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研究の目的と進め方

シロイヌナズナDNAアレイコンソーシアム(JCAA)作

成のマクロアレイとシロイヌナズナ遺伝子に関する横断

的データベースを活用して葉緑体関連核遺伝子をグルー

プ化する.

2001年度の研究の当初計画

a.JCAA作成マクロアレイのケミルミでの検出・解析法を

確立する.

b.データベースを構築してアレイ上のクローンについて

葉緑体移行に関する情報を得,葉緑体発達変異株や発達

阻害条件下でのアレイ解析結果と対比する.

2001年度の成果

a.ビオチン標識したcDNAプローブをハイプリさせたマ

クロアレイを化学発光させて蛍光イメージアナライザー

でシグナルを取り込み,数値化して解析する手法を確立し

た.本研究代表らが設立したJCAAは,昨夏以降,高品質,低

価格での委託作成の段取りを整え,第二期メンバーを公募

して全国90研究グループを超えるコンソーシアムになっ

た.本研究代表らによるDNAスポット量やデプローブ条

件の最適化を済ませ,マクロアレイ355セットを5月迄に

配分できる予定である(蛋白質・核酸・酵素2002, Vol47,

91-93).

b.JCAAアレイ上のESTクローン用のデータベース(名大

鈴木孝征氏作成)を改良し,検索対象を全推定遺伝子に拡

大,オルガネラ移行予測検索結果などを加えたDARTを全

国の研究者に公開した.このDBによりJCAAマクロアレ

イ上には全遺伝子の4割,葉緑体移行が予測される蛋白質

の半分以上の遺伝子が網羅されていることがわかった.そ

こで手始めに,光漂白剤の影響と葉緑体発達不全変異株に

ついてアレイ解析した.

国内外での成果の位置づけ

葉緑体関連遺伝子のアレイ解析によるグループ化にお

いて本研究は世界的にもパイオニア的取り組みである.特

に定量性でマイクロアレイより優れたマクロアレイを汎

用性の高いケミルミ法でシロイヌナズナでも解析できる

ようにした意義は大きい.誰でも利用できる国産cDNAア

レイを有志活動で供給する試みは共同作成から委託作成

へと拡大,発展している.これらにより本研究遂行に十分

な数のマクロアレイが確保できた.さらに,残ったPCR産

物を活用して効率的にサブアレイ作成ができるシステム

を新年度から動かす予定で,自身を含め我が国におけるシ

ロイヌナズナのマクロアレイ研究は今後急速に成果を挙

げると期待される.

達成できなかったこと,予想外の困難,その理由

a.高密度フィルター(6,144スポット/ 12x8cm)をケミルミ

発光させた場合,シグナル同士が重なったり33万画素

CCDではシグナルあたりのデータ量(ドット数)が少なく

定量解析が困難なケースがあった.しかし,委託作成では

密度を下げて33万画素でも解析可能となり,高密度のもの

も解析のアウトソーシングで活用できること,別途かずさ

DNA研究所で低密度のものを多数準備したこと,からこの
間題は年度内に解消できた.

b.発芽処理数日以内の幼植物RNAからのプローブ調製

(特にRT反応)が不調であった,この時期のサンプルに顕

著な夾雑物(脂質,ポリ多糖)の影響とpolyAの短さ又は精
製過程での欠損が原因と思われる.莢や種子を解析対象と

する場合も同様の不具合が予想され, RNA精製度の向上と
総RNAのランダムプライマーによるビオチン化RT反応

法を検討している.

今後の課題
グループ化のカテゴリーが増えると指数関数的に作業

が複雑かつ困難になる.データ精度を高めることと併せて,

GeneSpringなどの解析ソフトをうまく活用することが重
要である.また,機能未知の遺伝子を発現パターンでどの
程度,明確に分類し関連経路を推定できるかも今後の課題

である.
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EST由来組織 地上部 花 根
莢 その他 合計 全ゲノム

総数 3943 1663 3906 2997 132 12641 25498

葉緑体移行 438-794 135-282 197-526 133-352 9-16 912-1970 2085-3574

割合(% ) 11 .1-20 .2 8.1-17.0 5.0-13.4 4.4-11.7 6.8-12.1 7.2-15.6 8.2-14.0

▲ TargetPで葉緑体移行が予測されるJCAAマクロアレイ上のESTクローン数(由来組織別)


