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計画研究：基盤ゲノム

完全長 cDNAライブラリーを利用したトランスクリプトーム解析
と技術開発
●菅野 純夫 1）　　◆中井 謙太 2）　 ◆橋本 真一３）

1）東京大学新領域創成科学研究科　2）東京大学医科学研究所　3）東京大学医学系研究科

＜研究の目的と進め方＞
遺伝子発現ネットワーク研究の基盤の形成を目指し、特定領域

研究「生命システム情報」及び特定領域研究「比較ゲノム」と連
携し、完全長 cDNA ライブラリー、5ʼ 端濃縮ライブラリー、5ʼ
端 SAGE(5ʼ SAGE）ライブラリーなどを利用したトランスクリ
プトーム解析を行い。遺伝子の転写開始点の詳細とそのコアプロ
モータ領域のデータベース化をおこない、さらに、これらトラン
スクリプトーム解析に関連した技術開発を進める。

1, 特定領域研究「生命システム情報」及び特定領域研究「比較
ゲノム」と連携し、ゲノム研究関連特定研究領域で解析の対象と
なる真核生物であるメダカ（近縁種２種）、ホヤ（各種）、ナメク
ジウオ、ギボシムシ、霊長類（各種）、カイコ、コムギ、クラミ
ドモナス等を中心に、オリゴキャップ法による完全長 cDNA ライ
ブラリー、5ʼ 端濃縮ライブラリー、5ʼ 端 SAGE(5ʼ SAGE）ライ
ブラリーを作製し、それらの cDNA ライブラリーからのクローン
の 5ʼ 端 EST 配列を決定することで、遺伝子の転写開始点の詳細
とそのコアプロモータ領域を同定する。

2, コアプロモータ領域の配列情報と EST、SAGE、マイクロア
レイ等の遺伝子発現頻度情報を組み合わせた、コアプロモータ領
域と転写制御の比較ゲノム解析を行うためのデータベースの作製
をおこなう。

3, 上記の課題に関連し、技術開発を進める。

＜ 2008 年度の研究の当初計画＞
１ ，特定領域研究「生命システム情報」及び「比較ゲノム」の班

員より、RNAの提供を受け、完全長cDNAライブラリー、5ʼ端
濃縮ライブラリーを作製し、5ʼ端ESTの決定を行う。大規模
EST配列決定は大量DNAシーケンス支援班と連携しておこな
う。解析対象の選択については、他3領域との密接な連携のも
とに、適切かつ柔軟に対応する。

２ ，技術開発において、まず、現在既に開発に成功している5ʼ
-end Solexa法の確立と、使用RNAの微量化とに注力する（橋
本）。また、5ʼ-end Solexa法を利用したnon-coding RNAの同定
及び定量化の開発を目指す。さらに、新型シークエンサーを使
用したcDNA全長配列決定法の開発を目指す（菅野、中井）。
大量の5ʼ-end Solexa法用ライブラリー作製のために、研究補助
員またはポストドクを1名必要とする。

３ ，5ʼ-end Solexa法などにより大量に生産される5ʼtagデータを、
現在作製運用中のDBTSSに取り込み、既存の遺伝子発現頻度
情報とコアプロモータ領域の配列情報を組み合わせた、比較ゲ
ノム解析のデータベースの枠組みと、そのために必要なツール
群を作る（中井）。データベースやソフトウエアは情報解析支
援班と連携して作成する。

４ ，5ʼ-end Solexa法で得られる多量のデータを、RNA同定とプロ
モーターマッピングのみならず、定量的発現解析に利用できな

いか、全ゲノム配列がしっかりと決定したヒトを材料に検討す
る。

　これらの研究で得られた成果は、国内のみならず、コールドス
プリングハーバーのゲノム会議やHUGO、HUGOpacificの総会等
の国際会議で発表を行う。

＜ 2008 年度の成果＞
現在までに、「比較ゲノム」と連携し、ゼニゴケ福澤秀哉（京大）、

タテエリベンモウチュウ岩部直之（京大）、ショウジョウハエ相
垣敏郎（首都大）、アピコンプレクサ原虫　渡辺純一（東大）、メ
ダカ堀寛（名大）等につき、総計で、完全長 cDNA ライブラリー
15 種、5ʼ SAGE ライブラリー 8 種類を作製した。一部のライブ
ラリーについては、5ʼ 端の配列決定を進め、約 10 万のデータを
得ている。さらに、それ以上の EST 配列決定では、小原グルー
プと連携している。

また、次世代シークエンサーを用いたトランスクリプトーム解
析について、いくつかの方法論的開発を行った。１）オリゴキャッ
プしたｃＤＮＡを次世代シークエンサーを用いて配列決定するこ
とにより、数日のうちに数千万の転写開始点を決定する方法を開
発した。２）クロマチン免疫沈降した DNA サンプルを次世代シー
クエンスで配列決定する Chip-Seq 法のプロトコールを確立し
た。３）1000 クローン程度のクローン DNA を混ぜてショットガ
ンシークエンスを行うことにより、安価迅速に全長配列を決定す
る方法を開発した。

このように開発した方法を用いて、１）現在までに、種々のヒ
ト培養細胞の 5ʼ tag を、合計で、約 4 億 tag 得ている。特に、特
定の遺伝子に属する tag 数が遺伝子発現レベルと相関することを
確認し本法が遺伝子発現解析ツールとしても使用できることを示
した（下記成果発表の１参照）。２）約２万の cDNA クローンの
配列決定を行った。

また、１）について、約１億 tag 得られた各の転写開始点デー
タについて、必要なプラットフォームの整備を行ったうえ、
DBTSS を通じて公開した。情報解析では、新型シークエンサー
による 5'SAGE タグ解析システムを作成し、メダカゲノムプロ
ジェクトに利用した。

＜国内外での成果の位置づけ＞
完全長 cDNA ライブラリー、5'SAGE ライブラリーでは、本研

究グループは、国内外で優位に立っている。われわれのグループ
と同等の能力を持つのは、理研の林崎グループだが、彼らはゲノ
ムネットワークプロジェクトでヒトに注力しており、ヒト・マウ
ス以外の生物は、われわれのグループがカバーしている。外国の
研究グループからの共同研究の申し出も多く受け、可能な範囲で
協力を行っている。
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＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
特になし

＜今後の課題＞
引き続き、次世代シークエンサーの利用法を開発していく必要

がある
現在、試みているのは、
１） DNA メチル化の解析法
２） クロマチンの DNA 分解酵素感受性部位の網羅的解析
３） 短鎖 RNA や polyA の無い RNA の解析
４） ゲノムの一部の濃縮法
５） 短い塩基配列を使った新規配列の決定
などである。
この中で、２は、ほぼ問題なく出来つつある。４は、サンプル

の調整の難しいものであるが、評価も難しい。５は、情報解析で
の課題であるが、ヒトでは難しい。１や３は、両者で課題がある。

次世代シークエンサーを用いた 5'SAGE 法はわれわれのグルー
プに世界的に強みがあるので、情報解析のパイプラインも含め、
総合的なプラットフォームを構築出来ればと考えている。しか
し、よ大量のデータを処理し始めると、ヒト標準配列の不備（？）、
シークエンサーのエラー率の問題等で、自身で解決できない部分
が出てきている。世界的な連携も必要であろう。

また、開発した方法の使用法も含め、「比較ゲノム」と連携し、
ヒト以外の生物でも他の追随を許さない情報を得るようにして行
きたい。
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２）データベース公開（DB名、URL、簡潔な内容紹介）

DB 名：DBTSS
URL：http://dbtss.hgc.jp/
各種生物の転写開始点の情報をデータベースとしたもの。現在

は、ヒトとマウスが中心。なお、次世代シークエンサーを利用し
た大量 5'tag データも download 可能にしている。


