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ゲノム構造学分野

Division ofGemomeAma且ys孟S

2001年2月にヒトゲノムの全塩基配列の概要が2つのグJL-プにより論文として発表された.この成果は,

1989年から国際協力研究として本格的に推進されてきた"ヒトゲノムプロジェクトMの第-の目標,全塩基配

列の解明が目前にあることを示す.予定より早くここまで到達した背景には,ここ数年における塩基配列解析

技術および情報処理技術の革新的な進歩がある.当研究室は,突然変異検出技術 任℃RぷSCP法)を利用したヒ

トゲノムの多棟性解析をテーマとしてゲノム計画発足以来参画してきた.この多様性解析は全塩基配列決定後

のゲノムプロジェクトの主要なテーマのひとつであり,当研究室ではさらなる方法論の開発および情報抽出技

術の開発を目指している.ヒトゲノムの全塩基配列の解明は,生物学 ｡医学に計りしれない影響を与えるもの

であるが,膨大なデータをいかに有用なものとするかは研究者全員に与えられた大きな課題である.遺伝情報

の多型および変異が人間の疾病とどのように関わっているかを解明 診断,治療に役立てるこ

とを目指している.さらに遺伝子機能解析の方法論破立のために,DNA結合能に基づいて単離された転写因子

MBPlの標的遼転子の検索および他の細胞内蛋白質との相互伶用の解析を行っている.

平成 13年度の当分野の異動は以下の通りであった.分子生命系大学院博士課程3年であった福田信治は研究

課題 "Chard onofa細 弧ipd｡nfacbr,C-mycin加nbindingprotein 1岬 Pl):Its鮎れ血)nandmRNA

disbibudon-一 により理学博士号を取得した.医学系博士課程4年の吉本幸司は研究課題 "Mu血plexedanalysisof

pos t-F℃R鮎orescencかlabeledmicm舶 liぬanelesandstadsdcdevaluadonofぬeirimbalanαinbrainむmor"により医学

博士号を取得した.当教室理学系修士課程終了後大塚 GEN研究所研究員となった山崎有害は研究課題 ttGenedc

analysisof血ediabetes-nlaiedぬ sinrat:GenedcdissecdonofOは rFratandconshcdonofhighdensitycomparadve

map-1によって理学博士号を取得した.4月より理学師生物学科の中村遠大 福地成彦が大学院修士 1年に進学

し,学部4年次の卒業研究に引き続き在籍した.分子生命系大学院博士課程1年として中司賢一が新に加わり,

また当分野にて理学系修士課程を修了した秋枝静香は引き続いて博士課程に進学した.博士課程修了後,技能

補佐員として研究を続けていた鈴木亜香里は9月に理化学研究所の特別研究員 (ボス ドク)として採用され就

職した.理学系修士課程終了の大野餅は大塚製薬酢粍所研究員として就職した.

A.fm -SSCP法による一塩基多型マーカーぺSNP)の大規模解析

ヒトゲノムの配列は個人によってわずかな違いがあり,このような違い (多型)が個人間の遺伝的素因 (い

わゆる体質)の違いをもたらす.典型的な遺伝病のみならず,すべての疾患の発症には遼転的素因が関与する

ため,ゲノム酉汐碑)多様性を解析することは医学的にも重要である.多型のなかで最も多いのが{塩基多型(Single

nudeoddepolymorphisms:SNP) で,二本の艶色体を比べると平均して約 1kbに1つ存在する.SNPの一部は

遺伝子産物の質や量の差をもたらす.一方,直接の遺伝的素因とはならないがマーカーとして有用な SNPも多

数あると期待されている.このような期待のもとに SNPは世界規模で収集されてデータベースに登録されてお
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り,その数は数百万個以上に達している.

我々はf,cRを利用してゲノム上の突然変異を極めて迅速かつ容易に検出するPCR-SSCP法を開発し,さらにPCR

産物の蛍光標識ヌクレオチドによる標識法 (艶st-PCRとabeling)と,標識産物のキャピラリー式の蛍光自動シ

ーケンサーによる分離 (_Automated∈apillary宣1ectrophoresis)を組み合わせた PLACE-SSCP法を開発した.

PCR-SSCP法は一塩基の酉汐fl変化を検出できるので SNPの検出に役立つことは言うまでもないが,さらにプ-ソレ

した検体中での SNPのアレル頻度を正確に求めることができるという特徴がある.いままでデータベースに登

録されている SNPのほとんどはそのアレル頻度が調べられていないため,対象とする人種でどの程度多型性を

示すかを検討する必要があるが,PLACE-SSCP法により効率的に調べることができる.さらに,SNPを用いて疾

患感受性を規定する遺伝子を見つけ出すためには,多くの人の DNA解析を行い,その病気に罷っている人とそ

うでない人の間で特定の配列が偏って出現するかどうかを統計的に解析する必要があるが,PLACE-SSCP法は

このような解析にも適している.

ゲノム上に高密度に存在する SNPを人手をかけずに効率よく解析するために,我々はキヤピラリーアレイ蛍

光自動シーケンサーを用いた pLACESSCP法のシステムを開発している.このシステムは大量解析を行うので

必然的に大量のデータ処理も必要となる.効率的にしかも正確に SNPの頻度の決定を行うためのソフトウエア

のシステム開発にも取り組み,多型解析に必要な情報の方法論の開発に全力をあげている.また,実験で得ら

れたSNP情報をデータベースとして公開し,いろいろな研究に役立てたいと考えている.

B.遺伝子の変異および多型と各種疾患との関連の解析

我々が開発した蛍光ポストラベル法を用いるとマイクロサテライトマーカー (2-4塩基からなる繰り返し配

列)の解析も効率よく行うことができる.さらに数種のマイクロサテライトマーカーを異なる蛍光色で標識し,

かつ PCR産物の長さを変えることで一回の電気泳動で多数のマーカーを角神子する,すなわちマイクロサテライ

トの増幅後蛍光標識とマルチプレックス化解析法を確立した.これによって連鎖解析をきわめて容易かつ安価

におこなえるようになった.この方法を利用して,眼科領域の遺伝性疾患である家族性溶出性硝子体網膜症の

連鎖解析をおこない,疾患原因遺伝子の局在を決定することが出来た.

多くの癌では癌抑制遺伝子の欠失が,その発症 ･進行に関与している.当研究室では脳腫癌における遺伝子

欠失領域の局在を多数のマイクロサテライ トマーカーを用いたLOHOossofhetero野gOSiw)解析により検討し,柄

態による遺伝子変化の違いを明らかにし,診断に役立てようとしている.

LOH解析は癌抑制遺伝子同定のための手段であり,現在までグリオーマでも多くの報告がある.その結果グ

リオーマの細勝 りに LOH解析の結果に特徴があることが示唆されている.例えば,染色体 10番の LOHが

ghoblastomaに多く,染色体 1番瑚簸Ip),19番長晦 19q)のLOHがohgodendroghomaに極めて高頻度に見られ

ることが知られている.Oligodendrogliomaは asbDCytOmaより比較的予後が良く,化学療法に反応しやれ ､ため

臨床的に病理診断が重要な意味合いを持つが,診断時の確実なマーカーがなく,しかもoligoasbDCytOmaのよう

な mixed hmorなどの存在もあり病理診断にばらつきがあるのが項状である.そうした中で lp,19qの LOHが

ohgodendrogliomaの分子マーカーになり得るのではないかという可能性が模索されている.また,anaplasdc
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ohgdendroghomaの中でも lpLOHがある毅合は化学療法に反応しやすい という報告もあり,臨床の現場での

治療方針決定にゲノム解析が応用される可能性が開けてきた.しかし,腰癌組織を解析する場合,正常組織の

混入や蛾新田胞の heterogenityの問題があり,客観的な LOH判定が出来ない場合が多い.このため,報告によ

って LOHの頻度にばらつきがある.そこで我利まアレルを定量的に評価し,統計的な処理を行う解析システム

を確立した.これによってLOHを客観的に判定する方法を確立しグリオーマのLOH解析を行った.その結果,

lpLOHだけではoligoderldroghomaのマーカーになり得ず,むしろ1叫 のLOHがoligodendmgliomaとasbtxytoma

の識別診断に有用であるという結論に至った.

一方,マイクロサテライ トの体細胞中での複製の誤りが癌発生の原因の一つであることが知られている (マ

イクロサテライ ト,或いは単純繰り返し配列の複製時不安定性).そこで我々はマイクロサテライ トを持つ晴乳

動物細胞-大腸菌間のシャトルベクターを開発し,これが大腸がん由来培養細胞中で複製するときの誤りの ｢く

せ｣を解析した.この結果,マイクロサテライ トを複製するときに DNAポリメラーゼが鋳型 DNAから脱落し

やすくなる傾向があることを示唆する結果を得た.

当研究室では今後も遺伝子解析技術を生かして臨床の医学研究者と共同研究を行い,ヒトゲノム情報を医学

に役立て,一方ヒトの生物学の知識を深めていきたいと考えている.

C. 転写因子MBPlの機能解析

転写因子MBPl(C-W _h加n1Binding主知tein1)は癌遺伝子 Cィ和好のイントロン1領域にある発現調節領域に

結合する蛋白質として同定された.全長 cDNAにコー ドされる MBPlは 2437アミノ酸からなる巨大な分子

で,血Cフィンガーと呼ばれる DNA結合 ドメインをN末側とC末側の離れた2箇所に持つ.したがってこの

蛋白質はゲノム上の2カ所に結合し,結合した酉汐Uを引き寄せるという機能をもつのではないかと考えられる.

MDPlと同じMHC-bindingprotein(MBP)ファミリーに属する他の因子は免疫応答などに関わる様々な遺伝子

の調節領域に結合することが知られている.しかし MBPlによる標的遺伝子発現の詳細な分子メカニズム,

及び,脳で高い発現を示す生理学的意味は不明である.

MBPlの機能を解明するため,まず CArアッセイによりMIBPlが C-mycの発現に及ぼす影響を調べた.全

長 MBPlは C-myの P2プロモーターからの転写を抑制することがわかった.次に yeasttwo-hybddsystem を

用いて M迅Plと相互作用する蛋白質の検索を行い,核蛋白質 ski-interachgprotein(SKP)を同定した.MBPl

とSKp の相互作用は bll加 ,hm'voの両方で起きることが確終された.さらに MIBPlを発現している細胞,

組織を同定するために blSihLhybridizadonを行ったところ,MBPlは成体ラット脳の咲球,大脳皮質,海馬,

/用尚で強く発現していた.この発現はニューロンで強く,グリアではほとんど見られなかった.ラット胎児で

は胎生 16日目から 18日目の細胞分裂が完了したニューロンからなる大脳の cordcalplateで顕著に強く発現

していた.以上の結果から MBPlは神経細胞の分化や維持に関与しており,その機構に C仰 の発現調節や

SKP との相互作用が関わっている可能性が示唆された.
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D.DNAを利用したナノ構造体の設計

DNAの塩基配列は例え瀞甫乳動物の生命現象を空間的,時間的に現をする情報を担っている.即ち膨大な情

報を記述しうる物質である.さらにDNAはこれらの情報を読み出すための物理化学的性質を同時に保有してい

る.我々はこのDNAの情報記述能力とその読み出し機構,即ちACGTの適切な並びと,A:T及び G:Cの塩基

対形成能を利用して,生命を描くのではなく,多彩な立体構造を規定し,かつその構造をDNA 自身によって自

律的に形成させることを試みている (知的財産保護の観点から詳述せず).即ち高次構造を規定する塩基配列選

択のアルゴリズム開発,これを用いた実際の高次構造自律形成,形成された構造の確認,これを利用した多種

の利用法の策定と実施を行っている.
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ゲノム機能学分野
Division orDiseaseGenes

当研究室では,分化や環境への応答などの基本的生命現象や,精神活動などの高次生命現象に関わる遺

伝子の機能とその制御を研究対象にして,ヒトをはじめとしたホ乳類に的を絞り,細胞および発生工学を含

めた分子生物学的手法を用いてその分子機構を明らかにすることを目指している.分子生物学的解析におい

て突然変異体は極めて有用であるが,ヒトで古瀬改生物や下等真核生物と異なり,人為突然変異体を得ること

は容易ではない.従って遺伝子病は自然突然変異により引き起こされた機能異常状態としてとりわけ重要な

位置を占める.当研究室では,⊥一個の遺伝子の異常により起きる単⊥遺伝子病や,複数の遺伝子と環境因子

の相互作用により発症する多因子病を対象とし,それらの解析を通して遺伝情報制御機構の観点から生命現

象を理解することを目指しており,さらに疾病の謝析および治療法の確立にも寄与しだいと考えている.

2001年の研究室への新たな参加者は,筑波大学から大学院博士諌程ペ柴田 篤志,および九州大学理学

部4年生の荒巻 敏寛,高司 雅史である.

A.分裂病関連遺伝子群の解明

a.環患同胞対解析

JafNheSeSctbptve‡滋aSifHXdr地 ㌍GTmPとして130家系337検体につき,全ゲノムにわたる

10cM 毎のマーカー417個を用いた連鎖解析を行い,全染色体㈱ う終了した 全家系による縫梁では連

鎖を京㌻u⊃D値 2.2臥上の御感ま見出されなかった釈 親サンプルのある家系を用いた結果 3p26,22qll

に乱聯 dveな連紛 号見られた.最も高いiDD億は22qllの2.7である.

b.開遵解析

精神分裂病の精神薬卿 勺知見に基づく ｢ドーパミンおよびグルタミン酸伝達異常仮説｣からド-パミン

およびグルタミン酸受容体遺伝子多型と精神分裂病との関連を,本学医学死花院精神病態医学分野および関

連病院の協力で収集したサンプルを用いて検討している.ドーパミン D4受容体遺伝子(以旺鳩の発現解析

を行い明らが こしたプロモータ簡戒につき多型を検索し,10個の SNPを検出した｡この 5つにつき羅患群

208名,修辞群 210名で関連解析を行ったが関連は見られなかった.また Dm をむト ソナリティとの関

連からも注目されており,解析の結果､Ⅰ傑 出veregtihtor額域内の 1個の SNPが/ト ソナリティを形成

する4次元要素のJつfkward蜘 α と関連していた 細 tstyasueta1.,2001).

グルタミン酸受容体各サブタイプにつき体系的に解析を行っている.メタボトロピック受容体 2型遺伝子

(G棚 をクローンイ雌雌 藷汐Fjを決定し,コード街域の多型検索を行った.その結果 10個の非同義置換

を含む 12個の新規SNPを同定した.各SNPにつき循動学折を行ったところ,6個のSNPについては精神
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分裂病群での頻度は高かった餌 統計的な有意差を義雷められなかった Ot元eta1.,2001).

Ghlのノックダウンマウスでは精神分裂病様の行動異常が見られる.しかしコード勧戒の多型について

は関連が認められていない.そこで GRHVlのプロモーター静戒の関与を検討するため,既にプロモーター

紛 ミ決定されているラットGhlと相同性のある 5'上流審域約1kbについて多型検索を行い,17個の

SNPを同定した.1個の SNPを除いてはいずれも鰍 分裂病羅患群 191検体と健常群 216検体と

の間に有意な差は見られなかった 伯山etd.,hPRSS).

カイニン酸型グルタミン酸受容体 5型遺伝子 (GRⅨ1)のコード街域の変異の検索を行い,2個の同義置

換と1個の非同義書換からなる3個の新税多型を含む6個のSNPを同定した.頻度が高い3個のSNPに

ついて,またハプロタイプについて関連解析を行ったが,有意な差は認められなかった (Shibtaetal.,

謀)01).以上から況 招,GM ,GRHVl,G肌 は日本人集団での精神分裂病発症に大きな関与はない

と考えられた.

十五AMRA型グルタミン酸受容体4型遺伝子(Gm44)およびメタボトロピック受容匪3型童伝刊GRAd:3

については 検出力を上げるため約50kbごとの頻助 言10%臥上のSNPを用いて連績不平衡解析を行った.

GRm射こついては 2個のSNPによるハプロタイプにおいてp尋.0057で有意差が認められ64bkhioeta l.,

h 耶 s),GRL44領域に精神分裂病感受性に関与している多型が存在している可能性が示された.また

G軌田については3つのハプロタイプで纏めて低い債p め-8.30Ⅹ10■4)で有意差力済め られ (托蔀etai.,

h PRSS),約 100kbの領域和こ疾患感受性に寄与する変異が存在する可鎗断 言高く,窮 機能に変化を来

しうる多型を探索中である.

C.モデル動物による解析

精神分裂病発症のモデルと考えられている覚醒剤逆耐性現象に関連する遺伝子の単離を,メタンフェタミ

ン投与ラット試臣擁1らdi旅汀endaldi荘血yを用いて行った.メタンフェタミン投与により発現が電生するク

ローンとしてアンフイフアイシン IcDNAをラット大脳皮質から単離し,このヒト型遺伝子であるAA4円汀

と精神分裂病との賑垂解析を行っている.

B.低分子量ストレス蛋白賞に関する研究

a.HSPB2およこ細 -クリスタリン遺伝子の組織特異的発現棚 の解析

低分子量熱ショック蛋白質は HSⅠ習7を始めとしてヒトでは9種類知られている.各々の遺伝子は異なる

染色体上も雄己置しているが,赦 クリスタリン遺伝子と我々が発見した HSⅠ習2遺伝子だけは同十染色体上

にわずか 959tや を隔TThead-tuheadで存在している.この近接して存在㌻る2つ萌量伝子の組織持負

目甥喜現調節機構を明らかにするために,cB-クリスタリン遺伝子あるいは HSI習2遺伝子の 5'上流域をbd

に連結したレポ一夕､づ直伝子を導入してトランスジェニックマウスを作製し,胎生 12.5日腔を取り出し解
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析した.その絶監 HSPB2の鮪担厳での発現には遺伝子間領域に存在するElxⅨ が必須であることを兄い

出した 駁 準備中).さらに盛上クリスタリン遺伝子の水晶体での発現に必要なエンハンサーの同定に成功

した.

b.(娼-クリスタIJンのストレス応答機構の解析

αB.クリスタリンは中枢神経系ではオリゴデンドロサイトに限局して発現しているボ 神経変性疾患では

補覇棚包死に伴い増加する反応性アストロサイトに蓄積が見られる.我 は々細胞レベルで熱,高浸透圧,カ

リウムイオンなどで鰍 クリスタリンの発現が応変㌻ることを明らかにした.プロモ｢タナ解析の結象 赦

クリスタリン遺伝子の上流に存在する熱ショック応答エレメントCiSE)がストレスによる転写活性化に重要

であることが分かった.ゲルシフトアッセイによりカリウムストレスでは熱ショック転写因子 CiSF2)釈

十方,熱ショックではfjSFlがHSEに結合するという結果を得た (Sadamitsueta1.,2∝)1).HSFlに比

較しHSF2の生物学邦勺意義は不明な融 享多く,現在HSⅠ管の活性化機構を解析中である.

C.HSPB2の細胞内局在の解析

HSFB2はマウスの'班酢?骨格筋で発現が見られ 特にミトコンドリアが多く含まれる赤筋で発現が高い.

我々は壬TBPB2リコンビナント蛋白質を抗原にして HSPB2に対する特異抗体を作成し,C2C12,KNS冶1

細胞などでHSPB2の棚 包内局在を調べた.蛍粍免疫染色によりHSPB2を潮 包質内に開封犬に散在しその

⊥部がミトコンドリアへ結合している所見が得られた.細胞分画の結果,i-BPB2は非ストレス下では主に

可溶性画分に存在していたが,熱ストレスをがナるとミトコンドリア画分と不溶性画分に回収された.さら

にHSP82の弓鮪叫発現により熱耐性の増加が見られた.以上の結果よりⅠ珊 2はミトコンドリアに緩やか

に結合しストレス応答に関与する可能勧 享示唆された 伽と涙耶 etalり2001).
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