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研究成果の概要：motif expression decomposition (MED)モデルを用いて、プロモーター活
性の予測可能性を検討したところ、相関係数で 0.8程度の精度で予測を行うことが可能で
あった。10-foldのクロスバリデーションを行ったところ、本予測系は、データセットに対
して、十分な再現性と許容範囲をもったものであることを確認することができた。また、

プロモーター配列中にランダムな突然変異の導入系の開発を行い、約５％程度の突然変異

を簡便に導入することが可能となった。実際に EF1A1を用いて、最大 10％の点突然変異
の導入により、同プロモーターの活性が 0.03倍から 6.5倍まで改変できることを確認して
おり、用途に応じたプロモーターを創成することがある程度可能になったと考えている。 
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１．研究開始当初の背景 
 
多くの生物種は多様に変化する外的環境
変化に対応するために、進化上、独自に新
たな遺伝子発現制御システムを生成あるい
は既存のシステムを改変してきた。相互に
オルソログ関係にある遺伝子、またヒト-
チンパンジー間といったごく近縁種の間で
あっても、その転写量が数倍程度異なる遺

伝子は何千も存在することを示唆する報告が
相次いでなされている（Khaitovich et al, 
Science, 2005）。また、結果として現存する
種特異的転写制御システムの中には医学生物
学上重要な発見あるいは産業上有用な応用に
つながる可能性をもつ特性を示すものも数多
い。例えば、今年に入りドラフトゲノム配列
の決定されたマカクザル CYP 遺伝子群には
ヒトには存在しない多数の選択的プロモータ
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ーが存在し、それら選択的プロモーターに
よる転写制御の多様化が、マカクザルにお
いて様々な薬剤がヒトと異なる薬物代謝を
示す遠因となって薬剤開発における前臨床
試験の遂行上重大な障害となっている可能
性が示唆されている。しかし、現在、10種
類を超える哺乳類ゲノム配列が明らかにな
りつつある一方で、単純なゲノム配列比較
からだけでは、いかにして進化上それらの
転写制御様式が変化あるいは生成され、固
定されたのかは、依然として明らかになっ
ていない。 
我々は、オリゴキャッピング法を用い

た完全長 cDNA ライブラリーの作成法を
開発し、完全長 cDNA配列の収集と解析か
らゲノム上での転写開始店の正確な位置決
定、さらにゲノム規模での上流プロモータ
ー配列の同定と解析に取り組んできた
(Suzuki and Sugano, Methods Mol Biol, 
2003)。我々は、ヒトとマウスの代表的プ
ロモーター配列の比較解析の結果、転写開
始点近傍には配列保存性における不連続点
が存在することを明らかにし、進化の過程
で個々の塩基置換とともに塩基配列の大規
模な改変が、転写制御に関わると考えられ
る領域内においても比較的頻繁に行われて
きた可能性を示してきた（Suzuki et al, 
Genome Res, 2004）。さらに、これまでに
蓄積してきた 180 万の完全長 cDNA 配列
5’端塩基配列の解析から、ヒトゲノム中
には代表的プロモーターに加えてこれまで
に見出されていなかった選択的プロモータ
ーが多数存在し、ヒト遺伝子全体の約半数
が選択的プロモーターにより制御されてい
ること明らかにした (Kimura et al, 
Genome Res, 2006)。これらの結果は最近
になって提出された、転写制御機構が従来
考えられていたよりも遥かに多様に進化し
ているという仮説を支持するものである。
しかし、我々が新たに見出した多数の選択
的プロモーターについてもマウスとの配列
比較解析を行ったところ、多数の完全長
cDNA(転写開始点データ)に支持されるも
のに限っても、対応する配列自体がマウス
ゲノムに存在しないものが大部分であるこ
とが明らかとなった。またこれらのヒト特
異的選択的プロモーター候補群は、進化上
保存される選択的プロモーターと比べて、
1)GC含量が低くCpGアイランドに乏しい、
2)TATA ボックス様配列に富む、3)転写活
性化能として属する遺伝子中で最も強力な
プロモーターであることはほとんどない等
の特徴を顕著に共有していることが明らか
になっている（Tsuritani et al, Genome 
Res 2006）。 

２．研究の目的 
 
本研究は、基本転写因子あるいはその他の
転写調節因子と DNA との直接の相互作用の
場となる転写開始点近傍配列ゲノム DNA 中
（転写開始点に対して上流 1kb、下流 200bp
程度を対象とする）に生じた大小の塩基置換
のどの部分が、いかにしてプロモーター活性
の獲得と変化に本質的な役割を果たしている
のかを、その転写活性化能の種間比較により
明らかにすることを目的とする。ヒト特異的
プロモーターを主たる標的として、体系的な
ルシフェラーゼレポーターアッセイを行い、
転写活性可能とプロモーター配列の相関につ
いての解析を行うものである。 
ヒト特異的選択的プロモーター候補の体系
的な解析からゲノム配列中でのプロモーター
の生成あるいは転写活性化能の改変メカニズ
ムの解明に突破口をさぐる。また、ヒト特異
的プロモーター候補に関して、現在ゲノム配
列が入手可能となっているチンパンジー、マ
カクザル、ウシ、イヌ、ラットを用いて、分
子進化系統樹を順次さかのぼり、どの段階で
該当する配列が生成されたのかを同定、解析
することにより、さらに、多面的な解析を行
う。それぞれのゲノム領域を PCR によりク
ローニングしルシフェラーゼレポーターアッ
セイを行い、いかなる塩基置換がプロモータ
ーとして転写活性可能を獲得するのかに本質
的であるのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
転写活性化能がヒトプロモーター、対応す
るマウスゲノム間でどの程度異なるかについ
て定量的、体系的にルシフェラーゼアッセイ
を行った。約 100個のヒト種特異的選択的プ
ロモーター候補と対応するマウスゲノム配列
に対して、プライマーを設計し、それぞれの
ゲノム DNAを PCRにより増幅、クローニン
グを行った。クローニングは、汎用クローニ
ングシステムGatewayを用いて 96穴プレー
トにて行い、得られるクローンは両端からの
シークエンス確認の後、将来の多目的的利用
を見込んでグリセロールストックの遺伝子資
源として保存することとした。単離された物
理的クローンを用いて、ルシフェラーゼレポ
ーターアッセイによる転写活性化能の測定を
行い、転写活性化能がヒトプロモーター、対
応するマウスゲノム間でどの程度異なるかに
ついて定量的な解析を行った。活性測定には
汎用的培養細胞系としてヒト 293細胞、およ
びマウス NIH3T3細胞を用い、細胞環境ある
いは転写因子側の種間変化の影響を評価、極
力排除するものとした。転写活性可能と塩基



 

 

置換位置の相関関係を検証することにより、
転写活性化の獲得に本質的変異部位の同定
を試みた。また、ゲノム中に塩基置換が導
入された場合、そのプロモーター活性化能
のランドスケープがどのように変化するの
かについて、現在公開されている 20 種類
の哺乳類のゲノム配列を用いてプロモータ
ー活性予測に関するシミュレーションを行
った。 
 
４．研究成果 
 
ヒトプロモーター領域約 450種類、ラン
ダムに抽出したゲノム領域 250種類、マウ
スについてその対応する遺伝子100種類に
ついて収集したプロモーター活性データを
用い、プロモーター活性とプロモーター配
列の相関関係の検証を行った。  motif 
expression decomposition (MED)モデル
を用いて、プロモーター活性の予測可能性
を検討したところ、相関係数で 0.8程度の
精度で予測を行うことが可能であった。ま
た、10-foldのクロスバリデーションを行っ
たところ、本予測系は、データセットに対
して、十分な再現性と許容範囲をもったも
のであることを確認することができた。 
一方で、ヒト-マウス間での配列比較から、
対応するゲノム配列は存在するものの近傍
に転写開始点データがマウス側にのみ存在
しないものが約 1000 種類同定した。その
中には、遺伝子全体としては多くの転写開
始点が対応しているものの、該当する選択
的プロモーターに限って転写開始点が存在
せず、ヒトにおける転写開始点データの選
択的プロモーター間での振り分けを指標と
した統計的推定から(p<0.001)、マウスの転
写開始点データの coverage 不足に原因が
求められないと考えられるものが約250種
類含まれていた。またこれらの中にはヒト
でユビキタスな発現パターンを示すものが
約 100種類見出された。これら 100種類を
クローニング、探索的に転写活性化能の測
定を行い、有為に転写活性化能の差を示す
もの 50 種類を見出した。これらについて
も、同様にMEDによる解析を行ったが、
MED を用いた系ではそのプロモーター活
性の相違を説明することができなかった。
また、マウスモデルから構築したMEDで
ヒトプロモーター活性を十分な精度で予測
することも多くの場合、困難であった。 
活性の進化的変遷を比較する一連の実験
において、少なくとも一群の遺伝子につい
ては予想される以上の相関の低さの原因が
不明であったことから、測定系において、
用いているレポーター遺伝子の翻訳レベル

での発現調整の効率の影響が懸念された。そ
こで、これまでのベクター系を改変し、
（Internal Ribosomal Entry Sequence）を用
いたレポーター系に移行することで、より正
確に一次配列の転写活性可能を測定できる系
を構築した。保有するほぼ全てのクローンに
ついて、ベクター系の改変が終了しているも
のの、研究期間中に全実験データの検証を行
うには至らなかった。 
我々は同時にプロモーター配列中にランダ
ムな突然変異の導入系の開発を行った。配列
改変によるプロモーター活性への影響を評価
するためには、迅速簡便に配列中にランダム
に塩基置換を導入する方法の開発が必須であ
る。従来のＰＣＲを改編した系を利用した実
験系を用いることにより約５％程度の突然変
異を簡便に導入する方法を開発することが可
能となった。 
興味深いことにこの系を利用して、既知の
プロモーター配列に対して、ランダムに突然
変異を導入することで、天然のプロモーター
と異なったプロモーター特性をもった配列を
創出することが可能であった。現在、組み換
えタンパク質産生系においては、いわゆるハ
ウスキーピング遺伝子のプロモーターが用い
られることが多い。しかしタンパク質によっ
ては発現の程度によっては活性が喪失するも
の、あるいは特定の細胞でタンパク質を発現
させた方がよいもの等、現在、利用可能なプ
ロモーター群では必ずしも十分に多様な用途
に対応することはできない。本研究で確立さ
れた、プロモーター改変-検出系を体系的に用
いることにより、用途に応じたプロモーター
を創成することがある程度可能になったと考
えている。実際、EF1A1を用いた予備実験か
ら、最大 10％の点突然変異の導入により、同
プロモーターの活性が0.03倍から6.5倍まで
改変できることを確認している。 
また、ランダムな変異導入系から得られた
人工的プロモーター群は、MED によるプロ
モーター活性予測についても新たな角度から
の教育データを与えると考え、5 個の遺伝子
についてランダムに突然変異を導入した 100
種類の人工プロモーターの活性測定と解析を
行った。同様にMEDモデルによる評価を行
ったが、天然に存在するプロモーター活性予
測とはMEDにおけるモデルの安定性、その
他のパラメーター群が大きく異なっていた。
現在、ヒト、マウスプロモーターとその進化
的変化、あるいは人工的に合成したプロモー
ターの予測精度が大きくその性質を異にする
理由について計算機的な解析を進めている。 
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