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マウス長鎖ｃDNAの取得・構造解析とそのための効率化技術の開発 

テーマ１の２（地域分） 

①マウス長鎖ｃDNAクローンを効率的取得技術の開発 

②脳由来 cDNAライブラリー作製 

③cDNAクローン取得 

④マウス長鎖 cDNAアレイの作製 

⑤mKIAA遺伝子の完全長化 

⑥マウス長鎖ｃDNAクローン(mKIBB)の全長塩基配列決定 

 

（財）かずさDNA研究所 （室長） 長瀬 隆弘 

 

【目的と概要】 

本サブテーマの目的は、他のサブテーマに先行し最も基本的なリソースたる cDNAを効率的に取得し、そ

の構造解析をバイオインフォマティクスのノウハウを生かし達成することにある。具体的には、テーマ１-

１で全長配列解析を行なうクローンの選び出しをするための、遺伝子ソースとなる各種 cDNAライブラリ

ーの構築からコンピュータによる解析までを本サブテーマの本幹とした。これに加え、末端配列解析では

同定できないマウス相同遺伝子に対して、hybridization技術を利用して新たな方法も確立した。 

フェーズ Iから IIへのプロジェクトに進行に伴い、クローン選び出し以外にも、テーマ１で精製したクロ

ーンとテーマ３で確立した技術を用いて cDNAマイクロアレイの作製も行った。さらに完全長でないもの

に関しては平成 16 年のより、本サブテーマにおいてその全長化も図った。最終年度においては全長配列

解析を本サブテーマにも適応し、既知マウス長鎖 cDNA(mKIBB)クローンの全長配列解析も行なった。 

 

【研究成果の概要と今後の取り組み】 

（１）cDNAライブラリーの構築からコンピュータによる解析まで 

小原らの開発した In vitro Recombination-Assisted Method(Methods Mol Biol. 2003;221:59-71, Nucleic 

Acids Res. 2001 Feb 15;29(4):E22)を用いて、複数の成体マウス組織由来のライブラーを作製した。具体

的には図１に示すように、相同組換え技術で cloning vectorへ組み込む前後の実験段階で２度にわたり、

アガロースゲル上でサイズ分画することで、目的にサイズの cDNA断片のみが含まれたライブラーを作製

した。実際これらのライブラーを末端配列解析に供する、ヒト遺伝子との相同性からそのサイズ分画に存

在が期待された遺伝子が効率に取得できるようになった。 

 

（２）末端配列解析では同定できないマウス相同遺伝子の同定 

3’-または 5’-末端配列結果をヒトの遺伝子に対して blast searchすることで約 97％のマウスKIAA遺伝子

が取得できたが、約 170,000末端配列プールからも同定できない遺伝子が存在することが分った。そのう

ちあるものはヒト特異的遺伝子である可能性があったので、様々な種のDNAをブロットしたZoo blotを

用いて、その存在そのものを確認した。その結果、図２に示すごとく mKIAA0955 などは、緩い

hybridizationの条件でもヒトプローブに結合するのはヒト遺伝子しかなく、ヒト特異的遺伝子であること

が明らかとなった。このこと自体は新たな知見として重要だが、マウスに存在するにも関わらず取得でき

ない遺伝子に対する新たな方法の確立が必須であり、それに対しても本事業で取り組んだ。そして確立し

た方法が図３にその概略を示した、MUCH という手法である。簡単に説明すると、ターゲットとするヒ

トKIAA cRNA を合成しナイロン膜にスポッティング後、PCRによって増幅したマウス cDNA短フラグ

メントをハイブリダイズする。ハイブリダイズした短フラグメントを PCR で増幅後、再度ハイブリダイ

ズを行ってこの断片を濃縮していく。複数回のハイブリダイズで、目的のマウス cDNA断片が得られると

いうものである。最終的にはこの断片をプローブに全長クローンを screeningする必要はあるが、この手

法で複数のmKIAA遺伝子が同定可能となった。 

 

【特許の出願】 
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