
    

様式様式様式様式 CCCC----19191919    

科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書    

平成２１年 ４月３０日現 在 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究成果の概要：代表者が開発した高速シークエンサーを用いた転写開始点の大量同定法をシ

ロイヌナズナに適用し、１６万もの転写開始点タグを同定した。この解析結果を統計解析する

ことで、植物コアプロモーターの多様性を初めて解明できた。１６万の転写開始点タグは

24,453 の転写開始点クラスター、すなわちプロモーターとして認識されその過半数はこれまで

知られていなかったものである。そのうち、10,285 のプロモーターが 9,627 の遺伝子（CDS）

に関連づけられ、差分の 658 がプロモーターを複数持つ遺伝子として同定することができた。

この結果は代表者らが作成した植物プロモーターデータベース ppdb により検索可能である。 
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１．研究開始当初の背景 
 研究開始当初ゲノムに含まれるプロモー
ターのマッピングとしてはシロイヌナズナ
が最も進んでいたが、それでも、正確な転写
開始点の位置を同定する、という研究は行わ
れていなかった。当時可能であったのは、完
全長 cＤＮＡの５‘末端部位を同定し、それ
が遺伝子あたり複数ある場合はランダムに、
もしくは中央にくる点をとる、というもので
あった。問題点としては、１）完全長 cＤＮ
Ａの数が少ないこと（９万クローン程度）、

２）、複数の cＤＮＡライブラリから少数ずつ
のクローンがマッピングされまたライブラ
リにはサブトラクションが行われてしまっ
ているようなものが用いられているために
転写開始点ごとの頻度解析を行える状況に
は無かったこと、３）完全長 cＤＮＡクロー
ンの中にも完全長でないものが相当数（１／
３程度）混入していること、が挙げられる。 
 以上のような状況であったために、同一遺
伝子の上流に複数の転写開始点が観察され
たとしてもそれらがオルターナティブプロ
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モーターかどうかはっきりしない。すなわち、
両者が共にも真の転写開始点であるかどう
か判らないし、また、両者が共にオルターナ
ティブプロモーター由来のものではなく単
一プロモーターから生じている可能性もあ
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的としては、単一の cＤＮＡラ
イブラリから転写開始点タグ調製すること
で転写開始点ごとの発現解析を行えるよう
な系をセットアップすること、タグクローン
の配列を吟味し確実に転写開始点タグのみ
を含むようなタグコレクションを確立する
こと、転写開始点タグを大量収集することで
一つの遺伝子あたり数十のタグを同定し、転
写開始点クラスターの分布をはっきりさせ、
複数の転写開始点クラスターを持つ遺伝子
群をオルターナティブプロモーターとして
浮き彫りにすること、が挙げられる。 

もし時間的に可能であるなら、上記のスト
ラテジーにより同定されたオルターナティ
ブプロモーターの発現特性を解析し、また、
生じる転写産物の多様性がどのような生物
学的な効果を生むのかを部分的にでも、望ま
しくはゲノムワイドに解明する。 
 
３．研究の方法 
 Cap-Trapper 法 と Massively Parallel 
Sequence Signature（MPSS）法を組み合わせ
た CT-MPSS 法を既に確立しており、この方法
をシロイヌナズナに適用し転写開始点タグ
をこれまでに無い規模で大量同定する。タグ
情報を整理し、転写開始点クラスターに仕分
けし、遺伝子にアサインしていく。一つの遺
伝子に複数の転写開始点クラスターが認め
られた場合にはオルターナティブプロモー
ターとして同定する。 
 オルターナティブプロモーターとして同
定されたものについては、発現解析や転写産
物の形状などを個別に解析していく。 
 さらに、光応答など外部環境変化に応答す
るオルターナティブプロモーターをゲノム
ワイドに同定するために、いくつかの環境変
化に曝された植物体より RNA を調製し、
CT-MPSS 解析を行う。 
 
４．研究成果 
 
CT-MPSS 法による大量転写開始点の決定 
 すでに確立した CT-MPSS法を用いて白いナ
ズナの葉、根、もやし、茎、花芽、花から調
製した RNAから転写開始点タグライブラリを
作成した。各組織より調製した RNA を混合し
ひとつのバッチの RNA 標品を作成した。これ
を材料として CT-MPSS法により超並列シーク
エンシングを行い、３７万クローンの配列を

決定した。得られた配列をゲノム配列上にマ
ッピングし、正しくマッピングされたものの
うち”Cap Signature”を持つクローン（約
１６万）のみをさらに選び出し、以後の解析
に用いることにした。これによりこれまでで
最大規模でありかつ最もノイズの少ない転
写開始点情報を確立することが出来た。 
 
シロイヌナズナプロモーターの同定とオル
ターナティブプロモーターの特定 
 １６万の転写開始点タグをクラスターご
とにまとめ 24,453 のクラスター（=プロモー
ター）を同定した。そのうち遺伝子性のプロ
モーターは 10,285 であったが（残りはアン
チセンス鎖や遺伝子間領域に存在するもの
などである）、対応する遺伝子数は 9,627 で
あり、差分の 658 がオルターナティブプロモ
ーターであろう、ということが判明した。以
上の成果は現在投稿中である（Yamamoto et 
al, “Heterogeneity of Arabidopsis core 
promoters revealed by high-density TSS 
analysis”, provisionally accepted by 
Plant J）。 
 
データベースによる表示 
 上記の成果は山本らが運営している植物
プロモーターデータベース
ppdb(http://ppdb.gene.nagoya-u.ac.jp)に
て公開している。 
 
生理解析など 
環境に応答して同一遺伝子のプロモーター
が切り替わる、という現象についての解析を
行うことを予定しており、サンプル調製など
は済ませていた。研究実施期間中にいわゆる
次世代型超高速シークエンサーが台頭し、当
研究にとってもそれを利用するメリットが
非常に大きいことが期待されたため次世代
型シークエンサーを利用して解析を進める
べく実験計画を変更した。しかしながら、次
世代型シークエンサーを取り巻くめまぐる
しい状況の変化になかなか対応しきれず、結
果的に環境応答によるプロモーターの選択
というテーマについてはまとまった成果を
出すには至っていない。この解析は当基盤研
究終了後も続行する予定である。 
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