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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。つまり大量ゲノムデータの解析とそれを出発点としたデータドリブン
の新しいスタイルの医学，生物学研究が始まっている。
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。そのためにマウスを
中心に約 10万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新たな研究対象と考
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，データの収集を進めた。

1. マウス遺伝子エンサイクロペディア
（1）マウス完全長 cDNAクローン収集と，全長シーケン
ス決定（甲斐，飯田，白木，中村（真），小島，脇，大野，
村田，二宮，野村，今村，武田，林田，佐野，田上，堀，芋
谷，佐々木，福田，Carninci，河合，林 ；伊藤，柴田（一），
綿引 ＊1（林 生体分子機能研究室））
独自に開発した大規模シーケンスシステムである RISA

システムを用い，これまでに 237個のマウス完全長 cDNA

ライブラリを作製し，これまでに約 1,578,610個の cDNA

クローンの 3’ 端部分配列と約 722,642 個のクローンの 5’

端部分配列を収集した。本年度までに累計で約 102,801ク
ローンの全長シーケンスを決定した。
（2）FANTOM 3国際会議の開催（甲斐，飯田，福田，中
村（真），西頼，小島，脇，大野，村田，二宮，野村，今村，
武田，林田，佐野，田上，堀，芋谷，佐々木，粕川 ＊1，近
藤，片山，下川，長谷川（哲），川頭＊1，Frith＊1，Gough，
Kodozius，Carninci，河合，林 ；伊藤，柴田（一），前田

（林 生体分子機能研究室））
FANTOM 3では，最大 22,000個のマウスのタンパクを
コードする遺伝子に関する知見とオルタナティブプロモー
ター usage，スプライシング，ポリアデニル化から判断でき
る転写物の様々なバリエーション情報を含む完全長 cDNA

ライブラリの解析と共に，網羅的な転写開始・終了点の調
査を行い，181,047転写物を確認した。新規に確認された完
全長 cDNAシーケンスのうち，5,154個の新規タンパクを
含む 16,247個のマウスのタンパクをコードする転写物を発
見した。また，マウスのゲノムは，かなりの数の ncRNAを
発現し，これらのプロモーターは非常によく保存されてい
ることが分かった。多くの遺伝子座は，複数の転写産物を
オーバーラップして発現しており，これは，転写 forestがつ
ながってゲノムが存在していて，転写産物がほとんどみら
れない dessert領域により分断されている。CodingRNAま
たは ncRNAが反対鎖の codingまたは ncRNAとオーバー
ラップしていることは，おそらくお互いの制御に関わって
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いることが示唆される。
このようなデータは，哺乳類の分化や発生における転写
制御の比較解析のための，初の包括的なプラットフォーム
である。
FANTOM 3 データセットは，哺乳類のトランスクリプ
トーム解析のための最も包括的な試料である。cDNA，シー
ケンスタグ，ESTの解析は，sense-antisense（S/AS）オー
バーラップがほぼ普遍的なものであるということを裏付け
る強力な証拠を示した。S/ASは，gene silencingの役割を
持つと思われる遺伝子座に多くみられ，trans（異なる遺伝
子座）と cis（同じ遺伝子座）の両方で確認できる。発現解
析は，頻繁な S/ASペアによる発現制御を明らかにした。こ
れは RNAiに基づく単純な相互作用モデルに議論を投げか
けるものである。我々は，antisense RNAの perturbation

が sense mRNAの発現を変化させるということを実験で証
明した。ncRNAのプロモーターが非常によく保存されてい
ることも踏まえると，antisense転写は主なトランスクリプ
トームのコントローラーであると言える。
我々は，大多数のプロモーターのシーケンス情報を含めた，
網羅的な哺乳類の転写産物マップを初めて完成させた。これ
らのプロモーターは，マウスで 160,000，ヒトでは 180,000

の転写開始点情報を，CAGEタグクラスターを確認するこ
とによって立証された。1つの遺伝子座が多くの転写開始
点を有することがあり，非常に複雑である。平均して 1TU

につき 3.59点ある転写開始点の同定は，発生と分化におけ
るプロモーターの比較解析とその動的な機能解析のための
初の総合的プラットフォームであるといえる。我々は，プ
ロモーター利用能に基づく発現クラスタリングの例を初め
て示した。これは，プロモーターを機能分類に基づいて再
分類する際に役立つ。また，それらのクラスターで転写を
促す転写因子の例をいくつか発見した。
（3）FANTOM3 database systemsの開発（粕川＊1，近藤，
片山，福田，下川，長谷川（哲），川頭，Frith＊1，Gough，
Kodozius，Carninci，吉田（清），林 ）
cDNA の機能アノテーションと発現解析やプロモー
ター解析のために FANTOM3 database systems を開発
し，FANTOM3 共同研究者に提供して研究に使用した。
FATOM3 では，新たに開発された CAGE（Cap Analysis

Gene Expression）法を用いて，cDNAのアノテーション情
報に加えて発現解析用データを産出した。CAGE技術を用
いて，mRNAの 5’端の約 20塩基を切り出し（タグ），ラ
ンダムにつなげてシーケンスすることにより，転写開始点
情報，プロモーター情報，発現情報を一度に大量に得るこ
とができる。
cDNA annotation database は FANTOM2 を改良して

non-coding RNA 配列も扱えるようにした。CAGE basic

databaseはマウスやヒトのCAGEのライブラリや組織の情
報，さらにはゲノムへのマッピング情報を格納し利用できる
ようにしており，さらに transcriptome elements（cDNAs，
ESTs，CAGE，GIS，GSC tags/ditags）や公開されてい
るプロモーターや他のゲノム情報が genome上に一緒に並
べられている Genome Element databaseの他，cDNA an-

notation database や他の databases と連携して利用でき
る。CAGE analysis databaseは cDNA セットの中にある
プロモーターを特定の条件で検索する機能を提供している。

CAGE expression databaseは種々の組織と developmental

stages における transcripts の発現情報やプロモーター情
報を検索する機能を提供している。さらに，種々の組織と
developmental stagesにおける sense-antisense mRNAの発
現情報を検索する databaseも開発した。

2. ゲノムネットワークプロジェクト（福田，甲斐，小
島，中村（真），飯田，大野，二宮，村田，野村，今村，武
田，林田，佐野，田上，堀，芋谷，川島，鈴木（治），鈴木
（正），金森，片山，栃谷，川頭，近藤，下川，粕川 ＊1，今
野，西田，西頼，於保，外丸，吉田（清），脇，Carninci，
Kodozius，河合，林 ；前田，柴田（一），伊藤（昌）（林
生体分子機能研究室）；竹田（GSCゲノム構造情報研究
グループ））
遺伝子から表現型までの遺伝子ネットワークを解明する
ことを目標とした，ナショナルプロジェクト（本年度開始）
の中核機関として研究を行っている。従来の研究方法では，
各専門分野の研究者が対象試料をそろえ，個別に研究を行っ
ていた。そのため，研究に必要な試料やデータを揃えるの
は困難であった。本プロジェクトでは，中核機関である理
研がこれまでに開発したオリジナル技術を用いて基盤とな
るリソースの整備とデータを産出して機能単位の個別基盤
データの構築を行い（横軸プロジェクト），個別研究機関は
横軸研究機関の産出したデータ・リソースを活用して各生命
現象の解明を行う（縦軸プロジェクト）。これら全てのデー
タを統合し，国立遺伝学研究所が統合データベース作成を
担当して，プラットフォームを構築する（横軸プロジェク
ト）という新しい研究方法で行われている。
（1）cDNAリソース整備（福田，甲斐，大野，飯田，村
田，二宮，野村，武田，今村，林田，佐野，田上，堀，芋
谷，川島，河合，林 ）
ゲノムネットワークを明らかにする上で，タンパクを発現
できる完全長 cDNAクローンは必須の研究リソースである。
すでにマウスの完全長 cDNAクローンは理研 FANTOMク
ローンとして充実したリソースがある。また，ヒト完全長
cDNAクローンも FLJクローン，MGCクローンなど利用
可能であるが，未整備のクローンがあったり，供給元が複
数であるなどの状況であるので，ゲノムネットワークプロ
ジェクト研究に資する目的で東京大学と連携しヒト完全長
cDNAクローンの整備を実施している。当研究グループで
は，転写制御ネットワークに関わりの深い転写制御関連遺
伝子，核内タンパク遺伝子，シグナル伝達関連遺伝子等を
精力的に整備を進めている。
（2）クロマチン構造（西田，鈴木（貴）＊2，大川＊2，林 ）
遺伝子発現を促す転写関連因子がプロモーター領域に結
合できなければ，標的遺伝子の発現はない。本研究では遺
伝子発現の観点からクロマチン構造解析を行っている。細
胞周期を同調させたマウスHepa 1-6細胞において，ヒスト
ン H2a遺伝子各々の発現量を qRT-PCRにより定量した。
その結果，発現パターンは類似しているにもかかわらず，発
現量には最低と最高では数百倍の差が生じていることが分
かった。そこで，それらのプロモーター領域におけるヒス
トン H3 K9の修飾情報を ChIP解析により調べた。ヒスト
ンH3 K9がアセチル化修飾を受けるとクロマチン構造は開
き，メチル化修飾を受けるとクロマチン構造は閉じること
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が示されているからだ。ChIPの結果，H3 K9のアセチル
化レベルは高発現ヒストン H2a遺伝子プロモーター領域に
おいて高く，H3 K9のメチル化レベルは低発現遺伝子プロ
モーター領域において高いことが分かった。現在，ヒスト
ンH3 K9の修飾状態がどのようにゲノムに分布しているか
についてタイリングアレイを用いて解析している。
（3）TF complex（金森，北詰，今野，鈴木（治），林 ）
転写制御ネットワーク解析において，制御因子間の相互
作用情報および制御因子の発現情報は非常に重要である。
我々はマウスの転写制御因子遺伝子データベースをもとに
転写制御因子（約 1,600種類）間の網羅的相互作用解析を哺
乳動物細胞 2ハイブリッド法により行った。その結果，約
4,000の相互作用が得られその解析を行っている。また，転
写制御因子と DNAの相互作用特異性を調べるために，哺
乳動物細胞 1ハイブリッド法を用いたシステムの開発を試
みている。次に，これら転写制御因子の組織，細胞での発
現情報を得るために中規模リアルタイム RT-PCR を用い
た測定システムを開発した。このシステムはマイクロアレ
イでは解析が困難である転写制御因子遺伝子の発現を高感
度に解析することが可能であり，マウス 1,600種類，ヒト
1,900 種類の転写制御因子について主要臓器，主要な細胞
株から発現プロファイルが得られている。
（4）Gene Discovery（遺伝子発見ツールの開発）（西頼，
小島，中村（真），片山，Carninci，林 ）
我々は，ヒトとマウスのCAGEとGSC（Gene Signature

Cloning）ライブラリのランダムシーケンスによる転写開始
点と終了点の同定に焦点をおいた大規模解析を開始した。
プロモーター同定のためのエレメントとRT-PCRクローニ
ングのためのプライマー，そして DNAプロモータチップ
のための全てのエレメントの同定を行う予定である。
CAGE の手法は先に説明済みの通りである。GSC 法は
完全長 cDNAライブラリを使用する。この cDNAは，ほと
んどの 5’と 3’端のみを含むダイタグシーケンスへと送ら
れる。これら ‘ダイタグ’は抽出され，concatamerからライ
ゲートし，プラスミドでクローンしてはじめてシーケンス
準備が整ったことになる。抽出したシーケンスはプロモー
ター領域（開始点）と終了点同定のためにゲノム上にマッ
プされ，それゆえに，新しい転写物の同定を含めて，ゲノム
の転写された領域の構造を大きく再定義しなおすことがで
きた。実際の転写物の定義に基づく遺伝子のコンセプトの
完全な再定義を可能にするものである。FANTOM3で同定
されたトランスクリプトームの複雑さに関して上記レポー
トで示したように，この新しいデータセットは，今後のト
ランスクリプトームの定義の幅をさらに広めるものである。
現在，我々は，タグの配列とマッピング率向上（マッピ
ング率 80%が目標）のため，より効率的な遺伝子発見を目
指してGSC法を改変している。次のステップでは，ヒトの
ゲノム構造を再定義する予定である。
また，更なるプロモーターと転写開始点発見のために，

CAGEも活用した。この情報を，脂肪細胞とヒトの胚幹細
胞だけでなく，新規転写物が多く見られる脳や胚などの様々
なヒト組織における mRNAの発現にリンクした。
（5）発現撹乱と siRNAs（外丸，上田（陽），鈴木（正））
我々は，特定の転写調節因子遺伝子を標的として発現変
動を起こすことにより特定の転写調節因子の被制御遺伝子

を絞り込む実験系を構築している。本年度は，ヒトの転写因
子遺伝子を標的とした siRNA発現クローンの作製，RNAi

活性の評価，および転写因子の RNAiにより起こる被制御
遺伝子の発現撹乱に関する基礎データの取得を行った。特
に，最新の siRNA配列設計プログラムを用いて，1,780種
のヒト転写因子遺伝子を標的とした siRNA配列を予測・設
計し，これらの siRNAを発現するプラスミドライブラリー
を作製し，クローンのシークェンシングにより計 3,941種
の siRNA発現プラスミドクローンを同定した。また，50種
のヒト転写調節因子遺伝子についてはそれぞれ 3種ずつの
siRNAを発現するプラスミドを構築し，その特定の転写調
節因子遺伝子に対する RNAi活性をヒト培養細胞を用いて
アッセイし，多数の有効な siRNA配列を決定した。これら
の一連のプロセスはカロリンスカ研究所と協同して行われ
ているものである。

3. 高精度遺伝子発現解析技術（河合，西村，小山，加
藤，松村 ＊2，於保，林 ；松尾（由），本林（本林重イオ
ン核物理研究室）；小林（加藤分子物性研究室））
ゲノム研究の進展にともない，遺伝子の発現を網羅的に
検索し，生体内の各遺伝子の機能を調べることを目的とし
た遺伝子発現高速解析技術の需要が高まっている。そこで
我々は多種の同位元素で標識した cDNAマイクロアレイを
開発し，多種の遺伝子の発現量を同時かつ超高速に定量分
析する技術の開発を行っている。そのために，フェムト秒
レーザーを用いて 50種以上の標識元素を同時原子化・イオ
ン化し，超高感度・高分解能飛行時間型質量分析器を用い
て微量の標識元素を高速スキャンニング（サンプルあたり
1/1,000秒以下）で検出する装置の開発を行ってきた。
本年度は，フェムト秒レーザーアブレーションプラズマの
基礎的特性を調べ本装置の開発に重要なデータを得た。ま
た，マイクロアレイのハイブリ試料から特異的な信号を検
出することに成功した。今後，試料調整法の最適化やTOF-

MS装置の感度を向上させていく。高速高感度タンパクア
レイや高速高感度 ELISAなどへの応用も検討している。

4. Tailor made project（荒川，長谷川（哲），林 ，
飯田，河合，大野，佐藤 ＊2，鈴木（治），鈴木（正），辻
村，富永，金森，甲斐，岡田，於保，市川＊2，北詰，二宮，
Carninci；伊藤，柴田（一）（林 生体分子機能研究室））
本研究では，薬剤開発の標的として有用な遺伝子産物を
単離同定するシステムを構築し，その過程で有用遺伝子の
単離を試みることを目的としている。本年度は，重複がなく
網羅的な転写制御因子データベース，中規模リアルタイム
RT-PCRを用いた測定システム，高感度な自動化 in situハ
イブリダイゼーションシステム，タンパク質間相互作用解
析システム，タンパク質-DNA相互作用解析システムの開
発を終え，医薬品を投与したときの個体レベルの遺伝子発
現情報等を解析し，薬剤がその薬効を示すまでの遺伝子軸・
空間軸・時間軸の Pathwayを解明するためのトータルシス
テムを完成した。このシステムを用いて抗うつ薬 fluoxetine

を慢性投与したマウス脳（11分割）を材料にしてスクリー
ニングしたところ，発現変動する 5遺伝子を候補として得
た（新規知見）。さらにこれら遺伝子の空間的な発現解析か
ら，fluoxetine投与により強く影響を受ける特定脳領域の存
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在が示唆されており更なる解析を進めている。

5. DNAブック（中村（光）＊1，河合，今村，福田，粕
川＊1，佐野，芋谷，松尾（昌）＊1，渡辺（幸）＊1，田邉＊1，
小林（み）＊1，林 ）
DNAブックは，書籍の形で，遺伝子クローンそのものを
その関連情報とともに頒布・保管のできるもので，研究者
とっては，膨大な数のクローンでも，一度にどこへでも配
布することができることや場所をとらず常温保管などを行
うことができる大変便利なものである。したがってこれか
らのゲノムリソースの新規流通媒体として期待されている。
本年度は，昨年度に引き続き，DNAブックの試作を行い，
新たに 2種類の DNAブックを作成することができた。
（1）「AQUA DNABookTM Vol. 1-Microsatellite marker

& Disease diagnostic marker」：神奈川県水産総合研究所，
東京海洋大学，理研の共同によって作成され，先に作製さ
れた 2つのマウス DNAブックが完全長 cDNAクローンを
掲載してあるのに対して，プライマーを印刷したものであ
る。取り上げられたプライマーは，ヒラメの遺伝解析に重
要なマイクロサテライト検出用の 217組，各種魚病の診断
用プライマー 24組（17疾患）で，ヒラメの連鎖解析用遺伝
地図や各種魚病の説明とともに，スポットされている。掲
載されている魚病の中にはコイヘルペスウイルス病もあり，
注目された。
（2）「Arabidopsis cDNA Encyclopedia DNABookTM:

Transcription Factors」：理研ゲノム科学総合研究センター
と同バイオリソースセンターが一部 JST の協力を得て作
成した。本誌は，シロイヌナズナの転写因子遺伝子ばかり
1,069クローンを搭載している。
さらに理研では，農業生物資源研究所と共同で，イネの
遺伝子エンサイクロペディアを作製中である。また，科学
技術振興機構プレベンチャーに協力して，DNAブック劣化
防止の技術開発などを進めており，劣化を心配することな
く使える DNAブックの開発を行っているところである。

＊1 共同研究員，＊2 研修生

Recent rapid progresses in the genome researches of
various organisms have introduced a new style of biologi-
cal study, which is a data-driven approach based on huge
data produced by large-scale genome analysis. This group
has established a series of genome technologies and genome
resources, such as full-length cDNAs, their functional an-
notation and their expression profiles. Those have been in-
tegrated in a comprehensive database, called the “RIKEN
Mouse Genome Encyclopedia”. Furthermore, as a next
step towards our final goal, that is, understanding of the bi-
ological phenomena at the molecular level, we have started
the development of various technologies for expression pro-
filing, protein-protein interactions protein-DNA interac-
tions and so on, and accumulation of the functional in-
formation of genes widely.

1. Mouse Genome Encyclopedia Project
(1) Collection and full-sequencing of mouse full-length

cDNAs
We have constructed 237 full-length cDNA libraries

from mouse tissues using a RISA system, which is an “in

house” system of cDNA analysis. And we have analyzed
the 3’ end of 1,490,000 cDNA clones and collected 186,700
species of cDNAs. As a result, we will have fully sequenced
around 90,100 clones in total by the end of this year.

(2) FANTOM3
In the FANTOM3 study, a comprehensive polling of

transcription start and termination sites, coupled with
analysis of expanded full-length cDNA libraries has ex-
tended our knowledge of the ∼22,000 predicted protein
coding genes in the mouse genome and identified exten-
sive variations in the transcripts arising from alterna-
tive promoter usage, splicing and polyadenylation. We
identified 181,047 transcripts with defined transcriptional
boundaries. Amongst the new full-length cDNA sequences,
we have identified 16,247 new mouse protein-coding tran-
scripts including 5,154 encoding novel proteins. The mouse
genome also expresses large numbers of non-coding RNAs,
whose promoters are strikingly conserved. Many loci
express multiple overlapping transcripts, such that the
genome appears as a series of transcriptional forests, sepa-
rated by deserts from which few transcripts are observed.
Extensive overlap of coding or non-coding transcripts with
transcripts on the other strand might contribute to tran-
scription regulation in cis or in trans. The data herein
provide the first comprehensive platform for the compar-
ative analysis of mammalian transcriptional regulation in
differentiation and development.

The novel FANTOM3 datasets provide the most com-
prehensive view of the mammalian transcriptome to date.
Analysis of physical cDNA clones, sequence tag and ESTs,
provides compelling evidences that sense-antisense (S/AS)
overlap is almost universal. S/AS takes place both in trans
(from different genomic loci) and cis (transcribed from the
same region), which are especially abundant in imprinted
loci in keeping with putative roles in gene silencing. Ex-
pression analysis revealed frequent concordant S/AS pair
regulation, which argues against simple models of interac-
tions based upon RNAi. We present experimental evidence
in which perturbation of an antisense RNA alters the ex-
pression of sense mRNAs. Taken together with the high
conservation level of ncRNA promoters, evidences suggest
that antisense transcription is a major transcriptome con-
troller.

We have produced for the first time a comprehen-
sive map of the mammalian transcription, which include
the majority of the promoter sequence. A subset of
the promoters was validated by finding CAGE clusters,
which have identified about 160,000 transcription start
sites (TSS) in the mouse and about 180,000 in human.
Many loci show staggering complexity both in the range
of transcripts and TSS. There are, on average, 3.59 TSS
per each of the TU, the identification of which provides
the first comprehensive platform for the comparative anal-
ysis of mammalian promoters and their dynamic function
in differentiation and development. We have produced the
first example of expression clustering based on promoter
usage, which allows reclassification of promoters based on
functional categories, and also have determined several ex-
amples of the transcription factors that promote transcrip-
tion in these clusters. We have also redefined the sequences
that constitute the basic promoters.

Development of Gene Discovery tool
(3) The development of the FANTOM-3 database sys-

tems
We developed the Fantom-3 database systems for

cDNA annotation, expression and promoter analysis and
provided them to the FANTOM-3 collaborators.
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The cDNA annotation database was modified from the
Fantom-2 database to accommodate the non-coding RNA
sequence. The CAGE basic database contains all of the ba-
sic information on the CAGE libraries, tissue and mapped
TAGS information for the mouse and the human. It is
linked to the Genome Element database where all of the
transcriptome elements (cDNAs, ESTs, CAGE, GIS, GSC
tags/ditags) are aligned to the genome, together with pro-
moter elements and other genome features, linked to the
cDNA annotation database and the other databases. The
CAGE analysis database allows advanced searching of pro-
moter elements in sets of cDNA. The CAGE expression
database permits researchers to search information about
the expression and promoter usage of the transcripts in var-
ious tissues and developmental stages. We also developed a
database to search information on sense-antisense mRNA
expression in various tissues and developmental stages.

2. Genome Network Project
Our group has been conducting a national project,

Genome Network Project, since FY2004 as a pivotal in-
stitute to elucidate the gene network from gene to pheno-
type, especially focusing on the transcriptional regulation
network. The research approach is quite new, that is, we
mass-produce fundamental data based on originally devel-
oped technologies and methods, collecting cDNA resources
and construction of individual functional data base (so
called horizontal project), these data and resources should
be used by specialized institutes to study individual bio-
logical phenomena (so called vertical project). All data
should be integrated into one database by IDENKEN to
construct a platform for post life science (also so called
horizontal project).

(1) Chromatin structure analysis
If transcription activating proteins cannot bind to the

promoter of the target gene, it is silencing. In this re-
search, from the viewpoint of gene expression, chromatin
structure analysis has been done. In the cell cycle syn-
chronized mouse Hepa 1-6 cells, the expression-level and
pattern of histone H2a genes has been analyzed using qRT-
PCR. The replication-dependent H2a genes have various
expression levels but similar expression patterns. Next,
we studied the modification of histone H3 K9 at the pro-
moter using ChIP analysis. The result showed that the H3
K9 acetylated level is higher at the promoters of high ex-
pressed genes; the H3 K9 methylated level is higher at the
promoters of low expressed genes. Now we are challenging
to show the H3 K9 modification map on the whole genome
using the genomic tiling array.

(2) cDNA resource collection
Full-length cDNA clones from which functional proteins

could be synthesized are essential resources for the genome
network researches. To facilitate the genome network re-
searches, we started to develop the human cDNA clone
bank cooperating with Tokyo University, and are making
effort especially for transcriptional factor genes, nucleus
protein genes and signal transduction genes that are most
important to explore the transcriptional regulation net-
work.

(3) TF complex
We have explored protein-protein interactions of mouse

transcription regulation factors using the mammalian 2-
hybrid system. We have obtained 4,000 interactions that
are now under analysis. We are also developing a one-
hybrid system to examine protein-DNA interactions. To
examine expression profiles of transcription regulation fac-
tors, we have developed a medium-scale real-time RT-PCR

system. We have already obtained the expression profiles
of the mouse and human major tissues and cell lines.

(4) Gene Discovery
We have started a large-scale analysis aimed at the

identification of all start (and ends) of the transcripts by
random sequencing of CAGE and GSC libraries in human
and mouse. We are going to provide elements for pro-
moter identification and primers for RT-PCR cloning and
the identification of all elements for a DNA promoter chip.

The technology of CAGE has been described previ-
ously. The GSC technology (Gene signature cloning) is
based on the construction of full-length cDNA libraries,
followed by preparation of ditag sequences, containing only
the most 5’ and 3’ ends of the cDNAs. These “ditags” are
extracted, ligated to form concatamers, cloned into plas-
mids and finally subjected to sequencing. The extracted
sequences can be in silico mapped onto the genome to iden-
tify the start (promoter) and termination site, and there-
fore greatly redefine the structure of the transcribed part
of the genome, including the identification of new tran-
script. This will be the continuation of projects like the
FANTOM3, which allows a complete redefinition of the
concept of “genes” based on the identification of real tran-
script. See the above report on the complexity of the tran-
scriptome identified in the FANTOM3: this novel dataset
will further expand our definition of the transcriptome.

We are currently modifing the GSC technology to have
a better orientation of the tags and better mapping ef-
ficiency (target: 80% of mapping efficiency) in order to
maximize gene discovery. In the next step, we are going
to redefine the human genome structure. We have also
used CAGE to further discover promoter and starting site,
and linked these to mRNA expression, in particular from
adipocytes and human embryo stem cells, but also to a
panel of various human tissues including the brain and
embryo which are very rich in novel transcripts.

(5) Perturbation and siRNA
We have constructed and identified 3,941 siRNA ex-

pression plasmid clones targeting a total of 1,780 genes
which may be involved in transcriptional regulation in hu-
mans. Fifty transcription regulatory factor genes were se-
lected to examine their susceptibilities against the siRNAs
expressed from the plasmids. The RNAi assay successfully
identified a number of effective siRNA sequences. These
studies have been being carried out in cooperation with
the Karolinska Institute.

3. Development of comprehensive gene expres-
sion profiling technology

We have been developing novel technology for analyz-
ing comprehensive gene expression profiles in biological
molecules accurately and rapidly. To accomplish this, we
have established cDNA microarrays labeled with stable iso-
topes, and developed a TOF-MS system with a fs (femto
second) laser ablation ion source.

In this year, the fundamental properties of fs laser ab-
lation plasma, which is the most important information
to improve the TOF-MS system, have been obtained, and
they have been fed back for optimization of conditions in
the ion source. We have finally detected specific signals in-
dicating gene expression from the cDNA microarray. Vari-
ous conditions for mass-spectrometry have been optimized
to improve S/N ratio, which will allow more sensitive de-
tection of biomolecules with high accuracy.

4. Tailor Made Project
We have developed a total screening system to identify
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and validate valuable genes as drug targets. The system
consists of a comprehensive transcription factor database,
a medium-scale real-time RT-PCR, a semi-automated in
situ hybridization system, a protein-protein interaction as-
say system and a protein-DNA interaction assay system.
We have applied the system to brain samples of mice that
were chronically treated with an anti-depressant, fluoxe-
tine. We have found 5 candidate genes affected by fluoxe-
tine, which are now under further evaluation.

5. DNA book
DNABook is a new distribution medium for genome

resources such as DNA clones. It would be a great conve-
nience to researchers, since they could receive even a huge
number of clones promptly all over the world and also store
them on a shelf at room temperature.

This year we made two kinds of DNABooks as trial:
(1) AQUA DNABookTM Vol. 1-Microsatellite marker &
Disease diagnostic marker, and (2) Arabidopsis cDNA En-
cyclopedia DNABookTM: Transcription Factors. Also,
we are preparing a Rice Full-length cDNA Encyclopedia
DNABookTM with the National Institute of Agrobiologi-
cal Sciences. Further, we are cooperating with the Preven-
ture of Japan Science and Technology Agency to develop
such tough DNABooks that researchers could use safely
and easily.
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