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小脳の分子構築にかかわる新規遺伝子群のポストゲノム的解析
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〈研究の目的と進め方〉
小脳形成の青写真となる遺伝的基盤の解明に迫るため

に、小脳形成のトランスクリプトーム解析を行う。具体
的には、マウス小脳の生後発達をモデルに、発達ステー
ジ特異的な遺伝子群の時空間的な発現をゲノムワイドな
手法で解析する。時間的な発現プロファイルは、ディフ
ァレンシャル・ディスプレイ法、GeneChipマイクロアレ
イ法、RT-PCR法で解析する。空間的な発現プロファイル
はin situ hybridization (ISH)法で解析する。また、特異的
な時空間的発現プロファイルを示す新規ESTは、完全長
cNDAクローニングを行い、その分子構造解析およびタ
ンパク質に対する抗体を作製してプロテオーム解析を行
う。これらの遺伝子発現情報を織込んだ遺伝子カタログ

（データベース）を開発する。

〈研究開始時の研究計画〉
蛍光ディファレンシャルディスプレイ（FDD）法で抽

出した小脳形成期特異的な遺伝子群の時空間的な発現プ
ロファイルをRT-PCR法（発現時刻表の作製）とISH法

（脳内発現マップの作製）で解析する。脳形成遺伝子の
cDNAマイクロアレイの作製とその適用、GeneChipによ
る解析。オリゴキャップ法による発達ステージ特異的
cDNAライブラリーの作製と特異的遺伝子群の全長クロ
ーニングに着手する。

〈研究期間の成果〉
RT-PCR法により小脳形成遺伝子の発現時刻表の作成を

行った。Affymetrix GeneChipを用いて特異的に発現する
約900遺伝子を明らかにして、その機能的なクラスタリン
グを行った(論文1)。小脳形成遺伝子カタログのプロトタ
イプの作成を行った。また、本研究過程でシナプス形成
にかかわる２つの遺伝子の分離に成功し、その機能と発
現について解析した（論文2,3）。発達ステージ特異的完
全長cDNAライブラリー（東大医科研・菅野、鈴木両博
士と共同）と、約2,500小脳形成遺伝子のマイクロアレイ
の作製を行った。これらの研究成果は、その後のデータ
ベース(CDT-DB)の開発のための登録情報になった（論
文4）。

〈国内外での成果の位置づけ〉
ポストシーケンス時代において、究極の遺伝子システ

ムと言える脳神経系は格好の研究ターゲットである。脳
の遺伝子発現研究は、ゲノムワイドな解析法の発展によ
って、国内外で展開されている。多く場合、遺伝子発現
の時系列パターンのみの研究、あるいは脳領域特性パタ
ーンを別個に解析する研究が多い。その中にあって本研
究は、マウス小脳の生後発達に焦点をあて、特異的な遺
伝子のステージ特異的、細胞や領域特異的な時空間的発
現プロファイルを体系的に解析するため、発達にかかわ
る細胞イベントと遺伝子発現を関連づけて捉える事がで
きると高く評価されている。また、このアプローチで同
定された新規遺伝子は国際的な評価を受けている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
I SHを高感度で大量処理するための半自動化システム
の構築に時間を要した。同じく、完全長cDNAライブラ
リーのスクリーニングを効率良く行う方法の確立に時間
を要した。

〈今後の課題〉
ISH法については、半自動化と極低発現遺伝子の高感

度検出法の確立がほぼできたので、今後は細胞特異的な
脳内発現情報の収集を加速させる。完全長cDNAクロー
ニングについては、オリゴキャップcDNAライブラリー
の使用と、あわせてマウスゲノム配列情報に基づいたin
silicoクローニングを試みる。時空間的な遺伝子発現情報
に関するデータベースの構築のための情報（DNA配列、
FDDやRT-PCRのゲルパターン画像、ISHの脳画像、アノ
テーション等）の収集／整理を行う。（その後、データベ
ースCDT-DBの開発がすすみ、2005年末にインターネッ
ト公開による試運用を開始した）
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