに

は遺伝子発現制御のネットワークを解析することを目標とし
て，DNA結合転写因子 DNA-binding transcription factor

（DBTF）が認識・結合する DNA要素配列を探索・同定・

解析し，その DNA要素配列を制御領域として有する遺伝
子を同定する系の開発を計画した。モデル系として，発生・
分化において重要な役割を果たし，糖尿病の成因にも数え
られている肝細胞核因子群（HNFs）系を選んだ。
タンパク質-DNA相互作用を利用した遺伝子発現カスケー

ドの解析を行うために，まず，DBTFの大量調製を検討し
た。当研究グループは，多数のマウス cDNAクローンを取
得しており，これらは全長 cDNAに富んでいる。従って，
転写因子タンパク質をコードする遺伝子のリソースとして
これらのマウス cDNAクローンを利用することを考えた。
各種分析の結果，当研究グループの有するクローンの中に，
マウスの HNFs（mHNFs; mHNF1, 3, 3, 3, 4, 6）を全長
または部分的にコードする 16種の cDNAクローンを確認
した。コーディング配列（CDS）全長をカバーする cDNA

クローンが理研クローン中になかったものについてはマウ
ス肝または腎 mRNAを用いて RT-PCRにより cDNAを
作製した。調製した cDNAを用いて GATEWAYシステム
により，GST-tag/mHNF expressionクローンおよび His6-

tag/mHNF expressionクローンを作製した。
これらの発現クローンを用いて，in vitro 転写・翻訳系

でのmHNFタンパク質の産生を試みたところ，mHNF3に
ついては，GST-tagのみならず His6-tagがついた融合タン
パク質で 10µg/1mL 反応液程度のタンパク質発現が見ら
れた。これらの産生タンパクは可溶性画分に回収された。
次に，大腸菌内での mHNFs産生の検討を始めた。組換え
菌体の培養条件および誘導条件の検討を詳細に行った結果，
現在比較的多量の不溶性 mHNFタンパク質を調製するこ
とが可能になっている。これらの不溶性mHNFタンパク質
を 6M尿素のような変性剤で可溶化し，透析処理により可
溶化 mHNFsの回収を試みたが可溶性画分にはほとんど回
収されなかった。

II. イネゲノム完全長 cDNAの収集と解析

1. 完全長 cDNAライブラリーの作製（Carninci，早津，
広実，白木，佐藤（健）＊3）

CAP trapper 法を用いイネ完全長 cDNA ライブラリー
を作製した。作成に当たってはノーマライゼーションを行
い，発現量の多い cDNAクローンの重複を除いた。cDNA

のクローニングに当たっては，後に述べるテールレス法に
より，シーケンス反応を妨げるポリストレッチを含まない
構造とした。cDNAインサートは平均 2.7 kbであった。イ
ネの cDNA の平均鎖長は，ヒトなど高等動物よりも短く
1.5 kb位ではないかと言われているが，完全長 cDNA合成
技術で cDNAを合成してみると，実際には，長鎖の cDNA

も多く存在することが分かった。

2. テールレスライブラリーの開発（柴田（裕）＊1，Carn-

inci，太田，伊藤＊4，柴田（一），河合，品川，早津，白木，
荒川，石井，原，大里）

Cap Trapper法により完全長 cDNAを合成する際に存在
するポリストレッチ（3’端のポリ Aテールと 5’端の Gス
トレッチ）は，シーケンスをしにくい配列である。そのた
め端読みシーケンスの効率を低下させる。そこで，タイプ
IIS制限酵素を用いポリ Aテールや Gストレッチを除いた
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ライブラリーを作製する技術を開発した。

3. 新規クラスタリング法の開発（大里，太田，伊藤＊4，
柴田（一），河合，品川，今野 ＊5，荒川，石井，原，福田
＊5，吉野 ＊4）

cDNAクローンの端読み配列による新規分類法を開発し
た。端読み配列による分類は，収集した cDNAクローンの
種類の見積り，cDNAライブラリーの質の検定，全長シー
ケンス対象クローンの選定に必要であるが，端読み配列と
いう限られた情報から的確な分類を行うことは非常に難し
い。今回，2 段階の基準（厳しい基準によるクラスタリン
グと，緩い基準によるグルーピング）による分類法を開発
した。緩い基準により分類（グルーピング）されたクロー
ン，約 4000の全長配列を決定し，その異同を調べたとこ
ろ，重複度は 1.08であったことから，グルーピングにより
重複の非常に少ない分類ができることが確認できた。

4. cDNAクローンの収集と全長シーケンスの決定（品
川，太田，大里，伊藤 ＊4，柴田（一），河合，品川，今野
＊5，荒川，石井，原，福田＊5，足立，吉野 ＊4）
これまでの累計で，cDNAクローンの 5’端シーケンス，

64971，3’ 端シーケンス，85971を得た。上記 2 段階分類
法により分類したところ，7000 種以上の cDNAを含んで
いると判断された。完全長率検定のため Fasta を用いて，
端読みをイネ mRNA complete CDSとして登録されてい
る 593個の配列に対してホモロージーサーチした。その結
果，5’端配列は 677配列が当たり，CDS（ATG）を含む割
合は 90%であった。3’端配列は 1186配列が当たり，CDS

（STOPコドン）を含む割合は 98%だった。そのうち，両端
とも読めたクローンは 240クローンで，両端とも CDSを
含んでいる割合は 92%であった。
ワンパスシーケンス法，ショットガンシーケンス法や，プ

ライマーウォーキング法で全長シーケンスを決定した。そ
の結果，4400を超えるクローンの全長シーケンスを決定で
きた。全長を決定できた cDNAクローンのインサートの平
均鎖長は 1918 bp，最長クローンは 6528 bpであった。シー
ケンス精度は，各 cDNAにおいて平均 99%以上で決定でき
た。全長シーケンスの比較に基づく分類では，その重複度
は 1.08であり，ユニークな cDNAとしても 4000種を超え
る全長シーケンスを決定できた。
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Y., Ishikawa T., Ozawa K., Tanaka T., Matsuura S.,

Kawai J., Okazaki Y., Muramatsu M., Inoue Y., Kira

A., and Hayashizaki Y.: “RIKEN integrated sequence

analysis system (RISA System): 384-format sequenc-

ing pipeline with 384 multi-capillary sequencer”, 14th

Int. Mouse Genome Conf. (IMGC 2000), (International

Mammalian Genome Society), Narita, Nov. (2000).

Itoh M., Kitsunai T., Akiyama J., Nishi K., Shibata K.,

Izawa M., Tomaru Y., Carninci P., Shibata Y., Nagaoka

S., Itoh M., Kikuchi N., Sasaki N., Takano H., Kawai

J., Muramatsu M., Okazaki Y., and Hayashizaki Y.:

“RIKEN integrated sequence analysis system (RISA

System): Large scale inoculation, harvesting, and plas-

mid preparation system based on filtration method”,

14th Int. Mouse Genome Conf. (IMGC 2000), (Inter-

national Mammalian Genome Society), Narita, Nov.

(2000).

Okazaki Y. and Hayashizaki Y.: “RIKEN mouse full-

length cDNA clones as a common resource: Full-length

cDNA sequencing project (phase2) with functional anno-

tation of the mouse clones (FANTOM)”, 14th Int. Mouse

Genome Conf. (IMGC 2000), (International Mammalian

Genome Society), Narita, Nov. (2000).

Kochiwa H., Suzuki R., Washio T., Shinagawa A., Itoh

M., Shibata K., Carninci P., Konno H., Kawai J.,

Fukunishi Y., Hayashizaki Y., and Tomita M.: “Se-

quence analysis of alternative splicing patterns in the

mouse cDNA clones”, 14th Int. Mouse Genome Conf.

(IMGC 2000), (International Mammalian Genome Soci-

ety), Narita, Nov. (2000).

Clement K., Candille S., Okazaki Y., Hayashizaki Y., and

Barsh G.: “Understanding body weight regulation with

genetics and gene expression profiling”, 14th Int. Mouse

Genome Conf. (IMGC 2000), (International Mammalian

Genome Society), Narita, Nov. (2000).

Seki M., Narusaka M., Sakurai T., Abe H., Kasuga

M., Yamaguchi-Shinozaki K., Carninci P., Kawai J.,

Shinagawa A., Shibata K., Itoh M., Hayashizaki Y., and

Shinozaki K.: “Towards the construction of Arabidop-

sis full-length cDNA encyclopedia”, 2000 Meet. on Ara-

bidopsis Genomics, (Cold Spring Harbor), New York,

USA, Dec. (2000).

Hayashizaki Y.: “Mouse genome encyclopedia and its use

for medical research”, Int. Soc. for Heart Research 17th

Ann. Meet. of the Japanese Section, Osaka, Dec. (2000).

Konno H., Fukunishi Y., Carninci P., and Hayashizaki

Y.: “Assessment of redundancy and full-length rate of

full-length enriched cDNA libraries”, 11th Workshop on

Genome Informatics (GIW 2000), Tokyo, Dec. (2000).

Osato N., Konno H., Itoh M., Kondo S., Kawai J.,

Shibata K., Shinagawa A., Adachi J., Fukuda S., Ota

Y., and Hayashizaki Y.: “Clustering of full-length cDNA

clones based on both end sequences”, 11th Workshop on

Genome Informatics (GIW 2000), Tokyo, Dec. (2000).
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Sakai H., Ohkuma Y., Imamura C., Shinagawa A., Itoh M.,

Shibata K., Carninci P., Konno H., Kawai J., Fukunishi

Y., Hayashizaki Y., and Tomita M.: “Correlation be-

tween sequence conservation of 5’ UTR and codon us-

age bias”, 11th Workshop on Genome Informatics (GIW

2000), Tokyo, Dec. (2000).

Bono H., Kasukawa T., Okido T., Sakai K., Furuno M.,

Kohtsuki S., Yoshida K., Okazaki Y., and Hayashizaki

Y.: “FANTOM+: The interface for functional annota-

tion of mouse cDNA”, 11th Workshop on Genome Infor-

matics (GIW 2000), Tokyo, Dec. (2000).

Kadota K., Okazaki Y., Nakamura S., Shimada H.,

Shimizu K., and Hayashizaki Y.: “A novel method for

identification of genes contributing to the pathological

classification using cDNA microarray”, 11th Workshop

on Genome Informatics (GIW 2000), (Human Genome

Center, University of Tokyo), Tokyo, Dec. (2000).

Bono H., Kasukawa T., Miki R., Kadota K., Okazaki Y.,

and Hayashizaki Y.: “Practical organization and func-

tional annotation of RIKEN cDNA microarray”, 11th

Workshop on Genome Informatics (GIW 2000), Tokyo,

Dec. (2000).

Kasukawa T., Bono H., Matsuda H., Okazaki Y., Kohtsuki

S., and Hayashizaki Y.: “Representing functional anno-

tations of mouse cDNA sequences in XML”, 11th Work-

shop on Genome Informatics (GIW 2000), Tokyo, Dec.

(2000).

Hayashizaki Y.: “Genome encyclopedia and its applica-

tion to imprinting research”, Genomic Imprinting Int.

Workshop in Japan, Osaka, Jan. (2001).

Miki R., Bono H., Okazaki Y., and Hayashizaki Y.: “De-

lineating biological cascades in vivo by microarray ex-

pression profiling using the 19K set of RIKEN full -

length cDNAs”, 3rd Int. Meet. on Microarray Data Stan-

dards, Annotations, Ontologies and Databases, Palo

Alto, USA, Mar. (2001).

Bono H., Miki R., Kasukawa T., Kohtsuki S., Okazaki Y.,

and Hayashizaki Y.: “Practical organization of RIKEN

cDNA microarray data with FANTOM annotation”, 3rd

Int. Meet. on Microarray Data Standards, Annotations,

Ontologies and Databases, Palo Alto, USA, Mar. (2001).

Hayatsu N., Carninci P., Shibata Y., Itoh M., Shiraki

T., Hirozane T., Watahiki A., Shibata K., Konno H.,

Muramatsu M., and Hayashizaki Y.: “Balanced-size and

long-size cloning of full-length, cap-trapped cDNAs into

the novel λ-FLC vector family allows enhanced gene dis-

covery rate and functional analysis”, CHI’s Genome Tri-

Conf. 2001, 8th Ann. Human Genome Discovery, San

Francisco, USA, Mar. (2001).

（国内会議）
林崎良英: “ゲノム科学と遺伝子エンサイクロペディアが切
り拓く新しい世界”, 工業技術会講習会遺伝子解析の国内
外の現状と展望，東京，4月 (2000).

石川孝，神山雅子，石井信之，鈴木啓明，市川靖史，浜口
洋平，籾山信義，西塚至，岡崎康司，林崎良英，嶋田紘:

“カテプシン Kアンチセンスオリゴを用いた乳癌骨転移
治療に対する基礎的検討”, 第 100 回日本外科学会総会，
東京，4月 (2000).

林崎良英: “ゲノムエンサイクロペディアとポストシーケン
ス Era”, 第 64回日本循環器学会総会・学術集会，大阪，
4月 (2000).

小松誠，岡崎康司，吉木淳，外丸靖浩，日下部守昭，林崎
良英: “自然発症モデルマウス KKAyを用いた NIDDM

の QTLマッピング”, 第 43回日本糖尿病学会年次学術集
会，名古屋，5月 (2000).

神谷守，岡崎康司，高田修治，有馬隆博，上村克徳，里村
憲一，Hermann R.，Bonthron David T.，林崎良英: “新
生児一過性糖尿病 (TNDM)候補遺伝子の単離”, 第 43回
日本糖尿病学会年次学術集会，名古屋，5月 (2000).

浜口洋平，神山雅子，西塚至，石川孝，市川靖史，国崎主税，
渡会伸治，岡崎康司，林崎良英，嶋田紘: “cDNAマイク
ロアレイを用いた抗癌剤感受性遺伝子発現プロファイル
解析”, 第 8回日本乳癌学会総会，横浜，5月 (2000).

西塚至，石川孝，神山雅子，浜口洋平，市川靖史，国崎主税，
渡会伸治，岡崎康司，林崎良英，嶋田紘: “cDNAマイク
ロアレイを用いた乳癌脳転移能に関与する遺伝子プロファ
イルの検討”,第 8回日本乳癌学会総会，横浜，5月 (2000).

石川孝，神山雅子，石井信之，鈴木啓明，市川靖史，浜口
洋平，籾山信義，西塚至，岡崎康司，林崎良英，嶋田紘:

“カテプシン Kアンチセンスオリゴを用いた乳癌骨転移
治療に対する基礎的検討”, 第 8回日本乳癌学会総会，横
浜，5月 (2000).

相澤克則，柴田一浩，村松正實，林崎良英: “DNAシーケ
ンサ用キャピラリーカラムの高効率化：フューズドシリ
カ表面の新洗浄法”, Separation Science, (日本分析化学
会), 東京，6月 (2000).

林崎良英: “マウスゲノムエンサイクロペディア”, 第 16回
奈良セミナー，(奈良県), 奈良，7月 (2000).

林崎良英: “高速ゲノム解析システムの開発と遺伝的背景を
支配する遺伝子の解析”, 第 4回領域シンポジウム「生命
活動のプログラム」，(科学技術振興事業団), 東京，7 月
(2000).

高橋真治，石川孝，西塚至，神山雅子，浜口洋平，市川
靖史，国崎主税，渡会伸治，岡崎康司，林崎良英，嶋田
紘: “cDNAマイクロアレイを用いた高分化型大腸癌の遺
伝子発現プロファイル”, 第 55回日本消化器外科学会総
会，宮崎，7月 (2000).

永野靖彦，長堀薫，西塚至，浜口洋平，石川孝，市川靖史，
渡会伸治，宮城洋平，岡崎康司，林崎良英，嶋田紘: “ラッ
ト門脈結紮後腫大肝の機能的評価：cDNAマイクロアレ
イによる遺伝子発現プロファイルの解析”, 第 55回日本
消化器外科学会総会，宮崎，7月 (2000).

岡崎康司: “発現情報からみた functional genomics：RIKEN

完全長マウス cDNAマイクロアレイを用いた解析と医学
への応用”, 第 10回日本サイトメトリー学会，東京，8月
(2000).

林崎良英: “生命科学技術分野の今後の展開をリードする
日本の戦略”, 2000年度後期 明日の技術開発と新商品・
新規事業開発研究 第 2回，(新経営研究会), 東京，9月
(2000).
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林崎良英: “マウスエンサイクロペディアとその医学生物
学的研究”, 第 21 回日本臨床薬理学会年会，札幌，9 月
(2000).

近山英輔，柳在圭，黒田裕，松尾洋，谷一寿，河合純，林崎
良英，横山茂之: “構造ゲノム科学における構造解析の対
象となるタンパク質ドメイン領域の自動推定システム”,

第 38日本生物物理学会回年会，仙台，9月 (2000).

林崎良英: “Mouse genome encyclopedia and it’s medical

research”, 第 8回臨床医科学フォーラム，(京都大学臨床
病態医科学・第二内科), 京都，9月 (2000).

高野裕士，石川孝，西塚至，岡本亮，朴智善，岡崎康司，林崎
良英，西山正彦: “cDNA microarrayを用いたCPT-11耐
性遺伝子の解析”, 第 59回日本癌学会総会，横浜，10月
(2000).

岡崎康司，嶋田紘，林崎良英: “cDNAマイクロアレイを用
いた大腸がんの発現プロフィール解析”, 第 59回日本癌
学会総会，横浜，10月 (2000).

兼光紀幸，加藤満雄，中尾昌宏，三木恒治，小松誠，岡崎
康司，酒井敏行: “マウス mac25 遺伝子プロモーターの
解析”, 第 59回日本癌学会総会，横浜，10月 (2000).

矢吹孝，元田容子，松田夏子，山口絵未，関英子，松田貴意，
木川隆則，林崎良英: “PCRと無細胞タンパク質合成系
を用いた，多検体，高収量，迅速な融合タンパク質の発
現法”, 第 73回日本生化学会大会，横浜，10月 (2000).

関原明，鳴坂真理，安部洋，春日美江，篠崎（山口）和子，
Carninci P.，河合純，林崎良英，篠崎一雄: “シロイヌナ
ズナ完全長 cDNAマイクロアレイを用いた遺伝子発現解
析”, 第 11回シロイヌナズナ・ワークショップ，(京都大
学大学院理学研究科), 岡崎，11月 (2000).

岡崎康司: “わかりやすい cDNAマイクロアレイ解析”, 第
11回日本サイトメトリー学会技術講習会，東京，11 月
(2000).

高橋真治，市川靖史，石川孝，浜口洋平，西塚至，盛田知幸，
神山雅子，永野靖彦，大木繁，池秀之，国崎主税，渡会
伸治，岡崎康司，林崎良英，嶋田紘: “cDNAマイクロア
レイを用いた大腸癌の遺伝子発現プロファイルの作成”,

第 3回遺伝子情報発現研究会，名古屋，11月 (2000).

林崎良英: “マウスゲノムエンサイクロペディアが切り開く
医学と医療”, 第 7回新化学・関西セミナー，大阪，11月
(2000).

神谷守，Judson H.，岡崎康司，日下部守昭，村松正實，高田
修治，高木信夫，有馬隆博，和氣徳夫，上村克徳，里村
憲一，Hermann R.，Bonthron David T.，林崎良英: “The

cell cycle control gene ZAC/PLAGL1 is imprinted: A

strong candidate gene for transient neonatal diabetes”,

第 23回日本分子生物学会年会，神戸，12月 (2000).

坂井寛章，大熊裕介，今村千秋，品川朗，伊藤昌可，柴田
一浩，Carninci P.，今野英明，河合純，福西快文，林崎
良英，冨田勝: “5非翻訳領域の配列保存性とコドン使用
の偏りとの相関について”, 第 23回日本分子生物学会年
会，神戸，12月 (2000).

佐藤健二郎，門田幸二，坂井勇仁，白木利幸，後藤均，水野
洋介，三木理雅，外丸靖浩，伊藤昌可，柴田一浩，河合純，
Carninci P.，村松正實，岡崎康司，林崎良英: “Analysis

with cDNA microarray of membrane-bound polysomal

RNA expressed in mouse mid-development embryos”,第
23回日本分子生物学会年会，神戸，12月 (2000).

柴田裕子，Carninci P.，綿引玲，白木利幸，今野英明，村松
正實，林崎良英: “Cloning full-length, cap-trapper-

selected cDNAs by using the single-strand linker liga-

tion method”, 第 23回日本分子生物学会年会，神戸，12

月 (2000).

三木理雅，坊農秀雅，水野洋介，門田幸二，外丸靖浩，
Carninci P.，柴田一浩，伊藤昌可，河合純，今野英明，
徳炭由美子，石井善幸，村松正實，DeRisi J.，Iyer V.，
Eisen M.，Brown P. O.，岡崎康司，林崎良英: “Explor-

ing metabolic pathways in 49 tissues using RIKEN full-

length mouse 19K cDNA microarray”, 第 23回日本分子
生物学会年会，神戸，12月 (2000).

小松誠，吉木淳，岡崎康司，外丸靖浩，渡辺幸彦，村松正實，
日下部守昭，林崎良英: “Functional variation of QTL for

non-insulin dependent diabetes mellitus in mice”, 第 23

回日本分子生物学会年会，神戸，12月 (2000).

水野洋介，岡崎康司，外丸靖浩，清澤秀孔，外丸祐介，河野
友宏，天沼宏，村松正實，林崎良英: “High-throughput

genome wide search for mouse imprinted genes us-

ing parthenogenote and androgenote with RIKEN full-

length mouse cDNA microarray analysis”, 第 23回日本
分子生物学会年会，神戸，12月 (2000).

Carninci P.，柴田一浩，伊藤昌可，今野英明，柴田裕子，
佐藤健二郎，早津徳人，白木利幸，廣實朋子，相澤克則，
坊農秀雅，門田幸二，近藤伸二，河合純，吉木淳，日下部
守昭，村松正實，岡崎康司，林崎良英: “Large coverage of

the mouse genome with cap-selected full-length cDNAs”,

第 23回日本分子生物学会年会，神戸，12月 (2000).

矢吹孝，元田容子，松田夏子，黒田裕，松尾洋，林崎良英，
木川隆則，横山茂之: “PCRと無細胞タンパク質合成系
を用いた，多検体，高収量，迅速なタンパク質ドメイン
の発現法”, 第 23回日本分子生物学会年会，神戸，12月
(2000).

坊農秀雅，三木理雅，門田幸二，岡崎康司，林崎良英:

“READ: RIKEN expression array database”, 第 23 回
日本分子生物学会年会，神戸，12月 (2000).

清澤秀孔，近藤伸二，山中到，齋藤哲哉，河合純，品川朗，
原亜矢子，柴田一浩，林崎良英: “RIKENマウス完全長
cDNAのヒトゲノム・ドラフトへのマッピング：マッピ
ングによる新規遺伝子の発見”, 第 23回日本分子生物学
会年会，神戸，12月 (2000).

近藤伸二，太田由己，今野英明，河合純，伊藤昌可，柴田
一浩，品川朗，大里直樹，齋藤哲哉，林崎良英: “イネ完
全長 cDNAのイネゲノムへのマッピング”, 第 23回日本
分子生物学会年会，神戸，12月 (2000).

太田由己，河合純，伊藤昌可，柴田一浩，品川朗，Carninci

P.，吉野正康，原亜矢子，大里直樹，福田史郎，早津徳人，
石井善幸，荒川貴博，今野英明，齋藤輪太郎，相澤克則，
菊池尚志，大竹祐子，佐藤浩二，岸本直己，林崎良英: “イ
ネ完全長 cDNAの収集”, 第 23回日本分子生物学会年会，
神戸，12月 (2000).

大里直樹，太田由己，福田史郎，今野英明，河合純，伊藤
昌可，柴田一浩，品川朗，林崎良英: “イネ完全長 cDNA
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の両端配列による分類”, 第 23回日本分子生物学会年会，
神戸，12月 (2000).

関原明，鳴坂真理，安部洋，春日美江，篠崎（山口）和子，
Carninci P.，林崎良英，篠崎一雄: “シロイヌナズナの
完全長 cDNAマイクロアレイを用いた乾燥，低温ストレ
ス応答性遺伝子および転写因子 DREB1Aの Target遺伝
子の解析”, 第 23回日本分子生物学会年会，神戸，12月
(2000).

相澤克則，柴田一浩，村松正實，林崎良英: “ダイターミネー
タ法で蛍光ラベルした DNAサンプルのハイスループッ
ト精製法”, 第 23回日本分子生物学会年会，神戸，12月
(2000).

小知和裕美，鈴木良介，鷲尾尊規，品川朗，伊藤昌可，柴田
一浩，Carninci P.，今野英明，河合純，福西快文，林崎
良英，冨田勝: “マウス cDNAにおける選択的スプライシ
ングの網羅的解析”, 第 23回日本分子生物学会年会，神
戸，12月 (2000).

兼光紀幸，加藤満雄，三木恒治，小松誠，岡崎康司，林崎
良英，酒井敏行: “マウスmac25遺伝子プロモーターの解
析”, 第 23回日本分子生物学会年会，神戸，12月 (2000).

吉野正康，河合純，品川朗，柴田一浩，伊藤昌可，Carninci

P.，林崎良英: “マウス完全長 cDNAクローンのショット
ガン・シーケンス・ライブラリの作製”, 第 23回日本分子
生物学会年会，神戸，12月 (2000).

川路英哉，松田秀雄，近藤伸二，河合純，林崎良英，橋本
昭洋: “マウス完全長 cDNAシーケンス解析における共
通保存領域の探索”, 第 23回日本分子生物学会年会，神
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