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当研究室は，理研におけるゲノム・ポストゲノム研究の中核として，遺伝子エンサイクロペ
ディア構築関連技術や様々なポストゲノム研究に必要な基礎技術の開発を進めている。遺伝子エ
ンサイクロペディアでは，通常では単離が困難な長鎖 mRNA等のクローン化技術の開発を行っ
ている。また，理研ゲノム科学総合研究センターと連携してエンサイクロペディア構築を進める
と共に，構築されたクローン・データ資源を基盤として，これまでにない医学・生物学的研究手
法の構築を目指している。さらに，DNAマイクロアレイ技術などの最新技術を導入・改良し，各
種臓器・組織・発生段階の遺伝子発現パターンの解析による遺伝子発現情報データベースを構築
して遺伝子エンサイクロペディアのクローン・データ資源にさらに情報を付加することにより，
表現形質と遺伝子発現の関わりの解析を行っている。これらを通して生活習慣病など様々な複数
の遺伝子が複雑に関わる生命現象の解明を目指している。

1. 一細胞ライブラリー作製法の開発～一細胞のキャラ
クタリゼーション～（Plessy＊1，綿引＊2，Carninci；Hensch
（BSI学習機能研究グループ））
組織の遺伝子発現と一細胞での発現遺伝子を区別するこ
とは重要である。そのため，100～1,000個の細胞を RNA

のソースとして用いて，シングルチューブでのライブラリー
法を開発した。この手法を視覚領皮質の可塑性のキャラク
タリゼーションにも使用した。その際に，特に，視覚領皮
質の可塑性に深く関係していると思われる介在ニューロン
である parvalbuin細胞に特に重点を置いた。
新手法を開発するため，現在は，混合バッファの中で効
率的に機能する酵素の組み合わせをテストしている。この
プロトコルは，脱リン酸化反応，脱キャッピング反応，ライ
ゲーション，逆転写反応，増幅の 5つから成り立っている。
また，我々は，脳などの組織からの生細胞の収集を飛躍的
に改善するシステムを開発した。今後は，一細胞に上記の
手法を取り入れていくことを考慮している。低発現の転写
物を，この手法を用いることにより，観察することができ
る。100～1,000個の細胞から得られた抽出物に比べ，一細
胞由来であるため，低発現の転写産物を得ることは非常に
難しい。増幅前に一段階多く特別な処理を行うことにより，
試料の損失を最小限にとどめることができる。同じチュー
ブ内で細胞が溶解されるので，低発現の転写産物をより多
く得ることができる。酵素反応を妨げない溶解条件の開発
を行う予定である。現段階では，同一チューブ内で全ての
酵素を一度に反応させることができる混合バッファ条件の
開発を行っている段階である。
CAGE法は，promoter usageだけでなく，発現レベルと
プロモーターエレメントを関係づける研究にも役立ってい
る。このような研究方法を用いることにより，様々な細胞集
団から一細胞をとりだして研究を進める際には，従来のトラ
ンスクリプトーム研究法より，より一段階踏み込んだ研究を
行うことができる。プロトコルの開発と平行して，組織全般
にわたる実験から得たデータの探求を通して，“promotome

（プロモーター研究）”の解析に関する知見を得ている。こ

れには，以下の 3つの主なアプローチが使用された。
（1）Unsupervised clustering

転写開始点利用能クラスタリングは，遺伝子発現レベル
クラスタリングよりも正確であり，プロモーターの近傍に
あると予測される転写因子結合部位の選択に非常に有効な
手段となる。
（2）ラーニングアルゴリズム
これは，前述の Unsupervised clustering の補足的アプ
ローチである。ラーニングアルゴリズムは，研究者によっ
て定義されたデータセットにより改変をしながら整備され
ていく。本法は，特定のタイムコースに合致する遺伝子や，
分子ネットワークを構成する遺伝子と類似の遺伝子発現す
る遺伝子を抽出する方法である。
（3）ネットワーク
ネットワークモデリングは，生理学的問題のある複雑な
データを解くための重要なツールとなっている。一細胞の
転写ネットワークの動きを解析することによって，研究過
程で同定される遺伝子のサブネットワークを作成すること
ができる。一細胞ライブラリー，プローブと CAGE法，最
新のデータマイニングにより，一細胞の動きから生理学的
プロセスまでの分子レベルでの動きを理解することに焦点
を当てている。
現在，我々は，転写因子結合領域とそのネットワーク解
析と，解析のためのバイオインフォマティクスのツール作
成において経験を積んでいる最中であり，一細胞の CAGE

データ作成に向けて動いている。
新規アプローチと平行して，可逆性に関連する parvalbuin

細胞以外の細胞についても実験を行っている最中である。
また，ノーマルアレイの全脳組織（視覚領皮質）について
も一細部細胞のキャラクタリゼーションの実験を行ってい
る。脳の可塑性に深いつながりのある遺伝子の候補をいく
つか挙げることができている。

2. DNA ポリメラーゼライブラリーの構築（安西 ＊1，
伊藤，河合，柴田（一），林崎）
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様々な生物が有する DNAポリメラーゼにはそれぞれに
特有の性質がある。中には学術的，産業的に有用なものが
多く存在する可能性がある。そこで，本研究は，理研系統
保存施設と共同で，系統保存施設が有する細菌・古細菌よ
り DNAポリメラーゼをクローン化し，酵素を発現・精製
することにより，DNAポリメラーゼの遺伝子・酵素の揃っ
たライブラリーを構築することを目的とする。
手始めに，特徴的でよく知られているThermophilicおよ
びMesophilicな DNAポリメラーゼに着目して，数種類の
細菌から DNAポリメラーゼをクローン化した。そのうち
の一つは，特徴的な活性を有し，産業上での応用が期待さ
れたため，さらにその活性について調査を進めている。ま
た，同属の細菌より系統的に DNAポリメラーゼをクロー
ン化して解析することにより，細菌の分類・進化上におけ
る DNAポリメラーゼの位置付けを明らかにできる可能性
がある。

3. ナノレゴ（臼井＊1，伊藤，河合，柴田（一），林崎；
鈴木（治），金森，（GSC遺伝子構造・機能研究グループ））
生物体は，タンパク質に代表される特異的な結合能力を
持つ生体分子を巧みに利用し，外部からの力を借りずに自
発的に形成するナノ構造体，すなわち「自己組織化」する
複合体を形成し，様々な生命機能を果たしている。本プロ
ジェクトでは，この特異的相互作用を示すタンパク分子を
特異的結合素子という概念で捉え，それらの複数個の素子
から人工融合タンパク質を設計・作成し，ナノレベルで制
御可能な自己組織化を実現する機能性材料の開発を目指し
ている。我々はこの機能性分子をナノレゴ（NanoLEGO）
と命名した。
我々の計画では，タンパク質-タンパク質間相互作用（PPI）
に基づく大規模スクリーニングにより生体内からナノレゴ
素子対を探索し，それらの素子を組み合わせた人工融合タ
ンパク質であるナノレゴを作成し，その諸性質をマクロレ
ベル，さらには 1分子レベルで解析することにより，機能
性医療材料（バイオマテリアル）の創製へとつなげること
を目的としている。本年度は，先に述べたナノレゴの開発
に伴う基盤技術の確立を行った。
タンパク質間相互作用に基づくナノレゴ素子の探索につ
いては，理研哺乳類細胞ツーハイブッリド法によるマウス
cDNA の PPI 解析結果をプラットホームとして利用する
こととした。これに加え，マウス以外に用いるナノレゴ素
子の探索を実施する生物種として，超好熱細菌 Pyrococcus

horikoshii OT3を用いることとした。超好熱細菌由来のタ
ンパク質の利用は，非常に高い熱安定性を有したナノレゴ
の創製も可能になるものと期待され，組替え大腸菌からの精
製という点においても，目的タンパク質以外の大腸菌由来の
タンパク質を熱変性により除去できるため，高純度の迅速精
製が可能になるという利点がある。今回は，P. hoirikoshii

OT3のタンパク質間相互作用の解析を哺乳類細胞ツーハイ
ブリッド法を用いて実施し，960遺伝子の発現産物における
総当りの PPI解析の結果，170の相互作用を見いだすこと
に成功した。相互作用の内訳は，self-interactionが 71種，
hetero-interactionが 99種であった。
上記探索プラットホームより探索されたナノレゴ素子候
補タンパク質に関し，GST-および His-タグを付加した融

合タンパク質の発現プラスミド pGvHに導入し，同タンパ
ク質の発現および可溶性を調べ，ナノレゴ素子として利用
可能なタンパク質の選抜を行った。また，上記タグを利用
することにより，2段階のアフィニティー精製を利用した
迅速精製系を構築した。これまでに，マウス cDNA由来の
NanoLEGO素子候補タンパク質 30組をそれぞれ融合タン
パク質として組替え大腸菌において発現させた結果，10組
が可溶性を示しており，順次，精製を実施している。精製
した融合タンパク質については，BIAcoreを用いたマクロ
レベルの相互作用解析，および原子間力顕微鏡（AFM）を
用いた一分子相互作用力の測定を行い，NanoLEGO素子の
物性解析を行う予定である。

4. 選択的スプライシングに関する研究（前田，長谷川
（由）＊2，Carninci，Hervers＊1，Lezhava＊1，河合，林崎；
佐々木，福田（GSC遺伝子構造・機能研究グループ））
これまでのゲノム解析から，ヒト，マウスにおける全遺
伝子の約半数以上で選択的スプライシングが起こり，1つ
の遺伝子から多種多様な mRNA が作り出されることが明
らかになった。また，これら選択的スプライシングにより
生じた異なる mRNA（スプライスバリアント）は，発生，
分化などの生物学的に重要な役割を果たしていることも示
され，その重要性が特に注目を集めている。しかしながら，
これまでの大規模解析では，新規転写産物の探索に重点が
置かれ，同一遺伝子座に位置するものスプライスバリアン
トに関する詳細な解析がなされてこなかった。これら選択
的スプライシングにより生じた異なる mRNA を効率的に
回収，検出することができれば，生物学的な機能解析は勿
論，cDNAリソースの有効活用という面においても貢献で
きるものと考えている。
本年度は，マウスゲノムエンサイクロペディアプロジェ
クトで得られた完全長 cDNA，および FANTOMコンソー
シアムによるアノテーション結果を用いて，小規模での予
備的解析を行った。まず，アノテーションの結果をもとに，
選択的スプライシングが実際に起こっている遺伝子座を見
つけ出し，それらスプライスバリアントのエキソン配列の
抽出を行った。そして，ビオチンでラベル化したプローブ
DNAを調製し，特定エキソンを有する cDNAを効率的に
回収する方法の検討，および改良を行った。また，Rolling

Circle Amplification法を応用することにより，簡便にスプ
ライスバリアントのエキソンを検出する方法の開発も進め
た。今後，スプライスバリアントのみを特異的に濃縮する
方法の検討，DNAマイクロアレイ技術を導入することによ
る大規模化への可能性を模索していく予定である。

＊1 共同研究員，＊2 研修生

Genome Science Laboratory has been leading Genome
Research in RIKEN. We developed the basic technologies
to analyze functional genomics and explore the resource
of genes. We are collaborating with the Genomic Sci-
ences Center, RIKEN, and establishing the RIKEN Mouse
Genome Encyclopedia. We are further working on the im-
provement and development of full-length cDNA library
construction technology and also on research fields using
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maximizing the value of the encyclopedia. Through these
researched, the phenotypes of organisms will be under-
stood.

1. Development of technology for single cell li-
brary construction

It is important to distinguish expression in tissues and
the gene expression from purified cells of a single type. For
this purpose, we have been developing a library method
which works based on a single-tube protocol, using 100–
1,000 cells as a source of RNA, with the aim towards fur-
ther reducing the amount. Then, we are applying these
to the characterization of the plasticity in the visual cor-
tex, with particular emphasis to the interneuron which is a
candidate to be responsible for the visual cortex plasticity,
the parvalbumin cells.

To develop the new technologies, we are currently test-
ing a combination of enzymes, which function efficiently
in the compatible reaction buffers. This single-tube pro-
tocol by itself is an important milestone which will be in-
novative enough to be published. It consists of five re-
actions: dephosphorylation, decapping, ligation, reverse-
transcription, and amplification. The amplified material
will then be handled with the existing CAGE protocol.

We have also developed a system which allows dramat-
ically improved collection of living cells from tissue such as
the adult brain. Harvesting living cells has been easy for
young tissues, but has traditionally being limited for the
harvesting of adult nervous tissue.

We are further planning to adapt the above methodolo-
gies to single cells. In this step, the fate of low-expressed
transcripts will be carefully followed. In contrary to in ho-
mogeneous extracts of 100–1,000 cells, the loss of material
followed by amplification results in the total disappearance
of low-copy transcripts. Thus, the pre-amplification steps
will be tuned to minimize the loss of material.

The single cells will be lysed in the same tube as the
subsequent reactions, again to ensure that low-copy tran-
scripts will be kept. Thus, we will develop lysis conditions
which do not inhibit the subsequent enzymatic reactions.
We are in the development step in which we have the buffer
condition which are compatible to let all the enzymes work
in the same tube.

The CAGE technology allows the study of the promoter
usage, and to correlate expression level to promoter ele-
ments. This level of description is one step deeper than
the traditional transcriptome studies in particular when
single cell types out of a complex cell mixture are tested.
In parallel to the protocol development, we are acquir-
ing knowledge and experience on “promotome” analysis
through the exploration of the data from tissue-wide ex-
periments. Three main approaches are used:

(1) Unsupervised clustering
Transcription start site usage clustering is more pre-

cise than gene expression level clustering, and is the tool
of choice for subsequent transcription factor binding site
prediction near covariant promoters.

(2) Learning algorithms
This is a complementary approach to unsupervised

clustering: learning algorithms are trained with a data set
defined by the researcher, and used to retrieve genes which
fit a particular time-course, or whose expression is similar
to given components of a molecular pathway.

(3) Networks
Network modeling is an increasingly important tool to

interface the complex data with physiological questions.
By analyzing the dynamics of the transcriptional network

in a single cell, we will determine the sub-network of genes
implicated in the studied process.

With the single-cell libraries, probes and CAGE tech-
nology, and advanced data mining, our aim is to under-
stand the molecular basis of single-cell participation in
physiological processes.

Currently, we are gaining experience in both the tran-
scriptional factor binding site/network analysis and mak-
ing the bioinformatical tools for the analysis, and progress-
ing towards the construction of single cell CAGE libraries.

In parallel with the new approach, we are also testing
the same cell type, and the whole brain tissues (visual
cortex) on normal arrays and have a handful of candidate
genes that are candidate to be responsible for the brain
plasticity.

2. DNA polymerase library construction
There are many kinds of DNA polymerases from var-

ious organisms. Some of them would be applicable for
the researches and/or industries. This study is to con-
struct the library of DNA polymerase genes and enzymes
by cloning and expression of DNA polymerases from the
bacterial storage of the Microbe Division, Department of
Biological Systems, RIKEN Bioresource Center. The char-
acteristic thermophilic and mesophilic DNA polymerases
were cloned from some bacteria. One of them showed par-
ticular activities, so that it is now analyzed in detail. Such
a systematic analysis of DNA polymerases of some genus
would show the position of bacterial classification and evo-
lution.

3. NanoLEGO Project
In the NanoLEGO project, we develop new functional

molecules (NanoLEGO) by combining several biological
molecules qualified for self-assembly in nano-scale.

(1) Creation of the NanoLEGO structure
We conceive that establishment of the NanoLEGO

structure with orderly form has need of two elements; i)
the binding element for connecting between NanoLEGO
molecules, ii) the structural elements as the backbone of
the figuration.

First, we constructed the pGvH plasmid, an expression
vector fused GST- and His-tag to target protein. Candi-
dates of 30 pairs of interacting proteins from mouse cDNA
selected by the mammalian 2-hybrid assay were introduced
to this vector, and we checked the expression and solubility
of the fusion proteins. Then, an interaction protein pair,
TIP-1 and β-catenin C-terminal domain was selected and
used as binding elements for developing of NanoLEGO.
TIP-1 is a protein consisted of a PDZ domain only, and
interact with β-catenin C-terminal peptide sequences. In
this study, we constructed a peptide of the β-catenin C-
terminal amino acids of 10 residues, and demonstrated an
interaction between TIP-1 and this peptide with 10−7 or-
der KD value assayed by BIACORE.

Second, CutA protein, a homo-tetramer protein of Py-
rococcus horikoshii OT3, was applied as the candidate for
structural elements. We constructed a CutA-fusion protein
conjugated binding elements of TIP-1 or the β-catenin C-
terminal peptide. These fusion proteins were expressed in
E. coli transformants and purified as soluble proteins that
formed a homo-trimer, and we expected the fusion pro-
teins had three directional binding sites. Then, we exam-
ined the behavior of the two mixed CutA fusion proteins in
solution. Unfortunately, the mixture of two CutA-fusion
formed hetero-dimer only. Currently, we try to construct
several new NanoLEGO fusion proteins with homo-dimer
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and tetramers as the structural elements, and also consider
the environmental conditions to build NanoLEGO struc-
ture with objective form, linear, flat, or three dimensional.

(2) Analysis of the supramolecule using PPI assay
To understand the alignment control by self-assemble

capacity of biological molecule, we analyzed the
supramolecule using several PPI assays. The SMN (Sur-
vival Motor neuron) complex, a supramolecule related to
the splicing of RNA, consists of the SMN protein and six
Gemins (Gemin2, 3, 4, 5, 6 and 7). First, we analyzed the
PPI for these components of the SMN complex by M2H
method. The results were two novel interactions, a hetero-
interaction of Gemin2–Gemin7 and a self-interaction of
Gemin2. Next, we developed a novel in vitro pull-down
assay using Streptavidin beads, with the coprecipitation of
a biotinyl protein and 35S-labeled protein produced by in
vitro transcription/translation system. Using this method,
we also detected two novel interactions identified in our
M2H assay. Furthermore, we noticed that the complex
with three molecules, SMN, Gemin2 and Gemin7, pre-
sented higher stability than the complex with two compo-
nents, SMN-Gemin2 or SMN-Gemin7. This result suggests
that the higher order interaction of three components in-
cluded the Gemin2-Gemin7 interaction contribute to the
stabilization of the SMN complex.

4. Research on alternative splicing
Through genome analyses, it has been shown that more

than half of the human/mouse genes are alternatively
spliced, resulting in producing many diverse proteins from
a single gene. Although it has been known that the re-
sulting splice variants play pivotal roles biologically, the
detail of splice variants mapped on the same loci was not
investigated in recent genome-wide analyses focusing on
discovery of new genes. To understand the biological sig-
nificance of splice variants and utilize biological resource
more efficiently, we are developing a system which allows
us to specifically enrich splice variants and to detect alter-
native exons.

We carried out preliminary experiments by using the
RIKEN mouse full-length cDNAs and annotation results
of the FANTOM consortium. We tried to optimize the
conditions under which the cDNAs harboring target exons
are efficiently collected using biotinated DNA. In addition,
we modified the Rolling Circle Amplification method and
investigated optimal conditions to detect alternative exons.
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