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研究成果の概要（和文）：ヒトとチンパンジーにおいて、父親−母親−子供トリオを用いたゲノム

ワイドな発現（トランスクリプトーム）解析を行った。次世代型シーケンサーによるメッセン

ジャーRNA の配列解読を行い、遺伝子発現量の定量化を行った。親と子供の多型情報とアリ
ル単位での発現量を組み合わせることにより、子供ゲノムにおける由来既知のアリル特異的な

発現定量が可能となった。その結果、チンパンジーでは、約 17％にあたる遺伝子においてアリ
ル間の発現に偏りがあることが分かった。現在、ヒトにおける同様の解析とメチル化解析も進

行中である。 
 
研究成果の概要（英文）：Whole	 transcriptome	 analyses	 were	 performed	 in	 a	 human	 and	 
chimpanzee	 trio	 (father	 –	 mother	 –	 child)	 by	 quantifying	 mRNA	 level	 in	 each	 individual.	 
Combined	 polymorphic	 information	 in	 parents	 and	 children	 with	 the	 amount	 of	 allele	 
specific	 gene	 expression	 in	 children,	 we	 can	 quantify	 allele	 specific	 gene	 expression	 
in	 children	 with	 known	 parental	 origin.	 The	 result	 reveals	 that	 around	 17%	 of	 genes	 show	 
allele	 biased	 expression	 in	 a	 chimpanzee	 child. 
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１．研究開始当初の背景 
	 遺伝子発現の多様化が表現型の多様化に
とって重要なステップであると、キングとウ
ィルソンは示唆した（King and Wilson 1975, 
Science）。それ以降、多くの研究者が彼女ら
の仮説を支持してきた。21世紀に入り、ゲノ
ム配列解読技術の飛躍的な向上、マイクロア
レイなどを使ったゲノムワイドな遺伝子発

現の定量化などが可能になり、個々の遺伝子
に注目した研究からのパラダイムシフトが
起きつつある。さらに、2006 年以降の大量
並列配列決定法をそなえた次世代型シーケ
ンサーの登場により、塩基レベルの精度を備
えたより確度の高い発現解析が可能となり
つつある。 
	 マイクロアレイを使ったヒトとチンパン
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ジーの遺伝子発現比較（比較トランスクリプ
トーム）はいくつか先行研究があるものの
（Khaitovich et al. 2004, Genome Reseach, 
Khaitovich et al. 2005, Science）、チンパン
ジーの遺伝子発現定量のためにヒト用のマ
イクロアレイを使わざるを得ないなどの原
理的な問題点が指摘されている（Gilad et al. 
2005, Genome Research）。それに対して、
次世代型シーケンサーは、事前にゲノムの情
報を必要としない事、未知の遺伝子転写産物
の定量化も可能である事、などの利点を持つ。
これらの利点を持つ次世代型シーケンサー
を用いる事で、従来のマイクロアレイでは検
出できなかったヒトとチンパンジーの微細
な遺伝子発現の量的・質的な差を塩基レベル
の解像度で検出する事が可能となる。 
	 もう一つの研究課題として、メチル化のゲ
ノムワイドな比較定量化を次世代型シーケ
ンサーによって行なう（比較メチローム）。
DNA を構成する塩基の一つであるシトシン
のメチル化、特に遺伝子上流にあるプロモー
タ領域におけるシトシンメチル化の状態変
化は、遺伝子発現制御に重要な役割を果たす
と考えられている。次世代型シーケンサー登
場以前のメチル化の定量化は、免疫沈降法と
マイクロアレイを組み合わせた方法が使わ
れていた（現状でも多く使われている）が、
マイクロアレイによる検出方法であるため、
上述した問題がメチル化定量にも同様に存
在する。また、そもそもヒトとチンパンジー
のゲノムワイドなメチル化比較は、その方法
がマイクロアレイ、次世代型シーケンサーを
問わず、先行研究がない状況である。 
 
２．研究の目的 
以下の事項を明らかにする事を目的とした。 
	 （１）ヒトとチンパンジーにおける遺伝子
発現レベルの定量化による種内・種間比較を
行なう事を目的とした。 
	 ヒトとチンパンジーのリンパ芽球様細胞
株あるいは白血球を用いてメッセンジャー
RNA を抽出し、次世代型シーケンサーを用
いた網羅的遺伝子発現解析・比較定量化を行
い、種分化（ヒト化）に大きく寄与したと考
えられる候補遺伝子の精査・選定を行なう。
ヒト、チンパンジーとも親子トリオからのサ
ンプリングを行うため、得られた結果のうち、
種内多型、あるいは雌雄の差による性的二型
由来のものを検出できるため、ヒトとチンパ
ンジーの種としての差を産み出す（種として
それぞれ固定している）遺伝子発現差を検出
する事が可能である。また、量的な差だけで
はなく、一方の種では発現しているが他方の
種では全く発現が見られないといった質的
に異なる遺伝子群を検出できる可能性が高
く、遺伝子喪失による種分化仮説（遺伝子が
一方の種だけで働かなくなる事により産み

出される差が種分化に寄与するという仮説）
の検証が可能となる。 
	 （２）ヒトとチンパンジーにおける DNA
メチル化レベルの定量化による種内・種間比
較 
	 （１）で用いたリンパ芽球様細胞株あるい
は白血球から DNA を抽出し、プロモータ領
域を制限酵素により効率的に回収する。回収
後のサンプルをバイサルファイト処理し次
世代型シーケンサーにより配列決定・網羅的
メチル化の定量を行い、種分化に貢献し得る
候補遺伝子の精査・選定を行なう。メチル化
はエピジェネティクスと呼ばれるゲノムの
変化を伴わない後天的な DNA 修飾機構の主
要な機構のひとつであるため、多様性を産み
出す可能性（可塑性）が高く、種分化に大き
く寄与し得ると考えられる。また、ヒトとチ
ンパンジーで異なるインプリンティング遺
伝子（父親か母親どちらかの対立遺伝子だけ
が選択的に発現される遺伝子）を発見できる
可能性がある。さらに、ヒトとチンパンジー
の網羅的な比較メチロームは先行研究が無
いため、ここで得られる結果は、メチル化の
種分化における役割を解明できる点におい
て、進化研究に多大なインパクトをもたらす
と期待される。 
 
３．研究の方法 
	 ヒトおよびチンパンジーの親子トリオを
サンプルとした遺伝子発現定量化、プロモー
タ領域における DNA のメチル化の定量化を行
い、転写レベル、エピジェネティクスレベル
の種分化における役割を解明する。	 
	 具体的には、ヒト親子トリオおよびチンパ
ンジー親子トリオ由来のリンパ芽球様細胞
株および白血球から RNA および DNA を抽出す
る。そこで得られた転写産物およびバイサル
ファイト処理後のプロモータ領域の配列を
次世代型シーケンサーにより直接配列決
定・比較解析を行なう。ヒト親子 3個体、チ
ンパンジー親子 3 個体を対象サンプルとし、
イルミナ社の次世代型シーケンサー（HiSeq）
を用いて 1個体あたり 5Gb 程度の配列解読を
行う。これは遺伝子コーディング領域を 50Mb
とした場合、100 倍の平均被覆度に相当する
配列量となる。	 
	 
４．研究成果	 
	 霊長類研究所に飼育されているチンパン
ジーの中で親子トリオに注目したサンプリ
ングを行った。父親としてアキラ、母親とし
てアイ、子供としてアユムの血液からそれぞ
れ RNA を抽出した。抽出した白血球由来 RNA
サ ン プルより次世代型シーケンサー
（Illumina 社 Genome	 Analyzer）による比較
トランスクリプトーム解析を行なった。3 個
体から 3.2〜4.8Gb の配列を決定し、チンパ



 

 

ンジーの既知配列にマッピングした結果、全
遺伝子の半数以上の遺伝子において、少なく
とも一つ以上のタグがマッピングされ、ゲノ
ム配列が報告されているチンパンジー参照
配列との比較において、約 10 万個の SNP 多
型と 1 万数千個の INDEL（挿入欠失）多型を
検出した。また、父親−母親間に 1 万 8 千個
あまりの SNP を検出し、それらのゲノム上の
位置を調べたところ、コーディング領域より
も非翻訳領域（特に３’末端）に SNP の存在
確率がより高いという結果を得た。これは、
個体差を産み出すには遺伝子発現制御領域
における多様性が重要であることを示唆す
る結果であった。新型シーケンサーはアリル
特異的な遺伝子発現の定量化が可能なため、
親子トリオを調べる事によって、より直接的
なインプリント遺伝子の発見が可能になり、
実際にヒトやマウスで知られているインプ
リント遺伝子がチンパンジーにおいても確
認されたのに加えて、免疫系を担う遺伝子群
を中心に、今まで報告のない新規インプリン
ト遺伝子を多数発見した。また、親個体の SNP
情報と子供個体のアリル特異的遺伝子発現
情報を組み合わせる事で、由来既知のアリル
特異遺伝子発現の定量化が技術的に可能に
なった。その結果、およそ全遺伝子領域の約
17％に及ぶ領域に父親もしく母親由来のア
リルが選択的に発現されていることが分か
った。現在、その遺伝子の詳細な解析と生物
学的意義の解明を目指している。	 
	 2010 年度のチンパンジー親子トリオのト
ランスクリプトーム解析に加えて、2011 年度
はヒト親子トリオのセルライン（リンパ芽球
様細胞株）由来 RNA のトランスクリプトーム
解析を行った。ヒトトランスクリプトーム解
析に使用したサンプルは既に国際コンソー
シアムにおいて全ゲノムが解読されている
ため、トランスクリプトーム解析結果との比
較検討を行った結果、数万におよびRNAとDNA
の塩基の違い（RNA-DNA	 difference）が見つ
かった。これは、主にトランスクリプトーム
解析におけるマッピングツールの不確実性
に由来することが明らかになり、現在、既存
のトランスクリプトーム解析ツール群に自
成したパイプラインも加えてその正確性の
検討を行っている段階である。チンパンジー
親子トリオに関しても全ゲノム解析を行っ
ており、ヒトと同様に多数の RNA-DNA	 
difference を明らかにした。チンパンジーの
全ゲノムに関しては、ライフテクノロジー社
の SOLiD による従来の配列データに加えてイ
ルミナ社の HiSeq によるデータを加えて配列
を精査している段階である。また、ヒトのサ
ンプルも親子トリオを用いているので、チン
パンジーと同様に由来既知（どちらの親から
由来したアリルなのか）のアリル特異的な遺
伝子発現の定量化が可能であり、解析を進め

ている段階である。	 
	 メチローム解析に関しては、研究期間中に
は、配列解読まで至らなかった。しかし、DNA
のサンプリング、ライブラリの構築までは順
調に進んでおり、3 ヶ月以内に次世代シーケ
ンサーによる配列解読を行えるように実験
を進めている。	 
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