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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

必要があり、また、近年、急速な進歩を遂げているゲノムプロジェクトにおいて、２

００１年２月にヒトゲノムの全塩基配列（ラフドラフト）が発表され，その他の生物

のゲノム塩基配列も解明されつつある。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。本研究プロジェクトにおいても、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る構想を立てた。

　また、標的遺伝子としては、医学の分野では、単一遺伝子によって発症する１０大

遺伝病の原因遺伝子は既に単離同定され、２１世紀には成人病や癌にかかりやすさを

支配する形質などの遺伝的背景をコントロールする遺伝子群がもっとも重要であると

考えた。

　本プロジェクトではラフマップまでをRLGS, cSNP等のゲノムスキャニング法を用い

て位置同定を行い、その後大規模遺伝子エンサイクロペディアを用いて、数１０から

数１００の候補遺伝子をスクリーニングする方法を採用することに決定した。

　まず，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）高速シーケンシングのシステム確立、２）大

規模遺伝子エンサクロペディアの作成（理研ゲノムプロジェクトとの共同）、３）高

速ゲノムスキャニング法の開発，４）表現形質と原因遺伝子の結びつけ（ポジショナ

ルキャンディデートクローニング）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遺伝的背景をコントロールする遺伝子を

標的とした。

　大量のゲノムのDNA塩基配列を決定するためには，短時間に多量のサンプルを高速で

処理するシステムが必要である。われわれは，高速シーケンシングシステム（RISAシ

ステム）の構築のため，各種の要素技術，機器の開発を行った。

　まず，本プロジェクトではRISAシステムの要となる世界最高速シーケンサーの開発

を行った。シーケンシングの速度を上げるためには、検体の多本並列化が最善

の方法と考え、384 Capillary Sequencer（RISAシーケンサー）を開発した。



このシーケンサーは、384穴プレートから一度に384キャピラリーアレイを通

してサンプルがInjectionでき、独自のゲル泳動系で平均600から650bpを解読

できる。一台により、90000bp/台/時間の大量解析が可能となった。

　染色体上の位置のラフマッピングの強力な手段となるRLGS法については，これまでX

線フィルム上のスポットパターンを比較する作業を実際に目で見て行っていたが，ス

キャナーにより読み出した二次元パターンをコンピューターにより比較するシステム

を開発し，パターン解析に係る労力，時間の大幅な軽減に成功した。また同時に，電

気泳動ゲルからファイバーシンチレーションにより直接β線を測定し二次元読み出し

を行う検出器の開発を進めた。

　このような各種の高速にゲノム情報を引き出す技術により，大規模遺伝子エンサイ

クロペディア作製やRLGS法，RLGS-M法の高速化が可能となり，これらを用いた解析に

より，新生児一過性糖尿病の原因遺伝子を同定し，またその遺伝子が父方アリール特

異的に発現するインプリント遺伝子であることを解明した。また，がんに関連してい

ると考えられる新規遺伝子mlt 1を発見し，この遺伝子ががん化とともに特異的にメチ

ル化され、発現が抑制されることを明らかにした。

（１）高速シーケンサーの開発（林崎チーム，島津製作所チーム）

　これまでのシーケンス法とは異なる独自のシーケンス反応系を確立し，高速大量シ

ーケンス技術の構築のため、384検体を同時にしかも高速に処理できるキャピラリーシ

ーケンサーを開発した。1997年10月にRISA I（プロトタイプ1号機）2台を製作し、1台

をRISA II開発用、1台をデータ生産パイロットスタディー用とした。完全長cDNAの量

産から１passシーケンスによるcDNAの分類までのシステムが1998年4月に稼動開始す

ることができた。また、1998年11月にRISA II 10台（理研ゲノム予算）を製作し、大

規模エンサイクロペディアプロジェクトで実際に稼動している。RISA IIはRISA Iの操

作性を良くしたのもであり、バッファー交換やゲル充填等は自動化されたシステムで

ある。RISAシステムの開発により、マウスの全完全長ｃDNAを収集する理研マウスcDNA

プロジェクトが急速に加速され，また，このRISAシーケンサ－は、共同研究者である

島津製作所より商品化されるに至った。

（２）RLGS法を用いた高速ゲノムスキャニング法の開発（林崎チーム，谷畑チーム）

従来RLGS法では，X線フィルムにより３２Pから放出されるβ線を検出しているが，この

方法で読み取られる二次元RLGSパターンにおけるスポットを比較する作業は非常に労

力と時間を必要とする。われわれは，スキャナーにより読み出した二次元パターンを

コンピューターにより比較するシステムを開発し，このシステムを用いてrecombinant

inbred strainであるSMXAのRLGS解析を行った。またさらに，電気泳動ゲルからファイ

バーシンチレーションにより直接β線を測定し二次元読み出しを行う検出器の開発を



進め，種々の検討の結果，ゲルの実寸50cmX50cmをカバーできる検出器を作製した。こ

れら新しい検出・解析システムの実用化により，よりRLGS法をより高速化できること

が期待されている。

（３）表現形質と原因遺伝子の結びつけ（林崎チーム，日下部チーム）

 RLGS法の応用型である，RLGS-M法を利用し，ゲノム上のDNAメチル化情報をスクリー

ニングすることによりインプリント遺伝子の探索を行った。また，この結果とマウス

エンサイクロペディアを利用したマイクロアレイによるインプリント遺伝子の探索を

統合し，新生児一過性糖尿病の原因遺伝子の発見に成功した。また同じくRLGS-M法を

用い，がん関連遺伝子と思われる新規遺伝子mlt 1の単離に成功し，この遺伝子ががん

化に伴い発現が抑制されることを発見した。

この他，遺伝解析を目的とし，マウスの家系を導入，維持し，糖尿病（KKAY，KKAJ,KK,

A/J,　PKW）について疾病に関する遺伝的背景を支配する遺伝子座の同定を目指してい

る。
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イスループット精製法，第 23回日本分子生物学会年会，神戸，２０００年１２月１３日－１６日

52. 太田由己，河合　純，伊藤昌可，柴田一浩，品川朗，Piero Carninci，吉野正康，原亜矢子，大里直樹，
福田史朗，早津徳人，石井 善幸，荒川貴博，今野英明，齋藤輪太郎，相澤克則，菊池尚志，大竹祐子，
佐藤浩二 ，岸本直己，林崎良英，イネ完全長ｃDNAの収集，第 23回日本分子生物学会年会，神戸，
２０００年１２月１３日－１６日

53. 大里直樹，太田由己，福田史郎，今野英明，河合　純，伊藤昌可，柴田一浩，品川朗，林崎良英，イ
ネ完全長ｃDNA の両端配列による分類，第 23 回日本分子生物学会年会，神戸，２０００年１２月１
３日－１６日

54. 坊農 秀雅，三木 理雅，門田 幸二，岡崎 康司，林崎 良英，READ: Riken Expression Array Database，
第 23回日本分子生物学会年会，神戸，２０００年１２月１３日－１６日

55. 兼光紀幸，加藤満雄，三木恒治，小松誠，岡崎康司，林崎良英，酒井敏行，マウス mac25遺伝子プロ
モーターの解析，第 23回日本分子生物学会年会，神戸，２０００年１２月１３日－１６日

プレス発表

1. 世界最高性能のゲノム解析用プラスミド調製装置を開発，1997年 7月 15日

2. 理研マウス遺伝子エンサイクロペディア・インデックス －マウス遺伝子 2万種類の部分塩基配列デー
タを公開－，1999年 1月 11日

3. 理研・遺伝研共同でマウス遺伝子データ 18万件を一挙公開，1999年 7月 15日

4. 大量 DNAシーケンサー及び大規模 cDNA解析システムの開発，1999年 10月 8日

5. マウス cDNA機能アノテーション会議を開催，2000年 8月 22日

6. マウス cDNAアノテーション情報の公開  －約 12,400種のマウス新規遺伝子を発見－，2001年 2月 6
日



（３）特許出願（国内24件，海外8件）

発明者 発明の名称 出願番号 出願国 出願日
林崎良英，中村伸，
柏木克也

Multi-capillary electrophoresis apparatus S.N.09/006,933 US 98.1.14

林崎良英，中村伸，
柏木克也

Multi-capillary electrophoresis apparatus 98100389 英,独,仏 98.1.12

林崎良英，中村伸，
柏木克也

Multi-capillary electrophoresis apparatus 98-753 韓国 98.1.13

林崎良英，中村伸 Sample plate and multi capilary
electrophorestic apparatus

S.N.09/037,005 US 98.3.9

P.N 6,093,300 US 00.7.25
林崎良英，中村伸 Sample plate and multi capilary

electrophorestic apparatus
98104051.2-2204 英,独,仏 98.3.6

林崎良英，中村伸 Sample plate and multi capilary
electrophorestic apparatus

98-7741 韓国 98.3.9

林崎良英，中村伸 マルチキャピラリー電気泳動装置 特願平8-324728 日本 96.11.19

林崎良英，藤分秀司 キャピラリーへのサンプル導入装置 特願平9-19970 日本 97.1.16

林崎良英，山本林太
郎

キャピラリーの被膜除去装置 特願平9-19972 日本 97.1.16

林崎良英，十川好志 マルチキャピラリー電気泳動装置とそ
の電極プレート

特願平9-19971 日本 97.1.16

林崎良英，中村伸 キャピラリーカラムとそれを用いた電
気泳動装置

特願平9-74394 日本 97.3.10

林崎良英，秋山純一 電気泳動装置（膜と電極のコンビネーシ
ョン）

特願平9-74393 日本 97.3.10

林崎良英，秋山純一 電気泳動用資料導入装置 特願平9-180423 日本 97.6.20

林崎良英，山本林太
郎

キャピラリーカセット 特願平10-51489 日本 98.2.16

林崎良英，山本林太
郎

キャピラリーカセットとその製造方法 特願平10-51490 日本 98.2.16

林崎良英，山本林太
郎

キャピラリーカラムへのゲル充填装置 特願平10-51491 日本 98.2.16

林崎良英，山本林太
郎

キャピラリーカセット作成方法及びそ
の装置

特願平10-51492 日本 98.2.16

林崎良英，秋山純一 電気泳動試料導入容器 特願平10-51493 日本 98.2.16

林崎良英，中村伸 キャピラリー電気泳動装置 特願平10-311673 日本 98.11.2

林崎良英，中村伸 サンプルプレートとマルチキャピラリ
ー電気泳動装置

特願平10-311674 日本 98.11.2

林崎良英，狭間一 マルチキャピラリー電気泳動装置 特願平10-311675 日本 98.11.2

林崎良英，藤分秀司 キャピラリー電気泳動装置及びその試
料注入方法

特願平10-338896 日本 98.11.30

林崎良英，藤分秀司 キャピラリー電気泳動装置 特願平10-338897 日本 98.11.30

林崎良英，中村伸 キャピラリー電気泳動装置 特願平10-338898 日本 98.11.30

林崎良英，中村伸 マルチキャピラリー電気泳動装置用の
キャピラリーカセット

特願平10-338899 日本 98.11.30

林崎良英，原田亨 マルチキャピラリー電気泳動装置 特願平11-130771 日本 98.5.12

林崎良英，中村伸 マルチキャピラリー電気泳動装置 特願平11-130814 日本 98.5.12

林崎良英，山本林太
郎

キャピラリーカラムへのゲル充填装置 特願平11-130815 日本 98.5.12

林崎良英，西根勤 キャピラリー電気泳動用ガラスキャピ
ラリーカラムの前処理方法

特願平11-166247 日本 98.5.12

林崎良英，山本林太
郎

キャピラリーカセット JP99/00653 PCT 99.2.15



発明者 発明の名称 出願番号 出願国 出願日
林崎良英，山本林太
郎

キャピラリーカセット 09/402890 US 99.2.15

林崎良英，山本林太
郎

キャピラリーカセット 99903923.3 EPO 99.2.15

林崎良英，中村伸，
狭間一，藤分秀司

サンプルプレートマルチキャピラリー
電気泳動装置

09/426760 US 99.10.26

林崎良英，中村伸，
狭間一，藤分秀司

サンプルプレートマルチキャピラリー
電気泳動装置

99120818.2 EPO 99.10.22

林崎良英，中村伸，
狭間一，藤分秀司

サンプルプレートマルチキャピラリー
電気泳動装置

2287709 カナダ 99.10.26

林崎良英，中村伸，
狭間一，藤分秀司

サンプルプレートマルチキャピラリー
電気泳動装置

99-47957 韓国 99.11.1

林崎良英，藤分秀
司，中村伸

キャピラリー電気泳動装置 09/443719 US 99.11.19

林崎良英，藤分秀
司，中村伸

キャピラリー電気泳動装置 99122784.4 EPO 99.11.16

林崎良英，藤分秀
司，中村伸

キャピラリー電気泳動装置 2289864 カナダ 99.9.17

林崎良英 キャピラリー電気泳動装置 09/448139 US 99.11.24

林崎良英 キャピラリー電気泳動装置 99122945.1 EPO 99.11.18

林崎良英 キャピラリー電気泳動装置 2290066 カナダ 99.11.17

林崎良英 マルチキャピラリー電気泳動装置 09/566976 US 00.5.9

林崎良英 マルチキャピラリー電気泳動装置 109820.1 EPO 00.5.9

林崎良英 キャピラリーカラムへのゲル充填装置 09/443720 US 99.11.19

林崎良英 ヒト糖尿病の遺伝子診断法 特願平2000-20067 日本 00.1.28

（４）受賞等
2001年2月つくば賞受賞

（５）その他特記事項
　本プロジェクトにより開発を行い，多数の特許を取得している（特許出願リスト参照）384マルチ
キャピラリーシーケンサー（RISA）は，島津製作所より商品化され1999年11月に上市のプレス発表
を行い，販売を開始した。本プロジェクトで行われた開発研究，評価検討は，実用化にあたり，多
大の貢献をしたといえる。
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