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研究成果の概要（和文）：われわれが開発したオリゴキャッピング法による完全長 cDNA ライブラリー
を基盤に、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、多種類の生
物の完全長 cDNA リソースの整備とトランスクリプトーム解析を行った。同時に、次世代シー
クエンサーとオリゴキャップ法を組み合わせて、ゲノムワイドに転写開始点を同定し、その発
現量を半定量的に測定する方法を確立した。 
 
研究成果の概要（英文）：Using full-length cDNA library made by our Oligo-capping method as the 

technological base, we made large cDNA resource as well as transcriptome map of various organism 

with the collaboration with the Priority area of “Systems Genomics” and “Comparative Genomics”.  At 

the same time, we developed a method for genome wide identification of the transcriptional start sites 

and for measurement of it strength in semi-quantitative manner, by combining Oligo-capping method 

with second generation sequencers. 

 

交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2005 年度 123,200,000 0 123,200,000 

2006 年度 123,700,000 0 123,700,000 

2007 年度 124,200,000 0 124,200,000 

2008 年度 125,600,000 0 125,600,000 

2009 年度 121,200,000 0 121,200,000 

総 計 617,900,000 0 617,900,000 
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１．研究開始当初の背景 
われわれが開発したオリゴキャッピング法によ

る完全長 cDNA ライブラリーより得られた完全長
の cDNA 配列情報とゲノム配列情報と合わせる
ことで、効率よくヒトの遺伝子のプロモータ領域を
明らかにすることを目指し、約 8000 の遺伝子プ
ロモータ領域を明らかにし、DBTSS として公開し

た。それらと SNP 情報等の多型情報を組み合わ
せることで、プロモータ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有用な、
独自の基盤を与えることが出来た。また、ヒトの
完全長 cDNA ライブラリー及び 5’端ライブラリー
を多数作製し、その5’端EST配列を多数決定し、
本プロジェクトのための技術基盤と設備的な基
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盤ができあがった。 
 
２．研究の目的 
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、5’端
濃縮ライブラリー、5’端 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 5’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、以下の技術開発
を進める。 

(ア) 完全長 cDNA ライブラリーの改良。
特に使用 RNA の微量化。 

(イ) オリゴキャップ法を利用した 5’端
SAGE ライブラリー作製法の開発。これ
により、転写開始点同定の１００倍程度
高速化が予想される。 

(ウ) 遺伝子発現解析用オリゴアレイの
設計法の開発。ショウジョウバエや線
虫、ヒトのようにゲノムが完全にわかっ
ている場合と、ゼブラフィッシュのように
ドラフトのみの場合に分けて、最適の
設計アルゴリズムを検討し、実験で評
価を行う。 

(エ) non-codingRNA の効率的クローン
化のための、新しい cDNA ライブラリー
作製法の開発。 

(オ) mRNA 量の絶対定量法、スプライシ
ングパターン同定法の開発 

 
３．研究の方法 
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、5’端
濃縮ライブラリーを作製し、5’端 EST の
決定を行う。 
 
２， 技術開発において、まず、現在既に開
発に成功している 5’端 SAGE ライブラリ
ー作製法の確立と、使用 RNA の微量化とに
注力する。また、5’SAGE 法を利用した
non-coding RNA の同定及び定量化の開発
を目指す。 
 

３， 現在作製運用中の DBTSS を中核に、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。 
 
４， まず、全ゲノム配列が決定した例とし
てヒトを、次にドラフト配列のみである場
合の例としてゼブラフィシュをターゲッ
トに、遺伝子発現解析用オリゴの最適の設
計アルゴリズムを検討する。 
 
５， 技術開発において、まず、現在既に開
発に成功している 5’端 SAGE ライブラリ
ー作製法の確立と、使用 RNA の微量化とに
注力する。また、新型超並列シークエンサ
ーを使用した 5'配列決定の高速化を実現
するこのために、特別な 5’SAGE 法を開発
する。 
 
６， 新型超並列シークエンサーから得ら
れる大量の短鎖配列をゲノム配列へのマ
ッピングの最適アルゴリズムおよび最速
アルゴリズムを開発検討し、実際のデータ
を使って評価を行う。 
 
４．研究成果 

1、 現在までに、「比較ゲノム」と連携し、
ヒメツリガネゴケ 長谷部光泰（基生研）、
ゼニゴケとクラミドモナス 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17 種、5’SAGE ライ
ブラリー11 種類を作製した。 

さらに、完全長ｃDNA ライブラリーをワラ
ビー８種、カイコ 1種、ヒトデ２種、馬４種、
クラミドモナス４種、ゼニゴケ４種、ヒメツ
リガネゴケ１種、ゼブラフィッシュ４種、ウ
シ４種について作成した。また、5'SAGE 
library を、ヒメツリガネゴケ４種、ハエ１
種について作成した。一部のライブラリーに
ついては、5’端の配列決定を進め、計 30 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た。 

２、 メダカに関しては、最終的に、
1,186,742 個の 5'SAGE tags を収集してメダ
カゲノム上に転写開始点を同定し、20,141 個
の遺伝子を予測した。うち 3,727 個は他生物
種の遺伝子とホモロジーがなく、無作為に抽
出した 194 遺伝子を検証した結果 約 2,900 
は新規遺伝子であることが推定された。 

３、 DNA チップ用のオリゴヌクレオチドプ
ローブをヒト、マウス、出芽酵母の遺伝子に
ついて設計し、ヒトについては web からア



 

 

カデミアに公開した。その他は東大 TLO を通
じて企業にライセンシングし、たとえば DNA
チップ研究所から製品化されている。 

４、 また、5’SAGEライブラリー作製法の
効率化し、コスト、時間などをそれぞれ半分
以下にし、5’SAGE法に使用するRNAの微量化
にも成功(5’側の特異的RNA増幅法により、
ngレベルのtotal RNAからライブラリーを作
製する。)した。さらに、従来の5’SAGE法は
転写開始点から20baseを特定することしか
出来なかったが、25baseを特定出来る方法を
開発した。 

５、 情報解析では、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。さらに設計が困難であったゲノム領
域についてのマイクロアレイオリゴプロー
ブの設計法の開発やMultiplex genomic PCR
の設計方法を開発し、ウェブサーバーから公
開した。 

６、 新しい超並列タイプの４５４シークエ
ンサーによる高効率5’端塩基配列決定の条
件決定をした。新型シークエンサーでcDNAを
読んだ例は世界的になくこれが初めて試み
である。新型の超並列シークエンサーを用い
た、安価で高速な転写開始点決定法を確立す
ることは今後のゲノム研究にとって極めて
重要であると考えている。 

さらに、イルミナ社の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。 

図1  次世代シークエンサーを用いた５‘端の解析

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
5’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。 

２）約８万の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を用い得
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。 
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〔その他〕 

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、ヒトとマウスが多
いが、今後他の生物を充実。なお、5'SAGEの
HEK293とRamosの配列データに関しては、
http://5sage.gi.k.u-tokyo.ac.jp/にて、生
データを公開している。 

 

DB名：PrimerStation  

URL：http://ps.cb.k.u-tokyo.ac.jp/index.html 

PrimerStationは全ヒトゲノムに対して非
常に高い特異性を持つ最適なプライマセッ
トを計算するウェブサービス。本設計方法で
は高い精度を出すためにプライマの溶液中
での会合率を用いる。会合率で厳格に計算す
るのは非常に計算時間がかかるため、これま
でこのような物理化学モデルで計算し全ヒ
トゲノムに対してチェックをするようなウ
ェブサービスはなかった。 
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