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遺伝子ネットワークの同定においては，遺伝子構造の種内および種間配列差の比較および分子
機能の推定が不可欠である。しかしながら，機能の判明していない遺伝子産物（すなわちタンパ
ク質コードおよび非タンパク質コード転写物）が数多く存在し，調節機構の複雑度が高まるにつ
れ，この作業は困難になっている。このため，我々はコンピュータによる方法および実験的方法
を用いて，調節回路に対する理解を深めることのできるゲノム，トランスクリプトームおよびプ
ロテオームレベルでのパターン関連，選択的スプライシングによって生成する変異，反復要素，
選択的翻訳開始点の体系的な同定法を検討する。

1. トランスクリプトームとプロテオームレベルにおけ
るネットワーク調整のより良い理解のための生物学的知識
の発見（Schönbach，Kurochkin，長嶋）
GenBankに登録されたマウス cDNA配列のゲノムワイ
ドな分析から，CDSを含むゲノムエクソンの長さの平均が
非CDS-ゲノムエクソンの半分であることが確認された。単
一のゲノムエクソンは，マルチエクソン遺伝子の選択的ス
プライシングを受けたゲノムエクソンよりも長い。選択的
スプライシングを受けたエクソンの長さの平均は，構成的
スプライシングを受けたエクソンの半分以下である。その
生物学的意味および重要性を解明するために，他の配列パ
ターンと関連した所見を現在検討している。
翻訳開始は，Kozakコンセンサス配列に隣接する最初の

AUGコドンより開始すると考えられている。同時に，Kozak
配列を有する最初の AUGが常に翻訳開始に用いられるわ
けではないことも分かっている。内側にあるリボソーム結
合部位を通じたリークスキャンおよび再開などの機構によ
り，第 2の AUGコドンにおいて翻訳が開始されることが
ある。GenBankリソース 141より抽出した完全コード配列
情報を有するマウス cDNAを用いて，1つの遺伝子から 2

つのタンパク質を生成する選択的スプライシング下での翻
訳開始点を検討した。GenBank由来オープンリーディング
フレームと 400 bp以上オーバーラップする，予測された選
択的オープンリーディングフレーム（2,444 ORF）候補を
コンピュータによってカテゴリー化し，Kozakコンテクス
ト配列，AUGの距離，異種間保存，タンパク質ドメイン/
モチーフ，膜内外電位差および既知の疾患遺伝子との潜在
的類似性についてアノテーションを付与した。この手順に
より，高い翻訳可能性を示す 1,597 個の選択的 ORF が得
られた。特に興味深いものとしては，ヒトタンパク質との
相同性を有する候補，およびタンパク質特性の変化（すな
わち正常 ORF の膜貫通タンパク質から選択的 ORF の可
溶性タンパク質への変化）があった。候補の 1つは，選択
的ORFにおいてヒト相同性を有するジンクフィンガータン
パク質をコードする。候補タンパク質は組織特異的である
と見られ，抗体を用いて実験的に確認されている。これら
の遺伝子産物はプロテオームの複雑度を高めるだけでなく，
発生過程，成長（すなわち転写活性化/抑制の切り替え）ま
たは誘導過程（すなわち免疫応答，新規 T細胞エピトープ

源）の新たな調節機構を意味している。
これらの過程が分からなければ，インスリン抵抗性ある
いは肝炎などの病理機構を理解することは難しいであろう。
特異的免疫系機能がどのように代謝過程と関連しているか
をより良く理解するために，モデルとしてペルオキシソー
ムを選択している。ペルオキシソームは単膜細胞内オルガ
ネラであり，非常に炭素数の多い脂肪酸の β-および α-酸化
などの様々な代謝的反応を行う。代謝反応を触媒する酵素
はほとんどが判明しており，標的シグナルを通じてペルオ
キシソームに侵入する。ペルオキシソーム増殖調節因子に
よる転写調節機構以外は，ペルオキシソーム酵素が翻訳後
にどう修飾をうけ，分解されるか否か，またはこれらがど
のように行われるかほとんど知られていない。従って，こ
れらの過程に関与する候補を同定するためのコンピュータ
スクリーニング法を開発および適用した。11種類の遺伝子
によりコードされる新規ペルオキシソーム標的の新たな候
補 28種類を同定した。2つの候補について実験的検証およ
び機能同定を実施中である。ここでも，既知のペルオキシ
ソーム経路と見えたものが調節という点では予想より遙か
に複雑であることが判明した。本試験の結果より，実験に
よる検証を行わずに異なる組織または種にまたがって所見
を外挿する in silico および文献による経路の再構築の取り
扱いには注意を要することも示唆される。

Identifying gene structure, intra- and inter-species se-
quence differences and assigning molecular functions are
among the first but critical steps towards any network con-
struction. The task is complicated by a large number of
gene products (i.e. protein coding and non-protein coding
transcripts) with unknown functions and an increasingly
complex picture of regulatory mechanisms. Therefore we
use both computational and experimental methods to sys-
tematically identify and investigate pattern associations
on genome, transcriptome and proteome level, variations
generated by alternative splicing, repetitive elements, al-
ternative translation initiation that can increase our un-
derstanding of regulatory circuits.

In a large-scale descriptive analysis of mouse cDNAs
deposited in GenBank we found that CDS-containing ge-
nomic exons are on average half as long as non-CDS ge-
nomic exons. Single genomic exons are longer compared
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to alternatively spliced genomic exons of multi-exon genes.
Alternatively spliced exons are on average less than half
as long as constitutively spliced exons. These and other
sequence pattern-associated findings are now under inves-
tigation to understand their biological meaning and signif-
icance.

Translation initiation is supposed to start at the first
AUG codon that is flanked by a favorable context sequence
called Kozak consenus. In the meantime we know that the
first AUG that has a favorable Kozak sequence is not al-
ways used for translation initiation. Mechanism such as
leaky scanning and re-initiation through an internal ribo-
some entry site may initiate translation at secondary AUG
codon. We examined translation initiation under the as-
pect of alternative translation (two proteins from one tran-
script) using mouse cDNAs with complete coding sequence
information extracted from GenBank 141. Predicted al-
ternative open-reading frames (2,444 ORFs) candidates
that overlap at least over 400 bp with the GenBank-derived
ORF were computationally categorized and annotated ac-
cording to Kozak context, AUG distance, cross-species
conservation, protein domains/motifs, transmembrane po-
tential and potential similarity to known disease genes.
The procedure yielded 1,597 alternative ORFs that show
a high probability of being translated. Of particular inter-
est were candidates with homology to human proteins and
changes in protein properties (i.e. transmembrane in nor-
mal ORF to soluble protein in alternative ORF). One can-
didate encodes in the alternative ORF a zincfinger protein
which has a human homolog. The candidate protein ap-
pears to be tissue specific and has been experimentally con-
firmed using antibodies. These gene products not only in-
crease the complexity of the proteome but imply new con-
trol mechanisms of developmental processes, growth (i.e.
transcriptional activation/repression switch) or inducible
processes (i.e. immune response, source of new T-cell epi-
topes).

Without knowledge of these processes it will be dif-
ficult to understand pathological mechanisms, for exam-
ple insulin resistance or liver inflammation. For bet-
ter understanding how specific immune system functions
are linked to metabolic processes we have chosen per-
oxisomes as a model. Peroxisomes are single-membrane
subcellular organelles which host various metabolic reac-
tions including β- and α-oxidation of very long-chain fatty
acids. The enzymes catalyzing the metabolic reactions are
mostly known and enter the peroxisome through targeting
signals. Apart from transcriptional control mechanisms
by peroxisome proliferator regulators very little is known
whether and how peroxisomal enzymes are processed, post-
translationally modified and degraded. Therefore we de-
veloped and applied a computational screening method to
identify candidates involved in these processes. We iden-
tified 28 new peroxisome-targeted candidates encoded by
11 genes. Two candidates are in the process of experi-
mental validation and functional characterization. Again
we found that seemingly known peroxisomal pathways are
far more complex in terms of regulation than anticipated.
Our results also indicate that in silico and literature-based
pathway re-constructions that extrapolate findings across
different tissues and/or species without experimental vali-
dation need to be treated with caution.
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