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はじめに
マイクロアレイは一度に数千～数万の遺伝子の

変化を検出できる革新的なゲノム解析ツールとし

て1990年代半ばに登場した．2002年に出版され

たマイクロアレイのテキストには，“all human ill-

ness can be studied by microarray analysis, and the

ultimate goal of this work is to develop effective treat-

ments or cures for every human disease by 2050”の

一文が記述されている１）．癌はマイクロアレイ解

析の中心的な対象であり，その治療や予防のブレ

イクスルーとなる遺伝子情報を提供してくれもの

と多大なる期待が寄せられた．2007年2月6日に

は，米国食品医薬品局（FDA）によって乳癌の予

後予測を目的としたマイクロアレイの診断デバイ

スMammaPrintRの米国での発売が承認された２）．

これはマイクロアレイの体外診断法としての最初

の認可である．2005年からFDA主導で組織され

たマイクロアレイの品質管理プロジェクト

（MAQC）もフェーズⅠを終了し，マイクロアレ

イ解析による遺伝子発現プロファイルの再現性が

確認された３）．今後10年間で，慎重な対応のも

とマイクロアレイは，乳癌だけでなく他の癌にお

いても予後に加え薬剤応答性や副作用を予測する

癌のテーラーメイド医療の診断法として臨床現場

で活用されるのは疑いのないところである．

1．マイクロアレイ技術と種類
マイクロアレイ技術の応用法の現状を簡単に表

にまとめた．スポットの基盤は，初期にはニト

ロセルロース膜に始まり現在では特殊樹脂が主

流である．発現解析に使用するマイクロアレイ

にはcDNAだけでなく20～ 120merのオリゴヌ

クレオチドをプローブDNAとしてスポットする

タイプがある．Affymetrix社や Illumina社から提

供されているDNAチップは後者によるものであ

る．cDNAアレイを提供していた企業もコスト面

や特異性から，現在ではオリゴアレイに転換し

たところもある．BACアレイは hybridization

complexity＊の確保と高いS/N比から１コピーレ

ベルの染色体欠失と重複を正確に検出すること

ができる．異常を検出したBACクローンはFISH

法のプローブに利用できる．このため，すでに

臨床検査として利用されている染色体分析や

FISH法などの細胞遺伝学的検査との対応が図り

やすい（図 1）．BACアレイによるCGH法は，

米国で先天異常疾患の染色体検査を補完する診
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発現アレイ 

SNP解析 

マイクロアレイのタイプ 目的 応用例 

疾患に関与して変動する細胞や組織とこ
れらの対照との間で遺伝子発現の差を
mRNAレベルで比較する 

遺伝的な多様性に関与する塩基多型の検出 
アレルの区別に基づくLOHの検出 
Copy number variation （CNV）の検出 

SNPに基づく疾患罹病性の評価 
病気の進行のモニタリング 
薬理遺伝学に基づく創薬 

CGH

リシーケンス 特定ゲノム領域の正確な塩基配列決定 個々の生殖細胞変異の分子進化 
癌の体細胞変異のスクリーニング 

癌の遺伝子増幅，染色体欠失の検出 
先天異常症などの染色体コピー数異常の検出 
疾患遺伝子のコピー数異常診断 
先天異常症の微細染色体コピー数異常の診断 
Copy number variation （CNV）の検出 

癌のコピー数異常に基づく層別分類 
癌の予後や悪性度のバイオマーカーの探索 
染色体検査の補完 

癌の層別分類 
癌の予後や悪性度のバイオマーカーの探索 
創薬の標的分子の探索 
各種シグナル伝達カスケードの評価 

表●マイクロアレイ技術の応用例

＊：hybridization 
complexity

マイクロアレイでハイブリダ
イゼーションを行う場合，各
スポットにおけるシグナル強
度とその均一性は，スポット
されているDNAの配列が特
異的でありかつ多種類である
場合に高い効率を示す．これ
は，サンプルDNA（または
RNA）に含まれるさまざま
な配列がスポットDNAのさ
まざまな相補配列に特異的に
結合できる（complexityが
高い）ことに起因する．短い
オリゴヌクレオチドをスポッ
トしたアレイでは，数十塩基
の配列にこれに相補のサンプ
ルDNA（または RNA）が
ハイブリダイゼーションする
のみ（complexity が低い）
であり，シグナルの評価には
補正等が必要となる．



断法としてすでに実用化されている４）５）．国内に

おいてもわれわれは染色体コピー数異常の診断

用アレイ（Genome Disorder array，通称GDアレ

イ）を独自に開発し，臨床検査会社BMLに技術

移転している．現在，臨床検査への導入を目的に

国内の大学付属病院や小児病院の17施設からな

るコンソーシアムでGDアレイの実用化検証が進

められている．すでに250例以上においてGDア

レイ診断が実施され，その約10％の症例で，従

来の方法では検出できなかった病態形成に関与す

ると考えられるde novoの微細染色体コピー数異

常が検出されており，研究面だけでなく検査法と

しての有用性も実証されてきている．

2．乳癌の遺伝子発現プロファイルに
よる予後診断法

乳癌の予後予測のMammaPrintRはFDAが承認

した最初のマイクロアレイによる癌の体外診断法

である．そのもとになった乳癌のアレイ解析論文

は2002年オランダ癌研究所のグループによって

New Eng J Med に報告されている７）．最初に

Agilent社の25,000プローブのマイクロアレイで

乳癌78例の発現解析を行い，53才以下のリンパ

節転移陰性例の転移再発と強い相関を示す遺伝子

セット70種類が選び出された．次に，同様に53

才以下でステージⅠ～Ⅱの女性乳癌でリンパ節転

移陽性144例，陰性151例でエストロゲンレセプ

ター（ER）発現を問わない合計295例を対象に検

証試験を行い，これら70個の遺伝子発現プロフ

ァイルが乳癌再発リスクを予測できることを確認

した．このような実際の臨床検査への応用を目的

とした遺伝子発現プロファイルによる乳癌のリス

ク診断法の開発への取り組みは，他の多くの研究

施設でも実施されている．例えば，リンパ節転移

陰性，ER陽性のタモキシフェン治療例での転移

再発を予測する診断法として21種類（５種類は

コントロール）の遺伝子発現をリアルタイムPCR

法で検出するOncotype DXRアッセイがGenomic

Health社によって開発され研究用に販売されてい

る８）．このOncotype DXRはパラフィン包埋標本

からサンプルのRNAを抽出するために，通常の

アレイ解析で問題となる凍結サンプルから抽出し

た場合のRNAの不安定性を考慮する必要がない．

このため検査としては大きな利点があり承認され

た場合には広い普及が予想される．また，米国の

ベンチャー企業Veridex ９）と共同でオランダのエ

ラスムス医療センターのWangらにより，やはり

マイクロアレイ解析結果からリンパ節転移陰性乳

癌の再発リスクを予測する76個の遺伝子セット

が報告された10）．彼らのグループはその後もこれ

ら76個のgene signatureによる確認試験を積極的

に実施している．

3．マイクロアレイ解析の再現性への疑問
マイクロアレイは解析で得られる膨大な情報か

ら数多くのバイオマーカーが見つかり，テーラー
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A）第22番染色体長腕22q13領域の微細染色体欠失症候群の表現形を呈した患児であるが染色体分析では異常を検出しない．B）左：東京医科歯科大
学で作製したアレイCGHで同じ患児のリンパ球DNAを用いて解析をした．BACクローン２個分の微細なヘミ欠失が22q13.2に検出される．右上：そ
のアレイ画像では欠失スポットはオレンジのシグナルとして区別できる．右下：欠失を確認したBACクローンをプローブにしたFISHでは緑シグナルは
間期核上に１個のみ検出し欠失を確認する

図1●アレイCGH法による潜在的染色体異常の診断
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メイド医療に資する診断，治療，予防法の確立が

加速され，新しい分子標的治療薬もどんどん見つ

かるものと大きな期待が寄せられていた．しかし，

マイクロアレイで得られた発現データは使用する

アレイプラットフォームの違いにより，また，同

じプラットフォームでも施設間あるいは施設内で

もしばしば大きな差があり，その再現性に疑問が

投げかけられてきた．実際，Tanらは同一のRNA

を用いてAmersham社，Agilent社，Affymetrix社

の３社のマイクロアレイで発現解析を行い，それ

ぞれの結果を比較して再現性の乏しさを具体的に

示した11）．その内容は，それぞれのアレイで発現

に差がありとして浮上した計185個の遺伝子の中

で共通するものはわずかに４個という惨憺たる結

果であった（図2）．これは先に述べたテーラー

メイド医療実現への期待にも不安を投げかけるも

のであった．

4．MicroArray Quality Control
（MAQC）プロジェクト
米国FDAは 2005年２月11日より，マイクロ

アレイの再現性，性能，データ解析法などの品

質管理を行うプロジェクト The MicroArray

Quality Control（MAQC）Projectをスタートさせ

た．このプロジェクトのフェーズⅠスタディ

（2005年 2月～ 2006年 9月）は，FDAに属する

６部局とNIH，環境保護局（EPA），標準技術研

究所（NIST）などの米政府機関に加え，マイク

ロアレイやRNAサンプルを製造する企業，解析

受託業者，さらに研究機関などの51組織から総

計137名の参加を得て実施された３）．

この確認のために使用されたアレイは

Affymetrix社，Agilent社など６社のプラットフォ

ームで，市販の2種類のRNAから調整した同一

サンプルをリファレンスにして計1,000回以上の

測定を実施してデータを取得し，この中で1,000

種類以上の遺伝子に関して定量PCRで測定した

発現量と比較した．その結果，アレイ内，アレイ

間とも，さらにAffymetrix社で採用されている１

色蛍光色素法でも，Agilent社などの２色蛍光色素

法でも発現差を検出する遺伝子は概ね一致してお

り，マイクロアレイの発現解析には再現性が得ら

れることを確認した．さらに，プラットフォーム

間で異なった遺伝子の顔ぶれがリストアップされ

た場合でも，それらは生物学的には類似であるこ

とを言及している．このMAQCプロジェクトで

検証されたプロトコールや試薬，リファレンス

RNA，ならびにこれらを用いて実施したアレイ解

析の膨大なデータは，今後，新たに作製されるマ

イクロアレイと関連試薬，さらにプロトコールの

客観的評価基準となるものと考えられる．

MAQCスタディによって，マイクロアレイ解

析の過去の研究における再現性の欠如が，

P–valueの非常に厳しい有意水準で閾値を設定し

て発現差のある遺伝子をランキングしていたた

めであることが確認された．そして，Fold

Changeで発現に有意差が見られるものをランキ

ングした場合に，異なるプラットフォームで得

られた遺伝子リストもよく一致することが確認

され，2006年 9月にMAQCフェーズⅠは終了し

た．その成果報告は同年同月に発行された

Nature Biotechnology９月号に５編の論文として

まとめられている12）～ 16）．

MAQCフェーズⅠに続き，実際にマイクロア

レイを医療の現場や日常生活での安全性試験と

して利用できるか否かの可能性の追究がMAQC

フェーズⅡとして始動している．

5．本特集号の紹介
マイクロアレイは初期には十分なパフォーマ

ンスを持つものが市販アレイとして供給されず，

5 www.yodosha.co.jp/btjournal/
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社の3社のマイクロアレイ間で比較した．
A）従来のP–valueによるランク付けで選択された計185
個の中で共通する遺伝子はわずか4個であった．B）MAQC
スタディではFold Changeで発現に有意差のあるものを
ランキングして比較すると各アレイプラットフォームで得
られた遺伝子の一致率は高く，マイクロアレイの性能の再
現性が確認された（文献23より引用改変）



また，供給された場合でも非常に高価であった．

このことから，多くの研究者はスポットする

cDNAを購入するか，あるいは自身の手により調

整してin–houseアレイの作製を計画した．実際，

マイクロアレイ作製を目的に本邦でもかなりの

数の研究施設にアレイスポッター装置が導入さ

れたが，実際にこれを稼働させ自前のマイクロ

アレイを作製し，さらにこれを使いこなしてデ

ータを取得するまで至った施設は限られている．

東京大学医科学研究所ゲノム解析センター・中

村祐輔教授らの研究グループは，独自に約23,000

遺伝子の cDNAを調整しこれを配置したマイク

ロアレイを開発し，癌の網羅的発現解析を積極

的に進めてきた．その結果，慢性骨髄性白血病

（CML）におけるBCR–ABLチロシンキナーゼの

選択的阻害薬グリーベックの感受性を高精度に

予測するシステムや，14種類の遺伝子の発現情

報から膀胱癌の MVAC（Me t h o t r e x a t e，

Vinblastin，Adriamycin，Cisplatin）術前化学療法

の感受性予測システムを構築するなど，癌のオ

ーダーメイド医療に直結する成果が得られてい

る17）18）．一方，マイクロアレイはバイオマーカー

や創薬の標的分子の探索ツールとしても利用さ

れている．本特集では，マイクロアレイを用い

た網羅的発現情報にもとづく癌の標的分子の同

定に至るロードマップが，乳癌治療標的分子候

補のタンパク質キナーゼPBK/TOPKの発見を具

体例に詳述されている（片桐，中村の項）．

マイクロアレイでは，研究対象や目的により，

スポットするDNAをカスタマイズすることで応

用範囲を拡げることができる．例えば，既知，あ

るいは予測される転写因子結合領域をカバーする

ことで網羅的プロモーターアレイを作製し，これ

にChIP–chip を行い特定転写因子やある条件で

DNAメチル化を受ける遺伝子のプロモーター領

域をスクリーニングすることができる．また，反

復を除く全ゲノム領域をカバーしたタイリングア

レイやエキソン領域をすべてカバーするアレイで

は癌特異的なスプライシングバリアントを見つけ

ることも可能である．癌特異的なスプライスバリ

アントは有効なバイオマーカーであり，さらにス

プライシングバリアントのgene signatureは新た

な指標による癌の病型分類を可能にするかも知れ

ない．エキソンアレイを用いた癌特異的なスプラ

イシングバリアントの解析は肝癌をモデルに佐

藤，山田の項で新しい成果が述べられている．

最近では翻訳制御に働くnon–coding RNAとし

て注目を浴びるマイクロRNAの発現解析用アレ

イ（間野の項），さらにCNV（copy number varia-

tion）の解析を目的とするアレイなども作製され

てきている．マイクロRNAはその発現プロファ

イルの解析からDNAメチル化により不活性化さ

れる場合や，逆に，遺伝子増幅の標的として活

性化される場合は癌遺伝子機能を持つOncomir

（oncogenic micro RNA：癌マイクロRNA）とし

て注目されている19）．また，多発奇形や精神発達

遅滞，自閉症など，その病態形成に潜在的ゲノ

ム異常の存在が示唆されていたが，実際にアレ

イCGHによるスクリーニングでCNVが関連異

常として見つかってきている20）．さらに，これら

遺伝的な背景の強い疾患だけでなく，SLE患者に

起こる糸球体腎炎やAIDSにおけるHIVの易感染

性などにCNVが関与することが報告され，比較

的ありふれた疾患の罹病性とCNVの関連が注目

されてきている21）22）．

癌は遺伝子増幅や欠失など特異的なゲノム構造

異常の存在が知られている．乳癌では ERBB2

（HER2/neu）の増幅の検出は，すでに抗ERBB2

抗体治療薬であるハーセプチンRの適応を決める

診断に使用されている．肺腺癌の治療薬イレッサ

の効果予測はEGFRの変異よりも増幅を確認する

ことで，より高い信頼度があるとする報告もある．

これらのことからマイクロアレイによるゲノムコ

ピー数異常の検出は，実用化レベルの癌の体外診

断法としても大きく期待されている．急速に進化

を遂げるマイクロアレイによるゲノム構造異常の

解析は，柴田の項で詳しく解説されている．

神経芽腫は頭蓋内腫瘍を除き小児で最も高頻

度の固形腫瘍である．癌遺伝子MYCNの増幅は

最も信頼できる予後不良を予測するマーカーで

ある．しかし，実際にはMYCN増幅のない高ス

テージ群の中にも予後不良例が存在し，新しい

リスク分類システムの構築が求められていた．

千葉県がんセンター研究所の大平美紀，中川原

章 両博士らは神経芽腫の網羅的発現解析から選

択した70個の遺伝子を用い，予後予測の精度検
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定にLTO（Leave two out）という手法3）を取り入

れ，実用レベルの神経芽腫の予後診断チップを

開発している．（大平，中川原の項）

消化器系の癌は内視鏡生検が可能であることか

ら，その治療前診断には生検標本を利用すること

ができる．しかし，従来のマイクロアレイでは微

量検体からの検討には遺伝子増幅が不可欠であ

り，この操作は発現プロファイルを変化させる可

能性が残されていた．兵庫医科大学の嶋田裕博士

らは独立行政法人新エネルギー・産業技術総合開

発機構（NEDO）の支援により，生検標本の発現

遺伝子検出を遺伝子増幅することなく実施できる

高感度DNAチップを作製し，臨床応用への取り

組みを開始している．この高感度DNAチップに

は従来のガラス基板による発現遺伝子検出の約

100倍の感度を示す東レ株式会社製「3D–Gene」

基板が用いられている（嶋田らの項）．

おわりに
筆者は1996年から２年間，東京大学医科学研

究所ヒトゲノムセンターに在籍したが，1997年，

中村祐輔教授のラボでは５，６名の研究員で構成

された特務部隊によって当時プレハブ小屋と呼ば

れるゲノムセンター前の研究棟の一室で自前

（in–house）のマイクロアレイに配置する２万種

類以上の遺伝子cDNAの設計とPCR増幅による

合成が進められていた．完成を見届けることなく

1998に現職に赴任したが，2000年には中村研か

ら卵巣癌のマイクロアレイ解析の論文がCancer

Researchに掲載された．その後，筆者はBACク

ローンによるCGHマイクロアレイの作製とサン

プル解析，さらにデータを得てこれを分析して有

意な結果を得るまでの道のりを経験した．その時，

改めて中村祐輔ラボのpowerfulでconvincingな仕

事を実感した．現在では，目的のプローブを希望

どおりに配置してくれるカスタムアレイの受託サ

ービスもごく当たり前になっており，これを含め

あらゆる種類のマイクロアレイがコマーシャルベ

ースで手に入る．マイクロアレイを自作する奇特

な研究室は筆者らを含め限られている．米国NCI

を拠点に1997年，個別化医療“Personalized medi-

cine”の実現を目標にCancer Genome Anatomy

Projectが始動したが，体外診断用マイクロアレイ

のMammaPrintRはその10年後の2007年２月に

FDA認可のもとに発売された．今後，他の疾患

においても発現プロファイルやマイクロアレイに

関連した体外診断法の開発と実用化に拍車がかか

るものと予想する．
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近年，クロマチンの高次構造の変化が，
細胞分化や転写制御などを含む多くの生
命現象において重要な役割を担っている
ことが明らかとなってきた．そのため，
実際に生理的な条件下の細胞内で起きて
いるDNA－タンパク質の相互作用やクロ
マチン状態を検出する方法の開発が求め
られていた．クロマチン免疫沈降（ChIP）
法は，この要望に応えうる実験手法で，
実際に細胞内で起きているDNA－タンパ
ク質の相互作用や分化に伴うヒストン修
飾の変化を検出できる．しかしながら，
ChIP法は検出にPCR法を用いており，広
範囲にわたるヒストン修飾の変化や転写
因子の結合を解析するには不向きであっ

た．一方，DNAチップ（chip）は遺伝子
発現を網羅的に解析するための先駆的な
方法であり，現在では多くの研究室で用
いられている手法である．
ChIP–on–chip 法は，ChIP の解析を

PCR法に変えて chipを用いて行うこと
で，網羅的でハイスループットなChIP
解析を可能にした手法である．本稿では，
ChIP–on–chip法の原理を解説するととも
に，われわれが行ったTh2細胞の分化機
構の解析を例に，この手法の有用性を説
明したい．

クロマチン免疫沈降法は，ホルムアル
デヒドを用いて細胞内でDNA－タンパ

ク質を架橋し，目的のタンパク質に対す
る特異的な抗体を使った免疫沈降法と組
合わせることで，細胞内に実際に存在す
るクロマチンDNA上でのDNA－タンパ
ク質の相互作用を検出する方法である．
実際のクロマチン免疫沈降の手順を，

抗アセチルヒストン抗体の実験を例に
図1に示した．転写因子の場合は，アセ
チル化を受けているヒストンの代わりに
転写因子があり，用いる抗体は目的の転
写因子に対する抗体と考えていただきた
い．ホルムアルデヒドによる架橋は，添
加後数分以内に起きるため，クロマチン
上に存在しているタンパク質の分解や，
脱修飾，拡散が進行する前の状態で
DNA－タンパク質複合体を固定すること
ができる．つまり，ホルムアルデヒドを
培地中に直接添加することで，細胞内に
実際に存在するヒストンの修飾や
DNA－タンパク質の結合を解析すること
が可能になる．
まず，細胞のクロマチンを含む画分を

可溶化し，固定されたクロマチンをソニ
ケーションによって200～ 1,000bpに断
片化する．目的のタンパク質に対する抗
体で免疫沈降を行った後，可逆反応によ
り架橋をはずし，タンパク質を除き，
DNA断片を回収する．回収されたDNA
を鋳型にして，通常のChIP法では，知
りたいDNA配列の特異的プライマーを
用いてPCRまたは，PCR／サザンブロ
ットで解析を行う１）が，ChIP–on–chip法
では得られたDNA断片がゲノムのどこ
に由来するのかを解析するためにDNA

ChIP-on-chip法の原理

はじめに

クロマチン免疫沈降－DNAチップ
（ChIP-on-chip）法を用いたTh2細胞
分化機構の解析
山下政克　千葉大学大学院医学研究院免疫発生学助教授

ChIP-on-chip法は，クロマチン免疫沈降（ChIP）とDNAチップ（chip）の２つの解析法を組合わせることで，

クロマチン修飾の変化や転写因子の結合を網羅的に検出することを可能にした新しい手法である．本稿では，ア

レルギーの病態に深く関与するT細胞サブセット，Th2細胞の分化機構の解析を例にし，ChIP-on-chip法の有用

性を概説する．

AC AC

AC AC AC
AC AC AC

AC AC AC AC AC

AC AC AC

ACAC AC

AC

200～1,000bp

AC AC AC

AC

AC AC AC

プロテインA 
アガロース 

ホルムアルデヒドによる固定と 
ソニケーションによるDNA断片化 

抗アセチルヒストンH3-k9/14 
抗体を用いた免疫沈降 

脱架橋とDNA精製 

アダプター付加 

ラベリングとハイブリダイゼーション 

図1●ChIP-on-chip法の原理（ヒストンアセチル化の検出を例にして）

ChIP法の詳細なプロトコールは，文献１を参照して頂きたい
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アレイを用いる．この解析を網羅的かつ
ハイスループットに行うためには高密度
タイリングアレイが最適であると考えら
れる．現在では，ヒトやマウスの全ゲノ
ムをカバーしたタイリングアレイやプロ
モーター領域のタイリングアレイがジー
ンフロンティア社より発売されているこ
とから，ChIP–on–chip解析を容易に行う
ことが可能である．また，興味のある特
定領域を解析するためのタイリングアレ
イの作製や受託解析のサービスも同社で
利用可能である．
次節では，われわれが行ったジーンフ

ロンティア社の受託解析サービスを用い
たChIP–on–chip解析の具体例について
述べる．

ここで簡単にTh2細胞の分化と役割に
ついて説明する．ヘルパーT（Th）細胞
は，主に IFN–γを産生するTh1と Th2
サイトカイン（IL–4，IL–5，IL–13）を産
生するTh2の２種類のサブセットに分け
られる（図2）．Th1細胞は細胞性免疫を
誘導し細胞内感染病原体の排除に重要で
あるのに対し，Th2細胞は液性免疫を誘
導して細胞外感染病原体などの免疫反応
を担うことがわかっている．Th1細胞と
Th2細胞は互いにバランスをとりながら
生体防御機構における中心的な役割を演
じていると考えられている．しかし，一
方では，感染症・自己免疫性疾患・アレ
ルギーなどの免疫関連疾患において
Th1/Th2バランスの偏りが認められてお
り，それがこれらの疾患の発症や病態の
形成に大きく関与していると推測されて
いる２）．すなわち，Th1細胞の過剰な活
性化は臓器特異的自己免疫疾患を誘発す
るのに対し，Th2細胞の過剰な活性化は
花粉症などのアレルギー性疾患につなが
ると考えられている．

IL–4，IL–13，IL–5といったTh2サイト
カインは，ヒトでは第５染色体（5q31）
に，マウスでは第11番染色体上にクラス
ターを成して存在し，その領域はTh2サ
イトカイン遺伝子座と呼ばれている．
Th2サイトカイン遺伝子座は120kbにわ
たるクロモゾームの領域で，上記のTh2
サイトカイン遺伝子のほかにRAD50遺
伝子やKIF3A遺伝子が存在する（図3-B）．
このようにTh2サイトカインはクラスタ
ーを成して存在し，協調的な発現が認め
られることから，染色体上の１つの領域
として共通の制御機構がある可能性が考
えられていた．クロマチンリモデリング
（遺伝子発現の活性化の場合）が誘導さ
れた遺伝子の特徴としては，①ヒストン
のアセチル化，②ゲノムDNAの脱メチ
ル化，③DNaseⅠに対する高感受性領域
の誘導が起こるとされている．なかでも，
ヒストンのアセチル化はクロマチンリモ
デリングのごく初期に起きると考えられ
ていることから，その変化を解析するこ
とはTh2サイトカイン遺伝子座のクロマ
チンリモデリング誘導機構を理解するう
えで非常に重要である．そこで，ジーン
フロンティア社にNimbleGen System社
の技術を用いたTh2サイトカイン遺伝子
座を含む約2.5Mbの領域のタイリングア
レイの作製と受託解析を依頼して，Th2
サイトカイン遺伝子座のヒストンのアセ
チル化修飾の網羅的検出を行った．
図3-Aの赤で示した箇所がTh2サイト

カイン遺伝子座である．紫のボックスは
その他の個々の遺伝子を示している．作
製したアレイのプローブには50merを用
い，インターバルは約100bpとした．ま
た，アレイはセンス／アンチセンス鎖を
合成し，それぞれ２連のハイブリダイゼ
ーションを行って平均化した．
図3は，Th2細胞とTh1細胞のヒスト

ンアセチル化状態を比較したものであ
る．われわれの予想通りTh2サイトカイ
ン遺伝子座の周辺にTh2細胞特異的なア
セチル化領域が認められた（図3-A）．
Th2サイトカイン遺伝子座周辺のTh2細
胞特異的アセチル化領域の拡大図が図3-
Bである．Th2細胞特異的アセチル化領
域は，KIF3A 遺伝子の 3́ 末端領域
（Th2–A），IL–4/ IL–13 遺伝子領域
（Th2–B），RAD50 遺伝子 3́ 末端領域
（Th2–C），RAD50/IL–5 遺伝子領域
（Th2–D）の４領域に大別することがで
きた．Th2–B, Th2–C，Th2–Dの領域の
Th2細胞特異的アセチル化はこれまでの
われわれを含めたグループから報告され
ているが３）～６），Th2–Aの領域は今回の解
析により新たに見出された領域である．
われわれは，これまでにIL–4/IL–13遺伝
子領域（Th2–Bの領域）のヒストンアセ
チル様式についてChIP法を用いて解析
してきた．その解析結果と今回の
ChIP–on–chip解析で得られた結果を比較
したのが図3-Cである．全体のパターン
がほぼ一致していることから，ChIP–on–
chip法の高い精度が確認できた．また，
図3-C に現在までに報告されている
DNaseⅠに対する高感受性部位を示して
あるが，ChIP–on–chip解析で得られたヒ
ストン高アセチル化部位とよく一致して
いることがわかる．このことから，

Th2サイトカイン遺伝子座
ヒストンアセチル化誘導部位
のChIP-on-chip法を
用いた網羅的な同定
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山下政克（Masakatsu Yamashita）

千葉大学大学院医学研究院免疫発生学助教授．1991年大阪大学大学院医学研究科修士課程修了，

薬学博士．千葉大学医学部助手，さきがけ研究21研究員などを経て，2004年より現職．研究テ

ーマは，多様な反応を示す免疫系をエピジェネティックな側面から解明すること．

Th2

Th2

Th2
Th2

Th1

IFN-γ 

Th1

Th1

Th1

IL-4/IL-5/IL-13

IL-2

ナイーブ 
CD4T細胞 

臓器特異的自己免疫疾患 
（Ⅰ型糖尿病，甲状腺炎） 
急性GVH

Ⅰ型アレルギー 
全身性自己免疫疾患 
慢性GVH

疾患 

疾患 

細胞性免疫 

液性免疫 

図2●Th1/Th2細胞分化と免疫応答

Th1/Th2細胞はともにナイーブCD4T細胞から分化してくると考えられている．ナイーブCD4T細胞
がIL–12存在化で抗原刺激を受けるとTh1細胞へ，IL–4存在化で刺激を受けるとTh2細胞へと分化す
る．Th1/Th2細胞のバランスが崩れると，図の右側に示したような免疫性疾患が発症しやすくなる



ChIP–on–chip解析で新たな感受性部位の
同定も可能になると考えられる．

今回は誌面の関係上，抗ヒストンアセ
チル化抗体を用いたChIP–on–chip解析の
結果しか紹介できなかったが，われわれ
の研究室では活性化クロマチンの維持に
必要とされているヒストンメチル基転移
酵素MLLのTh2サイトカイン遺伝子座
ならびにGATA3遺伝子座における結合
領域の同定７）や転写因子GATA3，RNA
ポリメラーゼⅡ結合の網羅的な検出（未
発表）に成功している．今後，ChIP–on–

chip解析を行う環境が整い，多くの研究
室で解析が行われることで，転写因子の
標的部位の同定やクロマチンリモデリン
グ誘導機構の解析が飛躍的に進歩するこ
とが予想される．また，ChIP–on–chip解
析結果をもとに新たな疾患関連遺伝子の
同定が行われることが期待できる．
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図3●マウス Th2 サイトカイン遺伝子座
（Chr11）周辺領域ヒストンH3-
K9/14アセチル化の網羅的解析

A）11番クロモソーム（Chr11）に存在するマウス
Th2サイトカイン遺伝子座周辺，約2.5 Mb の領域
のヒストンアセチル化（ H3 –K9 /14） 状態を
ChIP–on–chip法で解析した．矢印は転写方向，ボッ
クスは個々の遺伝子を表している．赤で示した遺伝子
領域がTh2 サイトカイン遺伝子座である．作製した
タイリングアレイのプローブには50mer を用い，イ
ンターバルは，約100bpとした．また，アレイはセ
ンス／アンチセンス鎖を合成し，それぞれ２連のハイ
ブリダイゼーションを行って平均化した．Th2サイト
カイン遺伝子座の周辺にTh2 細胞特異的なアセチル
化領域が認められた．
B）Th2サイトカイン遺伝子座周辺のTh2細胞特異
的アセチル化領域の拡大図．Th2 細胞特異的アセチ
ル化領域は，KIF3A遺伝子の3’末端領域（Th2–A），
IL–4/IL–13遺伝子領域（Th2–B），RAD50遺伝子3’
末端領域（Th2–C），RAD50/IL–5 遺伝子領域
（Th2–D）の4領域に大別することができた．Th2–B，
Th2–C，Th2–Dの領域のTh2細胞特異的アセチル化
はこれまでのわれわれを含めたグループから報告され
ているが，Th2–Aの領域は今回の解析により新たに
見いだされた領域である．
C）ChIP 法とChIP–on–chip 法の解析結果の比較．
われわれは，これまでに IL–4/IL–13遺伝子座におけ
るTh2細胞特異的ヒストンアセチル化領域をChIP法
によって解析し，CGRE領域からKIF3A遺伝子の一
部にかけての広い領域においてTh2 細胞特異的なヒ
ストンアセチル化を見出している．その結果を下図に
示した．結果は，ヒストンアセチル化のレベルを
Th2/Th1細胞の比で示している．全体のパターンに
おいては，ChIP法とChIP–on–chip法の解析結果は
一致している．参考として，現在までに報告されてい
るDNaseⅠに対する高感受性部位を示してある．
ChIP–on–chip解析で得られたヒストン高アセチル化
部位と一致していることがわかる
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これまで核酸の抽出・精製のために核

酸の種類，使用目的に合わせたさまざま

な方式が採用されてまいりました．古く

は，フェノール・クロロホルム法が用い

られてきましたが，最近はシリカ担体を

用いた方法が普及しております．

当社は，核酸を特異的に吸着トラップ

する独自の高分子多孔質メンブレン（以

下メンブレン）を開発し核酸抽出に応用

することで，迅速・簡便に核酸（DNA，

RNA）を高収量・高純度で抽出することが

可能な核酸抽出方式を開発いたしました．

基本原理

メンブレン表面の親水性を上げていく

と，極性の小さい溶媒（アルコールなど）

中の核酸はメンブレン表面に特異的に吸

着するようになります（図1）．このメン

ブレン表面への吸着効果は溶媒の極性が

上がると消失し，例えば水溶媒中では核

酸が離脱するようになります．一方，タ

ンパク質などの疎水的不純物はメンブレ

ン表面に吸着しにくい性質があります．

この性質を応用し，溶媒の極性を変えメ

ンブレン表面への核酸の吸着性を制御し

た複数の工程の組み合わせにより，核

酸を抽出することが基本的な原理となり

ます．

核酸抽出工程について順を追ってご説

明いたします（図2）．

①溶解工程

細胞から核酸を抽出するための前処理

工程として，カオトロピック塩および界

面活性剤を含有する溶解液に検体を分散

し細胞を破壊することで，核酸（DNA，

RNA）が溶離します．

②吸着工程

アルコールのような極性の小さい溶媒

を含む溶解液中に分散した，核酸および

タンパク質などの含有液を，メンブレン

に通過させることで，核酸のみが特異的

にメンブレン表面に吸着し，溶媒中のタ

ンパク質など不純物は流出することにな

ります．

③洗浄工程

引き続き極性の小さい溶媒を主成分に

する洗浄液を，メンブレンに通過させる

ことにより，核酸はメンブレン表面に吸

着させたまま，膜中に残留している不純

物やカオトロピック塩などの残留溶解液

を完全に洗い流すことができます．

④溶出工程

極性の大きい溶媒（水など）を主成分

とした抽出液をメンブレンに通過させる

ことで，表面に吸着した核酸が容易に離

脱・極性溶媒中に溶離し，核酸を回収す

多孔質メンブレンを
用いた核酸抽出の原理

高分子多孔質メンブレンを用いた核酸抽出
技術の開発とマイクロアレイ解析への活用
富士フイルム株式会社

近年のマイクロアレイ技術の進歩と創薬，診断技術の発展に伴い，検体の前処理工程として必要不可欠である

核酸抽出工程の迅速化，簡便化，自動化に対する要求もますます高まっております．本稿では，富士フイルム株

式会社が開発いたしました核酸抽出技術についてご紹介させていただきます．本技術には独自の高分子多孔質メ

ンブレンを用いており，生体試料から目的の核酸を迅速，簡便かつ高純度・高収量で抽出することが可能です．

メンブレン表面メンブレン表面 

親水性 

5.0

3.0
4.0

2.0
1.0
0

D
N
A
回
収
量
 

高 低 

吸着した吸着したDNA

メンブレン表面 

吸着したDNA

（μm） 

図1●メンブレン表面の親水性とDNA
吸着量の関係

写真：メンブレンへの核酸の吸着状態

図2●多孔質メンブレンを用いた核酸
抽出プロセス

吸着工程（加圧1） 

親水性 

疎水性 

洗浄工程（加圧2） 

溶出工程（加圧3） 

加圧 

加圧 

加圧 極性の小さい 
溶媒 

洗浄液 

溶出液 

核酸吸着前の 
メンブレン 

核酸がメンブレンに 
吸着した様子 
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ることができます．

表面特性および溶媒極性の最適化による

高機能化

メンブレン表面の特性および，核酸を

含むサンプル（Lysate）の極性を最適化

することにより高機能化を達成すること

ができます．

リボースであるRNAはデオキシリボー

スであるDNAにくらべ，水酸基を１つ

多く有しており，より親水的です．この

化学的特性の差を利用し，洗浄液の極性

を制御することによって，DNAとRNA

の混合液中からRNAを選択的に分離・抽

出することが可能となります．

高い簡便性

従来用いられているシリカ繊維フィル

ター（膜厚1,000μm）にくらべ，当社メ

ンブレン（膜厚80μm）は膜厚が薄いた

め，液の通過圧力が低く，遠心分離を用

いずに加圧送液での抽出動作が可能とな

ります．

高純度抽出

膜厚が薄いため，メンブレン中に残留

する液量（キャリーオーバー）が少なく

なり，その分より純度の高い核酸の抽出，

回収が可能です．

高収量

多孔質メンブレンは均一で微細な穴が

膜中を占めており，高い比表面積を誇り

ます．また，表面に高度な親水化処理を

施していることでさらに，大量の核酸を

一度に吸着させることが可能です．

高濃度抽出

膜厚が薄いため､少ない液量での核

酸抽出が可能です．QuickGene SP Kit

（スピン方式抽出キット）を用いた場合，

10μlというきわめて少ない抽出液量で，

回収量を損なわずに核酸を抽出すること

が可能です（図3）．

QuickGeneシリーズは，メンブレンを

備えたカートリッジと各種処理液の専用

キット，および専用抽出装置により構成

されています（写真）．

ゲノム解析，発現解析，あるいは

BACarrayの製作に応用可能な，３つの

抽出例についてご紹介いたします．

培養細胞からのゲノムDNA抽出例

（Application Guide No.5）（表1）

使用キット：QuickGene DNA tissue

kit S使用．培養細胞0.5× 10 ６の培養細

胞からのゲノムDNA抽出例．

培養細胞（Hela）からのRNA抽出例

（Application Guide No.11）（表2）

使用キット：QuickGene RNA cultured

cell kit S使用（DNase処理あり）．各種

培養細胞からのtotal RNA回収例．

大腸菌からのBAC，PAC DNA抽出

（Application Guide No.10）（表3）

使用キット：QuickGene Plasmid kit S．

BAC，PAC DNAをトランスファーした

大腸菌を，2m lのLB培地で16時間培養

し，BACおよびPAC DNAを抽出．

このようにさまざまな用途に対し，高

純度，高収量での抽出が可能です．

今後も，特長ある商品開発を推し進め，

皆様のニーズにお答えすることで，マイ

クロアレイ技術の発展，進歩の一助にな

れば幸いです．
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図3●回収液量と核酸回収量の関係

QuickGene-810，800

QuickGene-610L
QuickGene-HT/ 
BiomekNX

QuickGene SP kit

QuickGene-Mini80

８試料同時処理が可能なスタンダードタイプ 

２mlの全血からの抽出が可能な大容量タイプ 

全血96試料を同時処理可能な全自動ハイス
ループットタイプ 

クリーンベンチ内にも設置可能な簡易型タイプ 

スピン方式に対応した核酸抽出キット 

写真●QuickGene-Mini80および
キットとその他のラインナップ

細胞名 

表1

表2

表3

収量（μg） 純度（A260/280） 

HepG２ 
Huh６ 

5.2  
7.6

1.7 
1.8

細胞名 収量（μg） 純度（A260/230） 

Hela（２×106個） 
HEK293（２×106個） 
HL60（３×106個） 

46.8 
43.8 
34.2

2.09 
2.07 
2.02

細胞名 収量（ng） 

大腸菌：DH10B＊ 約50（PAC） 約50（BAC） 

＊大腸菌：DH10B　PACインサート：140kbp 
　BACインサート：80kbp

A260/280：タンパクの混入の程度の指標．小さいほ
ど混入が少ない 

A260/230：グアニジウム塩の混入の程度の指標．小
さいほど混入が少ない 












