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ここに国立遺伝学研究所年報第52号 (平成13年度)

をお届けします.今年度も昨年度にひきつづき,政府の

行政改革の一環として共同利用研究機関の ｢法人化｣が

国立大学と平行して求められるなかでのあわただしい一

年となった.9月には｢国立大学等の独立行政法人化に関

する調査検討会議｣の中間報告がまとめられ,大学共同

利用機関の法人化の方向性も次第に明らかとなった.単

なる効率化のための構造改革ではなく,学術研究と高等

教育の向上のための法人化となるようにひきつづき努力

をしていきたい.そのためにも,より一層研究成果をあ

げて,明確な研究所の存在意義を確立していくことが必

要である.幸い今年度も多数の優れた成果の発表が行な

われたし,遺伝子資源 ･DNAデータバンクなどの事業も

順調に進展した.またホームページの改善 ･｢遺伝学電子

博物館｣の充実も行なわれ,遺伝学の市民レベル-の普

及活動も軌道に乗ってきたこともご報告したい.

平成13年1月から12月までの教官の人事異動として

は,永年研究所の発展に貢献された小川智子教授 (企画

調整主幹 細胞遺伝研究系)が停年退官された.また,

企画調整主幹には石潰 明教授 (分子遺伝研究系)が併

任となった.さらに,生命情報研究センタ-の廃止 ･転

換に伴い,生命情報 ･DDBJ研究センターが設置され,

五候堀孝,西川 建,舘野義男,菅原秀明の各教授,池

局-穂,太田元規,小林薫,宮崎 智の各助手がそれぞ

れ生命情報 ･DDBJ研究センターに配置換となるととも

に,五備堀孝教授が生命情報 ･DDBJ研究センター長に

併任となった.また,木下 哲助手が総合遺伝研究系育

種遺伝研究部門に採用され,小久保博樹助手 (系統生物

研究センター)が岡崎国立共同研究機構基礎生物学研究

所から着任し,研究部門の陣容が充実された.一方,武

田洋幸教授 (個体遺伝研究系)が東京大学大学院理学系

研究科教授-,川上厚志助手 (個体遺伝研究系)が東京

大学大学院理学系研究科助手-転出した.また,細谷俊

彦助手 (個体遺伝研究系),田中茂生助手 (細胞遺伝研究

系),今西規助手 (生命情報研究センター)がそれぞれ辞

職した.

管理部では,4月の異動で小林彰庶務課長が信州大学総

務課長に転任となり,後任には冨山征夫 (筑波大学広報

調査課長)が着任し,10月の異動で上隅清孝管理部長が

千葉大学学生部長-転任し,後任には石川健二 (宮崎大

学総務部長)が着任した.

総合研究大学院大学生命科学研究科遺伝学専攻につい

ては,後期博士課程学生41名 (13.3在籍者)の教育指

導を行い,あらたに11名が入学,7名が理学博士の学位

を取得した.その他COE関係では外国人研究員5名,悼

士研究員8名が研究と教育とを行った.

ヒトゲノムの概略が解読されるという画期的な展開を

経て,遺伝学研究も新しい時代を迎えたと言える.今後

の研究所活動は,その動向を利用してさらに研究を発展

させる使命をおびた新しい段階に進まねばならない.学

問の転換と法人化とがうまくかみ合って新しい研究所と

しての発展を期したいと考えている.

所長 堀 田 凱 樹

巻 預 言 ユ



所 長 堀田 凱樹

企画調整主幹 石清 明 2001.12.31現在

研 究 系 等 研 究 部 門 名 教 授 ･助 教 授 助 手

分 子 遺 伝 研 究 系研究主幹 (併)石 清 明 分 子 遺 伝 研 究 部 門 石 清 明 藤 田 倍 之光 澤 浩木 村 誠変 異 遺 伝 研 究 部 門 山 尾 文.明 岸 努清 野 浩 明

核 酸 化 学 客 旦 研 究 部 門 水本 清久(非) 田 中 寛

細 胞 遺 伝 研 究 系研究主幹 (併)荒 木 弘 之 細 胞 遺 伝 研 究 部 門 今 .井 弘 民

微 生 物 遺 伝 研 究 部 門 荒 木 弘 之 安 田 成 一 上 村 陽一郎

細 胞 質 遺 伝 客 員 研 究部 門 吉川 武男(非)柳 田 充 弘

個 体 遺 伝 研 究 系研究主幹 (併)虞 準 進 発 生 遺 伝 研 究 部 門 鹿 海 健 藤 浮 敏 孝 清 水 裕 .岡 部 正 隆

形 質 遺 伝 研 究 部 門 鹿 瀬 進 上 田 均 湊 清山 田 正 明

初 期 発 生 研 究 部 門 武 田 洋 幸(併 任) 川 上 厚 志(併 任)

生 理 遺 伝 客 員 研 究 部 門 舌 開 明 彦米山 亮一(非)

集 団 遺 伝 研 究 系研究主幹 (併)池 村 淑 道 集 団 遺 伝 研 究 部 門 高 野 敏 行

進 化 遺 伝 研 究 部 門 池 村 淑 道 斉 藤 成 也 (天 前 豊 明)深 川 竜 邸

理 論 遺 伝 客 員 研 究 部 門 近 藤 滋高 木 利 久

総 合 遺 伝 研 究 系研究主幹 (併)佐々木 裕 之 人 類 .遺 伝 研 究 部 門 佐々木 裕 之 藤 山 秋佐夫 佐 渡 敬

育 種 遺 伝 研 究 部 門 角 谷 徹 仁 木 下 哲

脳 機 能 研 究 部 門 平 田-たつみ 川 崎 能 彦

応 用 遺 伝 客 員 研 究 部 門 鹿近 洋彦(非)高 木 信 夫

研究施読 系統生物研究センターセンター長 (併)城 石 俊 彦 マウス系統研 究 分 野 晴乳動物遺伝研究室 城 石 俊 彦 小 出 剛

発 生 工 学 研 究 室 相 賀 裕美子 小久保 博 樹

イネ系統研究分野 植 物 遺 伝 研 究 室 今 田 の り､ 伊 藤 幸 博

大腸菌系統研 究 分 野 原核生物遺伝研究室 西 村 昭 子

無脊椎卯勿系統研 究 分 野 無 脊 椎 動 物 遺 伝研 究 室 林 茂 坐 後 藤 聡

㈱ センターセンター長 (併)小 原 雄 治 系 統 情 報 研 究 室 山 崎 由紀子 (藤 田 昌 也)生 物 遺 伝 資源 情 報 研 究 室 小 原 雄 治 安 達 佳 樹

構造遺伝学研究センターセンター長 (併)桂 勲 生 体 高 分 子 研 究 室 徳 永 万事洋 椎 名 仲 之

超 分 子 機 能 研 究 室 嶋 本 伸 雄 十 川 久美子(永 井 宏 樹)

構 造 制 御 研 究 室 桂 勲 石 原 健

超 分 子 構 造 研 究 室 自木原 康 雄 前 仲 勝 実

遺 伝 子 回 路 研 究 室 今 本 尚 子 小 瀬 真 吾

生胸 .DDBJ研究センターセンター長 (併)五候堀 孝 遺 伝 情 報 分 析 研 究 室 五傭堀 孝 池 尾 - 穂

大 量 遺 伝 情 報 研 究 室 西 川 建 太 田 元 規

遺 伝 子 機 能 研 究 室 舘 野 義 男 小林 (深海)薫

データベース運用開発研究室 菅 原 秀 明 宮 崎 智

遺 伝 子 発 現 解 析 研 究 室

放射線.アイソトープセンターセンター長 (併)仁 木 宏 典 - 仁 木 宏 典

実 験 圃 場圃場長 (併)倉 田 の り 野々村 賢 一

※研究休職者 永井宏樹 (Hll.10.1-H14.9.30)天前豊明 (H12.4.1-H14.3.31)藤田昌也 (H13.4.1-H14.3.31)は現員から除く｡

※併任 武田洋幸 (H13.4.1-H14.3,31)川上厚志 (H13.4.1-H14.3.1)は現員に含む｡

2 研究室一覧



A.分子遺伝研究系

A-a.分子遺伝研究部門

分子遺伝研究部門では,本年も3つの課題,｢原核生物

における転写装置の機能制御と転写の包括制御機構｣,｢真

核生物の転写装置の分子解剖｣及び ｢ウイルスの転写 ･

複製装置の構造一機能相関｣に沿った研究を継続した.

これらの研究には,教授 ･石浜 明,助手 ･藤田信之,

光津 浩,木村 誠の4名のスタッフに加えて,科学技

術振興事業団戦略基礎研究(CREST)研究員 ･本田文江,

横井仁美,片山 映,山本兼由,遺伝研COE外国人研究

員･DimitryKOLPASHCHIKOV(ロシア科学アカデミー

生物有機化学研究所),01gaN.OZOLINE(ロシア科学

アカデミー細胞生物物理学研究所),大学院生 ･牧野嶋秀

棉 (総研大 ･生命科学),科学技術振興事業団CREST技

術員 ･鈴木久子,海道雅子,岡本拓人,COE研究支援推

進員 ･神田えみ,技術補佐員 ･遠藤静子,小塩悦子,研

究補助員 ･高橋美津恵と,秘書 ･原 雅子が参加した.

加えて,今年も,日印科学協力事業によるDipankar

CHATTERJI(インド科学研究所),∫.GOWRISHANKAR

(細胞分子生物学センター)など,国内外共同研究グルー

プから短期滞在研究者を迎えた.

これらの研究には,遺伝研校費,総研大校費に加えて,

次の文部省科学研究費補助金の支援を得た.平成13年度

文部省科学研究費重点領域研究 ･金属蛋白質 (代表者 ･

日本医大 ･西野武士)｢転写装置の機能制御の分子基盤｣

(石浜),特定領域研究 ･ゲノム生物学 (代表者 ･奈良先

端大学院大学 ･小笠廉直毅)｢微生物における転写調節系

の比較ゲノミクス ･プロテオミクス｣(藤田),特定領域

研究 ･多元的情報伝達(代表者 ･北海道大学 ･稲垣冬彦)

｢大腸菌RNAポリメラーゼのαサブユニットを介した転

写活性化のメカニズム｣(藤田),基盤研究 (B)｢転写装

置の機能分化の全体像｣(石浜),基盤研究 (C)｢転写開

始過程におけるo国子の動態｣(藤田),奨励研究(A)｢CTD

ホスファターゼFcplによるRNAポリメラーゼⅡの制御

機構の解析｣(木村).また,総合研究大学院大学共同研

究 ｢極限環境下の生存戦略の機構｣(代表者,生命科学研

究科 ･分子生物機構論 ･村田紀夫)(石浜,藤田),｢人工

DNAを用いる遺伝子発現制御と機能分子構築｣(代表者,

生命科学研究科分子生物機構論 ･諸橋)(石浜)に参加し

た.遺伝研共同研究については,次の申し込みを受け入

れ実施した.共同研究 (A)｢転写因子による転写包括制

御｣(鹿児島大学 ･前田広人),｢大腸菌静止期の代謝調節

に果たすポリアミンの役割｣(千葉大学･五十嵐-衛),rMg

(2+)レギュロンによる情報伝達機構の解明｣(近畿大

学 ･内海龍太郎),｢温度感受性変異株を用いたRNAポリ

メラーゼⅡの機能解析｣(放医研 ･菅野公彦).

科学技術振興事業団･戦略基礎研究CREST｢遺伝子発

現ヒエラルキー決定機構の解明｣(代表者 ･石浜 明)は,

最終年度の研究を実施し,同プロジェクトは,平成13年

11月終了した.5年間に亘る支援で,研究に集中出来た

効果は大きく,系統的 ･組織的研究が実施できた.

国際共同研究の推進に,石浜は引き続き尽力した.日

本学術振興会の日印自然科学協力事業のモダンバイオロ

ジー領域で｢ストレス応答の総合機構｣に関する日印ワー

クショップ (平成13年10月,印度ハイデラバード)を

組織し,また ｢飢餓環境における細菌の適応機構｣に関

する日印共同研究を組織した.

1.原核生物における転写装置の機能制御

(1)大腸菌各種シグマ因子及び各種転写因子の細胞内濃

度 :小塩悦子,前田広人*,岩田 晃**,石浜 明 (遺伝

研 ･分子遺伝,鹿児島大 ･水産*,日本生物科学研究所**)

大腸菌では,7種類のo因子が同定されているが,実験

室培養での増殖期には, 070, oN, oFの3種類だけが存

在している.増殖を停止し定常期に入ると,加えてoSが

出現し,また熱ショックなどのストレスが加わると,oH,

oE, oFedも出現する.細菌成育の環境に応じて,7種類

のα因子が,さまざまの組み合わせで存在し,約2000分

子と推定されるRNAポリメラーゼコア酵素-の結合で競

争し措抗している.生体内でのシグマ競合の実態を知る
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目的で,定量的ウェスタンブロット法を利用して,(i)細
菌増殖相の変化,(ii)細菌培養温度の変化,および (iii)

細菌培養の培地組成の変化に伴う,全7種類のシグマ因

子の細胞内濃度の系統的測定を行った(Maedaetal.,2000).
一方,シグマ因子が不要となった時,シグマ因子に結合

し,活性のない状態で一時的に保存する生理機能をもつ,

いわゆるアンチシグマ因子の量も活性シグマ因子の細胞

内濃度の制御に関係している筈である.我々は,主要シ

グマ因子070および定常期遺伝子群の転写に関わるcrSに対

するアンチシグマ因子を発見した.そこで,アンチシグ

マ因子全種類を純化し,特異抗体を調製し,アンチシグ

マ因子の細胞内濃度の測定にも成功した.

大腸菌RNAポリメラーゼは,恒常的に発現している遺

伝子を除いて,多くの誘導性の遺伝子発現には,さらに

遺伝子あるいは遺伝子群特異的な転写因子を必要とする.

多くの転写因子は,RNAポリメラーゼと直接接触してそ

の機能を制御する.大腸菌には,RNAポリメラーゼと直

接相互作用をすると推定される転写因子が約100-150種

類存在する.これらの細胞内濃度も,ゲノムの全遺伝子

の転写包括制御に密接に関わっている筈である.そこで,

転写因子全種類の細胞内濃度の制御の実態解明を目指し

た研究を開始した.これまでに約60種類を発現 ･精製し,

それぞれに対して特異抗体を作製した.抗体コレクショ

ンを用いて,転写因子AcrR,AhpC,AhpF,Arc,CbpB,

Crp,DeoR,Dps,FruR,Fur,GreA,GroE,HepA,Hms,

IciA,IcIR,Ihf,Ilv,InfB,KdpE,LacI,Lrp,NusA,0ⅩyR,

PhoP,SspA,Stp,SdiA,Thi二,TufB等の細胞内濃度を定

量的ウエスタン法で定量した.

イムノブロッティング法による,個別転写因子の定量

に加えて,CREST石浜研究チームでは,二次元電気泳動

で展開された全蛋白を同定測定するPROTEOME解析を

行った.転写因子のいくつかは,PROTEOMEでも測定

出来ているので,直接定量と比較することが出来た.ま

た,最近開始したTRANSCRIPTOME解析から得られ

る,転写因子各成分のmRNA量との比較も始めた.

(2)大腸菌転写因子作用機構の系統的解析 :山本兼由,

谷田勝教*,石浜 明 (遺伝研 ･分子遺伝,遺伝研 ･放射

線アイソトープセンター*)

大腸菌で約260種類を推定される転写因子候補のうち,

少なくとも100-150種類は,RNAポリメラーゼと直接

接触し,転写装置の機能制御に関与していると考えられ

ている.転写因子が,接触するRNAポリメラーゼのサブ

ユニットに応じて,作用機構が異なることの発見を契機

として我々は,転写因子群を,接触相手のサブユニット

a,S,b,b'に応じて,クラス1,2,3,4の4群に分類す

ることを提唱した (Ishihama,2000).戦略基礎研究の一

環として我々は,大腸菌の既知転写因子約150種類の全

ての作用機構を解明し,その仮説を実証する目的で,読

4 分子辻伝研究部門

験管内転写系で転写調節機構を解析し,またRNAポリメ

ラーゼ上の接点同定を進めた.特に本年は,大腸菌の外

界金属に応答する転写制御に関わる転写因子群の全てを

得て,集中的に解析した.転写因子とRNAポリメラーゼ

の蛋白一蛋白相互作用の接点の同定は,従来,接触不能

となるRNAポリメラーゼ変異のマッピングで行ってきた

が,遺伝解析は労力と時間を必要とする.そこで今回,

更に多数の転写因子の接点のマッピングを迅速に行う目

的で,精製転写因子表面にFeBABEを結合し鉄-EDTA

誘導体による接触相手のRNAポリメラーゼサブユニット

蛋白の切断点を分析することで,接点を決定する系を開

発した.即ち,RNAポリメラーゼ各サブユニットに別々

のエピトープタグを付加し,タグに対する特異抗体を用

いたウェスタンブロット法で,各サブユニット由来の分

解産物を同定する方法を確立した.

(3)大腸菌転写包括制御 :DNAチップを利用 した

TRANSCRIPTOME解析 :01gaOZOLINE,前田広人*,

山本兼由,野村 扶**,片山 映***,藤田信之,石浜

明 (遺伝研 ･分子遺伝,鹿児島大 ･水産*,現 ･東京都精

神研**,現 ･日本医大***)

大腸菌ゲノムの全遺伝子を対象とした発現パターンの

解析は,従来,戦略基礎研究 (CREST)の一環として,

二次元電気泳動を利用したPROTEOMEを行って来た.

これまでに同定した大腸菌蛋白成分は,500に到達した

(CREST石浜研究チーム).この数量は,ひとつの生物

種では最高の数値である.一方,ゲノム仝シークエンス

が決定されたことにより,全遺伝子プローブを含む大腸

菌DNAチップが開発された.我が国で先駆的に開発され

た大腸菌DNAチップを利用して,大腸菌に存在するmRNA

の全種類を一挙に検出同定する実験系を開発 し,

TRANSCRIPTOMEの系統的解析を開始した.本年は,

次の二つの方向の解析を進めた.ひとつは,RNAポリメ

ラーゼβ,β'サブユニットと相互作用をするクラスⅢ,ⅠV

の転写因子制御下の遺伝子群を同定する目的での解析で

ある.クラスⅠ(αサブユニット接触)Ⅱ (crサブユニッ

ト接触)転写因子については,既に多くの転写因子が同

定され作用機構が解明されている.本年度は,クラスⅢ

(βサブユニット接触)転写因子のHepA (野村担当)

とクラスⅠⅤ (β'サブユニット接触)転写因子のUsg欠

損株(片山担当)で,転写が増強されるか減少するmRNA

種を同定し,新たに同定したこれら転写因子の生理機能

を推定することが出来た.

一方,既知の転写因子群の支配下遺伝子の全体像を同

定する目的の解析では,シグマ因子7種類それぞれの支

配下遺伝子群の同定を目指した (Ozoline担当).ストレ

ス応答遺伝子群の転写に必要と考えられていたマイナー

シグマ因子の欠損株で転写が減少した遺伝子は,それら

シグマの直接の支配下にあるものが含まれていると考え



て良い結果が得られた.また,シグマ因子の機能成分の

濃度制御に関わるアンチシグマ因子の遺伝子が欠損した

大腸菌のTRANSCRIPTOME解析も並行して実施した

(前田担当).さらに,約150種類の転写因子群の遺伝子

破壊株についても,TRANSCRIPTOME解析を実施する

こととした.その手始めとして,外界金属-の応答に関

与する転写因子支配下の遺伝子群を同定する目的で,そ

れら転写因子遺伝子欠損株のTRANSCRIPTOME解析

を開始した (山本担当).

(4)大腸菌定常期移行の制御機構 :牧野嶋秀樹,西村昭

子*,石浜 明 (遺伝研 ･分子遺伝,遺伝研 ･系統生物研

究センター)

大腸菌増殖の対数増殖期から定常期-の移行過程での

ゲノム全遺伝子を対象とした発現包括制御を解明する目

的の研究を,戦略基礎研究 (CREST)の一環として展開

して来た.その中で我々は,パーコール (Percoll)密度

勾配遠心法を利用して,大腸菌分化に従って,細胞の比

重が増大することを発見した(Makinoshimaeial.,2002).

しかも,大腸菌分化過程での浮遊密度の増加は,不連続

で,密度勾配遠心管中で,多数の細胞バンドを形成した.

そこで,対数増殖期から定常期に移行する段階で細胞の

浮遊密度増加の分子的基盤,密度増加機構を解明するこ

とを目的で,まず分離された細胞集団のそれぞれを特徴

付ける分化マーカーの検索を行った.まず初めに,対数

増殖期及び定常期に特異的に活性化される,各種の既知

プロモーター支配下に蛍光タンパク質を発現する融合遺

伝子ベクターを大腸菌に導入し,形質転換細胞培養各時

期で,細胞をパーコール遠心で分画したところ,密度が

より増加している細胞ほど定常期特異的に発現するプロ

モーターが活性化されていることが判明した.分画した

細胞中に存在するタンパク質を免疫定量法で測定した結

果でも,比重の重い細胞集団中では,定常期特異的タン

パク質が増加していた.定常期細胞で,浮遊密度が増加

する分子基盤を理解する目的で,細胞当りの体積,核酸 ･

蛋白質 ･糖鎖 ･脂肪などの化学組成の正確な測定を目指

した解析を行い,また,菌体表層の鞭毛 ･繊毛の種類と

付着量 ･分布の測定を開始した.

一方,戦略基礎研究でのPROTEOME解析から,定常

期大腸菌にだけ出現する蛋白質を多数同定した.これら

蛋白質の出現の時間経過を追跡すると,対数増殖期から

定常期移行過程で,逐次合成されることが判明し,定常

期遺伝子発現のカスケードが予測された.そこで,これ

ら定常期特異的発現遺伝子の欠損株の定常期移行と,細

胞浮遊密度変化を解析することとした.予備的観察では,

定常期遺伝子発現に関与する調節遺伝子破壊株では,定

常期-の移行途中で生存率が急速に低下し,また浮遊密

度増加が認められなかった.変異株の系統的解析を実施

する予定である.

(5)大腸菌におけるQuorumSensing機構 :山本兼由,

牧野嶋秀樹,石浜 明 (遺伝研 ･分子遺伝)

大腸菌が増殖し,ある細胞濃度に達するとそれ以上の

細菌が生存できない限界に到達する.細菌は生存許容個

体数を感知する能力 (QuorumSensing)を備え,その

環境に適応し生存を続ける為の遺伝子群を発現すると考

えられている.この移行過程の遺伝子発現の包括制御に

は,RNAポリメラーゼの機能特異性の変化が大きな役割

をしていると我々は提唱してきた (Ishihama,2000).ビ

ブリオ菌や緑膿菌では,QuorumSensingの細胞間情報

伝達物質は,ホモセリンラクトン類である.ところが,

大腸菌は,ホモセリンラクトンは合成しないものの,ビ

ブリオ菌ホモセリンラクトン受容体LuxRに類似したSdiA

が存在し,細胞分裂制御に関わっている.大腸菌SdiA蛋

白を単離し,細胞分裂遺伝子群ftsQAZの転写活性化機構

を解析したところ,ホモセリンラクトンが,SdiAを介し

て,このオペロンのプロモーターからの転写を促進する

ことを発見した (Yamamotoetal.,2001).大腸菌SdiA

は,環境中で,多種類の細菌が共存する時,他種細菌の

細胞間情報伝達を傍受する役割を果たしているようであ

る.しかし,大腸菌間の情報伝達物質については,まだ

同定されていない.我々は,定常期特異的シグマ因子os

だけを特異的に活性化するグルタミン酸がひとつの候補

であると提唱している (Ohnumaetal.,2001).

(6)バクテリアにおける転写調節系の比較ゲノミクス :

藤田信之,石浜 明 (遺伝研 ･分子遺伝)

現在までに40種を超えるバクテリアについて全ゲノム

配列が明らかにされている.これらのバクテリアが持つ

転写因子の全貌を明らかにし,相互に比較することによっ

て,調節系の起源と進化,環境-の適応戦略に迫りたい.

また転写因子を軸としたゲノム情報の再構築をめざす.

昨年までにプロテオバクテリア群を中心とした14種につ

いてゲノム横断的な転写因子のサーベイと分類を行なっ

たが,本年は主要な分類群を網羅する36種に対象を拡張

するとともに,大規模な系統解析を行ない,転写因子の

起源および消長について考察を行なった.またその過程

で,DNA結合 ドメインと考えられる保存領域を持ちなが

ら既知の遺伝子を含まない新たな蛋白質ファミリーを数

種兄いだした.これまでの成果をデータベースとして公

開する準備をすすめるとともに,新規に決定されたゲノ

ム配列 (ドラフト配列を含む)について転写因子の検索,

分類,機能予測を支援するためのシステムの開発を行なっ

ている.

2.真核生物の転写装置の分子解剖

(1)分裂酵母RNAポリメラーゼⅡの細胞内濃度とCTD
のリン酸化状態の変化 :棲井仁美,石浜 明 (遺伝研 ･

分子遺伝)
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分裂辞母のRNAポリメラーゼⅡは,出芽酵母と同じ

く12個のサブユニットから構成されている.我々は先に,

各サブユニットに対する抗体を作製し,定量的ウエスタ

ン法で,各サブユニットの細胞内濃度を測定した(Kimura

eial.,2001).その結果,完全培地での対数増殖期の分裂
酵母JY741株では,細胞当たりに換算して,Rpb3は1.0×

104分子ともっとも少なく,RNAポリメラーゼⅡに特異

的なサブユニットのRpbl,Rpb2およびRpb7はその約

1.5倍,Rpb9とRpbllは約4倍存在,Rpb4はRpb3の

約10倍過剰に存在することが判明した.蛋白レベルの定

量に続いて,本年度は,RNAポリメラーゼ遺伝子の転写

地図の解析とmRNAの定量を行った.転写開始部位の同

定には,主としてcap構造をもつRNAだけを選択して

5'端を同定できる,いわゆるオリゴキャップ法を用いた.

12種類のサブユニット遺伝子の転写開始部位は,翻訳開

始コドンから,18(ゆb3)-214(rpb7)塩基上流ほぼ1ヶ

所に,時には短い領域の数ヶ所 (rpbl,ゆb2,rPb8,ゆb9,

ゆbll,rPb12)に存在した.転写開始部位上流には,既知

の転写調節シグナルに加えて,rPb遺伝子群にだけ認めら

れる配列が同定され,サブユニット間の同調転写に関与

している可能性が示唆された (Sakuraiandlshihama,

2001).一方,mRNAの定量には,各サブユニット遺伝

子cDNAと同じプライマーで増幅できる既知量のコンペ

ティターDNAと混合して行う,競合PCR法を用いた.

その結果,mRNA量は必ずしも蛋白量と比例しないこと

が判明した.仮にmRNAと蛋白質の量比を翻訳効率●とす

ると,5'非翻訳配列約100塩基のRpb9,Rpb12が最大で,

それより短いRpbl,Rpb2,Rpb3,Rpb6,RpblO,Rpbll

では翻訳効率が低く,また5'非翻訳配列がさらに長いRpb4,

Rpb5,Rpb7,Rpb8では,効率がまた低下する傾向を示し

た.RNAポリメラーゼサブユニット遺伝子の転写調節DNA

シグナル,翻訳効率の影響するRNAシグナルの同定は,

今後の課題である.

一方,存在するRNAポリメラーゼの機能状態を知るひ

とつの手掛かりとして,サブユニットⅠ(Rpbl)のC端

に存在する7アミノ酸の29回の繰り返し(YSPTSPS)棉

造のリン酸化を解析したところ,細胞増殖相の変化に応

じて,リン酸化の程度が変動することが判明し,RNAポ

リメラーゼⅡの機能量は変動していることが示唆された

(Sakuraiandlshihama,2002).

(2)分裂酵母RNAポリメラーゼⅡと相互作用する蛋白

質因子の単離 ･同定とその機能の解析 :木村 誠 ･鈴木

久子 ･石浜 明 (遺伝研 ･分子遺伝)

RNAポリメラーゼⅡ(polⅡ)は,Rpb1-Rpb12の12

種類のサブユニット蛋白質で構成される.我々は先に,

定量的ウエスタン法で,各サブユニットの細胞内濃度を

測定した (Kimuraetal.,2001).研究は,polⅡの機能
制御を解明する新たな段階に移行し,各サブユニットと
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相互作用をする転写因子の系統的探索を開始した.

最大サブユニットRpblのC末端ドメイン(CTD)は,

YSPTSPSのコンセンサス酉己列をもつ7アミノ酸残基の

繰返し構造をもち,polⅡ本体から外部-突出している.

分裂酵母ではその繰返し回数は29回である.CTDはリ

ン酸化制御を受け,非リン酸化CTDをもつpolⅡはメディ

エーター複合体と相互作用して,数種類の基本転写因子

とともに転写開始複合体を構成する.CTDは転写開始時

に高度にリン酸化され,これがRNAプロセッシングに関

与する複合体の集合基盤となることが知られている.こ

のような機能をもつCTDは真核生物の核内RNAポリメ

ラーゼⅠ,Ⅱ,ⅢのうちmRNAを合成するpolⅡにのみ

存在する.polⅠ,Ⅱ,Ⅲは共通サブユニット,相同サブ

ユニットをもつが,Rpb4サブユニットはpolⅡのみに含

まれる.出芽酵母での解析から,Rpb4サブユニットはpol

Ⅱ本体の構造を安定化する機能をもつと同時に転写の開始

に関与することが知られている.

分裂酵母でpolⅡと相互作用しその機能を制御する蛋

白質因子を単離するためゆb3サブユニット遺伝子にタグ

配列をもつ酵母株を作製し,タグを利用してpolⅡを含

む蛋白質複合体を単離した.その際,細胞抽出液の調整

方法を検討し,細胞内でDNAから遊離しており非リン酸

化型CTDをもつpolⅡを含む複合体と,転写途中にあり

リン酸化型CTDをもつpolⅡを含む複合体を分離した.

質量分析法による同定の結果,前者の非リン酸化型polⅡ

以外の構成因子は,基本転写因子TFIIFとCTDホスファ

ターゼFcplであった (Kimuraetal.,2002).Fcplは,
近年,ヒトと出芽酵母で報告されているが,この様な複

合体の単離は前例がない.遺伝子組換えにより作製した

分裂酵母Fcplは実際にCTDホスファターゼ活性をもち,

酵母4分子解析の結果,fcPl遺伝子は必須遺伝子であっ
た.Fcpl/TFIIF/polⅡ複合体の架橋剤処理により,Fcpl

はpolIIのRpb4サブユニットに結合する可能性が兄い

だされ,これは組換え蛋白質の結合実験により確認され

た.また,チアミン添加によりrpb4遺伝子の発現制御が

可能な酵母株を作製し,rPb4の発現を停止した酵母細胞

からタグを利用してFcpl/TFIIF/poュⅡ複合体を単離す

ると,複合体中にFcplが存在せず,同時に,複合体中の

polⅡはリン酸化型CTDをもっていた.以上により,転

写終了後のpolⅡはFcpl/TFIIF/polⅡ複合体を構成し,

ここで次の転写開始のためのCTDの脱リン酸化を受ける

こと,この複合体構成に際し,転写開始に関与するRpb4

がFcplをpolⅡに結合させる機能をもつことが明らかと

なった.

分裂酵母Fcpl/TFIⅣ/polⅡ複合励 こは,生物種間で

保存されたTFIIFの2つのサブユニットTFIIFa(RAP74),

TFIIFβ(RAP30)以外に,出芽酵母TFIIFに含まれ,宿

等動物TFIIFには存在しない第3のサブユニットTfg3が

含まれる.転写制御に関し,分裂酵母は出芽酵母よりも



高等動物に近い性質を有する場合が多く報告されるが,

TFIIFの構成に関しては出芽酵母と同様であり,転写制

御系全体としては,分裂酵母は出芽酵母と高等動物の中

間的な性質をもつ可能性が示唆される.

(3)分裂酵母RNAポリメラーゼⅡのRpb7サブユニッ

トと相互作用する因子の解析 :光滞 浩,神田えみ,石

浜 明 (遺伝研 ･分子遺伝)

RNAポリメラーゼⅡに特異的なサブユニットのひとつ

であるRpb7蛋白質は,プロモ-ターからの正確な転写

開始には必要だが,DNAを鋳型としたRNA合成そのも

のには必要ないことが示されている.RNAポリメラーゼ

Ⅱによる転写におけるRpb7サブユニットの機能を明らか

にするために,two-hybrid法を用いて,分裂酵母のRpb7

蛋白質と相互作用する因子の単離を試み,出芽酵母のNRDl

遺伝子と高い相同性を示す新しい遺伝子を得た.出芽酵

母Nrdl蛋白質に関しては,最近になって,RNAポリメ

ラーゼIIによって転写されるがpoly(A)十が付加されな

いsmallnucleolarRNAやsmallnuclearRNAの3'末

端形成に関与していることが報告された.我々は,出芽

酵母Nrdl蛋白質と出芽酵母のRpb7蛋白質も,相互作用

することを見出した.すなわち,Rpb7とNrdlの相互作

用は進化上保存されており,このことは,この相互作用

が生体内で意味のある結合であることを示唆している.

two-hybrid法により検出された相互作用は,直接的な相

互作用を保証しないので,試験管内での直接結合能を検

討した.組換え蛋白質を大腸菌中で発現させると不溶性

であったため,尿素で変性 ･可溶化したのち透析して,

GSTプルダウンアッセイをおこない,直接的結合を証明

した.また,遺伝子破壊により分裂酵母のNrdl相同蛋白

質が生存に必須であることが明らかになった.今後,坐

体内での相互作用を解析し,その転写における意義を明

らかにしたいと考えている.

(4)分裂酵母の基本転写因子TFIIDの解析 :光輝 浩,

石浜 明 (遺伝研 ･分子遺伝)

基本転写因子TFIIDは,TATA結合蛋白質とTAFと

よばれる蛋白質群からなる複合体で,RNAポリメラーゼ

Ⅱによる転写開始に中心的な役割をはたしている.TFIID

の解析にはこれまでおもにヒト,ショウジョウバエ,也

芽酵母が用いられてきたが,我々は遺伝学的手法の適用

が容易な別のモデル生物として分裂酵母を用いた解析を

進めている.これまでに,分裂酵母のTFIIDは,他の生

物のものと異なり,WDリピートをもつTAFを2種類

(TAF72およびTAF73)含んでいることを明らかにして

きた(Mitsuzawaetal.,2001).興味深いことに,TAF72

あるいはTAF73を高発現すると,細胞周期のM期に特

異的なユビキチン依存性蛋白質分解の欠損による細胞周

期停止が回復する.これらのTAFのWDリピート領域

の機能を明らかにするため,TAF72のC末端領域 (その

大部分がWDリピートからなる)と相互作用する蛋白質

をtwo-hybird法を用いてスクリーニングした.その結果,

ヒストンH4と相同性を示すTAFをコードする遺伝子(taf50

と命名)を得た.遺伝子破壊実験の結果,iaf50は必須遺

伝子であった.また,免疫沈降実験により,TAF50蛋白

質は,TAF72と同様に,TFIIDおよびSAGA様複合体

の両方の構成要素であることを証明した.これらの結果

から,(1)TFIIDに特異的なTAF73をもつことが他の生

物にはない分裂酵母の特徴であり,TAF73はWDリピー

トをもつTAFのTFIID複合体中での機能の解析のモデ

ルとして適している.(2)TAF72のWDリピートを含む

C末端側領域は,TAF50と相互作用する.つまり,これ

まで不明であったWDリピートを含む領域の機能のひと

つは,ヒストンH4様TAFとの相互作用であることが明

らかになった.

3.ウイルスの転写 ･複製装置の構造一機能相関

(1)｢RNAエフェクター｣としてのインフルエンザウイ

ルスRNA:vRNAによるウイルスRNAポリメラーゼ活

性化 :本田文江,水本清久*,岡本拓人,石浜 明 (遺伝

研 ･分子遺伝,遺伝研 ･核酸化学*)

インフルエンザウイルスRNAポリメラーゼは,ゲノム

RNAの転写によるウイルスmRNA合成,複製による子

孫ウイルスRNA合成のいずれにも関与している.ウイル

スRNAポリメラーゼは,3種類のウイルスP蛋白質サブ

ユニット (PBl,PB2,PA)から成り,cap-1RNAエン

ドヌクレアーゼ活性,切断cap-1RNA断片をプライマー

としたRNA合成活性 (転写),プライマーを必要としな

いRNA合成活性 (複製)をもつことが示唆されている.

バキュロウイルスに各サブユニットcDNAを挿入した組

換え体ウイルス3種を,様々の組み合わせで昆虫細胞に

感染し,3種P蛋白質から構成される各種のP蛋白複合

体の精製に成功した.単離3P複合体は,しかし活性がな

かった.vRNAを添加すると,RNAキャップ結合活性,

cap-1RNA切断活性,プライマーとしたRNA合成活性,

ポリA付加合成活性が検出された.これらの結果から,

RNAポリメラーゼ活性化作用を示すくtvRNAエフェクター''

説を提唱した (Hondaetal.,2001).

様々のモデルvRNA,cRNA様の人工ウイルスRNAを

作製し,RNAエフェクターをしての機能に必要な素単位

の同定を行った.vRNAと相補的なcRNAにエフェクター

機能がないので,RNAポリメラーゼがvRNAとの複合

体として細胞に導入され,転写機能を発揮することが良

く説明できる.

(2)インフルエンザウイルスRNAポリメラーゼの機能変

換 :転写酵素と複製酵素の分子的実体 :本田文江,岡本

拓人,DmitryKOLPASHCHIKOV,海道雅子,石浜

明 (遺伝研 ･分子遺伝)
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インフルエンザウイルスRNAポリメラーゼは,ウイル

スゲノムRNAの転写と複製の両方に関与する多機能辞素

である.mRNA合成tも宿主細胞のcap-1構造をもつmRNA

を認識し切断後cap-RNA断片をプライマーとして開始さ

れ,ゲノムRNA上の5'端近くのUクラスターで終結し

ポリAが付加される.一方,複製の2段階反応,CRNA

とvRNA合成は,プライマーを使わず,denovo合成と

して開始される.多機能酵素の機能地図の解析を本年も

継続したが,特に,プライマー結合部位,RNA合成活性

中心部位を,特異的ヌクレオチドのクロスリンキング法

で同定する試みを進めた.

転写酵素から複製静索への変換は,ウイルス感染細胞

中でだけ認められることから,機能変換には宿主因子が

関わっていることが示唆されている.そこで我々は出芽

辞母のtwo-hybridスクリーニング法を用いて,HeLa細

胞cDNAライブラリーから出発し,各P蛋白と相互作用

をする宿主細胞因子を検索してきた.現在までに,各P蛋

白と相互作用をする宿主蛋白がいくつか単離された.得

られたP蛋白結合宿主因子cDNAを,大量発現 ･純化し,

得られた蛋白を試験管内ウイルスRNA合成系に入れRNA

合成-の影響をみることで,ウイルスRNA合成に影響す

る因子がいくつか同定された.また特異抗体を調製し,

免疫共沈反応で,各P蛋白と宿主因子の直接相互作用を

検定した.また,宿主因子候補の生理機能同定の一貫と

して,ウイルス感染細胞を,ウイルスP蛋白抗体と宿主

因子抗体を用いて,間接蛍光抗体染色で観察した.
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3,藤田信之 :バクテリア型転写因子の系譜一実験科学

の視点からゲノム情報を再構築する.ゲノム情報解析技

術チュートリアル講演会 ｢生物学者的視点からのゲノム

情報解析｣,木更津,12月.

4.本田文江 ･岡本拓人 ･水本靖久 ･石浜 明 :インフ

ルエンザウイルスRNAポリメラーゼの機能制御 :VRNA

による転写装置-の変換.第49回日本ウイルス学会学術

集会,大阪,11月.

5.石浜 明 :細菌における転写制御の全体像.第74回

日本細菌学会総会シンポジウム,岡山,4月.

6.Ishihama,A/.DifferentiationofEschen'chiacoli:

Discontinuousphenotypechangesduringgrowth

transitionintostationaryphase.hdia-JapanCo10perative

ScienceProgrammeWorkshopon"Fundamental

MechanismsofStressResponse'',Hyderabad,India,

November.

7.Ishihama,A∴ViralRNApolymerases:Molecular

architecturesandfunctionalmodulations.Molecular

BiologyandGeneticsU山tSeminar,Bangalore,India,

November.

8.石浜 明 :ウイルスはなぜ特定の宿主だけで増える

のか :インフルエンザウイルスの複製と転写.弘前大学

遺伝子実験施設シンポジウム,弘前市,11月.

9.Ishihama:DifferentiationofEscherichiacolt:

Discontinuousphenotypechanges.第24回日本分子生

物学会年会ワークショップ,横浜,12月.

10.石浜 明 :遺伝子発現ヒエラルキーの決定機構 :発

現遺伝子はこうして選ばれる.戦略基礎研究 ｢生命活動

のプログラム｣シンポジウム,東京,12月.

ll.Ishihama,A.,Fujita,N"Katayama,A.,Nomura,

T.,Yamamoto,K.,Endo,S.,Koshio,E.andMaeda,H.:

FunctionalmodulationofEscherichiacoltRNA

polymerase.The13thRNAPolymeraseWorkshop,

Nottingham,UK,March.

12.Ishihama,A.,Jishage,M.,Dusgupta,D.,Maeda,

H.,Fujita,N.,0lmuma,M.andTanaka,K.:Regulation

ofEscherichiacolisigmafactors･.An ti-sigmafactors

andactivitycontrol.FederationofAmericanSocieties

forExperimentalBiology(FASEB)SummerResearch

Conference,SaxtonsRiver,USA,July.-

13.Ishihama,A.,Maeda,H.,Kosio,E.,Yata,K.,Iwata,
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A.andUeda,S.:Levelcontroloftranscription

apparatusinEscherichiacolt.The2001Molecular

GeneticsofBacteriaandPhagesMeeting,Madison,

USA,August.

14.Ishihama,A.,Sakurai,H.,Kimura,M.,Mitsuzawa,

H.,Suzuki,H.,Kanda,E.:Controlofformationand

血mctionoftheRNApolymeraseⅡinthefissionyeast

SchizosaccharomycesCombe.TheFifthSymposium

onTranscriptionAssembly,Hyderabad,India,

November.

15.Ishihama,A.,Sakurai,H.,Kimura,M.,Mitsuzawa,

班.,Suzuki,H.,Kanda,E.,Mitobe,∫.andlshiguro,A.:

RegulationofsynthesisandassemblyofRNA

polymeraseⅡsubunitsinSchizosacchwomyces♪ombe.

The13thRNAPolymeraseWorkshop,Nottingham,

UK,March.

16.Makinoshima,H.andlshihama,A.:Fractiona-

tionandcharacterizationofEscherichiacoltcellsof

differentstagesduringgrowthtransitionfrom

exponentialtostationaryphase.The2001Molecular

GeneticsofBacteriaandPhagesMeeting,Madison,

USA,August.

17.Masamura,Y.,Talukder,A.A.,Ishihama,A.and

Takeyasu,K.:Analysisofhigher-orderstructureof

Escherichiacoltgenomebyusingatomicforce

microscopy.JAISTSymposiumonNanobiologyand

Biotechnology,Kanazawa,March.

18.正村祐介,牧野島秀樹,Talukder,A.A.,石浜 明,

竹安邦夫 :大腸菌ゲノムの高次構造は各増殖期において

大きく変化する.第24回日本分子生物学会年会,横浜,

12月.

19.光滞 浩,石浜 明 :分裂酵母のTFIIDおよびSAGA

複合体の解析.第34回酵母遺伝学フォーラム,京都,8

月.

20.光滞 浩,石浜 明:分裂酵母のTFIIDおよびSAGA

複合体の解析.第24回日本分子生物学会年会,横浜,12

月.

21.小笠原 寛,加藤明宝,中村捨土,山本兼由,石浜

明,内海龍太郎 :二成分制御系PhoP/PhoQによる♪hoPB,

mgiA,mgrB遺伝子の転写制御.日本農芸化学会2001年
大会,京都,3月.

22.小笠原 寛,皆川 周,山本兼由,石浜 明,内海

龍太郎 :転写制御因子PhoPによって制御されるMg2+イ

オン応答性遺伝子群.第24回日本分子生物学会年会,横

浜,12月.

23.Yamamoto,K.,Fujita,N.andlshihama,A∴Novel

classⅡtranscriptionfactorsofEscherichiacol£SdiA,

ahomologueofthequorum-sensingregulator,and

PhoP,aresponseregulatorofMg(Ⅱ)一SenSing

ユ0 分子遺伝研究部門

two-componentsystem.FederationofAmerican

SocietiesforExperimentalBiology(FASEB)Summer

ResearchConference,SaxtonsRiver,USA,July.

24.山本兼由,小塩悦子,谷田勝教,藤田信之,石浜

明 :大腸菌細胞間情報伝達シグナルレセプターSdiを介

した転写制御.第24回日本分子生物学会年会,横浜,12

月.

25.吉田 円,柏木敬子,石浜 明,五十嵐-衛 :ポリ

アミンによるRNAポリメラーゼcr38サブユニットの合成

調節機序とその生理的意義.第74回日本生化学会大会,

京都,10月.

A-b.変異遺伝研究部門

ユビキチン/プロテアソームによるタンパク質分解系が

細胞の増殖､周期や染色体の機能構造にいかに関わるか

を中心課題として,とくに酵母を用いた分子生物学的研

究を行っている.

研究活動は助教授 ･山尾文明,助手 ･岸努,清野浩明,

総合研究大学院大学院生 ･只木敏雅 (弘前大学で指導委

託),ParkJoon-Hyunが行い,研究補助員として小田川

恵美が参加した.

当部門の関係する研究所共同研究は,｢分裂酵母におけ

るユビキチン系を介したDNAポリメラーゼのスイッチ

のメカニズム｣(大森治夫 ･京都大学ウイルス研究所),｢分

裂酵母接合型変換の分子機構と相同組換えの接点｣(岩崎

博史 ･横浜市立大学大学院総合唾学研究科),｢細胞周期

に伴う核 ･核膜構造形成機構に関する研究｣(矢倉達夫 ･

関西学院大学理学部),｢出芽酵母の細胞周期関連遺伝子

の解析｣(河野享子 ･京都薬科大学)であった.また研究

集会は｢ユビキチンを介したDNA損傷応答のメカニズム｣

(榎本武美 ･東北大学大学院薬学研究科)を開催した.

研究費は,通常経費に加え,文部省科学研究費補助金,

特定領域研究 (C)｢分裂酵母のユビキチン経路全体像の

把握とプロテオーム構築｣(代表 ･山尾文明),特定領域

研究 (C)｢ユビキチン系によるDNA損傷修復の調節と

発がん制御｣(代表 ･山尾文明),特定領域研究 (B)｢受

精機構におけるユビキチン･プロテアソームシステム｣(代

表 ･横沢英良,分担 ･山尾文明),三菱財団学術研究助成

｢ユビキチン系における分子識別と細胞機能制御｣(代表 ･

山尾文明),特定領域研究 (C)｢SCFユビキチンリガー

ゼの標的蛋白質の網羅的スクリーニング｣(代表 ･岸努)

によった.

昨今,ユビキチン研究が分子生物学,細胞生物学の様々

な分野から多大の興味を集めている.ユビキチンシステ

ムの主要な役割であるタンパク質分解が,従来の細胞内

の不要物の除去機構としての負のイメージを脱却し,逆

に積極的な細胞機能調節機構として再評価されるに至っ



たからである.その重要性は,細胞間相互作用,細胞周

期,情報伝達,遺伝子発現制御など近年ますます多くの

重要な生命現象-と拡大し,確認されてきている.更に

最近では,ユビキチンによる翻訳後修飾が分解以外のシ

グナルとして作用し,ユビキチン化タンパク質の機能修

飾,変換をとおして細胞機能を調節すると考えられるケー

スが見つかってきたことは,ユビキチンシステムの機能

制御系としての位置づけを更に確固たるものにしている.

核や染色体は細胞周期の進行にともなって幾多の劇的

な動態変化を繰り返すが,そこで種々のキーとなる蛋白

質の消長が観察されることは蛋白質の機能修飾や量的調

節の制御機構が核や染色体の動態にとっても重要な役割

を担っていることを示している.細胞周期制御の視点か

らみると,サイクリンとCdC2がMPF(M期促進因子)

を構成するというドグマの確立以後,CDK(サイクリン

依存性キナーゼ)の多様性の発見,CDK阻害因子(CKI)

の発見,と蛋白質のリン酸化による機能の制御が周期制

御の基盤をなす一方,細胞周期制御における蛋白質分解

の役割もそれに匹敵するだけのものを形成してきた.そ

れは選択性,迅速性,不可逆性という蛋白質分解の持つ

特性が一連の順序だった周期機能の制御に合致するもの

として個々の細胞周期の現象の中で理解され証明されて

きたからである.細胞周期の進行とその間の細胞核での

機能の制御に着目し,そこで働くキーとなっている蛋白

質の分解とそのためのユビキチン経路を同定し,この経

路に働く酵素,因子群を核機能制御や染色体機能の制御

のネットワークの中に位置付けることを目的とした.

(1)分裂酵母におけるDNA修復のユビキチン経路:Park,

山届

ユビキチン系の絡む生命現象として当初より注目され

てきたものにDNA修復系がある.出芽酵母において,Rad6

(Ubc2)に加えて,別のE2であるUbc13とE2類似

(non-CanonicalE2)のMms2蛋白質が複合体を形成し

てユビキチン化反応を行い,この経路がRad6(Ubc2)

とDNA修復に開し同じエビスタシスに属し,変異誘発の

表現型を示すことから,共に同じDNA複製に絡む修復系

の調節に関わったことが示唆されている.さらに,Ubc13/

Mms2の触媒するユビキチン化反応は奇異なポリユビキ

チン鎖形成を引き起こす.通常はユビキチン分子内のLys48

残基を介して次のユビキチン分子を結合してポリユビキ

チン鎖を形成するが,Ubc13/Mms2のそれはLys63残

基を介する鎖を形成する.Lys63残基を介したポリユビキ

チン鏡は分解指標とはならず,蛋白質の機能変換,もし

くは局在などに関与すると想像され,この意味において

も興味深いユビキチン経路である.

他方,染色体DNA複製に関わる高い忠実度を持ったDNA

ポリメラーゼに対して,修復に関与するDNAポリメラー

ゼの発見,同定がこの2,3年に著しく進展し,DNA上の

損傷箇所の複製に際し前者が立ち往生して,チェックポ

イントの起動,ないし細胞周期の停止が起こるのに対し,

複製の忠実度を犠牲にしてでも損傷箇所を乗り越える活

性を持ったポリメラーゼとして後者に属するものがそこ

-呼び込まれることで修復と変異の誘発が起こると考え

られている.

修復に関わるユビキチン経路の同定,修復現場におけ

る修復酵素の同定が進展にもかかわらず,その両者をつ

なぐ,あるいは制御する分子群については全く不明であ

る.DNAの損傷修復とそのためのチェックポイントで周

期を停止させる,また損傷部位でどのようにして別のポ

リメラーゼにスイッチするのかのメカニズムやその特異

性はいまだブラックボックスのままである.上記のユビ

キチン経路の発現がそこに関わっていることが強く示唆

されるため,分裂酵母でUbc13/Mms2のユビキチン経

路とそれに相互作用する因子を検索した.

UbcP7(Ubc13ホモログ)の欠損は,UbcP2(Rad6ホ

モログ)のepistasisに属する紫外線感受性を示すことが

判明した.さらにこの経路に関わる因子をさがすため,

Two-hybrid法でMms2と相互作用する蛋白質を検索し

てCpC2を同定した.CpC2の欠損は増殖に必須ではなかっ

たが,意外にも,弱いながらも紫外線感受性を示し,か

つ,Rad6に同じエビスタシスを示した.さらにその欠損

によりG2遅延の伸長した細胞を蓄積したことからチェッ

クポイントにも関係していると思われる.CpC2は,GTP

結合タンパク質βサブユニットに相同性が高く,多様な

タンパク質と相互作用する多機能タンパク質と解されて

いる.meiosisの開始因子RanlやCキナーゼ,転写因

子GCN4など,一般にストレス対応のタンパク質と思わ

れるものと相互作用し,それらの核におけるAnchoring

Proteinで,且つ負の調節因子として作用していると考え

られている.したがってUbcP7/Mms2経路にもCpC2

による同様の負の調節作用が期待され,上記の観察結果

からCpC2はRad6グループの新しい制御因子と期待され

る.CpC2がDNA鎖傷時におけるUbcP2/UbcP7によ

る複製修復シグナルの促進とDNA修復チェックポイント

の各々の負の調節機構として働きながら,両者の間のク

ロストーカーとして機能しているのではないかとの我々

の作業モデルを検証したいと考えている.

(2)分裂酵母におけるクロマチン機能を制御するユビキ

チン経路 :Park,山尾

分裂酵母におけるE2分子種の検索とその機能を解析す

る過程で,特定の株での接合型の-テロタリズムをホモ

タリズムに転化させるものを兄いだした.分裂酵母UbcP3

(出芽酵母Ubc7ホモログ)の欠損によって,通常は接合

型を変換しないheterothallic株のh+N細胞が高頻度にh~

細胞に変換した.生じたh~細胞もh+に変換可能であった.

つまり表現型ではh鮒株(homothallic)化したと考えらた.

変異遺伝研究部門 ユユ



この観察に用いたh+株のheterothallismは,接合型を規

定するmatl座でのカセット転座反応(GeneConversion)

におけるResolution反応の中間産物としてmatl座での

mat配列の重複配列が生じたためと考えられており,接

合型変換のコピー元になるmat2(h~型),mai3(h'型)

カセットは正常なものが残っている.これに対し,コピー

元のmat2(h~型),mats(h'型)カセットの欠失によっ

てhetethallismを示す別のタイプのh~,h+株ではUbcP3

の欠失による接合型変換は観察されなかった.分子的に

はh+N株でのheterothallismの原因であるmail座での塞

複配列がこのユビキチン経路の欠損により高頻度でルー

プアウトしていることが観察された.これがmai座に特

異的な姐換え(GeneConversion)なのか,それとももっ

と一般的な相同組換えの頻度の上昇なのか,また,組換

えに直接関わる分子装置-の効果なのか,それとも組換

えの場としてのクロマチン構造の問題なのか,さらにこ

のユビキチン化はタンパク分解を介するか否か等の問題

を惹起する.いずれにしても,遺伝的組換えを抑制する

機構の存在とそこでのユビキチンの関わりを示唆してい

る.クロマチンの機能構造に関わるユビキチンの役割は,

以前より予想と期待はされてはいても,その手がかりと

なるものはいまだかって何もなかったことを考えれば非

常に興味深い系と言える.

mat座は-テロクロマティンに相当すると考えられ,

遺伝子のSilencing現象も観察されている.同様のことは

染色体セントロメア領域,テロメア領域にもある.これ

らの遺伝子のSilencing現象-のUbcP3の関与も含めて,

クロマチンのLocalConformationの制御にユビキチン

が関与する可能性も視野に入れながら,上記の分子メカ

ニズムを解析している.

(3)分裂期サイクリンの分解制御機構 :清野

分裂期サイクリンおよび染色体分配を制御するsecurin

蛋白質のユビキチン経路による分解は重要な細胞分裂期

進行制御のひとつである.アフリカツメガエル卵抽出液

を用いた生化学的解析により分裂期サイクリンの分解に

関わるE2はUbC4とUbcxの2種であることが報告され

てきたがその機能的関係については明らかになっていな

い.このことを明らかにする目的で分裂酵母を用いてUbc4,

Ubcxの各々の相同蛋白質をコードするubcPl+および

ubcP4+遺伝子について機能解析を進めている.

ubcPl+,ubcP4+の両遺伝子は細胞の増殖に必須で

あり,変異株は分裂期の進行に異常を示した.両遺伝子

産物UbcPl,UbcP4は分裂期に機能するユビキチン･リ

ガーゼAPC/C(anaphasepromoting complex/
cyclosome)の上流で直接,分裂期サイクリンCdc13の

ユビキチン化に関与し,しかも機能的に重複していない

ことが明らかになった.現在,この二つのユビキチン転

移酵素UbcPl,UbcP4の分裂期サイクリンのユビキチン

ユ2 変異遺伝研究部門

化における機能的差異について解析中であり,重要な結

論を導きだしつつある.更に,securin蛋白質Cut2のユ

ビキチン化-の関与についても解析中である.また,ubcPl

変異株においては多岐にわたるポリユビキチン化蛋白質

が減少していた.それに対してubcP4変異株中では総ユ

ビキチン化蛋白質の顕著な減少は認められなかった.こ

のことからUbcP4が特定の蛋白質のユビキチン化に関与

するのに対しUbcPlは多くの蛋白質のユビキチン化に関

わることが示唆される.今後,他のユビキチン化蛋白質

についてそのユビキチン化におけるUbcPlの関与を明ら

かにしていく.

(4)ユビキチンリガーゼSCF複合体の解析 :岸 努

細胞周期Gl/S期では,ユビキチンリガーゼSCFによ

る制御蛋白質のユビキチン化が必須である.このSCFユ

ビキチンリガーゼは,Skpl,Cdc53,F-box蛋白質など

からなる複合体である.この中で,ユビキチン化の標的

蛋白質を認識するのがF-boxモチーフを持つF-box蛋白

質である.これまでに,出芽酵母のGlサイクリンCln2

が,F-box蛋白質の一つGrrlによって,SCFユビキチン

リガーゼにリクルートされ,ユビキチン化されることを

明らかにした.

本年度は,Cln2を安定化する変異株として分離した#･

75変異株を用いて解析を行った.まず,#75変異株で,

Cln2がどの段階で安定化されているのか検討した.その

結果,変異株では,ユビキチン化されたCln2を検出する

ことができなかった.したがって,#75変異株では,Cln2

のユビキチン化ができないことが示唆された.次に,原

因遺伝子をクローン化した.その結果,得られた遺伝子

のコードする蛋白質は,既存のSCFユビキチンリガーゼ

遺伝子とは異なっていた.また,蛋白質リン酸化酵素に

ホモロジーがあることが明らかとなった.この遺伝子を

DOCl(DegradationOfCln2)とした.この遺伝子をコー

ドする蛋白質DoclがCln2のユビキチン化に関わるメカ

ニズムとして,(Ⅰ)SCFユビキチンリガーゼの構成因子

である,(Ⅱ)SCFユビキチンリガーゼの複合体形成に関

与する,(Ⅲ)Doclが,SCFユビキチンリガーゼの構成

因子をリン酸化することによって活性化する,という可

能性が考えられるので,検討した.まず,免疫沈降した

SCFユビキチンリガーゼの中に,Docl蛋白質を検出する

ことはできなかった.次に,野生株とdocl変異株で,SCF

ユビキチンリガーゼに含まれるGrrlの量を比較したとこ

ろ,大きな差はみられなかった.現在,(Ⅲ)の可能性,

すなわち,SCFユビキチンリガーゼの構成する蛋白質の

中で,リン酸化によって活性が制御されている

研究業績

(1)原著論文

1.Mitsuzawa,H.,SeinO,H"Yamao,F.andIshihama



A.TwoWD repeaトcontainingTATA-binding

protein-associatedfactorsinfissionyeastthatsuppress

defectsintheanaphase-promotingcomplex.J.Biol.

Chem.276,17117-17124,2001.

(2)その他

1.山尾文明 :｢細胞周期制御からみたユビキチンシステ

ム｣ 蛋白質核酸酵素 (｢新世紀におけるタンパク質科学

の進展｣)46,1704-1789,2001.

(3)発表講演

1.Joon-Hyun Park,山尾文明 :3R Sympojium

rUbiquitinconjugatingenzymeaffectingheterothallism

infissionyeast｣,三木,11月.

2.Joon-HyunPark,逢坂文男,山尾文明 :第 24回日

本分子生物学会 ｢分裂酵母の接合型変換はユビキチン経

路で制御される｣,横浜,12月.

3.Joon-HyunPark,山尾文明 :第24回日本分子生物

学会 ｢CharacterizationofUbcP7-Mms2,aubiquitin

pathwayforDNArepairinthefissionyeast｣,横浜,

12月.

4.土井康平,野間将平,山尾文明,後神秀基,矢倉達

夫 :第24回日本分子生物学会｢ゴルジ体膜タンパク質p138

の発現及び局在機構の解析｣,横浜,12月.

A-C.核酸化学客員研究部門

(1)センダイウイルスゲノムの転写機構 :水本晴久

センダイウイルス(SeV)はパラミクソウイルス科に属

し,そのゲノムは約 15kbの非分節マイナス鎖RNAから

なる.ウイルスゲノムの転写 ･複製はウイルスゲノムで

コー ドされるRNA依存RNAボi)メラーゼ(LおよびP

タンパク質)によって触媒される.我々は,SeVゲノム

の転写 ･複製の分子機構を明らかにすることを目的に,

ウイルスRNAポリメラーゼの活性発現に必須な宿主タン

パク質 (宿主因子)の精製とその機能解析を行っている.

これまでに,精製ウイルス粒子を用いたinvity10転写反応

系による解析から,SeVmRNAの生合成には少なくとも

3つの宿主因子が必要であり,その内の2つについて細胞

骨格系タンパク質のチューブリン (Mizumotoetal.,I.
Biochem.117,527,1995)および解糖系酵素のホスホグリ

セリン酸キナーゼPGK)であることを明らかにした(0gino

etal.,IBiol.Chem.274,35999,1999).今年度は,第3
の宿主因子の精製とその機能解析を行い,以下の結果を

得た.十分量のチューブリンとPGK存在下にウシ脳抽出

液よりSeVのinviiy10mRNA合成を促進する活性を指標

として第3の因子を精製したところ.因子はさらに2つ

の相補的な分画に分離され,その内の一方は分子量52,000

(p52)の単一タンパク質として精製された(0ginoetal.,

Biochem.BioPhys.Res.Commun.,285,447,2001).輿

味あることに,p52はそのアミノ酸配列,酵素活性ならび

に免疫学的な性質から解糖系酵素のエノラーゼであると

同定された.このことは,組換えヒトα-エノラーゼも

p52と同様の活性を示すことからも裏付けられた.これら

4つの宿主因子の機能に関しては,チューブリンが転写開

始に関与し転写開始複合体に組み込まれて機能する(Takagi

eial.IBiochem.118,390,1995)のに対して,PGK,エ

ノラーゼ,及び未知の第4因子の3着はRNA鏡の伸長段

階を促進することが明らかとなった.また,SeVmRNA

のキャップ構造 (m7GpppAm)合成はウイルスタンパク

質によって触媒されると推定されているが,その酵素活

性の直接的検出はまだなされていない.我々は,まず,

キャップメチル化酵素活性を検出するためにGpppA-RNA

を基質として精製ウイルスRNPを用いて検討したところ,
ウイルスRNPはAdoMet存在下にm7GpppA-RNAを

合成する活性を有することが明らかになった.すなわち,

ウイルスRNPには少なくともmRNA (guanine-7-)

methyltransferase活性が存在し,それが独立した(転写

とは共役しない条件下での)反応として検出可能である

ことが示された (Kobayashietal.,第24回日本分子生

物学会年会講演要旨集,630,2001).

研究業績

(1)原著論文

1.Chiba,H.,Inokoshi,∫.,Okamoto,M.,Asanuma,

S.,Matsuzaki,K.,Iwama,M"Mizumoto,K.,Tanaka,

H.,Oheda,H.,Fujita,K.,Nakashima,H.,Shionose,M.,

andOmura,S∴Actinohivin,anovelantトHIVprotein

from anactinomycetesthatinhibitssyncytium

formation.Biochem.BioPhys.Res.Commun.282,595-610,
2001.

2.0gino,T.,Yamadera,T"Imajoh10hmi,S"and

Mizumoto,K/.Enolase,acellularglycolyticenzyme,

isrequiredforefficienttranscriptionofSendaivirus

genome.Biochem.Biophys.Res.Commun285,447-455,
2001.

3.Honda,A.,Endo,A.,Mizumoto,K.,andIshihama,

A.:DifferentialrolesofviralRNAandCDNAin

functionalmodulationoftheinfluenzavirusRNA

polymerase.I.Biol.Chem.276,31179131185,2001.

4.Tsuji,K.,Mizumoto,K.,Yamochi,T.,Nishimoto,

I.,andMatsuoka,M.:Differentialeffectofik3-1/Cables

onp53-andp731inducedcelldeath.I.Biol.Chem.in

press,2002.

(2)発表講演

1.岩間美奈子,荻野朝朗,水本清久 :センダイウイル

変異遺伝研究部門 ユ3



スゲノムリーダー配列を含む2本鎖RNAに結合する宿主

因子の解析 :部分精製と機能解析.日本薬学会第121年

会,札幌,3月.

2.岩間美奈子,水本清久 :センダイウイルスのmRNA

合成を負に調節する宿主因子の解析.日本薬学会,第15

回微生物シンポジウム,東京,9月.

3.福田光治,塚本俊彦,水本靖久 :ヒトmRNAキャッ

ピング酵素とmRNA(グアニンー7-)メチル基転移静

索との相互作用部位の解析.第24回日本分子生物学会年

会,横浜,12月.

4.柴垣芳夫,久武幸司,福田 綾,深町伸子,塚本俊

彦,水本晴久:mRNAキャッピング酵素の転写開始複合
体-の取り込み.第24回日本分子生物学会年会,横浜,

12月.

5.小林正樹,荻野朝朗,岩間美奈子,水本晴久 :セン

ダイウイルスのmRNAキャップメチル化酵素,mRNA
(グアニンー7-)メチル基転移反応の解析.第24回日

本分子生物学会年会,横浜,12月.

6.若井ちとせ,岩間美奈子,荻野朝朗,水本滑久 :イ

ンフルエンザウイルスキャップ依存エンドヌクレアーゼ

の基質特異性.第24回日本分子生物学会年会,横浜,12

月.

7.岩間美奈子,畑中利彦,鈴木雄次郎,水本晴久:SPA
ビーズを用いたインフルエンザウイルスキャップ依存エ

ンドヌクレアーゼ活性検出系の確立.第24回日本分子生

物学会年会,横浜,12月.

(2)原核型RNAポリメラーゼによる転写制御機構 :田中

寛

1)大腸菌増殖定常期における転写抑制機構 :

大腸菌は,栄養源の枯渇などにより環境が悪化すると,

増殖を停止し定常期に入る.この際,多くのプロモーター

からの転写が影響を受けるが,その機構の詳細にはまだ

不明な点が多い.栄養増殖細胞における転写の大部分を

占めるrRNAオペロンやその他の翻訳に関わる遺伝子は,

ppGppによる緊縮応答の標的であり,定常期-の移行に
伴って転写抑制が起こる.今回我々は,この緊縮応答の

支配外にあるIacUV5プロモーターや人工的に合成された

コンセンサス型プロモーターについて,増殖相を迫った

経時的発現解析を行った.大腸菌ではβ-ガラクトシダー

ゼをレポーターとした研究が多いが,この酵素は細胞内

で極めて安定であり,遺伝子発現抑制の指標としては不

適切である.そこで,本研究ではVfishen'由来のLuciferase
遺伝子をレポーターとして用いた.その結果,栄養増殖

期から定常期-の移行に伴うある時点から,ルシフェラー

ゼ活性の急激な低下が観察され,この蛋白質の合成が突

然Shut-Offされたものと考えられた.遺伝的解析の結果,

このShut-OffはゆoSrsLLcrbhfq,stbAおよびppGpp
に無関係であるが,hns遺伝子に強く依存していることが

14 核敢化学客員研究部門

明らかになった.H-NSは多くの例で転写の抑制に関わっ

ているが,定常期における発現抑制にも関与しているこ

とが強く示唆された.

2)シアノバクテリアにおける窒素同化関連転写調節機

構 :

NtcAはシアノバクテリア一般に兄いだされる転写因子

であり,硝酸の細胞内-の取り込みからアンモニア-の

還元,炭素骨格-のアンモニア分子の取り込み等,窒素

同化に関連した遺伝子群を正に調節している.NtcAは構

造的に大腸菌のCRPと相同性が高く,転写開始点から約

40bp上流を中心とする二回転対称配列に結合し,転写を

活性化すると考えられる.大腸菌のCRPは,リガンドで
あるcAMPと結合することにより転写を活性化する.こ

のことから,NtcAもCRPと同様に,リガンドと結合す

ることで,転写の活性化を調節している可能性が考えら

れた.シアノバクテ リアは一般に2-0Xoglutarate

dehydrogenaseを持たず,2-0Xoglutarate(2-OG)は専
ら窒素同化の際の炭素骨格として量的調節をうけている.

窒素欠乏時には,細胞内の2-OGの濃度が増加すること

が知られていることから,本研究では,2-OGがNtcAの

活性化因子である可能性を検討した.まず,大腸菌で発

現し精製したNtcAを用い,NtcA結合領域を含むDNA

との結合活性をゲルシフト解析を行い比較した.その結

果,2-OGにより特異的なDNAとの結合活性が上昇する

ことを確認した.さらに,NtcAおよびSynechococcus
PCC7942株のRNApolymeraseを用いたinviiy10転写
解析においても,2-OGによりNtcA依存のプロモーター

からの転写が活性化されることを確認した.以上の結果

は,2-OGを窒素欠乏のシグナルとしてNtcAは転写を調

節していることを示唆している.

3)葉緑体における核コードシグマ因子による転写調節 :

高等植物の葉緑体における真正細菌型RNAポリメラー
ゼ (PEP)は,色素体ゲノムコードのコア酵素と,プロ

モーターを認識し転写を開始するのに必要とされる核コー

ドのシグマ因子から構成されている.シグマ因子は複数

種存在しており,各シグマ因子は葉緑体の発達や様々な

環境の変化に応答して異なるプロモーターを選択的に認

識しているものと考えられる.

我々はこれまでにシロイヌナズナから6種類のシグマ

因子遺伝子(SJGl-SZG6)を同定し,それらの発現と機能

について解析を進めている.最近,それらのうちSJG2遺

伝子へのT-DNAの挿入による変異株を取得した.

pale-greenの表現型を示すこの株では葉緑体の発達が著
しく阻害されており,何らかの色素体遺伝子の転写が影

響を受けていると考えられた.そこで本研究では,プラ

イマー伸長法とS1マッピング法を用いてSIG2に依存し

たプロモーターの同定を行った.その結果,imEプロモー



タ-及びpsbDプロモーターの1つ (PsbD-256)の転写
量が£JC2変異に依存して特異的に減少することを見出し

た.そこで,これらの転写開始点を決定しSZG2に認識さ

れると考えられるプロモーター構造を解析した結果,大

腸菌型の<-lo†,I-35'領域が含まれていることが分かった.

また,変異株にSJC2のゲノム領域を導入したシロイヌナ

ズナにおいてこれらのプロモーターからの転写が野生株

と同じレベルまで相補されることを確認した.一方,♪sbA
及びrbcLプロモーターからの転写はSJG2変異の影響を

受けていなかった.

研究業績

(1)原著論文

1.KengoKanamaru,AkitomoNagashima,Makoto

Fujiwara,HiroshiShimada,YumikoShirano,Kazumi

Nakabayashi,DaisukeShibata,RanTanaka,and

HideoTakahashiAnArabidopsissigmafactor

(Slab-dependentexpressionofplastid-encodedtRNAs

inchloroplasts.PlantCellPhysiol.42,1034-1043,2001.

(2)発表講演

1.中里恵美,福沢秀哉,田畑哲之,田中 寛,高橋秀

夫 :単細胞緑藻クラミドモナスにおける葉緑体recA相同

遺伝子の解析.第3回クラミドモナス･ワークショップ,

かずさアーク,2001年3月9日.

2.清水宏幸,田中 寛,高橋秀夫 :大腸菌増殖定常期

における転写抑制機構の解析.農芸化学会2001年大会,

京都,2001年3月.

3.長沢桐奈,田中 寛,高橋秀夫:原始紅藻Cyandioschyzon

mey10laeにおける,葉緑体マイクロアレイの作成と転写発

現解析.農芸化学会2001年大会,京都,2001年3月.

4.金丸研吾,田中 寛,高橋秀夫 :葉緑体発達過程で

のJ因子依存的な遺伝子発現調節と翻訳爆発.日本植物

生理学会ワークショップ,福岡,2001年3月.

5.華岡光正,金丸研吾,田中 寛,高橋秀夫 :シロイ

ヌナズナの葉緑体転写制御におけるsigBの役割.日本植

物生理学会,福岡,2001年3月.

6.中野貴之,鈴木石板,村田紀夫,田中 寛,高橋秀

夫 :Synechocystissp.PCC6803のグル-プ2シグマ因

子遺伝子sigD(sl12012)の機能解析.日本植物生理学会,

福岡,2001年3月.

7.Akiralshihama,Mikりishage,DipakDusgupta,

HirotoMaeda,NobuyukiFujita,MioOlmumaandRan

Tanaka:RegulationofEschen-chidcolisigmafactors:

Anti-sigmafactorsandactivitycontrol.FASEB

SummerConference,Vermont,2001.7.

8.M.Hanaoka,A.Nagashima,K.Kanamaru,K.

Tanaka&H.Takahashi:TheroleofSIG20mthe

expressionofphotosynthesisgenesinchloroplasts.

PHOTOSYNTHESIS2001,12thInternationalCongress

on Photosynthesis,SYMPOSIUM 40,Sydney,

Australia,2001.8.

9.RanTanaka,KeikoKoga,HiroyukiShimizu&

HideoTakahashi:Postexponentialgenesilencing

involvedinH-NSinEschen'chiacolt.CellCycle2001,

Osaka,2001.9.

10.RanTanaka:Functionalanalysisofthegroup2

sigmafactorsinSynechocystissp.PCC6803.The

Japan-GermanyBinationalSeminar"Functional

GenomicsofCyanobacteria,-ImpactonPlant

Biology-'',Okazaki,2001.10.6-ll.

ll.RanTanaka:Transcriptionfactorsigmain

chloroplasts:Abacterialifeinplants.INDIAJAPAN

C0-0PERATIVE SICENcE PROGRAMME

"FundamentalMechanismsofStressResponse",

Hyderabad,IND IA,2001.ll.8110.
12.田中 寛 :植物のパワージェネレーター葉緑体はい

かにつくられるか.第16回 ｢大学と科学｣公開シンポジ

ウム 明日を拓く植物科学,神戸,2001年11月17-18日.

13.古賀恵子,清水弘幸,田中 寛,高橋秀夫 :大腸菌

増殖定常期における遺伝子発現機構の解析.日本分子生

物学会2001年度年会,横浜,2001年12月.

14.谷川亮平,自兼正夫,前田真一,小俣達男,田中 寛,

高橋秀夫 :シアノバクテリア窒素同化関連転写因子NtcA

の転写機構の解析.日本分子生物学会2001年度年会,

横浜,2001年12月.

15.中野貴之,鈴木石板 1,村田紀夫1,田中 寛,高橋秀

夫 :シアノバクテリアSynechocystissp.PCC6803株の

グループ2シグマ因子遺伝子sigDの発現解析.日本分子

生物学会2001年度年会,横浜,2001年12月.

16.華岡光正,金丸研吾,田中 寛,高橋秀夫 :シロイ

ヌナズナにおける葉緑体RNAポリメラーゼシグマ因子

SJC2に依存したプロモーターの解析.日本分子生物学会

2001年度年会,横浜,2001年12月.
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B.細胞遺伝研究系

B-a.細胞遺伝研究部門

当部門はDNA組み換え反応を研究している小川研究室

と,染色体進化の理論細胞生物学的研究を行っている今

井研究室からなる.平成7年以来当部門の教授を務めて

いた小川智子は平成13年3月に定年を迎え,研究の場を

岩手看護短大に移した.平成13年4月以降の当部門のス

タッフは,助教授 :今井弘民である.1月-3月に小川研究

室に所属していた人達の現在の所属は以下の通りである.

助手 :田中茂生 (インビトロジェン株式会社),総合研究

大学院大学 :立田大輔 (国立がんセンター研究 ･疾病ゲ

ノムセンター博士研究員),遺伝研特別研究生 :押海裕之

(大阪府立成人病センター研究所 ･第6部免疫博士研究

良),研究促進技術補佐員 :池谷優子(発生遺伝研究部門 ･

研究補佐員),ヒューマンフロンティア ･サイエンスプロ

グラム技術補佐員 :片野博一 (スチュワ-ト養成所),研

究補佐員 :高田恭子 (生体高分子研究室 ･研究補佐員).

小川研究室の本年度の研究費は,文部科学省科学研究

費補助金,特別推進研究 (1)｢蛋白質の共同作業による

多様な遺伝情報創出の仕組みとその制御｣(代表 ･小川智

千)の支援を受けた.

特別推進研究の分担研究者として,岩手看護短大 ･小

川英行教授｢組換え反応で誘導される細胞周期チェック･

ポイント機構の解析｣と大阪大学理学研究科 ･篠原彰助

教授｢DNA複製に関する相同組換えの機能｣と共同研究

を行った.研究所の共同研究としては,田中茂生が甲南

大学理学部 ･大山隆教授と ｢真核細胞遺伝子の転写制御

領域に存在するベントDNA構造の機能解析｣を行った.

研究業績

(1)原著論文

1.IrinaV.Bakhlanova,TomokoOgawaand

VladislavA.Lanzov:Recombinogenicactivityof

chimericrecAgenes(P.aeruginosa/E.coli):RecA

proteinregionsresponsibleforthisactivity.Genetics,

159,7-15,2001.

2.XiongYu,StevenA.Jacobs,StephenC.West,

TomokoOgawaandEdwardH.Egelmanl:

DomainStructureandDynamicsintheHelica1
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FilamentsFormedbyRecAandRad51onDNA.Pr10C.

Nail.Acad.Sci.,USA,98,8419-8424,2001.

3.Imai,H.T.,Satta,Y.andTakahata,N.:htegrative

studyonchromosomeevolutionofmammals,antsand

waspsbasedontheminimuminteractiontheoryJ

Theor.Biol.210,475-497,2001.

(2)その他

1.白井雄彦 ･小川智子 ･小川英行:DNA二重鎖切断を

伴う多様な生理機構におけるMrell/Rad50/Ⅹrs2蛋白

質複合体の役割.蛋白質 核酸 酵素 46,1030-1037,2001.

2.今井弘民 :21世紀の自然史科学とインターネット博

物館.生物の化学 遺伝,55,31-35,2001.

3.今井弘民 :インターネット生物形態博物館.総研大

ジャーナル,0,26-29,2001.

(3)発表講演

1.小川智子 :Mrellの機能 :テロメア長の維持,｢分子

生物学の躍動｣日本分子生物学会 ･第1回春季シンポジ

ウム,つなぎ温泉,5月.

B-b.微生物遺伝研究部門

微生物遺伝研究部門では,本年は酵母をモデルとした

真核生物染色体複製機構の研究,染色体複製の細胞周期

による制御及びチェックポイントの研究,大腸菌のDNA

複製に関する研究を行った.

本年の研究は,教授荒木弘之,助教授安田成一,助手

上村陽一郎,COE非常勤研究員増本博司,総研大大学院

生高山優子 ･飯田哲史 ･卓析秀と技術課職員村松佐知子

が行った.

本年の研究は,昨年同様に文部科学省科学研究費特定

領域研究B"染色体複製をモニターする分子機構"(荒木),

基盤研究`̀真核生物DNAポリメラーゼの複製開始領域-

のローディング機構の研究''(荒木),奨励研究 "染色体

の複製開始を制御する新たな分子機構"(上村)の支援を

受けた.また,荒木は科学技術振興事業団個人研究振興

事業の研究員としての支援も受けている.

(1)出芽酵母Dpbllと相互作用するSld3,Sld4の解析 :

上村陽一郎,荒木弘之

出芽酵母のDpbllは,染色体DNAの複製とS期での
細胞周期チェックポイントに関与している.昨年,Dpbll

が染色体複製開始に必須なDNAポリメラーゼの複製開始

領域-のローディングに関与していることを示した

(Masumotoetal.,Mol.Ceu.Biol.20,2809-2817,2000).

Dpbllの機能をより詳細に解析するために,Dpbllと相

互作用する因子を遺伝学的に同定し,その機能の解明を



試みた.Dpbllと相互作用する因子は,sld変異(synthetic

lethalitywithdPbll-1)として分離した.現在までに,

sld1-6を分離し,その変異を相補する遺伝子をクロー

ニングした.SLDlはDNAポリメラーゼE (Pole)の

三番目のサブユニットをコードするDPB3と,SLD4は

染色体DNA複製の開始と伸長反応に関与するCDC45と

同一であった.また,SLD6は細胞周期チェックポイント

に関わるRAD53であった.SLD2,3,5は全て細胞増殖

に必須な新規の遺伝子であった(Kamimuraetal.,Mol.

Cell.Biol.18,6102-6109,1998).

本年度は,引き続きSld3とCdc45の機能解析を行った.

その結果,Sld3がCdc45と複合体を作り,複製開始領域

の解離に必要であることを明らかにした.詳細は原著論

文1に報告した.

(2)出芽酵母 CDC45遺伝子の新たな変異の分離とその解

柿 :卓妨秀,上村陽一郎,荒木弘之

Cdc45は,染色体DNA複製の開始とDNA鎖伸長の

両過程に関与することが示されている.しかしながら,

CDC45遺伝子の点突然変異は低温感受変異の1つしかな

く,Cdc45の細胞内での詳細な解析が行われていない.

昨年より新たなcdc45変異を,プラスミドシャッフリン

グ法により分離し,その解析を行った｡これらの変異は,

全て染色体DNA複製に欠損を示したが,個々の変異に特

徴的なものはなく,複製開始に強い欠損を持つものばか

りであった.

(3)出芽酵母Dpbllと複合体を形成するSld2のリン酸

化に関する解析 :増本博司,村松佐知子,上村陽一郎,

荒木弘之

DpbllはSld2と複合体を形成し,この複合体の形成が

染色体DNA複製に必須である(Kamimuraetal.,Mol.

Cell.Biol.18,6102-6109,1998).そこで,Sld2にエピトー

プタグを付加し,細胞周期におけるSld2-Dpbll複合体

の有無を調べたところ,複合体形成はS期にのみ観察さ

れた.そして,この複合体形成に欠損を示すsld2変異で

は,Polfは複製開始起点に結合することができなかった.

従って,Sld2-Dpbll複合体形成がPolとの複製開始起点

への結合に必要であると結論できる.また,Sld2の

SDS-PAGEでの移動度はGl/S期に遅くなり,移動度

の遅くなったSld2はG2期からM期にかけて分解もしく

は移動度の早い分子種に移行することが分かった.この

移動度の変化は,フォスフアタ-ゼ処理により解消する

ため,Sld2がリン酸化されていることが分かった.次に,

Sld2はそのアミノ酸配列中にCDK(CyclinDependent

ProteinKinase)によりリン酸化されやすい部位を6つ

持つため,これら部位の1ヶ所のセリン,スレオニン残

基をアラニン残基に置換した変異遺伝子を作成した.こ

れら変異は,細胞の増殖にまったく影響を与えなかった.

そこで,6ヶ所すべてをアラニンに変換したAlLA変異を

作成した.All-A変異遺伝子は,Sld2欠損株の増殖を相

補することができず,染色体DNA複製に欠損を示す.AlトA

変異の6つのCDK部位のうち,3ヶ所については野生型

に戻すと,生育できるようになった.一方,リン酸化型

に近いと考えられるアスパラギン酸に変化させたもので

は,野生株同様に生育するので,アラニン-の置換によ

る機能の欠損は,CDKによるリン酸化が起こらないため

であろうと考えられる.さらに,この変異Sld2はDpbll

と複合体を作ることができない.我々はこれまでに,Dpbll

と複合体形成ができないsld2変異は,多コピーのDPBll

遺伝子によりサプレスされることを示している.そこで,

All-A変異が実際にDpbllと複合体を作らないために機

能を発揮できないのか調べるため,多コピーDPBllによ

るAlLA変異のサプレス能について調べた.その結果,

多コピーDPBllはAll-A変異をサプレスすることが分か

り,AlLA変異の欠損がDpbllとの複合体形成能の低下

にあることが分かった.これらのことから,Sld2がS-CDK

によりリン酸化されると,●Dpbllと複合体を作り,この

複合体がDNAポリメラーゼの複製開始領域-のローディ

ングに必須であると考えられる.

(4)出芽酵母Dpbllと相互作用するSld5,Psfl,Psf2の

解析 :上村陽一郎,高山優子,荒木弘之

Dpbllと相互作用する因子として単離されたSLD5遺

伝子は約34kDaの蛋白質をコードしており,細胞増希に

必須である.SLD5の温度感受性株sld5-12の多コピーサ

プレッサーとして単離された新規の遺伝子PSF(Partner

ofSLDfive)1遺伝子も細胞増殖に必須な約24kDaの蛋

白質をコードしている.さらに温度感受性変異♪sflJを

分離し,この変異を多コピ-で抑圧する必須遺伝子PSF2

を分離した.遺伝的及び生化学的解析から,Sld5,Psfl,

Psf2は細胞周期を通じて複合体を形成していることが分

かった.現在までに,Dpbllを始め複製関連因子の多く

が複製開始点に結合することがCHIP (Chromatin

lmmunoprecipitation)法により示されている.実際,

PsflもDpbllやPoIEと同様に,S期に複製開始点-の

結合が観察された.また,Psflの複製開始点-の結合は

Sld3の機能に依存していた.これらの結果と,211ybrid

法においてPsflがDpbll,Sld3と相互作用することを

考えあわせると,Dpbll-PoIEがSld5-Psf1-Psf2複合体

を介し複製開始点上のSld3と結合していることが予想さ

れる.現在は引き続き,Dpbl1-PoIEの複製開始点-のロー

ディングにおける分子機構を,Sld,Psf因子を中心に解

析している.

(5)Dpbllの新規変異の取得による機能解析 :村松佐知

千,荒木弘之

Dpbllは764アミノ酸からなる塩基性蛋白質であるが,
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BRCT(BRCAIC-terminus)と呼ばれるリピート構造の

4回の繰り返しによってその2/3を占められている.こ

のBRCTは多くの細胞周期チェックポイントに関連する

蛋白質に存在し,蛋白質間の相互作用に関与していると

考えられている.我々が分離したdpbll-1変異は,4つめ

のBRCTリピ-トの末端に起こったナンセンス変異であっ

た.そこで,Dpbll機能の詳細な解析をするため,我々

は,新たにDPBllの温度感受性変異を10個分離し解析

を進めている.

本年度は,前述のSld2との結合能について,遺伝学的

手法,生化学的手法により調べた.その結果,C未半分
の変異が多コピーのSLD2遺伝子によりサプレスされる

こと,およびこれら変異がSld2と免疫共沈降しないこと

から,DpbllのC未がSld2との結合に関与しているこ

とが分かった.

(6)DNAポリメラーゼEのサブユニットのサイレンシン

グ-の関与 :飯田哲史,荒木弘之

出芽酵母のテロメアでは,遺伝子の発現が抑制される

(サイレンシング).DNAポリメラーゼEは,4つのサブ

ユニットPo12,Dpb2,Dpb3,Dpb4からなり,Po12,Dpb2

は増殖に必須であるがDpb3,Dpb4は必須ではない.こ

のDpb3,Dpb4欠失株を用いてテロメアでの遺伝子発現

を調べたところ,サイレンシングが低下していることが

分かった.Dpb3,Dpb4はヒストンに共通に存在するヒス

トンホールドの構造を持っており,これらの因子が染色

体の複製とともに,クロマチン構造の変化を通して遺伝

子の発現に関わっているのではないかと考えている.

(7)大腸菌DnaA蛋白と酸性リン脂質との相互作用 :安

田成一

DnaA蛋白は染色体DNAの複製領域oriCに結合して

2本鎖を部分的に1本鎖にする反応を行うことによって染

色体複製を開始する.DnaA蛋白の活性に影響を与える

因子は染色体複製の開始の調節に何らかの関与をしてい

る可能性があるといえる.DnaA蛋白の活性に影響を与

える因子の一つにカルデイオリピンなどの酸性リン脂質

がある.これらの酸性リン脂質はATPやADPの結合し

たDnaAからヌクレオチドをはずすことが知られている.

ADP型のDnaAは不活性であるので,ヌクレオチドフリー

型になったDnaAはふたたびATPを結合して活性型に

なって再利用される可能性がある.そのため,酸性リン

脂質はDnaA蛋白の再利用に関わることで染色体複製に

関与しているとする考えが提出されている.DnaA蛋白

のドメインⅢ (ATP結合)とそのとなりのドメインⅠⅤ

(DNA結合)との境界のあたりに膜結合配列があること

が指摘されており,その配列中の特定のリジンをグルタ

ミン酸に変えた変異DnaA蛋白では括合したATPやADP

がカルデイオリピンではずれなくなっていることが示さ
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れているので,この配列が確かにリン脂質との相互作用

に関与していると考えられる.今年度の研究ではDNA結

合ドメインの大部分を欠失した変異DnaAの種々の性質

を野生型DnaAとの比較で調べた.この変異DnaAはdnaA

遺伝子のSsbZの位置にストップコドンを挿入したもので,
DNA結合ドメインの大部分を欠失しているが,膜結合配

列は完全に含む.変異DnaAはDNAに結合しないが,

ATPは野生型と同じように結合する.そのATP結合能

を指標にして測定したところ変異DnaAの方が熟に対し

てより安定であること,結合したATPがカルデイオリピ

ンではずれにくいことがわかった.野生型のDnaAにつ

いては,oriCDNAを前もって結合させておくとカルデイ

オリピンを加えてもATPがはずれなくなることがわかっ

た.カルデイオリピンのあとからDNAを加えても効果は

なかった.このときのDNAはoriCでもそれ以外のDNA

でも,またcccDNAでも線状のDNAでも差はなかった.

この作用がDNAによる立体的障害によるものか,それと

も他のメカニズムによるものかは現在のところ不明であ

る.さらに,カルデイオリピンを先に加えると,結合し

ているATPがはずれるだけでなく,oriCDNAも結合で

きなくなることがわかった.カルデイオリピンがDnaA

からヌクレオチドをはずすには38℃10分の熱処理が必要

であるが,カルデイオリピンを加えても熱処理をしなけ

ればDNAを結合することができる.これらのことから,

カルデイオリピン(+熱処理)はATPをはずすというだ

けの特異的な作用をしているのではなく,DnaA全体を

不活性にしている可能性が考えられる.従って,ヌクレ

オチドをはずすという観点だけから考えられたリン脂質

によるDnaAの再利用という仮説は再検討する必要があ

ると思われる.

研究某紙

(1)原著論文

1.Kamimura,Y.,丁ak,Y.-S.,Sugino,A.andAraki,

H.:Sld3,whichinteractswithCdc45(Sld4),functions

forchromosomalDNAreplicationinSaccharomyces

ceyleVisiae.EMBOI.20,2097-2107,2001.

2.Masumoto,H.,Muramatsu,S.,Kamimura,Y.and

Araki,H∴S-Cdk-dependentphosphorylationofSld2

essentialforchromosomalDNAreplicationinbudding

yeast.Natuyle415,651-655,2002.

(2)その他

1.荒木弘之 :DNAポリメラーゼfとその関連因子のS

期チェックポイント-のかかわり.蛋白質核酸酵素,共

立出版,46,1201-1207,2001.

(3)発表講演

1.飯田哲史,荒木弘之 :テロメアクロマチン構造の維



持における出芽酵母DNAポリメラーゼEの役割,第34

回酵母遺伝学フォーラム,京都,7月.

2.Masumoto,H.,Muramatsu,S.,andAraki,H.:

S-CDKdependentSld2phosphorylationessentialfor

chromosomeDNAreplicationinbuddingyeast.

3.Kamimura,Y.,Takayama,Y.,andAraki,H.:

FunctionalcharacterizationofSld5lPsfl-Psf2complex

inbuddingyeast.ColdSpringHarborEukaryoticDNA

ReplicationMeeting,ColdSpringHarbor,NY,USA,

September.

4.Kubota,Y.,Komori,Y.,Kamimura,Y.,Takayama,

Y,andTakisawa,H.:IdentificationofXenopusSld5

andPsflasessentialcomponentsfortheinitiationof

DNAreplication.ColdSpringHarborEukaryoticDNA

ReplicationMeeting,ColdSpringHarbor,NY,USA,

September.

5.荒木弘之,上村陽一郎,増本博司,高山優子,村松

佐知子 :出芽酵母DpbllとSldタンパク質群の複製開始

から伸長反応への機能.第24回日本分子生物学会,横浜,

12月.

6.久保田弓子,小森靖則,上村陽一郎,高山優子,荒

木弘之,滝滞温彦 '･アフリカツメガエルSLD5およびPSFl

相同遺伝子の単離とその機能解析.第24回日本分子生物

学会,横浜,12月.

7.卓餅秀,上村陽一郎,荒木弘之 :出芽酵母CDC45の

新規温度感受性変異株の解析.第24回日本分子生物学会,

横浜,12月.

8.飯田哲史,荒木弘之 :テロメアサイレンシングの維

持における出芽酵母DNAポリメラーゼEの役割.第24

回日本分子生物学会,横浜,12月.

9.上村陽一郎,高山優子,荒木弘之 :出芽酵母

Sld5-Psf1-Psf2複合体の染色体複製における機能.第24

回日本分子生物学会,横浜,12月.

B-C.細胞質遺伝客員研究部門

(1)機能性精神病の連鎖解析および連鎖不平衡法解析 :

吉川武男

我々は精神分裂病および感情病圏の患者家系を精力的

に収集してきた.2001年12月の時点で,合計132家系,

411人に適した.その中で分裂病は119家系,357人,感

情病は13家系,54人である.2001年度で,全分裂病家

系の10cM密度のマイクロサテライトマーカーによるゲ

ノムスキャンが終了した.染色体6番と11番,18番に関

しては5cM密度のタイピングが終了した.解析手順は,

第一段階で全家系メンバーのデータを含めてpedigree

disequilibriumtest,第2段階で両親と発症した子供か

ら成るトリオ家系のみを含めてextendedtransmission

disequilibriumtestを行っている.第2段階まで有意差

が残ったマーカーは染色体11番,18番上にあり,現在こ

れらの領域を第3のサンプルパネルであるケース ･コン

トロールを用いてさらに絞っている.

(2) QTL解析 :吉川武男

強制水泳テストと尾懸垂テストは,抗うつ薬の有効性

のスクリーニングテストとして広く採用されている.両

テストで無動時間を減少させる薬理効果は,ストレス状

況下にある動物が絶望状態に陥るのを阻止するのに関係

すると考えられており,従って無動時間はヒトでのうつ

状態感受性を反映すると考えられる.我々は数種のマウ

ス系統を比較検討して,C3H/Heマウスが両テストで無

動時間が最も短く (うつ状態になりにくい),C57BL/6

マウスが最も長い (うつ状態になりやすい)ことを兄い

だした.この2系統の種間交配から560匹のF2個体を作

成し,120個のマイクロサテライトマーカーを用いてゲノ

ムスキャンをした.強制水泳テストに関しては染色体6番,

8番,11番,17番に,尾懸垂テストに関しては染色体4

香,8番,11番,14番に2.8以上のロッドスコアを認め

た (原著論文8).これらの領域にうつ病関連の感受性遺

伝子が存在する可能性がある.

(3)マイクロアレイを用いたうつ病モデル動物の遺伝子

発現解析 :吉川武男

我々は学習性無カラット作成の諸種パラメーターを検

討し,効率よくこのラットを作成することに成功した.

学習性無力を獲得した個体群およびそれらに抗うつ薬を

投与した群,そしてコントロール群から前頭葉,海馬を

取り出し,GeneChipを用いて遺伝子発現を解析した.

その結果,学習性無カラットでは両脳部位で神経伝達物

質の各種受容体の発現が低下しており,それらが抗うつ

薬の投与で回復することが判明した.

(4)精神疾患の候補遺伝子解析 :吉川武男

候補遺伝子は染色体の連鎖領域および機能的関連性か

ら選択している.2001年度において,myo-inositol

monophosphatase2(ZMPA2)(気分障害,分裂病)(原

著論文1,8),cholecystokinin(不安障害)(原著論文3),

cholecystokininBreceptor(不安障害,分裂病)(原著

論文4,5),adenosineA2areceptor(不安障害)(原著

論文4),adenylatecyclasetype9(ADCY9)(気分障害)

(原著論文6,7)等を解析して,各遺伝子の疾患発症に

及ぼす影響を調べた.

研究業績

(1)原著論文

1.Yoshikawa,T.,Kikuchi,M.,Saito,K.,Watanabe,

A,Yamada,K.,Shibuya,H.,Nankai,M.,Kurumaji,A.,
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Hattori,A.,Ishiguro,H.,Shimizu,H.,Okubo,Y.,Toru,

M.andDetera-Wadleigh,S.DJEvidenceforassociation

ofthemyo-inositolmonophosphatase2(IMPA2)gene

withschizophreniainJapanesesamples.Mol.

Psychiatry6,202-210,2001.

2.Toyota,T.,Shimizu,H.,Yamada,KリYoshitsugu,

K.Meerabux,J"Hattori,EJchimiya,T,Yoshikawa,

T.:Karyotypeanalysisof161unrelatedschizophrenics:

noincreasedratesofXchromosomemosaicismor

inv(9),usingethnicallymatchedandage-stratified

controls.Schizophr.Res.52,171-179,2001.

3.Hattori,E.,Ebihara,M.,Yamada,K.,Ohba,H.,

Shibtiya,H"Yoshikawa,T.:Identificationofa

compoundshorttandemrepeatstretchinthe5

ユーupStreamregionofthecholecystokiningene,and

itsassociationwithpanicdisorderbutnotwith

schizophrenia.Mol.Psychiatry6,465-470,2001.

4.Yamada,K.,Hattori,E.,Shimizu,M.,Sugaya,A.,

Shbuya,H.,Yoshikawa,T.:Associationstudiesofthe

cholecystokininBreceptorandA2aadenosinereceptor

genesinpanicdisorder.I.NeuralTranslog,837-848,
2001.

5.Hattori,E.,Yamada,K.,Toyota,T.,Yoshitsugu,

K.,Toru,M.,Shibuya,H.,Yoshikawa,T∴Association

studiesoftheCTrepeatpolymorphisminthe5ユ

upstreamregionofthecholecystokiI血 Breceptorgene

withpanicdisorderandschizophreniainJapanese

subjects.Am.I.Med.Genei.Neuy109sychiatricGenet.
105,779-782,2001.

6.Toyota,T.,Hattori,E.,Meerabux,∫.,Yamada,K.,

Saito,K.,Shibuya,H"Nankai,M.,Yoshikawa,T.:

Molecular analysis,mutation'Screening,and

associationstudyofadenylatecyclasetype9gene

(ADCY9)inmooddisorders.Am.I.Med.Genet.

NeuroPsychiatricGenet.114,84-92,2002.

7.Toyota,T.,Yamada,K.,Salto,K.,Detera-Wadleigh,

S.D.,Yoshikawa,T.:Associationanalysisofadenylate

cyclasetype9geneusingpedigreedisequilibriumtest

inbipolardisorder.Mol.Psychiatry,inpress.

8.Yoshikawa,T.,Watanabe,A.,Ishitsuka,Y.,

Nakaya,A.,Nakatani,N∴Identificationofmultiple

geneticlocilinkedtothepropensityfor"behavioral

despair"inmice.GenomeResewch,inpress.

9.菊池美香,豊田倫子,吉川武男 :融解曲線分析を用

いた新しい遺伝子タイピング法およびIMPA2遺伝子解析

-の応用.脳と精神の医学,12,63-71,2001.

(2)その他

1.山田和男,吉川武男 :特集うつ病,分子遺伝学的研
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究の現状.日本臨床,59,1465-1470,2001.

2.服部栄治,吉川武男 :不安の分子遺伝学.精神医学

レビュー,19-27,ライフ･サイエンス,東京,2001.

3.糸川昌成,吉川武男 :分裂病の分子学.現代医療,

33,93-99,現代医療社,東京,2001.

(3)発表講演

1.糸川昌成,山田和男,清水浩光,服部栄治,草地暁

生,池谷治男,南海昌博,融道男,吉川武男 :精神分裂

病患者におけるNMDA受容体遺伝子の解析.第23回日

本生物学的精神医学会,長崎,4月.

2.山田和男,菊池美香,糸川昌成,海老原充,大野真

一,豊田倫子,服部栄治,吉次聖志,有波忠雄,清水浩

光,吉川武男 :精神分裂病家系を用いた染色体18番の連

鎖解析および伝達連鎖不平衡テスト(TDT).第23回日

本生物学的精神医学会,長崎,4月.

3.服部栄治,海老原充,山田和男,大羽尚子,泌谷治

輿,吉川武男 :コレシストキニン遺伝子5'上流のshort

tandemrepeatの同定およびその多型とパニック障害の

関連研究.第23回日本生物学的精神医学会,長崎,4月.

4.渡辺明子,石塚祐一,吉川武男 :マウスモデルを使っ

たうつ病素因遺伝子群の同定-QTLマッピングを適用し

て.第23回日本生物学的精神医学会,長崎,4月.

5.Yamada,K.,Iwayama,Y.,Saito,K"Kikuchi,M.,

Toyota,T.,Itokawa,M.andYoshikawa,T.:Agenome

wideanalysisoftransmissiondisequilibriumin

Japaneseschizophremicpedigrees.9thWorldCongress

forPsychiatricGenetics,StLouis,MissouriUSA,

0ctober.

6.Meerabux,∫.M.A.,Iwayama,Y.,Detera-Wadleigh,

S,DeLisi,LandYoshikawa,T.:Molecularcloningof

at(18;21)(pll.1;pl.1)translocationassociatedwith

psychosisinonefamily.TheAmericanSocietyof

HumanGenetics51stAnnualMeeting,SamDiego,

California,USA,October.

7.Ebihara,M.,Ohba,H.andYoshikawa,T:

PromoteranalysisofKv8.1revealedtheessential

elementforKv8.1expression.TheAmericanSociety

ofHumanGenetics5lstAnnualMeeting,SamDiego,

California,USA,October.

8.KikuchiM.,Yamada,K.,Toyota,T.,Itokawa,M.,

Ebihara,M.,Ohno,S.,Hattori,E.,Yoshitsugu,K"

Shimizu,H.andYoshikawa,T":Transmission

sisequilibriun analysisforaschizophremiasusceptibility

locusonchromosome18p.TheAmericanSocietyof

HumanGenetics5lstAnnualMeeting,SamDiego,

California,USA,October.



C.個体遺伝研究系

C-a.発生遺伝研究部門

当研究部門は,ショウジョウバエを用い神経系の発生

機構を研究しているショウジョウバエグループと,ヒド

ラを使って形態形成機構を研究しているヒドラグループ

からなる.

1.ショウジョウバエグループ

本年度の教官メンバーは,教授 ;広海健,助手 ;岡部

正隆,細谷俊彦 (2001年3月31日まで,現 :ハーバード

大学)の3名である.その他,リサーチアソシエート:

丹羽尚(2001年3月31日まで,現 :理化学研究所発生再

生センター),科学技術振興事業団ボスドク:梅園良彦(2001

年3月31日まで,覗 :無脊椎動物遺伝研究室),笹村剛

司 (2001年5月31日まで,覗 :東京理科大学),総合研

究大学院大学学生 :松野元美,近藤周,特別共同利用研

究員 :岩波将輝,金井誠,遺伝学普及会研究員 :湯浅喜

博,COE特別共同利用研究員 :滝沢-永,科学技術振興

事業団さきがけ21研究員 ;平本正輝が研究に参加し,技

術課職員 :境雅子,研究補佐員 :鈴木恵美子,浅香千枝

千,青野真由美,池谷優子,研究補助員 :増島育子が協

力した.当グループの研究は,遺伝研校費 ･総研大校費

に加えて,文部科学省科学研究費補助金 ･基盤研究 :｢神

経細胞運命決定の核内機構｣(2001年3月31日まで),特

定領域研究 :｢神経細胞特異化の分子機構｣,｢体節内のボ

ディープランと感覚器特異化の遺伝解析｣,｢感覚器特異

化に関わる体節内位置情報の遺伝解析｣,gcm転写調節因

子ファミリーの造血における機能(2001年3月31日まで),

学術振興会未来開拓事業 :｢発生におけるパターン形成機

構｣(プロジェクトリーダー ･林茂生,2001年3月31日

まで),奨励研究 :晴乳類GCM遺伝子の腎臓形成におけ

る機能の解析 (2001年3月31日まで),科学技術振興事

業団さきがけ21｢認識と形成｣の支援を受けた.

ショウジョウバエグループは肱中枢 ･末梢神経系及び

成虫複眼をモデル系として用いて,神経系発生過程にお

ける細胞分化機構 ･神経回路形成機構の研究を行ってい

る.

(1)接合体遺伝子の翻訳調節による遺伝子発現制御 :岡

部正隆,広海 健

個体発生は,ゲノム情報が正しい場所で正しい時期に

発現することによっておこる.遺伝子発現調節は転写レ

ベルで行われることが多いが,翻訳レベルの発現制御に

も固有の利点が存在する.たとえば,翻訳調節を用いれ

ば,卵に予め蓄積しておいた母性遺伝子mRNAを利用す

ることにより,必要量の蛋白質を速やかに合成すること

が可能である.我々は遺伝学的なアプローチにより,翻

訳調節による接合体遺伝子発現制御の一例を明らかにし

た.ショウジョウバエ成虫の機械刺激受容器は1個の神

経細胞と4個の支持細胞からなり,1つの感覚母細胞から

の3回の連続した非対称性分裂によって生み出される.

感覚母細胞の分裂の際に片方の娘細胞でNotchシグナル

が活性化され,その結果,非神経細胞系列で転写因子

Tramtrack蛋白質が神経細胞運命を抑制する.我々はこ

のtramtrack遺伝子の発現が転写レベルでなく翻訳レベ

ルで調節されていることを明らかにした.さらに,RNA

結合蛋白質MusashiがtramtrackmRNAの3'側非翻訳

領域に結合し,このmRNAの翻訳を恒常的に抑制してい

ることを示した.Musashi自身は発現調節を受けず,そ

の活性がNotchシグナルによって抑制されることにより,

翻訳抑制を解除してTramtrack蛋白質の合成を開始させ

る.恒常的な翻訳抑制と上流のシグナルによる抑制解除

は,接合体遺伝子によって調節される後期発生において

も,速やかな遺伝子発現を可能にしていると考えられる.

(原著論文 1)

(2)器官形成と位置情報の関係 :丹羽 尚,岡部正隆,

広海 健

様々な器官がそれぞれ体の独自の位置に正確に形成さ

れることは,それらの形成誘導に特定の位置情報が必要

であることを示唆する.しかし,その位置情報の実体や

器官特異化機構との関係については明らかでない.ショ

ウジョウバエでも,複眼,耳,伸展受容器のような異な

る機能と形態を備えた感覚器官はそれぞれ異なる体節に

形成されることから,形成誘導の条件も異なると予想さ

れていた.我利まこれらの感覚器官の形成条件を比較解

析した結果,形成誘導の時空間的条件は感覚器官のタイ

プに関わらず共通していることを兄い出した.形態形成

因子decapentaplegicによって担われる位置的条件と

ecdysoneホルモンによって与えられる時間的条件の両シ

グナルは,ともにatonal遺伝子の3'enhancer領域に作

用してその発現を誘導する.atonal蛋白質は発現細胞に

神経分化能を与えるので,すべての感覚器官はatonalに

よって各体節に共通に規定される ｢神経分化領域｣を利

用して形成されていると考えられる.従来,｢眼を作る｣

という機能を担っていると考えられていたeyeless遺伝子

の変異体でも,細胞死を抑制すると視細胞に分化しない

atonal発現細胞群がみられる.従って,eyeless遺伝子は
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｢感覚器官を作る｣という働きを持つのではなく,既存

の神経分化領域に体節の個性を決める情報を付加するこ

とにより,｢感覚器官の特異化｣を行っている可能性が高

い.脊椎動物でも,DPPやAtonalのホモログである

BMp-4/7,MATH-1/5は眼や耳の形成に関与する.感

覚器形成誘導に必要な分子基盤は脊椎 ･無脊椎動物の分

岐以前の段階ですでに確立されていたのだろう.

(3)ショウジョウバエseven-up遺伝子の中枢神経系形成

における機能 :金井 誠,岡部正隆,広海 健

ショウジョウバエ中枢神経系では,幹細胞である神経

芽細胞 (NB)が遺伝的プログラムに従って分裂を繰り返

し,多種多様のニューロン･グリアを生成する.NB細胞

系譜から生まれる細胞の個性は,NBからの誕生の順序に

よって規定されている.そのためにはNB細胞系譜生成

過程において,NBは分裂ごとに自らの個性を変化させて

いかなくてはならない.核内レセプター型転写因子をコー

ドするseven-up遺伝子はほとんどすべてのNBで発現す

るが,その発現時期はNBの細胞系譜の一部分に限られ

ている.このことからseven-upがNBの細胞系譜の時間

的情報の鍵を握る候補遺伝子と考え,seven-up機能欠失

変異体の中枢神経系の症状を解析した.その結果,複数

のNB系譜において,特定の個性を持つ細胞の数が増加

あるいは減少していることを兄いだした.現在,この症

状はNB系譜の時間的情報の異常によるという考えを検

証している.

(4)核内レセプターSeven-upの下流因子の探索 :松野元

美,広海 健

ショウジョウバエ核内レセプターSeven-upは個眼の光

受容ニューロンのニューロン種を決定する遺伝的スイッ

チとして機能する.我々はSeven-upがどのようにして標

的遺伝子を転写制御し,どのような下流因子を動かすこ

とで特定のニューロンとしての分化を引き起こすことが

できるのかについて調べている.昨年より引き続き,Seven-up

の標的遺伝子の探索を行った.Seven-upのリガンド結合

ドメインは転写抑制活性を持つことが知られているため,

DifferentialDisplay法を用いてseven-up遺伝子の機能

欠失時に発現量が上昇する遺伝子を検索した.その結果,

現在までに53の候補遺伝子が得られ,Seven-upの下流

で転写因子や細胞骨格分子,細胞接着分子など様々な分

子が機能することが示唆された.現在,その発現量の変

化を発生中の複眼成虫原基で確認し,Seven-upの直接の

標的遺伝子をしぼりこんでいる.

(5)TFIIHp52サブユニットの機能解析 :松野元美,広

海 健

基本転写因子TFIIHは転写因子としての機能だけでな

く,細胞周期の制御,DNAの修復,など様々な機能を持
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つ多機能分子である.TFIIHは9つのサブユニットから

なるが,3つはキナーゼ,-リケースといった酵素活性を

持ち,細胞の状態に応じて各機能を担う酵素とそれに伴

うサブユニットの組み合わせが決まると考えられている.

しかし,TFIIHに関する研究の多くはinvitroまたは単

細胞生物におけるものであるため,発生中の動物細胞の

ように転写,細胞周期の制御,DNA修復が同時に働いて

いる場合,各々の機能間にどのような制御機構が存在す

るのかは全くわかっていない.そこで我々は本研究室で

核内レセプターSeven-upと相互作用することが示された

p52サブユニットの機能解析を中心としてこの間題にアプ

ローチを試みている.初めに,ショウジョウバエp52の

機能欠失変異体を9系統同定し,それらが成長速度の遅

滞及び行動異常を示し幼虫期に致死となることを明らか

にした.また,遺伝的モザイク個体を用いた複眼成虫原

基におけるp52欠失細胞集団の解析より,p52がない細

胞集団は細胞周期の異常を起こし,親まで維持されない

こと,転写機能-の影響はほとんど見られないことを示

した.この細胞周期の異常は,細胞周期進行に関わるTFIIH

キナーゼサブユニットの変異表現型とは異なり,むしろ

TFIIHが関与するDNA修復機構の変異表現型と類似し

ていた.現在,p52はDNA修復の制御を介して2次的に

細胞周期の制御に関わるというモデルを考え,それにつ

いて解析中である.

(6)longitudinalgliaの分化成熟機構 :湯浅書博,岡部

正隆,広海 健

ショウジョウバエのグリア細胞の分化は,glialcells

missing(gcm)遺伝子の発現により開始する.gcmは単

にニューロンとグリアのスイッチとしての機能しか持た

ぬため,多様なグリアの個性を与え,細胞種特異的な形

態変化をもたらすのは,gcm下流の転写因子の働きであ

る.これまでに,gcmの下流でグリア細胞特異的に発現

する転写因子Reversedpolarity(REPO)がグリアの分化

成熟に重要な働きをしていることを明らかにしてきた.

repo機能欠失型突然変異体では,グリア細胞は生成され

るがその終分化に異常が起こる.そこで我々はREPOの

機能解析を行うことにより,グリア細胞の分化成熟機構

の解明を目指した.中枢神経系のグリア細胞の中で,

LongitudinalGlia(LG)と呼ばれるグリア細胞は,縦走軸

索束の形成 ･維持に重要な役割を果たす.我々は,REPO

の下流標的因子として,新たにLGで発現している転写因

子DRIを同定した.さらに,DRIはgcmの下流標的転

写因子PointedPlと協調して,LG特異的な遺伝子発現

の制御に関与していることを明らかにした.以上の結果,

これらの転写因子の組み合わせがLGの分化成熟機構に寄

与している可能性が高いことが示唆された.



(7)グリア細胞の形態形成の分子機構 :滝沢-永,鈴木

えみ子1,堀田凱樹,広海 健 (1東京大学医科学研究所 ･

分子構造解析分野)

神経系の発生ではグリア細胞の移動 ･ターゲット認識 ･

細胞形状変化が形態形成に重要な役割を果たしている.

転写因子によるグリア細胞の特異化については研究が進

んでいるが,細胞の移動や形状変化の分子機構について

はほとんどわかっていない.本研究では,Longitudinal

Glia(LG)とよばれるグリア細胞で発現する細胞表面分子

に焦点を当て,グリア細胞の移動と形態形成について解

析した.

LGグリア細胞は,前駆細胞から生み出された後に正中

方向に移動し,縦走軸索と会合すると軸索上にプロセス

を伸ばし,その背側に規則正しく配列して軸索を覆う.

グリア細胞が軸索と会合しプロセスを伸ばす時期に,コ

ネクチン(Connectin)という膜蛋白質が一部の軸索とグ

リア細胞で発現する.コネクチンは細胞外にLeucineRich

Repeatとよばれるモチーフを有し,ホモフイリツクな細

胞接着能を持つ.コネクチン突然変異体では,軸索走行

には顕著な症状が見られないが,LGが異常な位置にある

うえ,細胞が粒状になり正しい細胞形状をとらない.転

写因子をコードするrepo遺伝子の突然変異体では,コネ

クチンの発現がおきず,LGの位置異常が生じるが,この

症状はグリア細胞にコネクチンを発現させることによっ

てレスキューされる.このことから,コネクチンはrepo

の下流で,軸索との会合や,形態形成に作用している分

子であることが明らかとなった.

ニューログリアン (Neuroglian)は細胞外に免疫グロ

ブリン様 ドメインとファイブロネクチン様 ドメインを有

し,ホモフイリックな結合能を持つ細胞接着分子である.

ニューログリアンは,LG移動時には個々のLGの細胞表

面に分布しているが,プロセスの延伸にともなって一時

的に細胞質にも観測され,最終的に4細胞からなる格子

状の区画構造の外壁面に再分布する.さらに,電子顕微

鏡を用いた観察により,区画内でニューログリアンの局

在する細胞膜としない膜では細胞接触面の形態が異なる

ことがわかった.ニューログリアンの突然変異体では区

画構造の形状が変形する.また,FGFシグナル系の突然

変異体ではニューログリアンの再分布が正しくおきず,

正常な区画化が起こらない.以上のことから,グリア細

胞が軸索を覆う過程では,FGFシグナルによってニューロ

グリアン分子の局在が変わり,その分布にしたがってLG

細胞の区画化がおこる,という分子機構が明らかとなった.

(8)rasシグナル抑制因子Spredの機能解析 :近藤 周,

広梅 健

rasシグナルは発生途上の様々な細胞の分化 ･増殖の調

節に用いられている.rasシグナル経路には様々な抑制因

子が存在し,シグナルを時間的 ･空間的に精密に制御し

ていると考えられている.最近,ショウジョウバエのras

抑制因子であるSproutyに存在するシステインリッチ領

域を持つ新規ヒト蛋白質Spredが同定された.Spredは

培養細胞系において強力なrasシグナル抑制活性を持つ

が,その生理学的役割については全くわかっていない.

そこで,我々はショウジョウバエゲノム中に一つ存在す

るSpredホモログの機能解析を開始した.ショウジョウ

バエspred遺伝子は一部の複眼光受容細胞(R2/R5およ

びR8),中枢神経系,腺細胞において発現していた.本

年度は,spred遺伝子のイントロンにp-elememtが挿入

された系統を用いてspred遺伝子の欠失変異体を作成し

た.spred変異体は生存可能で生殖能力にも問題はなく,

目立った表現型は観察されなかった.今後,spredを過剰

発現しているハエの表現型解析,spred変異体バックグラ

ウンドにおけるmodifierスクリーンを行う予定である.

(9)ショウジョウバエFGFシグナルの機能解析 :岩波将
輝,広海 健

FGFシグナルは発生過程における運命決定 ･細胞増殖 ･

細胞移動などの様々な過程で中心的な役割を果たしてい

る.我々はbranchless遺伝子によってコードされるFGF

(fibroblastgrowthfactor)について,主に複眼成虫原

基の発生過程における機能解析を行った.複娘歳虫原基

は,上層のPeripodialMembrane(PM)および下層の

DiscProper(DP)の2層の上皮細胞シートからなる袋

状の構造をとり,1齢から3齢幼虫期にかけて細胞増殖を

ともない辺縁部に向かって突出しながら成長(outgrowth)

を遂げる.Branchlessは初期にはPM全体に,3齢幼虫

期では成長に伴って突出する辺縁部に沿って位置する5-7

細胞のPM細胞に強く発現する.そこで,機能欠失変異

体をもちいたモザイク解析によってこれらの領域に変異

体細胞集団を作成した.その結果,野生型でみられるPM

細胞の特徴的な南平な形態と比較して,変異体領域のPM

細胞に著しい形態異常を認めた.このことから,FGFシ

グナルはPM細胞が正しく南平状の形態をもつ上皮細胞

として分化するために必要であることが考えられた.負

近,PM細胞が下のDP層-細胞プロセスをのばし,成虫

原基の形態形成 ･細胞増殖に重要な役割を果たしている

ことが報告された.実際,branchless変異体でみられる

PM細胞の発生異常は,複眼成虫原基の著しい成長障害を

伴う.このことから,FGFシグナルによるPM細胞の南

平上皮化は,PM-DP間におけるコミュニケーションを介

して,2層の上皮細胞が協調的に成長するための重要な機

能を担っていると考えられる.

(10)神経軸索ネットワーク形成における位置情報の形成 :

平本正輝,広海 健

軸索の伸長方向や位置を制御すると考えられている.こ
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の考えはスペインの解剖学者Cajalによって提唱された

化学走性仮説に基づいており,｢分泌源からの距離｣が位

置情報の基本となっている.我利ま｢細胞内の位置情報｣

に基づく新たな位置情報形成機構を明らかにした.Netrin

は軸索誘因能を持つ進化的に保存された軸索ガイダンス

分子であり,その受容体Frazzledによって捕捉される.

我々は,FrazzledがNetrinを捕捉後,自らの細胞内分布

を再編成してNetrinを他の細胞に提示する事で位置情報

を形成する(Capture/Relocationsyもtem)ことを示し

た.この過程では,Frazzledの軸索内の分布が,他の神

経の軸索ガイダンスにおける位置情報となる.我々はこ

の機構が分泌型リガンドとその受容体による神経軸索ネッ

トワーク形成機構の基本メカニズムであると考え,より

複雑な位置情報を形成する分泌型リガンドSlitと受容体

roboによるパターニング機構の解析を行った.Slitも拡

散してmedio-1ateral方向の位置情報となる濃度勾配を作

ると考えられている.そこで我々は2つの縦走神経に注

目し,medio-lateralpositioningの仕組みを解析した.

その結果,軸索内に局在するSlit受容体がmedio-lateral

の位置情報として細胞非自律的に機能しうる事が明らか

になった.この事は受容体による軸索ガイダンス情報の

提示が一般的なものであり,その位置情報は受容体が軸

索内に局在して作られる事を示唆している.

(ll)晴乳類造血におけるGCM-motif転写因子の機能 :細

谷俊彦,堀田凱樹,1岩崎靖乃,1池中一裕,2大里元美 (1国

立生理学研究所, 2京都大学 ･ウイルス研究所)

昨年度までに我々は,ショウジョウバエの神経系と血

球系の細胞種決定機構が共通であることを見出した.

GCM-motif転写因子はこれら二つの系に共通な細胞種決

定スイッチとして機能している.本年度はGCM一motif転

写因子の機能が種を超えて保存されている可能性を検討

した.まず,マウスの2つのGCM-motif転写調節因子

mGCMa,mGCMbのうち,mGCMaが血液で強く発現

していることを見出した.発現は胎仔期のみに見られ成

体では検出されず,発生期の血球に特異的であることが

分かった.mGCMaをショウジョウバエ血球系で強制発

現したところ,ショウジョウバエgcmと同様な分化転換

を引き起こした.従って分化スイッチとしての分子機能

はmGCMaでも保存されていることが分かった.'mGCMa

のKOマウスを作成し造血の異常を検討した.卵黄嚢に

含まれる血球の培養を行ったところ,KO由来組織では正

常組織に比べてマクロファージコロニー数に著しい減少

が見られた.その他の細胞種では緩やかな現象にとどまっ

た.従ってmGCMaは血球,特にマクロファージの発生

に必要であり,GCM-motif転写因子の血球での機能が保

存されていると考えられる.晴乳類では細胞微小環境の

変化により神経幹細胞が多様な血球細胞を,造血細胞が

様々な神経系細胞を生み出すことが分かっている.ショ
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ウジョウバエと同様なGCM-motif転写因子を中心とした

共通な細胞種決定機構が存在するかが今後の興味深い課

題である.

(12)色盲の人にもわかるバリアフリープレゼンテーショ

ン法の開発 :岡部正隆,伊藤 啓1(1国立基礎生物学研究

所)

日本人男性の5%,白人男性の約8%は色覚障害(色盲)
を持つ.その頻度はAB型の血液型の人の頻度(3-10%)

に匹敵し,｢色覚のタイプの一つ｣としてとらえられるべ

きである.最近はカラーのスライ ドによるプレゼンテー

ションや学術雑誌のカラー図版が増加し,色そのものが

情報の担い手として多用されている.しかし,そのよう

なカラフルなプレゼンテーションは,色の使い方によっ

ては,色盲の聴衆や読者に十分に理解されていない場合

が多い.できるだけ多くの聴衆が享受できるプレゼンテー

ションをするために,色盲の人にも十分に理解してもら

える色使いや表記方法の工夫について検討している.そ

の成果を用いて,国内外の学会や研究集会において ｢色

盲の人にもわかるバリアフリープレゼンテーション法｣

と題した啓蒙セミナーを行った.また同時にホームペー

ジにて関連する情報を公開している.

http://www.nig.ac.jp/labs/DevGen/shikimou.html

研究集細

(1)原著論文

1.Okabe,M.,Imai,T.,Kurusu,M.,Hiromi,Y.and

Okano,H∴Translationalrepressiondeterminesa

neuronalpotentialinDrosoPhilaasymmetriccell

division.Natuyle411,94-98,2001.

2.Takizawa,K.andHotta,Y.Pathfindinganalysis

inaglia-lessgemmutantinDrosophila.Dev.Genes

Evol.211,30-36,2001.

(2)その他

1.平本正輝 :パターニングにおける受容体の第2の機

舵 :Capture/Relocationシステムと化学走性仮説,細胞

工学,秀潤社,20,1030-1039,2001.

(3)発表講演

1.丹羽 尚,岡部正隆,広海 健 :感覚器官形成の共

通分子基盤と多様性.総研大共同研究 人間理解の科学

的基礎 :｢脳活動の物質的および非物質的側面｣第2回研

究発表会,三島,1月.

2.Iwanami,M.andHiromi,Y.:Regulatingthe

neuronalinductionbyArgosandSprouty.42nd

AmualDrosophilaReserchConference,Washington

D.C.,3月.

3.広海 健,丹羽 尚,岡部正隆 :感覚器官の原点を



ショウジョウバエで探る.遺伝研 ･理研 合同公開シン

ポジウム,東京,6月.

4.Hiramoto,M.,Hiromi,Y.iandHotta,Y.:Anew

modelforpositionalinfomation.14thlnternational

CongressofDevelopmentalBiology,Kyoto,7月.

5.Iwanami,M.andHiromi,Y.:TheroleofFGFin

Dy10SOPhilaimaginaldisc.14thlnternationalCongress
ofDevelopmentalBiology,Kyoto,7月.

6.Niwa,N.,Hiromi,Y.andOkabe,M.:Acommon

basisforformationofDrosoPhilasensoryorgans.14th

InternationalCongressofDevelopmentalBiology.

Kyoto,7月.

7.Takizawa,K.,Hiromi,Y.andHotta,Y.:Drosophila
FGFreceptoorHeartlessisrequiredforglia-glia

interaction and Neuroglian distribution.14th

InternationalCongressofDevelopmentalBiology,

Kyoto,7月.

8.Kumsu,M.,Okabe,M.andFul止ubo-Tokunaga,

K∴Proliferationcontrolofthemushroom body

neuroblasts:functionalrequirementofanuclear

receptorgene,tailless,intheDrosophilabrain.14th

InternationalCongressofDevelopmentalBiology,

Kyoto,7月.

9.Okabe,M.,Imai,T.,Kurusu,M.,Hiromi,Y.and

Okano,H.:Translationalrepressiondeterminesa

neuronalpotentialinDrosoPhilaasymmetriccell

division.14thhtemationalCongressofDevelopmental

Biology,Kyoto,7月.

10.Niwa,N.,Hiromi,Y.andOkabe,M∴Acommon

basisforformationofDy10SOPhilasensoryorgans.14th
InternationalCongressofDevelopmentalBiology,

Kyoto,7月.

ll.岩波将輝,広海 健 :ショウジョウバエ複眼発生に

おけるFGFシグナルの機能解析.第5回日本ショウジョ

ウバエ研究集会,三島,8月.

12.岡部正隆,今井貴雄,来栖光彦,広海 健,岡野栄

之 :ショウジョウバエRNA結合蛋白質Musashiによる

ttk69の翻訳抑制と非対称分裂の制御.第3回日本RNA

学会年会,神戸,8月.

13.松野元美,小瀬博之,SteveWest,広海 健 :核内

レセプターSeven-upによる転写制御機構の解析.第5回

日本ショウジョウバエ研究集会,三島,8月.

14.金井 誠,岡部正隆,広海 健 :ショウジョウバエ

seven-up遺伝子の中枢神経系形成における機能.第5回

日本ショウジョウバエ研究集会,三島,8月.

15.来栖光彦,岡部正隆,古久保-徳永克男 :ショウジョ

ウバエ脳におけるキノコ体神経芽細胞の分裂制御 :核内

レセプターtanlessの機能的重要性.第5回日本ショウジョ

ウバエ研究集会,三島,8月.

16.丹羽 尚,広梅 健,岡部正隆 :ショウジョウバエ

感覚器官の共通起源.第5回日本ショウジョウバエ研究

集会,三島,8月.

17.岡部正隆,伊藤 啓 :色盲の人にもわかるバリアフ

リープレゼンテーション法.第5回日本ショウジョウバ

エ研究集会,三島,8月.

18.Iwanami,M.andHiromi,Y.:Branchlesscontrols

theoutgrowthofeyediscdevelopment.Neurobiology

ofDrosophila,ColdSpringHarbor,10月.

19.Ito,K.AndOkabe,M∴Howtomakefiguresand

presentationsthatarefriendlytocolorblindpeople,

ColdSpringHarborDrosophilaNeurobiologyMeeting,

ColdSpringharbor,10月.

20.広海 健 :核内レセプターSeven-up/COUPと細

胞運命決定.転写研究会2001,筑波,10月.

21.岡部正隆,伊藤 啓 :色盲の人にもわかるバリアフ

リ丁プレゼンテーション法.転写研究会2001,筑波,10

月.

22.岡部正隆,伊藤 啓 :色盲の人にもわかるバリアフ

リープレゼンテーション法.科学技術振興事業団さきが

け研究21｢素過程と連携｣領域会議,大阪,11月.

23.岡部正隆,伊藤 啓 :色盲の人にもわかるバリアフ

リープレゼンテーション法.文部科学省科研費特定領域

研究領域 (A)発生システム班会議,岡崎,11月.

24.金井 誠,岡部正隆,広梅 健 :ショウジョウバエ

seven-up遺伝子の中枢神経系形成における機能.第24回

日本分子生物学会年会,横浜,12月.

25.丹羽 尚,広海 健,岡部正隆 :ショウジョウバエ

複眼形成誘導に必要とされる分子環境.第24回日本分子

生物学会年会,横浜,12月.

26.岡部正隆,伊藤 啓 :色盲の人にもわかるバリアフ

リープレゼンテーション法.文部科学省科研費特定領域

研究領域 (A)総合脳班会議,東京,12月.

27.広海 健 :ショウジョウバエの遺伝的スクリーニン

グ-理論と実際.第24回日本分子生物学会年会,横浜,

12月.

28.Hiramoto,M.:Thesecondfunctionofreceptorsin

patterning:receptorsthatpresentligandsandthe

chemotropichypothesis.PrizeforYoungScientists,

Stockholm,12月.

2.ヒドラグループ

(1)ヒドラのペプチ ド性シグナル分子の組織的同定 :藤

揮敏孝,高橋俊雄1,清水 裕,小泉 修2,小早川義尚3,

森下文浩4,松島 治4

(1現カリフォルニア大学ア-ヴァイン校,2福繭女子大学

人間環境学部, 3九州大学理学部, 4広島大学理学部)

我々はヒドラからペプチ ド性のシグナル分子を組織的

に分離し,その構造と機能を解析するプロジェクトを推
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進している.本年度は新たに約100のペプチドを単離し,

約60種についてアミノ酸配列を決定した.これまで同定

したペプチドのうちHym-301について詳細な解析をおこ

なった.

(2)ヒドラの頭部形成に関わる上皮ペプチド,Hym-301:

高橋俊雄,清水 裕,服田昌之,小泉 修,小早川義尚,

藤浮敏孝

シグナル活性を持つペプチドを探索する過程で,C一末

端がアミド化し分子内S-S結合をもつアミノ酸14残基か

らなるペプチドを兄いだした.構造から神経ペプチドと

考えたが,機能が不明であった.そこで,このペプチド

の局在を知ることでその機能を推定すべく,ペプチドを

コードする遺伝子のクローニングおよび抗Hym-301抗体

を作成した.インシチュハイブリダイゼーション (ISH)

および免疫組織染色 (IHCS)を行った結果,両方法で基

本的には同結果を得た.ペプチドは神経とは関係なくヒ

ドラ頭部の外肱葉上皮細胞のみに局在した.更に,ISHで

は出芽体の頭部形成領域で形態が出来るはるか前から発

現し,かつ将来触手が形成される領域で発現が抑制され

ていた.このことからHym-301は触手形成に関わる可能

性が示唆されたため,頭部形成-のペプチドの効果を調

べた.結果はペプチド処理で触手数が有意に増加し,ま

た2重鎖RNAでHym-301遺伝子発現を抑制すると触手

数が有意に減少した.このことからHym-301は少なくと

もヒドラの触手形成に関わるペプチドであることが強く

示唆された.C一末端がアミド化した上皮ペプチドで形態

形成に関わることが示されたものはHym-301が初めてで

ある.

(3)多細胞動物の循環機能の進化的起源 :清水 裕,藤
滞敏孝

最近の研究から我々は,循環機能の中枢である心臓の

進化的起源が腔腸動物のヒドラまでさかのぼる可能性を

示唆する結果を得た.循環機能は多細胞動物の組織に栄

養や酸素を補給するのに不可欠の機能であり,心臓,血

管系は循環機能を担う器官である.高等動物では心臓,

血管系が発達しているが,下等動物例えばショウジョウ

バエなどでは未発達で,血管系は高等動物の閉鎖血管系

の代わりに開放血管系が一般的になり,心臓はより簡単

な構造になる.さらに下等な多細胞動物になると,血液,

血管系,心臓のいずれも持たないのが一般的になる.当

研究室の研究材料である腔腸動物のヒドラなどはその代

表とされている.ヒドラの体制の基本は袋状の体腔部で

ありこの体腔内を通した栄養物などの拡散がこの空間内

の循環機構であると考えられてきた.我々が兄いだした

のはこの旧来の概念を根本から覆す以下の諸事実である.

(1)ヒドラ体腔内の主要な循環機構は拡散ではなく体腔

部の収縮 (ポンピング運動)による体腔液の強制的循環
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である.(2)体腔液の循環はヒドラの足部を中枢として

起こる.(3)ポンピング運動の活性は神経ペプチドであ

るヒドラRFamide及びそれを持つ神経細胞によって大き

く影響される.ヒドラRFamideは,心臓を持つ多細胞動

物で心拍運動を浄財ヒすることが知られているFMRFamide

と構造が類似している.RFamide陽性神経細胞はヒドラ

足部と触手に多く,循環の中枢と一部重複する.(4)皮

知の多細胞動物の心臓形成過程で心臓形成部域で特異的

に発現するホメオボックス遺伝子Nkx-2.5がヒドラで循

環機能の中枢部分と位置づけられた足部で特異的に発現

する.このように,ヒドラの足部は,今回見つかった体

腔液のポンピングによる循環現象において中枢部分とな

るだけでなく,心臓と類似の神経ペプチドとその陽性神

経細胞を持ち,心臓形成で例外なく認められる遺伝子発

現を行うことが分かった.我々は,以上の結果を次のよ

うに解釈している.心臓と同じような液体の循環機構は

腔腸動物にも存在し,血液の代わりに体腔内液の循環を

制御する.腔腸動物は海綿動物とともに多細胞動物の最

も原始的なグループを形成しているが,多細胞動物は血

管系の有無によらず循環機能を有しておりその基本機構

は心臓と同じものを用いている.我々はこの仮説の検証

を試みている.

研究業繊

(1)原著論文

1.Mochizuki,K.,Nishimiya-Fujisawa,C.,and

Fujisawa,T.:Universaloccu汀enCeOfthevasa-related

genesamongmetazoansandtheirgemi ineexpression

inHydra.Development,GenesandEvolution211,

299-308,2001.

2.Bosch,T.C.G.,andFujisawa,T.:Polyps,peptides

andpatterning.Bioessays23,420-427,2001.

3.Harafuji,N.,Takahashi,T.,Hatta,M.,Tezuka,H.,

Morishita,F.,Matsushima,0.,andFujisawa,T.:

EnhancementoffootformationinHydrabyanovel

epitheliorxtptide,Hym -323.加 わPment128,437A46,2001.
4.Shimizu,H.:Feedingandwoundingresponsesin

Hydrasuggestfunctionalandstructuralpolarization

ofthetentaclenervoussystem.Comp.Biochem.and

Physiol.,A.(inpress),2002.

5.Shimizu,H.,Zhang,X.,Zhang,J.,Leontovich,A.,

LiYam,K.F.,andSarrasJr,M.P.:EpithelialMor-

phogenesisinHydraRequiresDeNovoExpressionof

ExtracellularMatrixComponentsandMatrixMeta1-

loproteinases.Development(inpress),2002.

(2)発表講演

1.Fujisawa,T∴Epitheliopeptidesinvolvedin

pattemingofHydra.The14thInternationalCongress



ofDevelopmentalBiology,Kyoto,July.

2.Takal1aShi,T.,Yum ,S,Koizum i,0.,Kobayakawa,

Y"Bode,H.R.,andFujisawa,T.:Anovelepitheliopeptide,

Hym-301playsaroleintentaclefomationinHydra.

The14thlnternationalCongressofDevelopmental

Biology,Symposium,Kyoto,July.

3.Shimizu,H∴Doesdiffusiondominatepattern

formationinHydraandotherprimitivemetazoans?The

14thhtemationalCongressofDevelopmentalBiology,

Symposium,Kyoto,July.

4.Nishimiya-Fujisawa,C.andFttjisawa,T.:Expression

ofHydrapiwihomolog(Cniwi)inbothgermlinecells

andectodermalepithelialcells.The14thlnterhational

CongressofDevelopmentalBiology,Kyoto,July.

5.Takaku,Y.,Hariyama,T.,and Fujisawa,

T.:Adheringendodermalepithelialcellsexhibithigh

motilityforaggregateformationinHydra.The14th

lnternationalCongressofDevelopmentalBiology,

Kyoto,July.

6.Fujisawa,T.:AnoverviewoftheHydraPeptide

Project:Epitheliopeptidesinvolvedinpatterningof

Hydra.InternationalWorkshoponHydraandThe

EvolutionofMetazoanDevelopment.Tutzing,Germany.

September.

7.Nishimiya-Fujisawa,C.andFujisawa,T.:Cloning

andexpressionofgenesspecificforgermlinecellsin

Hydra.InternationalWorkshoponHydraandThe

EvolutionofMetazoanDevelopment.Tutzing,Germany.

September.

8.Nishimiya-Fujisawa,C.andFujisawa,T∴Region

specificgenesinHydra.InternationalWorkshopon

HydraandTheEvolutionofMetazoanDevelopment.

Tut∑ing,Germany.September.

9.Takaku,Y.,Hariyama,T.,andFujisawa,T∴

Adheringepithelialcellsexhibitcell-cellrecognition

and differentialmotility in Hydra vulgaris,

mternationalWorkshoponHydraandTheEvolution

ofMetazoan Development.Tut∑ing,Germany.

September.

10.Shimizu,H..andFujisawa,T∴Circulatory

phenomenainhydra:thefootregionisthecenterof

circulatoryfunctionandisspecifiedbyCnNK-2,a

homologofNkx-2.5thatspecifiesearformationin

vertebrates.IntemationalWorkshoponHydraandThe

Evolution ofMetazoan Development.Tut∑ing,

Germany.September.

ll.Shimizu,H.andFujisawa,T.:Digestivemovement

inhydra:peristalsisandmassperistalsisoccurinthe

gastriccavityanddiffusenervenetinthebodycolumn

regulatesthemasentericnervoussystem.

12.藤滞敏孝 :ヒドラペプチドプロジェクト-ペプチ ド

性シグナル分子の網羅的解析.弟4回日本生化学会大会

シンポジウム,京都,10月.

C-b.形質遺伝研究部門

当研究部門では,主としてショウジョウバエを用いて

発生における遺伝子発現制御に関する研究を行っている.

本年度の研究には,教授 ･広瀬 進,助教授 ･上田 均,

助手 ･山田正明,湊 清,COE外国人研究員 ･劉 慶信,

COE非常勤研究員 ･霜島 司,松本国治,中島尚美,総

合研究大学院大学大学院生命科学研究科遺伝学専攻大学

院生 ･中山貴博,阿川泰夫,萱島泰成,古橋寛史,岩手

大学大学院生 ･川崎陽久,国立遺伝学研究所発生遺伝研

究部門教授 ･広海 健,チェコ科学アカデミー昆虫学研

究所助教授 ･MarekJindra,カナダSimonFraser大学

大学院生 ･Ho-ChumWei,東京工業大学フロンティア創

造研究センター教授 ･半田 宏,広島大学大学院理学研

究科助教授 ･赤坂甲治,愛媛大学医学部講師 ･清田雄行

が参加した.

広瀬は ｢真核細胞におけるクロマチンレベルでの遺伝

子発現制御｣(代表者 :東京工業大学フロンティア創造共

同研究センター･半田 宏),｢ヒトGSBP(G-stretch結

合因子)の機能解析｣(代表者 :広島大学大学院理学研究

科 ･赤坂甲治)｢Onehybridを用いた南平上皮癌組織特

異的転写因子のクローニング｣(代表者 :愛媛大学医学部 ･

渡田雄行)を組織し,共同研究を行った.

本年度の研究は,文部科学省科学研究費基盤研究 (B)

｢GAGA因子に依存したクロマチンリモデリングのメカ

ニズム｣(広瀬),同特定領域研究"神経回路''(2)｢神経

回路網形成におけるApontic/Tracheadefectiveの役割｣

(広瀬),同特定領域研究"転写調節機構から挑む高次生

命の解析"(1)｢転写因子間の相互作用と機能発現の分子

機構｣(上田),同特定領域研究 "多次元情報伝達とその

制御における蛋白質問相互作用の役割"(2)｢転写コアク

チベーターMBFlによる.転写活性化｣(上田)の支援を受

けた.

上田は第42回DrosophilaResearchConference(3

月,アメリカ合衆国,ワシントンDC),広瀬はColdSpring

HarborMeetingonMechanism ofEukaryotic

Transcription(9月,アメリカ合衆国,コール ドスプリ

ングハーバー)に参加し,発表した.また,広瀬はチェ

コ科学アカデミー昆虫学研究所に招待され,セミナーを

行った (11月,チェコ,チェスケプデヨヴイツェ).

(1)DNA超らせんと転写に関する研究 :松本国治,古橋

寛史,Ho-ChumWeil,広瀬 進 (1カナダSimonFraser
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大学)

超らせん化因子(SCF)はDNAトポイソメラーゼⅠⅠと

協調してDNAに負の超らせんを導入するタンパク質であ

る.ショウジョウバエのSCFは唾腺の多糸染色体上でパ

フに局在するため,活性クロマチンの形成に関わると考

えられる.SCFの個体レベルでの機能を明らかにする目

的で,ショウジョウバエをEMSで変異誘起してscf遺伝

子変異株の分離を試みた(発表講演4).残念ながらscfに

隣接する遺伝子のアレルが複数得られたものの,scfの変

異株は得られなかった.そこで,GAL4支配下にscfコー

ド領域の二重鎖RNAを発現するトランスジェニックフラ

イを作製し,Actin5C-GAL4ドライバーとかけ合わせて

scfのRNAiを試みた.その結果,ゲノムの異なる位置に
挿入された複数のトランスジェニックラインで♂の成虫

が出現せず,♂のⅩ染色体上の遺伝子発現を2倍活性化

するdosagecompensationにSCFが関わる可能性が出

てきた.

転写にあたってRNAポリメラーゼの進行に伴ってDNA

が回転するため,ポリメラーゼの前方には正の超らせん,

後方には負の超らせんが生じる.トポイソメラーゼの変

異株ではこうして生じた超らせんが蓄積することが知ら

れている.しかし,トポイソメラーゼ活性が有る正常な

細胞で,転写に伴って生じる超らせんを可視化した例は

無かった.われわれはトリメチルソラレンが負に超らせ

ん化したDNAに優先的に結合することに注目し,転写に

伴って生じた負の超らせんをショウジョウバエ唾腺の多

糸染色体上で蛍光染色により可視化することに成功した.

特に,熱ショック後,熟ショック遺伝子座に生じるパフ

で強い染色が見られた (発表講演13,18).

(2)クロマチン構造を介した遺伝子発現調節 :霜鳥 司,

中山貴博,上田 均,半田 宏1,赤坂甲治2,広瀬 進(1東

京工業大学フロンティア創造共同研究センター,2広島大

学大学院理学研究科)

ショウジョウバエGAGA因子と結合し,クロマチンの

リモデリングを促進する2つのタンパク質から成るヘテ

ロダイマーp93-p130に関して研究を進め,以下のことを

明らかにした.1)p93-p130複合体はクロマチンリモデリ

ング因子の触媒サブユニットであるISWIによるヌクレオ

ソームのスライディングを促進する.2)唾腺の多糸染色

体上で,GAGA因子とp93,p130は共局在する.3)Ubx

遺伝子のエビジェネティツクな発現維持をめぐって,GAGA

因子をコードしているTrl遺伝子と9130遺伝子の間に遺

伝学的相互作用がある.これらの結果は,GAGA因

千-p93-p130複合体がクロマチンのリモデリングを介し

てエビジェネティツクな遺伝子発現に関わることを示唆

している (発表講演113,5,8,12,14-17).

また,広島大学,赤坂助教授と共同してショウジョウ

バエのG-stretch結合タンパク質に関する研究を開始し
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た.このタンパク質をコードする遺伝子のイントロンに

Pエレメントが入ったトランスジェニックフライから,P

エレメントをジャンプさせることにより,欠失変異を分

離し,G-stretch結合タンパク質の生体内での機能を解析

している (発表講演22).

(3)転写コアクチベーターMBFlに関する研究 :劉 慶

宿,中島尚美,上田 均,MarekJindral,広海 健2,

広瀬 進 (1CzechAcademyofScience,2発生遺伝研究

部門)

MBFlは転写制御因子とTATAボックス結合タンパク

質TBPの間をかけ橋するタンパク質で,酵母からヒトま

で保存されている.ショウジョウバエMBFlのパートナー

としてbZIPタンパク質Tracheadefective(TDF)/

Apontic(APT)を同定し,TDF/APTが認識するDNA

の塩基酉己列を決定した,この配列とTATAボックスをIacZ

遺伝子に連結したコンストラクトを導入したトランジェ

ニックフライの肱では,抗TDF/APT抗体で染色したパ

ターンと同じIacZの発現がみられた.tdf変異株ではこ
のIacZの発現は検出されなかった.これらの結果は,TDF/

APTが塩基配列特異的DNA結合性の転写活性化因子で

あることを示している.さらに,mbflとtdf遺伝子間に
遺伝学的相互作用が見られることから,MBFlはTDF/

APTによる転写活性化を仲介していることが明らかとなっ

た (発表講演7,19).

(4)ヒト南平上皮癌抗原遺伝子に関する研究 :清田雄行1,

広瀬 進 (1愛媛大学医学部)

南平上皮癌抗原(SCCA)は京平上皮癌のマーカーとし

て使用されている.愛媛大学,溝田講師と共同してヒト

SCCAl遺伝子をクローニングし,そのプロモーター領域

を解析した.また,46種類のヒト培養細胞を用いてSCCAl

とSCCA2遺伝子の発現量を調べた.その結果,SCCAl

遺伝子のプロモーター領域が南平上皮癌の遺伝子治療の

ターゲットとなりえることが示唆された (発表論文 2,3).

(5)ショウジョウバエFTZ-Flを中心とした時期および

組織特異的発現制御機構の解析 :阿川泰夫,萱嶋泰成,

山田正明,広瀬 進,上田 均

エクダイソンのパルスによって誘導される転写因子

FTZ-Flの発現制御機構およびFTZ-Flによる発現制御機

構の解析を行なうことにより,ホルモンによって遺伝子

発現が時期あるいは組織特異的に制御される分子機構を

解明すること,さらに,この系を利用して転写制御機構

の解明を目的としている.まず,ショウジョウバエFTZ-Fl

の発現制御機構を解析するため,FTZ-Fl遺伝子の転写制

御領域に結合する新規因子Ⅰ-4の精製を試みたところ,陽

イオン交換樹脂と認識配列DNAアフィニティーカラムを

用いた方法で効率よく精製が進むことが判明した (発表



講演21).また,ショウジョウバエのクチクラタンパクを

コードし,前煽期の中期から後期にかけて成虫原基由来

の細胞で特異的に発現するEDG84A遺伝子の発現制御機

構を解析した結果,EDG84A遺伝子は,時期特異的発現

を制御するFTZ-Flの他に,組織特異的発現を制御する

複数の転写活性化因子と転写抑制因子によって複雑な機

構で制御されていることが明らかになった.(発表講演6,

9,10,20)

(6)FTZ-FlとFTZの相互作用機構 :鈴木大河,川崎陽

久,梅園和彦,上田 均

初期肱において,体節形成にかかわるホメオ ドメイン

タンパクFTZは,核内レセプターFTZ-Flと相互作用し

て遺伝子の発現制御を行なう.このFTZ-FlとFTZの相

互作用の様式は,晴乳動物で知られているリガンド結合

型の核内レセプターがそのコアクチベーターであるp160

ファミリー因子と結合する様式と類似していることを明

らかにしてきた.このことをさらに確かめるため,p160

ファミリー因子と結合する際に相互作用にかかわること

が知られている領域 (リガンド結合の3番から5番目の

α-リックス部位)にアミノ酸置換変異を有するFTZ-Fl

を作成し,相互作用を調べた.その結果,リガンド結合

型核内レセプターがp160ファミリー因子と結合する際に

相互作用にかかわるとされる3ヶ所のアミノ酸置換によっ

て結合が極端に低下し,FTZがFTZ-Flと相互作用する

様式は,リガンド結合型の核内レセプターがそのコアク

チベーターであるp160ファミリー因子と結合する様式と

類似していることが強く支持された (発表論文1)(発表

講演9,ll).

研究業績

(1)原著論文

1.Suzuki,T.,Kawasaki,H.,Yu,R.T.,Ueda,H.and

Umesono,K.:Segmentationgeneproductfushitarazu

isanLXXLLmotif-dependentcoactivatorfororphan

receptorFTZIFl.Proc.Nail.Acad.Sci.USA98,

12403-12408,2001.

2.Hamada,K.,Shinomiya,H.,Asano,Y.,Kihara,T.,

Iwamoto,M.,Hanakawa,Y.,Hashimoto,K.,Hirose,S.,

Kyo,S.andlto,M.:Molecularcloningofhuman

squamouscellcarcinomaantigen 1geneand

characterizationofitspromoter.Biochim.BioPhys.Acta

1518,124-131,2001.

3.Hamada,K.,Hanakawa,Y.,Hashimoto,K"

Iwamoto,M.,Kihara,T.,Hirose,S,Nakamura,M.and

lto,M.:Geneexpressionofhumansquamouscell

carcinomaantigen1and2inhumancelllines.

OncologyRep.8,347-354,2001.
4.Yabuki,T"Miyagi,S.,Ueda,H.,Saito,Y.and

Tsutsumi,K.:Anovelgrowth-relatednuclearprotein

bindsandinl1ibitsrataldolaseBgenepromoter.Gene

264,123-129,2001.

(2)その他

1.広瀬 進 :Polycombおよびtrithoraxグループによ

る転写制御.実験医学19,2186-2190,2001.

(3)発表講演

1.Shimqjima,T.,Okada,M.,Nakayama,T.,Veda,H.

andHirose,S.:Chromatinremodelingandepigenetic

geneexpression.The6thlnternationalSymposiumof

TheGraduateUniversityforAdvancedStudies,

Hayama,Kanagawa,March,2001.

2.Hirose,S.,Shimojima,T.,Okada,M"Nakayama,

T.,Veda,H.:MechanismofGAGAfactor-dependent

chromatinremodelingthatleadstoepigeneticgene

expressionColdSpringHarborMeetingonMechamism

ofEukaryoticTranscription,ColdSpringHarbor,New

York,September,2001.

3.Hirose,S.:GAGAfactor-dependentchromatin

remodelingandepigeneticgeneexpression.Seminar

atInstitute ofEntomology,Ceskebudejovice,

November,2001.

4.広瀬 進,相田紀子,Ho-ChunWei:生体内でのスー

パーコイル化因子の機能,第18回染色体ワークショップ,

葉山,1月.

5.広瀬 進,霜島 司,岡田聖裕,中山貴博,上田均 :

ユウクロマチンと-テロクロマチン間をシャトルするタ

ンパク質GAGA因子.第54回日本細胞生物学会大会ワー

クショップ ｢ヘテロクロマチンーゲノムと細胞機能をつ

なぐモジュレーター｣,岐阜,6月.

6.萱島泰成,広瀬 進,上田 均 :ショウジョウバエ

転写制御因子FTZ-Flの棟的遺伝子EDG84Aの組織特異

的発現を決定する因子について.第5回日本ショウジョ

ウバエ研究会,三島,8月.

7.Liu,Q.IX"Jindra,M.,Ueda,H.andHirose,S.:

DrosophlacoactivatorMBFlmediatesTrachea

defective-dependentactivation.第5回日本ショウジョ

ウバエ研究会,三島,8月.

8.広瀬 進 :クロマチンのリモデリングとエビジェネ

ティツクな遺伝子発現.転写研究会2001,筑波10月.

9.上田 均 :核内レセプター型転写因子FTZ-Flによ

る転写活性化機構.転写研究会2001,筑波10月.

10.Kayashima,Y.,Hirose,S.,Veda,H.:Mechanism

ofspacespecificgeneexpressioninresponseto

ecdysteroids-ExpressionofFTZ-Fltargetgene

EDG84AinDrosoPhilamelanogaster.内藤コンファレン

ス :天然生理活性分子とその活性化機構 (Ⅱ)-昆虫生理
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活性物質とその活性発現の分子機構-,葉山,10月.

ll.Kawasaki,H.,Hirose,S.,Ueda,H.:Analysispf

transcriptionalregulationmechamismoffushitatazu

byFTZ-Fl,内藤コンファレンス :天然生理活性分子と

その活性化機構 (Ⅱ)一昆虫生理活性物質とその括性発現

の分子機構-,葉山,Io月.

12.広瀬 進:GAGA因子複合体を介した高次クロマチ

ン構造の変換.第74回日本生化学会大会シンポジウム｢遺

伝子機能を支えるクロマチンインフラストラクチャー｣,

京都,10月.

13.広瀬 進 :生体内で負に超らせん化したDNA領域の

可視化.国立遺伝学研究所研究会 ｢非B型DNAの生物

学 :ゲノム核内構造のヒエラルキーと遺伝子発現制御｣,

三島,11月.

14.広瀬 進 :クロマチン構造変換によるエビジェネティツ

クな遺伝子発現制御.京都大学ウイルス研究所セミナー,

京都,12月.＼

15.広瀬 進,希島 司,中山貴博,上田 均 :GAGA

因子-p93-p130複合体とエビジェネティクス.第24回日
本分子生物学会ワークショップ ｢和製クロマチン関連因

子群｣,横浜,12月.

16.霜島 司,中山貴博,上田 均,広瀬 進 :ショウ

ジョウバエGAGA因子-p93-p130複合体の機能解析.第

24回日本分子生物学会,横浜,12月.

17.中山貴博,霜島 司,上田 均,広瀬 進 :ショウ

ジョウバエGAGA因子-p93-p130複合体は活性クロマチ

ンの形成に関与する.第24回日本分子生物学会,横浜,
12月.

18.松本国治,広瀬 進 :DNAのnegativesupercoilと
転写活性のinsitu解析.第24回日本分子生物学会,横

浜,12月.

19.劉 慶信,上田 均,広瀬 進 :ショウジョウバエ

のMBFlはTDFによる転写活性化を仲介する.第24回

日本分子生物学会,横浜,12月.

20.萱島泰成,広瀬 進,上田 均 :ショウジョウバエ

転写制御因子FTZ-Flの標的遺伝子EDG84Aの組織特異

的発現を決定する機構の解析.第24回日本分子生物学会,

横浜,12月.

21.阿川泰夫,広瀬 進,上田 均 :ショウジョウバエ

FTZ-Flの転写調節領域に作用する因子FactorI-4の解析.

第24回日本分子生物学会,横浜,12月.

22.赤坂甲治,井上 愛,霜鳥太信,中坪敬子,上田均,

広瀬 進 :細胞周期に伴って変動する新規核タンパク質

GSBPのヒト,ショウジョウバエホモログの機能解析.

第74回日本生化学会大会シンポジウム｢核のダイナミズ

ム｣,京都,10月.
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C-C.初期発生研究部門

初期発生研究部門では,小型熟魚類ゼブラフィッシュ

(Daniorerio)及びメダカ (07yZiaslatipes)を用いて
脊椎動物初期発生過程における体軸形成および器官形成

の機構を研究しています.特にこの実験系の特徴である

腫操作技術 (細胞移植やマイクロインジェクションによ

る遺伝子過剰発現)と遺伝学的手法 (突然変異体など)

を組み合わせた実験を行って,脊椎動物の普遍的な発生

機構の解明を目指しています.

当研究部門では以下の研究メンバーで研究を行ってい

ます :武田洋幸 (教授,4月より併任),川上厚志 (助手,

4月より併任),小林大介 (博士研究員),北川忠生 (博士

研究貞),高島茂雄 (博士研究員),景 崇拝 (博士研究

負),横井隼人 (派遣研究員),坂口拓哉 (総合大学院大

学大学院生),新屋みのり (名古屋大学大学院生,3月ま

で),浮田鴬志 (名古屋大学大学院生),神藤智子 (名古

屋大学大学院生,4月より派遣研究員),木村哲晃 (派遣

研究員),成田貴則 (派遣研究員).

本年度の研究は以下の支援を受けて実施されています :

文部科学省科学研究費特定領域研究 (C)統合ゲノム ｢脊

椎動物モデルとしての小型魚類の発生の遺伝子システム

の解明｣,文部科学省科学研究費特定領域研究(B)｢脳の

パターン形成｣(2)｢中枢神経系の前後軸 ･背腹軸の成立

機構｣,文部科学省科学研究費特定領域研究(B)｢脊椎動

物の分節｣(2)｢体節形成プログラムの進化一魚類を用い

た発生遺伝学的解析｣,農林水産省委託研究 ｢魚類中枢神

経系の発達における繊維芽細胞増殖因子(FGF)の役割｣,

養殖研究所委託研究 ｢魚類における中腫葉誘導と体節の

形成 ･分化の分子機構の解明｣,科学技術庁振興調整費｢オー

ガンリソースとしての中藤葉と器官形成クロックの研究｣,

東レ科学振興会研究助成 ｢ゼブラフィッシュを用いた中

枢神経系の発生機構の研究｣,日産学術助成｢ゼブラフィッ

シュ肱を用いた脊椎動物中枢神経の発生機構の解明｣.

(1)中･内腔葉誘導に関与する新規遺伝子の単離 :坂口,

武田

脊椎動物の初期発生において,中腹菓誘導およびオー

ガナイザー誘導はその後の体軸形成の最も基礎となる重

要な過程です.これまでに当研究室では,ゼブラフイシュ

においては,中腹葉とオーガナイザーが卵黄細胞からの

それぞれ独立したシグナルによって誘導されることを明

らかにしてきました.しかしその分子的機構については

不明な点が多く,特に中腰葉誘導に関与する卵黄細胞の

機構については分かっていません.

そこで,独自のinsituhybridizationscreening法を
開発し,効率よく卵黄細胞で発現する遺伝子を単離する

ために卵黄細胞サブトラクションライブラリーを作成し



ました.スクリーニングの結果,卵黄細胞で発現するク

ローンを30個以上単離する事に成功しました.本年は,

その中の一つ,HMG型転写因子をコードする226D7の

機能解析を行いました.その結果,この遺伝子は内膝葉

分化に必須な遺伝子であることが判明しました(Sakaguchi

eta1.,2001).

(2)中枢神経系パターン形成におけるFGFシグナルの役

割 :新屋,武田

本研究では,中枢神経系組織の発生におけるFGFシグ

ナルの役割を調べるために,ゼブラフィッシュ初期肱に

おけるRas/MAPKカスケードの活性化領域を活性化型

MAPKに対する特異抗体で調べた｡その結果,中脳 ･後

脳境界と終脳全前端部に活性化が認められました.次に

アンチセンス技術を用いて,それらの領域で発現してい

るFgf8とFgf3の機能を調べました.その結果,終脳腹

側の形成にはFgf3とFgf8とが協調的に働いていること,

また,中脳 ･後脳境界ではFgf8が主に機能することが判

明しました (Shinyaeta1.,2001).

(3)体節の形成と分子時計 :浮田,武田

脊椎動物の体節は体幹部の分節性を規定する組織であ

り,発生の初期に未分節中腫葉から一定間隔で東側より

くびれきれることで形成されます.最近我々は,ゼブラ

フJI.ツシュ肱においてhaわ,関連遺伝子であるherlの発

現がゼブラフィッシュの分節周期である30分に一回,局

芽付近の未分節中腫葉で出現し,尾芽領域から東部側-

波状に移動することを見出しています(Sawadaetal.,2000).
さらに本年は,FGFシグナルを肱体内で制御する実験に

より,FGFシグナルが未分節中肱葉内で体節の分節ポイ

ントを決める重要な位置情報を提供していることを示し

ました(Sawadaeta1.,2001;SagaandTakeda,2001).

(4)ゼブラフィッシュ突然変異体を用いたミッドライン

シグナルの発生遺伝学的解析 :川上,武田,W.Talbot,

A.Schier

脊椎動物のミッドライン (脊索,フロアプレート)か

らの誘導シグナルは,中枢神経系および体節のパターン

形成に重要な役割を果たしています.そのシグナルのひ

とつは,分泌因子ソニックヘッジホッグであることが明

らかにされています.しかし,シグナルがいかに伝達さ

れ,どのような調節を経てパターン形成に至るのかは,

まだ明らかではありません.ゼブラフィッシュで単離さ

れている突然変異体の一群には,ミッドラインでのシグ

ナル伝達の異常によると考えられるものが多数あります.■
現在我々は,ミッドライン変異体のひとつ,chameleon(con)

について解析を進めています.

(5)メダカ肱で発現する遺伝子の網羅的単離 :木村,成

田,神藤,武田

脊椎動物の基本的体制を備えた最も古い動物群である

魚類は脊椎動物の進化を考える上で重要な存在です.育

椎動物の発生の進化過程を明らかすることを目的として,

我々はメダカを用いてその発生過程で発現する遺伝子の

網羅的単離と発現パターンの解析を行っています.器官

形成がダイナミックに進行する体節形成期肱のライブラ

リーからクローンをランダムにとり,所内にあるアカデ

ミアシークエンスセンターの協力の下に,これの配列解

析を進めています.2000年12月には,DDBJに約26,000

のメダカEST配列を登録しました.また,配列が判明し

た大量のcDNA断片からDIG-RNAプローブを作製して,

メダカ体節形成期における発現パターンを個別に調べて

います.

(6)メダカを用いた突然変異体のスクリーニング:小林,

北川,高島,貴,横井,浮田,木村,成田,神藤,津田,

武田

科学技術庁振興調整費のプロジェクトにより,本年2月

に完成したメダカ飼育施設において,メダカの突然変異

体スクリーニングを開始した.初期発生や器官形成の研

究に有用な突然変異体を体系的に収集することを目指し

ている.すでに50系統あまりの変異体を単離しており,

その中の重要と思われる変異体については表現型の解析,

原因遺伝子のポジショナルクローニングを始めています.

研究某紙

(1)原著論文

1.Sakaguchi,T.,Kuroiwa,A.and Takeda,
H.:Expressionofzebrafishbtg-b,ananti-proliferative

cofactor,duringearlyembryogenesis.Mechanismsof

Development104,113-115,2001.

2.Sakaguchi,T"Kuroiwa,A.andTakeda,H.:A

novelsoxgene,226D7,actsdownstreamofNodal

signalingtospecifyendodem precursorsinzebrafish.

MechanismsofDevelopment107,25-38,2001.
3.Shinya,M.,Koshida,S.,Sawada,A.,Kuroiwa,A.

andTakeda,H.:FgfsignallingthroughMAPKcascade

isrequiredfordevelopmentofthesubpallial

telencephaloninzebrafishembryos.Development128,

4153-4164,2001.

4.Sawada,A.,Shinya,M.,Jiang,Y,-∫.,Kawakami,

A.,Kuroiwa,A.,andTakeda,H.:Fgf/MAPKsignauing

isacrucialpositionalcueinsomiteboundaryformation.

Development128,4873-7880,2001. '

5.Haraguchi,S.,Kitajima,S.,Takagi,A.,Takeda,

H.,Inoue,T.andSaga,Y.:Transcriptionalregulation

ofMesplandMesp2genes:differentialusageof

enhancersduringdevelopment.Mechanismsof
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Development108,59-69,2001.

(2)総 説

Saga,Y.andTakeda,H.:Themakingofthesomite:

moleculareventsinvertebratesegmentation.Nature

ReviewsGenetics2,835-845,2001.

(3)発表講演

1.A.Sawada,M.Shinya,Y-J.Jiang,A.Kawakami,

A.KuroiwaandH.Takeda.:"FGF/MAPKsigunaling

regulatesmaturationofthepresomiticmesoderm

duringvertebratesegmentation".TheSecondEuropean

ConferenceonZebrafishGeneticsandDevelopment,

London,April.

2.T.Sakaguchi,A.KuroiwaandH.Takeda∴''hsitu

hybridizationscreeningfornovelgenesexpressedin

thezebrafishyolksyncytiallayer(YSL)''TheSecond

EuropeanConferenceonZebrafishGeneticsand

Development,London,April.

3.A.Kawakami,R.Karlstrom,H.Takeda,W.Talbot

andA.Schier.:"Molecularanalysisofzebrafishmidline

mutatnchameleon(con)''TheSecondEuropean

ConferenceonZebrafishGeneticsandDevelopment,

London,April.

4.H.Takeda,S.KoshidaandM.Shinya∴"Rolesof

Fgfsignalininductionandpatterningofzebrafish

neuraltissues"14thInternationalCongressof

DevelopomentalBiology,Kyoto,July.

5.A.Sawada,M.Shhya,Y-∫.Jiang,A.Kawakami,

A.KuroiwaandH.Takeda.:''FGF/MAPKsignaling

regulatesmaturationofthepresomiticmesoderm

duringvertebratesegmentation''14thlntemational

CongressofDevelopomentalBiology,Kyoto,July.

6.T.Sakaguchi,A.KuroiwaandH.Takeda.:"hsitu

hybridizationscreeningfornovelgenesexpressedin

thezebrafishyolksyncytiallayer(YSL)''14th

lnternationalCongressofDevelopomentalBiology,

Kyoto,July.

7.A.Sawada,M.Shinya,Y-∫.Jiang,A.Kawakami,

A.KuroiwaandH.Takeda.:"FGF/MAPKsigunaling

regulatesmaturationofthepresomiticmesoderm

during vertebrate segmentation''Society for

DevelopmentalBiology60thAmualMeeting,Seattle,

July.

i.A.Kawakami,R.Karlstrom,H.Takeda,W.Talbot

andA.Schier.:"Molecularanalysisofzebrafishmidline

mutatnchameleon(con)''SocietyforDevelopmental

Biology60thAnnualMeeting,Seattle,July.

9.浮田篤志,二階堂昌孝,川上厚志,荒木和男,武田

32 初期発生研究部門

洋幸 :Fgfシグナルが制御する脊椎動物の分節.第24回

日本分子生物学会年会,横浜,12月.

10.坂口拓哉,黒岩 厚,武田洋幸 :Yolksyncytiallayer

(YSL)で発現する遺伝子群の,Morpholinoアンチセンス

オリゴを用いた機能阻害による解析.第24回日本分子生

物学会年会,横浜,12月.

C-d.生理遺伝客員研究部門

ほ乳類ボリコーム群遺伝子の構造と機能の解析

ほ乳類ポリコーム群タンパク複合体の機能発現機序を

明らかにしていくために,(1)ポリコーム群タンパク複

合体の構成成分の同定,(2)ボリコーム群タンパク複合

体の榛的遺伝子座の同定,(3)ボリコーム群タンパク複

合体の標的遺伝子座-の結合様式の解析についての解析

を行ってきた.

(1)155kDaスプライセオリーム結合タンパク(SAP155)

によるボリコーム複合体機能の調節

Me1-18とRinglBのインターラクターとして同定した

SAP155は,マウス艦においても構成的にMeL18とRinglB

に結合していることを免疫共沈降法を用いて明らかにし

た.SAP155を欠損したマウスは,8細胞期におこるコン

パクションを維持できず,それ以上に発生は進まない.

SAP155-テロ接合体では,中軸骨格系にホメオチック変

異が観察され,それはMe1-18変異によって増強され,逆

にMll変異によって抑制された.これらの事実は,SAP155

がボリコーム複合体のコンポーネントとしても作用する

ことを示した.また,Mel18とBmilに結合するタンパ

クとして,他にRinglBとMph2などを同定し,それら

を欠損したマウスを作成した.これらにおいても,中軸

骨格系にホメオチック変異が観察され,それはMe1-18変

異によって増強され,ボリコーム複合体のコンポーネン

トとしても作用することを示した.

(2)マウス11.5日旺尾芽長鎖cDNAライブラリを用いた

DNAアレイの作成

Me1-18/Bmil二重欠失マウスの尾芽における異常を系

統的に明らかにしていくために,尾芽,胎児小腸,胸腺

の全長cDNAライブラリから1万5千の独立したクラス

タを同定し,それらを用いたDNAアレイの作成を行った.

そのうちの2000をスポットしたフィルターを用いて,堤

在までに,MeL18/Bmil二重欠失マウスと野生型の間で

発現変化が見られた候補クロンを10個同定している.

(3)HoxクラスターにおけるRinglB/Mphl結合領域

同定の試み

MeL18結合タンパクであるRhglBとMphlが染色体



上にどのように結合するかを明らかにするために,クロ

マチンDNAとの複合体の免疫共沈降を行い,Hoxクラ

スターにおける結合領域の同定を試みた.Hoxb8領域を

全てフットプリントした結果,プロモーター上流にいく

つかの結合領域を明らかにした.また,おもしろいこと

に,RinglBは,転写が抑制されている場合に強く結合す

るが,Mphlの結合は転写の状態と相関しないことが明

らかになった.

研究業績

(1)原著論文

1.Atsuta,T.,Fujimura,S.,Moriya,H.,Vidal,M.,

Akasaka,T.,Koseki,H.:ProductionofMonoclonal

AntibodiesagainstMammalianRinglBProteins.

Hybridoma20,43-46,2001.

2.Sudo,H,Tonegawa,A"Arase,Y.,Aoyama,H.,

Mizutani-Koseki,Y.,Moriya,H.,Wilting,∫,Christ,B,

andKoseki,H.:hductivesignals血･omthesomatopleure

mediatedbyboneporphogeneticproteinsareessential

fortheformationofthesternalcomponentofavian

ribs.Dev.Biol.232,284-300,2001.

3.Isono,K.,Abe,K.,Tomaru,Y"Okazaki,Y.,

Hayashizaki,Y.andKoseki,H.:Molecularcloning,

geneticmapping,andexpressionofthemouseSf3bl

(SAP155)genefortheU2snRNPcomponentof

spliceosome.MammalianGenome12,1921198,2001.

4.Koizumi,K.,Nakajima,M.,Yuasa,S"Saga,Y.,

Sakai,T.,Kuriyama,T.,Shirasawa,T.andKoseki,H∴

TheroleofPresenilinlduringsomitesegmentation.

Development128,1391-1402,2001.

5.Fukamachi,H.,Fukuda,K.,Suzuki,M.,Furum oto,T.,
Ichinose,M.,Shimizu,S.,Tsuchiya,S.,HorieS.,

Shiokawa,K.,Suzuki,Y.,Saito,Y"Watanabe,K.,

Taniguchi,M.,andKoseki,H:Mesenchymaltranscription

factorFKH6controlsgastricepithelialdevelopment

anddifferentiation.Biochem:BioPhys.Res.Commun_

280,1069-1076,2001.

6.Akasaka,T"vanLohuizen,M.,VanderLugt,N.,

Mizutami-Koseki,Y.,Kanno,M.,Taniguchi,M,Vidal,M.,

Alkema,M.,Berns,A.andKoseki,H.:Micedoubly

deficientforthePolycomb-GroupegenesMel18and

Bmilrevealsynergyandrequirementformaintenance

butnotinitiationofHo∑geneexpression.Development
128,1587-1597,2001.

7.Yamamoto,K,Fujii,R"Toyofuku,Y.,Saito,T"

Koseki,H,Hsu,V.W.andAoe,T.:TheKDELreceptor

mediatesaretrievalmechanismthatcontributesto

qualitycontrolattheendoplasmicreticulum.EMBO

J20,3082-3091,2001.

8.Ogita,∫.,Isogai,E.,Sudo,H.,Sakiyama,S.,

Nakagawara,A.andKoseki,H.:Theexpressionof

chickenDan.Mech.Dev,inpress.

9.Kimura,M.,Koseki,Y.,Yamashita,M,Watanabe,

N.,Shimizu,C.,Katsum oto,T.,Kitamura,T.,Taniguchi,

M"Koseki,HandNakayama,T.:RegulationofTh2

celldifferentiationbyme1-18,amammalianpolycomb

groupgene.Immunity,inpress.

(1)ヌクレオソーム位相を決定するDNA構造と転写制御

機構 :木山亮一 (経済産業省産総研)

1)ゲノム上で周期性を示すベントDNA構造の生物学的

意義

ベントDNAは様々な生物学的反応に関与していること

が知られているが,その中でも転写反応の制御に関して

は多くの報告がある.我々は,高等動物のゲノム上で周

期性を示すベントDNAを発見し,その生物学的意義を議

論してきた.具体的には,平均すると4ヌクレオソーム

の長さに相当する680塩基対の周期性,その位置が進化

上良く保存されていること,コアヒストンに対する高い

親和性とそのようなベントDNAがヌクレオソームの並進

位相(translationalpositioning)を決定していることを

報告した.ヒトのβ-グロビン遺伝子座における周期性ベ

ントDNAのLCR(LocusControlRegion)のHS2領

域におけるエンハンサーに対する転写制御機構を調べる

と,エンハンサー部位でのヌクレオソーム位相は2ヌク

レオソーム離れた位置のベントDNAノにより決定され,そ

の結果エンハンサー活性に対して影響を与える.エンハ

ンサーとベントDNAの間の距離を変化させエンハンサー

活性を調べると,距離を100塩基対以上長くするとエン

ハンサー活性が約半分になること,実際にその時にエン

ハンサー部位とベントDNA部位の間に存在するヌクレオ

ソームとエンハンサー部位のヌクレオソームの並進位相

はその距離の増加にともない変化していることをinvitro

だけでなく,invivoでもDNaseIFoot-printing実験

により示した.これらの結果は,高次のクロマチン構造

と遺伝子の発現制御のメカニズムが密接な関係を有する

ことを示唆しており,特に,ヌクレオソームのdirectional

なcooperativityがあると考えられる.また,さらに詳細

なエンハンサ丁活性に対する影響に関しても現在調べて

いる.(OnishiandKiyama,2001)

2)遺伝子発現のProfilingによるゲノム機能情報の取得

我々時,エストロゲンに類似の活性を示す環境ホルモ

ンの作用機構の解明とその評価系を構築するために,DNA

マイクロアレイを用いてヒトの様々な癌細胞に対して化

学物質を作用させてその遺伝子応答情報を取得し,プロ

ファイル解析を行っている.まず,ヒトの乳癌由来の

細胞株MCF-7を用いてエストロゲン応答遺伝子群につい
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ての情報を取得し,約1万個の遺伝子の中からエストロ

ゲン応答性を有する約200の遺伝子を選び,カスタムマ

イクロアレイを作成した.MCF-7細胞においてエストロ

ゲン投与後の遺伝子発現の継時変化を調べたところ,発

現 上 昇 (Up-regulation) あ るい は発 現 減 少

(Down-regulation)を示す遺伝子の中にも投与後早い

時期に変化するものや後期に変化を示すものなどに分類

することができた.また,エストロゲン活性を示すEstron

や Estriolなど17β-estradiol以外の化学物質,

Nonylphenol,BisphenoIA,Dioxinなどに関しても応

答遺伝子群に関する情報を得た.このマイクロアレイを

使用することにより,より簡便で,安価な評価系を作る

ことが可能になり,現在,このカスタムマイクロアレイ

を用いて遺伝子のエストロゲン応答性を様々な組織由来

の癌細胞を用いてプロファイル解析を行っている.また,

乳癌などホルモン依存性の癖についても創薬や治療の観

点からの遺伝子情報の取得も現在進行中である.

3)ゲノム変異情報を利用したGenotypingとその利用

我々は,癌抑制遺伝子のLOH(LossofHeterozygosity)

の結果その遺伝子機能が失われることによって起こる癌

化のメカニズムに注目し,マイクロアレイを利用して候

補遺伝子座のスクリーニングをハイスループットに行う

ことによりGenotypingを行っている.ゲノムのLOH情

報は,ゲノムサブトラクション法を用いて,同じ個体の

正常細胞と癌細胞のゲノムDNAを直接比べ,癌細胞DNA

で欠失の起こった部位をクローニングした.腎癌(mixed

celltypeとclearcelltype)患者について調べ,このよ

うな遺伝子座を44箇所見つけた.これらのdusterは約

100人近い患者では,10%から90%以上の頻度でLOHを

示した.その中には,Vm (vonHippelLindau)遺伝

子座やAPCやIRF-1などの遺伝子座,さらに新規に

5q32-q34,6q21-q22,8p12などの部位が高頻度でLOH

を示し,その内の4箇所については共通にLOHを示す領

域を10メガ塩基対 (Mb)以内にマップすることに成功

した.その中でも,1メガ塩基対の範囲まで進んだ領域か

らは,癌細胞の増殖抑制を示す遺伝子を兄いだすことが

でき,現在その遺伝子の機能解析を行っている.(Hatano,

eta1.,2001)

研究菓繊

(1)原著論文

1.Onishi,Y.andKiyama,R.:Enhanceractivityof

HS20fthehumanbeta-LCRismodulatedbydistance

fromthekeynucleosome.Nucl.AcdsRes.15,3448-3457,
2001.

2.Hatano,N.,Nishikawa,N.S"McElgunn,C"

Sarkar,S.,Ozawa,K.,Shibanaka,Y.,Nakajima,M.,

Gohji,K.andKiyama,R.:AComprehensiveAnalysis
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ofLOHCausedbyHemizygousDeletionsinRenalCell

CarcinomaUsingaSubtractionLibrary,MoLCwcinog.

31,161-170,2001.

3.Nadkarni,A.,Sakaguchi,T.,Takaku,H.,

Gorakshakar,A.,Phanasgaonkar,S.,Colah,R.,

Mohanty,D.andKiyama,R.:ANovelbtaO-Thalassemia

MutationatCodon55(-A)andaRare17-bpDeletion

atCodons1261131inthehdianPopulation.Hemoglobin

inpress.

(2)その他

1.小口しのぶ,木山亮一 :DNAチップによる内分泌撹

乱物質の影響評価システムの開発.バイオインダストリー

18,15-23,2001.

(3)発表講演

1. Kiyama,R.,Onishi,Y.andWada-Kiyama:
NucleosomalPhaseoverHS20fthehumanbeta-LCR.

AnnualMeeting oftheAmerican Society of

Hematology,Orlando,USA,2001年12月.

2. Onishi,Y.,Kiyama,R.andWada-Kiyama:

NucleosomalPhaseoverHS20fthehumanbeta-LCR

第24回分子生物学会年会,横浜,2001年12月.

3.西川直子,小口しのぶ,郷司和男,青柳貞一郎,木

山亮一:DNAマイクロアレイを用いた腎細胞癌LOHの

検定.第24回分子生物学会年会,横浜,2001年12月.

4.坂口武久,AnitaNadkarni,ChananeWanapirak,

高久洋,木山亮一 :β-サラセミアの高速変異解析法.第

24回分子生物学会年会,横浜,2001年12月.

5.井上暁夫,小口しのぶ,吉田敢行,大本陽子,林

慎一,木山亮一 :マイクロアレイを用いた各種培養細胞

のエストロゲン応答性遺伝子群の発現プロファイル解析.

第24回分子生物学会年会,横浜,2001年12月.

6.魯禎餅,李暁蔓,木山裕子,佐久間康夫,木山亮一 :

ヒト･エストロゲン受容体α遺伝子転写制御におけるDNA

折れ曲がりの意義.第24回分子生物学会年会,横浜2001

年 12月.

7.Sarkar,S.,Roy,B.D.,Nishikawa,N.S.,Shibanaka,

Y.,Nakajima,M.andKiyama,R.:Rank,acandidate

tumorsuppressorgeneat9p23-24forrenalcell

carcinoma.第24回分子生物学会年会,横浜,2001年12

月.

8.Ebrahim,A.,Sakaguchi,T.,Sarkar,S.,RoyB.C.,

Nishikawa,N.S.,Onishi,Y.andKiyama,R.:Genomic

organizationandcomparativeanalysisofamouse

homologueofthehumanKIAAO172gene.第24回分

子生物学会年会,横浜,2001年12月.

9.木山亮一:DNAマイクロアレイ･-新ゲノム時代の遺

伝子機能解析技術.STスクエア｢ゲノム時代のバイオ新



技術開拓｣,つくば,2001年11月.

10.木山亮一 :ヒトβ-LCRにおける機能性ヌクレオソー

ムの形成.平成13年度国立遺伝学研究所研究集会｢非BDNA

の生物学 :ゲノム核内構造のヒエラルキーと遺伝子発現

制御｣,三島,2001年11月.

ll.大西芳秋,加藤 愛,木山亮一 :周期性ベントDNA

と転写制御機構 :エンハンサーとサイレンサーにおける

構想と機能の関係について.第74回日本生化学会大会シ

ンポジウム,京都,2001年10月.

12.大西芳秋,加藤 愛,木山亮一 :周期性ベントDNA

と転写制御機構 :エンハンサーとサイレンサーにおける

構想と機能の関係について.第74回日本生化学会大会,

京都,2001年10月.

13.西川直子,小口しのぶ,郷司和男,青柳貞一郎,木

山亮一 :マイクロアレイCGHを用いた腎細胞がんLOH

の検定.第60回日本癌学会総会,横浜2001年,9月.

14.ロイ ･バダルチャンドラ,サーカー ･シュバシシ,

西川直子,郷司和男,青柳貞一郎,木山亮一 :腎細胞が

ん新規がん抑制遺伝子Kankの機能解析.第60回日本癌

学会総会,横浜,2001年9月.

15.林 慎一,井上暁夫,吉田敦行,大本陽子,小口し

のぶ,木山亮一 :マイクロアレイによるエストロゲン応

答遺伝子群の発現プロファイル解析とホルモン療法反応

性予測診断チップの開発.第60回日本癌学会総会,横浜,

2001年9月.

16.吉田敢行,井上暁夫,大本陽子,江口英孝,東 靖

宏,未益公人,中地 敬,木山亮一,林 慎一 :マイク

ロアレイにより同定されたエス トロゲン応答遺伝子の乳

癌組織における発現の検討.第60回日本癌学会総会,横

浜,2001年9月.

17.吉田敢行,井上暁夫,大本陽子,江口英孝;東 靖

宏,末益公人,中地 敬,木山亮一,林 慎一 :マイク

ロアレイによるエストロゲン応答遺伝子の同定と乳癌組

織中発現量の検討.第2回ホルモンと癌研究会,大阪,

2001年7月.

18.林 慎一,井上暁夫,吉田数行,大本陽子,小口し

のぶ,木山亮一 :マイクロアレイによるエストロゲン応

答遺伝子群の発現プロファイル解析とホルモン療法反応

性予測診断チップの開発.第2回DNAチップ技術研究会,

京都,2001年6月.

19.林 慎一,吉田敢行,井上暁夫,大本陽子,小口し

のぶ,中地 敬,木山亮一 :マイクロアレイによるエス

トロゲン応答遺伝子群の発現プロファイル解析とホルモ

ン療法反応性予測診断チップの開発.第2回日本がん分

子疫学研究会学術集会,東京,2001年3月.

20.木山亮一 :ExpressionProfilingoftheEstrogen

ResponsiveGenesUsingDNA Microarraysfor

Homone-basedAssaysinDiagnosis,DrugScreening

andEnvironmentalMonitoring. "International

WorkshoponGenomeOrganization,Diversity&

Evolution'',ハイフア,イスラエル,2001年7月.

21.木山亮一 :TransCriptionalModulationbyPeriodic

BentDNAthroughChromatinStructure.第6回総研

大国際シンポジウム ｢21世紀の総合ゲノム科学 :一次配

列情報から高次構造情報- ｣,神奈川,2001年3月.

22.大西芳秋,木山亮一 :PeriodicbentDNAisakey

elementfornucleosomealignmentandmodulates

enhanceractivityofthehumanbeta-LCR｣第6回総研

大国際シンポジウム.21世紀の総合ゲノム科学 :一次配

列情報から高次構造情報- ｣,神奈川,2001年3月.

23.加藤 愛,ChananeWANAPIRAK,大西芳秋,木

山裕子,木山亮一 :FunctionalrelationshipofbentDNA

withsilenceractivityinthepromoterregionofthe

globingenes.第6回総研大国際シンポジウム ｢21世紀

の総合ゲノム科学 :一次配列情報から高次構造情報- ｣,

神奈川,2001年3月.
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D.集団遺伝研究系

D-a.集団遺伝研究部門

集団遺伝研究部門では,生物集団の遺伝的構造とその

進化的変化を支配する法則の理解を目指して研究を行っ

ている.当書肝勺の研究は助手 ･高野敏行によって行われ,

技術課職員 ･石井百合子がこれを支援した.

(1)ショウジョウバエゲノムでの局所的な窄然変異圧の

変動 :高野敏行

真核生物のゲノムは高次に組織化された構造より成っ

ている.たとえば,温血の晴乳類,特にヒトの染色体は,

それぞれ200kbからlMbに及ぶGCに富んだ領域とGC

含量の低い領域に分けることができる.このようなアイ

ソコアと呼ばれるゲノム構造は突然変異の作用か自然選

釈,あるいはその両方によって維持されていると考えら

れているが,どちらの貢献が大きいかは長く論争の的に

なっている.これまで,ショウジョウバエの染色体では,

こうした領域による極端なGC含量の変動は観察されて

いなかった.本研究では近縁種間の塩基置換を置換の方

向も含めて解析することで,局所的で極端な突然変異圧

の変動が起きていることを明らかにした.キイロショウ

ジョウバエ種亜群4種のⅩ染色体のテロメア末端の10遺

伝子について塩基配列の比較解析を行い,(i)全体に
melanogasterとeyleCtaの系統では遺伝子間でそれほどの

違いもなく全体に置換はATに偏っていること,(ii)yakuba

とorenaではそれぞれ3つの遺伝子において有意にGCに

偏った置換を示したが,その遺伝子は異なっていること

b,akubaではEGI165H7.3,171Dll.2,andsu(S);oylena

ではy,l'sc,andase),Gii)wenaとその姉妹種であるerecta

の系統間で進化速度を比較すると,wenaの系統で有意に

GCに偏った置換を示した3つの遺伝子でのみwenaの系

統がeyleCtaの系統より有意に進化速度が速いこと,(iv)

orenaにおいても最も動原体寄りのsia逮伝子は有意にAT

に偏った置換を起こしていたことを明らかにした.こう

した置換パターンは翻訳領域だけでなく,非翻訳領域で

も見られ,自然淘汰によるのではなく突然変異の歪みに

よるものと考えられる.また,GC含量,進化速度等の情

報から,wenaの系統で有意にGCに偏った置換を示した

3つの遺伝子では,A,TからG,C-の突然変異率がそ
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の逆方向の突然変異よりも9倍程度高いことが理論的に

推測された.以上の知見から,ショウジョウバエでは突

然変異圧はゲノム内で一定ではなく,領域によって異な

ることが強く示唆された.本研究の詳細については,文献

(1)を参照.

(2)剛毛形成を指榛とした遺伝子機能進化の解析 :高野

敏行

近縁種間で進む遺伝子変化を遺伝学的に解剖すること

を目的に,種間雑種の形態異常の解析を行った.キイロ

ショウジョウバエとその近縁3種では全く同じパターン

で胸部の剛毛が観察されるにもかかわらず,キイロショ

ウジョウバエとD.simulansの雑種ではこれらの胸部剛

毛が失われる傾向がある.実際,D.simulansの系統によっ

ては半数以上の剛毛が消失する場合もある.一方で,刀.

simulansにより近縁なD.mauritianaとキイロショウジョ

ウバエとの雑種では剛毛形成に異常は観察されず,刀.

simulansにも雑種において全く剛毛を失わない系統も存

在している.このような種間雑種の形態異常は異種のゲ

ノム間の不和合によっているが,遺伝学的解析からβ.

simulansの因子はⅩ染色体上に存在していることを明ら

かにしている.また,すでにD.simulans内の系統間変

異 (H,L)を用いたQTL(Quantitativetraitloci)解

析から,系統間の違いの約3/4の相加的効果をもった

おそらく単一の遺伝子座によると思われるQTLを見つけ

ている.本年度は,このQTLのさらに詳細な物理的マッ

ピングのため,約2,500のH,L系統間のF2系統につい

て,剛毛消失の表現型と予想される領域の複数のマーカー

について遺伝子型タイピングを行った.その結果,QTL

を含む約1Mbの領域内に15の組換え体を同定できた.

現在,これらの組換え体を利用して,このQTLの正確な

マッピングを行っている.

(3)雄特異的形態形質 ･性櫛剛毛数の種内･種間変異の

責任遺伝子の解析 :高野敏行

モデル生物であるキイロショウジョウバエを含む

Sophophora亜属の雄は,性的二型を示す形質として前

脚に性櫛と呼ばれる特殊化した剛毛列を持っていて,そ

の剛毛数は種内 ･種間で非常に変異性に富んでいる.こ

の性櫛はキイロショウジョウバエとおよそ4千年前に分

岐したと考えられるDrosophila亜属では見られないこと

から,比較的最近新たにSophophora亜属に生じた形質

と考えられる.また,形態進化,特に性的二型を示す形

質の進化には自然淘汰 (性淘汰)が大きく働いたと考え

られている.この性櫛剛毛数の種内･種聞変異の責任遺

伝子の同定と変異の実体を分子レベルで明らかにするこ

とを目的に以下の解析を行った.キイロショウジョウバ

エの姉妹種であるオナジショウジョウバエについて性櫛

剛毛数の多い系統 (H,個体当たり平均-24.7)と少ない



系統 (L,平均-18.5)間で,第二,第三染色体上の合計

22のマーカーを用いてQTLマッピングを行った.その結

果,第二,第三各染色体上にそれぞれ2つのQTLを兄い

出した.第三染色体上の2つのQTいま期待される方向の

(H系統の対立遺伝子が剛毛数を増やす)効果をもって

いたが,第二染色体上のQTLはいずれも,H系統の対立

遺伝子の相加的効果が負で,しかも一方のQTLは超優性

を示した.この超優性効果を含む推定された相加的効果

と優性の度合いが遺伝的背景に依存するものかどうかを

検討するため,異なる遺伝的背景において各効果の推定

を現在行っている.ところで,オナジショウジョウバエ

に最も近縁な種のひとつであるD.maun'tianaはキイロ

ショウジョウバエ,オナジショウジョウバエと比べ有意

に性櫛剛毛数が多いことが知られている(個体当たり29.0).

オナジショウジョウバエとD mauritiana間の性櫛剛毛

数変異に関して同様のQTL解析が行われていて,第三染

色体上に2つの有意なQTLがマップされている (True

etal.1997).実はそのひとつは,今回兄い出された第三

染色体上のQTLのひとつとその位置が非常によく一致す

る.同一の遺伝子が種内と種間の変異の両方に貢献して

いる可能性が高い.

研究美繊

(1)原著論文

1.Takano-Shimizu,T∴LocalchangesinGC/AT

substitutionbiasesandincrossoverfrequencieson

Drosophilachromosomes.MolecularBiologyand

Evolution18,6061619,2001.

(2)発表講演

1.Takano-Shimizu,T.:Aproposalofgenome-wide

linkagedisequilibriumscan.日本ショウジョウバエ研

究会第5回研究集会,静岡,8月.

2.Takano-Shimizu,T.:Threecausesforepisodic

molecularevolutioninDrosophilagenomes.日本遺伝

学会第73回大会,東京,9月.
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異なる視点から研究される傾向にあった進化の諸分野

を,総合的視点で研究することをめざしている.実験的

研究と理論的研究を並行させ,塩基配列レベルと染色体

レベルの進化を関係づけ,分子進化と機能や表現型の進

化とを総合的に理解することを目標にしている.これら

の研究には,教授 ･池村淑道,助教授 ･斎藤成也,助手 ･

深川竜邸が携わり,これに渡辺良久 (中核的研究機関研

究員),岡村淳 (中核的研究機関研究員),市場勇太 (過

化遺伝研究部門研究員),西橋藍 (科学技術振興事業団研

究員),三上剛和 (総合研究大学院大学2年),嶋田誠 (中

稜的研究機関研究員),金衝坤 (国立遺伝学研究所外国人

研究員),太田聡史 (科学技術振興事業団研究員),野田

令子 (日本学術振興会特別研究員),高橋文 (日本学術振

興会特別研究員),宮木毅 (総合研究大学院大学1年),

KirillKyukov(研究員)が加わった.宮内洋子,鈴木和

子,北きよみ,深川有子,吉川美津子,川本たつ子,育

嶋昌子 (研究支援推進員),野秋好実,鈴木真有美,小平

順子,水口昌子,井出敦子が研究の補助業務を行った.

教授 ･池村はコスタリカ (ガナカステ)で1月に,イ

タリア (イスキア島)で10月に開催された分子進化学の

国際研究集会に出席し発表を行うため渡航した.また,

池村は3月に葉山で行われた総研大国際シンポジウム『21

世紀の総合ゲノム科学』を組織した.

助教授 ･斎藤はアメリカ (サンディエゴ)で5月に開

催された米国遺伝学連合年会に,ロシア(ウラジオストッ

ク)で9月に開催されたシンポジウムに,アメリカ (ラ

ホヤ)で11月に開催されたシンポジウムに出席し発表し

た.

また斎藤は3月に国際ワークショップ ｢遺伝子と心を

つなぐ第一歩｣(東京)を理化学研究所と共催し,11月に

は国際シンポジウム ｢進化ゲノム学 :21世紀における生

物学の新しいパラダイム｣(熱海)を文部科学省からの資

金補助を受けて主催した.

本年度の研究は,文部科学省科学研究費補助金特定領

域研究(C)(2)｢高等動物ゲノム配列と染色体構造の統合

をめざす複製タイミングの高精度地図作成｣(代表者地相),

萌芽的研究｢染色体バンド境界がハイリスク･ハイリター

ン領域である可能性の検証｣(代表者池村),基盤研究(B)

(2)｢高等脊椎動物染色体DNAの核内での動態と配置を

決める分子機構｣(代表者池村),基盤研究(B)(2)｢染色

体工学･発生工学を用いたヒト型MHCマウスの作出｣(代

表者地相),研究成果公開促進費｢遺伝暗号(コドン)デー

タベース｣(代表者池村),基盤研究(A)(1)｢ヒト化を特

徴づける遺伝子変化探索システムの開発｣(代表者斎藤),

特定領域研究(C)(2)｢比較ゲノム解析に基づく遺伝子シ

ステムの多様化と進化機構の解明｣(分担者斎藤),特定

領域研究(A)(2)｢新規セントロメアタンパク質による紡

錘体チェックポイント制御機構の解析｣(代表者深川),

特定領域研究(C)(2)｢染色体工学を用いたセントロメア

を中心とするゲノムオペレーティングシステムの解明｣(代

表者深川),奨励研究(A)｢遺伝学 ･染色体工学的手法に

よる新規セントロメアタンパク質の同定と機能解析｣(代

表者深川)等の援助を受けた.また,科学技術振興事業

団,計算科学技術活用型特定研究開発推進事業 ｢自己組

織化地図によるゲノム情報の包括的視覚化｣(代表者池村),

総合研究大学院大学の共同研究 ｢意識の進化に関する学

術的研究｣(代表者斎藤),新エネルギー ･産業技術総合

開発機構より｢類人猿ゲノム計画に関する動向調査｣(代
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表者斎藤),科学技術振興事業団若手研究者研究推進事業

｢タイムシグナルと制御｣領域 (代表者深川)の援助を

受けた.

共同研究は共同研究 (A)として,教授 ･池村は,高橋

規郎 ･放射線影響研究所遺伝部遺伝生化学研究室長を代

表に｢GC含量の異なるヒト染色体領域における突然変異

スペクトラム｣に関して,吉川研一 ･京都大学理学部物

理学第1教室教授を代表に｢DNAの高次構造の挙動とそ

の生物学的機能との相関に関する研究｣に関して,工藤

書弘 ･山形大学工学部応用生命システム工学科教授を代

表に ｢遺伝子情報の解釈に関する小さい異論の収集と分

析｣に関して,金谷重彦 ･奈良先端科学技術大学院大学 ･

助教授を代表に ｢コドン使用特性および二アミノ酸配列

組成に基づいた遺伝子の機能推定｣を行った.また清水

光弘 ･明星大学理工学部 ･助教授を代表に遺伝研研究会

｢非B型DNAの生物学｣を行った (11月).

助教授 ･斎藤は,共同研究 (A)として,植田信太郎 ･

東京大学大学院理学系研究科助教授を代表に｢古DNA分

析に基づく人類集団の拡散と時代的変遷に関する解析｣

と松木孝澄 ･福井医科大学教授を代表に ｢新しい染色体

特異DNAマーカーによる霊長類の系統進化に関する研究｣

を行った.

助手 ･深川は,共同研究 (A)として,大戸茂弘 ･九州

大学大学院薬学研究院助手を代表に ｢時計遺伝子に着目

した時間治療法の開発｣を行った.共同研究 (B)として,

高見恭成 ･宮崎医科大学医学部助教授を代表に｢DT40細

胞を用いたクロマチンアセンブリーファクター(CAP-1)

の解析｣を行った.

1.池村グループ

(1)ヒト11番および21番染色体長腕全域のS期内複製

時期地図の作成ならびに複製時期転換領域の特徴の解析 :

渡辺長久,藤山秋佐夫1･2,榊 佳之2,池村淑道

(1人類遺伝研究部門,2理研･ゲノム科学総合研究センター)

染色体バンドに代表されるようなゲノム上の大規模な

不均一性の実体やその機能を分子レベルで解明すること

は,今後のゲノム解析および医学研究において重要な基

礎知見を与える.この目的を遂行するため,ヒト21番染

色体長腕 (34Mb)および11番染色体長腕 (80Mb)の全

域を対象に,約450箇所のSTS部位のS期内複製時期を

塩基配列レベルで測定し,詳細な複製時期地図を作成し

た.11qおよび2lqの解析から,GC含量の区分境界と複

製時期の転換部位との間に密接な関係があることが判明

した.S期前半から後半-の複製時期の転換部位には腫癌

関連遺伝子が集中して存在しており,家族性アルツハイ

マー病と関係した遺伝子であるAPPや家族性ALSの原

因遺伝子のSODlなどの脳神経疾患遺伝子類も存在して

いた.複製時期の転換領域およびその周辺領域は,SNP

の高頻度領域とも関係していた.また,解析したllqお
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よび2lqについて,マウスゲノムと比較し,染色体レベ

ルで相同性の切り替わる部位を特定したところ,これら

の部位は複製時期の転換領域またはその近傍に集中して

いることが判明した.これらの結果から,複製時期の転

換機構は,ヒトの疾患およびゲノム進化の分子機構と密

接に関連しており,ゲノムに多様性をもたらす原因のひ

とつであると推定した.詳細については,Hum.Mol.

Genei.ll,13-21,2002とScience294,2282,2001を参照.

(2)高等脊椎動物セントロメアの機能解析 :深川竜郎,

岡村 淳,西橋 藍,三上剛和,宮内洋子,鈴木和子,

深川有子,吉川美津子,池村淑道

セントロメアは染色体分配に本質的な役割を行うDNA-

タンパク質の複合体である.出芽酵母では遺伝学的解析

により125bpの特異酉己列がセントロメアDNAとして同

定されている.一方,高等脊椎動物では人工染色体を用

いた解析から,αサテライトを中心とした数百kbにおよ

ぶ高度な反復配列自身がセントロメアDNAとして機能す

ることが複数のグループから報告されたが,正確なセン

トロメア機能領域は未知である.セントロメアDNAの一

次配列は生物間で著しく異なるが,セントロメアタンパ

ク質がそのDNAの何らかの立体構造を認識することでセ

ントロメアが形成され,全生物に共通の機構で染色体分

配がおこると我々は予想している.進化的に保存された

セントロメアタンパク質はこれまで少数しか見つかって

いないが,ヒトで同定されたCENPIAとCENp-Cは酵

母からヒトにいたるまで保存されており,酵母における

それらの対応遺伝子はCse4,Mif2と呼ばれている.最近,
ネオセントロメアと呼ばれ,本来はセントロメアでない

領域が活性化をうけてセントロメアとして機能する現象

がヒトやショウジョウバエで観零された.ヒトネオセン

トロメアには常にCENp-AとCENp-Cが局在化してい

ることからも,これらのタンパク質がセントロメア機能

に重要な働きを担うと考えられている.

今年度は特にZWIO,CENp-H,Mis6を対象に解析を進
めた.DT40細胞は,晴乳類細胞に比べて,数十から数百

倍の頻度で相同組換えを起こすことが知られている.そ

の特徴を利用しDT40細胞を用いて,各種タンパク質を

解析した.ZWIO遺伝子はショウジョウバエで染色体不安

定性を引き起こす変異体の原因遺伝子として単離され,

M期にセントロメアに局在することが知られている.ま

た,変異体の姉妹染色分体は微小管の重合阻害剤である

コルセミドの処理により分離してしまうことから,チェッ

クポイントタンパク質の可能性も示唆されている.しか

しながら,ショウジョウバエの変異体は桶で致死となる

ため,詳細な細胞遺伝学的な研究は遅れていた.我々は,

ZWIOに対する抗体を作成してその細胞内局在を明らかに

した (Okamuraetal.,Gene,2001).またテトラサイ

クリン(TET)の遺伝子発現制御システムを応用してZWIO



の条件的ノックアウト株を作成して,ZWIOがチェックポ

イントタンパク質であることを示唆するデータを得た.

さらに,各種変異ZWIOをノックアウト株に導入してZWIO

のチェックポイントに関わる機能 ドメインを明らかにし

た (論文準備中).

CENp-Hはマウスでセントロメアに局在するタンパク

質として同定されたが,その機能については不明であった.

我々はTETシステムを応用してCENp-Hの条件的ノッ

クアウト株を作成した.CENp-Hのノックアウト細胞は

分裂中期で増殖を停止して死滅した.また染色体の不等

分配や染色体配置に異常が生じた.抗体染色の結果,CENp-C

のセントロメアの局在に必須の働きを行っていることが

明らかになった.(Fukagawaetal.,EMBO∫.,2001).

Mis6は分裂酵母で,CENp-Aのコネクター分子として

報告されていたが,高等脊椎動物でその相同遺伝子の存

在は知られていなかった.我々はニワトリの相同遺伝子

を同定して,その細胞内局在を解析した.ニワトリMis6

は細胞周期を通じて,セントロメアに局在することが明

らかになり,CENp-Ⅰと命名した.CENp-Ⅰのノックアウ

ト細胞を作成した結果,CENp-Ⅰのノックアウト細胞は

CENp-Hと同様に分裂中期で増殖を停止して死滅した.

また染色体の不等分配や染色体配置に異常が生じた.抗

体染色の結果,CENp-Aの局在には影響がなかったが,

CENp-CおよびCENp-Hの局在に異常が生じた.また

CENp-Hのノックアウト細胞でCENp-Ⅰの局在を調べた

結果,CENp-Ⅰの局在異常が観察された.これらのことか

ら,CENp-ⅠはCENp-Hと協調してCENp-Cの局在に

関わっていることが示唆された (論文投稿中).

この他にCENp-Cの温度感受性株の樹立(Fukagawa

etal.,Nucl.AcidsRes.,2001)および染色体接着因子

であるコヒ-シンのサブユニットであるRad21の解析も

行った.特に,Rad21に関してはノックアウト細胞を樹

立してRad21がセントロメアタンパク質INCENPの局

在に関与することを明らかにした(Sonodaetal.,Dev.

Cell,2001).

(3)塩基配列情報の解析による複製起点の推定 :市場勇

太,阿部貴志1,渡辺良久,金谷重彦2,池村淑道 (1ザナ

ジェン, 2奈良先端大)

一本鎖の塩基配列に着目した場合,バクテリアのゲノ

ムでは,leadingstrandとlaggingstrandとして合成さ

れた配列の間で [G]頻度と [C]頻度の逆転,いわゆる

skewが報告されている.1例を挙げると,Escherichiacolt

はoriCを境にしてleadingstrandでは [G]>[C】,
laggingstrandでは[C]>[G]の関係が成り立つ.Lobry
らはこの偏りを表すためにGCskew[(C-G)/(C+G)]
を用い,バクテリアゲノムの複製起点とGCskewの転移

領域とが密接な関係にあることを示した.またATskew

の転移と複製起点が重なるバクテリアも報告されている.

しかし,Synechocystissp.などGCskew,ATskewとも

に明確な転移領域を示さないバクテリアも存在する.DNA

分子内で塩基組成の偏りが起きる理由として,転写の際

のleadingとlaggingにおける変異や修復,脱アミノ化

の違い,遺伝子の転写方向や密度の差などが考えられて

いる.

本研究ではdi-nucleotideのskewに注目し,現時点で

全塩基配列が報告されている全てのバクテリアと,酵母

やヒトのゲノムに対しても解析を行った.ヒトゲノムに

はポリプリン/ポリピリミジン配列が数万コピー存在し,

染色体の核内配置や遺伝子発現に深くかかわっていると

考えられている.di-nucleotideによる解析は,ポリプリ

ン/ポリピリミジン配列に対する感度も高くなり,

mono-nucleotide(GC,ATskew)よりも多くの情報を

抽出することができる.di-nucleotideを用いた解析は,

16個の変数を扱うことになるため,多変量解析 (主成分

分析)を導入した.主成分分析の目的は対象である多変

数(di-nucleotide全ての組み合わせ)を総合化することに

あり,代表する因子を読み取ることで,ゲノムの総合的

な特性を抽出することができる.最大の特性をあらわす

ものを第1主成分,それに直交する軸にあたる次の特性

が第2主成分として得られる.ヒト21番染色体における

第1主成分の固有ベクトルはGG,CCとAA,TTの差

が最も大きくなり,GCパーセントの偏りがゲノム全体に

おいて最も大きいことが推測できる.第2主成分ではGT

とACの差が最大になる.GTとACは相補的な塩基対で

あり,leadingstrandとlaggingstrand間の塩基対の偏

りがdi-nucleotideにおいても存在することを示している.

また,第2主成分における説明変量の固有ベクトルは,

相補的な塩基対は全て正負反対の符号を持つため,GC含

量の特徴の次に相補的な塩基対の偏りが寄与しているこ

とがわかった.

これまでのGCskew,ATskewの両方ともで明確な転

移領域が見出せなかったSynechocystissp.について,同

様に主成分分析を行った結果,相補的な塩基対(AG-CT)

のskewに転移領域が見出された.この第2主成分から導

き出される主成分得点は,複製起点として推測されてい

るDnaAの位置で大きく値が変化しており,複製起点を

推測できる可能性が示された.複数の複製起点を持つ場

合でも同様な手法を用いることにより,予測が可能であ

ると考えられる.酵母 (SacchwomycesceyleVisiae)6番

染色体においてこの手法を用いたところ,実験的に知ら

れている複製起点(ARS)のうち8割ほどの確率でskew

の転移領域と一致していた.ヒト21番染色体の第2主成

分得点からも,複製起点の存在する可能性の高い領域が

導き出せるが,実験的な結果が少なく現段階では推測の

城が大きい.しかし,この主成分得点が複製時期のタイ

ミングと関連することが判明している.ヒト22番染色体

における主成分分析も第2主成分において相補的な塩基
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対間の値が大きくなる傾向が見られた.di-nucleotideskew

による解析に加え,同様な手法を用いたtri-nucleotideskew

による解析をバクテリアからヒトまで行っている.

rhono-nucleotideやdi-nucleotideskewには現れない解

析結果や感度の上昇が期待できる.

(4)『GenomeDocumentaryTheater(Mishima)』の

構築の準備 :阿部貴志1,和田健之介2,和田佳子2,市場

勇太,池村淑道 (1ザナジェン,2アントラッド)

Genome情報の蓄積は急激であり,その大量情報法の

全体像を把握し,そこからの知識発見を行うことが興味

深く,重要となっている.Genome情報の全体像を効果

的に教育し啓蒙するシステムの必要性も明らかである.

この目的で『GenomeDocumentaryTheater(Mishima)』

をプロデュースする事を計画している.Genome情報の

全体像を把握することを目的とするシステムであり,『ド

キュメンタリー』との名称は,イラストを用いない実像

での提供を基本方針とすることを意味している.Genome

の大量で複雑な情報を計算機を用いて表示する方法とし

て,大量な情報を多次元空間のベクトルとして表現し,

多次元空間のデータを2次元ならびに3次元的に可視化

することを試みる.多次元な情報の有効な2次元可視化

の例としては,コホネン博士の開発した自己組織化マッ

プ (SelfOrganizingMap;SOM)を用いる.この方法

は多次元情報の2次元空間-の非線形写像が基本であり,

線形写像を基礎にする従来の多変量解析に比べて,飛躍

的に高い分離能力を持つことを明らかにした(Kanayaet

a1.,2001).すでに構築を完成させたSOMマップとして

は,69種類のバクテリアに関する約6万の遺伝子につい

てのコドン使用のSOMマップであり,水平移動した遺伝

子類の全体像を視覚的に把握することを可能にしている.

これら69種類のバクテリアのgenome配列について,

dinucleotideとtrinucleotide頻度に関してもSOMマッ

プを構築している.ヒト21番と22番ゲノム配列につい

ても同様なSOMマップを完成させ,skew値を加えた3

次元表示を行っている.本研究所で運用を計画している

SuperSINETを活用し,他機関とも共同して『Genome

DocumentaryTheater』の構築と運用を目指している.

(5)遺伝子コドン選択パターンの研究 :中村保-1,北き
よみ,池村淑道 (1かずさDNA研究所)

本年度も継続して,GenBankの全体を解析してコドン

使用のデータベースの更新を続けた.生物種ごとに集計

したコドンデータベースと併せて,WorldWideWebで

公開している (http://www.kazusa.or.jp/codon/).

現在,約55万遺伝子のコドン使用と,1万3千の生物種

(ウイルスを含む)について,生物種別のコドン集計値

を収録している.
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(3)発表講演

1.Ikemura,T∴Replicationtimingofhuman

chromosome llq and 21q:disease genes in

timing-switchregions.InternationalSocietyof
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functionandevolution"January8I12,2001,CostaRica.

2.WatanabeY.,FujiyamaA.,HattoriM.,SasakiY.,

IkemuraT.:Detemi nationofreplication-timingofthe
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Symposium"GenomeScienceinthe21stCentury:
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6.OhnoM.,FukagawaT.,LeeJ.S.,KanayaS.,
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lnterphaseNucleusVisualizedInSiiubyPolypurine/

Polypyrimidine DNA Probes and Antitriplex
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species.InternationalSymposium
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9.WatanabeY.,FujiyamaA.,HattoriH.,SasakiY.,

IkemuraT.:Replicationtimingofhumanchromosome

21qandllqanddiseasegenesintiming-Switcharea.

InternationalSymposiumon"GenomeScienceinthe

21stCentury:InformationoftheHigher-Order

StructurebeyondthePrimarySequence'',Hayama,

3月.

10.深川竜部,池村淑道 :染色体工学的手法を用いたセ

ントロメアの機能解析.日本遺伝学会第73回大会,東京,

9月.

ll.渡辺良久,藤山秋佐夫,市場勇太,榊 佳之,池村

淑道 :ヒト11･21番染色体長腕の複製時期の測定 :複製

転換領域に集中する病因遺伝子類.日本遺伝学会第73回
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12.横峯孝昭,深川竜邸,佐々木裕之 :鳥類のdenovo
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15.深川竜郎 :高等脊椎動物のセントロメア形成機構.
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16.前田大介,関 政幸,林 朋子,小野田文俊,深川
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竜部,八木秀樹,榎本武美 :出芽酵母UBC9温度感受性

変異株及びDT40細胞を用いたUbc9の機能解析.第24

回日本分子生物学会年会,横浜,12月.

17.横峯孝昭,深川竜郎,佐々木裕之 :Identificationof

chickendenovoDNAmethyltransferase.第24回日

本分子生物学会年会,横浜,12月.

18.岡村 淳,池村淑道,深川竜郎 :ZWIOを含む新しい

紡錘体チェックポイント経路の解析.第24回日本分子生
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等脊椎動物ホモログの機能解析.第24回日本分子生物学
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20.阿部貴志,西 達也,河合宏紀,市場勇太,西橋藍,

中川 智,上月登善男,大山 彰,木之内誠,工藤書弘,

池村淑道,金谷重彦 :改良型自己組織化法によるコドン

組成に基づく遺伝子の分類.第24回日本分子生物学会年

会,横浜,12月.

21.上月登善男,笹本博幸,高橋順子,大山 彰,河合

宏紀,市場勇太,西橋 藍,中川 智,西 達也,阿部

貴志,木之内誠,金谷重彦,工藤幸弘,池村淑道 :改良

型自己組織化法を利用した遺伝子機能予測システムの開

発.第24回日本分子生物学会年会,横浜,12月.

22.河合宏紀,西 達也,市場勇太,西橋 藍,太田紀

夫,中川 智,上月登善男,大山 彰,阿部貴志,木之

内誠,金谷重彦,工藤書弘,池村淑道 :自己組織化法に

よるヒト蛋白質の膜貫通領域の解析.第24回日本分子生

物学会年会,横浜,12月.

23.西 達也,河合宏紀,市場勇太,西橋 藍,太田紀

夫,中川 智,上月登善男,大山 彰,阿部貴志,木之

内誠,金谷重彦,工藤書弘,池村淑道 :改良型自己組織

化法によるモデル生物のゲノム解析.第24回日本分子生

物学会年会,横浜,12月.

2.斎藤グループ

(1)類人猿HoxAclusterの比較ゲノム研究 :金 衝坤,

青島昌子,井出敦子,小原雄治1,早坂郁夫2,斎藤成也

(1遺伝研 ･生物遺伝資源情報総合センタ- 2三和化学研

究所熊本霊長類パーク)

われわれは,類人猿のHoxクラスターAの塩基配列決

定を行っている.ヒトゲノム計画で決定されたヒトの塩

基配列を参考にしてPCRプライマーを設計し,類人猿の

ゲノムDNAをテンプレートに用いて,PCR-直接塩基配

列決定を行なった.この方法で,チンパンジー,ゴリラ,

オランウータンのHoxクラスターAの領域21kbの配列

を決定した.これらの配列をヒトの配列と多重整列して

比較した結果,大部分が遺伝子間領域であったにもかか

わらず,ヒトとチンパンジーの違いは0.9%にすぎなかっ

た.これら遺伝子間領域に遺伝子発現制御部位が多数存

在し,そのために進化上の制約を受けている可能性が示
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唆された.また数カ所で種特異的な塩基の挿入 ･欠失変

化も発見した.この21kbの領域ではヒト,チンパンジー,

ゴリラの間の進化系統的パターンが前半領域と後半領域

で異なっていた.さらに,この領域のヒヒとマウスの塩

基配列を加えて比較した結果,ヒト上科だけ,あるいは

霊長類だけで進化的に保存されている領域や晴乳類全体

で保存されている領域の存在することが明らかになった.

現在はチンパンジ-とゴリラについて,Hoxクラスター

Aの全領域のshotgun方式による配列決定を行っている.

チンパンジーについてはBACライブラリーを,ゴリラに

ついては我々が構築したゴリラのfosmidlibraryを用い

ている.

(2)ゴリラフオスミドライブラリーの構築 :金 衝坤,

青島昌子,井出敦子,藤山秋佐夫1,斎藤成也

(1遺伝研 ･人類遺伝研究部門)

われわれが進めている類人猿ゲノム研究にはチンパン

ジーを含めた類人猿のゲノムライブラリーがなくてはな

らない.幸いチンパンジーのBACライブラリーに関して

はいくつかの研究グループで構築してあるので,それを

使えるが,ゴリラ,オランウータンに関しては,今まで

作られていない.そこで我々はゴリラのfosmidlibrary

を構築した.fosmidlibraryは,他のgenomiclibraryに

比べて挿入DNA長が35-50kbで比較的短いが,比較的

容易に作れるし,挿入DNAが非常に安定している.DNA

は東京都恩賜上野動物園から供与された雌ゴリラの肝臓

組織から抽出した.5〝gのDNAから挿入DNAを調整し,

pKS143vectorでライゲーシヨンした後invitroPackaging

L,大腸菌にTransfectionして,LB/Ampプレートに

まいた.それを自動colonypickerを用いて,総計261,000

cloneを384wellplate682個におさめて,-80℃の冷凍

庫に保存した.このfosmidcloneの平均挿入DNAの長

さは約40kbである.これは,ゴリラのゲノムの約3.5倍

に相当する量である.さらに,PCR法によるScreening

を行うために,各384wellplateのcloneをpoolして,

プラスミド自動分離装置で精製した.このpooIDNAか

ら,PCR法によるScreeningで,ゴリラのHoxクラス

ターA領域の5つのfosmidcloneをScreeningし,堤

在Shotgunsequencingを行っている.他にもゴリラフオ

スミドライブラリーからは,ABO式血液の領域などいく

つかのcloneを兄いだすことができた.

(3)野生チンパンジーのmtDNA解析 :嶋田 誠,野秋

好美,早川祥子1,杉山幸丸2,斎藤成也

(1京都大学霊長類研究所 2東海学園大学)

1976年より京都大学霊長類研究所により観察されてき

たギニア共和国のポッソウ村のチンパンジー集団は,観

察開始当初より,限られた範囲 (約10平方km)を少数

個体 (約20頭)の群れで遊動している.近年生息地周辺



の開発により,近隣の群れとの移動が困難になり,同時

に,近隣群の消息が途絶えるようになり,孤立が危倶さ

れている.また,一般にチンパンジー集団ではメスが出

生群から他群-移籍しオスが出生群に残るが,ポッソウ

の群れでは,観察当初よりメスの移入は観察されず,オ

スメスともに一定の年齢に達すると出生群から姿を消し

ている.ポッゾウ群におけるこの移出入パターンが本来

のものであるか観察開始時から行われているのかを調べ

るために,ミトコンドリアDNAのハプロタイプを体毛 ･

糞 ･尿試料を用いて検出した.その結果,ハプロタイプ

数の減少は観察されず,現在の移出入パターンは最近変

化したものであると推定された.また近隣群からも同様

に試料を集めて解析したところ,群れ間で共有している

ハプロタイプは少なかったが,国際塩基配列データベー

ス上の配列と併せた解析により,現在行き来できない生

息地間でも,近年まで全亜種生息地規模のメスの移動が

さかんであったことが示唆された.この研究は日本霊長

類学会にて発表した.

(4)類人猿のmtDNA16SrRNA領域の多型解析 :野田令

子,金 衝坤,竹中 修1,RobertFerrel12,早坂郁夫3,

田上哲也3,植田信太郎4,石田貴文4,斎藤成也

(1京都大学霊長類研究所 2ピッツバーグ大学 3三和化

学研究所熊本霊長類パーク 4東京大学理学系生物科学専

攻)

ヒトと近縁な類人猿である,チンパンジー (35),ボノ

ボ (13),ゴリラ (10),オランウータン (16),テナガザ

ル (23)の遺伝的多様性を調べるため,ミトコンドリア

DNAの16SrRNA領域の塩基配列約1.6kbを各種複数個

体 (種名のあとのかっこ内の数字が個体数)について決

定し,分子進化学的解析を行った.塩基多様度はどの種

もヒトよりも大きな値を示した.系統樹と系統ネットワー

クを作成して遺伝子系図を推定したところ,オランウー

タンはボルネオとスマトラの2群に明瞭に分かれた.一

方,テナガザルは同種でも単系統群になら~ない場合があっ

た.この結果は,JournalofHeredityに現在印刷中であ

る.

(5)プリヤート人集団のミトコンドリアDNA解析 :嶋田

読,金 衝坤,高橋 ●文,Spitsyn,V.Al.,池尾-穂2,

五候堀孝2,斎藤成也

(1LaboratoryofEcogenetics,Research,Centerof

MedicalGenetics,Russia 2遺伝研,生命情報 ･DDBJ

研究センター)

ロシアのバイカル湖沿岸に住む蒙古系民族であるプリ

ヤート人(Buryats)は,世界各地の蒙古系民族における免

疫グロブリンGm型の対立遺伝子頻度の研究により,日

本人の頻度パターンに最も近いとされた集団である.わ

れわれは,人の中でも比較的遺伝子交流の少ないと考え

られる奥地より1989年に行われたブリヤート集団のマク

ソホン(Mogsohon)村でサンプリングされた血清サンプ

ルを用いて,ミトコンドリアDNADループ領域の塩基配

列を決定した.その結果134検体で塩基配列が決定でき

た(DDBJアクセッション番号 :ABO59865-ABO59998).

これらの配列は東ユーラシア人に観察される配列の属す

るクラスター全般にわたって分布していた.また,それ

らのうち2ハプロタイプは縄文人に観察されたタイプと

同一タイプであった.さらに,アジア系のミトコンドリ

アDNAに比較的多く観察されるC塩基の連続 (いわゆ

るpoly-C酪列)を解読するためにPyrosequencing法の

使用を検討した.その結果dyeterminator法ではpoly-C

配列以降ピークが重なり解読不可能であっても,

Pyrosequencing法では配列を得ることができた.これら

の結果は日本DNA多型学会において発表した.

(6)マウス(Musmusculus)5亜種における22遺伝子座

塩基配列の解析 :高橋 文,劉 玉華,北野 菅,小出

剛1,城石俊彦1,森脇和郎2,斎藤成也

(1遺伝研 ･晴乳動物遺伝 2理研 ･バイオリソースセンター)

マウス(Musmusculus)の5亜種(brevirostriS,castaneus,

domesticus,molossinus,musculus)に属する近交系マウ

ス9系統(C57BL/10SnJ[BIO],BFM/2,BLG2,CAST/

Ei,MSM,Pgn2,SWN,HMI,NJL)及び外群として用い

たMusspicilegusl系統(ZBN)の計10系統について,22

遺伝子座 (常染色体20座,Y染色体1座,ミトコンドリ

アDNAl座)の塩基配列の系統及び遺伝学的解析を行っ

た.調べた常染色体20座のうち,いくつかの遺伝子につ

いて種間,亜種間で遺伝子交流の痕跡が示唆された.た

だし過半数の遺伝子座は種内亜種間で期待されるパター

ンを示し,全体では従来の見解と一致する系統関係が見

られた.また,各遺伝子座周辺の遺伝領域について,級

み換え率と遺伝的変異の大きさに正の相関が見られた.

この現象について亜種を種内の部分集団とみなして解析

を進めたところ,各座位における部分集団間の相対的な

遺伝的変異の大きさと組み換え率との闇に負の相関が見

られ,種内部分集団における自然選択の影響が検出され

た.この研究成果は,第3回日本進化学会および国際シ

ンポジウムEvolutionaryGenomicsにおいて発表した.

(7)エネルギー代謝系を構成するタンパク質の分子進化 :

富木 毅,鈴木博実1,斎藤成也

(1明治大学農学部農芸化学科)

生物が活動するためには,エネルギーが必要である.

そのエネルギーの獲得過程は,大きく分けると基質レベ

ルのリン酸化と電子伝達の2種類に分けられる.このう

ち,電子伝達に分類されるものとしては呼吸と光合成が

あるが,これらは反応形態,反応に用いられる物質にお

いて共通部分が多い.よって,呼吸を行う系と光合成系
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は共通起源であることが考えられている.しかし,まだ

これらの系において分子系統学的な解析は十分に行なわ

れていなかったので,われわれはこれらの系を構成して

いるタンパク質の分子系統学的解析を試みた.系統樹作

成にはNJML+汰 (OtaandLi,2001)を用いた.解析

の結果から,以下のことが分かった.(1)呼吸を行う系

を構成しているformatedehydrogenase,polysulfide

reductase,thiosulfatereductase,respiratorynitrate

reductase,dimethylsulfoxidereductaseがオペロン単

位で進化している.(2)3量体であった酵素が単量体の酵

素(dimethylsulfoxidereductase,biotinsulfoxide

reductase,trimethylamine-N-oxidereductase)に

進化している.(3)シアノバクテリアが生じた後にNADH-

plastoquinone oxidoreductaseとphotosystem I

iron-sulfurcenterが分岐した.この研究成果は,第3回

日本進化学会および国際シンポジウムEvolutionary

Genomicsにおいて発表した.

研究某紙

(1)原著論文

1.YuasaI.,UmetsuK.,AgoK.,SunC.-S.,PanI-H.,
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ofincipientspeciationinDrosophila:concurrent

evolutionatmultipleloci.Proc.Nail.Acad.Sci.USA,
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(2)その他

1.斎藤成也 :霊長類ゲノムの比較解析.蛋白質核酸辞

i,46,248112485,2001

2.斎藤成也 :ルーツを明かすDNAの世界.NHKスペ

シャル｢日本人｣プロジェクト編『日本人はるかなる旅』,

マンモスハンター,シベリアからの旅立ち,1,133-147,2001.

NHK出版.

3.斎藤成也 :配列から遺伝子の進化を探る.蛋白質核

酸酵素,46,1410-1413,2001.

4.斎藤成也 :ヒトにいたるゲノム進化.榊 佳之 ･小

原雄治編『ゲノムから個体-』,180-192,2001.中山書店.

5.斎藤成也 :ヒトと類人猿のゲノム比較から人間の独

自性を探る.｢特集 :ゲノム研究から見た21世紀の生命

科学｣.細胞工学,20,65-69,2001.

6.SaitouN.:Trees.EncyclopediaofGenetics,pp.

2042-2045.AcademicPress,London,2001.

7.SaitouN.:Bionomialdistribution.Encyclopediaof

Genetics,2151216.Academicpress,London,2001.

8.嶋田 誠 :野生動物なのに首輪.JANESニュースレ

ター,10,27,2001.

9.嶋田 誠 :動物園と研究所 ･協力の果実-ドイツ･

WofgangKさhler霊長類研究センター見学報告.モンキー,

3-6,2001.

(3)招待講演

1.斎藤成也 :DNAから生物進化を遡る.頭頚部外科学

会ランチョンセミナー,パシフイコ横浜,横浜,1月27

日.

2.斎藤成也 :35億年の夢を追い求めて～遺伝子の研究

が人類の未来-贈るもの～.三島異業種交涜会主催講演



会.三島プラザホテル,三島,3月8日.

3.SaitouN.ApeGenomeProjectSilver.GEMINI

(GenesandMindsInitiative)WorkshoponApe

Genomics.Hotelhter-ContinentalTokyoBay,Tokyo,

Japan,March14-15.

4.Choong-gonKin,TakashiKitanO,AsaoFujiyama,

IkuoHayakawa,YujiKohara,andNaruyaSaitou:

ComparisonofHo又AClusterSequencesamong

Human,Chimpanzee,Godlla,andOrangutanGEMINI

(GenesandMindsInitiative)WorkshoponApe

Genomics.Hotellnter-ContinentalTokyoBay,Tokyo,

Japan,March14-15.

5.SaitouN.Comparativegenomeanalysisofapes

andhuman.AmericaITGeneticAssociationAnnual

Meeting,SamDiego,USA,May19-20.

6.嶋田 誠 :野生savannamonkeyにおける集団遺伝

学的研究.第55回日本人類学会大会 ･第17回日本霊長

類学会大会連合大会,シンポジウム7:ヒトを含む霊長類

におけるDNA多型.国立京都国際会館,京都,7月12-15

日.

7.斎藤成也 :ゲノム情報生命学.第11回遺伝医学セミ

ナー.仙台,9月15日.

8.斎藤成也 :霊長類ゲノムGEMINIプロジェクト.第

210回CBI研究講演会 :｢CIB･DDBJのゲノム-の取り

組み｣. 国立遺伝学研究所,三島,9月20日.

9.SaitouN.Geneticaffinityofhumanpopulations

inEastEurasia.Symposium"Evolution,Genetics,

EcologyAndBiodiversity",Vladivostok,Russia,

September28-30.

10.斎藤成也 :ゲノムから立ち昇る生命.｢禅と生命科学｣

公開講演会.花園大学,京都,10月13日.

ll.斎藤成也 :環境の変化と人間の進化.日本大学市民

公開講座,三島市文化会館,10月17日.

12.斎藤成也 :糖転移酵素遺伝子群の分子進化学的解析.

日本生化学会年会シンポジウム ｢C.elegansに展開する

生命科学研究<ゲノム･プロテオーム･グライコ-ム>,

国立京都国際会館,京都,10月26日.

13.SaitouN.Evolutionarygenomicsofhumansand

apes.SymposiumonEvolutionaryGenomics,Atami

KorakuenHotel,Atami,Japan,November4-6.

14.SaitouN.ComparisonofHo又AGeneClusterin

HumansandApes.LOHSymposiumon"Explaining

Humans'',SalkInstituteforBiologicalSciences,La

Jolla,California,USA,November16-18.

15.斎藤成也 :ヒトと類人猿の比較ゲノム解析からヒト

独自性を探る.第24回日本分子生物学会年会シンポジウ

ム ｢種形成と生物多様性の分子機構｣.パシフイコ横浜,

横浜,12月11日.

16.高橋 文,C血ung-IWu:キイロショウジョウバエ

初期種分化の分子遺伝学的機構.第24回日本分子生物学

会年会シンポジウム ｢種形成と生物多様性の分子機構｣.

パシフイコ横浜,横浜,12月11日.

17.Shimada,MK:ApegenomeprojectSilverandwi1d

chimpanzeemitochondrialDNAstudy.URA-CNRS,

UniversiteParis-Sud,Orsay,France,December14.

(4)発表講演

1.高橋 文,斎藤成也 :塩基配列データに基づく核遺

伝子20座位の遺伝子系図.基盤研究 (B)森脇班珠会議,
総合大学院大学,葉山,1月19日.

2.斎藤成也 :古代DNAデータベースの構築.｢DNA考

古学｣研究会.国際日本文化研究センター,京都,2月5-6

日.

3.斎藤成也 :類人猿ゲノムデータはヒトゲノム多様性

研究-どのように貢献できるのか.｢ヒトゲノム多様性｣

研究会.国立遺伝学研究所,2月23日.

4.SaitouN.ApeGenomeProjectt'Silver''-A

comparisonofcloselyrelatedspecies.ColdSpring

HarborLaboratoryMeetingonGenomeSequencing

andBiology.ColdSpringHarbor,USA,May10-14.

5.Chdong一gonKin,TakashiKitanO,AsaoFujiyama,

IkuoHayakawa,YujiKohara,andNaruyaSaitou:

ComparisonofHo又AClusterSequencesamong

Human,Chimpanzee,Gorilla,andOrangutan.Cold

SpringHarborLaboratoryMeetingonGenome

SequencingandBiology.ColdSpringHarbor,USA,

May10-14.

6.斎藤成也,金 衝坤,北野 菅,嶋田 誠,野田令

子,高橋 文,富木 毅,KirillKyukov:類人猿とヒト

の比較ゲノム解析.第55回日本人類学会大会 ･第17回

日本霊長類学会大会連合大会.国立京都国際会館,京都,

7月12-15日.

7.嶋田 誠,早川祥子,斎藤成也,杉山幸丸 :チンパ

ンジー野生集団および飼育個体におけるミトコンドリア

DNAD-loop変異,第55回日本人類学会大会 ･第17回

日本霊長類学会大会連合大会.国立京都国際会館,京都,

7月12-15日.

8.斎藤成也 :ヒトと類人猿の比較ゲノム解析.特定研

究Cゲノム4領域合同堆会議.神戸,8月24日.

9.斎藤成也,KirillKrukov:塩基配列の系統ネットワー

ク.日本遺伝学会第73回大会.お茶の水女子大学,東京,

9月22-24日.

10.金 衝坤,高橋 文,嶋田 誠,藤山秋佐夫,小原

雄治,早坂郁夫,斎藤成也 :類人猿HoxAclusterの比較

ゲノム研究.日本遺伝学会第73回大会.お茶の水女子大

学,東京,9月22-24日.

ll.嶋田 誠,早川祥子,移山幸丸,篠田謙一,早坂郁

夫,斎藤成也 :チンパンジーのミトコンドリアDNA多型
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解析.日本遺伝学会第73回大会.お茶の水女子大学,東

慕,9月22-24日.

12.野田令子,竹中 修,RobertE.Fe汀ell,早坂郁夫,

田上哲也,斎藤成也 :霊長類におけるABO式血液型遺伝

子の進化.遺伝学会第73回大会,お茶の水女子大学,東

京,9月22-24日.

13.高橋 文,Shun-ChemTsaur,JerryCoyne,ChungJ

wu:キイロショウジョウバエにおけるクチクラ炭化水素

多型の分子機構とその進化 遺伝学会第73回大会,お茶

の水女子大学,東京,9月22日.

14.斎藤成也,小平順子,植田信太郎,佐藤大輔 :古代

DNAデータベースAGEの構築.日本進化学会第3回大

会.京都大学,京都,10月6-8日.

15.金 衝坤,嶋田 級,高橋 文,藤山秋佐夫,小原

雄瓶早坂郁夫,斎藤成也 :類人猿ゲノム計画Silver:HoxA

clusterの解析と触らfosmidlibraryの作成.日本進化学

会第3回大会.京都大学,京都,10月6-8日.

16.嶋田 誠,金 衝坤,斎藤成也 :ゲノム配列比較に

よるヒト上科における転座部位の解析.日本進化学会第

3回大会.京都大学,京都,10月6-8日.

17.野田令子,竹中 修,斎藤成也 :旧世界猿マカクお

よびヒヒにおけるABO式血液型遺伝子の進化.日本進化

学会第3回大会.京都大学,京都,10月6-8日.

18.高橋 文,劉 玉華,北野 菅,小出 剛,城石俊

彦,森脇和郎,斎藤成也 :マウス(Musmusculus)5亜種

における22遺伝子座塩基配列の解析.日本進化学会第3

回大会,京都大学,京都,10月6-8日.

19.富木 毅,斉藤成也,鈴木博実 :エネルギー代謝に

関与する蛋白質の分子系統学的解析.日本進化学会第3回

大会.京都大学,京都,10月6-8日.

20.AyaTakahashi,Shun-ChernTsaur,JerryA.

Coyne,andChungJWu:Geneticsofincipient

speciationinDrosophilamelanogaster:QTNidentified

forcuticularhydrocarbonvariation.個体群生態学会シ

ンポジウム,ホテル樹林,蔵王温泉,10月26日.

21.Choong-gon Kin,Makoto Shimada,Aya

Takahashi,AsaoFujiyama,IkuoHayasaka,Yuji

Kohara,NamyaSaitou:ComparisonofHo又Acluster

sequencesamonghuman,Chimpanzee,gorilla,

Orangutan,andbaboon.Symposium onEvolutionary

Genomics.AtamiKorakuenHotel,Atami,Japan,

November4-6.

22.Shimada,MX.,KinC-G.,Saitou,N.:Evolutionary

analysisoftranslocationalregioninhominoid

chromosomeusinggenomesequencingcomparison.,

Symposium on EvolutionaryGenomics.Atami

Korakuenロotel,Atami,Japan,November4-6.

23.AyaTakahashi,Yu-HuaLiu,TakashiKitano,

TsuyoshiKoide,ToshihikoShiroishi,KazuoMoriwaki,
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NaruyaSaitou:Genealogiesandmolecularevolution

ofthe21nucleargenesinMusmusculus:Natural

selectiondetectedinasubdividedpopulation_

Symposium on EvolutionaryGenomics.Atami

KorakuenHotel,Atami,Japan,November4-6.

24.TakeshiTomiki,NaruyaSaitou,HiromiSuzuki.:

Molecularphylogeneticanalysisofproteinsassociated

inenergymetabolism.SymposiumonEvolutionary

Genomics.AtamiKorakuenHotel,Atami,Japan,

November4-6.

25.嶋田 誠,早川祥子,斎藤成也,杉山幸丸 :Pan属

のミトコンドリアDNA多型 :野生集団における遺伝子交

流と飼育個体を加えた比較.2001年林原フォーラム/第4

回SAGA国際シンポジウム.岡山,11月15-17日.

26.嶋田 誠,金 衝坤,高橋 文,Spitsyn,V.A.,池尾

-穂,五候堀孝,斎藤成也 :ロシア ･ブリヤート人集団

におけるミトコンドリアDNA多型,日本DNA多型学会

第10回学術集会.岡山,11月29-30日.

27.MisuS.,IizukaT.,KawanishiY.,FukamiK.,and

SaitouN∴CAMUSDBforaminoacidsequencedata.

JapanBioinformaticsSocietyAnnualMeeting,Ebisu

GardenPlace,Tokyo,Japan.

D-C.理論遺伝客員研究部門

1.近藤 滋

我々の研究室では,動物の形態形成が正確に起きるた

めに必要な位置情報がどのようなメカニズムで自発的に

発生するかを,理論 (数理解析)と実験を併用して研究

している.より具体的には,簡単な化学反応の組み合わ

せが位置情報 (反応拡散波)を発生させることが理論的

に証明されており,その ｢波｣の生物における実例の探

索と,分子メカニズムの解明を目指している.

実験対象としてはゼブラフィッシュの縞模様,ニワト

リの体節形成を扱っている.以下に本年度の進行状況を

簡単に記す.

(1)魚の皮膚で見つかった反応拡散波の分子的細胞学的

な実体を捕らえる.

披形成の場がどのようなものであるのかを正確に知る

ために,ゼブラフィッシュの皮膚の顕微鏡,電子顕微鏡

レベルの観察を引き続き行っている.波形成の場である

と考えられる真皮層にある細胞種の同定,それぞれの細

胞の存在様式が皮膚模様とどのように関連しているかに

ついての精密な記述を終えた.また,真皮内の各層に,

未成熟色素細胞を移植する実験で,どの層に位置情報が

あるかを正確に知ることができた.

(2)脊椎動物の体節形成のための位置情報が,反応拡散



波であることを証明する.

ニワトリの体節に物理的な伸張を行うと,長い体節が

できるのでなく,正常の長さの体節が数多くできるとい

う ｢波｣のような性質を持つことを,去年発見した.そ

の後,増加した体節が正しい構造をもつことを,組織切

片及びinsituhybriによって確認することができた.ま

た,同様の結果をゼブラフィッシュについても行い,体

節形成の位置情報が反応拡散波であることの傍証を一つ

加える七とができた.

研究兼繊

(1)原著論文

1.近藤 滋 :複雑な生命現象理解のためのシミュレー

ション利用,たんぱく質核酸酵素,46,2461-2467,2001.

2.遺伝子制御と形態形成,数理科学,39,44-47,2001.

(2)発表講演

1.国際発生学会でシンポジウムttpatternformation:

theoriesandexperiments"をオーガナイズし,発表

(reactiondiffusionsystem:achemicalbasisof

morphogenesis)を行いました,京都,7月9日.

2.国際分節会議で講演 タイトルreaction-diffusion

wavedeteminesthepositionosegmentation,奈良,

7月12日.

3.細胞生物学会シンポジウムで講演 タイトル発生の

位置情報と反応拡散波,岐阜,5月24日.

2.高木利久

(1)シグナル伝達に関するオントロジーとデータベース

の開発

高井貴子1,高木利久(1東京大学医科学研究所ヒトゲノム

解析センター)

生き物の成長や行動を制御する身体のなかの仕組みと

して,シグナル伝達がある.シグナル伝達の仕組みは何

千もの分子の協調した働きから成り立っているため,そ

の全体の姿は,計算機にデータベースとして格納して初

めてとらえることが可能になる.我々は,シグナル伝達

のデータベース化とシミュレーションを目指して,シグ

ナル伝達に関する概念や知識の枠組みを整理したシグナ

ルオントロジーを開発した.また,このシグナルオント

ロジーを利用してシグナルデータベースを構築中である.

このオントロジーとデータベースの詳細については,http://

ontology.ims.u-tokyo.ac.jp/を参照されたい.

(2)シグナル伝達に関する知識の表現と推論

福田賢一郎1,高木利久 (1産業技術総合研究所 生命情報

科学研究センター)

生体内のメカニズムを制御するネットワークの解明に

大きな期待がよせられている.細胞システムは非常に複

雑であるため,研究を発展させるためには既に分かって

いる知識を有効に活用することが不可欠である.しかし

これらの知識はDNA配列の情報とは異なり言葉や図とし

て表現されており計算機では扱いづらい.本研究ではこ

の間題を解決するために,人間と計算機にとって記述が

容易でかつ理解しやすい表現手法を開発した.具体的に

は,シグナル伝達に関する知識を複合グラフを用いて表

現する手法を開発した.この表現方法を用いることによ

り,断片的,階層的,不完全な知識を自然に記述できる.

また,人工知能で使われる推論手法を用いて生物学者の

思考過程をモデル化して生体内ネットワークのデータベー

スに適用することによって,このようなネットワーク間

の関わりの解明を支援する手法を開発した.

研究業績

(1)原著論文

1.Fukuda, 氏.and Takagi, T.: Knowledge

representationofsignaltransductionpathways.

Bioinformatics.17,8291837,2001.

2.Fukuda,K.andTakagi,T.:Signaltransduction

pathwaysandlogiCalinferences.The2001International

Conference on Mathematicsand Engineering

(METMBS2001).297-303,2001.

3.Ono,T.,Hishigaki,H.,Tanigami,A.,andTakagi,

T∴Automated ex-traction ofinformation on

protein-proteininteractionsfr,omthebi0-logical

Literature.Bioinformatics.17,155-161,2001.

4.Hkhigaki,H.,Nakai,K.,Ono,T.,Tanigami,A.,and
Takagi,T.:Assessmentofpredictionaccuracyof

proteinfunctionfromprotein-proteininteractiondata.

Yeast.18,5231531,2001.

(2)その他

1.高木利久 :ゲノム情報科学の目指すもの,数理科学

458,5-7,2001.

2.高木利久 :テキストからの情報抽出と辞書構築 ･機

能データベースとオントロジーの構築に向けて,榊 ･小

原 ･大木 ･金久 ･高木 ･菅野 ･小笠原編.ゲノムサイエ

ンスの新たなる挑戦.蛋白質核酸酵素増刊号.46,2526-2531,

2001.

3.小笠原理,高木利久 :SNPsデータベース,高木利久

編ゲノム医科学と基礎からのバイオインフォマティクス.

実験医学増刊号19,1322-1328,2001.

4.高井貴子,高木利久 :生命科学のためのオントロジー,

高木利久編 ゲノム医科学と基礎からのバイオインフォマ

ティクス.実験医学増刊号19,1337-1343,2001.
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50年前には遺伝研年報第2号が発行され,1951年の活動が報告されている.

巻頭言では,遺伝研の目的として,民族の優良形質の遺伝と食料をはじめとする生物資源の問題があげられている.逮

伝学において,生物遺伝資源は現在でも重要だが,その内容は育種的性格の強い当時とは根本的に変わっている.また,

優生学 (eugenics)を看板に掲げたりするなど,時代の違いを感じる.(無署名.当時の小熊拝所長が執筆したとは限らな

い.)

この年には研究部門が3つあり,田中義麿,小熊拝,駒井卓ら8人の室長,8人の研究員,10人の補助員,計26人の陣

容である.ちなみに研究部門には現在の様に r分子｣｢細胞｣｢個体｣等,内容を特定する言葉はらいておらず,単に研究

第1部,第2部,････-と呼ばれていた.研究室の名前も,室長の名を取って,′ト熊研究室,駒井研究室,等とストレート

である.

木村資生の名は,研究第2部′ト熊研究室の研究員として見られる.京都大学の木原均のもとで植物の染色体研究を行っ

ていた木村は,遺伝研の客員教官だった木原の紹介で1949年11月に遺伝研に入所し,集団遺伝学の理論的研究を開始し

ている.独学でライトの論文 ｢メンデル集団の進化｣を勉強していたそうだが,非常に精力的な活動をしており,年報の

研究紹介全52ページ中,11ページが木村の研究概要説明に当てられている.木村は ｢科学｣に総説を書いたり,r数理集

団遺伝学｣(培風館)を分担執筆するなど,＼当時からかなり注目されていたことが伺える.

1951年1年間での遺伝研での研究セミナーは8回で,所内研究者による研究報告が6回,外国人研究者によるセミナー

が2回である.2001年の110回(所内者56人,所外者77人)に比べて格段に少ない.しかし,ノーベル賞受賞者のJ.Muller

博士が来訪し,研究室を訪問して議論するなど,研究者間の交流が活発なのは現在と変わりないようである.

図:遺伝研年報第2号表紙を飾った川島理一郎画伯によるイラスト

当時の遺伝研で使われていた ｢モデル生物｣がシンボライズさ

れている.
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E.総合遺伝研究系

E-a.人類遺伝研究部門

この部門では,ヒトの進化,ヒトの正常 ･異常の形質

にかかわる遺伝現象を,分子 ･細胞 ･個体レベルで研究

し,それらを総合的に理解することをめざしている.教

授 ･佐 木々裕之の研究グループは晴乳類のエビジェネティツ

クな遺伝子発現調節の解明をテーマに据え,とくにゲノ

ムインプリンティング (ゲノム刷込み)の分子機構を中

心に研究を行っている.インプリンティングは,父 ･母

由来の対立遺伝子間に発現差をもたらす現象,非メンデ

ル遺伝を示す現象,あるいは晴乳類の単為生殖を妨げる

現象として知られ,種々の先天異常やがんとも関連して

いる.当部門では,個体レベルの実験が可能なマウスを

モデルとして,ゲノム解析技術と発生工学技術を駆使し

てこの現象の解明をめざしている.助手 ･佐渡 敬は,

同じく晴乳類のエビジェネティツクな遺伝子調節の代表

であるⅩ染色体不活性化について研究している.長らく

謎であったその分子機構は,ここ数年で飛躍的に理解が

進んだもののまだ不明な点が多い.マウス個体および腫

性幹 (ES)細胞を用いてinvivo,inviiroの両面からの

解析を進めている.当研究グループの本年度の在籍者は,

教授 ･佐々木裕之,助手 ･佐渡 敬のほか,遺伝学普及

会研究員 ･白水久男,総研大大学院生 ･石原 宏,辻本

直美,横峯孝昭,金田正弘,特別共同利用研究員 ･ワヒュ-

プルボワシト(九大大学院生),研究生 ･熊木健治,加藤

譲,技術課職員 ･古海弘康,研究支援者 ･須田知賀子,

上林美奈子,事務員 ･芳賀弘子であった.

助教授 ･藤山秋佐夫の研究グループは,ヒトゲノムを

特徴づけるゲノム構造の取得を目的とした,比較ゲノム

研究を実施した.

本年度の研究は,遺伝学研究所校費,総研大校費のほ

か,科学研究費基盤研究(A)(佐々木),特定領域研究(C)

(佐々木),奨励研究(A)(佐渡),特別研究員奨励費 (石

原),文部科学省革新的技術開発研究推進費補助金 (佐々

木),持田記念医学薬学振興財団研究助成金 (佐々木)の

支援を受けた.また,共同研究として,遺伝学研究所共

同研究(A)(代表者･久保田健夫･国立精神神経セ)(佐々

木),同じく (代表者 ･松田洋一 ･北大教授)(佐々木),

および総研大共同研究(代表者･森茂美･生理研教授)(佐々

木)に参加した.

(1)ゲノムインプリンティングドメインの構造解析 :佐々

木裕之,白水久男,横峯孝昭,須田知賀子,ワヒュ-プ

ルボワシト1,向井常博2,豊田 敦3,服部正平3,榊 佳

之3(1九大 ･遺伝情報,2佐賀医大 ･生化,3理研 ･ゲノム)

ゲノムインプリンティングを受ける遺伝子はゲノム上

でクラスターを形成し,インプリンティングドメインを

構成している.この特徴はインプリンティングの機構や

進化を知る上で重要なヒントになると思われる.当部門

では,12個のインプリンティング遺伝子を含むマウス第

7染色体F4/F5領域 (1Mb),およびこれに対応するニ

ワトリのゲノム領域(0.3Mb)の仝塩基配列を明らかにし

た (投稿準備中).ニワトリにはゲノムインプリンティン

グはないと思われることから(下記参照),配列比較によ

りインプリント調節領域を浮き彫りにできると期待され

る.同領域はヒトの11p15.5領域に相当し,Beckwith-

Wiedemann症候群や各種小児がんの責任領域であること

から,これらの疾患の解明に寄与することも期待される.

(2)マウスLd2/H19のインプリンティング制御機構 :

佐々木裕之,石原 宏,古海弘康,加藤 譲,WolfReikl

(lBBSRC,UK)

上記のマウスのインプリンティングドメインのセント

ロメア端にはLd2,H19両遺伝子があり,それらは共通

なエンハンサーを奪い合うことによりインプリンティン

グされている.まず,これらの遺伝子の発生過程におけ

る発現やメチル化の変化を調べ,その結果を報告した(蘇

文2,4,8).さらに,これらの遺伝子のセントロメア側

にある遺伝子L23mrPや Tnni3がインプリンティングを

受けず,このエンハンサーの影響も受けないことから,

H19とL23mrPの間にドメインの境界があると考え,境

界を決める配列を探した.その結果,進化的に保存され

たCTCF結合部位が存在し,この配列がインスレータ一

倍陸を示すことを見つけた(投稿中).最後に,H19とL23mrP

の間に切断点をもつ転座マウスを解析し,切断点付近の

エンハンサーの組織特異性を調べた (論文9).

(3)denovO型DNAメチル化静索Dnmt3a/Dnmt3bの

機能解析とインプリンティングにおける役割 :佐々木裕

之,辻本直美,金田正弘,田嶋正二1(1阪大 ･蛋白研)

配偶子形成過程におけるインプリンティングの成立機

構を探るため,denovO型DNAメチル化酵素Dnmt3a/

Dnmt3bの生殖巣での発現を調べた.その結果,雄のプ

ロ精原細胞,雌の成長期卵細胞においてDnmt3bと特定

のDnmt3aのアイソフォームが存在することを見つけた

(投稿準備中).また,これらdenovo型DNAメチル化

酵素の酵素学的性質を明らかにした (論文6).
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(4)DNAメチル化,インプリンティングとヒト疾患:佐々

木裕之,白水久男,水野晋-I,久保田健夫2,田嶋正二3

(1九大 ･辻伝情報, 2国立精神神経セ, 3阪大 ･蛋白研)

各種のがんにおいて,がん抑制辻伝子はしばしばメチ

ル化され,そのため活性を失っている.急性骨髄性白血

病ではがん抑制遺伝子タ15がメチル化を受けるが,その

ような症例で牲3つのDNAメチル化辞素DNMTl/

DNMT3A/DNMT3Bの発現が上昇していた(論文1).

また,国内のICF(immunodeficiency,centromeric

instability,facialanornalies)症候群2家系を解析し,

原因遺伝子DNMT3Bのコード領域内に新規の変異を同
定した (投稿中).さらに,ヒト14番染色体上にインプ

リンティング遺伝子が存在し,この領域の父性ダイソミ-

を来すと,胸郭形成異常を主徴とする先天奇形症候群が

生じることを明らかにした (論文7).

(5)ニワトリにおけるゲノムインプリンティングと遺伝

子量補償の検討 :佐々木裕之,横峯孝昭,黒岩麻里1,松

田洋-1,都築政起2(1北大･染色体研,2広大 ･生物生産)

インプリンティングは晴乳類に特有の現象だと考えら

れているが,その進化の理由を知るためには他の動物種

の検討が必額である.そこで鳥類を選び,ニワトリ系統

間のDNA多型を利用して,JGF2とZGF2R/MPR(と

もに晴乳類ではインプリンティングを受ける)がインプ

リンティングを受けないことを示した (論文5).:*た,

ニワトリの性染色体の量補償の有無を調べ,Z染色体は不

活性化を受けないことを見つけた.さらに,ニワトリの

DNAメチル化酵素DNMT3A/DNMT3B遺伝子を単離
し,晴乳類の相同遺伝子と機能の比較をすることにより,

インプリンティングや性染色体皇補償の違いについてヒ

ントが得られないか検討を始めた.

(6)未知の遺伝子の解析を可能とする次世代DNAチップ

開発 :佐々木裕之,白水久男,水野晋-1,飯野忠史1,小

浮秀俊1,大塚輝久1(1九大 ･医),田代康介2(2九大･農),

五候堀孝

従来とは異なる方法で遺伝子発現プロファイルを調べ

るシステムの開発をめざして,九大と共同で研究を開始

した.

(7)Xisi遺伝子領域に見出されたアンチセンスRNAの

解析:佐渡 敬,佐 木々裕之,EnLil(lCVRC,MGH,USA)
XistはⅩ染色体不活性化に必頚の遺伝子であるが,そ

の転写産物はタンパク質に翻訳されず,RNAとして機能

していると考えられる.我々はXist遺伝子領域にその転

写ユニットを完全に含むアンチセンスRNA(Tsix)を見出

した.Tsixもまたタンパク質に翻訳されないRNAと見

られる.Xist遺伝子の発現調節機構にTsixが関わってい

る可能性を検討するため,Tsixのノックアウトマウスを
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作製して調べたところ,Tsix欠損Ⅹ染色体からのXist遺

伝子の異所的発現とそれに伴う異所的Ⅹ染色体不活性化

が確められた.このことから,TsixはXistの発現を調節

する因子として,Ⅹ染色体不活性化機構において重要な
役割を果たしていることが分かった (論文3).

(8)Ⅹ染色体不活性化におけるDnmt3a,Dnmt3bの役

刺 :佐渡 敬,岡野正樹1,EnLil,佐々木裕之(lcvRC,

MGH,,USA)

一般に,DNAのメチル化はⅩ染色体不活性化の開始の

プロセスではなく維持に需要であると考えられている.

その一方で,不活性化の開始に必須なXistの発現は,メ

チル化によって制御されることが知られている.そこで,

Xisiのメチル化を担うと考えられるDnmt3a,Dnmt3b

の不活性化における役割を検計するために,これらDnmts

欠振ES細胞におけるXisiの発現とその影響の解析を進

めている.

(9)ヒトゲノムを特徴づける構造情報取得を目的とした

比較ゲノム解析:藤山秋佐夫,黒木陽子1,石田貴文㌔Svante

Paabo3,菅野純夫4 (1理化学研究所ゲノム科学総合研究

センター, 2東京大学大学院理学研究科,3Max-Planck

Institute,4東京大学医科学研究所ヒトゲノム解析センター)

霊長類ゲノムと比較し,ヒトのゲノム構造上での差異

を明らかにすることが本研究の第-日棟である.比較は

染色体レベル,地図レベル,遺伝子レベル,配列レベル

-と,相互に関係を持たせながら系統的,階層的に進め

ている.比較対象とするのは,チンパンジーを中心に,

ゴリラ,オランウータン,カニクイザル,アフリカミド

リザル,クロオナガザル,ワオキツネザルの計7種であ

る.比較手法として,染色体レベルではフローカリオタ

イピングとFISH,地図レベルではSTSマッピング,以

下,クローニングとシークエンシングを行った.また,

このための研究資材整備として,培養細胞株の蒐集,BAC

ライブラリの作成,cDNAライブラリの作成,スクリー

ニングシステムの構築を関連研究グループと共同で進め

ている.

本年度の成果として,1)チンパンジーのフローカリオ

タイプを,ほぼ確定.2)チン,パンジーの1系統について

BACライブラリの作成と配布.7月現在で2.4Ⅹ.3)上記

のBAC全体とRPC1-43ライブラリの一部について末端

配列を決定.4)チンパンジー大脳,小脳cDNAライブラ

リの作成とスクリーニングシステム化.5)性染色体を含

むヒトの10染色体から選択した3600箇所のSTSにつ

いて,霊長類間の比較を行った.Human(+)Chimp(-),
humanonly等の各種の組み合わせでデータベース検索を

行い,STSレベルでのデータ収集を継続的に行っている.



研究菓耕

(1)原著論文

1.Mizuno,S.,Chijiwa,T.,Okamura,T.,Akashi,K.,

Fukumaki,Y.,Niho,Y.&Sasaki,H.:Expressionof

DNAmethyltransferasesDNMTl,3Aand3Bin

normalhematopoiesisandinacuteandchronic

myelogenousleukemia.Blood97,117211179,2001.

2.Ohno,M.,Aoki,N.&Sasaki,H.:Allele-specific

detectionofnascenttranscriptsbyfluorescenceinsitu

hybridizationrevealstemporalandculture-induced

changesinLd2imprintingduringpre-implantation

mousedevelopment.GenesCells6,2491259,2001.

3.Sado,T.,Wane,Z.,Sasaki,H.&Li,E.:Regulation

ofimprintedX二Chromosomeinactivationinmiceby

Tsix.Development128,1275-1286,2001.

4.Hamatani,T.,Sasaki,H.,Ishihara,K.,Hida,N"

Maruyama,T.,Yoshimura,Y.,Hata,J.&Umezawa,A.:

EpigeneticmarksequenceoftheH19geneinhuman

sperm.Biochim.BioPhys.Acia1518,137-144,2001.

5.Yokomine,T.,Kuroiwa,A.,Tanaka,K.,Tsudzuki,

M.,Matsuda,Y.&Sasaki,H.:Sequencepolym orphisms,

allelicexpressionstatusandchromosomallocations

ofthechickenJGF2andMPRlgenes.Cytogenei.Cell

Genet_93,109-113,2001.

6.Aoki,A.,Suetake,Ⅰ.,Miyagawa,J.,Fujio,T.,

Chijiwa,T"Sasaki,H.& Tajima,S.:Enzymatic

propertiesofdenovo-typemouseDNA(cytosine15)

methyltransferases.Nucl.AcidsRes.29,3506-3512,

2001.

7.1.Takebayashi,S.,Nakao,M.,Fujita,N.,Sado,T.,

Tanaka,M.,Taguchi,H.&Okumura,K.:5lAza-2-

deoxycytidineinduceshistonehyperacetylationof

mousecentromericheterochromatinbyamechanism

independentofDNAdemethylation.Biochem.Biophys.

Res.Commun.288,921-926,2001.

8.Kurosawa,K"Sasaki,H.,Sato,Y.,Yamanaka,M.,

Shimizu,M.,Ito,Y.,Okuyama,T.,Matsuo,M.,

Imaizumi,K.,Kuroki,Y.&Nishimura,G∴Paternal

UPD14isresponsibleforadistinctivemalformation

complex.Am.I.Med.Genei,inpress.

9.Sotomaru,Y,Katsuzawa,Y.,Hatada,I.,Obata,Y,

Sasaki,H.&Kono,T.:Upregulatedexpressionofthe

imprintedgenesH19andLd2rinmouseuniparental

fetuses.I.Biol.Chem,inpress.

10.Davies,K.,Bowden,L,Smith,P.,Dean,W.,Hill,

D.,Furuumi,H.,Sasaki,H.,Cattanach,B,&Reik,W.:

DisruptionofmesodermalenhancersforLd2inthe

minutemutant.Development,inpress.
ll.ThelnternationalHumanGenomeConsortium

includingA.Fujiyam aand72authorsfrominternational

sequencingcenters:Thehumangenome:Initial

sequencingandanalysis.Naiu71e409,860-921,2001.

12.TheInternationalHumanGenomeConsortium

includingA.Fujiyamaand55authors:Aphysicalmap

ofthehumangenome.Natuyle409,9341941,2001.

13.Bruls,T.,Gyapay,G.,Petit,J.IL.,Artiguenave,F.,

Vico,V.,Qin,S.,Tin-Wollam,A.M.,DaSilva,C.,

Muselet,D.,Mavel,D,Pelletier,E.,Levy,M.,Fujiyama,

A.,Matsuda,F.,Wilson,R.,Rowen,L.,Hood,L.,

Weissenbach,∫.,Saurin,W.&Heilig,R.:Aclonemap

ofhumanchromosome14.Naiu71e409,947-948,2001.

14.Graf,D.,Timm ons,P.M.,HitchinS,M.,Episkopou,

V.,Moore,GリIto,T.,Fujiyama,A.,Fisher,A.G.&

Merkenschlager,M.:Evolutionaryconservation,

developmentalexpressionandgenomicmappingof

mammalian Twisted gastrulation.Mammalian

Genomics12,5541560,2001.

15.Fujiyama,A"Watanabe,H.,Toyoda,A.,Taylor,

T.D.,Itoh,T.,Yaspo,M.-L.,Lehrach,H.,Chen,Z.,Fu,

G.,Park,H.lS.,Saitou,N.,Tsai,S.lF.,Osoegawa,K.,

deJong,P.∫.,Suto,Y.,Hattori,M.&Sakaki,Y∴

Constructionandanalysisofahuman-chimpanzee

comparativeclonemap.Science295,131-134,2002.

(2)その他

1.佐々木裕之 :単為発生とゲノムインプリンティング

(第7章).｢バイオサイエン̀スの新世紀｣,｢生命工学 :

新しい生命-のアプローチ (浅島誠 ･山村研一編)｣(印

刷中)14.

2.佐渡 敬,佐々木裕之 :ほ乳類の発生におけるDNA

メチル化の役割.細胞工学20,351-355,2001.

3.佐々木裕之 :ゲノムインプリンティング領域と関連

疾患-のゲノムからのアプローチ.蛋白質 ･核酸 ･酵素

(増刊号)ゲノムサイエンスの新たなる挑戦,46,2342-2345,

2001.

4.佐々木裕之 :エビジェネティクス :ゲノム修飾によ

る晴乳動物発生の言純桁機嵐 医学のあゆみ199,841-845,2001.

(3)発表講演

1.Sasaki,H.:TheMechanismsofZGF2/H19

imprinting:DNA methylation,chromatin and

long-distancegeneregulation.Genomiclmprinting

WorkshopinJapan:CancerandGeneticDisorder,

Osaka,January.

2.佐々木裕之 :ほ乳類に特有な遺伝現象 ｢ゲノム刷り

込み｣の機構と進化 総研大共同研究第2回研究発表会 :

人間理解の科学的基礎 :脳活動の物質的および非物質的

側面,三島,1月.
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3.Sasaki,H.:Mechanismsofmammaliangenomic

imprinting:DNA methylation,chromatin and

long-distancegeneregulation.SOKEN-DAIThe6th

lntemationalSymposiumonGenomeScienceinthe

21stCentury:InformationoftheHigher-Order

StructurebeyondthePrimaryStructure,Hayama,

March.

4.佐々木裕之 :生殖細胞におけるゲノムインプリンティ

ング獲得機構.岡崎基礎生物学研究所研究会 :生殖と性

分化,岡崎,3月.

5.佐渡 敬 :Ⅹ染色体不活性化におけるTsixの役割.

国立遺伝学研究所研究集会 :DNAメチル化依存性のエビ

ジェネティクス,三島,3月.

6.Fujiyama,A.,Watanabe,H.etal.Genome-Wide

ScanmbgofHumanSTSsinGenomesofPrimates.

Cold Spring Harbor meeting on ttGenome

Sequencing&Biology",ColdSpringHarbor,May.

7.佐々木裕之 :DNAメチル化とクロマチンによるゲノ

ムインプリンティング制御機構.第54回日本細胞生物学

会 :ワークショップ｢ヘテロクロマチンーゲノムと細胞機

能をつなぐモジュレーター｣,岐阜,6月.

8.酒井康弘,未武勲,佐々木裕之,山科正平,田嶋正

二 :胎生期マウス精巣におけるDNAメチルトランスフェ

ラーゼの発現.第54回日本細胞生物学会,岐阜,6月.

9.村上千佳子,宮崎順子,末武 勲,中村正彦,佐々

木裕之,田嶋正二 :DenovO型DNAメチルトランスフェ

ラーゼの発現,精製と性質.日本蛋白質科学会第1回年

会,大阪,6月.

10∴辻本直美,佐々木裕之 :生殖細胞におけるゲノムイ

ンプリンティング獲得機構.大阪大学蛋白質研究所セミ

ナー :遺伝子発現制御におけるエビジェネティクスの展

開,大阪,6月.

ll.Sasaki,H.,Tsujimoto,N.,Abe,K.,Sakai,Y"

Chijiwa,T.,Tajima,S.&Li,E.:Methylationimprinting

andDNAmethyltransferaseexpressioninmalegerm

celldevelopment.CordonResearchConferenceon

Epigenetics,Plymouth,August.

12.Sado,T.,Wang,Z.,Sasaki,H.&Li,E.:Regulation

ofimprintedX-Chromosomeinactivationinmiceby

Tsix.CordonResearchConferenceonEpigenetics,

Plymouth,August.

13.Ishihara,K.&Sasaki,H.:Systematicidentification

ofregulatorysequencesintheimprintedLd2/H19

domainthrough comparativesequenceanalysis.Mouse

MolecularGeneticsMeeting,Heidelberg,August.

14.Tsujimoto,N.,Abe,K"Sakai,Y.,Chijiwa,T.,

Tajima,S.,Li,E.&Sasaki,H.:Methylationimprinting

andDNAmethyltransferaseexpressioninmalegerm

celldevelopment.MouseMolecularGeneticsMeeting,
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Heidelberg,August.

15.Sado,T.,Wong,Z.,Sasaki,H.&Li,E∴Regulation

ofimprintedX-Chromosomeinactivationinmiceby

Tsar.MouseMolecularGeneticsMeeting,Heidelberg,

August.

16.佐渡 敬,佐々木裕之,EnLi:Xist遺伝子座に見出

されたアンチセンスRNAの機能.･日本遺伝学会第73回

大会,東京,9月.

17.横峯孝昭,深川竜部,佐々木裕之 :鳥類のdenovoDNA

メチル化酵素の同定.日本遺伝学会第73回大会,東京,

9月.

18.佐々木裕之,辻本直美,阿部訓也,千々岩崇仁,佐

渡 敬,河野友宏,田嶋正二,EnLi.雌雄生殖細胞にお

けるDNAメチル化酵素の発現と局在 :ゲノムインプリン

ティング機構との関連について.日本人類遺伝学会第46

回大会,大宮,10月.

19.白水久男,横峯孝昭,WahyuPurbowasito,豊田

敦,加藤玲子,須田知賀子,堀 哲也,水野重樹,向井

常博,服部正平,榊佳之,佐々木裕之 :インプリンティ

ングを受けるIGF2遺伝子領域の比較ゲノム学.日本人類

遺伝学会第46回大会,大宮,10月.

20.黒帯健司,佐藤義朗,山中美智子,松尾真理,今泉 清,

黒木良和,佐々木裕之,清水光政,伊藤裕司,奥山虎之,

西村 玄 :新しい奇形症候群としての14番染色体父性片

親ダイソミ-.日本人類遺伝学会第46回大会,大宮,10

月.

21.佐々木裕之 :生殖細胞におけるゲノムインプリント

獲得機構.日本動物学会東72回大会 :シンポジウム ｢生

殖細胞の生物学｣,福岡,10月.

22.佐渡 敬,佐々木裕之,EnLi:TsixによるⅩ染色体

不活性化の制御.第74回日本生化学会大会 :シンポジウ

ム｢エビジェネティクス :DNAメチル化とクロマチン｣,

京都,10月.

23.青木麻子,末武 勲,藤尾高行,宮川順一,千々岩

崇仁,佐々木裕之,田嶋正二 :組換型denovoDNAメチ

ル トランスフェラーゼの酵素学的性質.第74回日本生化

学会大会,京都,10月.

24.Sasaki,H.:DNA methylationandgenomic

imprintinginmammaliangermcells.International

Symposium onDevelopmentandEpigeneticsof

MammalianGem CeusandPluripotentStemCells,

Kyoto,November.

25.佐々木裕之,辻本直美 :晴乳類生殖細胞ゲノムのDNA

メチル化とインプリンティング.第24回分子生物学会 :

ワークショップ ｢ゲノム機能におけるエビジェネティク

ス｣,横浜,12月.

26.未武勲,青木麻子,宮崎順子,藤尾高行,宮川順一,

千々岩崇仁,佐々木裕之,田嶋正二 :組換型denovoDNA

メチルトランスフェラーゼの酵素学的性質.第24回分子



生物学会 :ワークショップ｢ゲノム機能におけるエビジェ

ネティクス｣,横浜,12月.

27.Sado,T.,Okano,M.,Li,E.andSasaki,H.:Ectopic

expressionofXistinEScellsdeficientforDnmt3aand

Dnmt3b.第24回分子生物学会,横浜,12月.

28.石原 宏,佐々木裕之 :Ld2/H19遺伝子 ドメイン

の3ユ境界領域のインスレータ-配列の同定.第24回分

子生物学会,横浜,12月.

29.辻本直美,阿部訓也,河野友宏,酒井康弘,千々岩

崇仁,田嶋正二,EnLi,佐々木裕之 :生殖細胞の発生過

程におけるメチル化インプ リン トの獲得 とDNA

methyltransferaseの発現.第24回分子生物学余,横浜,

12月.

30.WahyuPurbowasit(ヽ須田知賀子,横峯孝昭,佐渡 敬,

佐々木裕之 :マウス7F4/F5領域のインプリンティング

ドメインの核マトリクス付着部位のマッピング.第24回

分子生物学会,横浜,12月.

31.白水久男,横峯孝昭,WahyuPurbowasito,豊田

敦,加藤玲子,須田知賀子,堀 哲也,水野重樹,向井

常博,服部正平,榊 佳之,佐々木裕之 :インプリンティ

ングを受けるIGF2遺伝子領域の比較ゲノム学.第24回

分子生物学会,横浜,12月.

32.王 又冬,城圭一郎,張 忠明,八木ひとみ,鍋谷 彰,

増子貞彦,横峯孝昭,佐々木裕之,向井常博 :Analysis

ofmouseMurrlgene,ageneimprintedinabrain.$

24回分子生物学会,横浜,12月.

33.石田智咲,浦 聖恵,丹羽仁史,佐々木裕之,EnLi,

金田安史 :ES細胞におけるDnmi3b遺伝子のクロマチン

を介した転写調節機構の解析.第24回分子生物学会,樵

浜,12月.

34.外丸祐介,勝沢由紀子,畑田出穂,尾畑やよい,佐々

木裕之,河野友宏 :マウス片親性胎仔におけるH19およ

V7gf2r遺伝子の発現機構.第24回分子生物学会,横浜,

12月.

35.藤山秋佐夫,渡遵日出美 :ヒトゲノムを特徴づける

構造情報取得を目的としたチンパンジー/ヒト比較ゲノム

解析.第24回日本分子生物学会年会,横浜,12月.

モーb.育種遺伝研究部門

遺伝子発現情報が塩基配列によらずに細胞分裂後も染

色体上に保持される現象が晴乳類から酵母まで真核生物

で普遍的に観察される.このような ｢エビジェネティツ

ク｣な制御は,多細胞生物の発生過程における遺伝子発

現の維持,老化,癌形成,等との関連が示唆されている.

一方,私達の結果を含めた最近の知見は, トランスポゾ

ンの制御やゲノム進化においてエビジェネティツクな調

節が重要なことを示している.(ScienceVo1.293,No.5532,

ttEPIGENETICS''特集,参照).当部門では,遺伝学のモ

デル植物であるシロイヌナズナの突然変異体を用いて,

転移因子等の反復配列の挙動および植物発生のエビジェ

ネティツクな制御機構を調べている.

当部門は,2000年4月に角谷徹仁が助教授として着任

し,技官の三浦明日香,ポストドク (CREST)の渡辺光

一,研究補助の佐々木優子,腰井明子とともに研究を開

始した.2001年3月に木下哲が助手として研究室に加わっ

た.この他に2001年には,研究補助として木下由紀,蘇

谷りつ子,特別共同利用研究員として加藤正臣が加わっ

た.本年度の研究は,文部科学省科学研究費基盤研究 ｢シ

ロイヌナズナ内在トランスポゾンの転移活性化制御機構

の解明｣,科学技術振興調整費による総合研究 ｢植物の環

境適応と形態形成の相互調節ネットワークに関する研究｣,

科学技術振興事業団 ･戦略基鹿研究｢遺伝子の不活性化 ･

活性化を通した植物の生態制御｣(代表 ･大橋祐子),等

の支援を受けた.

シロイヌナズナは,高等植物ではじめてゲノムの全塩

基配列が決まり,また,染色体レベルでの遺伝子発現制

御に関する多くの突然変異体が利用可能である.シロイ

ヌナズナのddml(dec71eaSeinDNAmethylation)突然変

異は,反復配列のDNAメチル化頻度を下げ,その転写抑

制を解除する.DDMl遺伝子産物はクロマチンリモデリ

ング因子SWI2/SNF2と類似の構造を持つ.また,ddml

突然変異は他の遺伝子を変化させることにより,種々の

発生異常を誘発する.これらの発生異常誘発系の内の2つ

についてその原因遺伝子を同定し,誘導機構を明らかに

している.

(1)シロイヌナズナのDNA低メチル化突然変異による形

態形成異常誘発の機構 :角谷徹仁,三浦明日香,渡辺光

低メチル化突然変異下で誘導された上記の発生異常の

一つclamは,DWF4遺伝子にシロイヌナズナの内在 ト

ランスポゾンが転移することにより誘導されていた.こ

うして我々が新たに兄い出したトランスポゾンCACTAl

はddml突然変異下で特異的に高頻度で転移しコピー数

を増やす.メチル化の伴う遺伝子発現不活性化が トラン

スポゾンの抑制に働くことが示唆される (原著論文 1).

エビジェネティツクな過程に影響するトランスの突然変

異がddml以外にもシロイヌナズナで多数利用可能であ

り,現在これらを用いて, トランスポゾンのエビジェネ

ティツクな制御の遺伝的解剖を試みている.

もう1つの発生異常,開花時期遅延形質FTSは,多く

のddml系統で独立に誘導されるため,トランスポゾン

の挿入のようなランダムな突然変異誘発によらないと予

想された.FTSは既知の開花遅延突然変異FWAと同じ

染色体領域にマップされた.FT4n遺伝子がクローニング

された結果,これが新たなホメオボックス遺伝子である
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ことがわかった.この遺伝子の上流にある反復配列の低

メチル化に伴って異所的な転写が起き,これが原因で開

花遅延表現型の誘導されることが明らかにできた.奇妙

なことに,通常の突然変異原処理で得られた突然変異で

あるfwa-1とfwa-2においても,コード領域に突放変異は

観察されず,低メチル化に伴う過剰発現が開花遅延表現

型を引き起こしていたことがわかった.fwa-1やfwa12に
おいてFT4(A遺伝子のエビジェネティツク発現異常を誘

導し安定化する機構は未解明である.

(2)エビジェネティツクな制御を受けるホメオボックス

遺伝子FWnの正常発生における働きについて :木下

哲,角谷徹仁

上述のように,FWA遺伝子はddml突然変異下でエビ

ジェネティツクに異所的な発現をすることによって開花

時期遅延表現型を引き起こすが,この遺伝子の正常発生

における働きは未知である.この間題にアプローチする

ため,野生型におけるFTVA遺伝子の発現とその機能を

調べている.野生型のFTVA適転子はepi-alleleであるfwa

とは異なり,発生の初期呼おいてのみ発現が観察される.

このことから,FWA蛋白質が初期発生において機能して

いることが推察される.さらに,In-situでのmRNAの

局在やFWA-GFP融合タンパク質の局在を調べた結果,

FTVA遺伝子は配偶体の中央細胞と初期の腫乳で発現して

おり,融合タンパク質はそれぞれの核に局在していた.

被子植物の初期発生では,卵細胞と中央細胞が同時に受

精し発生を開始する.卵細胞は受精後,肱を形成し,吹
世代-受け継がれる.一方,中央細胞は受精後肢乳を形

成し,肱発生あるいは発芽期に栄養源を供給したのち退

化する.腫発生以降で発現すると開花時期決定に影響を
与えるFWA遺伝子が腫乳発生に機能を持つか,肱乳に

おける発現が脱メチル化により制御されているか等を現

在解析中である.腫乳組織の形成は,植物発生の中でも

特異な仕組みで行われ,そのエビジェネティツクな制御

機構の解明は進化的にも興味深い.

(3)イネのDNA低メチル化変異 :角谷徹仁,渡辺光一

私達はDNAメチル化の伴う反復配列の転写抑制の機能

をシロイヌナズナを用いて調べている.ただし,高等植

物の中ではシロイヌナズナは例外的に反復配列の量が少

ない.この点で,典型的な植物により近い第2の実験系

としてイネを用いている.イネのゲノムにはシロイヌナ

ズナの場合より多くの反復配列がある.シロイヌナズナ

のDDMl遺伝子と類似の遺伝子をイネのcDNAから見

つけ,これをアンチセンス方向に発現させる形質転換体

を作出した.この突然変異体ではリボソーマルDNA,レ

トロトランスポゾン様配列 Tos3,およびセントロメア付

近のタンデムリピート,の全てでメチル化レベルの低下

が観察された.今後,このイネ突然変異体を用いて,宿
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性化しうるイネの内在トランスポゾンを探すとともに,

発生や染色体挙動に対する効果を調べる予定である.

研究業績

(1)原著論文

1.Miura,A.,Yonebayashi,S.,Watanabe,K.,Toyama,

T.,Shimada,H.andKakutani,T∴Mobilizationof

transposonsbyamutationabolishingfullDNA

methylationinArabidopsis.Nature411,212-214,2001

2.Takedlas.,sugimotoK"KakutaniT.,Hirochika

H.:Lin飽rDNAintemediatesoftheTtolretrotrans 脚 n

inGagparticlesaccumulatedinstressedtobaccoand

Arabidopsisthaliana.PlantI28,307-17,2001

3.KinoshitaT.,HaradaJ.,GoldbergRB,FischerRL.:

Polycombrepressionoffloweringduringearlyplant

development.ProcNatlAcadSciUSA.98,14156114161,

2001.

(2)その他

1.HabuY.,KakutamiT.&Paszkowski,J.:Epigenetic
developmentalmechanismsinplants:moleculesand

targetsofplantepigeneticregulation.CurrentOpinion
inGenetics&Developmentll,215-220,2001.

2.角谷徹仁 :｢シロイヌナズナ突然変異体を用いたエビ

ジェネティクス｣細胞工学,20,363-367,2001.

3.角谷徹仁 :｢DNA低メチル化突然変異によるシロイ

ヌナズナ内在トランスポゾンの活性化｣植物の生長調節

36,178-180,2001.

4.角谷徹仁 :｢DNAメチル化変異によるトランスポゾ

ンの転移誘導｣細胞工学,20,940-941,2001.

(3)発表講演

1.角谷徹仁 :｢シロイヌナズナのDNAメチル化突然変

異｣第18回染色体ワークショップ,葉山,1月.

2.角谷徹仁 :｢DNAメチル化とトランスポゾンと植物

発生｣公開シンポジウム ｢生命の誕生 ･成長 ･老化にひ

そむ謎｣,東京,2月.

3.角谷徹仁 :｢植物のエビジェネティツクス｣名古屋大

学バイオサイエンスセミナー,名古屋,2月.

4.KakutaniT.:ttMobilizationofanobelendogenous

Arabidopsistransposonsbyahostmutationaffecting

epigeneticstates''The46th InternationalNIBB

ConferencettGeneticsandEpigenetics''Okazaki,

March.

5.KakutamiT.,MiuraA.,YonebayashiS.,Watanabe

K.IandToyamaT.:"DestabilizationofArabidopsis

genomebyddml(decreaseinDNA meihylaiion)
mutation.''The121mternationalConferenceon

ArbaidopsisResearch,Madison,WI,June.



6.KakutaniT.:"DevelopmentalAbnormalities

InducedbyAylabidopsisddmlMutations:Geneticand

EpigeneticBases"CordonResearchConferenceon

Epigenetics,Holdemess.NH,August.

7.角谷徹仁 :｢DNAメチル化とトランスポゾンと植物

発生｣第74回日本生化学会大会シンポジウム ｢エビジェ

ネティクス :DNAメチル化とクロマチン｣,京都,10月.

8.角谷徹仁,木下哲,三浦明日香,渡辺光一,加藤政

臣 :｢シロイヌナズナDNA低メチル化突然変異｣第23会

日本分子生物学会年会ワークショップ,横浜,12月.

E-C.脳機能研究部門

脳機能研究部門では,マウス主喚党系をモデルとして,

神経の発生機構の研究を行っている.本年の研究室の構

成は,平田たつみ (助教授),川崎能彦 (助手),佐藤泰

良 (COE特別研究員),山谷仁志 (総研大大学院生),戸

崎浩和 (総研大大学院生),佐藤有美子 (技術補佐員)で

あった.文部科学省科学研究費特定領域研究 ｢神経回路

の機能発達｣,科学技術振興調整費 ｢目棟達成型脳科学研

究｣,科学技術振興事業団戦略的基礎研究 ｢脳を知る｣,

および,さきがけ21｢素過程と連携｣の助成を受け研究

を行った.

(1)喚球軸索の道標的細胞 `̀lot細胞"と軸索ガイ ド因子

Slitとの関係 :平田たっみ (発表論文1)

喚球の軸索は,終脳の特定の領域を選択的に伸長して,

喚索という軸索束を形成する.この際の軸索の伸長経路

を決めるのがlot細胞である(Satoeta1.,1998).この細

胞は,軸索の伸長に先立って,将来の軸索伸長経路に整

列し,軸索をこの経路-と導く.lot細胞による軸索ガイ

ドの分子機構は不明である.最近,分泌性蛋白質Slitが,

喚球軸索の伸長を培養下で反発させる作用を持つことが

報告された.その発現パターンの解析から,Slitは喚球軸

索経路とは少し離れた中隔野とよばれる所から分泌され

て,軸索の伸長の方向を制御するのではないかと予想さ

れた.これらの報告から,lot細胞による喚球軸索ガイ ド

がSlitを介して行われている可能性あるのではないかと

考え,lot細胞とSlitとの関係について検討した.

Slitとlot細胞による軸索ガイドに相互作用があるとす

れば,大きく分けて2種類の可能性が考えられる.1つは,

lot柵胞がSlitの反発作用をうち消すことで,軸索の伸長

できる経路を作りだしているという可能性である(Slit不

活化モデル).そしてもう一つは,Slitがlot細胞の分布

を変えることで,反発作用を作り出すという可能性であ

る (Slit決定因子モデル).もしこれらの相互関係モデル

が正しいとすれば,何が予想されるだろうか?まずいず

れのモデルにおいても,Slitはlot細胞による軸索ガイ ド

に不可欠な存在である.もしSlitが失われば,lot細胞に

よる軸索ガイ ドの力そのものが失われてしまうはずであ

る.また逆に,Slitを大量に与えた場合にも,lot細胞に

よる軸索ガイ ドに多大な影響を与えることが予想される.

特に,後者のSlit決定因子モデルの場合では,Slitを本

来の場所とは異なる場所に与えることで,lot細胞の位置

異常が起こると予想される.これらの相互作用モデルに

対して,Slitとlot細胞とが各々独立に喚球軸索に作用す

る可能性も考えられる (独立モデル).この場合には,上

述のようなSlitシグナルの操作は,lot細胞による軸索ガ

イ ドに対してそれほど強い影響は与えないと予想できる.

終脳器官培養系を用いて,これらのモデルの妥当性を

検討した.まず,Slitを強く発現させた細胞をlot細胞の

近傍に移植して,その終脳を器官培養した.すると,移

植したSlit発現細胞は,lot細胞の分布には全く影響を与

えないままで,喚球軸索を強く反発させることが分かっ

た.この結果はSlit決定因子モデルを否定する.またこ

の時,喚球軸索はSlit発現細胞に反発されながらも,lot

細胞の作り出す経路からは決して逸脱しないことも分かっ

た.このことは,喚球軸索がSlitの反発作用とlot細胞に

よるガイ ド作用の両方に対して同時に反応しうる事を意

味しており,2つの軸索ガイ ド機構がそれぞれ独立に軸索

に作用する独立モデルを示唆する.さらに終脳からSlitの

活性を除去した実験も,両ガイ ド機構の独立性を支持し

た.終脳からSlitの分泌源である中隔野を除去し,さら

にSlitの活性を完全に阻害する処理を行った場合でも,

喚球軸索は正常と同様にlot細胞の作り出す経路を伸長し

た.したがって,lot細胞による喚球軸索ガイ ドはSlitと

は独立に作り出されていることが示された.本研究は,

さらに,生体内での喚球軸索のガイダンスに中隔野から

のSlit活性が必要ない可能性も示唆している.

研究業績

(1)原著論文

1.Hirata,T.,Fujisawa,H.,Wu,J,Y.andRao,Y∴

Short-rangeguidanceofolfactorybulbaxonsis

independentofrepulsivefactorslit.I.Neuy10SCi.21,

2373-2379,2001.

2.KawasakiT.,BekkuY.,SutoF"KitsukawaT.,

TaniguchiM.,Nagatsu㌔NagatsuT.,IthoK.,YagiT.

andFujisawaH.:Requirementofneuropilinll-mediated

Sema3Asignalsinpatterningofthesympathetic

nervoussystem.Development,inpress.

(2)その他

1.平田たつみ :終脳における神経細胞の移動と領域特

異化 細胞工学 20,508-512,2001.

2.平田たつみ :終脳における神経細胞の接線方向の移

動 実験医学増刊号 (印刷中),2002.
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(3)発表講演

1.平田たつみ :終脳における新しいタイプの神経細胞

移動.第78回日本生理学会大会 シンポジウム,京都,

3月.

2.平田たつみ :喚索の道棟的神経細胞-lot細胞-の発

生と移動平成.第54回日本細胞生物学会大会 シンポジ

ウム,岐阜,6月.

3.平田たつみ :喚覚系の二次神経細胞の軸索投射.第

24回日本神経科学学会大会 シンポジウム 京都,9月.

4.川崎能彦,中福雅人,平田たつみ :lot細胞の移動制

御機構.第24回日本神経科学学会大会 京都,9月.

5.佐藤泰史,藤帝 肇,平田たつみ :神経突起の伸長

に果たすM6aの役割.第24回日本神経科学学会大会

京都,9月.

6.山谷仁志,佐藤泰史,藤浮 肇,平田たっみ :マウ

ス喚球におけるモノクローナル抗体Hl-2C7陽性細胞の

中枢投射パターン.第24回日本神経科学学会大会 京都,

9月.

7.平田たつみ :喚覚二次神経細胞の軸索投射機構.第

35回日本味と匂い学会 シンポジウム,高知,10月.

8.川崎能彦,平田たつみ :終脳新皮質から喚索領域-

移動する神経細胞についての解析.第24回日本分子生物

学会 ワークショップ,横浜,12月.

E-d.応用遺伝客員研究部門

(1)イネ ･レトロトランスポゾンTos17を利用した遺伝

子機能解析 :虞近洋彦

イネに内在するレトロトランスポゾンTos17は培養に

よって活性化され,再分化により不活性化し,転移コピー

は後代に安定に遺伝する.転移榛的部位の解析から,染

色体上をほぼランダムに転移すること,遺伝子に富む

singlecopy領域に選択的に転移することを明らかにした

(Yamazakietal.2001).この結果は,Tos17は遺伝子

破壊のツールとして非常に有効であることを示している.

全イネ遺伝子を網羅する破壊系統の作出を目指して,昨

年までに3万種類の破壊系統を作出したが,今年度は,

新たに1万種類の遺伝子破壊イネを作出した.これらの

遺伝子破壊系統を利用して,transposon-taggingが可能

であることを示した (Agrawaletal.2001).これは,イ

ネにおけるtransposon-taggingによる遺伝子単離の最

初の事例である.逆遺伝学的解析を推進するための資源

の整備も行っており,3万の遺伝子破壊系統を対象にPCR

により任意の遺伝子の変異体をスクリーニングできる系

の構築を行った.また,農林水産先端技術研究所との共

同で破壊遺伝子の網羅的解析とデータベース化にも取り

組んでおり,これまでに3千系統由来の1万種類の破壊

遺伝子情報をデータベース化した.これらの逆遺伝学的

56 脳鏡能研究部Fl

研究資源を利用して単子葉植物では初めてフイトクロー

ムA遺伝子の変異体を単離した (Takanoetal.2001).

さらに,MAPキナーゼ (OSMPK2)の変異体を単離し,

機能解析を行った.OSMPK2は,植物で最もよく研究さ

れているタバコのSIPKオーソログであり,タバコと同

じように種々のストレス条件下で活性化されるため,ス

トレス応答に関わる因子と推測されていた.しかし,餐

異体の解析からOSMPK2は,初期発生の制御に関わる重

要な因子であることが示された.

(2)植物レトロトランスポゾンの制御機構の解析 :虞近

洋彦,角谷徹二

植物ゲノム上には多数のレ トロ トランスポゾン

(LTR-retrotransposon)が存在し,主要な構成要素と

なっている.大多数は既に転移活性を失っているが,一

部のものが組織培養によって活性化されることが示され

ている.これまで,タバコのレトロトランスポゾンTtol

をモデルとして転移制御機構について解析し,培養によ

る活性化は主に転写レベルで制御されていることを明ら

かにしてきた.また,培養以外のストレス条件下 (傷処

哩,傷で誘導されるセカンドメッセンジャーであるジャ

スモン酸による処理,エリシター処理等)や特定の組織

(花器官,梶)でも転写の活性化がみられるため,これ

らの条件下でも転移の誘導がおこる可能性が考えられた.

実際に転移の誘導がおこることを確認するために,転移

の中間体である線状分子の生成について解析を行った

(Takedaetal.2001).ジャスモン酸処理をした葉にお

いては中間体が検出されたが,花器官においては転写が

見られるにも関わらず線状中間体は全く検出されなかっ

た.花器官においては転写後の制御が,転移抑制機構と

して働いていることを示す結果として注目される.

研究業績

(1)原著論文

1.Teraishi,M.,H.Hirochika,Y.Okumoto,A.

Horibata,H.YamagataandT.Tamisaka.:Identification

ofYACclonescontainingthemutableslenderglume

loLCuSSlginrice(OryzasativaL.).Genome44,116,2001.

2.Agrawal,G.K"M.Yamazaki,M.Kobayashi,R.

Hirochika,A.Miyao,andH.Hirochika.:Screeningof

thericeviviparousmutantsgeneratedbyendogenous

retrotransposonTos17insertion:Taggingofa

zeaxanthinepoxidasegeneandanovelOsTATCgene.

PlantPhysiol.125,1248-1257,2001.

3.TakanoM,KanegaeH,ShinomuraT,MiyaoA,

HirochikaH,andFumyaM∴Isolationandcharacter-

izationofricephytochromeAmutants.PlantCell13,

521-534,2001.

4.Yamazaki,M.,H.Tsugawa,A.Miyao,M.Yanoi



∫.Wu,S.Yamamoto,T.Matsumoto,T.SasakiandH.

Hirochika:ThericeretrotransposonTos17prefers

low-copynum bersequencesasintegrationtargets.MoI

GeneiGenomics265,336-344,2001.

5.Takeda,S.,冗.Sugimoto,T.KakutaniandH.

Hirochika:LinearDNAintermediatesoftherわュ

retrotransposonsinGag-particlesaccumulatedin

stressedtobaccoandAyabidoPsisthaliana.PlaniJ.28,
307-317,2001.

(2)その他

1.Kumar,A.andH.Hirochika:Applicationof

retrotransposonsasgenetictoolsinplantbiology.

TrendsPlantS°i.6,127-134,2001.

2.Hirochika,H.:Contribution oftheTos17

retrotransposontoricefunctionalgenomics.Curr.

Opin.PlantBiol.4,118-12,2001

3.Okamoto,H.andH.Hirochika:Silencingof

transposableelementsinplants.TrendsPlantS°i.6,

527-534,2001.

4.HirochikaH,A.Miyao,M.Yamazaki,S.Takeda,

K.Abe,R.Hirochika,G.K.Agrawal,T.Watanabe,K.

Sugimoto,T.Sasaki,K.Murata,K.Tanaka,K.

Onosato,A.Miyazaki,Y.Yamashita,and N.

Kojima∴Retrotransposonsofriceasatoolforthe

functionalanalysisofgenes.InRiceGeneticsIV,IRRI

(Inpress),2001.

5.Murata,K.,A.Miyao,K.Tanaka,M.Yamazaki,

S.Takeda,K.Abe,K.Onosato,A.Miyazaki,Y.

Yamashita,T.Sasaki,andH.Hirochika:Arice

retrotransposonTos17asatoolforgene-tagging.In

RiceGeneticsIV,IRRI(Inpress),2001.

6.虞近洋彦 :遺伝子破壊による機能解析.細胞工学別

冊｢植物のゲノムサイエン大プロトコール｣,秀潤社,66172,

2001.

7.宮尾安重雄,虞近洋彦 :イネのTos17による遺伝子

破壊法.細胞工学別冊 ｢植物のゲノムサイエンスプロト

コール｣,秀潤社,73-81,2001.

8.鹿近洋彦 :遺伝子破壊を利用したイネ遺伝子の機能解

析 プレインテクノニュース 84,6-9,2001.

(3)発表講演

1.OnosatoK.,A.Miyao,K.,Tanaka,K.,Murata,T.,

Sasaki,H,Hirochika:Analysisofriceyellow-green

mutantcausedbytheinsertionofretrotransposon

Tos17.PlantandAmimalGenomeIX.390,2001.1.13-17.

2.TanakaKリA.Miyao,K.Murata,K.Onosato,T.

Sasaki,H.Hirochika･.Characterizationofricecellulose

synthasegeneOsCesA7disruptedbyinsertionofthe

retrotransposonTos17:PlantandAmimalGenomeIX.

391,2001.1.13-17.

3.MiyaoA.,K.Murata,K.Tanaka,K.Onosato,Y.

Yamashita,H.Hirochika:Profileofretrotransposon

Tos17insertionsinricegenomesequence.Plantand

AnimalGenomeIX.392,2001.1.13-17.

4.Hirochika,H.,A.Miyao,M.Yamazaki,S.Takeda,

K.Abe,R.Hirochika,G.K.Agrawal,T.Watanabe,T.

Sasaki,K.Murata,K.Tanaka,K.Onosato,Y.
Yamashita,N.Kojima:UseofTos17forfunctional

analysisofricegenes.Abstractsofricegenome

workshop.7,2(氾1.2.7-9.

5.Yamazaki,M.,G.K.AgrawalandH.Hirochika:

Characterisationofanovelricestripedwarfmutant

showhgalterdresponsetobrassinosteroid.Abstracts

of17thInternationalConferenceonPlantGrowth

Substances.159,2001.7.1-6.

6.Agrawal,G.K.,M.Yamazaki,M.Kobayashi,R.

Hirochika,A.MiyaoandH.Hirochika:ATos17-based

forwardgeneticapproachtounderstandABA

biosynthesis/regulationinrice.17thlnternational

ConferenceonPlantGrowthSubstances.161,2001.7.

1-6.

7.Hirochika,H.,A.Miyao,M.Yamazaki,S.Takeda,

K.Abe,R.Hirochika,G.K.Agrawal,T.Watanabe,T.

Sasaki,H.Sawaki,K.Tanaka,K.Onosato,Y.

Yamashita,N.Kojima:Functionalanalysisofrice

genesusingtheendogenousretrotransposonTos17.

NIAS-COE/BRAINJointInternationalSymposium:

Genomicapproachestofunctionalanalysisofplant

genes.9-10,2001.ll.21-22.

8.藤田直子,宮尾安重雄,康近津彦,中村保典 :ノッ

クアウトイネ,スターチシンターゼ1型変異体の性質

日本応用糖質科学会講演要旨集.68,2001.9.13-15.

9.宮尾安重雄,田中克幸,浮木弘道,小野里桂,山下

優美子,虞近洋彦 :イネミュ-タントパネルの作出と遺

伝子破壊領域の解析.24回日本分子生物学会年会.3-54,

2001.12.9-12.

10.田中克幸,宮尾安重雄,村田和優,小島直子,やま

した優美子,佐々木卓治,虞近洋彦 :イネレトロトラン

スポゾン Tos17によってセルロース合成酵素(CesA)逮

伝子が破壊されたカマイラズ変異体の解析.第24回日本

分子生物学会年会.3-55,2001.12.9-12.

ll.阿部清美,武田 真,浮木弘道,宮尾安重雄,虞近

洋彦 :レトロトランスポゾンTos17の挿入によって誘発

されたイネcurlyroot変異体の解析.第24回日本分子生

物学会年会.3-56,2001.12.9-12.

12.武田 真,阿部清美,小島直子,矢野昌裕,宮尾安

重雄,虞近洋彦 :ミュータントパネルを利用した,塩ス
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トレス耐性に関わる新規イネ遺伝子の単離同定と解析.

第24回日本分子生物学会年会.3-57,2001.12.9-12.

13.阿部清美,武田 真,村田和優,宮尾安重雄,虞近

洋彦 :イネレトロトランスポゾンTos17の挿入によって

得られたクロマチン重合因子機能欠損変異体の解析.第

24回日本分子生物学会年会.3-58,2001.12.9-12.

14.渡辺恒暁,阿部清美,若狭 暁,杉本和彦,鹿近 玲,

小島直子,宮尾安重雄,虞近洋彦 :レトロトランスポゾ

ンTos17による遺伝子破壊を利用したイネMAPキナー

ゼOSMPK2の機能解析.第24回日本分子生物学会年会.

3-59,2001.12.9-12.

15.小野里桂,宮尾安重雄,田中克幸,村田和倭,浮木

弘道,佐々木卓治,虞近洋彦 :イネレトロトランスポゾ

ンTos17の挿入により生じた病斑葉変異体の解析.第24

回日本分子生物学会年会.3-60,2001.12.9-12.

16.ShinTakeda,GaneshKumarAgrawal,Hiroyuki

Hkano,AkioMiyao,HirohikoHirochika:Syatematic

analysisofcausesofsomaclonalvariationinrice.

第24回日本分子生物学会年会.3-61,2001.12.9-12.

17.杉本和彦,宮尾安重雄,鹿近洋彦 :レトロトランス

ポゾンTos17による遺伝子破壊を利用したイネWRK及

びYMYBの機能解析.第24回日本分子生物学会年会.

3-62,2001.12.9-12.

18.野々村賢一,三好一丸,永日 責,宮尾安重雄,虞

近洋彦,倉田のり:イネの生殖細胞の分化に関与する受

容体セリン/スレオニンキナーゼ.第24回日本分子生物

学会年会.3-615,2001.12.9-12.

(1)マウス初期発生におけるⅩ染色体不活性化の制御 :

高木信夫

晴乳類では雌雄間に生じるⅩ連鎖遺伝子量の差を補正

するため,雌の細胞では2本のⅩ染色体の一方を不活性

化する.従来の研究から,マウスの発生初期に発達する

肱体外組織では,父由来の染色体(Ⅹp)が優先的に不活性

化することが明らかにされている.栄養芽細胞では刷り

込みにより父由来Xistのみが転写され,従ってⅩpのみ

が不活性化する.一方,Ⅹpを2本持つ雄核発生肱では,

艦体組織のみならず腫体外組織でも,2本のⅩpの一方が

ランダムに不活性化していることが明らかになった.本

年は,発生初期におけ卑Ⅹ染色体不活性化の制御を更に

詳しく解析するために,In(Ⅹ)lHヘテロ雌より高頻度で得

られるⅩpO肱を用い,Xist遺伝子の安定発現を指標とし

て検討を行った.卵割期には全ての細胞で安定型のXist

RNAが発現し,FISHで大きなシグナルとして検出され

た.しかし,旋盤胞期までにはペイントシグナル陽性細

胞は30%に激減し,その後も減少の一途をたどったが,

不活性Ⅹは出現しない.これらの事実と従来の報告から,

父由来Xistは卵割期には無条件で発現し始めることが分

かる.その後のイベントは以下の通りに起きると考えら
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れる.先ず,Ⅹ染色体数のカウンティングがあり,1本な

らばⅩistの発現は停止して不活性化は起きない.2本で

あれば発現が継続して,しかもTEでは細胞分化が起きる

ので,ⅩmXp肱ではXisiの発現は不可逆的となり,Ⅹp

がそのまま不活性化するが,全能性を維持しているICM

では発現が停止する.この間にⅩpとⅩmは同等となり,

ICMではランダムな不活性化が起きると推定される.XpXp

膝ではTEの分化前にどちらか一方のXisiが発現を停止

させるイベントがなければならない.

(負)T(Ⅹ;16)16H転座マウスを利用したⅩ染色体不活性化

関連遺伝子の検索 :伊藤充輝,高木信夫

Searle転座 (T16H)はⅩ染色体と16番染色体が部分

的に入れ替わった相互転座で,ヘテロ接合雌では父親由

来の正常Ⅹ染色体のみが不活性化されている.初期肱で

も正常Ⅹ染色体が不活性化された細胞が圧倒的に多く,

選択的に正常染色体が不活性化されている可能性が示唆

されている.不活性化の偏りは,ランダムな不活性化に

必要な遺伝子の転座による切断や位置効果などのため生

じる可能性があるので,当研究ではT16H染色体転座点

をクローニングし,転座点近傍の遺伝子の単離 ･同定す

ることを目的とした.

これまでのところ,転座点はⅩ染色体上のとPolal間

の約4cMの領域に存在すると報告されている.そこで我々

は転座点のより詳細なマッピングを試みた.連鎖解析か

らより転座点に近いと考えられたPolalを含むYACを

入手し,このYAC中に転座点が存在するか否かの確認を

行ったが,この中に転座点は確認できなかった.次にBAC

ライブラリーのスクリーニングを行い,G6PdxとPola1

両遺伝子座間に存在する簸つかのDNAマーカーを含む

BACクローンを単離した.これらのクローンをプローブ

としてFISHを行ったところ,転座点は遺伝子座M-02832

とM-00766間に存在していることが確認できた.現在,

遺伝子座M-02832とM-00766をそれぞれ含むYACクロー

ンを入手し,これらのYAC中に転座点が含まれているか

否か解析を行っている.同時に,遺伝子座M-02832,M-00766

を含む転座点近傍の完全な物理地図の作製を試みている.

研究美繊

(1)原著論文

1.Matsui,J.,Goto,Y.andTakagi,N.:ControlofXisi

expressionforimprintedandrandomXchromosome

inactivation.Hum.Mol.Genet.10,139311401,2001.

2.Takagi,N.:Therole■ofXchromosomeinactivation

inthemanifestationofRettsyndrome.Bym'nDevelop.

23SubPl.1,182-185,2001.

(2)発表講演

1.Takagi,N.,Goto,Y.,Okamoto,Ⅰ.andMatsui,∫.:



ControlofXistexpressionpriortoimprintedand
random Xchromosomeinactivationinmice.14th

InternationalChromosomeConference,Wurzburg,

September2001.

2.水野博道,岡本郁弘,高木信夫 :マウス初期発生に

及ぼす 11番染色体の遺伝子量効果,日本遺伝学会第 73回

大会,東京,9月.

3.Takagi,N.and Farivar,S.:Ⅹ chromosome

inactivation and reactivation in mouse cells.

InternationalSymposium on Developmentand

EpigeneticsofMammalianGerm CellsandPluripotent

StemCells,Kyoto,November2001.

Goldschmidt文庫

国立遺伝学研究所は1949年に設立されたが,遺伝研設立基盤の一つとなる図書･雑誌資源の確立に重要な貢献をしたの

がGoldschmidt文庫である.RichardB.Goldschmidt(1878-1958)はドイツの遺伝学者で,生理遺伝学 (現在の言葉で

言うと発生遺伝学)を起こしたことで有名である.日本に知己が多く,マイマイガの性決定の研究のため1914年に来日し

たのを始め,1924-26年には東京大学講師として滞在し,多くの日本人研究者を指導した.Goldschmidtは1936年に渡

米し,California大学Berkeley校の教授となったが,1948年同校を退官するにあたり,当時創立の緒にあった遺伝研が世

界に援助を求めていたのを知り,自らの論文別刷りコレクションを遺伝研に提供することを申し出た.数ヶ月にわたる交

渉の結果,当時のお金で$15,000(*)で遺伝研に売却することで合意がなされた.1951年にはその第1弾として単行本

641冊,雑誌301冊,論文別刷り5万部が遺伝研に到着した.1950年に遺伝研が購入した図書の総数が129冊 (すべて和

書,総額47,530円)であるから,Goldschmidt文庫が知的基板の充実にいかに役立ったかがよくわかる.文庫のうち,論

文別刷りは厚紙の箱に著者別に整理されており,いまでもMorgan,Spemann,Maclintockなどの重要な論文を見ること

ができる.静岡県はこの文庫の価値を高く評価し,､その書庫として供するため,この年鉄筋コンクリー ト2階建の建物 (電

子顕微鏡,Ⅹ線両実験室を含む)を遺伝研に寄贈した (1952年7月完成).
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蔵書提供に関するGoldschmidtと小熊梓所長と

の往復書簡が残されている.日本側からの値引き

交渉に対し,Goldchmidtが ｢このコレクション

の価値を内容ではなく量で判断しようとしている

のは文部省の役人 (Kanryo!)だろう.この別刷

りコレクションの譲渡はボタンや靴ひもの売買と

は違う.｣と反論するなど,なかなかのやり手で

ある.

(*)$1-¥360で計算すると540万円.ちな

みに,1951年の遺伝研総予算額は,2,098万円で

ある.

写真:Goldschmidt博士から小熊梓所長に宛てられた手紙
(1950年10月7日付け)の一部.
Yourletterisathand.Iamsorrytoseethatyouthink
thatthevalueofmyco"ectionisdirectlypropotional
tothenumberoftheitems,andnottoitsqualityand
uniquecompositionwhichactuallyarethedecisive
points.Butlsupposethatthisisnotyourideabutthat
oftheburocratsintheministryofeducation(KanryoJ).
lamsorrythatImentionedanumberasitisnotlike
seLlingbuttonsorshoelaces.lthinkthat20papers
ofBoveriorMorganorCorrensetc.areworthmore
than200byJohnDoeandthevalueofthecolection
consistsincontainingalmosttheentireoutputof
numerousmenlikethose.Maybeyouexplainthis
tothemenintheministry.

注:JohnDoeというのはアメリカ人の典型的な名前
の例.特定の科学者を指すのではない.
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F.系統生物研究センター

系統生物研究センターは,動植物 ･微生物の遺伝実験

生物系続に基づいたユニークで活発な研究を展開してい

る.また,国内における中核機閑の一つとして遺伝資源

である実験生物系統の開発 ･保存分譲事業を進めている

のも本センターの特色の一つである.平成13年における

各研究室を構成する教官名は次のようになっている.棉

乳動物遺伝研究室 (城石俊彦教授,小出 剛助手),発生

工学研究室 (相賀裕美子教授,小久保博樹助手),植物遺

伝研究室 (倉田のり助教授,伊藤幸博助手,実験圃場所

属の野々村賢一助手),原核生物遺伝研究室 (西村昭子助

教授),無脊椎動物遺伝研究室 (林 茂生教授,後藤 聡

助手).

F-a.晴乳動物遺伝研究室

この研究室では,標準的な実験用マウス系統に加えて,

野生マウス自然集団から生物機能に関する特色ある遺伝

子資源を導入して新しい実験用マウス系統を開発し,そ

れらを用いて ｢形態形成機構の遺伝学的研究｣,｢マウス

行動遺伝学｣について独自の研究を展開した.これらの

研究では,いずれも野生マウス由来の遺伝子の特性が有

効に利用され,さらにゲノム解析的手法が活用された.

前年度に引き続き,石島浮子と田村勝が,日本学術振

興会特別研究員として研究に参加した.また,牧野茂と

嵯峨井知子が,遺伝学普及会研究員として参加した.昨

年に引き続き総合大学院大学遺伝学専攻としての教育 ･

研究活動も進められ,岡彩子が大学院に在籍し,矢田有

加里 (お茶の水女子大学人間文化研究科人間環境科学専

攻)と古瀬民生 (東京農工大学大学院連合農学研究科生

物工学専攻)が特別研究生として研究に参加した.本研

究室の本年度の共同研究には,米川博通(東京都臨床研),

宮下信泉 (香川医大),若菜茂晴 ･桝屋啓志(理研GSC),

朝田芳信 ･清水邦彦 (日本大学松戸歯学部)らが参加し

た.

マウス系統の維持分譲事業は,｢系統保存事業費｣によ

り運営した.平成13年12月現在,88系統のマウスを系

統生物センターの附属マウス飼育棟,第1ネズミ飼育舎

において維持 ･保存している.これらの系統については,

実験動物中央研究所モニタリングセンターに依頼して,

60 系統生物研究センター

定期的に遺伝学的および微生物学的モニタリングを行っ

ている.また,｢系統保存事業費｣の委託事業として,桜

井皇子と山本博美が㈱JACから派遣され,主にマウス受

精卵及び配偶子 (精子)の凍結保存を担当した.上記の

維持系統は,国内外の大学 ･研究機関からの依頼に対応

して分譲供与を行った.

(1)軸前側多指症を示すマウス突然変異体Ⅹ一linked

polydactyly(Xpl)の解析 :矢田有加里1,桝屋啓志2,敬
野 茂,城石俊彦 (1お茶の水女子大 ･人間文化研究科,

2理研ゲノム科学総合研究センター)

マウスの四肢前後軸形成には,肢芽の中肱菓後端部に

位置するZPAが位置情報源として働き,その本体は,Sonic

Hedgehog(SHH)であると考えられている.X-linked

polydactyly(XPl)は,優性のマウス突然変異体で,後肢

にのみ軸前側多指症を示す.XPlの多指症発症の機構につ

いて明らかにするため,insituhybridization法により

四肢軸形成に関与する遺伝子の発現解析を行ったところ,

胎生11.5日のXPl肱において,肢芽後端部での正常なShh
の発現に加えて,肢芽前側での異所的なShhの発現が観

察された.さらに,この異所的Shhは,正常なShhと同

様のシグナル伝達活性を持つことも分かった.そこで,

Xpl肢芽において異所的なShhが誘導される原因を明ら

かにするため,Shh発現異常が見られない胎生10.5日の

Xpl肱での遺伝子発現の解析を行った.その結果,Shh上

流遺伝子の発現は正常であったが,下流遺伝子であるGlil

が肢芽前側で異所的に発現していることが明らかとなっ

た.これまで,Glilの発現はShhにより誘導されると考

えられていたが,本研究の結果は,Glilの発現誘導にShh

非依存的なシグナル伝達系が関与していることを強く示

唆していた.このことから,正常発生において,Xpl原因

遺伝子がShh非依存的なシグナル伝達系を介してGlilの

発現を抑制する働きを持つと考えられた.

さらに,ポジショナルクローニングによるXpl原因遺

伝子の単離を目的として遺伝子マッピングを行い,XPl遺

伝子をⅩ染色体上の約67cMの位置にマップした.この

領域と相同なヒトの染色体上には,手足の骨格異常を示

す遺伝的疾患であるOFDlがマップされていたため,こ

れまで,XPlはOFDlのマウスモデルであると考えられ

てきた.しかし,近年同定されたOFDl原因遺伝子のマ

ウスホモログ,cXorf5のマッピングを行った結果,cXorf5

がXPl領域外に位置することがわかり,cXorf5がXPlの

原因遺伝子ではない可能性が示唆された.また,XPlと相

同なヒトの染色体領域のゲノムシークエンスデータベー

スの解析を行った結果,この領域に体軸形成に関与する

と思われる既知の遺伝子が複数存在していることが分かっ

た.これらのマウスホモログについてもマッピングを行

い,いくつかの遺伝子がXPl領域内に存在することが明
らかになった.このうち,レチノイン酸によって転写が



活性化される機能未知の遺伝子RAZ2については,仝コー

ディング領域のシークエンスを行ったが,Xplでの変異は
兄いだされなかった.さらに,Xbl領域内に存在する新規

遺伝子の探索を行うため,cDNAセレクション法による

マウス肢芽cDNAライブラリーのスクリーニングを行っ

ている.

(2)軸前側多指症マウスHemimelicextratoes㈲ の

変異遺伝子の解析 :嵯峨井知子,桝屋啓志1,清水邦彦2,

矢田由加里3,牧野 茂,田村 勝,城石俊彦 (1理研ゲノ

ム科学総合センター, 2日大歯学部, 3お茶の水女子大)

助 マウスの変異遺伝子の解析を引き続いて行っている.

前年度,Hxマウスは候補遺伝子であるLmbrlのイント

ロン内でヒトと高い相同性をもつ領域に1塩基の置換を

含むことを報告した.LmbrlについてはヒトではLmbrl

のホモログC7orf2のエクソンを含む4-5kbの欠損が四肢

の末端部の形成不全を引き起こすことが報告されている.

この結果からLmbrl遺伝子が四肢の形成に関与している

可能性が強く示唆される.しかし,HxマウスではLmbrl

の翻訳領域に塩基置換は発見されないことから,イント

ロン内の調節因子の変異がHxの軸前側多指を引きおこし

た可能性が考えられる.そこで肢芽のRNAを用いたノザ

ンブロッティングおよび定量PCR解析を行った.この結

果,Lmbrlの発現レベルの明確な異常は検出されず,Lmbrl

がHxの直接の原因遺伝子である証拠は得られなかった.

一方,Hxには,もう一つ候補遺伝子としてLmbrlの

約 1Mbセン トロメア側にマップされているsonic

hedgehog(shh)遺伝子があげられている.この隣接した

位置関係に加え,数種の軸前側多指マウス同様,助 が肢

芽の軸前側にshhを異所的に発現することから,翻訳領

域から遠く離れたshhのシス因子の変異によってHxの

表現型が生じた可能性が考えられる.これを確かめるた

め,現在,Hxマウスをshhのノックアウトマウス (Shh

KO変異マウス)と交配し,ShhKO変異とHx変異を同

一染色体上でシスの位置に持つ二重変異マウス系統の作

製を計画した.もし,HxがShhのシス因子の変異である

ならば,この二重変異の-テロ個体では,助 の表現型を

示さないことが予想される.具体的には,shhとLmbrl

遺伝子間の約1Mb内での組換え体の作製を試みている.

Hx変異で検出されたLmbrlイントロン内の塩基置換

の生物学的意義については,いまのところ直接の機能に

結びつく結果は得られていない.しかし,間接的ではあ

るがこのイントロン周辺の構造が何らかの機能をもつこ

とを示唆する結果を得ている.一つは,合成ヌクレオタ

イ ドを用いたゲルシフト法を行った結果,助 と同じ-塩

基置換をもつヌクレオチドは野生型と比較して異なる核

内蛋白との結合性を示すとみられるバンドシフトを示し

た.また,この変異が検出された領域はイントロンであ

りながらヒトと非常に高い相同性を示すが,助 の変異部

位を含む数100bpの高い相同性 (85-90%)は晴乳動物に

限らず,四肢に指をもつは虫類 (スッポン,かな-び),

両生類 (イモリ,カエル)にも及ぶことがわかった.こ

の保存性と四肢末端部の形態形成が直接結びつくか否か

は明らかではないが,この高い進化的保存性は,この領

域の重要性を示していると考え,四肢に指を持つか否か

を指標に保存性の限界がどの種にあるのかについても調

べている.

(3)軸前側多指症を示す突然変異マウスmesenchymal

dysplasia(mes)の解析 :牧野 茂,矢田有加里,石島浮

子,桝屋啓志1,城石俊彦 (1理研 ･GSC)

mesenchymaldysplasia(mes)は,さまざまな中肱葉

由来の組織に異常を示す劣性マウス突然変異である.原

因遺伝子を探索するため戻し交配個体を用いた連鎖解析

を行った結果,mesは,分泌性シグナルタンパク質Shh

の受容体をコードするpatched(plc)遺伝子と遺伝学的に

分離されないことが分かった.そこで,mesマウスにお

けるptc遺伝子の塩基配列を調べたところ,♪tc遺伝子内
に32bpの欠失が存在することを明らかにした.この突然

変異により,PtcmesはC末端側細胞内ドメインのほとんど

を欠いた機能欠損型のタンパク質であることが示唆され

た.♪tcのノックアウトアリルとmesアリルの両方を持つ
コンパウンド-テロ個体(pic~/♪icmes)は,重度の軸前側多

指症を起こしたため,ptc'/btcm戯旺肢芽におけるShhとFdi
Gliの発現を調べた.その結果,これらの遺伝子は,肢芽

前端部に異所的に発現していることが明らかとなった.

また,ptc~/ptcマウスは,神経管の背腹軸形成に大きな異

常を起こすことが分かっている.一方,♪tc-/ptcmes肱で神
経管の背腹軸形成を調べたところ,複数のマーカー遺伝

子の発現に大きな異常は見られなかった.これらの結果

より,Shhシグナル伝達系は,PtcのC末端細胞内ドメ

インを必要とする肢芽前後軸形成を調節する系と,その

ドメインを必要としない神経管背腹軸形成を調節する二

つの系が存在する可能性が示唆された.

(4)Ⅹ染色体マウスコンソミック系統におけるオスの生

殖能力低下に関する研究 :岡 彩子,三田莫彦,水晶洋

一,桜井宣子,山本博美,高野敏行1,高木信夫2,年森清

隆3,城石俊彦 (1集団遺伝研究部門,2北海道大学, 3宮崎

医科大学)

現在,本研究室において,21種類の全染色体のうち1

本の染色体のみが異なるマウス系統の由来を持ち,その

他の遺伝的背景が共通のマウス系統由来であるコンソミッ

ク系統を作製している.コンソミック系統を作製する際

には,供与系統と受容系統間の遺伝的多型性が可能な限

り大きいことが望ましいため,受容系統としては近交系

マウスC57BL/6Jを,供与系統としてはマウス別亜種に

属する日本産野生マウス (モロシヌス亜種)由来の近交
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系であるMSM系統を使用している.コンソミック系統

の作製は,供与系統に受容系統を繰り返し戻し交配する

ことにより行っている.本研究室では,21種類の染色体

すべてについてのコンソミック系統を作製中であるが,

その過程でⅩ染色体のコンソミック系統の雄マウスにお

いて世代を重ねるごとに生殖能力の減少が認められた.

この雄マウスと交配した雌の卵管から卵を回収したが,

それらはすべて1細胞期で発生が停止していたため,隻

精が起こっていないか,もしくは第一卵割以前の発生段

階に何らかの障害があると考えられた.この雄マウスの

精子頭部には形態異常があり,精子の運動性は著しく低

かった.現在,頭部の形態異常によって受精が制約され

るのかについて解析している.また,このⅩ染色体コン

ソミック系統の精子形態異常は,供与系統由来のⅩ染色

体上のあ､る特定の領域 (遮伝子)と受容系統由来の常染

色体もしくはY染色体上の領域 (遮伝子)がうまく協調

して働かないことにより発生すると考え,この二つの領

域のマッピングを行っている.このうち,Ⅹ染色体側に

存在する原因遺伝子をQTL解析法により同染色体上の3

箇所に限局することができた.

(5)マウス1細胞期肱移植による蘇生効率の改善 :横井

宣子1,山本博美1,小出 剛,城石俊彦(1株式会社ジェ一 ･

エー ･シー)

動物実験施設間でのマウスの授受を行う際に,病原微

生物を持ち込む危険を避けるため,生殖工学技術を用い

た2細胞期肱の移植を行うことが近年一般化してきてい

る.晴乳動物遺伝研究室でも,数年前より腫移植操作を

用いた施設間のマウス授受やマウス肱の凍結保存を行っ

てきたが,系統によっては何らかの原因により蘇生効率

が著しく低いか,または不可能な系統があった.これら

の重度に腫移植効率の低いマウス系統について,通常,

体外受精翌日の2細胞期膝を偽妊娠雌に卵管移植すると

ころを,体外受精当日の1細胞肱を偽妊娠雌に卵管移植

することで,膝が受容雌の卵管内に滞在する時間をより

長くして肱移植効率が改善されるか否かを検討した.動

物は当研究所の系統生物研究センターで繁殖,維持して

いる野生由来マウス系統の中で,腫移植による蘇生がこ

れまで不可能であったCHD/Msを用いた.雌マウスは

PMSGおよびhCGで過排卵処理し,採卵後体外受精を

行った.体外受精3時間及び6時間後に,形態を観察し,

正常と判定した肱を偽妊娠雌に卵管移植した.分娩時に

は必要であれば帝王切開を行った.離乳した産仔に対し

てマイクロサテライトマーカーを指榛にして遺伝モニタ

リングを行った.その結果,これまで蘇生が不可能であっ

たCHD/Ms系統において,受精後1細胞期に膝を移植

することで受容雌は妊娠し,産仔を得ることが出来た.

現在,榛準的実験用マウス系統や他の系統について,こ

の方法の有用性を検討中である.
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(6)QTL解析法を用いた自発運動性に関わる遺伝子の探

索 :小出 剛,古瀬民生,高野敏行1,城石俊彦 (1国立遺

伝学研究所 ･集団遺伝研究部門)

遺伝的に異なった動物が示す多様な行動パターンを制

御する遺伝的プログラミングを解明し,行動がどのよう

な遺伝的変化により進化するか明らかにするために,行

動遺伝学を進めてきた.これまでに,野生由来の12系統

と一般的実験用系統3系統(MishimaBatteryofMouse

Strains)を用いて様々な行動テストを行い,各マウス系統

の行動パターンの解析を進めてきた.その結果,野生由

来のマウス系統を用いることで実験用系統よりも容易に

行動形質の差を見出すことができた.このような行動形

質の違いをもたらす遺伝子を明らかにするために,現在

遺伝学的解析を進めている.今回は飼育ケージ内での運

動量を示す自発運動性について遺伝的交配を行い遺伝子

座の同定を行った結果を報告する.

野生マウス由来のKJR系統は高活動性であるのに対し,

BLG2系統は低活動性を示す.この2つの系統を交配して

得られたFl雑種は高活動性であることから,高い活動性

は優性に遺伝することが予想された.このようなKJR系

統の高活動性に関わる遺伝子座を解明する目的で,戻し

交配によるN2個体群を用いたQTL解析を行った.その

結果,KJR系統の高い自発運動性に関わる遺伝子は染色

体の3番遠位部位に存在することが示され,Locolと呼ぶ

ことにした.更にこのLocolと相互作用する遺伝子座を

明らかにするために,N2個体群の中からKJR由来のLocol

遺伝子座を持つ個体を選抜し,更にQTL解析を行った.

その結果,第17番染色体にLocolと相互作用する遺伝子

座が新たに兄いだされ,Loc02と名付けた.このように,

KJR系統のマウスが示す高い活動性は,LocolとLoc02

に存在する遺伝子が働く事により生じることが示された.

現在は,これらの領域に存在する候補遺伝子の探索及び

解析を進めている.

(7)野生由来マウス系統群(MishimaBatteryofMouse

Strains)における辛味及び痛覚感受性に関する遺伝的解析 :

古瀬民生1,矢ケ崎一三㌧森脇和郎2,DavidA.Blizard3,

城石俊彦,小出 剛 (1東京農工大, 2総研大, 3The

PennsylvaniaStateUniversity)

野生由来マウス系統群(MishimaBatteryofMouse

Strains)において,トウガラシ由来辛味物質カブサイシン

に対する感受性に多様性が見られたことに関しては,昨

年度年報において既に報告した通りである.我々は,こ

れらの系統の中でも特に辛味感受性の低いKJR系統と感

受性の高いC57BL/6系統の交配実験を行い,Fl個体,

F2個体を作出して関連遺伝子の単離を目指した遺伝解析

を行っている.さらに,辛味物質(Capsaicin)に対する受

容体であるVanilloidReceptor-1は,マウスにおいては

侵害性の熱および痛覚刺激の伝達に必須であることが知



らており,辛味と熱感覚,痛覚が共通の伝達経路を持つ

と考えられている.また,代表的な熟痛覚試験の一つで

ある52℃hotplatetestにおいてもKJR系統とC57BL/

6系統は同様の傾向を示した.そこで我々は,辛味感受性

試験と同時に52℃hotplatetestをFl個体,F2個体に

対して行った.その結果,Fl個体は辛味感受性試験では

KJRと同様な傾向を示したのに対しhotplatetestでは

逆にC57BL/6と近似な値となった.さらに,F2個体94

個体に対して同様の試験を行い表現型の分布に関して検

討を行ったところ,辛味感受性とhotplatetestのいずれ

においても正規分布とはならず,これらの表現型に関わ

る主要な遺伝子座が,それぞれ少数であると考えられた.

以上の結果より,カブサイシンと熟に対する感受性は同

一のレセプターを持ち,親系統では類似した感受性を示

しながら,これらの表現型が別々の遺伝的因子によって

支配されている可能性が示唆された.現在,F2個体群を

用いて辛味感受性試験と共にhotplatetestを行った後,

多型解析を行い関連遺伝子座のマッピングを進めている.

研究菓練
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(2)その他
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Eppig,JリFletcherC.,Frankel,W.N.,Ganten,D.,
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Rinchik,E.,Rossant,J.,Russell,L.,Schimenti,J.,

Shiroishi,T.,Skarnes,W.,Soriano,P.,Stanford,W.,

Takahashi,JリWurst,W.andZimmer,A.:Functional

AmotationofMouseGenomeSequences.Science,291,

125ト1255,2001.

2.城石俊彦 :大規模マウスミュータジェネシスによる

ゲノム機能解析,中山書店,榊 佳之/小原雄治編集 ｢ゲ

ノムから個体-｣生命システムの理解に向けて,57-68,2001.

3.城石俊彦 :マウス遺伝学の挑戦-ヒトの疾患解析と遺

伝子相互作用解析のための新しい実験用マウス系統-,BIO

Clinica16,46-51,2001.

4.城石俊彦 :化学変異原ENUによる大規模なマウス突

然変異体の開発,蛋白質 ･核酸 ･酵素,46,2613-2618,2001.

5.桝屋啓志,城石俊彦 :ENU ミュータジェネシスによ

るマウス突然変異体の開発,医学の歩み,特集 ｢発生学

から再生医療- ｣199,823-828,2001.

(3)発表講演

1.城石俊彦 :マウスミュータジェネシスによる遺伝子

機能解析,平成12年度特定B公開シンポジウム｢メダカ

に学ぶ脊椎動物ゲノム再編の分子基盤｣,東京,2001年1

月.

2.古瀬民生,三浦 豊,矢ケ崎一三,城石俊彦,小出

剛 :マウスの辛味噂好性に関する遺伝的解析,日本農

芸化学会2001年度大会,京都,2001年3月.

3.小出 剛,古瀬民生,森脇和郎,城石俊彦 :受動的

回避学習能力に関わる遺伝子の単離に向けた行動遺伝学

的研究,第48回日本実験動物学会総会,横浜,2001年5

月.

4.桜井宣子,水晶洋一,陣内寅任,中潟直巳,小出 剛,

城石俊彦 :野生由来マウス2細胞期肱の簡易ガラス化法

への応用,第73回日本遺伝学会,東京,2001年9月.

5.城石俊彦 :マウス突然変異体に基づいたゲノム機能

解析,遺伝研 ･理研GSC合同公開シンポジウム一生命シ

ステムの理解を目指して-,東京,2001年6月.

6.Shiroishi,T.:PhenotypingandGeneMappingin

theMutagenesisProgram in RIKEN GSC,A

WorkshopofldentificationofGenesunderlying

ENU-InducedPhenotypes,McLaughlinResearch

ResearchInstitute,GreatFalls,Montana,USA,July

13-15,2001.

7.Yada,Y.,Masuya,H.,Ishiwa,S.andShiroishi,T.:

Alterationofexpre.ssiondomainofFgfgenesina
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mousepreaxialpolydactylymutant,luxate(Lr).14th

lnternationalCongressofDEVELOPMENTAL

BIOLOGY,Kyoto,Japan,July2001.

8.Makino,S.,Yada,Y.,Masuya,H.andShiroishi,

T∴The,C-terminalcytoplasmicdomainofmouse

patched(♪ic)isindispensablefortheAIPaxis

formationofthelhbbuds.14thIntemationalCongress

ofDEVELOPMENTALBIOLOGY,Kyoto,Japan,July

2001.

9.SagaiT.,MasuyaH.,ShihizuK.,YadaY.,Tamura

M.,ShiroishiT.:Genomeanalysisofcriticalregionof

amousepreaxialpolydactylymutation,hemimelicextra

toes (助 ).15th InternationalMouse Genome

Conference,Edinburgh,UK,October2001.

10.矢田有加里,牧野 茂,桝屋啓志,石和貞男,城右

俊彦 :軸前側多指症を示すマウス突然変異体Ⅹ-linked

polydactyly(Xpl)の解析,第73回日本遺伝学会,東京,
2001年9月.

ll.小出 剛,古瀬民生,高野敏行,森脇和郎,城右俊

彦 :マウス自発運動性の行動遺伝学的解析,第73回日本

遺伝学会,東京,2001年9月.

12.古瀬民生,矢ケ崎一三,三浦 豊,森脇和郎,David

Blizard,城石俊彦,小出 剛 :野生由来マウス系統を用

いたマウスの辛味噌好性に関する行動遺伝学的解析,第

73回日本遺伝学会,東京,2001年9月.

13.枚野 茂,矢田有加里,桝屋啓志,城石俊彦 :マウ

ス四肢形態形成におけるpatchedのC末端ドメインの機

能解析,第73回日本遺伝学会,東京,2001年9月.

14.岡 彩子,三田具彦,水晶洋一,桜井宣子,山本博

美,年森清隆,高木信夫,城右俊彦 :マウスⅩ染色体コ

ンソミック系統におけるオスの生殖能力の低下に関する

研究,第73回日本遺伝学会,東京,2001年9月.

15.城石俊彦 :マウス突然変異体に基づいたゲノム機能

解析,第73回日本遺伝学会,フォーラム ｢ゲノム遺伝学

の新世紀｣,東京,2001年9月.

16.城石俊彦 :マウス突然変異体に基づいたゲノム機能

解析,日本動物遺伝育種学会特別講演,東京,2001年11

月6日.

17.Shiroishi,T.:Male-specificreproductionfailure

causedbyX-chromosomesubstitutionbetweentwo

mousesubspecies,SymposiumuonEvolutio且aryof

Biologyinthe21stCentury,Atami,Japan,November＼
4-6,2001.

18.Shiroishi,T.:Analysisofgenomefunctionbased

onalarge-scaleENUmousemutagenesis,General

MeetingoftheKoreanAssociationforlaboratory

animalsciencein2(氾1,Soeul,Korea,November23,2001.

19.Yada,Y.,Makho,S.,Ishiwa,S.andShiroishi,T.:

Geneticanalysisofamousemutant,Ⅹ-linked

64 輔乳動物遺伝研究室

polydactyly(Xpl).The15th′InternationalMouse

GenomeConference,Edinburgh,UK,October2001.

20.Oka,A.,Mita,A.,Mizushina,Y.,Takano,T.,

Toshimori,K.,Takagi,N.,Shiroishi,T.:Male-specific

reproductivefailurecausedbyX-chromosomal

substitutionbetweentwomousesubspecies.The15th

IntemationalMouseGenomeConference,Edinburgh,

UK,October2001.

21.Furuse,T.,Blizard,D.A,Moriwaki,K.,Miura,Y.,

Yagasai,K.,Shiroishi,T.,Koide,T.:Geneticanalysis

ofdiversityforcapsaicinconsumptionintheMishima

Batteryofmousestrains.15thInternationalMouse

GenomeConference,Edinburgh,UK,October2001.

22.Koide,T.,Furuse,T.,Takano,T.,Moriwaki,K.,

Shiroishi,T.:Aquantitativeanalysisofspontaneous

locomotoractivityinthewildderivedstrains.15仙

IntemationalMouseGenomeConference,Edinburgh,

UK,October2001.

23.小出 剛 :遺伝子と行動,第65回日本心理学会大会,

筑波,2001年11月.

24.古瀬民生,高野敏行,佐野裕美,小林和人,城石俊

彦,小出 剛 :マウス多様性に基づくQTL解析法を用い

た自発運動生に関わる遺伝子の探索,第24回日本分子生

物学会,横浜,2001年12月.

25.古瀬民生,矢ケ崎一三,三浦 豊,森脇和郎,D.A.

Blizard,城石俊彦,小出 剛 :野生由来マウス系統群

Mishimabatteryにおける辛味物質capsaicin感受性に

関する行動遺伝学的解析,第24回日本分子生物学会,樵

浜,2001年12月.

F-b.発生工学研究室

当研究室は,マウスの発生工学的手法を駆使して,発

生現象の解明を目指した遺伝学的解析を行っている.研

究室の構成としては教授 :相賀裕美子,助手 :小久保博

樹,技官 :木曽誠,総合研究大学院大学の大学院生 :笹

岡由美子の他クレスト特別研究員 :津田雅之,振興調整

費開放融合の研究員 :石川亜紀,振興調整費開放融合の

技術補佐員 :高橋幸希に加えて,パート聯員の協力のも

とで研究を行っている.また昨年度に引き続き国立医薬

品食品衛生研究所との共同研究を行っている.研究の遂

行にあたっては,日本学術振興会の基盤研究A:｢脊椎動

物の体節形成の分子機構に関する発生遺伝学的解析｣,特

定研究B ｢分子時計による分節性の成立機構｣に関して

補助金の交付を受けている.また科学技術庁 ･振興調整

費 ･開放融合 ｢オーガンリソースとしての中肱菓細胞と

器官形成クロックの研究｣の分担研究を,また科学技術
振興事業団の戦略的基礎研究推進事業 ｢生殖細胞形成の



分子メカニズム｣(研究代表者 ･筑波大 ･小林情)の分担

研究を行っている.

(1)発生工学的手法の改革と開発 :相賀裕美子,木曽 誠

我々の研究室では,共通した手法として,主に丘S細胞

を用いた相同組換を介したリバースジェネティクスを行っ

ている.近年,この手法を用いて,単に遺伝子をノック

アウトするだけでなく,ある遺伝子を特定の場所で,特

定の時間にノックアウトあるいは逆に発現させることも

可能になってきた.また遺伝子を自由に入れ替えること

も可能である.しかしそのためには,多くの発生工学的

手法の開発を行う必要がある.今年度は変異型loxを用い

て挿入型相同組換の効率化をはかろうと考えた.しかし

今回用いたシステムでは想定していた組換率は得られず

さらに他の変異型loxの導入や組換体選択の方法を開発す

る必要がある.

(2)体節形成における分節性確立の分子機構の解明 :棉

賀裕美子,小久保博樹,石川亜紀,高橋 雄,高木第也,

北林あや (国立医薬品食品衛生研究所 ･毒性部)

近年,脊椎動物の分節性の形成機構がショウジョウバ

エの分節と全く異なっていることが明らかになってきて

おり注目を集めている.我々は以前独自に単離した遺伝

子がコードする転写因子Mesp2が体節の分節化に非常に

重要な働きをすることを示してきた.Mesp2ノックアウ

トマウスでは体節の分節化が全くおこらず,脊椎骨の後

方化がおこる.この現象はMesp2がNotchシグナル系

を制御して,NotchリガンドであるDlllを抑制する結果

である.またその際にMes92の発現領域が1体節全体か

らその前方に片寄ることにより,体節の前後が形成され

ることも兄い出した.そこで,MesP2遺伝子の発現調節

領域を解析したところ,発現の誘導に必要なエレメント

と体節の後方で発現を抑制するために必要なエレメント

が存在することがわかった (原著論文1).前後極性確立

の分子機構に関しては,Notchシグナル遺伝子(Dlll,Dll3,

PS-1,lunaiicfringe,Hes7)ノックアウトマウスを導入し

て詳細な遺伝学的解析を進めている.また,Mes92の下

流の遺伝子を探索するため,野生型マウスとMesp2ノッ

クアウトマウスの体節間でサブトラクションライブラリー

を作成し,発現(Ⅰnsituhybridization)を指標としたスク

リーニングを行い,現在までに興味深い発現パターンを

しめす遺伝子候補を4-5個得ており,今後機能解析を

予定している.また体節形成に重要な働きをするNotch

シグナルの下流で働くと考えられている遺伝子Hesr-1,-2/3

の遺伝子ノックアウトマウスを作成したが,それぞれ単

独では全く異常をしめさないため,現在ダブル及びトリ

プルのノックアウトマウスの作成を試みている.

(3)初期中腫葉の形成機構 :相賀裕美子,北嶋 聴 (国

立医薬品食品衛生研究所 ･毒性部)

発生過程で最も重要なイベントのひとつが原腸陥入で

この結果形成された中腫葉がいろいろな組織,器官の形

態形成に関わってくる.我々はMesp2と同じファミリー

に属するが,その初期の発現が初期中腫葉に限局する遺

伝子Mesplが心臓,血管を形成する中腹葉に発現するこ

とを明らかにしてきた.MespJ遺伝子座にCrerecombinase
を導入したマウスを利用することにより,MesPlを発現

する細胞の細胞系譜を明らかにすることができる.心臓

に関して詳細な観察をおこなったところ心猿の一部にMespl

を発現しない細胞が存在することを明らかにした.その

一部は神経堤細胞由来と考えられるが,それ以外の細胞

が刺激伝導系を構成していると考えられる細胞集団に兄

いだされた.これらの細胞の起源は謎であるが,従来提

唱されていた心筋由来という説に異論を唱えるものであ

る.さらにMesPlを発現する細胞の細胞系譜としては血

管,肝臓や,筋肉の一部など多岐にわたるため,レポー

ターにGFPを発現するマウスを使用するなどしてその動

的な解析をおこなっていく予定である.またこのマウス

を利用していろいろな遺伝子を強制発現する事が可能に

なった.この系を利用して,心臓血管系の細胞系譜を決

定している現象に関する研究を行っていく予定である.

(4)生殖細胞の発生機構 :相賀裕美子,津田雅之,笹岡

由美子,原口精輝 (滋賀医科大学 ･微生物)

マウスの発生過程で始原生殖細胞は,アルカリフォス

フアタ-ゼ陽性の細胞として肱体外に形成される尿膜基

部に現れる.このような出現様式は,ショウジョウバエ

の生殖細胞との相同性を防備させる.そこで我々はショ

ウジョウバエ遺伝子の中でも特に生殖細胞の形成に重要

な働きをしていると考えられたNanos遺伝子ホモログを

単離した.最初に単離したマウスのNanos遺伝子は,ショ

ウジョウバエ遺伝子と同様のZincfingarモチーフを有し

ており,機能的な相同性を期待させるものであった.し

かしその発現は始原生殖細胞や生殖巣にはなく,未受精

卵や受精直後の肱以外に,神経系に非常に強い特異的な

発現を示した.さらにノックアウトマウスを作成して解

析しているが,今のところ異常は観察されていない.そ

こでさらに探索したところ,2つのNanos遺伝子ホモロ

グを単離した.これらの発現は発生過程の生殖巣に観察

されたため,生殖細胞の発生,分化に関与している可能

性が高い.現在,これらの遺伝子の機能を解析するため

にノックアウトマウスの作成を試みている.

研究業繊

(1)原著論文

1.Haraguchi,SリKitajima,S.,Takagi,A.,Taked年,

H.,Inoue,T,andSaga,Y.Transcriptionalregulation

ofMesplandMesP2genes:differentialusageof
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enhancersduringdevelopment.Mech.Dev.108,59-69,

2001.

2.Saga,Y.,Takeda,H∴Themakingofthesomite:

Moleculareventsinvertebratesegmentation.Nature

reviewsgenet.2,835-845,2001.

(2)その他

1.相賀裕美子.転写因子Mesplは心臓前駆細胞に発現

し,心臓形成に必頑な因子である.遺伝子医学,5(2),199-203,

2001.

2.相賀裕美子.Notchシグナルを介した体節の分節機

棉.医学のあゆみ,199(13),891-896,2001.

(3)発表講演

1.Saga,Y.:FunctionofMesp2,akeyplayerfor

somitesegmentation.14thInternationalcongressof

DevelopmentalBiology,Kyoto,July.

2.Kitajima,S.,Takagi,A.,Inoue,T.,Saga,Y.:Mespl

andMesp2arerequiredcell-autonomouslyforthe

cardiacprecursordevelopmentin mice.14th

internationalcongressofDevelopmentalBiology,

Kyoto,July.

3.Takahashi,Y.,Koizumi,K.,Takagi,A.,Kitajima,

S.,Inoue,T.,Koseki,H.,Saga,Y∴Dynamicchangein

MesP2expressionisessentialformodulatingNotch

signalingtotom rostro-caudalpolarityinsomites.14th

InternationalcongressofDevelopmentalBiology,

Kyoto,July.

4.Kitabayashi,A.,Takagi,A.,Kitajima,S.,Inoue,

T.,Takeda,H.,Saga,Y.:Analysisofknockdown-

phenotypeofMesp2:Somitegenesiswithoutnormal

rostro-caudalpolarity.14thInternationalcongressof

DevelopmentalBiology,Kyoto,July.

5.Takagi,A.,Kitajima,S.,Takahashi,Y.,Inoue,T,

Rawls,A.,Saga,Y.:SynergisticfunctionofMesp2

andParaxisonthevertebraldevelopment.14th

lnternationalcongressofDevelopmentalBiology,

Kyoto,July.

6.Saga,Y.:Moleculareventsleadingtothe

establishmentofrostro-caudalpolarityofasomite.

SegmentationMeeting,Nara,July.

7.Kitabayashi,A.,Takagi,A.,Kitajima,S"

Inoue,T.,Takeda,H.,Saga,Y∴Analysisof

knockdown-phenotypeofMesp2:Somitegenesis

withoutnormalrostro-caudalpolarity.Segmentation

Meeting,Nara,July.

8.Kokubo,H.,Johnson,R-L.:Functionalanalysisof

anewbHLHfamily,Hesr-1,-2,-3:potentialregulators

ofvertebratesomitogenesis.SegmentationMeeting,
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Nara,July.

9.Takagi,A.,Kitajima,S.,Takahashi,Y.,Inoue,T.,

Rawls,A"Saga,Y.:SynergisticfunctionofMesp2and

Paraxisonthevertebraldevelopment.Segmentation

Meeting,Nara,July.

10.Takahasi,Y.,Inoue,T.,Saga,Y∴Interactions

betweenDlllandMesp2areessentialformodulating

Notchsignalingtoestablishsegmentalpatternin

somitogenesis,SegmentationMeeting.Nara,July

ll.相賀裕美子 :心臓血管前駆細胞に発現する遺伝子

Mesplの機能解析,下垂体研究会第16回学術集会,名古

屋,8月.

12.北嶋 聴,高木鴬也,富田幸子,井上 達,相賀裕

美子 :転写因子Mesplの発現を指標とした心臓形成にお

ける細胞系譜の解析,第24回日本分子生物学会年会,樵

演,12月.

F-C.植物遺伝研究室

植物遺伝研究室は系統生物研究センター5研究室のひ

とつとして研究と事業を行っている.2001年も引き続き

｢イネ肱発生およびシュート分化過程における遺伝的プ

ログラムの解明｣｢イネ生殖細胞形成過程で機能する遺伝

子群の解析｣｢イネ細胞核の構築機構研究｣｢遺伝子分離

頻度の歪みをもたらす遺伝因子の解析｣の4課題につい

て分子細胞生物学および分子遺伝学的手法を用いた研究

を進めた.これらの課題の素材開発を図る目的で遺伝子

改変系統の作成と利用 ｢イネエンハンサー トラップ系統

の開発｣と ｢イネ遺伝子破壊系統の作成と検索｣にも研

究,事業の両面から取り組んだ.またイネ遺伝資源事業

として,全国レベルでのイネ遺伝資源小委員会の組織と

運営,および小委員会によるイネ遺伝資源データベース

`̀Oryzabase''のバージョンアップもはかった.従来より

おこなわれてきた野生イネ系統の増殖,形質調査,保存,

分譲を行いデータベース化にも着手した.

スタッフは,助教授 倉田のり,助手 伊藤幸博,実

験圃場助手 野々村賢一,実験圃場技官 永口 舌,ま

た生研機構博士研究員として三好一丸,鈴木 温が,学

術振興会ボス ドクとして守口和基が,遺伝学普及会研究

員 として春島嘉章が,総研大博士課程 2年の安柄玉

(Byoung-OhgAHN,韓国)と,10月からは総研大研究

生ThirumuruganThiruvengadam (イン ド)も加わり

研究の推進を計った.実験圃場技官 宮林登志江は野生

イネの増殖,分譲を専任で,遺伝学普及会研究員 井山

審也は `̀Oryzabase''の事業支援をおこなった.派遣研究

良,村山裕子,芹滞暁子,および研究補助員,妹尾治子,

鈴木和子,坂井里美,牧野智美,石井明美,佐藤千尋,

望月宏美,笹賀香苗,松下英子,朴 金珠が研究支援を,



佐伯園子,近藤恭子が事業支援を行った.

2001(平成13)年度の研究は,遺伝学研究所校費,総

研大校費および文部科学省系統保存事業費に加え,文部

科学省科学研究費助成金 ･基盤研究 (B)｢イネのエンハ

ンサートラップ系統の作出と変異体解析 (倉田)｣,およ

び生物系特定産業技術研究推進機構より新技術 ･新分野

創出のための基礎研究推進事業 ｢穀類細胞-の新たな遺

伝子導入法の開発 (野々村)｣,独立行政法人,農業生物

資源研究所より ｢遺伝子の分離ゆがみを引き起こす原因

遺伝子の単離と機能解析 (倉田,春島)｣｢不稔遺伝子群

の網羅的単離と不稔特性による機能分類(倉田,野々村)｣,

｢イネ細胞系譜マーカーによる発生分化シュミレーター

の開発 (倉田,伊藤,山崎)｣の支援を受けた.研究室と

して以下3件の遺伝研共同研究｢イネ5SrRNA遺伝子の

解析 :スペーサー領域の多様性の獲得機構に関する研究｣

(東京大学,大坪久子),｢イネの発生を制御する遺伝子

の遺伝学的分子生物学的解析｣(東京大学,平野博之),｢シ

ロイヌナズナの根における環境シグナル受容細胞とその

機能｣(東北大学,高橋秀幸)および共同研究集会 ｢イネ

を舞台とした発生,分化プログラム｣(代表 :名古屋大学,

北野英己),｢高等植物の生殖システムの分子遺伝学的解

析とポストゲノム戦略｣(東北大学,東谷篤志)を実施し

た.

以下に主要4課題について2001年の研究経過を紹介す

る.

1.イネ腔発生およびシュート分化過程における遺伝的プ

ログラムの解明

(1)イネ腫発生過程で発現するKNOXファミリーホメオ
ボックス遺伝子の発現制御 :伊藤幸博,丹羽康夫1,倉田

のり (1静岡県立大 ･食糧栄養科学部)

これまでにKNOXファミリーのクラス1に分類される

ホメオボックス遺伝子5つのcDNAとゲノムクローンを

単離し,その発現パターンと過剰発現の影響を調べた.

その結果,クラス1の遺伝子 (OSHl,OSH6,OSH15,

OSH71)はいずれもシュートメリステムの形成と形成さ

れたメリステムが未分化な状態を維持するのに働いてい

ると考えられた (原著論文2).イネの正常な発生にはこ

れらの遺伝子がシュートメリステム特異的に発現するこ

とが重要である.そこでOSHlの発現制御機構を調べた

結果,OSHlプロモーターはシュートメリステムだけで

はなく葉でも活性があること,cDNAを導入するとプロ

モーターの有無やcDNAの向きに関係なくOSHlが葉で

発現し,異所発現させた場合と同様な葉の形態異常が引

き起こされること,cDNAの導入により少なくとも内在

のOSHlが発現することがわかった.このことはOSHl

のプロモーター領域にはシュートメリステムと葉の両方

で発現させる活性があり,葉での発現を抑制するには他

の領域が必要なこと,OSHlが1コピー増えると葉での

発現を抑制できなくなることを示唆する.

今年度はcDNAの導入により引き起こされる葉の形態

異常が,内在のOSHl遺伝子が発現した結果であること

を確認する実験を行った.正常なタンパク質をコードで

きないようにcDNAにフレームシフト変異を導入し,そ

の変異cDNAをイネに導入したところ,野生型のcDNA

を導入した場合と同様に葉の形態異常が見られた.しか

し,異常の度合いは非常に弱かった.RTIPCRによりOSHl

の発現を調べたところ内在のOSHlと導入した変異OSHl

の両方が発現していることがわかった.以上の結果,OSHI

cDNAを導入すると内在のOSHlの発現が誘導され,秦

の形態異常が引き起こされること,OSHIcDNAには自

分自身の発現を誘導する活性があると考えられた.今後,

この奇妙な発現制御を説明するモデルを考案し,それを

検証する実験を行う予定である

(2)初期膝で発現するレセプター型プロテインキナーゼ

遺伝子の単離 :伊藤幸博,倉田のり

絶対的な細胞系譜がないと考えられる植物の発生では,

位置情報や近隣の細胞とのコミュニケーションが重要な

意味を持つ.そこで,そのようなシグナル伝達の重要な

担い手と考えられているレセプター型プロテインキナー

ゼ遺伝子の解析を行っている.

これまでにニンジン体細胞肱の1細胞期から発現する

SERBIsomaticembryogenesisreceptor-likekinase)逮

伝子のホモログを受精後3日肱cDNAライブラリーから

2種類単離し(ORKl,ORK6),さらにそのゲノムクロー

ンも単離した.ORKl,ORK6ともそのキナーゼ ドメイ

ンは植物のレセプター型プロテインキナーゼのキナーゼ

ドメインとよく似ており,その中でもシロイヌナズナの

CLAVATAl,ERECTAなどのシュートメリステムで機

能するキナーゼやニンジンのSERKと特に似ていた.

今年度はORK6に関しては過剰発現,アンチセンス導

入実験を行った.しかし,正常な発生過程では特に異常

は見られなかった.今後カルスからの再分化能を調べる

予定である.ORKlに関しては,全長のcDNAの単離を

試みた.その過程およびゲノム配列からORKlは非常に

特徴的な構造をしていることがわかった.通常,レセプ

ター型キナーゼにはC末端のキナーゼ ドメインの上流に

膜貫通領域があり,さらにその上流にレセプタードメイ

ンが見られる.しかし,ORKlではC末端のキナーゼ ド

メインの上流に膜貫通領域が見られるもののその上流に

は再びキナーゼ ドメインの一部が見られた.またORKl

にはalternativesplicingが見られ,膜貫通領域までコー

ドしC末端のキナーゼドメインをコードできないmRNA

とC末端のキナーゼ ドメインまでコードできる2種類の

mRNAが存在することがわかった.

またイネのゲノム配列の検索により,少なくともさら

に4つのよく似たレセプター型プロテインキナーゼ遺伝
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子 (ORK3,ORK4,ORK5,ORK7)が存在すること

がわかった.さらにORKl,ORK4,ORK7にはイネ内

在のレトロトランスポゾン挿入株が存在することがわかっ

た.これらの挿入変異株や過剰発現体の解析,遺伝子発

現のパターンなどからこれらの遺伝子の機能,特に再分

化能との関係を明らかにしていく予定である

(3)イネのHAP3サブユニット遺伝子群の解析 :倉田の

り,芹滞暁子,三好一丸,伊藤幸博

正常種子腫発生時における遺伝的プログラムと,培養

細胞であるカルスからの不定腫再生分化時におけるプロ

グラムの普偏性あるいは特異性を解析することを目的と

してこの課題を進めていノる.アラビドプシスLECl遺伝

子は,CAATT結合タンパクのサブユニットのひとつHAP3

であり,この遺伝子の過剰発現個体では,葉すなわち体

細胞から多数の不定膝を形成する.この遺伝子が不定膝

形成のキーファクターとして働く可能性にもとづき,イ

ネの不定肱形成における機能を解析するため,イネfW 3

ホモログのcDNAクローン複数を受精後3日膝のイネ

cDNAライブテリーより,類推可能なゲノムクローンを

現公開配列 (ゲノムの約60%)より検索し,計10個

OsHAP3-1-OsHAP3-10を単離した.これらの発現時

期,場所をRT-PCRにより検出した結果,OsHAP3-1-

OsHAP3-3の3クローンは,月も カルス,シュート,莱,

花などほぼ全ての組織で多量に発現していた.OsHAP3-4,

OsHAP3-5,OsHAP3-6,OsHAP3-7は初期腫およびカル

ス肱の特定の時期に微量の発現が見られ,OsHAP3-8,

OsHAP3-9,OsHAP3-10では調べたどの組織でも発現は

確認できなかった.

さらに発現が特定されたクローンのいくつかを選び,

5'上流にGUS遺伝子を繋いだもの,35Sプロモーター下

流に選抜クローンを連結したもの,およびRNAiコンス

トラクトなどを作成しイネに導入した.OsHAP3-1の,

RNAi個体やアンチセンス個体では葉の緑色が薄くなり,

葉が小さくなった.またOsHAP3-1の過剰発現をイネで

誘起したものと,アラビドプシスで誘起したものは,吹

世代の発芽時および発育初期に幼若葉や幼君組織の過剰

発生が見られ,現在これらの変異に至る過程を解析中で

ある.他のクローンの形質転換イネは現在転換当代を育

成中である

(4)イネ-テロクロニック変異?lasichronlの原因遺伝子
のポジショナルクローニング :安 柄玉,三好一丸,伊

藤幸博,倉田のり

一般に植物のライフサイクルは腫発生,初期栄養生長

(juvenilephase),後期栄養生長 (adultphase),生殖生長

の4つの生長相に分類される.各生長相ではそれぞれ特

異的な遺伝的プログラムが発現し,その生長相に独自の

発生様式が展開される.これら各生長相特異的なプログ
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ラムが時間的に正確にコーディネートされることで,檎

物体の正常なライフサイクルが達成されると考えられる

が,その遺伝的制御機構や分子的基盤についてはほとん

ど明らかではない.近年,イネにおいて栄養生長相の発

現期間が延長する(heterochronicmutation)突然変異体

zIlastchronlが単離された.♪lal突然変異は単因子劣性の
遺伝を示し,ホモ接合体は植物体の嬢化,菓身,葉鞘の

サイズの縮小,葉間期の短縮と共に穂の原基がshootに

転換するといった多面的な変異形質を示す.このような

変異は,イネ以外の植物種でも皆無で,植物の発育制御

の遺伝的プログラムを考察する上で貴重な材料である.

そこで我々は,plal突然変異が引き起こす種々の変異形

質についての分子的基盤を解析するため,原因遺伝子の

ボシショナルクローニングを開始した.

イネマッピング集団(F2世代,579個体)とRFLPマー

カーを用いた遺伝解析により,PLAl遺伝子は第10染色
体の短碗に座乗していることが分かり,次に最接近マー

カーC961を起点に染色体歩行を行い,PlaJ遺伝子座を包

含するBACコンテイグを作製した.コンテイグを構成す

るBACクローンの末端配列をプローブに物理地図を構築

し,plal遺伝子座を約70kbの範囲に絞り込んだ(原著論

文6).この領域の塩基配列をもとに,遺伝子予測プログ

ラムGENESCAN(MIT)を用いて座上遺伝子の探索を行っ

た結果,cytochromeP450,GTPaseregulatorprotein,

transposonlikeelement等の候補遺伝子が同定された.

これら遺伝子の塩基配列をplal変異体及び野生型間で比

較したところ,cytochromeP450遺伝子については3つの

♪lal変異体のすべてのアリルで変異が認められた.次に

RT-PCR法 に よ り発 現解析 を行 った ところ,

cytochromeP450遺伝子は茎頂分裂組織(SAM)あるいは

花序分裂組織(IM)を含む部位でのみ発現が認められ,♪lal
変異体の表現型とよく一致する結果が得られた.これら

の結果はplal突然変異の原因遺伝子がcytochromeP450

遺伝子であることを強く示唆している.現在,野生型

cytochromeP450遺伝子を含むゲノム断片をplal変異体

に導入し相補性検定を進行中である.

2.イネ生殖細胞形成過程で機能する遺伝子群の解析

(1)種子稔性の低下するイネ突然変異体の網羅的解析 :

野々村賢一,三好一丸,宮尾安重雄*,広近洋彦*,倉田

のり (*農業生物資源研)

イネや穀類において,生殖細胞の発生から減数分裂を

経て配偶子形成,そして受精に至る過程での遺伝的変異

の系統的解析はほとんど行われていない.そこで水稲品

種 ｢日本晴｣に由来する培養変異系統から,種子稔性お

よび減数分裂時の染色体対合などを指棟に突然変異体を

選抜した.肱由来カルスの培養過程でイネ内在性レトロ

トランスポゾンTos17の転移が活性化されることが知ら

れており,本研究で得られる突然変異もTos17による遺



伝子破壊の可能性が期待できる.

昨年度までに300の不稔系統の中から生殖細胞の分化

から減数分裂を含む胞子形成過程で異常の見られる38の

変異系統を選抜した.これらの表現型が単因子劣性のメ

ンデル遺伝をすることを確認し,22系統でTos17と不稔

表現型との間の強連鎖を確認した (表 1).その中には生

殖細胞の分化初期の異常,花粉母細胞の大きさが不揃い

なもの,減数分裂期における相同染色体の対合や分配,

凝縮が異常なものなど,胞子形成過程の遺伝的制御を考

える上で非常に興味深い表現型を示すものが含まれてい

た.

22系統のうち6系統では蹄の生長不全がみられ,6系

統ともに受容体型蛋白キナーゼをコードする遺伝子Mspl

がTos17による遺伝子破壊を受けていることを確認した.

RT-PCRの結果から,Mspl遺伝子は穂の発生初期から
発現し,減数分裂に入る境までに発現がほぼ停止するこ

とが示された.この変異体では雌雄の生殖細胞の発生初

期段階での異常や雌雄の生殖母細胞の異常増加,蔚壁内

層の形成不全などが観察された.薪では減数分裂が途中

で停止して雄性不稔となるが,複数の肱嚢母細胞は減数

分裂を通過し,結果として30%程度の部分的な雌性稔性

を伴う雄性不稔であることが確認された.これらの結果

からMspl蛋白質は,生殖細胞が確立したあと,その分

化 ･分裂を厳密に制御する信号を生殖細胞内に伝達する

働きをもつ可能性が示唆された.

上記突然変異体のなかから,特に減数分裂期の染色体

動態に関する異常を詳細に解析するための予備実験とし

て,穎花の伸長と前減数分裂DNA合成期,減数分裂各ス

テージの対応関係を明らかにした.その結果イネでは,

穎花長2.0から2.5mmの間でDNA合成を完了し,その

後速やかに減数分裂へと移行することが明らかとなった.

この結果は減数分裂が異常になる変異体の解析にとって

重要な知見となった.

3イ ネゲノムの核内構築に関する機能的解析

(1)イネ核タンパク質の網羅的単離と機能解析 :守口和

塞,倉田のり

本テーマは,イネ核タンパク質を網羅的に単離し,そ

の全体の構成を明らかにする事を第一の目的とする.さ

らに,単離した核タンパク質の遺伝子情報や,核内での

局在性等で分類し,各分類グループのタンパク質の挙動

を調べ,そのダイナミクスを明らかにすると共に,核中

でゲノムを機能的に構築し作動させるために,何が必要

であるかを明らかにすることを目的としている.平成13

年度は,イネ初期腫ステージと減数分裂期を含む生殖細

胞形成ステージの細胞群から構築したcDNAライブラリー

を,核移行シグナルを持つタンパク遺伝子を辞母細胞で

トラップして発現させるシステムである,NTT(Nuclear

TransportationTrap)システム(Uekietalリ(1998)Nat.

Biotechno1.,16:1338-1342.)用ベクターに組み込み,解析

を行ってきた.これまでに約430種のタンパク質をコー

ドすると推定されるcDNAを得ている.推定アミノ酸配

列から検索を行った結果,既知の核 (または核にも存在

すると報告のある)タンパク質や,それらと類似性を持

つ物が約31%を占め,機能未知のタンパク質と類似性が

ある物や,既知のタンパク質と類似性が見られない物の

割合が,約45%を占めている.幾つかの機能未知タンパ

ク質について,タマネギ表皮細胞でのGFPとの融合タン

パク質の核局在性を調べたところ,7割以上について,核
局在,または核/細胞質共在が確認された.現在は再分

化誘導カルス由来のcDNAライブラリーについて解析を

進行中である.

平成14年度に3種の課題を設定し,既に予備実験に入っ

ている.第1は,より多くの核タンパク質の単離と核タ

ンパク質問相互作用の解析である.これについては,檎

物特異的なNLSを認識出来るようにイネimportin-α遺

伝子を導入した,改変型 NTTシステムの構築と,

Two-Hybridシステムを用いることを予定している.第

2は,得られた核タンパク質遺伝子の発現プロファイルか

らの核タンパク質構成の変化の解析であり,外部との共

同研究を想定している.第3は,これまで得られた核タ

ンパク質を用いて,核内構造をより詳しく比較観察でき

るマーカータンパク質の構築である.蛍光タンパク質DsRed2

との融合タンパク質を構築し,これまで用いてきたGFP

融合タンパク質と2色蛍光での観察を予定している

(2)イネ人工染色体の構築 :鈴木 温,野々村賢一,倉

田のり

植物はカルスから容易に再分化個体を得られる利点が

あり,人工染色体の細胞-の導入,個体分化,および安

定した遺伝が実現すれば,植物の染色体工学を大きく前

進させることが出来る.イネは,主要穀物のひとつとし

て育種上重要であるだけでなく,単子葉植物で最小のゲ

ノムサイズという利点から基礎研究においても重要視さ

れている.本研究ではイネの人工染色体を構築すること

を目的とし,侯繍DNA断片の作成およびイネ細胞-のDNA

導入法の検討を行ってきた.

人工染色体の候補DNAは,イネの動原体領域を含む酵

母人工染色体 (YAC)クローンおよびバクテリア人工染

色体 (BAC)クローンを元に構築した.候補となるYAC

クローンのインサートは,イネ動原体領域に局在する約

160bpを単位とするタンデムリピートRCS2と約1.9kbを

単位とする散在型リピートRCElを含む約300kbの断片

を持ち,機能的な動原体領域の中心に由来すると考えら

れる (原著論文1).そこで,イネ細胞に導入するために,

YACクローンの両腕のYACベクター部分を,レトロフィッ

ト法によりイネ用の選抜マーカーを組み込んだYACベク

ターに置換した.一方,候補としたBACクローンは,RCS2
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の繰返し配列約100kbの領域を,イネ用のマーカーを持

つバイナリーBACベクターに組み込み,導入用の候補DNA

とした.

DNAの導入に関しては,巨大DNAを植物細胞に導入

する方法が確立していないことから,リボフェクシヨン

法およびパーティクルガン法を検討している.リボフェ

クシヨン法は100kbを越える巨大DNAの物理的損傷を

軽減出来ると考えられるが,これまで植物細胞-の応用

例がほとんど無い.そこで,GFPマーカーを持つ4kbp

程度のプラスミドをイネの培養細胞であるOc細胞-導入

し,リボフェクシヨン法がイネ細胞の形質転換に利用可

能かどうかを試験した.その結果,2Ⅹ10~5形質転換細胞/

総細胞程度の効率を得た.また,20kbp程度までは導入

可能であり,少なくとも一過的な発現の検定には有効で

あると考えられた.今後,安定な形質転換が可能か,よ

り大きなDNAの導入に適用出来るかの検定が必要である.

一方,パーティクルガン法は既に植物細胞で実績のあ

る手法であるが,巨大DNAの導入には難がある.しかし

ながら,100kbp程度までならば導入可能と考え,BACク

ローンの導入を現在進めている.さらに,DNA-の損傷

を軽減するための改良を試みている.具体的には,金粒

子にDNAをまぶす代わりに,カルシウムにより沈澱させ

たDNA粒子を細胞にまぶし,そこに金粒子を打ち込むと

いうものである.まだ予備的段階ではあるが,通常のプ

ラスミドでは充分な導入効率を得られると考えられた.

今後,詳細に条件を検討することで,従来の方法以上の

効率を得られるものと期待している.

今後は,候補DNAの構築と導入法の検討をさらに進め

つつ,順次候補DNAのイネ細胞-の導入,安定性の検定

を進めていく.また,一方で,導入断片の検出 ･機能検

定,あるいは機能的動原体領域を同定し,より効率的な

導入用断片の構築を可能にするために,イネの動原体タ

ンパク質の同定 ･解析を行う.

4.生殖的隔離に関与する遺伝子のゲノムワイドな解析と

ポジショナルクローニング

(1)遺伝子分離頻度の歪みをもたらす遺伝因子の解析 :

春島嘉章,倉田のり

｢種｣を分ける遺伝的要因は生殖的隔離と呼ばれ,雑

種不和合,雑種死滅,雑種不稔,雑種崩壊などがあげら

れる.近縁種聞または種内では雑種はできるが,その後

代で雑種半不稔,雑種崩壊などにより遺伝子型の分離頻

度がメンデル別からはずれる現象がしばしば観測される.

昨年度まで,ゲノム全体を網羅する遺伝的マーカーの遺

伝型分離頻度から,それらの間の生殖的隔離障壁の位置

と強さを解析する方法を開発し (原著論文3),今年度そ

のプログラムを公表した(http://shigen.lab.nig.ac.jp/

rice/seganalysis/).アジアの栽培イネは主に2つの型

(日本型とインド型)に分けることができる.3つの異な
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る日印交雑のF2集団で遺伝型分離頻度を歪める生殖的隔

離障壁がどの様になっているか比較した.各F2集団で観

測された生殖的隔離障壁の数は各集団33,32,37とあま

り変わらないが合計102隔離障壁のうち少なくとも83は

異なる遺伝子座であることを明らかにした.このことか

ら日本型とインド型の栽培イネの生殖隔離障壁は日本型

とインド型-分化後にできたものと考えられる.この3組

の日本型とインド型イネの塩基配列の違いはよく保存さ

れており,共通に用いたRFLPマーカーの70%以上は同

一の制限酵素断片長多型 (RFLP)を示す.ところがこの

生殖隔離障壁の遺伝子座は3つの組み合わせの間で80%

以上が異なっており,生殖隔離障壁の遺伝子座領域が他

の領域に比べ急速に進化していることを示している (原

著論文5)

(2)生殖的隔離障壁のポジショナルクローニング:春島

嘉章,倉田のり

栽培イネの日本晴 (日本型)とKasalath(インド型)

を交配した後,F2で最も大きく遺伝子型頻度を歪める隔

離障壁は第3染色体に座乗する配偶体遺伝子であった.

この遺伝子は配偶体遺伝子で母親の第6染色体の遺伝子

座と相互作用し,母親の遺伝子座がKasalathホモ型また

は-テロ型の時にのみ,この遺伝子座がKasalath型の雄

性配偶子を後代に94%伝達される.この遺伝子を単離す

る目的で,この遺伝子領域の組換個体をF2の1300個体,

戻し交雑473個体より選抜し,その日殖種子を得た.現

在相互作用を考慮しながら自殖種子の目的遺伝子領域付

近の遺伝型を明らかにし,詳細な遺伝子地図を作成して

いる.また,目的遺伝子と同一座のマーカーC582をプロー

ブに日本晴BACライブラリーよりポジティブBACクロー

ンを選抜し,これらのBACクローンとその末端配列をも

とに用いて目的遺伝子座近傍の物理地図を作成中である.

BACの末端をPCRにて増幅しその断片をRFLPmarker

として連鎖地図上にマップし,現在目的遺伝子の短腕側

に9個,セントロメア側に2個の組換え目的遺伝子を挟

み込むmarkerが得られ,それらのmarkerはBAC2個

のcontig上に位置付けられている.

5.イネエンハンサ- トラップラインの作成とその利用

この課題では新たなイネ実験系統としてエンハンサー

トラップラインを作成し,様々な突然変異体の分離およ

びその原因遺伝子の単離やエンハンサーの同定を行うと

同時に,研究用遺伝資源として保存し,その維持,増殖,

分譲を行う予定である.エンハンサートラップ用のベク

ターとしては,トウモロコシのトランスポゾンAc/Dsを

ベースにシロイヌナズナ用に開発されたベクターDs-GUS

および35S-AcTPaseを一部選択マーカーをイネ用に改変

し用いた.Ds-GUSは非自律性因子で,転移には

35S-AcTPaseから供給されるAcトランスポゼースが必



要である.35S-AcTPaseはトランスポゾンの末端配列を

欠いており,転移できない.従って,Ds-GUS系統,

35S-AcTPase系統をそれぞれ作成し,交配により両者を

共存させることによりDs-GUSの転移を引き起こす.転

移後はDs-GUSと35SIAcTPaseを分離させることによ

り,安定な転移系統として維持することができる.この

ような実験系統の開発と,この中で得られる組織別発現

遺伝子の捕捉,細胞マーカーとしての利用,変異系統の

スクリーニング,捕捉遺伝子の単離など,総合的な取り

組みを行う.

(1)Ds-GUS;35S-AcTPaseを用いた実験系の確立 :伊

藤幸博,永口 貢,倉田のり

Ds-GUSベクターは,カリフラワーモザイクウイルス

35SRNAの最小プロモーターにレポーターとしてGUS

のコード領域を連結したトラップと選択マーカーとして

ハイグロマイシン耐性遺伝子がDs上にのったものである.

Ds-GUSの両側にはそれぞれ35Sプロモーターとクロル

スルフロン耐性遺伝子のコード領域が存在するため,Ds-GUS

が切り出されるとクロルスルフロン耐性遺伝子が発現す

る.35S-AcTPaseベクターは,35Sプロモーターの下流

にAcトランスポゼースのコード領域を連結したもので,

選択マーカーとしてビアラフオス耐性遺伝子を用いた.

昨年までにDs-GUSを1コピー持つものを42系統,2

コピー持つものを50系統,また35S-AcTPaseを導入し

たイネを6系統作成した.すでにこのうち35S-AcTPase

の6系統とDs-GUSの4系統を用いた小規模な実験から,

DsIGUSはイネの生殖細胞で効率よく転移すること,DsIGUS

の転移は多くの場合穂ごとに独立であること,Ds-GUSが

切り出されるとクロルスルフロン耐性が発現すること,

そのクロルスルフロン耐性とハイグロマイシン耐性を用

いて簡便に転移体の選抜ができることを示した.

今年度は得られた転移体を用いてエンハンサーの選抜

を行った.吸水1日後の発芽種子,発芽2週間後の実生,

生殖生長に転換後の幼穂,出穂後の穂,花の各器官,膝,

莱,根をⅩ-glucで染色した.その結果,柱頭,花柱,蘇,

子房,幼穂,わき芽,根端,根毛,莱,葉の傷口が特異

的に染色される系統が見られた.以上の結果は,この系

を用いて多種多様な組織特異的エンハンサーを同定する

ことが可能であることを示している.今後はより多くの

エンハンサーの選抜を行うとともに,切片を用いたGUS

染色組織の詳細な観察,Ds-GUS挿入変異系統の表現型

解析,さらにその遺伝子の単離を行う予定である.

(2)Ds-GUS転移体の大規模選抜 :伊藤幸博,永口 貴,

倉田のり

上記の小規模実験からこの系がイネで予想通り機能す

ることが確かめられた.そこでより多くの転移体の選抜,

エンハンサーの同定を行うためDs-GUSを1コピー持つ

別の22系統と35S-AcTPase系統の交配とFl育成を行っ

た.現在までに3,277個体のF2を選抜した結果,926個

体が転移体であることがわかった.またFl個体は株保存

し,多くのF2種子を継続して得ている.

(3)Ds-GUS挿入部位のマッピング:

伊藤幸博,永口 責,倉田のり

Ac/Dsは同一染色体の近傍に転移しやすいことが知ら

れている.従って,転移前のDs-GUSの染色体上の位置

を同定しておけば,転移後のDs-GUS挿入部位の傾向を

事前に把握することができる.イネは今年中に全ゲノム

塩基配列が決定される予定で,既にかなりの割合が公開

されている.そこで転移前のDs-GUSの隣接配列を単離,

塩基配列を決定し,イネゲノム配列と比較した.その結

果,14系統のDsIGUSの座乗染色体がわかった.今後,

残り28系統のDsIGUS挿入部位のマッピングを進める予

定である.さらに転移後のDs-GUSの隣接配列も全て決

定し,データベース化することによりinsilicoで目的の

遺伝子のDsIGUS挿入株が同定できるようにする予定で

ある.

研究業績

(1)原著論文

1.Nonomura,K-Ⅰ.andKurata,N.:Thecentromere

compositionofmultiplerepetitivesequencesonrice

chromosome5.Chromosoma,110,284-291,2001.

2.Ito,Y.,Eiguch,iM.,andKurata,N.:KNOX

homeoboxgenesaresufficientinmaintainingcultured

cellsinanundifferentiatedstateinrice.Genesis,30,

231-238,2001.

3.Harushima,Y.,Nakagahra,M.,Yano,M,Sasaki,

T,andKurata,N.:A genome-widesurveyof

reproductivebarriersinanintraspecifichybrid.

Genetics,159,883-892,2001.

4.Moriguchi,K.,Maeda,Y.,Satou,M.,Niken,S.N.

H.,Kataoka,M.,Tanaka,N.andYoshida,K.:The

completenucleotidesequenceofaplantroot-inducing

(Ri)plasmidindicatesitschimericstructureand

evolutionaryrelationshipbetweentumor-inducing(Ti)

andsymbiotic(Sym)plasmidsinRhizobiaceae.I.Mol.

Biol.307,7711784,2001.

5.Harushima,Y.,Nakagahra,M.,Yan°,M.,Sasaki,

T,andKurata,N∴Diversevariationofreproductive

barriersinthreeintraspecificricecrosses.Genetics,

inpress.

6.Ahn,B.0.,Miyoshi,K.,Itoh,∫.Ⅰ.Nagato,Yand

Kurata,N.:Ageneticandphysicalmappingofthe

regioncontainingPLASTOCHRONl,aheterochy10nic

gene,inrice(Oryzasaliva,L).Theor.Appl.Genei,in
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press.

7.Nonomura,K-Ⅰ.,Miyoshi,KリEiguchi,M.,Miyao,

A.,Hirochika,H.andKurata,N.:acdlmutantaberrant

forarchesporialcelldivisionintheantherandovule

ofrice.RiceGenei.Newsl.18,inpress.

8.Miyoshi,KリKurata,N.andNonomura,Kエ:

Detectionofthepre一meioticDNAsynthesisinpollen

mothercellsbyimmunofluorescenceteclmiqueinrice.

RiceGenet.Newsl.18,inpress.

9.Kurata,N.,NonomuraK-Ⅰ.andHarushima,Y.:

Ricegenomeorganizationfocusingoncentromereand

genomeinteractionstudies.AnnalsofBotany,impress.
10.KurataN.andFukuiK.:Chromosomeresearch

ingenusOryza.inMonographingenusOryza.Nanda

JS.ed.Spn'nger,inpress.
ll.Ito,YリHirochika,H.andKurata,N.:Organ

specificaltemativetranscriptsofKNOXfamilyclasss

2homeoboxgenesofrice.Gene,inpress.

(2)発表講演

1.Kurata,N.,Suzuki,T.andNonomura,K.I.:Plant

artificialchromosomeanditsprospect.KoreanPlant

BreedingSocietySymposium,Souel,Korea,April.

2.野々村賢一,三好一丸,宮尾安重雄,広近洋彦,倉

田のり:減数分裂期突然変異体の選抜と解析,イネ遺伝

学 ･分子生物学2001,東京,6月.

3.伊藤幸博,永口 貢,倉田のり:イネのエンハンサー

トラップ系統の作成,イネ遺伝学 ･分子生物学2001,東

慕,6月.

4.春島嘉章,倉田のり:栽培イネ間で観測される生殖
的隔離障壁は急速に進化している,日本遺伝学会第73回

大会,東京,9月.

5.野々村賢一,三好一丸,宮尾安重雄,広近洋彦,倉

田のり:減数分裂期突然変異体の選抜と解析,日本遺伝

学会第73回講演会,東京,9月.

6.伊藤幸博,永口 責,倉田のり:イネのエンハンサー

トラップ系統の作成,日本遺伝学会第73回講演会,東京,

9月.

7.野々村賢一,三好一丸,宮尾安重雄,広近洋彦,倉

田のり:蔚および肱珠の発生が異常なイネ突然変異体の

解析,日本育種学会第100回講演会,福岡,10月.

8.Ahn,B.0.,三好一丸,伊藤幸博,伊藤純一,長戸

康邸,倉田のり:イネ-テロクロニー突然変異体plal遺

伝子のポジショナルクローニング,日本育種学会第100回

講演会,福岡,10月.

9.守口和基,伊藤幸博,山崎由紀子,倉田のり:酵母

核輸送トラップ(NTT)システムを用いたイネ核タンパク

質の大量スクリーニング,日本育種学会第100回講演会,

福岡,10月.
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10.伊藤幸博,永口 貢,倉田のり:イネのエンハンサー

トラップ系統の作成,日本育種学会第100回講演会,宿

岡,10月.

ll.野々村賢一 :生殖母細胞の数が増加するイネ突然変

異体の解析,遺伝研研究集会 ｢イネを舞台にした発生,

分化プログラムの解明｣,三島,11月.

12.伊藤幸博,永口 責,倉田のり:イネのエンハンサー

トラップ系統の作成,遺伝房研究集会 ｢イネを舞台にし

た発生,分化プログラムの解明｣,三島,11月.

13.春島嘉章 :イネ生殖的隔離障壁のgenome-Wide

survey,遺伝研研究集会 ｢高等植物の生殖システムの分

子遺伝学的解析とポストゲノム戦略｣,三島,11月.

14.野々村賢一 :生殖器官の発達と減数分裂に関わるイ

ネ突然変異体の解析,遺伝研研究集会 ｢高等植物の生殖

システムの分子遺伝学的解析とポストゲノム戦略｣,三島,

11月.

15.Hamshima,Y.,Nakagahra,M.,Yan°,M.,Sasaki,

T.and Kurata,N∴Comparativemapping of

reproductivebarriersamongthreericecrosses.

Symposium onEvolutionaryGenomics,Atami,

November.

16.伊藤幸博,永口 責,倉田のり:イネのエンハンサー

トラップ系統の作成と選抜,第24回日本分子生物学会年

会,横浜,12月.

17.野々村賢一,三好一丸,宮尾安重雄,広近洋彦,倉

田のり:イネの生殖細胞の分化に関与する受容体セリン/

スレオニンキナーゼ,第24回日本分子生物学会年会,横

浜,12月.

18.守口和基,伊藤幸博,山崎由紀子,倉田のり:酵母

核輸送トラップ(NTT)システムによるイネ核タンパク質

の大量スクリーニング,日本分子生物学会第24回年会,

横浜.12月.

F-d.原核生物遺伝研究室

原核生物遺伝研究室では,大腸菌の細胞分裂の遺伝的

調節機構,特に分裂時期の決定機構について5テーマの

研究を行った.研究室構成員,西村昭子 (助教授),藤島

博史 (東大/特別共同利用研究員),大崎恵理子 (総研大 ･

Dl),申出晋介 (JST研究員),坂季美子 (文部技官),上

山清子 (研究支援推進員),松本典子 (実験補助員),佐

藤靖子 (実験補助員),植村薫 (パート),岩田英子 (パー

ト),により研究の推進を行った.本年度の研究は,戦略

的基礎研究推進事業 (代表者,森浩禎)`̀大腸菌遺伝子の

機能解析 (西村)"の支援を受けた.本研究所共同研究と

して,次の3件を受け入れ実施した :(i)大腸菌の細胞分

裂に関与する遺伝子群の解析 (東大 :松沢 洋),(ii)大

腸菌緊縮応答関連酵素SpoT蛋白質の構造と機能 (奈良



女子大 :池原健二),(iii)大腸菌におけるシグナル分子

diadenosinepolyphosphateの動態と役割(バイオ微生

物研究所 :小林恭子).

(1)大腸菌ABCトランスボ-ターFtsXの機能解析 :藤

島博史,西村昭子

細胞分裂装置を構成する蛋白の多くは膜蛋白であり,

これらの蛋白が欠損すると例外なく細胞分裂が停止する.

従ってこれらの分裂装置タンパク質がどのようにして膜

に局在するのか大変興味深いがこの種の研究は未だ成さ

れていない.一昨年我々の研究室では,FtsEがある種の

マルチスバン型膜蛋白質の局在に関与していることを明

らかにした.FtsEの温度感受性変異株は高温で細胞分裂

が欠損すると共に,3種類のK+-ポンプ蛋白質(KdpFABC,

TrkAEG/H,Kup)が膜に正常に組み込まれない(Ukai

etalリ1998.JBacteriol,180:3663-3670).fisE遺伝子は

大腸菌染色体地図の約76分にマップされ,ftsYEXオペ

ロンを形成している.FtsYは真核生物で保存されている

シグナル認識粒子 (Signal昼ecognition里article)の受

容体,SRPレセプターのαサブユニットと相同性があり,

膜蛋白質の膜-の組込みという機能を担っていることが

知られている.しかしFtsXについては機能解析が行われ

た例はほとんどなく,過剰発現したFtsEとFtsXが相互

作用するということが報告されているにとどまっている.

一方,FtsEはABC(些TP革inding⊆assette)トランス

ポーターファミリーに含まれ,ATP結合蛋白質に典型的

に保存されているアミノ酸配列(WalkermotifA,B)と,

総称してABCドメインと呼ばれる4つの保存性の高い配

列を持っている.ABCトランスポーターは低分子,高分

千,イオンなど様々な物質の輸送に関与し,モ-ター部

位と膜貫通領域からなる.Doolittleらの方法による疎水

性パターン解析が｢FtsEは比較的親水性の高い膜表在性

の蛋白質,FtsXは膜貫通領域を複数個持つ蛋白質である｣

ことを示していることから,FtsXはABCトランスポー

ターの膜アンカー部位に相当し,FtsEがモーター部位に

相当し,FtsEとFtsXが相互作用して,ABCトランスポー

ターとしての機能を担っている可能性が強く示唆された.

以上の理由からFtsXはFtsEと共に(あるいはFtsYも

含む形で)細胞分裂に関与する膜蛋白の局在に関与して

いるのではないかと予測した.そこで,機能未知の遺伝

子ftsXが,ABCトランスポーターの膜アンカー部位を

コードしていると洞察し,ftsX破壊株を作製して,細胞

分裂とマルチスバン型膜蛋白の局在に与える影響を追究

した.その結果ftsXを破壊するとFtsZリング形成が欠

損すること,また,FtsXが減少すると,ftsE変異株の場

合と同様に,12回膜貫通領域を持つKdpAは膜画分から

減少するが,2回膜貫通のKdpDは変化なく存在するこ

とがわかった.以上の結果から,ftsXはfisEと共にマル

チスパン型の蛋白の膜局在に関与していることが強く示

唆された.今後は細胞分裂装置に含まれるマルチスバン

型蛋白FtsW の膜局在について解析を行うとともに,FtsX

とFtsEの相互作用などについて研究を行う予定である.

(2)細胞分裂の時期を決める分子機構 :大崎恵理子,西
村昭子

昨年までに,(i)cfcA及びcfcB変異株は,核分裂後親

株よりも早い時期に小さい細胞のまま分裂するが,細胞

周期の長さは変わらず,分裂後親株細胞と同じ大きさ迄

成長した後,次のDNA複製を開始することから,cfc遺

伝子は細胞分裂のタイミングに関与すること,(ii)また

cfcA変異株はダリシルttRNA合成酵素 (GlyS)のαサ

ブユニットをコードするglySa遺伝子に,cfcB変異株は

Ap4A分解酵素(ApaH)をコードするapaH遺伝子に変

異を持つこと,(iii)分裂時期はAp4Aの細胞内濃度で決

まること,(iv)Ap4AのレベルはGlySとApaHにより

制御されていること,(Ⅴ)探索したAp4Aの標的蛋白は

ヒトから微生物まで良く保存された蛋白であり,細胞増

殖周期に係わっているらしいことが予測されているが,

その機能については殆ど解析されていない新規の蛋白で

あることなどを明らかにしてきた.abPAの条件破壊株は,

細胞分裂が遅れ約1.5倍長い梓薗となり,abPAの高発現

は分裂を促進し,Ap4A過剰生産変異株の表現型を強調

することが解ったので,この蛋白をAbpA(Ap4ABinding

ProteinA)と命名し,本年度は以下の研究を行った.AbpA

にHis-tagを結合した融合蛋白をニッケルカラム精製し,

Ap4A結合活性,分解活性を現在解析中である.この精

製過程で,約10kDaのAbpAの他に約14kDaの蛋白が

常に付随して精製された.更に,Ap4AとAbpAの細胞

分裂-の機能的関係を追求する目的で,His-tag抗体を用

いて蛍光抗体法により,cfc変異株でのAbpA-Hisx6の

細胞内局在の解析を行っているが,Ap4A過剰生産棟(cfc)

では,AbpAが細胞内で頼粒状に固まってしまうので,

その原因と改善策を検討中である.更にウェスタンブロッ

ト法により,cfc変異株と親株での,AbpA-Hisx6の細胞

内レベルを測定した結果,Ap4Aの細胞内レベルが高い

ほどAbpAレベルが高いことが解った.現在その原因を

追及している.また機能 ドメインを解析する目的で,部

位特異的変異導入法により,AbpAの予想機能 ドメイン

に変異を導入した.このプラスミドを用いて,invivo及

びinviiy10での活性を解析している.

(3)大腸菌の細胞分裂に於ける外膜の役割 :藤島博史,

和地正明1,西村昭子 (1東工大 ･生命理工)

大腸菌のようなグラム陰性菌の外膜は,イオンや栄養

源の取り込み,シグナル伝達の制御,あるいは細胞外環

境からの防壁として重要な役割を担っている.従って膜

構造の変化は細胞の増殖に重要な影響を及ぼすものと思

われる.一方正常な細胞分裂が起こる為には,細胞質成
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分を2分裂する為の分裂装置の構築と共に膜構造の2分

裂が必須である.両過程は密接に関係していて,膜構造

の変化は,分裂装置の構築や分裂遺伝子群の発現に大き

な影響を及ぼすものと推測される.しかしながら,膜構

造と分裂相互の制御機構については,全く研究されてい

ない.グラム陰性菌の外膜は,主にリポ多糖 (LPS)とリ

ン脂質からなり,LPSは外膜構成成分全重量の30%を占

めている.LPSは疎水性のLipidAと親水性の少糖鎖と

両者を繋ぐ2-ケト-3-デオキシオクトン酸 (KDO)から

成る.KDOはD-アラビノース-5-リン酸とホスホエノー

ルピルビン酸の縮合とそれに続く脱リン酸によって生合

成されるが,その最初の反応を触媒するのがkdsAにコー

ドされるKDO8一リン酸合成静索である.しかしながら

大腸菌のkdsA遺伝子は,サルモネラ菌のkdsA変異を相

補する遺伝子として同定されたものであり,今までの処,

大腸菌のkdsA変異株は分離されていない.サルモネラ

菌では,kdsA変異株を用いて,LPSが外膜から欠失す

ることやLipidAがペリプラズムに蓄積することなどが

判明している.また条件致死変異株のみが分離可能であ

ることからkdsAは必須の遺伝子であること,LPSの合

成過程は転写レベルで増殖相の制御を受けることなどが

解っているが,LPS生合成と分裂の関係については全く

研究されていない.私達は,大腸菌のkdsAの温度感受性

変異株を7株分離し,KDO生合成の欠失が分裂環FtsZ-ring

の形成に影響を与えることを明らかにした.多数の細胞

分裂の温度感受性変異株 (fts)の中から,その変異が大

腸菌染色体地図の27分にマップされる7株について解析

を行った.7株は41℃で分裂が阻害されフィラメント細

胞となり,蛍光抗体法で解析した結果FtsZ-ringが形成

されていないことが解った.変異は何れもtrp遺伝子と共

形質導入され,13%の頻度で野生株に形質導入された.

相補実験と,相補領域の野生型及び変異型DNAの塩基配

列解析から,7株全てが,kdsA遺伝子にミスセンス変異

を保持していた.変異株のKDO量を測定した結果,41℃

で培養するとKDO量が減少していた.41℃でのKDOの

減少やFtsZ-ringの欠失による分裂阻害,及び増殖阻害

の全てが,野生型kdsAによる形質転換で野生型に復帰し

た.しかし,ウェスタンブロッティングによる解析では,

FtsZ量は野生株と差が見られなかった.以上の事実から,

膜構造の不安定化は,FtsZ-ringの形成に影響を与えると

結論した.しかし,FtsZ-ringは細胞質膜の内側に接して

リング状に形成されるし,外膜に含まれる分裂蛋白も今

迄の処見つかっていない.従って外膜の構造変化が直接

分裂装置の構築に影響を与えているとは考え難い.一方

変異株が増殖可能な最高の温度36℃で各種疎水性物質に

対する感受性を解析した結果,ノボビオシンやエオシン

Y,SDSのように殆どの疎水性物質に対して感受性を示
したが,メチレンブルーのようにコロニー形成能を逆に

促進するものも検出された.つまり膜構造の変化は,外
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環境に対する細胞の応答を変化させ,一連の遺伝子の発

現によりメチレンブルーに対する感受性を逆に克服して

いるようである.従ってkdsA変異は,同様にFtsZ-ring

の形成に必要な他の細胞分裂遺伝子 (群)の転写にも影

響を与えている可能性が考えられる.リポ多糖の欠失に

より,リン脂質層が外環境に剥きだLになると予測され

るが,このリン脂質がシグナル伝達に重要な役割を担っ

ていて,転写や複製におおきな影響を与えることが示唆

されている.また,kdsA変異によりKDOが合成されな

いと,細胞分裂が停止する原因を検討した.一般にリポ

多糖合成系の各種変異株では細胞増殖が阻害されるが,

リピドAをペリプラズムに輸送するABCトランスポー

ターであるMsbAを過剰発現すると増殖が回復すること

から,リピドAが細胞質膜に蓄積することが増殖阻害の

原因と考えられている.そこでMsbAをkdsA変異株内

で過剰発現させたところ,細胞分裂の欠損が回復した.

しかしコロニー形成能は回復しなかった.また,リポ多

糖合成の最初の段階を触媒する酵素の変異株 (lpxA~)で

はリピドAの蓄積が生じないにも関わらず細胞分裂の欠

損が確認された.従ってリピドAの蓄積により細胞分裂

の欠損が生じるのではなく,リポ多糖が外膜から欠失す

るために分裂が阻害されると結論した.分裂だけが回復

したのはリピドAがペリプラズムに移行したことで多少

なりとも膜が安定化したためと思われる.(Fujishimaet

al.Microbiol.148,103-112,2002.).

(4)大腸菌の細胞分裂におけるHscAの機能に関する研

究 :上原 剛,松滞 洋1,西村昭子(1青森大 ･生物工学)

真核生物のチューブリンとホモロジーを持つFtsZは普

段は細胞質中に分散しているが,細胞分裂開始時期にな

ると,細胞中央部の細胞膜内側に沿って環状に集まり,

FtsZ-リングを形成する.このFtsZの細胞質中から分裂

予定面-の移行は方向性を持って行われているのか,FtsZ-

リング形成に関与する因子は存在するのか,という点に

興味を持ち,この間題を解明することを目的に本研究を

行った.その結果,DnaKのホモログであるHscAがFtsZ-

リングの形成に関与していることを兄い出した.本解析

に用いたfts715変異株は,30℃では正常に増殖し梓菌と

なるが,42℃では細胞分裂が阻害されて多核フィラメン

トとなる.FtsZの細胞内局在を間接蛍光抗体法で観察し

た結果,30℃では野生株と同様,梓菌細胞の中央部に顕

著なFtsZ-リングが観察されたが,42℃ではFtsZ-リン

グは殆どの分裂予定位置に検出されなかった.FtsZ量を

ウェスタンブロッティングにより測定したが,fts715変

異株と野生株ではFtsZ量に違いは無かった.以上の結果

から,fts715変異は,細胞質中のFtsZが集合してFtsZ-

リングを形成する過程を阻害していることが解った.Pl

マッピング,相補性テスト,シーケンス解析の結果,fts715

はHscA蛋白質の192番目のアラニンがバリンに置換し



たミスセンス変異であることが解った.HscAはHsp70

ファミリーの蛋白質であり,大腸菌では,DnaK,Hsc62

と高い相同性を持ち,invity10においてATPase活性を持

ち,細胞内ではシャペロンとして機能すると考えられて

いる.またKawulaらによりhscAの変異株が分離され

ている.この変異はhns(大腸菌のヒストン様蛋白質をコー

ドする遺伝子)の変異形質を部分的に抑制することが知

られているが,分裂との関わりについては全く解析され

ていない.また,HscAは多くのバクテリアに広く保存さ

れおり,大腸菌の全蛋白質量の約1%も存在するにもかか

わらず,その細胞内機能については良く解っていない.

野生株のhscA遺伝子を破壊した株は,30℃,42℃共にゆっ

くりではあるが生育し梓菌形態を示した.しかしfts715

変異株は,野生型dnaKを担うプラスミドにより,部分

相補されることから,HscAとDnaKは相互に補い合っ

ているものと思われる.野生型HscAの機能を明確にす

る為に,野生株のhscA遺伝子を破壊し,アラビノースプ

ロモーターによりhscA遺伝子の発現を制御した株につい

て,FtsZ-リングの局在を解析した.その結果,hscA遺

伝子の発現が抑制された条件下では,hscA遺伝子を発現

させた細胞と比較して長い梓菌となり,15%の細胞でFtsZ-

リングの位置に異常が観察された.FtsZとHscAの共局

在の可能性を検討しする為に,蛍光抗体法により,野生

株のdnaKを破壊した株について,HscAの細胞内局在

を観察した.その結果,分裂直後の小さい細胞ではポー

ル側にHscAが局在するが,少し成長した細胞では分裂

予定面にHscAが局在していた.HscAとFtsZの間に物

理的相互作用があることが強く示唆された.そこで,FtsZ

とHscAの蛋白質問相互作用を検討する為,精製された

野生型HscAとFtsZを用いて共沈実験を行った結果,確

かにHscAは重合したFtsZと共沈した.以上の結果から,

HscAはFtsZ-リング形成に関与していると結論した

(Ueharaetal.GenestoCells6,8031814,2001).

(5)大腸菌の細胞分裂に関与する遺伝子群の系統的解析 :

坂季美子,松本典子,西村昭子

大腸菌の細胞分裂機構を構成する全遺伝子群を系統的

に同定し,個々の遺伝子の構造と機能及び遺伝子発現の

ヒエラルキーを網羅的に解析することにより,細胞分裂

機構の全貌を明らかにしたいと考え,数年前よりこれら

の遺伝系統の樹立を開始し,細胞分裂に関する変異遺伝

千(430系統)の大まかなマッピングを行ってきた.更に,

各変異遺伝子を同定する為に,シーケンス解析で明らか

になったORFと変異との対応付けを行うことにした.ま

ず昨年度は,雄株から雌株に遺伝的手法によって容易に

伝達されるプラスミドベクターに,約4300のORFをク

ローニングし,個々のプラスミドで雄株を形質転換した

系統を作成した.今年度はこの系統を用いて,レプリカ

法で,雌株であるfts変異体バンクとかけ合わせ実験を行

い,相補するORFを同定した.その結果これまでに,106

個のfts変異についてその所在遺伝子が同定された.その

うち5%は既知のfts遺伝子であったが,35%は蛋白質合

成やDNAの合成 ･分配,膜合成に関わるものであった.

この結果は,｢細胞は,細胞内諸反応の進行状況を識別し,

分裂の時期を決定する遺伝的調節機構を持っている｣と

いう我々の仮説を支持するものである.機能未知ORFも

6%占めていたことから,新しい細胞分裂遺伝子の解析に

よる新たな展開が期待される.

研究業績

(1)原著論文

1.Uehara,T.,Matsuzawa,H.andNishimura,A.:HscA

isinvolvedinthedynamicsofFtsZ-ringformationin

Escherichiacolt.K-12.GenestoCells6,8031814,2001.

2.Fujishima,H.,Nishimura,A.,Wachi,M,Takagi,H.,

Hirasawa,T.,Teraoka,H.,Nishimori,K.,Kawabata,T"

Nishikawa,K.andNagai,K.:ThekdsAmutationsaffect

FtsZ-ringformationinEschen'chiacoli.K-12.Micy10bioL

148,103-112,2002.

3.Makinoshima,H.,Nishimura,A.,andlshihama,A.:

FractionationofE.colicellpopulationsofdifferent

stagesduringgrowthtransitiontostationaryphase.

Mol.Microbiol.43,269-279,2002.
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平成13年度も林 茂生を中心にキイロショウジョウバ

エの発生遺伝学に関する研究を行った.林は,平成12年

度に引き続き理化学研究所 発生 ･再生総合研究センター

のグループディレクターを兼務した.後藤 聡は7月から

11月にかけて英国Medical Research Counsle,

LaboratoryofMolecularBiologyに滞在し,研究を行っ

た.津田玲生,林 永美(理化学研究所 ･研究員),丹羽 尚

(理化学研究所基礎特別科学研究員),梅園良彦,千原崇

袷 (日本学術振興会PD),加藤 輝,新道真代 (総合研

究大学院大学),阪田 忠 (総合研究大学院大学特別研究

学生)が研究に参加した.文部技官谷口美佐子,実験補

助員 鈴木恵子,大薮陽子,間瀬玲子,栗田憂子,佐渡

由希子,小針美夕紀,鹿児島由記,秋元 愛,自木岐奈

(理化学研究所 ･テクニカルスタッフ)が研究と系統保

存事業を支援した.津田は3月に米国ワシントンで行わ

れた米国ショウジョウバエ学会に参加し,発表を行った.

林,津田,千原,は7月に京都で行われた14血Intemational

CongressofDevelopmentalBiologyにおいて発表をお

こなった.本年度の研究は文部科学省特定領域研究 (B)

｢細胞分化による細胞間相互作用の変換機構｣,文部科学

省特定領域研究(C)｢ショウジョウバエGAL4エンハン
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サートラップ系統のマッピングと発現情報の統合データ

ベース構築｣(林),文部科学省特定領域(B)｢発生におけ

る分子機構のイメージング｣(後藤),文部科学省特定領域

研究 (A)｢EgfrとNotchシグナル間クロストークに関

与するebiの機能解析｣(津田)の援助を受けて行われた.

(1)ノッチ細胞間情報伝達系における糖修飾の役割 :級

藤 聴,谷口美佐子,村岡正敏1,豊田英尚2,佐渡由希子,

川喜田正夫1,林 茂生 (1東京都臨床医学総合研究所,生

理生化学研究系,医化学研究部門,2千葉大学大学院薬学

研究部)

我々は脚形態異常を示す突然変異のスクリーニングか

ら糖-ヌクレオチドの輸送担体をコードする遺伝子UST74C

(fringeconnection)を同定した.UST74C変異体ではNotch

およびWinglessによるシグナル伝達が異常となっていた.

我々は更にUST74CがNotchの糖修飾を促進することで

Fringeによる活性調節とプロテアーゼによる成熟型Notch

レセプターの形成に必要とされることを明らかにした.

今回の研究は適正な糖-ヌクレオチドの細胞内量の維持が

特異的なシグナル伝達系路の活性調節に必要とされるこ

とを示した点で重要である.詳細は文献1に発表した.

(2)形態形成に関わる遺伝子の大規模スクリーニング :

津田玲生,梅園良彦,阪田 忠,新道美代,佐渡由希子,令

口美佐子,秋元 愛,相垣敏郎1,林 茂生(1東京都立大学)

ショウジョウバエゲノムのDNA塩基配列からは14000

個以上の遺伝子の存在が予測されているがそのうち個体

の生存に必須な遺伝子 (致死遺伝子)は3600程度と見積

もられている.残りの遺伝子には分子構造から考えて生

理的に重要であることが明白な遺伝子が数多く含まれて

いるがその多くは単一遺伝子の破壊のみでは生存をおび

やかす効果はないと考えられる.したがって機能欠損時

の表現型を指標とした遺伝子スクリーニングで形態形成

に関わる遺伝子をすべて網羅することは困難である.一

方ある遺伝子を異所的に発現させると機能獲得型 (Gain

ofFunction)の表現型を示したり,大量に発現させること

で正常とは異なる細胞内局在を示して本来の分子機能を

阻害することが多く見られる.我々はゲノム上の遺伝子を

システマティックに,大量に発現させることで起きる組織

の形態異常を指榛として新たな遺伝子機能を探索してい

る.相垣らが作成したGeneSearch(GS)システムはゲノ

ム上の各所に挿入された単一トランスポゾンを介して挿

入部位近辺の遺伝子をGa14遺伝子の制御下におくシステ

ムである.我々は相垣らが作成したGSストックを用いて複

眼の形態及び細胞の生存に影響を与える遺伝子を探索し

(津田ら),その中から更に成虫の脚 (梅園,阪田)と肱の

気管系(新道)において形態異常を与える遺伝子座を検索

している.すでに約5000系統を検索し多くの興味深い表

現型を示す座位を同定している.同時に挿入サイトのマッ

ピングを相垣らと協力して行っている(佐渡,谷口,秋元).
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(3)気管形成における細胞運動ダイナミクス :加藤 輝,

千原崇裕,林 茂生

形態形成における細胞運動の動的解析を行うためにア

クチン繊維,微小管,細胞膜,細胞間接着装置を歴の気

管細胞において特異的にGFP榛識し,コンフォーカル顕

微鏡を用いて経時観察する方法を確立した.現在気管細

胞の特製を決定する遺伝子 (Esg,SRF),やRhoファミ

リーのsmallG-proteinなどの機能解析を行っている.

研究業耕

(1)原著論文

1.Goto,S.,Taniguchi,M.,Muraoka,M.,Toyoda,H,

Sado,Y.,Kawakita,M.andHayashi,S∴UDP-sugar

transporterimplicatedinglycosylationandprocessing

ofNotch.NatureCellBiology,3,816-822,2001.

(2)発表講演

1.林 茂生,亦勝 和,林 永美,DorisBrentmp:

ショウジョウバエ週脈パターン形成を支配するbHLH転

写因子と核マトリックスとの相互作用.第54回日本細胞

生物学会大会,岐阜,5月.

2.津田玲生,林 茂生 :細胞増殖と分化の決定に於け

るEGFレセプターの役割.第54回日本細胞生物学会大

会,岐阜,5月.

3.Chihara,T.andHayashi,S.:Guidancemechanism

fortracheaュcellmigrationinDrosophila.14th

InternationalCongressofDevelopmentalBiology,

Kyoto,July.

4.Kato,K.andHayashi,S.:Dynamiccellular

movementsinthetrachealsystemofDr10SOPhila.14th

InternationalCongressofDevelopmentalBiology,

Kyoto,July.

5.Matakatsu,H.,Brentrup,D.,Lim,Y-M.and

Hayashi,S.:DrosoPhilawingpatterningrequires

interactionofbHLH proteinstonuclearmatrix

medicatedbyPlexus.14thInternationalCongressof

DevelopmentalBiology,Kyoto,July.

6.Tsuda,L.,Lim,Y-M.andHayashi,S.:Ebi/TBLl,

acomponentofaco-repressorcomplex,mediatesthe

crosstalkbetweenEgfrandNotchsignaling.14th

InternationalCongressofDevelopmentalBiology,

Kyoto,July.

7.Sugimura,K.,Yamamoto,M,Niwa,R.,Usui,T.,

Goto,S"Taniguchi,M.,Hayashi,S.andUemura,T.:

Agenetichuntforregulatorsofdendriticoutgrowth

andbranchinginvivo.14也InternationalCongressof

DevelopmentalBiology,Kyoto,July.

8.Shiga,Y.,Akimoto,A.,Yasumoto,R.,Takagi,K.,

Hayashi,S.andYamagata,H.:Developmentalgenes



血thewaterflea,Daphniamagma.14thlnternational

CongressofDevelopmentalBiology,Kyoto,July.

9.林 茂生,多羽田哲也,広海 健,野地澄晴 :発生

におけるパターン形成機構.日本学術振興会未来開拓学

術研究推進事業 ｢生命体の形成機構｣第3回公開報告会,

東京,9月.

10.林 茂生 :ショウジョウバエを用いた器官形成解析.

第24回日本分子生物学会年会,横浜,12月.

ll.Goto,S.,Taniguchi,M.,Muraoka,M.,Toyoda,H.,

Sado,Y.,Kawakita,M.andHayashi,S.:UDPISugar

transporterimplicatedinglycosylationandprocessing

ofNotch.第24回日本分子生物学会年会,横浜,12月

12.津田玲生,林 永美,林 茂生 :ショウジョウバエ

複眼と晴乳類内耳有毛細胞に共通した細胞生存維持メカ

ニズムの解析.第24回日本分子生物学会年会,横浜,12

月.

50年前の年報には1951年に発表された9冊の著書と42編の発表論文が記載されている.論文の内,英文雑誌に掲載さ

れたのは6編,AmericanNaturarist,Genetics,Cytologia等の外国雑誌が大部分である.日本が平和条約を締結し,国
際社会に復帰したのは翌年の1952年であるが,科学の分野ではすでに国際的活動を開始していたのがよくわかる.当時の

発表論文は植物関係が多く,42編中18編を占めている.まだアラビドプシスが登場しないのは当然だが,植物種も′ト麦,
イネに限らず,みかん,ナス,甜菜,ベニバナ,タバコとさまざまである.タイ トルに ｢育種｣の名を含む論文も多い反

面,発生遺伝学的な基礎研究の仕事も多数みられる.

著書･論文計51編の内,実に48編が単一著者によるものである.室長が執筆したものが34編でもっとも多いが,研究
員の単一著者が7編,研究補助員が単一著者になっている論文も2編ある.当時,論文の著者に名前を連ねる条件として
どのようなものがあったのか,想像してみるのもおもしろい.
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写真 :

左:田中義麿による｢蚕の星紋の遺伝学的研究｣(遺伝の総合研究 Ⅰ:225-245.1951).蚕は有益生物として日本では研究が盛んだっ
たが,これは幼虫の表皮に生じる星型の斑紋パターンの遺伝を解析した純粋の基礎研究.本来第3,8節にしか生じない星紋が
多数の体節に生じる系統などを記述している.後に体の前後パターンを支配していることが示されたホメオティック遺伝子の変
異だったのかもしれない.

右:客員教授 (非常勤研究員)だったFloraAliceLilienfeldが書いた木原均の業績をまとめた総説.(Cytologia16:101-123.1951)
後に遺伝研第2代所長となった木原は当時京都大学所属,遺伝研兼任所長であった.
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伝.生物遺伝資源†醐総合センター

本センターは,生命科学の学術研究にとって重要な生

物系統と情報に関して様々な生物種の系統保存事業を有

効に進めるため,及び系統情報を統合的に収集整理して

データバンクを構築するためのセンターとして平成9年

度に設立された.本センターは系統情報研究室 (山崎由

紀子助教授)と生物遺伝資源情報研究室 (小原雄治教授)

の2研究室からなり,それぞれ,系統情報データベース,

生物遺伝資源委員会の運営という事業を担っている.

系統情報データベースについては,<http://

www.shigen.nig.ac.jp/>において多数の生物種のデータ

ベース公開に至っており,各生物種の関連研究者の協力

を得て,ますますその内容を充実させていく計画である.

生物遺伝資源委員会は4回開催し,文部科学省で14年度

から計画されているナショナルバイオリソースプロジェ

クトの重要拠点として運営を進めている▲.

一方,本センターに課せられた事業をより意義のある

ものにしていくためには,生物学の新しい流れを踏まえ

た系統生物学 ･系統情報学の先導的研究を遂行してゆく

必要がある.このために本センターでは,実験系と情報

系が融合をめざして,ゲノム生物学 (ゲノムの機能の徹

底的な解明と生命システムの多様性研究)や生物情報科

学 (多様な生物情報のデータベース化と新しい知識の抽

也)の研究を進めている.

G-a.系統情報研究室

系統情報研究室では,山崎由紀子,山川武虞 (業務委

託),三ツ井 和 (業務委託),渡辺功二 (業務委託),若

林雅隆 (業務委託),斉藤真理 (業務委託),土屋里枝 (莱

務委託),阿部洋一 (業務委託),加藤宏治 (業務委託),

鈴木栄美子 (業務補佐員),矢野澄子 (事務補佐員),小

松まり子 (事務補佐員)が,研究事業 ｢遺伝資源情報デー

タバンクプロジェクト｣を推進した.

本年度の研究は,科学技術振興調整費 ｢マウス遺伝子

多型情報に基づいた遺伝子機能解析システムの開発｣(代

表者 :城石俊彦),特定領域研究(C)｢がん研究の総合的

推進に係わる研究｣(代表者 :山村研一),および科学技

術振興事業団戦略的基礎研究推進事業 (CREST)｢オオ

ムギゲノム機能の開発と制御｣(代表者 :武田和義),基
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盤研究(A)｢コムギのミトコンドリアゲノムの構造と遺

伝子発現の解析｣(代表者 :常脇恒一郎),基盤研究 (A)

｢DNAマイクロアレ-を用いたコムギの機能ゲノム育種

研究システムの開発｣(代表者 :荻原保成),農水省試験

研究 ｢イネゲノムシミュレーターの開発 :イネ細胞系譜

マーカーによる発生分化シミュレータの開発｣(代表者 :

倉田のり)の支援を受けた.

また遺伝学研究所の共同研究として,｢画像を含む生物

情報データベースの構造化手法に関する研究｣(広島市立

大学情報科学部 北上 始)および,｢ヒト腸管由来の

LactobacillusgasseriJCM1031株における2種のフォス

フオーβ-ガラクトシダーゼの構造遺伝子からの分子系統

解析｣(東北大学大学院農学研究科 斎藤忠夫)を実施した.

1.遺伝資源情報データバンクプロジェクト(SH旧EN):

山川武虞,三ツ井 和,渡辺功二,若林雅隆,斉藤真理,

土屋里枝,阿部洋一,加藤宏治,鈴木栄美子,矢野澄子,

小松まり子,山崎由紀子

SHIGENプロジェクトは開始以来利用者数が倍増して

おり,この5年間で10倍の月間16万件に達した.生物

種別では大腸菌とイネが全体の4分の3を占めている.

(1)大腸菌データベースはゲノム情報と遺伝子情報およ

び文献情報を遺伝資源情報と統合したこと,また遺伝子

に含まれるモチーフ情報や他の微生物遺伝子との比較情

報なども付加し,全体にわかりやすいインターフェース

を提供したことが利用者増加に結びついたと思われる.

欠失株の情報はデータベースには既に格納済みであるが

未だ公開には至っていない.

オブジェクト指向型の本データベースは,SHIGENプ

ロジェクトの中で完成度の最も高いデータベースである

が,最新情報をタイムリーに,しかも半自動的に収集す

るシステムを今後導入する必要がある.

(http://www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/pec/)

(2)イネの統合型データベースOryzabaseはイネ遺伝資

源小委員会の活動の一環として構築しているものだが,

ミュータントや遺伝子辞書情報など日本発のオリジナル

情報が多いことと,Webページとしてのわかり易さ,倭

いやすさから,ScienceOnlineJoumalのModelorgamism,●
SiteoftheMonth(January)に選ばれた.今年度は,逮

伝研保有系統の形質情報,コアコレクション,系統の画

像データなどを追加し,PlantGenomeCenterの野生イ

ネデータベースとの系統間リンクを実現した.国際的に

は,USDA-Cornell-CSH (米国農務省とCornellUniv.

ColdSpringHarbor)のGrameneデータベースやIRRI

(国際イネ研究所)のイネデータベースとの連携につい

て話し合いを開始した.また国際PlantOntologyグルー

プが立ち上がり,Oryzabaseも国際標準作りに参加する



計画である.

(http://www.shigen.nig.ac.jp/rice/Oryzabase/)

(3)マウスの国内データベース共通検索システム(Japan

MouseStrainResource,JMSR)の開発を行なった.こ

のシステムを利用することにより,独立した複数のデー

タベースに対して,一回の操作で全データベースを検索

することができる.これは前年度マウス遺伝資源小委員

会での決定事項であり,現在4機関のデータベTスに対

して一括検索が可能である.希望するすべての機関がこ

のシステムに参加できるよう,データベースの管理ソフ

トはフリーウエアのPOSTGRESとし,検索にはJavaを

用いた.データ交換フォーマットはCSVまたはⅩMLを

考えている.SHIGENサーバーから公開しているマウス

データベースに関しては,各データベースとJMSRシス

テムが完全に連携しており,各データベースの更新が自

動的にJMSRシステムに反映される仕組みを実現している.

(http://jsmr.lab.nig.ac.jp/jmsr/)

(4)コムギ遺伝子カタログ(1998年版遺伝子カタログお

よび2001年までの文献情報を含む)のデータベースを構

築した.Web公開を開始する一方,登録更新およびWord

フォーマット-の出力機能を装備したスタンドアローン

型システムも開発した.スタンドアローンシステムの開

発は,遺伝子カタログの管理者であるProf.Mclntosh

(SydneyUniversity)との共同作業として実施したもので

あり,カタログ管理を容易にすること,および最新情報

を世界中のコムギデータベースに速やかに反映させるこ

とを目的としている.

Qlttp://www.shigen.nig.ac.jp/wheat/dictionary/)

(5)遺伝資源情報

前年度CD-ROM発行した｢世界の系統情報データベー

ス関連サイト｣の情報を基にデータベースを構築しWeb

公開を開始した.30の生物種について遺伝資源情報およ

び関連情報の最新URLアドレスを収録した.さらにデー

タ更新ツールおよび自動URLアドレスチェックシステム

を開発して自動定期更新 (週1回)を可能とした.

(http://www.shigen.nig.ac.jp/WGR/wgr/)

(6)ツールの開発

微生物ゲノム内の特定領域を色分けするツールとして

開発したGenomePaintの機能拡張を行いversion2.0を

Opensource公開した.Version2.0ではゲノムサイズが

大幅に異なる対象についても無理なく表示できるように

なり,オルガネラから高等生物の染色体までの利用が可

能となった.またblastによる相同検索結果をグラフィカ

ルに表示し,taxonomy,score,e-value,Description

内の特定のkeywordなどで自由に並び替えができるツー

ルBlastScopeを試作した. これら2つのツールは比較

ゲノム解析に利用できると考えており,基本的にOpen

sourceとして育成していく計画である.

(7)その他のデータベース

以上のほか,クローニングベクターコレクションデー

タベース,オオムギ系統情報データベース,マウス系統

情報データベース,実験動物データベース,アラビドプ

シス系統情報データベース,ショウジョウバエ系統情報

データベースの維持管理を定常作業として行なった.

2.トランスジェニックマウスデータベース構築 :若林雅

隆,渡辺功二,加藤秀樹1,中潟直巳2,山田 源2,山村

研一2,山崎由紀子 (1浜松医科大, 2熊大)

熊本大学動物資源開発研究センター (CARD)の寄託

マウスのデータベース (CARDRIDB)を構築し,公開

を開始した.研究者が作成したtransgenicmouseitargeted

mutationmouse,genetraplineを中心とした遺伝資源

について,由来,作成情報および遺伝子情報,検定情報など

を収集し,ハードコピーからの電子化とデータベース構築

を実施した.データベース管哩ソフトにはOracleを用い,開

発は遺伝研側のマシン上で行い,公開は熊本大学のサーバー

マシンからミラーリングプロトコルにより行なえるよう

にした.今年度は加藤氏 (浜松医科大)の協力により,

データベース内の系統名,遺伝子名,機関コードなどを

国際命名規約に従った形式-全面変換して公開に至った.

(http://cardb.cc.kumamoto-u.ac.jp/transgenic/

index.jsp)

3.オオムギESTデータ解析およびデータベース構築 :山

崎由紀子,佐藤和宏1,武田和義1 (1岡山大)

オオムギの3品種 (赤神力,野生種,はるな2条)お

よび3組織 (成葉,幼植物,発芽シュート)計6ライブ

ラリに由来する約2万個のESTクローンについて5'お

よび3'側の計43000の配列を用いてUnigene探索およ

び系統間のSNP解析を行なった.全配列のblastによるク

ラスタリングと,同一クラスタ内クローンのphrap解析に

より,10555件のUnigene候補配列を得た.つぎに各アセ

ンブリ配列の中から品種間に見られる1塩基置換を検出し,

同一品種で少なくとも2クローン以上に保存されている

ものをSNPと定義した場合,387クローン約1000のSNPs

が抽出された.クローン配列,相同解析結果,アセンブル

結果,SNPsなどの情報をデータベース化し内部公開を開

始した.さらに43420クローン計92879配列の解析およ

び海外の同種プロジェクトとの比較解析も進行中である.

研究菓練

(1)原著論文

1.YoshiakiKikkawa,Ikup Miura,Sumiyo
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Takahama,ShigeruWakana,YukikoYamazaki,

KazuoMoriwaki,ToshihikoShiroishi,Hiromichi

Yonekawa:Microsatel止tedatabaseforMSMM/Msand

JFl/Ms,molossiunus-derivedinbredstrains,Mammal

Genome12,750-752,2001.

(2)その他

1.山崎由紀子 :｢遺伝子操作動物のデータベース｣遺伝

子医挙,5(2),148-155,2001.

2.斎藤忠夫,伊藤敵敏,舘野義男,山崎由紀子 :｢ヒト

腸管起源のLactobacillusgassen'(ガセリ菌)におけるラ

クトースの資化系の新経路の発見｣日本生物工学会誌,

9(6),2001.

3.SHIGENDBhttp://www.shigen.nig.ac.jp/

(3)発表講演

1.山崎由紀子 :｢生物遺伝資源情報データベースの整備

とその利用｣日本生物工学会 山梨,9月.

2.佐藤和広,武田和義,山崎由紀子,小原雄治 :｢オオ

ムギに見出された-塩基置換多型｣育種学会,福岡,10月.

3.守口和基,伊藤幸博,山崎由紀子,倉田のり:｢酵母

核輸送トラップ (NTT)システムを用いたイネ核タンパ

ク質の大量スクリーニング｣育種学会,福岡,10月.

4.荻原保成,根本康江,村井耕二,山崎由紀子,新井

哩,小原雄治 :｢倍数性コムギのEST解析｣第24回日本

分子生物学会 横浜,12月.

5.山川武広,三ツ井 和,山崎由紀子 :｢比較ゲノム解

析支援ツールとしてのGenomePaint｣第24回日本分子

生物学会 横浜,12月.

6.守口和基,伊藤幸博,山崎由紀子,倉田のり:｢酵母核輸

送トラップ(NTT)システムによるイネ核タンパク質の大

量スクリーニング｣第24回日本分子生物学会 横浜,12月.

7.坂井隆治,三浦郁生,高浜純代,山田聡美,鹿江雅

光,山崎由紀子,城石俊彦,吉川欣亮,米川博通 :｢実験

用マウスの起源 :マウスゲノムの多様性と染色体進化｣

第24回日本分子生物学会 横浜,12月.

8.YukikoYamazaki:GeneticResourceInformation

DBProjectinJapan(SHIGEN):ICISWorkshop,

Philippine,May.

9.YukikoYamazaki:PlantGeneticResource

DatabasesinJapan.PlantGenomeWorkshopNorwich,

UK,August.

10.大島 悟,川井 泰,北浮春樹,舘野義男,山崎由

紀子,斎藤忠夫 :｢ヒト腸管起源Lb.gassen-JCM1031か

らの第3のラクトース資化性酵素は,真性ホスホーβ-グ

ルコシダーゼか?｣日本畜産学会,東京,2002年3月.

ll.TatenoY.,YamazakiY.andSaitoT.:Evolution

ofthelactoseIntakepathwayInLactobacillusgassm',

5thAntonDohrnWorkshopOctober,Naples,2001.
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G-b.生物遺伝資源情報研究室

本研究室では,線虫を用いた動物発生過程の遺伝子発

現ネットワークの解明をめざす研究を進めると共に,並行

してDNAシーケンシングセンター及び遺伝子ライブラリー

の構築 ･維持 ･酉己布という研究事業をおこなっている.

研究室構成は,小原雄治 (教授),安達佳樹 (助手),

川崎一郎(科学技術振興事業団｢さきがけ｣研究者),伊藤

将弘,平木秀明(科研費ボスドク),鹿児島浩(未来開拓研

究事業ボスドク),岸本意人(日本学術振興会特別研究員,4

月から),梶田 睦(特別利用研究員,東京工業大学大学院

理工学研究科博士課程在学),水口洋平(受託学生,国立沼

津工業高等専門学校専攻科学生,3月まで),新井 理(㈱

インフォコム,業務委託),小川知之(㈱CTI,業務委託),

川口久美子 (業務委託),鹿野啓子,植田ゆみ子 (以上2

名,科研費派遣技術員),大庭登紀江,杉浦郁子,小原真

港,鈴木孝美,岩田末葉 (2月まで),大石加寿子,杉山

康子,林 宏子,太田ふみ子,西坂聡子,芳賀しのぶ,

三浦沙知子,森下知美 (5月から),大地弘子(6月から),

梶原浮子 (7月から),土方千尋 (7月から)(以上17名,

科研費派遣研究補助員),佐野正子,上杉裕子,野本久代,

芹滞路子,中田恭子,長谷川範子,水越ますみ,坂本直

千(4月から)(以上8名,パート実験補佐員),杉本章子,

大沼まゆみ (事務補佐員),高橋初江,三田真澄,三田あ

つみ(補助業務員)であった.また2-3月の2ケ月間Jean

Thierry-MiegとDarlielleThierry-Mieg(共にNCBI,NIH,

USA)が研究室に滞在し,共同研究をおこなった.

本年の研究は,文部省科学研究費特定領域研究C｢統

合ゲノム｣(小原),科学技術振興調整費 ｢ゲノムフロン

ティア｣(小原,代表 ･黒帯良和藤田保健衛生大教授)の

支援を受けた.

1.研究事業

昨年にひきつづき大腸菌遺伝子ライブラリー,線虫遺

伝子ライブラリーについて活動した.これに加え,特定

領域研究C ｢統合ゲノム｣総括班研究支援事業として,

DNAシーケンシング施設を立ち上げ(アカデミアDNA

シーケンシングセンター)班員との共同作業を進めた.

また,それに伴うリソースセンター事業も開始した.

(1)遺伝子ライブラリー事業 :杉山康子,杉本章子,大

招まゆみ,小原雄治

(a)大腸菌遺伝子ライブラリー事業

小原が名古屋大学在職中に作成した大腸菌ゲノムの整

列クローンライブラリーの維持,配布,情報収集を続け

た.大腸菌仝ゲノムを十分な重なりをもってゲノムをカ

バーする476クローンを ｢ミニセット｣としてリクエス

トに応じてきた.大腸菌仝ゲノム塩基配列はすでに決定



されたこともあり,リクエストは減ったが,それでも2001

年中に10件,のべ982クローンを3ヶ国(日本,インド,

アメリカ (件数順))の研究者に送付した.これまでの累

計は,31ヶ国840件,のべ 11,539クローンにのぼってい

る.発送先の研究者には,その地域の研究者-の二次配

布を積極的に求めているので,クローンの利用者はこれ

らの数字よりはるかに多いことが予想される.

(b)線虫C.elegans遺伝子ライブラリー事業

次項で述べるcDNAの系統的解析プロジェクトから得

られたクローンおよびその情報はWWW で公開しており
(http://helix.genes.nig.ac.jp/db/),ここで解析使用

されたcDNAクローンについては研究者からのリクエス

トに応じて配布をしている.2001年には789件のべ4,249

クローンを21ヶ国 (アメリカ,日本,イギリス,カナダ,

ドイツ,スイス,台湾,韓国,フランス,イタリア,香

港,スウェーデン,チェコ,オランダ,イスラエル,ベ

ルギー,ポルトガル,デンマーク,オーストラリア,フィ

ンランド,ハンガリー (件数順))の研究者に分与した.

これまで (1995年-2001年)の累計は,26ヶ国4,061件,

のべ 19,161クローンにのぼっている.

(C)リソースセンター事業

次に述べるDNAシーケンシングセンターで解析された

cDNAクローンの維持 ･配布を今秋から開始した.現在の

ところ,ホヤ及び粘菌のcDNAクローンを配布している.

(2)アカデミアDNAシーケンシングセンター事業 :大石

加春子,芳賀しのぶ,西:坂聡子,林 宏子,太田ふみ子,

三浦沙知子,森下知美,佐野正子,野本久代,長谷川範

本年の処理数と共同研究班員は以下の通りである.

千,水越ますみ,新井 理,川口久美子,小原雄治

ゲノム研究においては基盤情報作りにおいて一定以上

の量をこなす必要があるが,大学研究室連合である特定

領域研究にとってこれまで最大の弱点であった.そこで

特定C ｢統合ゲノム｣総括班ではスケールメリットが期

待できるDNAシーケンシングとヒト多型タイピングを研

究支援事業とし推進することとした.このうちDNAシー

ケンシングについては領域代表でもある小原の研究室で

運営することにし,本年初めにプレハブ棟が完成し本格

稼働を開始した.今年末には,キヤピラリーシーケンサー

(ABI3700)20台をフル稼働する体制ができあがり,400

万リード/年のキャパシティに達した.当初は特定Crゲ

ノム｣4領域班員の様々な生物のESTが中心であったが,
シーケンシングキャパシティが上がったこともあり,ホー

ルゲノムショットガン-移行しつつある.ESTにあって
は適切なcDNAライブラリーが班員から送付され,それ

以後一切をセンターで行い,シーケンスデータと必要が

あればBLAST解析やクラスタリングをおこない,これ
らのデータを班員に送る.また,ESTクローンはレプリ
カを班員に返すと共に当センターでも保管し,(必要なら)

上述のように班員に代わって配布作業をおこなう.ゲノ

ム配列決定にあっては,BACやゲノムDNAが班員から

送付され,ショットガンライブラリー作成から以後ショッ

トガンアツセンブリとコンテイグのホモロジー解析03LAST,
Pfam,など)までを当センターでおこなう.ギャップフィ

リング,アノテ-シヨンは瑳員グループの協力を得て進

めるている (論文7,9,10).

生 物 種 依 腰 者 処 種 数 登録シーケンス数 備 考

EST 線虫 計画研究:小原雄治 (遺伝研) 29,184 22,917

ユウレイボヤ 計画研究:佐藤矩行 (京大) 220,896 158,991

マボヤ 公募研究:真壁和裕 (京大) 50,304 39,652

メダカ 計画研究:武田洋幸 (遺伝研)公募研究:工藤 明 (東工大) 55,296 38,625

シクリッド 計画研究:岡田典弘 (東工大) 15,360 ll,782

ツメガエル 公募研究:餅井真 (姫路工大)+カエル研究コ.ミユニティ 96,192 73,640

粘菌 領域3計画研究:田仲可昌(筑波大)+粘菌研究コミュニティ 89,472 54,976

オオムギ 公募研究:佐藤和広 (岡山大) 146,688 92,379

コムギ 公募研究:荻原保成 (横浜市大)+コムギ研究コミュニティ 215,328 115,211
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生 物 種 依 頼 者 ~ 処 種 数 登録シーケンス数 備 考

EST ヒメツリガネゴケ 公募研究:長谷部光泰 (基生研) 26,880 19,462
原始紅藻 領域3計画研究:黒岩常祥 (東大) 41,952 35,311

合 計 987,552 662,946

ゲノム 有効リード数 結果 備考

ショウジョウバエ異所発現ベクター挿入サイト 計画研究:林茂坐 (遺伝研)+NPコンソーシアム 2,500カ所

メダカHoX領域 計画研究:堀寛 (名大) 20,000 BAC6本1200Kb

霊長類ゲノム1%(30Mb) 計画研究:斉藤成也 (遺伝研) ゴリラfosmid3本

ホヤ (160Mb) 計画研究:佐藤矩行 (京大) 39,214486,211 BAC10本ホールゲノム2Ⅹ

原始紅藻 (16Mb) 東城3計画研究:黒岩常祥 (東大) 301,760 10Ⅹ 終了

2.線虫 C.elegansのcDNA解析

線虫 C.elegansは動物発生 ･行動研究のすぐれたモデル

系である.この全遺伝情報は100Mbのゲノム (染色体6

本)に書き込まれているが,われわれはゲノムシーケン

シンググループと緊密な連絡のもとに発現遺伝子側の解

析のセンターとして活動を進めてきた.すなわち,全遺

伝子に対応するcDNAクローンの単離と同定,その構造,

発現様式の解析,更には遺伝子破壊実験による生物機能

の検定,というcDNAの系統的解析である.そして,CDNA

の塩基配列情報,類似遺伝子情報 (BLAST検索),スプ

ライシングの制御に関する情報,発現時期,発現細胞の

情報,将来的には遺伝子破壊結果の情報を,ゲノムマッ

プ(究極的には塩基配列)上に統合化し,ゲノムの発現 ･

機能マップを構築するものである.上述のように,ここ

で得られたクローンは内外の研究者に分与しているので,

そこからのフィードバック情報も追加される.このよう

な情報の集積が進むと,ゲノム軸,(発生)時間軸,細胞

系譜 (空間)軸などのいろいろな軸での検索が縦横にで

きるようになる.本研究はこのような目的でC.elegansの

cDNA情報の集大成と統合化を行うものである.

(1) C.elegansトランスクリプ トーム解析 :Jean

Thierry-Miegl),DanielleThierry-Miegl),新井理,袷

木穣 2),菅野純夫2),上杉裕子,大石加寿子,芳賀しのぶ,

西坂聡子,林宏子,太田ふみ子,三浦沙知子,森下知美,

佐野正子,野本久代,小原雄治 (1)NCBI,NIH,USA,2)東
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京大学医科学研究所)

発生時期などにより7種類のmRNAから通常法及びオ

リゴキャッピング法でcDNAライブラリーを構築し,5',

3'両端からのいわゆるワンパスシーケンシングをおこな

い,3'の配列情報をもとに分類をおこなってきた.これ

までに12万クローンを解析し約1万のcDNAグループに

分類してきた.この過程で,Mar°Vidalら(米国マサチュー

セッツ総合病院)らとの共同研究により,ORF検索と合

わせて,遺伝子総数が19000程度であることを示した(蘇

文3).

EST配列としてデータベースに登録するのは一定以上

のクオリティ部分のみ (400-500塩基)である.しかし,

その先も配列情報は十分保持しているので,ゲノム配列

と比較してエキソン･イントロン構造を確定していくた

めのプログラムを開発した.まず最初の高クオリティの

部分がアラインされるが,エキソン･イントロン境界に

来ると突然合わなくなる.しかし,その先を調べるとま

たうまく合う部分がでてくるので,これを繰り返す.こ

のやりかたでは,800塩基程度まで合わせることができる

ので,mRNAの平均鎖長 (1.5-2Kb)のクローンであれ

ば,両側からのクロマトデータがあれば全領域をカバー

できる.より長い遺伝子については,途中クローンを利

用した ｢unigene｣方式になる.完全オートマチックでは

なく手作業が入るが,その結果,約1万遺伝子の構造を

確定した.多数のalternativesplicingを検出し,遮伝子

あたり平均1.7種のmRNA,1.4種のタンパクコ-デイン



グ配列を兄いだした.ちなみに,最小のエキソンは9ベー

スであり,アスパラギン酸 ･アスパラギン･アラニンを

コードしていた(これらのアミノ酸の略号はD･N･Aで

ある!).Genefinderなどコンピュータによる遺伝子予

測は特に長いイントロンが苦手であり,線虫予測遺伝子

データベースWormPepの半分は何らかの修正が必要で

あることになった(論文準備中,多くの結果はWormBase

<http://www.wormbase.org/> にのっている).プ

ロテオーム解析には必須の情報となる.また,系統的RNAi

解析にも用いた (論文2).

(2)発現パターンの解析 :杉浦郁子,大庭登紀江,小原

真澄,鈴木孝美,上杉裕子,新井理,小原雄治

wholemountembryoのマルチウェルフォーマットin

situハイブリダイゼーション法を用いた大量試料の解析

を引き続き進めた.ESTプロジェクトから分類したcDNA

のうちこれまでに9000種をプローブにハイブリダイゼー

ションをおこなった.線虫は小さいので肱発生の仝ステー

ジが8ウェルスライ ドの1ウェルで検出できる.幼虫か

ら成虫は少し大きくなるので4ステージに分け,それぞ

れ1ウェルで検出する.そして,画像を残し,以下のよ

うな最小限のアノテ-シヨンをつけてデータベース化し

ている.腫発生については典型的な10ステージに分類し,

それぞれについて10程度の典型的な細胞,組織,領域に

分け,シグナル強度を3段階とっている.幼虫～成虫は

4段階に分け,やはりそれぞれ10程度の典型的な領域と

3段階のシグナル強度でアノテ-シヨンを与えている.結

果的に (ステージが腫発生10+幼虫4)Ⅹ領域10Ⅹ強度

3-420次元の情報となる.これらはNEXTDB<http://
nematode.lab.nig.ac.jp>に統合化し公開している.発現

パターンの類似性検索エンジン(SearchEX)も構築した

(芹滞路子ら,公開予定).また,個別遺伝子のinsita解

析の共同研究も多数進めた (論文1,4).､

insiiu解析と並行して,cDNAマイクロアレイ解析も

おこなった.分類した代表クローンのうち7500クローン

の挿入cDNAをベクタープライマーを用いて大量に増幅

し,poly-L-1ysinコートスライ ドガラスやナイロンメン

ブレンにスポットして,様々な共同研究に供した (論文

5).

(3)発現調節領域の解析 :伊藤将弘,芹浮路子,小原雄治

遺伝子の半数は母性発現であったが,残りは発生開始

後にmRNAが見られる,いわゆる腫性発現である.これ

らは時間的空間的な発現制御を受けており,発現制御シ

ステムの抽出のためには,共通の制御を受ける遺伝子群

の抽出と制御領域の比較が必要であるので,発現パター

ンデータのクラスタ解析をおこなった.約7000遺伝子の

データを,まず因子分析を行った結果,発現時期 (時間

軸)と発現細胞 (空間軸)にそって54クラスターに分類

された.これをさらにウォード法で詳細なクラスタリン

グ解析をおこなった.最大のクラスタは腸系譜に関わる

ものであった.この系譜は6細胞期のEという1個の細

胞に由来するが,さらに細分すると,E細胞が分裂して腸

に分化する時系列で少しずつずれて時期特異的にに発現

(この場合は転写)開始するものに分類された.興味深

いことに,解析データに含まれていたリボゾームタンパ

クの9割以上が腸系譜で中期肱から発現が開始するグルー

プに含まれていた.タンパクとしては全ての細胞に存在

するものであり,転写が特定細胞の特定時期に一斉に開

始するのは意外ではあるが,リボゾームという構造体の

構成成分が共通制御を受けるのは理にかなっている.そ

こでこの遺伝子群について上流配列2500bpを切り出し,

ウインドウ解析,マトリックス解析やペア配列の出現頻

度解析を行った.その結果,コーディング領域より5'上

流に一定の間隔をおいて並ぶ7,10,7塩基長の3つのモチー

フ (それぞれ1,2,1塩基のミスマッチを許容)を兄いだし

た.同様な解析を,体壁筋系譜でもおこない,こちらで

はやはり5'-上流に12,ll,12,10塩基長のモチーフを兄い

だした.このような候補モチーフについて実験的検証を

計画している.

3.線虫C.elegans発生における遺伝子発現 ･機能の解析

(1)母性発現遺伝子サブセットのRNAi/4D顕微鏡解析 :

鷹野啓子,中田恭子,小原雄治

線虫は不等卵割を含む卵割を繰り返し,母性遺伝子産

物の局在やそれによって引き起こされる細胞間相互作用

によって,運命の異なった細胞を生じる.この過程は多

くを母性遺伝子に依存している.しかし,母性で発現す

る遺伝子は,ハウスキーピング遺伝子を含み全遺伝子の

半分を占める.そこで,このうち ｢2細胞期から原腸陥入

開始期までにその発現が消失あるいは局在する遺伝子群J

に注目した.経験上,肱発生に重要な役割をもつ遺伝子

はこのような発現をすることが多いからである.約5000

遺伝子の発現解析が行われた時点でこのクラスに分類さ

れた477遺伝子についてRNAi(RNA mediated

interference)による機能解析を行った.具体的には標準

N2株に各遺伝子の2本鎖RNAを顕微注入し,注した親

虫,F1月も 貯化した幼虫(escaper)の成長,生殖能,形

態等の表現型観察を行った.その結果,65%という高率

で表現型が見られた.5%にFl数の減少,33%にFl腫致

死,27%にescaperのみでの異常であった.強いFl腫致

死を示す61遺伝子について4D願微鏡で詳細に調べた結

莱,受精/最終減数分裂から8細胞期までの時系列での

異常に分類できた.

そのうち最も早期の異常である ｢受精後分裂なし｣の

12遺伝子のうち6遺伝子はプロテアソーム関連遺伝子で

あった.線虫では2QSプロテアソームとして14遺伝子,

19S複合体として19遺伝子が予測されており,これらの
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うち,われわれのライブラリーに存在するが上記5000遺
伝子に含まれていなかったものについて調べたところ,

類似の母性発現を示し,RNAi実験では受精卵は全く分裂

が観察されず,減数分裂の途中で停止が示唆された.プ

ロテアソームは他生物で卵母細胞成熟や受精に関与して

いることが明らかにされており,線虫における機能解析

を進めている.

(2)C.elegansの母性mRNAの翻訳調節におけるPOS-1
とPIP-1の役割 :小倉顕-1),岸本意人,安藤恵子2),≡

谷昌平2),小原雄治 (1)現,横浜市立大学医学部,2)東衷女

子医科大学医学部)

線虫C.elegansの卵は受精後不等分割をおこない,体細

胞系創始細胞の前割球ABと生殖系列の後割球Plを生じ

る.これら割球およびその子孫細胞の運命決定には卵割

に伴って局在化する母性因子(いわゆるデターミナント)

が重要な働きをしていることが示唆されている.この時

母性mRNAの翻訳調節が重要であることが知られている.

g砂｣遺伝子 (Notchホモログ)の母性mRNA全割球に
一様に分配されるが,2細胞期の前側割球ABでのみ翻訳

され,4細胞期には前側2割球 (ABa,ABp)の細胞膜に

局在する.同様に後側割球P2でのみ翻訳されるapx-1遺
伝子 (Deltaホモログ)とシグナル伝達をおこない,本来

等価であったABa,ABpのうちP2と接触したABpの運

命を変える.このglp-1mRNAの翻訳制御は369塩基長
の3'-UTRを介しておこなわれ,その中央部の66塩基長

領域(SCR)が空間的制御,そのうしろ125塩基領域(TCR)

が時間的制御に重要であることが知られている.

われわれはCCCHZincfingerタンパクである母性遺

伝子pos-1タンパクがglPllSCRに結合して,glP-1の翻

訳を負に制御していることを;DOS-1変異体でのglP-1タ

ンパクの発現解析とpos-1タンパクとgl9-13'-UTR間の

Tri-hybrid解析をおこない,明らかにした.さらに,♪os-1
と相互作用する遺伝子をTwo-hybrid解析で探索し,RNP

タイプRNA結合ドメインをもつPi9-1遺伝子を同定した.

Pip-1タンパクは♪osJタンパクより早く卵母細胞から発

現があり,2細胞期以降の後側割球の細胞質でPOS-1タン

パクと分布が重なる.gl9-1mRNA･の翻訳-の役割を調

べた結果,♪os-1とは反対にPiP-1は正に制御しており,
TCRの一部に結合することがわかった.これらの結果か

ら,前後細胞でのPOSll/PIP-1の濃度の違いでgl9-1
mRNAの翻訳をfinetuningしている機構を換唱した.(論
文投稿中)

(3)線虫 C.elegansにおける細胞特異的エンハンサーの

系統的解析 :鹿児島浩,小原雄治

遺伝子の特異的発現はどのようなメカニズムによって

制御されているのか?本研究では,線虫 C.elegansで細

胞特異的に発現する多数の遺伝子の調節領域を解析し,

84 生物遺伝資源情報研究室

その発現の細胞特異性を制御する転写調節機構の解明を

めざす.

線虫においては,特定の細胞で発現する遺伝子が数多

く報告されている.同一の細胞で発現する遺伝子群の中

には,同じ転写因子 (秤)によって制御を受ける遺伝子

が存在すると考えられ,これらは共通の調節配列を持つ

可能性が高い.そこで,特定の細胞 (特に感覚神経細胞)

で発現している遺伝子を多数集め,これら遺伝子の調節

領域を系統的に欠損させた配列とGFP遺伝子とを持つレ

ポーターDNAを線虫に導入し,その発現パターンをin

vivoで観察することにした.この方法によって細胞特異

的な発現に最小限必要な領域を絞り込み,これらを比較

することによって個々の細胞での発現を制御する調節配

列を同定する.

我々はまず,温度受容神経AFDに特異的な発現を行う
遺伝子群について解析を行った.その結果,現在までに,

ホメオボックス型転写因子ceh-14,グアニル酸環状化酵

素gcyl8,核受容体型転写因子nhr-38,および7回膜貫通

型受容体srq-6のAFDでの特異的発現を制御する領域が,

それぞれ上流0.7kb,ノ0.1kb,0.2kb,1kbであることを明

らかにした.また,細胞特異的発現のための制御領域は

比較的小型で,一ヶ所に固まって存在していること,特

異性を決めるためには負の転写制御機構が重要な役割を

果たすことが示唆された.

(4)線虫における生殖頼粒の分子解析 :川崎一郎,梶原

淳子,小原雄治

線虫C.elegansの生殖精粗Pgranulesは生殖系列に特
異的な細胞内構造であり成熟精子を除く全ての生殖細胞

に発生の全段階を通して観察される.Pgranulesは未同
定のRNA成分と複数のタンパク質成分から構成されてい

るが,その分子的全貌と機能の多くはまだ解明されてい

ない.これまでに分子遺伝学的な解析によりPgranules
の主要な構成タンパク質であるPGL1,2,3を同定し,こ
れらのうち特にPGLlとPGL-3は発生の全段階を通し

てPgranulesに局在し,またRNA結合モチーフである

RGGboxを持つことから,Pgranules中で主要なRNA
結合タンパク質として機能していると考えられた.また,

InRNAキャップ結合タンパク質であるeIF4Eがp-granules
の構成成分であることを米国インディアナ大学のStrome

研究室との共同研究で明らかにした (論文8).

われわれはPgranulesの分子的実体と機能の全貌解明
をめざして以下の解析を進めた.第1には,PGL-1およ

びPGL3がどのようなRNA成分または他のタンパク質

成分と相互作用するかであり,このために,抗PGL1抗

体等を用いてPgranules複合体を回収し,サブトラクショ
ン法,プロテオーム解析を用いてRNA成分およびタンパ

ク質を同定することを試みた.第2には,Pgranulesと
同様生殖系列に特異的に発現する遺伝子群のあぶりだし



である.このため,当研究室で行われている体系的insiiu

hybridizationの結果に基づいて始原生殖細胞Z2,Z3に

特異的に発現しているmRNA72種についてsoaking法

によるRNAi解析をおこなった.その結果,37遺伝子に

表現型が現れた.現在,表現型の詳細な検討をおこなっ

ている.

(5)線虫T-box遺伝子tbx-9標的遺伝子群の探索 :安達

佳樹

DNA結合モチーフT-boxを持つ遺伝子は,多細胞動

物の形態形成などに関わる転写因子ファミリーを構成す

る.線虫C.elegansT-box遺伝子 tbx-9は,腫発生期に

腸,筋肉,表皮の前駆細胞で発現し,その遺伝子破壊変

異体は形態形成異常を示す.また,ibx-9､と高い相同性を

持つT-box遺伝子 tbx-8もよく似た発現パターンや機能

欠損表現型を示し,更にこれら遺伝子の二重機能欠損表

現型はそれぞれ単独の表現型を合わせたものより強くな

ることから,これら遺伝子間には機能的重複が推測され

る.

ibx-9により発現制御を受ける棟的遺伝子群の同定をめ

ざし,tbxl9産物量の増減により発現量が変化する遺伝子

を,cDNAマイクロアレイ解析により探した.tbx-9産物

量の調整には,ヒートショックプロモーターによるtbx-9

発現誘導や,feedingRNAiによるtbx-9および tbx-8機

能喪失を利用した.insiiuハイブリダイゼーションによ

り発現パターンの変化を確認した結果,これまでに,tbx19

産物が存在する形態形成開始bean期の背側表皮前駆細胞

において,発現が消失する4遺伝子を見つけた.これら

遺伝子に対するRNAiでは肱発生期に異常は兄いだされ

ていない.tbx-9により直接制御を受ける標的遺伝子であ

るのか更なる解析が必要である.

4.線虫発生のコンピュータモデル化の研究

(1)物理モデルを用いた線虫初期肱の細胞配置シミュレー

タの構築 :梶田 睦,山村雅章1),小原雄治 (1)東京工業

大学大学院理工学研究科)

細胞配置は,発生過程において重要な役割をはたして

いる.線虫Caenorhabditiselegansの初期発生過程では,
細胞配置によって空間的に制限された細胞間相互作用の

ために細胞の運命が決定されることが知られている.例

えば,4細胞期のABp割球はP2割球と接触することに

よって初めてABp固有の細胞運命が決定される.線虫は

卵から成虫までの全細胞系譜が調べられており,その細

胞系譜や細胞配置は非常に再現的である.一方,個々の

細胞は状況に合わせてダイナミックに変形したり,動く

ことができる.ダイナミックな発生過程にも関わらず一

定の細胞配置が再現されるのは,細胞が持つ力学的特性

が大きく関わっていると考えられる.

そこで本研究では,細胞の形状を力学モデルによって

構成し,細胞分裂にともない細胞配置が決定される現象

を再現するシミュレータの構築を試みた.本シミュレー

タは,(1)細胞の形状を質点のメッシュ状の袋としてモ

デル化,(2)体積を一定に保つ,そして細胞形状を保つ

ルールを導入,(3)細胞分裂を紡錘体構造による細胞伸

長 ･収縮環の収縮による細胞質分裂という二つの現象で

構成,(4)卵殻による細胞移動の制限の導入,以上によ

り実装した.初期肱の1-4細胞期に対するシミュレー

ションを行った結果,実際の1-4細胞期肱と同じ細胞

配置(4細胞がダイアモンド状に並ぶ)を得ることができ

た.さらに,様々なパラメータに対して1-4細胞期の

初期膝のシミュレーションを行い,提案するシミュレー

タの検証を行なった.

(2)線虫肱発生における細胞形状モデルの半自動生成シ

ステム :平木秀明,小原雄治

線虫C.elegansは,透明で細胞数が少ないため,発生
の過程を詳細に観察することができる優れた系である.

発生においては細胞間相互作用が重要な役割を果たすの

で細胞の形状 ･配置 ･隣接関係の把握が非常に重要であ

る.当研究室では,線虫の初期発生の時系列3次元微分

干渉顕微鏡画像から各細胞の形状のポリゴンモデルを作

成し,初期発生における遺伝子発現調節モデルや卵割の

力学モデルを構成するための基礎データとして,あるい

は様々なタンパク質の抗体染色像と重ね合わせて局在を

同定するための鋳型として利用してきた.しかし,微分

干渉画像から細胞境界を自動的に抽出することは極めて

困難であるため,このポリゴンモデルの構築には,画像

上で各細胞の輪郭を手作業によりトレースする,という

ことをせざるを得ず,作成には多くの時間と労力が必要

であった.

そこで本研究では,細胞膜を蛍光染色して共焦点顕微

鏡で観察した時系列3次元画をもとに,計算機を用いて

自動的に細胞モデルを構築するシステムの開発を進めて

きた.具体的には,3次元画像上における領域拡弓長法によ

り細胞形状を抽出するプログラムと,画像の距離変換フィ

ルタを用いて各領域の種 (たね)にする点の候補を抽出

するプログラムを作成し,24-200細胞期の画像データ

に応用した結果,各時期の細胞の形状モデルを生成する

ことに成功した.現在のところ,種となる点の候補から

実際に用いるものを選択する過程に関しては対話的操作

で指定した方が良い結果が得られるため,完全には自動

化されていないが,さらに自動化や改善を進めるととも

に,時系列のデータから細胞系譜を構成して4次元デー

タベース化できるように計画中である.その上で,近縁

種やRNAi等による変異体の間で細胞の配置 ･隣接関係

の比較に応用する.
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interneuronclassinC.elegans.Development128,

1951-1969,2001.

7.Satou,Y.,Takatori,N.,Yamada,L.,Mochizuki,Y.,

Hamaguchi,M.,Ishikawa,H.,Chiba,S"lmai,K.,Kano,

S.,Murakami,S.,Nakayama,A.,Nishino,S.,Sasakura,

Y.,Satoh,G.,Shimotori,T.,Shin-i,T.,Shouguchi,E.,

Suzuki,M.,Taltada,N,Utsumi,N,Yoshida,N.,Saiga,

H"Kohara,Y.,Satoh,N.:Geneexpressionprofilesin

Cionainiesiinalistailbudembryos.Development128,

2893-2904,2001.

8.Amiri,A.,Keiper,B.D.,Kawasaki,I.,Fan,Y"

Kohara,Y.,Rhoads,R.E.,Strome,S∴Anisoformof

eIF4Eisacomponentofgem granulesandisrequired

forspermatogenesisinC.elegans.Development128,

3899-3912,2001.

9.Nishikata,T.,Yamada,L.,Mochizuki,Y.,Satou.
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Y.,Shin-i,T.,Kohara,Y.,Satoh,N.:Profilesof

matemallyexpressedgenesinfertilizedeggsofCiona

iniestinalis.DeveloPmentalBiology238,3151331,2001.

10.Inaba,K.,Padma,P.,Satouh,Y.,Shin-i,T.,Kohara,

Y.,Satoh,N.andSatou,Y.:ESTanalysisofgene

expressionintestisoftheascidianCionaintesiinalis.

MolecularRepyvduciionandDevelopment(impress).

ll.MorinoK,KatsumiH,Akal10riY,IbaY,Shinohara

M,UkaiY,KoharaY,KurosawaY.:Antibodyfusions

withnuorescentproteins:aversatilereagentfor

profilingproteinexpression.I.ZmmunoIMethods.

257(1-2),175-84,2001.

(2)その他

1.小原雄治 :ヒトゲノム解析後の世界.DBC(ダイヤ

モンドビジネスコンサルティング),138,4-9,2001.

2.小原雄治 :線虫の発生遺伝子の網羅的測定.｢システ

ムバイオロジーの展開(北野宏明編)｣(シュープリンガ一･

フェアラーク東京)77-86,2001.

3.小原雄治 :ゲノム研究事始め-遺伝学と生化学,工作

少々.蛋白質核酸酵素,46,2183-2187,2001.

4.小原雄治,榊佳之 :ゲノムサイエンス :世界と日本

の動向,今後の展開.蛋白質核酸辞素,46,2225-2231,2001.

5.小原雄治 :線虫ゲノムの体系的発現解析.蛋白質核

酸酵素,46,2425-2431,2001.

(3)発表講演

1.小原雄治 :これからのゲノム科学 Evo,Devoの愉

しみ,特定領域 (B)｢メダカに学ぶ脊椎動物ゲノム再編

の分子基盤｣公開シンポジウム,東京,2001年1月23日.

2.小原雄治:ゲノムから個体-一機能ゲノム科学の進展,

特定領域A ｢ゲノムサイエンス｣公開シンポジウム,東

京,2001年1月26日.

3.小原雄治 :生物進化多様性とゲノム科学の総合,総

合研究大学院大学国際シンポジウム一般講演会 ｢21世紀

の総合ゲノム科学｣,横浜,2001年3月17日.

4.小原雄治 :生命システムの理解とinsilico再現をめ

ざして.第28回知能システムシンポジウム,特別講演.

東京,2001年3月28日.

5.小原雄治:ヒトゲノム理解に向けて一線虫ゲノムの網

羅的発現機能解析.第90回日本病理学会春期総会シンポ

ジウム｢疾患モデル研究の戦術 ･戦略-ポストゲノム時代

-の視座｣東京,2001年4月5日.

6.Kohara,Y∴Developmentalexpressionmapof

C.elegansgenome-Towardsinsillicoreconstructionof

won development-Genome2001SpnpOSium,National

Yong-MingUniversity‥Taipei,May292001.

7.Kohara,Y.:Genomics,bioinformaticsand

resourcesinJapan.NHRIResearchResourcesSeries.



Taipei,May30,2001.

8.小原雄治 :｢線虫の網羅的な遺伝子発現機能解析｣-

発生のコンピュータ上再現を目指して- .遺伝研 ･理

研GSC合同公開シンポジウム,東京,2001年6月7日.

9.小原雄治 :遺伝子数のパラドックスーゲノムは生命

をどのように規定するのか?総合研究大学院大学講演会,

東京,2001年6月9日.

10.小原雄治 :線虫発生の機能ゲノム科学.JST戦略的

基礎研究推進事業 ｢生命活動のプログラム｣シンポジウ

ム,東京,2001年6月13日.

ll.Kohara,Y.,Sugiura,Ⅰ.,Oba,T.,Obara,M.,Suzuki,

T"Shin-i,T,Ueta,Y.,Iwata,M.,Hirono,K"Nakata,

K.,Ito,M.,Minakuchi,Y.,Serizawa,M.:Developmental

expressionmapofC.elegansgenome.13thIntemational

C.elegansMeeting,LosAn geles,USA,June22126,2001.

12.Thierry-Mieg,∫.,Thierry-Mieg,D.,Suzuki,Y.,

Sugano,S.,Oishi,K.,San°,M.,Nomoto,H.,Haga,S.,

Nishizaka,S"Hayashi,H.,Ohta,F.,Miura,S.,Uesugi,

H.,Thierry-Mieg,Y"Simonyan,V.,I.owe,A.,Shin-I,

T.andKohara,Y.:Thewormtranscriptomeproject.

13thInternationalC.elegansMeeting,LosAngeles,

USA,June22-26,2001.

13.Ogura,K.,Mitani,S.,Gengyo-Ando,K.and

Kohara,Y.:Translationalcontrolofmaternalglp-1

mRNAbyPOS-1anditsinteractingproteinPIP-1.13th

IntemationalC.elegansMeeting,LosAngeles,USA,

June22-26,2001.

14.Barstead, R., Dsouza, A., Edgley, M.,

Gengyo-Ando,K,Gilchrist,E.,Holmes,J.,Jones,S.,

Kohara,Y.,Lansdale,M.,McKay,S.,Machiyama,E.,

Mitani,S.,Moerman,D.,Moulder,G.,Noguchi,S.,

Osborn,∫.,Shenl,B.,Tamura,M.,Viswanathan,M∴

TheC.elegansKnockoutConsortium:InterimReport.

13thInternationalC.elegansMeeting,LosAngeles,

USA,June22-26,2001.

15.Kohara,Y.:FunctionalgenomicsofC.elegans

development.14tb International Congress of

DevelopmentalBiology,Kyoto,July9,2001.

16.小原雄治 :生物遺伝資源としてのショウジョウバエ.

日本ショウジョウバエ研究会第5回研究集会,シンポジ

ウム.｣三島,2001年8月10日.

17.小原雄治 :SimWormに向けて-線虫の体系的な遺伝

子発現 ･機能解析.｢21世紀の先端生命科学｣慶応義塾大

学先端生命科学研究所オープン記念シンポジウム,鶴岡,

2001年 10月19-21日.

18.小原雄治 :線虫C.elegansの機能ゲノム科学.第74

回日本生化学会大会シンポジウム｢C.elegansに展開する

生命科学研究<ゲノム･プロテオーム･グライコーム>,

京都,2001年10月26日.

19･Kohara,Y.:FunctionalgenomicsofC.elegans

towardscomparativegenomics.Symposium on

EvolutionaryGenomics,Atami,5,2001.

20.小原雄治 :生命メカニズムの理解一創薬に向けて,

第6回静岡健康 ･長寿学術フォーラム,静岡,2001年11

月10日.

21.小原雄治 :ゲノムから個体-一線虫発生の体系的遺伝

子発現 ･機能 ･ネットワーク解析.第6回分生研シンポ

ジウム ｢ポストゲノム研究2001:情報 ･機能解析 ･相互

作用｣,東京,2001年11月15日.

22.小原雄治 :ゲノム時代のバイオリソースの重要性.

理化学研究所バイオリソースセンター公開シンポジウム,

つくば,2001年11月20日.

23.小原雄治 :どのようにしてゲノムから生き物ができ

るのだろう?特定領域研究 ｢ゲノムサイエンス｣公開講

演会 ｢ゲノムから見る生命のふしぎ｣,東京,2001年12

月1日.

24.小原雄治 :線虫のゲノムサイエンス.第24回日本分

子生物学会年会,横浜,2001年12月9-12日.

25.伊藤将弘,芹滞路子,小原雄治 :線虫C.elegansにお

ける遺伝子発現パターンのクラスタリング解析.第24回

日本分子生物学会年会,横浜,2001年12月9-12日.

26.小原雄治 :生命システム解明に向けた統合的ゲノム

研究.生命化学研究会第4回シンポジウム,横浜,2001

年12月13日.

27.小原雄治 :生物遺伝資源委員会の活動報告.遺伝研

研究集会 ｢生物遺伝資源の評価｣新パラダイム構想に向

けて,三島,2001年12月14日.

28.YujiKohara:Functionalgenomicstowards

understandingofthemechanismsoflife.第4回内分

泌撹乱化学物質問題に関する国際シンポジウム｣つくば,

2001年12月16日.

(以下ポスター発表)

29.H.Kagoshima,Y.Kohara:Systematicidentification

ofcellspecificenhancersinC.ekgans.13thIntemational

C.elegansMeeting,LosAn geles,USA,June22-26,2001.

30.Kajita,A.,Yamamura,M.,Kohara,Y.:Computer

SimulationofEarlyCleavageofC.elegansEmbryo.

13thInternationalC.elegansMeeting,LosAngeles,

USA,June22-26,2001.

31.Hirono,H"Nakata,K.,Ueta,Y.,Iwata,M.,Ito,M.

andKohara,Y∴SystematicRNAianalysisofmaternal

genesrevealsthefunctionofproteasomeinoocyte

maturationandfertilization.13thInternational

C.elegansMeeting,LosAngeles,USA,June22126,2001.

32.Shin-i,T.andKohara,Y.:NEXTDB:Thenematode

expressionpattemdatabase.13thIntemationalC.ehZgans

Meeting,LosAngeles,USA,June22-26,2001.

33.An dachiY.:Towardanunderstandingoftbx-9.3th
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InternationalC.elegansMeeting,LosAn geles,USA,

June22-26,2001.

34.岩橋 潤,川崎一郎,小原雄治,大島靖美,豊田哲

也 :線虫の発生におけるnRTN-Cの発現.第74回日本

生化学会大会,京都,2001年10月27日.

35.園田理汐,浦和 寛,冨永伸明,上杉裕子,宮原美

舵,小原雄治,井口泰泉,有薗幸司 :C.eleganscDNAマ

イクロアレイを用いたステロイ ドホルモン応答遺伝子の

検索.第74回日本生化学会大会,京都,2001年10月28

日.

36.岸本唐人,小倉顕一,小原雄治 :線虫 C.elegans母

性mRNAの翻訳調節におけるPOS-1の機能解析.第24

回日本分子生物学会年会,横浜,2001年12月9-12日.

37.鹿児島浩,小原雄治 :線虫 C.elegansにおける細胞
特異的エンハンサーの系統的解析.第24回日本分子生物

学会年会,横浜,2001年12月9-12日.

38.新井 理,伊藤将弘,水口洋平,芹滞路子,Jean

Thierry-Mieg,DanielleThierry-Mieg,杉浦郁子,大庭

登紀江,小原真澄,鈴木孝美,大石加寿子,佐野正子,

野本久代,芳賀しのぶ,西坂聡子,林 宏子,太田ふみ

千,三浦沙知子,森下知美,坂本直子,鈴木 棲,菅野

純夫,植田ゆみ子,大地弘子,土方千尋,岩田末葉,磨

野啓子,中田恭子,上杉裕子,杉山康子,小原 雄 :NEXTDB:

Celegans発現パターンマップデータべ-ス.第24回日
本分子生物学会年会,横浜,2001年12月9-12日.

39.鹿野啓子,中田恭子,小原雄治 :線虫母性発現遺伝

子の体系的RNAi解析-プロテアソームの卵母細胞成熟

と受槽-の関与-.第24回日本分子生物学会年会,横浜,

2001年12月9-12日.

40.梶田 睦,山村雅幸,小原雄治 :物理モデルを用い

た線虫初期肱の細胞配置シミュレーション.第24回日本

分子生物学会年会,横浜,2001年12月9-12日.

41.小川知之,伊藤将弘,小原雄治 :線虫 C.elegans初期
腫発生のコンピュータモデル化に向けて.第24回日本分

子生物学会年会,横浜,2001年12月9-12日.

42.平木秀明,小原雄治 :線虫肱発生における細胞形状

モデルの半自動生成システム.第24回日本分子生物学会

年会,横浜,2001年12月9-12日.

43.川崎一郎,梶原淳子,Strome,S.,小原雄治 :線虫に

おける生殖頼粒の機能解析 一構成タンパク質PGL-1,2,3

を用いたアプローチ.第24回日本分子生物学会年会,横

浜,2001年12月9-12日.

44.安達佳樹 :線虫T-box遺伝子 tbx-9標的遺伝子群の

探索.第24回日本分子生物学会年会,横浜,2001年12

月9-12日.･

45.村本哲哉,鈴木勝也,小原雄治,田仲可昌,漆原秀

千 :細胞性粘菌におけるサブトラクションライブラリー

を用いた配偶子特異的遺伝子プールの構築と機能解析.

第24回日本分子生物学会年会,横浜,2001年12月9-12
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日.

46.北村敬一郎,上杉裕子,佐々寿浩,小林 誠,小原

雄治,細野隆次 :cDNAマイクロアレイを用いた線虫

C.elegans慣れ学習関連遺伝子同定.第24回日本分子生
物学会年会,横浜,2001年12月9-12日.

47.荻原保成,根本春江,村井耕二,山崎由紀子,新井

理,小原雄治 :倍数性コムギのEST解析.第24回日

本分子生物学会年会,横浜,2001年12月9-12日.

48.住友万里子,黒浮 仁,堀 寛,石黒啓司,小原雄

袷,三浦恵二 :新規hox遺伝子 "hoxc3a"の解析.第24

回日本分子生物学会年会,横浜,2001年12月9-12日.

49.魚津 仁,住友万里子,山田晃司,西井一宏,石黒

啓司,松田 勝,新井 理,小原雄治,浅川修一,清水

信義,堀 寛 :AnalysisofBACclonescoveringseven

ho又clustersintheMedakafishgenome.第24回日本

分子生物学会年会,横醇,2001年 12月9-12日.
50.一宮治美,樋野興夫,小原雄治,石井直明 :VHl(Yon

Hippe1-Lindau)結合タンパクVBP-1のC.elegansにお

ける機能解析.第24回日本分子生物学会年会,横浜,2001

年12月9-12日.

51.梁瀬澄乃,小原雄治,上杉裕子,石井直明 :cDNAマ

イクロアレイを用いたC.elegansにおける酸化ストレス耐

性獲得に関する遺伝子群の網羅的検出.第24回日本分子

生物学会年会,横浜,2001年12月9-12日.



H.構造遺伝学研究センター

構造遺伝学研究センターは,広い意味での構造生物学

的手法を遺伝学に導入し,新たな分野を切り開くために,

平成8年5月に旧･遺伝情報研究センターを拡充 ･改組

して設立された.現在のセンターは5研究室から成り,

教官メンバーは生体高分子研究室が教授 ･徳永万書洋と

助手 ･椎名仲之,超分子機能研究室が教授 ･嶋本伸雄と

助手 ･永井宏樹 (休職中)および十川久美子,構造制御

研究室が教授 ･桂 勲と助手 ･石原 健,超分子構造研

究室が助教授 ･自木原康雄と助手 ･前仲勝実,遺伝子回

路研究室が助教授 ･今本尚子と助手 ･小瀬真吾である.

H-a.生体高分子研究室

当研究室では,生体高分子の機能を明らかにする事を

目的として,生体分子1分子を観て ･操作し･計測する

独自技術を用い,新しい分野としての ｢生命現象の1分

子イメージング｣を開拓すべく,生物物理学的および細

胞生物学的研究を行っている.

研究活動は,教授 ･徳永万善洋,助手 ･椎名仲之,PD

研究員 ･鹿島通夫,学術振興会特別研究員 ･坂根勲 (東

京大学大学院理学系研究科博士課程),総合研究大学院大

学大学院生 ･小此木孝仁,新倉和美 (研究支援推進員)

に,4月から高田恭子 (秘書)が加わって行った.遺伝研

共同研究として,斎藤究 (金沢大学理学部)が参加した.

文部科学省科学研究費から､特定領域 (B)｢生命現象の

1分子イメージング｣(領域代表 :徳永,1999-2003)の｢分

子間相互作用の可視化と細胞内分子定量イメージング｣(代

表者 :徳永)､基盤研究(C)｢微小管依存的に中心体に集

積する新規オルガネラの同定と解析｣(椎名)の援助を受

けた.また,㈲東レ科学振興会より東レ科学技術研究助

成金 ｢プローブ顕微鏡下の1分子技術による生体分子未

知機能の探索｣(徳永)の援助を受けた.

(1)細胞内1分子イメージングのための薄層斜光照明法 :

徳永万書洋

細胞内で蛍光1分子イメージングを可能にする方法と

して,新しく開発した薄層斜光照明法をさらに発展させ

た.照射レーザー光の対物レンズ-の入射位置を中心か

ら辺縁へと移動させ,照射角と照射半径を調整すること

により,厚さ5〃m前後の薄い光の層で試料を照射するも

のである.低背景で高感度に蛍光試料観察をす8.ことが

できため,細胞内部でも明瞭な蛍光1分子イメージング

を実現した.これまでは,我々の開発した対物レンズ型

全反射照明法によって,細胞表面ないし直下のみで1分

子イメージングが可能であった.これを,細胞内部でも

はじめて可能にしたもので,蛍光1分子イメージングの

有用性を大きく広げた.

さらに,低背景ゆえに定量性にもすぐれており,次項

に述べるように細胞内における分子数定量を可能にした.

(2)細胞質-核間輸送の1L分子イメージングと分子機構の

定量解析 :徳永万書洋,今本尚子1(1遺伝子回路研究室)

薄層斜光照明法を用いて,細胞質一核間で輸送される分

子をGFPで蛍光標識し細胞内で観察したところ,分子1

個の蛍光像が核膜上で観察された.蛍光像が光っている

時間から,核膜孔上での通過時間が,約3秒であること

がわかった.

蛍光ラベルした分子濃度を増やすと,核膜孔の点像か

らなる蛍光像が得られた.1分子と核膜孔1個との蛍光強

度の比から,1つの核膜孔に結合している分子数を定量し

た.濃度を変えて定量的画像解析を行うことにより,核

膜孔との結合分子数 ･結合定数といった,分子機構上重

要な量を定量的に求めることができた.その結果,核膜

孔には弱い結合部位と強い結合部位があることが見つかっ

た.弱い結合部位は約100個の分子を集めておくアンテ

ナとして働き,約8個の分子を結合できる強い部位もし

くはその近傍で,Gタンパク質との反応がおこって核内

に荷物を降ろすのであろうと考えている.

このように1分子イメージング法が,従来求められな

かった細胞内での諸量を定量的に求め,分子機構を解明

する新しい手法である事を,はじめて示すことができた.

(3)plO5新規タンパク質による細胞質mRNA複合体の

形成と細胞骨格依存的輸送 :椎名仲之,新倉和美,徳永

万書洋

アフリカツメガエルの中心体に対するモノクローナル

抗体の抗原として同定したpl05の機能解析をおこなった.

まず,pl05の大量発現によって培養細胞の細胞質に形成

される粒子状構造の微細構造を電子顕微鏡レベルで明ら

かにした.この構造には,リボソームと思われる粒子と,

何らかの膜構造が含まれていた.実際この構造には,タ

ンパク翻訳因子のEF-1αや輸送小胞のコートタンパク質

β-COPが局在することがわかり,リボソームと膜の存在
が裏付けられた.さらに,何らかのmRNAがこの構造に

結合していることがわかった.このmRNAには特異性が

あり,例えばアクチンmRNAは局在していなかった.ま

た,生化学的解析から,pl05はmRNAを介してリボソー

ムと結合していることが示唆された.以上の結果から,
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pl05はmRNA･リボソーム･膜から成る高次複合体を形

成していることを明らかにした.さらに,Time-1aps観

察により,plO5-GFPがアクチンや微小管依存的に,ダイ

ナミックな細胞膜の直下に輸送されることがわかった.

p105が形成する複合体の以上のような特徴は,これまで

に知られているmRNA輸送体と多くの共通点を有してお

り,pl05の機能と細胞極性についてさらに解析を進めて

いる.

(4)分子間相互作用 ･分子内構造計測のための分子間力

顕微鏡 :鹿島通夫,徳永万書洋

分子間力顕微鏡は,生体分子間相互作用の力学測定と

非接触計測が1分子レベルで可能な走査プローブ顕微鏡

である.市販品よりも100倍以上柔らかいカンチレバー

を自作することでサブピコニュートン分解能を達成し,

光頼射圧とフィードバックシステムによりカンチレバー

の熟揺らぎを抑えて位置を遠隔制御している.カンチレ

バーの変位計測法として,従来はカンチレバーの角度を

計る光てこ法を用いていたが,カンチレバーの実位置を

計測するために,カンチレバーを45度傾け,カンチレバー

を下から照明してセンサー上に影像を結像させ計測する

新システムを導入した.この改良において,昨年度導入

した横型の分子間力顕微鏡と同等またはそれ以上である

100pN以上の計測レンジを確保した.

その結果,生体分子間相互作用を分子間距離の関数と

して,より精確に測定することが可能となった.DNA二

重らせん構造の1塩基対の結合力や,蛋白質分子の高次

構造を保持しているカの1分子計測を行っており,従来

の方法では得ることのできなかった微細な情報を得るこ

とができるようになった.

(5)分子間力顕微鏡によるタンパク質折れ畳み過程の1分

子計測 :坂根勲12,桑島邦博2,鹿島通夫,徳永万書洋 (1遺

伝研特別共同利用研究員,2東京大学大学院理学系研究科)

分子間力顕微鏡を用いて,タンパク質Staphylococcal

Nuclease(SNase)分子1個を力学的にアンフオールドさ

せる実験を行った.SNaseの両端を,金に吸着するシス

テインに置換した変異体を試料として用いた.一端を基

板に,他端を分子間力顕微鏡のプローブに吸着させ,両

端の距離を伸長し,伸長距離とその時にプローブにかか

る力を計測した.実験から得られたフォースカープ (伸

長カと伸長距離のプロット)から,SNaseが部分的にア

ンフオール ドした中間状態を,はじめて同定することが

できた.1分子全長の伸長距離が約45nmであるのに対し,

中間状態の伸長距離は約15nmである.Caの有無による

違いと合わせて,この中間状態は,SNaseのC未側のα

-リックス部分がアンフオールドしたものであると考え

られる.さらに,中間状態を経てアンフオール ドする場

合と経ない場合との両方があることも発見された.
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(6)細胞質一核間輸送の新しいinviiy10aSSay系の開発 :

小此木孝仁,鹿島通夫,椎名仲之,今本尚子1,徳永万書

洋 (1遺伝子回路研究室)

細胞質一核聞輸送の新しい1分子計測法の開発を目的と

して,顕微鏡用のカバーガラス上で核膜を人為的に再構

築し,細胞質側 ･核側ともに溶液を自由に交換できる,

新しい細胞質-核間輸送のinvitroassay系を開発した.

従来のassay系はセミインタクト細胞を用いているため,

細胞質側に関しては内容物を洗い流し輸送因子や基質を

加え輸送系を再構築することはできるが,核内の液交換

や内容物の洗い流しは不可能だった.そこで,アガロー

ス表面上にXenopusの卵抽出物を用いて,核膜を再構築

する方法を開発した.輸送活性を保持したまま,細胞質

側 ･核側の両方の溶液を自由に変えられる測定系の構築

に成功した.核膜の形状を平面など自由にデザインでき

る,核膜以外の細胞内器官や構造物がほとんどない,と

いう大きな特色をも併せ持っている.1分子研究を可能に

したばかりでなく,核膜機能の分子機構解明に大いなる

発展をもたらすと期待される.

研究業績

(1)原著論文

1.KitamuraK.,IshijimaA.,TokunagaM.,Yanagida

T.:Single-MoleculeNanobiotechnology.JSAPInter-

naiional,4,4-9,2001.

2.AokiT.,SowaY.,YokotaH.,HiroshimaM.,

TokunagaM.,IshiiY.,YanagidaT∴Non-Contact

ElectrostaticSurfaceForcelmagingofSingleProtein

FilamentsusinglntermolecularForceMicroscopy.

SingleMol.,3,183-190,2001.

(2)その他

1.徳永万書洋 :｢分子でできた究極の微小モーター｣"新

生物物理の最前線"日本生物物理学会編,講談社ブルー

バックス,第4章,85-121,2001.

(3)発表講演

1.徳永万喜洋,今本尚子 :1分子蛍光イメージング法に

よる細胞質-核聞輸送の分子機構,日本分子生物学会第1

回春季シンポジウム,盛岡,5月.

2.椎名仲之,新倉和美,月田承一郎,徳永万書洋 :Ⅹenopus

新規タンパク質Ⅹp105の動きと細胞膜ダイナミクス,日

本分子生物学会第1回春季シンポジウム,盛岡,5月.

3.徳永万書洋 (オーガナイザー):1分子蛍光イメージ

ング法による細胞質核間輸送の分子機構,公開シンポジ

ウム ｢構造生物学のフロンティア 一分子モーター ･ポ

ンプ･分子輸送- ｣,東京,5月.

4.椎名仲之,新倉和美,月田承一郎,徳永万書洋 :Ⅹenopus

中心体集積因子Ⅹpl05の動きと細胞膜ダイナミクス,第



54回日本細胞生物学会大会,岐阜,5月.

5.今本尚子,徳永万書洋 :singlepore上の1分子イメー

ジング,第54回日本細胞生物学会大会,岐阜,5月.

6.徳永万書洋 :分子動態 ･相互作用の1分子イメージ

ング,遺伝研 ･理研ゲノム科学合同公開シンポジウム｢一

生命システムの理解を目指して- ｣,東京,6月.

7.TokunagaM.,ImamotoN∴SingleMolecule

lmagingofNucleocytoplasmicTransportinCellsand

QuantitativeAnalysisofInteractionwithNuclear

Pores.4thInternationalConferenceonBiological,

ICBP2001,Kyoto,Jul-Åug,2001.

8.Hiroshima M,Sakane I.,Tokunaga M∴

RefinementandDevelopmentofInterMolecularForce

Microscopy. 4th lnternationalConferenceon

Biological,ICBP2001,Kyoto,Jul-Åug,2001.

9.徳永万書洋(招待講演):細胞内分子動態と相互作用

の1分子イメージング-1分子ナノ技術の展開-,JBIC

プロジェクト成果報告会,東京,9月.

10.徳永万喜洋 :細胞質一核間輸送の1分子イメージング

による分子機構,第10回日本バイオイメージング学会,

東京,10月.

ll.徳永方書洋,今本尚子 :細胞質一核間輸送の蛍光1分

子イメージングと定量解析,日本生物物理学会第39回年

会,吹田,10月.

12.鹿島通夫,坂根勲,徳永万喜洋 :プローブの実位置

検出技術による分子間力顕微鏡の新しいシステム,日本

生物物理学会第39回年会,吹田,10月.

13.坂根 勲,鷹島通夫,桑島邦博,徳永万書洋 :分子

間力顕微鏡によるStaphylococcalNucleasel分子のアン

フォールデイング,日本生物物理学会第39回年会,吹田,

10月.

14.ImamotoN.,TokunagaM∴SingleMolecule

lmagingofNucleocytoplasmicTransportatNuclear

Pores.Airlie2001transportmeeting,Virginia,Nov,

2001.

15.ImamotoN.,TokunagaM.:Nucleocytoplasmic

transport:Anewapproachtorevealfunctionofnuclear

porecomplex.第16回日仏がん会議,Kyoto,Nov,2001.

H-b.超分子機能研究室

当研究部門では,遺伝子の発現調節メカニズムの解明

を,分子生物学と生物物理学の境界領域において,オリ

ジナルな手法をもちいて行なっている.本年の構造研究

室の主な研究活動は,嶋本伸雄教授と,十川久美子助手,

学振PD杵淵 隆 (4月まで),派遣研究員 GyeduK.

Ampaabeng(8月まで),総合研究員大学大学院生 佐

藤由美子,須佐元樹,研究補助員堀内恵美で行なわれた.

永井宏樹助手はエール大学留学のため1999年9月より休

敬.

遺伝研共同研究として鷲津正夫,黒沢修,加畑博幸 (莱

都大学工学研究科),荒牧弘範 (第一薬科大学),原田慶

恵 (東京都臨床科学研究所),木下一彦 (慶応大学),ま

た,富滞純一 (名誉教授 ･客員教授)が参加した.

(1)タンパク質のDNA上のスライディングの役割 :十川

久美子,嶋本伸雄

タンパク質のDNA上のスライディングは,いろいろな

遺伝子発現調節を行いうる新規な機構を生み出しうる.

スライディング運動がDNAのグループをなぞっているの

かどうかは,塩基配列の読み出し効率に大きな影響を与

えるので,長年の問題であった.グルーブトラッキング

が起こると,RNAポリメラーゼ分子とDNAとの相対的

回転が生じることを利用して,その相対的回転をレーザー

トラップされたビーズの回転として,マクロに引き出す

方法論を考案し,それを用いて回転の程度を観察した.

1秒程度と推定されているスライディング複合体の寿命が

短いため生じる不確定さを克服するために,観察系に工

夫をこらし,有意の相対的回転を検出することが出来た.

(2)タンパク質のDNA上のスライディングの役割 :拝謝

隆,嶋本伸雄,加畑博幸1,黒沢修1,2･鷲津正夫1,荒牧

弘範3(1京都大学工学研究科,2ア ドバンス㈱,3第一薬科

大学)

タンパク質のDNA上のスライディングは,直接DNA

結合タンパク質のDNA上の動きを検出する手法で,大腸

菌RNAポリメラーゼ,P.Puiidaのcamリプレッサー

(CamR)について観測され,スライディング運動は複数の

DNA結合タンパク質の性質であることが証明された.ス

ライディングの生理的意義を明らかにするために,さら

にCamRのスライディングについて研究した.結合時に

は,RNAポリメラーゼと同様にCamRはスライディン

グして特異的複合体を形成したが,特異的部位からの解

離時には,RNAポリメラーゼと異なりCamRは,スラ

イディングをほとんど起こさなかった.この結果は,ス

ライディングできる距離が増加するにつれ,特異的部位

への親和性が増加することを予言する.事実ゲルシフト

法で,親和性,解離速度定数,結合速度定数を測定した

ところ,予言どおりの結果を確認できた.このように,

スライディングは,CamRのようなクラスのタンパク質

の特異的結合を増強することがあり,アンテナ効果と命

名された.

大腸菌のTrpRは104以上の大きなアンテナ効果を示す.

この効果は,スライディングによる結合の加速によって

起こり,解離の減速ではないことがわかった.このアン

テナ効果により,TrpRの少ないコピー数に比べて,特異

性が異常に低く測定される矛盾が説明できる.つまり,
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特異性の測定を短いDNAで行ったことによって過小評価

であることを証明した.また,アンテナ効果が,細胞内

で起こっていることを,typオペレーターの76-95塩基上

流にLexA結合部位を付加すると,下流のlacZ発現に対

するリプレッションがほとんどなくなる(TrpRのオペレー

ター-の親和性が低下する)ことで証明した.

(3)DNAと蛋白質の結合平衡におけるエルゴード性の崩

れ :嶋本伸雄,官滞純一

熱力学は,平衡を記述する方法論として経験的に構築

され,3つのドグマの上に成立する公理系として確立され,

統計力学を通して原子論と結びついた.一般に,平衡状

態であれば,熱力学は問題なく適用できると誤解されて

いるが,熱力学第二法則を満たすためには,分子系の状

態は,エルゴード性を満たすように定義されなければな

らないという大前提が存在する.生物学で通常用いられ

る特異的複合体,非特異的複合体の状態の定義は,CamR,

やTrpRの場合には,エルゴード性を満たさないことが,

スライディング中の蛋白質とDNAとの摩擦が小さく,平

均的な熱揺らぎで移動できる実験事実から明らかになっ

た.

事実,特異的部位-の結合とそこからの解離の反応経

路が異なること,結合親和性がDNA長に依存すること(ア

ンテナ効果)は共に,特異的複合体がエルゴード性を満

たすならばあり得ないことである.この熱力学の適用限

界にたいする誤解は,エルゴード性は ｢仮定ではなく常

に経験的事実によって満たされている真理｣であるとの

誤解に一部基づいており,一部は,溶液において水分子

の運動も含めてエルゴード性が定義されていることに対

する無知に基づいている.生物学で通常用いられる特異

的複合体がエルゴード性を満たさない場合でも成立する

統計的方法を開発し,アンテナ効果に対する理論的根拠

を与えた.

(4)プロモーターでの不活化による転写調節機構 :須佐

元樹,嶋本伸雄

一群のプロモーターに対して,大腸菌RNAポリメラー

ゼは,プロモーターに結合したまま,不活性な複合体を

形成する.んPRプロモーターにおいては,転写開始から

RNA伸長の過程で,長鎖RNA合成にいたる転写複合体

と,短鎖RNAを繰り返し合成･解離(abortiveinitiation)

する複合体(moribund複合体)との分岐した反応経路を

たどる.後者は,基質存在下でも伸長反応を行わない

dead-end複合体に変換し,長鎖RNAを合成できない部

分となる (分岐モデル).

RNA切断因子GreAGreBは,RNA伸長時のブロック

を解除する伸長因子と考えられて来たが,んPRプロモー

ターにおける転写開始時の不活化複合体を再活性化する

ことが分かった.この再活性化は,RNA合成以前に起こっ
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ており,開始ヌクレオチドであるGTPが高濃度 (mM)

存在することが必要である.このため,Gre因子は,本

来非可逆的に分岐した2つの反応経路を,プロモーター･

ポリメラーゼ2体複合体のレベルで可逆的にしていると

思われる.開始ヌクレオチド-の親和性が,長鎖RNAを

合成する複合体の方が高いため,Gre因子と高濃度GTP

が共存すると,二者複合体の中で平衡が長鋳RNAを合成

する複合体のほうに傾く,と言うことになる (文献1).

この効果を大腸菌内で,g柁AgyeB二重欠換株を用いて検

討した.Northern分析で数種に絞られたオペロンの中か

ら,uncオペロンを選び,invivoinvitroでuncの主要

プロモーターにおける転写開始が分岐モデルに従うこと

を証明した.

T7Alのようにもともと可逆的と思われるプロモーター

では,九PRプロモーターと同様な不活性化やmoribund複

合体の蓄積,Gre因子による活性化は,通常の条件では

存在しない.反応経路も,従来の直列経路に一致する.

しかし,感度の高いassayでは,T7Alプロモーターで

の不活性な複合体の形成が,九PRプロモーターと同様に

観測され,とくに低塩濃度では,より多く形成された.

このことは,転写開始の一般的な経路は分岐経路であり,

プロモーターによっては,通常の条件では分岐間の可逆

性が高く,直列経路と等価な分岐経路をとることを意味

する.

(3)主要o因子のアミロイ ドジェネシスによるプリオン

様集合体形成 :

鴨本伸雄,佐藤由美子,GeyduK.Ampaabeng,永井宏

樹,RichardS.Haywardl(1ェジンバラ大学)

大腸菌の分子温度計 ･環境センサーの実体は,長い間

の謎である.驚いたことに,主要転写開始因子¢70が,温

度や環境変化に応じて,プリオンと同様なアミロイド集

合体を形成して不活化する事を見出した.この変化は転

写制御を通して, 070が蛋白の分子温度計になり得ること

が示され,その当否を決定しようとしている.好熱菌の

主要αとのキメラを作製して,大腸菌の生育温度が上昇

するかどうかを確認している.

研究某紙

(1)原著論文

1.Sen,R.,Nagai,H.andShimamoto,N∴

ConformationalswitchingofEscherichiacoltRNA

polymerase-promoterbharycomplexisfacilitatedby

elongationfactorsGreAandGreB.Gene.Cells6,

389-402,2001.

(2)その他

1.鴫本伸雄 :大腸菌RNAポリメラーゼ,GreA,GreB.

inBioscience新用語ライブラリー第二版 (田村隆明,山



本雅之,安田国男 編),羊土社.

2.嶋本伸雄 :スライディングによるDNA結合のアンテ

ナ効果 :1分子観察により発見された分子効果.細胞工学

20,666-671,2001.

3.嶋本伸雄 :リボ核酸,RNAポリメラーゼ,転写開始,

エロンゲ-シヨン(転写の),メッセンジャーRNA.in分

子生物学 ･免疫学キーワード辞典 (永田和宏,長野 敬,

宮坂信之,宮坂昌之)医学書院.

(3)発表講演

1.NobuoShimamotoandMotokiSusa:Generality

ofthebranchedpathwaymechanismoftranscription

initiation.FASEBMeeting"Transcriptioninitiationin

prokaryotes''.SaxtonRiver,Vermont,U.S.A.7月.

2.KumikoSakata-SogawaandNobuoShimamoto:

DoesRNApolymerasetrackagrooveofDNAduring

sliding?FASEBMeeting̀ T̀ranscriptioninitiationin

prokaryotes".SaxtonRiver,Vermont,U.S.A.7月.

3.嶋本伸雄,杵潮 隆,加畑博幸,富沢純一,新しい

DNA結合の調節機構 :スライディングによるアンテナ効

果,分子生物春のシンポジュウム,盛岡,5月.

4.略本伸雄,須佐太樹,RanjanSen:RNAポリメラー

ゼにおける分子メモリー効果と転写調節,日本蛋白学会,

吹田,6月.

5.KyeremehAmpaabengGyedu,嶋本伸雄 :GFP融

合タンパク質の落とし穴とその解決法日本蛋白学会,吹

田,6月.

6.須佐太樹,嶋本伸雄 :RNA切断因子GreA,GreBの

大腸菌内における役割,日本RNA学会年会,神戸,8月.

7.十川久美子,嶋本伸雄 :RNAポリメラーゼはgroove

trackingするか?,日本生物物理学会年会,吹田,9月.

8.須佐太樹,嶋本伸雄 :RNA切断因子GreA,GreBの

役割,日本分子生物学会,横浜,12月.

9.嶋本伸雄 :｢生物界に現れた1分子の運動と熱力学と

の食い違い :リプレッサーのDNA上のスライディングに

よるアンテナ効果｣蛋白質研究所シンポジュウム,吹田,

12月.

10.嶋本伸雄 :｢化学と生物学におけるナノ解析の落とし

穴｣未来-のバイオ技術勉強会バイオインダストリー協

会,吹田,12月.

H-C.構造制御研究室

構造制御研究室では,線虫 C.elegansを材料として行動

と神経機能の分子生物学的研究を行っている.本年の研

究室メンバーは,教授 ･桂 勲,助手 ･石原 健,総合

研究大学院大学大学院生 ･大蔵清貴,矢部智子,虎山一

郎 (4月より),研究補佐員 ･杉浦麻理子,田山しのぶ (2

月まで),岩間紀知 (3月まで),本橋智子 (3月まで),

日吉雅人(4月より)であった.また,技術課所属の技官 ･

大石あかね (9月より育児休業),釜本晃子 (10月より)

の助けを受けた.平成13年度は文部科学省科学研究費よ

り,基盤研究 (B)(2)｢線虫 C.elegansの神経機能の分

子生物学的解析｣(代表者 :桂),特定領域研究 (A)(2)

微小脳システム ｢線虫 C.elegansのamphid感覚情報処

理機構の分子生物学的解析｣(代表者 :桂),同 ･神経回

路｢C.elegansの行動遺伝学による感覚情報の選択と可塑

性に関わる遺伝子の解析｣(代表者 :石原),奨励研究(A)

｢C.elegansの連合学習と感覚情報の選択に異常がある変

異体の分子遺伝学的解析｣(代表者 :石原)の援助を受けた.

(1)合成dauer構成性変異による線虫 C.elegans頭部神

経回路の解析 :大蔵清貴,矢部智子,宮原浩二1,土屋英

子1,石原 健,桂 勲 (1広島大学大学院工学研究科)

C.elegansは,貯化直後に餌が不足し個体密度が高いと,

餌やフェロモンの信号をamphid(頭部の感覚器官の1つ)

で感じ,通常の3齢幼虫の代りに口の閉じた耐久型のdauer

幼虫になる.この制御経路の変異体として,野生型C.elegans

がdauer幼虫になる条件でもならないdauer欠損性変異

体や,dauer幼虫にならない条件でもなるdauer構成性

変異体が,すでに多数,分離されている.しかし,我々

はこの中に既知の神経信号伝達の変異が少ないことに疑

問を持った.そして,｢単一の変異ではdauer幼虫形成制

御は正常だが二重変異にすると環境によらずdauer幼虫

になる｣という合成dauer構成性 (Sdf-C)表現型に注目

し,既知の50遺伝子以上の変異がこの表現型をもつこと

を発見した.このような表現型が生ずるのは,dauer幼

虫形成制御信号が並行する複数の経路を通るためと推測

される.dauer幼虫を生ずる変異の組合せパターンと,

それを抑圧する変異による抑圧パターンを調べ,感覚情■

報処理経路を解明しようと試みている.

また,新たな神経機能遺伝子を発見する目的で,unc-31

変異との組合せで合成dauer構成性(Sdf-C)表現型を示

す変異を44個分離した.unc-31遺伝子は,densecorevesicle

からの分泌に働くCAPS蛋白質をコードする.44個の変

異のうち8個は既知の遺伝子の変異だが,他の36個は未

知の遺伝子 (少なくとも13遺伝子)にあるらしい.これ

らの遺伝子をsdf遺伝子と名づけた.sdf変異体の中には,

種々の感覚機能に異常をもつものが存在する.sdf-1変異

体 (1株)は,AWC神経で感じる誘因性の匂い物質を忌

避し,温度走性が好熱性である.sdf-13変異体 (2株)は,

AWC神経で感じる匂い物質-の走化性は正常だが,その

順応に異常がある.この遺伝子は,マウスのTbx2やショ

ウジョウバエのOmbのホモログをコードし,AWB,AWC,

ASJ感覚神経および多数の咽頭神経で発現する.sdf-9変

異体(5株)にdaf-7遺伝子(TGF-β遺伝子の1つでdauer

幼虫形成を阻害する)のプロモーターDNA断片を導入す
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ると,幼虫はすべてdauer幼虫になるが,すぐに脱皮し

て4齢幼虫になるという独特な性質をもつ.

本年は,既知の変異の合成dauer構成性表現型,およ

び新しいsdf変異体について,咲下の結果を得た.

(a)daf･7T::GFP融合遺伝子は,野生型C.eleganSがdauer

幼虫を生じる時は発現せず,生じない時に発現する.こ

の発現を合成dauer構成性の二重変異体で調べたところ,

発現するものとしないものがあることがわかった.これ

により,二重変異体の遺伝子がdauer幼虫制御経路で,

daf-7の上流にあるかないかを推定できる.unc-31(CAPS),

unc-3(01f-1/EBF),eg14(PKG),osm-1(感覚繊毛

形成に必要)の一重変異体ではdaf-7::GFPが発現するが,

unc-31,･osm-1,unc131;unc-3,egl-4,･unc-3という二重変異

体ではdaf-7:GFPは発現しない.したがって,daf-7と

unc-3がASI感覚神経で発現することを考慮すると,daf-7

の発現は,ASI神経の感覚繊毛から入った信号が転写因

子UNC-3を活性化する経路と神経分泌やPKGシグナル

伝達を含む経路の両方により制御されると予想される.

(b)SDF-13タンパク質の細胞内局在を特異的抗体を用

いて検討したところ,主として細胞質に存在することが

わかった.この局在は順応を起こす程度の誘因性揮発物

質の刺激でも変化しない.また,sdf-13のcDNAをgpa-2
プロモーターにつないでAWC神経でのみ発現させたと

ころ,順応異常は回復するが,合成dauer構成性表現型

は回復しないことを見つけた.この結果から,AWC感覚

神経で感じる匂い物質-の順応に関して,SDF-13はAWC

神経自身の中で働くことがわかった.

(C)sdi-9遺伝子をクローニングしたところ,チロシン脱

リン酸化酵素と相同性のある蛋白質をコードしていた.

この蛋白質は,HCxxGxxRというチロシン脱リン酸化酵

素のコンセンサス配列を持たないので,酵素活性がない

かもしれない.機能的なsdf-9:GFP融合遺伝子は神経環

の前にある左右1対の細胞で発現する.

(d)sdf-14変異(5株)とunc-31変異との二重変異体は,

寒天培地に塗る大腸菌溶液の量によりdauer幼虫の割合

が大きく変化し,そのdauer幼虫が4齢幼虫に復帰Lや

すいという特徴をもつ.この変異のマッピングとコスミ

ドレスキュー実験により3個のコスミドクローン内にあ

るところまで範囲を狭めた.

(2)二つの行動の選択性や行動の可塑性に異常を示す変

異体の解析 :石原 健,飯野雄一1,毛利亮子2,森 郁恵2,

桂 勲(1東京大学遺伝子実験施設,2名古屋大学理学部生

命理学科)

動物は,感覚細胞を通じて環境から様々な情報を受容

し,神経回路上で必要な情報を取捨選択 ･統合して,過

切な応答をする.また,この応答は過去の経験 (記憶)

によって変化する.線虫C.elegansでは,今までに匂い物

質や温度などの感覚受容に関わる行動変異体が解析され,
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その分子機構が明らかにされてきた.我々はこの基盤に

立ち,さらに高次の情報処理に関わる分子機構を解明す

る目的で,学習 ･感覚情報の選択 (価値評価)などの行

動に関わる変異体を解析している.

C.elegansは,銅イオンや匂い物質などを頭部の別々の

感覚神経で感じ,忌避や走化性などの行動を行う.これ

らの行動における介在神経の機能を知るために,銅イオ

ンの忌避行動と匂い物質-の走化性とを組み合わせた行

動測定法を開発した.野生型は各々の濃度に依存してど

ちらの行動を優先するかを変えるので,この2つの感覚

信号間に相互作用があることがわかる.この相互作用は,

約10対の神経細胞からなる回路で起こると思われる.ま

た,通常は餌を十分に与えた虫で測定を行うが,5時間飢

餓させた虫では,銅イオンに対する忌避行動が弱くなる

ため,匂い物質-の走化性が優先されるようになる.し

かし,セロトニンの存在下 (満腹を疑似する)では,こ

の変化が見られない.この忌避行動低下は,自然界で飢

餓状態に行動範囲が広くなるという利点がある.

これらの行動を解析するために,変異体の単離 ･解析

を行っている.ui236変異体は,野生型と比べて,匂い物

質や銅イオンの各利こ対する応答は正常だが,両方の刺

激がある場合は匂い物質-の走化性より銅イオンの忌避

を優先する.つまり,u1236変異体では二つの感覚信号の

相互作用に異常がある.

ui236変異体の原因遺伝子 (henll遺伝子と名づけた)

は,LDL受容体のリガンド結合(LDLa)ドメインを1つ

だけ持つ新規の分泌タンパク質をコードする.免疫染色

法によると,この遺伝子は感覚神経と介在神経,各一封

ずつの細胞体と軸索でのみ発現している.しかし,シナ

プス小胞の輸送に異常があるunc-104(キネシンKIFIA

ホモログ遺伝子)変異体では,この遺伝子産物の軸索-

の局在が見られなかった.また,様々なプロモーターを

用いた強制発現実験から,この分子は神経系で細胞非自

律的に働くことがわかった.熟ショックプロモーターを

用いた強制発現実験では,神経の発生期ではなく成熟し

た神経回路での発現が必要だった.以上のことから,こ

の分子は感覚信号の情報処理や学習に広く関わる新規の

神経調節因子と考えている.

銅イオンの忌避が飢餓により弱くならない変異体とし

てut235変異体を同定した.この変異体は,飢餓による

運動量の変化や餌に対する応答はほぼ正常なので,飢餓

に対する応答の一部だけに異常がある.ut235;ut236二重

変異体は,飢餓の有無に関わらず銅イオンの忌避を優先

する.現在,ut235変異の原因遺伝子のクローニングを行っ

ている.

hen-1変異体は学習にも異常がある.野生型は飢餓時に

NaClを感じるとNaClを忌避するようになるが,ui236

変異体はこの変化が野生型より小さい (東京大学 ･飯野

との共同研究).ただし,飢餓による単純な行動の変化が



正常なことから,ut236変異体は飢餓の信号伝達ではなく,

飢餓と他の情報が統合される過程に異常があると考えら

れる.

本年は,温度と餌/飢餓の学習におけるhen-1遺伝子の

役割について研究した (名古屋大学 ･毛利,森との共同

研究).野生型 C.elegansは,15℃から25℃の範囲では,

餌を与えて育てたときの温度を好むようになるが,その

温度で飢餓状態になるとその温度を嫌うようになる.こ

れに対し,hen-1変異体は,餌のあるときには正常な温度

走性を示したが,飢餓による行動の変化が起きなかった.

また,飢餓による単純な行動変化には異常がみられなかっ

た.このことは,hen-1変異体が温度感覚や飢餓に対する

応答は正常であるが,二つの組み合わせによる行動の可

塑性に異常を持つことを示す.

(3)匂い物質と飢餓の連合学習の変異体 :虎山一郎,石

原 健,桂 勲

線虫 Celegansは,広い意味で連合学習 (条件付け)を

行うことができる.しかし,その連合学習は,(a)非条

件刺激がほとんど餌や飢餓に限られていること,(b)条

件刺激を非条件刺激と同時に提示した時に学習効果が大

きく,それ以前に提示すると効果がないか小さいことか

ら,古典的な条件付けとは異なる機構によると考えられ

ている.特に,条件刺激として味覚や喚覚の刺激を用い

た場合は,飢餓との連合学習が効率良く起こる.すなわ

ち,好きな味や匂いでも,餌のない条件で感じていると

好きでなくなる.我々は,この現象が餌による順応の阻

害とも解釈できることに気づき,これが異常になった変

異体の分離と解析を行っている.

本年は,喚覚と餌/飢餓による連合学習の条件を検討

したところ,匂い物質としてブタノンを用いて効率よく

連合学習を行わせることができた.ブタノンは,誘因性

の匂い物質だが,あらかじめ飢餓とブタノンで条件付け

を行うと,ブタノン-の走化性の効率が大きく低下した.

一方,餌とブタノンで条件付けを行うと,走化性の効率

がさらに上がることもわかった.次に,これらの過程が

異常になった変異体を分離したところ,餌とブタノンで

条件付けしてもブタノン-の走化性の効率が低下する変

異体 (餌の存在下でも順応が起こる変異体)や,餌とブ

タノンで条件付けしないとブタノン-寄らない変異体が

分離できた.前者に属する変異の1つut305を現在,マッ

ピングしている.興味あることに,この変異体は,ブタ′
ノンと同じくAWC神経で感じるイソアミルアルコール

やベンズアルデヒドに対しては,逆に飢餓条件でも順応

がほとんど起こらないことがわかった.

(4)線虫C.elegansのフッ素イオン耐性変異の解析 :大石

あかね,川上 穣1,釜本晃子,石原 健,桂 勲

(lGothenburgUniversity)

我々は,C.elegansのフッ素イオン耐性変異を分離 ･解

析している.これらの変異はすべて劣性で,5つの遺伝子

jlr-1 ～jlr-5k位置し,クラス1(jlr-1,jlr-3,jlr-4)とクラ

ス2(jlr-2,jlr-5)に分類される.前者は,フッ素イオン強

耐性である他に,脱糞周期が短く,脱糞の排出過程がし

ばしば欠落し,成長が遅く,合成dauer構成性 (上記 (1)

参照),餌の上に留まる傾向が弱い等,多様な表現型を示

す.Prjはdegenerin/ENaCファミリーに属するイオ

ンチャネル,j7r-4はC末端側に疎水性配列を持つ新規の

Ser/Thrキナーゼ,jlr-3は同様にC末端側に疎水性配

列を持つキナーゼ様分子をコードする.機能的なjlr-1::GFP

融合遺伝子は肱発生のコンマ期から成虫期まで腸でのみ

発現し,機能的なjlr-4::GFP融合遺伝子も腸,咽頭後部,

AUA神経で発現する.これから,クラス1遺伝子群は,

腸で働き食物関連の多様な機能を制御する調節系を構成

すると予想されている.クラス2変異は,フッ素イオン

に弱耐性である他に,クラス1変異表現型のうち合成dauer

構成性などの感覚異常と成長遅延を抑圧するが,フッ素

イオン強耐性と脱糞の異常は抑圧しない.したがって,

クラス1遺伝子群の作る調節系は下流で少なくとも2つ

に分岐し,クラス2遺伝子群は成長と感覚信号に関する

部分のみを制御すると考えられる.クラス2遺伝子群の

うち,jlr-2遺伝子はgremlin/DAN/cerberusファミリー

に属する分泌タンパク質をコードし,咽頭 ･頭部 ･尾部

の少数の神経で発現する.これをもとに,クラス1遺伝

子群で制御される腸からの信号が神経系に行ってクラス

2遺伝子群の働きを抑制するというモデルが考えられてい

る.

本年は,jlr-5遺伝子のクローニングと,jlr-3遺伝子の

発現について研究した.jlrl5遺伝子は,古典的なマッピ

ングにより範囲をせばめ,jlr-3,jlr-5変異体におけるj7r-5

変異の働き (j7rl3変異の成長遅延を抑圧)をレスキュー

する活性を指標に,候補となるゲノムクローンをコスミ

ド数個に絞った.

以前の研究で,我々はjlrl3::lacZは腸のみで発現すると

いう予備的結果を出した.しかし,その後,jlr-3遺伝子

が隣接する遺伝子も含むpolycistronicRNAとして転写

されることが判明したため,これが本来のjlrl3遺伝子の

発現を反映しているかが疑問になった.そこで,転写領

域全体を含みjlr-3変異をrescueするむゲノムDNA断片

を単離し,j7r-3コード領域C末端に相当する位置にGFP

cDNAを挿入したものを作り,野生型 C.elegansに導入

した.この虫でも,GFPは腸のみで発現していた.この

GFP融合遺伝子をもつ虫は成長が遅いので,FLR-3::GFP

融合蛋白質がdominantnegativeに働いているかどうか

を調べている.
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研究業績

(1)原著論文

r.ShioiG.,ShojiM.,NakamuraM.,IshiharaT.,
KatsuraI.,FujisawaH.&TakagiS.:Mutations

affectingnerveattachmentofCaenorhabditiselegans.

Genetics157,161111622,2001.

(2)その他

1.桂 勲 :｢新ミレニアム-のメッセージ- `̀研究を

する"とはどういうことか｣蛋白質核酸酵素46(3),251-254,

2001.

(3)発表講演

1.IshiharaT.,IinoY.,MohriA"MoriI.&Katsura

I.:A novelsecretoryprotein,HEN-1,regulates

integrationofsensorysignalSandbehavioralplasticity.

The13thIntemationalCeleganSMeeting,Los血lgeles,

CA,U.S.A.,June.

2.IshiharaT.,linoY.,MohriA.,MoriI.&Katsura

LHEN-1,anovelsecretoryprotein,regulatessensory

integrationandlearninginCaenorhabditiselegans.

CordonResearchConference."NeuralPlasticity",

Newport,RI,U.S.A.,July.

3.桂 勲 :線虫C.elegans研究の歴史 ･現状 ･展望.

第24回日本分子生物学会年会,横浜,12月.

4.石原 健,飯野雄一,毛利亮子,森 郁恵,桂 勲 :

線虫C.elegansの感覚情報処理と学習を制御するLDL受

容体モティーフを持つ新規分泌タンパク質HEN-1.第24

回日本分子生物学会年会,横浜,12月.

5.大蔵清貴,鈴木教邸,石原 健,桂 勲 :線虫C.elegans

の蛋白質チロシン脱リン酸化酵素様分子SDF-9は,L3/

dauer幼虫の発生の決定を調節している.第24回日本分

子生物学会年会,横浜,12月.

6.矢部智子,鈴木教部,石原 健,桂 勲 :合成dauer

構成性変異の新規遺伝子のクローニングと解析.第24回

日本分子生物学会年会,横浜,12月.

7.虎山一郎,石原 健,桂 勲 :線虫 C.elegansの走化

性における学習異常の変異体単離.第24回日本分子生物

学会年会,横浜,12月.

H-d.超分子構造研究室

当研究室では,構造生物学における様々な生理活性機

構を分子レベルで理解するために,Ⅹ線結晶解析法を用

いて,蛋白質 ･核酸などの生体高分子やその集合体 (超

分子)の立体構造決定を行っている.

今年度の超分子構造研究室の研究活動は,自木原康雄,

前仲勝実を中心に,総合研究大学院3年 ･進藤-秦,研
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究実験補助員 ･白鳥綾,自木原千佳子によって行われた.

更に,遺伝研共同研究として鈴木俊治,吉田資右 (東京

工業大学 ･資源化学研究所),白石充典,津本治平,熊谷

泉 (東北大),加藤晃一 (名市大)が参加し,また足立健

育,木下一彦 (CRESTOteam13),中迫雅由 (東大 ･分

生研)),岡村英保,西村着丈 (横浜市立大),牧野耕三 (阪

大微研),DavidStuart,YvonneJones,Antonvander

Merwe(UniversityofOxford),PeterSondermann

(Max-Planck-1nstitutfurBiochemie,Martinsried),

山登一郎,保坂俊彰,目黒俊幸 (東京理科大学),森口充

瞭,PanuwanChantawannakul,吉宗-晃,(大分大学)

若山守 (立命館大)と協力して研究を行った.

(1)F1-ATPaseのⅩ線結晶解析 :自木原康雄,鈴木俊

袷,白鳥 綾,白木原千佳子,吉田賢右,足立健吾,木

下一彦,中迫雅由

FIATPase(Fl,サブユニット構成α3β3γ∂E)は,

呼吸鎖が形成する膜を隔てた水素イオンの濃度差をATP

に変換するATP合成酵素の膜から突き出した巨大分子集

合体 (分子量38万)である.Flの3つのβサブユニット

上にある3つの触媒部位は触媒過程のどの瞬間をとって

もお互い異なった状態にあり,この非等価性を決めてい

るのが回転するγサブユニットだとされている.極めて

精微に調節された触媒機構の理解に必要な,活性化状態

を含め尭他の多くの状態の構造情報を,α3β3γ複合体,

α3β3γE複合体を使って集めようとしている.

この数年,精製法の検討,結晶化条件の検討と多大な

努力を払って結晶化を行ってきたα3β3γ複合体は更に結

晶の改良の余地があることが示され,結晶化条件の検討

を引き続き行っている.

一方,α3β3γE複合体については,昨年度行った

0.5mMADP存在下でできた結晶の解析(4.5Å分解能)の

経験をもとに,今年はMg/ヌクレオチド非存在下での

結晶構造を解析した.よりよい結晶凍結法を見出した結

果SPring8/阪大蛋白研ビームライン(BL44ⅩU)で3.8Å

分解能データを得た.分解能の向上により結晶格子もⅠ4122,

a-b-233.3A,C-305.3Aと確定した.結合ヌクレオ
チドの定量と電子密度分布から,得られた結晶中の分子ー

は,1個ADPを結合していると結論した.榛晶中の1個

ADPを結合している分子種が選択的に結晶化したと考え

られる.

ヌクレオチ ド非結合型α3β3複合体構造を初期モデル

とした分子置換法の解析の結果,すべてのサブユニット

の構造が得られた.ADPはヌクレオチド結合型の構造を

とっているβサブユニットに結合していた.他の2つの

ヌクレオチド非結合型βサブユニットのうち,従来の2個

ヌクレオチド結合型Fl構造で最も強くヌクレオチドが結

合しているβサブユニットと等価な位置にあるβサブユ

ニットは,典型的なヌクレオチド非結合型の構造をして



いた.この構造の違いにより,1個ADP結合型のα3β3

γE構造ではEサブユニットのC未のヘリックスがα3β

3下部に挿入されることが可能になり,これがEサブユニッ

トの位置とコンホメーションが従来のものとは大きく異

なる原因となったと考えられる.

(2)大腸菌転写活性化因子PhoB蛋白質の結晶構造解析 :

進藤-秦,前仲勝実,岡村英保,自木原康雄,牧野耕三,

西村善文

PhoB蛋白質は,リン酸化による制御を受けるリン酸レ

ギュロン遺伝子群の,正の転写制御因子であり,構造的

にも機能的にも2ドメイン構造を持つ.リン酸受容部位

はN夫側ドメインに,DNA結合と転写活性化の機能は

C末側 ドメインにある.PhoB蛋白質のDNAとの相互作

用の詳細とリン酸化に依存したドメイン間の相互作用基

づく制御機構を解明する目的で,PhoB蛋白質のC末側

ドメインの構造解析とC末側ドメインとDNAとの複合

体の構造解析を行っている.

昨年度SPring8で収集したMADデータの処理を行い

良質の電子密度マップを得ることができた.マップはNMR

モデルのフオールド(winged-hellx-turn-hellxの変形体)

でよく解釈されたが,これまで不明であったDNA結合性

ループの構造を明確に示していた.現在,最終的な構造

の精密化を行っている.また,これと並行して,C末側

ドメインとDNAとの複合体の結晶化条件の探索を行い,

複合体の結晶をポリエチレングリコールを用いた条件で

得た.放射光施設 (PF)でデータを3Aを越える分解能

で回折データを収集できた.現在,データ解析が進行中

である.

(3)免疫レセプター群の蛋白質問分子認識解明を目指し

たⅩ線結晶構造解析 :前仲勝実,白石克典,津本浩平,

熊谷泉,DavidStuart,YvonneJones,Antonvander

Merwe,PeterSondermann,加藤晃一,自木原康雄

免疫系細胞に幅広く見られる免疫レセプター抑制性モ

チーフ(ITIM)を細胞内ドメインにもつヒト抑制性免疫

レセプタースーパーファミリー (Inhibitory-receptor

superfamily,以下IRSと省略する)の多くがIg様 ドメ

インを持ち,また多様なリガンドを認識するため,統合

的な蛋白質問分子認識データを収集する格好の標的であ

る.我々はIRSの中から,主要組織適合性抗原 (MHC)

を認識するKillercelllg-likereceptor(KIR)やIg-like

transcript(ILT),更には抗体Fc部位を認識するFcγR

についてリガンド分子認識機構の機能解析及びⅩ線結晶

構造解析を行うことを目指した.本年度は低親和性FcγR3

種 (ⅠIa,ⅠIb,ⅠⅡ)とFcとの相互作用を表面プラズマ共

鳴を用いて解析を行った.いずれのレセプターも一般的

な細胞表面レセプターと同じく速い速度論的認識を示し,

免疫複合体を細胞表面と同じように認識していることが

示唆された.また,熟力学的にはFcγRIIはエントロピー,

エンタルピー駆動であるのに対して,FcγRIIIは完全にエ

ンタルピー駆動であり,分子認識に差異が見られた.他

方,MHCを認識するIg-liketranscript4(ILT4)につ

いては,大腸菌での封入体発現と巻き戻しの系を確立し

た.現在,生化学的解析と結晶化に取り組んでいる.

(4)イオン輸送性Ⅴ型ATPaseの結晶化 :保坂俊彰,目

黒俊幸,自木原康雄,山登一郎

イオン輸送性ATPaseのうち,Ⅴ型ATPaseは真核細

胞内膜系や一部の真核 ･原核細胞膜に存在し,その内膜

内や細胞外の酸性化に重要な役割を果たしている.構造

的にもF型ATPaseに類似している超分子構造体である.

しかし,Ⅴ型ATPaseの研究はF型ATPaseより遅れて

おり,その立体構造は未だに明らかにされていない.

山登らは,真性細菌である腸内連鎖球菌にNa+輸送性

Ⅴ型ATPaseを見出し,大量発現 ･精製系を確立した.

本年度,精製標品を用いて結晶化を行い,触媒頭部部分

の結晶を得た.Spring8でデータ収集を行い,4.5Åデー

タを解析中である.なお以前に得られていた結晶はエノ

ラーゼの結晶であることが判明したが,分子置換法によ

る解析を行い,2'.4Å分解能の精密化構造を得た.

(5)耐塩性グルタミナーゼの構造解析 :Panuwan

Chantawannakul,吉宗-晃,若山守,森口充瞭,白鳥

綾,自木原康雄

MicrococcusluteusK-3由来のグルタミナーゼ(グル

タミンを加水分解し,旨味成分であるグルタミン酸を生

成する酵素)は他のグルタミナーゼと異なり,高塩濃度

でも高い活性を示すことから,醤油生産等の醸造-の応

用が期待されるとともに,耐塩性の機構を探る良い対象

となる.この耐塩性にアルギニン残基がかかわっている

ことがアルギニン特異的修飾実験から示唆されている.

昨年度報告した結晶化条件で,野生型蛋白とセレノメ

チオニン誘導体蛋白,及びC一束80残基が欠けた約400残

基の断片及びそれのセレノメチオニン誘導体の結晶,令

計4種類からネイティブデータ又はMADデータを収集

した.400残基の断片からの結晶からのMADデータは,

SOLVE,SHARPプログラムパッケージの使用よる解析

の結果,2.4Åの良好な電子密度マップを与えた.この断

片の主鎖のトレースをほぼ完了し,その構造の精密化と

野生型蛋白の分子置換法による構造解析を予定している.

研究某紙

(1)原著論文

1.Maenaka,K.,vanderMerwe,P.A.,Stuart,D.Ⅰ.,

Jones,E.Y,&Sondermann,P.:Thehumanlow-affinity

FcγreceptorsIIa,ⅠIbandIHbindlgGwithfast

kineticsanddistinctthermodynamicproperties.I.Biol.
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Chem.276,44898144904.2001.

2.Matsui,T.,Otsuka,M.,Maenaka,K.,Furukawa,

H.,Yabe,T.,Yamamoto,K.,Nishioka,K.,&Kato,T.:

Detection of Autoantibodies to Killer

lmmunoglobulin-LikeReceptorsUsingRecombinant

FusionProteinsforTwoKillerlmmunoglobulin-Like

ReceptorsinPatientswithSystemicAutoimmune

Diseases.ArthritisandRheumaiism.44,384-388.2001.

(2)その他

1.前仲勝実 :免疫系レセプターの分子認識 蛋白質核酸

酵素 46,1805-1811.2001.

(3)発表講演

1.日木原康雄 :Flの回転触媒機構の理解を目指す結晶

解析.特定領域｢シンクロトロン放射光による生物マシー

ナリーの構造生物学｣シンポジウム,生体超分子複合体

の結晶構造解析の最前線,東京,1月.

2.日木原康雄 :F1-ATPaseの回転触媒機構の理解をめ

ざす結晶構造解析.SPring-8利用技術に関するワークショッ

プ,播磨,3月.

3.日木原康雄,鈴木俊治,白鳥 綾,自木原千佳子,

中迫雅由,吉田賢右 :好熱菌単一ヌクレオチ ド結合型

F1-ATPaseα3β3γE複合体の構造.日本生物物理学会39

回年会,大阪,10月.

4.進藤-秦,前仲勝実,秋葉俊彦,岡村英保,西村着

丈,牧野耕三,自木原康雄 :大腸菌由来転写活性化因子

PhoBDNA結合 ドメインのⅩ線結晶構造解机 日本蛋

白質科学会 第1回年会,大阪,6月.

5.Maenaka,K.,vanderMerwe,P.A.,Davies,E.A"

Stuart,D.I.,Sondermann,P.,Jones,E.Y,&Shirakihara,

Y.:MolecularrecogmitionofIg-likereceptors,KⅡband

FcγRs,Stockholm,July.

6.前仲勝実,vanderMerwe,P.A.,Stuart,D上,自木

原康雄,Jones,E.Y.:ヒトkillercelllg-likereceptor群

のMHCリガンドに対する分子認識機構.第1回 ｢タン

パク質高次構造に基づくゲノム情報科学｣公開ワークショッ

プ,東京,1月.

7.前仲醜 vanderMerwe,P.A.,Davies,E.A.,Stuart,

D.Ⅰ.,Sondermann,P.,Jones,E.Y.,自木原康雄 :免疫グ

ロブリン様レセプター群の分子認識.第1回日本蛋白質

科学会,大阪,5月.

8.前仲勝美 :Ig-likereceptor群の分子認識機構.草lo

回日本組織適合性学会 MHCと移植 シンポジウム,宿

岡,11月.

9.前仲勝実,白石充典,津本浩平,vanderMerwe,P.A.,

Stuart,D.IJones,E.Y.,Sondermann,P.,熊谷 泉,白

木原康雄.免疫グロブリン様レセプター群のリガンド認

識に関する速度論的熱力学的解析,第31回日本免疫学会

98 租分子構造研究室

総会,大阪,12月.

H-e.遺伝子回路研究室

核と細胞質は,核膜を介した分子の流通を通して互い

にコミュニケーションをもつ.核と細胞質の分子情報の

交換は,細胞がその恒常性を保ち,外界の環境にいかに

適応して生きているかを考える上で重要である.遺伝子

回路研究室では,核一細胞質問分子流通の解析を通して,

様々な細胞機能研究や生体レベルでの生命機能の解析と

いった幅広い研究領域に対して,新しい視点と統合的解

析の土台を提供したいと考えている.

本年の研究室のメンバーは,今本尚子 (助教授),小瀬

真吾 (助手),古田満衣子 (特別共同利用研究員,大阪大

学大学院医学系研究科博士課程),小池牧子 (総合研究大

学院大学大学院生),田原清志 (総合研究大学院大学大学

院生,10月より),谷口直子 (COE非常勤研究員,4月

より),福川美津子 (事務補佐員,4月より)である.

本年度は,国立遺伝学研究所校費,文部省科学研究費

特定領域(B)｢生命現象の1分子イメージング｣(2)｢蛋

白質の核一細胞質問輸送の可視化｣(代表､今本),科学

研究費基盤研究 (B)｢核内輸送担体と核外輸送担体のリ

サイクリングから捉えた流通の制御機構の解析｣(代表､

今本),奨励研究 (A)｢輸送担体importinβの核膜孔通

過における熱ショック蛋白質hsc70の機能｣(代表､小瀬)

の支援を受けた.

1.研究概要
近年,細胞内には多くの輸送経路が存在し,多彩な輸

送形態で様々な分子が核一細胞質間を流通していること

が急速な勢いで明らかになりつつある.その一方で,坐

ての核一細胞質問分子流通の場として機能する核膜孔複

合体を分子が通過するメカニズムの解析は,研究の方向

性も定まらないまま大きく遅れている.また,複数の輸

送経路に乗った分子が核膜孔上を滞りなく流通する機構

や制御の仕組みは,核一細胞質問分子流通を理解する上

で必要不可欠な問題と考えられるが,こうした問題も未

だ手がつけられていない問題として残されている.当研

究室では,｢流通の場としての核膜孔複合体の機能解析｣

と ｢輸送経路の多様性の問題｣に焦点をあて,本年度は

以下の研究を行った.

2.流通の場としての核膜孔複合体の機能解析

(1)核膜孔通過反応の1分子イメージング :今本尚子,

徳永万書洋1 (1生体高分子研究室)

分子量約125MDaの巨大な蛋白質複合体である核膜孔

複合体を機能構造体として単離して解析することは極め

て困難である.例えば,生化学的手法によって輸送担体



と核膜孔複合体構成因子の結合を調べることができるが,

それが機能構造体としてassembleした核膜孔複合体構成

因子との結合を反映しているのかが疑問である.また,

酵母を用いた遺伝学的手法で核膜孔複合体構成因子の解

析が精力的に進められているが,輸送反応を阻書する変

異の影響が直接的なものなのか,あるいは間接的なもの

なのかを判断するのが困難である.そこで,通過反応の

新たな解析系を確立する目的でassembleした核膜孔複合

体上で通過反応中の個々の因子の動態を直接 ｢見る｣こ

とを試みた.本研究は,生体高分子研究室の徳永万書洋

教授との共同研究である.

レーザー光による全反射照明法を応用した,細胞内で

1分子イメージング可能な蛍光顕微鏡法を用いて,GFP梗

識した輸送担体importinβの核膜孔複合体上での挙動を

セミインタクト細胞を用いたinvitro輸送系で観察した.

その結果,核膜孔1個1個に対応すると考えられる点像

からなる蛍光像と,核膜孔複合体に結合したGFPimportin

β1分子を捉えることにはじめて成功した.1分子イメー

ジングと合わせた画像解析によりimportinβの核膜孔-

の結合定数,1つの核膜孔複合体がimportinβを結合し

うる分子数,及び,各々のimportinβ分子が核膜孔を通

過する速度を核膜孔上の滞在時間の寿命から求めること

ができた.

1つの核膜孔複合体は最大100-150分子のimportin

βを結合し,個々のimportinβの核膜孔通過速度は,そ

の滞在時間の寿命から約2秒であることが判明した.こ

れは,1つの核には約3000-4000個のimportinβが結

合する核膜孔複合体が存在するので,1つの核あたり毎分

900万-1800万個のimportinβを通過させうることを証

明したことになる.また,importinβと核膜孔の結合定

数は約70nM という,細胞内でおこる分子間相互作用と

しては極めて高い結合定数を示すことが判明した.この

ように,これまでの生化学的 ･遺伝学的手法では得られ

なかった定量的情報から,核膜孔複合体が輸送担体に対

して高いaffinityとcapacityを有することで効率のよい

通過反応を担うといった,流通の場として機能する稜膜

孔複合体の基本的な性質を明らかにすることができた.

現在,基質や低分子量G蛋白質Ran存在下でimportin

βの挙動を比較しており,通過反応のメカニズムに示唆

を与える結果が得られつつある.

(2)核蛋白質輸送担体分子importinβ点変異体を用いた

核膜孔通過機構の解析 :

小瀬真吾,小沢仁美1,米田悦啓1,今本尚子 (1大阪大学

大学院医学研究科 ･機能形態学講座A3)

核蛋白質輸送担体分子importinβは,核膜孔構成因子

と直接的に相互作用することにより,核膜孔を通過する

活性を持っている.しかし,核膜孔通過反応における分

子機構はほとんど明らかとなっていない.

我々は,importinβの核膜孔通過機構を解明するため

に,importinβの結晶構造解析をもとに,importinβの

核膜孔通過に必要十分な領域のアミノ酸の中から,表面

に露出していると考えられるアミノ酸に変異を導入した

変異体を畿つか作製し､その核膜孔通過活性を解析した.

トランスフェクション及びマイクロインジェクション

法により,importinβ変異体の培養細胞における細胞内

局在を調べたところ,野生型に比べ,核内に強く集積し

ている変異体,逆に核内-の集積が非常に弱い変異体が

得られた.これらの変異体は,核膜孔構成因子との相互

作用の変化により,核内移行活性もしくは核外移行活性

に異常を来している可能性がある.現在,これらの変異

体の核膜孔通過能をinvitro輸送アッセイ系で解析する

とともに,幾つかの核膜孔構成因子との相互作用を検討

している.

(3)輸送担体分子importinβのリサイクリング機構 :小

瀬真吾,今本尚子

輸送担体importinβは,核膜孔との直接的な相互作用

により核一細胞質間をシャトルする分子である.しかし,

importinβがどのような分子機構で核膜孔を移行するの

か,その通過の方向性を決定する因子は存在するか,と

いった問題は不明である.

薬剤処理によりATPを限りなく枯渇させた培養細胞に

importinβをインジ.=クションし,その細胞内局在を観

察すると,核内移行は起こるが核外移行は起こらないこ

とから､importinβのエネルギー依存的核外移行をinvitro

輸送アッセイ系で解析した.

界面活性剤ジギトニンを用いたsemi-intact細胞を利用

し,importinβの核外移行活性を解析したところ,その

活性はエールリッヒ腹水癌細胞からの細胞抽出液並びに

ATPに依存的であることが判った.さらに,細胞抽出液

からATPアガロースを用いてATP結合蛋白質を吸収す

ると,importinβの核外移行活性が低下した.そこで,

ATP結合蛋白質をさらに分離精製することで,importin

βの核外移行活性化因子として構成的に発現している熟

ショック蛋白質hsc70(70kDaheatshockcognate

protein)を同定した.

現在,hsc70がimportinβの核外移行 (リサイクリン

グ)や核蛋白質輸送機構にどのように関与しているかを

解析中である.

(4)β-カテニンの核内外通過機構とその制御機構の解析 :

小池牧子,今本尚子

β-カテニンは,個体発生の段階でWnt/Wgシグナル

の存在下で安定化して核に局在することが明らかになる

とともに,発癌との関係でも注目されている分子である.

一方,我々の研究から,β-カテニンはimportinβファ

ミリーと同様に核内に移行する能力を持つことが明らか
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になった.また,β-カテニンが核内から核外に移行する

ことも明らかにしている.

β-カテニンの核内移行反応は,importinβファミリー

で担われる反応と異なり,低分子量GTPaseRan非依存

的に核膜孔を通過する点に大きな特色がある.昨年度の

研究より,β-カテニンのアルマジロリピート10番目か

らC未領域が,β-カテニンが核内に移行するために必須

なドメインであることを同定していた.

本年度は,β-カテニンが核外-移行する分子機構を明

らかにすることを目的として,セミインタクト細胞を用

いて,β-カテニンの核外移行解析系を確立した.この系

を用いた解析から,β-カテニンはその核内移行と同様に,

系にATPや可溶性因子を添加しなくても核外-移行する

ことが明らかになった.また,様々な欠失変異蛋白質を

用いた解析から,β-カテニンのアルマジロリピート10番

目からC末領域が核外-移行する能力を持つことも明ら

かになった.しかし,β-カテニンの核外移行はATPに

よって促進された.このことから,β-カテニンは可溶性

因子を必要とせずに核内および核外移行する能力を持ち,

それはアルマジロリピート10番目からC末領域によって

担われているが,セミインタクト細胞内の因子とATPの

作用で制御される可能性が示唆される.現在,invitroお

よびinvivoの両輸送系を用いて,β-カテニンの核内･

核外移行の制御因子について検討している.

(5)核-細胞質問輸送のinvivoアッセイ系の確立 :谷口

直子,今本尚子

これまでに,核一細胞質問輸送のアッセイ系として,

マイクロインジェクション法による細胞内分子導入と,

ジギトニン処理で作製したセミインタクト細胞を利用し

たinvitro輸送系を主として用いてきた.いずれの方法

も,細胞内分子の挙動観察や輸送因子の同定に有効であ

るが,利用できる細胞種に制限があることや,個体内の

細胞の中で輸送反応を見る系としては不適当である.そ

こで,核一細胞質問輸送をinvivoで調べるためのアッセ

イ系を,核膜孔を自由拡散しうる大きさの基質の性質を

利用してつくった.

核膜孔を自由拡散するGFPに核内移行シグナル

(GFP-NLS)や核外移行シグナル (GFP-NES)を結合

して細胞内で発現させると,自由拡散しうる大きさであ

るにも関わらず,GFP-NLSは核内に､GFP-NESは細胞

質に局在する.細胞外液にNaN3とdeoxyglucoseを加え

ると,細胞内のATPが枯渇がするため蛋白質の核一細胞

質問輸送が阻害される.このとき,GFP-NLSやGFP-NES

は自由拡散するために細胞質と核の両方に分散する.細

胞外液からNaN3とdeoxyglucoseを除くと,細胞内でATP

が産生されるため,GFPINLSとGFP-NESは再び核と細

胞質に各々局在する.この過程を生細胞内で経時的に観

察することができる.
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今後,このinvivo輸送系を利用して,蛍光エネルギー

移動(FRET)を利用した核一細胞質問輸送の分子間相互

作用,RNAiによる輸送因子の機能阻害の影響,及び,カ

ルシウムイオンによる輸送の制御を生細胞でみていきた

いと考えている.

3.個体内で機能する輸送経路の多様性の開溝

(1)70kDa熟ショック蛋白質を指標にした,正常時と熟

ショック応答時に機能する輸送経路の同定と輸送機構の

比較 :古田満衣子,小瀬真吾,今本尚子

生物が多種多様な輸送経路をもっことの生理的意義を

考えたとき,生体は核一細胞質問分子輸送という,細胞

にとって基本的な機能を担う重要な遺伝子を重複させて

維持しながら,役割分担させることで,異なる組織や環

境におかれた細胞が,多種多様な状況に対する適応性を

高めていることが1つの可能性として考えられる.しか

し,実際に細胞内で機能する輸送経路に違いがあるかは

全く明らかにされていない.熟ショック応答系は,非常

に強力な遺伝子制御系を備えていることが知られており,

熟ショック応答時は転写をはじめとするゲノム機能が大

きく変動する.本研究では,環境変化の一つの代表例と

して熟ショック応答をとりあげ,熱ショック時に機能す

る核膜輸送機構を70kDa熟ショック蛋白質 (hsc70)を

指標に解析するとともに,正常時の輸送機構との相違を

明らかにすることを目的としている.

70kDa熟ショック蛋白質(hsc70)の大部分は正常時に

は細胞質に局在するが,熟ショック時には核に強く集積

する.大腸菌で発現させたリコンビナントhsc70をHeLa

細胞に微量注入して,正常時と熟ショック時における細

胞内の挙動を調べたところ,細胞質に注入したhsc70は

熱ショック時に効率よく核内に集積するのに対し,正常

時ではわずかに核に移行するだけであった.核に注入し

たhsc70はいずれの場合も効率のよく核外-移行しなかっ

た.このことから,熟ショック時におけるhsc70の核内

集積は,核外輸送の抑制ではなく,核内輸送の促進によ

ると考えられる.また,hsc70のストレス応答性核内移行

が低分子量GTPaseRanに依存することを,昨年度まで

の研究で明らかにしていた.

本年度は,ストレス応答時の核膜輸送機構を解析する

ため,hsc70のinvitro核内輸送実験系を確立した.熟ショッ

クをかけた細胞から細胞質抽出液とセミインタクト細胞

を調製し,hsc70の核内輸送の再構成を試みたところ,hsc70

は熱ショック時の細胞から得た細胞質抽出液に依存して

効率よく核内に集積することがわかった.正常時の細胞

から得た細胞質抽出液にはこの作用がみられなかった.

セミインタクト細胞は熟ショックの有無にかかわらず,

効声よくhsc70を核に集積させた･このことから,hsc70
のストレス応答性核内移行は,熟ショック時の細胞に存

在する細胞質性因子の作用によるものであると考えられ



る.また,このinvitro実験系を用いて,SV40largeT

抗原の核局在化シグナル (NLS)や,hnRNPAlの核局

在化シグナル (M9)の核内移行を調べた.NLSやM9は

正常時の細胞から得た細胞質抽出液に反応して効率よく

核に集積するのに対して,熟ショックをかけた細胞から

得た細胞質抽出液には効率よく反応しなかった.マイク

ロインジェクションを利用したinvivo実験系においても,

正常時と比較して熱ショック条件下ではNLSの核内輸送

効率の低下がみとめられた.このことから,正常時とス

トレス応答時で機能する輸送経路や輸送因子に何らかの

違いがあることが示唆される.

現在,hsc70のストレス応答性核内移行を担う輸送因子

と,ストレス応答時にconventionalな核蛋白質の輸送活

性が低下する原因の同定を試みている.
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throughNuclearPoreComplex:SingleMolecule

lmagingandQuantitativeAnalysisofMolecular

Interaction.AIRLIE Meeting on NUCLEAR

TRANSPORT,Virginia,USA,2001年11月.

15.NaokoImamoto,MhkioTokunaga:Nucleocytoplasmic

transport:Anewapproachtorevealfunctionofnuclear

porecomplex.第16回日仏がん会議,京都,2001年11月.

16.今本尚子,徳永万書洋 :1分子蛍光イメージングを利

用した核膜孔複合体の機能解析.第24回日本分子生物学

会年会 ワークショップ ｢分子生物学の新しい潮流｣,樵

浜,2001年12月.

17.古田満衣子,小瀬真吾,米田悦啓,今本尚子 :70kDa

熟ショック蛋白質のストレス応答性核内輸送機構の解析.

第24回日本分子生物学会年会,横浜,2001年12月.

18.粟崎 晃,小瀬真吾,米田悦啓,Carl-HenrikHeldin,

AristidisMoustakas:Smad3の核移行 ･核外移行制御

機構.第24回日本分子生物学会年会,横浜,2001年12月.
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l.生命情報･DDBJ研究センター

当センターは,生命情報科学に関する研究を行うとと

もに,DDBJ(日本DNAデータバンク)研究事業を担当

することを目的に,平成7年4月に設立された.(2001年

4月より｢生命情報研究センター｣から｢生命情報 ･DDBJ

研究センター｣)に改称された.)このセンターは,遺伝

情報分析研究室 (教授1名,助手2名),遺伝子機能研究

塞 (教授1名,助手1名),大量遺伝情報研究室 (教授1

名,助手1名),データべ-ス運用開発研究室 (教授1名,

助手1名)から成り立っている.遺伝情報分析研究室は,

五候堀孝教授,池尾-穂助手で構成されている.2001年

3月で今西規助手が独立行政法人産業技術総合研究所生物

情報解析研究センター統合データベース解析グループの

チームリーダーとして転出した.遺伝子機能研究室は舘

野義男教授,小林 (深海)薫助手が担当している.大量

遺伝情報研究室は西川 建教授,太田元規助手が担当し

ている.データベース運用開発研究室は菅原秀明教授,

宮崎智助手が担当している.宮崎助手は,2001年3月よ

り12月までアメリカ合衆国のミシガン州立大学Centerfor

MicrobialEcologyに文部科学省在外研究員として派遣

され,研究を行った.

DDBJ研究事業としては,昨年に引き続きDDBJ独自

のデータベース管理システムの開発,各種二次データベー

スの開発,提供や,WⅥW によるホームページを用いた

各種検索システムの開発公開等を行った.このDDBJ研

究事業には,これらの教官以外に青野英雄,浅川紀子,

市川恵子,市川ひろ美,梅浮知美,上田陽子,江嶋真由

美,大城戸利久,岡田あゆみ,岡板谷美英子,奥田啓子,

勝部有季,川本たつ子,五候堀まり子,佐藤由美子,島

田明美,末木裕子,杉山順子,杉山祥子,鈴木あかね,

鈴木満美,大藤由紀子,簡井波留,柳楽幸子,成田智子,

橋爪亜紀,長谷川麻子,平島美恵子,平島壮規,堀江元

刀,真島 淳,丸山瑞穂,向笠奈緒子,村形直子,安田

徳一,山本ゆか,Lebowitz紀子 (遠藤),渡辺昭乃とい

う多くの人々が協力して参画した.

トa.遺伝情報分析研究室

当研究室は,五候堀孝教授,池尾一穂助手により構成

され,分子進化学を中心とした遺伝情報の分析を行うと
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ともに,DDBJ研究事業にも中心的に参画している.ま

た,2001年4月より今西規助手が独立行政法人産業技術

総合研究所生物情報解析研究センター統合データベース

解析グループのチームリーダーとして転出した.当研究

重では,峯田克彦,太田欽也の2名が総合研究大学院大

学の博士課程3年生,小倉 淳,中村洋路,花田耕介の

3名が博士課程2年生,田中 剛の1名が博士課程1年生

として在籍している.また,遠藤高帆,鈴木善幸,中津

真澄,新村芳人が日本学術振興会特別研究員,WangChi

Chiu,T.DanielAndrews(2月まで)が日本学術振興会

外国人特別研究員として研究に参加した.岩間久和,内

山佳子,小笠原倫大,小見山智義,田中信彦,早川志帆,

間野修平 (6月まで),一ungShamHwangは,受託研究

貞として研究活動を行った.岩本智恵,竹滞 (梅原)由

美,大泉ひろこ,羽原拓哉 (7月まで),水口明美,山口

(羽原)香織が研究に協力した.DDBJだけではなく,

当研究室の活動補助を上田陽子,梅滞知美,奥田啓子,

勝部有季,杉山順子(9月まで),中森亜紀子(10月まで),

丸山瑞穂,渡辺昭乃が積極的に行った.

(1)GAssモデルによる多遺伝子発現相互作用のシミュ

レーション:遠藤高帆,五候堀孝

近年DNAマイクロアレイ技術の進展やESTプロファ

イルの情報量の増加により,多くの遺伝子の時系列的発

現量変化を追跡することが可能になった.しかしこれら

の関係を推測して記述することは容易なことではない.

遺伝子間の相互作用を示すために我々は化学反応を記述

するためのモデルとして提案されているS-Systemを使用

して,遺伝子発現が相互にどのような影響を及ぼしあっ

ているかをモデル化することを試みた.S-Systemはn個

の要素に対して2m(n+1)個のパラメタを最適化すること
で系の反応を推定するものであるが,ある遺伝子の下流

遺伝子に限った場合でも細胞内ではnは100以上になり,

パラメタの推定は非常に難しい (いわゆるNP問題)も

のとなる.そこで我々は遺伝的アルゴリズムを利用した

パラメタの最適化を行った.このモデルをGenetic

AlgorithmforS-System(GASS)と呼ぶ.これには遺伝

研内に設置されているスーパーコンピュータである

Supernigを用い,64CPUに並列化処理したプログラム

を作成した.この結果,プロファイルのシミュレートに

おいては非常によい一致結果を見ることができた.この

GASSモデルを使用して公開されているDNAマイクロ

アレイのデータを利用し,新しい遺伝子発現の関連を兄

いだすことを次の課題としている.

(2)Znsilico染色 :ヒト全ゲノム配列からのギムザバン

ド構造の再構築 :新村芳人,五候堀孝

ヒト染色体はギムザ染色法により各染色体ごとに特徴

的なバンド構造を示す.GバンドはGC含量の低い領域



に,RバンドはGC含量の高い領域にそれぞれ対応する

と一般には考えられてきたが,この対応関係が必ずしも

正しくないことを示す実験結果も報告されている.当研

究の目的は,ギムザ染色によるバンド構造とGC含量と

の正確な対応関係を知ることである.我々は,ヒト全ゲ

ノム配列からinsilicoでギムザバンド構造を再構築する

｢2-window｣法を開発した.その結果,2.5Mbと9.3Mb

の2つのウインドウにおけるGC含量の差が,850バンド

レベルでのバンドパターンと最も強く相関していること

を見出した.ヒトの43の染色体腕の大部分において,両

者の相関は統計的に有意であった.この結果は,従来い

われていたようなGC含量とバンド構造との単純な対応

関係は正しくなく,Gバンドは,周囲に比べて相対的に

GC含量が低くなっている領域であることを示している.

これらの事実は,DNA配列上の核マトリックス結合領域

がRバンドに比べGバンドに密に存在するというモデル

によってうまく説明される.

(3)マウス膝の眼球および脳における遺伝子発現プロファ

イル :ChiChiuWANG,KazuhoIKEO,Takashi

GOJOBORI,MichaelScottROGERSl(lDepartmentof

ObstetricsandGyraecology,TheChineseUniversity

ofHongKong)

本研究は ｢正常および糖尿病状態下における初期腫形

成の発生障害および分子制御研究｣の初めての試みであ

る.DNAマイクロアレイによる正常組織と被験組織の比

較に関する包括的な応用は詳細な定量的および定性的な

情報を与えるものと考えられる.本研究において,我々

はNIA/NIHから15000以上の独自の配列を含むマウス

腫体cDNAクローンを入手した.また,cDNAチップシ

ステムを用いた実験に関する調整についてもすでに行わ

れており,対照実験のため必要となるすべてのプローブ

を含むDNAチップを準備した.最初の試みとして,脳お

よび眼球組織を異なる時期のマウス肱を実験に供し,戟

合ハイブリダイゼーションの対照としてC57BL/6JのE8.5

系統を用いた.一方,前脳,中脳および後脳の転写制御

の差異の検出についてはレーザマイクロダイセクション

技術を用いた.さらに,遺伝子発現解析には新たなニュー

ラルネットワークを用いた.本研究は脳および眼球の発

生および分化の過程の理解に密接にかかわるものである.

(4)原核生物ゲノムにおける水平移行遺伝子の網羅的検

出法の開発 :中村洋路,伊藤 剛,松田秀雄1(l阪大),

五億堀孝

現在DDBJに登録されている原核生物ゲノムは60を越

える (平成13年12月1日の時点で63種).我々はこれ

ら原核生物のゲノム情報を用いて,ゲノム中の水平移行

遺伝子,すなわち他種に由来する遺伝子を感度よく検出

する方法を開発した.この方法は原理的には遺伝子発見

プログラムGenMarkを応用したものであり,対象とす

るゲノム上の各遺伝子がそのゲノム自身の遺伝子である

事後確率を,マルコフモデルとベイズ決定に基づいて計

算するものである.この事後確率値の低い遺伝子が,対

象とするゲノムにもともとは存在しなかった遺伝子,す

なわち最近になって他種から水平移行してきた遺伝子と

見なされる.さらに我々は,モンテカルロシミュレーショ

ンを行い,得られた事後確率値の統計的有意性を判定で

きるようにした.以上の解析システムを用いて,我々は

全原核生物ゲノムについて自動的 ･網羅的に水平移行遺

伝子の候補を検出することを試みた.その結果,仝63種

の原核生物ゲノム中で水平移行してきたと考えられる遺

伝子は,1%の有意水準で判定したところ,遺伝子全体の

10%を越えることが分かった.これらの遺伝子の中には,

プロファージ,プラスミド,トランスポゾンといった,

明らかに外来性と見なせる遺伝子だけでなく,何らかの

遺伝子発現制御に関わるとされる遺伝子も多かった.こ

のことは原核生物の進化研究において興味深い知見を与

えるものである.

(5)神経伝達物質受容体 (GPCR:Gタンパク共役型受

容体,および,LGIC:イオンチャンネル型受容体)の分

子進化的解析 :岩間久和,五候堀孝

中枢神経系で重要な役割をもつ分子の進化を解析する

ことを目的として,以下の2点の解析をおこなった.(1)

まず,Gタンパク共役型受容体(GPCR)であるカテコー

ルアミン受容体とそれに共役するGタンパクαサブユニッ

トに注目した.その理由は,カテコールアミン受容体は

さまざまな精神疾患に対する薬剤の棟的分子であり,中

枢神経系の高次機能を考える上で重要であるためである.

Gタンパクαサブユニットの機能分化は動物界の進化の

ごく初期に完了したと考えられるのに対し,カテコール

アミン受容体群は脊椎動物の進化の段階で多様性を急速

に増し,その後もリガンドとの結合特異性を変化させな

がら現在の脊椎動物の体制に至ったと考えられた｡この

ような相互に作用する多様なタンパク質分子の出現には

遺伝子やゲノムの重複が寄与し,それらの時期や進化的

順序が重要な意味をもっていることが示唆された.(2)

ヒトの脳で発現していることが知られている神経伝達物

質受容体の遺伝子について,ヒト,マウス,ラット間で,

文献の調査と,厳しい基準による配列データベース検索

により,オーソログ遺伝子の同定を行った.この検索で

得られた全長配列をもつ神経伝達物質受容体遺伝子オー

ソログは,ヒト脳で発現する神経伝達物質受容体(GPCR

およびLGIC)のほぼ全体を網羅した.このデータを用い,

オーソログ間で同義置換 ･非同義置換数を推定し,その

値に基づき,各神経伝達物質受容体遺伝子に対する選択

的淘汰の強さを推定した.その結果,選択的淘汰が有意

に緩んでいる4種の受容体遺伝子 (NMDA12Cグルタミ
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ン酸受容体,GABAA二E,GABAAl0,ドーパミンD4)

を検出した.これら受容体は記憶や新奇刺激-の反応性

という高次の認知活動に深く関与するという共通点をも

つことが明らかになった.

(6)下等後生動物の扇形動物門におけるアポトーシス機

棉 :Jung-ShamHWANG,池尾-穂,五候掘孝

有形動物門に属す淡水性プラナリアは,系統学的には

前口動物と新口動物の間に位置しており,プラナリアの

再生能力は,プラナリアの断片から完全体を形成できる

ほど特徴的である.再生は,細胞増殖,細胞の分化,極

性および構造の変化が腫発生と同じような現象で起こっ

ている.そのため再生を観察することで,肱発生の様子

が比較的簡単に理解できる.我々の目的は,プラナリア

を用いて,下等後生動物におけるプログラムされた細胞

の自殺 (アポトーシス)および発生の進化過程を観察す

ることである.既に下等後生生物であるヒドラと海綿動

物では,アポトーシス関連遺伝子のカスペースとBcl-2の

相同遺伝子が確認されているが,形態形成においてはア

ポトーシスの発現は確認されていない.そこで今回我々

は下等後生生物であるプラナリアでのアポトーシスの発

現を確認およびプラナリアの再生とアポトーシスの関連

を観察している.プラナリアでのアポトーシスの存在を

確認するため,プラナリアをコルシチン存在下で培養L

AnnexinVとDAPIで染色した.細胞膜の破壊とDNA

の凝縮が明らかに蛍光顕微鏡で確認され,アポトーシス

が存在していることが明らかとなった.プラナリアcDNA

ライブラリーからアポトーシス関連遺伝子4個の全配列

を決定した.それらの遺伝子はカスペースの3つの相同

遺伝子(Dj-casl,Di-cas2andDj-cas3)とBcl-2の相同

遺伝子 (Dj-bュg)である.他の生物種のカスペース遺伝

子にプラナリアカスペース3遺伝子を加えアライメント

を行なったところ,Dj-casl,2,3はカスペース遺伝子の保

存領域であるCAScドメインを保有しており,分子系統

樹から全てのプラナリアカスペース遺伝子はカスペース

3,6,7のグループに属していることが解った.同様にDj-bュg

遺伝子は二つの保存領域BH2とBH3を保有しており系

統的にpro-apoproticBcl-2famillyに近いことを示して

いた.また,それらアポトーシス関連遺伝子の発現をin

situハイプリダイゼイシヨンを用いてプラナリアを切断

徳,2時間,1日,2日,3日,5日,7日経過したもので

確認している.Dj-cas2とDj-cas3の発現が(Dj-casl発

現は弱かった.)切断後7日目に頭部の芽体形成領域で確

認されたが,尾部の芽体形成領域では認められなかった.

また,興味深いことにパラフィン切断を用いたinsituハ

イプリダイゼイシヨ･ンではDj-cas2とDj-cas3の発現が

脳に認められている.Dj-blgは切断5-7日後の頭部にお

いては芽体形成領域ではなく幹細胞で発現され,切断3日

後の尾部においては消化管領域に発現していた.今回の
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蘇果は,プラナリアにおいてアポトーシスは再生におい

て重要な役割を示すことを明らかにし,実際のアポトー

シスの反応が原始的な多細胞生物にも保存していること

を示唆する結果となった.

(7)同義置換の最高速度をもつニドウイルスとそのゲノ

ムサイズの進化的変化 :花田耕介,鈴木善幸,五候据孝

宿主の壁を超えて感染するウイルスが,強力な病原性

を起す例が数多く見つかっている.そのような感染を予

防するためにも,ウイルスの共通祖先から現在に至る変

異や進化の過程を研究することは非常に重要であると考

えられる.そこで今回,大きいウイルスグループを構成

するウイルス目として,コロナウイルス,トロウイルス

およびアルテリウイルスらに代表されるニドウイルス目

に注目し,ゲノムサイズの進化的変化および進化速度の

推定を行った.ニドウイルス目に属するコロナウイルス,

トロウイルスおよびアルテリウイルスのウイルスゲノム

の塩基配列をDNAデータバンク(DDBJ/EMBL-Bank/

GeneBank)から収集し,ドットプロットにより保存領

域を確認後,その領域を用いて分子系統樹を構築した.

さらに,各ウイルス種におけるenvelop部分の同義置換

速度および非同義置換速度の推定を行った.結果(》系統

樹の結果 :ニドウイLルス目の分子系統樹から,コロナウ

イルス(平均ゲノムサイズ :約30kb),トロウイルス(約

23kb),アルテリウイルス (約14kb)の順に共通祖先か

ら分岐していることが明らかとなった.この結果は,ウ

イルスが分岐するたびにウイルスのゲノムサイズが短く

なっていることを示す結果であった.②進化速度の結果 :

コロナウイルスとアルテリウイルスのいくつかのウイル

ス種で同義置換速度の推定を行ったところ,約25年前吃

分岐したと考えられるアルテリウイルスに属する豚繁殖

呼吸器障害症候群ウイルス(PRRSV)の同義置換速度は

約0.1/同儀座位/年であり,極めて速い進化速度である

ことが解った.この進化速度は,ニドウイルス目の中だ

けではなく,HIV-1やインフルエンザウイルスの進化速

度と較べても約10倍速い驚異的な速度であった.考察 :

今回の系統樹から,ニドウイルス目は,一般にゲノムサ

イズが小さいウイルスから大きなウイルスに進化すると

いう考えと全く反対の進化過程をもつウイルスグループ

であることが示唆された.さらに,PRRSVの同義置換速

度は今まで調べられていたウイルスの中でも最高速を示

すものであり,その原因は複製酵素の精度の悪さによる

可能性が考えられた.
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藤森克史,福住康仁,山崎正明,田代弘行,岩本千恵,

梅原由美,今西 規,池尾-穂,五傭堀孝,猪子英俊 :
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｢チンパンジーMHCクラスI領域における比較ゲノム

解析｣,第24回日本分子生物学会年会,パシフイコ横浜,

横浜,2001年12月9日-12日.

50.FrancescCEBRJjLMasmi NAM AWA,Chiyoko
KOBAYASHI,KatsuhikoMINETA,KazuhoIKEO,

TakashiGOJOBORIandKiyokazuAGATA:"Planarian

brainstructure:whatdoesittellusabouttheevolution

ofthecentralneⅣoussystem?''第24回日本分子生物

学会年会,パシフイコ横浜.横浜,2001年12月9日-12日.

51.中滞真澄,F.CEBRIA,小林千余子,峯田克彦,池

局-穂,阿形清和,五備堀孝 :プラナリアの脳をつくる

遺伝子プログラムのDNAchipを用いた解析,第24回日

本分子生物学会年会,パシフイコ横浜,横浜,2001年12

月9日-12日.

52.阿形清和,洪健 智,奥村亮一,柴田典人,林哲太郎,

小林千余子,F.CEBRIA,樽井 寛,久留智美,熊代奈

保子,峯田克彦,中滞真澄,池尾-徳,五備堀孝 :プラ

ナリアを用いた新しいアプローチ,第24回日本分子生物

学会年会,パシフイコ横浜,横浜,2001年12月9日-12日.

53.房岡恵理,峯田克彦,明石哲人,坂崎弘幸,池尾-穂,

五億堀孝,楠見明弘,阿形清和,武内恒成 :プラナリア

を用いた神経回路形成とIgスーパーファミリー接着分子

群の解析,第24回日本分子生物学会年会,パシフイコ横

浜,横浜,2001年12月9日-12日.

I-b.大量遺伝情報研究室

当研究室ではタンパク質の立体構造に関するコンピュー

タ解析,とくに立体構造予測を中心とした研究を行って

いる.最近はゲノム情報解析にも積極的にとりくみ,ゲ

ノム上にコードされた全てのタンパク質を対象として立

体構造予測を中心とした解析を進め,解析結果をGTOP

データベースとして公開している.また日本DNAデータ

バンク(DDBJ)の研究事業に参加するとともに,すべて

の種類のタンパク質に関する変異体データベース(PMD)

の作成を独自に進めている.研究室メンバーは,西川

逮 (教授),太田元規 (助手),金城 玲 (3月まで総研大

大学院生,現神戸大にて博士研究員),川端 猛 (9月ま

で日本学術振興会特別研究員,現奈良先端大助教授),宿

地佐斗志(JST受託研究員),本間桂一(JST受託研究員),

長島剛宏 (JST受託研究員),安達秀和 (研究支援),坂

本盛宇 (研究支援),伊藤憲子 (技術員),三村公子 (研

究補佐員),黒丸美奈子 (研究補佐員),鈴木小夜子 (研

究補佐貞),山本かよ子 (研究補佐員),阿部多美枝 (研

究補佐員),杉山文予 (秘書)からなる.また中島広志(金

沢大学教授),堀本勝久 (佐賀医大助教授),磯貝泰弘 (理

化学研究所先任研究員)をはじめ所内外の方々と共同研

究を行った.

ユ08 遺伝情報分析研究圭

(1)仝ゲノム立体構造予測データべ-スGTOPの構築 :

川端 猛,福地佐斗志,本間桂一,太田元規,西川 建

ポストシークエンス時代の研究目標は,膨大な遺伝情

報の意味を読み解くことであり,そのためにタンパク質

レベルの機能解析が焦点の一つとなるのは必然であろう.

実験 ･理論を含めた様々なアプローチが進められている

が,我々は特にその立体構造に注目している.タンパク

質は,ある特定の立体構造に折りたたんで初めて生物学

的な機能を持つため,タンパク質の機能を詳細に理解す

るには,最終的にはその立体構造をどうしても知る必要

があるはずだ.1次配列に比べ,3次構造の決定には多大

な時間と労力を要するが,ゲノム産物のタンパク質の中

には,それ自身の立体構造は未知でも,配列相同性から

確実に構造予測できるタンパク質が数多くある.我々は,

そういった予測構造を集めたデータべ-スが機能理解に

不可欠であると考え,2年ほど前から全ゲノム規模の構造

予測データべ-スの構築を始めた.このデータベース

を"GTOP"(GenomeTOProteinstmctureandfunction

の略.｢ジートップ｣と読む)と名付け,昨年からWWW

での公開も始めた.近年の立体構造データベースの急速

な増加と,高感度の配列解析ソフトウエアの利用によっ

て,意外に高い割合のタンパク質について,その立体構

造が予測できている.現在,ゲノム配列の決定された61

種の生物種について解析が終了し,解析結果をhttp://

spock.genes.nig.ac.jp/～genome/gtop-j.htmlより公

開している.詳細は文献8で発表した.

(2)エネルギー項からみた好熱菌と常温菌のタンパク質

の違い :金城 玲,西川 建

好熱菌由来のタンパク質の安定性を知るために,分子

力学計算を5つの好熱菌のタンパク質と常温菌のホモロ

グに適用した.通常の構造エネルギー項に加え,水和項

と溶媒がもたらす静電的効果を扱った.天然構造,ほぼ

天然構造,そして非天然構造という3つの異なる状態の

エネルギーを計算し,それぞれの差および各エネルギー

因子の比較を行った.ほぼ天然構造は,主鎖構造は天然

構造とほとんど同じであるが,側鎖パッキングが大きく

異なる.従って,構造の詳細に立ち入らずに天然の主鎖

構造を保つエネルギー因子を抽出することができる.静

電相互作用と水和項の和は,正の値をとったが,好熱菌

のタンパク質では常温菌のタンパク質より常に低い値を

とった.この傾向は天然構造と非天然構造のエネルギー

差のみならず,ほぼ天然構造と非天然構造のエネルギー

差にも見られた.一方,側鎖パッキングに関わるエネル

ギー項に関しては明白な傾向は見られなかった.これら

の結果から,天然構造の正確な側鎖パッキングは好熱菌

由来のタンパク質の熱安定性には関与しないことが示唆

された.この結論の解釈についても議論した.詳細は文

献2で発表した.



(3)好熱菌由来タンパク質のアミノ酸組成の特徴 :福地

佐斗志,西川 建

好熱菌由来のタンパク質は,電荷をもつ残基が多く,

極性残基が少ないというアミノ酸組成を持つことが知ら

れている.他方,分泌性タンパク質と細胞内在性タンパ

ク質にもアミノ醸組成に違いがあり,この違いは主にタ

ンパク質表面に露出した残基に拠る事も知られている.

以上の背景から,好熱菌 ･常温菌由来タンパク質のアミ

ノ酸組成の違いを,タンパク質表面 ･内部について比較

を行った.分泌性 ･細胞内在性タンパク質間の組成の違

いを考慮し,構造既知のタンパク質を三つの群,分泌性

常温菌タンパク質 ･細胞内在性常温菌タンパク質 ･細胞

内在性好熱菌タンパク質に分け比較を行った.構造既知

タンパク質を,常温菌の大腸菌,好熱菌のThermus

thermophilus由来のタンパク質を代表として選んだ.ま

た,全ゲノム配列の決定された常温菌からBacillussubtilis,

好熱菌からAquifexaeolicus,Thermotogamaritimeを

選び,構造既知タンパク質のアミノ酸配列とこれらの生

物の相同配列を整列させ,タンパク質表面 ･内部別のア

ミノ酸組成を計算し比較に加えた.好熱菌 ･常温菌の平

均組成の比較から,好熱菌の特徴的なアミノ酸組成の多

くは,タンパク質表面に露出した残基に由来し,タンパ

ク質内部ではほとんど差の無いことが解かった.個々の

タンパク質のアミノ酸組成ベクトルを二次元平面に射影

してみると,三つのタンパク質群は表面組成空間では分

布が区別可能なのに対し,内部組成空間では三つの群は

重なり合い区別できないことが示された.分泌性タンパ

ク質は好熱菌由来のタンパク質とちょうど反対のアミノ

酸組成の傾向を持ち,この特徴もタンパク質表面で顕著

であることも示された.詳細は文献3で発表した.

(4)タンパク質設計用経験的ローサマー関数の開発 :太

田元規,磯貝泰弘 (理研),西川 建

タンパク質の配列を設計するために,アミノ酸の側鎖

構造 (ロータマ-)を考慮した経験的相互作用関数を開

発した.アミノ酸の側鎖構造は56個のロータマ～として

表現する.それぞれのロータマ-の適合度は,2体の側鎖

間相互作用関数,1体の水和および局所構造の関数の和と

して与える.構造部位環境とその天然配列の対の数と,

仮想的に作成した非天然配列との対の数を用いてエネル

ギースコアを算出した.天然のロータマーの再現能を問

うたベスト14テストにおいて,ヒトリゾチームとT4リ

ゾチームの点突然変異体の安定性解析において,また,

構造プロフィールを利用した配列データべ-スのインバー

スフオールデイングサーチにおいて,開発したロータマ-

関数は従来の関数作成法によるロータマ-関数や,以前

我々が開発したアミノ酸ベースの関数より良い結果を与

えた.様々なターゲット構造について配列のデノボデザ

インを実行したところ,適当な分子量をもち,疎水性/

親水性のパターンも天然配列に類似した配列が生成され

た.この配列でblastサーチを行なったところ,ターゲッ

ト配列のホモログと同様の結果が得られた.一連の配列

設計能の改良について,関数規格化に利用する参照状態

と,残基のぶつかりを回避するための短距離反発力の関

連を議論する.詳細は文献4で発表した.

(5)超好熱菌由来ピロリジン･カルボキシル ･ペプチター

ゼのⅩ線結晶構造と熟安定化機構 :田中秀明(阪大),国 正

倍 (九女大),水島恒裕 (阪大),小笠原京子 (阪大),太

田元規,月原音武 (阪大),油谷克英 (阪大)

超好熱菌由来タンパク質の熟安定化機構を調べるため

に,pyrococcusfuriosusのピロリジン･カルボキシル ･

ペプチターゼ(pfPCP),およびシステイン結合部位をヤリ

ンに置換した変異体のⅩ線結晶構造を決定し,既に構造

が決定されている類縁タンパク質 (超好熱菌(T.litralis)

由来および常温菌(B.amyloliquefaciens)由来のピロリジ

ン･カルボキシル ･ペプチターゼ)との比較を行った.

3つの構造はともにホモテトラマ-を成すが,他のユニッ

トとの相互作用を担うC末部分が大きく異なっていた.

pfPCPの高い熱安定性は,疎水性相互作用,水素結合,

イオンペアの増加などに起因することがわかったが,特

別な1つの因子が主因となっているのではなく,様々な

因子の組み合わせとして実現していることがわかった.

詳細は文献5で発表した.

研究某紙

(1)原著論文

1.Kinjo,A"Kidera,A.,Nakamura,H.and

Nishikawa,K∴Physicochemicalevaluationofprotein

foldspredictedbythreading.Eur.BioPhys.I,30,1-10,
2001.

2.Kinjo,A.andNishikawa,K.:Comparisonofenergy

componentsofproteinsfrom thermophilicand

mesophilicorganisms.Eur.Biophys.I,30,378-384,2001.

3.Fukuchi,S.andNishikawa,K.:Proteinsurface

amino-acidcompositionsdistinctivelydifferbetween

themophilicandmesophilicbacteria.iMol.Biol.,309,

835-843,2001.

4.Ota,M.,Isogai,Y.andNishikawa,氏.:

Knowledge-basedpotentialdefinedforarotamer

librarytodesignproteinsequences.ProteinEng.,14,

557-564,2001.

5.Tanaka,H.,Chinami,M.,Mizushima,T.,

Ogasawara,K.,Ota,M.,Tsukihara,T.,andYutani,K.:

Ⅹ-raycrystallinestructuresofpyrrolidonecarboxyl

peptidasefrom ahyperthermophile,Pyrococcus

furiosusanditscys-freemutant.I.ofBiochem.(Tokyo),

130,107-118,2001.
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6.Nakashima,H.,Yamashita,S.andNishikawa,K.:

Directionalgenedistributionsoftwomycoplasma

speciesexhibitedinthenucleotidecompositionspace.

Res.Comm.hBiochem.,Cell&MoLBわl.,5,27-35,2001.

7.Noguchi,T.,Ito,M.,Matsuda,H.,Akiyama,Y.and

Nishikawa,K.:Predictionofproteinsecondary

structureusingthethreadingalgorithmandlocal

sequencesimilarity.Res.Comm.InBiochem.,Ce′′皮

Mol.Biol.,5,115-131,2001.

8.Kawabata,T.,Fukuchi,SリHomma,K.,Ota,M.,

Araki,J.,Ito,T.,Ichiyoshi,N.andNishikawa,K.:

GTOP:adatabaseofproteinstmcturespredicted血･om

genomesequences.Nucl.AcidsRes,30,294-298,2002.

(2)その他

1.枚滞史子,西川 建 :｢機能モチーフと機能ドメイン｣

『プロテオミクスの基礎』綱沢進 ･平野久編,講談社サ

ンエンテイフイク,65-82,2001.

2.太田元規,西川 建 :｢タンパク質高次構造の予測｣

『プロテオミクスの基礎』綱沢進 ･平野久編,講談社サ

ンエンテイフイク,82-111,2001.

3.西川 建 :｢配列空間の `̀島モデル"再考｣ 物性研

究,75,790-792,2001.

4.西川建 :｢タンパク質立体構造の予測問題｣Computer

Today,18,7月号,10-15,2001.

5.川端 猛,西川 建 :｢蛋白質立体構造予測データベー

スGTOP｣蛋白質 ･核酸 ･酵素 (共立出版)増刊 『ゲノ

ムサイエンスの新たなる挑戦』,46,2592-2597,2001.

6.磯貝泰弘,太田元規 :｢人工タンパク質の合理的設計｣

シリーズ ･ニューバイオフィジックス9巻 『生体ナノマ

シンの分子設計』城所俊一編,共立出版,102-121,2001.

(3)発表講演

1.西川 建 :ゲノム情報解析における立体構造予測.

高次ゲノム公開ワークショップ,東京,1月.

2.太田元規,磯貝泰弘,西川 建 :タンパク質設計用

経験的ロータマ-関数の開発.高次ゲノム公開ワークショッ

プ (ポスター発表),東京,1月.

3.西川 建 :タンパク質の謎を解く.花園大学講演会,

京都,3月.

4.佐藤賢二,太田元規,鬼塚健太郎,浅井 潔,小長

谷明彦 :計算機はタンパク質の本質にどこまで迫れるか.

人工知能学会,松江,4月.

5.西川 建 :ゲノム蛋白質構造予測データベース(GTOP)

とその応用.第1回日本蛋白質科学会ワークショップ,

大阪大学,6月.

6.磯貝泰弘,太田元規,田中敦成,飯塚哲太郎,西川 建 :

計算とランダム変異実験を組み合わせたデノボタンパク

質設計.第1回日本蛋白質科学会 (ポスター発表),大阪
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大学,6月.

7.磯貝泰弘,太田元規,石井杏奈,石田 学,西川 建 :

タンパク質の構造単一性に寄与するアミノ酸残基の同定一

分子設計用特異性関数の開発-.第1回日本蛋白質科学

会 (ポスター発表),大阪大学,6月.

8.田中秀明,因 正信,水島恒裕,小笠原京子,太田

元規,月原音武,油谷克英 :超好熱菌由来のPyrrolidone

CarboxylPeptidaseの熟安定化機構.第1回日本蛋白質

科学会,大阪大学,6月.

9.西川建 :ゲノム情報からのタンパク質立体構造予測.

第28回生体分子科学討論会,金沢大学,7月.

10.西川建 :タンパク質立体構造の予測問題.富士通SS

研究会,東京,8月.

ll.西川建 :究極の立体構造予測 ;ブレークは近い.第

41回生物物理若手夏の学校,愛知,8月.

12.西川建 :アブイニシオ予測の実現可能性.第39回日

本生物物理学会シンポジウム,大阪大学,10月.

13.福地佐斗志,西川 建 :コドン組成空間におけるゲ

ノムの共通構造.第39回日本生物物理学会 (ポスター発

義),大阪大学,10月.

14.太田元規,木下賢吾,西川 建 :静索の機能部位置

換と構造安定性.第39回日本生物物理学会 (ポスター発

表),大阪大学,10月.

15.川端 猛,西川 建 :マルコフモデルによるタンパ

ク質立体構造間の進化距離の推定.第3回日本進化学会

年会,京都大学,10月.

16.太田元規 :タンパク質の二次構造予測と構造認識.

生物物理バイオインフォマティックス講習会,東京農工

大,11月.

17.西川 建,本間桂一,福地佐斗志,川端 猛 :立体

構造予測によるゲノム中の偽遺伝子の探索.第24回日本

分子生物学会ワークシ･ヨッブ,横浜,12月.

18.本間桂一,福地佐斗志,川端 猛,太田元規,西川 建 :

大腸菌ゲノム中には相当数の偽遺伝子が存在する.第24

回日本分子生物学会 (ポスター発表),横浜,12月.

19.中島広志,西川建 :遺伝子塩基組成とアミノ酸組成

の関係.~第24回日本分子生物学会 (ポスター発表),横

浜,12月.

20.Fukuchi,S.andNishikawa,K.:Pseudogenesin

bacterialgenomes.AsianJointWorkshopforProtein
lnformatics.大阪大学,12月.

21.Fukuchi,S.,Nishikawa,K.andHorimoto,K.:

Comparisonbetweenlinearchromosomesintermsof

dupliategenes:implicationofwholegenome

duplicationinyeast.GIW2001(ボスタ-発表),東京,

12月.

22.Mori,K.,Horimoto,K"Fukuchi,S.andNishikawa,

K.:MaintenanceofMicrobialGenomeArchitecture.

GIW2001(ポスター発表),東京,12月.



23.西川建 :ラン藻ゲノム中の偽遺伝子.基生研研究会,

岡崎,12月.

トC.遺伝子機能研究室

当研究室は,遺伝子ならびにタンパク質の機能を主に

進化や構造の視点から解析 ･解明することを目的として

いる.

当研究室ではここ数年,東海大学の猪子研究室との共

同研究でHLAクラスⅠ遺伝子群の進化の仕事をしてきて

いる.特に,特異なゲノム構造をもつクラスⅠのBとC

遺伝子座並びにMICAとMICB遺伝子座の起源と進化に

注目してきている.HLA遺伝子群はヒトの遺伝子の中で

際立った多様性に富んでいるが,この多様性は正の自然

選択の働きで生み出されてきた,ということがほぼ確か

になってきている.このことは反面,HLA遺伝子群の起

源の解明に問題をもたらすことにもなる.つまり,自然

選択を受けている遺伝子は,一定の速度で進化していな

いということである.この矛盾を解決するには,一定の

速度で進化している中立遺伝子あるいは機能を失った遺

伝子やゲノム断片に注目する必要がある.私達は上記ク

ラスⅠの遺伝子群が機能を失った反復配列と同じゲノム断

片の中で進化していることを発見し,これらの反復配列

の進化に注目することにより,クラスⅠ遺伝子群の起源と

進化の仕事を進めている.

また当研究室では大量遺伝情報研究室と協同でリプレッ

サーの進化を調べている.LacI,PurRといったリプレッ

サーは,N端はDNAと結合するHTH ドメインである

が,リガンドとの結合を行なうC端のドメインはペリプ

ラズム結合タンパク質 (PBP)と相同な立体構造を持つ.

この部分は以前我々が解析した結果,糖と結合するPBP

と進化的に最も近縁であることが明らかになっている.

糖と結合するPBPならびにリプレッサーの系統関係を解

析した結果,リプレッサーは単一の起源を持ち,祖先PBP

のN端にHTH ドメインが付加することで現存するリプ

レッサーの共通の祖先が出現したことが明らかになった.

したがって同一オペロンにコードされ同じ物質をリガン

ドとしているPBPとリプレッサーでも互いに進化的には

遠い関係にあり,リガンド特異性は2つのタンパク質ファ

ミリーで独立に獲得されたことが明らかになった.

これらの他に,日本DNAデータバンクの活動,特に国

内のゲノムプロジェクトチームなど大規模な配列決定を

行なっている研究グループと緊密な協力関係を持つこと

により,国内で決定された大量の塩基配列情報のデータ

ベース-の登録 ･公開を行なった.

研究集線

(1)原著論文

1.internationalHuman Genome Sequencing

Consortium.Initialsequencingandanalysisofthe

humangenome.Natuyle409,8601921,2001.

(2)その他

1.舘野義男 ･五候堀孝 :｢国際DNAデータバンクとバ

イオインフォマテイクス｣エストレーラ,88,ll-17,2001.

2.舘野義男 ･五横堀孝 :｢DNAデータバンクとゲノム

研究｣,わかる実験医学シリーズ ･ゲノム医科学がわかる,

菅野純夫編集,羊土社,86-92,2001.

3.深海一小林 薫 :シリーズ『あなたにも役立つバイオ

インフォマテイクス』第7回 ｢アミノ酸配列の保存領域

から蛋白質を知る｣,蛋白質核酸酵素,46,2098-2003,2001.

(3)発表講演
1.YoshioTateno:GenomicsEvolutionofaHLA

ClassIRegiorhSym posiumonEvolutionaryGenomics,

コスタ･リカ,1月.

2.YoshioTateno:DNADataBankofJapanandits

useforthestudyofproteinstmcturalevolution,シ

ンガポール国立大学,シンガポール,3月.

3.YoshioTateno:Aprojectofanexpressionprofile

database,CIBEX,MGED3(The3rdMeetingon

MicroarrayGenomeExpressionDatabase),パロ･ア

ルト,アメリカ,3月.

4.YoshioTateno:ProteinDatabaseofDDBJ,Protein

SequenceDatabaseMeeting,ワシントン,DC,アメ

リカ,4月.

5.YoshioTateno:CurrentDDBJactivitiesin

bioinformatics,WorkshoponBioinformaticsinthe

Post-GenomeEra,上海,中国,6月.

6.YoshioTateno:Evolutionofthelactoseintake

pathwayinLactobacillusgaSSeYiThe5thAn tonDorlm

WorkshoponNaturalSelectionandtheNeutral

Theory,イスキア島,ナポリ,イタリア,10月.

7.Kaoru Fukami-Kobayashiland Steven A.

Bemer:Detectingcompensatorycovariationsignals

inproteinevolutionusingreconstructedancestral

sequences.SMBE2001,ジョージア大,アメリカ,7月.

8.深海 薫,西川 建 :分子レベルでの並行進化 :ペリプ

ラズム結合蛋白質様 ドメインを持つリプレッサーの系統

解析,日本遺伝学会第73回年会,東京,9月.

9.深海 薫,DavidR.Schreiber,StevenA.Benner:

祖先配列を用いての補償的なアミノ酸置換の検出,第3回

日本進化学会,京都,10月.

10.KaoruFukami:Parallelevolutionatmolecular

levelbetweenbacterialtranscriptionfactorsinthe

大量遺伝情報研究圭 ユユユ



LacI/GalRfamilyandsugar-bindingperiplasmic

proteins.EvolutionaryGenomics一一NewParadigmof

Biologyinthe21stCentury,熱海,11月.

ll.Sadahiko Misu,Takayasu lizuka,Yuichi

Kawamishi,KaoruFukami-Kobayashi,NaruyaSaitou:
CamusDBforaminoacidsequencedata.GIW 2001,

東京,12月.

トd.データベース運用開発研究室

当研究室は,生物を対象とするデータベース,データ

解析および統合システムの研究開発を行っている.特に,

日本DNAデータバンク(DDBJ)運用の中核をなす情報処

理システムの研究開発を担当している.また,1997年に

理化学研究所から引き継いだWFCC-MIRCENWolrd

DataCentreforMicroorganisms(WDCM)の研究開発

事業も行っている.当研究室における情報システムの研

究開発にあたっては,互いに独立な機能を自由に組み合

わせることによって生命情報研究における多彩な課題に

答えられるモジュール構造を目指している.また研究室

内のプロトタイプで終わらずに日常的な実務に耐える情

報システムの構築を目指している.研究事業は菅原秀明,

宮崎 智および田中尚人が遂行し,研究成果公開などの

ためのWebページを藤滞由美が作成し,杉山祥子が研究

室事務を補佐した.

(1)DDBJ研究事業 :菅原秀明,宮崎 智 (http://
W .ddbj.nig.ac.jp/参照)

a.XMLの応用と大量情報処理システムの強化(研究業績

(1ト2,(2ト2参照)

バイオインフォマティクスにおいては,複数の情報源

からのデータを統合利用する必要がある.このため,各

種情報源の相互運用性が課題になっていたが,近年XML

(eXtensibleMarkupLanguage)-の期待が高まり,応

用も試みられている.そこで,XMI.技術をDDBJのマス

ターファイルおよび次項のGIBにも採用し実用に耐える

ことを実証した.DDBJのマスターファイルについては,

当初,アクセシヨン番号で検索した結果の出力としてXML

ファイルを一般に提供し,続いて,国際塩基配列データ

ベース全件もXMLファイルとしてftp可能とした.

大量登録システムについては従来の開発によって2001

年2月にNature誌に発表されたヒトゲノム概要配列の登

録公開に対応することができた.しかし,その後も国際

塩基配列データベースのデータの増加は衰えることがな

そこで,今後も継続するであろう多様な生物種の新たな

ゲノム配列決定プロジェクトと,既登録のゲノムデータ

に対する大規模な更新に対応するために,データ登銀後

112 遺伝子株能研究室

の査定 ･公開までも視野に入れた情報システムの改善を

試みた (TSUNAMIプロジェクト).

b.GenomelnformationBroker(GIB)の拡張(研究業績

(1ト1参照)

微生物ゲノムを中心に⊥般公開されたゲノム配列情報

をゲノム単位で検索閲覧可能とするシステムGIBにおい

ても,毎月平均1種類以上のゲノムが公開されるような

状況に応えるべく,大量のデータを効率的に処理するた

めの基盤システムを構築した.このシステムではⅩMLと

CORRBAを活用して,比較的安価なPCサーバーを随時

追加することによってシステムに柔軟性と拡張性を持た

せている.これによって,国際塩基配列データから公開

された微生物ゲノム配列データを迅速にGIBから公開で

きるようになった.また,染色体にそったGC含量とGC

skewの変化を図示する機能を追加した.

C.ゲノム情報バックボーンシステムの調査

実験的に決定された塩基配列データとそのアノテ-ショ

ンを獲得 ･公開するアーカイブとしての機能に加えて,

ゲノム科学に貢献していくためのデータバンクとしての

あるべき姿について調査を進めた.なお,この項は科学

技術振興事業団のバイオインフォマテイクス推進事業の

一環として行っている.

(2)WDCM研究事業 :菅原秀明,宮崎 智

a.WDCM事業 (研究業績(2ト1と(3ト4参照)

データベース運用開発研究室はWFCC-MIRCENWorld

DataCentreforMicroorganisms(WDCM)の研究事業

も担当している.WFCCはWorldFederationforCulture

Collectionを意味し,微生物,培養細胞,クローンなど

を系統保存提供する機関の連盟であり,WDCMはそのデー

タセンターである.WDCMは60カ国500機関の国際ディ

レクトリーおよび維持されている微生物,培養細胞およ

びウイルスの統合リストを編集し,オンラインデータベー

ス CCINFO お よ び STRAIN と して http://

wdcm.nig.ac.jp/から公開している.

WFCCのデータセンターとして必須のデータベース

CCINFOとSTRAINに加えて,微生物資源センターお

よび微生物学-の情報技術の活用を図っている.今年度

は,データべ-スおよびWeb公開ページのⅩML化を行っ

た.また,UNESCOとの契約により,CultureCollection

設立運営のガイ ドライン,研究室における技術マニュア

ル,CCINFOおよびSTRAINを格納したCD-ROMを

作成した.

b.生物分類同定ワークベンチInforBIOの研究開発(研究

業績(3ト3,4,5,7.参照)

生物多様性研究の基盤の構築に資するため,遺伝情報,

形質情報および所在情報で構成される菌株情報-の自在

なアクセス機能と,研究目的に応じた解析機能を有する

ワークベンチを,情報システムにおける様々な棟準化の



動向を踏まえながら,国際的に多様な系統保存が為され

ている培養生物をモデルとして試作を進めている.

InforBIOの開発にあたって,パブリックドメインで入

手可能なコンピュータ言語,ツールおよびデータベース

管理システムに基づいたオープンシステムを目指して,

ⅩML,パブリックドメインのCORBA化ツールならびに

パブリックドメインのリレーショナルデータベース管理

システムを使用している.今年度は,試作システムを

CD-ROMにて配布して外部利用者の評価を求めた.

(3)生物資源,生物資源情報などに関する調査研究協力 :

菅原秀明

a.生物資源センター但iologiCalResourcesCentres但RC))

(研究業績(3ト1,2,6,9参照)

日本提案に基づいて,OECDのWorkingPartyfor

Biotechnology(WPB)において,TaskForce(議長 菅

原)においてまとめた報告書rBiologiCalResourceCentres:

Underpimi ngthefutureoflifesciencesand

bioteclmology｣がOECDの公式文書として東認され-

般に公開された.また,第2期TaskForce(議長国フラ

ンス)が発足し,報告書の実現に向けて走り出した.

b.GlobalBiodiversityInfomationFacility(GBIF)(#

究業績(2ト1参照)

生物多様性情報に関する地球規模の情報システム構築

を目的としてGBIFは,数年の検討期間を経て今年11月

からコペンハーゲンに事務局が設立されて,具体的な研

究開発事業が始まることとなった.本活動に菅原が専門

家として参加した (http://www.gbif.org/参照).

研究業繊

(1)原著論文

1.Goto,K.,Miyazaki,S.andSugawara,H.:Genome

Information Broker for Data Retrieval and

ComparativeAnalysisofMicrobialGenomes,Joumal

ofJahznSocietyofZnformationandKnowhdge10(4),

4-13,2001.

2.Miyazaki,S.andSugawara,H.:Visualizationof

featuresintheFlatFilebyuseofDDBJ-ⅩMl,Cuym ts

incomPutationalmoねC〟hZrbiology,249-250,2001.

(2)その他

1.菅原秀明 :ゲノム情報から多様性情報まで,情報知

識学会誌,10(4),1-3,2001.

2.菅原秀明,宮崎 智 :ヒトゲノムデータがDNAData

BankofJapan(DDBJ)に与えた影響,ゲノムサイエンス

ニュース,5(2),2-7,2001.

3.菅原秀明 :バイオインフォマテイクス :｢ツール｣か

ら ｢学｣-,生体の科学,52(4),347-353,2001.

4.菅原秀明 :数値分類,鈴木健一朗,平石 明,横田

明編集 ｢微生物の分類 ･同定実験法｣,231-24,シュプ

リンガ一 ･フェアラーク東京,東京,2001.

5.菅原秀明 :バイオインフォマティクスへの期待.資

白質核酸酵素,46(6),761-763,2001.

(3)発表講演

1.菅原秀明 :BRC及び生物遺伝資源情報についての国

際的動向,発酵研究所講演会,大阪,2001年3月14日.

2.Sugawara,H:BiologicalResourceCenter-

Underpinningthefutu托Oflifescienceandbioteclmology,

WorkshoponMicrobialDataonlntemet,Bangkok,

2001年3月26日.

3.Sugawara,H:InforBIO:e-Workbench for

systematicsformicrobes,WorkshoponMicrobialData

onInternet,Bangkok,2001月3月26日.

4.Sugawara,H:On-lineregistrationsystem,new

serachsystemofWDCMandcomparativegenomics

ofmicrobes,WorkshoponMicrobialDataonlntemet,

Bangkok,2001年3月26日.

5.Sugawara,HandMiyazak,S:AnIntegrated

RetrievalandAnalysisSysmtemforMicrobialData

DistributedintheIntemet:InfroBIOAm ericanSociety

forMicrobiology,Orland,USA,2001年5月20-24日.

6.菅原秀明 :OECDにおけるBiologicalResource

Centerの概念と進め方の戦略,日本微生物資源学会 ｢50

周年記念シンポジウム｣,東京,2001年6月14日.

7.菅原秀明,宮崎 智 :微生物情報システムの展開 :
機関登録から分類同定支援まで,日本微生物資源学会,

東京,2001年6月15日.

8.菅原秀明 :基調講演 ｢バイオインフォマテイクス :

個々から連携- ｣,第2回JBICバイオDBシステム入門

セミナー,大阪,2001月10月30日.

9.菅原秀明 :系統保存機関から微生物資源センター-,

理化学研究所微生物系統保存施設設立20周年記念理研シ

ンポジウム ｢rDNA分子系統解析が与えたインパクト｣,

和光,2001年11月16日.

10.菅原秀明 :ヒトゲノムとバイオインフォマテイクス

入門,日本菌学会関東支部第16回シンポジウム ｢ゲノム

科学のインパクト,社会と菌学｣,東京,2001年12月8日.
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J.放射線･アイソトプセンター

本放射線 ･アイソトープセンターでは所内の研究需要

に応え安全かつ適切に放射線同位元素及び放射線を利用

した研究ができるよう各種施設の管理運営を行っている.

定家義人助教授の転出の後,放射線 ･アイソトープセン

ターの教官として平成12年11月より仁木宏典助教授が

熊本大学より赴任した.さらに,平成14年4月よりセン

ター長の任を石浜明教授より引継ぎ,技官の谷田勝教(放

射線取扱主任者),技官 ･原登美雄らと協力して施設の管

理運営を行って来た.

放射線 ･アイソトープセンターの研究は仁木宏典助教

授を中心に ｢バクテリアの染色体分配の分子機構｣に関

して遺伝学的細胞学的手法を組み合わせた研究が始めら

れた.この研究には谷田勝教技官と特別共同利用研究員

として熊本大学医学研究科より派遣された山市嘉治が参

加した.この研究に関して,科学技術振興事業団さきが

け研究21｢素過程と連携｣領域の受託研究｢DNAはいか
にして分配されていくのか?｣を平成13年9月まで行っ

た.また,文部科学省科学研究費の特定領域 (C)ゲノム

生物学の公募研究｢バクテリアの多様なparAB分配遺伝

子の基本分子機構の研究｣の援助を受けた.

(1)大腸菌染色体分配においてシスに機能する領域の探

索 :山市義治,仁木宏典

バクテリアの染色体は複製しながら娘細胞-と分配さ

れていく.かつて,その移動は細胞伸長に因るものと考

えられてきた.しかし,我々は分配過程の大腸菌染色体

の特定領域の観察から,細胞伸長に因らない動的な染色体

の移動があることを兄いだした.染色体の複製起点(oriC)

は細胞中央で複製し,それぞれのコピーは両極-移動す

る.ではこのoriC領域の両極-の移動の仕組みはどうなっ

ているのか,oriC近傍にはセントロメアに相当する部位

があるのか?on'C領域を含む約1Mbに渡る染色体領域

がon'C領域とほぼ同じ移動と局在性のパターンを示した

ことから,この染色体領域を複製後に両極-移動させる

に必要なDNA領域,いわゆるセントロメアに相当する領
域が存在していると予想された.その領域を特定するた

め,染色体を2つに分断した変異株を作成し,その染色

体分配を調べた.染色体上からセントロメアに相当する

領域を切り離すとその染色体の分配には異常が生じるで

あろう.しかし,切り離した染色体領域を第2の染色体
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として細胞内に保持させれば,この領域にある増殖に必

須な遺伝子を失うことはない.このような方法で,ori近

傍の染色体領域を次々と切り出し,種々の染色体分断変

異株を作成したところ,特定の染色体領域を失った変異

株に,染色体分配の異常が見つかった.これら変異株で

は,複製後も倍化したoriC領域が両極-移動せず,それ

ぞれが近接している細胞の割合が高まっていた.これは

oriC領域の両極-の "速やかな''移動過程が阻害された

ためと考えられる.このことからこの分断された染色体

領域に染色体分配に関与するシス機能領域があることが

明らになった.このようにして特定できた染色体領域は

約220kbの範囲にわたる領域であり,さらに細かく機能

配列を特定するよう努めている.

(2)pay:AB分配遺伝子の基本分子機構の解明:仁木宏典
バクテリアのプラスミドDNAは独自の分配機構により
娘細胞-と精確に分配されている.これにはParA,ParB
とよばれるDNA結合性タンパクとプラスミド分配におい
セントロメアとして機能するDNA領域が必須である.分
配過程においてプラスミドDNAは細胞中央部に局在して
いたものが複製後に細胞長の1/4と3/4に移動し,細

胞が分裂する間,この位置に局在する.その結果として,

プラスミドDNAはそれぞれの娘細胞に分配され,新生細
胞の中央に局在することになる.これらプラスミドが中

央部から1/4と3/4-移動する機構また細胞の特定部

位に局在化する機構についてはまだよくわかっていない.

そこでParA,ParBタンパクの分配における分子的な役
割を明らかにするため,FプラスミドとPlプラスミドで

pay:AB遺伝子の欠損したプラスミドDNAがどのように
細胞内を分配されていくのか調べた.ParAタンパクを欠
損した場合は分配機構の完全欠損と同じくサイトゾル内

をランダムに分布している.これに対してParBタンパク
を欠損した場合は,プラスミドの保持率はParAタンパ
クの欠損の場合と同じく著しく低下しているにもかかわ

らず,そのプラスミドDNAの細胞内での局在性は異なっ
ていた.このプラスミドDNAは細胞中央に局在してお
り,このあと細胞長の1/4と3/4位置-の局在が阻害

されていた.このことはParBタンパクがプラスミド上の
シス機能部位-の結合とともに,このプラスミドDNAを
細胞の中央に局在化させる結合の媒介分子であることを

示唆していた.そして,ParAは細胞中央部に局在する
ParB-DNA複合体の解離因子であると考えられた.

(3)バクテリアゲノム上の♪α〃1β分配遺伝子の研究 :山
市嘉袷,谷田勝教,仁木宏典

枯草菌の染色体由来のPa7AB分配遺伝子が大腸菌細胞
内でプラスミドの分配機能を果たすことを実証した.こ

のことはParABファミリーのメンバーがバクテリア種を
超えて機能的に保存されていることと共に,この分配機



横を支える宿主因子においても種間でよく保存されてい

ることを意味する.これをさらに検討するため,ビブリ

オ菌,放射線耐性菌染色体由来の♪α〃1月遺伝子に関して
そのプラスミド分配活性を大腸菌で調べた.分配機能を

もたないプラスミドにビブリオ菌,放射線耐性菌染色体

由来のPay:AB遺伝子をそれぞれクローン化して,組み換
えプラスミドの安定性が大腸菌内で向上するか調べた.

しかしながら,いずれの場合も安定性が向上するものは

なかった.他のバクテリア染色体由来のParABC遺伝子
が必ずしも大腸菌内でプラスミド分配機能を発揮しない

がこれは単に遺伝子発現の問題もあり,遺伝子発現を大

腸菌の中で制御しながら分配活性を調べる必要があるの

かもしれない.また,分配のシス機能部位に関しては全

くといっていいほど,共通する特徴はなくただ少のβ遺伝

子下流に位置するという大腸菌の染色体外因子で見出さ

れてきた特徴から,その位置を仮定していることにも問

題があるのかもしれない.

研究某紙

(1)原著論文

1.Inagawa,T.,Kato,J.,Niki,H.,Karata,K.,and

OguraT.:DefectiveplasmidpartitioninftsHmutants

ofEscherichiacolt.Mol.Gen.Genomics,265,7551762,

2001,

(2)発表講演

1.仁木宏典:ActivesegregationbytheBacillussubiilis

partitioningsysteminEscherichiacold,国際シンポジ

ウム ｢枯草菌のゲノム生物学｣,立教大学太刀川記念会,

東京,1月.

2.Niki,H∴FunctionalDomainsoftheorganized

chromosomeinEsherichiacolt.CordonResearch

ConferenceonPlasmidandChromosomeDynamics,

NewLondon,NH,USA,July.

3.Niki,H∴FunctionalDomainsoftheorganized

chromosomeinEscherichiacolt.The3rdFujiwara

IntemationalSeminar"BacterialCellCyce12001",Semi

LifeScienceCenter,Osaka,Japan,September.

4.仁木宏典 :変異の分離と導入によるバクテリア染色

体分配機構の解明,日本遺伝学会第73回大会,お茶ノ水

大学,東京,9月.

5.仁木宏典 :DNAはいかにして分配されていくのか?,

さきがけ研究21研究報告会 ｢素過程と連携｣領域,東京

ガーデンパレス,東京,11月.

6.山市嘉治,仁木宏典 :大腸菌染色体分配に関わるDNA

領域の探索第24回日本分子生物学会年会,横浜,12月.
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K.実 験 圃 場

実験圃場は,植物関連研究および系統生物,遺伝資源

事業のための材料の開発 ･栽培 ･管理を行う.これらに

必要な圃場,水田,温室の保守管理に携わる任務および

これを用いた研究活動の任務を負っている.系統保存､

遺伝資源事業としては,エンハンサートラップ系統の作

成 ･選抜･解析 ･増殖および野生イネ系統の維持 ･増殖 ･

配布を行っている.実験囲場長は系統生物研究センター

助教授 倉田のりが兼任し,野々村賢一助手および芦川祐

毅,永口 貢,宮林登志江の各技官が運営に,非常勤職

員佐伯園子,近藤恭子,吉田崇,石井保が圃場管理およ

び事業支援に当たった.鈴木温と三好一丸の2名は生研

機構派遣研究員として研究に参加した.各スタッフは植

物遺伝研究室の研究グループと共に,上記業務管理と平

行して新たな研究素材の開発,利用の研究に取り組んで

いる.特に圃場 ･温室の使用は,野々村助手による不稔

変異系統の展開と解析,および植物遺伝研究室の伊藤幸

博助手による,遺伝資源素材としての遺伝的改変系統の

開発と解析の推進により相当な規模に達している.

これらの活動のため,昨年度から本年度にかけて,非

閉鎖系形質転換温室の申請と承認,大型桑温室のイネ水

田温室-の転換,水田温室-の照明装置設置などで,研

究所より補助を受けた.圃場に関わる運営費 ･事業費は

遺伝学研究所校費,および文部科学省系統保存事業費を

用い,研究は生物系特定産業技術研究推進機構より新技

術 ･新分野創出のための基礎研究推進事業 ｢穀類細胞-

の新たな遺伝子導入法の開発｣(野々村)の支援を受けた.

研究内容の詳細は植物遺伝の報告を参照されたい.

野生イネと近縁栽培種種子について約88系統の更新増

殖と22件407系統の配布,および在庫2重保存のため農

水省ジーンバンク-2件1648系統の寄託を宮林技官が行っ

た.また遺伝資源事業として公開しているイネデータべ-

スOryzabaseに登録する野生イネ形質調査も開始した.

圃場,水田,温室も大学共同利用機関として機能してお

り,幾つかの大学の研究者により共同研究-の利用がな

された.

研究業績

(1)原著論文

1.Nonomura,K一Ⅰ.andKurata,N.:Thecentromere

compositionofmultiplerepetitivesequencesonrice
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Chromosome5.Ch710mOSOma,110,284-291,2001.

2.Ito,Y.,Eiguch,iM.,andKurata,N∴KNOX

homeoboxgenesaresu比cientinmaintainingcultured

cellsinanundifferentiatedstateinrice.Genesis,30,

231-238,2001.

3.Harushima,Y.,Nakagahra,M.,Yano,M.,Sasaki,

T,andKurata,N.:A genome-widesurveyof

reproductivebarriersinanintraspecifichybrid.

Genetics,159,883-892,2001.

4.Moriguchi,K.,Maeda,Y.,Satou,M.,Niken,S.N.

H.,Kataoka,M.,Tanaka,N.andYoshida,K∴The

completenucleotidesequenceofaplantrooトinducing

(Ri)plasmidindicatesitschimericstructureand

evolutionaryrelationshipbetweentumor-inducing(Ti)

andsymbiotic(Sym)plasmidsinRhizobiaceae.I.Mol.

Biol.307,7711784,2001.

5.Harushima,Y.,Nakagahr早,M.,Yan°,M.,Sasaki,

T,andKurata,N.:Diversevariationofreproductive

barriers in three intraspecific rice crosses.

Genetics,inpress.

6.Ahn,B.0.,Miyoshi,K.,Itoh,∫.Ⅰ.Nagato,Yand

Kurata,N.:Ageneticandphysicalmappingofthe

regioncontainingPLASTOCHRONl,aheterochronic

gene,inrice(Oryzasaliva,､L).Theor.APPl.Genet,in
press.

7.Nonomura,Kエ,Miyoshi,K.,Eiguchi,M.,Miyao,

A.,Hirochika,H.andKurata,N.:acdlmutantaberrant

forarchesporialcelldivisionintheantherandovule

ofrice.RiceGenei.Newsl.18,inpress.

8.Miyoshi,K.,Kurata,N.andNonomura,Kエ:

Detectionofthepre-meioticDNAsynthesisinpollen

mothercellsbyimmunofluorescencetechniqueinrice.

RiceGenei.Newsl.18,inpress.

9.Kurata,N.,NonomuraK-Ⅰ.andHarushima,Y∴

Ricegenomeorgamizationfocusingoncentromereand

genomeinteractionstudies.''BiologicalBriefings."

AnnalsofBoiany,inpress.
10.KurataN.andFukuiK.:Chromosomeresearchin

genusOryza.inMonographingenusOryza.Nanda

JS.ed.SPn'nger,inpress.
ll.Ito,YリHirochika,H.andKurata,N.:Organ

specificaltemativetranscriptsofKNOXfamilyclasss

2homeoboxgenesofrice.Gene,inpress.

(2)発表講演

1.Kurata,N.,Suzuki,T.andNonomura,Kエ:Plant

artificialchromosomeanditsprospect.KoreanPlant

BreedingSocietySymposium,Souel,Korea,April.

2.野々村賢一,三好一丸,宮尾安重雄,広近津彦,倉



田のり:減数分裂期突然変異体の選抜と解析,イネ遺伝

学 ･分子生物学2001,東京,6月.

3.春島嘉章,倉田のり:栽培イネ間で観測される生殖

的隔離障壁は急速に進化している,日本遺伝学会第73回

大会,東京,9月

4.野々村賢一,三好一丸,宮尾安重雄,広近洋彦,倉

田のり:減数分裂期突然変異体の選抜と解析,日本遺伝

学会第73回講演会,東京,9月.

5.伊藤幸博,永日責,倉田のり:イネのエンハンサー

トラップ系統の作成,日本遺伝学会第73回講演会,東京,

9月.

6.野々村賢一,三好一丸,宮尾安重雄,広近洋彦,倉

田のり:蔚および腫珠の発生が異常なイネ突然変異体の

解析,日本育種学会第100回講演会,福岡,10月.

7.Ahn,B.0.,三好一丸,伊藤幸博,伊藤純一,長戸康

那,倉田のり:イネ-テロクロニー突然変異体plal遺伝

子のポジショナルクローニング,日本育種学会第100回

講演会,福岡,10月.

8.守口和基,伊藤幸博,山崎由紀子,倉田のり:酵母

核輸送 トラップ (NTT)システムを用いたイネ核タンパ

ク質の大量スクリーニング,日本育種学会第100回講演

会,福岡,10月.

9.伊藤幸博,永口 貢,倉田のり:イネのエンハンサー

トラップ系統の作成,日本育種学会第100回講演会,福

岡,10月.

10.野々村賢一 :生殖母細胞の数が増加するイネ突然変

異体の解析,遺伝研研究集会 ｢イネを舞台にした発生,

分化プログラムの解明｣,三島,11月.

ll.伊藤幸博,永口 舌,倉田のり:イネのエンハンサー

トラップ系統の作成,遺伝研研究集会 ｢イネを舞台にし

た発生,分化プログラムの解明｣,三島,11月.

12.春島嘉章 :イネ生殖的隔離障壁の豆enome-Wide

survey,遺伝研研究集会｢高等植物の生殖システムの分子

遺伝学的解析とポストゲノム戦略｣,三島,11月.

13.野々村賢一 :生殖器官の発達と減数分裂に関わるイ

ネ突然変異体の解析,遺伝研研究集会 ｢高等植物の生殖

システムの分子遺伝学的解析とポストゲノム戦略｣,三島,

11月.

14.Harushima,Y.,Nakagahra,M.,Yan°,M.,Sasaki,

T.and Kurata,N.:Comparativemapping of

reproductivebarriersamongthreericecrosses.

Symposium onEvolutionaryGenomics,Atami,

November.

15.伊藤幸博,永口 舌,倉田のり:イネのエンハンサー

トラップ系統の作成と選抜,第24回日本分子生物学会年

会,横浜,12月.

16.野々村賢一,三好一丸,宮尾安重雄,広近洋彦,倉

田のり:イネの生殖細胞の分化に関与する受容体セリン/

スレオニンキナーゼ,第24回日本分子生物学会年会,横

蘇,12月.

17.守口和基,伊藤幸博,山崎由紀子,倉田のり:辞母

核輸送 トラップ (NTT)システムによるイネ核タンパク

質の大量スクリーニング,日本分子生物学会第24回年会,

横浜,12月.
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L.技 術 課

技術課の組織は課長及び動物堆,植物 ･微生物堆,機

器班の3班からなり,それぞれは第-技術係と第二技術

係で構成されている.各技官の配属先は次の通りである.

課長 石井百合子は集団遺伝研究部門,動物班長 境 雅子

は発生遺伝研究部門,第一技術係 谷口美佐子係員は無脊

椎動物遺伝研究室,古海弘康係員は人類遺伝研究部門,

第二技術係 水晶洋一係員は晴乳動物遺伝研究室に配属さ

れている.植物 ･微生物堆長 原登美雄は放射線 ･アイソ

トープセンター,第-技術係 水口 貢係長と宮林登志江

係員は実験圃場に,三浦明日香係員は育種遺伝研究部門,

第二技術係 村松佐知子係員は微生物遺伝研究部門,坂季

美子係員は原核生物遺伝研究室に配属されている.機器

班長 谷田勝教は放射線 ･アイソトープセンター,第一技

術係長 芦川祐毅は実験圃場,芦川東三夫係員は環境整備

のため会計課管財係の業務を行っている.第二技術係 大

石あかね係員は構造制御研究室に配属されている.各技

官はそれぞれの配属先で研究を支援している.

本年の人事面での異動は次の通りである.動物班第二

技術係に木曽 誠係員(配属先 :発生工学研究室)が2月

1日付で採用になり､動物班第二技術係 陣内寅佳係員(配

属先 :晴乳動物遺伝研究室)は3月31日付で辞職した.

後任として前野哲輝係員が4月1日付で採用された.大

石あかね技官の育児休業 (9月25日～平成14年7月28

日)に伴い臨時任用技官釜本晃子が10月1日付けで採用

され構造制御研究室に配属された.

所内での技術課の主な活動は次の通りである.毎月1回

のミーティング(全員参加 :第三水曜日午後4時30分か

ら)では教授会議や各種委員会の報告,研究会 ･研修の

報告,各技官の業務内容紹介や所外機関での研究会の予

行演習及びその他の話し合いなどを行い,課長 ･班長 ･

係長出席の上,ミーティングでの協議事項の打ち合わせ

や各種意見の取りまとめ等を行っている.自由参加の勉

強会(隔週水曜日午後5時30分から)では｢Recombinant

DNA｣の輪読を行っている.

平成13年の所外活動としては ｢第12回生物学技術研

究会｣(基生研及び生理学研技術課合同主催)が2月22日

㈹～23日軸の2日間,岡崎コンファレンスセンターで開

かれ全国から約75名の技官が参加した.この生物学技術

研究会には毎年数名が必ず参加 ･発表している.本年は

5名の技官が参加した.口演発表20題とポスター発表44
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題が提出され,陣内寅佳技官が｢早期老化(Kloiho変異)

マウスに対する野生由来系統MSM/Msの遺伝子が与え

る影響について｣の演題で口演発表し,水晶洋一技官が

｢マウス系統の凍結保存 一保存サンプルのデーターベー

ス管理について-｣の題目で,三浦明日香技官は ｢既知

の配列をもつ遺伝子の探索｣という題目でそれぞれポス

ター発表を行った.石井百合子 ･古海弘康技官も参加し,

発表に対する質問や技術面での意見交換を行った.

｢第1回課題報告型技術シンポジウム｣が3月27日生

理学研究所で開かれ(生理学研究所技術課主催),永口 貢

技官が ｢イネ培養細胞からの再生植物体形成までの発生

解剖学｣(科学研究費奨励研究(B))の演題で口演発表し,

技術課のミーティングでも発表した.

7月24日次)～27日軸の4日間,名古屋大学で開かれた

｢平成･13年度東海 ･北陸地区国立学校等技術専門職員研

修 (生物 ･生命科学コース)｣に境 雅子 ･谷田勝教技官

が参加し,24日～25日は主に人事や大学に関する｢行政

上の諸課題｣に関する講義や名古屋大学教官の講義を受

講した｡26日～27日の午前中にかけては参加者27名が

4班に分かれ谷田勝教技官は第2堆｢PCR法を用いた真

菌の同定｣,境雅子技官は第4班 ｢組織標本作製と共焦点

レーザー顕微鏡観察｣の実験 ･実習で研修し､共に懇親

会では活発な意見交換を行った.

｢平成13年度国立学校等技術専門官研修｣が8月22日

㈱～24日軸の3日間東京大学で開かれ石井百合子が参加

した.日程の前半は ｢大学行政上の諸問題｣,｢職場の安

全管理｣他4題の講義を受講した.後半はポスターセッ

ション,施設見学とフリーディスカッション等を行い､

ポスターセッションでは ｢ショウジョウバエの剛毛形成

をモデル系とした自然集団中の種内･種間変異の遺伝的

構造の解析｣の演題で参加した.分野を超えた技官との

意見交換ができ有意義であった.

古海弘康技官は10月30日次)～11月2日軸までの4日

間,岡山大学医学部で開催された ｢平成13年度実験動物

関係教職員高度技術研修 (麻酔と外科)｣に参加し第1日

目は基調講演3題を受講し,2日目からは実験動物の麻酔

や外科処置についての講義を受講すると共に実験 ･実習

では技術的な面を研修した.また総合討論では実験動物

に携わっている技官同士で活発な意見を交換した.

技術課組織の運営及び研究支援体制のより一層の充実

のために,今後も生物学技術研究会をはじめ合同研修や

講習会その他の集会等に積極的に参加すると共に,将来

の法人化の可能性をにらんで,より効果的な研究支援体

制を構築すべく検討中である.



氏 名 内 容 渡 航 先 期 間

宮崎 智 インシリコバイオロジー分野の研究動向および最新情報の.調査 ア メ リ カ 合 衆 国 13.1.3- 8

池村 淑道 国際分子進化学会主催の国際シンポジウムにて発表 コ ス タ リ カ 13.1.7-16

舘野 義男 ⅠSEM (国際分子進化学会)会議 .講演 コ ス タ リ カ 13.1.7-13

五催堀 孝 ⅠSEM (国際分子進化学会)会議 .講演 コ ス タ リ カ 13.1.7-13

広海 健 ショウジョウバエ神経系発生に関するセミナー出席及び研究打ち合わせ 台 湾 13.1.8-ll

斎藤 成也 Max-Planck研究所,サンガ-センターにて研究連絡 ド イ ツ . イ ギ リ ス 13.1.17-24

藤山秋佐夫I菅原 秀明 フランス科学技術庁,Max-Planck研究所を訪問,意見交換と共同研究 フ ラ ン ス . ド イ ツフ ラ ン ス 13.1.28- 2.413.2.12-18

打ち合わせ

OECDWPB (バイオテクノロジー部会)BRC会合に参加

荒木 弘之 英国王立ガン研究基金研究所にてDNA複製研究について討論 イ ギ リ ス 13.2.21-26

舘野 義男十川久美子菅原 秀明 シンガポール国立大学及び中国科学院上海研究所でのデータベースの研 シ ン ガ ポ ー ル .中 国イ ギ リ ス .オ ラ ン ダカ ナ ダ 13.3.6-1013.3.7-1913.3.8-ll

究打ち合わせ

RNAポリメラーゼワークショップにおける講演とエディンバラ大学およ

び トウエンテ大学における研究打ち合わせ

地球規模生物多様性情報機構に関する情報収集のため

石浜 明 RNAポリメラーゼワークショップにて研究発表及び共同研究打ち合わせ イ ギ リ ス 13.3.10-19

広海 健 ショウジョウバエ学会に参加及び情報交換 ア メ リ カ 合 衆 国 13.3.20-26

上田 均 米国NIHの研究者とクロマチンの転写調節に関する打ち合わせ ア メ リ カ 合 衆 国 13.3.20-26

林 茂生 42thAm ualDrosophilaResearchConferenceに参加 ア メ -リ カ 合 衆 国 13.3.21-26

小林 薫 分子進化の研究打ち合わせ及びフロリダ大学でのゲノム情報解析に関す ア メ リ カ 合 衆 国 13.3.22-29
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氏 名 内 容 渡 航 先 期 間

舘野 義男 マイクロアレイデータベース会議出席 ア メ リ カ 合 衆 国 13,3.26- 4.2

池尾 -穂 マイクロアレイデータベース会議出席 ア メ リ カ 合 衆 国 13.3.26- 4.2

倉田 のり 韓国育種学会シンポジウムにて講演及びセミナ- 大 韓 民 国 13.4.12-16

五傭堀 孝 ｢第2回JBⅠC海外調査ミッション｣に参加 デ ン マ ー ク 13.4.21-28

石浜 明 分子遺伝学に関する集中講義及び研究セミナー実施 中 国 13.5.6-13

藤山秋佐夫 ゲノムシークエンス.バイオテクノロジー会議出席,研究発表,意見交換 ア メ リ カ 合 衆 国 13.5.8-14

舘野 義男 国際実務者会議及び諮問委員会に出席 イ ギ リ ス 13.5.20-27

菅原 秀明 国際実務者会議及び諮問委員会に出席 イ ギ リ ス 13.5.20-26

五傭堀 孝 情報生物学に関する研究動向と国際交流の可能性を調査 イタリア.イギリス.フランス 13.5.21-28

角谷 徹仁 ワシントン大学での研究連絡及び国際会議出席 ア メ リ カ 合 衆 国 13.5.21-29

小原 雄治藤山秋佐夫 Genome2001sympozium/workshop及びResearchResourceWeek 台 湾ギ リ シ ャ . ド イ ツ 13.5.28-3013.6.5-14

2001にて講演

真核生物ゲノムワークショップに出席,情報収集及び意見交換

菅原 秀明 科学技術データ委員会に出席及び情報収集 ア メ リ カ 合 衆 国 13.6.9-13

小原 雄治 第13回国際C.elegans研究集会にて講演 ア メ リ カ 合 衆 国 13.6.22-27

桂 勲 学会出席及び科研費研究のための資料収集 ア メ リ カ 合 衆 国 13.6.22-28

石原 健 学会出席及び科研費研究のための資料収集 ア メ リ カ 合 衆 国 13.6.22-28

広海 健 シンポジウムに参加及びカリフォルニア大学との研究打ち合わせ ア メ リ カ 合 衆 国 13.6.28～ 7.2

小林 薫 SMBE2001にて研究成果の発表及び研究連絡 ア メ リ カ 合 衆 国 13.7.6-12

城石 俊彦 マウス突然変異利用法に関するワークショップに出席及び研究打ち合わせ ア メ リ カ 合 衆 国 13.7.12-17

嶋本 伸雄 FASEB会議における成果発表及び研究打ち合わせ ア メ リ カ 合 衆 国 13.7.13-23

十川久美子 FASEB会議における成果発表及び研究打ち合わせ ア メ リ カ 合 衆 国 13.7.13-23

石浜 明 FASEB会議出席及び研究打ち合わせ ア メリカ合衆国 .カナダ 13.7.13-24

ユ20 海外における活動



氏 名 内 容 渡 航 先 期 間

仁木 宏典 ゴードン会議-の出席及び研究情報交換 ア メ リ カ 合 衆 国 13.7.20-31

前仲 勝実 国際免疫学会に出席及び発表,共同研究打ち合わせ スウェーデン .イギ リス 13.7.21-30

石浜 明 ｢細菌とファージの分子遺伝学｣での講演及び研究交流 ア メ リ カ 合 衆 国 13.7.29- 8.8

斎藤 成也 ｢類人猿ゲノム研究｣に関する蘭査研究表 フ ラ ン ス .ス ペ イ ン 13.8.3-20

山崎由紀子 植物ゲノムデータベース研究集会に出席発表及び研究打ち合わせ イ ギ リ ス 13.8.5- 9

佐々木裕之 ｢ゴードンリサーチカンファレンス｣にて研究発表及び研究打ち合わせ アメリカ合衆国.イギリス.ドイツ 13.8.ll-27

佐渡 敬 ｢ゴードンリサーチカンファレンス｣にて研究発表及び研究打ち合わせ アメリカ合衆国.イギリス.ドイツ 13.8.ll.-27

舘野 義男 世界統計大会-出席及び情報生物学に関する意見交換 大 韓 民 国 13.8.21-24

藤山秋佐夫 ヒトゲノム計画戦略会議に出席 中 華 人 民 共 和 国 13.8.27.-9.2

広瀬 進 真核生物の転写会議に出席,発表 ア メ リ カ 合 衆 国 13.8.29- 9.3

上村陽一郎 真核生物DNA複製会議に出席,発表 ア メ リ カ 合 衆 国 13.9.1-10

荒木 弘之 真核生物DNA複製会議に出席,発表 ア メ リ カ 合 衆 国 13.9.4-10

清水 裕 国際ワ-クショップに参加,研究発表 ド イ ツ 13.9.ll-22

藤浄 敏孝 ミユン-ン大学動物研究所他にて研究打ち合わせ ド イ ツ . ス イ ス 13.9.13-10.2

岡部 正隆 MRC研究所にて研究打ち合わせ及び発生生物学会にて研究成果発表 イ ギ リ ス 13.9.17-23

斎藤 成也 国際シンポジウムに出席,発表 ロ シ ア 13.9.27-30

池尾 -穂 AntonDohmWorkshopにて研究発表 イ タ リ ア 13.9.27-10.4

五横堀 孝 研究課題に関する調査研究 イ タ リ ア 13.10.23-29

小原 雄治 東3回日韓科学技術フォーラムに出席 韓 国 13.10.30-ll.2

五億堀 孝 第3回日韓科学技術フォーラムに出席 韓 国 13.10.30-ll.2

石浜 明 インド転写集会及びワークショップ参加 .講演 イ ン ド 13.ll.4-12

今本 尚子 NuclearTranport:MoleculesandMechanisms学会出席,研究発表 ア メ リ カ 合 衆 国 13.ll.7-12
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氏 名 機 関 名 期 間 担 当 科 目

前仲 勝美 東北大学大学院 .工学研究科 13.1.1-13.3.31 タンパク質工学

五候堀 孝 東京大学大学院 .理学系研究科 13.4.1-13.9.30 微生物遺伝生化学

五億堀 孝 九州大学医学部 13.4.1-14.3.31 遺伝学

桂 勲 東京大学大学院 .総合分化研究科 13.4.1-14.3.31 生命 .認知科学持論Ⅵ

相賀裕美子 千葉大学理学部 13.4.1-14..3.31 遺伝子生物学特論Ⅰ

斎藤 成也 東京大学理学部 13.4.1-13.9.30 分子進化学

鹿瀬 進 京都大学ウイルス研究所 13.4.1.-14.3.31 クロマチン構造と転写制御

舘野 義男 東京医科歯科大学 13.4.1-14.3.31 臨床遺伝学

今井 弘民 京都大学大学院 .理学研究科 13.4.1-14.3.31 理論細胞遺伝学

今本 尚子 名古屋大学大学院 .理学研究科 13.4.1-14.3.31 生物化学特別講議1

仁木 宏典 東北大学大学院 .理学研究科 13.4.1-14.3.31 分子細胞生物学特選科目Ⅳ .分子細胞生物学特別講議Ⅳ

桂 勲 千葉大学大学院 .自然科学研究科 13.4.1-14.3.31 生命化学特別講議Ⅱ

桂 勲 京都大学医学部 13.4.1-14.3.31 発生学 遺伝学

五傭堀 孝 福岡大学 13.4.1-13.9.17 地球圏科学特別講議Ⅴ

佐々木裕之 静岡大学理学部 13.6.1-14.3.31 ほ乳類発生遺伝学

堀田 凱樹 東北大学医学部 13.8.1-､14.3.31 基礎特別講議

徳永万書洋 東京大学教養部 13.10.1-14.3.31 生命 .認知科学特論 Ⅶ .基礎科学特別講議刃Ⅴ

西川 健 東京工業大学 13.10.1-14.3.31 生命情報特別講議第5

城石 俊彦 東京大学農学部 13.10.1-14.3.31 動物医科学特別講議

林 茂坐 東京農工大学 13.10.1-14.3.31 生物制御科学特論Ⅴ

今本 尚子 東京工業大学 13.10.1-14.3.31 生命科学の基礎と応用

倉田 のり お茶の水女子大学 13.ll.1-14.3.31 生物学特別講議Ⅳ

徳永万書洋 静岡大学教育学部 13.12.1-13.12.31 物性物理学
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1.共 同 研 究 A

(1) Mg2+レギュロンによる情報伝達機構の解明
内海龍太郎 (近畿大学農学部)

(2) 大腸菌静止期の代謝調節に果たすポリアミンの役割

五十嵐-衛 (千葉大学薬学部)

(3) 細胞周期に伴う核 ･核膜構造形成機構に関する研究

矢倉達夫 (関西学院大学理学部)

(4) 出芽酵母の細胞周期関連遺伝子の解析

河野享子 (京都薬科大学薬学部)

(5) トビキバアリ類の系統進化および染色体進化の分子遺伝的研究

平井啓久 (京都大学霊長類研究所)

(6) プラスミドDNAの複製開始における宿主タンパク質および動く遺伝子の機能解析-DNA複製開始装置の分子

適応メカニズムの解明と共に-

犬塚 撃 (福井医科大学)

(7) ショウジョウバエを用いた遺伝子カスケードの解明

広常真治 (㈱畜産技術協会附属動物遺伝研究所)

(8) FGFシグナル抑制因子Sproutyお羊びSpredの生理機能と作用機序に関する研究

吉村昭彦 (九州大学生体防御医学研究所)

(9) 軸索ガイダンスにおける軸索輸送による情報伝達系の解析

竹居光太郎 (東邦大学医学部)

(10) カイウミヒドラの幼生変態の制御機構の研究

勝倉由樹 (石巻専修大学理工学部)

(ll) 腔腸動物ペプチド性シグナル分子の遺伝子単離と発現解析

服田昌之 (お茶の水女子大学理学部)

(12)動物界における同族体ペプチドの探索と機能解析

松島 治 (広島大学大学院理学研究科)

(13)ペプチドをリガンドとする受容体の解析

斎藤祐鬼子 (東京都臨床医学総合研究所)

(14) pox-neuro遺伝子を指標にしたショウジョウバエ性行動

木村賢一 (北海道教育大学教育学部岩見沢校)

(15) ヒトGSBP(G-stretch結合因子)の機能解析

赤坂甲治 (広島大学大学院理学研究科)

(16) onehybridを用いた南平上皮癌組織特異適転写因子のクローニング

清田雄行 (愛媛大学医学部附属病院)

(17) 遺伝情報の解釈に関する小さい異論の収集と分析

工藤書弘 (山形大学工学部)

(18) DNAの高次構造の挙動とその生物学的機能との相関に関する研究

吉川研一 (京都大学大学院理学研究科)

(19) GC含量の異なるヒト染色体領域における突然変異スペクトラム
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高橋規郎 ((財)放射線影響研究所遺伝学部遺伝生化学研究室)

(20) 古人骨DNA分析に基づく古代人類集団の拡散に関する解析

植田信太郎 (東京大学大学院理学系研究科)

(21) 新しい性染色体特異DNAマーカーによる霊長類の系統進化に関する研究

松木孝澄 (福井医科大学)

(22) 時計遺伝子に着目した時間治療法の開発

大戸茂弘 (九州大学大学院薬学研究院)

(23) 遺伝性疾患および腫癌におけるDNAメチル基転移酵素遺伝子の解析

久保田健夫 (国立精神 ･神経研究センター神経研究所)

(24) 鳥類における性染色体の遺伝子量補償機構に関する分子生物学的研究

松田洋一 (北海道大学理学部)

(25) ヒトゲノム上に検出されるⅩ線誘発欠失変異の解析

小平美江子 ((財)放射線影響研究所遺伝学部遺伝生化学研究室)

(26) シロイヌナズナddml突然変異体のゲノムメチレーション解析

奥泉久人 (農業生物資源研究所)

(27) 野生マウス由来の系統に保持されている肺腫療抵抗性遺伝子のマッピング

宮下信泉 (香川医科大学)

(28) マウスにおける組換え機構の分子遺伝学解析

米川博通 (東京都臨床医学総合研究所)

(29) 近交系マウスを用いた下顎骨形態に関与する遺伝子の探索

滑水邦彦 (日本大学松戸歯学部)

(30) SNPを用いたマウス遺伝子高速マッピングシステムの確立

若菜茂晴 (理化学研究所ゲノム科学総合研究センター)

(31) コンソミック系統を用いた,マウス四肢前後軸形成異常突然変異Rim4のModifier遺伝子のマッピング

桝屋啓志 (理化学研究所ゲノム科学総合研究センター)

(32) イネ5SrRNA遺伝子の解析 :スペーサー領域の多様性獲得機構に関する研究 散在性反復配列,p-SINEIによ

るイネの系統分類

大坪久子 (東京大学分子細胞生物学研究所)

(33) イロイヌナズナの根における環境シグナル受容細胞とその機能

高橋秀幸 (東北大学遺伝生態研究センター)

(34) イネの発生を制御する遺伝子の遺伝学的分子生物学的解析

平野博之 (東京大学大学院農学生命科学研究科)

(35) ヒト腸管由来のLactobacillusgasseriJCM1031株における2種のフォスフオーβ-ガラクトシダーゼの構造

遺伝子からの分子系統解析

斉藤忠夫 (東北大学大学院農学研究科)

(36) 画像を含む生物情報データベースの構造化手法に関する研究

北上 始 (広島市立大学情報科学部)

(37) 病原性結核菌強毒株H37Rvプロモーターのシステマティックな検索

荒牧弘範 (第一薬科大学薬学部)

(38) 静電気力と光圧力を用いた酵母染色体DNAの分子操作

鷲津正夫 (京都大学大学院工学研究科)

(39) Sphingomonassp.のダイアジノン分解酵素の精製とプロセッシング機構の解明

川崎束彦 (大阪府立大学大学院農学生命科学研究科)

(40) 線虫接地面の形状解析

坂田和実 (岩手大学工学部)

(41) 線虫ドーパ受容体のクローニングとその解析

五嶋良郎 (横浜市立大学医学部)

(42) 生体膜上に存在するエネルギー変換超分子構造体の構造解析

吉田賢右 (東京工業大学資源化学研究所)
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(43) 細胞増殖 ･分化に関与する2種類のタンパク質 (TRAF6,Kid)の立体構造の解明

井上純一郎 (慶鷹義塾大学理工学部)

(44) 主要組織適合遺伝子複合体 (MHC)の立体構造形成と機能発現機構の構造生物学的解析

加藤晃一 (名古屋市立大学)

(45) 原索動物ホヤ脳内感覚器色素細胞における遺伝子発現調節機構の系統解析

山本博幸 (東北大学大学院理学研究科)

(46) 各種新規-び毒インヒビター遺伝子群の分子進化学的分析と画像データ解析による細胞-マ トリックスとの相

互作用の研究

高橋 敬 (島根医科大学)

(47) 勝原病における遺伝子異常の解析

橋本博史 (順天堂大学医学部)

(48) MHC領域の比較ゲノム解析

椎名 隆 (東海大学医学部)

(49) 大量の配列データに基づく遺伝子機能の分化 ･進化解析

遠藤俊徳 (東京医科歯科大学難治疾患研究所)

(50) 3D-1Dタンパク立体構造予測法におけるアライメントの検討

菊地武司 (倉敷芸術化学大学産業化学技術学部)

(51) ゲノム構造比較のための巨視的な類似性指標の細菌ゲノム-の適用

堀本勝久 (佐賀医科大学医学部)

(52) 遺伝子の塩基組成変化と進化の関係の解析

中島広志 (金沢大学医学部)

(53) PEG代謝酵素の立体構造予測に基づく反応機構解析

河合富佐子 (岡山大学資源生物化学研究所)

(54) グルタミナーゼの立体構造予測

森口充瞭 (大分大学工学部)

(55) データベース解析とエネルギー計算による蛋白質の基質認識機構の解明

斉藤 稔 (弘前大学理工学部)

(56) 温度感受性変異株を用いたRNAポリメラーゼⅡの機能解析

菅谷公彦 (放射線医学総合研究所)

(57) 真核細胞におけるクロマチンレベルでの遺伝子発現制御

半田 宏 (東京工業大学フロンティア創造共同研究センター)

(58) コドン使用特性および二アミノ酸配列組成に基づいた遺伝子の機能推定

金谷重彦 (奈良先端科学技術大学院大学)

(59) マウスnanos遺伝子の機能解析

原口清輝 (滋賀医科大学医学部)

(60) DNAミスマッチ塩基対結合蛋白質MutSを用いたDNA微笑変異の高効率多量解析

谷川雅人 (大分医科大学医学部)

2.共 同 研 究 B

(1) 分裂酵母におけるユビキチン系を介したDNAポリメラーゼのスイッチのメカニズム

大森治夫 (京都大学ウイルス研究所)

(2) ショウジョウバエ発生における新規SAM motif遺伝子,samuelの分子遺伝学的機能解析

小瀬博之 (徳島大学医学部)

(3) DT40細胞を用いたクロマチンアセンブリーファクター (CAFll)の機能解析

高見恭成 (宮崎医科大学医学部)

(4) ショウジョウバエを用いたミジンコのHox遺伝子群の機能解析

志賀靖弘 (東京薬科大学生命科学部)

(5) 蛍光性ATPアナログ1分子可視化技術を使った回転分子モーターFlの機能解析
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斉藤 究 (金沢大学理学部)

(6) 免疫系受容体群の分子認識機構に関する研究

津本治平 (東北大学大学院工学研究科)

3.研 究 会

(1) アリ類画像データベース改訂増補版の構築

今井弘民 (国立遺伝学研究所)

(2) ユビキチン系を介したDNA損傷応答のメカニズム

榎本武美 (東北大学大学院薬学研究科)

(3) DNA複製開始蛋白質が作る蛋白質一核酸複合体の機能と構造に関する研究会

伊藤建夫 (信州大学理学部)

(4) 動物行動の遺伝学

森 裕司 (東京大学大学院農学生命研究科)

(5) 蓋長類遺伝子に関する総合的研究

斎藤成也 (国立遺伝学研究所)

(6) 非B型DNAの生物学

清水光弘 (明星大学理工学部)

(7) 高等植物の生殖システムの分子遺伝学的解析とポストゲノム戦略

東谷篤志 (東北大学遺伝生態研究センター)

(8) イネを舞台とした発生,分化プログラム

北野英己 (名古屋大学大学院生命農学研究科)

(9) 遺伝資源の評価

島本義也 (北海道大学大学院農学研究科)

4.民間等との共同研究

形成シグナル研究

林 茂生 (国立遺伝学研究所),理化学研究所

生命情報科学的手法を用いた有用微生物のゲノム情報解析

池村淑道 (国立遺伝学研究所),株式会社ザナジェン

形態形成時の受容体による位置情報の提示機構

広海 健 (国立遺伝学研究所),科学技術振興事業団

バイオインフォマテイクス関連データベース整備-アノテ-シヨンデータベースの整備

五候堀孝 (国立遺伝学研究所),社団法人バイオ産業情報化コンソーシアム

ゲノム科学バックボーンデータベースの構築提供

菅原秀明 (国立遺伝学研究所),科学技術振興事業団

遺伝子多様性モデル解析事業のデータベース構築 ･情報解析

五候堀孝 (国立遺伝学研究所),社団法人バイオ産業情報化コンソーシアム
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研究所の一般公開

毎年科学技術週間における行事の一環として行われる研究所の一般公開は,4月14日(i)に行われた.4つのテーマ

に沿った研究成果の展示,学術講演,学術映画の上映等を行い,9時30分から16時30分までの間に約3,000人の見

学者が来所した.

公開講演会の開催

国立科学博物館と共催で,一般を対象とした遺伝学公開講演会を次のとおり開催した.

日 時 平成13年12月15日仕)13:30-16:00

場 所 国立科学博物館 講堂 (東京都台東区上野)

共 催 国立科学博物館

後 援 財団法人遺伝学普及会

講 演

(1)個体における遺伝子機能の解析 :発生工学的手法による遺伝子変異体の作成と解析 .
系統生物研究センター 教 授 理学博士 相 賀 裕美子

からだの組織のすべての細胞に分化する能力 (全能性)をもつ肱性肝細胞 (ES細胞)が確立されて以来,遮伝子の

相同組み換えを基礎にした発生工学的手法が開発され,特定の遺伝子の機能を破壊したいわゆる遺伝子ノックアウト

マウスが数多く作成されています.これらのなかには,個体の発生過程で奇形をおこしたり,いろいろなヒト疾患と

同じような症状を示すものがあり,疾患モデルとして,その原因究明や,治療薬の開発等に広く利用されています.

ここでは,私たちが特に注目している,心臓や脊椎骨の奇形がどのようにしておこるのか? またその原因となる

遺伝子はどのようなものかということを中心にお話したいと思います.

(2)遺伝 ･情報とデータベース

生命情報 ･DDBJ研究センター 教 授 工学博士 菅 原 秀 明

遺伝現象の法則性を見つけたメンデル以来,細胞と染色体の発見を経て1953年のDNA分子の二重螺旋構造の発見

に到り,遺伝の基本的な仕組みがDNAの複製によるものであることが明らかになりました.私達は今やヒトのほぼ全

ての遺伝情報を手にしたのです.一方,ヒトのみならずあらゆる生物の遺伝子がDNA分子を構成する4種類の塩基で

特徴付けられることから,遺伝現象を情報の流れとしてとらえようとする研究も進んでおり,情報生物学という言葉

も使われ始めました.また,データベースやデータ解析のシステムが,遺伝学ひいては生物学の研究に必須となりま

した.中でも,これまで明らかにされたDNAやRNAの配列データを蓄積したデータベースは世界中の機関で研究に

開発にと間断なく利用されています.私達のセンターはこの貴重な知的基盤である塩基配列データべ-スを欧米と共

同で構築しインターネット上に広く公開しています.ここでは,データベースはどのように作られているのか,どの

ように利用できるのか,どのような成果につながったのか,御紹介し,さらに,次世代のデータべ-スはどのように

なっていくのか,について考えます.

行 事 ユ27



A.沿 革

昭和15年8月,京城で開催された日本遺伝学会第13回大会において,国立遺伝学研究所設立決議案が満場一致で

可決された.翌16年4月に日本学術振興会内に設けられた第4特別委員会 (遺伝)がこれに協力して,研究所実現の

努力を続けた.昭和22年5月,日本遺伝学会は,財団法人遺伝学研究所を設立し,側面的に国立機関設置の促進に努

めた.これらの努力が実を結び,昭和24年6月1日,文部省設置法が施行されて,ここに待望10年の国立遺伝学研

究所が誕生した.

最初は,第1(形質遺伝),第2(細胞遺伝),第3(生理遺伝)の3研究部をもって発足し,事務所を文部省内に置

いた.昭和24年9月,敷地として静岡県三島市富士産業株式会社所有の土地77,773平方メートルを買収するとともに,

同社の建物44,452平方メートルを借り受け,12月1日研究所を現在の地に移した.昭和35,37,38年度には,従前

の木造の本館を鉄筋コンクリート3階建に改築する工事が逐次進められ,昭和42年度において全館が完成した.また

研究部門の構成も,昭和27年度に形質遺伝部,細胞遺伝部,生理遺伝部と改組され,さらに昭和28年度に生化学遺伝

部29年度に応用遺伝部,30年度に変異遺伝部,35年度に人類遺伝部,37年度に微生物遺伝部,39年度に集団遺伝部

及び44年度に分子遺伝部が増設されて10部門となり,また55年度には遺伝実験生物保存研究施設が新設された.

昭和59年4月12日,国立学校設置法の改正により,文部省所椿機関から,大学共同利用機関-改組 ･転換された.

これに伴って,従来から設置されていた10研究部は,研究対象のレベルに応じて分子 ･細胞 ･個体 ･集団の4研究系

およびこれらにまたがる総合遺伝研究系の5つに区分され,昭和59年度はその中の3つの研究系に客員研究部門が設

はられ,また,共同利用の核となるべき附属施設として,既存の遺伝実験生物保存研究センターの拡充がはかられ,

加えて,遺伝情報研究センターが設置された.

昭和60年度には,2つの研究系の客員研究部門と,遺伝情報研究センターに合成研究室,遺伝情報分析研究室が設

置された.

昭和63年度には,放射線 ･アイソトープセンターと遺伝情報研究センターに遺伝子ライブラリー研究室が設置され

た.また,7つの大学共同利用機関を母体とする総合研究大学院大学開学に伴い,生命科学研究科の遺伝学専攻を担当

することになった.

平成3年度には,寄附研究部門として大量遺伝情報研究部門が設けられた.

平成5年度には,遺伝実験生物保存研究センターに発生工学研究室が,平成6年度には,遺伝情報研究センターに

遺伝子機能研究室が設置された.

平成7年度には,生命情報研究センターが設置され,遺伝情報研究センターから遺伝情報分析研究室と遺伝子機能

研究室が振替られるとともに,新たに大量遺伝情報研究室と分子分類研究室が設置された.更に,平成8年度は,逮

伝情報研究センターが構造遺伝学研究センターとして改組され,超分子機能研究室,構造制御研究室,超分子構造研

究室及び遺伝子回路研究室の改組に加え,生体高分子研究室が設置され,平成9年度には,遺伝実験生物保存研究セ

ンターの改組により,系統生物研究センター (マウス系統研究分野 晴乳動物遺伝研究室 ･発生工学研究室,イネ系

統研究分野 植物遺伝研究室,大腸菌系統研究分野 原核生物遺伝研究室,無脊椎動物系統研究分野 無脊椎動物遺

伝研究室の5研究室振替)及び生物遺伝資源情報総合センター (系統情報研究室振替,生物遺伝資源情報研究室設置)

が設置された.

平成10年度には,個体遺伝研究系に初期発生研究部門及び総合遺伝研究系に脳機能研究部門が設置された.

平成13年度には,生命情報 ･DDBJ研究センター設置 (生命情報研究センターの改組)分子分類研究室振替,デー

タベース運用開発研究室新設,遺伝子発現解析研究室が新設された.
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機構図 (平成13年12月31日現在)

評 議 員 会

所 長

運営協議員会 企 画 調 整 主 幹

(副 所 長)
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細 胞 遺 伝 研 究 系
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集 団 遺 伝 研 究 系

総 合 遺 伝 研 究
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計 課

分 子 遺 伝 研 究 部 門

変 異 遺 伝 研 究 部 門

核酸化学研究部門(客員)

細 胞 遺 伝 研 究 部 門

微 生 物 遺 伝 研 究 部 門

細胞質遺伝研究部門(客員)

発 生 遺 伝 研 究 部 門

形 質 遺 伝 研 究 部 門

初 期 発 生 研 究 部 門

生理遺伝研究部門(客員)

集 団 遺 伝 研 究 部 門

進 化 遺 伝 研 究 部 門

理論遺伝研究部門(客員)

人 類 遺 伝 研 究 部 門

育 種 遺 伝 研 究 部 門

脳 機 能 研 究 部 門

応用遺伝研究部門(客員)

技 術 課

晴 乳 動 物 遺 伝 研 究 室

発 生 工 学 研 究 室

植 物 遺 伝 研 究 室

原 核 生 物 遺 伝 研 究 室

無 脊椎 動物 遺伝 研 究室

一二 ミ三 一 ~ :;二 二 :-:,::___二

構造遺伝学研 究

セ ン タ ー

生命情報 ･DDBJ
研 究 セ ン タ ー

1

l i

放射線 ･アイソトープ

セ ン タ ー

実 験 圃 場

生 体 高 分 子 研 究 室

超 分 子 機 能 研 究 室

構 造 制 御 研 究 室

超 分 子 構 造 研 究 室

遺 伝 子 回 路 研 究 室

遺 伝 情 報 分 析 研 究 室

大 量 遺 伝 情 報 研 究 室

遺 伝 子 機 能 研 究 室

データベース運用開発研究室

遺伝 子 発現解 析 研 究室
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国立遺伝学研究所評議員名簿

(50音順) (平成13年12月31日現在)

現 職 氏 名 任命年月日 備 考

内 閣 府 総 合 科 学 技 術 会 議 議 員 石 井 紫 郎 平成12年 6月28日〟平成12年 8月 1日

放 送 大 学 教 授 岩 槻 邦 男

国 立 学 校 財 務 セ ン ■タ .- 所 長 大 崎 仁

㈱ 生 命 誌 研 究 館 非 常 勤 顧 問 大 帝 省 三 平成12年 6月28日〟〟平成13年 4月 1日

独立行政法人産業技術総合研究所 フェロー 大 塚 柴 子

㈲ 国 際 高 等 研 究 所 副 所 長 岡 田 益 吉

岡崎 国立共 同研究機構基礎生物学研究所長 勝 木 元 也

独立行政法人産業技術総合研究所生物情報解析研究センター長 京 極 好 正 平成12年 6月28日

東 京 大 学 大 学 院 総 合 文 化 研 究 科 教 授 黒 田 玲 子 〟

総 合 研 究 大 学 院 大 学 長 小 平 桂 一 平成13年 4月 1日

東 京 農 業 大 学 長 進 士 五十八 〟

国 立 が ん セ ン タ -､名 誉 総 長 杉 村 隆 平成12年 6月28日

福 井 県 立 大 学 長 常 脇 恒一郎 〟〟〟〟〟〟

㈲ 住 友 病 院 長 豊 島 久真男

静 岡 県 立 大 学 長 鹿 部 雅 昭

名 古 屋 大 学 長 松 尾 稔

D N A チ ッ プ 研 究 所 代 表 取 締 役 社 長 松 原 謙 一

国 立 遺 伝 1学 研 究 所 名 誉 教 授 三 浦 護一郎

岡 崎 国 立 共 同 研 究 機 構 長 毛 利 秀 雄 平成13年 4月 1日
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国立遺伝学研究所運営協放鳥名簿

所外 (副会長のほかは50音順) (平成13年12月31日現在)

現 職 氏 名 任命年月日 備 考

神戸大学理学部教授 磯 野 克 己 平成12年 6月20日

京都大学ウイルス研究所長 伊 藤 維 昭 〟〟〟

岩手看護短期大学副学長 小 川 智 子

名古屋大学大学院理学研究科教授 郷 通 子

九州大学生体防御医学研究所教授 笹 月 健 彦 〟

理化学研究所筑波研究所主任研究員 篠 崎 一 雄 〟

福岡歯科大学歯学部教授 開 口 睦 夫 〟〟〟〟

東京大学大学院理学系研究科教授 田 嶋 文 生

大阪大学細胞生体工学センター教授 花 岡 文 雄

所内 (会長のほかは省令順)

現 職 氏 名 任命年月日 備 考

教授 (分子遺伝研究系) 石 清 明 平成12年 6月20日〟〟〟

教授 (細胞遺伝研究系). 荒 木 弘 之

教授 (個体遺伝研究系) 広 海 健

教授 (個体遺伝研究系) 鹿 瀬 進

教授 (集団遺伝研究系) 池 村 淑 道 〟

教授 (総合遺伝研究系) 佐々木 裕 之 〟

教授 (系統生物研究センター) 城 石 俊 彦 〟

教授 (生物遺伝資源情報総合センター) 小 原 雄 治 〟

教授 (構造遺伝学研究センタ-) 嶋 本 伸 雄 平成13年 4月 1日

教授 (構造遺伝学研究センター) 桂 勲 〟
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平成13年度 DNAデータ研究利用委員会季長 平成13年4月1日～平成14年3月31日

氏 名 所 属 ･職

所外

伊 藤 彬

小笠原 直 毅

金 子 弘 正

金 久 貴

篠 崎 一 雄

高 木 利 久

田 畑 哲 之

長 村 吉 晃

服 部 正 平

水 島 洋

㈲癌研究会癌研究所物理部長

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科教授

科学技術振興事業団研究基盤情報部長

京都大学化学研究所教授

理化学研究所筑波研究所主任研究員

東京大学医科学研究所教授

卿かずさDNA研究所植物遺伝子研究部長

独立行政法人農業生物資源研究所

ゲノム研究グループDNAバンク長

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

ゲノム塩基配列解析研究チームリーダー

国立がんセンター研究所がん情報研究部

がん診療支援情報研究室長

平成 13年度 組換えDNA実験安全季長会費且 (所外委員のみ記載)

.官 職 名 氏 名

日本大学名誉教授 青 木 久 尚
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研究恥員 (平成13年3月31日現在)

部 門 別 官 職 名 学 位 L丘 名 任用年月日

所 長 文 部 教 官 所 長 医 学 博 士 堀 田 凱 樹 9.10.1

分子遺伝研究系 研究主幹 (併) 石渡 明

部 門 別 官 職 名 学 位 氏 名 任用年月日

分 子 遺 伝 研 究 部 門 文 部 教 官 教 授 理 学 博 士 ･石 清 明 59.4.12
文 部 教 官 助 手 理 学 博 士 藤 田 信 之 59.8.1

文 部 教 官 助 手 理 学 博 士 光 滞 . 港 8.2.1

文 部 教 官 助 手 博士(理学) 木 村 誠 8.4.1●

変 異 遺 伝 研 究 部 門 文 部 教 官 助教授 理 学 博 士 山 尾 文 明 元.9.1文 部 教 官 助 手 博士(工学) 岸 努 5.4.1

文 部 教 官 助 手 博士(理学) 清 野 浩 明 6.7.1

核酸化学客員研究部門 非常勤講師 理 学 博 士 水 本 晴 久 ll.4.1

細胞遺伝研究系 研究主幹 (併) 荒木 弘之

部 門 別 官 職 名 学 位 氏 名 任用年月日

細 胞 遺 伝 研 究 部 門 文 部 教 官 教 授 薬 学 博 士 小 川 智 子 7.4.1

文 部 教 官 助教授 理 学 博 士 今 井 弘 民 42.3.2

文 部 教 官 助 手 医 学 博 士 . 田 中 茂 生 7.ll.1

文 部 教 官 助 手 博士(医学) 太 田 力(併 任) ･8.4.1

微生物遺伝研 究部 門 文 部 教 官 教 授 理 学 博 士 荒 .木 弘 之 10.1.1文 部 教 官 助教授 理 学 博 士 安 田 成 一 51.4.1

文 部 教 官 助 手 博士(医学) 上 村 陽一郎 10.12.1

細胞質遺伝客員研究部門 非常勤講師 薬 学 博 士 富 浄 純 一 9.10.1
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個体遺伝研究系 研究主幹 (併) 鹿瀬 進

部 門 別 官 職 名 学 位 氏 名 任用年月日

発 生 遺 伝 研 究 部 門 文 部 教 官 教 授 理 学 博 士 虞 梅 健 8.10.1

文 部 教 官 助教授 Ph .D . 藤 滞 敏 孝 49.4.1

文 部 教 官 助 手 工 学 博 士 清 水 裕 60.6.16

文 部 教 官 助 手 博士(医学) 岡 部 正 隆 9.8.1

文 部 教 官 助 手 博士(理学) 細 谷 俊 彦 10.3.1

形 質 遺 伝 研 究 部 門 文 部 教 官 教 授 理 学 博 士 鹿 瀬 進 61.6.1
文 部 教 官 助教授 農 学 博 士 上 田 均 62.10.1

文 部 教 官 助 手 理 学 博 士 湊 清 42.5.1

文 部 教 官 助 手 農 学 博 士 山 田 正 明 40.6.1

初 期 発 生 研 究 部 門 文 部 教 官 教 授 理 学 博 士 武 田 洋 幸 ll.3.16
文 部 教 官 助 手 理 学 博 士 川 上 厚 志 12.4.1

生理遺伝客員研究部門 文 部 教 官 助教授 理 学 博 士 白 川 昌 宏 ll.4.1

集団遺伝研究系 研究主幹 (併) 池村 淑道

部 門 別 官 職 名 学 位 氏 名 任用年月日

集 団 遺 伝 研 究 部 門 文 部 教 官 助 手 理 学 博 士 高 野 敏 行 5.3.16

文 部 教 官 助教授 Ph .D .博士(理学) 斉 藤 成 也 3.1.16

文 部 教 官 助 手 博士(鹿学) 天 前 豊 明 6.4.1

文 部 教 官 助 手 博士(理学) 深 川 竜 郎 ll.3.1

理論遺伝客員研究部門 文 部 教 官 教 授 理 学 博 士 近 藤 滋 12.4.1
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総合遺伝研究系 研究主幹 (併) 佐々木裕之

部 門 別 官 職 名 学 位 氏 名 任用年月日

人 類 遺 伝 研 究 部 門 文 部 教 官 教 授 医 学 博 士 佐々木 裕 之 10.12.1文 部 教 官 助教授 理 学 博 士 藤 山 秋佐夫 62.12.16

文 部 教 官 助 手 博士(理学) 佐 渡 敬 ll.5.16

育 種 遺 伝 研 究 部 門 文 部 教 官 助教授 理 学 博 士 角 谷 徹 仁 12.4.1
文 部 教 官 助 手 博士(理学) 木 下 哲 13.3.1

脳 機 能 研 究 部 門 文 部 教 官 助教授 博士(医学) 平 田 たつみ ll.3.16
文 部 教 官 助 手 博士(理学) 川 崎 能 彦 ll.12.1

応用遺伝客員研究部門 文 部 教 官 教 授 農 学 博 士 長 戸 康 郎 10.4.1

研究施設

系統生物研究センター センター長 (併) 城石 俊彦

部 門 別 官 職 名 学 位 氏 名 任用年月日

(マウス系統研究分野)晴乳動物遺伝研 究室発 生 工 学 研 究 室(イネ系統研究分野)植 物 遺 伝 研 究 室(大腸菌系統研究分野)原核 生物遺伝研 究室(無脊椎動物系統研究分野)無脊椎動物遺伝研究室 文 部 教官 教 授 理 学 博 士 城 石 俊 彦 59.9.16

文 部 教 官 助 手 博士(医学) 小 出 剛 7.4.1

文 部 教 官 教 授文 部 教 官 助教授 理 学 博 士農 学 博 士 相 賀 裕美子倉 田 の り 12.10.18.10.1

文 部 教 官 助 手文 部 教 官 助教授文 部 教 官 教 授 博士(農学)農 学 博 士理 学 博 士 伊 藤 幸 博西 村 昭 子林 茂 生 7.4.149.5.162.7.1

生物遺伝資源情報総合センター センター長 (併) 小原 雄治

部 門 別 官 職 名 学 位 氏 名 任用年月日

系 統 情 報 研 究 室 文 部 教 官 助教授 理 学 博 士 山 崎 由紀子 7.5.1
文 部 教 官 助 手 工 学 博 士 藤 田 昌 ､也 6.4.1

生物遺伝資源情報研究室 文 部 教 官 教 授 理 学 博 士 小 原 雄 治 元.3.1
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構造遺伝学研究センター センター長 (併) 桂 勲

部 門 別 官 職 名 学 位 氏 名 任用年月日

生 体 高 分 子 研 究 室 文 部教 官 教 授 理 学 博 士 徳 永 万事洋 9.7.1
文部 教 官 助 手 博士(理学) 椎 名 仲 之 12.4.1

超 分 子 機 能 研 究 室 文 部教 官 教 授 理 学 博 士 嶋 本 伸 嘩 63.7.16文部 教 官 '助 手 博士絹漸科学) 十 川 久美子 12.2.16

文 部教 官 助 手 理 学 博 士 (永 井 宏 樹) 4.4.1

構 造 制 御 研 究 室 文部 教 官 教 授 理 学 博 士 桂 勲 3.12.1
文部 教 官 助 手 博士(理学) 石 原 健 4.4.1

超 分 子 構 造 研 究 室 文 部教 官 助教授 理 学 博 士 自木原 康 雄 7.8.15
文部 教 官 助 手 博士(理学) 前 仲 勝 実 12.1.1

遺 伝 子 回 路 研 究 室 文部_教 官 助教授 博士(医学) 今 本 尚 子 12.5.1

※ (永井 宏樹)研究休職中

生命情報研究センター センター長 (併) 五億堀 孝

部 門 別 官 職 名 学 位 氏 名 任用年月日

遺 伝 情 報 分 析 研 究 室 文部 教 官 教 授 理 学 博 士 五候堀 孝 58.9.1文部 教 官 助 手 博士(理学) 池 尾 一 種 4.6.1

文部 教 官 助 手 博士(理学) 今 西 規 6.4.1

大 量 遺 伝 情 報 研 究室 文部 教 官 教 授 理 学 博 士 西 川 建 7.10.1
文部 教 官 助 手 博士(理学) 太 田 元 規 8.8.1

遺 伝 子 機 能 研 究 室 文 部 教 官 教 授 Ph.D .理 学 博 士 舘 野 義 男 63.4.1

文部 教 官 助 手 学 術 博 士 小林 (深海)薫 8.4.1

分 子 分 類 研 究 室 文部 教 官 教 授 工 学 博 士 菅 原 秀 明 8.2.1

放射線 ･アイソトープセンター センター長 (併) 石清 明

部 門 別 官 職 .名 学 位 氏 名 任用年月日

実験圃場 歯場長 (併) 倉田 のり

部 門 別 官 職 名 学 位 氏 名 任用年月日
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名誉教授

氏 名 職 名 称号授与年月日

三 浦 謹一郎 学習院大学生命分子科学研究所長 63.7.5

松 永 英 元国立遺伝学研究所長 2.2.22

黒 田 行 昭 元国立遺伝学研究所教授 2.7.9

森 脇 和 郎 総合研究大学院大学副学長 7.4.1

杉 山 勉 石巻専修大学理工学部教授 8.4.1

瀬 野 悼 二 元国立遺伝学研究所教授 8.4.1

堀 内 賢 介 元国立遺伝学研究所教授 9.4.1

原田(太田)朋子 元国立遺伝学研究所教授 9~.4.1

富 浮 純 一 国立遺伝学研究所客員教授 9.10.1

沖野(森島)啓子 元国立遺伝学研究所教授 10.4.1

名誉所見

氏 名 職 名 称号授与年月日

大 島 長 造 元国立遺伝学研究所生理遺伝部長 54.4.1
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事務耽員 (管理部)

職 名 氏 名 任用年月日

管 理 部 長 上 隅 清 孝 12.4.1

庶 務 課 長 冨 山 征 夫 13.4.1

庶 務 課 課 長 補 佐 板 木 貴 行 13.4.1

庶 務 係 長 秋 山 啓 .剛 ll.4.1

人 事 係 長 自 柳 孝 13.4.1

研 究 協 力 係 長 新 田 清 隆 5.1.1

共 同 研 究 係 長 芝 本 文 明 12.4.1

情 報 資 料 係 長 赤 川 哲 朗 12.4.1

総 務 係 長 引 地 光 夫 7.4.1

経 理 係 長 安 藤 又 己 ll.7.1

用 度 係 ■ 長 坂 本 和 浩 12.4.1

管 財 係 長 梅 滞 三 郎 10∴4.1

施 設 係 長 前 田 佳 宏 4.4.1

庶 務 主 任 高 野 学 13.4.1

経 理 主 任 中荒江 覚 12.4.1

用 度 主 任 波 速 晃 10.4.1

人 事 係 員 片 瀬 綾 子 ll.4.1

共 同 研 究 係 員 増 田 純 子 13.4.1

総 務 係 員 小 尾 圭一郎 13.4.1

共 同 研 究 係 員(併) 杉 本 奈 美 13.4.1
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技術職長 (技術課)

職 名 氏 名 任用年月日

技 術 課 長 石 井 百合子 12.4.1

動 物 班 長 境 雅 子 47.12.5

植 物 . 微 生 物 班 長 原 登美雄 46.9.1

機 器 班 長動 物 班 第 一 技 術 係 長動 物 班 第 二 技 術 係 長植物 .微生物班第一技術係長植物 .微生物班第二技術係長機 器 班 第 - 技 術 係 長機 器 堆 第 二 技 術 係 長動 物 珠 第 一 技 術 係 員 谷 田 勝 教永 口 責芦 川 祐 毅谷 口 美佐子 63.4.163.4.135.4.19.4.1

動 物 班 第 二 技 術 係 員 木 曾 誠 13.2.1

動 物 珠 第 二 技 術 係 員 水 晶 洋 一 13.2.1

動 物 班 第 二 技 術 係 員 古 海 弘 康 ll.5.1

植物 .微生物堆第一技術係員 宮 林 登志江 2.4.1

植物 .微生物班第一環術係員 三 浦 明日香 ll.4.1

植物 .微生物班第二技術係員 村 松 ,佐知子 10.4.1

機 器 班 第 一 技 術 係 員 芦 川 東三夫 36.4.16

退職者 転出者等

職 名 氏 名 在職期間 備 考

個体遺伝研究系助手細胞遺伝研究系教授細胞遺伝研究系助手生命情報研究センター助手技術課動物班第二技術係員 細 谷 俊 彦小 川 智 子田 中 茂 生今 西 規陣 内 寅 佳 10.3.1-13.2.297.4.1-13.3.317.ll.1-13.3.316.4..1- 停年退職独立行政法人産業技術総合研究所
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職 名 氏 名 在職期間 備 考

庶務課長 小 林 彰 10.7.1-13.3.31ll.4.1-13.3.3110.4.1-13.3.317.4.1- 信州大学総務部総務課長

庶務課課長補佐 山 田 勝 久 静岡大学教育学部事務長補佐

庶務課人事係長 佐 藤 忠 弘 静岡大学総務部人事課福祉係長

庶務課庶務係庶務主任会計課用度係用度辛任庶務課共同研究係員総合研究大学院大学 土 屋 雅 義斎 藤 勝 寛山 田 恵 子藤 井 真貴子 東京農工大学農学部

13.3.31 庶務係庶務主任

10.4.1- 静岡大学理学部

13.3.31 総務係主任

10.4.1- 静岡大学経理部

13.3.31 契約室係員

10.4.1- 静岡大学総務部
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平成13年度外国人研究員の受入

氏 名 所 属 研 究 課 題 受入れ研究部門等 研究期間

金 衝 坤 慶北大学校農業 類人猿ゲノム解析に関す 進化遺伝研究部門 平13.4.1-

科学技術研究所 る研究 平14.3.31

Kolpashchikov ロシア科学アカデミー ウイルRNAポリメラーゼ 分子遺伝研究部門 平13.7.2-

DmitryM. 生物有機科学研究所 の機能制御機構 平14.3.31

Ozoline ロシア科学アカデミー 転写装置の機能制御機構 分子遺伝研究部門 平13.9.5-

01gaN. 細胞生物物理学研究所 平13.12.31

劉 慶 信 ショウジョウバエの発生における転写因子TDFの役割 形質畢伝研究部門 平13.4.1-平13.9.30

神経ネ ットワーク形成における転写因子TDFの役割 平13.10.1-平14.3.31

PadmanabhanUsha サハ核物理学研究所 転写の1分子ダイナミクス 超分子機能研究室 平13.ll.28-平14.3.31
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大学院生 (特別共同利用研究員)

氏 名 所 .属 研 究 課 琴 ■ 受入期間

金 井 誠浮 田 篤 志ワヒユー プルボワシト加 藤 政 臣古 瀬 民 生阪 田 忠坂 根 勲古 田 満衣子柏 木 健 司矢 田 有加里梶 田 睦山 市 嘉 治 東京農工大学大学院 ショウジョウバエ中枢神経系形成にお 2001.4.1-

連合農学研究科(博士後期課程)名古屋大学大学院 けるseVen-up遺伝子の機能解析ゼブラフィッシュ体節形成におけるFGF 2002.3.312001.4.1-

理学研究科(博士後期課程)九州大学大学院 の機能解析ゲノムインプリンティングドメインの 2002.3.312001.4.1-

医学系研究科(博士後期課程)信州大学大学院 構造特性に関する研究シロイヌナズナの転移因子の活性制御 2002.3.312001.4.1-

工学系研究科(修士課程)東京農工大学大学院 機構野生由来マウス系統を用いた栄養摂取 2002.3.312001.4.1-

連合農学研究科(博士後期課程)東北大学大学院生命科学研究科(博士後期課程)東京大学大学院理学系研究科(博士後期課程)大阪大学大学院 に関する行動遺伝学的研究付属肢の近遠軸形成機構.タンパク質折れ畳み過程の1分子計測Hsc70/Hsp70の核内移行装置の同定 2002.3.312001.4.1-2002.3.312001.4.1-2002.3.312.001.4.1-

医学系研究科 とストレス応答性核移行制御機構の解 2002.3.31.2001.4.1-

(博士後期課程) 明

静岡県立大学大学院 ペリプラズム結合タンパク質のフィー

薬学研究科(博士後期課程)お茶の水女子大学 ル ドタイプの変換軸前側多指症を示すマウス突然変異体 2002.3.312001.4.1-

大学院人間文化研究科 Ⅹ-1inked polydactyly(Ⅹpl)及 び 2002.3.312001.10.1-

(博士後期課程) 1uXate(1Ⅹ)の解析

東京工業大学大学院 力学モデルに基づく線虫の初期形態発

総合理工学研究科(博士後期課程)熊本大学大学院 生のシミュレーションに関する研究バクテリア染色体の分配機構とこれに 2002.9.302001.10.1-
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受託研究員

氏 名 所属会社名又は機関名 研 究 題 目 受入れ研究部門等 研究期間

小見山 智 義福 地 佐斗志申 出 晋 介本 間 桂 一 湧永製薬株式会社 鳥類,特に鶏の遺伝情報 生命情報 .DDBJ研 2001.4.1-

嘱託研究員科学技術振興事業団 分析と文化的背景を含めた家禽化過程の考察遺伝子産物同定システ 究センター生命情報 .DDBJ研 2002.3.312001.4.1-

研究基盤情報部科学技術振興事業団 ム研究開発,GTOPシステム構築遺伝子産物同定システ 究センター系統生物研究セン 2001.9.302001.4.1-

研究基盤情報部 ムの研究開発 タ - 2001.9.30

科学技術振興事業団 GTOPシステム構築 生命情報 .DDBJ研 2001.4.1-
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B.奨学寄附金 ･受託研究費
平成13年奨学寄附金受入

奨学寄附金 20,815千円

寄 附 者 .の 職.業 及 び 氏 名 寄 附 金 歳 入 寄 附 の 目 的 及 び 条 件
(法人の場合は,法人名及び代表著名) 納 付 額

味の素株式会社研究開発戦略室長 湯川 利秀国立遺伝学研究所細胞質遺伝研究部門 音滞 .純一国立遺伝学研究所 1,000,000円2,000,000円2,700,000円2,400,000円250,000円500,000円1,064,690円500,000円2,000,000円1,000,000円1,500,000円900,000円5,000,000円 研究助成のため微生物遺伝の研究に関する経費の助成ユビキチン系における分子識別と細胞機能

変異遺伝研究部門 山尾 文明 制御の研究

国立遺伝学研究所 プローブ顕微鏡下の1分子技術による生体

構造遺伝学研究センター 徳永万書洋 分子未知機能の探索

国立遺伝学研究所人類遺伝研究部門 佐渡 敬国立遺伝学研究所 研究助成のためユビキチン系における分子識別と細胞機能

変異遺伝研究書印可 山尾 文明 制御の研究

取締役社長 矢嶋 英敏 伝的調節機構｣の研究

財団法人上原記念生命科学財団理事長 上原 昭二 学術研究助成の考_め
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平成13年受耗研究受入

産学連携等研究費194,634千円

合成DNAマイクロアレ 生命情報研究センター 自2001.2.8 ㈱バイオ産業情報化コ 円19,999,35049,278,00010,500,00027,686,000500,000500,000500,0001,000,000150,00040,884,0006,930,0001,000,000

イを用いた遺伝子発現頻度解析一新しいコンソミック系統 教 授 五傭堀 孝系統生物研究センター 至2001.3.31日2001.2.22 ンソーシアム㈲実験動物中央研究所㈲実験動物中央研究所㈲実験動物中央研究所科学技術振興事業団科学技術振興事業団科学技術振興事業団科学技術振興事業団科学技術振興事業団生物系特定産業技術研

の樹立に関する研究 教 授 城石 俊彦 至2001.3.31

遺伝子多型情報のデータ 生物遺伝資源総合センター 自2001.2.22

ベース構築 助教授 山崎由紀子 至2001.3.31

コンソミック系統を用い 系統生物研究センター 自2001.2.22

た高次機能遺伝子の解析システムの開発神経軸索の伸長経路を決 助 手 小出 剛脳機能研究部門 至2001.3.31日2001.4.2

める道棟細胞の発現分子の検索DNAはいかにして分配 助教授 平田たつみ放射線 .アイソトープセンター 至2001.9.30日2001.4.2

されていくのか? 助教授 仁木 宏典 至2001.9.30

DNA■複製開始から 微生物遺伝研究部門 自2001.4.2

DNA鎖伸長過程-の移行機構野生マウスの体内回路網 教 授 荒木 弘之系統生物研究センター 至2001.9.30日2001.4.2

形態と行動 助 手 小出 剛 至2001.9.30

遺伝子産物同定システム 生命情報.DDBJ研究センター 自2001.4.2

研究開発,GTOPシステム構築穀類細胞-の新たな遺伝 教 授 西川 健実験囲場 至2001.9.30日2001.4.2

子導入法の開発 助 手 野々村賢一 至2002.3.31 究推進機構

ゲノム遺伝子の発現ヒエ 分子遺伝研究部門 自2001.5.ll科学技術振興事業団科学技術振興事業団遺伝子不活化の分子遺伝 育種遺伝研究部門 自2001.6.25
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一研究題目 代表者 .所属 .氏名 研究期間 委 託 者 産学連携等研 究 費

臭覚経路癌成機構の解析リソース群の系統保存及 脳機能研究部門助教授 平田たつみ系統生物研究センター 自2001.6.25至2000.3.31日2001.7.24 科学技術振興事業団科学技術振興事業団科学技術振興事業団科学技術振興事業団科学技術振興事業団独立行政法人農業技術 円990,0001,100,0002,200,0001,320,000380,0002,784,0003,862,0003,782,00019,288,000

び網羅的温度感受性株の変異位置の同定ショウジョウバエで単離す 助教授 西村 昭子系統生物研究センター 至2002.3.31日2001.7.24

る生殖細胞決定因子のマウスホモログの機能解析加齢疾患の発症,症状の 助教授 相賀裕美子系統生物研究センター 至2002.3..31日2001.8.13

個体差に関与する遺伝子素因の研究オオムギゲノム機能の開 教 授 城石 俊彦生物遺伝資源情報子貞治センター 至2002.3.31日2001.8.27

発と制御 助教授 山崎由紀子 至2002.3.31

DNAメチル化で制御さ 育種遺伝研究部門 自2001.8.27

れる開花時期制御遺伝子の同定不稔遺伝子群の網羅的単 助教授 角谷 徹仁系統生物研究センター 至2002.3.31日2001.9.4 研究機構花き研究所独立行政法人農業生物

離と不稔特性により機能分類遺伝子の分離ゆがみを引 助教授 倉田 のり系統生物研究センター 至2002.3.6日2001.9.4 資源研究所独立行政法人農業生物

き起こす原因遺伝子の単離と機能解明イネ細胞系譜マーカーに 助教授 倉田 のり系統生物研究センター 至2002.3.6日2001.9.4 資源研究所独立行政法人農業生物
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C.日 誌

1月18日

3月21日

3月27日

4月14日

4月23日

6月 4日

6月26日

7月26日

9月27-28日

11月1-2日

12月15日

第73回運営協議員会

第74回運営協議員会

第36回評議員会

一般公開

第75回運単協議員会

第76回運営協議員会

第37回評議員会

第77回運営協議員会

第35回文部省所管研究所事務(部)長会議第2部会

第45回支部科学者所帝並びに国立大学附置研究所長会議

公開講演会

1月16日 第306回

2月20日 第308回

4月10日 第310回

5月15日 第312回

6月19日 第314回

7月24日 第316回

9月25日 第318回

10月23日 第320回

12月 4日 第322回

教 授 会 棲

2月 5日 第307回

3月13日 第309回

4月24日 第311回

6月 5日 第313回

7月10日 第315回

9月 4日 第317回

10月 9日 第319回

11月13日 第321回

12月18日 第323回

外国からの主な来訪者

1月19日 Anna良.Panchenko,NationalCenterforBiotechnologyInformation,NIH

1月25日 UtpalBanerjee,DepartmentofMolecularCell&DevelopmentalBiology,UniversityofCalifornia,
LosAngeles

1月29日 WalterGilbert,°ept.ofMolecularandCellularBiology,HarvardUniversity

2月 1日 MarcoFoiani,F.Ⅰ.R.C.InstituteofMolecularOncology,Milan

2月 7日 MasazumiTada,UniversityCollegeLondon

2月 9日 RichardCarthew,DepartmentofBiologicalSciences,UniversityofPittsburgh

2月13日 RobertMartienssen,ColdSpringHarborLaboratory

2月21日 YoungK.Truong,DepartmentofStatisticsandAppliedProbability,NationalUniversityofSingapore

3月 5日 WolfReik,LaboratoryofDevelopmentalGeneticsandImprinting,TheBabrahamInstitute,Cambridge

3月 8日 AndrewTrave一s,MRCLaboratoryofMolecularBiology

3月 8日 AntoineBlancher,Laboratoryoflmmunogenetics,UniversityofPaulSabatier,Toulouse

3月 9日 StevenHenikoff,DivisionofBasicSciences,FredHutchinsonCancerResearchCenter

3月12日 Chung-IWu,DepartmentofEcologyandEvolution,UniversityofChicago

3月12日 WernerE.G.Muler,InstitutfiirPhysiologischeChemie,AbteilungAngewandteMolekularbiologie,

JohannesGutenberg-Universitat

4月 5日 RichardRoberts,NewEnglandBiolabs

4月13日 MingGuo,DepartmentofNeurology,SchoolofMedicine,UniversityofCalifomiaatLosAngeles

5月29日 CoriBargmann,HHMI,DepartmentsofAnatomyandBiochemistryandBiophysics,Universityof

Califomia,SamFrancisco

6月 6日 StanleyFields,HowardHughesMedicalInstitute,DepartmentsofGeneticsandMedicine,University

ofWashington

6月 8日 BertrandR.Jordan,CNRSResearchDirector(emeritus)CoordinatorofMarseille-GenopoleMarseille,
France

6月11日 AmitabhaChattopadhyay,CentreforCellularandMolecularBiology,Bangalore,India
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6月11日 ThomasV.0'Halloran,Dept.Chem.andDeptBiochem.,Mol.Biol.,NorthwesternUniv
6月27日 Stephen∫.0'Brien,Director,LaboratoryofGenomicDiversityNationalCancerlnstitute-Frederick,

MD,USA
7月 4日 UlrikeHeberlein,DepartmentofAnatomyUniversityofCaliforniaSamFrancisco
7月 5日 YiRao,AnatomyofNeurobiology,WashingtonUniversitySchoolofMedicine
7月 5日 VincentStephane,PerrimonLab,DepartmentofGeneticsHarvardMedicalSchool,HowardHughes

lnstitute

7月 6日 NipamPatel,UniversityofChicago,°ept.ofOrganismalBiologyandAnatomy,HowardHughes
MedicalInstitute

7月 6日 RalfSommer,DepartmentofEvolutionaryBiology,Max-PlanckhstituteforDevelopmentalBiology
7月13日 MichaelLevine,DepartmentofMolecularCellBiology,UniversityofCalifornia,Berkeley
7月16日 David∫.Miller,BiochemistryandMolecularBiology,JamesCookUniversity
7月17日 TomokoObara-Ishihara,MGHRenalUnit,HarvardMedicalSchool
7月24日 StephenT.Sherry,NationalCenterforBiotechnologyInformation
7月26日 KentaSumiyama,DepartmentofMolecular,CellularandDevelopmentalBiology,YaleUniversity
7月30日 PavelM.Borodin,InstituteofCytologyandGenetics
8月31日 Peter∫.Tonellato,BioinfomaticsResearchCenterandRatGenomeDatabase,MedicalCollegeof

Wisconsin

8月31日 ShozoYokoyama,SyracuseUniversity
l0月18日 Sun-Hee,teem,DepartmentofBiology,Dong-AUniversity
10月29日 IainMattaj,EMBL,GeneExpressionProgramme
l0月30日 JeffreyZ.Chen,TexasA&MUniversity
11月12日 SydneyBrenner,MolecularSciencesInstitute
11月12日 CletusP.Kurtzman,MicrobialGenomicsandBioprocessingResearchUnit,NationalCenterfor

AgriculturalUtilizationResearch
11月15日 KellyHughes,DepartmentofMicrobiology,UniversityofWashingtonSeattle
11月12日 ThomasMitchel1-01ds,Max-PlanckInstituteforChemicalEcology
l1月22日 Shin-ichiHigashijima,StateUniversityofNewYorkatStonyBrook
11月26日 CharlesG.Kurland,DepartmentofMolecularEvolutionEvolutionaryBiologyCenterUppsala

University
12月 5日 S.Shivaji,CentreforCellularandMolecularBiology,Hyderabad
12月 7日 PemilleRorth,DevelopmentalBiologyProgramme,EMBLHeidelberg
12月 7日 StephenCohen,DevelopmentalBiologyProgramme,EMBLHeidelberg

D.諸 会

内部交流セミナー

1月12日 転写因子から見た微生物ゲノムの進化と退化 (藤田信之)
分裂酵母のホモタリズムに絡むユビキチン経路 (山尾文明)

1月19日 複製開始領域-の複製酵素のローディング (荒木弘之)

2月 9日 感覚器特異化の分子機構 (岡部正隆)

悩ましいタンパク質の機能解析一生化学的解析結果と構造解析結果が一致しない例- (山崎由紀子)

2月23日 神経系と血球系に共通な分化決定機構 (細谷俊彦)
新しい細胞内1分子イメージング法と,核膜を介した分子輸送の定量的解析 (徳永万書洋)

3月 2日 プラナリアESTによる脳 ･神経系における遺伝子発現の進化 (池尾-穂)
ショウジョウバエゲノム解析におけるP因子エンハンサートラップベクターの可能性と限界を探る

(林 茂生)

3月 9日 神経突起伸長を阻害する抗体とその抗原分子の解析 (佐藤泰史)

DT40細胞を用いた各種セントロメアタンパク質の機能解析 (深川竜郎)
3月16日 感覚器形成の共通分子基盤と特異化機構 (丹羽 尚)

Ⅹ線結晶解析を使ってタンパク質の作用機構を探る (自木原康雄)

3月23日 Mrellのテロメアの認識とテロメア長の維持 (田中茂生)
ヒトの中のサル (藤山秋佐夫)
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3月30日 ゼロからの出発 ･書びの時 (小川智子)

4月20日 Ⅹ染色体不活性化におけるTsixの役割 (佐渡 敬)

ヒトゲノムドラフト配列から見えるゲノム構造の多様性と進化 (五候堀 孝)

4月27日 ヒドラ体幹部の散在神経系は機能的に発達した腸管神経系である (清水 裕)

ゲノム仝蛋白質構造予測データベース (GTOP)とその応用 (西川 建)

5月11日 RNAポリメラーゼⅡ第7サブユニットの機能 (光輝 浩)

ForwardGeneticsによるマウス形態変異Tailshort(Ts)の解析 (城石俊彦)

5月18日 雄特異的形態形質 ･性櫛剛毛数の種内 ･種間変異の責任遺伝子の解析 (高野敏行)

5月25日 低メチル化突然変異によるシロイヌナズナの発生異常誘発 (角谷徹仁)

FunctionalmechanismofaDrosophilanuclearreceptor,Seven-up(松野元美)

6月 1日 RNAポリメラーゼはgroovetrackingLながらスライディングするか (十川久美子)

1.Generalityofthebranchedmechanismintranscriptioninitiation

2.1nvivoroleofthetranscriptionfactorsGreAandGreB (須佐太樹)

6月 8日 Analysisofsdfl9mutants,whichdisplayadauer-constitutivephenotypeintheunc-31mutant

background(大蔵清貴)

AcquisitionofmethylationimprintsandexpressionofDNAmethyltransferasesduringgem cell

development(辻本直美)

6月15日 TheroleofDNApolymeraseEfortelomericsilencinginSaccharomycescerevisiae(飯田哲史)

EvolutionofsexchromosomesinorderAulopiformes(太田欽也)

6月22日 ヒドラの形態形成を制御する上皮ペプチ ド (藤滞敏孝)

RegulatorymechanismsoftheFTZIFlgene:-CharacterizationoffactorI-4.- (阿川泰夫)

6ju9日 Evolutionaryfeafuresofcentralnervoussystemrevealedbythecomparativestudyofplanarian
ESTs(峯田克彦)

Identificationoftrams-translationtargetsinEscherichiacoli(只木敏雄)

7月 6日 細胞分裂の時期を決める分子機構 (西村昭子)

Male-specificreproductivefailurecausedbyX-chromosomesubstitutionbetweentwomousesubspecies

(岡 彩子)

7月13日 Anevolutionarilyconservedinsulatorelementatthe3'boundaryoftheimprintedIgf2/n9domain

(石原 宏)

7月27日 CharacterizationofGAGAfactor-p93-p130complex(中山貴博)

9月 7日 免疫グロブリン様レセプター群の分子認識機構 (前仲勝実)

Fgfシグナルが制御する脊椎動物の分節 (武田洋幸)

9月14日 モノクローナル抗体が認識する抗原分子の組織的発現スクリーニング (平田たつみ)

大腸菌の分化 :細胞は不連続に変化する (石清 明)

9月28日 生物情報資源の相互運用性の実現 (菅原秀明)

10月 5日 喚索ガイ ドポスト細胞の移動制御機構 (川崎能彦)

出芽酵母Sld5/Psfl/Psf2の染色体DNA複製における役割 (上村陽一郎)

10月12日 インプリンティングの比較ゲノム解析 (佐々木裕之)

10月19日 RNAポリメラーゼⅡとCTDホスファターゼFcplの相互作用 (木村 誠)

HLAクラスⅠ遺伝子群の進化 (舘野義男)

10月26日 イネの発生分化/核構築解析-のゲノム的アプローチ (倉田のり)

分子レベルでの並行進化 :ペリプラズム結合蛋白質様 ドメインを持つリプレッサーの系統解析(深海 薫)

11月 2日 類人猿ゲノム計画Silver(斎藤成也)

線虫C.elegansの行動を遺伝学的方法で解析する (桂 勲)

11月 9日 plO5新規タンパク質による細胞質mRNA複合体の形成と運動 (椎名仲之)

cDNAマイクロアレイ解析による線虫T-box遺伝子tbx-9標的遺伝子の探索 (安達佳樹)

11月16日 岐路の転写と転写の岐路 (嶋本伸雄)

ResulationmechanismofspacespecificexpressionofFTZ-FltargetgeneEDG84AinDrosophila
melanogaster(萱島泰成)

11月30日 ショウジョウバエコアクチベーターMBFlの生体内における機能 (広瀬 進)

PositionalcloningofPLASTOCHRONl,heterochronicgeneinrice(0rizasativa)hhnByoung-Ohg)
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RiologicalSymposia
1月19日 Usingthreadinghproteinclassificationandgenomeanalysis(AnnaR.PANCHENKO)
1月25日 SignaltransductionanddevelopmentalstrategiesinDyDSOPhihzhematopoiesisandneuraldevelopment

(UtpalBANERJEE)
1月29日 TheevolutionofGeneStructure(WalterGILBERT)
2月 1日 DNAdamagecheckpointsandreplicationcontrolsinbuddingyeast(MarcoFOIANI)
2月 9日 GenesilencingbyRNAinDy10SOPhila:mechanismandapplications(RichardCARTHEW)
2月13日 Epigeneticsandtheplantgenome(RobertMARTIENSSEN)
2月21日 MachinelearningwithSplines(YoungTRUONG)
2月27日 最近新たに見つかった不忠実なDNAポリメラーゼ (大森治夫)
3月 5日 Mechanismsandconsequencesofgenomicimprinting(WolfREIK)
3月 8日 DNAsupercoilingandtranscriptioninEschen'chiacolt-theFISconnection(AndrewTRAVERS)
3月 8日 Molecularpolymorphismof0allelesinfivepopulationsofdifferentethnicorigins(Antoine

BLANCHER)
3月 9日 Evolutionanddynamicsofcentromerichistones(StevenHeHENIKOFF)
3月12日 Formationofnewgenesandnewspecies(Chung-IWU)
3月12日 Howwasthemetazoathresholdcrossed:theurmetazoa(WernerE.G.MULER)
3月26日 電子線結晶学によるプロトンポンプと水チャンネルの立体構造-プロトン構造のメカニズムー(光岡 薫)

3月26日 トランスクリプトームからの知識発見 (大久保公策)

4月 5日 Usingbioinformaticstofindrestrictionenzymes(RichardROBERTS)
4月10日 RegulationofDNAreplicationinbuddingyeast(SeijiTANAKA)
4月13日 SitespecificproteolysisanditsregulationincelldeathandAlzheimersdisease:insightsandapproaches

usingDrosoPhila(MingGUO)
4月25日 シロイヌナズナとその近縁種を用いた分子遺伝学的解析 ･花粉管ガイダンス ･生殖隔離 ･形態進化

(清水健太郎)

5月14日 ゲノムオントロジーの構築と文献からの生物知識抽出 (高木利久)
5月17日 ポストゲノム時代を担う糖鎖生物学 (入村達郎)
5月28日 生細胞におけるヒストンの動態 :ヌクレオソーム構造の安定性とクロマチン活性との関係 (木村 宏)

5月29日 SignalingpathwaysthatgenerateolfactorydiversityandodordiscriminationinC.elegans(Cori
BARGMANN)

6月 6日 Usingyeasttoanalyzeinteractionsofproteins,nucleicacidsandsmallmolecules(Sta山eyFIELDS)
6月 8日 GeneexpressionmeasurementusingDNAarrays:presentresults,futuretrends(BertrandRJORDAN)
6月11日 ThehippocampalserotoninTypelAreceptoranditsinteractionwiththemembrane(Amitabha

CHATTOPADYAY)
6月14日 JAK/STATpathwayの抑制因子SCCS-1の増殖抑制作用と肝細胞癌におけるメチル化不活性化

(吉川浩英)

6月14日 DNAdistortionmechanismfortranscriptionactivationbyaZinc-responsivegene-regulatoryprotein
ZntrinE.colt(ThomasV.0'ALLORAN)

6月19日 脊椎動物における内膳葉形成機構ゼブラフィッシュの突然変異体を用いた解析 (菊池 裕)
6月27日 Themovinglandscapeofcomparativegenomicsformammals(StephenJ.0'BRIEN)
7月 2EI WNTsignalscontrolFGF-dependentlimbimitiationandAERfomationinthechickembryo(Yasuhiko
KAWAKAMI)

7月 3日 熟ショック応答の制御機構:サーモセンサーの実体を求めて (由良 隆)

7月 4日 Fliesanddrugs:studyingdrugabuseinDrosophila(UlrikeHEBERLEIN)
7月 5日 Molecularsignalingmechanismsguidingcellmigration(YiRAO)
7月 5日 Comparisonofthemorphologicalsegmentationalongtheembryonicanterposterioraxisandleg

proximodistalaxisofDrosophilamelanogaster(VincentSTEPHANE)
7月 6日 Theevolutionofsegmentationandaxisformation(NipamPATEL)
7月13日 Aperfectvulvaeverytime:Changesinsignalhgandgenefuncyionduringnemetodeevolution(Ralf

SOMMER)

7月16日 AssociativeinformationaccessusingDualNAVLIsitapplicabletothenavigationofbiological

information?-(AkihikoTAKANO)

7jn7日 Zebrafishmutantsrevealalinkbetweenpronephriccystfom ationandepithelialcellpolarity(Tomoko
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OBARA-ISHIHARA)
7月24日 Computationandannotationofhumangenomesequencevariations(StephenT.SHERRY)
7月26日 AnalysisofgenomicregulationoftheDlx3-Dlx7clusterofmouse(KentaSUMIYAMA)
7月30日 Chromosomeversusgenicmechanismsofhybridsterilityinmammals(PavelM.BORODIN)
8月31日 Diseasecentricratgeneinitiative(Peter∫.TONELLATO)
8月31日 Moleculargeneticandevolutionofcolorvisioninvertebrates(ShozoYOKOYAMA)
9月 3日 細胞の位置ぎめにはたらく分子機構 (本多久夫)

9月26日 細胞生化学のための蛍光スペクトル顕微鏡 (原口徳子)
10月11日 小胞体からの情報伝達-タンパク質の品質管理機構の理解を目指して (森 和俊)
10月11日 細胞の構造と機構を支えるメンブレントラフィックーエンドソーム系とオートファジーの分子機構

(青森 保)

10月18日 Cloningofthehumantelomerasegene:Completegenomicsequenceandanalysisoftandemrepeat
polymorphisminintronicregions(LeemSUN-HEE)

10月24日 脊椎動物の文節における境界形成と細胞間シグナリング (高橋淑子)
10月29日 Rantellscellswheretheirchromosomesare(ⅠainMATTAJ)
10月30日 Epigeneticregulationofredundantgenesinpolyploidgenomes(JeffreyZ.CHEN)
11月 1日 超好熱古細菌パイロコツカスにおけるDNA複製開始機棉 (松永藤彦)
11月 8日 Informationextractionfrommolecularbiologyjoumalarticles(NigelCollier)
11月12日 Geneticcomplexity(SydneyBRENNER)
11月12日 Evolutionaryrelationshipsamongtheyeastsfrommultigenephylogeneticanalyses(CletusP.

KURTZMAN)
11月15日 神経軸索ガイ ド分子によって引き起こされる細胞内小胞輸送とその機構 (五鴨良郎)
11月15日 Couplinggeneexpressiontoflagellarassemblybysecretionofanti-sigmafactor(KellyHUGHES)
11月16日 環境適応と遺伝子変異におけるDNA動態の役割一環境のストレスによって誘導されるDNAスーパーコイ

リングの変化とDNA二重鎖切断
11月19日 Arabidopsisquanitativegenomics(ThomasMITCHELLOLDS)
11月22日 Opticalandgeneticapproachestowardunderstandingspinalcircuitsinzebrafish(Shin-ichi

HIGASHUIMA)
11月26日 ショウジョウバエGeneSearchシステムの開発とその応用 (相垣敏郎)
11月26日 遊び心のイメージングを目指して (宮脇敦史)
11月26日 Evolutionofgenomesizeanddiversityinmicroorganisms(CharlesG.KURLAND)
11月28日 誘導型RNAiを利用したショウジョウバエ全遺伝子変異体バンクの構築 (上田 龍)
11月28日 神経細胞のbirthorderidentity決定分子-ショウジョウバエを用いた研究 (一色孝子)
12月 3日 小型魚類を用いた形態形成に関する変異体のgenome-wideスクリーニング (清木 誠)
12月 5日 Molecularbasisofcoldadaptation-theroleofmembranelipids(S.SHIVAJI)

12月 7日 RegulationofcellmigrationinDy10SOPhila(PemilleRORTH)
12月 7日 BoundaryformationinDrosoPhilawingdevelopment(StephenCOHEN)
12月14日 ゼブラフィッシュの眼原基の形成と眼柄特異化の遺伝子経路 (武内昌哉)
12月17日 線虫C.エレガンスの体長と探索行動の制御における感覚入力とcGMP依存性蛋白キナーゼの役割

(藤原 学)

12月25日 環境情報の感知 ･応答の制御機構とその分子基盤の解明を目指して (小林麻己人)

12月25日 TowardunderstandingtranscriptionalgenesilencinginArabidoPsis(YoshikiHABU)
12月26日 ゼブラフィッシュにおけるトランスポゾン転移システム :遺伝子導入法と挿入変異生成法の開発

(川上洛一)
12月26日 脊椎動物のモデルとしての魚類の可能性 :初期発生分化 ･形態形成から脳の高次構造まで (八田公平)

庶 務 ユ5ユ



E.図書及び出版
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図書委員会委員長 (2001年度)

図書委員会委員 (2001年度)

1) 蔵 義 教

和 書 3,421冊 製本雑誌を含む

洋 書 16,973冊 〟

2) 雑 托

購 入

和 文 18種

欧 文 133種

計 157種

3)出 版

書 名 ペ-ジ数 発行数 配 布 先
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4) 2001年購入外国雑牡リスト

1.ActaCrystauographicaD:BiologicalCrystallograph

2.AmericanJournalofHumanGenetics

3.AmericanNaturalist

4.AnalyticalBiochemistry

5.AmalsofHumanGenetics

6.BehaviorGenetics

7.BiochemicalGenetics

8.BiochemicalandBiophysicalResearchCommunication

9.Biochemistry

lO.BiochimicaetBiophysicaActa:GeneStructureandExpression

ll.BioEssays

12.Bioinfomatics

13.BiophysicalJournal

14.CancerEpidemiologyBiomakers&Prevention

15.CancerGenetics&Cytogenetics

16.CancerResearch

17.Caryologia

18.Cell

19.CellGrowth&Differentiation

20.Chromosoma

21.ChromosomeResearch

22.ClinicalCancerResearch

23.CurrentAdvancesinCell&DevelopmentBiology

24.CurrentBiology

25.CurrentContents:LifeSciences

26.CurrentGenetics

27.CurrentOpinioninCellBiology

28.CurrentOpinioninGenetics&Development

29.Cu汀entOpinioninlmmunology

30.CurrentOpinioninNeurobiology

31.Cu汀entOpinioninStructuralBiology

32.Cytogenetics&CellGenetics

33.Development

34.Development,GenesandEvolution

35.DevelopmentalBiology

36.DevelopmentalCell

37.DevelopmentalGenetics(Genesis)

38.Differentiation

39,DNAsequeces

40.EMBOJouma1

41.European∫.ofBiochemistry

42.Evolution

43.ExperimentalCellResearch

44.FEBSLetters

45.Gene

46.Genes&Development

47.GenestoCells

48.Genetica
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49.GeneticalResearch

50.Genetics

51.Genome

52.GenomeResearch

53.Genomics

54.Hereditas

55.Heredity

56.HumanGenetics

57.HumanHeredity

58.HumanMolecularGenetics

59.Immunogenetics

60.1mmunologicalReviews

61.JournalofBacteriology

62.JournalofBiologicalChemistry

63.JournalofCellBiology

64.JournalofCellScience

65.JournalofCelluarPhysiology

66.JournalofEvolutionaryBiology

67.JournalofExperimentalMedicine

68.JournalofExperimentalZoology

69.JoumalofGeneralVirology

70.JournalofGenetics

71.JournalofHeredity

72.Journaloflm unology

73.JournalofMolecularBiology

74.JournalofMolecularEvolution

75.JournalofNeuroscience

76.JournalofNeurogenetics

77.JournalofVirology

78.KoreanJournalofGenetics

79.MammalianGenome

80.MechanismsofDevelopment

81.Microbiology

82.MicrobiologyandMolecularBiologyReviews

83.Microbial皮comparatiegenomics

84.MolecularandCellularNeuroscience

85.Molecular&GeneralGenetics

86.MolecularBiologyandEvolution

87.MolecularBiologyoftheCell

88.MolecularCell

89.MolecularCancerTherapeutics

90.MolecularEndocrinology

91.MolecularMicrobiology

92.MolecularandCellularBiology

93.MutationResearch

94.Nature

95.NatureBiotechnology

96.NatureCellbiology

97.NatureGenetics
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98.NatureMedicine

99.NatureStructuralBiology

100.NatureReviewsGenetics

101.NatureReviewsMolecularCellBiology

102.NatureReviewsNeurscience

103.Neuron

104.NucleicAcidsResearch

105.0ncogene

106.Opensys.&Info.Dyna

107.PlantCell

108.PlantJournal

109.PlantMolecularBiology

110.PlantPhysiology

111.PlantScience

112.ProceedingsoftheNationalAcademyofSciences

113.Proc.ofAssociationforCancerResearch

114.Proc.oftheRoyalSociety:ser.B(BiologicalScience)

115.ProteinEngineering

116.ProteinScience

117.Proteins

118.QuarterlyReviewsofBiophysics

119.RNA

120.Science

121.ScientificAmerican

122.Structute

123.Theoretical&AppliedGenetics

124.TheoreticalPopulationBiology

125.TrendsinBiochemicalScience

26.TrendsinCellBiology

27.TrendsinGenetics

28.TrendsinMicrobiology

129.TrendsinNeurosciences

130.TrendsinPlantScience

131.Virology

132.VirusResearch

133.Yeast
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A.目 的
総合研究大学院大学は,大学共同利用機関との緊密な連係 ･協力の下に,その優れた研究機能を活用して,高度の,

かつ国際的にも開かれた大学院の教育研究を行い,新しい学問分野を開拓するとともに,それぞれの専門分野におい

て学術研究の新しい流れに先導的に対応できる幅広い視野を持つ,創造性豊かな研究者を養成することを目的としま

す.

遺伝学専攻は,遺伝学を基礎とする生命科学の研究と教育を通じて大学の活動の一端を担うものです.

B.教育研究の概要

遺伝学は,生命現象を遺伝子との関連のもとに解明する学問です.この学問は,従来から生物学の一分野にとどま

らず,理学 ･農学 ･医学 ･薬学等の隣接分野とも深い関わりをもってきましたが,近年の分子レベルにおける遺伝学

の目覚ましい発展に伴って,今日では広く生命科学の中核として重要な役割を担うようになりました.

本専攻は,母体となる国立遺伝学研究所で進められている分子 ･細胞 ･個体 ･集団の各研究分野及びこれらを基盤

とする応用的研究分野において,遺伝学の最先端を学習させるとともに,高度でかつ独創性のある研究題目について,

数多くの実験生物系統と,よく整備されたDNAデータベース並びに放射線 ･アイソトープ装置等をも活用して教育研

究を行っています.

C.教育研究の特色

遺伝学は,独創的 ･先端的で高度かつ学際的学問です.特色ある5大講座を設置します.また,各大講座には演習

を設け,積極的な受講を促すとともに,研究指導の指針としています.

さらに,母体となる国立遺伝学研究所において実施される研究活動 (内部交流セミナー,BiologicalSymposia等)

の参加を義務づけるとともに,系統生物研究センター,生物遺伝資源情報総合センター,構造遺伝学研究センター,

生命情報研究センター,放射線 ･アイソトープセンター及び実験固場が持つ機能,施設 ･設備等を十分に活用できる

ようになっています.

D.大講座 ･教育研究指導分野

大 講 座 教育研究指導分野 分 野 の 内 容

分子遺伝学 分子構造学 遺伝物質の構造を分子生物学的に教育研究する.分子機能学 遺伝物質の機能とその制御を分子生物学的に教育研究する.

分子形成学 廼伝物質の形成原理と形成機構を教育研究する.

細胞遺伝学 細胞遺伝学 細胞の遺伝 .分化及びその遺伝子支配機構を教育研究する.
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大 講 座 教育研究指導分野 分 野 の 内 容

細胞遺伝学 微生物遺伝学 原核生物の細胞分裂と染色体複製機構及び細胞質遺伝因子の遺伝機構等を教育
研究する.

個体遺伝学 発生遺伝学 動物の形態形成機構及びその基盤をなす細胞分裂 .分化の機構を教育研究する.形質遺伝学 個体発生過程の遺伝的制御たついて教育研究する.

行動遺伝学 動物の行動を制御する遺伝機構を教育研究する.

集団遺伝学 集 団遺伝学 集団の遺伝的構成変化の法則に関して教育研究する.進 化遺伝学 生物進化の遺伝的機構を表現型と分子の両レベルで教育研究する.

分子進 化学 遺伝子構造を実験的並びに理論的に解析し,進化の分子レベルでの機構を教育
研究する.

応用遺伝学 人類遺伝学 ヒト.生命現象の分子遺伝学的特性と個体差に関して教育研究する.

植物遺伝学 有用植物の進化 .適応 .形質発現に関する遺伝学的研究に関して教育研究する.

E.年別入学者数

午 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001

F.修了要件及び学位の種類
1. 修了要件

3年以上在学し,本専攻で定めた履修科目について,10単位以上修得し,かつ,必要な研究指導を受けた上,博士

論文の審査及び試験に合格することとする.

ただし,在学期間に関しては,特に優れた研究業績を挙げた者については,短縮することがある.

2.学 位

博士 (理学).博士論文の内容によっては博士 (学術)が授与される.

G.学位授与状況

授与年 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001

課程博士(理学) 7 5 7 9 12 6 10 9 8 8
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H.2001年学位授与者

氏 名 論 文 題 目 指 導 教 官(紹介教官)

大島 英之 枯草菌制限修飾系遺伝子BsuMの分子遺伝学的解析 定家 義人石浜 明

金城 玲 Computionalstudiesonenergeticsofproteinfold:distinctive 西川 健
rolesofsolVenteffectandside-chainpacking

坂本 修一 遺伝性早老症ウェルナー症候群原因遺伝子産物WRN-リカ-ゼの機能解析 中辻 恵夫広海 健

高山 優子 TheSld5andPsflproteinsrequiredforchromosomalDNA 荒木 弘之
replicationinSaccharomycescereVisiae

立田 大輔 BasicfunctionsofMrellandtheirrolesinrecombination 小川 智子
andrepairinSacchwomycesceyleVisiae

千原 崇裕 RoleofWinglesssignalingduringDrosoZIhilatracheal.development 林 茂生

野村 扶 Protein-proteininteractionsontheBsubunitofEscherichiacoliRNA 石浜 明
polymerase

中村 保- Dataanalysisandpresent.ationoflarge-scalenucleotidesequence (池村 淑道)
information

奉 龍 壬是 Ⅰdentificationandcharacterizationofgeneswhichareregulated 藤山秋佐夫byRasGTPase一mediatedsignaltransductionpathwayin
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