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１．研究実施の概要

あらゆる生命現象の本態解明を目指す基本的戦略の最も重要な研究方法のひとつ

として、すべての遺伝情報の総体である全ゲノムをスコープにいれ、表現形質とそ

の原因遺伝子を結び付けるための高速ゲノム解析技術をベースとした研究を総括的

に行う必要がある。我々の研究室では、制限酵素の認識サイトをランドマークとし、

ゲノム上の２０００以上の座位を同時に検出するrestriction landmark genomic scanning

（RLGS）法を開発し、それをベースとして任意の生物の任意の突然変異体の原因

遺伝子を高速に単離する事を目的とした第一世代のRLGSポジショナルクローニン

グ法を確立してきた。さらに我々は、新世代の高速ゲノム解析技術が不可欠である

と判断し、高速に塩基配列を決定するシステム、高速にゲノムの多数の座位（転写

単位）をスクリーニングし、標的の遺伝子を同定する技術開発を目標とし研究を進

めてきた。

２．研究実施内容

当プロジェクトでは，表現形質の原因遺伝子をラフマップ、その後、１）染色体

上の位置情報　２）発現情報cDNAマイクロアレイ　３）完全長cDNA構造からの機

能予測を用いて候補遺伝子のリストアップを行い、ポジショナルキャンディデート

クローニングを行うシステム開発を目的とする。具体的には、１）高速シーケンス

のシステム確立、２）大規模遺伝子エンサイクロペディアの作成（理研ゲノムとの

共同）、３）転写単位マップ、発現マップの作成、４）RLGSによるメチル化のスク

リーニングを行い、動脈硬化、糖尿病、高血圧、などの成人病や癌にかかりやすさ

を支配する形質などの多因的な遺伝的背景をコントロールする遺伝子群を対象とす

る。

　�　ｃDNAマイクロアレイを用いたインプリント遺伝子の探索

これまで多数の遺伝子の中から大規模にインプリンティング遺伝子を検出する

ことは、技術的な問題から一般的に困難であった。我々はマウスエンサイクロペ

ディア・プロジェクトで得られたnon-redundant cDNAクローン中の約1.7万種類を
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スポットしたcDNAマイクロアレイを用いて、インプリンティング遺伝子を大規

模にスクリーニングする系の開発を行った。実験サンプルにはマウス雌核発生胚

（parthenogenote）と雄核発生胚（androgenote）を用いた。雌核発生胚では雄由来

の、雄核発生胚では雌由来の遺伝子がそれぞれ欠如しているため､これらの胚にお

いてはインプリントされた遺伝子はどちらか一方の胚でしか発現されないと考え

ることができる。この2つのサンプルよりトータルRNAを抽出し､それぞれ異なる

蛍光色素（Cy3, Cy5）で標識した後、cDNAマイクロアレイに競合的にハイブリダ

イゼーションさせて、各スポットについて2色の蛍光の強度比を測定した。強度比

の著しく大きいスポットをリストアップしたところ､既知のインプリンティング

遺伝子がいくつか含まれていた。また、ESTなどの機能未知の遺伝子や､既知遺伝

子だがこれまでインプリンティングの報告が無いものなども同様に含まれてい

た。これらの遺伝子はインプリンティング遺伝子の強力な候補であると考えられ

る。このうちのいくつかのクローンについては、RT-PCR法により両胚で実際に

発現量が著しく異なっていることが確認され、インプリンティングの候補遺伝子

を広くスクリーニングする系として､この方法は非常に有効性が高いことが示さ

れた。

　�　インプリンティング遺伝子

本研究は、RLGS-M （Restriction Landmark Genomic Scanning for Methylation）

法を用いて、ヒト単為発生キメラ由来の単為発生細胞と雄核生殖を原因とする胞

状奇胎のゲノム上のメチル化状態を比較し、インプリント遺伝子を単離すること

を目的としている。

我々はまず，メチル化がインプリントの挙動を示す二つの座位を発見し、その

内一方がインプリント疾患であるpseudohypoparathyroidism（PHP）type Iaの原因

遺伝子G-protein- α-subunit 1（GNAS1） であることを確認し，さらにもう一方の

座位について解析を進めた。この領域には、インプリント疾患である新生児一過

性糖尿病（transient neonatal diabetes mellitus, TNDM）がマップされている。近傍

の遺伝子を調べ、ZAC / PLAGL1が父親由来のアリールから特異的に発現するイ

ンプリント遺伝子である事を明らかにした。ZAC / PLAGL1はZinc-Finger蛋白質を

コードしており、転写因子である事、癌抑制遺伝子である事、さらに、アポトー

シスを起こす事などが既に示されている。最も興味深い点として、PACAP-type1 

receptorを誘導することが報告されている。PACAP（pituitary adenylate cyclase 

activating polypeptide）は視床下部から分泌され、下垂体でcAMPを介して、GHや

LHを分泌させるペプチドであるが、膵臓では、グルコース存在下でインスリンの

分泌を促進する事が報告されている。一方、TNDMはUPD6や6q24領域の重複の研

究から父方アリール特異的に発現している遺伝子の発現量が増加することが原因

－41－



と考えられている。ZAC/PLAGL1が父親由来のアリールから特異的に発現してい

ること、さらに、インスリンの分泌に関与していることを考えると、この遺伝子

がTNDMの原因遺伝子として非常に有望であると考えられた。

　�　シーケンサーの開発

我々は、384フォーマットMulti capillary sequencing system （ RISA sequencer ）

を開発した。このシステムは、384本のcapillary column からなる array の作成、array

のcolumn洗浄処理及びゲル充填、分析の３プロセスから成り、それぞれのプロセ

スに使用する装置として、CAS,  GVT,  RISA sequencerを開発した。今年度、我々

は、RISA シーケンスシステムの性能向上を目指し、capillary column の高性能化、 

新規ゲル媒体の開発等の開発を行った。

capillary column 高性能化：未処理の capillary  内にシーケンス用ゲルを作成する

と気泡ができ capillary  column が使用不可になる。これを回避し同時にシーケンシ

ング性能をあげるカラム効率の改良を試みた。弱アルカリ性溶液、HCl、純水を

用いた新洗浄法によりゲル作成時の気泡発生抑制とＤＮＡの分離向上に成功し、

384本 RISA capillary column の高性能化が達成され、実際に利用している。 

RISAシーケンス用ゲル媒体：我々は300種類ほどの分離媒体の作成/新規合成を

通じて２種類の高性能ゲルを開発した。一方は分離安定性が高く384本の capillary 

column の殆どで 600ベース を越す分離ができ、既に日常の配列決定作業に活用し

ている。また他方は、500b のDNA検出シグナルでみるとメートルあたりの理論段

数が二千万というシーケンス用媒体中では最高の分離能力を示し３ 時間で 900

ベース まで分離できた。なお後者は分離安定性にかける為に重合条件などを更に

検討中である。

我々は上記の開発の成果を基に、現在、CAS 7 台、GVT 10 台、RISA-2 20 台 

で構成されたシステム運用を行っている。我々は、このシステムを用いてマウス

完全長ｃDNAクローンの配列情報を産出し、その配列情報を基に、クローンの分

類、及び、全長配列決定を行っている。

なお、本研究で開発されたシーケンサは、1999年11月に、�島津製作所から、

「RISA－384」、「CAS－384」、「GVT－384」として市販された。

　�　がんにおけるDNA変化の検出

RLGS-M（Restriction Landmark Genomic Scanning for Methylation）法によって同

定した“マウス肝がん組織で特異的にメチル化されるゲノム領域”をカバーする

BACクローンのショットガンシークエンスを行い、座位近傍に存在する遺伝子の

クローニングを試みた。その内の一つであるB236と呼ばれる座位は、ヒトのがん

組織数種類において高頻度に欠失・組み換えが報告されている領域で、がん抑制

遺伝子が近傍に存在する可能性が示唆された。我々はこの領域を含むBACクロー
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ン（176kb）の約6 fold相当のショットガンシークエンスを行い、B236座位（390bp）

全長を含む約8.4kbのコンティグを得た。Genescanによる解析の結果、B236座位の

下流64bpから始まる約1.5kbのCDSが予測された。B236座位はこの予測遺伝子のプ

ロモーター領域に含まれていて、プロモーター領域の後半からCDSの最初にかけ

ては、CG配列に富んだCpG islandが存在していることがわかった。

我々はこの遺伝子をmlc 1（methylated in liver cancer 1）と名付け、シークエン

スを登録した（AB032418）。Northern hybridizationの結果、mlc 1は正常成人マウス

では脳で発現がもっとも高く、脾臓、胃、肝臓でも発現が認められた。MT-D2マ

ウス（SV40T抗原を肝臓で特異的に発現し、肝がんを誘発するトランスジェニッ

クマウス）を用いた解析では、mlc 1は肝がん組織では発現が消失していた。ま

た、mlc 1のプロモーター領域は、正常組織ではメチル化されていないが、肝がん

組織では解析した１１個体中すべてでメチル化されていた。mlc 1は神経芽腫由来細

胞株においてもメチル化・発現抑制されていて、脱メチル化剤（5-aza-

deoxycytidine）処理によって発現が誘導されることが観察された。よってmlc 1は、

がん化とともに特異的にメチル化され、発現が抑制される遺伝子であると考えら

れる。mlc 1は493アミノ酸から成るタンパクをコードしていて、このタンパクの

N末にはSNAG（Snail/Gfi 1）モチーフ、C末側には５つのC2H2タイプzinc finger DNA

結合モチーフが認められる。SNAGモチーフは、SNAG転写抑制因子ファミリーに

共通に見られる配列で、転写抑制活性に必須の配列である。よって、mlc 1はSNAG

ファミリーの新メンバーと考えられる。分子進化系統樹によれば、SNAGファミ

リーは、発生期の形態形成に必須のSnail/Slugグループ、がん遺伝子のGfi 1グルー

プ、機能は未解析だががん組織で特異的に発現パターンが変化するIA-1

（Inslinoma associated protein 1）とmlc 1から成るグループ、の３グループへと分

化したことが示唆された。転写抑制因子としてのmlc 1の解析及び標的となる遺伝

子の同定などが、肝がん形成のメカニズムを解くカギになることが期待される。

残る座位についても、BACショットガンシークエンス法を用いて、座位近傍に存

在する遺伝子をクローニングする予定である。
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