
－ 193－

計画研究：2000～2004年度

ゲノム／cDNA情報を基盤とした疾患遺伝子解明法の開発

●菅野　純夫１） ◆大海　忍２） ◆加藤　宏幸３）

１） 東京大学大学院新領域創成科学研究科　２） 東京大学医科学研究所　３） 国立感染症研究所

〈研究の目的と進め方〉
2000年にはヒトゲノムのドラフト配列決定が行われ、

染色体21番22番の全塩基配列も決定された。このような
ヒトゲノム配列決定の進行を背景に、本計画研究では、
ゲノム配列情報と遺伝子の転写開始点の情報をあわせ、
プロモーター領域を体系的に明らかにし、プロモーター
領域に変異を持つ疾患関連遺伝子を体系的に探査する上
での基盤をあたえる事を目標にする。決定されたプロモ
ーター領域にSNP情報を張り付け、疾患関連遺伝子探査
グループへ公開する。

さらに、分離した多数の完全長cDNAクローンをタグ
付きタンパク質の形で発現できるようにし、cDNAがコ
ードするタンパク質と相互作用する一群のタンパク質を、
迅速容易に同定可能なシステムの開発を行い、タンパク
質相互作用解析を容易ならしめる。

〈研究開始時の研究計画〉
１）ヒトプロモーター領域の同定

われわれは、オリゴキャップ法を用いた完全長cDNA
ライブラリー作成法を開発し、へリックス研究所はじめ
様々な機関と協力しながら、大量のヒト完全長cDNAク
ローンを収集し、その５‘端部分配列や全長配列を決定
してきた。これらの活動を続けると共に、得られた配列
データをゲノム配列上にマップすることで、タンパク質
をコードする遺伝子を中心に、転写開始点を明らかにし、
プロモーター領域を含むと考えられる転写開始点上流
1000塩基長のゲノム配列を得、ホームページでのデータ
ベースとして公開を行う。
２）プロモーターの解析とマウスとの比較

大量の５‘端データを利用して、遺伝子の詳細なプロ
モーター構造を、特に選択プロモーターを中心に解析す
る。また、同定したプロモーター領域が実際に活性を示
すかどうか、ヒトゲノムよりプロモーター領域をクロー
ン化し、培養細胞の系を用いてその活性を測定する。
さらに、他グループより発表されたマウスの完全長
cDNAの５‘端ESTデータおよび、われわれが決定したマ
ウスの完全長cDNAの５‘端データを用い、マウスの遺
伝子のプロモーター部分を特定すると同時に、対応する
ヒト遺伝子のプロモーター領域との比較をおこなう。
３）タンパク質の細胞内局在解析と質量分析システムの

構築
分離した多数の完全長cDNAクローンをタグ付きタン

パク質の形で発現できるように、GATEWAYのエントリ
ーベクターに、cDNAをクローン化する。さらに、
GATEWAYシステムを用い、タグ付きのタンパク質の発
現を検証するために、完全長cDNA由来のタンパク質の
細胞内局在を検討する。

また、質量分析計を用いた高感度で迅速なタンパク質
同定系を立ち上げ、タンパク質相互作用解析のためのシ
ステムを構築する。

〈研究期間の成果〉
１）ヒトプロモーター領域の同定

2001年度にはタンパク質をコードしている遺伝子につ
いて約1000遺伝子、2002年度には約5000遺伝子、2003年
度には約9000遺伝子について、プロモータ領域の同定を
おこなった。最終的には、164種類の完全長cDNAライブ
ラリーから、約178万の5'ESTデータを取得し、日立製作
所、リバースプロテオミックス研究所、東京大学医科学
研究所の中井謙太教授らと共に、約14,000種のタンパク
質をコードしている遺伝子について、転写開始点を同定
し、プロモーター領域を含むと考えられる転写開始点上
流1000塩基長のゲノム配列を得ることが出来た。また、
SNP情報をdbSNPを利用して、すべてのプロモーターに
張り付けることが出来た。この結果をデータベース
DBTSSとして、ホームページ（http://dbtss.hgc.jp/）で
公開を行った（図１，２）。
２）プロモーターの解析とマウスとの比較

ａ）選択プロモーター領域の同定
転写は必ずしも一つの塩基から始まるわけではなく、

あるプロモーター領域中の複数の塩基から始まること
が一般的である。すなわち、転写開始点にはマイクロ
ヘテロジェニュイティが存在する。逆に、転写開始点
をゲノム配列上にマップすると、転写開始点はクラス
ターを形成することなる（図３）。これらのクラスター
は、約100塩基の長さの範囲に収まっていることが多く、
200塩基を超えることは希である。われわれは、転写開
始点のクラスターが500塩基以上のながさの転写開始点
を含まない領域で隔てられている場合、それを、異な
るプロモーター領域と定義することとした。

この定義に従い、１）のデータから、ひとつの遺伝
子について、複数のプロモーター領域（選択プロモー
ター）を持つものの割合を検討した。その結果、驚く
べき事に、最終的に解析した14,000遺伝子のうち、約
半数（52％）が、選択プロモーター領域を持つことを
見出した（表）。25％の遺伝子には３つ以上のプロモー
ター領域が存在している。転写開始点が、イントロン
の中にある例も予想以上に多く、転写開始点が異なる
と、選択スプライスのパターンも異なってくるので、
遺伝子によっては、非常に複雑な遺伝子構造を持つ場
合があることを示している（図４）。
ｂ）プロモーター部位の活性測定

われわれがマップしたプロモーター領域が、現実に、
活性を持つか検討する目的で、プロモーター領域を同
定した遺伝子のうちヒト293細胞で転写されているもの
473個を選び、そのプロモーター領域をクローン化し、
その転写活性を293細胞を用いてルシフェラーゼアッセ
イで測定した。プロモーター領域としては、その領域
で最も頻度の多い転写開始点から上流約1000塩基、下
流約200塩基、合計で約1200塩基長の部分を選んだ。対
照として、251の非プロモーター・非遺伝子領域のゲノ
ム配列をランダムにえらび、そこから約1200塩基長の
断片をクローン化して、その活性も測定した。
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その結果、われわれがマップしたプロモーター領域
と、対照としたランダム非プロモーター・非遺伝子領
域配列の活性は明白に分かれ、われわれのプロモータ
ー領域の推定が基本的に正しいことを示した。

されに詳しく見ると、a) われわれがマップしたプロ
モーター領域の活性は大まかに強いものと弱いものの2

種類に分かれること、b) ランダム非プロモーター・非
遺伝子領域配列の約1割が弱いプロモーター活性を示す
こと、c)現在注目されているnon-codingRNAのプロモ
ーター領域が、弱いプロモーター活性を示すことを見
出した（図5）。
ｃ）マウスプロモーターの同定と比較

林崎らにより発表されたマウスの完全長cDNAのデ
ータ、およびわれわれが決定したマウス完全長cDNA
の５'端ESTデータを用い、2004年度には、マウスの既
知遺伝子約6000個について、そのプロモーター領域を
同定し、最終的には、約13,000種の遺伝子についてプ
ロモーター領域を同定した。ヒトのプロモーター領域
と比較したところ約40％が、一致していた。一致して
いたものについては、プロモーター領域全体の平均ホ
モロジーは40－50％である。

しかしながら、詳細に見ると、ホモロジーが60－
70％の部分が転写開始点から上流へある程度続き、突
然、ホモロジーが30－40％へ落ちるというブロック構
造を取っていることがわかった（図６）。このブロック
の長さが遺伝子ごとにさまざまであるため、平均する
と40－50％のホモロジーとなる。面白いことに、約3割
のケースで、ホモロジーが60－70％のブロックの境界
部分にAlu配列などの反復配列を見いだした。したがっ
て、組み換えが、ホモロジーブロックの生成に、何ら
かの役割を果たしている可能性がある。転写因子結合
部位で高ホモロジー・ブロックに存在するものは、マ
ウスとヒトで共通のものが、当然ながら多かった。

選択プロモーターも含めて、マウスとヒトを比較す
ると、ゲノム配列上は両者間でホモロジーが存在する
ものの、一方で、プロモーター領域が見いだせない例
や、一方のプロモーター領域に対応する他方のゲノム
領域が存在しない例などが、多数見いだされた。プロ
モーターが異なることによって、mRNAの構造が変わ
り、コードされるタンパク質が変化する場合がしばし
ばある。したがって、選択プロモーターのなかで、マ
ウスとヒトで保存されないものが多数あるということ
は、タンパク質でヒト特異的というべきものが、存在
する可能性を示し、種差について面白い示唆を与える。

３）タンパク質の細胞内局在解析と質量分析システムの
構築

ａ）タンパク質細胞内局在の網羅的解析
分離した完全長cDNAの機能解析をめざして、多目

的発現系であるGATEWAYシステムにcDNAをクロー
ン化し、今後のタンパク質の網羅的機能解析に備えな
ることにした。

2000年度は、200種類、2001年度は1000種類、最終的
には、約3000種類のcDNAをGATEWAYのエントリー
ベクター上に乗せると同時に、GFPをタグにしたGFP
融合タンパク質の発現することの出来る発現クローン
を作製し、これらのクローンを使用して、タンパク質
の細胞内局在を検討した（図７）。

約3000種のcDNA由来のタンパク質を検討すること
で得られたミトコンドリアに局在するもの39クローン
について、さらに詳しい検討を加えた。このうち、既
知のもの12クローン、既知のタンパク質であるが、他

の細胞内局在を示すとされているもの５クローン、新
規のもの22クローンであった。既知のタンパク質であ
るが、他の細胞内局在を示すとされているもの５クロ
ーンについては、最近の解析で、ミトコンドリアへの
分布が言われているものが2クローンであり、されに、
残りの３クローンはスプライスバリアントである。ス
プライスによって生じる一部の配列を欠失したタンパ
ク質が、本来のものと異なる分布を示す例は、良く知
られているが、これらもその例と考えられる。

この結果と、Psort、Mitoprot、TargetPなどの既存
のタンパク質の細胞内局在予想プログラムで検討した
ところ、SOSUIにより膜貫通部位の存在が洋装される
タンパク質については、ミトコンドリアの局在を良く
予想できているものの、膜貫通部位があると予想され
るタンパク質についてはミトコンドリアへの局在を充
分に予想できていなかった。このことから、ミトコン
ドリアの膜タンパク質について新しいミトコンドリア
局在モチーフの存在が考えられる。
ｂ）細胞内の小タンパク質の網羅的解析とUTR-ORF発

現の確認
都立大学磯部俊明教授、産総研夏目チームリーダー

との共同研究により、ナノＬＣと高感度質量分析計シ
ステムを利用し、タンパク質の高感度で迅速な検出同
定系を作ることができた。この系を用いて、Ｋ562細胞
内の100アミノ酸以下の長さの小タンパク質の検出を行
った。

この結果、既知の小タンパク質は52種類同定できた。
主なものは、リボゾームタンパク質や膜輸送、転写、
スプライス、細胞周期、エネルギー産生に関係する小
タンパク質である。既知の小タンパク質の総数は約600

種であるので、約一割のものをＫ562細胞で検出できた
ことになる。

新規のものは合計７種見いだされたが、そのうち4種
はわれわれのクローンしたcDNAから、その存在が予
想されていたものである。他の３つは思いがけずに既
知のmRNAの５'UTRに存在するORFでコードされるタ
ンパク質をであった（図８）。選択スプライスにより特
別なmRNAができて、このタンパク質が作られている
可能性は捨てきれないものの、このような小タンパク
質が、ヒトを含む多細胞真核生物で具体的に検出され
たのは、本研究がはじめてである。

５'UTRに存在するORFでコードされるタンパク質が
みいだされたｍRNAの最長ORFがタンパク質を作って
いるのかどうかを、NM_015532について抗体で確認し
たところ、予想通りの51.7kDaのバンドを見いだした

（図９）。これにより見出された小タンパク質が、UTR-
ORFである可能性が高まった。

〈国内外での成果の位置づけ〉
本研究で使用している５'端のcDNA配列は、われわれ

の開発したオリゴキャップ法により、mRNAの転写開始
点を高い効率で反映していると考えられる。このような
情報を持つものは、国際的にもわれわれだけであり、本
研究は国際的にユニークな位置を占めている。

ナノＬＣを用いた高感度質量分析システムも我が国独
自のものであり、国際競争力を持つと考えられる。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
特になし。
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〈今後の課題〉
疾患関連の遺伝子を中心に、プロモータ活性や、相互

作用するタンパク質を明らかにしていく必要がある。
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