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ゲノミクス分野

Division of Genomics 

I.准教授:山本健 Associate Professor : Ken Yamamoto， M.D.， Ph.D. 

当教室では，基礎ゲノム科学分野としての日本人のゲノム多様性情報取得，および遺

伝子多型とエピゲノムの個体差の連関に関する研究，ならびに応用ゲノム科学分野と

しての疾患の遺伝学研究を軸として研究活動を行っている.平成 25年4月より大学院

生として，システム生命科学府 l年生買楊が，生物学科卒研生として，池田尚，山田

浩平が研究室に加わった.平成26年 1月，岩下雄二が国立長寿医療研究センター研究

所流動研究員として異動した.同年3月，谷口愛樹，岩谷千寿が修士課程を，堤孝信

が博士課程を修了した.また，北島秀俊がオックスフォード大学医学部にポスドクと

して留学した.テクニカルスタッフとして研究支援を行ってきた秋永朋美，福山可八

子が，それぞれエピゲノム分野，レドックスナピ研究拠点に移った.田平知子講師が，

レドックスナピ研究拠点に異動した.

A.基礎ゲノム科学分野における研究

a. 日本人のゲノム構造多型の解析

ゲノム構造多型は疾患感受性や薬剤応答などの個人差に影響を与える。しかし、

複雑な構造多型を通常の2倍体細胞由来のゲノム解析によって決定することは困難

である。そこで我々は単一精子由来のゲノムをもっ全胞状奇胎検体(C醐)に着目し

た。 CI瑚ゲノムは全領域ホモ接合であるため CNVを感度よく検出することができ、

またその境界を決定するのが容易である。全胞状奇胎 84検体についてゲノムワイ

ドマイクロアレイでタイピングを行い、 170万個の SNP配列および2339個のコピー

数多型 を 検 出 し た (D一HaploDB Phase 4 として公開

http:llorca.gen.kyushu-u. ac. jp/)。最も頻度の高いCNVとして UGT2B17遺伝子の

欠失が検出された。この他にも薬物代謝に関連する遺伝子 (GSTT1，GSTM1， CYP2A6 

など)における欠失が検出された(見かけ上、一部は増幅として検出)。これらの

頻度が高い既知の欠失に加えて、頻度が低く切断点がこれまで解析されていない欠

失も検出された。そのうちの GSTA2-GSTA1領域の欠失についてシークエンス解析に

より切断点を決定し、 2つの遺伝子が non-allelichomologous recombinationによ

り融合しているアレルが日本人に低頻度に存在することを見出した。

b.遺伝多型とヱピゲノム個体差の連関
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エピゲノムの個体差が疾患発症の個体差を規定している可能性がある.これまで

の一塩基多型を用いた疾患感受性遺伝子の同定に引き続き，エピゲノムの個体差と

ヒト表現型との相闘を明らかにすべく，ヒト集団を用い，まず，一塩基多型の DNA

メチル化に与える影響についてチップをベースにしたゲノムワイドな解析を進めて

いる.さらに家系を用い， DNAメチル化の遺伝について，一塩基多型との関連を中

心に解析を進めている.また，一般住民集団を対象として，環境因子が DNAメチル

化に与える影響をゲノムワイドに解析し，各種環境の標的となる遺伝子を同定した

上で，一塩基多型を含めた統合的な解析を行っている.

c. DNAを用いたナノ構造体の構築

我々は DNAナノ構造体の自己組織化能を利用し、至適化された配列の選択により

階層的でアドレス可能なナノ構造体を構築する新しいデザインシステムの確立を目

指している.このために、 Generationof sequences optimized for unique 

self-assembly of DNA-nanostructure (GE阻SUS)を開発した。このプログラムは望

まない塩基対形成が最も起こりにくい単鎖のセットを構造体作製の最適セットとし

て選択する。一方、実際にナノ構造体を作成する際のウェットな実験法として、

PCR・invitro転写・逆転写を利用した、単鎖DNAの安価な大量調製法を確立した。

そしてこれらドライ及びワェットの方法を駆使して、一辺7nmの正八面体及びその

集合体を設計、構築した。次にゲノレ電気泳動像の定量解析から、設計された構造が

安定な生成物として、効率よく構築できていることを確認した。

B.応用ゲノム科学分野における研究

B. 単一遺伝病の原因遺伝子解明に関する研究

単一遺伝病における原因遺伝子変異同定は，ヒト表現型を形成する遺伝子機能の直

接的な理解に有意義である.平成25年度は，優性遺伝様式をとる甲状腺腫揚家系，家

族性小瞳孔について研究を進め 変異遺伝子を同定し論文発表した.

b. 多因子疾患の遺伝背景解明に闘する研究

多因子疾患の原因遺伝子多型を基盤として，疾患の発症機序を，分子・細胞・個体

レベルで解明し，さらに，コホート集団解析を通じて，個々人のゲノム情報に基づい

た新しい予防法や診断法・治療法を開発するためには，集団を対象としたゲノム多型

解析が必須である.本研究室では，多施設共同研究活動を主体として，多因子疾患発

症に関わる遺伝背景の解明を進めている.

平成25年度進めたゲノム共同研究の対象疾患は以下の通りである.①自己免疫性甲

状腺炎，②心筋梗塞，③糖尿病・肥満・高脂血症・高血圧，④痛風，⑤アルツハイマ

ー.⑥大腸がん，⑦統合失調症，⑧多発性硬化症，⑨肝臓癌.
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自己組織化DNAナノ構造体のための配列設計プログラム rG凹ESUSJ:正人面体とその多量

体の設計と構築.

第 36回日本分子生物学会年会，神戸.

10. 回平知子，久木田洋児，矢原耕史，山本健，加藤聖子，和気徳夫，林健志 (2013，12/05). 

日本人ハプロイド試料のゲノムワイド解析により同定された構造多型の機能予測.

第 36回日本分子生物学会年会，神戸.

11.磯本明子，北島秀俊，市原佐保子，中初昌弘，松原達昭，横田充弘，高柳涼一，山本健 (2013，

12/3-12/6). 

Tobacco-Smoking-Related Di宜自国tialDNAMe血ylation:450K Discovery and R!叩licationin血e

Jap姐 .esePopulation. 

第 36回日本分子生物学会年会，神戸.

12. 藤岡竜太，山田:浩平，山本健 (2013，12/3・12/6).

転写因子TEADlはエピジェネティク変化の標的遺伝子である.

日本分子生物学会第36回年会，神戸.

13.岩谷千寿，池田裕宜，佐藤ひかり，杉本志穂，古)11雄亮，胡受 ο014，3必).

Review ofhealthcare module :field 蜘 dy-Howc組問improve白eq田 lityof Healthcare systems? 

τ'he first international symposium on Decision Science Progr虹n，福岡.

14. 岩谷千寿，池田;裕宜，佐藤ひかり，杉本志穂，古J11雄亮，胡塁。014，3/26).

International Decision Science report: Social Business for heal白C釘ein Bangladesh. 

τ'he s戸lposiumon Yunus and Shiiki Social Business Research C四回，福岡.

-88一



11.准教授:柴田弘紀 Associate Professor : Hiroki Shibata， Ph.D. 

当研究室では，遺伝子異常による疾病や適応進化と深い関わりを持つ遺伝的多様

性の解析を行うことにより，遺伝情報制御機構や分子進化の観点から生命現象を理解

することを目指している.近年は非モデル生物のゲノム解析や、古人骨DNAのゲノム解

析にも着手している.平成 26年 3月に大学院生(システム生命科学府)の熊銘情が，修

士号取得後，退学した.

A.神経疾患の分子基盤の解明

B. 本態性高CK血症の解析

久留米大学で見出された本態性高 CK(クレアチンキナーゼ)血症一家系に対して、次

世代シークエンサを用いたエクソームリシークエンシングと連鎖解析を併用すること

により，責任変異の同定を試みた.常染色体優性の本態性高 CK血症家系の発症者 5名

を含む4世代家系の計9名を用いて Human伽miExpressBeadChipによる連鎖解析を行

った.その結果， 1， 7， 10， 19番染色体に LOD値1.4から1.5の連鎖領域を見出した.

次に発症者 1名と家系内非発症者 1名を SureSelectVer4でエクソンをキャプチャした

後J GAllxによるシークエンシングを行った.その結果，発症者でのみ見られた新規の

SNV (Single Nucleotide Variant) を65，180個見出した.この中から連鎖解析のデー

タおよび高 CK血症を来す可能性のある 40個の候補遺伝子領域で絞り込んだところ，発

症者の R即1(Ryanodine receptor 1遺伝子)において，新規の非同義 SNVを見出した.

Polyphen-2により，本アミノ酸置換の RYR遺伝子産物への機能的影響を予測したとこ

ろpossiblydamagingと予測された.また，個別のキャピラリーシークエンスにより，家

系内において，本変異が疾患と共分離することを確認した.さらに，筋生検サンプルを

用いた細胞免疫染色とウエスタンプロッティングで遺伝子産物 RYRlの著名な発現低下

が見られた.RYR1は4量体で機能するため，本変異により優性阻害が起きたと考える

と，本疾患が優性遺伝形式であることと矛盾しない.以上から，上記非同義 SNVが本疾

患の責任変異であると結論した(論文準備中). 

b.先天性太脳由貿形成不全症の解析

先天性大脳白質形成不全症とは中枢神経系のミエリン形成不全を主徴とする稀な小児

神経疾患の一群である.その代表的原因遺伝子が見Plであり，我々はこれまで 100例
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以上の PLPl遺伝子解析を行い，完全重複26例，点変異 24例，完全欠失1例を見出し

ている.PLP1は中枢神経系でミエリン形成を担うオリゴデンドロサイト特異的に発現

している4同膜貫通型蛋白質であり，その変異の種類により先天型のPMDから家族性患

性対麻庫2型(SPG2)まで幅広いスペクトラムを示す.一方， PMDが疑われたもののPLPl

に変異が認められない症例も数多く，遺伝的異質性が高いことが明らかになった.近

年次世代シークエンサーなどにより先天性大脳白質形成不全症の新たな原因遺伝子が

発見されているが，全容解明には至っていない.今年度は，発達の遅れとミエリン形

成遅延が認められた 3家系の男児で SLCl創2のミスセンス変異，一塩基欠失，および

4.5 kbの欠失をそれぞれ同定した.SLC16A2はXq13.2に位置し，モノカルボン酸トラ

ンスポーター8(MCT8)をコードしている.MCT8は中枢神経系に限らず，肝臓・腎臓な

どでも発現しており，活性型甲状腺ホノレモン(T3)の輸送に関わっているものと考えら

れている.新生児マススクリーニングで早期発見可能になったクレチン症では甲状腺

ホルモン製剤(T4)の投与で中枢神経の発達改善が見られる.しかしながら，神経細胞

の甲状腺ホノレモントランスポーターが欠損している本疾患ではその効果は期待できず，

新たな治療戦略が必要と考えられた(論文準備中).また，厚生労働省難治性疾患克服

研究事業による研究班に参画し大脳白質生成不全症の全国疫学調査を実施しその結果

をまとめた.本邦における本疾患の推定患者数は現在およそ 220人であり，有病率は

10万人当り 0.8人であることが明らかになった (Numata，et al.， in press) . 

B.毒生物のオミクス解析

生物毒は，生理活性物質の新たな創薬シーズとして，近年大変注目を裕びている.特に

日本固有の毒蛇ハプ(庁otobothropsf1avoviridis)は，毒成分タンパク質が加速進化

していることがわかっており，進化学的にも大変興味深い.ハプにおける加速進化機構

の解明と創薬シーズ開拓を目指して，次世代シークエンサを用いたハプのオミクス解析

及び遺伝的多様性の解析を行っている.

a.ハヲの全ゲノム'i!JlJ決定

(1)全ゲノムショットガン(附S)シークエンス

奄美大島産のメスの血液から抽出したゲノムDNAを用いてロシュ 454用WGSライブラり

を作製し， 26回のランで合計 12.7Gbのデータを取得した(平均の読み取り長 369塩

基).また閉じメス個体由来のゲノム DNAを用いてイルミナGA/Miseq用WGSライブラ

リを作製し， MiSeqによる 250塩基両側読みを 2ラン行い，合計で約 2600万リード， 13 
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Gbのデータを取得した.400-500塩基の断片長のライブラリを両端から 250塩基読んだ

のでベアエンドリードの多くは中央部分で重なると期待される.コンピュータ上で繋

ぎ合わせを行った結果，平均長 316塩基の約 1800万本，合計 5.7Gbに変換できた.こ

れらのショットガンデータを新規アセンプルして，約47万コンティグにアセンプルで

きた.N50長は 7.2kb，合計の読み取り深度は 10.2倍.

(2)メイトペアによるスキャッフォールディング

同じメス由来のゲノム DNAを用いて 4段階の異なった長さ (2kb、4kb、8kb、12kb) 

のメイトベアライブラリを作製し，イルミナ GAで75塩基両側読みを行った.さらに

500塩基のインサート長のWGSライプラリの通常のベアエンドデータも追加した.合計

で7億本ほどのメイトベア/ベアエンドデータを用いて，上のコンティグに対してスキ

ャッフォーノレディングを行った結果，スキャッフォールド数 13.4万，平均長 10.7kb， 

N50長271kbを達成した.

b.ハブのトランスクリプトーム解析

adultと infantのハプの毒腺から RNAを単離し，ロ、ンュ 454シークエンサを用いて，

RNA-Seqを行った.その結果，両者に共通して発現しているトランスクリプトがほとん

どであったが， infantハプ毒腺のみに発現しているトランスクりプトを見出した.配

列を確認したところ，これまでadultハプ毒腺での解析では発現が確認されなかったた

め偽遺伝子とみなされてきた遺伝子 Aの産物であることがわかった.さらに adultと

infantハプ毒タンパク質の2次元電気泳動比較で， infantハブ毒のみに発現するスポ

ットを見出し、切り出して質量分析 (MS/MS)したところ，遺伝子Aに由来する遺伝子産

物であることを確認した.

c. ハフの遺伝的多様性の解析

南西諸島に分布するハプ属は，主に琉球諸島と奄美諸島に分布するハプ

(Protohothrops f1avoviridis) ，トカラ列島に生息するトカラハプ (p.tokarensis) ， 

及び八重山諸島に分布するサキシマハプ(P.el egans)の3種からなるとされている.ハ

プ属の島集団問の遺伝的分化の度合いを，検討するために，奄美大島，徳之島，沖縄島，

伊平屋島，久米島から採取したハブ，及びトカラ列島の小宝島から採取したトカラハブ

について， ミトコンドリアの 12SrRNA及び 16SrRNA領域，約 2.6kbの塩基配列を決定

した.最尤系統樹を作製したところ，ハプの島集団は，北部個体群(奄美大島，徳之島)

からなる奄美クラスターと，南部個体群(沖縄島，伊平屋島，久米島)からなる琉球ク
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ラスターの 2群に遺伝的に分化していることが分かつた.また，トカラハプは奄美クラ

スターに完全に含まれた.以上のことから，現在ノ、プとされる種の島集団聞の遺伝的多

様性は大きく，現在別種とされるトカラハプはその多様性の中に完全に収まるため，ト

カラハプのみを独立種とすることの妥当性は低いと考えられた.

業績目録

原著蹄文

1. Y. Numata， L. 00ω，h， A. Iwaki， K. Kurosawa， J. Tak組舗hi，K Deguchi， T Yamamoω，H.Os誌a，K.

Inoue. Epidemiologica1， clinica1， and genetic landscapesof hypomyelinating leukodys加 phies.

J Neurol. In press. 

2. H. Shibata， K. yj佃l8ID.oto，Z. Sun， A. Oka， H. Inoko， T. Arina血 i，T. Inada， H. Ujike， M. Itokawa， M. 

Tochigi， Y. Watanabe， T. Someya， H. Kunugi， T. Suzu恒，N.抑制，N.Oz止i，Y. Fukumaki. 2013. 

Genome-wide association study of schizophr四 iausing microsatellite markers in也.eJapanese 

population. 

Psychiatr Genet. 23， 117・123.

3. S. Kusuda， Y. Yasukawa， H. Shiba民 O.Doi， Y. Ohya， N. Yoshizaki. 2013. 

Diversity泊 也.ema恒xs回 C旬reof eggshells in the Testudines (1切出ia).

Zoolog Sci. 30， 366・74.

4. M.Hamam町'a，J. Okouchi， H. Ozawa， Y. K盆nuro，A. Iwaki， Y. Fukuma恒.2013.

Amphiphysin 1 but not dynar凶n1 nOT synapωtianin mRNA expression也ぽe悶 edafter r叩eated

me仕l8ID.phetamineadminis回.tion恒也erat cerebrum and cerebellum. 

J Neural Transm. 120， 1039・52.

総説

1. 井上健，岩城明子，黒津健司，高梨潤一，出口貴美子，山本俊至，小坂仁.2013.先天性大

脳白質形成不全症:ゲノム解析から診断，治療への取り組み.脳と発達 45，122-126.

2. 服巻保幸.2013.ゲノム多様性と精神疾患.細胞 45，124・127.

3. 服巻保幸.2013.統合失調症のゲノム解析.福岡医学雑誌 104，275・281.
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著書

1 柴回弘紀. 2013. 

第七章:ヒトらしさの起源.

ヒトは病気とともに進化した(長谷川真理子、太田博樹編)，185-200. 動草書房.

学会発表

1. 柴田弘紀，山本真由美，タケット奈々，小川智久，森一樹，千々岩崇仁，服部正策，上回直子，

久原哲，大野素徳，服巻保幸 ρ013，8/28-31).

H本固有の毒蛇ハプ (Protobothropsjlavoviridis)の全ゲノムシークエンスと繰り返し配列の

解析

第 15回日本進化学会大会，つくば

2. H. Shibata， M. Yamamoω，N.Tl田 k叫 T.Ogawa， K. Mori， T. Chijiwa， S. Ha伽，ri，N. Oda-Ueda， S. 

K由.ara，M. Ohno， Y. F吐 m 紘i.(2013， 09/10). 

Whole genome s叩即時 ofAsian p抗viper，助，bu，Protobo伽 '/)Sjlavoviridis姐 di徳町耐.ve

landscape. 

The Fukuoka Internationa1 Symposium on Genomics & Epigenl佃語.cs2013 -Expanding Frontiers of 

Genomic Science-， Fukuoka， Japan 

3. 柴田弘紀，山本真由美，タケット奈々，小川|智久，森一樹，千々岩崇仁，服部正策，上回直子，

久原哲，大野素徳，服巻保幸 (2013，9/19-21).

日本固有の毒蛇ハプ (Protobothropsjlavoviridis)の全ゲノムシークエンスと繰り返し配列の

解析

第 85回日本遺伝学会大会，横浜.

4. 柴田弘紀，山本真由美，タケット奈々，小川|智久，森一樹，千々岩崇仁，服部正策，上田直子，

久原哲，大野素徳，服巻保幸 ο013，11/02・03).

日本固有の毒蛇ハプ (Protobothropsjlavovirid，ぉ)の全ゲノムシークエンスと繰り返し配列の

解析

日本艇虫両棲類学会第 52回大会，札幌.

5. N. Oda-Ueda N， H. Nakam:班、H.Shibata， K. Mori， K Ta由位。， S. Kuhara， T. Chijiwa， Y. Fukumaki， 

M. Ohno M (2013， 11103-07). 

τ'he位anscriptca旬loguefor the venom gland of Protobothrops jlavoviridis snake也Amam:i-O出血a，

Jap血 .
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XI Congress of the Pan-Amぽicansecti叩 of也.eIntemational Society on Toxinology， Sao Paulo， 

面 白il.

6. 山口和晃，千々岩崇仁，柴田弘紀，上回直子，服部正策，大野素徳 ο013，12/03・06).

クサリヘピ科グループE ホスホリパーぜんの発見と，ホンハプのグループ lIA毒性ホス

ホリバーぜんとの進化的関与

第 36四日本分子生物学会年会、神戸.

7. 久保直樹，藤英博，白根健次郎，白川|峰征，神里亮人，曾根秀利，佐藤康人，鶴崎美徳，宮署

信一，柴田弘紀，才津浩智，松本直通，大保和之，佐々木裕之 ο013，12103・06)ー

マワス新生仔期の精原幹細胞の分化におけるメチローム変動

第 36回H本分子生物学会年会、神戸.

8. 柴回弘紀，山本真由美，タケット奈々，小川|智久，森一樹，千々岩崇仁，服部E策，上回直子，

久原哲，大野素徳，服巻保幸 ο013，12/03・06).

日本固有の毒蛇ハプ (Protobothl匂 'Sflavovirid;お)の全ゲノムシークエンスと繰り返し配列の

解析

第 36四日本分子生物学会年会、神戸.
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エピゲノミクス分野

Division of Epigenomics 

教授:佐々木裕之

Professor : Hiroyuki Sasaki， M.D.， Ph.D. 

当分野はトランスオミクス医学研究センターの設置に伴い，平成 25年4月に開設さ

れた.担当教員としてエピゲノム制御学分野の主幹教授・佐々木裕之および助教・一

柳健司が兼任で着任し、研究・教育に臨んだ.

エピゲノミクス分野では疾患における細胞の質的変化をエピゲノムの観点から理解

することを目指し，高速シーケンサーを用いたエピゲノム解析を行っている.平成 25

年には高速シーケンサーが 1台追加されて解析能力が一層充実したほか，国際ヒトエ

ピゲノムコンソーシアム (IHEC)の一員としてエピゲノム解読を進め，進化医学の観

点からも研究を展開した.また，学内外の研究室との共同研究を積極的に行い，エピゲ

ノム解析を支援した.最終的に，他のオミクス情報と合わせた横断的・統合的な研究を

展開し，様々な病気を克服することを目指している.

具体的な研究成果は，エピゲノム制御学分野のA-E，G， H， Kを参照.

業績目録

原著論文

1. Fukuda， K.， Ichiyanagi， K.， Yamada， Y.， 00， Y.， Udono， T.， Wada， S.， Maeda， T.， Soejima， H.， 

Saitou， N.， Ito， T. & Sasaki， H. 2013 

Regiona1 DNA m柚 ylation出 ferencesbetween humans and chimpanzees紅 eassociated with 

genetic changes，仕組scriptiona1divergence and disease genes. 

J.llumm.(;enet.58，446-454 

2. Ni低a，H.， Unoki， M.， Ichiyi岨 agi，K.， Kosho， T.， Shigemura， T.， T位 aha曲i，H.， Vel幽 co，G.，

Franc個旬1，C.， Pic釘d， C.， Kubota， T. & Sasa恒，H.2013

Three novel ZBτ'B24 mutations identified也 Jap姐 .eseand Cape V，ぽdean勿pe2 ICF syndrome 

patients. 

J.llumm.(;enet.58，455-460 

3. Umemori， J.， Mori， A.， Ichiyanagi， K.， Uno， T. & Koide， T. 2013 

lden岨 cationofboth copy number variation-type阻 d∞nst姐 t・.typecore elements凶 alarge 

segmenta1 duplication region of the mo凶 egenome. 

BMC (;enomics 14， 455 
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4. Li， Y.，Miy組組，Y.， Shirane， K..， Ni批a，H.， Kubota， T.， Ohashi， H.， 0回moぬ，A. & Sasaki， H. 

2013 

Sequence-specific microscopic visua1ization ofDNA me也ylationstatus at回telliterepeats也

individual cell nuclei and chromosomes. 

NucL Acids Res. 41， e186 

5. Ok剖，H.，Ma句ba， S. Nag出 hima， T.， Mizu飽ni，E.， Inoue， K.， Ogonuki， N.， Chiba， H.， Funayama， 

R.， Tan此a，S.， Yaegashi， N.， Nakayama， K.， Sasak:i， H.， Ogura， A. & Arima， T. 2014 

RNAsequenc血g-b錨 edidentification of aberr姐 ltimp出血gin cloned mice. 

Hum. Mol. Genet. 23， 992・1001

総説

1. Ichiyanagi， K. 2013 

Transpos油leelements in自主紅yoticgenomes: epigenetic regu1ation by the host and 
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第2部・4:生殖・発生エヒージェネティクスキーワード事典(牛島俊和，真貝洋一編)，

123-129羊土社

2. 佐々木裕之.2013 

2章:エヒ・ジェネティクスーDNAメチノレ化酵素の重要性英語論文セミナー:21世紀の分子生

物学(渡辺公綱，桂勲編)，22・36講談社

学会発表(口演のみ)

1. 佐々木裕之 (2013.4.19)

エヒ。ジェネティクスの過去・現在・未来

エピゲノム/エピジェネティクス JST.NEDO公開シンポジウム~生命の適応戦略として

のエピジェネティクスとその破綻による疾患，東京

2. 佐々木裕之 ο013.5.25)

卵子のエピゲノムと遺伝子発現制御ネットワーク

第54回日本卵子学会，東京

3. Sasak.i， H. (2013.07.14-19) 

Epigene凶cevents也mammaliangerm-cell development 

Gordon Research Confiぽ'enceon Germinal S阻 nCell Biology， Hong K.ong 

4. 佐々木裕之 (2013.8.11)

エヒ。ジェネティクスと生命の多様性と恒常性維持

第2回エピデンスに基づく統合医療研究会 (eBIM研究会)，大阪

5. 一柳健司 ρ013.08.17)

霊長類進化におけるゲノムとエピゲノムの相互作用

国立遺伝学研究所研究集会「新機能獲得の分子進化J，静岡

6. 佐々木裕之 (2013.8.29)

晴乳類生殖細胞のエピゲノム制御と小分子RNA

第25回高遠・分子細胞生物学シンポジウム in比叡山一生物学の新天地一，京都

7. 佐々木裕之 ο013.9.21)

メチローム解析から見えた噛乳類の非CGメチル化

日本遺伝学会第 85回大会，神奈川

8. 福田:渓，一柳健司，井口志洋，佐々木裕之 ο013.9.21)

トランスポゾンによる霊長類エピゲノムの進化

日本遺伝学会第 85回大会ワークショップ「転移因子と宿主の相互作用J，神奈川

9. 一柳健司，一柳朋子，平福啓一伍，井上晃太，福岡渓，佐々木格之 (2013.9.21)

マウス B2S町EのDNAメチル化制御機構とクロマチンバウンダリー機能
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日本遺伝学会第 85回大会，神奈川

10. 井上晃太，福田渓，一柳健司，佐々木裕之 ο013及21)

マウス雄性生殖細胞でのレトロトランスポゾン制御における DNAメチル化と piRNAの役

割

日本遺伝学会第 85回大会，神奈川|

11.佐々木裕之 (2013.10.5) 

エヒ。ジェネティクスと生体恒常性維持

日本体質医学会，久留米

12. 一柳健司 ο013.10.10・11)

マウス S町 E配列による近傍遺伝子制御

国立遺伝学研究所研究集会「転写因子と宿主の相互作用による生命機能JI 静岡

13. S個出，H. (2013.11.6-8) 
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14. Sasaki， H. (2013.11.10-1勾

DNA methylation profiles泊mammaliangぽmcel1 development 

AnnualMee也 g& Science Days llIEC 2013， Berlin， Germ姐 y

15. 佐々木裕之 (2013.11.14・15)

マウス新生仔精原細胞における奇妙な DNAメチル化のふるまいの解明

新学術領域研究「生殖細胞のエピゲノムダイナミクスとその制御」第 1回公開シンポジワ

ム，大阪

16. 佐々木裕之 (2013.11.21・22)

エピゲノムとヒトの発生・生殖

日本人類遺伝学会第58回大会，仙台

17. 佐々木裕之 ο013.12.7)

ゲノムインプリンンティングの基礎と生殖医療

第四回日本生殖内分秘学会，東京
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プロテオミクス分野

班吋sionofProteo凶四

教授:中山敬-

Professor : Keiichi Na1町ama，MムPh.D.

プロテオミクス分野では，タンパク質の総体であるプロテオ」ムを鮒庁するための櫛開再発と

その応用を目指すと共に，多くの研究者に対して最先端ぜ術の提供を行っている.基卒技術とし

ては精密質量分析によるショットガン・プロテオミクス，ターゲット・プロテオミクス，ペプチ

ドマスフィンガープリンティング等を用い，さらにICAT，i百AQ，SILAC， mTRAQ等の安局司位体標

識を用いた定量情報付加による高度のプロテオミクス技術を擁している.さらに従来個瑚斬で

あった剛梯校改変して大規模データ噺号を目指す次世代プロテオミクス櫛貯の開発を行って

いる.現在， 15台の質量分析計を有し，幅広いプロテオミクス技術への要請に対応が可能となっ

ている.

プロテオミクス分野は中山敬ーが兼任として教授を務めている.さらに分野専任として松本

雅記准教授とテクニカルスタッフ 1名(崎山明，齢 lこ加え，まだ術室所属の技官1名(木庭議決子)

とテクニカルスタッフ 1名 ω、回瑞樹，およひ鴨E所所属のテクニカルスタップ 1名(高見却

問で実際の研究開発及びサービス業務を進めている (2014年3月31日現泊.

A.ターゲットプロテオミクスを用いた網羅的タンパク質解析技術の開発とバイオマー

カー探索への応用

近年，ゲノム情報の解明を背景に， トランスクリプトーム解析に代表される網鮮明斬が盛ん

に行われ，様々な生命現象をシステムとして理解する試みがなされている.中でも生命現象と直

樹切こ縦別寸くタンパク質の量的・質的変化をグローパルにとらえるプロテオ」ム解析の重要性

は明白であり，ゲノム情報の整備と質量分析計の高感度化を追い風に，プロテオ」ム角斬への期

待が過熱している.プロテオ」ム解析によってタンパク質の時空間的発現情報のみならず，タン

パク質の相互作用ヰ翻訳後{鹸備報なEの多次元情報を脱号することが可能である.ところがこ

の中でもっとも本開句で重要なタンパク質発現情報の取得に関しては，他に比べて極端に発展途

上であり，これを可能にする画期的な技術の開発が渇望されている.

LC弧~解析によるショットガン定量プロテオミクスは基本的にデータ依梢句な自動略/MS解

析によっているため，何か意味のあるものが偶然“見つかる"ことを期精しつつ兎に角たくさん

のタンパク質を同定し比較する方法である.確かにこの方法である程度の網羅性を得ることが可

能であるが，ショットガン法の技術ぬ開甑は，網羅性を上げるためにほ制の分画を必要と

するため，網羅性とスループットが完全にトレードオフの関係にあることである.また，偶然に

任せている以上，検出されなかったものが，本当は発現しているのにたまたま同定て事きなかった

のれ検出感度以下しか発現していないのかわからないという問題点を内包する.つまりショッ

トガン宵執庁では定量情報はあくまで同定結果に州摘して得られるものであり，同定できなければ

変動していたのかを知ることはできない.
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そこでわれわれは，従来のディスカパリーアプローチから，ターゲットアプローチとして事丘

注目を集めている眠M(肋ltiplereaction monitoring) [あるいは SRM(Selected reaction 

IIlOni toring)とも呼ばれる]への転換を考えた.阻祖国は三連四重極型質量分析計の定量用測定モー

ドであり，少数の検体のバリデーションに同宣するが，多くのタンパク質を網羅的に同定・定量

することは本開句に難しいとされてきたわれわれZ湖究はこの障壁を乗り越えて，抜本的に剛

を改良し，将来的に大深度プロテオミクス(ディープ・プロテオミクス)を達成することによっ

て，新たなバイオマーカー探索の時代を築くことを目的とする.

バイオマーカーの探索の成功のためには，多数の検体に対して沼産炉講師面台にタンパク質の

定量・同定を行う必要がある.従来型の探索ベースの質量分析を基盤としたプロテオミクスアプ

ローチは現実的に出網羅性が低く，定副生に関しても精度が低いという問題を内包していたわ

れわれは従来ノ〈りデーションベースに使用されているターゲットプロテオミクスの代表的な方

法であるMultipleReaction Monitoring側聞)法を発展させることで網羅的かつ高精度でタン

パク質事制定量を行うための基遊技術の開発を行ってきた.本年度はこれまで構築してきたプロ

テオ」ムワイドな剛解析プラットフォームを利用して多検体の精密な絶対量計測が可能である

ことを実証するとともに，よりスループットが高い解析法としてSWfi.司法による絶対定量法の構

築を試みた.MI剖およびS胞団法は互いに相補的であり，これらを組み合わせることで極めてパ

ワフルなタンパク質発期制定量計測が実現aできると考えられる.これは刈'オマーカー探索の

ための新たな技術基盤と成り得ることカ湖侍される.

昨年度までに作成した円?データベースに格納されているデータを元にさらに最適化された

阻剖methodライブラリーを構築し，より高感度に班剖測定を実施できる体制を整えた.得られた

実証済み阻M即thodを用いて，多数のヒト培養細胞において代謝酵素を中心とした精密なタン

パク質絶対定量を実施した.その結果，中心炭素代謝をはじめとする代謝酵素の発現量は概ね細

胞縄問で保存されているものの，一部の酵素が特定細胞にのみ発現していることで代謝経路の特

性を大きく左右している可能性が示された.また，一部の系醐甜朱に対して実施したより網羅性と

感度の高しちま析によって代謝酵素の発現量は5桁以上の極めて広範なダイナミックレンジを有

することが判明した.

また，剛法の欠点を補う手法として SWfi.加法の導入を樹すした.SW!¥咽法においては SW!¥閣

法で得た極めて複雑なMS/加スベクトノレをペプチドにアサインするために，同一クロマトグラフ

ィ一条件で財尋したIDAモードによる略/MSライブラリーが必要であり，これが本方法を実際に

使用する上で大きな障壁となっている.また，現在のSW!¥閣の仕捺で同絶対量計測のための内部

標準の添加が困難である(詳細は述べないが装置への導入イオン量の制限のため).そこで，わ

れわれ尚防替えタンパク質リソースを用いてIDAおよびリファレンスSWA1Hデータを噺専する

ことを試みた.その結黒組換えタンパク質を利用して取得したIDAデータやSW!¥叩データを有

効に利用することで， SWfi.叩を用いた大規摸なタンパク質絶対定量が可能であることが示された.

また，リン俄化伺鞠?におし、ても SWfi.叩樹立有効であり，細包糊織の詳細なリン酸化の経時変

化の定量句追跡が可能であることカ宝判明した

これまでに凹P情報の取得，より高感度ftfg勃庁のための前処理ぜ術の開発，情報処理インフラ

の構築などを行い大規摸なMRM解析のためプラットフォームが完成した.来年度は主要なタンパ

ク質に関しては全て測定可能であることが実証済みである阻剖即thodのライブラリーを構築し，
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これを用いて多検体における絶対定量を実施することが可能となり，代謝経路のパスウェイ構造

比較などを実施することができた.また，剛法の贋甜仇長を相補する手法としてSW!l.団法を

導入したが， SW!I.司法の原法が抱える，事前情報不足によるピークアサインの問題ヰ絶対定量の

問題を，組換えタンパク質を利用することで解決することができた.今後は， SWATII法を用いて

より正確梯制定量のため，組み換えタンパク質を用いて得たSWI¥叩データを合成ペプチドによ

る複数の内書|螺準添加によってノーマライズし，これをライブ、ラリーとして偵持することで，同

様にノーマライズした実サンプルSWI¥百データとのシグナル強度の比からタンパク質絶対量を見

積もることを試みる.これまでに，予備的なデータ麟与は完了しており，一部のタンパク質に関

しては本方法による車樹定量が可能であること伴リ明しており，大規摸なタンパク質絶対定量の

実現が期待できる.

B. Di円us法による新たなユピキチン化酵素の基質問定

sσ型ユピキチンリガーゼにおいてはF一凶xタンパク質が基質特異性を担っており，分解され

る基質分子に特異的に結合する.現在，約 70種類の F-boxタンパク質が知られているが，その

大部分は対応する基質分子が同定されていない.昨年度われわれはF-boxタンパク質の基質分子

を，酵素一室賓の結合を指標としてプロテオミクス技術を用いて網羅的に同定する方法， DiPIUS 

法 (DifferentialProte佃 rics-based1dentification of Ubiquitylation Substrates)を開発

した結合を指標としたスクリーニングでは， F-boxタンパク質と基質が結合すると基質は速や

かに分解されてしまうという問題訪2あったが，われわれはF-boxドメインへ変異を導入すること

により，基質と同結合するが基質は分解されない拘兄を作り上げた.野生型と F-box変異型の免

疫沈降産物を定量的プロテオ」ム解析法であるS1l.AC(Stable 1sotope Labeling by Amino acids 

in Cell cul ture)法を用いて比較することにより，容易に基質候補分子の同定が可能となった.

本年度はDiPIUSを用いて，実際にsσ複合体の基質を同定し，その検制撲をすることを試

みた.対象として用いたのは， F-boxタンパク質であるFbxw7を含むsσ複合体(幻加7)であ

るわれわれは DiPIUS法を用いてFbxw7の基質候補として二つの関車する転写因子 OAS1Sと

脚 2町を発見した.OAS1Sと脚2町は共にERに局在するタンパク質であるが，四ストレスによ

って切断され，そのN末端が核問新子して，それぞれ骨分化と軟骨分化に関与するタイプの転写

因子である.どちらも防'xw7に認識される画訪日である四(回c4phospho degron)膨リを有する.

共免疫沈降実験により， OAS1SとB町2H7はFbxw7と細胞内で結合することが示された.Fbxw7を

i跡 I燐現すると 0必1SとBBF2H7のタンパク質発現量峨紗し，逆に削干渉法によってFbxw7

をノックダウンしてやると，これらのタンパク質の発現量は上昇する.OAS1Sと班2H7の凹配

列に変異を導入すると町四?との結合は見られなくなり，タンパク質は安定化することがわかっ

たわれわれはinvitroユピキチン化アッセイを用いて，調繋に0脳 1Sや班耳打がS印刷7によ

ってユピキチン化されることを証明したこのFbxw7ーOAS1S刀3BF2H7の関係を生理的に証明する

ため，細胞株で目別7のノックダウンを行い，骨分化およひ敬骨剣乙に対する影響を検討した.

C2C12細胞においてFbxw7をノックダウンすると OAS1Sが上鼻し，それに伴って骨分化マーカー

であるCol1Alの発現が上鼻し，逆にFbxw7をi跡 I廃現するとCoIIAlの発現は減少寸ることがわ

かった.同様にFbxw7の条件的ノックアウト細胞を用いて軟骨分化を観察すると， BBF2H7の蓄積

と共に軟骨基質が埠訪日していることが明らかとなった.逆に陀，xw7をi跡瞬現すると，軟骨基質
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の蓄積は減少する.Fbxw7は今までにC泡即α，阻F5，SREBP等の転写因子群を分解誘導すること

によって脂鵬醐包への分化を抑制していることが知られているが，今回の研究から骨分化および

軟骨分化のマスター転写因子である 0阻 Sおよび即剖7も制御していることから，間葉系幹細

胞からの分化全体にFbxw7依存的な制御が寄与している可能性が示慶された.
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