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 ４.成果予定、論文発表、特許出願、データ産出状況 

1. Takehashi, M., Kanatsu-Shinohara, M., Miki, H., Lee, J., Kazuki, Y., Inoue, K., 
Ogonuki, N., Toyokuni, S., Oshimura, M., Ogura, A. and Shinohara, T. 2007. Production 

of knockout mice by gene targeting in multipotent germline stem cells. Dev. Biol. 

312, 344-352.   

2. Kanatsu-Shinohara, M. and Shinohara, T. 2007. Culture and genetic modification of 
mouse germline stem cells. Ann N. Y. Acad. Sci. 1120, 59-71. 

3. Kanatsu-Shinohara, M., Muneto, T., Lee, J., Takenaka, M., Chuma, S., Nakatsuji, 
N., Horiuchi, T. and Shinohara, T. 2008. Long-term culture of male germline stem 

cells from hamster testes. Biol. Reprod. 78, 611-617. 

4. Kanatsu-Shinohara, M., Lee, J., Inoue, K., Ogonuki, N., Miki, H., Toyokuni, S., 
Nakamura, T., Ogura, A. and Shinohara, T. 2008. Pluripotency of a single 

spermatogonial stem cell. Biol. Reprod. 78, 681-687. 

 

５．プロジェクトの中での研究の位置づけ 

昨年までにGS細胞の遺伝子改変、薬剤選択、子孫作成についてはすでに方法を確立

した。まだ改善が必要な部分はあるものの、これによりラットの精子幹細胞の遺伝子

改変の基本技術は出来上がったことになる。本年度はこの実験系を利用して、遺伝子

トラップ個体の作成、より増殖条件のよいGS細胞の樹立を行うとともに、相同組み替

え体のGS細胞の樹立を引き続き行う。年度内でのノックアウトラットの作成を目指す。 

 

 

 

 

【平成２０年度計画予定】 

 

区分 ４ ５ ６ ７ ８ ９ 10 11 12 １ ２ ３ 
 

①遺伝子トラップ個体のホモ

化 

 

     

   
② F1-GS細胞の樹立、顕微授精

の効率化 

 

     

 

②相同組み替え体のGS細胞の

樹立 
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研究課題： 転写因子に対する抗体の遺伝子免疫による迅速作製システムの開発 

研究代表者： 東京理科大学 基礎工学部 千葉 丈 

 

 

１．当初計画・目標 

 本申請研究では、申請者の開発してきた遺伝子免疫法の転写因子抗体作製への最適化を行

い、ChIPアッセイなどの転写因子の機能解析に有用な転写因子に対する抗体を迅速に作製す

るシステムの開発を目指す。さらにその過程で、重要な転写因子を３年間で２０〜３０種類

選んで、ChIPアッセイなどに利用できる抗体を作製することを目的とする。計画変更はない。 

 

２．現状、進捗状況、成果 

 平成１８年度および平成１９年度の目標をほぼ達成することができた。 
 
（１） 迅速な抗体作製法に最適化した遺伝子免疫法が、転写因子に対する抗体作製にも応用でき

ることを、RXRG および RORB 遺伝子を用いて証明した。 

 

（２） 抗体のない新たな転写因子（１０種）、転写制御因子（１種）および RNA 結合タンパク質

（３種）に対する抗体作製を上記１）の免疫スケジュールで行い、全てに対する抗体を調

製できた。また、この中の抗 DRAP1 転写因子モノクローナル抗体は ChIP に利用できる特

異性の高い抗体であることを理研林崎先生のグループとの共同で証明した。さらに、当初

の目標を上回る以下の成果を得ることができた。 

 

（３） 調製された抗ヒト転写因子のいくつかは、マウスの転写因子とも強く結合したので、本研

究で作製された抗体を用いて、ヒトとマウスの同じ転写因子の機能解析を併行して行うこ

とが可能になった。 

 

３．本年度計画、当初計画・目標に対して達成の見込み 

（１）転写因子に対する抗体の迅速作製システムの開発 
    我々が確立してきた遺伝子免疫法を転写因子の機能解析に利用できる抗体の作製法を

以下の内容でさらに最適化し、転写因子に対するモノクローナル抗体の迅速作製システム

を完成させる。 
１） 新たな免疫用ベクターの開発 
２） 抗体の産生を促進するサイトカイン遺伝子のアジュバント作用の検討 
３） 皮膚免疫を中心とする遺伝子免疫ルートの検討 
４） 遺伝子導入した樹状細胞を利用した細胞免疫法の導入 
５） 転写因子の抗原提示細胞への提示の促進のための転写遺伝子改変 

これらの計画は既に着手されており、本年度内に達成できると思われる。 
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（２）転写因子や RNA 結合タンパク質に対する抗体の作製 

    転写因子の研究グループとの密接な共同研究のもとで、重要な転写因子や転写調節因

 子を新たに１４種類選択し、これまでに確立されている抗体作成システムを用いて、それ

 らに対する抗体を作製する。特に、RNA 結合タンパク質に特異的なモノクローナル抗体の作製 

 を目指す。免疫用ベクターに組み込んだ RNA 結合タンパク質をコードする遺伝子を用いて、 

 マウスに遺伝子免疫を行い、抗体価が１万倍程度以上に上昇したマウスの脾細胞を用いてハ

 イブリドーマを作製する。ハイブリドーマの産生するモノクローナル抗体の中で ChIP 法に有

 用な抗体を産生するものを選択し、必要量の抗体（１０mg 程度）を調製する。 

 
４．成果予定、論文発表、特許出願、データ算出状況など 
  ChIP に有用であった抗 DRAP1 抗体のデータは理研で解析中であり、サテライトペーパー

 として論文発表される。今年度内に、新しい免疫用遺伝子ベクターで１報、抗転写因子抗体 

 の迅速作製で１報、抗 RNA 結合タンパク質抗体で１報の投稿を予定している。新しい免疫用 

 遺伝子ベクターに関する特許申請を準備している。 

 

５．プロジェクトの中での研究の位置づけ 

  THP-1 細胞で発現する重要な転写因子に対する有用な抗体を作製できるので、GNP の発現ク

 ラスターワークショップに貢献できる。また、横浜市大・鈴木正則先生、理化学研究所・鈴 

 木治和先生との連携を深める。要請があれば、プロジェクトの研究者の希望する転写因子に

 対する抗体を作製する。 
 
 
 
【平成２０年度計画予定】 

 

区分 ４ ５ ６ ７ ８ ９ 10 11 12 １ ２ ３ 
（１） 転写因子に対する抗体の

迅速作製システムの開発・改良 
 

     

（２） 転写因子に対する抗体の

作製 

 
     



104 

個別生命機能の解析 
 

 

研究課題： 生命を形づくる遺伝子発現機構の網羅的解析 

研究代表者： 国立成育医療センター研究所 移植・外科研究部 浅原 弘嗣 

 

 

１．当初計画・目標 

 軟骨細胞の分化過程において四肢形成に関わる転写因子・転写コファクターを網羅的に解析す

るために、ヒトとマウスで保存されている約 1,600 個の転写関連因子について、軟骨分化の主要

な時期の開始前後におけるマウス胚を用いてホールマウント in situ ハイブリダイゼーションを

行い、得られた発現パターンをデータベース化する。この中から特にユニークな発現パターンを

示す新規遺伝子を選択し、それらの特異的な siRNA を 用いてヒト間葉系幹細胞の分化転換系に

おいて解析する。この解析により四肢における分子機構を予測すると同時に、ノックアウトマウ

スを作成する候補遺伝子 の選定を行う。その中で主立ったマーカー遺伝子の発現に異常を来す

遺伝子、培養細胞において特に興味深い形態変化を伴う遺伝子から順にノックアウトマウス の

作成および解析を行う。 

 

２．現状、進捗状況、成果 

 マウス胚ホールマウント in situ ハイブリダイゼーションは、ヒトとマウスで保存されている

約 1,600 個の転写関連因子についてほぼ全て終了し、約２万５千枚の画像データの解析および発

現データベースを、GNP コ ンソーシアムへの開示した。さらに、立体顕微鏡によるデータ取得を

加えて適宜アップデートし、共発現クラスターの解析を進めている。 

 

３．本年度計画、当初計画・目標に対して達成の見込み 

 骨軟骨発生に関わると考えられる遺伝子、肢芽の軸形成に関わると考えられる遺伝子、somite

の未分化性維持に関わると考えられる遺伝子等について、ノックアウトマウスを作成して機能解

析を行い、上流・下流・相互作用因子の同定によって新規ネットワークを描く。また、これまで

に軟骨細胞における Sox9 の標的遺伝子を探索するため、抗 Sox9 抗体による ChIP-chip アッセイ

ならびに、発現マイクロアレイ解析によるスクリーニングを行い、軟骨細胞における Sox9 を中

心とした転写ネットワークを解明する。 

 

 本年度計画予定（別表としてスケジュール表で） 
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４．成果予定、論文発表、特許出願、データ産出状況等 

 GNP での成果を、数本の論文として、発表するため論文作成準備にとりかかっている。データ

については、GNP に公開している。 

 

 

５．プロジェクトの中での研究の位置づけ 

 本研究は縦軸機関として、四肢の発生において複数の網羅的な解析によって分子ネットワーク

を得、これまでの知見と融合させ、四肢のみならず形態形成における 法則性を明らかにし、先

天性疾患メカニズムの解明や再生医療に向けての基盤を確立することを目的としている。そのた

めに、理研 FANTOM clone および東大 FLJ clone の利用、ChIP-on-chip 研究における東工大白髭

研究室との連携など、他の GNP 参加機関との連携を十分に進めている。 

 
 
 
 
【平成２０年度計画予定】 

 
実施期間（20 年 4 月 1 日 ～ 21 年 3 月 31 日） 

業 務 項 目 ４ 
月 

５ 
月 

６ 
月 

７

月 
８

月 
９

月 
10
月 

11
月 

12
月 

１

月 
２

月 
３

月 
CHIP-CHIP を用いた転写ネットワー

クの解析 

            

遺伝子改変マウスの作成とそれを用

いた遺伝子解析 
            

クロマティンレベルでの遺伝子発現

調節機構の解析 

            

先天性骨軟骨系統疾患遺伝子解析へ

の候補遺伝子抽出と解析 
            

ハイスループット遺伝子導入アッセ

イと解析 
            

WISH データベースの改良 
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研究課題： 生体においてステロイドホルモンが担うゲノムネットワークの解明 

研究代表者：東京大学 大学院医学系研究科 井上 聡 

 
 
 
１．当初計画、目標 

 ステロイドは、代表的な内分泌ホルモンとしてヒトの生体恒常性維持に深くかかわり、その失

調は乳癌、前立腺癌をはじめ各種疾患に至る。本研究ではステロイドホルモンが転写調節を介し

てかかわるネットワークを網羅的に同定することを目標とする。計画は、転写因子のゲノム結合

部位を標的としたステロイド受容体によるゲノムネットワークの同定と機能解析、生体と病態に

おいてステロイドホルモンが担うゲノムネットワークの解析、タンパク質ネットワークを介する

新しいステロイド作用標的の網羅的探索により、エストロゲン、アンドロゲン、各ステロイドホ

ルモンの標的ネットワークの解析を進めていく。 
 
２．現状、進捗状況、成果 

 エストロゲン受容体のゲノム上の結合部位から近傍に標的遺伝子を同定し、その機能をネット

ワーク上での機能を明らかにする。特に、独自に見出した標的遺伝子Efp/TRIM25,EBAG9,COX7RP

についてその疾患における新しい役割を明らかにした。本GNP研究によるアンドロゲン受容体に

ついてChIP-chip解析が全ゲノムレベルで進み、そのネットワーク全貌の理解と臨床応用をめざす

ものとして順調な成果を得ている。さらに各種ステロイド受容体ネットワークとの相互関係を視

野にいれた統合的解析が展開している。 

 ChIP-chip、CAGE、qRT-PCRにて横軸との共同研究の成果が出ており、学会ならびに論文と

して公表予定である。さらには、クローン、siRNA、M2HならびにY2Hで横軸機関との、密接な

協力を推進し、各種ステロイドホルモンの新しいネットワークと標的ネットワークの意義を明ら

かにしつつある。 
 
３．本年度計画、当初計画、目標に対して達成の見込み 

 平成16年度から19年度までの成果を活かし、横軸との協力を進めつつ、ステロイドネットワー

クの解明にさらに研究を発展させる。アンドロゲンに関する全ゲノム解析の前立腺癌細胞におけ

るデータより、ネットワーク調節と個別分子標的の解析を進め、特に診断、治療標的への展開を

探る。エストロゲンに関しては実際の薬剤として用いられているリガンドと受容体サブタイプと

の関連でゲノムネットワーク解析を進め、遺伝子改変疾患モデル動物解析を並行して行い、動的

ネットワーク研究へもつなげていく。アンドロゲンと共通の受容体結合配列を持つグルココルチ

コイド、ミネラルコルチコイド、プロゲステロンについて、その共通もしくは特異的なネットワ

ーク機能解析を進める。これらにより各種臓器、生体ならびに癌を中心とした幅広い疾患の病態

におけるステロイドの新たなネットワークの解明とその臨床への応用をめざし、最終年度の成果

をまとめていく。 
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４．成果予定、論文発表、特許出願、データ産出状況等 

本年度の成果として、エストロゲン標的ネットワーク、アンドロゲン標的ネットワーク、グル

ココルコイド標的ネットワークそれぞれについて、学会発表、論文発表、産出データのデータベ

ース化を予定している。特許出願については、公表前に本学TLOと相談して実用性について討議

する。 
 
５．本プロジェクトの中での研究の位置づけ 

 ステロイド受容体はリガンド依存性の転写因子であり、ゲノムネットワークプロジェクトによ

る産生データを活用し、データベース構築と解析による本縦軸研究に加え、動的ネットワーク(北
野グループ)への展開を行っている。これらは疾患の成因、治療や診断に密接に結びつくものであ

り、当プロジェクトで産生されるデータの応用として好適と考えられる。 
 
 
 
 
 
【平成２０年度計画予定】 

 
区分 ４ ５ ６ ７ ８ ９ 10 11 12 １ ２ ３

アンドロゲンの全ゲノムネッ

トワークとその分子標的の解

析 

 

              

エストロゲンの全ゲノムネット

ワークとその分子標的の解析 

 

              

各ステロイドホルモンに共通

する、もしくは特異的なゲノム

ネットワークの解析 

 

           

 

アンドロゲン受容体に関わる ChiP-on-Chip、CAGE

データの解析、標的ネットワークの機能解析 

エストロゲン受容体標的遺伝子の同定、機能解析

とゲノムレベルでの標的ネットワーク解析 

グルココルチコイド／ミネラルコルチコイド／プロ
ゲステロン受容体結合エレメントと標的ネットワー
クの同定・比較と機能解析 
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研究課題： 自己―非自己識別に関わる免疫系遺伝子制御ネットワークの解明 

研究代表者： 東京大学 医科学研究所 井上 純一郎 

 
 
１．当初計画・目標 

 T細胞の自己-非自己識別の確立に必須な胸腺上皮細胞の分化において、二種類の転写因

子NFkB複合体、p50/RelAとp52/RelB、が形成する遺伝子制御ネットワークを提唱すること

を目標とする。計画１）p50/RelA及びp52/RelBの発現と活性化状態の時空間的解析、計画

２）p50/RelA及びp52/RelBの標的遺伝子の同定、計画３）p50/RelA及びp52/RelBと相互作

用する転写因子等の同定。 

 

２．現状、進捗状況、成果（上記各々の計画別に記載） 

計画１）蛍光タンパク質RelA-mRFP、 RelB-Venus融合タンパク質を発現するノックインマウ 

    ス作製のためのキメラマウスを作成した。 

 
計画２）胸腺上皮細胞の in vitro 分化系を用いて、RANKL 依存性の胸腺上皮細胞の分化に伴い 

    IFN 及び IFN 応答遺伝子が発現誘導する事を示し、胸腺上皮細胞の分化を誘導するシグ 

    ナルネットワークにおける RANK の位置が明らかにした。 

 

計画３）タンパク質複合体を細胞から精製し、その構成因子を質量分析系で同定する実験系 

    を改良し、より微量での同定を可能にした。胸腺上皮細胞の培養条件を検討した結 

    果、RANKL刺激により胸腺髄質上皮細胞の分化が進行することが明らかとなった。 

 

３．本年度計画、当初計画・目標に対して達成の見込み 

計画１）A-Red マウスと B-Yellow マウスの作成を進め、RelA と RelB の胸腺上皮細胞分化過程 

    における時空間的な発現と活性化を把握し、上皮細胞分化の分子機構を推定するとと 

    もに、目的とする遺伝子制御ネットワークを解析するための対象となる細胞の同定を 

    目指す。FACS 等を用いて RelA-Red-M または RelB-Yellow-F を発現する細胞の分取及び 

    濃縮を図る。計画をほぼ達成する予定である。 

 

計画２）RelB, Aire, NIK, TRAF6, Sp100 を bait とした IVV 法によりこれらの転写因子及びシ 

    グナル伝達因子の結合タンパク質の網羅的なスクリーニングを開始しているが、それ 

    を継続する。TRAF6 シグナル、NIK シグナル及び RelB シグナルで制御される遺伝子の 

    プロモーターの構造解析を行う。aly/aly かつ RelB ノックアウトのマウスを用いた、 

    胸腺の構造と機能の解析を図る。計画をほぼ達成する予定である。 

 

計画３）RelA-Red-M または RelB-Yellow-F を発現する細胞から抗 Myc 抗体または抗 FLAG 抗体を 

    用いた免疫沈降を行い、RelA 及び RelB と複合体を形成するタンパク質を質量分析計を 

    用いて同定し、ここで得られた結果から、RelA と RelB が形成するタンパク質複合体の 
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    構成因子を推定することを目指す。レンチウイルスを用いた胸腺上皮細胞に於ける遺 

    伝子ノックダウン系を確立し、遺伝子導入した初代培養胸腺上皮細胞を用いて胸腺を 

    再構成する in vivo 実験系の確立を目指す。胸腺の再構成については、条件検討を必 

    要とするステップがあり計画の達成が遅れる可能性がある。 

 
４．成果予定、論文発表、特許出願、データ産出状況等 

１） 胸腺上皮細胞の分化にTRAF6を介する２種類の受容体からのシグナルが必須である。（論文

投稿中）２）胸腺上皮細胞分化において、転写因子NFkBを活性化するシグナル伝達経路として少

なくとも４経路が存在しI型及びII型インターフェロン(IFN)が発現誘導されること、及び発現し

たIFNによりIFN受容体を介してStat1/Stat2/IRF7が転写複合体を形成し、IFN誘導遺伝子の発現

を誘導すること（論文準備中）。TRAF6-KOマウス, RelB-KOマウス, NIK不活化(aly/alyマウス)と

対応する野生型(WT)マウスの胎生13.5日、胎生15.5日、胎生17.5日の胸腺上皮細胞からRNAを抽

出し、Affymetrix-GeneChip Arrayを用いて発現解析を行った結果をデータとして提出する予定

である。特許出願は無い。 

 
５．プロジェクトの中での研究の位置づけ 

 本申請は、個人研究のみでは効率良く進展させることが困難であり、横軸研究との連携の上で

初めて国際的な競争力を持って遂行することができる。また、フィードバックとして横軸研究か

ら提供されるデータについて、その生理的重要性が本申請の遂行のなかで確かめられていくこと

になる。また、発現解析のための理研 cDNA クローンの利用や、胸腺発現タンパク質に対する抗

体の調製依頼等を行い、横軸研究との連携促進に積極的に実施する計画である。 

 
【平成２０年度計画予定】 

 
区分 ４ ５ ６ ７ ８ ９ 10 11 12 １ ２ ３ 

①p50/RelA及びp52/RelBの発現

と活性化状態の時空間的解析 

 

               

②p50/RelA及びp52/RelBの標的

遺伝子の同定 

 

               

③p50/RelA及びp52/RelBと相互

作用する転写因子等の同定 
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研究課題： 脳の時間的・空間的発現制御機構のシステム生物学 
研究代表者： 理化学研究所 発生・再生科学総合研究センター 上田 泰己 

 

 

１．当初計画、目標 

本研究の平成 19 年度～平成 20 年度の計画や目標は以下のとおりである。 

(1) 様々な時間スケールについてのゲノムワイドな遺伝子発現解析 
これまでのゲノムワイドな空間特異的発現制御機構の解析を発展させ、①数十分から数時間スケ

ール、②概日スケール、③数ヶ月スケールの 3つの時間スケールに対応する生命現象をモデルに

して時間特異的発現制御機構の解析を行い、脳の制御機構の解明を目指す。 

(2) 脳発現制御機構解明のためのインフォマティクス解析手法の開発 
遺伝子発現データから未知の転写制御関係の予測を試みる。一般にこのような予測は難しいこと

が知られているが、本研究ではこの難問題に独立成分分析という手法を用いて取り組むこととし、

新たな解析手法の開発を目指す。 
(3) ハイスループットなスクリーニング系を用いた時間特異的発現制御機構の解析 
時間特異的発現制御機構に関わる転写制御因子のスクリーニングを行い、遺伝子発現動態の理解

を目指す。さらに、これまでに構築してきたスクリーニングシステムを発展させ、①転写以外の

素過程のスクリーニング、②siRNA を用いた遺伝子ノックダウンによるスクリーニング、を本格

的に遂行し、③1536 ウェルプレートを用いたトランスフェクションシステムの構築を目指す。 

 

２．現状、進捗状況、成果 

(1) 様々な時間スケールについてのゲノムワイドな遺伝子発現解析 

①(数十分から数時間スケール)視交叉上核の光応答について、DNA マイクロアレイを用いた包括

的な時系列発現データの取得ならびに解析により光応答遺伝子を同定した。②(概日スケール)サ

ンプリングの検討を行った。③（数ヶ月スケール）正中隆起・正中隆起部の光周性について、サ

ンプル取得が完了した。 

(2) 脳発現制御機構解明のためのインフォマティクス解析手法の開発 
独立成分分析を用いた発現制御関係の予測手法の開発を目指し、手法の検討を行った。 

(3) ハイスループットなスクリーニング系を用いた時間特異的発現制御機構の解析 
cDNA ライブラリーを用いたタンパク安定化に関与する制御因子のスクリーニングを行い、候補遺

伝子の同定を行った。 

 
３．本年度計画、当初計画、目標に対して達成の見込み 

本年度は以下の項目を実施する予定である。 
(1) 様々な時間スケールについてのゲノムワイドな遺伝子発現解析 

①(数十分から数時間スケール)光応答遺伝子について統計的手法を用いた転写制御機構の解析、

細胞培養系及び視交叉上核組織培養系を用いた機能解析，②(概日スケール)日内変動を示す生 


