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研究成果の概要（和文）：次世代型DNAシークエンサーによりmRNAの５'端配列を大量に決定し、ゲノム上にマッピング
することによりホヤゲノム中の転写開始点と遺伝子発現プロファイルを決定した。これらのデータを用いて、組織特異
的または発生段階特異的プロモーターの発見、トランススプライシングされる遺伝子の転写開始点の同定、miRNA遺伝
子の転写制御領域の同定等の成果が得られた。ホヤとメダカを用いた発生遺伝学的実験解析により、細胞特異的な転写
制御に関わる転写因子を同定し、転写因子とシス調節領域の相互作用およびクロマチン構造の変化による、ホヤと脊椎
動物で共通の遺伝子発現調節機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To obtain a genome wide landscape of transcriptional activity in the simple chorda
te model Ciona intestinalis, we have conducted a large scale sequencing of 5' ends of their mRNAs by massi
vely parallel sequencing using the Illumina Genome Analyzer. The obtained 5'-end sequences were then used 
to map transcription start sites (TSSs) on the genome. The data were also used to map 5'-ends of trans-spl
iced transcripts. These data have been used to determine the TSS of a trans-spliced gene and for genome-wi
de profiling of C. intestinalis promoters. Based on these data, we further analyzed cell type-specific gen
e regulatory mechanisms in vivo by examining function of transcription factors, cis-regulatory DNAs, and c
hromatin level interactions. Using medaka as a vertebrate model, we have revealed that physical interactio
ns between upstream cis-regulatory regions of two adjacent genes are a widely conserved mechanism for spat
ially regulated transcription during embryogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトゲノムの約 98％はタンパク質をコー
ドしない配列であり、そこには機能性 RNA
をコードする遺伝子や転写制御のシグナル
配列（シス調節配列）など、生命体にとって
本質的に重要な機能性配列が多数存在して
いる。このような配列を発見し機能を理解す
ることはゲノム配列決定後の最重要課題の
ひとつであり、米国 ENCODE 計画の目標で
もある。 
 研究代表者と研究分担者・中井はホヤの筋
肉細胞をモデルとして、細胞の個性を規定し
共発現する遺伝子群の発現を制御するシス
調節配列を情報科学的に予測し、それに基づ
いて全ゲノムから遺伝子発現パターンを予
測することに成功した。たとえば、筋肉特異
的な各 DNA モチーフは遺伝子 5'端から特定
の距離の上流領域に高頻度で存在し、モチー
フ間の位置関係にも規則性がみられる。この
ような規則性は、転写因子間の相互作用を含
めた細胞特異的転写調節機構を解明する鍵
になると期待される。しかし現時点では、ホ
ヤゲノムの大半の遺伝子で正確な転写開始
点が決定されておらず、転写因子が実際にど
の標的候補配列に結合しているかも不明で
ある。さらに、発生過程における遺伝子発現
制御にはクロマチン構造の変化が重要であ
ることが知られているが、得られている情報
は極めて限られ、ホヤにおいてはまったく明
らかにされていない。ある程度の成功を納め
てはいるものの、シス領域の情報科学モデル
や遺伝子発現予測がまだ不完全なものであ
るのは、こうした側面についての我々の理解
が足りないためと考えられる。 
 ホヤゲノム中の転写因子が網羅的に同定
され、研究分担者の將口らにより発生調節遺
伝子のゲノムワイドな制御ネットワークが
明らかになってきた。高速に大量の塩基配列
を決定できる次世代 DNA シークエンサーが
開発され、生命科学に革新的な進展をもたら
すと期待されている。これを利用した
ChIP-Seq 法により、全ゲノム上の転写因子
結合部位を決定することが可能となり、
chromosome conformation capture（3C）法
と組み合わせてゲノムワイドに染色体 DNA
間の相互作用が検出できるようになった。 
 
２．研究の目的 
 遺伝子発現を制御するゲノムＤＮＡ配列
（シス調節配列）は、発見が困難であるため、
その重要性にも関わらずいまだに大半が未
同定である。研究代表者らは、海産動物ホヤ
をモデルとして、イン・ビボ実験とイン･シ
リコ解析を組み合わせることにより、ゲノム
配列に隠されたシス調節配列を予測・発見す
る方法を開発してきた。ホヤは脊椎動物にも
っとも近縁な無脊椎動物で、ゲノムサイズが
小さく、発生過程における遺伝子制御の研究
に適した多くの特徴を備えている。しかしな
がら、ある程度の成功を納めてはいるものの、

シス調節配列の情報科学予測はまだ不完全
なものである。核内における転写システム動
態を理解できていないことがその大きな原
因と考えられる。そこで本研究では、転写開
始点と転写因子結合部位をホヤゲノム上に
マッピングするとともに、共発現遺伝子座領
域の染色体動態を解析し、その過程に関与す
る DNA 配列を決定する。これらの情報とイ
ン・ビボ実験およびイン･シリコ解析を統合
して、細胞特異的な遺伝子発現制御に関わる
転写因子とシス調節領域の相互作用の実体
を明らかにし、脊椎動物ゲノムにも適用可能
な転写調節ロジックの解明をめざす。 
 
３．研究の方法 
（１）ホヤゲノム中の転写開始点の決定 
 カタユウレイボヤ（Ciona intestinalis）の諸
器官および胚の試料から RNA を調製し、オ
リゴキャッピング法により完全な 5'端をもつ
cDNA を合成し、大量の 5'端 EST 配列を次世
代型超並列シークエンサーで決定する。5' 端
EST 配列をゲノムにマッピングし、ホヤ転写
調節データベース DBTGR に登録する。 
（２）比較ゲノム解析と共有モチーフ発見に
よるシス調節配列の推定と実験検証 
 遺伝子近傍のゲノム領域の塩基配列を比
較し、同じ発現調節を受けると予測される遺
伝子間で共有される配列を検索するととも
に、既知の転写因子の結合コンセンサス配列
を検索する。近縁種 Ciona savignyi との比較
ゲノム解析により、シス調節領域を推定する。
遺伝子の近傍領域を蛍光レポーターに連結
した DNA コンストラクトを構築し、胚に導
入して発現を調べることで、転写調節領域の
機能解析・シス配列候補の実験による検証を
行う。 
（３）転写因子の機能解析 
 推測された転写因子や発現パターンから
転写制御への関与の可能性が考えられる転
写因子について、アンチセンス・モルフォリ
ノオリゴを用いたノックダウン、mRNA の注
入、特異的プロモーターを利用した変異体分
子の発現などの実験を行い、表現型を解析す
る。in vitro で結合 DNA 配列の決定やシス領
域との相互作用を解析する。 
（４）ゲノム中の転写因子結合部位の同定 
 ホヤ転写因子に対する抗体を用いて、また
は適当なタグ配列を連結した転写因子の
cDNA を発現ベクターに組込んだものを導入
した個体とタグに対する抗体を用いて、クロ
マチン免疫沈降を行う。転写因子が結合した
ゲノム DNA 断片を回収し、次世代型シーク
エンサーを用いて配列決定を行う。 
（５）3C 法により、共発現遺伝子群およびシ
ス制御 DNA の核内動態の解析を行う。 
（６）普遍性の検証と脊椎動物ゲノムへの研
究手法の適用 
 ホヤで得られた知見の普遍性を、脊椎動物
モデルとして主にメダカを用いて検証する。
また、一連の研究手法をメダカに適用する。 



 
４．研究成果 
 大量の 5'端EST配列を次世代型超並列シー
クエンサーで決定した。得られた配列をゲノ
ム上にマッピングし、その結果を DBTGR に
登録した。 
 転写開始点情報に基づいて、ゲノムワイド
に転写調節領域の構造を解析した。TATA ボ
ックスを含むプロモーターと含まないプロ
モーターの発現パターンの相違の解明、組織
特異的プロモーターの発見、組織特異的また
は発生段階特異的な選択的プロモーターの
発見、トランススプライシングされる遺伝子
の転写開始点の同定などの成果が得られた。 
 同じ発現調節を受けると予測される遺伝
子間で共有されるシス調節配列と転写因子
の結合コンセンサス配列を検索するととも
に、種間比較ゲノム解析により、シス調節領
域を推定した。得られた結果について、蛍光
レポーターを用いた転写調節領域の機能解
析実験により検証した。また、予測された転
写因子について、アンチセンス・モルフォリ
ノオリゴを用いたノックダウンおよび特異
的プロモーターを利用した強制発現などの
実験を行い、機能を明らかにした。ホヤ・メ
ダカの両方において、これらの解析手法を機
能性小分子 RNA（microRNA）の発現制御に
も適用し、組織特異的発現に必要なシス制御
配列を同定した。 
 染色体上における遺伝子配置と発現制御
の関係についても新しい知見が得られた。染
色体上で隣接して存在する２つの遺伝子
Admp と Pinhead の発現パターンの形成には、
クロマチンのループ形成を伴う遺伝子間の
相互作用による転写制御が重要であり、ホヤ
と脊椎動物の間で同機構が保存されている
ことを明らかにした。さらに、同じ細胞で共
発現し染色体上で隣接する miRNA 遺伝子と
タンパク質コード遺伝子の発現が共通のシ
ス制御モジュールによって制御されている
ことを明らかにした。 
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