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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。昨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ことに基づき，大量ゲノムデータの解析とそれを出発点とした新し
いスタイルの医学，生物学研究が始まった年であり，大量データ，大量遺伝子リソースに基づく
遺伝子の機能解析，生物学的意義の追及も始まった。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が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
羅的に調べることは依然重要である。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，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」の作製を進めている。これまで累計で 60,770個のマウス完全長 cDNAの塩基配列情報，予
測機能情報，クローン資源の整備を進めた。また，遺伝子機能の網羅的解析として遺伝子ネット
ワークの大規模解析を次期研究対象と考え，要素技術（遺伝子発現解析システム，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
を進めた。
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。

I. マウス遺伝子エンサイクロペディアの作製

1. 完全長 cDNAライブラリー作製法の開発（Carninci，
白木，広実，中村，坂詰，早津，脇，佐藤（健）＊1，綿引
＊2，石塚 ＊3，伊藤，柴田（一），荒川，今野，石井，芋谷，
佐々木，宮崎，河合，岡崎，林 ）
［参照 生体分子機能研究室 1.］

2. シーケンス反応系の改良（伊澤＊4，相澤，柴田（一））
［参照 生体分子機能研究室 2.］

3. シーケンス泳動系の改良（相澤，柴田（一））
［参照 生体分子機能研究室 3.］

4. 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，柴田（一），河合，今野，足立，近藤，

大里，Carninci，早津，廣實，白木，中村（真），荒川，石
井，芋谷，佐々木，香川，福田）
上記の RISA システムを用い，これまでに 276 組織/細
胞から 377のマウス完全長 cDNAライブラリを作製し，約
1,300,000 個の cDNA クローンの 3’ 端部分配列を決定し，
その結果，約 160,000種に分類される cDNAを得た。その
うち，60,770クローンの全長シーケンスを決定した。

5. cDNAのタンパク質コーディング領域を推定（足立）
cDNA の塩基配列からタンパク質コーディング領域

（CDS）を決めることは意外に難しい。なぜなら全ての
cDNAにCDSが含まれているわけではないし，1つの cDNA

に複数の長い ORFが存在することもあるので，真の ORF

と偽陽性な ORFを判別しなければならない。また cDNA

は途中で切れてしまうこともあるし，イントロンを含む未
成熟なものも存在する。さらにシークエンシングの過程の
塩基置換に伴う開始と終止コドンの発生と消失，塩基の挿
入と欠失に伴うフレームシフトによる CDS の分断などが
起こり得る。そこで CDSが既知の cDNA配列から CDSの
特徴を抽出し，新しい確率モデルの構築を行った。このモ
デルとベースコールの信頼性を表す Quality Valueを使い，
エラーを含んだ配列から CDS を推定する新しいプログラ
ム ProCrest（Protein Coding Region Estimator）を開発し
た。このプログラムは，既知の配列から得られた CDS を
含む ORF と含まない ORF の統計情報をもとに，複数の
ORF間の判別や，CDSを含まないものの判定も行える。ま
た配列の CDSらしさをグラフィカルに表示する viewerと
しての機能も持つ。さらにシークエンシングのエラーも検
出するので，配列の最終的な決定作業にも有効なツールと
なる。

6. マウス完全長 cDNAに対する機能予測とアノテーシ
ョン（古野，岡崎，坊農＊5，二階堂＊3，足立，Carninci，

粕川＊4，河合，清澤，今野，野上＊3，長谷川＊3，大里，斉
藤（輪），近藤，鈴木（治），外丸 ＊6，八木，山中，林 ）

2000年夏，当研究グループはマウス完全長 cDNA機能ア
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ノテーション（FANTOM）国際会議を開催し，遺伝子機能
を注釈するための国際ルールを議論した。本年度も，公開
されたマウス cDNAの配列データに対して，FANTOM会
議で決められたルールに従い最新の公共データに基づいて
機能注釈の更新を継続して行った。更新に際しては，配列
相同性相同解析の結果表示の最適化および同一遺伝子クラ
スターの一括注釈記録システムによる機能注釈作業の効率
化を行った。また，遺伝子機能をコンピュータにより自動
的に予測するシステムの開発も行った。これらの補助シス
テムを活用し，2001年 2月に公開された 2万クローンにつ
いて，2001年 10月および 12月に更新されたアノテーショ
ンを公開した。
さらに，これまでにマウスエンサイクロペディアプロジェ
クトにより全長配列が決定されたマウス cDNA 6万クローン
について，アノテーションの議論を行うために FANTOM2

国際共同研究を行った。2001 年 10 月には FANTOM 会
議の主要メンバーを中心に国内外の研究者約 20 人を招聘
し，多くの解析情報を用いて効率よくアノテーションをつ
ける方法を議論した。2002年 2月から 3月にかけては，理
研を含む国内外の研究者約 80 人が参加し，6 万クローン
の cDNA の機能アノテーションを行う国際インターネッ
ト会議（MATRICS: Mouse Annotation Teleconference for

RIKEN cDNA Sequence）を開催した。この会議では，各
国の研究者がインターネットを介して，理研のサーバーに
アクセスし，理研 cDNAに対する解析結果に基づいた機能
アノテーションを行った。

7. FANTOM annotation systemの開発（粕川 ＊4，
坊農 ＊5，古野，二階堂 ＊3，林 ，岡崎）
上記のように，これまでに全長配列が決定されたマウス

cDNA 6万クローンに対して機能アノテーションをつけるた
めに，2002年 2月から 3月にかけて，インターネットを介
して，世界各地から研究者が理研のサーバーにアクセスし，
アノテーションの入力を行う遠隔会議が行われた。この遠隔
会議を行うために，昨年度 FANTOM1国際会議のために開
発・使用され，さらにアノテーションデータの更新のために
使われてきた FANTOM annotation system（FANTOM+）
の拡張・改良を行った。より大量のデータからどのように効
率良くアノテーションを決定して行くかという問題に対応
するため，2001年 10月に国内外の研究者約 20名を招聘し
て行われた FANTOM2 Typhoon Meetingで議論された結
果を基に，より効果的なデータの見せ方や，各研究者が自
分の専門分野に関連するクローンを見つけられるような仕
組みの実装などを中心に改良を行った。また，あらかじめ
アノテーションを決めておくこと，およびクローンの分類
のために，自動アノテーション方法の検討・開発も行った。

8. 完全長 cDNAのヒト・マウス染色体へのマッピング
（近藤，伊藤，柴田（一），河合，石井，荒川，福田，林 ）
マウス完全長 cDNA 6万配列をヒトドラフトゲノム配列
にマップした。6万配列の内 4万 3千配列が 2万 1千の遺
伝子座位にマップされた。また，同 6万配列をマウスドラ
フトゲノム配列にマップし，5万 4千配列を 2万 9千遺伝
子座位にマップできた。両ゲノム配列へのマッピング結果
を比較することにより，上記 6万配列をタンパク質をコー

ドする遺伝子，およびタンパク質をコードしていない配列
に分類し，各カテゴリーについて解析中である。また，同
一座位にマップされる配列群を比較し，転写単位の多様性
について分析中である。両ゲノム配列上で各完全長配列が
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・イントロン長および 1座位あたりのイントロン数
等の解析も行った。

9. 完全長 cDNA の染色体へのマッピングおよびその
ビューワー（清澤，近藤，山中，坂井（勝））

ヒトゲノム上，およびマウスゲノム上にマップしたマウ
ス完全長 cDNAの viewer，Genomppaerを改良した。昨年
度より 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
カーなどをマップし利用しているが，本年度は，新たに文
献情報から集めた遺伝疾患の情報を格納するデータベース
をリンクすることにより，疾患遺伝子の候補となる遺伝子
群を的確にリストアップできるようにした。

10. 完全長 cDNAマイクロアレイを用いた遺伝子発現
解析

（1）DNAマイクロアレイを用いた虚血再灌流傷害におけ
る保護遺伝子の解析（二反田＊7，後藤＊7，橋本＊7，林 ，
岡崎）
臓器が予め短時間の虚血に晒されることで，引き続き起
こる長時間の虚血再潅流傷害に対して臓器が耐性を得る
ischemic preconditioning（IP）という現象が知られている。
本研究は虚血再潅流傷害に対する IPの保護効果を検証し，
さらに DNAマイクロアレイを用いて，傷害の軽減に関わ
る新規遺伝子の同定を目的としている。本年度はマウス肝
の虚血再潅流モデルを作製し，IP負荷の有無による肝逸脱
酵素の測定と肝組織の TUNEL染色を行った。更にマイク
ロアレイによる解析を行い，IPを負荷した群としない群の
データを比較して発現が大きく変化した遺伝子のスクリー
ニングを行った。その結果，IP負荷群で逸脱酵素は著明に
低下し，アポトーシス細胞の減少も認めた。またマイクロ
アレイの解析では，IPによって発現が増加した遺伝子は約
2,000個あり，この中には HSP72や thioredoxinなど虚血
再潅流傷害を軽減するとして過去に報告されているものが
認められる一方で，現在のところ虚血再潅流傷害との関連
が明らかにされていない転写因子や growth factor も含ま
れていた。今後はこれらの候補遺伝子を細胞に導入し，in

vitro で保護効果の確認を行う予定である。
（2）マイクロアレイとMRL/MpJ-Faslpr mouseを用いた
SLE関連遺伝子の検索（坂井（勇）＊7，首村＊7，Carninci，
白木，二階堂＊3，粕川＊4，坊農＊5，水野＊2，福田，荒川，
石井，香川，河合，林 ，岡崎）
我々は C57BL/6J マウス，NOD（non obese diabetes）
マウス由来の dendritic cell，activated macrophage，LPS

stimulated born marrow から完全長 cDNA ライブラリー
を構築し，重複のないクローンのみを収拾した。また免疫
学的に重要と考えられる既知遺伝子群をリストアップし現
在までに当研究グループで所有している遺伝子群とホモロ
ジーサーチを行った。その結果 70%以上の遺伝子がこれら
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の既知遺伝子と一致し，当研究グループがこれらの遺伝子
を既に保有していることが分かった。これらのクローンを
用いて免疫チップなるものを作製した。
一方，我々はMRL/MpJ-Faslp rマウスに着目した。この
マウスはヒト SLEと非常に類似した症状を呈することで知
られている。特に腎臓においては現在までにCSF-1，TNF-α

などが腎病変を悪化させる分子であることが報告されてい
る。これらの分子について免疫チップおよびRIKEN mouse

19Kマイクロアレイを用いて遺伝子発現解析を行った。
（3）マイクロアレイによるマウス肝がんの包括的遺伝子
発現解析（下地 ＊7，秋吉 ＊7，林 ，岡崎）
我々は日本産の野生マウスで肝発がん耐性のMSMとラ
ボラトリーマウスで肝発がん感受性の C3Hマウスの F1に
diethylnitrosamine（DEN）で誘発した肝がんの遺伝子変化
を検討している。今回，マイクロアレイ法を用いて個の肝
がん中の遺伝子発現の変化を包括的に解析した。
方法：DENでMSC3F1マウスに誘発した 5個の肝がん
より totalRNAを抽出し，理研マウス全長 cDNA，19Kマ
イクロアレイを用いて遺伝子発現を検索した。コントロー
ルとして，Adult MSC3F1マウス肝臓を用いた。
結果：約 17,000個の遺伝子が解析可能であった。そのう
ち 4個以上の肝がんで共通して 4倍以上の発現亢進が見ら
れた遺伝子は 53個，1/4以下に発現低下が見られた遺伝子
は 141個であった。もっとも発現量亢進がみられた遺伝子
は AFP（α fetoprotein）で，約 64倍亢進していた。
肝がんでは髄外造血巣が見いだされることを反映して，

hemoglobin関連の遺伝子が 26個見いだされた。がん関連
遺伝子では IGF2遺伝子に約 16倍の発現亢進が見られた。
発現低下が見られた遺伝子群中には代謝関連酵素である
GST（glutathion-S-transferase）遺伝子が 5種含まれ，他
に major urinary proteinなどの分化形質が多く含まれた。
他方，発現量で変化が見いだされた遺伝子の中には機能解
析のすすんでいないものも多く含まれており，我々が現在
まで進めてきたゲノムレベルでの変異の解析をふまえて解
析を進めている。

11. タンパク-タンパク相互作用解析（PPI）（鈴木（治），
斎藤（輪），金森，甲斐）
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（PPI）を調べることは非常に重要であ
る。我々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）をベースとし，網羅的に PPI

を調べるための新規ハイスループット解析法を開発した。
その特徴はアッセイサンプルが PCRのみを利用して迅速
に作製できること，384アッセイプレートと半自動分注機
を用いたハイスループットアッセイシステムであることで
ある。
実験により見いだされたマウス PPIの数は現在 1,000を
超えている。我々はこれらのデータを詳細に解析するため
に “Protein-protein interaction（PPI）network viewer”を
開発した。このソフトでは予想相互作用強度を線の太さで
表示することにより，主要な相互作用ネットワークが一目
で分かるようになっている。また相互作用情報は，配列情
報，染色体上のマップ情報，マイクロアレイによる遺伝子
発現情報とリンクしており，生物学的に意味があると考え

られる相互作用を迅速に見いだすことが可能である。
PPI network viewerを用いて見いだされた興味深い相互
作用についての生化学的解析も行った。すなわち TNF情
報伝達に関与する TRAF2に結合する新規タンパク質を同
定し T2BP（TRAF2 binding protein）と命名した。T2BP

は TRAF2 の TRAF ドメインと結合すること，T2BP を
HEK293細胞で強制発現させると TNFによる刺激なしで
NF-kBやAP-1を活性化することが明らかとなった。また，
この解析を通じて PPIアッセイシステムで見いだされた相
互作用について，免疫沈降法による確認，結合領域を迅速
に調べる方法，培養細胞を用いたタンパク質機能解析法な
どの基本的解析システムを確立した。

PPIデータをバイオインフォマティクスを用いて解析す
ることにも力を注いだ。一般に 2ハイブリッド法で得られ
た PPIデータは偽陽性が多いことが知られているが，遺伝
子間の発現に相関があるものは偽陽性の可能性が低いこと
が判明し，タンパク質間相互作用と発現データを組み合わ
せることで質の高い相互作用データをフィルタリングでき
ることを示した。さらに，PPIデータのみを用いて各相互
作用の信頼性を簡便に評価する Interaction Generality法を
開発した。この方法を用いて公開されている酵母 PPIデー
タを整理解析した結果，未知タンパク質の機能推定を行う
ことができた。

12. タンパクDNA相互作用解析（PDI）（鈴木（正），
外丸 ＊6）
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結合性転写調節因子 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進めている。モデル系とし
ては，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）およびそ
れと生理学的に関連のある転写調節因子群から成る転写制
御系を解析している。
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，種々のDBTFの大腸菌内発現を検
討した。目的の DBTFをコードする cDNAクローンとし
ては，理研マウス cDNAクローンを利用し，理研クローン
中にないものについては，マウス肝または膵 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クローニングシステムにより，His6-

tag/マウス HNF 発現クローンを作製した。発現を試みた
DBTFのうち，マウスHNF1，1，3，3，6，NeuroD1/Beta-

2，Pdx-1/IPF-1の 7種で効率のよい発現が観察された。精
製した HNF3 を用いて HNF3 に特異的に結合するマウス
ゲノム DNA断片の増幅と濃縮が可能であることが確認さ
れた。
転写調節因子の機能を解析するために，転写調節因子の

mRNAを特異的に分解し，それによる被制御遺伝子の転写
レベルの低下を評価する実験系の構築に取りかかっている。
モデル実験として，外来性のプラスミド上に乗せた cDNA

からの転写物である GFP mRNA に対する siRNA（短い
二本鎖 RNA）を細胞内に導入したところ，一定時間後に
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GFPの蛍光が顕著に抑えられた。また，内在性の遺伝子か
らの転写物として，ラミン A/C mRNAを攻撃するために，
その配列の一部に相当する siRNAを細胞内に導入したとこ
ろ，ラミンA/Cタンパク質のレベルが対照と比較して顕著
に低下することも観察された。転写調節因子機能の解析に
利用するため，Real time PCRによる転写調節因子被制御
遺伝子の特異的 mRNAの定量実験も開始した。

II. イネゲノム完全長 cDNAの収集と解析（Carninci，
白木，荒川，石井，芋谷，佐々木，香川，大里，河合，今
野，福田，足立，近藤，斉藤（輪））
カタログ化したイネ完全長 cDNA クローンバンクから，

5’端シーケンス，10,849個（累計 75,820個），3’端シーケン
ス，10,504個（累計 96,475個）を得た。大里らが開発した
二段階分類法（昨年度報告）により分類したところ，15,000

種以上の cDNAを含んでいると判断された。
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，11,000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 1953 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。

GenScan（シロイヌナズナの解析条件）を用いタンパク
のコーディング領域を予測したところ，100アミノ酸より
も大きなタンパクをつくるであろうと予測された cDNAは
全体の 95%と高率であった。これは理研完全長 cDNAライ
ブラリーのコンプレッキシティが高く，多種の cDNAを網
羅していることを示唆している。
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