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Ⅰ.巻 頭 言

ここに国立遺伝学研究所年報第51号(平成12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 ｢独立行政法人化｣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. 単なる効率化の

ための行政改革としてではなく,学術研究と高等教育のための改革となるようにひきつ

づき努力をしていかなければならない. このような時期にこそ研究所のレベルアップ

をはかり研究成果をあげて,外から見ても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.

平成12年1月から12月の期間における教官の人事異動としては,永年研究所の発展

に貢献された村上昭雄助教授(個体遺伝研究系)が停年退官された. さらに,相賀裕美

子教授(系統生物研究センター)が国立医薬品食品衛生研究所から,角谷徹仁助教授(紘

合遺伝研究系)が農業生物資源研究所から,今本尚子助教授(構造遺伝学研究センター)

が大阪大学から,また仁木宏典助教授(放射線 ･アイソトープセンター)が熊本大学から

着任した.さらに,川上厚志助手(個体遺伝研究系)が名古屋大学から着任した.徳永

万喜洋教官(構造遺伝学研究センター)が教授に,上田 均教官(個体遺伝研究系)が助教

授にそれぞれ昇任し,前仲勝実助手(構造遺伝学研究センター),十川久美子助手(構造

遺伝学研究センター),椎名仲之助手(構造遺伝学研究センター),/ト瀬真吾助手(構造遺

伝学研究センター)が採用されてセンターと研究部門の陣容が充実した.なお,天前豊

明助手(集団遺伝研究系)はイスラエル国ヘブライ大学での研究のため休職となった.一

方,斎藤哲一郎助手(系統生物研究センター)は京都大学再生医科学研究所助教授へ,多

田 高助手(系統生物研究センター)は京都大学再生医科学研究所助手へ,太田 力助手

(細胞遺伝研究系)は国立がんセンター研究所病理部第三組織病理研究室長へ(同日付常

勤併任),服田昌之助手(個体遺伝研究系)はお茶の水女子大学理学部助教授へ,とそれ

ぞれ転出した. このように,人事の交流がきわめて活発に行なわれていることは,研

究所の活性化のためにもきわめて好ましいことである.

管理部でも,小閑賢三会計課長が定年退職され,4月に砂田 蓮事務部長が岡崎国立

共同研究機構総務部長に転任となり,後任には上隅清孝(岩手大学庶務部長)が,小関会

計課長の後任には高橋昭二(東京工業大学施設部企画課長)がそれぞれ着任し,石井百合

子技術課植物 ･微生物班長が,11年3月定年退職された三田異彦技術課長の後任として

昇任し,1年間の所長の技術課長併任は終了した.

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37名

(12.3在籍者)の教育指導を行ない,あらたに15名が入学し,8名(12.3修了者)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9名,博士研究員 15名が

研究と教育とを行なった.
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この一年間,研究所での研究の発展と機構の充実とは順調に推移したと言える.21

世紀に向けて ｢独立行政法人化Jなどに対する小手先の対応に追われることなく,ゲノ

ム時代を迎えて新しい速伝学研究の方向性を示すべく,今後とも努力をしていきたい.

本冊子をお読みいただいた方々からも研究所の研究成果および今後の研究方向などにつ

いて,ぜひともご批判とご教示をお願いしたいと思う.

堀 田 凱 樹



II.研 究 室 一 覧 (平成 12年 .2月3日硝 在)

研 究 系 等 研究部門等名 教 授 助 教 授 助 手

分子遺伝研究系研究主幹 (併)石 窟 明 分 子 遺 伝 研 究 部 門 石 清 明 藤 田 信 之光 薄 浩木 村 誠
変 異 遭 伝 研 究 部 門 山 尾 文 明 序 努清 野 浩 明

核 酸 化 学 客 員 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 小 川 智 子 今 井 弘 民 田 中 茂 生太 田力 (併)
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 富薄純一 (非)二木宏 明 (非)

個体遺伝研究系研究主幹 (併)鹿 瀬 進 発 生 遺 伝 研 究 部 門 康 海 健 藤 滞 敏 孝 清 水 裕岡 部 正 隆細 谷 俊 彦形 質 遺 伝 研 究 部 門 席 瀬 進 上 田 均 湊 清山 田 正 明

,初 期 発 生 研 究 部 門 武 田 洋 幸 川 上 厚 志

生 理 遺 伝 客 員研 究 部 門 *LLrh-(#) 白 川 昌 宏

集団遺伝研究系研究主幹 (併)池 村 淑 道 集 団 漬 伝 研 究 部 門 高 野 敏 行
進 化 遺 ii三研 究 部 門 池 村 淑 道 膏 藤 成 也 天 前 豊 明深 川 竜 郎 .

理 論 遺 伝 客 員 研 究 部 門 近 藤 滋北野宏明(非)

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

脳 機 能 研 究 部 門 平 田 た つ み 川 崎 能 彦

雪

沖

肺

-
柿



研 究 系 等 研 究部門等名 教 授 助 教 授 助 手

研究施設 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 噂 乳 動 物i* 伝 研 究 室 城 石 俊 彦 小 出 剛

発 生 工 学研 究 室 相 賀 裕 美 子

イ ネ 系 統研 究 分 野 植 物 遺 伝研 究 室 倉 田 の り 伊 藤 幸 博

大 腸 菌 系 統研 究 分 野 原 核 生 物汝 伝 研 究 室 西 村 昭 子

無 脊 椎 動 物系 統研 究 分 野 無 脊 椎 動 物i* 伝 研 究 室 林 茂 坐 後 藤 聡

生物遺伝資源情報総合セ 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 鴫 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 白 木 原 鹿 捷 前 仲 勝 実

主■ 伝 子 回 路 研 究 室 今 本 尚 子 小 漁 夫~喜

生命情報研 究セ ンターセ ンター長 (併)五 候 堀 孝 辻 伝 情 報 分 析 研 究 室 五 候 堀 孝 池 尾 - 穂今 西 捜

大 王 i* 伝 情 報 研 究 室 西 川 建 太 田 元 捜

遺 伝 子 機 能 研 究 室 舘 野 義 男 小 林 兼(深海)

分 子 分 類 研 究 室 菅 原 秀 明 宮 崎 智

放射線 .7イソ卜70センタ-セ ンター長 (併)右 藩 明 仁 木 宏 典

※(永井宏樹)は,研究休職中



ⅠⅠⅠ.研究の概要

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,光揮 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

CREST研究員 ･本田文江,A.AzamTALUKDER,横井仁美,SujathaSITARAMAN,山本

兼由,日本学術振興会 ･外国人特別研究員 ･Jung-ShahHYANG(現 ･遺伝研 ･生命情報

研究センター),遺伝研 COE外国人研究員 ･DimtryKOLPASHCHIKOV(ロシア科学アカデ

ミー生物化学研究所),01gaN.OZOL川E(ロシア科学アカデミー細胞生物物理学研究

所),大学院生 ･片山 映(総研大 ･生命科学,現 ･日本医科大学),三戸部治郎(総研大 ･

生命科学,現 ･国立感染症研究所),野村 扶(総研大 ･生命科学),牧野嶋秀樹(総研大 ･

生命科学),岡本拓人(静岡県立大 ･薬学),科学技術振興事業団CREST技術員 ･鈴木久

千,海道雅子,COE研究支援推進員 ･遠藤静子,神田えみ,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

DipankarCHATTERJI(インド科学研究所),J.GOYRISHANKAR(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,多くの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 12年度文部省科学研究費 重点領域研究 ･金属センサー蛋白質(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),特定額域研究 ･転

写調節機構(代表者 ･東北大学 ･藤井義明)｢RNAポリメラーゼ Ilを中心とした蛋白質相

互作用による転写調節機構の解析｣(木村),特定領域研究 ･ゲノム生物学(代表者 ･奈良

先端大学院大学 ･小笠原直毅)｢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),特定嶺域研究 ･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a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(C)｢転写開始過程におけるo因子の動態｣(藤田),奨励研究(A)｢分裂酵母RNAポリメ

ラーゼ 日 の遺伝子組換え蛋白質による再構成｣(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 ･諸橋意一郎)(石浜)に参加した. 遺伝研共同研究について



6

は,次の申し込みを受け入れ実施した.共同研究(A)｢微生物の環境適応の分子機構｣(鹿

児島大学 ･前田広人),共同研究(A)｢大腸菌の増殖曲線における相移行のメカニズム｣(明

治大学 ･前田理久),｢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-衡),｢細菌の環境適応と遺伝子発現制御｣(近畿大学 ･内海龍太郎),｢生物医科学

情報のインターネット統合技術に関する共同研究｣(京都大学 ･金子周司).

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,第3/4年度の研究を実施した.

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簡域で ｢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)RNAポリメラーゼαサブユニットのC末端ドメインを介した転写活性化のメカニズ

ム :藤田信之,遠藤静子,石浜 明(遺伝研 ･分子遺伝)

RNAポリメラ-ゼαサブユニットのC末端ドメイン(αCTI))は,cAMP受容蛋白(CRY)杏

はじめとするクラス1群の転写因子やプロモーター上流に存在するUPエレメントと呼ば

れるATリッチなDNA配列との相互作用を介して,転写活性化に重要な役割を果たす.

我々は,αCTD上の機能部位のマッピングや,その作用機構の解析を行ってきたが,最

近,αCTI)上に新たなI)NAシグナル識別部位を同定し(Ozollneeta1.,2000),また

αCTDはUPエレメントDNAのminorgrooveを認識することを実証した(YasunoetaJ.,

2000). αCTDは,プロテアーゼに感受性を示す 10数アミノ酸からなるリンカーを介し

てRNAポリメラ-ゼ本体と結ばれている.DNAフットプリンティング,蛋白表面に導入

した鉄-EDTA誘導体によるDNA鎖切断(lshihama,2000a),NMRによる緩和測定などか

ら,ドメイン間リンカーは,構造的に高い自由度を持っていることが示唆されてきた.

一方,リンカーへの変異導入実験から,リンカー部分はαへリックスやpoly-Proline

へリックスなどの固い構造を許容しうること.逆に,poly-Glycineのような柔らかい構

造は転写活性化を著しく阻害することがわかった(Fujitaela/.,2000).その他の

結果もあわせて考えると,αサブユニットのドメイン間リンカーは従来考えられてきた

ように完全に無構造なのではなく,αCTDと転写因子もしくはUPエレメントとの相互作

用にともなってリンカー部分に安定な構造が誘導され これが転写活性化のプロセスに

おいて重要な役割を果たしているのではないかと考えられた.

αCTD上のアミノ酸置換変異体(R265A)やC末端ドメイン全体を欠いた変異体(α235)

は,プロモ-夕-上流域DNAとの相互作用ができない.すなわちこれらの変異は転写活

性化プロセスの初期段階に影響を与えているものと考えられる. これに対して,αサブ

ユニットのリンカ-額域をpoly-Glyclneに置き換えた変異体は,R265Aやα235と同じ

くCRP依存の転写およびUPエレメント依存の転写を強く阻害したにもかかわらず,
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αCTDとプロモーター上流域DNAとの相互作用および閉鎖複合体の形成にはほとんど影

響を与えなかった. このことは,αCTDは開始複合体形成の段階のみならず,その後安

定な伸長複合体に移行するまでの段階でも重要な役割を果たしていること,さらに,後

者のプロセスにαサブユニットのリンカー領域の構造が大きく関与していることを示唆

している.

(2)大腸菌クラス3及びクラス4転写因子の探索 :野村 挟,片山 映.藤田信之,石浜

明(遺伝研 ･分子遺伝)

大腸菌ゲノムには約4,000遺伝子が同定されているが,その転写パターンを変えること

で,大腸菌は様々な環境に適応し生存している.転写パタ-ンの変化は,転写因子との

相互作用によるRNAポリメラーゼの特異性変化に依っている(lshihama,2000b).我々

は,転写因子をRNAポリメラーゼとの接点に応じて,4群への分類を提唱して来た. α

サブユニットと相互作用をするクラス1及びoサブユニットと相互作用をするクラス2転

写因子についてはすでに多くが知られ それぞれのサブユニット上での蛋白-蛋白相互作

用接点のマッピングが進んでいる(Ishihana,2000b). 一方,β, β'サブユニットと

相互作用をするクラス3,クラス4の転写因子については,殆ど解析がなされていない.

β,β'サブユニットは,RNA合成活性中心を形成することから,β,β'サブユニット

結合因子は,転写開始のみならず,伸長過程や転写終結にも影響を及ぼすことが考えられ

る.先に我々は,β, β'サブユニット上のサブユニット間の接点の系統的マッピング

を行った(NomuraetaJ.,1999;Katayamaeta/.,2000).その延長上で,本年度

は,両サブユニットと接触する蛋白因子の組織的探索とその機能解析を目指した研究を

行った.

β及びβ'サブユニットそれぞれにグルタチオンSH基転移酵素(GST)を融合させた蛋

白を,大腸菌内で非誘導条件下で低レベルに発現させ,GST結合支持体を用いてGST-β

またはβ'融合蛋白を含む複合体を回収した.その結果,β結合蛋白としては,RNAポ

リメラーゼのコア酵素サブユニット(α,β')及び070に加え,HepA/RapA蛋白質,グリ

セロールキナーゼ(GlpK),メチオニンアデノシル転移酵素(MetK),ylhO遺伝子産物,リ

ボゾーム蛋白質Ll(RplA),L13(RplM),S6(RpsF)などが複合体として同定された.一

方,GST-β'サブユニットに結合して精製された蛋白成分については,SDS-PAGEによ

り分離し,N末端アミノ酸シーケンシングにより同定したところ,現在までに,HepA/

Rap九,グリセロールキナ-ぜ(GIpK),リボゾームタンパクL6(RplF).S2(RpsB),伝

写終結因子p(Rho)など,10種類を越えるクラス4転写因子候補が同定された. β及び

β'サブユニット結合蛋白として同定された成分のそれぞれについてGSTとの融合体を

構築し,RNAポリメラーゼまたは各サブユニットの結合活性を調べた.

HepA/RapAについては,今回,β,β'両サブユニットへの結合が示唆され,また既

に精製RNAポリメラーゼ結合蛋白質のひとつとして当研究室で同定されていたし,他の

研究室でも確認されている.そこで,HepA/RapA蛋白質のRNAポリメラーゼ機能への影
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挙を,試験管内転写系で解析した.HepA/RapAはコア辞素へは強く結合したが,ホロ辞

素へはほとんど結合せず,oサブユニットとコア酵素結合で括抗している可能性が示唆

された.一方,細胞内での生理機能を同定する目的で,HepA/RapA蛋白の合成制御,ジー

ンチップを利用したhepA/rapA遺伝子破壊株での大腸菌全遺伝子の転写パターンの解析

を行った.

(3)大腸菌転写因子とRNAポリメラーゼの相互作用 :Sujatha S.I,山本兼由1,谷田勝

教2,石浜 明l(l連伝研 ･分子遺伝,2遺伝研 ･放射線アイソトープセンター)

大腸菌の約230-260種類(研究報告7参照)の転写因子の内,少なくとも100-150種類

は,RNAポリメラーゼと直接接触 し,その機能に影響を与えると推定されている

(lshihama,2000b).これら転写因子群を我々は,接触相手のサブユニットα,0,β,

β'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(Ishihana,2000b).

これまでに,クラス l及びクラス2の転写因子群については,α及びoサブユニット上

での接点の分析が進んでいる.接点の同定は,主として,接触不能となるRNAポリメラ-

ゼ変異体の変異部位のマッピングで行われて来たが,こうした遺伝学的実験は労力と時

間を必要とする.そこで今回,更に多数の転写因子,特に現在当研究室で分離同定を進

めているクラス3及びクラス4の,RNAポリメラーゼ上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(lshihama,2000a)ことで,接点を決

定する試みを行った.その為に,各サブユニットに,RNAポリメラーゼ機能に影響しな

い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,サブユニット分解物同定の新しい方

法を確立した.

一方,転写因子と予測されてはいるが実証のないものも含めて.大腸菌転写因子約50

種類の大量発現と純化を行った.大腸菌蛋白でありながら時に大量発現が困難な転写因

子があったので,各種大腸菌株を準備して,発現を許容する宿主を選択する操作を挿入

することで,全ての転写因子の発現精製に成功した.転写因子としてのこれまで同定さ

れていない蛋白,転写活性化または抑制機構の明らかでない蛋白因子については,支配

下と推定されているプロモーターを利用して,識別DNAシグナルを同定し,また転写調

節機構を試験管内転写系で調べた.その上で,従来開発して各種変異体RNAポリメラー

ゼを用いた遺伝学的手法(2000b)に加えて,新規に開発した接触依存的サブユニット分

解法(lshihama,2000a)で,これら転写因子のRNAポリメラーゼ上の接触部位の系統的

マッピングを開始した.

(4)大腸菌各種シグマ因子及び各種転写因子の細胞内濃度 :石浜 明t,小塩悦子1,谷田

勝教2,前田広人3,岩EEl 晃4(■遺伝研 ･分子遺伝,2遺伝研 ･放射線アイソトープセン

ター, 3鹿児島大 ･水産,4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,実験室培養の増殖期には, 070, o N,
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o Fの3種類だけが存在しているが,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,oFeclも出現する(Ishihama,2000b;

Maedaetal.,2000a).従って,細菌成育の環境に応じて,7種類のo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ポリメラーゼコア辞素への結

合で競争し括抗していると推定される. その実態を知る手掛かりとして,試験管内で,

純化したo因子7種類を混合し,コア辞素への結合力の差を比較した(Naedaefal.,

2000b).平行して,全7種類のシグマ因子の細胞内濃度の系統的測定を開始した. そ

の為に,全シグマサブユニットに対する特異抗血清を準備して,定量的ウェスタンブ

ロット法を利用して全シグマ蛋白質の定量系を準備した. これまでに.(i)細菌増殖相の

変化に伴うシグマ因子濃度の変化(Naedaetal.,2000a),(ii)細菌培養温度の変化に

伴うシグマ因子濃度の変化,および(ili)細菌培養の培地組成の変化に伴うシグマ因子濃

度の変化を観測した. いずれの場合も,7種類それぞれの濃度と量比は,顕著に変動す

ることが判明し,シグマ因子濃度の制御で,発現遺伝子パターンを制御しているとの理

論に矛盾しない結果が得られている.

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.両者の接点の系

統的分析に平行して,転写因子の細胞内濃度の制御の実態を解析する研究を開始した.

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(Ishihama,2000b).その内,これまでに約50種類を精製し,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,転写因子濃度を定量的ウエ

スタン法で定量した.大腸菌W3110株をLB培地で培養した時には,対数増殖期では転

写因子Fisが最も多く,また増殖を停止し定常期に移行する時期に増加する転写因子と

しては,Dps,IHF,NusAなどが同定された. しかし,増殖相に伴う濃度変化の様相は,

培養温度でも異なっていた.

(5)大腸菌シグマサブユニットのアンチシグマ因子による機能制御 :石浜 明,寺社下美

樹,DipakDASGUPTA,山本兼由(遺伝研 ･分子遺伝)

大腸菌RNAポリメラーゼのプロモーター認識を担当するoサブユニットは,大腸菌で

は7種類存在し,それぞれは一群の遺伝子の転写をする.従って, oサブユニット7種

類それぞれの濃度は,遺伝子発現パタ-ンを決定する主要な要因のひとつである. この

仮説を実証する目的で我々は,各種培養条件下での細胞内oサブユニット濃度の測定を

行ってきた(研究報告4参照). 定常期大腸菌では,期待通り,定常期発現遺伝子のプロ

モーターを認識するoSは確かに増加することを観察したが,対数増殖期遺伝子の転写を

担当する070は減少しなかった.そこで. 070の機能を制御する調節因子の存在を予想し,

アンチシグマRsdを発見した.Rsdと070相互作用機構解析の一環として, 070上のRsd

結合部位のマッピングを行った.Rsdに結合したFeBABEによる070切断部位の同定と,
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Ala置換 070コレクションのRsd結合能の測定実験から,Rsdは,シグマ保存蘭域4近傍

にあることが判明した(JishageetaJ.,2001). この蘭域は,クラス4転写因子群の

結合部位でもある(Boyneta/.,2000:Ishihama.2000b:Yigneshyerarajet

aJ.,2000).

アンチシグマ因子は,大腸菌7種oサブユニットの内,既にoFに対するFlgN,crEに

対するRseが知られていたが,今回さらに他のシグマサブユニットに対するアンチシグ

マ因子の探索を行った.先にRsdの発見に成功した(Jisbageand lshihama,1999:

JIShageetaJ.,2001)ように,oSをGSTとの融合蛋白として発現し,GST-o S複合

体を分離し,そこに結合している蛋白を分析同定した.その結果,定常期特異的DNA結

合蛋白Dps(DNA-bindingproteinforstarvation)が見つかった.Dspを発現精製

し,試験管内での複合体形成を調べた結果,oSを強く結合することが分かった.I)sp-oS

複合体形成に伴って,oS依存性プロモーターを利用した試験管内転写が強く抑制された.

定常期に大量に発現されるDpsがこのような制御機能を示すことに疑問を抱き,細胞内

でのDpsの存在状態を測定した.その結果,定常期初期には新生されたDpsは全てゲノ

ムDNAに結合するが,定常後期で,DNA結合域を超えてDpsが合成されると,遊離のDps

の出現が親測された. この遊離成分がoSを結合し,oSの機能抑制に関与すると推定

された.

(6)大腸菌定常期移行の制御機構 :牧野嶋秀樹,石浜 明(遺伝研 ･分子速伝)

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,2000b).そこで,大腸菌対数増殖期から定常期への移行過

程での遺伝子発現包括制御機構を詳細に解析する目的で先ず,大腸菌が定常期への移行

過程で出現する分化形質のマーカーを同定し,その変化を定量的に観測する実験系を開

発した.そのひとつとして,従来CRESTプロジェクトの一環として行って来た大腸菌プ

ロテオーム分析の中で同定された,定常期各時期特異的に発現する遺伝子のプロモー

ターに,レポーターとして各種の蛍光発色蛋白遺伝子を融合し,蛍光蛋白の発現でプロ

モーターの活性を観測定量する系を開発した. その結果,蛍光発現の時期と発光量が,

用いるプロモーター種で異なり,細菌分化の段階を示す指標として利用できることが判

明した. 今後は,さらに分化形質の探索を継続すると共に,分化機構を解明する為に,

分化異常の変異体を単離し,分化に関与する遺伝子群を同定する計画である.

(7)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)

微生物において,転写調節系やそれに関連したシグナル伝達系は,生物種間で最も変

化が激しいものの一つである.これらを比較ゲノミクスの視点から解析することにより,
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ゲノムと調節系の進化,様々な外的要因に対する微生物の適応戦略に迫りたいと考えて

いる.今年度は主要な微生物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

い,さらに一次構造に基づく大規模な系統分析を行なった.

まず,大腸菌と枯草菌について,PSIBLASTを中心としたホモロジー検索および文献

調査により,DNA結合性の転写因子のリストを作成した.次にこれらの配列をもとにし

て,全ゲノム配列が明らかとなっている原核微生物のうち代表的なもの14種(上記2種

を含む)についてゲノム横断的な転写因子のサーベイと一次構造による分類を行なった.

ゲノムサイズが4.6Nの大腸菌K-12株の場合で,2301260種類の転写因子を持つと推定

され.そのうち9割以上のものが他の転写因子との間でファミリーを形成していた.ゲ

ノムサイズと転写因子の数との間には明らかな正の相関が見られたものの,ゲノムサイ

ズの減少とともに転写因子の数は急激に減少し,ゲノムサイズが約1.5NのChlamydiaや

Helicobacterでは5種類前後であった.またゲノムサイズが0.6NのNycoplasmaは実

質的に転写因子を持たないと考えられた.主要な転写因子ファミリーは大腸菌,枯草菌,

ラン藻,さらに起源が古いと考えられるThermotogaでも保存されていることから,こ

れらの種が分岐する以前にすでに雛形が存在していたと考えられる. 一方,各ファミ

リーについて一次構造をもとにした系統分析を行なった結果,各ファミリー内で重複に

よって数を増やしていったのは,主として上記の種が分岐した後,プロテオバクテリア

群が分岐をする以前であったと推定された.その後一部のバクテリアは,宿主への依存

度が高まるなどの理由で,急速に転写因子を落としていったものと考えられる.

2.真核生物の転写装置の分子解剖

(1)分裂辞母RNAポリメラーゼ11サブユニット遺伝子の発現制御 :横井仁美1,岩田 晃2,石

浜 明1(1遺伝研 ･分子遺伝,2日本生物科学研究所)

分裂辞母のRNAポリメラーゼは,出芽辞母と同じく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 elal.,2001).完全培地での対数

増殖期の分裂辞母JY741株では,細胞当たりに換算して,Rpb3は1.0Ⅹ104分子ともっと

も少なく, RNAポリメラーゼ Il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

とが分かった.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(Sakuralaltdlshihama,2001).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(TPb3)-214(TPb7)塩基上流ほぼ1ヶ所に,時には短い領域の数ヶ所

(√pbJ,rpb2,TPbC,TPb9,rpblI.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,TPb遺伝子群にだけ認められる配列が同定され,サブ
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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.一方,mRNAの定量には,各

サブユニット遺伝子cI)NAと同じプライマ-で増幅できる既知量のコンペティターI)NA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rnRNAと蛋白質の量比を和訳効率とすると,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.非和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,今後の課複である.

完全培地での対数増殖期分裂辞母では,12種類のサブユニット間の合成量に差が認め

られた.転写制御に係るサブユニットは,細胞培養条件で変動することが期待されたの

で,各サブユニットの分担機能を推定する研究の一貫として,培養条件を変えてサブユ

ニット蛋白の測定を行った. 完全培地培養で増殖相を追って調べた結果,RNAポリメ

ラーゼ IIの総量は細胞体積の減少に伴い低下したが.サブユニット間皇比では余り変化

は認められなかった.更に,培地組成を変え,また培養温度を変化させて,サブユニッ

ト量比の分析を継続している.

(2)分裂辞母RNAポリメラーゼ IIと相互作用する蛋白質因子の単離と同定 :木村 誠,袷

木久子.石浜 明(遺伝研 ･分子遺伝)

RNAポI)メラーゼ Ilは.12種類のサブユニットから成る分子量約500kDaの大型複合体

である.先に我々は,サブユニット間の接点のマッピングと,サブユニット集合機構の

解析を行って来た(Kimuraand lshihama,2000).多種類の小型核酸合成酵素が存在

することから,RNA合成反応自体にはRNAポリメラーゼ II分子内の一部分のみが関与し,

他の部分は調節的な機能をもつと考えられる. また,RNAポリメラーゼ 11は転写調節に

関わる情報伝達の最終到達点であり,その機能の調節には多くの蛋白質因子の直接の相

互作用が関与すると考えられる.RNAポリメラーゼ IIと相互作用する蛋白質を単離 ･同

定するため,染色体上のRNAポリメラーゼ Ⅲ第 3サブユニット(Rpb3)遺伝子にFLAGタグ

をコードする配列を付加した分裂辞母株を作製し,タグを認識する抗体を利用して,そ

の細胞抽出液からRNAポリメラーゼ IIと相互作用蛋白質の複合体を単離した. その際,

抽出液の調製方法を検討し,比較的穏やかな条件で抽出され,非リン酸化型RNAポリメ

ラーゼ IIを多く含む複合体と,比較的強い条件で抽出され,リン酸化型RNAポリメラー

ゼ Ilを多く含む複合体を分離した.RNAポリメラーゼ ll最大サブユニット(Rpbl)のC末

端ドメイン(CTD)は,7アミノ酸残基の繰り返し構造(分裂辞母では29回)で構成され,

非リン酸化型CTDをもつRNAポリメラーゼ IIが転写開始複合体に集合し,転写開始時に

CTDがリン酸化されることが知られている. したがって,上記2種の複合体は,細胞内

でDNAから遊離していたRNAポリメラ-ゼ II,DNA上で転写途中にあったRNAポリメラー

ゼ II,それぞれを含むものであると考えられる. 前者の複合体中の蛋白質は,基本転写

因子TFIIFと,CTD特異的ホスファタ-ゼとして出芽辞母とヒトで最近報告された分子
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Fcplであった. この複合体画分は,RNAポリメラーゼ WTFIIF/Fcpl複合体とRNAポリ

メラーゼ IVFcpl複合体の両者を含む. これは,多量のFcpl分子が細胞内でRNAポリ

メラーゼ IIと直接結合した安定な複合体として存在していることを示し,従来の報告と大

きく異なる. 現在,この複合体の意味と機能について解析を進めている . また,今回

単離された分裂辞母TFtIFは,出芽辞母TFHFと同様に,高等動物と共通の2種類のサ

ブユニットに加え,第 3のサブユニットを含んでいる. これは,分裂酵母細胞は多くの

点で出芽辞母よりも高等生物に近いという一般的な予想に反するものである.現在,分

裂辞母におけるTFIIF第3サブユニットの機能についても解析している.

(3)分裂辞母RNAポリメラーゼ IlのRpb7サブユニットと相互作用する因子の解析 :光滞

港,神田えみ,石浜 明(遺伝研 ･分子遺伝)

RNAポリメラーゼ Ⅲに特異的に作用し,その機能特異性に影響する転写因子群の接触部

位を同定するひとつの方法は,サブユニット遺伝子の変異によって生じた変異形質を抑

制する変異を単離し変異遺伝子を同定する方法である. 先にTF-IISの作用部位のひと

つとしてRpb6を同定したのはこうした遺伝学的方法を利用した(lshiguro etal.,

2000).一方,Rpb3の機能部位のマッピングに関しては,rpb3遺伝子特異的に変異を

導入して得た,多数の高温または低温感受性を示す分裂酵母株からRNAポリメラーゼ ⅠⅠ

を単離し,その異常機能を試験管内転写系で分析して行った(Nitobee/al.,2001).

今回更に,tvo-hybrid法を利用して接触因子を直接同定する方法を導入した.

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,他のサブ

ユニットから解離可能な複合体をRpb4蛋白質と形成することが知られている. また,

Rpb7はプロモーターからの正確な転写開始には必要であるが,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. これらの事実は,Rpb7が遺伝子発現に

おいて何らかの調節的な役割をもつ可能性を示唆している.そこで,RNAポリメラーゼ

ⅠⅠによる転写におけるRpb7の機能を明らかにするために,tvo-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た.その結果,出芽酵母のNRDl

遺伝子と相同性を示す新しい遺伝子を得た. 出芽辞母Nrdl蛋白質は,RNAポリメラー

ゼ ⅠⅠの最大サブユニットRpblのCTDと相互作用し,また,RNA結合配列をもっことなど

から,pre-mRNAのプロセシングに関与すると考えられている因子である.Two-hybrid

法で検出された分裂酵母のRpb7とNrdl相同蛋白質との相互作用が,生体内で意味のあ

る結合であるかどうかに関する手がかりを得るために,出芽辞母のRpb7とNrdlが相互

作用するかどうか調べたところ,相互作用することがわかった.Rbp7蛋白質とNrdl(相

同)蛋白質の相互作用は,Rbp7が転写開始だけでなく,pre-mRNAのプロセシングにも関

わっている可能性を示しており興味深い.

(4)分裂辞母の基本転写因子TFIIDの解析 :光滞 浩,石浜 明(遺伝研 ･分子遺伝)

基本転写因子TFHD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 lIによる転写開始に中心的な役割をはたしている. ヒト,ショウジョ
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ウバ工,出芽辞母のTFIIDには,YDリピー トをもつTAFは1種類しかない. これに対

し,分裂酵母のTFHDは,YDリピートをもつ2種類のTAF(TAF72およびTAF73)を舌ん

でいることを共免疫沈降実験で証明した(Nitsuzaya etal.,2001). 興味深いこと

に,これらのTAF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蛋白質分

解に欠損をもつ変異株の細胞周期停止が回復する. このことは,TAF72およびTAF73が

細胞周期のM期の進行に関与する速伝子群の発現を制御している可能性を示している.

出芽辞母のYDリピー トをもつTAFは,TFIII)だけでなく,ヒストンアセチル化辞素

Gcn5を含むSAGA複合体の構成要素であることが知られている. そこで,分裂辞母の

TAF72およびTAF73が,TFIID以外の転写複合体中にも含まれているかどうかを共免疫

沈降実験により調べた. その結果,TAF72はGcn5相同蛋白質と同じ複合体中に存在す

るのに対して,TAF73は同じ複合体中にはないことが明らかになった. したがって,

分裂酵母のTAF72は,TFIIDとSAGAの両方に含まれ,TAF73は,TFIIDだけに存在する

と考えられる. これまでTAFの生体内での機能は,主として出芽辞母の変異株を用いて

おこなわれてきたが,YDリピー トをもつTAFの rTFIID複合体中における｣機能の解析

のためのモデルとして,分裂辞母のTAF73は有用であると思われる.

3.ウイルスの転写 ･複製装tの構造一枚能相関

(l)インフルエンザウイルスRNAポリメラーゼサブユニットの構造一機能相関の解析 :

本田文江l,岡本拓人2,海道雅子),I)imitry KOLPASHCHIKOVl,石浜 明1 (l遺伝研 ･

分子遺伝,2静岡県立大 ･薬)

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,capll

RNAエンドヌクレアーゼ活性,切断cap-IRNA断片をプライマーとしたRNA合成活性(伝

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蛋白質を含む各種のP蛋白複合体の精製に成功した.

精製P蛋白複合体を用いて,試験管内でのAPGやグロビンmRNAをプライマーとしたRNA

合成,capllRNA切断,RNAキャップ結合,ポリA合成.ウイルスRNA結合などの活性

を調べた. 3P複合体はこれらの全ての活性を示したので,機能形態のインフルエンザ

ウイルスRNAポリメラーゼが昆虫細胞内で形成されたと結論した. 2種類のP蛋白複合

体でも,幾つかの活性が検出されるので,各P蛋白の素機能を同定することが可能となっ

た .

RNAウイルス感染細胞で多種類 ･高波度の細胞RNAが存在する中,ウイルスRNAポリ

メラーゼがウイルスRNAだけを認識し増殖させるかは,RNAウイルス増殖機構の謎のひ

とつである.今回,ウイルスRNAを含まないウイルスRNAポリメラーゼが大量に得られ
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たことで可能となった研究のひとつは,RNAポリメラーゼが識別するRNAシグナルの分

析である.様々の人工ウイルスRNAを作製し,RNA合成の鋳型活性,cap-RNAエンドヌ

クレアーゼ促進活性を調べ,それぞれに必要なRNAシグナルを穣限することに成功した.

また,各種ヌクレオチド類似体を利用し,基質結合部位,鋳型結合部位,新生RNA結合

部位などに取り込ませた後で,蛋白質とクロスリンクすることで,それぞれの活性部位

を同定する系統的研究を開始した.ウイルスRNAを含まないMAポリメラーゼと人工ウ

イルスRNA鋳型を用いた,再構成転写 ･複製系は,今後宿主因子のウイルスRNAポリメ

ラーゼへの影響を調べていく上でも重要な素材である.

(2)インフルエンザウイルスRNAポリメラーゼの機能変換に関与する感染宿主因子の同

定 :本田文江),岡本拓人2,海道雅子),石浜 明l(l逓伝研 ･分子遺伝,2静岡県立大 ･

秦)

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合成は,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.従って,ウイルス粒子中のvRNA

の5'端には,三リン酸が残っている(Honda e/al‥ 1999). 転写辞素から複製辞素

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.そこで我々は出芽声母の tyo-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,大腸菌で発現させ,得られた

蛋白を試故管内ウイルスRNA合成系に入れRNA合成へ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.そのひとつPBIc54については,大腸菌で

発現させた蛋白を用いて抗体を作製し,ウイルス感染細胞抽出液を共免疫沈降法で調べ

たところ,PBlサブユニットと共沈したので,感染細胞内でも相互作用をしていること

が示唆された.

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処,ウイルス感染細胞では,

PBIc54蛋白はウイルスPBl蛋白と同じ場所に局在することが判明した.
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sigmal70ofEschez･IchlacolI'RNApolymeraSe.IBactem'01.183,2952･2956,2001.

10･Katayama,A.,Fujita,N.andlshihama,A.:Mappingofsubunit･subunitcontact

surfacesontheβ'subunitofEschez･)'Cム)'acoll'RNApolymerase.J.B1-01.Chem.

275,3583-3592,2000.

1l･Kimuz･a,M.andIshihama,A.:Involvementofmtlltiplesubunit･subunitcon･

tactsintheassemblyofRNApolymeraseII.NzLCleL'cAcl'dsRes.28,952･959,
2000.

12･Kimura,M.,Sakurai,H.andIShihama,A.:Intracellularcontentsandassembly

statesofalltwelvesubunitsoftheRNApolymeraseIIinthefissionyeast

SchL'zosaccharomycespombe.EuzT,I.B1'ochem.268,6121619,2001.

13･Maeda,H.,Jishage,M.,Nomura,T.,Fujita,N.andIshihama,A.:Two

extracytoplasmicfunctionsigmasubunits,aEandoFecI,ofEschez･1-chl'acoll:

Promoterselectivityandintracellularlevels.J.Bactez.JloJ.182,1181-1184,2000a.

14･Maeda,H.,Fujita,N.andlshihama,A.:CompetitionamongsevenEschez,jchL'a

colIlasubunitS:relativebindingaffinitiestothecoreRNApolymerase.NucleL'c

AcJ'dsRes.28,3497-3503,2000b.
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15･Mitobe,J.,Mitsuzawa,H.andIShihama,A.:FunctionalanalysisofRNApoly･

meraseRpb3mutants0fthefissionyeastSch)'Zosaochaz10myCeBPOmbe.Cuz･T.

GeDet.39,210･221,2001.

1610hnuma,M.,Fujita,N.,Ishihama,A.,Tanaka,K.andTaknhaShi,H.'･Acarboxy･

termina116･amino-acidreglOnOfa38ofEschez･)'chJ'acolL'isimportantfortranl

SCriptionunderhigh･saltconditionsandsigmaactivitiesinvivo.I.Bacten'01.

182,4628-4631,2000,

17･Otomo,T.,Yama2;aki,T.,Murakami,K.,Ishihama,A.andKyogoku,Y.:Struc･
turalstudyoftheN･terminaldomainofthealphasubunitofEschez･Icム)'acoJJ'

RNApolymeraSeSOlubilizedwithnon-denaturingdetergents.I.B)'ochem.128,
337-344,2000.

18.Ozoline,0.N.,Fujita,N.andlshihama,AJTranSCriptionactivationmediated

bythecarboxyl･terminaldomainoftheRNApolymeraseα-subunit.Multipoint

monitoringusinganuorescentprobe.J.BL'01.ahem.275,1119･1127,2000.

19･Sakurai,H.andlshihama,A.:TranscriptionorganizationandmRNAlevels0f

thegenesforalltwelvesubunit80fthe鮎SionyeastRNApolymeraseII.Genes

Cells6,12-24,2001.

20.ShpakovSki,G.V.,Gadal,0.,Labarre･Mariotte,S.,Lebedenko,E.N.,MikloS,

Ⅰ.,Sakurai,H.,ProShkin,S.A.,VanMullem,V.,Ishihama,A.andThuriaux,P.:

FunctionalconservationofRNApolymeraseIIinfi8Sionandbuddingyeasts.J

Mol.B1101.295,1119･1127,2000.

21･Sitaraman,S.,Ishihama,A.andChatterji,D.:Functionalcomplementation

betweentwodistantpositionsinE.coIL'RNApolymeraseasanalyzedthl･Ough

secondsitereversion.Mol.Gen.GeDet.264,5311538,2001.

22.Talukder,A.A.,Hiraga,S.andlshihama,A.:Twotypesoflocalizationofthe

DNA-bindingproteinswithintheEsehez･IchZ'acolL'nucleoid.GenesCells5,613-

626,2000.

23.Wada,A.,Mikkola,R.,Kurland,C.G.andlshihama,A.:Growthphase･coupled

changesoftheribosomeprofileinnaturalisolatesandlaboratorystrainsof

ESChen'chZ'acoll'.I.BacterJ'01.182,2893･2899,2000.

24･Wigneshweraraj,S.R.,Chaney,M.R.,ⅠShihama,A.andBuck,M.:Regulatory

sequencesinsigma54localisenearthestartofDNAmelting.I.Mol.Bl'01.,306,

681･701,2001a.

25･WigneShweraraj,S.RりFujita,N.,Ⅰ8hihama,A.andBuck,M.:ConSerVationof

Slgma･COreRNApolymeraSeproximityrelationshipsbetweentheenhancer･

independentandenhancer･dependentsigmaclasses.EMBOI19,303813048,
2000.

26.Wigneshweraraj,S.R.,Ishihama,A.andBuck,M.:/Z7VJ'tz,0rolesofinvariant
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residueR383insigma54(sigmaN)function.NucleL'cAcjdsRes.29,1163･1174,

200lb.

27･Yamamoto,K.,Nagura,R.,Tanabe,H.,Fujita,N.,Ishihama,A.andUtsumi,

R.:NegativeJ･egulationoftheboL41PofEschez･)'chL'acolL'K･12bythetranscrip-

tionfactorOmpRforosmolarityresponsegenes.FEMSML'CTObLloI.Left.186,
257･262,2000.

28.Yasuno,K.,Yamazaki,T.,Tanaka,Y.,Kodama,T.,Ishihama,A.andKyogoku,

Y.:InteractionoftheC･terminaldomainofE.coll'RNApolymeraseαSubunit

withtheUPelement:Recognizingthebackbonestructureinthemajorgroove

surface.I.MoI.Bl'01.306,213-225,2001.

29･Yoshida,M.,Kashiwagi,K.,Ishihama,A.andlgaraShi,K.:Polyamineenhance-

mentofthesynthesis0fadenylatecyclaseatthetranslationlevelandthe

consequencialstimulationofthesynthesisofRNApolymeraSe0 38subunit.I.

BL'oJ.Cnem.,inpress.

(2)その他

1.石浜 明 :蛋白一核酸 ･蛋白一蛋白相互作用接点同定の革新的方法-FeBABE(Fe･

p-bromoacetamidobenzyIEDTA)の利用.DojJ'nNeys94,I-4,2000.

2.石浜 明 :動物ウイルス.｢ライフサイエンスのための系統保存とデーターバンク｣

3.藤田信之 :バクテリアにおける転写開始反応の調節.実験科学およびゲノム情報科

学からのアプローチ,ワークショップ rバクテリアからオルガネラへ .遺伝子発

現制御システムの進化｣,京都,2月,2001.(中辻憲夫編),125-129,共立出版,

東京,2000.

(3)発表講演

I.藤田信之 :転写因子からみた微生物の比較ゲノミックス. ワークショップ ｢ラン

藻ゲノム学におけるバイオインフォマテイクス｣,かずさ,11月,2000.

2.藤田信之 :バクテリアにおける転写開始反応の調節.実験科学およびゲノム情報科

学からのアプローチ,ワークショップ rバクテリアからオルガネラへ.遺伝子発現

制御システムの進化｣,京都,2月,2001.

3_Honda,A.,Endo,A.andlshihama,A.:Functionalmodulationofinfluenzavirus

RNApolymeraSebyviralRNA:DifferentialrolesofvRNAandCRNA.第 15回

インフルエンザ研究者交流の会シンポジウム,三島,4月,2000.

4.Honda,AりEndo,A.andIShihama,A.:Functionalmodulationofinfluenzavirus

RNApolymeraSepurifiedfromrecombinantbaculovirus-infectedinsectcells.

llthlnternat,Conf.NegativeStrandViruses,Quebec,Canada,June,2000.

5･Ishihama,A.:Contz･olofthetranscriptionapparatusandthetranslationma･

Chinery.The2mdORCSInternationalSymposiumRibosomeEngineering,To･
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kyo,January,2000.

6･Ishihama,A.:ProkaryoticandeukaryoticRNApolymeraseS:Moleculararchi･

tecturesandphysiologicalresponses.17thAnnualMeeting(SocieteFrancaise

deBiophysique)on"NucleicAcidRecongnitionbyEnzymes_TheCaseofDNA-

dependentPolymerases'',Nouan･le･Fuzelier,France,September,2000.

7.石浜 明 :金属で遺伝子転写装置の構造を見る.第 15回 ｢大学と科学｣公開シン

ポジウム,東京,10月,2000.

8.石浜 明 :大腸菌の環境応答の分子機構,第4回NVC研究会,東京,11月,2000.

9･Ishihama,A.,Fujita,N.,Kimura,M.,Sakurai,H.,Katayama,AりNomura,T.,

Mitobe,J.,Mitsuzawa,H.,Sitaraman,S.,Talukder,A.A.,Jishage,M.,Maeda,

H.andlshiguro,A.:Functionaldifferentiationofprokaryoticandeuknryotic

RNApolymerases.TheSixthAsianConf.Transcription(ACT-ⅤⅠ),Beijing,

China,October,2000.

10･Ishihama,A_,Fujita,N.,Nomura,T.,Katayama,A.,Maeda,H.,Jishage,M.,

Dasgupta,D.,Sitaraman,A.andTalukder,A.A.:Globalregulationofgene

expressioninESCheTl'chL'acoll.218tAnnualConferenceI-TheOrganizationand

ExpressionoftheGenome川,ErskineHouse,Lorne,Australia,February,2000.

ll.石浜 明,藤田信之,野村 挟,片山 映,Ozoline,0.N.,Owens,J.,Colland,

F.,Wigneshweraraj,A.R.,Sitraman,S,,Talukder,A.A.,前田広^,遠藤静子,

谷田勝教,Chatterji,Dリ田中 寛,寺社下美樹,村上勝彦,Dasgupta,D.:転写

装置の分子解剖から転写制御の本質に迫る.蛋白合同年会 ･東京 2000,東京,6

月,2000.

12IIshihama,A.,Hwang,J.･S.,Honda,A.,Yamada,K.andNakade,K.:Expression

offunctionalinfluenzaviralRNApolymeraseinmethylotrophicyeast.llth

lnternat.Conf.NegativeStrandViruSeS,Quebec,Canada,June,2000,

13.増田裕幸,鈴木 隆,杉山佳邦,堀池 剛,宮本大誠,左 一八,伊藤寿啓.喜田

宏,木曽 真,福永恭子,大内正信,豊田哲也,石浜 明,河岡義裕,鈴木康夫 :

インフルエンザA型ウイルスのシアル酸分子種認識機構の解析.日本薬学会第 120

回年会,岐阜市,3月,2000.

14･Nomura,T.,Katayama,A･,Fujita,N･andlshihama,A.:MapplngOfprotein-

proteincontactsurfacesontheβandβ'subunitsofEschez･IchL'acolJ'RNA

polymerase,2000Meetingon'■MolecularGeneticsofBacteria&Phages-I,Cold

SpringHarbor,USA,August,2000.

15.小笠原寛,加藤名宝,中村浩士,石浜 明,内海龍太郎 :2成分制御系PhoP/PhoO

によるmgtA(Mg2+イオン輸送蛋白質)遺伝子の転写制御 .第23回日本分子生物学

会年会,神戸市,12月,2000.

16.岡本拓人,本田文江,岩田 晃,鈴木康夫,石浜 明 :インフルエンザウイルス

RNAポリメラーゼのPBlサブユニットと相互作用する宿主因千.第23回日本分子
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生物学会年会,神戸市,12月,2000.

17.横井仁美,石浜 明 :分裂辞母RNAポリメラーゼ ]Iの全 12種サブユニット蛋白と

mRNAの細胞内レベル. 第 23回日本分子生物学会年会,神戸市,12月,2000.

18.正村祐介,Talukder,A.A.,石浜 明,竹安邦夫 :原子間顕微鏡による大腸菌ゲ

ノム観察. 第 23回日本分子生物学会年会,神戸市,12月,2000.

19･Talukder,A.A.andlshihama,A.:Growth-Coupledchangesintheproteincom･

poSitionofEschez･)'chJlacol)'nucleoid.第 23回日本分子生物学会年会,神戸市,

12月, 2000.

20.Talukder,A.A.,Maeda,H.andlshihama,A.:Growth･Coupledvariationsinthe

molecularcompositions0ftranscriptionapparatusandnucleoidinEschez･)'chJ'a

colJ'.2000Meetingon■'MolecularGeneticsofBacteria&Phages■■,ColdSpring

Harbor,USA,August,2000.

21.渡過崇史,山本兼由,皆川 周,橋本佳李,田辺寛之,内海龍太郎:枯草菌のレギュ

レーター蛋白質 YycFの温度感受性変異株の単離と解析. 第 23回日本分子生物

学会年会,神戸市,12月,2000.

22･Wigneshweraraj,S.R.,Ishihama,A.andBuck,M.:Regulatorysequencesin

sigma54localisenearthecatalyticcnetreofthecoreRNApolymeraseand

startofDNAmelting,17thAnnualMeeting(SocieteFrancaisedeBiophysique)

on■'NucleicAcidRecongnitionbyenzymes.TheCaseofDNA･dependentPoly-

meraseS.',Nouan-1e･Fu2:elier,France,September,2000.

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,とくに辞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-1lyun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,｢分裂辞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),｢DNA複製

期細胞核微細構造形成に関与するタンパク質の研究｣(矢倉達夫 ･関西学院大学理学部),

｢出芽辞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.

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)｢分裂酔母の

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(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削 りと細胞機能制御｣(代表 ･



分子遺伝研究系 21

山尾文明)によった.

昨今,蛋白質分解の研究は積極的な細胞機能調節機構として見直され 分子生物学や

細胞生物学の様々な分野から多大の興味を集めている.特定の機能蛋白質をターゲット

とした特異的な蛋白質分解系の発現を分子レベルで同定し,それが他の増殖調節系とい

かに相互に関連しあっているかを解析することは焦眉の課題となっている.

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

(CKl)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-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.

真核生物において特異的な蛋白質分解系として中心的な役割を担っているものの一つ

はユビキチン系による選択的蛋白分解機構である.ユビキチン系における蛋白分解の選

択性は,ファミリーを形成し,それぞれに異なる基質(ユビキチン化の標的蛋白質)特異

性を持つユビキチン結合辞素(E2)とユビキチンリガーゼ(E3)辞素群の分子的多様性に依

拠すると考えられる.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,因子群を細胞周期制御のネットワークの中に位置付けるのを目的とした.

(1)分裂辞母のE2経路の全体像の把握 :ParkJoon-Hyun,山尾文明,清野浩明

分裂酵母はさまざまな遺伝学的解析が可能であり,細胞周期,特に分裂期の進行制御

が高等真核生物に類似していることから,細胞周期制御などの解析のモデル系のひとつ

として有効である.分裂辞母を用いて,ユビキチン転移酵素の機能に焦点を当て細胞内

で機能する全てのユビキチン経路についてその分子レベルでの機能を明らかにすること

を目的としたプロジェクトを進めている. 当研究室で単離したubcPl,ubcP4変異株は

細胞周期特異的な表現型を示し,両E2は分裂期に機能するユビキチンリガーゼである

APC(anaphasepromotingcomplex)と同一経路で分裂期サイクリンCdc13の分解制御

にかかわっている(次項参照). このことは出芽辞母においてその相同遺伝子破壊株が特

徴的な表現型を示さず致死ではなかったことと対照的であり,このプロジェクトが有効

であることを強く支持するものである.

分裂酵母全ゲノム配列データベ-スから十数個のユビキチン転移辞素をコードする遺

伝子を同定し,遺伝子破壊株の表現型を観察した.

DNA複製後損傷修復にかかわる出芽辞母RAD6/UBC2およびUBC13の分裂酵母における
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相同遺伝子ubcp2/rph6/ubc2およびut)cP7/ubc13の遺伝子破壊株はやはりDNA損傷高

感受性を示し,出芽辞母相同遺伝子によってその表現型は相補された.ubcP2,ubcP7

経路の作用機作を分子レベルで理解する目的でこれらの遺伝子を用いてtyo-hybridス

クリーニングをおこなった結果.特異的に結合する蛋白質をコー ドする遺伝子を単離し

た. この辻伝子破壊株はubcP2,ubcP7と同様にDNA損傷高感受性を示した.

出芽酔母UBC7のホモログと考えられるubcP3破壊株では,分裂辞母一倍体h'株での

ヘテロタリズムに異常が生じ,接合体形成と胞子形成が促進されることが観察された .

Jnatingtypelocusでの接合型変換の元進と胞子形成の誘導の双方にubcP3経路によ

るタンパク質分解がかかわる可能性が示唆された .

(2)分裂辞母M期サイクリンのユビキチン化経路 :清野浩明,山尾文明

ユビキチン経路による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

の分解による分裂期の進行制御は重要な細胞周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M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. また,tJbC4は試故管内では非特異的に多くの蛋白質をユビキチン化すること

が明らかになっているが生体内でその特異性を規定する分子機構については明らかに

なっていない.これら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 .ubcP4については分裂期に機能するE3,APC(anaphasepromotingcomplex)

の構成因子と遺伝的相互作用を示した. 両遺伝子産物は直接分裂辞母M期サイクリン

Cdc13の分解に共通のE3であるAPCの上流で関与し,しかも機能的に重複していない.

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,DNA複

製期に機能するE3,SCF(S良P-cullin-F-box)の基質であるCdc18,Rumlが安定化して

いた. このことから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.

UbcPlが多くの蛋白質の非特異的なユビキチン化の基本構成EE子として機能し,UbcP4は

N期サイクリン等のユビキチン化に関わるE3,APC(anaphasepromotingcomplex)と

共にその基質特異性を規定するものとして機能していることを一つの作業仮説として考

えている. SCFについてもUbcPlが出芽辞母においてSCFと共に機能しているE2であ

るCdc34の相同蛋白質と協調的に機能してその基質群をユビキチン化するのではないか

と考えている.

(3)ユビキチンリガーゼSCF複合体の解析 :岸 努,山尾文明

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. またユビキチン化される蛋白質はすべてリン酸化を受け,そのリン酸化

に依存してSCFユビキチンリガーゼ複合体中のF-box蛋白質と結合し,その結果,ユビ
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キチン化されることが明らかになっている.出芽辞母のGlサイクリンCln2もSCFユビ

キチンリガーゼによってユビキチン化される制御蛋白質である.

これまでに私はCln2を安定化する変異株を分離してきた. 特に,これらの変異株が

SCFユビキチンリガーゼの活性にどのように関与しているのか興味を持って解析してき

た. 本年度は,このうち,#75変異株を中心に解析した. #75変異株では,Cln2の

ユビキチン化が低下していることを明らかにした.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. この蛋白質が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,(H)SCFユビキチンリガーゼの複合体形成に関与する,

(Ill)SCFユビキチンリガ-ゼの構成因子をリン酸化によって活性化する,あるいは,

(ⅠⅤ)Glサイクリンのリン酸化を促進する,という可能性が考えられるので,検討を進め

ている.

研究業績

(1)原著論文

1.Mitsuzawa,H.,Seino,H.,Yamao,F.andlshihamaA.:TwoWDrepeatcontain･

ingTAFsinfissionyeastthatsuppressCellcyclearrestatmitosis.J.Biol_

Chem.Inpress,2001.

(2)その他

1.山尾文明 :｢蛋白質分解と細胞周期 ･細胞分裂｣ 蛋白質分解一分子機構と細胞機舵

(鈴木紘一,木南英紀,田中啓二編集)シュプリンガ一 ･フェアラーク東京,2000).

2.山尾文明 :｢ユビキチンと細胞周期｣蛋白質核酸辞素 ｢新世紀におけるタンパク質

科学の進展｣印刷中,2001.

(3)発表講演

I.清野浩明,山尾文明 :シンポジウム(蛋白質分解制御による細胞分裂周期の調節)

｢分裂酵母ユビキチン転移辞素UbcPl/UbC4はM期サイクリンCdc13の分解に関与

する｣. 日本生化学会大会,横浜,9月.

2.土井康平,松尾 聡,山尾文明,矢倉達夫 :｢ゴルジ体膜タンパク質p138の細胞

周期における発現時期の解析｣. 日本生化学会大会,横浜,9月 .

3.野間将平,土井康平,松尾 聡,山尾文明,後神秀基,矢倉達夫 :｢G2/N期に停止し

たHeLa細胞におけるゴルジ体過剰複製｣. 日本細胞生物学会大会,福岡,10月 .

4.P.トJl.,清野浩明,山尾文明 :｢分裂酵母ユビキチン経路全体像の把撞｣. 日本

遺伝学会大会,京都,11月.

5.清野浩明,山尾文明 :｢分裂辞母ユビキチン転移酵素UbcPl/UbC4はM期サイクリ
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ンCdc13の分解に関与する｣. 日本分子生物学会年会,神戸,12月 .

6.岸 努,山尾文明 :｢出芽辞母GlサイクリンCln2を安定化する変異株のスクリー

ニング一mpkl変異株でGlサイクリンCln2は安定化する｣.日本分子生物学会年会,

神戸,12月.

A･C. 核酸化学研究部門

(1)センダイウイルスゲノムの転写 ･複製機構 :水本清久

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

節マイナス鏡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ポリメラーゼ(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RM 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 )'n yI'tro転写反応系による解析から,SeV

mRNAの生合成には少なくとも3つの宿主因子の存在が必要であり,その内の2つが細胞

骨格系タンパク質のチューブリンおよび解糖系静索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(Nizunotoetal.,I.Bjochcm.117,527,1995,Ogimo

etal.. I.BI'0/.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 )'n yjtro DRNA合成を促進する活性を持株として第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(OglnO etal.,BL'ochem.BJ'ophys.Res.

comm〟P.,285,447,2001).興味あることに,p52はその酵素活性ならびに免疫学的な

性質から解糖系辞素の一つであるエノラ-ゼであると同定された.このことは,組換え

ヒ卜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(TakagietaJ.,I.BJ'ochem. 118,3901995)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鎖の伸長段階を促進することが明らかとなっ

た. さらに.yes卜yesternプロット分析からPGKとエノラーゼはチューブリンと特異

的に結合することが示された.すなわち,これら2つの解糖系静索は,転写開始複合体

に組み込まれたチューブリンと相互作用することにより転写の伸長段階を促進するもの

と推定される.

(2)大腸菌増殖定常期における転写制御システム :田中 寛

1)シグマ因子RpoS(038,oS)の構造 ･活性解析

大腸菌はグルコースのような有機炭素源,および窒素,硫黄,リンなどの栄養源の存

在下で増殖することができる.しかし,自然環境中でこれらの条件が満たされることは
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少なく,殆どの局面で細胞は増殖していない.従って,非増殖状態における生存戦略は,

大腸菌の進化の上で棲めて重要であったと考えることができる.しかし,この状態の細

胞における転写装置の性質については,まだ未知の部分が多い.

大腸菌のRNAポリメラーゼは唯一種類であるが,7種のシグマ因子の置換により,プロ

モーター認識特異性を変化させ,様々な調節や制御を行っている.対数増殖期に機能す

るプロモーターの多くは,主要シグマ因子(0 70)を含むRNAポリメラーゼ(Ecr70)で認識

され,基本的にはTATAAT(-10商域),TTGACA(-35顛域)のコンセンサス配列を持ってい

る.増殖定常期においては,0 70に加えて0 3Sの発現が誘導され 数多くの定常期特異的

な遺伝子群の発現を引き起こす. しかし,)'nvJ'fro転写系を用いた解析によれば,0 38

は0 70と類似の特異性を持つシグマ因子であり,明確な認識特異性の違いは観察しにく

い.

対数増殖期と比較すると,増殖定常期には大腸菌細胞は球菌状に小型化し,細胞壁の

肥厚など,様々な生理的な変化が起こる.これに伴い,細胞内の溶液の状態も大きく変

化し,とくにK'やglutamateなどのイオン沸度が顕著に上昇すると考えられている.そ

こで,このような細胞内環境の変化に対する,2種のシグマ因子を含むRNAポリメラーゼ

の挙動(感受性)の違いが,)'nvJ'yoの転写特異性の違いである可能性を検討している.)'n

vI-ITO系を用いた解析では,0 3%を含むRNAポリメラーゼ(Eo 38)の活性は,反応液中の

K-glutamate漉度に依存して上昇する.これに対し,Eo 70活性は150DM以上のK-

glutamateで抑制される.従って,0 38には0 70よりも高イオン強度における転写に向

いた性質があると考えられた.0 38と0 70の構造比較の結果,0 38のC末端蕨域に,種を

越えて 0 38特異的に保存された16アミノ酸からなる領域を兄いだした.この配列を欠失

した 0 38は,低塩漉度におけるJ'n vJ'ITO転写系においては野生型と変らない活性を持

つが,高塩濃度においては全く活性を示さなかった.細胞内でこの欠失体は全く活性を

示さず,これは逆に細胞内の塩濃度が比較的高いことを示すと考えることができる.要

するに,0 38のC末端蕨域の機能を介して,Eo 38は高塩濃度下で転写活性を維持してい

ると考えられた(Ohnumaelal., I.Bac/eTjol.182.4628-4631,2000).

2)増殖定常期における転写抑制メカニズム

増殖定常期においては,増殖期に活発に転写されていた多くのプロモーターの転写抑

制が急激に起こる.これは,リボゾームRNA辻伝子(TrnB)プロモーターについては,よ

く研究されている現象であり,ppGppやH-NS,細胞中のNTP濃度の影響が知られている.

我々は,′ln遺伝子以外のコンセンサスプロモータ-の例として JacUV5プロモーター

(p/acuv5)を用い,増殖の停止に伴う活性の変化を調べた.その結果,PJacUV5活性が

増殖の停止に伴って急激に低下すること.さらに,この低下がH-NS機能に依存している

ことを兄いだした.PlacUV5以外のコンセンサスプロモーターについても同様な現象が

みられることから,定常期におけるH-NSによる転写抑制は極めてGlobalな転写抑制現

象である可能性がある.
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研究業績

(l)原著論文

1.Yokosukn,J.,Tsukamoto,T.,Miura,K.,Shiokawa,K.andMizumoto,K.:Cloning

andcharacterizationofmRNAcappingenzymeandmRNA(guanine･7･)

methyltranSferaSeCDNAsfrom XeDOPuBJaevl'S.BL'ochem.BL'ophys.Res.

CommuD.268,617･624,2000.

2.Kajita,E.,Wakiyama,M.,Miura,K.,Mizumoto,K.,Oka,TリKomuro,I.,

Miyata,T.,Yatsuki,H.,Hori,K.andShiokawa,K.:Isolationandcharacteriza-

tionofXeDOPuSlael′おaldolaseBCDNAandexpressionpatternofaldolaseA,B

andCgenesinadulttissues,00CyteSandembryosofXlaeI77'S.BL'ochl'm.Bl'ophys.

Acta1493,101-118,2000.

3.Chiba,H.,Inokoshi,J"Okamoto,M.,Asanuma,S.,Matsuzaki,K"Iwama,M.,

Mi2:umOtO,K.,Tanakn,H.,Oheda,H.,Fujita,K.,Nakashima,H"Shionose,M.

andOmura,S.:Actinohivin,anovelanti-HIVproteinfromanactinomycetes

thatinhibitssyncytiumformation.BL'ocheJ77.BL'ophys.Res.CommuD.282,595･

610,2001.

4･Ogino,T.,Yamadera,T.,Imajoh-Ohmi,S.andMizumoto,K.:Enolase,acellular

glycolyticenzyme,iSrequiredforefficienttranscriptionofSendaivirusgel

nome.BL'ochem.B)'ophys.Res_Commun.285,447･455,2001.

5.Ohnuma,M.,Fujita,NリIshihama,A.,Tanaka,K.,andTakahashi,H.:ACarboxy･

Terminal16-Amino-AcidRegionofa38ofEscherichiacoliisImportantfor

TranscriptionunderHigh-SaltConditionsandSigmaActivitieslnVivo,I.

BacterL'01.182:462814631,2000.

610ikawa,K.,Fujiwara,M.,Nakazato,EリTanaka,K.andTakahashi,H.:Char

acterizationoftwoplastidofactors,SigAlandSigA2,thatmainlyfunctionin

maturedchloroplastsinNicotianatabacum.Gene261,221-228,2000.

7IShirano,Y.,Shimada,H.,Kanamaru,K.,Fujiwara,MりTanaka,K.,Takahashi,

H.,Unno,K.,Sato,S.,Tabata,S.,Hayashi,H.,Miyake,C.,Yokoto,A.and

Shibata,D.:ChloroplastdevelopmentinArabidopsISthalianarequiresthe

nuclear･encodedtranscriptionfactroSigmaB.FEBSLett.485,178-182,2000.

8･Kanamaru,K.,Fujiwara,M.,Kin,M.,Nagashima,A.,Nakazato,E.,Tanaka,

K.andTakahashi,H,:Chloroplasttargeting,distributionandtranscriptional

fluctuationofAtMinDl,aeubacteria-typefactorcriticalforchloroplastdiv1-

sion.PlantCellPhysiol.41,1119･1128,2000.

9･Fujiwara,M.,Nagashima,A.,Kanamaru,K.,Tanaka,汰.andTakahashi,

H.:Threenewnucleargenes,sigD,sigEandSigF,encodingputativeplastid

RNApolymerasesigmafactorsinAnabidopsisthaliana.FEBSLett.481,47-52,
2000.
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(2)発表言辞演

1.岩間美奈子,水本晴久 :センダイウイルスゲノムのリーダーおよびトレーラ-配列

を含む2本鎖RNAに結合する宿主因子の解析.日本薬学会第120年会,岐阜,3月.

2.山寺忠之,荻野朝朗,水本清久 :センダイウイルスのhRNA合成に必要な宿主因子

の機能解析.日本薬学会第120年会,岐阜,3月.

3.大洋優紀,荻野朝朗,水本清久 :センダイウイルスマ トリックス(N9)タンパク質

とチューブリンとの相互作用の解析.日本薬学会第 120年会,岐阜,3月.

4.大洋優紀,荻野朝朗,水本清久 :センダイウイルスタンパク質とチュ-プリンとの

相互作用の解析.第73回日本生化学会大会,横浜,10月.

5.岩間美奈子,水本靖久 :センダイウイルスゲノムのリーダー配列を含むdsRNAに

結合する宿主因子の解析.第73回日本生化学会大会,横浜,10月.

6.岩間美奈子,水本清久 :センダイウイルスゲノムのリ-ダー配列を含む2本鎖RNA

に結合する宿主因子の解析.日本ウイルス学会,第48回学術集会,津,10月.

7.荻野朝朗,大洋康紀,山寺忠之,相洋主税,水本清久 :センダイウイルスゲノムの

転写に関与する宿主因子とウイルスタンパク質の相互作用.日本ウイルス学会,第

48回学術集会,津,10月.

8.小林正樹,荻野朝朗,岩間美奈子,相洋主税,水本清久 :センダイウイルスのmRNA

キャッピング機構の解析.第23回日本分子生物学会年会神戸,12月.

9.山寺忠之,荻野朝朗,水本晴久 :センダイウイルスのmRNA合成に関与する4種類

の宿主因子の機能解析.第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

10.大洋康紀,荻野朝朗,水本靖久 :センダイウイルスマトリックス(N)タンパク質と

チューブリンとの相互作用の解析.第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

ll.岩間美奈子,荻野朝朗,水本靖久 :センダイウイルスゲノムリーダー配列とその相

補鎖から成るdsRNAに結合する宿主因子の解析.第23回日本分子生物学会年会,

神戸,12月.

12.大沼みお,藤田信之,石浜 明,田中 寛,高橋秀夫 :大腸菌RNAポリメラーゼ主

要型シグマ因子038(TPOS漣伝子産物)のC末端領域(0 381CTE)の機能解析,日本

農芸化学会ワークショップ,東京,4月.

13.金丸研吾,藤原 誠,白野由美子,柴田大輔,島田裕士,田中 寛,高橋秀夫 :高

等植物葉緑体の転写機構とシグマ因子(I)sJ-gB::T-DNA挿入ラインの解析,日本農

芸化学会,東京,4月.

14.藤原 誠,永島明知:中里恵美,金丸研吾,田中 寛,高橋秀夫 :高等植物葉緑体

の転写機構とシグマ因子(Il)sJ'gD,sJ'gE,sjgP遺伝子の解析,日本農芸化学会,

東京,4月.

15.永島明知,金丸研吾,田中 寛,高橋秀夫 :高等植物葉緑体の転写機構とシグマ因

子(Ht)～葉緑体関連辻伝子の体系的転写解析,日本農芸化学会,東京,4月.

16.金丸研吾,藤原 誠,金 美順,日野由美子,柴田大輔,島田裕士,田中 東.高

橋秀夫 :シロイヌナズナ葉緑体の分裂,分化過程におけるか〟βと∫/gβ遺伝子の役
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割,日本植物生理学会,名古屋,3月.

17.藤原 誠,永島明知,中里恵美,金丸研吾,田中 寛,高橋秀夫 :シロイヌナズナ

の色素体RNAポリメラーゼシグマEg子の解析,日本植物生理学会,名古屋,3月.

18.Kanamaru,K.,Fujiwara,M.,Meesoon,K.,Shirano,Y.,Shimada,H.,Shibata,

D.,Tanaka,K.andTakahashi,H.:Nuclearencodedeubacteria-typefactors

criticalforchloroplastdivisionanddevelopmentinAnabidopsiS,International

SymposiaonPlantMolecularBiology(ISPMB),Quebec,Canada,June.

19.Fujiwara,M.,Nagashima,AりNaka2iatO,EりKanamaru,K.,Tanaka,K.and

Takahashi,H.:Characteri21ationofnuclear-encodedplastidRNApolymerase

SigmafactorsinArabidopSiSthaliana,PlantBiology2000,SanDiego,USA,

July.

20.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,日本分子生物学会,神戸,12月.

B. 細胞遺伝研究系

B-a.細胞遺伝研究部門

生物は配偶子を形成する際に,両親由来のゲノムを混ぜ合わせて新しいゲノムを創り

出して,多様性を生み出す.一方,DNAが電離放射線の照射や薬剤によって受ける傷害

に対応して,様々な修復機能を備えて,遭伝情報の安定な維持を行う.組換え反応はこ

の対照的な二つの機能の中心を担っている.

出芽辞母では,減数分裂期に起こる相同組換えと.体細胞分裂のG1期に,母細胞で起

こる接合型変換の際の組換えが.決まった時期に染色体の決まった位置に,二重鎖切断

を入れることによって始まる.その後,その切断末端の片方の鎖が削られて,できた-

本紙I)NAの塩基配列と相補的な配列を持つ分子を探し,対合する.その後,削られたDNA

部分は修復合成され,組換え中間体であるホリデー構造を形成する. この中間体は二通

りの方法で解離し,その解離の仕方によって,組換え体が,交叉型になるか,非交叉型

(辻伝子変換型)になるかが決まる.一方,DNA傷害で生じた,二重鎖切断も同じ相同組

換え反応で修復されるが,中には末端同士の再結合反応で起こなわれる場合がある.そ

の結合が別の二重鎖切断の末端との間で行なわれたものを非相同組換え反応,あるいは,

末端再結合反応と呼ぶ .

組換え反応は,さらに,染色体の広範な東城の変化にも関わっている.例えば,染色

体の末端にあって,細胞の寿命の維持に関与しているテロメアなどの繰り返し配列の適

正な数の維持や,多種多様な抗原に対する抗体を作る辻伝子を作りだす過程でも働き,

生体機能の維持にとって重要な役割を担っている.
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我々の遺伝的組換え機構の研究は,組換えの中間体の構造解析から始まった.そして,

組換えの最初の反応である相同分子の検索と対合に関与する蛋白質の同定へと進み,組換

え反応で中心的な働きをする大腸菌のrecA遺伝子,真核生物のそのホモログRAD51遺伝

千,そして,さらに組換え開始でその主役を担うMREIJ遺伝子の発見へと繋がった. こ

れら二つの遺伝子が,酵母からマウス,ヒト,ユリなど生物全般に共通に存在することを

示したことで,組換え反応の過程が,殆どの生物に共通であることがわかった. しかし,

一方で,これら同じ遺伝子の活性を調べてみると,同じ遺伝子の機能が種や細胞によっ

て,その働き方を変えていることがわかってきた. そればかりでなく,同じ組換え過程

の中でも,これらの遺伝子機能は,他の蛋白質との共同作業によって働き方を変えてい

た.これらの結果は,組換え蛋白質の機能が,そこで働く他の蛋白質との共同作業によっ

て,厳密に制御されていることを示唆した.

このような観点から.本年度は,DNA傷害で生じる二重鎖切断の修復反応機構とテロ

メア長の維持で働くMrellの機能を,そこで共同で働くRad50蛋白質機能との関連で研

究を行った.

当部門の本年度のスタッフは,教授 :小川智子,助教授 :今井弘民,助手 :田中茂生,

太田 力(7/1より併任),学術振興会外国人研究員 :AndreiAlexeev,非常勤研究員 :

渡辺光一,総合研究大学院大学 :立田大輔,遺伝研特別研究生 :押海裕之,COE研究促

進技術補佐員 :池谷優子,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 :

青木文子,高杉知子,片野博一と,研究補佐員 :高田恭子であった .

本年度の研究費は,文部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 ･小川智子)と,その分担課題研究 ｢組

換え蛋白質複合休の機能解析と相互作用による機能制御｣(太田),｢DNA修復反応とテロメ

ア長維持に関与する組換え機能｣(田中),ヒューマンフロンティア ･サイエンスプログラ

ム研究助成 ｢組換え,複製,修復反応で働くl)NA一蛋白質複合体の研究｣(小川),公益信託

林女性自然科学者研究助成基金 ｢遺伝的組換え機構の解析｣(小川),ヒューマンフロン

ティア ･サイエンスプログラム研究助成 ｢真核生物におけるDNA傷害の組換え修復の研

究｣(太田),日本学術振興会未来開拓学術研究 ｢遺伝子複合体の高次構造と転写因子｣(代

義 :萩原)｢クロマチン構造を介した転写一組換え制御機構の解明｣(太田)などの支援を受

けた .

特別推進研究の分担研究として,｢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｣を岩手看護短大 ･小川英行教授と ｢DNA複製に関する相同組換えの機能｣

を大阪大学理学研究科 ･篠原彰助教授と行った .

研究所共同研究としては,｢真核細胞遺伝子の転写制御商域に存在するベントI)NA構造

の機能解析｣を甲南大学理学部 ･大山 隆教授と行った.

減数分裂期組換えは,遺伝子のプロモーター簡域にある組換えのホット･スポットに

Mrell蛋白質が結合して開始する. これは,Mrellと転写開始に関与する蛋白質や,染
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色体構造構成蛋白質,あるいは,染色体構造そのものとの相互作用が,組換え開始に主

要な役割を果たしていることを示唆している. 次に,Nrellは組換えの開始に必要な

二重鎖切断を行い,引き続き起こるRad51の相同検索に必要なssDNAを,その切断末端

に形成する. この2つの反応で,Nrellは別の蛋白質と複合体を形成する. また,体

細胞で電離放射線などで生じた二重鎖切断の修復時に起こる末端の消化や,消化を伴わ

ない末端の結合にもNrellの機能が必要である.

相同染色体の対合からその解離の一連の反応では,Rad51が主役を担うが,これもま

た,RPA,Rad52,Rad55,Rad57の蛋白質との共同作業で組換え反応を進行する.

昨年度に引き続き本年度の主な研究は下記の4プロジェクトであった.

(l)DNA傷害の修復反応に於けるNrell蛋白質の役割

(2)テロメア長維持で働くMre11蛋白質機能の解析

(3)RAD51遺伝子発現制御に関与する因子の同定と,その役割の解析

(4)Mrell蛋白質のリン酸化と,リン酸化に関与する遺伝子の同定

得られた成果は下記の様なものである.

(1)DNA傷害の修復反応に於けるNrell蛋白質の役割 :立田大輔,押海弘之,太田 力,

小川智子

DNA傷害で生じた二重鎖切断は,相同組換え反応と非相同組換え反応によって修復さ

れる. これらの修復反応でのNrellの役割を解析した. 非相同組換え反応には,主に

2つの反応が知られている.そのlつはIllegltlmateRecomblnationと呼ばれるも

ので,DSBsの末端に生じたssDNAのtailの中の数塩基からなる相同配列が,Rad52に

よって,アニールされ,非相同な塩基が削られ,さらに,そのギャップがポリメラーゼ

で埋められ,ライゲースにより結合して行われる. もう一方は,DSBsの末端がそのま

ま結合するか,平滑末端を作る様にヌクレアーゼで削られてからライゲ-スにより結合

する非相同塩基配列を持つ分子の末端結合反応である. この反応にNrellがどのよう

に関与するかを調べるために,線状プラスミドにT4ライゲースを加えて末端結合反応を

試みた. その結果,Nre11は二種類の末端結合反応を行うことがわかった.

1)DNA塩基配列の相同性に依存した末端の結合反応

Mrell蛋白質自身が行うこの末端結合反応はNnイオンを要求し,ATPを必要としない.

相同配列を要求する末端の結合は,線状プラスミドDNAの末端が,巻き戻され 相手の

分子の巻き戻された相補鎖と水素結合によって形成され,Hoolidayjumction様の構

造を作る. この結果はNrell蛋白質が,二重鎖DNAの末端を巻き戻す活性(Unyinding

activity)とアニールするanneaingactivityを持つ事を示唆した.さらに,この末

端結合反応は3'overhangを持った線状DNAでは起こらない.

2)Mrellの巻き戻し活性(Unyindingactivity)

[32P]で5'末端を榛鼓した5種類のオリゴヌクレオチ ドを,それぞれN13のウイルス

DNAとアニールして5種類の基質を作った .それぞれの基質にMrellを加え,オリゴヌ
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クレオチ ド断片が,基質から解離するかどうかで,活性を測定した.

両末端が平滑末端である線状の基質からMrellはオリゴヌクレオチ ドを解離する活性

を持っていた. また,オリゴヌクレオチドを環状のN13にアニールした基質からも高い

活性が得られた . しかし,両末端にoverhangがあるものは基質とならなかった. そ

こで,それぞれの末端にoverhangを持つ基質を作り,調べたところ,5'にoverhangを

持つものは基質となるが,3'にoverhangを持つものは基質とならならない事がわかっ

た. これらの結果は,Mrellがoverhangを持たない3'endから巻き戻すことを示唆

している.

さらに,種々の変異蛋白質の巻き戻し活性を調べたところ,Mrel卜NQとMrel卜8変

異蛋白質は巻き戻し活性を失っていた. しかし,これらの変異蛋白質にRad50蛋白質を

加えると,巻き戻し活性が回復した. これらの結果は,巻き戻し活性は,Mrellのいず

れのDNA結合部位も使用できるが,両結合部位が欠失したときには,Rad50蛋白質のDNA

結合活性を使ってDNAの末端を巻き戻す事ができることを示した.

3)Mrellのアニーリング活性

Mrellのアニーリング活性には,DNA結合部位してsite-Bを必要とし,Rad50による

活性の促進は観察されなかった.活性の強さは,ほぼRad52のアニリング活性と同程度

であった.

4)Mrellは非相同な塩基配列を持つ末端をライゲ-スが繋ぐ反応を促進する.

線状プラスミドDNAの末端結合が検出できない程の少量のライゲ-スが存在する反応

液にMrell蛋白質を加えると,環状DNAと同時に,線状DNAの多量体が形成された. こ

れは,Nrell蛋白質が末端同士を近づける働きを持つことを示している. この末端結合

反応にはslte-Bが必要であるが,その欠失をRad50蛋白質が補う.

5)DNA二重鎖切断の修復反応に関与するMrellの活性とその反応に必要なI)NA結合部位

DNA傷害で生じた二重鎖切断末端にMrellが結合すると,その末端は巻き戻される.こ

の場合,MrellのI)NA結合部位はsite-A,あるいは,site-Bが使用できる.Mrellが

slte-Aで結合すると,巻き戻された一方の鎖はMrellヌクレアーゼによって削られ,

ssDNAのtailができる. このssDNA部分は,Rad51蛋白質による相同組換え反応に使用

されるか,Rad52による非相同組換え反応(Hlegitimaterecombination)に使用され

る. 一方,巻き戻し反応がsite-Bで起こると,その末端は再びアニールして,末端再

結合反応に使用できる.あるいは,巻き戻された相同配列を末端に持った分子があれば,

相同性依存の末端結合反応を行う事もできる.

6)Nrellが持つ2箇所のRad50蛋白質の使い分けによるI)NA修復反応

Rad50によって回復できるNrellの素活性を統一的に解析すると,それぞれの反応に

於けるRad50の結合部位が推定できる.

(i)Mrell-NQとMre11-58は巻き戻し活性とヌクレアーゼ活性がないことで共通である

が,Rad50と‡r52との結合能に関しては全く異なっている.前者は,結合できるが,後
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着は結合できない.DNA傷害の修復能は前者変異株は持っているが,後者は殆どmrell

欠失株と同じで,I)NA傷害を修復できない.これらの結果は,DNA傷害の修復にはMrell

がRad50とIr52と結合することが必須であることを示唆している.

(ii)Mrel1-8は両方のDNA結合部位を欠失しているが,NNSによるDNA傷害を部分的に

修復できる. この変異蛋白質はN末端領域にRad50を結合することにより巻き戻し活性

が回復できるので,修復能はこの巻き戻し活性に依存した反応で起こると考えられる.一

方,Mrel1-8の末端結合反応はRad50との結合によって回復できないので,末端結合反

応ではRad50の結合が中央の結合部位で起こる事が必要であると考えられる.

(iii)Nrel1-7のヌクレアーゼ活性と巻き戻し活性,さらにRad50との結合活性は,野

生型のそれらと同じである. しかし,この変異蛋白質は末端結合反応ができない. こ

の欠損はRad50と結合することにより回復するので,MrellのDNA結合部位site-Bは

DNA修復反応に必要でない.

(iv)Mrel卜6はMMS処理により生じたDNA傷害を部分的に修復できるが,完全な修復が

できないのはヌクレアーゼ活性の欠損によると考えられる.Nrelll6蛋白質はN-末端

蘭域にのみRad50を結合することができるが,mrel1-6とTad505(ATP依存のDNA結合

活性の欠損した変異株と考えられている)の二重変異株では全く修復能が失われるので,

Rad50S蛋白質がNrel1-6のN-末端に結合した複合体では,Mrel卜 6にあるDNA結合部

位slte-Bが不活性になることを示唆している.

(2)テロメア長維持におけるNrell機能の解析 :太田 力,田中茂生,押海弘之,立田

大輔,小川智子

出芽酵母では,NREJJ,RADSC,XRS2遺伝子のいずれかが欠失するとテロメア長の短

縮が起こるので,これらの遺伝子はテロメア長の維持に必要である.そこで,NREJl遺

伝子に変異を持つ数種類の変異株でのテロメア長を解析した. その結果,mreJJl58と

mTel116変異株のテロメアの長さは,mTeJIA変異株と同じであった. この結果は,先

ずテロメア長の維持には,Mrell蛋白質がRad50とXr52と結合する必要があることを示

した.

次に,Mrellヌクレアーゼを欠損した,Nrel卜NQとMre11-6をmrelJA変異株で発

現し,テロメア長の回復について調べた.短くなったテロメアはMrell-NQの発現によ

り,その長さの伸長が観察されたが,Nrel卜6の発現では観察されなかった.Mrell-

NQの巻き戻し活性はRad50の添加により回復するので,このテロメア長の回復には

Mrellの巻き戻し活性が関与していると考えられた.一方,Mrel卜6は巻き戻し活性を

持っているのにも関わらず,その回復ができなかったことは,site-Aの欠損によるDNA

結合に起因していると考えられた.

そこで,出芽酵母のテロメア配列(TGTGTGGG)を2回繰り返して持っているDNA断片と

その相補鎖を持っている二重鎖DNA断片を用いてNrel1-7(site-Aを欠失している)と

Mrel卜8(両DNA結合部位を欠失している)のDNA結合活性を調べた.Nrell-7はssDNA
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断片に結合できるが,そのdsDNAには結合できなかった.また,Nrell18はどちらのDNA

にも結合できなかった. また,ランダム配列を持つDNAでは単鎖DNAでも,二重鎖DNA

にも結合出来なかった. これらの結果は,NrellのDNA結合部位 site-Aがテロメア配

列の認識に必要であることを示唆した.興味深いことに,単鎖テロメア配列を持つこの

オリゴヌクレオタイドを熱処理したとき,Mrel卜 7は結合できなくなった.

テロメア配列はグアニン塩基に富んでいるために,グアニンの水素結合により.G-DNA

構造を形成することが知られている.そこで,テロメア配列を持つオリゴヌクレオチ ド

をlNNaCl中で保存してG-I)NA構造を作り,それに対する結合を調べたところ,Nre11-

7はG-DNA構造のみと結合した. この結果は,Mrellのsite-AはG-DNA構造を特異的

に認識する事を示している.

次に,NrellがこのG-DNA構造を解消できるかどうかを調べた.Nrel1-7はG-DNA構

造を解消してモノマーDNAにできるが,Mrell-8はできないことがわかった.

テロメアは,細胞周期のS期の後期にssDNAを形成することが示されている.そこで,

mrell-6とmTeJ1-7変異株でのssDNA形成を調べた.その結果,mTeII-7細胞では野

生型と同じようS一期特異的にssDNAが検出されたが,mTell-6細胞ではその検出ができ

なかった. この結果は,テロメアの末端に形成されるssDNAは,site-AによるNrell

蛋白質の結合により保護されることを示唆した. そこで,各々の変異株のNrell蛋白

質が細胞周期特異的に結合するかどうかを調べた. その結果mTeI1-7変異株と野生型

ではNrellがS一期特異的にテロメアDNAに結合し,mreI1-6とmrel1-8変異株ではそ

の結合が検出できなかった.さらに,ku70欠損株はテロメア長の維持ができないが,細

胞周期を通して末端にssDNAを形成することが報告されていたので,この変異株での

Mre11のテロメアへの結合を調べた.その結果この変異株では,Nrell蛋白質が細胞周

期を通してテロメアに結合する事が観察された . これらの結果は,テロメア末端に

SSI)NAの形成とNre11のテロメアへの結合には相関があることが示している. また,

Mrellのテロメアへの結合は,ssDNAをヌクレアーゼの攻撃から守っていることを示唆

した.

テロメアのssI)NAにG-DNA構造ができ,そこへNrell蛋白質が結合し,さらに,G-DNA

構造が解消されることを考えると,Nrellは,テロメラーゼによるテロメア配列の合成

に必要なテロメア配列の末端の保護に重要な働きをしていると考えられる. Xu蛋白質

はそのLagging鎖の合成に必要であると考えられる.

(3)RADSJ遺伝子発現制御EB子 :特にG2.M期の制御に関与する因子 :AlexeevAndrei,

小川智子

RADSJ遺伝子上流のオペレーター ･プロモーター簡域には多くの制御因子が結合する

配列がある.例えば,DNA傷害を受けた時にRAD51遺伝子の発現を誘導するDNAdamge

repairelementsと呼ばれるDRElやI)RE2が存在する.また,細胞周期Gl/Sでは,RAD51

遺伝子の発現が誘導されるが,その時に働く,MullceH cycle boxと呼ばれるNCB



34

box,減数分裂期での誘導に関与すると考えられているURSなどである. 我々がRAD51

遺伝子の塩基配列を決定した時に,更に,RAD52とRAD54遺伝子の上流と共通な配列の

あることを兄い出した. その配列の機能を知るために,RADSl遺伝子上流のヌクレオ

ソームの位置を決定し,DNaselfoo卜printingを行って,その配列に結合する蛋白分

子があるかどうかを調べた.そして.さらにそれらが,NMS処理によりどのように変化

するかを観察した.

その結果RJWSJ遺伝子の上流には3個のヌクレオソームが存在し,その一つはTATA

boxと翻訳開始コドンATGの上に位置していた.そして,そのヌクレオソームはMMS処

理と同時に位置を変えた.他の因子の配列はヌクレオソームとヌクレオソームの間に位

置しDNaseIによるFoot-printが観察された.

我々の発見した因子のFoot-printはRADSJ遺伝子の発現誘導時には消失しなかった

が,MMS処理後培養を続けると消失することがわかった.

そこで,この配列に結合する蛋白質を精製し,そのアミノ酸組成を調べると,その蛋

白質がセントロメア結合蛋白質Cbr-1であることがわかった.次に,この遺伝子の欠失

変異株 cbI-1を作成,RADSJ遺伝子の発現誘導をmRNAの量で調べると,cb(-)変異株で

は,NNS処理による発現誘導が,野生型のそれと同じ様に生じるが,発現したmRNAの低

下が,時間を経過しても観察されなかった. そして,細胞増殖がG2/M期で止まってい

た.

そこで,野生型をG1期に同調し,さらに州Sで処理し,NNSを除いた後でCbfll蛋白

質がRADSJ遺伝子上流とセントロメア領域へ結合するかどうかを細胞周期を追って調べ

た.Cbf-1のこれらの嶺域への結合がG2/M期で検出できなくなった. これらの結果は,

Cbf11の結合がG2/M期の通過に必要であることを示している. 野生型とcbI-1変異株

をMMS処理しないときには,RADSJ遺伝子の発現はG2/M期で低下することから,DNA損

傷時に特異的に働くRAD51やRAD52,RAD54遺伝子などの,G2/M期のリプレッサーであ

ると考えられる

(4)Nrell蛋白質のリン酸化に依る組換え反応の制御 :小川英行,小川智子

Nrell蛋白質は,減数分裂期の組換えの開始であるDNA二重鎖切断の導入と,それ以

降の切断端に一本鎖部分を形成する過程(プロセシング)に必須である.そしてNrell蛋

白質は二重鎖切断導入後にリン酸化を受ける.そのリン酸化の役割を明らかにする目的

で,Nrellがリン酸化される条件と,Nrellをリン酸化する蛋白質の解析を行った.

(i)DNA二重鎖切断が蓄積し細胞周期が停止する変異株 Tad505では,リン酸化を受けた

Nre11が蓄積し,全Nrellの約50%になる. この変異株でMrell蛋白質の存在場所を

蛍光抗体法で観察すると,Rad50と‡rs2と複合体(Nrell複合体)を作り核内に数十個の

focusを作って局在することが分かった.

(ii)rad505と同様に二重鏡切断を蓄積するが,細胞周期は停止させない変異株mre11-

58では,そのリン酸化は全く起こらない.またこの蛋白質はMrell複合体を作らず,fo-
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cusの形成もない.

(iii)野生型株では,生じた二重鎖切断は,減数分裂期の進行につれて蓄積せずに消滅

するが,それに呼応してNrellのリン酸化も一過的に観察できる.しかしNrellのEocus

状の局在は親棄されない.

以上のことから,TadSCS変異株ではNrellのリン酸化は細胞周期の停止に関与するこ

と,そのリン酸化とNrellのfocus状の棟内の局在には,Nre11複合体を形成すること

が必要なことが明らかになった.

(iv)次にNrellのリン酸化に関与する遺伝子産物の探索を行った.先にTadSCSの細胞

周期停止がmle4/mekJに変異の導入によって,停止が回避されることが報告されていた.

mre4/Deklは我々の分離した,組換えに関与して,減数分裂期特異的に発現し,プロテ

インキナーゼの機能を持つ遺伝子である.従って radSCS変異の細胞周期停止を回避し

た時にNrellのリン酸化が起きなくなっているかどうかを調べた. しかし,′ad50S

DrC4/mekJでも,Mrellのリン酸化は観察された.

(V)I)NA複製,I)NA傷害のチェックポイントに関与する酵母の遺伝子で,ヒトのATNホモ

ログの一つ,TELJがradSCSで欠損すると細胞周期停止が回避されることを発見した.こ

の時もNrellのリン酸化は起きていた. ところが,DrC4/mekJとteJJを同時に欠損し

た√adSCS変異株では,Nrellのリン酸化は全く起きなかった. またこの条件下でも

Nrellのfocus状の局在は親祭された_

すなわち√adSCSで観秦されるNrellのリン酸化は,NRE4/NEKlとTELlによって行わ

れ,Nrell複合体のfocus状の局在にはNrellのリン酸化は必要無いことが分かった.

Nre11のリン酸化は,Mrell複合体のDNA二重鎖切断端への結合の後に行われると考え

られる.

(vi)野生型株で観察されるNrellのリン酸化は,Tellのみによって行われる.

このことは野生型の減数分裂時には,細胞周期の停止が起こらないことから,Tellに

依るリン酸化は,Mrellがプロセシングの過程に入る際に関与するものと考えられ 細

胞周期の停止は,NRE4/NEKJによって更にリン酸化を受けて起こると考えられる.

細胞周期停止の信号となるNre11のリン酸化は,二重鎖切断導入後.プロセッシング

の過程に入れない時にNRC4/NEKJによって行われるが,それはどのような仕組みで行わ

れるのだろうか.NRE4/NEKJが作る蛋白質(Nre4/Neklキナーゼ)が,I'n yL'troで自己

リン酸化することを利用して,細胞周期停止が起る条件(radSOS)と起らない条件

(mrell-58)で,Nre4/Neklキナーゼの活性を測定した.その結果,細胞周期が停止し

ない条件下ではNre4/Meklキナーゼの活性は低下していた.

これらの結果は,I)NA二重鎖切断端に結合したNrell複合体中のNrellが,Tellに

よってリン酸化されてもプロセシングできない場合には,その複合体がMre4/Neklキ

ナーゼの活性を高くしてNrell複合体中のNrellを更にリン酸化して,細胞周期を停止

させることを示唆している.
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研究業績

(1)原著論文

1･Shinohara,A.andOgawa,T.:Rad51/RecAproteinfamiliesandthea880Ciated

protein8ineukaryoteS.MutationRes.,435,13･21,1999.

2･Bakhlanova,Ⅰ,Ⅴ,Ogawa,T.andLan2:OV,V.A.:Recombinogenicactivityofchi･

mericI,ecL4genes(PaerugT'nosB/E.coIl):RecAproteinregionsresponsiblefor

thiSactivity.inpressGenetics,

3･Yu,Ⅹ.Jacob8,S.A.,West,S.C.,Ogawa,T.andEdward,H.:Egelmanl,Domain

StruetllreandDynamicsintheHelicalFilamentsFormedbyRecAandRad51

0nDNAinpreSSProc.Natl.Acard.S°i.,USA.

410hta,T.,Tanaka,S.,Tatsuda,D.,08hiumi,H.andOgawa,T,:RecognitionofGI

structureatTelomereEndsandit8DissolutionbyYeastMrellinpressNature
GeneticS.

(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

〟rell/Rad50/‡rs2蛋白質複合体の役割,蛋白質 核酸 酵素(共立出版),印刷中.

2.押海裕之,小川智子 :出芽辞母相rell蛋白質の遺伝的組換えとDNA傷害の修復過

程における機能,遺伝子医学 メディカル ドゥ- 4,63卜635,2000.

3.小川智子 :生殖細胞-その誕生と振る舞い(r大学と科学｣公開シンポジウム組織委

員会)個性を生み出す遺伝的組み換えの仕組み pp85-97,2000.クバプロ.

4.押海裕之,小川智子 :組換えに関与するNrell機能の多様性の出現のしくみ,莱

浜医学 rトピックス｣(羊土社),17,No6,757-760,1999.

5.坪内実生,小川智子 :切断されたDNA二重鎖の修復反応の分子機構,細胞工学(秦

滞社)特集ゲノム ･オペレ-ティングシステム :核内生命現象を操る原理,18No.7,

976-983,1999.

6.太田 力,小川智子 :真核生物の組換え反応の多様性,核酸 蛋白質 酵素(共立

出版).44,No.2,1830-1837,1999.

(3)招待決済

1.Ogawa,T.:RolesofMrellofS.col,eTdsL'aeinmeioticrecombinationandmitotic

repalrreactions.TheGordonResearchCorLferenceonMeiosis,June18･23,

NewLondon,USA,2000.

2･Ogawa,T.:RolesofMrellofS.cereTr)'sJ'aeinmeioticrecombinationandmitotic

repairreaetionSEMBOworkshopSeiillac,France,May,2000.

3･Ogawa,T.:MREllanddoublestrandbrakerepair,AColloquiumbytheNa･

tionalAcademyofsciences,California,November,2000.

4.小川智子,立田大輔,太田 力 :真核生物の組換え機構とその特性-Homology-
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dependentand-independentend-joiningreactionsbyMrell-.公開シ

ンポジウム ｢細胞複製装置とDNA修復の共役｣大阪,1月.

5.小川智子 :Nrell蛋白質のDNA二重鎖切断の修復機能,ワークショップ r放射線挽

傷の修復機構一放射線損傷の可視化を目指して-｣東京,3月

6.小川智子 :DNA2重鎖切断の修復反応におけるNrellの役割. ワークショップI)NA

RepairandNutagenesis2000,仙台,9月.

7.小川智子 :DNA組換えの分子機構と細胞にとっての役割 .第73回 日本生化学会

大会,横浜,10月.

(4)発表講演

I･Tanaka,S.andOgawa,T.:FunctionalanalysisofMREllonthemaintenance

oftelomereofSaccharomycescerevisiae,国際ワークショップ r染色体機能装

置のダイナミクスとアルゴリズムJ,広島,11月.

2.押海裕之 :個々の機能に欠娘を持つmrell変異株の解析,第23回分子生物学会サ

テライ トシンポジウム ｢辻伝的組換えとその制御｣,神戸,12月.

3.立田大輔 :二重鎖切断修復におけるMrellの機能解析,第23回分子生物学会サテ

ライ トシンポジウム ｢遺伝的組換えとその制御｣,神戸,12月 .

4.太田 力 :辞母Nrellのテロメア長維持機構の解析,第23回分子生物学会サテラ

イ トシンポジウム ｢速伝的組換えとその制御｣,神戸,12月 .

5.太田 力:SNP解析最前線,国立がんセンター疾病ゲノムセンターでの取り組み, 第

23回分子生物学会年会,神戸,12月.

6.立田大輔,川根健司,押海裕之,松田志麻子,太田 力,/州 l英行,小川智子 :二

重鎖切断修復におけるMrellの機能解析,第23回分子生物学会年会,神戸,12月.

7.田中茂生,小川智子 :出芽辞母Nrell蛋白質のテロメアへの結合能の解析,第23

回分子生物学会年会,神戸,12月.

8.押海裕之,立田大輔,小川英行,小川智子 :個々の機能に欠損を持つmrell変異

株の解析,第23回分子生物学会,神戸,12月.

9.太田 力,立田大輔,田中茂生,小川智子 :出芽酵母Nrell蛋白質の機能解析.第

23回分子生物学会年会,神戸,12月.

10.木村純子,佐々木博己,崎山徳起,大木 操,太田 力 :大規模遺伝子解析に向け

たゲノムの新しい増幅方法についての検討.第23回分子生物学会年会,神戸,12

月 .

B･b.微生物遺伝研究部門

微生物遺伝研究部門では,本年は辞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I)NA複製に関

する研究を行った.
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本年の研究は,教授荒木弘之,助教授安田成一,助手上村防一肌 COE非常勤研究員

増本博司,総研大大学院生高山康子 ･蕨田哲史 ･卓研秀と技術課瀬貞村松佐知子が行った.

本年度の研究は,文部省科学研究費特定額域研究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I)NAポリメラーゼの複製開始鎖域へ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)出芽辞母I)pbllと相互作用するSld3,Sld4の解析 :上村陽一郎,荒木弘之

出芽#母のI)pbllは,染色体I)NA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額域へ

のローディングに関与していることを示した(原著論文 1).

I)pbll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.I)pbllと相互作用する因子は.sJd変異(synthetic

lethalityyithdpbll-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.SLDIはI)NAポリメラーゼと(Polと)の三番目

のサブユニットをコー ドするDPB3と,SL04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,SL06は細胞周期チェックポイントに関わるRJW53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.,

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

本年度は,昨年に引き続きSld3とCdc45の機能解析を行った.CDC45とSL03は各々

の温度感受性変異を多コピーでサプレスした(cdc45変異は,新たに我々が分離したもの

を用いた.次項参照).また,両者の間には物理的相互作用が観察された.更に,2-ハ
イブリッド法から∫上即 の温度感受性変異を含む蛋白質はCdc45との相互作用が低下して

いることが示唆された.SL03の温度感受性変異を用いた解析から,この因子がDpbllや

他のSld同様,染色体DNA複製の初期に機能していることが示された.CHIP(Chrohatin

lmhunOpreCipitation)法を用いてSld3と複製開始領域との結合を粥べた結果,Cdc45

と同様,S期初期に使用される複製開始嶺域にはG1期から,S期後期に使用される複製

開始点にはS期に入ってから結合することが明らかになった.また,SLD3温度感受性変

異産物では複製開始領域との結合が低下しており,この結合がSld3の機能にとって重要

であることが示された.次に,Sld3,Cdc45の機能と各々の因子の複製開始東城との結

合について調べた結果,Sld3,Cdc45はお互いの機能に依存して複製開始東城に結合し

ていた.これらのことから,Sld3とCdc45は複合体を形成し,この複合体形成が複製開

始嶺域との結合に必要であることが示された.最後に,Sld3-Cdc45の複合体が染色体

DNA複製にどのような機能を果たすのかを調べた.染色体DNA複製が開始する際には,複

製開始東城の二本鏡DNAが一本鎖に解離しなければならず,これは,複製開始東城とRp-

A(一本鏡結合蛋白質)との結合によって調べることが可能である,Rp-Aと複製開始額域
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の結合はSLD3の温度感受性変異株では観察されず,sld3-Cdc45の複合体が複製開始商

域の一本鎖解離反応に必要であることが示唆された.詳細は原著論文2に報告した.

(2)出芽辞母CDC45遺伝子の新たな変異の分離とその解析 :卓析秀,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.そこで,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た.変異は,CDC45遺伝子のN末半分に主として起こっ

ていた.これら変異は,多コピーのSLD3によってサプレスされるものと,そうでないも

のに分類されたが,変異領域とSLD3によるサプレスとの間には関連は兄いだされなかっ

た.C末半分に起こった変異も1つ分離され,現在解析中である.

(3)出芽辞母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,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

(Kamlmuraetal.,Mol.Cell.Biol.18,6102-6109,1998).そこで,SJd2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sJd2変異では,

PotE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PoIE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N期にかけて分

解もしく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(CyclinI)ependentProteinKimase)によりリン

酸化可能な部位を6つ持つため,すべてのCDK部位のセリン,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.この変異遺伝子は,Sld2欠損株の増殖を相補

することができない.さらに,この変異Sld2はDpbllと複合体と作ることができない.

これらのことから,Sld2がS-CDKによりリン酸化されることにより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へ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の解析 :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SLDS遺伝子は約34kDaの蛋白質をコー ド

しており,細胞増殖に必須である.SLD5の温度感受性株 sldS12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(PartnerofSIDI/'ve)J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.両者は,お互いの抗体を用いた免疫沈降実

験において共沈殿することから,複合体を形成していることが示唆されている.また,こ

の複合体は細胞周期を通じて検出される.さらに我々は,SJdS,psFl温度感受性変異株

の解析から,これら遺伝子が複製に関与することを示している.
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本年度は,CHIP法により,Psll,Sld5と複穀開始頼域との結合を調べた.その結果,

両者ともS期に複製開始額域に結合することが分かった.また.PsLlはS期初期に使わ

れる複製開始東城にはS期初期に,またS期後期に使われる複製開始頼域にはS機後期に

結合する.これは,DNAポリメラ-ゼの複製開始領域への結合様式と同じである.さらに,

PSIJ-1温度感受性変異では,PotEの複製開始額城への結合が起こらないが,Sld3は結

合している.このことは,Psfl,Sld5を含む複合体がSld3の後に複穀開始蕨域に結合

し,この結合がI)NAポリメラ-ゼの複製開始東城への結合に必須であることを示してい

る.ps/I-1変異では,I)NAポリメラーゼの複製開始額域への結合がまったく起こらないた

め,I)NA複製が開始しないと考えられる.

(5)I)pb11の新規変異の取得による機能解析 :村松佐知子,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,BRCT(RRCAIC-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dpbJトJ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CPB11の温度感受性変異を10個,薬剤感受性変異を3個分離し解

析を進めている.

この解析の一環として,Rad53プロテインキナーゼのリン酸化を調べた.Rad53は,細

胞周期チェックポイントには必須な辻伝子であり,I)NAにダメージが入ったりヒドロキ

シ尿素により細胞周期がS期で止まると,チェックポイントが働くとリン酸化される.

dpbJJ変異では,許容温度ではRad53のリン酸化レベルがヒドロキシ尿素処理でも野生

株ほど上がらない.さらに,非許容温度ではRad53のリン酸化はまったく起こらない.

このことは,非許容温度のdpbJJ変異ではDNA複製が全く起こらず,チェックポイント

系へシグナルを送っていないためであろうと考えられる.

(6)大腸菌DnaA蛋白の機能 :安田成一

大腸菌のDmaA蛋白は,染色体複製開始点(oriC)に結合することで染色体複製の一連

の反応の最初のステップを担うが,この蛋白は適正な複製開始頻度の調節のために何ら

かの機構による制御を受けていると考えられる.DNAポリメラーゼ1日 のβサブユニッ

トや,seqA,iciA,などいくつかの蛋白因子がdmaAのoriCへの働きを阻害することが

知られているが,これらによって細胞周期に同調した複製開始の制御を説明することは

困難なので,これらの既知の因子以外に別の調節機構が存在すると想像される.それを

明らかにするためにいくつかの方法を試みているが,技術的な問題もあって現在までの

ところ成功していない.これに関係して,DmaA蛋白の活性の簡単で正確な測定のために

必要なHU蛋白を,大量生産株から精製した. また,既知のdnaA変異株から変異dnaA

遺伝子をクローン化する方法によってdnaA5およびdmaA46変異蛋白の大量発車系を作成

し,そのうちdmaA5蛋白について部分精製を行った.すでに精製してある一部を欠失し
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たdmaAの変異蛋白との比較や相補性試験によってdnaA蛋白の各東城の機能を明らかに

してゆく予定である.

研究業績

(1)原著論文

l･MaSumOtO,HりSugino,A.andAraki,H.:Dpbllcontrolstheassociationbe･

tweenDNApolymel･aseαandf,andtheARSregionofbuddingyeast.Mol.

Cell.Bio1.,20,2809-2817,2000.

2･Kamimura,Y.,Yak,Y.･S.,Sugino,A.andArakl,H.:Sld3,whichinteractswith

Cdc45(Sld4),functionsforchromosomalDNAreplicationinSaccharomyces

cez･evL'sjae.EMBOJ.inpress.

(2)その他

1.上村陽一郎,荒木弘之 :複製複合体の構築.実験医学,18,949-956,2000.辛

土社.

(3)発表講演

1.村松佐知子,荒木弘之 :出芽辞母DPBlJの機能嶺域の解析,第33回酵母遺伝学

フォーラム,東京,8月.

2.Araki,H"Kamimura,Y.andMasumoto,H.:Transitionfromtheinitiationto

elongationstepsinDNAreplicationofbuddingyeast.The4thUK･JapanCell

CycleWorkshop,Cambridge,UK,September.

3.Araki,H.,Kamimura,Y.andMasumoto,H.:Transltionfromtheinitiationto

elongationStepsinDNAl･epllCationofbuddingyeast.WeimarConferenceof

Genetics,Weimar,Germany,September.

4.荒木弘之,上村陽一郎,増本博司,高山優子,村松佐知子 :DNA複製をモニターす

る分子機構.第73会日本生化学会大会,横浜,10月.

5.上村陽一郎,荒木弘之 :出芽辞母SLD3遺伝子の機能解析.第23回日本分子生物学

会,神戸.12月.

6.増本博司,荒木弘之 :出芽辞母Sld2の機能とS期特異的リン酸化.第23回日本分子

生物学会,神戸,12月.

7.小森康則,高山優子,荒木弘之,滝滞温彦 :アフリカツメガエルPsflのクローニン

グと機能解析.第23回日本分子生物学会,神戸,12月.

8.中島玲子,荒木弘之,升方久夫 :分裂辞母新規複製因子Ps13の解析.第23回日本分子

生物学会,神戸,12月.
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B-C. 細胞質遺伝客員研究部門

(1)中立変異の頻度とその固定の確率の関係は中立性の定義だけから求めることができ

る :官滞純一

分子進化の中立説でもっとも基本となる関係は変異の頻度pが,その変異が最終的に

集団として固定する確率Uに等しい. すなわち, a-pである.

1968年木村資生はこの関係を変異が固定する過程の数学的解析から誘導した. 私はこ

の関係が中立性の定義だけから論理だけで導くことができることを示すとともに,木村

の数学理論のなかに同義語反復(トー トロジー)のあることを示した.

(2)ミュータントマウスの行動異常の解析 :二木宏明

オピオイ ドによる鎮痛の分子メカニズムを明らかにするため.2000年度はG蛋白質活

性型内向き整流性カリウムチャネル(GIRKチャネル)に異常のあるウイーバーミュータン

トマウスを用いて,薬理学的実験を行った. ミューオピオイ ド作動薬(モルヒネ)および

カッパオピオイ ド受容体作動薬(U50488)の鎮痛効果は,ウイ-バーミュータントマウス

において有意に減弱していることが明らかになった. この知見は,オピオイ ド鎮痛にお

いては,GIRKチャネルを介した細胞内情報伝達経路が重要であることを示している.

また,本年度はモルヒネ鎮痛効果が減弱していることで知られるCIBKマウスの遺伝的

原因を明らかにした.CXBKマウスのミューオピオイド受容体メッセンジャーRNAは,正

常な軒訳領域を有するが,非翻訳額域が異常に長く,発現量が減少していることが明ら

かになった. さらに,このメッセンジャーRNAの異常が,ミューオピオイ ド受容体遺伝

子の異常に由来すること,およびCXBKマウスでの減弱したモルヒネ鎮痛の原因となるこ

とを明らかにした.

脳内報酬系がどのような分子機序で機能しているのかを明らかにするため,モルヒネ

の脳内標的であるミューオピオイ ド受容体およびコカインの脳内標的であるドパミン輸

送体のそれぞれの遺伝子欠損マウスを用いて,脳内自己刺激反応テス トを行っている.

本年度は,ヘッドディッピング方式と滞在方式の2種の異なるテス ト法でマウスの脂内

自己刺激行動を総合的に解析するシステムを確立した. また,それぞれの遺伝子欠損マ

ウスが野生型のマウスとは異なる脳内自己刺激反応を示すという予備的な結果を得てい

る .

研究業績

(1)原著論文

1ITomizawa,J.:Derivationoftherelationshipbetweenneutralmutationand

fixationsolelyfromthedefinitionofselectiveneutrality.Proc.Natl.Acad.Sci.

USA,97,7372-7375,June,2000.

2･Hironaka,N.andNiki,H.:EffectsofN-methyl-D-aspartatereceptorsubunit
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antagonist80nregulationofsusceptibilitytoaudiogenicseizuresinrats,

Neurosci.Lett.288,139-142,2000.

3.Ikeda,K,Kobayashi,T.,Kumanishi,T.,Niki,H.andYano,a.:Involvementof

G･protein･activatedinwardlyrectifyingK◆(GIRK)channelsinopioid･induced

analgesia,Neurosci.Res.38,113･116,2000.

4.Ikeda,K.,Kobayashi,T.,Ichikawa,T.,Kumanishi,T.,Niki,H.andYan°,R_:

Theuntranslatedregionofmu･opioid-receptormRNAcontrlbutestoreduced

opioidsensitivityinCXBKmice,J.Neurosci.(inpress).

(2)発表講演

I.Hironakn,N.,Niki,H.:"DifferentialroleofNMDAreceptor2Aand2Bsubunits

inaudiogenicseizureinrats'',ⅩⅩⅤⅠⅠIntenationalCongressPsychology,

Stockholm,Sweden,Ju1.,2000.

2･Ikeda,K.,Ichikawa,T_,Kobayashl,T,,Kumanishi,TリNiki,H.andYan°,R.:

"TheuntranslatedregionofMU･opioid-receptormRNAcontributestoreduced

opioidsensitivityinCXBKmice",30thAnn.Meet.ofSocietyforNeuroscience,

NewOrleans,USA,Nov.,2000.

3.池田和隆,小林 徹,市川富夫,熊西敏郎,谷野良治,二木宏明 :"鎮痛における

GIRKチャネルの役割",第23回日本神経科学大会 第 10回日本神経回路学会合同

大会,横浜,9月,2000.
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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

ウバエグループが二つと,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1

本年度の教官メンバ-は,教授 ;広海 健,助手 ;岡部正隆の2名である. その他,

リサーチアソシエー トの丹羽 尚,総合研究大学院大学学生 :松野元美,特別共同利用

研究員 :岩波将輝,遺伝学普及会研究員 :湯浅義博が研究に参加し,研究補佐員 :鈴木

恵美子,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｣,特

定蘭域研究 :｢神経細胞特異化の分子機構J,｢体節内のボディープランと感覚器特異化の

逮伝解析｣および ｢感覚器特異化における転写因子ネットワークの遺伝解析｣,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-ダー ･林 茂生),

学術振興会日欧共同研究 :｢ショウジョウバエeyeJess遺伝子による器官決定の発生辻伝

学的研究｣,の支援を受けた.

ショウジョウバエグループ1は腔中枢 ･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ニューロン運命決定機構 ･神経回路形成機構の研究を

行っている.

(1)感覚器特異化における転写因子ネットワークの遺伝解析 :岡部正隆,広海 健

我々はショウジョウバエ腔における各種感覚器の個性獲得の分子基盤を明らかにしよ

うとしている. このような研究により,細胞または器官の多様性を生む転写因子ネット

ワークが明らかとなり,個体発生におけるゲノムの機能的側面を理解することが可能と

なる. ショウジョウバエ肱の末梢神経系の感覚器には,機械刺激受容器,化学刺激受容

器と伸展受容器の3種類があり,各体節に存在する.homeobox型転写因子をコードす

るcut遺伝子は機械刺激受容器および化学刺激受容器の個性獲得に必要十分な活性を持

ち,Pax型転写因子をコードするpox-ne〟TO遺伝子は化学刺激受容韓の個性獲得に必要

十分である.体節内の特定の位置に正確に発現するようにプログラムされているこの2

つの遺伝子が,どのような転写因子の組み合わせによって発現調節を受けているかを解

析し,感覚器の個性の獲得機構を成す転写因子ネットワークを明らかにしようとしてい

る.本年は,cut辻伝子の発現に必要十分なゲノム蘭域として転写開始点の上流30kbに

存在する120bpの頼域を明らかにし,pox-neuTO遺伝子に関しては転写開始点から上流
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4.2kbp以内に必要十分な制御板域が存在していることを明らかとした .

(2)器官形成と位置情報の関係 :丹羽 尚.岡部正隆,広瀬 健

生物を構成する様々な器官は,それぞれが体の特定の位置にのみ形成される. このこ

とは,それぞれの器官形成の誘導には特定の位置情報が必要であることを示唆している.

しかし特定の位置に器官形成を誘導するために必要な分子的基盤,さらに器官特異化の分

子機構との関係については解明されていない. 我々はショウジョウバエにおける複眼や

伸展受容器などの各体節における種々の感覚器官を研究対象とし,それぞれの形成誘導に

必要な分子的基盤を比較解析することで,器官特異化の分子機構の解明を行っている.こ

れまでのeyeJess遺伝子による異所性複眼形成をモデルとした解析,さらに本来の複眼

や他の感覚器官形成(耳,伸展受容器)との比較解析の結果,これらの感覚器官形成には,

器官のタイプに関わらず ｢産卵後約 80時間｣という時間的条件と ｢decapeDtaPlegJ'C

(dpp)遺伝子の発現飯域｣という位置的条件が共通していることを兄い出している.

そこで,まずこれらの感覚器官形成におけるDppシグナルの要求性を明らかにするた

めに,DaughtersagaJ-Pstdpp遺伝子の過剰発現によるDppシグナルの抑制を行った.

その結果,各感覚器官形成の初期に働くProneural遺伝子であるatonaJ連伝子の発現

がみられなくなり,感覚器官形成が阻害された. さらに我々はalonaJ遺伝子の3'en-

hancer領域の解析より,Dppシグナルが aloDaJ遺伝子発現を直接誘導していることを

兄い出した. これらの結果から,各感覚器官形成の位置的条件を担うdpp連伝子は,そ

の発現領域において神経分化をもたらす atonaJ遺伝子の発現を誘導し,各体節に ｢神経

分化可能商域｣を共通して規定していると考えられた.我々は,進化の過程でこの ｢神

経分化可能領域｣にeyeJess遺伝子のような体節の個性を決める情報が付加し修飾する

ことで,体節特異的な感覚器官が生じるようになったとの仮説を立てている.現在,こ

の ｢神経分化可能範域｣の時間的規定に関与する因子の解明とatona)遺伝子発現との関

係を解析している.

(3)非対称分裂における転写後遺伝子発現制御 :岡部正隆,広海 健

非対称分裂は,発生過程における細胞の多様性を生む基本的なメカニズムである.細

胞分裂によって生じた2つの娘細胞にはお互いに異なる遺伝子発現が生じて非対称な細

胞の運命決定が達成される. この過程における転写調節による遺伝子発現制御の研究は

多く存在するが,翻訳調節の役割に関してはあまり研究がなされていない. ショウジョ

ウバエ成虫の機械刺激受容器は5種類の細胞(神経細胞,グリア細胞,sheath細胞,shaft

細胞,50Cket細胞)から構成され,それらは1つの感覚母細胞が4回の非対称性分裂を

行うことにより産生される.BTB-Zn-finger型転写因子をコー ドする tram/rack速伝

子はshaft細胞とsocket細胞の前駆細胞の運命決定に必要十分な遺伝子であり,Notch

シグナルによってその蛋白質の発現が制御される. 我々はこのTramtrack蛋白質の発

現調節が転写後調節によって行われている事を兄い出し,それがSeven inabsentia

蛋白質を介した蛋白質分解経路とRNA結合蛋白質Nusashiによる翻訳制御によって 2重
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に制御されていることを明らかにした.

(4)核内レセプターSeven-upによる転写制御機構の解析 :松野元美,小瀬博之L,広海 健

(l徳島大学医学部動物実験施設)

ショウジョウバエ核内レセプタ-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.

Seven-upのリガンド結合 ドメインとの結合により辞母の2ハイブリッド法で同定され

たTFIIHのp52サブユニットと新規SANドメイン蛋白質Samuelについて,機能解析を

開始した. まず機能欠失系統を作製したところ,TFIIHp52サブユニットとSamuelの

変異系統はともに劣性致死であった.p52サブユニットを過剰発現しても顕著な症状は

現れなかったが,Samuelの強制発現は光受容ニューロンの分化を阻害した. 現在これ

らの蛋白質がSeven-upによる転写調節において果たす役割を検討している. また,今

年度からSeven-upの下流因子の探索を開始した.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,DiHerentialI)lSPlay法を用いて

seven-LlP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. 現在候補遺伝子

について,遺伝子産物の同定と発現解析を行っている.

(5)グリア細胞の分化成熟機構 :湯浅書博,岡部正隆,広海 健

ショウジョウバエの神経系では,glJ'alcel/smL'ssJ'ng(gcm)遺伝子がニューロン

vs.グリアの運命分岐決定を担っている. しかし,このようにして生じたグリア細胞が

どのような過程で分化していくのかは不明な点が多い. 転写因子GCNの働きにより,3

つの転写制御因子(Reversedpolarity(REPO),PointedPl,Tramtrackp69)の発現が

誘導される. その中の1つREPOは唯一,グリア細胞で特異的に発現している蛋白質で

ある. repo機能欠失型突然変異体ではグリア細胞の特異化はおこるがグリア細胞の終

分化に異常が起こる.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.

REPOの下流因子として,subperineuralgliaなどで発現するエンハンサー ･トラッ

プ系祝(M84系統)とlongitudinalgliaで発現しているJoco遺伝子を同定した.repo

突然変異系統ではこれらの遺伝子の発現がともに減少するが,REPOの強制発現による下

流遺伝子の活性化はGCMの効果に比べてきわめて弱い.N84とloco遺伝子の発現制御

機構を解析した結果,REPOは,N84ではTramtrackp69と,Joco遺伝子ではPointedPl

とそれぞれ協調して働くことがわかった. このような転写因子の組み合わせが,グリア

の多様性生成に寄与している可能性が高い.一方,GCNはグリア分化を促進するだけで

なく,ニューロンの分化を抑制する.GCM強制発現によるニューロン分化抑制にもREPO

の働きは必須であり,REPOとTrantrackp69の共発現は神経細胞分化マーカーの発現を

著しく減少させた. 従って,REPOは他の転写因子と協調してグリア細胞への分化促進



個体遺伝研究系 47

と神経細胞への分化抑制を行うグリア細胞分化の主要な転写制御因子であることが明ら

かになった .

(6)ショウジョウバエraS/NAPK伝達経路の抑制因子による神経誘導の制御 :岩波将輝,

岡部正隆,広海 健

ショウジョウバエ複眼の光受容ニューロンの分化 ･誘導はEGF-fas/NAPK伝達経路に

よって制御されている.最近この経路に多くの抑制因子が発見され,その多階層の抑制

機構が明らかとなってきた. このうち,細胞内でrasシグナルを抑制するSproutyは,

その機能喪失変異体で過剰な光受容ニューロンが形成されることから,｢本来ニューロン

に分化しない細胞の分化を細胞自立的に抑制する｣ことによって働くと考えられてきた.

ところが,Sproutyは本来ニューロンに分化する細胞でも発現し,しかもその発現レベ

ルは8個の光受容ニューロン(Rl-R8)の中の特定の細胞(RZ/R5/R7)で特に高い. この

細胞種特異的発現には核内リセブタ-Seven-upが関与している. Seven-upは転写抑

制活性を持ち,R3/R4/Rl/R6で特異的に発現しているため,Seven-upを発現しない細

脂(R2/R5/R7)でのみSproutyが高レベルで発現できると考えられる.R2/R5/R7にお

けるSproutyによるrasシグナル抑制の意義を解析するため,rasシグナルによって転

写が活性化されるargos遺伝子の発現を調べた.argosはニューロン分化に伴って発現

するが,R2/R5での発現レベルは他のニューロンより低い.sproufy変異ではR2/R5に

おいてもargosの強い発現が持続することがわかった.argosはEGFアンタゴニストと

して働く分泌蛋白質をコードするので,Sproutyによる∂′g♂∫遺伝子の転写抑制は,細

胞非自立的因子を介して他の細胞(R3/R4/Rl/R6)の分化 ･誘導に寄与していると考えら

れる. このようなrasシグナル抑制因子のネットワークは,分泌因子による誘導現象の

恒常性に貢献している可能性が高い.

(7)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

受容体型チロシンキナーゼ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.我々は受容体型チロシンキナーゼのリガン

ドの1つであるFGF(fibroblastgroythfactor)に着目し,ショウジョウバエを用い

た遺伝学的解析を行っている. FGFは脊椎動物では18種以上存在するが,最近ゲノム

プロジェクトの終了したショウジョウバエでは,bl･anChJeSS遺伝子によってコー ドされ

るもの1つしか見つかっていない. また,Branchlessの機能も,気管誘導と気管支伸

展制御以外には知られていない.そこで,まず既存のbraDChless遺伝子変異体を用い

てENSによる変異体スクリーニングを行うことで,新たに1系統のbranchJess変異体を

得た. これらの系統を用いた機能解析から,bTanChJess遺伝子は複眼における神経細

胞(光受容ニューロン)の正常な発生に必要であり,特に,神経細胞の生存維持において

細胞自律的に必要とされることを示唆する結果が得られた.興味深いことに,braDCh-

Jess変異系統の複眼神経細胞における症状は,ショウジョウバエFGF受容体として知ら

れるHeartless,Breathlessの機能とは異なる新たな側面をもつ.また,bTanChless
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遺伝子は成虫原基の発生過程を通して発現していることから,成虫原基発生における機

能解析および分子機構ついても解析を進めている.

2.ショウジョウバエグループ2

本年度ショウジョウバエグループ2は,神経細胞とグリアの分化機構,受容体の新し

い機能に基づくパタ-ニング機構,および神経系と血球系で保存された分化決定機構の

研究を行った.

本年度の教官メンバーは,所長 ;堀田凱樹,助手 ;細谷俊彦の2名である. この他に

科学技術振興事業団戦略的基礎研究ボスドク ;梅園良彦,滝沢-永,笹村剛司,科学技

術振興事業団さきがけ21研究員 ;平本正輝が研究を行った. さらに技術科職員 ;境

雅子,技術補佐員 ;浅賀千枝子,青野虞由美が研究を補助した.

本年度の研究は国立遺伝学研究所校費,科学技術振興事業団戦略的基礎研究 ｢脳を知

る｣,同さきがけ21｢認識と形成｣,科学技術研究費補助金特定飯域研究(A),同奨励(A)

の支援を受けた.

(1)神経細胞とグリアの分化機構 :梅園良彦,滝沢-永,笹村剛司,堀田凱樹

ショウジョウバエ神経系では少数個の神経幹細胞が神経細胞とグリアを遺伝的に定

まったパターンで生み出す.神経細胞とグリアの間の分岐は,GCMモチーフ転写調節因

子であるGlialCellsMissing(GCM)タンパクがグリア決定因子として働くことによ

り決定することが分かっている.非対称分裂における神経細胞とグリアの分化決定機構

および神経細胞 ･グリアそれぞれの分化に関与する分子の機能解析を行った.

末梢神経系のdorsalbipolardendriticの細胞系譜では1個の前駆細胞が分裂し

て1個のグリアと1個のニューロンを生じることが知られている. この系譜における細

胞運命の決定は,転写因子であるgcm遺伝子に依存しており,gcm遺伝子を発現した細

胞はグリアとなり,gcmを発現しなかった細胞はニューロンとなる.我々は,ニューロ

ン特異的に発現しているPOU型転写因子であるpdm-1およびpdn-2遺伝子の両方を欠失

する系統において,予定神経細胞がgcm遺伝子を具所的に発現することによって,グリ

アに運命転換してしまうことを新たに見出した.さらにgcm遺伝子の発現過程にともな

うpdm-1遺伝子の発現を詳細に調べた結果,興味深いことにgcm予定発現娘細胞におい

てのみ一過的なpdm-1遺伝子の発現消失が観察された. これらの結果は,pdm遺伝子は

gcm遺伝子の発現に対して抑制的に作用しており,その発現を厳密に調節することによっ

てグリア ･ニューロンという非対称性を作り出すことに寄与していると予想された(梅

園 ･堀田).

LongitudinalGlialCellsとよばれるグリア細胞の細胞系譜では,片体節で1つ

の前駆細胞に由来し,分裂後正中線側に移動し,6-8個の細胞が,軸索束の上に規則正

しく配列して,最終的に軸索束を覆う性質から,細胞分裂や移動,軸索とのクロストー

クおよび軸索のenSheathmentを解析する有用な系である. この細胞系譜で発現する遺
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伝子はいくつか知られているが,それぞれの遺伝子が細胞の形態形成においてどのよう

な機能をになっているか,不明である.この研究では,gcmPという系統を用いて,抗β-

gal抗体を用いてグリア細胞の形態を可視化し,pros,pnt,repo,の各突然変異体に

おいてグリア細胞の形態を観察して,それぞれの遺伝子産物の役割を推定した.その結

果,repo突然変異体ではグリア細胞の移動は正常であったが軸索束に会合が異常である

こと,pmt突然変異体では,軸索束との会合の後の軸索束が具常であること,pros突然

変異体では,個体によって,repoあるいはpnt突然変異体に似た表現型を示すことが明

らかとなった(滝沢,堀田).

一方我々はまた,神経細胞の分化の機構を解析するために,神経細胞の分化にかかわ

る新規遺伝子∫山βの機能解析を進めた.まず∫OJOのNull突然変異体の単離を行ない,

5系統の対立遺伝子を得た.突然変異は,2系統がzincflnger額域に,3系統が BTB/

POZ敵城に入っており,soloの機能にはDNAの結合およびタンパク質との相互作用が必

須であることが明らかになった. ∫OJβの表現型を解析したところ,腔の腹部神経節の

FasII陽性の軸索束が,正常に形成されず,切断されていたり,正常とは異なる額域を

走行したりしていることが明らかになった.また,別の一部の軸索束,Connectin陽性

の軸索束でも同様の異常が観察された. 以上のことから,solo杖,軸索の正確な走行

に関与していると考えられる(笹村 ･堀田).

(2)受容体によるリガンド捷示に基づくパターニング機構 :平本正輝,広海 健1,Edyard

Giniger2.堀田凱樹1(1国立遺伝学研究所,2FredHutchinsonCancerResearchCen-

ter)

神経軸索や細胞を配置する際に,分泌性シグナル分子とその受容体は位置情報の形成

と認識に寄与している. しかしこれらの分子がいかにして位置情報を形成するか,また

細胞は何を読み取って自分の居場所を認識するかについては未だ謎である.軸索や細胞

の運動を制御する分泌タンパク質として,Netrin,Sllt,Semaphorinなどが知られて

いる. これらは分泌タンパク質であり,人工的に濃度勾配を形成させると軸索に対して

化学走性の作用を持つ. このことから,これらのタンパク質は分泌源に近いところほど

濃度が高い分布をつくり,受容体はこれらと結合して認識すると考えられている. これ

に対して我々は,NetrinとDCCにおいても受容体がリガンドを捕捉してリガンド分布を

｢再配置JL,他の受容体への位置情報を作るメカニズムを発見した(Nature,2000).ま

たSlitとRoboは正中線から側方への軸において精密な位置情報を作るが,このパター

ニングに関してもリガンドの濃度勾配ではなく受容体の提示機能で説明しうる事を見出

し現在解析を行っている.

(3)神経系と血球系で保存された分化決定機構 :細谷俊彦,堀田凱樹

神経系と血球系の多様な細胞を形成するための分化決定機構は多くの重要な点が明ら

かでない. ショウジョウバエの神経系と血球系はそれぞれ2種類の細胞からなる. す

なわち神経系ではニューロンとグリア,血球系ではクリスタル細胞とマクロファージで
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ある.我々は,この二つの系で細胞種間の分化決定機構の主要部分が共通であること杏

見出した.いずれの系においても,個々の細胞は2種類の細胞のどちらにもなりうる能

力を持って産み出される.分化を制御する様々なシグナルはGcm一motif転写因子のOm/

0日 に集約し,このOm/Oilによって分化決定がなされるというモデルでほぼ現象を説明

できることが分かった.従って,Gcn一山OtiE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と言うことができる.Gem-notiE転写因子によって制

御される下流因子には二つの系で共通なものが存在するため,これら二つの系の細胞種

決定では共通な分子ネットワークが機能していると思われる.Gcm一motiI転写因子の血

球系での役割は噂乳類でもある程度保存していることを示すデ-夕が得られてきており,

嶋乳類においてもさまざまな幹細胞システムに共通な細胞種決定機構が存在する可能性

がある.

3. 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 :藤沢敏孝,服田昌之,清水 裕,康

勝格,服藤尚恵,/J､泉 修l,小早川義尚2,森下文浩3,松島 治3()福岡女子大学人間

環境学部,2九州大学理学部,3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進している.本年度は新たに約 100のペプチドを単離し,約50

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 ドのうち次の2ペプチド

について詳細な解析をおこなった.

(2)ヒドラの足部形成を促進する形態形成分子,Hyml323とHym-346(服藤尚恵.高橋俊

雄,清水 裕,殿田昌之,藤洋敏孝)

ヒドラの形態形成は拡散性の小分子,モルフォジェンが一義的に制御すると考えられ

ている. 我々はヒドラ足部形成のモルフォジェン候補分子Hym-323とHym-346を既に

兄いだし解析を進めている.両者とも,外からヒドラに加えると,ヒドラ体軸の位置情

報を変化させ,足部域を広げる働きを持つ.このうち,Hym-323について,正常ヒドラ,

再生ヒドラにおけるHyp-323遺伝子およびペプチドの振る舞いをinsituハイブリダイ

ゼーションあるいは抗Hym-323抗体を用いた免疫組織染色法で解析した. 先ず,Hym1

323nRNAは触手と足部を除く全域の両広葉上皮,ペプチドは足部を除くほぼ全域の両膝

菓上皮で検出された.従って,nym-323は上皮由来のペプチド(上皮ペプチド)である.ま

た,再生過程の発現パターンからHyn-323は足部形成時に必要で,正常な足部ができあ

がると必要とされなくなると考えられる. これは.再生途中から発現が始まり,足部形

成が完了しても発現しているHym-346辻伝子とは異なる.

(3)多細胞動物にあまねく存在する yasa関連速伝子とそのヒドラでの発現解析 :望月-

史,藤浄千笑,藤滞敏孝

yasa関連遺伝子はI)BADboxタンパク族に属し,高等動物では生殖細胞形成に関わる.
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我々は,下等無脊椎動物のカイメン,ヒドラ,プラナリアからyasa関連辻伝子および同じ

くJ)EAl)boxタンパク族に属すPLJC関連遺伝子を単離し塩基配列を決定した.系統進化

学的解析からyasa関連遺伝子は菌類 ･植物が分岐した後,カイメンが生じる以前にPLIO関

連遺伝子から遺伝子重複更により生じたと考えられた.一方,ヒドラにおけるこれらの速

伝子の発現解析を行った.ヒドラ成体中には,多能性間幹細胞が存在し,数種の体細胞と

生殖幹細胞を産生する. 生殖幹細胞はさらに雄では精子へ雌では卵へと分化する. ヒド

ラには2種のvasa関連遺伝子が存在しそれぞれCnyaslとCnvas2と呼ぶ.両者とも生殖

細胞で強く発現し,多能性幹細胞と上皮細胞で発現していた.一方,pLJC関連遺伝子は上

記細胞以外にも刺細胞系列で発現しておりより幅広く働く遺伝子である.本研究a)績束か

ら,yasa関連遺伝子は多細胞動物にあまねく存在し,その生殖細胞での発現は腔腺動物出

現以前に獲得されたと考えられた.

(4)造礁サンゴの進化 :服田昌之

太平洋のサンゴ礁に康占するミドリイシ属サンゴが,一斉産卵によって交雑と遺伝子

移入を繰り返していることを,体系的な交配実験と分子系統解析によって示した. これ

により,種の分岐と融合を繰り返す網目状進化の仮説を支持し,また,既存の種の概念

を覆す ｢種複合体｣の存在を示唆した.また,ミトコンドリア遺伝子を指標にした分子

系統解析から,ミドリイシ科各属の遺伝的系統関係を明らかにすると共に,地史的気候

変動に伴って絶滅と放散を繰り返した歴史を海洋生物では初めて遺伝的な側面から推定

した.

(5)ヒドラのぜん動運動と散在神経系の役割 :清水 裕

ヒドラの体幹はそのまま消化管でもある.その構造は子細に見るとほ乳類の小腸との

類似点が認められる.それは,外側に縦走筋繊維が走り,内側に輪走筋搬経が走り,そ

の間に網目状の神経が走るという類似性である. しかし,ほ乳類の小腸がぜん動をはじ

めとする多彩な動的な運動をするのに対し,ヒドラの消化過程は静的なもので,羊に細

胞内消化の前段階と考えられてきた.本研究では給餌後の体幹の動きを8時間以上にわ

たって観察した. その結果,体幹は非常にゆっくりではあるがぜん動運動を行うこと,

さらに脱糞時には,ほ乳類の脱糞の直前に大腸に見られる大ぜん動を行うことを明らか

にした.ぜん動は頭部から足部方向に収縮波の進行という形で起こり,内容物を移動さ

せた. しかし,体腔が閉じているため内容物はまた頭部に逆戻りした. 一方,大ぜん

動は足部から頭部方向に起こった.通常は,体幹部組織は縦走筋の収縮と輪走筋の収縮

が交互に起こるが,大ぜん動では両方の筋収縮が同時に起こった. このため結果的に体

腔の内容積は外見上からも明白に減少し,内容物はロから放出された. この2運動は,

個体から体幹部だけを取り除いた純粋な体幹部組織だけでも認められた. この事実は,

体幹部組織にはこれらの運動(ぜん動反射)を起こす内在的な能力があることを示してい

る.神経細胞を完全に除去した無神経ヒドラでも非常に弱いながらぜん動の活性が認め

られた.従来,ぜん動は完全に神経支配の現象だと考えられており,本美浜結果は新し
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い知見である. 一方で,大ぜん動は無神経ヒドラでは全く認められなかった. これら

の事実は,体幹部の神経系がぜん動の少なくとも一部,そして大ぜん動の全部を制御す

ることを示している. ヒドラ体幹部の神経網はこれまで,進化上最も原始的で機能的に

未発達な神経系の名残と考えられてきた.本実験結果はこの神経網が高等動物の腸管に

分布しぜん動を制御する腸管神経系を形作る神経集網(神経叢)と同様の機能を持つ可能

性を強く示唆しており,従来の概念を根本からくつがえすものである.
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撹(国立遺伝学研究所生理遺伝研究部門客員助教授)･白川昌宏,東京工業大学フロンティ

ア創造共同研究センター教授 ･半田 宏,広島大学理学部助教授 ･赤坂甲治,HeyYork

StateDept.ofHealth･GuanZhu,NIChaelI.Lacier,JanetS.Keithly, Czech

AcademyofSclenCe･MasakoAsahina,NarekJindraが参加した.また,技術補佐

員として高田佑子,研究支援推進員として植松こづえ,研究補佐員として渡辺たつのが研

究を支援した.

広瀬は ｢真核生物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),｢GSBP(G-stretch結合因子)の機能

解析｣(代表者 :広島大学理学部 ･赤坂甲治),｢核内辞素複合体によるクロマチンを介した

転写の活性化機構の解明｣(代表者 :筑波大学応用生物化学系講師 ･中島利博),｢扇平上皮

癌組織特異的転写因子の同定｣(代表者 :愛媛大学医学部講師 ･溝田雄行)を組織し,共同

研究を行った.

本年度の研究は,文部省科学研究費基盤研究(a)｢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),同特別研究員奨励費 ｢ショウジョウバエの転写コアクチ

ベーターMBF2｣(広瀬),岡持定額域研究 "転写調節機構から挑む高次生命現象の解析…(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.

広瀬と劉は第6回AsianConferenceonTranscription(10月,中国,北京),上

田と劉は第41回DrosophilaResearchConference(3月,アメリカ合衆国,ペンシ

ルバニア)に参加し,発表した. また,広瀬は本年より山東農業大学(中国,奉安)の客

員教授となり,10月に同大学を訪問して招待講演を行った.

(1)I)NA超らせん化因子に関する研究 :Ho-ChumVeil.広瀬 進(1カナダSimonFraser

大学)

超らせん化因子(SCF)はDNAトポイソメラ-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.分子内にEFハンドドメインをもつCa2†結合タンパク質で,C

末端にはHDEFという配列が存在する.EFハンドドメインとtIDEFはそれぞれ,Ca2†結

合とトポイソメラーゼ 日 との結合を介して超らせん導入活性に必須の役割を果す.

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ENSで変異誘起後,scl遺伝子座が存在する第3染色体61F4-8額域

の劣性致死変異株を多数分離し,それらの中からSCFのエクトピックな発現でレスキュー

される変異株をスクリーニングしている.

(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l,

赤坂甲治2,広瀬 進(l東京工業大学フロンティア創造共同研究センター,2広島大学理学部)
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ショウジョウバエ/ushj/arazu辻伝子のプロモーター領域を含むプラスミドDNA上

にクロマチンを再構成して転写不活性な状態にした後,GAGA因子と初期腔抽出液を作用

させると,GAGA因子結合配列近傍で特異的にクロマチンのリモデリングが起き,転写が

活性化される.部位特異的なクロマチンリモデリングのメカニズムを解明するため,初

期腔の核の中でGAGA因子と結合している2つのタンパク質p93とp130を同定した.P93

とp130のcI)NAをクローニングし,大腸菌で発現して精製したタンパク質を用いて以下

のことを明らかにした. 1)p93とp130は酵母からヒトまで広く真核生物に保存されて

おり,ヘテロダイマーとして存在する.2)GAGA因子と直接結合するのは,p93-p130複

合体のうちp93である.3)p93-p130複合体はヌクレオソームに結合し,クロマチンリ

モデリング因子の活性を顕著に促進する(その他論文 1-3,発表誰演3,5-12,16,17).

また,広島大学 ･赤坂助教授との共同研究により,ウニのG-stretch結合タンパク質

のオルソログがショウジョウバエに存在することが判明し,その機能解析を開始した.

(3)転写コアクチベーターNBFlに関する研究 :劉 康信,中島尚美.藤田雅丈,上田 均,

白川昌宏,GuamZhu2,MichaelI.LaGier2.JanetS.Keithly2,NarekJindra3,広瀬

進(■奈良先端科学技術大学院大学,2NeyYorkState°ept.Oftlealth,3CzechAcademy

ofScience)

I'nvI'tTO転写系を用いた解析から,ショウジョウバエの転写制御因子FTZIFlやカイ

コの相当する因子BmFTZ-Flによる転写活性化には2つのコアクチベーターMBFlとMRF2

が必要なことが知られている.MBFlは転写制御因子と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.出芽酵母のNBFlはbZIP型転写制御因子GCN4

によるh1-53遺伝子の転写活性化を仲介するため,mbIJ破壊株はhL'53遭伝子産物の阻害

剤であるアミノドリアゾ-ルに感受性となる.PCRで変異誘起した tbpプラスミドライ

ブラリーを出芽酵母に導入し,元から存在していた野生型 /bpプラスミドを落としたと

きに,アミノトリアゾ-ル感受性となるが,GAL4やCUPlによる転写活性化は影響を受

けない3種の tbp変異株を分離した.GSTpulldownassayにより,それらのうちひ

とつの変異型TBPでは野生型TBPに比べてNBFlの結合が弱いことが判明した(発表講演

15).また,出芽酵母と分裂辞母のDbI]破壊株に共通な性質として,シクロへキシイミ

ド感受性であることが明らかとなった. 現在,そのメカニズムを解明する端緒として,

感受性を抑圧する多コピーサプレッサーを分離している(発表誇演 19).

ショウジョウバエ初期腔の核の中で,bZIPタンパク質APT(Apontic)/TDF(Trachea

defective)はNBFlと相互作用している. tdf変異株では腔の中枢神経系と気管の形成

に異常がみられる. これらの表現型に関してmb/)とtdf遺伝子の間に遺伝学的相互作

用を見出した. これらの結果は,NBFlがAPT/TDFによる転写活性化を仲介しているこ

とを示している(発表耕演 1,4,14).

カイコの発生を通してコアクチベーターNBF2のmRNAとタンパク質の発現を解析し,

NBF2の発現が翻訳段階で制御されていること,さらにNBFlとMBF2のコアクチベーター
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としての機能が核移行によって制御されていることを明らかにした(発表論文 1).

抵抗力の落ちた老人やエイズ患者への 日和見感染で知 られている病原性原虫

CryptospoTL'dJ'umparvumは培養系が確立されていず,患者から採取するしか材料が得

られないため,その研究はほとんど進んでいない.C.pavumのNBFIcl)NAを出芽辞母

のmb/1破壊株で発現したところ,そのアミノトリアソール感受性を抑圧することが明ら

かとなった. この系はC.payumを駆除する薬剤の開発につながることが期待される

(発表論文4).

(4)線虫FTZ-Flの機能解析 :NasakoAsahinal,MarekJindral,石原 健2,桂 勲2,

小原雄治3,広瀬 進(lCzechAcademyofScience,2構造遺伝学研究センター,3生物

遺伝資源情報総合センター)

線虫CaenorhabdJ'tJ'SeJegansにはショウジョウバエFTZ-Flのオルソログとして

NHR-25が存在する. トリメチルソラレンによる変異誘起後,PCRスクリーニングにより,

nhr-2S適伝子の大部分のcodingregionを欠いた変異株を分離した.発生に伴うphr-

25の発現パターン,変異株とRNAiを用いた表現型の解析から,線虫のFTl-Fl(NHR125)

は腔発生,脱皮と生殖に必須であることを明らかにした . これらFTZ-Flの機能のうち,

脱皮が線虫と昆虫で保存されており,脱皮のmonophyleticoriginを支持している

(発表論文 2).

(5)ショウジョウバエFTZ-Fl遺伝子の時期特異的発現制御機構の解析 :阿川春夫,広瀬 進,

上田 均

FTZ-Flは,エクジソンのパルスによって誘導され,後期腔,幼虫脱皮と蛸化の直前に

一過的に発現することが重要な転写因子である.FTZ-Fl遺伝子の時期特異的な発現制

御機構を明らかにするため,FTZ-Fl遺伝子の転写制御にかかわる制御領域の解析およ

び制御領域に作用する転写因子の解析を進めている.本年度は,制御商域に結合するこ

とが判明していた転写因子 ト4の解析を進めた. まず,結合様式を調べたところ,この

因子は,二量体になることにより,より強固にDNAに結合すると考えられた. また,核

抽出液から認識配列I)NAアフィニティーカラムを用いた方法である程度精製できること

が判明し,今後精製するにあたり強力な手段になると考えられた .

(6)ショウジョウバエFTZ-Fl遺伝子の唾腺のヒス トリシス機構の解析 :山田正明,広瀬

進,上田 均

/fZ-/1変異株では,変態初期に唾腺のヒストリシス過程が途中で停止することから,

FTZ-Flは,唾腺のヒス トリシスにかかわると考えられた.変態初期にFTZIFlによって

制御されて発現するBR-Cも唾腺のヒストリシスに関与することが知られており,唾腺の

ヒス トリシス過程における遺伝子制御機構を解析した .FTZ-Fl変異株でBR-Cを熱

ショックプロモ-タ-制御下で発現させたところ,唾腺のヒス トリシスが観察され,唾

腺のヒストリシス過程においてFTZ-Flの下流でBR-Cが作用すると考えられた. また,

BR-Cの4つのアイソフォームのうち唾腺で特異的に発現するZ2アイソフォームを発現
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させた場合,効率よく唾腺のヒストリシスが観察され,唾腺でのBR-Cのアイソフォーム

特異的な発現が重要であることを示した(発表論文 3).

(7)FTZ-Flの標的遺伝子ED684Aの発現制御機構の解析 :萱嶋泰成,広瀬 進,上田 均

ショウジョウバエのEDC84A遺伝子は,クチクラタンパクをコードすると考えられ,前

蛸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.昨年までの解析

により,この遺伝子の時期特異的発現は約-100bp(転写開始点を†1として)に結合する

FTZ-Flによって制御され,組織特異的発現は少なくとも-175bpから-145bpの領域に

作用する因子によって制御されることを示す結果が得られていた.本年は,組織特異的

発現にかかわる因子を明らかにすることを目的として,-175bpからI145bpの商域に6

塩基づつ順に変異を導入したプロモーターの活性を調べ,組織特異的発現にかかわる因

子が作用する領域をさらに特定することを試みた. その結果,168bpから一145bp領域

に活性化因子が作用すること,-162bpから-157bpと-150bpから-145bpの商域に抑制

因子が作用すること,さらに,羽と足に関しては-175bpより上流域によっても活性化さ

れることが示唆され,EDC84A遺伝子の組織特異的な発現制御は単純でないことが判明し

た(発表講演 13).

(8)FTZ-FlとFTZの相互作用機構 :鈴木大河,梅園和彦,上田 均

初期広において,体節形成にかかわるホメオドメインタンパクFushltaraZu(FTZ)は,

核内レセプターFTZ-Flと相互作用して engraJ'ledや wI'ngJessの発現制御を行なうこ

とが明らかになっている.昨年度,このFTZ-FlとFTZの相互作用の様式は,噴乳動物

で知られているリガンド総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た.本年度さらにその

結合様式を詳しく調べたところ,p160ファミリー因子は,リガンド結合型の核内レセプ

ターと比較的特異性無しに結合するのに対して,FTl-FlとFTZの相互作用は,特異的で

あることが判明した. この特異性を生み出す機構を解析したところ,L‡XLLモチーフを

含む25アミノ酸の東城だけで,ある程度特異的に結合することが判明した. また,FTZ

のN末端商域がさらに特異的かつ強固に相互作用するために決定的な役割をはたしてい

ることが明らかとなった. この結果からFTZは,LmLLモチーフ商域以外でも核内レセ

プターと相互作用することによって,FTZ-Fl特異的に働くコアクチベータ-であると考

えられた. (発表講演2)

(9)FTZ蛋白質の細胞内健在におけるFTZ-Flの影響 :川崎陽久,広瀬 進,上田 均

初期腔におけるFTZ-Flの機能を調べるため,/12-IJ変異株の解析を行なった.その

結果,野性型腔でFTZが核で見られるのに対し,/t2-/]変異株ではFTZは主に細胞質に存

在した. この結果から,FTZ-Flは,/tzの転写制御,直接の相互作用による転写調節に

加えて,FTZの核局在にも関与しIfZの機能発現にかかわると考えられた(発表講演 18).

(10)動物界における昆虫網の繁栄理由 :湊 清

前年度に引き続き昆虫網が動物界の中で圧倒的な種類数を誇っている理由について考
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寮を加えた一つに,無脊椎動物の内で昆虫網とその周辺群を含む節足動物門全体につい

て比較検討を加えた.次に,昆虫網繁栄の原因の内大きな理由を占める ｢完全変態機構｣

の進化について,完全変態類(内麹類)昆虫,特にその幼虫型の進化についての,Truman,

I.W.& L.～.Riddiford('99)の最近の論文にある ｢完全変態類昆虫の幼虫型が,不完全

変態類昆虫の膝の早熟的な筋化に由来する ｢前苦虫(pro-nymph)期｣から生まれたとす

る｣ユニークで優れた説について考察と検討を加えた.

また,その上に立って,それらの幼虫型が完全変態類昆虫の種類数の繁栄に寄与する

理由について考察を加えた. 特に,その中でも,完全変態類昆虫 9日の内,1つの目だ

けで完全変態類昆虫の全種類数約 74万種の半分近い35万種を占める,コウチュウ目の

それに注目し,その理由について前年度に引き続き調査と検討を加えた .

特に,非常に複雑で多様な生活型とそれに伴う幼虫型を示すハムシ科(35,000種)につ

いて,それぞれのタイプに属する種の量的な割合を詳しく調査した . その他に,コウ

チュウ目全般にわたって,比較的に科に固有な生活型を示すその他の科のそれについて

も分析した結果,カミキリムシ科(35,000種),ゾウムシ科(50,000種),タマムシ科

(15,000種),その他の科を含め,約 170,000種(コウチュウ目全体の約45%)が,円筒

型で無脚の幼虫型を示すことが分かった.これは,幼虫の生活型としては,材木や果実 ･

キノコ等の立体的な構造中への潜行に最も適した形であり,他の目の場合にはほとんど

見られない生活型である. この他に,樹皮下への潜行に適した京平な形をとったヒラタ

ムシ上科に属する各科(55,000種)やハネカクシ科(30,000種)や,また,体が内側に曲っ

たジムシ型の体型をとり地中や軟らかい朽木中等で生活するコガネムシ上科に属する各

料(28,000種)等を加えると,何らかの形で潜行型の生活型をとるものは,少なく見積

もっても80%以上になるものと思われる. 言いかえると,水中生活者を除くと,純然と

葉上,または,樹木上の彦出した部分で摂食活動を行う種は,ハムシ科の一部(20,000

鍾)と,テントウムシ科のそれ(4,500種)ぐらいに過ぎないことが分かった.

それ故,コウチュウ目の種類数の繁栄は,その日の進化上の出現時期が比較的早いこ

ともあって,その頃新たに出現してきた樹木や果実,樹皮下等々の立体的な構造の内部

という ｢新しいNiche(生態的地位)｣を,いち早く占有することが出来たのが大きな理

由の一つらしいことが分かった .
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moz･I.Dev.Biol.225:437･446,2000.

2.Asahina,M.,Ishihara,TリJindra,M.,Kohara,Y.,KatSura,Ⅰ.andHirose,S.:The

conservednuclearreceptorFTZ-Flisrequiredforembryogenesis,moulting
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3.広瀬 進 :クロマチンと転写因子.現代医療 32,36!卜370,2000.

4.上田 均 :ショウジョウバエ核内レセプターの発生における役割と転写制御,実験

医学,細胞膜 ･核内レセプターと脂溶性シグナル分子,18,268-275,2000.

5.上田 均 :ホルモン応答連伝子の解析,生化学実験法43,遺伝子発現研究法(江尻

慎一郎 ･平 秀晴 ･堀 賢一 ･志村意助編著)学会出版センター pp77-94,2000.

(3)発表講演

I.Liu,Q/Ⅹ.,Jindra,M.,Ueda,H.andHirose,S.:Tracheadefectiveisanew

partnerofMBFl.418tAnnualDrosophilaResearchConference,Pittsburgh,

PennSylvania,March,2000.

2･UedaHりSuzuki,TリKawasaki,H.andUmesono,K.:FTZ･FlandFTZ

interaction:itsmodeofinteractionandfunctionJ'DVL'vo.418tAnnualDroso･

philaResearchConference,Pittsburgh,Pennsylvania,March,2000.

3.Hirose,H.,Shimojima,TりOkada,M.,Nakayama,T.andVeda,H.:Mechanism

ofGAGAfactor･dependentchromatinremodeling.6thASianConferenceon

Transcription,Beijing,China,October,2000,

41Liu,Q.･X.,Jindra,MりUeda,H.andHirose,S.:Dro80philacoactovatorMBFl

mediatesTracheadefective-dependentactivation,6thAsianConferenceon

TranSCriptiom,Beijing,China,October,2000.
5.広瀬 進,有島 司,岡田聖裕,中山貴博 :GAGA因子によるクロマチンリモデリ

ングの制御.第 17回染色体ワークショップ,神戸,1月 .

6.広瀬 進 :クロマチンのリモデリングとエビジェネティクス.新潟大学遺伝子実

験施設セミナー,新潟,2月.

7.広瀬 進 :クロマチン･リモデリングによる転写活性化,大阪大学蛋白質研究所セ

ミナ- ｢クロマチンの高次構造と遺伝情報発現J,大阪,3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クス.横浜市立大学木原



個体遺伝研究系 63

研究所セミナー ｢クロマチン構造と細胞機能｣,横浜,3月.

9.広瀬 進 :クロマチンのリモデリングとエビジェネティクス.第73回日本生化学

会大会シンポジウム ｢クロマチンと転写制御｣,横浜,10月.

10.広瀬 進 :クロマチンの動的変動とエビジェネティクス.第72回日本速伝学会大

会シンポジウム ｢棟内染色体間相互作用の統合的理解｣,京都,11月.

ll.広瀬 進 :クロマチンのリモデリングと転写.京都大学ウイルス研究所セミナー,

京都,12月 .

12.広瀬 進 :クロマチン構造変換と転写活性化.第23回日本分子生物学会年会ワー

クショップ ｢染色体機能の変動とクロマチン構造変換｣,神戸,12月.

13.萱島養成,広瀬 進,上田 均 :ショウジョウバエ転写制御因子FTZ-Flの標的辻

伝子EDG84Aの組織特異的発現を決定する機構.第23回日本分子生物学会年会,秤

戸,12月 .

14.劉 慶信,上田 均,広瀬 進 :ショウジョウバエのコアクチベータ-NBFlはTDF

(Tracheadefective)による転写活性化を仲介する.第23回日本分子生物学会

年会,神戸,12月.

15.中島尚美,上田 均,広瀬 進 :出芽酵母コアクチベーターNBFlと相互作用する

TBPの機能 ドメイン.第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

16.中山貴博,霜鳥 司,広瀬 進 :ショウジョウバエGAGA因子とp93-p130複合体

の相互作用.第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

17.有島 司,中山貴博,半田 宏,広瀬 進 :GAGA因子と相互作用p93-p130複合体

の機能解析.第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

18.川崎陽久,上田 均,広瀬 進 :FTZIFlはFushitarazu蛋白質の核局在に必要

である.第 23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

19.藤田雅丈,中島尚美,広瀬 進 :第33回酵母遺伝学フォーラム研究報告会,東京,

8月 .

C･C. 初期発生研究部門

初期発生研究部門では,小型熱帯魚類ゼブラフィッシュ(DanJ'o TelJ'0)及びメダカ

(OryZJ'as /a/L'pes)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.特にこの美浜系の特徴である腔操作技術(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

た実糸を行って,脊椎動物の普遍的な発生機構の解明を目指しています.

当研究部門は,6月に川上厚志が助手として着任し,坂口拓哉(総合大学院大学大学院

坐),新屋みのり(名古屋大学大学院生),浮田篤志(名古屋大学大学院生),神藤智子(名

古屋大学大学院生),木村哲晃(派遣研究員),成田貴則(派遣研究員)とともに研究をお

こなっています .
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本年度の研究は以下の支援を受けて実施されている.文部省科学研究費特定東城研究

(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｣,文部省科学研究井特定領域研究(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

達における雑維芽細胞増殖因子(FGF)の役割｣,養殖研究所委託研究 ｢魚類における中広

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 rオーガンリソー

スとしての中腰葉と器官形成クロックの研究｣,東レ科学振興会研究助成 r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 rゼブラフィッシュ腔を用い

た脊椎動物中枢神経の発生機構の解明｣.

(1)中広葉誘導に関与する新規遺伝子の単離 :坂口拓哉,武田洋幸

脊椎動物の初期発生において,中経葉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ある. これまでに当研究室では,ゼブラフィッシュ

においては,中腰集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,特に中広葉誘導に関与する卵黄細胞側の機構については分かっていない.

そこで,我々は卵黄細胞に特異的に発現する遺伝子を網羅的に単離し,その機能解析

を通して卵黄細胞の誘導能の分子機構を明らかにすることにした.そのためにまず,独

自のinsI'fuhybridizationscreening法を開発し,効率よく卵黄細胞に発現する

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を作成した.スクリーニ

ングの結果,独立した 10以上(〉5%)の卵黄細胞で発現するクローンを単離する事に成功

した. シ-ケンス解析の結果,それらのクローンには,特定の辞素,アミノ酸輸送タン

パク質,細胞膜結合タンパク質,転写因子,RNA結合タンパク質などが含まれていた.

(2)Fgfシグナルの中枢神経系パターン形成における役割 :新屋みのり,武田洋幸

本研究では,終脳の発生におけるFGFシグナルの役割を調べるために.ゼブラフィッ

シュ初期腔におけるRaS/NAPKカスケードの活性化頼域を活性化型NAPKに対する特異抗

体で調べた. さらに,種々の方法でRaS/NAPKカスケー ドを抑制して,終脳での影響を

詳細に調べた. その結果以下の点が明らかとなった.

1)抗体染色により,体節期の中枢神経系では終脳先端部位,中脳 ･後脳境界でRaS/NAPK

カスケードが活性化していることが判明した.2)阻害剤を用いた実験から,体節期の中

枢神経系のRaS/NAPKカスケードの活性化はFGFシグナルに依存していることが判明した.

3)RaS/NAPKカスケー ドが抑制された腔では,終脳の腹側の形成と中脳 ･後脳境界の形成

が特異的に抑制されていた.RaS/NAPKカスケードが抑制された腔でも,早い時期で観

察した腔では終脳全体のマーカーの発現は変わらず,初期の終脳額域の確立は,RaS/

NAPKカスケードに依存しないことが判明した.4)終脳先端部位と中脳 ･後脳境界では,

2種の /gf8と/gI3が発田丁ていた 5)アンチセンス技術を用いてFgf8とFgf3の発現
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抑制を行った結果,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が主に機能していることが判明した.

(3)体節の形成と分子時計 :浮田篤志,武田洋幸

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腰葉

から一定間隔で頭側よりくびれきれることで形成される.周期的体節形成にはC-hairyJ

や Junat)'c lrJ'ngeが重要な機能を持つと考えられている. 羊膜類の未分節中広葉に

おいて,これらの遭伝子は,分節周期と同調して発現のON/OFFを繰り返し,その発現商

域が波状に移動することが分かっている.従って,これらの連伝子は未分節中広兼の細

胞が体節を形成するタイミングを決めるための分子時計の下流にあると考えられている.

我々は,ゼブラフィッシュ腔においてhajTy関連遺伝子であるheTJの発現パターンを詳

細に調べた.その結果,herlの発現はゼブラフィッシュの分節周期である30分に一回,

尾芽付近の未分節中腔葉で出現し,C-haL'TYJと同様に尾芽領域から頭部側へ波状に移動

することを見出した(Sayadaeta/.,2000). さらに最近,FGFシグナルを腔休内で制

御する美浜から,Fglシグナルは未分節中腰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が示された.

(4)ゼブラフィッシュミュータントを用いたミッドラインシグナルの発生遺伝学的解析 :

川上厚志,武田洋幸,VilliamS.Talbot,AlexanderF.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る. 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きた. 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,まだ明らかではない.ゼ

ブラフィッシュで作製されてきたミュータントの一群には,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る.

我々は,ミッドラインミュータントのひとつ,chameleon(con)について解析を進めて

きた. このミュータントでは,ミッドラインは形態も,遺伝子発現も正常であったが,

それらに隣接する神経管や体節の額域でのパターン形成,細胞分化に欠根があることが

明らかになった. ソニックヘッジホッグの強制発現によって conミュータントはレス

キューされたことから,ヘッジホッグと同列か上流に作用点があると考えられるが,原

因辻伝子の同定が必須である.現在,ポジショナルクローニングによって,con辻伝子

の同定を進めている.

(5)メダカ腔で発現する遺伝子の網羅的単離 :木村哲晃,成田貴則,浮田篤志,武田洋幸

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

上で重要な存在である. 脊椎動物の発生の進化過程を明らかに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単離と発現パターンの解析を

行っている. 器官形成がダイナミックに進行する体節形成期腔のライブラリ-からク

ローンをランダムにとり,シークエンスを進めている. また,配列が判明した大量の
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cDNA断片からDIG-RNAプローブを作製して,体節形成期における発現パターンを個別に調

べている.

研究業績

(1)原著論文

1･Amanuma,K.,Takeda,H.,Amanuma,H.andAoki,Y.:Transgeniczebrafishfor

thedetectionofmutationscausedbycompoundsinaquaticenvironments.

Natuz･eBL'otechDOlogy18:62･65,2000.

2ISawada,A.,Fritz,A.,Jiang,Y/J.,Yamamoto,A.,Yamasu,K.,Kuroiwa,A.,Saga,

Y.andTakeda,H.:ZebrafishMespfamilygenes,mesp-aandmesp-bareseg･

mentallyexpressedinthepre80miticmesoderm,andMesp-bconferstheante･

rioridentitytothedeveloplngSOmites.Development128:1691-1702,2000.

3.Kondoh,H.,UchikawaM.,Yoda,H.,Takeda,H.,Furutani･Seiki,M.and

Karlstrom,R.0.:ZebrafishmutationsinGlimediatedhedgehogsignalinglead

tolenstI･anSdifferentiationfromtheadenohypophysisanlagen.MechaDl'sms

ofDevelopment96:165-174.,2000.

(2)その他

1.浮田篤志,相賀裕美子,武田洋幸 :"体節の形成と分化H蛋白質核酸辞素45(17),

2766-2773,2000.

2.新屋みのり,武田洋幸,弥益 恭 :"神経誘導と神経組織の体軸に沿ったパターニ

ング'蛋白質核酸辞素 45(17),2738-2744,2000.

3.川上厚志 :"ゼブラフィッシュのジェネティツクスとジェノミックス=蛋白質核酸

辞素 45(17),2853-2763,2000.

(3)発表講演

1･Koshida,S.,Shinya,M.andTakeda,H.:"Antagonisticinteractionbetween

FGFandBMPsignalingpathwaysinzebrafishposteriorneuraldevelopment一一

ColdSpringHarbor,April,2000.

2･Shinya,M.,Koshida,S.,Kuroiwa,A.andTakeda,H.:I.RoleofRassignalingin

thedbvelopingtelencephalonofthezebrafishembryoHColdSpringHarbor,

April,2000.

3･Sawada,A.,Frit2:,A.,Jiang,Y･J.,Yamamoto,A.,Yamasu,K.,Kuroiwa,A.,

Saga,Y.andTakeda,H.:-'ZebrafishMespfamilygenes,mesp･aandmesp-bare

segmentallyexpressedinthepresomiticmesoderm,andMesp-bconfersthe

anterioridentitytothedevelopingsomites'-ColdSpringHarbor,April,2000.

4･Sakaguchi,TリKuroiwa,A.andTakeda,H.:一一Insituscreenfornovelgenes

expreSSedintheyolkSynCytiallayer'1ColdSpringHarbor,Apl･il,2000.
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5.Kawakami,A.,Talbot,W.S.andSchier,A.F.I.Rolesofchameleoninmidline

slgnaling●●ColdSpringHarbor,April,2000.

6.新屋みのり,越田澄人,藤井律子,日比正彦,平野俊夫,黒岩 厚,武田洋幸 :ゼ

ブラフィッシュ終脳形成におけるFGF/Rasシグナル伝達の役割 . 第33回日本発

生生物学会大会,高知,5月.

7.浮田篤志,黒岩 厚,相賀裕美子,武田洋幸 :ゼブラフィッシュ体節形成における

herlの周期的な発現.第33回日本発生生物学会大会,高知,5月 .

8.坂口拓哉,黒岩 厚,武田洋幸:JPSI'tuhybridizationscreening法によるゼ

ブラフイシュ初期肱の卵黄細胞特異的に発現する遺伝子群の単離.第33回日本発

生生物学会大会,高知,5月.

9.Kawakami,A.,Talbot,W.S.andSchier,A.F.:"Rolesofchameleoninmidline

signaling…SocietyforDevelopmentalBiology59thAnnualMeeting,

Boulder(Colorado),June,2000.

10･Kawakami,AりTalbot,W.良.andSchier,A.F.:'●Geneticdissectionofmidline

signalingusingzebrafishc加meleoD(con)mutant''第23回日本神経科学大会 ･

第 10回日本神経回路学会合同大会,横浜,9月.

ll.武田洋幸 :ゼブラフィッシュ終脳の商域特異性の獲得とFGFシグナル.第23回日

本神経科学大会 ･第 10回日本神経回路学会合同大会,横浜,9月 .

12.武田洋幸 :分節時計を示す遺伝子発現.第53回日本細胞生物学会,福岡,10月.

13.川上厚志,武田洋幸,WilliamTalbot,AlexanderSchier:ゼブラフィッシュ

ミュータントを用いたミッドラインシグナルの発生遺伝学的解析 .第23回日本分

子生物学会年会,神戸.12月.

14.新屋みのり,黒岩 厚,武田洋幸 :ゼブラフィッシュを用いた頭部神経領域先端の

形成に関与する組織の同定. 第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

15.滞田篤志,黒岩 厚,川上厚志,武田洋幸:ゼブラフィッシュ体節形成における加rJ

の周期的な発現とFGFによる制御.第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

16.坂口拓哉,武田洋幸 :J'ns1-tuhybridizationscreening法による卵黄細胞特

異的遺伝子群の単離. 第23回日本分子生物学会年会,神戸.12月.

C･d. 生理遺伝客員研究部門

(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

我々はすでに,ある種のベントDNAが多くの遺伝子座において高頻度に現れ,平均す

ると680塩基対(4ヌクレオソームの長さに相当)の周期性を示すことを報告してきた.こ

の種のベントDNAは,その位置が相同な遺伝子群の間で進化上良く保存されており,コ

アヒストンに対する高い親和性とヌクレオソームの並進位相(translationalposition-

ing)に大きな影響を与えることから,生物学的に重要な意義を有すると考えられる.ヒ
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トのβ-グロビン辻伝子座においても周期性を示すベントDNAが存在しており,β-グ

ロビン遺伝子群のプロモーター領域に存在するサイレンサーとその上流のLCR(Locus

ControlRegion)のHS2領域におけるエンハンサーはそれぞれベントDNAの近傍に位置

しているが,その辻伝子発現に対する影響は異なった様式を示す.サイレンサーはベン

トI)NAの位置とほぼ重なって存在し,サイレンサー部位のヌクレオソーム位相を直接決

定しているが,エンハンサーでは,2ヌクレオソーム離れた位置のベントI)NAによりその

ヌクレオソーム位相が決定され,その結果エンハンサー機能についても影響を受ける.

これらの結果は,高次のクロマチン構造形成にとって重要な遺伝子の収納のメカニズム

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する. したがって,

辻伝子の発現メカニズムは,個々の転写因子などの作用だけでなく,遺伝子の置かれる

環境も視野に入れた研究が必要と考えられる(Yanapirake/al.,2000).

2)遺伝子発現のProfilingによるゲノム機能情報の取得

我々は,窮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,環境ホルモ

ンとして大きな問題となっているヒトの性ホルモンのひとつであるエストロゲンに類似

の活性を有する物質の影響を検定するシステムを作っている.具体的には,まず,マイ

クロアレイ解析により,ヒトの乳がん由来の細胞株NCF-7を用いてエストロゲン応答遺

伝子群についての情報を取得し,その遭伝子群より,エストロゲン応答性を有する約150

の遺伝子を選び,カスタムマイクロアレイを作成した.約一万の遺伝子,ESTの内,エ

ストロゲンに対して応答性を示したものは全部で数百であり,それを集めたマイクロア

レイを作成することにより,より簡便で,安価な評価系を作ることが可能になる. この

カスタムマイクロアレイを用いてエストロゲンレセプターの発現を示す株化がん細胞の

エストロゲンに対する応答性を調べたところ,共通に応答を示す遺伝子や,異なる応答

を示すものなど様々な応答性を示し,その応答性を用いることにより,がん細胞の分類

やエストロゲンの影響の評価などが可能であることが判った. また,現在利用できるヒ

トの遺伝子は約1万であり,それ以外はほとんど機能のわからないESTである.環境ホ

ルモンに対する応答性について調べることにより,辻伝子や特に機能の不明なESTの,ホ

ルモン/ストレス応答や,細胞の増殖,がん化との関係など,組織特異的な機能を知る

事が可能になる.

3)ゲノム変異情報を利用したGenotypimgとその利用

我々は,ゲノムの変異情報を利用して辻伝子座のスクリーニングを行うことによりよ

り効率良くGemotypingを行う手法を開発している. まず,ゲノムの変異情報を得るた

めにゲノムサブトラクション法を用いて直接ゲノムDNA間の相違を検出しクローニング

を行った. この方法は,塩基置換以外の塩基の挿入,欠失,転位をプローブ無しに包括

的に検出 ･クローニングできるという長所を持つ.我々は,この手法を腎がんに応用し,

変異部位(LOH:LossofHeterozygosity)のクローニングを行った.その内187個の

クローンについて染色体上の位置をマップしたところ,クロー ンが集中する部位
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(cluster)が44箇所あった. これらのclusterの変異情報を約50人の腎がん(mixed

celltypeとclearcelltype)患者について綱べたところ,高頻度でLOHを示すもの

が明らかになった.その頻度はcluste,により,10%から90克以上を示し,特に腎が

んのがん抑制遺伝子が存在しているVJIL遺伝子座では94%の頻度でLOHを示した. そ

れ以外にも,APCや IRF-1などの遭伝子座が高い頻度を示した.我々はそれらの遺伝子

座以外にも,5q32-q34,6q2卜q22,8p12などの部位が20-40%の頻度を示すことを

新たに兄いだし,その内の4箇所については共通にLOIlを示す東城を10メガ塩基対(Mb)

以内にマップすることに成功した.我々は,これらの変異部位をさらに詳しく解析する

ことにより.現在,がん関連辻伝子の同定を行っている.

研究業績

(1)原著論文

I.Wanapil･ak,C.,Onishi,Y.,Wada-Kiyama,Y.,OhyamaT.andKiyama,A.:Con･

SerVationofDNABendSiteswithIdenticalSuperhelicalTwiStSamongthe

Human,Mouse,Bovine,RabbitandChickenβ-GlobinGenes.DNARes.7,

253-259,2000.

(2)その他

1.木山亮一 ･.高等動物における周期性ベントDNAの構造. 生物物理229,1731178,
2000.

(3)発表講演

I.木山亮一 :周期性ベントDNAによるヌクレオソームの整列化と転写制御.木原研

セミナー ｢クロマチン構造と細胞機能｣,2000年 3月,横浜.

2.木山亮一 :DNA構造から見たゲノムの構造と機能 :遺伝子収納と発現のメカニズム

について. 第66回生化学会東北支部シンポジウム,2000年 6月,盛岡.

3.波多野直哉,西川直子,郷司和男,木山亮一 :IGCR法を用いた腎がんにおける染

色体共通欠失領域のクローニングと解析.第59回日本癌学会総会.2000年 10月.

横浜 .

4.西川直子,波多野直哉,郷司和男,木山亮一 :IGCR法により得られた腎がんでの

9p24共通欠失領域におけるがん関連遭伝子の解析. 第 59回日本癌学会総会,

2000年 10月,横浜 .

5.木山亮一 :DNA構造から見たゲノムの構造と機能 :遺伝子収納と発現のメカニズム

について.第73回日本生化学会大会シンポジウム ｢辻伝子の収納と発現の基本メ

カニズム｣,2000年 10月,横浜 .

6.大西芳秋,木山裕子,木山亮一 :ヒトβ-グロビン遺伝子LCRのHS2商域における

周期性bentDNAによるヌクレオソーム位相を介した転写調節機構.第73回日本
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生化学会大会,2000年 10月,横浜 .

7.加藤 愛,チャナ-ン ワナビラック,大西芳秋,木山裕子,木山亮一 :グロビン

辻伝子におけるbentDNAとsilencer活性の関係 . 第 73回日本生化学会大会,

2000年 10月,横浜 .

8.Li,X/M.,Wada･Kiyama,Y.,Kuwabara,K.,Sakuma,Y.,Kiyama,R.:Modula-

tionofhumanERalphageneexpressionbyDNAcurvature.第73回日本生化

学会大会,2000年 10月,横浜 .

9.木山亮一,大西芳秋,木山裕子 :ベントDNAはヌクレオソーム整列化の主要因子で

あり,β-LCRのエンハンサー活性を調節する.米国血液学会第42回年会,2000

年 12月,米国シアトル.

10.木山亮一 :ゲノム上で周期性を示すベントDNA構造の生物学的意義.第23回分子

生物学会年会,2000年 12月,横浜.

ll.西川直子,波多野直也,郷司和男,木山亮一 :腎細胞がんにおいてLOHを示す染色

体共通欠失商域の解析. 第 23回分子生物学会年会,2000年 12月.横浜.

12.Sarkar,S.,Hatano,N.,McElgunn,C.J.,Nishiknwa,N.S.,Ozawa,K.,Shibanaka,

Y.,Nakajima,M.,Kiyama,R.:AnalySi80fLoss0fHeterozygosityinChromoI

some9inRenalCellCarcinomaUsinglm･GelCompetitiveReaSSOCiationLi一

brary.第 23回分子生物学会年会,2000年 12月,横浜 .

13･Ebrahim,A.S.,Rodley,P.,Kanda,H.,Kitagawa,T.,Kiyama,R.:Allelotype

analySisinmousehepatocellularcarcinomasbyin･gelcompetitive

reaSSOCiation(IGCR).第 23回分子生物学会年会,2000年 12月,横浜.

14_大西芳秋,木山裕子,木山亮一 :ヒトβ-グロビン遺伝子LCRのHS2におけるヌクレオ

ソーム位相とエンハンサー機能.第23回分子生物学会年会,2000年 12月,横浜.

15.加藤 愛,チャナ-ン ワナビラック,大西芳秋,木山裕子,木山亮一 :グロビン

遺伝子におけるbentDNAとsilencer活性の関係 . 第 23回分子生物学会年会,

2000年 12月,横浜 .

16.木山裕子,大西芳秋,木山亮一 :ヒトβ-グロビン遺伝子LCRのHS2商域における

周期性ベントDNAの転写調節機能.第23回分子生物学会年会,2000年12月,横浜.

17.李 暁卓,木山裕子,佐久間康夫,木山亮一:ヒトエストロゲンレセプターα遺伝子に

おけるベントDNAによる転写調節.第23回分子生物学会年会,2000年12月,横浜.

18.吉田敢行,林 慎一,小口しのぶ,木山亮一 :マイクロアレイを用いたエストロゲン

応答辻伝子のプロファイリング.第23回分子生物学会年会,2000年 12月,横浜.

19.木山亮一 :次世代ゲノム研究 :ProfilingとGenotypimg.平成 12年度生命工学

工業技術研究

20.木山亮一 :TrRTn

誰演会,2000年 11月,東京 .

ScriptionalModulationbyPeriodicBentDNAthrough

ChromatinStructure.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へ｣,2001年3月,神奈川.

21.大西芳秋,木山亮一 :PeriodicbentI)NAisakeyelementfornucleosome
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alignmentandmodulatesenhamceractivityolthehumanbeta-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

構造情報へ｣,2001年3月,神奈川.

22.加藤愛,ChananeWANAPIRAK,大西芳秋,木山裕子,木山亮一 :Functionalre-

lat10nShipofbentDNAyithsilenceractivityinthepromoterregion
ofthegloblngenes.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へ｣,2001年3月,神奈川.

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.当部門の研究は助手 ･高野敏行によって行われ 技術

課職員 ･石井百合子が一部これを支援した.本年度は遺伝研共同研究で共同研究(A)｢ア

ミラーゼ重複遺伝子間の機能分化の解析｣(九州大学 ･猪俣伸幸)の申し込みを受け入れ実

施した. また,カリフォルニア大学デービス校でセミナーを行い,C.Langley博士,∫.

Gillespie博士等と,また北海道大学 ･農学部でも講演を行うとともに,佐野芳雄博士,

貴島祐治博士等と意見交換を行った.

(1)エビソーディック(不規則)な分子進化を支配する要因 :高野敏行

分子進化における自然淘汰等の働きを明らかにする目的で,キイロショウジョウバエ(0.

melanogaster) 近縁種間の進化速度の-定性について解析を行った.その結果,同義

座位における置換数に系統と遺伝子との相互作用の効果,すなわちエビソーディック(不

規則)な進化パターンが観察された. この原因として,次の3つの要因を明らかにした.

①集団の有効な大きさの変動.通常,集団の大きさの影響はゲノム全体に均一に及ぼす

ものと考えられている. しかし,染色体上の街域間での組換え率の違いの影響と相まっ

て,領域に依存した効果があることを明らかにした.(卦局所的な組換え率の変化.実際

の自然淘汰圧は淘汰係数や集団の有効な大きさだけでなく,組換え率も近傍での有利な

突然変異の固定や有害突然変異の効果を通して淘汰圧に影響を与えることが理論的に明

らかにされている.実際に‡染色体のテロメア末端額域においてD.yakubaの組換え率

がD.meJanogasterよりも約20倍高いことを明らかにし,この領域でD.sJ'muJansを含

めたD.melanogasterの系統で特異的に組換え率の低下による自然淘汰の弛緩が起こっ

たことを強く支持する証拠を得た.③局所的な突然変異圧の変化 .D.yakuba,D.oTena

において独立に100kb以上の限定された商域で極端にGCに偏った塩基置換(104のG/C-

A/Tに対しわずか4つのA/T-G/C置換)を観察した. この置換パターンは翻訳飯域だ

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
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のと考えられる. 以上,ショウジョウバエゲノムにおけるエビソーディックな進化パ

ターンの原因として,集団の大きさ,組換え率,突然変異圧の3つの要因の影響を明ら

かにした.

これらの知見から,ショウジョウバエ染色体は突然変異と組換えの制御に関して独立

なドメイン構造から成っており,進化速度の大きく異なる領域が混在していることが示

唆される. 本研究の詳細については,文献(2)を参照.

(2)剛毛形成を指標とした速伝子機能進化の解析 :高野敏行

ショウジョウバエの剛毛形成を指棟として,近縁種間で進む遺伝子変化を種間雑種の

形態異常として検出する系を用いて解析を行った.モデル生物であるキイロショウジョ

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(Nacrochaetae)が観察される.

ところが,キイロショウジョウバエ(D.melanogaster)とD.sJ'mulansとの雑種ではこれ

らの胸部剛毛が失われる傾向がある.一方で,D.sJ'mLlJansにより近縁なD.maurJ'tjana

や D.secheJljaとキイロショウジョウバエとの雑種では剛毛は失われない. また,

D.sJ.DLIlansも系統によってほとんど剛毛を失わないものから多くの剛毛を失うものま

で,大きな変異が存在している. このように種間雑種において観察される形態 ･発生異

常の多くは,2つないしはそれ以上の速伝子座での異なるゲノムに由来する対立連伝子間

の相互作用によると考えられる. もちろん,これらの対立遭伝子も,由来したゲノムに

おいては何ら異常をもたらすものではない. このことは連伝子は独立に進化するのでは

なく,遺伝子座間の相互作用が制約をもたらしていることを示唆する. この意味で,こ

の系は遺伝子座間の相互作用のあり方と進化に及ぼす影響を解析するよい材料となると

考えている.

遺伝学的解析から,D.sjmu/ansのX染色体上に剛毛消失を起こす因子が存在すること

を明らかにし,欠失染色体系統によるスクリーニングとD.sL'mLIJansの種内変異を利用

したQTLマッピングを行ってきた.種間雑種の発生 ･形態異常は幾つかの異なった逓伝

要因によって引き起こされることが考えられる.(訂D.mclanogasteTとの雑種での消失

剛毛数に関して観察されるD.simuJansの種内変異の責任遺伝子(変異),②雑種の剛毛

消失を引き起こすD.melanogasterとD.sjmuJans間の固定した変異,③遺伝子量効果

杏.特に雑種バックグラウンドにおいて示す逓伝要因.

QTLマッピングの結果から細胞学的位置 14I15東城に用いた2系統間の差の約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を兄いだした. こ

のQTLの存在は,他の複数の系統の組み合わせで確認している.一方で,欠失 ･重複染

色体を用いたスクリーニングによって複数の領域が剛毛消失に関与することが示された.

しかし,さらに詳細なマッピングを行ったところ,入手可能な欠失 ･重複染色体ではQTL

と一致した位置には有意な東城を見出せなかった.現在,ゲノム情報を利用しつつ大規

模なQTLマッピングを進行中で,まもなく辻伝子ごとの比較解析が可能な領域に絞り込め

ると期待している. 本研究の結果の一部については,文献(1)を参照.



集団遺伝研究系 73

研究業績

(1)原著論文

1.Takano･Shimizu,T.:GeneticscreenSforfactorsinvolvedinthenotumbristle

lossofinterspeci丘chybridsbetweenDro80PhL'Jamelaz70gaSteZ･andD.61'mulaDS.

GeDetl'cs156.269･282,2000.

2.Takano･Shimizu,T.:LecalchangesinGC/ATsubstitutionbiasesandincrosS･

OverfrequenciesonDrosophilachromosomeS.MolecularBJ'ologyandEvolu-

tL'ODinpress.

(2)発表辞演

1.Takano-Shimizu,T.:Substitution･patternunitsandrecombinationunitsalong

DTos0PLL'JachromosomeSJnternationalSymposium:Evolution2000,Tokyo,

March,2000.

2.Takano-Shimizu,T.'･Erraticmolecularevolutionduetolocallyfluctuatingmu･

tationandrecombinationratesinDrosophila.German･JapaneSeSeminar:

Method80fReconstructingEvolutionaryHistoryOfGenes,MiShima,March,

2000.

D･b.進化遺伝研究部門

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･深川竜郎が携

わり,これに渡辺良久(中核的研究機関研究員),岡村 浮(8月から中核的研究機関研究

負),市場勇太(4月から国立遺伝学研究所受託研究員として,協和醗酵工業より派遣),

西橋 藍(4月から国立適伝学研究所受託研究員として,協和醗辞工業より派遣),三上

剛和(総合研究大学院大学 1年),北野 巻(中核的研究機関研究員,4月からドイツMax-

planck lnstituteへ),嶋田 誠(9月から中核的研究機関研究員),金 衝坤(4月か

ら国立遺伝学研究所外国人研究員),野田令子(7月から日本学術振興会特別研究員)が加

わった. イスラエルのヘブライ大学へ留学中の助手･天前豊明は,4月より休職して留

学期間を延長した.宮内洋子(研究支援推進員),鈴木和子,北きよみ,川本たつ子,育

嶋昌子(4月から研究支援推進員),野秋好実,近藤昌代,鈴木真有美,小平順子.水口

昌子が研究の補助業務を行った.

教授 ･池村はイタリア(ナポリ)で5月に開催された国際分子進化学会に出席し発表を

行うため渡航した.助手 ･深川は,10月にドイツ(ハイデルベルグ)で開催されたENBO
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国際研究集会 "Centromere,KinetochoreandSpindleInteraction"に出席し,発

表した .

本年度の研究は,文部省科学研究費補助金特定頼域研究(A)(2)｢ヒトゲノム広商域のGC

含量分布とS期内複製時期の測定｣(代表者池村),特定頼域研究(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｣(代表者池村),萌芽

的研究 ｢染色体バンド境界の分子レベルでの特定とその機能探索｣(代表者地相),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(a)(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

池村),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),特定蘭域

研究(A)(2)｢遺伝子系統樹の重層統合によるゲノム進化解析法と生物学的知識自動獲得

システムの開発｣(代表者斎藤),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),萌芽的研究 ｢分岐過程理論を用いた遺伝子と種の進化過程

の新しい解析法の開発｣(代表者斎藤),特定額域研究(A)(2)｢染色体工学的手法を用いた

ヒトゲノム非翻訳衝域の機能解析｣(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),

特定額域研究(C)(2)｢セントロメアタンパク質ZYIOの細胞周期制御機構およびがん細胞

における変異の解明｣(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.

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簡域における突然変真スペク

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におけ

る一次構造と高次の折り畳み構造の相関に関する研究｣を行った. また,共同研究(ち)

として,金谷重彦 ･山形大学工学部応用生命システム工学科助教授を代表に ｢多細胞生

物における細胞組織のtRNA量とコドン使用の関係の解析｣を行った. 総研大共同研究

として ｢生命超分子構造体の総合的高精度解析｣(代表者池村)に関して研究を行った .

助教授 ･斎藤は,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｣を行った. また,総研大共同

研究として ｢意識の進化に関する学術的研究｣(代表者斎藤)に関して研究を行った .

助手 ･深川は,共同研究(A)として,武田俊一 ･京都大学大学院医学研究科教授を代表

に ｢高頻度に標的組換えを起こすニワトリBリンパ細胞株を用いたゲノム構造の維持機

構の解析｣を行った. また,共同研究(B)とし,舛本 寛 ･名古屋大学大学院理学研究

科講師を代表に ｢ヒト人工染色体を用いたセントロメアのDNA複製制御の解析｣を行っ

た.同じく,舛本 寛 ･名古屋大学大学院理学研究科講師を代表者に遺伝研研究会 ｢染

色体分配の生物学｣を開催した(9月).
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(1)ヒト21番ならびに11番染色体長腕の複製時期の測定 :渡辺良久,藤山秋佐夫l･2,榊

佳之2,池村淑道(l人類遺伝研究部門,2理研 ･ゲノム科学総合センター)

染色体バンドに代表されるようなとトゲノム上の大規模な構造の実体やその機能を分

子レベルで解明することは,今後のゲノム解析に重要な知見を与える. 特に,S期内で

前半と後半に区分化される複製タイミングは,染色体の機能構造を知るための重要なパ

ラメーターと考えられている.全配列が決定されたヒト21番染色体長腕(34Mb)の全域

と,11番染色体の長腕の全域(約80Nb)を対象に,詳細な複製時期地図をゲノム配列レ

ベルで作成した. ヒト21番ならびに11番の長腕は,理研のゲノム科学総合センターが

全域の配列決定を行っており,同センタ-との共同研究として,約400STS部位に着目し

て複製時期の測定を行った. 21番染色体については公表された完全ゲノム配列をもと

に,平均として200kbごとにPCRプライマ-を作成したので,概略としてレプリコンご

とに-箇所のプライマーを作成したことになる. 11番染色体については理研グループ

がBACの選別に用いたSTSマーカーを中心に,複製時期の測定を行った.染色体 11qお

よび21qの両方において,S期前半と後半の複製領域がRとGバンド額域に対応すること

が判明し,複製時期がS期前半から後半に明瞭に転換している鏡域を約30箇所,塩基配

列レベルで特定できた . また,GC含量の区分境界と複製時期の転換部位とが密接に関

係することも明らかになり,これらの転換部位をバンド境界の構造上ならびに機能上の

要件を満たす部位として塩基配列レベルで特定した. S期の早い時期に複製する商域ほ

ど遭伝子密度が高いことも明らかになった. この解析を行う過程で,S期前半から後半

への複製時期の転換部位には病因遺伝子,特に脳神経疾患遺伝子および唐関係遺伝子が

集中して存在するとの予想外の知見を得た.例えば,2lqでは家族性アルツハイマー病

の原因遺伝子の代表例であるAPP,家族性筋萎縮性側索硬化症FALSの原因遺伝子SODl,

てんかん症と関係したグルタミン酸レセプターGluR5の遺伝子GRIKl,llqではBCLl

(cyclinDl遺伝子)やFGF4をはじめとする癌関係遺伝子群,フェニルケ トン尿症に対

するPTSなどが複製時期転換商域に存在していた.複製時期の転換額域では,DNA複製

フォークの進行が休止する可能性が指摘されており,組み換え頻度が上昇していると予

想されてきた.染色体転座や遺伝子増幅と関係した療関係遺伝子が,この簡域に局在す

ることと関係すると考えられる.着目の転換範域には,転座や遺伝子増幅と関係のない

病因遺伝子類も存在していた.バンド領域は複製時期と関係するだけではなく,クロマ

チン構造の粗密度と関係することも知られている.従って,染色体バンド境界において

はクロマチン構造の粗密度が転換している可能性が考えられる.さらに,バンド境界は,

核内配置においても特殊な状況にあることが知られている.バンド境界の持つこれらの

特殊事情が,病因と関係する可能性を考えている.病因の分子機構を知る手がかりを与

えるだけでなく,あらたな病因遺伝子を能率的に探索する方法としても有効と予想して

いる(論文準備中).
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(2)高等脊椎動物セントロメアの機能解析 :深川竜郎,岡村 浮,西橋 藍,三上剛和,

宮内洋子,鈴木和子,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一タンパク質の複合体である.出

芽酔母では辻伝学的解析により125bpの特異配列がセントロメア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CENp-AとCENPICは辞母からヒ

トにいたるまで保存されており,辞母におけるそれらの対応遺伝子はCse4,Nif2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顔城が活性

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察された.

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CENPIC,ZYIO,CENトH,Nis6を対象に解析を進めた.DT40細胞は,

噂乳類細胞に比べて,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.CENP-Cに関する研

究として,ERシステムを用いた条件変異株を作成した. また,温度感受性変異株の作

成を試み,4種類の変異株の単離に成功した. 温度感受性変異株は34℃で通常に生育す

るが,43℃では温度移行後24h以内に80%の細胞が死滅した.ERシステムを用いた条

件変異株では,多くの細胞がN期で異常を示した後死滅したが,間期に死滅する細胞も

観察された. 温度感受性変異株では,N期の異常よりはGl/S期で増殖を停止して死滅

した. これは.CENIJCはGl/SとN期で機能するが,温度感受性変異はGl/S期特異的

な変異であることを示唆している. さらに,レトロウイルスベクターを用いて.変異を

抑圧する遺伝子の単離を試みた結果,SUNO-1遺伝子の大量発現により,CENPIC変異が抑

圧された.SUNO化が行われないDT40細胞の解析を行った結果,細胞分裂後期に異常を生

じており,SUNO化と細胞分裂の関連性が示唆された(論文投稿中).

lYIO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,N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

バエの変異体は蛸で致死となるため,詳細な細胞遺伝学的な研究は遅れていた. 我々は,

ZY10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(Okanluraela/.,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
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クアウト株を作成して,ZYIO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

タを得ている(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. CENPIH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(論文投稿中).

Mis6は分裂辞母で,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った. 現在,ノックアウト細胞を作成中である.

(3)人工染色体を用いたセントロメアDNAの複製タイミングの解析 :深川竜郎,西橋

藍,池村淑道,中野めぐみ1,舛本 寛J(Ⅰ名古屋大学大学院理学研究科)

セルソーターと定量的PCRを組み合わせた方法で,高精度にDNA複製タイミングを測

定することが可能となっている.その方法を用いて,各種小型化染色体のセントロメア

DNAの複製タイミングを測定した.小型化染色体は名古屋大の舛本らのグループが作成

したものである.舛本らは安定に自律複製する小型化染色体を保持する細胞株を作成し

ているが,その過程で,同じ配列を持ちながら自律染色体にならず,宿主の染色体へイ

ンテグレートしてしまった細胞株も作成している.本年は,その2種の細胞株のセント

ロメア商域のDNA複製タイミングを測定した. 自律複製する染色体のセントロメア額域

のI)NA複製タイミング(S期後半に複製)は,宿主の染色体へインテグレー トしてしまっ

た同じ配列のDNA複製タイミング(S期前半から中間で複製)とは明らかに異なっていた.

これらは興味深い結果であるが複製タイミングの違いでキネトコア構造が形成されたか,

キネ トコア構造が形成された後,複製タイミングの違いが生じたかについては不明であ

り,セントロメアタンパク質の解析を含めた今後の解析が必要である.

(4)複製起点のゲノム情報処理による推定 :市場勇太,渡辺良久,地相淑道

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,leadingかlagging鎖

として合成された配列の間で[G]頻度と[C]頻度の差違,いわゆるGCskevが知られてい

る. この差違が起きる理由には,leadimgとlaggimg鎖の合成過程における変異や修

復の違いなどが考えられる.GCskeyl(C-G)/(C†G)]の転移商域として,バクテリアゲ

ノムの複製起点が推定可能なことが報告されている. しかし,GCskey,ATskewともに

明確な転移領域を示さないバクテリアも存在し,SynechocystiSSp.はその代表例の

一つである.本研究ではdi-nucleotide頻度のskeyに注目し,バクテリアに加えて辞

母やヒトのゲノムに対しても解析を行った.dトnucleotideを用いた解析は,多数の

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.最も大きな特性をあ

らわす第 1主成分と,それに直交する軸にあたる第2主成分に着目した.それぞれの主
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成分における説明変皇(di-nucleotide)の固有ベクトルを見ることにより,その特性が

推測できる. これまでGCskey,ATskeyともに明確な転移蘭域が見出せなかった

SynechocystiSSp.について主成分分析を行った結果,第2主成分において,相補的な

塩基対(AG-CT)のskevに転移商域が見出された. この第2主成分から導き出された主

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,解

析結果から複製起点を推測できる可能性が示された.複数の複製起点が特定されている

辞母Saccharomycescerevisiaeの6番染色体においてこの手法を用いたところ,莱

験的に知られている複製起点のうち8割ほどがskeyの転移領域と一致していた. 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大きいことの反映である. 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,leadingとIaggimg

strand間の偏りがdi-nucleotideにおいて存在することを示唆している.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ってお

り,第 2主成分得点から,複製起点の可能性の高い商域が導き出せる可能性が示唆され

た. この主成分得点が複製時期のタイミングと大きな関連を示していることが判明し,

上記の可能性を支持している. ヒト22番染色体における主成分分析も第 2主成分にお

いて相補的な塩基対間の値が大きかった.

(5)遺伝子コドン選択パターンの研究 :中村保一 ㌧ 池村淑道(1かずさDNA研究所)

本年度も継続して,GenRankの全体を解析してコドン使用のデータベースの更新を撹

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,WorldVideYebで公開し

ている(http://www.kazusa.or.jp/codon/).現在,約40万遺伝子のコドン使用と,

1万2千の生物種(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.

詳細は,Nucl.AcidsRes.(Nakamurae/a1.,2000)に紹介した.

(6)類人猿ゲノム計画Silver:斎藤成也,金 衝坤,嶋田 誠,野田令子

現在大規模に行なわれているゲノム計画は,巨大な生命の進化樹のなかの点としての

モデル生物についてのみ解明が進んでいるに過ぎない. このあとには,当然各生物群の

特徴を面的に押さえる必要がある.それは生物進化の過程で徐々に蓄積していった各生

物系統の ｢独自性｣を調べ上げてゆくことである. この独自性こそ生命の多様性の根元

であるが,その解明には近縁種間の詳細な比較が必要である. この考え方にたって,わ

れわれはヒト化によって生じた人間の独自性を規定する遺伝子の変化をさぐるために,

類人猿ゲノム計画Silver(yeゎsite= sayer.lab.nig.ac.jprsilver/)を開始した.

ある相同塩基サイトにおいて,ヒトが類人猿とは異なる塩基であれば,最大節約原理を

適用して,チンパンジーとの共通祖先から別れた後のヒトの系統で塩基置換したと高い

確率で推定できる.

すでに神経伝達物質受容休遺伝子などの脳神経系で主として発現している遺伝子30座

位について分析したが,現在はHoxクラスターAの商域20kb余を,チンパンジー,ゴリ
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ラ,オランウータンのゲノムDNAを用いて配列決定を行った.その結果,遺伝子間額域

でもヒトとチンパンジーの違いは0.9%にすぎず,進化的に保存されている可能性が指

摘された.一方,種内変異に関する研究も進めており,ミトコンドリアDNAのDループ

および16SrRNA遺伝子の配列決定を行って類人韓各種の種内変異を推定した.その結果,

大部分の種でヒトよりも大きな変異が観察された.なお,shotgun方式による配列決定

のために,ゴリラのフオスミドライブラリーを構築中である.

(7)霊長類におけるABO式血液型遺伝子の進化 :野田令子,北野 巻,竹中 修 l,斎藤

成也(】京大 ･霊長類研)

ABO式血液型を決定しているのは血球表面の糖鎖であり,その遺伝子は糖転移辞素を

コードしている. A型とB型の違いはこの糖転移辞素活性の違いに基づくが,2個のア

ミノ酸サイ トによって決定されており,この多型はヒトのみならず広く霊長類に存在す

ることが知られている.我々はこの遺伝子座が霊長類の中でどのように進化してきたの

かを明らかにするため,まずチンパンジー19遺伝子座,ボノボ8遺伝子座,ニホンザル

2遺伝子座の第6イントロン及び第7エキソンの塩基配列(約 1.7kb)を決定した. また

ニホンザル3遺伝子座の第7エキソン(約0.5kb)の塩基配列も決定し,既に報告されて

いる他種の配列と比較解析を行った.その結果,類人猿と旧世界猿の系統においてA型

とB型の間の変換が独自に生じている可能性が示唆された. またマカクにおけるA型と

B型の多型はヒヒの系統とは独自に生じたと考えられる.ニホンザルの配列及びすでに

報告されている他のマカク ･ヒヒの配列の多重整列結果をもとに,ネットワーク解析を

行ったところ非常に複雑なネットワークが得られた. アカゲザル ･カニクイザルおよび

ニホンザルのB型の配列は非常によく似ており,クラスターを形成している.一方でア

カゲザルとカニクイザルのA型の配列はそれらとは離れていることが明らかになり,A型

とB型の多型がこの3種では種を超えて保存されていることが読みとわた. この結果は

GGS(Noda etal.,2000)に論文として発表し,またチンパンジーおよびゴリラ2遺伝

子座の配列とも解析を行い,霊長類研究に発表した. またこれらの研究成果を日本霊長

類学会第 16回大会,日本進化学会第2回大会,および日本分子生物学会第 23回大会に

おいて発表した.

(8)陸上甲虫オサムシの分子系統と形態進化:金 衝坤,蘇 智慧1,大揮省三.(.JT生命

誌研究館)

オサムシは主に北半球に生殖している長さ2-3cmの肉食甲虫である. これは普通,後

勉が退化しているため,移動は歩く方法しか持っていない.従って河川や山地などで囲

まれた地域ごとに隔離されてきた. つまり,オサムシは分布地域ごとに進化の足跡が

くっきり残っている生物である. この研究では,主にミトコンドリアDNAの塩基配列を

もとに分子系統樹を作成し,I)形態と重ね合わせることによって客観性の高い分類系統

体系を確立すること,2)地史との関連において,分布圏成立のシナリオを描くこと,お

よび,3)形態多様化(進化)の様式を推定することを目的としている. 日本のクロナガ
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オサムシ属は,クロナガgroup(クロナガオサ,オオクロナガオサ,シコククロナガオサ,

キュウシュウクロナガオサ)と,コクロナガオサgroupに分けられている.朝鮮半島に

もクロナガgroup(Lkoreanus)とコクロナガgroup(L.Semiopacus,L.seishinensis)

が分布しており,クロナガ同志,コクロナガ同志がそれぞれ近縁とされている.しかし,

皿tND5と核28SrRNA逓伝子の系統解析では,日本のクロナガと日本のコクロナガ,韓国

のクロナガと韓国のコクロナガが,それぞれクラスターを形成し近縁であることが判明

した(これらの結果をKimetaJ.,2000a,b:TominagaetaJ.,2000にて発表した).

(9)2500年前から現在までの中国の人類集団の時間的変化 :Yang Lil,太田博樹2,香

藤成也,JimFengl,植田信太郎2(l中国科学院遺伝研究所,2東京大学大学院理学系研究

科生物科学専攻)

生物集団の歴史を記述するには,理想的には過去から現在までのすべての時間変化を

追うことのできるデータが必要である.残念ながら,実際には現在の集団のみの情報を

もとに歴史を復元する場合が大部分である. しかし,ancientI)NAを用いれば,多少は

過去の状況を直接知ることができる.われわれは,中国山東省の付け根にある,春秋戦

国時代の斉の国の都Linziから出土した,2500年前に埋葬された人骨63個体から34個

体についてミトコンドリアDNAの塩基配列を決定した. これらの配列データを,以前発

表した同一地点の2000年前および現代集団の塩基配列ならびにユ-ラシアの他の集団と

系統ネットワ-ク法および集Efl間の遺伝距離解析を用いて比較したところ,2500年前の

Linzi集団が最も辻伝的に近縁だったのは.現代ヨーロッパ集団だった.一方,2000年

前のLinzi集団は東西ユーラシアの集団の中間に位置し,現在のLinzi集団は他の現代

アジア集団と近縁であった. この結果は,過去2500年間のあいだに.中国内人類集団

の遺伝的構成に大きな変動があったことを示唆する.
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N.:SilverProject:Apegenomeprojecttowarddecipheringgeneticchangesre-

sponsibleforcreatinghumanness.AmericanAssociationofPhysical
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Anthropoologistsannualmeeting,SamAntonio,Texas,USA,April14.

30･Saitou,N.:Innuenceofintrogressiondepictedfrom multiplecomparisonof

genegenealogies.Workshop"NeutralismandSelectioniSm:theendofade･

bate.I.StazioneZoologlCaAntonDohrn,BenthosEcologyLaboratory,Ⅰ8Chia

Porto,Italy,May4.

31.斎藤成也 :ヒトからバクテリアにおける糖転移酵素遺伝子の多様性と進化.バイオ

テクノロジー開発技術研究組合勉強会,東京,5月25臥

32･Saitou,N.:EvolutionofhominoidgenomewithSpecialreferencetobloodgroup

genes.InstituteofBotany,UniversityofDuesSeldorf,Germany,June7.

33lSaitou,N.:SimultaneousSequenceJoining(SSJ):anewmethodforconstruct･

ingphylogeneticnetworks.Workshop.rCombinatorialMethodsinBiological

dataanalysis一㌧DepartmentofMathematics,UniversityofBielefeld,Germany,
June8.

34･Saitou,N.:ApegenomeprojectSilverwithSpecialreferencetoevolutionof

bloodgroupgenesinhominoids.DepartmentofBiologicalEvolution,University

ofPompeuFabra,Barcelona,Spain,June13.

35.Liu,Y/H.,Kitano,TリKobayakawa,H.,Koide,T.,Shiroishi,T.,Moriwaki,K.

andSaitou,N.:Conspicuousdifferencesamonggenegenealogiesof21nuclear

genesoffiveMusmusculussubspecies.AnnualMeetingoftheSocietyfor

MolecularBiologyandEvolution(SMBE2000).YaleUniversity,NewHaven,USA,
June19.

36.斎藤成也 :霊長類シンポジウム ･京大霊長類研究所 ･犬山 ･7月 .

37.野田令子,斎藤成也 :チンパンジーとニホンザルにおけるABO式血液型辻伝子の進

化.霊長類シンポジウム ･京大霊長類研究所 ･犬山 ･7月.

38.北野 拳,小早川英美,劉玉章,植田信太郎,FerrellR.E.,斎藤成也 :Silver:

類人猿ゲノム計画.霊長類学会,名古屋東海学園大学,7月8日.

39.野田令子,北野 巻,RobertE.Ferrell,竹中 修,斎藤成也 :霊長類におけ

るABO式血液型遺伝子の進化 . 第16回日本霊長類学会 ･名古屋東海学園大学 ･

名古屋,7月8日.

40.金 衝坤 :類人猿Hox クラスターAの塩基配列.類人猿を中心とする霊長類ゲノ

ム研究会,三島,9月.

41.斎藤成也 :大規模ゲノム計画時代における遺伝子進化の研究.富士レビオ(秩)中

央研究所,9月 29日.

42.斎藤成也 :類人猿を例とした近縁種ゲノム解析. 日本進化学会第 2回大会,東京,

10月9日.

43.金 衝坤,野田令子,青島昌子,鈴木真有美,北野 巻,斉藤成也 :類人猿ゲノ

ム計画Sliver-Ho又 A クラスターの塩基配列比較 . 日本進化学会第 2回大会,

東京,10月.
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44.亀田 誠 :savannamonkey(Cercopithecusaethiops)の亜種内および亜種間

におけるミトコンドリアDNA分化,日本進化学会第 2回大会,東京,Io月.

45.野田令子,竹中 修,斎藤成也 :ABO式血液型遺伝子を中心とした旧世界猿の分子

進化学的研究 . 第2回日本進化学会,東京,io月,

46.斎藤成也 :類人猿ゲノム計画Silver.第3回SAAGAシンポジウム,犬山,11月.

47.嶋田 軌 早川祥子,杉山幸丸 :西アフリカ,ポッソウおよびニンバの野生チンパン

ジー群における生態学的 ･集団辻伝学的研究(予報).第3回SAAGAシンポジウム,犬

山,11月.

48.金 衝坤,野田令子,青島昌子,鈴木真有美,北野 巻,斎藤成也 :類人猿ゲノム計

画Silver-HOEAクラスターの塩基配列比較.日本分子生物学会第23回,神戸,12月.

49.野田令子,竹中 修,北野 巻,斎藤成也 :ABO式血液型遺伝子を中心とした類人

猿の分子進化学的研究. 第23回日本分子生物学会,神戸,12月.

50.斎藤成也,金 衝坤,野田令子,青島昌子,鈴木真有美,北野 蕃 :類人猿ゲノム

計画Silver.文部省科学研究費特定領域研究C｢統合ゲノム｣枕会議, 熱海,12月.

D･C.理論遺伝研究部門

発生における自発的パターン形成 :近藤 滋

生命現象の理解を難しくしている原因の一つは,現象に関与する要素の多さと,要素

と間の関係の複雑さにある.ゲノム解析が進み,全ての遺伝子産物の働きがわかったと

しても,個々の辻伝子(分子)による相互作用が時間的,空間的広がりを持って起きる様

を想像することは非常に困難である. この点を克服する手段として,計算機によるシ

ミュレーションが考えられるが,現状では,実際の研究に役に立つレベルからははど遠

い.本研究室では,生物現象のシミュレーション解析技術の開発に適したモデル系とし

てゼブラフィッシュの模様形成現象を選び,シミュレーションの有効性を高める技術を

開発することを目的に研究を進めている.

タテジマキンチヤクダイや他の魚類の模様変化の観察から,魚の模様が ｢波｣である

ことは確かめられているが,その化学的な実体はまったく解っていない.ゼブラフィッ

シュでは,いくつかの模様変異の変異株が単離されており,その遺伝子をクローニング

していくことにより,ある程度の目星がつくと期待される.一方,位置情報形成の場と

しての皮膚構造の解明も非常に重要である.現在,反応拡散の波が皮膚のどの層に存在

するか,どの細胞が波を作っているかに焦点を絞 り,解析を進めている.

これまでに,主に電子顕微鏡による解析と,移植実敦から以下のことが解っている.

(1)ゼブラフィッシュの皮恥 ま,上皮,真皮,色素細胞層からできているが,メラノフォ

ア,イリドフォアが色素細胞層に偏在するのに対し,ザントフォアは真皮層に存在する.

(2)移植実験から位置情報は真皮層にあることがわかった.
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(3)キメラ実敦から,メラノフォア(黒色色素細胞)自体は,位置情報形成に関係がないこ

とが解った.今後これらの結果を踏まえ,さらに模様変異辻伝子のデータを加えること

により,分子情報に基づいたシミュレ-ションを行うことにより,位置情報形成メカニ

ズムの謎に迫りたい.

研究業績

(1)原著論文

1.近藤 滋 :生物の模様を作る科学反応.数理科学,Vol.45,No.17,2759-2765,

12月,2000.

2.近藤 滋 :動物の皮膚はどのようにしてできるか. 遺伝子医学,γol.4.No.4,

358-362,12月,2000.

(2)発表講演

1.近藤 滋 ･.自発的パターン形成の数理と実験 . 日本発生学会ワークショップ,高

知大学,5月24日.

2.近藤 滋 :複雑な現象を理解するための構成的アプローチ. 日本生化学会シンポ

ジウム,横浜,10月12日.

3.近藤 滋 :高次生命現象を､分子生物学でどこまで理解可能か. 日本分子生物学

会,神戸,12月16日.

4.近藤 滋 :動物の形態形成にかかわる動的メカニズムとその漣伝子制御. 日本人

類遺伝学会,アクロス福岡,11月24日.

5.近藤 滋 :チュ-リング波と形態形成の位置情報.電顕皮膚科学会,アクロス福

岡,9月 28日.

6.近藤 滋 :動物の体に位置情報を作り出すメカニズム.細胞生物学会,アクロス

福岡,11月28日.

7･Kondoh,S.:Thefirstinternationalsymposiumonmolecularsynchronization

fordesignofnewmaterialssystem.Tokyo,Japan,Septemberll.

E. 総合遺伝研究系

E･a.人類遺伝研究部門

この部門では,ヒトの正常および異常な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 ･佐々木裕之

の研究グループは晴乳類の発生過程における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
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たらす現象,非メンデル辻伝を示す現象,あるいは噂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,個体レベルの美浜が

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,やはり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Ⅰ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

歴性幹(ES)細胞を用いて )'nviyo,)AyJ'/TO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(九大大学院生)･ワヒュ-プルボワシト,研究生 ･熊木健治,技術課

職員 ･古海弘康,研究補助員 ･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,前年度に引き続き分裂酵母及びヒトを材料に

全ゲノムのネットワーク解析研究,染色体テロメア,セントロメア東城の構造解析研究

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,科学研究費特定商域研究(A)

｢ゲノムサイエンス｣(佐々木),特定簡域研究(C)｢ゲノム生物学｣(佐々木),特定頼域研究

(C)｢発がんと防御｣(佐々木),奨励研究(A)(佐渡),特別研究員奨励費(石原),上原記念

生命科学財団研究助成金(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)｢哨乳類ポリコーム群連伝子産物による転写制御メカニズムの解明(代表

者 ･古閑明彦 ･千葉大教授)｣(佐々木),共同研究(A)｢先天的疾患および腫癌におけるDNA

メチル基転移辞素適伝子の解析(代表者 ･久保田健夫 ･国立精神神経セ)J(佐々木),共同

研究(B)｢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(代表者 ･

松田洋一 ･北大教授)｣(佐々木),および総研大共同研究 ｢人間理解の科学的基礎 :脳活

動の物質的および費物質的側面(代表者 ･森 茂美 ･生理研教授)｣(佐々木)に参加した.

(1)マウス7F4/F5蕨域のインプリンティングドメインのゲノム構造解析 :佐々木裕之,

須田知賀子,白水久男,ワヒュープルボワシト■,向井常博2,服部正平3,榊 佳之3

(.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の多く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. この事実は,インプリンティングの機構や

進化を考えるうえで重要なヒントを含んでいると思われる. 当部門では,少なくとも8

つ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商域の全構造を明らかに

すべく,およそ lNbをカバーするYAC,BAC,コスミドコンテイグを作成し,佐賀医大.

理化学研究所と共同でその全塩基配列を決定した(DI)BJに登録し,一部の解析結果は論

文 2に報告). また,コスミドクローンを用いた核マ トリクス付着部位のマッピングを

開始した. このインプリンティング鎖域はヒトの11p15.5領域に相当し,Beckvith-

Yiedemann症候群,各種小児がんの責任領域でもあることから,今後これらの疾患が解



総合遺伝研究系 89

明されることが期待される.

(2)マウス Jg/2/HJ9サブドメインの制御機構 :佐々木裕之,石原 宏,古海弘康,大野

みずき1,植田孝之2,木南 凌3,梅滞明弘4(I九大 ･遺伝情報,2新潟大 ･遺伝子,3新潟

大 ･医,4慶大 ･医)

このインプリンティングドメインのセントロメア端にあるJg/2/H19両遣伝子は,下

流に共通のエンハンサ-をもち,一方の遺伝子だけがエンハンサーによる活性化を受け

ることで,対立遺伝子特異的発現を示す.当研究室では,マウスーヒト間の塩基配列比

較により,H19下流に5個の進化的に保存された組崩特異的エンハンサーを同定した(論文1).

また,HI9上流のDNR(diHerentiallymethylatedregion)に5回繰り返して存在す

る保存された配列を見つけ,ゲルシフト法でこれらの配列に結合するメチル化感受性蛋

白質(標的配列がメチル化されると結合が弱くなる)があることを報告した(論文 1).の

ちにこの蛋白質はインスレ一夕蛋白質CTCFであることが判明した.

DMRのメチル化の違いが父 ･母由来の対立遺伝子を区別するインプリントならば,そ

の違いは配偶子に由来するはずである. 当研究室では,H19の父由来特異的なメチル化

が精子の前駆細胞であるプロ精原細胞の時期に確立されることを発見した(論文3). ま

た,この精子のメチル化をヒトでも示した(論文9). さらに,父 ･母由来の対立遺伝子

からの新生転写物を多型を利用して区別するRNAIFISH法を開発し,JgI2の対立遺伝子

特異的発現は腔盤胞期に確立されること,肱を培養すると対立遺伝子特異的発現が乱れ

ることを発見した(論文6). 最後に,インプリント遺伝子の対立遺伝子間でクロマチン

准縮度に違いがあることを示した(論文4).

(3)denovO型DNAメチル化辞素Dnmf33/Dnmt3bの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,田嶋正ニ ー(】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Dnmt33/Dnmt3bの生殖巣での発現を調べている. その結果,雄のプロ精

原細胞において特定のDNAメチル化辞素が存在することを見つけた. また,生殖細胞特

異的にこれらの辞素遺伝子をノックアウトする準備を始めた.

(4)denovo型DNAメチル トランスフェラーゼDNNT3A/DNMT3Bとヒトの疾患 :佐々木裕

之,白水久男,水野晋- l,久保田健夫2,田嶋正二3(1九大 ･遺伝情報,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遺伝子はしばしばメチル化され,そのために活性を失っ

ている.急性骨髄性白血病ではがん抑制遺伝子p15がメチル化を受けるが,そのような

症例では3つのDNAメチル化辞素DNNTJ/DNMT3A/DNMT3Bの発現が上昇していた(論文5).

また,DNNT3BはICF(immunodeficiency,centromerlC instability,facial

anormalies)症候群の原因遺伝子であるため,国内の2症例の遺伝子解析を行い変異を

同定した.

(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,
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横峯孝昭,黒岩麻里l,松田洋一L,都築政起2(l北大 ･染色体研,2広大 ･生物生産)

インプリンティングは噂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須である.そこで鳥類を選び,ニワトリ系統間の

DNA多型を利用して,/CF2と/CF2R/NPR(ともに噂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8). また,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示した. さらに,ニワ

トリのDNAメチル化辞素DNNT3A/DNNT3B逓伝子を単離し,輔乳類のホモログと機能的な

比較をすることにより.インプリンティングや性染色体量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)ボリコーム遭伝子群のインプリンティングへの関与の検討 :佐々木裕之,辻本直美,

古閑明彦t(Ⅰ千葉大 ･大学院)

ボリコーム群蛋白質はクロマチンの構成成分であり,一般に遺伝子の抑制やインス

レ一夕機能にかかわっている.ボリコーム群蛋白質のインプリンティングへの関与を検

討するため,2つのポリコーム遺伝子NeJ-]8,8mILJのノックアウトマウスにおいてイ

ンプリンティング遺伝子の発現を調べたが,異常は見られなかった.

(7)XJ'S/遺伝子頼域に見出されたアンチセンスRNAの解析 :佐渡 敬,佐々木裕之,

EnLil(lCVRC.NGH,USA)

XjstはX染色体不活性化に必須の遺伝子であるが,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XL-5(遺伝子頼域にその転写ユ

ニットを完全に含むアンチセンスRNA(TsI'x)を見出した. TsL'xもまたタンパク質に翻

訳されないRNAと見られる.XJ'st遺伝子の発現調節機構にTsI-xが関わっている可能性

を検討するため,TsJ'xのノックアウトマウスを作製して調べたところ,TsJ'x欠損X染色

体からのXJ'st連伝子の異所的発現とそれに伴う異所的X染色体不活性化が認められた.こ

のことから,TsixはXJ'st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(原著論文7).なお,この研究はThe 14th

InternationalMouseGemomeConferenceにおいてベストポスター賞を受賞した.

(8)分裂酵母の辻伝子機能ネットワークに関する研究 :桂上稲穂■,BongYong-Sik2,阿

久津達也3,藤山秋佐夫(■マックスブランク研究所 ･放射線影響研究所,2総研大,3東大

医科学研究所)

ゲノムの構造情報が指数関数的勢いで蓄積されつつあるが,それがゲノム研究の本来

的な目的ではない.現在力が注がれているmapping&sequencingは,80年代の分子

生物学が遺伝子の構造情報をもとにして発展したように,ゲノムの構造情報に基づいた

遺伝子群(遺伝子ネットワーク)の機能研究(FunctionalGenomics)を行うための基盤

作りである. 我々は既にゲノム構造が決められた出芽辞母と近縁の分裂酵母(これもゲ

ノムの配列決定が進められている)を用い,ras蛋白質の下流で発現を制御されている全

遺伝子をカタログ化する事を目的に分裂酵母ゲノムDNAマイクロアレイと解析用ソフト
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ウエアシステムの開発を行った. 現在,ras一遺伝子の欠損化など各種の条件に特異的

に発現量が変化する速伝子群のカタログ化を行っている.

(9) 染色体特異的ライブラリの作成とセントロメア,テロメア東城の構造解析 :藤山秋

佐夫,遠藤明子1,遠藤光子(1東邦大学)

ソーティングにより純化したヒト染色体をDNA材料とし,#9-#12を除くヒトの染色

体特異的ライブラリの作成を世界で初めて完成させた . 今後 10年のヒトゲノム解析お

よびその後に行われるであろう機能解析のための研究資材として重要なものである. こ

の材料を用い,ヒト21番染色体のセントロメア,テロメア領域の構造解析を行った.

(10)ヒト11番染色体長腕,ヒト18番全染色体ドラフト配列決定 :藤山秋佐夫,服部正平-,

榊 佳之L･2,矢田哲士),伊藤武彦3(■理化学研究所ゲノム科学総合研究センター ,2東京大学

医科学研究所,3三菱総合研究所)

ヒト全ゲノムの90%について多重度5のドラフト配列を決定させる国際コンソーシアム計

画にのっとり,11番染色体長腕,18番全染色体について物理地図を作製し概要配列を決定し

た.現在 11番染色体について99%をカバーする商域の配列解析が終了している.また,こ

の計画に必要な地図情報をネット上から自動的に収集し図示するINAPシステムを構築した.

(ll)単離染色体を用いた染色体テロメア嶺域の解析 :藤山秋佐夫,瀧本光弘l,須田剛士1

(l新潟大学医学部)

染色体ソータ-の改良により,かなりの程度に純粋なヒト染色体を大量に得ることが

可能になった . 単離可能なヒト染色体についてテロメア長の変動を測定した結果,チ

ロメア長と染色体サイズに相関関係のあることを示唆する結果を得た .

(12)共有総合型DNAチップの開発研究 :藤山秋佐夫,井上将亮1,小川伸哉l,実吉峯男 I

(l帝京科学大学)

共有結合により,ガラス表面にオリゴヌクレオチ ドもしくはDNAを結合させる基礎条

件について,検討を始めた. これまでに,アミノシリル化ガラス,アビジン化ガラスに

対して,500bp程度のDNAもしくはチオール化オリゴヌクレオチ ドを共有結合させ,ハ

イブリッド形成効率についての検討を行った.

(13)I)NAアレイ発現解析システムの構築に関する研究 :藤山秋佐夫,大山 彰J,阿久津

達也2()三井情報開発,2東京大学医科学研究所)

上記研究課題(13)に関連し,マクロアレイ,マイクロアレイ画像データ解析ソフトウ

エアの開発を始めた.基本的には,-昨年度までに完成させた2次元ゲルパターン解析

ソフトウエアの拡張版とし,定量化機能を持たせることを計画している.

研究業績

(1)原著論文

1iIshihara,K.,Hatano,N.,Furuumi,HリKato,R.,Iwaki,T.,Miura,K.,Jinno,Y.

andSasaki,H.:Comparativegenomicsequencingidentifiesnoveltissue･spe･
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cificenhancerSandsequenceelementsformethylation･sensitivefactorsim-

plicatedin/gayH19imprinting.GenomeRes.10,664･671.2000.

2.Yatsuki,HりWatanabe,H.,Hattori,M.,Job,汰,,Soejlma,H.,Komoda,H.,Xin,

ZリZhu,X.,Higashimoto,K.,Nishimura,M.,Kuratomi,S.,Sasaki,H.,Sakaki,

Y,andMukai.T.:Sequence-basedstructuralfeaturesbetweenKvlqtland

Tapalinmousechromosome7F4/F5correspondingtotheBeckwith･

WiedemannsyndromereglOninhumanllp15.5:long･stretche80funusually

wellconservedlntrOnicsequenceofKvlqtlbetweenmouseandhuman.DNA

Res.7,195-206,2000.

3.Ueda,T.,Abe,K.,Miura,A.,Yuzuriha,M.,Zubair,M.,Noguchi,MリNiwa,K.,

Kawase,Y.,Kono,T.,Matsuda,Y.,Fujimoto,H.,Shibata,H.,Hayashizaki,Y.

andSasaki,班.:Thepaternalmethylationimprintorthemouse〝79locusis

acquiredinthegonocytestageduringfetaltestisdevelopment.GenesCells5,

649･659,2000.

4.Watanabe,T,,Yoshimura,A"Mishima,Y.,Endo,Y.,Shiroishi,T.,Koide,T.,

Sasaki,H.,Asakura,H.andXominami,R.:Differentialchromatinpackaging

ofgenomicimprintedreglOnSbetweenexpressedandnon･expreSSedalleleS.

Hum.Mol.Genet.9,3029･3035,2000.

5.Mizuno,S.,Chijiwa,T.,Okamura,T.,Akashi,K.,Fukumaki,Y.,Niho,Y.and

Sasaki,H.:ExpressionofDNAmethyltransferaSeSDNMTl,aAand3Binnor･

malhematopoiesisandinacuteandchronicmyelogenousleukemia.Blood(in

press),

6.Ohno,M.,Aoki,N.andSasaki,H.:AllelelSpeCificdetectionofnascenttran･

scriptsbyfluorescenceJ'DSL'tuhybridi2:ationrevealstemporalandculture･

inducedchangesinIgJ2imprintingduringpre･implantationmousedevelop･

ment.GenesCells(inpress).

7.Sado,T.,Wang,Z.,Sasaki,H.andLi,E.:RegulationofimprintedX･inactiva-

tioninmicebyTsL'x.Development(inpress).

8.Yokomine,T.,Kuroiwa,A.,Tanaka,K.,Tsud21uki,M.,Matsuda,Y.andSasaki,

H.:Sequencepolymorphisms,allelicexpressionstatusandchromosomalloca一

tionsofthechlCkenIGF2andMPRlgenes.Cytogenet.CellGenet(inpress).

9.Hamatani,T.,Sasaki,H.,Ishihara,K.,Hida,N.,Maruyama,T.,Yoshimura,Y.,

Hata,J.andUmezawa,A.:EpigeneticmarksequenceoftheH19genein

humansperm.Biochim.Biophys.Acta(inpress).

10.Hattori,MりFujiyama,A.etal.:TheDNAsequenceofhumanchromosome21

Nature415,311･319,2000.

11.Park,H.･S.,Nogami,M.,Okumura,K=Hattori,M.,Sakaki,Y.andFujiyama,

A.:Newlyidentifiedrepeatsequences,derivedfromhumanchromosome21q-
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ter,arealsolocalizedinthesubtelomericregionofparticularchromosomes

and2q13,andareconservedinthechimpanzeegenome.FEBSLetters475,

167-169,2000.

12･Bruels,T.,Gyapay,GリPetit,J.-L.,Artiguenave,F.,Vico,V.,°in,SリTin･

Wollam,A.M.,DaSilva,C.,Muselet,DりMavel,D.,Pelletier,EリLevy,M.,

Fujiyama,A"Matsuda,F.,Wilson,R.,Rowen,L.,Hood,L.,Weissenbach,J.,

Saurin,W.andHeilig,R.:Aclonemapofhumanchromosome14,Nature409,

9471948,2001.

13.TheInternationalHumanGenomeConsortiumincludingA.Fujiyamaand55

authors:Aphysicalmapofthehumangenome.Nature409,934-941,2001.

14･TheInternationalHumanGenomeConsortiumincludingA.Fujiyamaand72

authorsfrominternatlOnalsequencingcenters:Thehumangenome:initial

sequencingandanalysis.Nature409,860･921,2001.

(2)その他

1.Sasaki,H,,Ishihara,K.andKato,R.:MechanlSmSOfZgf2yH19imprinting:

DNAmethylation,chromatinandlong･distancegeneregulation(Review).∫.

Biochem.127,711･715,2000.

2.佐々木裕之 :ゲノムインプリンティングと疾患.実験医学 18,1076-1080,2000.

3.佐渡 敬,佐々木裕之 :生殖遺伝学とインプリンティング.病理と臨床 18,1223-

1226,2000.

4.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｣,第 14巻 ｢生命工学 .･新しい生命へのアプローチ(浅島 誠 ･山村研一

編)｣(印刷中).

5.佐渡 敬,佐々木裕之 1.は乳類の発生におけるl)NAメチル化の役割 .細胞=学(印

刷中).

6.藤山秋佐夫 :ゲノムリソース:ヒトゲノムリソースの整備.現代医療 32,85-88,

2000.

7.藤山秋佐夫 :ゲノムの歩き方.遺伝 54,21-25,2000.

8.藤山秋佐夫 :｢遺伝子問題とは何か(青野由利著)｣書評.平凡出版,インターネッ

ト出版,7月,2000.

9.榊 佳之,服部正平,藤山秋佐夫はか :ヒト21番染色体の全解読.蛋白質核酸酔

素45,2520-2527,2000.

10.藤山秋佐夫 :ヒトの遺伝子はいくつあるか.遺伝 54,8-9,2000.

ll.藤山秋佐夫 :ヒトゲノム.理科年表(丸善),1033-1034,2000.

12.藤山秋佐夫 :ゲノム解析の現状と未来:ヒト,植物,細胞工学(印刷中).
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(3)発表練演

1.佐々木裕之 :噂乳動物におけるゲノミックインプリンティング機構.第2回国際

シンポジウム,食資源動物の生物工学,京都,1月.

2.辻本直美,千々岩崇仁,田嶋正二,佐々木裕之 :晴乳類DNAメチルトランスフェ

ラーゼの細胞内局在. 第 17回染色体ワ-クショップ,神戸,1月.

3.佐渡 敬,Fenner,N.H.,Tan,S.S.,Tan,p.p.L.,Shioda,T.andLi,

E.:Dnmt欠損マウス肱におけるX染色体不活性化 . 第 17回染色体ワークショッ

プ,神戸,1月.

4.佐渡 敬 :DNAメチル トランスフェラーゼ(Dnmt)欠損マウスにおけるX染色体不活

性化 .国立辻伝学研究所研究集会:I)NAメチル化にもとづくゲノム機能のダイナミ

ズム,三島,3月.

5.Danjoh,Ⅰ.,Bong,Y/S.,Yada,T.,Nakai,K andFujiyama,A.:Genome･wide

screeningforhouse-keepingGGENEsinfissionyeast.ColdSpringHarbor

meeting-■GenomeSequencingandBiology'■,ColdSpringHarbor,May.

6.Hattori,MりFujiyama,A.etal.:HumangenomeSequencingprojectatRIKEN･

GSC:ProgressreportsonChr21.ll.and18.ColdSpringHarbormeeting

'●GenomeSequencingandBiology■',ColdSpringHarbor,May,

7.Watanabe,Y.,Fujiyama,A.etal.:High･resolutionmappingofreplication･tim-

ingthroughtheentirehumanchromosomellqatagenomesequencelevel:

initiationofgenome-wideapproachtoputlandmarkswithbiological8ignifi･

cance.ColdSpringHarbormeetingl'GenomeSequencingandBiology",Cold

SpringHarbor,May.

8.SaSaki,H.:DNAmethylationandgenomicimprintinginmammals.WorldCon･

gressonRettSyndrome2000,Karuizawa,July.

9･Iwasa,Y.,Sasaki,H.andPomiankowski,A/.GenomiCimprintingcontrolling

maternalbehaviors.The8thlmternationalBehavioralEcologyCongre88,

Zurich,August.
10.佐々木裕之 :DNAメチル化に基づくインプリンティング制御機構. 大阪大学蛋白

研究所セミナー :染色体DNAのメチル化調節機構とその機能,大阪,9月.

ll.佐々木裕之 :ゲノムインプリンティング頼域とがん. 日本癌学会第59回総会(シ

ンポジウム :ポストシークエンス時代におけるがんのゲノム解析),横浜,10月 .

12 木村博借,末武 勲,佐々木裕之,田嶋正二 :アフリカツメガエル腔発生過程への

マウスDNAメチルトランスフェラーゼ3a,3bl.3b2,3b3の効果. 日本生化学会

第73回大会,横浜,10月.

13.青木麻子,末武 勲,宮川順一,千々岩崇仁,佐々木裕之,中村正彦.田嶋正二 :

大量発現したdenovo型DNAメチル トランスフエラ-ゼ群の生化学的性質につい

て. 日本生化学会第73回大会,横浜,to月.

14.巌佐 唐,佐々木裕之 :母性行動に影響する遺伝子は刷り込みが進化する. 日本
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進化学会第2回大会,東京,10月.

15.佐々木裕之,石原 宏 :JCP2/HJ9 辻伝子の刷込みを制御するシスおよびトラン

ス因子の同定と解析. 日本人類辻伝学会第45回大会,福岡,Io月.

16.白水久男,久保田健夫,熊沢あすみ,佐渡 敬,千々岩崇仁,青木麻子,末武

勲,三木裕子,林 正俊,稲垣興-,涌井敬子,福嶋義光,田嶋正二,佐々木裕

之 :DNAメチル化辞素異常症:ICF症候群におけるDNNT38遺伝子の変異解析. 日本

人類遺伝学会第45回大会,福岡,10月.

17.水野晋-,千々岩崇仁,佐々木裕之 :新規DNAメチル トランスフェラーゼDNAIT3A,

DNMT3Bの急性および慢性骨髄性白血病における発現レベルの検討. 日本人類遺伝

学会第45回大会,福岡,10月.

18.佐々木裕之 :ヒトゲノムから見た発生再生のしくみ. 福岡市西区医師会学術誇演

会,福岡,10月.

19･Sado,TリSasaki,H.andLi,E.:RoleofAntiSenSeRNAattheXJ'stlocuSinX･

inactivation.ColdSpringHarborLaboratoryMeetingI.GermCells,川ColdSpring

Habor,October.

20･Fujiyama,AりWatanabe,H,etal.:Towardunderstandingourselvesthrough

comparativegenomicsofprimates.ColdSpringHarbormeeting"HumanOri･

ginandDisease…,ColdSpringHarbor,October.
21.横峯孝昭,黒岩麻里,田中和明,都築政起,松田洋一 :鳥類におけるゲノムインプ

リンティングの検討. 日本遺伝学会第72回大会,京都,11月.

22.黒岩麻里,横峯孝昭,佐々木裕之,都築政起,田中和明,並河虎夫,松田洋一 :鳥

類のZ染色体における辻伝千畳補正機構の解析. 日本遺伝学会第72回大会,京都,

11月 .

23.Purbowasito,W.,Kato,R.,Suda,C.,Shirohzu,HりYokomine,T.,IShihara,K.,

Sado,T.andSasaki,H.:AnalysisofgenomicsequenceofthediStalimprinted

regionofmousechromosome7.The14thInternationalMouseGenomeCon･

ference,Narita,November.

24.Sado,T.,Sasaki,H.andLi,E.:RoleofAntisenSeRNAattheX)lStlocuSinX-

inactivation.The14thInternationalMouseGenomeConference,Narita,No･
vember.

25･Tsujimoto,N"KoSeki,H"Takihara,Y.,Katoh･Fukui,Y.andSasaki,H.:Ex･

presSionofimprintedgenesinmicedeficientforPcGproteinS.The14thInter

nationalMouseGenomeConference,Narita,November.

26･Sasaki,H.:TheMechanismsofJGFZuH19imprinting:DNAmethylation.chro･

matinandlong･diStanCegeneregulation.The318tInternationalSymposium

ofThePrincessTakamatsuCancerResearchFund･DNAMethylationandCan･

cer,Tokyo,November.

27.佐々木裕之,石原 宏 :DNAメチル化とゲノムインプリンティング制御機構. 第
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23回日本分子生物学会年会(ワークショップ :エビジェネティクスの分子基盤),

神戸,12月 .

28.黒岩麻里,横峯孝昭,佐々木裕之,都築政起,田中和明,並河鷹夫,松田洋一 :局

類のZ染色体における遺伝量補正機構の解析.第23回日本分子生物学会年会,秤

戸,12月.

29.横峯孝昭,黒岩麻里,田中和明,都築正起,松田洋一,佐々木裕之 :鳥類における

ゲノムインプリンティングの検討.第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

30.白水久男,久保田健夫,須田知賀子,青木麻子,三木裕子,林 正俊,涌井敏子,

末武 勲,福嶋義光,佐々木裕之 :ICF症候群におけるβ〟〟rJβ遺伝子の変異解析.

第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

31.Purboyasito,Y.,加藤玲子,須田知賀子,白水久男,横峯孝昭,石原 宏,佐

渡 敬,服部正平,榊 佳之,佐々木裕之 :マウスF4/F5領域のインプリンティ

ングドメインのゲノム構造解析 . 第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月 .

32.辻本直美,古関明彦,龍原義宏,福井由宇子,佐々木裕之 :PcG蛋白質欠損マウスにお

けるインプリンティング遺伝子の発現.第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

33.佐渡 敬,佐々木裕之,Li,E:‡染色体不活性化における∫J∫/アンチセンスRNA

の役割. 第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

34.宮崎順子,末武 勲,青木麻子,佐々木裕之,中村正彦,田嶋正二 :DenoyO型
DNAメチルトランスフェラーゼの大量発現とその性質.第23回日本分子生物学会年

会,神戸,12月.

35.木村重信,未武 勲,佐々木裕之,田嶋正二 :アフリカツメガエル腔発生に対する

マウスDenovO型DNAメチル トランスフェラーゼの効果.第23回日本分子生物

学会年会,神戸,12月 .

36.石田智咲,裏 聖恵,丹羽仁史,佐々木裕之,金田安史 :ES細胞におけるDnmt3b

遺伝子のクロマチンを介した転写調節機構の解析.第23回日本分子生物学会年会,

神戸,12月.

37.藤山秋佐夫,渡連日出美,稲垣尚美,小林由一,酒井良子,塚本ゆみ,寺田順子,

栃木美和子,許山肖子,吉田 悟,米滞弥穂,和田洋美,豊田 敦,Taylor,T.D.,

十時 泰,矢田哲士,服部正平,榊 佳之 :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23回日本分子生物学会年会,

神戸,12月.

38.榊 佳之,服部正平,藤山秋佐夫 他 :ゲノムシーケンスから見たヒトの特色.莱

23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

39.豊田 敦,藤山秋佐夫,服部正平,榊 佳之 他 :ゲノムシークエンスシステム:

21番染色体の完成と11,18番のドラフトシークエンス.第23回日本分子生物学

会年会,神戸,12月.

40.Bong,Y.-S.,DanJOh,Ⅰ.andFujiyama,A.:ExpressionprofilingofS.

pombeduringnitrogenstarvation.第23回日本分子生物学会年会,神戸,
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12月 .

41.渡辺良久,藤山秋佐夫,榊 佳之,池村淑道 :ヒト染色体 11番長腕と21番全域の

S期内複製時期地図の作製. 第 23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

42.前川耕平,豊田 敦,藤山秋佐夫 他 :ダウン症必須簡域におけるヒト･マウス比

較 . 第 23回日本分子生物学会年会.神戸,12月.

43.佐々木裕之 :DNAメチル化辞素欠損症 ｢ICF症候群｣の分子病理とインプリンティ

ング. 第4回遺伝性疾患の生殖遺伝学研究会,名古屋,12月.

44.佐々木裕之 :生殖細胞におけるDNAメチル化とインプリンティング.平成 12年度

後期大阪大学蛋白質研究所研究報告会,大阪,12月.

E･b.育種遺伝研究部門

当部門では,植物遺伝子と転移因子の発現制御を研究している. 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,照井明子とともに研究を開始した.

本年度の研究は,科学技術振興事業団 ･戦略基礎研究 ｢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),及び,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｣等の支援を受けた.

(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,渡辺光一

高等植物や脊椎動物は他の生物と比べて巨大なゲノムを持つが,量的な面から考えれ

ば,そのゲノムの大部分はトランスポゾン等の反復配列である. 反復配列の多い染色体

衝域では,一般に転写や組換えの活性が低く,凝集(ヘテロクロマチン化)が観察される.

さらに,反復配列領域のDNAではシトシンが高頻度でメチル化されている. 反復配列の

大部分は機能が未知であるが,その無制限な活性化や転移は宿主生物にとって有害と予想

される. 一方,反復配列の中には,セントロメアやテロメアのように染色体機能に重要

と考えられているものもある. 本部門では,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,反復配列とDNAメチル化の制御機構および種々の生物現象への影

響を調べている.

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ddmJ(decTeaSeJ'nDNAmethyJafJ'on)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. pp〟ノ遺伝子産物はクロマチンリモデリング因子

SW12/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た.
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そのうちの一つ claDは,秦,根,茎の細胞伸長の阻害を特徴とする. この形質は遺

伝するが,ある頻度で正常な表現型のセクターを生じる.セクターの大きさと頻度は個

体によって異なる. この系統の子孫系統の中には安定してこの表現型が観察される(正

常なセクターの生じない)ものがある.安定な C/am系統を用いてこの遺伝子座の連鎖解

析の精密化を行った.926の染色体の遺伝型を調べることにより原因遺伝子が既知の遺

伝子DW4であることがわかった. cJaD系統ではDH'F4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この表現型が誘導されていた. こうして我々が新

たに兄い出したトランスポゾンCACTAJはddmJ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<こ

とが示唆される. これは,植物における内在 トランスポゾンを制御する宿主因子の始め

ての同定になる(論文印刷中).

もう1つの発生異常,開花時期遅延形質FTSは,多くのddmJ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FHuと同じ染色体商域にマップされた.PVA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ことがわかった. こ

の辻伝子の上流にある反復配列の低メチル化に伴ってエクトピックな転写が起き,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(rell).奇妙なことに,逮

常の突然変異原処理で得られた突然変異である Iw8-)と/ya-2においても,コード領域

に突然変異は観察されず,低メチル化に伴う過剰発現が表現型を引き起こしていたこと

がわかった. このような塩基配列の変化によらない遺伝子発現の修飾が安定な対立形質

(epi-allele)として振る舞う現象は,これまでシロイヌナズナのSLrPURNAN辻伝子やホ

ソバウンランのLcyc辻伝子で報告されている. エビジェネティツクな制御を受ける辻

伝子を同定するのに,ddml突然変異と連鎖解析を組み合わせた系が利用できることがわ

かった.

(2)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. 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主が少ないため,第2

の植物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DDNJ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-マルI)NA,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. このイネ突然変異体

を用いて,活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.

これとは別に,アルキル化剤で突然変異原処理をしたイネのN｡集団から,メチル化感

受性制限酵素を用いたサザン解析による選抜で,rDNAのメチル化レベルの低下したイネ
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突然変異体を得ている.この突然変異体では,rDNAのメチル化レベルは低下するが,他

の配列のメチル化は影響されない.

研究業績

(l)原著論文

1･W,Soppe,JacobsenS.E.,Alonso･Blanco,CりJacksonJ.,Kakutani,T.,

Koornneef,M.andPeeters,A.J.M.:Thegainoffunctionepl･mutantFWA

causeslateflowering.MolecularCell6:791-802,2000.

2･Hirochih,H.,Okamoto,H.andKakutani,T.:SilencingofRetrotranSpOSOnS

inArabidopsisandReactivationbytheddmlmutation.ThePlantCell12:357･

368,2000.

(2)発表講演

1.角谷徹仁,米林渉司,三浦明日香,渡辺光一,遠山知子,島田浩幸,広近洋彦 :｢ア

ラビドプシスddml突然変異によるゲノムDNA低メチル化と発生異常誘発とトラン

スポゾン活性化｣第 23回日本分子生物学会年会ワークショップ,2000年 12月,神戸

2.角谷徹仁 :｢DNAメチル化突然変異｣第 23回日本分子生物学会年会サテライトシン

ポジウム ｢高等植物研究の最前線｣,2000年 12月,京都

E･C. 脳繊能研究部門

脳機能研究部門では,マウス嘆覚系を中心として神経の発生機構の研究を行っている.

本年度は,科学研究費特定頼域研究 r脳研究の総合的推進に関する研究｣,｢神経回路の機

能発達｣,および奨励研究(A),科学技術振興事業団から戦略的基礎研究 r脳を知る｣とさ

きがけ21｢素過程と連携｣の助成を受けた.また,総合研究大学院大学専攻間での共同

研究費(代表 嶋本伸雄)の助成を受けた.

(1)喚索ガイドポスト細胞の運命決定および細胞移動(発表論文 1):平田たつみ.富岡直

美l,(】名古屋大学)

マウス終脳の吻側端には嘆球と呼ばれる頼域が存在する.喚球からの軸索は,終脳外

側の狭い領域を尾側に向かって伸長し,喚索(lateralolfactory tract;LOT)と呼ば

れる軸索束を形成する.我々の作製したモノクローナル抗体 lotlが認識する細胞(lot

細胞)は,喚球から軸索が伸長し始めるより前から,将来この軸索が伸長することになる

経路にわたって細胞の帯を作って配列する. そして,その後伸長してくる喚球軸索を.

この経路へとガイドする. したがって lot細胞が終脳における嘆索の位置を決定してい

ると考えられるが,なぜこの細胞が予定喚索額域に配列するのかについては謎であった.

そこで,様々な培養法を用いて lot細胞が終脳のどこで発生し,どのようにして嘆索東

城に局在するようになるのかを解析した.
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lot細胞が最終分裂を行っているEI0.5の終脳を様々な領域に分割して分散細胞培養し,

lot細胞が終脳のどの東城から分化してくるのかを検討した. この時期の終脳は,遺伝

子発現の様式の違いから,背側の新皮質と腹側の神経節隆起との2つの区画に分けること

ができる. lot細胞はそのうち新皮質の細胞を培養したときにのみ分化し,神経節隆起

を培養しても分化してこなかった. また終脳新皮質の中では,どこの部位からもまんべ

んなく分化してきた. lot細胞が,実際の生体内で,新皮質全体で発生してくるとすれ

ば,これらの細胞はかなりの距離にわたって終脳半球を腹側方向に移動しなければならな

い. しかしこれまでに腹側方向に移動する細胞の報告はない. このような細胞移動様式

が存在するのかを確かめるために,東北大学の大隅典子博士と共同研究を行い,マウス全

圧培養法による細胞移動の解析を行った.その結果,実際に終脳新皮質全体で生まれた

細胞が腹側方向に移動し,予定嘆索領域に局在する事が確かめられた. このようにして

移動した細胞の少なくとも一部は,lotl抗体の抗原を発現して,lot細胞へと分化する

ことが確かめられた.以上の結果を総合すると.生体内でlot細胞は終脳新皮質全体で

発生し,予定嘆素顔域まで移動するという興味深い発生過程をたどると考えられる.

(2)喚球軸索のガイダンスと軸索反発因子Slitとの関係(発表論文2):平田たつみ

前述のように,嘆球からの軸索はlot細胞によりガイ ドされて,喚索という軸索束を

形成する. この際の軸索ガイドの分子機構は未だ不明である. 最近,拡散性ガイド分

子の一つであるSlitが,喚球軸索の伸長を反発させる作用を持つことが示された. こ

の結果から.lot細胞による嘆球軸索ガイドがSlitを介して行われている可能性が考え

られた. また逆に,Slitが lot細胞の挙動を制御することで,喚球軸索をガイドして

いる可能性も示唆されていた.

そこで,lot細胞による短距離性の軸索ガイダンスの機構とSlitとの関係を,終脳器

官培養系を用いて検討した. 具体的には,Slitを強制発現させた細胞をlot細胞の近

傍に移植して,喚球軸索のガイドや lot細胞の分布に対する影響を検討した.またSlit

の合成源であると考えられる終脳の中隔部を除去し,さらに残存するSlitの活性を阻害

する処理を施して,喚球軸索伸長の様子を検討した.その結果,lot細胞による軸索の

短距離性のガイダンスとSlitとは無関係である可能性が示唆された.すなわち,この2

種のガイド機構は,それぞれ独立に,喚球軸索に作用していると考えられた.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部からのSlit活性が必要ない可能性を

示唆した.

研究業績

(1)原著論文

1･Tomioka,N.,Osumi,N.,Sato,Y.,Inoue,T.,Nakamura,S.,Fujisawa,H.and

Hirata,T.:Neocorticalorlglnandtangentialmigrationofguidepostneuronsin

thelateralolfactorytract.J,Neurosci.20,5802･5812,2000.
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2･Hirata,T.,Fujisawa,H.,Wu,J.Y.andRao,Y.:Short･rangeguidanceofolfac-

torybulbaxonsisindependedofrepulsivefactorslit.J.NeuroSCi(inpreSS),
2001.

(2)その他

1.平田たつみ :終脳における神経細胞の移動と額域特異化,細胞工学20,印刷中

2001.

(3)発表講演

I･Hirata,T.:LOTcellsthatlayoutprospectiveolfactorytractinmouse.The8th

lnternationalConference:Peacethrough MindノBrainScience,Hamamat8u,2月.

2･Sato,Y.,Hirata,T.andFujisawa,H.:Productionofhamstermonoclonalanti･

bodywhichinhibitsneuriteoutgrowth.TheNIBBInternationalCOESympo･

Sium,Okazaki,3月.

3.Hirata,T.,Osumi,N.,Tomioka,N.,Sato,Y.andFujisawa,H.:Neocortical

originandtangentialmigrationofguidepostneuronsinthelateralolfactory

tract.TheNIBBInternationalCOESymposium,0knzaki,3月 .

4･Hirata,T.:Guidanceofmitralcellaxonsbylotcells,aspecificSubsetofearly･

generatedneurons.Swiss･JapaneseScientificSeminar,ProgreSSinDevelop-

mentalBiology:Developmentofthenervoussystemandpatternformation,
Swit2:erland,4月.

5.川崎能彦,別宮洋子,木津川尚史,藤沢 肇 :ニューロピリン-1とセマフォリン

3Aの相互作用による交感神経系の形成制御.第33回日本発生生物学会,高知,5月.

6.Hirata,T.:Short-rangeandlong･rangeguidanceofolfactorybulbaxonS.Gor･

donResearchConference:MolecularandCellularNeurobiology,HongKong,
6月 .

7.川崎能彦,別宮洋子,木津川尚史,藤沢 肇 :Neuropilin-1による交感神経系の

形成制御 .第23回日本神経科学大会 シンポジウム,横浜,9月.

8.Sato,Y.,Hirata,T.andFujisawa,H.:Productionofhamstermonoclonalanti-

bodythatinhibitsneuriteoutgrowtll.ColdSpringHarborLaboratoryMeeting:

AxonGuidanceandNeuralPlasticity.ColdSpringHarbor,9月 ･

9.川崎能彦,木津川尚史.藤沢 肇 :Neuropilin-1は腔発生時の血管形成を制御す

る.第73回日本生化学会 シンポジウム,横浜,10月.

10.平田たつみ :神経細胞の軸索伸長とガイダンス機構 第23回日本分子生物学会年会

ワークショップ.神戸,12月.
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E･d.応用遺伝客員研究部門

(I)‡染色体不活性化に関わるインプリントのマウス腔における解析 :高木信夫

噂乳類では雌雄間に生じる‡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. マウスの発生初期に発達する腔体外組織では,父由来

の染色体(Ip)が優先的に不活性化する.不活性化と細胞の分化には密接な関係があり,

腫盤胞では腫体外部に分化する細胞でのみ不活性化が始まっている. この組織特異的な

不活性化様式は刷り込みによりもたらされると考えられるので,我々はその性質を調べ

ることにした.FISIlで大きなシグナルとして検出される,Xjsl遺伝子の安定発現を指

標として,Rb(‡.2)2AdとRb(Ⅰ.9)6Hをヘテロに持つ碓マウスより得られる,‡mを過剰

に持つXnXm‡pおよびXmXmY腔での不活性化を検討した結果,栄養芽細胞ではXmは決し

て不活性化されないことが判明した.更に,上記ロバー トソン型転座とJacZ遺伝子を

持つ‡染色体をマーカーとして前核移植により作成した,‡pを2本持つ雄核発生腔を調

べたところ,艦体組織のみならず腔体外組織でも,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. ただし,卵割期には両方の‡染色体より安定型の

xL'stRNAが発現していた.これらの事実は,栄養芽細胞では刷り込みにより母由来Xist

が転写されず,従って加 が不活性化しないこと,父由来‡istは双方の‡pから発現され

るが‡染色体数のcountingが起きるため不活性化は1本に限られると結論した.

(2)マウステ トラソミ一日 による発生異常 :高木信夫

噴乳類では.過剰な常染色体は流死産など旺発生に重大な影響を引き起こすのに対し,

‡染色体の増加の影響はそれ程深刻ではない. その原因は2倍体細胞では,1本を除い

て全ての‡染色体が不活性化されるためである.ただし,不活性化真常によりX連鎖遺

伝子量が正常の2倍になった場合,著しい発生異常が起こり,妊娠の前半で致死となる

ことが示された. 辻伝子亀が倍加することによって引き起こされる著しい発生異常は,

‡染色体に特有なのか,常染色体にも普通に見られるのかを検討することにした. そこ

で.2種類のロバートソン型転座染色体Rb(10.ll)8BnrとRb(ll.13)6Lubをヘテロに持

つマウスでは減数分裂時の染色体不分離頻度が上昇する事を利用して,11番染色体のテ

トラソミ-(Tetsll)腔を作出し.初期腔発生における常染色体性の遺伝子量効果の影

響を解析した. Te上sll腔は受精後7.5日日の時点で約5%の頻度で得られた. 発生

異常は顕著で,大きさのみの比較では48時間相当の遅れが認められた. ばらつきは大

きいものの,肢体部と艦体外部の区別が明瞭ではなく,原羊膜腔に死細胞が多く,中広

葉の分化が認められないなど肱発生の根幹に影響が出ていた. 2本の活性X染色体を持

つ腔はTets ll腔と同等程度の異常を示す . このことは常染色体でも遺伝子量が正常

レベルの2倍になれば,腔発生は著しく異常になり,X染色体が他の染色体とは特別違っ

てはいないことを示唆する. また,この観察は活性X染色体が常染色体2本分の活性レ

ベルを維持している事も間接的に示している.
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(3)イネ生殖生長期における分裂組織アイデンティティーの転換制御 :長戸康郎

イネの生殖生長期において,茎頂分裂組織は,稜軸分裂組織一枝梗分裂組織-小穂分

裂組織一花分裂組織へとそのアイデンティティーを転換する.その転換制御のメカニズ

ムを明らかにするために,穂及び花の構造の異常を示すaberrantpanI'cleorganj-

za/)IonI(apoJ)を同定し.解析した(原著論文8).apoJの3つのalleleを同定した

が,いずれも穂及び枝梗が短く,花では醗被の増加,雄蕊の減少,雌蕊の増加が見られ

た. 野生型の穂軸分裂組織は,10本程度の1次枝棟を分化した後退化するが,apoJ変

異体では,教本程度の 1次枝棟を分化した後小穂(花)に転換した. 即ち,ape/変異体

の穂軸分裂組織は,退化するより前に小穂分裂組織にそのアイデンティティーを転換し

たのである. 同様の傾向は1次枝梗分裂組織でも観察され,側生器官をほとんど分化す

ることなく小穂(花)に転換した.従って,apoIの花序(穂)においては,分裂組織のア

イデンティティーの転換が早まっており,その野生型遺伝子は,分裂組織の早すぎる転

換を抑制していると考えられる.

apoJは花においても興味深い表現型を示した . 鱗被は正常な2枚から4-6枚に増加

した. 一方雄蕊は正常な6本から卜3本に減少した. 鱗被と雄蕊の数は花により変動

したが,それらの合計は,野生型の8とほとんど変わらなかった.従って,鱗被と雄蕊

の領域全体の大きさは変わらないが,その中の鱗被の領域の拡大と雄蕊商域の縮小が起

きていることを示している. 言い換えれば,鱗被を分化する分裂組織が長く維持され,

雄蕊を分化する分裂組織は非常に短期間で終了している.野生型では,雄蕊分化後,分

裂組織は雌蕊の心皮を1枚分化し,それ自身腔珠に転換する.しかし,apoJ変異体では,

複数の心皮 ･腔珠を側生で分化し続け,分裂組織のdeterminacyが失われた .

このように,APOlは分裂組織のアイデンティティーの転換の時間的制御に関わる重要

な遺伝子である.

(4)イネの茎頂分裂組織の構築と葉原基の分化パターン :長戸康郎

既に腔発生で茎頂分裂組織が欠失する変異体を解析し,SHLトSHL4遺伝子がその分化

決定に関与していることを示した. しかしこれらの遺伝子が分化後の茎頂分裂組織の維

持に関わっているかどうかは明らかでない. そこで,SHL2遺伝子座の弱い対立遭伝子

shJ2-6を同定した(原著論文 10).shl216は発芽後2,3葉を分化した後枯死した .そ

の時点で茎頂分裂組織は確認できなかった .腫発生過程を調べたところ,茎頂分裂組織

は分化するが,第2葉を分化する頃には消失した . 従って SHL2遺伝子は茎頂分裂組織

の維持にも必須である.その後の解析により,shJ2-6では葉序など菓原基の分化パター

ンも異常になっており,茎頂分裂組織の維持と葉原基の分化パターンが密接に関連して

いることが明らかになった.

不規則な葉序と短い菓間期を示す sho変泉体を解析し,菓原基の分化パターンには茎

頂分裂組織の形が重要であることを明らかにした(原著論文7).sho変異体の茎頂分裂

組織では,未分化な細胞が極端に減少し,そのほとんどは菓原基に分化しうる細胞で占
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められ その結果具所的に菓原基が分化する.従って,SHO遺伝子は茎頂分裂組織の中

の未分化な細胞群の維持に関わっていると考えられる. また,sho変異体の葉は,中央

部分のみが生長した糸状になっており,葉原基の分化位置が葉の形態形成にも影響する

ことが示唆された.

研究業績

(I)原著論文

1.Goto,Y.andTakagi,N.:MaternallyinheritedXchromosomeisnotinactivated

inmouseblastocystsduetoparentalimprinting.ChromosomeRes.8:101-109,

2000.

2.Sugimoto,M.,Tan,S.･S.andTakagi,N.:XcllrOmOSOmeinactivationrevealed

bytheX･linkedlacZtranSgeneactivityinperiimplantationmouseembryos.

Int.J.Dev.Biol.44:177･182,2000.

3.Tada,T.,Obata,Y.,Tada.M.,Goto,Y.,Nakntsuji,N.,Tan,S.･S.,Kono,T.and

Takagi,N_:Imprintswitchingfornon-randomX･chromosomeinactivation

duringmouseoocytegrowth.Development127:3101･3105,2000.

4.Okamoto,Ⅰ.,Tan,S∴S.andTakagi,N.:XchromosomeinactivationinXX

androgeneticembryossurvivinglmplantation.Development127:4137-4145,
2000.

5.Kikuchi,K.,Uekuchi･Tanaka,MりYoshida,K.T.,Nagato,Y.,Matsuoka,M.and

Hirano,H.lY.:MolecularanalysisOftheNACgenefamilylnrice.Mol.Gen_

Genet.262:1047･1051,2000.

6.Miyoshi,K.,Nakata,E.andNagato,Y.:Chal･aCterizationofviviparousmu･

tantsinrice(OryzasatjvaL.).Breed.Sci.50:207･213,2000.

7.Itoh,J/Ⅰ.,Kitano,HりMatsuoka,M.andNagato,Y.:SHOOTORG4N+ZATION

genesregulateShootaplCalmeristemorganizationandthepatternofleaf

primordiuminitiationinrice.PlantCell12:2161-2174,2000.

8.Ikeda,K.,Nagasawa,N.andNagato,Y,:ABERM NTR4NJCLE ORG4N12iAI

TJON1genel･egulatesmeristemidentityinreproductivephase.RiceGenet.

Newslett.17:31･34,2000.

9.Hayaghida,E.,Satoh,H.andNagato,Y.:ADLgenesarerequiredforadaxial･

abaxialpattern氏Irmationinriceleaves.RiceGenet.Newslett.17:28-31,2000.

10.Satoh,N.andNagato,Y.:SHOOTLESS2geneisreqlliredforbothinitiation

andmaintenanceofshootapicalmeriSteminrice.Rice Genet.New81ett.

17:26･28,2000.

(2)発表講演

1.後藤友二,高木信夫 :マウス初期肱におけるX染色体不活性化に関わる刷り込みの
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消失.日本遺伝学会第72回大会,京都,11月.

2.松井純子,高木信夫 :刷り込み型‡染色体不活性化に関わる‡istRNA発現制御 .

日本遺伝学会第72回大会,京都,11月.

3.杉本道彦,Seong-sengTan,高木信夫 :マウス精子形成過程におけるX染色体の

活性変化 :トランスジーンによる解析. 日本遺伝学会第72回大会,京都,11月 .

4.辛島裕子,阿部訓也,高木信夫 :frS/frSマウス腔に見られる発生異常の解析,日本

遺伝学会第72回大会,京都,11月.

51Karashima,Y"Goto,Y.,Abe,K.,Tan,S/SリKo,M.,Nagaraja,RリArtzt,K.and

Takagi.N.:NonepiblasttissuesaStheprimarysiteoftclw5expression.14th

lnternationalMouseGenomeConference,Narita,November,2000.

6.Okamoto,Ⅰ.,Tan,S∴S.andTakagi,N.:ⅩChromosomeinactivationinXX

androgeneticmouseembryossurvivinglmplantation.14thInternationalMouse

GenomeConference,Narita,November,2000.

7･Yamazaki,Y.,Yoshimura,A.,Nagato,Y.andKurata,N.:Oryzabase一･integrated

mapandmutantdatabase,PlantandAnimalGenomeVIII,2000.

8.山口貴大,石川元一,川崎信二,松岡 信,長戸康郎,平野博之 :イネホメオボッ

クス遺伝子DLの単離. 日本育種学会第96回講演会,岡山,1999.

9.佐藤奈美子,長戸康郎 :イネSHOOTLE552座の弱い対立遺伝子の同定と解析. 日本

育種学会第97回講演会,つくば,2000.

10.池田恭子,永滞信洋,長戸康郎 :イネにおける穂 ･花器官の分化パターンに関わる

変異体. 日本育種学会第97回講演会,つくば,2000.

ll.角倉 剛,池田恭子,長戸康郎 :不安定な中肋の分化を示すイネの変異体. 日本

育種学会第98回講演会,弘前,2000.

12.林田恵美,佐藤 光,長戸康郎 :イネのADL遺伝子は葉の表裏決定に関与する.日

本育種学会第98回講演会,弘前,2000.

13.山木辰一郎,長戸康郎 :珠皮の発生は肱の位置に影響する.日本育種学会第98回

講演会,弘前,2000.

14.春原英彦,佐藤 光.長戸康郎 :イネ短観変異体の発生学的解析. 日本育種学会

第98回講演会,弘前,2000.

F. 系統生物研究センタ-

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統を基盤としたユニーク

で活発な研究を展開している. また,遺伝資源としての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.この期間の職員の異動としては,

発生工学研究室の教授に国立医薬品食品衛生研究所から相賀裕美子が着任した.従って,

各研究室を構成する教官名は次のようになった.噛乳動物遺伝研究室(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),植物遺伝研究室(倉田のり助教授,伊
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藤幸博助手,実験陳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.輔乳動物遺伝研究皇

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 茂が,10月から中核機関特別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(莱

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(実中研),朝田芳信(日本大学松戸歯学部)の4名が参加した. また,嵯峨井知子,蘇

田 俊(沼津学園)らが研究に参加した.

マウス系統の鮭持分譲事業は,｢系統保存事業費｣により運営した. 平成 12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,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,桜井宣子と山本博美が(樵)JACから派遣さ

れ,主にマウス受精卵及び配偶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.

(I)軸前側多指症を示すマウス突然変異体‡-linkedpolydactyly(Xp/)及び Iuxate

(lx)の解析 :矢田有加里1,桝屋啓志2.牧野 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,肢芽の中経菓後端部に位置するZPAと,外肱葉末端部

に位置するAERが位置情報源として働くことが知られている.ZPA活性の本体は,分泌

型のタンパク質であるSonicHedgehog(SIIH)であると考えられている. マウスには軸

前側多指症を示す自然突然変異体が多数存在し,それらの多くが肢芽前側で異所的なShh

を発現することが分かっている.

後肢にのみ軸前側多指症を示す‡-1lnkedpolydactyly(Xpl)は,古くから知られて

いる優性の突然変異体で,X染色体上にマップされている. XpJ遺伝子の単離を目的と

して,野生マウス由来の近交系であるMSM系統,KJR系統,BLG/2系統を用いた戻し交配
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により得られた2,452個体のN2個体を用いて遺伝的連鎖解析を行った結果,Xp/辻伝子

は,‡染色体上のDNA多型マ-カーDXNgc39とDXNL'132の間0.89cMの領域に位置する

ことが分かった. この領域には,レチノイン酸によってその転写が活性化される機能未

知の遺伝子や,いくつかのESTがマップされている.さらに,XpJ腔を用いた )'nsJ'/u

hybrldlZationの結果,後肢肢芽において前側での異所的なShhとFgI4の発現が観察

された.異所的Shhの活性化は形態的異常が明らかになる前に起こっていることが,下

流遺伝子であるGlJ'の発現から明らかにされた. また,正常腔のZPAにおいては,Shh

とFgI4の発現はBMPのアンタゴニストであるGreによって維持されていることがわかっ

ている.Xplにおける異所的なShh,FgI4の発現もCTCの発現を伴うことが明らかとな

り,これらの維持にも正常腔と同様の機構が関与していることが示唆された.

また,別の突然変異体 luxate(Jx)もXpJと同様,後肢にのみ多指症の表現型を示すこ

とが分かっている.Jx艦後肢肢芽においても前側での異所的なShhやFgI4の発現が観

察されたが,FgI4の発現領域全体が前側へシフトしており,Jxの多指症発症の機構は,

Xp/とは異なる可能性が示唆された.また,Jxでは肢芽発生の初期から通常肢芽後半部

で発現するCreが,肢芽前半部で発現している事が明らかになった. このことから,Jx

の肢芽は,その発生初期の段階から前後軸形成が異常である事が示唆された.さらに,JJ

は後肢肢芽が正常腔よりも前側に形成されることがわかった. このことから,Jx適伝

子は正常肱において,肢芽の形成位置を決定する働きをすると考えられた.

(2)Patched(plc)突然変異マウスmesenchymaldysplasia(mes)の解析 :牧野 茂,矢

田有加里l,桝屋啓志2,城石俊彦(l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)

Sonichedgehog(Shh)は,形態形成における体軸形成のオーガナイザーとして働くこ

とが知られている分泌性のタンパク質で,神経管の背腹軸や肢芽の前後軸形成に重要な

役割を果たしている.Shhの受容体であるPatched(Plc)は,12回膜貫通型の膜タンパ

ク質であり,別の膜タンパク質Smoothened(Smo)と共にShh受容体複合体を形成してい

る.mesechymaldysplasia(mos)は,四肢に形態異常を示す劣性突然変異マウスであ

る. これまでに我々は,原因遺伝子の探索を行い,meS突然変異がpfc遺伝子のC末端

細胞内ドメインにおける32bpの欠失であることを明らかにした. この突然変異により,

Ptc'esは,C末端細胞内ドメインのほとんどを失った部分的な機能欠失型のタンパク質で

あることが示唆された.今回我々は,マウス腔発生後期におけるPtcの機能,特にPtc

のC末端細胞内ドメインの機能を明らかにするため,詳細な表現型の解析を行った.

生後すぐのコンパウンドへテロ個体(plc-/ptc'es)は,肺の形成不全のため致死になる

ことが分かった. 発生を追って肺の表現型を解析すると,発生 17日以降上皮細胞の増

殖に異常は見られないが,間葉細胞の過増殖が観察された. また,肺形成時の基部一先

端部軸形成異常は観察されなかった.以上のことより,ptcは肺における間葉細胞の増

殖抑制に関与していることが示唆された.また,plc-/ptcbeS個体は///個体と比較して
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約 1.4倍体重が増加したが,特に背側や食道,気管の周りの間葉細胞の過増殖が親察さ

れた. しかし,pfc~/ptc'ps個体においてShhの発現に異常は見られず,またスクレロ

トームの形成にも違いは見られなかったことから,plc-/ptc'es個体における間葉細胞の

過形成は,リガンドであるShhに依存しない表現型であることが示唆された. つまり,

p/CはShh発現蘇域から遠く離れた,そして分泌されたShhタンパクが届かないような細

胞で発現し,細胞の増殖抑制に関与していることが示唆された.

一方,plc-/ptc'es個体において神経管の背腹軸形成を調べたところ,大きな異常は観

察されなかった.plcノックアウトマウスは神経管の軸形成に大きな異常を示すことか

ら,PtcのC末端細胞内 ドメインは神経管の背腹軸形成には必須でないことが明らかと

なった. これらのことから,Shhシグナル伝達系は細胞の増殖抑制に関わるC末端 ドメ

インを必須とする経路と,神経管の軸形成に関わるC末端 ドメインを必要としない経路

の二つに分岐している可能性が示唆された.

(3)軸前側多指症マウス,HemJ'mel/c extra-toes(Hx)の変異遺伝子の探索 :嵯峨井知

千,桝屋啓志■,清水邦彦2,矢田有加里3,城石俊彦(■理研ゲノム科学総合センター ,2日

大松戸歯学部,3お茶の水女子大)

これまで,軸前側多指症を示すHx変異の原因を解明するためポジショナルクローニング

法による原因遺伝子の単離を進めてきた.遺伝的連鎖解析からHxは合指症を示すHammer-

1oes(HD)遺伝子とともに,第5染色体上に位置するsonJrchedgehog(shh)遺伝子の極

めて近傍にマップされた.加えてHxを含む複数の軸前側多指症を示す系統がshhを肢芽

の前端部に異所的発現を示すことから,軸前側多指の原因遺伝子とShhとの関連性が論じ

られてきた.またヒトの相同商域7q36には複雑な多指,合指症がマップされており,近

年ヒトとマウスでこれらの原因遺伝子についての解析がすすめられてきた.その結果,ヒ

トではC7olI2,マウスではそのホモログLmbTJが有力な候補遭伝子にあげられている.こ

れまでにヒトではC7or/2のエクソン4を欠失している患者が前腕,前脚の欠失を示すこ

と,またHxのホモ個体が四肢の発生初期にLmbrJを肢芽で発現していないという報告がな

された.われわれがこれまで行ってきた連鎖解析や物理的地図,cDNAセレクションの結

果からもLmbrJがHx飯域内にある唯一の遺伝子であろうと考えられる. しかし,Lmbrl

の翻訳額域にはHxと親系統で塩基配列の差がなかったこと,またヒトでも軸前側多指を示

す患者にはC7orI2の翻訳商域には変異がみつかっていないことから,もしLmbTIが原因

逓伝子であるとしても多指を生じる変異は翻訳嶺域外にあることが示唆された. そこで

ゲノム配列を決定するため約140kbのBAC上のHx領域,約100kbをコスミドクローンで

カバーし,ほぼ90%の配列を決定した.この配列をすでに報告されていたヒトの相同額域

のゲノム配列と比較した結果,イントロンの中に役1kbにわたってヒトとマウスで85-90%

の高い相同性を示す部位を見つけた.そこで〟Jと親系統の野生型についてこの部位の配

列を比較したところ,両者の間に1塩基の置換があることがわかった.この塩基は野生由

来の系統を含む14の近交系で保存されており,〟∬にみられた塩基置換は遺伝的多型では
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ないと考えられる.この保存されたlkbの配列内には典型的な転写因子結合部位などはみ

つかっていないが,イントロンにもかかわらずヒトとマウスで非常に高い相同性を示すこ

とから,この部位での変異は何らかの意味をもつことが考えられる.LmbrJの発現につい

ては,上記のようにHxは発生のある時期だけ,また肢芽だけでLmblJの発現を失うという

報告がなされたが,我々の行ったNorthernblotおよびWISl1法ではHxと野生型との間

にLmbrlの発現量の差はみられず,少なくとも発現量の低下はないと考えている. しか

し,Hx額域内には他の遺伝子の存在を考えにくいためLmbrJの発現量については現在詳し

い解析を行っている.

(4)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

異彦,水晶洋一,桜井宣子,年森清隆1,高木信夫2,城石俊彦(l宮崎医科大学 第一解

剖学研究室,2北海道大学大学院地球環境科学研究科)

現在,本研究室において19種類の常染色体と‡,Y染色体についての各コンソミック

マウス系統を作製中である. これはあるマウス系統の遺伝的背景の中に,異なるマウス

系統由来の染色体を一組ずつ組み込んでできるマウス系統である.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なう.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の間に遺伝的多型性が可能な限り多いことが望ましいため,受容系

統には近交系マウスC57BL/6J(B6)杏,供与系統には別亜種に属する日本産野生マウス

(モロシヌス亜種)由来の近交系であるNSN系統を使用している.今回我々は,X染色体

のコンソミックマウス系統(B6.NSM-Chr.I)を作製中にオスの生殖能力の著しい低下を認

め,現在その原因を明らかにするため表現型の解析と原因遺伝子の探索を同時に行なっ

ている.

86.MSN-Chr.Ⅰのオスの精子は頭部形態が異常であり,運動性も著しく低い.精巣組

織に軽度ではあるが異常があり,精巣重量が少ないことから全体の精子産生量も減少して

いることが予想される. これらの表現型を詳細に観察していくと同時に,in vitroの

実験系を使ってこれらの精子が受精,もしくは発生のどの段階に障害を起こしているかを

解析中である. また,B6.MSN-Chr.‡のオスの生殖異常は受容系統の遺伝的背景の中に

異なる系統由来の‡染色体が持ち込まれたことが原因である. このことは,オスの生殖

巣形成もしくは配偶子形成(あるいは双方)において,‡染色体上の特定の遺伝子(もしく

は領域)と,常染色体上かY染色体上の特定の遺伝子(商域)の相互作用が必要であり,さ

らにこれらの遺伝子(商域)は同系統由来のものでなければ正常に機能しないことを示す.

QTLマッピング解析を行なった結果,精子形態異常の‡染色体上の原因遣伝子はDXNL'1210

からDXMif44の頼域に存在する可能性が高い. この商域には精子形成後期の精子細胞で

特異的に発現する遺伝子が存在し,さらにこの遺伝子のエクソン内に B6とNSNの間で大

きな多型が存在することが明らかとなった.現在,この遺伝子を最も有力な候補遺伝子

として トランスジェニックマウスを作製中である. また,精巣重量の‡染色体上の原園

遺伝子はDXMJ'f2]7を中心とする別の飯域にマップされた. 今後,この領域についてコ



110

ンジェニック系統を作製し,さらにその額域を狭めていく予定である.

(5)早期老化症状を呈するKlotho(kl)変異マウスについての研究 :陣内寅任,城石俊彦

Klotho変異マウスは,laboratoryDOuSeの単一遺伝子へ外部遺伝子挿入によっ作出

された早期に多様な老化の形態を示す突然変異マウスであり,現在,ヒトの老化に伴う

様々な障害についてのモデル動物として,多くの研究に使われている. これまで,

Klotho変異逓伝子はいくつかの標準的近交系マウスの遺伝的背景に導入されてきたが.

その変異表現型に顕著な差異は認められなかった. しかし今回,Klotho変異マウスの

遺伝的背景を,日本産野生由来系統のマウスであるNSNに置き換えることで,様々な変

異表現型の変化が生じることを発見した.Klotho遺伝子がもっとも強く発現している

腎臓において,標準的近交系では見られなかった異常が認められ,雄の精巣に見られて

いた不妊性の異常が,少なくとも形態的に緩和している事等が判った.また,興味深い

ことに,初期の戻し交配世代において,一部のKlotho変異マウスについて,見かけ上変

異表現型が消失する現象が確認された. Klotho変異遺伝子をほぼ完全なNSN系統の遺

伝的背景に導入したマウスでは,いくつかの変異表現型の変化は見られるものの,不妊

を含む様々な異常が認められ,寿命も4ケ月前後である. しかし,これらの初期の戻し

交配世代で現れる老化症状を示さないマウスは,生殖能力も有し,2年近く生存したもの

もいた.以上の結果から.Klotho変異表現型が,標準的近交型マウスとNSN/Ms系統マ

ウス間で多型を持つ修飾遺伝子によって影響を受ける事が示唆され,また,初期の戻し

交配世代のKlotho変異マウスにおける変異表現型の消失が,榛準的近交型マウスとNSM

系統マウスの.それぞれの遺伝子の特定の組み合わせによって起こる効果である可能性

が考えられる.現在,これらの遺伝的背景の変化によるKlotho変異表現型の様々な差

異について遺伝学的な解析を行うため,いくつかの系統間交配を行っている.新たに観

察された腎臓での変異表現型の病理学的解析を行うと共に,今後,これらの交配によっ

て作出されるKlotho変異個体を用いて,各修飾効果についての原因遺伝子の遺伝的分離

と連鎖解析を試みる予定である.

(6)野生由来マウス系統群(NishimaBatteryofMouseStralnS)を用いた自発運動性

と恐怖条件付け学習能力の行動遺伝学 :小出 剛,古瀬民生L,森脇和郎2,城石俊彦(I

東京農工大,2総研大)

ゲノムプロジェクトにより,マウスにおいてはゲノムの全塩基配列が明らかになるの

みならず,大多数の遺伝子cDNAがクローニングされ,その情報も公開されようとしてい

る.更に遺伝子座マーカーの数も7000を越え,遺伝学は新時代を迎えている. ヒトで

は同様な理由で,これまではアプローチが困難だった疾患,体質,行動や性格までもそ

れらに関わる遺伝子座が解明されようとしている.マウスにおいても行動を司る遺伝子

の遺伝学的解析はポジショナルクローニングの手法の進歩と共に現実的なものとなって

きている.我々は,マウスの行動を制御する遺伝子を解明することを目的とした行動遺

伝学を数年前より開始した.我々独自のアプローチとしては,これまでに使用されてき
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た一般的実験用系統のみではなく,世界各地の野生マウスに由来する近交系マウスを用

いた行動解析を行い,遺伝学的解析に使用することである.野生由来マウス系統を行動

遺伝学に用いることの利点は以下の3点である.

･ヒトによる愛玩化を受けていないのでマウス本来の行動が解析できる

･各野生系統間では遺伝的に進化レベルでの大きな違いがある

･各野生マウス系統間の遺伝子多様性に基づいた行動の多様性が期待できる

以上の理由から,野生マウスに由来する10系統(B川/2,PGN2,NIL,BLG2,C汁D,HNI,

CAST/Ei,KJR,SYN,NSN),日本産愛玩用マウスに由来する系統(JFl)と一般的な近交系

統3系統(C57BL/6J,DBA/I,BALB/cAnN)を用いている. これらの一連の系統は多くが当

研究所で独自に樹立されたものなので,NishimaBattery ofHouseStrainsと呼ぶ

ことにした. 自発運動性,情動性,学習記憶能力などの行動解析を行った結果,行動に

は野生由来系統間で大きな多様性があることが分かった (Koideefal.,2000).こ

のような行動形質の系統間での違いは,遭伝子により制御されていると考えられるので,

その遺伝的機構を解明するための実験を行ってきた.対象とする行動として,飼育ケー

ジ内での運動量を示す自発運動性と,嫌悪記憶に基づく回避行動を解析する受動的回避

行動の2つの行動パターンについて遺伝的交配を行い解析している.

自発運動性の解析 :野生マウス由来のEJR系統は高活動性であるのに対し,BLG2系統

は低活動性である. 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,高い活動性は俵性に遺伝することが示された. このFlをBLG2系統に戻し交配す

ることにより戻し交配個体群であるN2を得て,その自発運動性解析と共に各個体から得

たDNAサンプルの遺伝子型解析を進めてきた. 得られたデーターはNapManagerQT‡ソ

フトにより連鎖解析した. その結果,KJR系統の高い自発運動性に関わる遺伝子は第3

番染色体の遠位部位に存在することが分かった.現在遺伝子座を更に詳細に解析すると

共に,遺伝子単離に向けて解析を進めている.

受動的回避行動の解析 :明暗箱内での嫌悪記憶に基づいた回避行動について,様々な

系統を用いて解析し比較したところ,C57BL/6系統は高い学習能力を示したのに対し,

BLG2系統は低い学習能力を示した. この能力差に関わる遺伝子をマッピングするため

に,高学習系統と低学習系統を交配し得られたFl個体をBLG2系統に戻し交配した.Fl

個体は解析により高い学習能力を示す.戻し交配個体群の各個体について受動的回避行

動テストを行い,更にDNAサンプルから漣伝子型解析を行った.上記と同様に連鎖解析

を行った結果,染色体の1番,2番,7番と18番に受動的回避行動に関わる速伝子が存

在することが示唆された.この遺伝子マッピングの結果が正しいとすると,逆にC57BL/

6をBLG2に連続して戻し交配を続け,毎世代高い回避能力に関して選抜したコンジェ

ニック系統では,これらの遺伝子座はC57BL/6系統由来のものが存在するはずである.

独立に作出した3つのコンジェニック系統の内2系統で染色体2番と7番のマッピングさ

れた額域がC57BL/6系統のものとして存在していることが全ゲノムを解析した結果判明
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した. このことから,マッピングされた3つの遺伝子座のうち少なくとも染色体の2番

と7番に関しては受動的回避行動と強く関連していることが示された.今後はこのコン

ジェニック系統の世代を進め,更に詳細な解析を行うことにより,2番,7番染色体の遺

伝子座と関与している他の遺伝子座についても解析すると共に,2番,7番染色体上に存

在する遺伝子のクローニングに向けた解析を進めていく予定である.

以上のように,NishimaBatteryofMouseStrainsと呼ばれる野生由来マウス系

統を行動遺伝学に利用することにより,行動に関わる遺伝子のマッピングを有効に進め

得ることが示された.

(7)野生由来マウス系統群(NishlmaBatteryofMouseStralnS)における辛味物質感

受性の多様性 :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,3ThePennsylvaniaStateUniversity)

動物がどのような餌を選択するかはそれぞれの食物の持つ味覚に強く依存する.動物

の持つ味覚噂好の形成には生後の経験の他に,遺伝的な因子が深く関わっているとされて

いる. しかし,味覚噂好の遺伝的プログラミングに関しては未だ不明な点が多い.動物

の味覚は甘味,塩味,苦味,酸味,旨味に大きく分けられ,それらは五原味と呼ばれてい

る. ヒトの場合,五原味以外に辛味が味覚として重要な地位を占めている.南米原産の

トウガラシは15世紀終わりから世界各地に伝播したが,アジアやアフリカの一部で急速

に受け入れられたのに対し,西欧,北米においてはほとんど受け入れられなかった. ま

た,東欧では辛味をほとんど持たないトウガラシの品種が受け入れられた. これは,坐

後の食習慣だけでなく遺伝的バックグラウンドが辛味噂好の形成に関与している可能性を

示唆している.

トウガラシ由来の辛味物質Capsaicinの受容体であるVanilloldReceptor-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ことが考えられる.また,晴乳動物逓伝研究室

において樹立,推持されている野生由来マウス系統群 (MishimaBatteryofMouse

Strains)では痛覚刺激に対する感受性に多様性が存在することが明らかになっている

(Koideeta1.,2000).以上の理由から,NishimaBatteryofMouseStrainsに

おいて辛味に対する感受性に系統間差が存在することが期待された.そこで,本研究で

はNishimaBatteryoEHouseStrainsの11系統の野生由来マウスと,代表的な実験

用マウス系統であるC57BL/6,BALE/cAnN,DBA/lの計14系統を用いて辛味噂好性の遺

伝的解析を目的とした実験を行っている.辛味噂好性の試敦として,最初にCapsaicin

水溶液を用いた 12時間の1-bottletestを行った. まず,試験用給水瓶にて2日間予

備飼育を行った後,暗期 12時間の飲水量を測定し,その三日間の平均をマウス個体毎の

飲水料のコントロールとした. その後,明期の終了直前に給水瓶をCapsaicin水溶液

の入った物に交換し,暗期中の飲水量を測定した. このCapsaicin水溶液の濃度を日

毎に0.5,1.0,4.0,7.0.10.0,15.0FLNの順に上昇させ,摂取量をコントロールと
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の比率で表した. その結果,全ての系統でCapsaicim漉度の上昇と共に摂取量が減少

し,マウス系統間でCapsaicln水溶液の摂取量に有意差が見られた.特に,KJRとNSN

の野生由来マウスはCapsaicin水溶液を他の系統より有意に多く摂取し,C57BL/6,

DBA/1,PGN2は他の系統よりCapsaicln水溶液の摂取量が少なかった. これらの結果

はNishimaBatteryofMouseStralnSに対して行った痛覚試験の結果と同様の傾向

を示している. さらに,KJR,NSN,C57BL/6,I)BA/1,SYNに対して行った3時間とい

う短時間の1-bottletestの結果も12時間の1-bottletestと同様の傾向を示し,こ

れらの系統間でのCapsaiclm水溶液の摂取量の差は飲水欲求の差に由来するものではな

いことが明らかになった. また,二日間2本の実験用給水瓶での予備飼育した後,水と

Capsaicin水溶液の2種類の給水瓶を48時間供給し,自由に選択させる2-bottletest

をNSNとC57BL/6に対して行ったところ,どちらの系統にもCapsaicinに対する噂好性

は見出されず,capsaicin水溶液は総飲水料の10%の飲水にとどまった. このことは,

I-bottletestではCapsaicin水溶液を消費するMSMにおいても水とCapsaicin水溶

液の選択になるとCapsaicinを嫌うことを示している.12時間 卜bottletestでCap-

salCinに対する感受性の大きく異なるC57BL/6とKJRを交配し,得られたFl雑種を用

いて 12時間1-bottle testを行ったところKJRと近似な結果が得られた. このこと

から,XJRのCapsaicinに対する高い耐性は優勢に遺伝することが示された.今後この

Fl個体同士を交配してF2個体群を得て1-bottletestと共に多型解析を行いマウスの

辛味感受性に関与する遺伝子座のマッピングを進める予定である.

(8)野生由来マウス2細胞期肱の簡易ガラス化凍結法への応用 :桜井宣子l,水晶洋一,陣

内責任,中潟直巳2,小出 剛,城石俊彦(1(秩)ジー ･エー ･シー ,2熊本大学動物資源開

発研究センター)

近年,マウスを用いた遺伝学の研究において,従来用いられていた標準的な近交系と

の間に多くの遺伝的多型を有する野生由来系統マウスの必要性が注目されつつあり,こ

れに伴ってこれら野生由来系統の腔や精子の凍結保存を行う機会の増加が予想されてい

る. このような中,マウス腔の凍結保存方法として簡易ガラス化凍結法が確立され,そ

の普及は従来の緩慢凍結法から移行しつつある. しかしながら現在のところ.簡易ガラ

ス化法は代表的な標準的系統にのみ有効性が確認されたにすぎなく,また野生由来系統

等のなかには著しく肱凍結保存効率及び融解後発生率の悪い系統が存在する. これを踏

まえて,我々は本研究室で維持及び繁殖を行っている野生由来マウス系統のうち数系統

(MSM/Ms,JFl/Ns等)と標準的系統(近交糸,交雑群)を対象に,簡易ガラス化法の効果

を調べている.

サンプルとなる2細胞期腔はその取得効率を考慮し,系統毎に IVF()'n vJ'tro

fertilization)を行うことで得た.次に,これらを緩慢法及び簡易ガラス化法にて凍

結保存した.融解はそれぞれの融解法に従って行い,その後形態を観察し,正常と判定

した腔を偽妊娠雌(B6C3F.)に卵管移植した･卵管移植後,18日目に開腹し着床,妊娠
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および正常仔の確認を行った. 結果,調べた系統のうち,近交系および交雑群に加え,

JFl/Ms,BLG2/Nsでは双凍結方法間の差はあまり見られなかった.また,KJR/Ns,SYN/

Nsでは,緩便法に比べ簡易ガラス化法での効率は悪く,CHD/NSは,いずれの方法でも

着床が確認されなかった.以上のことより,野生マウス系統によって緩慢凍結法と簡易

ガラス化凍結法で広に与える影響に違いが認められ,野生マウスを含む多くの系統で簡

易ガラス化法が適応できることがわかった.現在は,まだ調べられていない系統につい

てさらに調べを進めており,今後緩慢凍結法と簡易ガラス化凍結法の効果がより明らか

になることが期待される.

研究義績

(I)原著論文

I.Xoide,T.,Moriwaki,K.,Ikeda,KリNiki,H.andShiroi8hi,T.:BehavioralStudy

oninbred8trainSeStabliShedfromwildmice:BLGshasimpairedabilityfor

learningandmemory.Mammal.Genome,ll,664･670,2000.

2lSaeki,N.,Kuwahara,Y.,Sasaki,H.andShiroishi,T.:GaSdermin(G8)localizing

tomousechromosomelli8predominantlyexpre88edinuppergastrointesti･

naltractbutsignificantlysuppressedinhumangastriccancercells.Mammal.

Genome,ll,718･724,2000.

3.Watanabe,T.,YoShimura,A.,MiShima,Y.,Endo,Y.,ShiroiShi,T.,Koide,T.,

Asakura,H.andKominami,R.:Differentialchromatinpackagingofgenomic

imprintedreglOnSbetweenexpressedandnon･expreSSedalleles.Hum.Mol.

Genet.9,3029-3035,2000.

4･Shimada,Y.,Nishimura,MりKakinuma,S.,Okumoto,M.,ShiroiShi,T.,Clifbn,K.

H.andWakana,S.:Radiation･a880Ciatedloss0fhetero2:ygO8ityatthe

Znhla1()kamG)locusonchromosomellinmurinethymiclymphomaS.Radiat.

Res.154,293･300,2000.

5.Shimizu,K.,Nagamachi,Y"Tani,M.,Kimura,K.,ShiroiShi,T.,Wakana,S.

andYokota,J.:MolecularcloningofanovelNF2/ERM/4.18uperfamilygene.

ehm2.thati8eXpreSSedinhigh-meta8taticK1735murinemelanomacells.

Genomic865,113-120,2000.

6.Miyo8hi,N.,Wagatsuma,H.,Waknna,S.,Shiroishi,T.,Nomura,M.,AiSaka,K.,

Kohda,T.,Surani,M.A.,Kanek0-18hino,T.andIshino,F.:IdentiGcationofan

imprintedgene.Meg3/Gt12anditshumanhomologueMEG3.firstnappedon

mousediSta1chromosome12andhumanchromosome14q.GenesCells5,211･

220,2000.

7･Ishii,T.,Serizawa,S.,Kohda,A.,Nakatani,H.,Shiroishi,T.,Okumura,K.,

Iwakura,Y.,Nagawa,F.,TSuboi,A.andSakano,H.:Projectionofthree8ubset8

0folfactoryneuronSeXpre8Singtheodorantreceptortransgeneandtheodor･
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antreceptortransgeneandthetwocognateendogenousalleles.inpreSS,

GenetoCell,2000.

(2)その他

1.城石俊彦 :マウス突然変異体を利用した体系的遭伝子機能解析研究,実験医学増刊

号 ｢ゲノム医科学とこれからのゲノム医療｣,γol.18,69-74,2000.

2.城石俊彦 :ランダムミュータジェネシス,変異原物質法,共立出版 ｢生命工学新し

い生命へのアプローチ｣,印刷中.

3.城石俊彦 :ランダムミュータジェネシスに基づいたマウスゲノム機能解析,南山堂

｢免疫学のニューフロンティア｣,印刷中.

4.小出 剛 :野生マウスの行動遺伝学,アニテックス 12:63-70,2000.

(3)発表講演

1.矢田有加里,牧野 茂,桝屋啓志,石和貞男,城石俊彦 :軸前側多指症を示すマウ

ス突然変異体X-linkedpolydactyly(Xpl)及びluxate(lx)の遁伝学的解析,日

本発生生物学会第33回大会,高知,5月,2000.

2.枚野 茂,矢田有加里,石島浮子.桝屋啓志,深見伸一,中福雅人,橋本康弘,栄

川博通,城石俊彦 :patched突然変異マウス,mesenchymaldysplasia(mes)の

解析,日本発生生物学会第33回大会,高知,5月,2000.

3.小出 剛,森脇和郎,城石俊彦 :学習記憶能力と自発運動性の行動遺伝学的解析,

第47回日本実験動物学会,徳島,5月,2000.

4.城石俊彦 :ポストシークエンス時代のマウスゲノム解析,Brainテクノフォーラム,

東京,10月,2000.

5.Makino,S.,Yada,Y.,Masuya,H.,ⅠShijima,a.andShiroishi,T.:Analysisof

patched(plc)hypomorphmutant,mesenchymaldysplaSia(mes).The14th

lnternationalMouseGenomeConference,NaritaJapan,November,2000.

6.Sagai,T.,Masuya,H.,Shimizu,K.,Yada,Y.andShiroi8hi,T.:Molecularanaly-

Sisofapreaxialpolydactylymutation,Hemimelicextratoes(Hx).13thlnter･

nationalMouseGenomeConference,NaritaJapan,November,2000.

7･Oka,A.,Mita,A.,Mizushina,Y.,ToShimori,K.andShiroiShi,T.:MalesofXI

chromosomecon80micStrain,B6.MSM-Chr.X,showspermatozoamalforma･

tionandsterility:phenotypecharacterizationandmappingofre8pOn8ible

gene(S).The14tbInternationalMouseGenomeConference,NaritaJapan,

November,2000.

8.Yada,Y.,Makino,S.,Ishiwa,S.andShiroishi,T/.Geneticanalysis0famouse

preaxialpolydactylouSmutant,Ⅹ･linkedpolydactyly(Xpl),14thInternational

Mou8eGenomeConference,NaritaJapan,November,2000.

9.Koide,T.,Furuse,T.,Moriwaki,K.andShiroishi,T.:MapplngOfthegenes
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responsiblefortheperformanceinthepassiveavoidancetestusingstrains

derivedfromwildmice.The14thInternationalMouseGenomeConference,

NaritaJapan,November,2000.

10.Shimizu,K.,Ishijima,J.,Kikkawa,Y.,Yonekawa,H.,Tsukahara,K.,Hirasawa,

T.,Makino,S.,Koide,TリWakana,S.,Balling,R.andShiroishi.T.:Ribosomal

proteinL38isessentialforearlyembryogenesisandskeletalpatterningof

mice.The14thInternationalMouseGenomeConference,NaritaJapan,No-

vember,2000.

11.IShijima,J.,Shimizu,K.,Kikkawa,Y.,Yonekawa,H.andShiroishi,T.:Amodi-

fiergeneofthemouseribosomalmutantTail-short(Ts)islinkedtothecaus･

ativegene.The14thInternationalMouseGenomeConference,NaritaJapan,

November,2000.

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相賀裕美子が平成 12年 10月 1日付けで教

授として着任,平成 12年度に関しては,着任前に所属していた,国立医薬品食品衛生研

究所 ･毒性部 ･第4室室長と併任である.よって,今年度の研究はほとんど国立医薬品

食品衛生研究所で行われたものである.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｣,文部省科学研究

費 ･特定研究A｢ボディプラン｣の公募研究 ｢体節形成における分節化開始機構の解析｣,

特定研究A｢転写調節機構｣の公募研究 ｢体節形成にのみNespl.Nesp2遺伝子を欠損

したマウスの作成と解析｣,特定研究Br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 ･総合研究 ｢臓器 ･組織再生シ

ステムのための基盤技術の開発｣のなかで研究題目 ｢原腸陥入をモデルとした組織系形

成の研究｣を担当し,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

中庭薫細胞と器官形成クロックの研究｣をサブリーダーとして,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 倍)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

我々の研究室では,共通した手法として,主にES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
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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.我々は,

Crellox系とFlp-frt系という2つのsite-specificrecombination系を駆使して,

これらを可能にするシステムの開発を行っている.

(2)体節形成における分節性確立の分子機構の解明 :相賀裕美子,高橋 雄,高木蔦也,

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Nesp2が体節の分節化に非常に重要な働きをすることをしめしてきた .

Nesp2ノックアウトマウスでは体節の分節化が全くおこらず.青椎骨の後方化がおこる.

一方,千葉大の古関らによって作成されたPresenilin-1のノックアウトマウスは.体節

が前方化するという正反対の表現型を示した. そこでこれらのノックアウトマウスを交

配し,ダブルノックアウトマウスを作成したところ,Nesp2ノックアウトマウスと全く同

じ表現型をしめした. この現象はHeSP2がNotchシグナル系を制御して,Notchリガンド

であるl)ll1をPresenilln-1を介さずに抑制する結果であると結論するにいたった(原著

論文2). またその際にNesp2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,NeSP2遺伝子の発現調節嶺域を解析

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.現在,Nesp2の上流および下流の辻伝子の探索を

努力的に行っており,体節の分節化に関わる遺伝子カスケー ドを明らかにしたいと考えて

いる.

(3)初期中腰葉の形成機構 :相賀裕美子,北嶋 聡(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腔葉がい

ろいろな組織,器官の形態形成に関わってくる.我々はNesp2と同じファミリーに属す

るが,その初期の発現が初期中腰葉に限局する遺伝子Nesp)が心臓,血管を形成する中

広葉に発現することを明らかにしてきた(原著論文3).Nesp]遺伝子にCrerecombinase

を導入したマウスを利用することにより,HespI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.我々は,心臓,血管以外にも,肝臓や,筋肉に一部にもNespJを発

現する細胞が寄与することを兄い出した.またレポーターにGFPを発現するマウスを使

用することにより,細胞を単離することが可能になった. この系を利用して,NespJ発

現細胞がいつ,どのような状況でいろいろな組織の前駆細胞としての決定を受けるのか

解析を行っている.

(4)生殖細胞の発生機構 :相賀裕美子,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の分化は,アルカリフォスフアタ-ゼ陽性の細胞と

して庄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紡俳させる.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
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た.マウスのNanos辻伝子は,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. しかしその発現は未受精

卵や受精直後の腔以外に,神経系に非常に強い特異的な発現を示した.そこでこれらの

機能を解析するために条件付きのノックアウトマウスの作成を試みている.

研究業績

(1)原著論文

1lSawada,A.,Fritz,A.,Jiang,Y･J,Yamamoto,Y.,Yamasu,K.,Kuroiwa,A.,Saga,

Y.andTakeda,H.:ZebrafishMespfamilygenes.mesp-aandmesp-bareseg･

mentallyexpreSSedinthepre80miticme80derm.andMesp-bconferstheante･

rioridentitytothedevelopingsomiteS.Development127:1691･1702,2000.

2.Takahashi,Y.,Koizumi,KりTakagi,A.,Kitajima,S.,Inoue,T.,Koseki,H.,Saga,

Y.:MeSp2initiatessomitesegmentationthrough theNotchSignallingpath-

way.NatGenet.4:390･6,2000.

3.Kitajima,S.,Takngi,A.,Inoue,T.,Saga,Y.:MesPlandMesP2areessentialfor

thedevelopmentofcardiacmesoderm.Development.127:3215･26,2000.

(2)その他

1.高橋 雄,相賀裕美子 :マウス体節形成とNotchシグナル,細胞工学,19:1434-1437,

2000.

(3)発表紳演

1.高橋 雄,小泉健一,北嶋 聡,高木鳶也,井上 連.古閲明彦,相賀裕美子:Nesp2

はNotcbシグナリングとDlllの発現を制御することによって体節の前後犠牲の確

立に関与する.第33回日本発生生物学会,高知,5月.

2.北嶋 聡,高木鴬也,井上 遵.相賀裕美子 :転写因子NesPlおよびNesP2の初期

中腰菓形成における役割. 第 33回日本発生生物学会,高知,5月.

3.浮田兼志,黒岩 厚,相架裕美子,武田洋幸 :ゼブラフィッシュ体節形成における

herlの周期的な発現.第33回日本発生生物学会,高知,5月.

4･Kitajima,S.,Takngi,AりInoue,T.andSaga,Y.:MesplandMesp2areessential

forthedevelopmentofcardiacme80derm.MousemolecularGenetics.Cold

SpringHarbor,NewYork,8月･

5･Nomura･Kitabaya8hi,A.,Takagi,A.,Kitajima,S.,Sawada,A.,Inoue,T.,Takeda,

H.andSaga,Y.:mespb.2Cbra丘shMeSP･relatedgene,partiallyrescuessegmen･

tationdefectinMeSp2･de丘cientmice.ColdSpringHarbor,NewYork,8月.

6･Takahashi,Y.,Inoue,T.andSaga,Y.:ExpressionofMesp2iscorrelatedwith

themolecularclockandregulatesNotchpathwaygenesin80mitogenesis.

ColdSpringHarbor,NewYork,8月.
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7･Takahashi,Y.,Koizumi,K.li.,Takagi,A.,Kitajima,S.,Inoue,TリKoseki,H.and

Saga,Y.:Mesp2initiatessomitesegmentationviatheNotchsignalingpath･

way.ColdSpringHarbor,NewYork,8月 .

8･Kitajima,S.,Takagi,A.,Inoue,T.andSaga,Y.:MesPlandMesP2areessential

forthedevelopmentofcardiacmesoderm.Internationalcongressoncelldif-

ferentiationanddevelopment,Gold･cost,9月.

9.相賀裕美子 :体節形成とNotchシナリング :転写因子NesP2による制御 ,第 73回

日本生化学会,横浜,10月 .

10.相賀裕美子 :繰り返しパターンの確立機構.第53回日本細胞生物学会,福岡,Io月.

11･Saga,Y.:FunctionofMesp2,abHLH･typetranscriptionfactor,insomiteseg･

mentation.internationalSymposiuminConjunctionWithAwardofthelnter･

nationalPrizeforBiology-FrontiersofDevelopmentalBiology,Tokyo,11月.

12.高橋 雄,小泉健一,北嶋 聡,高木鴬也,井上 達,古閑明彦,相賀裕美子 :体

節の前後極性の形成におけるMesP2とNotchシグナリングの役割 .第23回日本

分子生物学会,神戸,12月.

13.高木篤也,北嶋 聡,北林あや,高橋 雄,井上 達,相賀裕美子 :転写因子Nesp2

及びparaxisのダブルノックアウトマウスの解析.第23回日本分子生物学会,秤

戸,12月 .

14.北林あや,高木鴬也,北嶋 聡,浮田篤志,井上 達,武田洋幸,相賀裕美子 :Nesp

転写因子の機能解析 :ゼブラフィッシュMesp2ホモログ,mespbによるレスキュー.

第 23回日本分子生物学会,神戸,12月.

15.原口清輝,北嶋 聡,高木蔦也,北林あや,井上 達,小林 悟,相賀裕美子 :マ

ウスnanos連伝子の機能解析.第23回日本分子生物学会,神戸,12月.

F･C. 植物遺伝研究皇

当研究室が系統生物研究センターで植物遺伝研究室として研究を開始して4年が経過し

た.現在進行中の研究は ｢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｣｢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て研究を進めている. 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 rイネ辻

伝子破壊系統の作成と検索｣を進めた. またイネ遺伝資源事業としては.全国レベルで

のイネ遺伝資源小委員会の組織と運営と,各委員の協力を得てイネ遺伝資源データベース

"Oryzabase"の構築を行い,第 1版を公開することができた.従来よりおこなわれて来

た野生イネ系統の増殖,形質調査,保存,分譲も事業の一環として継続している.

スタッフは.助教授 倉田のり,助手 伊藤幸博,実験開場助手 野々村賢一,実験
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圃場技官 永口 貢,また非常勤博士研究員として三好一丸,鈴木 温,遺伝学普及会

研究員として寺島嘉章,守口和基が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"

の構築支援をおこなった. 2000年度は,総研大博士課程 1年の安 柄玉(Byoung-Ohg

ANN,韓国),東海大学工学部より修士2年の高谷和彦,斎小百合の2名が研究に参加し

た.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,宮下弥生,佐

藤千尋,望月宏美,笹賀香苗が研究支援を,佐伯園子,近藤恭子が事業支援を行った.

2000(平成 12)年度の研究は,逓伝学研究所校費,総研大校費および総研大共同研究費.

文部省系統保存事業費に加え,文部省科学研究費助成金 ･奨励研究 ｢イネの機能的動原体

商域の単離と構造解析(野々村)｣,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)J,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 ｢穀類細胞への新たな遺伝子導入法の開発(野々村)｣,農林水

産省,生物資源研究所より ｢漬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

柿(倉田)｣｢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)｣,総合研究大学

院大学共同研究 ｢ゲノム構造のダイナミズムとその生体機能への変換(倉田)｣(代表者,塞

礎生物学研究所,飯田 滋)に参加した.研究室として以下4件の遺伝研共同研究 ｢イネ

5SrRNA遺伝子の解析 :スペーサ一飯域の多様性の獲得機構に関する研究｣(東京大学,大

坪久子),｢トランスポゾンRicemutatorによる新たな遺伝子破壊系ベクターの開発｣

(弘前大学,石川隆二),｢イネの発生を制御する分子機構の解明｣(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の特定｣(東北大学,高橋秀幸)および

共同研究集会 ｢種子を舞台とした発生生長プログラム｣(代表 :三重大学,服部東穂)を実

施した.

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

この課題では,イネ腫発生過程および茎頂分化組織で発現する発生分化のキーファク

ターとなる遺伝子を単離し,その解析を通して種子腔と再分化腔発生および茎頂分化を

制御する遺伝プログラムを明らかにすることを目指している.そのターゲットとしてホ

メオボックス遺伝子やOsHAP3遺伝子群の解析を行っている.

(I)イネ腫発生過程で発現するKNO‡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),倉田のり(L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cl)NA

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.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
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テムだけではなく美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

起こされることがわかった. このことはOSHlのプロモーター敵城にシュー トメリステ

ムと葉の両方で発現させる配列があり,コー ド蘭域内には葉での発現を抑制する配列が

あることを示唆する.

今年度は,このことを検証するため,葉での発現抑制を引き起こす配列を検出する実

験を行った. まずoSHIcDNAの5'側および3'側から欠失cDNAのシリーズを作成しイ

ネに導入した.その結果,葉でのOSHlの発現にはその方向には関係なく完全なOSHlタ

ンパク質をコー ドできる配列が必要なことがわかった. またフレームシフトしたcDNA

でも導入による葉の形態異常は観察されない.さらに3'uTRの一部だけを欠失したcl)NA

を導入して発現解析を行った結果,葉の形態異常が見られ,そこでは導入遺伝子ではな

く内在のOSHlが発現する事が明らかとなった. OSH6,OSH15,OSH71の発現制御機構

についても,すべてOSHlと同様な結果を得た. このことはKNO‡ファミリーのこれらの

ホメオボックス遺伝子では,コード蘭域の特定のsequence ではなく,同じタンパク質

をコードする全長の配列が与えられた時にのみ内在のOSH遺伝子が葉で異所的に発現誘

導され,形態異常が引き起こされることを示している. この奇妙な現象を説明できるメ

カニズムを兄いだすためには,葉でのOSII遺伝子群の発現にかかわるシグナルの流れを

理解する必要がある.

(2川NO‡ファミリークラス2遺伝子のalternativeスプライシング :伊藤幸博,倉田のり

これまでにENO‡ファミリーのクラス2に分類される3つの遺伝千(HOS58,HOS59,

HOS66)のcDNAを単離した.塩基配列を調べた結果,いずれもタンパク質のC末端付近

にaltermaliveスプライシングがあることがわかった. さらに今年度はこれらの遺伝

子のN末端にもalternativeスプライシングがあることを兄いだした.RT-PCRを行っ

たところ,3遺伝子とも同様なalternativeスプライシングが見られた.短いmRNAは

長いmR村Aの第 1エクソンを欠き,第 1イントロンの途中から始まっていた. 第 1エク

ソンがコー ドするアミノ酸配列にはアラニンの連続とグリシンの連続が見られ,転写の

活性化あるいは抑制に寄与していると考えられている. それぞれのmRNAについて全て

の器官(棉,葉身,葉鞘,花,カルス,再分化中のカルス)でその発現を調べた結果,3つ

の遺伝子ともに調べた器官によって長いmRNAと短いmRNAの発現の差が検出され,それ

ぞれの遺伝子に組織特異的スプライシングがあることがわかった.

(3)KNOXファミリーのホメオボックス遺伝子の突然変異体の選抜 :伊藤幸博,広近洋彦L,

倉田のり(l農水省 ･生物資源研)

遺伝子の機能を明らかにしたり,上記のようなaltermativeスプライシングの意義を

明らかにするには,その遺伝子の突然変異体を分離し解析することが有効である.塩基

配列が既知の遺伝子の突然変異体を分離する手法として,イネでは内在性のレトロトラ

ンスポゾンによる遺伝子破壊が現在最も有効な手法である. この方法は,培養により
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Tos17レトロトランスポゾンを無作為に転移させた個体を多数作成し,PCRにより目的

の辻伝子のTos17挿入株を選抜する方法である.昨年度はこの系を用いてホメオボック

ス遺伝子の突然変異体を選抜した結果,HOS59の3'uTRにTos17が挿入した株が得られ

た.今年度はこの株でのHOS59の発現パターンの変化と形態異常を調べた.その結果,

mRNAの発現パターンも形態も野生型と違いが見られなかった.よってこの株ではHOS59

は正常に機能していると考えられた.

(4)初期腔で発現するレセプター型プロテインキナーゼ速伝子の単離 :高谷和彦,伊藤幸

悼,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辻伝子の解析を行っている.

昨年度,ニンジン体細胞腔の1細胞期から発現するSERK(somatic embryogenesis

receptor-likekinase)渡伝子のホモログを受精後3日腔cJ)NAライブラリーから2種

類単離し,さらにそのゲノムクローンも単離した.それらはORKl(OryzasalivaRe-

ceptor-likeKinase 1)およびORK6と名付けた.

今年度はORKlおよびoRK6の塩基配列の決定と,ORK6の過剰発現,アンチセンス導入

実験を行った.ORKIcDNAは全長cDNAに至っていないが,ORX6は全長cDNAが得られ,

推定タンパク質にはN末端からシグナルペプチド,ロイシンリッチリピー トを持つレセ

プタードメイン,膜貫通蘭域,キナーゼ ドメインが見られた.ORKl,ORK6ともそのキ

ナ-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. また,ORKlのゲノムクローンは

非常に特徴的な構造をしていた. ORK6cDNAをカリフラワーモザイクウイルス35Sプ

ロモーター(35S)の下流にセンスおよびアンチセンス方向に連結してイネに導入し,現

在形質転換体を育成中である.

(5)イネのHAP3サブユニット遺伝子群の解析 :倉田のり,三好一丸,伊藤幸博

正常種子旺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旺

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

の課題を進めている. アラビドプシスLECl遺伝子は,この遺伝子の過剰発現個体にお

いて,葉すなわち体細胞からほぼ完全な多数の不定腔を形成する.この遺伝子は,CAATT

結合タンパクのサブユニットのひとつHAP3であることがわかった. この遺伝子が不定

広形成のキーファクターとして働く可能性にもとづき,イネの不定腫形成における機能

を解析するため,イネHAP3ホモログの複数のcDNAクローンを受精後3日肱のイネcDNA

ライブラリーより単離した. 先に単離したOstIAP3-1の完全長cI)NAは発現解析を行い

(6)の実験に進めた. また,完全長と思われるクローンとしてOsHAP3-3が,さらに約

6割のゲノムシークエンス(Nonsanto提供)およびEST情報からLEClとホモロジーの高
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い2つのクローンOsHAP314,OsHAP3-5と,OsHAP3-1に近いOsHAP3-2,OsHAP3-6,

OsHAP3-7,OsflAP3-8を検出した. これらの速伝子の機能分化,発現特性,発生との関

わりの解析を進める予定である.

(6)形質転換イネを用いたOsJIAP3-1の機能解析 1.伊藤幸博,永口 貢,三好一丸,倉田のり

(5)の系で得られたOsHAP3-1cDNAを,35Sの下流にセンスおよびアンチセンス方向

に連結し,イネに導入した.センス個体は何ら異常は見られなかったが,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. RNAi個体でもアンチセンス個体と

同様な異常が見られた.葉の緑色が薄くなるイネの突然変異体は多数知られ,マッピン

グもされている.そこでOsJIAP3-1がそのような突然変異体の原因遺伝子である可能性

を考え,そのマッピングを行った.その結果,OsHAP3-1は第 1染色体長腕のRIマップ

125.5cNから140.5cNの間に位置することがわかった. この付近にはvirescent6(CL

マップ149cM)がマッピングされている.現在virescent6変異体のOsHAP3-1遺伝子に

変異が見られないか調査中である.

(7)イネヘテロクロニック変異pJastchI･On lの原因遭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腔発生,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ラムが時間的に正確にコーディネー トされることで,植物

体の正常なライフサイクルが達成されると考えられているが,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になっていない.近年,イネにおいて栄養生長相の

発現期間が延長している(heterochronic mutation)と考えられる突然変異体

plastchronlが単離された.βノaJ突然変異は単因子劣性の遺伝様式を示し,劣性ホモ

接合体では植物体の燥化,葉身,葉鞘のサイズの縮小,葉間期の短縮などの種々の表現

型の他,穂の原基がshootに転換するといった多面的な変異形質が観察され,植物の発

育制御の遺伝的プログラムを考察する上で非常に貴重な材料である. このβノ81突然変

異の原因遺伝子のボシショナルクローニングを進めている.

すでに決定したpJal遺伝子のラフな座上位置を基に,詳細な連鎖解析を行い第 10染色

体の短碗,RFLPマーカー C961とR1738Aに挟みこまれる領域にファインマップした.最

接近マーカーC961をプローブにBACライブラリーのスクリーニングを行い,BACコンテ

イグを用いてpJaJ遺伝子座近傍の詳細な物理地図を作成した.その結果単一BACクロー

ン上の約 100Kbの領域の中にpJaJ遺伝子を追い込むことが出来た.

2.イネ生殖紳胞形成過程で捜舵する遺伝子群の解析

(1)イネの生殖細胞形成過程の細胞学的解析 :三好一丸,野々村賢一

イネの生殖器官,すなわち節や子房組織の形成過程と減数分裂各ステージにおける染
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色体動感の関係を明らかにするため,まず正常なイネの組織切片を作成して組織学的解

析を行った.その結果,穎花長あるいは所長は,他の水稲品種と同様に ｢日本晴｣にお

いても減数分裂のステージを推定するのに有効であった.特に穎花の長さで減数分裂開

始期,染色体対合が進行するザイゴテン期.遺伝的組み換えが起こるパキテン期,第-

減数分裂期,第二減数分裂の終了時期を特定出来ることがわかり,今後の実験系の基礎

となった.

(2)イネの減数分裂期および生殖細胞形成期の突然変異体の選抜と解析 :野々村賢一,永

口 貢.康近洋彦l,倉田のり(l農水省 ･農業生物資源研)

生殖細胞の分化から減数分裂の過程は,両親由来の相同染色体の対合や遺伝子の組み換

えなど真核生物の遭伝に重要な現象を含んでおり,それらに関わる遺伝子は酵母から高等

動植物まで高度に保存されていることが知られている. しかしその現象は複雑で,まだ

充分な遺伝学的解析がなされていない分野である. また主に植物でみられる倍数性進化

を伴う遺伝様式については,ほとんど何もわかっていない. ここでは,減数分裂期を含

む生殖細胞の形成過程に関するイネ突然変異休を選抜,解析することで,高等植物におけ

る生殖細胞形成過程と減数分裂の遺伝的制御機構を明らかにすることを目的とする.

イネでは内在性のレトロトランスポゾンによる遺伝子破壊系統が多数作成されており,

これらの系統の後代より不稔の出現する300の変異系統についてスクリーニングを行っ

た. 不稔原因となる遺伝子の欠損がどのステージで見られるかにより,前減数分裂期,

減数分裂期,半数性配偶子形成以降のステージに関わる変異体を選抜した. この中で減

数分裂に関しては,相同染色体の対合異常,染色体の凝縮異常,あるいは配偶子形成の

異常などを含む変異体 40系統が得られた. 今後より多くの突然変異系統を選抜してい

くとともに,原因遺伝子の単離 .組織切片などを用いた機能解析を行っていく予定であ

る.

3.イネ細胞核の構築機構研究

(1)イネ人=染色体の構築 :野々村賢一,鈴木 温,斎小百合,倉田のり

植物はカルスから容易に細分化個体が得られる利点があり,人工染色体の細胞への導

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

ることができる.本研究では単子葉植物で最小のゲノムサイズをもつイネで人工染色体

を構築することを目的とし.染色体機能に必須な動原体領域に関する解析を行った.

イネの核ゲノムに由来する数百kbpから 数Mbpの巨大DNA断片を保持している辞母

人工染色体(YAC)あるいはバクテリア人工染色体(BAC)のライブラリーから,イネの第5

染色体の動原体簡域に対応する複数のクローンを選抜し,各クローンを670kbpにわたっ

て整列化した. この整列化地図中で,イネの動原体に局在して動原体機能に重要な役割

を果たしていると考えられているタンデム型繰り返し配列 RCS2が100kbpを越えるク

ラスターを形成しており,その周辺に散在型繰り返し配列 RCElやジプシー型レトロト
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ランスボソン様配列が多数分布していることが,本研究で明らかとなった.今回得られ

た整列化地図の周辺では,遺伝的組み換えが抑制されていることや蛍光 InSituハイ

ブリダイゼーションの結果から,この鎖域が機能的な動原体である可能性が極めて高い

ことが明らかとなった.

動原体領域に特異的に見られるRCS2やRCElなどの繰り返し配列を含むYACあるいは

BACクローンは現在までに複数得られており,特にその繰り返し配列の構成から,動原

体として機能する可能性の高いYACあるいはBACクローンをそれぞれ 1つずつ選び,イ

ネ人工染色体の素材として用いることとした. 本年度は選抜したYACクローンのベク

ター領域に,酵母の相同組み換え機構を利用して,イネ用のレポーター遺伝子(35S-GUS)

および選択マーカー(ハイグロマイシン耐性遺伝子)を組み込むことに成功した.今後は

イネのカルスに導入し,再分化処理を行い,人工染色体を保持する形質転換個体を育成

して基礎的あるいは応用的研究に用いる予定である.

(2)イネ染色体上のGFPタグを用いた細胞核内染色体動態の解析 :倉田のり

イネ染色体を素材とした核内の染色体動態の研究は,人工染色体の動態解析のみなら

ず,異種野生ゲノム種染色体添加系統や異数体,核構造変異体等の解析に非常に有用で

ある.この殊題では,イネ染色体にGFp-LacrepressorとLacoperatorrepeatarray

を組み入れて,operatorの組込みサイトにGFPを結合させ,GFPの動きを追跡して染色

体の核内動態を解析する. このため上記2種のベクターをイネ型に改変し,それぞれ別

個に形質転換イネの作成を行った.GFp-Lacrepressor導入イネとLacoperatorre-

peatの導入個体それぞれの自殖ホモ個休を選抜し,交配を行った. さらに交配固体を

自殖させLacoperatorrepeatとGFp-Lacrepressorのホモ個体を選抜した.今後

LA仁operatorrepeatの挿入サイトが異なる系統や人工染色体へ導入した系統杏,異

数体や変異体のバックグラウンド系統と交配することにより,GFPタグの核内での動き

を解析し,マクロなレベルでの染色体動態解析に利用していく.

(3)イネ核タンパク質の網羅的単離と機能解析 :守口和基,倉田のり

本テーマはイネを用いて,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. さらに,単離した核タンパク質を遺伝子情報や,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. このこ

とにより核の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.今年度は核内の状態が最もドラスチックに変化すると

考えられる2つのステージ,つまりイネ初期肱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(NuclearTranspor-

tationTrap)システム用ベクターに組み込み.解析を開始した.現在の所,マウスの

データに比べ,転写調節因子をコードすると思われるcDNAの割合が高い傾向が得られて

いる. また低頻度ではあるが,RuBisCO activaseなど,本来核タンパク質ではない
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ものをコードするcI)NAクローンも得られてきており,全体でこのようなクローンがどの

程度の割合で含まれているのか検討する必要がある. 今後これまでに得られた100ク

ローン程度を用い,GFPとの融合タンパク質として植物内で発現させたり,抗体染色等

で実際の核局在性を調べることで,NTT系の植物核タンパク質解析における有効性につ

いて検証する. その後さらに多数のクローンの解析を進める.

4.生殖的隔離に開与する遺伝子のゲノムワイドな解析とポジショナルクEl一二ング

(1)遺伝子分解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｣を分ける遭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.近魚種間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則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辻伝的マーカーの辻伝型分離頻度

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た(投稿中).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.今年度3つ

の異なる日印交雑の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

ンド型へ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%以上は同一の制限辞

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嶺域が他の嶺域に比べ急速

に進化していることを示している(投稿中).

(2)生殖的隔離障壁のポジショナルクローニング :寺島義幸,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辻伝子であった.今年度は

この遺伝子が配偶体遺伝子で母親の第6染色体の辻伝子座と相互作用していることを明

らかにした.つまり母親の速伝子型がKasalathホモ型またはへテロ型の時にのみ,こ

の辻伝子座がKasalath型の雄性配偶子を後代に94%伝達されることを明らかにした.こ

の遺伝子を単離する目的で,この遺伝子蘭域で組換えている個体をF2の1,000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

子の目的辻伝子商域付近の遺伝型を明らかにし,詳細な遭伝子地図を作成している.ま

た,目的遺伝子と最近接(0.13cW)のマーカーC582をプローブに日本晴BACライブラリー

より9個のポジティブBACクローンを選抜し,これらのRACクローンを用いて目的遺伝

子座近傍の物理地図を作成中である.
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5.イネエンハンサー トラップラインの作成

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,分社を行う予定である.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ている.I)S-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.35SIAcTPase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の転移を引き起こし,転移後

はI)sIGUSと35S-AcTPase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を行っている.

(1)Ds-GUS系統および35S-AcTPase系統の作成と体細胞でのDs-GUSの切り出し:伊藤

幸博,永口 責,倉田のり

Ds-GUSベクターは,カリフラワ-モザイクウイルス35S RNAの最小プロモーターに

レポーターとしてGUSのコー ド飯域を連結した 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辻伝子のコード商域が存在するため,I)S-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ようになっている.これまでにDs-GUS

をlコピー持つものを42系統,2コピー持つものを50系統作成した.

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 ド簡

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がついている. これ

までに35S-AcTPaseを導入したイネを6系統作成した.

355-AcTPaseの6系統とDs-GUSの4系統を交配し,そのうちの17組み合わせで葉で

のI)S-GUSの切り出しを調べた結果,多くの組み合わせでJ)S-GUSの切り出しが見られた.

しかし,35SIAcTPase系統のl系統はいずれのDsIGUS系統と交配してもDsIGUSの切

り出しを誘導できず,またDs-GUS系統の1系統はいずれの35S-AcTPase系統と交配し

ても切り出しが見られなかった.

(2)Ds-GUSの生殖細胞での転移 :伊藤幸博,倉田のり

今年度はF2個体を用いて,生殖細胞でのDs-GUSの転移を調べた. もしFl個体の生

殖細胞でD5-GUSの転移が起これば,その細胞に由来するF2個体は転移体になるはずで

ある.そこで,F2の葉からDNAを抽出しPCRにより転移体の選抜を行った.その給果,

全体としては6%(675/10,524)が転移体であったが,転移頻度は0%～16%とD5-GUS系

統により大きく異なり,体細胞でDs-GUSの切り出しが見られない組み合わせでは生殖細

胞でのDs-GUS転移も見られなかった. また同じ個体でも転移頻度は穂により大きく異

なっていた. このことはDs-GUSの転移が穂の発生過程の様々な時期に起こっており,
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従って穂が異なれば独立の転移体であることを意味している.イネは株保存が可能で何

サイクルにもわたって独立の穂を多数得ることが出来る.Ds-GUSのこのような転移特

性は多くの独立の転移体を得るのに非常に有利な性質と考えられる.

(3)クロルスルフロン耐性によるDs-GUS転移休の選抜 :伊藤幸博,倉田のり

ここで用いたベクターは,Ds-GUSの切り出しが起こるとクロルスルフロン耐性遺伝子

が発現する構造になっている.そこでまずpcR法により選抜された転移体が本当にクロ

ルスルフロン耐性を示すかどうか調べた. 転移体由来のF3種子をクロルスルフロンを

含む寒天培地に播いたところ,親のDs-GUS系統により程度は異なるがDs-GUS転移体は

クロルスルフロン耐性を示すことがわかった.そこでクロルスルフロン耐性,ハイグロ

マイシン耐性を用いて転移体を選抜した.その結果,全体で7,630個体のF2のうち1,

564個体(20%)が転移体と判断された.PCRによる選抜より転移体が得られる頻度が高

いのは,PCR法による選抜で転移体が得られたFlの後代をより多く選抜したからと思わ

れる.PCR法による選抜と同様,転移頻度はDs-GUS系統,さらに穂により大きく異なっ

ていた.PCR法およびクロルスルフロン耐性による選抜の結果,現在までに合計2,239

の転移体が得られた.以上のことは,ここで用いたAc/Ds系がイネで機能し,薬剤選抜

で簡便に多くのDs-GUS転移体を得ることができることを示している.

(4)新たな系統でのDs-GUSの葉での切り出し:伊藤幸博,永口 頁,倉田のり

4系統のI)S-GUSを用いた小規模実験の結果,DsIGUSがイネで効率よく転移し,転移

したDs-GUSが次世代に遺伝することがわかった.そこでさらに多くの転移体を得るた

めDs-GUSを1コピー持つ新たな22系統を355-AcTPase系統と交配し,得られたFlの

葉でのDs-GUSの切り出しを調べた.35S-AcTPase系統は小規模実験の結果最も効率よ

くDs-GUSの転移を誘導できる1系統を用いた.その結果,20系統でDs-GUSの切り出

しが見られた.

今後,より多くの転移体の選抜,Dsのマッピング,GUSを用いたエンハンサーの同定,

突然変異体の分離を行う予定である.
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7･Ito,Y.andKurata,N.:ComplexregulationofOSHlexpression,aKN1-type

homeoboxgeneofrice,6-hInternationalCongressOfPlantMolecularBiology.

Quebec,Canada,June.

8.安 柄玉,三好一丸,伊藤純一,長戸康郎,倉田のり:イネPlal遺伝子座の高密

度連鎖地図及び物理地図の作製,日本育種学会第 98回講演会,弘前,9月 .

9.伊藤幸博,永口 責,倉田のり:イネのKNl型ホメオボックス遺伝子の発現制御,日

本育種学会第98回講演会,弘前,9月.

10.野々村賢一,倉田のり:イネ第5染色体の動原体額域の構造解析 .染色体学会第51
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回大会,横浜,10月 .

ll.鈴木 温,田中一朗 :高等植物の減数分裂における動原体の構造と機能.染色体

学会第51回大会,横浜,10月 .

12.Nonomura,K.Ⅰ.andXurata,N.:CentromereStructureOrricechromosome5.

The4thInternationalRiceGeneticsSymposium,LosBan°s,PbilippineS,Oc･
tober.

13.Haru8hima,Y"Nakagahra,M.,Yan°,MりSasaki,T.andKurata,N.:Reproduc･

tivebarriersbetweenjaponicaandIndicacrosses.The4thInternationalRice

GeneticsSymposium,Le卓Banos,Philippines,October,

14.Yamazaki,Y.,YoShimura,A.,Nagato,Y.andKurata,N.:Oryzaba8e･Inte･

gratedricesciencedatabaSe･.The4thInternationalRiceGeneticsSympO-

sium,LosBanoS,Philippines,October.

15.Kurata,N.,Su21uki,T.andNonomura,K I.:Ricecentromerestructurewith

repetitiveSequencesandconstructionofriceartificialchromosome(RACs).

InternationalWorkshoponIntegrationofBiodiversityandGenomeTechnoll

ogyforCropImprovement,Tsukuba,Japan,November.
16.野々村賢一,倉田のり:イネ第5染色体の動原体顔域における繰り返し配列の構成,

第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

17.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,第23

回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

F-a. 原核生物遺伝研究皇

原核生物遺伝研究室では,大腸菌の細胞分裂の遺伝的御節機構,特に分裂時期の決定

機構について6テーマの研究を行った.研究室構成負.西村昭子(助教授),藤島博史(東

大/特別研究員),申出晋介(JST研究員),坂季実子(文部技官),上山清子(研究支援推

進員).松本典子(美浜補助員).佐藤靖子(実験補助員),植村 兼(パー ト),岩田英子

(パ- 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)'大腸菌速伝子の機能解析(西村)"の支援を受けた.本研究所共同研

究として,次の2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辞素SpoT蛋白質の構造と機能(奈良女

子大:池原健二).

(1)細胞分裂の時期を決める分子機構:西村昭子

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,clc遺伝子は細胞分裂のタイミングに関与することを昨年ま

でに明らかにした.またclcA変異株はグリシルーtRNA合成酵素(GlyS)のαサブユニッ
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トをコードするglySa連伝子に,cfcB変異株はAp4A分解静索(ApaH)をコードするapaH

速伝子に変異を持つこと,分裂時期はAp4Aの細胞内濃度で決まること,Ap4Aのレベル

はGIySとApallにより制御されていることなどを明らかにした.Ap4Aは )'n yjtroで

は,多くのアミノアシル-tRNA合成静索により合成され,その合成様式もよく解ってい

る. しかし細胞内合成様式については全く知られていない. 各種アミノアシル-tRNA

合成辞素の変異株やアミノアシル化の阻害作用でAp4Aのレベルが上昇するという報告も

ない. Ap4Aの細胞内レベルがGlySの変異によって変化する原因を明らかにする為に,

野生型及び変異型GlySの精製を行いAp4A合成活性,分解活性,及びグリシル化活性を

測定した結果,ATPに対する変異型GlySのEm/【cat値は野生型GlySの20倍,グリシ

ンに対する変異型GlySのKm/Kcat値は野生型GlySの100倍以上高かった. また,変

異型GlySは,J'nvJ'troで野生型GlySの2倍以上合成活性があることが解った. この

ことから,cfcA変異株でAp4Aの細胞内レベルが上昇するのはg/γ∫変異による間接的結

果ではなく,GIyS蛋白自身がAp4Aの細胞内レベルの制御に直接関与していると結論さ

れる.一方Ap4Aによる分裂時期の決定がどのように行われるか明確にする為に,Ap4A

の標的蛋白を探索しその機能解析を行うことにした. その為にAp4A結合活性を持つ蛋

白群を分離精製LN未を決定した処,未知の蛋白が見つかった.塩基配列から蛋白の構

造のホモロジーサーチを行った処､(1)Zn2+結合ドメインを持ち,(2)Ap4Aなどの多リン酸

ヌクレオチド結合蛋白として殆ど全ての生物で保存されている蛋白であり,(3)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が解った. この蛋白をAbpA(Ap4ABindingProtein

A),遺伝子をabpAと命名し,以下の研究を行った.abpAの条件破壊株は,細胞分裂が

遅れ約 1.5倍長い樟菌となる. また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. またAbpAにHis-tagを結合した蛋白をニッケル

カラム精製した処,約10kDaのAbpAの他に約 14kDaの蛋白が常に付随して精製された.

この蛋白のアミノ酸配列を現在解析中である. またAp4A結合活性や分解活性との関連

や,機能 ドメインの活性を解析する為,野生型及び機能部位を置換させた変異蛋白の精

製を開始した.

(2)大腸菌のkdsA変異はFtsl-ring形成に影響を及ぼす:西森加奈,高木秀幸,和地正

明,藤島博史,川端 猛,西川 建,西村 昭子

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患われる.一方正常な細胞分裂が起こる

為には,細胞質成分を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)
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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21ケトー3-デオキシオクトン酸(KDO)から成る.

KDOはI)-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-ドされるKl)0

8-リン酸合成辞素である.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,KI)0生合成の欠失が分裂環Ftsl-ringの形成に影学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(∫ts)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 Irp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,相補嶺域の野生型及び変異型l)NA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AdsA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-rlngの形成に影響を与えると結

論した. しかし,Ftsl-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

胞分裂遭伝子(秤)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(論文投稿中).
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(3)大腸菌ABCトランスポーターFtsⅠの機能解析:藤島博史,川端 猛,西川 建,西村

昭子

我々は細胞分裂の温度感受性変異株 ftsÈSを41℃で培養すると,大腸菌の3種のK+-

ポンプを構成する膜蛋白の局在が阻害されることを明らかにした(JBacteriol.1998,

180:3663-3670). IfsEは ItsYEXオペロンを形成していて,FtsYはSRP受容体のホモ

ログであることからFtsEも膜透過装置を構成している可能性が予測された. しかし一

方,(1)低pH培養条件下では,ftsE変異株の細胞分裂阻害や増殖阻害やK+-ポンプの構築

阻害が回復すること,(2)ftsE変異株はH◆のアンカプラ-CCCPに対する感受性が親株と

較べて低いこと,(3)ftsE変異株では Jl+のアンチボーターであるTetAのテ トラサイク

リン耐性能が低下していることを兄いだした. このことからFtsEは細胞内pHの調節に

関与している可能性も示唆されたので,ftsE変異株の細胞内pHの測定系の検討を行っ

た. またFtsEの一次配列から得られた構造解析から,FtsEはABCトランスポーターの

ポンプ駆動部分であり,これを膜に維持する蛋白として,FtsⅠが機能している可能性が

示唆されたので,/tsXの条件破壊株を作成した. IfsXが破壊されると,Lプロース中

では細胞容積の増加も分裂も共に徐々に阻害され,フィラメント細胞と梓菌が混在した.

培養を続けるとやがて両方共回復し梓菌となった. しかしpH7に制御された最小培地中

では,細胞容積の増加は2時間で完全に停止,分裂は直ちに停止し,長いフィラメント

細胞を形成した . このフィラメント細胞の核様体を染色すると,所定位置に局在し多核

フィラメントであったことから,DNA合成や核様体の分離には直接は影響無いと思われ

る. この条件で,カリウムイオン ･ポンプを構成する膜蛋白KdpAとEupについて,膜

画分での濃度を解析した処,これらの蛋白の膜局在は,//∫Jの破壊により阻害されるこ

とが解った. 現在反応の詳細な動態を解析している.

(4)大腸菌SpoT蛋白質におけるppGpp合成 ドメインの推定:田中 愛,池原健二,松本

邦男,西村昭子

大腸菌SpoT蛋白質はアミノ穀欠乏などに伴って蓄積されたppGppを分解する為の辞素

であると考えられてきたが,近年の研究結果,(1)SpoT蛋白質はppGpp合成酵素である

RelA蛋白質と高い相同性を有すること,(2)大腸菌のSPOT及び √e/Aの二重欠失変異株は

ppGppを合成する活性を全く失うこと,(3)それに伴って.複数種のアミノ酸を要求する

性質が生じることなどから,大腸菌のSpoT蛋白質はppGppの合成と分解を担う二機能性

辞素であることが分かってきた. そこで我々はまず最初にこの大腸菌SpoT蛋白質をキ

モトリプシンなどの蛋白質分解酵素による部分分解産物の解析を行い,この蛋白質は4つ

のドメインからなることを確認した.次に各 ドメインをさまざまな組み合わせで発現す

るプラスミドを作成し,どのドメインにppGpp合成の活性が存在するのかをしらべた .

SPOT及び reJAの二重欠失変異株に各 ドメインをコー ドするプラスミドを導入する実験

を行ったところ,N末から2番目の ドメインを含むプラスミドを導入した時には,常に

(1)アミノ酸合成能の回復によって最小合成培地での生育が可能となること,(2)ヒスチ
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ジン類似体であるアミノトリアソールに対する抵抗性を回復することが分かった.更に

ドメイン1†2で形質転換した株には,確かにppGppを合成する活性のあることが確認で

きたことから,大腸菌SpoT蛋白質のN末端から2番目のドメインにppGpp合成の活性が

コードされていることが推定できた .今年度は緊縮調節に於けるppGpp合成と増殖の関

係を詳細に解析する為,ドメイン1,1†2,1†2†3,1†3†4,1†2†3†4,2,2†3,2十3†4,

3,3†4,4をコードする11種類のDNAの発現ベクターへのクローニングを行い,spoT-

TelA二重欠失変異株を形質転換し,ppGppの細胞内浪度と細胞増殖の関係を解析した(読

文作成中).

(5)大腸菌の細胞分裂及び細胞周期関連遺伝子群の系統的解析:申出晋介,坂季美子,松

本典子,北川正成,森 浩禎.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

関する変異遺伝子(430系統)のマッピングを行ってきた. これらの変異遺伝子とゲノム

解析により明らかになったORFとの対応付けを行う為に,まず各ORFを担うプラスミド

杏,F-piliを介した遺伝的手法を用いて簡単にしかも一度に種々の変異株に伝達するこ

とができるようなベクターと宿主(供与菌)の系を構築した. 今年度は､約2,500の野

生型ORFをクローニングした. 1,000クローンを用いて,21のfts変異株についてレ

プリカ法により相補テストをした結果,11のLts変異株についてORFとの対応付けがで

きた.

研究業績

(1)原著論文

1.Uehara,T.,Matsuzawa,H.andNiShimura,A.:HscAiSinvolvedinthedynamics

ofFtsZ･ringformationinEscher)'chL'acolIl.(submitted),2001.

2.NiShimori,KりTakagi,H.,Wachi,M.,FujiShima,H.,Kawabata,T.,Nishikawa,

K.andNiShimura,A.:ThekdsAmutationsaffecttheFtsZ･ringformationin

Eschen'chL'acoll'.(Submitted),2001.

(2)その他

1.西村昭子 :大腸菌の系統保存 .中辻憲夫編ライフサイエンスのための系統保存と

データバンク.ppl13-117.共立出版,2000.

(3)発表許演

1.西村昭子,藤島博史,川端 猛,西川 建,笹沼明美,小林恭子 :大腸菌の細胞分

裂の時期決定機構 .第 23回日本分子生物学会年会,神戸,2000.

2.藤島博史,川端 猛,西川 建,松沢 洋,西村昭子 :大腸菌 /tsyEX operonの機
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能解析. 第23回日本分子生物学会年会,神戸,2000.

3.申出晋介,蓉沼磨貴,北川正成,森 浩被,西村昭子 :｢大腸菌の細胞分裂機構の全

体像｣ポストゲノム解析. 第 23回日本分子生物学会年会,神戸,2000.

4.山川武広,池上 徹,加藤潤一,川端 猛,西川 建,森 浩裾,西村昭子,山崎由紀

子 :統合型大腸菌データベースPEC(ProfilingoIE.coJJ'Chromosome)の拡

張.第 23回日本分子生物学会年会,神戸,2000.

F･e. 無脊椎動物遺伝研究室

平成 12年度も林 茂生,後藤 聡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,5月より理化学研究所 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することになった.池谷智浮,亦勝 和(国立遺伝学研究所非常

勤研究員),津田玲生,林 永美(理化学研究所 ･研究員),千原崇裕,加藤 輝(総合研

究大学院大学),久保田-政(東京医科歯科大学大学院),白木岐奈(奈良先端大)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,丹羽ひろみ,米山佐知子,松永 彩,佐渡由希子,秋元 愛(理化学研究所 ･リ

サーチアシスタント)が研究と系統保存事業を支援した. 亦勝,久保田,千原は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.林は6

月にギリシャ ･クレタ島で行われたEMBOワークショップにおいて発表した. 本年度の

研究は文部省特定蘭域研究(B)｢細胞分化による細胞間相互作用の変換機構｣,日本学術振

興会未来開拓学術研究 ｢発生におけるパターン形成｣,文部省特定領域研究(C)｢ショウ

ジョウバエGAL4エンハン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｣(柿),文部省奨励研究(A)｢1分子イメージングによる生体分子の時間的 ･空間的動

感の解析｣,文部省特定領域(A)｢発生における分子機構のイメージング｣(後藤),の援助

を受けて行われた.

(1)ショウジョウバエ腔発生における肢原基形成機構 :久保田-政1,後藤 聡,江藤-

洋l,林 茂生(t東京医科歯科大学)

ショウジョウバエの脚,勉の原基は腫発生中に共通の前駆細胞群として誘導を受けた

後に二つの細胞群に分離して脚,麹の成虫原基を形成する. この共通の肢前駆細胞群が

誘導された時点においては背側の部分にシグナル分子Dppが発現しシグナル強度依存的

に脚,勉の分化を制御することが以前の我々の研究から知られていた.今回我々は肢前

駆細胞群の腹側側に受容体チロシンキナ-ゼEGFRが活性化されることを兄いだした.

EGFRの活性化はDppの標的遺伝子の発現を阻害し,勉細胞の分化を抑制する. この結

果はDppとEGFRが肢前駆細胞群の背腹軸上で非対称的に活性化されることが勉 ･脚の分

化に必須な条件であることを示す . 詳細は原著論文(1)に報告した.
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(2)気管形成の細胞生物学 :千原崇裕,林 茂生

Yntファミリーのリガンドは脊椎動物の肺胞形成の際に強く発現するがその機能は不

明である. ショウジョウバエの気管発生においてYinglessは気管原基に隣接した外腔

集において発現し,袋状の気管原基が管状化する過程に必須である. 我々はYgシグナ

ルが気管のdorsaltrunkにおいてDelta,Escargotそしてspaltをそれぞれ異なる

仕組みで制御することにより管のかたち,太さ,進展の方向を制御することを示した.

この結果はVlnglessが組織のかたちを決める仕組みをよく説明する.詳細は原著論文

(2)に報告した.

(3)核マトリックス蛋白Plexusによる麹脈特異的転写の調節機構 :亦勝 和,林 茂生

我々は成虫麹の麹脈パターンに乱れを来す突然変異plexusは新規の核マトリックス蛋

白質の機能欠損によるものであることを昨年報告した.今年度はplexusと酷似した表

現型を示すnet変異との相互作用を追求した.netはbILII型の転写調節因子をコー ド

していることがすでに報告されている.我々はplexusがmetと相乗的に作用してシグ

ナル分子Rhomboidの勉脈特異的発現を制御することを兄いだした.更にこの現象の背

景にはNetの核内における局在化の制御があることを兄いだしたので更に解析をすすめ

ている.

(4)ショウジョウバエGAL4エンハンサー 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 :後藤 聡,谷口美佐子,佐渡由希子,丹羽ひろみ.林 茂生

遺伝子転写のエンハンサー活性の同定は生命の発生や高次機能に関わる遭伝子の発見

と遺伝子機能の解析に有用な手段となる.染色体上に散在するエンハンサーを網羅的に

同定する事はゲノムの総合的な機能解析に欠くことの出来ないアプローチである. ショ

ウジョウバエゲノムは約 13,600個の遺伝子を持つと推定されているがそのうち発現の解

析がわずかでもなされているものはまだ10%以下にすぎない. ゲノムのもつ豊富な転

写調節能力を理解するためにはより多くの遺伝子の発現パターンを記載することが重要

である. ショウジョウバエにおいてこの目的にはエンハンサー トラップ法が最も適して

いる. 欧米での研究により1,000余りのエンハンサー活性検定用のP因子ベクター(主

にP[lacZ])の挿入株が得られている. これらは主に致死遺伝子に対する挿入であり全

遺伝子への挿入を得るにはいまだほど遠い. そこで日本のNPコンソーシアムによって

4,528のGAL4エンハンサー トラップ系統が作成された.

エンハンサー トラップ挿入とゲノムシーケンス上の転写単位との対応付けをはかる事

を目的として挿入位置の配列決定を行った. これらの系統の成虫を凍結保存したサンプ

ルからのゲノミックDNAの抽出,inversePCR,シーケンシングなどをマイクロタイター

プレー ト単位で処理する方法を最適化し,シーケンシングセンターにおいて配列決定を

行った.得られた配列でショウジョウバエゲノム配列に対してblastサ-チを行いゲノ

ム地図上にマップした.

4,256系統の5'近傍配列を決定し,そのうち70%(2,966系統)は染色体上の特定の位
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置にマップされた.マップされた挿入はホットスポットを考慮すると1,722の挿入サイ

トに分類され,それらの殆どは遺伝子近傍に見つかった. これらのデータをGAL4の発

現パターンのデータと統合したデータベースを構築中で,P因子挿入特異性についての解

析もすすめている.

研究業績

(1)原著論文

1･Kubota,汰.,Goto,S.,Eto,K.andHayashi,S.:EGFreceptorattenuatesDpp

signalingandhelpstodlStlnguishthewingandlegcellratesinDz10SOPムIJa.

Development,127,3769-3776,2000.

2IChihara,T.andHayashi,S.:ControloftrachealtubulogenesISbyWingless

slgnaling.I)evelopment,127,4433-4442,2000.

(2)その他

1.林 茂生 :CdklによるS期抑制:ショウジョウバエゲノムの培化を抑制するメカニ

ズム.細胞工学,19:576-582,2000.

(3)発表講演

1.林 茂生 :ショウジョウバエ気管発生にみる管状組織の形成原理.第6回ヒューマ

ンサイエンス総合研究セミナー,東京,2月.

2･Hayashi,S.:GeneticbasisoflimbspecificationinDTOSOPhLl1&.InternatlOnal

Symposium-'Evolution2000",Tokyo,March.

3.志賀靖弘,林 茂生,山形秀夫 :ミジンコの形態形成遺伝子の解析-ホメオティッ

ク遺伝子を中心に.第44回基礎生物学研究所コンファレンス ｢発生と進化｣,岡崎,

3月.

4.林 茂生 :昆虫の付属肢の起源,第44回基礎生物学研究所コンファレンス ｢発生

と進化｣,岡崎,3月 .

5･Matakatsu,H.,Tadokoro,R.,Gamo,S.andHayashi,S.:Repressionofthewing

veindevelopmentbythenuclearmatrixpI･OteinPlexus.41且tAnnualDroso･

philaResearchConfeI･enCe,USA,March.

6･Kubota,K.,Goto,S.andHayashi,S.:TheroleofWinglesssignalinginthe

embryoniclegdiscformation.413tAnnualDrosophilaResearchConference,

USA,March.

7･Chihara,T.andHayashi,S.:RoleofWinglesssignalingduringthetracheal

developmentinDrosophila.41畠tAnnualDrosophilaResearchConference,USA,

March.

8.久保田-政,後藤 聡,江藤-洋,林 茂生 :ショウジョウバエ脚原基形成におけ

るYgとEGFRの役割. 日本発生生物学会第33回大会,高知,5月.
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9.池谷智浮,林 茂生 :ショウジョウバエ気管形成におけるNotchシグナルとFGFシ

グナルのcross-talk. 日本発生生物学会第 33回大会.高知,5月.

10.千原崇裕,林 茂生 :ショウジョウバエ気管形成におけるYinglessシグナルの役

割 . 日本発生生物学会第33回大会,高知,5月.

ll.後藤 聡,谷口美佐子,林 茂生 :建 ･脚原基で発現するga14エンハンサートラッ

系統のスクリーニング. 日本発生生物学会第 33回大会,高知,5月.

12.Hayashi,S.:Patternformationintheimaglnaldiscandthetrachealsystem.

Crete2000Workshop,Greece,June.

13.千原崇裕,林 茂生 :ショジョウバエ気管細胞の移動方向はどのように制御されて

いるのか? 第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

14.林 茂生 :ショウジョウバエ気管上皮のネットワーク形成を支配するシグナル分千.

第 23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

15.後藤 聡,谷口美佐子,佐渡由希子.林 茂生 :ショウジョウバエGAL4エンハン

サー トラップ系統の統合データベース.第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

16.亦勝 和,Doris,Brentrup.,林 茂生 :ショウジョウバエ勉脈の分化は核内マ

トリックスタンパク質Plexusと転写因子との相互作用により制御される.第 23

回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

G.生物遺伝資源情報総合センタ一

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-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-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,多数の生物種のデータベ-ス公開に至って

いる.(http://www.shigen.nig.ac.jp/〉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<計画である.生物辻伝資源委員会は年 1回程度の開催で

あるが,有機的な運営のため設けた幹事会(ステアリングコミッティー)を中心にわが国

の系統保存事業の効果的な運営のために活動を進めている.

一万,本センターに殊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,美顔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出)の研究を進めている.
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G･a.系統情報研究室

系統情報研究室では,山崎由紀子と鈴木健司 (特別共同利用研究員)が ｢微生物ゲノム

の比較解析に関する研究｣を行った他,山崎由紀子,山川武虞 (業務委託),三ツ井和 (莱

務委託),渡辺功二 (業務委託),若林雅隆 (業務委託),斎藤真理 (業務委託),土屋里枝

(業務委託),鈴木栄美子 (業務補佐員),矢野澄子 (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,科技庁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J(代表者 :山村研一),および科技庁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)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Lacto-

bacillusgasseriJCM1031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 斉藤忠夫)を実施した.

(1)微生物ゲノムの比較解析に関する研究 :鈴木健司1,西川 建,小笠原直毅1,山崎由紀子

(1奈良先端大)

これまで蓄積してきた生物学的知識を全く考慮せずに,純粋に全ゲノム配列(ATGC)情

報のみからどのような知識を得ることができるのか,興味深い問題ではあるが,方法論

については暗中模索の状態である.われわれは手始めに,ゲノム配列解析の完了した微

生物,大腸菌,枯草菌,好アルカリバチルスゲノムを用いて3塩基組成分布を調べた.ゲ

ノム全配列に対して1000塩基毎の3塩基出現頻度を求めて64次元の主成分解析を行なっ

た. 莱-および第二主成分をそれぞれX,Y軸にとった散布図は,生物種毎に固有の空

間を占めることを示した. また第一主成分がGC含量と強く相関していることも確認で

きた.

ゲノム全体における3塩基の平均出現頻度を調べると,相補関係にある2種類の3塩基

配列がほぼ同じ出現頻度を示す傾向がみられ,これはリーディング鎖,ラギング鎖,コー

ディング鎖,非コーディング鎖においても共通にみられる現象であった.生物学的な意

味付けをするには至らなかったが,ローカルな塩基組成の偏りに注目した解析を継続し

ていく予定である.

(2)マウス遺伝子多型情報データベ-ス構築 :山川武庫,吉川欣亮1,城石俊彦,栄川博

通1,外丸靖浩2,岡崎康司2,山崎由紀子 (1都鴎床研,2理研)

｢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｣プロジェクトにお

いて解析されたマイクロサテライト多型情報のデータベースを構築した.解析に用いら

れた系統は日本産亜種由来の2系統 (JFl/Msおよび NSN/Ms)および標準近交系マウス
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6系統(PGN2,SYR/J,A/I,SN/I,C57BL6,129/SVJ)であり,マーカーは約2000の遺伝子

座に対応している.同プロジェクトでは,日本産亜種由来の系統 (NSN/Ns)と標準近交

系マウス系統(C57BL6)間のSingleNucleotidePolymorphism(SNPs)も解析が進み,

今年度は完全長cDNAの3'末端非翻訳商域におけるcSNPsを約200遺伝子座について決

定するにいたった. これらの異なる2種類の多型マーカーを同一マップ上にリンクした

ものを作成したが,現在公開しているのはマイクロサテライト情報のみである.

(3)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,中潟直巳 1,山

田 源1,山村研一1,山崎由紀子 (l撫大)

熊大動物資源開発研究センターにおける遺伝子改変マウスのデータベース(CARDR-

BASE)の構築を開始するとともに,国際マウス系統資源(川SR:Intermat10malMouse

StrainResources)の1メンバーとして総括的検索システムの開発に着手した. INSR

は米国JacksonLaboratoryと英国MRC(NedlCalResearchCouncil)が既に立ち上

げているプロジェクトであるが,システムの更新にともない,データ交換フォーマット

の‡ML化やリレーショナルデ-タベースシステムの変更などがあり,CARDR-BASEは新

システムで参画することになる.今年度は,Oracle8iデータベース管理ソフトを用い,

XMLフォームへの書き出し機能およびJavaによる検索機能を装備したデータベースを構

築することができた. 来年度早々に公開を予定している.

(4)大腸菌遺伝子分類(PEC:ProfllingofE.coliChromosome)データベース構築 :

三ツ井和,山川武広,池上 徹t,加藤潤一l,山崎由紀子 (1東京大学医科学研究所)

PEC(http://www.shigen.nig.ac.jp/eco/pee/)は1)全遺伝子の基本情報 (遺伝子

名,別名,位置情報,関連データへのリンク),2)遺伝子の分類情報 :a:｢生育に必須か

否か｣の分類,3)欠失株情報および関連文献情報,4)他生物の相同遺伝子情報,および

5)系統情報から構成されるデータベースであり,昨年度から公開を開始している.今年

慶は特に,相同解析によるモチーフ抽出機能や蛋白質構造データベースとのリンク,全

ゲノム配列が解析された他の微生物ゲノムとの配列比較機能などを充実させるとともに,

ゲノム上の特定の衝域をCSVフォーマットから簡単に色分けして表示できるアプリケー

ション(GenoJnePaint)を開発した. このアプリケーションは,環状ゲノム表示と2段階

スケールの線上表示が可能であるが,初期ヴァージョンは大腸菌とほぼ同じゲノムサイ

ズに限定される. 今後高等生物のゲノムにも対応すべく機能拡張を行っている. この

ようなツールは,情報学的なアプローチによるゲノム解析結果と,生物実験結果から 得

られる知見を同一の視野で観察検討するのに適していると思われる.

(5)世界の連伝資源情報データベースの構築 :斎藤真理,矢野澄子,山崎由紀子

世界における遺伝資源情報および関連情報のインターネット上の公開データベースア

ドレスを生物種毎にまとめてデータベース化し,公開を開始した01ttp://W.shlgen.nig.ac.jp/

grd/).これまでに収録生物種 ･グループ26種,総サイト数およそ200を格納した.本

プロジェクトは生物遺伝資源委員会活動の1つとして情報収集および情報更 を継続し
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ていく予定である.

研究業績

(1)その他

I･PECupdatedhttp://www.shigen.nig.ac.Jp/ecoli/pec/

2･Oryzabaseupdatedhttp://www.shigen.nlg.aC.jp/rice/Oryzabase/

3･CloningvectorDatabaseupdatedhttp://www.Shigen.nig.ac.jp/cvector/
cvector.htm1

4･MouseDatabaseupdatedhttp://www.shigen.nig.ac.jp/mouse/mouse.default.htm1

5･MouseMicrosatelliteDatabaseofJapan(MMDBJ)http://www.shigen.nig.ac.jp/

mouse/mmdbj/mouse.htm1

6･E.collStraindatabasehttp://www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/strain/

7･InformationofGeneticResourceDatabankhttp://www.shigen.nig.ac.Jp/grd/

8.中辻憲夫編 ｢ライフサイエンスのための系統保存とデータバンク｣共立出版

(2000).

(2)発表講演

1･Y.,Yamazaki,A.,Yoshimura,YHNagatoandN.,Kurata:Oryzabase-Integrated

mapandmutantdatabase･,PlantandAnlmalGenomeVIII,SamDiego,CA,

January,

2･Y.,Yamazaki,A.,Yoshimura,Y.,NagatoandN.,Kurata:ORYZABASEHINTE･

GRATEDRICESCIENCEDATABASE,FourthlnternationalRiceGenetics

Symposium,Laguna,Philippines,October.

3.鈴木健司,山川武庫,小笠原直毅,加藤潤一,西川 建,山崎由紀子:微生物ゲノ

ムの情報学的解析 . 第 23回日本分子生物学会年会,神戸,12月.

4.山川武庫,池上 徹,加藤潤一,川端 猛,西川 建,森 浩禎,西村昭子,山崎

由紀子:統合型大腸菌データベースPEC(ProfitingofE.coltChromosome).

第 23回日本分子生物学会年会.神戸,12月 .

5.三浦郁生,吉川欣亮,高浜純代,坂井隆浩,山崎由紀子,城石俊彦,米川博通:マ

イクロサテライ ト多型解析に基づく実験用マウス系統の起源の探索 .第 23回日本

分子生物学会年会,神戸,12月.

6.三ツ井和,吉村 浮,長戸康郎,倉田のり,山崎由紀子:オブジェクト指向技術を

用いたイネの総合データベース(Oryzabase)の構築 . 第23回日本分子生物学会

年会,神戸,12月.
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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

研究と,並行してDNAシーケンシングセンター及び辻伝子ライブラリーの構築 ･維持 ･配

布という研究事業を進めている.

研究室構成は,小原雄治 (教授),安達佳樹 (助手),小倉顕- (3月まで,4月から横

浜市立大学医学部助手),伊藤将弘,川崎一郎,平木秀明 (10月から,科学技術振興事業

団創造科学技術推進事業 ･土居バイオアシンメトリプロジェクト研究員から)(以上4名,

科学技術振興事業団研究員),鹿児島浩 (9月から,スイスバーセル大学ボスドクから未

来開拓研究事業ボス ドク),梶田 睦 (10月から特別利用研究員,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),新井 理 (帝人システムテクノロジー,業務委託),小川知之 (CTI,業務委託),鹿

野啓子,植田ゆみ子 (7月から)(以上2名,科学技術振興事業団技術員),大庭登紀江,

杉浦都子,小原真澄,長岡重美 (2月まで),鈴木孝美,岩田末葉,(以上5名,科学技術

振興事業団実験補助員),大石加寿子,杉山康子,林 宏子 (6月から),太田ふみ子 (6

月から),西坂聡子 (7月から).芳賀しのぶ (10月から)(以上6名,特定C派遣研究補

助員),佐野正子,上杉裕子,野本久代,北山小百合 (7月まで),田中紀子 (7月まで),

芹浮路子,中田恭子,三浦沙知子 (10月から),長谷川範子 (10月から),水越ますみ (10

月から)(以上10名,パー ト実験補佐員),杉本章子,大沼まゆみ (11月から)(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3月に約2週

間,JeanThierry-NiegとDanielleThierry-Nieg(共にCNRS,Nontpellier.

France),7-8月の2ケ月間ArchanaOates(UniversityofLeeds,UK)が研究室に

滞在し,共同研究をおこなった.

本年度の研究は,文部省科学研究費特定蘇域研究A｢ゲノムサイエンス｣(小原),文部

省科学研究費特定東城研究Cr統合ゲノム｣(小原),科学技術振興事業団戦略的基礎研究

推進事業(CREST)(小原),科学技術振興調整費 ｢ゲノムフロンティア｣(小原,代表 ･金

久 美京大教授),科学技術振興調整費 ｢ゲノムフロンティア｣(小原,代表 ･黒揮良和

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速伝子ライブラリー,線虫cDNAライブラリー及びデータベー

スについて活動した.

(1)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遺伝子ライブラリーの維持.配布,

情報収集を続けた.大腸菌全ゲノム4,700キロ塩基対が,互いに少しずつオーバーラッ

プするクローンでおおわれており.総数3.400クローンの中から十分な重なりをもって
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ゲノムをカバーする476クローンを選び出し,これを ｢ミニセット｣としてリクエスト

に応じてきた.大腸菌全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2000年中に16件,のベ1,481クローンを4ヶ国 (日本,韓国,イ

ギリス,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,25ヶ

国 830件,のぺ10,557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

研究者へ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.

(2)線虫遺伝子ライブラリー事業

次項で述べるcI)NA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,

DNAデータバンクに送るとともに逐次線虫統合データベースACEDBなどに送付し公開し

ている.タグ配列のうち約80,000本はDDBJに登録した.発現パターン情報と共にDI)BJ

計算機上でのYYYでの公開を開始している(http://helix.genes.nig.ac.jp/db/).
cI)NAクローンについては,2000年には778件のベ4,335クローンを16ヶ国 (アメリ

カ,日本,イギリス,カナダ,ドイツ,韓国,スイス,台湾,フランス,ベルギー,イ

タリア,オランダ,オーストリア,オーストラリア,シンガポール,香港(件数順))の研

究者に分与した. これまで(1995年-2000年)の累計は,24ヶ国3,272件,のベ14,912

クローンにのぼっている.

2.線虫 C.e/eEanSのcDNA解析

線虫C.eJegansは動物発生 ･行動研究のすぐれたモデル系である. この全速伝情報

は100Mbのゲノム (染色体6本)に書き込まれているが,一方われわれは,ゲノムシ-

ケンシンググループと緊密な連絡のもとに,発現辻伝子側の解析のセンタ-として活動

を進めてきた.すなわち,全速伝子に対応するcDNAクローンの単離と同定,その構造,

発現様式の解析,更には遺伝子破壊美顔による生物機能の検定,というcI)NAの系統的解

析である. これは,単なるEST配列の集積ではなく,cDNAの塩基配列情報,類似速伝

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 (究棲的には塩基配列)上に統合化

し,ゲノムの発現マップを構築するものである. また上述のように,ここで得られたク

ローンは内外の研究者からの請求に応じ配布をしているので.そこからのフイ- 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ろう. 例えば,

ある時期のある細胞で発現が始まるあるモチーフをもつ漣伝子群を検索する,といった

ことも可能になってくるだろうし,逆にそのような発現様式を支配する調節領域をゲノ

ムDNA配列から推測することも可能になってくる.そして,線虫ではこれらの結果を実

験的に検証することが可能である.本研究はこのような目的でC.elegansのcI)NA情報

の集大成と統合化を行うものである.
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(1)cDNA配列決定,遺伝子構造の確定:大石加寿子,佐野正子,杉山康代,野本久代,田

中紀子,鈴木 穣■,菅野純夫.,JeanThierry-Mieg2,DanielleThierry-Nleg2,新

井 理,小原雄治(l東京大学医科学研究所,2NCBl,NIH)

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8万クローンを解析し約 1万のcDNAグループに

分類してきた. この中の代表クローンを使って,以下に述べるような発現 ･機能解析を

体系的に進めているわけである. また,ORF検索と合わせて,遺伝子総数が19000程度

であることも示してきた.

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に部分のみである.

しかし,その先も配列情報は十分保持している.ゲノム配列と比較してエキソン･イン

トロン構造を調べるのならば,この部分も使えるのではないか . このため,Jean

Thlerry-Niegがシーケンサーからのクロマトデータをゲノム配列に並べていくプログラ

ムを書いた. 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,これを繰り返すのである. データベース登録は400-500塩基であるが,クロ

マトパターンを比較するので,800塩基程度まで合わせることができる. mRNAの平均

鎖長は1.5-2Kbだから,両側からのクロマトデータがあれば全額域をカバーできるので

ある. 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 (｢目｣作業?)となりきつい仕事であったが,その

結果,10126遺伝子の構造を確定し,多数のalternativesplicingを検出した.逮

伝子あたり平均 1.5のalternativespllCingを検出した.最小のエキソンは9ベー

スであった. コンピュータプログラムは長いイントロンの予測は苦手らしく,複数連伝

子が単一遺伝子にまとめられたものや,その逆もあり,線虫予測遺伝子データベース

YormPepの半分は何らかの修正が必要であることになった (Thierry-Niegら,論文準

備中,多くの結果はYormBase〈http://www.yormbase.org/〉にのっている). プロ

テオーム解析には必須の情報となろう.

この解析過程では東大医科研 ･菅野研究室にオリゴキャッピング法による完全長ライ

ブラリーを作っていただいた.その結果,線虫のmRNAにはトランススプライスリーダー

(SL)配列を持つことが多いが,これまで兄いだされていたSLl,2,3に加え,8種の新

しいSLが見つかった. 興味深いことに,発生時期での使い分けの傾向が兄いだされた

ので詳細の解析中である(論文準備中).

3.線虫 C.e/egans発生における遺伝子発現制御の解析

(l)発生各期における発現パターンの解析 :杉浦郁子,大庭登紀江,小原真澄,渡辺小百

令,鈴木孝美,新井 理,小原雄治

yholemountembryoのマルチウェルフォーマットJnsJILIハイブリダイゼ-ショ
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ン法を用いて,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8200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

小さいので腔発生の全ステージが8ウェルスライドの 1ウェルで検出できる.幼虫～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-ションをつけてデータベース化している.腔

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,商域に分け,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程度の典型的な敵城と3段階のシグナル強度でアノテ-ションを与え

ている. 結果的に(ステージが旺発生10†幼虫4)×商域 10×強度3=420次元の情報と

なる. これらはNE‡TDB〈http://helix.genes.big.ac.jp/db/〉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(SearchE‡)も構築中である(芹揮路子ら,未

発表).

(2)母性発現遺伝子サブセットのRNAi:鹿野啓子,中田恭子,小原雄治

艦発生初期は肝性遺伝子の発現を止めても母性発現遺伝子のみで進行できる.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のである. この過程が大変興味

深いのだが,/〟∫J/〟ハイブリダイゼーションの結果は全遺伝子の半数は卵巣で発現し

ていることを示した.多くのハウスキーピング遺伝子がこの範噂にはいるからと思われ

る. 一方,これまで初期発生の細胞運命決定遺伝子の解析経験から,r受精後速やかに

消失するか,あるいは局在していく｣遺伝子は初期発生で重要な働きをしている可能性

が高いと考えられる. このカテゴリーに入る連伝子は,約5000遺伝子解析の時点で全

体の8.8%477遺伝子であることがわかった.適度な数であるので,これらについて詳

細なRNAi解析と抗体染色を進めた.詳細は省くが,RNAiでは65%に表現型が見られ

た. ランダムなcI)NAクローンを用いた場合の表現型出現率が27%,予測遺伝子情報に

基づいた場合が13%,であったことと較べるとはるかに高く,重要遺伝子が濃縮された

ことを示唆している. この中から,強い肱致死を示す61遺伝子について,表現型を4D

顕微鏡で調べたところ,精子侵入に引き続く卵母細胞の最終減数分裂から極初期の卵割

パターンまで,順番に表現型が分類できた(鹿野啓子ら,論文準備中).

(3)母性発現遺伝子サブセットの抗体染色 :植田ゆみ子,岩田末葉,水口洋平,伊藤将

弘,小原雄治

このように発現パターンに基づくサブセット化は,ある局面に働く遺伝子を網羅する

のに有効であることがわかった.母性遺伝子は発生開始の時点では転写はすんでいるの

だから,mRNAよりもタンパクの分布の方がより重要である. そこで,上記のサブセッ

トについて親水性領域の部分タンパクを大腸菌で作り,抗体作成を進めている. この染

色パターンは共焦点顕微鏡で取 り込み,初期発生過程を再現したコンピュータグラ

フィックスに重ね合わせてデータベース化を行っている. この重ね合わせのプログラム
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は発生時期を核の数と配置で認鼓し,マーカーとして入れた生殖細胞前駆細胞特異的抗

体で前後軸を認識し,回転と若干の歪み補正を入れて,マッチングさせるものである(水

口洋平ら,論文準備中). このようにして,ある局面に関わる全遺伝子産物の挙動を僻

轍できるデ-タベース構築を進めており,これとRNAi表現型との対比からその局面の発

生プログラムの解読,究極的には計算機シミュレーションをめざして研究を進めている.

(4)発現調節額域の解析 :伊藤 将弘,水口 洋平,芹滞路子,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

歴性発現である. これは実に様々なパターンが見られるが,似た発現パターンを示す遺

伝子を分類するクラスタリング解析を進めている.大きなクラスタとして腹系譜で発現

する遺伝子群が得られた.腸は8細胞期のE細胞に由来する.E細胞は原腸陥入少し前

に2つの細胞になり,陥入とともに4細胞となる.その後8細胞となりシリンダー状に

並び,分裂を重ねてさらに伸びて腸となる. この過程で,ある遭伝子群は初期のEが2

細胞でmRNAが検出され始めるし,別の辻伝子群はシリンダー状になった頃から検出され

始め,さらに別の辻伝子群はさらに後期から検出され出す. このような同じ細胞系猪の

時系列で発現が次々開始していく辻伝子セットが得られた.現在,同じ時期に発現が開

始する遺伝子群の上流配列を較べて,共通モチーフの探索を進めている(伊藤将弘ら,未

発表). このような目的には近縁種のゲノムを比較するとよい場合があり,近縁種のひ

とつC.brJ'ggsaeのホールゲノムショットガンがサンガ-センターとワシントン大学で

進行中であり,その完成が待たれる.

(5)C.elegansの母性 mRNAの和訳調節におけるPOS-1とPIP-1の役割 :小倉顕-,安

藤恵子l,三谷昌平L,小原雄治()東京女子医科大学医学部)

線虫C.CIegans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-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. C.cJegansのpos-1変異体は.母性腫致死で,咽頭筋や腸,生殖細胞

の形成不全が観察される. また,po§-1変異体では母性のapx-ImRNAが存在するにも

かかわらず,Ap又-1タンパク質が発現されないことから,Po§-1は母性の mRNAの翻訳

粥節に関わるのではないかと考えられていた.POS-1はTISll型のジンクフィンガータ

ンパク質であり,初期腔の主として後部割球の細胞質に存在する.また,線虫の生殖額

粒の構成タンパク質の1つである. しかし,その分子機能は不明であった. 我々はそ

の機能を明らかにするため.Po§-1と相互作用する分子をスクリーニングし,新規のRNA

結合タンパク質PIPllを同定した.PIP-1は卵母細胞から2細胞期までは全ての割球の

細胞質に存在し,4細胞期以降は主として後部割球に存在する. また,PIP-1も生殖頼

粒の構成タンパク質の1つであることが判明した.pJ'p-J辻伝子のRNA阻害の結果,咽

頭筋や腸.生殖細胞の形成不全など,poe-1変異体と良く似た表現型を示すことがわかっ

た.PIILlはRNA結合ドメインを持つこと,また,初期腔の細胞質で観察されること,
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特定の組織の分化に関わることから,やはりある特定の母性のmRNAの翻訳調節に関わる

のではないかと予想される.そこで,pjp｣遺伝子のRNA阻害の初期腔で,その発現や

局在に影響が出る母性因子を探し,その候補分子を同定した.

第 2卵割後の4細胞期のC.elegans肱では母性gJp-ImRNAは後棲細胞では翻訳が制

限されている.これはその3'-UTRに存在する61塩基のSCR(spatialcontrolregion)

を通じて制御されている.我々は,Po§-1タンパクがSCRに結合することによって後極

細胞でのglp-1 mRNAの翻訳を負に制御していることを兄いだした.一方,PIP-1タン

パクのglp-ImRNAへの結合は確認できていないが,前側細胞でPOS-1に依存した和訳

抑制をすることを兄いだした. これらの結果から,前後細胞でのPOS-1/PIP-1の漉度

の違いでgJp-ImRNAの翻訳をfinetuningしている機構を捷唱した.

(6)線虫 C.e/egansの生殖頼粒の構成成分PGLl1,2,3遺伝子産物の生殖系列の発生に

おける機能の解析 :川崎一郎,AnahitaAmiril,YuanFanL,辛島 健2,小原雄治,

SusanStromel(lIndianaUniv,2東大 理 生化)

線虫C.elegansの生殖頼粒,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系列細胞に,その発生の全段階を通して観察される.Pgran-

ulesは,未同定の(poly-A)RNA成分と複数のタンパク質成分から構成されると推定され

ているが,その成分の多くは未同定のままである.我々はこれまでに分子法伝学的な解

析により,Pgranulesの主要な構成成分のひとつとしてPGL-1タンパク質を同定し,そ

れが生殖系列の発生,特に幼虫期における生殖系列の細胞増殖と配偶子形成,特に卵母

細胞形成に重要な役割を果たしていることを明らかにした(I).PGL-1のC末端にはRNA

結合モチーフであるRGGboxが存在することからPGL-1はRNA結合タンパク質として機

能していると考えられる. 我々は,さらにyeasttyo-hybridscreemによりPGL-1

と相互作用するタンパク質を検索し,PGL-1自身と,PGL1に相同な二つのタンパク質,

PGL-2とPGL-3を同定した.PGL-2には無いが,PGL-3にもPGL11と同様に,そのC末

端にRGGboxが存在するので,PGL-3もRNA結合タンパク質として機能していると考え

られる.我々は特異的抗体を用いた免疫染色により,発現の仕方に違いがあるが,PGL-

2とPGL13もPGL11と同様にPgranulesの構成的タンパク質成分であることを明らか

にした.またPGL-1とPGL-3が免疫共沈されることから,生体内でそれらが実際に同じ

複合体中に存在していることを確認した. さらに我々はRNAi法を用いて,C.eJegans
の生殖系列の発生において,少なくともPGL-3がPGL-1と重複して機能していることを

明らかにした.さらに本格的な遺伝学的解析を行うために,我々はpgl-3の欠失変異を

逆遺伝学的に作製し,現在その表現型の解析を進めている.

(7)cDNAマイクロアレイ解析によるT-box型転写因子 tbx-9標的遺伝子の探索 :安達佳

樹

C.eJegans発生過程における遺伝子発現ネットワークの一端の解明をめざし,cDNA解

析より同定されたT-box遺伝子(CELKO2736=tbxl9)の解析を進めている.T-boxは,DNA
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結合モチーフの一つである. このモチーフを持つ遺伝子は,様々な多細胞動物で存在が

確認されており,C.e/egansでは20個みつかっている.その機能として,発生や神経

形成への関与が知られているが,特に発生初期の組織器官形成に関わるものが多い. ま

たいくつかのT-box遺伝子は,その産物が転写調節因子であると分かっている.私はこれ

までの解析から,tbxl9産物は配列特異的DNA結合能を持つ転写活性化因子であること,

その発現は腔発生初期から中期における脇,体壁紡,表皮の前駆細胞の一部に起こるこ

と,その辻伝子変異体は肱発生期に尾部付近の形態異常を示すこと,この異常は体壁筋

の形成不全などによるものであることを明らかにした.

本年度は,cI)NAマイクロアレイ解析を基に,tbx-9により転写調節を受ける標的遺伝

子の探索を行なった.基本的発想は,/bx19産物量を変えた線虫株での各遺伝子発現量

杏,コントロール株のものと比較し,株間で発現量が異なる遺伝子より標的遺伝子を見

つけ出すことである. 標的遺伝子候補の選択には,cDNA解析による遺伝子発現パター

ン情報も加味した.候補遺伝子については,マイクロアレイ解析に用いた株への)'nsJ'tu

ハイブリダイゼーションを行ない,発現パターンより標的遺伝子である可能性を検討し

た.最初の実験では,ヒートショックプロモーターを利用して fbx-9産物量を上昇させ

た株を調べた. その結果,発現量比が 10倍まで異なる遺伝子が見つかり,発現解析で

も株間に違いを兄いだすことができた. しかし,これら遺伝子はいずれも腫発生後期の

膿または咽頭で発現するものであり,tbx-9による発現調節を受ける可能性は低いと考

えられた. この様な遺伝子が得られた原因として,用いたヒー トショックプロモーター

は腸や咽頭で特に強く発現誘導するため,これら組織で発現する遺伝子の一部が非特異

的に発現パターン変化を起こしたことが考えられる.そこで次の実験では,tbx-9が本

来発現している細胞での tbx-9産物量を変化させるため,/bx-9遺伝子を多コピー数導

入した株,野生型株,tbx-9遺伝子変異株間での比較を行なった.その結果,5倍まで

の発現皇比を示す遺伝子がみつかったが,これら遺伝子の発現解析では株間に違いを認

められず,tbx-9による発現調節を確認することはできなかった.その原因として,多

コピー導入株や変異株は強い異常を生じないため,標的逓伝子の発現量も大きく変化し

ておらず,見つけ出せないことが考えられる.そこで最後の実験では,fox-9は別のT-

box遺伝子 tbx-3と機能に重複があり,これら遺伝子の単独変異では弱い形態異常しか

示さないのに対し,2重機能破壊株は全身形態異常となることから,この2重破壊株を調

べることにした.致死となる2重機能破壊肱は,feedlngRNAi法により大量調製した.

その結果は,各遺伝子の発現量比は4倍までであり,これまでのところ株間で発現パター

ンに違いのある遺伝子を見つけるには至っていない. 今後のマイクロアレイ解析では,

更に工夫した比較を行なう必要があると考えられる.
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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,旧 ･遺伝情報研究センターを拡充 ･改組し,平成8年5月に設立

された. 本センターでは,平成 12年に教官メンバーが大幅に充実した. まず,生体高

分子研究室助教授の徳永万書洋が4月1日付けで教授に昇任した. また,助教授として
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の教官メンバーは,生体高分子研究室が教授 ･徳永万喜洋と助手 ･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 ･白木原康雄と助手 ･前仲勝

美,遺伝子回路研究室が助教授 ･今本尚子と助手 ･小瀬真吾の5研究室となった.スタッ

フの充実により,本センターが今後,一段と活発になり,飛躍的に発展することが期待さ

れている.

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,徳永万喜洋(4月に教授昇任),広島通夫(COE非常勤研究員).坂根 勲

(学術振興会特別研究員 ･東京大学大学院理学系研究科博士課程)に,4月から椎名仲之

(助手),新倉和美(技術補佐員),小此木孝仁(総合研究大学院大学生命科学研究科博士

課程)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.文部省科学研究費の特定領域(B)｢生命現象の1分子イメージング｣(領域代表 :徳永,

1999-2003)から,｢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)の援助を受けた.また,(財)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｣(代表者 :徳永)の援助を受けた.

(1)新しい細胞内1分子蛍光イメージング法 :徳永万事洋

対物レンズ型全反射照明法の開発により,1分子蛍光イメージング法をinvitroでの

観察ばかりでなく,細胞表面近傍での分子観察や操作プローブ顕微鏡への応用と,利用

範囲を拡げることができた.今回,全反射照明法をさらに展開すべく新しい顕微鏡を作

成した.照射レーザー光の対物レンズへの入射位置を中心から辺縁へと移動させること

により,落射照明から斜光照明,全反射照明へと変化させることができる.ガラス表面

近傍 100-200mmの範囲内の試料では全反射照明法を用い,それより深いところにある試
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料観察では,全反射になる直前の低角斜光照明を用いる. この方法により,低背景で高

感度に蛍光試料観察をすることができ,細胞内で蛍光 1分子イメージングが実現できる

ことがわかった.

(2)核輸送の1分子イメージング ･.徳永万菩洋,今本尚子l(l遺伝子回路研究室)

低角斜光照明法を用いて,核膜を介した分子輸送の蛍光 1分子イメージングを行った.

試料としては,細胞質一検問で輸送される分子を蛍光標識し,セミインタクト細胞で観察

した.核膜の底を観察したところ,核膜孔の点像からなる蛍光像を得た.点像の蛍光強

度と形から,円形の輝点は核膜孔 1個に対応していると考えられる. さらに,1分子観

察条件にすることにより,核膜孔上での1分子像と考えられる像も得ている.

単核膜孔および 1分子イメージングの実現により,分子レベルでの定量的な画像解析

が可能となった.すなわち,核膜孔の通過速度 ･結合定数 ･結合分子数といった分子機

構解明上重要な量を定量的に求めることができる.増殖細胞では1分間に100万個以上

の分子が核膜孔を通過すると言われているが,この一見驚く様な数字を,今回の結果は

説明することができる.

当研究は,従来求めることができ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として,1分子イメージング法が有用である事を示している.

(3)アフリカツメガエル中心体集積因子‡plO5-Ip65複合体の同定と解析 :椎名仲之.釈

倉和美,徳永万書洋

微小管形成の中心であり,細胞内極性形成の鍵となるオルガネラである中心体に集積

する因子の同定を行っている.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(S2B4)の抗原として同定した‡plO5,及びXp105の結合因子として同定したXp65の

クローニングと解析を行った. 5284を用いた免疫電顕により,‡pl05は中心体周辺に

集積する中空の粒子に局在することが観察された.さらにこの中空の粒子は,培養細胞

に‡p65lGFPタンパク質を発現させることにより中心体周辺に大量に形成されることが

わかった.‡p65のアミノ酸配列は昆虫のレトロトランスポゾンに弱い相同性をもち,し

かもレトロトランスポゾンが形成するVLP (VlruS-likeparticle)とXp65が形成す

る中空粒子が酷似していることから,‡p65はアフリカツメガエルのレトロトランスポゾ

ン因子であると考えている.一方,‡pl05は昆虫から晴乳類にわたり高度に保存された

宿主側のタンパク質であることから,Xpl05はレトロトランスポゾン(VLP)に結合して中

心体に集積する以外に,‡pl05が関与する宿主側のシステムがあると考えられる.そこ

でXplO5-GFPタンパク質を培養細胞に発現させてその動態を詳細に観察したところ,

Xpl05が輸送小胞の構成因子であるβ-COPと共局在し,さらに細胞膜のダイナミクスに

関与していることを示唆する結果が得られてきている.

(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,徳永万喜洋

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分子間力顕微鏡

杏,原子間力顕微鏡の技術を応用し開発した.市販品よりも100倍以上柔らかいカンチ
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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ているほか,光輪射圧によっ

てカンチレバーの熱揺らぎを抑えて位置を遠隔制御するシステムを組み入れている. こ

の顕微鏡をさらに拡張し遺伝学的に重要な分子のinvitro研究に最適化するため,以下

の改良および新システムの導入を行った. 1)光制御用レーザーを更新し,高精度に計測

できる力のレインジを100-200pNにまで広げる.2)水平方向に相互作用する生体分子

の相互作用ポテンシャル曲線が計測可能な,水平型分子間力顕微鏡の導入.

その結果,1)に関しては,熱揺らぎによるカンチレバーの変位を0.8nm(r.m.S)に抑

えつつ200pN以上の力計測が可能となった. また2)の水平型顕微鏡についても,熱揺

らぎによる変位を0.7nD(r.m.S)に抑えつつ最大で90PNの力計測が可能となった. こ

れらは,1分子レベルでの分子間相互作用や分子内構造計測に必要な性能が達成されてい

ることを意味している. この分子間力顕微鏡を用いて,RNAなどの核酸や各種蛋白質分

子の高次構造を保持している力や,分子間相互作用ポテンシャルの1分子計測を順次行っ

ている.

(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1･2,桑島邦

博2,鹿島通夫,徳永万喜洋(L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)

分子間力顕微鋲を用いて,タンパク質1分子の力学的アンフォールディングを計測し

ている. 1分子測定により,これまでのフォールディング研究では得られない,新たな

知見が得られると考えられる.StapbylococcalNucleaseの両端のアミノ酸をシステ

インに置き換え,金に化学吸着させた試料を用いて,分子間力顕微鏡によりタンパク質

l分子の伸長実験を行った.得られたフォースカ-プ(伸長力と伸長距離のプロット)か

ら,試料が自己重合し2量体になっていると仮定した場合,試料全長が87mmという結果

を得た.これは,1アミノ酸あたり0.29nmに相当し,従来の測定結果と一致した.ア

ンフォールディングの力学的特性を高分解能に解明すべく,現在計測を進めている.

(6)核一細胞質問輸送の1分子計測 :小此木孝仁,鹿島通夫,椎名仲之,小瀬真吾1,今

本尚子l,徳永万喜洋(t遺伝子回路研究室)

核一細胞質問輸送の分子メカニズム解明を目的として,核輸送タンパク質と核膜孔複合

体の分子間相互作用に関するl分子計測を行っている.核膜孔の内径は20mm程度と考え

られているので,核膜孔を通過し得る先端を持つ走査プローブの作成が必須である.カー

ボンナノチューブには外径が10nm前後の細いものあり,先端を化学的に修飾できるので,

この日的に適している. そこで,カーボンナノチューブをプローブとしたカンチレバー

の作成を行った. 輸送活性のある核膜孔を基盤に保持した試料を作成するために.‡e-

nopusの卵抽出液を用いたビ-ズ上への核膜再構築を行っている.

研究業績

(1)原著論文

1･Yanagida,T.,Esaki,SリIwane,A.HHInoue,Y.,ⅠShijima,A.,Kitamllra,Kリ
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Tanaka,班.andTokunaga,M.:Single･motormechanicsandmodelsofthe

myosinmotor.Philos.Tran8.R.Soc.Lend.B.,355,4411447,2000.

2･Mimori-Kiyosue,Y.,Shiina,N.andTsukita,S.:Adenomatouspolyposiscoli

(APC)proteinmovesalongmicrotubuleSandconcentratesattheirgrowing

endsinepithelialcells.∫.CellBio1.,148,505-518,2000.

3.Mimori-Kiyosue,Y.,Shiina,N.andTsukita,S.:Thedynamicbehaviorofthe

APC-bindingproteinEBlonthedistalendsofmicrotubules.Curr.Bio1.,10,

865･868,2000,

(2)その他

1.喜多村和郎,岩根敦子,徳永万事洋 :｢ミオシン頭部 1分子はATP分解 1回で複数ス

テップ動く:1分子補足 ･操作によるルースカップリングの直接証拠｣生物物理,40

(2),89-93,2000.

2.徳永万事洋 :｢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,印刷中.

(3)発表講演

1.徳永万喜洋 :l分子イメージングと計測のための顕微鏡の開発,特定商域(B)｢生命

現象の 1分子イメージング｣班会議,浜名湖,8月.

2.徳永万書洋,今本満子 :細胞質一核間輸送の 1分子イメージング,日本生物物理学

会第 38回年会,仙台,9月.

3.鹿島通夫,徳永万喜洋 :分子間力顕微鏡の拡張,El本生物物理学会第38回年会,仙

台,9月.

4.坂根 勲,桑島邦博,鷹島通夫,徳永万喜洋 :フィー ドバックAFMを用いたタンパ

ク質 1分子のアンフォールディング,日本物理学会第55回年次大会,新潟,9月.

5.椎名仲之 :微小管依存性に中心体に輸送される新規オルガネラ,輔乳動物遺伝学研

究会,京都,9月.

6.椎名仲之,佐々木博之,新倉和美,徳永万喜洋,月田承一郎 :新規中心体集積因子

Xp105-‡p65複合体はβ-COPと共局在する,第53回日本細胞生物学会年会,福岡,

10月 .

H-b.超分子機能研究皇

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

境界商域において,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,派遣研究員Gyedu

K.Ampaabeng(4月から),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-ル大学留学のため 1999年 9月より休職 .
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遺伝研共同研究として鷲津正夫,黒沢 修,加畑博幸(京都大学工学研究科),原田慶

恵,木下-彦(慶応大学),遺伝研COE外国人招晴研究者として2-3月にRichardS.

Hayyard(エジンバラ大学)が参加した.

(I)プロモーターでの不活化による転写調節機構 :嶋本伸雄,須佐元樹,永井宏樹,

DipankarChatterji3,RichardHayward4(■遺伝研CREST研究員,2学術振興会奨励研

究員,3共同研究,インドCentreofCellularandMolecularBiology,4COE外国人

招晴研究者,英国エジンバラ大学)

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･入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を繰り返し解離(abortive

iniIiation)する複合体(moribund複合体と命名された)との分岐した反応経路をたどる.

後者は,短鎖RNAを一定の頻度で合成 ･解離し,また,数分で基質存在下でも伸長反応

を行わないdead-end複合体に変換する.

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,入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.開始ヌクレオチドへの親和性が,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鎖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).

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,入PRプロモーターと同様

な不活性化やmoribumd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,低塩濃度では,T7Alプロモー

タ-での不活性な複合体の形成が,入PRプロモーターと同様に観測された･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.(文献 1,2)

(2)GreEq子の作用機構 :嶋本伸雄,須佐元樹,久堀智子l(l現エール大学)

細胞内でのGre因子の機能を推定するために,greA,greB単独 ･二重破壊株を作製し

て,遺伝子発現の変化を見た.二重破壊株の蛋白質の分析では,減少する蛋白質のうち

9種,増加する蛋白質のうち1種が同定された.一方,ゲノムアレイでは,4290遺伝子

のうち2600遺伝子のmRNAが検出され そのうち200遺伝子のmRNAが二重破壊株で減

少,67遺伝子が増加した. このうち70%のものは,転写開始段階でのgre因子の関与

を推定させた.greA,greR単独 ･二重破壊株の表現型解析からも,gre因子はRNA伸

長因子的なGreB因子の寄与よりも転写開始因子的なGreA因子の欠損ががより強い効果

を与えることが見出された. また,二価金属の転写への阻害効果を中和する働きを兄い
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だしたが,これは,遊離状態のGre因子が金属を無害化していることが判明し,転写因

子以外の機能を初めて兄いだした.

(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 :嶋本伸雄,佐藤由

美子,GeyduK.Ampaabeng,永井宏樹,RichardS.Hayvardl(lエジンバラ大学 :

COE招晴)

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 α 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,0 70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.

大腸菌主要o因子 0 70と枯草菌主要o因子 o Aとを比較すると,大腸菌では200アミノ

酸近い部分が挿入されている. この部分には 15も酸性アミノ酸が含まれているという

特徴があるため,必須であるとの考えもあった .そこでこの部分を削除したものを作製

した. 異常に難溶性であったが,ホロ辞素は遜色のない活性を持っていた . この嶺域

の役割の一つは,Oの溶解度を保証することにあると考えられ,界面活性化 ドメインで

あることが明らかになった. また大腸菌の染色体から0 70の遺伝子を除くことに初めて

成功,o Aが 0 70の欠損を相補する事が明らかになった .

(4)タンパク質のDNA上のスライディングの役割 :十川久美子,杵測 隆,嶋本伸雄.加

畑博幸1,黒沢 修 l･2,鷲津正夫.,荒牧弘範3,(1京都大学工学研究科,2アドバンス(秩),

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.putJ'da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について

研究した.RNAポリメラーゼと異なりCamRは,特異的部位からの解離時にはスライディ

ングをほとんど起こさない. 結合時には,両者ともスライディングするので,CamRの

場合には,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

することになり,ゲルシフト法でも確認できた. 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働きをしている(アンテナ効果).

大腸菌のTrpRは104以上の大きなアンテナ効果を示した . 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,解離の原則ではないことがわかった. このこと

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,特異性

の測定を短いDNAで行ったことによる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,lacZの発現で証明した.

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.分子の回転をマクロに引き

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.(文献 4)
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(5)原田慶恵4,木下一彦4,嶋本伸雄(4慶応大学,CREST)

転写によってRNAポリメラーゼとDNAは相対的に回転する. この回転を磁気ビーズの

回転として検出することに初めて成功した. 遺伝研共同研究である.(文献3)

研究業績

(1)原著論文

I.Sen,R.,Nagai,H.andShimamoto,N.:ConformationalswitchingofEschez･)'-

chL'acolL'RNApolymerase-promoterbinarycomplexisfacilitatedbyelongation

factorsGreAandGreB.Gene.Cells6,inpress,2001.

2.Sen,R.,Nagai,H.andShimamoto,N.:PolymeraSe-arrestatthe入PRprO-

moterduringtranscriptioninitiation.I.Biol.Chem.275,10899110904,2000.

3.Harada,Y"Ohara,0.,Takatsuki,A.,Itoh,H.,Shimamoto,N.andKinoshita,

Jr.K.:DirectobservationofDNArotationduringtranscriptionbyEscherichia

coliRNApolymerase.Nature409,113･115,2000.

4.Yamamoto,T.,Kurosawa,0.,Kabata,H.,Shimamoto,N.andWashi2:u,M.:

MolecularsurgeryofDNAbasedonelectroStaticmicromanlpuration.IEEE

Trans.onlndst.Appl.36,1010-1017,2000,

5.Matsumoto,T"Morimoto,Y.,Shibata,N.,Kinebuchi,T.,Shimamoto,N.,

Tsukihara,T.andYasuoka,N.:RolesoffunctionalloopsandtheC･terminal

segmentofaSingle-strandedDNAbindingproteinelucidatedbyX･raystruc･

ture.J.Biochem.127,3291335,2000.

6.Muramatsu,H.,Homma,K.,Yamamoto,N.,Wang,J.,Sakata･Sogawa,K.and

Shimamoto,N.:ImagingofDNAmoleculesby8Canningnear･fieldmicroscope.

Mater.Sci.Eng,C12,29･32,2000.

(2)その他

1.鴫本伸雄 :リボ核酸,RNAポリメラーゼ,転写開始,エロンゲ-ション(転写の),

メッセンジャーRNA.分子生物学 ･免疫学キーワ-ド辞典(永田和宏,長野 敬,宮

坂信之,宮坂昌之 eds).医学書院.Tokyo.

2.嶋本伸雄 :大腸菌RNAポリメラーゼ,GreA.GreB.inBioscience新用語ライ

ブラリー転写因子第2版(田村隆明,山本雅之,安田国男 eds).羊土社.Tokyo.

(3)発表講演

1･Shimamoto,N.:NanobiologyofproteinslidingalongDNAanditsSeemingly

contradictingtothermodynamics.■'Applicationofsynchrotronradiationtostud-

iesofnano･structuredmaterials●-SPring･8Center.Harima,Japan.7月,2000.

2.Shimamoto,N.:BindingofproteintoDNAcandisobeythermodynamics,

nGoldenJubileeSymposiumonTrendsinCellularandmolecularbiophysicsrl
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SahaInstitute.Culcutta.India.9月,2000.

3･Shimamoto,N.:AggregationofE.CiliSigmal70:AmoleculSrthermometer?

InternationalCongressCenter.Beijin.10月,2000.

4.嶋本伸雄,須佐太樹 :転写開始の2状態モデルとRNAの役割,日本RNA学会年会,

東京,7月.

5.須佐太樹,嶋本伸雄 :E.coliRNA切断因子GreAGTeBはイオンセレクターか,日

本RNA学会年会,乗京,7月.

6.十川久美子,嶋本伸雄 :RNAポリメラーゼはgroovetrackingするか?,日本生

物物理学会年会,仙台,9月.

7.加畑博幸,鷲津正夫,荒牧弘範,嶋本伸雄 :誘導物質によるアロステリック効果と

DNA長の変化によるアンテナ効果がCamRの転写抑制能を制御する,日本生物物理

学会年会,仙台,9月.

8.十川久美子,嶋本伸雄 :RNAポリメラーゼはgroovetrackingLながらスライディ

ングするか?,日本分子生物学会,神戸,12月.

9.杵湘 隆,加畑博幸,黒沢 修,鷲津正夫,嶋本伸雄 :遺伝子発現に及ぼすJ)NA紡

合蛋白質のスライディングの効果,日本分子生物学会,神戸,12月.

10.須佐太樹,嶋本伸雄 :RNA切断因子GreAGreBの転写を越える新機能,日本分子生

物学会,神戸,12月.

ll.加畑博幸,鷲津正夫,荒牧弘範,嶋本伸雄 :P.putidacam リプレッサー(CamR)

の全結合機構の解明 :動的DNA結合と協同的インデューサー結合2重の転写抑制制

御,日本分子生物学会,神戸,12月.

H･C.構造制御研究主

構造制御研究室では,線虫C.e/egans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,学振PD･

宮原浩二(4月まで),総合研究大学院大学大学院生 ･大蔵清貴,矢部智子(10月より),

研究補佐員 ･杉浦麻理子,田山しのぶ(5月より),岩間紀知(5月より),本橋智子(8月

より)であった.また,技術課所属の技官 ･大石あかねの助けを受けた.本年度は文部

省科学研究費より,基盤研究(a)(2)｢線虫C.eJegansの神経機能の分子生物学的解析｣

(代表者 :桂),特定商域研究(A)(2)徴小脳システム r線虫C.eJegansのamphid感覚情

報処理機構の分子生物学的解析｣(代表者 :桂),同 ･総合脳 ｢C.elegansを用いた高次神

経機能に関わる新規分子の同定とその機能解析｣(代表者 :石原),同 ･神経回路 rr.
eJegansの高次行動に関わる神経回路での情報処理機構の分子遺伝学的解析｣(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.
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(1)線虫C.elegansのフッ素イオン耐性変異の解析 :大石あかね,石原 健,桂 勲

我々は,C.eJegans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 II(-)～/JT-Sに位置し,クラス 1(/J√-I.llr-3,Ilr-

4)とクラス2(/JT12,IJJ･-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(下

記(2)参照),餌の上に留まる傾向が弱い等,多様な表現型を示す./Jr-1はdegenerln/

ENaCファミリーに属するイオンチャネル,/Jr-4はC末端側に疎水性配列を持つ新規の

Ser/Thrキナーゼ,nr-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 flrJ::GFP融合遺伝子は広発生のコンマ期から成虫期まで腸でのみ

発現し,FlT14::GFP融合連伝子とIlr13::/acZ融合遺伝子も主に腸で発現する. 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作ると

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,Hr-2遺伝子はTGF-β阻害因子である

gremlin/DAN/cerberusファミリーに属するタンパク質をコー ドするが,C.e/egansの

4つのTGF-β遺伝子のいずれとも相互作用するという証拠が得られていない.

本年は,主にIJr-2の遺伝子発現について研究した. /JT-2変異表現型を野生型表現

型に変えるHr-2:GFP融合遺伝子は,蛍光は弱くて見えないが,抗GFP抗体で染める

と咽頭 ･頭部 ･尾部の少数の神経で発現していることがわかった. また,大腸菌で発現

させたFLR-2蛋白質を抗原として抗FLR-2抗体を作成した. この抗体で染めると,野生

型 C.eJegansで Ilr-2遺伝子は頭部 ･咽頭 ･尾部の少数の神経で発現していた. 腸で

発現するクラス 1遺伝子がどのようにして感覚信号を制御するかは謎である. しかし,

この働きを仲介すると考えられるIJJ･-2遺伝子が神経で発現していることから,クラス

2遺伝子群の研究によりこの間題を解決する手がかりが得られると期待される.

(2)合成dauer構成性変異の解析 :宮原浩二,大歳清貴,矢部智子,石原 健,桂 勲

C.eJeganS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)で感じて,3齢幼虫の代りにdauer幼虫(口の閉じた耐久

型の幼虫)になる.dauer幼虫形成は走化性等と比べてアッセイが簡単なので,これを

利用して頭部神経系の機能解析を行っている. 我々は,既知の50遺伝子以上の変異が

特異的な組合せパターンで合成dauer構成性(Sdf-C)表現型,すなわち ｢それぞれ単一

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

虫形成制御信号が複数の経路を通るため,単一の変異ではその一部しか遮断できず 2つ

の変異ではじめて全部を遮断できる例が多いからと推測される.dauer幼虫を生ずる変
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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

回路とそこでの各遺伝子の役割を解明しようと試みている.

さらに,新たな神経機能遺伝子を発見する目的で,｢unc-3)変異と組み合わせると

dauer幼虫形成が構成性になる変異｣を44個分離し,マッピングした. 野生型線虫は

amphidの感覚神経のうち,ADF,As暮,ASGの3種を破壊するとdauer構成性になるが,

uno-31変異体はASI神経の破壊のみでdauer構成性になる. したがって,これらの変

異にはASI神経の機能異常を起こすものが多数あると予想される. 44個のうち8個は

既知の遺伝子の変異だが,他の36個は未知の遭伝子(少なくとも13遺伝子)にあるらし

い. これらの遺伝子をsdI遺伝子と名づけた. sdI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.sol-]変異体は,野生型が正の走化性を示すベンズアル

デヒド,イソアミルアルコール,ブタノンに負の走化性を示し,温度走性は好熱性にな

るなど,広範囲の異常がある.sdI-13変異体は,AYC神経で感じるベンズアルデヒド,

イソアミルアルコール,ブタノンに対する走化性に異常はないが,これらの匂い物質に

対する順応に異常がある. この遺伝子は,T-boxをもつ転写因子(マウスのTbx2やショ

ウジョウバエのOmbのホモログ)をコー ドする.

本年度は,sdI変異体について,以下の結果を得た.

1)∫打-ノブ遺伝子の発現する細胞と機能する細胞を同定した.∫♂/-JJ遺伝子のコー ド

額域C末端にGFPのcI)NAをつないだ融合遺伝子は,変異体に遺伝子導入すると表現型

(合成dauer構成性および喚覚の順応)を変異型から野生型に変える. このGFP融合遺伝

子は,肱発生後期～成虫期で咽頭の神経N2および Ⅰ5で発現するように見えた.しかし.

GFPの蛍光が弱かったため,SDF-13タンパク質のN末端側86残基を大腸菌内で合成し

て,これに対する抗体を作った.抗体染色の結果は,amphid感覚神経の中のAYB,AYC.

ASJと,咽頭の神経の中のIl,I3,I5,Ml,N2,N5,NSMにSDF-13タンパク質が存在

することがわかった. また,sdf-13のcDNAをgcy-10プロモーターにつないでAYC,

AYB,Ilでのみ発現させたところ,イソアミルアルコ-ルに対する順応は回復するが,合

成dauer構成性表現型は回復しないことを見つけた. この結果は,∫♂ノ㌧JJ遺伝子が細

胞自律的に働くことを示唆する.現在,AWC神経のみでの発現で喚覚の順応を回復する

か,ASJ神経での発現で合成dauer構成性表現型を正常にするかを検討している.

2)sdI-9遺伝子には5株の変異体が得られているが,この連伝子は染色体上で付近に

位置する既知のdauer関係の遺伝子とは異なる. Oaf-7遺伝子(TGF-β遺伝子の 1つで

dauer形成制御に働く)のプロモーターにGFPをつないだDNAをsdI-9変異体に導入する

と,幼虫はすべてdauer幼虫になるが,すぐに脱皮して4齢幼虫から成虫へと成長した.

しかし,daF-7::GFPは,sdI-9変異存在下でも野生型と同様に発現していた.既知の

変異との3因子交雑およびSNPを使った方法によりsdF-9変異を詳細にマッピングし,第

V染色体の右端付近(roJ-9遺伝子と右端の間)にあることをつきとめた.現在,この頼

域の様々なJ)NA断片を変異体に導入して表現型を調べ,sdI19遺伝子のクローニングを
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行っている. この辻伝子の分子レベルでの解析は,dauer幼虫の形成とdauer幼虫から

の回復を分けて解析するために役立つと考えられる.

(3)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,鹿野雄一

(東京大学,遺伝子実験施設),桂 勲

軌物は,環境から様々な情報を感覚細胞を通じて受容し,神経回路上で必要な情報を

取捨選択 ･統合し適切な応答をする.その際,それまでの経験(記憶)などに応じて,感

覚情報に対する応答が変化する. これまで,C.eJegansでは,行動変異体の解析により

匂い物質や温度の感覚に関わる分子機構が明らかにされてきた.我々は,高次の感覚情

報処理システムに関わる新しい分子機構を明らかにすることを目的として,学習 ･感覚

情報の選択(価値評価)などの高次行動に関わる変異体について遺伝学的解析を行った.

線虫C.eJegansは,銅イオンのような重金属イオンや匂い物質等を頭部の別々の感覚

神経で感覚し,忌避反応や走化性行動をしめす. これらの行動における介在神経の機能

を明らかにするために,銅イオンからの忌避行動と匂い物質への走化性とを組み合わせ

た行動測定法を開発した.野生株では,各々の漉度に依存して,どちらの行動を優先す

るかが変化した. このことは,これらの感覚情報の間に相互作用があることを示唆して

いる. また,C,e/egansの神経回路の構造や匂い物質受容細胞の同定などの知見から,

この相互作用の情報処理は約 10対の神経細胞からなる回路により行われていると予想さ

れる.また,通常は餌が十分にあるところで育てた虫で測定を行うが,5時間飯がない

状態で飼育し飢餓させた虫では,匂い物質への走化性が優先するようになった.そこで,

飢餓状態の虫で,各々の行動を単独で測定したところ,銅イオンに対する忌避行動が弱

くなっていることがわかった.また.満腹を疑似すると考えられるセロトニン存在下で

は,飢餓によるこの行動の変化がみられなくなった. この変化は,生態系で飢餓状態に

あるときに忌避行動が弱くなり,行動範囲が広くなるという現象があることを示唆して

いるのかも知れない.

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. 我々が同定した

ut236変異体は,野生型に比べ,匂い物質や鏑イオンに対する各々の応答には異常が見

られないが,二つの刺激がある場合には.匂い物質への走化性より鋼イオンからの忌避

を使先する. このことは,ut236変異体では二つの応答の相互作用に異常があることを

示唆している.さらに,このut236変異体は学習にも異常がみられた.野生型ではNaCl

と飢餓の対撞示によりNaClへの走化性が変化しNaClを忌避するようになるが,ut236

変異体ではこの変化が野生型より小さい(東京大学 ･飯野らとの共同研究).一方,飢餓

による単純な行動の変化には異常がみられなかったことから,ut236変異体は飢餓によ

り誘導される学習過程に異常があると考えられた.

C.e/egansでの高次行動の分子機構を明らかにするために,ポジショナルクローニン

グを行ったところ,ut236変異体の原因辻伝子は,LDL受容体リガンド結合 ドメインを

持つ新規の分泌タンパク質をコードしていた. この遺伝子産物に対する抗体を用いた免
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疲染色により,この遺伝子は各一対ずつの感覚神経と介在神経の細胞体と神経軸索での

み発現していることがわかった. また,シナプス小胞の輸送に異常があるunc-104(辛

ネシンKIFIAホモログ連伝子)変異体では,この辻伝子産物の軸索への局在が見られな

かった.さらに,様々なプロモーターを用いた強制発現の美浜から.この分子は神経系

において細胞非自律的に働くことがわかった.また,熱ショックプロモーターを用いて,

表現型の回復に必要な時期を調べたところ,神経の発生期に発現していても表現型は回

復しないが,成熟した神経回路上に発現していると表現型が回復した.以上のことから,

この分子は感覚情報の修飾や学習に広く関わる新規の神経機能調節因子であると考えて

いる.

ut235変異体では,飢餓による銅イオンからの忌避反応が弱くなるという変化が見ら

れなかった. しかし,飢餓による運動量の変化や餌に対する応答性はほぼ正常であった

ので,ut235変異体では飢餓による応答の一部だけに異常がみられると考えられる.

uf235:Ht236の二重変異体では,飢餓状態にあるかどうかに関わらず,銅イオンからの

忌避反応が優先されることがわかった.このuf235変異の原因速伝子のクローニングの

ために,N2株との多型の多いCB4856株を用いたSNPによりマップ位置を決定した.

研究業績

(l)原著論文

1.Okuda,T.,Haga,T.,Kanai,Y.,Endou,E.,Ishihara,T.andKatsura,Ⅰ.:Identi･

ficationandcharacterizationofthehigh･afGnitycholinetransporter.Nature

Neurosci.3,1201125,2000.

2.ASahina,M.,Ishihara,T.,Jindra,M.,Kohara,Y.,Katsura,I.andHiro8e,S.:

TheconservednuclearreceptorFt2:-FlisrequiredforembryogeneSiS,mOult-

ingandreproductioninCaeDOrhabdJ't)'selegaDS.GenestoCells5,711･723,
2000.

3.Aoki,H.,Sato,S.,Takanami,TリIshihara,T.,KatSura,ⅠりTakahashi,H.and

Higashitani,A.:CharacterizationofCe-ale-1,anATM-likegenefrom

CaeDOZ･habdJ'tjselegans.Mol.Gen.Genet_264,l19-126,2000.

(2)その他

1.桂 勲 :巻頭言 ｢科学は人の心から生まれた｣生物物理,41(3). 147.2000.

2.桂 勲 :線虫の行動遺伝学. ｢行動の分子生物学J(山元大輪編),シュプリンガ一･

フェアラーク東京,29139.2000.

(3)発表鋳潰

I.Katsura,Ⅰ.:GeneticstudiesonthemodulationandinteractionofSensory

SignalsinC.elegaDS.CCEPInternationalWorkshop2000,Yokohama,March.
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2･Ishihara,TリIinoY.andKatsura,Ⅰ.:Theut236mutantina.elegaDShaSdefects

intheinteractionortwosensorySlgnalsandinassociativelearning.West

CoaStWormMeeting.2000,LesAngeles.,U.S.AりJune.

3IIshihara,T.,lino,Y.andKatsul･a,I.:Theut236mutantina.eleganshasdefects

intheinteractionoftwoSensory81gnalsandassociativelearning.TheSecond

JapaneseC.elegaDSMeeting,Tokyo,August.

4.OiShi,A.,Takeuchi,M.,Ishihara,T.andKatsuraI.:Analysis0fclas829TgeneS,

whichcontrolthegrowthrateofclaSS1nrmutants.TheSecondJapanese

C.eJegaDSMeeting,Tokyo,August.

5.石原 健,飯野雄一,桂 勲 :C.elegansにおいて二つの感覚情報の選択と連合

学習能力に異常を持つ ut236変異体の解析.第23回日本神経科学大会第10回日本

神経回路学会大会合同大会,横浜,9月 .

6.石原 健,鹿野雄一,桂 勲 :C.eJeganSにおいて二つの感覚情報の相互作用と

連合学習能力を制御している新規分泌タンパク質.第23回日本分子生物学会年会.

神戸,12月.

7.大石あかね,武内昌也,石原 健,桂 勲 :線虫C.eJegansにおいてクラス1フッ

素イオン耐性変異体の成長速度を制御するクラス2遺伝子群の解節.第23回日本

分子生物学会年会,神戸,12月.

8.宮原浩二,鈴木教郎,石原 健,土屋英子,桂 勲 :喚覚の順応に関わる線虫T-

box遺伝子の解析.第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月 .

9.大歳清貴,鈴木教郎,石原 健,桂 勲 :unc-31変異と組み合わせるとDaf-C表

現型を示す ∫J/変異体の解析.第23回日本分子生物学会年会,神戸,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,Ⅰ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,白木原康雄,前仲勝実を中心に,総合研究

大学院2年 ･進藤一番.研究実験補助員 ･白鳥 綾,白木原千佳子によって行われた.所

内共同研究は,TalukderA.Azam,石浜 明(分子遺伝研究部門),中山貴博,広瀬 進

(形質辻伝研究部門)と共に行った.更に,遺伝研共同研究として山登一郎,保坂俊彰,

目黒俊幸(東京理科大学),森口充瞭,panuyanChantayannakul,佐藤晶子(大分大学)

が参加し,また鈴木俊治,吉田賢右(東京工業大学 ･資源化学研究所),足立健吾,木下

一彦(CRESTteam13),中迫雅由(東大 ･分生研),荒牧弘範(第一薬科大),岡村英保,西

村善文(横浜市立大),牧野耕三(阪大微研),前仲太恵子,DavidStuart,YvonneJones

(Yellco血eTrustCentre forHumanGenetics),AntonvanderMerye (Sir
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WilliamI)unnSchoolofPathology.UniversityofOxford).PeterSondermann

(Max-Planck｣nstitutfurBiochemie,Nartinsried).白石充典,津本港平,熊

谷 泉(東北大学大学院工学研究科生物工学専攻).三沢 惜(ジャパンエナジー)と協力

して研究を行った .

(I)Fl-ATPaseの部分集合体のX線結晶解析 :白木原康雄,鈴木俊治,白鳥 綾,白木原

千佳子,吉田賢右,足立健吾,木下一彦,中退雅由

FIATPase(Fl,サブユニット構成α3β3γ6f)は,呼吸錦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合成辞素の,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つの触媒部位の間には極

めて強い相互作用があり,触媒過程のどの瞬間をとってもお互いが異なった状態にあり,

この非等価性を決めているのは,回転するγサブユニットだとされている. このように

極めて精級に調節された触媒機構を理解するには,活性化状態を含めた他の多くの状態

の構造情報を必要としている. 私たちは数年前に解いたα3β3複合体(Flの5分の1

程度のATPase活性を示し そのコア部分を形成する ;分子量33万)のヌクレオチ ド非存

在下の構造をベースに,上に述べた情報を得るために異なるサブユニットの組み合わせ

で得られる種々の集合体の構造解析を行っている. なおα3β3複合体と異なり,α3

β3γ複合体より上位の複合体はFlとほぼ同様な辞素的な性質を示す .

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Spring8での回折実験の結果,7-8Å分解能程度の反射を与える

ことが確認され,更に結晶の改良の余地があることが示された . この複合体とは対照的

に,昨年度初めて結晶になったα3β3γE複合体はα3β3T複合体に比べて良い結晶

を与えることが判明した. α3β3γE複合体の大量生産株からNiカラム,イオン交

換カラム,弱疎水カラム,熱処理の過程で精製された標品は鈴木によって供給された .

α3β3γE複合体の結晶化条件はα3β3γ複合体の結晶化条件(10%PEG6000,

0.2NnaCl,pH6.6,0.5mNADP,25度)から出発した条件検討の結果,pHに関しては8,

ATP,ADPなどの各種のヌクレオチ ドがOmN-5mN存在しても結晶化する,Ngイオンはな

い方が良いクライオプロテクタント(20%エチレングリコール)の導入は結晶化時に行う

必要がある,ことがわかった.現在0.5mNAI)P存在下でできた結晶を中心に解析を進め

ている.0.2xO.2Ⅹ0.1mm程度の中程度の大きさの結晶を液体プロパンで凍結後,look

の窒素ガスのon/oH アニールにより,実験室では7Å分解能の反射を記録できる. こ

の結晶を用いて,SPring8/阪大蛋白研ビームライン(BL44XU)では4.5Å分解能のデー

タを収集できた.格子定数は225.3,225.7,224.6A,94.1,117.5,117.8度(Pl)

と決定された. 単位格子中に4(1)22の回転対称で配置している8個のα3β3γと複

合体が存在する. 分子置換法による解析が進行中である.
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(2)Camphor(樟脳)代謝系オペロンを抑制するリプレッサーCamRの‡線結晶構造解析 :

前仲勝美,荒牧弘範,自木原康雄

Camphor分解菌pseudomonasPutJ'daが持つプラスミド上のCanphor代謝系酵素群

オペロン(シトクロームP450camオペロン)はリプレッサーCamRにより負に制御されて

いる. CamRはホモダイマー型転写因子であり,2つのインデューサーd-Camphorを負

の協同性を持って結合する.現在まで負の協同性には不明な点が多く,これの構造的な

基礎を与えることは重要であり,また,Camphor酸化を行うシトクロームP450camと

CamRのCamphor認弁機構の構造比較も興味深い.そこで本研究ではCamRのX線結晶構

造解析を目指し,大腸菌による発現系を用いて,野生型CamRとMAD解析用にセレノメチ

オニン誘斗体CamRを作袈した. それぞれの結晶化とX線データ収集に成功し,現在構

造決定のための解析を行っている.更に,オペレーターI)NAとの複合体の結晶化にも取

り組んでいる.

(3)大腸菌転写活性化因子PhoB蛋白質の結晶化 :進藤-秦,前仲勝美,岡村英保,白木

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

制御因子である. リン酸受容部位はN末側 ドメインに,DNA結合と転写活性化の機能は

C未側 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教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,まずphoB蛋白質のC東側 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おこなおうとした. このためにNAD法を採用す

ることとし,野生型蛋白,セレノメチオニン誘導体蛋白の両方について高発現条件の検

討,誘導体蛋白の精製について検討した後,結晶化条件を決定した.結晶は以前のリン

酸塩を用いた条件では出ず,ポリエチレングリコールを用いた条件で得られ SPring8

でMAI)データを約3Å分解能で収集できた. 現在データ解析が進行中である.

(4)大腸菌ヌクレオイド結合蛋白質の結晶化 :白木原康雄,TalukderA.Azam,白鳥

綾,石浜 明

大腸菌ゲノム全体を対象とした転写包括制御では,ゲノムDNAに結合し,ヌクレオイ

ド柵造形成に関与するDNA結合蛋白質も一群の遺伝子の転写の活性化や抑制に関与する.

TalukderA.Azamと石浜によって精製,同定された12種のヌクレオイド結合蛋白質の

うち,3種類のヌクレオイド蛋白質IciA(lmhibitorofChromosomeInitiationA).

Lrp(Leucine-ResponsiveregulatoryProtein)及びStpA(Suppressoroftd-Phe-

notypeA)]の結晶化美食を行った.利用できる蛋白量が少ないため,少量向けのグリッ

ドスクリーンを工夫し実験を行った. lciAでは硫安溶液から針状微小結晶,Lrpでは

リン酸溶液から板状結晶を得た.後者の結晶からは4Å分解能の反射を記録できた.結

晶解析に十分な量の標晶を使う実敦を計画中である.
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(5)ショウジョウバエGAGA因子の結晶化 :前件勝美,中山貴博,白木原康雄,広瀬 進

IushJ'tarazu(/tZ)やUltTabI'tholaxを初めとしてショウジョウバエのいろいろな

遺伝子のプロモーター頼域にはGAGA因子の結合配列が存在し,GAGA因子とその結合配

列はこれら辻伝子の転写に必須である. 519残基からなるGAGA因子は溶解度が低いこ

と,いくつかの機能 ドメイン(BTB/POZドメイン,DNA結合ドメイン,Glutamine-rich

ドメイン,及び残りのドメイン)からなることから,興味深い機能をもつ断片の大腸菌大

量発現系を構築して結晶化を試みる方針を採用した.4つの断片について.大量発現系

の構築と精製条件の検討を行っている.

(6)免疫レセプター群の蛋白質問分子認鼓解明を目指した‡線結晶構造解析 :前仲勝実,

前仲太恵子,DavidStuart,YvonneJones,AntonvanderNerye,PeterSondermamm,

白石充A,津本浩平,熊谷 泉,白木原康雄

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(ITIN)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(lmhibitory-receptorsuper-

family.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謎

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KillercellIg-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Ⅰ線結晶構造解析を行うことを目指した.これまでのKIR

のNHCに対する分子認識に関して2つのIg様ドメインを細胞外にもつKIR2J)の解析を踏

まえ.更に3つのtg様 ドメインを持つKIR3DのリガンドNHC,HLA-B51の結晶構造解析

を行った.決定したHLA-B51の立体構造から,KIR結合部位と予測される表面の電荷分

布が他のKIRメンバーに対するリガンドNHCと異なっており,これが認識の特異性を決

定していることが示唆された.また,真核細胞で発現させた活性型及び阻害型のXIR2D

の機能解析から活性型が阻害型より弱い親和性を示すことがわかった. おそらくNK細

胞では活性型よりも阻害型のシグナルが強いことで誤った活性化を防いでいることが考

えられた.現在同じくMIICを認識するtg-liketranscript4(ILT4)の解析に取り組ん

でいる.

(7)イオン輸送性V型ATPaseの結晶化 :保坂俊彰,目黒俊幸,白木原康雄,山登一郎

p型,F型.V型の三タイプのイオン輸送性ATPaseのうち.F型ATPaseはミトコンドリ

アなどに存在し,ATP合成辞素として機能するが,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に類似しており,7種のサブユニットからなる水溶性頭部と2鐘の

サブユニットからなる膜結合部分を持つ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額球菌に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,精製標晶を用いて結晶化を行い,触媒頭部部分の結晶
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を得た.結晶化の条件は,27%PEG4000,0.2NLiSO4,10mNTris-HCl,pH7.5,lox

glycerolであった. 針状,棺状,立方体状,平板状結晶のうち平板状結晶が高分解能

の‡線回折像を与えた.結晶格子はC2,241.6,141.1,239.lAであった.分解能は

2.4Aである. 構造解析が進行中である.

(8)D-アミノアシラーゼの結晶化 :PanuyanChantayannakul,佐藤晶子,森口充瞭,白

木原康雄

I)-アミノアシラーゼはN-アシル-D-アミノ酸をD-アミノ酸と脂肪酸に加水分解する

反応を触媒する酵素である.天然に存在しないD-アミノ酸化合物を基質にする酵素の活

性中心の構造,基質結合の様子を知ることが興味深いだけでなく,これらの知見はこの

酵素の工業化に役立つと考えている.昨年度は精製標晶の純度にばらつきがあったので

今年度は注意深く精製した後,グリッドスクリーンとクリスタルスクリーンによる結晶

化条件の探索を再度行ったが結晶は今のところ得られていない.平行して行った高塩濃

度でも活性を保持するグルタミナーゼの結晶化実験ではクエン酸溶液から六角柱状の結

晶ができることを見出した.予備的な回折実験で単位胞はa=b-110.5A,C=210.5Åの

六方晶で分解能は3Aを超えることが示された.

(9)アルギニンデイミナ-ゼのX線結晶構造解析 :前仲勝実,三沢 情,白木原康雄

Nycoplasmaアルギニンデイミナ-ゼ(Al))は細胞増殖に必須なアミノ酸であるアルギ

ニンをシトルリンとアンモニアに加水分解する酵素である. この作用により強い制癌活

性を示すことから,新規な制癌剤として注目されている. そこで我々はADの酵素反応

機序を理解するためにADのX線結晶構造解析に取り組んでいる.大腸菌により発現,巻

き戻しをした活性型ADを作成し,結晶化条件の探索を行った.その結果,20%PEG6K.

0.2MAmmoniunAcetate,pH8の条件下で3A分解能のデータを収集することができ,

また極低温の実験用の結晶の作成にも成功している.現在は構造決定のために必要なこ

れらの結晶の良好な重原子同型置換体を探索中である.

研究業績

(1)原著論文

1･Samatey,F.,Imada,K.,Vonderviszt,F.,Shirakihara,Y.andNamaba,K.:Crys-

tallizationoftheF41fragmentofFlagellinanddatacollectionfromextremely

thincrystals.JournalofStructuralBiology.132,106-111,2000.

2･Maenaka,K.,Maenaka,TりTomiyama,H.,Takiguchi,M.,Stuart,D.I.and

Yvonne,J.E.:Nonstandardpeptidebindingrevealedbycrystalstructuresof

HLA･B★510lcomple又edwithHIVimmunodominantepitopes.∫.Immunol.
165.326013267.2000.

3･George,F.Gao.,Benjamin,E.,Willcox,Jessica,R.,Wyer.,Johnathan,M.Boulter,

Christopher,A.0●Callaghan.KatSumi,M.,David,Ⅰ.Stuart.,E.YvonneJones.,

Anton,P.,vanderMerwe,JohnI.Bell.andBentK.Jakobsen.:C1aSSicaland
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nonclassicalclassImajorhistocompatibilitycomplexmoleculesexhibitsubtle

conformationaldiffel･encesthataffectbindingtoCD8αα.IBioIChem.275.

15232･15238,2000,

(2)その他

1.白木原康雄 :Fl-ATPaseのα3β3γ複合体構造解析 :結晶化と精製の実際.生物

マシーナリーNeysLetter.72-79.No.3.2000.

(3)発表講演

1.白木原康雄,鈴木俊治,白鳥 綾,白木原千佳子,吉田賢右 :好熱菌Fl-ATPase

α3β3γE複合体の結晶化 . 日本生物物理学会38回年会,仙台,to月.

2.白木原康雄 :F1-の回転触媒機構の理解を目指す結晶解析. 特定商域 ｢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,大阪,1月.

3.KatSumi,M.,vanderMerwe,P.A.,Yasuo,S.,Stuart,D,I.andJones,E.Y.:

Molecularrecognitionofhumankillerlg-likereceptors(KIRs).International

ConferenceonStructuralGenomics2000.Yokohama,November.

4.前仲勝実,福司功治,荒牧弘範,白木原康雄 :camphor代謝系辞素群オペロンを制

御するリプレッサーCamR蛋白質の結晶化. 日本生物物理学会第38回年会,仙台,

9月 .

5.前仲勝美,vanderNerye,P.A.,十字猛夫,前仲太恵子,白木原康雄,Stuart,D.1.,

Jones,E.Y∴ヒトkillercellimmunoglobulln(Igト11ke receptorの構造

と機能 .第73回日本生化学会.横浜,10月 .

6.前仲勝美,van derNerye,P.A., 前伸太恵子,白木原康雄,Stuart,I).I.,

JoneS,E.Y∴ヒトkillercellimmumoglobulin(Ig)-like receptorの分子

認識機構 . 日本蛋白工学会合同年会.東京,5月.

7.前仲勝美,前仲太恵子,冨山宏子,滝口雅文,Stuart,D.Ⅰ.and Jones,E.Y∴

ヒトNHCクラスⅠHLA-B'5101とJllV由来の免疫優性エピトープペプチドの複合体

のX線結晶構造解析,第30回日本免疫学会総会,仙台,11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ち,

それによって細胞の恒常性が維持され 外界の環境に応じて増殖や分化誘導が制御され

ている.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商域に対して,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.
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当研究室は,5月に今本尚子が助教授として着任して研究をスター トさせた. 7月に

特別共同利用研究員として古田満衣子(大阪大学大学院医学系研究科 ･大学院生),to月

に総合研究大学院大学辻伝学専攻大学院生として小池牧子が研究室に参加し,11月に小

瀬真吾が助手として着任した.

本年度は,国立遺伝学研究所校費,リーダーシップ軽費,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)｢蛋白質の核膜通過の分子メカニズム :ATPの作用と分子間

相互作用の解析J(代表,今本)の支援を受けた.

近年,核と細胞質の情報交換の重要性が認識され,分子の細胞質から核への輪送機構

や,分子の核から細胞質への輸送機構に関する分子レベルの解析が精力的に行われるよ

うになってきた.特に進展が目覚ましいのは,SV40largeT抗原の核局在化シグナル

を指標にして同定された輸送担体 importinβと,そのアダプター分子 importinαの発

見が一つの大きなきっかけとなって,そのファミリー分子が各々異なる核内外局在化シ

グナルを認識する輸送担体として機能することが明らかにされてきていることである.

出芽辞母では1種類存在するimportinαがヒトなどの晴乳類では少なくとも7種類存

在する.出芽酵母では14種類のimportinβファミリーが存在することがそのゲノム

情報から明らかにされており,多細胞生物ではさらに多くの輸送担体の存在が示唆され

ているが,その全容把握にはまだまだほど遠いというのが現状である. また,輪送を担

う可溶性因子の解析が進む一方で,全ての分子流通の場である核膜孔複合体の機能 ･構

造解析は大きく遅れている.核膜輸送研究分野では,分子の核膜孔通過がどの因子との

相互作用に基づいておこり,輪送の方向性がどのように制御され 多くの輸送経路に

乗った両方向の通過が核膜孔上で混線することなく流通する仕組みがどのようになって

いるのかといった問題が大きな研究テーマとなっているが,これを調べるための確立さ

れた解析系もなく,はっきりとした研究の方向性も得られていない.新しくスタートさ

せた研究室では,｢流通の場としての核膜孔複合体の機能解析｣と ｢個体内で機能する檎

送経路の多様性の問題｣に取り組みたいと考え,本年度は以下の研究を行った.

1.流通の場としての核膜孔接合体の機能解析

(I)核膜孔通過反応の1分子イメージング :今本尚子,徳永万喜洋l(l生体高分子研究室)

分子量約125MI)aの巨大な蛋白質複合体である核膜孔複合体は,脂質よりも蛋白質成分

に富む核膜に埋め込まれているため,構造体を壊した状態で核膜孔複合体構成因子を抽

出 ･分離することができても(今本,unpublishedresults),機能構造体として単離

することは不可能に近い.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,辞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努力的に進められているが,輸送反応を阻害する
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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. もし,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み

ることができれば,通過反応に関する多大な情報が得られると考え,生体高分子研究室

の徳永万喜洋教授と共同研究をはじめた.

ガラス表面に近いほど高感度観察ができるので,接着の強いNadin-Darby bovine

kidney(NDBK)細胞を美顔に用いることにした. また,輸送因子やenergy sourceを

添加することで,核膜孔複合体への結合や通過反応,或いは核内輪送や核外輪送反応を

自由に操作できるセミインタク細胞を用いた Im Vitro 系での観察をはじめた. 本年

度はGFP標識した輸送担体 inportlnβとGFP標識したSV40T抗原のNLSをもつ輸送

の基質を用いて観察した.徳永教授の顕微鏡でsingleporeが観察でき,更に,single

pore上で輸送担体 l分子,輸送基質 1分子が観察できた. このイメージング実験から,

importin βのassembleした核膜孔への結合定数,1つの核膜孔が importinβを結合

しうるcapacity,importlnβが lつの核膜孔を通過する速度といった,ごく基本的な,

しかしきわめて重要な定量的情報をはじめて得ることができる.

(2)核外輪送担体と核内輪送担体のリサイクリングに着目した研究 :今本尚子,小瀬真吾

iDPOrtinα/βは,蛋白質を細胞質で認識した後に,核膜孔を通過して核内に移行す

る.核内に移行した importinαがCASとよばれる別の輸送担体で核内から細胞質に運

搬されるのに対し,inportinβは核膜孔複合体と直接相互作用しながら核内から細胞質

に戻る(輪送担体のリサイクリング反応).両方向性の通過反応を調べる目的で,

importinαを核内から核外へ輸送するCASをクローニングしてGFPで標識して,その挙

動を調べた.

cASとよばれる核外輪送担体は,核内輪送担体 iAlpOrtinβと同様に核膜孔複合体と直

接相互作用しながら,それ自身が単独で核膜孔を通過する能力をもつ分子である. とこ

ろが,GFPで標識した importinβとCASの細胞内局在をllVingcellで観察すると,

importinβは細胞質に優位に存在し,CASは核内に優位に存在する(郵政省通信総合研

究所,原口徳子 ･平岡 泰研究グループとの共同研究).同じファミリーに属する

importln βとCASの細胞内局在の相違に注目し,importinβとCASの挙動をセミイ

ンタクト細胞を用いた invitro輸送系で調べると,importinβは系に加えた細胞質抽

出液とATPの両方に依存して核内から核外に移行するのに対し,CASは系に加えた細胞

質抽出液とATPの両方に依存して核外から核内に移行することがわかった. このことか

ら,importinaを介した蛋白質の核内輪送を担うimportinβとimportinαの核外輪

送を担うCASは,どちらも,それ自身で核膜孔を通過する分子であるにもかかわらず,細

胞質性因子とATPによって,輸送の基質を受取るもとのコンパートメントにもどるため

に(リサイクリング反応)核膜孔を互いに逆方向に通過するように積極的に制御されてい

ることにはじめて気付いた. これらの制御因子を同定し,その作用機序を明らかするこ

とで,両方向の通過が核膜孔上で混線することなく流通する仕組みの一端がみえてくる
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可能性がある.

(3)輸送担体分子 importinβの核膜孔通過機構の解析 :/ト瀬真吾,米田悦啓.,今本尚

千(1大阪大学大学院医学系研究科)

importinβは,この分子内の核膜孔結合頼域に依存して,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,といったような問題は未解決のままであ

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をインジェクション

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.また,イ

ンジェクション後,細胞を氷上で培養した場合でも,inportinβの核内移行は起こるが

核外移行は起こらない.これらの実験結果は,importinβの核膜孔通過が,核内移行と

核外移行でエネルギー要求性が違う事を示唆している.

この importinβのエネルギー依存的核外移行をimvltrO輸送アッセイ系で解析した.

界面活性剤ジギトニンで細胞を処理すると,細胞膜にのみ穴をあけ,核膜はintactなま

まのsemトintact細胞を作ることが出来る.このsemi-intact細胞を利用し,importin

β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,lmpOrtinβ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熱ショック蛋白質hsc70(70kDaheatshockcognateprotein)

を同定した.

今後.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していく予定である.

(4)β-カテニンの核膜孔通過に必要なドメインの解析 :小池牧子,米田悦啓l,今本尚

千(l大阪大学大学院医学系研究科)

β-カテニンは,個体発生の段階でYnt/Yg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 importlnβ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.

核膜孔を通過する能力をもつ多くの分子の中で,通過に必要十分な額域が同定されて

いるものはimportinβを除いて殆どない.importinβで同定した頼域を他のimportin

βファミリーと比較しても,一次構造上の相同性がみられず,核膜孔通過に必要な街域

を想定するのは困難である. Importinβ単体の結晶構造を得て(原著論文1),すでに

報告されているβ-カテニンの結晶構造と立体構造上の類似性を比較すると,核膜孔通

過に必要十分な lmpOrtinβの蘇域がβ-カテニンの9番目から12番目アルマジロリ
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ピー トと非常によく似ていることがわかった.

β-カテニンが核膜孔複合体構成因子と相互作用し,核膜孔通過に必須のドメインを

知る目的で以下の解析を行った. β-カテニンの様々な欠失変異蛋白質を調整し,HeLa

細胞の細胞質にマイクロインジェクションしたところ,10番目から12番目のアルマジロ

リピー トを欠失した変異蛋白質が核へ移行できないことがわかった.一方,この3連ア

ルマジロリピートのみでは核へ移行できず,アルマジロの外のC末端額域も必要である

可能性が示唆されてきた.現在,β-カテニンの核膜孔通過に必要かつ十分な額域をさ

らに詳細に解析するとともに,この額域が ;1)inportinβと同様にFGリピート構造を

もつ核膜孔複合体構成因子と相互作用するのか,2)β-カテニンの核外輪送反応も担う

のかの2点について検討している. さらに, in vitro輸送系を用いて,β-カテニン

の核外輸送機構の解析をはじめた.

(5)カルシウムイオンと通過反応,invitro系での解析 :今本尚子

カルシウムイオンは脳機能,発生,分化などの様々な生命現象で重要な役割を担うセ

カンドメッセンジャーとして機能する.セミインタクト細胞を用いた invitro輸送系

において,輸送反応に対するカルシウムイオンの影響を調べてみた.カルシウムイオン

(LLNオーダーと推定)を添加すると,SV40T抗原のNLS基質(importin α/βで運搬さ

れる)や,M9配列をもつ輸送の基質(transportlnで運搬される)の核内輪送効率が極端

に減少した.カルシウムイオンを除くと輸送反応が回復するので,カルシウムイオンに

よる輸送の阻害は可逆的であるように思われる.更に検討していくと,カルシムイオン

の影響が,低分子量GTPaseRanなどの可溶性因子を必要としないimportimβ自身や

β-カテニンの核内輪送反応に影響を与えることと,系にATPを添加してはじめてカル

シウムイオンの影響がみられることがわかった. この結果は,カルシムイオンがATPの

存在に依存して,核膜孔複合体の機能に何らかの影響を及ぼす可能性を示唆している.

この現象の生理的意味を知るために,今後,invivoでの検証と,通過反応に影響を与

えるカルシウム及びATP感受性因子を同定したいと考えている.

2.個体内で機能する捨送経路の多様性の問題

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遭伝子を少しずつ重複させ

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ることを可能にしているのではないかと考えられる.

(1)70kDa熱ショック蛋白質を指標にした,正常時と熱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

熱ショック応答系は,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,

熱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. また,70kDa熱

ショック蛋白質(hsc70/hsp70)は正常時においても核内に移行するが,大部分は細胞質
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に存在する. 熱ショック時に細胞内で最も大量に存在するhsc70/hsp70は,勲ショッ

クに応答して細胞質から核内に移行し,熱ショックから解除されると核から細胞質に移

行する蛋白質として古くから知られているが,その分子機構は明らかにされていない.環

境変化の一つの代表的な例として,熱ショック応答をとりあげ,正常時と熱ショック時

に機能する輪送経路をhsc70/hsp70を指標に同定することを目的として,本年度は以下

の実験をおこなった.

Hsc70を大腸菌で発現させ,リコンビナント蛋白質を精製した.タグのないものとGFP

タグをつけたものを準備し,GFPタグがbsc70の挙動に影響を与えないかを内在性 hsc70

の挙動と比較することで確認した.研究室で使っているHeLa細胞で,内在性hsc70の

局在を指標に,熱ショック応答を引き起こす最適の温度と処理時間を検討して決めた.

リコンビナントhsc70をHeLa細胞にimjectionL,正常時と熱ショック時におけるリ

コンビナントhsc70が,内在性hsc70と同じ挙動をとるかを調べた.興味深いことに,

この実験の過程で,熱ショックをかける前にリコンビナントhsc70をinjectionすると,

熱ショック応答そのものがかからず,内在性とリコンビナントhsc70のどちらも核に集積

しないが,一旦熱ショックをかけると,正常温度においてもinJeCtionしたhsc70が内

在性hsc70と同様に効率よく核内に集積することがわかった.正常時において,リコン

ビナントb5C70は内在性bsc70と同様にわずかに核内に移行するだけで,その大部分は

細胞質に残っている. この正常時と熱ショック時におけるhsc70のimvivo輸送解析系

から,hsc70の核内移行が正常時においても熱ショック時においてもRanに依存すること,

またhsc70の核外移行がLeptomycinBで阻害されないことがわかり,hsc70の核外移

行が疎水性アミノ酸を認殺する輪送担体CRNlに依存しない可能性が高いと考えられる.

Hsc70の核外移行活性が正常時で特に強くないので,正常時と熱ショック時のhsc70の細

胞内局在の違いが,核内輪送反応と核外輪送反応のバランスの違いによるものではないと

考えられる(検討中).

Hsc70の核内輪送因子を同定するために,invivo輸送系で得た情報をもとにhsc70

の棟内輸送を解析するinvitro輸送系を動かした. Invitro系において,hsc70の

核内輪送反応は系に加えた細胞質抽出液とATPに依存し,imvivo輪送系と同様にGTP-

Fix型のQ69LRanGTPで阻害されることが確路できた. さらに,hsc70の核内輪送は,

importin αのimportinβ結合嶺域(lab)で阻害されないだけでなく(知られている限

りにおいて,importinβで運ばれる基質の核内輪送はIBBで阻害される),逆に促進さ

れる結果を得ており,これまでに明らかにされている輸送経路とは異なる経路で棟内に

運ばれる可能性が示唆されている.現在.輸送因子の精製 ･同定にむけて準備中である.

研究業績

(1)原著論文

1.Lee,S.J.書,Imamoto,N∴ Sakai,班.★,Nakagawa,A.,Rose,S.,Koike,Mり
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Yamamoto,M.,KumaSakn,T.,Yoneda,Y_andTsukihara,T.'equallycontrib･

utedauthors:TheadoptionofatwistedStructureOfimportin-βiBeSSential

fortheprotein･proteininteractionrequiredfornucleartransport.J.Mol.Biol"

302,2511264,2000.

2･Tachibana,T.,Hieda,MりMiyamoto,Y.,Rose,S.,Imamoto,N.andYoneda,Y.:

RecyclingofimportinαfromthenucleusissuppressedbylossofRCClfunc･

tioninlivingmammaliancells.CellStruct.Funct.25:115･123,2000.

3･Matsubae,M.,Kurihara,T.,Tachibana,T.,Imamoto,N.andYoneda,Y.:Char･

acterizationofthenucleartransportofanovelleucine･richacidicnuclear

protein･likeprotein.FEBSLett.,468,171･175,2000.

4,Haraguchi,T.,Koujin,T.,Kaneda,T.,Tsutumi,C.,Imamoto,N.,Akazawa,C.,

Sukegawa,J.,Yoneda,Y.andHiraokn,Y.:Reformationofthefunctionalnuclear

envelopeduringtelophase:TemporalSequencesdeterminedbynuorescence

imaglnginlivingHeLacells.J.CellSci.,113,7791794,2000.

5.KuriSaki,A.,Rose,S.,Yoneda,Y.,Heldin,C.H.andMoustakas,A.:Transform･

inggrowthfactor-βinducesnuclearimportofSmad3inanimportin-β1

andRam･dependentmanner.Mol.Biol.Cell,inpress.

(2)その他

1.Imamoto,N.:Diversityinnucle∝ytoplasmictransportpathways(Review)Cell

StructureandFunction,2000,

2.今本尚子 :｢核と細胞質の機能分子輪送｣蛋白質 核酸 酔素.Vol.145,2369-2377,

共立出版,2000.

3.今本尚子 :｢核一細胞質問分子輸送一細胞の司令塔をさらに管理するのは?｣,バイ

オサイエンスの新世紀 第2巻 ｢タンパク質の一生｣,122-136,日本生化学会編,

共立出版,2000.

(3)発表講演

1.今本尚子 :蛋白質の核一細胞質問輸送の可視化 .特定葡域(B)｢生命現象の1分子

イメージング｣斑会議,浜松,8月.

2.Oishi,T.,Imamoto,N.,Fujii,R.,Aratani,S.,Ohshima,T.,Yoneda,Y.,Fuknmizu,

A.andNaknjima,T.:Heterodimerizationofimportinαandβisrequiredfor

recognitionofanuclearlocalizationsignalandmediatesnuclearimportof

RNAhelicaseA,ColdSpringHarborMeeting"DynamicOrganizationofNuclear

Function1.,NewYork,USA,9月.

3.Nagoshi,E.,Ito,A.,Imamoto,N.,Sekimoto,T.andYoshihiro,Y.:Analysisof

nuclearimportmechanismOfCaMKIVColdSpringHarborMeeting■●Dynamic

OrganiヱationofNuclearFunction1.,NewYork,USA,9月･



176

4.徳永万喜洋,今本尚子 :細胞質一核間分子始送の1分子イメージング,第38回 日

本生物物理学会年会,仙台,9月.

5.大石貴之,今本尚子,荒谷聡子,藤井亮爾,大島隆幸,米田悦啓,深水昭吾,中島

利博 :RNAhelicaseAの核移行シグナルとそのメカニズムの解析,第73回 日

本生化学会大会年会,横浜,10月.

6.名越絵美,伊東 篤,今本尚子,関元敏博,米田悦啓 :CaNKTVの核内輸送機構,

第53回 日本細胞生物学会大会年会,福岡,10月.

7.今本尚子 :核-細胞間機能分子輸送,第2回 ｢女性科学者によるセミナー｣,大阪

OBl研,11月 .

8.今本尚子 :核一細胞質問機能分子輸送 :輸送担体の性質と輸送経路の多様性.第

23回 日本分子生物学会年会 ワークショップ ｢プロテインフラックス&トラ

フィック｣,神戸,12月.

9.′ト瀬真吾,今本尚子,米田悦啓 :核蛋白質輸送担体 importin βの核膜孔通過に

おける制御機構の解析. 第23回 日本分子生物学会年会,神戸,12月.

10.′ト池牧子.横屋史彦, 今本尚子, 米田悦啓 :β-cateninの核膜孔通過に必要な

ドメインの解析. 第23回 日本分子生物学会年会,神戸,12月.

Ⅰ. 生命情報研究センター

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. このセンターは,

遺伝情報分析研究室(教授 l名,助手2名),遺伝子機能研究室(教授1名,助手1名),大

量遺伝情報研究室(教授 l名,助手 1名),分子分類研究室(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,五侯堀孝教授,池尾-穂助芋,今西 規助手で

構成されている.遺伝子機能研究室は舘野義男教授,深海 薫助手が担当している.大

量遭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.分子分類研究室は菅

原秀明教授,宮崎 智助手が担当している.

DDBJ研究事業としては,昨年に引き続きDI)BJ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,YYYによるホームぺ-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浅川紀

千,市川恵子.市川ひろ美,梅滞知美,上田陽子,江嶋真由美,岡根谷美英子,奥田啓

千,勝部有季,川本たつ子,五候堀まり子,佐藤由美子,島田明美,杉山順子,杉山祥

千,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,堀江元乃,真島 浮,丸山瑞穂,向笠奈緒子,安田徳一,山本

ゆか,渡辺昭乃という多くの人々が協力して参画した.
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当研究室は,五榛堀孝教授,池尾一穂助手,今西 規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ともに,I)DBJ研究事業にも中心的に参画してい

る.当研究室では,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 2年生

として,小倉 浮,中村洋路,花田耕介の3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,中滞真澄,新村芳人が日本学術振興会特別研究員として,T.

DanielAndreysが日本学術振興会外国人特別研究員として,伊藤 剛が6月までCOE

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,Jung ShamHyatlg,

AllisonVyndhamは技術補佐員として研究活動を行った. 小見山智義は湧永製薬株式

会社の受託研究員として研究に協力した.ま ,岩本智恵,梅原由美,大

泉ひろこ,羽原拓哉,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,奥田啓子,勝部有季,杉山順子,中森亜紀子,丸

山瑞穂,渡辺昭乃が積棲的に行った.

(1)ヒト染色体におけるバンド構造とGC含量の変動との相関 :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.バンド

構造は,ゲノム内におけるGC含量一定の領域であるアイソコアと対応すると考えられて

きた.バンド構造とゲノムの塩基配列との対応を調べることは,塩基配列からクロマチ

ンの機能 ･構造および進化を知る上で重要である. 本研究では,ヒト21･22番染色体

の全塩基配列のGC含量を用いて,コンピュータ上でバンド構造を再現した.その結果,

Gバンドは,局所的にGC含量が低くなっている領域に対応していることが明らかになっ

た. バンドパターンは,2つの異なる大きさのウインドウ内におけるGC含量の差と強

く相関していた. この事実は,細胞分裂間期における染色体のポリマーモデルを自然に

説明する.

(2)プラナリアcDNAチップを使った脳特異的遺伝子の探索 :中滞真澄,池尾-穂,五榛

堀孝

我々は脳や神経系の解明に,分子進化学的観点から取り組んでいる.脳の遺伝子発現

プロフィールの種間比較から高等動物の複雑な集中神経系の特徴が明らかになると考え,

その第一段階として最も原始的な脳を有すると言われるプラナリア(DugesJ'ajaponJIca)

のESTプロジェクトを開始し,現在までに約9000クローンの配列を決定した. この中

からランダムに抽出した約 1640遺伝子種を含んだプラナリアcI)NAチップの作成に成功

した.我々はプラナリアと高等動物の脳が同一起原を持つかどうかを調べるため,プラ

ナリアの脳特異的遺伝子の大規模探索をプラナリアcDNAチップを用いて行なった. 方

法としては,プラナリアを頭部と体部に2分割し,それぞれから得られたmRNAに由来す

るcDNAをプラナリアチップ上で競合的にハイブリダイゼーションすることで,頭部によ

り強いシグナルを示す遺伝子を探索した. これらを脳特異的遺伝子候補として,whole
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mountimsituhybridizationにより発現パターンの解析を行なった.

1640辻伝子のうち体部よりも頭部において強い蛍光強度を示す205クローンの中には,

他生物種における神経特異的遁伝子に相同な辻伝子が約20%の割合で含まれることが分

かった. これに対して,既存の辻伝子に相同性を示さない未知辻伝子も多く含まれてお

り,これらは脊椎動物においても,未だ見つかっていない新規の脳特異的遺伝子である

可能性がある. さらに頭部において強い蛍光強度を示すクローンについて大量にin

situhybridizationを行ったところ,ほとんどがプラナリアの脳,および神経系に特

異的に発現しており,これらの遺伝子がプラナリアの集中神経系に深く関わっているこ

とが示唆された. また,insituhybTidizationによるそれぞれの発現パタ-ンの解

析から,プラナリアの脳が商域化している可能性が示唆された.本研究の結果は,プラ

ナリアの原始的な集中神経系が,基本的に脊椎動物のような高度に発達した神経系と同

じ遺伝子セットによって形成されていること,さらに原始的な脳はすでに商域化が行わ

れることで高次な機能を担っていたことを示唆する. このことは脳の分子進化学的研究

が輔乳類等の高度に発達した神経系を理解するのに有用であることを示している.

(3)ヒトsubgenomic頼域におけるSNPプロファイル :小笠原倫大,SilvanaGaudieril,

今西 規,五侯堀孝(LTheUniversityofWesternAustralia)

ヒトのSNPsの頻度と分布を考察するために,以前我々はNHCにおけるSNPprofile

を作成し,HLA周辺蘭城の塩基多様性がヒトの他のゲノム領域と比べ最大80倍も高く

なっていることを示した.SNPprofileを他の領域へ拡張し,現在まで7,I,Y染色

体のゲノム商域において,公共のデータベースから2つの異なったハプロタイプを取り

出し比較することによりSNPsを検出しSNPpTOfileを作成している.596.62kbを調

査し523個のSNPsを検出(平均1141塩基あたりにSNPl個,0.088%)した.SNPsの頻

度は他の研究者の報告より高かった. SNPsの頻度はゲノム商域によりまちまちで,分

布は不均等であった. 性染色体では常染色体に比べ塩基多様性が著しく低かった.

(4)プラナリアEST解析による脳の進化過程に関する研究 :峯田克彦,池尾-穂,五健堀

辛

多細胞動物は進化の過程で多様な形態,機能を獲得してきたと考えられているが,そ

の分子レベルにおける進化過程は依然としてよくわかっていない.本研究は,多細胞動

物の細胞 ･組織に注目し,その多様化過程を発生進化学的に解明することを最終的な目

的としている.特に,多細胞動物を構成する各要素の中で特に脳に注目し.脳 ･神経系

の形態形成 ･機能に関与する漣伝子を網羅的に探索することを目的とした.プラナリア

は,原始的な脳と考えられる集中神経系を保持していること,またその系統上の位置か

ら,脳 ･神経系の進化を考察する上で非常によい材料を撞供すると考えられる.まず始

めに.プラナリア頭部よりEST(ExpressedsequenceTag)配列の決定 ･解析を行い,

プラナリアで発現している遺伝子を網羅的に収集した.続いて,得られたクローンから

脳 ･神経系に関与すると考えられる速伝子の同定を行った. これら脳 ･神経系に関与す
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る遺伝子群に関して,線虫 ･ショウジョウバエ ･マウス ･ヒトの配列とプラナリアの配

列との保存性を比較した結果,そのほとんどが網べた全ての種に存在していることが明

らかとなった.また,一部の遺伝子は線虫やハエで相同な遭伝子を見つけることができ

なかった.以上の結果は,系統進化の過程で生じた脳 ･神経系の多様化の結果を示して

おり,本アプローチから脳 ･神経系の進化を検証できることを意味している.

(5)豚繁殖呼吸器障害症候群ウイルス(PRRSV)の分子進化学的研究 :花田耕介,五候堀孝

豚繁殖呼吸器障害症候群ウイルス(PRRSV)は疫学調査により,1980年中頃にアメリカ

で発生し,その後ヨーロッパに広がり,アメリカ株とヨーロッパ株に分岐したと考えら

れている. しかし,この考え方が正しいかどうかや,このウイルスの進化的起源は分

かっていなかった. そこで分離年が既知であるこれらのウイルスの塩基配列を用い,

PRRSVの中和抗原といわれているORF3,4および5のORF全体および同義置換 ･非同義

置換の進化速度を求め,これらの進化速度からアメリカ株とヨーロッパ株の分岐年代を

推定した. その結果,1970年代の中頃にアメリカ株とヨーロッパ株が分岐しているこ

とが推定され,ヨーロッパ大陸に蔓延したウイルスが1980年中頃にアメリカで発生した

ウイルスに由来するという知見を否定し,それより以前にこっの株が既に分岐している

可能性を強く示唆する結果となった. さらに,PRRSVの同義置換座位における年当たり

の進化速度はインフルエンザウイルスやエイズウイルスより約10倍速い0.104を示し,

兼異的な進化速度をもつウイルスであることが明らかとなった.同様に,非同義置換座

位における年当たりの進化速度とさきほどのRNAウイルスの進化速度を比較すると,ほ

ぼ同様な進化速度を示すことがわかった.PRRSVの同義置換速度が異常に速い現象は,

このウイルスの複製静索がエラーをおこす確率が極めて高いことによると思われる. し

かし,一方で非同義置換速度がほかのRNAウイルスと同様である理由は,ウイルスは環

境による自然選択を受けているため,ウイルスの非同義置換速度の限界があるのではな

いかということが推測された.

(6)マイクロサテライトデータベースの構築と新規多型マーカーの作成 :遠藤高帆,五候堀孝

遺伝病の原韓遺伝子特定には,通常染色体マーカーを用いた連鎖解析による候補商域

の特定を行う,単一の渡伝子に由来する遺伝疾患は辻伝病を有する家系の染色体から少

数のマーカーの連鎖解析により特定されるが,多国性の疾患(リウマチやアレルギー.負

素性乾皮症,自閉症など)は多くのマーカーを用い,健常者グループとの比較を行う必要

がある. これらのマーカーとしては染色体上の多型性を示す領域が用いられる. 多型

マーカーとして近年注目されているものとしてはSNPsおよびマイクロサテライトが弟る

が,本研究では東海大学の猪子研究室との共同研究により,SNPsよりも連鎖性の強いマ

イクロサテライ トをマーカーとして用いることとした.現在全染色体を対象にした多型

マーカーのデザインを行っている.マイクロサテライト飯域の取得はこれまではハイブ

リダイゼーションによるウェットラボでの取得が行われてきたが,本研究においてはヒ

トゲノム計画により利用が可能となっているHTG配列からマイクロサテライト嶺域を取
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得することによってマーカーの効率的な取得を試みている.現在データベース中にはお

よそ100万のマイクロサテライト鎖域が登録されており,このうち多型性を示すと期待

される領域を選択してプライマーをデザインし,PCRで増幅することによって多型判定

を行っている.データベ-スに登録されたマイクロサテライト領域はウェブによるアク

セスによりマーカーを作成するためのプライマ-設計を自動的に行う機能を統合し,こ

れまでに1万以上の多型マーカーを取得した.

(7)神経伝達にかかわる分子の分子進化 :岩間久和,五候堀孝

神経伝達にかかわる分子の分子進化的特徴を調べる目的で,G蛋白共役型受容体である

カテコールアミン受容体とG蛋白αサブユニットに着目し,それぞれの分子内における

坂城的な進化速度の比較検討を行った.この結果,カテコールアミン受容体系において,

受容体-G蛋白の共役にかかわる分子額域の機能的制約は,リガンド結合にかかわる分子

鎖域の機能的制約より有意に低く,かつ.G蛋白のセカンド･メッセンジャー系へのシグ

ナル伝達にかかわる分子商域の機能的制約と比較しても,有意に低いことが示された.

(8)アポトーシスはプラナリアの再生において積極的な役割を果たしているのか?:Jung

ShamHyang,五榛堀孝

再生とは,傷ついたり失ったりした休の部分を修復したり置き換えたりする現象であ

る. この現象は,ヒドラとプラナリアなどの原始的な生物ではよく見られるが,高等な

生物においては限られている. 脊椎動物の再生現象は,両生類の四肢や(目の)レンズ,

は乳類の肝臓や筋肉細胞でしか見られない. このことは,なぜ再生能がいくつかの原始

的あるいは限られた生物にしか備わっていないのかという問い,さらには進化の過程で

再生能が失われたのだろうかという問いを投げかけるものである.我々は,淡水性のプ

ラナリアを実験材料として用いた.プラナリアは有形動物門に属し,三搭乗性の左右対

称な体を持つ.また,顕著な再生能を有することが知られており,再生能の根底にある

分子機構および進化的重要性を研究するためのモデル生物として,プラナリアは適して

いると言える.例えば,生理的機構の一つとしてアポトーシスがあるが,その中心的役

割は細胞の機能と数の正確な発生を制御することであるから,これがプラナリアの再生

に関与していることが考えられる.そこで我々は,プラナリアのアポトーシスに焦点を

当てて研究を進めている.

現在までに,プラナリアのcDNAライブラリ-から5つのカスバ-ゼホモログが単離さ

れ,BLASTによってこれらのホモロジーサーチを行った. その結果,カスバ-ゼファミ

リーの中でカスバ-ゼ3が,単離された全てのクローンと最も高い相同性を示し,カス

バ-ゼ7,8がそれに続いた.CLUSTAL Xを用いて,アミノ酸配列のアラインメントを

行った結果,全てのクローンがカスバ-ゼの保存配列や非常に短いアミノ末端ドメインを

持つことが分かった. さらにこのクローンの一つに対してノーザンブロッティング解析

を行ったところ,このクローンのmRNAの発現量は再生の間は減少していることが示され

た. この結果から,おそらくアポトーシスはプラナリアの再生過程において何らかの役
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割を果たしていると思われる.今後は.ノーザンプロッティングの結果を確認するため

にも,また,全身を再生産し傷害を治癒していく過程でアポトーシスのカスケードがどう

いう役割を果たしているかを決定するためにも,さらに解析をする予定である.

(9)ヒトゲノムにおける塩基組成の違いと遺伝子の局在に関する研究 :T.DanielAndrews,

五候堀孝

我々は,これまでに配列が決定されたヒトゲノムを用いて,遺伝子の位置とその遺伝

子が存在するアイソコアの塩基組成を調べることによって遺伝子の分布を解析した.ま

ず,ウインドウ解析により,約650MBの冗長性の無いヒトゲノム配列を,連続する100kb

ごとの蘭域に分割し,塩基組成を計算した. 次に,EST配列やcDNA配列を用いてタン

パク質コー ド額域を推定し,それぞれのウインドウにおけるタンパク質コード頼域の密

度の変化を求めた.その結果,遺伝子密度とアイソコアの塩基組成は直接的な関係があ

ることがわかった. これまでの研究により,高GC領域では遺伝子密度が高いことが知

られている. しかし我々は,遺伝子の分布は均一な状態とはほど遠いことを発見した.

ゲノムにおいて最も高ATな領域においては遺伝子数が非常に少ないが,最も遺伝子密度

が高いと思われた高GCアイソコアでの遺伝子密度は高AT商域の4倍以下にすぎなかっ

た.我々の研究から,ヒトゲノムの全遺伝子の26%は高GCアイソコアファミリーであ

る12%の額域に存在すると,予測される. これらの結果は,公的なゲノム解読チーム

の努力とCelera社の貢献によるヒトゲノム配列解析によっても支持される. これらの

発見は.温血動物のアイソコア形成過程の研究に強い示唆を与えると考えられる.

(10)真核生物ゲノムにみられる大規模な重複領域の構造と進化 :今西 規,五榛堀孝

ゲノムの進化においては,個々の遺伝子を単位とする重複だけでなく長い染色体商域

が重複を起こすことがある. このような大規模な重複を過去に起こした染色体商域(重

複領域)を,配列データの解析により探索した. ゲノムの全配列が決定された辞母,線

虫,ショウジョウバエについて重複叙域を探したところ,それぞれの種で数十組の重複

額域がみつかった. したがって,真核生物ゲノムでは大規模な重複嶺域が一般的に見つ

かると考えられる. 重複額域の分布様式は生物によって異なる. 酵母ではそのほとん

どが異なる染色体上に位置しており,ゲノムの倍数化が過去に起きたことが示唆された.

それに対して線虫やショウジョウバエのゲノムにみられる重複額域は,その多くが同一

染色体上の近接した位置にあり,tandemduplicalionに類似した機構で重複額域が生

じたことが示唆された. また,ショウジョウバエの重複額域は酵母や線虫の場合とは異

なり,そのほとんどが非常に古い重複領域であることが重複遺伝子間のdivergenceか

ら推察された. 1-2個の遺伝子を単位とする局所的な重複を除けば,比較的最近に生

じた重複領域はみつからなかった. このことは,過去数億年にわたって,ショウジョウ

バエではゲノム商域の重複に対して負の淘汰が働いたことを示唆しているのかもしれな

い.
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(ll)I)Ⅰ)BJ/CIBヒトゲノム情報工房におけるヒト染色休配列のアセンブル :今西 規,岡

山利次,川西祐一,重元康昌,真島 津,菅原秀明,宮崎 智,内藤公敏,五候堀孝

ヒト染色体の完全な配列を構築しそれを研究者に提供することを目的として,われわ

れは国際塩基配列データベースであるDI)BJ/ENBL/GenBankに登録されたヒトゲノムの完

了配列およびドラフト配列をアセンブル(組み立て)することを試みている.完了した配

列およびphase2のドラフト配列をDDBJから抽出し,その配列の両末端の2kbを

RepeatNaskerで処理した後,それをクエリー配列として全ゲノム配列データに対して

BLASTによる相同性検索を行った. その結果,もし2本の配列が50塩基以上の長さで

重なり,99%以上一致した場合には,それらをコンテイグと定義してアセンブルした .

以上の処理を自動化し,定期的にデータの更新を行うシステムを構築した.2000年 9月

の時点では,ヒトの全ゲノムの1割にあたる約300MBのコンテイグを作成できている

が,この数字は徐々に増加している. 本プロジェクトの成果は ｢DD8J/CIBヒトゲノム

情報工房｣のホームページ(http://studio.nig.ac.jp/)で公開されている.

研究業績

(1)原著論文

I.Toyoda,R.,Sato,S.,Ikeo,K.,Gojobori,T.,Numakunai,T.,Goding,C.R.and

Yamamoto,H.:Pigmentce11･SpeCificexpressionofthetyrosinasegeneinas･

cidianshasadifferentregulatorymechanismfromvertebrates.GENE259(ll

2):159･170,2000.

2.Shimizu,N.andGojobori,T.:HowcanhumanandSimianimmunodeficiency

viruSeSutilizechemokinereceptorsastheircoreceptorS?GENE259(1･2):1991

205,2000.

3.Ota,K.,ⅩobayaShi,T"Ueno,冗.andGojobori,T.:Evolutionofheteromorpbic

sexchromosomesintheorderAulopiformes.GENE259(1･2):25･30,2000.

4.Iwata,A.,KobayaShi,T.,Ikeo,KりImani8hi,T.,Oho,HリUmehara,Y.,

HamamatSu,C.,Sugiyama,K.,Ikeda,Y.,Sakamoto,K.,Fumihito,A,,Ohno,S,

andGojobori,T.:Evolutionaryaspectsofgobioidfishesbaseduponaphyloge･

neticanalysis0fmitochondrialcytochromebgenes.GENE259(1･2):5-15,2000.

5.Gojobori,T.,Ohno,S.:1928･2000.GENE259(112)213,2000.

6.Nakane,S.,Shirabe,S.,Moriuchi,R.,Mizokami,A.,Furuya,T"Nishiura,Y.,

Ok82iaki,S.,Nakamura,NリSuzuki,Y.,Nakamura,T.,Katamine,S.and

Gojobori,T.:ComparativemolecularanalysisofHTLV･ⅠproviralDNAinHTLV-

ⅠinfectedmembersofafamilywithadiscordantHTLV-Ⅰassociatedmyelopa-

thyinmonozygotictwins.Jouz･nalolNeuz･oVl'rology.6:275･283,2000.

7.Gaudieri,S.,Dawkins,R.LりHabara,K.,Kulski,J.K.andGojobori,T.:SNP

profilewithinthehumanmajorhistocompatibilitycomplexrevealsanex･
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tremeandinterruptedlevelofnucleotidediversity.GeDOmeReseaz,ch.10(10):

1579-1586,2000.

8.Seki,M.,HigaShiyama,Y.,Mizokami,A.,Kadota,J/I.,Moriuchi,RりKohno,S.,

Suziki,Y.,Takahashi,K.,Gojobori,T.andKatamine,S.:Up-regulationof

humanTlymphotropicvirustype1(HTLV･1)tax/rexmRNAininfectedlung

tisSueS.Cll'DExpZmmuDO1.120:488･498,2000.

91Suzuki,Y.,Yamaguchi-Kabata,Y.,andGojobori,T.:NucleotideSubstitution

ratesofHIV･1.ALDSRevT'ews.2(1):39･47,2000.

10･Yamaguchi-Kabata,Y.andGojobori,T.:Reevaluationofaminoacidvariability

ofthehumanimmunodeficiencyvirustype1gp120envelopeglycoproteinand

predictionofnewdiscontinuousepitopes.J.Tqz･ology.74(9):4335･4350,2000.

Il暮Pineda,D.,Gonzalez,JリCallaerts,PりIkeo,K.,Gehring,W.J.andSalo,E,:

SearchingfortheprototyplCeyegeneticnetwork:SineoculisiseSSentialfor

eyeregenerationinplanarians.Pz10CNatIAcadScJ'U.S.A.97(9):452519,2000.

(2)その他

1.新井 理,五僚堀孝 :｢15DNA情報解析｣『医学 ･薬学研究者のためのバイオテク

ノロジー概論A木村彰方編 医薬ジャーナル社 .pp30ト319,2000.

2.五候堀孝,新村芳人 :特集 ｢情報生物学の発展へ向けて｣F生物物理誌J日本生物

物理学会Vol.40.No.5(231号)pp318-319,2000.

3.鈴木善幸,五候堀孝 :｢(suggestion)病原性ウイルスの遭伝子型分類について｣.

『治療学』ライフサイエンス出版.Vol.34.No.9pp30-31,2000.

4.五候堀孝 :｢バイオインフォマティクスの展望と将来｣『学術月報J日本学術振興会

Vol.53.No.8通巻 669pp865-870,2000.

5.五候堀孝 :｢ウイルスの進化｣第9回日本組織適合性学会大会シンポジウム日｢ウ

イルス感染とHLAJMHCVol.7.No.1pp35,2000.

6.今西 規,五候堀孝 :｢HLA多型の生成と分子進化｣(特集 ｢ゲノム多様性と機能解

析-MHC多型と疾患感受性｣)『NolecularNedicinej中山書店.Vol.37.No.5

pp540-547,2000.

7.五榛堀孝 :｢プラナリアに脳の起源をみる｣F科学J岩波書店 . Vol.70. No.4

pp239-241,2000.

8.五億堀孝 :｢情報生物学の時代に向けて一情報の流れとしての生命と進化jr続 ･ロ

マンチックな科学者)井川洋二編 羊土社.pp 174-184. (2000).

9.五燦堀孝 :r散歩道 :もう一つのY2Ⅹ問題一生命情報研究の新世紀に向けて-｣r学
術月報』日本学術振興会.Vol.53.No.1通巻 662pp93-94.

10.五億堀孝,鈴木善幸 :｢(インフルエンザの生態学 3)ウイルスの進化と予測｣r治
療学Jライフサイエンス出版.Vol.34.No.1pp22126,2000.

ll.斎藤成也.五候堀孝 :F日本データバンクの ｢フィールドワーク｣Jサイアス ･朝日
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新聞出版局.Vol.5.No.2pp64-65,2000.

(3)発表講演

1.五候堀孝 :｢ゲノム ･サイエンス｣京都大学理学部生物科学特別講議,京都大学(京

都),1月,2000.

2.五燦堀孝 :｢ゲノム情報からみた生物進化｣公開シンポジウム 『プロテオーム時代

の計算情報生物学J,薬学会館 ･長井記念ホール(東京),1月,2000.

3.五侯堀孝 :｢生命情報科学の新世紀-アカデミズムから産業化への橋渡し｣富士通

(樵)BioeNetLabセンター開設式典,富士通(樵)幕張システムラボラトリ(千葉),1

月,2000.

4.五燦堀孝 :｢遺伝的多型と分子進化学｣九州大学生体防御医学研究所遺伝学部門平

成 11年度生命基礎医学群 『遺伝学』学生講義(医学部2年生),九州大学生体防御

研究所(福岡),2月,2000.

5.五僚堀孝 :｢ゲノム医療の将来と可能性｣パネリスト 朝日新聞主催 医学を志す

君たちへ～ ｢2010年ゲノム医学が医療を変える｣,東京ビックサイ ト国際会議場

(東京),2

6.五候堀孝 :

学科(東京)

7.五候堀孝 :

京),3月,

8.五僚堀孝 :

学科(東京)

9.五榛堀孝 :

月,2000.

お茶の水女子大学理学部特別講義 1回臥 お茶の水女子大学理学部生物

,3月,2000.

｢疾患集団遺伝学｣東京医科歯科大学学生講義,東京医科歯科大学(東

2000,

お茶の水女子大学理学部特別講義2回目,お茶の水女子大学理学部生物

,3月,2000.

｢バイオインフォマティックスの現状および産業利用における役割と課

題について｣ (社)経済団体連合会 ･当会産業技術委員会バイオテクノロジー部会,

経団連会館(東京),3月,2000.

10.Imanishi,T.:Genomicorgani2lationandevolutionofduplicatedchromosomal

regionsineukaryoticgenomes.Evolution2000.Tokyo.3月 ･

11.Imanishi,T.:Genomicorgan12:ationandevolutionofduplicatedchromo80mal

reigionswithinthenematodeandyeastgenomes.日独セミナー ｢遺伝子の進化

史復元の諸方法｣,三島,3月,2000.

12.Mineta,K.,Gaudieri,S.,Nakazawa,MリIkeo,K.,Agata,K.andGojobori,T.:The

evolutionofplanarianeyefromtheviewpointofgeneexpressionprofile.Inter

nationa18ympOSium.-Evolution2000",YoyogiOlympicCenter(東京),3月,

2000.

13.Mineta,K"Gaudieri,S.,Nakazawa,M.,Ikeo,K.,Agata,K.andGojobori,T.:

TheevolutionofneuralnetworkfromplanariantohumanItheapproachof

geneexpreSSionprofiling･.The44thNIBBConference:EVOLUTIONAND

DEVELOPMENT･GeneralityandDiversityofDevelopmentinAnimalsand



生命情報研究センター 185

Plants･.NIBB(Okazaki),3月,2000.

14･Gojobori,T.:̀̀EvolutionaryFeaturesofGenomesasDisclosedbyComparative

AnalysisofCompleteGenomeSequences"RECOMB2000The4tbAnnual

lnternationalConferenceonComputationalMoleculaI･Biology.TokyoBay

AriakeWashingtonHotel(東京),4月,2000.

I5･Gojobori,T.:"DynamicsofGenesinaPopulation""RandomGeneticDriftand

NaturalSelection""DNAdatabankofJapan""Modelsofnucleotidechanges"

"Tree一makingalgorithmsandmethods"(Perth,WesternAustralia),4月,2000.

16･Kikuchi,M.,Misu,S.,Imanishi,T.andSaitou,N.:CAMUSDB:Development

ofstructuraldatabaSeforhomologysearch.Recomb2000,Tokyo,4月,2000.

17･Gojobori,T.:"AmethodfordetectingpositiveSelectionatsingleaminoacid

sitesanditsapplications"NeutralismandSelectionism.Stan2:ioneZoologica

AntonDohrn(IschiaISland,Naples),5月,2000.

18lGojobori,T.:"ExtensivegenearrangemantandhorlZOntalgenetransferin

bacterialgenomeevolution"MicrobialVariationandEvolution.Stanzione

ZoologicaAntonDohrn(Ischiaisland,Naples),5月,2000.

19.五候堀孝 :シンポジウム日 ｢ウイルス感染とHLA｣"ウイルスの進化"第9回日本

組織適合性学会大会,霧島ロイヤルホテル(鹿児島),6月,2000.

20･Gojobori,T.:"Evolutionaryfeaturesofprokaryoticandeukaryoticgenomes

MiniSymposium,PennsylvaniaStateUniversity(StateCollege,U.S.A.),6月,

2000.

21.五俵堀孝 :｢比較ゲノム学からの情報生物学へ｣-生命システムの多様性と進化の

解明に向けて-ゲノム情報科学オープンフォーラム,理化学研究所本所(埼玉),6

月,2000.

22.五俵堀孝 :｢21世紀の生命科学を考える-ゲノム研究と情報生物学(パイオンフォ

マテイツクス)の現状と展望-｣平成 12年度第29回福岡県海外教育事情研究会(揺

岡有隣会)総会 ･研究大会,福岡リーセントホテル(福岡),8月,2000.

23･Gqjobori,T.:"Synonymous/nonsynonymoussubstitutionanalySlSOfviralgenes

The6thEuropeanWorkshoponVirusevolutionandMolecularEpidemiology,

UniversityofLeuven(Belgium),9月,2000.

24.今西 規 :｢ヒトゲノム内の重複額域の探索と有害突然変異の予測｣類人猿を中心

とする霊長類ゲノム研究会,三島,9月,2000.

25･Imanishi,T.,Okayama,T.,KaWanishi,Y.,Shigemoto,Y.,Mashima,J.,Sugawara,

H.,Miyazaki,S.,Naitou,KandGojobori,T.:SequenceaSSemblyofhumanchromO-

somesattheDDBJ/CIBHumanGenomicsStudio.12thInternationalGenome

SequencingandAn alysisConference,Miami,9月,2000.

26.峯田克彦,中滞真澄,池尾-穂,阿形清和,五僚堀孝 :遺伝子発現プロフィールか

ら見た多細胞動物の進化,日本進化学会第2回大会,東京大学(東京),10札 2000.
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27.花田耕介,鈴木善幸,五榛堀孝 :日本進化学会第 2回大会 ポスター発表 題名

｢pRRSVの分子進化学的研究｣(東京),10月,2000.

28.花田耕介,鈴木善幸,五候堀孝 :第 130回日本獣医学会 :PRRSVの分子進化学的研

究,大阪,10月,2000.

29.五候堀孝 :｢ゲノム進化 :解読ゲノムの分析から何がわかったのか? "バクテリア

のゲノム進化と水平遺伝子移行H｣第73回日本生化学会大会,パシフイコ横浜(秩

浜),to月,2000.

30.五候堀孝 :｢分子進化学から比較ゲノム学への発展｣日本人類遺伝学会第45回大会,

アクロス福岡(福岡),10月,2000.

3I.Gojobori,T.:"TheCDNAprq'ectofplanarianbrainanditsevolutionaryimplica･

tion"BiologlCalSciences:ChallengesfortheXXICentury,ContinentalHotel･

Naples(Italy),11月,2000.

32.Ogasawara,MりGaudieri,S.,Imanishi,T.andGojobori,T.:"SNPprofiles0fthe

humanSubgenomicregions"Thethirdinternationalworkshoponadvanced

genomic8.(横浜),11月,2000.

33.峯田克彦,中滞真澄,池尾一億,阿形清和,五侯堀孝 :プラナリアから見た多細胞

動物の進化,日本遺伝学会第72回大会,京都大学(京都)11月.2000.

34.岩間久和,五榛堀孝 :Higherevolutionaryrateslnthecontactregions

betveencatecholamlnereCeptOrSandGproteins,日本逓伝学会第72回大

会,京都大学(京都)11月,2000.

35.今西 規,五候堀孝 :｢真核生物ゲノムにみられる大規模な重複額域の構造と進化｣

日本遺伝学会第 72回大会,京都大学(京都),11月,2000.

36lWada,Y.,Imanishi,T.andGojobori,T.:EStimatingthenumberofmousegenes

andtheduplicatedregionswithinthemousegenome.The14thInternational

MouseGenomeConference,Narita,11月.

37.五備堀孝 :シンポジウムSIC｢ゲノムからヒト･人間を見る｣ゲノムから見たヒト

の多様性と進化,第23回日本分子生物学会年会,神戸国際会議場(神戸),12月,

2000.

38.峯田克彦,中揮真澄,CebriaFrancesc,池尾一穂,阿形清和,五倹堀孝 :遺伝

子発現プロフイ-ルから生物の進化が見えるか?-プラナリアに注目した多細胞動

物の発生進化学的研究-,第23回日本分子生物学会年会.神戸ボートピア(神戸),

12月,2000.

39.内山佳子,池尾一億.五候堀孝 :vs‡遺伝子の分子進化学的研究 第23回日本分子

生物学会年会(神戸),12月,2000.

40･Wada,Y.,Imanishi,T.,Gojobori,T.:Poster:No.19"Estimatingthenumberof

mousegenesandtheduplicatedregionswithinthemousegenome"Thellth

WorkshoponGenomelnformatics:GIW2000PosterSession,EbisuGarden

Place(東京).12月.2000.
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41.今西 規,山口香織,五候堀孝 :｢ショウジョウバエゲノムにみられる大規模な重

複領域の分子進化｣日本分子生物学会,神戸,12月,2000.

Ⅰ･b.大量遺伝情報研究室

当研究室は,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

を中心に研究している.昨年度からはゲノム情報解析にも本格的に取組み,ゲノム上に

コー ドされたすべ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,

解析結果は GTOPデータベース(http://spock.genes.nig.ac.jp/tgenome/gtop.htnl)

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(PはD)の作成を独自に進め

ている.研究室メンバーは,西川 建(教授),太田元規(助手),金城 玲(総研大大学

院生D3),川端 猛(学振博士研究員),福地佐斗志(JST受託研究員),本間桂一(JST受

託研究員),伊藤憲子(技術員),三村公子(研究補佐員),中山尚子(研究補佐員),黒丸

美奈子(研究補佐員),山本かよ子(研究補佐員),阿部多美枝(研究補佐員),鈴木小夜子

(研究補佐員),成田智子(秘書)からなる. また共同研究として中島広志教授(金沢大学

医学部),磯貝泰弘博士(理化学研究所)をはじめ所内外の方々の協力を得た.

(I)相同性検索(Pst-BLAST)法によるT4ファージ未知タンパク質の構造/機能予測 :川

端 猛,有坂文雄I,西川 建(l東京工業大学生命理=学部)

バクテリオファージT4の274個の全ORFのうち約半数は機能が判明しているが,残り

の半数は機能未知である.我々は,近年開発された新しい相同性検索ツールであるPSI-

BLASTを用いて,立体構造データベース(PDB)中のタンパク質に対する検索を行い,機能

未知タンパク質の立休構造予測を試みた.PSI-BLASTは反復的にデータベースを検索し

てマルチプルアラインメントを作成するいわゆるプロフィール型配列検索プログラムで

あり,PASTA/BLASTなど従来のペアワイズ型の配列検索法に比べ,2-3倍の遠縁の相

同配列まで識別できるといわれている.上記T4ファージ全ORFに対しPSトBLASTサー

チを行なった結果,PASTA/BLASTなど従来法では検出されないが,PSl-BLASTでは有意

な相同性が検出されたものが13億見つかった. これらに関しては既知構造との類似性

から立体構造を予測することができた. さらに,13個のうちの3個については,次の

ように機能予測された.vs.1遺伝子は大腸菌SLT70のC端 ドメインとの類似性よりリ

ゾチーム様活性をもっこと,また e.1遺伝子は大腸菌 mutTとの類似性よりピロリン

酸加水分解辞素の 1種と推定されること,rIIA遺伝子はN端 ドメインが熱ショック性タ

ンパク質 Hsp90と類似LATP結合能をもつことが推定された.詳細は文献 1および上

記 GTOPデータベ-スを参照されたい.

(2)新しい立体構造比較アルゴリズムNatrasの開発 :川端 猛,西川 建

タンパク質の立体構造を相互に比較し類似性を定量化して示すような自動解析のプロ
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グラムはすでにいくつか開発されているが,構造の類似度を与えるスコア関数は直観的

または任意に定義されたものばかりで問題が多い.我々は,より客観的かつ妥当な定義

として分子進化のマルコフ連鎖モデルに立脚した次のような定義を導入した.2つの立

休構造 iとJの類似度はlogP(j-〉i)/P(I)で与える.ただし,P(j-〉i)は進化の過程

で構造jが構造 iに変化する確率であり,P(i)は構造 iが偶然に生じる確率である.配

列比較におけるDayhoffのアミノ酸置換モデルと同様に,確率P(i-〉i)はマルコフ連鎖

モデルに従って算出する.必要なパラメータ値を計算するために,多数の類似した構造

ペアを用意し,構造ペア間での構造変異を数え上げ,遷移確率行列を求める.遷移行列

のベキ乗により得られる行列は,より長い進化過程の遷移行列を意味する.具体的な構

造類似性スコアとして,残基環境スコア,残基間距離スコア,二次構造要素(SSヒ)スコ

アの3種類を用いた. これらのスコアは階層的に使用され,まず第 1段階ではSSEスコ

アを用いて構造どうしの粗いアラインメントを行い,その後さらに詳細なスコアを用い

てアランメントを順次改善する. 全工程は自動的に処理される. この新しいアルゴリ

ズムをNatrasと命名した.Natrasの性能を見るために,立体構造データベースPDBに

格納されたすべての立体構造に対して相互比較のテストを行ない,標準的な立体構造分

類データベースであるSCOPの結果と比較した.SCOPは自動分類ではなく,機能的な類

似性など構造以外の知見も加味された分類であり,Natrasによる分類とは一致しない点

もあるが,全体としては良好な結果を与えることが判った.Matrasは他の方法と比べ

て計算時間もそれほど掛からず,新規に構造決定されたタンパク質が既知構造のどれか

と類似するか否か等の判断などの実用にも適していると思われる.詳細は文献2で発表

した.

(3)人工グロビンの設計と合成(その2):磯貝泰弘I,石井杏奈2,太田元規,西川 建

(1理化学研究所生体物理化学研究室,2学習院大学理学部)

前年に引き続き,人工グロビン創製における改良に取り組んだ.設計対象は153残基

からなるαヘリックス型マッコウクジラ･ミオグロビンであり,天然タンパク構造を固

定し,3Dプロフィールを再帰的に作成しながら,最適配列を探索した. その後一般的

なグラフィックソフトなどを利用し,明らかなぶつかりを解消して合成する配列を決定

した.前回,こうして設計された配列(DGlと命名)を大腸菌で発現させ,構造の特性を

調べたところ,モノマーでコンパクト,αリッチな球状タンパクで,水中での概形はグ

ロビン様であることがわかったが.アミノ酸側鎖間のパッキングが緩く,立体構造の単

一性が実現されていないと思われた.その点を改善するために本研究では,疎水性残基

間の相互作用に注意しながらDGlの配列を見直すことにした.主な変更点はDGl中のい

くつかのLeu,Metをベータ炭素で分岐した側鎖をもつIle,Valで置換することである

が,3Dプロフィールを参照しながら,DG2-4の3種類の配列を設計した.合成の結果,

これらの変異体はどれもコンパクトかつαリッチな形状をもつことが判ったが,変性剤

による変性曲線には顕著な差が生じた.天然グロビンのアポ体(apoMb)をコントロール
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として比較すると,人工グロビンはどれも天然グロビンよりも安定で変性しにくいとい

う結果になった.また,人工グロビンのうち,11個のLeuを7個のIleと4個のValに

置き換えたDG3はもっとも安定性が低く(天然型に近く),変性一再生実験における協同

性がもっとも強く(天然型に近く),もっとも分離の良いNMRスペクトルを与えることが

判った. 以上の結果,疎水性のLeu(または Met)をベータ炭素分岐の側鎖をもつ同じ

く疎水性残基(IleまたはVal)で置き換えてやると,側鎖の自由度が減少し安定性は低

下するが,構造の単一性(協同性)は増大することが示唆された. 詳細は文献3,4で発

表した.

(4)3D-1D法によって予測されたタンパク質立体構造の物理化学的評価 :金城 玲,西川 建

タンパク質の立体構造予測はまだ未解決の問題である.天然構造を予測するのは非常に

難しいので,通常は正しい ｢フオールド｣を予測することが目標とされる. この場合の

フオールドとは側鎖の詳細構造は無視したときの骨格構造の大まかなトポロジーを意味す

る.正しいフオールドを決定する物理化学的な要因は何かという問題はまだ明確にされて

いないが,近年では,水和項を加えた分子力場計算により,正しい天然構造をそれ以外の

誤まった構造から区別することに成功したとする報告が出はじめている.本研究では物理

化学的エネルギー関数を用いて,正しいフオールドと誤ったフオールドを識別しうる要因

は何か,を見つけることを目的とする. まず最初に,標準的な3D-1D法を用いて正しい

フオールドと誤ったフオールドを用意する.次にそれぞれのフオールドに基づき全原子モ

デルを生成し,原子間のぶつかりをなくすようにエネルギー最小化計算を行う. 正しい

フオールドから出発し上記の操作を実行すると,主鎖構造は天然構造のそれとはぼ同一だ

が,側鎖パッキングは異なるような構造が得られる.これを準天然構造と呼ぶことにする.

X線構造から得られる天然構造.上記の準天然構造,誤ったフオールドに基づく非天然構造

という3種類についてエネルギー値を比較すると,予想どおり前2者は非天然構造よりもエ

ネルギー的に低くなる.さらに前2着を比較すると,天然構造は準天然構造よりも低く,両

者のエネルギー差は大きい.エネルギーを個別のエネルギー項に分けて詳細に見ると,疏

水相互作用や溶媒による電気的遮蔽およびボルン･エネルギーなどの溶媒効果は,正しい

フオールド(前2者)と誤ったフオールドの間で大きな差があること,一方.天然構造と準

天然構造との間の大きなエネルギー差は主に側鎖パッキング･エネルギーによりもたらさ

れることが判明した.詳細は文献7で発表した.

研究業績

(1)原著論文

l･Kawabata,T.,Arisaka,F.andNiShikawa,K.:Structural/functionalassign一

mentofbacteriophageT4unknownproteinsbyiterativedatabasesearches.

GENE,259,2231233,2000.

2.Kawabata,T.andNishikawa,K,:Proteinstructurecomparisonusingthe
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Markovtransitionmatrixofevolution.PROTEINS,41,108･122,2000.

3･Isogai,Y"Ishii,A.,Fujisawa,T.,Ota,M.andNishikawa,K.:Redesignofartifi･

cialglobins:EffectsofresiduereplacementsathydrophobicSitesonthestruC-

turalproperties.Biochemistry,39,568315690,2000.

4･Isogai,Y"Ishii,A.,Ishida,M.,Mukai,M.,Ota,M.,Nishikawa,K.andlizuka.T.:

Structuralandfunctionalpropertiesofdesignedglobins.Proc.IndianAcad.

Sci.(Chem.Sci.)112,215･221,2000.

5･Nakashima,H.andNishikawa,K.:ThegenomicDNAsequencesofvariouS

speciesaredistinctivelydistributedinnucleotidecompostionspace.Res.Comm.

InBiochem,Cell&Mol.Bio1.,4,25･45,2000.

6･YusufAli,M.,Khan,M.L.A.,Shakir,M.A.,Fukami･Kobayashi,K.,Nishikawa,

K.,andSiddiqui,S.S.:Expre88ionandCDNAcloningofklp-12geneencoding

anorthologofthechickenchromokimesin.mediatingchromosomeSegrega-

tioninC.elegans.,J,BIOChem.Mol.Biol.,33,138-146,2000.

71Kinjo,A.R.,Kidera,A.,Nakamura,H.andNishikawa,K.:Phy8ico･chemical

evaluationofproteinfoldspredictedbythreading.Eur.Biophys_J.,inpress.

(2)その他

1.川端 猛,西川 建 :タンパク質構造予測コンテスト CASP3.生物物理 Vol.40,

pp.52-56,2000.

2.西川 建 :ゲノム情報からの立体構造予測.生物物理 Vol.40,pp.307-30,2000.

3.西川 建 :構造ゲノム学と立体構造予測.｢生物の働きを生み出すタンパク質のか

たち｣(｢大学と科学｣組織委員会編,クバプロ)pp.43-56,2000.

4.松尾 洋,西川 建 :タンパク質の配列解析と構造予測.鹿川有機薬科学実験謙座

第 1巻(鹿川書店)pp.92-109,2000.

5.太田元規 :複雑系の事典-適応複雑系のキーワード150-.(複雑系の事典編集委

員会編,朝倉書店),分担執筆,2001.

(3)発表講演

1.西川 建 :ゲノム情報からタンパク質の立体構造へ.科研費基盤研究(C)｢プロテ

オーム時代の計算構造生物学｣公開シンポジウム,東京,1月.

2.西川 建 :ゲノムの機能構造予測一情報解析の展望.日本学術会議公開講演会 ｢ゲ

ノム科学の課題と統合的研究推進のための共同体制｣,東京,2月.

3.西川 建 :配列空間の "島モデル"再考.京都大学基礎物理学研究所 ｢物性研究｣

セミナー,京都,3月.

4.磯貝泰弘,太田元規,石井杏奈,藤沢哲郎,西川 建 :球状タンパク質のデノボデ

ザイン.蛋白合同年会東京2000,東京,6月 .

5.西川 建,川端 猛,福地佐斗志,石井崇拝,太田元規 :遺伝子機能同定を目指し
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たゲノムサーチ.高次ゲノム研究会,三島,7月 .

6･Fukuchi,S.andNishikawa,K.:Distinctivedistributionsofthermophilic/me･

Sophilicbacterialproteinsintheaminoacidcompositionspace(Posterpresen･

tation).The14thSymposiumoftheProteinSociety.SanDiego.August.2000.

7･Nishikawa,K.:NucleotidecompositioninbacterialGenomes.APAN-2000.

Beijing.August.2000.

8.磯貝泰弘,太田元規,西川 建 :DNA結合タンパク入CROモチーフのデノボ設計と

合成 .第38回日本生物物理学会年会,東北大学,9月.

9.中島広志,山下紗代,西川 建 :2種マイコプラズマに見られるゲノム塩基組成の

変異の方向性 .第38回日本生物物理学会年会,東北大学,9月.

10.金城 玲,西川 建 :3D-1D法によって予測されたタンパク質立体構造の物理化学

的評価 .第38回日本生物物理学会年会,東北大学,9月.

ll.川端 猛,福地佐斗志,石井崇拝,太田元規,伊藤武彦,落合孝正,市吉伸行,西

川 建 :全ゲノム立体構造予測データベースGTOP.第38回日本生物物理学会年会,

東北大学,9月.

12.福地佐斗志,西川 建 :好熱菌タンパク質の分子表面におけるアミノ酸組成の特徴.

第38回日本生物物理学会年会,東北大学,9月 .

13.太田元規 :ゲノムのdesignabillty.コンビュ-チ-ショナルゲノミクス勉強会,

東北大学,9月 .

14･Nishikawa,K.:Proteinstructurepredictionfromgenomesequenceinforma-

tion.The12･thNagoyaConference.Okazaki.October.2000.

15.西川 建 :立体構造予測の10年史.生物物理バイオインフォマテイクス講習会,東

京農工大学,11月.

16.西川 建 :ゲノム情報からのタンパク質の立体構造/機能予測.第23回日本分子

生物学会シンポジウム,神戸,12月.

17.西村昭子,藤島博史,川端 猛,西川 建,笹沼明美,小林恭子 :大腸菌の細胞分

裂の時期決定機構.第23回日本分子生物学会(ポスター発表),神戸,12月.

18.藤島博史,川端 猛,西川 建,松滞 洋,西村昭子 :大腸菌 ltsYE‡operon

の機能解析.第23回日本分子生物学会(ポスター発表),神戸,12月.

19.深海 薫,舘野義男,西川 建 :ペリプラズム結合タンパク質の立体構造の系統進

化.第 23回日本分子生物学会(ポスター発表),神戸,12月.

20.山川武庫,池上 徹,加藤潤一,川端 猛,西川 建,森 浩禎,西村昭子,山崎

由紀子 :統合型大腸菌データベースPECの拡張.第23回日本分子生物学会(ポス

ター発表),神戸,12月.

21.鈴木健司,山川武嵐 小笠原直毅,加藤潤一,西川 建,山崎由紀子 :微生物ゲノ

ムの情報学的解析.第23回日本分子生物学会(ポスター発表),神戸,12月.
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Ⅰ･C. 遺伝子株能研究皇

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,東海大学医学部とフジャバイオサイエンス研究所との共同研究により,

HLAクラスⅠゲノム額域の進化を調べている.HLAクラスⅠには主にA,a,Cの遺伝子

座があるが,BとC遺伝子座は複製されたゲノム断片に存在していることが分かっている.

私達は,複製断片のそれぞれに起原を同じくする数個の不完全なLINE配列が存在するこ

とを発見し,これらのLINE配列を解析することにより,BとC遺伝子座の進化起原を推

定した.また,これらの遺伝子座には非常に多くの対立遺伝子があることが知られてい

るが,これらの遺伝子の起原を探ると,その一部の遺伝子がヒトとチンパンジーの共通

祖先から由来したという示唆に辿りつく.つまり,∫.Kleinの提唱した種間多様性を支

持する結果を得たことになる. 1つのゲノム断片に中立的な配列と典型的な正の自然選

択を受けている遺伝子が共存するのも面白い例だと思われる.

また当研究室では大量遺伝情報研究室と協同でペリプラズム結合タンパク質(PLBP)の

進化を調べている.ペリプラズム結合タンパク質(PLBP)は,ATP-bindingcassette

(ABC)タンパク質が関与する輸送システムにおいて,輸送物質との結合を行なう一群の

タンパク質である.立体構造の違いにより,3つのタイプに大別出来る.PLBPの系統

樹と立体構造の比較結果をもとに,どのようにこの3つのタイプが出現したかを解析し

た.バクテリアのリプレッサーにはPLBPと相同な構造を持つものがある.全ゲノム配

列が決定されている生物種でこれらリプレッサーとPLBPの系統関係を解析した結果,リ

プレッサー ･PLBP各々で並行して基質特異性が獲得されたことが分かった.

さらにフロリダ大との共同研究で,タンパク質の進化の過程でアミノ酸の補償的な置

換がどのように起こるかを,祖先配列を推定して調べた.

これらの他に,日本I)NA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への登録 ･公開を行なった.

研究業績

(1)原著論文

1.Tateno,Y.,Miya21aki,S.,Ota,M.,Sugawara,H.andGojobori,T.:DNAData

BankofJapanincollaborationwithmasssequencingteams.NucleicAcidsRes

28,2000.

2.Miyazaki,S.,Hashimoto,H.,Shimada,A.,Tateno,Y.andSugawara,H.:Anew

fileformatandtoolsforthelarge-scaledatasubmissiontoDNADataBankof

Japan(DDBJ).InCurrentsinComputationalMolecularBiology.pp60I61,
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Miyano,S.,R.ShamirandTakagi,T.ed.UniversalAcademyPress.Tokyo,
2000.

3.Abola,E.E.,Bairoch,AりBaker,W.C.,Beck,S.,Benson,D.A.,Berman,H.,

Cameron,G.,Cantor,CりDoubet,SりHubbbard,TJ.P.,Jones,T.A.,Kleywegt,

G.J.,Kolaskar,A.S.,Kuik.Van.A.,Lesk,A.M.,Mews,H/W.,Neuhaus,D.,

Pfeiffer.FりTenEyck.L.F.,Simpson.R.J.,StoSSer,G.,SuSSman,J.L.,Tateno,

Y.,Tsugita,H.,Ulrich,E.LandViegenthart,J.F.G.:Qualitycontrolindata

banksformolecularbiology.BioEssay822:1024･1034,2000.

4.Yusuf,Ali.M.,Khan,M.LAリShakir,M.A.,Fukami･Kobayashi,K.,Nishikawa,

K.andSiddiqui,S.S.:ExpressionandCDNAcloningofklp-12geneencoding

anorthologofthechickenchromokinesin.mediatingchromosomeSegrega･

tioninCaenorhabditiselegans.J.Biochem.Mol.Biol.33:138･146,2000.

(2)その他

1.舘野義男,菅原秀明,五偉堀孝 :日本I)NAデータバンク(Dl)BJ)とゲノム医学,覗

代医療32:89-96,2000.

(3)発表講演

1.舘野義男:BioinfomaticactivityoftheDNADataBankofJapanandBioinformatic

analysi80faHLAregion,InteractiveMeetonGenomicsResearchintheNew

Millennium,デリー,インド,2月,2000.

2.舘野義男:NeutralandselectiveaspectsofaHLAIgenomesequenceregion,

TheFirstAntonDohrnWorkShop,ナポリ,イタリア,5月,2000.

3.舘野義男:DDBJactivityonmicroarraydatabaseOntologiesandDatabase,The

SecondInternationalMeetingonMicroarrayDataStandards,ハイデルバーグ,

ドイツ,5月,2000.

4.舘野義男:GenomicevolutionoraHLAIregion,HeinrichHeineUniversitat

DusSeldorf,デュッセルドルフ,ドイツ,5月,2000.

5.Fukami･Kobayashi,K.,Tateno,Y.andNishikawa,K.:Achangeofthree･di･

mensionalstructureinperiplasmicbindingproteinsintheirevolutionarybis-

tory.SMBE2000.NewHeaven,June,2000.

6.舘野義男:DNADataBankofJapanforthestudyofevolutionaryanalysisofa

HLAgenomicregion,2000ShanghaiSymposiumonBioinformaticsand

Genomics,上海,中国,7月,2000.

7.深海 薫,舘野義男,西川 建 :ペリプラズム結合タンパク質の立体構造の系統進

化,第2回日本進化学会,東京,10月.

8.深海 薫,舘野義男,西川 建 :ペリプラズム結合タンパク質の立体構造の系統進

化,第23回日本分子生物学会第23回年会,神戸,12月.
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Ⅰ-a.分子分類研究室

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(I)DBJ)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VFCC-

NIRCENYolrdDataCentre forMicroorganisms(WI)CN)の研究事業も行っている.

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と宮崎 智が遂行し,研究成果公

開などのためのYeb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)DI)BJ研究事業 :菅原秀明,宮崎 智(研究業績(3)-8,9参照)

a.登録データ処理システムの強化

DDBJは数年来ゲノムプログジェクトから生まれる大量データ処理システムの強化に務

めてきた.国際塩基配列データベースに登録済みであった全データに匹敵する規模のヒ

トゲノムドラフトシークエンシングの成果の登録についても,国内のシークエンシング

グループならびに米国NCBlおよび欧州ENBLの協力ならびに大量データ処理システムの

先行開発によって対処することができた.

さらに,集中的に大量登録されたデータに対して,特に生物学的意味(アノテ-ション)

について,大規模な更新が予想されることから,データ登録後の査定 ･公開までも視野に

入れたデータの流れ全体を全面的に見直しを始めた(TSUNANlプロジェクト).

b.Genone lnformationBroker(GIB)の拡張 (研究業績(1)-1参照)

大腸菌ゲノムデータの登録を契機として.DI)BJではそれまでのエントリー単位のデー

タベースと検索システムの他に,ゲノム単位の検索と解析が可能なシステム開発に着手

した.GIBである.その後,ゲノム配列とアノテ-ションが公開され次第データをGIB

に登録してきている.現在は,個別の菌株および横断的にキーワード検索とBLAST検索

および検索結果のグラフィカル表示を公開している(http://www.ddbj.nig.ac.jp/の

ゲノム解析のメニューから選択可能). 今後,独自のデータ解析を加えた結果を公開し

ていく予定である.

また,チ-夕解析の他に.多様な情報源からの大量のデータを効率的に処理するための

基本システムの改良も進めている. このシステムでは‡NLを活用している. クライアン

トでユ-ザからの入力にしたがって問い合わせXNLを作成し,それがサーバに送られる.

サーバでは送られてきた問い合わせXNLを解析し,検索を実行する.検索が終了するとサー

バは結果川Lを作成し,クライアントに送信する. クライアントは結果XMLを受け取り

HTNLに変換し表示する.

なお,微生物ゲノム配列が毎月のように公表されてきたが,それらは迅速にGIBに
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組み込んでいる.

C.xNLの応用 (研究業績(1)-1参照)

データの相互利用性を高めると期待されているXMLをGlBに加えてDI)BJ検索にも適

用を試みた. これまではいわゆるFLATFILEformat(FFformat)で扱われることが

多かった種々の検索結果をXNL形式で利用可能になる. したがって,1000万件,10億

塩基対を超えたDDBJ/EMBL/GenBankデータベースから研究目的に応じて抽出した部分集

合を,プライベー トデータベースに自動的に取り組むことも可能になる.

(2)YDCM研究事業 :菅原秀明,宮崎 智

a.yDCN事業(研究業績(2)-1と(3)-4参照)

分子分類研究室はYFCC-NIRCENWorldI)ataCentreforMicroorganisms(YJ)CM)

の研究事業も担当している.YFCCはYorldFederationforCulttJreCollection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,YI)CN

はそのデータセンターである.YDCM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://ydcm.nig.ac.jp/から公開している.

yFCC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への情報技術の活用を図っている.例えば,国内でもまだ

事例がほとんどなかった時期にYYYサーバーを公開し,また,インターネット上に分散

したデータベースを並列検索可能としたAgentforHuntingNicrobiallnfomla-

tl0ninInternet(AHMMI)も類似システムに先駆けて公開した.

b.生物分類同定ワークベンチlnforBIOの研究開発(研究業績(3)-2,5,7参照)

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

成される菌株情報へ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標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.

lnforB10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括,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,‡NL,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.今年度末には,試作システムをCI)-ROMで配布する

予定である.

(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.特許関連配列データの扱いについて

DI)BJはJapanPatentOHice(JPO)から特許手続き上公開された塩基配列とアミノ

酸配列を受範し,ENBLおよびGenBankとデータ交換することによって広く一般に公開し

ている. そのために,JPOとデータ受け入れのために随時打合せを行ってきた.

今年度はデータ受け入れに加えてバイオインダストリー協会の委嘱を受けて,USTPOお
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よびEPOにおける特許配列データの取扱いに関する訪問調査に協力した.その調査にお

いて注目すべき点は,USTPOもEPOも特許審査に必要な配列検索のアウトソーシング杏

検討中あるいは実施中であったことである.DDBJ/ENBL/GenBankのデータベースは直

近の1年で2.7倍に増大したが,このように指数関数的に増加するデータベースをUSTPO

ならびにEPOの庁内で維持していくことに関して疑問が発生してきたためである.EPO

はすでに,審査のためのキーワ-ド検索と相同性検索を専用回線を介して,ENBLのサー

バーで行っている.

b.生物資源センター(BiologicalResourcesCentres(BRC)) (研究業績(4)-3,6参

照)

日本提案に基づいて,OECI)のYorkingPartyforBiotechnology(YPB)において,

生物資源センターのあり方が検討されている. 具体的議論は,YPBに1999年に設けら

れたTaskForce(議長 菅原)において進められてきたが,2000年末にTaskForceと

しての報告書 rBiologicalResourceCentres:Underpinningthefutureoflife

sciencesandbiotechmologyJがまとめられ,YPB(2月16日)での承認を待ってい

る. この報告書の結論は,EstablishnationalBRCs,Developanimternatiomal

accreditationsystemforBRCs,CreateinternationallinkagesamongBRCs,

EnhanceinternationalC0-Ordinationandharnonizationofstandards.rules

andregulationsforBRCsならびにEstablishaglobalBRCnetyorkをOECI)加

盟緒国およびその他の国にも呼びかける形になっている.

C.GlobalBiodiversityInformationFacility(GBlF)

GRIFは,米国の提案によって,OECDのMega-scienceForumに設けられたBiological

lnformaticsのグループにおける3年間の議論から生まれた構想であるが,1999年9月

からOECDの手を離れて独立のInterimSteeringCommittee(lSC)において,設立に

向けて各国の間で議論と調整が行われてきた.その結果,2000年12月にコペンハーゲ

ンで開催された第4回ISC会合で,設立に向けて各国の間の合意文書(NOU)などの文書が

ほぼ確定し2001年には国際公募によってGBIF事務局が決定し具体化に向かうことに

なった.分子分類研究室はNega-scienceForuDの時点からGBIFの議論に参加してお

り,YI)CNとの関連からもDDBJの競点からも,GBIFに積極的に関与していくことが期待

される.なお,参照URLは(http://www.gbiL.org/).

研究業績

(1)原著論文

1.Miyazaki,S.andSugawara,H.:DevelopmentofDDBJ･XMLandItsApplica-

tiontoaDatabaSeOfCDNA,Genomelnfbrmatics2000,UniversalAcademy

PresS.Inc(Tokyo),380･381,2000.
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(2)その他

1.菅原秀明 :微生物資源センターとデータ括軌 ライフサイエンスのための系統保存

とデータバンク(中辻憲夫編),130-135,共立出版株式会社,東京,2000年.

2.森 浩被,菅原秀明,内山郁夫 :大腸菌ゲノム,ライフサイエンスのための系統保

存とデータバンク(中辻憲夫編),118-124,共立出版株式会社,東京,2000年.

(3)発表講演

1.天野 誠,江崎孝行,河村好章,菅原秀明 :I)NAチップを用いた細菌同定法の開発,

日本微生物資源学会第7回大会,仙台,2000年6月8日.

2.菅原秀明,宮崎 智 :微生物情報ネットワークの技術的課題,日本微生物資源学会

第7回大会,仙台,2000年6月8日.

3.菅原秀明 :OECDによる新時代型生物資源センター(BRC)の考え方,生物資源ワーク

ショップ,東京,2000年6月14日.

4.Miyazaki,S.andSugawara,H.:WFCCWorldDataCentreforMicroorganisms

(WDCM):Itsactivitiesandtheutilizationofinformationteclmologyforcul-

turecollectionsandmicrobiology･The9thInternationalCo叩re88forCulture

Collections,July22･27,2000,Brisbane.

5.Sugawara,H.andMiyazaki,S.:Linkingmicrobialgeneticresourcesinculture

collectionswithnucleicacidsequences,The9thInternationalCongre88for

CultureCollections,July22･27,2000,Brisbane.

6.Salomon,W.,Doyle,A.andSugawara,H.:OECDTaskForceonstrategyforthe

long-termdevelopmentandsustainabilityofBiologicalResourceCentres,The

9thinternationalCongressforCultllreCollections,July22･27,2000,Brisbane.

7.Sugawara,H.:BioinformaticS,ManagementandOperationofCultureCollec-

tionsTrainingCourseofthe9thinternationalCongressforCultureCollec･

tions,July29･30,2000,Brisbane.

8.Sugawal･a,H.:RolesandValueofPublicDatabasesinthetimeofGenomics

anditsindustrialization,Proceedings0fBIOJAPAN2000,83･86,Sep.27,

2000,Tokyo.
9.宮崎 智,菅原秀明,五備堀孝 :ゲノム情報学,最新医学,56(1).64-71,2000.

J.放射線･アイソトープセンター

｢放射線アイソトープセンター｣は,昨年,助手 ･藤田昌也が海外留学中に,助教授 ･

定家義人が転出し,一時的に教官不在の状態となった.センター長 ･石浜 明教授(分子

遺伝研究系兼任)が中心となり,技官 ･谷田勝教(放射線取扱主任者),技官 ･原登美雄が

協力して管理運営に当たった.本年度教官選考が進み,空席となっていた助教授に,本

年 11月に仁木宏典が熊本大学分子発生医学研究所から転任し,正常な状態に復帰した.
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アイソトープ使用施設は,今年も所内の研究需要に応えて正常に管理運営され,放射線照

射施設も頻度は低いが所内外の需要に応えた.

センタ-長 ･石浜 明は.分子遺伝研究部門での研究を統括すると共に,当センタ-

では,技官 ･谷田勝教の協力を得て,大腸菌転写因子の研究を行った.

(1)大腸菌転写因子とRNAポリメラーゼの相互作用 :谷田勝教,石浜 明(遺伝研 ･放射

線アイソトープセンター)

細菌の遺伝子発現には,恒常的に発現している遺伝子を除いて,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ことで支配下遺伝子の昂進または抑制を行う.大腸菌では転写

因子 1001150種類がRNAポリメラーゼと直接接触し,その機能に影響を与えると推定さ

れている. これら転写因子群は,接触相手のRNAポリメラーゼのサブユニットα,0,

β,β'に応じて,クラス1,2,3,4の4群に分類されている(lshihama.2000).最

近,クラス1及びクラス2の転写因子群については,α及びoサブユニット上での接点

の分析が進んでいる.多数の転写因子,特にβ及びβ'サブユニットと相互作用するク

ラス3及びクラス4転写因子について,RNAポリメラーゼ上の接点のマッピングを行う目

的で,多数の大腸菌転写因子の大量発現と純化を行った.大腸菌蛋白でありながら時に

大量発現が困難な転写因子があったので,各種の大腸菌株を準備して,発現を許容する

宿主を選択する操作を挿入することで,これまでに転写因子26種類の発現精製に成功し

た. 既に分子遺伝研究部門で純化されていたものを含めて50種類を超える大腸菌転写

因子をもっこととなった. これら転写因子コレクションを用いて,RNAポリメラーゼ上

の接点を同定すると同時に,抗体を調製し,各種培養条件で転写因子の細胞内濃度を測

定する計画である.

K. 実験圃場

実験開場は,植物関連研究および保存配布事業のための材料の栽培 ･管理を行い,こ

れに必要な圃場,水田,温室の保守管理に携わる任務およびこれに必要な研究活動の任

務を負っている. また系統保存事業に必要な業務や野生イネを中心とした植物実験系統

の維持管理を行っている.実験聞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当たった.

また本年度より鈴木 温と三好一丸の2名が生研機構派遣研究員として研究に参加して

いる.各スタッフは上記業務管理に当たると共に,植物遺伝研究室の研究グループに加

わり,植物資源としての新たな研究素材の開発,利用の研究に取り組んでいる.本年度

の研究は,(1)文部科学省より科学研究費奨励研究(A)｢イネの機能的動原体領域の単離と

構造解析｣(野々村),および(2)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 ｢穀類細胞への新たな遺伝子導入法の開発｣(野々村)の支援
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を受けた.植物遺伝研究室とのグループ研究の内容については植物遺伝の報告を参照さ

れたい.

主に野生イネ種子について約 151系統の更新増殖と900系統の配布を宮林技官が行っ

た .圃場,水田,温室の利用に関しても,例年と同様幾つかの大学の研究者により共同

研究への利用がなされた.

研究業績

(1)原著論文

1･Nonomura,K,Ⅰ.andKurata,N.:TIleCentrOmereCOmpOSitionormultiplere-

petitlVeSequenCe80mricechromosome5.Chromosoma,inpress.

(2)発表講演

1･Nonomura,K.Ⅰ.andKurata,N.:Centromerestructurewithmultiplerepeti･

tivesequencesofricechromosome5.Plant&AnimalGenomeVIII,SamDiego,

USA,January.

2.野々村賢一,倉田のり:イネ第 5染色体の構造解析 :BACクローンの整列化,日本

育種学会第97回講演会,つくば,4月.

3.野々村賢一,倉田のり:イネ第 5染色体の動原体舞域の構造解析,イネ遺伝学 ･分

子生物学2000,京都,6月.

4.野々村賢一,倉田のり:イネ第5染色体の動原体商域の構造解析,染色体学会第51

回大会,横浜,10月.

5.鈴木 温,田中一朗 :高等植物の減数分裂における動原体の構造と機能,染色体学

会第51回大会,横浜,10月.

6.Nonomura,K.I.andKurata,N.:Centromerestructureofricechromosome5.

The4thInternationalRiceGeneticsSymposium,IJOSBan°s,Philippines,Oc-
tober,

7.Kurata,N.,Suzuki,T"Nonomura,KL:Ricecentromerestructurewithre･

petitivesequencesandconstructionofriceartificialchromosome(RACs).In-

ternationalWorkshoponIntegrationorBiodiversityandGenomeTechnology

forCropImprovement,Tsukuba,Japan,Novembel･.

8.野々村賢一,倉田のり:イネ第5染色体の動原体観域における繰り返し配列の構成,

第23回日本分子生物学会年会,神戸,12月 .
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L.技術課

1984年4月12日に国立大学共同利用機関への改組 ･転換に伴いこれまで各研究室に

分散所属していた研究補助員は研究所全体として業務の効率化 ･待遇改善を目的として

技術裸が組織され現在に至っている.

技術殊の組織は課長及び動物粧,植物 ･微生物班,機器班の3斑からなり,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. 秩

長石井百合子は集団遺伝研究部門,動物粧長境雅子は発生遺伝研究部門,第-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

陣内責任 ･水晶洋一係員は共に噴乳動物遺伝研究室に配属されている.植物 ･微生物班

長原登美雄は放射線 ･アイソトープセンター,第一技術係永口貢係長と宮林登志江係員

は美浜開場に,三浦明日香係鼻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,坂季美子係且は原核生物辻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-技術係長芦川祐毅は実験開場,芦川東三夫

係負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.

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-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 ･姓長 ･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(隔週火曜 日午後 5時 30分から)では

｢RecombinantDNA｣の輪読,課長との個人面接(平成 12年は1回)等を行っている.

平成 12年の所外活動としては ｢第 11回生物学技術研究会｣(基礎生物学研究所主催)

が2月24日(木)～25日(金)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70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. 口頭発表9題とポスター発表46題が提出され,

村松佐知子技官が ｢出芽酵母の突然変異導入｣の演題で口頭発表し,大石あかね技官が

｢線虫C.e/egansにおける走化性と温度走性のアッセイ｣の麗目でポスター発表を行った.

谷口美佐子 ･坂季美子並びに三浦明日香各技官は発表に対する活発な質問や技術面での

意見交換を行った.

r平成 12年度東海 ･北陸地区国立学校教室系技術職員合同研修(生物コース)｣が7月

26日(水)～28日(金)の3日間,岡崎国立共同研究機構(主催)で開かれ,約30名の技官

が参加した.今回の合同研修に初めての参加である水晶洋一 ･谷口美佐子及び村松佐知

子技官の3名が参加し,26日～27日の午前中にかけては ｢服務｣に関する甜義や基礎生

物学研究所教官の甜義を4題受耕した.27日午後からは参加者全員が4姓に分かれ谷口

美佐子技官は第2粧 rゲノムDNAの多型をみる｣,村松佐知子技官は第3砿 ｢培養細胞を
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用いたタンパク質の局在観察｣を,水晶洋一技官は第4班 ｢mRNA発現の局在観察｣の実

験 ･実習でそれぞれ技術的な面を研修すると共に懇親会では活発な意見交換を行った.

参加した技官3名は受講後の感想と要望を技術課ミーティングで発表した.

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.



202

ⅠⅤ.海外における活動

氏 名 内 容 渡 航 先 期 間

宮崎 智山暗由紀子広海 健野々村賢一藤山秋佐夫菅原 秀明菅原 秀明五僚堀 孝舘野 義男斎藤 成也 PacificSymposiumonBiocomutingに アメリカ合衆国アメリカ合衆国アメリカ合衆国アメリカ合衆国アメリカ合衆国アメリカ合衆国フ ラ ン スアメリカ合衆国イ タ リ アフ ラ ン ス 12.1.4-

参加し欧米における生物学データベース 12.1.ll12.1.8-

構築と利用の実態調査

｢Plant&AnimalGenome｣にてイネデー

夕べ-スの発表 12.1.14

PeyScholarsProgramReunion参加 12.1.8-

U.C.SFで研究打ち合わせ 12.I.14

｢Plant&AnimalGenome｣研究成果発 12.1.8-

表及び ｢AgricultureNicrobes｣におい 12.1.1612.1.11′-

て情報収集

ヒトゲノムシーケンシング戦略会議出席

及び米国エネルギー省ゲノム研究所にて 12.1.1512.1.11～

研究打ち合わせ

｢ThesixthⅠntermatinalStrategy

meetingbnllumanGenomeSquencingJ 12.1.1512.1.19～

に出席しデータベースの調査研究

OECD/YPB等に出席､調査研究

｢微生物情報資源情報システム｣に関する 12.1.28

魚類の系統進化に関する打ち合わせ海洋動物学研究所において遺伝子の自然 12.1.22-12.1.2412.2.5-

史学的研究の成果及び打ち合わせ 12.2.ll

血液型遺伝子の進化,分子進化,類人猿ゲ 12.2.9-
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氏 名 内 容 渡 航 先 期 間

石浜 明武田 洋幸小出 剛舘野 義男上村陽一郎石浜 明斎藤 成也上田 均後藤 聡広海 健宮崎 智岡部 正隆五候堀 孝 ローンゲノム会議に出席及び日豪共同研 オース トラリアアメリカ合衆国連 合 王 国 12.2.10-

究打ち合わせ 12.2.21

ニューヨーク大学での講演及び研究打ち 12.2.13-

合わせ 12.2.18

対us類に関する博物館標本調査と画像資 12.2.13-

料等の収集 オ ラ ン ダ 12.2.27

インドデリーの生化学技術センターで開 イ ン ド連 合 王 国ド イ ツ連 合 王 国アメリカ合衆国アメリカ合衆国アメリカ合衆国アメリカ合衆国 12.2.21-

催される国際シンポジウムに出席 .講演 12.2.26

英国王立がん研究基金研究所における研 12.2.21-

究打ち合わせ 12.3.3

遺伝学研究資料に関する調査研究GreatApes:phenotypesandGeno- 12.3.9-12.3.1612.3.18-

typesに出席 .発表 12.3.24

ショウジョウバエ研究会議に出席 .発表ショウジョウバエ会議において分子機構 12.3.21-12.3.2812.3.22--

のイメージングに関する研究発表 12.3.28

ショウジョウバエ研究会議に出席 .発表 12.3.22-

日欧科学協力セミナーに出席 ス イ ス 12.4.5

微生物資源データベース及び解析ソフト アメリカ合衆国ス イ ス連 合 王 国 12.3.24-

の現状調査 12.3.26

ショウジョウバエ神経系に関する共同研 12.3.25-

究 12.4.2

MouseMicroarrays&Ⅰnformaticsに 12.3.27--
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氏 名 内 容 渡 航 先 期 間

平田たつみ小原 雄治佐々木裕之池尾 -穂斎藤 成也五候堀 孝川上 厚志武田 洋幸斎藤 成也池村 瀬道舘野 義男五億堀 孝菅原 秀明 日本スイス共同セミナー参加線虫ゲノムデータベースに関する共同研 ス イ スフ ラ ン スド イ ツオーストラリアアメリカ合衆国オーストラリアアメリカ合衆国アメリカ合衆国イ タ リ アイ タ リ アイ タ リ アイ タ リ アアメリカ合衆国 12.3.29--12.4.512.4.日～

究打ち合わせ 12.4.17

シンポジウム ｢DNAメチル化の生物学的 12.4.12-

重要性｣に出席し資料収集及び情報交換 12.4.18

ScientificReteatに参加及び耕演第69回AAPA年会に出席 .発表､テキサ 12.4.12-12.4.1912.4.13-

ス大学にて研究打ち合わせ 12.4.18

ScientificReteatに参加及び講演｢ゼブラフィッシュの発生と遺伝｣にお 12.4.15-12.4.1912.4.24-

ける研究発表及び打ち合わせ 12.4.30

｢ゼブラフィッシュの発生と辻伝｣にお 12.4.25-

ける研究発表及び打ち合わせ 12.5.4

ナポリ醸海実験所と国際研究集会に出席ナポリ塩梅実験所と国際研究集会に出席海洋動物学研究所にて開催されるアント 12.5.2-12.5.812.5.2-12.5.912.5.3-

ンドン学術会議に出席し謙演 12.5.8

TheFirstandTheSecondAnton 12.5.3-

I)ohrnyorkshopで講演 12.5.14

ヒトゲノム国際戦略会議におけるシーク 12.5.9-
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氏 名 内 容 渡 航 先 期 間

藤山秋佐夫宮崎 智舘野 義男小川 智子舘野 義男池尾 -穂平田たつみ斎藤 成也山崎由紀子′小林 薫広海 健 ゲノムシークエンスバイオロジ-会議に アメリカ合衆国アメリカ合衆国アメリカ合衆国フ ラ ン スド イ ツド イ ツ 12.5.10-

出席し研究発表 12.5.15

国際塩基配列データバンク実務者会議に 12.5.15-

出席し､生物多様性に関する情報システ 12.5.2012.5.15へ12.5.2012.5.19～

ムの情報収集

国際実務者会議に出席逓伝的組換えに関するワークショップで

講演及びキユリ-研究所にて情報交換 12.5.28

マイクロアレイデ-夕ベース会議に出席 12.5.24-

し意見交換 12.5.31

DKFZandENBLでの会議に出席及びフラ 12.5.24-

ンスがん研究所にてデータベースの研究 フ ラ ン ス中 国ド イ ツフ ラ ン スア メ リ カス ペ イ ンイ ギ リ ス 12.6.I12.6.4-

調査

NolecularandCellularNeurobio1-

ogyにおいて研究発表 12.6.8

生命情報データベースの利用実態調査ヨーロッパのマウス系統データバンクの 12.6.6--12.6.2812.6.7-

視察及び情報収集エール大学でのSNBE2000にて情報収集 イ タ リ アド イ ツアメリカ合衆国ギ リ シ ャ 12.6.1612.6.15-

及びコロンビア大学等にて研究連絡 12.6.26

第 12回国際ワークショップで研究発表及 12.6.15--
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氏 名 内 容 渡 航 先 期 間

伊藤 幸博林 茂坐倉田 のり石浜 明五榛堀 孝後藤 聡石原 健菅原 秀明舘野 義男五候堀 孝清水 裕菅原 秀明 第6回国際植物分子生物学会にて研究成 カ ナ ダギ リ シ ャド イ ツカ ナ ダカ ナ ダ 12.6.16--

果発表 12.6.25

ENBOワークショップに出席及び研究発表第6回国際植物分子生物学会にて研究発 12.6.17-12.6.2812.6.17-

義 12.6.28

国際会議での講演及びモントリオール大 12.6.20-

学等での研究打ち合わせ アメリカ合衆国 12.7.4

コロンビア大学等にてデ-夕ベースの利 アメリカ合衆国アメリカ合衆国アメリカ合衆国アメリカ合衆国中 国アメリカ合衆国アメリカ合衆国オーストラリア 12.6.21-

用状況調査 12.6.26

アリゾナ州立大学等にて研究打ち合わせ 12.6.22-

及びフレッドアツチンソン 12.7.3

ウェストコーストC.elegans学会で発表 12.6.23-

及びカリフォルニア大学等にて研究連絡 12.7.2

TheBioinformaticslndustrializa- 12.6.25-

tionYorkshopBioinformatics 12.7.I12.7.1～

comesofage等にて情報交換

上海ゲノム情報生物学シンポジウムに出

席講演 12.7.6

コロンビア大学にて研究打ち合わせ及び 12.7.ll--

データベース利用状況調査 12.7.14

細胞マトリックス形態形成の細胞活性化 12.7.22-

の共同研究に関する事務連絡 12.7.29
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氏 名 内 容 渡 航 先 期 間

宮崎 智前仲 勝実西川 健石浜 明嶋本 伸雄五候堀 孝舘野 義男今西 規石浜 明菅原 秀明今本 尚子 第 9回国際カルチャーコレクション会議 オーストラリア連 合 王 国 12.7.23-

出席 12.7.29

オツクスフォ- ド大学等にて共同研究打 12.7.31-

ち合わせ ス ペ イ ン 12.8.31

第 14回タンパク質学会シンポジウムに アメリカ合衆国アメリカ合衆国イ ン ドベ ル ギ ーアメリカ合衆国アメリカ合衆国フ ラ ン _スフ ラ ン スアメリカ合衆国 12.8.4-

てポスター発表 12.8.10

コール ドスプリングハーバー研究会議で 12.8.21-

発表及び共同研究打ち合わせ 12.8.31

サハ核科学研究所シンポジウムにて講演SiXEuropeanVorkshoponVirus 12.8.31-12.9.1012.9.8-

EvolutionandNoleculerEpidemi- 12.9.ll12.9.9～

ologyにて講演

｢総合ゲノム改正ソフト構築｣ワーク

ショップに出席 12.9.14

lZthInternationalGenomeSequenc- 12.9.12-

ingandAnalysisConferenceに出席 12.9.1712.9.12-

発表

フランス生物物理学会シンポジウムにて

出席講演及び研究打ち合わせ lp2.9.19

第 8回ヒトゲノムシークエンス国際戦略 12.9.13-

会議に出席及び情報収集 12.9.17

DynamicsOraganizationofNaclear 12.9.15-

Function学会にて学術的な情報収集及 12.9.20

びコ-ル ドスプリングハーバー研究所に
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氏 名 内 容 渡 航 先 期 間

荒木 弘之後藤 聡菅原 秀明武田 洋幸林 茂坐菅原 秀明佐渡 敬深川 竜郎山崎由紀子菅原 秀明小原 雄治武田 洋幸 ミラノ大学にてDNA複製研究について討 イ タ リ ア 12.9.20-論及び研究会にて発表日米先端科学技術シンポジウムに出席第 3回GBⅠF臨時運営委員会に出席し情 イ ギ リ スド イ ツアメリカ合衆国アメリカ合衆国オーストラリア台 湾フ ラ ン スアメリカ合衆国ド イ ツアメリカ合衆国イ タ リ ア中 国フ ラ ン ス 12.10.112.9.21-12.9.2612.9.22～

報収集 12.9.26

｢国際分化細胞生物学会2000｣に参加及 12.9.22--

び研究発表 12.9■.30

中央研究院分子生物研究所でのセミナーOECI)バイオテクノロジーに参加｢生殖細胞ミーティング｣に出席 .発表ENBO-Yorkshopに出席 .研究発表マウス系統データバンクの情報収集科学技術データ委員会に出席及びデータ 12.9.25-12.9.2712.10.1-12.10.712.10.5-12.10.1212.10.12-12.10.2012.10.12-12.10.2112.10.14-

収集 12.10.23

4ThAsia-Pacificconferenceon 12.10.19-

HumanGeneticsに出席発表 12.10.21
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氏 名 内 容 渡 航 先 期 間

相賀裕美子倉田 のり斎藤 成也噂本 伸雄石浜 明野々村賢一広瀬 進藤山秋佐夫池尾 一億五僚堀 孝池尾 -穂小川 智子菅原 秀明 ｢体節形成に関するシンポジウム｣に出 フ ラ ン スフ ィ リ ピ ンアメリカ合衆国中 国中 国フ ィ リ ピ ン中 国アメリカ合衆国ド イ ツイ タ リ アイ タ リ アアメリカ合衆国アメリカ合衆国 12.10.21-

席 .発表 12.10.26

第4回国際イネシンポジウムにて研究発 12.10.22-

義 12.10.29

HumanOrigin&Diseaseにて研究発表 12.10.22-

他 12.10.30

アジア転写会議における耕演及び打ち合 12.10.22-

わせ 12.ll.2

共同研究打ち合わせ第4回国際イネシンポジウムにて研究発 12.10.23-12.10.2712.10.23-

義 12.10.28

第 6回アジア転写会議に出席HumanOrigins会議に出席データベース構築に関する研究調査ナポリ臨海実験所にて遺伝子発現データ 12.10.23-12.10.3112.10.25-12.10.3012.10.27-12.ll.312.ll.7-

の研究調査 12.ll.13

ヨーロッパにおけるデータベース調査NASシンポジウム出席及び打ち合わせ特許配列データ処理システムに関する網 12.ll.8-12.日.1312.ll.8-12.ll.1712.ll.22-
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氏 名 内 容 渡 航 先 期 間

斎藤 成也舘野 義男五候堀 孝石浜 明 マックスブランク研究所等にて研究連絡ゲノムデータベースに関する意見交換ゲノムデータベースの調査研究細菌における環境応答の転写制御機構の ド イ ツフ ラ ン スアメリカ合衆国アメリカ合衆国イ ン ド 12.12.10-12.12.1712.12.14-12.12.1712.12.14-12.12.1712.12.27-



ほかの機関における練義

Ⅴ.ほかの機関における講義
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氏 名 機 関 名 期 間 担当科目

康海 健 東京工業大学大学院生命理工学研究科山形大学工学部 12.4.1--12.9.30生命情報特別講義第二地相 淑道 l2.4.I-l3.3.31情報工学特論

池村 淑道 大阪府立大学農学部 12.4.1-12ー9.30応用生命化学特別講義第二遭伝子制御城石 俊彦 大阪市立大学医学部 12.2.16--12.2.16

城石 俊彦 筑波大学大学院医学研究科お茶の水女子大学理学部 l2.6.I-13.3.31医学セミナ一日城石 俊彦 12.ll.1-13.3.31生物学特別講義VIⅠ一.

小原 雄治 お茶の水女子大学大学院人間文化研究科静岡大学教育学部 l2.3.16-12.3.31分子進化学徳永 万書洋 12.2.1-12.2.29物理学概論 1日

嶋本 伸雄 名古屋大学大学院理学研究科信州大学理学部 12.4.1-13.3.31生命理学特別講義 17桂 勲 12.4.1-13.3.31生物学特論 Ⅰ

桂 勲 京都大学医学部 12.4.1-13.3.31C発生学 .遭伝学

五俵堀 孝 九州大学医学部 12.4.1-13.3.31遺伝学

舘野 義男 東京医科歯科大学医学部 12.6.I-13.3.31臨床遺伝学

山尾 文明 筑波大学大学院医学研究科東京大学理学部 12.6.1-13.3.31医学セミナー~II斎藤 成也 12.4.1-12.9.30分子進化学

斉藤 成也 山形大学医学部 12.4.10一一13.3.31法医学

斎藤 成也 埼玉大学理学部 12.10.1-13.3.31連伝子操作.応用分子辻伝学工業化学特別講義VIl

倉田 のり 広島大学大学院工学研究科東北大学大学院工学研究科新潟大学理学部 12.4.1--13.3.31

前仲 勝美 12.1.19-12.3.31分子生物化学

服田 昌之 12.4.1-13.3.31生物学持論 IV
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VI.共同研究事業

1.共 同 研 究 A

(1) 大腸菌の増殖曲線における相移行のメカニズムの解明

前田理久(明治大学農学部)

(2) 生物医科学情報のインターネット統合技術に関する共同研究

金子周司(京都大学大学院薬学研究科)

(3) 出芽辞母の細胞周期関連辻伝子の解析

河野享子(京都薬科大学薬学部)

(4) ショウジョウバエ複眼発生における新規PcIG遺伝子401Cの機能解析

松本耕三(徳島大学医学部附属動物実験施設)

(5) 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)

(6) ヒドラの形態形成と細胞分化に関連するペプチド性シグナル分子の作用メカニズム

小泉 修(福岡女子大学)

(7) 動物門を超えたヒドラ同族体ペプチドの探索と機能解析

松島 治(広島大学理学部)

(8) 多細胞動物の産卵 ･卵成熟制御一刺胞動物 ･嫌皮動物の生殖巣刺激物質(GSSとMIS)

の構造一

白井浩子(岡山大学理学部付属臨海実験所)

(9) GSBP(G-stretch結合因子)の機能解析

赤坂甲治(広島大学理学部)

(10) 甫平上皮癌組織特異的転写因子の同定継続

溝田雄行(愛媛大学医学部附属病院)

(ll) アミラーゼ重複辻伝子間の機能分化の解析

猪股伸幸(九州大学理学部)

(12) I)NAにおける一次構造と高次の折り畳み構造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)

(13) GC含量の異なるヒト染色体東城における突然変異スペクトラム

高橋規郎((財)放射線影響研究所辻伝学部遺伝生化学研究室)

(14) 脊索動物初期進化におけるゲノム重複とその後の辻伝子機能分化に関する解析

植田信太郎(東京大学大学院理学系研究科)

(15) 高頻度に標的組換えを起こすニワトリBリンパ細胞株を用いたゲノム構造の維持

機構の解析

武田俊一(京都大学大学院医学研究科)
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(16) 先天的疾患および腺癌におけるDNAメチル基移転静索辻伝子の解析

久保田健夫(信州大学医学部)

(17) ヒトX染色体上JIPRT領域に検出される‡線誘発欠失変異の解節

小平美江子((財)放射線影響研究所辻伝学部遺伝生化学研究室)

(18) マウス肺腫痕発生関連辻伝子群の同定

宮下信泉(香川医科大学)

(19) マウスにおける組換え機構の分子遭伝学的解析

米川博通((財)東京都醸床医学総合研究所)

(20) マウス歯膝発育におけるホメオボックス辻伝子の役割について

朝田芳信(日本大学松戸歯学部)

(21) 多因子疾患感受性遺伝子の機能解析のためのスピードコンジェニックマウス作製法

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)

(22) イネ5SrRNA遺伝子の解析 :スペーサー商域の多様性の獲得機構に関する研究

大坪久子(東京大学分子細胞生物学研究所)

(23) トランスポゾンRiceNutatorによる新たな逮伝子破壊系ベクターの開発

石川隆二(弘前大学農学生命科学部)

(24) イネの発生を制御する分子機構の解明

平野博之(東京大学大学院農学生命科学研究科)

(25) 大腸菌の細胞分裂に関与する漣伝子群の解析

松滞 洋(青森大学工学部)

(26) 大腸菌SpoT蛋白質のドメイン構造とそれが細胞分裂に及ぼす影響

池原健二(奈良女子大学理学部)

(27) 線虫NSP/RTNホモログの研究

豊田哲也(久留米大学医学部)

(28) ｢ヒト腸管由来のLactobacillusgasseriJCNIO31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)

(29) 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)

(30) RNAポリメラーゼによるJ)NA転写の1分子実時間イメージング

原田慶恵(慶応義塾大学理工学部)

(31) ナノマシーニングによる染色体DNAの分子操作

鷲津正夫(京都大学大学院工学研究科)

(32) ト ドーパ耐性線虫変異株の分子辻伝学的解析

五嶋良郎(横浜市立大学医学部)
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(33) クロマチン機能の制御に関る因子の線虫における機能解析

永田恭介(東京工業大学生命理工学部)

(34) D-アミノアシラーゼのX線結晶解析

森口充瞭(大分大学工学部)

(35) 生体膜に存在するタンパク質性超分子構造体の構造解析

山登一郎(東京理科大学基礎工学部)

(36) 原索動物マボヤにおける脳内感覚器色素細胞発生機構の系統解析

山本博幸(東北大学大学院理学研究科)

(37) 生命現象の最小遺伝子分析とシミュレーション

田中 博(東京医科歯科大学難治疾患研究所)

(38) 無症候性キャリア,活動性肝炎,抗ウイルス療法施行時における肝炎ウイルスの

変異速度の変化

熊田博光(虎の門病院消化器科)

(39) クリングルドメイン構造を持つ遺伝子群の分子進化と細胞外マトリックス蛋白質

との相互作用の研究

高橋 敬(島根医科大学)

(40) 膨原病 ･リウマチ性疾患における責任遺伝子の解析

橋本博史(順天堂大学贋原病内科)

(41) ゲノムにおける重複ユニットの検索ならびにゲノム進化のメカニズムの解明

椎名 隆(東海大学医学部)

(42) 核酸のコンフォメーションと塩基配列との相関

菊地武司(倉敷芸術科学大学産業科学技術学部)

(43) 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への適用

堀本勝久(佐賀医科大学医学部)

(44) 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)

(45) 微生物の環境適応の分子機構

前田広人(鹿児島大学水産学部)

(46) 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)

(47) ｢pox-neuro遺伝子を指標にしたショウジョウバエ性行動制御の遺伝解析｣

木村賢一(北海道教育大学教育学部岩見沢校)

(48) 核内酵素複合体によるクロマチンを介した転写の活性化機構の解明

中島利博(筑波大学応用生物化学系)

(49) 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)
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(50) 噂乳類ポリコーム群連伝子産物による転写制御メカニズムの解明

古閑明彦(千葉大学大学院医学研究科)

(51) ショウジョウバエを用いたミジンコのAntennapedia遺伝子産物の機能解析

志賀靖弘(東京薬科大学生命科学部)

(52) 細胞周期に伴うゴルジ体の複製機構

矢倉達夫(関西学院大学理学部)

(53) 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)

(54) シロイヌナズナの根における環境シグナル受容細胞の特定

高橋秀幸(東北大学遺伝生態研究センター)

(55) 大量の配列データに基づく遺伝子機能の分化進化学的解析

遠藤俊徳(東京医科歯科大学難治疾患研究所)

2.共 同 研 究 B

(1) 分裂辞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) 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

大山 隆(甲南大学理学部)

(3) 多細胞生物における細胞組織のtRNA量とコドン使用の関係の解析

金谷重彦(山形大学工学部)

(4) ヒト人工染色体を用いたセントロメアのDNA複製制御の解析

舛本 寛(名古屋大学大学院理学研究科)

(5) 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)

(6) ATP加水分解反応可視化技術を使った回転分子モーターFlの機能解析

斉藤 究(金沢大学理学部)
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3.研 究 会

(I) ペプチド分子の機能の多様性

藤滞敏孝(国立遺伝学研究所)

(2) 小型魚類研究会

田中 実(岡崎国立共同研究機構基礎生物学研究所)

(3) 非B型DNAの生物学

清水光弘(明星大学理工学部)

(4) 染色体分配の生物学

舛本 寛(名古屋大学大学院理学研究科)

(5) DNAメチル化依存性のエビジェネティツクス

向井常博(佐賀医科大学)

(6) ポストシークエンス時代のマウス遺伝学

米川博通((財)東京都酪床医学総合研究所)

(7) 動物行動の遺伝学

森 裕司(東京大学大学院農学生命科学研究科)

(8) 種子を舞台とした発生生長プログラム

服部束穂(三重大学遺伝子実挨施設)

(9) ヒトゲノム多様性のSNP同額

五横堀孝(国立遺伝学研究所)

(10) 発生過程における遺伝子発現ネットワークの解明とインホマテイツクス

五横堀孝 (国立遺伝学研究所)

(ll) 微生物情報システム研究会

排野義巳(理化学研究所生物基盤研究部)

4.民間等との共同研究

コホーネンの自己組織化法を利用した蛋白質の機能分類システムの開発

池村淑道 (国立遭伝学研究所),市場勇太 西棉 藍 (協和発辞工業株式会社)

生命情報科学的手法を用いた新規ヒト有用遺伝子の発掘

池村淑道 (国立遺伝学研究所).西 達也 (協和発辞工業株式会社)

形態形成時の受容体による位僚情報の捷示機構

広海 健 (国立遺伝学研究所),平本正伸 (科学技術振興事業団)

線虫における生殖頼粒の機能解析

小原雄二 (国立遺伝学研究所),川崎一郎 (科学技術振興事業団)
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VII.生物遺伝資源 ･DNA情報

(1)生物遺伝資源妻且会と資源センター小委旦会

実験生物の多様な系統は生命科学の研究にとって不可欠のものである.さらに最近では,

ゲノム研究など生物学の爆発的な発展によって,莫大な数の突然変異系統が体系的に作り

出され,それを用いた連伝子機能の研究が世界的に進行している.このように増大する

様々な生物系統の開発と解析,それらを保存して研究者の要望に応じて分諌する事業,そ

して増大する生物系統に関する情報を有効利用するためのデータバンク事業は,生命科学

の基礎研究だけでなく,医学や農学などの応用分野でも極めて重要になってきた.

このような状況に対して,学術審議会学術情報資料分科会において報告 ｢学術研究用生`

物遭伝資源の活用について｣が出された(1996年6月).この報告では ｢生物遺伝資源｣を

｢遺伝子を基盤において取り扱う学術研究用の系統生物,学術研究の対象となる野生生物

及びそれらの生物の細胞 ･DNAを包含する｣と定義し,これらの広範かつ効果的な利用の

ためにその所在情報･特性情報のデータベース化とネットワークの整備を中心に撞言した

ものである.このための体制作りの具体策の第1が,生物種毎の遺伝資源センターであっ

た.主要な生物種毎に生物遺伝資源センターを整備し,各センターにおいては各生物系統

の特性開発,維持保存,供給,データベースの構築の中心的な役割を果たすことが期待し

たものである.このため,各センターには当該生物遭伝資源に関する小委員会を設け,関

連活動の推進,検討をはかることとした.第2に,それらの上部機構として生物遺伝資源

委員会と系統情報データベース活動である.これは,わが国の生物遺伝資源の確保と活用

に関して様々な学術的立場から総合的な検討･調整をすること,及び情報の総合的な収集

発信の拠点作りを目的とするものである.

この報告などを受け,1997年度から,いくつかの大学において後述の資源センターが設

置されてきた.国立遺伝学研究所においては遺伝実験生物保存センターを改組し,3つ生

物種の資源センターの機能をもつ系統生物研究センターと生物遺伝資源委員会と系統情報

データベースを運営する生物遺伝資源情報総合センターが設置された.

生物遺伝資源委員会はある意味では ｢遺伝資源事業｣の国会であり,本来中央に置かれ

るべき性格のものといえる.これを国立遺伝学研究所で運営することになったため,性格

がわかりづらくなった面があるが,別図に示すように,国立遺伝学研究所を管轄するもの

ではなく,わが国の(特に)大学等における遺伝資源事業全体を検討･調整するものである.

このためには遭伝資源事業の現状を把握し現場の声を反映することはもちろんであるが,

一方で,バイオサイエンスにおける速伝資源事業の位置づけなど大所高所からの将来計画

策定が求められている,このような観点から,別表1に示すような様々な生物種の資源セ

ンター責任者や今後資源センターを作ろうとする関連研究者さらには他省庁の関係者を結
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集するとともに,関係する学識経験者からなる幹事会(ステアリングコミッティー)を設け

て有機的な運営をはかることとした.通常の研究所委員会とは異なることもあり準備に手

間取ったが,1999年6月に幹事会を開き,さらに同年10月に全体会議を開催し,規約(付

録 1)を決めると共に活動を開始した.今後は,委員会の目的でもある遺伝資源事業のあ

るべき方向の検討,新資源センター設立の支援,などの活動が予定されている.

遺伝資源小委員会は各資源センターにおかれるものであり,各資源センター自体は所属

大学等の概算要求によって設置されるものである.したがって.その運営･規則は所属大

学･研究所に依存するが,委員会の主務は当該生物種の系統保存事業が円滑かつ有効に進

むよう情報交換や調査検討をおこなうことであり,このためセンター責任者と関連研究者

で構成される.また,所在情報･特性情報のデータベース化も任務に含まれるが,これは

後述のように生物遺伝資源情報総合センターの系統情報データベース事業の支援を受けて

進められることが多い.別表2のように,これまでのところ,国立遺伝学研究所系統生物

研究センターにマウス,イネ,大腸菌の資源センター及び小委員会が立ち上がっている.

他大学では,オオムギ(岡山大学資源生物研究所),ショウジョウバエ(京都工芸緩維大学)

培養細胞(東北大学加齢医学研究所),カイコ(九州大学遺伝子資源開発研究センター)につ

いて資源センタ-が設立されている.資源センターの設立には至っていないが,小委員会

活動などセンター設立に向けた準備を進めている生物種としては,コムギ,メダカがある.

ゲノム研究や生物多様性･進化研究の発展に伴って,系統保存事業には新しい光が当て

られようとしている.バイオサイエンスの大きな流れに対応すべく系統保存事業も,ダイ

ナミックに変革していくことも重要である.各種センター･委員会活動がこれらの動きを

加速し,よい方向に導くことが期待されている.

別図. 連伝資源センター,委員会の関係組織図

別表1. 生物遺伝資源委員会委員名簿

別表2. すでに設立された小委員会組織一覧

生物遺伝資源マウス小委員会委員名簿

生物遺伝資源大腸菌小委員会委員名簿

生物遺伝資源イネ小委員会委員名簿

参考資料.生物連伝資源委員会規則



別図 遺伝資源センタ-,委員会の関係組織図

生物遺伝資源委員会

役割 :各岩波センター,個別機関及び個別研究者の生物遺

国立遺伝学研究所

生物遺伝資源情報総合センター

生物遭伝資源委員会

伝貴源情報の収集 .保存 ･供給等の活動の総合的な

評価 ･調整を行い,我が国の大学 ･研究機関等にお

ける生物遺伝資源の確保と活用に関する方策を検討す

る.

委員構成 :学識経験者,各資源センターの責任者,生物遺

伝賓源に関わる研究者

各小委員会

役 割 :当該生物遺伝資源に関する情報交換,維持系統事業の調整及び所在情報･特牲情報データベースの

検討等を行う.

委員構成 :各資源センターの研究者及び関連のある研究者
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別表 1 生物遺伝資源委員会委員名簿

氏 名 所 属 事業/生物種

岩 槻 邦 男 放送大学 植物系統保存

′l 岡 田 清 孝 京都大学大学院理学研究科 シロイヌナズナ

′′ 勝 木 元 也 東京大学医科学研究所 モデルマウス

′/ 堀 寛 名古屋大学大学院理学研究科 メダカ

// 山 村 研 一 熊本大学発生医学研究センター マウス

′/ 吉 川 寛 奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科 微生物ゲノム

′/ 小 原 雄 治 国立遺伝学研究所生物遺伝資源情報総合センター 線虫

′/ 城 石 俊 彦 国立遺伝学研究所系統生物研究センター マウス

負松 本 耕 三 徳島大学医学部動物実験施設 ラット

′l 吉 里 勝 利 広島大学大学院理学研究科 両生類

′l 尾 里 健二郎 名古屋大学生物分子応答研究センター メダカ

′/ 武 由 洋 幸 国立遺伝学研究所個体連伝研究系 ゼブラフィッシュ

′/ 佐 藤 矩 行 京都大学大学院理学研究科 ホヤ

′/ 藤 井 博 九州大学農学研究院附属遺伝子資源開発研究センター カイコ

〟 山 本 雅 敏 京都工芸繊維大学ショウシ●ヨウ八●エ遺伝資源センタ- ショウシ◆ヨウ八●エ

〟 林 茂 坐 国立漣伝学研究所系統筆物研究センタ- ショウシ●ヨウ八●エ

〟 藤 滞 敏 孝 国立遺伝学研究所個体遺伝研究系 ヒドラ

〟 倉 田 の り 国立遺伝学研究所系統生物研究センター イネ

′/ 遠 藤 隆 京都大学大学院農学研究科 コムギ

′/笹 限 哲 夫 横浜市立大学木原生物学研究所 コムギ

′/ 武 田 和 義 岡山大学資源生物科学研究所 オオムギ

〟 後 藤 伸 治 宮城教育大学教育学部 シロイ対ス●ナ

〟 西 尾 剛 東北大学大学院農学研究科 アブラナ

〟 谷 口 研 至 広島大学大学院理学研究科 キク

′l 仁田坂 英 二 九州大学大学院理学研究院生物学部門 アサガオ

′/ 仁 藤 伸 昌 佐賀大学農学部 柑橘系植物

〟 金 子 嘉 伸 大阪大学大学院工学研究科 出芽酵母

′l下 田 親 大阪市立大学大学院理学研究科 分裂酵母

〟 帯 刀 益 夫 東北大学加齢医学研究所 培養細胞

′l森 活 禎 奈良先端科学技術大学院大学遺伝子教育研究センター 大腸菌

′/ 西 村 昭 子 国立遺伝学研究所系統生物研究センタ- 大腸菌

〟 小笠原 直 毅 奈良先端大学院大学バイオサイエンス研究科 枯草菌

′l 石 清 明 国立遺伝学研究所分子辻伝研究系 ウイルス

′/ 菅 原 秀 明 国立遺伝学研究所生命情報研究センター 微生物
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氏 名 所 属 事業/生物種

委員 水 沢 博 国立医薬品食品衛生研究所 厚生省細胞

安全性生物試験研究センター変異連伝部 バンク

′l大 野 忠 夫 理化学研究所筑波研究所 理研バンク

遺伝子基盤研究部細胞材料室

ガザ-長 村 吉 晃 農林水産省生物資源研究所 農水省DNA
′ト 遺伝資源第2部DNA管理情報科長 バンク

′′長 峰 司 農林水産省農業生物資源研究所 農水省ジーン

植物評価保存研究チーム バンク

別表 2 すでに設立された小委員会組織一覧

生物遺伝資源マウス小委員会委員名簿 (所外50音)

氏 名 職 名 所 属

(所外)

相 滞 恨 - 教 授 熊本大学発生医学研究センター

伊 藤 豊志雄 セ ンター長 (財)実験動物中央研究所

代 理 ICLASモニタリングセンタ-

勝 木 元 也 教 授 東京大学医科学研究所

木 南 凌 教 授 新潟大学医学部

日下部 守 昭 部 長 理化学研究所筑波研究所遺伝子基盤研究部

近 藤 善 人 教 授 大阪大学細胞生体工学研究センター

芹 川 忠 夫 教 授 京都大学大学院医学研究科附属動物実験施設

鍋 島 陽 一 教 授 京都大学大学院医学研究科

西 村 正 彦 教 授 名古屋大学医学部附属動物実験施設

野 田 哲 生 教 授 東北大学大学院医学系研究科

藤 本 弘 一 部 門 長 三菱化学生命科学研究所先端研究部門

松 本 耕 三 助 教 授 徳島大学医学部附属動物実験施設

森 脇 和 郎 副 学 長 総合研究大学院大学

山 村 研 一 教 授 熊本大学発生医学研究センター

米 川 博 通 副 所 長 (財)東京都医学研究機構東京都臨床医学総合研究所

三 輪 尚 克 技 術 主 幹 (財)ヒューマンサイエンス振興財団研究企画部

(所内)

城 石 俊 彦 セ ンター長 系統生物研究センター
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生物遺伝資源大腸菌小委員会委員名簿
(所外50音)

氏 名 職 名 所 属

(所外)

井 口 八 郎 教 授 京都大学大学院理学研究科 .理学部

加 藤 潤 一 助 教 授 東京大学医科学研究所

平 賀 壮 太 教 授 熊本大学発生医学研究センタ-

森 浩 禎 教 授 奈良先端科学技術大学院大学遺伝子教育研究センター

山 根 国 男 教 授 筑波大学生物科学系

由 良 隆 研 究 顧 問 (秩)HSP研究所

(所内)

西 村 昭 子 助 教 授 系統生物研究センター

荒 木 弘 之 教 授 細胞遺伝研究系

菅 原 秀 明 教 授 生命情報研究センタ-

生物遺伝資源イネ小委員会委員名簿
(所外50音)

氏 名 職 名 所 属

(所外)

北 野 英 巳 助 教 授 名古屋大学大学院生命農学研究科

佐 藤 光 教 授 九Hi子 ､属遺伝 ' ン夕-

佐 野 芳 雄 教 授 北海道大学大学院農学研究科

島 本 功 教 授 奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

谷 坂 隆 俊 教 授 京都大学大学院農学研究科

長 戸 康 郎 教 授 東京大学大学院農学生命科学研究科

松 岡 信 教 授 名古屋大学生物分子応答研究センター

吉 村 浮 教 授 九州大学大学院農学研究院生物資源開発管理学部門

(所内)

倉 田 の り 助 教 授 系統生物研究センター

伊 藤 幸 博 助 手 系統生物研究センター

山 崎 由紀子 助 教 授 生物遺伝資源情報総合センター

野々村 賢 一 助 手 実験漸場

(オブザ-バー)

小 原 雄 治 教 授 生物遺伝資源情報総合センター

長 村 吉 晃 科 長 農林水産省生物資源研究所遺伝資源第2部l)NA管理情報科
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参考資料 生物遺伝資源委員会規則

平成 11年 10月12日

規 則 第 3 号

(設置)

第1粂 国立遺伝学研究所生物遺伝資源情報総合センター(以下 ｢情報総合センター｣とい

う.)に生物遺伝資源委貞会(以下 ｢委員会｣という.)を置き,その運営はこの規則の

定めるところによる.

(目的)

第2粂 委員会は,学術審議会学術情報資料分科会学術資料部会報告(平成8年6月20日)

の趣旨を踏まえ,全国の生物遺伝資源センター(以下 ｢資源センター｣という.) 等と

の連携 ･協力のもとに次の各号に掲げる事項を行う.

- 各資源センター,個別機関及び個別研究者の生物遺伝資源の収集･保存･供給等の

総合的な評価 ･調整

二 我が国の大学 ･研究機関等における生物遺伝資源の確保と活用に関する方策の検

討 ･撞言

三 生物遺伝資源関連研究のあり方等に関する方策の検討 ･提言

四 新資源センター設立に関する検討 ･提言

五 その他生物遺伝資源情報に関する調査 ･検討等

(組織)

第3粂 委員会は,次の各号に掲げる委員をもって組織する.

- 情報総合センター長

二 情報総合センター教官 若干名

三 学識経験者 若干名

四 資源センター長

五 生物遺伝資源に関わる研究者 若干名

2 前項第二号から第五号の委員は,委員会において選任し,所長が委嘱する.

3 前項の委員の任期は2年とし,再任を妨げない.

ただし,委員に欠員を生じた場合の後任者の任期は前任者の残任期間とする.

(委員長及び副委員長)

第4条 委員会に,委員長及び副委員長各1人を置く.

2 委員長は情報総合センター長とする.

3 副委員長は委員が互選する.

4 副委員長は,委員長を補佐し,委員長に事故あるときはその職務を代理し,

委員長が欠けたときはその職務を行う.
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(招集)

第 5粂 委員長は委員 会を招集し議長となる.

(会議)

第6粂 委員会は,委員の過半数の出席がなければ,会議を開き,議決することができな

い.

2 委員会の議事は,出席者の過半数で決し,可否同数のときは委員長の決するところと

する.

(委員以外の者の出席)

第7粂 委員長は,必要に応じて,委員以外の者を会議に出席させ,意見を聴取すること

ができる.

(幹事会)

第 8粂 委員会の円滑な運営のために幹事会を置く.

2 幹事会の組織運営については,委員会が別に定める.

(専門部会)

第9粂 委員会は,必要に応じて専門部会を置くことができる.

2 専門部会の組織及び運営については,委員会が別に定める.

(庶務)

第 10条 委員会の庶務は,管理部庶務課において処理する.

(細目)

第 11粂 この規則に定めるもののほか,必要な事項は委員会が別に定める.

附 則

1 この規則は,平成11年 10月12日から施行する.

2 この規則施行後の最初の第3粂第1項第二号から第五号の委員の任期は,同条第3項

の規定にかかわらず平成 13年3月31日までとする.
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生物連伝資源に関する小委員会規則(莱)

平成 年 月 日

規 則 第 号

(設置)

第 1粂 国立遭伝学研究所系統生物研究センター(以下 ｢センター｣という.)に別表に掲

げる生物遺伝資源に関する小委員会(以下 ｢小委員会｣という.)を置き,その運営はこ

の規則の定めるところによる.

第2粂 各小委員会は,全国の関連研究機関及び研究者等との連携 ･協力のもとに次の各

号に掲げる事項を行う.

- 当該生物遺伝資源に関する情報交換

二 当該生物遺伝資源に関する維持系統事業の調整及び所在情報 ･特性情報データベー

スの検討

三 その他当該生物遺伝資源に関する調査 ･検討等

(組織)

第3条 各小委員会は,次の各号に掲げる委員をもって組織する.

- センター長又はセンターの教官 若干名

二 所内の当該生物に関連のある教官 若干名

三 所外の当該生物に関連のある研究者 若干名

2 前項の委員は,所長が委嘱する.

3 前項の委員の任期は2年とし,再任を妨げない.

ただし,委員に欠員を生じた場合の後任者の任期は前任者の残任期間とする.

(委員長及び副委員長)

第 4粂 各小委員会に,委員長及び副委員長各 1人を置く.

2 委員長は,前条第 1項第一号及び第二号の委員のうちから所長が指名する.

3 苗り委員長は委員が互選する.

4 轟け委員長は,委員長を補佐し,委員長に事故あるときはその職務代理し,委員長が欠

けたときはその職務を行う.

(招集)

第5粂 委員長は小委員会を招集し議長となる.
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(会議)

第6粂 小委旦会は,委員の過半数の出席がなければ,会議を開き議決することができな

い.

2 小委員会の議事は,出席者の過半数で決し,可否同数のときは委員長の決するところ

とする.

(重点以外の者の出席)

第7粂 重点長は,必要に応じて,委員以外の者を会議に出席させ,意見を聴取すること

ができる.

(庶務)

第8粂 小委員会の庶務は,管理部庶務課において処理する.

(細目)

第9粂 この規則に定めるもののほか,必要な事項は所長が別に定める.

附 則

(1)この規則は,平成 年 月 日から施行する.

(2)この規則施行後の最初の第3粂第1項第-号から第三号の重点の任期は,同条第3項の

規定にかかわらず平成 13年3月31日までとする.

別表

小委旦会名 マウス小委員会イ ネ 小 委 員 会
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(2)生物遺伝資源情報データバ ンク

2-I:##

開所当時から遺伝学を基礎とした系統開発やそれらの保存･分譲などを通して各方面で

の研究に貢献してきた歴史がある.特にムギ,イネ,カイコ,大腸菌,マウス,ショウジョ

ウバエなどの分野では全国の中心的存在として認められ,現在なお系統生物研究センター

を中心に基礎研究と密着した有用系統の開発と保存･分譲が行われている.一方,遺伝資

源情報の整備に関する試みは1984年に始まる.この年遺伝実験生物保存センター(現系統

生物研究センター)に遺伝資源研究室が増設され,以来系統情報の収集やカタログ整備の

試みが行われるようになった.1989年には ｢保存系統情報のデータベース化率調査｣のた

めの研究事業費が措置された.この間遺伝研が出版したカタログのリストを表1にまとめ

た.さらに,ネットワーク通信が飛躍的に普及した 1995年には,カタログ出版に代わっ

て情報のインタ-ネット公開を開始した.1997年には遭伝資源研究室が遭伝実験生物保

存センターから独立し,新たに設置された生物辻伝資源総合情報センターとして全国規模

の遺伝資源データベースの整備を進めることになった.

1998年には遺伝資源情報データバンクプロジェクト事業費が措置されるに至り,生物遭

伝資源委員会の設立(前述)とともに,本データバンクプロジェクトは,ポストゲノムサイ

エンスを視野にいれて新たな事業展開を開始したところである.

表 1 遺伝資源関連カタログ一覧

発行年 カタログ名 内 容

1985 国.公.私立大学等における実叔生物系統 172機関308487系統

1986 DROSOPHILASTOCKLISTINJAPAN 122種1250系統

1987 国公私立大学.研究所等に推持されている実験用マウス系統 621種1032系統

1988 わが国におけ争カイコ実験系統 943系統

1990 国公私立大学.研究所等に推持されている実験用ラット系統 実験系統l57種を含む260系統

1993 CatalogueorYheatExperimenLaISlraiJISmaintainedin 16機関2547系統

theuniyersitiesandinsliLutesinJaDan

1994 大腸菌遺伝系統 原核生物速伝研究勤 ､ら出版,遺伝研保有株情報

1997 RiceGeneticResourcesinJapan 33機関 11080系統
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2-2:生物遺伝資源情報データバンク活動内容

本データバンクの果たすべき役割の第一は,研究用遺伝資源の共有と有効利用を実現す

るための情報公開である.遺伝研が保有する遺伝資源のデータベース化を行うほか,各生

物種毎に設置される小委員会と連携し,情報収集,データベ-ス構築および情報公開を全

国規模で徹底するという責務を担っている.本年度は,大腸菌,イネ,マウス,オオムギ

の各遺伝資源小委員会およびコムギ遺伝資源小委員会準備会が発足し,委員会の議論を通

して次世代型データベースの構築を開始し,一部公開することができた.データバンクで

扱う情報は,遺伝資源 の̀所在情報,入手方法,作製方法,利用方法,特性情報および付

随する知識情報などである.表2に1999年12月現在のデータベース構築および情報公開

状況をまとめた.本プロジェクトの成果としてのデータベースは,データベースサーバー

SHIGEN(ShredlnfornationofGENetics)http://W .shigen.nig.ac.jpからインターネット上に

公開している.

暮遺伝資源とは,保存,増殖,分浪可能な ｢もの｣と定義し,たとえば様 な々生物種の生物個体,凍結

任,種,菌株,細胞,DNAなどをいう

担当 :山崎由紀子

連絡先 :〒411-8540静岡県三島市谷田1111

国立連伝学研究所 ･生物遺伝資源総合情報センター ･系統情報研究室

FAX:0559-81-6886

e-mail:shigen@lab.Rig.ac.jp

http://www.shigen.nil.ac.jp
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搬
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2
g

生 物 種 名 デ ー タ ベ ー ス 名 収 録 機 関 公 開 状 況 ( U R L ) 作 業開始年 内 容 説 明

DNAクローン クロ-ニングベクター 遺伝研 http://www.shigen.nig.ac.jp/cveclor/cvector.htn) 1995 大腸菌K12で増殖可能なベクタ-情報,画像,配列データベースへのリンク

マウス マウス系統情報データベース 遺伝研 http://ww.shigen.Rig.ac.jp/mouse/mouse.derault.htnl 1995 飼育維持系統,凍結腫

マウス NNDBJ(MousemicrosateHiteDNADalabase) 全国5機関 http://www.shigen.nil.ac.ip/mouse/mouse.html 1997 マイクロサテライ トDNAの系統間比較情報,実験条件,電気泳動パターンなど

動物 実験動物データベース 実験動物協会ほか hLLp://www.shigen,nig.ac.jp/animal/aninaI1.htm1 1997 ウサギ,ラット,マウス他実験小動物維持系統

ショウジョウバエ ショウジョウバエ系統情報データベース 全国26機関 http://www.shigen.nig.ac,jp/fly/CENTER.e.hLm1 1996 JFLY情報提供

ショウジヨウエヾ ショウジョウバエエンハンサートラップ系統と発現′てターンデータベース 遺伝研 限定公開 1998 Ga14のエンハンサー トラップベクター挿入系統,発現′てターンイメージなど

コムギ KO肌JGI 全国 16機関 http://www.shigen.Rig.ac.jp/yheat/yheat.him 1996 系統情報,形質画像

コムギ ムギDNAクローンデー夕べ一.ス 全国8機関 限定公開 1997 ムギ類EST配列情報,解析情報など

オオムギ オオムギ系統情報デー夕べ-ス ~ 岡山大学 hHp://www.shigen.nig.ac.jp/barley/Barley.htnl 1998 栽培特性情報など

イネ Oryzabase 全国32機関 http://TTY.shigen.nil.ac.jp/rice/Oryzabase 1996 系統情報,遺伝子辞書,染色体地図ほか関連情報

シロイヌナズナ アラビドプシス系統情報データベース 宮城教育大学 http://www.shigen.Rig.ac.jp/arabidopsis/ 1998 AtSコレクション,仙台コレクション

大腸菌 Pee(ProtHingofE.coliChronosome) http://m .shigen.nig.ac.jp/ecoli/pee/ 1998 遺伝子分類情報,欠失株情報など
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(3)系統保存事業について

ゲノム科学を基礎とするバイオサイエンスの発展にともない,独自の進化の歴史をもつ

多様な生物の生命機構を辻伝子を共通項として理解するために,遺伝資源は欠くことので

きない研究素材であることが理解されるようになってきた.遺伝子の共通性によって,大

腸菌からヒトに至るまで幅広い生物の生命現象が統一的に理解し得ることが明らかになっ

てきたのである.このことは,ヒトの遺伝病の原因解明に,ショウジョウバエやマウスの

知見が重要な情報を与え得ることを示している.一方,遺伝資源としての生物多様性は,

それ自体として生物進化の道筋を正しく理解するためにも必須の研究素材となっている.

このように,基礎生物学から臨床医学,農学にわたる広い研究分野において,多様な生物

種からの辻伝資源は,バイオサイエンス全般を支える重要な研究基盤となっている.

系統生物研究センターは.このようなバイオサイエンスの進展を踏まえて,植物,原核

生物.無脊椎動物,脊椎動物に至る多様な生物種の遺伝子資源の系統保存を進めている.

これらの中には,標準的な菌株や近交系銃,さまざまな突然変異株(系統),染色体異常系

統,さらには野生由来の系統などが含まれる.これらの系統は,国内外の研究者からの要

望に応じて無債で分与を行っている.また,ポストシ-クエンス時代のゲノム科学の発展

を予測して遺伝子改変技術を駆使した新たな遺伝美浜系統の開発や野生集団中の遺伝子多

様性を活用した実験生物系統の開発も開始している.

胤 系統生物研究センターで維持されている遺伝資源情報は,生物遺伝資源総合セン

ターと密接な連携をとりながら情報の収集と公開を行っている.

311クローニングベクターコレクション

http://www.shigen.nig.ac.jp/cvector/Cvector.html

収集および配布担当 :安田成一

連絡先 :〒41卜8540静岡県三島市谷田1111

国立漣伝学研究所 微生物遺伝研究部門 クローニングベクターコレクション

FAX:0559-8卜6763

e-mail:cvectorelab.Rig.ac.jp

微生物遺伝研究部門では大腸菌を宿主とするクローニングベクターの収集と配布の事業

を行っている.現在,約480種類のプラスミドベクターを精製したI)NAとして保存してお

り,これらは分穀が可能である.内訳は汎用ベクター80種,発現ベクター120種,遺伝子

融合ベクター60種,プロモータクローニングベクター20種,直接選択用ベクター20種,

その他,高コピーベクター,低コピーベクター,翻訳シグナル用ベクター,複製tsベク

ター,薬剤耐性辻伝子カセット 塩基配列決定用ベクター,部位特異的変異誘発用ベク

ター等数種ずつである.保有しているすべてのベクタ-のマップを含めたデータをまとめ

たカタログを印刷･製本して希望者への配布を行っているが,今年度はこのカタログの改

訂版を作った .同じ内容のデータをインターネット上に公開しており(http://
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m .shigen.mig.ac.jp/cvector/cvector.html),データベースファイルとして取り出せるよ

うにもなっている.郵便,ファックス,あるいは電子メールでの問い合わせ,請求に応じ

ている.

なお,本年の請求件数は219件,分諌株数は663株で,その内訳は国内が160件416株,

国外が59件247株であった.

過去3年間のベクター分譲実耕

く分譲機関〉 〈平成10年度〉

国立学校 49

(149)

国立研究機関 24

(83)

公立大学 9

日はE

公立研究機関 10

(33)

私立大学 18

(48)

民間研究機関 0
高等学校 1

(15)

国外 100

(340)

その他 0

く平成11年度〉 〈平成12年度〉

62 59

(176) (147)

31 51

(85) (I34)

12 19

(23) (53)

0 6

(9)

日石 BE

(50) (73)

0 0
0 0
78 59

(269) (247)

0 0
合計

※数字は件数,()は分譲個数

199 219

(603) (663)

3-2大腸菌 http://www.shigen.nig.ac.jp/eco/strain/

収集および配布担当 :西村昭子

連絡先 :〒41ト8540静岡県三島市谷田1111

国立遺伝学研究所 ･系統生物研究センタ- ･原核生物速伝研究室

FAX:0559-81-6826

e-mail:genkaku@lab.big.ac.jp
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1976年に微生物保存研究室として設置が認められて以来,主として当研究所で開発され

た大腸菌変異系統及びそれらに感染するファージとプラスミドなどの維持保存分譲を行っ

てきた.現在,保有系統総数は約1万5千系統に及び,既知変異系統の80%をカバーする.

この内請求頻度の高い2200系統については,データバンクに登録しインターネット上に公

開している.分譲に関しては,イエール大学の大腸菌遺伝系統保存施設と相互協力を行っ

ている(mary㊥fetalpig.biology.yale.edu).

1)突然変異株(栄養要求性,薬剤抵抗性,ファージ抵抗性,放射線感受性など):7000株

2)トランスポゾン挿入変異株(染色体地図のほぼ1分毎に,TnlO,TnlOkan,Tm5で標識した

もの:473株

遺伝的背景の異なる株 203株

遺伝的背景が野生型の珠 190株

Hfr株のkit 80株

3)クラーク ･カーボンのpLCコレクション:2000株

4)広田の大腸菌温度感受性変異株のコレクション:5000株

DNA複製欠損変異株 115株

RNA合成欠損変異株 100株

ムレイン生合成欠損変異株 55株

細胞分裂欠損変異株** 353株

染色体分配欠損変異株** 45株

膜蛋白欠損変異株 22株

リボソーム蛋白変異株 79株

未同定欠損変異株 約3800株

このほか,大腸菌のファージ(T2:T3,T.,T.GT7,T5,T6,T7,Plkc,PIvir,Nu,入papa,

入vir,入gt入C,入Cb2,人cl857S7,人Tm5,人TmlO,¢‡174yild,X174am3,日,NS2,

Qβ,その他)および枯草菌200株を保有している.

3-3マウスhttp://www.shigen.Rig.ac.jp/mouse/mouse.dafault.html

収集および配布担当 :城石俊彦

連絡先 :〒41ト8540静岡県三島市谷田1111

国立遺伝学研究所 ･系統生物研究センター ･噛乳動物遺伝研究室

FAX:0559-81-6817

e-mail:tshirois@lab_nip.ac.jp
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国立遺伝学研究所におけるマウス系統保存は,昭和26年に北海道大学理学部よりラット

及びマウス10系統が移されたことにより開始された.その後,国内調査,海外学術調査

で採集した野生マウス,外国から輸入した標準的近交系マウス,コンジェニック系マウス,

突然変異マウス,染色体組換え系マウス,遺伝子導入マウスが加わって規模が拡大してき

た.これらの中で,野生マウスやそれらから由来した近交系マウス,さらには,野生由来

系統を基に新たに開発した実験用マウス系統は,世界でも類を見ないユニークなマウス遭

伝子資源となっている.昭和57年から,マウス受精卵による凍結保存を開始し,現在で

は目的に応じて精子凍結保存法も併用して,これらの貴重な遭伝子資源の推持に努めると

ともに国内外の研究者への分譲業務も行っている｡

飼育維持系統(50系統)

近交系マウス

H2コンジェニック系マウス

22系統

2系統

野生ハツカネズミのIR染色体を導入したBIOコンジェニック系 2系統

その他の突然変異遺伝子を保有している系統 12系統

野生ハツカネズミ由来の系統

凍結腫保存系統(233系統)

近交系

H2コンジェニック系

BIO系

A系

C3H系

12系統

32系統

34系統

野生ハツカネズミのH2染色体を導入したBIOコンジェニック系 17系統

BIO.NOLH2コンジェニック系由来のH2染色体組換系 45系統

その他のコンジェニック系

染色体変異をもつ系統

突然変異遺伝子を保有している系統

野生ハツカネズミ類

トランスジェニック系統

精子凍結保存系統

18系統

7系統

37系統

31系統

12系統

32系統

上記保存系統に関する情報はすべてインターネット上に公開している
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3-4 イネ http://v叩.Shigen.nig.ac.jp/rice/oryzabase

増殖および配布担当 :植物遺伝研究室 ･倉田のり

実験師場 ･野々村賢一

連絡先 :〒41卜8540静岡県三島市谷田1111

国立辻伝学研究所 ･系統生物研究センター ･植物遺伝研究室

FAX:0559-8卜6808

e-mail:nkuratailab.nlg.aC.jp

e-mail:knonoDur@lab.nil.ac.jp

遺伝研におけるイネ遺伝資源のコレクションは,昭和32年ロックフェラー財団の援助の

下に開始された ｢栽培稲の起源の研究｣以来,現在まで引き継がれている.特に遺伝研で

は,遠縁野生種,栽培型近縁野生種,および在来型栽培種を数十年にわたり,世界各地よ

り収集し,保有してきた.

辻伝研を含む全国32カ所の文部省関連研究機関が保有している稲系統については,既に

データベース化(Oryzabase:http://m .shigen.Dig.ac.jp/rice/Oryzabase)し,インター

ネット上に情報公開を開始している.Oryzabaseには,コレクション系統情報のみならず,

種々の突然変異や野生稲分布など,関連有用情報も含まれる.コレクション系統の内訳は

以下の通りであり,括弧内は遺伝研の保有数を示す .

標識遺伝子系統

突然変異系統

同質遺伝子系統

同質4倍体系統

一次 3染色体系統

染色体変異系統

細胞質変異系統

細胞培養再生系統

栽培品種

野生種

Total

()内は遺伝研が保有する系統数

1494

63E

459(36)

52(15)

71

224(20)

48

161

6293(3134)

1609(1609)

11080(4814)
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3-5 アサガオ http://mg.blOlogy.kyushu-u.ac.jp/

アサガオ系統の収集保存は故竹中 要博士によって創設間もなく始められ 昭和41年同

博士の没後も550系統を引き続き保存してきた.これらはアサガオ研究者のいる機関に移

管することとなり,平成10年度から九州大学,理学部,仁田坂英二博士にすべての系統の

保存を託した. なおアサガオの系統についての情報はアサガオホームぺ-ジhttp://

mg.biology.kyushu-u.ac.jp/で得ることができ,遺伝研ホームぺ-ジ遺伝資源情報データ

バンクからもリンクされている.

3-6 サクラ http://wv.db.ltS.hiroshiJna-Cu.aC.jp√kitakami/prunus.html

サクラの品種は故竹中 要博士が ｢染井吉野｣の起源などの研究のため収集したものを

中心に250余りの系統が引き継がれている.その内貴重なものは済洲島産のヤマザクラ

P.yedoensJ'SHafsumulavar.undifloraKoehneの他,自然変異株である船原吉野,散馬桜,

八重大島,染井紅などをはじめ,人工交配によって選抜された天城吉野,伊豆吉野などが

ある.また木の花,気多の白菊桜,仙台屋,千原桜など園芸品種として貴重なものが多数

含まれている.｢遺伝研の桜(改訂版)｣が遺伝学普及会から発行されている.しかし現

在は,系統のほぼすべてが栄養体繁殖により多摩教育植物園に引き継がれており,系統保

存事業としての栽培は終了している.

3-7 ショウジョウバエ http://www.shigen.nig.ac.jp/fly/nighayashi.html

収集および配布担当 :林 茂坐

連絡先 :〒411-8540静岡県三島市谷田1111

国立遺伝学研究所 ･系統生物研究センター ･無脊椎動物遺伝研究室

FAX:0559-81-6825

e-mail:shayashl@lab.nig.ac.jp

キイロショウジョウバエおよび近縁種.特にキイロショウジョウバエの突然変異系統,

分子遺伝学的研究に適した有用系統に力をおいている.
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キイロショウジョウバエ(DrosophJ/amelanogasteI)27種,933系統

突然変異系統

各染色体をカバーする欠失系統のセット

‡染色体 57系統

第二染色体 109系統

第三染色体 82系統

第四染色体 2系統

その他の変異系統 約600系統

変異系統は標準的なマーカー系統の他に,ホメオティック遺伝子の変異体を含む.

また,FLP,Ga14,lacZマーカー系統なども維持している.

野生型系統

i50-female系統 37系統

標準系統その他 27系統

オナジショウジョウバエOrosophJJasJ'mlIJans)287系統

iso-female系統 90系統

標準系統その他 37系統

他の近縁種(25種,83系統)

これらのストックリストはYyyで閲覧･検索可能である.なお所外の各研究機関および

研究者(26箇所)が維持している系統(約3000系統)に関する情報もSHIGENサーバーから公

開している.

公開リストには二つのファイル,mutantlistおよびNIGyildlistがある.

mutantlistはmelanogasterの標準的な系統とrearrangementmutantからなる.

各系統毎に,ストック番号(Nで始まる番号),遺伝子型,breakpoint,その他の情報を収

録してある.

NIGyildlist(E)もしくはNIGyildlist(J)は野生種のリストである.ストック番号(W

で始まる番号),種名,採取地,整理番号,採取年度,その他の情報の6つの項目からなる.

(∫)は採取地に日本語を含むファイルであり,(E)は英語のみのファイルである.

318 ヒドラ http://m .nlg.aC.jp/labs/OmtoGen/keitou.html

収集および配布担当:清水 裕

連絡先 :〒411-8540静岡県三島市谷田1111

国立遺伝学研究所 ･発生遺伝研究部門(ヒドラ研究グループ)
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FAX:0559-81-6770

e-mail:hShlmizu@lab.mig.ac.jp
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世界中から収集した種や系統に加えて遺伝的変異体等,様々な形質を有する約100系統

を維持管理し.分譲を行っている.また DNA,RNA,cDNAlibrary等や,場合によっては

生化学材料として大量の提供も可能である.

淡水ヒドラ (Hydra)

野生型

HydTamag〟)'papJ']Jafa(日本産チクビヒドラ)

H.camea(ヨーロッパ産)

H.cl'TCLtmClnCJ'a(ヨーロッパ産)

H.hymaJ7ae(北アメリカ産)

H.olI'gaCtJ'S(ヨーロッパ産)

H.olJ'gaclJ'S(北アメリカ産)

H.yjTI'dJ'ss)'ma(北アメリカ産)

H.vuJgaTJ'S(formarlyattenuata)(ヨーロッパ産)

(北アメリカ産)

PeJmafohydTaTObusfa(日本産)

種不明 (オーストラリア産)

統

統

統

統

統

統

統

統

統

統

統

統

系

系

系

系

系

系

系

系

系

系

系

系

3

4

2

2

1

8

2

8

5
3

7
1

5

･･-

突然変異型 W.magHjpapJ'lJa(a) 36系統

1) Nini(mini1,-3,-4).SmallbodysIZeYithhlghbuddlngrate.

2) Naxi(maxi1,-2,-4).LargebodysIZe.

3) L4.Largebodysizeyithloybuddingrate.

4) Multlhead(mh-I,-3).Secondaryhypostonesareformedallalongthebody

length(abnormalbuddingzone?).

5) Tyistedcolumn(ts).Extendedpeduncleformstyistedcolumnstructure.

6) rlolotrlChousisorhlZaminus(nem13,-10).

7) HolotrlChousisorhizadeformed(nem-1,Ill,-15).

8) Nalesterile(ms-1,-2).Nonnotilesperms.

9) Femalesterile(deft-12,1-13).Eggsnotfertilized.

10) Embryolethal(dell-14(♂),1-15(♀)).Fertilizedeggsproducedbetyeenthem

donothatch.

ll) Regenerationdeficient(leg-4,-16,-19,deト23,S9lk,59-1,slO-a,slO-b).

12) Nonfeedingstrain(ts)(nf-1).producedbylossofinterstitialcellsbyhigh

temperaturetreat-meれt(23℃)ofparentalstrainsf-i.



関はj

13) Bodytentacles(nf-ll).tentaclesmovedoynfromhypostoJnetObodycolumn

duringgroyth.Cannotcapturebrineshrimp.

14) Pinchedbuddlnglone(E4).BuddingzonebecomesverynarroylnWidthWhenbuds

areformed.

15) Supernumeraltentacles(E6).10-13tentaclesperhypostome.

16) Buddingdeficient(ts).Verylowbuddingat23℃.

17) 105Epitbelial(105Ep).Deficientinallthecelltypesintheinterstitial

celllineage.Derivedfromavildtypestrain105.

18) Pseudoepithelial(ne血lPs((♂)3limes,ne血lPs(早)3lines).Eplthelialhydra

derivedfrommen-1containingonlygermlinecells.

19) Others13strains.

細胞系譜キメラ系統 38系統



平成 11･12年度 遺伝実験生物保存系統分譲実凍

分鞍槻開 年皮 マウス ショウジョウバエ ヒドラ イネ 大仙甫一枯草菌その他微生物 クローニングベクター 計

国立大学 .リ.12 51 (86) 44(I,802) 6 (3) 8 (52) 119 (565) 62 (176) 290(2,684)52 (72) 41 (926) 2 (6) 8 (101) 131 (369) 59 (ー47) 293(1,621)

国立研究機関 ll'1'2' 7 (94) 5 (6) 31 (85) 43 (185)2 (2) 9 (49) 2 (835) ll (19) 51 (134) 75(1,039)

公立大学 ll 2 (2) 9 (38) 4 (4) 2 (2) ー2 (23) 29 (69)
ー2 2 (2) 5 (32) 2 (4) 2 (65) 3 (4) 19 (53) 33 (160)

公立研究機関 lt 4 (34) 3 (10) 1 (2) 8 (46)12 3 (3) 1 (2) 3 (3) 6 (9) ー3 (17)

私立大学 .1.1.12 13 (16) 4 (10) 4 (3) 30 (514) 16 (50) 67 (593)6 (8) 1 (3) 1 (4i 29 (26) 25 (73) 62 (114)

民間研究税関 _一.1.12 23 (38) 2 (9) 2 (14) 26 (36) 53 (97)23 (38) 2 (4) 3 (796) 38 (478) 66(1,316)

高等学校等 .リ.12 3 (6) ー (3) 4 (7) 8 (16)2 (7) I (10) 4 (4) 2 (6) 9 -(27)

国外 一一 32 (97) 1 (1) 4 (37) 36 (72)54 (87) 78 (269) 151 (476)12 I (2) 26 (8り 4 (1) 4 (55) 59 (247) 148 (473)

その他 ll 3 (5) 1 (14) 4 (ー9)
12

合計 .1.1.12 96 (182) 105(2,068) 19 (ー8) 15 (lけ) 219(1,197) ー99 (603) 653(4,185)

※ 数字は件数,( )内は延べ系統数.

※ 枯草菌は研究者の異動に伴って系統保存事業の停止を行っているため,平成 11年度より系統数から削除 .
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(4)日本 DNAデータバンクの ｢フィール ドワーク｣

この世のすべての生命は,DNAという生命体の高分子に刻みこまれた遺伝子やそれを制

御する情報を持っている.

このDNAは,A,T,C,Gという4種類のアルファベットで略される塩基がある順序で重

合したものであり,いわばこの文字列の並び方が連伝情報を与えているといえる.

生き物というふわふわした存在の最も核心的な部分がデジタル情報で記述できるというこ

とは,薫くべきことであり,ヒトの場合この情報が30億個の文字を超えるほど長大なもの

である.

70年代にATCGの並び (塩基配列)を比較的簡単に決める方法が開発されると,輝きを

切ったようにいろいろな生物のDNAの塩基配列が発表されていった.

80年代にはいると,これらのデータを一定の規則でコンピュータファイルにしてまとめ

た ｢塩基配列データベース｣の構築が欧州と米国で始まった.

日本もこれらの動きに呼応して,87年に国立遺伝学研究所で,日本DNAデータバンク

(DDBJ;http.I//www.ddb).nlg.aC.lP/)の活動が発足した.DDBJは,米国のNIH(国立保健

研究所)のNCBl(国立バイオテクノロジー情報センター)およびEMBL(欧州分子生物学研

究所)の分局であるEBI(欧州生命情報学研究所)とともに,｢DI)BJ/ENBL/GenBank｣という

国際塩基配列データベースを日米欧共同で構築している.

この共同作業は,いまや世界中にはりめぐらされつつあるインターネットを用いて行わ

れている.

3Jデータバンクの間で大量のコンピュータファイルが毎日行き交っており,それらが次々

と巨大なデータベースに飲み込まれ 整理されて,統一した形式でYYYなどを使って公開

されている.

データベースの大部分は研究者から直接インターネットを通して送られてくる情報がも

とになっている.DI)BJでは,YYYを用いた塩基配列データ登録用システムSAKURA(http://

sakura.ddbj.nlg.aC.jp/)などを使って,もっぱら日本の研究者からのデータ登録を受けつ

けているが,ゲノム研究を中心とする日本の生物学研究の進展の結果,99年になって

はじめて,受け付けたデータ登録件数が､欧州のE別 を上回った.

ただし,米国のGenbankに登録される件数は日欧の10倍にのぼる｡こうして登録された

データは3データバンクで共有され,全人類の共有財産として世界中に公開されている.

99年4月現在の総デ-夕量は331万エントリー,総塩基数で23億7526万にのぼり92年か

ら7年間で30倍以上に増加している.

この国際共同構築作業を円滑に行うために,日欧米のデータバンクは2年に1度 ｢国際

諮問委員会｣というアドバイザー委員会を,年に1度 ｢国際実務者会議｣をそれぞれの場

所で持ち回りで開いている.

後者の会議においては,99年に国立遺伝学研究所で4月に開催された.この会合の最

大の目的は,データベースをどのように統一した形式で提供するかということであるが,

これはそれほど簡単な問題ではない.
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たとえば,DNAの塩基配列から,遺伝暗号表をもとにしてタンパク質のアミノ酸配列に

変換することだけなら,実に簡単なことではないかと思われる方が多いかもしれない.

しかし,遭伝暗号には生物の種類によって ｢方言｣があり,その塩基配列がどの生物のも

のであるかをきちんと知っていなければ,間違ったアミノ酸配列に変換する可能性がある.

このほかにも,生物学の分野での新しい知見をどのようにデータベースに反映するかに

ついて,詳しい議論が行われる｡現在,多様な生物種の塩基配列が大量に決定されている

ので,情報検索という立場からだけでも,このようなデータベースの運用は現代生物学に

とって必須のものとなっているのである.

(この報告は雑誌サイアス2000年 2月号から抜粋したものである)
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VIII.行 事

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22日(土)に行われた.

4つのテーマに沿った研究成果の展示,学術甜演,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 12年 11月 11日(土)13:30-16:00

場 所 国立科学博物館新宿分館 研修研究館4階 (東京都新宿区百人町)

共 催 国立科学博物館

後 援 財団法人遺伝学普及会

講 漬

植物ゲノムと染色体の動的編成

系統生物研究センター 助教授

農学博士 倉 田 の り

【要旨】

染色体は遺伝物質の担い手であると同時に,細胞周期や発生過程を通じて染色体自身

のダイナミックな動きを自ら支配しています . 近年,染色体やクロマチンの細胞核の

中での動きや,それを支配する原理の研究が少しずつ動き始めています.

一方,植物でもゲノムに書き込まれた遺伝情報の解明が進んできました. 植物には

特に異数染色体系統 (半数体, トリソミクスなど)の存在,異種ゲノム染色体の共存,

ゲノムの再編など,多くの逓伝学上の興味ある現象とツールが存在しています .

植物自らの個体再生や歴発生,生殖細胞形成の過程で,あるいはゲノム進化の過程で.

染色体とゲノムのダイナミックで統合的な制御機構の在り方とその原理を知りたいとい

うのが私達の研究の出発点です . ゲノム情報,人工染色体,形質転換植物.遺伝子破

壊系統などを用いてどの様に研究を進めているか紹介します.
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魚にみる脊椎動物の形づくり

個体遺伝研究系 教 授

理学博士 武 田 洋 幸

【要旨】

ヒトを含めた多細胞生物は一つの受精卵から発生して複雑な形をつくり出します｡こ

の時間とともにダイナミックに変化する発生過程は,昔も今も多くの発生学者を魅了し

てきました. 近年の遺伝学や分子生物学の進展により,脊椎動物の複雑な発生機構が

徐々に解き明かされています. 発生学の研究は様々な遭伝病や癌の発症機構の解明に

つながるだけでなく,今後展開される再生医療の基礎的な知識を提供するものと期待さ

れています.

私たちは,脊椎動物の初期発生機構を小型魚類であるゼブラフィッシュとメダカを用

いて研究しています. これらの小型魚類は多産であり,その腔は完全に透明でしかも

母体の外で発生するため,発生学や遺伝学の分野で脊椎動物の重要なモデル生物として

注目されています. ここでは,中枢神経系組織と骨や筋肉の原基となる中庭葉組織の

発生機構について私たちの研究を紹介します.
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ⅠⅩ.庶 務

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,財団法人連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(形質辻伝),第2(細胞遭伝),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,生理速伝部と改組され さらに昭和28年度に生化学遺伝部29年度に応用

辻伝都,30年度に変異過伝部,35年度に人類遺伝部,37年度に微生物遭伝部,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50年度には遺

伝美浜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,文部省所轄機関から,大学共同

利用機関へ改組 ･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

総合速伝研究系の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

が設けられ,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

塞,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

大学院大学関学に伴い,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,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遭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,新に大量遺伝情報研究室と
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分子分類研究室が設置された.更に,平成8年度は,遺伝情報研究センターが構造辻伝

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 輔乳動物遺伝研究室 ･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.

B.組織(機構と職鼻)

○国立学校設置法(抄)

(昭和24年5月31日法律第 150号)

最終改正 平成 11年12月22日法律第 166号(平成 13年 1月 6日施行)

国立学校設置法

第 1章 総則

(設置及び所轄)

第 1粂 文部科学省に国立学校を設置する.

2 国立学校は,文部科学大臣の所轄に属する.

(国立学校)

第2粂 この法律で,唱 立学校｣とは,学校教育法(昭和22年法律第26号)第 1条に定

める学校で国が設置するものをいい,第3章の3,第3章の5及び第3章の6に定める

機関を含むものとする.

2 国立の小学校,中学校,高等学校,中等教育学校,盲学校.聾学校,養護学校及び

幼稚園は,この法律に特別の定めをするもののほか,政令で定めるところにより,国

立大学若しくは国立大学の学部又は国立短期大学に附属して設置するものとする.

第3葺の3 大学共同利用機関

(大学共同利用機関)

第9条の2 大学における学術研究の発展その他政令で定める目的に資するため,大学

の共同利用の機関として,政令で定めるところにより,研究所その他の機関(以下 ｢大

学共同利用機関｣という.)を置く.

2 大学共同利用機関は,大学の教員その他の者で当該大学共同利用機関の目的たる研

究その他の事項と同一の事項に従事するものの利用に供するものとする.

3 大学共同利用機関は,大学の要請に応じ,大学院における教育その他その大学にお

ける教育に協力することができる.
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第4手 職及び職員

(国立学校の職)

第 10条 各国立学校に置かれる職の種類は.文部科学省令で定める .

(国立学校に置かれる職員の任免等)

第 11粂 国立学校に置かれる戦員の任免,懲戒その他人事管理に関する事項について

は,国家公務員法(昭和 22年法律第 120号)及び教育公務員特例法の定めるところによ

る.

第5竃 雑則

(文部科学省への委任)

第 13粂 この法律又は他の法律に別段の定めのあるものを除くほか,国立学校の位置並

びに組織及び運営の細 目については,文部科学省令で定める .

0国立学校設置法施行令(抄)

(昭和 59年 6月28日政令第 230号) 最終改正 平成 12年 6月7日

国立学校設筆法施行令

(大学共同利用機関)

第 5粂 法第 9条の2第 1項の政令で定める目的は,資料の公開等一般公衆に対する教

育活動の推進及び大学における教育の発展とする .

第 6条 大学における学術研究の発展に資するための法第 9条の 2に定める大学共同利

用機関(以下単に ｢大学共同利用機関｣という.)として,次の表の上欄に掲げる機関

を置き,当該機閑の目的は,それぞれ同義の下柵に定めるとお りとする .

大学共同利用機関の名称 目 的

国 文 学 研 究 資 料 館 国文学に関する文献その他の資料の調査研究,収集恵理及び保存

国 立 極 地 研 究 所 極地に関する科学の総合研究及び極地親潮

宇 宙 科 学 研 究 所 宇宙理学及び宇宙Ⅰ学の学理及びその応用の研究

国 立 遺 伝 学 研 究 所 遺伝学に関する総合研究

統 計 数 理 研 究 所 統計に関する数理及びその応用の研究

国際日本文化研究センター 日本文化に関する国際的及び学際的な総合研究並びに世界の日本研究者に
対する研究協力

国 立 天 文 台 天文学及びこれに関連する分野の研究.天象観測並びに膚書籍製,中央
標準時の決定及び現示並びに時計の検定に関する事務

核 融 合 科 学 研 究 所 核融合プラズマに関する学理及びその応用の研究

国 立 情 報 学 研 究 所 情報学に関する総合研究並びに学術情報の流通のための先端的な基盤の
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○国立学校設置法施行規則 (抄)

(昭和39年4月 1日文部省令第11号)

最終改正 平成11年9月 14日(平成 12年4月 1日施行)

国立学校設置法施行規則

第 4章 大学共同利用機関

(位置)

第46粂 大学共同利用機関の位置は,次の表に掲げるとおりとする.

大 学 共 同 利 用 機 関 の 名 称 位 置 大 学 共 同 利 用 機 関 の 名 称 位 置

国 文 学 研 究 資 料 館 東 京 都 核 融 合 科 学 研 究 所 岐 阜 県

国 立 極 地 研 究 所 東 京 都 国 立 情 報 研 究 所 東 京 都

宇 宙 科 学 研 究 所 神奈川県 岡 崎 国 立 共 同 研 究 機 構 愛 知 県

国 立 遺 伝 学 研 究 所 静 岡 県 高 エ ネ ル ギ ー 加 速 器 研 究 機 構 茨 城 県

統 計 数 理 研 究 所 東 京 都 国 立 民 族 学 博 物 館 大 阪 府

国 際 日 本 文 化 研 究 セ ン タ ー 京 都 府 国 立 歴 史 民 俗 博 物 館 千 葉 県

(組織及び運営等)

第47粂 大学共同利用機関に置かれる職の種類並びに大学共同利用機関の組織及び運営

の細目については,大学共同利用機関組織運営規則(昭和52年文部省令第 12号)の定め

るところによる.

0大学共同利用機関組織運営規則 (抄)

(昭和52年4月18日文部省令第 12号) 最終改正 平成 12年3月31日

大学共同利用横関組舟運営規則

第 1章 総則

(機関の長等)

第 1条 大学共同利用機関(以下 ｢機関｣という.)に,次の各号に掲げる区分に応じ,そ

れぞれ当該各号に掲げる職員を置く.

- 岡崎国立共同研究機構及び高エネルギー加速器研究機構 機構長

二 国立極地研究所,宇宙科学研究所,国立遺伝学研究所,統計数理研究所,国際日

本文化研究センター,核融合科学研究所,国立情報学研究所,岡崎国立共同研究機

構に置かれる分子科学研究所,基礎生物学研究所及び生理学研究所,高エネルギー

加速器研究機構に置かれる素粒子原子核研究所及び物質構造科学研究所,並びにメ

ディア教育開発セ ンター 所長
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三 国文学研究資料館,国立民族学博物館及び国立歴史民俗博物館 館長

四 国立天文台 台長

2 機構長は,それぞれ岡崎国立共同研究機構又は高エネルギー加速器研究機構の業務

を掌理する.

3 所長,館長又は台長は,それぞれ所務,輯務又は台務を事理する.

(職員の種類)

第2粂 前条に掲げるもののほか,機関に次の職員を置く.

一 教授

二 助教授

三 助手

四 事務磯貝

五 技術職員

2 機関に,前項に掲げるもののほか,講師(非常勤の者に限る.以下同じ.)を置くこ

とができる.

3 教授は,研究に従事し,及び国立大学その他の大学の大学院における教育に協力す

るための学生の研究指導(以下 ｢研究指導｣という.)を行う.

4 助教授は,教授の破務を助ける.

5 耕師は,教授又は助教授に準ずる職務に従事する.

6 助手は,教授及び助教授の破務を助ける.

7 事務耽負は,庶務,会計等の事務に従事する.

8 技術戟負は,技術に関する職務に従事する.

(外国人研究員)

第3粂 機関の長は,国家公務員法(昭和22年法律第120号)第2粂第7項に規定する勤

務の契約により,外国人を研究に従事させることができる.

2 前項の規定の実施に閑し必要な事項については,別に文部科学大臣が定める.

(評議員会)

第4粂 機関(岡崎国立共同研究機構及び高エネルギー加速器研究機構(以下本章におい

て r機構｣という.)に置かれる研究所を含む.以下この条において同じ.)に,それ

ぞれ評議長会を置く.

2 評強兵会は,それぞれ当該機閑の事業計画その他の管理運営に関する重要事項につ

いて.当族機関の長に助言する.

3 評謙貞会は,評議員20人以内(機恥 こあっては,15人以内とする.)で組織し,評議

鼻は,左の各号に掲げる者のうちから,文部科学大臣が任命する.

- 国立大学の学長

二 公立又は私立の大学の学長

三 その他学識縫糸のある者

4 前項の規定にかかわらず,岡崎国立共同研究機構の評議員は,岡崎国立共同研究機
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横に置かれる各研究所の評議員のうちから,高エネルギー加速器研究機構の評議員は,

高エネルギー加速器研究機構に置かれる各研究所の評議員及び同項各号に掲げる者の

うちから,それぞれ文部大臣が任命する.

5 評議員の任期は,2年とし,その欠員が生じた場合の補欠の評議員の任期は,前任者

の残任期間とする.

6 評議貞は,非常勤とする.

7 評議員会の運営に閑し必要な事項は,別に文部大臣が定める.

(運営協議員会)

第5条 機関(機構に置かれる研究所を含む.以下この条において同じ.)に,それぞれ

運営協議員会を置く.

2 運営協議員会は,それぞれ当該機閑の共同研究計画に関する事項(国立極地研究所に

あっては,極地観測の実施とする.)その他の機関の運営に関する重要事項で当該機関

の長が必要と認めるものについて,当該機関の長の諮問に応じる.

3 運営協議員会は,運営協議員21人以内で組織し,運営協議員は,当該機関の職員及

び当該機関の目的たる研究と同一の研究に従事する左の各号に掲げる者のうちから,文

部大臣が任命する.

- 国立大学の教員

二 公立又は私立の大学の教員

三 前二号に掲げる者以外の者

4 前項の規定にかかわらず,高エネルギー加速器研究機構の運営協議員は,高エネル

ギー加速器研究機構に置かれる各研究所の運営協議員,高エネルギー加速器研究機構

の職員及び高エネルギー加速器研究機構の日的たる研究と同一の研究に従事する同項

各号に掲げる者のうちから,文部大臣が任命する.

5 運営協議員の任期は,2年とし,その欠員が生じた場合の補欠の運営協議員の任期は,

前任者の残任期間とする.

6 運営協議員は,非常勤とする.

7 運営協議員会の運営に閑し必要な事項は,別に文部大臣が定める.

(客員教授等)

第6粂 機関の長は,常時勤務の者以外の職員で当該機閑の研究に従事する音叉は第3粂

第 1項の規定により研究に従事する外国人のうち,適当と認められる者に対しては,

客員教授又は客員助教授を称せしめることができる.

2 前項の規定に関し必要な事項については,別に文部大臣が定める.

(名答教授)

第 7粂 機関は,当該機閑に機関の長(機構に置かれる研究所の長を含む.),教授又は助

教授として勤務した者であって,当該機閑の目的達成上特に功績のあった者に対し,

当該機閲の定めるところにより,名答教授の称号を授与することができる.

(寄附研究部門)
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第8粂 機関(機関に置かれる研究所を含む.)に,寄附研究部門を設けることができる.

2 寄附研究部門に係る経費は,国立学校特別会計法(昭和39年法律第55号)第 17条の

規定により機関の長に経理を委任された金額をもって支弁するものとする.

3 前2項規定の実施に関し必要な事項については,別に文部大臣が定める.

(内部組織に関する委任)

第8条の2 この省令又は他の法令に別段の定めのあるものを除くほか,機関の内部組

織については,その機関の長が定める.

第5葦 国立遺伝学研究所

(企画調整主幹)

第28粂 国立遺伝学研究所に企画調整主幹1人を置き,教授をもって充てる.

2 企画調整主幹は,所長の命を受け,国立遺伝学研究所の行う研究に係る事業の企画

及び実施について総合調整する.

(内部組織)

第29条 国立遺伝学研究所に,管理部及び次の5研究系並びに技術課を置く.

一 分子遺伝研究系

二 細胞遺伝研究系

三 個体遺伝研究系

四 集団遺伝研究系

五 総合連伝研究系

2 前項に掲げるもののほか,国立遺伝学研究所に研究施設を置く.

(管理部)

第30粂 管理部においては,庶務,会計及び施設等に関する事務を処理する.

2 管理部に,その所掌事務を分掌させるため,文部大臣が別に定めるところにより,課

を置く.

3 管理部及びこれに置かれる課に,それぞれ部長及び課長を置き,事務職員をもって

充てる.

4 部長は,所長の命を受け,部の事務を掌理する.

5 課長は,上司の命を受け,課の事務を処理する.

(研究系及び研究部門)

第31粂 別表第6の上欄に掲げる研究系に,それぞれ同義の下欄に掲げる研究部門を置

く .

2 各研究系に研究主幹を置き,教授をもって充てる.

3 研究主幹は,所長の命を受け,当該研究系における研究及び研究指導に閑し,総括

し,及び調整する.

(技術課)

第32条 技術課においては,技術に関する専門的業務を処理する.

2 技術課に,課長を置き,技術職員をもって充てる.
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3 課長は,所長の命を受け,課の事務を処理する .

(研究施設)

第 33条 研究施設の名称は,別表第 7に掲げるとお りとする

2 研究施設に長を置き,教授又は助教授をもって充てる .

3 前項の長は,当該研究施設の業務を処理する .

別表第 6(第 31粂関係)

国立遺伝学研究所の研究部門

研究系の名称 左補の研究系に置く研究部門

分子遺伝 分 子 遺 伝変 異 遺 伝
●核 酸 化 学

細胞遺伝 細 胞 遺 伝微生物遺伝

'細胞質遺伝

個体遺伝 発 生 遺 伝
形 質 遺 伝
初 期 発 生

◆生 理 遺 伝

集団遺伝 集 団 遺 伝進 化 遺 伝

●理 論 遺 伝

総合遺伝 人 類 遺 伝
育 種 遺 伝
脳 機 能

別表第 7(第 32粂関係)

国立遺伝学研究所の研究施設

名 称

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

実験圃場

1251
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0大学共同利用機関の内部組織 に関する訓令 (抄)

(昭和52年4月18日文部省訓令第8号)最終改正 平成 10年4月9日

大学共同利用機関の内部組織に開する訓令

(管理部等に置かれる部,殊及び室)

第 1条 大学共同利用機関(以下｢機関｣という.)の管理部等に置かれる部,課及び室は,

次の表に掲げるとおりとする.

機関の名称 部等の名称 課又は室の名称

2 前項に規定する部(管理局に置かれる部に限る.)課及び室の所掌事務に関しては,そ

の機関の長が定め,文部大臣に報告しなければならない.

0大学共同利用機関の評議員会及び運営協議員会の運営に関する規程(抄)

(平成元年 6月28日文部大臣裁定)最終改正 平成9年 3月31日

(趣旨)

第 1 大学共同利用機関(岡崎国立共同研究機構及び高エネルギー加速器研究機構に置か

れる研究所を含む.以下 ｢機関｣という.)に置かれる評議員会及び運営協議員会(以

下 ｢評議員会等｣という.)の運営については,この規程の定めるところによる.

(会長及び副会長)

第 2 評議員会等に会長及び副会長各 1人を置く.

2 評議員会の会長及び副会長は,それぞれ評議員が互選する.

3 運営協議員会の会長は,運営協議員のうち当該機閑の職員にある者のうちから,副

会長は,運営協議員のうち当該機閑の職員以外の者のうちから,それぞれ運営協議員

会において選出する.

4 会長は,それぞれ評議員会等の会務を総理する.

5 副会長は,それぞれの会長を補佐し,会長に事故があるときはその職務を代理し,会

長が欠けたときはその職務を行う.

(招集)

第3 評議員会等は,当該機閑の長の求めに応じ,会長がこれを招集する.

(議事)

第4 評議員会等は.それぞれ評議員及び運営協議員の過半数の出席がなければ,議事

を開き議決をすることができない.

2 評議員会等の議事は,それぞれ出席した評議員及び運営協議員の過半数をもって決

し,可否同数のときは,会長の決するところによる.
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○大学共同利用機関の長等の選考基準 (抄)

(昭和52年 5月2日文部大臣裁定)最終改正 平成9年 4月 1日

(趣旨)

第 1 大学共同利用機関(以下 ｢機関｣という.)の長(岡崎国立共同研究機構及び高エネ

ルギー加速器研究機構に置かれる研究所の長を含む.以下同じ.)の採用並びに教授,

助教授及び助手の採用及び昇任の選考の基準は,これに定めるところによる.

(機関の長の選考基準)

第 2 機関の長となることができる者は,次の各号の一に該当する者で,人格が高潔で

学識がすぐれ,かつ,教育行政に閑し識見を有する者とする.

-博士の学位(外国において授与されたこれに相当する学位を含む.)を有する者で,

研究教育上の指導能力があると認められる者

二 研究上の業績が前号の者に準ずると認められるもので,研究教育上の指導能力が

あると認められる者

三 機関又は大学(旧大学令(大正7年勅令第388号)による大学を含む .以下同じ.)

において教授の経歴のある者

四 学術行政に関し,高い識見を有すると認められる者

(教授の選考基準)

第3 教授となることのできる者は,次の各号の一に該当する者とする.

一 博士の学位(外国において授与されたこれに相当する学位を含む.)を有する者

二 研究上の業績が前号の者に準ずると認められる者

三 機関又は大学において教授の経歴のある者

四 機関又は大学において助教授の経歴があり,研究教育上の業績があると認められる者

五 研究所,試験所,調査所等に10年以上在職し,研究上の業績があると認められる者

六 専攻分野について,特に優れた知識及び経験を有し,研究教育上の能力があると

認められる者

(助教授の選考基準)

第 4 助教授となることのできる者は,次の各号の一に該当するものとする.

一 第3に規定する教授となることのできる者

二機関又は大学において助教授又は講師の経歴がある者

三機関又は大学において3年以上助手又はこれに準ずる職員としての経歴があり,

研究教育上の能力があると認められる者

四 修士の学位(外国において授与されたこれに相当する学位を含む.)を有する者で,

研究教育上の能力があると認められる者

五 研究所,試験所,調査所等に5年以上在職し,研究上の業績があると認められる者

六 専攻分野について,優れた知識及び経験を有し,研究教育上の能力があると認め

られる者
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(助手の選考基準)

第 5 助手となることのできる者は,次の各号の一に該当する者とする.

-学士の学位(外国において授与されたこれに相当する学位を含む.)を有する者

二 前号の者に準ずる能力があると認められる者

○人事に関する権限の委任等に関する規程 (抄)

(昭和32年7月22日文部省訓令)最終改正 平成 11年3月31日

人事に関する権限の委任等に関する規程

(趣旨)

第 1粂 任命権,選考の権限その他人事に関する権限の委任等については,法令又は別

に定めるもののほか,この規程の定めるところによる.

(任命権)

第 3粂

5 文部大臣は,次の各号に掲げる官職を除き,大学共同利用機関の長に当該機関に属

する官職についての任命権を委任する.

-大学共同利用機関の長,所長(岡崎国立共同研究機構及び高エネルギー加速器研

究機構に置かれる研究所の長に限る.),企画調整官及び企画調整主幹

二 大学共同利用機関の局長,部長(行政職俸給表(-)適用者に限る.),次長,課長

及び室長(行政職俸給表(-)適用者に限る.)

三 大学共同利用機関の評議員及び運営協議員

四 大学共同利用機関に附属する施設の長(高エネルギー加速器研究機構の加速器研

究施設の長に限る.)

五 大学共同利用機関の創設準備室の室長,次長及び主幹

12 前各項各号に掲げる官職と同等以上の官職で文部大臣の指定するものについての任

命権は,前各項の規定にかかわらず,委任しない.

13 教育公務員特例法施行令(昭和24年政令第 6号)第 3条の2第3項第 1号の規定中

｢任命権者｣とあるのは,教育公務員特例法(昭和24年法律第 1号)第 8条を準用する

場合にあっては,第 5項から第8項までの規定にかかわらず,文部大臣をいうものと

する.

0教育公務員特例法(抄)

(昭和24年 1月12日法律第 1号)

最終改正 平成 11年5月28日(平成 12年4月1日施行)

教育公務員特例法

第 l葺 総則

(この法律の趣旨)

第 1条 この法律は,教育を通じて国民全体に奉仕する教育公務員の職務とその責任の
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特殊性に基き,教育公務員の任免,分限,懲戒,服務及び研修について規定する.

第2章 任免,分限,懲戒及び服務

第 1節 大学の学長,教員及び部局長

(採用及び昇任の方法)

第 4条 学長及び部局長の採用並びに教員の採用及び昇任は,選考によるものとする.

2 学長の採用のための選考は,人格が高潔で,学識がすぐれ,かつ,教育行政に関し

識見を有する者について,評議会(評議会を置かない大学にあっては,教授会 . 以下

同じ.)の議に基づき学長の定める基準により,評議会が行う.

3 学部長の採用のための選考は,当該学部の教授会の議に基き,学長が行う.

4 学部長以外の部局長の採用のための選考は,評議会の議に基づき学長の定める基準

により学長が行う.

5 教員の採用及び昇任のための選考は,評議会の議に基づき学長の定める基準により,

教授会(国立学校設置法第2章の2の規定によりその組織が定められた大学にあっては,

人事委員会.第 12粂第 1項において同じ.)の議に基づき学長が行う.

6 前項の選考について教授会が審議する場合において,その教授会が置かれる組織の

長は,当該大学の教員人事の方針を踏まえ,その選考に関し,教授会に対して意見を

述べることができる.

(休職の期間)

第 7条 学長,教員及び部局長の休職の期間は,心身の故障のため長期の休養を要する

場合の休職においては,個々の場合について,評議会の議に基づき学長が定める.

(任期及び停年)

第 8粂 学長及び部局長の任期については,評議会の議に基づき学長が定める.

2 教員の停年については,評議会の議に基づき学長が定める.

(服務)

第 11粂 国立大学の学長,教員及び部局長の服務について,国家公務員法(昭和 22年

法律第 120号)第96条第 1項の根本基準の実施に関し必要な事項は,同法第 97条か

ら第 105条までに定めるものを除いては,評議会の議に基づき学長が定める.

(勤務成績の評定)

第 12条 学長,教員及び部局長の勤務成績の評定及び評定の結果に応じた措置は,学長

にあっては評議会,教員及び学部長にあっては教授会の議に基づき学長,学部長以外

の部局長にあっては学長が行う.

2 前項の勤務成績の評定は,評議会の議に基づき学長が定める基準により,行わなけ

ればならない.

第3葦 研修

(研修)

第 19粂 教育公務員は,その職責を遂行するために,絶えず研究と修養に努めなければ

ならない.
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2 教育公務員の任命権者は,教育公務員の研修について,それに要する施設,研修を

奨励するための方途その他研修に関する計画を樹立し,その実施に努めなければなら

ない.

(研修の機会)

第 20粂 教育公務員には,研修を受ける機会が与えられなければならない.

2 教員は,授業に支障のない限り,本属長の承認を受けて,勤務場所を離れて研修を

行うことができる.

3 教育公務員は,任命権者の定めるところにより,現職のままで,長期にわたる研修

を受けることができる.

第4霊 雑則

(兼職及び他の事業等の従事)

第 21粂 教育公務員は,教育に関する他の職を兼ね,又は教育に関する他の事業若しく

は事務に従事することが本務の遂行に支障がないと任命権者において認める場合には,

給与を受け又は受けないで,その職を兼ね,又はその事業若しくは事務に従事するこ

とができる.

2 前項の場合においては,国家公務員たる教育公務員にあっては国家公務員法第 101粂

第 1項の規定に基く命令又は同法第 104条の規定による承認又は許可を要せず,地方公

務員たる教育公務員にあっては地方公務員法第38粂第2項の規程により人事委員会が

定める許可の基準によることを要しない.

(教育公務員以外の者に対するこの法律の準用)

第22粂 国立又は公立の学校において教員の戦務に準ずる職務を行う者,文部省に置か

れる研究施設,文化施設及び研修施設で政令で定めるもの並びに国立学校設置法第3

章の3から第3章の6までに規定する機関の長(同法第3章の3に規定する機関に置か

れる研究所で政令で定めるものの長を含む.)並びにその職員のうち専ら研究又は教育

に従事する者並びに国立又は公立の専修学校又は各種学校の校長及び教員については,

政令の定めるところにより.この法律の規定を準用する.

0教育公務員特例法施行令 (抄)

(昭和24年 1月12日政令第 6号)最終改正 平成 10年 10月30日

独育公務員特例法施行令

第3条の2 法第22条の政令で定める研究施設,文化施設及び研修施設は,文部省組織令

(昭和59年政令第 227号)第71粂第 1項及び第 108条に定める施設等機関並びに国立

婦人教育会館とする.

2 法第22条の政令で定める研究所は,国立学校設置法施行令(昭和59年政令第 230号)

第 7粂第 2項第 3項の表に掲げる研究所とする.

3 第 l項に規定する機関及び国立学校設置法(昭和24年法律第 150号)第3章の3から

第3章の6までに規定する機関の長(前項に規定する研究所の長を含む. 以下この項
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において同じ.)並びにその磯貝のうち専ら研究又は教育に従事する者については,汰

第4条,第7条,第8条,第 11条,第 12条,第 19条,第 20粂及び第 21粂中国立学

校の学長及び教員に関する部分の規定を準用する. この場合において,これらの規定

中 ｢大学管理機関｣とあるのは次の各号の区別に従って読み替え,これらの機関の長

及びその職員をそれぞれ学長及び教員に準ずる者としこれらの規定を準用するものと

する.

一 法第4粂第 1項及び第8条については,｢文部省令で定めるところにより任命権者｣

二 法第4粂第 2項,第7条,第 11粂及び第 12条については,｢任命権者｣

職員数 (平成12年12月31日現在)

区 分 指定職 行政職(-) 教育職(-) 計

定 員 1 40 79 120

現在員 1 38 68 川7

所 長

医学博士 堀田凱樹
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機構図 (平成 12年12月31日現在)
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国立遺伝学研究所評議員名簿

(50音順) (平成 12年 12月31日現在)

現 職 氏 名 任命年月日 備 考

国 際 日本 文 化 研 究 セ ン タ ー研 究 部 教 授 石 井 紫 郎 平成 12年6月28日

岡 崎 国 立 共 同 研 究 機 構 長 伊 藤 光 男 平成 11年 4月 1日

放 送 大 学 教 授 岩 槻 邦 男 平成12年 6月 28日

国 立 学 校 財 務 セ ン タ - 所 長 大 崎 仁 平成 12年8月 1日

(秩)生 命 誌 研 究 館 顧 問 大 滞 省 三 平成12年 6月 28日〟〟〟〟〟〟〟〟〟〟〟′/〟〟′/

北海道工業技術研究所主任研究官 大 塚 柴 子

筑 波 大 学 名 誉 教 授 岡 田 益 吉

福 井 工 業 大 学 教 授 京 極 好 正

東 京 大 学 大 学 院総 合 文 化 研 究 科 教 授 黒 田 玲 子

国 立 が ん セ ン タ ー 名 書 総 長 杉 村 隆

福 井 県 立 大 学 長 常 脇 恒一郎

財 団 法 人 住 友 病 院 長 豊 島 久真男

総 合 研 究 大 学 院 大 学 長 鹿 田 栄 治

静 岡 県 立 大 学 長 鹿 部 雅 昭

名 古 屋 大 学 長 松 尾 稔

(財)国 際 高 等 研 究 所 副 所 長 松 原 謙 一

学 習 院 大 学 理 学 部 教 授 三 浦 謹一郎

日 本 女 子 大 学 長 宮 本 美沙子

岡 崎 国 立 共 同 研 究 機 構基 礎 生 物 学 研 究 所 長 毛 利 秀 雄
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国立遺伝学研究所運営協議員名簿

所外(副会長のほかは50音順) (平成 12年12月31日現在)

現 職 氏 名 任命年月日 備 考

福岡歯科大学歯学部教授 関 口 睦 夫 平成12年6月20日〟′/〟〟〟〟〟〟〟 副会長

神戸大学理学部教授 磯 野 克 己

京都大学ウイルス研究所教授 伊 藤 推 昭

東京大学医科学研究所教授 勝 木 元 也

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

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 我 氏 名 任命年月日 備 考

教 授 (細胞辻伝研究系) 小 川 智 子 平成12年6月20日〟〟〟〟〟〟′/〟〟′/ 会 長

教 授 (分子辻伝研究系) 石 清 明

教 授 (細胞辻伝研究系) 荒 木 弘 之

教 授 (個体遺伝研究系) 康 海 健

教 授 (個体漣伝研究系) 鹿 瀬 進

教 授 (集団辻伝研究系) 池 村 淑 道

教 授 (総合遭伝研究系) 佐々木 裕之

教 授 (系統生物研究センタ-) 城 石 俊 彦

教 授 (生物連伝資源情報総合センター) 小 原 雄 治

教 授 (構造辻伝学研究センター) 桂 勲
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平成 12年度 DNAデータ研究利用委員会委員 平成 12年4月l日～平成 13年3月31E]

氏 名 所 属 ･ 聴

藤

誓

久

崎

木

畑

村

伊

小

金

金

棒

高

田

長

直

弘

一
利

哲

吉

彬

毅

正

女

雄

久

之

晃

服部 正 平

水 島 洋

(財)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

(財)かすさDNA研究所植物適伝子研究部長

農林水産省農業生物資源研究所

遺伝資源第 2部DNA管理情報科長

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 12年度 組換えDNA実境安全委員会委員 (所外委員のみ記載)

氏 名
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研究撮員 (平成 12年 3月31日現在)

部 門 名 官 職 名 学 位 氏 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

副所長企画調整主幹 (併)∫ 文部教官 教 授 薬学博士 小 川 智 子 (10.4.1)

分子遭伝研究系 研究主幹(併) 石清 明

分子速伝研究部門 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 浩 8.2.1

文部教官 助 手 博士(理学) 木 村 誠 8.4.I

変異遭伝研究部門 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

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 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.I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 滞 純 一 9.10.I
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個体遺伝研究系 研究主幹(併) 席瀬 進
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部 門 名 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 席 海 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(理学) 服 田 昌 之 4.2.1

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.I

形質遺伝研究部門 文部教官 教 授 理学博士 鹿 瀬 進 61.6.I
文部教官 助教授 農学博士 上 田 均 62.lO.I

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

生理遭伝客員研究部門 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

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

進化遺伝研究部門 文部教官 教 授 理学博士 池 村 淑 道 60.4.1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(農学) 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 名 官 職 名 学 位 氏 名 任用年月日

人類辻伝研究部門 文部教官 教 授 医学博士 佐々木 裕之 10.12.I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

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

応用遺伝客旦研究部門 文部教官 教 授 農 学 博 士 長 戸 康 郎 10.4.1

研究施牧

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)

鳴乳動物遺伝研究室

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)

原核生物辻伝研究室

(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

文部教官 助 手

文部教官 教 授

文部教官 助教授

文部教官 助 手

文部教官 助教授

文部教官 教 授

文部教官 助 手

理学博士

博士(医学)

理学博士

農学博士

博士(農学)

農学博士

理学博士

博士(理学)

城 石 俊 彦

小 出 剛

相賀裕美子

倉 田 の り

伊 藤 幸 博

西 村 昭 子

林 茂 生

後 藤 聡

59.9.16

7.4.1

12.10.1

&.10.I

7.4.1

49.5.16

2,7.1

7.4.I

生物遺伝資源情報総合センター センター長(併) 小原 雄治

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
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部 門 名 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 万菩洋 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 雄 63.7.16

文部教官 助 手 博士(情報科学)理学博士 十川久美子 12.2.16文部教官 助 手 (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 白木原康雄 7.8.15

文部教官 助 手 博士(理学) 前 仲 勝 美

*(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) 五健堀 孝

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 - 穂 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

漣伝子機能研究室 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) 石渡 明

実験圃場 固場長(併) 倉田 のり

文部教官 助 手 博士(農学) 野々村 責-
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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 滞 純 一 国立遺伝学研究所客員教授 9.10. 1

今 村 孝 元国立遺伝学研究所教授 10.4. 1

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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事務岐員 (管理部)
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職 名 氏 名 任用年月日

管 理 部 長 上 隅 清 孝 12.4.1

庶 務 課 長 小 林 彰 10.7.I

会 計 課 長 高 橋 昭 二 12.4.I

庶 務 課 課 長 補 佐 山 田 勝 久 ll.4.1

会 計 課 課 長 補佐 佐 藤 隆 司 9.4.1

庶 務 係 長 秋 山 啓 剛 ll.4.1

人 事 係 長 佐 藤 忠 弘 10.4.1

研 究 協 力 係 長 新 田 清 隆 5.I.I

共 同 研 究 係 長 芝 本 文 明 12.4.I

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 土 屋 雅 義 7.4.i

経 理 主 任 中荒 江 覚 12.4.1

用 度 主 任 斎 藤 勝 農 10.4.1

人 事 係 員 片 瀬 綾 子 ll.4.I

共 同 研 究 係 員 山 田 恵 子 10.4.1

総 務 係 員 渡 蓮 晃 10.4.1

施 設 係 員 宮 原 - 樹 12.3.16

共同研究係員(併) 藤 井 真貴子 10.4.1
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技術職員 (技術課)

破 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 斑 第 - 技 術 係 長動 物 粧 第 二 技 術 係 長植物 .微生物堆第一技術係長植物 .微生物殊第二技術係長機 器 粧 第 一 技 術 係 長機 器 班 第 二 技 術 係 長動 物 斑 第 - 技 術 係 員 谷 田 勝 教永 口 責 63.4.163.4.1

芦 川 祐 毅 35.4.1

谷 口 美 佐 子 9.4.1

動 物 粧 第 二 技 術 係 員 陣 内 寅 佳 10.ll.1

動 物 班 第 二 技 術 係 員 水 晶 洋 一 ll.4.1

動 物 嫉 第 二 技 術 係 員 古 海 弘 康 ll.5.1

植物 .微生物堆第-技術係員 宮 林 登 志 江 2.4.1

植物 .微生物粧第-技術係員 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

植物 .微生物堆第二技術係員 坂 季 実 子 ll.4.1

機 器 粧 第 一 技 術 係 員 芦 川 東 三 夫 36.4.16

退職者 転出者等

破 名 氏 名 在職期間 備 考

構造辻 伝学研 究 セ ン 斉 藤 哲 一 郎 9.9.1- 京都大学再生医科学
夕-助手 12.2.28 ･研究所助教授

会計課長 小 閑 賢 三 10.4.1--12.3.31 定年退職

個体遺伝研究系助教授 村 上 昭 雄 40.ll.16-12.3.31 停年退職

系統生物研究センター 多 田 高 10.12.1- 京都大学再生医科学
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尊 名 氏 名 在磯期間 備 考

細胞遺伝研究系助手 太 田 力 8.4.1- 国立がんセンター研究所病理部

12.3.31 第三組織病理研究室長お茶の水女子大学助教授個体遺伝研究系助手 服 田 昌 之 4.2.I-12.10.1

管理部長 砂 田 蓬 9.ll.2- 岡崎国立共同研究機構
12.3.31 総務部長

庶務係長 酒 井 清 人 61.4.1- 静岡大学学務部留学生課
12.3.31 専門員

総務係長 八 木 倍 司 6.4.I- 静岡大学経理部主計課
12.3.31 管財係長

経理係長 橋 本 登 9.10.1- 静岡大学契約室調達
12.3.31 第二係長

用度係長 岩 崎 久 治 9.4.1- 静岡大学経理課
12.3.31 情報企画係長

施設係員 上 田敏 史 4.4.1- 国立天文台管理部施設課
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平成 12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

AlexeevAmdreiAleXeeVich 真核生物のSOS応答に関与する鮒 発現制御鮒 こ関する研究 細胞遺伝研究部門 平11.6.1-平 12.5.31

金 衝 坤 鹿北大学校農業 陸上甲虫オサムシの分 進化逓伝研究部門 平12.4.1-
科学技術研究所 化系統と形態進化 平 13.3.31

SalinaElenaロシア科学アカテ●ミ-細胞学 .辻伝学 穀類ケ'ノムの構造､機能の比較解析と 植物速伝研究室 平12.7.15-

ArtemoVna 研究所 その利用 平 12.10.14

HayyardRi-エシ●ンハ■ラ大学 大腸菌主要 o因子のアミt]イドシ■エネシスに 超分子機能研究室 平12.7.3-
chardScott よる環境センシンク◆ 平 12.9.30

Kolpashchikovロシア科学アカテ'ミ- 転写装置の分子解剖 分子遺伝研究部門 平12.9.9-
DnitryN. 生物有機科学研究所 平 13.3.31

劉 慶 信 ショウri,'ヨウ八●工の発生における転写因子TDFの役割 形質遺伝研究部門 平 12.10.1-平 13.9.30

OzolineOlgaN.ロシア科学アカデミー細胞生物物理学 転写装置の機能制 分子遺伝研究部門 平 13.1.4-
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大学院生 (特別共同利用研究員)
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氏 名 研 究 課 題 所 属 受入期間

押 海 裕 之岩 波 将 輝 DNA傷害と修復と減数分裂期組 大阪大学大学院 2000.4.1-

換え開始に関与するNRE11遺伝子の機能解析 理学研究科 2001.3.31

神経発生におけるFGFシグナル 東京慈恵会医科大学 2000.5. 1-

河 村 恵 良 の役割 大学院医学研究科 2001 .3 . 3 1カイウミヒドラ発生制御因子の 石巻専修大学大学院 2000.4.1-

神 藤 智 子 研究 理工学研究科 20 0 1.3 .31小型魚類ゼブラフィッシュを用いた 名古屋大学大学院 2 000 .4.I-

浮 田 篤 志 脊椎動物器官形成の分子メカニズム 理学研究科 2 001 .3 .31ゼブラフィッシュ体節形成にお 名古屋大学大学院 2 000 .4.1-

新屋みのり けるNesP遺伝子の機能解析 理学研究科 2 001 .3 .31ゼブラフィッシュ腔を用いた頭 名古屋大学大学院 2000 .4.1-

富 木 毅 部形態形成に関する解析 理学研究科 2 001 .3 .31脳神経系遺伝子の系統解析 明治大学大学院 2 000 .4. 1-

ワ ヒ ユ - ゲノムインプリンティングドメインの構造特性に関する研究 農学研究科九州大Jg大JB院 2 001 .3 .31プルボワシト 千 千医学系研究科 2 000 .4. 1-2 001 .3 .31

佐 藤 泰 史 喚索形成機構の解析 名古屋大学大学院 2 000 .4. 1-

矢田有加里古 瀬 民 生 軸前側多指症を示すマウス突然 理学研究科お茶の水女子大学 2001 .3 .312000 .4. 1-
変異体Ⅹ-1inkedpolydactyly(Xpl)及び 1uXate(lX)の解析 大学院人間文化研究科 2 001.3 .31

野生由来マウス系統を用いた栄養 東京農工大学大学院 2000.4.1-

藤 島 博 史 摂取に関する行動遺伝学的研究 連合農学研究科 2001.3.31大腸菌のAp4A結合蛋白HITの解 東京大学大学院 2000.4.1-

白 木 岐 奈 析Drosophilamab-21ホモログの 農学生命科学研究科 2001.3.31奈良先端科学技術大学院 2000.4.1-

古田満衣子 解析核-細胞質問機能分子の輸送機 大学バイオサイエンス研究科 2001.3.31大阪大学大学院 2000.7.1-

梶 田 睦 棉力学モデ/Hこ基づく線虫の初期形態発医学系研究科東京工業大学大学院 2001.3.312000.ll.I-

鈴 木 健 司 生のシミュレーションに関する研究 総合理工学研究科 2001.9.30微生物ゲノム情報の情報学的研 奈良先端科学技術大学院 2000.4.1-

柏 木 健 司 究フラボノイ ド生合成に関連した 大学バイオサイエンス研究科 2001.3.31静岡県立大学大学院 2000.4.1-
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大学院生 (特別共同利用研究員)

氏 名 研 究 殊 題 所 属 受入期間

山 市 義 治 バクテリア染色体の分配機構 ､本大学大学院 2001.1.15-

受託研究員

氏 名 所属会社名又は機謁名 研 究 題 目 受入れ研究部門 研究期間

小見山智義福地佐斗志川 端 猛申 出 晋 介本 間 桂 一西 尾 陽 介 湧永製薬株式会社 鳥類 ,特に鶏の遺伝 生命情報研究セ 2000.4.1-

広島事業所科学技術振興事業団 情報分析と文化的背景を含めた家禽過程の考察遺伝子産物同定シス ン夕-生命情報研究セ 2001.3.312000.4.1-

研究基盤情報部 テム研究開発,GeneCatalogシステム構築速伝子産物同定シス ン夕- 2001.3.31科学技術振興事業団 生命情報研究セ 2000.4.1-

研究基盤情報部科学技術振興事業団科学技術振興事業Eg味の素株式会社 .発 テム研究開発,GeneCatalogシステム構輿遺伝子産物同定シス ン夕一系統生物研究セ 2001.3.312000.4.1-

テムの研究 ン夕 - 2001.3.31

遺伝子産物同定シス 生命情報研究セ 2000.10.1-

テム研究開発,GeneCatalogシステム構築微生物ゲノム配列解析 ン夕-生命情報研究セ 2001.3.312001.1.22-
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C.土地及び建物

(平成 12年 12月31日現在)

土 地 総 面 積 105,313m2

(内訳)研究所敷地 96,069m2

宿 舎 敷 地 9,244m2

建物総面積 (建 面 積) 13,142m2

(延べ面積) 28,971m2

区 分 構 造 数 量 (m2) 建 築年月日
建面積(m2)延べ面積(m2)

本 館 鉄筋コンクリー ト造 り3 階建 1,6024,763S36.9.19

自 動 車 車 庫 木 造 か わ ら ぶ き 平 屋 建 52 52S26.10.1

公務員宿舎 (21 棟) 木 造 か わ ら ぶ き 平 屋 建 1,2501,250S26.-40.

放 射 線 実 験 室 鉄 筋 平 屋 建 一 部 地 下 室 392 535S31.3.25

特 別 蚕 室 ブ ロ ッ ク 造 り 一 部 地 下 194 218S35.3.20

ボ イ ラ 一 室 鉄 骨 造 り 平 屋 建 97 97S39.3.30

研 修 室 鉄筋コンクリー ト造 り2 階建屋 根 鉄 板 葺 233 465 S40.10.31
渡り廊下(本館～研修室) 鉄骨造 り屋根防水モルタル塗 8 8 S40.10.31

フアイロン温室 (2棟) 鉄骨造 りフアイロン張平屋建 284 284 S42.1.10

堆 肥 舎 鉄筋造り波型ス レー ト葺平屋建 128 128 S42.1.10

鮮 卵 育 琳 舎 鉄筋コンクリー ト造 り平屋建 290 290 S42.3.30

鶏 糞 処 理 小 屋 ブ ロ ッ ク 造 り 平 屋 建 6 6 S44.7.9

麦 温 室 鉄 骨 一部 補 強 コンク リ- トブ ロ ッ ク 造 り 平 屋 建 146 146 S44.10.15

図 書 館 鉄筋コンクリー ト造 り3 階建 258 803 S46.3.25

ネ ズ ミ 飼 育 舎 鉄筋コンクリー ト造 り平屋建 539 557 S47.3.25

水 源 ポ ン プ 小 屋 鉄 骨 造 り 平 屋 建 5 5 S47.12.20

内部 照 射 実験 棟 及 び附 居 棟 鉄筋コンクリー ト造 り平屋建 591 645 S50.3.10

系統生物研究センタ一棟 鉄筋コンクリー ト造 り2階建 370 739 S53.7.31

機 械 株 鉄 骨 造 り 平 屋 建 380 380 S53.7.31

廃 棄 物 保 管 庫 鉄筋コンクリー ト造 り平屋建〟〟〟〟鉄筋コンクリー ト造 り2階建 46 46 S54.3.15

ネ ズ ミ 附 属 棟 388 388 S55.3.15

カ イ コ 附 属 棟 254 254 S55.3.15

微 生 物 附 属 棟 263 263 S56.3.15

排 水 処 理 棟 56 56 S58.3.17

組 換DNA実 験 棟 79 158 S59.3.15

野 生 イ ネ 温 室 鉄骨平屋建一部鉄筋コンクリート 185 185 S59.3.15
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実 漁 師 場 管 理 棟 鉄筋コンクリー ト造 り平屋建 407 407 S60.3.28
焼 却 炉 上 屋 鉄筋造り波型スレー ト茸平屋建 22 22 S61.10 .31

構造遺伝学研究センタ-樵 鉄筋コンクリー ト造 り5階建 446 1,855 S62.2.12

解 離 温 童 鉄筋コンクリート造り及び鉄骨造り平屋建〟鉄骨造り及び鉄筋コンクlトト造り平屋建 300 300 S62.2.12

水 田 温 室 183 183 S62.3.27

兵 温 室 305 305 S62.3.2 7

ペ レ ッ ト 温 室 鉄 骨 造 り 平 屋 建 93 93 S63.12.15

R l 集 魚 棟 鉄筋コンクリー ト造 り5階建 563 2,382 S63.12.15

中 央 機 械 室 鉄筋コンクリー ト造 り平屋建〟 344 346 S63.12.15R Ⅰ ポ ン プ 童 30 30 S63.12.15

テニスコ-トシャワ一室 〟ブ ロ ッ ク 造 り 平 屋 建 ll ll H 2.3.27島 外 便 所 5 5 H 3.3.26

研 究 鼻 宿 泊 施 設 鉄筋コンクリー ト造 り3階建 346 807 H 4.5.1

廃 棄 物 保 管 庫 ブ ロ ッ ク 造 り 平 屋 建 58 58 H.5.3.30

研 究 突 放 棟 鉄筋コンクリ- ト造り7階建 561 3,907 H 7.3.10

渡り廊下(本館一美点検) 鉄 骨 造 り 41 41 H 7.3.13

t 子 計 算 機 棟 鉄筋コンクリー ト造 り3階建 347 1,064 H 8.3.25

系統生物研究センタ一棟 鉄筋コンクリー ト造 り4階建 3$4 1,594 H 9.3.25

生命情報研究センタ一棟 鉄筋コンクリー ト造 り5階建 546 2,786 H10.3.20

渡り廊下(電募棟-生命櫛紗 鉄 骨 造 り 22 22 HlO.3.20

D.予 算 (平成 12年度当初予算(項)研究所)

人 件 費 858,328(単位 :千円)

物 件 井 2,195,097

合 計 3,053,425
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E.奨学寄附金 ･受託研究費

平成 12年奨学寄附金受入
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奨学寄附金 54,850千円

寄 附 者 の 住 所 , 職 業 及 び 氏 名(法 人 の場 合 は,法 人 名 ,主 た る事 務 所 の 所 在 地 及 び 代 表 者 名 ) 寄 附 金 歳 入納 付 額 寄 附 の 目 的 及 び 条 件

東京都豊島区高田3丁目26番 3号財団法人上原記念生命科学財団理事長 上原 昭二東京都豊島区高田3丁目26番 3号財団法人上原記念生命科学財団理事長 上原 昭二東京都中央区京橋 1丁目15番 1号味の素株式会社研究開発戦略室長 湯川利秀静岡県三島市谷田 1111 5,000,000円5,000,000円1,000,000円4,000,000円500,000円3,300,000円4,500,000円 学術研究助成学術研究助成研究助成のためゼブラフィッシュ腔を用いた

国立遺伝学研究所 脊椎動物中枢神経の発生機構

初期発生研究部門 武田洋幸 の解明

静岡県三島市谷田 1111 ゼブラフィッシュを用いた青

国立遺伝学研究所 椎動物中枢神経発生における

初期発生研究部門 武田洋幸 鎖域特異性の獲得機構

静岡県三島市谷田 11日 ｢プローブ顕微鏡下の 1分子技

国立遺伝学研究所 術による生体分子未知機能の

生体高分子研究室 徳永万喜洋 探索｣研究のため

静岡県三島市谷田 1111 ゼブラフィッシュを用いた脊

国立遭伝学研究所 椎動物中枢神経発生における
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神奈川県川崎市中原区上小田中4丁

目1番 1号

富士通株式会社

代表取締役社長 秋草 直之

三島市谷田1111

国立遺伝学研究所

初期発生研究部門 武田洋幸

東京都世田谷区下馬 6-12-ll

森脇 和洋

東京都中央区京橋 1丁目15番 1号

味の素株式会社

研究開発戦略室長 湯川利秀

三島市谷田1111

国立遺伝学研究所

初期発生研究部門 武田洋幸

三島市谷田桜ケ丘 1171-195

財団法人遺伝学普及会

会長 森脇 和洋

三島市谷田 1111

国立遺伝学研究所

初期発生研究部門 武田洋幸

東京都中央区日本橋3-15-5

第一化学薬品株式会社

開発企画部 稲葉 純一

三島市谷田 1111

国立遺伝学研究所

初期発生研究部門 武田洋幸

10,000,000円

5,500,000円

100,000円

1,000,000円

3,500,000円

150,000円

1,000,000円

500,000円

2,000,000円

遺伝学の振興のため

ゼブラフィッシュを用いた脊椎

動物中枢神経発生における領域

特異性の獲得機構

遺伝学研究助成のため

研究助成のため

ゼブラフィッシュを用いた脊椎

動物中枢神経発生における額域

特異性の獲得機構

人類遺伝研究部門助手 佐渡 敬

への研究助成(海外渡航費)

ゼブラフィッシュを用いた脊椎

動物中枢神経発生における領域

特異性の獲得機構

学術研究助成

ゼブラフィッシュを用いた脊椎

動物中枢神経発生における簡域

特異性の獲得機構
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三島市谷田1111 1,300,000円1,500,000円5,000,000円 ユビキチン系における分子識別と

国立遺伝学研究所変異遺伝研究部門 山尾文明三島市谷田1111 細胞機能制御の研究1分子操作によるDNAタンパク質

国立遺伝学研究所超分子機能研究室 十川久美子東京都豊島区高田3丁目26番3号財団法人上原記念生命科学財団理事長 上原 昭二 のスライディング様式の研究学術研究助成
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平成 12年受託研究受入
産学連携等研究費 558,606,350円

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

発生におけるパ 系統生物研究センター 2000.4ー3- 日本学術振興 円36,000,00019,000,0001,000,00010,000,0004,000,00054,638,000

夕-ン形成機構 助 手 林 茂生 2001.3.31 Ai

クロマチン構造 細胞辻伝研究部門 2000.4.3- 日本学術振興

を介 した転写組換え制御機構の解明遺伝子不活化の 助 手 太田 力育種辻伝研究部門 2001.3.312000.4.3- Ai科学技術振興

分子遺伝学的解析EMU,chloranbucil-助教授 角谷 徹仁系統生物研究センタ- 2001.3.312000.4.3- 事業団医薬品副作用

mutagenesisによる高発がん感受性マウス系統の開発 と未知のがん感受性辻伝子の単離,同定の研究エイズワクチン 教 授 城石 俊彦生命情報研究センター 2001.3.312000.4.3- 被害救済.研究振興調査機構医薬品副作用

及びその評価動物モデルの開発におけるウイルスの遺伝子解析とデータベースの構築に関する研究穀類細胞への新 教 授 五候堀 孝実験師場 2001.3.312000.4.3- 被害救済.研究振興調査機構生物系特定産
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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

リソニース群の系 系統生物研究センター 2000.4.13- 科学技術振興 円1,100,0002.島oo,0001,000,0001,000,0006,930,000l,000,0006,050,000

統保存及び網羅的温度感受性株の変異位置の同定辻伝子産物同定 助教手 西村 昭子生命情報研究センター 2001.3.312000.4.14- 事業団科学技術振興

システム研究開罪,GeneCata-1ogシステム構築神経軸索の伸長 教 授 西川 建脳機能研究部門 2001.3.312000.4.14- 事業団科学技術振興

経路を決める道標細胞の発現分子の検索野生マウスの体 助教授 平田 たつみ系統生物研究センター 2001.3.312000.4.14- 事業El科学技術振興

内回路網形態と行動ゲノム全遺伝子 助 手 小出 剛分子遺伝研究部門 2001.3.312000.-4.25- 事業団科学技術振興

の発現ヒエラルキー決定機構の解明DNA複製開始から 教 授 石清 明微生物辻伝研究部門 2001.3.312000.4.26- 事業団科学技術振興

DNA銭伸長過程への移行機構線虫全発生過程 教 授 荒木 弘之生物遺伝資源情報 2001.3.312000.4.26- 事業団科学技術振興
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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

gcmタンパクの 所 長 堀田 凱樹生命情報研究センター 2000.5.10- 科学技術振興 円3,960,0004,458,000ll,020,00029,611,0005,213,0004,500,000132,000

転写調節機能 2001.3.31 事業団

組換えウイルス 2000.5.ll- 理化学研究所科学技術振興の分子進化の数学的解析に関する研究データ抽出 .分 教 授 五候堀 孝系統生物研究センター 2001.3.312000.5.22-

類 .同定ワークベンチに関する研究遺伝子発現と機 教 授 菅原 秀明生物資源情報総合 2001._3.312000.5.22- 事業団株式会社医学

能に関する抗体を用いたタンパク質レベルでの網羅的及び体系的解析法の開発発生分化におけ センター教 授 小原 雄治発生遺伝研究部門 2001.3.312000.5.29- 生物学研究所財団法人日本

る情報分子の濃度勾配と遺伝子発現魚類中枢神経系 助教授 藤滞 敏孝初期発生研究部門 2001.3.302000.6.12- 宇宙フォーラム農林水産技術

の発達における繊維芽細胞増殖因子(FGF)の役割神経回路網形成 教 授 武田 洋幸発生遺伝研究部門 2001.3.152000.6.13- 会議科学技術振興



281

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

喚覚回路形成機 脳機能研究部門 2000.6.19- 科学技術振興 円330,0003,065,0004,061,0003,927,0004,065,000170,542,00021,648,000

橋の解析 助教授 平田 たつみ 2001.3.31 事業団

魚類における中 初期発生研究部門 2000.7.ll- 養殖研究所農業生物資源広葉誘導 と体節の形成 .分化の分子機構の解明不稔遺伝子群の 教 授 武田 洋幸系統生物研究センタ- 2001.3.22000.7.24-

網羅的単離 と不稔特性による機能分類逓伝子の分離ゆ 助教授 倉田 のり系統生物研究センター 2001.3.232000.7.24- 研究所農業生物資源

がみを引き起 こす原因遺伝子の単離と機能解明遺伝子発現のエ 助教授 倉田 のり育種遺伝研究部門 2001.3.232000.8.7- 研究所農業生物資源

ピジエネティツク制御 I 助教授 角谷 徹仁初期発生研究部門 2001.3.232000.8.24- 研究所国立医薬品食オーガ/ ｣ノー

スとしての中佐葉と器官形成クロックの研究ドラフ ト配列の 教 授 武田 洋幸生命情報研究センター 2001.3.312000.9.19- 晶衛生研究所学校法人
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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

線虫の遺伝子間 生物辻伝資源情報総合 2000.ll.28.-宝酒造株式会 円12,973,000500,000550,000110.00025,960,00019,999,35049,278,000

相互作用に関する実敦研究DNAはいかにし センター教 授 小原 雄治放射能 .アイソト- 2001.3.312000.ll.8- 社科学技術振興

て分配されていくのか?加齢疾患の発症, プセンタ-助教授 仁木 宏典系統生物研究センター 2001.3.312000.12.13- 事業団科学技術振興

症状の個体差に関与する遺伝子素因の研究オオムギゲノム 教 授 城石 俊彦生物遺伝資源情報総 2001.3.312000.12.21- 事業団科学技術振興

機能の開発と制御ショウジヨウバ 合センタ-助教授 山崎由紀子系統生物研究センター 2001.3.312000.12.25--事業団科学技術振興

工で単離する生殖細胞決定因子のマウスホモログの単離および機能解析合成DNAマイク 教 授 相賀裕美子生命情報研究センター 2001.3.312001.2.8- 事業団社団法人バイ

ロアレイを用いた遭伝子発現頻度解析新 しい コ ン ソ 教 授 五候堀 孝系統生物研究セ ン 2001.3.312001.2.22- オ 産 業 コ ンソーシアム財団法人実鹸
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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

遺伝子多型情報 生物遺伝資源情報総 2001.2.22- 財団法人実 円10,500,00027,686,000のデー夕べ-ス構築コンソミック系 合センター助教授 山崎由紀子系統 生物 研 究 セ ン 2001.3.312001.2.22- 動物中央研究月財団法人実
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F.日 誌

1月 26日 第 69回運営協議員会

3月22日 第 70回運営協議員会

3月29日 第 32回評議員会

4月22日 一般公開

6月 12日 第 71回運営協議員会

6月28日 第 33回評議員会

9月28日 第 72回運営協議員会

10月 26日 第 52回大学共同利用機関等管理部課長会議(庶務系)

11月 11日 公開講演会

1月 11日 第 287回

2月 8日 第 289回

3月21日 第 291回

4月25日 第 293回

5月22日 第 295回

6月20日 第 297回

9月 5日 第 299回

10月 10日 第 301回

11月 8日 第 303回

12月25日 第 305回

教 授 会 議

1月25日

2月29日

4月 11日

5月 8日

6月 6日

7月25日

9月26日

10月 24日

11月20日

第 288回

第 290回

第 292回

第 294回

第 296回

第 298回

第 300回

第 302回

第 304回

外国からの主な来幼者

1月 7日～ 1月 8日 Dr.AlisaS.W.Shun,I)epartnentofAnatomyTheChlneSe

Universityofllongkong,Honekong

1月27日～ 1月28日 Dr.MasayasuNoTnuraDepartmentofBiologicalChemistry

UniversityofCalifornla,Irvine

2月 14日～ 2月 15日 HansR.Scholer,UniversltyOfPennsylvaniaNew

BoltonCenter,CenterforAnimalTranSgeneSisand

GermCellResearch

2月 17日～ 2月 18日 RalfSchnabel,InstitutfurGenetik,TUBraunschyeig

PatNolan,MRCMouseGenomeCenterandMammalian

GenetlCSUnit,Ha川el1

3月 7日～ 3月 8日 PeterE.Nielsen,UniversityofCopenhagen,IMBG,



3月 13日～ 3月 14日

4月 10日

4月 11日一一4月 12日

4月12日～ 4月13日

5月 1日～ 5月 2日

7月 10日

7月27日～ 7月28日

9月 7日～ 9月 8日

9月20日.-9月21日

9月28日～ 9月 29日

10月 3日～10月 4日

10月12日～10月13日

10月23日～10月24日

11月 1日～11月 2日

11月 6日～11月 7日

11月10日～11月11日

11月13日～11月14日

庶

LaboratoryB,The

DK-2200Copenhagen

MichaelP.Stryker,

M.ReckFoundation

science,UCSFToblaS
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PanumInstitute,Blegdamsvej3,

N,Denmark

DepartmentofPhysiologyandW.

CenterforlntegrativeNeuro-

Bonhoeffer,MaxIPlanck-Institut

furNeuroblOlogy,Munchen-Martlnarled

StephenBuratowskl,BiologicalChemistryandMolecul

larPharmacology,HarvardMedicalSchool

Dr.AvantePaabo,Director,Max-Planck-Instltute

ofEvolutionaryAnthropologyLeipzig,Germany

ArnoldJ.Berk,MolecularBiologyInstitute,Uni-

versltyOfCalifornia,Lo§Angeles

AmosOppenhein,TheHebreyUnlVerSityIHadassah

MedlCalSchoolDepartmentofMolecularGenetics

andBIOteChnologyJerusalem,Israel

MatsuokaShuhei,BaylarCollegeofMedicine,U.S.A.

Dr.TakehiroKawano,SamuelLunenfeldResearchln-

stltuteOfMountSinaiHospital,Toront

Prof.PeterPalese,MountSinaiSchoolofNediclne

DepartmentofMicrob10logyNewYork,NY10029,U.S.A.

Dr.MichaelGlotzer,ResearchInstituteofMoleculer

PathologyVienna,Austria

Dr.CharlesBangham,DepartmentoflmmunologyImperial

collegeSchoolofMedicineStMary'sHospital,U.K.

Mr.Neil∫.Cam)bell,SeniorDirectorCeleraGenomlCS,U.S.A.

NoelLoyndes,lCRF,ClareliallLaboratories,U.K.

HarumiKasamatsu,MoleculerBiologyInstitute,Uni-

versityofCalifornia,Lo§Angeles,U.S.A.

MasakiOkano,CardiovascularResearchCenter,Massachu-

settsGeneralHospltal,HarvardMedlCalSchool

HirokiKokubo,UniversityofTexas,MD.AndersonCancer

CenterDepartmentofB10ChemlStryandMoleculerB10logy

M.AzimSurani,Wellcone/CRCInstituteofCancer

andDevelopmentalB10logy,UniversityofCambridge

PeterA.Jones,NorrisComprehensiveCancerCen-

ter,UniversityofSouthernCalifornla

Dr.NobuyosiTakasaki,LaboratoryofCellularand
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DevelopmentBiology,NIDDX,NIH

YilliamM.Saxton,加partnentofBiology,IndianaUniversity

l1月 15日～11月 16日 Mr.JianLu,Bioinformatics ResearchCenterNedi-

calCollegeofWisconsin,U.S.A.

11月30日～12月 1日 RamdyL.Johnson,NI)AmdersonCancerCenter,Houston

12月 18日～12月19日 Dr.Yoshiyukilmai,I)epartmentofDevelopmentBiology

StanfordUniversitySchooloEMedicine

12月 19日 I)r.HiroshiAkashi,Dept.OfBiology,Instituteof

NoleculerEvolutionaryGeneticsPennsylvaniaState

Uniyersity,U.S.A.

12月 19日～12月20日 Dr.HisatoSaitoh,PicoyerInstitute,NY,U.S.A.

12月20日～12月21日 YujiKageyamaHoyardHughesMedicalInstitute,Baylor

CollegeofMedicine

Dr.MasatomoKobayasi,KimmelCancerInstitute,

ThomasJeHersonUniverslty

G.諸 会

内部交流セミナー

研究所内における研究経過を討論する会で,盛夏の時期を除き毎週金曜日に開かれる.

1月 14日 1.ショウジョウバエPlexusは核内マトリックスとして脈の形成を抑制す

る(亦勝 和)

2.真核生物染色体DNA複製機構とそのモニター(荒木弘之)

1月28日 大腸菌データベース最新情報(山崎由紀子)

2月18日 1.遺伝子発現パターン比較からみる分子進化(池尾-穂)

2.機能獲得型突然変異Scutoidにみる遺伝子機能の不思議(林 茂生)

2月25日 1.ヒドラ神経系と散在神経系(清水 裕)

2.タンパク質の精製と結晶化 :分子複合体での問題点とその解決

(白木原康雄)

3月 3日 1.中軸骨格系にホメオティックトランスフォーメーションを示すTail-

short(Ts)変異遺伝子のポジショナルクローニング(清水邦彦)

2.DT40細胞を用いたセントロメア･CENp-Cの機能解析(深川竜郎)

3月 10日 1.出芽辞母のテロメア長の維持機構に関与するNrell蛋白質の活性

(田中茂生)

2.ゲノム情報のコンピュータ解析(西川 健)

3月17日 1.C.elegansの母性因子POS11と相互作用する分子の機能解析(小倉顕-)

2.比較ゲノムからみたGC含量の進化的変化(五候堀孝)
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3月24日 大腸菌のDnaKホモログであるHscAは細胞分裂に関与する(上原 剛)

4月 7日 1.M期における細胞周期停止を回復させる基本転写因子(光輝 浩)

2.TheDNAsequenceofhumanchromosome21(藤山秋佐夫)

4月14日 1.ショウジョウバエゲノムのエビソーティックな進化の3つの要因

(高野敏行)

2.大規模マウス突然変異体作製とその作用(城石俊彦)

4月21日 1.FTZIFlのNutantsについて(山田正明)

2.ヒドラの形態形成に関わる上皮ペプチ ド

4月 28日 1.C.elegansにおいて二つの感覚情報の選択と連合学習能力に異常を持つ

変異体の解析(石原 健)

2.Timingofcelldivision:1ipopolysaccharidesynthesisiscoupled

yithcelldivisioninEscherichiaK12(西村昭子)

5月12日 1.神経発生と血球形成におけるgcm型転写調節因子の機能(細谷俊彦)

2.転写装置の細胞内含有(石浜 明)

5月19日 1.分裂辞母RNAポリメラーゼIIのサブユニット集合(木村 誠)

2.マウス嘆球一終脳神経回路とlot細胞(平田たつみ)

5月26日 1.大腸菌RNAポリメラーゼβサブユニットにおけるαサブユニット結合領

域の同定及び新規RNAポリメラーゼ結合因子の探索(野村 扶)

2.22遺伝子座の遺伝子系図に基づいたマウス亜種の進化史の推定

(斎藤成也)

6月 2日 TYOTYPESOFEND-JOINlNGREACTIONOFNREll(DaisukeTatsuda)

6月 9日 1.1つのアミノ酸置換が,まわりのアミノ酸残基の置換に及ぼす影響

(深海 薫)

2.ThefunctionofPsflandSld5inI)NAreplication(YukoTakayana)

6月23日 1.出芽辞母MREllのテロメア長維持機構(大田 力)

2.セブラフィッシュの分節形成 ･･･Herlの発現パターンを中心に

(武田洋幸)

6月30日Funct10malanalysisofYRNhelicase,responsibleforpremature

agingdisoderYerner'ssyndrome(坂本修一)

7月 7日 1.Funct10malanalysisofintrinsicrestriction一mOdification

systeⅡ10fBacillussubtilis(大島英之)

2.physico-chemicalavalutionofproteinfoldspredeictedby

threading(金城 玲)

7月14日 1.AWorkshopforIntegrationofDiverseBiologicalData-Application
totheindentificationandclassificationofmicrobes

(HideakiSugavara)
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2.ControloftrachealtubulogenesisbyWinglesssignaling

(千原崇裕)

7月21日 1.出芽辞母Sld3の機能解析(上村陽一郎)

2.DNAメチル化辞素異常症"ICF症候群"の分子病態(佐々木裕之)

9月 8日 1.SCFにおけるGlサイクリングの時期特異的ユビキチン化(岸 務)

2.HLAクラス Ⅰゲノム領域の進化 :BとC遺伝子座の起源と種間多様性

(舘野義男)

9月22日 1.核/染色体タンパクを介するイネの機能的genomics:histonehold

motil(倉田のり)

2.dauer幼虫形成制御から見たC.elegans神経系の性質(桂 勲)

9月29日 1.cDNAmicroarray解析によるT-box転写因子 tbx-9標的遺伝子群の探索

(安達佳樹)

10月 6日 1.TheroleofDpp,YgintheembryonicdevelopmentoftheDroso-

philalimb(久保田-政)

2.蛋白質のDNAへの結合平衡は熱力学に矛盾することがある(嶋本伸雄)

10月13日 スーパーコイル因子変異体分離の試み(広瀬 進)

10月20日 1.ゲノム比較のための情報の視覚化とその応用(宮崎 智)

2.出芽酵母Nrell蛋白質の機能について :相同換え,DNA損傷の修復 ,

テロメア長の維持での役割(小川智子)

10月27日 1.分裂酵母ubcPl/ubC4は分裂期およびDNA複製期の進行の制御に関与する

(清野浩明)

2.S期内複製タイミングとゲノムの機能商域(池村淑道)

11月 10日 1.間違った配列一構造アラインメントを重ね合わせてタンパク質の立体

構造予測をする方法(太田元規)

2.ショウジョウバエrasの遺伝学(広海 健)

11月 17日 1.イネ科植物の動原体構造(野々村賢一)

2.E.colisigma70isapossiblethermometerlimiting grouth

inbibitionathightemperaure(佐藤由美子)

11月24日 1.真核生物ゲノムにみられる大規模な重複額域の構造と進化(今西 規)

2.Identificationandcharacterrizationofgenesyhichare

regulatedbyRasGTPase-mediatedsignaltransductionpathway

inschizosaccharomycespombe(Bong一ong-Sik)

12月 1日 1.ショウジョウバエの付属肢形成に関わる遺伝子の解析一糖鎖修飾の

役割-(後藤 聡)

2.TheAnalysisoftheRegulatoryNechanismsofMammalian

BarHHomoloue(MBH)1Expression(丘ieSaba)

12月 8日 1.イネのエンハンサー トラップ系統の作成(伊藤幸博)
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2.ccnomeBiologyofC.elegansdevelopment

12月22日 1.マウス行動の連伝学的解析一受動的回避学習行動に関わる遭伝子座 -

(小出 剛)

2.ショウジョウバエ転写因子FTZ-FlとFushitarazu(FTZ)との相互作用

による転写活性化機構(上田 均)

Blologlcalsymposltlm

1月 7日 1分子操作によるI)NAループの検出(十川久美子)

1月13日 バクテリアのDNA分配 一細胞分裂周期に応じたDNAの柵胸内局在性の変化

を追って-(仁木宏典)

1月 19日 ゼブラフィッシュにおける背腹軸決定の分子機構(日比正彦)

1月 20日 シュレ-ディンガ-50年の夢一復素電子顕微鏡と遺伝子直読(永山国昭)

1月 25日 yarts及びfzr/cdhlによる高等生物細胞における細胞周期制御機構

(佐谷秀行)

1月28E]TranscriptionofyeastrDNA,RNApolymerasespecificity,rDNA

repeatsandnucleolarstructures.(MasayasuNonura)

2月 4日 FunctionandregulationofthetranscriptionfactorOct-4inthe

mammaliangermline(Hans氏.Schoeler)

2月 15日 電子メディア時代の研究論文と日本の問題点(田中秀明)

2月 17日A4-dimensionalanalysisoftheembryogenesisoEC.elegans:

migrations,regions,llneSge andbinary specification (Ralf

Schnabel)

2月 17日 E.coliFIScontrolsDNAarchitectureandpromoteractivity

(GeorgiMuskhelishvill)

2月 18日 哨乳類ポリコーム群による形態形成と細胞増殖のコントロール(古関明彦)

3月 1日 YntシグナルとTGF-betaシグナルの分子機構(渋谷浩司)

3月 2日 線虫の喚覚におけるRas-NAPキナーゼシグナル伝達系の役割(飯野雄一)

3月 7日 GeneRegulationbyPeptideNucleicAcid(PNA)(PeterE.Nielsen)

3月 8日 分泌系オルガネラにおけるタンパク質輸送一高等植物の液胞への蛋白質輸送

と出芽辞母の輸送装置-(松岡 健)

3月13日Activitydependentplasticity:new insights lmtO functional

andmorphologlCalchangesonthesynaptlClevel(TobiasBonhoeHer)

3月13日 核一細胞質問機能分子の輸送機構(今本尚子)

3月14日 バクテリア染色体分配の新展開(仁木宏典)

3月 14日Mechanismsofactivity-dependentplasticityinthemammalian

vISualcortex(MichaelP.Stryker)

3月 15日 核膜崩壊 ･再形成におけるLAP2の機能(古川和広)

4月 10日 言語の脳機能一物理学から言語学へー(酒井邦嘉)



290

4月 10日 Connectionsamongtranscription,chromatim,andmRNAprocessing

(StephenBuratoyski)

4月 12日 NechanisnsunderlyinginductionandProgressionofaneurogenic

yaveinthedevelopingzebrafishretina(IchiroMasai)

4月12日 AmultiproteinmedlatOrCOmPlexisrequiredforthestimulation

oEtranscriptionbyacitvatorsinhumancells.(ArnoldJ.Berk)

4月17日YGAトランスジーンを用いた選択的シナプス経路可視化技術の開発とその応

用(吉原良港)

4月24日 分子機械のルースカップリング(大沢文夫)

4月26日 イネの花の発生を制御するDL遺伝子の単離と解析 -ABCモデルは単子葉植

物に適用できるか?(平野博之)

5月 1日Pos卜transcrlSCriptiomalandpost-transnationalcontrolinbac-

teriophagelambdalysis-1ysogenydecision(Prof.AmosOppenhein)

5月 16日 神経細胞のシグナル伝達と形づくり:極性と軸索の形成機構(稲垣直之)

5月29日 転写因子Nespl,Nesp2の機能 :初期中腰葉の発生と文節化(相賀裕美子)

5月 29日 Sonichedgehog標的連伝子の発現制御における転写因子Gliの役割

(佐々木洋)

7月 6日 植物細胞の分化決定の分子機構を探る(岡田清孝)

7月 10日 Chkl,Chk2によるチェックポイント制御(松岡秀平)

7月27日 神経軸索誘導及び細胞移動を制御する遺伝子群 :C.elegamsによるアプロー

チ(川野武弘)

8月 1日 1.膜蛋白質分解において見られる蛋白質の逆輸送

2.オートファジーと蛋白質輸送に働く,異なるPI3KVps34p複合体の同定と

解析(木原章雄)

9月 8日AttenuationofInfluenzaVirusesviaGeneticEnglneering:Nodi-

ficationoftheInterferonAntagonist(Prof.PeterPalese)

9月20日NolecularDissectionofCentralSpindleAssemblyandCytokine-

sis(I)r.MichaelGlotzer)

9月27日 神経成長円錐の細胞内シグナル伝達機構 :CALI法による細胞局所の選択的

分子タ-ゲティングによるアプローチ(竹居光太郎)

9月29日Predictingthefuturecourseofhumaninfluenzavirusevolution

(Dr.YalterPitch)

9月29日Yhatdetermines theriskofinflammatorydisease inHTLV-1

infection?(I)r.CharlesBangham)

10月 3日 TheiTnpaCtOfWholeGenomeSequencingonBioinformatics,Genomics

andProteonics(Nr.NellJ.Canpbell)

10月 12日 SenslngandrespondingtoI)NAdamage(NoelLoyndes)



庶 務 291

10月 17日 母性局在mRNAと細胞間相互作用による,ホヤ腔発生における細胞運命決定

機構(西田宏記)

10月23日HoydoanlmalDNAvirusesgettothecellnucleus?

(HarumiKasamatsu)

11月 1日 染色体DNAメチル化パターンの調節とその機能(岡野正樹)

11月 2日 ゲノム配列からの遺伝子同定(矢田哲士)

11月 6日FunctiomanalysisofaneybHLH family,hesr-1,12and-3:

Potentialregulatorsolvertebratesimitogenesis(小久保博樹)

11月 10日 GernLine,StemCellaandGenomicImprinting(N.AzimSurani)

11月 10日DNANethylationinCancerTissue(PeterA.Jones)

11月13日 ESTによって単離されたマウス性決定期メス生殖細胞優先的に発現する新規

のホメオボックス遺伝子(高崎延佳)

11月13日 DNAコンピューティング(山村雅章)

11月 14日 KinesimIisrequiredfororganelletransportlmaXOnSandfor

anterior-posterioraxisdetermination(WilliamN.Saxton)

11月 14日 NESPROTEINSANDNATERNALCOTROLOFGERNLlNEI)EVELOPNENTINC.

ELEGANS(SusanStrome)

11月15日 RatGenomeI)atabase:APlatformforRat,MouseandHumanCompara-

tiveGenomics(Ji且nLu)

11月30EIMoleculargeneticsofmurlnedorsトvemtrallimbandmid-hlnd-

braindevelopment(Dr.RandyL.Johnson)

12月 19日 TheDynamicEnd:SilencingandReplocationofTelomeresimYeast

(DanielGottschling)

12月19日 ユビキチン様タンパク質SUNO-1と染色体DNA相同組み換えおよび細胞増殖

の制御(斉藤寿仁)

12月19日 CodonbiasevolutioninDrosophila:Detectingthe "footprint" of

yeakselectionatsllentsitesinDNA(Dr.HiroshiAkashi)

12月20日 ショウジョウバエMale-SpecificLethal複合体の‡染色体特異的な局在

化機構(影山裕二)

12月20日TheroleofthecorepressorGrouchointheearlyembryonicfunc-

tionofEven-skipped(小林正友)

H.栄 誉

1.元所長 (名誉教授)官滞純一は,分子生物学研究に対する功績として,平成 12

年 11月3日文化功労者として表彰された.
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Ⅰ.図書及び出版

図書委員会委員長 (2000年度) 西 川 建

図書委員会委員 (2000年度) 池 村 淑 道 ･城 石 俊 彦 ･徳 永 万 喜 洋

上 田 均 ･藤 田 信 之 ･上 村 陽 一 郎

岡 部 正 隆 ･伊 藤 幸 博

1) 蔵 雷 敷

和 書 3,401冊 製本雑誌を含む

洋 書 17,576冊 製本雑誌を含む

2) 雑 珪

和 文 18種 寄贈を含む

欧 文 136種 寄贈を含む

3) 出 版

書 名 ページ数 発行数 配 布 先

国立遺伝学研究所･年報第 50号 257 700部 国内研究機関,大学,試験場ほか
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5)2000年購入外国雑誌リス ト

1･ActaCrystallographicaD:BiologicalCrystallograph

2.AmericanJournalofHumanGenetics

3.AmericanNaturalist

4･An alyticalBiochemistry

5.AnnalsofHumanGenetics

6.BehaviorGenetics

7.BiochemicalGenetics

8･BiochemicalandBiophy8icalRes.Communication

9.Biochemistry

10･BiochimicaetBiophysicaActa:GeneStructureandExpression

11･BioEssays

12.Bioin氏Irmatic8

13.BiophysicalJournal

14･CancerGenetics&Cytogenetics

15.CancerResearch

16.Caryologia

17.Cell

18.Chromosoma

19.ChromosomeResearch

20.CurrentAdvancesinCell&DevelopmentBiology

21.CurrentBiology

22.CurrentContents:LifeSciences

23.CurrentGenetics

24.CurrentOpinioninCemBiology

25.CurrentOpinioninGenetics&Development

26･CurrentOpinioninlmmunology

27･CurrentOpinioninNeurobiology

28.CurrentOpinioninStructuralBiology

29.Cytogenetics&CellGenetics

30･Development

31.DevelopmentGenesandEvolution

32･DevelopmentalBiology

33.DevelopmentalGenetics

34.Differentiation

351DNAsequences

36.EMBOJournal
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37･EuropeanJ.ofBiochemistry

38.Evolution

39.EvolutionaryEcology

40.ExperimentalCellResearch

41.FEBSI_ヵtters

42.Gene

43.Genes&Development

44.GenestoCells

45.Genetica

46.GeneticalResearch

47.Genetics

48.Genome

49.GenomeResearch

50.Genomics

51.Hereditas

52.Heredity

53.HumanGenetics

54･HumanHeredity

55.HumanMolecularGenetics

56･Immunogenetics

57･ⅠmmunologlCalReviews

58.Int.∫.Syst.Bacterio1

59.JournalofBacteriology

60･JournalofBiologlCalChemistry

61.JournalofCellBiology

62.JournalofCellScience

631JournalofCelluarPhysiology

64.JournalofComputationalBiology

65.JournalofEvolutionaryBiology

66･JournalofExperimentalMedicine

67.JournalofExperimentalZoology

68.JournalofGeneralVirology

69.JournalofGenetics

70.JournalofHeredity

71･Journaloflmmunology

72.JournalofMedicalGenetics

73.JournalofMolecularBiology
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74.JournalorMolecularEvolution

75.JournalofNeuroscience

76･JournalofNeurogenetics

77･JournalofVirology

78.KoreanJournalofGenetics

79.Lancet

80.MammalianGenome

81.MechanismsofDevelopment

82.Microbiology

831MicrobiologyandMolecularBiologyReviews

84･Microbial&ComparativeGenetics

85.MolecularandCellularNeuroscience

86.Molecular&GeneralGenetics

87･MolecularBiologyandEvolution

88.MolecularBiologyoftheCell

89.MolecularCell

90.MolecularEndocrinology

91IMolecularMicrobiology

92･MolecularandCellularBiology

93.MutationResearch

94･NatureBiotechnology

95.NatureCellBiology

96.NatureGenetics

97.NatureMedicine

98.NatureStructuralBiology

99.Nature

100.Neuron

101･NewEnglandJournalofMedicine

102.NucleicAcidsResearch

103.Oncogene

104.Opensys.&Info.Dyna

105.PlantCell

106.PlantJournal

1O7･PlantMolecularliiology

1O8･PlantPhysiology

log.PlantScience

110.Plasmid



2g6

111.Proc.Nat.Acad.S°i.

112.Proc.oftheRoyalSociety:ser.B(BiologicalScience)

113.ProteinEngineering

114.ProteinScience

115.Protein8

116.QuarterlyReviewofBiology

I17.QuarterlyReviewsofBiophysic8

118.RNA

119.RadiationResearch

120.ResearchinMicrobiology+Res.inVirology

121.Science

122.Scienti丘CAm erican

123.SomaticCell&MolecularGenetics

124.Structute

125.Systematic.Biol

126.Tbeoretieal&AppliedGenetics

127.TheoreticalPopulationBiology

I28.TrendsinBiochemicalScience8

129.TrendsinCellBiology

130.TrendsinGenetics

131.TrendsinMieroBIOLOGY

132.TrendsinNeurosciences

133.TrendsinPlantScience

134.Virology

135.VirusResearch

136.Yeast
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‡.総合研究大学院大学生命科学研究科

A.日 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,BIOloglCaI

synposLa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,棉

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圃場が持つ機能,

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 遺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.
噛乳類遺伝学 噂乳動物特有な遺伝機構を教育研究する.

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国子の遺伝
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大講座 教育研究指串分野 分野の内容

個体遺伝学 発生遺伝学 動物の形態形成桝 及びその基盤をなす細胞分裂.タ汁ヒ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に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Eil遺伝学 集Eil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救

E.年度別入学者数

年 度 平 成 平 成 平 成 平 成 平 成 平 成 平 成 平 成 平 成 平 成 平 成 平 成
元年度 2年度 3年度 4年度 5年度 6年度 7年度 8年度 9年度 10年度 11年度 12年度

学者 9(I) 5(4) 8(3) ll(2) 13(I) 8(1) 9(2) 9(1) 日 (5) ll(3) 14(3) 15(3)

( )は女子で内数

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

授与年度 平 成 平 成 平 成 平 成 平 成 平 成 平 成 平 成 平 成

3年度 14年度 5年度 6年度 7年度 8年度 9年度 10年度 11年度

課程博士(理学) 6 4 9 7 12 6 8 8 8
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H.正規生 50名

入学時期 氏 名 所属講座 所内所属研究部門等

9年 4月 上 村 陸 俊 集 団 集団遺伝研究系進化遺伝研究部門

片 山 映 分 子 分子遺伝研究系分子遺伝研究部門

金 子 美 畢 集 団 集団遺伝研究系進化遺伝研究部門

青 木 美 和 分 子 分子遺伝研究系分子遺伝研究部門

野 田 令 子 集 団 集団遺伝研究系進化遺伝研究部門

服 藤 尚 恵 個 体 個体遺伝研究系発生遺伝研究部門

福 司 功 治 分 子 構造遺伝学研究センター超分子構造研究室

牧 野 茂 細 胞 系統生物研究センター噂乳動物遺伝研究室

三 戸 部 治 郎 分 子 分子遺伝研究系分子浪伝研究部門

望 月 - 史 個 体 個体遺伝研究系発生遺伝研究部門

10年 4月 大 島 英 之 分 子 RⅠセンター

金 城 玲 分 子 生命情報研究センター大量遺伝情報研究室

頼 本 棟 - 個 体 系統生物研究センター発生工学研究室

高 山 優 子 細 胞 細胞遺伝研究系微生物遺伝研究部門

只 木 敏 雅 分 子 分子遺伝研究系変異遺伝研究部門

立 田 大 輔 細 胞 細胞遺伝研究系細胞遺伝研究部門

千 原 崇 裕 個 体 系統生物研究センター無脊椎動物遺伝研究室
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入学時期 氏 名 所属講座 所内所属研究部門等

10* 10月 佐 藤 由 美 子 分 子 構造遺伝学研究セ ンタ-超分子機能研究室

佐 波 理 恵 個 体 系統生物研究センター発生工学研究室

Bong Yong-Sit 応 用 総合達伝研究系人類遺伝研究部門

日 年 4月 阿 川 秦 夫 個 体 個体速伝研究系形質遺伝研究部門

飯 田 哲 史 細 胞 細胞浪伝研究系微生物並伝研究部門

石 原 宏 応 用 総合適伝研究系人類遺伝研究部門

大 歳 滴 貴 個 体 構造遺伝学研究セ ンター構造制御研究室

太 田 欽 也 集 団 生命情報研究センタ一連伝情報分析研究室

岡 彩 子 細 胞 系統生物研究センタ一瞬乳動物浪伝研究室

須 佐 太 樹 分 子 蛾造浪伝学研究センター過分子機能研究室

辻 本 直 美 応 用 総合辻伝研究系人類速伝研究部門

中 山 貴 博 個 体 個体遺伝研究系形質速伝研究部門

松 野 元 美 個 体 個体遺伝研究系発生過伝研究部門

峯 田 克 彦 集 団 生命情報研究センター遺伝情報分析研究室

11年 10月 萱 嶋 泰 成 個 体 個体遺伝研究系形質遺伝研究部門

進 藤 - 秦 分 子 構造遺伝学研究セ ンター超分子構造研究室

Ahn ByourLg-Ohg 応 用 系統生物研究センター植物遺伝研究室

12年 4月 小 倉 浮 集 団 生命情報研究センタ-遺伝情報分析研究室
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入学時期 氏 名 所属紙座 所内所属研究部門等

12年 4月 加 藤 粁 個 体 系統生物研究センター無脊椎動物遺伝研究室

金 田 正 弘 応 用 総合池伝研究系人類遺伝研究部門

坂 口 拓 哉 個 体 個体遺伝研究系初期発生研究部門

中 村 洋 路 集 団 生命情報研究センター遺伝情報分析研究室

花 田 耕 介 集 団 生命情報研究センター遺伝情報分析研究室

牧 野 嶋 秀 樹 細 胞 系統生物研究センター原核生物遺伝研究室

三 上 剛 和 集 団 集団遺伝研究系進化遺伝研究部門

山 谷 仁 志 応 用 総合遺伝研究系脳機能研究部門

横 峯 孝 昭 応 用 総合遺伝研究系人類遺伝研究部門

Park Joon-Hyun 分 子 分子遺伝研究系変異遺伝研究部門

12年 10月 小 池 牧 子 細 胞 構造遺伝学研究センター遺伝子回路研究室

矢 部 智 子 個 体 構造遺伝学研究センター構造制御研究室
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