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研究成果の概要（和文）： 

 研究者らは、オリゴキャッピング法によって作られた cDNA に基づき転写開始点が決め
られている転写開始点データベース DBTSS を構築してきた。本研究では、まず大規模シ
ークエンサーによって配列決定されたデータを約 3 億配列追加することにより、DBTSS
の拡充を試みた。また、これらの転写開始点と RNA polymerase・ヒストン修飾の ChIP-seq
情報、MNasaeI によるヌクレオソーム情報、ポリソーム分画による RNA-seq 情報などと
比較を行った。この結果、転写開始点付近には特徴的なヌクレオソーム構造、ヒストンの
H3K4me3 修飾、RNA polmerase の集積が観察され、その傾向は発現量の多いものほど強
かった。以上のことから、本研究で作成したデータベース DBTSS が転写制御解析に非常
に有用であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 We have constructed the DataBase of Transcription Start Sites  (DBTSS: 

http://dbtss.hgc.jp/) which contains the information of accurate transcription start sites 

(TSSs) based on experimentally determined 5’-end clones based on the oligo-capping 

method. We updated the database, and now it has about 300 million new short sequences.      
Based on the DBTSS data, we observed significant characteristics difference in major 

TSSs: namely, highly ordered nucleosome structures, strong RNA polymerase II binding 

signals, more frequent translation. These results indicate that our database provides a 

powerful solution not only to discriminate TSCs having clear biological significance from 

the other possible noise level transcriptions, but also to analyze transcription regulation.  
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１．研究開始当初の背景 

 研究者らは、転写制御解析の手助けになる
ものとして、正確な転写開始点を網羅したデ
ータベース、DataBase of Transcription 

Start Sites (DBTSS) を構築し公開してきた
これには、実験に基づく cDNA の 5’端 EST

配列をゲノムにマッピングした情報が登録
されている。2008 年度のアップデートでは、
大規模シークエンサーSOLEXA（Illumina）
から得られた 25bp 程度の短い 5’ 端配列を
2 種の細胞 (HEK293、MCF7)について約
2000 万配列追加してきた。このような大量
の 5’端配列には、２つの大きなメリットが
ある。一つ目は、転写開始点が分かることで
あり、もう一つは、一つの mRNA から得ら
れる 5’端配列は一つであるので、配列数を
数えることによって、より正確な転写産物間
の発現量の比較ができることである。研究開
始当時、次世代シークエンサーを使った研究
が出始めていた頃であり、RNA を対象とす
る RNA-seq、またヒストン修飾や転写因子を
対象にする ChIP-seq 等に応用されていた。
しかしながら、転写開始点をターゲットとし
た次世代シークエンサーを使った配列の報
告は多くなかった。本研究では、次世代シー
クエンサー由来の主に 5’端 EST 配列を用い
て、転写制御機構解明のためのデータベース
構築とそれを利用した解析を目的とした。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、次世代シークエンサー由来の
大量の 5’端 EST 配列の効率的かつ精度の高
いマッピング処理の方法を確立する。配列を
マッピング後、転写開始点情報を元に転写産
物の転写量とプロモータの同定、遺伝子情報
との結合を行い、データベースを作成する。
さらに、ヌクレオソーム構造や ChIP-seq の
データとの融合を行い、実際に転写量及び発
現組織を決める要因について探索する。 
 

３．研究の方法 

 本研究では、DBTSS のさらなる拡張とそ
れを利用したヒトの転写制御情報の網羅的
解析を目的とした。具体的には、次の大きく
３つの目標を掲げた。１）大量の配列情報の
処理方法の確立。大量の 5’EST 配列は、膨
大な情報をもたらすが、ある程度のノイズも
予想される。それは、配列が短すぎる故、
complexity が低くゲノム配列の複数箇所に
マッピングされる事があるためである。また、
短い断片に SNP が入っていた場合には、マ
ッピング作業が困難になる。さらに、発現量
の非常に多い配列の場合、シークエンスの精
度が悪く 1 塩基程度のミスマッチが置き、こ
のミスマッチによりゲノムの他の場所に誤
ってマッピングされることも考えられる。そ

こで、まず配列のマッピング方法について検
討し、できるだけノイズを省いたデータセッ
トの確立を目指した。２）DBTSS の拡充・
プロモータ部分の特徴抽出。現在の DBTSS

に、SOLEXA 由来の配列を導入し DBTSS

の拡充を図った。さらに、全ての細胞種間で
共通に発現している転写産物、ある細胞で固
有に発現している転写産物、ある細胞で発現
していない転写産物をそれぞれカタログ化
することを目指した。３）転写産物量の推定
とそれを決定づける要因の探索。転写に関わ
っているとされている要因を、配列だけでな
くエピジェネティックなものも検討するた
め、ChIP-seq、クロマチン構造、転写因子結
合部位等のデータを作成し、DBTSS のデー
タとの対応を見る。そして、各細胞ごとに発
現量を決めている要因は何であるのかを明
らかにする。そして、このデータを元に、そ
れらの発現を決めている要因をデータベー
スと合わせて検討する。 

 
４．研究成果 
１）大量の配列情報の処理方法の確立とデー
タの拡充。 
 東京大学メディカルゲノムの鈴木らと共
同で、次世代シークエンサーSOLEXA 由来の短
い大量の mRNA5’端配列を約 3 億配列得た。
これらには、DLD1, Bease2B, Ramos, MCF7, 
TIG, HEK293 のセルライン、また心臓、腎臓、
肝臓、胸腺、脳の組織由来の RNA を用いた。
一部には Hypoxia と Normoxia など酸素濃度
による違いや、IL4 刺激の有無などのデータ
も取り入れた。これにマウスの NIH3T3 細胞
由来のデータを合わせると全部で 32 種類の
条件から転写開始点情報を得たことになる。
これらのデータをマッピング、情報処理する
パイプラインを作成し、得られた結果は、デ
ー タ ベ ー ス DBTSS(http://dbtss.hgc.jp) 
に取り入れていった。 転写開始点一カ所で
はない例がほとんどだったので、500bp ごと
にクラスタリングし TSS cluster（TSC）と定
義した。また、実験条件ごとに使われる転写
開始点を簡単に比較できるようなツールを
合わせて作成し web データベースとして公開
した。例えば、図 1では、cadherin-associated 
protein の例であるが、一番上流の TSC では
腎臓、肝臓、脳での発現が見られるのに対し、



第 7イントロンに TSC が観察される場合があ
り、これは脳特異的であった。興味深いこと
に、この上流約 120bp のところに逆側方向に
も転写が脳のみに認められ、その領域は
leucine rich repeat transmembrane 
neuronal 2 の遺伝子領域と重なっていた。さ
らに、miRNA 等の non-coding RNA の転写開始
点・プロモータ配列の検索も出来るような機
能を追加した(Yamashita et al 2009)。 
２) 大規模シークエンサーデータに基づく
転写制御領域解析 
 DBTSS に登録された転写開始点の情報を元
に、TSC 付近の配列をプロモータとした。さ
らにそのプロモータ部分に関して、RNA 
polymerase, ヒストン修飾の ChIP-seq情報、
MNasaeI によるヌクレオソーム情報、ポリソ
ーム分画による RNA-seq 情報などと比較を行
った（図 2）。これらの解析で使った台規模シ
ークエンサー由来の配列の総計は 2 億 7600
万配列に上る。この結果、発現量の多い TSC
では、プロモータの転写開始点付近に特徴的
なヌクレオソーム構造が観察された。またヒ
ストンの H3K4me3、H3Ac 修飾も TSC の発現量
によって強くなる傾向が観察された。（図 3）。
さらに、プロモータ付近には RNA polymerase
の集積が観察され、転写が起こっていること
が推測された。興味深いことに、発現量が少
ない(<5ppm)TSC でも RNA polymerase が結合
していると推定される場合があり、そのうち
約 20％では、他の細胞・組織で 5ppm 以上の
発現が観察された。これは、RNA polymerase
が存在してはいるが、arrest され転写が起き
ていない可能性が考えられる。また、発現量
の高い遺伝子のうち 80%近くがポリソームで
の mRNA の存在が確認され、これらのほとん
どの遺伝子が翻訳されている可能性を示唆
していた。しかしながら、転写されているの
にもかかわらず、ポリソーム分画でのｍRNA
が観察されない遺伝子も存在し、これらは
mRNA レベルでの翻訳制御が行われている可
能背が示唆された。また、一つの遺伝子にい
くつかのプロモータがある選択的プロモー
タを持つ遺伝子群が少なくとも 43%の遺伝子
で観察された（Yamashita et al 2010）。以
上のような傾向は non-coding RNA の転写開

始点に対しても同様に観察された(Sathira 
et al 2010,)。 
3) 転写開始点 DBTSS の応用 
 DBTSS のデータ基に発現ベクターを調整し、
下流にルシフェラーゼをつないで細胞内で
の発現量を測定した。また、プロモータ部分
に存在する転写因子結合部位を予測して、そ
れらの存在と発現量の推定を行った（Irie et 
al 2011） 
 マウスの RNAK の下流で動いている遺伝子
群の転写開始点を DBTSS で推定し、その部分
から上流 1000 下流 200 塩基を取り出し、既
知の転写因子結合部位を推定した。その結果、
STAT1 の転写因子結合部位が有意に濃縮して
いることがわかり、これらは実験的にそのパ
スウェイを確認することができた（Oshima et 
al in press）。 
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