
長崎大学・原爆後障害医療研究所・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７３０１

基盤研究(B)（一般）

2018～2016

転写開始点マッピングによる分化特異的・時期特異的発現遺伝子の同定

Differentiation and time specific gene Identification by the mapping of 
transcriptional start site

００３０４９３１研究者番号：

吉浦　孝一郎（YOSHIURA, Koh-ichiro）

研究期間：

１６Ｈ０５１５９

年 月 日現在  元   ５ ２８

円    13,500,000

研究成果の概要（和文）：前眼部発生のキーとなる転写産物を得ることが出来た。その転写物は，既知遺伝子エ
クソンの途中から転写が始まっており，通常の方法では同定できないくらいの発現量である。ペプチドタグ付き
の遺伝子組換えマウス作成でも，この短い転写物によると思われるタンパク質が確認出来ており，虹彩，角膜上
皮の初期発生に重要な遺伝子を同定出来た。
M-MLV（マウス白血病ウイルス）由来の逆転写酵素を利用したswitching 法による遺伝子5’末端の同定は，逆転
写反応時の5’末端へのリンカー付加の効率化とリンカーが連続して繋がる作用（concatamerization）を工夫し
て抑制することによって，極めて効率的に可能である。

研究成果の概要（英文）：   We isolated a transcript playing key role for developing anterior segment
 of eyes. The transcription starts at the middle of exon coding known protein, so it was so 
difficult to identify the expression due to its amount of expression and its transcription start 
point. The protein coded by the short transcript is proved to be in gene edited mice eye harboring 
tag-peptides, and to be important for iris, epithelium of cornea in their early developing stage. 
  The switching method using reverse transcriptase from M-MLV, mouse moloney leukemia virus, is very
 effective method to identify 5’-end of transcript inhibiting concatemerizatio of switching oligo 
RNA and maxmizing the switching efficiency. 

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： 転写産物　5'末端　switching 法　虹彩　眼
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研究成果の学術的意義や社会的意義
虹彩，角膜などの眼前方部の発生に重要な遺伝子転写産物を新規に同定することが出来た。学術的には，転写開
始される場所を変えた新規遺伝子が，生体内で発生に重要な新たな機能を持つことを示した。つまり，まだまだ
重要な転写産物が，身悪阻されている可能性を示している。
　社会的には，角膜の発生に関わる初期段階に働くタンパク質を見つけたことで，角膜再生医療における重要タ
ンパクの一つを発見したといえる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ゲノムシーケンスがデータベースとして整備され，遺伝子が全て判明し，すべての発現 RNA
が特定されていると考えがちであるが，それは完全には正しくない。疾患原因を探る経緯の中
で，特に，組織特異的あるいは時期特異的に発現する発生マスター遺伝子として，既知の転写
開始点を異にする新規機能遺伝子が存在するのではないかと考えて本研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は，転写開始点のマッピングを実施しゲノム研究の基盤情報整備を行うこと，
得られる情報から組織特異的あるいは発生時期特異的な転写産物の同定を行い，組織・細胞分
化のマスター遺伝子を探知同定することである。転写物の 5’-末端のシーケンスを明らかにする
ことが目的であった。網羅的に転写開始点を明らかにするクローニング法を開発・改良し細胞
特異的，時期特異的な「既知遺伝子からの新規転写産物」のデータベースを構築することを大
目標とした。 
 
 
３．研究の方法 

5’転写開始点マッピング（以下，transcriptional start site mapping: 5’TSS-mapping）に
は，M-MLV（マウス白血病ウイルス）由来の逆転写酵素を利用した switching 法（Switching 
Mechanism at 5’ end of RNA Template: SMART 法®）を採用する。SMART 法の利点は，極
めて少量の RNA からでも末端に効率良くリンカー配列をつけられることである。同時に，手
間少なく（試料を失うことなく），PCR による増幅が可能な点にある。欠点は，5’-末端の cap
構造特異的でなく，分解されかけている RNA の 5’末端にもリンカーをつける可能性が有り，
特異性の点では劣ることである。発現量的には少ないと考えられる特異的転写物は，採取でき
る組織が少ないために効率を重要視した。 

作成された組織特異的塩基配列決定用の cDNA ライブラリーは，次世代シーケンサーによ
る大規模ショートリード塩基配列決定によって，少量の発現量しかない特異的 5’-末端配列も十
分に決定できると考えた。 
 
（１）library 作成 

本第一段階（一本鎖全長 cDNA 合成）は，
SMART 法 1st strand 合成に関しての kit が販売さ
れていて，これを使えばよい。RNA の 5’末端ま
で逆転写した後に，M-MLV 由来の逆転写酵素が
鋳型非依存的に塩基を付加し（C が多い），その C
にアニーリングする様な乗り換え(switching)用の
鋳型 RNA を用意しておいて，逆転写と同時にリ
ンカー配列が付加される仕組みである。乗り換え
用鋳型の GGG-3’末端は  Locked Nucleic Acid 
(LNA) が採用されていて，極めて効率良く G-C の
二本鎖を形成して，RNA の 5’末端に linker 配列
を付加できるように工夫されている。本研究では，
本法の改良法として，反応時の乗り換え用鋳型を
自作 RNA とし，  molecular tagging となる
(NNNNNN)配列-GGG 配列を付加して，利用しよ
うとも考えた。これにより，転写物 5’末端にリン
カー配列を付加できると共に，最終的にシーケン
スしたときに，取得出来た 5’末端分子が，tagging 
によって最初から存在していた分子であるか否か
が区別できる。 

一方，3’ 側は，超音波裁断から末端修復>Y 字アダプター付加によって，両ストランド共に
特異的に増幅できるような工夫を図った。 
 
（２）library 作成目標細胞・臓器 

第一義的には，虹彩等の前眼部奇形発症疾患の原因遺伝子を完全に特定することが，最大の
目的であり，ゲノム編集によって作成した疾患モデルマウスの発生途上の眼の転写産物を用い
て，5’-末端特異的ライブラリーを作成して，疾患原因新転写物同定を目指した。 

特に興味がある分化細胞の対象として，膵臓 B細胞と生殖堤の配偶子形成細胞予定細胞に興
味があったので，それらの細胞をトランスジェニックマウスから，収集してライブラリー作成
を目標とした。 
 
 
４．研究成果 



虹彩等の前眼部奇形発症疾患の原因遺伝子を完全に特定することが，最大の目的であり，ゲ
ノム編集によって作成した疾患モデルマウスの発生途上の眼の転写産物を用いて，5’-末端特異
的ライブラリーを作成して，疾患原因新転写物同定を目指した。本法によって，前眼部発生の
キーとなる転写産物を得ることが出来た。その転写物は，既知遺伝子エクソンの途中から転写
が始まっており，通常の方法では同定できないくらいの発現量である。ペプチドタグ付きの遺
伝子組換えマウス作成でも，この短い転写物によるであろうタンパク質が確認出来ており，虹
彩，角膜上皮の初期発生に重要な遺伝子を同定出来た（本研究成果は，現在論文化中である）。 

M-MLV（マウス白血病ウイルス）由来の逆転写酵素を利用した switching 法による 5’末端
へのリンカー付加（SMART 法）は，逆転写反応時の 5’末端へのリンカー付加の効率化と
concatamer 形成（concatamerization）の阻害について，検討をおこなった。自作プライマー
等で Switching 法を行った際に，concatamer 形成が大きな問題であることがわかっている。
concatamer 形成をおこさないための，switching オリゴは，末端側に塩基を欠損させた（RNA
バックボーンのみ）のものや，逆転写酵素の鋳型とならない塩基を含んだ RNA オリゴで，か
なりの concatamer 形成は抑制できた。concatamer 形成阻害のために  isocytosine，
isoguanocine を含んだオリグヌクレオチドの利用は，既に論文化されているが，その他の修飾
でも有効であった。 

本研究期間に達成出来なかったことは，当初の目的に掲げた組織・細胞特異的 5’-末端配列
ライブラリー作成＞5’-末端配列データベース作成にまで至らなかったことである。 
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and immunodeficiency disease (PRAID)-．【Workshop 口演】 

4. 第 47 回日本免疫学会学術集会，2018 年 12 月 10 日（月）-12 日（水），福岡国際会議場，福
岡．1-E-WS7-2-O/P: Hiroaki Hemmi, Toshiya Ozasa, Akira Kinoshita, Takashi Kato, Takashi Orimo, 
Izumi Sasaki, Yuri Fukuda-Ohta, Noriko Kinjo, Koh-Ichiro Yoshiura, Tsunehiro Mizushima, Nobuo 
Kanazawa, Tsuneyasu Kaisho. Impaired development of dendritic cells in proteasome subunit mutant 
mice．【Workshop 口演】 

5. 日本放射線影響学会 第 61 回大会，2018 年 11 月 7〜9 日，長崎ブリックホール，長崎．蓬
莱真喜子，三嶋博之，林田知佐，木下 晃，中根充文，松尾辰樹，鶴田一人，柳原克紀，佐
藤信也，今西大介，今泉芳孝，波多智子，宮﨑泰司，吉浦孝一郎．WS10-4: 次世代シーケ
ンサーを用いた近距離被ばく者世代間での新規突然変異検出．【口演】 

6. 第 72回日本人類学会大会 公開シンポジウム 2 DNAからみた人の進化 〜故宝来聰博士の業
績を顕彰しつつ〜．2018 年 10 月 22 日，国立遺伝学研究所講堂，三島，静岡．吉浦孝一郎．
DNA からみた人の進化 〜故宝来聰博士の業績を顕彰しつつ〜． 公開シンポジウム 2【口
演】 

7. 第 51 回日本小児内分泌学会学術集会，平成 29 年 9 月 28 日（木）〜 30 日（土）梅田スカイ
ビル タワーウェスト，大阪．清水日智，渡辺聡，中富明子，吉浦孝一郎，森内浩幸，伊達
木澄人．低身長を契機に診断に至った Spondylocarpotarsal synostosis の 1 幼児例．(Poster: 
P7-2-24) 

8. 第 80 回日本血液学会学術集会， 2018 年 10 月 12 日（金）-14 日（日），大阪国際会議場，
大阪．山下友佑，田村志宣，福田有里，小笹俊哉，金澤伸雄，邊見弘明，吉浦孝一郎，改正
恒康，園木孝志．新規 LIG4 遺伝子変異を導入した LIG4 症候群モデルマウス．【OS1-11A-4：
口演】 

9. 日本人類遺伝学会第 63 回大会，2018 年 10 月 10 日（水）-13 日（土），パシフィコ横浜，神
奈川．三嶋博之，吉浦孝一郎．低 depth 全ゲノムシーケンシングによるコピー数バリエーシ
ョン検出の性能評価．（Evaluation of copy-number variation detection techniques using 
shallo-depth whole genome sequencing）【English Session 口演 O-91】 

10. 日本人類遺伝学会第 63 回大会，2018 年 10 月 10 日（水）-13 日（土），パシフィコ横浜，神
奈川．伊達木澄人，渡辺 聡，吉浦孝一郎，森内浩幸．ROBO1 遺伝子ホモ変異は，複合型下
垂体機能低下症を伴う新たな症候群の原因か？【Poster: P-059】 

11. 日本人類遺伝学会第 63 回大会，2018 年 10 月 10 日（水）-13 日（土），パシフィコ横浜，神
奈川．森本芳郎，小野慎治，吉田真太朗，三嶋博之，木下 晃，今村 明，黒滝直弘，小澤寛
樹，木住野達也，吉浦孝一郎，山口尚宏．CFAP43 遺伝子の機能喪失性変異は正常圧水頭症
のリスク因子の可能性がある．【Poster: P-212】 

12. 日本人類遺伝学会第 63 回大会，2018 年 10 月 10 日（水）-13 日（土），パシフィコ横浜，神
奈川．吉田真太朗，森本芳郎，小野慎治，三嶋博之，木下 晃，今村 明，黒滝直弘，小澤寛
樹，木住野達也，吉浦孝一郎．ロングリードシーケンサーのみによるヒトゲノム構造異常の
評価．【Poster: P-268】 

13. 第３回 放射線災害・医科学研究拠点カンファランス，平成 30 年 6 月 2 日（土），長崎大学
熱帯医学研究所グローバルヘルス研究棟 １階大セミナー室，長崎．蓬莱真喜子，三嶋博之，
林田知佐，木下 晃，中根允文，松尾辰樹，鶴田一人，栁原克紀，佐藤信也，今西大介，今
泉芳孝，波多智子，宮﨑泰司，吉浦孝一郎．爆心地周辺被爆者の子孫における新規一塩基変
化の検出．【口演】 

14. 第 25 回分子皮膚科学フォーラム，2018 年 4 月 13-14 日，フォーポイントバイシェラトン函
館，北海道．金澤伸雄，中谷友美，原知之，稲葉豊，国本佳代，古川福実，神人正寿，金城
紀子，水島恒裕，三嶋博之，木下晃，吉浦孝一郎，邊見弘明，改正恒康．中條–西村症候群
からプロテアソーム関連自己炎症／免疫不全症候群へ．【口演】 

15. The 2nd International Symposium of the Network-type Joint Usage/Research Center for Radiation 



Disaster Medical Science, Feb 3-4, 2018, Ryojyun Hall, Nagasaki University, Nagasaki, Japan. 
Kinoshita A., Mishima H., Saitoh S., Yoshiura K., Novel transcript of IPTR1 contributes to the 
development of anterior eye segment. 【Poster: P-28】 

16. 第 1 回日本循環器学会基礎研究フォーラム, 2018 年 1 月 6 日（土）-7 日（日），品川インタ
ーシティホール，東京．Ryo Watanabe, Naomasa Makita, Yoshiura K, Toshihiro Tanaka for 
Japanese LQTS Deep Sequencing Consortium. Next-generation sequencing targeting 
disease-associated candidate genes unveils novel missense mutations for long QT syndrome in 
Japanese patients.【ポスター】 

17. 日本人類遺伝学会 第 62 回大会，2017 年 11 月 15 日（水）〜18 日（土），神戸国際会議場，
神戸． Yoshiro Morimoto, Shintaro Yoshida, Akira Kinoshita, Hiroyuki Mishima, Naohiro 
Yamaguchi, Akira Imamura, Naohiro Kurotaki, Hiroki Ozawa, Koh-ichiro Yoshiura, Shinji Ono. 
Gene-based rare variants association test implicates PLA2G4E as a risk gene for panic disorder. 
(Oral: O-41)【口演: O-41】 

18. 日本人類遺伝学会 第 62 回大会，2017 年 11 月 15 日（水）〜18 日（土），神戸国際会議場，
神戸．Akira Kinoshita, Kaname Ohyama, Susumu Tanimura, Katsuya Matsuda, Miroyuki Mishima, 
Masahiro Nakajima, Shinji Saitoh, Koh-ichiro Yoshiura. Novel transcript of ITPR1 contributes to the 
development of anterior eye segment.【口演: O-82】 

19. 日本人類遺伝学会 第 62 回大会，2017 年 11 月 15 日（水）〜18 日（土），神戸国際会議場，
神戸．Yoriko Watanabe, Satoshi Watanabe, Chisei Satoh, Sachiko Ogasawara, Jun Akiba, Masayoshi 
Kage, Hirohisa Yano, Kaori Fukui, Tatsuki Mizuochi, Shoji Yano, Kiyoshi Hayasaka, Yushiro 
Yamashita, Takumi Kawaguchi, Takuji Torimura, Koh-ichiro Yoshiura. Identification of I285S 
homozygous mutation on the MLX gene in an infant with non-alcoholic steatohepatitis．【ポスター: 
P-231】 

20. American Society of Human Genetics Annual Meeting 2017, 2017 October 17-21, Orland, USA. 
Yoriko Watanabe, Satoshi Watanabe, Chisei Sato, Sachiko Ogasawara, Jun Akiba, Masayoshi 
Kage, Hirohisa Yano, Kaori Fukui, Tatsuki Mizuochi, Shoji Yano, Kiyoshi Hayasaka, Yushiro 
Yamashita, Takumi Kawaguchi, Takuji Torimura, Koh-ichiro Yoshiura. Identification of I287S 
homozygous mutation in the MLX gene in an infant with non-alcoholic steatohepatitis: A case 
report. American Society of Human Genetics Annual Meeting 2017, 2017 October 17-21, 
Orland, USA. (Poster: 1843W) 

21. European Human Genetics Conference, 2017. May 27-30, Copenhagen, Denmark. Gordon CT, Xue 
S, Yigit G, Filali1 H, Chen K, Rosin N, Yoshiura K, Oufadem1 M, Beck T, Dion C, Sefiani A, 
Kayserili H, Murphy J, Chatdokmaiprai C, Hillmer A, Wattanasirichaigoon D, Lyonnet S, 
Magdinier F, Javed A, Blewitt M, Amiel J, Wollnik B, Reversade B. De novo gain-of-function 
mutations in the epigenetic regulator SMCHD1 cause Bosma arhinia microphthalmia syndrome. 
(Plenary Session (口演): PL2.3) 

 
〔図書〕（計 1 件） 
吉浦孝一郎．全ゲノム関連解析研究（GWAS）の原理と考え方．遺伝子医学 27, Vol9 (1): 114-121. 
2019 年 1 月発行 
 
〔その他〕 
ホームページ <https://www-sdc.med.nagasaki-u.ac.jp/dhge/> 
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