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研究成果の概要：カオナシ遺伝子を統合的に解析するために、慶應ヒト遺伝子データベースを

構築し、メダカカオナシ遺伝子のノックダウン解析結果や初期胚における発現パターンによる

検索を可能とした。さらにヒトカオナシ遺伝子を培養細胞で強制発現させた細胞内局在解析や、

高効率なメダカ発現コンストラクトの開発を行った。タンパク質コード遺伝子のみならず小分

子カオナシ RNAを対象としてシーケンシングと解析を行った。 
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１．研究開始当初の背景 
 
ヒトゲノム解読によって30億のDNA塩基

配列から 23,000 余の遺伝子が同定された。
しかし、機能が判明あるいは推定できるもの
は６割程度で残り４割の機能は不明である。
ゲノムに潜む遺伝子の探索は未完成であく
までも暫定的であり、それらの中には機能を
全く推定できない遺伝子が、我々の厳密な解
析から1,000個以上存在することが判明した。
代表者はこれら顔の見えない遺伝子を「カオ
ナシ遺伝子」と命名しゲノムワイドに探索し
て300個を厳選し、その重要性を解明する新
研究課題として「機能未知なるカオナシ遺伝

子300個の網羅的解析」を遂行した。この間、
ゲノム解読研究で培ったノウハウの総力を
結集して、ゲノム構造の決定・mRNAトランス
クリプトの確認・タンパク質構造の推定・比
較ゲノム解析などを行ってきた。特に、機能
解析のきっかけを得るためにメダカ型カオ
ナシ遺伝子を同定し、その後にメダカの胚発
生をモルフォリノオリゴ（MO）でノックダウ
ンし、形態形成の異常を観察するという戦略
を実践した。その結果、現在までに130個の
メダカ型カオナシ遺伝子に関して発生過程
における遺伝子発現パターンおよび形態形
成への影響などを分類することができた。例
えば、あるカオナシ遺伝子をノックダウンす

研究種目：基盤研究（Ａ） 

研究期間：2007～2008 

課題番号：１９２０１０３８ 

研究課題名（和文） 機能未知なるカオナシ遺伝子の正体解明を目指す戦略的ゲノム研究 

  

研究課題名（英文） An Integrated Strategy for Unveiling the Function of KAONASHI 

 (Unknown Functional) Genes. 

研究代表者 

    清水 信義（SHIMIZU NOBUYOSHI） 

    慶應義塾大学・医学部・名誉教授 

研究者番号：５０１６２７０６ 



 

 

ると、脳の形成に関して脳室の縮小あるいは
拡大が起こることを見いだしており、それぞ
れヒトの小脳症および水頭症の発症過程を
追究する貴重なモデルになると考えている。
その他にも血管形成異常、体軸の形成異常等
の胚が得られた。このような大規模なノック
ダウン解析は脊椎動物では報告されておら
ず、我々の研究成果がヒト機能未知遺伝子の
機能解析を進める上での礎石となることは
間違いない。 
 
 
２．研究の目的 
先行研究では様々な表現形を示すノックダ
ウン胚が得られた。そこで、これらの先行研
究を発展すべく、①ノックダウン解析により
得られた情報をデータベース化すると共に、
②代表的な機能既知遺伝子のノックダウン
解析、③カオナシ遺伝子の細胞内局在解析、
④魚類に存在しないヒトカオナシ遺伝子を
強制発現させるための発現コンストラクト
の開発、さらには⑤タンパク質コード遺伝子
のみならず、機能未知の小分子RNAをターゲ
ットとしたシーケンシング解析を試みた。 
これらのバイオインフォマティクスや細胞
生物学等の複数の手法を組み合わせた多面
的な解析によりカオナシ遺伝子の正体解明
を最終目標とし、基盤整備を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子データベース構築 
先行研究ではEnsembl(EBI)のデータベース
から遺伝子配列を入手し、遺伝子機能につい
てある一定の基準を満たす遺伝子を全てエ
ントリーから削除して残された1,800個の機
能未知遺伝子から、マニュアルアノテーショ
ンにより1,029個のカオナシ遺伝子を選別し
た。 
本研究では 
 
①Ensembl(EBI)からの遺伝子データ入手 
②NCBIからの遺伝子データ入手 
③上記データの統合 
④発現解析データの入力 
⑤ノックダウン解析データの入力 
 
によりカオナシ遺伝子を含むヒト全遺伝子
データベースを構築することで、カオナシ遺
伝子と他の機能既知遺伝子を関連づけて検
索可能なシステムの構築を試みた。 
 
(2) 遺伝子ノックダウン解析 
先行研究ではカオナシ遺伝子のみに対し遺
伝子ノックダウンを行ったが、本研究では対
照実験として転写因子を中心とした機能既
知遺伝子を複数選別し、ノックダウン解析を
行った。さらに特徴的な表現形が得られてい

る遺伝子についてもコントロール実験を行
った。 
 
(3) カオナシ遺伝子の細胞内局在解析 
先行研究で表現形が得られた遺伝子と魚類
に存在しないカオナシ遺伝子を選択し、哺乳
類細胞での局在を検討した。先行研究の遺伝
子ノックダウンにより脳室の拡大が見られ
た KAO-0865 とメダカには存在しない
KAO-B171、KAO-B014の全長をそれぞれRT-PCR
により増幅し、eGFPとの融合タンパク質とし
てpENTR1Aにクローニングした。LR Clonase
反応により発現コンストラクトである pcDNA 
6.2/EmGFP に交換し、cos 細胞で強制発現を
行った。 
KAO-B014に於いてはペプチド抗体を作製し、
内在性 KAO-B014 タンパク質の細胞内局在も
検討した。 
 
(4) メダカ発現コンストラクトの開発 
①レスキュー用コンストラクト 
pCS2+は両生類で開発された発現ベクター
であり、CMV プロモーターのトランスジェニ
ック動物が作製できる他、SP6 プロモーター
によりmRNAの合成が可能である。ENUライブ
ラリーからスクリーニングされた変異体の
レスキューなどに用いられるが、本研究では
ノックダウン解析により表現形が得られた
遺伝子に MO が与えた影響をキャンセルする
ため、MOと相補にならない用にコドンを変え
た人工 mRNAをクローニングし、MOと同時に
インジェクションすることで遺伝子ノック
ダウンからのレスキューを試みた。pCS2+は
以前より poly(A)シグナル配列が逆転してい
るなどの問題があったため、制限酵素サイト
の導入、T7プロモーターの導入、LR Clonase
による交換が可能な Gateway 化などを行い
pCS6+DESTを開発した（図１）。pENTR/D-TOPO
に KAO-0865、KAO-0090、KAO-0351 を全長ク
ローニングし、LR Clonase 反応により
pCS6+DEST に交換した。得られた発現コンス
トラクトを用い、mMESSAGE mMACHINE® T7 Kit
（Ambion）によりmRNAを合成した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：mRNA発現コンストラクトpCS6+DEST 
 
②トランスジェニック用コンストラクト 
トランスジェニックメダカは１細胞期の胚
に発現コンストラクトをマイクロインジェ
クションすることで作製できる。しかし、導



 

 

入効率はマウス等と比べても低く、薬剤スク
リーニングもできない。また、ゼブラフィッ
シュと比べても使用できる遺伝子組み換え
ツールが少ないことも問題である。特に本研
究で目標としたヒトカオナシ遺伝子は機能
も構造もまったくわからないため、GFP 融合
遺伝子とする事で機能阻害が生じる可能性
もある。そこで、IRES（internal ribosomal 
entry site）によりバイシストロニックな発
現コンストラクトを作製した。さらに１つの
発現コンストラクトに２つの発現ユニット
を持つコンストラクトも構築し、それぞれト
ランスジェニックメダカの作製を試みた。 
 
(5) メダカ小分子RNAのシーケンシング 
先行研究ではタンパク質コーディング遺伝
子のみを対象として解析を行った。本研究で
は non-coding RNA 遺伝子にも着目し、特に
30塩基程度の小分子RNAについてシーケンシ
ングを行い、その染色体上の分布や由来を検
討した。 
安楽死させたメダカの精巣 30 個を滅菌水
で洗浄後TRIzol Reagent (Invitrogen社)を
加え、ディスポーザブルペッセルを用いてホ
モジナイズした。ホモジナイズ後のサンプル
を規定の手法によりクロロホルム抽出、イソ
プロパノール沈殿により精製し Total RNAと
した。得られた Total RNA 200μg を用いて
DynaExpress miRNA Cloning Kit IIにより低
分子量画分のクローニングを行った。インサ
ートを有する計300クローンを取得しシーク
エンスを行った。 
 
４．研究成果 
(1) 慶應遺伝子データベースの構築 
Ensembl と NCBI よりヒト遺伝子を入手し、
Ensembl のアノテーションをもとに遺伝子デ
ータの統合を行った（図２）。その結果ヒト
全 28,626 遺伝子のうち NCBI に存在しない
4,368個と Ensemblに存在しない5,179個を
除く 19,079 個が両データベースで遺伝子と
して定義されていることが判明した。全
28,626 遺伝子のうち全く既知のドメインを
持たない物は 8,604 個あり、先行研究では
1,000 個余であったことから多数の偽遺伝子、
予測遺伝子、non-coding RNA遺伝子がそれぞ
れのデータベースに含まれている事が予想
された。 
メダカ初期胚で発現解析を行ったカオナシ
遺伝子を含む240個の遺伝子の発現パターン
を入力し、発現様式毎に検索できるシステム
を構築した（図３）。さらにノックダウンを
行った遺伝子に関しても表現形毎に検索で
きるようにした（図４）。これら発現データ、
ノックダウン解析データは個別遺伝子のペ
ージで一覧できるようにした（図５）。 
 

図２：慶應遺伝子データベース 

 
図３：発現様式毎検索画面 

図４：ノックダウン解析検索画面 

図５：個別遺伝子データ画面 
 
(2) 遺伝子ノックダウン解析 
FGF, GATA, HOX, RAX, SIX, SOX, TBXなど
の発生に関わる転写因子を中心とした既知
遺伝子20個のMOを作製し、ノックダウン解
析を行った。GATA1、T(ntl)、RAXの３つにつ



 

 

いてはゼブラフィッシュで得られている変
異体とほぼ同等の表現形が得られたが、他の
17遺伝子に関しては変異体の表現形が不明
瞭、あるいは再現できなかった。これは当初
予想していたよりもかなり低い値であった。 
先行研究で特異な表現形が得られた
KAO-0865に関してもコントロールMOを設計
し、再現性を確認した。 
 
(3) カオナシ遺伝子の細胞内局在解析 
KAO-0865とKAO-B171は膜タンパク質であ
るが、それぞれ核、ゴルジ体への局在を示し
た。一方、既知のドメインが全く存在しない
KAO-B014は核への局在を示した（図６）。ノ
ックダウン解析と時期組織別発現解析を行
ったKAO-0865は発生のごく初期段階から成
体のほぼ全ての組織でも発現しているユビ
キタスな発現を示す遺伝子であった。ノック
ダウン解析では頭部で特異な表現形を示し
たが、発現様式と表現形との関連性は見られ
なかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６：カオナシの細胞内局在 
（左上より、KAO-0865, -B171, -B014） 
 
(4) メダカ発現コンストラクトの開発 
①レスキュー用コンストラクトの構築とMO
とのco-injection 
LR Clonaseによる交換反応により構築した
KAO-0865、KAO-0090、KAO-0351発現コンスト
ラクトよりmRNAを転写、精製後にMOと
co-injectionすることで表現形の回復が見
られるか検討したが、全てに於いて有為な差
は得られなかった。 
 
②トランスジェニック用コンストラクト 
トランスジェニックメダカを作製する上で
の最大の問題はスクリーニングである。 
特に発現させる遺伝子が蛍光タンパク質で
ない場合はヒレの部分切除が可能になるま
での１ヶ月間、数十個体を飼育する必要があ
り、それぞれのF1世代の飼育を含めると多
大な労力が必要となる。また、発現量の多い

個体を選別する事も極めて困難である。そこ
で、従来はレポータータンパク質と目的遺伝
子の発現コンストラクトを同時にインジェ
クションすることなどで対応していたが、本
研究ではより直接的に対象遺伝子の発現が
確認できるようにIRESを用いたバイシスト
ロニック発現コンストラクトの構築を行っ
た。 
CMVあるいはEF1aプロモーター下にカオナ
シ遺伝子を挿入し、その下流にIRES-GFPを
配置した。これら発現ユニット全体をホーミ
ング酵素であるPI-SceI認識配列で挟み込む
事でゲノムへの導入効率の向上を試みた（図
７）。しかし、CMV、EF1a直下にGFPを配置し
た発現コンストラクトでは蛍光が確認でき
たのに対し、IRESベクターでは全く蛍光が確
認できなかった。 

 
 
 
 
 

図７：IRES発現コンストラクト 
 
そこで、１つのコンストラクト上に２つの
発現ユニットを持つ発現コンストラクトを
構築した（図８）。 

図８：デュアル発現コンストラクト 
 
その結果、２つ別々のプロモーターにより
２つの蛍光タンパク質が制御されたトラン
スジェニックメダカを作製する事ができた
（図９）。 

図９：心筋RFP、骨格筋GFPメダカ 
 
プロモーターあるいはレポーター遺伝子を
置き換えたコンストラクトでも同時に発現
が見られる事も確認しており、デュアル発現
コンストラクトにより、今後多種多様なトラ
ンスジェニックメダカの作製を促進できる。 
 
(5) メダカ小分子RNAのシーケンシング 
メダカ精巣から抽出したTotal RNAの30塩
基程度の低分子量画分をクローニングし、シ
ーケンシングを行った。BLAST解析の結果、
およそ２割程度のインサートがtRNAやrRNA
由来のものであったが、大部分の物は遺伝子
以外の配列であった。そのうちの半数程度は
メダカ染色体に複数箇所にマッチした事か



 

 

ら反復配列由来のpiRNAであると予想された
が、染色体に１カ所しか存在しない配列も多
数得られた。これら機能未知小分子RNAも「カ
オナシ（RNA）遺伝子」として今後も引き続
き機能解析を進めたい。 
 
 
 
以上のように、本研究では先行研究をさら
に発展させ、バイオインフォマティクス解析、
細胞生物学的解析、個体を用いた発現解析、
さらには新規カオナシRNA遺伝子の解析も行
った。 
全く機能のわからないカオナシ遺伝子では
あるが、薄皮をはぐように徐々にその片鱗を
見せ始めている。しかし、機能ドメインをも
つ遺伝子あるいは既知遺伝子と異なり適用
できる解析手法は未だ少ない。 
一方、発表論文(3)のようにENU変異体ライ
ブラリーからのスクリーニングの結果では
あるが、カオナシ遺伝子であるKIAA1440が
胸腺の発達に重要な役割を果たしている事
も解明されている。今後も多角的なアプロー
チを駆使し、１つでも多くのカオナシ遺伝子
の「カオ」を曝露したい。 
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